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摘要
CD4+CD25+调节性T细胞是维持机体自身免
疫耐受的调节性T细胞亚群, 主要来源于胸腺, 
与自身免疫性疾病的发生、发展密切相关. 炎
症性肠病(IBD)是一种病因未明侵犯胃肠道的
自身免疫性疾病, 免疫耐受异常是导致其发病
主要因素之一. CD4+CD25+调节性T细胞的异
常表达可能与IBD的发病有关. 

关键词: 炎症性肠病; CD4+CD25+调节性T细胞; 自

身免疫
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0  引言

调节性T细胞(Treg)是不同于Th1和Th2的具有调

节功能的T细胞群体, 在多种免疫性疾病中起重

要调节作用. 根据其表面标记、分泌的细胞因

子及作用机制不同, Treg可分为CD4+CD25+Tr细
胞、Tr1和Tr3等多种亚型[1]. CD4+CD25+ Treg是
调节性T细胞亚群之一, 是一群表型和功能特异

的T细胞, 他由胸腺产生后输出至外周, 并通过

主动调节的方式抑制存在于正常机体内潜在的

自身反应性T细胞的活化与增殖, 并识别自身抗

原肽和分泌抑制性细胞因子[2]. 大量的研究提示, 
CD4+CD25+Treg细胞的数量减少或功能异常均

可能导致自身免疫性疾病的发生[3]. 炎症性肠病

(IBD)是一组病因未明侵犯胃肠道的自身免疫性

疾病, CD4+CD25+Treg异常表达可能与IBD的发

病有关. 本文主要就CD4+CD25+Treg的来源、特

性、免疫调节机制及其与疾病的关系作一综述. 

1  CD4+CD25+Treg的来源

根据CD4+CD25+Treg的来源不同将其分为固有

性CD4+CD25+Treg和适应性CD4+CD25+Treg[4].  
固有CD4+CD25+Treg主要是指那些在胸腺发育

成熟后进入外周淋巴组织的Treg, 在预防病理

性自身免疫反应方面起作用, T细胞在胸腺分化

过程中选择到的特殊细胞亚群逃避了克隆清除, 
发生了胸腺逃逸. 适应性CD4+CD25+Treg是由成

熟T细胞在外周淋巴组织中接触特异性抗原或

免疫抑制因子的作用下活化而形成的.

2  CD4+CD25+Treg的特性及免疫调节机制

2.1 CD4+CD25+T淋巴细胞的特性 CD4+CD25+T
淋巴细胞具有两大特性: 即免疫无能性和免疫

抑制性 [5]. 其免疫无能性对高浓度IL-2的单独

刺激, 固相包被或可溶性抗CD3单抗, 以及抗

CD3单抗、抗CD28单抗的联合作用呈无应答

状态, 也不分泌IL-2. 当经T细胞受体(TCR)介导

信号刺激并有高浓度外源I L-2存在的情况下, 
CD4+CD25+T淋巴细胞可活化并增殖, 但其增殖

程度较CD4+CD25-T淋巴细胞弱. CD4+CD25+T
淋巴细胞的免疫抑制功能表现在经TCR的信号

刺激活化以后能够抑制CD4+和CD8+T淋巴细胞

的活化和增殖, 并且这种抑制作用为非抗原特

异性, 不具有组织相容性抗原(MHC)限制性. 
2.2 CD4+CD25+T淋巴细胞免疫调节作用机制

CD4+CD25+T淋巴细胞免疫调节作用机制目前

可能为: (1)转录因子: Foxp3是新近发现的转录

因子, 属于foxhead家族成员, 组成性表达于机体

的CD4+CD25+T调节细胞, 介导Treg细胞在胸腺

的发育, 外周表达及功能维持[6]. Morgan et al [7]

应用RT-PCR和蛋白电泳检测发现胸腺或外周

组织的CD4+CD25+Treg均高表达Foxp3mRNA,
而CD4+CD25-、CD4-CD8+及其他免疫细胞微

量表达, CD4+CD25+Treg细胞Foxp3的表达量

较CD4+CD25-T细胞高100倍左右[2]. 研究发现

Foxp3敲除小鼠诱生的自身免疫病, 其病程较清

除CD4+CD25+T细胞诱生的自身免疫病严重, 可
能的原因是Foxp3不仅表达在CD4+CD25+T细
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胞, 还可能具有诱导小鼠体内静止CD4+CD25-T
细胞向Treg转化的功能; 由于缺乏Foxp3的诱导

作用, 体内自身高亲和力T细胞克隆没有发育

成为CD4+CD25+T细胞, 而成为自身反应性T细
胞. 有学者认为, 成熟树突状细胞(DC)能够诱

导自体CD4+CD25-T细胞向CD4+CD25+Treg细
胞转化, 其作用依赖于Foxp3[8]. (2)细胞因子: 
TGF-β和IL-10参与CD4+CD25+Treg的免疫调

节作用, 二者是具有免疫作用的细胞因子, 其
抑制效应广泛[9-10]. 特异性抗TGF-β抗体能阻断

CD4+CD25+Treg的抑制效应, 因而若抑制TGF-β
的活性则可阻断CD4+CD25+Treg的诱导呈免疫无

应答状态, 表明TGF-β参与了CD4+CD25+Treg的
抑制作用. 其可能的机制: 抑制免疫效应细胞的

增殖、分化和活性; 抑制细胞因子的产生及其免

疫调节作用. (3)辅助因子: 细胞毒性T细胞受体

4(CTLA-4)是一种抑制性调节分子, 固有性和适

应性CD4+CD25+Treg与CTLA-4有关. 人类及小

鼠CD4+CD25+Treg均表达CTLA-4, 阻断CTLA-4
的同时也阻断了适应性CD4+CD25+Treg的调节

作用[11]. Takahashi et al [12]报道CD4+CD25+T淋巴

细胞和CD4+CD25-T淋巴细胞的共同培养体系

中加入抗CTLA-4单抗可以明显减轻前者对后

者的抑制作用, 而给予正常小鼠注射抗CTLA-4
单抗或(和)抗CD25单抗则会出现一些免疫相关

性疾病. 这些均提示, 经CTLA-4刺激对于诱导

CD4+CD25+T淋巴细胞的抑制功能是必要的.

3  CD4+CD25+Treg与炎症性肠病

免疫反应异常是IBD主要发病机制之一. 在正

常个体体内生理性CD4+CD25+Tr eg细胞约占

CD4+ T细胞的5%-10%, 其数量及活性足以抑

制自身免疫性疾病的发生. CD4+CD25+Treg细
胞的免疫抑制作用主要是抑制自身反应性T
细胞以维持自身免疫平衡 .  在炎性反应组织

中, 提呈自身抗原的抗原提呈细胞(APC)活化

后 ,  具有有效的自身反应性及抗原敏感性的

CD4+CD25+Tr eg细胞迅速转移至炎性反应部

位, 与APC结合后活化, 并抑制转移至该组织的

自身反应性CD4+CD25-T细胞和CD8+T细胞的

功能[13]. 目前的研究认为, Foxp3是特异性表达

在CD4+CD25+Treg细胞, 可有效地预防IBD的

发生. Maul et al [14]采用流式细胞术和实时定量

PCR分析CD4+CD25+Treg、Foxp3表达水平, 结
果表明IBD患者外周血中CD4+CD25+Treg保持

了他们的抑制活性, 疾病活动期CD4+CD25+和

Foxp3下降, 但疾病缓解期和对照组比率上升, 
CD4+CD25+Treg可能参与IBD的发病机制. 体
内动物实验表明CD4+CD25+Treg细胞是通过分

泌某些抑制性细胞因子而发挥其调节作用. 在
IBD的模型中对该病的发生起重要抑制作用的

是CD4+CD25+Treg分泌的IL-10和TGF-β, 而不

是IL-4. 这种高浓度的抗TGF-β抗体可以消除

CD4+CD25+Treg的抑制作用[15]. CD4+CD25+T调
节细胞在感染后限制免疫应答引起的过度免疫

病理应答, CD4+CD25+Treg缺陷的IBD小鼠, 一
旦输入全T细胞后可避免发生自身免疫性疾病, 
缺少CD4+CD25+Treg的小鼠对肠道共生菌群产

生高反应性, 引起严重的自身免疫性肠炎. 在无

菌环境下, 给小鼠回输缺少CD4+CD25+Treg细胞

不会引起IBD的发生, 由此可见CD4+CD25+Treg
细胞主要抑制过度抗病原体免疫, 从而抑制对

宿主过度的免疫病理损伤[16]. CD4+CD25+Treg细
胞通过调节作用, 有效维持机体内环境稳定. 研
究发现在SCID或RAg-/-鼠模型中, 同时输注致

病性CD4+CD45RBhighT细胞, 大约持续4 wk, 再
注入CD4+CD25+Treg细胞, 10 wk后, 结肠黏膜恢

复正常, 相比较CD4+CD25-T细胞, 不具有此作

用[17]. 其机制可能为: CD4+CD25+Treg细胞主要

直接与靶细胞接触而发挥作用, 下调细胞IL-2Ra
链的表达, 以致靶细胞增殖; 可通过分泌抑制性

细胞因子来减轻炎症反应; TCR介导自身反应性

T细胞对自身肽段的识别, 如内环境稳定与免疫

调节具有相关性, 表明Treg可能与致病T细胞共

同竞争抗原提呈细胞而被活化.

4  CD4+CD25+Treg与其他自身免疫性疾病

T细胞介导的自身免疫性反应也参与系统性红

斑狼疮(SLE)发病过程. Muphy et al [18]研究表明

其亚群CD4+CD25+Treg细胞在控制自身免疫

反应及维持免疫耐受方面起着关键作用, 可以

控制机体损伤后的免疫反应. CD4+CD25+Treg
可以通过抑制单核细胞和巨噬细胞产生细胞

因子来减轻机体的炎症反应和组织损伤 ,  在
各系统炎症损伤的活动期S L E患者外周血

CD4+CD25+Treg显著低于稳定期的患者[19]. 结
果表明CD4+CD25+Treg的变化可能是导致SLE
发生和病情发展的主要因素之一. Ⅰ型糖尿病

是T细胞介导的, 与自身抗原免疫耐受缺乏有

关, 在Ⅰ型糖尿病患者体内Treg数量减少或者

其抑制活性降低, 其他介导胰岛β细胞破坏的

■研发前沿
CD4+CD25+调节
性T细胞作为调节
机体免疫反应的T
细胞亚群, 近年来
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免疫性疾病关系
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广泛认识.
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免疫活性因此而增强[20]. Van et al[21]应用流式细

胞仪检测类风湿关节炎(RA)患者滑膜液(SF)和
外周血(PB)CD4+CD25+Treg的表达水平, 探讨

其在RA中的作用, 结果表明: RA活动期SF中的 
CD4+CD25+Treg数量显著高于PB, 因此, Treg在
体外能抑制自身T细胞的增殖, 与慢性炎症的发

生、发展、转归有关.
总之, CD4+CD25+Treg是一种重要的免疫调

节T细胞亚群之一. 探讨CD4+CD25+Treg在IBD
发病机制中的可能作用, 寻找相对特异和敏感

的指标, 可辅助临床对IBD的诊断, 为进一步提

示IBD发生发展的机制提供有价值的线索. 迄今

为止, 尚不清楚CD4+CD25+Treg的T淋巴细胞受

体所识别相应的生理配体的性质是什么, 这对

阐明在体内的抑制作用及如何在体内或体外扩

增这些细胞用于临床治疗免疫性疾病至关重要. 
随着研究的不断深入, 将有可能在治疗此类疾

病方面取得新的突破, 以为患者减轻痛苦.
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■同行评价
本 文 详 细 综 述
了 C D 4 + C D 2 5 + 

T r e g 的 来 源 、

CD4+CD25+Treg
的特性和免疫调
节 机 制 、 C D 4 + 

CD25 +Treg与炎
症性肠病的关系
以及CD4+CD25+ 

Treg与其他自身
免疫性疾病的关
系 ,  综 述 较 为 全
面, 阐述较为详细
严密 ,  引文较新 , 
有意义.
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■背景资料
组织芯片(Tissue 
microarray)是将
多个细小组织整
齐排列于同一载
体而成的缩微组
织切片, 具有体积
小、信息含量高
的特点, 能提高实
验效率, 可灵活设
计, 所得结果可比
性强. 他为一种高
通量、大样本以
及快速的分子水
平分析的工具, 其
在肿瘤病理研究
和临床病理诊断
中有广泛而特殊
的 用 途 .  本 文 用
免疫组化法和组
织芯片技术研究
COX-2在胃癌转
移中的作用及与
胃癌病理生物学
行为和预后的关
系.
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Abstract
AIM: To explore the expression and clinical-
pathological significance of cyclooxygenase-2 
(COX-2) as well as its relations with the angioge-
nesis in the carcinogenesis and metastasis of 
gastric cancer.

METHODS: The expression of COX-2 was detect-
ed by EnVision immunohistochemical method in 
tissue microarray prepared from gastric cancer 
patients. The microvessel density (MVD) was 
calculated after CD34 staining for microvessel en-
dothelium. Their correlations were analyzed.

RESULTS: The expression of COX-2 in gastric 
cancer was significantly higher than that in nor-
mal controls (P = 0.001). The over-expression of 
COX-2 in gastric cancer was positively related 
to the metastasis and the depth of invasion (P = 
0.031), while it was not related with the histo-
logical types (P = 0.495) and Borrmann types (P 
= 0.328). The MVD in gastric cancer tissues (65.49 
± 20.64) was notably higher than that in normal 
controls (36.21 ± 18.47, P = 0.001). MVD was cor-
related with the histological types (P = 0.003) 
and metastasis (P = 0.043), while it was not cor-
related with the depth of invasion (P = 0.627) 
and Borrmann types (P = 0.634). The MVD of 
COX-2 positive group was higher than that of 
COX-2 negative one (68.59 ± 19.8 vs 25.82 ± 7.76, 
P < 0.05), and the expression of COX-2 and MVD 
were positively correlated (P = 0.001).

CONCLUSION: Tissue microarray is a powerful 
tool for rapid identification of the molecular al-
terations in gastric cancer and other pathological 
types. The expression of COX-2 may play an im-
portant role in gastric carcinogenesis by promo-
tion of angiogenesis. It may serve as a marker in 
the prognosis of gastric cancer.

Key Words: Gastric cancer; Cyclooxygenase-2; Tis-
sue microarray; Microvessel density

Lv XJ, Mao XY, Li JY, Han CB, Wu DY, Zhang SM, Xin Y. 
Study of cyclooxygenase-2 expression in gastric cancer and 
its relationship with angiogenesis by tissue microarray. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(6):550-556

摘要
目的: 研究COX-2在胃癌中的表达及其与血管
生成的关系, 探讨其在胃癌转移中的作用及与
胃癌病理生物学行为的关系. 

方法: 采用EnVision方法检测胃癌组织芯片中
COX-2的表达, 用CD34进行微血管内皮细胞
染色, 计算微血管密度(MVD), 分析其相关性. 

结果: COX-2在胃癌中的表达明显高于正常

®
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胃黏膜(P  = 0.001). COX-2的高表达与胃癌的
转移(P = 0.019)和胃壁浸润深度(0.031)呈正
相关, 与胃癌的组织病理分型无关(P  = 0.495), 
与Borrmann分型无关(P  = 0.109)组织MVD 
(65.49±20.64)明显高于正常胃黏膜组织
(36.21±18.47, P  = 0. 001). MVD值与胃癌的组
织病理分型(P  = 0.003)和转移有关(P  = 0.043), 
与胃癌胃壁浸润深度(P  = 0.627)和Borrmann
分型(P  = 0.634)无明显相关性. COX-2表达阳
性组的MVD指数明显高于COX-2表达阴性组
(68.59±19.8 vs  25.82±7.76, P <0.05), COX-2
表达与MVD呈正相关(P  = 0.001).

结论: 组织芯片技术对于快速检测胃癌及其
他肿瘤的分子病理学改变是一个强有力的工
具. COX-2表达可能通过促进血管形成对胃癌
的发生、发展起重要作用, 其可作为判断预后
和指导治疗的有效指标.

关键词: 胃癌; 环氧合酶; 组织芯片; 微血管密度
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0  引言

胃癌是消化道发病率很高的恶性肿瘤之一, 且
发病率和死亡率呈上升趋势, 肿瘤细胞生长的

无限性和浸润转移是肿瘤的最重要的特征, 是
胃癌治疗失败导致死亡的主要原因, 而肿瘤细

胞生长及浸润转移受多种因子的调控[1-2]. 新近

发现的组织微阵列/组织芯片技术是将多个细小

组织片整齐排列于同一载体而成的缩微组织切

片, 具有体积小、信息含量高的特点, 能大大提

高实验效率, 且可以根据需要灵活设计, 所得结

果均一可靠、可比性强[3-6]. 近年来多项研究表

明组织微阵列/组织芯片技术在肿瘤病理研究和

临床病理诊断中有广泛而特殊的用途. COX-2是
前列腺素合成中一个重要的限速酶. 许多研究

表明COX-2在结肠癌等肿瘤中高表达[7-11], 能抑

制COX-2的非甾体类抗炎药(NSAIDs), 可以作

为结肠癌动物模型的有效化学预防剂[12-14]. 肿瘤

的生长须经历一个血管形成过程, 我们用免疫

组化方法和组织芯片技术的研究COX-2在胃癌

中的表达及其与血管生成的关系, 探讨其在胃

癌转移中的作用及与胃癌病理生物学行为和预

后的关系. 

1  材料和方法

1 .1  材料 中国医科大学和辽宁省肿瘤医院

2003-12/2004-05手术切除胃癌标本104例, 另取

其中79例距肿瘤边缘大于5 cm处的正常胃黏膜

上皮作为对照, 标本经40 g/L福尔马林固定, 常
规石蜡包埋, 制作成4 mm厚的切片HE染色供

定位用. 即用型兔抗人COX-2单克隆抗体(福州

迈新公司), 即用型鼠抗人CD34单克隆抗体(福
州迈新公司), PV-9000试剂(北京中山生物技术

有限公司). 组织芯片仪及其1 mm组织穿刺针

(Beecher Instruments), 免疫组化配套仪器.
1.2 方法 

1.2.1 组织芯片制作 组织载玻片经过夜泡酸、充

分清洗并烘干, 用多聚赖氨酸行防脱片处理. 对
每一组织标本, 观察HE切片确定癌、肠上皮化

生、不典型增生及远癌正常组织等, 选取目标组

织并在HE切片及其相应石蜡组织块(供体蜡块)
上标记. 莱卡石蜡(leica histowax, 上海华灵)与蜂

蜡(东大蜂场)混合(比例为1∶1), 制成2.2 cm×

3.5 cm×1 cm大小的空白蜡块(受体蜡块). 在该

蜡块上设计14×9和16×7共248点组织列阵, 用
组织芯片仪打孔制成带孔空白蜡块. 将蜡块放在

39-42℃水浴中软化后, 用组织芯片仪从供体蜡

块标记部位逐个取出直径1 mm, 高4 mm的组

织柱, 推入空白蜡块预先设计的相应孔内. 这样

将225个组织芯片整齐有序地安插在空白蜡块1
和2中, 对蜡块进行连续切片, 裱于防脱片处理的

载玻片上. 
1.2.2 组织芯片免疫组化染色 采用EnVision方法

对胃癌及其癌前病变组织芯片进行免疫组化染

色, 并利用PBS(pH 7.4)代替一抗作为阴性对照, 
已知阳性切片作为阳性对照. COX-2蛋白阳性

反应颗粒定位于胞质和胞膜, 每例标本选择2个
有代表性的高倍视野, 数200个肿瘤细胞, 取平

均值. 阳性细胞数<5%为阴性(-), 5%-25%为弱阳

性(+), 25%-50%为中度阳性(++), >50%为强阳性

(+++). CD34表达于血管内皮细胞膜, 每一个染

成棕黄色的、可与周围血管、肿瘤细胞和其他

结缔组织区分开来的明显微小血管腔或含3个以

上内皮细胞的内皮细胞簇, 不论管腔和红细胞出

现与否, 均作为一个单一的、可计数的微血管. 
管腔面积>8个红细胞直径, 带有较厚的肌层的

微血管均不计数[15-16]. 先于低倍光镜下确定3个
血管着色最密集区域, 然后在高倍视野下计数微

血管的数目, 取2个视野的均值作为微血管密度

(MVD). 结果判定在双盲法下进行, 每张切片由

■创新盘点
本文利用组织芯
片 技 术 研 究 了
COX-2在胃癌中
的表达, 发现COX
表达可能通过促
进血管形成对胃
癌的发生、发展
起重要作用.
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两位病理医师分别判定、计数.
统计学处理  利用χ 2检验比较率的差异 . 

P <0.05视为差异有统计学意义, 用SPSS 12.0统
计分析软件处理.

2  结果

2.1 组织芯片质量 胃癌及其癌前病变组织芯片

常规HE染色切片芯片组织形态好, 有代表性(图
1). 胃癌组织芯片在免疫组织化学染色中有部分

脱落, 其余组织阳性信号清晰, 背景清洁.
2.2 COX-2在胃癌及正常黏膜中的表达 COX-2

免疫组化染色最终可用芯片组织为胃癌87例、

远癌基本正常胃黏膜37例. COX-2的阳性染色主

要为胞质和胞膜, 大多分布在癌组织中. COX-2
在胃癌中的表达明显高于正常胃黏膜(P <0.05). 
C O X-2在转移组的阳性率高于无转移组阳性

率(P <0.05). COX-2表达与胃癌胃壁浸润深度

呈正相关(P <0.05), 与胃癌的组织病理分型无

关(P <0.05), 与Borrmann分型无关(P <0.05, 表1, 
图2).
2.3 胃癌及正常胃黏膜中的微血管密度值(MVD) 
CD34表达免疫组化染色最终可用芯片组织为胃

图 1 组织芯片扫描图. A: HE染色; B: COX-2 EnVision法.

    

表 1 COX-2蛋白在胃癌、正常胃黏膜上皮组织中的表达

                                                               COX-2蛋白表达    

                                                                               -                 +~+++

组织性质                                                                              12.191           0.000

        正常胃黏膜               37                         15                  22                               59.46  

        胃癌                          87                         11                  76                               87.36  

组织病理分型                                                                                                                                      5.391           0.495

        乳头状腺癌                 2                        0              2                             100.00  

        高分化管状腺癌          8                        2              6                               75.00  

        中分化管状腺癌        28                        4            24                               85.71  

        低分化腺癌               29                        2            27                               91.10  

        黏液腺癌                   12                        0            12                             100.00  

        印戒细胞癌                 6                        2              4                               66.67  

        未分化癌                     2                        1              1                               50.00  

转移与否                                                                               5.502            0.019

        无转移                       21                        6            15                               71.43  

        转移                          66                        5            61                               92.42  

胃壁浸润深度                                                            6.997 4            0.031

        肌层                            4                        2              2                               50.00  

        浆膜下          57                        8            49                               85.96  

        穿出浆膜          26                        1            25                               96.15  

Borrman分型                                                            4.428 6            0.109

        BorrmanⅡ            7                        0              7                             100.00  

        BorrmanⅢ          75                        9            66                               88.00  

        Borrman Ⅳ            5                        2              3                               60.00  

组别                              n                                                                                        阳性率 (%)                    χ2                                      P

BA■应用要点
组织芯片技术可
用于快速检测胃
癌及其他肿瘤的
分子病理学改变, 
COX-2可作为临
床判断预后和指
导治疗的有效指
标.
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癌92例、远癌基本正常胃黏膜38例. CD34主要

表达于血管内皮细胞胞膜. 微血管染色呈棕黄

色, 在92例胃癌组织中MVD从16到100不等, 均
数为65.5. 在胃癌组织中的MVD明显高于在正

常胃黏膜组织(P <0.05). MVD值与胃癌的组织病

理分型有关, 在分化差的胃癌其MVD明显高于

分化好的胃癌(P <0.05). 另外MVD值与是否转移

明显相关(P <0.05); 与胃壁浸润深度和Borrmann
分型无明显相关性(P >0.05, 表2, 图3).
2.4 胃癌组织中COX-2表达与微血管计数的关系 
COX-2表达阳性的胃癌组与其相应的阴性组相

比, 两组MVD有显著的差异(P <0.05, 表3).

3  讨论

组织芯片技术是将数十个甚至上千个不同个

图 2 胃黏膜组织COX-2蛋白的表达 (EnVision法×200). A: 

低分化腺癌阳性; B: 高分化腺癌阳性; C: 正常胃黏膜阴性.

      

表 2 胃癌、正常胃黏膜上皮组织中MVD的差异

组别                               n             MVD        t    P     

组织性质                      7.53    0.000

     正常胃黏膜  38    36.21±18.47  

     胃癌                  92    65.49±20.64  

组织病理分型      3.68    0.003

     乳头状腺癌    2    39.50±7.78  

     高分化管状腺癌    9    42.56±20.35  

     中分化管状腺癌  28    56.79±20.97  

     低分化腺癌  31    72.65±20.49   

     黏液腺癌  14    63.64±23.02  

     印戒细胞癌    5    74.40±33.56  

     未分化癌    3    44.67±20.23  

分化程度                      4.83    0.000

     中高分化  39    54.68±19.78  

     分化差或未分化  53    73.88±17.25  

转移与否                      4.214  0.043

     无转移                  26    54.08±24.42  

     转移                  66    65.08±22.63  

转移部位                      1.140  0.355

     淋巴结转移  66    65.08±22.63  

     肝转移                    4    82.00±10.61  

     卵巢转移    1    100.00  

     腹膜转移    9    68.44±26.16  

胃壁浸润深度                     0.583  0.627

     肌层                    4    68.00±19.13  

     浆膜下                  64    60.33±24.28  

     穿出浆膜  24    65.96±22.68  

Borrman分型      0.459  0.634

     BorrmanⅡ    7    55.71±17.17  

     BorrmanⅢ  79    62.92±23.89  

     Borrman Ⅳ    6    61.97±23.55  

图 3 CD34抗原定位在血管内皮细胞的细胞质和细胞膜 

(EnVision法×200). 

A

B

C

      

表 3 胃癌COX-2蛋白表达与MVD之间的关系

胃癌组织                                   MVD                 t              P 值

COX-2表达         -         25.82±7.76     13.12      0.000

         +~+++    68.59±19.8
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体的临床组织标本按预先设计的顺序排列在

一张玻片进行分析研究, 是一种高通量、多样

本的分析工具. 其克服了传统病理技术只能逐

个组织切片进行研究的落后方式, 提高实验效

率, 同时能平行地研究组织细胞形态及一个特

异性基因、蛋白在几百乃至上千种疾病样本中

的表达及功能状态, 平行性好、对比性和重复

性强. 组织芯片技术可以与DNA、RNA、蛋白

质、抗体等技术相结合, 在基因、基因转录和

相关表达产物生物学功能多个层面上进行研

究[17-21]. Moch et al [22]用cDNA从肾癌细胞株中筛

选出89个潜在基因, 其中一个过度表达的基因

与Vimentin有关, 其用组织芯片作免疫组化检测, 
证实了大多数肾癌Vimentin过度表达, 其过度

表达的病例预后差, 基因芯片能筛选出有潜在

性的生物标记, 而组织芯片可迅速测试其临床

价值. 二者互补能迅速筛选基因和评估其生物

学作用, 助于建立诊断、治疗、预后相关的参

数. Schraml et al [23]用源于17种不同肿瘤共397个
肿瘤样本制成一个组织芯片, 用FISH法检测了

3CCND1、c-myc、erbB 3个癌基因的扩增情况, 
结果发现CCDD1在乳腺、肺、头颈部肿瘤和膀

胱癌肿瘤、黑色素瘤等检测到; c-myc扩增在乳

腺、大肠、胃、肺、卵巢、膀胱、头颈部和子

宫颈癌等检测到; erbB扩增在膀胱癌、乳腺癌、

大肠癌、胃癌、肺癌、睾丸癌中存在, 这与文

献报道的结论一致, 而且其还首次提示了在睾

丸癌中有erb-B2的扩增. 在肿瘤研究领域中, 组
织芯片对于肿瘤易感因素判断、病因学及发病

机制、诊断和鉴别诊断、治疗及预后评估等方

面均起到重要作用. 目前有研究认为组织芯片

由于所取组织量少, 在信息量上有一定的局限

性, 但本人认为通过在组织芯片制作过程中, 对
目标组织有精确定位可将这个局限性减小. 本
研究构建了包含104例胃癌及正常黏膜的225个
组织样本的组织芯片, 检测COX-2和CD34的表

达情况, 所得实验结果与大多数研究较为一致.
COX是非甾体类消炎药的靶目标之一, 是

催化花生四烯酸产生前列腺素(prostaglandin, 
PG)的关键酶, 在人体内主要存在两种亚型: 结
构型COX-1和诱导型COX-2. COX-2基因则位

于染色体1q25.2-25.3上, 由11个外显子和10个
内含子组成, 约8.3 kb. 其mRNA转录产物为

4.5 kb[12-14]. COX-1被认为是“看家基因”, 在大

多数正常组织中都呈稳定的表达, 维持一些正

常的生理功能; 而COX-2被认为是“快速反应基

因”, 仅在细胞受到刺激时迅速从头合成, 参与

多种病理生理过程, 包括炎症过程及肿瘤的发

生、发展, 静息时并不表达[24]. COX-2表达的调

控主要为在转录水平的调控, 即细胞受到细胞

内外的各种刺激后, 经过一系列的信号转导促进

COX-2转录, 诱导COX-2的表达. 近年来众多研究

表明COX-2参与了癌症的发生、进展[25-26]. 一般

认为COX-2高表达是癌症发生的早期事件[27]. 对
于COX-2表达与胃癌的类型、分级、分化和淋巴

结转移的关系许多学者进行了相关研究. Murata 
et al [28]发现COX-2表达促进胃癌淋巴管侵犯和

淋巴结转移, 而与胃癌原发灶大小、组织病理

类型、静脉侵犯等因素无关. Fosslien et al [29]

研究发现新生血管在COX-2表达的区域显著增

生, 而COX-2抑制剂可显著抑制血管生成, 提示

COX-2在血管生成中起重要作用. COX-2的过

表达在肿瘤局部产生过多PGs, 可促进新生血管

的生成, 可能是肿瘤组织生长、侵袭和转移的

基础. Ohno et al [30]用RT-PCR法测定33例胃癌手

术标本中COX-1和COX-2的表达量, 对标本中

COX-2 抗体同时行免疫组化染色和常规组织学

测定, 发现胃癌中COX-2表达指数明显高于正常

黏膜(3.4-0.7 vs  2.2-0.7, P <0.05), COX-2指数随

着胃癌组织的浸润深度而升高. 免疫组化显示

COX-2 蛋白弥散于肿瘤细胞的胞质中, 而不存

在于细胞间质或非癌性黏膜中. Lim et al [31]用斑

点杂交测定了104例胃癌手术标本中的COX-2蛋
白表达情况, 同样证实COX-2在胃癌组织中的表

达上调. 本研究显示COX-2在胃癌中的表达明显

高于正常胃黏膜, 其在转移组的阳性率高于无

转移组, COX-2表达与胃癌胃壁浸润深度呈正相

关, 提示COX-2的过表达与胃癌的侵袭和转移能

力密切相关. COX-2表达与胃癌的组织病理分型

无关, 与Borrmann分型无关. 
胃癌组织MVD(65.49±20.64)明显高于正常

胃黏膜组织(36.21±18.47). MVD值与胃癌的组

织病理分型(在低分化癌中高于高中分化癌)、
转移有关, 与远处转移部位、胃壁浸润深度及

Borrmann分型无明显相关. 肿瘤细胞的浸袭不

仅依赖于其增殖, 且与肿瘤内新生血管的形成

密切相关. 肿瘤内新生血管为肿瘤生长提供了

必需的营养成分及其远处转移的通道, 同时可

通过内皮细胞分泌的生长因子来促进肿瘤细胞

的增殖. 肿瘤新生血管不成熟, 结构缺乏完整

性、穿透性较高, 肿瘤血管化使间质内压力增

高, 也加快了淋巴回流[32-34]. 血管丰富的肿瘤有
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更高的转移率, 因此胃癌组织内MVD的检测, 在
某种程度上可反映胃癌的生长和转移能力. 

近年来的研究表明, COX-2在胃癌组织中有

异常的高表达, 除可促进肿瘤细胞的增殖外, 还
与肿瘤内新生血管的形成有关, 并认为COX-2 
的高表达可通过刺激肿瘤细胞释放血管源性的

前列腺素, 而后者刺激内皮细胞迁移和管腔形

成, 此乃血管生成的初始步骤, 对调节肿瘤新生

血管的形成有重要的作用. 本研究也发现COX-2 
的表达在胃癌的发展过程中发挥重要作用, 可
能与参与胃癌组织内新生血管形成有关. 目前

研究认为, COX-2对肿瘤血管形成的调控机制

可能有以下几种原因[35-36]: (1)上调VEGF的表

达; (2)通过刺激bcl-2而抑制血管内皮细胞的凋

亡; (3)花生四稀酸的代谢产物血栓素A2、PGE2
和PG12可刺激内皮细胞迁移, 生长, 诱导血管生

成. 其确切的机制还有待进一步研究. 流行病学

研究表明, 使用COX-2抑制剂可使胃肠道肿瘤的

发生率和死亡率下降40%. 本研究表明, COX-2
的表达在胃癌的血管生成过程中可能起着重要

的作用, 与胃癌细胞的增殖、浸润密切相关, 其
表达可作为判断胃癌预后的一个指标. 
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■背景资料
细胞间隙连接由
膜上的连接子结
构单位构成 ,  其
蛋白成分称为连
接蛋白(connexin, 
Cx), 在细胞间信
息调控信号传导
方面起重要作用,
构成细胞间通讯
(CJIC)功能. 不同
的连接蛋白由位
于不同染色体上
的连接蛋白基因
编码 ,  连接蛋白
基因的异常可导
致间隙连接功能
的异常 ,  从而引
起肿瘤细胞之间
失去正常的调控
信息 ,  肿瘤细胞
就 会 异 常 生 长 , 
引起局部张力增
加 ,  导致肿瘤细
胞的脱落并向张
力低的基质间隙
侵袭 ,  从而发生
转移.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
the expression of connexin (Cx) 32 and 43 and 
metastatic potential of gastric cancer.

METHODS: Indirect immunofluorescent method 
and SP immunohistochemistry were used to ex-
amine the expression of Cx32 and Cx43 in gastric 
tissues from normal controls and patients with 
carcinoma of variously differentiated grades as 
well as in the gastric cancer cells of variously dif-
ferentiated degree, and the relations of Cx expres-
sion with metastatic potential of gastric cancer 
were analyzed.

RESULTS: Immunohistochemistry showed that 
the positive staining of Cx32 and Cx43 was lo-
cated at cell membrane and cytoplasm, and the 
positive rate of Cx expression was significantly 
higher in normal gastric tissues than that in can-
cer tissues (Cx32: χ2 = 23.1, P < 0.05; Cx43: χ2 = 
11.6, P <0.05). The positive rate of Cx expression 
was markedly higher in well-differentiated gas-

tric cancer tissues than that in poorly-differenti-
ated cancer ones (Cx32: χ2 = 32.1, P < 0.05, Cx43: 
χ2 = 22.6, P < 0.05). Indirect immunofluorescence 
showed that the expression of Cx32 and Cx43 
were both positive in human gastric mucosal 
epithelial cell line (GES-1) and human well-dif-
ferentiated gastric cancer cell line (N87), but the 
distributions and positive rates were significantly 
different between the two kinds of cell lines. 
Cx32 and Cx43 distributed granularly or linearly 
along the cell membrane with positive rates of 
both 100% in GES-1 cells. However, Cx32 located 
granularly or linearly along the membrane with 
a positive rate of 49%, and Cx43 was found in the 
cytoplasm with a positive rate of 55% in N87 cells. 
Cx32 and Cx43 were negatively expressed in the 
lowly-differentiated gastric cell line (BGC-823).

CONCLUSION: Cx32 and Cx43 are important 
factors in influencing the occurrence, develop-
ment and metastatic potential of gastric cancer.

Key Words: Connexin; Gap junction intercellular 
communication; Gastric cancer; Metastatic po-
tential

Wu J, Wang CH, Zhou HF, Liu D, Wang W, Zhang B, 
Sui GJ. Relations of connexin 32 and 43 expression with 
metastatic potential of gastric cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(6):557-562

摘要
目的: 研究间隙连接蛋白Cx32, Cx43表达水平
对胃癌侵袭转移潜能的影响. 

方法: 采用免疫组化SP法和间接免疫荧光方
法分别检测Cx32, Cx43在正常胃组织及不同
病理分型的胃癌组织和不同分化程度胃癌细
胞株中的表达, 并分析该蛋白表达对胃癌侵袭
转移潜能的影响. 

结果: 免疫组化SP法结果显示: Cx32, Cx43
阳性棕黄色颗粒位于细胞膜和细胞质内, 在

正常胃组织中的阳性表达率显著高于胃癌

组织(Cx32: χ2 = 23.1, P <0.05, Cx43: χ2 = 11.6, 
P <0.05), Cx32, Cx43在高中分化胃癌的阳
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■研发前沿
现国内外在该领
域研究的热点主
要是连接蛋白及
其基因在恶性肿
瘤发生、发展中
的作用.

性表达率显著高于低分化胃癌(C x32: χ2 = 
32.1, P <0.05; Cx43: χ2 = 22.6, P <0.05). 间接

免疫荧光法结果显示: 在转化的人胃细胞系

(GES-1)、胃高分化腺癌细胞系(N87)中Cx32, 
Cx43的表达均为阳性, 但表达率和表达部位

有显著差异. 在GES-1中Cx32, Cx43绿色荧光

沿其细胞膜呈颗粒状或细线状分布, 其阳性表

达率均为100%; 在N87中, Cx32绿色荧光沿其

细胞膜呈颗粒状或细线状分布, 其阳性表达率

为49%, 而Cx43荧光分布在其细胞质中, 其阳

性表达率为55%; 在BGC-823中Cx32, Cx43的

表达均为阴性.

结论: Cx32, Cx43是影响胃癌转移潜能的一
个重要因素. 

关键词: 连接蛋白；间隙连接通讯；胃癌；转移潜能
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0  引言

侵袭与转移是恶性肿瘤基本特征之一, 他涉及

肿瘤细胞与宿主间一系列复杂多步骤相互作用

的过程. 任何一种恶性肿瘤都具有侵袭转移潜

能, 而其侵袭转移潜能的高低受多方面因素的

影响, 连接通讯功能减弱就是一个重要的因素. 
间隙连接(gap junction, GJ)是普遍存在动物组织

中的一种连接方式, 由间隙连接蛋白(connexin, 
Cx)所构成. 相邻细胞间通过间隙连接所介导

的细胞间隙连接通讯(gap junction intercellular 
communication, GJIC)进行着信息和能量物质的

交换, 参与细胞间物质交换的代谢偶联和电信

号传递的电偶联, 对细胞的新陈代谢、内环境

稳定、增殖和分化等生理过程起着重要的调控

作用[1-3].
恶性肿瘤的侵袭转移潜能与肿瘤的分化程

度密切相关. 大量研究表明: 高分化肿瘤细胞的

转移潜能低, 低分化肿瘤细胞的转移潜能高. 随
着对连接蛋白及基因研究的深入, 发现连接蛋

白与恶性肿瘤的发生、发展关系密切, 但连接

蛋白在肿瘤侵袭转移方面的作用还有待于进一

步研究. Cx32, Cx43在胃癌组织中的表达已有报

道, 但在细胞系方面的报道甚少. 本实验应用免

疫组化SP法和间接免疫荧光方法分别检测Cx32, 
Cx43在正常胃组织及不同病理分型的胃癌组织

和不同分化程度胃癌细胞株中的表达, 探讨该

蛋白在组织与细胞中表达是否具有一致性, 并
分析该蛋白表达对胃癌侵袭转移潜能的影响, 
为以后利用细胞系进行体外抗癌转移的研究提

供理论依据, 为肿瘤的基因治疗提供新的靶点. 

1  材料和方法

1 . 1  材 料  哈尔滨医科大学附属肿瘤医院

1997/1999手术切除且资料完整的胃腺癌58例
(高中分化28例, 低分化30例), 所有病例均经组

织学诊断, 术前未经放化疗. GES-1细胞株由北

京市肿瘤防治研究所提供; N87细胞株由上海瑞

金医院外科消化研究所馈赠; BGC-823细胞株

由哈医大肿瘤研究所提供. RPMI 1640、DMEM
购自GIBCO公司, 兔抗人Cx43多克隆抗体购

自Zymed公司, Cx32山羊抗人多克隆抗体购自

Santa公司, 488 nm山羊抗兔IgG购自Invitrogens
公司, FITC-兔抗山羊IgG、兔SP试剂盒、山羊

SP试剂盒、DAB显色试剂盒均购自北京中杉公

司. SV40病毒转化的可传代人胃黏膜上皮细胞

系(GES-1)用含150 mL/L灭活胎牛血清和适量

抗生素的DMEM培养液, 在含50 mL/L CO2、

37℃条件下培养; 高分化胃腺癌细胞株N87、低

分化胃腺癌细胞株 BGC-823, 用含150 mL/L灭
活胎牛血清和适量抗生素的RPMI 1640培养液, 
在含50 mL/L CO2、37℃条件下培养.
1.2 方法 石蜡标本连续切片, 石蜡切片经修复

抗原后进行免疫组织化学SP法染色, 染色步骤

按试剂盒说明进行, DAB显色后苏木素复染. 以
细胞膜、细胞质出现棕黄色颗粒为阳性细胞, 
已知阳性片作阳性对照, PBS替代一抗作阴性

对照. 每张切片随机抽取10个高倍视野计数阳

性细胞, 进行半定量评分, A项按切片中细胞显

色有无及深浅计分: 0分细胞无显色; 1分显色为

浅黄色; 2分为棕黄色; 3分为棕褐色; B项按显色

细胞的比例评分: 0分, <5%; 1分, 5%-15%; 2分, 
16%-50%; 3分, 51%-75%; 4分, 76%-100%. 根据

这两项指标的积分分为: 阴性(-)积分为0分; 弱
阳性(+)积分为1-4分; 强阳性(6)积分>4分.

在2 4孔板中每孔均放置5  m m×5  m m
的盖玻片一块, 并加入对数期的GES-1, N87, 
BGC-823细胞分别为4×104, 6×104, 10×104个, 
贴壁生长至占盖玻片面积70%时, 进行固定、间

接免疫荧光法染色. (1)用吸管将孔中的培养液

弃去, 滴加0.01 mol/L, pH7.4的PBS 1 mL冲洗

标本3次, 每次5 min, 轻微震荡; (2)40 g/L多聚
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■创新盘点
目前国外关于连
接蛋白主要在心
肌、神经等组织
的 表 达 研 究 较
多, 在肿瘤组织中
仅限于生长、分
化、增殖方面的
作用的研究, 而国
内关于连接蛋白
在组织中表达方
面的研究较多, 但
在细胞系方面的
报 道 甚 少 ,  并 且
研究内容主要是
连接蛋白与肿瘤
发生、发展的关
系, 而与肿瘤转移
关系的研究未见
涉 猎 .  本 文 通 过
对细胞连接蛋白
(connexin)在人正
常胃组织及不同
病理分级的胃癌
组织和不同分化
的胃癌细胞株中
表达的差异, 探讨
连接蛋白与胃癌
转移潜能的关系, 
为以后利用细胞
系进行体外抗癌
转移的研究提供
理论依据, 为肿瘤
的基因治疗提供
新的靶点.

甲醛室温固定30 min; (3)用0.01 mol/L, pH7.4
的PBS冲洗10次, 轻微震荡; (4)50 g/L BSA封

闭30 min(室温); (5)取出玻片, 用滤纸吸去多

余水分, 但不使标本干燥, 滴加用0.01 mo l/L, 
pH7.4的PBS 1∶200稀释的I级抗体, 覆盖已知

抗原标本片.将玻片置于湿盒内, 4℃过夜; (6)用
0.01 mo l/L, pH7.4的PBS冲洗10次, 不时振荡; 
(7)取出玻片, 用滤纸吸去多余水分, 但不使标本

干燥, 滴加1∶200稀释的488 nm山羊抗兔IgG或

1∶100稀释的FITC-兔抗山羊IgG II级抗体(在暗

室中进行); (8)将玻片平放在湿盒内, 室温, 2 h; 
(9)取出玻片, 用滤纸吸去多余水分, 在荧光显

微镜高倍视野下观察. 设2组阴性对照: 一组不

加Ⅰ抗和Ⅱ抗, 用于荧光强度的基线校正; 一组

仅加Ⅱ抗, 用于非特异性结合对照. 用荧光显微

镜在蓝色激发光下观察结果: 抗体结合处呈现

图 1 正常胃组织、高分化胃癌、中分化胃癌和低分化胃癌组
织中Cx32的表达(×400). A: 正常胃组织; B: 高分化胃癌组织; C:
中分化胃癌组织; D: 低分化胃癌组织.

图 2 正常胃组织、高分化胃癌、中分化胃癌和低分化胃癌组
织中Cx43的表达(×400). A: 正常胃组织; B: 高分化胃癌组织; C: 
中分化胃癌组织; D: 低分化胃癌组织.

A A

B B

C C

D D
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■应用要点
本实验结果证实
Cx在恶性肿瘤的
转移中具有重要
作用, 虽然目前的
工作还处于探索
阶段, 但却具有广
阔的应用前景, 在
不久的将来有可
能作为肿瘤治疗
的辅助手段而应
用于临床.

绿色荧光, 说明该处有连接蛋白的存在, 判定为

阳性表达细胞, 如无绿色荧光呈现, 判定为阴性

表达细胞. 每张玻片随机抽取10个高倍视野(×
200), 先计视野中荧光细胞数(阳性细胞), 再在

普通光源下计同视野的细胞总数, 计算200个普

通光源下细胞中阳性细胞所占的比例[4]. 重复实

验三次, 取平均值.
统计学处理 组间比较应用SPSS10.0统计软

件进行χ2检验, P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 Cx32, Cx43在正常胃黏膜呈强阳性表达, 阳
性表达于细胞膜和细胞质, 为棕黄色颗粒(图1A,  
2A). Cx32, Cx43在高中分化的胃黏膜中表达普

遍降低, 呈淡黄色(图1B, 2B, 图1C, 2C), 部分病

例不表达. 30例原发性低分化胃癌Cx32完全不

表达(图1D); 23例Cx43完全不表达, 7例原发性

低分化胃癌表达减低, 细胞质呈浅黄色染色(图
2D)(表1) .
2.2 Cx32, Cx43阳性棕黄色颗粒位于细胞膜和细

胞质内(图1A, 图2A), 在正常胃组织中的阳性表

达率显著高于胃癌组织(Cx32: χ2 = 23.1, P <0.05, 
Cx43: χ2 = 11.6, P <0.05), Cx32、Cx43在高中

分化胃癌的阳性表达率显著高于低分化胃癌

(Cx32: χ2 = 32.1, P <0.05, Cx43: χ2 = 22.6, P <0.05, 
表2).
2.3 Cx32, Cx43在转化的人胃细胞系(GES-1)、
胃高分化腺癌细胞系(N87)中的表达均为阳性, 
但是表达部位有差异. Cx32, Cx43在GES-1的绿

色荧光沿其细胞膜呈颗粒状或细线状分布(图
3A, 4A); 在N87中, Cx32阳性染色沿其细胞膜呈

颗粒状或细线状分布(图3B); Cx43荧光分布在

细胞质中(图4B); 在BGC-823中Cx32, Cx43均为

阴性(图3C, 4C, 表3).

 表 1 Cx32, Cx43在正常胃组织、高中分化和低分化胃癌中的表达 n (%)

                                                                                         Cx32                                                                               Cx43                  

正常胃
高中分化胃癌
低分化胃癌

19
28
30

0
5 (17.8)
23 (76.7)

  0　     
  7 (25.0)
30 (100.0)

13 (68.4)
  0
  0

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

  1 (5.3)
12 (42.8)
  0  

5 (26.3)
9 (32.2) 
0

  9 (47.3)
17 (60.7)
  7 (23.3)  

7 (36.8)
6 (21.4)
0

3 (15.9)
0
0

图 4 GES-1、N87及BGC-823中Cx43蛋白的表达和定位(间接免疫荧光法×400). A: GES-1; B: N87; C: BGC-823.

图 3 GES-1、N87及BGC-823中Cx32蛋白的表达和定位(间接免疫荧光法×400). A: GES-1; B: N87; C: BGC-823.

A B C

A B C

分组 n   
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■名词解释
转移潜能: 恶性肿
瘤具有潜在的侵
袭转移的能力. 大
量研究表明: 其与
肿瘤的分化 程度
密切相关, 高分化
肿瘤细胞的转 移
潜能低, 低分化肿
瘤细胞的转 移潜
能高.

3  讨论

转移是恶性肿瘤最基本的生物学特征之一. 恶
性肿瘤细胞具有比相应的正常组织更低的黏着

性, 这种黏着力降低是由于瘤细胞之间失去了

间隙连接或间隙连接通讯减弱所致. 间隙连接

能增强细胞之间的结合力, 使细胞不易脱落. 如
连接通讯功能减弱, 则可引起肿瘤细胞之间失

去正常的调控信息, 接触抑制和密度依赖性生

长作用丧失并失去器官整体调控作用, 这样肿

瘤细胞就会异常生长, 引起局部张力增加, 容易

导致肿瘤细胞的脱落并向张力低的基质间隙侵

袭[5-6]. Nico lson在比较肿瘤细胞转移能力时发

现,  高转移潜能细胞系间的间隙连接通讯功能

明显低于低转移潜能细胞系间的间隙连接通讯

功能, 他首次提出了肿瘤细胞连接通讯功能降

低与肿瘤的转移有关. 随后他又对一系列不同

转移能力的大鼠乳腺癌细胞系应用划痕标记染

料示踪技术检测其间隙连接通讯功能, 实验结

果进一步证实了上述观点. Brmsl基因是最近发

现的一个肿瘤转移相关基因, 他的产物可以抑

制肿瘤转移. Brmsl基因的缺失以及伴随的细胞

间隙连接(GJ)的缺失, 可以导致乳腺癌细胞转移

能力的增强[7]. 本结果显示, Cx32, Cx43在正常

胃黏膜组织和转化的人胃细胞系(GES-1)中呈强

阳性表达且阳性率均为100%, 阳性表达于细胞

膜和细胞质(图1A, 2A, 3A, 4A), 而Cx32, Cx43 
在高中分化的胃癌组织和高分化腺癌细胞N87
中虽有一定程度的细胞连接蛋白表达, 但表达

的阳性率和表达部位与正常胃黏膜组织和正常

胃上皮细胞存在明显差异(图1B, 2B, 3B, 4B, 1C, 
2C, 表1, 2), 因而导致GJIC功能下降, 细胞脱离

正常分化、繁殖的轨道, 具备了恶性和转移的

潜能, 但因仍存在部分GLIC功能, 受一定的正常

调控信息的控制, 故转移潜能低. 低分化胃癌组

织和低分化腺癌细胞BGC-823中连接蛋白Cx32

的表达完全缺失(图1D, 3C), 23例低分化胃癌组

织中Cx43的表达完全缺失, 7例低分化胃癌组织

中Cx43低水平表达(图2D), 造成肿瘤特异性抗

原呈递缺损、免疫细胞不能识别肿瘤细胞; 同
时伴随GJIC的完全关闭, 不能向免疫细胞提供

cAMP、蛋白激酶、IP3等信息物质, 免疫细胞

不能被激活及使来自正常细胞的生长调控信息

不能到达肿瘤细胞, 肿瘤细胞逃避正常生长控

制及免疫监视, 更易于生长扩散和转移. 上述结

果提示, 间隙连接蛋白Cx32, Cx43表达量及表达

部位的差异导致GJIC功能障碍, 从而影响了胃

癌细胞的转移潜能. Eghbali et al将编码Cx32的
cDNA导入缺乏GJIC的肝细胞系SKHepl, 发现

细胞系可形成功能性GJ. 随后, 使交流缺陷的鼠

突变肝细胞系aBI转染Cx43基因后, 其GJIC也得

到恢复. 由此我们想到将Cx基因转染到胃低分

化腺癌细胞使Cx表达增强, GJIC功能恢复, 从而

控制胃癌的转移, 为胃癌的基因治疗开辟了新

的靶点. 另外, 寻找能够上调Cx基因表达和改善

GJIC的药物对肿瘤的预防和治疗将有重要的

意义. 
在肿瘤和转化细胞普遍存在间隙连接蛋白

表达的异常和间隙连接通讯功能的缺陷[8-11]. 在
本实验中GES-1是SV40病毒转化的可传代人胃

黏膜上皮细胞系, 实验结果显示在GES-1中Cx32
和Cx43均阳性, 且阳性率100%, 这可能与GES-1
在体外培养中虽获得永生性, 但在裸鼠体内无

致瘤性有关[12]. 已有研究证实: GES-1细胞间隙

连接通讯功能与正常胃黏膜相同[13]. 本实验结

果证实胃黏膜组织与GES-1细胞中Cx32, Cx43
表达一致. 国外一些研究者发现许多肿瘤细胞

中连接蛋白基因表达明显降低或消失, 而且表

达的连接蛋白的量和肿瘤恶性程度之间呈负

相关. 如Wilgenbus et al用人肿瘤组织的冰冻切

片, 以免疫组织化学方法研究了连接蛋白基因

Cx26、Cx32 和Cx43的表达情况, 发现在乳癌、

肾细胞癌和肉瘤组织中, Cx水平显著下降. 而
有关胃癌细胞系方面的研究未见报道, 但在其

表 2 Cx32, Cx43在正常胃组织、高中分化和低分化胃   
癌中的表达 n  (%)

  分组                     n                  Cx32                           Cx43                  

 正常胃
 胃癌
     高中分化
     低分化

19
58
28
30

19 (100)a

21 (36.2)
21 (75.0)b

  0

19 (100)c

30 (51.7)
23 (82.1)d

  7 (23.3)

aP <0.05 vs  胃癌; bP <0.05 vs  低分化胃癌; cP <0.05 vs  胃癌; 
dP<0.05 vs 低分化胃癌.

表 3 胃癌细胞株中Cx32, Cx43表达的阳性率

 分组                 Cx32 n (%) (n = 200)          Cx43 n (%) (n = 200)

GES-1
N87
BGC-823

200 (100)
  98 (49)b

    0 (0)

200 (100)
110 (55)b

    0 (0)

bP<0.01 vs  GES-1或BGC-823.
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■同行评价
本文研究的内容对
了解Cx32、Cx43
表达与胃上皮细胞
的分化程度 ,推测
其与转移潜能有一
定的理论价值, 提
供了一定的有意义
的信息. 研究具有
一定的新颖性, 符
合伦理学要求.

他细胞系中有报道. Murray et al [5]应用免疫组化

比较正常肾上腺、良恶性肾上腺皮质肿瘤及肾

上腺癌细胞株(H295)中Cx43蛋白的水平, 在正

常和良性肿瘤中可检测到Cx43, 在恶性肿瘤和

H295中少或无Cx43的表达, 与正常细胞比较, 肾
上腺癌细胞中GJ斑进行性减少. 国内有关组织

中Cx的表达情况报道很多[14-18]. 沈守荣 et al [18]

研究表明, Cx32和Cx43在正常胃黏膜上皮细

胞中高水平表达, 在癌旁细胞中表达水平下降; 
Cx32在癌细胞及癌细胞株(低分化腺癌细胞株

MGC-803)均不表达; Cx43在癌细胞中有低水平

表达, 在癌细胞株(低分化腺癌细胞株MGC-803)
中无表达. 本实验结果与上述结果相符, 提示可

以应用细胞系在体外进行抗癌转移的研究, 这
为以后利用细胞系进行体外抗癌转移的研究开

辟了新的领域, 为肿瘤的分化诱导治疗提供新

的可能. 
总之, 本实验结果证实Cx在恶性肿瘤的转

移中具有重要作用, 而肿瘤细胞Cx基因的转染

可抑制肿瘤的发展, 逆转其恶性表型. Cx基因抑

制恶性肿瘤转移的作用的研究对肿瘤的临床治

疗可能有重要意义. 目前的工作还处于探索阶

段, 但却具有广阔的应用前景, 在不久的将来有

可能作为肿瘤治疗的辅助手段而应用于临床.
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Abstract
AIM: To find out the evidence that hepatic oval 
cells could differentiated into liver cancer cells, 
and to provide the theoretical basis for clinical 
therapy of liver cancer.

METHODS: Thirty male Wistar rats were fed with 
the animal food containing 0.6 g 3’3-diaminoben-
zidine (3’-Me-DAB) per kilogram for 4 weeks to 
establish the model of hepatic oval cell prolifera-
tion. Then the hepatic oval cells were extracted 
and identified by immunohistochemistry under 
light and electron microscope. Sixty female Wistar 
rats were randomly and averagely divided into ex-
periment group and control group. The rats in the 
control group were fed with the DAB-containing 
food for 14 weeks without transplantation. While 
the rats in experiment group were narcotized with 
25 mg/kg nembutal via abdominal cavity, and 
the male hepatic oval cells (in suspension) were 

inoculated (106 each point) under the liver enve-
lope after the abdominal part was cut open. The 
rats received transplantation were also fed with 
DAB-containing food for 14 weeks to promote the 
formation of liver cancer. At the end of 14 wk, the 
DNA of cancer tissues was extracted from both 
groups. According to the GenBank, the specific 
primer of rat SRY gene was designed. Then the 
extracted DNA was amplified using the specific 
primer by polymerase chain reaction (PCR). The 
PCR product was analyzed by electrophoresis.

RESULTS: Under light microscope, hepatic oval 
cells were observed, showing the characteristics 
of small and clear nucleolus, small sizes (9-12 μm 
in diameter), which were one third of normal 
liver cells. By electron microscopy, hepatic oval 
cells manifested typical morphological features of 
undifferentiation, with some short and tiny mi-
crovillus on their surfaces. By immunohistochem-
istry, c-kit was positively expressed in the oval 
cells. At the end of 14 wk, liver tumor formed 
in both groups of rats, and the tumor characters 
and appearances had no significant difference 
between experiment and control group. The 
PCR product showed the same length of positive 
bands after electrophoresis at the designed ones.

CONCLUSION: Hepatic oval cells can differenti-
ate into liver cancer cells.

Key Words: Stem cell; Hepatic oval cell; Liver stem 
cells; Immunohistochemistry
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摘要
目的: 利用Y染色体体细胞的特异性来寻找卵
圆细胞分化为肝癌细胞的直接证据, 从而为卵
圆细胞源性的研究及临床肝癌治疗方法提供
理论依据. 

方法: 选择健康♂Wistar大鼠30只饲喂每千克

■背景资料
在肝脏损伤、肝
硬化、肝癌这一
递进式过程中, 人
们发现卵圆细胞
的大量增殖并参
与肝脏损伤的修
复. 卵圆细胞与肝
癌细胞间是否有
必然的联系? 至
今未获得肝癌细
胞来源于卵圆细
胞的直接证据. 在
哺乳动物包括人
类的Y染色体短
臂上存在着决定
性别的主宰基因
(sex-determining 
regin of the Y), 并
定位于Yp11.3. 我
们的目的就是利
用Y染色体的这
种特异性PCR技
术检测卵圆细胞
源性肝癌细胞, 寻
找卵圆细胞分化
为肝癌细胞的直
接证据, 从而为卵
圆细胞源性的研
究及临床肝癌治
疗方法提供理论
依据.
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含0.6 g 3-甲基-4-二甲基偶氮苯(DAB)的饲料

4 wk, 建立卵圆细胞增生的♂Wistar大鼠动物

模型. 卵圆细胞的分离、提取和鉴定(光镜、

电镜、免疫组化). 将实验用♀Wistar大鼠60只

随机平分成对照组和实验组. 对照组不接种细

胞悬液, 连续喂含DAB饲料14 wk. 实验组按

25 mg/kg体重戊巴比妥腹腔麻醉, 消毒开腹, 
用吸取♂Wistar大鼠卵圆细胞悬液, 接种至肝

脏包膜下, 每点106个, 之后连续喂含DAB饲料

14 wk, 促进肝肿瘤的生成. 从GenBank调出雄

性大鼠的SRY基因, 利用引物设计软件设计引

物片断. 14 wk后提取两组大鼠肝肿瘤组织的

基因组DNA, 利用所设计的引物进行PCR扩

增, 对PCR产物进行电泳分析. 

结果: 光镜下可找到卵圆细胞, 核仁小而清

晰, 胞质少, 细胞体积较小, 约为正常肝细胞的

1/3, 直径约9-12 μm不等. 电镜下观察可见细

胞表面少量短而小的微绒毛突起, 呈现未分化

细胞的形态. 免疫组化观察肝卵圆细胞胞质

c-kit染色呈棕黄色阳性信号. 14 wk后对照组

和实验组共计60只大鼠均见肝脏肿瘤生成, 肿
瘤组织在外观上和性状上无显著性差异. 实验

组电泳后见与设计片断长度相符的电泳阳性

条带.

结论:  大鼠的卵圆细胞可以分化为肝癌细
胞, 为卵圆细胞源性肝癌细胞的假说提供实
验依据. 

关键词: 干细胞；肝卵圆细胞；肝干细胞；免疫组织
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0  引言

近年来肝脏卵圆细胞的研究越来越受到人们的

重视, 已成为近年的热点[5-7], 在组织胚胎学中发

现: 肝脏干细胞来源于前肠内胚层, 是肝前体细

胞. 在体内可分化为肝实质细胞或胆管上皮细

胞[8-10]. 在临床研究中发现: 在肝脏损伤、肝硬

化、肝癌这一递进式过程中, 人们发现卵圆细

胞的大量增殖并参与肝脏损伤的修复. 卵圆细

胞与肝癌细胞间是否有必然的联系? 至今未获

得肝癌细胞来源于卵圆细胞的直接证据. 我们

知道SRY基因是决定人类和其他哺乳动物性别

的重要基因. 在1990年首先由Sinclair et al [11]揭

示在哺乳动物包括人类的Y染色体短臂上存在

着决定性别的主宰基因(sex-determining regin of 
the Y), 并定位于Yp11.3. 我们的目的就是利用Y
染色体的这种特异性PCR技术检测卵圆细胞源

性肝癌细胞. 

1  材料和方法

1.1 材料 (1)实验动物: 南方医科大学实验动

物中心提供标准动物, 选择健康♂Wistar大鼠

30只, ♀Wistar大鼠60只, 体质量为120±20 g. 
(2)实验试剂: 3’-甲基-4-二甲基偶氮苯(3’-me-
D A B)(日本东京化成工业株氏会社), 他克莫

司(Tarcrolimus)(日本藤泽药厂), SABC免疫组

化试剂盒、小鼠抗大鼠c-k i t抗体、癌胚抗原

(AFP)(武汉博士德公司), DMEM(高糖)(北京鼎

国生物技术有限责任公司), 胎牛血清、F12、
Hanks液、PBS(广州威佳责任有限公司), Tris饱
和酚、氯仿(中山大学遗传教研室提供), DNA
抽提试剂盒、Taq DNA聚合酶(1.667×108 nkat/
L)(中山大学达安基因诊断中心), 蛋白酶K(Serra
公司), 琼脂糖(Promega公司), Marker(100 bp 
DNA LADDER)(大连宝生物公司), 所有引物

合成(上海博亚公司), DTT(中山大学法医教研

室). (3)主要仪器: 17597-K针头滤器(广州英韦

创津公司), 日本Olympus BHSPM-10AD自动

曝光显微照像系统, Olympus SIX70型倒置显

微镜(日本Olympus公司), JEM-1200EX型电镜

(日本电子株氏会社JEOL公司), 台式高速离心

机(TGL-16G)(上海安亭科学仪器厂), 电子天平

(BS210S)(日本Satorius公司), 紫外分光光度计

(Shimadzu UV-1206)(日本Shimadzu公司), PCR
扩增仪(美国PE公司PE 9600), GDS7600凝胶

扫描系统(英国UVP公司), 水平式电泳仪(DF-
23B)(北京东方仪器厂), 普通冰箱(中国青岛海

尔公司). (4)其他实验所需物品由南方医科大学

组胚教研室提供.

1.2 方法 

1.2.1 动物的分组及模型的制备  选择健康♂

Wistar大鼠30只, 体质量为120±20 g. 饲养温度

为28℃, 湿度为40％-70％. 正常饲料喂养1 wk
后, ♂Wistar大鼠30只饲喂含DAB饲料4 wk, 
4 wk后随机抽取5只处死, 取肝脏, 多聚甲醛固

定, 常规石蜡包埋. 所有蜡块均做5 μm厚连续切

片, 用于HE染色和免疫组化, 做光镜、电镜、组

织免疫组织化学鉴定卵圆细胞增生. 大鼠肝干

■创新盘点
利用PCR加电泳
对照的方法来检
验卵圆细胞源性
的肝癌细胞, 国内
文献中未见有类
似报道. 本实验证
明大鼠的卵圆细
胞可以分化为肝
癌细胞, 为卵圆细
胞源性肝癌细胞
的假说提供实验
依据.
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细胞的分离、培养采用马俊勋 et al [12-13]提到的

Percoll密度梯度离心法. 台盼蓝染色细胞活力达

95％, 调整细胞浓度为5×105/mL接种于血清培

养基, 在37℃ 50 mL/L CO2孵箱中培养. 提取♂

Wistar大鼠的卵圆细胞悬液. 选择健康♀Wistar
大鼠60只, 体质量为120±20 g, 随机均分成对

照组和实验组. 对照组不接种♂Wistar大鼠卵

圆细胞悬液, 连续喂含DAB饲料14 wk. 实验组

按25 mg/kg体质量戊巴比妥腹腔麻醉, 消毒开

腹, 用4号针头吸取♂Wistar大鼠卵圆细胞悬液, 
接种至肝脏包膜下, 每点106个, 之后连续喂含

DAB饲料14 wk, 促进肝肿瘤的生成, 用免疫抑

制剂他克莫司0.1 mg/(kg·d)喂饲抑制免疫排斥

反应. 
1.2.2 卵圆细胞的检测方法 (1)光镜: 标本采用多

聚甲醛固定后, 依次放入70 mL/L、80 mL/L、
90 mL/L、95 mL/L酒精脱水各2 h, 1 000 mL/L
酒精脱水两次各1 h, 最后将标本放入二甲苯中

透明, 透明后放入石蜡中包埋, 恒温箱37℃过夜, 
第二日见标本已被石蜡充分浸润固定于包埋器

皿中变硬, 即可做切片. 将蜡块固定于标本台, 
用石蜡切片机切成厚度为4-8 μm的切片. 将切

片放入40℃温水中, 展平, 将载玻片伸入水中在

切片下托起, 置于37℃烤箱中烤干, HE染色, 光
镜下观察. (2)透射电镜: 另取门脉处肝脏组织大

小2 mm×2 mm×2 mm于4℃下用多聚甲醛戊

二醛(pH 7.3)固定4 h, 磷酸蔗糖缓冲液冲洗, 锇
酸固定1 h, 系列酒精及丙酮脱水, Epon812渗透

包埋,  制成超薄切片; 醋酸双氢铀及枸橼酸铅双

重染色[14], JEM-1200EX型透射电镜观察并拍照. 
(3)免疫组织化学: 肝组织c-kit抗体的检测: 采用

SABC免疫组化染色法, 连续石蜡切片经脱蜡至

水后, 以30 mL/L过氧化氢溶液浸泡10 min灭活

内源性过氧化物酶, 抗原热修复后以正常山羊

血清封闭, 加c-kit抗体4℃过夜, 加生物素标记的

第二抗体37℃ 45 min, 加结合过氧化物酶链霉

亲和素37℃ 45 min, 加DAB显色剂, 镜下观察并

拍照. 棕黄色染色者为阳性细胞.
1.2.3  标本收集 14 wk后提取两组大鼠肝肿瘤组

织置-20℃低温冰箱保存, 备以后集中抽提基因

组DNA. DNA模板的制备主要按照经典的酚氯

仿抽提方法和中山大学达安基因诊断中心组织

细胞DNA抽提试剂盒说明进行. (1)酚氯仿抽提

方案: 取10 mg组织, 用研钵研磨碎, 加入500 μL 
STE、3.5 μL蛋白酶K, 56℃消化2-3 h, 定期倒转

混匀; 加入等体积的Tris饱和酚充分混匀5 min, 

8 000 g离心10 min, 取上清, 加入1/2体积的Tris
饱和酚和1/2体积氯仿充分混匀5 min, 8 000 g离
心10 min; 取上清加入1/10体积3 moL/L 醋酸钠

和2倍体积的预冷无水乙醇, 轻轻混匀至可见絮

状DNA沉淀; 用干净吸管或枪头将絮状DNA挑

出, 加入预冷的75 mL/L乙醇, 10 000 g离心后弃

上清液, 自然晾干, 加入100 μL TE溶解DNA, 4℃
或-20℃保存备用. (2)抽提的DNA用紫外分光光

度计测波长260 nm、280 nm处的吸光度(A )值, 
计算两者比值并算出所抽提DNA量.
1.2.4  引物的设计和P C R检测  从G e n B a n k
调出♂大鼠的S RY基因 ,  用A B I公司p r i m e r 
express引物设计软件设计如下: SRY 68F: 5’
AGGCGCAAGTTGGCTCAAC3’; SRY 168R: 
5’GGCCTTTTTTCGGCTTCTG3’产物长度

101 bp. SRY PCR反应体系: 反应总体积25 μL. 5
×PCR Buffer 5 μL, dNTP(10 mmoL/L)0.5 μL, 引
物SRY 1 μL, Taq DNA聚合酶(1.667×108 nkat/
L) 0.15 μL, 模板DNA 1 μL, 补足灭菌去离子水

至总体积25 μL. PCR反应条件: PE 9 600扩增

仪上, 93℃ 预变性3 min,  93℃ 30 s, 55℃ 25 s, 
72℃ 45 s, 共30个循环, 72℃延伸10 min. 反应后

检测: 取8 μL扩增产物在20 g/L琼脂糖凝胶电泳

25 min后, 紫外灯下观察、拍照.

2  结果

光镜下HE染色观察均可找到卵圆细胞, 细胞核

呈卵圆形, 核仁小而清晰, 胞质少, 细胞体积较

小, 约为正常肝细胞的1/3, 直径约9-12 μm不等. 
(图1A). 电镜下观察可见核浆比较大, 核仁明显, 
胞质内细胞器少, 仅见少量线粒体和内质网, 细
胞表面见少量短而小的微绒毛突起, 呈现未分

化细胞的形态(图1B). 免疫组化观察肝卵圆细

胞胞质c-ki t染色呈棕黄色阳性信号(图1C). 对
照组不接种♂Wistar大鼠卵圆细胞悬液, 连续喂

DAB 14 wk后解剖, 见全部肝脏组织都有肿瘤生

成, 肿瘤组织呈现结节状或者菜花状. 实验组接

种♂Wistar大鼠卵圆细胞悬液, 之后连续喂DAB 
14 wk后解剖, 见全部肝脏组织都有肿瘤生成, 
肿瘤组织也呈现结节状、菜花状, 与对照组的

肿瘤组织在外观上和性状上(AFP均阳性)无显

著性差异(图2A-B). 由电泳条带(图3)可见: ♂大

鼠与肿瘤组织样本有相同的电泳条带(N1, N2与
T1, T2, T3, T4, T5相同), ♂大鼠与♀大鼠有不

相同的电泳条带(N1, N2与F不相同), 电泳阴性

对照泳道未见任何电泳条带.

■同行评价
本文旨在研究肝
癌细胞的来源, 有
重要研究意义, 作
者 采 用 Y 染 色 体
特异性基因SYB
作为标志来追踪
检测肝癌细胞的
来源有一定新颖
性.
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许多证据表明, SRY基因在胚胎的极早期决定着

原始性腺向睾丸发育, 该结论经Koopman et al [15]

转基因小鼠实验证明. 国外有人用Y染色体荧光

原位杂交法追踪骨髓源干细胞[16]. 由于真核表达

载体表达效率和表达时限[17-18]的限制, 移植到体

内的基因标记的干细胞常不能被检测到. 相反Y
染色体是♂个体的特异性基因结构[19], 不受时间

和细胞表型变化的影响, 为此, 我们拟用Y染色体

体细胞的特异性来寻找卵圆细胞在体内分化为

肝癌细胞的直接证据. 采用Wistar大鼠作为实验

动物, 先建立♂大鼠卵圆细胞增生动物模型, 把
分离出的♂大鼠肝脏卵圆细胞接种于♀大鼠肝

内, 然后对♀大鼠进行致癌剂诱导, 分析♀大鼠

肝癌细胞的来源. 如果在癌细胞中发现有Y染色

体(+)的细胞可以证明植入的卵圆细胞可以在体

内分化为肝癌细胞, 从而得出肝癌细胞可以来源

于卵圆细胞的直接证据. 利用PCR加电泳对照的

方法来检验卵圆细胞源性的肝癌细胞, 国内文

献中未见有类似报道. 肝卵圆细胞的肝脏移植

国内文献可供参考的经验很少, 我们用他克莫

司0.1 mg/(kg·d)喂饲抑制免疫排斥效果良好[20], 
提高了移植成活率. 他克莫司是由日本藤泽制

药公司于1982年提取的一种真菌代谢产物, 该
药对T细胞具有选择性抑制作用, 主要是通过抑

制TH细胞释放IL-2、IL-3、IFN-γ, 以及抑制IL-
2R的表达而发挥其强大的免疫抑制作用. 适用

于防治器官移植后的排斥反应, 据报道其临床

疗效是环孢霉素A(CsA)的100倍. 他克莫司能减

少肝肾移植受体的急、慢性排斥反应[21-24], 尤其

图 1 卵圆细胞检测结果. A: 光镜照片(HE×400); B: 电镜照片
(×10k); C: 免疫组化光镜照片(SABC×400).

A

B

C

图 3 电泳照片. N1: 正常♂Wistar大鼠卵圆细胞; N2: 正常♂
Wistar大鼠卵圆细胞; F: 正常♀Wistar大鼠卵圆细胞; T1: 肿瘤组
织1; T2: 肿瘤组织2; T3: 肿瘤组织3; T4: 肿瘤组织4; T5: 肿瘤组
织5; C: 阴性对照; M: DNA Marker.

图 2 肝脏组织肿瘤形状. A: 结节状; B: 菜花状.

C   T5  T4  T3  T2  T1   F   N2  N1  M

A

B
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是该药品有较强的亲肝性, 对肝移植的功效高

100倍. 移植♂卵圆细胞的肿瘤肿块组织有与设

计片段长度相符的电泳阳性条带, 且与♂大鼠

的条带相同, 说明肝癌细胞存在卵圆细胞源性, 
即可以来源于卵圆细胞, 结论明确可靠. 电泳阴

性对照(图3中的C条带)泳道未见任何电泳条带, 
说明标本未被污染, 如出现电泳条带则表明标

本可能被污染.
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Abstract
AIM: To study the clonality status of the whole 
lesions and each nodules of hepatic focal nodu-
lar hyper-plasia (FNH), and simultaneously 
compare the clonal composition with hepato-
cellular adenoma (HA).

METHODS: Four FNHs from 3 women, 2 HAs 
and 4 HCCs were examined by clonality assays 
based on X-chromosome inactivation mosaicism. 
Nodules were microdissected from paraffin sec-
tions. Genomic DNA was isolated from each 
nodules, the whole lesions and surrounding 
liver parenchyma, pretreated with Hpa II or Hha I, 
and then amplified via nested polymerase chain 
reaction (PCR) for phosphoglycerate kinase 
(PGK) and androgen receptor (AR) genes. The 

single nucleotide polymorphism at the PGK lo-
cus was identified by incubation with Bst XI and 
agarose gel electrophoresis, and the CAG repeat 
length polymorphism at AR locus was revealed 
on denaturing polyacrylamide gels and visual-
ized by silver staining.

RESULTS: The FNH lesions sized 1.5-5.3 cm in 
diameter, without a central stelate scar for all 
of them. While monoclonality was confirmed 
in both of 2 HAs and all of 4 HCCs examined, 
polyclonality was shown in all of the 4 FNHs as 
determined by the whole lesions, demonstrating 
its distinction from neoplastic lesions. A total 
of 61 nodules, including 56 nodules of altered 
hepatocytes (NAH) and 5 ordinary regenera-
tive nodules, were microdissected from 3 of the 
4 FNH lesions. The clonality analysis was suc-
cessful in 52 NAHs. Loss of X-chromosome in-
activation mosaicism was detected in 21 (40.4%) 
of them, indicating the monoclonal, neoplastic 
nature. In one FNH, different X-chromosomal 
inactivation patterns were observed in separate 
monoclonal nodules, revealing different clonal 
origins. Polyclonality was demonstrated in all of 
the 5 ordinary regenerative nodules and the sur-
rounding liver parenchyma.

CONCLUSION: FNH is composed of numerous 
NAHs. The whole lesion shows a polyclonal cell 
composition, but neoplastic transformation has 
occurred in some of the nodules. Clonality assay 
is useful for in the differential diagnosis of FNH 
from HA, and sampling the whole or larger part 
of the lesion is necessary.

Key Words: Clonality; Focal nodular hyperplasia; 
Differential diagnosis

Gong L, Zhang HT, Zhang W, Li AN, Liu S, Sun YT, Liu 
GQ, Su Q. Application of clonality analysis in diagnosis of 
focal nodular hyperplasia. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(6):568-575

摘要
目的: 探讨整个肝局灶性结节性增生(FNH)病
变及各结节的克隆性, 以阐明其本质, 同时比

®

■背景资料
多数肿瘤由单克
隆细胞组成, 而正
常组织和反应性
增生的病变是多
克 隆 的 .  利 用 克
隆性分析方法探
讨病变的克隆起
源, 以区别其是否
为肿瘤. 这项技术
不但对于阐明某
些未知病变的性
质有重要价值, 而
且对于肿瘤的诊
断、预防和治疗
均具有重要的意
义.
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■研发前沿
一 些 作 者 提 出
FNH为多克隆细
胞组成, 因而认为
FNH不是肿瘤性
病 变 ;  而 另 一 些
作者却有相反的
结论. 此研究的目
的是澄清FNH, 尤
其是无中央瘢痕
FNH病变的克隆
组成, 藉此提供与
HA鉴别的一种可
靠手段, 并且进一
步探讨构成其病
变的各个结节的
克隆性, 以阐明他
的本质.

较其与肝细胞腺瘤(HA)鉴别的克隆性组成. 

方法: 女性肝脏标本3例共4个FNH病灶. 在病
变区和非病变区取组织提取基因组DNA, 余
标本制备石蜡切片, HE染色, 应用显微切割技
术分离其中3个FNH内的小结节状病变, 提取
基因组DNA, 经甲基化敏感的HpaⅡ或HhaⅠ
消化, 巢式PCR扩增磷酸甘油酸激酶(PGK)和
雄激素受体(AR)基因. 应用Bst  XI酶切和琼脂
糖凝胶电泳显示PGK基因的单核苷酸多态性; 
应用变性聚丙烯酰胺凝胶电泳显示AR基因的
CAG重复序列长度多态性. 2例HA和4例HCC
作为肿瘤参照. 

结果: 2例HA及4例HCC均为单克隆性. 4个
FNH病变, 直径1.5-5.3 cm, 但缺乏特征性的中
央星状瘢痕, 结果均显示为多克隆性病变; 其
中的61个结节性病变中, 56个呈变异肝细胞结
节(NAH)形态, 5个为普通再生结节. 克隆性分
析结果显示, 56个NAH样病变中, 除4个未扩
增成功外, 52个NAH中有21个(40.4%)显示X
染色体失活嵌合性丢失, 提示为肿瘤性病变; 
其中1例FNH的14个单克隆结节中, 有2个与其
他病变失活带型不一致, 提示在同一FNH中, 
存在着不同起源的NAH样病变. 5个普通肝细
胞增生结节及病变周围肝组织均为多克隆组成.

结论: FNH是由无数个NAH构成的, 其整个病
变是多克隆性, 但其中某些结节已经是肿瘤性
增生. 克隆性检测有助于其与HA的鉴别, 而且
所取样本必须是病变的整个切面或其大部分.

关键词: 克隆性; 局灶性结节性增生; 诊断
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0  引言

局灶性结节性增生(focal nodular hyperplasia, 
F N H)是肝脏一种良性局部病变. 多数作者认

为他是肝细胞对异常血液供应的增生性反

应, 而不是一种肿瘤[1]. 其发生机制仍未定论. 
虽然有报道称FNH与肝细胞癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)之间有一定的关联[2-3], 但并

未得到广泛承认 .  大约一半F N H大体上缺乏

特征性的中央星状瘢痕[1], 这在与肝细胞腺瘤

(hepatocellular adenoma, HA)的鉴别中会遇到困

难. 克隆性增生是多数肿瘤性病变的特征[4], 已
有作者提出FNH为多克隆细胞组成, 因而认为

FNH不是肿瘤性病变[5-6]. 此研究的目的是澄清

FNH, 尤其是无中央瘢痕FNH病变的克隆组成, 
藉此提供与HA鉴别的一种可靠手段. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-02/2005-10第四军医大学唐都医

院和中国医学科学院肿瘤医院病理科女性肝组

织标本9例(表1), 均经40 g/L甲醛固定, 石蜡包

埋的手术切除标本. 每例标本均经组织学检查, 
经3位病理医师(苏勤, 张宏图, 巩丽)确诊, 参照

形态学标准检出HA[7], FNH[8]及HCC[7-10], 根据

Edmondson et al的标准[11]对HCC进行分级, 根据

    

表 1 女患者9例10个肝脏病变临床病理学特征及其病变整体克隆性构成

                                                                                                                                       病变整体情况

                                                                                                       类型及分级2                 大小3          CSS         Ki-67-LI     克隆性

1              53                  -                <20            正常  FNH4                4.8 无   2.0   PC

2              23                  -                <20            正常  FNH4                4.5 无   2.4   PC

3              46                  -                <20            正常  FNH4                5.3 无   1.6   PC

                             正常  FNH                1.5 无   1.7   PC

4              33                  -                <20            正常  HA                 2.0 无   4.5   MC

5              40                  -                <20            正常  HA                 1.5 无   4.0   MC

6              38                  +                360             LC                  HCC, I级                 8.3            无             18.0           MC

7              56                  +             1 080             CH                  HCC, II级                2.5            无             28.5           MC

8              64                  +                200             LC                   HCC, I级                3.6            无               5.5           MC

9              77                  +                480             LC                   HCC, I/II级             5.6            无             16.2           MC

N0.       年龄(岁)     HBs1    血清AFP (mg/L)   周围肝组织

1血清学和免疫组织化学检测; 2Edmondson-Steiner分级; 3病变长径(cm); 4这3个病例中的病变分别被编号为FNH01、FNH02和
FNH03, 通过显微切割获取多个小结节, 分别进行克隆性检测(表2); AFP: 甲胎蛋白; CH: 慢性肝炎; CSS: 中央星状瘢痕; HA: 肝细胞
腺瘤; HBs: 乙型肝炎表面抗原; HCC: 肝细胞癌; FNH: 局灶性结节性增生; Ki-67-LI: Ki-67抗原标记指数(%); LC: 肝硬变; MC: 单
克隆性; PC: 多克隆性.
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■创新盘点
本文运用显微解
剖技术以及女性
体细胞中PGK位
点和AR位点多态
性的克隆性分析
方法, 探讨肝局灶
性结节性增生整
个病变和构成其
的小结节的克隆
性, 阐明了他的本
质.

A B

我们以前的观察[9]检出变异肝细胞结节(nodules 
of altered hepatocytes, NAH).
1.2 方法 

1.2.1 显微切割(microdissection)和DNA提取 分
别在4例HCC, 2例HA及3例4个FNH病变区和非

病变区随机各取4片组织, HCC、HA和FNH取样

面积均大于0.5 cm×0.5 cm. 用酚-氯仿法提取

基因组DNA. FNH标本石蜡包埋后制备15 mm切

片8张, 用于病变内不同小结节的显微切割. 经
HE染色后, 用100%甘油覆盖组织, 在倒置光学

显微镜4倍物镜下用4号半注射器针头将所需的

组织剔出(图1), 收集到装有无水乙醇的1.5 mL 
Eppendorff管内. 同时分离相同面积的病变旁正

常肝组织, 作为阴性对照. 经三次无水乙醇洗涤

后, 室温放置, 待组织干燥后, 应用QIAamp DNA
提取试剂盒(Qiagen GmbH, Germany)按照说明

书提取基因组DNA. 
1.2.2 克隆性分析 PGK和AR位点的克隆性检测

是基于女性体细胞组织的X染色体失活嵌合性, 
即所有女性体细胞的2条X染色体中的1条在胚

胎发育早期必须通过永久甲基化而随机灭活, 
另一条保持遗传活性[12]. PGK基因多态性表现

为在甲基化位点下游有一个可以被Bst  XI识别

的单核苷酸多态性位点, 可经琼脂糖凝胶电泳

显示[13]. AR基因多态性表现为其第一外显子的

CAG串联重复序列(short-tandem repeat, STR)的
长度不同, 即(CAG)n的n值有差别(11-31), 通过

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳显示[14]. 具有多态性位

点的女性个体中正常和多克隆增生的组织显示

两条带, 而肿瘤性病变仅显示一条带或以一条

带为主[4]. 克隆性检测参照以前的方法进行[15-16]. 
PGK位点所用序列如下: PGK1A, 5'- CTG TTC 
CTG CCC GCG CGG TGT TCC GCA TTC-3'; 
PGK1B, 5'-ACG CCT GTT ACG TAA GCT CTG 
CAG GCC TCC-3'; PGK2A, 5'-AGC TGG ACG 

TTA AAG GGA AGC GGG TCG TTA-3'; PGK2B, 
5'-TAC TCC TGA AGT TAA ATC AAC ATC CTC 
TTG-3'. DNA样品经Hpa  Ⅱ消化3 h后, 巢式PCR
扩增. 第1轮反应含有引物对PGK1A/PGK1B, 
97℃ 7 min预变性, 94℃变性40 s, 58℃退火

50 s, 72℃延伸1 min, 共35个循环, 72℃延伸

15 min. 反应产物1∶20稀释后, 取5  mL加入第

2轮反应体系, 其中含有引物对PGK2A/PGK2B, 
除退火温度为56℃外, 余条件与第一轮相同. 第
2轮反应产物再经Bst  XI酶48℃消化8-10 h后, 
20 g/L琼脂糖凝胶电泳, 溴化乙锭染色显示结

果. AR位点所用序列如下: AR1A, 5'-GAC GAG 
CTT TCC AGA ATC TG-3'; AR1B, 5'-CAT GGG 
CTT GGG GAG A-3'; AR2A, 5'-TCC AGA ATC 
TGT TCC AGA GC-3'; AR2B, 5'-TGG GGA GAA 
CCA TCC TCA CC-3'. DNA样品在37℃水浴锅

内经Hha  Ⅰ消化3 h后, 62℃灭活10 min, 巢式

PCR扩增. 第1轮反应和第2轮反应的引物对分

别为AR1A/AR1B和AR2A/AR2B, 退火温度均

为56℃, 25个循环, 第1轮反应产物1∶100稀释

后, 取1 mL加入第2轮反应, 余反应参数同PGK
位点的扩增反应. 琼脂糖凝胶(20 g/L)电泳评价

AR基因扩增效果. 然后将4 mL产物和等体积

的上样缓冲液混匀后, 加到厚度为0.8 mm的变

性聚丙烯酰胺(100 g/L, 含尿素8 mol/L), 应用

miniVE电泳系统(Amersham-Pharmacia Biotech, 
USA)120 V泳动4 h, 按以前描述的方法[15]进行

银染. 电泳结果观察分别用UVP凝胶分析系统

(UVP, Cambridge, UK)和光学照相记录数据, 用
相应软件(LabWorksTM, UVP)比较Hpa  Ⅱ或Hha 
Ⅰ消化前后一对等位基因扩增产物的强度差异,  
其中1条带可比强度减弱达50%以上时才被认为

有意义, 即X染色体失活嵌合性丢失[16]. 
1.2.3 免疫组织化学 切片4 mm脱蜡入水后分别

滴加针对Ki-67抗原、CK19、CK18和HBsAg的

图 1 FNH病变中1个NAH, 示显微切割前(A)后(B)的表现 (HE×100).
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■应用要点
本文探讨整个肝
局灶性结节性增
生病变及各结节
的 克 隆 性 ,  以 阐
明其本质, 提供与
HA鉴别的一种可
靠手段, 并为进一
步分析肝脏癌前
病变, 阐明肝细胞
癌的病理发生机
制 奠 定 基 础 .  这
对肝细胞癌的预
防、早期诊断及
治疗均具有重要
的意义.

抗体. 参照以前的方法[9], 采用链霉菌抗生物素

蛋白-过氧化酶(S-P)反应显示抗原-抗体结合, 二
氨基联苯胺/过氧化氢溶液染色, 苏木素衬染. 上
述试剂均购自福州迈新试剂有限公司. 应用已

知有相应抗原表达的标本作为阳性对照; 应用

相同稀释度的免疫前小鼠或家兔IgG进行阴性

对照反应.
统计学处理 应用SPSS 12.0软件包进行统计

计算. 应用单因素方差检验比较单克隆结节与

多克隆结节的大小, P<0.05被认为有显著性差异.

2  结果

HCC(No.7-9)3例和HA(No.5)1例标本有PGK基

因位点单核苷酸多态性, Hpa  Ⅱ酶切前在530 bp
与433 bp处DNA泳动位置各显示1条带, 酶切

后下带完全消失或明显减弱, 而瘤旁正常肝组

织酶切前后两条带的强度无明显改变(图2), 这
些数据显示H C C和H A均为单克隆性 .  余1例
HA(No.4)和1例HCC(No.6)标本无PGK位点多态

性, 但显示出AR基因CAG STR长度多态性. 在
病变中多点取组织进行克隆性检测, HhaⅠ消化

后一条带明显减弱或消失, 证实了他们的单克

隆细胞构成(图3, 4). 
F N H 3例共 4个病变 ,  均为球形 ,  直径

1.5-5.3 cm, 切面呈结节状外观, 未见明显的中

央星状瘢痕(图5). 每个病变都由许多小结节

组成, 其直径1.0-12 mm, 仅部分有纤维组织分

隔. 镜下见病变呈膨胀性生长, 并被厚薄不一

的纤维组织分隔为小结节. 纤维间隔内许多增

生胆小管及慢性炎细胞浸润(图6), 并可见结构

异常的血管. 多数小结节由透明细胞和嗜双色

细胞构成, 多数肝板厚度约2层细胞, 结构上类

似于早先描述的NAH, 但不伴有小细胞性改变

(small-cell change, SCC)(图7A-B)[17]; 少部分结

节形态类似于肝硬变组织中的普通再生结节[18], 
结节中心有典型的汇管区. FNH病变区肝细胞

Ki-67表达指数仅2.0%; CK19阳性仅见于胆管和

图 2 例5之HA(5T)及病例7-9之HCC标本(7T，8T，9T)酶切

后下带均明显减弱或消失，只保留上带，提示单克隆性增

生. N: 相应的瘤旁组织对照.

图 3 例4之HA瘤组织四个不同部位(T1-T4)AR位点Hha I酶

切前后改变, 酶切后上带明显减弱(T1, 57.13%; T4, 71.8%)或消

失(T2和T3). －: 酶切前; ＋: 酶切后; Ｎ: 正常肝组织.

图 4 例6之HCC四个不同部位(T1-T4)AR位点酶切前后改

变, 酶切后上带明显减弱(T1, 57.63%; T2, 72.6%; T3, 95.5%; 

T4, 89.8%). -: 酶切前; +: 酶切后; N: 正常肝组织.

图 5 例3大体标本, 病变界限清楚, 无包膜, 切面呈结节状

结构, 但无中央瘢痕.

图 6 低倍镜下FNH病变区胆小管增生, 慢性炎细胞浸润 

(HE×100).

500 bp

M  -  +    -  +    -  +   -   +   -  +    -  +   -  +  -   +
5N      5T      7N     7T     8N      8T     9N    9T

M    -    +      -    +     -    +     -     +    -     +
N            T1          T2         T3          T4

200 bp

M   -    +     -     +     -     +     -     +     -     +
N            T1          T2           T3          T4

200 bp

0         1         2        3         4        5
cm
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■同行评价
本文探讨了克隆
性分析技术在肝
脏局灶性结节性
增生诊断中的应
用, 该研究是作者
在前期的研究基
础 之 上 进 行 ,  并
具有一定的创新
性 ,  为 肝 脏 局 灶
性结节性增生的
诊断和鉴别诊断
提供了新思路和
新方法. 从总体上
来看, 该文具有一
定的创新性和科
学意义, 可读性较
好, 能较好地反映
我国胃肠病学基
础研究的水平.

胆小管结构(图8). 
每个FNH病变中随机取2处片状组织(面积

1.5 cm×1.5 cm或最大切面)进行克隆性检测, 
均显示多克隆性细胞构成(图9A-B). 如表1所示, 
4个FNH中共分离出61个结节. 如表2显示, 病
例1的病变(FNH01)中显微切割共分离出42个
小结节(图10), 对38个病变的扩增反应成功. 这

些病变中4个为普通再生结节(长轴直径分别为

2-7 mm), 显示为多克隆性; 其余34个均为混合

细胞型NAH病变, 14个(41.2%)显示为单克隆性, 
其中2个NAH与其他10个病变失活带型不一致

(图11). 病例2病变(FNH02)的3张切片中共分离

出6个NAH, 其中2个(33.3%)为单克隆性, 他们均

位于同一张切片的相邻位置. 病例3的FNH03中
分离出的13个病灶中, 1个为普通肝细胞增生结

节(直径1 mm), 显示为多克隆性; 12个为NAH, 
有5个(41.7%)显示为单克隆性, 而且灭活带型相

图 7 混合细胞性NAH, 不伴有SCC, 肝板厚约2-3层 (HE, A×100; B×200).

图 8 FNH病变中, CK19阳性(棕黄色)显示增生的胆小管, 而

肝细胞不表达CK19. 

图 9 3例FNH之4个病变(F1-F4) Hpa Ⅱ(A)或Hha  Ⅰ(B)酶切

前后上下带强度无明显改变. M: DNA标记物; -: 酶切前; +: 

酶切后; N: 正常肝组织. A: 例1; B: 例2-4.

图 10 病例1病变中结节1-20的位置. 红色和绿色均表示单

克隆性病变, 其中红色表示酶切后只保留上带; 绿色示酶切

后只保留下带; 黄色表示多克隆性病变; 空白色表示扩增失

败. 

图 11 例1中9个单克隆NAH PGK位点检测结果, 其中结节5

和结节6酶切后上带几乎完全消失, 只保留下带, 而其余仅保

留上带. M: DNA标记物; -: 酶切前; +: 酶切后; NL: 正常肝

组织. 

A B

500 bp

M    -    +      -    +  
F1           N    A

M     -      +      -      +      -      +      -       +
F2             F3             F4              N

200 bp

B

1

3

11

12

13
15

14

98
10

7

2

18 19
204

56

16
17

M -  +  - +  -  +  - +  - +  -  +  - +  -  +  - +  - +
01   04    05    06   07    08    09   14    17   NL    

500 bp
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同. 在分析的3个FNH病变中, 分离的52个NAH
中有21个(40.4%)显示为单克隆性细胞构成(图
12). 单克隆和多克隆性NAH病变的截面积分别

为9.8±7.0 mm2和9.5±6.7 mm2, 二者无显著差

别(P = 0.922, F  = 0.01).

3  讨论

FNH是发生于结构正常肝脏的一种良性增生性

疾病, 1958年由Edmondson提出, 并于1975年被

WHO确认, 曾被称为“局部硬化”、“肝错构

瘤”、“肝腺瘤”等[19]. 欧美1960年以来的报道

有所增加, 90%左右发生于女性, 好发年龄30-40
岁[20]. 至于FNH的病因, 国外资料统计50%-75%
的患者, 特别是有症状或结节较大者都有口服

避孕药物应用史, 并且认为是雌激素刺激肝细

胞增生和血管改变所致[21]. Wanless et al [22]通过

对51例FNH病变的分析提示该病的形成与肝局

部血管畸形有关, 肝细胞的结节性增生可能是

由于这些畸形血管提供了更多的血流所致. 有
报道称FNH是纤维板层型HCC的前期病变, 理
由是二者有时先后发生于同一患者[23], 然而, 这
种情况极为罕见[2-3,24]. FNH的鉴别诊断主要包括

图 12 FNH整个病变及其内不同结节性病变的克隆组成. 

ORN: 普通再生结节; MCN: 混合细胞性NAH; HCN: 肝细

胞肿瘤, 包括HCC和HA. 

    

表 2 3个FNH病变中不同小结节的显微切割、克隆性检测结果及其AR等位基因失活类型

病变                     显微切割获                   克隆性检测                      单克隆                                  单克隆病变的酶切带型

编号            取小结节数                        成功数                      病变数 (%)                        保留上带        保留下带

FNH01                  421                     382                 14 (36.8)3                          12                               2

FNH02                    6                       6                   2 (33.3)                            0                               2

FNH03                  134                     134                   5 (38.5)5                            0                               5

合计                  61                     57                 21 (36.8)6                          12                               9

1含38个NAH和4个普通再生结节; 24个NAH病变扩增反应失败; 3其中检测的34个NAH中14个(41.2%)为单克隆性, 4个普通再生结节
全部为多克隆性; 4含12个NAH和1个普通再生结节; 5其中检测的12个NAH中5个(41.7%)为单克隆性, 1个普通再生结节为多克隆性; 
6检测的52个NAH病变中21个(40.4%)为单克隆性.

HA和分化好的HCC. 对于典型的病变, 根据周

围肝组织基本正常, 中央星状纤维疤痕和纤维

隔中大量胆小管结构存在及缺乏小细胞改变不

难做出正确诊断. 然而, 约一半的FNH病变缺乏

中央星状瘢痕这一特征性改变[1,25-26], 他们与HA
之间的鉴别常遇到困难; 此研究应用的4个FNH
病变都属于这一类型, 基于其小结节状结构以

及纤维隔内胆小管显著增生改变, 仍可以将其

归入经典型FNH[1]; 当这样的病变中纤维间隔内

胆小管结构较少时, 与HA的鉴别会构成外科病

理诊断的难题. 由于这两种病变的临床表现和

外科处理原则不同, 发展一种有助于二者鉴别

诊断的客观指标是摆在肝脏病理学家面前的一

项迫切任务. 
FNH到底是一种反应性增生, 还是一种肿

瘤? 目前尚未形成一致结论. Paradis et al [5]应用

X染色体失活相关的克隆性分析技术检查了12
例FNH, 均显示为多克隆病变. 据此, 他们认为

FNH是一种反应性增生, 而不是肿瘤. Zhang 
et al [6]对1例伴有HCC发生的FNH两处病变分别

进行了克隆性分析, 得出了相似的结果. Gaffey 
et al [27]用相同的方法对7例FNH进行了分析, 结
果显示5例是单克隆性病变. Chen et al [28]对发生

于同一个肝脏的FNH和HCC病变分别进行了分

析, 都显示为单克隆性增生. 最近, Paradis et al [29]

对一组毛细血管扩张型FNH进行了分析, 显示

为单克隆性细胞组成, 据此他们把这种病变归

入H A. 此研究中我们对来自3位女性患者4个
FNH病变进行了克隆性检测, 显示这些病变整

体上均为多克隆性细胞构成, 与Paradis et al [5]的

结果一致. 基于上述数据, 我们认为FNH整体上

是多克隆性病变, 据此可与HA和分化好的HCC
鉴别. 

FNH被认为是一种局部肝硬变表现[19]. 对
不同原因引起的肝硬变观察显示 ,  部分所谓
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的“再生结节”已经被变异肝细胞占据, 并显

膨胀性生长, 称为NAH[9], 这种病变由变异肝

细胞病灶(foci of altered hepatocytes, FAH)发
展而来[9]. FAH广泛出现于实验性肝癌发生模

型的肝组织内[30]; FAH和NAH为HCC前期病变的

不同阶段, SCC, 即肝实质的真性不典型增生[9-10]

的出现会使进展明显加快 .  我们以前的结果

已经显示, FAH为HA和HCC的前体, 即肿瘤前

期病变(preneoplastic lesion), 少部分(35%)不
伴SCC的NAH以及所有伴有SCC的NAH病变

是单克隆性, 属于微小肝细胞腺瘤(hepatocytic 
microadenoma)[18], NAH及FAH内SCC是肝脏的

恶性前期病变(premalignant lesion)[10,31]. 在FNH
病变中, 部分结节性病变由透明细胞性及嗜双

色细胞性变异肝细胞组成并呈膨胀性生长, 形
态学符合NAH的形态学标准, 属于透明细胞/嗜
双色混合细胞性NAH, 只不过不伴SCC. 为了显

示这些NAH病变的性质以及探讨文献中对FNH
克隆性这一问题分歧的原因, 对这3个FNH中的

多个病灶进行了显微切割, 并对分离的病变进

行克隆性检测. 结果显示, 5个普通再生结节全

为多克隆性, 反映了反应性增生本质; 52个NAH
中, 21个(40.4%)是单克隆性(图12), 属于微小肝

细胞腺瘤, 这与我们对肝硬变中NAH的分析结

果一致[18]. 这从另一方面也证实, 这些病变属于

NAH. 由此我们推断, FNH实际上是由许多个

NAH所构成的局灶性病变. 至于这些肿瘤前期

病变在此处成簇发生并进展的原因值得进一步

探讨. 
基于上述观察, 我们认为, 上述文献中有关

FNH克隆性这一问题的分歧是病变中不同性质

的结节组合不同以及不同实验室采集样本的大

小不同所致. 经典型FNH中的小结节多数为多

克隆病变, 即使是单克隆性NAH, 也可具有不同

的X染色体失活类型. 当取材面积较大(本研究

为1.5 cm×1.5 cm)时, 病变整体为多克隆性; 当
取材较局限, 而且恰好位于相同X染色体失活类

型的单克隆NAH病变区(图10)时, 可能会得出单

克隆性检测结果. 至于毛细血管扩张型FNH的

克隆性, 也需要更多的观察. 如果真正象Paradis 
et al [29]报道的那样, 整个病变内绝大部分肝细胞

具有相同的克隆特征, 应该将其归入HA. 总之, 
根据目前的研究, 我们的结果表明, FNH整个病

变属于多克隆性, 据此可以与HA相区别. 实际

上, FNH是由一簇NAH所构成的混合性病变, 且
部分NAH已经属于微小肝细胞腺瘤, 他们才是

FNH发生、发展的最终决定因素. 也许其中某

个结节会进展为某种类型的HCC, 就象有的文

献[2-3,24]指出的那样. 不过, FNH中每个NAH的体

积远不如HA大, 因此癌变机率远低于HA. 

致谢 此研究得益于与刘复生教授的讨论. 
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■背景资料
p7蛋白是丙型肝
炎病毒中介于结
构蛋白和非结构
蛋白之间的一小
蛋白, 由于他在脂
质膜上可形成六
聚体阳离子通道, 
在病毒的自然感
染过程中起一定
的作用, 然而其具
体作用机制尚不
清楚. 研究p7蛋白
及其相关基因的
反式调节机制可
能是解决HCV感
染的有效途径之
一.

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年2月28日; 14(6): 576-580
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH 

HCV p7蛋白反式调节新基因3及其剪切体克隆化和生物
信息学分析

陶明亮, 成 军, 王春花, 郭 江, 袁 菊, 靳亚平, 毛 羽

陶明亮, 成军, 王春花, 郭江, 袁菊, 毛羽, 北京地坛医院传染
病研究所 北京市 100011
靳亚平, 西北农林科技大学动物科技学院 陕西省杨陵区 
712100
陶明亮, 西北农林科技大学2004级硕士生, 主要从事动物生殖
免疫学的研究.
国家自然科学基金资助项目, No. 30371288
国家重点基础研究973项目, No. 2004CB518908
通讯作者: 成军, 100011, 北京市东城区安外大街地坛公园13
号, 北京地坛医院传染病研究所. cj@genetherapy.com.cn
电话: 010-64481639 传真: 010-6428154
收稿日期: 2005-12-09    接受日期: 2006-01-14

Cloning and bioinformatic 
analysis of new gene p7TP3 
and its spliced variant 
transregulated by hepatitis C 
virus p7 protein

Ming-Liang Tao, Jun Cheng, Chun-Hua Wang, 
Jiang Guo, Ju Yuan, Ya-Ping Jin, Yu Mao

Ming-Liang Tao, Jun Cheng, Chun-Hua Wang, Jiang 
Guo, Ju Yuan, Yu Mao, Institute of Infectious Diseases, 
Beijing Ditan Hospital, Beijing 100011, China
Ya-Ping Jin, College of Animal Science and Technology, 
Northwest A & F University, Yangling, Shannxi 712100, 
China
Supported by National Natural Science Foundation of Chi-
na, No. 30371288, and the Special Funds for Major State 
Basic Research 973 Program of China, No. 2004CB518908
Correspondence to: Dr. Jun Cheng, Institute of Infectious 
Diseases, Beijing Ditan Hospital, Beijing Dongcheng Dis-
trict, Anwai Street, 13 Ditan Park, Beijing 100011, 
China. cj@genetherapy.com.cn
Received: 2005-12-09    Accepted: 2006-01-14 

Abstract
AIM: To identify and clone a new gene p7TP3 
and its spliced variant transregulated by hepa-
titis C virus p7 protein, and to explore the role 
of HCV p7 protein in the pathogenesis of HCV 
infection.

METHODS: Based on the construction of ex-
pressive vector pcDNA3.1(-)-p7, hepatoblastoma 
cells HepG2 were transfected with plasmid 
DNA of pcDNA3.1(-)-p7, and then the total RNA 
was extracted from the cells. Reverse transcribed 
cDNA was subjected for microarray assay. The 

coding sequence of the new gene and its spliced 
variant were obtained by bioinformatic methods. 
Polymerase chain reaction (PCR) was conducted 
to amplify p7TP3 gene and its spliced variant us-
ing specific primer. The structure was detected 
and the function was predicted by bioinformat-
ics methods.

RESULTS: Sequence analysis confirmed that the 
coding sequence of p7TP3 gene and its spliced 
variant were cloned successfully and bioinfor-
matically analyzed. p7TP3 (416 bp) with Mr 

14 165.4 is identical to p7TP3 (477 bp) with Mr 
17 935.7 except a deletion of 26 amino acid resi-
due (TQNTDVYPGLAVFFQNALIFFSTLIY).

CONCLUSION: HCV p7 protein is a potential 
transregulator. A novel gene and its spliced vari-
ant have been identified as the new target trans-
regulated by HCV p7 protein.

Key Words: Hepatitis C virus; Spliced variant; p7 
protein

Tao ML, Cheng J, Wang CH, Guo J, Yuan J, Jin YP, 
Mao Y. Cloning and bioinformatic analysis of new 
gene p7TP3 and its spliced variant transregulated by 
hepatitis C virus p7 protein. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(6):576-580

摘要
目的: 筛选HCV p7病毒蛋白反式调节的新靶
基因p7TP3, 克隆p7TP3基因及其不同剪切体
基因序列, 并进行功能分析, 探讨丙型肝炎病
毒(H C V)p7病毒蛋白在H C V致病过程中的
作用. 

方法: 依据我们构建的真核表达载体pcDNA 
3.1(-)-p7转染肝母细胞瘤细胞系HepG2, 提取
总RNA, 逆转录为cDNA后进行基因表达谱
芯片分析, 利用生物信息学技术获得新基因
p7TP3及其可变剪切体的编码序列, 设计特异
性引物, 并对其进行克隆化研究. 

结果:  经测序鉴定获得新基因p7T P3的编

®
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码序列, 并发现了p7T P3的不同剪切体, 对
p7T P3基因组进行分析 ,  获得剪切体的编
码序列 ,  并进行了克隆化研究及生物信息
学分析. p7TP3(416 bp)编码蛋白质序列比
p7TP3(477 bp)少TQNTDVYPGLAVFFQNAL
IFFSTLIY 26个氨基酸残基, 其余序列相同.

结论: HCV p7蛋白是一种典型的病毒基因
组编码的具有反式调节作用的蛋白. 利用分
子生物学技术与生物信息学分析, 发现并鉴
定了HCV p7TP3反式调节作用的新的靶基因
p7TP3及其剪切体, 为阐明HCV p7蛋白的反式
调节作用及其机制开辟了新的研究方向.

关键词: 丙型肝炎病毒; 剪切体; p7蛋白
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0  引言

丙型肝炎病毒(H C V)是含外膜蛋白的单股正

链RNA病毒, 属黄病毒科肝炎病毒类. 全世界

范围内约有1.7亿人被感染, 在大多数感染人群

中HCV表现为持续性感染, 并可导致肝纤维化

(LC), 甚至肝细胞癌(HCC)[1]. HCV基因组编码

一个约3 010个氨基酸残基组成的多蛋白, 被病

毒和细胞蛋白酶切割产生至少10个病毒产物[2-3]. 
p7蛋白是存在于HCV结构蛋白和非结构蛋白之

间的63个氨基酸残基(aa)组成的一个小蛋白, 他
在脂质膜中形成六聚体阳离子通道, 研究发现

金刚烷胺和长烷基链的亚氨基糖衍生物可抑制

p7形成的阳离子通道, 从而对HCV的治疗发挥

重要作用[4-7]. 我们利用基因芯片技术, 对p7表达

载体转染的肝母细胞瘤细胞系HepG2的基因表

达谱变化进行了比较, 发现了p7蛋白可以反式

调节一些基因的表达. 其中包括未知功能基因, 
命名为p7TP3. 我们在研究新基因p7TP3过程中, 
意外发现了p7TP3基因的不同剪切体, 对p7TP3
基因组进行分析, 确定了p7TP3及其剪切体的编

码序列, 并进行了克隆化研究和生物信息学分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝母细胞瘤细胞系HepG2和感受态大

肠杆菌DH5α为本室保存, Taq酶购自Promega
公司, pGEM-T载体购自Promega公司. 玻璃奶

回收试剂盒购自博大公司. DNA序列测定由北

京奥科公司完成. 利用基因芯片技术对p7蛋白

的上调、下调基因进行分析, 结果表明, 1种基

因的表达水平显著上调, 22种基因的表达水平

显著下调, 下调基因中含有2个未知功能的新基

因, 利用美国国立卫生院(NIH)国立医学图书馆

(NLM)国立生物工程中心(NCBI)建立的核苷酸

序列数据库(GenBank)及其同源基因序列的搜索

(BLASTN)发现这两个新基因与GenBank中注册

的已知功能基因序列没有同源性, 依据GenBank
数据库EST中的同源基因片段进行电子拼接, 根
据Kozak规则和终止密码子下游的多聚腺苷酸

信号序列, 确定完整的编码基因序列, 分别命名

为HCV p7TP2(p7蛋白反式调节蛋白2)、p7TP3.
1.2 方法 根据p7TP3的全长编码基因, 设计上

下游引物. 上游引物5'-GAA TTC CA ATG GCA 
GGC TTC CTA GA-3', 下游引物5'-GGA TCC 
GGT CCA TAG CTC TTC GGT TC-3'. 以反转

录产物为模板进行PCR, PCR参数如下: 95℃ 
5 min预变性, 94℃ 30 s变性, 58℃ 45 s退火, 
72℃ 90 s延伸, 共35个循环, 72℃再延伸10 min. 
克隆目的片段将PCR产物在10 g/L琼脂糖凝胶

中电泳, 切取目的片段, 玻璃奶法回收PCR产物, 
与pGEM-T载体连接, 转化DH5α感受态细菌, 在
含氨苄青霉素的LB/X-gal/IPTG培养板上, 37℃
培养16 h. 挑取白色菌落, 增菌. 提取质粒进行

限制性酶切分析鉴定发现两个大小不一致的酶

切片段, 挑选相应菌落测序. 将测序得到的两个

核苷酸序列进行分析, 其中一个与我们预测的

p7TP3序列完全一致, 而另一个序列与p7TP3部
分同源. 利用美国国立卫生院(NIH)国立医学图

书馆(NLM)国立生物工程中心(NCBI)建立的核

苷酸序列数据库(GenBank)进行搜索, 确定了两

个序列的染色体定位并对其编码的蛋白质功能

进行了预测.

2  结果

2.1 目的基因的PCR扩增 以HepG2细胞系cDNA
文库为模板, PCR反应后经10 g/L琼脂糖凝胶电

泳可见长度为477 bp和416 bp的两种电泳条带

(图1). PCR产物与T-载体连接, 转化大肠杆菌, 提
取质粒进行酶切鉴定(图2).
2.2 将p7TP3(477 bp)与p7TP3(416 bp)编码序列

进行比较(图3).
2.3 p7TP3及其剪切体的多序列比对 NCBI中
BLASTN核酸序列同源性分析以及基因组序列

的内含子⁄外显子分析, (http://www.ens-embl.org/

■创新盘点
本文利用PCR和
生物信息学技术
分析了p7TP3及
其剪切体的基因
组序列、编码蛋
白的一、二级结
构、抗原决定簇
等生物学功能差
异, 但他们之间的
功能差异仍需进
一步验证.
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index.html)在线分析p7TP3及其剪切体在染色体

中定位以及内含子⁄外显子位点分析. 发现二者

均定位于21号染色体, 但其内含子和外显子结

构不同, p7TP3(477 bp)与p7TP3(416 bp)基因定

位于33 763 062-33 744 995 nt, p7TP3(416 bp)
基因与p7T P3(477 b p)相比缺少33749961- 
33749904的外显子序列.
2.4 编码蛋白质功能预测(图4) 经Protparam tool
在线软件分析, p7TP3(477 bp)基因编码的蛋白

的M r为17 935.7, 理论pⅠ5.23; p7TP3(416 bp)
基因编码的蛋白的M r为14  165 .4 ,  理论pⅠ
5.51. p7TP3(477 bp)与p7TP3(416 bp)编码蛋

白质均在19-21S e R具有潜在的蛋白激酶C磷

酸化位点; 在62-67GVfsTL、108-113GSliAS、
119-124GAyvTQ具有潜在的N-豆蔻酰基化位

点; 在81-83RGD具有潜在的细胞黏附序列位

点. 应用P r o t S c a l e软件对二者的编码蛋白质

分别进行了α螺旋、β折叠和无规则卷曲等二

级结构预测 ,  发现他们除在羧基末端稍有差

异外, 其蛋白质二级结构基本相同. 经Predict-
ing Antigenic Peptides(http://bio.dfci.edu/har-
vard Tools/antigenic.pl)预测蛋白质抗原决定

簇, p7TP3(416 bp)编码蛋白质抗原决定簇的

No7序列比p7TP3(477 bp)少TQNTDVYPG-
LAVFFQNALIFFSTLIY 26个氨基酸残基, 其余

序列相同(表1).

3  讨论

病毒基因组的复制和表达调节与真核细胞类似, 
主要是转录水平的调节. 然而在许多情况下病

图 1 p7TP3 PCR电泳图. 图 2 pGEM-T-p7TP3酶切电泳图.

477  ATG  GCA  GGC  TTC  CTA  GAT  AAT  TTT  CGT  TGG  CCA  GAA  TGT  GAA  TGT  ATT  GAC  TGG  AGT  GAG
381  ATG  GCA  GGC  TTC  CTA  GAT  AAT  TTT  CGT  TGG  CCA  GAA  TGT  GAA  TGT  ATT  GAC  TGG  AGT  GAG
477  AGA  AGA  AAT  GCT  GTG  GCA  TCT  GTT  GTC  GCA  GGT  ATA   TTG  TTT   TTT  ACA  GGC  TGG  TGG  ATA
381  AGA  AGA  AAT  GCT  GTG  GCA  TCT  GTT  GTC  GCA  GGT  ATA   TTG  TTT   TTT  ACA  GGC  TGG  TGG  ATA
477  ATG  ATT   GAT  GCA  GCT  GTG  GTG  TAT  CCT  AAG  CCA  GAA  CAG  TTG  AAC  CAT  GCC  TTT   CAC  ACA
381  ATG  ATT   GAT  GCA  GCT  GTG  GTG  TAT  CCT  AAG  CCA  GAA  CAG  TTG  AAC  CAT  GCC  TTT   CAC  ACA
477  TGT  GGT  GTA  TTT   TCC  ACA  TTG  GCT  TTC  TTC   ATG  ATA   AAT  GCT  GTA  TCC  AAT  GCT   CAG  GTG
381  TGT  GGT  GTA  TTT   TCC  ACA  TTG  GCT  TTC  TTC   ATG  ATA   AAT  GCT  GTA  TCC  AAT  GCT   CAG  GTG
477  AGA  GGT  GAT  AGC  TAT  GAA  AGC  GGC  TGT  TTA  GGA  AGA  ACA  GGT  GCT  CGA GTT  TGG  CTT   TTC
381  AGA  GGT  GAT  AGC  TAT  GAA  AGC  GGC  TGT  TTA  GGA  AGA  ACA  GGT  GCT  CGA GTT  TGG  CTT   TTC               
477  ATT  GGT  TTC   ATG  TTG  ATG  TTT  GGG  TCA  CTT   ATT  GCT  TCC  ATG  TGG  ATT  CTT  TTT   GGT  GCA
381  ATT  GGT  TTC   ATG  TTG  ATG  TTT  GGG  TCA  CTT   ATT  GCT  TCC  ATG  TGG  ATT  CTT  TTT   GGT  GCA
477  TAT  GTT  ACC   CAA  AAT  ACT  GAT  GTT  TAT   CCG  GGA  CTA  GCT  GTG  TTT  TTT  CAA  AAT   GCA  CTT
381  TAT  GTT  ACC   CAA  A--   ---     ---    ---    ---     ---     ---    ---     ---    ---     ---     ---    ---    ---     ---    --- 
477  ATA  TTT  TTT    AGC  ACT  CTG  ATC  TAC  AAA   TTT  GGA  AGA  ACC  GAA  GAG  CTA  TGG  ACC   TGA
381  ---    ---     ---    ---     --T    CTG  A

图 3 p7TP3 (477 bp)与p7TP3 (416 bp)编码序列比较.

M分子质量标准

2 000 bp

750 bp

500 bp 477 bp
416 bp

M分子质量标准

2 000 bp

1 000 bp

500 bp

250 bp

5 000 bp
2 500 bp

477 bp
416 bp

33 744 995   33 745 040   33 749 904   33 749 961   33 754 590   33 754 682   33 759 519   33 759 586   33 761 187   33 761 299   33 762 964   33 763 062

33 744 995   33 745 040                                        33 754 590   33 754 682   33 759 519   33 759 586   33 761 187   33 761 299   33 762 964   33 763 062

A

B

图 4 基因结构示意图. A: p7TP3(477 bp); B: p7TP3(416 bp).  : 外显子; : 内含子.

■应用要点
新基因p7TP3及
其剪切体的克隆
和功能比较为阐
明p7蛋白的生物
学 功 能 及 其 在
HCV感染途径的
作用开辟了新的
方向.
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毒还必须借助感染的宿主细胞的一些复制和表

达的辅助元件完成其生活周期及致病过程[8]. 在
细胞的不同发育阶段和生理状态下, 基因通过

不同的拼接方式产生不同的mRNA和翻译产物, 
使得细胞所表达的基因类型、表达水平、表达

组织和细胞特异性、表达的先后顺序都是不同

的. 基因可通过如下几种方式产生多个转录体

如不同的转录起始位点, 可变剪切, 选择不同的

加尾信号位点, RNA编辑等. 多种生物中存在可

变剪切现象[9-11], 可变剪切主要有四种方式: (1)
剪切产物缺失一个或几个外显子; (2)剪切产物

保留一个或几个内含子作为外显子的编码序列; 
(3)外显子中存在5'-剪切位点或3'-剪切位点; (4)
内含子中存在5'-剪切位点或3'-剪切位点, 从而

使部分内含子变为编码序列. RNA剪切是真核

生物在长期进化过程中形成的, 他也是基因表

达调节的重要环节[12-14]. 
随着以人的基因克隆化为主的不同生物

类型基因克隆化研究的进展, 已经积累了大量

的不同生物的基因序列、蛋白质的氨基酸残

基序列, 并据此建立了庞大的数据库系统. 对
于这些数据的分析, 必须依靠生物信息学技术

不断发展, 为这些资料和数据的分析建立了一

些有效平台. 对于一种新基因生物学和医学意

义的认识, 可以从多方面入手, 其中对于这种

蛋白的表达及其在细胞中对于基因表达谱的

影响研究, 也是重要的突破口. 从目前的研究

技术来看, 以基因芯片技术和抑制性消减杂交

(SSH)技术最为有效. 来源于同一个基因的剪

切体有时具有相反的生物学功能, 成军 et al [15]

利用基因芯片技术分别对于NS5ATP2(615 bp)
与N S5AT P2(216 b p)反式调节的肝细胞的

靶基因类型进行分析 ,  然后对于不同剪切型

NS5ATP2(615 bp)与NS5ATP2(216 bp)反式调

节基因类型的异同进行比较分析, 研究不同剪

切型的生物学功能差别, 发现他们的生物学功

能具有相同或相似的一面. 我们在克隆p7TP3基
因的cDNA过程中, 发现了一个p7TP3(477 bp)
的m R N A剪切变异体p7T P3(416 b p),  经生

物信息学分析 ,  我们发现p7T P3(477 b p)与
p7TP3(416 bp)编码的蛋白质均是跨膜蛋白, 推
测其亚细胞定位可能在胞质膜; 使用ProtScale
软件对他们编码的蛋白质分别进行了α螺旋、

β折叠和无规则卷曲等二级结构预测, Predicting 
Antigenic Peptides软件预测他们编码蛋白质抗

原决定簇, 发现他们的生物学功能非常相似, 但
是这种生物信息学分析有其局限性, 还必须以

实际的研究结果进一步证实. 
从分子生物学角度来看, 丙型肝炎病毒发

病机制就是肝炎病毒生物大分子与肝细胞相互

作用及其后果, 主要内容可以分成3个层次: (1)
肝细胞中调节肝炎病毒复制和表达的蛋白质因

子及相应的信号转导; (2)肝炎病毒蛋白与肝细

胞中蛋白之间的相互作用以及后果; (3)肝炎病

毒蛋白的表达对于肝细胞基因表达谱和表达水

平的反式调节作用. 其中丙型肝炎病毒的反式

调节机制在其肝炎病毒发病机制中发挥了重要

作用. 反式调节机制至少包括三方面的含义[16-23]: 
一方面是肝炎病毒蛋白对于肝细胞基因组表达

调节的反式调节即肝炎病毒蛋白与肝细胞基因

组启动子DNA结合对于肝细胞基因表达谱产生

影响; 第二方面是肝细胞蛋白对于肝炎病毒基

因表达的反式调节. 肝炎病毒属于简单的生物

类型, 要完成其生活周期必须借助于肝细胞中

的蛋白成分, 肝细胞中特有的一些蛋白成分与

肝炎病毒基因组DNA/RNA结合对于肝炎病毒

基因表达进行调节, 这也是决定肝炎病毒嗜肝

特性的重要的分子生物学机制; 第三方面是肝

炎病毒蛋白对于肝炎病毒基因组表达的反式调

节. 目前关于p7蛋白反式调节的靶基因的结构

与功能、表达与调控以及新基因在丙型肝炎病

毒致病机制中的作用不明, 但是我们相信, 新基

因p7TP3及其剪切体的克隆为研究p7蛋白的生

物学功能开辟了新的方向. 

4      参考文献
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表 1 p7TP3 (477 bp)编码蛋白的抗原决定簇预测

No     Start Position     Sequence                         End Position

1 10 WPECECID             17

2 23 NAVASVVAGILFF             35

3 41 MIDAAVVYPK             50

4 53 QLNHAFHTCGVF                72

                                 STLAFFMI 

5 85 YESGCLG                      91

6 95 ARVWLFIGF           103

7            106 MFGSLIASMWILFGA        148

                                 YVTQNTDVYPGLAV

                                 FFQNALIFFSTLIY 

■名词解释
可 变 剪 切 :  由 于
mRNA的编辑产
生了不同的多肽, 
进而形成不同蛋
白质, 这些蛋白质
就互称为剪切体
(splice variants)或
者可变剪切.
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■同行评价
文章发现并鉴定
HCV p7TP3(477 
b p ) 及 其 剪 切 体
p7TP3(416 bp)基
因 ,  为阐明HCV 
p7蛋白的反式调
节作用及其机制
开辟了新的研究
方向. 该论文具有
科学性、创新性
和可行性, 能较好
反映我国消化病
学实验研究的先
进水平.
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Abstract
AIM: To clone and identify a new gene p7TP2 
transregulated by hepatitis C virus p7 protein, 
and construct its recombinant eukaryotic 
expression vector to explore its function and 
structure.

METHODS: p7TP2 gene was amplified by re-
verse chain polymerase chain reaction (RT-
PCR) using HepG2 cDNA as template and 
inserted into the vector pGEM-T by TA clon-
ing. Recombinant eukaryotic expression vector 
(pcDNATM3.1/myc-His A-p7TP2) was then con-
structed by subcloning technique which were 

all confirmed by restriction enzyme digestion 
analysis and sequencing. Bioinformatic meth-
ods were used to analyze its possible physical 
and chemical characters, structure, function and 
chromosome location.

RESULTS: p7TP2 gene was successfully ampli-
fied by RT-PCR, consisting of 495 nucleotides 
and coding a protein of 164 amino acid residues. 
After searching in GenBank, we found the new 
gene had no significant homology with the 
known genes. The DNA fragment was inserted 
into the vector pGEM-T by TA cloning, and the 
recombinant eukaryotic expression vector (pcD-
NATM3.1/myc-His A-p7TP2) was then construct-
ed and confirmed correct after restriction en-
zyme digestion analysis and sequencing. Bioin-
formatic analysis showed that the new gene was 
located at chromosome 8q24.3 with Mr17 146.5 
and theoretical pI 9.26. The estimated half-life 
period was 30 h (mammalian reticulocytes, in 
vitro). The protein was unstable with a high 
aliphatic index, consisting of 3 helix regions, 4 
strand regions, 4 protein kinase C phosphoryla-
tion sites, 1 casein kinase Ⅱ phosphorylation site 
and 5 N-myristoylation sites. It was predicted 
that the new protein may be globular, but not as 
compact as a domain, containing signal peptide 
and two transmembrane regions.

CONCLUSION: A new gene is recognized as the 
new target transregulated by HCV p7 protein, 
and its recombinant eukaryotic expression vec-
tor (pcDNATM3.1/myc-His A-p7TP2) is success-
fully constructed.

Key Words: HCV p7 protein; Transregulation; Clon-
ing; Bioinformatics analysis

Yuan J, Guo J, Cheng J, Tao ML, Lan XY, Hong Y, Jin YP, 
Mao Y. Cloning and bioinformatics analysis of p7TP2 
gene transregulated by hepatitis C virus p7 protein. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(6):581-587

摘要
目的: 克隆HCV p7蛋白反式调节未知功能新
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■背景资料
丙型病毒性肝炎
是由丙型肝炎病
毒 (HCV)感染引
起的世界性传染
病 .  全 世 界 约 有
1.7亿HCV感染者
是HIV-1感染者的
5倍, 但目前还没
有特效的治疗技
术和方法 ,  HCV 
p7是一个小的疏
水 性 多 蛋 白 ,  编
码基因位于结构
蛋白和非结构蛋
白 之 间 ,  可 在 黑
脂质膜中形成六
聚体阳离子通道, 
推测其功能与病
毒离子孔道蛋白
(viroporin)类似 , 
可使细胞内膜结
构不稳定化, 以利
于成熟的病毒颗
粒释放, p7对病毒
复制并不是关键
的, 但对感染性病
毒的产生是必不
可少的.

®



基因p7TP2, 构建其真核表达载体, 并应用生
物信息学初步探讨其结构及功能. 

方法:  应用P C R技术从H e p G2细胞提取的
cDNA扩增p7TP2基因, 选用pGEM-T载体进
行TA克隆, 通过PCR, 限制性酶切分析及测
序进行鉴定, 再将其亚克隆到真核表达载体
pcDNATM3.1/myc-His A, 通过PCR, 限制酶切
分析进行鉴定, 并应用生物信息学初步分析其
物理化学性质、蛋白质结构域、功能及染色
体定位. 

结果: 成功从HepG2细胞提取的cDNA中扩增
出p7TP2基因, 编码区为495核苷酸(nt), 编码
产物为164氨基酸残基(aa), 经核苷酸序列数
据库(GenBank)同源序列的搜寻, 与已知基因
序列和蛋白序列之间没有显著同源性, 属于
未知功能新基因, 并成功进行TA克隆, 酶切、

测序均正确, 并进一步亚克隆至pcDNATM3.1/
myc-His A真核表达载体, 生物信息学分析此
基因位于8q24.3, M r17 146.5, 理论pI: 9.26, 半
衰期为30 h(体外哺乳类网状细胞), 属于不稳
定蛋白, 疏水指数较高, 含有潜在的三个螺旋
区域, 四个β折叠, 四个蛋白激酶C磷酸化位点, 
一个酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点, 5个N-肉豆蔻
酰位点, 预测可能为具有不紧密的球蛋白结
构, 具有信号肽及两个跨膜结构域.

结论: 发现了HCV p7反式调节新的靶基因, 
构建了pcDNATM3.1/myc-His A真核表达载体.

关键词: HCV p7蛋白; 反式调节基因; 克隆化; 生物

信息学分析

袁菊, 郭江, 成军, 陶明亮, 蓝贤勇, 洪源, 靳亚平, 毛羽. HCV p7

蛋白反式调节基因p7TP2的克隆化及生物信息学分析. 世界华

人消化杂志  2006;14(6):581-587
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0  引言

丙型病毒性肝炎是由丙型肝炎病毒(HCV)感染

引起的世界性传染病[1-6]. 全世界约有1.7亿HCV
感染者, 是HIV感染者的5倍. HCV感染后约70%
转化为慢性并与肝硬化肝衰竭和肝癌的发生密

切相关. HCV的基因组含有一个长的开放阅读

框架(ORF), 编码一个约3 010个氨基酸残基(aa)
组成的多蛋白, 该多蛋白被细胞和病毒蛋白酶

切割产生至少10个病毒基因产物[7]. p7是由HCV
基因组2 580-2 768核苷酸(nt)之间的基因编码的

由63个aa组成的一个小蛋白, 关于其功能研究较
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少. 为了研究p7蛋白对于宿主细胞基因的上调、

下调作用, 郭江 et al应用基因表达谱芯片技术研

究p7蛋白对于宿主细胞基因的上调、下调作用, 
同时进行了系统的筛选研究, 发现并鉴定了一系

列p7蛋白反式调节的靶基因, 其中包括一些未知

功能的新基因. 为探讨其生物学功能及其作用, 
我们构建其真核表达载体, 并对其生物学功能进

行预测分析, 为今后更加广泛深入地研究新基因

的生物学功能打下基础, 并为研究HCV p7的反

式调节作用、丙型肝炎发病机制创造了条件. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝母细胞瘤细胞系HepG2及感受态大

肠杆菌DH5α为本室保存, Taq酶(鼎国生物), T4 
DNA连接酶、pGEM-T, IPTG及X-α-gal购于

Promega公司, 玻璃奶回收试剂盒购自博大泰克

公司, 引物合成及DNA序列测定均由Invitrogen
公司完成, Eco RⅠ, Bam HⅠ购自TaKaRa生物公

司, pcDNATM3.1/myc-His A由北大人民医院魏来

教授惠赠.
1.2 方法 郭江  e t  a l 利用基因芯片技术构建

HCV p7蛋白反式调节基因, 挑选克隆测序, 与
GenBank数据库进行初步比较, 发现一个新基

因, 根据基因起始密码子的Kozak规则和终止密

码子下游保守的多聚腺苷酸信号序列, 电子拼接

推定该基因的开放读码框架获得相应的全长编

码基因, 将该未知功能基因命名为p7TP2, 发现

其开放读码框长495 bp,  编码164个氨基酸残基. 
根据p7T P2的全长编码基因 ,  设计2条引

物, 有义链引物5'-GAA TTC CA ATG GTG GAG 
GTG CCC AGG-3', 引入Eco RⅠ酶切位点, 反义

链引物5'-GGA TCC CAT GAC GAC CAG GCC 
CAG-3', 引入Bam HⅠ酶切位点, 提取HepG2细
胞的总RNA, 进行反转录, 以反转录产物cDNA
为模板进行PCR, PCR参数如下: 95℃ 5 min预
变性, 94℃ 30 s变性, 72℃ 1 min退火及延伸, 
共35个循环, 72℃延伸10 min. 将PCR产物在

10 g/L琼脂糖凝胶中电泳, 切取目的片段, 玻璃

奶法回收PCR产物, 与pGEM-T载体连接, 转化

DH5α感受态细菌, 在含氨苄青霉素的LB/X-gal/
IPTG培养板上, 37℃培养12-16 h. 挑取阳性菌

落, 增菌. 提取质粒进行限制性酶切分析鉴定, 
选择经鉴定的克隆送测序. 挑取上述白色菌落

扩大培养, 碱裂解法提取质粒, 选择酶切鉴定

阳性克隆, 并回收纯化目的p7TP2片段, 同时将

pcDNATM3.1/myc-His A真核表达载体进行Eco R

www.wjgnet.com

■研发前沿
对p7蛋白的生物
学功能有所研究, 
但其反式调节机
制尚不是很明确. 
p7TP2是利用基
因芯片技术筛选
得到的p7蛋白反
式调节的靶基因, 
其结构和功能的
研究均未有报道. 
对其进一步的研
究期望能在HCV
的发病机制方面
有所突破.



Ⅰ, Bam HⅠ双酶切反应并回收纯化, 以T4连接

酶构建pcDNATM3.1/myc-His A-p7TP2重组载体, 
按上述方法常规转化感受态细菌, 提取质粒, 作
Eco RⅠ, Bam HⅠ双酶切鉴定. 

将该基因与N C B I进行B L A S T N比对分

析, 确定其染色体定位, 应用Pro tPa ram工具

(www.expasy.ch/tools/protparam.html)对p7TP2
蛋白质一级结构的生物信息学预测 ,  包括蛋

白质的相对分子量、理论p I值、消光系数、

半衰期、不稳定系数以及总平均亲水性等 , 
应用nnpredict(www.cmpharm.ucsf.edu/-nomi/
nnpredict.html)预测氨基酸序列中各个氨基酸对

应的二级结构的程序. 应用PredictProtein(www.
embl-heidelberg.de/predictprotein/predictprotein.
html)对蛋白质结构进行分析, 应用ProtScale(www.
expasy.org/tools/protscale.html)做蛋白质的疏

水性分析, 应用SignalP-信号肽预测工具(http://
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www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)对其进行蛋

白质结构信号肽分析 ,  有助于蛋白质功能域

的区分及蛋白质细胞定位. 应用Tmpred-跨膜

结构分析(http://www.ch.embnet.org/software/
TMPRED_form.html), 对于正确认识蛋白质结

构、甚至功能具有重要的意义, COILS(http://
www.ch.embnet.org/software/COILS_form.html)
预测蛋白质中卷曲螺旋结构.

2  结果

2.1 p7TP2的全长编码序列的确定 新基因开放读

码框长495 bp, 编码164个氨基酸残基(图1), 该
序列被美国核苷酸序列数据库GenBank收录, 收
录号码为AY819648.
2.2 p7TP2基因的PCR扩增 以HepG2细胞cDNA
文库为模板, PCR反应后经10 g/L琼脂糖凝胶

电泳, 可见长度为506 bp左右的电泳条带(图2). 
利用pGEM-T vector SystemⅠ将纯化PCR产物

进行TA克隆, 经Eco RⅠ, Bam HⅠ双酶切得到两

条带(图3), 然后送测序验证是正确的克隆, 命名

为pGEM-T-p7TP2, 进一步将pcDNATM3.1/myc-
His A和pGEM-T-p7TP2作Eco RⅠ, Bam HⅠ双

酶切, 回收目的片段, 构建重组真核表达载体

pcDNATM3.1/myc-His A-p7TP2, 经酶切鉴定重

www.wjgnet.com

→

图 1 P7TP2核苷酸ORF及编码蛋白序列.

           M     V      E     V     P     R     H     H    P     C
   1     ATG GTG GAG GTG CCC AGG CAC CAC CCT TGT
           C      L      L     M    A     L     G     W     V     L
 31     TGT CTG  CTC ATG GCC TTG GGG TGG GTC CTA
            P     S     W    G     S     L     G      A     V     G
 61     CCG AGC TGG GGA AGC CTG GGG GCC GTA GGG
            S     P     E     S     A     W    R      R     W    R
 91     AGC CCA GAG TCA GCC TGG AGG AGG TGG CGC
            F     G     E     F     G     R     Q     A     G     V
121    TTT  GGT GAG TTT GGA AGG CAA GCA GGG GTG
            S     C     R     G     P     G      K    G      D    C
151    AGC TGC  AGG GGG CCA GGA AAG GGT GAC TGT
            D    S      G     S     S      R     A     K     A     L
181    GAC TCT  GGG AGC AGC CGT GCC AAG GCC CTG
            G    Q      E     G     L     G     Q     P    Q     G
211    GGA CAG GAG GGG CTT GGC CAG CCT CAA GGC
            L     T      P     A    H     C     T     L     R     F
241    CTT  ACT CCA GCC CAC TGC ACT CTC AGA TTC
            Q    L      P     G     A     G     E     M     A     E
271    CAG CTC  CCT GGG GCA GGT GAG ATG GCC GAG
            P    G      P    W    M     I     S     V     P    V
301    CCA GGT CCT TGG ATG ATC TCT GTT CCT GTT
            P     L      F     P    G     S      A     A     E     P
331    CCC CTC  TTC CCG GGA AGC GCC GCG GAG CCA
            S     T     A     S     S     S      P     T    W     R
361    TCA  ACA GCA AGC AGC TCA CCT ACC TGG AGA
            N     T     G     P    N     R      G     C    G     S
391    AAT  ACC GGC CCA AAC AGA GGC TGC GGT TCA
            K      T     H    T     R    T      R     P     G    A
421    AAG  ACC CAC ACA CGC ACA AGA CCC GGT GCT
            A     L      C    S     S     G      P    W     L    G
451    GCG TTA  TGT AGC TCA GGA CCT TGG CTG GGC
            L     V      V    M     *
481    CTG GTC  GTC ATG TAG

2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

506 bp

图 2 p7TP2 RT-PCR扩增产物的琼脂糖凝胶电泳分析.

506 bp

2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

图 3 重组质粒PGEM-T-p7TP2的酶切鉴定.
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组载体在506 bp左右见1条带(图4), 证明pcD-
NATM3.1/myc-His A-p7TP2构建成功.
2.3 p7TP2基因生物信息学分析 将基因测序结果

与NCBI进行BLASTN比对分析, p7TP2基因位

于人染色体8q24.3, ProtParam分析M r 17 146.5, 
理论pI: 9.26, 消光系数38 235 M-1 cm-1(276 nm); 
39 581 M-1 c m-1(278 n m); 39 980 M-1 c m-1 

(279 nm); 40 190 M-1 cm-1(280 nm); 39 560 M-1 

cm-1(282 nm)是在6.0 mol/L盐酸胍, 0.02 mol/L
磷酸盐缓冲液, pH 6.5以半胱氨酸来计算, 半衰

期为30 h(体外哺乳类网状细胞), 大于20 h(酵
母体内), 大于10 h(埃希菌属大肠杆菌体内), 不
稳定系数是54.82, 一般认为该蛋白是不稳定的, 
疏水性指数是60.12, 总平均亲水性-0.243. nnpre-
dict预测的二级结构为

- - - - - - - - - - H H H H - - - E - - - - - - - - - - - - - - - H H H -
HH---------------------
------H H H H----------------------------------
EE--------------
-------------------------------E-------EEE--
(H表示螺旋, E表示β折叠, 用“-”表示转角结

构), PredictProtein预测包含潜在的蛋白激酶C磷
酸化位点(51/SCR, 64/SSR, 87/TLR, 128/TWR),
酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点(116/SAAE), N-肉豆

蔻痫位点(24/GSLGAV, 30/GSPESA, 63/GSS-
RAK, 76/GQPQGL, 149/GAALCS), 含2个低复

杂性区域结构(图5), 对序列进行PROF预测, 预
测包含提交的蛋白质的二级结构含量同疾病分

类、蛋白质亲水表面统计、残基组成、预测的

二级结构等. OBS-sec表示二级结构的观测值; 
PROF-sec表示预测的二级结构; Rel-sec为预测

二级结构的可信度, 数值越大表示越可信; SUB-
secPROF表示预测的二级结构的集合. 所有区

域平均精确度大于82%, H为螺旋; E为折叠; L
为随机卷曲; O-3-acc表示相对亲水表面的观测

值, 共有3种状态, b = 0%-9%, i = 9%-36%, e = 
36%-100%. P-3-acc表示预测的相对亲水表面. 
Rel-acc表示预测亲水表面的可信度. SUB-acc
表示预测的亲水表面的集合(图6), 并预测可能

为球蛋白, 但结构并不是特别紧密, 蛋白质疏水

性预测最大值是2.422, 最小值是-2.289, 在8-32, 
100-118, 150-160区域的氨基酸具有很强的疏水

性, 其次是84-95的区域具有一定的疏水性(图
7). 用SignalP-信号肽预测工具预测该蛋白信号

肽概率0.991, 锚定蛋白概率0.005, 最大分隔位

点概率是0.471, 位于27与28氨基酸之间(图8). 对
其进行跨膜结构的分析包括两个强跨膜螺旋(从
11-27, 跨膜方向由内向外; 148-167, 跨膜方向由

外向内)(图9), 无明显的卷曲螺旋结构.

3  讨论

HCV p7是一个小的疏水性多蛋白, 编码基因位

于结构蛋白和非结构蛋白之间, 可在黑脂质膜

中形成六聚体阳离子通道, 推测其功能与病毒

离子孔道蛋白(viroporin)类似, 可使细胞内膜结

构不稳定化, 以利于成熟的病毒颗粒释放[8-9], 这
一离子通道可被金刚烷胺和长烷基链的亚氨基

糖衍生物抑制[10-12], p7对病毒复制并不是关键

的, 但对感染性病毒的产生是必不可少的. p7仍
有许多功能没有研究清楚, 对其反式调节作用

的研究更少[13]. 为进一步研究p7的功能, 明确p7
在丙型肝炎发病机制中的作用, 郭江 et al [14]曾利

图 5 PredictProtein预测结果, x代表低复杂性区域.

1    MVEVPRHHPC  CLLMALGWVL  PSWGSLGAVG  SPESAWRRWR  FGEFGRQAGV
51    SCRGPGKGDC  DSGSSRAKAx   xxxxxxxxxx      xTPAHCTLRF    QLPGAGEMAE

101    PGPWMISVPV  PLFPGxxxxx     xxxxxxxxWR    NTGPNRGCGS   KTHTRTRPGA
151    ALCSSGPWLG  LVVM

■创新盘点
本文利用PCR技
术克隆了p7TP2
的全基因序列, 并
利用生物信息学
技术分析p7TP2
基因组序列、编
码蛋白的结构、

蛋白质功能结构
单位等.

2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

506 bp

图 4 重组质粒pcDNATM3.1/myc-His A-p7TP2的酶切鉴定.
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用抑制性消减杂交技术(suppression subtractive 
hybridization, SSH)和基因芯片技术筛选HCV p7
反式激活的靶基因, 推测其在体内可能存在的

功能线索. 基因表达谱芯片技术是近年来新发

展起来的一项研究差异基因表达的分子生物学

前沿技术, 通过将大量的基因特异的探针火气

cDNA片段固定在一块固相载体上, 与待测样品

杂交后用激光共聚焦荧光检测系统进行结果扫

描、监测, 对来源不同的个体、组织、发育阶

段、分化阶段、病变及刺激条件下的细胞内的

mRNA或cDNA进行分析, 获得大量有价值的生

命信息[15-16], 并可以发现未知基因. 
确定一个新基因的编码序列, 研究该基因

■应用要点
新基因p7TP2的
克隆和功能研究, 
为今后更加广泛
深入地研究新基
因的生物学功能
打下基础, 并为研
究HCV p7的反式
调节作用、丙型
肝炎发病机制创
造了条件.

图 7 p7TP2蛋白的疏水性分析.

Hphob. / Kyte & Doolittle
ProtSoale output for user sequence

2.5
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e
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Position

图 8 p7TP2蛋白的信号肽分析.

Cleavage prob.
n-region  prob.
h-region  prob.
c-region  prob.

Signal P-HMM prediction (euk models): Sequence

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

0           10          20           30          40          50           60         70

Sc
or

e

MVEVPRHHPC CLLMALGWVL PSWGSLGAVG SPESAWRRWR FGEFGRQAGV SCRGPGKGDC DSGSSRAKAL

Position

 ....,....1....,....2....,....3....,....4....,....5....,....6....,....7....,....8....,....9....,....10.1.,....11.1.,....12.1.,....13.1.,....14.1.,....15.1.,.
...16.1.

AA         
MVEVPRHHPCCLLMALGWVLPSWGSLGAVGSPESAWRRWRFGEFGRQAGVSCRGPGKGDCDSGSSRAKALGQEGLGQPQGLTPAH
CTLRFQLPGAGEMAEPGPWMISVPVPLFPGSAAEPSTASSSPTWRNTGPNRGCGSKTHTRTRPGAALCSSGPWLGLVVM

OBS_sec                                                                                                                                                             
           
PROF_sec    EE     HHHHHHHH                HHHHHHHHHHHH                  HHHHHHHH              EEEEEEE            EEEEE    
EEEE    EEEEEE
 
Rel_sec    
921267762577776243013423245414805564322320204410000235666535874568776211478777757733136664436665
24567742777404577876666677766764235577777665444446664023046862313772

SUB_sec    
L...LLLL.HHHHHH...........L...L.HHH..................LLLLL.LLL.HHHHHH....LLLLLLLLL....EEE...LLLL..LLLL..EEE...LLLLLLLLLLLL
LLLLL...LLLLLLLLLL.....LLL......LLL....EE.

O_3_acc    
bbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbb
bbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbb

P_3_acc    eee ee   bbbbbbbb bbee eebebee eeebb    b ebbeebe  be eeeee ee ee bee eeee e eeebeeb b b b  ee ee bee  
bbbbbbb   ee eeeeeeeee  e  ee  e   eeee e e eebbbbeeee bbbb e

Rel_acc    
306200230229535130011112201001203241331210201211201002212011130233571212332210221100321523202200
10032112143300112220101133112001001100200110011102211010103011232120

SUB_acc    ..e........bb.b...................b...............................be...................b.................b.............................................
.............

图 6 对序列进行的PROF预测.
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的表达与调控, 编码蛋白的结构与功能, 确定新

基因的生物学和医学意义, 是医学分子生物学

研究领域中一项具有挑战性的工作[17]. 我们发

现了p7TP2基因, 这是一种未知功能的新基因, 
对于这一新基因结构与功能的研究目前还是空

白, p7TP2基因开放读码框长495 bp, 编码164个
氨基酸残基, 该序列被美国核苷酸序列数据库

GenBank收录, 收录号码为AY819648, 将基因测

序结果与NCBI进行BLASTN比对分析, p7TP2
基因位于人染色体8q24.3, ProtParam分析M r 
17 146.5, 理论pI: 9.26, 半衰期为30 h(体外哺乳

类网状细胞), 大于20 h(酵母体内), 大于10 h(埃
希菌属大肠杆菌体内), 不稳定系数是54.82, 属
于不稳定蛋白, 疏水指数较高60.12, 总平均亲

水性-0.243, 在8-32, 100-118, 150-160区域的氨

基酸具有很强的疏水性, 含有三个螺旋区域, 四
个β折叠 ,  四个潜在的蛋白激酶C磷酸化位点

(51/SCR, 64/SSR, 87/TLR, 128/TWR), 一个酪蛋

白激酶Ⅱ磷酸化位点(116/SAAE), 5个N-肉豆蔻

酰位点(24/GSLGAV, 30/GSPESA, 63/GSSRAK, 
76/GQPQGL, 149/GAALCS), 其中蛋白激酶C磷
酸化位点与介导胞外分泌有关[18], 酪蛋白激酶

Ⅱ磷酸化位点与调节细胞凋亡和细胞周期有

关[19], N-豆蔻酰化位点可能定位于内质网或线

粒体外膜[20]. 用SignalP-信号肽预测工具预测该

蛋白信号肽概率0.991, 锚定蛋白概率0.005, 对
其进行跨膜结构的分析包括两个强跨膜螺旋(从
11-27, 跨膜方向由内向外; 148-167, 跨膜方向由

外向内). 本实验将该基因构建到真核表达载体

pcDNATM3.1/myc-His A, 为新基因的更一步研究

奠定基础, 同时也为研究HCV p7蛋白的生物学

功能, 阐明HCV的致病机制提供了新的方向[21]. 
生物信息学技术伴随计算机网络的发展而

产生, 其强大的功能使其已经成为生命科学研

究的重要手段[22-26], 一方面基因和蛋白质序列数

据库的不断累积和计算机技术的进展催生了生

物信息学这一崭新学科的诞生, 同时生物信息

学技术对于经典的分子生物学技术具有重要的

推动作用. 本项研究, 首先应用基因芯片技术, 
筛选克隆了人的p7TP2编码基因, 随后利用核苷

酸数据库的生物信息学分析技术, 确定了基因

序列和蛋白质一级结构序列. 不仅如此, 利用生

物信息学技术, 还确定了该基因的二级结构和

功能域及染色体定位, 为进一步研究带该基因

的结构和功能、表达与调控, 生物学意义和医

学意义奠定了坚实的基础. 
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达的调节方式分
为顺式调节和反
式调节, 分子结构
内部的基因表达
调节元件的作用
形式称为顺式调
节, 而分子间的基
因表达调节元件
的作用形式称为
反式调节.

图 9 p7TP2蛋白的跨膜结构域分析.
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基础性研究为阐
明HCV的致病机
制提供了新的方
向. 生物信息学技
术是生命科学研
究的重要手段, 利
用生物信息学技
术为进一步研究
该基因的结构和
功能、表达与调
控、生物学意义
和医学意义结合
奠定了坚实的基
础.
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■研发前沿
胰岛细胞移植需
要移植的胰岛细
胞数量很多, 至少
要2-3个供体的胰
腺, 目前随着技术
成熟逐渐向单一
供体的胰岛细胞
移植发展, 要实现
单一供体移植成
功, 如何保证获得
足量活性良好的
胰岛细胞是关键.

■背景资料
加拿大埃德蒙顿
阿尔波特大学在
2000年左右成功
的进行了7例胰岛
细 胞 移 植 ,  和 以
往不同的是此种
移植后患者的血
糖完全控制在正
常 范 围 内 ,  经 过
随访表明移植效
果 满 意 .  本 文 目
的在于探讨冷缺
血时间及组织相
容性对胰岛细胞
活性的影响.
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Abstract
AIM: To investigate the impacts of cold ischemia 
preservation time and histocompatibility on the 
activity of islet cells during the islet transplan-
tation.

METHODS: Pancreas was obtained from brain-
dead donors, whose blood and HLA types were 
known. After in situ perfusion with hypertonic ci-
trate adenine solution (HC-A) via aorta, the liver, 
kidney, and pancreas were resected in combina-
tion or separately. The changes of islet cell activity 
under different time of cold ischemia preservation 
were observed. The compatibility of islet cells with 
recipients was detected and the relationship be-
tween the histocompatibility and islet cell survival 
were analyzed.

RESULTS:  Resection in combination or alone 
was successfully performed, and the rate of islet 
cell activity was all above 80% after cold isch-
emia for 5 h. Resection style in the purpose of 
transplantation had no impact on the activity of 
islet cells, while the cold ischemia preservation 
time was in negative correlation with it. When 
presented in blood, human islets induced a rapid 
consumption of blood cells. Both in HLA incom-
patibility and compatibility groups, the numbers 
of platelets, neutrophils, and monocytes were 
notably reduced [(1.0 ± 0.72) × 109/L, (0.54 ± 0.24) 
× 109/L, (0.01 ± 0.00) × 109/L); (6.0 ± 0.27) × 109/L, 
(0.63 ± 0.19) × 109/L, (0.03 ± 0.01) × 109/L]. When 
heparin was used, these events were obviously 
avoided. The numbers of platelets, neutrophils, 
and monocytes were significantly increased in 
HLA incompatibility [(57.2 ± 21.10) × 109/L, (1.74 
± 0.87) × 109/L, (0.75 ± 0.24) × 109/L] and compat-
ibility group [(67.9 ± 19.0) × 109/L, (3.42 ± 0.61) × 
109/L, (0.47 ± 0.08) × 109/L] in comparison with 
those in control group (P  < 0.05). After cultivates 
24 hours, HLA typing compatible groups (1.085±
0.167×105/L), HLA typing incompatibility groups 
(0.697 ± 0.193×105/L), the quantity of living islets 
in HLA typing compatible groups is more than 
the groups which HLA typing is incompatibil-
ity (P  < 0.05). After cultured for 24 h in vitro, the 
number of active islet cells in HLA compatibility 
group was significantly larger than that in HLA 
incompatibility group [(1.085 ± 0.167) × 105/L vs 
(0.697 ± 0.193)×105/L, P  < 0.05].

CONCLUSION: The survival rate of islet cells 
during transplantation can be enhanced by re-
ducing cold ischemia preservation time and us-
ing HLA compatible donors.

Key Words: Islet; Cold ischemia preservation; 
Compatibility; Transplantation

Gao HJ, Xu DC, Zhao M, Li M, Fan LP, Li LY, Qian J, Cai 
DH. Influence of cold ischemia preservation time and 
histocompatibility on activity of islet cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(6):588-593

摘要
目的: 探讨胰岛细胞移植中冷缺血时间、组
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■创新盘点
活性胰岛收获量
的评估＝收获的
胰 岛 数 量 ( I E Q )
× ln[log(收获的
胰 岛 数 量 ( I E Q )
×10 -3/冷缺血时
间)+G], 将能够更
加准确的评估胰
岛的质量和数量
(G是每一种保存
液所特有的系数), 
第一次将组织配
型学引进胰岛细
胞移植中, 证实在
胰岛细胞的移植
中应当考虑组织
相容性对其的影
响.

织相容性对于胰岛细胞活性的影响. 

方法: 采用脑死亡自愿捐赠器官的供者胰腺
(已知血型和HLA配型); 高渗枸橼酸盐嘌呤溶
液经过经主动脉原位灌注后, 肝、肾、胰腺联
合及分别切取, 测定不同的冷却血时间条件下
胰岛细胞活性的变化. 测定胰岛细胞和血液组
织相容性, 分析供受者的组织相容性和胰岛细
胞存活的关系. 

结果: 肝脏、胰腺、肾脏联合切取及各器官
的单独切取顺利, 在冷却血5 h以内胰岛细胞活
性率都在80%以上, 用于胰岛细胞移植的胰腺
和其他器官的切取不会影响胰岛细胞的活性; 
人类胰岛暴露于未经抗凝的人类血中, 胰岛将
诱发一个迅速血细胞消耗. 进行血小板激、

中性粒细胞和单核细胞计数, HLA错配组分
别为(1.0±0.72)×109/L, (0.54±0.24)×109/L, 
(0.01±0.00)×109/L, HLA匹配组为(6.0±0.27
×109/L, (0.63±0.19)×109/L, (0.03±0.01)×
109/L, 无论HLA错配还是匹配血细胞都发生
明显的消耗; 加入肝素后血细胞计数HLA错
配组分别为(57.2±21.10)×109/L, (1.74±0.87)
×109/L, (0.75±0.24)×109/L, HLA匹配组为
(67.9±19.0)×109/L, (3.42±0.61)×109/L, (0.47
±0.08)×109/L, 与对照组比较反应明显减轻
(P<0.05); 胰岛细胞体外培养24 h后, 匹配组活
性胰岛细胞数量分别为(1.085±0.167)×105/L, 
错配组为(0.697±0.193)×105/L, 具有显著性差
异(P<0.05).

结论: 把握胰岛细胞移植过程中冷缺血时间
及组织相容性关系能够提高胰岛细胞的存活. 

关键词:  胰岛细胞；冷缺血；相容性；移植
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0  引言

胰岛细胞移植中足量活性良好胰岛细胞数量及

其存活是胰岛细胞移植成功的关键, 我们采用高

渗枸橼酸盐嘌呤溶液原位灌注, 进行人的胰腺保

存和分离, 并探讨其及冷缺血时间对于胰岛细胞

活性影响. 移植中组织相容性和细胞的存活及

功能密切相关[1]. 胰岛移植后, 即可能发生有害

的组织不相容性反应. 故我们根据美国国立器

官移植分配中心(UNOS)制定的HLA交叉反应组

(CREG)的配型原则来进行胰岛细胞体外和血液

的组织相容性测试. 

1  材料和方法

1.1 材料 采用脑死亡自愿捐赠者的器官(已知

血型和HLA配型), 在其他器官切取后或同时

进行胰腺的获取; 血型相同, HLA配型相符的

血液、HLA配型高致敏(错配3个以上位点)或
PRA>50%或淋巴毒阳性受者的血液; 分离纯化

后的胰岛细胞悬浊液, 经过70 μm的筛网滤过后, 
保留直径大于70 μm的胰岛细胞, 配置成浓度

1.20×105/L左右活性胰岛细胞悬浊液.
1. 2  方法 
1.2.1 胰腺的获取 采用胰腺、肾脏的联合切取, 
肝脏、胰腺、肾脏的单独切取及联合切取[2].
1.2.2 胰岛的分离 采用胶原霉P进行消化分离[3]. 
1.2.3 胰岛细胞活性测定及胰岛细胞与冷缺时间

的关系 双硫腙(DTZ)、丫腚橙(AO)染色判定活

性胰岛细胞活性, 制备胰岛细胞团的电镜标本

送透射电镜观察[3].
1.2.4 胰岛细胞和血液组织相容性测定 根据血

液和胰岛细胞的HLA配型情况分为: HLA匹配

组: 受者全血+胰岛细胞, 受者全血+胰岛细胞

+肝素; 错配组: 受者全血+胰岛细胞, 受者全

血+胰岛细胞+肝素; 对照组: 受者全血+RPMI 
1640[4].
1.2.5 计算方法 根据70-350 μm各个数量级胰岛

细胞的分布, 参照Ricordi的换算[5,17], 得出每克

湿质量胰腺直径150 μm的胰岛换算值(IEQ, 150 
μm islet equivalent), 冷保存指数(或输注指数)=
收获的胰岛数量(IEQ)×10-3/冷缺血时间.

统计学处理 定量实验数据以mean±SD表

示, 统计分析以SPSS10.0软件, 组间用t检验作显

著性判断, 处理方法为配伍组方差分析并作两

两比较.

2  结果

2.1 切取器官无污染, 效果满意. 用于切取的时

间: 胰腺肾脏的联合切取、肝脏胰腺肾脏的联

合切取方法平均需15 min, 肝脏、胰腺、肾脏

的单独切取平均需20 min, 用于胰岛分离的胰

腺12份, 冷缺血时间2.5-8 h. 冷缺血时间在5 h
以内的9份, 温缺血时间0-3 min, 消化时间15±
2.4 min. 胰岛收获量2.38±0.67(103 IEQ/g). 纯化

后胰岛细胞的活性: 19%-83%. 冷保存指数(或输

注指数): 9.8-66.4. 缺血时间在5 h以内的胰岛细
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■应用要点
高渗枸橼酸盐嘌
呤溶液是国内目
前应用最多的器
官保存液, 本文证
实其对于胰腺的
保存时间最多超
过5-6 h, 否则会影
响胰岛细胞活性
率. 本文将组织配
型引入胰岛细胞
的移植中, 为胰岛
细胞的长期存活
提供了依据.

胞的活性都在80%以上, 3, 4, 5 h分别是84.4%, 
82.3%, 82.4%(图1). 

透射电镜下观察: β细胞膜完整, 细胞质内的

高尔基体及线粒体丰富, 内质网清晰可见, 胞质

内充满核心颗粒, 细胞核居中, 核膜完整(图2).
2.2 当胰岛细胞加入血液当中后, 胰岛细胞诱发

了血细胞类似炎症反应, 血小板在数量上迅速

减少和随后的单核细胞、巨噬细胞减少. 围绕

胰岛细胞出现了血细胞的聚集, 胰岛细胞被包

裹在当中. HLA匹配组和错配组之间没有显著

性差别(P >0.05). 加入肝素后抑制了血细胞凝集, 
并且二者在统计学上没有差别(表1, 2).

2.3 HLA匹配组中, 肝素的加入经1 h的培养, 没
有改变活性胰岛细胞数量. 错配组中, 加入肝素

后经1 h的培养(淋巴毒阳性的除外), 明显提高了

活性胰岛细胞数量. 24 h培养后, HLA匹配组的

活性胰岛细胞数量和HLA错配组的活性胰岛细

胞数量出现了明显的差异(P <0.05); HLA匹配组

中, 有无添加肝素对1 h和24 h培养后的活性胰

岛细胞数量影响不大(P >0.05); HLA错配组中肝

素的加入对培养1 h后的活性胰岛细胞数量影响

较大(P <0.05)(表3).

3  讨论

Edmonton研究表明, 胰岛细胞移植可以成功的

治愈糖尿病[6]. 这种成功是建立在多因素联合

的基础之上的, 如减少冷缺血时间, 足量的胰岛

细胞及合理的免疫抑制方案. 1992年Hessellj发

表 3 胰岛细胞培养24 h后活性胰岛细胞数量 (n = 9, 
mean±SD, ×105/L)

                                         肝素组                         对照组

匹配组
错配组

1.079±0.142
1.001±0.240

1.085±0.167
0.697±0.193

图 2 活性胰岛细胞的透射电镜.

 表 1 HLA错配组中血细胞的计数 (n = 9, mean±SD, ×109/L)

                                                                                                                           培养1 h后

血小板
中性粒细胞
单核细胞
淋巴细胞

 117±13.09
2.47±0.32
1.08±0.10
0.91±0.40

                对照组                           肝素组                              无肝素组

80.1±11.72
2.07±0.27
0.98±0.13
0.84±0.11

57.2±21.10
1.74±0.87
0.75±0.24
0.63±0.31

  1.0±0.72a

0.54±0.24a

0.01±0.00a

0.84±0.11

aP<0.05 vs  对照组, 肝素组. 

实验前1 h 

 表 2 HLA匹配组中血细胞的计数(n  = 9, mean±SD, ×109/L)

                                                                                                                          培养1 h后

血小板
嗜中性粒细胞
单核细胞
淋巴细胞

 139±10.82
4.83±0.41
0.67±0.04
1.04±0.12

                对照组                            肝素组                              无肝素组

96.0±10.14
4.05±0.30
0.61±0.05
0.96±0.12

67.9±19.0
3.42±0.61
0.47±0.08
0.86±0.24

  6.0±0.27a

0.63±0.19a

0.03±0.01a

0.68±0.13

aP<0.05 vs  对照组, 肝素组.

实验前1 h 
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图 1 胰岛活性率及冷保存指数及对数与冷缺血时间的关系.
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■名词解释
IEQ: 150 μm的胰
岛 换 算 值 ,  因 为
胰岛是由细胞团
构 成 ,  所 以 细 胞
团直径差距很大, 
50-350 μm各个数
量级胰岛细胞的
分布, 参照Ricordi
的换算得出不同
直径胰岛细胞相
当于150 μm直径
胰岛细胞的数量.

现经原位灌注胰腺的胰岛细胞活性和产量明显

高于未经原位灌注胰腺. 因为原位灌注可显著

的减少热缺血时间, 使要切取器官迅速降低温

度. 在胰岛移植中, 胰腺的整体灌注更能起到良

好的作用[7]: 第一, 整体灌注可以使胰腺组织迅

速降温, 保证胰腺组织功能的良好性; 第二, 整
体灌注可以冲洗掉胰腺组织内的血细胞, 使在

消化后的胰腺组织更加有利于胰岛的分离纯

化; 第三, 减少在转运过程中胰管内的胰液对组

织的消化, 在相同的保存条件下, 使胰岛细胞的

活性保持的更好[5]. 采用高渗枸橼酸盐嘌呤溶液

1 500-2 000 mL, 对腹腔器官进行原位灌注, 我
们在胰岛的制备过程中发现5 h以内的胰腺所制

备胰岛活性和数量上并没有显著的差异. 可以看

出, 高渗枸橼酸盐嘌呤溶液原位灌注的胰腺其胰

岛细胞的活性和数量均可以满足移植的要求, 美
中不足就是对于冷缺血时间要求比较高.

本试验中单位时间内(5 h以内)的冷保存指

数与胰岛活性率的变化率相近. 在冷缺血时间小

于5 h的情况下获取的胰腺, 均可以用于临床胰岛

细胞移植的胰腺获取. 超过7 h, 胰岛细胞活性明

显下降, 超过8 h, 胰岛细胞的活性率只有19%, 甚
至更低, 而其活性的胰岛细胞的质量也不能满足

临床移植的要求. 高渗枸橼酸盐嘌呤溶液原位整

体灌注情况下, 用于胰岛移植的胰腺的冷缺血时

间不宜超过5-6 h. 如何延长胰腺的保存时间[8-9]及

冷缺血对于胰岛细胞损伤机制有待于进一步研

究[10]. 实验结果分析后发现: 活性胰岛收获量的

评估=收获的胰岛数量(IEQ)×ln[log(收获的胰

岛数量(IEQ)×10-3/冷缺血时间)+G]. 将能够更

加准确的评估胰岛的质量和数量(G是每一种保

存液所特有的系数).
胰岛细胞经门静脉移植入血流丰富的肝脏, 

保证胰岛细胞能够获得充足的养分[11]. 胰岛细

胞一旦移植入血, 就引起血液中类似炎症的反

应. 本研究中无论HLA配型的结果如何, 在数分

钟之内都发生了这种凝集反应, 血细胞凝集在胰

岛细胞的表面. 血小板在血液中迅速消耗, 是由

于β-TG和P选择素同时诱发了血小板的活性, 在
胰岛细胞的表面形成纤维蛋白包裹. 目前对胰岛

细胞表面的血小板黏附配合体还没有定论, 虽然

发现人的胰岛细胞表面有Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ胶原存在, 
但却是胶原蛋白介导了血小板的黏附和活动[12-13]. 
CD36和P65都可能作为血小板胶原的受体, 当胰

岛细胞暴露在血中时其他蛋白像血小板配合体

一样开始黏附激活[14], 血小板在数量上首先迅

速减少, 随后的单核细胞、巨噬细胞减少. 伴随

着单核细胞、巨噬细胞围绕在已经黏附血小板

胰岛细胞周围, 胰岛细胞周围黏附的血小板开

始溶解, 说明了这一过程是由血小板激活的. 关
于单核细胞、巨噬细胞对胰岛细胞的黏附一种

解释是由lex(乳酸提取物)介导的, 由血小板表

面的P选择素黏附于胰岛细胞表面[15]. 另一种解

释是CD11b＋淋巴细胞减少, CD11b＋被纤维网所

捕捉后由CD11b/CD18介导的黏附过程. 胰岛细

胞移植后15-30 min, 胰岛细胞核染色加重, 周围

黏连大量的CD11b＋[16]. 单核细胞和中性粒细胞

消耗的同时, 胰岛细胞内低水平的消化酶也造

成胰岛细胞的损伤. 一个70 kg的患者需要移植

的胰岛细胞数量600 000 IEQ, 胰岛细胞总表面

积可能达到400 cm2, 这样大的面积在低压、流

速缓慢的门静脉中很容易出现凝集的现象. 为
了克服这种类似炎症的损伤, 目前很多移植中

心在进行同种胰岛细胞移植的时候都使用一定

数量的肝素, 一般肝素的剂量为75 IE/kg, 相对应

的来说, 一个70 kg的人达到肝素浓度1 IE/mL将
需要5 000 IE的肝素[17].

由于移植器官持续的表达同种异体的HLA
抗原, 因而可以在移植后的任何时期诱导排斥

反应. 早期很多移植中心在临床移植过程中, 没
有进行HLA的配型, 除了血型相同, 少数仅有交

叉配型[18], 所以临床结果并不理想. 群体反应性

抗体(PRA)是患者HLA抗原体液致敏的结果, 是
造成排斥的主要危险因素[1,18-19]. 临床移植中, 对
于PRA高的, 特别是>50%, 应当严格按照HLA
配型, 尽量选择与受者HLA表现型完全相容的

供体, 或者相容程度高且没有与受者预致敏的

HLA抗体特异性所对应抗原的供体, 移植的结

果将提高. 本文对照组中PRA>50%的培养后胰

岛细胞比匹配组出现了更大量的死亡. 形态学

的观察中, 匹配组1 h培养血细胞对胰岛细胞凝

集没有明显变化, 这说明供者的HLA分子可能

没有激活T细胞, 没有诱发对于胰岛细胞的毒性

反应和过敏反应[18,20]. 对照组1 h观察中, 血细胞

大量的凝集在胰岛细胞的周围, 淋巴毒阳性的

已经出现胰岛细胞的大量死亡, 血细胞对于胰

岛细胞的侵害明显高于匹配组. 不仅如此, 破坏

的胰岛细胞内分泌酶释放, 也造成血细胞的破

坏, 进而加速了血细胞和胰岛细胞之间的相互

破坏[21]. 对照组血细胞的凝集在胰岛细胞周围

可能如同血管内皮细胞缺损一样, 引起胰岛细

胞周围一个类似炎症的损害, 这种损害可能比
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■同行评价
胰岛移植作为治疗
糖尿病并阻止 糖
尿病并发症的发
生、发 展的新 方
法, 日益受到重视. 
但在胰腺的保存, 
胰岛的分离、纯化
及移植 后的活性
保持等方面仍有
许多未知的东西需
要不断深入研究. 
本文选择了其中关
于切除、保存及移
植的并发症 进行
研究和探讨, 内容
较新, 研究方法较
先 进 , 结果可信, 
结论恰当, 具有一
定的科学意义.

较轻, 并不是造成胰岛细胞死亡实质损害原因. 
错配组不仅发生这种类似炎症的反应, 而且进

一步出现了细胞毒性反应或过敏反应, 从而造

成移植胰岛细胞的排斥反应, 胰岛细胞大量的

死亡[19,22].
在胰岛移植过程中, 胰岛细胞的数量和胰岛

细胞的活性是非常重要的, 对于60 kg人至少需

要360 000个胰岛细胞[23]. 埃德蒙顿的患者平均

需要移植857 318个胰岛细胞[24], 从胰岛细胞的

数量上每位患者需要移植至少2个胰腺的胰岛

细胞, 使用单一胰腺使移植获得成功成为探索

的方向[25], 获得足量胰岛细胞及其存活数量将是

移植成功的关键所在[26]. 组织相容性对于胰岛细

胞长期存活有着重要意义[27], 随着干细胞、基因

学及转基因研究的深入[28-30], 也必将为解决胰岛

细胞移植提供新思路、新方法.
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■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
(UC)近年来在我
国乃至亚洲发病
率逐渐上升, 部分
患者可发生溃疡
性结肠炎相关性
大肠癌变 .  UC发
病机制迄今未完
全 阐 明 ,  治 疗 棘
手, 探讨生长因子
在UC结肠黏膜损
伤后修复重建机
制, 对于开发生长
因子类药物治疗
UC提供一定的理
论依据.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of hepatocyte 
growth factor (HGF), c-Met and epidermal 
growth factor receptor (EGFR) in colonic mucosa 
from patients with active or inactive ulcerative 
colitis and their clinical significances.
 

METHODS: Forty-two patients with ulcerative 
colitis were divided into 2 groups (active: n = 
25; inactive: n = 17) according to the modifi-
ed Williams Disease Activity Index (DAI). 
Health examinees from outpatient department 

or patients hospitalized for irr-itable bowel 
syndrome were selected as controls. All colon-
ic mucosa specimens were obtained from 
colonoscopic examination. SABC immuno-
histochemistry was used to evaluate the expres-
sion of hepatocyte growth factor and c-Met, and 
SP immunohistochemistry was used to evaluate 
the expression of epidermal growth factor recep-
tor and proliferating cell nuclear antigen.  
 
RESULTS: In control group, active and inactive 
ulcerative colitis group, the positive rates of HGF 
expression were 25%, 88% and 100%, respectively, 
and those of c-Met expression were 25%, 92% 
and 100%, respectively. There were significant 
differences among the above three groups (HGF: 
χ2 = 62.84, P < 0.01; c-Met: χ2 = 62.34, P < 0.01). 
The expression of EGFR in control group, active 
and inactive ulcerative colitis group were 25%, 
92% and 100%, respect-ively, and those of PCNA 
were 0, 36%, and 100%, respectively. There also 
existed significant differences among the above 
three groups (χ2 = 54.34, P < 0.01; χ2 = 67.50, P 
<0.01). In addition, the expression of HGF, c-Met 
and EGFR in ulcerative colitis were significantly 
correlated with the over-expression of PCNA (r 
= 0.648, P < 0.01; r = 0.645, P < 0.01; r = 0.565, P < 
0.01, respectively).

CONCLUSION: HGF, c-Met and EGFR may be 
involved in the repair process of inflamed muco-
sa in ulcerative colitis.

Key Words: Ulcerative colitis; Hepatocyte growth 
factor; c-Met; Epidermal growth factor receptor; 
Proliferating cell nuclear antigen

Chen F, Lin L, Zhang HJ, Ye XX, Zhao WZ, Wang T, 
Yang XN. Roles of hepatocyte growth factor, c-Met and 
epidermal growth factor receptor in repair of colonic 
mucosa from patients with ulcerative colitis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(6):594-599

摘要
目的: 观察并分析肝细胞生长因子(HGF)及其
受体c-Met与表皮生长因子受体(EGFR)在溃
疡性结肠炎(UC)活动和非活动阶段患者结肠
黏膜的表达情况, 探讨其表达的临床意义. 
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方法: 根据改良Williams 疾病活动指数(DAI)
将42例UC患者分为活动期(n  = 25)和非活动
期(n  = 17)2组, 对照组(n  = 20)为门诊健康体检
者或肠易激综合征患者. 结肠镜下活检各组患
者结肠黏膜组织, 采用免疫组化SABC法检测
各组患者结肠黏膜HGF及c-Met表达; SP法检
测EGFR及增殖细胞核抗原(PCNA)表达.

结果: 对照组、活动期U C患者、非活动期
UC患者HGF阳性表达率分别为22%, 88%, 
100%(χ2 = 62.84, P <0.01); c-Met阳性表达率
分别为25%, 92%, 100%(χ2 = 62.34, P <0.01); 
EGFR阳性表达率分别为25%, 92%, 100%(χ2 
= 54.34, P <0.01); PCNA过表达率分别为0, 
36%, 100%(χ2 = 67.50, P <0.01), 组间比较差异
显著. HGF, c-Met和EGFR在UC患者结肠黏膜
表达与PCNA过表达正相关(r  = 0.648, 0.645, 
0.565, P <0.01).

结论: HGF, c-Met, EGFR及PCNA在非活动
期UC患者结肠黏膜中的表达较活动期UC患
者和对照组明显增加. HGF及其受体c-Met与
EGFR在UC患者结肠炎症黏膜修复过程中可
能起一定作用. 
 
关键词:  溃疡性结肠炎; 肝细胞生长因子; c-Met; 表

皮生长因子受体; 增殖细胞核抗原
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)确切发病机

制迄今未完全阐明, 可能与黏膜上皮免疫反应

异常以及黏膜损伤后保护重建功能失调有关. 
关于UC结肠黏膜修复机制鲜有报道. 肝细胞生

长因子(hepatocyte growth factor, HGF)能促进

各种上皮细胞增殖, 包括胃肠道上皮细胞的重    
建[1-4], HGF受体是原癌基因c-Met编码的酪氨酸

激酶. 表皮生长因子受体(epidermal growth fa-
ctor receptor, EGFR)是原癌基因erbB1编码的蛋

白产物, 其配体表皮生长因子(epidermal growth 
fac tor, EGF)及转化生长因子-α(transforming 
growth factor-α, TGF-α)等与EGFR结合, 使其磷

酸化激活, 调节细胞的分裂、分化和增殖[5]. 研
究发现UC患者结肠炎症黏膜HGF, c-Met基因表

达增强[6], EGFR表达亦增强[7], 增殖细胞核抗原

(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)反映细

胞的增殖活性[8], 我们用免疫组织化学方法检测

溃疡性结肠炎活动阶段和非活动阶段患者及对

照组结肠黏膜组织中HGF, c-Met, EGFR, PCNA
的表达, 分析UC结肠黏膜组织中HGF, c-Met, 
EGFR的表达与PCNA表达的相关性, 探讨这两

种生长因子与受体在UC结肠炎症黏膜修复中的

作用.  

1  材料和方法

1.1 材料 2001-05/2005-05在马钢医院消化科住院

符合2000年成都会议溃疡性结肠炎诊断标准[9], 经
电子结肠镜检查全部结肠并于结肠病变处活检, 
病理学确诊的UC患者42例, 男31例, 女11例, 平
均年龄42.3±15.7岁. 平均病程18.5±37.9 mo. 
病变累及全结肠21例, 左半结肠5例, 直乙结肠9
例, 直肠7例. 对照组(健康体检或肠易激综合征

患者) 20例, 男12例, 女8例, 平均年龄48.6±15.2
岁. 根据改良Williams疾病活动指数(d iseased 
activity index, DAI)[10]将UC患者分为活动期和

非活动期2组, 大于9分为活动期, 小于或等于8
分为非活动期, 分组后活动阶段患者25例, 非活

动阶段患者17例. 对照组与UC组患者的性别构

成、平均年龄比较无统计学意义, 2组资料具有

可比性. 
1.2 方法 电子结肠镜下UC组在结直肠黏膜炎

症最明显处, 对照组在直乙交界处取肠黏膜组

织2-3块, 以40 g/L甲醛固定, 送病理检查. 常
规石蜡包埋, 每块组织均作连续4 μm厚切片, 
经HE染色再次确诊. HGF及c-Met检测采用免

疫组化SABC法, HGF及c-Met一抗工作液浓度

为1∶ 100, DAB显色, 阳性对照用己知HGF及
c-M e t阳性的肝癌组织切片, 用P B S代替一抗

作为阴性对照. 兔抗人HGF、c-Me t多克隆抗

体、SABC试剂盒购自武汉博士德生物工程有

限公司. 严格按照试剂盒说明书操作. EGFR和

PCNA检测采用免疫组化SP法, DAB显色, 阳性

对照用己知EGFR及PCNA阳性的鳞癌组织切

片, 用PBS代替一抗作为阴性对照. 即用型鼠抗

人EGFR、PCNA mAb、SP试剂盒、DAB显色

试剂盒购自福州迈新生物技术开发有限公司. 
严格按试剂盒说明书操作. 阳性反应物呈棕黄

色颗粒, HGF, c-Met及EGFR免疫阳性反应位于

胞质及胞膜; PCNA免疫阳性反应位于胞核. 每
张切片随机选取5个高倍镜视野, 盲法观察计数

阳性反应的上皮细胞. HGF, c-Met或EGFR阳性
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■创新盘点
相关文章多为用
外源性生长因子
治疗UC, 本文将
确诊的UC患者分
为结肠黏膜炎症
活动期和非活动
期2组, 检测结肠
黏膜HGF, c-Met, 
E G F R 的阳性表
达差异, 了解内源
性生长因子及受
体在UC结肠黏膜
炎症修复中的作
用. 

细胞数/所有上皮细胞数≤5%时记为0, ≤50%
为1, >50%为2; 根据染色强度记为不着色0, 黄
色为1, 棕色为2; 两者相加: 0-1为阴性、2-3为阳

性、4为强阳性. PCNA阳性核染色细胞数/所有

上皮细胞数≤25%时为Ⅰ级, 26%-50%为Ⅱ级, 
51%-75%为Ⅲ级, ≥76%为Ⅳ级, Ⅲ级和Ⅳ级为

PCNA过表达. 
统计学处理 所有数据用SPSS 13统计软件

分析, HGF, c-Met, EGFR, PCNA在对照组、活动

期UC患者和非活动期UC患者结肠黏膜组织表

达阳性率之间比较用χ2检验或Fisher精确概率计

算法检验; 等级资料分析: 2组之间的比较用非

参数检验中Krushal-Wallis检验, 3组间等级资料

之间的比较用非参数检验中Mann-Whitney检验, 
HGF, c-Met, EGFR, PCNA在UC结肠黏膜组织中

表达的相关性用相关性检验中Spearman进行分

析, 检验水准 P≤0.05认为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 结肠黏膜组织HGF, c-Met, EGFR表达 对
照组HGF, c-Met, EGFR阳性表达频率为4/20, 
5 /20 ,  5 /20 ;  活动期U C患者结肠黏膜组织中

HGF, c-Met, EGFR阳性表达频率为22/25, 23/25, 

23/25; 非活动期UC结肠黏膜组织中HGF, c-Met, 
EGFR全部表达为阳性. 对照组、活动期UC组、

非活动期UC组HGF, c-Met, EGFR阳性表达率逐

渐上升, 组间比较差异显著(P <0.01, 表1, 图1)
2.2 结肠黏膜组织PCNA的表达 对照组结肠黏

膜增殖活性最低, 16例PCNA表达Ⅰ级; 活动期

UC结肠黏膜增殖活性增强, PCNA过表达频率为

9/25; 非活动期UC结肠黏膜组织PCNA全部为过

表达. 对照组、活动期UC患者、非活动期UC患

    

bP<0.01 vs 对照组, 非活动期UC组.

分组 n
HGF c-Met EGFR

阴性 阳性 强阳性 阳性率 (%)  阴性 阳性 强阳性 阳性率 (%)   阴性 阳性 强阳性 阳性率 (%)

对照组 20 15   4   0 20  15   5  0  25   15  5 0      25

活动期 25  3 19   3  88b    2 20  3   92b     2 21 2      92b

非活动期 17  0   3 14 100b    0   3 14 100     0   8 9     100

表 1 结肠黏膜HGF, c-Met, EGFR免疫组化表达

    

bP<0.01 vs 对照组, 非活动期UC组.

表 2 结肠黏膜PCNA免疫组化表达

分组 n Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ 过表达率 (%)

对照组 20 16   4  0 0 0

活动期UC 25   1 15  8 1 36b

非活动期UC 17   0   0 11 6   100　

    

表 3 HGF, c-Met, EGFR阳性表达与PCNA过表达相关性

r  值 Ρ 值

HGF 0.648 ＜0.01

c-Met 0.645 ＜0.01

EGFR 0.565 ＜0.01

B

C

A

图 1  溃疡性结肠炎非活动阶段结肠黏膜组织中HGF, 

c-Met,  EGFR的表达. A: HGF; B: c-Met; C: EGFR.
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■应用要点
进 一 步 分 析 研
究 U C 相 关 性 大
肠 癌 患 者 结 肠
黏膜HGF, c-Met, 
EGFR表达, 找出
HGF/c-Met系统和
EGFR在UC结肠
黏膜损伤修复与
结肠上皮细胞恶
性转化之间的关
系及机制, 结合结
肠镜随访, 可能早
期发现和干预UC
相关性结直肠癌
的发生.

者结肠黏膜组织PCNA过表达率依次上升, 组间

比较差异显著(P<0.01, 表2). 
2.3 HGF, c-Met, EGFR表达强度与PCNA过表达

相关性 HGF, c-Met, EGFR表达强度与PCNA过

表达密切相关(P <0.01, 表3). 

3  讨论

UC的特征是黏膜上皮的损伤和破坏导致细菌

及食物抗原直接侵入黏膜的免疫系统引起炎症

反应[11], 结肠黏膜炎症持续活动以及黏膜修复

功能失调, 是造成UC治疗困难的主要原因. 生
长因子及其受体在细胞增殖、运动、损伤修

复、细胞外基质形成、溃疡愈合及免疫调节等

方面起重要作用. 正常情况下, 胃肠道表面细胞

脱落造成的细胞缺失由细胞的不断更新而达到

动态平衡, 这种动态平衡与生长因子的作用有

关. HGF可刺激胃肠道上皮细胞增殖, 促进胃肠

道黏膜损伤的愈合[1,12,13]. 本研究结果显示活动

期UC患者结肠黏膜组织HGF及其受体c-Met表
达较对照组增高, 非活动期UC患者结肠黏膜组

织较活动期UC患者结肠黏膜组织表达亦增高, 
提示HGF、c-Met可能参与UC结肠炎症黏膜的

修复. Oh et al [14]用人HGF cDNA转染实验性结

肠炎大鼠后诱导出肠道c-Met酪氨酸磷酸化, 抑
制凋亡, 促进肠上皮细胞有丝分裂和重建功能, 
表明HGF通过与受体c-Met结合发挥作用; HGF 
cDNA转染还明显抑制Th1细胞因子mRNA的表

达, 如IL-12, IL-1β, TNF-α, INF-γ等, 调节促炎细

胞因子与抗炎细胞因子之间的平衡. O r t e g a-
Cava et al [15]研究发现用5%DSS饲养大鼠7 d, 大
鼠出现腹泻、血便、体质量下降等严重的大肠

炎症状, 停止DSS喂养后大肠炎症状逐渐减轻, 
HGF, IL-1β, TNF-α, Cox-2的表达明显增加, 并
伴随结肠增殖上皮细胞数目增加, 由此得出结

论: 促炎细胞因子和Cox-2可能启动结肠炎症黏

膜中HGF基因表达, 通过增加HGF的产生, 在UC
炎症黏膜修复中起作用. 

促炎细胞因子IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α在UC
结肠炎症黏膜表达增加[16-17], IL-1, TNF-α能刺激

纤维原细胞产生HGF[18], HGF mRNA在UC患者

结肠黏膜的水平与结肠黏膜中炎症细胞特别是

中性粒细胞浸润程度相关[6]; 离体实验中, c-Met
基因表达由IL-1、IL-6、TNF-α等上调[19], 表明

UC结肠炎症黏膜中HGF基因及c-Met基因表达

是由炎症因子介导并启动的. 重组人HGF静脉

注射或腹腔灌注治疗大鼠实验性UC, 均可加速

结肠黏膜c-Met酪氨酸磷酸化作用, 结肠上皮细

胞重建加快, 减轻炎症细胞浸润, 减轻症状及黏

膜损伤, PCNA免疫染色证实结肠上皮细胞增殖

明显增强[20-21]. HGF-Met系统可加快结肠黏膜的

修复, 尽快恢复结肠上皮屏障功能, 减少黏膜上

皮接触肠腔内造成炎症持续的各种抗原, 减轻

炎症反应而起到治疗作用. 
Babyatsky et al [22]发现TGF-α在非活动期UC

患者结肠黏膜中表达较活动期UC患者及对照组

增高2-3倍, 且随病程的延长表达增加. EGF可促

进UC溃疡修复[23-24]. EGF和TGF-α需要与他们共

同的受体EGFR结合, 激活EGFR发挥作用. 研究

显示UC结肠黏膜损伤的早期阶段EGFR表达即

增加, 支持EGF、TGF-α和EGFR在结肠黏膜保

护及修复过程中起重要作用这一观点[7]. 本研究

显示活动阶段UC患者结肠黏膜EGFR表达比对

照组增高, 非活动阶段UC患者结肠黏膜EGFR表
达比活动阶段UC增高, 与上述文献结论一致, 提
示EGFR在UC结肠炎症黏膜修复过程中起一定

作用. 近来研究发现EGFR可激活肠黏膜上皮细

胞的离子通道, 促进钠离子的吸收, 减轻UC的腹

泻症状[25]. PCNA反映细胞的增殖活性. 本研究

发现PCNA在UC患者活动阶段的结肠组织中表

达增加, 而在UC非活动阶段较活动阶段结肠组

织中表达明显增强, 证实结肠黏膜上皮细胞增

殖可促进结肠黏膜损伤的修复. 本实验还显示: 
HGF, c-Met和EGFR阳性表达强度与PCNA过表

达明显正相关, 表明生长因子及其受体的酪氨

酸磷酸化作用有助于结肠上皮增殖及黏膜修复. 
慢性持续型溃疡性结肠炎病程中, 活动性

炎症往往持续存在 ,  结肠黏膜的损伤和修复

不断重复进行 ,  增加发生结肠癌的风险 [26-28]. 
Kitamura et al [6]证实UC患者结肠炎症部位的黏

膜HGF及c-Met表达增加, 而发生在UC基础上的

结肠癌病变部位c-Met过表达, 提示c-Met在UC
病人结肠炎症组织中, 可能兼有炎症黏膜修复

和发生结直肠癌的双重作用. 
Malecka-Panas et al [29]研究缓解期UC、腺瘤

型结肠息肉及结肠腺癌3组患者以及对照组结

肠黏膜PCNA指数及EGFR酪氨酸激酶活性时发

现前两组患者表达比对照组增高, 在结肠腺癌

表达更明显增高, 表明EGFR酪氨酸激酶的磷酸

化作用可能是了解结肠黏膜癌变倾向的一个早

期信号. EGFR受体信号通路不仅促进细胞增殖, 
且抑制细胞凋亡, 在损伤修复和癌症发生机制

中均起一定的作用[30]. 
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■名词解释
U C 相 关 性 大 肠
癌: 是UC严重并
发症, 指发生在慢
性反复发作UC基
础上的结直肠癌
变, 发病机制不同
于散发性结直肠
癌.  

9 中华医学会消化病学分会. 对炎症性肠病诊断治疗规
范的建议.中华消化杂志 2001; 21: 236-239 

10 谢艳, 魏兵, 欧阳钦.疾病活动指数在炎症性肠病诊治
中的应用.中华消化杂志 2001; 21: 559-560

11 何青雯, 陈耀明, 贾友兰, 李晓燕, 蒋海燕.免疫复合物对
溃疡性结肠炎的致病作用. 华人消化杂志  1998; 6: 87

12 Mukoyama T, Kanbe T, Murai R, Murawaki Y, 
Shimomura T, Hashiguchi K, Saeki T, Ichiba M, 
Yoshida Y, Tanabe N, Kurimasa A, Harada K, Yas-
hima K, Hisatome I, Ito H, Murawaki Y, Shiota G. 
Therapeutic effect of adenoviral-mediated hepato-
cyte growth factor gene administration on TNBS-
induced colitis in mice. Biochem Biophys Res Commun  
2005; 329: 1217-1224

13 Kuroiwa T, Kakishita E, Hamano T, Kataoka Y, Seto 
Y, Iwata N, Kaneda Y, Matsumoto K, Nakamura T, 
Ueki T, Fujimoto J, Iwasaki T. Hepatocyte growth 
factor ameliorates acute graft-versus-host disease 
and promotes hematopoietic function. J Clin Invest  
2001; 107: 1365-1373

14 Oh K, Iimuro Y, Takeuchi M, Kaneda Y, Iwasaki 
T, Terada N, Matsumoto T, Nakanishi K, Fujimoto 
J. Ameliorating effect of hepatocyte growth factor 
on inflammatory bowel disease in a murine model. 
Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol  2005; 288: 
G729-G735

15 Ortega-Cava CF, Ishihara S, Kawashima K, Ru-mi 
MA, Kazumori H, Adachi K, Kinoshita Y. Hepa-
tocyte growth factor expression in dextran sodium 
sulfate-induced colitis in rats. Dig Dis Sci  2002; 47: 
2275-2285

16 Autschbach F, Giese T, Gassler N, Sido B, Heuschen 
G, Heuschen U, Zuna I, Schulz P, Weckauf H, Berg-
er I, Otto HF, Meuer SC. Cytokine/chemokine mes-
enger-RNA expression profiles in ulcerative col-
itis and Crohn's disease. Virchows Arch  2002; 441: 
500-513

17 Kwon KH, Murakami A, Hayashi R, Ohigashi H. 
Interleukin-1beta targets interleukin-6 in progre-ssi-
ng dextran sulfate sodium-induced experimental 
colitis. Biochem Biophys Res Commun  2005; 337: 
647-654

18 Tamura M, Arakaki N, Tsubouchi H, Takada H, 
Daikuhara Y. Enhancement of human hepat-ocyte 
growth factor production by interleukin-1 alpha and 
-1 beta and tumor necrosis factoralpha by fibroblasts 
in culture. J Biol Chem  1993; 268: 8140-8145

19 Moghul A, Lin L, Beedle A, Kanbour-Shakir A, 
DeFrances MC, Liu Y, Zarnegar R. Modulation of 
c-MET proto-oncogene (HGF receptor) mRNA ab-
undance by cytokines and hormones: evidence for 
rapid decay of the 8 kb c-MET transcript. Oncogene  
1994; 9: 2045-2052

20 Tahara Y, Ido A, Yamamoto S, Miyata Y, Uto H, 
Hori T, Hayashi K, Tsubouchi H. Hepatocyte 
growth factor facilitates colonic mucosal repair in 
experimental ulcerative colitis in rats. J Pharmacol 
Exp Ther  2003; 307: 146-151

21 Numata M, Ido A, Moriuchi A, Kim I, Tahara Y, 
Yamamoto S, Hasuike S, Nagata K, Miyata Y, Uto H, 
Tsubouchi H. Hepatocyte growth factor facilitates 
the repair of large colonic ulcers in 2, 4, 6-trinit-
robe-nzene sulfonic acid-induced colitis in rats. 
Inflamm Bowel Dis  2005; 11: 551-558

22 Babyatsky MW, Rossiter G, Podolsky DK. Expres-
sion of transforming growth factors alpha and beta 
in colonic mucosa in inflammatory bowel disease. 
Gastroenterology  1996; 110: 975-984

由此可见, 适当的HGF/c-Met系统和EGFR
表达在UC结肠黏膜组织损伤修复中起关键作

用, 过度不恰当的表达可能在细胞的恶性转化

中起作用, 促进溃疡性结肠炎相关性结直肠癌

的发生. 溃疡性结肠炎是一种慢性炎症性疾病, 
也是公认的癌前病变; 炎症反复发作, 结肠黏膜

不断破坏和修复, 可能导致HGF/c-Met和erbB1
基因突变及表达产物的积聚[6,31], 上皮细胞出现

无限制增殖并向恶性细胞转化发生癌变, 其病

理机制未完全阐明. 
临床上常用结肠镜监控慢性溃疡性结肠炎

相关性结直肠癌变的发生, 需要长期定期检查, 
患者依从性较差. 我们设想若能找出HGF/c-Met
系统和EGFR在溃疡性结肠炎结肠黏膜损伤修复

与结肠上皮细胞恶性转化之间的关系及机制, 结
合结肠镜随访, 可能早期发现和干预溃疡性结肠

炎相关性结直肠癌的发生, 值得进一步研究. 
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■同行评价
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活动阶段患者结
肠黏膜的表达差
异, 提出内源性生
长因子及受体在
UC结肠炎症修复
中具有一定的作
用和临床意义, 有
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会

暨第三届全国普通外科主任论坛通知

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

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

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

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

一致赞赏, 并受到国际肝胆胰协会的通报好评, 会议取得巨大成功.

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

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

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

投稿和报名参加. 

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

副主任积极投稿和报名参加.

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

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

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

胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副教授(收), 邮编: 430030; 联系电话: 027-83662599.
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■背景资料
肝脏特有的免疫
学特性表现在其
生理和病理过程
的各个方面, 已成
为肝脏学研究一
个新的分支和热
点. 本文主要侧重
于对肝脏的耐受
调节作用, 尤其是
在移植医学中表
现的免疫调节作
用进行介绍, 并以
肝脏抗原递呈细
胞为主, 对肝脏免
疫耐受调节作用
的机制研究进展, 
以及其中尚存在
的问题进行论述.

 
wcjd@wjgnet.com 
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肝脏移植耐受及其抗原递呈细胞相关作用的研究进展

汪 艳, 高 毅

汪艳, 高毅, 南方医科大学珠江医院普外科 广东省广州市
510282
广东省自然科学基金重点资助项目, No. 037055
通讯作者: 高毅, 510282, 广东省广州市, 南方医科大学珠江医
院普外科. gaoyi6146@163.com
电话: 020-61643210
收稿日期: 2005-11-23    接受日期: 2006-02-11

摘要
免疫排斥反应是移植器官组织最终能否成活
的最大障碍. 解决此问题最理想的方法是诱导
特异性免疫耐受. 肝脏除了有代谢消化功能
外, 还能够处理外来抗原并诱导机体对其产生
特异性免疫耐受反应, 尤其是在移植耐受中表
现出了独特作用. 目前相关机制研究发现, 除
了特殊的微环境外, 肝脏还拥有大量的驻留和
非驻留型抗原提呈细胞参与内部免疫反应. 肝
脏抗原递呈细胞在移植耐受诱导过程中占有
重要地位.

关键词: 肝脏; 抗原递呈细胞; 移植耐受

汪艳, 高毅. 肝脏移植耐受及其抗原递呈细胞相关作用的研究进

展. 世界华人消化杂志  2006;14(6):600-606

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/600.asp

0  引言

器官移植是目前解决肾脏、肝脏、心脏以及肺

脏等器官终末期疾病的主要治疗手段之一. 历
经50 a的发展, 移植外科技术和现代免疫抑制

药物治疗都取得了重大的发展, 由于急性排斥

反应的发生而造成器官丢失的情况已明显减少. 
但是人们对于慢性排斥反应的控制还是显得无

能为力. 术后, 移植器官会逐渐因慢性排斥反应

性血管病变, 以及免疫抑制剂长期使用引起的

毒性反应和心血管疾病等原因而进入终末期状

态, 宿主将面临再次移植甚至死亡. 耐受是相对

于排斥的另一免疫学现象, 他是指免疫系统对

某抗原发生特异性的不反应. 目前移植医学中

免疫耐受的概念为: 在缺乏外源性免疫抑制的

情况下移植物被受体接受而长期存活[1]. 如果能

建立受体对移植物的免疫耐受, 以上问题就会

得以解决: 他可以阻止排斥反应的发生, 进而可

以减少免疫抑制药物的使用, 避免药物毒性作

用; 他不影响受体免疫系统对其他抗原产生正

常反应, 这样可以避免继发感染和肿瘤的发生

等. 因此, 解决移植排斥问题, 建立受体对移植

物的免疫耐受是理想的、也是最终必行的治疗

方向. 

1  诱导免疫耐受的现有方案

诱导免疫耐受, 即通过某种方式重新调整机体

免疫系统, 使受体免疫系统对移植物抗体特异

性不识别. 根据理论依据的不同可分为两大类

方式: 一类是根据中央耐受理论设计的诱导方

式, 其中最为广泛研究的是利用供体骨髓移植

制造嵌合状态以获得供体器官耐受[2]. 基于此设

想和动物实验基础, 国内外开展了骨髓联合其

他器官移植的临床研究, 诱导结果报道不一, 其
中情况包括同时获得嵌合与耐受[3], 获得嵌合但

未同时获得耐受[4], 获得耐受但未获得持续稳定

的嵌合[5], 以及两者都未获得[6]. 其直接原因可

能与各研究单位采用不同具体方案有关[7]. 而
且, 这种诱导形式对于迄今仍占移植器官大多

数来源的尸体供器官不适用. 另一类是外周耐

受诱导方案, 其中研究较广泛的是阻断T细胞抗

原识别共刺激信号[8], 此类研究在动物实验中获

得了延长移植物存活时间的效果. 但由于针对

主要组织相容性复合物(major histocompatiblility 
complex, MHC)这类有着极丰富遗传多样性的

抗原, 人体T细胞中有相当高比例(约0.1%-10%)
的克隆[9]能够迅速发生识别并激活, 产生一系列

复杂的免疫反应, 显而易见仅阻断其中几个共

刺激通路不能完全解决临床移植耐受的问题. 
所以, 在临床实验中, 他必须选择性与免疫抑制

剂联合使用以控制排斥反应; 其他方案还有体

内诱导扩增调节性T细胞[10], 树突状细胞诱导耐

受[11]等, 目前研究仅在啮齿类动物实验取得进

展, 大动物乃至临床实验的安全性和有效性还

有待观察. 总之, 由于问题本身的复杂性以及来

自研究具体方式的多变性等种种原因, 至今所

取得的进展尚不如人们预想中的顺利.

®
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肝脏微环境对其
特殊免疫作用表
现的影响等.

2  肝脏特有的免疫耐受现象

2.1 肝脏对生理抗原表现出耐受现象 事实上, 接
触大量外来抗原的情况在体内的正常生理状态

下也是始终存在的. 针对这些外来抗原的耐受

现象集中特有地表现于肝脏. 已知, 来自消化道

的血液中有大量的异源性物质, 包括大分子多

肽、多糖以及由寄居于消化道的细菌微生物产

生的可以引起炎性反应的各种毒素代谢物. 而
肝脏在血循环中的位置特殊: 就人体来说, 每日

有超过2 000 L血流经肝固有动脉和门静脉双

重血供通过肝脏, 其中包括了几乎全部的来自

消化道的血液; 外周血白细胞每日经过肝脏的

次数平均超过300次. 这些基本生理数据表明了, 
肝脏是机体免疫系统直接与外来抗原性物质发

生密切接触的特殊部位. 理论上认为, 肝脏内部

以及全身都会发生严重的持续的免疫反应. 但
事实并非如此, 在正常生理状况下, 肝脏并不会

对此发生炎性反应, 整个机体的免疫系统对其

内部流经的抗原性物质也“视而不见”, 即表

现为肝脏诱导机体对这些抗原性物质产生了免

疫耐受. 
2.2 肝脏在移植免疫中表现的耐受现象 肝脏不

仅可以诱导对外来抗原的免疫耐受, 大量研究

表明, 肝脏在移植耐受方面也表现了特殊的作

用. 1965年Garnier et al [12]首次发现, 在未使用免

疫抑制剂的情况下, 远系遗传关系的猪之间进

行肝移植, 一些移植物可以长期存活. 该现象随

后被广泛证明[13-15]. 这些研究还发现, 接受了供

体肝的受体可明显延长原供体其他移植物, 如
小肠、皮肤的存活时间, 但对于来自第三者的

其他移植物仍有明显排斥作用, 表明肝脏有诱

导受体对供体抗原产生特异性免疫耐受的能力. 
该现象同样出现在大鼠[16-17]和小鼠[18]肝移植实

验研究中. 
人类器官移植治疗也有类似情况. 相对于

肾脏、心脏等其他移植器官, 虽然都需要使用

免疫抑制剂, 但肝脏表现出明显的免疫调节作

用. 如目前已共知的, HLA配型相合情况并不

是影响移植肝脏长期存活的主要决定因素 [19]; 
ABO血型不合常常会加速对移植肾脏和心脏排

斥反应, 而在肝脏移植中却很难见到[20]; 移植肝

脏通常对体液免疫排斥反应有抵抗力. 因此, 较
肾移植中, 由于受者体内已有抗供者的移植物

抗体存在而造成超急性排斥反应的情况, 在肝

移植则很少发生[19]; 肝移植因慢性排斥反应造

成移植物丢失的情况也较其他器官为少[21]; 肝

移植患者停用免疫抑制剂后长期存活的文献报

道相对较丰富全面[22]. 
与肝脏有关的耐受现象不仅表现于肝脏移

植中免疫排斥反应低以及出现供体特异性免疫

耐受, 人们还发现, 预先经门静脉给予供体脾细

胞, 或者将移植器官灌流血管引流至门脉系统, 
可以减轻受体对同种异基因移植物入皮肤、肝

脏、小肠等的排斥反应, 延长存活时间, 甚至诱

导免疫耐受[23]. 这些研究的基本思路是利用肝脏

的特殊免疫学作用, 通过门静脉通路, 诱导供体

特异性免疫耐受. 该模型与其他模拟机体自我免

疫耐受机制的模型相比, 显然具有简单可行、效

果确切明显、更接近机体生理特点等优势. 
那么, 肝脏的免疫学特性有什么作用基础, 

他诱导机体对非自我抗原产生耐受的机制是什

么? 作为供体时, 他诱导机体对其产生耐受的机

制又是什么? 关键环节在哪里? 如何利用其特点

更高效地诱导耐受? 对以上问题的深入探讨不

仅对于肝脏移植研究本身有重要意义, 而且对解

决如何控制排斥反应建立免疫耐受, 都可能会提

供重要的新思路和新策略.

3  肝脏抗原递呈细胞可以作为其耐受现象研究

的着眼点之一

经由肝脏出现的耐受现象显示肝脏必然存在关

键的内部免疫调节机制. 关于肝脏组成的细胞学

研究揭示了肝脏特殊免疫学特性的基础. Ki ta 
et al [24]报道, 肝脏中占细胞总数70%-80%的肝细

胞组成了肝实质, 肝脏非实质细胞占20%-30%. 
非实质细胞的组成分别为: 淋巴细胞25%, 枯否

氏细胞(kupffer cell, KC)接近20%, 肝窦内皮细胞

(liver sinusoidal endothelial cells, LSEC)50%, 胆
管细胞5%, 其他还有少量肝星形细胞、树突状

细胞(dendritic cell, DC)等. 对于其中免疫细胞的

研究还发现, 各类细胞及其亚型的比例都与外周

血中的情况有很大的差异[24-25]. 目前研究[26-27]认

为: 除了胆管细胞, 其余细胞群几乎都有明确免

疫学功能, 而且有可能参与免疫耐受的诱导作用. 
其中, 肝脏抗原递呈细胞(l ive r an t igen-

presenting cell, LAPC)可以作为着重研究的对象. 
这是因为: (1)现代免疫学认为, 特异性免疫应答

反应首先需要发生抗原识别过程: 抗原递呈细

胞(antigen-presenting cell, APC)先对抗原进行吞

噬处理和递呈形成MHC-抗原肽复合物, 再与表

面具有特异性识别受体的同源淋巴细胞接触. 在
此过程中, APC和淋巴细胞之间以双信号系统接
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触识别, 组成所谓“免疫突触”; 再加上他们共

同分泌的其他信号接触, 接触时间以及周围细

胞因子微环境等因素, 最终决定了淋巴细胞将

来对抗原特异性识别反应的质量和力度[28], 也即

形成免疫应答或免疫耐受. 所以, 对APC抗原递

呈作用过程的研究可以作为特异性免疫反应机

制探讨的切入点. (2)肝脏是体内最重要的代谢

器官, 对血液中外来抗原的吞噬、处理和免疫

调节都由LAPC直接或间接参与完成. 目前认为, 
肝脏对体内免疫系统更新代谢也起了特殊作用. 
对体内淋巴细胞变化的相关研究发现, 抗原激

活的T细胞在外周淋巴结中的数量迅速减少, 而
在肝脏发生汇集, 其中尤其是CD8+T细胞选择性

地停留在肝脏, 发生凋亡而被吞噬[29-31]. 该现象

从一个侧面再次反映了肝脏在整个机体免疫调

节过程中的重要地位, 另外值得注意的是, 其发

生的整个过程都有LAPC直接参与. 通常认为童

贞(naïve)T细胞只在血液和淋巴中徘徊, 在淋巴

器官发生预激(primary activation)和分化后才会

进入非淋巴组织. 研究发现, 肝脏虽然不是传统

的淋巴器官, 却也可以对抗原特异性童贞T细胞

发生预激作用, 而且这一过程是在LAPC的参与

下发生的[32-34]. 可以说, 在与各种淋巴细胞的接

触与协助的过程中, LAPC可能是肝脏内部免疫

调节走向的“指挥员”. 所以, 了解LAPC有关

作用机制, 对揭示肝脏特殊的抗原处理能力, 尤
其是诱导机体产生对移植物特异性免疫耐受能

力的根本机制有重要意义. 

4  肝脏抗原提呈细胞在移植耐受反应中的作用

肝脏内可以标定为LAPC的细胞主要有三种, 分
别是LSEC、KC和DC. LSEC组成了肝窦的内壁; 
KC主要在门静脉周围以及肝窦内游走; DC主要

集中在门脉区的血管和胆管周围. 
4.1 KC与肝脏移植耐受的相关性研究 KC是肝

脏特有的吞噬细胞之一, 占全身常驻型巨噬细

胞总数的80%-90%. 有关KC在移植免疫反应中

作用的相关研究, Perez et al [35]通过门静脉注射

供体血细胞诱导了心脏移植物特异性免疫耐

受. 其中发现, 伴随着移植物存活时间延长, KC
内花生四烯酸代谢水平发生变化, 伴随具有免

疫抑制性调节作用的前列腺素PGE2的分泌增

加; KC COX1和COX2 mRNA转录水平提高, 而
阻断COX1/2, 则耐受现象消失. 由此推测门脉

注射诱导的耐受现象是由KC参与实现的. 还有

一些研究[36-37]认为, KC通过表达Fas配体, 诱导

激活的T细胞发生凋亡, 而参与肝脏移植耐受

的实现. 但KC在移植肝脏中的作用也并非完全

如此, 因为当肝脏本身既作为外来抗原, 又作为

有潜在免疫调节能力的器官进入机体时, 他首

先面临受体免疫系统的打击, 表现为各组成细

胞群不同程度的功能受损以及局部强烈炎性症

状; 其后急性炎症逐渐消失, 肝脏各组成细胞群

和功能逐渐恢复; 最终可能产生免疫调节作用

造成免疫耐受, 这其中有复杂多变的过程. 所以

在另一些报道中, 关于KC作用机制的结论与以

上观点不尽相同. Savier et al [38]认为大鼠肝移植

后KC可能参与了随即发生的急性排斥反应, 造
成移植肝急性损伤. 用氯化钆预先处理供体, 特
异性阻断KC, 则改善了移植肝脏的早期功能并

延长了存活时间[39]. Akamatsu et al [40]利用脂质体

包被的二氯亚甲基二磷酸盐(dichloromethylene 
diphosphonate)除去供肝中KC和移入的受体

来源巨噬细胞 ,  显著延长了移植存活时间 .  
Imamura et al [41]则发现, 去除供体KC组与未处

理KC组移植肝脏存活及肝功能情况没有统计学

意义上的不同, 由此认为KC对排斥反应没有重

要的调节作用. Wang et al [42]观察到, 肝脏移植后

KC表现为选择性的吞噬功能持续恶化, 其功能

恢复也落后于肝细胞和LSEC, 这对其调节功能

的正常发挥显然不利. 肝脏恢复期各组成细胞

群中有一些细胞由受体来源细胞替代, 形成了

所谓嵌合现象. 有关研究[43]以嵌合现象为主要病

理活检观察对象, 追踪其与预后关系发现, 移植

后肝组织内小部分供体来源的淋巴细胞和KC一
直都存在, 并且连续出现受体来源的淋巴细胞

和KC. 但是受体来源KC的出现情况对器官存活

没有显著性的预见意义, 而移植后1 wk内供体

来源淋巴细胞和KC比例低则与预见较高器官存

活几率有一定相关性. 该研究认为肝脏固有KC
和其淋巴细胞对肝移植后耐受的诱导形成并不

起主要作用. 
4.2 DC与肝脏移植耐受的相关性研究 DC在肝脏

中担当免疫监视功能. 作为目前普遍公认的一

种专业APC, DC能够快速反应并聚集于在发生

炎症或感染的部位, 捕获处理抗原后进入肝脏

淋巴管道, 至肝脏附属淋巴结中将抗原递呈给T
和B淋巴细胞, 启动免疫反应[44]. 研究[45]认为, DC
有两个发育阶段: 未成熟DC, 分布于外周器官组

织中, 表达与吞噬作用有关的受体, 具有活跃的

吞噬能力, 但是并不表达共刺激信号分子; 成熟

DC, 一旦接触抗原, DC发生活化, 分泌DC-CK来
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吸引童贞T细胞, 与T细胞接触后受到来自T细胞

的信号完全成熟, 引发抗原的特异性识别反应. 
不同成熟阶段、亚型以及活化信号, 决定了DC
对T细胞的交叉递呈(cross presentation)作用可能

产生不同的免疫反应类型[45-46]. 如果未成熟DC
提供抗原但若不能同时提供促进应答反应的共

刺激信号, 将引起针对此抗原的不反应状态; 成
熟DC具备完整诱导免疫识别和激活应答的能

力, 将可能引起炎症反应. 有报道从肝脏刚分离

出的DC主要表现为未成熟表型特征[47], 故推测

是他参与了诱导特异性T细胞免疫耐受[48-49]. 但
另一些实验中[50-51]对肝脏移植小鼠使用内源性

的造血生长因子Flt3L(Fms-like tyrosine kinase 
3 ligand), 肝脏DC的数量增加, 却导致了移植物

迅速被排斥, 而中和DC分泌IL-12, 或阻碍共刺

激信号, 移植肝脏可以继续存活. 这里DC活化

状态变化的原因可以排除, 因为相关研究[52]发

现: Flt3L处理组DC表型与未处理组DC表型, 在
小鼠体内的分布上是相同的, 也即是, Flt3L仅增

加了DC的数量, 对DC的作用特点没有影响. 对
移植肝脏中DC进行的研究[53]发现, 他们虽然表

达未成熟特征表型, 但有激活特异性T细胞免疫

应答的作用. 所以上述研究又反映了肝脏DC没
有促进免疫耐受的作用. 目前对以上诸多结果

的解释是：DC有各种不同表型和功能的亚型; 
肝脏中存在至少4种DC亚型[46], 一些研究把他

们简要归为骨髓来源(myeloid)DC和淋巴来源

(lymphoid)DC两大类, 不同亚型DC免疫调节作

用也不相同, 包括表面特征标记、细胞因子分

泌、抗原递呈能力等[48,54]; 不同条件下DC亚型

比例的变化, 即DC的可塑性(plasticity), 可能是

导致其免疫调节作用表现不同的主要原因[55]. 所
以, 如何更好地利用DC的可塑性为移植耐受提

供诱导方案, 其中还有许多工作需要完成.

5  LSEC与肝脏移植耐受的相关性研究

LSEC是构成肝窦壁的主要细胞成分, 他通过吞

噬、递呈和分泌抑制性因子等方式, 参与对肝

脏内日常抗原免疫原性的处理[56-57]. 在移植免

疫研究方面, LSEC已引起重视. 其主要原因在

于: (1)LSEC在解剖学条件上有“第一线”参

与肝内免疫反应的“优越性”. LSEC在肝脏组

成细胞中所占比例为19%, 其数量仅次于肝细

胞. 肝窦表面积占肝脏总膜面积的26%, 肝窦内

血流较慢, LSEC有最多时间和机会清除血液中

的大分子和接触其中白细胞, 作用直接而迅速. 

(2)LSEC是肝脏独有的APC. 其独有性不仅在于

其分布位置, 与其他器官的内皮细胞相比, LSEC
有独特的免疫学表型, 如LSEC构成性地表达

MHCⅠ和Ⅱ类分子, 以及与T细胞接触必需的

所有共刺激分子. LSEC还表达CD11c和CD4, 这
使其表型更类似于未成熟DC, 而与其他器官内

皮细胞大不相同[58]. 近期关于移植肝内微嵌合

现象的研究发现, 供体肝中肝细胞和LSEC有来

源于受体细胞的重组, 但比例非常低, 为0%-1%, 
而受体来源K C则可以在较短的时间达到

69%-100%[58-59]. 这反映了LSEC在发育来源方面

也有其独特性. (3)LSEC有高效的处理抗原本领. 
LSEC不需要类似于DC的成熟过程, 可以同步完

成抗原的摄取、处理和递呈过程. LSEC表面有

丰富的吞噬受体, 如Scavenger受体, Mannose受
体, CD14, Toll-like受体, L-SIGN, CD36, Fcg受体

等, 可以高效地吞噬肝窦血液中的大分子、病

原体等. 对凋亡细胞也有吞噬作用[59]. (4)LSEC
有确切的免疫调节功能. LSEC紧邻肝细胞, 可以

对不同的免疫情况作出有效迅速的反应. 长期

接触外来抗原以及肠道细菌代谢物, 在正常水

平情况下, LSEC和KC可以分泌有抗炎或免疫抑

制活性的细胞因子, 如IL-10, TGFb, PGE2, 维持

肝内的免疫平衡. 肝窦的结构决定了LSEC有更

多机会接触各种免疫细胞, LSEC也表达了多种

黏附分子, 如CD54, CD102, CD106等, 可以“主

动”与淋巴细胞相互作用. LSEC能够将外源可

溶性抗原处理后以MHC限制性方式递呈给童贞

CD4+和CD8+T细胞, 造成免疫耐受表现型CD4+

和C D8+T细胞 [60-61]. L S E C还能够表达F a s L, 
在体外实验中表现出介导淋巴细胞凋亡的能

力[62]. Onoe et al [63]发现, 在肝非实质性细胞(liver 
nonparenchymal cell, LNPC)与同种异基因淋巴

细胞混合培养试验中, 完整LNPC不会造成T细
胞增殖反应, 而从中除去LSEC, 则会出现阳性反

应. 对LSEC作用机制继续研究发现, 他能够通过

Fas/Fas L的方式直接调节T细胞发生免疫耐受. 
该研究组在经门脉输入供体细胞模型中又证明

了, LSEC能够通过对移植抗原的间接识别模式

诱导抗原反应性T细胞产生耐受 [64]. 另一研究

对肝移植受体使用抗LSEC抗体, 发现肝组织中

TGFb水平显著下降, 此处理方法明显增强了免

疫排斥反应[65]. 以上研究初步显示LSEC可能在

肝脏耐受现象中起了重要作用. 
总之, 肝脏聚集了一系列在不同免疫环境

下吞噬并递呈抗原的细胞群, 其作用过程直接
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■同行评价
本文内容为肝移
植领域重要课题, 
颇具新意, 综述了
目前有关肝脏移
植耐受方面的研
究进展, 对该领域
的研究具有一定
的推动作用.

影响到机体对外来抗原的反应如何——发生免

疫应答或是产生免疫耐受. 虽然对其作用机制

的研究中还存在许多疑问, 这一方面体现了肝

脏为适应其内部复杂的免疫学变化而进化形成

的免疫活动多面性, 另一方面也向我们展示了

众多有益的提示和理念, 甚至研究新方向. 因此, 
对肝脏特有抗原递呈细胞的研究不仅对于移植

医学、肝脏病学有重要意义, 对于免疫学研究

的整体发展都会有重要价值.
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第十二届全国胆道外科学术会议征文通知
本刊讯  中华医学会外科学分会胆道外科学组拟定于2006-07在辽宁省沈阳市召开第12届全国胆道外科学术会

议. 此次会议由全国胆道外科学组委托中国医科大学附属第二医院(盛京医院)承办, 中国实用外科杂志社协办. 

大会将全面展示我国胆道外科近年来的新进展、新成果. 届时将邀请国内外知名肝、胆外科专家作专题演讲. 

凡参会者均颁发国家级继续教育学分证书. 现将征集论文的有关事宜通知如下: 

1 征文内容

征文内容包括: (1)胆道外科学基础研究(胆道解剖与胆道疾病、胆石成因、胆道感染、胆道肿瘤、胆胰管结
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摘要
近年来许多研究证实, 人类和啮齿类动物的骨
髓细胞可分化为多种细胞类型, 包括骨骼肌
细胞、心肌细胞、神经细胞和肝细胞等, 这些
骨髓干细胞的可塑性研究, 为肝细胞移植提供
了新的供体来源. 骨髓干细胞替代肝细胞进行
移植具有来源丰富, 费用相对低廉, 对患者损
伤小等优点, 且自体骨髓干细胞移植可以完
全避免移植排斥反应, 同时, 骨髓干细胞只有
5-15 μm, 移植后不会发生栓塞等并发症. 因
此骨髓干细胞移植在治疗肝病以及解决供体
肝脏来源短缺方面具有广泛的应用前景. 本文
就骨髓干细胞的移植途径做一综述. 

关键词: 干细胞; 门静脉; 尾静脉; 脾静脉; 腹腔; 肝

内; 移植
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0  引言
肝功能衰竭是死亡率极高的危重病, 近年来干

细胞移植的研究为急慢性肝功能衰竭患者的治

疗提供了新思路. 骨髓干细胞在体内外均可以

分化为功能完备的肝细胞[1-12], 用骨髓干细胞替

代成熟肝细胞进行移植治疗肝病[13-16], 有望使细

胞移植在肝病治疗方面取得重大突破. 骨髓干

细胞的移植途径有门静脉、肝内、股动脉、脾

内、外周静脉、腹腔等, 本文就各种移植途径

的优、缺点做一综述. 

1  门静脉移植

从理论上讲, 肝脏本身是肝细胞移植的最佳器

官, 因为门脉内含高浓度的嗜肝细胞因子和局

部生长因子, 并且肝内微循环和门脉血中的营

养成分, 对移植的肝细胞有益. 多个门脉内输注的

研究显示[17-21], 移植肝细胞可在不改变器官微结

构的情况下与受体肝实质相融合. Avital et al [19]利

用两步免疫磁珠技术分离大鼠骨髓中的β 2m-/
Thy-1+细胞经门静脉移植到同系大鼠体内, 移
植的细胞整合到受体肝板, 分化成表达肝细胞

特异性标记的细胞, 并且能够合成尿素. 同时有

动物实验证明[20], 原位肝移植术后, 经门静脉注

入β 2m-/Thy-1+细胞, 可以明显减轻肝脏的移植

排斥反应. 王平 et al [21]将DAPI标记的大鼠骨髓

基质细胞, 经门静脉移植入受体(移植细胞数为

105/只), 各组受体鼠分别于移植后2 h、1 wk、
2 wk、3 wk、4 wk处死. 结果发现, DAPI标
记的细胞在肝脏内分布出现由门静脉小分支逐

渐向肝实质内迁移的过程, 细胞大约在1 wk开
始通过血管间隙向肝实质移行, 至第4周几乎全

部散在分布于肝实质内, 与肝细胞紧密结合呈

索状排列. 同时在肺脏的冰冻切片则未见明显

DAPI标记细胞, 在一定程度上提示经过门静脉

途径移植细胞可以起到良好的细胞选择性分布

作用. 而且骨髓干细胞直径小, 移植入肝后不会

引起栓塞等并发症, 因此, 门静脉是普遍使用的

移植途径. 

2  肝内移植

吴理茂 et al [22]用肝脏局部注射乙醇的方法复制

急性局限性肝损伤模型, 然后在肝脏坏死区边

缘多点注射骨髓干细胞悬液(1×107个), 2 wk后
发现移植骨髓干细胞组的肝组织坏死区明显小

于模型组. 作者又用复合因素(CCl4、乙醇、高

脂、低蛋白)刺激复制大鼠肝纤维化模型, 采用

肝右大叶3点移植骨髓干细胞(1×106个), 5 wk
后, 移植的细胞在汇管区聚集较多, 有些以单个

细胞散在形式存在, 有些以小克隆形式存在, 部
分已经迁移到肝实质深处, 大部分表现肝细胞

的形态, 免疫组化双标技术显示骨髓来源的干

细胞表达肝细胞特有的角蛋白CK18. 因此, 肝内

注射也可以作为干细胞移植的途径之一. 但是

此种方法具有出血倾向, 故临床应用上受到患
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者凝血机制的限制.

3  股动脉移植

北京军区总医院的姚鹏 et al [23]已经将骨髓干细

胞移植应用于临床, 用自体骨髓干细胞移植治疗

失代偿期肝硬化30例. 在X光透视下, 经股动脉

插管至肝固有动脉, 将分离好的骨髓干细胞注入

肝内, 移植后大多数患者临床症状有明显改善, 
多数患者谷丙转氨酶(ALT)、总胆红素(TBIL)、
白蛋白(ALB)逐渐降低, 凝血酶原活动度(PTA)
逐渐升高. 在30例移植患者中未发现严重不良反

应及并发症. 近年来介入技术的开展, 为干细胞

动脉移植提供了便利条件, 而且此种方法具有创

伤小、操作简单等优点, 故首先应用于临床.

4  脾内移植

有人认为, 外源干细胞移植于坏死的肝内不易存

活, 所以, 对于外源干细胞参与肝损伤修复的研

究多将干细胞移植于脾内. 脾窦巨大的储存量

有利于移植细胞的存留, 来自门脉血的丰富营

养物质, 尤其是脾红髓的网状组织结构, 有利于

细胞间的相互作用, 同时具有诱导免疫耐受的作

用. 蔡云峰 et al [24]采用免疫磁珠法从骨髓中分离

β2m-细胞, 体外培养后经脾移植到肝再生模型

鼠体内, 在移植2 wk后观察到脾内肝细胞样细胞

集落, 同样表达白蛋白、AFP、CK8/18等, 说明

β2m-细胞在脾内能够向肝细胞分化, 故脾内移植

也可认为是骨髓干细胞移植的途径之一.  脾内

肝细胞移植[25-26]为效果比较确切的方法, 但是移

植于脾内的干细胞多呈结节状生长[27], 而且对肝

功能恢复的确切效果有限.

5  外周静脉移植

Wang et al [28]通过Ⅰ型酪氨酸蛋白血症模型小鼠

的实验证实, 通过外周静脉骨髓干细胞移植, 骨
髓干细胞替代肝细胞的过程是少量而且缓慢的, 
同时这种替代的现象与肝功能已受损程度无关. 
Mitchell et al [29-30]认为, 只有选择压力存在即肝

功能继续损害的前提下, 才有相当数量的骨髓干

细胞向肝细胞分化而可能达到治疗作用. 此外, 
Kanazawa et al [31]研究了三种肝损伤模型小鼠: 
(1)CCl4肝损伤小鼠; (2)白蛋白-尿激酶转基因小

鼠; (3)乙肝病毒转基因小鼠. 作者将骨髓细胞通

过尾静脉移植到三种模型小鼠体内, 结果在分析

的18只小鼠中只有5只小鼠的肝内发现骨髓来源

的肝细胞.  因此作者对于骨髓源性的肝细胞修

复损伤肝脏的可能性提出质疑. 由于经过外周

静脉移植细胞, 要经过全身血液循环后才可能

到达肝脏, 这样是否会影响到达肝脏定居分化

的细胞数量？国内外众多学者都已证明, 经尾

静脉移植的骨髓干细胞可以定居肝脏并分化成

肝细胞[32-35]. 但这种分化的肝细胞是否能起到治

疗肝病的作用, 仍没有定论. 但是值得一提的是

Lagasse et al [36]在FAH缺陷大鼠模型中证实, 经
外周静脉移植的骨髓造血干细胞能在肝脏内分

化为功能完备的肝细胞, 改善FAH缺陷大鼠的症

状, 只要50个干细胞就能达到良好的效果. 

6  腹腔移植

技术简单, 移植的细胞数量大, 营养和代谢产物

交换面积大, 但植入的异种肝细胞炎症反应和

细菌感染的可能性也较大, 易引起腹膜炎和腹

腔黏连. 鉴于成熟肝细胞腹腔移植[37-39]的经验, 
腹腔移植也可能是干细胞移植的途径之一[40-41].

因为骨髓源性干细胞定向分化为肝细胞的

研究涉及到干细胞分化的重要机制[42-45], 又与今

后可能的临床应用密切相关, 近年对此方面的

研究成为热点. 同时, 众多学者也期望为终末期

肝病的治疗寻找一个经济易行的方法. 但是对

于干细胞科学, 还处于黑暗年代, 其临床应用中

仍有许多尚未解决的问题. 尽管许多文献报道

骨髓干细胞可以分化为肝细胞, 但是其分化率

报道不一[46], 而且这种分化在没有肝损伤存在

的条件下是否能够发生, 仍然未得到解决. 只有

当一定数量的移植细胞定位到肝脏并在肝脏增

生时, 才能替代病变肝组织的功能, 移植的部位

不同是否会影响到移植细胞的归巢和治疗效果

仍在探讨之中. 张刚庆 et al [47]比较了门静脉和

尾静脉两条途径移植骨髓间充质(MSC)细胞在

肝脏的定居情况, 结果发现, 所移植的MSC定居

于肝脏和是否分化为正常肝细胞和卵圆细胞与

其移植途径无明显关系, 与肝脏是否受损伤相

关, 优先定植于受损伤的靶器官, 与移植途径和

移植后的时间无明显关系. 但其具体机制, 仍待

进一步研究.
总之, 骨髓干细胞自体移植刚刚起步, 尚存

在一些问题: 如(1)移植的方式和部位; (2)移植

细胞的数量; (3)移植后干细胞在体内的归巢和

定位等. 随着这些问题的解决, 骨髓干细胞将有

着广阔的应用前景.
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第十届全国临床营养支持学术会议通知
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豪收, 邮编: 200032; 同时请用Email将论文全文及摘要发送到prowugh@yahoo.com.cn, 注明上海中山医院外科

吴国豪收.征文请自留底稿, 恕不退稿.

2 截稿日期

征文截止日期: 2006-03-15.

本次会议举行优秀论文评奖活动, 欢迎踊跃投稿. 会议向正式代表颁布中华医学会继续教育学分.
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■背景资料
重症急性胰腺炎
( S A P ) 是 较 常 见
的急腹症, 其发病
凶险, 病情演变迅
速, 并发症多, 危
害 极 大 ,  死 亡 率
高, 近几年来发病
率呈上升趋势．

在SAP胰外器官
损 害 中 ,  对 心 脏
损害的研究较少, 
但SAP时心脏失
代偿是导致死亡
最高的并发症之
一．
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摘要  
重症急性胰腺炎(S A P)是较常见的急腹症 , 
其发病凶险, 病情演变迅速, 并发症多, 危害
极大, 死亡率高, 近几年来发病率呈上升趋
势. SAP可以引发局部和全身性过度炎症反
应, 造成血管渗出、低血容量、休克和多脏
器功能障碍等全身炎症反应综合征(S IRS), 
甚至导致多器官功能不全综合征(M O D S). 
随着对SIRS、MODS 等的深入研究, SAP时
的心脏损伤逐渐被人们重视. 在SAP胰外器
官损害中, 对心脏损害的研究较少, 但SAP时
心脏失代偿是导致死亡的最高并发症之一. 
因此, 进行SAP心脏损伤临床表现与机制的
研究对治疗SAP患者有重要意义. 我们将对
SAP心脏损伤临床表现与机制的研究进展进
行阐述. 

关键词: 重症急性胰腺炎; 心脏损伤
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0  引言

重症急性胰腺炎(sever acute pancreatitis, SAP)
可通过多种途径损伤心脏, 引起心功能改变、

心律失常、心源性休克、中毒性心肌炎、心包

炎、心肌梗死、心包积液等临床表现和心脏实

验室检查异常. 我们探讨了SAP引起的心脏损害

的临床表现和机制研究进展, 希望为临床上救

治这类患者提供一些理论依据. 

1  临床表现与检查

及时、准确地了解S A P时患者心功能的变化, 
对救治SAP患者有很大的帮助. 临床上除了患

者有气短、胸闷、胸痛、心悸等症状供医生参

考外, 还必须依靠实验室检查, 主要有心电图

(electrocardiogram, ECG)、心肌酶谱、心肌肌钙

蛋白(cardiac troponin, CTn)等. 
1.1 心电图改变 SAP影响到心脏、继而引起心

电图改变多有报道, 可出现的变化有: 窦性心动

过速、窦性心动过缓、室上性心动过速、室性

心动过速、房性早搏、室性早搏、心房纤颤、

窦房阻滞、房室传导阻滞、左束支传导阻滞、

右束支传导阻滞、S T段抬高、S T段压低、T
波改变、QT间期延长、一过性Q波等[1-8], 其中

以窦性心动过速和ST段改变最为常见[2,6]. 对于

SAP时出现心电图改变的机制尚存在争议, 可
能机制主要为: 代谢紊乱、迷走神经反射、冠

状动脉痉挛、血流动力学不稳定、血管升压类

药物的应用、心包炎、心肌炎、凝血紊乱以及

潜在心脏疾病的恶化等[9]. 此外, Pezzilli et al [6]研

究显示SAP时出现心电图异常的患者50%以上

存在电解质异常, Rubio-Tapia et al [2]研究也证明

SAP时出现心电图异常与电解质改变有很大的

关系, 提示SAP时出现心电图改变可能与体内电

解质异常有密切联系. 
1.2 心肌酶谱变化 目前用于检测心脏损伤的心

肌酶主要有: 肌酸激酶(creatine kinase, CK)、
CK-MB、乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase, 
LDH)、LDH1等. SAP并发心脏损伤可以引起这

些心肌酶的升高, 及时观察这些酶的变化有利

于提早采取措施保护心脏, 控制病情发展. CK-
M B和L D H1是目前常用来反映心肌损伤的酶

谱, 因为他们主要存在于心肌中, 对心肌损伤

的特异性和敏感性均较高[10-13]. 临床研究显示, 
SAP时血清心肌酶较轻型急性胰腺炎(mild acute 
pancreatitis, MAP)时有明显增高, 提示AP患者

早期就有心肌损伤出现, 且病情越重升高越明

显[14-15]. 但是, 我们也应该注意假阳性的出现, 如

®
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■研发前沿
SAP时心脏损伤
的ECG和心肌酶
异常临床报道较
多, 炎症介质和细
胞因子损伤心脏
的机制逐渐被人
们重视.

CK-MB可在肾衰竭、肌损伤、肌肉组织疾病时

升高[16], 提示SAP时出现心肌酶的升高也应适时

考虑其他并发症. 另外CK-MB高峰出现早, 消失

较快, 灵敏度较低, 有时会影响诊断, 临床上应

该注意. 
1.3 肌钙蛋白变化 心肌肌钙蛋白(CTn)是心肌横

纹肌兴奋收缩的主要调节蛋白, 由三种亚单位

组成. 心肌肌钙蛋白I(CTnI)是其亚单位之一, 他
是再生的骨骼肌中不重新表达的唯一心肌损伤

标志物.迄今为止, 人们尚未发现CTnI在骨骼肌

中表达,被认为唯一特异的心肌蛋白, 即使有骨

骼肌疾病或晚期肾功能不全患者血清中CTnT
增高时, CTnI水平仍未见异常, 故在诊断心肌缺

血、损伤、坏死的特异性上优于CK-MB、肌红

蛋白、CTnT, 具有高度心肌特异性, 故在诊断心

肌缺血损伤、坏死的特异性上优于心肌酶[17-19]. 
当心肌细胞受到损害时, 游离型CTnI就首先迅

速透过细胞膜(其分子量仅22 500, 较CK-MB小, 
心肌含量为CK-MB的13倍[20])释放入血, 因而具

有很高的敏感性. 所以, CTnI的早期阳性率较高,
并能帮助检出微小心肌损伤[21]. 当持续性损伤

或不可逆损伤激活蛋白分解酶时, 引起结合型

蛋白的降解和释放, 使CTnI在血中升高持续时

间延长, 为临床提供了一个较宽的诊断时间窗. 
CTnI在SAP患者中异常升高的释放动力学特点

与心肌梗塞时不一致, 呈较长时间平缓的抬高

曲线,没有明显的峰, 其可能的机制是由于致伤

因素持续存在, 心肌不断受损, 而不是心肌梗塞

的单次损伤[17,22]. 
SAP时心脏表现多样化, 因此需重视诊断

与鉴别诊断, 注重与原发性心脏疾病的鉴别, 尤
其是与心绞痛与急性心肌梗死的鉴别[23]. 心绞

痛多为短暂的胸骨后压榨性痛, 服硝酸甘油多

在5 min内缓解, 而胰心综合征多以持续的剧烈

腹痛为主, 服硝酸甘油无效; 急性心肌梗死与胰

心综合征的不同主要为ECG的典型表现及演变

规律、CTnI升高的曲线特征和正常的血清淀粉

酶[24]. 因此SAP如伴有心脏异常表现, 在排除原

发性心脏疾病的前提下方可作出诊断. 

2  损伤机制

2.1 炎症介质和细胞因子

由于异常激活的胰酶, 在造成胰腺本身损伤的

同时激活了机体的多种炎症细胞 ,  释放出大

量炎症介质和细胞因子, 如白介素(interleukin, 
IL)、肿瘤坏死因子–α(tumor necrosis factor-α, 

TNF-α)、氧自由基(oxygen free radical, OFR)、
磷脂酶A2 (phospholipase A2, PLA2)、内皮素

(endothel in, ET)、血小板活化因子(p la te le t 
activating factor, PAF)、内毒素(endotoxin, ETX)
等, 这些炎症介质和细胞因子与心脏损害息息

相关. 
2.1.1 TNF-α TNF-α是SAP时体内最重要的细

胞因子之一, 在SAP发病后较早就产生, 且迅速

升高, 特别是发生内毒素血症、休克时TNF-α
升高更加明显. TNF-α在SAP时对全身器官的损

害发挥着重要的作用, 其中对心脏的损害包括: 
(1) TNF-α有较强的负性肌力作用, 可通过改变

细胞内钙的平衡以及β-肾上腺素刺激导致环磷

酸腺苷(cAMP)降低及介导肾上腺素信号G蛋白

缺乏, 从而对心肌产生抑制, 引起心肌收缩力降

低[25,26]; (2)TNF-α可诱导一氧化氮(NO)的产生, 
损害心脏的功能[27]; (3)TNF-α刺激心肌细胞表

达功能性的TNF受体1(TNFR1), 启动心肌细胞

的凋亡[28,29]; (4)TNF-α可以显著增加心肌细胞和

血管内皮细胞的细胞间黏附分子(ICAM-1)表达, 
显著增强激活的淋巴细胞和粒细胞对心肌细

胞﹑内皮细胞的黏附, 导致心肌损害[30]; (5)心脏

在发生缺血再灌注时自身可高度表达TNF-α, 进
一步加重心脏缺血再灌注损害[31] . 
2.1.2 ET-1 ET-1主要由血管内皮细胞分泌释放, 
在生理浓度下有助于稳定体内心血管功能. 在
心血管系统, ET-1主要作用在血管平滑肌, SAP
时ET-1水平升高, 其损伤心脏机制包括: (1)ET-1
促进心肌缺血再灌注损伤. ET-1是迄今发现的

最强的长效缩血管物质, 其中对冠状动脉的作

用最强.研究发现ET-1对血管的作用具有浓度依

赖性,即ET-1浓度越高其引起的血管收缩就越

持久、越强烈. SAP时ET-1水平显著增高, 使冠

状动脉持续强烈收缩, 导致心肌缺血坏死[32-34]. 
在猪的研究证明, 缺血心肌组织中ET-1水平较

非缺血心肌组织高7倍, ET-1升高的水平与心肌

缺血时间呈显著正相关[35]. (2)ET-1可引起心肌

重塑. ET-1可通过正性肌力、强烈持久的收缩

血管、加强心肌细胞和成纤维细胞的有丝分

裂, 促进DNA和蛋白质的合成等致心肌肥厚及

激活或(和)促进其它激素(血管紧张素Ⅱ, 心房

利钠因子等)引起心脏结构和功能的变化[36,37]. 
(3)ET-1可使毛细血管通透性增加, 毛细血管渗

漏增多, 使血液浓缩、血液黏度升高, 造成血液

流变学变化, 使回心血量减少和微血栓形成, 导
致心脏缺血缺氧, 甚至发生栓塞[38,39]. Kirchengast 
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et al [40]研究显示用内皮素受体拮抗剂不仅对治

疗SAP有良好的效果, 而且在阻滞心血管疾病发

生方面也有很好的效果. 因此, 内皮素在SAP心
脏损伤中起了重要作用. 
2.1.3 PLA2 PLA2对心肌的损害主要为对心肌细

胞中的膜结构的破坏, 这是因为磷脂是构成细胞

膜和细胞器膜的主要物质基础, 而PLA2可以破

坏磷脂正常的代谢, 使膜结构损坏和功能紊乱, 
最终使细胞变性、坏死[41-44]. 有研究证明, PLA2

升高可使心肌组织的超微结构改变, 包括细胞膜

破坏出现髓样结构, 线粒体增生、肿胀、溶解, 
肌丝溶解断裂等[42,44]. 另有研究显示, PLA2能抑

制心肌质膜的钙泵, 使心肌细胞内钙离子浓度降

低, 造成心肌细胞功能下降[44-46]. 此外, PLA2是调

控PAF、白细胞三烯(leucotriene, LT)等合成的关

键酶, PLA2活性的升高可诱导这些介质对心肌

的损害[47]. 
2.1.4 ETX SAP时产生大量的ETX引起内毒素

血症, 可导致休克、DIC、甚至多器官功能不

全综合征(multiple organ dysfunction syndrome, 
MODS), 其中ETX对心脏的损害是其重要毒性

作用之一. 内毒素引起心脏损害的原因很多, 主
要与下列因素有关: (1)内毒素可以直接或间接

激活心血管的内皮细胞, 促进内皮细胞释放大量

细胞因子(IL-1、IL-6、TNF-α等), 导致心肌细

胞内能量代谢紊乱, 心肌脂质过氧化和氧自由基

产生增多, 进一步引起心血管内皮细胞、心肌细

胞的功能和结构的损伤[48-50]; (2)细菌内毒素的心

脏毒性作用[51]; (3)内毒素可以诱导NO水平发生

剧烈波动, 先快速降低然后又急速上升[52-53]. NO
对血管的作用快速而直接, 他的剧烈波动对血管

的影响相当不利, 尤其对心脏的血管[54-56]. 
2.1.5 PAF PAF是一种强效的内源性磷脂类介质, 
可由血小板、中性粒细胞、嗜酸性粒细胞等多

种细胞产生. SAP时当细胞受到TNF、IL-1、
IL-8及ETX等刺激后, 可形成并释放大量活化的

PAF, 其生物学活性是通过与反应性细胞膜上的

PAF受体的结合而发挥的[57]. SAP时PAF损伤心

脏的机制可能有: (1)PAF通过G蛋白偶联受体使

心肌产生负性肌力作用, 其具体机制还不是很明

确, 磷酸肌醇3激酶γ和一氧化碳合成酶3可能参

与了这一过程[58]. (2)PAF通过激活中性粒细胞、

促进中性粒细胞的黏附聚集、增加氧自由基的

释放等, 在加重心肌缺血再灌注损伤中有着重要

的作用[59]. Loucks et al [60]实验显示在心肌缺血再

灌注损伤时PAF可能通过调整血管内皮一氧化

碳合成酶mRNA的表达诱导心肌细胞发生凋亡. 
(3)PAF可以活化血小板, 促进血小板聚集、血栓

形成和损害血管内皮细胞使血管通透性增加[61], 
造成心脏微循环障碍, 导致心肌缺血缺氧, 甚至

发生梗塞. (4)心脏自身可以产生PAF, 表达PAF
受体, 在导致心脏疾病中也有重要作用[62].
2.1.6 NO NO是一种无机小分子化合物, 属于一

种自由基, 在一氧化氮合酶(nitric oxide synthase, 
NOS)催化下以左旋精氨酸为底物而生成, 是重

要的舒血管物质. 其作用具有双重性, 小剂量NO
常有细胞保护作用, 而过量NO与许多疾病的发

生有关[56]. 赵敏 et al [63]研究显示,从诱导产生急

性坏死性胰腺炎后5 min, 就开始持续产生大量

的NO, 通过产生过氧化的硝酸盐或其毒性中间

产物损伤组织细胞, 加重胰腺的损伤. 过量NO促

进了SAP所致的心脏损伤, 其机制可能为: (1)NO
引起持续性血管扩张, 造成顽固性低血压, 使心

肌缺血缺氧[64]; (2)参与心肌缺血再灌注损伤. Di 
Napoli et al [65]动物试验证明, 持续给予NOS抑制

剂可以显著降低心肌缺血再灌注时的损伤. 
2.2 心肌细胞离子电流的变化 研究心肌细胞离

子电流的变化, 了解心肌细胞电生理特性的改

变, 对于理解心律失常发生的机制具有重要作

用, 这与心肌细胞钠通道电流(INa. )、L-钙通道电

流(ICa-L)活性有关. 丁超et al [66]研究表明, SAP时
心室肌细胞INa、ICa - L的电压依赖性、I-V曲线形

态轨迹未变, 但INa、ICa - L电流密度明显下降. INa

内流形成细胞动作电位的上升相, 同时也是心脏

组织传导速度的一个决定因素, 钠快速内流受

阻, 冲动传导减慢, 可导致兴奋折返性心律失常. 
ICa - L在心脏复极中起重要作用, SAP时心室肌细

胞ICa - L受到抑制, 其峰值电流明显降低, 可引起

心室肌细胞动作电位2相时程相对缩短, 复极加

速, 容易形成室内折返, 发生室性心律失常. 其可

能的机制主要是: (1)SAP通过体内存在的炎症介

质如IL-6、IL- 1β、IL-12等各种细胞因子以及

内毒素、血小板活化因子、心肌抑制因子、磷

脂酶A2等可使心肌细胞离子电流发生变化导致

心肌的损伤[67-70]; (2)SAP炎症渗出刺激腹腔神经

丛, 反射性引起冠脉痉挛也可通过改变心肌细胞

离子电流导致心肌缺血[71-73]. 
2.3 心肌细胞的凋亡 细胞凋亡是指细胞接受某

种信号或受到某些因素刺激后, 为了维持内环境

稳定, 而发生的一种主动性消亡过程, 又称程序

性细胞死亡. 他不同于组织坏死或突发性细胞

死亡. 有证据表明, 心肌缺血、低氧、缺血再灌

■创新盘点
文章将SAP心脏
并发症的发病机
制、临床表现、
诊断结合起来, 
论述了心肌细胞
离子电流的变化
和心肌细胞的凋
亡可能参与发病
的机制.
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■应用要点
本文可以增加读
者对SAP时心脏
并发症的认识,进
一步提高读者对
SAP及其心脏并
发症的预防和治
疗观念.

注损伤、心肌过负荷、细胞内钙超载、自由基

形成、高浓度血管紧张素Ⅱ及去甲肾上腺素、

病毒感染、先天发育不良等均可引起心肌细胞

凋亡[74-76]. SAP时引起细胞凋亡的机制可能是: 
(1)SAP早期低血容量、缺氧、疼痛和应激等可

使心肌β-肾上腺素能神经兴奋性增加; SAP大量

渗液进入腹腔后, 刺激腹腔神经丛反射性引起包

括冠状动脉在内的广泛血管痉挛, 这些都导致心

肌缺血缺氧. Hauck et al [77] 认为缺氧导致细胞死

亡的主要方式通过诱导细胞凋亡而产生. 他可激

活心肌细胞Caspases家族, 裂解心肌细胞DNA和

破坏钙泵功能, 造成心肌细胞凋亡[78-80]; (2)SAP
时产生大量氧自由基, 其细胞毒作用的重要机制

之一就是诱导心肌细胞凋亡. 氧自由基可以使

胞膜的葡萄糖与脂质过氧化, 蛋白质变性, 酶失

活, 并使细胞内的DNA链断裂, 从而诱导细胞凋

亡[81-83]; 而抑制凋亡的基因Bcl-2主要分布于线粒

体内膜、细胞内膜表面、核膜等膜结构处, 氧
自由基破坏膜结构使Bcl-2基因表达受阻, 进一

步促进心肌细胞的凋亡[83]; (3)SAP时大量产生的

TNF-α可以诱导心肌细胞的凋亡. 刘亮 et al [84]实

验证明在心肌缺血再灌注损伤时, 给于抗肿瘤坏

死因子单克隆抗体能明显降低TNF-α水平和减

轻心肌细胞凋亡程度. 
2.4 其他 (1)SAP时产生的剧烈疼痛, 通过神经反

射, 导致冠状动脉痉挛引起心肌缺血而出现心

绞痛, 或通过神经反射导致各种心律失常[85,86]; 
(2)SAP时胰蛋白酶直接损害心肌或高浓度胰蛋

白酶引起高凝状态, 促使冠状动脉内血小板凝集

及血栓形成, 并且胰腺释放的心肌抑制因子及坏

死物质对心肌也有毒性作用[87,88]; (3)SAP时胰酶

通过各种管道进入心包, 引起心外膜脂肪坏死和

心包积液[89,90]; (4)SAP引起微循环障碍, 可能诱

发心脏冠状动脉微循环障碍, 使冠状动脉过度扩

张或痉挛, 血流速度降低, 心肌缺血缺氧, 发生心

绞痛等症状[91,92]. (5)SAP时的电解质紊乱也是发

生胰心综合征的重要因素, 尤其是低钙血症, 另
外有效血容量的降低致冠状动脉供血不足也可

引发胰心综合征[90,93-96]. 
以上, 我们论述了SAP时心脏损伤的临床表

现和损伤机制, 随着对SAP时心脏损伤的逐渐重

视和损伤机制的进一步明确, 以及实验室诊断技

术的进步, 显示了对SAP时心脏保护和治疗的良

好前景. Bulava et al [97] 报道用血管形成术来改善

SAP时的心功能. Yekebas et al [98]动物实验证明

缓激肽拮抗剂艾替班特能明显延缓SAP时心血

管循环系统的损害, 延长存活时间. 中医治疗临

床多有报道, 如益活清胰汤、大黄附子汤、大

黄牡丹汤、大承气汤、复元活血汤、柴苓承气

汤、丹参注射液、生脉注射液等, 都取的了很

好的疗效[99-101]. 
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■背景资料
目前应用在医学
领域的机器人有
脑外科机器人和
应用在肠道内的
胶囊机器人. 胶囊
机器人只能够进
行图像采集, 而不
能进行标本采集
和具体治疗, 微型
软体机器人的不
断改进和完善会
给医学带来新的
治疗手段.

■研发前沿
本文研究的热点
和重点是微型软
体机器人对肠道
的作用.
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Abstract
AIM: To investigate whether the application of 
miniature robot can result in intestinal injury.

METHODS: Experimental pig intestines (n = 
20) were used in this study. Tissue sections 
were prepared from where the miniature robot 
passed. The structures of the intestinal mucosa 
were observed under light microscope.

RESULTS: Intact structures of intestines were 
observed under microscope. All the 20 pieces of 
pig intestines had no ruptures and shedding of 
microvilli, and injuries of submucosa.

CONCLUSION: The miniature robot can walked 
through the intestinal tract and do no harm to 
the intestinal mucosa.

Key Words: Miniature robot; Small intestines of 
pigs; Trauma

Liu JH, Wang SQ, Liu DY. Investigation of miniature 
robot-induced injury in intestinal tract. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(6):618-620

摘要
目的: 探讨医用微型机器人在肠道内行走是
否对肠道造成损伤. 

方法: 完整肠系膜的猪小肠20根, 对机器人行
走过的肠道进行切片检查, 显微镜下观察小肠
组织结构. 

结果: 镜下显示猪小肠组织结构完整, 20例猪
小肠都没有出现小肠微绒毛断裂、脱落, 黏膜
下层没有出现组织破损, 肌层的平滑肌完好
无损.

结论: 该医用微型机器人没有对肠道造成损伤.

关键词: 医用微型机器人; 猪小肠; 损伤

刘金华, 王树卿, 刘丹阳. 医用微型机器人对肠道损伤的探

讨. 世界华人消化杂志  2006;14(6):618-620

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/618.asp

0  引言

微型机器人是机器人领域的一个分支, 是先进

科学技术发展的必然结果, 是我国科教兴国策

略带来的一项成果. 我国机器人领域经过十几

年的研制﹑生产﹑应用, 得到了飞速的发展, 特
别是863计划的实施, 使我国基本掌握了喷涂机

器人、弧焊机器人、点焊机器人、搬运机器

人、装配机器人、特种机器人[1]的设计制造技

术, 而且还解决了控制, 驱动系统的设计和配

置、软件的设计和编制等关键技术, 本实验设

计的微型机器人是受到医学领域的脑外科机器

人[2]和内镜治疗疾病[3-17]的启发, 采用负压吸引

装置抓吸小肠. 将来随着实验的深入, 其可能会

应用到普通外科和消化内科. 

1  材料和方法

1.1 材料 新鲜的带完整肠系膜的猪小肠20根、

医用微型机器人、负压吸引机、主机、冷光

源、显示器、固定液、冰箱、切片机、显微

镜、微机等.

®
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1.2 方法 在机器人工作部抓吸过小肠的地方用

笔标记, 同时取材固定做切片, 显微镜下观察小

肠组织结构有无损伤. 同时在同一根肠道内未

被工作部抓吸的地方也取材固定做切片, 对比

观察看是否出现小肠微绒毛断裂、黏膜下层受

损或者是肌层出现断裂等现象.
统计学处理 数据以mean±SD表示, P <0.05

为有统计学意义.

2  结果

镜下组织切片发现机器人工作部抓吸过的20例
小肠都没有出现小肠微绒毛断裂、脱落, 黏膜

下层没有出现组织破损, 肌层的平滑肌完好无

损(P <0.01, 图1). 未被工作部抓吸的地方也取材

固定做切片(图2). 微型机器人能够行走, 借助连

接身体外的负压吸引装置所产生的负压吸引力

在操作者的控制下能够从十二指肠端顺利进入

小肠. 机器人的构造原理采用软体设计, 气动装

置, 负压吸引产生动力为原理, 工作部好似寄生

虫的吸盘. 机器人能够行走的压力值要大于3.50
×103 kPa的负压吸引值, 在行走过程中有滑脱

现象, 滑脱的相对肠管长度约是0.04 m, 加大体

外部负压后, 滑脱现象消失, 滑脱现象消失的压

力值要大于3.60×103 kPa的负压吸引力. 工作部

负压值为-3 600±100 kPa, 所消耗的时间为1.02
±0.04 h.

3  讨论

通过实验证明该医用微型机器人在肠道内行走

对肠壁未造成任何损害, 行走过的肠道特别是

被抓吸过的肠壁没有受到破坏. 从片子上可以

清晰看出肠微绒毛结构清晰, 黏膜下层亦完好

无损, 说明该微型机器人负压抓吸原理可行. 从
实验中测得开口面积处产生的压强为-3.5×103 

图 1 机器人工作部抓吸过的小肠. A: 小肠微绒毛; B: 小肠

黏膜下层; C: 小肠肌层.

图 2 未被机器人工作部抓吸过的小肠. A: 小肠微绒毛; B: 

小肠黏膜下层; C: 小肠肌层.

A

B

C

A

B

C

■应用要点
本文为负压吸引
原理的机器人提
供了科学的实验
依据, 将进一步完
善机器人的性能
和结构的优化.
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■名词解释
滑脱现象: 由于吸
力值不大导致机
器人行走时抓不
住肠壁, 造成相对
位移缩短的现象.

kPa, 也就是说猪小肠承受负压能力强, 肠道对

微型机器人动力臂产生的负压能够承受. 因而

从客观上保证了微型机器人的进一步制作和深

入研究. 如果肠道耐受不了行走负压, 那么也就

标志了该种设计原理是不可行的. 通过对微型

机器人行走后对肠道损伤的探讨, 我们知道了

该微型机器人行走原理及设计是可行的, 对指

导将来活体动物实验提供了客观依据. 而且从

实验测试中得知, 行走负压尽量不能超过-3.7×
103 kPa, 为将来提供了实验数据参照. 而且通过

实验我们还发现肠道的折叠性很强, 仅机器人

尾部大约0.2 m的距离就可以折叠近1 m的小

肠, 说明肠道还有很强的可折叠性. 综上所述, 
对肠道的深入研究可以得知肠道各方面的性质, 
对指导机器人吸盘的大小、负压值是多少, 都
提供了客观的指标. 对早日进入临床实验提供

了数据支持. 

4      参考文献
1 罗海堤, 李洁, 黄平. 微机器人在消化道内摩擦行为的

研究. 世界华人消化杂志  2005; 13: 2115-2118
2 张仕刚, 谢耀钦, 包尚联. 计算机辅助立体定向神经外

科手术导航系统. 中国医学影像技术  2004; 20: 82-89
3 覃华, 程继华, 侯伟, 李荣香, 赵秋, 刘南植. 经内镜治

疗急性胆源性胰腺炎临床疗效/费用分析. 世界华人
消化杂志  2005; 13: 2517-2519

4 葛勤利, 杨伟捷, 张红霞. 内镜下综合治疗食管恶性肿
瘤85例. 世界华人消化杂志  2005; 13: 2884-2885 

5 刘运祥, 黄留业, 吴承荣, 周福润, 刑艳芳, 刘辉. 内镜
超声检查评价胃底静脉曲张栓塞术. 中华消化内镜杂
志  2005; 22: 248-249 

6 刘变英, 原丽莉, 侯波. 双气囊电子小肠镜34例应用体
会. 中华消化内镜杂志  2005; 22: 263-265

7 温小恒, 陆星华, 钱家鸣. 胶囊内镜在小肠疾病诊断中
的应用研究. 中华消化内镜杂志  2005; 22: 199-200

8 赵秋, 覃华, 李荣香, 候伟, 廖家智, 黎培员, 刘南植, 王
家马龙. ERCP对肝移植术后胆漏诊治作用的前瞻性临
床观察. 中华消化内镜杂志  2005; 22: 150-153

9 张开光, 王巧民, 郑帮海, 吴正祥, 胡运彪. 结肠血管
发育不良的肠镜诊治与随访研究. 中华消化内镜杂志
2005; 22: 380-383

10 邵伟, 刘成国. 内镜下金属钛夹联合硬化剂治疗上消
化道出血. 中华消化内镜杂志  2005; 22: 126-127 

11 刘冈峰, 罗光辉, 黄艳兰, 苏兴桂. 内镜下套扎联合部
分脾栓塞术治疗门静脉高压症的临床研究. 中华消化
内镜杂志  2005; 22: 187-188

12 李玉明, 顾留根, 王亚民, 钱俊波, 陈天敏, 葛振明, 朱
云松, 仇建伟. 鼻胃镜检查1400例临床评估. 中华消化
杂志  2005; 25: 687-688

13 麻树人, 张宁, 赵志峰, 赵云峰, 潘汝明. 内镜综合治疗
慢性胰腺炎. 中华消化内镜杂志  2005; 22: 158-160

14 李凡, 丁一娟, 陈明锴, 蔡佳, 李曦, 罗和生. 结肠镜检
查对回盲部溃疡的诊断意义. 中华消化杂志  2004; 24: 
376-377

15 张文洁, 梁洁华, 杨冬华. 胰腺癌内镜介入治疗的现状
与展望. 临床肝胆病杂志  2003; 19: 12-13

16 黄勤. Barrett食管内镜和病理学诊断中存在的问题和
对策. 中华消化内镜杂志  2005; 22: 77-79

17 李运红, 徐肇敏, 陈隆典, 韩树堂, 于成功, 张志宏. 胶
囊内镜诊断小肠出血及与手术结果的对照研究. 中华
消化内镜杂志  2004; 21: 313-315

             电编  张敏  编辑  潘伯荣

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2006年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                             
                • 消息 •

欢迎订阅2006年《世界华人消化杂志》

本刊讯 《世界华人消化杂志》为中国科技核心期刊、2003年百种中国杰出学术期刊、《中文核心期刊要目

总览》2004年版内科学类的核心期刊、中国科技论文统计源期刊,《世界华人消化杂志》发表的英文摘要被

美国《化学文摘(Chemical Abstracts)》, 荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBASE/Excerpta Medica)》, 俄罗斯

《文摘杂志(Abstracts Journals)》收录. 

本刊主要报道食管癌、胃癌、肝癌、大肠癌、病毒性肝炎、幽门螺杆菌、中医中药、中西医结合等胃肠

病学和肝病学的新进展及原创性等基础或临床研究的文章.

《世界华人消化杂志》2006年由北京报刊发行局发行, 国际标准刊号ISSN 1009-3079, 国内统一刊号

CN 14–1260/R, 邮发代号82-262, 出版日期8, 18, 28日, 月价72.00, 年价864元. 欢迎广大消化科医务工作

者及科教研人员、各大图书馆订阅. 联系地址: 100023 北京市2345信箱, 世界胃肠病学杂志社. 联系电话: 

010-85381901-1020; 传真: 010-85381893; E-mail: wcjd@wjgnet.com; 网址: www.wjgnet.com.



世界华人消化杂志 2006年2月28日; 14(6): 621-625
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION 

大鼠溃疡性结肠炎模型肠组织中MIF的表达和NF-κB的
激活

黄 超, 邓长生

黄超, 邓长生, 武汉大学中南医院消化内科 湖北省武汉市 
430071
通讯作者: 黄超, 430071, 湖北省武汉大学中南医院消化内科. 
hc2558@126.com
电话: 027-87330294 传真: 027-87330294
收稿日期: 2005-12-12    接受日期: 2005-12-31

Expression of macrophage 
migration inhibitory factor and 
activation of nuclear factor-
κB in colon tissues of rats with 
ulcerative colitis

Chao Huang, Chang-Sheng Deng

Chao Huang, Chang-Sheng Deng, Department of Gas-
troenterology, Zhongnan Hospital of Wuhan University, 
Wuhan 430071, Hubei Province, China
Correspondence to: Chao Huang, Department of Gastro-
enterology, Zhongnan Hospital of Wuhan University, Wu-
han 430071, Hubei Province, China. hc2558@126.com
Received: 2005-11-23    Accepted: 2005-11-25 

Abstract
AIM: To detect the expression of macrophage 
migration inhibitory factor (MIF) and nuclear 
factor-κB (NF-κB) in the colon tissues of rats 
with ulcerative colitis, and investigate the role of 
MIF in pathogenesis of ulcerative colitis.

MOTHODS: Twenty-four Sprague-Dawley rats 
were randomly divided into three groups: nor-
mal group (n = 8), model groupⅠ(n = 8), model 
groupⅡ(n = 8); The rat in model groupⅠ and Ⅱ 
treated with 50 and 100 mg/kg 2,4,6-trinitroben-
zene sulfonic acid (TNBS), respectively, to estab-
lish light and severe colitis model. The disease 
activity index (DAI) was calculated every day, 
and the expression of MIF in colon tissues was 
detected by semi-quantitative reverse transcrip-
tion chain reaction (RT-PCR). The expression 
of NF-κB was examined by immunohistochem-
istry, and the myeloperoxidase (MPO) activity 
was detected by biochemistry.

RESULTS: In normal group, the MPO activity, 
DAI, NF-κB and MIF mRNA level were 0.38 ± 

0.18 U/g, 0.51 ± 0.28, 0.18 ± 0.05 and 0.11 ± 0.03, 
respectively; in model groupⅠthey were 1.68 ± 
0.45 U/g, 5.04 ± 0.73, 0.62 ± 0.08 and 0.65 ± 0.04, 
respectively; in model groupⅡthey were 2.70 ± 
0.35 U/g, 8.13 ± 0.71, 0.78 ± 0.11 and 0.81 ± 0.05, 
respectively. In comparison with that in the nor-
mal controls, the expression of MIF mRNA in-
creased significantly (P < 0.05), and the activity 
of NF-κB and MPO and DAI also increased sig-
nificantly (P < 0.05) in model group, especially 
in model groupⅡ.

CONCLUSION: MIF may be involved in the 
pathogenesis of TNBS-induced ulcerative colitis 
and the mechanism may be correlated with NF-
κB activation and excessive expression of inflam-
matory cytokine.

Key Words: Ulcerative colitis; Macrophage migra-
tion inhibitory factor; Nuclear factor-κB

Huang C, Deng CS. Expression of macrophage migration 
inhibitory factor and activation of nuclear factor-κB in 
colon tissues of rats with ulcerative colitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi 2006;14(6):621-625 

摘要
目的: 检测其肠组织中巨噬细胞移动抑制因
子(MIF), 核因子-κB(NF-κB)的表达, 探讨两者
与溃疡性结肠炎(UC)的关系及MIF在UC发病
机制中的作用.

方法: 采用三硝基苯磺酸(TNBS)溶液诱导大
鼠溃疡性结肠炎模型, 动物分为正常组, 轻、

重模型组共三组. 每天观察各组疾病活动指数
(DAI); 采用逆转录-聚合酶链式反应(RT-PCR)
技术,对肠组织MIF的表达水平进行半定量测
定; 应用免疫组织化学染色检测肠组织NF-κB
的表达; 生化法检测髓过氧化物酶(MPO)活
性.

结果: 正常组MPO活性, DAI, NF-κB及MIF 
m R N A的表达水平依次为0.38±0.18 U/g, 
0.51±0.28, 0.18±0.05, 0.11±0.03; 模型Ⅰ
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■背景资料
I B D病因和发病
机 制 复 杂 ,  涉 及
到免疫学、遗传
学、内分泌学以
及环境因素等多
方面的问题. 目前
免疫因素在 I B D
发病中的作用已
经得到肯定且研
究日益深入, 而细
胞因子在炎症性
肠病免疫发病过
程中扮演重要角
色, 他能诱导或激
活T细胞和B细胞, 
并能诱导多种致
炎因子的产生, 使
炎症局部的中性
粒细胞和巨噬细
胞聚集, 损害肠黏
膜. 现已证实IBD
中NF-κB具有调
节细胞因子产生
的作用.

 
wcjd@wjgnet.com 
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组1.68±0.45 U/g, 5.04±0.73, 0.62±0.08, 
0.65±0.04;模型Ⅱ组2.70±0.35 U/g, 8.13±
0.71, 0.78±0.11, 0.81±0.05. 与正常组相比,
模型组肠组织中MIF mRNA的表达显著增强
(P <0.05), NF-κB和MPO活性及DAI也显著增
高(P <0.05), 且在病情严重组增高尤为明显.

结论: MIF参与了溃疡性结肠炎的发病过程, 
其机制可能与激活NF-κB, 诱导炎症细胞因子
的过量表达有关.
 
关键词: 溃疡性结肠炎; 巨噬细胞移动抑制因子; 核

因子-κB

黄超, 邓长生. 大鼠溃疡性结肠炎模型肠组织中MIF的表达和

NF-κB的激活. 世界华人消化杂志 2006;14(6):621-625
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种非

特异性的肠道炎症性疾病, 其发病与免疫功能

紊乱有关已得到普遍认同, 而具有免疫调节作

用的细胞因子在UC的发病过程中起重要作用. 
巨噬细胞移动抑制因子(macroP hage migration 
inhibitory factor, MIF)是较早发现的淋巴细胞因

子之一. 现今认为, MIF是集细胞因子、生长因

子、激素和酶特性于一身的多效能蛋白分子[1-2], 
他具有多种生物活性, 如抑制活化的巨噬细胞游

走、激活淋巴细胞、杀伤肿瘤细胞等, 并可诱导

巨噬细胞等产生多种促炎因子, 以及抑制糖皮质

激素的抗炎作用[3]. MIF在炎症性疾病的发生发

展过程中起着不可忽视的作用, 近年来,国外研

究[4-6]发现MIF与人类炎症性肠病(inflammatory 
bowel disease, IBD)的发病过程有关, 但具体发

病机制不明. 在UC发生、发展过程中, 细胞因子

扮演了重要角色, 且认为与基因启动子结合的

核因子-κB(nuclear factor-κB, NF-κB)的异常活

化有关, MIF与这些信号转导因子之间的关系如

何, 我们通过建立大鼠UC模型, 初步探讨了MIF
在UC发病过程中的可能机制. 

1  材料和方法

1 . 1  材 料  2 4只成年S D♀大鼠 ,  体质量约

150-200 g, 武汉大学动物实验中心提供; 2, 4, 6-
三硝基苯磺酸(TNBS)、DEPC, 美国Sigma公司

产品; NF-κB P65单克隆抗体, 北京中山试剂公

司产品; MPO检测试剂盒, 南京建成生物工程公

司产品; Trizol Reagent, 美国GIBCO公司产品; 
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Taq DNA聚合酶、AMV逆转录酶、dNTP, 北京

中山生物技术有限公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 大鼠处理  24只大鼠正常喂养, 随机分为正

常组, 模型Ⅰ、Ⅱ组共3组, 每组8只: 正常对照

组一直自由饮用蒸馏水, 模型组按照参考文献

建立大鼠溃疡性结肠炎模型, 模型Ⅰ、Ⅱ组分

别以含50 mg/kg、150 mg/kg TNBS的500 mL/
L乙醇溶液缓慢推入结肠, 诱导轻重不同的溃疡

性结肠炎模型, 灌肠后2 wk, 大鼠经水合氯醛

麻醉后取出全结肠, 纵向剪开, 冲洗掉污物, 在
病变严重处剪取一块, 甲醛固定, 石蜡包埋、切

片、HE染色, 光镜下观察病理组织学变化, 再剪

取病变范围内一块约500 mg的组织, 测定生化

指标,  同时取30-50 mg肠黏膜提取RNA. 
1.2.2 疾病活动指数(DAI)的评估  每日观察大鼠

的体质量, 大便性状和隐血情况, 按表1进行评

分[7], 将体质量下降、大便性状和隐血情况的评

分相加, 得出每只大鼠的DAI, 以评估疾病活动

情况. 大便性状评分标准: (1)正常大便: 成形大

便; (2)松软大便: 不黏附于肛门的糊状、半成形

大便; (3)稀便: 可黏附于肛门的稀水样便.
1.2.3 结肠黏膜MPO活性测定  采用生化方法, 具
体操作按试剂盒说明书进行. 
1.2.4 肠组织NF-κB的表达  采用免疫组织化学

(SP法)染色, 严格按照试剂盒说明书要求操作, 
NF-κB P65抗体的稀释浓度为1∶100, 已知阳性

标本作为阳性对照, 以PBS缓冲液代替一抗作空

白对照. 阳性细胞为细胞质或细胞核中出现棕

黄色颗粒沉淀. 每张切片均应用医学彩色图像

分析系统进行扫描分析, 每张切片随机取5个不

重复的视野, 取其光密度的均值作为该切片的

实验结果, 留待统计分析. 
1.2.5 RNA提取和逆转录-聚合酶链式反应(RT-
PCR) 按Trizol试剂盒说明书的要求提取总RNA, 
RNA样品的纯度用分光光度计根据在260 nm及

280 nm吸光度的比值来判断, 确保比值在1.8-2.0
之间. MIF引物由软件设计合成, 以GADPH为

www.wjgnet.com

    

表 1  DAI评分标准

体质量下降 (%)  大便性状  大便隐血/肉眼血便  计分

0 正常 正常 0

1-5 松散 隐血阳性 1

5-10 2

10-15 稀便 肉眼血便 3

>15 4

■应用要点
1  I B D 肠 组 织
M I F 的 表 达 量
可 以 反 映 肠 组
织 的 病 理 损 害
程度 ,对于 IBD
病情的评估, 可
能 具 有 潜 在 的
指导意义. 
2  为 寻 找 有 效
药 物 治 疗 I B D
提供新的途径: 
应 用 抗 M I F 抗
体 或 M I F 反 义
mRNA以及MIF
受 体 拮 抗 剂 以
阻 止 M I F 的 作
用, 可能有治疗
作用, 但需进一
步探索.



内参照, 引物序列及PCR产物如下: GADPH(330 
bP), 上游引物: 5'-GATGGGTGTGAACCACGA
GAAA 3', 下游引物: 5'-ACGGATACATTGGG-
G G TA G G A A 3'; M I F(178 b P), 上游引物: 
5'-TCTCCGCCACCATGCCTATG 3', 下游引

物: 5'-GGGTCGCTCGTGCCACTAAA 3'.  RT-
PCR方法: 10×Buffer 2.5 μL, 2.5 mmol/L dNTP 
1 μL, 上、下游引物各0.5 μL, DNA摸板1 μL, 
三蒸水19 μL, Taq酶0.5 μL, 总反应体系25 μL. 
在PCR扩增仪上完成. 反应条件为: 94℃预变

性3 min后, 进入循坏, 94℃变性30 s, 55℃退

火30 s, 72℃延伸45 s, 重复25个循环, 72℃延

伸7 min, 终止反应. 取5 μL扩增产物常规进行

2.5 g/L琼脂糖凝胶电泳. 用凝胶分析仪拍照, 并
以MIF和GADPH DNA条带的光密度比值来表

示MIF mRNA的表达水平. 
统计学处理 所有数据经SPSS统计软件处

理, 各组资料以mean±SD表示, 采用单因素方差
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分析, 组间差异采用q检验, P <0.05认为有统计学

意义. 

2  结果

2.1 模型组大鼠的大体实验观察  模型Ⅰ、Ⅱ组

大鼠每天体质量增加值均小于正常对照组, 灌肠

后第2 d出现大便松软, 有部分大鼠隐血试验阳

性, 第6 d大部分出现腹泻及肉眼血便, 至处死

仍不见减轻. 正常对照组无上述异常变化. 同正

常对照组相比, 模型Ⅰ、Ⅱ组的DAI评分明显增

加, 且在模型Ⅱ组更为明显(P <0.05), 各组的DAI
评分结果见表2. 
2.2 NF-κB免疫组化染色结果及MPO的活性检测  
NF-κB表达阳性细胞主要为黏膜上皮细胞, 单核

细胞及巨噬细胞. 阳性细胞胞质和胞核都含有棕

色颗粒, 但以胞核为主. 正常组仅见少量的NF-
κB表达, 而模型组表达水平明显增加, 且在模型

Ⅱ组更为明显(P <0.05), 模型组MP O的活性也明

显增加(P <0.05)(表2). 
2.3 肠黏膜活检组织中M I F m R N A的表达与

炎症程度的关系 模型组MIF的表达较对照组

显著增加, 随着炎症程度加重, 细胞因子MIF 
mRNA表达逐渐增强, 且各组间差异均有显著性

(P <0.05)(表3). MIF表达的RT-PCR凝胶电泳检测

结果见图1. 

3  讨论

近年来, 越来越多的证据表明, 溃疡性结肠炎的

发病机制可能与肠道黏膜对微生物抗原不正常

免疫反应而造成的慢性炎症、遗传和环境因素

有关. 其中免疫系统是引起肠道炎症与损伤的重

要因素[8], 而细胞因子在调节肠道免疫中起重要

作用. MIF是一种特殊的细胞因子, 他不属于目

前已发现的任何细胞因子家族, 最近的研究显

示, MIF由免疫系统的大多数细胞类型产生, 包
括淋巴细胞、巨噬细胞、中性粒细胞、嗜酸性

粒细胞、树突状细胞, 此外, MIF在很多组织中

表达, 并可参与多种病理生理过程[9-10].  在溃疡

性结肠炎患者中, MIF可能具有促进巨噬细胞在

www.wjgnet.com

aP<0.05 vs 正常组; cP<0.05 vs  模型Ⅰ组.

    

表 2  各组DAI评分、NF-κB表达和MPO活性检测结果 (mean±SD)

分 组 n DAI MPO活性 (U/g) NF-κB (阳性密度)

正 常 组 8  0.51±0.28  0.38+0.18  0.18+0.05

模 型 Ⅰ 组 8   5.04±0.73a   1.68+0.45a   0.62+0.08a

模 型 Ⅱ 组 8    8.13±0.71ac     2.70+0.35ac    0.78+0.11ac

图 1 各组大鼠肠组织中MIFmRNA RT-PCR产物电泳分析图. 

M: DNA分子量标准; 1: 模型Ⅱ组; 2: 模型Ⅰ组; 3: 正常组.
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表 3 大鼠肠黏膜活检组织中细胞因子MIFmRNA表达与
炎症程度的关系(mean±SD)

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs 模型Ⅰ组.

分 组 n MIFmRNA

正 常 组 8   0.11±0.03

模 型 Ⅰ 组 8    0.65±0.04a

模 型 Ⅱ 组 8     0.81±0.05ac

■创新盘点
国内对MIF的研
究主要在系统性
红斑狼疮, 狼疮性
肾炎, 鼻咽癌等疾
病方面, 而MIF参
与IBD发病过程的
研究尚未见报道. 
MIF在IBD中确切
的发病机制还不
清楚, 本文通过研
究MIF和NF-κB在
实验性大鼠结肠
炎组织的表达及
其相互关系, 探讨
MIF介导IBD的致
病作用.



www.wjgnet.com

624                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R               世界华人消化杂志      2006年2月28日    第14卷   第6期

局部肠黏膜浸润, 并通过这些巨噬细胞产生炎

症细胞因子诱导肠黏膜损害的作用[11]. 
MPO主要存在于炎症细胞, 尤其是中性粒

细胞的细胞质中, 其活性反映了组织中炎症细

胞的浸润程度, 即炎症的活动程度, 被认作是量

化炎症的一项重要指标[12]. DAI评分是用来评估

疾病活动情况的指标. 我们采用TNBS/乙醇诱导

形成大鼠溃疡性结肠炎, 并以不同剂量TNBS制
备病情轻重不同的疾病模型, 本研究结果显示, 
大鼠溃疡性结肠炎的DAI与MPO活性的检测结

果呈一致性, 腹泻、便血越重, MPO活性越高, 
且均具有显著差异性(P <0.05), 故根据症状可以

推断疾病的严重程度. 本实验还显示随着大鼠

病情程度的加重, 大鼠溃疡性结肠炎MPO活性,  
DAI评分等炎症指标与NF-κB及MIF mRNA表

达同时增高, 提示NF-κB和MIF mRNA的表达与

炎症程度相关. 
Ohkawara et al [13]研究发现葡聚糖硫酸钠

(DSS)诱导的MIF转基因小鼠, 其结肠黏膜MIF 
mRNA表达水平和血清MIF蛋白较DSS诱导的

野生型小鼠明显增加, MPO活性也显著增强, 在
克罗恩病和溃疡性结肠炎患者血浆MIF水平也

较正常组明显增高, Ohkawara et al [5]通过免疫

组化的方法, 在小鼠结肠炎肠组织的上皮细胞

和渗出的免疫细胞可以观察到MIF的强阳性染

色, 且中和MIF生物活性的抗MIF抗体明显减少

小鼠结肠TNF-α、 IFN-γ及基质金属蛋白酶的表

达. 我们的实验结果表明, 与正常对照组相比, 
UC大鼠肠组织中MIF mRNA的表达明显增强

(P <0.05), 且在大剂量TNBS的模型Ⅱ组尤为明

显. 以上结果均提示MIF在UC的发病过程中起

重要作用. 但MIF究竟是通过什么机制参与UC
的发病过程, 目前仍不清楚. 

NF-κB是一种具有基因转录调节作用的核

蛋白, 可以调控多种炎性细胞因子的表达. 而在

UC中能激活NF-κB的刺激尚未完全明确. 促进

和抑制炎症细胞因子分泌失衡在UC的发病机

制中起枢纽性的作用已得到公认. 而MIF可通过

抑制糖皮质激素对胞液IκBα表达的上调, 拮抗

糖皮质激素在NF-κB/IκBα信号转换通路中的效

应, 促使NF-κB进入核内和相应DNA序列结合, 
诱导大量炎性因子释放[14]. 研究发现[13]MIF加重

DSS诱导的小鼠结肠炎, 可能部分经由中性粒细

胞聚集和对糖皮质激素生物活性的抑制作用. 
TOLL样受体4(TLR4)是脂多糖(LPS)的信号

转换分子, 是LPS复合受体中的关键成分, 可活化

NF-κB, 且发现TLR4/NF-κB信号传导通路是IBD
发病过程中的重要环节. 有研究发现[15], 用MIF
反义mRNA 质粒转染小鼠巨噬细胞RAW26417, 
其MIF表达明显减少, TLR4 mRNA 和蛋白质的

基线水平极度降低, NF-κB活性下降. 而我们的

研究发现在UC大鼠结肠黏膜内, MIF的表达较

对照组显著增加, 同时NF-κB的表达也明显增

强(P <0.05), 这就从反方向证实了MIF可以调控

NF-κB的表达, 而激活的NF-κB又可调控多种炎

症细胞因子的释放. NF-κB是否调节MIF基因的

表达还不清楚. 因此推测MIF在UC中的发病机

制可能部分与活化NF-κB有关, 其可能的机制系

通过抑制糖皮质激素诱导IκBα的合成, 促使NF-
κB进入核内和相应DNA序列结合, 从而诱导大

量炎性因子释放; 或通过LPS信号传导通路, 上
调TLR4的表达, 导致NF-κB过度激活, 引起炎症

因子的级联放大反应. 
总之, 我们推测MIF与UC的发病关系密切, 

对NF-κB的调控可能是其机制之一. 此外, 本研

究显示在UC大鼠的肠黏膜内, MIF mRNA的表

达与UC的炎症程度相关, 随着炎症程度的加重, 
MIF mRNA的表达逐渐增强, 提示该细胞因子

的mRNA可作为临床上判断疾病严重程度和疗

效的指标, 有潜在的临床实用价值. 业已证实[4], 
抗MIF抗体可抑制小鼠实验性结肠炎的发展. 因
此, 将MIF作为靶点有望成为治疗UC的新途径. 
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Abstract
AIM: To clone the murine a-fetoprotein (mAFP) 
gene, construct the eukaryotic expression vector of 
AFP and establish a cell line stably expressing AFP.

METHODS: The total RNA was extracted from 
Hepa1-6 cells. The mAFP gene was amplified by 
reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and cloned into the eukaryotic expres-
sion vector pcDNA3.1 to construct pmAFP. The 
pmAFP was identified by restriction enzyme 
analysis and sequencing, and then stably trans-
fected into EL-4 cell line. Western blot and RT-
PCR were used to detect the expression of mAFP 
protein and mRNA, respectively. EL-4 cells 
stably expressing mAFP were inoculated in the 
back of 6 mice to observe the tumor formation.

RESULTS: The mAFP gene with a length of 

1.8 kb was successfully cloned from the total 
RNA of Hepa1-6 cells. Restriction enzyme analy-
sis and sequencing showed that the 1.8 kb mAFP 
gene was successfully cloned and inserted into 
pcDNA3.1. RT-PCR and Western blot showed 
mAFP was stably expressed in EL-4 cell line. 
The tumor grew to a volume of 2 279.97 ± 235.13 
mm3 22 d after inoculation in 5 mice.

CONCLUSION: The mAFP gene is successfully 
cloned and a cell line stably expressing mAFP, 
named EL-4 (mAFP), is established. EL-4 (mAFP) 
has a good tumor-forming capacity in mice.

Key Words: a-fetoprotein; Mice; Eukaryotic expres-
sion vector; Cell line

Tian G, Yi JL, Liu JL, Weng Z. Gene cloning and expre-
ssion identification of murine a-fetoprotein gene and 
establishment of a cell line stably expressing a-fetoprotein. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(6):626-629

摘要
目的: 克隆小鼠甲胎蛋白(AFP)基因并进行表
达鉴定, 构建小鼠AFP真核表达载体并建立稳
定表达甲胎蛋白的小鼠肿瘤细胞株. 

方法:  从H e p a1-6细胞中提取总R N A进行
RT-P C R, 克隆出小鼠A F P基因 ,  亚克隆于
pcDNA3.1中构建真核表达载体pmAFP, 进
行酶切、测序和表达鉴定, pmAFP稳定转染
EL-4细胞建立EL-4(mAFP)细胞株, RT-PCR
检测E L-4(m A F P)细胞m A F P m R N A的表
达, Western blot检测mAFP蛋白表达, 将EL-
4(mAFP)细胞种植于6只小鼠背部皮下观察成
瘤情况. 

结果: RT-PCR成功克隆出小鼠AFP基因, 酶
切、测 序 和 表 达 鉴 定 证 实 真 核 表 达 载 体
pmAFP构建成功, RT-PCR及Western blot检测
证实EL-4(mAFP)细胞中有mAFP mRNA及蛋
白的表达, 5只小鼠背部皮下种植处有肿瘤形
成, 22 d肿瘤体积为2 279.97±235.13 mm3.

■背景资料
近来的研究表明, 
人AFP存在四个
特殊的免疫表位, 
这四个表位经加
工提呈后能够被
人T细胞识别, 并
能分别诱导培养
的人T细胞和转基
因小鼠产生AFP
特异性的CTL. 另
外还发现, 尽管小
鼠AFP终生存在
(甚至高于人的水
平) ,  其免疫系统
也能够产生针对
此癌胚抗原的T细
胞免疫. 以上发现
为针对AFP的肝
癌免疫基因治疗
提供了依据.

®
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■研发前沿
肝癌的免疫基因
治疗作为一种有
潜 力 的 新 疗 法 , 
是当今研究的热
点. 目前表达AFP
的小鼠肝癌细胞
系均来源于小鼠
自发肝癌细胞系
BW7756. 由于此
细胞系从1957年
传 代 至 今 ,  已 检
测不到MHCⅠ和
M H C Ⅱ 的 表 达 . 
所以现在还没有
合适的研究基于
AFP的肝癌免疫
基因治疗的小鼠
细胞株. 建立表达
AFP的小鼠肝癌
细胞系是肝癌免
疫基因治疗研究
的必备条件之一.

结论: 小鼠mAFP基因克隆成功, 真核表达载
体构建成功, 建立的EL-4(mAFP)细胞株能有
效表达小鼠甲胎蛋白, 在小鼠体内成瘤性良好.

关键词: 甲胎蛋白; 小鼠; 真核表达载体; 细胞株
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0  引言

肝细胞肝癌(HCC)作为常见消化系统肿瘤, 复发

率高, 预后较差[1-7]. 甲胎蛋白(AFP)作为肝癌的

相关抗原在70%以上的肝癌中高表达, 近来的研

究发现AFP存在CTL免疫显性表位, 完全可以作

为肝癌免疫治疗的靶点[8-13], 为肝癌的免疫基因

治疗开辟了新的途径. 但现在还没有合适的用

来研究基于AFP的肝癌免疫基因治疗的小鼠肿

瘤细胞株, 为此, 我们克隆了小鼠AFP基因, 构建

真核表达载体, 并成功建立了稳定表达甲胎蛋

白的小鼠肿瘤细胞株, 为进一步研究基于AFP的
肝癌免疫基因治疗奠定了基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 小鼠肝癌细胞系Hepa1-6和小鼠淋巴

瘤细胞系EL-4由第二军医大学王皓老师惠赠. 
CHO细胞株由中国典型培养物保藏中心提供. 
真核表达载体pcDNA3.1/myc-His购自Invitrogen
公司. RT-PCR试剂盒(Ver.2.1)、Ex Taq高保真

Taq酶、限制性内切酶、T4 DNA连接酶和DNA 
Marke r(DL2000)购自宝生物工程(大连)有限

公司. Trizol试剂和RPMI 1640培养基为Gibco
公司产品, 胎牛血清为Hyclone公司产品. 脂质

体Lipofectamine 2000和Opti-MEM培养基为

Invitrogen公司产品. 质粒小量制备试剂盒和琼

脂糖凝胶核酸纯化回收试剂盒为Omega公司产

品. 羊抗人AFP多克隆抗体购自Sant Cruz公司. 
HRP标记的抗羊二抗为北京中山生物工程公司

进口分装产品. ECL显色剂为Pharmacia公司产

品. 其余试剂均为国产或进口分析纯试剂.
1.2 方法 

1.2.1 小鼠AFP基因的克隆 培养Hepa1-6细胞至

对数期, 用Trizol试剂提取细胞总RNA. 为了克

隆包括分泌信号在内的AFP全长基因, 设计的引

物为P1、P2, P1: 5'-CTCAGGAATTCGCCATGA
AGTGGATCACA-3', 在5'端引入酶切位点Eco R

Ⅰ; P2: 5'-CTCTGCTCTAGATTACTCGAGAAC
GCCCAAAGCATCACG-3', 在3'端引入酶切位

点XbaⅠ. 利用RT-PCR试剂盒反转录出cDNA第

一链, 引物采用Oligo dT. 采用Ex Taq高保真Taq
酶进行随后的PCR. 取3 µL PCR产物进行琼脂

糖凝胶电泳, 观察结果. 
1.2.2 重组质粒的构建、酶切及测序鉴定  克
隆的小鼠AFP基因经Eco RⅠ和Xba Ⅰ同时双

酶切后 ,  琼脂糖凝胶电泳回收、纯化 ;  质粒

pcDNA3.1/myc-His同样经Eco RⅠ和XbaⅠ同时

双酶切后, 回收纯化. 目的基因与质粒按3∶1的
比例混合, 加入T4 DNA连接酶进行连接反应

(18℃, 16 h). 构建的质粒命名为pmAFP. 将上述

连接产物转化大肠杆菌DH5a, 涂平板, 氨苄青

霉素筛选阳性菌落. 挑取单个菌落培养, 小量质

粒制备. pmAFP用Eco RⅠ和XbaⅠ进行单酶切或

双酶切鉴定. 酶切鉴定正确的质粒, 挑取相应菌

落培养后送上海博亚生物工程公司进行双向

测序. 
1.2.3 pmAFP转染CHO细胞与蛋白表达检测 利
用脂质体Lipofectamine 2000瞬时转染CHO-K1
细胞, 按说明书进行操作, 同时做空载体对照. 
在6孔板每孔中加入5×105个CHO-K1细胞, 24 h 
后加入分别稀释于Opti-MEM培养基的4 µg质
粒和10 µL Lipofectamine 2000, 48 h后裂解细

胞, 提取蛋白. 蛋白质经电泳后, 半干法转印至

硝酸纤维素膜上, 一抗为羊抗人AFP多克隆抗

体, 然后用辣根过氧化物酶(HRP)标记的抗羊二

抗孵育, 增强化学发光(ECL)显色. 
1.2.4  建立E L-4(m A F P)细胞系  采用脂质体

Lipofectamine 2000将pmAFP转染EL-4细胞, 
G418(0.4 g/L)筛选, 并以G418(0.3 g/L)维持筛

选. 抗药克隆用RT-PCR检测mAFP mRNA的表

达. Western blot检测mAFP蛋白表达. 
1.2.5 检测EL-4(mAFP)细胞在小鼠体内的成瘤

情况 5-8周龄♀C57BL/6小鼠6只, 按2×109细

胞/L于小鼠背部皮下接种EL-4(mAFP)细胞, 观
察肿瘤生长情况, 每周两次测量肿瘤大小, 按
4/3 πR 3(R  = 半径)计算肿瘤体积.

2  结果

2.1 小鼠AFP基因的克隆 提取的总RNA  A 260/A 280

比值为1.885, 表明总RNA较纯. 以反转录的cDNA
为模板, 用设计引物进行PCR扩增, 所得特异性条

带与预期长度为1.8 kb的目的基因相符(图1).
2.2 重组质粒酶切及测序鉴定 酶切结果证明重
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■创新盘点
EL-4细胞是一种
小鼠淋巴瘤细胞, 
高表达MHCⅠ和
MHCⅡ ,  易于在
C57BL/6小鼠体
内成瘤, 非常适合
用作肿瘤免疫治
疗研究. 本实验建
立的EL-4(mAFP)
细胞株既保留了
高表达MHCⅠ和
M H C Ⅱ 的 特 点 , 
又能表达mAFP, 
为开展基于AFP
的肝癌免疫基因
治疗提供了较好
的研究对象.

组质粒带有相应的目的基因(图2). 对重组子进

行测序, 结果与GenBank blast比对, 本实验克隆

出的小鼠AFP基因与GenBank所给出的小鼠AFP
基因有99.7%的碱基相同, 共有5个碱基不同, 其
中有两个碱基为密码子的第3位碱基, 未改变所

编码的氨基酸.
2.3 Western blot检测蛋白表达 利用脂质体Lipo-
fectamine 2000瞬时转染CHO-K1细胞, 48 h后

提取蛋白. Western blot检测可检出转染细胞中

有M r 70 000的特异性蛋白条带(图3), 表明小鼠

AFP基因在真核细胞内得到表达.
2.4 RT-PCR检测EL-4(mAFP)细胞mAFP mRNA
的表达 RT-PCR检测EL-4(mAFP)细胞mAFP 
mRNA的表达(图4), 方法同上.
2.5 Western blot检测EL-4(mAFP)细胞mAFP蛋白

的表达 Western blot检测EL-4(mAFP)细胞mAFP
的表达(图5), 方法同上.
2.6 EL-4(mAFP)细胞在小鼠体内的成瘤情况 肿
瘤潜伏期8-12 d, 至2 wk时5只小鼠种植处皮

下可触及肿瘤; 22 d时, 肿瘤体积为2 279.97±
235.13 mm3, 3只小鼠于4 wk时死亡, 2只于5 wk
时死亡.

3  讨论

AFP是由胚胎卵黄囊和胎肝合成、分泌的胚性

糖蛋白, 因其与肝癌的高度相关性已被作为诊

断肝癌的两个重要指标之一. 由于对胚胎期经

胸腺阴性选择后体内是否仍然存在抗AFP的T
细胞存有疑虑, 致使以AFP结构本身作为肝癌免

疫基因治疗靶点的设想一直未能付诸实施. 近
来的研究结果表明, 人AFP存在四个特殊的表

位, 这四个表位经加工与HLA-A0201结合后能

够被人T细胞识别, 并能分别诱导培养的人T细
胞和HLA-A0201/Kb转基因小鼠产生AFP特异性

的CTL[8-10]. 另外还发现, 尽管小鼠AFP终生存在

(甚至高于人的水平), 其免疫系统也能够产生针

图 3 Western blot检测结果. 1: CHO-K1/pmAFP; 2: Hepa 

1-6; 3: CHO-K1/pcDNA3.1. 
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图 4 RT-PCR检测EL-4(mAFP)细胞mAFP mRNA的表达. M: 

DNA marker; 1: EL-4(mAFP). 
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图 5 Western blot检测EL-4(mAFP)细胞mAFP的表达. 1: 

EL-4(mAFP); 2: Hepa1-6. 
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图 1 RT-PCR获得小鼠AFP基因. M: DNA marker; 1: 小鼠

AFP基因. 
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图 2 重组质粒pmAFP酶切鉴定. M: DNA marker (DL2000); 

1: pmAFP (Eco RⅠ+Xba Ⅰ); 2: pcDNA3.1 (Eco RⅠ); 3: 

pmAFP (EcoRⅠ). 
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■名词解释
1 表位: 又称抗原
决定簇, 是指抗原
性物质表面决定
该抗原特异性的
特殊化学基团. 
2  主要组织相容
性复合体(MHC): 
是位于脊椎动物
某对染色体的特
定区域、紧密连
锁的编码主要组
织相容性抗原系
统的基因群, 其编
码产物主要分布
在细胞膜表面, 在
免疫应答过程中
起重要作用.

对此癌胚抗原的T细胞免疫[10-13]. 这些研究结果

为探索基于AFP的肝癌免疫基因治疗提供了理

论依据. 针对多种肿瘤抗原的DNA疫苗研究已

取得了令人瞩目的进展[14-19]. 
本实验克隆出的小鼠AFP基因共有1 818个

核苷酸, 与GenBank所给出的小鼠AFP基因有

99.7%的核苷酸相同, 共有5个核苷酸不同, 其
中有2个核苷酸为密码子的第三位核苷酸, 未
改变所编码的氨基酸. 存在差异的原因可能是

GenBank所给出的小鼠AFP基因来源于小鼠

13 d胚胎的肝脏[20]. 
目前表达AFP的小鼠肝癌细胞系有BWIC3

和由其派生出的Hepa1-6. 这两个细胞系来源于

小鼠自发肝癌细胞系BW7756. 由于此细胞系从

1957年传代至今, 已检测不到MHCⅠ和MHCⅡ
的表达[12]. 所以现在还没有合适的研究基于AFP
的肝癌免疫基因治疗的小鼠细胞株. 故本实验

建立了EL-4(mAFP)细胞株, EL-4细胞[15]是一种

小鼠淋巴瘤细胞, 高表达MHCⅠ和MHCⅡ, 易
于在C57BL/6小鼠体内成瘤, 非常适合用作肿瘤

免疫治疗研究. 本实验建立的EL-4(mAFP)细胞

株既保留了高表达MHCⅠ和MHCⅡ的特点, 又
能表达mAFP, 为开展基于AFP的肝癌免疫基因

治疗提供了较好的研究对象. 但EL-4(mAFP)细
胞不是肝脏来源的细胞, 其生物学特性必然与

肝癌细胞有差异, 是其不足之处. 
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Abstract
AIM: To study the mucosal changes, P16 protein 
expression and p16 gene methylation status in 
atrophic gastritis after treatment of folic acid 
(FA).

METHODS: Fifty-six patients, who were diag-
nosed with gastroendoscopy and pathological 
examination, were randomly assigned into FA 
and non-FA treatment group (control). Before 
and after treatment, the clinical symptoms of the 
patients, the levels of plasma FA, and the expres-
sion of P16 protein were observed. Meanwhile, 
the methylation status of p16 gene was detected 
by methylation specific polymerase chain reac-
tion (MSP).

RESULTS: After treatment with FA, The clini-
cal symptoms of patients alleviated rapidly and 
lasted a longer period in FA group. Meanwhile, 

the level of plasma FA was significantly in-
creased (47.98 ± 2.68 µg/L vs 14.37 ± 3.56 µg/L, 
P < 0.01). The pathological changes were notably 
improved and the efficacy rate was 80.8% in FA 
group, which was markedly higher than that in 
the controls (39.3%, P < 0.01). The expression of 
P16 protein was increased with a rate of 61.6% (P 
< 0.01) in comparison with that of control group. 
The methlytion status of p16 gene was normal in 
both groups before and after treatment.

CONCLUSION: Lack of FA plays an important 
role in the pathogenesis of atrophic gastritis. 
FA treatment can elevate the plasma FA level, 
improve the clinical symptoms, and reverse the 
pathological changes to some extent. No aber-
rant methylation exists in atrophic gastritis.

Key Words: Atrophic gastritis; Folic acid; DNA 
methylation; P16 protein

Liu LH, Wu HP, Zhang FX, Liu B, Dong L, Qian Z. Effect 
of folic acid on atrophic gastritis and expression of P16 
protein. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(6):630-633

摘要
目的: 研究叶酸干预萎缩性胃炎后的黏膜改
变、P16蛋白表达变化及p16基因甲基化状态. 

方法: 根据胃镜及病理结果确诊为萎缩性胃
炎的患者56例, 随机分为叶酸治疗组(n  = 28)
和非叶酸治疗组(n  = 28), 治疗前后观察临床
症状、血浆叶酸水平、黏膜病理、P16蛋白
表达变化, 并采用甲基化敏感的内切酶酶切后
PCR法检测p16基因甲基化状态. 

结果: 叶酸治疗组临床症状缓解快而持久, 患
者血浆叶酸水平升高(47.98±2.68 µg/L vs  
14.37±3.56 µg/L, P <0.01), 病理改变逆转(有
效率: 80.8% vs  39.3%, P <0.01), P16蛋白表达
增强, 有效率达61.6%(P <0.01), 而p16基因甲
基化状态两组在治疗前后均正常.

结论: 萎缩性胃炎的发生与叶酸缺乏有关, 叶
酸治疗可以提高血浆叶酸水平, 有效改善临床
症状, 一定程度上逆转胃黏膜的萎缩、肠化和

®

■背景资料
DNA甲基化异常
是胃癌发生的重
要机制之一, 为了
能尽早发现并纠
正, 胃黏膜癌前病
变中DNA甲基化
状态的研究日益
受 到 重 视 .  研 究
表 明 ,  胃 黏 膜 癌
前病变中多种基
因存在甲基化异
常, 而且其程度与
年龄、性别、活
动性炎症、肠化
及幽门螺杆菌感
染有关; 叶酸缺乏
可导致DNA甲基
化的紊乱和DNA
修复机制效率的
减弱, 为了明确叶
酸缺乏的胃黏膜
癌前病变中是否
存在DNA甲基化
异常, 经叶酸治疗
能否纠正这种异
常, 我们不仅观察
了叶酸干预萎缩
性胃炎黏膜病理
改变、P16蛋白表
达变化, 也观察了
p16基因甲基化状
态的变化.
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不典型增生, 能提高P16蛋白表达. 萎缩性胃
炎中不存在甲基化异常.

关键词: 萎缩性胃炎; 叶酸; P16蛋白; 甲基化
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0  引言

萎缩性胃炎是胃黏膜癌前病变之一, 如何使其

逆转已成为目前研究热点. 目前, 国内外研究发

现, DNA甲基化异常与衰老和癌症的发生关系

密切[1]. 流行病学研究已证实, 低叶酸饮食人群

患食管癌、贲门癌、胃癌的相对危险性明显增

高[2]. 动物实验证明, 叶酸摄入充足可有效预防

胃癌的发生[3]. 萎缩性胃炎通常被看作胃黏膜的

老化现象, 在此过程中可能存在叶酸缺乏导致

的DNA甲基丢失、DNA修复能力降低. 因此, 本
研究旨在观察叶酸干预萎缩性胃炎后的黏膜改

变及P16蛋白表达及p16基因甲基化状态. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-02/2005-02, 我院门诊就诊患者中

有食欲减退、恶心、呕吐、腹胀、腹泻、舌质

红、舌面光滑等消化道症状的患者, 进一步胃

镜检查, 根据2000-05全国井冈山会议制定的慢

性萎缩性胃炎诊断标准而确定为慢性萎缩性胃

炎, 伴有肠化或(和)中、重度不典型增生的患者

56例, 年龄50-72岁, 平均54岁, 男35例, 女21例. 
随机分为叶酸治疗组和对照组. 叶酸组28例, 其
中病理结果根据异型程度分级[4]轻度9例, 中度

15例, 重度4例. 对照组28例, 其中病理分级轻度

11例, 中度14例, 重度3例. 两组年龄、性别、病

情、病程无明显差异. 以上病例标本在离体后

一部分固定后石蜡包埋, 另一部分常规酚-氯仿

提取DNA, -20℃保存.
1.2 方法 

1.2.1 干预方法 两组患者均在必要时间断给予

抑酸、或促动力、或助消化药物的对症治疗. 
叶酸组自实验开始给予叶酸10 mg, 3次/d, 疗程

为6 mo, 治疗过程中不坚持服药者, 退出实验. 
对照组仅仅常规的间断给予抑酸、或促动力、

或助消化药物必要的对症治疗. 两组均不给予

胃黏膜保护剂治疗. 治疗过程中每月随访1次. 
1.2.2 血浆叶酸测定 治疗前后空腹采外周静脉

血8 mL, 分离血浆以美国DPC公司叶酸单标记

试剂盒行放射免疫测定. 

1.2.3 胃镜和病理组织学检查 每个患者治疗前

后由同一消化内镜医师检查及同一病理医师阅

片. 疗效观察指标: 减二级或以上为“显效”; 减
一级为“有效”; 无变化甚至加重为“无效”. 
1.2.4 两组治疗前后均进行免疫组化检测P16蛋

白表达 采用ABC法, P16单克隆抗体生物素化的

兔抗鼠IgG和ABC复合物均来自迈新公司. 结果

判断: P16染色阳性者可见胞质或细胞膜呈棕黄

色, 根据切片中阳性细胞占全部细胞数的百分

数, P16的染色结果判断以(+)表示, 表达强度分

4级: (±)阳性细胞数<10; (+)阳性细胞数10-30;  
(++)阳性细胞数31-50; (+++)阳性细胞数>50. 
(±)(+)为弱表达, (++)(+++)为强表达. 
1.2.5 两组治疗前后均采用酶切后PCR法检测

DNA甲基化状态 治疗前后取大致相同部位黏

膜提取DNA, 用甲基化敏感的MspⅠ、HapⅡ内

切酶(中山公司)孵育后进行PCR扩增, 对p16基
因外显子2区域的甲基化状态进行测定, 此区域

有1个MspⅠ酶切位点, 3个HapⅡ酶切位点, 如
这些位点未被甲基化或甲基化发生异常, 就能

被MspⅠ、HapⅡ内切酶切开, 所提取的DNA
就不能扩增 .  p16引物(上海生工生物工程公

司)P1: 5'-CTGCTTGGCGGTGAGGGGG-3', P2: 
5'-GGAAGGTCCCTCAGGTGAGG-3', 反应体系

为: 总体积为25 µL, dNTP 0.2 mmol, 上下游引

物各1 µmol/L, MgCL2 1.5 mmol, Taq酶1.25 U, 
1×反应缓冲液. 扩增条件为: 94℃, 2 min→
94℃, 1 min→57℃, 1 min; 72℃, 1.5 min; 40
个循环→72℃, 5 min. 扩增片段长度为402 bp, 
取扩增产物10 µL行2 g/L琼脂糖凝胶电泳, 紫
外灯下观察. GAPDH作为外参照, 引物为P1: 
5'-CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA-3', P2: 
5'-TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCAC-3', 扩增

片段长度为598 bp.
统计学处理 采用t检验及c2检验.

2  结果

叶酸治疗组有2例患者因其他疾病中途退出治疗, 
对照组无患者退出. 叶酸治疗组患者食欲减退、

恶心、呕吐、腹胀、腹泻、舌质红、舌面光滑

等症状体征明显改善, 发作频次明显少于对照组.
2.1 两组治疗前后血浆叶酸浓度的变化(表1) 叶
酸治疗组患者血浆叶酸含量明显上升, 与对照

组比较差异显著(采用t检验, P <0.01).
2.2 两组治疗前后胃镜下及病理变化结果(表
2) 叶酸治疗组胃黏膜萎缩、肠化及不典型增

生有明显的改善(图1, 2), 总有效率80.8%, 对照

■应用要点
叶酸治疗可以一
定程度上逆转胃
黏膜的萎缩、肠
上皮化生和不典
型增生, 提高P16
蛋白表达.
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组总有效率39.3%, 两组差异显著(采用c2检验, 
P <0.01).
2.3 两组治疗前后免疫组化检测P16蛋白表达

结果 叶酸治疗组治疗前P16蛋白表达为强阳性

者8例, 弱阳性者16例, 2例重度萎缩性胃炎的

患者P16蛋白表达为阴性. 治疗后P16蛋白表达

强阳性者15例, 弱阳性者11例, P16蛋白表达均

为阳性. 16例P16蛋白表达为非强阳性患者的

P16蛋白表达均有变化, 变化率或者说有效率达

61.6%(图1, 图2). 而对照组治疗前P16蛋白表达

为强阳性者7例, 弱阳性者19例, 1例重度萎缩性

胃炎的患者P16蛋白表达为阴性. 对照组治疗后

P16蛋白表达强阳性者8例, 弱阳性者18例, 1例
重度萎缩性胃炎的患者P16蛋白表达仍为阴性. 
患者的P16蛋白表达无明显变化. 
2.4 两组治疗前后p16基因外显子2的甲基化状

态的变化 叶酸治疗组和对照组在治疗前后取大

致相同部位黏膜提取DNA, 用甲基化敏感的Msp
Ⅰ、HapⅡ内切酶孵育后进行PCR扩增, 所有标

本均能扩增, 在2 g/L琼脂糖凝胶上观察到电泳

带, 说明p16基因外显子2区域的甲基化状态正

常(图3).

3  讨论

本次研究结果显示, 胃黏膜癌前病变萎缩性胃

炎患者的血浆中叶酸水平下降, 口服叶酸治疗, 
可使患者的临床症状好转, 提高患者血浆叶酸

水平, 使胃黏膜病理改善, 能增强P16蛋白表达, 
但是p16基因启动子区域均未发生高甲基化. 以
上结果使我们得出如下结论: 叶酸缺乏是萎缩

性胃炎形成原因之一; 叶酸缺乏可能导致萎缩

性胃炎胃黏膜细胞中P16蛋白表达下降; 补充叶

酸治疗可使萎缩性胃炎胃黏膜细胞中P16蛋白

表达增强, 黏膜损伤得以修复, 病理改善; 在萎

缩性胃炎形成和逆转过程中p16基因的甲基化

状态并未发生变化. 
在萎缩性胃炎的发生、发展中叶酸缺乏起

了怎样的作用呢? 叶酸为B族维生素, 主要存在

于蔬菜和水果, 人体自身不能合成叶酸, 必须从

膳食获取. 研究表明, 在人体细胞中, 为消除因

体内、外各种因素导致的DNA损伤, 修复机制

必不可少, 叶酸缺乏导致DNA甲基化的紊乱和

DNA修复机制效率的减弱. 朱舜时 et al [5-6]就叶

    

表 2 治疗前后两组病理学疗效比较

组别              n         显效        有效        无效        有效率 (%)

叶酸组        26        13            8            5            80.8%a

对照组        28          4            7          17            39.3% 

aP<0.01 vs 对照组.

图 1 叶酸治疗前的病理情况(萎缩、肠化明显存在)及P16

蛋白表达降低(免疫组化染色)(ABC×100).

图 2 叶酸治疗后的病理情况(萎缩、肠化减轻, 腺体增生

活跃)及P16蛋白表达增强(免疫组化染色)(ABC×100).

图 3 治疗前后p16基因的甲基化状态. M: maker; 前: 叶酸

治疗前; 后: 叶酸治疗后.

1 543 bp

994 bp

695 bp

515 bp

377 bp

237 bp

 M            前            后        

GAPDH

p16

    

表 1 治疗前后血浆中叶酸含量(mean±SD)

组别                     治疗前 (µg/L)    治疗后 (µg/L)

叶酸治疗组   15.23±6.74    47.98±2.68a

对照组                   16.02±9.32    14.37±3.56b

aP<0.01 vs 叶酸治疗前; bP<0.01 vs 叶酸治疗组.
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酸对胃癌和其他胃肠道癌发生的干预作用进行

了7 a随访, 证实叶酸对胃肠道癌的发生有干预

作用, 叶酸可治疗萎缩性胃炎, 改善胃黏膜病理. 
他认为补充叶酸可以影响胃黏膜基因调控, 减
轻损伤, 抑制增殖, 使萎缩、肠化及异型增生明

显改善, 从而阻断胃癌前病变的进展. 本研究结

果与上述研究结果相同. 因此, 叶酸缺乏可能是

胃黏膜老化、损伤不能及时得以修复, 进而萎

缩、肠化及异型增生发生并不断加重的可能原

因之一. 那么, 叶酸到底是如何促使黏膜修复

的呢?
叶酸是甲基的重要提供者[5-6], DNA甲基化

是最常见的复制后及转录后修饰方式之一, 在
基因表达、调控、发育调节、基因组印迹等方

面发挥重要作用[7]. 因此, 要想知道叶酸如何促

使黏膜修复, 就必须知道在萎缩性胃炎中黏膜

细胞DNA甲基化异常发生在复制后, 还是转录

后? 当甲基缺乏时, DNA复制后不能得到准确

的修饰, 在DNA进一步的复制过程中, 抑癌基因

等这样的调控基因不断的丢失. Jang et al [8]研究

证明p16启动子区域出现甲基化异常, 是胃癌发

生早期的频繁事件. 关志宇 et al [9]报道胃癌患者

p16启动子区域出现甲基化异常而不表达P16蛋
白者占22%, 但在胃炎中该基因启动子未发生

甲基化异常, 而43%的胃癌和59%的癌组织附近

的癌前病变组织中出现p16启动子甲基化异常

现象, 说明该基因启动子甲基化异常发生在胃

癌形成的早期, 而且频率很高, 可成为胃癌危险

性的预测性生物标记. 本研究结果显示萎缩性

胃炎中p16基因启动子未发生甲基化异常. 既然

p16复制后未发生甲基化异常, 那么, 推测P16蛋
白表达异常可能是p16基因转录后的甲基化修

饰过程中发生了异常. 
甲基化不仅是复制后修饰方式之一, 也是

转录后修饰方式之一. Jang et al [8]认为在mRNA
的加工过程中, 常有甲基化修饰, 这种修饰主要

形成6-甲基腺嘌呤(6 mA). 修饰过的碱基存在

于5' Apm6ApC 3'和5' Gpm6ApC 3'这两种序列

中. 哺乳动物mRNA中每100-400个腺嘌呤中就

有一个是甲基化的, 这种甲基化修饰可能发生

在mRNA剪接之前, 目前还不清楚其发生的确切

时间和意义. 推测叶酸缺乏时首先造成基因转

录后甲基化修饰减少, 使mRNA链转录合成后在

拼接、末端修饰和内部修饰等过程中出现错误, 
不能生成成熟的mRNA、rRNA、tRNA, 进一步

将mRNA翻译为蛋白质的一级结构中由于携带

信息的不足, 造成部分基因蛋白表达的下降或

丢失. 在萎缩性胃炎中可能发生了p16基因转录

后的不当修饰或未被修饰, 导致其不能表达或

表达降低. 
另外, 推测叶酸缺乏可能导致了萎缩性胃

炎黏膜细胞中p16转录后基因沉默. 近年来人们

提出基因沉默现象[10]. 尽管转录后水平的基因

沉默是指转基因在细胞核里能稳定转录, 细胞

质里却无相应的稳定态mRNA存在的现象, 且由

于转录出的mRNA降解, 不能正常地翻译成蛋白

质造成的. 关于转录后基因沉默的发生机制, 人
们提出了一系列的假说, 如转基因的甲基化、

重复拷贝以及与内源基因的同源序列等都可以

引起转基因的沉默. 尽管其确切机制还不清楚, 
但科学家们认为基因沉默是自然界中一个非常

复杂和普遍的现象. 因而推测, 萎缩性胃炎这一

胃黏膜的老化过程中首先发生的是基因转录后

沉默, 当这种情况得不到及时恰当的更正后, 细
胞过度凋亡, 老化加速, 或进一步出现DNA复制

过程中的紊乱, 导致癌变. 这种推理尚需在以后

的研究中得到证实. 
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 病例报告 CASE REPORT 

胆囊黏膜相关淋巴组织B细胞淋巴瘤1例

赵 闯, 戴朝六, 舒 红

赵闯, 戴朝六, 中国医科大学盛京医院肝胆乳腺外科 辽宁省
沈阳市 110004
舒红, 中国医科大学盛京医院病理科 辽宁省沈阳市 110004
通讯作者: 戴朝六, 110004, 沈阳市和平区三好街36号, 中国医
科大学盛京医院肝胆外科. daicl-sy@tom.com
电话: 024-81161715  传真: 024-23926097
收稿日期: 2006-01-21    接受日期: 2006-02-09

摘要
患者, 女, 77岁, 因“尿黄, 皮肤黄染伴瘙痒半
个月”入院, 伴白色陶土样便, 半个月体质量
下降约10 kg. CT和MRCP诊断为胆囊癌、胆
道高位梗阻, 后经病理确诊为胆囊黏膜相关淋
巴组织淋巴瘤(B细胞来源), 此病例罕见.

关键词: 黏膜相关淋巴组织型淋巴瘤; 胆囊

赵闯, 戴朝六, 舒红. 胆囊黏膜相关淋巴组织B细胞淋巴瘤1

例. 世界华人消化杂志  2006;14(6):634-636
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0  引言

黏膜相关淋巴组织淋巴瘤(mucosa-associated 
lymphoid tissue lymphoma, MALT)属淋巴结以

外与黏膜组织相关的一种淋巴组织肿瘤性疾病. 
MALT多发生于胃肠道, 胆囊发病者极为罕见, 
我院于近期收治1例胆囊MALT, 现报道如下. 

1  病例报告

患者, 女, 77岁, 以“尿黄, 皮肤黄染伴瘙痒半个

月”于2005-06-30来院就诊. 该患者于半个月前

尿色加深, 呈豆油状, 全身皮肤黄染, 伴瘙痒, 大
便呈白陶土样, 半个月体质量下降约10 kg. 1 a
前曾因子宫肉瘤行子宫及双附件切除、盆腔淋

巴结清除术; 无慢性病史及药物过敏史. 查体: 
全身皮肤黏膜黄染, 未扪及浅表淋巴结肿大, 腹
平软, 右上腹深压痛, 无反跳痛及肌紧张, 肝肋

下约两指, 脾脏未扪及, 肝区叩痛(+), 肠鸣音正

常. 肝脏CT: 考虑为胆囊癌, 累及胆囊管及肝门

部胆管(图1A), MRCP: 高位胆道梗阻, 肝内胆管

扩张, 肝门胆管癌可能性大, 不除外胆囊癌(图
1B). 患者于2005-07-05行肿瘤根治性切除、胆

肠Roux-en-Y吻合术. 术中见肝脏增大, 肋下约

5-6 cm, 表面尚光滑. 胆囊水肿、壁厚, 大小约

7 cm×5 cm×3 cm, 近胆囊颈部胆囊管处可及

块状物, 质韧, 已侵及肝总管, 至左右肝管分叉

部; 左右肝管扩张, 周围未见转移淋巴结.
病理: (1)大体所见: 胆囊7 cm×3.5 cm×

2.5 cm, 壁厚1.5 cm, 黄色, 黏膜尚光滑, 黏膜及

黏膜下组织呈灰白色, 质韧, 胆囊管黏膜呈天鹅

绒状. (2)镜下所见: 胆囊黏膜腺体存在, 无异型

性, 间质见瘤细胞弥漫状排列浸至肌肉层; 瘤细

胞小圆形, 核大浓染, 核仁明显, 分裂像多见(图
2A-B). (3)免疫组化: CK瘤细胞(-), 腺上皮(+); 
LCA瘤细胞(+); CD20大部分为瘤细胞(+); CD3
瘤细胞(-), 有个别正常淋巴细胞(+)(图2C-F). 病
理诊断: 胆囊黏膜相关淋巴组织淋巴瘤(B细胞

来源).
患者于术后2 wk顺利康复出院, 目前还在

随访中.

®

图 1 影像学表现. A: CT胆囊颈部病变累及胆囊管; B: 

MRCP肝内胆管扩张.

A

B

■背景资料
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肠道, 本文报道1
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细胞来源MALT.
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2  讨论

MALT的概念是由英国病理学家Isaacson et al [1]

在1983年首先提出的, 并于1988年得到国际公

认. 现已确定MALT淋巴瘤是起源于黏膜相关淋

巴组织并具有特定的生物学特性和病理学改变

的一类淋巴瘤, 属非霍奇金淋巴瘤(NHL)中的一

种特殊亚型. MALT的发病机制尚不清楚, 有研

究认为与幽门螺杆菌(Helicobacter pylori )感染有

关[2]. 
MALT可发生在各组织器官, 据资料统计涉

及部位达15处之多, 多见于胃肠道, 而发生于胆

囊者罕见, 目前国内只报道2例胆囊MALT[3], 国
外报道亦仅有11例[4]. MALT临床缺乏特征性表

现, 早期不易确诊[5], 与其他类型的肿瘤难以鉴

别, 一般均需借助影像学检查或内镜检查来发

现病灶, 最后需靠病理检查确诊. 本例患者以梗

阻性黄疸为首要症状就诊, CT及MRCP均考虑

图 2 A: 瘤细胞弥漫状排列、浸至肌肉层(HE×100); B: 瘤细胞小圆形, 分裂, 像多见(HE×400); C: CK瘤细胞(－), 腺上皮

(＋); D: LCA瘤细胞(＋); E: CD20大部分瘤细胞(＋); F: CD3瘤细胞(－), 个别正常淋巴细胞(＋).

为胆囊或肝门部胆管肿瘤, 最后经病理确诊为

胆囊黏膜相关淋巴组织B细胞淋巴瘤. 此外该

患者1 a前曾患子宫肉瘤并行手术治疗, 本次患

MALT属于重复癌.
MALT需与其他淋巴瘤侵犯相鉴别, 根据有

关资料认为[6]: (1)必须经病理组织学证实是起

源于黏膜相关淋巴组织; (2)临床及各项辅助检

查除原发病灶及原发病灶相应引流区域淋巴结

肿大外, 无其他部位淋巴组织病变存在; (3)外周

血血细胞计数及分类正常, 无异常细胞发现, 肝
脾正常. 免疫组化检测既可排除与淋巴瘤难以

鉴别的其他类型的恶性肿瘤, 又可进一步确定

MALT的组织学起源、类型、性质和程度, 有助

于临床制定相应的治疗方案.
MALT淋巴瘤预后较结内淋巴瘤好, 尤其是

低度恶性者, 绝大部分可获得长期生存. 目前对

MALT淋巴瘤的治疗尚缺乏统一规范方案, 一

A B

C D

E F
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般认为手术切除加化疗及放疗或中医中药等综

合治疗可提高生存率. 化疗方案常用CHOP方案

(环磷酰胺、阿霉素、长春新碱、泼尼松).

3      参考文献
1 Isaacson P, Wright DH. Malignant lymphoma of 
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2 Sherman PM, Lin FY. Extradigestive manifestation 
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分析. 中华内科杂志  2000; 39: 852
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第十一届全国普通外科学术会议征文通知
本刊讯  中华普通外科杂志编辑部将于2006-07下旬在内蒙古呼和浩特市召开“第十一届全国普通外科学术会

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

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

交流, 经验介绍、开展讨论. 

1 征文内容

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

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

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

2 征文要求

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

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

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

获得国家级继续医学教育一类学分. (3)截稿日期: 2006-06-30.  
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 专家门诊 EXPERT OUTPATIENT SERVICE  

肠易激综合征的诊断和治疗

蔡 淦

蔡淦, 教授, 1938-08生于上海, 1962年毕业于上海中医学
院, 同年应聘上海曙光医院. 现任该院消化科督导、上海中
医药大学内科教授、博士生导师、博士后流动站导师、专
家委员会委员. 兼任上海市中医脾胃病医疗协作中心主任、
国家中医药管理局重点专科脾胃病学科带头人、全国老中
医药专家学术经验继承人导师、国家自然科学基金评委、
上海市科技进步奖评委等职. 曾任上海中医药大学中医系副
主任, 中医内科学教研室主任, 学位评审委员会评委, 中医
内、妇、儿科分会主任, 上海中医药研究院第二临床研究所
副所长, 曙光医院副院长, 新加坡中医学院客座教授, 美国
宝华医学会消化科顾问等职. 
     蔡教授长期从事中医内科的医疗、教学和科研工作, 尤
其擅长于胃肠疾病的治疗和研究, 主持省部级课题10项, 并
获省部级以上科技进步奖5项; 曾二度荣获上海市中医药大
学优秀博士生导师称号, 1995年被上海市人民政府评定为首
届名中医. 蔡教授主编或编写教材、专著共26部, 其中《高
等中医院校教学参考丛书·中医内科学》获国家科技成果
奖. 鉴于对该书的突出贡献, 1997年蔡教授应邀出席了国家
科技奖励大会, 受到党和国家领导人的亲切接见并合影留念.
通讯作者: 蔡淦, 200021, 上海市普安路185号, 上海曙光医院消
化内科. caiganp@126.com
收稿日期: 2006-03-07    接受日期: 2006-03-11

0  引言

肠易激综合征(Irritable bowel syndrome, IBS)
是一种常见的胃肠功能紊乱性疾病. 具有与排

便相关或肠道习惯改变相关的腹痛, 并伴有不

正常排便及腹胀的特征. 近年欧美大样本调查

显示: 肠易激综合征分别占普通人群的22%和

11.6%, 我国报道, IBS占胃肠道专科门诊量1/3, 
占人群的15%左右. 由于症状反复发作, 长期存

在, 对患者生活影响及给工作带来的不便相当

明显, 各种检查和治疗的花费更为可观. 目前对

本病的治疗尚缺少的治疗方法, 中医药由于对

IBS从整体观着眼治疗, 疗效肯定, 副作用少, 其
药物开发正受到国内外重视, 中医药治疗胃肠

功能紊乱性功能性疾病有着广阔的前景. 

1  诊断

罗马Ⅱ标准: 在过去的12 mo中至少有12 wk(可
以是连续的, 也可以是累计的)时间中出现腹部

不适或腹痛, 伴有排便行为的异常, 具体表现为: 
腹部不适或腹痛, 并有以下三项中的二项者: (1)
于排便后缓解; (2)伴有大便次数的改变; (3)伴有

大便性状的改变. 三项指标中以第一项最为重

要, 加上第二或第三项中的一项即可诊断. 如果

具有下述症状更支持IBS的诊断: (1)每周排便<3
次; (2)每天排便>3次; (3)硬或干结的大便; (4)稀
溏或水样便; (5)排便有紧迫感; (6)便急; (7)排便

不尽感; (8)排黏液便; (9)腹部饱胀感.

2  治疗

治疗的目的是消除患者顾虑, 改善症状, 提高生

活质量. 治疗原则是建立在良好医患关系基础

上, 根据主要症状类型进行对症治疗和根据症

状严重程度进行分级治疗.

3  特色

运用中医辨证论治的方法, 注重调和肝脾, 做到

治疗措施的个体化和综合运用.

4   门诊时间

每周二上午8:00-11:30 上海曙光大厦名医中心

门诊部; 每周三上午8:00-11:30 上海曙光医院门

诊八楼专家诊室; 每周五上午8:00-11:30 上海曙

光医院门诊八楼特需门诊.

电编  张敏  编辑 张海宁
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化预防医学、消化护理、消化医学、影像消化

误诊误治、消化中西医结合、消化检验、消化

新技术应用、消化诊断指南、消化治疗指南、

消化病诊断、消化病治疗、消化新药应用、消

化专家门诊. 世界华人消化杂志被国际权威检

索系统美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, 
CA)、荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/
Excerpta Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志

(Abstract Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论

文统计与分析(科技部列选为中国科技论文统

计源期刊)、《中文核心期刊要目总览》2004
年版内科学类的核心期刊、中国学术期刊文

摘、中国生物医学文献光盘数据库、中文科技

资料目录医药卫生、解放军医学图书馆CMCC
系统、中国医学文摘外科学分册(英文版)、中

国医学文摘内科学分册(英文版)收录. 2005年版

中国科技期刊引证报告:《世界华人消化杂志》

的总被引频次为3 353, 位居1 608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1 608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. 世界华人消化杂志荣获2001、2003年度

百种中国杰出学术期刊称号.
1.2 栏目 述评, 食管癌, 胃癌, 肝癌, 病毒性肝炎, 
大肠癌, 幽门螺杆菌, 基础研究, 临床研究, 焦点

论坛, 文献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 
会议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性

及实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作

规范, 表达准确. 专家述评4 000字以内, 研究原

著6 000字以内, 焦点论坛4 000字以内, 文献综

述6 000字以内, 研究快报4 000以内字, 临床经

验1 800字以内, 病例报告800字以内.
2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用, 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. 

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长
10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×6 cm×

4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位表示, 例
如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋白、脂蛋

白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 
葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2结合力、乳

酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三酰甘油、

钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆红素、蛋

白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗坏血酸、

尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维生素B1、

维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质

醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、

叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、促肾上腺皮质

激素、维生素B12用pmol/L. 年龄的单位有日龄、

周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3
小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 七年, 
7 a; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU=16.67 
nkat, 对数log, 紫外uv , 百分比％, 升L, 尽量把1
×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, hr改
成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代号不

用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 但每

天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内不得

有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 而应

写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单位符

号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 mins, 
3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 半个

月, 15 d; 15克, 15 g; 10年, 10 a; 10%福尔马林, 
40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 mL/ L酒精; 5% CO2, 
50 mL/L CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/ L肾上腺

素; 胃黏膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜

蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 
mmol/ L或100 g/ L葡萄糖; 45 ppm=45×10-6; 离
心的旋转频率(原称转速)用r/min, 超速者用g ; 药
物剂量若按体质量计算, 一律以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写γ ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大写

P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标准

差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean±
SE. 统计学显著性用aP  <0.05, bP  <0.01(P  >0.05
不注). 如同一表中另有一套P值, 则cP  <0.05, dP  
<0.01; 第三套为eP  <0.05, fP  <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995
出版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采

用汉字数字 ,  如二氧化碳、十二指肠、三倍

静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60=Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N-甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改

为M r 30 000(M大写斜体, r小写正体, 下角标); 
也可采用分子质量, 其单位是ku,“原子量”应

改为相对原子质量, 即A r(A大写斜体, r小写正

体, 下角标); 也可采用原子质量, 其单位是u(小
写正体). 计量单位在＋、－、±及-后列出. 如
37.6±1.2℃, 45.6±24岁, 56.4±0.5 d.3.56±0.27 
pg/ml 应为3.56±0.27 ng/ L, 131.6±0.4 mmol/L, 
t  =28.4±0.2℃. BP用kPa, 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

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).
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室  河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 男, 1966-02-26
生, 河北省定县人, 汉族. 1994年北京中医药大学

硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病的病理研究.
3.5 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No.30224801 
3.6 通讯作者 格式如: 通讯作者: 马连生, 030001, 
山西省太原市双塔西街77号, 太原消化病研治

中心. wcjd@wjgnet.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:     接受日期: 
3.7 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 署名一般不超过8人. 作者姓名汉语拼音拼

写法规定为: 先名, 后姓; 首字母大写, 双名之间

用半字线“-”分开, 多作者时姓名间加逗号. 格式

如: “潘伯荣”的汉语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位  先写作者 ,  后写单位的全称及省市邮

政编码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, 
Department of Pathology, Chengde Medical 
College, Chengde 067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
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 



www.wjgnet.com

ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2006年2月28日    第14卷   第6期                                   641   

《 世 界 华 人 消
化 杂 志 》 自
2006-01-01起为
旬 刊 发 行 ,  每 月
8、1 8、2 8 日 出
版. 北京报刊发行
局 发 行 ,  邮 发 代
号 :  82-262.《世
界 华 人 消 化 杂
志》出版的模式
为 开 放 存 取 + 印
刷 版 .  免 费 通 过
http://www.wjgnet.
com/1009-3079/
index.jsp获取, 即: 
阅读、下载、复
制、打印和检索
论文的全文.

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……; 
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



World Journal of 
Gastroenterology创
刊于1995-10-01, 
原 刊 名《C h i n a 
National of New 
Gastroenterology 
》 ,  1995-06-27
国科发信字 (95 ) 
2 2 5 号 批 准 国
内 外 公 开 发 行 . 
1998-02-12经国
家科学技术部和
国家新闻出版总
署 批 准 更 名 为
W J G ,  国科发信
字 (1998)027号 . 
2002-11-14经国家
工商行政管理总
局商标局核定使
用商品(第16类), 
获得商标注册证
第2001158号.

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]
2  马连生, 潘伯荣, 马景云. 世界胃肠病学杂志英

文版的现状. 世界华人消化杂志 2001; 9: 855-863 
3  Lam SK. Academic investigator's perspectives of 
medical treatment for peptic ulcer. In:Swabb EA, 
Azabo S, eds. Ulcer disease: investigation and basis for 
therapy. New York: Marcel Dekker, 1991: 431-450  
4  尚克中,  陈九如. 胃肠道造影原理与诊断. 第1
版. 上海: 上海科学技术文献出版社, 1995: 382-385

4  投稿须知
4.1 投稿信件 来稿包括所有作者签名的作者投

稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多投; 
(2)是否有经济利益或其他关系造成的利益冲突; 
(3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所有作

者均符合作者条件, 所有作者均同意该文代表

其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通讯作

者的姓名、地址、电话、传真和电子邮件; 通
讯作者应负责与其他作者联系, 修改并最终审

核复核稿; (5)可建议熟悉该专业的审稿人或因

利益冲突而不适宜审阅该稿的审稿人姓名; (6)
来稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄

密, 如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所

有参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版

出版权转让给本刊编辑部, 所有来稿均需接受

同行审阅.
4.2 审稿过程 所有来稿均经2位同行专家的严格

评审, 所有审稿人的姓名对作者通常是保密的. 
投稿时, 作者可以提出要求回避的同行专家名

单, 也可以推荐2位非本单位的审稿人, 尤其是

本刊编委会成员. 审稿过程大约需要1 mo.
4.3 录用 来稿经本刊编辑部初审、2位同行专家

评审, 将评审后的稿件分为优先发表、可以发

表、修改后发表、修改后再审、退稿等项处理. 

录用稿件作者需交纳发表费, 发表后可获得2本
样刊及20套单行本(稿酬).
4.4 修改时间 来稿经同行专家审查后, 认为内容

需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把原

稿寄回给作者自行修改. 当原稿退还作者修改

时, 作者必须于1 mo内将修改后的稿件及软盘

寄回编辑部; 逾期寄回的, 作重新投稿处理.
4.5 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 
编辑部可将文章在《中国学术期刊光盘版》、

《中文生物医学期刊/会议文献数据库》等媒体

上长期发布; 作者允许该文章被美国《化学文

摘》、《荷兰医学文摘库/医学文摘》、俄罗斯

《文摘杂志》、《中国生物学文摘》等国内外

相关文摘与检索系统收录. 
4.6 投稿清单 (1)投稿函; (2)第1部分为题名及作

者, 作者及单位, 第1作者简介, 基金资助项目, 通
讯作者Email, 电话, 传真, 收稿日期, 接受日期; 
(3)第2部分英文摘要; (4)第3部分中文摘要; (5)第
4部分为0引言, 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法, 
统计学处理, 2 结果, 3 讨论, 致谢, 4 参考文献.
4.7 投稿地址 在线投稿: http://www.wjgnet.com/
wcjd/ch/index.aspx. 邮局寄送(已在线提交的稿

件不必再寄): 请将打印的稿件一式2份(附高质

量的图)、存有全文(文字、图表)的磁盘和其他

信息(全部文件的清单, 各文件的名称、格式和

使用平台等)寄往: 100023, 北京市2345信箱, 世
界胃肠病学杂志社.

世界胃肠病学杂志社

100023, 北京市2345信箱

郎辛庄北路58号院怡寿园1066号
电话: 010-85381901
传真: 010-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com 
http://www.wjgnet.com
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编者按 世界华人消化杂志自创刊已有14 a历
史, 目前已经发展成为旬刊. 2006年本刊开辟

了“海宁信箱”专栏, 旨在促使形成作者、读

者、编者互动的局面, 适应我国消化病事业的

飞速发展, 创办高质量的学术期刊, 进一步活跃

学术界. 本专栏面向作者、读者、以及编委征

集反馈信息, 希望借用大家的力量来引导杂志

向更高的质量迈进. 反馈信息包括对杂志的总

体评价、事实纠错、文字更正、解释说明, 编
辑部会如实地将这些信息以公开或匿名的方

式刊登在每期的固定位置. 反馈信息可以通过

Email发送至h.n.zhang@wjgnet.com, 也可以发送

手机短信至13910684938.

1 反馈信息

1.1 本杂志内容广泛, 涉及消化系多种疾病; 栏
目设置合理, 适应多种类型论文的刊登, 反映出

本学科的进展; 印刷精致, 版式新颖. (阴赪宏 研
究员, 首都医科大学附属北京友谊医院感染暨

急救医学科)
1.2 杂志印刷精美, 版面设计新颖, 尤其是同行

评价、背景资料、应用要点、创新盘点等内容

言简意赅, 提纲携领, 给人耳目一新的感觉, 充
分体现了杂志色创新之处. 杂志所刊文章, 科学

性强, 其中可圈可点的精品不少. 2006年第1期

第60页, 该文是对肝门阻断前后肠道颜色及组

织结构的客观描述, 故用“症状明显”不妥, 应
改为“现象明显”. (黄颖秋 教授, 本溪钢铁(集
团)有限责任公司总医院消化内科) 
1.3 拜读世界华人消化杂志2006年第14卷第1期
后, 颇感欣慰. 贵刊为国内消化学术界提供了一

个基础好、立意新、前景远的交流平台. 贵刊

吸引并聚集了国内本领域几乎所有高层次的专

家为其撰稿、审稿, 我们可以从中领略到国内

一流水平的文章. 医学科学史一个基础与实践

相结合的学科, 基础研究只有应用于实践才能

产生质的飞跃. 希望贵刊在今后的内容涉及中, 
适当增加临床经验体会和总结文章, 可以吸引

更多不同层次的读者群. 希望贵刊越办越好. (陈
治水 主任医师, 解放军第211医院中医科)

编辑回应

首先, 对所有关注和支持本刊的读者、作者、以

及编委表示衷心感谢, 对他们的批评我们一定虚

心接受. 我们保证在以后的工作中一定加强监

督、规范工作流程, 不断提高杂志的质量. 其次, 

有了这些高度敬业、严肃对待学术的读者、作

者、以及编委, 我们有信心将本刊进一步推向更

高的发展领域.

世界华人消化杂志  2006年2月28日; 14(6): 643
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 海宁信箱  

世界华人消化杂志作者、读者、编委反馈信息

2006年, 《世界华
人消化杂志》在
线办公系统将正
式开通, 从投稿到
出版所有环节一
律在网上实现, 将
会大大缩短从投
稿到出版的时间. 
世界胃肠病学杂
志社, 100023, 北
京市2345信箱郎
辛庄北路58号院
怡寿园1066号 电
话: 010-85381901  
h t t p : / / w w w .
wjgnet.com/wcjd/
index.jsp.
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