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摘要
丁酸和叶酸是酪酸梭菌的主要代谢产物. 人
体内丁酸的血清半衰期仅仅6 min. 肠道菌群

合成的叶酸量是人从食物中摄取的叶酸量1.5
倍. 产丁酸和叶酸的肠道菌群足以影响人体

丁酸和叶酸的供应、吸收及代谢等生理状态. 
酪酸梭菌产生的丁酸能抑制去乙酰化酶活

性、产生的叶酸参与甲基化和去甲基化, 二
者各自起到了调节宿主的基因表达, 预防和

治疗肠炎、肠癌等肠道疾病的作用.
 
关键词: 丁酸; 叶酸; 肠炎; 肠癌; 基因表达; 去乙酰

化酶; 甲基化; 表观遗传
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0  ��引言

联合国粮农组织(FAO)和世界卫生组织(WHO)
在2001年定义: 益生菌是“经适量服用后, 有益

于其宿主健康的活的微生物[1]. 酪酸梭状芽孢杆

菌(Clostridium butyricum, 下简称酪酸梭菌)是
1877年就已经开始被人们研究的益生菌[2]. 属
于人类肠道正常菌群[3]. 日本国千叶医学院的

Miyairi博士1933年分离到酪酸梭菌, 1940年实

现其商业化生产. 此后, 酪酸梭菌先后被作为人

用处方药、非处方药、 兽药、 饲料添加剂、

食品添加剂等广泛应用. 酪酸梭菌的主要代谢

产物有丁酸、叶酸和多种维生素等[4]. 本文对丁

酸和叶酸预防与治疗肠道疾病及其分子基础作

一综述. 

1  丁酸和叶酸的吸收与代谢

1.1 丁酸的吸收和代谢 短链脂肪酸(SCFA)一般

是食物纤维或聚糖在结肠中经厌氧菌发酵后产

生的[5-6], 其速率>100 mmol/d[7-8]. 与甲酸、乙酸、

丙酸比较, 丁酸在SCFA中所占比例较高. 结肠

内SCFA的浓度因人们食物不同而有差别, 因肠

道微生态菌群不同而有变化. 近端结肠内SCFA
浓度高达70-140 mmol/L, 而远端结肠内下降到

20-70 mmol/L. 结肠上皮细胞优先吸收利用丁酸
[9-10]. 肝门循环中, 丁酸浓度较高[11], 汗液和粪便

中也含有微量丁酸[6,12]. 一般食物中都不含丁酸, 
但牛奶是人类的丁酸来源之一. 反刍动物是唯一

的其奶中含有较多丁酸的动物. 全牛奶中含有的

乳脂不到4%[13-15]. 100 mol牛乳脂中含有7.5-13.0 
mol丁酸[15]. 人乳中的乳脂含量和牛、羊的近似, 
但丁酸含量仅为乳脂的0.4%[16], 比牛乳脂中的

丁酸含量(3.1%)和羊的(2.6%)低得多[17]. 用小猪

体内研究表明, 丁酸只在结肠中合成, 其他内脏

组织基本不合成丁酸. 核素示踪法[18]研究SCFA
吸收的结果表明, 人结肠中, SCFA的吸收和代谢

能力很强, 其中尤以丁酸为快. 正是由于其代谢

速度很快, 所以人体内丁酸的血清半衰期仅仅

6 min[19-20]. 
1.2 叶酸的吸收和代谢 叶酸是B族维生素之一, 
由蝶啶对氨基苯甲酸和1个或多个谷氨酸结合

而成. 人和其他哺乳动物都只能通过肠道吸收

外源的叶酸而不能自身合成叶酸. 因此, 肠道

在调节和控制叶酸的吸收与代谢、维持人体

内叶酸的动态平衡方面起着决定性的作用 [21]. 
人体内叶酸供应不足是全世界都很常见的现

象, 而肠道内叶酸吸收过程发生障碍往往是其

主要原因. 志愿者口服生理剂量的14C标记叶酸

后, 10 min内就有被标记叶酸在血浆中出现[22], 
2 h内达到峰值. 口服剂量的90%被吸收. 42 d
后, 口服剂量的75%以上的叶酸仍然保持在体

内. 2004年Lin et al [23]发现, 叶酸表观吸收系数

为0.65到0.97, 均值0.79. 从食物中吸收的叶酸量

为248-1762 nmol/d, 均值826 nmol/d. 在口服后

4.2 min内受试者血浆中出现14C叶酸. 血浆中标
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记叶酸的峰值在口服后2 h出现并随后开始下

降. 红细胞中出现14C标记是在口服标记叶酸后

的第6天, 第20天达到峰值, 第80天后进入平台

期, 随后由于血液循环中红细胞的老化而不断下

降. 对于慢性腹泻或吸收不良的患者, 胆汁中的

叶酸分泌很可能导致叶酸缺乏. 一天内胆汁可

以给胃肠道供应227 nmol叶酸[24]. 2004年, kim 
et al发现[25], 婴儿固体排泄物中的叶酸占日摄取

叶酸总量的63%. 配方奶粉喂养婴儿(简称奶粉

儿)的粪便中, 叶酸的平均含量是完全母乳喂养

婴儿(简称母乳儿)的2倍. 这种差异的原因很可

能是结肠中的肠道菌群不同, 特别是合成叶酸

的肠道菌和消耗叶酸的肠道菌的相对比例不同. 
母乳儿的粪便叶酸为47.1±36.9 nmol/d, 其中有

13.7-22.8 nmol来源于母乳, 有24.3-33.4 nmol/d
来源于肠道菌; 而奶粉儿的粪便叶酸为148.5±
109.3 nmol/d, 其中有47.9-79.9 nmol来源于奶粉, 
有68.6-100.6 nmol/d来源于肠道菌. 无论母乳儿

或奶粉儿, 其肠道菌群合成的叶酸量都大大超过

从食物中摄取的叶酸量, 前者大约是后者的1.5
倍. 由此可见, 产叶酸的肠道菌群合成叶酸的总

量足以影响人体叶酸供应、吸收和代谢等生理

状态. 叶酸对于组成核酸的嘌呤和嘧啶的生物合

成以及包括高半胱氨酸在内的几种氨基酸的代

谢都是必需的. 叶酸作为酶代谢中最活跃的辅酶

之一, 参与蛋氨酸的代谢循环. 叶酸还参与肾上

腺素、胆碱、肌酸等有机物质的合成. 叶酸在叶

酸还原酶、二氢叶酸还原酶和其他酶的作用下, 
最终形成甲基四氢叶酸. 甲基四氢叶酸为一碳单

位的载体, 参与组成DNA和RNA的嘌呤、嘧啶

等重要物质的生物合成[26]. 在一碳代谢中, 叶酸

的作用至关重要. 正常情况下, 来自丝氨酸或甘

氨酸的一碳单位被转移到四氢叶酸, 形成5, 10-
亚甲基四氢叶酸[27]. 5, 10-亚甲基四氢叶酸既可

以被用于胸腺嘧啶脱氧核苷的生物合成, 也可以

氧化为甲酰四氢叶酸后用于嘌呤的生物合成, 或
者还原为5-甲基四氢叶酸后用于蛋氨酸的生物

合成[28]. 在依赖于ATP的腺苷转移酶的作用下, 
将腺苷转移到蛋氨酸, 形成S-腺苷蛋氨酸(SAM). 
SAM极其重要, 具有不稳定的甲基, 可以为生物

体内近100种甲基化反应提供其甲基. 这些反应

中就包括DNA, RNA和蛋白质的甲基化[29]. 

2 丁酸和叶酸预防与治疗肠道疾病

2.1 丁酸与肠道黏膜和肠炎 大量动物实验和人

体临床研究表明, 丁酸在修复肠黏膜和治疗肠

炎时发挥重要作用. 经葡聚糖硫酸钠(DSS)处理

后, 急性结肠炎小鼠结肠内丁酸吸收减少, 导致

黏膜的完整性受到破坏[30]. DSS诱发结肠炎的早

期, 黏膜通透性就开始增加, 并伴随细胞存活率

的下降和组织学的变化. 而丁酸能够逆转黏膜

通透性的增加[31]. 丁酸、乙酸等SCFA促进小鼠

空肠[32]和回肠[33]的上皮细胞增殖. 用SCFA滴注

法[34]证实了丁酸修复肠道黏膜的作用. 大鼠模

型也进一步证实, 丁酸的确能减轻实验性肠炎

对黏膜的损伤[4]. 灌肠实验表明, 丁酸对功能失

调和萎缩的大鼠黏膜表面有保护作用[35]. 如果

肠上皮细胞发生丁酸饥饿, 就可能引发溃疡性

结肠炎或者其他炎症[36]. 丁酸和5-氨基水杨协同

作用减少炎症因子转谷氨酰胺酶和血栓素的合

成[37]. 大鼠结肠炎增加癌变的发生[38], 而丁酸具

有很强的防止癌变的作用. 随机双盲双模拟对

照实验[39]和临床研究[40]表明, 产丁酸的酪酸梭

菌治疗急性慢性腹泻效果很好. 丁酸对远端结

肠炎患者有治疗作用[41]. 丁酸显著增加黏蛋白

的合成[42], 从而对治疗效果产生很好的影响. 溃
疡性肠炎患者的还原性细菌产生硫化物诱导黏

膜的上部隐窝过度增殖, 而丁酸能逆转这种硫

化物诱导的致病性作用[43]. 丁酸灌肠也被用于

有效的治疗顽固性溃疡结肠炎[44]和直肠乙状结

肠炎[45]. 膳食纤维作为肠道菌的发酵底物, 在促

进肠道菌生长的同时, 产生大量的SCFA, 尤其

是大量的丁酸. 丁酸对防止肠炎和癌变有显著

作用[46]. 抗性淀粉有利于治疗肠炎, 其原因就是

来源于抗性淀粉发酵的丁酸能恢复肠黏膜的完

整性[47]. 因此, 丁酸被认为是结肠黏膜的生长诱

导剂和炎症抑制剂[16]. 土著东非人和相同环境

下生活的欧洲人相比, 罹患肠癌、心脏病等非

感染性疾病的比例要低很多, 其原因是土著东

非人的膳食中, 高含量膳食纤维有利于丁酸产

生[48]. 2005年Ohkawara et al [49]用1, 2-二甲肼(1, 
2-dimethylhydrazine)诱发小鼠癌前病变, 产生变

性隐窝, 再饲喂产丁酸的丁酸菌. 结果发现, 变
性隐窝数和含3或4个变性隐窝的病灶数都减少

了. 说明产丁酸菌抑制了这种癌前病变. 有趣的

是这种菌被匀浆后就不起作用, 提示了对于抑

制癌前病变, 完整的活细菌是必须的. 我国吴恺 
et al [50]和程勇前 et al [51]研究表明, 酪酸梭菌能调

节肠道菌群平衡, 具有重新建立平衡的微生态

环境的功能. 
2.2 丁酸与肠癌 大约2千年前就有人猜测炎症是

癌症发生的原因[52]. 19世纪, Rudolf Virchow证实

■研发前沿
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了肿瘤在慢性炎症部位发生[53]. 在肿瘤内或其

周围微环境中, 某些细胞分泌促炎症因子TNFα, 
IL-1, IL-6,和 IL-8等, 还分泌基质降解酶, 生长

因子和活性氧. 这些因子和活性氧导致DNA的

损伤[54], 最终导致癌症发生. 酪酸梭菌产生大量

丁酸, 在防治肠道疾病、特别是防治结肠直肠

癌[55-56]和调节基因表达等方面发挥十分重要的

作用[57]. 在体外实验或人体研究中, 丁酸都能抑

制多种癌细胞的增殖, 因此被认为是一种抗癌

剂[16]. 丁酸的防癌作用主要集中于结肠癌[58]. 丁
酸对于结肠上皮细胞保持正常的形态和完整的

功能十分重要. 丁酸的缺乏是结肠炎的主要原

因[59], 也可能导致结肠癌和自发性溃疡性结肠

炎. 在丁酸作用下, 结肠蛋白质合成增加, 从而

促进肠上皮细胞愈合[60]. 丁酸在肠道中是一种

保护剂, 降低肠癌发病风险[61]. 丁酸还能诱导

细胞凋亡, 并能抑制肠癌发生[62-63]. 用丁酸治疗

实体瘤的动物实验[64]和临床研究[65-66]几年前就

已开始并逐步取得了进展[67]. 丁酸抑制癌细胞

的增生[68], 也能抑制表皮生长因子诱导的细胞

增生, 并通过下调环氧合酶(cyclooxygenase)抑
制人肠微血管内皮细胞的血管发生, 从而抑制

癌的生长[69]. 丁酸钠能够抑制乳腺癌[70], 在治疗

恶性胶质瘤中也发挥作用[71]. Clarke et al [72]和

Iacomino et al [73]利用结肠癌的模型发现, 丁酸

的同型物三丁酸甘油酯(tributyrin)通过活化细

胞凋亡蛋白酶(caspase-3)而诱导癌细胞的凋亡. 
也有研究表明, 三丁酸甘油酯对人的癌瘤有治

疗作用[74-75]. 丁酸抑制结肠癌细胞的生长[76], 还
能抑制人体侵袭性结肠癌细胞[77]. 联合应用丁

酸和IL-2甚至能使晚期结肠癌发生逆转[78]. 
2.3 叶酸与肠道疾病 缺乏叶酸可能增加罹患结

肠直肠癌、肺癌、胰腺癌、食道癌、胃癌、宫

颈癌、乳腺癌以及成神经细胞瘤和白血球过多

症的风险[79]. 大量的流行病学和临床研究提示, 
从食物中吸收叶酸的量, 血液中叶酸的浓度都

与结肠直肠癌发生的风险成反相关[80-84], 叶酸缺

乏引起肿瘤发生前的DNA低甲基化[85]. 食物叶

酸浓度很低时, 人的淋巴细胞也发生DNA低甲

基化现象. 如果补充叶酸, 则DNA低甲基化现象

被逆转[86]. Freudenheim et al [87]于1991年首先提

出叶酸能减少癌症发生的风险. 随后有研究表

明, 叶酸缺乏增加了癌症发生的风险[79]. 对428
例结肠癌和372例直肠癌进行的病例对照研究

表明, 叶酸缺乏与癌症发生有密切关系[87]. 食物

叶酸含量低时增加乳腺癌、胰腺癌和结肠癌发

生的风险[88]. 对121 000例55-69岁的受试者进行

的15 a内长期补充叶酸的研究表明, 叶酸能够减

少结肠癌的发生[89]. 溃疡性结肠炎、结肠癌与基

因甲基化密切相关[90], 溃疡性结肠炎和结肠癌患

者有4个基因比没有肠炎和结肠癌的受试者(对
照)的甲基化程度要高得多. 溃疡性肠炎患者容

易罹患结肠癌, 而叶酸供应不当可能是发生结

肠癌的重要原因. Biasco et al [91]给24个溃疡性结

肠炎患者服用叶酸(15 mg/d) 或安慰剂, 结果发

现, 叶酸有利于直肠细胞增殖, 而安慰剂没有作

用. 刘丽华 et al [92]用叶酸干预性治疗萎缩性胃

炎, 结果发现, 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, 病理改变逆转, 有
效率达61.6%.

3  丁酸和叶酸防治疾病的分子基础

3.1 丁酸调节基因表达 丁酸在分子和细胞水平

上的作用机制得到了广泛的研究[8,93-95]. 在结肠

中, 丁酸能够穿过结肠细胞的细胞质膜和细膜

核膜, 再与其受体结合, 从而影响基因的转录, 
最终导致结肠细胞的生理状态发生变化. 丁酸

调节基因的转录, 下调25种基因、上调88种基

因的表达[96]. 在结肠癌细胞HT29中, 丁酸下调

c-myc的表达, 抑制DNA合成[97]. 在11种分化诱

导剂中, 只有丁酸能够增加人结肠癌细胞中的

半乳凝素-1的表达[98]. 这种结合半乳糖苷的凝

集素与癌细胞的分化相关, 并且参与了细胞黏

附. 去氧胆酸是结肠癌的诱发因子. 丁酸能抑制

结肠中去氧胆酸诱导的细胞增殖[99-100]. 在肠道

黏膜上覆盖着黏液层, 其主要成分是高分子量

的黏蛋白. 他们构成了肠腔内抵御有害微生物

入侵的第一道防线. 在基因转录水平, 丁酸上

调黏蛋白基因的表达[101]. 丁酸盐增加酪氨酸羟

化酶和前脑啡肽mRNA的转录水平[102]. 丁酸钠

引起Burkitt's淋巴瘤的c-myc原癌基因永久性下

调[103-104]. 丁酸钠也调控原癌基因c-jun的表达[105]. 
3.2 丁酸是组蛋白去乙酰化酶抑制剂 丁酸通

过抑制组蛋白去乙酰化酶(histone deacetylase, 
HDAC)的活性而实现对基因表达的调控. 通过

这种抑制使转录作用受到调节的基因有很多

种. 例如:  钙结合蛋白(calbindin), 细胞周期调

节蛋白, 也称周期素(cyclin), 周期素依赖性蛋

白激酶的抑制剂P21等等. 因为去乙酰化酶不

仅在组蛋白的乙酰化中发挥作用, 而且对非组

蛋白, 包括多个转录因子和高移动性的一些蛋

白质的乙酰化也发挥作用. 因此, 这就造成了
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基因表达既有上调也有下调的现象[106]. 丁酸调

节基因表达, 可能发生在翻译水平, 但更多的是

在转录水平. 而转录水平的调节主要在于丁酸

抑制去乙酰化酶的活性[95,107-108]. 组蛋白的超乙

酰化(hyperacetylation), 特别是H3和H4的超乙

酰化, 往往与RNA转录本的积累和蛋白质的从

头合成密切相关[109-110]. 用丁酸处理Hela细胞的

研究表明, 在转录因子结合到他们位于核小体

内的识别部位这一过程中, 组蛋白H4有重要作

用[111]. HDAC决定了染色质的乙酰化和去乙酰

化状态[112], 保持着二者之间的平衡, 最终调节基

因的表达. 由于HDAC的抑制剂能够通过调节转

录过程而恢复被沉没了的基因的功能, 所以关

于HDAC抑制剂的研究极其重要. 酪酸梭菌产生

的丁酸就正是这样一种HDAC抑制剂. 丁酸在人

结肠中的浓度为2-12 mmol/L , 具有生理作用[5], 
是组蛋白去乙酰化酶抑制剂[113-114]. 用5 mmol/L
丁酸处理HeLa细胞时, 被乙酰化的组蛋白H4的
含量是对照的3倍[115], 说明丁酸抑制了组蛋白

去乙酰化酶的活性. 组蛋白乙酰转移酶(HAT)和
HDAC参与了细胞的很多生理过程, 例如DNA
复制、基因转录、基因沉默、细胞周期、细

胞分化、和遗传毒性反应以及癌瘤的发生等

等[116]. 因为丁酸是HDAC的抑制剂, 因此对这些

过程也产生影响. 所以在临床上丁酸被作为一

种安全的抗癌剂进行深入的研究. 染色质上发

生组蛋白去乙酰化的位置可能是其区域划分的

位置[117]. 染色质的组蛋白发生乙酰化和去乙酰

化, 二者的平衡调节着基因的表达. HDAC决定

了二者之间的平衡, 因此, 实际上HDAC在调节

基因表达方面起着关键作用[112]. 例如, 丁酸促进

某些基因的超乙酰化, 从而增加了这些基因的

转录[118]. 
3.3 叶酸和DNA甲基化 DNA甲基化是DNA上胞

嘧啶第5位碳原子和甲基间的共价结合, 胞嘧啶

由此被修饰为5甲基胞嘧啶(5-mC). 哺乳动物基

因组DNA中5-mC约占胞嘧啶总量的2%-7%, 绝
大多数5-mC存在于CpG二联核苷(CpG doublets)
中. 结构基因5'端附近富含CpG二联核苷的区域

称为CpG岛. 基因调控元件(如启动子)所含CpG
岛中的5-mC会阻碍转录因子复合体与DNA的结

合, 所以DNA甲基化一般与基因沉默相关联, 非
甲基化一般与基因的活化相关联, 去甲基化则

往往与一个沉默基因的重新激活相关联. 
由于发生甲基化而使基因失活似乎是癌变

的极早期事件, 例如在结肠癌的癌前病变组织

中就发现过特定基因的甲基化, 并观察到甲基

化程度和整个病程演进过程中的相关性. 肿瘤

形成中表观遗传修饰的病理作用为我们提供了

一种不涉及DNA序列改变的病因研究途径, 也
为我们提供了一种肿瘤治疗新手段. 对于医师

和药物研发企业来讲, 他比基因治疗具有更大

的吸引力. 20多年前就已经发现, 在癌细胞中存

在DNA甲基化异常的现象[119]. 在人类癌细胞中, 
基因启动子区的超甲基化与基因的转录沉默有

关. 这种现象像DNA突变一样普遍, 是一种使抑

癌基因失活的机制[120-121]. 有一些候补的抑癌基

因在通常情况下不能被突变作用所失活, 但是

却可以通过启动子区的超甲基化机制实现转录

沉默[120]. 如果那些抑制肿瘤发生的基因被异常

地甲基化, 就会导致恶性肿瘤的发生[122-123]. DNA
甲基化是基因转录的一种非常重要的调节方

式[26]. 在维持细胞正常的生理功能方面, DNA甲

基化的作用至关重要. 一旦DNA甲基化的方式

发生异常, 就很可能引起癌症的发生. 5-甲基四

氢叶酸(MTF)、二氢叶酸(DF)和四氢叶酸(TF)
都是叶酸代谢中间产物. 用叶酸(FA)或者上述

叶酸代谢中间产物中的一种(10 mg/L)预先处理

结肠癌HCT-116细胞株48 h, 再将这些结肠癌细

胞在存在或不存在100 mL/L胎牛血清的情况

下, 加入FA或者DF, TF, 5-MTF中的一种, 继续培

养48 h. 结果表明, 由于叶酸及其代谢中间产物

5-MTF增强了甲基化作用, 所以显著抑制了结肠

癌细胞的表皮生长因子受体启动子的活性[124]. 
因而, 在结肠直肠癌发生发展过程中, 叶酸实际

上发挥了抑制癌瘤生长的作用. 
3.4 叶酸和亚甲基四氢叶酸还原酶 亚甲基四氢

叶酸还原酶(MTHFR)是甲基代谢过程的重要

分枝点[26], 他决定了叶酸库中的叶酸是用于从

高半胱氨酸合成蛋氨酸还是用于胸苷酸或其他

分子的合成. MTHFR基因存在单核苷酸多型性

(677C→T). 这个基因的单核苷酸多型性既与丙

氨酸-缬氨酸取代有关, 也与这种还原酶的活性

有关[125]. 基因型为MTHFR677TT的个体, 其细

胞内主要积累5, 10-亚甲基四氢叶酸. 而基因型

为MTHFR677CC或者MTHFR677CT的个体, 其
细胞内以5-甲基四氢叶酸占优势[126]. 5, 10-亚甲

基缺乏时, 一磷酸脱氧尿苷不能足量的形成一

磷酸脱氧胸苷, 导致DNA聚合酶错误地将尿苷

作为胸苷合成到DNA中. 因此, 如果有丰富的叶

酸营养, 因而能够增加5, 10-亚甲基四氢叶酸, 则
MTHFR 677TT基因型可能是有益的. 然而, 当
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叶酸缺乏时, MTHFR677TT基因型就可能是有

害的[127]. 正是由于叶酸缺乏能够引起DNA合成

中发生错误, 还能影响DNA的甲基化, 所以, 叶
酸与癌症的发生、发展以及预防和治疗有密

切的联系. 在4项关于MTHFR677C→T多型性

与结肠癌的关系的研究[128-131]中, 结果都表明, 
MTHFR677TT基因型个体在低风险食物(即叶

酸含量高而乙醇含量低)情况下, 癌瘤发生的风

险小. 与此相反, 如果食物中叶酸含量低而乙醇

含量高, MTHFR677TT基因型个体癌瘤发生的

风险就高于其他基因型. 
3.5 叶酸和基因表达 大鼠结肠中P53的表达因为

叶酸缺乏而减少, 但当补充叶酸时, 其表达又超

过了基线水平[132]. P53转录的稳态水平与叶酸

的供应呈正相关性. 人鼻咽拟表皮癌细胞中, 叶
酸缺乏导致5种基因表达被上调, 3种基因表达

被下调[133]. 尽管叶酸缺乏时造成总体DNA低甲

基化, 但是在5'CpG岛则被超甲基化, 并且导致

H-钙黏蛋白基因表达的下调. 年轻大鼠缺乏叶

酸时, 84种基因表达被下调, 52种基因表达被上

调;  而老年大鼠缺乏叶酸时, 21种基因表达被下

调, 41种基因表达被上调[134]. 由此可见, 年轻的

成鼠对于叶酸缺乏似乎有更强烈和宽广的反应. 
叶酸供应不足的情况下, 老化诱导几种免疫相

关基因表达的下调作用. 如果给叶酸供应不足

的大鼠补充叶酸, 则P53和胰岛素样生长因子结

合蛋白-3的基因表达就不再发生下调作用. 由此

可见, 充足的叶酸供应阻止了老化过程中某些

关键基因的有害变化, 从而减少了与老化相关

的癌症的发生风险. 生物合成过程中的甲基化

反应和核苷酸的生物合成之间存在着一种平衡, 
如果这种平衡被打破就导致叶酸相关的癌变发

生[29]. 例如, 5, 10-亚甲基缺乏时, 一磷酸脱氧尿

苷不能充分足量的形成一磷酸脱氧胸苷, 导致

DNA聚合酶错误的将尿苷作为胸苷合成到DNA 
中[135]. 在叶酸缺乏症患者的白血细胞DNA中, 
每个细胞含约4 000 000个尿嘧啶分子. 在患者

补充叶酸后, 这个数字下降到200 000[136]. 补充

叶酸还降低了染色体断裂的频率. 这种错误地

将尿苷合成到DNA中的现象会导致基因组异常, 
例如增加自发突变[137], 对破坏DNA的试剂更加

敏感[138]、染色体畸变率更高[139-140]、DNA复制

中的错误频率也会更高[140-142]. 用动物模型的研

究表明, 缺乏叶酸的饲料饲喂大鼠后导致其基

因组DNA的断裂, 引起P53基因的破坏[143], 还诱

导肠道细胞中P53肿瘤抑制基因的突变[144]. 

人的肠道内有1013到1014个微生物 .  他们

的基因组所包括的基因数至少是人基因组所

包括的基因数的100倍[145]. 他们极大的增强了

多聚糖、氨基酸、外源性化学物质的代谢, 促
进了甲烷生成 ,  有利于维生素和类异戊二烯

的生物合成 .  而这些代谢产物中有很多被人

体直接利用. 实际上, 人体内发生的是人体代

谢和微生物代谢交织在一起的混合代谢 .  因
此, 整体的“人”实际上是一种“超级生物”

(superorganism). 或者, 我们也可以把肠道微生

物看作人体的“特殊器官”. 深入细致的研究

肠道微生物这一“特殊器官”, 不仅会推动人

体生理、生化代谢、分子遗传、尤其是表观遗

传等方面的基础研究, 而且必将在疾病预防、

诊断和治疗以及新药开发方面获得令人满意

的进展. 人体内丁酸的血清半衰期极短, 而且

60%-70%的丁酸被用于能量代谢. 所以, 直接口

服丁酸防治肠道疾病显然不是合适的方法, 而
利用在肠道中产生丁酸的益生菌是日益受到重

视的选择. 肠道菌群合成的叶酸量大大超过了

从食物中摄取的叶酸量. 产叶酸的肠道菌群足

以影响人体叶酸供应、吸收和代谢等生理状态. 
酪酸梭菌产生大量的丁酸和叶酸, 在调节肠道

菌群平衡, 调控基因表达, 阻止肠恶变方面发挥

了其他益生菌和药物不可替代的重要作用.
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Abstract
AIM: To probe the effects of chemically modified 
small interfering RNA (siRNA) targeting tissue 
inhibitor of metalloproteinase-2 (TIMP-2) on 
liver fibrosis as well as its possible mechanism in 
rats.

METHODS: A total of 42 male rats were ran-
domly and averagely divided into 7 groups: 
a normal group, a negative control group, a 
sham-operated group, a model group and three 
siRNA-treated groups (treated with 0.05, 0.1, 
and 0.2 mg/kg siRNA via portal vain, respec-
tively). Carbon tetrachloride (CCl4) was used 
to induce liver cirrhosis. All the rats were sac-
rificed at 8 wk to collect liver tissue specimens, 
and the portal vein pressure (PVP) was mea-

sured. The pathological changes of liver tissues 
were observed after HE and Van Gieson (VG) 
staining. The levels of alanine aminotransfer-
ase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), 
hyaluronic acid (HA), laminin (LN), procola-
gen type Ⅲ (PCⅢ), collagen type Ⅳ (CIV) and 
hydroxyproline (Hyp) were measured. The 
mRNA expression of TIMP-2, collagen type I 
(COLI), collagen type Ⅲ (COLⅢ) and α-smooth 
muscle actin (α-SMA) were detected by quan-
titative real-time polymerase chain reaction 
(QRT-PCR). The protein expression of TIMP-2, 
α-SMA and MMP-2 were analyzed by Western 
blott or gelatin zymography.

RESULTS: In comparison with those in the 
model group, the pathological changes in the 
three siRNA-treated groups (treated with 0.05, 
0.1, and 0.2 mg/kg siRNA, respectively) were 
markedly attenuated, and the levels of PVP (2.2 
± 0.1, 1.9 ± 0.1, 1.6 ± 0.1 kPa vs 2.7 ± 0.1 kPa, P < 
0.05), ALT (2089.3 ± 154.5, 1869.8 ± 138.0, 1422.5 
± 139.7 nkat/L vs 2717.2 ± 193.8 nkat/L, P < 
0.05), AST (3634.1 ± 242.7, 2739.4 ± 141.3, 2286.6 
± 145.5 nkat/L vs 4067.5 ± 251.5 nkat/L, P < 0.05), 
HA (176.0 ± 10.2, 160.6 ± 9.3, 109.9 ± 9.4 μg/L vs 
206.3 ± 17.0 μg/L, P < 0.05), LN (93.1 ± 8.2, 71.4 
± 7.5, 55.9 ± 7.3 μg/L vs 116.6 ± 10.8 μg/L, P < 
0.05), PCⅢ(71.2 ± 6.1, 64.1 ± 5.1, 53.6 ± 4.3 μg/L 
vs 91.2 ± 8.9 μg/L, P < 0.05), CIV (64.3 ± 5.4, 
50.7 ± 5.8, 41.6 ± 4.4 μg/L vs 80.3 ± 6.8 μg/L, P 
< 0.05) and Hyp (328.7 ± 17.6, 279.7 ± 16.3, 230.4 
± 16.1 μg/g vs 380.7 ± 20.6 μg/g, P < 0.05) were 
significantly lowered. QRT-PCR showed that the 
mRNA expression of TIMP-2, COLI, COLⅢ and 
α-SMA in the three siRNA-treated groups were 
decreased significantly as compared with those 
in the model group (7.53 ± 0.83, 5.04 ± 0.75, 1.30 
± 0.49 vs 23.23 ± 2.14, P < 0.05; 33.38 ± 2.85, 22.80 
± 2.48, 11.45 ± 1.27 vs 43.18 ± 3.32, P < 0.05; 19.23 
± 1.95, 13.21 ± 1.35, 10.11 ± 1.09 vs 25.90 ± 2.23, P 
< 0.05; 23.76 ± 2.06, 15.33 ± 1.25, 10.53 ± 1.02 vs 
34.85 ± 3.16, P < 0.05). Western blot or gelatin zy-
mography showed that the protein expression of 
TIMP-2, MMP-2 and α-SMA in the three siRNA-
treated groups were also decreased significantly 
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as compared with those in the model group 
(23.27 ± 3.06, 14.13 ± 1.86, 9.16 ± 1.33 vs 44.83 ± 
5.45, P < 0.05; 23.80 ± 2.14, 15.58 ± 1.52, 9.52 ± 0.93 
vs 39.90 ± 3.23, P < 0.05; 24.58 ± 2.59, 19.29 ± 2.31, 
13.40 ± 1.98 vs 57.19 ± 7.07, P < 0.05).

CONCLUSION: Chemically modified siRNA 
targeting TIMP-2 can down-regulate the expres-
sion of TIMP-2, decrease the contents of extracel-
lular matrix, and inhibit the activation of hepatic 
stellate cells.

Key Words: Tissue inhibitor of metalloproteinase-2; 
Small interfering RNA; Liver fibrosis; Gene therapy

Hu YB, Li DG, Li GM, Sun C, Xu QF. Effects of chemically 
modified small interfering RNA targeting tissue inhibitor 
of metalloproteinase-2 on carbon tetrachloride-induced 
liver fibrosis in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(32):3081-3087

摘要
目的: 研究化学合成经修饰抗金属蛋白酶组织

抑制剂-2(TIMP-2)小干扰RNA(siRNA)对CCl4

诱导的大鼠肝纤维化的影响及其作用机制. 

方法: SD大鼠42只随机平均分成7组：正常

组、阴性对照组、假手术组、模型组, 治疗

组(分3组, 分别用0.05、0.1、0.2 mg/kg siRNA 
尾静脉注射). 以400 mL/L CCl4(3 μL/g) sc诱
导大鼠肝纤维化. 8 wk后所有动物取肝组织标

本, 测门静脉血压(PVP)并经腹主动脉取血. 常
规HE染色和Van Gieson(VG)胶原染色, 检测

血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天冬氨酸氨

基转移酶(AST)、透明质酸(HA)、层粘连蛋

白(LN)、Ⅲ型前胶原(PCⅢ)、Ⅳ型胶原(CIV)
和羟脯氨酸(Hyp). 应用荧光实时定量PCR法
检测T IMP-2、Ⅰ型胶原纤维(COLⅠ)、Ⅲ

型胶原纤维(C O L Ⅲ)和α-平滑肌肌动蛋白

(α-SMA) mRNA的表达. 应用Western blot或明

胶酶谱法检测TIMP-2、α-SMA 和MMP-2蛋
白的表达. 

结果: 各治疗组在应用抗TIMP-2 siRNA治疗

后组织学病变减轻, PVP较模型组降低(2.2
±0.1, 1.9±0.1, 1.6±0.1 kPa vs  2.7±0.1 kPa, 
P <0.05), 血清ALT和AST减少(2089.3±154.5, 
1869.8±138.0, 1422.5±139.7 nkat/L vs  2717.2
±193.8 nkat/L, P <0.05; 3634.1±242.7, 2739.4
±141.3, 2286.6±145.5 nkat/L vs  4067.5±
251.5 nkat/L, P <0.05), 反映肝纤维化指标的

HA, LN, PCⅢ, CIV和Hyp均显著低于模型

组(176.0±10.2, 160.6±9.3, 109.9±9.4 μg/L 
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vs  206.3±17.0 μg/L, P <0.05; 93.1±8.2, 71.4
±7.5, 55.9±7.3 μg/L vs  116.6±10.8 μg/L, 
P <0.05; 71.2±6.1, 64.1±5.1, 53.6±4.3 μg/L 
vs  91.2±8.9 μg/L, P <0.05; 64.3±5.4, 50.7±
5.8, 41.6±4.4 μg/L vs  80.3±6.8 μg/L, P <0.05; 
328.7±17.6, 279.7±16.3, 230.4±16.1 μg/g vs  
380.7±20.6 μg/g, P <0.05). 各治疗组TIMP-2, 
COLⅠ, COL Ⅲ和α-SMA mRNA的表达较模

型组明显减少(7.53±0.83, 5.04±0.75, 1.30
±0.49 vs  23.23±2.14, P <0.05; 33.38±2.85, 
22.80±2.48, 11.45±1.27 v s  43.18±3.32, 
P <0.05; 19.23±1.95, 13.21±1.35, 10.11±1.09 
vs  25.90±2.23, P <0.05; 23.76±2.06, 15.33±
1.25, 10.53±1.02 vs  34.85±3.16, P <0.05), 且
TIMP-2, MMP-2和α-SMA蛋白的表达也相

应减少(23.27±3.06, 14.13±1.86, 9.16±1.33 
vs  44.83±5.45, P <0.05; 23.80±2.14, 15.58±
1.52, 9.52±0.93 vs  39.90±3.23, P <0.05; 24.58
±2.59, 19.29±2.31, 13.40±1.98 vs  57.19±
7.07, P <0.05).

结论: 化学合成经修饰抗TIMP-2 siRNA能显

著降低TIMP-2的表达, 促进细胞外基质的降

解, 抑制肝星状细胞的活化.

关键词: 金属蛋白酶组织抑制剂-2; 小干扰RNA; 

肝纤维化; 基因治疗
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0  引言

金属蛋白酶组织抑制剂-2(t issue inhibi tor of 
metalloproteinase-2, TIMP-2)是体内多种基质金

属蛋白酶(matrix metalloproteinases, MMPs)的
特异性抑制剂之一. 在肝纤维化时TIMP-2表达

增加, 一方面他通过抑制MMPs的活性从而减

少细胞外基质(extracellular matrix, ECM)的降

解, 导致ECM的过度沉积[1]. 另一方面, TIMP-2
能够通过膜型MMP-1(membrane type 1 matrix 
metalloproteinase, MT1-MMP)介导活化MMP-2, 
降解基底膜, 促进炎症细胞的侵袭和肝星状细

胞(hepatic stellate cell, HSC)的活化[2-3]. 因此抑

制T I M P-2在肝纤维化中的表达, 将有可能阻

断肝纤维化的进一步发展. 小干扰RNA(small 
in terfer ing RNA, s iRNA)是RNA干扰(RNA 
interference, RNAi)过程中的效应分子, 他能够高

www.wjgnet.com

■研发前沿
普通化学合成的

s iRNA存在一些

不足, 例如脱靶效

应, 非特异性效果

以及不稳定性, 而
化学合成经修饰

siRNA将改善上述

问题.
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效特异性的沉默同源性靶mRNA的表达, 从而达

到基因沉默的目的. 本研究采用化学合成经修

饰抗TIMP-2 siRNA防治CCl4诱导的肝纤维化动

物模型, 探讨其作用机制, 为siRNA应用于临床

奠定实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠42只, 体质量240-260 g, 由
中国科学院上海实验动物中心提供. 化学合成

经修饰抗TIMP-2 siRNA由美国Invitrogen Life 
Technologies公司设计合成. 抗TIMP-2 siRNA正

义链: 5'-GCCAAGUUCUUUGCCUGCAUCAAG
A-3'; 反义链: 5'-UCUUGAUGCAGGCAAAGAA
CUUGGC-3'. 抗TIMP-2 siRNA阴性对照(control 
siRNA)正义链: 5'- GCCUUGUUCCGUGUCUA
CACAAAGA-3'; 反义链: 5'-UCUUUGUGUAGA
CACGGAACAAGGC-3'. 转染试剂Lipofectamine 
2000购自美国Invitrogen Life Technologies公司. 
定量RT-PCR试剂盒(ExScript RT-PCR Kit)购自大

连TaKaRa公司. RNA抽提试剂TRIzol由上海生

工生物工程技术服务有限公司提供. 抗β-肌动蛋

白(β-actin)抗体和抗TIMP-2抗体购自武汉博士

德公司. 抗α-平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle 
actin, α-SMA)购自美国Sigma公司. 辣根酶标记

二抗购自美国Santa Cruz公司. SuperSignal West 
Pico化学发光底物购自美国Pierce Biotechnology
公司. 透明质酸(hyaluronic acid, HA)、层黏连蛋

白(laminin, LN)、Ⅲ型前胶原(procolagen type Ⅲ, 
PCⅢ)、Ⅳ型胶原(collagen type Ⅳ, CIV)放射免

疫分析试剂盒购自上海海研医学生物技术有限

公司. 羟脯氨酸(hydroxyproline, Hyp)试剂盒购自

南京建成生物工程研究所. 
1.2 方法 将动物随机分为7组, 每组6只. siRNA阴

性对照组, 假手术组和模型组分别给予0.1 mg/
kg control siRNA经鼠尾静脉注射, sc橄榄油

(3 μL/g)及sc 400 mL/L CCL4(3 μL/g), 每3天1次, 
至第8周末. 治疗组分为3组, 分别予sc 400 mL/L 
CCL4(3 μL/g), 每3天1次, 2 wk后各治疗组分别

同时给予0.05 mg/kg siRNA(治疗1组)、0.1 mg/
kg siRNA(治疗2组)和0.2 mg/kg siRNA(治疗3组)
以及相应剂量Lipofectamine 2000(10, 20, 40 μL)
经鼠尾静脉注射, 每3天1次, 至第8周末. 所有动

物经门静脉测压(portal vein pressure, PVP), 腹主

动脉取血, 同时取肝组织右叶约10 g. 采用HE常
规染色和标准Van Gieson(VG)胶原染色, 光镜下

观察肝细胞变性、坏死、炎症细胞浸润及胶原

沉积情况. 
1.2.1 血清学和肝组织Hyp检查 血清丙氨酸氨基

转移酶(alanine aminotransferase, ALT)和天冬氨酸

氨基转移酶(aspartate aminotransferase, AST)由美

国Beckman LX20生化自动分析仪检测. HA, LN, 
PCIII, CIV和Hyp的检测分别按试剂盒说明书操

作. 
1.2.2 荧光实时定量PCR 用TRIzol试剂盒提取肝

组织总RNA, 紫外分光光度计测定RNA浓度. 按
定量RT-PCR试剂盒说明书取1 μg总RNA逆转录

合成cDNA, 然后以Sybr Green作为荧光标记物, 
在LightCycler荧光实时定量PCR仪(Roche公司, 
德国)上进行PCR反应. PCR引物: TIMP-2正义

链, 5'- ACCCAGAAGAAGAGCCTAAACCA-3', 
反义链, 5'- GTCCATCCAGAGGCACTCATC-3'; 
a-SMA正义链, 5'-CCGAGATCTCACCGACTAC
C-3', 反义链, 5'-TCCAGAGCGACATAGCACAG
-3'; Ⅰ型胶原纤维(collagen type Ⅰ, COL Ⅰ)正义

链, 5'-GAGGGCGAGTGCTGTCCTT-3', 反义链, 
5'-GGTCCCTCGACTCCTATGACTTC-3';  Ⅲ型

胶原纤维(collagen type Ⅲ, COL Ⅲ)正义链, 5'-T
GAAGGAAATAGCAAATTCACTTACAC-3', 反
义链, 5'-TCAAAGACTGTCTTGCTCCATTC-3'; 
3'-磷酸甘油醛脱氢酶(glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase, GAPDH)正义链, 5'-GCATGGCCT
TCCGTGTTCCTACC-3', 反义链, 5'-GCCGCCTG
CTTCACCACCTTCT-3'. 反应条件如下: 预变性 
95℃ 10 s; 30个循环中95℃ 5 s, 60℃ 20 s, 72℃ 
5 s. 通过融解曲线分析和电泳确定目的条带, 使
用正常SD大鼠肝组织制作外在标准曲线, 通过

双标准曲线法进行相对定量, 即特异性基因表达

量/管家基因表达量(GAPDH). 
1.2.3 Western印迹检测TIMP-2和α-SMA的表达 
组织标本经裂解液提取蛋白后, 采用BCA法定量

蛋白浓度. 蛋白变性后在100 g/L SDS-聚丙烯酰

胺凝胶中电泳分离, 完毕后采用半干法将蛋白电

转移到聚偏二氟乙烯(polyvinylidene difluoride, 
PVDF)膜上, 用50 g/L的脱脂奶粉封闭后, 先后

加入特异性一抗和相对应的二抗, 最后经化学

发光法在X片上显影并扫描结果条带, 测定光密

度值. 采用特异性基因光密度/管家基因光密度

(β-actin)相对定量. 
1.2.4 明胶酶谱法检测MMP-2蛋白表达 细胞上

清液浓缩后, 在Novex Zymogram Gels胶中进行

非变性电泳, 复性缓冲液室温轻摇30 min后倾去, 
显色缓冲液平衡30 min, 然后显色缓冲液37℃过

■创新盘点
与其他TIMPs不同

的是, TIMP-2可以

活化MMP-2, 从而

促进肝纤维化的

发生、发展.
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 ■应用要点
本 研 究 证 明 应

用 化 学 合 成 经

修饰s iRNA沉默

TIMP-2的表达, 促
进ECM的降解, 抑
制HSC的活化, 将
为肝纤维化的治

疗提供新的有效

方法.

A B C

D E F

G

图  1  化学合成经修饰抗TIMP-2小干扰RNA病理形态学的改变. A-G: HE×100; H-N: VG×40; A, H: 正常组; B, I: 阴性对
照组; C, J: 假手术组; D, K: 模型组; E, L: 治疗1组; F, M: 治疗2组; G, N: 治疗3组.

H I

J K L

M N
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夜,  1 g/L考马斯亮蓝染色, 脱色, 拍照.
统计学处理 应用SAS 6.12软件包进行统计

分析, 数据以mean±SD表示, 组间差异使用方差

分析, 两两比较采用Student-Newman-Kewls法, 
以P <0.05表示有统计学差异.

2  结果

正常组, 阴性对照组和假手术组肝小叶形态无

异常, 未见肝细胞变性、坏死及炎症细胞浸润, 
VG染色未见纤维间隔形成; 模型组肝小叶正常

结构消失, 有大量炎症细胞浸润, 可见肝细胞变

性、坏死, VG染色可见纤维间隔, 假小叶形成; 
治疗1组肝小叶形态异常, 有炎症细胞浸润, 可
见肝细胞脂滴变性, VG染色可见少量纤维组织; 
治疗2组可见大量肝细胞脂肪变性, VG染色可见

少量纤维组织; 治疗3组可见少量肝细胞脂肪变

性, VG染色未见明显纤维组织(图1). 
2.1 PVP, ALT, AST, HA, LN, PCⅢ, CIV和Hyp的
改变 正常组、阴性对照组和假手术组3组之间

PVP, ALT, AST均无统计学差异, 各治疗组PVP, 
ALT, AST, HA, LN, PCⅢ, CIV和Hyp均显著低于

模型组(P <0.05, 表1), 且各治疗组之间的变化具

有统计学差异(P <0.05).
2.2 TIMP-2, COL Ⅰ, COL Ⅲ和α-SMA mRNA表

达的影响 模型组TIMP-2 mRNA的表达显著高

于正常组(P <0.05, 表2), 各治疗组TIMP-2 mRNA
的表达显著低于模型组(P <0.05, 表2), 且治疗3
组TIMP-2 mRNA的表达与正常组比较无统计学

差异; 模型组COLⅠ、COL III和α-SMA mRNA
的表达显著高于正常组(P <0.05, 表2), 各治疗组

COLⅠ、COL Ⅲ和α-SMA mRNA的表达显著低

于模型组(P <0.05, 表2).
2.3 TIMP-2, MMP-2和α-SMA蛋白表达的影响 模
型组TIMP-2蛋白的表达显著高于正常组(P<0.05, 
表3), 各治疗组TIMP-2蛋白的表达显著低于模型

组(P<0.05, 表3), 且治疗2组和治疗3组TIMP-2蛋
白的表达接近正常组水平(图2); 模型组MMP-2
蛋白的表达显著高于正常组(P <0.05, 表3), 各治

疗组MMP-2蛋白的表达显著低于模型组(P<0.05, 
表3), 且治疗3组MMP-2蛋白的表达显著低于正

常组(P <0.05, 图3); 模型组α-SMA蛋白的表达显

著高于正常组(P <0.05), 各治疗组α-SMA蛋白的

表达显著低于模型组(P <0.05, 表3), 且治疗3组
α-SMA蛋白的表达接近正常组(图4).

3  讨论

反义寡脱氧核苷酸、核酶和siRNA都是基因沉

默的有效手段, 但是目前认为siRNA对基因表达

的沉默效率高于反义寡脱氧核苷酸和核酶[4-5], 
因此应用siRNA进行基因治疗将有更广阔的前

景. 然而普通标准的siRNA也存在一些不足, 如
脱靶效应, 非特异性效果以及不稳定性. 为了解

决这些问题, 最近一些研究者采用化学合成经

修饰siRNA的方法, 在活体内进行基因沉默, 取
得了明显的治疗效果[6-7]. 本研究使用不同浓度

的化学合成经修饰抗TIMP-2 siRNA进行实验性

■名词解释
1 小干扰RNA:  一
种 短 片 段 双 链

RNA分子 ,  能够

以同源互补序列

的mRNA为靶目

标 降 解 特 定 的

mRNA, 这个过程

就是RNA干扰途

径. 
2 膜型基质金属蛋

白酶: 是基质金属

蛋白酶家族中的

一类分子, 他们通

过跨膜结构域或

与糖基化磷脂酰

肌醇锚连而定位

于细胞表面.

    

表  1  抗TIMP-2 siRNA对PVP, ALT, AST, HA, LN, PCIII, CIV和Hyp的影响

分组        PVP (kPa)    ALT (nkat/L)          AST (nkat/L)             HA (μg/L)          LN (μg/L)      PCIII (μg/L)    CIV (μg/L)    Hyp (μg/g)

正常
阴性对照
假手术
模型
治疗1 
治疗2 
治疗3 

1.1±0.1
1.2±0.1 
1.2±0.1
2.7±0.1a

2.2±0.1ac

1.9±0.1ac

1.6±0.1ac

  425.1±96.5
  480.7±109.8
  530.7±129.3
2717.2±193.8a

2089.3±154.5ac

1869.8±138.0ac

1422.5±139.7ac

  575.1±94.7
  683.5±118.3
  736.3±103.5 
4067.5±251.5a

3634.1±242.7ac

2739.4±141.3ac

2286.6±145.5ac

  70.1±7.2
  75.8±4.5
  79.4±5.1
206.3±17.0a

176.0±10.2ac

160.6±9.3ac 

109.9±9.4ac

  30.3±4.4
  34.4±5.4
  35.6±4.9
116.6±10.8a

  93.1±8.2ac

  71.4±7.5ac

  55.9±7.3ac

41.9±5.2
39.4±5.0
44.9±4.1
91.2±8.9a

71.2±6.1ac

64.1±5.1ac

53.6±4.3ac

11.0±2.3
10.7±2.9
11.9±2.5
80.3±6.8a

64.3±5.4ac

50.7±5.8ac

41.6±4.4ac

191.3±15.2
191.5±16.4
196.3±15.4
380.7±20.6a

328.7±17.6ac

279.7±16.3ac

230.4±16.1ac

aP<0.05 vs 正常组;  cP<0.05 vs  模型组.

       1        2         3        4         5        6      7

TIMP-2

b-actin

      1       2        3        4        5       6       7
MMP-2
pro-MMP-2

图  2  Western印迹检测TIMP-2蛋白的表达. 1: 正常组; 2: 
阴性对照组; 3: 假手术组; 4: 模型组; 5: 治疗1组; 6: 治疗2组; 
7: 治疗3组.

图  3  明胶酶谱法检测MMP-2蛋白的表达. 1: 正常组; 2: 阴
性对照组; 3: 假手术组; 4: 模型组; 5: 治疗1组; 6: 治疗2组; 7: 
治疗3组.



www.wjgnet.com

3086                         ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2006年11月18日    第14卷   第32期

 

肝纤维化的防治, 证明能够有效抑制TIMP-2基
因和蛋白的表达. 

目前认为ECM合成与降解失衡是肝纤维化

形成的根本原因, 而MMPs及其抑制剂TIMPs是
调节ECM的关键酶[8-9], 因此肝纤维化的防治包

括2个方面: 促进ECM的降解(如增加MMPs的
表达)和抑制ECM的合成(如减少TIMPs的表达). 
国内外研究已经证实增加一种MMPs的表达或

者减少T IMP-1的表达能够减轻实验性肝纤维

化的发生、发展[10-12]. 然而已知的MMPs有20余
种, 增加一种MMPs的表达无法考虑各种MMPs
之间的相互作用, 并且表达合成的MMPs酶原如

何高效转化为有活性的MMPs也是一个值得考

虑的问题. 虽然抑制TIMP-1的表达能够增加多

种MMPs的活性, 但是TIMP-1无法像TIMP-2那
样和MMP-2及MT1-MMP形成三联复合体, 而后

者是MMP-2活化所必需的过程[2,13]. 因此, 抑制

TIMP-2的表达将伴随MMP-2活化的减少, 这和

我们在实验中发现应用抗TIMP-2 siRNA治疗后

MMP-2蛋白的表达也随之减少相一致. 
肝纤维化时以Ⅰ型和Ⅲ型胶原纤维增加

为主, Ⅳ型胶原纤维、HA、LN、Hyp亦有所

增加[14]. 在给予抗TIMP-2 siRNA干预6 wk后, 
上述纤维化指标均明显降低, 表明抑制TIMP-2

的表达能够显著减少ECM的沉积. 本研究还发

现, 经抗TIMP-2 siRNA治疗后, 各治疗组的门

静脉压力显著低于模型组, 说明减少ECM的沉

积, 从而避免假小叶的形成, 有利于改善肝纤

维化时血流动力学的异常变化. 目前研究认为, 
肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)的活化与

肝纤维化的发生密切相关, 而α-SMA则是HSC
活化的重要标志[15]. 我们应用抗TIMP-2 siRNA
进行抗肝纤维化治疗, 能够降低α-SMA基因和

蛋白的表达, 间接证明活化HSC的数量明显减

少, 这可能和抑制MMP-2的活化作用有关[3]. 总
之, 通过从调节ECM平衡这一肝纤维化发生的

最终环节入手, 应用化学合成经修饰siRNA沉默

TIMP-2的表达, 促进ECM的降解, 抑制HSC的
活化, 将为肝纤维化的治疗提供新的有效方法. 
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■同行评价
本文研究了抗金

属 蛋 白 酶 组 织

抑制剂 -2小干扰

RNA对CCl4诱导

的大鼠肝纤维化

的影响及其作用

机制. 该方法是对

抗纤维化的有益

探索, 实验内容中

检测标志物比较

全面, 检测手段先

进, 方案设计细致, 
有较高学术价值.

    

表  2  抗TIMP-2 siRNA对TIMP-2, COL I, COL III和α-SMA mRNA表达的影响

分组	          TIMP-2	    COL I	                COL III	         α-SMA

正常
阴性对照
假手术
模型
治疗1 
治疗2 
治疗3 

  1.87±0.73
  2.07±0.59
  2.17±0.71
23.23±2.14a

  7.53±0.83ac

  5.04±0.75ac

  1.30±0.49c

  6.90±1.05
  7.23±1.10
  6.89±1.34
43.18±3.32a

33.38±2.85ac

22.80±2.48ac

11.45±1.27ac

  3.81±1.22
  4.08±1.10
  4.03±1.11
25.90±2.23a

19.23±1.95ac

13.21±1.35ac

10.11±1.09ac

  1.74±0.94
  1.78±0.92
  1.95±0.86
34.85±3.16a

23.76±2.06ac

15.33±1.25ac

10.53±1.02ac

aP<0.05 vs 正常组;  cP<0.05 vs  模型组.

    

表  3  抗TIMP-2 siRNA对TIMP-2, MMP-2和α-SMA蛋白
表达的影响

分组	       TIMP-2             MMP-2              α-SMA

正常
阴性对照
假手术
模型
治疗1 
治疗2 
治疗3 

11.28±1.59
12.08±1.88
13.43±1.58
44.83±5.45a

23.27±3.06ac

14.13±1.86c

  9.16±1.33c

15.02±1.16
14.97±1.02
15.03±1.07
39.90±3.22a

23.80±2.14ac

15.58±1.52c

  9.52±0.93ac

12.11±1.83
12.87±1.84
12.60±1.72
57.19±7.07a

24.58±2.59ac

19.29±2.31ac

13.40±1.98c

aP<0.05 vs 正常组;  cP<0.05 vs  模型组.

b-actin

a-SMA

       1        2         3         4          5          6        7

图  4   Western印迹检测α-SMA蛋白的表达. 1: 正常组; 2: 
阴性对照组; 3: 假手术组; 4: 模型组; 5: 治疗1组; 6: 治疗2组; 
7: 治疗3组.
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Abstract
AIM: To clarify the mechanisms of renal 
vasoconstriction in hepatorenal syndrome (HRS) 
by investigating the effect of tumor necrosis 
actor-α (TNF-α) on the expression of type 1 
inositol 1,4,5-triphosphate receptors (IP3R) in 
renal tissues.

METHODS: Ex vivo perfused rat kidney model 
was used in this study. Male Wistar rats were 
randomly divided into 3 groups: control group 
(group A), heparin (10 mg/L) treatment group 
(group B), and TNF-α (1 μg/L) treatment group 
(group C). After perfusion, immunohistochemi-
cal staining, Western blot, and real-time quan-
titative polymerase chain reaction (RTQ-PCR) 
were used to detect the distribution and expres-
sion of type 1 IP3R in renal tissues�.

RESULTS: Immunohistochemical staining 

showed that type 1 IP3R protein was localized at 
the plasma region of glomerular mesangial cells 
and vascular smooth muscle cells in rat kidney, 
and the number of positive cells was signifi-
cantly higher in group C than that in group A (U 
= 2.26, P < 0.05). However, there was no marked 
difference between group A and B (P > 0.05). 
Western blot demonstrated a consistent result 
with immunohistochemistry did. The protein ex-
pression of type 1 IP3R was significant higher in 
group C than that in group A (1.89 ± 0.11 vs 0.55 
± 0.03, P < 0.05), and there was no marked dif-
ference between group A and B (P > 0.05). RTQ-
PCR showed that the mRNA expression of type 
1 IP3R was dramatically increased in group C as 
compared with that in group A (7.99 ± 0.12 vs 1.00 
± 0.05, P < 0.05), and no marked difference exists 
between group A and B (P > 0.05).

CONCLUSION: TNF-α can enhance the protein 
and mRNA expression of type1 IP3R in glomeru-
lar mesangial cells and vascular smooth muscle 
cells from kidney.

Key Words: Hepatorenal syndrome; Tumor necrosis 
factor-α; Heparin; Inositol 1,4,5-trisphophate re-
ceptors; Isolated kidney perfusion technique

Y i n g  W e n ,  L i  M a ,  P e i  L i u .  T u m o r  n e c r o s i s 
factor-α enhances the expression of type 1 inositol 
1,4,5-triphosphate receptors. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(32):3088-3092

摘要
目的: 通过观察TNF-α对肾组织中Ⅰ型IP3R表
达的影响来探讨肝肾综合征的发病机制. 

方法: 制备大鼠离体肾灌注模型, 随机分成

对照组(A组)、肝素处理组(B组)、TNF-α处
理组(C组), 留取的标本应用免疫组织化学技

术、Western blot及实时定量PCR检测肾组织

Ⅰ型IP3R蛋白的定位、表达及mRNA的变化. 

结果: Ⅰ型IP3R主要分布于肾小球系膜细胞

和血管平滑肌细胞的胞质内. 免疫组化结果

■背景资料
肝肾综合征(HRS)
时肾脏血流量明

显减少, 其主要原

因是肾脏血管收

缩, 具体机制不十

分清楚. 肾血管平

滑肌细胞及肾小
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丰富的IP 3R.  IP 3

与IP3R结合, 促进

细胞内储备Ca 2+

释放 ,  引起肾血

流减少 .  T N F - α
是引起重症肝炎

发生的重要因子. 
那么TNF-α能否

上调肾脏I型IP3R
表达引起肾血管

收缩呢?  本文就

这一问题研究了

TNF-α对肾脏I型
IP3R表达的影响.

■研发前沿
肾血管收缩是肝

肾综合征时肾血

流减少的主要原

因, 但其发生机制

是目前研究的热

点. 许多因素参与

其中, TNF-α占有

重要地位, 但具体

作用机制不清.
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显示 ,  C组与A组相比棕褐色颗粒着色的阳

性细胞明显增多, 有显著性差异(U  = 2.26, 
P <0.05); B组与A组相比阳性染色细胞无明显

减少(P >0.05); Western blot结果与免疫组织化

学结果相一致: C组与A组相比Ⅰ型IP3R蛋白

表达水平明显增高, 有显著性差异(1.89±0.11 
vs  0.55 ± 0.03, P <0.05); B组与A组相比无显

著性差异(P >0.05); 实时定量PCR结果显示: C
组与A组相比Ⅰ型IP3R mRNA的表达水平明

显增高, 有显著性差异(7.99±0.12 vs  1.00±
0.05, P <0.05); B组与A组相比无显著性差异

(P >0.05).

结论: TNF-α可增强肾小球系膜细胞和血管

平滑肌细胞Ⅰ型IP3R蛋白的表达, 且Ⅰ型IP3R 
mRNA也呈增加趋势.

关键词 :  肝肾综合征; 肿瘤坏死因子-α ;  肝素; 

1,4,5-三磷酸肌醇受体; 离体灌注肾技术
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0  引言

肝肾综合征(hepatorenal syndrome, HRS)是重型

肝炎严重并发症之一, 是由多种因素引起肾脏

血流灌注减少所致的功能性肾衰竭, 其发病机

制至今尚未完全阐明. 目前认为, 外周动脉扩张

是导致肾功能损害的始动因素[1], 肾血管收缩引

起肾皮质血流量减少促进HRS的发生、发展[2]. 
肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis actor-a, TNF-α)
是引起重型肝炎发生的重要因子[3]. TNF-α可引

起肾血管收缩[4]. 1,4,5-三磷酸肌醇受体(inositol 
1, 4, 5-triphosphate receptors, IP3R)可介导细胞

内钙释放和细胞外钙内流从而引起肾血管收

缩[5-6]. 已知很多细胞因子可上调或下调IP3R蛋

白的表达[7]. 为了弄清TNF-α能否影响肾脏Ⅰ

型IP3R表达, 为了排除血浆中其他生物活性物

质干扰, 我们应用离体灌注肾技术[8](i so la ted 
perfused kidney technique, IPK)观察TNF-α处理

后大鼠肾脏Ⅰ型IP3R表达的变化, 探讨TNF-α在
肝肾综合征肾血管收缩机制中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠60只, 周龄10-12 wk、体

质量260-320 g(由中国医科大学实验动物中心

提供). TNF-α(Sigma公司); Ⅰ型IP3R抗体(组化

用, Santa Cruz公司); Ⅰ型IP3R抗体(Western用, 
US biological); 免疫组化试剂盒(北京中山生物

技术有限公司); DAB显色试剂盒(武汉博士德

生物工程有限公司); 逆转录试剂盒ExScriptTM 
RT Reagent Kit、 PCR试剂盒SYBR® premix EX 
TaqTM(TaKaRa); 大鼠Ⅰ型IP3R及GAPDH标准

品、引物均由大连宝生物工程有限公司制备; 
BCA蛋白浓度测定试剂盒(碧云天公司); BCIP/
NBT liquid substrste system(Sigma公司). 
1.2 方法

1.2.1 离体灌注肾模型制备[8] 制备离体灌注肾模

型及配制Kreb's灌流液. 动物随机分3组, 每组20
只, 即: 单纯Kreb's液灌流(A组)、10 mg/L肝素

Kreb's液灌流(B组)、1 μg/L TNF-α Kreb's液灌流

(C组), 灌流120 min. 本实验离体肾灌流120 min
内血流动力学稳定, 即灌注压稳定在80 mmHg左
右, 肾脏的水肿率<30%; 且灌流后的肾脏标本经

病理检查均未发现明显的器质性损伤. 灌流结束

时, 1/2肾标本用40 g/L的多聚甲醛固定24 h, 石蜡

包埋备组化用; 1/2肾标本置-70℃冰箱保存备组

织蛋白及RNA的提取. 
1.2.2 免疫组化染色检测Ⅰ型IP3R用PBS液代替

一抗做空白对照. 石蜡切片脱蜡水化; 30 mL/L
双氧水室温20 min, PBS洗片; 1 g/L胰蛋白酶室温

15 min, PBS洗片; 正常兔血清封闭37℃ 20 min, 
勿洗; 一抗1∶100(4℃, 过夜), PBS洗片; 二抗(生
物素化兔抗羊IgG)37℃ 30 min, PBS洗片; SABC
液(辣根酶标记链霉卵白素工作液)37℃ 15 min, 
PBS洗片; DAB显色室温10 min, 水洗; 苏木素复

染, 脱水透明, 树胶封片. 免疫组化结果判断: 细
胞胞质内棕褐色颗粒为阳性细胞. 在高倍镜下

选择有代表性视野计数1000个肾皮质细胞中的

阳性细胞数. 结果分为4级: 未见阳性细胞为(-), 
阳性细胞数在0-250之间为(+), 阳性细胞数在

250-500之间为(++), 阳性细胞数＞500为(+++). 
1.2.3 Western blot分析Ⅰ型IP3R蛋白表达 组织

蛋白抽提: 100 mg新鲜组织剪碎, PBS洗两次. 加
蛋白裂解液, 超声波匀浆4 ℃过夜, 12 000 g离心

1 h, 收集上清液, -80℃保存. BCA法进行蛋白浓

度测定. 用蒸馏水将蛋白样品调成相同浓度, 加
入相同体积上样缓冲液, 沸水煮5 min进行蛋白

变性. 加样孔注入提取液(蛋白30 μg)及标准分

子量蛋白, 100 V电泳3 h. 将电泳凝胶上的蛋白

质电转印到PVDF上, 50 V电泳2 h; PBST洗膜两

次, 用含50 g/L脱脂奶粉的PBST封闭过夜. PBST
洗4 次; PVDF膜上加一抗(1∶1000兔抗大鼠Ⅰ

■相关报道
H R S 患 者 血 中

TNF-α浓度升高. 
许 多 文 献 报 道

TNF-α可通过多

种机制参与各种

病理状态时的血

管收缩 ,  如活化

PKC及抑制NO等. 
I型IP3R是胞内钙

释放的通道, 其表

达量的多少直接

与肾血管收缩相

关. 

■创新盘点
目前, 对肝肾综合

征时肾血管收缩

机制的研究主要

集中在多种神经

体液因素对血流

动力学的影响方

面上 ,  而对其分

子水平发病机制

及胞内信号转导

还知之甚少 .  关
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型IP3R)在室温孵育2 h; PBST洗膜; 加二抗 (1∶
2000碱性磷酸酶标记的羊抗兔IgG), 室温孵育

2 h; PBST洗膜; 加BCIP/NBT底物显色, 观察相

对分子质量230 kDa处蓝紫色蛋白印迹. 以β-actin
作为内参, 相对分子质量45 kDa. IP3R蛋白含量 = 
样本IP3R蛋白灰度值/同一样本β-actin灰度值. 
1.2.4 实时定量PCR 组织总RNA提取: TRIzol一步

法提取总RNA, 分光光度法测定RNA纯度和量, 
用RNA稀释液稀释成100 g/L. 采用SYBR Green
Ⅰ荧光染料嵌合法按照试剂盒说明两步法扩增

Ⅰ型IP3R 基因, GAPDH作内参. 先将构建的目的

基因(Ⅰ型IP3R基因)和管家基因(GAPDH)的RNA
标准品梯度稀释(108, 107, 106, 105, 104 copies/mL)
作为模板进行Real Time RT-PCR反应, 制作标准

曲线. 再利用标准曲线对样品中的目的基因和管

家基因分别进行定量. 通过管家基因的校正, 检
测各组肾组织中Ⅰ型IP3R基因的相对表达量. Ⅰ
型IP3R mRNA的相对表达量 =Ⅰ型IP3R基因拷

贝数/GAPDH基因拷贝数, 校正结果以对照组为

1, 其余组与之相比较. 引物序列如下: GAPDH-F: 
5'-GACAACTTTGGCATCGTGGA-3', GAPDH-R: 
5'-ATGCAGGGATGATGTTCTGG-3', 产物片段

133 bp; IP3R-F: 5'-GGAAACAGCAGCCAAGAA
GG-3', IP3R-R: 5'-ACACACCTCTGGACTTGGA
TGA-3', 产物片段122 bp. RT反应条件: 42℃ 10 

min; 95℃ 2 min. PCR反应条件: 95℃ 10 s; 95℃ 
5 s, 60℃  20 s, 45 cycles. 制作溶解曲线: 上述PCR
产物进行60℃ 1 min; 95℃ 20 s, 在60-95℃之间梯

度升温0.2℃/s绘制溶解曲线. Ⅰ型IP3R及GAPDH
的溶解曲线均为单峰, 证明PCR产物单一.

统计学处理 计量资料实验数据以均值±标

准差表示, 各组间的比较采用两样本等方差t检
验, P <0.05具有统计学意义. 等级资料(免疫组化

法检测Ⅰ型IP3R)设4个强度, 采用非参数统计方

法-校正公式的秩和检验, P<0.05具有统计学意义.

2  结果

2.1 Ⅰ型IP3R免疫组化染色 棕褐色的阳性颗粒

主要分布在肾小球系膜细胞和血管平滑肌细

胞的胞质内. 与对照组相比, TNF-质内. 与对照组相比, TNF-内. 与对照组相比, TNF-α处理组Ⅰ型

IP3R的表达明显增强(U  = 2.26, P <0.05); 而肝素

处理组与对照组相比, Ⅰ型IP3R的表达未见明显

减弱(P >0.05, 表1, 图1). 
2.2 Western blot结果 各组均可见230 kDa处特异

性Ⅰ型IP3R的蛋白条带及45 kDa处β-actin蛋白

图  1  免疫组化肾组织Ⅰ型IP3R的表达(×400). 1: A: 阴性对照; B: 单纯Kreb's液灌流; C: 肝素Kreb's液灌流; D: TNF-αKreb's
液灌流.

A B

C D

 1    2     3   4     5    6     7    8     9

230 kDaⅠ型IP3R

   45 kDa b-actin

图  2  IP3R蛋白表达. 1-3: A组; 4-6: B组; 7-9: C组.

■应用要点
本文发现TNF-α
明 显 增 加 Ⅰ 型

IP3R蛋白及mRNA
表达, 为进一步深

入研究肾血管收

缩机制提供了帮

助.
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条带, 对各条带进行灰度分析发现: C组与A组相

比Ⅰ型IP3R蛋白的表达明显增高, 有显著性差异

(1.89±0.11 vs  0.55±0.03, P <0.05); B组与A组相

比无显著性差异 (P >0.05, 表2, 图2). 
2.3 实时定量PCR结果 C组与A组相比Ⅰ型IP3R 
mRNA的表达明显增高, 有显著性差异(7.99±
0.12 vs  1.00±0.05, P <0.05); B组与A组相比无显

著性差异(P >0.05, 表2, 图3).

3  讨论

重型肝炎和肝硬化晚期常并发HRS, 预后极差. 
普遍认为, HRS发生是肾血管收缩造成的肾脏

血流量锐减所致. HRS患者血清中许多缩血管

活性物质(如儿茶酚胺、血管紧张素Ⅱ、血管加

压素、血栓素A2、内皮素、白三烯等)均明显

增高, 提供了HRS肾血管收缩的前提[9-10]. 内皮

素等缩血管活性物质是通过刺激胞内第二信使

1,4,5-三磷酸肌醇(IP3)产生发挥作用的[11]. IP3R
是胞内钙贮库, 存在于内质网中.  IP3R与IP3结

合后发生构象改变[12], 导致通道开放, 内质网中

的储备钙被释放到细胞质中, 胞质游离Ca2+浓

度升高引起细胞收缩[13]. 细胞膜上也有IP3R, 可

直接或间接介导钙内流. 因此肾脏IP3R表达的

多少与肾脏对缩血管物质的敏感性有着密切联

系. IP3R共有4种类型, 肾脏的Ⅰ型IP3R主要存在

于肾小球系膜细胞、血管平滑肌细胞[14]. 血管

平滑肌细胞收缩引起肾血流量减少; 肾小球系

膜细胞收缩不仅使肾小球血管阻力增加, 还可

导致肾小球滤过面积减少; 两者均收缩导致肾

小球滤过率急剧减少[15]. HRS患者血中TNF-α浓
度升高并参与肾血管收缩[16]; TNF-α能增加肾

脏对缩血管物质的敏感性[17]; TNF-α可增加细

胞外Ca2+内流[18]; TNF-α可参与胞内钙释放[19]. 
TNF-α增加肾小球前小动脉平滑肌细胞IP3R蛋

白和IP3RmRNA表达[20]. 因此弄清TNF-α与IP3R
的关系, TNF-α是否通过上调Ⅰ型IP3R表达来增

加肾脏对缩血管物质的敏感性是我们的研究方

向. 本实验设立肝素处理组旨在与TNF-α处理组

形成对照, 因为肝素是IP3R的竞争性抑制剂, 可
抑制IP3与IP3R的结合, 舒张血管平滑肌[21]. 本实

验结果如下: Ⅰ型IP3R主要存在于肾小球系膜

细胞、血管平滑肌细胞的胞质内. TNF-α灌流组

免疫组化染色显示Ⅰ型IP3R表达明显增强, 且
与Western blot半定量检测结果一致, 这证实了

表  1   A, B, C组免疫组化结果(n  = 20)

     
分组	      -	     +	      ++	       +++

A组	    10	    5	      3	         2

B组	     9	    6	      2	         3

C组	     0a	    5a	      7a	         8a

表  2  肾组织Ⅰ型IP3R mRNA与蛋白表达(mean±SD)

     
分组                 n              蛋白表达                     mRNA  

A组               20         0.55±0.03              1.00±0.05

B组               20         0.60±0.04              1.34±0.10

C组               20         1.89±0.11a             7.99±0.12a

aP<0.05 vs  A组. aP<0.05 vs  A组.
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图  3  GAPDH与Ⅰ型IP3R的标准曲线. A: 标准品GAPDH; B: 样品GAPDH; C: 标准品Ⅰ型IP3R; D: 样品Ⅰ型IP3R.
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 TNF-α可通过上调Ⅰ型IP3R表达来增加肾脏对

缩血管物质的敏感性. 实时定量PCR检测结果显

示, TNF-α处理组Ⅰ型IP3R mRNA水平明显升高, 
提示TNF-α能增强转录Ⅰ型IP3R的 mRNA. 而肝

素虽能舒张肾血管, 却对Ⅰ型IP3R蛋白及 mRNA
的表达无影响, 提示肝素对IP3R的抑制不是通过

影响Ⅰ型IP3R的表达来起作用的. 
总之, TNF-α可增强肾脏Ⅰ型IP3R蛋白的表

达, 且Ⅰ型IP3R mRNA水平也呈上调趋势, 提示

Ⅰ型IP3R蛋白的增加极可能是在转录水平进行

调节的. 因此HRS患者血中高浓度TNF-α上调了

肾脏Ⅰ型IP3R的表达, 增加了肾脏对缩血管物

质的敏感性, 细胞内Ca2+水平骤然增高, 使肾小

球前小动脉平滑肌细胞与肾小球系膜细胞收缩, 
导致肾血流减少及肾小球滤过面积减少, 肾小

球滤过率降低, 引发HRS. 

4      参考文献
1	 Liu H, Gaskari SA, Lee SS. Cardiac and vascular 

changes in cirrhosis: Pathogenic mechanisms 
World. J Gastroenterol  2006; 12: 837-842

2	 王静艳, 刘沛. 肝肾综合征的发病机制的研究进展. 世
界华人消化杂志  2004; 12: 2668-2670

3	 Takeuchi S, Goto T, Mikami K, Miura K, Ohshima 
S, Yoneyama K, Sato M, Shibuya T, Watanabe D, 
Kataoka E, Segawa D, Endo A, Sato W, Yoshino R, 
Watanabe S. Genipin prevents fulminant hepatic 
failure resulting in reduction of lethality through 
the suppression of TNF-alpha production. Hepatol 
Res  2005; 33: 298-305 

4	 LaMarca BB, Bennett WA, Alexander BT, Cockrell K, 
Granger JP. Hypertension produced by reductions 
in uterine perfusion in the pregnant rat: role of 
tumor necrosis factor-alpha. Hypertension  2005; 46: 
1022-1025

5	 Michikawa T, Hamanaka H, Otsu H, Yamamoto 
A, Miyawaki A, Furuichi T, Tashiro Y, Mikoshiba 
K . T r a n s m e m b r a n e t o p o l o g y a n d s i t e s o f 
N-glycosylation of inositol 1,4,5-trisphosphate 
receptor. J Biol Chem  1994; 269: 9184-9189

6	 Dellis O, Dedos SG, Tovey SC, Taufiq-Ur-Rahman, 
Dubel SJ, Taylor CW. Ca2+ entry through plasma 
membrane IP3 receptors. Science  2006; 313: 229-233

7	 McGowan TA, Sharma K. Regulation of inositol 
1,4,5-trisphosphate receptors by transforming growth 
factor-beta: implications for vascular dysfunction in 
diabetes. Kidney Int Suppl  2000; 77: S99-S103

8	 Taft DR. The isolated perfused rat kidney model: 
a useful tool for drug discovery and development. 

Curr Drug Discov Technol  2004; 1: 97-111
9	 Anand R, Harry D, Holt S, Milner P, Dashwood M, 

Goodier D, Jarmulowicz M, Moore K. Endothelin is an 
important determinant of renal function in a rat model 
of acute liver and renal failure. Gut  2002; 50: 111-117

10	 Zaza S, Bonny O, Liaudet L. Hepatorenal syndrome 
in patients with liver cirrhosis. Nephrol Ther  2005; 1: 
174-182

11	 Zhu Z, Arendshorst WJ. Angiotensin II-receptor 
stimulation of cytosolic calcium concentration in 
cultured renal resistance arterioles. Am J Physiol  1996; 
271: F1239-F1247

12	 Hamada K, Miyata T, Mayanagi K, Hirota J , 
Mikoshiba K. Two-state conformational changes in 
inositol 1,4,5-trisphosphate receptor regulated by 
calcium. J Biol Chem  2002; 277: 21115-21118

13	 White C, McGeown JG. Inositol 1,4,5-trisphosphate 
receptors modulate Ca2+ sparks and Ca2+ store 
content in vas deferens myocytes. Am J Physiol Cell 
Physiol  2003; 285: C195-C204

14	 Monkawa T, Hayashi M, Miyawaki A, Sugiyama 
T, Yamamoto-Hino M, Hasegawa M, Furuichi T, 
Mikoshiba K, Saruta T. Localization of inositol 
1,4,5-trisphosphate receptors in the rat kidney. 
Kidney Int  1998; 53: 296-301

15	 Kuo HT, Shin SJ, Kuo MC, Chen HC. Effects 
of specific endothelin-1 receptor antagonists 
on proliferation and fibronectin production 
of glomerular mesangial cells stimulated with 
Angiotensin Ⅱ. Kaohsiung J Med Sci  2006; 22: 
371-376

16	 Giardina JB, Green GM, Cockrell KL, Granger 
JP, Khalil RA. TNF-alpha enhances contraction 
and inhibits endothelial NO-cGMP relaxation in 
systemic vessels of pregnant rats. Am J Physiol Regul 
Integr Comp Physiol  2002; 283: R130-R143

17	 Wen Y, Wang JY, Liu P. Tumor necrosis factor-
alpha enhances the effect of endothelin on renal 
vasoconstriction in isolated perfused rat kidney.  
Zhonghua Gan Zang Bing Za Zhi  2003; 11: 583-585

18	 王静艳, 李智伟, 刘沛. TNF-α对大鼠肾小球前小动
脉平滑肌细胞Ca 2+内流的影响. 世界华人消化杂志  
2002; 10: 805-808

19	 Yao YM, Hu SJ, Huang YW, Yang CH, Sun J, Zhu 
ZH, Wu T. Effects of tumor necrosis factor alpha 
on expression of phospholamban and intracellular 
calcium in cardiomyocytes. Zhongguo Yi Xue Ke Xue 
Yuan Xue Bao  2005; 27: 767-771

20	 王静艳, 孙景春, 吕飒, 刘沛. 肿瘤坏死因子-α增强大
鼠肾小球前小动脉平滑肌细胞内Ⅰ型1,4,5-三磷酸肌
醇受体表达. 中华内科学杂志  2002; 41: 86- 89

21	 Ahmed T, Syriste T, Mendelssohn R, Sorace D, 
Mansour E, Lansing M, Abraham WM, Robinson 
MJ. Heparin prevents antigen-induced airway 
hyperresponsiveness: interference with IP3-
mediated mast cell degranulation? J Appl Physiol 
1994; 76: 893-901

             电编  李琪  编辑  王晓瑜

■同行评价
本文立题新颖, 学
术价值较好, 实验

方法较先进, 实验

结果能客观证实

研究结论, 研究结

论对于探讨肝肾

综合征的发病机

制有一定的理论

价值.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年11月18日; 14(32): 3093-3097
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

促结肠动力中药筛选及其机制

衣兰娟, 田 琳, 梁宁霞, 魏睦新

衣兰娟, 田琳, 梁宁霞, 魏睦新, 南京医科大学第一附属医院
中医科 江苏省南京市 210029
衣兰娟, 2002年山东中医药大学学士, 南京医科大学硕士研究
生在读, 住院医师, 主要从事胃肠动力方面研究. 
江苏省“135”工程重点人才项目, No. RC2002049
通�����讯����作者��: 魏睦新, 210029, 江苏省南京市广州路300号, 南京医
科大学第一附属医院中医科. yilanjuanhj@163.com
电话: 025-83716602  传真: 025-83716602
收稿日期����������� ����� ���������������� : �������������� ���������������� 2006-07-04    接受日期������������ : ����������2006-07-31

Selection of Chinese medicine 
with procontractile activity 
on colonic muscle and its 
mechanism 

Lan-Juan Yi, Lin Tian, Ning-Xia Liang, Mu-Xin Wei

Lan-Juan Yi, Lin Tian, Ning-Xia Liang, Mu-Xin Wei, 
Department of Traditional Chinese Medicine, the First Af-
filiated Hospital of Nanjing Medical University, Nanjing 
210029, Jiangsu Province, China
Supported by the Key Talent Foundation of the “135” 
Project from the Government of Jiangsu Province, No. 
RC2002049
Correspondence to: Dr. Mu-Xin Wei, Department of Tra-
ditional Chinese Medicine, the First Affiliated Hospital of 
Nanjing Medical University, 300 Guangzhou Road, Nanjing 
210029, Jiangsu Province, China. yilanjuanhj@163.com
Received: 2006-07-04    Accepted: 2006-07-31 

Abstract
AIM: To determine the procontractile activity 
of six Chinese herbal medicines, including 
Rhizoma Atractylodis Macrocephalae (RAM), 
Fructus Foeniculi (FF), Herba Taraxaci (HT), 
Semen Raphani (SR), Pericarpium Arecae (PA) 
and Rhizoma Curcumae (RC) on the colonic 
muscle strips isolated from guinea pigs, and 
study the possible mechanisms.

METHODS: The colonic longitudinal muscle 
strips of guinea pigs were prepared. Sodium 
chloride (9 g/L) and acetylcholine were used in 
the controls. The effects of six Chinese herbal 
medicines (RAM, FF, HT, SR, PA, RC) and the 
control medicine on the contraction of isolated 
colonic strips from guinea pigs were observed. 
The results were expressed with contraction 
amplitude (g), contraction time, and area un-
der curves (AUC, g·s), and the maximal wave 

height was analyzed 5 min within the addition 
of drugs�.

RESULTS: The six Chinese herbal medicines 
(PA, SR, HT, FF, RC, and RAM, respectively) 
induced a significant elevation of colonic con-
tractile response in comparison with normal 
saline did (contraction amplitude: 0.97 ± 0.40, 0.95 
± 0.26, 0.87 ± 0.49, 0.85 ± 0.26, 0.78 ± 0.39, 0.60 ± 
0.25 vs 0.03 ± 0.04, P < 0.01; AUC: 1.40 ± 1.00, 0.75 
± 0.79, 0.62 ± 0.54, 0.64 ± 0.59, 0.40 ± 0.37, 0.29 ± 
0.15 vs 0.11 ± 0.06, P < 0.05 or P < 0.01), of which 
PA had the strongest effect, and the contraction 
time was 175 ± 238.07 s. Atropine and verapamil 
caused an evident suppression of colonic con-
traction induced by the Chinese medicines (P < 
0.01).

CONCLUSION: All the six Chinese herbal 
medicines PA, SR, HT, FF, RC, and RAM have 
procontractile activity on colon smooth muscle, 
which is mediated by M receptor and depends 
on the presence of extracellular calcium.

Key Words: Chinese herbal medicine; Gastrointesti-
nal motility; Smooth muscle; Colon; Guinea pig

Yi LJ, Tian L, Liang NX, Wei MX. Selection of Chinese 
medicine with procontractile activity on colonic muscle 
and its mechanism. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(32):3093-3097

摘要
目的: 探讨中药生白术、小茴香、蒲公英、

莱菔子、大腹皮、莪术的促结肠动力作用, 以
筛选出具有开发价值的促结肠动力药物, 并探
讨其初步机制. 

方法: 制备豚鼠结肠纵肌, 以9 g/L氯化钠溶液
和乙酰胆碱为对照, 观察6味中药对离体结肠
肌条收缩活性的效应. 实验结果以振幅(g)、
时间(s)和曲线下面积(g·s)表示. 分析对象为加
药后5 min内出现的最大波形. 

结果: 该6味中药对肌条均有不同程度的兴奋
效应, 中药组(依次为大腹皮、莱菔子、蒲公

www.wjgnet.com
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■背景资料
中 医 中 药 有 着
2000余年经验的
积 累 ,  近 年 来 人
们对中药的胃肠
动力影响及其调
节机制也作了一
些 探 索 ,  并 提 出
了“胃肠动力中
药”这一概念. 从
中药中探索寻找
胃肠活性中药及
其先导化合物, 将
是一条高效的研
发渠道, 国外对此
也很关注.



英、小茴香、莪术、生白术)与生理盐水组
相比, 振幅峰值(0.97±0.40, 0.95±0.26, 0.87
±0.49, 0.85±0.26, 0.78±0.39, 0.60±0.25 
vs  0.03±0.04, P <0.01)和曲线下面积(1.40±
1.00, 0.75±0.79, 0.62±0.54, 0.64±0.59, 0.40
±0.37, 0.29±0.15 vs  0.11±0.06, P <0.05或
P <0.01)均有显著性差异, 以大腹皮作用最强, 
时间长达175±238.07 s. 在阿托品和维拉帕米
分别预孵育情况下, 加入各中药后与单独中药
组的肌条收缩幅度增强的幅度明显减弱, 两组
间差异有显著性(中药+拮抗剂组 vs 中药组, 
P <0.05).

结论: 该6味中药对结肠平滑肌均有不同程度
的兴奋效应, 引起的收缩效应可被M受体阻断
剂阿托品部分阻断, 通过细胞外Ca2+内流介导.

关键词: 中药; 胃肠动力; 平滑肌; 结肠; 豚鼠
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0  引言

脾胃为气血生化之源, 后天之本. 消化系统疾病

与脾胃运化、升降失常有密切关系. 消化道常

见症状如胃脘痛、腹胀、纳呆、嗳气等均是脾

胃运化失常的结果. 研究中药的胃肠动力作用

对消化系疾病的治疗具有重要意义. 生白术、

蒲公英、小茴香、莱菔子、大腹皮、莪术对在

体胃肠运动及离体胃活动的影响已有一定报

道[1-4]. 关于这些中药对离体结肠活动作用的报

道较少. 本文初步探讨上述6味中药对大鼠离体

结肠纵肌肌条收缩活动的影响, 并初步探讨其

作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Hartley系豚鼠(上海斯莱克实验

动物有限公司提供), 体质量240±30 g, ♂. 生
白术、蒲公英、小茴香、莱菔子、大腹皮、莪

术(购自江苏省药材公司, 符合《中华人民共和

国药典》1995年版的有关规定). 氯化乙酰胆碱

(Sigma公司), 制备成1×10-2 mol/L的溶液备用. 
生白术、蒲公英、小茴香、莱菔子4味中药先

用4倍左右的蒸馏水浸泡1 h, 然后煎煮2次, 分别

为30 min和20 min, 合并煎液, 水浴浓缩成100%
的药液(含生药1 kg/L), 4000 r/min离心30 min, 取
上清液, 4℃保存备用. 取配制好的生白术、蒲
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公英、小茴香、莱菔子各1 mL 10倍稀释3次, 浓
度为0.1-0.001 kg/L. 微量多导离体器官水平浴槽

及配套器材(日本国立生理学研究所), RM-6240
型四导生理记录仪及配套软件(成都仪器厂), 肌
肉张力换能器(JZ101型, 新航机电设备有限公

司), HL-2B数显恒流泵(上海沪西分析仪器厂有

限公司).
1.2 方法 动物购进且适应性饲养1 wk后, 每次取

豚鼠1只, 禁食不禁水24 h, 颈动脉放血处死, 开
腹, 迅速自肛门上2 cm处取长约15 cm结肠, 轻柔

洗净, 剪成小段置于4℃ Krebs液中, 通950 mL/L 
O2加50 mL/L CO2备用. 沿肠系膜剪开结肠, 取肠

系膜对侧结肠纵肌肌条(7 mm×1 mm), 浴槽中

同时悬挂4根肌条, 每根肌条一端以非弹性细丝

固定于浴槽(容积为4 mL)中, 另一端与张力换能

器相连. 以1 mL/min的流速持续灌流Krebs液, 并
通950 mL/L O2加50 mL/L CO2. 施加500 mg预初

张力, 平衡60 min, 以结肠自律性收缩不明显或

轻微时为平衡标准. 平衡后, 滴加药物于浴槽中. 
加药顺序如下: 9 g/L氯化钠溶液(空白对照)、1
×10-2 mol/L氯化乙酰胆碱(ACh)、生白术、小

茴香、蒲公英、莱菔子、大腹皮、莪术(以上

药物均为100%). 每种药物每次均加入40 μL且
重复2-3次, 取均数后作为实验数据. 平衡至基

础张力引发的收缩基本回到零位后滴加下一药

物. 依次加入浓度为0.001-1 kg/L 4个梯度的生白

术、小茴香、蒲公英、莱菔子, 每一浓度加入

40 μL, 观察不同浓度对肌条的收缩效应. 加入1
×10-2 mol/L ACh 40 μL以标化肌条活力(即同一

肌条其加药收缩占ACh引发的收缩百分比作为

实验数据). RM6240型生理记录仪实时记录. 实
验结果以振幅、时间和曲线下面积表示. 分析

对象为加药后5 min内出现的最大波形.
统计学处理 所有数据均经SSPS 12.0软件处

理并以mean±SD表示, 采用配对t检验作各组比

较. 以ACh的观察指标为100%分别标准化相应

纵肌的观察指标作图.

2  结果

2.1 中药对平滑肌纵肌的作用比较 各味中药对

肌条均有不同程度的兴奋作用(实时记录曲线

见图1, 图中纵坐标表示收缩振幅, 用g表示, 每
一格表示1 g, 横坐标表示收缩时间, 用s表示, 每
一格表示50 s), 与NS对照组相比有显著性差异

(P <0.05). 其中以大腹皮作用最强, 峰值为0.97±
0.40 g, 收缩时间最长, 为175±238.07 s. 其他药

www.wjgnet.com

■相关报道
近来一些学者作
了一些实验研究, 
取得了一定的成
绩. 如在离体器官
水平朱氏等通过
测定标记物葡聚
糖蓝在大鼠胃内
的残留量及小肠
推进情况, 研究了
15味中药的促胃
肠动力作用. 为我
们中药研究提供
了参考.
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物对纵肌收缩效应的峰值由大到小依次为莱菔

子、蒲公英、小茴香、莪术、生白术(表1, 图2). 
莱菔子、小茴香、生白术、蒲公英的结肠平滑

肌收缩作用呈剂量依赖性的加强趋势(图3). 
2 . 2  不 同 拮 抗 剂 对 收 缩 效 应 的 影 响  将1×
10-6 mol/L阿托品和1×10-6 mol/L维拉帕米孵育

肌条, 加入各中药后其收缩效应减弱, 与单独中

药组相比, 两组间差异有显著性(P <0.01, 图4).

3  讨论

结肠是消化道的重要组成部分, 主要生理功能

为吸收水分、某些电解质、短链脂肪酸和细菌

的代谢产物, 贮存和排泄粪便. 结肠的精确运动

形式主要表现为袋状往返运动、分节推进运

动、多袋推进运动和蠕动等4种类型[5]. 其运动

的调控主要依赖于电活动在肠肌内的扩散, 肠
内神经的反射, 交感、副交感神经的反射和激

素调节. 当今许多疾病是由于结肠的动力紊乱

引起或伴随有结肠动力的异常, 例如: 便秘、腹

泻、肠易激综合征、结肠憩室症、溃疡性结肠

炎等, 对结肠正常动力的研究将帮助我们了解

多种结肠动力有关的结肠疾病, 并有助这些疾

病的治疗. 在临床上常用的消化道动力药物中,
西沙必利由于对心脏和其他方面的毒副作用[6-7], 
使其应用受到限制, 传统中药可有效地治疗上

腹胀满、纳差、嗳气等症状, 并且近些年的实

验研究表明, 很多种类的中药如理气药、芳香

化湿药、补益药、活血化瘀药等对胃肠动力具

有不同程度的促进作用[8]. 本研究着重于从传统

药物中寻找有效的结肠动力药物, 有助于进一

步指导临床, 并对其机制作初步探讨, 为深入发

掘并开发具有我国自主产权的结肠动力中药打

下基础. 从离体实验着手, 排除中枢神经、体液

因素的影响, 观察各味中药对结肠收缩效应的

影响. 
本实验用3 7℃恒温、9 5 0  m L / L O 2加
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图  2  不同中药对结肠纵肌收缩作用的影响(mean±SD, n 
= 10). aP<0.05, bP<0.01 vs  NS.
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图  3  中药的量效实时描记曲线. A: 莱菔子; B: 小茴香; C: 

生白术; D: 蒲公英.
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图  4  不同阻断剂对中药增强纵肌收缩幅度的影响(mean
±SD, n = 6). aP<0.05 vs  中药组.

表  1  不同药物对纵肌的作用 (n  = 10, mean±SD)

     
                          峰值                 收缩时间          曲线下面积

                            (g)                         (s)                     (g·s)

大腹皮	   0.97±0.40b        175±238.07    1.40±1.00b

莱菔子	   0.95±0.26b   162.91±91.69	     0.75±0.79a

蒲公英	   0.87±0.49b     74.75±31.12	     0.62±0.54a

小茴香	   0.85±0.26b     53.25±11.73	     0.64±0.59a

莪术	   0.78±0.39b     75.75±66.35	     0.40±0.37a

生白术	   0.60±0.25b       58.5±37.62	     0.29±0.15b

生理盐水	   0.03±0.04      11.41±2.29        0.11±0.06

药物组 vs 空白对照组, aP<0.05, bP<0.01.

分组

图  1  各中药对结肠平滑肌收缩作用的实时描记曲线. A: 

NS; B: ACh; C: 生白术; D: 蒲公英; E: 小茴香; F: 莱菔子; G: 

大腹皮; H: 莪术.
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■应用要点
本研究在方法学
方面的研究成果, 
可以广泛地运用
于各种胃肠活性
药 物 的 研 究 ,  以
及其他平滑肌(如
气管, 胆囊、血管
和子宫等)活性药
物的研究. 除细胞
学研究需要一定
的条件外, 整体实
验和平滑肌实验
对实验室条件要
求不高, 便于推广
运用. 通过课题研
究, 能够在胃肠活
性中药先导化合
物探索领域, 进行
初步尝试, 构筑筛
选研究的实验体
系和实验平台, 为
临床新药研发奠
定基础. 
     在对古今中
医药文献记载的
初步研究的基础
上, 对槟榔、大腹
皮、莱菔子、小
茴香、生白术、

蒲公英、莪术等
相关中药胃肠动
力作用进行药理
活性的筛选. 并进
行槟榔组分槟榔
碱的胃肠活性研
究, 研究结果为指
导临床辩证论治
用药提供了客观
依据.
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50 mL/ L CO2及Krebs液浸浴组织等方法模拟

生态环境, 记录到的离体肌条活动稳定可靠. 以
NS和ACh为对照, 观察6味中药对豚鼠离体结肠

平滑肌肌条的收缩活性的效应. 结果表明, 在6
味中药的刺激下肌条均呈现兴奋性效应. 其中

以大腹皮的效应最强, 峰值、作用时间、曲线

下面积均超过标准对照品Ach, 大腹皮兴奋肌条

后, 其兴奋作用维持时间较久, 不易洗去. 这种

在一定范围内延长结肠收缩时间促进结肠收缩

运动的方式, 是一种缓解便秘较为温和的方式, 
具有重要临床意义. 大腹皮属棕榈科植物槟榔

的果皮部分, 我们课题组曾对槟榔进行研究[9], 
发现其收缩结肠的动力作用很强, 故对大腹皮

的进一步研究具有重要的临床意义. 
消化道平滑肌上胆碱能受体均属M型, 阿托

品是最常用的M型受体阻断剂. 上述6味中药对

结肠的平滑肌的收缩效应可被阿托品阻断, 提
示各中药的作用部分由M受体介导. 离子通道

的信号传递也是细胞外信号调控胃肠道平滑肌

细胞活动的一种重要途径, 有赖于Ca2+, Na+, K+, 
Cl-等多种离子的存在, 其中Ca2+是肠道平滑肌的

兴奋-收缩耦联者, 当胞质内Ca2+浓度至一定水

平时, 即使没有膜电位变化, 也可触发肠道平滑

肌收缩. L型Ca2+通道是Ca2+进入结肠细胞的主

要通道, 应用调控离子通道类药物将是今后治

疗胃肠动力类药的新方向[10]. 现已明确, ACh是
胃肠道最重要的神经递质之一, 其可以与毒蕈

碱的M2型受体结合. 副交感神经节后纤维释放

ACh作用于平滑肌M受体后可开放质膜上L型
Ca2+通道, 产生内流致肌收缩[11]. 加入Ca2+通道阻

断剂维拉帕米后, 6味中药对结肠的平滑肌的收

缩效应明显减弱. 
在以往的报道中, 具有促胃肠动力的中药

绝大部分具有行气功能, 但总体上难以寻找规

律. 我们在药物的选择上根据文献报道及药物

不同的炮制方法会影响药效的发挥, 在实验中

选择生白术和炒莱菔子. 古籍中记载治疗泄泻

多用炒白术 ,  治疗便秘以生白术居多 .  张印  
et al [12]报道, 观察不同炮制品对小鼠小肠运动的

影响, 发现生白术水煎剂较炒白术有更明显的

促进动物小肠运动的功能. 丹溪云, “莱菔子治

痰有冲墙倒壁之功, 必取其生用耳……味辛能

升, 熟则能降, 入肺生用, 吐风痰散风寒, 发疮疹 ,  
降则定喘嗽 ,  调下痢后重止气痛 .  ”李文惠  
et al [13]报道, 莱菔子的不同制品均能使离体兔肠

的收缩幅度增高, 且临床常用炒制品, 故在实验

中我们选取生白术和炒莱菔子. 
关于实验中使用药物的最佳浓度, 尚无统

一的参考标准, 我们根据临床用药的常用剂量

进行折算, 选择人体给药量的200倍作为最终灌

流液的最高加药浓度, 各实验药物出现剂量依

赖性的收缩效应, 拮抗剂的使用也呈现了明显

的抑制效应, 我们认为该方法可以作为离体器

官的实验用药剂量参考, 加以推广应用. 实验中

我们也对部分中药探讨最低效应浓度, 发现最

低有效剂量为最高活性加药浓度的1/1000. 
本实验所用浴槽为多导微量离体器官浴槽, 

由日本国立生理研究所开发. 在国内, 由本实验

室魏睦新教授率先引进并加以改进. 此装置可

将4根微小肌条置于同一浴槽中, 实现了多标本

药效作用的同步观察[5], 4根肌条可相互参照, 大
大提高了实验数据的准确性和可靠性及实验效

率. 浴槽容积仅4 mL, 可在很大程度上节约昂贵

的实验试剂, 并且实现了试剂的均匀溶解, 均匀

作用. 此外, 由于标本水平配置, 便于加装标本. 
该系统具有高效、操作简便、节约试剂等优点. 

中药种类繁多, 我们在实验中探讨了上述6
种中药对结肠纵肌运动的影响, 为临床用药提

供了一定的理论依据, 同时本实验观察了几种

受体拮抗剂对上述6味中药作用的影响, 为今后

进一步研究他们的作用机制提供了一定的实验

依据. 另外, 中药成分复杂, 他对结肠收缩活动

的兴奋作用与哪种成分有关, 尚需进一步研究. 
中药作用程度、作用的肌条类型以及作用于结

肠的部位均有一定的差异, 从而决定其对结肠

运动的作用非常复杂, 其作用的有效成分、作

用的有效浓度、作用靶点、作用机制等尚需要

进一步的深入研究. 
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2007 中华肝胆胰脾外科 ( 国际 ) 学术论坛征文通知

本��刊�讯 “2007中华肝胆胰脾外科(国际)论坛”应澳门特区外科学会的盛情邀请于2007-04-13/16在澳门举办, 

现将征文通知公布如下:

1 征文内容

(1)肝癌诊断及外科与综合治疗: 新诊断技术-可切除与否的界定-综合治疗与序贯化思路-对复发转移的研究进

展-微创技术实际应用的可能性; (2)医源性胆管损伤的预防-胆管下端功能状态对修复及重建的影响-肝胆管结

石外科治疗的新经验-肝门胆管癌根治性切除的实施与效果; (3)胰腺炎-重症急性、出血坏死性、“凶险性”-

治疗中早期复苏的策略与实施-相关并发症的预防和处理; (4)胰腺癌-早期诊断的思路与进展-根治术在当前的

含义和尺度-术前减黄与并发症的处理; (5)脾功能研究进展-保脾和切脾含义和抉择-PH时单纯切脾的指征与价

值; (6)肝移植-应用指征的决策-供肝切取与保存-技术性与非技术性并发症-再移植-远期存活的努力.

2 投稿要求及截稿日期

来稿请寄未曾公开发表过4000字以内全文及800字论文摘要各1份(无摘要不入汇编)并请在信封上注明“会议

征文”. 截稿日期: 2007-01-31. 正式代表发论文证书并授一级继续教育学分. 来稿请寄:《中华肝胆外科杂志》

编辑部.

3 联系方式

地址: 北京市复兴路28号; 邮编: 100853; 电话: 010-66936223; 电传: 010-68177009; E-mail: zhgdwkzz@vip.163.

com; 详情请登陆网站: www.zhgdwkzz.net.
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Abstract
AIM: To investigate the changes of gastro-
intestinal interdigestive migrating myoelectric 
complex (MMC) in the weaned rat models of 
acute intrahepatic cholestasis induced by alpha-
naphthyl-isothiocyanate (ANIT).

METHODS:  A total of 56 weaned Sprague Daw-
ley rats were randomly divided into two groups: 
control group (n = 16) and toxication group (n = 
40). Three pairs of bipolar silver electrodes were 
chronically implanted in the antrum, duode-
num and jejunum of 8 rats from each group in 
random. Sham operation was performed in the 
other rats of both groups. Seven to ten days after 
the operation, MMC was recorded in all the rats 
with implanted electrodes. Then, all of the rats 
in toxication group received a single intragastric 
administration of ANIT (200 mg/kg) in order to 
induce acute intrahepatic cholestasis. The gastro-

intestinal MMC was recorded in conscious and 
fasting status 48, 96, 144, 192 h after ANIT was 
given. The levels of biliary flow, total bilirubin 
(TB) and alanine aminotransferase (ALT) were 
recorded at the same time.

RESULTS: Forty-eight hours after ANIT was 
given, the biliary flow of rats in toxication group 
was almost ceased completely while the levels of 
ALT and TB were increased remarkably. Then, 
they were all improved gradually till the 192th 
hour. A typical MMC pattern was seen in all the 
normal conscious and fasting rats, and disap-
peared temporarily after ANIT was given. One 
hundred and forty-four hours later, the MMC 
pattern began to restore gradually and recovered 
at the 192th hour. However, the prolonged cycle 
duration of MMC (911.67 ± 140.47 s vs 682.87 ± 
77.39 s, P < 0.05) was observed in the toxication 
group at the 192th hour and characterized by 
an increased duration of phase Ⅱ-like activity 
(414.12 ± 69.21 s vs 150.28 ± 35.45 s, P < 0.05) and 
decreased duration of phase Ⅲ activity (121.21 ± 
27.38 s vs 170.27 ± 38.98 s, P < 0.05).

CONCLUSION: MMC disappearance followed 
by a prolonged MMC is the pattern of MMC 
changes in the weaned rats with ANIT-induced 
intrahepatic cholestasis, and this may be related 
with the decrease of bile flow during the interdi-
gestive periods.

Key Words: Intrahepatic cholestasis; Interdigestive 
period; Migrating myoelectric complex; Bile flow
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摘要
目的: 探讨异硫氰酸萘酯(ANIT)所致刚断乳

大鼠急性肝内胆汁淤积胃肠消化间期移行性

肌电复合波(MMC)的变化. 

■背景资料
近年来, 胃肠动力

学研究是消化系

统的一个新的研

究热点. 消化间期

移行性复合运动

是胃肠消化间期

的一种特征性的

运动形式, 由于他

在消化间期可周

期性的出现, 从而

被用作反映胃肠

运动状况的特异

指标 .  消化间期

MMC的启动及调

节包括神经及体

液等多种因素. 有
研究认为, 胆汁在

胃肠MMC的启动

及调节中起重要

的作用. 有关消化

间期胆汁排泌进

入十二指肠对消

化间期MMC的启

动及调节作用, 人
们进行了大量的

研究, 但由于动物

的种类不同、实

验方法不同等各

种原因, 目前仍没

有完全统一的结

论. 
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方法: 56只刚断乳SD大鼠被随机分为正常对

照组(n  = 16)、中毒组(n  = 40). 两组分别随机

取8只在胃窦、十二指肠、空肠分别慢性埋

置三对银丝电极; 其余大鼠同时行假手术. 术
后7-10 d, 埋置电极组大鼠均在清醒、空腹、

自由活动状态下记录胃肠道MMC. 中毒组按

200 mg/kg一次性灌服ANIT诱发大鼠急性肝

内胆汁淤积病变, 观察灌服ANIT后中毒组在

48, 96, 144, 192 h胆汁流量、血中TB和ALT值
及胃肠MMC的变化. 

结果: 中毒组灌服ANIT后, 48 h时胆汁流量

中断, 血清TB和ALT明显升高; 48 h后其胆汁

流量逐渐增加, 血清TB和ALT逐渐下降, 于
192 h基本恢复. 在ANIT灌胃前, 埋置电极的

所有大鼠在清醒、禁食状态下均记录到典型

的MMC节律性电活动, 正常对照组与中毒组

之间差异无显著性意义; 中毒组灌服ANIT后, 
MMC节律完全消失, 代之以Ⅱ期样节律紊乱

波; 144 h后, 中毒组MMC节律运动开始恢复; 
192 h时中毒组MMC均为节律运动, 但中毒组

MMC持续时间(911.67±140.47 s)较正常对

照组(682.87±77.39 s)明显延长, 其中主要是

Ⅱ期持续时间延长(414.12±69.21 vs  150.28
±35.45 s), 而Ⅲ期持续时间略缩短(121.21±
27.38 s vs  170.27±38.98 s) , 差异有显著意义

(P <0.05).

结论: 急性肝内胆汁淤积时胃肠M M C表现

MMC节律短暂消失或MMC周期延长; 其部分

原因可能与消化间期胆汁流量减少有关.

关键词: 肝内胆汁淤积; 消化间期; 移行性肌电复合

波; 胆汁流量
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0  引言

胃肠消化间期运动表现为一种周期性、时相

性、静息与收缩循环往复的运动, 称为消化间

期移行性复合运动[1]. 以电活动为指标研究胃肠

消化间期运动时, 将这种周期性变化称为消化

间期移行性肌电复合波(migrating myoelectric 
complex, MMC). 近年来, 有关胆道阻塞时胃肠

MMC变化的报道日益增多[2-3], 而婴儿期急性

肝内胆汁淤积时胃肠MMC的变化尚未见报道. 
我们以刚断乳的SD大鼠为对象, 在大鼠胃窦、

十二指肠、空肠慢性埋置电极后7-10 d, 一次

性给予异硫氰酸萘酯(ANIT)诱导大鼠急性肝

内胆汁淤积模型, 观察急性胆汁淤积时胃肠道

MMC、胆汁流量的变化, 并初步探讨胃肠MMC
的变化与胆汁淤积的关系. 

1  材料和方法

1 . 1  材料  健康刚断乳的 S D大鼠 (体质量

100-120 g)56只, 雌雄各半, 由华中科技大学同济

医学院实验动物中心提供. 大鼠一天两次进食, 
自由饮水. 所有鼠实验前均适应性喂养3 d. ANIT
购自美国Sigma公司, 临用前用麻油按4 g/L的浓

度配制; 聚四氟乙烯薄膜包绕的AF-250A特种导

线, 购自上海信息产业部电子第23研究所; 多导

生理记录仪(RM-6240), 购自中国成都仪器厂. 
1.2 方法 56只SD大鼠被随机分为正常对照组(16
只)、中毒组(40只). 各组分别随机取8只在大鼠

胃窦、十二指肠、空肠分别慢性埋置3对银丝

电极; 其余大鼠同时行假手术. 电极的埋置方法

如下: 将导线剪成约每根25 cm长, 每根导线距

末端1 cm处小心的去除约1 mm长度的聚四氟乙

烯外膜, 裸露出的银丝作为电极使用. 实验前晚

导线用0.1 g/L新洁尔灭浸泡过夜. 大鼠实验前

禁食12 h, 用氯胺酮(75 mg/kg, ip)麻醉后, 常规

开腹, 以24 G的针头作套针正切的穿过肠壁浆肌

层, 分别使每根导线的裸露段银丝停在胃肠肌层

里作为记录电极. 将导线用丝线扎紧, 防止电极

移动脱落. 每对电极相距约2 mm, 分别位于大鼠

的胃窦(距幽门近端0.5 cm)、十二指肠(距幽门

1.0 cm)、空肠(距幽门20 cm), 其连线与空腔脏

器长轴垂直. 在肩胛间区及右上腹之间用手术

钳做皮下隧道, 钳夹包有6根导线的硅胶管(内径

0.4 cm)通过皮下隧道. 术中用生理盐水保持脏器

湿润, 关腹前向腹腔内注入3 mL生理盐水以补充

术中所丧失的液体量, 用1号丝线逐层关闭腹壁. 
术中严格遵循无菌操作. 术后大鼠置37℃温室内

2-4 h后将其分笼单独饲养. 假手术组大鼠术前禁

食12 h, 用氯胺酮(75 mg/kg, ip)麻醉后, 常规开

腹, 翻动胃肠, 暴露腹腔约半小时后, 向腹腔内注

入3 mL生理盐水以补充术中所丧失的液体量, 
用1号丝线逐层关闭腹壁. 术中严格遵循无菌操

作. 术后按手术组同样条件饲养. 
术后7-10 d, 埋置电极大鼠均在清醒、空

腹、自由活动状态下记录MMC. 每次进行肌电

活动记录前均禁食16-18 h, 置大鼠于一小笼内, 
可自由活动, 在清醒状态下进行记录, 每只大鼠

■创新盘点
本文以幼年刚断

乳的大鼠为研究

对象 ,  以期初步

了解婴儿期急性

肝内胆汁淤积时

胃肠 M M C 的变

化, 这在国内目前

尚未见报道 .  同
时, 本篇文章利用

ANIT在动物体内

形成胆汁淤积具

有时相性, 先引起

胆流中断, 后胆流

逐渐恢复的特点, 
在不同胆汁流量

的情况下观察了

胆汁对胃肠MMC
的影响.
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每次记录1 h以上, 期间至少记录到2-3个MMC. 
采用计算机控制的多道生理记录仪记录胃肠肌

电活动. 参数设置为: 采样频率1 kHz, 时间常数

0.02 s, 滤波频率100 Hz, 信号幅度以µV记. 然后, 
按200 mg/kg一次性给中毒组大鼠灌服ANIT来
诱发大鼠急性肝内胆汁淤积病变. ANIT按4 g/L
的浓度溶于麻油, 正常对照组同时给予等量的麻

油灌胃. 于ANIT灌胃后48, 96, 144和192 h记录

中毒组及正常对照组埋置电极大鼠胃肠MMC, 
并观察其变化. 正常对照假手术组(8只)在ANIT
灌胃后48 h, 中毒组假手术大鼠在48, 96, 144和
192 h各时间点(每一时间点8只为一亚组)、经水

合氯醛(250 mg/kg, ip)麻醉后, 胆总管插管引流

胆汁并经股静脉采血1 mL, 置少量肝素钠抗凝试

管内, 3000 r/min分离血浆采血, 送检谷丙转氨酶

(ALT)及总胆红素(TB). 所有假手术组大鼠在相

应的时间点引流胆汁、采血后处死.
统计学处理 观察肝内胆汁淤积前后MMC

变化、记录MMC周期恢复时间并在ANIT造模

后192 h测量胃窦、十二指肠、空肠的MMC周

期持续时间及Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ相的时程、Ⅲ相的

幅度等参数. 数值以mean±SD表示. 分析采用

SPSS 12.0软件包进行显著性检验,  P <0.05为有

统计学意义.

2  结果

喂养ANIT后的实验组大鼠均不同程度的表现

为精神萎靡、毛发零乱失去光泽、活动量减

少、食欲减退、尿色变黄等变化; 对照组无明

显变化. 
2.1 胆汁引流量及ALT, TB的变化 正常大鼠胆汁

引流量为1.56±0.27 mL/h; ANIT灌胃后48 h中
毒组胆汁引流量为0, 48 h后逐渐恢复. ANIT灌
胃后ALT, TB逐渐上升, 于48 h达高峰, 其后逐渐

恢复, 在192 h时基本恢复正常(表1).     
2.2 空腹大鼠的正常胃肠肌电活动 胃肠典型的

MMC可人为地划分为四相: Ⅰ相为静止相, 没
有或仅有极少的峰电活动; Ⅱ相有间歇的、不的、不、不

规律的峰电活动; Ⅲ相有规律的、密集的、高的峰电活动; Ⅲ相有规律的、密集的、高峰电活动; Ⅲ相有规律的、密集的、高

波幅的峰电爆发; Ⅳ相峰电频率及波幅逐渐降

低至Ⅰ相水平. ANIT灌胃前, 埋置了电极的所

有大鼠在清醒、空腹、自由活动状态下, 在胃

窦、十二指肠、空肠均可清楚的记录到比较典的记录到比较典记录到比较典

型的MMC胃肠肌电活动(图1A), 其MMC周期

持续时间(682.87±77.39 s)、Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ相的

时程(分别为313.36±63.10 s, 150.28±35.45 s, 
170.27±38.98 s, 50.62±17.68 s)、Ⅲ相最大波

幅(196.67±19.94 µV). 
2.3 中毒组大鼠胃肠肌电活动的变化 ANIT灌胃

后胃肠肌电活动紊乱, 表现为MMC节律完全消

失, 代之以Ⅱ相样节律紊乱波(图1B), 持续一段

时间后, MMC节律逐渐恢复; 192 h时中毒组所

有大鼠MMC 节律恢复后, 其周期与对照组比

较, 提示MMC周期延长, 主要表现为Ⅱ相明显

延长, 而Ⅲ相持续时间略缩短(表2, 图1C).

3  讨论

由于ANIT诱发肝损伤的生物化学和病理改变

与人肝内胆汁淤积性肝病相似, 所以被广泛用

于诱导肝内胆汁淤积模型[4]. ANIT进入大鼠体

内后, 首先在肝脏内与谷胱甘肽结合并失去毒

性. 随后, ANIT-谷胱甘肽复合物被分泌到胆汁

中. 由于他们不太稳定, 很快就发生分离. 胆汁

中出现高浓度的ANIT, 直接损伤胆管上皮细胞. 
同时肝细胞和胆道上皮细胞间的紧密连接的通

透性增加, 一些具有渗透活性的物质从胆汁反

流入血浆, 引起肝细胞的损害. Kosser et al[4]发

现, ANIT引起的胆汁淤积有时相性变化. 给予

ANIT16-24 h后, 表现为胆流几乎中断、血浆

中胆汁成分增加, 48 h时血浆中总胆红素、谷

丙转氨酶达峰值, 然后逐步恢复. 我们的结果与

此一致. 

■应用要点
本文以刚断奶的

大 鼠 为 研 究 对

象，初步探讨了

婴儿胆汁淤积时

胃肠MMC的变化

及部分可能的机

制，为临床干预

婴儿肝内胆汁淤

积时存在的胃肠

功能的改变有一

定的指导意义.

    

表  1  对照组、中毒组平均胆汁引流量和血清TB，ALT平均浓度的变化 (n ＝
8，mean±SD)

 分组                     n     胆汁流量(mL/h)          TB (μmol/L)                  ALT (nkat/L)

对照组   48 h     8     1.56±0.27               0.69±0.41           683.47±100.02
                          8            0b                   113.00±12.82b    26722.01±7701.54b

实验组   96 h     8     0.34±0.11b             73.16±9.79b      14402.88±2017.07b

            144 h     8     0.71±0.16b             12.36±3.84b       4367.54 ±1183.57a

            192 h     8     1.19±0.27b               7.21±3.82         1316.93±300.06

aP<0.05, bP<0.01 vs对照组.
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同时, 我们的实验结果还提示: 在急性肝内

胆汁淤积的大鼠, 他们的胃肠MMC发生了明显

的改变: 给予ANIT后48 h, 胃肠MMC节律性运

动完全消失, 代之以持续、不规则、低波幅的

Ⅱ期样运动. 持续4-6 d后, MMC 节律性运动逐

渐恢复,  但MMC周期较正常对照组明显延长,其
中主要为Ⅱ期延长的结果. 

自从1969年Szurszewski第一次详细的描述了

狗的MMC以来, 人们对他进行了深入的研究[1]. 但
有关其产生和调节的机制目前仍不是很清楚. 近年

的研究表明在消化间期, 胆汁排泌进入十二指肠

及胆汁酸的肠肝循环在胃窦及十二指肠MMC 
Ⅲ期的产生及调节中起重要作用. Ozeki et al [5]

完全外引流狗胆汁后, 发现狗十二指肠无MMC
发生, 3天后空肠出现MMC并向远端传导; 恢复

正常的胆汁流, 或者在引流胆汁情况下, 十二指

肠或空肠内灌注狗自己或其他狗的胆汁, 十二

指肠出现规律的MMC. 切除了十二指肠的狗, 

其胃窦MMC完全消失, 代之以不规则、稀疏的

Ⅱ相样波[6], 直接证明胆汁及其肝肠循环为启

动MMC所必需的. Kajiyama et al [7]完全外引流

狗胆汁后胃肠MMC节律运动消失, 而外周静脉

及门静脉输入熊去氧胆酸均能使胃肠MMC节

律恢复. 他们推测在狗门静脉或肝胆道内, 存在

感知一定胆酸浓度阈的感受器, 十二指肠的胆

汁被小肠输送到回肠吸收. 吸收后的胆酸作用

于这种感受器, 激发胃肠正常周期运动. Fang 
et al [3]结扎大鼠胆总管造成胆汁阻塞后, 早期胃

窦、十二指肠MMC节律消失, 代之以空肠起源

的MMC; 4 d后十二指肠MMC节律逐渐恢复, 但
MMC周期延长, 以Ⅱ相延长为主. 在人类, 也有

类似的发现: 十二指肠引流可使MMCⅢ相减

少, MMC周期延长[8-9]; 用消胆胺人工清除健康

人十二指肠胆酸盐后, 发现MMC周期及Ⅱ相明

显延长[10]. 我们的实验证明, ANIT(200 mg/kg)灌
胃后48 h时胆流中断, 胆汁引流量为0; 此时胃肠

MMC节律消失, 这类似于胆汁完全外引流的状

况; 随着肝脏损害的逐步恢复, 胆汁引流量逐步

增加, 96 h时平均为0.34±0.11 mL/h, 排入肠腔

的胆汁仍少, 此时MMC节律未恢复; 144 h时增

加为平均0.71±0.16 mL/h,  此时部分大鼠MMC

■名词解释
消 化 间 期 移 行

性 肌 电 复 合 波

(MMC): 是消化间

期胃肠平滑肌存

在的周期性肌电

活动, 他也分为四

期. Ⅰ期: 带锋电

位的慢波少于5%; 
Ⅱ期锋电位逐渐

增多,带锋电位的

慢波达5%-95%;  
Ⅲ期锋电位的频

率和振幅明显增

加, 几乎每个慢波

都带锋电位, 收缩

运动强烈; Ⅳ期锋

电位的数目突然

减少, 是由第三期

转入新周期的移

行阶段. 他与消化

间期移行性复合

运动完全吻合, 只
有在消化间期移

行性复合肌电周

期中出现峰电活

动时才出现胃肠

的机械收缩, 而且

胃肠机械收缩的

力量、时间与峰

电位的频率、数

量、振幅有关.
B

图  1  MMC图. A: 正常MMC图, 可见典型MMC节律, 
并向离口方向传递(右侧标尺使用于本文中所有图); B: 
中毒组ANIT灌胃后48 h, MMC节律消失, 表现为持续、
低波幅的Ⅱ期样运动; C: ANIT灌胃后192 h, MMC节律
恢复, MMC周期延长, 以Ⅱ期延长为主, Ⅲ期略缩短.

胃窦

十二指肠

空肠

2 min

200 mV

      

表  2  正常对照组、中毒组各部位MMC周期、Ⅱ相和Ⅲ相持续时间(秒, s)以及Ⅲ相的波幅(微伏，µV)变化(mean±SD)

                                                胃窦	                                        十二指肠	                                 空肠

MMC周期
持续时间 (s)
Ⅱ期
持续时间(s)
Ⅲ期
持续时间(s)
Ⅲ期
波幅(µV)

 	          正常对照组	          中毒组	 正常对照组              中毒组	       正常对照组	      中毒组

683.25±79.88

150.47±37.09

179.81±53.02

195.87±23.56

891.38±129.67a

404.50±69.61a

113.75±27.75a

179.63±23.56

686.38±82.19

156.75±40.53

162.75±31.24

202.65±21.99

917.63±165.94a

410.88±80.48a

122.13±29.15a

186.91±15.91

686.38±82.19

156.75±40.53

162.75±31.24

202.65±21.99

917.63±165.94a

410.88±80.48a

122.13±29.15a

186.91±15.91

aP<0.05 vs  中毒组与正常对照组.

胃窦

十二指肠

空肠

胃窦

十二指肠

空肠

A C

参数
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 节律随着胆汁流量的增加, 开始恢复; 在中毒后

192 h, 胆汁引流量为1.19±0.27 mL/h, 已明显恢

复, 此时所有大鼠可见MMC节律, 但MMC周期

延长, 以Ⅱ相延长为主, Ⅲ相略缩短. 由于大鼠

胆汁淤积时胃肠MMC的改变与胆汁流量的变

化在时间上的一致性, 因此我们推测: 急性肝内

胆汁淤积时, 肝细胞、毛细胆管受损, 胆流明显

减少或中断, 消化间期进入十二指肠的胆汁过

少, 从而到达回肠胆汁相应的减少, 致胆汁酸重

吸收减少, 不能激活相应的胆酸盐受体, 从而不

能引起MMC Ⅲ相有关. MMC Ⅲ相消失后表现

为Ⅱ相样运动的原因与MMC各相的产生机制

有关[11]. 在MMCⅠ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ相中, Ⅱ相活动是

胃肠消化间期的背景活动. 在神经、激素、 肠
腔内化学物质等的刺激下, 胃肠道产生MMC Ⅲ
相活动, 他通过小肠－小肠反射在一定距离的

胃肠近端产生抑制作用, 引起MMCⅠ相活动, 
而MMCⅣ相可能是抑制作用逐渐解除的结果. 
故当十二指肠内胆汁减少时, 胃肠道由于不能

产生Ⅲ相活动, 从而不能引起Ⅰ、Ⅳ相活动, 表
现出Ⅱ相样活动. 

Ozeki et al [5]研究结果表明, 无论是完全外

引流胆汁, 还是结扎胆总管, 其胃肠MMC节律

消失3-4 d后, 空肠首先出现MMC节律运动, 其
后十二指肠MMC可逐渐恢复. 有学者认为, 胃
窦MMC是由胆汁排泌入十二指肠, 刺激胃动素

释放引起的; 而十二指肠MMC的起源有多种机

制[12]. 空肠MMC在胃十二指肠节律消失后可代

偿性出现[3]. 本实验结果显示, 胃肠MMC节律

消失时间持续较长, 而且胃窦、十二指肠、空

肠节律同时恢复. 我们推测, 尚有其他的机制参

与了急性肝内胆汁淤积时胃肠MMC的改变. 有
研究认为TNF-α, IL -1β等前炎症因子可抑制胃

肠MMC活动[13-14]; 结合我们前期的实验结果, 
ANIT诱导的急性肝内胆汁淤积在48 h, IL-6与
TNF-α等前炎症因子含量就明显升高[15], 故我们

推测, 急性肝内胆汁淤积时由于前炎症因子的

增加, 进一步抑制了胃肠MMC. 
总之, 急性肝内胆汁淤积时, 胃肠MMC节

律消失或周期延长. 其原因可能与消化间期排

泌入胃肠的胆汁流量减少及TNF-α, IL-1β等前

炎症因子增多有关, 但尚需进一步的深入研究. 
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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e e x p r e s s i o n o f 
5-lipoxygenase (5-LOX) in human gastric cancer 
and its effect on phosphorylated Akt (p-Akt).

METHODS: Reverse transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR) was used to detect the 
expression of 5-LOX mRNA, and Western blot 
was conducted to evaluate 5-LOX and p-Akt 
protein in 30 pairs of fresh gastric cancer and ad-
jacent normal tissues�.

RESULTS: In gastric cancer, the expression of 
5-LOX was significantly higher than that in the 
adjacent normal tissues both at mRNA (76.7% vs 
40%, P < 0.05) and protein (56.7% vs 30%, P < 0.05) 
level. The expression of p-Akt protein was also 
markedly higher in the cancer tissues than that 
in the adjacent normal ones (56.7% vs 26.7%, P < 
0.05). There was no obvious correlation between 
the expression of 5-LOX and p-Akt protein(r = 
0.186, P > 0.05.  

CONCLUSION: The 5-LOX protein may pro-
mote the carcinogenesis and progression of gas-
tric cancer, which is not correlated with PI3-K/
Akt signaling pathway.

Key Words: Gastric cancer; 5-lipoxygenase; Phos-
phorylated Akt; Reverse transcription-polymerase 
chain reaction; Western blot
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摘要
目的: 检测5-脂氧合酶(5-lipoxygenase, 5-LOX)
在胃癌组织中的表达, 并探讨5-LOX对磷酸化

Akt (phosphorylated Akt, p-Akt)表达的影响. 

方法: 采用逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)
检测30例新鲜胃癌及癌旁正常组织标本中

5-LOX mRNA表达水平; 免疫印迹法(Western 
blot)检测5-LOX和p-Akt蛋白的表达水平. 

结果: 5-LOX在胃癌组织中的表达显著高于

癌旁正常组织(76.7% vs  40%, P <0.05, mRNA
水平; 56.7% vs  30%, P <0.05, 蛋白水平). p-Akt
蛋白在胃癌组织中的表达也显著高于癌旁正

常组织(56.7% vs  26.7%, P <0.05). 相关性分析

表明, 胃癌组织中5-LOX蛋白表达和p-Akt水
平间无明显相关性(r  = 0.186, P >0.05).

结论: 5-LOX蛋白对胃癌的发生、发展有一定

促进作用, 但与PI3-K/Akt信号通路无关.

关键词: 胃肿瘤; 5-脂氧合酶; 磷酸化Akt; 逆转录-

聚合酶链反应; 免疫印迹
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0  引言

5-脂氧合酶(5-lipoxygenase, 5-LOX)是脂氧合

酶同工酶的一种, 也是其中研究最为深入的一

www.wjgnet.com

■背景资料
胃癌是我国常见

的恶性肿瘤 ,  近
年来, 5-脂氧合酶

(5-lipoxygenase, 
5-LOX)和胃癌发

生发展之间的相

关性已经引起人

们的重视 .  因此 , 
研究5-脂氧合酶

在胃癌形成中的

作用及其作用机

制具有重要意义 .
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■研发前沿
目前, 有关5-LOX
在恶性肿瘤中的

研究主要集中在

结肠癌、 肺癌、

乳腺癌和前列腺

癌, 在胃癌中的研

究较少.



种, 在人体内分布广泛, 是机体催化花生四烯

酸生成生物活性分子从而影响细胞信号传导及

代谢的关键酶, 在多种恶性肿瘤的研究中均显

示出重要作用[1-3]. Akt, 也称为蛋白激酶B, 是一

种原癌基因, 因其与致小鼠白血病病毒癌基因

v-Akt高度同源而得名[4-5]. 由于处在细胞内多种

信号途径的交叉口, 因此Akt在各种肿瘤发病机

制的研究中越来越受到关注, 国内外对其在胃

癌中的作用均有研究[6-7]. 目前, 有关5-LOX在胃

癌中的作用及其机制的研究较少, 本实验拟用

RT-PCR方法检测胃癌及癌旁正常组织中5-LOX 
mRNA的表达, Western blot方法检测5-LOX和

p-Akt蛋白表达, 通过探讨二者间的相关性, 研
究5-LOX在胃癌发生、发展中的作用及其作用

机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集30例2004-06/2006-01通过外科

手术切除胃癌组织的患者, 其中女性5例, 男性

25例, 平均年龄58.0岁. 取癌组织及距肿瘤边

缘5 cm正常癌旁胃黏膜组织(经病理证实). 液
氮保存用于做RT-PCR及Western blot研究. 羊
抗人5-LOX多克隆抗体购于美国Santa Cruz公
司(SC-8885), 兔抗山羊二抗购于北京中山生物

技术有限公司. 小鼠抗磷酸化Akt抗体购于cell 
signal公司. 
1.2 方法 
1.2.1 RT-PCR检测 RNA的提取按RNA提取试

剂盒说明书规范操作, 提取组织总RNA, 然后进

行定量、检测纯度等. 取RNA样品2 μg, 42℃, 
60 m in, 99℃, 5 m in合成cDNA. 5-LOX基因

上游引物: 5'-CCCGGGGCATGGAGAGCA-3', 
下游引物: 5'-GCGGTGGGGCAGCGTGTC-3, 
416 bp; 内参β-ac t in基因上游引物: 5'-CTATT
GGCAACGAGCGGTTC-3', 下游引物: 5'-CTT
AGGAGTGGGGGTGGCTT-3', 776 bp. 取1 μL 
cDNA进行PCR扩增(反应体系25 μL). 5-LOX
基因扩增条件: 94℃, 3 min; 94℃, 30 s; 63℃, 
30 s; 72℃, 1 min; 32个循环; 72℃, 7 min. 取
8 μL PCR 产物, 经12 g/L琼脂糖凝胶(含0.5 g/L
溴化乙锭)中电泳分离, 紫外灯下观察结果. 
1.2.2 Western blot检测 将新鲜组织于冰盒上

研磨 ,  加入组织蛋白裂解液(10 g/L去氧胆酸

钠, 10 g/L SDS, 150 mmol/L NaCl, 50 mmol/L 
Tr is, 1 mg/L亮肽素leupept in, 1 mg/L抑肽酶

Aprotinin, 1 mg/L抑肽素Pepstatin, 0.1 mg/LL

苯甲基磺酸酰氟PMSF)1000 μL, 充分混匀. 4℃, 
12 000 g , 离心20 min, 收集上清. Bradford比色

法测定蛋白浓度. 每孔25 μg蛋白上样, 100 g/L 
SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳. 蛋白印迹包括电转

膜、50 g/L脱脂奶粉封闭、TBST稀释的一抗

4℃过夜(5-LOX, 15-LOX-1抗体浓度分别为1∶
200, 1∶1000)、二抗(1∶6000)室温轻摇60 min, 
用化学发光试剂盒(北京中山生物技术有限公

司)进行蛋白信号检测, β-actin作为内对照. 
      统计学处理 采用SPSS 11.0统计分析软件进行

χ2检验、Spearmans's等级相关检验. P<0.05认为有

显著性差异. 

2  结果

2.1 5-LOX mRNA在胃癌组织与癌旁正常组织中

的表达 RT-PCR产物电泳后观察, 30例胃癌组织

与癌旁正常组织中均可测到776 bp的β-ac t in, 其
中5-L OX m R N A在胃癌组织中阳性表达率为

76.7%(23/30), 在癌旁正常组织中阳性表达率为

40%(12/30). 上述结果经统计学分析, 差异均有显

著性意义(χ2 = 8.2971, P<0.05, 表1, 图1).
2.2 5-LOX和p-Akt蛋白在胃癌组织与癌旁正常组

织中的表达 在Western blot实验中, 30例胃癌组

织与癌旁正常组织中均可测到42 k Da的β-ac t in
蛋白,  其中5-L OX蛋白在胃癌组织中阳性表达

率为56.7%(17/30), 在癌旁正常组织中阳性表达

率为30%(9/30), 差异有显著性意义(χ2 = 4.3439, 
P <0.05); p-A k t蛋白在胃癌组织中阳性表达率

为56.7%(17/30), 在癌旁正常组织中阳性表达率

为26.7%(8/30), 差异有显著性意义(χ2 = 5.5543, 
P <0.05)(表2, 图2).
2.3 5-LOX和p-Akt蛋白表达的相关性 5-LOX和

p-Akt蛋白两者的表达呈正相关, 但无统计学意义

(r  = 0.186, P  = 0.326, 表3).

3  讨论

胃癌作为我国常见的恶性肿瘤, 其死亡率位居前

列, 然而其病因不清, 临床上治疗胃癌的方法主
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表  1   胃癌组织与癌旁正常组织中5-LOX mRNA的表达
(n /%)

胃癌组织	               30      7 (23.3%)	     23 (76.7%)a

癌旁正常组织         30   18 (60.0%)              12 (40.0%)

组织类型   	 n

χ2 = 8.2971, aP<0.05 vs 癌旁正常组织.

       5-LOX mRNA   	
－	                  ＋  	

■创新盘点
本文通过5-LOX
与p-Akt的相关性

分析, 研究5-LOX
对靶基因转录的

调控机制.



要是采用手术为主、化疗和放疗为辅, 但效果

并不理想, 缺乏特效的治疗方法. 因此加强对胃

癌病因研究以开发新的有效防治胃癌的药物具

有重要的临床意义. 随着研究的深入, 脂氧合酶

代谢途径已经日益引起人们的广泛关注, 其中

以5-LOX的研究最为深入, 普遍认为5-LOX在恶

性肿瘤形成过程中具有促进作用. 人类5-LOX
基因定位于第10号染色体p11.2亚带, 长度超过

82 kb, 包括14个外显子和13个内含子, 可催化

花生四烯酸转化为白三烯(leukotriene, LTs)和5-
羟二十碳四烯酸(5-HETE)[8-9]. 目前, 有关5-LOX
的研究报道较多, 发现, 5-LOX及其主要下游产

物5-HETE和LTB4在各种恶性肿瘤中高表达, 部
分癌前病变亦有发现. Hong et al [10]在结肠癌、

肺癌、乳腺癌和前列腺癌多个细胞系中均检

测到5-LOX的表达, 表达率高达100%. Henn ig 
e t a l [11]通过实验证实, 胰腺癌细胞系PANC-1, 
AsPC-1, MiaPaCa2均有5-LOX的表达; 与正常胰

腺组织相比, 5-LOX在胰腺癌组织中表达显著增

高. 有报道称, 5-LOX在食管癌组织中表达率为

79%, 在所有8种食管癌细胞系中也都有高表达, 
5-LOX抑制剂通过诱导凋亡抑制细胞增殖[12-13]. 
上述研究均提示5-LOX的促癌作用. 尽管5-LOX
在多种恶性肿瘤中均有研究, 但在胃癌中的研

究报道较少. 
本实验通过RT-PCR和Western blot方法检

测发现, 胃癌组织中5-LOX mRNA和蛋白表达

均明显高于癌旁胃组织, 从转录和翻译水平证

实, 5-LOX在胃癌组织中高表达, 此结果与上述

研究结果相吻合, 提示5-LOX高表达与胃癌形成

密切相关. 在前期研究中我们通过免疫组化方

法发现, 5-LOX 表达显著高于胃癌组织, 伴淋巴

结转移者5-LOX蛋白阳性表达率显著高于无淋

巴结转移者, TNM分期Ⅲ-Ⅳ期患者5-LOX蛋白

阳性表达率显著高于Ⅰ-Ⅱ期; 采用5-LOX选择

性抑制剂AA861对胃癌AGS细胞株进行处理后

发现, AA861可抑制其生长, 诱导其凋亡[14]. 结合

本次的实验结果, 我们认为5-LOX在胃癌发生、

发展过程中有一定促进作用. 但5-LOX是如何发

挥促癌作用的呢？目前, 关于5-LOX在胃癌中促

癌机制研究, 国外文献报道极少, 国内尚未见报

道. Tong et al [15]在胰腺癌, 食管癌细胞中外源性

添加LTB4(5-LOX 的产物)进行处理, 发现LTB4
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     C1             N1           C2          N2 
5-LOX
78 kDa

p-Akt
60 kDa

b-actin
42 kDa

 M  C1  N1  C2  N2  C3  N3

500 bp
β-actin 776 bp

5-LOX  416 bp

图  1  5-LOX mRNA电泳图. 图中显示C1, N1, C2, C3, N3中
5-LOX表达阳性, N2表达阴性(C1, N1, C2, N2, C3, N3分别
为配对的胃癌及其癌旁正常组织, M为DNA Marker).

图  2  5-LOX, p-Akt蛋白在胃癌及其癌旁正常胃黏膜组织
中表达. C1, C2, N2中5-LOX表达阳性, N1表达阴性; C1, 
N1, C2, N2中p-Akt表达阳性(C1, N1, C2, N2为两例配对的
胃癌及其癌旁正常组织).

          

表  2   胃癌组织与癌旁正常组织中5-LOX, p-Akt蛋白的表达(n /%))

胃癌组织	           30        13 (43.3%)	 17 (56.7%)a              13 (43.3%)     17 (56.7%)a

癌旁正常组织     30        21 (70.0%)	   9 (30.0%)          22 (73.3%)      8 (26.7%)

组织类型               n

χ2 = 4.3439, aP<0.05 vs 癌旁正常组织.

       5-LOX 蛋白  	
   －	             ＋  	

          

表  3   5-LOX蛋白和p-Akt蛋白表达的相关性 (n )

     －	           13       7	        6
     ＋	           17       6	      11

5-LOX蛋白表达   n                                           r             P值
       p-Akt蛋白表达  	

     －                ＋  	

  0.186	 0.326

  p-Akt蛋白  
 －	     ＋  

■应用要点
本 实 验 通 过 对

5-LOX在胃癌中

表达的深入研究, 
为今后通过调节

其活性对胃癌患

者进行临床治疗

奠定基础.
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可促进Akt磷酸化, 从而促进肿瘤细胞增殖, 抑制

凋亡. 提示, 5-LOX促肿瘤细胞增殖抑制其凋亡

的机制可能涉及到三磷酸肌醇激酶(PI3K)/Akt
级联反应. 丝氨酸/苏氨酸(Ser/Thr)激酶蛋白激酶

B(PKB/Akt)是1991年发现的一种对细胞代谢、

细胞增殖和迁移等生命活动中信号转导有重要

功能的蛋白激酶, 近年来由于他参与由生长因子

激活的PI3K介导的信号转导过程而日益受到关

注. Akt经磷酸化作用生成p-Akt而激活, 促进细

胞生长和增殖. Akt蛋白的过度活化可使细胞发

生恶性转化, 从而参与各种肿瘤的形成、侵袭和

转移[16-18]. 因此, 我们进而采用Western blot方法

检测了p-Akt蛋白在胃癌和癌旁正常组织的表达, 
结果表明, p-Akt在胃癌组织中的表达显著增高, 
提示活化的Akt在胃癌发生、发展过程中有着重

要作用, 这与一些研究结果相似[16-17]. 将胃癌组

织中5-LOX与p-Akt蛋白表达情况进行相关性分

析, 发现二者间无相关性, 提示5-LOX的促癌作

用可能与p-Akt无关. 
总之, 5-LOX可促进胃癌的形成与发展, 这

一促癌作用可能不涉及三磷酸肌醇激酶(PI3K)/
Akt这一信号传导通路. 究竟5-LOX在胃癌形成

过程中如何发挥促癌作用, 其作用机制是如何？

下一步, 我们拟通过体外实验进一步研究. 
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■同行评价
本文较好综述了

5-LOX与p-AKT
的关系 ,  有一定

理论与临床意义.



世界华人消化杂志 2006年11月18日; 14(32): 3107-3110
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床研究 CLINICAL RESEARCH 

肝海绵状血管瘤超微结构及其与临床特征的关系

孙晓力, 李国威, 扬少毅, 刘清峰, 王志亮, 李宗芳

孙晓力, 李国威, 刘清峰, 王志亮, 李宗芳, 西安交通大学医
学院第二医院普通外科 陕西省西安市 710004
扬少毅, 西安交通大学医学院电镜室 陕西省西安市 710051
孙晓力, 西安交通大学医学院外科学硕士, 博士研究生, 讲
师, 主要从事肝胆外科工作.
陕西省科技攻关项目, No. 99K13-G28
通�����讯����作者��: 李国威, 710004, 陕西省西安市, 西安交通大学医学
院第二医院普通外科. liguowei1964@sina.com
电话�� ������������: 029-87678080
收稿日期�� �������������� ������ ����������: �������������� ������ ����������2006-08-18    接受日期�� ����������: ����������2006-09-30

Ultramicrostructure of hepatic 
cavernous hemangioma and 
its correlation with clinical 
characteristics

Xiao-Li Sun, Guo-Wei Li, Shao-Yi Yang, Qing-Feng Liu, 
Zhi-Liang Wang, Zong-Fang Li

Xiao-Li Sun, Guo-Wei Li, Qing-Feng Liu, Zhi-Liang 
Wang, Zong-Fang Li, Department of General Surgery, the 
Second Hospital of Xi’an Jiaotong University Medical Col-
lege, Xi’an 710004, Shaanxi Province, China
Shao-Yi Yang, Department of Electron Microscopy, Medi-
cal College of Xi’an Jiaotong University, Xi’an 710004, 
Shaanxi Province, China
Supported by Science and Technology Development 
Foundation of Shaanxi Province, No. 99K13-G28
Correspondence to: Dr. Guo-Wei Li, Department of Gen-
eral Surgery, the Second Hospital of Xi’an Jiaotong Uni-
versity Medical College, Xi’an 710004, Shaanxi Province, 
China. liguowei1964@sina.com
Received: 2006-08-18    Accepted: 2006-09-30 

Abstract
AIM: To explore the origin for cavernous 
hemangioma of the l iver (CHL) from the 
angle of ultramicrostructure, and probe the 
relationship between CHL ultramicrostructure 
and the clinical characteristics.

METHODS: A total of 8 CHL samples were se-
lected, 1 of which 1 was prepared using routine 
method, while the other 7 samples was firstly 
stained by scytodepsic acid before routine man-
agement. After the ultrathin sections were pre-
pared by LKB-V ultramicrotome, transmission 
electron microscope H-600 and JEOL-100SX and 
scanning electron microscope KYKY-2000 were 
used to observe the changes of tissue ultrastruc-
ture�.

RESULTS: In CHL samples, endothelial cell 
monolayer covered the inner wall of blood sinus 
which was circuitous and showed labyrinth-
like structure. The normal endothelial cells were 
thin and flat with pinocytotic vesicle, microfila-
ment and fewer cell organelles. There were tight 
and bridge corpuscle junction. Elastic fibers 
were located under the endothelial cells, while 
collagenoblasts and smooth muscle cells were 
observed in tunica media. Collagen fibers were 
rich in tunica media and theca externa. These 
structures were similar to those of arteriole. The 
endothelial cells of CHL tissues were swelled 
with nucleoli moving aside, and pillar-like 
blood sinus existed. Cystoid changes of rough 
endoplasmic reticulum lasted till the necrosis 
of endothelial cells occurred. A great amount of 
collagen fibers proliferated in interstitial sub-
stance, which divided the elastic fibers and filled 
the blood sinus cavity in the position of necrotic 
endothelial cells through fibrosis. There was no 
normal hepatic cells and sinus hepaticus in CHL 
tissues. There were no hepatic lobules in CHL, 
and double blood-supply system didn’t exist.  

CONCLUSION: CHL is caused by vascular 
malformation of liver arteriole, and the blood-
supply of CHL is through artery. Circuitous and 
labyrinth-like structure of the blood sinus cav-
ity can elucidate the characteristics of its imag-
ing results, including hepatic angiography and 
computed tomography. Anaplasia of endothelial 
cells and proliferation of collagen fibers in inter-
stitial substance leads to the fibrosis and analosis 
of CHL, which is the main mechanism of few 
natural disruptions in CHL.

Key Words: Hepatic cavernous hemangioma; Ultra-
microstructure; Blood supply; Disruption; Fibrosis

Sun XL, Li GW, Yang SY, Liu QF, Wang ZL, Li ZF. 
Ultramicrostructure of hepatic cavernous hemangioma 
and its correlation with clinical characteristics. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(32):3107-3110

摘要
目的: 从肝海绵状血管瘤(CHL)超微结构探讨
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■背景资料
CHL为良性肿瘤,
发病率达7%. 绝
大多数患者带瘤

长期生存而无任

何危害, 临床手术

者中大多数手术

依据不足. CHL破
裂出血多发生于

医源性损伤, 手术

危险远大于疾病

本身. CHL组织起

源不明, 对其生物

学特性缺乏了解

和认识, 造成其治

疗方法的混乱. 本
文以前期研究为

基础, 进一步明确

CHL组织起源, 并
对其不会自发破

裂出血, 不恶变以

及中年期后能自

行纤维化萎缩的

生物学行为的发

生机制进行讨论,
将对今后CHL治

疗原则产生影响.

 
wcjd@wjgnet.com 

®

■研发前沿
研究CHL组织起

源 ,  发生、发展

机制和转归是难

点.外科治疗(含介

入)指征和方法是

热点. 针对内皮细

胞消亡和胶原纤

维增生两方面进

行研究, 寻求生物

学治疗是方向. 



CHL组织起源, 以及组织结构与临床特征关系. 

方法: 对8例CHL切除标本进行电镜观察. 1例
按常规电镜样品制备, 7例用弹力纤维特异染

色的丹宁酸块染后, 按常规电镜样品制备, 经
LKB-V超薄切片, 用透射电镜H-600, JEOL-
100SX和扫描电镜KYKY-2000进行观察. 

结果: 血窦腔由单层内皮细胞覆盖, 血窦腔蜿

蜒迂回, 呈迷宫状结构组成. 正常内皮细胞为

扁平状, 细胞器减少, 有吞饮小泡和微丝, 细胞

间有紧密连接和桥粒连接. 内皮细胞下有弹力

纤维, 中膜层可见成纤维细胞和平滑肌细胞, 
中、外膜层有丰富胶原纤维. 此与微动脉结构

相似. CHL内皮细胞多肿胀, 核仁边移, 突向血

窦腔成柱状. 随程度加重, 粗面内质网囊泡样

改变, 直至内皮细胞由内膜层脱落, 坏死. 间
质中大量胶原纤维增生, 分割弹力纤维, 并可

由内皮细胞缺损处填充于血窦腔内, 发生纤维

化.瘤体中无正常肝细胞和肝窦结构. 由于瘤

内无肝小叶, 所以瘤体无双重供血组织结构, 
CHL由动脉供血. 蜿蜒迂回、迷宫样血窦腔, 
可以解释影像学特征(肝血管造影、CT增强). 
内皮细胞退行性变化和间质中胶原纤维大量

增生, 导致CHL纤维化, 并自行萎缩.

结论: CHL血窦腔结构类似微动脉, 起源于肝

脏微动脉血管畸形病变. CHL一般不需手术治

疗, 也不易自发破裂出血.

关键词: 肝海绵状血管瘤; 超微结构; 血供; 破裂; 纤

维化
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0  引言

疾病发生、发展、变化过程, 都伴随组织结构

和形态变化. 作者在前期提出了肝海绵状血管

瘤(cavernous hemangioma of liver, CHL)是来自

肝动脉末稍微动脉血管畸形病变论点[1-2]. 以及

CHL具有不恶变, 不易自发破裂, 能自行纤维化

萎缩生物学特征. 为进一步从超微结构进行认

证和寻求解释依据, 我们对8例CHL切除瘤组织

进行了超微结构研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 CHL标本取自8例切除患者. 男3例, 女
5例, 年龄30-50.9(平均38.2)岁. 切除剥脱瘤体最

大直径8-15 cm. 
1.2 方法 切除瘤体组织样品当即切成1 mm3组

织块, 迅速置入25 g/L戊二醛进行前固定2 h, 
蒸溜水清洗后取出置入10 g/L O sO4进行后固

定1 h. 其中7例用弹力纤维特异染色的丹宁酸

进行块染[3], 然后按常规电镜样品制备. 另1例
仅按常规电镜样品制备. 经L K B-V超薄切片, 
用透射电镜H-600, J E O L-100S X和扫描电镜

KYKY-2000进行观察. 

2  结果

2.1 扫描电镜观察 CHL由不规则, 蜿蜒迂回, 呈迷

宫状血窦腔(图1A)组成. 血窦腔壁由单层内皮细

胞覆盖, 形同“鹅卵石路面”状(图1B).
2.2 透射电镜观察 血窦腔内壁为单层内皮细胞, 
正常内皮细胞为扁平状内皮细胞, 有丰富吞饮小

泡, 可见少量微丝, 细胞间有紧密连接, 桥粒连接. 
此为成熟内皮细胞(图2A). 此种内皮细胞的血窦腔

宽, 血窦腔间隔壁薄, 内皮细胞下可见完整或较大

段弹力纤维, 中膜层中可见到成纤维细胞和平滑

肌细胞、中膜层薄, 外膜层有丰富胶原纤维(图2B). 
CHL这种结构与微动脉结构相似, 应视为肝动脉

末梢微动脉性瘤样血管畸形病变. 电镜下末发现

瘤体内有肝小叶结构.
2.3 丹宁酸染色 普遍现象是内皮细胞肿胀, 核仁

边移, 由扁平状改变为柱状突入血窦腔, 随程度加

重, 表现为内皮细胞由内膜层半剥离, 细胞器由减

少到溶酶体、线粒体完全消失. 粗面内质网呈囊泡

样改变, 直至内皮细胞完全脱落, 此为典型内皮细

胞退化至坏死过程(图3A). 与此同时, 间质中大量

胶原纤维增生, 将丹宁酸染色为电子密度极高的

黑色之弹力纤维分割得支离破碎, 胶原纤维可占

满血窦腔壁全层, 甚至由内皮细胞脱落处侵袭到

血窦腔内, 并可完全填充血窦腔(图3B). 内皮细胞

损害, 红细胞可大量渗透入间质中(图3C). 上述改

变造成血窦腔逐渐狭窄致完全闭塞, 血窦壁逐渐

增厚, 最后导致CHL纤维化及瘢痕形成. 纤维化改

变过程, 经由中心部位开始发生(图4).

3  讨论

对8例CHL切除标本的电镜观察表明, 在血窦腔

内皮细胞和间质结构没有发生明显退行性改变

和胶原纤维大量增生破坏间质结构之前, 内膜

可见扁平内皮细胞并含有丰富吞饮小泡, 少量

微丝及细胞间连接, 内皮细胞下有完整弹力纤

维, 中膜层可见少量平滑肌细胞, 或成纤维细胞, 
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■创新盘点
本文从超微结构

研究进一步证实

CHL来自肝内微

动脉的血管畸形

病变. 完全由动脉

供血, 瘤内无肝窦

状隙这一双重供

血的组织学基础. 
上述结果可能解

释CHL在肝血管

造影 ,  增强CT及

肝血流血池动态

显像诊断中出现

的影像特征, 同时

可以解释其不破

裂,不恶变并能自

行纤维化萎缩的

机制.



图  2  CHL超微结构(TEM). A: 细胞内可见吞饮小泡、微丝, 细胞间有紧密连接, 桥粒连接. (×10000); B: 内皮细胞下完整一圈
弹力纤维波浪状, 中膜层内可见成纤维细胞和平滑肌细胞(×2500).

A B

中外膜关系不清晰, 其间有丰富胶原纤维. 上述

结构与微动脉结构相似[4], 为非动脉性和非静脉

毛细血管结构. 从组织学结构上证实CHL来源

于肝动脉末梢微动脉的血管畸形病变. 进一步

肯定了作者前期术中肝动脉支插管造影, 瘤体

立即显影和临时阻断肝动脉条件下, 进行门静

脉连续造影观察, 造影剂不能进入廇体; 再经门

静脉注入亚甲兰、肝脏染色而瘤体色不变; 以
及经肝静脉, 门静脉对切除标本铸型灌注后腐

蚀观察瘤体脱落. 证实CHL瘤体完全由动脉供

血, CHL来源于肝微动脉畸形病变的推论[1-2]. 
CHL瘤体中不含肝小叶, 也就不存在肝窦(窦状

孙晓力, 等. 肝海绵状血管瘤超微结构及其与临床特征的关系                                                                                         3109
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■应用要点
可以更科学的制

定对CHL患者手

术治疗的策略 , 
合理选择治疗方

法 ,  丰富影像诊

断学理论 ,  最大

限度避免对CHL
患者过度治疗和

医源性损伤的发

生. 

图  3  CHL丹宁酸染色. A: 脱落的内皮细胞(×2000); B: 大量胶原纤维增生将黑色弹力纤维分割支离破碎, 胶原纤维占满血
窦腔壁全层, 甚至侵入血窦腔内(×1500); C: 红细胞从内皮细胞损害处大量渗透入间质, 可见红细胞游走全过程(×5000).

BA B C

图  4  CHL中心部位纤维化及瘢痕形成.

BA

图  1  CHL超微结构(SEM). A: 蜿蜒迂回, 迷宫状血窦腔; B: "鹅卵石路面"状内皮细胞覆盖.
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隙)结构, 也就不存在所谓廇体双重供血的组织

学基础. 因此, CHL仅由肝动脉供血. 国外仅见

Yamamoto et al [5]认为, CHL组织结构似肝动脉, 
而与门静脉不同的报导.

C H L能自行纤维化萎缩 [6-8].  电镜观察到

CHL病理改变均以内皮细胞退行性改变和间质

中胶原纤维增生为特征. 内皮细胞肿胀, 核边移, 
细胞变成柱状突向血窦腔内, 细胞器由减少到消

失, 粗面内质网呈囊状小泡改变, 最后内皮细胞

完全由内皮层脱落坏死. 间质中胶原纤维增生可

致血窦壁内、中、外三层结构消失, 弹力纤维被

分割. 胶原纤维由内皮细胞脱落处侵入血窦腔, 
并可完全填充血窦腔, 导致CHL纤维化形成, 瘢
痕化萎缩. 这是CHL为什么中年期以后逐渐纤维

化, 萎缩的根据, 也是CHL原则上一般不用手术

治疗的原因. 在临床上观察到只有极少数CHL由
于某种因素刺激而增殖过快, 从而产生症状, 此
种最多见于35岁以前的年轻人, 尤其反复怀孕和

长期口服雌激素类避孕药的育龄妇女[9-11]. 绝大

多数CHL在40岁以后发现, 多在查体或因其他疾

病检查时发现. 此时发现, CHL已开始发生退化

改变. CHL因为瘤体巨大而影响劳动和给生活带

来不便者极为罕见，且极少有CHL危及生命者.
CHL由迷宫状血窦腔组成, 瘤体越大其容积

越大, 而入肝血流量并不加大, 肝动脉不增粗, 不
迂曲, 此点与肝癌截然不同. 因此瘤体内血流量

骤减, 压力锐降, 这一结构特征, 当对CHL行肝血

管造影诊断, 表现出显影快而消退慢的“早出晚

归”CHL特有的征象. CT增强扫描时, 造影剂在

瘤内由周边向中心缓慢弥散, 瘤体密度显著高于

周围肝实质, 可持续达5 min以上的原因. 正是由

于瘤体血窦腔内血流极其缓慢, 可以造成瘤体内

缺氧, 和代谢产物排出缓慢, 从而损害成熟内皮

细胞, 造成内皮细胞肿胀, 细胞器逐渐消失, 粗面

内质网囊泡样改变, 最后脱落坏死. 以及间质内

胶元纤维大量增生, 并由内皮细胞缺损处填充于

血窦腔内, CHL最终纤维化萎缩. 当瘤体内发生

纤维化后, 造影剂不能进入血窦腔内, 在肝血管

造影时, 纤维化萎缩区域出现造影剂缺损低密

度区. 因此对CHL栓塞硬化治疗后, 栓塞区域不

再显像, 或者对CHL血流血池动态核素显像时出

现核素不被填充的缺损区(冷区域)[12]是判断疗

效重要依据而不应单纯只以瘤体大小变化为准. 
CHL这一特征性结构, 血窦腔内压力低, 血流缓; 
血窦腔壁形成无数间隔, 以及窦壁内丰富胶原纤

维, 这是临床上难以见到自发破裂出血的原因. 
CHL血窦壁内皮细胞为成熟内皮细胞, 无增殖行

为, 因此, 迄今为止尚末见到CHL恶变报导. 
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■同行评价
本文采用电镜观

察CHL的超微结

构, 进一步证明其

一般不需手术治

疗, 也不易发生破

裂出血的原因. 构
思新颖, 有很强的

说服力, 对临床治

疗有很好的指导

作用.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of serotonin 
receptor subtypes in the colon of patients with 
slow transit constipation (STC), and explore its 
role in the pathogenesis of STC.

METHODS: Using Envision immunohistochemi-
cal staining, we detected the expression and 
distribution of 5-HT1A receptor, 5-HT3 recep-
tor and 5-HT4 receptor in the colon of 20 STC 
patients and 20 controls. IMS computer analysis 
system was used for semi-quantitative analysis�.

RESULTS: 5-HT1A receptor was positively 
scattered in submucosa and muscular layer. The 
positive score in myenteric plexus had no signif-
icant difference between two groups (P = 0.548). 
5-HT3 receptor was also positively scattered 
in submucosa and muscular layer. The posi-
tive score in myenteric plexus was significantly 
lower in STC group than that in the controls (65.2 
± 15.9 vs 94.3 ± 20.1, P < 0.01). 5-HT4 receptor 
was positively scattered in mucosa, submucosa 
and muscular layer. In mucosa and myenteric 
plexus, the positive scores in STC group were 
significantly lower than those in the controls (57.8 
± 10.9 vs 78.5 ± 12.9, P < 0.01; 77.5 ± 19.9 vs 119.2 
± 26.9, P < 0.01). In STC patients, we didn’t find 
any correlation between the expression level of 
5-HT3 receptor and the remained marks at the 
5th day of colonic transit study. However, there 
was a negative correlation between the expres-
sion level of 5-HT4 receptor and the remained 
marks at the 5th day of colonic transit study (r = 
-0.782, P < 0.01).  

CONCLUSION: The expression levels of 5-HT3 
and 5-HT4 receptors are decreased in the colon 
of STC patients, which may contribute to the 
pathogenesis of STC.

Key Words: Serotonin; Serotonin receptor; Slow 
transit constipation; Immunohistochemistry

Ding JH, Zhao RH, Fu CG, Bi LX, Meng RG, Yu DH. 
Expression of serotonin receptor subtypes in the colon 
of patients with slow transit constipation. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(32):3111-3115

摘要
目的: 研究主要5-HT受体亚型在慢传输型便秘

(slow transit constipation, STC)患者结肠中的表

达, 探讨其在慢传输型便秘发病机制中的作用. 

方法: 采用免疫组化EnVision法, 检测20例
STC患者和20例对照组结肠组织中5-HT1A, 
5-HT3和5-HT4受体的分布及表达水平, 并采

用IMS计算机辅助图像分析系统进行半定量

分析. 

www.wjgnet.com

■背景资料
由于STC的发病

机制仍不清楚, 目
前以长期口服泻

剂对症治疗为主, 
但疗效并不满意, 
部分患者最终需

要手术切除大部

分结肠. 因此, 深
入研究STC的确

切发病机制, 成为

目前迫切需要解

决的问题 .

 
wcjd@wjgnet.com 

®

■研发前沿
目前 ,  S T C发病

机制的研究主要

集中于各种胃肠

道神经递质、神

经结构、Cajal细
胞等方面 .  已经

发现多种因素与

STC的发病有关. 
5-HT信号系统作

为肠蠕动、分泌

功能的始动因素, 
越来越受到重视.



结果: 5-H1A受体分布于黏膜下层、肌层, 肌
间神经丛5-HT1A受体的表达在STC 组和对

照组间无显著差异(P  = 0.548). 5-HT3受体分

布于黏膜下层和肌层, 肌间神经丛STC组阳

性指数显著低于对照组(65.2±15.9 vs  94.3±
20.1, P <0.01). 5-HT4受体分布于黏膜层、黏

膜下层、肌层. 在黏膜层和肌间神经丛, STC
组5-H T4受体阳性指数均显著低于对照组

(57.8±10.9 vs  78.5±12.9, P <0.01; 77.5±19.9, 
119.2±26.9, P <0.01). STC组中, 5-HT3受体

表达水平与结肠传输试验第5天体内残留标

志物数量无关(P >0.05); 但5-HT4受体表达水

平与第5天体内残留标志物数量呈负相关(r  = 
-0.782, P  < 0.01).

结论: STC患者结肠中存在5-HT3和5-HT4受
体亚型的表达下调, 两者可能参与了STC的发

病机制.

关键词: 五羟色胺; 五羟色胺受体; 慢传输型便秘; 免

疫组化
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0  引言

慢传输型便秘(slow transit constipation, STC)是
由结肠传输功能障碍引起的一种常见疾病, 表
现为排便次数减少、排便困难、腹胀等. 近年

来, 一些研究分别从电生理学、组织学和胃肠

神经内分泌学等方面对其发病机制进行了探

讨, 但其确切发病机制尚不清楚[1-3]. 五羟色胺

(serotonin, 5-HT)是参与调节胃肠道运动和分

泌功能的重要神经递质. 我们最近的研究发现, 
STC患者结肠中, 5-HT及总5-HT受体的表达均

存在异常[4-5]. 由于5-HT受体包括多种亚型, 功能

不同, 因此, 需要进一步对5-HT各受体亚型进行

研究, 以深入探讨5-HT信号系统在STC发病机

制中的作用. 我们对分布于肠神经元上的兴奋

性5-HT3受体、5-HT4 受体和抑制性5-HT1A受

体在STC患者结肠中的表达进行了研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院2001-03/2004-12经结肠传输实验

证实为STC患者, 行次全结肠切除术的石蜡标本

20例. 男6例, 女14例, 平均年龄46.5(18-70)岁. 对
照组: 取我院2004-06/2004-12因升结肠癌行右

半结肠切除的石蜡标本10例, 因直肠癌或乙状结

肠癌行部分左半结肠切除的石蜡标本10例, 均
取距肿瘤5 cm以上的正常组织. 所有对照组患

者术前无排便困难或其他胃肠道功能性疾病史, 
男9例, 女11例, 平均年龄58.7(24-76)岁. 两组在

性别和年龄构成上差异无统计学意义(P >0.05). 
蜡块常规切片厚4 μm. 兔抗人5-HT1A, 3, 4 受体

的多克隆抗体购自美国Santa Cruz公司, 即用型

EnVision试剂盒购自丹麦DaKo公司, DAB显色

剂购自北京中杉试剂公司.

1.2 方法 采用免疫组化EnVision法染色, 组织切

片常规脱蜡至水后, 微波95℃ 10 min×2抗原修

复, 3 mL/L H2O2抑制内源性过氧化物酶20 min, 
再滴入相应一抗37℃ 1 h, 加入EnVision试剂

37℃ 30 min, DAB显色后苏木素复染, 常规封

片. 镜检阳性染色呈棕黄色颗粒. 阴性对照以

PBS代替相应一抗. 采用IMS细胞图像分析系统

进行计算机辅助半定量分析, 光镜下以目标区

域为中心, 每张切片随机选取5个视野摄入计算

机, 分别测定阳性区域面积比和光密度值(A ), 
计算阳性指数(阳性面积比×光密度值×100), 
最后计算平均值. 
      统计学处理 采用SPSS 10.0分析软件进行统计

学处理. 均数间的比较用t检验, 方差不齐者采用

Wilcoxon秩和检验, 5-HT受体与结肠传输时间的

关系采用Spearman等级相关分析. P <0.05为差异

有显著性. 

2  结果

2.1  各5-HT受体亚型在结肠中的表达

2.1.1 5-HT1A受体在结肠中的表达 5-HT1A 受体

阳性染色分布于结肠黏膜下层、肌层, 其中以肌间

神经丛明显. 以肌间神经丛为中心, 进行图像分析

测定阳性染色指数后显示, STC组高于对照组, 分
别为92.6±21.1, 83.2±14.9, 但统计学分析两组无

显著性差异(P = 0.112, 表1).
2.1.2 5-HT3受体在结肠中的表达 5-HT3受体阳性

染色分布于结肠黏膜下层、肌层, 其中以肌间神经
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■相关报道
近年发现 ,  5-HT
信号系统与多种

胃 肠 道 功 能 性

疾病密切相关 . 
Miwa et al 发现 , 
便秘型IBS患者结

肠黏膜中 ,  5-HT
含量显著高于腹

泻型 I B S和正常

人. 此外, 腹泻、

溃疡性结肠炎、

功能性消化不良

等患者结肠中也

发现存在5-HT的
异常

        

表  1   STC组及对照组结肠5-HT受体阳性指数(mean±SD)

5-HT 1A 受体(肌间神经丛)
5-HT 3 受体(肌间神经丛)
5-HT 4 受体(黏膜层)
5-HT 4 受体(肌间神经丛)

5-HT 受体亚型	                     STC组	         对照组

92.6±21.1
65.2±15.9b

57.8±10.9b

77.5±19.9b

  83.2±14.9
  94.3±20.1
  78.5±12.9
119.2±26.9

bP<0.01 vs  对照组.

■创新盘点
近年已有文献报

道 ,  5-HT在STC
结肠中存在表达

变化 ,  但缺乏对

5-HT信号链其他

环节的进一步研

究. 本文在前期工

作的基础上, 继续

对5-HT受体亚型

展开了研究, 并探

讨其意义, 国内外

尚少有相关报道.



丛明显. 以肌间神经丛为中心进行图像分析后显

示, STC组阳性指数显著低于对照组, 分别为65.2
±15.9和94.3±20.1 (P <0.01, 表1).
2.1.3 5-HT4受体在结肠中的表达 5-HT4受体阳性

染色分布于结肠黏膜层、黏膜下层、肌层. 其中以

黏膜层和肌间神经丛明显. 在黏膜层, 阳性染色

主要分布于吸收性上皮细胞和部分腔面杯状细胞

膜, 黏膜肌层阳性染色明显. 分别对黏膜层和肌

间神经丛进行图像分析显示, STC组5-HT4受体

阳性指数在黏膜层和肌间神经丛均显著低于对照

组(57.8±10.9, 78.5±12.9; 77.5±19.9, 119.2±26.9, 
P <0.01) (图1, 表1).
2.2 5-HT3, 5-HT4受体的表达与结肠传输功能的

关系 根据术前结肠传输实验结果(口服20粒不透

光标志物后, 连续摄X片5 d, 观察体内残留标志

物数目), 对STC 组肌间神经丛5-HT3, 5-HT4受

体阳性指数与结肠传输功能进行相关分析. 结果

显示, 5-HT3受体表达水平与第5天体内残留标志

物数量无相关性(P >0.05); 但5-HT4受体表达水平

与第5天体内残留标志物数量呈负相关(r  = -0.782, 
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A B

C D

图  1  结肠组织中5-HT3和5-HT4受体的表达(×100). A: 对照组肌间神经丛5-HT3受体表达; B: STC组肌间神经丛5-HT3 
受体表达; C: 对照组黏膜层5-HT4受体表达; D: STC组黏膜层5-HT4受体表达; E: 对照组肌间神经丛5-HT4受体表达; F: 
STC组肌间神经丛5-HT4受体表达. 

图  2  STC组肌间神经丛5-HT4受体阳性指数和结肠传输实
验的相关性(r  = -0.782, P <0.01). 

■应用要点
本研究发现, STC
结肠中存在5-HT
受体亚型的表达

变化, 为STC发病

机制研究提供了

新的思路 ,  也为

下一步5-HT信号

系统的研究提供

了基础. 同时, 也
为临床应用选择

性5-HT受体亚型

激动剂治疗STC
提供了理论依据.

E F
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P <0.01, 图2).

3  讨论

近年来, 5-HT对肠正常动力和分泌的调控作用

越来越受到关注 .  肠蠕动、分泌反射的激发 , 
首先依赖于肠黏膜嗜铬细胞释放5-H T; 同时, 
5-HT又是肠神经系统信号传递时重要的神经递

质[6-8]. 愈来愈多的研究发现, 5-HT信号系统异常

与胃肠道功能性疾病密切相关, 如慢性便秘、肠

易激综合征、腹泻及功能性消化不良等[9-15]. 动
物实验证明, 5-HT类似物能够加速结肠运动和

传输, 促进黏膜上皮的分泌, 而其拮抗剂则具有

明显的抑制作用[16]. 我们前期的研究发现, STC
患者结肠中, 黏膜层5-HT阳性细胞显著多于正

常对照组[4]. 而总5-HT 受体的表达在结肠壁中

呈下调趋势[5]. 然而, 5-HT对肠功能的调节依赖

于不同的5-HT受体, 5-HT受体家族是神经递质

受体中最复杂的家族之一, 共7个成员(5-HT1-5-
HT7), 15 个亚型. 在胃肠道分布有5-HT1, 5-HT2, 
5-HT3, 5-HT4, 5-HT7受体, 其功能各异[17-19]. 目
前, 有关5-HT受体亚型在STC结肠中表达的研究

尚鲜有报道. 由于5-HT1A, 5-HT3, 5-HT4受体的

功能尤为重要、研究较为透彻, 我们遂选择这3
种受体作为研究指标. 5-HT1A受体分布于肠神

经元, 是少有的抑制性5-HT受体. 其主要功能为

抑制快速兴奋性突触后电位, 从而抑制肠平滑肌

动力. 我们的前期研究发现, 5-HT受体在STC结
肠壁各层中的表达均呈下调趋势, 但在环肌层

中, 5-HT受体水平越高, 结肠传输速度却越慢[5]. 
提示, STC患者结肠中可能存在某些抑制性或功

能变异的5-HT受体亚型的表达上调. 本研究显

示, 5-HT1A受体在肠肌间神经丛及黏膜下神经

丛有明显阳性染色, 黏膜上皮阴性. 在肌间神经

丛, STC组的5-HT1A受体表达有高于对照组的

趋势, 但两者差异无统计学意义. 因此尚不能确

定STC结肠中存在5-HT1A受体的表达异常, 不
排除因样本量较少等因素未能显示出这种趋势

的统计学差异, 有待进一步研究. 5-HT3受体是

胃肠道各5-HT受体亚型中非常重要的一种, 分
布于肠神经元. 其主要作用为: (1)来源于迷走神

经的肠外在感觉神经通过5-HT3受体介导, 将肠

感觉信息传递至中枢神经系统. 因此, 肠神经系

统向中枢神经系统的感觉传递需要5-HT3受体

的介导; (2)肠肌间神经丛的5-HT3受体也负责介

导中间神经元快速兴奋性电位的传递; (3)胃结

肠反射由5-HT3受体介导[20-21]. 因此, 5-HT3受体

一方面介导了肠感觉向中枢的传递, 另一方面

也参与了肠动力的产生. 研究结果显示, 5-HT3
受体主要分布于黏膜下、肌间神经丛, STC结

肠中5-HT3受体阳性染色较对照组明显减少、

强度降低. 提示STC结肠中存在5-HT3受体的表

达下调. 因此, 一方面使肠感觉向中枢传递受到

影响, 导致了临床上STC患者便意减少. 另一方

面, 5-HT3受体的下调也影响了肌间神经丛5-HT
传递, 影响了肠正常动力通路, 参与了便秘的发

生. 5-HT4受体是胃肠道各5-HT受体亚型中研

究最为深入、功能非常重要的一种. 其在胃肠

道中的分布较为广泛, 肠神经元、肠平滑肌细

胞、肠上皮细胞中均有发现[22]. 肠蠕动、分泌

反射的激发, 即来自于肠黏膜层嗜铬细胞接受

刺激后释放5-HT, 后者作用于黏膜下层神经末

稍上的5-HT4和5-HT1P受体来介导完成[23-24]. 在
肌间神经丛, 5-HT4受体促进胆碱能系统的神经

递质释放, 导致平滑肌收缩[25]. 此外, 在一些肠

平滑肌细胞上分布有5-HT4受体, 直接导致平滑

肌舒张. 分布于肠黏膜上皮细胞的5-HT4受体则

介导了肠分泌功能[26-28]. 本研究显示, 在STC结

肠中, 5-HT4受体阳性染色在黏膜层、黏膜下神

经丛、肌间神经丛及肌层等均明显减少, 强度降

低. 提示STC结肠中存在5-HT4受体表达下降, 从
而影响了肠蠕动、分泌反射的正常进行, 参与了

STC 的产生. 对5-HT4受体基因敲除大鼠的研究

发现, 其结肠动力明显下降. 该大鼠结肠壁很薄, 
主要为肌层变薄, 且总是较正常大鼠黏膜下和肌

间神经元减少, 老年较年轻大鼠更为明显[29]. 提
示长期缺乏5-HT4受体刺激可能导致结肠神经

元和平滑肌萎缩. 这与我们对STC行结肠次全切

除术后病理标本见到的肠壁变薄、肠神经元减

少相符合. 进一步提示, 5-HT4受体表达异常可

能与STC 的发病密切相关. 目前, 对结肠传输功

能的评估除了根据临床症状外, 主要依靠结肠传

输实验. 正常人口服标志物后第5天应排出80%
以上[30]. 我们对STC患者5-HT3和5-HT4受体的

表达与结肠传输功能的相关分析显示, 5-HT3受
体的表达与结肠传输功能未发现明显相关性, 提
示两者间的关系比较复杂, 可能存在其他相关因

素的影响, 尚有待进一步研究. 而5-HT4受体的

表达与第5天体内残留标志物数量呈负相关, 即
STC 患者结肠中, 5-HT4受体表达越少, 第5天体

内残留标志物越多, 提示结肠传输功能越差. 因
此, 5-HT4受体的表达下降在STC的发病机制中

可能具有较为重要的作用.

■同行评价
本文设计内容比

较新颖, 讨论较全

面, 有一定的指导

意义.
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总之, STC患者结肠中存在5-HT3和5-HT4受
体亚型的表达异常, 两者可能参与了STC 的发病

机制. 然而对5-HT受体亚型表达异常的产生机

制, 尚有待进一步的深入研究. 
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Abstract
AIM: To investigate relationship between 
substance P (SP) activity and expression of 
interleukin-2 (IL-2) and interferon-γ (IFN-γ) 
in colonic mucosa from patients with post-
infectious irritable bowel syndrome (PI-IBS).

METHODS: Mucosal biopsy samples were 
obtained by colonoscopy from the descending 
colon and rectum of 77 patients (n = 21 and 52, 
for PI-IBS and non- PI-IBS, respectively) and 30 
controls. The expression of SP, IL-2, and IFN-γ 
were determined by immunohistochemistry�.

RESULTS: The expressions of SP was sig-
nificantly higher in the descending colon and 
rectum mucosa from PI-IBS patients than that 
from non-PI-IBS patients (t = 2.321, 2.452, 2.414, 
2.520, P < 0.05) and controls (t = 3.623, 3.722, 
3.454, 3.561, P < 0.01). The positive rates of IL-2 
and IFN-γ were also markedly higher in PI-IBS 
patients than those in the controls (χ2 = 13.781, 
13.890, 14.012, 13.931, P < 0.01) and non-PI-IBS 
patients (χ2 = 10.010, 9.892, 9.984, 10.152, P < 0.05). 
The expression of SP in PI-IBS patients with pos-
itive IL-2 and IFN-γ was significantly increased 
as compared with the controls (t = 2.202, 2.220, 
2.301, 2.252, P < 0.05) and non-PI-IBS patients (t 
= 2.182, 2.230, 2.194, 2.174, P < 0.05). There were 
no significant differences between the controls 
and non-PI-IBS patients.

CONCLUSION: Gastrointestinal infection may 
take part in the pathogenesis of IBS through 
neuroimmune mechanism.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Substance P; 
Interleukin-2; Interferon-γ; Immunohistochemistry

Ju H, Zhang XF, Liu XS, Wei LZ. Correlations of substance 
P with interleukin-2 and interferon-γ expression in colonic 
mucosa of patients with post- and non-post-infectious 
irritable bowel syndrome. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(32):3116-3120

摘要
目的: 探讨肠道感染对IBS患者结肠黏膜SP, 
IL-2, IFN-γ表达的影响. 

方法: 77例IBS患者(PI-IBS组26例, 非PI-IBS
组51例)及30例对照者, 结肠镜下活检降结肠
和直肠黏膜标本, 采用免疫组化检测其肠黏膜
SP与IL-2, IFN-γ的表达情况. 

结果: P I-I B S患者结肠黏膜S P的表达高于
非PI-IBS患者(t  = 2.321, 2.452, 2.414, 2.520, 
P <0.05)和对照组(t  = 3.623, 3.722, 3.454, 
3.561, P <0.01); P I-IBS患者结肠黏膜IFN-γ
和I L-2阳性率表达高于非P I-I B S患者(χ2 = 

■背景资料
神 经 - 炎 症 / 免 疫
学说是新近提出
的IBS发生机制之
一, 在肠黏膜内神
经和免疫机制之
间可能存在某种
沟通的渠道或联
接机制. 本研究旨
在分析感染后IBS
患者外周末梢神
经与Th1细胞因子
IL-2, IFN-γ表达的
关系, 为今后从神
经-炎症/免疫方面
分析研究IBS的发
生机制提供理论
依据.
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10.010, 9.892, 9.984, 10.152, P <0.05)和对照组
(χ2 = 13.781, 13.890, 14.012, 13.931, P <0.01); 
IFN-γ和IL-2阳性表达的P I-IBS患者结肠黏
膜SP表达高于非PI-IBS患者(t  = 2.182, 2.230, 
2.194, 2.174, P <0.05)和对照组(t  = 2.202, 
2.220, 2.301, 2.252, P <0.05). 非PI-IBS患者结
肠黏膜IFN-γ和IL-2阳性SP的表达者与对照组
比较无明显差异.

结论: 感染可能通过肠黏膜神经-免疫/炎症系
统的改变参与了IBS的发病.

关键词: 肠易激综合征; P物质; 白细胞介素-2; 干

扰素-γ; 免疫组化
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0  引言

肠道急性感染后, 肠功能紊乱的发生率增高, 并
伴随肠黏膜某些免疫细胞(如肥大细胞)的增多

以及一些炎性介质表达的增高, 感染可能是肠易

激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)的致病

因素之一[1-2]. 临床研究发现约1/3 IBS患者在其

患病前曾有急性胃肠道感染史; 部分被肠道病

毒、细菌或寄生虫感染的患者, 在病原体已清

除及黏膜炎症消退后, 可发生IBS样的症状, 称
之为感染后肠易激综合征(post-infective irritable 
bowel syndrome, PI-IBS)[3-4]. P物质(substance P, 
SP)为肠道黏膜外周末梢神经, 可能诱导腹泻和

腹痛的发生[5-6]; 还可以通过与其受体结合可调

节炎性细胞因子的释放和合成, 以促进Th1细胞

因子表达上调为主[7-8]. IL-2与IFN-γ是主要的Th1
细胞因子, 在Th1型反应中起重要作用[9], 可能促

进肠蠕动增加, 出现IBS样症状[10]. 本研究采用免

疫组化检测IBS患者肠黏膜SP, IL-2和IFN-γ的表

达, 分析感染在IBS发病机制中对SP与Th1细胞

因子表达的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-09/2005-07青岛大学医学院附属

医院消化内科门诊IBS患者77例, 男29例, 女48
例, 平均年龄40.6±11.5岁, 均符合IBS罗马Ⅱ诊

断标准[11]. PI-IBS者26例, 男9例, 女17例, 平均年

龄39.9±10.6岁; 非PI-IBS者51例, 男20例, 女31
例, 平均年龄41.9±12.0岁, 男12例, 女20例. PI-

IBS纳入标准: (1)罗马Ⅱ诊断标准; (2)出现IBS
症状前至少1 d有胃肠道急性感染病史, 且治疗

未超过5 d而治愈, 没有复发者. 排除标准: (1)有
肠道器质性疾病及手术史者; (2)有全身其他系

统器质性疾病者; (3)孕妇和哺乳期妇女. 设对照

组30例, 男性12例, 女性18例, 平均年龄38.45±
10.90岁, 纳入标准: 为结肠息肉电切除术后复查

无异常发现者(术后至少半年)或因大便带少量

鲜血行结肠镜检查诊断为痔疮者, 无其他消化

道症状与体征, 无免疫疾病、感染病史, 无近期

服药史. 兔抗人IL-2抗体、兔抗人IFN-γ抗体及

SABC试剂盒均购自武汉博士德生物工程公司, 
抗人P物质多克隆抗体(ZA-0235北京中杉金桥

生物技术有限公司提供).
1.2 方法 分别取降结肠、直肠黏膜各2块, 40 g/L
甲醛固定, 石蜡包埋, 所有蜡块均行4 μm连续切

片, 每例每部位各取一张切片HE染色, 进行常

规病理组织学诊断. 切片常规脱蜡, 梯度乙醇水

洗, 氧水室温孵育10 min, 放入pH = 7的枸橼酸

钾缓冲液中5 min, 后进行微波修复10 min, PBS
缓冲液冲洗15 min, 去除PBS, 滴加兔抗人P物质

多克隆抗体(兔抗人IL-2抗体、兔抗人IFN-γ抗
体), PBS缓冲液冲洗15 min, 滴加通用型IgG抗

体(Fab段)-HRP多聚体, 37℃孵育20 min, PBS缓
冲液冲洗5 min×3次, 去掉PBS, 滴加新鲜配置

的DAB显色剂. 采用双盲法判断结果, 每张切片

选择有代表性的区域, 并避开切片周边区域. 对
IFN-γ, IL-2染色的判断, 根据阳性细胞百分数和

染色强度进行分级[12], 阳性细胞0%-5%, 计0分; 
6%-25%, 计1分; 26%-50%, 计2分; 51%-75%, 计
3分; >75%, 计4分. 同时根据胞质着色程度计分:
未染色0分; 淡黄色1分; 棕黄色2分; 棕褐色3分. 
两组计分相加, 0-1分为阴性; 2-3分为弱阳性; 
4-5分为阳性; 6-7分为强阳性. 对SP行定量分析

用VIDAS图像分析系统, 检测其吸光度A值.
统计学处理 采用SPSS 10.0统计软件包进行

处理, 应用方差分析和t检验.

2  结果

IBS患者77例与对照者在内镜下结肠黏膜均未

见明显充血、水肿、渗出等炎症改变. IBS患者

降结肠、直肠黏膜均经HE染色, 显微镜下观察

见黏膜上皮完整, 黏膜下及固有腺之间可见少

量淋巴细胞及浆细胞浸润, 个别可见少量中性

粒细胞浸润, 各组间及与对照组相比, 差异无显

著性. 

■研发前沿
现在国内外研究
IBS发生机制主要
集中于炎症因子
与肠黏膜神经之
间的关系, 炎症因
子主要是Th1细胞
因子IL-2, IFN-γ, 
IL-12等 ,  肠黏膜
神经主要包括P物
质、血管活性肠
肽、神经特异性
烯醇酶等.
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2.1 肠黏膜IFN-γ, IL-2的表达 IFN-γ, IL-2的表达

在降结肠、直肠黏膜固有膜, 呈现棕黄色, 分布

于腺体周围(图1B-C). PI-IBS患者降结肠、直肠

的IFN-γ, IL-2阳性表达高于对照组(c2 = 13.781, 
13.890, 14.012, 13.931, P <0.01)、非PI-IBS组
(c2 = 10.010, 9.892, 9.984, 10.152, P <0.05); 非PI-
IBS患者降结肠、直肠的IFN-γ, IL-2的阳性表

达与对照组比较(c2 = 2.280, 2.322, 2.190, 2.352, 
P >0.05), 差异无统计学意义(表1). 
2.2 SP的表达 SP分布于腺体周围的固有层中,
呈散在点状或簇状分布(图1A). P I-IBS患者降

结肠、直肠黏膜SP表达高于对照组(t  = 3.623, 
3.722, 3.454, 3.561, P <0.01)、非PI-IBS组(t = 
2.321, 2.452, 2.414, 2.520, P <0.05); 非PI-IBS患者

降结肠、直肠黏膜SP表达高于对照组(t = 2.152, 
2.161, 2.157, 2.189, P <0.05, 表2). 降结肠、直肠

黏膜IFN-γ, IL-2阳性表达的PI-IBS患者, SP阳

性表达高于非PI-IBS组(t = 2.182, 2.230, 2.194, 
2.174, P <0.05)和对照组(t = 2.202, 2.220, 2.301, 
2.252, P <0.05). 降结肠、直肠黏膜IFN-γ, IL-2阳
性表达的非PI-IBS患者与对照组比较, SP表达增

加, 但是无显著性差异(表3).

3  讨论

IBS的病因和发病机制迄今还不完全清楚. 目前

认为其病因与精神心理因素、胃肠动力异常、

内脏感觉过敏、脑-肠轴的改变和炎症免疫等有

关. 神经-炎症/免疫学说是新近提出的观点之一. 
SP是在脑和肠道中均存在的肽, 在肠道内主要

存在于肠神经系统的内源性神经元. 我们的实

验表明PI-IBS、非PI-IBS患者结肠黏膜SP均值

和面积表达高于对照组, PI-IBS患者结肠黏膜SP
比非PI-IBS患者表达增多, 与李兆申 et al [13]的研

究结果相似. SP是一种主要的促炎症性感觉性

神经肽, 腹泻型IBS患者血浆中SP水平升高, SP
可能以循环激素的方式作用于乙状结肠平滑肌, 
使运动增强而致腹泻[14]. 肠道发生感染后, 炎症

可致使SP表达增加[15]. SP表达增加后通过与非

胆碱能的传递促进肠道的蠕动; 通过特异性受

体活化内皮细胞钙离子依赖性NO合酶, 促进NO
合成, 增加血管通透性; 刺激黏膜下分泌运动神

经以增加黏膜离子的转运[5], 从而发生腹泻. SP
表达的增加还可以通过刺激胆碱能神经和依赖

NO的抑制性神经系统, 引起肠道压力的升高[6], 
诱发痛觉过敏的发生. 王巍峰 et al [16]报道SP在
中枢及肠道可能参与C-IBS的病理生理过程, 而
且SP能神经通路可能是参与肠道感觉或运动功

能调节的神经传导通路之一. 我们的实验发现, 
PI-IBS患者降结肠、直肠黏膜的IL-2, IFN-γ表达

比对照组增加, 与李延青 et al [12]的研究结果相

似. 通过检测IBS患者外周血T淋巴细胞亚群水

平的变化, 发现IBS患者存在T淋巴细胞功能减

弱和调节紊乱, 细胞免疫异常可能参与IBS的发

表  1  IBS患者肠黏膜IFN-γ, IL－2的表达

     
                            PI-IBS组(％)    非PI-IBS组(％)    对照组(％)   

                                (n  = 26)              (n  = 51)            (n  = 30)

降结肠  IFN-γ        88.5ab              47.0                30.0         

             IL-2          84.6ab              41.1                23.3           

直肠      IFN-γ        80.7ab              39.2                26.6         

             IL-2          69.2ab              31.3                20.0

aP<0.05 vs  非PI-IBS组; bP<0.01 vs  对照组.

图  1  PI-IBS患者结肠黏膜SP, IL-2, IFN-γ表达(→)×400. A: 

SP; B: IL-2; C: IFN-γ.

A

B

C →
→

→

■创新盘点
目前未有感染后
I B S 患 者 肠 黏 膜
SP与IL-2, IFN-γ
相关性研究的报
道. 本研究发现感
染可能促进肠黏
膜SP表达的增加, 
而SP表达增加后, 
又促使IFN-γ, IL-2
的表达上调, 通过
神经-炎症/免疫的
途径诱导IBS的发
生.
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病[17]. IBS患者存在Th1/Th2细胞因子的漂移[12], 
而且IBS发生与炎症有密切联系[18]. PI-IBS患者

肠黏膜IFN-γ, IL-2表达增加, 二者可以促进血管

通透性增加; 促使组织胺、花生四烯酸代谢产

物(PGD2, LTC4, LTD4, TXE4)、血小板活化因

子(PAF)表达增多, 使平滑肌收缩增强, 肠道蠕动

增加[10], 导致腹泻; 还可以介导局限于黏膜的轻

微炎症反应, 干扰胃肠反射, 活化内脏感觉系统, 
出现腹痛和直肠敏感性增加. 

PI-IBS和非PI-IBS患者降结肠、直肠黏膜

IFN-γ和IL-2阳性表达的SP的表达增加, PI-IBS
增加更著. PI-IBS患者肠黏膜IFN-γ, IL-2阳性表

达的SP表达高于对照组和非PI-IBS组, 而非PI-
IBS患者肠黏膜IFN-γ, IL-2阳性表达的SP表达与

对照组比较有增加趋势, 无统计学差异. PI-IBS
患者肠黏膜IFN-γ, IL-2的表达与SP表达有关, 这
可能是黏膜免疫系统和传入神经末梢之间交互

作用. 感染可能促使SP表达增加, SP与炎症细胞

表面的SP受体结合, 促进炎症因子的释放. SP与
Th1细胞膜表面的SP受体(主要是neurokinin-1,  
NK-1)结合, 促使Th1细胞释放IFN-γ, IL-2, IL-12
等因子 ,  诱发T h1反应 ,  激活免疫细胞如T细

胞、NK细胞等, 促进炎症因子的释放如IL-1b, 
TNF-a, 前列腺素E2等, 破坏肠黏膜上皮屏障功

能. Th1反应增强还可能导致机体打破对肠道常

住细菌的耐受状态, 使抗原微生物免疫和异物

排斥反应增强. 感染的持续时间与IBS的发生风

险有关, 感染持续2 wk或以上者发生IBS的OR值

明显高于1 wk者, 且回肠末端和直肠乙状结肠的

IL-1b mRNA表达也明显增加[2]. 
在培养的细胞系中, 加入SP就可以使IL-2 

mRNA的表达增加, 若加入SP拮抗剂后, 则抑制

其表达[7], 研究已证实了SP具有上调某些细胞因

子表达的作用[8]. 我们认为感染可引起的肠内免

疫细胞数量或活性增加, 通过神经免疫机制, 产
生持续的异常的黏膜免疫, 引发大量细胞因子

的释放, 造成不同功能的细胞因子失去平衡, 从
而产生相应的病理生理改变. SP可能只是调节

细胞因子表达或释放的介质之一. 大量炎症因

子释放作用于肠道神经元和平滑肌细胞, 导致

肠黏膜化学感受器和机械感受器对各种刺激敏

感性增加. 
曾患痢疾/肠炎者1-2 a内发展为IBS者占痢

疾患者的10.2%, 较同期未患肠道感染对照组

IBS的发病率(0.8%)明显为高[19]. 肠道感染对肠

黏膜屏障、传入神经及免疫功能的影响, 最终

导致肠道分泌功能、运动功能及内脏感知的改

变. 急性胃肠炎后持续存在的低度炎症可破坏

肠黏膜上皮屏障功能, 增加其通透性, 引起水钠

吸收障碍而产生腹泻; 同时也引起抗原的过度

暴露以及刷状缘的缺失, 从而激活肠黏膜免疫

系统, 引起包括肥大细胞、淋巴细胞、内分泌

细胞在内的各种炎症及免疫细胞增加, 释放多

种细胞因子, 使炎症介质表达增加[20]. 局限于黏

膜的轻微炎症反应即可干扰胃肠反射, 活化内

脏感觉系统. 炎症还可引起包括前列腺素、缓

表  2  IBS患者不同分型SP强度均值与面积的表达(mean±SD)

     
部位                                                  PI-IBS组                    非PI-IBS组                      对照组

降结肠         SP强度均值           14.7±2.3ab                12.3±2.7c                  8.8±2.2      

                    SP面积              2878.9±450.0ab        2689.2±480.4c        2200.5±432.0

直肠             SP强度均值           13.8±2.5ab                10.0±2.6c                  8.8±2.0              

                    SP面积              2850.5±510.4ab        2589.2±500.3c        2120.8±456.4

aP<0.05 vs  非PI-IBS组; bP<0.01, cP<0.05 vs  对照组.

表  3  IBS患者结肠黏膜IFN-γ, IL-2阳性表达与SP强度均值的关系(mean±SD)

     
部位               细胞因子                     PI-IBS组                    非PI-IBS组                      对照组

降结肠         IFN-γ阳性               15.0±3.2ab                11.2±3.1                   9.8±2.9      

                    IL-2阳性                 14.9±3.2ab                11.7±3.3                   9.6±3.1 

直肠             IFN-γ阳性               14.5±3.0ab                10.9±2.4                   9.2±2.2              

                    IL-2阳性                 15.0±3.2ab                12.0±3.0                 10.8±3.2

aP<0.05 vs  对照组; bP<0.01 vs  非PI-IBS组.

■应用要点
本研究采用免疫
组化检测IBS患者
肠黏膜SP, IL-2和
IFN-γ的表达, 分
析 感 染 在 I B S 发
病机制中对SP与
Th1细胞因子表达
的影响, 为今后研
究神经-炎症/免疫
因素在IBS发生机
制中的作用提供
一定的实验基础.
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 激肽、神经生长因子、腺苷增加, 张晓敏 et al [21]

报道D-IBS患者存在5-HT基因多态性, 这些介质

或直接作用于初级传入纤维或间接经由肥大细

胞, 启动活化和致敏机制的级联效应, 使附近的

伤害性感受器(外周传入纤维末梢)产生继发性

的过敏[12]. Wang et al [1]通过对295例细菌性痢疾

患者进行的队列研究发现, SP、神经特异性烯

醇酶(NSE)和5羟色胺(5-HT)促进了PI-IBS患者

肠黏膜IL-1α, IL-1β的表达, 提出细菌性痢疾是

PI-IBS的一个病因, 而且免疫和神经机制对PI-
IBS的发生起重要作用. Collins et al [22]认为, 该研

究首次在国际上报道了肠志贺菌感染与IBS的
相关性, 为说明神经-免疫联接机制在PI-IBS发
病机制中的作用, 提供了强有力的证据. 感染可

能促进肠黏膜SP表达的增加, 而SP表达增加后, 
又促使IFN-γ, IL-2的表达上调, 通过神经-炎症

/免疫的途径诱导IBS的发生. 不过不同病原的胃

肠道感染(细菌感染或病毒感染)、感染的持续

时间等对IBS结肠黏膜神经递质与炎症介质表

达的影响, 以及炎症在PI-IBS患者感觉动力障碍

及症状发生中的作用有待于进一步研究. 
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■同行评价
PI-IBS是目前研
究的热点 ,  但PI-
I B S 的 诊 断 仍 不
明 确 ,  本 文 采 用
免疫组化检测其
肠黏膜SP与IL-2, 
IFN-γ的表达情况. 
探讨PI-IBS的发
病机制, 具有一定
的临床意义.
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摘要
近年, 代谢综合征(metabolic syndrome, MS)及
其高发病率严重威胁着人类的健康和生命. 代
谢综合征病因学的核心是胰岛素抵抗(insulin 
resistance, IR), 然而, 其相关机制并不是十分
清楚, 研究显示血浆中某些炎性因子(如: C反
应蛋白、白细胞介素-6、肿瘤坏死因子-α)浓
度的升高与IR的发生密切相关, 表明炎性因子
在IR过程中具有重要作用. 本文将就这些炎性
因子影响胰岛素敏感性的机制加以介绍. 

关键词: 胰岛素抵抗; 炎症反应; 炎性因子

张洁, 王方, 许海燕, 孟雁. 炎性因子与胰岛素抵抗. 世界华人消

化杂志 2006;14(32):3121-3125

http: //www. wjgnet. com/1009-3079/14/3121. asp

0  引言

胰岛素抵抗(insulin resistance, IR)是指机体对

胰岛素不敏感, 表现为外周组织尤其是肌肉、

脂肪组织对葡萄糖利用降低. IR早期, 胰岛β细

胞尚能代偿性增加胰岛素分泌以弥补其效应不

足, 但久而久之, 胰岛β细胞功能逐步衰退, 导
致糖耐量异常和糖尿病发生. 炎症反应是指具

有血管系统的活体组织对损伤因子所产生的防

御反应. 炎症反应时, 机体分泌大量炎性因子

如肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor alpha, 
TNF-α)、白细胞介素-6(interleukin-6, IL-6)和C
反应蛋白(C-reactive-protein, CRP)来实现对自身

的保护. 目前的研究显示, 代谢综合征(metabolic 
syndrome, MS)人群血浆中炎性因子水平明显升

高. 例如, 在高血压、高血脂、动脉粥样硬化、

2型糖尿病(type 2 diabetes mellitus)及肥胖患者

的血浆中, TNF-α和IL-6水平明显升高[1], 在肥胖

模型动物的血浆中TNF-α表达水平也明显升高[2], 
这些结果提示炎性因子参与了IR. 

目前, 炎症反应与IR发生、发展的关系并

不十分清楚, 一般认为: 炎性因子介导细胞内炎

症反应的信号传导, 导致胰岛素敏感细胞(如肝

细胞、肌肉细胞和脂肪细胞)内的胰岛素受体底

物-1(insulin receptor substrates-1, IRS-1)丝氨酸

磷酸化, 抑制其酪氨酸磷酸化, 使胰岛素信号传

导受阻, 从而诱发IR; 此外, 炎性因子进入脂肪

组织, 引起脂质代谢异常(如TNF-α的脂解作用), 
从而使外周游离脂肪酸增加导致IR, 而肥胖患

者的脂肪组织也可以增加炎性因子的释放, 从
而使其他重要代谢性组织(如肝组织和肌肉)的
功能受损[3]. 

1  炎性因子在IR进程中的作用 
1.1 TNF-α TNF-α主要由脂肪组织, 包括脂肪

细胞和脂肪基质细胞在内的多种细胞产生 [4]. 
T N F-α引起I R的作用机制目前研究得较为清

楚, 大致分为以下几点: (1)抑制胰岛素信号传

导: TNF-α可诱导IRS-1丝氨酸磷酸化[5], 降低

IRS-1酪氨酸激酶活性, 使IRS-1的表达下调[5-6]; 
抑制IRS-1与胰岛素受体结合; 降低葡萄糖转运

体4(glucose transporter 4, GLUT4)的含量[5], 从而

抑制脂肪细胞摄取葡萄糖, 产生IR. (2)促进脂解

作用, 使外周游离脂肪酸增加, 从而抑制肌细胞

糖代谢, 促进肝内糖原合成, 间接诱导IR [7]. 在小

鼠体内, TNF-α诱导脂解的最主要的机制是其降

低抑制性G蛋白(Gi)的水平[8]. (3)作用于其他细胞

因子, 如刺激IL-6的生成[9], 抑制脂联素、瘦素[10]

和过氧化物增殖因子受体-γ(PPAR-γ)的产生[11], 
引起IR. (4)刺激单核细胞趋化蛋白-1(monocyte 
chemotactic protein-1, MCP-1)的产生, 从而趋化

巨噬细胞浸润脂肪组织, 导致炎性因子大量分

泌, 引起IR[4]. 将小鼠TNF-α基因敲除或给小鼠

®

■背景资料
代谢综合症病因
学的核心是胰岛
素抵抗, 目前对此
领域的相关研究
进行的较为深入, 
然而, 其相关机制
并不是十分清楚.
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注入TNF-α阻断性抗体, 可观察到小鼠体内胰岛

素敏感性升高. 然而, 糖尿病患者给予TNF-α抗
体注射后, 胰岛素敏感性并没有明显改善[12], 临
床角度对此现象的解释为: 人类脂肪细胞不分

泌TNF-α进入血液循环[4,13]. 
TNF-α诱导IRS-1丝氨酸磷酸化, 受另外一

个炎性中间物IKK-β(Ikappa B kinase-β)的调

控[2,14]. 研究显示, IKK-β纯合基因小鼠经高脂饮

食饲喂或脂质注射后, 再给予大剂量的水杨酸

盐(糖尿病治疗性药物), 肥胖小鼠体内IKK-β活
性被抑制, IR得到改善; 2型糖尿病患者给予大

剂量水杨酸盐治疗2 wk后, 患者体内血糖快速降

低, 机体对葡萄糖的摄取量显著增多[15]. 
JNK (c-Jun N-terminal kinases )是另外一个

参与诱导IRS-1丝氨酸磷酸化的丝氨酸激酶[2,16], 
由炎性因子(如TNF-α)激活, 主要作用是诱导胰

岛β细胞凋亡和对胰岛素信号传导的负向调

节 [17].  肥胖小鼠或肥胖人群脂肪组织中JNK活

性增加[18]; 饮食诱导不能引起JNK基因缺失的小

鼠肥胖和IR; 遗传性肥胖小鼠JNK基因突变后变

得消瘦, 血浆中葡萄糖和胰岛素的含量降低[17]; 
给予糖尿病小鼠和饮食诱导的IR小鼠一种细胞

通透性JNK抑制肽, 其糖耐量和IR可得到明显改

善[18]. 目前, JNK引发IR的机制还并不十分清楚, 
用腺病毒诱导JNK在肝细胞内过量表达或抑制, 
证实JNK的活性与IRS-1丝氨酸磷酸化有关[19], 
另有实验证实肥胖导致内质网应激是诱导JNK
活化、炎症反应和IR起始的基础[20]. 这些研究使

JNK有希望成为一种联系炎症和IR的有效的药

物靶点[17].
1.2 IL-6 IL-6由脂肪细胞、脂肪基质细胞和胰

岛β细胞产生[21], 其中脂肪细胞是外周IL-6的主

要来源, 全身30%的IL-6来源于脂肪组织[22], 高
血糖可促进胰岛β细胞分泌IL-6. 在炎症反应早

期, 少量IL-6促进胰岛素产生, 导致高胰岛素血

症; 在炎症反应晚期, IL-6抑制胰岛素产生, 从而

促进糖尿病的发生和发展[23]. IL-6通过以下机制

诱导IR: (1)IL-6诱导IRS-1丝氨酸磷酸化, 抑制其

酪氨酸磷酸化[22,24], 使胰岛素信号传导受阻, 导
致IR. (2)IL-6抑制脂联素表达(脂联素能提高胰

岛素敏感性), 降低胰岛素敏感性, 导致IR[4]. (3) 
IL-6受体与瘦素受体有共同的细胞信号传导通

路, IL-6和瘦素具有竞争性抑制作用, IL-6增多可

导致瘦素抵抗, 导致IR[4]. (4)IL-6促进脂解作用

使外周游离脂肪酸增加, 从而抑制肌细胞糖代

谢, 促进肝内糖原合成, 间接诱导IR. (5) 最近发

现, 在3T3-L1脂肪细胞、小鼠肝细胞和人HepG2
细胞中, IL-6抑制GLUT4和磷脂酰肌醇-3激酶

(phosphatidylinositol-3 kinase, PI-3K)的活性, 进
而抑制胰岛素信号传导, 导致IR[23]. 

IL-6水平的升高是2型糖尿病发病的独立危

险因素[25]. 注射IL-6可诱发患者全身性脂解并抑

制糖代谢[26-27]. 然而, IL-6基因敲除小鼠可产生

肥胖和IR的表型[28], 这两种相反结果的发生机

制有待进一步研究和探讨.
1.3 CRP CRP是由肝脏产生、分泌的重要防御分

子, 是全身炎症反应的敏感性标志物, 其表达受

某些炎性因子调控, 如IL-6和TNF-α作为极强的

促炎因子, 可刺激肝脏合成CRP. CRP主要通过

以下机制参与IR的发生发展: (1)CRP介导促炎

因子IL-1, IL-6的产生, 从而引起IR; (2)CRP促进

TNF-α释放, 从而抑制胰岛素信号传导, 导致IR. 
CRP水平的升高与体重指数(body mass index, 
BMI)增加、血浆脂质含量升高、血浆葡萄糖含

量升高、高胰岛素血症和IR密切相关, 并与临

床2型糖尿病高风险患病有关[25,29-30]. 
IR患者血浆中CRP水平明显升高, 随着胰岛

素敏感性的改善, 血浆CRP水平降低. CRP作为

非特异性炎症反应标记物, 其水平可预测心血

管事件发生的危险性[25]. 一项对美国健康中年

女性进行为期4 a的跟踪调查显示, CRP水平升

高使2型糖尿病的发病风险增加了4倍[4,30]. 
1.4 MCP-1 MCP-1是介导巨噬细胞激活和趋化

的重要介质, 可诱导巨噬细胞由外周血液循环

进入脂肪组织并使其激活. 巨噬细胞一旦被激

活, 可分泌多种炎性因子, 如IL-6, TNF-α等, 这
些炎性因子均可抑制脂肪细胞的胰岛素信号传

导, 还可进一步刺激巨噬细胞分泌大量炎性因

子, 最终引起脂肪细胞广泛降解, 释放大量游离

脂肪酸, 导致IR. 高脂饮食饲喂的肥胖小鼠白色

脂肪组织中MCP-1的表达有2次升高, 一次是喂

饲高脂饮食后第3周, 另一次是与IR同时出现, 
表明MCP-1通过引起小鼠白色脂肪组织中巨噬

细胞的浸润诱发IR[4]. 
1.5 核转录因子-κB (nuclear factor-kappa B, NF-
κB) NF-κB普遍存在于细胞质, 与抑制性蛋白

IκB结合处于非活性状态, 他可被IL-6, TNF-α和
CRP激活. NF-κB通过介导一氧化氮的合成及促

进TNF-α和IL-6的产生来加重炎症反应, 使炎症

反应持续扩大, 导致IR[31]. 

■创新盘点
与同类文章相比, 
本文更为全面的
总结和概括了胰
岛素抵抗的炎性
机制, 具有较好的
参考意义.
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1.6 细胞因子信号3抑制物 (suppressor of cytokine 
signaling 3, SOCS3) SOCS3是另外一个潜在的与

肥胖、炎症、IR相关的因子, 参与胰岛素信号

的负反馈调节[32]. SOCS3的表达通常受NF-κB介
导的信号传导调控[2]. 肥胖小鼠体内SOCS3含量

增加; 体外实验证实, SOCS3直接作用于胰岛素

受体, 抑制IRS-1酪氨酸磷酸化导致IR并诱导瘦

素抵抗[32-33].

2  肥胖伴随的慢性炎症诱发IR

肥胖主要的病理生理改变是脂肪细胞数目增

多、脂肪细胞体积增大以及脂肪组织内大量巨

噬细胞浸润[34]. 人类和小鼠肥胖个体的脂肪组

织处于慢性炎症状态[35-36]. 肥胖可增加脂肪组织

中巨噬细胞的浸润和炎性因子基因的大量表达. 
反之, 减重后, 皮下脂肪组织炎性因子基因表达

恢复正常[35]; 超重和肥胖患者血清中TNF-α、可

溶性TNF受体P55(sTNF-RⅠ)和血清可溶性TNF
受体P75(sTNF-RⅡ)的含量较健康人高; IL-6与
BMI呈正相关, 在肥胖患者的血浆中, IL-6水平

升高, 随着体重减轻IL-6水平下降[37]. 另外, 高热

量饮食可加重炎症反应, 使血浆胰岛素水平明

显升高, 而限制饮食则能减轻炎症反应[36]. 
肥胖引起IR的机制主要与脂肪细胞来源的

炎性因子和炎症信号传导通路的激活有关[4]. 脂
肪组织是炎性介质的主要来源, 脂肪细胞数量

增多和脂肪细胞体积增大, 可刺激脂肪组织分

泌CRP, TNF-α和IL-6等炎性因子, 浸润的巨噬细

胞作为炎性细胞分泌大量的炎性因子参与IR[34]. 
另外, 脂肪细胞与巨噬细胞表达炎性因子的基

因有许多相似之处, 实验证实脂肪细胞和前脂

肪细胞可转化为巨噬细胞[35,38]. 这些结果显示, 
肥胖在IR发生、发展中具有重要的作用. 

除上述炎性因子以外, 发现炎症反应同时

还释放炎性抑制因子, 可抑制IR. 目前发现的

炎性抑制因子主要有: 可溶性肿瘤坏死因子受

体(sTNFR)、IL-1受体拮抗物(IL-1ra)、IL-10、
IL-4、IL -11、IL -13、转化生长因子-β(TGF-β)
和克隆刺激因子(CSF)等. 这些炎性抑制因子参

与调节炎性因子的释放并调节促炎因子与抗炎

因子的平衡, 对炎症反应的程度起决定作用. 
总之, IR伴随着血浆中多种炎性标志物和促

炎因子含量的升高, 如TNF-α, IL-6, CRP, NF-κB
和MCP-1等, 而这些炎性因子又分别以不同的途

径单独或协同作用诱导IR. 图1为炎症诱导IR分
子机制. 炎症反应活化脂肪细胞和巨噬细胞, 从
而激活炎性因子CRP, TNF-α和IL-6; CRP, TNF-α
和IL-6又有相互协同的作用; 三者可分别激活

NF-κB, 促使NO合成加剧炎症反应; TNF-α刺激

MCP-1产生, 从而激活和趋化巨噬细胞; 最终, 炎
性因子使胰岛素信号传导受阻和胰岛素敏感性

降低, 并通过脂解作用使外周游离脂肪酸升高

等途径导致IR的发生. 因此, 在分子和基因水平

上研究炎症引起IR的机制, 有助于我们深入了

解IR的发生过程和病理生理学基础, 并为临床

上预防、诊断和治疗与IR相关的疾病提供有效

的方法和手段. 
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摘要
肝纤维化是细胞外基质(ECM)在肝脏中过量
堆积的结果, 是几乎各种慢性肝病的共同病
理基础. 转化生长因子β(TGF-β)是一类能够
调节细胞生长和分化的多肽, 在肝纤维化的
发生、发展过程中起着重要作用, 是最重要
的促肝纤维化细胞因子之一. 在细胞及分子
水平上, 肝纤维化主要以肝星状细胞(HSC)
的活化和TGF-β的异常活性为特征. TGF-β-
S m a d s信号转导通路与肝纤维化的发病机
制具有密切关系, 为肝纤维化的防治与治疗
提供了新的有效途径. 我们综述了肝纤维化
与TGF-β-Smads信号转导通路的关系和以
TGF-β为靶位点进行肝纤维化的治疗策略. 

关键词: 肝纤维化; 转化生长因子β; 信号转导; 治疗
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0  ��引言

肝纤维化由肝脏受到慢性损伤引起的细胞外基

质(extracellular matrix, ECM)蛋白的堆积所致, 
这也是多种慢性肝脏疾病的特征[1], ECM的堆

积构成纤维疤痕, 破坏了肝脏的结构, 并发新生

肝实质细胞的结节, 导致肝硬化, 从而导致肝细

胞的功能紊乱. 严重的肝纤维化导致肝硬化、

肝衰竭等并常伴有肝脏移植[2]. 肝纤维化的细胞

和分子生物学机制研究已经取得较大的进展, 
随着对这些机制与通路的理解, 在损伤、信号

转导、活化和基因表达中的关键步骤被分子特

征和其他分子或者基因治疗手段靶向化[3], 使严

重的肝纤维化被证实是可逆的[4], 这激励了研究

者去研发新的抗纤维化药物. 

1  肝纤维化

肝纤维化是指肝脏内纤维性结缔组织异常增

生, 是一种“创伤愈合”的慢性渐进的病理过

程, 由于乙醇、缺血、寄生虫、HBV和HCV病

毒感染、自体免疫攻击、非酒精性脂肪肝疾

病、药物治疗, 以及肝毒素等因素诱发肝细胞损

伤, 导致Kupffer细胞和其他类型肝细胞释放细

胞因子和可溶因子, 这些因子导致肝星状细胞

(hepatocellular stellate cell, HSC)或肝成纤维细胞

(myofibroblasts, MFB)库活化与膨胀, 合成大量

ECM, 伴随慢性损伤和纤维化, 肝脏的结构和新

陈代谢受到破坏, 最后出现硬化和肝癌[3,5]. 
1.1 肝纤维化的形成机制 引起肝纤维化的刺

激因素有物理的、化学的和生物等几个方面, 
近年来的研究认为, HSC在这些刺激因素作用

下引起的激活, 是肝纤维化发生发展的中心环

节[5]. HSC的激活可分为启动(in i t ia t ion)和持

久化(perpetuation)两个阶段. 在启动阶段, 肝
细胞受损后释放丝裂原蛋白 ,  旁分泌作用于

HSC, 引起HSC的增殖, 并使肝细胞生长丧失

接触抑制, 随后, 活化的Kupffer细胞、内皮细

胞及血小板释放细胞因子 ,  如转化生长因子

(transforming growth factor, TGF)、血小板衍

生生长因子(PDGF)等, 促进HSC激活, 转化为

肌成纤维细胞 ,  继而进入激活的持久化阶段 , 
在持久化阶段, HSC维持激活状态并产生纤维

化, 此时, MFB分泌的TGF-β和TGF-α作用于其

自身, 并促使未转化的HSC向肝成纤维细胞转

化. TGF-β是最主要的致病因子, 可以激活转录

因子NF-κB, 引起一系列靶基因的激活, 同时, 
MFB可产生α-平滑肌收缩蛋白和多种ECM, 沉
积于肝细胞间隙中, 是纤维化过程中ECM的主

要来源. 激活的HSC还可以通过分泌基质金属

蛋白酶(matrix metalloproteinases, MMP)及其

抑制物(inhibitors of metalloproteinases, IMP), 
引起ECM的增生和异常降解, 从而导致基质重

构, 引起肝小叶的破坏. ECM还可能和整合素

(integrin)相互作用, 影响有关细胞的结构与功

能, 诱导基因表达, 刺激细胞的增殖, 进一步促
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进肝纤维化的发展. 
1.2 介导肝纤维化的胞内信号通路 调控肝纤维

化的细胞内通路的数据主要来自于用培养的

HSC细胞进行的研究. 其细胞内通路的作用, 在
用基因剔除小鼠进行的实验性纤维发生模型的

研究中得到了发展[6-7]. 几个mitogen激活的蛋白

激酶调控了HSC细胞的主要纤维化活性. 研究

证实, 实验刺激下导致肝损伤的细胞外调控激

酶, 调节了HSC的增殖和转移[8]. 相反, c-Jun N-
端粒酶调节了肝细胞的凋亡, 同时分泌发炎细

胞因子[9-10]. 病灶性黏附激酶PI3K-Akt信号通路

介导了HSC收缩导致的纤维化作用[8]. TGF-β1活
化Smads信号通路刺激了实验性的肝纤维化, 是
一个有潜力的肝纤维化治疗靶向[11-12]. 研究表明, 
PPAR通路也调控HSC活化和实验性的肝纤维化, 
PPAR-γ配体抑制了HSC的肝纤维化作用, 并在

体内实验中削弱了肝纤维化[13-14]. NF-κB在肝纤

维化中可能有抑制作用[15-16]. 在HSC活化中, 还
有其他转录因子可能参与了肝纤维化发生[17]. 近
年的研究显示, 肝细胞内通路被Toll-like受体和

β-cathepsin信号化[18-19].

2  TGF-β-Smads信号转导通路与肝纤维化

在肝纤维化发生、发展过程中, TGF-β具有活化

HSC、促进胶原蛋白基因表达、促进ECM合成

与沉积等作用, 是肝纤维化最重要的始动因子之

一[20-23]. 大量研究证实, TGF-β-Smads信号转导通

路是TGF-β发挥生物学作用的主要通路. 
2.1 TGF-β-Smads信号转导通路组成 哺乳动物

TGF-β共有3种: TGF-β1, TGF-β2和TGF-β3. 其
中肝脏含量最高且具有生物活性的是TGF-β1, 
由两条相同的含112个氨基酸的亚单位通过

-S-S-键连接成二聚体. 正常成人肝脏的肝窦内

皮细胞Kupffe r细胞表达较高水平的TGF-β1, 
TGF-β2和TGF-β3 mRNA则在相对较低但可以

检出的水平表达; HSC正常状态下表达极少的

TGF-β. 肝损伤后, 3种TGF-β表达均显著增加, 
是肝损伤时TGF-β的主要来源[24-25]. 

HSC表面的TGF-β超家族的受体有Ⅰ型和

Ⅱ型两种类型, 其总体结构非常相似, 分别由N
端区、胞外的富含半胱氨酸区、短的跨膜区、

胞内的丝氨酸/苏氨酸激酶区和短的C端区组成. 
Ⅰ型和Ⅱ型两种类型受体分别由503个和567个
氨基酸残基组成的受体丝氨酸/苏氨酸蛋白激

酶, 二者形成异源二聚体[5,20]. Ⅱ型受体(TβRⅡ)
的胞外端首先与配体结合, 其胞内段的丝氨酸

/苏氨酸激酶被活化, 进而使Ⅰ型受体(TβRⅠ)的
GS结构域磷酸化, GS域为高度保守的丝氨酸-甘
氨酸(Ser-Gly-Ser-Gly-Ser-Gly)序列, 是TβRⅠ活

化的关键部位, 典型的TβRⅠ受体是激活素受体

样的激酶5蛋白, 他被活化后成为丝氨酸/苏氨酸

激酶, 将信号向细胞内传导. β聚糖(beta-glycan, 
即先前的TGF-βⅢ型受体)是附加受体, 为细胞

表面表达最丰富的TGF-β结合蛋白, 与TGF-β1, 
TGF-β2, TGF-β3都有较高的亲和力, 可易化TβR
Ⅰ, TβRⅡ与配体的结合. Endoglin也是一种附加

受体, 与β聚糖结构相似, 易与TGF-β1, TGF-3结
合而不与TGF-β2 结合. 

Smad蛋白有8种, 根据功能不同分为3类: 一
是受体调节型Smad(R-Smad), 有Smad1, 2, 3, 5, 
8; 二是通用型Smad(Co-Smad), 有Smad4; 三是

抑制型Smad(I-Smad), 有Smad6, 7. 在3类Smad
中, 只有R-Smad 能被Ⅰ型受体直接磷酸化激活. 
Smad2, 3转导TGF-β信号, Smad1, 5, 8转导BMP
信号, Smad6抑制BMP的信号转导, Smad7则对

TGF-β与BMP信号转导都有抑制作用. TGF-β-
Smads信号通路中各型Smads分子之间的作用精

确协调, 共同完成生理及病理状态下TGF-β的生

物学效应. 
2.2 TGF-β信号转导的过程 首先, 由TGF-β配体

结合到细胞表面的TGF-β的Ⅱ型受体, 形成异源

三聚体, Ⅱ型受体磷酸化Ⅰ型受体的丝氨酸/苏
氨酸激酶区而激活Ⅰ型受体, Ⅰ型受体再次磷

酸化而激活Smads蛋白, 激活的Smads蛋白进入

细胞核, 和其他的核调节因子结合, 调节目的基

因的转录[22]. TGF-β信号转导的具体过程为: (1)
配体与受体结合: TGF-β和Ⅱ型受体有很高的亲

合力, Ⅱ型受体的胞外配体结合域首先和TGF-β
结合, 再和Ⅰ型受体结合, 形成由1个配体二聚

体、4个受体分子的受体配体复合物; (2)受体活

化: 配体和受体的结合, 诱导受体胞内激酶域的

结构发生变化, 从而磷酸化激活. Ⅱ型受体可自

我磷酸化, 处于持续活化状态, 目前自我磷酸化

而持续活化的机制不明. 活化的Ⅱ型受体磷酸

化Ⅰ型受体GS区域的TTSGSGSG序列的多个

丝氨酸/苏氨酸残基, 使其活化[26]; (3)活化的TβR
Ⅰ 使受体调节型Smads (R-Smad, 即Smad2、
Smad3)磷酸化; (4)磷酸化的R-Smad与受体分离

后, 和Smad 4结合, 形成Smad复合物进入细胞

核, 完成Smad的核质穿梭; (5)Smad与DNA的结

合及目的基因的选择: 与目标基因DNA结合, 调
节其表达; (6)Smad蛋白转导信号的中止: 活化

■创新盘点
本 文 综 述 肝 纤
维 化 与 T G F - β -
Smads信号转导
通路的关系, 讨论
以TGF-β为靶位
点进行肝纤维化
的治疗策略. 
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的R-Smad在磷酸酶作用下去磷酸而失活, 通过

泛素化和蛋白酶介导的降解来中止Smad蛋白转

导的信号[27]. Smad7可通过与R-Smad竞争性结

合Smad4, 从而阻断其信号转导作用. 
2.3  TGF-β信号转导的调控 在细胞中, TGF-β
信号的转导的每一步都存在着精确的调控. 从
信号开始到结束, 如配体与受体结合、受体与

Smads蛋白结合、Smads蛋白活化、Smads蛋白

与DNA结合, 以及转录控制等, 有精确、复杂

的调节[27], 以保证细胞信号转导的准确. 从总体

上说, 涉及肝纤维化的细胞信号通路调节可以

分为两类, 一是TGF-β信号通路本身的调节, 二
是与其他信号通路间的对话. 在TGF-β信号通

路本身的调节中, 有许多因子参与, 如β-聚糖、

SARA( Smad anchor for receptor activation)、
Disabled-2、Axin、ELFβ、FKBP12、Noggin
和BAMBI(BMP and activin membrane bound 
inh ib i to r)等. 在与其他信号通路间的关系上, 
TGF-β信号与EGF、IFN-γ、TNF、P38、JNK、

Ras和Myc相互作用与影响, 构成了复杂的信号

网络, 这也是目前研究的热点和重点. 这两类调

节都存在正性调节和负性调节. 
2.4 TGF-β-Smads信号转导通路与HSC表型 
H S C激活增生转化是肝纤维化的中心环节 , 
T G F-β是这一病理过程中必需的生物调节因

子, Smads又是TGF-β唯一的作用底物, 故TGF-
β-Smads信号通路对HSC产生的影响引起人们

的极大关注[11,28]. 已知肝纤维化时, HSC是大量

ECM的主要来源, 肝细胞仅产生少量ECM. 深入

的研究揭示, 在HSC内, Smad3 Sp1共同结合于

α2(Ⅰ)胶原基因序列-313至-255位点, 该位点有

很强的增强子活性, 结合Smad3 Sp1后胶原基因

表达明显增加;  而肝实质细胞则由Sp3结合于此

位点, 且不表现增强子活性, 可能是导致不同细

胞对TGF-β刺激产生不同的胶原合成效应的原

因之一. TGF-β在肝损伤的不同时期也产生不同

的效应[29-30].

3  以TGF-β信号通路为靶位点的治疗策略

TGF-β是提高肝纤维化最有效的细胞因子, 他抑

制了肝细胞的增殖, 激发了HSC的活化, 促进了

ECM的产生, 并调节肝细胞的凋亡[22]. Smad3基
因敲除小鼠没有发生肝纤维化[31]. 然而, 过度表

达TGF-β1的小鼠, 比野生小鼠更快发生了肝纤

维化, 撤出纤维化刺激因子后恢复更慢[32-33]. 许
多不同分子治疗策略集中在通过阻止其合成, 

用TGF-β结合蛋白、可溶性受体, 或者靶向他的

下游信号转导通路, 以抑制TGF-β的作用. 
3.1 以TGF-β1为靶分子的抗肝纤维化 基于以

上对肝纤维化分子机制的认识, 可以从以下几

方面入手, 来以T G F-β1为靶分子的抗肝纤维

化: 抑制TGF-β1的产生; 中和TGF-β1蛋白的抗

体; 阻断TGF-βⅡ型受体; 调节胞内信号转导分

子Smads的表达. 针对 TGF-β1的治疗, 可分为

以下几种: (1)将TGF-β1的反义核酸基因转移到 
HSC中. 将人的TGF-β1的cDNA反方向插入逆转

录病毒载体, 构成编码TGF-β1反义RNA的逆转

录载体pLATSN, 然后转移入人的HSC, 能抑制

HSC的活性, 减少内源性TGF-β1 mRNA和ECM
的产生; (2)采用内源性的可溶TGF-β1受体阻断

TGF-β1信号的传导. Ueno et al [34]构建了一种能

表达装配在人IgG Fc段的TGF-βⅡ型受体的腺

病毒, 然后将他转染到经DMN处理过的大鼠的

臀大肌细胞中, 在血液中可测得可溶性受体的

表达, 能抑制肝中TGF-β1信号, 明显改善纤维

化症状, 并且没有副作用; (3)就是使用TGF-β1
的抑制剂, 如Decorin(一种蛋白多糖), 可以抵抗

组织的纤维化. Isaka et al [35]将 Decorin的cDNA 
转移到患有肾小球性肾炎的大鼠的臀肌细胞

中, 臀肌细胞中Decorin mRNA和蛋白的含量大

大增加, 并在肾内有Decorin的存在, 而TGF-β1 
mRNA和TGF-β1的含量显著下降, 细胞基质的

积聚减少, 表明对肾小球性肾炎引起的纤维化

有良好的治疗效果. 
上述方法都可以很好的改善纤维化症状, 但

使用 TGF-β1阻断法作基因治疗也有其特有的

不足, 因为有 TGF-β1参与的信号通路很多, 其
中有好几条与机体的创伤愈合等生理功能有关, 
阻断后将影响其正常的功能, 导致创伤愈合缓

慢, 机体恢复能力下降. 所以, 必须找到 TGF-β1 
通路的特异性阻滞方法, 阻断 TGF-β1诱导纤维

化的通路, 减少其他的不良反应.  
3.2 TGF-β-Smads 信号转导通路与肝纤维化防

治  正因为TGF-β-Smads信号转导通路在肝纤维

化发病中起着举足轻重的作用, 干预该信号通

路就成为肝纤维化防治的理想选择. 其中一些

方法已经取得了满意的结果. 所采用的靶向信

号通路的策略为: 破坏TGF-β蛋白, 妨碍TβRⅡ, 
抑制TβRⅠ和Smads3蛋白的消除等[36]. 其他的

策略还包括Smads7的表达调控、TGF-β/Smads3
通路的基因沉默和RNA干扰等. 

在TGF-β1受体水平调控方面, 主要有如下

■同行��评价
本文体现了近年
肝纤维化的研究
热点, 文章表述清
晰, 总体水平较先
进. 
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研究和实践: (1)可溶性TβR: 通过与细胞膜TβR
竞争性结合, TGF-β抑制TGF-β信号的转导在肝

纤维化动物模型中已取得初步疗效[34,37]; (2)转
染截短的TβR 基因: 转染的TβR 缺少大部分胞

内段, 因而失去酶活性, 不能活化TβR, 从而阻

断TGF-β信号的转导. 但使用腺病毒载体, 可诱

导机体迅速产生中和性抗体而失效且存在剂量

依赖的毒性, 限制了这一方法的研究[38]; (3)重组

TβR: 将人IgG与TβR胞外部分拼接, 形成的嵌合

分子可阻止TGF-β的信号向胞内传导; (4)TGF-β
中和抗体仅对动物实验性肾纤维化有效[39]; (5)
重组LAP: 能够阻止活性TGF-β过度表达引起

的抗有丝分裂效应, 未观察抗纤维化疗效; (6)反
义TGF-β: 利用逆转录病毒载体pLATSN, 将反

义TGF-β基因导入HSC 细胞株LI90, 可见LI 90
自分泌TGF-β及产生ECM减少. 目前仅限于细

胞实验[39]; (7)减少TGF-β的产生: 已报道许多西

药和中药制剂能够降低肝脏TGF-β mRNA水平, 
减少TGF-β的产生, 这是颇有希望的抗纤维化措

施之一.

4  展望

TGF-β的持续过表达是肝纤维化的一个关键调

控事件, TGF-β的潜在纤维化作用导致ECM合

成, 抑制基质降解. TGF-β还改变了其他细胞因

子的数量和表达, 并潜在地提高ECM的产生, 因
此, 抗TGF-β-Smads信号转导通路的策略, 有希

望成为治疗肝纤维化和重建肝细胞的手段. 虽
然TGF-β-Smads抑制剂在体内和体外实验中被

证实对抗肝纤维化有效, 但在用于临床之前, 他
们仍需要进行详细的安全性和有效性验证. 由
于Smads3在TGF-β-Smads信号转导通路中的重

要作用, 通过靶向Smads3来阻断TGF-β-Smads信
号转导通路的药物用以治疗肝纤维化, 可能副

作用最小. 考虑到基因治疗的安全性、有效性

和可能的副作用, 利用Smads3小分子抑制剂治

疗肝纤维化是最有吸引力的策略. 传统中药也

是一个有应用价值的领域, 已有相关报道[40-41], 
其机制可能是中药提取物阻断了TGF-β-Smads 
信号转导通路[42]. 

总之, 随着人们对TGF-β-Smads信号转导通

路的进一步了解, 将提高基于这个重要的细胞因

子的调控途径来治疗肝纤维化的安全性和有效

性. 对TGF-β-Smads信号转导通路的深入研究, 
不仅有助于进一步阐明肝纤维化的发病机制, 也
为肝纤维化的防治研究提供了重要的途径.
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摘要
重症急性胰腺炎(SAP)常伴有肠屏障功能障

碍(IBFD), IBFD可导致细菌、内毒素易位使

SAP的病情进一步加重. SAP时IBFD的发生

与炎症介质、微循环障碍、腹内高压、肠动

力障碍、免疫功能障碍等因素有关, 保护肠

黏膜屏障对改善SAP的预后具有重要意义.
 
关键词: 肠屏障功能; 重症急性胰腺炎; 细胞因子; 

防治
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0  ��引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
来势凶猛, 病程进展快, 死亡率高达20%-30%[1]. 
肠道是应激反应的中心器官之一 ,  大量研究

显示SAP容易发生肠屏障功能障碍(in tes t ine 
barrier functional disturbance, IBFD), IBFD是

SAP并发感染、甚至形成腹腔脓肿, 诱发和加

重全身炎症反应综合征(SIRS)、多器官功能障

碍综合征(MODS), 且死亡率居高不下的症结所

在[2-4]. 现就SAP时IBFD的研究进展作一综述. 

1  肠黏膜屏障的结构及功能

肠道是人体最大的消化器官和免疫器官, 同时

又是人体最大的“贮菌库”, 某些情况下肠道

是细菌及毒素侵入人体的危险通道. 正常肠黏

膜屏障由机械屏障、化学屏障、生物屏障和免

疫屏障组成, 其中最重要的是免疫屏障. 肠道黏

膜上皮细胞及细胞间紧密连接、黏液、肠道蠕

动等构成肠道机械屏障, 胃肠道分泌的大量消

化液如胃酸、胆汁、多种消化酶、溶菌酶、黏

多糖、糖蛋白和糖脂等是化学屏障的重要成分, 

肠道节律性的定向蠕动与肠道黏液流的稀释冲

洗肠腔形成“肠道液体动力系统”. 正常肠道

内细菌达500种以上, 其中99%为专性厌氧菌, 约
1%为需氧菌及兼性厌氧菌, 他们相互依赖相互

制约构成肠道微生态系统, 即肠道生物屏障. 肠
道专性厌氧菌的主要功能有: (1)黏附作用. 专性

厌氧菌通过黏附作用与肠上皮紧密结合, 形成菌

膜屏障, 防止外来菌在肠道的定植和易位; (2)降
低肠道pH值. 专性厌氧菌分泌醋酸、乳酸、短

链脂肪酸等, 降低肠道pH值与氧化还原电势, 抑
制不宜在酸性环境中生长的病原菌; (3)抑制需

氧菌的生长; (4)营养作用、抗炎及免疫增强作

用[5-7]. 近年研究显示, 肠道双歧杆菌具有抗肿瘤

作用[8-9].
肠道是全身最大的淋巴器官, 肠黏膜具有功

能发达的局部免疫系统. 肠黏膜免疫屏障由肠相

关淋巴组织和弥散免疫细胞组成, 其中起核心作

用的是分泌型IgA(SIgA). SIgA是肠道分泌物中

含量最丰富的免疫球蛋白, 能中和酶、毒素、病

菌和其他生物活性抗原, 并与细菌结合形成抗原

抗体复合物, 使细菌不能从肠腔进入肠壁. SIgA
还具有包被细菌、溶解细菌、阻止细菌复制, 阻
碍细菌与上皮细胞受体结合, 并刺激肠道分泌黏

液等功能.

2  IBFD的发生及其机制

肠道黏膜结构的破坏是发生 I B F D的基础 . 
Ammori et al [10-13]研究发现, SAP时可见肠黏膜水

肿, 肠上皮细胞间紧密连接遭到破坏, 肠上皮细

胞调亡增加, 肠绒毛高度降低, 肠系膜血管收缩

血流量减少, 严重者黏膜出现坏死、溃疡. 由于

机体应激反应过度或失调, 肠黏膜屏障受损或衰

竭, 寄生于肠道内的细菌及内毒素越过肠黏膜

屏障, 大量侵入黏膜组织和肠壁、肠系膜淋巴

结、门静脉及其它远隔脏器或系统, 这一过程称

为细菌易位(bacterial translocation, BT). 研究显

示, SAP时肠黏膜通透性增加发生在肠黏膜形态

学改变之前, 大肠杆菌产生的内毒素较细菌本

身更早地穿过肠上皮进入血循环. Yasuda et al [13]
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报道大鼠SAP发病后6 h肠黏膜开始出现通透性

变化, 18 h后发生BT. Nagpal et al [14]利用糖分子

探针对SAP患者肠通透性进行研究, 乳果糖/甘
露醇的吸受比较轻型胰腺炎(MAP)患者增加近6
倍, 表明肠通透性明显增加, 且于病程7 d达到高

峰. SAP时IBFD的直接后果是肠道BT导致胰腺

坏死组织及其他远隔脏器感染, 而间接作用是肠

道细菌、内毒素进入体循环导致肠源性内毒素

血症, 刺激已经活化的单核和巨噬细胞释放过量

的细胞因子和炎性介质, 促使SIRS的发生, 对胰

腺等脏器构成严重的“第二次打击”, 甚至诱发

和加重MODS. 
SAP时IBFD的发生机制尚不完全清楚, 可

能主要与下列因素有关：

2.1 炎症介质与细胞因子 SAP早期胰腺内、肠

黏膜即有白细胞的过度激活, 产生的大量炎症

介质及细胞因子如IL-1, IL-6和TNF-α等, 介导

了肠黏膜的炎症反应 .  B T进一步促进细胞因

子、炎性介质、蛋白酶类和氧自由基等大量释

放. SAP时细胞因子一旦产生, 不但可以自身激

活, 还能促进其他细胞因子和炎性介质的产生, 
引起连锁和放大效应, 即瀑布效应(cascade). 细
胞因子除加重SIRS引发MODS外, 进一步损伤

肠屏障功能. 多数学者认为核因子-κB(NF-κB)
在SAP整个复杂的细胞因子调控网络中可能起

枢纽性作用[15-16].  
2.2 微循环障碍 肠黏膜具有高代谢与绒毛微血

管结构的特征, 对灌注不足特别敏感. SAP早
期患者常处于低血容量状态, 导致肠缺血缺氧. 
当液体复苏再灌注时激活中性粒细胞, 直接或

间接激发、放大炎症反应, 进一步加重IBFD. 
Inoue et al [17]研究证实, 内皮素-1(ET-1)在IBFD
中也具有重要的作用. Li et al [18]发现, 急性坏死

性胰腺炎(ANP)大鼠肠微血管内皮Tol l样受体

-4(TLR4)表达增加, 并认为TLR4可能介导微血

管的收缩, 与肠微循环障碍有关.
2.3 腹内高压 腹腔内压达到20-25 cmH2O时称

为腹内高压. 当腹内压达到25 cm H2O且维持一

定时间或继续升高, 将严重影响心、肺、肾等

器官血循环, 导致器官功能不全或衰竭, 临床称

之为腹腔间隔室综合征(abdominal compartment 
syndrome, ACS)[19-20]. SAP时由于肠麻痹、腹腔

大量积液等因素, 常致腹内高压, 严重者发展为

ACS. ACS可影响腹腔脏器血液灌流, 导致肠系

膜动脉血流减少, 加重肠缺血缺氧. Samel et al [21]

证实腹内压增高将对肠黏膜微循环造成损害.  

2.4 肠动力障碍 SAP时小肠、结肠致病菌大量

繁殖导致肠道生物屏障破坏, 其发生机制主要

与肠运动减弱有关. Van et al [22]报道, ANP大鼠

十二指肠革兰氏阳性球菌、革兰氏阴性杆菌、

厌氧菌均过度生长. 由于胰腺炎症坏死并胰周

侵犯、肠植物神经受刺激、腹腔积液、腹膜炎

等诸因素, SAP时出现肠运动减弱, 部分发展为

麻痹性肠梗阻. Van et al [22]还发现ANP大鼠72 h
后空肠肌移动复合波周期长度较对照组明显延

长, 并认为其发生原因可能与全身炎症反应有

关. Wang et al [23]研究发现, SAP患者全部和部分

结肠通过时间(主要是右和左半结肠)较MAP患
者及对照组明显延长, 血清胃动素(motilin)、胆

囊收缩素(CCK)浓度在SAP及MAP患者较对照

组明显减低, SAP患者血清血管活性肠肽(VIP)
浓度较对照组明显增高, 并认为SAP患者肠动力

障碍可能与上述胃肠激素的紊乱有关.
2.5 免疫功能障碍 SAP患者全身各器官处于高代

谢状态, 由于长期禁食、营养物质缺乏等因素, 
肠道相关淋巴组织的特异性与非特异性免疫功

能受损, 特别是SIgA分泌减少. 通常认为肥大细

胞指数代表了肠黏膜免疫功能,  Ammori et al [10]

发现, SAP患者回肠黏膜肥大细胞指数较对照组

减少30%. 王兴鹏 et al [24]研究发现ANP大鼠6 h
后回肠Peyer集合淋巴结中存在大量凋亡淋巴细

胞, 提示肠道免疫屏障受损. 另外SAP 患者周围

循环淋巴细胞凋亡增加[25]. SAP时肠道局部及全

身的免疫力下降, 容易导致BT.
2.6 长期禁食、胃肠减压与全胃肠外营养 SAP
时禁食、胃肠减压时间如果超过1-2 wk, 由于

胃肠道长期处于无负荷状态, 使胃酸、胆汁、

溶菌酶、黏多糖、水解酶等产生减少, 胃肠减

压又导致上述物质大量丢失, 肠黏膜化学屏障

破坏. 长期禁食与全胃肠外营养引起肠黏膜营

养物质的缺乏, 出现黏膜细胞群减少、细胞萎

缩、细胞间紧密连结分离增宽, 绒毛高度减低, 
隐窝变浅, 导致黏膜通透性增加.

3  IBFD的防治

肠道在SAP的发病中容易受到损伤, IBFD的发

生是使SAP病情加重的关键因素. 早期保护肠屏

障功能, 有效防治IBFD的发生, 对改善SAP的的

预后有重要价值.    
3.1 尽早恢复肠道动力 临床研究显示, 肠动力

紊乱的改善、麻痹性肠梗阻的缓解与SAP患者

恢复速度及并发症发生率、转外科手术率密切

■创新盘点
SAP时发生IBFD
并导致BT是个相

当复杂的过程, 本
文着重阐述炎症

介质、微循环障
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治疗提供新思路.
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相关[26]. 尽管口服硫酸镁、乳果糖、莫沙必利

等能够促进肠道动力, 但由于SAP时禁食等原

因, 目前, 对恢复肠道动力尚无理想的西药. 中
医学的观点认为中药对肠屏障功能的作用比较

广泛, 是多层次多靶点的综合作用. 临床报道治

疗IBFD较多的复方制剂有柴芍承气汤、大承气

汤等[26-27]. 现代中西医的研究显示复方中药对肠

屏障功能的作用机制主要与其调节胃肠动力、

改善微循环、抑制肠道BT、减轻肠黏膜炎症反

应, 并促进黏膜修复、增强肠道局部免疫力等

因素有关[28-29]. 目前研究较多的治疗SAP的单味

中药有大黄、丹参、川芎嗪等. 张莹 et al [30]报

道丹参能抑制胰腺ET-1mRNA的过度表达, 降低

血ET-1的浓度, 从而改善肠血循环. 关于生大黄

对IBFD的作用机制研究较多, 可能与下列因素

有关; (1)调节肠道微循环, 改善胃肠道的血液灌

注. (2)促进肠道蠕动, 清除细菌和内毒素, 减少

BT的发生. 马涛 et al [31]证实大黄素可直接作用

于大鼠结肠环行平滑肌细胞, 使胞质内游离钙

水平升高, 引起细胞收缩; (3)抗菌作用[32]. 大黄

除本身具有抗菌作用外, 还能促进SIgA的分泌; 
(4)保护肠上皮细胞. 大黄具有防止或修复肠黏

膜损伤、保护细胞间紧密连接、维持细胞结构

完整的作用.   
3.2 调节肠道菌群 首选口服或静脉用抗菌素杀

灭肠道内致病菌, 应选用窄谱、杀菌力强者, 疗
程要短, 防止二重感染. 乳酸杆菌、双歧杆菌能

调节肠道菌群, 减少BT. 研究发现, 双歧杆菌的

某些菌株可能还具有抑制肠上皮细胞脂多糖诱

导的NF-κB的激活, 具有抗炎作用[33-34].
3.3 早期肠内营养(enteral nutrition, EN) EN使代

谢更符合生理, 同时能保护肠屏障功能. 近年大

量临床及实验研究表明SAP患者早期EN可明显

减少胰腺感染率、转手术率, 缩短住院日并改

善预后[35-37]. 适时的EN价廉且安全, 但正确的EN
时机尚有争议, 一般认为当SAP病情稳定、肠功

能恢复或部分恢复时即应开始从肠外营养向EN
的逐步过渡, 提倡经鼻空肠管内注入要素营养, 
开始时宜少量、低浓度、缓慢, 使肠道有一个

适应过程[38-39].  Xu et al [33]主张给予免疫营养、

生态免疫营养制剂以增强免疫屏障功能及全身

免疫力, 注重补充谷胺酰胺、精氨酸、微量元

素等肠上皮细胞生长的必需物质[40].  Schneider 
et al [41]报导将植物纤维加入生态营养制剂中, 因
其具有促进肠蠕动、减轻肠黏膜炎症反应等作

用, 可能更有利于肠屏障的保护.

3 .4  腹腔减压  S A P患者腹腔积液过多时应

穿刺抽液或腹腔灌洗引流 ,  必要时需B超或

C T下定位操作. 对爆发性胰腺炎(f u l m i n a t e 
pancreatitis)合并ACS, 内科治疗无效时应尽快

手术开腹减压[20,42], 术后引流并腹腔灌洗, 以防

治IBFD的发生.      
3.5 其他 关于SAP时生长激素(growth hormone, 
GH)、生长抑素(somatostatin, SST)、表皮生长

因子(epidermal growth factor, EGF)、抗氧化剂

等对IBFD的影响尚在研究中. 王兴鹏 et al [43]研

究显示, GH能显著降低ANP大鼠肠黏膜炎性

细胞因子、黏附分子和趋化蛋白的转录, 发挥

其肠道局部抗炎效应, 认为其机制与G H抑制

NF-κB活化有关. GH可能还有延缓肠上皮细胞

凋亡的作用[44]. 金纯 et al [45]研究显示, SST可减

轻ANP大鼠肠黏膜厚度及绒毛的改变, 肠道通

透性降低, 对大鼠肠黏膜屏障有明显的保护作

用. Jimenez et al [46]发现, SST对肠黏膜细胞有

明显的保护作用, 可能与其抑制炎性介质的合

成, 促进奥狄氏括约肌舒张, 促进胰液、胆汁排

放有关[47]. 陈冬利 et al [48]报道, EGF促进急性胰

腺炎大鼠空肠黏膜蛋白合成, 肠道通透性及肠

道BT减轻. Leveau et al [49]报道, 血小板活化因

子(platelet activating factor, PAF)拮抗剂昔帕泛

(lexipafant)能减少急性胰腺炎大鼠血中IL-1的
浓度, 而且肠黏膜组织中白细胞的聚集减少, 肠
通透性降低. 抗氧化剂可减轻氧自由基损伤、

肠黏膜炎症反应, 对肠黏膜屏障有一定的保护

作用.     
总之, SAP时发生IBFD是个相当复杂的过

程, 渉及诸多因素与环节. 近年来大量的动物实

验和临床研究结果为IBFD的防治、改善SAP的
预后提供了新思路. 但对SAP与IBFD的研究也

仅仅是一个轮廓性的了解, 具体到参与其中的

细胞、分子及相互间的作用等仍有许多不够明

确之处, 有待进一步深入的研究与探讨.
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功能保护的研究

结果, 内容先进、

逻辑性强, 对临床

具有参考价值. 
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Abstract
AIM: To study the expression of gelatinase 
(matrix metalloproteinase, MMP) and its effect 
on the biological behaviors of human gastric 
carcinoma xenografts in different organic micro-
environment.

METHODS: In situ hybridization was used to 
detect the mRNA expression of MMP-2 and 
MMP-9 in tumors transplanted subcutaneously 
and intraperitoneally.  HE staining was conduct-
ed to investigate the biological behaviors of the 
transplanted tumors�.

RESULTS: The subcutaneous xenografts of hu-
man gastric carcinoma in nude mice presented 
an expanding growth style with limited inva-
sion. In contrast, the intraperitoneal xenografts 
displayed an invasive growth pattern accompa-
nied by more fibrous stroma. The mRNA expres-
sion of MMP-2 and MMP-9 were negative in the 

cells and intercellular substance of subcutaneous 
xenografts, but positive in the cytoplasm from 
the verge and envelope of intraperitoneal xeno-
grafts�.

CONCLUSION: The tissue environment has de-
finitive effects on the tumor phenotypes, and the 
expression of gelatinase is closely related to the 
growth pattern and invasion of tumor cells�.

Key Words: Gelatinase; Tumor invasion; In situ hy-
bridization; Neoplasm transplantation

Li YL, Geng JS. Diversified biological behaviors and 
gelatinase expression of human gastric carcinoma 
xenografts in different organic micro-environment. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(32):3136-3138

摘要
目的: 探讨不同组织微环境中明胶酶在异种

移植瘤中的表达差异及其对移植瘤生物学行

为的影响.

方法: 应用原位杂交方法分别检测皮下移植

瘤及腹腔移植瘤中MMP-2 mRNA, MMP-9 
mRNA的表达情况, 并应用常规HE染色观察

不同移植瘤的生物学行为表现.

结果: 人胃癌裸小鼠皮下异种移植瘤呈膨胀

性生长, 侵袭性不明显; 腹腔内移植瘤呈侵袭

性生长; MMP-2及MMP-9 mRNA在皮下移植

瘤细胞及间质表达阴性, 在腹腔移植瘤为阳

性表达, 且表达呈部位特异性, 即癌巢边缘部

位的癌细胞胞质和/或包膜阳性表达.

结论: 相同来源的瘤组织在不同的微环境中, 
生长方式明显不同, 组织环境对肿瘤侵袭表

型有很大影响; 明胶酶的表达与肿瘤生长方

式及侵袭性有密切联系.

关键词: 明胶酶; 侵袭; 原位杂交; 肿瘤移植

李 玉 莲 ,  耿 敬 姝 .  不 同 组 织 微 环 境 中 人 胃 癌 异 种 移 植 瘤

生 物 学 行 为 及 明 胶 酶 的 表 达 差 异 .   世 界 华 人 消 化 杂 志  

■背景资料
胃癌是我国发病

率和死亡率最高

的恶性肿瘤，癌

细胞向局部淋巴

结、腹腔和远处

转移是导致死亡

的主要原因.胃癌

侵袭转移的机制

非常复杂，近年

来研究人员通过

大量工作认识到

MMP-2、MMP-9
在胃癌的侵袭和

转移中有着不可

忽略的作用.

■研发前沿
近年来人们开始

重视间质在肿瘤

的形成、分化、

侵袭及转移中的

调节作用 .  然而 , 
间质-肿瘤细胞是

一个复杂的生物

系统, 两者之间有

着密切的信号传

递和相互诱导, 其
生物学机制远未

明了.

世界华人消化杂志 2006年11月18日; 14(32): 3136-3138
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION 

不同组织微环境中人胃癌异种移植瘤生物学行为及明胶
酶的表达差异

李玉莲, 耿敬姝

 
wcjd@wjgnet.com 

®



李玉莲, 等. 不同组织微环境中人胃癌异种移植瘤生物学行为及明胶酶的表达差异                                                        3137

www.wjgnet.com

→

■应用要点
侵袭是肿瘤的恶

性行为主要特征

之一, 表现为肿瘤

细胞侵袭性破坏

宿主组织和向远

处转移. 肿瘤细胞

侵袭性实验研究

方法分体内和体

外二大类. 体内实

验的特点是能显

示癌细胞侵袭过

程与宿主之间的

关系. 本研究建立

人胃癌裸鼠异种

移植瘤模型, 旨在

对肿瘤的发展、

增殖、侵袭及转

移等方面的研究

提供途径.

2006;14(32):3136-3138

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/3136.asp

0  引言

胃癌是危害人类健康的主要恶性肿瘤之一, 其
中肿瘤转移是导致肿瘤治疗失败, 患者死亡的

主要原因 .  肿瘤转移必须破坏由细胞外基质

(ECM)构成的组织屏障. 肿瘤细胞与ECM的相

互作用在肿瘤的侵袭与转移中起关键作用, 多
种蛋白水解酶参与降解E C M, 其中的基质金

属蛋白酶(MMPs)包含20多个家族成员, 都能

降解ECM[1-4]. MMP-2, MMP-9是一种明胶酶

(gelatinase), 主要水解底物是变性胶原及细胞外

基质BM的主要成分Ⅳ型胶原和Ⅴ型胶原等, 而
Ⅳ型胶原和Ⅴ型胶原是ECM及基膜的主要成

分. 近年来日本及国内的学者在MMPs与胃癌

侵袭转移的关系研究方面做了大量的工作, 认
识到MMP-2, MMP-9在胃癌的侵袭和转移中起

着十分重要的作用[5-9]. 我们将人胃癌组织进行

裸鼠皮下及腹腔种植, 观察在不同微环境下同

一来源的癌组织其生物学行为的差别, 并用原

位杂交方法分别检测皮下及腹腔移植瘤组织中

MMP-2 mRNA, MMP-9 mRNA的表达情况. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂BALB/c裸小鼠由中国科学院实验动

物研究所提供, 鼠龄5-12 wk, 体质量15-25 g. 于
无菌室内恒温、恒湿层流架中饲养, 一切笼具及

饲料均经灭菌处理. 人胃癌瘤株取材于哈尔滨医

科大学肿瘤医院一手术切除的低分化胃腺癌原

发灶. 于裸小鼠皮下接种成瘤, 当瘤组织传代稳

定后, 将剪碎的瘤组织进行皮下传代的同时进行

腹腔内接种和传代, 分别称为“皮下移植瘤”和

“腹腔移植瘤”. 
1.2 方法 处死的裸鼠均进行全身解剖检查, 取材, 
经40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋切片, 光镜观

察. 然后进行MMP-2 mRNA及MMP-9 mRNA的

检测, 本实验所用的皮下和腹腔移植瘤各10例取

自第20-44代之间. 采用多相寡核苷酸探针和高敏

感性标记技术, 经地高辛标记, AEC显色. MMP-2
寡核苷酸探针序列为: (1)5'TTCTATGGCTGCC
CCAAGGAGAGCTGCAAC3'; (2)5'GACAGCC
CTGCAAGTTTCCATTCCGCTTCC3'; (3)5'GA
ACCAAAGTCTGAAGTGCGTGAAGTTTGG3'; 
MMP-9寡核苷酸探针序列为: (1)TCCCTGCCCG
AGACCGGTGAGCTGGATAGC3'; (2)5'CAACTC

GGCGGGAGAGCTGTGCGTCTTCCC3'; (3)5'CC
AGGTGGACCAAGTGGGCTAGGTGACCTA3'. 
以杂交缓冲液代替探针做阴性对照. 阳性标记为

着红色. 
统计学处理 采用成组设计等级资料两标本

比较(Mann-Whitney Test)秩和检验.
 
2  结果

2.1 肿瘤生长方式 裸小鼠皮下移植瘤呈膨胀性

生长, 有包膜, 与周围分界清楚, 易剥离, 为有限

侵袭性的肿瘤; 光镜下瘤细胞虽保持原人癌细

胞的形态特征, 但瘤细胞呈团巢状生长, 细胞多

边形, 排列紧密, 瘤组织中间质结缔组织少, 边
缘可见疏松的纤维结缔组织包膜; 膜腔移植瘤

光镜下呈典型的低分化腺癌特点, 瘤细胞稍大

为类圆形, 胞质染色淡, 核染色质增粗, 瘤细胞

表现为明显的“条索状”浸润性生长, 癌周无

明显包膜, 癌巢及癌细胞索间见有粗大的硬纤

维分隔. 
2.2 M M P-2 及M M P-9 m R N A表达 M M P-2 
mRNA及MMP-9 mRNA在皮下移植瘤细胞及间

质表达阴性, 在腹腔移植瘤为阳性表达, 且表达

呈部位特异性, 即癌巢边缘部位的癌细胞胞质

和/或包膜阳性表达(图1A-B); MMP-2 mRNA及

MMP-9 mRNA在皮下移植瘤与腹腔移植瘤表达

差异具有显著性(P <0.05).

图  1  MMP-2 mRNA, MMP-9 mRNA在腹腔移植瘤中的阳
性表达. 

■创新盘点
裸小鼠体内人癌

的异位和正位异

种移植瘤可作为

研究组织微环境

中调节肿瘤细胞

表型的非遗传因

素的活体模型; 在
不同组织微环境

中生长的同一来

源的肿瘤细胞, 其
表型的差异也可

表现在对间质细

胞的诱导方面.

A

B
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■同行��评价
本研究为该课题

组系列性研究内

容之一．文章不

同于以往报道之

处是应用分子病

理手段检测了不

同微环境下胃癌

异种移植瘤中明

胶酶的表达差异, 
从而进一步验证

了组织微环境对

肿瘤侵袭表型有

很大影响, 明胶酶

在肿瘤转移中起

一定作用．课题

实验设计合理, 研
究结果可信 ,  为
阐明胃癌转移机

制提供了又一佐

证。

3  讨论

肿瘤细胞侵袭性实验研究方法分为体内和体外

两大类, 体内实验能显示癌细胞侵袭过程与宿

主之间的关系. 因为肿瘤的侵袭、转移是一个

多步骤的自然选择过程, 探讨间质在肿瘤的形

成、分化、演进、侵袭与转移中的调节作用不

可忽视[10-13]. 故我们采用体内实验方法, 所用的

人胃癌移植瘤具有稳定的细胞生长周期及DNA
含量, 且传代成瘤率几近100%, 为胃癌的侵袭性

研究提供了一个新的与人体环境更为接近的实

验模型. 在肿瘤的侵袭转移研究中, MMPs受到

了高度重视, 人们对MMP及其抑制剂进行了大

量的研究, 了解其生理及病理学方面的重要意

义. 明胶酶作为MMP的一个亚型, 他的表达激活

以及其功能的有效发挥, 受内外环境多种因素

的影响, 尽管众多的研究表明其与消化系统肿

瘤的侵袭和转移有密切的联系, 但这一领域尚

有许多未知的东西有待探讨. 在明胶酶与胃癌

相关研究方面, Monig et al [14]对114例胃癌患者

行根治性手术标本采用免疫组织化学半定量方

法对MMP-2进行研究, 结果显示, MMP-2的表

达与肿瘤进展及胃癌淋巴结转移密切相关. 张
成武 et al [15]采用S-P免疫组织化学方法检测20
例正常黏膜上皮、20例异型增生、108例胃癌

组及47例相应癌淋巴结MMP-9的表达情况, 发
现胃癌组织MMP-9阳性率为88.9%(96/108)明显

高于正常胃黏膜和异型增生MMP-9阳性表达率

20.2%和70%, 差异具有显著性; 癌转移淋巴结

MMP-9表达阳性率为100%, 明显高于胃癌原发

灶; MMP-9表达强度与胃癌的生长方式、浸润

程度、淋巴结转移、远处转移、脉管侵犯及病

期密切相关, 从而认为MMP-9的表达与胃癌侵

袭转移及预后密切相关. 本实验将相同来源的

瘤组织(裸小鼠腹腔种植结节)分别在免疫缺陷

的裸小鼠皮下及腹腔种植, 前者出现明显的膨

胀性生长, 而后者表现为浸润性生长, 不同的移

植部位出现了显著的生物学行为差异. 皮下转

移瘤在皮下的微环境中丧失了人胃癌组织明显

浸润性生长的特性, 而腹腔移植瘤在腹腔的微

环境中保持人胃低分化腺癌浸润性生长的生物

学特性, 并伴有活跃的纤维结缔组织增生. 但是

裸小鼠皮下与腹腔不同组织微环境究竟对肿瘤

细胞侵袭性的调节机制是什么？检索国内外文

献未见有深入的研究. 我们观察到人胃癌腹腔

移植瘤中癌巢边缘及临近的间质细胞MMP-2, 
MMP-9 mRNA阳性表达, 且主要表达在间质; 皮
下移植瘤以膨胀性生长为主, MMP-2, MMP-9 
mRNA表达均为阴性. 同一来源的肿瘤细胞在

不同组织微环境中所呈现的侵袭性及MMP-2, 
MMP-9 mRNA表达均有显著性差异, 提示了肿

瘤细胞与相邻的间质细胞之间具有相互诱导作

用, 组织微环境对肿瘤表型可有决定性的影响, 
并且MMP-2, MMP-9 mRNA的表达与胃癌细胞

的生长方式及侵袭性有密切联系, 为我们研究

胃癌的侵袭、转移提供了一个新思路. 
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Abstract
AIM: To observe the characteristics for the 
adaptive changes of bifidobacteria under the 
influence of 5-fluorouracil (5-FU).

METHODS: The growth and morphological 
characteristics of bifidobacteria in the presence 
of 5-FU were acquired by drug-sensitivity test, 
gram stain and atomic force microscopic scan-
ning as well as the identification of the 5-FU-
resitant isolates�.

RESULTS: In the presence of 5-FU, bifidobac-
teria were lengthened with fewer ruptures, 
becoming filament-like, with a length of more 
than 10 μm. The bifidobacteria were ramose 
at both ends and the relative height was about 
1  μm. The 5-FU-resistent bifidobacteria were 
also found within the inhibition zone. Given the 
normal growth conditions, the filament-like bifi-
dobacteria restored to the normal growth again.

CONCLUSION: 5-FU can directly influence the 

growth of bifidobacteria, whereas bifidobacteria 
exhibit significant adaptive changes to the action 
of 5-FU.

Key Words: Bifidobacteria; Chemotherapeutic 
drugs; 5-fluorouracil; Biological wave; Atomic force 
microscope

Liu JK, Deng Y, Wu XL, Wei HL, Xu QW. Adaptive 
changes of bifidobacteria in the presence of 5-fluorouracil. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(32):3139-3142

摘要
目的: 研究双歧杆菌在5-氟尿嘧啶(5-fluorou-
racil, 5-FU)作用下的适应性变化特点. 

方法: 采用药敏实验、染色形态观察、原子
力显微镜扫描观察以及耐药菌株生长实验鉴
定等方法观察双歧杆菌的生长情况及形态
特征. 

结果: 在5-FU作用下, 双歧杆菌菌体加长, 断
裂减少, 转变成丝状体, 长度在10 μm以上, 两
端呈分枝状, 相对高度约1 μm, 并且在抑菌环
内还产生了耐药菌株. 这些丝状体在正常的生
长条件下又可以恢复正常生长.

结论: 化疗药物可以直接影响双歧杆菌的生
长, 而双歧杆菌对化疗药的作用可产生显著的
适应性变化.

关键词: 双歧杆菌; 化疗药物; 5-氟尿嘧啶; 生物波; 

原子力显微镜
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0  引言

人体胃肠道对数量巨大而又动态变化的细菌群

体而言是一个天然的生态环境[1], 双歧杆菌作为

肠道菌群的重要成员[2], 占新生儿肠道细菌总

量的91%, 成年人占到3%-7%, 发挥稳定肠道菌

www.wjgnet.com

®

■背景资料
双歧杆菌是人体
内存在的一种生
理性细菌, 是人体
有益菌中最值得
重视和研究的一
种, 只有在患病时
或衰老时才有所
减少; 5-氟尿嘧啶
是通过抑制脱氧
胸 苷 酸 酶 ,  从 而
影响DNA的合成. 
其对消化系统癌
的疗效较好, 在临
床中的应用广泛,  
5 -氟尿嘧啶对双
歧杆菌的损伤作
用较强. 在此背景
下, 人们做了大量
的研究来解决此
问题, 最多的研究
都集中在对体内
双歧杆菌的补充
上, 但这种方式仍
然不能避免5-氟
尿嘧啶的损伤作
用, 因此本文希望
通过一些独特的
研究来选育出可
以抗5-氟尿嘧啶
的损伤的双歧杆
菌来.
    



群、产生特殊有机酸类物质来对抗致病菌[3]、

以寡聚糖抑制多种致病微生物、维持人体胃肠

道正常功能等多方面作用[4]. 医院患者特别是肿

瘤患者常常应用抗癌药物, 在此过程中肠道功

能会受到明显影响. 文献报道可引起肠道菌群

紊乱, 导致艰难梭菌等条件致病菌的过生长, 引
发肠道感染[5], 也有文献报道化疗药应用使双歧

杆菌数量减少[6], 但尚未见到化疗药物直接对

双歧杆菌作用而引起其生物学形状改变的研究

报道. 因此, 本文选用5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 
5-FU)对此作了针对性研究, 目的在于探索双歧

杆菌对化疗药物作用的适应性变化特点, 为临

床上找到一条在应用化疗药物情况下, 稳定双

歧杆菌从而维持肠道功能正常的途径提供实验

依据. 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 青春型双歧杆菌, 本室分离保存; 改良

BS培养基, 依文献[7]的方法配置; 5-FU, 天津金

耀氨基酸有限公司; Olympus多功能显微镜: 日
本Olympus公司, 带有型号为UplanFL的10×, 20
×, 40×, 100×平场消色差镜头; 原子力显微

镜: 日本精工公司, 型号SPI3800N-SPA400, 应用

原子力显微镜AFM的气相模式. 在该种模式下

使用了100 μm Scanner, 其参数为: X: 115 μm, 
Y: 115 μm, Z: 29.97 μm, 表示应用的Scanner在
X轴、Y轴方向上的扫描移动范围最大值为115 
μm, 在Z轴方向上移动范围最大值为29.97 μm, 
应用AFM测定使用Triangle 200 nm的cantilever, 
使用相应的探针支架. 柯达数码相机: Kodak 
EasyShare V603, 3倍光学变焦.
1.2 方法 

1.2.1 5-F U作用下细菌的生长及形态观察 将
5-FU制备成1, 5, 10 mg/L的水溶液, 以5 μL/片的

体积加在直径5 mm的药敏实验专用纸片上, 制
成药敏纸片, 同时以环磷酰胺配制成0.5 g/L水溶

液, 同法制成药敏纸片. 用棉签蘸取双歧杆菌悬

液涂抹BS平板, 并在平皿中心放置5-FU药敏纸

片, 于37℃厌氧环境中(800 mL/L N2, 100 mL/L 
H2, 100 mL/L CO2)培养48 h, 观察抑菌情况, 并
以革兰染色法观察抑菌环内外细菌形态. 
1.2.2 原子力显微镜扫描观测法 在上述药敏实

验形成的抑菌圈边缘取一接种环细菌 ,  加入

0.5 m L生理盐水制备成生理盐水菌悬液 ,  均
匀涂布于扫描专用玻片上干燥 ,  以甲醇固定

15 min, 蒸馏水漂洗3次, 每次1 min, 待干, 按照
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原子力显微镜操作程序扫描观测细菌形态特征. 
1.2.3 细菌生长能力观察  抑菌环边缘处取细

菌标本 ,  接种改良B S培养基 ,  37℃厌氧培养

48-72 h, 观察其复原生长情况; 并对抑菌环内菌

落再次进行5-FU耐药实验.

2  结果

2.1 双歧杆菌在5-FU作用下生长及形态观察结

果 5-FU对双歧杆菌的生长显示出抑制作用, 并
且药量大者, 其抑菌作用也增强, 在抑菌圈内还

可见散在生长的菌落(图1). 抑菌圈边缘处细菌

常规涂片, 革兰染色, 表现出菌体加长, 断裂减

少的丝状体变化(图2), 并且革兰染色为蓝紫色

阳性反应特征减轻, 总体上呈复染后的红色(图
3), 环磷酰胺纸片周围没有抑菌圈(图4), 细菌形

态呈分枝状, Y字形、V字形等形态特征, 革兰染

色呈阳性.
2.2 5-FU作用下形成的丝状体 由扫描结果可见, 
双歧杆菌的丝状体长度在10 μm以上, 两端呈分

枝状, 相对高度约1 μm(图5).
2.3 5-FU作用后细菌生长能力 以纸片法进行的

www.wjgnet.com

图  1  5-FU对双歧杆菌药敏实验结果(×1). 从中心含有

10  mg/L×5 μL的5-FU药敏纸片向边缘延伸, 显示出直径

约2.5 cm的抑菌圈, 在抑菌圈内可见散在生长的菌落.

图  2  5-FU纸片周围抑菌圈边缘细菌革兰染色表现出的菌
体加长, 断裂减少的丝状体特征(×1000).

■创新盘点
潜生体是细菌在
不利条件下的一
种特殊生长状态, 
本文利用原子力
显微镜结合常规
细菌培养的方法, 
对此进行了深入
的探索, 结果发现
在抑菌圈的周围
出现了能耐药的
菌株, 虽然数量不
多, 但如果其拥有
稳定的转种传代
能力, 这将为临床
药物的应用及某
些类似的消化类
疾病作出不小的
贡献, 进一步的研
究还在继续中.
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5-FU药敏实验结果显示, 在含5-FU的纸片周围

形成了抑菌圈, 在抑菌圈内有散在的菌落. 从抑

菌圈外缘处挑取细菌涂片染色观察见多数为丝

状体双歧杆菌. 转种培养48-72 h, 形成的菌落由

正常形态细菌组成(图6); 转种于37℃厌氧环境

中抑菌环内生长菌落再次进行5-FU药敏实验, 
结果无抑菌环出现(图7).

3  讨论

本文在有关双歧杆菌传统研究的基础上[7], 针
对肿瘤患者应用化疗药物后, 肠道功能受损, 特
别是双歧杆菌数量明显减少的问题[8], 实验研

究5-FU作用下双歧杆菌的适应性变化, 结果表

明5-FU对双歧杆菌有抑制作用; 这种抑制作用

使双歧杆菌适应性变化和耐药性显现出来. 其
中, 适应性变化显示在形态和生长特点上. 形态

方面由正常的革兰染色阳性的分叉状的短杆菌

变为纤细的革兰染色阳性反应减弱的菌体形态. 
实验也证明, 在给以合适条件时, 这种纤细状细

菌能恢复生长, 形成正常的细菌形态. 另一方面, 
耐药性的变化表现在5-FU纸片周围抑菌圈内出

现散在菌落, 这些菌落再次进行5-FU药敏实验

时, 仍然耐药. 
由本实验可知, 虽然5-FU等化疗药物能够

直接抑制或损伤双歧杆菌, 作为一种肠道重要

的正常菌群[9], 在生长进化中同样具备了适应变

化能力, 其在抑菌圈周围出现的纤细状形态, 再
结合其产生条件来看符合生物波研究中提出的

有关潜生体的概念[10], 是对抗不利环境的一种适

应性变化形式. 另一方面, 也可以看出并非所有

的双歧杆菌都对化疗药物敏感, 有的菌株表现

图  4  环磷酰胺作用下双歧杆菌革兰染色结果(×1000).
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图  5  5-FU作用下形成的丝状体AFM扫描, 扫描面积30 μm
×30 μm.

图  6  双歧杆菌丝状体转种后形成的菌落形态(×1).

图  7  5-FU纸片周围抑菌圈内生长菌落再次进行5-FU药敏
实验结果(×1).

图  3  环磷酰胺对双歧杆菌药敏实验结果(×1). 含0.5 mg/L

×5 μL的环磷酰胺对而环磷酰胺对双歧杆菌的生长无抑菌

圈, 表明对双歧杆菌的生长无抑制作用.

■创新盘点
本文将为临床药
物的应用及某些
类似的消化类疾
病作出不小的贡
献.
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出天然的耐药性, 这些菌株的存在或者通过人

工补充对应用化疗药物的患者应该有较为重要

的作用. 化疗药作用下双歧杆菌为何会发生形

态的变化等有关的机制问题尚有待进一步研究. 

4      参考文献
1	 Ballongue J. Bifidobacteria and probibtic action. In: 

Salminen S, von Wright A, eds. Lactic acid bacteria: 
microbiology and functional aspects. New York: 
Marcel Dekker, 1998: 519-587

2	 Biavati, Mattarelli P. The family Bifidobacteriaceae. 
In: Dworkin M, Falkow S, Rosenberg E, Schleifer 
KH, Stackebrandt E, eds. The prokaryotes. New 
York: Springer, 2001: 1-70 

3	 Gagnon M, Kheadr EE, Le Blay G, Fliss I . In 
vitro inhibition of Escherichia coli O157:H7 by 
bifidobacterial strains of human origin. Int J Food 
Microbiol 2004; 92: 69-78

4	 De Vuyst L, Avonts L, Neysens P, Hoste B, 
Vancanneyt M, Swings J , Callewaert R. The 
lactobin A and amylovorin L471 encoding genes 
are identical, and their distribution seems to be 

restricted to the species Lactobacillus amylovorus 
that is of interest for cereal fermentations. Int J Food 
Microbiol 2004; 90: 93-106  

5	 Kamthan AG, Bruckner HW, Hirschman SZ, Agus 
SG. Clostridium difficile diarrhea induced by 
cancer chemotherapy. Arch Intern Med 1992; 152: 
1715-1717

6	 张晓敏, 杨景云, 李丹红, 刘开蕾. 化疗安口服液对白
血病患者化疗后免疫功能及肠道菌群影响的研究. 中
国微生态学杂志 2005; 17: 284-285

7	 Wang Z, Xiao G, Yao Y, Guo S, Lu K, Sheng Z. The 
role of bifidobacteria in gut barrier function after 
thermal injury in rats. J Trauma 2006; 61: 650-657 

8	 Caglar E, Sandalli N, Twetman S, Kavaloglu 
S, Ergeneli S, Selvi S. Effect of yogurt with 
Bifidobacterium DN-173 010 on salivary mutans 
streptococci and lactobacilli in young adults. Acta 
Odontol Scand 2005; 63: 317-320

9	 Topouzian N, Joseph BJ, Bezkorovainy A. Effect of 
various metals and calcium metabolism inhibitors 
on the growth of Bifidobacterium bifidum var. 
pennsylvanicus. J Pediatr Gastroenterol Nutr 1984; 3: 
137-142

10	 徐启旺, 刘俊康. 生物波与人体抗癌能力诠释. 香港: 
新青年出版社, 2005, 30-46

             电编  张敏  编辑  王晓瑜

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

• 消息 •

《世界华人消化杂志》简介

    《世界华人消化杂志》创刊于1993-01-15, 原刊名《新消化病学杂志》, 1999-03-25经国家科学技术部和国

家新闻出版总署批准更名为《世界华人消化杂志》, 国科发财字[1999] 071号, 国内统一刊号CN 14-1260/R, 国

际标准刊号ISSN 1009-3079, 国内外公开发行的大型综合性消化病学类学术期刊. 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2001071号.《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和中文核心期刊要目总览收录

的学术类期刊.《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.《世界华人消化

杂志》综合介绍消化病学前沿基础与临床研究的发现, 覆盖消化病学领域中经临床实验证明的技术进展. 从

1993-2005《世界华人消化杂志》发表的文章可以在线http://www.wjgnet.com免费阅读全文.《世界华人消化

杂志》综合介绍以下领域的内容: 消化基础研究、消化临床研究、消化内科、消化内镜、消化外科、消化肿

瘤、消化介入治疗、消化护理、消化医学影像、消化病理、消化预防医学、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》开通了http://www.wjgnet.com/wcjd/ch/index.aspx在线办公系统, 实现了在线投稿和审稿等功能.

■同行评价
本文准确反映了
研究工作的科学
问题和特定内容, 
简明而有特色, 文
章的科学性、创
新性和可读性反
映了我国胃肠病
学基础研究的水
平.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年11月18日; 14(32): 3143-3146
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

东北地区汉族人群DNA修复基因XPD单核苷酸多态性与
胃癌的相关性

娄 毅, 宋清斌, 何向民

娄毅, 中国医科大学基础医学院医学遗传学教研室 辽宁省
沈阳市 110001
宋清斌, 中国医科大学附属第一医院普通外科 辽宁省沈阳
市 110001
何向民, 中国医科大学附属第一医院消化内科 辽宁省沈阳
市 110001
通�����讯����作者��: 娄毅, 110001, 辽宁省沈阳市和平区北二马路92号, 
医学遗传学教研室. louyi_1963_1019@163.com
电话: 024-23256666-5324
收稿日期����������������  ���������������� : �������������� ���������������� 2006-09-01    接受日期������������ : ����������2006-09-25

Association of single 
nucleotide polymorphism 
in DNA repair gene XPD 
with gastric cancer in Han 
population from northeast 
region of China 

Yi Lou, Qing-Bin Song, Xiang-Min He

Yi Lou, Department of Medical Genetics, China Medical 
University, Shenyang 110001, Liaoning Province, China
Qing-Bin Song, Department of General Surgery, the First  
Affiliated  Hospital of China Medical University, Shenyang 
110001, Liaoning Province, China
Xiang-Min He, Department of Gastroenterology, the First  
Affiliated  Hospital of China Medical University, Shenyang 
110001, Liaoning Province, China
Correspondence to: Yi Lou, Department of Medical Ge-
netics, China Medical University, Shenyang 110001, Liaon-
ing Province, China. louyi_1963_1019@163.com
Received: 2006-09-01    Accepted: 2006-09-25 

Abstract
AIM: To assess the relationship between XPD 
single nucleotide polymorphism (SNP) and 
susceptibility to gastric cancer in Han Chinese 
from northeast region via a hospital-based, case-
control study.

METHODS: Polymerase chain reaction-restric-
tion fragment length polymorphism analysis 
was used to determine the Asp312Asn and 
Lys751Gln polymorphisms of XPD gene in 238 
patients with gastric cancer and 200 healthy 
controls. The adjusted odds ratios (OR) and 95% 
confidence intervals (CI) were calculated using 
multivariate logistic regression�.

RESULTS: The polymorphism of Lys751Gln 
was not significantly different between gastric 
cancer patients and normal controls. The fre-
quency of Asp/Asn and Asn/Asn genotypes 
in gastric cancer was significantly increased as 
compared with that in the controls (P = 0.041). 
Individuals carrying at least one 312Asn vari-
ant allele (Asp/Asn and Asn/Asn genotypes) 
tended to have an increased risk (1.901 times) 
for gastric cancer as compared with those with 
the Asp/Asp genotype (OR = 1.901, 95%CI: 
1.119-3.229).

CONCLUSION: The Asp312Asn polymorphisms 
in XPD gene are risky factors of gastric cancer in 
Han Chinese from northeast region.

Key Words: Gastric cancer; XPD gene; Single nu-
cleotide polymorphism; Northeast region
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摘要
目的: 研究核苷酸切除修复基因XPD单核苷

酸多态性与东北地区汉族人群胃癌风险的

关系. 

方法: 以聚合酶链反应-限制性片段长度多态

性方法分析了238例胃癌患者标本XPD基因

Asp312Asn和Lys751Gln多态性, 比较不同基

因型与胃癌风险的关系. 

结果: Lys751Gln多态在胃癌患者中的分布和

正常对照组差异不显著, 与胃癌风险无关. 胃
癌患者中Asp/Asn和Asn/Asn基因型频率明显

高于正常对照组(P  = 0.041); 与携带312 Asp/
Asp基因型者比较, 携带至少1个312 Asn等位

基因者(即Asp/Asn和Asn/Asn基因型)罹患胃

癌的风险增加1.901倍(95%CI: 1.119-3.229).

结论: XPD基因Asp312Asn多态是东北地区汉
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■背景资料
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损伤以保持基因

组的稳定性. DNA
修复能力缺陷或

低下将增加基因

突变和细胞癌变

的风险. 本文分析

了东北地区汉族

人群XPD基因单

核苷酸多态及与
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0  引言

细胞DNA常常遭受致癌物(致突变物)的刺激而

引起损伤, 但细胞内有一系列DNA修复机制, 可
修复这些损伤以保持基因组的稳定性. DNA修

复能力缺陷或低下将增加基因突变和细胞癌变

的风险. XPD作为进化保守的DNA解旋酶, 参与

核苷酸切除修复和基因转录. 该基因第312密码

子G→A多态和第751密码子C→A多态分别导

致Asp312→Asn312和Lys751→Gln751氨基酸替

代, 而且其突变表型与DNA损伤修复能力密切

相关[1-2]. DNA修复基因多态作为个体损伤修复

能力差异的分子遗传学基础, 可能是癌症的遗

传易感因素. XPD基因多态在东北地区人群中

的分布及其与肿瘤发生的关系未见报道. 我们

分析了东北地区汉族人群XPD基因单核苷酸多

态及与胃癌风险的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 238例标本为中国医科大学附属第一医

院普外科2000-2005年手术切除的胃癌组织, 所
有患者都经组织病理学确诊, 术前未经放射和

抗癌药物治疗. 238例胃癌组织均为腺癌. 200例
无肿瘤病史和体征的正常对照组外周静脉血随

机选自同期体检的人群.
1.2 方法 

1.2.1 引物设计 明确两侧基因组序列及SNP是否

引起酶切位点改变. 应用Primer3软件设计引物

(Sangon公司合成). 其引物序列、扩增片段长度

及酶切后片段长度见表1.  
1.2.2 基因组DNA提取 应用常规饱和酚-氯仿法

进行基因组DNA提取. 
1.2.3 P C R反应扩增目的片段 反应液总体积

25 μL, 其中基因组DNA约40 ng, 10×反应缓冲

液(MgCl2 15 mmol/L) 2.5 μL, dNTP(2.0 mmol/L) 
2.0 μL, 上下游引物(20 μmol/L)各0.5 μL, Taq酶
1 nkat. 循环参数: (1)Asp312Asn: 94℃变性5 min, 
94℃ 45 s, 58℃ 30 s, 72℃ 45 s 35个循环, 72℃
延伸8 min; (2)Lys751Gln: 94℃变性8 min, 94℃ 
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50 s, 60℃ 50 s, 72℃ 50 s 35个循环, 72℃延伸

5 min. PCR产物分别经15 g/L和30 g/L的琼脂糖

凝胶电泳检测确认. 
1.2.4 限制性内切酶酶切鉴定基因型 (1)EarI酶
切鉴定Lys751Gln基因型. 酶切反应体系20 μL: 
其中PCR产物8 μL, Ear I 5 U, 10×缓冲液2 μL. 
37℃水浴过夜, 15 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定基因

型(图1); (2)Hpy99I酶切鉴定Asp312Asn基因型. 
酶切反应体系20 μL: 其中PCR产物8 μL, Hpy99I 
5 U, 10×缓冲液2 μL. 37℃水浴过夜, 30 g/L琼
脂糖凝胶电泳鉴定基因型(图2).

统计学处理 应用SPSS 10.0软件统计分析患

者组和对照组中多态位点基因型频率是否存在

差异.

2  结果

我们分析了X P D两个多态位点Ly s751G l n和
A s p312A s n的基因型分布及其与胃癌风险的

关系. 胃癌病例组Asp/Asp, Asp/Asn, Asn/Asn
的基因型频率分别为79.4%, 16.4%和4.2%, 正
常对照组的基因型频率分别为88.0%, 10.5%和

0.5%, 二者差异有统计学意义(P <0.05, 表2). 与表2). 与). 与
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500 bp

250 bp
100 bp

M           GG         GT         TT

323 bp
235 bp
88 bp

图  1  Lys751Gln位点EarI酶切结果.

AG           AA           GG           M

276 bp
254 bp

500 bp

250 bp

100 bp

图  2  Asp312Asn位点Hpy99I酶切结果.

■相关报道
X P D基因第3 1 2
密码子 G → A 多

态和第 7 5 1密码

子 C → A 多态分

别导致Asp312→
Asn312和Lys751
→Gln751氨基酸

替代, 而且其突变

表型与DNA损伤

修复能力密切相

关.
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携带XPD312Asp/Asp基因型比较, 携带至少1
个312Asn等位基因(即Asp/Asn和Asn/Asn基因

型)的个体罹患胃癌的风险显著增加(P = 0.016, 
校正的OR = 1.901, 95%CI: 1.119-3.229, 表3).表3).). 
Lys751Gln多态在胃癌患者中的分布和正常对

照组差异不显著.

3  讨论

人类肿瘤多数是环境和遗传因素共同作用的结

果. 环境致癌物或其代谢产物攻击机体细胞引

起DNA损伤, 修复系统对损伤进行修复以保证

基因组的完整性和稳定性. 当DNA损伤不能及

时有效的修复, 积累到一定程度导致基因组不

稳定性升高, 引起细胞增殖和分化失控, 导致肿

瘤的发生. 因此, DNA修复与肿瘤发生有着密

不可分的联系. 研究资料表明, DNA修复能力

的个体差异是决定肿瘤易感性的重要因素[3-4]. 
许多DNA修复基因具有单核苷酸多态(s ing le 
neuclectide polymorphism, SNP), 导致氨基酸替

代的SNP可能改变修复酶的活性. 因此, DNA修

复基因SNP是导致DNA修复能力个体差异的

重要原因. 胃癌是我国最常见的消化道肿瘤, 占
恶性肿瘤死亡率的第1位. 胃癌的发生、发展是

一个多因素、多基因作用的复杂过程. 目前已

发现很多胃癌相关基因, 如KAI1, nm23, c-Fos, 
c-Jun, p53, RB和hMLH1等[5-8]. XPD基因位于

19q13, 含有23个外显子, 长约5413 kb, 在该基

因上有135个SNP位点. XPD基因编码的蛋白质

相对分子质量为8619 kDa, 是由761个氨基酸组

成的ATP依赖5→3 DNA解旋酶, 为生命活动所

必不可少[4]. 已经发现XPD基因的编码区有6个
SNP位点, 其中312密码子G→A和751密码子C
→A多态均引起氨基酸替代, 其突变表型使DNA
修复能力低下[1-2]. 流行病学研究结果显示, XPD
基因密码子156, 312和751位点的多态性与肿瘤

易感性密切相关[9-12]. Xing et al [13]研究了中国北

京人群中Asp312Asn和Lys751Gln和肺癌和食

管癌风险的关系, 认为Asp312Asn和Lys751Gln
和肺癌风险有关, 而和食管癌的风险无关. 目
前, 国内尚未有该基因多态位点和胃癌风险的

研究. 在本研究中, 我们分析XPD基因两个位点

单核苷酸多态(Asp312Asn和Lys751Gln)与胃癌

■创新盘点
XPD基因多态在

东北地区人群中

的分布及其与肿

瘤发生的关系未

见报道.

表  1  2个SNP位点引物序列、扩增片段长度及酶切后片段长度

     
SNP名称                                                           引物序列                                                   长度             酶切后片段长度

Lys751Gln         AGGGGGTCTATCATCTCCTG/CCTCTCCCTTTCCTCTGTTC       323 bp       235 bp/88 bp (EarI)

Asp312Asn       CCTGCAGAAGACGGTGCT/GCTCACCCTGCAGCACTT              276 bp       254 bp/22 bp (Hpy99I)

表  2  患者组与正常对照组2个SNP位点基因型频率比较

     
项目                       n                               基因型频率(%)                          c2                P

Lys751Gln                           Lys/Lys       Lys/Gln     Gln/Gln    

  胃癌组             238          205 (86.1)     30 (12.8)     3 (1.1)         4.51        >0.05

  对照组             200          164 (82.3)     33 (16.2)     3 (1.5)

Asp312Asn                         Asp/Asp      Asp/Asn    Asn/Asn            

  胃癌组             238          189 (79.4)     39 (16.4)   10 (4.2)         6.38           0.041

  对照组             200          176 (88.0)     21 (10.5)     3 (0.5)

表  3  胃癌患病风险与XPD基因型的关系

     
项目                       n                              基因型频率(%)                             OR  (95%CI)                      P

Lys751Gln                          Lys/Lys     Lys/Gln或Gln/Gln        0.733 (0.438-1.227)          >0.05

  胃癌组             238              205                    33           

  对照组             200              164                    36      

Asp312Asn                        Asp/Asp   Asp/Asn或Asn/Asn      1.901 (1.119-3.229)           0.016

  胃癌组             238              189                    49             

  对照组             200              176                    24

■应用要点
XPD基因的Asp-
312Asn位点个体

差异和胃癌风险

有关, 因此临床上

检测该基因的多

态位点有助于胃

癌的预防及早期

诊断.
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易患性的关系. 结果发现, 胃癌病例组Lys/Lys, 
Lys/Gln和Gln/Gln基因型频率分别为86.1%, 
12.8%和1.1%, 正常对照组Lys/Lys, Lys/Gln和
Gln/Gln基因型频率分别为82.3%, 16.2%和1.5%, 
Lys751Gln多态在胃癌患者中的分布和正常对照

组差异不显著, 与胃癌的风险无关. Asp312Asn
位点胃癌病例组Asp/Asp, Asp/Asn和Asn/Asn
的基因型频率分别为79.4%, 16.4%和4.2%, 正
常对照组的基因型频率分别为88.0%, 10.5%
和0.5%, 二者差异有统计学意义(P <0.05). 与携

带XPD312Asp/Asp基因型比较, 携带至少1个
312Asn等位基因(即Asp/Asn和Asn/Asn基因型)
的个体罹患胃癌的风险显著增加(P = 0.016, 校
正的OR = 1.901, 95%CI = 1.119-3.229). XPD基

因的Asp312Asn位点个体差异和胃癌风险有关, 
因此临床上检测该基因的多态位点有助于胃癌

的预防及早期诊断. 
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Abstract
AIM: To evaluate the effect of salvia miltiorrhiza 
(SM) injection on the coagulation function of 
patients with decompensated liver cirrhosis.

METHODS: A total of 40 patients with decom-
pensated liver cirrhosis were randomly and 
averagely divided into SM group and controls 
group. Besides comprehensive treatment, the 
patients in SM group also received SM injection 
for 2 wk. The indexes, including prothrombin 
time (PT), activated partial thromboplastin time 
(APTT), thrombin time (TT) and fibrinogen (FIB) 
level were examined before and after treatment. 
Moreover, bleeding complication was observed 
in the two groups. 

RESULTS: Before treatment, the values of PT, 
APTT and TT, and the level of FIB were 17.2 ± 
5.9  s, 50.3 ± 5.1 s, 21.5 ± 2.5 s, 1.7 ± 1.2 g/L in 

control group, and 17.5 ± 5.7 s, 50.1 ± 5.8 s, 21.3 
± 2.7 s, 1.7 ± 1.0 g/L in SM group, respectively. 
After treatment, the above markers were 15.8 
± 5.0  s, 47.2 ± 5.3 s, 19.2 ± 2.1 s, 1.8 ± 1.3 g/L in 
control group, and 14.5 ± 4.0 s, 44.2 ± 5.6 s, 17.2 
± 2.4 s, 2.0 ± 1.5 g/L in SM group, respectively. 
There were significant differences before and 
after treatment both in control group and SM 
group (P < 0.05), and furthermore, marked dif-
ferences also existed between the two groups 
after treatment (P < 0.05). The incidence rate of 
bleeding complication was notably lower in SM 
group than that in control group (25% vs 50%, P 
< 0.05)�.

CONCLUSION: SM injection can improve 
the coagulation function and lower the rate 
of bleeding complication in patients with de-
compensated liver cirrhosis�.

Key Words: Salvia miltiorrhiza; Decompensated liver 
cirrhosis; Coagulation function

Hu GY, Hu J, Yan ZG, Ding YB, Wu J, Xiao WM, Yang 
JG. Effects of salvia miltiorrhiza injection on coagulation 
function of decompensated liver cirrhosis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(32):3147-3150

摘要
目的: 评价丹参注射液对失代偿期肝硬化患
者凝血功能的影响. 

方法: 失代偿期肝硬化患者40例随机平均分
为丹参治疗组和对照组, 前者在综合治疗的
基础上加用丹参注射液治疗, 治疗前及治疗
后2 wk测定凝血酶原时间(PT)、活化部分凝
血酶原时间(APTT)、凝血酶时间(TT)、纤维
蛋白原(FIB)等凝血功能指标, 并观察两组治
疗期间临床出血情况. 

结果: 治疗前对照组和丹参组PT, APTT, TT
和FIB测定值分别为: 17.2±5.9 s, 50.3±5.1 s, 
21.5±2.5 s, 1.7±1.2 g/L和17.5±5.7 s, 50.1±
5.8 s, 21.3±2.7 s, 1.7±1.0 g/L, 治疗后对照
组和丹参组PT, APTT, TT和FIB测定值分别
为: 15.8±5.0 s, 47.2±5.3 s, 19.2±2.1 s, 1.8
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■背景资料
肝硬化是我国常
见疾病和死亡原
因之一, 尤其失代
偿期患者尚无特
效治疗, 主要以改
善肝功能和对症
治疗为主. 以活血
化瘀为主的中药
均已证实有肯定
的抗肝纤维化、
保护肝细胞、减
缓肝硬化进展的
作用. 丹参作为活
血化瘀中药的主
药, 近年来倍受研
究者的关注.
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■研发前沿
失代偿期肝硬化
患者大多存在凝
血功能的紊乱, 丹
参具有活血化瘀
之功能, 丹参在失
代偿期肝硬化患
者的临床应用是
否能加重患者凝
血功能, 从而增加
患者的临床出血
率, 是广大消化病
医生面临的且急
需解决的问题.



±1.3 g/L和14.5±4.0 s, 44.2±5.6 s, 17.2±
2.4 s, 2.0±1.5 g/L. 两组治疗前后PT, APTT, 
TT和FIB均有显著差异(P <0.05), 但丹参组比
对照组对PT, APTT, TT和FIB的改善更为明显
(P <0.05). 丹参组治疗期间出血发生率明显低
于对照组(25% vs  50%, P <0.05).

结论:  丹参注射液能够改善失代偿期肝硬化
患者的凝血功能, 降低临床出血率, 提示丹参
注射液治疗失代偿期肝硬化是安全有效的.

关键词: 丹参; 肝硬化失代偿; 凝血功能
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0  引言

大量的临床实验研究证实, 对于肝硬化患者, 丹
参具有保护肝细胞, 缓解临床症状, 减缓肝硬化

进展的作用[1-9]. 但对于失代偿期肝硬化患者大

多存在凝血功能的障碍, 而丹参具有活血化淤

之功能, 丹参在失代偿期肝硬化患者的临床应

用是否能加重患者凝血功能的障碍, 从而增加

肝硬化患者的出血率, 目前国内文献报道较少. 
本研究应用丹参注射液治疗失代偿肝硬化患者, 
观察治疗前后患者凝血功能的变化和治疗期间

出血的发生率, 以探讨丹参注射液治疗失代偿

肝硬化患者的安全性. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取我科从2004-01/2005-12确诊为失

代偿肝硬化的患者40例, 所选病例均参照2000
年西安第10次全国病毒性肝炎防治及肝病学术

会议讨论修订肝硬化诊断标准, 同时根据child-
pugh分级为B级和C级, 排除上消化道大出血、

严重出血倾向和肝性脑病患者. 其中男性27例, 
女性13例; 年龄28-69(平均52.3)岁; 乙肝后肝硬

化24例, 丙肝后肝硬化5例, 酒精性肝硬化8例, 
病因不明3例. 
1.2 方法 将患者随机分成两组: 对照组(20例), 其
中男性13例, 女性7例, 给予常规护肝、降酶和退

黄等综合治疗, 必要时予以利尿和输注白蛋白; 
丹参组20例, 其中男性14例, 女性6例, 在对照组

的基础上加用丹参注射液30 mL加入250 mL葡萄

糖液中静脉点滴, 疗程为2 wk. 疗程结束前后分

别检测患者的PT, APTT, TT, FIB等凝血功能指标, 

并观察治疗期间患者皮肤黏膜出血(包括鼻衄、

齿龈出血、皮肤紫癜、淤斑、镜下血尿和大便

潜血)和食管静脉曲张破裂出血发生情况.
     统计学处理 计量资料以均数±标准差(mean
±SD)表示, 均数的比较用t检验, 计数资料以率

表示, 率的比较用c2检验. 所有数据均用SPSS 
11.0统计软件进行统计分析.

2  结果

2.1 两组间临床资料 两组间临床资料具有可比性

(表1).
2.2 两组治疗前后凝血功能的比较 两组治疗前

后, PT, APTT及TT均明显缩短而FIB则明显上升, 
两者比较差异有显著性(P <0.05). 丹参组治疗后

PT, APTT及TT缩短的值比对照组治疗后更为显

著, 同时FIB则上升值比对照组治疗后更为明显

3148                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2006年11月18日    第14卷   第32期

www.wjgnet.com

■相关报道
已有研究报道, 丹
参具有双重调节
凝血系统的作用, 
此外丹参也并不
延长华法林所引
起的PT的延长, 提
示丹参并不会增
加凝血障碍紊乱
的出血率.

    

表  1  两组间临床资料的比较(n  = 20)

 临床资料 	  对照组	                       丹参组

年龄(岁)
性别
   男/女
病因
   乙肝 
   丙肝 
   酒精
   不明
Child-Pugh分级
    B级
    C级
  血小板减少
食管静脉曲张

51.8±10.5

     14/6

       11
         3
         4
         2

       12
         8
       18
       12

52.0±10.9

     13/7

      13
        2
        4
        1

       11
         9
       17
       12

   

表  2  两组治疗前后凝血功能的变化(mean±SD, n  = 20)

           对照组                                   丹参组

PT
APTT
TT
FIB

治疗前　　　治疗后             治疗前　　 治疗后

17.2±5.9
50.3±5.1
21.5±2.5
  1.7±1.2

15.8±5.0a

47.2±5.3a

19.2±2.1a

  1.8±1.3a

17.5±5.7
50.1±5.8
21.3±2.7
  1.7±1.0

14.5±4.0bc

44.2±5.6bc

17.2±2.4bc

  2.0±1.5bc

aP<0.05, cP<0.05 vs  同组治疗前; bP<0.01 vs  对照组治疗后.

    

表  3  两组治疗期间出血发生率(n , %)

      	                       对照组	                   丹参组

皮肤黏膜出血
食管静脉曲张破裂
总计

  7 (35)
  3 (15)
10 (50)

3 (20 )a

1 (5)a

4 (25)a

aP<0.05 vs  对照组.

■创新盘点
迄今, 关于丹参对
失代偿期肝硬化
患者凝血功能的
影响及是否增加
临床出血率国内
外鲜有报道. 本研
究首次证实丹参
能够部分修复失
代偿肝硬化患者
肝细胞的功能, 从
而改善患者凝血
功能紊乱, 起到临
床辅助止血的作
用.



(P<0.05, 表2).
2.3 两组治疗期间出血发生率的观察 两组治疗

期间, 对照组有7例出现皮肤黏膜出血, 其中鼻

衄2例, 齿龈出血4例、皮肤紫癜、淤斑1例、镜

下血尿1例和大便潜血1例, 食管静脉曲张破裂

出血3例, 而丹参组3例出现皮肤黏膜出血, 其中

鼻衄1例, 齿龈出血2例、皮肤紫癜、淤斑1例、

镜下血尿和大便潜血0例次, 食管静脉曲张破裂

出血1例(表3). 

3  讨论

慢性肝病尤其肝硬化患者往往合并肝内高凝状

态和微循环障碍, 导致肝细胞的变性、溶解和

坏死, 从而引起肝细胞功能的减退[10]. 肝细胞功

能的减退又将引起凝血和纤溶系统的失衡, 导
致不同程度的凝血功能障碍, 并与肝硬化程度

密切相关, 随着肝功能损害程度的加重其凝血

障碍愈明显[11]. 临床上表现为出血倾向. 此外, 大
部分肝硬化患者存在门脉高压性食管胃底静脉

曲张, 可能导致上消化道大出血. 研究表明[12], 
丹参可以减轻肝内微循环血管痉挛, 减轻肝内

高凝状态, 促使肝细胞的修复和肝细胞功能的

好转. 此外, 丹参通过活血化淤, 改善血管内皮

细胞血供, 修复损伤的血管内皮细胞, 从而改善

肝硬化患者凝血系统的紊乱. 丹参对凝血系统

的调节机制比较复杂, 至今尚未明确. 国内潘景

业 et al [13]研究丹参液在大鼠失血性休克合并凝

血障碍紊乱的作用时发现, 丹参液既可用于弥

漫性血管内凝血(DIC)高凝期又可用于继发性

纤溶亢进期, 提示丹参具有双重调节凝血系统

的作用, 并不会增加凝血障碍紊乱的出血率. 朱
秉智 et al [14]也研究发现, 丹参对兔全血黏度、

红细胞和血小板聚集功能的影响与华法林相当, 
但对PT, APTT, TT等凝血功能的影响不如华法

林. 此外, 也有研究表明[15], 丹参并不能延长华法

林所引起的PT的延长. 基于上述理论, 本研究应

用我们丹参注射液治疗失代偿肝硬化患者, 并我们丹参注射液治疗失代偿肝硬化患者, 并丹参注射液治疗失代偿肝硬化患者, 并
观察治疗前后患者凝血功能的变化, 结果发现, 
对于失代偿肝硬化患者即使合并血小板减少和

凝血功能障碍的情况下, 丹参不仅不会加重失

代偿肝硬化患者的凝血功能紊乱, 相反可改善

患者的凝血功能, 可能与丹参改善肝细胞的功

能、促进肝细胞合成凝血因子和调节凝血系统

紊乱有关, 然而丹参如何改善患者凝血功能紊

乱的具体机制还需进一步的深入研究. 此外丹

参组患者出血率明显低于对照组, 且主要表现

为皮肤黏膜的出血, 仅1例为食管静脉曲张出血, 
提示丹参可能起到临床辅助止血的作用. 

食管胃底静脉曲张破裂出血是失代偿肝硬

化患者常见而凶险的并发症, 而降低门静脉压

力是目前公认的预防食管胃底静脉曲张破裂出

血的主要措施. 国内胡乃中 et al [1]研究证实, 丹
参能减轻门脉系统阻力, 有效降低门、脾静脉

压力, 改善内脏高动力循环状态, 从而有效降低

食管静脉曲张破裂出血发生率. 我们研究也发

现, 丹参组患者食管静脉曲张破裂出血的发生

率较对照组明显降低, 进一步证实丹参具有预

防失代偿肝硬化患者食管静脉曲张近期出血的

作用, 关于丹参是否能够降低失代偿肝硬化患

者的远期出血率及死亡率还需长期的随访研究

来证实. 由于本实验的研究对象排除了上消化

道大出血、严重出血倾向和肝性脑病患者, 我
们建议对于此类患者丹参应慎用. 鉴于本研究

样本量较少, 仅能初步证实丹参在失代偿肝硬

化患者的应用是安全有效的, 还需大样本的随

机对照研究来进一步证实..
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■应用要点
本研究初步证实
丹参在失代偿肝
硬化患者的应用
是安全有效的,为
丹参在临床中的
应用提供了理论
依据. 

■同行��评价
课题研究实验设
计合理, 方法学可
靠 ,  结果也可信 . 
国内尚缺乏此类
报道, 具有一定创
新性. 但样本例数
偏少, 还需大样本
的随机对照研究
来进一步证实. 此
外, 丹参是从哪一
方面机制改善凝
血功能的可进一
步深入研究.



3150                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2006年11月18日    第14卷   第32期

www.wjgnet.com

运, 谢英渤. 慢性乙型肝炎的肝脏微循环变化. 中华肝
脏病杂志  2001; 9: 275

11	 丛玉隆, 魏玉香, 张立文, 殷宗健, 白洁. 肝硬化患者凝
血、抗凝及纤溶指标的变化与Child-Pugh分级的关
系. 中华肝脏病杂志  2005; 13: 31-34

12	 蒋立会, 刘亚文, 吴欣, 曹国军. 丹参注射液对门脉高
压患者血流影响的临床观察. 中国热带医学  2006; 6: 
500

13	 潘景业, 张艳杰, 王明山, 金可可. 复方丹参液对大鼠

失血性休克合并凝血功能紊乱的治疗作用. 中国实验
血液学杂志  2005; 13: 456-459

14	 朱秉智, 骆金华, 秦建伟, 杨国平. 丹参对兔血液流变
性、血小板及凝血功能影响的实验研究. 南京医科大
学学报  2001; 21: 170-171

15	 Lo AC, Chan K, Yeung JH, Woo KS. The effects of 
Danshen (Salvia miltiorrhiza) on pharmacokinetics 
and pharmacodynamics of warfarin in rats. Eur J 
Drug Metab Pharmacokinet  1992; 17: 257-262               
                                 

                                   电编  李琪  编辑  王晓瑜

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

                                                                                                                                             
                • 消息 •

第十九届全国中西医结合消化会议征文通知

本��刊�讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2007-08下旬在石家庄市召开第十九届全国中西

医结合消化学术交流会, 并同时举办全国中西医结合消化疾病诊治新进展学习班.

1 征文内容和要求

征文内容: (1)有关消化系统疾病包括食管、胃、肝、胰等诊疗、实验研究进展; (2)中西医结合对慢性肝炎

(病)、肝纤维化临床诊治以及基础、实验研究; (3)中西医结合对消化系统肿瘤诊治经验与实验研究; (4)中西医

结合对“淤血症”以及脾胃学说与脾虚证研究进展. 征文要求: 来稿请附800字论文摘要, 并附软盘或发电子邮

件至211zyke@163.com或czs.xiaohua@163.com(尽量以电子邮件发送). 征文请于2007-06-30前邮寄.

2 学习班招收对象

学习班招收对象: 从事中西医结合、中医或西医消化专业医师以上人员. 参加学习班者授予国家继续教育学分

12分；在大会有论文报告者另授继续教育学分6分.

3 联系方式

(1) 黑龙江省哈尔滨市南岗区学府路45号 解放军第211医院中医科(中国中西医结合学会消化系统疾病专业

委员会), 邮编: 150080, 联系人: 李春雷, 贾云,  联系电话: 0451-57752440或86632450, 传真: 0451-86603878或

0451-57752440; (2) 河北省石家庄和平西路215号河北医科大学附属第二医院, 邮编: 050000, 联系人: 姚希贤, 

冯志杰, 联系电话: 0311-87222301或13333015658.



 
wcjd@wjgnet.com 
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Abstract
AIM: To invest igate the express ion and 
significances of proliferating cell nuclear antigen 
(PCNA) and Ki-67 antigen in liver tissues of 
cirrhotic patients.

METHODS: SP immunohistochemical tech-
nique was performed to detect the expression 
of PCNA and Ki-67 in 58 liver specimens from 
patients with cirrhosis from hepatitis B (n = 24) 
and hepatitis C (n = 22), and chronic hepatitis (n 
= 12), and the labeling index (LI) of the positive 
cells was also determined. Sirius red staining 
was used to determine the area density of colla-
gen in liver tissues.

RESULTS: The expression of PCNA and Ki-67 
LI was significantly higher in chronic hepatitis 
than that in cirrhosis (34.67% ± 8.6% vs 10.38% ± 
3.76%, P < 0.001; 2.81% ± 0.51% vs 1.69% ± 1.03%, 
P < 0.001), and moreover, they were markedly 
higher in hepatitis C-induced cirrhosis than 
those in hepatitis B-induced one (13.12% ± 1.42% 
vs 6.32% ± 2.18%, P < 0.001; 2.48% ± 0.54% vs 
0.95% ± 0.77%, P < 0.001). The area density of 

collagenous fiber was significantly increased in 
cirrhosis than that in chronic hepatitis (12.0 ± 3.1 
vs 1.40 ± 1.0, P < 0.001), but there was no differ-
ence between the two types of cirrhosis (P > 0.05). 
The area density of collagenous fiber had no sig-
nificant correlation with the LI values of PCNA 
and Ki-6 in cirrhosis (P > 0.05).

CONCLUSION: The proliferation rate of liver 
cells is lower in cirrhosis than that in chronic 
hepatitis, but it is higher in cirrhosis from hepa-
titis C than that in the one from hepatitis B. 
There is no significant correlation between the 
area density of collagenous fiber and the expres-
sion of PCNA and Ki-67.

Key Words: Liver cirrhosis; Chronic hepatitis; Prolif-
erating cell nuclear antigen; Ki-67

Quan CJ, Jin RS, Piao DM. Expression of proliferating 
cell nuclear antigen and Ki-67 antigen in liver tissues 
of cirrhotic patients. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(32):3151-3154

摘要
目的: 探讨乙型肝炎和丙型肝炎肝硬化患者

肝组织中PCNA和Ki-67抗原的表达及意义. 

方法: 选择58例(乙肝肝硬化24例、丙肝肝

硬化22例、慢性肝炎12例)肝脏标本, 做H-E
染色观察肝组织的病理改变; 利用天狼红染

色切片检测肝组织内胶原纤维的面密度; 采
用免疫组织化学SP法观察肝组织中PCNA和

K i-67抗原的表达, 并检测阳性细胞的标记指

数(labeling index, LI). 

结果: 肝硬化胶原纤维的面密度百分比与慢

性肝炎比较(12.2%±3.1% vs  1.40%±1.0%, 
P <0.001)明显增高, 乙型与丙型肝炎肝硬化胶

原纤维的面密度百分比无明显差异(P >0.05); 
慢性肝炎与肝硬化比较P C N A和K i-67  L I 
(34.67%±8.6% vs  10.38%±3.76%, 2.81%±

0.51% vs  1.69%±1.03%, 均P <0.001)明显增

高; 丙肝肝硬化与乙肝肝硬化比较PCNA和

www.wjgnet.com
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■背景资料
PCNA和K i67是
用于显示细胞增

殖状态的比较成

熟的标记物, 目前

多用于肿瘤的研

究中 .  研究表明 , 
肝癌和癌旁肝硬

化组织中P C N A
表达高于单纯肝

硬化组织 ,  认为

P C N A是肝细胞

癌发生的最强独

立危险因素, 但在

单纯肝硬化组织

中P C N A的表达

水平不一致, 因此

深入研究肝硬化

组织中肝细胞增

殖活性, 对进一步

阐明肝细胞癌的

发生有重要意义.



Ki-67 LI(13.12%±1.42% vs  6.32%±2.18%, 
2.48%±0.54% vs  0.95% ± 0.77%, 均P <0.001)
均明显增高 ;  肝硬化胶原纤维的面密度与

PCNA和Ki-6 LI之间无相关性(P >0.05).

结论: 肝硬化组织中肝细胞增殖指数比慢性

肝炎低, 但丙型肝炎肝硬化的肝细胞增殖指数

比乙型肝炎肝硬化高; PCNA和Ki-67 LI与肝

硬化胶原纤维面密度无相关性.

关键词: 肝硬化; 慢性肝炎; 增殖细胞核抗原; Ki-67
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0  引言

增殖细胞核抗原(PCNA)和K i-67抗原在肝癌和

肝硬化有较多的研究报道, 但在不同类型肝硬

化中的研究较少. 本实验采用免疫组织化学方

法观察46例肝硬化和12例慢性肝炎患者肝组织

中PCNA和K i-67抗原的表达, 并检测两种抗原

的标记指数(labeling index, LI), 探讨两种抗原在

乙型和丙型肝炎肝硬化中的表达及意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择我科存档的手术切除肝病标本共

58例, 其中男22例, 女36例, 平均发病年龄40岁, 
平均病史10.5 a, 全部病例经血清肝炎病毒学检

查证实, 其中乙肝肝硬化24例、丙肝肝硬化22
例、慢性肝炎12例(乙肝、丙肝各6例), 复习全

部病例的病历档案. 鼠抗人PCNA mAb、兔抗人

Ki-67 mAb及SP试剂盒均由北京中杉金桥生物

技术有限公司提供.
1.2 方法 全部标本均经40 g/L中性甲醛固定, 常
规石蜡包埋,  4-5 μm厚的连续切片, 行HE染色观

察肝组织的病理改变.
1.2.1 天狼猩红染色 切片常规脱蜡至水, 天狼猩

红-苦味酸饱和溶液(5 g/L天狼猩红溶液 10 mL, 
苦味酸饱和溶液90 mL)染30 min, 无水乙醇分

化脱水, 中性树胶封片. 胶原纤维的面密度: 采
用彩色病理图象分析系统(北京航空航天大学

CMIAS), 利用天狼猩红染色的切片检测胶原纤

维的面密度, 用10倍物镜, 每张切片随机选择5个
视野, 采集图象、分割处理、统计参数, 计算胶

原纤维面密度百分比.
1.2.2 免疫组织化学染色 采用SP法进行PCNA和
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Ki-67的染色, DAB显色, 以乳腺癌组织作PCNA, 
Ki-67的阳性对照; 以PBS代替一抗作阴性对照. 
PCNA与Ki-67抗原阳性细胞LI: 每例选择染色均

匀的视野, 在40倍物镜下计数500个细胞中的阳

性细胞, 取平均值.
统计学处理 计量数据均用mean±SD表示, 

两样本均数的比较用t检验法.
2  结果

乙型肝炎肝硬化以水样变性多见, 仅少数病例

(20%)出现轻度脂肪变, 丙型肝炎肝硬化大多数

(75%)出现以大泡为主的脂肪变性.
2.1 胶原纤维的面密度 肝硬化胶原纤维的面密

度百分比明显高于慢性肝炎(P <0.001), 乙型与丙

型肝炎肝硬化肝组织胶原纤维的面密度百分比

无明显差异(表1).
2.2 免疫组化染色结果 慢性肝炎PCNA阳性细胞

多位于坏死灶周围, 肝硬化在假小叶周边单个

散在分布. 乙型肝炎肝硬化可见少量Ki-67阳性

细胞单个散在分布, 丙型肝炎肝硬化阳性细胞

多位于脂肪变性的肝细胞周围(图1). 慢性肝炎

PCNA与Ki-67 LI均高于肝硬化, 丙型肝炎肝硬

化PCNA与Ki-67 LI均高于乙型肝炎肝硬化(表1).

3  讨论

PCNA和Ki-67抗原是近年来发展的显示细胞增

殖状态的比较成熟的标记物, 目前两种抗原多

用于各种恶性肿瘤的研究中[1-4]. PCNA的高表

达提示细胞内进行旺盛的DNA合成反应, 是S
期细胞的良好标记物. Ki-67作为增殖细胞核抗

原, 除G0期外各细胞周期都表达, 其中G2和M期

表达最强. Donato et al [5-6]利用PCNA研究了慢性

肝炎和肝硬化病人的肝脏标本, 发现PCNA能反

应慢性病毒性肝炎病人的肝细胞增殖率, 与肝

病的严重性相关, 并提出PCNA是肝细胞癌发生

的最强独立危险因素. PCNA在肝癌和癌旁肝硬

化的研究也有较多报道, 大多数研究结果表明, 
PCNA在肝癌和癌旁肝硬化表达高于单纯肝硬

化, 但国内外的研究表明单纯肝硬化组织中肝

细胞PCNA的表达水平不尽一致, 郎振为 et al [7]

采用采用免疫组化法观察了肝硬化肝组织中

PCNA的表达, 结果表明, 肝硬化时肝细胞的增

殖能力相当低下; 牛兆山 et al [8]的研究结果表明, 
肝硬化组织中只有少量PCNA阳性细胞, 呈单个

散在分布, 而癌旁增生性结节中PCNA阳性表达

与肝硬化比较有显著性差异, 认为是癌前病变, 
而肝硬化中的细胞大多处于静止状态, 是一种

www.wjgnet.com
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高度成熟细胞, 与肝细胞癌的发生没有直接关

系, Kawakita et al [9-10]的研究结果也相似, 而付晓

梅et al [11-12]的研究则表明肝硬化时肝细胞PCNA
的阳性表达率高于慢性肝炎组.

联合应用两种增殖细胞核抗原研究肝癌和

肝硬化的研究报道较少[13-14], 本组结果表明肝硬

化肝细胞的PCNA和Ki-67指数明显低于慢性肝

炎组, 二者有显著差异, 表明慢性肝炎时肝细胞

增殖较肝硬化活跃. 在病毒性肝炎后期成熟的

肝细胞广泛地被病毒感染, 而且被病毒感染的

肝细胞常常失去增殖能力, 但仍在持续发生的

肝细胞死亡要求肝组织持续地代偿性再生, 此
时再生细胞的主要来源可能是干细胞-卵圆型细

胞的增殖, Sun et al [15]报道HCV+和HBV+的肝硬

化中存在卵圆型细胞.
肝硬化的肝细胞增生能力与肝纤维化程度

之间关系尚不清楚, 贾克东 et al [16]对11例肝硬

化组织进行纤维化程度SSS评分, 并与PCNA的

结果进行相关性分析, 结果表明, 肝硬化的肝细

胞增生与肝组织内纤维化程度之间无明显相关

性. 本组检测了46例肝硬化胶原纤维面密度, 结
果发现, PCNA和K i-67LI与肝硬化胶原纤维面

密度之间也无相关性, 与上述结果相似.
成军 et al [17]报道慢性丙型肝炎中82.39%合

并不同程度的肝脏脂肪变性, 本组两种类型肝

硬化的形态学观察表明, 乙型肝炎肝硬化以水

样变性为主, 而大多数丙型肝炎肝硬化肝细胞

中出现了以大泡为主的脂肪变性. 本组丙型肝

炎肝硬化PCNA与Ki-67 LI高于乙型肝炎肝硬化, 
PCNA与Ki-67阳性细胞多位于脂肪变性的肝细

胞周围, 表明丙型肝炎肝硬化肝细胞增殖可能

与脂肪变性有关. 研究表明, 肝组织中脂肪变的

表  1   肝硬化组织中PCNA, Ki-67 LI与胶原纤维面密度检测结果(mean±SD)

     
分组                     n                 PCNA LI                   Ki-67 LI                胶原纤维面密度(%)

慢性肝炎          12           34.67±8.6b          2.81±0.51b               1.40±1.0 

肝硬化              46           10.38±3.76         1.69±1.03                12.0±3.1f

乙型肝硬化       24             6.32±2.18         0.95±0.77                11.8±2.4

丙型肝硬化       22           13.12±1.42d        2.48±0.54d               12.2±3.8

bP<0.001 vs  肝硬化, dP<0.001 vs  乙型肝硬化fP<0.001 vs  慢性肝炎.

A B

C D

图  1  免疫组化染色结果(SP×100). A: 慢性肝炎PCNA的表达; B: 肝硬化PCNA的表达; C: 乙肝肝硬化Ki67的表达; D: 丙肝
肝硬化Ki67的表达.



www.wjgnet.com

3154                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志     2006年11月18日    第14卷   第32期

存在除了影响抗病毒治疗效果以外, 加速了肝

脏病理损伤及纤维化的进程[18], 因此丙型肝炎

病毒感染更易转为慢性过程, 肝硬化的发生率

(8%-46%)高于慢性乙肝(10%-20%)[19], 脂肪变还

能促进肝细胞癌的发生[20]. 尽管肝硬化组织中

肝细胞PCNA的表达水平不一致, 但PCNA是肝

细胞癌发生的最强独立危险因素, 因此PCNA与

K i-67阳性率高的乙型和丙型肝炎肝硬化患者, 
应视为肝细胞癌的高危人群, 需进行密切随访

观察. 
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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. 
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N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高
4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一

律采用法定计量单位表示, 例如, 血液中的总蛋

白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总

脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿

素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固

醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、

肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生

素A、维生素E、维生素B1、维生素B2、维生

素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、

汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰
岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12

用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 
例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 
5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 七年, 7 a; 雌性♀, 雄性♂, 
酶活性国际单位IU=16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 
百分比％, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类

改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ改成mg, 长度

m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例
如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不

能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文

章内应统一. 单位符号没有单、复数的区分, 例
如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 
8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10年, 
10 a; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 
mL/ L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾
上腺素, 1 g/ L肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 
pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 
10%葡萄糖改为560 mmol/ L或100 g/ L葡萄糖; 
45 ppm=45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用
r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一律

以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大写

P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标准

差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean±
SE. 统计学显著性用aP  <0.05, bP  <0.01(P  >0.05
不注). 如同一表中另有一套P值, 则cP  <0.05, dP  
<0.01; 第三套为eP  <0.05, fP  <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995
出版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采

用汉字数字 ,  如二氧化碳、十二指肠、三倍

静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60=Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N-甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分

子量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD
改为M r 30 000或30kDa(M大写斜体, r小写正体, 
下角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即
A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用

原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在

＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24
岁, 56.4±0.5 d.3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 
ng/ L, 131.6±0.4 mmol/L, t  =28.4±0.2℃. BP
用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×

109/L, WBC构成比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确

的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不
明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 

1-2
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体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学

数字采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5±
0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 
前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean
±SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来
定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百

多g, 平均数波动在百位数, 故应写成3.6±0.4 
kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其
SD/3=0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来

定:分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 
000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前

后的阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距

离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不

移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字左右, 最好不超过26个字. 避免用

“的研究”或“的观察”等非特定词.
3.2 作者 论文署名作者不宜过多, 一般不超过8
人, 主要应限于参加研究工作并能解答文章有关

问题、能对文稿内容负责者, 对研究工作有贡献

的其他人可放入致谢中. 作者署名的次序按贡献

大小排列, 多作者时姓名间用逗号, 如是单名, 则
在姓与名之间空1格(正文和参考文献中不空格). 
世界华人消化杂志要求所有署名人写清楚自己

对文章的贡献. 第一方面是直接参与, 包括: (1)酝
酿和设计实验; (2)采集数据; (3)分析/解释数据. 
第二方面是文章撰写, 包括: (1)起草文章; (2)对
文章的知识性内容作批评性审阅. 第三方面是工

作支持, 包括: (1)统计分析; (2)获取研究经费; (3)
行政、技术或材料支持; (4)指导; (5)支持性贡献. 
每个人必须在第一至第三方面至少具备一条, 才
能成为文章的署名作者. 世界华人消化杂志不设

置共同第一作者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室  河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 男, 1966-02-26
生, 河北省定县人, 汉族. 1994年北京中医药大学

硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病的病理研究.
3.5 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No.30224801 
3.6 通讯作者 格式如: 通讯作者: 马连生, 030001, 
山西省太原市双塔西街77号, 太原消化病研治

中心. wcjd@wjgnet.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:     接受日期: 
3.7 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 署名一般不超过8人. 作者姓名汉语拼音拼

写法规定为: 先名, 后姓; 首字母大写, 双名之间

用半字线“-”分开, 多作者时姓名间加逗号. 格式

如: “潘伯荣”的汉语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位  先写作者 ,  后写单位的全称及省市邮

政编码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, 
Department of Pathology, Chengde Medical 
College, Chengde 067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
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Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.com
收稿及接受日期  格式如: Received:  Accepted:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求

与中文摘要一致. 格式如下: 
Abstract 
AIM:
METHODS:
RESULTS:
CONCLUSION:
Zhang XC, Gao RF, Li BQ, Ma LS, Mei LX, Wu 
YZ, Liu FQ, Liao ZL. Effects of Weixibao nizhu-
anwan on gastric precancerous lesions 300 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006; 14:
3.8 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对
照组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其

临床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例

进行过随访, 有多少例因出现不良反应而中途

停止研究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数

据, 有什么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要

真实、准确、具体, 所列数据经用何种统计学

方法处理; 应给出结果的置信区间和统计学显

著性检验的确切值; 概率写P , 后应写出相应显

著性检验值), 结论(全文总结, 准确无误的观点

及价值), 中文摘要格式如下: 
摘要

目的:
方法:
结果:
结论:
张旭晨, 高瑞丰, 李炳庆, 马连生, 梅立新, 吴玉

珍, 刘凤芹, 廖振林. 胃细胞逆转丸治疗胃癌前

期病变300例. 世界华人消化杂志  2006;14: 
3.9 正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 
材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号

一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1
格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3).
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他相

关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的

研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详细描

述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关

文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进

之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并
有足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文

即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其

容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出现

的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白

图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 图
1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; 
C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按●、

○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计

学显著性用: aP<0.05, bP<0.01(P >0.05不注). 如同

一表中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套
为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具

体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  对照组等, 注在表

的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单

位符号应注在表的右上方, 表内个位数、小数

点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或

未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上

等. 表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用

t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图

请附黑白照片, 并考入磁盘内; 彩色图请提供冲

洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩
色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条黏 
贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴.
致谢  致谢后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 
左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录方

法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排序. 
提倡对国内同行近年已发表的相关研究论文给

予充分的反映, 并在文内引用处右上角加方括

号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在“Pang 
et al”的右上角注角码号; 若正文中仅引用某文

献中的论述, 则在该论述的句末右上角注码号. 
如马连生[1]报告……, 潘伯荣 et al [2-5]认为……; 
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PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文叙述时, 
用与正文同号的数字并排, 如本实验方法见文

献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年核心期刊为

准, 引用被PubMed收录的期刊文献用英文表达, 
请附引用文献网上摘要打印件, 包括PMID编号

(摘要的左下方). 按顺序编号装订, 并考入磁盘

内. 在引用参考文献页码末尾注明PMID编号; 
无PMID编号的期刊请删除(重要文献必须保留

者, 请附首页复印件). 期刊: 序号, 作者(列出全

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID编

号 ; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷次, 版
次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页. 参考文献格

式如下: 
1    Ma LS, Pan BR. Strengthen international aca-

demic exchange and promote development of 
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