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摘要
本文诠释了一些易混淆的统计学概念：效应与响应,
平衡与均衡，区组与分层，研究总体与目标总体. 讨
论了不确定原则和治疗意向原则这两个临床试验的重
要原则. 对简单随机的局限性提出了改进意见. 还提出
了临床试验灰关联方法的两个模型：评估模型和对比
模型.
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0  引言

国际协调会议(ICH)制定了《ICH临床试验的统计学

指导原则》ICH-E9[1].由于我国是协调三方之外的国

家，为了与国际接轨、掌握并实际应用这些指导原

则，有必要对其中一些常见的名词作较为详细的解

释，以澄清一些理解上的歧义.为了更科学地设计随

机化临床试验，应当掌握不确定原则和治疗意向原

则这两个重要的临床试验原则.简单随机有其局限

性，即可能产生不平衡，但可采用适当的技术加以

改进.随机化临床试验特别是大规模、多中心的临床

试验存在一些不足，临床试验的灰关联方法有望弥

补.本文对这些问题进行评述.

1  容易混淆的概念

1.1 效应和响应 在数理统计和医学统计学领域中, 

effect一词宜按多数人习惯，译为“效应”较妥,而

非“响应”(response).“响应”是试验所观测到的

结果，是在受试对象那里所实测到的指标.而效应常

常不是直接观测到的，是从一定数量的响应中分析出

来的.效应一般分为三类[2]:处理效应，区组效应和误

差效应.处理效应是指当处理因素改变时引起响应的

变化；区组效应是为了对误差进行控制，把试验的非

处理因素产生的效应分解出来；误差效应一般是随机

的，服从正态分布的.效应按其性质可分为固定效应

和随机效应.为定量描述二者关系所假设的数学模型

自然就有固定效应模型、随机效应模型和混合效应模

型三类.ICH-E9的原文中还提到“效应大小”(effect 

size)，文献[3]中有专门条目解释这一词组:“效应

大小指由于因素引起的差别”.有作者[4-6]把 effect 

size译作“样本含量”，从ICH-E9的上下文看，似乎

不可能是sample size之误，在“样本含量”一节提

到“效应大小”，是指主要变量引起的响应差别除以

相应的标准差，这一相对量对估算样本含量是重要

的.

1.2 平衡与均衡 平衡(balance)一词在统计学中也是

专业术语，指可比较的两组或多组中各受试对象数或

所作的处理数目相等；或者说，在不同的因素-水平

组合的实验基元(cell)中各受试对象数目相同，则称

为平衡．而均衡(homogeneity)是指一个试验组内的

受试对象按照所研究的性质而言在统计上是均匀的,

一致的.

例如，随机区组设计(randomized block 

design)，或称随机化完全区组设计(randomized 

complete block design, RCB):12只小鼠按质量的

不同分为4个区组，每个区组有3只，随机分配喂以

3种不同饲料.这里每个区组内的小鼠从质量看是一

致的，称为均衡；4个区组每个都有3种饲料，称为

完全，本例也是平衡的；每种饲料都喂以4种不同质

量的小鼠，称为配伍．如果饲料多于3种，比方说是

4种，每个区组只能安排其中的3种，所有区组喂每

种饲料的小鼠数也相同，可以看出这里平衡有两种

意义，其一是指每区组都3只小鼠，其二是指整个试

验每种饲料都喂4只小鼠，因此称为平衡的不完全区

组设计(balanced incomplete randomized block 

design，BIB).如果12只小鼠的质量是均衡的, 可

以完全随机地分配喂以不同饲料，称完全随机设计

(completely randomized design)．这里完全随机,

是简单随机，有别于RCB或BIB中的区组随机；后二者

中“完全”和“不完全”是针对所有处理而言的，同

一区组内不同对象接受了所有处理，谓之“完全”，
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不同区组是平衡的.

方差齐性(homogeneity of variances)意味

着方差是一致的，并不翻译成“方差均衡”.方差

齐性不满足(heterogeneity of variances)也不

翻译成“方差不均衡”．对一个分布而言，均衡

分布(homogeneity of distribution)是指其变

异来自随机误差，不均衡分布(heterogeneity of 

distribution)是指其变异还来自系统误差[7].

1.3 研究总体和目标总体 国内目前出版的几十本医

学统计学书籍，几乎都认为总体(population)是“同

质观察单位的全体”.国外有关专著在说明此概念时

的用语互相有很大差别，却没有见到用过“同质”、

“均衡”、“均匀”一类的词.现把文献[8]中的定义

翻译如下:“总体是特定时间内所关注的观察单位最

大的集合.如果用某一变量的数值作为观测总体中个

体的尺度，于是产生变量数值的总体.”

一个实际的总体常常既有同质的一面，又有不

同质的一面，一个总体一般都可分为不同的次级总

体.从研究总体(study population)得出统计结论，

能否或怎样推广到以后所关注的总体(目标总体)

呢?ICH-E9用很大篇幅回答了这一问题．可惜有学者
[4,5]把目标总体(target population)略去不译，把

推广(generalization)有时译成“推论”,有时译成

“广义性”.对ICH-E9的理解不仅需要把译文与原文

对照，还需研究有关参考书. 

1.4 区组和分层 文献[9]介绍了与这两个概念有关的

内容，概括如下:区组(blocking)是将受试对象作为

样本所进行的分组或划分；分层(stratifying)是将

受试对象所在总体按某(些)特征分割为次级总体.分

组的原则一般是使一区组内处理数平衡，有时区组内

各处理数之比是个常数.区组大小(size)或区组长度

(1ength)是指一个区组包含多少个接受不同处理的受

试单元.预后因素(prognostic factor)是临床试验研

究中有实际意义的协变量，它可作为分层的依据.这

里需要强调的是，在目前通用的统计学书籍中，往往

在受试对象存在不均衡的情况下才将其划分成不同

的区组，用以分解出“区组效应”，从而降低随机误

差，或者说是使随机误差更接近实际情况.该文作者

扩展了区组的概念和用法，标以不同区组的受试对象

可以是均衡的，即实际上并不存在区组因素，这时还

要分成区组，是为了平衡处理因素，详见该文的有关

例子. 

2  随机化临床试验应注意的问题 

2.1  两个重要的临床试验原则 不确定原则和治疗意

向原则在一些临床试验教材中被忽略了.在临床试验

的实践中，这两个重要原则几乎在随机化临床试验的

全过程都起作用.在入选受试者和分析试验结果时,能

避免一些偏倚；此外，治疗意向原则遵循Helsinki宣

言，自始至终保护受试者的权宜，消除受试者和参加

研究的医生们的种种误解和顾虑，以保障研究数据的

真实和完整.因而应在临床试验的全过程中坚持这两

条原则.

2.1.1 不确定原则 当且仅当以下情况才能将一特定患

者随机选入临床试验：经治医生基本上不能确定试验

所涉及的几个治疗组哪一个对该患者最适当.

    如果因为医学的或非医学的理由，经治医生或患

者自己经过认真比较后能够确定，试验所涉及的几

个治疗中的一种安排对他(她)是不适当的，则该患

者不应入选.这里的比较可以是空白对照，也可以是

本试验范围内或范围外的某种治疗.每一项临床试验

的实施过程中，都有录选受试者这一重要阶段.从研

究人员方面，要有明确的适宜性标准(e1igibility 

criteria)它包括入选标准(inclusion criteria)和

排除标准(exclusion criteria)，不能用一个适宜性

标准来代替后二者，因为它们互相关联.受试者签署

了知情同意书(1nformed consent)后，才能进入试

验.有些试验在正式入选前还有一个筛选期(run-in).

    受试者面对临床试验所设计的几个治疗方案，常

常要求随机地分配给其中的一个，随之而来的问题

是：为什么不从几个可能的方案中选最好的一个? 问

题在于就目前的认识水平而言，无法确定对该受试者

的最优方案.这就是不确定原则[10].

    从上述严格数学定义的不确定原则可以看出，它

也是受试者的适宜性标准，在录选受试者和签署知情

同意书并进行随机时，这一原则是其前提和依据.随

机和设盲是两个最常用的避免偏倚的技术方法，但它

只有在坚持这一原则时才可行和有效，否则一位患者

或医生已经认为哪个方案更有效，却让他(她)随机成

另外的方案，势必引入偏倚.

2.1.2 治疗意向原则 “治疗意向原则”(intention-

to-treat principle)主张，对一个治疗方案的效果

的最好评估，应当基于对任一对象的治疗意向(即所

计划的治疗方案)的评价，而不是评估实际所给予的

治疗.该原则首先由卸任的英国皇家统计协会主席

Austin Bradford Hill提出.该原则的推论是，分到

任一治疗组中的各对象都应当作为该组成员始终被随

访、评估和分析，不要受治疗计划执行过程中他们是

否遵从的干扰.患者被分到处理组或对照组以后在试

验过程中，会出现出组情况，这种出组是临床试验的

特定情况，各组之间例数常常是不平衡的，这种差别

影响到它们之间作比较的合理性.

例如将肝癌患者随机分到肝切除和介入治疗组
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的问题更加值得注意，甚至当处理分配的数目是平

衡的，预后因素的分布也是不平衡的.例如，假定有

K个独立的二值预后变量，每个有0.5的概率是“阳

性”.比较时I型错误取5％，任何一个变量是平衡的

概率则是0.95，所有k个因素都平衡的概率是0.95K. 

因而，至少发现有一个因素不平衡概率为1-0.95K,当

K = 5，至少有一个因素在统计上显著不平衡的概率

为0.23.

2.2.2 用区组改进简单随机的平衡 区组随机，是将随

机加以约束，使各处理的分配更加平衡，满足研究要

求.在一个区组内包含一个预定的处理分组数目和比

例.一个区组的大小必须是处理组数的整数倍.一区组

系列是由随机数字表安排构成的，每一区组内各处理

的次序是随机安排的，但是是平衡的.考虑两个处理

组，A和B，实现区组大小为NA+N B的有约束随机分配处

理A的概率：

  
  

当在一个区组内实现了NA次分配，nA=N A，于是再

取A的概率为零，当NB次分配完成，则再取A的概率为

1，这是计算机产生区组安排的实用方法，为做出每

一新安排，我们比较一随机数u与概率Pr[A]，如果

u≤Pr[A]就安排A，否则安排B，u在(0,1)内均匀分

布.

如果处理数为2，A和B，采用大小为4的区组，则

可能共有6种不同的分配(表1).试验分配处理的方案

是由随机产生的一系列区组构成.如果我们的试验以

一个区组的一半停止，恰巧这一半是两个A，那么就

会出现不平衡:多出两个A来.这说明区组引起的不平

衡所产生的情况可能是区组大小的一半.

在小区组内可能包含的处理的排列数不大.假设

有2个处理，区组大小是2b，那么，在区组内就有 

种不同的分配.如果试验严格是在一个区组的一半，

多余的分配数不超过b.多于2个处理时用多项式系数

算得可能的配置数.

实际随机化分组时，所有区组不一定有相同的大

小.随机改变区组的长度，两处理用2，4，6，…；三

处理用3，6，9，….

如果是用随机数字表，对于表l实际上是这样把

中去.在手术时发现有不可能完成手术的病例，只好

因不能手术而出组；但在介入治疗组则没有这种情

况.除非出组情况非常少而无关紧要，我们不可避免

只好把患者保留在原来的各组中进行比较，要比较和

观测的是治疗的意向而不是实际的治疗．通过此例不

难看出，肝癌患者只有在开刀以后发现病情过重者才

不能完成手术，如果从该组排除，不仅在数目上与介

入治疗组不平衡，而且要比较的两组在病情构成上也

因此改变了，显然只有仍按原来的随机分组进行分析

才合理.这就是治疗意向原则[11].

由于不了解或不理解治疗意向原则，在临床试验

的随机和随访中会出现一些不适当的做法和误解.且

举数例.

治疗组一出现不良反应，立即做出组处理并停止

继续随访.在告知候选对象时，常因“一旦随机并且

签署知情同意书后，就不得退出研究”之类的语言

吓走了候选对象.须知，ITT原则是为研究者避免偏倚

的，而不是使受试者失去自主权、少报漏报不良反

应，也不是对试验分组、治疗和分析进行随意或不必

要的变动，改变本来相同的初始条件. 

2.2 简单随机的局限及其改进 
2.2.1 简单随机的局限 简单随机(simple random-

ization)亦称完全随机，是指靠捣硬币或随机数表，

或计算机随机函数进行随机化，不加限制和干预.这

是很简单的分组和分配治疗方案的方法，但它的局限

性是可能产生不平衡.

N个受试对象，按照简单随机分配到A和B两个处

理组，每个对象可能到任一组内的概率为P = 0.5.分

配完成后，两组数目可能不等，如此随机安排，刚好

两组数目相等的概率为

            P r[x=N/2]=                                    (1)

它可能很小.例如，当N = 100，每组刚好50个受

试对象的概率仅约为8%.估价等于或大于某个特定大

小的不平衡情况的概率是包含很多信息的.利用二项

分布的特性,分到两组中每一组的期望数目为

   E{N A}={N B}=NP     
这一数目的方差为

           Var{N A}=Var{N B}=NP(1-P)               (2)

当N = 100和P = 1/2时的方差为25，近似95％分组数

目置信带(bound)为

          NA±1.95×√25≈NA±10

这样一来，我们就会期望比60或40更为不平衡而

有利于A(或B)的情况占简单随机的5％.

当我们必须考虑有影响的预后因素时，不平衡

Pr[A]=
N A-n A

(3)NA+N B-n A-n B

〔 〕
1
-
2〔 〕

N
N
-
2

N

表 1 4区组2处理时可能的分配
            

区组
处理的分配序列号

1 2 3 4 5 6

1 A A A B B B
2 A B B B A A
3 B A B A B A

4 B B A A A B

〔 〕
2b

b
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随机的数字与区组的处理挂钩的：

这样一来，随机数字如为0，5，2，7，8，4，

3，7…对患者安排处理：-，BABA，ABAB，-，-，

BBAA，ABBA，-，…

2.2.3 用区组和分层改进简单随机 为了更好分析在临

床上有重要意义的预后因素，可以同时用区组和分层

两种技术进行随机化.预后因素每个组合构成一个分

立的层，每一层内再进行区组化.在每一层内，所分

配的各处理是平衡的；在每一处理组内，各预后因素

也是平衡的.

每个患者接受下一个处理安排是从一个特定层配

置中找到的，适合某层的她(他)入选，各层不必以同

一速率填满.在一个有区组又分层随机方案中，可能

所有各层都填了一半，即都有A(或B)待填．每个处理

中有b个分配，区组大小为2b，层数为k，最大不平衡

为kb．换句话说，每层都可能多出b个分配，对2个处

理，4层，区组大小为4，如表2的例子，最大不平衡

数为8，以不平衡数为8而有利一种处理或另一种处理

的机会为

    uv = 2×(1/4)4×       = 6.03×10-6

而不平衡数少的机会就要大些.

u,v的意义:u为每层仅停于一半的机会；v为所有k个

区组具有同一分配的机会：

         u=              v=

如果每一个患者都是在有许多预后变量而属于

特有的一层，其结果就相当于简单随机.这时就要少

分几层，与处理的数目要相当.换言之，大多数区组

应该填满，因为未填满都带来分配的不平衡.区组太

大，就会抵消区组的平衡效果，以一个大区组进行处

理分配实质是简单随机，除非到区组的终了附近.例

如对公式(3)，当NA和NB都很大时，对所有分配好的情

况而言，Pr[A]≈1/2.区组可用于不等的分配，例如:

NA ‥NB‥2‥1，这时区组大小应为3的倍数，2/3分配

给处理A.    

每一患者进入临床研究，须认定属于哪一层，从

相应的随机数表中得到随机的处理安排.当有多个层

时，区组宜小一些.虽然实际问题都可以有多个协变

量，但应抓住主要矛盾，最好只有一个分层因素. 

2.2.4 区组和分层随机的简化实例 乳腺癌治疗研究

中，有两个预后因素较重要：阳性淋巴结数和年

龄.年龄的重要性在于年长者其生存时间短，这与本

病无关，而且辅助化疗也可能与年龄有关.患者这两

个预后因素作为协变量，一般是连续变量，但在我们

这个实际情况下，每个变量都可归结为两个值：

    年龄：＜50岁，≥50岁，

    阳性淋巴结数：1-3个,4个，

因此，可以把乳腺癌患者按协变量分为四层：

    年龄＜50岁和阳性淋巴结数l-3个，

    年龄＜50岁和阳性淋巴结数≥4个，

    年龄≥50岁和阳性淋巴结数1-3个，

    年龄≥50岁和阳性淋巴结数≥4个.

在试验开始前，准备四份互相独立的随机数字表，每

层一个，分别按有约束随机区组安排各层,“有约束

随机区组安排”与前面的叙述是一样的.如果区组大

小为4，两个处理分别是A = L-Pam和B = placebo, 

所得安排如表2.

3  临床试验的灰关联方法

循证医学概念的提出使大规模、多中心临床试验进入

了鼎盛时期.但大样本随机对照试验有如下缺点[12-14]:

前瞻性工作耗时长，组织协调工作量大，协作单位

多，质量控制难度大，患者多，入选标准掌握不统

一，混杂因素多，要求随机严格，否则可能出现偏

差，且往往是临床试验终点的单指标或少指标的评

价，忽略了综合效益的重要性，此外还要求有足够的

经费支持.盲法安慰剂对照试验存在伦理道德问题, 

它可能使受安慰剂治疗的患者延误治疗，甚至增加不

必要的死亡.荟萃分析资料来源于数个不同的临床试

验，试验背景及质控标准易出现偏差，而且荟萃分析

是回顾性的，它所分析的资料是历史性的，可靠性较

差，误差往往较大.序贯试验仅适用于单指标观察.灰

关联理论[15-17]与临床试验的实际要求相结合，建立

(1)系统多指标综合评估的临床试验设计与分析理论

随机数字 1 2 3 4 5 6 0, 7-9

区组内的

处理
AABB ABAB ABBA BBAA BABA BAAB    不用

表 2 乳腺癌临床试验分层时的随机区组分配序列
 

区组
阳性腋窝淋巴结数 1-3 4

                     年龄 <50 ≥50 <50 ≥50

1 B B A B
A B A A
B A B A
A A B B

2 A A B A
B A A B
A B B B
B B A A

3 A B B B
B A A B
B A B A
A B A A

4 B A B A
B B A B
A B A A

A A B B

〔 〕42
-4

〔 〕
2b

b

-k

〔 〕
k1

－
2b



方法：把既往临床试验常用的指标间对比评价发展为

包含有多种内涵的“多指标系统”间的对比，可提高

对临床试验资料分析评价的效度.(2)不需要设安慰剂

对照组的临床试验的灰关联方法：把安慰剂对照改变

为“理想组”对照，“理想组”是在各试验组中抽取

“相对理想值”构成的，“理想组”是虚拟的，但却

来源于“临床试验的现实资料”，又是实际的，具有

可比性.这种设计的优越性在于：受试者避免因使用

安慰剂而延误治疗，符合伦理学要求；作为“标准”

的对照组总是最优的“理想组”，较之与没有作用的

安慰剂比较，灰关联方法希望试验方案向最优逼近，

从评价态度上更积极；又因为“理想组”随试验背

景、试验条件、受试样本等不确定因素而改变，不可

能呈现完美无缺，所以,“理想组”作为对照的“标

准”又是最现实的.(3)小样本临床试验资料的灰关联

分析方法：可在综合了多指标的基础上，通过提高试

验资料的利用效度，达到大样本临床试验的分析效

果，从而简化试验条件，节约人力、财力和时间等试

验资源的投入.(4)评价个体化疗效的临床试验的灰关

联方法：使临床上有试验依据而不是仅仅凭经验进行

个体化治疗成为可能.

把系统科学引入临床试验领域，对个体患者的治

疗效果进行评价，临床试验结果的“非唯一解”可提

供不同背景下的多种选择，把安慰剂对照改变为“理

想组”对照，成组评价与个体化评价并举，既考虑到

临床试验结果的普遍意义，又不偏废某些个体化的特

殊问题，这些都将赋予临床试验方法学以辩证法新思

想和方法论新内容.本文以临床试验的灰关联评估模

型和对比模型为例加以说明.

3.1 临床试验的灰关联评估模型

3.1.1 方法[17,18]

①若有规定的参考效果指标集X，Xi(k)∈X为规

定的参考效果指标序列，i=效果级别，如：显效、有

效……无效.K=指标数，那么，对于某个指标(k)，将

有i个规定的效果级别的值；

②受试对象中观察到的效果指标集表示为Y,yj(k)

∈Y为第j个受试对象的观察效果指标值，k=指标数,

那么

                γ(Xi(k),yj(k))=                                      (4)

                              

和      

                                         (5)

为效果阈值个体评估的关联度

若有一组m例受试对象，则在效果级ι上的效果阈值成

组评估的关联度为:

min min|xi(k)-yj(k)|+ξmax max|xi(k)-yj(k)|

   |xi(k)-yj(k)|+ξmax max|xi(k)-yj(k)|
i

i i

k

k k

r(xi,yj)=1/n∑r(xi(k),yj(k))
n

k=1

k=1

nm
r(xi,yj)=1/(m·n)∑ ∑r(xij(k),yj(k))

j=1

min min min|xij(k)-yj(k)|+ζmax max max|xi(k)-yj(k)|

    |xi(k)-yj(k)|+ζmax max max|xi(k)-yi(k)|
i j

i ji kj

k

k

n

k=1
r(xij,yj)=1/n∑r(xij(k),yj(k))

k=1

nm

r(xi,yj)=1/(m·n)∑∑r(xij(k),yj(k))
i=1

j=1

me
rk=1/(e·m)∑∑r(xij(k),yj(k))

i=1

me
rk=1/(e·m)∑∑r(xi(k),yj(k))

i=1j=1
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r(x1,y1)  r(x2,y1)…r(xe,y1)

r(x1,y2)  r(x2,y2)…r(xe,y2)

…      …      …     … 

r(x1,ym)  r(x2,ym)…r(xe,ym)

RXY

r(x11,y1)  r(x21,y1)…r(xe1,y1)

r(x12,y2)  r(x22,y2)…r(xe2,y2)

…      …      …     … 

r(x1m,ym)  r(x2m,ym)…r(xem,ym)

RXY

                                        (6)

③对应于观察效果指标yj的参考效果指标为xij,   

则：

γ(xij(k),yj(k))=                                (7)

       

                                        (8)

为应变效果个体评估的关联度.

若有一组m例受试对象，则在效果级ι上的应变效

果成组

  评估的关联度为:

                                        (9)

④按公式(1 0 )和( 1 1 )对指标k进行评估：       

                                       (10)

                                       (11)

⑤效果阈值个体评估矩阵为:

                                      

                                     

                                       (12)

⑥应变效果评估矩阵为:

                              

                                    

                                       (13)

                                              

  

                    

⑦对关联度的差异性进行显著性检验，得出结

论.

3.2 临床试验的灰关联对比模型

3.2.1 方法[18,19]

令 Xi∈X,Xi=(Xi(1)，Xi(2)，…，Xi(n))为第ι组
／例的观察指标试验效果序列，ι∈I，I=1，2，…，

m；m≥2为试验组或受试对象数；k∈K，K=l，

2，…，n；n≥3为观察指标数.

χ0=(χ0(1),χ0(2),…,χ0(n)),k∈K，K=l,2,…,n；n≥3

为观察指标的理想效果序列.

若ι∈I，I=1，2，…，m；m≥2为m种治疗方案所

对应的试验组或受试对象数，则为m种治疗方案的对

比.

若ι∈I，I=l，2，…，m；m≥2为单一治疗方案在

m种不同品质的试验组或受试对象数，则为单一治疗

方案在m种不同品质的试验组或受试对象中的对比.

若ι∈I，I=1，2，…，m；m≥2为一组m例某病受
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试对象数；若令χig∈χi为其临床试验亚组序列，g∈

G,G=1,2,…,l;l≥2为亚组数，则为一组m例该病受试

对象个体间对比，并可进行亚组间综合对比.

理想效果序列中，第κ个指标的值χ0(κ)一般为遍

历ι的最佳效果指标值，也可为规定的理想值.

单一治疗方案对比时，本模型尚可根据rk作指标

间对比，但比较的结果仅是数据上的，要结合意义分

析结果；本模型也可做个体间比较.

按公式(14)计算灰关联度，对试验效果序列与理

想效果序列进行对比分析

 

     γ(χi(k),yi(k))=                               (14)

对关联度的差异性进行显著性检验，得出结论.

4  结语

准确理解临床试验的统计学概念，有利于把握试验设

计意图，正确评价试验结果.掌握并运用好不确定原

则和治疗意向原则可避免一些偏倚；简单随机的方法

有产生不平衡的局限性，这种局限可用区组随机和分

层随机的技术加以解决.随机化临床试验特别是大规

模、多中心的临床试验存在一些不足，临床试验的灰

关联方法可在不设安慰剂对照时进行多指标的比较或

评估，可在小样本基础上得到较精确的结果或结论，

还可能评价个体化治疗的效果.总之，临床试验面临

的是一大类不确定性问题，应在一套严格的规则之下

进行操作，并不断完善其方法技术体系.
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摘要
R N A干扰(R N A i n t e r f e r e n c e，R N A i)是 由 双 链
RNA(double-strandedRNA，dsRNA)引发的转录后基
因静默机制，它是真核生物中普遍存在的抵抗病毒入
侵、抑制转座子活动、调控基因表达的监控机制，
RNA干扰在细胞分裂过程中发挥了至关重要的控制
作用，对引导细胞形成某种特定类型的组织产生深远
的影响.《科学》把这一令人激动的发现当作2002年最
重大的科学突破来欢呼，这些发现将使生物学家们重
新审度细胞及其演化过程．目前已成功用于基因功能
和信号转导系统上下游分子相互关系的研究，RNA
干扰有可能成为包括病毒感染在内的许多肝病的一种有
效治疗手段，并有可能为肿瘤基因治疗提供新策略.

关键词：RNA干扰；肝病治疗；研究进展
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0  引言

RNA干扰(RNA interference，RNAi)最早发现在线虫

类秀丽隐杆线虫,反应于双链RNA(double-stranded 

RNA，dsRNA)，使目标mRNA以序列特异性的退化，是一

种具有序列特异性的RNA依赖性转录后基因沉默现象

(posttranscriptional gene silencing，PTGS)[1]．

RNAi广泛存在于从真菌到植物，从无脊椎动物到哺乳

动物的各种生物中．RNAi的表现形式是多种多样的，

除动物中的RNAi外，还包括在植物中的PTGS、共抑制

(cosuppression)及RNA介导的病毒抗性，真菌的抑制

(quelling)现象等.

   RNAi最核心的生物学功能在于它能监控异常的或外

源的遗传物质在机体内的水平，调控基因的表达.利用

dsRNA可以特异性地降解与之有同源序列的mRNA，从而

特异性的阻断相应基因的表达．因此，RNAi被认为是

真核生物的遗传监视器[2]和基因组水平的免疫系统[3].

目前，RNAi技术已被广泛用于新基因筛选、基因功能

鉴定、信号传导研究及基因治疗[4-5]等方面，显示了非

常广阔的应用前景.

   乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)所导致的

慢性肝炎、肝癌是严重危害人类健康的疾病．目前，

慢性乙型肝炎的治疗主要是用干扰素(IF N)和拉米夫

定，治疗丙型肝炎感染的主要是干扰素和利巴韦林联

用，其效果均不很理想．肝癌作为一种恶性肿瘤更是

缺乏有效的治疗方法．siRNA技术经研究发现可用于肝

病抗病毒和肿瘤的治疗[6-11]，以下就近期的研究进展

进行综述.

1  RNAi的作用的机制

RNAi作用过程可分为启动过程和效应过程．启动过程

中，外源性dsRNA被Dicer(RNaseIII家族中的dsRNA2

特异性核糖核酸酶)以一种A T P依赖的方式降解为

19-21 bp的双链siRNAs，后者被称为“向导RNA”．

效应过程中，siRNAs结合siRNA2核糖核蛋白复合体

(siRNP)形成RNA诱导的沉默复合体(RISC)[12]．活化

的RISC遵循碱基配对原则靶向性与同源mRNA结合并导

致其降解，从而使得内源基因不能表达，导致内源基

因的沉默[4,13,14]．切断后的mRNA或者被核酸外切酶降

解，或者可能成为异常RNA，在RNA依赖多聚酶(RNA-

dependent RNA polymerase，RdRP)的作用下又形成

了新的dsRNA进一步作用于另外的靶向mRNA．这种不

断被放大的瀑布式作用形成大量新的siRNA，使RNAi

在短时间内达到迅速，有效地抑制mRNA翻译形成蛋白

或多肽，从而有效地抑制靶向基因蛋白质或多肽的形成.

2  RNAi的作用特征

R N A i的作用特征主要有：(1)R N A i具有高度的特异

性．单个碱基改变就可能使RNAi失效，RNAi只能特异

地降解与之序列相应的单个内源基因的mRNA，而其他

mRNA的表达则不受影响[15].(2)RNAi存在放大效应：1)

长的dsRNA被Dicer酶裂解成的每个初级siRNA，都具

有结合一个同源mRNA的能力，此步放大效应约10-20

倍．2)RISC复合物中，在RdRP酶的作用下，经类PCR

合成的mRNA互补链也形成了dsRNA，再被酶裂解成次



级siRNA．这样细胞内的siRNA数量大大增加，显著增

强干扰作用．3)以上生成的siRNA可多次重复应用，

进一步提高了其放大作用[4，15]，这表明dsRNA介导的

RNA干扰是一个以催化放大的方式进行的.(3)RNAi效

应具有高效性．无论是在体内还是体外实验中，仅

需少量的dsR NA(几个数量级浓度)就能有效的抑制靶基

因表达，抑制的效率在低等动物中>90%[16]．且siRNA作为

RNAi的中介分子，通过序列互补配对法则特异性降解目

的基因[17-18].(4)RNAi需要ATP参与其效应．在去除ATP的样

品中RNA干扰现象降低或消失显示RNA干扰是一个ATP依

赖的过程，可能是Dicer和RISC的酶切反应是必须由ATP

提供能量[19]．(5)RNAi作用广泛并可遗传．基因表达的

效应可以跨越细胞界限，在不同细胞甚至生物体间长

距离传递和维持，并可传递给子一代.

 

3  RNAi的生物学功能

随着对RNAi的大量深入研究，人们逐步认识到RNAi与

获得性免疫反应一样具有特异性、多样性、记忆性、

可遗传性等特征．目前认为RNAi的本质是一种由RNA

介导的序列特异性的获得性免疫反应，是一种原始的

基因组对抗外来基因表达的保护机制，是生物体在基

因组水平上的免疫系统[20]．RNAi的核心功能是抗病毒

感染免疫，维持基因组中转座子的稳定性，清除异常

RNA，同时参与基因表达的调控.

4  RNAi在肝病治疗中的应用

siRNA的这种生物学作用使它具有潜在的临床应用价

值，可发展为高度特异的性的基因封闭治疗手段，具

有极诱人的前景．siRNA正在被用于包括肝癌的多种

疾病的广泛研究，并初步取得成果.

4.1 RNAi对HBV的抑制 乙型肝炎病毒(hepatitis B 

virus，HBV)属于肝DNA病毒属家族．虽然在有些时候

疫苗对于肝炎的治疗和预防是有效的，但是据调查，

全世界约有一百万的人死于HBV相关疾病．许多慢性

转染HBV病毒的患者随后发展为肝细胞癌(hepatocel-

lular carcinoma，HCC)[21]．现在，已知的至少有两

种针对慢性肝炎的抗病毒疗法，一种是α-干扰素，另

一种为包括拉米夫定(3TC 3-硫胞苷)，阿德福韦，恩

替卡韦的核苷类似物．虽然这些方法成功的减少了病

毒的载量但是效果不令人满意．用RNA干扰技术就成

了一个吸引人的选择．在以下的最近各项研究中证明

了它对HBV表达的有效抑制.

   Qian et al [22],在体外构成包括t7和tac启动子的

表达载体．目的cDNA片断被克隆到该载体相对的启动

子之间．在大肠杆菌中dsRNA被载体表达，并通过亲

和色普法纯化．然后在含锰离子的缓冲溶液中被核糖

核酸酶Ш降解，后用15％的非变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳法分离，siRNA(大约25 bp)便可以得到．siRNA通

过克隆，发酵，消化，提纯，与靶基因表达质粒共转染

入人细胞系．结果表明siRNA特异性的与乙肝病毒聚合

酶部分相对应，并特异性的抑制病毒蛋白的表达．HBsAg

表达水平下降了10％．对HBsAg和HBeAg表达抑制的剂量

依赖效应于HepG2细胞被观察到．在转染7.5 nmol/L si 

H B V  p后的6 d抑制率持续于70％左右的最高水平．

Moore et  al [23]，在体外试验中首先鉴别出有效抑制乙

肝表面抗原的RNA干扰序列，并证明它是由聚合酶Ш表

达盒表达．该表达盒被插入不同的两个载体，原型的泡

沫状病毒(PFV)和腺伴随病毒(AAV)．它们的共同点是都

是非致病的，并且有整合入细胞DNA的能力．包含HBV目

的RNA干扰分子的载体被引入293 t(一种稳定表达乙肝

表面抗原的细胞)，载体也被在HepG2.2.15细胞(一种分

泌有传染性的HBV病毒粒子的细胞)中评估．7 d后HBVAg

的敲低率与对照相比高达90％．Chen et al [24]的该试

验表明合成的siRNA作用于HBV的c基因和s基因，可以有

效的特异的抑制乙肝病毒和抗原的表达．HBsAg和HBeAg

以及HBV的表达可以被siRNA被抑制呈剂量反应关系．此

外，该试验表明在相同终浓度的情况下siRNA的联合体

作用于多个区域，抑制HBV表达的效果优于单个siRNA．

在siRNA处理后未观察到细胞调亡的变化．得出试验结

论为，在细胞体外培养中，siRNA有明显的抑制HBV和

抗原表达的作用，而且siRNA作用于不同的区域展现了

其潜力．Yang et al [25]用荧光激活细胞分选术．发现

siRNA作用于HBsAg减少了绿色荧光蛋白信号56％与对照

组相比．实时PCR表明乙型肝炎表明绿色荧光蛋白mRNA

提取于与pAVU6+27共转染的HepG2细胞，并且与空的媒

介防除相比乙型肝炎表明绿色荧光蛋白质粒的表达减少

了90%．HBsAg和HBeAg的表达同样被分别抑制了43%和

64%．从而得出试验结论siRNA表达载体可以抑制HBsAg

的表达并且提供了新的有效途经筛选siRNA．Uprich-

ard et al [26]该试验通过腺病毒重组体在HBV转基因小鼠

的肝脏表达HBV特异siRNA，抑制预成HBV基因的表达和

复制在至少26 d．Zhu et al [27]用HepG22.2.15作为靶细

胞，质粒和微脂体共转染入培养细胞，HBV DNA经过PCR

检测，HBV c-mRNA被半定量PCR检测到．试验表明质粒

成功的表达了siRNA，两个构建的siRNA有效的抑制了HBV

的表达，并且它对HBV的抑制作用存在反应关系.

4.2 RNAi对HCV的抑制 HCV为单股正链RNA病毒，在

肝细胞中直径为37-40 nm．现今没有有效治疗HCV的疫

苗．现在流行的受人们欢迎的治疗HCV感染的方法是peg

干扰素联合病毒唑．最近经限制性临床试验证明ns3蛋

白酶的小分子抑制子比p e g干扰素和病毒唑的效果更

好．但是现在将其用于标准疗法治疗HCV感染还为时过

早．因为HCV病毒是RNA病毒，既能当作病毒mRNA进行蛋

白翻译，又可作为模板经性病毒复制，因此成为RNA干
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扰研究的理想模型.

   Takigawa et al [28]在此试验中用了两种方法表

达siRN A，一个是表达质粒(Pav u6+27)，另一个是

包含P a v u6＋27衍生表达盒的慢病毒重组体．G o-

mez et al [29]在试验中观察了HCV RNA基因组的三性

从基本序列到三级结构，它说明了RNA为基础治疗的

限制和可能性．并描述了一些以RNA为基础的抗HCV的

方法．虽然5-utr曾经被认为是最适合治疗性siRNA或

siRNA的区域，因为它是极端保守的序列．他们观察

到经过siRNA对5-utr的抑制，HCV亚基因组的表达只

有微弱的抑制．在质粒和慢病毒介导的表达系统中，

siRNA通过对ns3-1和ns5b的抑制使其在没有抑制宿主

细胞基因的情况下，更为有效的抑制HCV的表达．合

成的siRNA通过对ns3-1的作用也可以有效的抑制HCV

的表达，并存在剂量反应关系．Randall et al [30]的

实验中证明了siRNA治疗HCV的潜在可能性，但是仍然

存在不确定性．Kronke et al [31]认为以siRNA为基础

的基因治疗的最大困难是HCV有许多高度不同的基因

型并且快速出现新的种型．为了这个原因，他们用

可选择的策略克服它．在一种方法中，使用核糖核

酸内切酶修饰过的siRNA(esiRNA)同时多位点处理病

毒基因组．在该实验中他们发现esiRNA直接抑制除5

‵非编码区(5‵ntr)的HCV编码序列的多个区域，从

而有效的抑制了HCV基因组和亚基因组的表达．在另

一可供选择的方法中，利用逆转录病毒的产生的假

模标本编码小发卡结构RNA(siRNA)．Seong et al [32]

认为pr k2是NS5B磷酸化和HCV表达所必须的，所以

用siRNA敲低prk2的表达便可干扰HCV RNA的表达．

Jong et al [33]在体内实验和体外实验的数据强有力

的指出NSAP1蛋白增加HCV ires依赖翻译通过在HCV 

Mrna编码区预acr相互作用．Wilson et  al [20]通过电

穿孔(electroporation)基因转移方法将被设计成靶

向HCV基因组的双链小干扰RNA(siRNA)分子导入含有

HCV亚基因组复制子的人肝细胞瘤细胞系(huh7)细胞

中，显示两种siRNA均可明显降低病毒特异性蛋白的

表达和RNA合成，其水平较未用siRNA处理的细胞低

90％，这两种siRNA还能保护原始的huh7细胞免受HCV

复制子RNA的实验感染．Randal et al [34]发现siRNA对

HCV RNAs封闭为剂量依赖性和序列依赖性．靶序列内

有3 nt不同的2细胞株HCV变异只能被各自同源序列的

siRNA所封闭，这种序列特异性证实HCV抗原表达的下

降不是双链siRNA非特异性激活ifn系统所致，而且经

siRNA治疗后HCV RNA水平下降，转染后4 d HCV RNA水

平降低了80倍，导入siRNA后是受HCV RNA感染的细胞数

降低了98％以上.

4.3 RNAi在肝癌治疗中的应用 肝细胞癌(HC C)的

发生与一些致癌基因的过度表达有关．在70％的

HCCs中c-myc呈过度表达．Cheng et al [35]的实验

中通过真核生物生存素基因r n a干扰表达载体和

与生存素基因结合的重组质粒(p S u N e o－S V V)，

pSupperssorNeo(pSuNeo)被消化酶Xba I和Sa I及特

异的双链RNAi引物处理．大鼠肝癌细胞系SMMC-7721

辅助细胞模型在用si R N A处理后用大鼠肝癌细胞系

SMMC-7721转染细胞处理．用免疫组化染色法和逆转

录酶PCR检测大鼠肝癌细胞系细胞表面生存素基因．

流式细胞计量术用于细胞周期的分析．透射电子显微

术检测是否有RNAi处理细胞编程性死亡．结果发现通

过siRNA的处理几乎未检测到生存素基因在SMMC-7721

细胞表面的表达．凋亡指数上升了15.6%．并且细胞

数量在G2/M期减少，细胞生长被抑制．从而得出结

论siRNA可以敲低生存素基因的表达，诱导调亡和抑

制肝癌细胞的生长．Xu et  al [36]在实验中发现细胞

被psilencer-c-myc转染后c-myc Mrna和蛋白的表达

被抑制且与模拟转染细胞相比抑制率高达67%．在被

转染的HepG2细胞中可以检测到细胞的调亡．从而得

出结论c-myc在转录子的表达和在siRNA转染的HepG2

细胞中的翻译水平明显被抑制．Liu et  al [37]在哺乳

动物中siRNA表达载体被成功构建，并且与对照组相

比，表达siRNA的pUC18U6 HBV抗HBV减少HBsAg的浓度

值得注目的减少了44%(P<0.05).

5  结语

siRNA在体外(细胞培养)和体内(小鼠模型)实验性抗

病毒感染，调节机体基因表达的研究中已取得了迅速

进展.虽然这些研究还相当初步，但明显提示siRNA有

可能成为包括病毒感染在内的许多肝病的一种有效治

疗手段．同时，siRNA也有助于我们重新认识慢性病

毒感染的机制．相信随着siRNA研究的进展和对其认

识的提高，必将对肝病的防治产生巨大的影响.
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Abstract
AIM: To investigate the regulatory effect of glycyrrhizin 
on the tissue inhibitor of metalloproteinases-1(TIMP-1) 
expression and to explore its anti-fi brosis mechanism.

METHODS: The TIMP-1 promoter was amplified by 
polymerase chain reaction(PCR), and the product was 
named TIMP-1P. The TIMP-1P was cloned into pGEM-
Teasy vector to obtain pGEM-Teasy-TIMP-1P, and then 
the product and pCAT3-basic vector were digested 
by Nhe I and Xho I to construct pCAT3-TIMP-1P. Then 
pCAT3-TIMP-1P was transfected into HepG2 cells and 

the cells were treated with 0.1 mmol glycyrrhizin for 
48 h. The HepG2 cells transfected with pCAT3-basic 
were used as negative controls. The expression level 
of chloramphenicol acetyltransferase(CAT) in HepG2 
cells was detected by enzyme-linked immunoassay 
(ELISA).

RESULTS: The expressive vector pCAT3-TIMP-1P 
was constructed and confi rmed by restriction enzyme 
digestion and sequencing. The optical density(OD) of 
the cells transfected with pCAT3-TIMP-1P was signifi -
cantly higher than that with pCAT3-basic(2.329 ± 0.685 
vs  0.004 ± 0.002, F = 26.075, P  <0.05). After treatment 
with glycyrrhizin, the expression of CAT in the HepG2 
cells transfected with pCAT3-TIMP-1P was notably 
decreased as compared with that in the same cells with-
out glycyrrhizin treatment(OD: 0.268 ± 0.009 vs  0.490 ± 
0.153, F  = 35.775, P  <0.05).

CONCLUSION: Glycyrrhizin can down-regulate the 
activity of TIMP-1 gene promoter as well as inhibit the 
expression of TIMP-1.

Key Words: Glycyrrhizin; Tissue inhibitor of metallopro-

teinases-1; Anti-fibrosis

Wang QX, Cheng J, Guo J, Li WF, Wei HS. Glycyrrhizin down-
regulates expression of tissue inhibitor of metalloproteinases-1. Shijie 
Huaren Xiaohuan Zazhi  2005;13(18):2183-2187

摘要
目的：了解甘草甜素对基质金属蛋白酶组织抑制因子-1
基因启动子活性的调节作用，探讨甘草甜素的抗纤维化
机制.

方法：应用聚合酶链反应(PCR)扩增基质金属蛋白酶
组织抑制因子-1基因启动子，命名为TIMP-1P，以
T-A克隆法，将TIMP-1P基因片段连入载体pGEM-
Teasy．将获得的质粒pGEMTeasy-TIMP-1P，与报
告质粒pCAT3-basic分别用Nhe I和Xho I 双酶切后构
建TIMP-1启动子报告基因表达载体pCAT3-TIMP-
1P，以重组表达质粒p C A T3-T I M P-1P瞬时转染
HepG2细胞，4 h后以0.1 mmol甘草甜素刺激,48 h
后收获细胞.同时以转染pCAT3 -basic的HepG2细胞



为阴性对照，每组设复孔对照，用酶联免疫吸附法
(ELISA)检测标本在415 nm波长的吸光度值，其数值
反映细胞中氯霉素乙酰转移酶(CAT)的表达水平.

结果：构建的报告基因表达载体pCAT3-TIMP-1P经
过序列分析和酶切鉴定正确.瞬时转染HepG2细胞后，
pCAT3-basic的吸光度值为0.004 ± 0.002，pCAT3-
TIMP-1P为2.329 ± 0.685,经方差分析两者差异有统
计学意义(F = 26.075，P <0.05), pCAT3-TIMP-1在
HepG2细胞中能够启动CAT的表达.转染HepG2细胞
的pCAT3-TIMP-1P经0.1 mmol甘草甜素刺激后，
其吸光度值为0.268±0.009,同期未经甘草甜素刺激的
pCAT3-TIMP-1P吸光度值为0.490±0.153，方差分
析两者差异有统计学意义(F = 35.775，P<0.05).

结论：甘草甜素可下调TIMP-1启动子的转录活性，
抑制TIMP-1的基因表达.

关键词：甘草甜素；基质金属蛋白酶组织抑制因子-1；抗

纤维化
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0  引言

甘草甜素(glycyrrhizin，GL)药理作用广泛，能抑制

肝脏炎症反应，强有力地保护肝细胞膜，增强肝脏

的解毒功能，减轻肝脏的病理性损害，提高肝细胞对

化学伤害的抵抗力，促进胆红素代谢，降低转氨酶，

逆转肝纤维化，并抑制多种病毒的复制[1,2]．肝星状

细胞的活化和增殖是肝纤维化、肝硬化发病机制的重

要环节，肝星状细胞表达产生的胶原和非胶原糖蛋白

在肝脏中沉积，逐渐发展为肝纤维化、肝硬化[3-5].另

外，肝脏中的胶原和非胶原糖蛋白的降解速度也是

决定肝纤维化发生发展的重要因素[6,7]．研究表明，

基质金属蛋白酶组织抑制因子-1(tissue inhibitor 

of metalloproteinases-1，TIMP-1)在肝脏中的细

胞外基质降解调解过程中具有决定性的意义[8]．临床

观察和实验研究已经发现GL具有显著的抗肝纤维化作

用[9-12]，但是GL是否是通过对TIMP-1基因表达的调节达

到抗纤维化的目的一直不十分清楚．我们通过观察GL对

TIMP-1基因表达的影响，探讨其抗肝纤维化的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝肿瘤细胞系HepG2细胞及大肠杆菌DH 5α

菌株为本室保存．Tag DNA 聚合酶、T4 DNA连接酶及限制

性内切酶均购自Takara公司．质粒DNA提取试剂盒，中间

载体pGEM-Teasy及报告质粒pCAT3-basic均购自Promega

公司；CAT-ELISA检测试剂盒及质粒DNA转染试剂盒购自

Roche公司．玻璃奶纯化试剂盒购自博大公司，其它生化

试剂购自Sigma公司．

1.2 方法 根据文献[13]合成引物，上游引物P1：5’

-GCT AGC AGA ACC GGT ACC CAT CTC AG-3’．下游

引物P2：5’-CTC GAG CTG TAC CTC TGG TGT CTC TC 

-3’，在上下游引物的5’-端分别引入Nhe I和Xho I单

一酶切位点，引物合成由上海生工生物工程技术服

务有限公司完成．以HepG2细胞基因组DNA为模板，

PCR扩增TIMP-1基因启动子800 bp的DNA片段，PCR产

物经9 g/L琼脂糖凝胶电泳，切胶，玻璃奶法回收纯

化．以T-A克隆法，用T4 DNA连接酶将TIMP-1P基因片

段连入载体pGEM-Teasy，转化大肠杆菌DH 5α感受

态细胞，筛选在选择平皿(Amp，X-gal/IPTG)生长的

白色菌落提取质粒，酶切(Nhe I/Xho I)及DNA测序鉴

定，DNA测序由上海华诺生物科技有限公司完成．将

获得的质粒pGEMTeasy-TIMP-1 P 和报告质粒pCAT3-

basic分别用Nhe I和Xho I双酶切后用T4 DNA连接酶进

行定向连接，产物转化大肠杆菌DH 5α感受态细胞，

筛选抗氨苄青霉素阳性菌落；碱裂解法提取质粒，

再次双酶切(Nhe I/Xho I)及PCR鉴定正向插入克隆，

命名为pCAT3-TIMP-1P，磁珠法提取质粒以备转染．

HepG2细胞在含100 mL/L小牛血清的DMEM中培养．于

35 m m平皿中生长至50-80%融合时采用脂质体转染

法，转染方法参照FuGENE6 Transfection Reagent

说明书进行．pCAT3-TIMP-1P转染剂量为1 μg，设

置pCAT3-basic 1 μg为阴性对照，pCAT3-control 

1 μg为阳性对照，每组设复孔对照．转染48 h后收

获细胞，收集细胞裂解液，用于CAT活性检测以验证

克隆的DNA片断具有启动子活性．在35 m m培养皿中

常规培养HepG2细胞，细胞生长至50-80%融合时转染

pCAT3-TIMP-1P 1 μg，于转染后4 h换液时加入GL使

终浓度为0.1 mmol，同时以转染pCAT3-Basic的HepG2

细胞作阴性对照，以转染pCAT3-control的HepG2细

胞为阳性对照．转染48 h后，收集细胞裂解液，用

于CAT表达水平检测．检测方法按照试剂盒说明书进

行．取1.0 μg/L 的CAT标准品(试剂盒提供)及细胞

裂解液200 μL加入已包被抗体的96孔板中，37℃温

育1 h，再依次加入一抗(地高辛标记的抗-CAT)、二

抗(偶联有过氧化物酶的地高辛抗体anti-Dig-Pod)各

200 μL，37℃温育1 h后，加入过氧化物酶的底物室

温显色10-30 m i n.用酶标仪检测标本在415 n m波长

的吸光度值，其数值反映细胞提取物中的CAT表达水

平．以未作转染的细胞裂解液平行实验作空白对照.

统计学处理 数据以mean±SD表示，用SSPS11.0 

统计学软件进行方差分析.

2  结果

成功扩增出TIMP-1基因的启动子序列，经9 g/L琼脂
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细胞，CAT ELISA检测吸光度，空载体对照组pCAT3-

Basic的吸光度为0.004±0.002,阳性对照组为pCAT3-

control为2.029 ± 0.650，pCAT3-TIMP-1p为2.329±

0.685(图5)，F  = 26.075(P <0.05)差异有统计学意

义(表1)，表明pCAT3-TIMP-1p具有很强的启动子活

性．以GL刺激转染了pCAT3-TIMP-1p的HepG2细胞，当

pCAT3-TIMP-1p单独转染时，其吸光度值为0.490±0.153，

加入0.1 mmol GL刺激后吸光度值为0.268±0.009，

空载体对照组pC A T3-b a s i c的吸光度值为0.003±

0.002，GL刺激转染pCAT3-TIMP-1p的CAT吸光度值表

达明显降低，F = 35.775(P<0.05)差异有统计学意义

糖凝胶电泳分析显示扩增片段约800 b p，与预期片

段符合(图1).构建的中间载体pGEM-Teasy-TIMP-1p

以Nhe I/Xho I双酶切鉴定，9 g/L琼脂糖凝胶电泳分

析显示两条带(3015bp的pGEM-Teasy载体和800 bp的

TIMP-1启动子DNA片段)，与预期一致(图2)．DNA测序

证实重组质粒含有800 b p的目的基因，读码框架正

确．将双酶切产物与pCAT3-basic载体连接，以NheI/

Xho I双酶切鉴定，9 g/L琼脂糖凝胶电泳分析显示两

条带(4022bp的pCAT3-basic载体和800 bp的TIMP-1启

动子DNA片段)(图3)，说明重组质粒pCAT3-TIMP-1p构

建正确(图4)．将重组质粒pCAT3-TIMP-1p转染HepG2

图 1 以HepG2基因组DNA为模板，PCR扩增TIMP-1启动子序列 图 2 pGEM-Teasy-TIMP-1p双酶切鉴定（NheI/XhoI）

图 3  pCAT3-TIMP-1p双酶切鉴定（NheI/XhoI）

图 4 pCAT3-TIMP-1p双酶切鉴定（NheI/XhoI）

表 1 质粒转染HepG2的CAT吸光度值

pCAT3-basic                                          0.004 ± 0.002             

pCAT3-control                                       2.029 ± 0.650a            

pCAT3-TIMP-1p                                   2.329 ± 0.685a  

组别                                                              A415 nm  

aP <0.05,F =26.075 vs pCAT3-basic.
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图 5 pCAT3-TIMP-1p转染HepG2细胞 CAT表达.

图 6 甘草甜素刺激pCAT3-TIMP-1p后CAT表达 .
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表 2 GL刺激pCAT3-TIMP-1p的CAT吸光度值

组别                                                              A
415 nm

pCAT3-basic                                           0.003± 0.002

pCAT3-control                                       1.058 ± 0.313a

pCAT3-TIMP-1p                                   0.490 ± 0.153a

GL + pCAT3-TIMP-1p                          0.268 ± 0.009b

aP <0.05 vs pCAT3-basic; bP <0.05, F = 35.775 vs pCAT3-TIMP-1p.
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(表2)，说明GL对TIMP-1p基因启动子有下调作用(图6)．

3  讨论

正常情况下，细胞外基质(extracellular matrix，

ECM)的合成与降解通过基质金属蛋白酶(MMP)及其抑

制剂(TIMP)的相互作用而维持一个平衡的状态，并得

到十分精确的调控[14,15].在各种病因造成的肝损伤过

程中，ECM合成与降解之间的平衡被打破，以胶原为

主的ECM各成分过多沉积在肝内引起纤维化，如果进

一步发展造成肝小叶重建，假小叶和结节形成，则进

入肝硬化[16]．许多实验研究表明，在肝损伤早期，

M M P一度升高，但随着肝纤维化及肝硬化的发展，

TIMP活性持续增高，抑制了MMP的活性，因而学者们

认为TIMP是肝纤维化发生过程中的一个非常重要的促

发因素[17-19]．TIMP是一组抑制基质金属蛋白酶活性的

多功能因子家族，目前已发现TIMP1，2，3，4 四个

成员，TIMP-1是调节肝内ECM沉积的重要因素，主要

通过抑制MMP对ECM的降解使ECM在肝脏内沉积增加，

也可通过抑制已活化的星状细胞的凋亡使得星状细胞

持续活化，而加剧肝内的ECM形成和堆积，促进了肝

硬化的形成[20-26]．G L是从中药甘草中提取的有效成

分，该药抗纤维化的机制不清楚．近年来有学者发现

GL有减少纤维化动物Ⅰ型胶原含量，抑制培养细胞

Ⅰ，Ⅲ型前胶原mRNA的表达的作用[27]．并且多项研究

提示该药可能通过抗细胞毒性作用、免疫调节以及影

响多种因子的信号转导而发挥抗肝纤维化作用[28-31]．采

用基因重组技术构建pCAT3-TIMP-1P报告基因载体，瞬时

转染人肝肿瘤细胞系HepG2细胞后以0.1 mmol GL刺激，

用酶联免疫吸附法(ELISA)测得下游CAT基因的表达降

低，证明GL可下调TIMP-1启动子活性，进而抑制TIMP-1基

因的表达．说明人和动物应用GL后，通过对TIMP-1表达

的直接抑制从而达到其抗纤维化作用．这些结果为深入

了解GL的抗纤维化机制提供了新的理论依据.
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Abstract
AIM: To establish a simple and fast hepatitis B virus 
covalently closed circular DNA(cccDNA) detecting 
method based on polymerase chain reaction(PCR) 
with satisfactory sensitivity and specifi city.

METHODS: The cccDNA and the relaxed circular DNA 
(rcDNA) were extracted from HepG2.2.15 cells and su-
pernatant, respectively, and then purifi ed. Two pairs of 
specifi c PCR primes were designed to cover the single 
strand area of rcDNA. And two pairs of non-specific 
PCR primes were designed to cover the double strand 
area of rcDNA. Before and after digested by single-
strand-specific mung bean nuclease(MBN), cccDNA 
and rcDNA samples were amplifi ed by specifi c primes 
and non-specifi c primes. Whether the digested cccDNA 
can be amplifi ed by specifi c primes, without amplifying 
the digested rcDNA, was observed. The PCR param-
eters such as substrate amount and circulation times 
were changed during amplifi cation. The HBV genome 
plasmid was used as control; and the HBV samples 
from patient with hepatitis B was used for practical test.

RESULTS:  Different amounts of rcDNA template were 

amplified by specific and non-specific primes. More 
than 104 and 102 rcDNA template molecules were am-
plifi ed by two pairs of specifi c and non-specifi c primes, 
respectively. The specific primes could not discrimi-
nate between rcDNA and cccDNA when the template 
molecules were overabundant. Before and after the 
digestion by MBN, different amounts of cccDNA were 
amplifi ed by specifi c and non-specifi c primes; and after 
the digestion, rcDNA templates were amplifi ed by non-
specific primes, but not by specific primes. With this 
strategy, we found the virus samples from the serum 
of the patient with chronic hepatitis B contained mainly 
rcDNA and a small quantity of cccDNA, while the sam-
ples from hepatocytes contained mainly cccDNA.

CONCLUSION: The combination of MBN selective di-
gestion and specifi c PCR amplifi cation of the cccDNA 
is a simple, fast, sensitive and specifi c method for the 
detection of HBV cccDNA.

Key Words: Hepatitis B virus; Covalently closed circular 
DNA; Polymerase chain reaction; Mung bean nuclease

Tang B, Wang YM, Liu J, Zhang R. Detection of hepatitis B virus 
cccDNA with modified polymerase chain reaction. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2005;13(18):2188-2192

摘要
目的：建立一种基于聚合酶链反应(PCR) 的简便快
速、具有较高敏感性和特异性的检测乙型肝炎病毒
(HBV)共价闭合环状DNA(cccDNA)的方法.

方法：分别提取HepG2.2.15细胞内的cccDNA及培养
上清中的松驰环DNA(rcDNA)样品，试剂盒纯化；
设计2对特异性引物，其扩增区域跨越rcDNA单链
区；设计2对非特异性引物，扩增区域位于rcDNA双
链区．经单链特异性绿豆芽核酸酶(MBN)分别消化
cccDNA及rcDNA样品；以特异性引物和非特异性引
物对消化前后的两种样品分别进行PCR扩增，并改变
PCR扩增参数如底物数量、循环次数等，观察特异性
引物能否顺利扩增消化后的cccDNA，同时又不扩增
消化后的rcDNA. HBV基因组质粒样品作为对照．此
外还采用实际乙型肝炎患者体内病毒样本检验此策略
的实用性.

结果：分别以非特异性引物和特异性引物扩增不同模
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板数的HBV rcDNA样品，2对非特异性引物可扩增出
模板数在102以上的HBV rcDNA样品，2对cccDNA特
异性引物也可以扩增出模板数在104以上的样品. 特异
性引物在PCR反应模板数较多时将不能区分消化前的
rcDNA和cccDNA. 不同数量HBV cccDNA和rcDNA模
板在MBN消化前后，分别应用非特异性引物和特异
性引物进行PCR扩增，发现不同数量的cccDNA模板
分子经过MBN消化后，仍可用特异性引物和非特异
性引物扩增出相应条带；rcDNA样品经过MBN消化
后，非特异性引物可扩增出产物条带，而特异性引物
无法扩增出条带. 采用此种策略，我们发现慢性乙肝
患者血清HBV核酸样品主要成份为rcDNA，并带有少
量cccDNA，而肝细胞内HBV核酸样品富含cccDNA，
与实际情况一致．

结论：联合应用MBN选择性消化和cccDNA特异性引
物的PCR检测法简便快速，敏感性和特异性均较满意.

关键词：肝炎病毒，乙型；共价闭合环状DNA；聚合酶链

反应；绿豆芽核酸酶
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0  引言

H B V感染肝细胞的标志是HBV复制中间体，包括共价

闭合环状DNA(covalently closed circular DNA，

cccDNA)、单链DNA(single-stranded DNA，ssDNA)

以及HBV mRNA[1]．通常cccDNA检测方法为Southern印

迹杂交，步骤繁琐，检测周期长达3-4 d；放射性标记探

针可能造成环境污染和健康损伤，而非放射标记探针

敏感性又较差．因此1996年Kock et  al [2]设计特异

性引物，以PCR方法检测cccDNA取得成功，并被广泛

应用[3-5]．然而，正如作者所提到的那样，这种方法

在PCR反应模板较多的情况下，其特异性难以保证．

绿豆芽核酸酶(mung bean nuclease，MBN；也称曲

霉核酸酶S1)以内切酶形式非特异性地降解核酸为核

苷酸[6]，其中对于单链核酸的水解活性较双链核酸高

30 000倍．因此在合适的浓度和时间下，MBN可以切

断HBV rcDNA而同时保持cccDNA的完整性．根据上述

原理，我们改良了Kock et  al的方法，加入了MBN消

化步骤，提高了PCR反应的特异性.

1  材料和方法

1.1 材料 PCR试剂盒、绿豆芽核酸酶为美国Promega公

司产品；荧光定量PCR仪为德国Roche LightCycler，

H B V核酸定量检测试剂盒为深圳匹基公司产品；病

毒核酸提取试剂盒、P C R产物纯化试剂盒为美国

Cl o n t e c h公司产品；肝细胞分离系列试剂为美国

Gibco公司产品．HBV全基因组质粒为全军感染病研究

所自行构建．HepG2.2.15细胞为第三军医大学免疫教

研室提供，乙型肝炎患者肝组织来源于肝移植受体肝

脏，由第三军医大学第一附属医院肝胆外科提供.

1.2 方法[7-9] 以胰酶消化培养HepG2.2.15细胞10 min，

收集细胞，200 r/min离心3 min，弃上清．PBS重

悬，彻底洗涤6次．Hirt法提取染色体外DNA：加入细胞

裂解液［5 g/L SDS, 10 mmol/L Tris.Cl (pH8.0), 

10 mmol/L NaCl, 10 mmol/L EDTA］200 μL，振荡

混合30 s，37℃水浴过夜，加入5 mol/L NaCl(终浓

度1 mol/L)50 μL，4℃静置12 h，28 000 g、4℃离

心50 min，弃沉淀(含细胞染色体)，以PCR产物纯化

试剂盒从上清中浓缩HBV cccDNA，按试剂盒说明书

进行，核酸样品溶解于去离子水100 μL.以荧光定量

PCR法检测样品5 μL，计算出HBV核酸样品总拷贝数．

在50 mL高速离心管中加入300 g/L蔗糖溶液25 mL；

收集HepG2.2.15细胞培养上清，0.22 μm过滤去除死

亡细胞及残片，取过滤液15 mL缓慢加在蔗糖溶液垫

上，230 000 g、4℃离心18 h，弃上清，DNA酶Ⅰ(DNAseⅠ)

反应缓冲液200 μL溶解沉淀，加入DNAseⅠ10U消化

60 min(完全降解死亡细胞释出的cccDNA)，以病毒核

酸提取试剂盒提取HBV颗粒内部未被消化的rcDNA，按

试剂盒说明书进行，核酸样品溶解于去离子水100 μL
中．以荧光定量PCR法检测样品5 μL，计算出HBV核酸

样品总拷贝数．收集1位慢性乙型肝炎患者血清，荧

光定量PCR法确定含有高拷贝数的HBV DNA后，使用病

毒核酸提取试剂盒提取HBV核酸，按试剂盒说明书进

行，核酸样品溶解于去离子水100 μL中；肝细胞内

HBV核酸样品：以两步灌流法从肝移植后受体肝组织

(约1 g)中分离肝细胞，PBS重悬，彻底洗涤6次，此

后步骤同HBV cccDNA样品制备．HBV基因组从第1821

核苷酸位截断后插入质粒，常规提取纯化，溶解于去

离子水100 μL中.以荧光定量PCR法检测样品5 μL，
计算出HBV核酸样品总拷贝数.取10×缓冲液1 μL，分

别加入数量不等的HBV核酸模板及0.5U MBN，去离子

水补足体积至10 μL，置于PCR仪内37℃孵育5 min，

立即置于冰水浴中，加入1 mol/L Tris(pH8.0)2 μL
中止反应．所有引物均由上海生工生物工程有限

公司合成，P A G E纯化．c c c D N A特异性引物包括2

对引物：CCC1A(正链引物)5’-CCTCTGCCGATCCAT 

CTGCGGAAC-3’(1255-1279, 25 bp)，CCC1B(负链引

物)5’-CTGCGAGGCGAGGGAGTTCTTCTTC-3’(2376-2400, 

25 b p)；反应条件为95℃ 40 s，72℃ 3 m i n，

35个循环，72℃延伸5 m i n．CC C2A(正链引物)5’

-CTGAATCCCGCGGACGACCC-3’(1441-1460, 21 bp)，
CCC2B(负链引物)5’-ACCCAAGGCACAGCTTGGAGG-3’
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(1867-1889，23 b p)；反应条件为95℃ 40 s，

67℃ 40 s，72℃ 1 m i n，35个循环，72℃延伸

5 min．HBV DNA非特异性引物包括2对引物：RC1A(正

链引物)5’-TGTGTCTGCGGCGTTTTATC-3’(378-397, 

20 bp)，RC1B(负链引物)5’-GTTTAAATGTATACCCAGAG

AC-3’(816-837，22 bp)；反应条件为95℃ 45 s，

54℃ 40 s，72℃ 1 min，35个循环，72℃延伸5 min；

RC2A(正链引物)5’-ACTGTTCAAGCCTCCAAGCT-3’

(1 8 5 9 - 1 8 7 8，20  b p )，R C 2 B (负链引物)5’

-AGTGCGAATCCACACTC-3’(2268-2284，17 bp)，反应

条件为95℃ 45 s，51℃ 40 s，72℃ 1 min，35个循

环，72℃延伸5 min.2对cccDNA特异性引物跨越HBV基

因组(rcDNA)单链区和3链区(这两区均对MBN的消化作

用敏感)，如果被切开，则特异性引物将不能扩增此

种线性模板；2对非特异性引物则分别处于P区和前C/

C区，无论完整的cccDNA、rcDNA或是被切开的rcDNA

均可顺利扩增．各引物位置及MBN作用位点见图1 A，B.

cccDNA．此结果和Kock et al的一致．HBV全基因组

质粒是在第1 821核苷酸位切开后插入质粒，因此P区

引物RC1A/RC1B可以扩增出模板数在102以上的样品，

而2对特异性引物在任何模板数下均不能扩增出目标

条带(图2，3)．不同数量HBV cccDNA和rcDNA模板在

MBN消化前后，分别应用非特异性引物RC1A/RC1B和特

异性引物CCC1A/CCC1B进行PCR扩增，从105-102不同

数量的cccDNA模板分子经过MBN消化后，仍可用特异

性引物CCC1A/CCC1B和非特异性引物RC1A/RC1B扩增出

相应条带，惟亮度较未经消化的模板有不同程度的降

低，表明过量的MBN降解了部分cccDNA分子. 见图4垂

直虚线左半部分．而rcDNA样品经过MBN消化后，如果

模板数>103，则非特异性引物RC1A／RC1B可扩增出产

物条带，亮度较未经消化的模板为低；对于cccDNA特

异性引物CCC1A/CCC1B，模板数即使为105，经MBN消化后

亦无法扩增任何相应条带．见图4垂直虚线右半部分.

将血清和肝细胞内HBV核酸样品分别按1∶1，1∶10，

1∶100去离子水稀释，各取5 μL进行MBN消化和PCR

扩增. 血清HBV核酸样品不稀释时，MBN消化前后均可

扩增出cccDNA特异性条带；10倍稀释样品消化前可见

条带，消化后无特异性条带；100倍稀释样品无论是

否消化，均不能扩增出相应条带．提示血清HBV核酸

样品主要成份为rcDNA，并带有少量cccDNA．而富含

cccDNA的肝细胞内HBV核酸样品即使在100倍稀释后，

MBN消化也未能完全阻止PCR阳性条带的出现.

图 2 非特异性引物RC2A／RC2B和RC1A／RC1B分别扩增不同数量的HBV rcDNA及HBV基因组质粒模板电泳图.  M：ΦX174 DNA/Hae Ⅲ相对分子质量

标准；106-10：PCR体系中分别加入106-10个模板分子.

2  结果

2对非特异性引物可扩增出模板数在102以上的H B V 

r c D N A样品(图2)；而对于同样的rc D N A模板，2对

cccDNA特异性引物也可以扩增出模板数在104以上的

样品(图3)．由此可知，特异性引物的“特异性”是

相对的，在PCR反应模板数较多时将不能区分rcDNA和

图 3 特异性引物CCC1A／CCC1B和CCC2A／CCC2B分别扩增不同数量的

HBV rcDNA及HBV基因组质粒模板电泳图.  M1：1kb DNA ladder；M2：

ΦX174 DNA/HAE Ⅲ相对分子质量标准； 106-10：PCR体系中分别加

入106-10个模板分子板分子.

图 1 HBV rcDNA、cccDNA、引物位置及MBN作用位点. A：HBV 

rcDNA正链为不完整外环，负链为完整内环 B：HBV cccDNA内外

环均完整，无MBN作用位点. MBN切割位点单链区和三链区以粗箭

头和虚线表示；cccDNA特异性引物为单箭头，CCC1A/CCC1B和

CCC2A/CCC2B分别为2对引物；非特异性引物为双箭头，RC1A/

RC1B和RC2A/RC2B分别为2对引物. DR1：直接重复序列1；DR2：

直接重复序列2.
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3  讨论

H B V入侵靶细胞后，其病毒复制周期的第一步即为

松驰环型基因组(r c D N A)转变为共价闭合环状形式

(cccDNA)，然后以此为模板转录出数种HBV mRNA[10].

同时cccDNA继续在细胞核内累积，形成一个稳定的

cccDNA池．cccDNA的存在和数量不仅是HBV感染靶细

胞的特征性标志，也是抗HBV药物疗效的重要指标[11-16]．

近年来国内外研究者试图以PCR法代替传统Southern

杂交检测cccDNA，主要原理均为利用rcDNA为不完整

双环，设计跨越单链区和三链区的引物而达到只扩增

完整cccDNA的目的[17-20](图1).然而，正如Kock et al

和我们的实验结果表明的那样，单纯使用此种引物，

在PCR模板数量超过104时，其扩增的选择性即不存在

(图2，3)，主要原因可能是负链引物引导的新生链有

时能够克服三链区及末端蛋白的阻碍而继续延伸[2]．故

若能切断rcDNA的单链区而保持cccDNA的完整，则可以

保证特异性引物选择性扩增的可靠性[21,22]. 

   MBN是单链核酸水解酶，可利用MBN切断HBV rcDNA

单链区和(或)三链区，使rcDNA线性化，从而不能被

跨越此区域的特异性引物所扩增．相反，cccDNA则可

以抵抗MBN的消化而保持完整双环，继续作为PCR模板

而被选择性扩增．实验中我们发现，105个rcDNA分子

经MBN处理后，特异性引物不能扩增任何产物．本科

室构建的HBV基因组质粒是在HBV基因组第1821位核

苷酸切开后单拷贝插入质粒，因此理论上同样不能被

cccDNA特异性引物扩增出相应条带，图3显示的实验

结果表明的确如此．而另一方面，低至100个cccDNA分子

则因抵抗了MBN消化，得以通过特异性引物扩增(图4). 

   一般认为，慢性乙型肝炎患者血清内HBV核酸主

要为Dane颗粒中的rcDNA，同时可能包含少量由于肝

细胞坏死释放的cccDNA；而乙型肝炎患者肝细胞内

的HBV核酸主要为cccDNA[23-25]，我们提取这两种来源

的核酸，系列稀释后进行MBN消化前后的特异性引物

PC R扩增，验证本方法的临床实用性[26,27]．结果表
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图 4 不同数量HBV cccDNA和rcDNA模板经MBN消化后以非特异性引物

RC1A／RC1B和特异性引物CCC1A/CCC1B进行PCR扩增后电泳图.  垂直黑色

虚线左半部分为HBV cccDNA模板样品，数量为105-102；垂直黑色虚线

右半部分为HBV rcDNA模板样品，数量为105-102.  M1：1kb DNA lad-

der；M2： ΦX174 DNA/HAE Ⅲ相对分子质量标准； U：未经MBN消

化的样品；D：经过MBN消化的样品.

明，不加稀释的血清HBV核酸样品经消化、PCR扩增后

可见cccDNA条带，同样处理的10倍或者100倍稀释样

品后则不可见cccDNA条带．相反，肝细胞内来源的

HBV核酸即使稀释100倍，仍可以抵抗MBN消化而出现

cccDNA特异性条带．这一结果符合理论预测和临床

实际[28]．实验所用的HBV rcDNA和cccDNA样品分别提

取自HepG2.2.15细胞株培养上清和细胞内．rcDNA样

品提取过程中，先过滤、纯化HBV Dane颗粒，再以过

量的DNaseⅠ完全降解Dane颗粒外可能存在的DNA，

最后提取Dane颗粒内的HBV基因组核酸应为较纯净的

rcDNA[27]．cccDNA样品的纯净则得益于如下措施：胰

酶化促使黏附于细胞表面的HBV颗粒脱离；PBS洗涤6

次；裂解细胞时没有按常规加入蛋白酶K，使rcDNA保

持在核衣壳内而没有随细胞染色体外HBV cccDNA一道

被提取．MBN消化反应条件的优化极为重要．虽然MBN

对于单链核酸的活性较双链核酸高约30 000倍，若酶

的浓度>14 MU/g模板DNA，MBN同样可以在双链DNA上

造成缺口并降解．用于MBN消化的HBV核酸分子均为pg

数量级(1 pg HBV核酸≈105个HBV基因组分子）[17,29,30]，

因此即使每次消化反应使用0.5 U的MBN也是绝对过量

的，正如实验中所看到的那样，各种数量的样品经

MBN消化后，所有引物扩增的PCR条带亮度均有不同程

度的降低，提示模板数量减少．我们经过多次实验，

确定10 μL消化体系内加入0.5 U酶、孵育5 min后立

即中止反应可以避免cccDNA分子的完全降解. 

    总之，我们改良的这种HBV cccDNA PCR检测法简

便易行，从样品提取到获得电泳照片只需6 h，同时

联合了PCR法的敏感性和MBN消化的选择性，敏感性和

特异性均较好．主要缺点在于各公司出品的MBN之间

不完全一致，MBN消化不当所致的假阴性率和PCR反应

的假阳性率较高，需要预先优化反应条件．若用我们

已反复优化的方法，可望获得较满意效果.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of neuron-specifi c 
enolase(NSE) in hepatocellular cancer cells BEL7402 
at the levels of transcription, protein and cells.

METHODS: The fragment of NSE gene was amplifi ed 
from human hepatocellular cancer cell strain BEL7402 
by reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR) with NSE specifi c primers. The NSE expres-
sion was detected in the BEL7402 cells by Western 
blot and immunocytochemical (ICC) staining.

RESULTS: NSE product with a length of 1 305 bp was 
obtained by by RT-PCR. Western blot confi rmed that 
Mr 50 000 NSE protein was expressed in BEL7402 
cells. Positive reaction of BEL7402 with anti-NSE 
monoclonal antibody was observed by immunocyto-
chemistry. The expression of NSE existed in BEL7402 
cells at the levels of transcription, protein and cells.

CONCLUSION: The NSE can be expressed and tran-
scribed in hepatocellular carcinoma cells BEL7402.

Key Words: Neuron-specific enolase; Hepatocellular 
carcinoma; BEL7402 cells

Zhu AP, Zhang QY, Wang YM, Xu JJ, Sun L. Expression of human 
neuron-specific enolase gene in human hepatocellular cancer cells 
BEL7402. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(18):2193-2196

摘要
目的：分别从转录水平、蛋白水平及细胞水平检测人
神经元特异性烯醇化酶(NSE)在肝癌细胞BEL7402中的
表达情况.

方法：利用NSE特异引物，通过逆转录聚合酶链式反
应(RT-PCR)从人肝癌细胞BEL7402中扩增人NSE基
因的转录产物，采用免疫印迹(Western blot)、免疫细
胞化学(ICC)染色技术检测NSE在肝癌细胞中的表达.

结果：通过RT-P C R方法可以从 B E L7402中扩增
1 305 bp的NSE产物；Western blot方法证实BEL7402细
胞可以表达M r50 000的NSE蛋白；免疫细胞化学染色
显示BEL7402与抗NSE单抗呈阳性反应，这说明从转录
水平、蛋白水平及细胞水平均检测到了NSE在肝癌细胞
BEL7402中的表达.

结论：NSE可在肝癌细胞BEL7402转录和表达.

关键词：神经元特异性烯醇化酶；肝癌细胞；BEL7402细胞
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0  引言

神经元特异性烯醇化酶(neuron-specific enolase，

NSE)广泛分布于人类及各种动物的成熟神经元、周围

神经的神经内分泌细胞和一些感觉细胞中[1-4]．它在

正常人脑组织中含量最高，起源于神经内分泌细胞的

肿瘤组织也有异常表达．常见于神经母细胞瘤、小细

胞肺癌、胰腺癌、前列腺癌[5]、嗜铬细胞瘤等．目前

在临床上，NSE可作为神经元损伤的标志酶[6-11]；也

是小细胞肺癌首选的肿瘤标志物[12-14]，可用于对SCLC的



鉴别诊断，放化疗效果、预后、恶变情况等的监测[15-20]．

我们应用PCR，Western-blot和免疫细胞化学方法在

不同的水平上，发现NSE可在肝癌细胞中表达，报告

如下.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞BEL 7402及肺癌细胞A549由北

京市肿瘤防治研究所免疫208研究室保存；鼠抗人

NSE m Ab由北京市肿瘤防治研究所免疫研究室208室研

制[21]；羊抗鼠-H R P二抗由北京市肿瘤防治研究所生

化202研究室惠赠；胎牛血清为天津市川页生化制品

有限公司产品；RPMI 1640培养基、DMEM为GIBCO公

司产品；Trizol为Sigma公司产品；RNA酶抑制剂、

M-MLV逆转录酶、5×M-MLV Buffer、dNTPs、Taq DNA 

Polymerase为Promega公司产品；EnVision 试剂盒

购自Dako公司；硝酸纤维素膜购自Amersham 公司；

DAB、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺为北京鼎国生物技

术公司产品；甘氨酸、甲醇、十二烷基磺酸钠、三羟甲基氨

基甲烷（Tris碱）等为北京化学试剂公司产品.

1.2 方法 肝癌细胞BE L7402和人肺癌细胞A549在含

120 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养基，5 mL/L CO2，

37℃温箱中培养．Trizol法提取细胞总RNA(按说明书

操作)．逆转录合成cDNA，逆转录(RT)反应体系为：

细胞总RNA 5 μL、Oligo dT(0.5 g/L)1 μL、DEPC 

H2O 6 μL，在70℃孵育10 min.再加RNAsin(50 M U/L) 

1 μL、5×M-MLV Buffer 4 μL，dNTP(10 mmol/L)2 μL，
M-MLV(200 MU/L)1 μL，反应总体积20 μL，37℃ 1 h

后，立刻放入冰中，即为逆转录后的NSE-cDNA．随后

进行PCR反应扩增NSE基因片断．上、下游引物分别为

5’-GAATTCATGTCCATAGAGAAGATCTG-3’和5’-TCTAGA

AGAGGAATCACAGCACACTG-3’，及通用β-actin引物(均

由上海申友生物技术公司合成并测序)．PCR条件为：

94℃ 5 min；94℃ 30 s，64℃ 30 s，72℃ 30 s，

扩增30个循环；72℃延长反应10 min.10 g/L琼脂糖

凝胶电泳鉴定.

1.2.1 Western b lot检测肿瘤细胞中NSE 的表达 将
BE L 7402，A549细胞用0.2 g/L E D T A消化后，细

胞计数，1 000 r/m i n离心5 m i n.加入PB S洗1次，

取2×106细胞加入PBS 100 μL、PM S F 2 μL，液氮

冷冻，37℃溶化反复3次，混匀后与2×S D S凝胶加

样缓冲液等量混合，煮沸5 m i n，100 g/L  S D S-

P A G E电泳．120 m A，10℃条件下电转移硝酸纤维

素膜，105 m i n．取出NC膜，用1´丽春红S染色液染

色2-3 m i n，用蒸馏水洗净染料．50 g/L脱脂奶粉

37℃ 2 h封闭NC膜，TBST洗3次．加入NSE mAb作为

一抗，4℃过夜，0.5 g/L TBST洗3次．加入羊抗鼠

-HRP(1∶1000)，室温孵育1 h．0.5 g/L TBST 洗3

次，再用TBS洗1次.加入10 mL DAB染液染色至有条带

出现，PBS终止显色．晾干，室温保存.

1 .2 .2  细胞化学方法检测肿瘤细胞中N S E的表达 
0.2 g/L的E D T A消化细胞，加培养液调整细胞浓度

为1-1.5×109 个/L，滴于干净的玻片上，37℃，

50 mL/L CO2培养箱中孵育4-6 h．冷丙酮/甲醇(1∶1)

固定5-7 min，自来水冲洗3遍，晾干后-20℃保存．

从-20℃取出固定好的片子，在30 mL/L H2O2/PBS中

浸泡10 mi n以去除内源性的过氧化物酶，PBS浸洗3

次，100 mL/L 马血/PBS 37℃封闭60 min，加入抗

NSE mAb 30 μL 37℃ 1 h，PBS浸洗3次，加EnVision

工作液30-50 μL，室温放置60 min，PBS浸洗3次；

H2O2-DAB显色，苏木精复染13 h，10 mL/L 盐酸/酒精

分色30 s.将复染后的细胞片脱水后用树脂胶封片，

镜下观察.

2  结果

2.1 NSE- cDNA PCR结果 以逆转录的NSE cDNA为模

板进行PCR扩增，扩增产物经10 g/L琼脂糖凝胶电泳

分析，可见在1375 bp附近出现一特异条带，与NSE片

断的1 305 bp分子大小相符，300-400 bp之间有一条

带与β-actin看家基因扩增片段大小相符(图1).

图 1 NSE片段的PCR扩增. M1：DNA 分子质量标准: Lambda DNA/ 

EcoRI+HindⅢ；M2：100 bp DNA 分子质量标准. 1: RT-PCR扩增

A549细胞中NSE 产物；2:  RT-PCR扩增BEL 7402细胞中NSE 产物.

2.2 Western blot检测肿瘤细胞中NSE 的表达 MS2-NSE

融合蛋白在约M r57 000处有一特异性条带（图2A第1

道），肝癌BEL7402及肺癌A549细胞蛋白在约M r50 000之

间有一条较强的杂交带(图2A第3，4道)，其分子质量

大小与NSE的分子质量相符(图2).虽然在聚丙烯酰胺

凝胶电泳可以见到无关蛋白MS2-GRP呈M r18 000的蛋白

带(图2B第2道)，但在Western blot反应中因为与NSE 

mAb不相关而不能呈现特异反应带(图2A第2道).

2.3 免疫细胞化学方法检测肿瘤细胞中NSE的表达 

NSE在以上两种肿瘤细胞中经细胞免疫化学染色均呈

棕黄色阳性反应，着色部位主要位于胞质（图3A，B）.而

在使用正常鼠血清作一抗对人肝癌细胞BEL7402染色

的阴性对照中则呈阴性反应 (图3C).
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如肝硬化时NSE的变化可特异反映毒性物质对中枢的

影响情况，可能作为亚临床期肝性脑病的临床判断指

标[30]．但未见到NSE在肝癌细胞中表达的报道，且肝

癌并不是起源于神经内分泌细胞的肿瘤．NSE在肝癌

中表达可能(1)由于NS E为涉及能量代谢的酶，肿瘤

组织糖酵解加强，细胞增殖周期加快，细胞内的NSE

释放进入血液增多，导致此酶在血清内含量增高；

(2)NSE存在于细胞质内，在细胞被破坏时释放出来进

入血液循环．因此NSE在肝癌细胞中表达的机制及在

肝癌中的表达和意义还有待进一步研究，以便为肝癌

的发生预测和早期诊断寻求新的指标，为肝癌的预防

和早期治疗开辟新的途径．此外，本研究是一种定性

实验，若能从转录水平、蛋白水平及细胞水平定量分

析肝癌细胞中NSE的表达水平将会有助于研究NSE在肝

癌的临床诊断及预后判断中的意义.
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图 3 肝癌BEL7402和肺癌A549细胞中NSE的表达(EnVision×400).  A:肺癌细胞A549；B:肝癌细胞BEL7402；C:肝癌细胞BEL7402 (阴性对照).
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Abstract
AIM: To observe the effect of moderate hypothermia 
on the donated livers in rats with acute liver failure (ALF) 
before liver transplantation. 

METHODS: ALF rats model were established by hepa-
tectomy and hepatic devascularization. In situ liver 
transplantations were carried out for hypothermia treat-
ed group (35.0ºC) and the control group (37.5ºC) 12 
h after the transplantation. Blood and tissue samples 
were collected just before and 6 or 24 h after trans-
plantation. The concentrations of TNF-α were com-
pared before and after the transplantation. The content 
of malondialdehyde (MDA) and the apoptotic rate of 
hepatic cells after the transplantation were observed. 
The apoptotic rate and MDA contents in donated liver 
were also assayed. The morphological changes of liver 
tissues were observed under microscope. 

RESULTS: In the hypothermia treated group, the con-
centrations of TNF-α before and after the transplanta-
tion were signifi cantly lower than those in the control 

group (19.3±5.9 vs  43.4±9.0 μg/L, t  = 5.008, P  = 0.007; 
6 h, 97.7±18.3 vs  137.1±23.3 μg/L, t = 9.471, P = 0.001); 
the MDA contents and apoptotic rate after transplanta-
tion were also signifi cantly lower than those in the con-
trol group (407.1±49.4 vs  598.2±61.8 nmol/L,t  = 34.46, 
P = 0.001; 18.3±3.9% vs 23.6±4.3%, t  = 29.63, P = 0.001).

CONCLUSION: Moderate hypothermia can decrease 
TNF-α level and relieve the damages of the donated 
liver in rats with ALF. 

Key Words: Acute liver failure; Moderate hypothermia; 

Liver transplantation; Rats

Wang ZD, Han DE, Cui YF, Jiang MS, Zhang XY, Zeng ZL. Moderate 
hypothermia therapy for acute liver failure in rats before liver 
transplantation. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2005; 13(18):2197-2200

摘要
目的：观察肝移植术前应用亚低温对急性肝衰竭大鼠
移植肝脏的影响．

方法：采用肝大部分切除加部分缺血建立大鼠急性肝
衰竭模型．术后12 h分别对亚低温处理组(35.0℃)和常
温组(37.5℃)衰竭大鼠施行原位肝移植，比较移植前
后TNF-α浓度变化、移植后供肝凋亡和再灌注损伤
情况．

结果：亚低温组移植前后血清TNF-α浓度明显低于
对照组(19.3±5.9 vs  43.4±9.0 μg/L, t = 5.008, P  = 0.007, 
97.7±18.3 vs  137.1±23.3 μg/L, t  = 9.471, P  = 0 . 0 0 1 ) ,
移 植 后 供 肝 过 氧 化 损 伤 ( M D A ) (407.1±49.4 vs  
598.2±61.8 nmol/L, t  = 34.46, P  = 0.0009)和凋
亡指标(18.3±3.9% vs  23.6±4.3%, t  = 29.63, P  = 0.0007)
均明显优于常温组．

结论：肝移植前应用亚低温能够降低急性肝衰竭大鼠
血清TNF-α浓度并减轻移植后供体肝脏的再灌注损
伤程度．

关键词:  急性肝衰竭；亚低温；肝移植；大鼠
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病理检查和凋亡检测.肝脏组织切片常规染色.脱氧核

苷酸末端转移酶介导缺口末端标记法（TUNEL）检测

凋亡.肝脏组织常规石蜡包埋,切取厚5 μm切片,按照

Boehringer Mannheim公司TUNEL试剂盒说明书操作,

最后用苏木素复染.细胞核被染成棕黄色者并有凋亡

特征者为阳性细胞.400倍光镜下随机选取4个视野,计

算平均阳性细胞百分率，即凋亡指数（AI）. 

       统计学处理  实验数据用mean±SD来表示，两两均

数间比较用t检验，P<0.05有显著性差异. 

2 结果

2.1 移植肝脏24 h HE染色显示3组供肝组织结构均发

生明显病理改变：对照组肝细胞水肿明显，汇管区少

量炎性细胞浸润，部分肝细胞发生嗜酸性变(图2A)；

常温组可见大片肝细胞坏死，汇管区炎性细胞浸润明

显(图2B-C)；低温组汇管区炎性细胞浸润少于常温

组，可见点灶状坏死(图2D).

2.2 血清TNF-α水平 低温组移植0 h血清TNF-α水平

低于常温组(P<0.05)，移植后6 h血清TNF-α水平仍明

显低于常温组(P<0.05，表1).

2.3 肝组织MDA检测 低温组肝移植后6 h肝组织MDA

水平明显低于常温组（P<0.05，表1）.

2.4 肝细胞凋亡情况 移植后24 h对照组肝内散在分布

凋亡细胞(图3A)；常温组肝内凋亡细胞多见，广泛均

匀分布(图3B)，二者差异显著(P<0.05)；低温组肝内

凋亡细胞明显少于常温组(P<0.05)(图3C).三组凋亡

率见表1.

0  引言

原位肝移植是挽救重症急性肝衰竭的最有效措施[1-4].

近年来有人将亚低温应用于急性肝衰竭治疗，取得良

好效果[5-12].目前，亚低温用于急性肝衰竭治疗尚处

于研究阶段，其对随后肝移植的影响更少见报道.我

们利用改进的大鼠急性肝衰竭模型观察亚低温对衰竭

大鼠肝移植后移植肝脏的影响.

 

1 材料和方法

1.1 材料 供受体均为雄性Wistar大鼠，由哈尔滨医科

大学动物实验中心提供，受体质量300±20 g，供体

质量270±20 g.将大鼠随机分成3组：A组为亚低温

衰竭移植组，B组为常温衰竭移植组，C组为假手术

移植对照组，每组16只.急性肝衰竭模型采用肝脏大

部切除加部分缺血模型.乙醚麻醉后正中切口开腹,

游离并结扎通往右肝叶和两个前叶的管道系统，按

照Higgins and Anderson方法[13]切除两个前叶.原

位肝移植采用改良的Kamada二袖套法[14]，未重建肝

动脉.灌洗液和保存液使用乳酸林格液(大冢制药有

限公司).供肝冷保存时间控制在40 m i n，门静脉阻

断时间控制在18-20 min，受体手术时间40±5 min.

根据前述方法将A，B组大鼠制成急性肝衰竭模型,模

型完成后，通过置入直肠内的温度传感器(灵敏度为

0.1℃,上海仪表有限公司XMTD-2001E)和自制温度控

制装置(图1)自动控制大鼠体温在设定范围内.控温期

间禁食，为防止出现脱水和低血糖，每4 h生理盐水

和50 g/L葡萄糖SC各5 mL[15]. A组体温控制在35℃±

0.1℃，B组体温控制在37.5±0.1℃，C组按照A，B组

手术步骤，但只游离不结扎和切除肝叶，体温控制在

37.5±0.1℃. 

1.2 方法 三组大鼠第1次手术后12 h分别接受原位肝

移植手术，术前股静脉采血0.5 m L.移植后6 h每组

随机选择5只大鼠，股静脉采血0.5 mL.ELISA法检测

血清TNF-α浓度(上海森雄科技实业有限公司试剂盒 

BS6002).移植后6 h每组随机选择5只大鼠，开腹取

肝脏左外叶组织，制备成100 g/L组织匀浆，按照南

京建成生物技术有限公司试剂盒说明书用比色法测定

MDA浓度.移植后24 h处死所有大鼠，取肝脏组织做

图 2 移植肝组织学 HE×400. A：假手术移植对照组; B：常温移植组; C：常温移植组; D：亚低温组.

A DCB

图 1  温度控制装置示意图.

温度传感器温控开关

热源

控温箱

电源

-
+
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力的影响如何；术前受体高炎症因子血症加重供体肝

脏缺血再灌注损伤的机制如何；肝脏再灌注损伤相关

基因的表达情况以及亚低温对抑制炎症反应因子，如

IL-10的影响如何[30].
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表 1 肝移植前亚低温处理对移植大鼠血清TNF-α、肝脏MDA和肝脏

凋亡指数（AI）的影响 (mean±SD，n  = 5).

0 h TNF-α
(μg/L)

6 h TNF-α
(μg/L)

6 h MDA
(nmol/L)

24 h AI
(%)

低温组 19.3±5.9a 97.7±18.3a 407.1 ±49.4a 18.3±3.9a

常温组 43.4±9.0 137.1±23.3 598.2±61.8 23.6±4.3

对照组   5.1±0.7a 89.3±15.7a  376.7±42.6a   8.8±2.7a

aP<0.05 vs 常温组.

3 讨论

受体循环当中可能影响供体肝脏的因素很多，如多种

促炎症因子和炎性介质、胆红素等毒性代谢产物、内

毒素的直接损害等等[16-18].考虑到TNF-α在再灌注损伤

中的重要作用和亚低温对TNF-α的影响[19-23],本部分

实验重点观察了受体术前、术后循环中TNF-α水平的

变化和供体肝脏损伤的情况.本结果表明，移植后6 h

移植肝脏的过氧化损伤程度存在差别：常温组损伤程

度最重，对照组损伤最轻，亚低温组损伤介于两者

之间，与常温组有显著差异.这表明受体移植前内环

境差别对移植肝脏的再灌注损伤有影响，而移植前亚

低温处理能够减轻受体因素对移植肝脏的损害. 本实

验移植0 h和移植6 h血清TNF-α水平检测结果显示亚

低温处理组TNF-α水平明显低于常温移植对照组. 同

时，移植后6 h供肝MDA水平和24 h供肝凋亡指数都明

显低于常温移植对照组.这说明受体移植前循环中高

水平TNF-α可能是影响移植肝脏损伤的受体因素之

一[24-26].术前亚低温处理可能是通过降低循环中TNF-α
水平减轻随后移植的供体肝脏的再灌注损伤[27]. 

   由于灌注液和保存液不够理想，移植后24 h肝脏

HE染色显示所有三组大鼠肝脏组织损伤都很严重，但

是常温组供肝肝细胞坏死和汇管区炎性细胞浸润明显

重于其他两组，显示肝实质损伤较重. 本实验结果表

明肝移植前对急性肝衰竭受体大鼠进行亚低温处理能

够减轻随后移植供体肝脏的再灌注损伤，提示亚低温

在急性肝衰竭围手术期的应用不仅有利于脑水肿的防

治，对减轻移植肝脏损伤也可能有效[28,29].本实验中

还有很多问题需要进一步研究：亚低温对肝脏再生能

B CA

图 3  移植肝细胞凋亡（ TUNEL ×400）. A：亚低温移植组; B：常温衰竭移植对照; C：健康移植对照.
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会
暨第三届全国普通外科主任论坛第一轮通知                                                           

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

在各方面的大力支持下，国际肝胆胰协会中国分会第一届学术研讨会已于 2004-12 在武汉成功举办，与会代表一千余人，中

国人大副委员长吴阶平院士、国际肝胆胰前主席刘允怡教授、Jim Tooli 教授，国际肝胆胰协会侯任主席 Büechler 教授和欧洲肝胆

胰协会主席 Broelsch 教授等亲自到会 . 会议受到国内外专家及到会代表的一致赞赏 , 并受到国际肝胆胰协会的通报好评 , 会议取得

巨大成功 .

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

交流诊治经验，推广新理论、新技术、新方法，了解国内外肝胆胰疾病诊断、治疗发展趋势；同时放映手术录像 . 大会热烈欢迎

全国各地肝胆胰领域的内科、外科、影像科各级医师以及科研人员积极投稿和报名参加 .

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

名参加 .

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

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

cn，也可将稿件打印后寄至：武汉市解放大道 1095 号，武汉华中科技大学附属同济医院肝胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副教授

（收），邮编：430030；联系电话：027-83662599.（世界胃肠病学杂志社 2005-09-15）
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Abstract
AIM: To investigate the role of CD4+CD25+ regulatory T 
cells in the immune responses of patients with chronic 
hepatitis C.

METHODS: The number of CD4+CD25+ regulatory T 
cells in the peripheral blood of chronic HC patients was 
detected by fl ow cytometry. Then the CD4+CD25+ regu-
latory T cells were co-cultured with CD4+CD25-T cells, 
and their inhibitory effect was analyzed. Flow cytome-
try was also used to examine the effect of CD4+CD25+ 

regulatory T cells on the synthesis of Interferon-γ and 
Interleukin-4 in CD4+CD25-T cells. The expression of 
Foxp3 in CD4+CD25+ regulatory T cells was detected 
by reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR).

RESULTS:The percentage of CD4+CD25+ regulatory 

T cells in the peripheral CD4+ T cells of the chronic 
HC patients was significantly higher than that of the 
healthy controls (14.1 ± 1.6% vs  5.3 ± 0.8%, P  <0.01). 
CD4+CD25+ regulatory T cells significantly inhibited 
the proliferation of CD4+CD25-T cells (P  = 0.002) and 
the synthesis of IFN-γ. Foxp3 was highly expressed in 
CD4+CD25+ regulatory T cells.

CONCLUSION: The level of CD4+CD25+ regulatory T cells 
increases in patients with chronic hepatitis C virus infection, 
which can specifi cally inhibit the response of Th1 cells.

Key Words: Hepatitis C virus; CD4+CD25+ regulatory T 

cells; CD4+ T cell; Foxp3

Yang JH, Zhang YX, Su C, Sun NX. Increase of CD4+CD25+ regulatory 
T cells in peripheral blood of patients with chronic hepatitis C. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(18):2201-2204

摘要
目的：探讨CD4+CD25+调节性T(Treg)细胞在慢性丙
型肝炎患者免疫下调中的意义.

方法：流式细胞仪检测慢性丙型肝炎患者外周血中
CD4+CD25+Treg细胞的数量；与CD4+CD25-T细胞
共同培养，检测其抑制功能；流式细胞仪检测其对
CD4+CD25-T细胞合成IFN-γ和IL-4的影响；RT-
PCR检测CD4+CD25+Treg细胞中Foxp3的mRNA表达.

结果：CD4+CD25+Treg细胞约占慢性丙型肝炎患者
外周血中CD4+T细胞的14.1 ± 1.6%，显著高于正常
对照5.3 ± 0.8%(P <0.01)，显著抑制CD4+T细胞的增
殖(P  = 0.002)，以及合成IFN-γ．CD4+CD25+Treg
细胞高表达Foxp3.

结论：持续性HCV感染患者CD4+CD25+Treg细胞表
达增加，特异性抑制Th1细胞反应．

关键词：HCV; CD4+CD25+Treg细胞; CD4+T细胞; Foxp3

杨江华, 张永祥, 苏川, 孙南雄．慢性丙型肝炎患者CD4+CD25+调节性T细胞
表达增加. 世界华人消化杂志  2005;13(18):2201-2204
http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2201.asp

0  引言

H C V感染的显著临床特点是，80%以上的急性患者可



转变为慢性持续性感染，而慢性HCV感染又是肝硬化

和原发性肝细胞癌的重要病因[1]．研究急性自限性

HCV感染的患者和猩猩表明有效控制HCV感染需要一

个持久、广泛的CD4+T h1细胞反应．而慢性丙型肝炎

患者表现为HCV特异性CD4+Th细胞数量减少，对抗原

刺激的增生能力显著降低，主要分泌T h2型细胞因

子(IL-4、IL-6和IL-10)，而分泌Th1型细胞因子能

力减弱(IF N-γ)[1-5]．近来研究显示，在多种病原体

的慢性感染中，如疟原虫[6]、利什曼原虫[7]和HI V[8]

等，能够诱导宿主上调表达一群具有免疫抑制功能的

CD4+CD25+Treg(CD4＋CD25＋regulatory T cell)细胞，

分泌的IL-10和TGF-β能够抑制抗原特异性CD4+T细胞

反应，下调Th1的功能．而去除CD4+CD25+Treg细胞能

够显著降低这些病原体的感染率．现就CD4+CD25+Treg

细胞在慢性丙型肝炎患者中的数量，功能以及发病中

的意义进行了探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 慢性丙型肝炎患者18例，男11例，女7例，

年龄14-60(平均48)岁．诊断符合2004年丙型肝炎防

治指南的诊断标准．所有病例6 mo内均未使用免疫调

节药物和抗病毒治疗，不合并HBV感染以及其它病毒

性肝炎．正常对照15例，男10例，女5例．

　　细胞培养在RPMI1640中，含有2.05 mmol/L谷氨

酰胺；105 U/L青霉素和链霉素(Hyclone)，以及100 mL/L

人AB血清，于96孔U型培养板(Co s t a r)．流式抗体

有PE-Cy5标记的CD4，PE标记的CD25，FITC标记的

CD45RO(BD PharMingen)，PE标记的IFN-γ抗体和IL-4

抗体(eBioscience)，同型对照抗体为PE标记的大鼠

IgG1和小鼠IgG1(eBioscience)．以及红细胞裂解液

与抗CD3抗体(BD PharMingen)．阳性分选CD8+T细胞

磁珠(Dynal)，分选CD4+CD25+T细胞的免疫磁珠(Milt-

enyi)．RNA纯化试剂盒与RT-PCR试剂盒(QIAGEN).

1.2 方法 

1.2.1  CD4+CD25+Treg细胞计数 取全血100 μL，分别

加入PE-Cy5标记的CD4，PE标记的CD25，FITC标记的

CD45RO各10 μL于标本管中，室温孵育20-30 min．再加

红细胞裂解液，并振荡混匀．洗涤一次，重新悬浮细

胞，上流式细胞仪检测．对于已分离的细胞用直接抗

体标记后，即可检测．

1.2.2  CD4+CD25+T细胞的分离与培养 采患者或正

常人静脉血，用密度梯度离心法分离单个核细胞．

然后用Dynabeads阳性分选去除单个核细胞中的CD8+T

细胞；再使用Mil t e n y i磁珠阴性分选CD4+T细胞．

将这种去除T细胞(CD8+T和CD4+T细胞)的剩余细胞，

用Co-60照射(30 G y)，作为APC．对总CD4+T细胞再

通过抗CD25的磁珠阳性分选，将CD4+C D25+T细胞与

CD4+CD25-T细胞分开．

　　分别取CD4+CD25+T细胞、CD4+CD25-T细胞，或两者

按1∶1混合，以及APC各1×105个细胞，共同培养，

同时加入10 mg/L抗HCV抗原肽(包括C区、NS3区、NS4a

区和NS5a区)共同培养5 d，在培养结束前16 h加入3H-

TdR，收集细胞，在液闪计数仪上测每分钟脉冲数.

1.2.3  细胞内因子检测 检测细胞内因子I L-4和

IFN-γ，取CD4+CD25-T细胞，CD4+C D25+T细胞，或与

CD4+CD25-T细胞相混合，加入20 mg/L HCV抗原合成

肽，37℃，50 mL/L CO2培养6 h．培养开始１h后，

每孔加入0.7 mg/L BFA．收集培养细胞，经Fix&Perm

固定通透细胞后，加入PE标记的IFN-γ抗体和IL-4抗

体，阴性对照管加PE标记的大鼠IgG1和小鼠IgG1同

型抗体对照，4℃避光放置30 min；洗涤后，重悬于

500 μL PBS中，经FACSCalibur流式细胞仪检测.

1.2.4 Foxp3的mRNA检测 采用RT-PCR检测Foxp3

的mR N A的表达．取1×105个细胞，用柱分离法抽提

RNA，用DEPC处理过的水将RNA稀释为1 mg/L．FoxP3

引物为：forward，5'-TCACCTACGCCACGCTCAT，re-

verse, 5'-ACTCAGGTTGTGGCGGATGG．反应条件：逆

转录50℃ 30 min；95℃ 15 min灭活逆转录酶；PCR

循环条件为，95℃ 60 s，53℃ 60 s，72℃ 60 s；

72℃ 10 min终延伸．同时设β-actin作为内参照．

 统计学处理 采用SP S S 10.1软件通过Ma n n-

W h i t n e y  U检验分析比较丙型肝炎患者和正常对照 

CD4+CD25+Treg细胞的数量的差异，其中两组之间的关

系采用非参数Speaman相关性分析.

2  结果

2.1 CD4+CD25+Treg细胞的数量和功能 丙型肝炎

患者外周血中C D4+C D25+C D45R O+T细胞约占C D4+T

细胞1 4 . 1± 1 . 6 %，明显高于正常人外周血中 

CD4+CD25+CD45RO+T细胞约占CD4+T细胞的(5.3±0.8)% 

(P = 0.004<0.01)(图1A)．同时慢性丙型肝炎患者

CD4+CD25+Treg细胞，后者的数量与HCV RNA滴度之间

呈正相关性(R = 0.575, P = 0.016<0.05)(图1B)．

CD4+CD25+T细胞表达一种转录因子Foxp3，并可作为其

一种较为特异性的分子标记[9]．我们的研究证实，用

RT-PCR扩增Foxp3 mRNA后，当循环次数降到30时，仅

见CD4+CD25+T细胞表达Foxp3，并且丙肝患者较正常对

照表达增高(图1C).

2.2 CD4+CD25+T细胞抑制CD4+CD25-T细胞的增殖 
CD4+CD25+Treg细胞具有免疫低反应性，CD4+CD25+Treg

细胞不发生增殖，增殖能力显著低于C D4+C D25-T

细胞．经H C V抗原活化后，C D4+C D25+T r e g细胞对

C D4+C D25-T细胞的增殖功能具有显著的抑制效应

(P = 0.002<0.01)(图2).
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图 1 慢性丙型肝炎患者外周血中CD4+CD25+CD45RO+T细胞占CD4+T细胞的比例.  A: 与正常对照相比慢性丙型肝炎患者CD4+CD25+CD45RO+T细胞

占CD4+T细胞的比例增加(P = 0.004);  B: 慢性丙型肝炎患者HCV RNA滴度与CD4+CD25+Treg细胞之间的相关性分析(R = 0.575, P = 0.016); C: RT-

PCR检测Foxp3的mRNA的表达.

图 2 CD4+CD25+T 细胞抑制HCV特异性 CD4+CD25-T 细胞的增殖

(P  = 0.002).  

图 3 CD4+CD25+T 细胞抑制 HCV 特异性 CD4+CD25-T 细胞合成细胞

因子.  

2.3 CD4+CD25+T细胞抑制CD4+T细胞合成细胞因子 
取CD4+CD25-T细胞或CD4+CD25-T细胞与CD4+CD25+T细胞

相混合，用HCV抗原刺激培养．在加入CD4+CD25+T细胞

的一组合成IFN-γ的CD4+T细胞显著减少，而对IL-4数

量影响并不明显(图3)．由此提示，在持续性HCV感染过

程中CD4+CD25+T细胞主要抑制HCV特异性Th1细胞反应.

3  讨论

在持续性HCV感染患者外周血中一群具有免疫抑制功

能的CD4+CD25+T reg细胞表达上调，不仅数量增加，

而且功能也较正常人CD4+CD25+T reg细胞增强，并显

著抑制CD4+T细胞的增殖，以及HCV特异性CD4+T细胞

合成IFN-γ．由此提示，CD4+CD25+Treg细胞介导的免

疫抑制作用在持续性HCV感染过程中起着重要作用．

CD4+CD25+Treg细胞是一类具有免疫抑制功能抑制性T

细胞群，特征性地表达IL-2的α链(CD25)．CD4+CD25+ 

T r e g细胞主要分泌细胞因子IL-10和T G F-β，活化

后的细胞表面分子CTL A-4表达增加，表达转录因子

Foxp3[10]．CD4+CD25+Treg细胞具有免疫低反应性，

多表现为记忆细胞表型(CD45R O+)．经多克隆激活剂

或特异性抗原激活后，CD4+CD25+T reg细胞能够通过

依赖细胞接触的方式抑制CD4+和CD8+T细胞的增生、

分化，以及分泌细胞因子[11]．已有研究表明，在多

种病原体的慢性感染中，都能够诱导宿主上调表达

CD4+C D25+T r e g细胞，抑制抗原特异性CD4+T细胞反

应，而去除CD4+CD25+T reg细胞能够显著降低这些病

原体的感染率[6-8]．Sugimoto et al [12]研究指出，

在慢性HCV感染患者体内CD4+C D25+T r e g细胞的数量

明显高于恢复患者(7.3% vs 2.5%，P = 0.002)，而

正常对照则为3.6%(P = 0.017)．体外研究显示，

CD4+CD25+Treg细胞能够抑制HCV特异性CD8+T细胞的增

殖．以及最近研究报道，CD4+CD25+T reg细胞能够调

变持续性HCV中的细胞免疫反应[13]．多项研究表明，HCV

特异性Th1细胞在控制急性HCV感染中起着重要作用，慢

性患者多表现为HCV特异性CD4+T细胞数量减少、增殖

功能减弱，以及分泌Th1型细胞因子(IFN-γ)功能降低

等[3,14-17]，但尚未阐明其发生机制．本组研究数据表

明，CD4+CD25+T reg细胞不仅抑制慢性丙型肝炎患者

     正常对照      丙肝患者

20

15

10

5

0

CD
4+

CD
25

+
Tr

eg
  细

胞
(%

)

 P  = 0.004

CD
4+

CD
25

+

30 cycles

    丙肝患者                   正常对照      

CD
4+

CD
25

-

CD
4+

CD
25

-

CD
4+

CD
25

+

36 cycles

β-actin

FoxP3

杨江华, 等. 慢性丙型肝炎患者CD4+CD25+调节性T细胞表达增加                                                         2203

200

150

100

50

0

CD4+CD25+Treg 细胞(%)

5     10     15     20    25     30

R  = 0.575
P  = 0.016

H
CV

 R
N

A(
co

pi
es

/L
×

10
6 )

P  = 0.002

cp
m

(1
×

10
3

CD4+CD25+/CD25-CD4+CD25-CD4+CD25+

12

10

8

6

4

2

0

CD
4+

CD
25

-
CD

4+
CD

25
- /C

D
25

+

10
0   

  
  
10

1 
  
  
  
  
  10

2 
  
  
  
  
  10

3 
  
  
  
  
 10

4

10
0   

  
  
10

1 
  
  
  
  
  10

2 
  
  
  
  
  10

3 
  
  
  
  
 10

4

10
0   

  
  
10

1 
  
  
  
  
  10

2 
  
  
  
  
  10

3 
  
  
  
  
 10

4

10
0   

  
  
10

1 
  
  
  
  
  10

2 
  
  
  
  
  10

3 
  
  
  
  
 10

4

100      101           102            103           104

100      101           102            103           104100      101           102            103           104

100      101           102            103           104

IL
-4

 P
E

IL
-4

 P
E

CD4 PE-Cy5 CD4 PE-Cy5

IF
N

- γ
IF

N
- γ

 P
E

10.1%

3.9%
6.8%

7.8%

IL-4INF-γ CD4 PE-Cy5CD4 PE-Cy5

A B C



CD4+T细胞的增殖，并显著抑制HCV特异性Th1细胞反

应(IFN-γ)，对Th2细胞反应(IL-4)的抑制作用不明

显．或许这将有助于解释为什么在慢性HCV感染以及

其它慢性病原体感染中存在Th细胞极化异常现象．

   当机体感染病原体时，多种微生物的分子及其

代谢产物都能够作用静止APC上的TLR(T o l l-l i k e 

r e c e p t o r s)，如作用后的AP C不能分化成熟，则

诱导初始C D4+T细胞表达转录因子F o x p3，分化为

CD4+CD25+Treg细胞，从而抑制效应T细胞的应答[18]．本

研究也表明，CD4+C D25+T r eg细胞高表达Foxp3，可

作为CD4+CD25+T reg细胞一种特异性标记．总之，持

续性H C V感染患者外周血中一群具有免疫抑制功能

的CD4+CD25+Treg细胞数量增加，显著抑制CD4+T细胞

的增殖，以及HCV特异性Th1细胞反应．因而提示，

CD4+CD25+Treg细胞在丙型肝炎慢性化过程中起着免疫

调节作用．这为进一步研究在持续性HCV感染中如何

调控CD4+CD25+Treg细胞的功能奠定了基础．
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Abstract
AIM: To study the effect of Boschniakia Rossica 
ethanolic extract (BREE) in rat liver fi brosis induced by 
dimethylnitrosamine (DMN).

METHODS: Hepatic fibrosis was induced by DMN 
administration intraperitoneally. Thirty-fi ve male Wistar 
rats were randomly divided into three groups: normal 
control group (GA, n  = 10), hepatic fibrosis model 
group (GB, n  = 15) and BREE treatment group (GC, 
n  = 10). From the 1st to 3rd wk, rats in GB and GC 
were treated with DMN (10 g/L) intraperitoneally in 
the first three days of each week, while rats in GA 
were treated with normal saline. From the 4th to 7th wk, 
rats in GC were treated with 50 g/L BREE (10 mL/kg) 
intragastrically each day, while rats in GA and GB were 
treated with normal saline. At the 1st d of the 8th wk, all 
the rats were sacrifi ced and the activity of superoxide 

dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-
PX), the contents of malondialdehyde (MDA), hyaluronic 
acid (HA), type Ⅲ procollagen (PC Ⅲ), type Ⅳ collagen 
(Ⅳ.C) in serum were examined. The expression of 
alpha smooth muscle actin (α-SMA) in liver was also 
analyzed.

RESULTS: The activity of SOD (98.58±17.36 kNU/L, 
9.99±1.69 kNU/L) and GSH-PX (117.37±45.24 U, 
12.43±2.99 U) in serum and liver tissue in GB was 
significantly lower than those in GA (SOD: 129.05±
18.55 kNU/L, 19.94±5.87 kNU/L; GSH-PX: 173.79±
25.76 U, 22.66±6.99 U)(P  <0.01), while the contents 
of MDA in GB (10.87±1.23 μmol/L, 1.38±0.37 μmol/L) 
were higher than those in GA (6.63±1.05 μmol/L, 0.91
±0.25 μmol/L)(P  <0.01). The concentrations of serum 
HA (394.83±103.28 μg/L), PC Ⅲ (13.30±1.88 mg/L) 
and Ⅳ.C (2.43±1.32 mg/L) in GB were markedly higher 
than those in GA (186.54±39.87 μg/L, 6.99±1.55 mg/L, 
1.18±0.79 mg/L, P  <0.01). The concentrations of serum 
HA (115.87±13.96 μg/L), PC Ⅲ (6.67±1.86 mg/L) and 
Ⅳ.C (1.62±0.50 mg/L) in GC were signifi cantly lower 
than those in GB (P  <0.05), while the activity of SOD 
(134.29±21.93 kNU/L, 18.99±6.86 kNU/L) and GSH-
PX (171.82±37.50 U, 23.57±7.19 U) in serum and liver 
tissue increased signifi cantly (P  <0.01). The contents 
of MDA in serum and tissue in GC (8.68±2.32 μmol/L, 
0.97±0.22 μmol/L) was lower than those in GB (10.87
±1.23, 1.38±0.37 μmol/L)(P  <0.01). The fi brosis index 
and α-SMA expression in liver decreased in GC too.

CONCLUSION: BREE plays an anti-fi brogenic role in 
the DMN-induced liver fi brosis of rat by its anti-oxidative 
effect and inhibition on hepatic stellate cells activation.

Key Words: Boschniakia Rossica; Dimethylnitrosamine; 

Liver fibrosis
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in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2005;13(18):2205-2209

摘要
目的：探讨草苁蓉乙醇提取物对二甲基亚硝胺(DMN)



诱导大鼠肝纤维化的治疗作用及其机制．

方法：将健康♂Wistar大鼠35只随机分为空白对照组
(A组)10只，模型组(B组)15只，草苁蓉组(C组)10只．
B、C组每周1-3 d腹腔内注射1% DMN 1 mL/kg体
质量，A组用相同剂量生理盐水代替DMN，4-7 d休
息，共3 wk．造模结束后A组及B组生理盐水10 mL/
kg体质量，C组50 g/L草苁蓉乙醇提取物10 mL/kg体
质量，每日一次灌胃，共4 wk(实验4-7 wk)．实验
第八周第一天从全部实验大鼠采血，取肝组织，分
别检测血清SOD、GSH-PX活性、MDA、HA、PC
Ⅲ、Ⅳ.C含量，肝组织SOD、GSH-PX活性及MDA
含量，并做肝脏组织病理学检查及α-SMA的表达的
检测．

结果：模型组的血清及肝组织S O D(98.58±17.36 
kNU/L，9.99±1.69 kNU/L)、GSH-PX活性(117.37
±45.24 U，12.43±2.99 U)显著低于对照组(129.05
±18.55 kNU/L，19.94±5.87 kNU/L和173.79±
25.76 U，22.66±6.99 U，P <0.01)，MDA含量(10.87
±1.23 μmol/L，1.38±0.37 μmol/L)高于对照组(6.63
±1.05 μmol/L，0.91±0.25 μmol/L，P <0.01)．模型
组血清HA(394.83±103.28 μg/L)、PCⅢ(13.30±1.88 
mg/L)、Ⅳ.C的含量(2.43±1.32 mg/L)也显著高于对
照组(186.54±39.87 μg/L，6.99±1.55 mg/L，1.18
±0.79 mg/L，P <0.01)．草苁蓉组的血清和肝组织
SOD(134.29±21.93 kNU/L，18.99±6.86 kNU/L)，
GSH-PX活性(171.82±37.50 U，23.57±7.19 U)显著
高于模型组(P<0.01)，MDA含量(8.68±2.32 μmol/L，
0.97±0.22 μmol/L)则低于模型组(10.87±1.23，1.38
±0.37 μmol/L)(P <0.01)．草苁蓉组血清HA(115.87±
13.96 μg/L)、PCⅢ(6.67±1.86 μg/L)、Ⅳ.C的含量
(1.62±0.50 mg/L)也低于模型组(P<0.05)．与模型组比
较草苁蓉组的肝纤维化分期程度明显减轻(P <0.01)，
肝组织α-SMA的表达降低．

结论：草苁蓉对DMN所致大鼠肝纤维化有治疗作用,
其机制可能与抗脂质过氧化物作用和抑制肝星状细胞
的激活有关．

关键词：草苁蓉；二甲基亚硝胺；肝纤维化
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0  引言

近年的研究表明，草苁蓉具有清除自由基、抗脂质过

氧化、抗肿瘤、抗炎、增强四氯化碳所致损伤肝枯否

细胞的免疫活性等作用，并对大鼠实验性急性肝损伤

有保护作用[1-3]，但其对肝纤维化有无治疗作用尚未

见研究报告．本实验采用腹腔内注射二甲基亚硝胺的

方法建立大鼠实验性肝纤维化模型，探讨了草苁蓉乙

醇提取物灌胃对大鼠肝纤维化的治疗作用．

1  材料和方法

1.1 动物模型制备及分组 健康Wi s t a r大鼠35只，

♂，体质量180-220 g(延边大学医学院实验动物科提

供)，随机分为3组，空白对照组(A组)10只，模型组

(B组)15只，草苁蓉组(C组)10只．B、C组每周1-3 d

腹腔内注射1% DMN 1 mL/kg体质量，A组用相同剂量

生理盐水代替DMN，4-7 d休息，共3 wk．造模结束

后A组及B组生理盐水10 mL/kg体质量，C组5%草苁蓉

乙醇提取物10 mL/kg体质量，每日一次灌胃[2,3]，共

4 wk(实验4-7 wk)．

1.2 检测指标及方法 实验第8周第一天将所有大鼠用

乙醚麻醉后心脏采血，分离血清，待测SOD、GSH-PX

活性、MDA、HA、PCⅢ、Ⅳ.C含量．采血完毕后立即

处死动物，取肝脏左叶用40 g/L福尔马林固定，做

病理组织学检查及图象分析，其余肝组织留做检测肝

匀浆中SOD、GSH-PX活性及MDA含量．检测血清及肝组

织SOD、GSH-PX及MDA生化试剂盒由南京建成生物工程

研究所生产；血清HA、PCⅢ、Ⅳ.C放免试剂盒均由上

海海研医学生物技术中心生产，在DFM-96型10管放

射免疫γ计数器(日本产)检测．肝组织平滑肌动蛋白

(α-smooth muscle actin，α-SMA)试剂盒由北京中山

生物技术有限公司生产，用免疫组化法检测．肝组织

常规石蜡包埋切片，HE染色，光镜下观察肝脏组织病

理改变．用0.1%天狼猩红苦味酸饱和溶液染色，参照

文献[4]确定肝纤维化分期．

统计学处理 计量资料用方差分析，两样本均数

之间比较用q检验，计数资料用Kruskal-Wallis检验.

2  结果

2.1 各组动物一般情况 实验过程中，B组大鼠死亡7

只，存活的小鼠体质量较A组明显减轻，毛质粗糙，

日进食量明显减少，精神萎靡，动作迟钝．C组大鼠

体质量增长，毛质光滑，进食良好，活泼好动，与A

组相比无明显差别.

2.2 各组动物血清和肝组织SOD、GSH-PX活性及

MDA含量检测结果 如表1所示，模型组的血清SOD、

GSH-PX活性显著低于对照组，MDA含量高于对照组；

但草苁蓉组的血清SOD和GSH-PX活性则显著高于模型

组，MDA含量低于模型组．如表2所示，模型组的肝组

织SOD、GSH-PX活性显著低于对照组，MDA含量高于对

照组；但草苁蓉组的肝组织SOD和GSH-PX活性则显著

高于模型组，MDA含量低于模型组．

2.3 各组大鼠血清HA、PCⅢ及Ⅳ.C含量检测结果 如
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表3所示，模型组血清HA、PCⅢ、Ⅳ.C的含量显著高

于对照组，而草苁蓉组血清HA、PCⅢ、Ⅳ.C的含量则

低于模型组.

2.4 各组大鼠肝脏组织病理学变化 (1)HE染色：光镜

下正常对照组大鼠未见肝细胞变性及坏死，门脉区不

增宽，未见胶原纤维增生．模型组大鼠可见大量肝细

胞变性、坏死，大量胶原纤维增生，伸入到肝实质

中，汇管区周围大量炎症细胞浸润，可见含铁血黄素

颗粒．草苁蓉组大鼠肝细胞变性坏死，胶原纤维增生

及炎症细胞浸润程度较模型组明显减轻;(2)天狼猩红

染色：各组肝纤维化分期如表4所示,草苁蓉组的肝纤

维化程度比模型组明显减轻(P<0.01);(3)α-SMA免疫

组化染色结果：空白对照组肝中央静脉，小血管壁上

可见少量阳性反应，汇管区、胆囊壁周围及肝实质内

为阴性反应(图A)．模型组纤维间隔及汇管区可见大

量的α-SMA阳性细胞，肝实质内也有较多阳性反应(图

B)．草苁蓉组仅在汇管区及纤细的纤维间隔处仅见少

量α-SMA阳性细胞，明显少于模型组(图C)．

3  讨论

肝纤维化是各种急慢性肝病向肝硬化发展的必经阶

段，是肝损伤持续存在，组织发生修复反应时细胞外

基质合成，降解与沉积不平衡而引起的动态病理过

程．阻止这一病理过程的发生和发展对于改善各种病

因的急慢性肝病的预后具有重要意义．因此，开发毒

副作用少，高效的抗肝纤维化药物是肝病临床研究领

域的重大课题．

近年来中药抗肝纤维化的疗效及机制研究令人

瞩目，并已展示良好的应用前景[3-9]．已有的研究提

示，天然中药草苁蓉具有清除自由基、抗脂质过氧

化、抗肿瘤、抗炎、增强四氯化碳所致损伤肝枯否细

胞的免疫活性等作用，并对实验动物的急性肝损伤有

治疗作用[1-3]．本实验通过二甲基亚硝胺诱导的大鼠

肝纤维化模型研究表明，草苁蓉组的肝纤维化分期明

显低于模型组，两组间差异有统计学意义(P<0.01)，

说明草苁蓉对DMN诱导的实验大鼠肝纤维化确有治疗

作用．

表 1  各组大鼠血清SOD、GSH-PX活性及MDA含量检测结果 (mean±SD)

aP<0.01 vs 正常对照组；bP<0.01 vs 模型组. A组(空白对照组)，B组(模型

组)，C组(草苁蓉组). 

                     SOD              GSH-PX                   MDA

                              (kNU/L)           (活力单位/mg蛋白)         (μmol/L)

A组       10        129.05±18.55        173.79±25.76         6.63±1.05

B组         8          98.58±17.36a       117.37±45.24a      10.87±1.23a

C组       10        134.29±21.93b       171.82±37.50b        8.68±2.32b

表 2  各组大鼠肝匀浆SOD、GSH-PX活性及MDA含量检测结果 (mean±SD)

aP<0.01 vs 正常对照组；bP<0.01 vs 模型组. A组(空白对照组)，B组(模型

组)，C组(草苁蓉组). 

                    SOD              GSH-PX                   MDA

                              (kNU/L)           (活力单位/mg蛋白)         (μmol/L)

A组       10         19.94±5.87           22.66±6.99         0.91±0.25

B组         8           9.99±1.69a           12.43±2.99a         1.38±0.37a

C组       10         18.99±6.86b           23.57±7.19b         0.97±0.22b

组别       n 组别       n

A B C

图 1 各组α-SMA免疫组化染色结果(×200)．A：空白对照组；B：模型组；C：草苁蓉组.

表 3  各组大鼠血清HA、PCIII及IV.c含量检测结果 (mean±SD)

aP<0.01 vs 正常对照组；bP<0.01 vs 模型组. A组(空白对照组)，B组(模型

组)，C组(草苁蓉组). 

                                   HA                PCⅢ              Ⅳ.C

                                 (μg/L)                    (mg/L)                   (mg/L)

A组       10       186.54±39.87           6.99±1.55         1.18±0.79

B组         8       394.83±103.28a      13.30±1.88a         2.43±1.32a

C组       10       115.87±13.96b          6.67±1.86b         1.62±0.50b

表 4  各组大鼠肝纤维化分期

Kruskal-Wallis检验，aP<0.01 vs 模型组. A组(空白对照组)，B组(模型组)，

C组(草苁蓉组). 

                                                           纤维化分期

                                       0          1           2           3          4

A组    10      10          0           0           0          0

B组      8        0          2           2           3          1

C组    10        1          7           1           1          0

组别        n 组别              n
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迄今研究的肝纤维化的血清标记物种类较多，其

中HA、PCⅢ及IV.C的检测是比较常用方法[10-14]．本实

验中DMN诱导的肝纤维化模型组血清HA、PCⅢ及IV.C

含量显著升高，而草苁蓉组的HA、PCⅢ及IV.C的含量

则显著低于模型组，从一个侧面提示草苁蓉对DMN诱

导的实验大鼠肝纤维化有抑制作用.

肝细胞受损伤时，通过不同途径使肝星状细胞激

活并转化为肌成纤维样细胞和成纤维细胞，合成大量

的胶原等细胞外基质，并沉积于肝脏而形成肝纤维

化．因此，肝星状细胞的激活是肝纤维化发生、发展

的核心环节．激活的肝星状细胞的特点之一是表达

α-SMA，后者常作为肝星状细胞激活的标记物[15-29]．

本研究中，α-SMA免疫组织化学染色结果显示模型组

大鼠肝组织纤维间隔、汇管区及肝实质内可见大量的

α-SMA阳性细胞，而草苁蓉组大鼠肝组织内α-SMA的
表达明显减少，提示草苁蓉具有抑制肝星状细胞激活

的作用．

研究表明，氧化应激可能是诱导肝星状细胞激活

的重要因素之一[30-40]．本实验结果显示草苁蓉治疗组

血清和肝组织SOD，GXH-PX活性明显高于模型组，MDA

含量则明显低于模型组，提示草苁蓉的抗肝纤维化作

用机制可能还有赖于其抗脂质过氧化物作用，从而抑

制肝星状细胞的激活及胶原的增生．

肝纤维化的发生机制错综复杂，草苁蓉抗肝纤维

化的机制尚不完全清楚，有必要从分子生物学水平进

行更深入的研究．

4      参考文献
1 Piao L, Zhang XW, Jin XZ, Li SH. Effect of Boschniakia rossica 

extract on free radicals in brain of D-galactose induced senile 
rats. Zhong Xi Yi Jie He Xue Bao  2003;1:125-127

2 Yin ZZ, Jin HL, Yin XZ, Li TZ, Quan JS, Jin ZN. Effect of 
Boschniakia rossica on expression of GST-P, p53 and p21 (ras) 
proteins in early stage of chemical hepatocarcinogenesis and 
its anti-inflammatory activities in rats. World J Gastroenterol 
2000;6:812-818

3 李永宇，朴熙绪，尹宗柱，金永日. 草苁蓉乙醇提取物对D-氨
基半乳糖中毒大鼠急性肝损伤的保护作用. 延边大学医学学报  
2001;24:90-94

4 中华肝脏病学会肝纤维化学组. 肝纤维化诊断及疗效评估共识. 
中华肝脏病杂志  2002;10:327-328

5 Pan NS, Li ST, Wang Y, Li MF, Han Z. Therapeutic effect of 
“anti-hepatic-fibrosis 268”on hepatic fibrosis in rats. Sichuan 
DaXue XueBao YiXueBan  2004;35:528-531

6 Yao L, Yao ZM, Weng H, Zhao GP, Zhou YJ, Yu T. Effect of rat 
serum containing Biejiajian oral liquid on proliferation of rat 
hepatic stellate cells. World J Gastroenterol  2004;10:1911-1913

7 Dang SS, Jia XL, Cheng YA, Chen YR, Liu EQ, Li ZF. Inhibitory 
effect of Huangqi Zhechong decoction on liver fi brosis in rat. 
World J Gastroenterol  2004;10:2295-2298

8 Guo SG, Zhang W, Jiang T, Dai M, Zhang LF, Meng YC, Zhao 
LY, Niu JZ. Influence of serum collected from rat perfused 
with compound Biejiaruangan drug on hepatic stellate cells. 
World J Gastroenterol  2004;10:1487-1494

9 He YT, Liu DW, Ding LY, Li Q, Xiao YH. Therapeutic effects and 

molecular mechanisms of anti-fi brosis herbs and selenium on 
rats with hepatic fi brosis. World J Gastroenterol  2004;10:703-706

10 Kojima H, Hongo Y, Harada H, Inoue T, Miyaji K, Kashiwagi M, 
Momose T, Arisaka Y, Fukui H, Murai S, Tokita H, Kamitsukasa 
H, Yagura M, Katsu K. Long-term histological prognosis and 
serum fi brosis markers in chronic hepatitis C patients treated 
with interferon. J Gastroenterol Hepatol  2001;16:1015-1021

11 Lebensztejn DM, Sobaniec-Lotowska ME, Bauer M, Kaczmarski 
M, Voelker M, Schuppan D. Serum fibrosis markers as 
predictors of an antifibrotic effect of interferon alfa in 
children with chronic hepatitis B. Eur J Gastroenterol Hepatol  
2005;17:843-848

12 Serejo F, Costa A, Oliveira AG, Ramalho F, Batista A, De 
Moura MC. Alpha- interferon improves liver fi brosis in chronic 
hepatitis C: clinical significance of the serum N-terminal 
propeptide of procollagen type III. Dig Dis Sci 2001;46:1684-1689

13 Deng L, Zhou Y, Peng X, Deng H, Deng Y, Yao J. Serum markers 
and pathological evaluation in hepatitis fibrosis of chronic 
hepatitis B treated with interferon alpha. Zhonghua GanZangBing 
ZaZhi  2001;9:66-67

14 Weng HL, Cai WM, Liu RH. Animal experiment and clinical 
study of effect of gamma-interferon on hepatic fi brosis. World J 
Gastroenterol  2001;7:42-48

15 Khan MA, Poulos JE, Brunt EM, Li L, Solomon H, Britton RS, 
Bacon BR, Di Bisceglie AM. Hepatic alpha-smooth muscle actin 
expression in hepatitis C patients before and after interferon 
therapy. Hepatogastroenterology  2001;48:212-215

16 Reynaert H, Rombouts K, Jia Y, Urbain D, Chatterjee N, 
Uyama N, Geerts A. Somatostatin at nanomolar concentration 
reduces collagen I and III synthesis by, but not proliferation of 
activated rat hepatic stellate cells. Br J Pharmacol  2005;146:77-88

17 Ding X, Saxena NK, Lin S, Xu A, Srinivasan S, Anania FA. 
The roles of leptin and adiponectin: a novel paradigm in 
adipocytokine regulation of liver fibrosis and stellate cell 
biology. Am J Pathol  2005;166:1655-1669

18 Chen YW, Wu JX, Chen YW, Li DG, Lu HM. Tetrandrine 
inhibits activation of rat hepatic stellate cells in vitro via 
transforming growth factor-beta signaling. World J Gastroenterol  
2005;11:2922-2926

19 Miyazaki T, Karube M, Matsuzaki Y, Ikegami T, Doy M, 
Tanaka N, Bouscarel B. Taurine inhibits oxidative damage 
and prevents fi brosis in carbon tetrachloride- induced hepatic 
fi brosis. J Hepatol  2005;43:117-125

20 Hsu YC, Lin YL, Chiu YT, Shiao MS, Lee CY, Huang YT. Antifi brotic 
effects of Salvia miltiorrhiza on dimethylnitrosamine-intoxicated 
rats. J Biomed Sci  2005;12:185-195

21 Chang XM, Chang Y, Jia A. Effects of interferon-alpha on 
expression of hepatic stellate cell and transforming growth 
factor-beta1 and alpha-smooth muscle actin in rats with 
hepatic fi brosis. World J Gastroenterol  2005;11:2634-2636

22 Yao XX, Jiang SL, Tang YW, Yao DM, Yao X. Effi cacy of Chinese 
medicine Yi-gan-kang granule in prophylaxis and treatment of 
liver fi brosis in rats. World J Gastroenterol  2005;11:2583-2590

23 Li T, Leng XS, Qin ZZ, Song SH, Zhao L, Xiong LF, Peng JR. 
Regulation of hepatic stellate cell activation by interleukin-10/
platelet derived growth factor/mitogen-activated protein 
kinase pathway. Zhonghua GanZangBing ZaZhi  2005;13:35-37 

24 Yoshiji H, Noguchi R, Kuriyama S, Ikenaka Y, Yoshii J, 
Yanase K, Namisaki T, Kitade M, Masaki T, Fukui H. Imatinib 
mesylate (STI-571) attenuates liver fibrosis development in 
rats. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol  2005;288:G907-913

25 Fiorucci S, Antonelli E, Rizzo G, Renga B, Mencarelli A, 
Riccardi L, Orlandi S, Pellicciari R, Morelli A. The nuclear 
receptor SHP mediates inhibition of hepatic stellate cells 
by FXR and protects against liver fibrosis. Gastroenterology  
2004;127:1497-1512

26 Wang X, Tang X, Gong X, Albanis E, Friedman SL, Mao Z. 
Regulation of hepatic stellate cell activation and growth by 
transcription factor myocyte enhancer factor 2. Gastroenterology  
2004;127:1174-1188

2208                        ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2005年9月28日  第13卷  第18期



朴熙绪, 等. 草苁蓉乙醇提取物对二甲基亚硝胺诱导大鼠肝纤维化的治疗作用                                                          2209

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2005 年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                                             • 消息 •

首届北京地坛感染病学术会议
                                                                                   

本刊讯 为庆祝建院 60 周年，北京地坛医院决定于 2006-03-02/04 在北京召开全国性的“首届北京地坛感染病学术会议”，预计全

国的同行 500 人参加这次重要的会议．会议邀请了 40 余位我国德高望重、年富力强的感染病专家作专题学术讲演． 

1 会议征稿内容

这次感染病学术会议征文的内容包括病毒性肝炎、HIV/AIDS、各种传染性疾病和感染性疾病，抗生素的合理使用，也包括新发

/ 复燃的传染病．论文全文和摘要请发到电子信箱：cj@genetherapy.com.cn；或 hy@genetherapy.com.cn．

2 与会专家名单

首届北京地坛感染病学术会议邀请的专题报告专家（按照汉语拼音排序）有：白雪帆，陈智，陈志海，成军，段钟平，窦晓光，

范小玲，高志良，郭利民，侯金林，贾继东，郎振为，李长青，李兰娟，李太生，李兴旺，刘沛，刘庄，伦文辉，毛羽，缪晓辉，

穆毅，宁琴，牛俊奇，任红，施光峰，斯崇文，谭德明，唐红，唐小平，万谟彬，王凤水，王福生，王贵强，王磊，王玲，王宇明，

王宪波，魏红山，魏来，翁心华，谢青，谢雯，谢尧，邢卉春，徐道振，杨东亮，杨钧，袁正宏，赵红心，庄辉

3 联系方式

首届北京地坛感染病学术会议组织委员会主席为成军教授。地址：北京市东城区安外大街地坛公园 13 号，邮编：100011；电话：

010-64481639；传真：010-64481639。Email: cj@genetherapy.com.cn

　　欢迎全国感染病学界的各位专家和同仁来北京参加这次盛会．
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Abstract
AIM: To investigate the migration, distribution and mor-
phological characteristics of dendritic cells (DCs) and 
the expression of chemokines in the mouse models of 
mucosal immune.

METHODS: The distribution and morphological char-
acteristics of DCs in the mouse models were observed 
by light microscopy, immunohistochemical method, and 
in situ hybridization staining. The expression of S-100 
protein, monocyte chemotactic protein-1(MCP-1), 
regulated upon activation, normal T cell expressed and 
secreted chemokine (Rantes), macrophage infl amma-
tory protein-1β(MIP-1β) mRNA and C-C chemokine 
receptor 7(CCR7) mRNA were analyzed.

RESULTS: The in vivo  DCs were mainly located in 
the mesenteric lymph node(MLN), Peyer’s Patch(PP), 
and tissues of gut in the mouse model of mucosal im-
mune. The number of DCs was signifi cantly larger in 
the model group than that in the controls(35.32 ± 3.17 vs 
15.03 ± 1.81, 29.14 ± 2.03 vs  11.35 ± 0.97, 27.96 ± 1.97 
vs  9.86 ± 0.82, P  <0.01). The expression of MCP-1, 
Rantes, MIP-1βmRNA and CCR7 mRNA in the muco-

sal immune mice were signifi cantly increased, and their 
number and area densities were markedly higher than 
those the controls.

CONCLUSION: The in vivo  DCs can migrate and 
gather to the MLN, PP and gut in the mucosal immune 
mice, and the expression of MCP-1, Rantes, MIP-
1βmRNA and CCR7 mRNA are signifi cantly elevated.

Key Words: Dendritic cells; Chemokine; Mucosal im-

mune mouse model

Xie ZJ, He YC, Jiao LM, Liu Y, Liu L. Distribution of dendritic cells 
and expression of chemokines in mouse models of mucosal immune 
in vivo. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(18):2210-2212

摘要
目的：研究小鼠树突状细胞(DC)在体内的迁移、分
布、形态特征及趋化因子的表达情况，探讨趋化因子
在黏膜免疫模型鼠体内的表达及其在DC迁移过程中
的调控作用.

方法：采用光镜、免疫组织化学和原位杂交染色方
法，观察肿瘤模型鼠中D C的分布和形态学特征；
分析S-100蛋白、单核细胞趋化蛋白-1(MCP-1)、
T细胞特异性趋化因子(Rantes)、巨噬细胞炎性蛋白
-1β(MIP-1β)和趋化因子受体7 (CCR7)的表达情况，
并与对照组进行比较．

结果：在黏膜免疫模型小鼠体内的D C主要分布于
肠系膜淋巴结(M L N)、集合淋巴小结(P P )和胃肠
(GUT)，与对照组数量比较有显著差异，(35.32 ± 
3.17 vs  15.03 ± 1.81，29.14 ± 2.03 vs  11.35 ± 0.97，
27.96 ± 1.97 vs  9.86 ± 0.82，P<0.01）其MCP-1，
Rantes，MIP-1β和CCR7表达明显增高，分别与对照
组数密度和面密度比较有显著差异.

结论：在黏膜免疫模型小鼠体内的D C可向肠系膜
淋巴结、集合淋巴小结和胃肠等器官迁移和聚集；
MCP-1，Rantes，MIP-1β和CCR7表达均明显升高．

关键词：树突状细胞；趋化因子；黏膜免疫鼠模型
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0  引言

树突状细胞(dendritic cell，DC)是目前已知功能最

强的专职性抗原递呈细胞，已成为近年来免疫学研究

的热点[1-3]．我们通过观察体内DC在黏膜免疫状态下

的分布和形态学特征，以及趋化因子的表达与DC在体

内迁移过程中的调控关系，从而为进一步研究DC的功

能提供形态学基础，为揭示肠黏膜免疫机制提供理论

依据，从而为经口免疫疫苗和新药的研制和开发提供

广阔前景.

1  材料和方法

1.1 材料 兔抗小鼠S-100蛋白一抗，兔抗小鼠Rantes

一抗，兔抗小鼠MCP-1一抗，羊抗兔SABC免疫组化试

剂盒，MIP-1β原位杂交检测试剂盒及CCR7原位杂交检

测试剂盒，均购自博士德生物工程有限公司．BALB/c小鼠

35只，雌雄各半，体质量18-22 g，周龄6-8 w k，无

菌环境饲养，由中国农业科学院哈尔滨兽医研究所提

供．伤寒杆菌(TH)活菌悬液由哈尔滨医科大学微生物

学教研室提供.

1.2 方法 经适应性无菌饲养3 d后进行第1次免疫，

实验组30只小鼠经口灌入1011个菌/L伤寒杆菌悬液

0.0 004 L，经无菌饲养7 d后，进行第2次灌注，剂

量和方法与第1次相同．对照组(5只)小鼠经口灌入

无菌生理盐水0.0 004 L．第2次灌服后7 d的小鼠即

为黏膜免疫模型鼠[5]．第2次灌服后7 d的30只实验组

小鼠和正常对照组5只小鼠经脱颈椎全部处死，分别

取肠系膜淋巴结、集合淋巴小结、胃和空回肠，经

40 g/L多聚甲醛固定，常规免疫组织化学染色，一抗

采用兔抗小鼠S-100蛋白，兔抗小鼠Rantes，兔抗小

鼠MCP-1．对S-100蛋白免疫组织化学染色切片进行观

察，选择阳性细胞最多处，在5个高倍视野(×132)进

行阳性细胞计数，计算出平均值和标准差．另常规原

位杂交染色，按MIP-1β原位杂交检测试剂盒和CCR7原

位杂交检测试剂盒说明书操作．对MCP-1和Rantes免

疫组织化学染色切片和MIP-1β和CCR7原位杂交染色切

片进行观察，分别随机各抽取20张切片，每张切片随

机取2个高倍视野(×132)，输入图像分析软件处理系

统(北航图像中心)，在显示器的图片中分别统计其数

量分布(数密度)和所占的面积(面密度)，分别计算数

密度和面密度平均值和标准差.

统计学处理 经t检验统计学处理.

2  结果

2.1 黏膜免疫模型鼠体内DC的分布 经S-100蛋白免疫

组织化学染色，可见被染成棕黄色的DC在肠系膜淋巴

结(MLN)内主要分布于髓窦和副皮质区，DC的胞质和

突起着色明显，细胞似圆形，细胞表面可见刺状突

起．DC在集合淋巴小结(PP)内散在于淋巴小结中，DC

的胞质和突起被染成棕黄色．在胃肠(GUT)内DC主要

存在于黏膜层和黏膜下层．黏膜层内可见散在分布的

胞体较小的DC．在实验组S-100蛋白表达数量明显增

多，分别与对照组比较，有显著差异(P<0.01，表1).

2.2 MCP-1的表达免疫组织化学染色显示 MCP-1主要

表达于DC、淋巴细胞和巨噬细胞．在肠系膜淋巴结

(MLN)，MCP-1主要分布于副皮质区和髓窦内，阳性

表达细胞被染成棕黄色，数量较多；在集合淋巴小结

(PP)，分布于圆顶区，阳性表达细胞散在于圆顶区上

皮细胞之间；在胃肠，主要分布于黏膜层和黏膜下

层，于黏膜层和黏膜固有层可见阳性表达细胞．黏膜

免疫状态下，MCP-1表达明显增高，分别与对照组比

较，分布数密度(面密度)有显著差异(P<0.01，表2).

2.3 Rantes的表达免疫组织化学染色显示 Rantes主要

表达于DC、淋巴细胞和巨噬细胞．在肠系膜淋巴结

(MLN)，Rantes主要分布于副皮质区和髓窦内．阳性

表达细胞散在分布于淋巴结内，数量较多；在集合淋

巴小结(PP)，分布于圆顶区．阳性反应细胞主要分布

于上皮细胞之间，呈星形；在胃肠(GUT)，主要分布

在黏膜层和黏膜下层．阳性反应细胞散在分布于黏膜

层上皮细胞之间．Rantes在实验组MLN、PP和GUT中表

达明显增高，在对照组极少表达，二者分别比较，分

布数密度(面密度)有显著差异(P<0.01，表2).

2.4 MIP-1βmRNA的表达原位杂交染色显示 M I P-
1βmRNA主要表达于DC、淋巴细胞和巨噬细胞．在肠

系膜淋巴结(MLN)，MIP-1βmRNA主要分布于副皮质区

和髓窦内．阳性表达细胞数量较多，较广泛地分布于

淋巴结内；在集合淋巴小结(PP)，阳性反应细胞存在

于圆顶区；在胃肠(GUT)，主要分布于黏膜层和黏膜

下层．于黏膜下层可见数量较多的阳性表达细胞．MIP-

1βmRNA在黏膜免疫状态下表达明显增高，分别与对照组

比较，分布数密度(面密度)有显著差异（P<0.01，表2）

2.５ CCR7mRNA 的表达原位杂交染色显示 CCR7m-
RNA主要表达于DC、淋巴细胞和巨噬细胞．在肠系膜

淋巴结(MLN)，CCR7m R N A主要分布于副皮质区和髓

窦．在副皮质区内有数量较多的散在分布的阳性反应

细胞；在集合淋巴小结(PP)，存在于淋巴小结和圆顶

区．阳性反应细胞散在于淋巴小结内及血管周围，数

量较多；在胃肠(GUT)，阳性反应细胞主要分布于黏

膜层和黏膜下层，数量多，分布广泛．CCR7mRNA在黏

分组                        PP                           GUT

实验组b                     35.32 ± 3.17b       29.14 ± 2.03b           27.96 ± 1.97b

对照组        15.03 ± 1.81   11.35 ± 0.97    9.86 ± 0.82

bP < 0.01 vs  对照组.

表 1  黏膜免疫模型鼠体内DC的数量比较 (mean±SD)



2212                             ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R               世界华人消化杂志     2005年9月28日    第13卷   第18期

MCP-1，Rantes特别是CCR7的高表达，将为树突状细

胞抗感染治疗提供一个新的方向，同时也为开发新的

疫苗和免疫因子治疗提供依据．
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膜免疫状态下于实验组MLN、PP和GUT中强阳性表达，

对照组表达较弱，两者比较，分布数密度(面密度)有

显著差异(P<0.01，表2)．

3  讨论

DC是一组形态、结构和功能异质性的专职的抗原递呈

细胞，广泛分布于血液、肝脏、脾脏、淋巴结及其他

非淋巴组织[4]．谢遵江 et al [5-7]在成功建立黏膜免

疫鼠模型的基础上，对上皮内、黏膜固有层、集合淋

巴小结和肠系膜淋巴结内淋巴细胞进行研究，提出

在抗原诱导下，淋巴细胞可向上皮内、黏膜固有层、

集合淋巴小结和肠系膜淋巴结内迁移．Henderson et 

al [8]报道细菌感染可激活DC并使DC成熟，这种激活作

用明显有利于DC的迁移和抗原的递呈[9-12]．我们通过

S-100蛋白免疫组织化学染色，观察到实验组肠系膜

淋巴结、集合淋巴小结和胃肠内DC的数量比对照组明

显增多(P<0.01)，因此证明了在抗原刺激诱导下，体

内的DC有向淋巴组织和非淋巴组织迁移和聚集特性的

结论．趋化因子和趋化因子受体在树突状细胞迁移和

集聚中起着关键性作用。在炎症介质诱导下，MIP-

1β, MCP-1和Rantes表达上调．MIP-1β和Rantes在趋

化成熟DC进入淋巴器官T细胞区的关键作用，在SLC缺

陷鼠中进一步得到证实[13]，在这种模型鼠中，DC经皮

下注射和接触致敏均不能在淋巴器官聚集，因而提示

MIP-1β和Rantes有趋化DC迁移和聚集的作用[14,15].我

们观察到趋化因子MIP-1β，MCP-1，Rantes和CCR7在

黏膜免疫模型鼠中表达明显增高，与对照组比较有显

著差异(P<0.01)．提示这些趋化因子有趋化DC向淋巴组

织和非淋巴组织迁移和集聚的作用，同时也表明，DC

在成熟和迁移过程中，这些趋化因子的表达上调．

　　总之，在D C迁移过程中，M I P-1β, M C P-1, 

Rantes和CCR7表达增高，提示这些相关因子在DC迁移

过程中，起关键性的调控作用．因此，促进MIP-1β, 

bP < 0.01 vs  对照组.

 分  组                                                        MLN                                                  PP                                                      GUT

MCP-1      实验组       

                  对照组

Rantes       实验组     

                  对照组

MIP-1β     实验组      

                  对照组

CCR7         实验组     

                  对照组 

表  2 黏膜免疫模型鼠MCP-1，Rantes，MIP-1β，CCR7表达数密度 (面密度) (mean±SD)

2.57 ± 0.37 (2.13 ± 0.25)b                     1.89 ± 0.83 (1.58 ± 0.79)b                                 3.10 ± 0.47 (1.71 ± 0.81)b

0.51 ± 0.19 (0.37 ± 0.06)                      0.41 ± 0.16 (0.27 ± 0.05)                                   0.74 ± 0.19 (0.41 ± 0.07)

2.19 ± 0.26 (1.92 ± 0.88)b                     1.01 ± 0.49 (0.78 ± 0.21)b                                                          1.29 ± 0.51 (0.77 ± 0.23)b

0.38 ± 0.07 (0.29 ± 0.06)                      0.13 ± 0.04 (0.08 ± 0.07)                                   0.27 ± 0.05 (0.07 ± 0.03)

2.03 ± 0.31 (1.66 ± 0.71)b                     0.98 ± 0.18 (0.76 ± 0.21)b                                                          3.48 ± 0.53 (3.17 ± 0.49)b

0.53 ± 0.29 (0.28 ± 0.07)                      0.19 ± 0.06 (0.08 ± 0.01)                                   0.81 ± 0.22 (0.74 ± 0.17)

5.81 ± 2.01 (4.63 ± 0.82)b                     3.79 ± 0.66 (3.64 ± 0.63)b                                  2.78 ± 0.44 (2.17 ± 0.41)b

1.01 ± 0.27 (0.92 ± 0.21)                      0.73 ± 0.11 (0.64 ± 0.13)                                   0.50 ± 0.07 (0.49 ± 0.19)   
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Abstract
AIM: To explore the role of celecoxib, a selective 
COX-2 inhibitor, in the proliferation of human gastric 
carcinoma cells SGC7901, and to investigate the rela-
tionship between cell proliferation and the expression 
of extracellular signal-regulated kinase 2 (ERK2).

METHODS: The cell proliferation of SGC7901 cells 
was measured by MTT assay, and the apoptoticsis rate 
of the cells was examined by TUNEL staining method 
and flow cytometry. The expression of phosphated 
ERK2 was detected by immunohistochemistry and 
quantifi ed measured by image analysis systems.

RESULTS: Celecoxib inhibited the proliferation of 
SGC7901 gastric carcinoma cells and the expression 
of phosphated ERK2, as well as induced the apoptosis 
of the SGC-7901 cells in a dose-dependent manner. 
The growth inhibitory rates of SGC-7901 cells treated 
with 10, 20, 40, 80 and, 160 μmol/L celecoxib for 48 h 
were 9.8%, 30%, 58.9%, 76.3%, and 88.3%, respec-
tively. The SGC7901 cells presented typical morpho-
logical features of apoptosis by TUNEL staining. By 

flow cytometry, the apoptosistic rates of SGC-7901 
cells (4.23 ± 0.81%, 15.50 ± 2.10%, 24.35 ± 2.32%, 
31.52±3.64%, and 45.82±5.92% for 10, 20, 40, 80 
and 160 μmol/L celecoxib, respectively) were signifi-
cantly higher than those inof the control group(1.85  ±
0.31%, P  <0.01). The optical density value of ERK2 of 
SGC7901 cells (10, 20, 40, 80 and 160 μmol/L cele-
coxib: 2.96 ± 0.24, P >0.05; 2.56 ± 0.24, P <0.05; 2.04 ± 
0.20, P <0.01; 1.68 ± 0.16, P <0.01; 1.52 ± 0.09, P <0.01) 
were signifi cantly lower than that ofi n the control group 
(3.32 ± 0.28). 

CONCLUSION: Celecoxib can inhibit the growth and 
induce the apoptosis of SGC7901 cells, and its mecha-
nism may and induce the cell apoptosis. This effect 
may relate to the inhibition of ERK2 kinase signaling 
pathway.

Key Words: Celecoxib; Extracellular signal-regulated 

kinase 2; Gastric adenocarcinoma cells SGC7901

Zhang Y, Jiang MD, Zeng WZ, Xu H, Xiong BJ,  Weng M. 
Effects of celecoxib on cell proliferation and ERK2 expression 
of ERK2 in gastric cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2005;13(18):2213-2216

摘要
目的：观察选择性环氧合酶-2抑制剂塞来昔布对胃癌
细胞株SGC7901增殖的影响，及细胞增殖与细胞外信
号调节激酶2 (ERK2) 表达的关系.

方法：M T T法检测塞来昔布对胃癌细胞生长的影
响；TUNEL法及流式细胞仪检测细胞凋亡率；免疫
组化(SP法)检测细胞磷酸化ERK2表达，图像分析系统
计量．

结果：塞来昔布呈剂量依赖方式抑制胃癌细胞的生
长，诱导细胞凋亡，抑制胃癌细胞磷酸化ERK2表
达．塞来昔布10，20，40，80，160 μmol/L作用48 h
后其胃癌细胞生长抑制率分别为9.8%，30%，58.9%，
76.3%，88.3%；TUNEL染色显示胃癌细胞具有典型
的凋亡细胞形态学特征；流式细胞仪显示胃癌细胞凋
亡率(4.23 ± 0.81%，15.5 ± 2.1%，24.35 ± 2.32%，
31.52 ± 3.64%，45.82 ± 5.92%)显著高于对照组(1.85± 



0.31%，P<0.01)；其磷酸化ERK2平均吸光度(2.96± 0.24，
P >0.05；2.56±0.24，P <0.05；2.04±0.20，P <0.01；
1.68 ± 0.16，P<0.01；1.52 ± 0.09，P<0.01)显著低于
对照组(3.32 ± 0.28).

结论：塞来昔布抑制胃癌细胞增殖并诱导细胞凋亡，
这可能与其抑制ERK2信号传导通路有关．

关键词：塞来昔布；细胞外信号调节激酶2；胃癌细胞株

SGC790
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0  引言

非甾体类抗炎药(N S A I D)可降低胃肠道肿瘤的发生

率[1]. NSAID抗肿瘤作用的机制除了与其抑制环氧合

酶-2(cyclooxygenase-2，COX-2)活性有关外，还通

过其它途径发挥抗肿瘤作用[2-5]．细胞外刺激引起细

胞反应是通过细胞内信号传导途径来实现的，细胞

外信号调节激酶(extracellular signal-regulated 

kinase, ERK)是分裂原活化蛋白激酶(mitogen acti-

vated protein kinases，MAPK) 信号传导通路家族

成员之一，参与细胞外信号传递至细胞核的过程，与

细胞的增殖、分化及肿瘤的发生有关．关于NSAID对

胃癌细胞ERK信号传导通路的影响目前报道很少．为

此,我们观察了选择性COX-2抑制剂塞来昔布(cele-

coxib)对人胃癌细胞株SGC7901的增殖、凋亡作用及

其对磷酸化ERK2表达的影响如下.

1  材料和方法

1.1 材料 人胃腺癌细胞株SGC7901由第三军医大学西

南医院消化实验室惠赠．RPMI1640培养液、SP试剂

盒购自北京华美公司；小牛血清，MTT购自Gibco公

司, 二甲基亚砜(DMSO)购自Sigma公司，塞来昔布购

自安徽合肥森瑞公司，TUNEL试剂盒购自武汉博士德

公司，美国Image-Pro Plus专业图像软件分析系统. 

胃癌细胞株SGC7901常规培养于含100 mL/L小牛血清, 

1×105 U/L青霉素及链霉素的RPMI1640培养液中，置

于37℃，50 mL/L CO2培养箱内培养.

1.2 方法 取对数生长期的SGC7901细胞按每孔4×103

个细胞接种于96孔板中，24 h后换液，加入不同浓度

的塞来昔布，终浓度分别为10，20，40，80，160 μmol/L；
继续培养48 h,每一浓度点重复3孔,每孔加入5 g/L 

M T T液20 μL，37℃孵育4 h后弃去上清液，每孔加

入DMSO 150 μL，轻轻振荡10 min，使结晶物充分溶

解，在570 n m波长酶联免疫检测仪上测定各孔吸光

度A值，并计算细胞增殖抑制率(%)=(1-实验组平均A值

/对照组平均A值)×100%．设只加等体积溶剂DMSO的

对照组．另取对数生长期细胞以1×108/L密度按种于

6孔板中，掊养24 h后加入不同浓度塞来昔布(剂量

同MTT法)，48 h后按TUNEL试剂盒说明操作．凋亡指

数计算方法: 在高倍视野(400×)下, 随机选5个视

野, 分别计数200个细胞及其中的凋亡细胞数．凋亡

指数=凋亡细胞数/总细胞数×100%．以上试验重复3

次．再取不同浓度塞来昔布作用SGC7901细胞48 h后

的各组细胞，用700 mL/L冷乙醇1.5 mL固定1 h，PBS

漂洗混匀细胞，加入含RNA酶A的碘化吡啶染料，避光

1 h，上机检测细胞周期．以上实验重复3次，取其平

均值．再取不同浓度塞来塞布作用SGC7901细胞48 h

后的各组细胞(细胞数≥1×106)细胞爬片，PBS洗后

950 mL/L乙醇固定30 min, 采用常规SP法, 细胞爬片

依次用5 mL/L H2O2/甲醇 30 min，正常羊血清室温封

闭15 min，滴加一抗，37℃孵育2 h，滴加生物素化

二抗37℃孵育15 min，滴加SP复合物37℃ 15 min，

DAB显色，苏木精复染、脱水、透明、封片，光镜下

观察，图像分析仪分析，用平均吸光度表示P-ERK相

对表达量．以上实验重复3次，取其均值．

统计学处理 实验数据采用SPSS10.0统计分析软

件进行t检验，所有数值以mean±SD表示，P<0.05为

有统计学意义.

2  结果

2.1 MTT结果 塞来昔布能明显抑制胃癌细胞增殖，

呈剂量依赖性．0，10，20，40，80，160 μmol/L塞
来昔布对胃癌细胞的抑制率分别为0%，9.8%，30%, 

58.9%，76.3%，88.3%.

2.2 塞来昔布对胃癌细胞凋亡的影响　TUNEL染色显

示塞来昔布作用于胃癌细胞48 h后，见典型的凋亡细

胞，现为细胞体积缩小、核固缩深染、凋亡小体形

成(图1)．10，20，40，80，160 μm ol/L塞来昔布作用48 h

后胃癌细胞凋亡指数分别为(3.2±0.8)%，(13.0±2.1)%，

(21.5±2.2)%，(29.2±3.8)%，(45.8±4.7)%，较对照组

(0.5±0.3)%显著增加(P<0.01)，提示塞来昔布呈剂

量依赖方式诱导胃癌细胞SGC7901凋亡.

2.3 胃癌细胞周期 随药物剂量的增加，细胞凋亡率明

显增加，与TUNEL染色结果相近；对细胞周期分布的表

现为G0/G1期细胞比例增高，S期细胞比例降低(表1).

2.4 胃癌细胞磷酸化ERK2　胃癌细胞磷酸化ER K2表

达主要定位于细胞核内，细胞质有少量表达，染成棕

黄色(图2)．10，20，40，80，160 μm ol/L塞来昔布作用

48 h后其胃癌细胞磷酸化E R K2的平均吸光度分别为

2.96±0.24(P>0.05)，2.56±0.24(P<0.05)，2.04±0.20 

(P<0.01)，1.68±0.16(P<0.01)，1.52±0.09(P<0.01)，显著
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低于对照组3.32±0.28，随着塞来昔布剂量增加，其

核内磷酸化ERK2表达逐渐减少．说明塞来昔布能抑制

胃癌细胞ERK2磷酸化，阻止其向核内移位．

3  讨论

NSAID能使结肠癌的发生率降低40-50%[1]．NSAID的作

用靶点—COX-2在胃癌有较高表达[6-10]，NSAID能抑制

体外培养的胃癌细胞COX-2的表达及细胞增殖[11,12], 

抑制裸鼠胃癌原位移植瘤的生长[13,14]，对化学致癌剂

诱导的大鼠胃癌具有化学预防作用[15,16]．NSAID可能

通过抑制COX-2活性的途径发挥抗肿瘤作用．塞来昔

布是一种高选择性COX-2抑制剂．NSAID抑制胃癌细胞

生长与其诱导细胞凋亡有关[17-20]．我们首先用TUNEL

法显示塞来昔布作用胃癌细胞后可见大量凋亡细胞出

现，流式细胞仪分析显示塞来昔布可将细胞阻滞在G0/

G1期，并诱导细胞凋亡，10，20，40，80，160 μm ol/L塞来

表1  塞来昔布对胃癌细胞周期及凋亡的影响

μmol/L　                          凋亡率                                G0/G1                                     S                                         G2/M

    0           

  10 

  20         

  40         

  80         

160         

  1.85 ± 0.31                                 45.43 ± 2.81                       43.51 ± 5.35                                     11.06 ± 1.02

  4.23 ± 0.81b                                48.53 ± 2.79                       41.56 ± 4.76                                       9.91 ± 0.95

15.50 ± 2.10b                                                       56.68 ± 3.84a                       35.48 ± 3.96                                       7.84 ± 1.01

24.35 ± 2.32b                                65.40 ± 5.53b                               28.23 ± 3.67a                                      6.37 ± 0.89

31.52 ± 3.64b                                70.98 ± 5.58b                               24.16 ± 2.45b                                      4.86 ± 0.75

45.82 ± 5.92b                                74.90 ± 6.65b                               21.95 ± 1.82b                                      3.15 ± 0.82

bP <0.01 , aP<0.05 vs  0 mmol/L.

图 1  塞来昔布组胃癌细胞凋亡 (TUNEL X400) A: 40 μmol/L B: 160 μmol/L.

昔布作用于胃癌细胞24 h后，凋亡率分别为4.23%，

15.50%，24.35%，31.52%，45.82%，呈剂量依赖性．

因此，塞来昔布对胃癌细胞的抑制作用可能与其诱导

细胞凋亡有关．郑文斌 et al [21]还发现高浓度塞来昔

布对胃癌多药耐药细胞亦有明显抑制生长的作用.

   然而NSAID类药物可以在完全缺乏COX活性的细胞

中发挥抗增殖作用，说明NSAID尚有独立于环氧合酶

的其它途径参与对胃癌细胞的抑制作用[22,23]．ERK位

于胞质，激活后发生磷酸化转位至胞核[24,25]，调节转

录因子如NF-κB，AP-1的活性，产生细胞效应．ERK

通路上调与胃黏膜细胞的增殖和转化有关，与胃癌的

发生、TMN分期、淋巴结转移相关[26-29]．NSAID抑制胃

癌细胞生长作用是否与ERK途径有关的问题值得探讨. 

我们采用免疫组化方法显示磷酸化ERK2主要分布在细

胞核内，胞质有少量表达．定量分析显示塞来昔布能

使胃癌细胞磷酸化ERK2表达减少，呈剂量依赖性．提
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图 2  胃癌细胞磷酸化ERK2表达 (SP X400)  A: 对照组 ;  B: 80 μmol/L塞来昔布.
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示塞来昔布能阻断ERK2磷酸化，从而阻断细胞外信

号向细胞内传递，达到抑制胃癌细胞增殖的作用．

Husain et al [30]发现两类NSAID都明显抑制ERK2活

化．因此我们认为塞来昔布可能通过抑制MAPK(ERK2)

途径来抑制人胃癌细胞株SGC7901的增殖和生长，发

挥其防癌、抗癌作用．陈波 et al [31]发现PD098059

可能通过抑制MAPK的活性，抑制胃癌细胞增殖，对长

春新碱诱导MGC803细胞的凋亡具有协同作用．因此，

MAPK(ERK)可能成为胃癌治疗的一个新的靶点，塞来

昔布对COX-2有很高的选择性，其COX-1 IC50与COX-

2 IC50的比值为375，在临床应用有较高的安全性．塞来

昔布于2000年被美国食品药品管理局首次批准用于家

族性息肉病的治疗．国内已有塞来昔布用于预防胃癌的

实验研究报道[15-16]．进一步深入研究COX-2抑制剂抗肿

瘤的机制，可为临床开辟新的抗癌手段提供理论依据.
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Abstract
AIM: To investigate the growth inhibitory and apoptosis 
inducing effects on hepatocellular carcinoma Bel-7402 
cell line by serum from rabbit fed with Yiqi Huoxue 
Ruanjian Jiedu decoction(YHRJ decoction) .

METHODS: Serum was collected from New Zealand 
rabbits fed with YHRJ decoction , and used for Bel-7402 
cell culture. Cell growth inhibition was assayed by MTT 
method. Invert, fluorescence, and laser microscopes 
were applied to examine cell morphology. Cell cycle 
and apoptosis were detected by annexinV and prop-
idium iodide (PI) double staining and fl ow cytometry.

RESULTS: Serum from YHRJ-fed rabbits suppressed 
Bel-7402 cell growth. The inhibitory rate was 49.1%, 
when 20% serum was added to the culture. Typical 
apoptosis of morphological changes were also ob-

served in YHRJ  serum treated cells. The G0/G1 arrest 
and apoptosis peak were shown by flow cytomety.
Early, medium/late-term apoptosis was detected by 
annexinV-PI double staining.

CONCLUSION: YHRJ decoction  containing serum can 
inhibit growth and induce apoptosis of Bel-7402 cells.

Key Words: Yiqi Huoxue Ruanjian Jiedu decoction ; 
Hepatocellular carcinoma; Bel-7402 cells

Li DT, Shun GZ, Pei YX, Qi X, Li J, Ling HS. Growth inhibitory 
and apoptosis inducing effect on hepatocellular carcinoma Bel-7402 
cell line by serum from rabbit fed with Yiqi Huoxue Ruanjian Jiedu 
decoction . Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(18):2217-2221

摘要
目的：研究益气活血软坚解毒(YHRJ)含药血清对人肝
癌细胞系Bel-7402生长抑制及诱导凋亡作用.

方 法 ： 将 Y H R J 含 药 血 清 作 用 于 人 肝 癌 细 胞 系
Bel-7402细胞，应用MTT检测对肝癌细胞生长抑制作
用，倒置显微镜、荧光显微镜、激光共聚焦扫描显微
镜等影像学方法观察细胞形态学变化，以及PI染色单
染、AnnexinV-PI双染后，流式细胞术检测对细胞周
期影响及诱导细胞凋亡程度.

结果：MTT法检测结果显示：YH RJ含药血清具有抑
制Bel-7402肿瘤细胞生长作用(其中20%YHRJ等效剂量
抑制率49.1%,与NS比，P <0.01)；荧光显微镜及激光共
聚焦显微镜可观察到典型的凋亡形态学变化．流式细胞
术检测结果，细胞周期出现G0/G1期阻滞，并出现典型
的凋亡峰，AnnexinV- PI双染法检测到早期及中晚期细
胞凋亡.

结论：YHRJ含药血清有抑制人肝癌细胞系Bel-7402
细胞生长并有诱导细胞凋亡作用.

关键词：益气活血软坚解毒; 肝癌; Bel-7402细胞
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0  引言

益气活血软坚解毒法是导师孙桂芝教授在临床上治疗

原发性肝癌的重要治则治法，以往相关的研究结果表

明，该法具有抑制荷H22瘤小鼠肿瘤生长及促进人肝

癌细胞系Bel-7402细胞凋亡作用[1,2]．为了深入研究

其作用机制，我们拟从体外培养细胞的血清药理学实

验方面，从细胞分子水平研究其作用特点.

1  材料和方法

1.1 材料 新西兰大白兔12只，♀，体重2.45-2.7 kg，购于

中国药品及生物制品检定所，对数生长期的Bel-7402

细胞，由中国中医研究院广安门医院提供．益气活血

软坚解毒(YHRJ)方水煎剂：组方为生黄芪、炒白术、

田三七、水红花子、藤梨根、凌霄花、炮山甲、白花

舌蛇草、半枝莲，常规水提取，生药浓度3.4 kg/L，

4℃保存备用．YHRJ含药血清的制备． 健康新西兰大

耳白兔12只，随机分为NS、YHRJ等效剂量(约为人用

量的5倍)、YHRJ高剂(约为人用量的10倍)3组，每组

4只，8:00、14:00点各给药1次，中药每只每次稀释

成10 mL灌喂，重复给药5次，末次给药前12 h禁食不

禁水，末次给药后1-1.5 h之内分别从耳中央动脉无

菌采血10 mL，室温静置2 h，冷冻离心机1500 r/min

离心10 m i n，吸取血清，56℃30 m i n灭活, 22 μm
针式微孔滤膜过滤，-20℃冰箱保存备用．顺氯氨铂

(DD P)：山东齐鲁制药厂产品．RPM I1640完全培养

液：RPMI培养干粉(GIBCO)内含2 mmol/L谷氨酰胺，

青霉素100 k U/L、链霉素100 m g/L，应用时加入

100 mL/L灭活的小牛血清．四甲基偶氮唑盐(MTT)、

碘化丙啶(PI)、RNAA酶、吖啶橙(AO)：美国Sigma公

司产品．AnnexinV-FITC试剂盒：北京宝赛生物技

术有限公司生产．全自动酶标仪(Microplate AUTO 

Reader)EL311：美国BioTek公司产品．BH2-RFC落射

式荧光显微镜：Olympus公司产品．激光共聚焦扫描显

微镜(Radiance2000)：美国BioRad公司产品．FACSort

流式细胞仪(FCM)：美国Becton-Dicknson公司生产.

1.2 方法 

1.2.1 YHRJ含药血清对人肝癌细胞系Bel-7402生长

抑制作用(MTT法)的表达 处于对数生长期的人肝癌

细胞Be l-7402经2.5 g/L胰酶消化后，接种于96孔

板中，每孔100 μL(1×108/L)，孵育24 h，分组为

NSD、NSG、YHRJDD、YHRJDG、YHRJGD、YHRJGG、DDP 

7组，分别加入生理盐水兔血清至终浓度为100 m L/L、

200 mL/L、RHRJ等效剂量兔血清至终浓度为100 mL/L、

200 mL/L、RHRJ高剂量兔血清至终浓度为100 mL/L、

200 mL/L、DDP 2 mg/L，另设对照组单纯加入培养

液100 μL、设培养液空白孔，每组复孔为6个，置

于37℃，50 m L/L湿化的C02培养箱中孵育72 h后，

沿培养孔边缘轻轻吸出上清100 μL，加入MT T储液

10 μL  l(5 g/L)，继续培养4 h，加入二甲基亚砜

(DM S O)100 μL，震荡器轻微震荡后，用EL311型全

自动酶标仪测其A值，测定波长570 n m，参考波长

630 n m，计算对细胞的抑制率(％)={(对照组平均A值-空

白组平均A值)-(药物平均A值-空白组平均A值)}÷(对

照组的平均A值-空白组平均A值)×100%.

1.2.2 影像学观察方法[3,4]  处于对数生长期的人肝癌

细胞Bel-7402细胞，经2.5 g/L胰酶消化后，分瓶，

传代细胞处于对数生长期时分组为NSD、NSD+DDP、

YHRJDD、YHRJDD+DDP、YHRJGD、YHRJGD+DDP6组，

加血清如1.2.1，加D D P各组D D P终浓度为4.5 m g/

L，50 m L/L湿化的C02培养箱中孵育．P B S液离心

洗涤1次，取少量细胞涂片，速入950 m L/L冷乙醇

固定10-15 m i n，稍干；10 g/L醋酸酸化30 S，

0.1 g/L A O染色8 mi n；PBS液(pH4.8)洗涤1 mi n

后，0.01 mol/L CaCl2分化2 min，再入3个含PBS

液(p H4.8)的染色缸洗3次，每次数秒；PB S液临时

封固，置荧光显微镜观察，蓝光激发，照相.另染

色方法同A O染色，置激光共聚焦扫描显微镜观察
[5]，蓝光激发(B，488 n m)，阻挡滤片530/30 B p，

63 0 / 3 0  B p，发射波长515  n m ( D N A ,绿光)、

630 nm(RNA,红光)；采用该仪器的双染色样品扫描分

析软件分析，照相.

1.2.3 YHRJ含药血清对人肝癌细胞系Bel-7402细胞周期

影响及凋亡诱导[6]  传代细胞处于对数生长期时分组为

NSD、NSG、YHRJDD、YHRJDG、YHRJGD、YHRJGG6组，

加血清如1.2.1,分别于孵育12，24，48，72 h时处

理细胞，0.1 mol/L PBS液离心洗涤(1 000 r/min，

5 min)2次后，加入700 mL/L冷乙醇4 mL，40℃固定

24 h．检测前弃去乙醇，PBS液离心洗涤2次，加入

RNA A酶(20 mg/L)及PI(50 mg/L)混合染液1 mL，4℃

避光染色30 min．350目尼龙筛网过滤，调整瘤细胞

浓度1×108/L，FACSort流式细胞仪检测，计算出DNA

含量，得出细胞周期(G0/G1,S,G2+M)的百分比和凋亡

细胞的比例．处理细胞同1.2.2,于孵育24h时处理细

胞．将培养液倒入5 mL离心管，加入2.5 g/L的胰酶

消化，加入原培养液，混合后，1 000 r/min 4℃离

心10 min，弃上清．加入冷PBS 1 mL，轻轻震荡使

细胞悬浮．1 000 r/min 4℃离心10 min，弃上清，

重复上述步骤两次．将细胞重悬于200 μL Binding 

Buffer.加入AnnexinV-FITC 10 μL和PI5 μL，轻轻

混匀，避光室温反应15 mi n或4℃反应30 mi n.加入

Binding Buffer 300 μL，立即流式细胞仪分析．

2  结果

2.1 YHRJ含药血清对人肝癌细胞系Bel-7402生长抑
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茂密，整个结构形态充满，自核边缘至核中央荧光强

度逐次递强，完整无损.各加药组细胞形态不规则，

荧光强度分布不均，大面积出现荧光强度减低，各组

均能发现细胞凋亡表现，以各加DDP组最为明显，单

纯中药组以YHRJGD最为明显(图2).

2.3 YHRJ含药血清对人肝癌细胞系Bel-7402细胞周期

影响及凋亡诱导 在12 h点上，与NS组相比，各加药

组出现G0/G1期阻滞，以YHRJDD最为明显，未出现细胞

凋亡现象．在24 h点上，各中药组均出现不同程度的

细胞凋亡现象，以YHRJGD最为明显，为16.18%，并出

现明显G0/G1期阻滞．在48 h点上，各加药组仍有一定

数量凋亡细胞，以YHRJGG最高，为15.54%，但总体趋

势减低．在72 h点上，凋亡细胞数量明显减少，但仍

有G0/G1阻滞现象，由于此时出现细胞饥饿现象，NSD

开始出现部份细胞凋亡(表2，图3).YHRJDD及YHRJGD

组24 h点早期凋亡率并不高，但中晚期凋亡数量较

高，因此凋亡总数比NS组高，有显著差异(P<0.001).另

外，中药加DDP比单纯用DDP凋亡总数明显增高，差异显

著(P<0.001)，显示中药与DDP的协同作用(表3，图4).

3  讨论

细胞凋亡是中药作用机制研究的热门课题，也是中药

抗癌的主要作用机理[7,8]．李杰 et  al [2]研究发现，

以益气活血软坚解毒为组方的肝康冲剂可阻止肝癌细

胞系Bel-7402细胞G0/G l期进入S期，24 h即有细胞分

表1 MTT法测定YHRJ含药血清对人肝癌细胞系Bel-7402体外生长抑制

分组                   药物剂量                                 A值                    抑制率(%)

空白对照     100 mL/L 胎牛血清                        0.0955 ± 0.0072    

对照            100 mL/L 胎牛血清                        0.4548 ± 0.123     

NSD            100 mL/L NS 兔血清                      0.3803 ± 0.0848     20.73

NSG            100 mL/L NS 兔血清                      0.3795 ± 0.1276     16.56

YHRJDD     100 mL/L YHRJ 等效剂量兔血清    0.3510 ± 0.1322     22.82

YHRJDG     200 mL/L YHRJ 等效剂量兔血清    0.2317 ± 0.0592     49.06b

YHRJGD     100 mL/L YHRJ 高剂量兔血清       0.2028 ± 0.0189     19.86

YHRJGG     200 mL/L YHRJ 剂量兔血清           0.2270 ± 0.0509     28.51

DDP            100 mL/L 胎牛血清+DDP              0.1402 ± 0.0084     69.18b

bP<0.01 vs NSD组.

图 1   A O染色, 荧光显微镜下观察细胞形态变化.  A: N S D组 B: 

YHRJDD组.

图 2   YHRJGD组激光共聚焦扫描显微镜下细胞的形态变化. A: 平面图  B: 

地形图.

图 3 PI染色FCM测定含药血清对Bel-7402细胞周期影响及细胞凋亡的诱导.  A: YHRJDD，24 h   B:YHRJGD，48 h

BA B A B

制作用 YHRJ含药血清均有不同程度抑制肿瘤生长作

用，以20%YHRJ等效剂量组含药血清作用显著，与NS

组比较，差异显著(P <0.01)，但与化疗药物DD P相

比，还有一定差距(表1)．

0                50               100              150             200

063
072

081
09

0

N
um

be
r

channels

0001
008

006
004

002
0

0                50               100              150             200

N
um

be
r

channels

李东涛, 等. 益气活血软坚解毒含药血清诱导人肝癌细胞系Bel-7402细胞的凋亡                                                       2219

2.2 影像学观察结果 荧光显微镜下AO染色除NS组外，

各用药组均可发现明显的凋亡细胞，核染色质浓缩，

早期染色质聚集于核周边部而呈新月形，晚期细胞核

浓缩，并碎裂成大小不等的片段，晚期凋亡细胞进一

步碎裂形成由质膜包绕的含有多少不等的核碎片的凋

亡小体，细胞的细胞核染色质形成明亮的凝聚块，以

各加DDP组最为明显(图1).激光共聚焦扫描显微镜下

细胞的形态变化NS组细胞大小相对均匀，为圆形，无

缺损或破坏，DNA荧光强度分布地形图显示细胞分布



体连接部位断裂，形成以180-200 bp为最小单位的单

体或寡聚体片段．流式细胞仪PI染色法可以检测DNA

降解，在正常的G0/G1峰之前出现的一亚二倍体峰为凋

亡峰．我们的研究结果显示，在药物作用24 h后，能

出现明显的凋亡峰．近年来，通过对细胞凋亡的进一

步研究发现：各种细胞受到诱导后产生凋亡的初期，

均会出现膜内外层面磷酯酰丝氨酸(PS)重新分布，即

膜内表面的PS发生不可逆转的外露，其明显早于核内

DNA固缩、变性、裂解[13]，检测外表面的PS，可了解

凋亡的早期状况．AnnexinV与PS有较强的亲和力，具

有钙依赖性.由于坏死细胞的PS也有外露现象[14]，因

此，AnnexinV和能够进入破损细胞膜内与降解DNA结

合的PI法联合应用才可以区分凋亡和坏死[15,16]．我们

采用AnnexinV/PI法双染色法观察了用药24 h后早、

中、晚期凋亡细胞分布，结果显示，YHRJ中药组中、

晚凋亡细胞较多，说明早期凋亡发生于24 h之前.以

上说明，诱导肝癌细胞凋亡是益气活血软坚解毒法抑

制肿瘤生长的重要作用机制．
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　　引起细胞凋亡典型形态学变化的机制在于Ca2＋，

Mg2＋依赖性核酸内切酶的激活导致染色质DNA在核小

          分组                 G0/G1            S                  G2-M               APO

12 h   NSD                 40.0           48.8                 11.2                    0 

          NSG                 40.1           48.0                 11.9                    0       

          YHRJDD          61.4           21.4                 17.2                    0

          YHRJDG          52.6           30.6                 16.8                    0  

          YHRJGD          59.5           18.1                 22.4                    0 
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          NSG                 59.3           17.7                 23.0                    0
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          YHRJDG          43.4           35.8                 21.1                  5.4  

          YHRJGD          76.6           14.5                   8.9                  5.1 

          YHRJGG          76.0           13.5                 10.5                15.5

72 h   NSD                 67.4           10.0                 22.7                  2.3  

          NSG                 50.4            7.4                  32.2                    0 

          YHRJDD          72.7            3.8                  23.5                    0

          YHRJDG          70.5            6.7                  22.8                  1.1  

          YHRJGD          79.9            2.7                  17.4                    0 

          YHRJGG          75.6           17.8                   6.6                 1.3  

表 2 PI染色FCM测定含药血清对BEL-7402细胞1万个周期影响及细胞

凋亡的诱导 (%)

          分组                   正常    早期凋亡  中晚期凋亡    死亡         凋亡总

24h    NSD                  

          NSD+DDP         

          YHRJDD    

          YHRJDD+DDP  

          YHRJGD      

          YHRJGD+DDP  

94.0         1.38          3.7            0.9             5.2

39.1         8.1          39.1          13.3           47.5b

89.8         1.2            5.4           3.6              6.6b

31.6       35.4          23.8           9.9            59.2b

89.2         1.1            6.6           2.8              8.0b

10.8       13.7          47.4         28.0            61.1b

P<0.001 vs  NSD组.

表  3  Y H R J 含 药 血 清 对 B e l - 7 4 0 2 细 胞 1 万 个 早 期 凋 亡 的 诱 导 

(AnnexinV,PI双染,%)

图 4 AnnexinV-PI染色测定含药血清对人肝癌细胞系Bel-7402早期凋亡诱导，YHRJGD+DDP组.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of tumor necrosis factor-
α(TNF-α) and intercellular adhesion molecule-1 
(ICAM-1)on the acetaminophen-induced liver damages.

METHODS: The Sprague Dawley(SD) rat model of ac-
etaminophen-induced liver damages was established 
using acetaminophen(AAP). The rats were killed at 3, 6, 
12, and 24 h after the administration, respectively. The 
activity of serum alanine aminotransferase(ALT) was 
detected in the rats, and the pathological changes of 
the liver were observed by hematoxylin and eosin(HE) 
staining under light microscope. The level of serum 
TNF-α was examined by radioimmunoassay, and the 
expression of ICAM-1 mRNA in the liver tissues was 
measured by reverse transcription polymerase chain 
reaction(RT-PCR).

RESULTS: Twenty four hours after AAP administration, 
the level of serum TNF-α in AAP group was signifi-
cantly higher than that in the controls (5.69 ± 0.46 μg/L 
vs 2.64 ± 0.27 μg/L, P  <0.01), and it was positively 
related to the level of serum ALT (r = 0.773, P  <0.01). 

The expression of ICAM-1 mRNA in the hepatic tissues 
in AAP group were signifi cantly higher than those in the 
controls at 3, 6, 12, and 24 h (1.58  ±  0.21 vs 0.62 ± 0.05, 
1.24 ± 0.09 vs  0.63 ± 0.04, 0.88 ± 0.08 vs  0.32 ± 0.06, 
0.55 ± 0.14 vs  0.28 ± 0.03, all P  <0.01), and it reached 
the peak value at 3 h. Meanwhile, the activities of 
serum ALT (nkat/L) progressively increased as com-
pared with those in the controls (1 166.90 ± 151.03 
vs  586.78 ± 89.35, 2 153.84 ± 254.55 vs  573.45 ± 
75.18, 4 220.84 ± 928.52 vs 750.15 ± 81.68, 13 202.64 ± 
1 392.78 vs 780.16 ± 161.37, P  <0.01, for 3, 6, 12, 
24 h, respectively), and the hepatic pathological injury 
aggravated progressively, which reached the peak at 
24 h.

CONCLUSION: TNF-α and ICAM-1 play key roles in 
the occurrence and development of acetaminophen-
induced liver damages.

Key Words: Acetaminophen; Liver damages; Tumor 

necrosis factor-α; Intercellular adhesion molecule-1

Tian F, Wang Y, Wu ZY, Wang XQ, Li Y. Association of tumor 
necrosis factor-α and intercellular adhesion molecule-1 with 
acetaminophen-induced liver damages. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(18):2222-2226

摘要
目的：探讨肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、细胞间黏附分
子-1(ICAM-1)在扑热息痛肝损害中的作用.

方法：应用扑热息痛(AAP)建立Sprague Dawley(SD)大
鼠肝损害模型；分别于给药后3、6、12、24 h处死大
鼠，AAP组和对照组分别测定ALT水平，HE染色光
镜下观察肝脏病理的改变，放射免疫分析法测定血
清TNF-α水平、RT-PCR方法检测肝组织ICAM-1 
mRNA的表达.

结果：AAP组给药后24 h血清TNF-α(μg/L)水平显著
高于对照组(5.69 ± 0.46 vs  2.64 ± 0.27, P<0.01）,且
与血清ALT水平呈显著的正相关(r = 0.773，P<0.01)，
肝组织ICAM-1 mRNA表达在各时间点均显著高于对
照组(3、6、12、24 h的值分别为：1.58 ± 0.21 vs 0.62± 
0.05，1.24 ± 0.09 vs  0.63 ± 0.04，0.88 ± 0.08 vs 0.32± 
0.06，0.55 ± 0.14 vs  0.28 ± 0.03，P <0.01)，于3 h达



高峰，24 h时仍高于正常水平，同时血清ALT(nkat/L)
进行性升高(3、6、12、24 h的值分别为：1166.90±
151.03 vs  586.78±89.35, 2153.84±254.55 vs  573.45±
75.18, 4220.84±928.52 vs  750.15±81.68,13202.64±
1392.78 vs  780.16±161.37, P  <0.01)和肝脏病理损伤进
行性加剧，于24 h达高峰．

结论：TNF-α、ICAM-1在扑热息痛肝损害的发生、
发展过程中发挥着关键作用.

关键词：扑热息痛；肝损害；肿瘤坏死因子-α；细胞间黏
附分子-1
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0  引言

肝脏是药物代谢的主要器官．近年来随着新药的不断

面世，药物性肝损害的发生率也日益增高．在所有

药物不良反应中，肝损害的发生率仅次于皮肤损害和

药物热，居第三位，约占10-15%[1]．因此，对于药物

性肝损害发病机制研究有着非常重要的意义．近来，

炎症反应在药物性肝损害中的作用引起人们的重视．

中性粒细胞(polymorphonuclear leukocyte，PMN)的

聚集、浸润是炎症反应发生的关键步骤[2]．各种药物

可以通过不同途径激活肝枯否氏细胞和内皮细胞，产

生肿瘤坏死因子-α(TNF-α)等促炎因子，TNF-α对PMN

无直接趋化作用，但可以上调黏附分子和趋化因子

的表达[3]．趋化因子和黏附分子协同作用导致PMN黏

附、集聚并过度活化，释放氧自由基和蛋白酶，对组

织细胞造成损害.细胞间黏附分子-1(intercellular 

adhesion molecule-1 ICAM-1)是重要的黏附因子．

我们应用扑热息痛(Acetaminophen AAP)建立Sprague 

Dawley(SD)大鼠药物性肝损害模型，放免法检测血清

中TNF-α的含量，RT-PCR方法检测肝组织中ICAM-1mRNA

的表达，以探讨两者在扑热息痛肝损害中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 实验动物5-6周龄的雌性Sprague Dawley 

(SD)大鼠，体质量180-240 g，购自中国医科大学动

物实验中心．大鼠实验前于本院动物实验中心饲养

1 wk，昼夜交替12 h，在室温及稳定湿度条件下，用

平衡饲料喂养．AAP购自Sigma公司，TNF-α放射免疫

分析试剂盒购自北京福瑞生物工程公司，Trizol变性

液购自晶美生物工程有限公司, RT-PCR试剂盒和逆转

录酶购自TaKaRa Taq大连宝生物工程有限公司，PCR

引物由上海博亚生物技术有限公司合成，DNA Marker 

DL2000购自大连博瑞得生物技术有限责任公司，自动

生物化学分析仪(日本岛津公司)，普通光学显微镜

(日本Olympus公司)，FT-613自动放免测量仪(北京核

仪器厂)，低温高速离心机(HERMLE Z-383K，德国)，

电泳仪(Bio-RAD，美国)，紫外分光光度计(Shimadzu 

UV-1201，日本)，凝胶成像分析系统(Kodak 1D，美国).

1.2 方法 

1.2.1 实验分组和处理 40只♀SD大鼠随机分为正常对

照组和AAP组，每组20只．试验前1夜禁食水，2 d上

午给药．AAP溶于37℃ PBS液(pH7.4)中(100 g/L)，

AAP组给予AAP(1 g/kg)腹腔注射[4]，正常对照组给予

等量PBS液腹腔注射，给药后自由进食水．于给药后

3、6、12、24 h(每时点各组分别有5只大鼠)用10%水

合氯醛(5 mL/kg)腹腔注射麻醉，心脏穿刺取血，分

离血清，-20℃保存；后用锋利的手术刀于肝脏中叶

取1块肝组织，置于40 g/L甲醛中固定，后立即取下

余下肝组织，置于液氮中，-80℃保存.

1.2.2 ALT测定 用自动生物化学分析仪进行.

1.2.3 病理检测 取肝中叶组织一块，用40 g/L甲醛溶

液固定，石蜡包埋，5 μm厚切片，常规HE染色，光镜

下观察其病理改变.

1.2.4 血清TNF-α水平测定 采用放射免疫分析法进行．

1.2.5 RT-PCR检测 按产品说明书应用Trizol试剂

提取肝脏组织总RNA．每份组织取2 μL总RNA按产品

说明书进行逆转录合成cDNA链．PCR扩增(1)ICAM-1

的扩增：取3 μL cDNA作为模板，反应体系25 μL.含
cDNA 3 μL、ddH2O 17.1 μL、10×反应缓冲液2.5 μL、
2.5 mmol/L dNTPs 2 μL、5×106 U/L Taq酶0.2 μL、
ICAM-1的上、下游引物各0.1 μL.经94℃变性3 min后

进入循环；包括94℃变性45 s,52℃退火1 min,72℃

延伸1 min，35个循环；72℃最后延伸7 min. ICAM-1

引物序列为：上游5’TACTGAAACTTGCTGCCTATT3’；

下游：5’ACTGTACCTGGTGACCTTGA3’；产物长度为

284 bp.(2)内参照物β-actin的扩增: 取3 μL cDNA
作为模板，反应体系25 μL.含c D N A 3 μL、d d H2O 

17.1 μL、10×反应缓冲液2.5 μL、2.5 m m ol/L dNTPs 
2 μL、5×106 U/L Taq酶 0.2 μL、β-actin的上、下

游引物各0.1 μL.经94℃变性3 mi n后进入循环；包

括94℃变性30 s，55℃退火1 min，72℃延伸2 min，

35个循环；72℃最后延伸7 min．β-actin引物序列

为：上游5’CACCCTGTGCTGCTCACCGAAGCC3’；下游

5’CCACACAGATGACTTGCCCTCAGG3’；产物长度为690 

bp．取10 μl PCR扩增产物与内参照物β-actin及DNA 

Marker DL2000在20 g/L的琼脂糖凝胶电泳，溴化乙

锭(EB)染色，经凝胶成像分析系统摄影，扫描PCR产
物强度，以PCR产物密度/β-actin密度来表示检测指

标mRNA的相对含量，进行半定量分析.

田丰, 等. 肿瘤坏死因子-α、细胞间黏附分子-1与扑热息痛肝损害                                                                          2223



2224                             ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R               世界华人消化杂志     2005年9月28日    第13卷   第18期

量下使用是比较安全的，而过量使用将导致严重的肝

损害.在正常情况下，健康成人口服治疗剂量AAP，

90%以上通过与葡萄糖醛酸和硫酸结合由尿排泄，仅

有不到5%由细胞色素P-450系统代谢成亲电子的毒性

统计学处理 数据用均数±标准差(mean±SD)表

示，各组间均数比较用t检验，用SPSS11.0统计软件

进行分析.

2  结果

2.1 血清ALT水平变化 各时间点AAP组血清ALT(nkat/

L)水平较对照组均显著升高(给药后3、6、12、

24 h分别为：1 166.90±151.03 v s  586.78±

89.35，2 153.84±254.55 v s  573.45±75.18，

4 220.84±928.52 vs 750.15±81.68，13 202.64±

1 392.78 vs 780.16±161.37，(P<0.01)，且随时间

进行性升高，24 h达高峰(图1).
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图 1 ALT 随时间的变化.

2.2 肝组织病理学变化 AAP组肝脏明显肿大、充血，

镜下：轻者表现为肝细胞点状坏死、重者表现为小叶

中心肝细胞广泛的炎性细胞侵润、出血、带状坏死，且随

时间进行性加重，24 h达高峰．对照组未见异常(图2).

2.3 血清TNF-α水平变化 给药后24 h，AAP组血清

TNF-α(μg/L)水平显著高于对照组(5.69±0.46 v s 

2.64±0.27，P<0.01）且与血清ALT水平呈显著的正

相关(r = 0.773，P<0.01)余时间点两组间无显著性

差异(图3).

2.4 血清TNF-α水平变化 肝组织ICAM-1 mRNA的表达 

AAP组各时间点肝组织ICAM-1 mRNA表达均显著高于对

照组(P<0.01)，于给药后3 h达高峰，24 h时仍高于

正常水平(图4).

3  讨论

AAP是目前世界上广泛使用的解热镇痛药，在治疗剂
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图 3 TNF-α随时间变化.

中间代谢产物乙酰苯醌亚胺(N-acetyl-P-benzoqui-

none imine，NAPQI)，NAPQI通过与谷胱甘肽结合迅

速被清除[5]．但在AAP过量的情况下，可导致葡萄糖

醛酸化和硫酸化道路饱和，大量的AAP转由细胞色素

P-450系统氧化，结果导致谷胱甘肽储备的耗竭，并

剩下多余的不能与谷胱甘肽结合的NAPQI．NAPQI与肝

细胞的蛋白共价结合，产生肝毒性[6-8]．这是目前普

遍接受的AAP引起肝损害的机制．近来，炎症反应在

AAP肝损害中的作用引起人们的重视.

   TNF-α主要是由激活的肝脏枯否氏细胞释放的重

要的促炎因子[9]．它的产生被认为是肝脏炎症反应中

最早出现的表现之一．TNF-α导致其它促炎因子级联

样的释放，引起各种炎症细胞的侵润和激活[10-11]．

图 2 24 h肝组织病理学变化 (HE×100). A：对照组；B：AAP组.

BA 图 4 ICAM-l mRNA表达. A: ICAM-I mRNA 相对含量; B: 1: DNA Mark-

er  DL2000; 2-5: AAP组给药后3、6、12、24 h.
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达增加，而引起肝损害，提示我们有可能通过在转录

水平抑制ICAM-1 mRNA表达或使用相应的拮抗剂来预

防和治疗AAP肝损害，相关研究有待进一步进行.
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TNF-α还可以直接引起细胞毒性，而导致细胞的坏死

和调亡[12-13]．TNF-α的生物活性是由两个结构相关，

但功能不同的TNF-α受体所调节，即：TNFR1(p55)和

TNFR2(p75)[10]．TNF-α主要通过TNFR1的途径引起炎

反应[14]，TNFR1的表达在枯否氏细胞和肝细胞上相对

较高，而且这种受体的表达在各种肝脏炎症损伤模型

中明显上调，说明TNF-α是导致肝毒性的一个主要促

炎因子[15]．本实验结果表明AAP引起肝损害时，血清

TNF-α水平显著升高，且与血清ALT水平呈显著的正相

关，说明TNF-α在AAP引起肝损害中发挥着关键作用，

与国内外报道相似.

  　AAP引起的损伤可以激活肝枯否氏细胞和内皮细

胞[16]，产生促炎因子，如IL-1、IL-6、TNF-α等，但

它们对PMN无直接趋化作用，而是通过上调黏附分子

和趋化因子的表达，引起PMN、巨噬细胞和单核细胞

在肝脏的侵润和激活，最终导致氧化应激和过氧化亚

硝酸盐形成，造成肝损害．ICAM-1是目前研究较为深

入和广泛的一种细胞黏附分子，其配体是淋巴细胞相

关抗原-1(LFA-1)和巨噬细胞抗原复合体-1(MAC-1)．

在炎症状态下, ICAM-1参与白细胞与肝窦周内皮细胞

的黏附，完成其跨膜迁移，黏附并损伤肝细胞等病理

过程．在正常肝组织内，窦周肝细胞有不同程度的

ICAM-1表达，而肝细胞无表达，TNF-α、TNF-β、IL-1

等细胞因子均能增加肝组织内ICAM-1的表达[17-20]．

陆伦根 e t  a l [21]证实不同的肝损害因素均可通过

TNF-α、TNF-β、IL-1等细胞因子引起ICAM-1在肝细

胞及窦周肝细胞表达增强，表明尽管引起肝脏损伤的

病因不同，但造成肝组织损伤可能都是通过ICAM-1在

肝细胞的表达而实现的．当肝细胞表达ICAM-1时，炎

症细胞通过ICAM-1/LFA-1或ICAM-1/MAC-1结合而介导

肝细胞和窦周细胞损伤，缺乏ICAM-1表达时，肝损伤

不会发生．有文章报道，在肝脏缺血再灌注损伤时，

由于TNF-α，IL-1等作用，ICAM-1表达上调，增加了

PMN与内皮细胞的黏附[22]．ICAM-1的单克隆抗体则可

明显减少PMN的浸润，有效减轻肝功能损害，并促进

ATP水平的迅速恢复[23]．本组实验证实SD大鼠腹腔注

射AAP后，肝组织ICAM-1 mRNA表达显著高于对照组，

于3 h达高峰，24 h时仍高于正常水平，同时伴随着

血清ALT进行性升高和病理损伤进行性加剧，于24 h

达到高峰，与Bauer I et al [4]报道相似.说明ICAM-1 

mRNA表达在AAP肝损害的发生、发展过程发挥着关键

的作用．此外，本组实验结果显示：肝组织ICA M-1 

m R N A表达高峰明显提前于血清TNF-α水平的显著升

高，由此可见TN F-α可能是通过自分泌或旁分泌作

用，而非内分泌作用引起ICAM-1 mRNA表达的增加． 

总之，AAP可以通过激活肝枯否氏细胞和内皮细

胞，产生TNF-α等促炎因子，使肝组织ICAM-1 mRNA表
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Abstract
AIM: To establish a model of pancreatic cancer in 
Sprague-Dawley(SD)rats and to explore the expression 
and its signifi cance of nerve growth factor(NGF)mRNA 
in pancreatic cancer and non-cancer tissues.

METHODS: Ninety rats were randomly divided into A 
(n  = 40), B (n  = 40) and C (n = 10) group. For group A 
and B, dimethylbenzanthrancene (DMBA) was directly 
implanted into the parenchyma of the rat pancreas to 
establish pancreatic cancer model. The rats in group B 
were treated with trichostatin(TSA). The rats in group 
C served as the controls. The rats were executed 
within 3-5 mo, and the carcinogenesis of the rats was 
observed by pathological methods. In situ  hybridiza-
tion was used to detect the expression of NGF mRNA 
in the formalin-fi xed and routinely paraffi n-embedded 
sections of pancreatic cancer and non-cancer tissues.

RESULTS: The prevalence rate of pancreatic cancer in 
group A was 48.7%(18/37) within 3-5 mo, 28.6%(2/7) 
at mo, 40.0%(4/10) at 4 mo and 60%(12/20) at 5 mo 
(P  >0.05), and that in group B was 33.3%(12/36), 
16.7%(1/6), 30.0%(3/10) and (40.0%)8/20, respectively 

(P  >0.05). The prevalence rate in group A was higher 
than that of group B (P  >0.05). The diameters of tumor 
mass in group A were signifi cantly larger than those in 
group B (group A: 0.5-1.0 cm 7 cases, 1.0-2.0 cm 10 
cases, >2 cm 1 case vs  group B: 0.5-1.0 cm 9 case, 
1.0-2.0 cm 2 cases, >2.0 cm 1 case, P  <0.05). No tu-
mor formed in the pancreas of the rats in group C or 
in other main organs of the rats in group A and B. The 
positive rate of NGF mRNA expression in the pancre-
atic ductal cancer tissues was signifi cantly higher than 
that in non-cancer tissues (67.9% vs 18.6%, P <0.01), and 
severely atypical hyperplasia was observed in the posi-
tive non-cancer pancreatic tissues of ductal epithelium. 
The positive rate of NGF mRNA expression in ductal 
adenocarcinoma was markedly higher in group A than 
that in group B (P  = 0.052). The positive rate of NGF 
mRNA in the rats with tumor maximal diameter ≤1.0 
cm was lower than that in the ones with tumor maximal 
diameter >1.0 cm (P  >0.05) .

CONCLUSION: Direct implantation of DMBA in the 
parenchyma of pancreas can induce pancreatic can-
cer with a high occurrence rate in a short time. NGF 
may play an important role in the carcinogenesis of 
pancreatic cancer. TSA can inhibit the occurrence and 
progression of pancreatic cancer by inhibiting NGF ex-
pression.

Key Words: Nerve growth factor; Dimethylbenzan-

thrancene; Trichostatin

Yang ZL, Deng XH, Yang LP, Li QL, Fan WT, Liang S, Miao XY. 
Expression of nerve growth factor messenger RNA in pancreatic 
cancer tissues in Sprague Dawley rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的：建立SD鼠胰腺癌模型并探讨胰腺癌和非癌胰
腺组织神经生长因子(NGF)mRNA表达及其意义.

方法：90只SD大鼠随机分为模型组(A，n = 40)、
DMBA干预组(B，n = 40)和对照组(C，n = 10). 将
二甲基苯并蒽(DMBA)置入A、B组大鼠胰腺实质内建立
胰腺癌模型，B组大鼠以曲古霉素(TSA)干预，3-5 mo
内处死观察胰腺癌发生情况，标本经40 g/L中性甲



醛固定后常规制作石蜡包埋切片，原位杂交行NGF 
mRNA表达研究.

结果：A组(实验组)3-5 mo发癌率48.7%，5 mo(60%)
高于4 mo组(40.0%)和3 mo组(28.6%)；B组发癌率为
33.3%，5 mo组(40.0%)高于4 mo组(30.0%)和3 mo组
(16.7%)；A和B组胰腺导管癌分别为17例和11例，
余为纤维肉瘤；A组发癌率高于B组(P >0.05)，A组
肿块最大径明显大于B组(A组：0.5-1.0 cm 7例，
1.0-2.0 cm 10例，>2.0 cm 1例；B组：0.5-1.0 cm 9
例，1.0-2.0 cm 2例，>2.0 cm 1例，P<0.05)；C组(对
照组)胰腺及A、B两组胰腺外主要脏器均无明显病理
改变．SD大鼠胰腺导管癌NGF mRNA表达阳性率明
显高于非癌胰腺组织(67.9% vs  18.6%，P<0.01)，且非
癌胰腺组织阳性表达者导管上皮均呈重度不典型增
生；A组胰腺导管癌NGF mRNA表达阳性率高于B组
(P = 0.052)；肿块最大径≤1.0 cm者NGF mRNA表达
阳性率低于肿块最大径≥1.0 cm者(P>0.05).

结论：DMBA置入胰实质可在短期内获得较高的SD
鼠胰腺癌发生率，NGF在SD鼠胰腺癌发生过程中可
能起重要作用．TSA能抑制胰腺癌的发生和生长，其
作用可能与抑制NGF表达有关.

关键词：神经生长因子；二甲基苯并蒽；曲古霉素
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0  引言

胰腺癌早期诊断和手术切除极为困难[1-4]，动物模

型为探讨癌变机制及肿瘤防治的重要手段[5-8].目

前，仍缺乏理想的胰腺癌动物模型.我们应用二甲

基苯并蒽(dimethylbenzanthrancene，DBMA)置入

S D大鼠胰腺实质内建立胰腺癌模型及设立曲古霉

素(tric h o s t a t i n，TSA)干预组[9-11].应用原位杂

交方法研究胰腺癌和非癌胰腺组织内神经生长因子

(nerve growth factor，NGF)mRNA表达水平，探讨

模型优劣、T S A干预机制及胰腺癌发生发展过程中

NGF的作用.

1  材料和方法

1.1 动物模型 由湘雅二医院实验动物中心提供的SD大

鼠90只，体质量为150-200 g，雌雄不限，随机分成

A，B，C3组，A组40只(DMBA组)，B组40只(DMBA+TSA

组)和C组10只(空白对照组)．术前禁食24 h，不禁

水，20 g/L戊巴比妥钠(1.5 mL/kg)ip麻醉，经上腹

正中切口进腹，暴露胰腺后于胰体尾部切开胰腺被膜

及部分胰实质，深1 mm，A，B两组置入9 mg DMBA，

缝合胰腺被膜后关腹．C组除不置D M B A外，余同A

组.在普通环境中喂养，自由饮净化水及全价营养颗

粒饮食．B组鼠每周ip 1 mg/L TSA 1 mL．除自然死

亡外，分别于3，4，5 mo随机处死A组(7，10和20只)

和B组(6，10和20只)，C组鼠于5 mo全部处死．行病

理学观察.

1.2 NGF mRNA表达 NGF mRNA原位杂交试剂盒及

DAB-HCL显色试剂盒均购自武汉博士德公司．SD大鼠

胰腺及非癌胰腺组织NGF m R N A染色方法为分子原位

杂交染色法，严格按试剂盒说明书操作(具体步骤

略).细胞质内含棕黄色颗粒者为阳性细胞，以切片中

阳性细胞≥25%为阳性，<25%为阴性[12-13]．以试剂盒

阳性切片作为染色的阳性对照，以0.5 mol/L磷酸盐

缓冲液(PBS，pH7.4)替代杂交液作为阴性对照.

统计学处理 采用SPSS10.0软件包进行χ2检验、

秩和检验或Fishers精确概率法，检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 建模情况 A组37只(2只在术后1 m o和1只在术

后2 m o内自然死亡)发生胰腺癌18只(48.7%)，其中

5 mo组(60.0%)较明显高于4 mo组(40.0%)和3 mo组

(28.6%)，但差异无统计学意义(P>0.05)；病理组织

学类型包括胰腺导管癌17例(高分化6例、中分化7

例和低分化4例)和纤维肉瘤1例．B组36只(3只在术

后1 m o和1只在术后2 m o内自然死亡)发生胰腺癌12

只(33.3%)，其中5 mo组(40.0%)高于4 mo(30.0%)和

3 mo组(16.7%)，但差异无统计学意义(P>0.05)；病

理组织学类型包括胰腺导管癌11例(高分化6例，中分

化4例和低分化1例)和纤维肉瘤1例．A组发癌率高于

B组，但差异无统计学意义(P >0.05)．A组肿块最大

径(0.5-1.0 cm 7例，1.0-2.0 cm 10例和>2.0 cm 1

例)明显大于B组(0.5-1.0 c m 9例，1.0-2.0 c m 2

例和>2.0 c m 1例)，经秩和检验差异有统计学意义

(P<0.05).A组和B组胰腺导管癌组织学结构完全相同

于人类胰腺导管癌(图1A)，无1例腺泡细胞癌．A组和

B组纤维肉瘤(图1B)分别发生肝转移和网膜脂肪组织

转移．C组胰腺组织均无明显病理学变化．胰腺外主

要脏器(包括肝、胆囊、胆总管、胃、肠、肺、脑等)

均无肿瘤发生及病理组织学改变．3-5 mo处死大鼠非

癌胰腺组织可见腺泡细胞形态改变，导管上皮细胞乳

头状增生及不典型增生等病理改变，其中导管上皮中

至重度不典型增生者A组(52.6%)高于B组(33.3%)，但差

异无统计学意义（P>0.05）.

2.2 NGF mRNA表达 A，B组胰腺导管癌28例NG F 

mRNA表达阳性19例(67.9%)，明显高于非癌胰腺组织

(8/43，18.6%)，差异有高度统计学意义(P<0.01)；A、B

两组纤维肉瘤均呈NGFmRNA阳性表达．A组胰腺导管

癌NGFmRNA表达阳性率(14/17，82.4%)明显高于A组
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更接近人类胰腺导管癌；(4)胰腺外其他脏器均未见

恶性肿瘤出现；(5)TSA抑癌作用及抑癌生长效果较明

显；(6)制作成本低廉．NGF是一种M r为26 000多肽，

属神经生长因子家族的成员．TrKA是NGF的高亲和力

受体，M r14 000的跨膜糖蛋白，NGF与TrKA结合后使

胞质内区的酪氨酸激酶活性增高，进而引起生物学效

应[22-25]．NGF在神经嵴来源肿瘤呈高表达，部分非神

经嵴来源的肿瘤NGF及其受体TrKA也呈高表达，其作

用与神经嵴来源肿瘤相反，认为是促进恶性细胞增生

和使其向更“恶性”表型转化[12,13,26-29]．NGF及其受

体TrKA表达与乳腺癌、涎腺囊性腺癌、胰腺癌等非神

经嵴来源肿瘤发生、进展、侵袭潜力、转移及预后密

切相关，阳性表达者多进展快、侵袭潜力强、易发生

嗜神经侵袭、易发生转移和预后差[12,13,20,22,24-30]．胰

腺癌为嗜神经侵袭的恶性肿瘤，嗜神经侵袭是影响胰

腺癌预后的重要因素，神经侵袭患者预后明显比神经

未侵袭者差[12,23,24]．我们应用原位杂交方法研究SD大

鼠胰腺癌模型中胰腺癌和非癌胰腺组织NGF mRNA表达

水平，发现胰腺导管癌NGF mRNA表达水平明显高于非

癌胰腺组织，非癌胰腺组织NGF mRNA阳性者导管上皮

均呈重度不典型增生；A组胰腺导管癌NGF mRNA阳性

率高于B组，以及肿瘤最大径≤1.0 cm者NGF mRNA阳

性率低于肿块最大径>1.0 cm者，但差异均无统计学

图 1 SD大鼠实验胰腺肿瘤HE×200. A：高化导管腺癌；B：纤维肉瘤.

非癌胰腺组织(5/19，26.3%)，差异有高度统计学意

义(P <0.01)，且非癌胰腺组织阳性者导管上皮均呈

重度不典型增生．B组胰腺导管癌NGFmRNA表达阳性

率(5/11，45.5%)明显高于B组非癌胰腺组织(3/24，

12.5%)，差异有统计学意义(P<0.05)，且非癌胰腺组织阳

性者导管上皮均呈重度不典型增生．A组胰腺导管癌

NGFmRNA阳性率(82.4%)高于B组胰腺导管癌(45.5%)，

但差异无统计学意义(P  =  0.052).肿块最大径≤

1.0 cm的胰腺导管癌NGFmRNA阳性率(8/15，53.3%)明显

低于肿块最大径>1.0 cm胰腺导管癌(11/13，84.6%)，但差

异无统计学意义（P>0.05，图2）.

3  讨论

我们应用较大剂量DMBA置入SD大鼠胰腺组织内3-5 mo内

总发癌率A组达48.7%，B组总发癌率为33.3%，病理学

类型除2例纤维肉瘤外，均与人类胰腺导管腺癌组织

学结构相同．B组肿块直径明显低于A组，非癌病变胰

腺组织可观察到导管上皮从增生至不典型增生等癌前

病理改变；且两组大鼠除2例胰腺纤维肉瘤分别发生

肝脏和网膜脂肪组织转移外，均未见胰腺外主要脏器

发生肿瘤及其他病理改变．我们制作的SD大鼠模型具

有以下优点[1-8,11,14-21]：(1)成瘤周期短；(2)能在短期

内观察胰腺癌发生发展的病变过程；(3)组织学特征

图 2 大鼠胰腺NGF mRNA阳性表达, 原位杂交×200. A：中分化导管癌；B：非癌胰腺组织.

A B
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意义(P>0.05).结果提示NGF在SD大鼠胰腺癌发生及生

长速率方面有重要作用，TSA可能通过抑制NGF表达发

挥抑瘤和抑瘤生长作用，其作用机制有待更深入研究.
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摘要

乳酸杆菌不仅有多种生理功能，如控制肠内感染、抗肿瘤

活性等，还能促进小肠局部细胞免疫和体液免疫.乳酸杆

菌又是人和动物胃肠中正常存在的菌群，作为活疫苗抗原

递送载体具有很好的安全性．因此，乳酸杆菌是一种理想

的口服基因工程苗的表达载体．近年来，国外一些学者已

经构建了表达不同抗原的乳酸杆菌，如炭疽杆菌保护性抗

原、破伤风毒素C、霍乱毒素B亚单位、细菌素sakacin A和

sakacin P等，口服这些乳酸杆菌后动物体内均能产生特异性

黏膜免疫应答反应．本文对近几年来乳酸杆菌作为抗原递

送载体的研究进展进行了总结，并对乳酸杆菌表达抗原时

存在的问题进行了讨论.

关键词：乳酸杆菌
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0  引言

几个世纪以来，乳酸杆菌作为重要的益生菌已广泛地应

用于食品及饮料加工业，以乳酸杆菌作为发酵菌的食

品工业所创造出的经济价值占全球总的发酵类食品的

20%．数千年，乳酸杆菌被人类大量食用，没有引起任

何已知的健康问题，从而使其成为安全(口服)疫苗开发

的具有吸引力的候选物．一系列复制子构建的具广泛宿

主范围的质粒载体系统已成功地转化乳酸杆菌并表达内

源及外源基因．但是与医药微生物基因工程研究相比，

乳酸杆菌基因工程进展较慢，为有利于该项基因工程的

发展和产业化作综述如下.

1  口服黏膜免疫研究进展

口服黏膜免疫方法简便、安全，不仅在黏膜局部和其他

黏膜组织产生免疫应答，还可引起全身性体液免疫应

答，多年来受到国内外免疫学家的密切关注．目前儿童

广泛口服的脊髓灰质炎糖丸就是一个消化道黏膜免疫成

功的例子．脊髓灰质炎口服疫苗的应用，使全球小儿麻

痹发病得到有效控制，为口服疫苗的研制与应用起到了

指导作用．但是在实践中，口服疫苗经过消化道时常受

到消化液的降解，疫苗很容易被破坏，影响免疫力的效

果，使消化道黏膜免疫方法的应用和推广受到限制．近

年来疫苗投递系统成为研究传染病防御领域新技术的热

点之一．尤其是细菌活载体疫苗因具有培养方便，外源

基因容量大，刺激细胞免疫力强等优点具有巨大的应用

潜力．细菌载体疫苗是新兴现代疫苗的重要发展方向，

所谓细菌载体疫苗是将所需的编码病原菌特异性抗原

的DNA片段插入减毒的病原菌或者共生菌中，提呈表达

所编码的抗原，以期达到预防一种或多种疾病的目的．

通过活菌载体递送疫苗抗原不仅可刺激肠道局部免疫应

答，又可针对特异性抗原产生特异性免疫应答，使机体

可以获得全面的保护力.

以前的研究[1-4]表明一些减毒细菌可作为疫苗抗原

的载体，如沙门氏菌、弱毒李斯特菌等．国外学者以减

毒沙门氏菌为载体在真核细胞中成功表达了lacZ基因、

绿色荧光蛋白(GFP)基因、HIV-gp140基因、李斯特菌溶

血素基因等．但沙门氏菌为载体传递DNA疫苗也存在潜

在危险性．首先，减毒细菌可能存在毒力返强的危险；

其次，质粒DNA可能会整合到宿主细胞基因组，从而引

起调控细胞生长的基因紊乱、原癌基因和抑癌基因的

表达失控、体细胞癌变、细胞转型等一系列问题[5]．此

外，减毒细菌对一些老弱病残个体可能有潜在致病性．

因此，选择理想的疫苗抗原载体是建立生物学新技术的

关键．理想的输送抗原的载体应该是能够在体内较长时

间存在，本身对机体既安全又能产生持续免疫力的一些

微生物.

2  乳酸杆菌对黏膜免疫的影响

乳酸杆菌是人体和动物肠道中一种正常的益生菌，具有

多种生理功能，如控制肠道感染、增加某些食物的营养

价值、控制血清胆固醇水平、改善乳糖代谢、诱导体内

特异性及非特异性免疫应答以及抗肿瘤活性等功能，在

科学界越来越显示出强大的生命力．作为一种重要的益

生菌，多年来乳酸杆菌被大量用于食品的制造中，如干

酪、酸乳酪和干腊肠．数千年来人们大量的消费这些食

品，从未引起任何的健康问题．作为口服疫苗，乳酸杆

菌还具有很好的安全性．因此，乳酸杆菌非常适宜作为

安全的口服疫苗和其他病原体的抗原载体.

进入胃肠道中的乳酸杆菌具备抗胆汁酸和在胃肠道



中持续存在的能力．与一般微生物抗原一样，乳酸杆菌

在诱导黏膜免疫应答时或是经过小肠上皮之间的微皱褶

细胞(microfold cell，M细胞)，或者通过上皮下的树

突状细胞(dendritic cell，DC)进入固有层，激活Th2

淋巴细胞，产生大量的白介素(I L)-5，后者是有效的

IgA刺激因子，可激活B细胞，分泌IgA，IgA与肠黏膜

上皮产生的分泌片段结合，形成黏膜表面抗体sIgA(分

泌型IgA)，阻止致病菌的吸附和入侵[6]．许多乳酸杆菌

由于抗酸、抗胆汁盐，能够顺利通过胃和回肠，大量存

在于小肠和大肠的上游处[7]．乳酸杆菌进入胃肠道后可

持续诱导局部细胞免疫和体液免疫，并具有减少变态反

应、增强肠道屏障功能和治疗自身免疫病等功能.

乳酸杆菌能显著增加肠道中非特异性和特异性抗体

水平．对0-6个月健康新生儿的研究发现，肠道内的乳

酸杆菌和双歧杆菌定植的时间越早，外周血中IgA定向

细胞出现得就越早；随着肠内乳酸杆菌和双歧杆菌数目

的增加，外周血中的IgA定向细胞的数量也增加；在轮

状病毒导致的腹泻婴儿中，喂食乳酸杆菌株后可使病程

减短，病情减轻[8]；减毒的Salmonella typhi感染小鼠

后，如果口服含有L.acidophilus La1发酵乳，小鼠体

内针对S.typhi的血清总IgA水平均升高[9]．乳酸杆菌还

可明显促进小肠中细胞免疫反应，如乳酸杆菌能增强肠

上皮淋巴细胞细胞毒活性，诱导产生多种淋巴因子；激

发固有层CD4+细胞产生干扰素；增强单核－吞噬细胞的

吞噬作用，从而杀灭肠道病毒和肠道内的其他细菌，

小鼠口服含有大量乳酸杆菌的Kefir奶可以协助特异性

抗原提高小肠特异性黏膜免疫反应[10]．乳酸杆菌中含

有大量未甲基化的CpG DNA，脂磷壁酸(lipoteichoic 

acids，LTA)和肽聚糖，通常这些物质可与Toll样受体

(toll like receptors，TLRs)结合，刺激先天免疫系

统产生应激反应．所以口服乳酸杆菌对增强小肠特异和

非特异性免疫应答均具有重要作用.

 

3  乳酸杆菌作为活疫苗抗原递送载体

乳酸杆菌是安全的益生菌，利用一些乳酸杆菌在胃肠

道、泌尿、生殖系统中或黏膜部位黏附存活且无病原性

等特点，开展活菌口服疫苗和黏膜疫苗载体的研究，日

益受到了广泛的重视．理想的疫苗载体系统能够把表达

的外源性蛋白抗原分泌到细胞外．外源蛋白在细菌中的

表达在生物技术上一直是一个挑战．乳酸杆菌的一些菌

株具有S层(S-layer)，由单一的蛋白亚单位组成规则排

列的类晶格结构．与大肠杆菌相比，乳酸杆菌仅有一层

细胞膜，目的蛋白可在S层蛋白信号肽的引导下直接分

泌到细胞外，从而容易获得目的蛋白．将目的抗原与乳

酸杆菌S层蛋白信号肽序列融合，将其克隆于乳酸杆菌

表达质粒启动子下游，通过电转化可以获得稳定表达抗

原的乳酸杆菌．虽然一些革兰氏阴性菌也具有S层，但

革兰氏阴性菌存在一定缺点，如在大肠杆菌中，重组蛋

白易被内毒素污染并易以不溶的包涵体形式在细胞质中

堆积；而乳酸杆菌则能稳定的将异源性重组蛋白表达于

细胞外[11]．但是前几年乳酸杆菌的遗传和分子生物学研

究进展较为缓慢，主要是由于乳酸杆菌的转化系统研究

的不够深入．最近乳酸杆菌作为递呈保护性抗原的有效

活载体有了突破性进展．法国学者Grangette et al [12]

首先用乳酸杆菌作为破伤风毒素黏膜疫苗的抗原递送系

统，通过鼻腔免疫，成功诱导了IgA抗体和IgG抗体的特

异性体液免疫反应以及细胞免疫反应；Sorvig et al [13]

应用乳酸杆菌成功构建了可表达细菌素saka c i n A和

sakacin P的载体；Scheppler et al [14]将编码德氏乳酸

杆菌prtB蛋白酶(与破伤风毒素A的模拟表位相连)的溶

血乳酸杆菌口服接种动物，可同时产生特异性IgG应答

和黏膜IgA免疫应答．目前，已成功构建了许多可表达

不同抗原的乳酸杆菌，如炭疽杆菌保护性抗原，破伤风

毒素片段C(tetanus toxin fragment C，TTFC)和霍乱

毒素B亚单位等[15].

乳酸杆菌有50多种，生化特性、生态、分子构成和

免疫特性均不同，种间转录和翻译的差异也很大．不同

菌株对同一抗原的表达水平和表达产物不同，对动物产

生的抗体水平也有差别．一种抗原在一种乳酸杆菌上的

表达水平很高，但在其他菌株表达水平并不一定高．不

同菌株可刺激淋巴细胞表达不同细胞因子，可能与不同

的基因表达有关[16]．此外，不同乳酸杆菌引起的免疫应

答水平有所差异，如植物乳酸杆菌作为抗原载体时的免

疫应答水平比干酪乳酸杆菌要高；不同的乳酸杆菌菌株

诱导细胞因子产生的种类也不同．因此如果诱导特定细

胞因子的产生和免疫应答，应该筛选不同的乳酸杆菌[17].

乳酸杆菌进入机体的免疫途径不同，对动物产生的

免疫反应也不同．表达TTFC的植物乳酸杆菌经鼻腔免疫

和口服免疫均可诱导特异性TTFC免疫应答．但鼻腔免疫

产生的抗体效价比口服免疫的高[18-19]．Shaw et al [18]

通过口服免疫表达TTF C的植物乳酸杆菌后却检测不到

特异性TTFC抗体，可能与TTFC的表达水平太低有关．

Grangette et al [12]还对乳酸杆菌死菌和活菌的效果进

行了比较，发现应用乳酸杆菌活菌接种小鼠产生的保护

力水平比细菌经过丝裂霉素C处理后产生的保护力要高

的多，表明乳酸杆菌活菌诱导动物免疫反应的能力比死

菌效果更好．为了进一步提高乳酸杆菌对免疫反应的影

响，一些学者试图通过在重组的乳酸杆菌疫苗中联合表

达一些细胞因子，如在乳酸乳球菌中表达TTFC时再联合

表达IL-2或IL-6．给小鼠口服这些菌株后，这两种细胞

因子的表达可使小鼠对TTFC产生的免疫应答过程更快，

产生的特异性TTFC抗体滴度更高[20].

乳酸杆菌的基因转化需要一些合适的克隆体系．

Nisin诱导型表达非常适用于乳酸杆菌的转化，其是由
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NisR和NisK组成的双组分调节基因，分别编码组氨酸激

酶和应答调节物，构成乳链菌肽生物合成的双组分调节

系统[13]．该调节系统，在NisA和NisF启动子的控制下诱

导基因的转录．此外，相同表达系统应用于不同乳酸杆

菌菌株时，启动子的活性、复制效率和质粒的拷贝数也

会不同[21].

在研究乳酸杆菌启动小肠免疫应答的机制时，需要

对乳酸杆菌进行标记以便于观察．GFP是一种完美的荧

光标记分子，与其他生物发光或荧光指示分子不同，该

蛋白能够自身催化形成发光结构并在紫外或蓝光激发

下发出绿色荧光[22]．作为荧光标记分子，GFP具有很多

优点，如检测方便，荧光稳定，易于构建载体且对活

细胞无毒害，对目的基因的功能没有影响，转化后细

胞可以继续传代．因此，GFP是稳定的非种属限制的标

记分子，能够检测活体细胞的运动．在食品科学界，

Gory et al [23]和Arellano et al [22]先后在食品中的乳

酸杆菌成功构建了表达GFP的载体．Gory将GFP基因插入

L.sakei组成型启动子的下游，可在干腊肠中直接观察

到GFP阳性的L.sakei．Geoffroy et al [24]报道，给小鼠

口服GFP标记的植物乳酸杆菌，结果发现荧光蛋白标记

的乳酸杆菌大部分都存在于肠黏液中或游离于肠腔中．

鼻腔接种GFP标记的植物乳酸杆菌，发现乳酸杆菌被支

气管肺泡冲洗液中的巨噬细胞吞噬，但标记的乳酸杆菌

如何进入小肠上皮诱导局部免疫反应尚未见有报道.

总之，乳酸杆菌最令人感兴趣的新领域之一是利用

乳酸杆菌作为口服疫苗的载体．TTFC在乳酸杆菌中的成

功表达证明将乳酸杆菌应用于黏膜免疫是完全可行的．

在许多动物模型中进行的黏膜疫苗的研究，都取得了较

好的免疫效果，但这些结果和结论能否适用于人类，

仍存在一定距离．现在构建乳酸杆菌口服基因工程苗的

表达载体的条件都已逐渐完善，只是乳酸杆菌如何诱导

小肠产生局部免疫反应的机制尚不清楚．我们所面对的

巨大挑战是如何使机体对表达任何抗原的乳酸杆菌都能

产生需要的免疫应答．我们相信有了乳酸杆菌的标记系

统，弄清乳酸杆菌如何诱导黏膜免疫反应的机制只是时

间上的问题．乳酸杆菌很有希望成为非常具有吸引力的

口服基因工程苗的表达载体.
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摘要

一氧化氮(nitric oxide，NO)的生物学作用具有复杂性和多

样性，在基础条件下诱导型一氧化氮合酶(inducible nitric 

oxide synthase，iNOS)活性很低，当机体遭受微生物内外毒

素、炎症介质等刺激时iNOS可诱导合成大量的NO．肿瘤

生物学上一般认为高水平的NO对肿瘤细胞具有直接的细胞

毒作用，而较低水平的NO具有生长刺激作用．多种试验

显示NO的供体能增加肿瘤的放疗敏感性．研究认为，NO

的生物学作用可能是通过p53依赖途径介导的．调节NO杀

灭肿瘤或促进肿瘤生长，p53起到关键性的作用．已有多种

药品作为放射敏化剂，NO供体药物在体内给药可能导致

系统低血压，增加肿瘤血液灌注和氧合作用，具有潜在的

促进肿瘤生长的作用，限制了其临床使用．直接将iNOS基

因转染入肿瘤细胞内，肿瘤内的乏氧环境，可降低iNOS的

活性而影响NO的产量．携带iNOS基因的腺病毒(adenoviral 

vector carrying the iNOS cDNA，AdiNOS)转染靶细胞导致

iNOS过表达，产生大量NO，有望成为一种增加肿瘤放疗

敏感性有效可行的方法．
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0  引言

随着放射医学的迅猛发展，大量临床资料证明消化系统

恶性肿瘤虽不属于最敏感可用放疗痊愈的疾病，但属于

有效的一类．尤其是术前放疗，其作用已获肯定，它不

但能缩小原发肿瘤的体积，降低肿瘤浸润程度，而且可

降低癌旁淋巴结的受侵率，从而增加外科手术的切除率

和肿瘤的控制率[1]．尽管如此，由于大部分肿瘤的中央

区处于乏氧状况或肿瘤基因突变，导致放疗耐受，如何

克服肿瘤的放疗耐受，提高肿瘤放疗敏感性，成为临床

医师所关注的问题．NO和一氧化氮合酶(nitric oxide 

synthase，NOS)与肿瘤放疗敏感性的关系已成为研究热点.

1  NO和NOS  

1987年在生物体内发现NO，1992年Science杂志命名NO

为当年的“明星分子”．NO是一个不带电荷的无机小

分子，其性质很不稳定，半衰期变异很大，为5-30 s，

具有水溶性和脂溶性，极易通过细胞膜，可在细胞内外

自由扩散，十分活跃．NO在体内广泛存在，而且发挥多

种多样的生物学功能．NO是一种唯一具有神经介质、

构成介质和诱导介质作用等多种作用的内生因子，其生

物学作用具有复杂性和多样性，这些多样性取决于其

产生的速率、活性氧(reactive oxygen species，ROS)

和活性一氧化氮(reactive nitrogen oxide species，

RNOS)的形式、细胞来源、遗传类型和细胞内外生物调

节因子等．NO的生物合成和代谢相当复杂，是由L-精氨

酸通过NOS家族合成[2]．NOS分为三种类型，以其组成和

克隆的先后次序命名为神经型(Ⅰ型)(nNOS，NOS-1)、

巨噬细胞(诱导)型(Ⅱ型)(iNOS，NOS-2)、内皮型(Ⅲ

型)(eNOS，NOS-3)．nNOS主要在神经元中表达，eNOS主

要分存在脑血管组织，iNOS存在于肝细胞、单核巨噬细

胞、内皮细胞、成纤维细胞．在基础条件下iNOS活性很

低，当机体遭受微生物内外毒素、炎症介质如肿瘤坏死

因子、白介素等刺激而产生，可诱导合成大量的NO[3].

2  NO的细胞毒性机制 

研究表明NO具有直接和间接细胞毒作用．直接作用是在

NO低速率产生时发挥的，其可通过脱氧核苷和脱氧核苷

酸的脱氨基作用导致DNA损害、DNA环的断裂，抑制核糖

核苷酸还原酶导致DNA合成障碍，抑制DNA修复酶．当NO

高速率产生时，NO能与氧气或过氧化物(O2
-)结合分别形

成ROS(OONO-)或RNOS(NO2、N2O3)发挥间接细胞毒作用．

RNOS和ROS可通过脱氨基作用、DNA环的断裂、耗竭谷胱

甘肽的储备来诱导DNA的损害[4,5].

3  NO在肿瘤生物学上的作用  

NO在肿瘤生物学上的作用是错综复杂的．NO由巨噬细胞

产生，在宿主体内发挥杀灭肿瘤细胞的防御作用．在人

结肠癌研究中，大多数试验是检测NO和肿瘤进展的相

互关系，并得出两者呈负相关[6,7]．实际上，结直肠癌

iNOS表达可通过肿瘤浸润白细胞(tumor infiltrating 

leukocytes，TILs)完成，这意味着NO能限制结肠癌细

胞的生长．因为较多的进展期结直肠肿瘤中含有低水平

的iNOS，因此应想到这些肿瘤可能部分通过削弱TILs产

生NO的能力，而躲避宿主的防御作用．结肠肿瘤细胞可

产生一种可溶性因子，抑制宿主细胞产生NO[8]．而有研

究表明iNOS的表达与肿瘤的恶性程度呈正相关，提示NO



有促进肿瘤细胞生长的作用．Jenkins et al [9]最近的研

究结果解释了NO对肿瘤生长的两种不同作用，他观察到

NO在同一种肿瘤细胞中发挥两种作用，取决于试验在体

内还是在体外进行．在这些试验中，体外肿瘤细胞被激

活过多地表达iNOS，抑制大肠癌细胞生长，而在体内则

相反，促进肿瘤细胞的生长．随后的研究表明，NO在新

生血管形成和肿瘤血流动力学上起到很重要的作用．一

般认为，高水平的NO可能对肿瘤细胞具有直接的细胞毒作

用，而较低水平的NO维持量具有刺激肿瘤生长的作用[10,11].

4  NO作为放疗敏化剂  

随着对NO的放疗敏化特性的认识，多种试验应用NO的供

体来增加肿瘤的放疗敏感性．首先，NO是一种高度活

性的物质，在缺氧状态下不能发挥细胞毒性作用．这种

特性在肿瘤治疗中非常重要，因为肿瘤往往有中央缺氧

区，放疗难以奏效，这就需要一个有氧环境去部分介导

细胞毒性作用．第二，NO具有水溶性和脂溶性，极易通

过细胞膜，在细胞间弥散，具有强有力的渗透性，在肿

瘤深处发挥作用．第三，NO具有细胞渗透性，它在一个

细胞内产生，并弥散出来影响其它细胞，这就是所谓的

“旁观者效应”[12]．结果，尽管一小部分细胞产生NO，

却产生了很大的杀灭肿瘤的效果．第四，因为NO可能与

O2或O2
-结合形成其它的细胞毒性分子(RNOS和ROS)，如果

NO在高速率传递和产生，在有氧环境下，辐射敏化作用

可能大大提高．Mitchell et al [13,14]报道NO供体能提高

体外缺氧状态下哺乳动物细胞的放疗敏感性．Griffin 

et al [15]表明NO供体在放疗敏感的缺氧哺乳动物细胞中

与有氧一样有效．Verovski et al [16,17]研究表明NO能

提高缺氧状态下放疗不敏感的胰腺肿瘤细胞的放疗敏感

性．然而，NO增强放射细胞毒性的机制尚未完全清楚.

5  p53在调节NO对肿瘤细胞生长影响的作用  

最近研究认为p53的功能状态与肿瘤放疗敏感相关．NO

的生物学作用可能是通过p53依赖途径介导的[18,19]．有

作者发现放射诱导DNA的损害，导致iNOS的表达和产生

NO．产生的NO刺激野生型p53(wild type-p53，WT-p53)

集聚．WT-p53自身也可以通过抑制iNOS的转录从而限制

NO的产生．p53被认为是一种DNA损害以后细胞生存的重

要的决定性物质．他的集聚导致细胞循环的停止和DNA

的修复，给细胞一个修复可逆性损伤的机会，同时也刺

激凋亡途径，迫使细胞发生不可逆的损伤以至毁灭．NO

除了能刺激p53的集聚之外，还能改变自身结构，从而

改变蛋白质的功能．NO对p53的作用是浓度依赖性，低

水平的NO增强p53的功能，高水平的NO导致p53的功能缺

失．调节NO杀灭肿瘤或促进肿瘤生长，p53起到关键性

的作用．在检测具有各种iNOS表达的WT-p53和突变p53

的人结肠癌细胞生长时发现，WT-p53癌细胞克隆株的生

长随着iNOS的产量增加而变慢，而突变p53癌细胞克隆

株却相反．这些结果的一种解释是突变p53癌细胞克隆

株新生血管形成增多[20].

6  提高肿瘤放疗敏感性的药物  

为了克服肿瘤的放疗耐受作用，已有多种药品作为放

射敏化剂．一些研究已表明NO供体药物如S-硝基乙酰

青酶胺(S-nitroso-N-acetylpenicillamine，SNAP)、

FK-406、PKC-412和米索硝唑等可以提高乏氧环境下肿

瘤的放疗敏感性[21]．尽管这些药剂显示出很有潜力，但

在体内给药可能导致系统低血压，增加了肿瘤的血液灌

注和氧合作用，具有潜在的促进肿瘤生长的作用，从而

限制其临床的使用，因而仍处于研究之中．直接将iNOS

基因转染入肿瘤细胞内，以获得肿瘤内高产量的NO，而

无系统副反应，可替代NO供体药物，但由于肿瘤内乏氧

环境，可降低iNOS的活性而影响NO的产量．有资料表明

iNOS过表达可产生大量NO，人iNOS cDNA已被成功克隆，

AdiNOS也已成功构建，AdiNOS转染靶细胞能够导致iNOS

过表达，并能产生大量NO[22]，AdiNOS转染靶细胞以期提

高肿瘤放疗敏感性，有望成为一种有效可行的方法.
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世界华人消化杂志入编《中文核心期刊要目总览》
2004 年版内科学类的核心期刊

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》2004 年版编委会，依据文献计量学的原理和方法，经过研究人员对相关文献的检索、计算和

分析，并通过学科专家评审，世界华人消化杂志被确定为内科学类的核心期刊，编入《中文核心期刊要目总览》2004 年版 (第四版 ). 

本版核心期刊研究，被列为“2001 年国家社会科学基金项目”. 该书于 2004 年 7 月由北京大学出版社出版 .

该书已于 1992，1996，2000 年出版过三版，在社会引起了较大反响、图书情报界、学术界、 出版界和科研管理部门对该项

研究成果都给予了较高平价，普遍认为他适应社会需要，为国内外图书情报部门对中文学术期刊的评估和选购提供了参考依据，

促进了中文期刊编辑和出版质量的提高，已成为具有一定权威性的参考工具书 . 为了及时反映中文期刊发展变化的新情况，《中文

核心期刊要目总览》2004 年版编委会，开展了新一版核心期刊的研究工作，课题组认真总结了前三版的研究经验，对核心期刊评

价的基础理论、评价方法 ( 定量评价指标体系、核心期刊的学科划分、核心期刊数量 )、评价软件、核心期刊的作用与影响等问

题进行了深入研究，在此基础上，进一步改进评价方法，使之更加科学合理，力求使评价结果能更准确地揭示中文期刊的实际情况 . 

本版核心期刊定量评价，采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录

等 7 个评价指标，选作评价指标统计源的数据库达 51 种，统计文献量达到 943 万余篇次 (1999-2001 年 )，涉及期刊 1 万 2 千种 . 

本版还加大了专家评审力度，1873 位学科专家参加了核心期刊评审工作 . 经过定量评价和定性评审，从我国正在出版的中文期刊

中评选出 1800 种核心期刊，分属七大编 75 个学科类目 . 该书由各学科核心期刊表、核心期刊简介、专业期刊一览表等几部分组成，

不仅可以查询学科核心期刊，还可以检索正在出版的学科专业期刊，是图书情报、新闻出版、科研成果管理等部门和期刊读者的

不可或缺的参考工具书 .

该书由北京大学图书馆和北京高校图书馆期刊工作研究会合编，北京大学图书馆戴龙基馆长和蔡蓉华研究馆员任主编，北京

高校图书馆期刊工作研究会成员馆、中国科学院文献中心、中国社会科学院文献中心、中国人民大学书报资料中心等相关单位的

百余名专家和期刊工作参加了研究 .
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摘要

诱导分化疗法是一种可以彻底治愈肿瘤的治疗方法．Id基

因的发现为人们提供了一条诱导肿瘤细胞分化的新思路，Id

基因在肿瘤中的表达及其作用机制越来越多地被研究者们发

现，但其家族各成员在肿瘤中的确切表达和作用机制还有待

于进一步研究．本文就Id基因家族各成员在消化系统实体

瘤中的表达及其作用机制做一综述.

杨海彦, 刘连新, 曲志博, 刘改云, 陈炜, 郭化鑫, 陈曦. Id基因家族对消化系

统实体瘤作用的研究进展.  世界华人消化杂志  2005;13(18):2238-2242

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2238.asp

0  引言

肿瘤因其特殊的生物学特性，临床治疗相当困难．尽管

目前针对肿瘤的治疗方法众多，而且某些肿瘤的治疗

还取得了可喜的业绩[1-4]，但总的说来，效果还不甚理

想．Id基因的发现为诱导肿瘤细胞分化从而彻底治愈肿

瘤提供了思路，而且Id基因在肿瘤中的表达及作用机制

越来越受到研究者的重视[5-31]．Id(inhibitor of DNA 

binding or inhibitor of differentiation)基因属于

编码HLH(helix-loop-helix)蛋白的基因家族中的一种
[31-37]，是Benezra et  al [38]1990年首次从cDNA细胞文库

中克隆成功的．目前高等生物中的Id基因共发现四种同

源系列：Id-1、Id-2、Id-3和Id-4．

1  HLH蛋白

一般来说，H L H(螺旋-环-螺旋)蛋白包括四百多种分

子，广泛存在于从低等生物酵母到高等生物人类的细

胞中．H L H蛋白具有螺旋-环-螺旋结构，通常是转录

因子
[39-51]

，可通过两个螺旋(helix)区互相作用形成二

聚体，调控基因表达．HLH蛋白可分为三类：(1)bHLH蛋

白；(2)bHLH-zip蛋白；(3)dnHLH蛋白．bHLH蛋白的N端

有一段碱性区，是转录因子与DNA作用的直接界面，可

识别并结合特定的DNA序列，作为转录激活因子调节转

录．而dnHLH蛋白不存在碱性区，因此不能与DNA直接结

合，但可以与其他种类的HLH蛋白结合形成二聚体，Id

蛋白就属于dnHLH蛋白，可与bHLH蛋白结合形成无功能

二聚体，以抑制bHLH蛋白的转录激活活性
[52]
.

2  Id蛋白的功能

I d基因的表达可以促进肿瘤细胞去分化，缩短细胞生

长和肿瘤细胞增殖周期．现已在多种肿瘤细胞系中发

现Id基因的过度表达可以抑制肿瘤细胞分化．Id基因

家族的四个同源序列定位于不同的同源染色体，因此其

表达形式和功能都有显著差异．很多研究者都已发现

降低Id基因的表达水平可能是促进多种肿瘤细胞分化的

途径之一．尽管不同Id基因HLH序列都很相似，但HLH结

构域以外的区域却各有差别，这也决定了Id蛋白功能的

组织专一性，同时也决定了与特定bHL H蛋白结合的专

一性．Mathew et al [53]
通过体细胞杂交和荧光原位杂交

的实验方法确定了Id-1和Id-2分别定位于染色体20q11 

和2p25．Deed et al [54]
发现Id-3定位于染色体1p36．

Ruzinova et al [55]
发现Id-4定位于染色体6p21-22.

Id蛋白是HLH转录因子的显性负性调节物，早期发

现Id蛋白有促进细胞增殖和抑制细胞分化的作用，随着

研究的深入，现已发现Id蛋白的功能不限于此．其功能

有：(1)促进细胞增殖、抑制细胞分化；(2)在胚胎发生

和器官形成中起重要作用；(3)在细胞分裂周期中起作

用；(4)抑制细胞凋亡；(5)起癌蛋白作用；(6)促进肿

瘤血管形成；(7)与肿瘤侵袭力有关.

Id蛋白在健康人体内少见，但已在多种肿瘤中发现

了Id蛋白的表达．其中，Id-1和Id-3的表达几乎无所不

在，但Id-2和Id-4的表达却受一定条件的限制．目前，

对于Id-1和Id-2的研究较多.

2.1 Id-1 I d-1是Id基因家族中研究得最多最透彻的基

因，在抑制细胞分化、调节细胞周期、促进血管形成和

肿瘤发生中起关键作用．现已发现在多种人类肿瘤细胞

中都有Id-1的表达上调，而且表达上调的程度与肿瘤的

恶性程度相关．另外，Id-1在人类肿瘤细胞中的异位表

达可以在适度条件下促进细胞增殖和抑制细胞凋亡．这

一系列的研究结果也强有力地证明了Id-1蛋白是细胞增

殖过程中的正调节蛋白，其表达也可能是肿瘤细胞增殖

过程中的关键因素.

   在各种实体肿瘤中，Id-1抑制肿瘤细胞分化、促进肿

瘤细胞增殖的分子机制不尽相同，但以下2种机制却具

有一定的普遍性：(1)Id-1的表达可以促进肿瘤细胞的血

管形成
[56]

；(2)通过Raf/MEK通路抑制肿瘤细胞凋亡
[57]

.
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   Parrinello et al [58]
发现在小鼠早期胚胎和发育过

程中，Id-1可以促进乳腺上皮细胞的增殖，在培养的细

胞增殖到一定密集程度时又可以促进细胞凋亡.这也说

明Id-1在某些情况下可以促进细胞凋亡.

2.2 Id-2 I d-2与Id-1相比，由于染色体位点不同，因

此表达方式和功能也有所不同．早期发现I d-2与细

胞周期和细胞分化有关，可以促进细胞增殖．W a g-

sate r  e t  a l [59]
用全反式维甲酸处理单核细胞白血病

THP-1细胞系，结果发现Id-2的mRNA表达下调，且Id-2

表达下调的程度与肿瘤细胞生长受抑制程度相关，这一

结果也支持Id-2可以促进细胞增殖这一普遍观点．Id-1

在所有类型的细胞都是在增殖过程中表达升高而分化

过程中表达降低．但Id-2却不像Id-1那样有着恒定的作

用．不但可以促进某些细胞增殖，还可以促进某些细胞

的分化，比如，在骨髓前体细胞(如H60细胞)、胚胎干

细胞中的造血细胞分化过程中Id-2的表达水平都升高．

Parrinello et  al [58]
发现在小鼠乳腺上皮细胞增殖过程

中Id-1表达，而未见Id-2表达．但在细胞分化过程中却

发现Id-2表达，而Id-1不表达．因此推断Id-2促进乳腺

上皮细胞的分化．此外，Id-2促进肿瘤细胞增殖的作用

机制也与Id-1有差别，主要是通过Id-2蛋白与其他肿瘤

相关蛋白的间接交互作用促进肿瘤细胞增殖.

   由于细胞生长与分化需要靠生长和分化蛋白的精确

调控，这可以通过3种途径来实现：蛋白的直接交互作

用、多蛋白复合体的间接交互作用和配偶蛋白的表达水

平.基于这一理论，Smialowski et  al [60]
应用质谱分析

法、核磁共振、亲和色谱下降分析和凝胶过滤色谱法，

分析pRb蛋白的小袋区和Id-2蛋白以及其他蛋白之间的

相互作用，结果发现，这些蛋白之间不存在两两直接的

交互作用，因此推断Id-2调控细胞生长和抑制分化的作

用是由多种相关蛋白的间接交互作用引起的．Id-2在肿

瘤细胞中的表达及其调节受以下因素影响：(1)肿瘤内

部缺氧环境诱导Id-2表达
[61]
；(2)另外，Id-2的表达还可

以受到Ⅰ型胰岛素生长因子受体（IGF-IR）的调节
[62]
.

2.3 Id-3 和Id-4 Id-3和Id-1有大量的序列同源性，因此

在胚胎形成和人体组织中的表达方式都很相似，作用也

大致相同，都可以促进肿瘤细胞增殖.而对胃癌、乳腺

癌、结肠癌等的研究发现Id-4和Id-2很多时候都抑制肿

瘤的进展，或抑制肿瘤细胞的增殖，或抑制肿瘤局部淋

巴结的转移.

3  Id基因在若干种实体肿瘤中的表达及其作用

3.1 肝癌

3.1.1 Id蛋白在肝癌细胞中的表达 Id蛋白的表达在肝癌细

胞增殖过程中不是一直都保持在高水平，而是在肿瘤发生

的早期高水平表达．在肿瘤晚期表达水平降低或根本不表

达，这与Id蛋白在乳腺癌、前列腺癌、结肠癌中的表达情

况恰恰相反，可见Id蛋白在肝癌的进展期起关键作用，最

终导致肝癌细胞的去分化(dedifferentiation)[63].

3.1.2 Id蛋白对肝癌的作用机制 Id-1抑制细胞分化与其抑

制肝癌细胞中p16INK4a的活性有关．Lee et al [64]对62例人

肝癌细胞标本进行研究，证实肝癌细胞标本中Id-1的表达

在转录和翻译水平都升高，且升高的水平与增殖细胞核抗

原(PCNA)相关(r = 0.334, P = 0.033)．Id-1蛋白表达低

的肝癌细胞，其mRNA的表达水平更低(P = 0.039).同时在

Id-1蛋白表达水平低的肝癌细胞中，p16INK4a的表达水平要

比Id-1蛋白表达水平高的肝癌细胞更高(P = 0.039)，另外

还证实在Id-1表达的肝癌细胞中，S期的细胞比例升高，

而这正是细胞分化程度降低的标志．以上事实说明Id-1抑

制细胞分化与其灭活肝癌细胞中p16INK4a的活性有关.

3.2 胃癌 Id-1可以抑制胃癌细胞分化，促进癌细胞增殖．

Han et al [65]用Western印迹测定15份正常胃组织、胃癌

组织和胃细胞系中Id-1蛋白含量，结果发现相对于周围

正常胃组织，15份胃癌样本中有11份Id-1表达处于高水

平．相对于高分化细胞系，低分化细胞系中Id-1的表达

上调更明显．通过半定量RT-PCR法测定发现在绝大多数

样本中Id-l的表达都增高．因此推断Id-1蛋白在胃癌发

生进程中起重要作用，Id-1的高表达也与胃癌的恶性潜

力有关.

　　Id-4在胃癌中表达下调，与其在乳腺癌中的表达变

化相同．也说明Id-4可以促进胃癌细胞分化，而其表达

下降也可能与肿瘤发生有关．Chan et al[66]应用重亚硫

酸盐基因测序，发现在大多数胃癌细胞系和30%的早期胃

癌中Id-4启动子都被超甲级化，从而灭活Id-4，用5-乙

酰-2’-脱氧胞苷酸(DNA甲基转移酶抑制剂)处理后，各

种胃癌细胞系中的Id-4又可重新表达.有时候需要组蛋白

脱乙酰基酶抑制剂－曲古抑菌素A的协同作用，但单独应

用曲古抑菌素A却不会产生这种效应．Id-4的重新表达是

与Id-4启动子的脱甲基化同时发生的．另外还发现Id-4启

动子的甲基化与hMLH1启动子的甲基化(P = 0.008)和微卫

星不稳定(P = 0.006)关系密切.

3.3 结肠癌 在结肠癌中，Id-1、Id-2、Id-3的表达与Id-

4的表达呈现不同的特点，Id-1、Id-2、Id-3表达升高，

而Id-4表达下降，且下降的程度与肿瘤的病理学分级相

关．Wilson et al[67]为了测定Id-1、Id-2、Id-3在结肠

癌中的表达，对34例人早期结肠腺癌标本进行分析，结

果发现相对于正常黏膜组织，腺癌中Id-1(P = 0.001)、

Id-2(P = 0.001)、Id-3(P = 0.002)的免疫原性显著增

高；而17例腺瘤中却未见Id蛋白的表达，另外还发现结

肠腺癌中Id-1和Id-2的表达与分裂指数有关，Id-1的相

关性较强(P = 0.005)，Id-2的相关性较弱(P = 0.042).

此外，三种Id蛋白的表达与p53的免疫反应性有关，在

p53基因敲除的小鼠正常肠黏膜产生的自发性肿瘤中，三

种Id蛋白的表达都上调.



为了研究三种Id蛋白的作用，Wilson et al[67]应用

反义核苷酸阻断Id蛋白的表达后，人结肠腺癌的增殖也

受到抑制．在人结肠腺癌细胞系中如果人为地促使E47 

bHLH蛋白的异位表达，通过共免疫沉淀和亚细胞共区域

化方法发现E47 bHLH蛋白可以高效地与内源性Id蛋白结合

形成Id-bHLH异二聚体，使癌细胞生长停滞．说明Id-1、

Id-2、Id-3可以促进结肠腺癌细胞增殖．如果人为地促进

E47 bHLH蛋白突变体的表达，也可以部分抑制肿瘤细胞增

殖．这些实验结果起码说明这样一个问题，就是在人结肠

癌细胞系中，如果对三种Id蛋白的表达上调解除管制，对

于癌细胞的无限增殖来说，其效果和敲除p53基因的效果

起码是部分相同的.

    Id-4在结肠癌中的表达下降．Umetani et al[68]应用

甲基化专一性PCR分析(methylation-specific PCR)和

重亚硫酸盐测序测定Id-4的甲基化，用定量实时逆转录

PCR（quantitative real-time reverse transcription-

PCR)测定Id-4 mRNA的表达，实验对象包括9份正常上皮

组织标本、13份腺瘤标本、93份早期结肠癌标本和26份

结肠癌肝转移标本，用甲基化专一性PCR分析(methyla-

tion-specific PCR)测定这些标本中Id-4的甲基化，用

免疫组化法测定标本中Id-4蛋白含量．结果显示：结肠

癌细胞系中Id-4被超甲基化，mRNA表达受抑，但应用

5-氮(杂)胞苷处理后mRNA表达可以恢复．在正常上皮组

织标本、腺瘤标本、早期结肠癌标本和结肠癌肝转移标

本中超甲基化的频率分别为0/9、0/13、49/92(53%)和

19/26(73%)．而且结肠癌中Id-4的甲基化与病理学分级

有明显关系(P = 0.028)．免疫组化分析显示：除了在

超甲基化的肿瘤标本中未见mRNA表达外，其余标本中都

有mRNA表达．而且术后患者的生存状况也与肿瘤有无

Id-4的甲基化有关(P = 0.0066)．因此推断，Id-4是一

个潜在的肿瘤抑制基因，其甲基化可能在肿瘤进展过程

中起着重要作用.

I d 蛋 白 的 表 达 受 哪 些 因 素 的 影 响 呢 ？

Rivat et al[69]研究人结肠癌细胞系HCT8/S11时发现，

内源性三叶肽(TFF3)和血管内皮生长因子(VEGF)可以使

STAT3α和STAT3β两个亚型的酪氨酸磷酸化，从而激活

STAT3信号途径，DNA微阵列分析显示STAT3β的过度表达

可以下调Id-2的表达.

3.4 食管癌 迄今，对Id蛋白在食管癌中的表达和作用还

知之甚少，只是Hu et al[70]对两种ESCC细胞系(HKESC-1 

和HKESC-2)中Id-1的表达进行了研究，结果发现，在检

测的61份HKESC-1和HKESC-2细胞系标本中，有57份标本

Id-1的表达与正常食管上皮相比明显升高，占87％．根

据Id-1在其他肿瘤中的作用，我们可以推断Id-1促进了

食管癌细胞增殖，又因为其是典型的分化抑制基因，因

此其也可能抑制了食管癌细胞的分化.

3.5 胰腺癌 在胰腺癌中Id-1、Id-2和Id-3表达都升高，
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说明三种Id蛋白在胰腺癌中都起促进肿瘤增殖的作用，

尤其值得一提的是，Id-2与另外两种Id蛋白一起对肿瘤

增殖起正调控作用，这与其在乳腺癌中恰相反，而与

结肠癌中的作用相同，也说明了Id-2在不同肿瘤中作用

的可变性．为了研究Id-2对胰腺细胞生长增殖的调控作

用，Maruyama et al[71]分别检测了正常胰腺组织、慢性

胰腺炎和胰腺癌中三种Id蛋白的表达，结果发现在正常

胰腺组织中，仅有Id-1和Id-2的微弱表达，而癌细胞中

的检测结果却相反，与各自的对照组相比，无论从阳性

细胞计数还是免疫染色强度上看，都说明Id-1和Id-2的

表达明显升高，在癌细胞周围的慢性胰腺炎样区域内的

不典型排泄小管中也检测到了Id-1和Id-2的轻度或中度

表达．在慢性胰腺炎中，发育不良的和不典型的排泄小

管内，Id-1和Id-2的表达也象在胰腺癌中一样，升高很

明显．Id-3的表达不象另外两种Id蛋白那么有规律性，

在正常胰腺组织中其表达因区域的不同有弱有强，在胰

腺癌中的表达则普遍升高.

上述结果说明，Id蛋白的表达对于胰腺癌细胞和慢

性胰腺炎中的不典型增生细胞来说，都可以促进其增

殖，通过这一现象我们可以推断，Id蛋白在胰腺癌的发

生和进展过程中可能起到了推波助澜的作用．因此不难

设想，如果我们抑制胰腺癌中Id蛋白的表达，很有可能

会抑制胰腺癌的进展.

尽管Id基因的发现已有十多年的历史，对Id基因的研

究还有待深入，目前，就Id-1、Id-2、Id-3和Id-4这四

种基因来说，Id-1的作用已经比较明确，无论在何种肿

瘤中，它都是肿瘤增殖的正性调控基因．Id-3和Id-1有

高度的序列同源性，因此作用也很相似，可以促进肿瘤

细胞增殖，但也有例外，比如在骨肉瘤MG-63细胞系，

Id-3表达反倒可以促进细胞凋亡．Id-2和Id-4多充当肿

瘤增殖的负性调控基因．对Id-1和Id-2的研究较多，但

Id-3和Id-4对实体肿瘤的作用还需进一步研究.

诱导肿瘤细胞分化是一种十分振奋人心的治疗方法，

有人曾形象地称这种方法为“改邪归正”，即把肿瘤细胞

诱导分化成为正常的细胞，是一种可以彻底治愈肿瘤的治

疗方法，现今研究的诱导分化药物不下上千种，但真正可

以用于临床的可谓寥寥，究其原因，就是因为很多药物在

细胞水平可以诱导肿瘤细胞分化，进入体内则失效了．而

且用于临床的药物又有已经发现的或潜在的副作用．而针

对分化抑制基因的肿瘤基因治疗则有很大的优势，我们可

以在转录或翻译水平上阻止或促进Id基因的表达，比如

说，我们可以应用某些方法(如反义技术等)使Id-1基因

沉默．这样就可以抑制Id-1基因对肿瘤增殖的正性调控

作用，而对于某些肿瘤同时又有Id-2作为肿瘤负性调控

基因表达的，我们还可以人为地促进Id-2表达，甚至可

以将两种方法结合起来．当然，有Id-3和Id-4表达的，

我们可以根据其所起作用的不同，或促进、或抑制其表



达，从而达到诱导肿瘤细胞分化的目的.
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摘要

拉米夫定是抗乙肝病毒的主要药物之一，因其抗病毒作用

确切而被广泛用于治疗慢性乙型肝炎.随着拉米夫定的广泛

应用，由拉米夫定导致的耐药问题逐渐成为人们关注的焦

点.诱发乙肝病毒YMDD变异是引起拉米夫定耐药的主要机

制.当YMDD变异病毒株成为优势株时就会影响拉米夫定的

抗病毒疗效，出现耐药，导致病毒重新活跃，甚至病情的

加重或死亡.目前研究认为影响拉米夫定相关YMDD变异的

因素有：(1)拉米夫定用药时间.用药时间越长，发生YMDD

变异的几率越大；(2)用药前病毒荷量、ALT水平及HBeAg

状态.基线HBV DNA滴度高、ALT水平低或HBeAg阳性者

较易发生YMDD变异；(3)前C区变异;(4)乙肝病毒基因型;(5)

联合用药.
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0  引言

拉米夫定是第一个批准用于治疗慢性HBV感染的胞嘧啶

核苷类似物，其作用机制是抑制具有逆转录活性的HBV 

DNA聚合酶，中止HBV DNA链的延长，有效抑制HBV的复

制.拉米夫定具有口服吸收完全、半衰期长、毒副作用

小和抑制HBV复制迅速等优点.但是，长期使用拉米夫定

可发生耐药.耐药的主要是由YMDD(酪氨酸、蛋氨酸、天

门冬氨酸和天门冬氨酸)区域及其上游调节序列发生变

异所引起.HBV DNA聚合酶C区第522位密码子蛋氨酸(M)

被缬氨酸(V)取代(M552V)成为YVDD,被异亮氨酸(I)取代

(M552I)成为YIDD[1,2].乙肝病毒发生YMDD变异后，改变

了HBV DNA聚合酶的亚结构，减少了拉米夫定与该酶的

结合，造成HBV对拉米夫定的耐药.当变异株成为优势株

时就会影响拉米夫定的抗病毒效果，出现耐药，导致病

毒重新活跃，甚至病情的加重或死亡[3-6].研究影响拉米

夫定相关乙肝病毒YMDD变异的因素，有助于减少YMDD变

异的发生.我们就影响拉米夫定相关乙肝病毒YMDD变异

的因素作一简述.

1  拉米夫定用药时间与YMDD变异

拉米夫定用药时间与YMDD变异率呈正相关,随着用药

时间的延长,YMDD变异率逐渐增加.来自亚洲的资料显

示,拉米夫定治疗1-4 a时YMDD变异发生率分别为14%、

38%、49%和67%[7-10].YMDD变异多在使用拉米夫定9 mo后

被检测出，少数病例也可在更短的时间内检出.近期已

观察到有些拉米夫定再治疗患者发生耐药突变的时间相

对提前.临床上对于需要拉米夫定长期治疗的患者,应注

意监测YMDD变异,特别是那些出现病情反跳的患者,以便

及时采取相应补救措施. 

2  用药前病毒荷量、ALT水平及HBeAg状态与YMDD变异

初始治疗时的HBV DNA荷量、ALT水平以及HBeAg状态与

YMDD变异有一定关系.基线HBV DNA水平高，或基线ALT

低者较易发生YMDD变异.此外，HBeAg阳性较HBeAg阴性

患者变异发生率高.

台湾学者Chang et al[11]对56例无肝硬化和58例有肝

硬化的乙肝患者进行追踪，他们接受拉米夫定治疗的平

均时间为34 mo(12-60 mo).结果观察到，37例无肝硬化患

者和36例肝硬化患者发生了YMDD变异.通过逐步Logistic

回归分析显示:用药前HBeAg阳性，HBV-DNA滴度和ALT水

平为诱发YNDD变异的独立因素.进一步分层分析和相关性

检验显示：HBeAg阳性，HBV DNA大于500 ng/L和ALT小于5 

ULN（正常值上限）者，YMDD变异率更高.

   王磊 et al [12]采用错配聚合酶链反应-限制性片段

长度多态性分析的方法，对拉米夫定治疗的249例慢乙

肝和64例乙型肝炎肝硬化患者进行了YMDD变异检测. 结

果显示:于12、24、36、48 mo时，慢乙肝和乙肝肝硬

化患者YMDD变异率分别达8.84%和17.19%、20.91%和

32.40%、26.92%和39.56%、26.92%和58.79%.提示随

着治疗时间的延长，YMDD变异的累计发生率逐渐升高;

而且，合并肝硬化者的YMDD变异率始终高于无肝硬化

者.时序检验及Cox回归分析的结果均表明：未联合干扰

素治疗、ALT水平较低、HBV DNA水平较高和治疗前诊断

为肝硬化者均与YMDD变异的较早出现有关(P<0.05).据

此我们认为，使用拉米夫定发生YMDD变异的预测因子包

括：未联合干扰素治疗、治疗前基线ALT水平较低、HBV 

DNA滴度较高和肝硬化.    

因此，在拉米夫定治疗时，需要严格掌握其适应

证，避免任意扩大适应证，以免诱发YMDD变异的发生,

进而导致治疗失败.



3  前C区变异与YMDD变异

对于HBV前C区变异是否与YMDD变异相关，各家报道不

一致.Tassopoulos et al [13]发现，前C区变异株感染的

患者发生YMDD变异的频率较高.60例HBeAg阴性伴前C区

变异的患者予拉米夫定治疗1 a，YMDD变异率为27%.张

凯宇et al [14]报告，前C区G1896A 和基本C 区启动子区

A1762T、G1764A 双突变对拉米夫定治疗后出现的病毒

学反弹没有影响; 而在前C区G1896A 突变株，YMDD 变

异减少.Tacke et al [15]研究表明, 基本C 区启动子区

A1762T、G1764A 双突变和前C区G1896A 突变对药物

的敏感性将不会产生影响；但是，基本C区启动子区

A1762T、G1764A 突变可以增加拉米夫定耐药突变株的

复制水平, 甚至可以超过野生株的基线复制水平,前C区

G1896A 突变也可以代偿拉米夫定耐药突变株的复制效

率低下的不足.

4  基因型与YMDD变异

根据HBV核苷酸全序列异源性≥8%或S基因核苷酸序列差

异≥4.1%基因型的判断标准，可将HBV分为 A、B、C、

D、E、F、G和H型8个基因型.对于HBV基因型对YMDD变异

的影响，各家报道不一[16,17].

   周建良et al [18]在回顾调查235例拉米夫定治疗组和

对照组患者的临床资料时发现， YMDD变异发生率治疗

组中B和C基因型患者分别为3.6%和16.5%(χ2 ＝ 5.508, 

P<0.01).该研究提示，B基因型较C基因型有更低的YMDD

诱发率，基因型是影响变异的重要因素之一.

日本学者Akuta et al [19]研究显示拉米夫定的YMDD

变异与HBV基因型无关，而与基因型亚型有关.疗程超

过1 a的213例日本慢性HBV感染者，检测YMDD变异的发

生率时发现基因型A、B及C基因型病人中YMDD变异的发

生率无差异，而YMDD变异发生率在HBV/Ba明显高于HBV/

Bj(P <0.05)，该研究显示YMDD变异的发生率与B基因型

的亚型有关.

宋淑静et al [20]在研究拉米夫定早期疗效与乙型肝

炎病毒(HBV)基因型的关系时发现，595例慢性乙型肝

炎患者拉米夫定治疗12 mo时,69例发生了YMDD变异,其

中C型46 例(15.38%),B型9例(16.98%),BC混合型14例

(13.86%),YMDD变异在各基因型组差异无统计学意义, 

基因型与YMDD变异未见直接关系. Moskovitz et al [21]

回顾性调查71例长达5 a的拉米夫定治疗的患者的YMDD

变异时，并没有发现YMDD变异与基因型有关.

5  联合用药与YMDD变异

目前研究证实拉米夫定与其他抗病毒药物联合应用可

以延缓或减少YMDD变异的发生.Jang et al [22]研究证实

联合用药能够减少YMDD变异的发生.83例被肝组织病理

学证实为慢性乙型肝炎患者随机分为联合用药组(拉米

夫定加α-干扰素组,41例)和拉米夫定组(42例),疗程大

于12 mo.两组HBV DNA累积阴转率在24 mo时没有统计

学差异（100% vs 100%,24 mo，P = 0.13）.12、24、

36 mo HBeAg累积消失率在两组间没有统计学差异(49% 

vs 31%，12 mo; 61% vs  39%,24 mo; 67% vs  42%,36 

mo;P  ＝ 0.07).联合用药组病毒反跳发生率在12、24

及36 mo分别低于单用拉米夫定组(5% vs  10%,12 mo; 

20％ vs 55%,24 mo；30% vs 58%,36 mo；P = 0.006).

联合用药组发生YMDD变异为5例，单用拉米夫定组则为

18例.该研究显示，长期应用拉米夫定治疗，加用α-干

扰素可减少病毒的反跳和YMDD变异的发生.  

宋家武 et al [23]在研究拉米夫定联合干扰素的疗

效时发现，联合用药较单用拉米夫定疗效好，且YMDD变

异率也较单用拉米夫定低.150例患者分为5组，A组前3

个月用拉米夫定100 mg/d,第4个月加用干扰素，第10

个月拉米夫定改为100 mg.隔日一次，疗程12 mo；B组

拉米夫定，100 mg/d，C组干扰素，3 MU，每周3次，D

组拉米夫定100 mg/d,加用干扰素，3 MU，每周3次，F

组为阴性对照组，结果治疗结束时，A组发生YMDD变异3

例，B组10例，D组5例，A组及D组的YMDD变异明显低于B

组，有统计学意义，说明联合用药能够降低YMDD变异的

发生率.

拉米夫定联合泛昔洛韦等核苷类似物也可以减少

YMDD 变异的发生率[24,25]，还有联合苦参素、膦甲酸

钠、胸腺肽以及中药均能减少YMDD变异的发生率的报

道[26-31] .虽然多数研究证实了拉米夫定联合用药能够减

少YMDD变异的发生率，但是联合用药并没有相应提高疗

效，相反还有可能带来多重耐药以及增加经济负担等负

面影响，所以联合用药应当慎重.上面宋家武的研究给

我们以启示，从卫生经济学角度考虑，用拉米夫定治疗

一段时间后，改为隔日一次，既可以减少YMDD变异的发

生，又可以节约费用，是值得探索的一种治疗方法,目

前没有剂量与YMDD变异发生呈正相关的证据.Lai et al [7]

报道，两组分别接受拉米夫定25 mg/d与100 mg/d治疗

1 a的患者，其YMDD变异的发生率无差异. 

拉米夫定已获得广泛应用，然而临床上拉米夫定的

不恰当使用，带来了拉米夫定耐药的新难题，影响了其

抗病毒作用的发挥.如何减少拉米夫定的耐药，成为广

大医生需要解决的现实问题.临床上应用拉米夫定时, 

应严格掌握其适应证，切忌任意扩大其使用范围，以免

诱发耐药.对于需要长期用药者，应严密监视拉米夫定

耐药情况，以便及时处理.
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摘要

小肝综合征(small-for-size syndrome)是造成成人间活体肝脏

移植预后差的重要原因，其确切概念尚未完全统一，本文

对其发病机制的研究进展作了概括，同时主要从移植物的

选择、门静脉压力的控制、肝静脉的回流及移植物内炎症

基因表达的调控四个方面介绍了预防小肝综合征发生的策略.
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0  引言

随着肝脏移植适应证的拓广，肝脏短缺的问题在欧美国

家越来越严重，在亚洲，由于受传统道德观念及宗教

的影响，尸体供肝非常稀少，活体肝脏移植(LD L T)正

是在这样的背景下问世，为解决供肝严重匮乏提供了

新的途径[1]．但是目前成人受体术后的存活率低于儿童

受体，据日本肝移植协会的报告，1989-11/2001-11，

950名儿童患者和614名成人患者在43个治疗中心进行了

活体肝脏移植，总的5 a生存率：儿童81.5％，成人为

69.7％，成人的生存率显著低于儿童(P<0.0001)[2]. 其

中移植物过小导致的小肝综合征被认为是造成这种差别的

主要原因.

1  小肝综合征的概念

小肝综合征(small-for-size syndrome)是一种可发生在

扩大肝切除或减体积肝脏移植后的临床综合征，其确切

的概念目前尚未统一[3]，对于部分肝脏移植，Heaton[4]

对小肝综合征的概念是：由于植入的肝脏体积过小而导

致功能上不能满足受体的需求，而出现的一种临床综合

征，其临床表现为：术后持续性胆汁淤积，凝血机制紊

乱，门静脉高压，严重者会出现腹水．持续性的肝脏功

能异常将进一步诱发脓毒血症、胃肠出血等并发症．组

织学特征为：肝细胞呈气球样变、脂肪变性，胆汁郁积

形成胆栓，缺血性斑片状坏死区和增生区并存．如果患

者恢复顺利，这些症状及生化指标会在术后几个星期后

逐渐改善.但是约有50％受体会在移植后的4-6 w k内死

于脓毒血症[4].

2  活体肝脏移植中小肝综合征的发病机制

小肝综合征的发病机制尚未完全清楚，考虑与供受体多

个因素及手术因素有关，目前较为认同的发病机制为功

能性肝脏体积过小和移植术后持续性门脉高灌注[5].

   理论上讲，部分肝脏移植物可以通过再生的方式达

到满足受体所需要的体积[6]，但是在肝脏再生之前，移

植物必须提供受体即时所需的功能，根据肝脏手术的经

验，对于未合并有肝硬化的患者可耐受80-85%的切除

量，这就意味着15-20%的肝脏可以满足机体代谢的需

要，但是这一标准并不能直接用到LDLT，因为手术过程

中，移植物遭受了冷热缺血和再灌注损伤的打击．而受

体的一般状况较差，肝脏功能常处于失代偿状态，对于

肝脏功能需求增加，这就意味着受体需要大于此范围的

肝脏体积．但是临床上，出于对供体安全的考虑，多数

供者只能提供有限体积移植肝脏，即所谓的小体积移植

物(small-for-size graft)．这种供需矛盾是导致小肝

综合征发生的重要原因．研究证明，移植物与受体标准

肝脏的质量比值同移植物的存活率具有明显的相关性[7].

   在部分肝脏移植中，由于供受体的门静脉、肝静脉

不匹配和有效血管床的减少，使得移植后的一段时间里

门静脉血流增加、压力升高[8,9]．小体积移植物再灌注

后，门静脉的血流和移植物的体积呈负相关，即移植

物的体积越小，门静脉的血流越快[10]．门静脉的血流

增高状态会一直持续到术后的几个月．研究表明[8]再灌

注期第1 h门脉血流量与术后第2天胆红素水平具有明

显相关性，移植后1 wk门静脉压力增高同菌血症、胆汁

淤积、凝血酶原时间延长、腹水等小肝综合征的表现呈

正相关．预后调查发现，如果再灌注早期门脉血流大于

260 mL/(min·100 g)，且伴有门静脉压力升高，小移

植物的预后往往很差[11]，因而可认为门脉血流增加和门

脉高压对移植物具有明显的伤害作用[10]．Man et  al [12]

的研究发现，小体积肝脏移植后，短暂的门静脉压力增

高可引起肝窦机械性损伤，导致肝窦间隙肿胀变形、窦

间隙内衬细胞间隙增宽，严重情况会出现狄氏间隙的崩

解．小体积移植物这种不可逆的内皮细胞损伤促进了肝

脏微循环的衰竭．同时还发现：门脉压力增高可导致移

植物的内皮素-1(ET-1)的表达上调，血浆一氧化氮(NO)
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水平降低；移植物内血红素氧化酶-1(HO-1)和热休克蛋

白-70(HSP-70)的表达下降[13]．前者变化使肝窦收缩，

增加了入肝血流的阻力，使移植物耐受缺血的能力明显

降低．而后两种应激蛋白低表达使移植物的维持稳态和

自我修复能力明显减弱. 

   同门静脉血流增加不同，肝动脉的血流随着移植物

的体积而成比例减少[10]．在移植物与受体质量比小于

0.6%的情况下，由于门静脉血流的显著增加，肝窦发生

严重的充血，肝动脉血液入肝的阻力增大．移植物再灌

注早期肝动脉血流仅占全肝血流的10%，并且受热缺血

性损伤、急性排斥反应和动脉吻合技术的影响，肝动脉

的血流会进一步减少[14,15]，使得小体积移植物对于缺血

性损伤、肝动脉栓塞的反应更为敏感[10,15].

　　肝静脉回流是活体肝脏移植常涉及的问题，动物模

型的研究发现，肝静脉回流障碍区域的肝脏只有肝动脉

供血，门静脉供血几乎停止，甚至会出现返流情况，这

使得该区域肝脏无法发挥功能[16]，临床上证实，淤血区

域的肝脏再生能力明显下降,不含肝中静脉的移植物的

前段部分的再生明显小于后段[17]，从而妨碍了部分肝脏

的再生，使得移植物短期内无法快速达到满足机体要求

的体积.

3  预防小肝综合征的策略

基于上述发病机制，目前预防小肝综合征的策略主要集中

在:(1)移植物的选择；(2)门静脉压力的控制；(3)肝脏静

脉回流的改进；(4)移植物内微循环的改进及炎症基因表达

的调控.

3.1 移植物的选择 到目前为止，成人间活体肝脏移植

所需的最小功能性的肝脏体积的标准还没有完全确定，

目前常用两种方法表示移植物的大小：(1)移植物与受

体标准肝脏的体积比(GV/SLV)，其中标准肝脏体积通过

受体的身高和质量进行计算；(2)移植物和受体的质量

比(GRWR)．小体积肝脏移植物的安全界限为：GV/SLV为

30-40％[7,18]，GRWR为0.6-0.8％[19,20]．如何获得足够体

积的肝脏移植物，各移植中心的做法不尽相同，目前主

要有如下选择.

3.1.1 左肝移植物 在成人活体肝移植的早期阶段，只采

用左半肝作为移植物．但是由于左半肝体积相对较小，

人们很快认识到了小体积移植物的问题，即术后早期

移植物功能差、肝细胞损伤严重，患者生存率降低．

在Tanaka et al [3]早期的39例左叶成人活体肝移植中，

GRWR≥0.8组(n = 28)的生存率为82.1％，而GRWR<0.8

的生存率为54.5％．因此多数移植外科医生认为左半肝

往往满足不了成人机体的代谢需求[21]．在西方，采用左

叶作为成人间的活体肝脏移植物已经被摈弃.

   但是目前Shinshu大学仍较多的采用左半肝作为移植

物，并取得良好的效果[22]．为增加移植物体积，Shin-

shu大学采用左肝加尾叶作为移植物[23]，尾叶占全肝体

积的3-4％，对左半肝而言，尾叶可将移植物的质量提

高8-12．在多数病例中，他们都采用含有肝中静脉的左

半肝作为移植物，Nishizaki et  al [22]报道了33例患者

进行了左肝的肝移植，其中5例移植物小于标准肝脏体积

30％的患者都获得生存，无明显小肝综合征发生.

3.1.2 右肝移植物 很显然，对于成人患者，采用右叶肝

脏作为移植物可减轻肝脏大小不匹配的问题．但是关于

移植物中肝中静脉的去留一直存在争议，目前多数学者

倾向于保留肝中静脉，因为肝中静脉是移植物中间右侧

部分的主要流出道，而对于左侧肝脏血液回流作用较

小．Tanaka et  al [3]认为，缺乏肝中静脉的移植物前段

会发生淤血，而这种淤血对于边缘性供肝往往会起到致

命的破坏作用，因为淤血段的肝脏会出现肝功能障碍．

实践中证实保留肝中静脉的右叶肝移植物的生理效果优

于不保留肝中静脉者，但是对于供体的危险会增加[24]．

　　但是，也有一些中心认为，采用不含肝中静脉的肝

右叶作为移植物，不会导致肝脏的回流障碍[25]．他们认

为缺乏肝中静脉回流的区域会通过侧支血管引流到肝右

静脉，通过多谱勒超声检测发现这些侧支循环血管会在

移植后的1 wk内迅速形成[26]，使得淤血区域在一定的时

间内无论在形态上还是功能上都能够恢复，虽然不含肝

中静脉的移植物前段部分的再生明显小于后段，但是对

于移植物再生作用的影响是非常有限的，认为不含肝中

静脉的移植物会再生到满足机体代谢需要的大小，而且

不会引起严重并发症[17].

　　成人接受右叶肝移植物的最严重问题是胆道并发

症，包括：来自移植物断面或胆道解剖处的胆漏，发生

率为15-32％[24，27]，高于全肝移植[28]．胆漏发生率高的

原因可能是肝右叶解剖结构较为复杂.

3.1.3 肝右后叶移植物 近来有人用右肝后叶(Ⅵ,Ⅶ段 按

照Couinaud 分段法)作为移植物[29]，其具体操作步骤

如下：先阻断门静脉和肝动脉的右旁正中支和左支，观

察在肝表面形成的分界线，在门静脉右支入肝门处左侧

的5 mm处进行解剖，阻断门静脉、肝动脉的右旁正中支

后，采用Kelly钳断肝，术中应用胆道造影来判断右外

侧区的胆道走向.

   该类手术的适应证为：(1)术前评估右半肝占全部供

体肝脏体积的70％；(2)估计右后叶的肝脏体积大于左

侧肝脏[30]．近来通过CT容积分析的方法发现，右叶肝脏

超过全肝体积70％，约有72％的肝脏右后叶会超过左侧

叶加尾状叶的体积[31]．如果肝外侧区域的体积大于受

体标准肝脏的40％，则即使其移植给一般状况较差的患

者，也不会引起小肝综合征的发生．该方法为移植物选

择提供了新的思路，但是该项操作的技术要求较高，手

术者应具有丰富的经验和技巧.

3.1.4 双肝移植物 为了解决极端的小体积移植物，韩国



医疗组积极采用了双肝作为移植物[32]，在20例双肝移植

中，14例接受两个左叶，4例接受一个左叶＋左外叶，

1例接受一左叶和一个右叶，1例为左外叶＋右后叶．

Tanaka et al [3]亦报道1例该类手术，采用右叶加左外

叶，分别来自于一对孪生兄弟．双肝叶移植可为供体提

供足够体积的肝脏，但该手术具有很大的挑战性，并且

多个供体的可行性也是问题.

在活体肝脏移植中，既要保证供体的绝对安全，又

要为受体提供足够体积的肝脏，对于医生来讲，有时确

实是一个艰难的选择，尽管目前的观点倾向于采用右半

肝脏作为移植物来减少术后小肝综合征的发生，但应该

看到，右叶切除对于供体绝非安全，在常规采用右半肝

作为移植物的美国，目前已报道有七名供体死亡，因此

移植物的类型应该通过计算供受体的身材比例来进行选

择，如果供体的体形大于受体，则供体的左叶肝脏很可

能超过受体标准肝脏体积的40％，为受体提供足够的肝

脏功能．此时左半肝可能会是移植物的选择．同时还需

考虑受体术前的状况和基础疾病，如果受体状态稳定、

营养状态良好合并轻中度门静脉高压，GRWR=1%的移植

物应该足够，不会发生小肝综合征，对于代偿的患者，尤其

是那些合并严重门脉高压者，GRWR应该大于或等于1.5％[4].

3.2 降低门静脉的灌流 由于门静脉高灌注和门脉高压对

于小体积肝脏移植物的破坏作用已得到公认，因此降低

门静脉灌流和压力也就成了预防小肝综合征的主要手段.

3.2.1 脾动脉结扎(s p l e n i c a r t e r i a l l i g a t i o n，S A L) 
I t o  e t  a l [11]的研究表明，脾动脉结扎可使门静脉压

力从10-20 mmHg(平均16 mmHg)降低到9-13 mmHg(平均

11 mmHg)，并且会持续到移植术后的一个星期．实践证

明实施SAL患者的预后明显好于那些门脉压力增高而没

有实施SAL的患者．Lo et  al [33]对1例由于植入的肝右

叶体积过小而发生了原发性肝无功能的患者，采用脾动

脉结扎降低了门静脉压力和灌注，从而成功挽救了移植

物．脾动脉结扎操作简单，可以用来预防和治疗由小体积

肝移植物引起的门静脉高灌注和持续性门静脉压力增高.

3.2.2 门腔静脉分流(portacaval shunting，PC) 当门静脉血

流显著升高[pvf>500 mL/(min·g)]或对于脾静脉结扎

反应差时，可采用门腔静脉分流，动物实验证明，对于

GRWR为0.6％的肝移植物，采用切断门静脉和肠系膜静

脉的联系的方法可以有效降低门静脉血流，提高动物的

生存率[34]．实践中，Boillot et  al [35]采用完全分流

肠系膜静脉血流的方法：结扎肠系膜静脉主干，结扎处

远端与下腔静脉进行吻合．该方法可显著降低门脉的灌

流．Tanaka et  al [3]对该方法作以改进，即不结扎肠系

膜静脉，将受体的门静脉分支与下腔静脉作吻合，从而分

流了部分门静脉血流，取得了较好的结果．但是目前该类

手术报道例数尚少，其临床应用价值有待于进一步考证.

3.3 流出道重建 流出道血流受阻将严重影响移植物的功
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能[16]．在不含肝中静脉的右叶活体肝脏移植中，重建前

段流出道有助于减少小肝综合征，但是由于肝内存在到

肝右静脉的交通血管，因此不是所有这样的移植物都需

要进行肝静脉重建．Sano et  al [36]采用术中暂时夹闭

动脉的方法来决定实施静脉重建的适应证：如果夹闭肝

动脉后，移植物减去改变颜色的区域小于受体标准肝脏

体积的40％，则术后发生小肝综合征的几率明显增大，

应该实施肝静脉的成型重建.重建血管可采用受体的肠

系膜下静脉、大隐静脉或卵巢静脉，静脉直径应该大于

10 m m，这样才能保证肝静脉回流通畅，也会间接降低

门静脉压力．此外，术中妥善固定肝脏对保证肝脏静脉

回流亦起到很大作用[37].

3.4 移植物内微循环的改进及炎症基因表达的调控

3.4.1 缺血预处理 实施扩大肝脏切除前进行短暂缺血预

处理，可使肝脏耐受接下来更长时间的缺血性损伤，对

残余肝脏具有明显的保护作用[38,39]．研究发现缺血预处

理对于活体肝移植中的小体积移植物也具有保护作用，

该方法可以保持肝的微循环，减少Ku p f f e r细胞的活

化，促进肝细胞生长因子的产生，使移植物的炎症反应

减轻，早期进入肝细胞再生周期[40,41]．同时手术时避免

热缺血，减少冷缺血时间和早期给予抗排斥治疗也是提

高小体积移植物生存率的主要措施．

3.4.2 药物预处理 尽管在临床上，还没有药物被用来预

防小肝综合征，但动物实验显示，许多药物具有减轻小

肝综合征的作用，这方面香港的医疗机构作了许多有益

探索.  

   作为NO的释放剂和血管舒张剂，FK409已被证明可以

改善肝微循环，最近，Man et  al [42]研究表明，对于小

体积肝脏移植物进行FK409的预处理可以预防小肝综合

征的发生．相对于对照组，移植1 h后门静脉压力显著

下降，移植物的早期生长反应素-1(EGR-1)及其下游的

ET-1、诱导性一氧化氮合酶(iNOS)和巨噬细胞炎性蛋白

-1(MIP-1)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)表达下调，急性炎

症反应明显减弱，而HO-1、HSP-70这两种热休克蛋白表

达增高，而这两者对于维持细胞内的稳态和血管扩张起

到很大作用，移植物内这些基因独特的高表达与良好的

肝功能和术后高生存率相一致．同时病理发现，FK409

组肝窦内皮细胞凋亡明显减少，其超微结构线粒体结

构保持完整．因此可以认为FK409可以降低移植后早期

门静脉压力，下调EGR-1等促炎基因的表达，上调抗凋

亡和抗应激基因的表达，从而保护小体积肝移植物．近

来，他们又采用FTY720对供肝进行预处理，发现这种免

疫抑制剂对小体积移植物亦有保护作用，其机制是通过

激活Akt信号系统抑制细胞凋亡，同时抑制了MAPK急性

炎症反应途径，减少了细胞的炎症反应[43]．血红素氧化

酶对于肝脏缺血再灌注损伤的作用已经得到证实，他们

采用逆转录病毒作载体将血红素氧化酶编码基因导入大



鼠供体，可使小体积肝移植物的HO-1表达增加，从而有

效降低了细胞间黏附因子和炎性因子的表达，起到对肝

移植物的保护作用
[44].

总之，术前对于肝脏移植物的正确选择，术中注意

检测门静脉的血流及压力变化，采取相应的预防措施，

可以减少小肝综合征的发生．在将来，随着对于小肝综

合征发病机制的不断研究，会产生更多而且有效的治疗

策略，进一步提高活体肝脏移植患者的生存率.
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摘要

原发性肝癌(primary hepatic cancer, PHC)是世界范围内第

8位最常见的恶性肿瘤，在我国肝细胞癌(hepa toce l lu l a r 

carcinoma，HCC)占其91.5%.HCC是肿瘤病因学中的重要

类型，肝硬化、病毒性肝炎、化学致癌物及环境因素等所

造成的慢性肝脏损害都可诱发HCC.HCC恶性度高，容易

复发及转移，预后差，而且早期诊断较困难，延误了最

佳治疗时期．HCC的生物标志物对于HCC的早期诊断、

监测肿瘤进展、疗效判定、复发和存活率的判定十分重

要．因此，寻找有效的HCC生物标志物是医学工作者多年

以来的努力方向，并取得了很大的进展.甲胎蛋白(alpha-

fetoprotein，AFP)是临床上诊断HCC最常用的指标，其敏

感性和特异性分别为60%和90%，AFP-L3、AFU、DCP及

anti-p53等也都有各自的优缺点，新近发现SCCA-IgM IC

在HCC患者有表达，其敏感性及特异性均较高，可能不久

以后会成为HCC早期诊断的重要依据.

关键词：肝细胞癌；生物标志物；鳞状细胞癌抗原免疫球

蛋白M复合物； 甲胎蛋白；

王嘉倍, 刘连新. 肝细胞癌生物标志物的研究进展. 世界华人消化杂志 

2005;13(18):2251-2256

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2251.asp

0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma，HCC)是世界范

围内第四位常见的恶性肿瘤[1]．每年大约有250 000名

患者死于肝细胞癌[2]．肝细胞癌的发病机制至今仍未清

楚．其在临床上恶性度较高，死亡率在消化道恶性肿瘤

中排第三位．所以早期发现、早期治疗是提高患者生存

率的关键，而大多数患者就诊时已届中晚期，失去了最

佳治疗时机．HCC患者死亡的原因多为肿瘤破裂所致的

大出血、食道胃底静脉曲张破裂出血、肝性脑病、多脏

器功能衰竭及肝肾综合征等．因此寻找有助于HCC早期

诊断的生物标志物具有很高的临床价值．本文就一些

HCC生物标志物加以阐述.

1  生物标志物

1.1 鳞状细胞癌抗原免疫球蛋白M复合物(SCCA-IgM IC) 

SCCA是一种丝氨酸蛋白酶抑制剂，可存在于正常鳞状上

皮的棘状层和颗粒层，但其在上皮起源的肿瘤细胞中典

型表达[3-4]．其同源体SCCA-1和SCCA-2可保护肿瘤细胞

免于凋亡，SCCA-1还可促进肿瘤生长[5]．最近有报道[6]

在所有手术切除的HCC标本中经免疫组化均发现了过度

表达的鳞状细胞癌抗原(SCCA)异质体(SCCA-1，SCCA-2

和SCCA-PD)，而在正常肝脏组织中未发现此类物质.

Beneduce et  al [7]对50例HCC患者，50例肝硬化

患者，50例慢性肝炎患者及73例正常对照组的健康人

的血清SCCA-IgM IC进行了检测，研究发现：由SCCA

及I g M组成的循环免疫复合物在73名正常对照组中没

有被检测到，而在50例HC C患者中有35例(70%)检测到

了SCCA-IgM IC；在50例肝硬化患者中有13例(26%)检

测到了SC C A-I g M  I C；在50例慢性肝炎患者中有9例

(18%)检测到了SCCA-IgM IC.研究还发现，SCCA-IgM IC

水平与A F P水平无关联性，因为在相同的50例H C C患

者中有21例(42%)检测到A F P显著升高(>200 μg/L). 

Giannelli et  al [8]的研究还发现，SCCA-IgM IC在HCC

肿瘤组织中的表达要比癌周组织中强得多，而且在转移

的肿瘤结节中也可以发现明显的SCCA-IgM IC的表达．

但并没有发现SCCA-IgM IC的表达与HCC的组织学分期及

肿瘤大小之间的关联性．因此，SCCA-IgM IC作为一种

新的血清生物标志物，其敏感性及特异性均较高，对微

小的转移灶也有较高的敏感性，其单独或与AFP联合应

用，可极大的提高对HCC诊断的敏感性及特异性.

1.2 甲胎蛋白(AFP) 甲胎蛋白是在胎儿发育过程中由胎肝

合成的，AFP在胚胎的12-14 wk合成达高峰，血清浓度

可达1-3 g/L，胎儿出生后，基因表达即关闭，出生1 a

后，血清浓度降至正常水平，约为5.8 μg/L.但当肝细

胞发生病变时，AFP基因表达开放，于血清中可检测到

AFP浓度显著升高，因此AFP成为诊断肝癌的生物标志物.

1.2.1 AFP Abelev在1968年首次将AFP作为HCC的生物标志

物加以研究[9]．在当前，临床上诊断HCC最常用的仍然是

AFP，最初其阳性值设定为>400 μg/L，AFP检测具有较

高的敏感性，30-60%的HCC患者表现为AFP的显著升高，

但AFP诊断HCC仍有一定的局限性，因为有相当多的肝硬

化患者的血清AFP值在200 μg/L以上．Gupta et al [10]发

现AFP对丙型肝炎患者的敏感性和特异性分别是41-65%

和80-94%．此外，部分良性肝病，生殖系统和胃肠道的

一些恶性肿瘤中AFP值也升高．而且在乙肝表面抗原阴

性的HCC患者中AFP水平明显低于乙肝表面抗原阳性或者



丙肝表面抗原阳性的患者[11].

尽管AFP作为HCC生物标志物有一定的缺陷，但其通

常与超声检查联合应用来筛查HCC[12-13]．尽管有些临床

医生认为AFP对HCC的筛查没有作用[14]，但He et al[15]研究

证明AFP与超声联合应用筛查HCC的敏感性几乎可达到100%.

另外，有研究[16-17]证明AFP水平与肿瘤大小、组织学

分级、肝内转移和门静脉癌栓形成等肿瘤各项指标无关.

1.2.2 AFP异质体(AFP variants) 随着生物化学及其相关分

析技术的进展与应用，发现AFP分子与外源性凝集素的

亲和力不同，即存在不均一性的糖链异质性．应用不同

的凝集素亲和电泳可以把它们分成若干个组分．也可以

用等电聚焦技术来分离AFP组分[18-19]．研究发现总AFP中

包含三种组分：AFP-L1，来自良性肝病，是AFP的主要

组分；AFP-L2来自孕妇；AFP-L3为HCC细胞所特有.

   Yoshida et al [20]以AFP-L3百分比大于15%作为正常

与否的临界值，并发现AFP-L3所占百分比与HCC的分期

及肿瘤的大小有着很高的关联性，而这些是AFP所不具

备的．Khien et  al [21]测定了65例HCC患者、25例慢性

肝病患者的AFP-L3，HCC患者中敏感性为96.9%，特异性

为92.0%，准确性为95.5%．AFP水平与AFP-L3水平无明

显相关性．在非恶性肝病中，肝细胞不表达AFP-L3．约

35%小肝癌(<2cm)患者血清中可检测出AFP-L3，与影像

学比较可提前9-12 mo发现HCC[22]．Tada et  al [23]研究

还发现，病理检查发现HCC患者门静脉及肝静脉受浸润

者血清的AFP-L3的表达要比单纯HCC患者的AFP-L3表达

强得多，而门静脉及肝静脉受浸润往往是预后不良的提

示．AFP-L3降低与否还可以作为HCC患者治疗的评估指

标[24]．所以，AFP-L3不仅可以早期诊断HCC，而且还可

以评估HCC患者的治疗及预后．因此，AFP-L3作为AFP异

质体是新一代的HCC生物标志物．有着很高的临床使用

价值.

1.2.3 AFP mRNA HCC可以通过检测血清AFP mRNA进行早

期诊断及判断预后，因为AFP mRNA是肝癌细胞表达的第

一步，是从病变处脱离入血的微量肝癌细胞的标志，它反

映了循环血中HCC肿瘤细胞的存在及肝外转移的发生[25]．

应用逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)可以检测到外周血中

微量的HCC肿瘤细胞的存在[26]．但AFP mRNA的临床价值

仍然存在争议.

Ijichi et  al [27]对87例HCC患者进行研究，检测术

前及术后的血清AFP mRNA水平，并跟踪调查这些患者

术后28 m o的复发情况．在术前有31例患者(36%)血清

AFP mRNA阳性，术后有30例患者(34%)血清AFP mRNA阳

性，术后28 mo有46例患者(53%)复发．HCC患者术前及

术后AFP mRNA均为阳性的患者有极高的复发率(85%)，

并有远处转移及多部位复发的趋势．术后AFP mRNA阳

性患者的复发间期要明显短于阴性患者，所以术后

AF P m R N A水平与肿瘤术后转移间隔时间呈正相关．

Cillo et  al [25]还发现循环血中AFP mRNA的水平与胆汁

郁积指数、结节大小及动脉侵入有显著关联性．因此

AFP mRNA不仅可以早期预测HCC，而且还可以评估HCC患

者的预后及复发.

1.3 α-L-岩藻糖苷酶(AFU) AFU是广泛分布于人体组织

细胞、血液、体液中的溶酶性酸性水解酶，系统命名为

α-L-岩藻糖苷岩藻糖水解酶(EC3，2，1，51)．法国学

者Deugnier于1984年首先提出AFU可能成为诊断原发性

肝癌的一项有用指标.

    Giardina et al[28]对132例肝硬化患者进行了长达8 a

的跟踪调查发现：在超声诊断HCC前6-9 mo，有43.7%的

HCC患者血清AFU值显著升高，而且对于AFP阴性的HCC患

者血清AFU也有较高的敏感性(57.1%)．但是，研究还发

现AFU与肿瘤大小无关联性，而AFP则与肿瘤大小有显著

关联性．因此，血清AFU对早期的HCC诊断有很大的帮

助，临床上应对血清AFU升高的肝硬化患者提高警惕．

而且，鉴于AFU检测方法简单、快速、方便，适合大规

模人群普查早期HCC，临床上应该大力推广[29].

1.4 组织多肽特异性抗原(TPS) T P S是从组织多肽抗原

(TPA)中纯化而来，其实质是细胞角蛋白18片段上的M3决

定簇[30]，在细胞周期的S晚期和G2期，伴随着DNA、蛋白

质的合成，TPS被合成并于细胞分裂后不久释放入血或

体液中．所以，血清TPS水平常反映肿瘤细胞的分裂增

殖活性.

    Yao et al [31]的研究发现：TPS仅与肿瘤大小有关．

他们分别对69例HCC患者，57例健康人，56例慢性肝炎

患者和49例肝硬化患者应用单克隆TPS IRMA测定其血

清TPS水平，同时还测定了AFP值．结果显示：TPS血清

水平仅高于正常对照组(P = 0.001)，与肝硬化及肝炎

组无显著差异．TPS与AFP无显著相关性．血清TPS仅与

肿瘤大小之间存在显著相关性(P = 0.005)；AFP与肿瘤

大小，门脉癌栓及肿瘤分化程度之间存在显著相关性

(P <0.05)．血清TPS与HCC肿瘤侵袭性之间无显著相关

性．但与肝功能受损程度相关性显著，导致在部分肝硬

化患者或肝炎患者中出现了高水平表达．因此，TPS虽

然尚不能够独立诊断HCC，但是对肝病患者血清TPS的升

高应注意结合其它相关的临床指标加以具体分析，以便

能够达到早期诊断HCC的目的.

1.5 anti-p53 p53基因定位于17P13.1，长约20 kb，含11

个外显子，转录mRNA长约2.8 kb，产物p53蛋白由393个

氨基酸组成．野生型p53基因克隆或其cDNA的表达，可

抑制其它癌基因对细胞的转化，一旦其发生了突变或缺

失，即可诱发多种肿瘤．长时间接触真菌毒素及黄曲霉

毒素B1均可诱发p53基因突变[32]．可通过检测anti-p53

水平来加以判断.

   Alves et al [33]应用免疫组化方法对54例HCC患者，

30例肝硬化患者的anti-p53进行检测．在Ⅲ-Ⅳ级的HCC
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患者中有58.3%检测到了anti-p53的免疫表达，在Ⅰ-Ⅱ

级的HC C患者中有22.2%的患者显示阳性结果，平均阳

性率为35.2%.其数据介于美国与非洲报道的数据之间

(6-18%，40-50%)．而在癌旁组织及30例肝硬化患者中

没有检测到anti-p53的免疫表达．因此，anti-p53的检

测对HCC的诊断具有一定的价值，可作为一种新的HCC生

物标志物，但由于其与美国和非洲所报道的数据有所差

别，而且其对于其它的胃肠道恶性肿瘤也有较高的阳性

率：胆管癌(100%),胰腺癌(75%)，结肠癌(70%)，食管

癌(60%)和胃癌(35%).所以其仍需进一步的研究以供临

床应用.

1.6 脱-γ-羧基凝血酶原(DCP) 正常肝脏组织可以在肝细

胞内质网内将DCP羧化使之成为有活性的凝血酶原，一

旦机体需要，凝血酶原即可转变成凝血酶参与机体的各

项生理功能．但HCC患者肝细胞发生癌变，内质网失去

其正常功能，不能将DCP羧化成有活性的凝血酶原，从

而血清中DCP含量增高.

   1984年Liebman首次报道91%的肝癌患者血清中DCP

的水平升高．血清DCP水平与HCC患者是否有动脉侵入

有很大关联性，血清DCP水平>300 AU/L的HCC患者绝大

多数伴有动脉侵入，而DCP水平与肿瘤结节数量之间没

有发现关联性[34]．有研究表明，DCP作为HCC的生物标

志物具有48-62%的敏感性和81-98%的特异性[35]．袁联

文 et  a l [36]测定了东京大学医学部附属病院肝胆胰外

科1995至1997年间收治的92例HCC患者血清DCP和AFP水

平，发现DCP诊断HCC的准确率，敏感性和特异性分别

为56%，46%和92%，AFP阳性率为41%，且两者在诊断上

无明显相关性，即血清DCP在诊断HCC不仅与AFP同样有

效，而且具有较高的特异性．HCC患者血清DCP水平与癌

灶大小呈正相关，且术前血清DCP高的患者5 a生存率明

显低于血清DCP低的患者[37].

   由于DCP和AFP之间在诊断HCC上没有关联性，而且单

独的DCP或AFP都不是诊断HCC的完美指标，所以联合这

两种生物标志物来提高对HCC的诊断率是一种合乎逻辑

的方法．Marrero et  al [38]研究发现联合应用DCP和AFP

在鉴别HCC和其他肝脏疾病方面并不优于单独应用DCP．可是

联合应用DCP和AFP-L3对于早期诊断HCC有较大的帮助[39].

1.7 磷脂酰基醇蛋白聚糖-3(GPC3) GPC3是一种硫酸类肝

素蛋白多糖[40]，它可以借助磷脂酰基醇糖基锚定在细

胞膜上．GPC3在绝大多数HCC患者有表达，而在正常肝

组织及良性肝脏病变中不表达，GPC3通过增强自分泌或

旁分泌Wnt基因表达信号来刺激体内和体外HCC肿瘤细胞

生长[41]．GPC3能够黏附Wnt基因，促进Wnt基因高表达，

Wnt基因的表达产物能够促进多种肿瘤组织生长．有研

究证明，HCC患者的GPC3 mRNA表达增强[42,43]．并且由

Sung et  al [44]证明培养基上的HCC细胞可以分泌GPC3．

根据Capurro et  al [45]的研究结果，只有1/20的肝硬化

患者在血清中检测到GPC3．所以检测血清GPC蛋白含量

或GPC mRNA含量对于HCC的诊断具有较大帮助.

   在75%的HCC患者中可以检测到GPC3 mRNA的过量表

达，仅在3.2%的正常人血清中检测到GPC3 mRNA的高表

达[46]．免疫组化实验证实在72%的HCC患者肝脏组织中可

以检测到GPC3蛋白[47]；而且，应用酶联免疫标记试验

(ELISA)在40-53%HCC患者的循环血中可以检测到GPC3蛋

白[47,48]．此外，GPC3的表达与肿瘤组织的分级及大小无

关，与AFP无关联性[49]．因此，在临床上检测GPC3可以

对HCC患者进行早期诊断，鉴于其对AFP阴性的HCC患者

也有较高的敏感性，可将其与AFP联合应用.

1.8 γ-谷氨酰转肽酶(GGT) 及GGT-mRNA GGT可以催

化谷胱甘肽中的γ-谷氨酸残基向氨基酸肽链或水转移．

GGT在肝脏主要定位于Kupffer细胞、门脉周围血管和胆

管内皮细胞，在肝细胞为阴性．可是发生癌变的肝细

胞GGT均为阳性．应用聚丙烯酰胺凝胶电泳可将GGT分

离出9-11条区带，其中Ⅰ’、Ⅱ和Ⅱ’为肝癌特异性

GGT[50]．其检测HCC的阳性率可达75%，假阳性<5%，血清

GGT浓度与AFP和肿瘤大小无关联性，其对AFP阴性的HCC

患者的阳性率可达75%，从而可以弥补AFP的不足．所以，

GGT可以作为早期诊断HCC的一个极其敏感的酶学指标[51].

GGT-mRNA分三种亚型(A、B、C亚型)，应用RT-PCR

技术可检测患者外周血中的GGT-mRNA，A亚型主要存在

于正常肝脏组织中，HCC组织中主要含有B亚型．GGT-

mRNA亚型转化与GGT基因异常表达、甲基化状态改变和

肝癌的发生关系密切.

1.9 血管内皮生长因子(VEGF) VEGF由血管内皮细胞分

泌，在正常血管的生长发育中起着重要作用．但VEGF同

时也能促进肿瘤组织内血管的生长．由VEGF调节的肿瘤

相关的血管生长对于HCC的生长及转移非常重要[52]．晚

期HCC患者肿瘤组织多表现出血管增多的特性．VEGF和

它的受体(VEGFR-1和VEGFR-2)交互作用，在HCC的发展

过程中起着关键性作用[53]．HCC患者血清VEGF的浓度要

比健康者显著升高；但在HCC患者和非HCC肝病患者之间

却未发现显著区别．免疫组化分析显示VEGF蛋白在高分

化的HCC细胞中和HCC患者正常肝组织中均显著表达；而

在低分化的HCC中，VEGF在瘤内血管的内皮细胞中的表

达要明显强于在肿瘤细胞中的表达[54]．此外，血清VEGF

的浓度与CT和MR成像信号的强度和性质之间有关联性[55-56].

   鉴于VEGF的血清浓度会在HCC出现前显著升高，并且

VEGF的分布状态会随着HCC的发展而显著改变，因此，

检测患者血清VEGF浓度也是早期预测HCC的一项重要手

段，但由于其特异性较低，所以应结合其它标志物共同

使用.

1.10 转化生长因子β1(TGF-β1) TGF-β1是一大类多功能

的生长因子，哺乳动物中只表达TGF-β1，2，3，其中

TGF-β1含量最多．TGF-β1参与正常和转化细胞的生长

王嘉倍, 等. 肝细胞癌生物标志物的研究进展                                                                                                         2253    



和分化．TGF-β1可以抑制免疫系统，从而促进癌细胞生

长、浸润及远处转移．TGF-β1 mRNA在HCC患者有高表

达，尤其在小HCC与高分化的HCC的肿瘤组织中．对38例

小HCC(<3 cm)患者血清TGF-β1检测时发现其值显著升

高．将血清TGF-β1阳性标准定为800 ng/L时，其诊断小

HCC的特异性超过95%，敏感性为68%[57].

TGF-β1是HCC肿瘤发生的原始标志物[58]．由于AFP对

小HCC的敏感性较低(24%)，TGF-β1在诊断小HCC比AFP具

有更高的敏感性及特异性，所以TGF-β1可以作为一种生

物标志物对可疑HCC患者进行早期检测.

1.11 其它 丛生蛋白也叫载脂蛋白J，是一种糖蛋白异二

聚体，存在于大多数动物的组织和体液中[59]．有报道丛

生蛋白在应激反应[60]、细胞凋亡和肿瘤发生中起到了重

要作用．丛生蛋白在人体多种恶性肿瘤中过度表达，包

括乳腺[61]、肾脏[62]、膀胱[63]、胰腺[64]、结肠[65]和淋巴[66]的恶

性肿瘤．丛生蛋白在肿瘤转化及恶化过程中所起的作用

并没有得到明确阐述；由于丛生蛋白经过翻译后修饰可

以得到不同的亚型，所以产生了很多有争议的结果[67]．

但是，丛生蛋白在人类的几种恶性肿瘤中起到重要作用

这一点是明确的．经过免疫组化染色分析丛生蛋白在

HCC患者中有89%的阳性率[68]，经过化学治疗的HCC患者

丛生蛋白有上调趋势[69]．其对HCC诊断的临床使用价值

有待于进一步研究.

甘氨酰脯氨酸二肽氨基肽酶(GPDA)在1987年第一次被

用作HCC的生物标志物来研究，最近Ni et al[70]证明GPDA

的同工酶GPDA-F在HCC患者血清呈持续阳性，他们认为此

生物标志物对于诊断无AFP分泌的HCC有较高的敏感性.

2  展望

我国是HCC的高发区，这与我国肝炎病毒感染较重，传

播广泛有关，尤其是HBV、HCV的感染，病毒性肝炎与

HCC的发生密切相关．所以，防治HCC是医学工作者们面

临的一项重要任务．如果能够较早的发现并确定诊断

HCC，及早进行治疗，那样将会极大地提高生存率．可

是目前所发现的与HCC有关的生物标志物虽然很多，但

尚无一种生物标志物能够独立确诊所有的HCC，而且这

些生物标志物之间不能起到关联互补的作用，这就给防

治HCC的工作带来了极大的困难．因此应该有效地利用

已知的HCC生物标志物，并不断地深入研究探索新的HCC

生物标志物，从而有效地对HCC做到早期发现，早期诊

断，早期治疗，并做好预后评估，防治复发.
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摘要 

肠黏膜免疫调节紊乱导致炎症性肠病的发生.肠道共生的

微生物抗原刺激肠黏膜T细胞，CD4+T细胞在IL-12的作

用下分化为Th1，形成IFN-γ，TNF-α升高的Th1型黏膜

炎症，表现与Crohn病相似；CD4+T细胞或非典型NKT细

胞活化后，分泌IL-13，IL-4，IL-5，形成Th2型黏膜炎

症，表现与溃疡性结肠炎相似．调节性T细胞Th3，Tr1和

CD4+CD25+ T细胞通过分泌TGF-β和IL-10等作用抑制肠黏

膜免疫反应，维持肠黏膜平衡.

王旭丹，袁学勤. 肠黏膜免疫调节紊乱介导炎症性肠病的发生. 世界华人消

化杂志  2005;13(18):2257-2262
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease，IBD)是一

组病因不明的慢性肠道炎症性疾病，主要包含了两个

独立的疾病，溃疡性结肠炎(ulcerative colitis，UC)

和克隆病(crohn’s disease，CD)，二者在临床表现和

病理特点上各不相同．目前普遍认为IBD的产生主要来

自于黏膜免疫、相关基因和环境因素，其中免疫因素是

IBD目前研究最活跃的领域．采用自发的动物模型和基

因工程动物模型及可诱导的动物模型为研究IBD的免疫

机制的提供了重要的工具，并取得大量有价值的研究成果.

1  肠道微生物来源的抗原性刺激

淋巴细胞异常活化参与了IBD的发生．淋巴细胞的活化

需要抗原，越来越多的资料表明，肠道微生物，尤其是

共生细菌承担了启动黏膜免疫细胞活化的抗原的角色．

人类肠道黏膜表面分布了大量的微生物，这些微生物从

人一出生就定居于此．从某种意义上说，这些共生的微

生物可能已成为人体成分的一部分，它们的某些抗原成

分甚至能进入人体内环境，并可能经过胸腺处理，以至

于等同于自身抗原[1]．因此，正常个体的血液和黏膜的

单个核细胞对自身来源的微生物并不发生免疫应答，但

对其它个体肠道的微生物群则有反应，即使是相同的

品系的微生物也是这样[2]．但IBD患者结肠黏膜的单个

核细胞在自身同源的肠道细菌刺激下也会发生增生，症

状缓解的患者则失去增生能力[3]．多项证据证明了IBD

的产生与肠道微生物密切相关．如在普通饲养条件或无

特定病原体条件下建立的动物结肠炎，在无菌条件下不

能建立[4]．预先用抗生素处理可以减轻消炎痛结肠炎、

DSS(dextran sulfate sodium，硫酸葡聚糖钠)结肠炎、

TNBS(trinitrobenzene sulfonic acid，三硝基苯磺酸)

结肠炎的肠道炎症反应；如未经抗生素处理，TNBS在注

入24 h后，即可观察到动物结肠黏膜和黏膜下层有细菌

入侵现象[5]．研究表明，虽然共生微生物中的厌氧菌较

需氧菌产生更为严重的黏膜损害和炎症，但共生的厌氧

菌和需氧菌的复杂的共同作用为免疫性结肠炎症的产生

提供了持续的抗原性刺激[6].

究竟是何种抗原成分启动了肠道黏膜免疫反应一直

为研究者所关注.将肝螺杆菌(Helicobacter hepati-

c u s )接种于无特定病原体的IL-10-/-小鼠中可诱导的

盲肠和结肠炎，与炎症相关的Th1细胞可与肝螺杆菌裂

解液中的可溶性抗原SheLAg发生反应，且SheLAg特异的

CD4+T细胞的过继转移可导致肝螺杆菌感染的RAG-/-小鼠

出现结肠炎，但在没有感染肝螺杆菌的RAG-/-小鼠并不

出现．这些CD4+T细胞克隆中的其中一个识别肝螺杆菌中

的一个718个氨基酸构成的鞭毛钩状蛋白，其识别表位

为VFEGGRASFNSDGSL，这是迄今为止获得的第一份导致

结肠炎的单一的细菌抗原成分[7]．临床研究也得到了相

似的结论[8].

2  T淋巴细胞活化为效应细胞介导肠黏膜炎症

肠黏膜屏障功能的完整是维持肠黏膜正常功能的基础．

黏膜屏障功能的缺陷有利于微生物抗原进入肠黏膜固有

层，诱发异常的黏膜免疫应答．例如，预先用洗涤剂处

理肠黏膜去除上皮磷脂层并减少肠黏膜的表面疏水性，

将增加DSS诱导的大鼠黏膜上皮的炎症损伤；相反，用

表面活性脂局部处理则减少了DSS结肠炎的易感性，并

有效地保护上皮[9]．效应T细胞的活化是肠黏膜免疫及

其后续炎症的起点．外周T细胞亚群中，已明确CD4+T细

胞是导致肠黏膜炎症的主要效应细胞，因为到目前为止

所研究的所有结肠炎模型中黏膜组织浸润中最主要的

细胞类型即为CD4+T细胞；而且在一些研究中，体内删

除CD4+T细胞，炎症即好转[10]．CD4+T细胞的活化需要抗

原特异性信号以及协同刺激信号．抗原特异性信号涉及

到数量庞大的肠道微生物抗原，研究有一定的难度．协



同刺激信号在炎症性肠病中的作用报道较多，如IBD中

CD40和CD40L表达显著增强，并能促进IL-12和TNF-α的

释放[11].

2.1 效应CD4+T细胞极化为Th1细胞介导的肠黏膜炎症 

CD4+T细胞获得充分的活化信号后，在IL-12存在的情况

下极化为Th1并分泌IFN-γ介导肠黏膜炎症，此类结肠炎

体内存在高水平的IFN-γ，IL-2等细胞因子，故为Th1型

炎症．一般而言，CD的炎症特征在肉眼和光镜水平下与

Th1介导的黏膜炎症模型相似．IL-12在Th极化为Th1中

起到了关键作用．单核巨噬细胞针对细菌、细菌产物或

寄生虫反应是IL-12的主要来源．如CD患者病灶原位巨

噬细胞产生大量的IL-12，而UC患者则无此现象，且活

化的CD4+T细胞主要分泌IFN-γ，但产生IL-4的T细胞很少
[12,13]．与健康人比较，CD患者的炎症损伤处分离的巨噬

细胞体外产生的IL-12增加[14]，而UC患者产生的IL-12则

减少．IL-23是新发现的促进T细胞向Th1极化的细胞因

子，由于IL-23与IL-12共用了一个亚单位p40，故二者

之间具有相似的生物学作用，但在刺激Th1记忆细胞方

面IL-23比IL-12更为有效，因此IL-23主要是起到维持

Th1介导的炎症反应的作用[15]．最近发现IL-21也有助于

CD患者的Th1反应的建立过程[16]．TNBS结肠炎是典型的

Th1型肠黏膜炎症模型，其肠道中可观察到与CD的病理

特点非常相似的炎性细胞在各层中浸润并伴有肉芽肿的

特征．Neurath et al发现该模型中分离的巨噬细胞产

生大量的IL-12，淋巴细胞产生大量的IFN-γ和IL-2．用

抗IL-12抗体治疗就可完全阻断TNBS诱导的结肠炎的发

生，或者使已建立模型的小鼠炎症损伤彻底地消失[17 ]．

这一事实证明，TNBS结肠炎是由IL-12启动，T淋巴细胞

分化为Th1细胞释放IFN-γ所介导．SCID过继转移结肠炎

模型是另一种典型的Th1型肠黏膜炎症模型，将高表达

CD45RB分子的CD4+T细胞(CD4+CD45RBhi，初始T细胞)过继

转移给SCID小鼠或Rag2-/-小鼠即可建立[18]．SCID结肠

炎的T细胞反应也是由IL-12驱动，IFN-γ介导[19]．尽管

CD45RBhiT细胞占据了SCID小鼠的小肠和大肠，但炎症仅

局限于结肠，而且还发现在一个近乎无菌的环境中饲养

的小鼠接受过继转移的细胞后炎症水平降低，这表明结

肠中的微生物为黏膜炎症提供了抗原刺激[20].

Th1发挥炎症作用是通过分泌IFN-γ，IL-2和TNF-β

等细胞因子实现的．其中IFN-γ在Th1反应中起中心角

色．Th1细胞过度产生IFN-γ的原因可能与T-bet和STAT4

两个分子有关．T-bet是T-box蛋白，当其在T细胞上过

度表达时，可使T细胞执行高水平的IF N-γ反应、较低

IL-4反应[21]．即使在缺乏STAT-4的细胞中T-bet过度表

达也能导致IFN-γ反应，该因子可能是Th1分化的分子开

关．STAT4也是Th1分化的必需的因子，可能扮演IFN-γ

转录因子以及维持Th1细胞生存因子的角色．TNP(TNBS

半抗原的表位)偶联的KLH在正常小鼠上并未诱导出结肠

炎，但在STAT4的转基因小鼠则能诱导Th1型结肠炎，表

明结肠炎与STAT4的异常表达相关；来自于这些小鼠的

脾细胞体外与自身来源的微生物接触后增生，增生的T

细胞转移到SCID小鼠上，可诱导结肠炎；初始但过度表

达T-bet(通过表达T-bet的反转录病毒感染)的T细胞过

继转移到SCID小鼠上，能诱导结肠炎加速建立[22]．CD患

者也同样存在这两个分子的异常，如炎症组织中的T细

胞的核提取物中的STAT4和T-bet含量显著增加，且组织

中Th1细胞数量也显著增加的，因为这些T细胞表达Th1

细胞的特征性受体IL-12Rβ2[23,24]．根据这些发现，CD患

者炎症组织中T细胞产生大量的IFN-γ，但IL-4的产量降

低也就不奇怪了．Th1细胞释放的IFN-γ能活化单核巨噬

细胞，使之释放前炎性细胞因子TNF-α、IL-6、IL-1参

与炎症过程，其中TNF-α直接参与了Th1炎症反应，这一

推测已被TNF△ARE小鼠结肠炎模型所证实[25]．该模型与CD

极为相似，其炎症很可能是由微生物的LPS诱导TNF-α的

产生并启动和维持.

虽然CD主要由Th1型免疫反应所介导，但也不是绝

对的.新近的研究发现，SAMP1/YitFc小鼠自发性末端回

肠炎的病理特点与CD相似，但炎症既有Th1细胞参与，

也有Th2细胞参与．Th1细胞因子IFN-γ和TNF参与回肠炎

的初始化，中和IFN-γ可干扰淋巴细胞扩增及有利于慢

性炎症的终止；当进展为慢性回肠炎时，Th2型细胞因

子IL-5和IL-13显著增加，封闭IL-4能显著改善回肠炎[26]．

大量的IFN-γ产生可诱导吞噬细胞活化并释放前炎症因

子，如IL-1、TNF-α等．这些细胞因子活化血管内皮细

胞血管黏附分子的上调，并募集白细胞和单核细胞进入

黏膜固有层．活化的白细胞和单核细胞在局部的浸润并

释放炎症介质，进一步放大了炎症并导致组织损伤．多

种生物活性物质如蛋白酶、PAF、NO、前列腺素、反应

性氧中介物等对组织的损伤负有责任[27 ]．图1中我们对

CD的主要发病机制进行了简单的归纳.

1 抗原

2 黏膜上皮改变

3 T细胞活化
4 前炎症细胞因子

巨噬细胞活化

5 炎症

PMN

Treg

IL-1, TNF-α, IL-6 Th1

Th2

TNF-α

IFN-γ

IL-12/23

(一)

(一)
(一)

IL-10
TGF-β

CD4+T细胞活化

IL-4

CD4+T
?

IL-2

B7-CD28

CD40-CD40L

APC

MHC TCR

T

图 1 CD的发病机制.

2.2 效应C D4+T细胞极化为T h2细胞介导的肠黏膜炎
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症 T h2细胞介导的结肠炎具有多种表现形式，其炎症

类型与Th1结肠炎不同，与CD比较更像是UC．因此推测

UC是Th2细胞介导的疾病，但支持这一观点的证据并不

充分．虽然UC中IL-12/I F N-γ量并未增加，但Th2特征

性细胞因子IL-4也没有增加，且损伤组织中的炎症也

并不像常见的以嗜酸性粒细胞浸润为主要特征的Th2型

炎症.事实上，唯一被报道增加的Th2型的细胞因子是

IL-5[28,12,13]．当然，尚有其它的一些证据认为UC是Th2

介导的肠道炎症性疾病:(1)在UC患者比CD患者体内存

在更多的自身抗体，如抗中性粒细胞胞质抗体(pANCA)

和抗原肌球蛋白抗体，Th2细胞能为B细胞活化并分化

为浆细胞和产生抗体提供更大的帮助;(2)U C中增加的

的自身抗体主要为与Th2相关的抗体类型，如Ig G1和

IgG4;(3)EB病毒诱导的基因3(EBI3)编码的产物现在被

鉴定为Th2型细胞因子，这种细胞因子在UC中而不是在CD中

增加[29]．尽管UC的组织学表现与Th2细胞介导的实验性结

肠炎密切相关，但目前把UC归纳为Th2型疾病似乎还不

成熟．实验性结肠炎表现为Th2型的主要有TCR-α缺陷小

鼠结肠炎和恶唑酮(oxazolone)诱导的结肠炎．TCR-α链

缺乏的小鼠结肠炎模型是目前研究的最好的Th2介导的

炎症模型，其炎症损伤相对表浅，偶尔会扩展到黏膜下

层．组织学表现为隐窝延长、变形，偶见隐窝脓肿，很

少出现透壁性的裂隙和肉芽肿，故与UC相似；且模型小

鼠循环中能检测到pANCA及其他自身抗体[30]．由于TCR-α

链缺失，故此模型小鼠的T细胞亚群主要是γδTCR的T细

胞，也混杂了少量的ββTCR的T细胞，后来证实ββTCR的T

细胞是导致炎症的效应细胞[31]，该模型的效应细胞因子

是IL-4而不是IFN-γ[32]．

半抗原恶唑酮可在S J L/J小鼠中诱导出类似U C的

实验性结肠炎，炎症位于远端结肠，伴有溃疡[33]．刺

激炎症组织中CD4+T细胞能产生大量的IL-4和IL-5，但

IFN-γ正常或者减少；抗IL-4治疗能显著缓解疾病，而

抗IL-12治疗无效或者恶化．研究发现非典型NKT细胞在

恶唑酮结肠炎扮演重要角色：恶唑酮与非典型的MHC I

类分子CD1d的结合后递呈给NKT细胞，导致NKT应答并分

泌IL-13，中和IL-13可阻断结肠炎．因此，恶唑酮结肠

炎可能是NK-T活化并分泌的IL-13启动非典型的Th2反

应，进而导致黏膜炎症[34]．在UC患者中存在类似情况，

非典型的NKT细胞在抗-CD2/抗-CD28抗体刺激下或者转

染表达CD1d的B细胞刺激下可产生了大量的IL-13，并对

HT-29系上皮细胞具有细胞毒作用；IL-13能促进此细胞

毒作用．因此，研究者推测UC的发生可能是表达CD1d的

树突状细胞和上皮细胞递呈抗原给NKT细胞，NKT细胞活

化后分泌IL-13并开始溶解上皮细胞，导致上皮细胞减

少、溃疡以及上皮屏障出现裂口；此后，肠道微生物进

入固有层以及IL-13诱导趋化因子产生导致后续的更为

严重的炎症反应(图2)[35].

1 抗原

2 非典型NK-T细胞活化          3 非典型Th2反应

4 细胞毒作用

5 趋化因子

PMN                  MφIL-13         

IL-4         
APC            NK-T         

活化的NK-T细胞

图 2 UC可能的发病机制图.

3  T效应细胞和调节细胞在维持肠黏膜稳定中的作用

3.1 效应细胞的自我调节防止免疫反应扩大化 炎症效

应T细胞活化后，表面开始表达CTLA-4和PD-1等分子并

向胞内传递抑制信号，防止免疫细胞的过度活化.例如

在UC和CD患者的病变结肠中发现PD-1在T细胞上的表达

显著增加；SCID过继转移小鼠结肠炎模型中，PD-1阳性

的细胞在炎症结肠黏膜也比对照组显著增加[36]．调亡

也是效应细胞重要的转归，但IBD患者往往存在调亡的

障碍．例如，虽然IB D的肠道炎症中的固有层T细胞上

Fas的表达并不比对照低，但能抵抗Fas诱导调亡，其

原因可能与IL-6、IL-12和TNF-α等细胞因子有助于T细

胞直接抵抗调亡相关[37,38]，因为在小鼠结肠炎中使用

IL-12，TNF-α以及IL-6受体的抗体处理可诱导T细胞调

亡[39-41]．临床也观察到抗TNF-α抗体治疗可抑制CD的疾

病活动[42]，这是抗体诱导肠道中T细胞调亡的结果[43].

3.2 调节性细胞是肠道和平的监护者 正常的肠黏膜中

效应细胞和调节细胞处在动态平衡状态，保持肠黏膜免

疫系统稳定．如果效应细胞的作用远远超过调节性细

胞，或者是调节性细胞不足，均可打破二者平衡，导致

肠黏膜炎症．越来越多的证据表明调节性细胞可通过直

接接触、释放细胞因子达到抑制免疫反应的作用．如在

研究口服诱导耐受的过程中发现的Th3细胞可通过分泌

的TGF-β在黏膜免疫中承担调节作用[44]．TGF-β具有广

泛的抗炎症作用，能抑制Th1和Th2细胞的活化，是自身

免疫调节的重要因素．另一种调节型T细胞Tr1可分泌

高水平的IL-10、低水平的IL-2，不产生IL-4，增生能

力很弱[45]．肠道内环境的稳定需要Tr1，当肠道病原体

被清除后，Tr1可通过IL-10下调炎症反应，如Tr1细胞

可抑制SCI D小鼠建立过继性结肠炎[46,47]．最近鉴定出

的CD4+C D25+T调节细胞是目前研究的热点．胸腺来源的

CD4+CD25+T调节型T细胞对于维持自身耐受极为必要．骨

髓转移Tgε26小鼠(BM Tgε26)所建立的结肠炎模型中，

肠系膜淋巴结中CD4+C D25+T细胞减少，其原因可能是

胸腺异常所致．正常小鼠的CD4+CD25+T细胞转移到BM

Tg ε26小鼠可使肠系膜淋巴结中的T细胞数和功能正常，
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并阻止了结肠炎的发生[48].

CD4+CD25+T细胞发挥抑制作用需要细胞间的接触.大

部分CD4+C D25+T细胞以TGF-β蛋白前体形式产生细胞表

面的TGF-β，表面TGF-β可通过细胞间的接触介导抑制作

用；但如果刺激信号强烈，也可分泌TGF-β和IL-10发挥

作用[49]．CD4+CD25+T细胞也利用CTLA-4信号[50]、GITR信

号[51]介导的免疫抑制效应．此外，CD4+CD25+调节型T细

胞体内也可以调控树突状细胞的活化达到免疫抑制效

应[50]．CD4+CD25+调节型T细胞在SCID小鼠结肠模型的MLN

和炎性结肠中增生，它们定居于CD11c+细胞和病理性T

细胞之间，与这些细胞均有广泛联系，这有利于调节作

用的发挥[52]．CD4+CD25+调节型T细胞对SCID小鼠结肠炎

的抑制作用并非是抑制病理性T细胞实现的，似乎是诱

导了效应T细胞的灭活状态、或潜在性诱导Th2效应，因

为当移除调节型T细胞后，效应T细胞体外同样对刺激有

反应，分泌的IFN-γ也同样多[53]．小鼠CD4+C D25+T细胞

选择性表达建立T细胞抑制效应的关键因子FoxP3[54]．

FoxP3参与X伴随的隐性染色体病IPEX，这是一种自身免

疫性和炎症性的肠病．小鼠的FoxP3只在CD4+CD25+调节

型T细胞上表达，在活化的CD4+C D25-T细胞上并不被诱

导，但用反转录病毒引入FoxP3后，天然的CD4+C D25-T

细胞可以转化为调节型T细胞，因此F o x P3是小鼠

CD4+CD25+T细胞建立所必须的．人类CD4+CD25+调节型T细

胞也表达FoxP3，CD25-T细胞并不表达[55]．CD4+CD25+作

为调节型T细胞与他们表达FoxP3是分不开的.

此外，肠黏膜上皮层独有的CD4+C D8αα+的双阳性T

细胞(TCRαβ+)以IL-10依赖的方式抑制Th1T细胞被动转

移给RAG-1-/-小鼠所诱导的结肠黏膜炎症[56]；γδT细胞

分泌角质细胞生长因子(KGF)促进DSS结肠炎损伤的上皮

细胞恢复完整性[57]，还可通过促进中性粒细胞增生并迁

移到黏膜，以拮抗单个核细胞在炎症部位的浸润，因为

单个核细胞在黏膜的浸润所导致的炎症往往更加严重和

致命[58]；典型的NKT细胞以CD1d限制性方式活化，活化

后调节肠道炎症[59]，其调节机制可能与调整了肠道黏膜

Th1/Th2反应，使之保持平衡有关[60]；B细胞[61]、CD8+T

细胞[62,63 ]中某些亚群也参与了肠黏膜免疫的调节.

总之，虽然对炎症性场病的免疫机制已经有了广泛

而深入地了解，但大量而有趣的研究来自于动物模型，

与人类IBD毕竟不能完全等同．因此，人类IBD的研究

尚需进一步加强．在今后的研究中，仍有很多问题亟

待解决．如病理性抗原的寻找和鉴定，调节性T细胞的

分类、功能和作用机制，个体遗传与黏膜免疫反应关系

等．但从目前已知的成果中，我们也能够得到一些治疗

IBD的有益启示．如调节Th1/Th2平衡，采用肠道内鞭毛

寄生虫感染治疗CD短期安全而又有效，其治疗机制可能

是通过寄生虫感染诱导体内出现强烈的Th2反应，从而

抑制CD患者的Th1免疫效应[64]；再如阻断效应T细胞活

化或增强调节性细胞功能，以维持肠道中效应细胞与调

节细胞间的平衡，采用IL-12p40-I g G2b融合蛋白拮抗

IL-12信号显著改善TNBS诱导的结肠炎，并抑制CD患者

固有层单个核细胞增生和释放IFN-γ、促进其调亡[65].
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消化道肿瘤外科治疗 2006 高级论坛征文通知                                                           

    
本刊讯 《中华胃肠外科杂志》与浙江省人民医院定于 2006-04-21/25 在杭州共同举办“消化道肿瘤外科治疗专题”高级论坛，主要

探讨消化道肿瘤手术治疗的有关问题，包括不同术式的选择吉手术的规范化问题、腹腔镜下进行各种手术的选择及相关问题 . 为

活跃学术论坛，促进消化道肿瘤外科治疗的发展，特向广大普外科工作者征稿 .

1  会议具体内容

论坛的具体内容包括：(1) 肝移植手术适应证及相关问题 ( 黄洁夫主讲 )；肝胆系统肿瘤手术的选择 ( 郑树森主讲 )；(3) 消化系统肿

瘤的综合治疗 ( 樊代明主讲 )；(4) 胰腺肿瘤外科治疗进展 ( 赵玉沛主讲 )；(5) 胃癌的根治性手术 ( 詹文华主讲 )；(6) 腹腔镜下的胃

癌根治术 ( 余佩武主讲 )；(7) 胃癌腹膜转移的外科治疗；( 朱正纲主讲 )；(8) 低位直肠癌的保肛手术 ( 汪建平主讲 )；(9) 腹腔镜下

的结直肠癌手术 ( 郑民华主讲 )；(10) 规范的 TME 手术及相关问题 ( 顾晋主讲 )；胃癌外科治疗的新进展 ( 叶再元主讲 ).

2  征文要求

内容应与消化道肿瘤 ( 以胃肠道为主 ) 外科治疗有关 . 采用 word 文档格式，字数 3500 字符左右，摘要 500 字左右 ( 宋体、小四号 ).

3  文章投送形式

分两种：(1) 电子邮件投稿：将征文以附件形式提交，注明“消化道肿瘤外科治疗 2006 高级论坛”征文，文件名为会议名称加第

一作者姓名；电子信箱：zhwcwk@21cn.com. (2) 邮寄：打印稿用 A4( 附软盘 )，软盘请注明研讨题目、作者 .

4  联系地址及截稿

截稿日期：2006-01-31( 以当地邮戳为准 ). 联系地址：广州市中山二路 58 号 (510080) 中山大学附属第一医院《中华胃肠外科杂志》

编辑部一室，电话：020-87335945.
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Abstract
AIM: To explore the effect of sp600125, a special in-
hibitor of c-Jun terminal kinase (JNK), on the acetal-
dehyde-induced apoptosis of hepatic stellate cells-T6 
(HSC-T6) and the expression of Caspase-3 protein in 
rats.

METHODS: The rat HSC-T6 induced by acetaldehyde 
was treated with different doses of sp600125. The pro-
liferation of HSC-T6 was evaluated by MTT colorimet-
ric assay, and the morphological changes of HSC-T6 
were observed by Hoechst 33258 staining. The apop-
totic rate of HSC-T6 was analyzed by flow cytometry 
(FCM), and the expression of Caspase-3 protein was 
examined by SABC method.

RESULTS: The proliferation of HSC-T6 was inhibited 
by different doses of sp600125 (F  = 102.53, P  <0.01). 
The apoptotic rate of HSC-T6 (F  = 38.26, P  <0.01) and 
the expression of Caspase-3 protein (F  = 38.26, 
P  <0.01) were signifi cantly increased with the increas-
ing of the sp600125 doses. 

CONCLUSION: sp600125 can inhibit the proliferation 

and accelerate the apoptosis of HSC-T6, which may 
be related to the increased expression of Caspase-3 
protein.

Key Words: Liver fibrosis; Hepatic stellate cells; 

sp600125; Caspase-3

Tang W, Jiang MD, Li XA. Effects of sp600125 on acetaldehyde-
induced apoptosis of hepatic stellate cells and expression 
of Caspase-3 protein in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(18):2263-2265

摘要

目的：探讨c-Jun氨基末端激酶(c-Jun N-terminal kinase, 

JNK)信号传导通路特异阻断剂sp600125对乙醛刺激的大鼠肝

星状细胞株(HSC-T6)凋亡以及Caspase-3蛋白表达的影响.

方法：不同浓度sp600125对乙醛刺激的大鼠HSC-T6进行处

理后，MTT比色法检测细胞增殖，用Hoechst 33258染色来

观察凋亡细胞的形态变化，FCM检测细胞凋亡率，SABC

法检测Caspase-3蛋白表达.

结果：不同浓度的sp600125能抑制HSC-T6增殖(F  = 102.53, 

P <0.01)，诱导HSC-T6凋亡；随着sp600125浓度增加, 

HSC-T6凋亡率逐渐增高(F  = 38.26，P<0.01), HSC-T6细胞

内Caspase-3蛋白阳性表达率也逐渐增高(F = 38.26，P <0.01).

结论：不同浓度sp600125能抑制HSC-T6增殖，诱导

HSC-T6凋亡，这可能与促进Caspase-3蛋白表达有关.

关键词：肝纤维化；肝星状细胞；sp600125；Caspase-3

唐文, 蒋明德, 李小安. sp600125对乙醛刺激的大鼠肝星状细胞凋亡及

Caspase-3蛋白表达的影响. 世界华人消化杂志  2005;13(18 ):2263-2265
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0  引言

目前认为肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)

的激活、增殖是肝纤维化发生的关键环节.乙醛刺激

的HSC激活、增殖是导致酒精性肝纤维化发生的关键因

素[1,2].近年来研究表明[3]，MAPK（mitogen-activated 

protein kinase，包括ERk、JNK、P38）是HSC激活、增

殖并导致肝纤维化发生的主要信号传导通路之一，其

中，JNK信号传导通路参与了细胞增殖、分化以及凋亡

的调控. 在我们既往对肝纤维化发病机制的研究中[4],



已经用Western blot法证实，乙醛刺激的HSC的p-JNK水

平随sp600125（JNK信号传导通路特异阻断剂）浓度增加

而减少，sp600125可以抑制HSC的增殖，阻止肝纤维化的

发生.研究显示，JNK信号传导通路在细胞凋亡中起重要

作用，HSC凋亡有利于阻止肝纤维化的发生,但JNK信号

传导通路在HSC凋亡过程中的作用机制尚不清楚，我们

拟用sp600125处理乙醛刺激的HSC-T6，观察sp600125对

HSC-T6凋亡以及Caspase-3蛋白表达的影响，进一步探讨

酒精性肝纤维化的发生机制.

1  材料和方法

1.1 材料 大鼠HSC-T6株(上海中医药大学肝病研究所)；

sp600125(美国Alexis公司)；Caspase-3单克隆抗体、

SABC试剂盒(武汉博士德生物工程有限公司)；MTT(美国

Amresco公司)；Hoechst 33258试剂盒(碧云天生物技术

公司)；DAB试剂盒(北京中山生物技术有限公司)；小牛

血清(成都哈里生物工程有限公司)；DMEM培养基(美国

Gibco公司).

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 用含100 mL/L小牛血清的DMEM培养基，

另添加适量的HEPES、抗生素；37℃、50 mL/L CO2的孵

箱中培养HSC-T6，细胞换液时间为1-2 d，传代时间为

3-5 d，传代前用2.5 g/L胰酶消化.

1.2.2 实验分组 空白对照组(A组):加入含100 mL/L小牛

血清的DMEM培养液；乙醛对照组(B组):在含100 mL/L小

牛血清的DMEM培养液中加乙醛200 μmol/L；实验组:在

B组基础上加入sp600125，终浓度分别为25、50、75、

100 μmol/L，分别称为C、D、E、F组.

1.2.3 MTT检测HSC-T6增殖 取大鼠HSC-T6，调整浓

度至1×108/L，接种于96孔细胞培养板中，每孔200 μL

细胞悬液，每组6复孔，细胞生长至80%以上融合度时,

无血清培养基同步化处理24 h，实验组经sp600125预

处理1 h后，加乙醛至200 μmol/L，CO2培养箱中继续

孵育24 h后(乙醛每12 h补充一次),每孔加5 g/L的MTT 

20 μL，37℃反应4 h，然后弃去培养液，每孔加150 μL 

DMSO，30 min后用酶标仪，双波长测定A值，测定波长

为570 nm，参考波长为630 nm，酶标仪所示A值为A 570nm

减去A630nm，A值反应细胞增殖水平.

1.2.4 Hoechst 33258检测HSC-T6凋亡 用6孔板制作

HSC-T6细胞爬片(每孔1×108/L细胞悬液1 mL，每组重

复实验3次)，孵育24 h后再进行无血清DMEM液同步化

处理24 h，实验组经sp600125预处理1 h后，加乙醛

至200 μmol/L，CO2培养箱中继续孵育24 h后(乙醛每

12 h补充一次),去培养液，PBS洗2遍，每次3 min，按

Hoechst 33258试剂盒说明操作，在荧光显微镜下观察

HSC-T6细胞形态变化.

1.2.5 FCM测定HSC-T6细胞凋亡 每组重复实验3次,

收集培养的各组HSC-T6，预冷PBS清洗，700 mL/L冷乙

醇固定，50 mg/L Rnase 37℃消化，65 mg/L碘化丙碇

(PI)4℃染色1 h.上机检测，计算细胞凋亡率.

1.2.6 SABC法测定HSC-T6中Caspase-3蛋白表达 制作

HSC-T6细胞爬片，每组重复实验3次，再按SABC试剂盒

说明进行操作，显微镜下观察，细胞中有棕黄色或棕褐

色颗粒者为阳性结果，计算Caspase-3蛋白表达阳性率.

统计学处理 运用SPSS10.0软件，用One-way ANOVA

分析，并用LSD方法进行组间两两比较，数据以mean±SD

表示，P<0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 MTT检测HSC-T6增殖 培养的HSC-T6中加入乙醛

后，细胞增殖明显；当分别加入不同浓度的sp600125

后，HSC-T6增殖受到抑制(F = 102.53，P<0.01，表1).

2.2 Hoechst 33258检测HSC-T6凋亡细胞的形态改变  

在荧光显微镜下可观察到乙醛组HSC-T6的细胞核染色及

大小较均一；当加入不同浓度的sp600125后，HSC-T6凋

亡细胞逐渐增多，表现为细胞核浓缩、染色深，细胞核

大小不均、裂解、形成凋亡小体.

2.3 FCM测定细胞凋亡 A组HSC-T6凋亡率除了与

C组无显著性差异外，与其他组均有显著性差异

(P<0.01)；乙醛组与其他组均有显著性差异(P<0.01).

随着sp600125浓度增加HSC-T6细胞凋亡率逐渐增加

(F = 54.83,P<0.01,表2).

2.4 SABC法测定HSC-T6中Caspase-3蛋白表达 A组

HSC-T6中Caspase-3蛋白表达阳性率与B组、C组无显著

性差异外，与其他组均有显著性差异(P <0.01)；乙醛

组与sp600125实验组均有显著性差异(P <0.01).随着

sp600125浓度增加HSC-T6细胞中Caspase-3蛋白表达阳

性率逐渐增加(F = 38.26,P<0.01,表3).

表 1 sp600125对乙醛刺激的HSC-T6增殖的影响 (mean±SD, n = 6)

组别 sp600125(μmol/L)+乙醛(μmol/L) A值

A 0+0 0.0850±0.0065d

B   0+200 0.1410±0.0029b　
C 25+200 0.1343±0.0039b　
D 50+200 0.1297±0.0033bd

E 75+200 0.1138±0.0082bd

F  100+200 0.0877±0.0077d

       
bP＜0.01 vs  对照组；dP＜0.01 vs  乙醛组.

表 2 sp600125对乙醛刺激的HSC-T6凋亡的影响 (mean±SD，n = 3)

组别 sp600125(μmol/L)+乙醛(μmol/L) 凋亡率(%)

A 0+0 10.17±0.64d  

B   0+200   8.57±0.31b

C 25+200 11.07±0.25d

D 50+200 11.83±0.47bd

E 75+200 13.47±0.72bd

F 100+200 16.13±1.00bd

    bP＜0.01 vs  对照组；dP＜0.01 vs  乙醛组.
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3  讨论

研究[5,6]表明HSC的激活、增殖是肝纤维化发生、发展的

中心环节，而HSC的凋亡有利于肝纤维化的逆转.因而，

抑制激活的HSC增殖和诱导激活的HSC凋亡是治疗肝纤维

化的一个重要研究方向.

MAPK信号传导通路(包括ERK、JNK、P38)是细胞

外的各种信号从细胞表面传导到细胞核内部的重要通

路.JNK为MAPK家族重要成员，JNK的活化是通过其氨基

酸残基磷酸化，细胞质中的JNK移位到细胞核，活化

的JNK可以和转录因子ATF2及c-JNK的氨基末端区域结

合，使转录因子的活性区域发生磷酸化，从而促进相

应基因的表达[7].JNK信号传导通路的激活在肝纤维化发

生中起重要作用：Marra et al [8]研究表明，sp600125

能抑制白细胞介素-1(IL-1)或肿瘤坏死因子(TNF)诱

导的HSC CCL2(MCP-1)分泌和基因表达；Li et al [9]

研究表明酒精代谢产物亚麻酸乙酯(linolenic acid 

ethyl ester，LAEE)可通过ERK、JNK途径影响HSC AP-1

活性及表达；Cariers et al [10]研究表明，放线菌酮

(Cycloheximide，CHX)与CD95L一起通过JNK途径诱导

HSC凋亡；Anania et al [11]研究表明阻断JNK活性后可抑

制HSC内α(2)-1胶原的表达.我们用sp600125阻断JNK活

性后，能有效抑制HSC-T6增殖，随着sp600125剂量的增

加，其抑制HSC-T6增殖的作用增强，说明阻断JNK信号

传导通路可以抑制乙醛刺激的HSC增殖，从而阻止酒精

性肝纤维化的发生.

细胞凋亡是基因控制的细胞程序化死亡，是一系列

半胱氨酸蛋白酶Caspase级联反应的结果.在多种细胞和

各种刺激因素的作用下，Caspase-3被认为是凋亡的关

键执行者，Caspase-3处于该级联反应的下游，其通过

降解细胞内相应底物(如细胞骨架蛋白、核蛋白等)使细

胞凋亡.研究[12,13]表明Superoxide、Tetrandrine等可通

过Caspase-3诱导HSC凋亡.本实验用不同浓度sp600125

阻断JNK活性后，乙醛刺激的大鼠HSC-T6凋亡率逐渐

增加，同时Caspase-3蛋白表达率也逐渐增加，说明

sp600125阻断JNK信号传导通路后可以诱导HSC-T6凋

亡，并且其作用机制可能在于上调Caspase-3基因表达.

HSC的凋亡不仅能够减少激活的HSC的数量，而且能

够抑制HSC的激活，从而减少细胞外基质成分产生，达

到阻止肝纤维化的发生、甚至逆转肝纤维化的目的.我

们以sp600125阻断JNK信号传导通路为切入点，研究HSC

凋亡，这对进一步阐明肝纤维化发生的分子机制和寻找

一条治疗肝纤维化的可能途径均有重要意义.
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表 3 sp600125对乙醛刺激的HSC-T6 Caspase-3蛋白表达的影响
(mean±SD，n = 3)

组别 sp600125(μmol/L)+乙醛(μmol/L) 阳性率(%)

A 0+0 18.34±1.39    

B   0+200 16.27±0.47  
C 25+200 18.81±1.18d

D 50+200 22.64±1.48bd

E 75+200 25.23±1.11bd

F 100+200 27.46±1.41bd

  
bP＜0.01 vs  对照组；dP＜0.01 vs  乙醛组.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of platelet activating fac-
tor (PAF) on the content of secretory IgA (SIgA) in in-
testinal mucosa.

METHODS: The rats were intraperitoneally injected 
with different concentrations of PAF (50 and 65 μg/kg) 
at a dose of 1 μL/g. Double antibody-PEG radioimmu-
noassay was used to determine the amount of SIgA in 
the intestinal mucosa. The histological changes were 
detected by hematoxylin and Eosin staining under light 
microscope.

RESULTS: In the PAF65 group, the histological exami-
nation showed edema of the villus, capillary congestion 
of the lamina propria, extension of the subepithelial 
lymphatic channel, polymorphonuclear infiltration in 
enteric cavity, and shedding of the epithelial layer at 
0.5, 1.5, and 3 h. Edema of the villus were still shown 
at 6 and 24 h. In the PAF50 group, edema of the villus, 
capillary congestion of the lamina propria were showed 
at 0.5 and 1.5 h. Edema of the villus were still shown at 

3, 6 and 24 h. The content of SIgA was obviously de-
creased in the experimental group than that in the con-
trol group (0.31±0.03 mg/L, 0.40±0.10 mg/L, P  <0.01; 
0.43±0.13 mg/L, 0.46±0.11mg/L, P <0.05, in PAF50  
group; 0.28±0.07 mg/L, 0.36±0.08 mg/L, P <0.01, 
0.40±0.11 mg/L, 0.42±0.06 mg/L, P  <0.05, in PAF65 
group vs  0.66±0.10 mg/L in the control) at 0.5, 1.5, 
3 and 6 h, respectively. The SIgA content decreased 
most at 0.5 h, but then gradually increased. 

CONCLUSION: PAF can lead to damages of the intes-
tinal immunologic barrier by decreasing the SIgA con-
tent.

Key Words: Platelet activating factor; Intestinal 

immunological barrier; Young rats

Wang LJ, Liu DY, Sun M, Zhao X. Effect of platelet activating factor 
on intestinal immunological barrier in young rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2005;13(18):2266-2268

摘要

目的：探讨血小板活化因子(platelet activating factor, PAF)对

肠黏膜分泌型IgA(secretory IgA , SIgA)的影响．

方法：用50 μg/kg和65 μg/kg PAF对大鼠进行腹腔注射（1 

μL/g），不同时间点处死动物，应用双抗体-PEG放射免疫

法测定肠黏膜中SIgA含量，常规苏木精-伊红染色，光镜观

察形态学改变．

结果：PAF65组回肠0.5, 1.5，3 h可见绒毛水肿，固有层血管

充血，间质淋巴管扩张，肠腔炎性渗出，上皮脱落, 6, 24 h

绒毛水肿．PAF50组0.5，1.5 h可见绒毛水肿，固有层血管充

血，3，6，24 h绒毛水肿.实验组0.5，1.5，3, 6 h SIgA 均较

对照组显著降低(PAF50组分别为0.31±0.03 mg/L, 0.40±0.10 

mg/L，P<0.01，0.43±0.13 mg/L, 0.46±0.11 mg/L, P<0.05; 

PAF65组分别为0.28±0.07 mg/L，0.36±0.08 mg/L, P <0.01, 

0.40±0.11 mg/L，0.42±0.06 mg/L, P <0.05 vs  0.66±0.10 

mg/L). 0.5 h下降幅度最大，随时间推移有逐渐升高趋势． 

结论：PAF可损害肠黏膜的免疫屏障功能，使SIgA降低．

关键词：血小板活化因子；肠道免疫屏障；幼鼠

王丽杰, 刘冬妍, 孙梅, 赵恂. 血小板活化因子对幼鼠肠道免疫屏障功能的影

响. 世界华人消化杂志  2005;13(18 ):2266-2268

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2266.asp
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0  引言

肠源性感染是机体遭受严重损伤后发生顽固性休克、全

身感染及多器官功能衰竭的重要潜在因素，而肠黏膜屏

障功能损害则是肠源性感染发生的关键.近年来血小板

活化因子(platelet activating factor, PAF)在胃肠

黏膜损害中的作用日益受到重视.我们对PAF对幼鼠肠黏

膜免疫屏障功能损害作一初步研究.

1  材料和方法

1.1 材料 健康18日龄Wistar大鼠，平均体质量32.21±6.67 g,

与母鼠共同饲养，由中国医科大学附属第二临床学院实

验动物中心提供.PAF(1-O-hexadecyl-2-acetyl-sn- 

glycero-3-phosphocholine)(美国Sigma公司产品).全

自动γ放免计数器FJ-2008PS(西安检测仪器厂).SIgA试

剂盒由中国原子能科学研究所提供.

1.2  方法 随机分为对照组8只，实验组分为PAF50和

PAF65两组,每一时相点(0.5,1.5,3,6,24,48,72 h)各8

只.PAF 2 g/L溶于氯仿中，再溶于含2.5 mL/L小牛血

清白蛋白盐水中，于实验前配成浓度为50 mg/L的溶

液.按Bhatia[1]的方法，实验组用微量加样器分别以

PAF 50 μg/kg和65 μg/kg腹腔注射(1 μL/g)，对照组按

1 μL/g注入无菌生理盐水.用药后各组均放回鼠笼，继

续哺乳，直至实验结束.按时间点分别处死动物，距回

盲部3 cm处取回肠5 cm，加入生理盐水200 μL，4℃过

夜，2 000 r/min离心15 min，取上清-20℃保存.应用

双抗体-PEG放射免疫法测定肠黏膜中SIgA含量.实验严

格按说明书要求操作.再取部分回肠于40 g/L甲醛中固

定，石蜡包埋，作4-5 mm连续切片，常规苏木精-伊红

染色，光镜观察形态学改变.

统计学处理 采用SPSS 10.0 For Windows数据分析

软件，所有数据用mean±SD表示，组间比较采用配对t

检验，P<0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 组织形态学改变 光镜下观察(×100,×400)，PAF65

组回肠0.5,1.5,3 h可见绒毛水肿，固有层血管充血,

间质淋巴管扩张，肠腔炎性渗出，上皮脱落,6,24 h绒

毛水肿, 以0.5,1.5 h改变最明显.48,72 h无明显改

变.PAF50组0.5,1.5 h可见绒毛水肿，固有层血管充血, 

3,6,24 h绒毛水肿, 48,72 h无改变.对照组各时相点回

肠结构正常(图1).

2.2 SIgA 改 变 ( 表 1) 实 验 组 0.5,1.5,3,6 h SIgA 均
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图 1 回肠组织病理学改变(苏木精-伊红染色×100,×400) A:正常小肠绒毛；B: PAF65组0.5 h血管充血,上皮脱落, 肠腔炎性渗出(×400)；C:PAF65组

1.5 h绒毛水肿，炎性渗出；D: PAF50组1.5 h绒毛水肿

表 1 幼鼠各组回肠SIgA水平（n = 8, mean±SD, mg/L）

分组 0.5 h 1.5 h 3 h 6 h 24 h 48 h 72 h

PAF65组 0.28±0.07b 0.36±0.08b 0.40±0.11a 0.42±0.06a 0.47±0.20 0.60±0.08 0.61±0.10

PAF50组 0.31±0.03b 0.40±0.10b 0.43±0.13a 0.46±0.11a 0.60±0.06 0.51±0.08 0.69±0.18

对照组 0.65±0.11 0.66±0.08 0.66±0.10 0.66±0.12 0.66±0.13 0.66±0.09 0.66±0.11 

a P＜0.05, bP＜0.01 vs  对照组.

C

A B

D



较 对 照 组 (0.66±0.10 mg/L) 显 著 降 低 (PAF50 组 分

别 为 0.31±0.03 mg/L, 0.40±0.10 mg/L，P<0.01, 

0.43±0.13 mg/L,0.46±0.11 mg/L，P<0.05;PAF65 组

分 别 为 0.28±0.07 mg/L,0.36±0.08 mg/L, P<0.01，

0.40±0.11 mg/L,0.42±0.06 mg/L, P <0.05)，

24,48,72 h 较前略升高，与对照组比较无统计学意

义 .0.5 h 下降幅度最大，随时间推移有逐渐升高趋

势 .PAF65 组各时相点 SIgA 较 PAF50 组略低，但无统计学

差异 .

3  讨论

血小板活化因子是第一个被发现的具有强大生物活性的

磷脂，能调节多种细胞活性，如调节细胞因子网络、免

疫反应、聚集血小板、舒缩小血管等,从而在内毒素血

症及休克等病理过程中起到重要作用. 

有研究认为PAF在诸多参与胃肠黏膜损害的炎症介

质中可能起到“中心放大”的介导作用[2].目前国内外

多应用PAF受体拮抗剂可减轻细菌移位或应用静脉注射

PAF等方法证实PAF对胃肠的损伤作用[3,6],本文采用直接

腹腔注射的方法研究PAF对胃肠的损伤[1].实验中应用PAF 

0.5 h后即可见肠水肿,点片状出血,甚至坏死,以空回肠

明显.随时间推移,肠损伤逐渐减轻.至24 h无或仅有轻

度水肿,无出血.大体所见PAF65组较PAF50组改变稍重,与

病理改变相符.本文所测SIgA与病情严重程度相关, 即

大体与病理改变愈明显,SIgA愈低.SIgA的下降程度与

PAF剂量有关,剂量越大,SIgA下降越多,但无统计学差

异. 

肠道是人体最大的淋巴器官，人的肠腔不断与病

毒、细菌和外来异物等微生物接触，为阻止有害物质的

入侵, 肠腔表面被覆的黏膜起了重要作用.肠黏膜形成

黏膜免疫系统，在机体担负第一线的局部防御任务，

SIgA是肠黏膜主要的免疫球蛋白，长期以来一直被认为

是第一线的免疫防御[7,8]，对黏膜固有的和入侵的病原

体具有保护作用.可抑制由IgM免疫复合物介导的抗体依

赖式细胞毒作用对肠道局部的免疫损伤[9].SIgA具有杀

菌、抑菌、阻止细菌对肠上皮细胞的黏附,破坏及中和

毒素等多种保护作用[10-12].SIgA分泌减少与细菌移位关

系密切[13-15].SIgA分泌减少,一方面使其不能有效包被

革兰氏阴性杆菌,使肠道抵御病原体和毒素侵袭的能力

下降,对机体有害的代谢产物增加,细菌对肠上皮的吸

附、穿透能力增加,导致肠源性感染;另一方面使其对某

些抗原物质的封闭作用减弱,导致部分T淋巴细胞活化,

激活炎性细胞因子,产生过度炎症反应,进一步损害肠黏

膜,引起全身炎症反应综合征(systemic inflammatory 

response syndrome, SIRS)[16].

本文研究结果证实,PAF可损害肠黏膜的免疫屏障功

能, 因此如何维护肠道免疫屏障功能的稳定,防治肠源

性感染以减少对机体的继发损伤,成为基础及临床工作

者必须面对的课题.
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Abstract
AIM: To investigate the incidence rate and the risk fac-
tors of esophageal varices (EV) in patients with hepa-
tocirrhosis.

METHODS: The clinical data of 501 patients with 
hepatocirrhosis were retrospectively studied.

RESULTS: The incidence rate of EV in patients with 
hepatocirrhosis were signifi cantly different between the 
groups of different sex (male 84.3% vs  female 72.0%, 
P  <0.05), different diameters of the portal vein (≥14 
mm 85.9% vs  <14 mm 72.5%, P  <0.05), and different 
grades of Child-Pugh. It was signifi cantly different be-
tween the patients with and without sotting (84.9% 
vs  77.3%, P  <0.05) and ascites (83.9% vs  73.7%, 
P <0.05). The serum albumin and cholinesterase in EV 
patients with hepatocirrhosis were significantly lower 
than those in non-EV patients. The EV incidence rate 
was correlated with the sex and diameters of portal 
vein (OR = 0.491, P  = 0.016, OR = 2.203, P  = 0.001). 

CONCLUSION: The incidence of EV in patients with 
hepatocirrhosis is related to sex, the diameters of the 
portal vein, ascites, sotting, degree of hypohepatia, 
and dysbolism of serum albumin and cholinesterase. 
Sex and the diameters of the portal vein are more risky 

factors. 

Key Words: Hepatocirrhosis; Esophageal varices; 
Incidence rate

Cui CJ, Jin YR, Piao XX, Pei FY. Correlative factors of esophageal 
varices in patients with hepatocirrhosis: an analysis of 501 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2005; 13(18):2269-2272

摘要

目的：探讨肝硬化患者食管静脉曲张(EV)的发生率及其危

险因素.

方法：对501例肝硬化患者的临床资料进行回顾性分析.

结果：肝硬化患者EV的发生率在不同的性别(男性84.3%, 

284/337 vs 女性72.0%, 164/118, P<0.05)、门静脉内径(≥14 mm, 

85.9%，249/290 vs  <14 mm,72.5%，153/211, P<0.05); 及肝

功能分级之间比较差异均有统计学意义, 在有无嗜酒(嗜酒

组 84.9%, 163/192 vs 非嗜酒组 77.3%，239/309, P <0.05)、

有无腹水(有腹水组83.9%, 270/322 vs 无腹水组73.7%，

132/179, P <0.05)之间比较差异亦均有统计学意义. 肝硬化

EV组血清白蛋白、胆碱酯酶显著低于非EV组, 差异有统

计学意义.性别及门静脉内径是肝硬化患者EV的的发病

率明显相关(OR  = 0.491, P  = 0.016；OR = 2.203，P = 

0.001)主要危险因素.

结论：肝硬化患者EV与性别、门静脉内径、有无腹水、嗜

酒、肝功能损害程度以及肝功能损害造成的血清白蛋白和

胆碱酯酶代谢障碍等因素有一定关系，其中与性别及门静

脉内径关系最密切.

关键词：肝硬化；食管静脉曲张；发生率

崔春吉, 金永日, 朴熙绪, 裴风郁. 肝硬化患者食管静脉曲张的相关因素分析

501例. 世界华人消化杂志  2005;13(18):2269-2272

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2269.asp

0  引言

食管静脉曲张 (EV) 破裂出血是肝硬化门脉高压症患者

最凶险的并发症 , 大约 1/3 的患者最终将发生出血 [1]，

而 EV 是 EV 破裂出血的基础 . 我们对 501 例住院肝硬化

患者进行了回顾性分析，旨在探讨肝硬化患者发生 EV

的一些相关因素，为预测及防治肝硬化患者发生 EV 及

其破裂出血提供依据 .



1  材料和方法

1.1 材料 按照 1990 年全国肝硬化专题学术会制定的诊断

标准 [2], 经临床及辅助检查综合诊断的住院肝硬化患者

501 例 , 其中男 337 例，女 164 例；根据黄自平et al

的方法 [3], EV 分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ 级；根据 Child–Pugh

评分 [4], 肝功能分为 A、B、C 级；长期多量饮酒为嗜酒，

不饮酒或偶尔饮酒为非嗜酒 .

1.2 方法 在全自动生化分析仪上检测清晨空腹血清白蛋

白 (ALB)、胆碱酯酶 (CHE) 及总胆红素 (T-BIL)，采用

酶联免疫吸附法检测抗 HCV 及 HBsAg 等丙型及乙型肝炎

病毒标志物，使用 Aloka620 型超声诊断仪检测门静脉

内径 .

      统计学处理 根据资料类型及特点，分别采用 χ2 检

验、秩和检验和t 检验，多组间两两比较分别采用 χ2

分割法和方差分析 . 对肝硬化患者 EV 的相关因素进行

logistic 回归分析 .

2  结果

2.1 肝硬化患者 EV 的发生率 在 501 例肝硬化患者中

402 例有 EV，EV 发生率为 80.2%(402/501).

2.2 肝硬化患者 EV 与性别、民族的关系 肝硬化患者 EV

发生率男性 (84.3%，284/337) 显著高于女性 (72.0%, 

164/118)(P<0.05)；而汉族 (83.1%，108/130) 与朝鲜

族 (79.2%，294/371) 之间差异无统计学意义 .

2.3 肝硬化患者 EV 与年龄、肝病病程的关系 小于 40

岁组、40–49 岁组、50–59 岁组、等于或超过 60 岁

组 EV 的发生率分别为 79.1%(53/67)、83.1%(108/130)、

75.3%(113/150)、83.1%(128/154), 显示肝硬化患者 EV 

发生率在不同年龄组之间差异均无统计学意义 . 肝硬

化患者 EV 组、单纯肝硬化组和 EV Ⅰ级组、EV Ⅱ级组、

EV Ⅲ级组平均年龄分别为 52.4±11.6 岁、52.0±11.3

岁、53.5±12.1 岁、51.3±11.5 岁、52.6±11.3 岁 , 显

示平均年龄在肝硬化患者 EV 组与单纯肝硬化组之间以

及在不同的 EV 级别组之间差异均无统计学意义 . 肝病

病程少于 5、5–14、15–24 a、等于或超过 25 a 组 EV

的 发 生 率 分 别 为 79.3%(188/237)、86.3%(132/153)、

75.7%(53/70)、70.7%(29/41), 显示肝硬化患者 EV 发生

率在不同肝病病程组之间差异均无统计学意义 .

2.4 肝硬化患者 EV 与门静脉内径、腹水的关系 肝硬化

患者 EV 发生率门静脉内径等于或大于 14 mm 组 (85.9%, 

249/290) 显著高于门静脉内径小于 14 mm 组 (72.5%, 

153/211)(P<0.05)；有腹水组 (83.9%，270/322) 显著

高于无腹水组 (73.7%，132/179)(P<0.05). 少量腹水

组、中等量腹水组和大量腹水组 EV 的发生率分别为

82.2%(97/118)、85.1%(97/114)、84.4%(76/90), 显示肝

硬化患者 EV发生率在不同量的腹水组之间差异均无统计

学意义 .

2.5 肝硬化患者 EV 与肝硬化病因的关系 肝硬化患者

EV 发生率嗜酒组 (84.9%,163/192) 显著高于非嗜酒组

(77.3%,239/309)(P<0.05)；而在抗 HCV 阳性组 (81.6%，

142/174) 与抗 HCV 阴性组 (79.5%,260/327) 以及 HBsAg

阳 性 组 (79.1%，200/253) 与 HBsAg 阴 性 组 (81.5%，

202/248) 之间差异均无统计学意义 .

2.6 肝硬化患者 EV 与肝功能分级的关系 肝功能 A 级、

B 级、C 级患者 EV 的发生率分别为 69.8%(88/126)、

84.7%(188/222)、82.9%(126/152)，显示肝硬化患者 EV

的发生率在肝功能 A 级组显著低于肝功能 B 级组和 C 级

组，差异均有统计学意义 (P<0.01) .

2.7 肝硬化患者 EV 与肝功能生化指标的关系 肝硬化患

者EV 组、单纯肝硬化组和EVⅠ级组、EVⅡ级组、EV Ⅲ

级组血清 ALB 分别为 31.6±6.5 g/L、34.07±7.5 g/L、

32.4±7.1 g/L、31.6±6.3 g/L、30.3±5.7 g/L,肝硬化EV

组血清ALB显著低于单纯肝硬化组(P<0.01),EVⅠ级组显

著高于EV Ⅲ级组(P<0.05).肝硬化患者EV 组、单纯肝硬

化组和EVⅠ级组、EVⅡ级组、EVⅢ级组血清CHE分别为

1 889.8±1 246.9、2 279.4±1 532.9、2 219.0±1 504.5、

1 714.0±1 004.7、1 698.6±1 094.8 nkat/L，肝硬化 EV

组血清CHE显著低于单纯肝硬化组(P<0.01),EVⅠ级组显

著高于EVⅡ级组和EV Ⅲ 级组(P<0.01).肝硬化患者EV

组、单纯肝硬化组和EVⅠ级组、EVⅡ级组、EV Ⅲ级组

血清 T-BIL 分别为 31.5(5.5–907.0)、30.2(6.3–297.4)、

33.5(5.7–688.3)、32.6(5.5–907.0)、31.5(8.0–243.1) 

μmol/L,显示血清T-BIL在肝硬化患者EV组与非EV组之间

以及不同的EV级别组之间差异均无统计学意义.

2.8 肝硬化患者 EV 相关危险因素的回归分析 ( 表 1) 

先对肝硬化患者 EV 的相关因素进行赋值，民族 (x1):

朝鲜族 ﹦1, 汉族 ﹦2; 性别 (x2)：男 ﹦1，女 ﹦2; 年

龄(x3):小于40岁﹦1，40–49岁﹦2，50–59岁﹦3，

等于或超过 60 岁 ﹦4;HBsAg(x4)： 阴 性 ﹦0， 阳

性 ﹦1; 抗 HCV(x5): 阴性 ﹦0，阳性 ﹦1; 嗜酒 (x6)：
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表 1 501 例肝硬化患者 EV 的相关因素回归分析

项目 x1 x2 x3 x4 x5 x6 x7 x8 x9 x10 

B 0.164 -0.711 0.106 -0.155 0.239 0.096 0.790 -0.102 0.150 0.196

S.E. 0.284 0.295 0.128 0.307 0.323 0.312 0.238 0.123 0.141 0.205

Wald 0.332 5.825 0.687 0.254 0.548 0.096 10.983 0.687 1.132 0.910

P 0.564 0.016 0.407 0.614 0.459 0.757 0.001 0.407 0.287 0.340

OR 1.178 0.491 1.112 0.857 1.270 1.101 2.203 0.903 1.162 1.216



阴性 ﹦0, 阳性 ﹦1; 门静脉内径 (x7)：等于或超过 14 

mm﹦1, 小于 14 mm﹦2；病程 (x8)：小于 5 a﹦1，5-14 

a﹦2, 15-24 a﹦3, 等于或超过 25 a﹦4；腹水 (x9)：

无 =0，少量 =1，中等量= 2，大量 = 3;肝功能分级(x10):

A级﹦1，B级﹦2，C级﹦3;肝硬化EV(y)：无﹦0，有﹦1.

然后进行 logistic 回归分析 . 结果表明，性别及门静

脉内径是肝硬化患者 EV 的危险因素 .

3  讨论

肝硬化患者常发生 EV. 本资料表明，肝硬化患者 EV 的

发生率为 80.2%，这与文献报道基本一致 [5,6]. 本文结果

显示，肝硬化患者 EV 的发生率男性显著高于女性，而

汉族与朝鲜族之间差异无统计学意义 .logistic 回归

分析结果亦显示，性别是肝硬化患者 EV 的危险因素之

一 . 说明肝硬化患者 EV 与性别有一定关系，而与民族

无明显关系 . 其原因尚不清楚，可能与男女在饮酒及内

分泌上的差异等因素有关，有待进一步探讨 .

   一般认为门静脉内径等于或大于 14 mm 为扩张，提

示有门静脉高压 [7,8]，而门静脉压力与 EV 呈正相关 [9].

本文结果显示，肝硬化患者 EV 的发生率，门静脉内径

等于或大于 14 mm 组显著高于门静脉内径小于 14 mm

组 .Logistic 回归分析结果亦显示，门静脉内径是肝硬

化患者 EV 的危险因素之一 . 说明肝硬化患者 EV 与门静

脉内径及门静脉高压有明显关系，故降低门静脉压力可

能有助于降低肝硬化患者 EV 的发生率 . 腹水是肝硬化

患者最突出的临床表现 . 本文结果显示，肝硬化患者 EV

发生率有腹水组显著高于无腹水组，而在不同量的腹水

组之间虽有所不同，但差异无统计学意义 . 说明肝硬化

患者 EV 与有无腹水有明显关系，而与腹水量的多少无

明显关系 . 其原因尚不清楚，可能与有腹水者门静脉较

无腹水者为宽 [10] 等因素有关 . 本文结果显示，肝硬化

患者 EV 发生率在不同年龄组之间虽有所不同，但差异

均无统计学意义.肝硬化EV 组平均年龄虽大于非EV组，

但差异均无统计学意义 . 说明肝硬化患者 EV 与年龄无

明显关系 .

   嗜酒、乙型肝炎病毒及丙型肝炎病毒感染是肝硬化

的主要病因 . 本文结果显示，肝硬化患者 EV 发生率嗜

酒组显著高于非嗜酒组，而在抗 HCV 阳性组与阴性组以

及 HBsAg 阳性组与 HBsAg 阴性组之间差异均无统计学意

义 . 说明肝硬化患者 EV 与嗜酒有明显关系，而与 HCV

及 HBV 感染无明显关系 . 故及早戒酒可能有助于降低肝

硬化患者 EV 的发生率 . 据文献报道，门静脉压力随着

肝纤维化程度的加重，而逐渐升高 [11,12]，并与肝纤维

化程度呈极显著正相关 [13]. 肝硬化患者 EV 与嗜酒有明

显关系的原因目前尚不清楚，可能机制为乙醇及其代谢

产物乙醛通过多种途径造成肝细胞损伤，肝细胞损伤及

持续炎症反应可激活 Kupffer 细胞，释放 TNF、IL-6、

IL-1、TGF-β和 PDGF 等多种细胞因子，同时乙醇可直接

损伤血管内皮，使血小板聚集，而血管内皮细胞和血小

板也可释放血小板源性生长因子 (PDGF)；这些细胞因子

相互作用构成复杂的细胞因子网络，激活储脂细胞，变

成肌纤维细胞，合成和分泌大量胶原纤维，形成肝纤维

化 [14]; 而肝纤维化可使肝小叶结构破坏，肝内血管走行

紊乱、狭窄、闭塞，从而使门脉压升高 [12]. 另外，大量

饮酒者门静脉血中酒精浓度过高，可使肝内血管收缩、

血流减少，引起门脉高压 [15]. 本文结果显示，肝硬化

患者 EV 的发生率在不同的肝病病程组之间虽有所不同，

但差异均无统计学意义 . 说明肝硬化患者 EV 与肝病病

程无明显关系 . 

   肝功能 Child–Pugh 分级是临床评估肝功能损害程

度的重要依据，而血清 ALB、CHE 及 T-BIL 是反映肝功

能损害程度的常用生化指标 . 本文结果显示，肝硬化患

者 EV 发生率肝功能 B 级组和 C 级组显著高于肝功能 A

级组 . 说明肝硬化患者 EV 与肝功能损害程度有明显关

系 . 其原因尚不清楚，可能与门静脉压力与 Child 肝功

能分级呈正相关 [9] 等因素有关 . 故改善肝功能可能有

助于降低肝硬化患者 EV 的发生率 . 本文结果显示，肝

硬化 EV 组血清 T-BIL, 虽不同于非 EV 组，但无显著性

差异 . 肝硬化 EV 组血清 ALB 及 CHE 显著低于非 EV 组，

且随 EV 级别的递增而逐级降低 . 血清 ALB 在 EV Ⅰ级组

显著低于 EV Ⅲ级组，而血清 CHE 在 EV Ⅰ级组显著低

于 EV Ⅱ级组和 EV Ⅲ 级组 .说明肝硬化患者 EV 与血清

T-BIL 等无明显关系，而与血清 ALB、CHE 等有明显关

系 . 故检测血清 ALB、CHE 等肝功能生化指标可能有助

于预测肝硬化患者 EV 的发生率及其程度 .
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Abstract
AIM: To evaluate the effi cacy of the surgical treatment 
for advanced hilar cholangiocarcinoma in order to en-
hance the resection rate and the curative effect.

METHODS: A retrospective analysis was performed on 
the data of 15 patients underwent surgical treatment 
for advanced hilar cholangiocarcinoma, including 7 
mid-term cases (4 for Bismuth type IIIa, 3 for IIIb) and 
8 late-term cases (Bismuth type IV).

RESULTS: Ten patients underwent successful resec-
tion, and 5 received non-surgical internal biliary stent 

drainage, of which 14 patients were followed-up (93.3%, 
14/15), including all the 10 cases in the surgical resec-
tion group with the median survival time of 14.2 mo (16 
d-32.3 mo). The median survival time for the patients 
received internal biliary stent drainage was 3.8 mo 
(1.3-7.2 mo), which was signifi cantly different from that 
for the patients received surgical resection (t  = 2.802, 
P  <0.05).

CONCLUSION: Palliative resection combined with 
hepatectomy can signifi cantly prolong the survival time 
of the patients with advanced hilar cholangiocarcino-
ma. Internal drainage through hepatico-jejunal bridge 
can enhance the surgical resection rate and decrease 
the occurrence rate of postoperative biliary fi stula.

Key Words: Hilar cholangiocarcinoma; Radical 
resection; Palliative resection; Internal drainage 
through hepatico-jejunal bridge

Zhang ZM, Xing HL, Li G, Liu K, Li G, Zhu JP, Su YM, Zhong 
H,  Guo JX.  Diagnosis  and treatment  for  advanced hi lar 
cholangiocarcinoma: an analysis of 15 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi 2005;13(18 ):2272-2274

摘要

目的: 探讨中晚期肝门部胆管癌的外科治疗方式选择，提高

手术切除率和疗效．

方法: 对2001-10/2004-12收治的15例中晚期肝门部胆管癌

的外科治疗方式和随访结果进行回顾性分析, 其中中期7例

(Bismuth IIIa型4例，IIIb型3例),晚期（IV型）8例．

结果: 手术切除10例，非手术胆道支架内引流5例(IV型5例). 

随访14例(14/15，93.3%)，手术切除组随访10例，中位生存
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目的: 探讨中晚期肝门部胆管癌的外科治疗方式选择，提高

手术切除率和疗效．

方法: 对2001-10/2004-12收治的15例中晚期肝门部胆管癌

的外科治疗方式和随访结果进行回顾性分析, 其中中期7例

(Bismuth IIIa型4例，IIIb型3例),晚期（IV型）8例．

结果: 手术切除10例，非手术胆道支架内引流5例(IV型5例). 

随访14例(14/15，93.3%)，手术切除组随访10例，中位生存

2272                      ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2005年9月28日  第13卷  第18期



期14.2 mo(16 d-32.3 mo)；非手术胆道支架内引流组随访4

例，中位生存期3.8 mo(1.3-7.2 mo); 两组中位生存期差异显

著(t  = 2.802，P<0.05)．

结论: 对于中晚期肝门部胆管癌，联合肝切除的姑息性肝门

部胆管癌切除可显著延长患者生存期、提高生活质量，必

要时辅以“架桥式”肝管空肠内引流对提高手术切除率、

降低术后胆漏发生率具有重要作用．

关键词: 肝门；胆管癌；根治性切除；姑息性切除；“架桥

式”肝管空肠内引流

张宗明，邢海林，李刚，刘凯，朱建平，宿砚明，钟华，郭金星．中晚期

肝门部胆管癌诊治15例．世界华人消化杂志  2005;13(18):2272-2274

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2272.asp

0  引言

肝门部胆管癌 (hilar cholangiocarcinoma，HCC), 又称

Klatskin 瘤 [1]，是指位于肝总管、左右肝管汇合部和左

右肝管的癌，约占肝外胆管癌的 58-75%. 根据 Bismuth 

分型 [2,3]，将其 III 型、IV 型分别称为中、晚期 HCC. 

由于 HCC 早期临床表现不明显，多数患者就诊时已处于

中晚期，手术切除率低，术后复发率高，预后差，是目

前胆道外科面临的一大难题 [4-7]. 我院 2001-10/2004-12

收治中晚期 HCC 15 例，现对其外科治疗方式和随访结

果进行回顾性分析，总结报告如下 .

1  材料和方法

1.1 材料 我院2001-10∕2004-12收治的中晚期HCC患者

1 5 例 ,男性 6例 ,女性 9例 ,年龄 4 3 - 8 3 岁 ,平均

70. 2±11.7岁.临床表现以皮肤、巩膜黄疸为首发症

状者13例(86.7%),皮肤瘙痒9例(60%),陶土色大便8例

(53.3%). 

1.2 方法 

1.2.1 实验室检查 血清 CA19-9 231.4±158.7 kU/L CEA 

14.8±1.6 μg/L. 血清总胆红素 (TB)213.9±125.7 

μmol/L，直接胆红素 (DB)139.3±83.7 μmol/L，

谷丙转氨酶 (ALT)2 062.1±968.5 nkat/L，碱性磷酸

酶 (ALP)8 293.3±5 222.7 nkat/L，γ− 谷氨酰转肽酶

(γ−GT)11 965.7±7 639.9 nkat/L.

1.2.2 影像学检查 全组病例均行 B 型超声检查，提示肝

弥漫性肿大、肝内胆管扩张、肝门部肿物 .13 例行 CT

检查，显示肝门部胆管占位性病变、肝内胆管扩张 .14

例行磁共振胰胆管成像 (MRCP) 检查，显示肝门部胆管

阻塞、肝内胆管扩张 .9 例经内镜逆行性胰胆管造影

(ERCP) 检查，显示梗阻部位位于肝门部，呈鸟嘴状或截

断征改变 .

1.2.3 临床分型 根据影像学检查和手术所见，按 Bismuth

分型标准 [2,3]，判定IIIa型 4例，IIIb型 3例，IV型 8例 .
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统计学处理 采用SPSS 10.0软件，对手术切除组和

非手术胆道支架引流组的中位生存期差异进行t检验, 

检验水准 α = 0.05.

2  结果

2.1 治疗方式 手术切除10例，切除率66.7%(10/15),  

其中：(1)根治性切除3例(IIIa型1例，IIIb型2例):行

右/左肝管和汇合部肿瘤及以下胆管切除、胆囊切除、

肝十二指肠韧带骨骼化，左、右肝管集合成形、肝管

空肠Roux-en-Y吻合术，联合肝方叶切除2例；左半肝

切除1例.(2)姑息性切除4例(IIIa型3例，IIIb型1例),

因肿瘤侵犯门静脉分叉行姑息性右/左肝管和汇合部肿

瘤切除、胆囊切除，左、右肝管集合成形、肝管空肠

Roux-en-Y吻合术，联合肝方叶切除3例.(3)姑息性切除

加“架桥式”肝管空肠内引流3例(IV型3例)，因肿瘤侵

犯门静脉分叉或左、右分支，行姑息性左、右肝管和汇

合部肿瘤切除、胆囊切除，在左、右肝管集合成形困难

或不满意情况下，将T管长臂或硅胶管一端置入肝管并

缝合固定，另一端置入空肠并造隧道固定，完成“架桥

式”肝管空肠Roux-en-Y吻合术，联合肝方叶切除3例.

   非手术胆道支架内引流 5例，均为 IV 型，其中经内

镜逆行性胆道支架内引流 (ERBD)3 例，经皮肝穿刺胆道

支架内引流 (PTBD)2 例 .

   全组手术切除或非手术胆道支架内引流病例，均无

胆漏发生 .

2.2 病理检查 10例手术切除病例中，高分化腺癌5例,中

分化腺癌2例,低分化腺癌3例.

2.3 生存情况 2005-02/2005-04 对全组病例进行随访 ,

获得随访资料 14 例，随访率 93.3%(14/15)，平均生存

期为 11.2 mo. 手术切除组随访 10 例，中位生存期 14.2 

mo(16 d-32.3 mo)；非手术胆道支架内引流组随访 4例 ,

中位生存期 3.8 mo(1.3-7.2 mo); 两组中位生存期差异

显著 (P<0.05, t = 2.802). 

3  讨论

3.1 提高早期诊断水平 肝门部胆管癌起病隐匿，症状缺

乏特异性，就诊时多数已处于中晚期，因此提高早期诊

断水平具有重要现实意义 . 根据本组病例的血生化和影

像学检查结果，对上腹部疼痛不适、食欲不振、乏力、

消瘦、皮肤瘙痒的患者应考虑到该病的可能，积极的血

清肝功能、CA19-9、CEA 检查能提示恶性梗阻性黄疸的

可能，B 超、CT、MRCP 多能明确该病诊断，ERCP 可进一

步确诊并了解肿瘤的确切部位和大小 .

   按 Bismuth 所建议的分型方法 [2,3]，根据胆管受累范

围，将肝门部胆管癌分型如下：I 型：肿瘤位于肝总管，

但未侵犯分叉部及左右肝管；II 型：肿瘤自肝总管侵犯

左、右肝管分叉部；III 型：肿瘤自肝总管侵犯单侧一

级肝管分支 (IIIa 型：侵犯右肝管；IIIb 型：侵犯左肝



管 )；IV 型：肿瘤同时侵犯肝总管和左右肝管 . 本研究

将上述 III 型、IV 型分别称为中、晚期肝门部胆管癌 . 

3.2 根治性切除 肝门部胆管癌的治疗仍以根治性切除为

首选 [8-10]，要求完全切除肿瘤及其上方胆管 1 cm 以上 ,

并对肝十二指肠韧带进行骨骼化清扫，但由于其解剖位

置的特殊性，易于侵犯肝门区重要血管和肝实质，因

此根治性切除率很低 . 本组根治性切除 3 例 ( 切除率

30%), 其中联合肝方叶切除 2 例、左半肝切除 1 例，表

明联合肝切除对于提高中晚期肝门部胆管癌的根治性切

除率具有重要作用 . 新近，有学者为了提高根治性切除

率，采用联合肝叶和胰十二指肠切除、扩大肝右三叶切

除等扩大手术，尽管有生存 5 a 的病例 [11]，但由于伴有

较高的手术死亡率和并发症发生率，该种“激进”的手

术方式尚值得商榷 [12]，其作用有待于总结更多的病例作

出评价 .

3.3 姑息性切除 中晚期肝门部胆管癌患者，多因肿瘤侵

犯肝门区重要血管而失去根治性切除机会，姑息性切除

就显得非常重要，其主要目的在于尽可能解除胆管癌阻

塞肝门造成的肝内胆汁淤积，要求尽可能切除肿瘤、通

畅胆道引流，即使肿瘤上方胆管切缘达不到无瘤原则 ,

也会对提高患者术后生活质量、延长生存时间起到积极

的促进作用 . 对于侵犯肝门血管的肝门部胆管癌，有学

者认为除了切除肿瘤外，还需全部或部分切除受侵犯的

血管，并重建或修补血管 [13]；但也有学者持相反态度，

Launois et al [14] 报告的肝门部胆管癌切除率为49.4%，

对于侵犯门静脉或其分支的中晚期患者，切除受侵血管

的 1, 3, 5 a 生存率无明显提高 . 

3.4“架桥式”肝管空肠内引流 肝门部胆管癌根治性切

除后胆道重建较难，其主要困难在于肝胆管壁较薄，减

压后肝胆管较细，胆肠吻合难以满意完成，且易发生胆

漏。本组 3 例 IV 型肝门部胆管癌患者，术中探查发现

肿瘤侵犯门静脉而施行姑息性切除，并将肿瘤上方的肝

管尽可能切除 1 cm 以上，在将左、右肝管的主分支开

口集合成形后，因肝管成形后的管壁短、薄，周围肝组

织软、脆，难以完成肝管 - 空肠吻合，将 T 管长臂或硅

胶管一端置入肝管并缝合固定，另一端置入空肠并造隧

道固定，完成“架桥式”肝管空肠 Roux-en-Y 吻合术，

术后胆道引流通畅、且无胆漏发生 . 该“架桥”术式的

成功实施，对于扩大姑息性切除范围、提高手术切除率、

降低术后胆漏发生率具有重要作用，有待积累更多病例 .

3.5 非手术胆道支架内引流 该方法是微创性治疗方法之

一，是应用介入放射学技术，通过 PTC 或 ERCP 将导丝

送入肝内胆管或胆总管，并使其通过肿瘤占据的狭窄部

位，再沿导丝将胆道内支架输送器送至狭窄部位的远端，

然后选择合适的可展性支架通过支架输送器置入胆道狭

窄部位，置入后约两周，胆道黏膜逐渐覆盖支架 , 保持

支架的稳定和持续性张力，引流效果较好，胆汁不丢失，

患者生活质量高于外引流术者，适用于肝门部胆管癌晚

期，患者全身情况差，估计肿瘤不能切除或难以耐受剖

腹探查者，不失为晚期肝门部胆管癌的可供选择的较理

想治疗手段之一 [15]. 本组 5 例 IV 型肝门部胆管癌，经

内镜逆行性胆道支架内引流 3 例，经皮肝穿刺胆道支架

内引流 2 例，尽管中位生存期仅为 3.8 个月，但术后黄

疸明显下降，全身严重瘙痒症状减轻或消失，能适量进

饮食，生活质量明显提高 .
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Abstract
AIM: To investigate the values of IgA and sIgA detec-
tion in the clinical diagnosis of hepatic diseases.

METHODS: Patients with acute hepatitis (AH, n  = 35), 
chronic severe hepatitis (CSH, n  = 9), chronic hepa-
titis (CH, n  = 67) and liver cirrhosis (LC, n  = 57) were 
involved. The level of IgA was assayed by rate neph-
elometry, and the level of sIgA was detected by radio-
immunoassay.

RESULTS: The levels of fecal IgA and sIgA were no-
tably elevated in patients with AH, CSH, CH and LC 
as compared with those in the controls (IgA: 100±47, 
251±178, 80±24, 145±164 mg/L vs  <67 mg/L, P  <0.01; 
sIgA: 88±96, 326±237, 88±121, 104±109 mg/L vs 
13±10 mg/L, P  <0.01). IgA was positively correlated 
with sIgA(r  = 0.4371, P  <0.01). The levels of serum 
IgA and sIgA were markedly increased in patients with 
AH, CSH, CH and LC as compared with those in the 
controls (IgA: 3.1±1.1, 3.4±1.8, 3.3±1.7, 4.9±3.3 g/L 
vs  1.6±0.2 g/L, P  <0.01; sIgA: 31.1±25.8, 80.3±25.4, 
30.5±24.1, 50.0±20.5 μg/L vs  23.4±8.2 μg/L, P  <0.01 
or  P <0.05). The fecal IgA and sIgA were not corre-
lated with serum IgA and sIgA, and serum IgA was not 
correlated with serum sIgA (P  >0.05). In patients with 
CH, CSH and LC, serum sIgA was signifi cantly corre-
lated with alkaline phosphatase (r  = 0.523 0, P  <0.01) 

and total bilirubin (r  = 0.4 581, P  <0.01). In patients 
with AH, serum sIgA level was correlated with alanine 
aminotransferase (r  = 0.4 692, P <0.01), total 
bilirubin (r  = 0.4 265, P <0.01). 

CONCLUSION: The detection of IgA and sIgA can be 
used in the clinical diagnosis of hepatic diseases.

Key Words: IgA; sIgA; Hepatic disease
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摘要

目的：探讨肝脏病变时IgA和sIgA对临床诊断的意义.

方法：肝病患者共168例，包括急性肝炎35例，慢性重症肝

炎9例，慢性肝炎67例，肝硬化57例，用免疫速率比浊法检

测IgA，用放射免疫分析法检测sIgA.

结果：肝脏患者粪便IgA，sIgA均显著高于正常对照组 (IgA: 

100±47, 251±178, 80±24, 145±164 mg/L vs  <67 mg/L, 

P<0.01; sIgA: 88±96, 326±237, 88±121, 104±109 mg/L vs  
13±10 mg/L, P<0.01)，IgA和sIgA呈显著正相关 (r  = 0.4371, 

P<0.01).血清中IgA和sIgA显著高于正常对照组( IgA: 3.1±1.1, 

3.4±1.8, 3.3±1.7, 4.9±3.3 g/L vs  1.6±0.2 g/L, P<0.01; sIgA: 

31.1±25.8, 80.3±25.4, 30.5±24.1, 50.0±20.5 g/L vs  23.4±8.2 

g/L, P <0.01 或 P <0.05)，便IgA和sIgA与血清中IgA, sIgA含

量无相关性，血清中IgA与血清中sIgA亦无相关性.慢性肝

炎、慢性重症肝炎、肝硬化患者血清sIgA与碱性磷酸酶

(r  = 0.523 0, P<0.01)、总胆红素 (r  = 0.458 1, P<0.01)有相关

性；急性肝炎血清sIgA与ALT(r  = 0.469 2, P<0.01)、总胆红

素(r  = 0.426 5, P<0.01)有相关性.

结论：检测粪便中和血清中IgA和sIgA对肝脏的临床诊断有

重要的临床意义.

关键词：IgA；sIgA；肝病

刘冬妍，刘沛. 肝病患者IgA和sIgA含量变化的临床意义. 世界华人消化杂

志  2005;13(18):2275-2277

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/2275.asp

0  引言

肠黏膜 sIgA 是肠道主要的免疫球蛋白，是肠道的第一

线的免疫防御，对黏膜固有的和入侵的病原体具有抵抗

作用 . 我们检测 168 例各型肝炎和肝硬化患者血清和粪



便中 IgA 和 sIgA 的含量，以探讨在各种肝病患者肠道

免疫防御的变化情况 .

1  材料和方法

1.1 材料 住院肝病患者168例，男123例，女45例，年

龄17-94岁，急性肝炎(包括甲、乙、丙、戊)35例,慢

性重症肝炎9例，慢性肝炎(包括乙、丙)67例，肝硬化

(包括肝炎后肝硬化和酒精性肝硬化)57例.粪便正常对

照组为我院五官科住院患者(肝功能正常，HBV和HCV

血清标志物阴性)30例，血清正常对照组为我院体检中

心健康者(肝功能正常，HBV和HCV血清标志物阴性)50

例.取患者清晨第一次新鲜粪便称质重，按1︰10(m/m)

加入0.01 mol/L pH7.4 PBS，对照组粪便按1︰2加入

0.01 mol/L pH7.4 PBS，混匀，漩涡振荡器充分震荡

5 min，以10 000 g低温离心30 min，取上清-30℃

冰冻保存待用.全部受检者于清晨空腹抽血，分离血

清-30℃冰冻保存.

1.2 方法 IgA，IgG，IgM 用免疫散射比浊法检测，仪器

和试剂为库尔特公司提供，血清正常参考值分别为 IgA 

1.0-3.2 g/L，IgG 7.0-15.2 g/L，IgM 0.4-1.6 g/L；

sIgA 用中国原子能科学院提供 sIgA 放射免疫分析药

盒 , 检测仪器为美国德普 γ 计数器，按说明书操作；

碱性磷酸酶 (ALP)、丙氨酸氨基转移酶 (ALT)、总胆红

素 (T-BIL) 分别用优化速率法、连续监测法和亚硝酸盐

法，采用日本日立公司生产7600全自动生化分析仪操作，

正常参考值分别为 ALP 750-2 200 nkat/L、ALT 83-667 

nkat/L、T-BIL 1.7-20.5 μmol/L.
      统计学处理  采用SPSS10.0进行统计学分析，以

P<0.05时有显著性差异.

2  结果

肝病患者粪中IgA和sIgA含量均明显高于正常对照组

(P<0.01)，其增高幅度随病变严重程度而增高(表1),总

IgA和sIgA呈显著正相关(r = 0.4371, P<0.01).肝病患者

血清中IgA和sIgA含量均明显高于正常对照组(P<0.01)(表

2).粪中IgA和sIgA与血清中IgA,sIgA含量无相关性

(r = 0.1547,r = 0.1593, r = 0.1210, r = 0.1135),

血清中IgA与血清中sIgA亦无相关性(r = 0.1983).

慢性肝炎、慢性重症肝炎、肝硬化患者血清sIgA与

ALP(r = 0.5230,P<0.01)、D-BIL(r = 0.458,P<0.01)有相

关性;急性肝炎患者血清sIgA与ALT(r = 0.4692,P<0.01)、

D-BIL(r = 0.4265,P<0.01)有相关性.

3  讨论

肠道 sIgA 主要由肠黏膜中的 IgA 浆细胞分泌出聚合

IgA, 然后与上皮细胞分泌的 SC 结合，继之被上皮细胞

以内化的方式携入胞内形成吞饮小泡，在小泡内被转运

至上皮细胞的顶端，并以 IgA-SC 复合物的形式被胞吐

释放入肠腔 . 血清 sIgA 的来源有：一是 sIgA 直接由胆

汁反流入血；二是肝内膜相 SC 游离入血后迅速与血中

pIgA 结合而成 . 一般而言，黏膜病变如炎症、肿瘤只引

起局部 SC 改变，极少引起大量 SC 入血，故血清 sIgA

多代表肝胆疾病 . 人体存在聚和 IgA 的肠肝循环，即入

血的聚合 IgA 经肝脏重回肠腔，因此肝脏是肠道黏膜免

疫系统的组成部分 .sIgA 在肠道免疫中起重要作用，它

能与细菌 [1] 和病毒 [2-4] 的特异性抗原相结合或结合在其

他毒性分子上 , 阻止他们粘附在黏膜表面 . 还能排除已

穿透上皮细胞层的感染因子，并与细菌过度生长、细菌

易位和肠道渗透性增高呈反比关系 [5]，它在抗感染中起

重要作用 [6,7].

   我们发现肝病患者 IgA，sIgA 显著升高，随病变严

重程度增幅顺序依次为：重症肝炎、肝硬化、急性肝炎、

慢性肝炎，粪中 IgA 和 sIgA 呈显著正相关 . 肝硬化等

表 1 肝病患者粪便IgA、sIgA含量及血清肝功的变化 (mean±SD)

分组             n    IgA(mg/L)    sIgA(mg/L) ALT(nkat/L) ALP(nkat) D-BIL(μmol/L)

对照组  30    <67 13±10   260±20   528±43 18±1

重症肝炎 9 251±178b 326±237b 8 098±438 3 492±510 588±107
肝硬化  57 145±164b 104±109b 5 748±342 3 151±423 496±189
慢性肝炎 67 80±24b    88±121b 5 133±363 2 924±445 451±116

急性肝炎 35 100±47b 88±96b 5 613±377 3 744±362 489±100

bP<0.01 vs 对照组.

表 2 肝病患者血清IgA，IgM，IgG，sIgA含量的变化 (mean±SD)

分组 n IgA(g/L) IgM(g/L) IgG(g/L) SIgA(μg/L)

对照组 50         1.6±0.2  0.8±0.2  8.2±2.4  23.4±8.2

重症肝炎 9 3.4±1.8b 2.0±1.5b 18.7±6.5b 80.3±25.4b

肝硬化 57 4.9±3.3b 1.9±1.2b 19.4±6.7b 50.0±20.5b

慢性肝炎 67 3.3±1.7b 1.5±0.7b 16.3±5.1b 30.5±24.1a

急性肝炎 35 3.1±1.1b 2.1±1.2b 13.1±3.4b 31.1±25.8a

bP<0.01,aP<0.05 vs 对照组.
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严重肝病时，内毒素 (LPS) 产生和吸收增多，引起内毒

素血症，LPS 能刺激机体产生抗 LPS 的抗体 [8,9]，用伤

寒沙门氏菌通过口腔、鼻腔、直肠和阴道免疫机体发现

直肠免疫后，在结直肠分泌液和粪便内能诱导大量抗

LPS-IgA 抗体，此学者认为此菌能进攻不同的黏膜组织，

诱导长期的局部抗 LPS 的 IgA 反应 [10]. 有学者发现服用

适量的 LPS 后肺合成 sIgA 以 45% 增加，没有任何毒性

作用或致热作用 [11]，这可能是 IgA，sIgA 升高的一个

原因 . 另外活动性肝病时常伴有炎症性肠病、自身免疫

性肠病和感染性肠病，在感染过程中 sIgA 可升高，炎

症性肠病时 B 淋巴细胞激活，IgA，IgM，IgG 较正常肠

黏膜产生更多 . 再有在重症肝炎时有抗肝炎病毒的特异

性抗体和自身抗体产生，以及肝库氏细胞功能失调，失

去对肠道抗原的处理能力，由肠道吸收的细菌抗原及病

毒抗原形成的抗体增多 . 肝病患者血中 IgA，IgG，IgM，

sIgA 亦显著增高 , 血清中 sIgA 与 IgA 无相关性，有学

者发现 HIV 感染者血清中升高的 sIgA 与血清中的 IgA

及多聚 IgA 无相关性，认为血清中 sIgA 可能由黏膜部

位产生 [12]. 本研究结果患者粪中 IgA 和 sIgA 与血清中

IgA，sIgA 也无相关性，提示血清 sIgA 与肠道 sIgA 的

合成是相互独立的 [13]. 到底血清中 sIgA 来源于何处有

待于进一步探讨 . 尽管血清 sIgA 与 IgA 无相关性，但

是 sIgA 与碱性磷酸酶、丙氨酸氨基转移酶、总胆红素

呈正相关，说明 sIgA 与病变程度有一定的关系，检测

sIgA 有助于临床对肝脏病变的鉴别诊断 . 由上可知，检

测肝病患者 IgA，sIgA 对临床诊断有重要意义，尤其粪

便的检测，由于取材简便，方便患者，减少抽血的麻烦，

易于临床应用 .
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Abstract
AIM: To investigate the expression and its signifi cance 
of vascular endothelial growth factor (VEGF) in the 
resection margin following total mesorectal excision 
(TME) for human rectal cancer. 

METHODS: VEGF was detected in the tissue speci-
mens of cancer, distal mesorectal margin (DMM), cir-
cumferential resection margin (CRM) and outer pelvic 
fascia from 60 rectal cancer patients received TME. 
The pathological data were retrospectively analyzed. 

RESULTS: VEGF expression was signifi cantly higher 
in the tissues of rectal cancer than that in the normal 
tissues (54/60 vs  2/20, P  <0.001). VEGF was also ex-
pressed in tissues of CRM (9/60). However, no VEGF 
expression was detected in the tissues of DMM and 
outer pelvic fascia. VEGF expression was closely re-
lated with the differentiation degree, Dukes staging and 
lymph node metastasis (P  <0.05 or P  <0.01).

CONCLUSION: VEGF is highly expressed in tissues 
of rectal cancer, and negatively or weakly positively ex-
pressed in DMM and CRM.

Key Words: Rectal cancer; Distal mesorectal margin; 

Circumferential resection margin; Outer pelvic fascia; 

Total mesorectal excision; Vascular endothelial growth 

factor

Zhan XL, Tian SL. Clinical significance of detection for vascular 
endothelial growth factor in resection margin following total 
mesorectal excision. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005;(18):2278-2281

摘要

目的: 探讨血管内皮生长因子(VEGF)在直肠癌及其切缘的

表达及其临床意义.

方法: 取实施TME的60例直肠癌患者直肠癌组织(Ⅰ)、直

肠系膜远端切缘(Ⅱ)、直肠系膜周围切缘(Ⅲ)、盆筋膜壁层

(Ⅳ)病理标本，采用免疫组化SP法对标本进行VEGF检测; 

并回顾性分析临床病理学资料.

结果: 直肠癌组织中VEGF高度表达(54/60)，肿瘤相对的盆

筋膜脏层(直肠系膜周围切缘)中有VEGF存在(9/60)，在直

肠系膜远端切缘及盆筋膜壁层标本中未见VEGF表达. VEGF

在直肠癌组织中的表达有高度特异性. VEGF表达与直肠

癌分化程度、Dukes分期及淋巴结转移密切相关(P <0.05或

P<0.01).

结论: VEGF在直肠癌组织中高度表达，直肠远端系膜切缘

及直肠系膜周围切缘不表达或表达为弱阳性. 

关键词: 直肠癌；直肠系膜远端切缘；直肠系膜周围切缘;

盆筋膜壁层；全直肠系膜切除术；血管内皮生长因子

战学雷，田素礼. 全直肠系膜切除术切缘血管内皮生长因子检测的临床意

义. 世界华人消化杂志  2005;(18):2278-2281

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2278.asp

0  引言

包括直肠癌在内的实体肿瘤的生长与转移依赖血管新生

的理论已被大量实验和临床研究证实 , 血管内皮生长因

子 (vascular endothelial growth factor，VEGF) 作

为最重要的促血管生成因子 , 在肿瘤发生、发展中起

重要作用 [1-4]. 全直肠系膜切除术 (total mesorectal 

excision,TME) 已成为一种标准的直肠癌根治技术 , 已

被越来越多的外科医生应用于临床 [5-7]. 国外学者的研

究表明，VEGF 在直肠癌组织中、癌组织侵袭前缘以及

微小转移灶中的表达比率可以作为直肠癌预后的一种独

立、敏感和有效的标志物 [8-12]. 我们拟通过免疫组化方

法对 TME 手术后系膜切缘 VEGF 的检测，为证实 TME 技
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术在直肠癌治疗中的价值提供分子水平的依据 .

1  材料和方法

1.1 材料 收集本院2004-01/2005-03行TME的60例直肠

癌患者的病理标本,术前未接受过抗肿瘤治疗.男22例,

女38例,平均年龄34－78岁.所有病例均经病理诊断证

实.其中溃疡型33例(55.0%),肿块型4例(6.7%),浸润

型26例(38.3%)；腺瘤癌变3例(5.0%)，高分化腺癌18

例(30.0%), 中、低分化腺癌23例(38.3%)，黏液腺癌

13例(21.7%)，印戒细胞癌3例(5.0%).Dukes A期3例

(5.0%)，B期27例(45.0%)，C期28例(46.7%)，D期2例

(3.3%);每例分别于直肠癌组织(Ⅰ)、直肠系膜远端切

缘(Ⅱ)、直肠系膜周围切缘(Ⅲ)、盆筋膜壁层(Ⅳ)取病

理标本(大小约1 cm×1 cm×1 cm)作为试验组;另选取

20例直肠腺瘤病例的正常肠组织(Ⅰ’)及正常结肠系膜

(Ⅱ’)作阴性对照组. 标本置于40 g/L甲醛固定液，常

规石蜡包埋，连续切片2张，4 μm厚连续切片. 抗VEGF

和UltraSensitiveTM S-P超敏试剂盒购于福州迈新生物

技术开发有限公司.

1.2 方法 进行常规HE染色组织学分析和VEGF免疫组化

S-P法检测. VEGF采用0.01 mol/L(pH6.0)柠檬酸盐缓冲

液高温、高压抗原修复,检测时每批染色均设阴性对照

(以PBS代替一抗). VEGF阳性为细胞质或细胞膜染色呈

棕黄色,在显微镜下(×400)计数至少5个随机视野,取平

均值.阳性细胞数<10%为(-),11-25%为(+)，26-50%为

(++)，≥51%为(+++).同时，收集该组患者的临床病理

资料，包括患者的年龄、性别.肿瘤的部位、类型、分

化程度、分期、有无淋巴结转移以及远处转移等进行回

顾性分析.

统计学处理  采用SPSS10.0统计分析软件包处理, 

数据统计采用χ2检验，P<0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 VEGF在不同组织中的表达情况 试验组直肠癌组织

(Ⅰ)标本VEGF染色为阳性，其余标本染色为阴性或弱

阳性；对照组各个标本染色均为阴性或弱阳性.VEGF在

癌组织中的表达与对照组组织中的表达存在显著差异

(P<0.05，表1)

2.2 VEGF与临床病理指标的关系 经χ2检验VEGF表达与

直肠癌分化程度、Dukes分期及淋巴结转移密切相关

(P<0.05或P<0.01).低分化腺癌VEGF阳性率高于高分化

腺癌(P<0.01); Dukes分期的C和D期VEGF阳性率(93.3%)

明显高于A和B期(43.3%);有淋巴结转移的病例VEGF阳

性率(93.8%)显著高于无淋巴结转移病例(85.7%).但是

VEGF表达与患者年龄、性别、浸润深度以及远处器官转

移不相关(P>0.05,表2).

3  讨论

直肠癌是消化道最常见的恶性肿瘤之一，约占大肠癌的

60%，近年来发病率呈明显上升的趋势 [13]. 手术根治性

切除仍是直肠癌的主要治疗方法 .Heald et al [14-16] 提

出切除标本的直肠系膜完整无撕裂，在肉眼及镜下无切

缘累及 (circumference margin involvement,CMI) 是

判断根治手术是否成功的重要因素 .TME 的彻底与否须

经病理医生严格检查后判定 .“彻底的”TME 须做到直

肠远端系膜边缘 (distal mesorectal margin, DMM) 和

直肠系膜周围切除边缘 (circumferential resection 

margin, CRM) 阴性 . 直肠系膜切除不足 , CRM (+) 常

导致局部复发 . DMM(+) 及 CRM(+) 是肿瘤进展的预示因

素 .目前病理的“R”分级已取代传统的外科医生根据手

表 1 VEGF的表达情况
 

分组
VEGF表达强度

- + ++ +++

试验组 Ⅰ 6 15 31 8

Ⅱ 60 0 0 0
Ⅲ 51 9 0 0
Ⅳ 60 0 0 0

对照组    Ⅰ’ 53 7 0 0

   Ⅱ’ 60 0 0 0

表 2 直肠癌组织VEGF表达与临床病理指标的关系

                            n
VEGF表达强度

- ≥＋

性别

男 22 2 20
女 38 4 34
年龄(岁) 
＜50 16 1 15
≥50 44 5 39
肿瘤大小
＜5cm 23 3 20
≥5cm 37 3 24
肿瘤类型
肿块型 4 0 4
溃疡型 33 4 29
浸润型 26 2 24
分化程度
腺瘤癌变 3 3 0
高分化腺癌 18 2 16
中、低分化腺癌 23 1 22
黏液腺癌 13 0 13
印戒细胞癌 3 0 3
浸润深度
肌层 27 3 24
全层 33 3 30
淋巴结转移
无 28 4 24
有 32 2 30
远处转移
无 59 6 53
有 1 0 1
Dukes分期
A＋B 30 4 26
C＋D 30 2 28



术判定所谓的“治愈切除”的概念 . 直肠癌手术 R0 代表

直肠系膜完整切除,且CRM(-)及DMM(-)；R1为镜下播散,

有癌残留；R2 为肉眼播散 , 有癌残留 . 理想的 TME 应做

到 R0, 即直肠系膜的完整切除并且 CRM(-) 及 DMM(-). 但

是“肉眼及镜下”的观察毕竟在一定程度上对发现微小

转移灶有相当局限性 [17,18]. 肿瘤的浸润和转移是肿瘤瘤

细胞与细胞外基质 (ECM) 相互作用的结果 [19,20], 此过程

远远早于肉眼和常规病理切片检查所见 [21,22]. 肿瘤及其微

小转移癌巢基质所分泌的VEGF不仅具有血管相和淋巴相

作用，还可以通过降低同质性黏附作用使肿瘤细胞容易

从瘤体脱落 , 并与基质的胶原纤维黏附，有利于肿瘤细

胞的运动和转移灶形成 [23-25]. 而业已证实，VEGF 可以通

过简单、廉价的免疫组化法检出 [26]. 本试验显示，VEGF

在肿瘤及其累及区域表达为阳性或强阳性，在正常组织

中不表达或为弱阳性；VEGF 表达强度与直肠癌的分化程

度、Dukes 分期及淋巴结转移密切相关，但与患者的年龄、

性别、肿瘤大小、部位、浸润深度以及远处器官转移没

有明显相关性 . 我们通过对直肠癌组织及其周围组织的

VEGF 检测 , 证明直肠癌存在着局部的累及 [27,28]. 直肠

系膜远端切缘和直肠系膜周围切缘不仅在镜下未见癌细

胞，实现了 R0
[29]，而且在分子水平上通过 VEGF 的表达

证明了 CRM(-) 及 DMM(-). 由此在分子水平论证了 TME

在直肠癌治疗中的价值 . 与既往的方法相比，本试验快

捷、检出率高，更能说明直肠癌存在局部病变，TME 彻

底切除了直肠癌的局部病变 . 通过精确取材、减少试验

步骤，降低了假阴性和假阳性的发生几率，提高了试验

的准确性 .

   然而，在本试验中，我们观察到，有 9 例标本直肠

系膜周围切缘常规病理检查为阴性，而采用免疫组化 S-P

法检测 VEGF 时结果却为阳性 . 这 9 例病例究竟是假阳

性还是癌巢残留或仅表明其恶性程度更高，尚需要更进

一步的研究 .
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Abstract
AIM: To investigate the changes of platelet parameters 
in patients with mild and severe acute pancreatitis 
(MAP and SAP) after treated with octreotide.

METHODS: The full-automatic blood cell counter was 
used to obtain the platelet count (PLT), mean platelet 
volume (MPV), and platelet distribution width (PDW) in 
the patients with MAP and SAP before and 1 wk after 
treatment with octreotide. 

RESULTS: The platelet parameters of the patients 
with MAP were not significantly different from that of 
the normal controls. One week after treatment, there 
was still no signifi cant change in the PLT. However, the 

MPV and PDW were increased markedly (10.88±2.40 
vs  10.11±1.66, P  <0.05; 17.98±4.41 vs  16.62±1.38, 
P  <0.05). In patients with SAP, the PLT was decreased 
markedly (161.61±68.30 vs  191.60±31.98, P  <0.05), 
and the MPV and PDW were increased markedly 
(11.82±2.33 vs  9.81±0.79, P  <0.01; 19.33±7.07 vs 
16.36±0.51, P  <0.05) as compared with those in the 
normal controls. One week after treatment, the PLT 
was notably elevated (251.61±84.07 vs  161.61±68.30, 
P  <0.01), while the MPV and PDW were not changed 
(P  >0.05) as compared with those before treatment. 
For SAP, the PLT increased more (112.53±89.31 vs 
57.81±68.24, P  <0.05), and the MPV and PDW de-
creased more (1.29±2.79 vs  -0.17±2.04, P  <0.01; 
2.75±8.81 vs  -0.89±3.44, P  <0.01) at 1 wk in the oc-
treotide treatment patients as compared with those of 
general treatment ones. 

CONCLUSION: The platelet parameters can reflect 
the severeness of acute pancreatitis. Octreotide can 
improve the microcirculation by decreasing MPV and 
PDW, increasing PLT.

Key Words: Acute pancreatitis; Octreotide; Platelet 

count; Mean platelet volume; Platelet distribution 

width

Huang J, Lu SQ, Chen JR. Effects of octreotide on platelet parameters 
in patients with acute pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(18):2281-2283

摘要

目的：研究血小板参数在轻症急性胰腺炎(MAP）与重症急

性胰腺炎(SAP）中的变化特点及善宁治疗后对其的影响.
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Abstract
AIM: To investigate the changes of platelet parameters 
in patients with mild and severe acute pancreatitis 
(MAP and SAP) after treated with octreotide.

METHODS: The full-automatic blood cell counter was 
used to obtain the platelet count (PLT), mean platelet 
volume (MPV), and platelet distribution width (PDW) in 
the patients with MAP and SAP before and 1 wk after 
treatment with octreotide. 

RESULTS: The platelet parameters of the patients 
with MAP were not significantly different from that of 
the normal controls. One week after treatment, there 
was still no signifi cant change in the PLT. However, the 

MPV and PDW were increased markedly (10.88±2.40 
vs  10.11±1.66, P  <0.05; 17.98±4.41 vs  16.62±1.38, 
P  <0.05). In patients with SAP, the PLT was decreased 
markedly (161.61±68.30 vs  191.60±31.98, P  <0.05), 
and the MPV and PDW were increased markedly 
(11.82±2.33 vs  9.81±0.79, P  <0.01; 19.33±7.07 vs 
16.36±0.51, P  <0.05) as compared with those in the 
normal controls. One week after treatment, the PLT 
was notably elevated (251.61±84.07 vs  161.61±68.30, 
P  <0.01), while the MPV and PDW were not changed 
(P  >0.05) as compared with those before treatment. 
For SAP, the PLT increased more (112.53±89.31 vs 
57.81±68.24, P  <0.05), and the MPV and PDW de-
creased more (1.29±2.79 vs  -0.17±2.04, P  <0.01; 
2.75±8.81 vs  -0.89±3.44, P  <0.01) at 1 wk in the oc-
treotide treatment patients as compared with those of 
general treatment ones. 

CONCLUSION: The platelet parameters can reflect 
the severeness of acute pancreatitis. Octreotide can 
improve the microcirculation by decreasing MPV and 
PDW, increasing PLT.
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count; Mean platelet volume; Platelet distribution 
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摘要

目的：研究血小板参数在轻症急性胰腺炎(MAP）与重症急

性胰腺炎(SAP）中的变化特点及善宁治疗后对其的影响.



方法：用全自动血球计数仪测定MAP与SAP患者入院及

用善宁治疗1 wk后血小板计数(PLT）、平均血小板体积

(MPV）和血小板分布宽度(PDW）．

结果：入院时MAP患者血小板参数无变化，治疗1 wk后

PLT无显著性升高，MPV、PDW明显增高（10.88±2.40 

vs  10.11±1.66，P <0.05；17.98±4.41 vs  16.62±1.38, 

P <0.05）；SAP组入院时PLT明显降低(161.61±68.30 

v s  191 . 60±31 .98 ,  P <0 .05 ) ,  MPV、PDW明显增高

(11.82±2.33 vs  9.81±0.79，P  <0.01；19.33±7.07 vs  

16.36±0.51， P <0.05)，1 wk后PLT增高（251.61±84.07 

vs  161.61±68.30，P <0.01），MPV、PDW变化不明显

（P ＞0.05）；SAP经治疗1 wk后善宁组较一般治疗组PLT

增高更为显著（57.81±68.24 vs  112.53±89.31，P <0.05）, 

MPV、PDW下降明显（1.29±2.79 v s  -0.17±2.04 , 

P<0.01；2.75±8.81 vs  -0.89±3.44，P<0.01）．

结论：MAP与SAP患者血小板参数变化明显不同，可反映不

同病情程度；善宁治疗可使SAP患者PLT增多，MPV、PDW下

降，降低血小板活性，从而改善微循环，有重要的治疗作用．

关键词：急性胰腺炎；善宁；血小板计数；平均血小板体

积；血小板分布宽度

黄坚，陆士奇，陈建荣．善宁对急性胰腺炎患者血小板参数变化的影响. 

世界华人消化杂志  2005;13(18):2281-2283

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2281.asp

0  引言

急性胰腺炎（acute pancreatitis,AP）是常见急腹症

之一，其发病过程常伴有胰腺微循环障碍，血管通透性

增加，血小板聚集活化，凝血和纤溶系统改变，血小板

参数会发生一定改变，从而影响疾病的进程和预后 [1,2].

本文主要探讨急性胰腺炎患者外周血中的血小板参数 :

血小板计数（PLT）、平均血小板体积 (MPV) 和血小板分

布宽度（PDW）的变化在 AP 发生、发展中的作用，以及

经善宁治疗后对其的影响 .

1  材料和方法

1.1 材料 我院 2002-01/2005-05 住院急性胰腺炎患者

132 例，所有患者均符合急性胰腺炎诊断标准 ( 症状、

体征、实验室检查、B 超、CT 等 )[3], 并按 APACHE Ⅱ评

分≥ 8 分、Bathazar CT 分级≥Ⅱ级为判断重症标准，

其中轻症急性胰腺炎（mild acute pancreatitis,MAP）

81 例，男 49 例 , 女 32 例 , 年龄 25-78 岁；重症急性胰

腺炎（severe acute pancreatitis,SAP）51例，男 31例 ,

女20例,年龄28-88岁．对照组30例为同期健康体检者，

男 18 例 , 女 12 例 , 年龄 23-69 岁．

1.2 方法 51例SAP分为：一般治疗组（禁食、胃肠减压、

输液、抑酸、抑酶、抗炎等治疗）21例，男14例、女7

例；善宁治疗组（一般治疗基础上加用善宁0.1 mg/次,每

8小时一次皮下注射，5-7 d，善宁为诺华制药公司合成的

天然生长抑素八肽衍生物）30例，男17例、女13例.测定

方法：取患者入院24 h内及治疗1 wk后外周静脉血，以全

自动血球计数仪（Coulter STKS 美国生产)进行测定.

统计学处理  均数以mean±SD表示,行t检验,P<0.05

为有统计学意义．

2  结果

2.1 MAP 与 SAP 入院时及治疗后血小板参数变化 ( 表 1) 

MAP 组入院时与健康对照组 PLT、MPV、PDW 无显著性差

异 (P>0.05), 治疗一周后 PLT 变化无显著性 (P>0.05), 

MPV、PDW 较入院时增高明显 (P<0.05)；SAP 组入院时

较对照组 PLT 明显减少 (P<0.05)，MPV、PDW 明显增

高 (P<0.01, P<0.05), 治疗 1 wk 后较入院时 PLT 增高

(P<0.01), MPV、PDW 变化不明显 (P>0.05)；入院时 ,SAP

组 较 MAP 组 PLT 低 (P<0.05)，MPV、PDW 高 (P<0.01, 

P<0.01), 1 wk 后 SAP 组 PLT 较 MAP 组高 (P<0.05),MPV、

PDW 无显著性差异 (P>0.05,P>0.05)．

2.2 SAP经一般治疗和善宁治疗1 wk前后血小板参数变

化(表2) SAP经治疗1 wk后善宁组较一般治疗组PLT明

表 1 MAP与SAP血小板参数比较 (mean±SD)
 

n   PLT(×109 ) MPV（fL） PDW（%）

对照组 30 191.60±31.98  9.81±0.79 16.36±0.51

MAP入院 81 187.58±59.49 10.11±1.66 16.62±1.38

1 wk后 81 199.11±49.31 10.88±2.40a 17.98±4.41a 
SAP入院 51  161.61±68.30c 11.82±2.33d 19.33±7.07c

1 wk后 51  251.61±84.07b 11.13±1.77 18.08±1.70

aP＜0.05, bP＜0.01 vs  入院时;  cP＜0.05, dP＜0.01 vs  对照组．
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表 2 SAP一般治疗和善宁治疗一周后血小板参数变化 (mean±SD)

n PLT（×109 ） MPV（fL） PDW（%）

一般组
治疗前 21 161.76±72.19 11.73±2.35 18.44±3.28

治疗后 21 219.57±55.76  11.90±1.48 19.32±1.55
前后变化 21   57.81±68.24  -0.17±2.04   -0.89±3.44

善宁组

治疗前 30 161.50±65.44 11.88±2.32 19.96±8.75
治疗后 30  274.03±92.83a 10.58±1.75b  17.21±1.17b

前后变化 30  112.53±89.31c   1.29±2.79c   2.75±8.81

aP＜0.05, bP＜0.01 vs  一般治疗组; cP＜0.05 vs  一般治疗组．
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显增高(P<0.05)，MPV、PDW降低(P<0.01,P <0.01);治

疗前后数值变化，一般治疗组与善宁组比较PLT、MPV有

显著性差异(P <0.05,P <0.05)，PDW无显著性差异

(P>0.05)．

3  讨论

AP 发病机制至今未能完全明了，不仅涉及免疫防御系统，

激肽、补体、溶血及纤溶系统也参与其中．近年来，对

胰腺微循环障碍与急性胰腺炎关系有了更深入研究，包

括微血管内皮细胞损伤、微血管通透性增加、胰腺缺血 -

再灌注损伤、血液流变学改变、血小板聚集活化等，这

些都是改变急性胰腺炎病程的重要因素 [4-6].血小板是外

周血中对化学和物理因素最敏感的成分，AP 患者体内大

量血小板破坏，释放高浓度的 5- 羟色胺 , 血栓素 A 等

血管活性物质，这些物质一方面有强烈缩血管作用 , 另

一方面与内皮细胞作用进一步介导炎症介质的释放 , 并

作为炎症介质参与全身炎症反应过程，促进全身炎症反

应综合征 (SIRS) 发生 [7]，这可能是 MAP 病情恶化、SAP

患者并发多脏器功能不全（MODS）及死亡的重要因素．

Mitchell et al [8] 研究证实持续 SIRS 时间与血小板计

数呈负相关． 

   本文 MAP 初期 PLT、MPV、PDW 较健康组变化无显著

性 , 1 wk 后，PLT 无显著性变化，而 MPV、PDW 渐增高，

血小板体积增大，推测可能与胰腺微循环障碍时血小板

破坏，通过反馈机制使巨核细胞激活产生大体积血小板

有关，此种血小板的致密小体多，酶活力高，功能活跃 ,

其出现是一种应激代偿作用，以适应机体的需要 [9]．研

究表明大体积血小板代谢活跃，聚集黏附力强和止血性

强，故平均血小板体积（MPV）与血小板体外功能明显

相关 [10], 可根据 MPV 和 PDW 来估计血小板的活性．

   SAP 初期较对照组、MAP 组 PLT 降低明显，MPV、PDW

增高，表明患者体内有大量血小板黏附、聚集而高度活

化，造成循环血中血小板明显减少，骨髓中巨核细胞反

应性生成大体积血小板，使循环血中血小板均一性降低，

导致 MPV、PDW 值增大，因此监测 AP 患者循环血中血小

板参数变化有助于病情判断 [11,12].1 wk 后，PLT 显著性

增高，而 MPV、PDW 变化不明显，可能与经治疗后微循

环改善，阻止血小板进一步聚集破坏有关．

   善宁 ( 生长抑素八肽衍生物 )治疗 SAP 患者 1 wk 后

与一般治疗组比较：PLT 增高，MAP 和 PDW 降低明显，

说明善宁治疗可降低血小板活性，增加血小板数量，其

机制可能是善宁阻断细胞因子（包括血小板活化因子等）

及炎症介质的释放[13,14],从而减轻了全身炎症反应进程，

改善微循环及血液流变学，防止血小板过度聚集活化，

改善 SAP 的病程和预后，降低死亡率 [15,16]. 因此善宁在

SAP 治疗中具有极其重要作用，应广泛推广．
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摘要

患者因移植肾慢性失功伴肝炎后肝硬化，处于尿毒症和肝

功能失代偿期，施行一期肝肾联合移植术，供、受体血型

一致；肝移植采用经典原位肝移植技术，肾移植采用常规

方法.免疫抑制方案采用simulect和ATG免疫诱导下的FK506 

+ MMF + MP三联方案. 患者术后恢复顺利，移植肝、肾功

能良好，术后45 d出院. 故完善的手术技巧、严密的围手术

期监测和及时预防处理并发症是肝肾联合移植成功的重要

条件，免疫诱导下的三联免疫抑制方案效果良好.

关键词：肝移植; 肾移植; 肝肾联合移植; 肝炎; 肝硬化
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0  引言

自 1983 年 Margreiter et al [1] 为 1 例肾移植术后发生

慢性排异反应而并发肝硬化的患者成功施行全球首例肝

肾联合移植以来，全球各大中心相继开展了此项技术，

而且成绩喜人 . 我国起步晚、开展单位相对分散，至

今尚无大宗报告，我院于 2005-04-29 为 1 例移植肾慢

性失功伴肝炎后肝硬化患者成功实施了肝肾联合移植手

术，现报告如下 .

1  病例报告

患者女性，49 岁 .10 a 前因肾小球肾炎逐渐恶化发展为

尿毒症，需维持血透治疗，期间每月输血 2 次，每次

400 mL.6 a 前于当地医院行“同种异体肾移植术”, 术

后服用环孢素及硫唑嘌呤免疫抑制治疗，术后 3 mo 发

现丙肝阳性，移植肾功能正常 .2 a 前出现肝硬化、腹

水 , 尿量减少，伴全身搔痒及乏力、纳差，血肌酐升

高 , 尿量开始减少和出现无尿 .1.5 a 前开始每 10 d

抽放腹水 7 000-10 000 mL，同时进行血液透析，每

2-3 d 1 次 . 近年来经常有腹痛、发烧，术前 10 d 高

烧、腹痛 , 体温 39.5℃，抗菌素治疗好转；1 mo 前右

胸带状疱疹、口角疱疹，抗病毒治疗好转；而且近月

来出现肝性脑病、浅昏迷 5 次 . 既往有乙肝疫苗注射

史，身高 150 cm，平素体重 55 kg，术前体重 37 kg.

术前检查与配型：T 37.2℃，P 90次 /分，R 21次 /分，

BP 120/80 mmHg，显著消瘦，双侧巩膜轻度黄染，腹胀

明显，可见腹壁静脉曲张，全腹轻度压痛 . 血常规：

WBC 3.3×109/L，HB 47 g/L，PLT 66×109/L；血透后

肾功能 ：血肌酐461 μmol/L，BUN 10.32 mmol/L;肝功能 :

TP 56.4 g/L，ALB 33.3 g/L，TBIL 30.5 μmol/L; 胆 碱

脂酶 1 040 kat/L. 丙、乙肝情况：HBsAg(-)，HBsAb ＞ 1 

000 U/L，HBcAb( ＋ )；Anti-HCV( ＋ ).B 超 :肝硬化、脾大、

大量腹水 :腹水培养：草绿色链球菌 .术前患者：HLA-I

类抗原 :A24(9),31(19),B14,55(22),BW6,-；HLA-II 类

抗原：DR1,4,DR53,-,DQ5(1),4；PRA 群体反应 :I 类阴

性，II 类 90％ . 供体为脑死亡者：HLA-I 类抗原：A24

(9),31(19),B35,48,BW6,-；HLA-II 类抗原：DR7,12(5), 

DR52,53,DQ2,7(3)；供、受体血型均为 B 型 . 术前 1 d

常规血透、输血及进行血浆置换，放腹水 5 500 mL，用

亚安培能、万古霉素等加强抗感染治疗和肠道准备，输

血调整 HB 为 92 g/L. 手术情况 : 供体采取腹部大十字

切口暴露，腹主动脉及门静脉插管同时灌注肝脏、肾脏，

灌注液为肾保液和 UW 液 . 联合快速切取肝、肾，修整

供肝和供肾，热缺血 12 min. 受体手术：取上腹部人字

形切口进腹，抽出腹水 2 500 mL，腹腔黏连严重，胃、

十二指肠、全部小肠、结肠和大网膜黏连成团，肝脏呈

小结节状硬化，肝周有膜状白苔样结构，考虑为自发性

腹膜炎所致，因尚无肠梗阻，故只予分离肝周黏连，非

转流下常规法切除受体病肝，术中根据严密监测的心率、

血压、中心静脉压、肺动脉楔压等，指导输液、输血，

确保血流动力学的稳定 . 依次吻合肝上下腔静脉、肝下

下腔静脉、门静脉，开放血流时突然发生室颤，及时积

极处理，1 min 后完全恢复正常；继续依次吻合肝动脉

及胆总管 ( 置 10 号 T 管 )；肾移植于左侧髂窝 . 供肝冷

缺血 13 h，供肾冷缺血 17.5 h，无肝期 65 min. 术后

患者入 ICU 病房监护，监测心、肺、肝、肾及凝血功能等，

术后 1 wk平均每日输液 5 000 mL(2 000-7 000 mL/d)，

控制 CVP 在 8-10 cm H2O. 术后 27 h 患者完全清醒，拔

除气管插管，能较好地配合各种治疗 . 术后第 3 天开始

饮水，第 5天排气、排便后恢复进食；因重度营养不良，

术后采用生长激素 (GH) 联合蛋白强化的营养支持治疗

5 d(GH 思真 4 U/d，Gln 谷氨酰胺 13.6 g/d，非蛋白热

卡 1 000 kcal/d; 白蛋白 40-80 g/d)[2]. 术后第 3 天因

左胸腔大量积液致肺不张、呼吸困难，行胸腔穿刺引流
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出 1 100 mL，配合物理治疗和 BIPAP( 双水平无创正压

通气 )[3] 间断支持治疗 2 d 后好转 . 术后 24 h 尿量 4 

546 mL，血肌酐降至 136.2 μmol/L；术后第 4天肾功能

完全恢复正常；术后 24 h T 管引流胆汁量 131 mL，之

后 T管引流胆汁量保持在 250-490 mL/d，肝功能于术后

2 wk 恢复正常 .免疫抑制方案采用 Simulect( 苏莱 )和

ATG( 抗人 T- 淋巴细胞球蛋白 ) 免疫诱导下的 FK506( 普

乐可复 )+MMF( 骁悉 )+MP( 甲强龙 )三联方案 .术后 2 h

及术后第 4 天分别应用 1 次 Simulect，剂量 20 mg; 术

后 3 d 应用 ATG，100 mg/d; 监测血 FK506 谷浓度，早

期维持在 5-7 μg/L. 住院期间无急性排异反应发生，肝

肾功能恢复良好 . 术后第 10 天复查 PRA 群体反应 I 类 :

阴性；II 类：41％ ( 较术前明显下降 ). 术后 10 d 内，

膈下引流液、痰涂片和培养有细菌 ( 主要为路邓－葡萄

球菌 )、真菌生长，在监测血 C 反应蛋白 (CRP) 下，用

美平、万古霉素、大扶康、伊曲康唑、大蒜素治疗 10 d

痊愈.病理讨论认为：病肝为丙、乙型肝炎病毒混合感染，

慢性病毒性肝炎伴小结节性肝硬化 . 术后采用更昔洛韦

抗病毒治疗 2 wk，拉米夫定、利巴韦林预防乙肝和丙肝，

术后血标本多次化验结果：HBsAg (-)，HBsAb ＞ 1 000 

U/L，HBeAb(+)，HBcAb(+)；Anti-HCV:(-). 术后第 9 天

开始床边活动，第 15 天顺利拔除导尿管，并很快恢复

生活自理和进行简单的体育锻炼，经反复调整药物剂量

维持稳定的血药浓度后，于 2005-06-13 痊愈出院 .

2  讨论

1988-2002 美国实施肝肾联合移植已超过 850 例次，

术后 1 a 及 3 a 生存率分别为 85％和 82％ . 我国于

1996-07 实施首例同种异体肝肾联合移植以来，开展的

单位分散，尚无大宗病例报告，在此我们总结本例成功

的经验体会 .

2.1 手术适应证 任何原因导致的肝脏和肾脏两个脏器不

可逆的功能不全或衰竭，均是肝肾联合移植的适应证.本

例患者既往因尿毒症长期进行维持性血透和间断输血，

而且在第 1 次肾移植手术时，也有输血史，术后使用的

环孢素和硫唑嘌呤等药本身就有较大的肝毒性，患者于

术后 3 mo 即出现丙型肝炎，结合我国为病毒性肝炎的

高发地区，近年对血液透析相关病毒性肝炎的研究发现 :

血透患者 HCV 感染率为 13.6-67.6%[4], 考虑此患者的

HCV 可能为输血后或既往血透被感染，在接受肾移植后，

由于免疫抑制剂的影响，机体免疫力低下，以及术后糖

皮质激素的应用，使肝炎病毒复制活跃，肝炎活动，同

时加上环胞素和硫唑嘌呤的肝毒性作用，使肝炎患者的

肝损害进一步加重，加速了病毒性肝炎的病理改变，以

致很快发展为肝硬化和肝功能失代偿 . 本例患者可能同

时合并有乙型肝炎病毒感染史，虽然 HBsAg 阴性，但其

血中 HBcAb 和 HBeAb 均阳性，而且术后经病理证实，考

虑该患者肝脏为丙、乙型肝炎病毒的混合感染所致，肾

移植后免疫抑制剂加速了肝损害，由于患者移植肾完全

失功能，肝硬化功能失代偿也已成不可逆转，所以肝肾

联合移植是唯一的选择 .

2.2 肝炎防治与免疫抑制剂 术后既要预防丙肝和乙肝的

复发，又要防治排斥反应的发生，同时还要尽最大的可

能减少免疫抑制剂的危害，免疫抑制方案采用 Simulect

和 ATG 免疫诱导下的 FK506+MMF+MP 三联方案 . 为最大

限度减少免疫抑制剂对肝炎病毒的影响，以及减轻肝肾

毒性作用，我们选用无肝肾毒性的 MMF，同时术后较晚

才服用 FK506，并从小剂量开始维持低浓度的 FK506 血

药浓度，以及短期低剂量使用糖皮质激素，此患者第 1 

月用强的松 15 mg/d，第 2月用强的松 10 mg/d，准备 3-6 

mo 停用 [5,6]. 患者移植肾慢性失功能后，血中的 PRA 群

体反应 II 类抗体极高 , 为 90％ , 术前给予血浆置换以

降低抗体水平；虽然配型较好，我们仍采用 Simulect

和 ATG 行免疫诱导保驾 [7,8]，再加上肝脏对移植肾脏有

保护作用 [9], 使患者术后顺利渡过了急性排斥期 .

2.3 感染的防治 此患者术前有反复自发性腹膜炎，腹水

培养：草绿色链球菌 . 器官移植患者术前存在感染，我

们直接选择有针对性的最高档抗菌素，术后再强化使用

抗菌素及抗真菌药，并根据血 CRP 的监测评估感染控制

的疗效和停止治疗性用药 .

2.4 液体治疗与营养支持 在严密监测心、肺、肝、肾及

凝血功能下，为保证移植肝肾的有效灌注，同时避免因

容量超负荷而影响移植肝肾的血液回流，我们严格制定

输液指导目标，监测和控制 CVP 维持在 8-10 cm H2O，

以及使血白蛋白不低于 35 g/L, 总蛋白不低于 65 g/L，

保证较高的胶体渗透压，减轻组织水肿 .

   此患者重度营养不良，术前曾反复出现肝昏迷 . 既

往体重 55 kg，术前体重 37 kg，极度消瘦，术后极易

出现呼吸肌力弱和咳嗽无力，造成通气不足、肺不张和

肺炎等并发症，我们采用生长激素联合蛋白强化的营养

支持治疗 [2]，使患者术后体能快速增强，配合及时处理

大量胸腔积液和术后拔除气管插管后使用 BIPAP 双水平

无创正压通气 [10]，使患者术后通气不足顺利解决 .

   肝肾联合移植是终末期肝肾疾病的一种有效治疗手

段，在我国有大批终末期肝肾功能衰竭的患者，故开展

肝肾联合移植具有非常现实的意义 .

3      参考文献
1      Margreiter R,Kramar R,Huber C, Steiner E, Niederwieser D, 

Judmaier G, Vogel W. Combined liver and kidney transplanta-
tion. Lancet   1984;1:1077-1078
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斌, 马朝来, 侯宽永. 肝移植术后的营养管理. 中国临床营养杂志   
2003;11:144-146

3  王新荣, 赵苏. BiPAP呼吸机治疗急性呼吸衰竭的疗效观察. 武汉
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中国生物医学基金论文摘要注册方法
                                                                                   

0  引言

中国生物医学基金论文摘要库(http://www.wjgnet.com/cmfa/index.jsp)收录了1994-2005年国内发表在1204种生物医学类期刊总

计20万以上的论文摘要.这些论文受国家、军队和省部级自然科学基金、杰出青年基金、重大计划项目基金资助，内容丰富、数据

准确，核心的体现了我国生物医学的发展历程、脉络和方向，可为相关领域广大学者和研究人员了解并掌握当前研究动态、开辟

新的研究领域提供了思路.本摘要库为世界胃肠病学杂志社所有，从2006年起，对其使用方法作如下调整：

1  开放政策

中国生物医学基金论文摘要的使用实行会员制，凡注册者均可使用.个人注册：150元/年，300元/3年.机构注册：1000元/年, 

2500元/3年.《世界华人消化杂志》和《世界胃肠病学杂志》(英文版)编委，以及给以上两种杂志投稿者(包括已发表)，可免费注

册使用3年，医药类大学在校学生(学士、硕士、博士)，凭学生证和身份证也可免费注册使用3年.订购《世界华人消化杂志》或

《世界胃肠病学杂志》(英文版)者, 凭订购单可免费注册使用1年.

2  注册方法

分三种：(1) 免费注册须填写免费会员注册表(http://www.wjgnet.com/1009-3079/new/39.doc), 附本人学生证和身份证.(2)个

人注册须填写个人会员注册表(http://www.wjgnet.com/1009-3079/new/40.doc)，附本人身份证；(3)机构注册须填写机构会员注

册表(http://www.wjgnet.com/1009-3079/new/41.doc).以上材料通过邮局寄送至：100023，北京市2345信箱，世界胃肠病学杂志

社.另外，注册表还需要通过E-mail发送至:cmfa@wjgnet.com.

3  用户设置

用户名和密码均由注册用户自己提供，用户名必须为使用者的E-mail地址.

4  注册对象

中国生物医学基金论文摘要库的注册对象包括：各大医药类高校、图书馆、研究所以及医疗机构，从事医药领域基础及临床研究

的学生、医生、以及科研人员.

       总之，《世界华人消化杂志》将始终贯彻质量第一的方针，满足广大作者和读者的需求 . 在此，我热烈欢迎再次投稿 .
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• 病例报告 •

丙型肝炎肝硬化患者骨髓和血液同时分离出鼠伤寒沙门菌1例

郭微媛, 齐桂云, 多丽波, 闫立昕, 孙 琪, 张和光

郭微媛, 齐桂云, 多丽波, 闫立昕, 孙琪, 张和光, 哈尔滨医科大学附属二
院微生物室  黑龙江哈尔滨市  150086
通讯作者：郭微媛, 150086，哈尔滨市南岗区学府路246号，哈尔滨医科
大学附属二院微生物室.
电话：0451-86605382
收稿日期：2005 -07-28    接收日期：2005-08-05

摘要

患者，男，68岁，因高烧16 d入院，伴寒战、乏力.经化验

和腹部超声证实为丙型肝炎肝硬化腹水，后经血和骨髓培

养确诊为鼠伤寒(败血症型)合并真菌感染，此病例很少见.

关键词：丙型肝炎，鼠伤寒沙门菌

郭微媛，齐桂云，多丽波，闫立昕，孙琪，张和光. 丙型肝炎肝硬

化患者骨髓和血液同时分离出鼠伤寒沙门菌1例. 世界华人消化杂志  

2005;(18):2287

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2287.asp

1  病例报告

患者，男，68 岁 . 无明显诱因持续性高热 16 d，伴寒

战、乏力，体温在 39-41℃之间波动，发热高峰在 10 点

和 16 点 . 无恶心、呕吐，无腹胀、腹痛、反酸、嗳气 .

睡眠一般，近日消瘦 5 kg. 查体 : 心肺正常 , 腹软 ,

肝未触及 , 脾可触及肋下 3 cm，双下 肢无水肿.BP:

16/8.7 kPa(120/65 mmHg),P：94 次 / 分，抗

HCV（+），HCV-RNA ≤ 5.0×105 拷贝 /L. 血常规：WBC 

11.4×109/L.RBC 3.4×1012/L, PLT 11×109/L. 生化检

查：ALT 44 U/L，AST 73 U/L, TP 64.9 g/L，ALB 24 g/L，

GLO 40.9 g/L，TBIL 25.06 μmol/L，DBIL 6.72 μmol/L、

IDIL 18.34 μmol/L、CHE 767 U/L.超声显示肝硬化、

中等量腹水 . 细菌培养：BACTEC9120 全自动血培养仪培

养患者骨髓标本和血标本各一份，同时口腔黏膜涂片查

获少量真菌孢子和菌丝 . 从骨髓和血液同时分离出革兰

氏阴性杆菌，血平板上生长出中等大小、光滑湿润灰色

菌落，通过系统生化鉴定苯丙氨酸 (-)，葡萄糖酸盐 (-),

硫化氢 (+), 动力 (+)，枸橼酸盐 (+)，尿素 (-)，赖氨

酸 (+)，鸟氨酸 (+) 符合沙门菌特点 .O 多价因子血清凝

集，O‥1、O‥4、O‥5、O‥12、H‥1、H‥2 因子血清

凝集鉴定为鼠伤寒沙门菌.药敏结果：头孢吡肟、氨曲南、

头孢噻肟、头孢哌酮、头孢呋欣、头孢唑林、亚胺培南、

丁胺卡那、头孢哌酮 /舒巴坦、头孢西丁敏感，氯霉素、

庆大霉素、左旋氧氟沙星耐药 .

2  讨论

鼠伤寒是一种以消化道传染为特征的感染性疾病，多

发生于婴幼儿.鼠伤寒沙门菌是细胞内致病菌，可通过

肠黏膜侵入黏膜相关淋巴组织[1]，1892年LoffLer从鼠

身上分离出该菌，1893年在Breslan城首先证实该菌可

引起食物中毒，明确本菌可使人、鼠共患病[1].1980年

后期我国许多省区发生规模较大的医院内鼠伤寒沙门

菌感染，临床以起病急、发热、呕吐、腹泻为特征，

主要分为四型，即无症状携带型、胃肠型、败血症型

和内脏损伤型.该患者发热2 wk以上、年龄大、病情较

重，属于败血症型。目前发热的原因可能与合并真菌

二重感染及对使用的抗生素产生耐药有关，患者继续

口服大扶康治疗.伤寒患者病后2 wk细菌培养阳性率

最高，特别是骨髓培养阳性率高于血培养和尿、便培

养.因为骨髓内的网状细胞可大量吸纳细菌，该菌容易

对使用的抗生素产生耐药[2].该患丙肝阳性伴肝硬化腹

水，免疫力低下身体状况较差，患者居住城市，近期

未到过疫区，鼠伤寒沙门菌的感染源不清楚，随着人

们生活水平的提高，人类接触病原菌的机会增多，感

染呈逐年上升趋势，鼠伤寒沙门菌耐药株增加.应注意

观察其周围人群有无不明原因发热者，避免鼠伤寒在

一定社区及医院内爆发流行.

3      参考文献
1     王宏卫，赵平，张珉，朱诗应，戚中田. 鼠伤寒沙门菌pagC启         

动子的克隆与活性分析. 微生物学报  2003;43:308-314
2       唐小平，吴婉芬，袁小珍. 丙型肝炎病毒基因分型及其与疾病程
         度、感染途径和干扰素疗效的关系. 中华微生物和免疫学杂志
         1997;117:92-95
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