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摘要

目的: 探讨中国首次载人航天主着陆场区航天员医疗保障及

救护的经验体会.

方法: 结合我们参加中国首次载人航天航天员医疗保障及救

护的体会 8次在直升机上的医疗救护演练经验 2次突发

意外事故乘直升机远距离实施医疗救护的体会 多次在载

人航天医疗救护车上的医疗救护演练体会. 并参考国内外相

关资料 对载人航天航天员意外伤害提出有效的防治预案.

结果: 主要针对首飞载人航天航天员可能发生意外伤害的原

因 创新地把一个高质量的ICU全天候前移至草原上 沙

漠里 载体是载人航天医疗救护直升机及医疗救护车 可

以确保意外情况下航天员的安全. 创造了反应速度第一; 技

术装备第一. 使救治规则 卫勤保障原则更趋于合理 抢救

成功率更高. 载人航天医疗保障系统在装备 方案 试验

等方面能满足安全性的要求. 航天员主着陆场的医疗卫勤保

障工作能够体现急救医学 快速反应 立体救护 的理念.

载人航天医疗救护直升机在航天员的医疗保障及救护中起

着十分重要的作用 他有机动性强 速度快 飞行高度较

低的优点 在草原及沙漠地区都可着落实施救护.

结论: 返回着陆场区的航天员实施快速医疗救护 能保障

航天员安全 圆满完成载人航天任务.
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0   引言

中国第一位 太空使者 杨利伟 38 岁 2003-10-

15-T09:00乘神舟五号飞船从酒泉卫星发射中心发射升

空 在太空遨游21小时 23分钟 于2003-10-16-T 06:23

在内蒙古四子王旗的主着陆场成功着陆 与理论着陆

点仅相差4.8 km[1] 与1961-04-12前苏联航天员加加

林乘东方1号飞船代表人类首次进入太空历时108 min

相比 在太空中多待了1 175 min. 此次载人航天医疗

救护直升机几乎与神舟返回舱同时落地 医护人员在

几分钟时间内已经到达航天员身边 航天员立即接受

医检医保医疗救护人员的检查 此时载人航天医疗救

护车及医检医保车等也很快赶到了返回舱现场 中国

航天第一人杨利伟在返回舱内适应地面状况 43 min

后 自主走出返回舱 进入医监医保车脱航天服 再

次接受医监医保等人员的程序检查 检查结果均正常.

由医疗救护直升机护送航天员飞某军用机场 再转乘

专机返回北京 航天员全程均有医监医保医疗救护人

员护送及监护. 航天员从内蒙草原着陆到北京仅用3个

多小时. 当日上午09:52返回北京. 在北京航天城航天员

公寓医监医保室 杨利伟接受了北京航天医学工程研

究所及解放军第306医院共同进行的内科 外科 耳

鼻喉科 眼科 口腔科 皮肤科 心电图 超声

波 血常规 尿常规 血生化等多项检查 各项检

查结果均在正常范围之内[2]. 我国首次载人航天飞行获

得圆满成功! 中国人实现了千百年的飞天梦想. 这是新

世纪实现中华民族伟大复兴具有标志意义的重大事

件 是继 两弹一星 之后我国高科技领域最具影

响力的里程碑工程. 为保证首飞航天员的安全 解放军

第306医院载人航天主着陆场医疗救护队在航天员的

医疗保障及救护工作方面做了大量工作. 创新地把一个

高质量的 ICU加强医疗病房全气候前移至草原上 沙

漠里 可以确保意外情况下航天员的安全. 达到了反应

速度第一; 技术装备第一[3]. 圆满完成首飞航天员的医疗

保障及救护任务. 现报告如下.

1   创造辉煌历史的一幕幕精彩瞬间

2003-10-15-T05:20 航天员出征仪式在航天员公寓

问天阁举行. 05:30我国首位航天员杨利伟向中国载人航

天工程总指挥李继耐报告 请示出征. 05:40载着中国

首飞航天员的车队驶向载人航天发射场. 05:58航天员杨

利伟走向塔架防爆电梯. 06:15进入飞船返回舱的杨利伟

坐到了用合成材料特制的座椅上. 杨利伟在舱内进行起

飞前的各项准备. 地面指挥控制中心屏幕显示 杨利伟

生理参数正常. 06:25在返回舱状态确认单上 杨利伟

郑重地签名 然后开始完成连接通信头戴 生理信号
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插头 供氧和通风软管 打开航天服通风机等一系列

动作. 08:00 整 杨利伟呈仰卧姿态 双手放在膝盖

上 戴上了头盔和对讲话筒. 08:10 3 名技术人员启

动配气按钮 开始给火箭贮箱增压 确保火箭发动机

点火后正常工作. 08:20环抱着飞船的第三组平台徐徐展

开 乳白色的船箭塔组合体完全展露 飞船上的五星

红旗格外醒目耀眼. 08:30杨利伟调整好束缚带的松紧

度. 08:45飞船发射进入15 min准备. 08:55神舟5号发射

进入5 min准备 杨利伟关上了面窗 并戴上头盔面罩

整装待发. 08:59进入最后1 min准备. 此时杨利伟充满信

心地躺在特制的航天座椅上. 10 9 8 此时飞

船发射进入最后读秒阶段. 2003-10-15-T09:00整 长

征2F火箭在震天撼地的轰鸣中腾空而起 托举着神舟

5号飞船顺利升空 急速飞向太空. 09:10 飞船进入预

定轨道. 从这一刻起 杨利伟成了浩瀚太空迎来的第一

位中国访客. 09:12神舟 5号载人飞船推进舱太阳帆板

展开. 09:14神舟5号载人飞船轨道舱太阳帆板打展开.

09:32 北京中心实施数据注入 更新飞船飞行程序.

09:33停泊在南太平洋的远望2号测量船捕获飞船信息.

09:34神舟5号飞船的舱内图像清晰地显示在北京航天

指控中心的大屏幕上. 杨利伟在与医学监督医生通话时

显得相当沉稳. 他说: 我感觉良好 同时 参加神

舟 5 号海上应急救援的 3 艘救捞船 北海 102 轮

德鲲 轮 德意 轮完成任务返航. 09:42载人航天工

程总指挥李继耐宣布: 飞船已进入预定轨道 发射取得

成功. 10:00 许 在神舟5号飞船进行环绕地球第一圈

飞行时 地面指挥人员报告舱内环境正常后 杨利伟得

到指令 打开面罩 拿着书和笔. 当他松开手时 笔在

太空失重环境下立即飘浮起来. 10:31神舟5号飞船进入

喀什测控站检测区域. 在接到地面指令后 杨利伟摘下

手套 并解开系在膝盖下方的束缚带. 在北京航天指挥

控制中心的大屏幕上可以看到 杨利伟的动作非常轻

松熟练. 10:40飞船开始绕地球飞行第二圈. 通过飞船传

回的图像可看到 杨利伟由卧姿改为坐姿 并通过圆

形舷窗向外观测. 11:08杨利伟开始在太空中进餐. 他一

边看书 一边用捏挤包装袋的方式享用这顿不同寻常

的午餐. 包括八宝饭 鱼香肉丝 宫保鸡丁和用中药

及滋补品制成的饮料等. 11:12杨利伟进行太空飞行中的

首次休息. 他的这次酣眠持续了约3 h. 15:52北京航天指

挥控制中心向杨利伟了解了飞船工作状况和他的身体

状况. 航天员向地面报告: 航天服气密性良好 飞船工

作正常. 15:54飞船变轨程序启动. 指挥控制大厅右侧大

屏幕三维动画实时显示 飞船尾部喷出桔黄色的火

焰 加速飞行. 很快 飞船又进入平稳的飞行状态. 整

个过程中 杨利伟始终神情镇定. 南太平洋上的远望2

号测量船向北京传来数据 表明变轨圆满成功. 18:40

神舟 5号飞船运行到第7圈 杨利伟在太空中展示中

国国旗和联合国旗. 21:31神舟5号飞船进入第9圈飞行.

23:08 神舟 5号飞船进入第10圈飞行 航天员杨利伟

开始休息. 23:27远望4号测量船捕捉到神舟5号. 23:32

杨利伟合上双眼休息. 这是他的第二次太空休息. 23:45

神舟 5号飞船正在绕地球进行第11圈飞行. 此刻 航

天员杨利伟已在静谧的太空中安然入眠. 2003-10-16-

T00:00 神舟 5号已在预定轨道飞行了14 小时 50 分

钟. 飞船一切正常. 2003-10-16-T01:17神舟5号已经飞

行进入第12圈. 测控点向北京航天指控中心报告飞船跟

踪正常. 2003-10-16-T01:18航天员杨利伟第二次休息

结束. 2003-10-16-T02:52飞船进入第13圈. 航天员杨

利伟汇报身体感觉良好. 2003-10-16-T 03:10杨利伟进

行压力服气密性检查. 2003-10-16-T 03:59轨道舱泄压.

2003-10-16-T04:19神舟5号飞船进入环游太空的最后

一圈 即第14圈. 2003-10-16-T04:31北京航天指挥控

制中心通过天地通系统与航天员杨利伟进行了沟通

杨利伟报告 各项身体指标正常. 2003-10-16-T04:53

返回段进入40 min准备. 05:04神舟5号飞船返回舱成功

进入返回轨道. 05:23返回段进入10 min准备. 05:33返

回段测控开始. 05:35飞船第一次调姿. 北京航天指挥控

制中心成功向正在太空运行的神舟5号载人飞船发送

返回指令. 按照程序 飞船将在建立返回姿态后 经

过返回制动 轨道舱与返回舱分离 推进舱与返回舱

分离等一系列太空控制动作 开始返回内蒙古主着陆

场. 远在面大西洋上的远望3号测量船及时捕获飞船05:

36神舟5号飞船轨道舱与返回舱成功分离. 返回舱与推

进舱轨道高度不断降低 向预定落点返回. 飞船轨道舱

将留轨工作半年 开展相关的科学实验. 05:38 神舟 5

号载人飞船制动火箭点火 飞船返回舱飞行速度减

缓 轨道高度进一步降低. 返回舱向预定着陆场降落.

05:59在北京航天指挥控制中心的组织指挥下 神舟5

号载人飞船返回舱与推进舱成功分离 成功进入返回

轨道. 飞船返回舱失去动力后 按照升力控制技术向预

定着陆场降落. 稍后 布设在新疆和田的活动测量站报

告 神舟5号飞船进入中国国境上空. 6:04神舟5号飞

船再入大气层. 飞船处于 黑障 阶段. 6:07搜救直升

机收到神舟5号飞船返回舱发出的无线电信号. 机上搜

索人员目视到神舟5号返回舱. 由5架直升机组成的空中

搜救分队和14辆专用车辆组成的地面搜救分队立即从

不同的方向迅速向落点前进. 06:22杨利伟报告身体状况

良好. 返回舱引导伞已打开. 稍后 杨利伟再次报告身体

状况良好. 主伞工作正常. 稍后 主着陆区直升机驾驶员

目视到飞船降落伞 地面搜索人员看到了降落伞 返回

舱主伞已脱落. 5架直升机跟踪正常. 2003-10-16-T06:28

地面搜索人员报告距神舟5号返回舱落点4.8 km. 稍后

温家宝总理与杨利伟通话 祝贺他顺利返航. 06:25地面

搜索人员找到了神舟5号返回舱. 06:38搜索人员报告

杨利伟身体状况良好. 2003-10-16-T06:51杨利伟在神舟

5号舱口向大家招手. 06:54李继耐在北京航天指挥控制

中心宣布: 神舟5号载人飞船2003-10-16-T06:23在内

蒙古主着陆场成功着陆 实际着陆点与理论着陆点相
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差4.8 km. 返回舱完好无损.  07:23杨利伟在距返回舱约

10 m的一辆医疗检查车上进行体检. 2003-10-16-T09:52

杨利伟乘专机从内蒙古着陆场飞抵北京.

2   载人航天主着陆场医疗救护队队员参试过程

2003-9-28-T08:00救护队全体人员集合出发 晚上到

达内蒙古呼市. 2003-09-29到达内蒙古四子王旗. 2003-

09-30空中医疗分队和地面医疗分队分别进行了演习

使所有使用的设备和药物处于实战状态. 在医疗救护直

升机上演练时 发生一名机组通信人员出现剧烈胃肠

疼痛 医疗救护人员立即给于注射急救药物 很快使

他止住了胃肠疼痛 在机上恢复了工作. 此后又进行了

二次医疗救护直升机 医疗救护车内的全程实战演练.

2003-10-12取到航天员的B型备血. 2003-10-15-T23:00

点 医疗救护队全体人员从四子王旗出发到达预定地点

后 T01:00 进行了战前动员. 地面医疗分队首先出

发 空中医疗分队人员在大庙待命. T05:00医疗救护直

升机起飞 飞向飞船返回舱理论落点 并进行空中搜索.

地面医疗救护车在理论落点待命. 两方面的救护人员

将所有的急救器材 设备 药物准备齐全 急救药

物抽到注射器中 监护仪和呼吸机等都开机待用. 我们

将1 119种急救物品 11个手术包 药品3 000多支

B型血 2 000 mL 血浆 800 mL 人血白蛋白注射液

8支 有的一支抗太空病的药就达7 000元. 真正前移

至医疗救护直升机及医疗救护车内(图1: 空中医疗分队

和地面医疗分队做好迎接返回航天员的各种医疗保障准

备工作. A B C D E F G H I J ) .  形

成了对航天员能实施 快速反应 立体救护 [4-7]的格

局. 06:09航天医疗救护直升机上的医疗救护人员目视到

神舟五号返回舱正在以每秒4-5 m的速度缓慢下降着陆.

06:23 神舟 五号飞船返回舱安全侧向着陆 载人

航天医疗救护直升机几乎与神舟返回舱同时落地[3] 医

护人员在几分钟时间内已经到达航天员身边 开舱后

航天员立即接受医检医保医疗救护人员的检查 中国航

天第一人杨利伟在返回舱内适应地面状况43 min 后

自主走出返回舱 进入医监医保车脱航天服 再次接受

医监医保等人员的程序检查 检查结果均正常. 由医疗

救护直升机护送航天员飞某军用机场 再转乘专机返回

北京 航天员全程均有医监医保医疗救护人员护送及监

护[4] 医疗救护队派出二名人员全程护送及监护航天

员. 航天员从内蒙草原着陆到北京仅用3个多小时. 当日

上午09:52返回北京(图2: 医监医保医疗救护人员对航天

员进行了十分细致的检查 监护 护送等医疗保障工作.

A B C D E F G H I J K L M N).

图1  空中医疗分队和地面医疗分队做好迎接返回航天员的各种医疗保障准备工作.  A: 首飞航天员主着陆场医疗保障及救护系统分为机载和车载
二个平台 图为医疗救护直升机(右 1)在任务中; B: 特种医学中心岳茂兴主任 刘志国博士在载人航天航天员医疗救护车上执行任务; C: 主着
陆场医疗救护队邹德威队长与岳茂兴主任等在载人航天航天员医疗救护车行进途中讨论急救预案; D: 针对航天员可能发生的意外伤情, 解放军第
306医院主着陆场区医疗救护队将1119 种便携式 ICU 急救设备仪器前移至草原上 沙漠里; E: 在草原上 沙漠里也可以进行决定性的 ICU 加
强急救治疗; F: 在草原或沙漠上实施 快速反应 立体救护  ICU的加强治疗; G: 2003-10-15晚上11点, 医疗救护队全体人员从四子王旗出
发到达大庙后 凌晨1点钟 进行了战前动员; H: 将 ICU 全套设备还可以移至医疗救护直升机内, 医疗救护队队员正在抽取急救药品; I:神舟
五号主着陆场医疗救护队在直升机内作好了医疗保障及救护的充分准备 5 30 直升机正飞向飞船返回舱预定落点; J: 载人航天医疗救护直升
机有机动性强 速度快 飞行高度较低的优点, 在草原及沙漠地区都可着落实施救护.

A B C
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3   首次载人航天航天员返回阶段出现的工况

在整个飞行过程中 发射和返回过程对航天员的身体

和心理考验最大 而返回阶段尤为突出. (1 )在穿越

黑障区 即在 80-50 km 高度间 飞船高速进入大

气层 表面温度高达数千摄氏度 形成一个大火球.

此时有很大的噪声 航天员承受体质量3倍左右的重

力 对航天员心理是一个巨大的考验. (2)飞船返回阶段

由超音速跨越音障进入低于音速的飞行速度时 飞船

图2  医监医保医疗救护人员对航天员进行了十分细致的检查 监护 护送等医疗保障工作. A: 医疗救护直升机几乎与神舟五号飞船返回舱同
时落地 医护人员在几分钟时间内已经到达航天员身边; B: 解放军第306医院医疗救护人员第一时间到达神舟五号飞船返回舱, 创造了两个第
一 即反应速度第一 技术和设备第一; C: 航天员杨利伟立即接 ` 受医检医保医疗救护人员的检查 医监医保医疗救护队邹德威院长 刘建中
副主任医师等正在给航天员检查身体; D: 中国航天第一人杨利伟在返回舱内适应地面状况43 min后, 自主走出返回舱. E: 解放军第306医院主
着陆场医疗救护队队员在神舟五号飞船返回舱前庆祝胜利; F: 庆祝胜利; G: 庆祝胜利; H: 中国首飞航天员杨利伟正在上载人航天医检医保医疗救
护车; I: 杨利伟进入医监医保车脱航天服, 再次接受医检医保等人员的程序检查, 检查结果均正常; J: 现场扫描; K: 杨利伟下医监医保车, 准备上医
疗救护直升机; L: 杨利伟上了医疗救护直升机; M: 载有航天员的医疗救护直升机在现场起飞 护送航天员飞某机场; N: 航天员全程均有医监医
保医疗救护人员护送及监护.图为解放军第306医院邹德威院长等护送首飞航天员杨利伟回京; O: 庆祝我国首次载人航天飞行圆满成功大会.
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状态变得很不稳定 震动 发抖 人会有一种要散

架的感觉. (3)当减速伞突然打开时 返回舱会受到一个

很大的拉力 此时航天员要遭受数倍于体重的过载. 同

时 这时飞船会突然旋转 摆动 这种复合运动会

使人感觉非常难受. (4)最后一关就是着陆冲击. 尽管经过

降落伞减速后 返回舱的着陆速度会很低 但是 质

量超过3 t的返回舱着陆的瞬间 航天员仍然会受到很

大的冲击力.

4   中国首次载人航天航天员医疗保障及救护的经验体会

4.1 总结美国和原苏联载人航天航天员所发生的各种意

外伤害十分必要  在世界载人航天42 a 历史中 美国

和原苏联取得了辉煌成就 但也付出22名航天员的生

命代价[4]. 其中地面模拟试验死亡1人(原苏联) 地面试

验死亡3人(美国) 飞船起飞阶段死亡7人(美国) 飞

船返回阶段死亡11人(美国7人 原苏联4人). 由此可

以看出 航天员重大的意外伤害事故主要发生在起飞

前 起飞及着落阶段. 在飞船发射 在轨运行和返回

着陆过程中 可能会出现的危及航天员健康的不同应

急工况. 总结载人航天航天员所发生的意外伤害 对载

人航天飞行的安全保证是十分必要的. 根据美国和原苏

联载人航天航天员所发生的各种意外伤害 具体分析出

我国载人航天航天员可能出现的严重伤情: (1)冲击过载:

造成严重颅脑损伤 脊柱与脊髓损伤 胸外伤 腹腔重

要脏器破裂大出血等. (2)有毒有害气体超标中毒(四氧化

二氮 偏二甲基肼 无水肼等) 缺氧 严重烧伤. (3)各

种原因造成的呼吸道梗阻 心跳呼吸停止. (4)减压病. (5)

高温 低温伤. (6)严重多发伤 复合伤致MODS等. 并据

此作好各种急救准备工作有重要意义.

4.2 多方位进行立体防治  主着陆场航天员医疗保障及

救护准备工作 事关航天员的生命安危和整个任务的

成败 责任十分重大. 按照载人航天着陆特点和需要

立足最复杂伤情 从难从严设计每个细节. 既考虑了抽

组人员的业务和身体素质 又考虑了医疗救护程序和

临时处置能力; 既考虑了设备 药品 物资的配备基

数 又考虑了持续保障水平. 反复论证 修改 形成

了航天员医疗救护组织指挥保障 发射前医学检查

应急返回 着陆现场 后送途中 后支医院院内医

疗救护 医疗交接 医监医保医疗救护演练等8个方

案. 主着陆场医监医保医疗救护队配备了载人航天医疗

救护车 医疗救护直升机 全套高级便携式急救设备.

作到一备 二齐 三查 四落实. 同时装备了小型和

高机动性的后送抢救工具 急救设备等. 本次组建的内

蒙古主着陆场医疗救护队是有各个专业的专家组成

9人中8人具有高级职称 人员精干. 航天员医疗保障

及救护系统分为机载和车载二个平台 医疗救护直升

机(5 人)及航天医疗救护车(4 人) 一旦航天员出现意

外伤害 这二个平台就可以体现 立体救护 快速

反应 的救治原则. 我们对医疗救护的药品 器械

装备进行了长达几个月的准备 配备了目前市场上先

进的品种 全套高级便携式特种医学急救设备 设想

可以应付各种复杂情况的预案 同时还完成空降兵航

天专用急救包的研制工作 填补了我国在这一领域的

空白. 还完成了载人航天航天员专用急救箱的改装工作.

4.3 医疗救护培训 训练和演练十分重要  鉴于航天员

医疗救护工作的复杂性和意外伤害的突发性 我们制

定了载人航天航天员伤病救治规则 编写航天员医疗救

护培训教材[8] 921工程第5次飞行试验航天员医疗救

护演练实施细则 现场应急医疗救护处置程序 航天员

后送程序和标准 航天员后支医院医疗救护程序等. 结

合救护特点 重点抓了自训 集中培训和救护演练工

作. 通过组织医疗救护知识和技能自训 举办了航天

员医疗救护培训班 系统学习了相关知识. 同时在主着

陆场区组织了航天员医疗救护综合演练 并进行了效

果评估. 培训和演练从实战出发 注重了实际效果. 还

规范了医疗救护记录 制定了航天员现场救治记录 航

天员停机坪救治记录 航天员急诊室救治记录等8种

医疗救护记录单. 进一步强化定岗定位和岗位责任制

加强岗位技术 野外救治适应能力和应变能力训练. 三

是做好车载 机载医疗设备调试和检修工作 确保医

疗装备野外机动适应性 稳定性和可靠性; 对后支医院

医疗设备进行检修 调试 确保状态性能良好. 真正达

到 拉得出 展得开 救得快 治得好 的保障要求[9].

4.4 应用高新技术和理论服务于载人航天航天员的医疗

保障及救护是可行的  采用高新技术 新的急救理论

为航天员返回着陆的医疗救护服务. 如航天员非正常着

陆的搜寻 个人信息载体 生理指标 航天舱室有害气

体浓度 航天员状态等参数 通过携带 发送 接收的

高技术在线监测装置 建立立体交叉的卫勤指挥救援

系统为中心的高技术平台. 首飞航天员杨利伟从15日早

晨进入飞船船舱 到发射前 从9时发射升空 到安全

返回 杨利伟的平均心率每分钟为70多次 没有出现

急性适应期反应 也没有发生运动病. 在飞船飞行的第

一圈 杨利伟曾有过短暂的上下倒置错觉 但他很快

就调整了过来. 这个高技术平台在我国首次载人航天飞

行任务中状态良好. 历时十载对航天毒理学的科研保证

了航天员安全[10-11]. 此次 神舟 五号发射过程中 几

百套安全方案无一启动 创下了零缺陷的记录 为航天

事业下一步建立空间站等新课题打下了 软件 基础.

4.5 把多年在临床上危重病急救领域的研究成果应用于

首飞航天员的医疗保障及救护  解放军第306医院长期

来一直致力于危重病急救的理论研究和临床救治 于

1982年就组建了全军第一个外科ICU病房 1987年出

版我国第一部ICU专著 危重病急救与监测 对MODS

的基础与临床救治进行了22年的研究[12-16] 是国内第

一个在南太平洋的大风浪中成功地进行外科手术的单

位 是全军派出赴基地参加重大特发事件意外伤害临

床一线救治最多专家的单位之一 首创 四大一支持
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综合冲击疗法 挽救了一大批危重患者的生命[17-19]

2001-08/29又创建了我国第一个中西医结合的既能临

床一线抢救 手术 又能针对特种医学危重病难题进

行科研的特种医学中心 特种病科. 主要研究航天员的

医疗保障及救护 这些基础将为意外情况下航天员的

安全起到重要作用. 此次主着陆场医疗救护队创新性地

把一个高质量的 ICU加强医疗病房全气候前移至草原

上 沙漠里 可以确保意外情况下航天员的安全. 达

到了反应速度第一; 技术装备第一. 把多年在临床上危重

病急救领域的研究成果应用于首飞航天员的医疗保障及

救护 圆满完成了首飞航天员的医疗保障及救护任务.

从我国载人航天首飞航天员主着陆场的医疗保障及救治

验证了我们提出的 立体救护 快速反应 医

疗与伤员同在 必要时可将一个高质量的 ICU 加

强医疗病房全气候前移至草原上 沙漠里 在现场对

伤员进行决定性的治疗 的理论是可行的. 另外这项经

验还可以提示我们 建立一些设备优良 机动性好

有综合救治能力的精干的应急医疗队 在灾害事故发

生的现场 可以及时对病情进行包括简单手术在内的

决定性治疗. 这种策略有可能改善预后 降低灾害现场

危重伤员的死亡率.

       载人航天医疗保障系统在装备 方案 试验等方

面能满足安全性的要求. 航天员主着陆场的医疗卫勤保

障工作能够体现急救医学 快速反应 立体救护 的理

念. 载人航天医疗救护直升机在航天员的医疗保障及救

护中起着十分重要的作用 他有机动性强 速度快 飞

行高度较低的优点 在草原及沙漠地区都可着落实施

救护. 这对返回着陆场区的航天员实施快速医疗救护十

分有利 能保障航天员安全 圆满完成载人航天任务.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of the Xiaotansanjie recipe
on the nude mouse model of human gastric carcinoma
cells using orthotopic transplantation.

METHODS: Firstly we established the metastatic gastric
carcinoma model of nude mice by orthotopic implantation.
On the second day they were devided into four groups at
random. The inhibitary rates of tumour growth were detected,
and local invasiveness, the rates of metastasis in the local
lymph node, lung, liver and peritoneum were compared
between different groups. By Envision immunohistochemical
method and semiquantitative reverse transcription poly-
merase chain reation, the expression of P21ras, P185, Ras,
CerbB2, VEGF and KDR in gastric carcinoma were determined.

RESULTS: The inhibitary rates of Xiaotansanjie recipe
group, 5-Fu group and combined group were 72.0% , 51.3%
and 70.1% respectively. Compared with the control group,
the rates of local invasiveness, metastasis in the lymph node
and distal organs in other three groups were signifi-
cantly lower (P <0.05). The positive rate of P21ras, P185,
Ras, CerbB2, VEGF and KDR in Xiaotansanjie recipe group
obviously lower than those in control group (P <0.05).

CONCLUSION: Xiao Recipe has a strong inhibitory effect
on both growth and metastasis of gastric cancer, and the

mechanism of that may related with the reduced expression
of oncogene cerbB2, ras,VEGF and KDR.

Xu L, Wei PK, Chen YL, Su XM, Qin ZF, Shi J, Li J, He J. Xiaotansanjie
recipe inhibits growth and metastasis of human gastric adenocarci-
noma cell SGC-7901 transplanted in nude mouse. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(5):1015-1020

摘要

目的:  研究中药消痰散结方对裸鼠原位移植人胃癌生长转

移的抑制作用.

方法: 建立裸鼠原位移植人胃癌模型; 实验分组: 对照组

中药组 化疗组 联合组各10 只; 观察和比较各组肿瘤

抑制率和肿瘤转移情况. 用免疫组化法定性分析和比较肿瘤

转移相关指标P21 ras P185 VEGF蛋白 KDR蛋白的表

达 用RT-PCR 法定量分析和比较各组 ras cerbB2
VEGF KDR的表达.

结果: 中药组 化疗组和联合组的抑瘤率分别为72.0%

51.3% 70.1%; 在远处淋巴结转移率和脏器转移率方面

与对照组相比 中药组 化疗组和联合组均减少了转移的

发生 有显著性差异(P <0.05). 中药组 化疗组 联合组

在不同程度上下调了 ras cerbB2 VEGF和KDR在蛋白

水平和mRNA水平的表达.

结论: 消痰散结方具有抑制裸鼠原位移植人胃癌生长和转移

的作用 其作用机制可能与下调了肿瘤转移相关基因ras

cerbB2 VEGF KDR 的表达有关.

许玲, 魏品康, 陈亚琳, 苏晓妹, 秦志丰, 施俊, 李峻, 何金. 中药消痰散结方抑

制裸鼠原位移植人胃癌SGC-7901的生长转移. 世界华人消化杂志  2004;

12(5):1015-1020

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1015.asp

0   引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一[1-6] 早诊率低 手术

切除率低 5 a生存率低. 探寻有效的综合治疗措施是提

高肿瘤患者生活质量 延长生存期的重要途径[7-9]. 中

医认为 肿瘤的产生主要由于脏腑 阴阳 气血失调

在正虚的基础上 外邪入侵 或痰 湿 气 瘀等搏结

日久 积滞而成. 我们在临床实践中发现胃癌的形态多

为肿块 与痰结局部而形成的痰核相似 而且胃癌浸润

转移与 痰 的特性颇相似. 痰 是胃癌形成和发展
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的重要病理物质 消痰散结方联合化疗治疗晚期胃癌

104例改善症状有效率为82.9% 卡氏评分提高率为84.

4% 中位生存期为12.25 mo 3 a生存率为22.1%. 因

此 我们建立裸鼠人胃癌原位移植模型 研究消痰散

结方的作用如下.

1   材料和方法

1.1 材料  BALB/c 无胸腺裸鼠40只 6周龄 雌雄各

半 质量 18-20 g 传代于裸鼠皮下的人胃癌组织

SGC-7901由中国医学科学院上海实验动物中心提供

在该中心SPF级动物实验室内饲养. 第 2批实验采用上

述动物48只. 消痰散结方: 天南星15 g 半夏15 g 茯

苓 15 g 枳实 10 g 陈皮 9 g 鸡内金 15 g 炙甘

草 6 g 全蝎 6 g 蜈蚣 3 条 川贝 9 g 白芥子 9 g 组

成 以常规方法水煮醇澄制备成针剂 含生药2.5 kg/L

备用(由第二军医大学附属长征医院制剂中心提供). 均购

自上海市药材公司 地道药材 产地明确 经第二军医

大学药学院生药教研室鉴定. 5-FU 250 mg/支 氯胺酮

100 mg/ 支 上海旭东海普药业有限公司出品. 兔抗人

cerbB2(P185)一抗 稀释度: 1 200.

鼠抗人p21ras 一抗: 稀释度: 1 60 Envision 试剂(二

抗) 丹麦Dako公司.

     鼠抗人VEGF 蛋白一抗 浓缩型抗体 1 50 稀

释 购自美国Oncogene公司. 鼠抗人KDR蛋白一抗

浓缩型抗体 1: 50 稀释 购自福州迈新生物技术开

发公司. 100 g/L多聚赖氨酸: Sigma公司提供. Trizol 由

美国Invitrogen公司提供. Amv Rtase RNase Inhibitor和

PCR试剂盒 由TaKaRa公司提供.

1.2 方法  取传代后14 d处于对数生长期的荷瘤鼠 从

腋部皮下剥取肿瘤组织 剪成1 mm 1 mm 1 mm

小块备用. 实验动物禁食12 h 用氯胺酮50 mg/kg ip麻

醉后 常规手术 在胃大弯处近胃窦旁用1 mL 无菌

空针头划破胃壁浆肌层 用无齿镊将破损处向内推压

使局部胃壁形成凹龛 植入1块瘤组织于凹内 并在瘤

块表面滴OB生物胶1滴 40 s凝固后将胃壁回纳入腹

腔 0号丝线缝合腹膜及皮肤 关腹. 定时观察所有模

型鼠全身状况 运动情况 腹部体征. 当荷瘤鼠出现

明显消瘦 弓背 精神萎靡等衰竭体征时(约 12 wk)

处死动物 观察原位肿瘤生长情况 全面探查腹腔

取肿大淋巴结 胸腔 腹腔内脏器以40 g/L甲醛固定 石

蜡包埋 切片 HE染色 作组织病理学检查. 收取腹水.

取部分移植瘤组织 放培养液中 剪成小于1 mm 1 mm

的小块 培养液洗涤2次; 将组织小块植入培养瓶内 置

37 恒温箱中 贴壁; 加培养液平置于37 的 CO2孵

箱中; 培养 4 d 后 在倒置显微镜下 组织小块周围

可见到新的细胞样生长物出现 待肿瘤细胞生长旺盛

并长满成单层时即可进行第1次传代后收获制作染色体

标本. 加入秋水仙素37 温育处理3 h 加固定液后

离心 加低渗液处理(反复 3 次) 加数滴新固定液

轻弹离心管底使细胞成混悬液后 冰湿片滴片 空气

干燥后Giemsa 染色 12 min 封片 显微摄影.

1.2.1 动物实验  第1次实验动物随机分为对照组 中

药组 化疗组和联合组 每组10只 于模型建立24 h

后开始给药. 对照组给予生理盐水 每次0.2 mL ip

1 次 /d 连续给药3 wk; 中药组给予消痰散结方 每

次0.2 mL ip 1次 /d 连续给药3 wk; 化疗组给予5-

FU 以生理盐水稀释成6 g/L 每次0.2 mL 60 mg/kg

ip 1 wk/次 共给药3 wk; 联合组同时给予中药组及化

疗组的治疗方案. 第 2次实验动物共48只 分组同上

每组12只 用药方法同上.

1.2.2 P21ras P185 VEGF和KDR蛋白染色  操作

按照Envision试剂盒说明书进行 以PBS为一抗设阴性

对照 以丹麦Dako 公司提供的阳性切片为阳性对照.

阳性部位呈棕褐色 染色分布不均匀 强度有差别. 以

任意5个阳性区域高倍镜视野中阳性细胞所占百分比作

为评定依据. 0-5% 为阴性(-) 5-25%为弱阳性(+)

25-50%为中度阳性(++) 50%以上为强阳性(+++).

1.2.3 RT-PCR检测  根据文献合成人 ras cerbB2癌

基因RT-PCR引物(由上海博亚生物制品公司合成). ras

基因引物序列: 正义链: 5 -ATG ACT GAA TAT AAA

CTT GTG GTA-3 ; 反义链: 5 -TGT CTT GTC TTT GCT

GAT GTT TCA-3  (扩增片段长449 bp). cerbB2基因引

物序列: 正义链: 5 -GAA GGT GAA GGT GCT TGG ATC

TGG-3 ; 反义链: 5 -TAG CTC ATC CCC TTG GCA

ATC TGC-3 (扩增片段长341 bp). VEGF引物序列为:

正义链: 5 -TGC CTT GCT GCT CTA CCT CC-3

反义链: 5 -TCA CCG CCT CGG CTT GTC AC-3 (扩

增片断VEGF121 165分别为540 410 bp). KDR引物

序列为: 正义链:  5 -TAC CGG GAA ACT GAC TTG GCC

T-3 反义链: 5 -TCA GTT CTT GCT GTA CAA TTT

A-3 (扩增片断为440 bp). 人 β-肌动蛋白(β-actin)作为
内参照 特异性扩增片段分别为660 443 和 310 bp.

用一步快速热酚法 [ 3 ]提取裸鼠原位移植瘤组织的总

RNA 紫外分光光度计定量并计算 A260/A280 比值

计算RNA的纯度及完整性. 参照逆转录聚合酶链反应试

剂盒说明书逆转录合成 ras cerbB2 VEGF KDR及

β-actin 的 cDNA. 在每一反应管中加样本cDNA 1 µL
10 Buffer(缓冲液)(Mg2+ free) 2.5 µL dNTP 2.5 µL
MgCl2  1.7 µL 各引物正义链 反义链各0.5 µL Tag
酶 1 µL (5 mu/L) dd H2O 14.3 µL 反应体系共25 µL
经 95 变性 5 min; 95 变性40 s 55 退火40 s

72 延伸1 min 扩增30个循环; 再72 延伸 10 min

6 保存 2 min. PCR扩增产物行2 g/L琼脂糖凝胶电

泳 电压80 v 30 min EB 染色显示特异性扩增产

物 以LD 2 000 DNA电泳Marker(外参照)作为分子质

量参照 在紫外灯下观察 摄片. 用Gis凝胶影像处理

系统(上海天能科技有限公司)进行电泳道的纵向扫描

根据每一泳道内各区带对光的吸收 求 ras cerbB2
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VEGF KDR 与 -actin 带的比值 加以统计分析.

2   结果

2.1 淋巴结及脏器转移  第1次动物实验4组共40只裸

鼠 术后第3 d死亡5只(表 1). 第 2次动物实验裸鼠共

48只 每组12只 各组抑瘤率为: 化疗组49.3% 中

药组72.0% 联合组75.0%. 淋巴结转移和肝转移的发

生率与第1次实验结果相近.

2.2 P21ras 及 P185两种癌基因蛋白表达  消痰散结方对

人胃癌SGC-7901组织中P21ras 及 P185两种癌基因蛋

白的表达有明显的下调作用(表 2 图 1-4).

        扩增的 ras cerbB2基因片段在各组的阳性表达(见

表1  胃原位移植瘤瘤质量 抑瘤率及局部浸润转移(n)

分组 n  瘤重(g) 抑瘤率(%) 局部浸润 近淋巴结 远淋巴结 肺脏 肝脏 脾脏

对照组            10 2.3 0.8       10      10         9    7    7    6

化疗组 8 1.1 1.0a      51.3          7         7         4    3    3    5

中药组 9 0.6 0.4a      72.0          8         7         5    3    4    5

联合组 8 0.7 0.5a      70.1          8         6         5    4    4           5

aP <0.05, vs对照组.

表2  鼠原位移植瘤组织中两种癌基因蛋白表达的阳性强度

P21ras                P185
分组  n

- + ++      +++  - + ++ +++

对照组 50 24 8 12 6 26 (52.0) 22 8 14   6             28 (56.0)

化疗组 40 29 4   5 2 11 (27.5)a 28 3   6   3             12 (30.0)a

中药组 45 33 4   6 2 12 (26.7)a 31 4   7   3             14 (31.1)a

联合组 40 28 3   7 2 12 (30.0)a 29 3   5   3             11 (27.5)a

aP <0.05, vs对照组.

图1 对照组P185蛋白表达情况      图 2中药组P185蛋白表达情况

图3对照组P21ras 蛋白表达情况      图 4中药组P21ras蛋白表达情况



表 3 图 5-6).

表3  ras cerbB2基因片段在各组的阳性表达情况(mean±SD)

分组                n ras/β-actin           cerbB2/β-actin

对照组            10 1.11 0.21 0.59 0.11

中药组 9 0.26 0.16b 0.05 0.01a

化疗组 8 0.74 0.19a 0.08 0.02ad

联合组 8 0.31 0.26a 0.39 0.11d

aP <0.05, bP <0.01, vs对照组; dP <0.01, vs中药组.

        ras扩增产物电泳条带(见图5).

图5  鼠胃癌组织中ras mRNA的表达.

        cerbB2扩增产物电泳条带(见图6).

图6  鼠胃癌组织中cerbB2 mRNA的表达.

2.3 VEGF及其受体KDR及其mRNA表达  消痰散结

方人胃癌 SGC-7901 组织中血管内皮细胞生长因子

VEGF及其受体KDR的表达有下调作用(表4 图7-10).

表4  胃癌组织中VEGF及其KDR的表达(60, mean±SD)

 VEGF          KDR
分组

阴性 阳性率(%) 阴性   阳性率(%)

对照组   9 51 (85.0) 17     43 (71.7)

化疗组 26 34 (56.7)b 29     31 (51.7)b

中药组 43 17 (28.3)bd 46     14 (23.3)bd

联合组 46 14 (23.3)bd 48     12 (20.0)bd

bP <0.01, vs 对照组; dP <0.01, vs 化疗组.

        血管内皮细胞生长因子VEGF及其受体KDR在各组

mRNA的表达(见表5 图 11-12).

表5  各组胃癌组织中VEGF KDRmRNA表达的比较(与β-actin的比值)

分组      VEGF121           VEGF165                   KDR

对照组 0.615 0.002            0.673 0.003         0.455 0.005

化疗组 0.579 0.004b                0.630 0.003b               0.429 0.004b

中药组 0.450 0.002b             0.522 0.002bd               0.406 0.003bd

联合组 0.448 0.004bd                         0.520 0.003bd                      0.402 0.003bd

bP <0.01, vs对照组; dP <0.01, vs化疗组.

图7  对照组VEGF蛋白表达.

图8  中药组VEGF蛋白表达.

图9  对照组KDR蛋白的表达.

图10  中药组KDR蛋白的表达.
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图11  鼠胃癌组织中VEGFmRNA的表达.

图12  鼠胃癌组织中KDRmRNA的表达.

3   讨论

祖国医学胃癌主要归属于 噎嗝 反胃 胃

脘痛 等范畴. 现代药理实验研究发现消痰中药半夏

天南星具有抗癌作用[10-11] 消痰散结方是在消痰名方

导痰汤 的基础上化裁的 生南星 生半夏为君药燥

痰化湿 消肿散结; 茯苓臣药 健脾渗湿以制脾之生痰

之源; 枳实 陈皮为佐药行气化湿. 方中生南星 生半

夏具有消肿散结作用 但南星 半夏力量尚嫌不足

因为痰浊所致的肿瘤可上达巅顶 下至涌泉 流窜脏

腑经络 尚缺乏穿透络脉 化痰开结之力 故消痰

散结方还应用了全蝎 蜈蚣 川贝 白芥子 鸡内

金等 玉楸药解 说全蝎能 穿筋透骨 逐湿除

风 具有以毒攻毒 解毒散结 消肿止痛的功效.

医学衷中参西录 则认为蜈蚣走窜之力最速 内而

脏腑 外而经络 凡气血凝聚之处皆能开之 性微

毒 而专善解毒 凡一切疮疡诸能消之. 全蝎 蜈蚣

常相须配伍治疗瘿瘤肿块. 消痰散结方以生南星 生半

夏燥湿化痰为君药 伍以全蝎 蜈蚣通络消痰 解

毒散结以加强抑瘤作用也为君药. 再以利气豁痰的白芥

子协助祛除阻于经络之痰湿 川贝清热化痰 托毒散

结 茯苓健脾渗湿 三药共为臣药起协同增效作用.

本草再新 言鸡内金能 化痰 理气 利湿

在方中既能化痰 又能健脾助运 助药 食吸收

与枳实 陈皮行气利湿共为佐药 甘草为使药调和诸

药 起到消痰散结 抗肿瘤转移的作用.

        在胃大弯血管分布稠密处用空针头划破浆肌层 用

无齿镊将破损处向内推压 使局部胃壁形成凹龛 植

入1块直径约1mm的瘤组织块于凹内 用OB生物胶

1-2滴粘贴 迅速凝固后即可关腹[12-14]. 本实验发现给

裸鼠作了上述处理后 约3-4 wk 左右 模型鼠上腹

可触及0.1-0.4 cm 结节肿块 8-10 wk 时肿块明显增

大 局部包块透壁可见 直径约1.0-1.9 cm大小 表面

呈结节状 质地较硬. 发现裸鼠胃原位成瘤率100%

组织病理学检查发现 多数荷瘤鼠出现肝 胰腺等远处

脏器转移 部分出现血性腹水. 证明胃癌转移模型建立

成功. 关于VEGF与胃癌浸润 转移及预后的关系 文

献[15-27]报道较多. c-erbB2基因增生和/或蛋白过度表

达与胃癌恶性转化 胃癌发展有关[28-34]. 我们观察到

消痰散结方具有抑制裸鼠原位移植人胃癌生长的作用

中药组和联合组的抑瘤率分别为72.0%和 70.1% 达

到了较好的抑瘤效果. 同时 消痰散结方还能减少肿瘤

局部浸润 淋巴结转移 重要脏器如肺 肝 脾等

的转移. 其作用机制的研究发现消痰散结方组胃癌组织

中的VEGF KDR 癌基因 cerBb2 ras 无论在蛋白

水平还是mRNA水平都有不同程度的下调. 因此 消痰

散结方抑制肿瘤肿瘤生长和转移的作用机制可能是多方

面的 消痰散结方可能是通过影响肿瘤新生血管的生

成 下调VEGF和KDR的表达 通过降低肿瘤转移相关

基因cerBb2 ras的表达而抑制了肿瘤转移的作用.

      中医理论认为消痰可以影响痰的 易行 和 易

聚 散结则可能有利于消除结块. 而本研究已发现消

痰散结可以下调肿瘤转移相关因素如VEGF KDR

cerBb2和ras. 然而 痰 结 是如何形成肿瘤 他们

与癌基因和肿瘤血管形成之间到底存在怎样的关系 尚

有待于进一步探讨.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of indomethacin (IN) and
casplain (CDDP) on apoptosis of gastric cancer cell line
MGC803 and to provide the theoretic basis for gastric cancer
therapy.

METHODS: Gastric cancer MGC803 cells were treated with
IN and /or CDDP. Proliferation of the cells was detected by
using MTT assay. Apoptosis of cells was measured by us-
ing fluorescence staining, and cell cycle kinetics by flow
cytometry.

RESULTS: Both IN and CDDP were able to restrain the pro-
liferation and induce apoptosis of the cells. There was
dose-dependent and time-dependent cell proliferation in-
duced by IN. High concentration of CDDP (10 mg/L) had
also the time-effect, but a low dose of CDDP (0.1, 1 mg/L)
did not. The percentage of apoptotic cells did not changed
after 24h incubation with a low dose of CDDP. There also
existed good dose-dependent and time-dependent effects
when every concentration of CDDP combined with moderate
dose IN (200 µmol/L). Low dose CDDP with IN had the similar
effect to that of high dose CDDP alone.

CONCLUSION: IN and CDDP have the synergistic action
when they work together on gastric cancer cell line MGC-
803 and perhaps IN can antagonize the chemo-resistance
of gastric cancer to other chemical drugs.

Niu XP, Yuan WJ, Zhang GY. Effects of indomethacin and/or casplatin
on apoptosis of gastric cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;
12(5):1021-1024

摘要

目的: 探讨吲哚美辛(indomethacin IN) 顺铂(cisplatin

CDDP)对胃癌细胞株MGC803凋亡的影响 为寻求新的

胃癌治疗策略提供理论依据.

方法: MGC803细胞经 IN CDDP处理后 用MTT法检

测药物对细胞增生的抑制; 荧光染色检测细胞凋亡率; 流式

细胞仪测定细胞周期.

结果: IN CDDP均可抑制MGC803细胞的增生 并诱导

其凋亡; IN对胃癌细胞系MGC803的作用有较强的量效和

时效依赖关系; 高浓度的CDDP (10 mg/L)对此胃癌细胞系

有较强的时效依赖关系 而低浓度的CDDP (0.1 mg/L

1 mg/L)在作用24 h 后 由于肿瘤细胞的耐药机制 细

胞凋亡率不再发生改变; 中等剂量IN(200 umoL/L)加各种浓

度CDDP对此胃癌细胞系也有较强的量效和时效依赖关

系 且加 IN后 低浓度的顺铂诱导凋亡作用接近于单独

作用组高浓度顺铂的效用.

结论: 吲哚美辛与顺铂对胃癌细胞株MGC803 有协同作

用 IN可能能够对抗胃癌对化疗药物的耐药.

牛小平, 袁伟建, 张桂英. 吲哚美辛和 或顺铂对胃癌细胞凋亡的影响. 世

界华人消化杂志  2004;12(5):1021-1024
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0   引言

细胞凋亡是一种不同于坏死的生理性死亡方式 他与

胃癌的发生 发展以及对放化疗的敏感性密切相关[1-4]

研究表明 大多数化疗药物的主要作用机制在于诱导敏

感靶细胞发生凋亡 对化疗耐药的肿瘤细胞 其耐药机

制除了肿瘤细胞能过度表达mdrl编码的P糖蛋白增加

药物排出外 还在于能抵抗药物诱导的凋亡[5-11]. 近年来

的研究表明 非甾体抗炎药(NSAID)对恶性肿瘤尤其是

消化系统肿瘤有较好的作用 其可能机制: 抑制环氧化

酶2(COX-2) 诱导细胞凋亡 抗血管生成等[12-19]. NSAID

对结直肠癌的防治从流行病学观察 动物实验及体外

研究均已得到证实[20-22] 而对于胃癌 这方面的研究

尚处于初始阶段. 诱导癌细胞凋亡是NSAID与细胞毒性

药物抗肿瘤共有的作用机制 二者联合应用可能具有

协同作用 这一点已有人在肝细胞癌的动物实验中得

到证实[23]. 我们通过MTT 流式细胞仪 荧光染色等

方法 观察吲哚美辛(IN) 顺铂(CDDP)在体外对胃癌细



有明显的持续下降趋势外 低浓度 (0.1 1.0 mg/L) 的

CDDP组两条曲线在作用24 h后均无明显下降趋势(图2).

200 µmoL/L的 IN加各浓度的CDDP后各条曲线均可看
到明显的持续下降趋势(图3).

图1  IN对胃癌细胞MGC803作用.

图2  CDDP对胃癌细胞MGC803作用.

图3  IN (200 µmol/L)加CDDP对MGC803作用.

2.2 药物对胃癌细胞周期的影响  MGC803细胞经不同

浓度的IN CDDP作用48 h后 细胞周期均发生明显的

改变. IN作用后表现为 G0/G1期细胞比例增加 S期

及G2/M期下降; CDDP作用后表现为 S期增加 G2/M

期下降. CDDP和IN对细胞周期的影响均具有明显的量

效依赖关系(表1-2).

2.3 药物对胃癌细胞凋亡的影响  荧光染色计算凋亡细

胞数可发现 IN 对MGC803 细胞凋亡具有明显的浓

度 时间依赖性 随着药物浓度的增加及时间的延
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胞株MGC-803凋亡的影响 并探讨其可能作用机制

为寻求新的胃癌治疗策略提供试验室依据.

1   材料和方法

1.1 材料  人胃癌细胞系MGC803购自湘雅医学院细胞

中心; 主要试剂: RPMI1640培养液(GibcoBRL公司) 小

牛血清(杭州四季青公司) 噻唑蓝(MTT Sigma) 溴

乙定(EB, Sigma) 丫啶橙(AO, Sigma) 顺铂(山东齐鲁

制药厂 培养基溶) 吲哚美辛(Sigma 二甲基亚砜

溶 培养基稀释)

1.2 方法  MGC803培养于含100 mL/L灭活小牛血清的

RPMI1640 培养液中 置37 50 mL/L的 CO2培养

箱内培养.

1 .2 .1  药物对细胞增生的影响  以 5 10 3/ 孔接种

MGC803 细胞于 96 孔培养板 每孔设 3 个复孔 与

终浓度分别为CDDP 0.1 1.0 10.0 mg/L; IN(1)50

100 200 µmol/L; 中等剂量 IN (200 µmol/L) 上述各种
浓度CDDP(空白对照:培养基加生理盐水 试验对照:

MGC803 细胞加生理盐水). 分别共同孵育 12 24

48 72 h 后 每孔加20 µL 的MTT 继续培养4 h
弃上清 加150 µL二甲基亚砜(DMSO)使MTT结晶完
全溶解 酶联免疫检测分析仪测定570 nm处的吸光度

A值(A570nm) 并计算该浓度下的抑制率 [(对照组A570nm-

试验组A570nm)/对照组A570nm] 100% 根据回归计算各

组半抑浓度.

1.2.2 药物对细胞周期的影响  将终浓度分别为CDDP

0.1 1.0 mg/L 10.0 mg/L; IN50 100 200 µmoL/L
与MGC803细胞共同作用48 h后 常规消化细胞 离心

PBS洗 2次 每管加入700 mL/L的冰乙醇1-1.5 mL

使每个样品含细胞数至少106个 -20 固定 3 d后

经流式细胞仪测定细胞周期中不同时相的细胞数.

1.2.3 药物对细胞凋亡的作用  将细胞与终浓度分别为

CDDP0.1 1 10.0 mg/L; IN50 100 200 µmol/L;
IN(200 µmoL/L )+上述各浓度的CDDP组分别作用12
24 48 h 将各组细胞全部收集离心 弃上清加入PBS

洗3次 分别制成细胞悬液 加入终浓度均为100 mg/L

的 AO EB 充分混匀 滴于玻片上 分别计数至

少200个细胞的凋亡比率. 早期凋亡细胞核染色质着绿

色 呈固缩状或圆珠状. 晚期凋亡细胞核染色质着桔红

色 呈固缩状或破裂状. 坏死细胞核染色质着桔红色

呈正常细胞结构.  活细胞核染色质着绿色 呈正常细

胞结构[ 24].

2   结果

2.1 药物对胃癌细胞增生的影响  MTT法测定各组药物

对MGC803细胞株抑制作用 并绘制时效依赖曲线. 各

浓度IN对胃癌细胞株MGC803的作用具有时间依赖性

随着时间的延长 吸光值减少 表明活细胞数减少 细

胞增生受抑(图1). 除高浓度(10.0 mg/L)的 CDDP组曲线
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长 凋亡率明显增加. 高浓度的CDDP细胞凋亡率随时

间明显增加 而低浓度的CDDP (0.1 1 mg/L)作用于

胃癌细胞24 h 后 细胞凋亡率不再发生改变. 中等剂

量的 IN (200 µmol/L)加各浓度的顺铂作用后 凋亡率
随时间明显增加 IN加小剂量的CDDP后 细胞凋亡

率接近于较大剂量顺铂(图4).

表1  IN对MGC803细胞周期的影响

浓度(µmol/L)            G0/G1   S             G2/M

0 0.58 0.30 0.11

           50 0.67 0.23 0.10

         100 0.72 0.18 0.09

         200 0.80 0.15 0.04

表2  CDDP对MGC803周期的影响

浓度(mg/L) G0/G1    S            G2/M

         0 0.58 0.30 0.11

     0.1 0.51 0.38 0.12

      10 0.51 0.40 0.08

    100 0.53 0.47 0.00

图4  IN, CDDP诱导胃癌细胞株MGC803凋亡.

3   讨论

胃癌化学治疗的主要作用机制为诱导肿瘤细胞凋亡

诱导凋亡能力的强弱与化疗敏感性密切相关 在化疗基

础上辅以促凋亡药物可显著提高胃癌的化疗敏感性[25].

NSAID 长期用于风湿 类风湿疾病的治疗 近些年

研究表明 常规服用NSAID可显著降低消化系统恶性

肿瘤的发病率和死亡率. 诱导癌细胞凋亡是NSAID与

细胞毒性药物抗肿瘤共有的作用机制 在常规化疗基

础上辅以NSAID 可增强治疗效果 这在结肠癌的体

内 体外试验中均已得到证实[26]. Ogino et al [27]通过对

子宫颈癌细胞的体外研究发现 IN对CDDP 5 FU

等化疗药物具有增效作用 这些化疗药物与 IN 合用

后 其在细胞内的浓度与未加 IN组相比 明显增加.

也有人通过对胶质瘤 肺癌的研究发现 虽然IN可增

加其他一些化疗药物如阿霉素 长春新碱等的细胞毒

作用 但对CDDP 无影响. 我们采用体外细胞培养的

方法 观察 IN CDDP 对胃癌细胞株MGC803 增生

和凋亡的影响. 研究发现 IN对 CDDP具有协同 增

效作用; 经 IN 处理的MGC803 细胞 生长明显受抑

其抑制率与 IN的浓度和作用时间有相关性 表明IN

能有效地抑制MGC803细胞的生长 提示可能会在胃

癌的治疗中发挥作用. 经CDDP处理的MGC803细胞

高浓度组(10 mg/L)有较好的时间相关性 低浓度组

(0.1 1 mg/L)在药物作用24 h 后 对细胞增生的抑制

作用逐渐丧失 这可能与肿瘤细胞的耐药机制有关.

CDDP加 IN处理后 有较好的时效 浓度相关性 且

小剂量CDDP加 IN后 接近于大剂量CDDP的效用

IN对CDDP具有协同 增效作用 这与上述文献报道

基本一致.

       近些年来的研究表明 某些肿瘤细胞凋亡存在细

胞周期的特异性 表现为不同因素诱导的细胞凋亡发

生在细胞周期的不同时相 这类细胞凋亡的发生 往

往是细胞先被阻滞在细胞周期的某一时相 然后发生

细胞凋亡. 许多抗肿瘤药物正是通过诱导细胞周期特异

性细胞凋亡 达到治疗目的的. 我们的研究发现 IN

处理后的胃癌细胞株MGC803 经流式细胞仪检测发

现 细胞周期发生了变化 其中 G0/G1期细胞比例增

加 S 期及G2/M 期下降 说明 IN 作用在S 期和G2/

M期 使G0/G1期细胞堆积,这与有关文献研究结果相

一致[28-29]. MGC803 细胞经CDDP处理后 S期增加

G2/M期下降 说明细胞受阻于S期 不能进入G2/M期.

IN和CDDP分别作用于MGC803细胞周期的不同位点

可能是 IN对CDDP具有协同 增效作用原因之一.

        肿瘤细胞对CDDP的耐药机制目前尚不十分清楚

有研究表明 化疗药物产生耐药的原因之一是化疗药

物接触肿瘤细胞后可诱导肿瘤细胞COX-2表达增加,进

而诱导抗凋亡基因Bcl-2的表达. 在传统的化疗方案中

联合应用NSAID可阻断这一耐药机制 提高化疗疗效.

Zhou et al [30]报道了IN尚可通过上调胃癌细胞bax bak

的表达以及激活caspase-3而发挥抗肿瘤效果. 新近研究

还表明 胃癌细胞对CDDP的耐药机制之一是CDDP可

诱导凋亡抑制基因家族(IAP)的新成员survivin的表达增

加[31-32]. 本研究显示 随着作用时间的延长 MGC803

细胞对低剂量的CDDP易产生耐药 而低剂量CDDP加

IN后 抑制胃癌细胞增生 诱导凋亡作用明显增加,接

近于大剂量CDDP. 这可能与IN能够拮抗化疗药物诱导

COX-2 的表达有关. 此外 IN 是否能抑制胃癌细胞

survivin的表达 尚有待于进一步研究.

       总之 本实验发现IN能有效抑制胃癌细胞株MGC803

的增生 对 CDDP 有协同 增效作用 能有效地克

服胃癌细胞对低浓度CDDP的耐药的发生 且IN价格

低廉 药源充分 深入研究其作用机制和体内抗癌剂

量 以减少化疗药物的用量 提高疗效 减少药物的毒

副作用 无疑具有重大的临床意义.

     0          12         24        48

0.8

0.6

0.4

0.2

0

细
胞
凋
亡
率

t /h

IN 200 µmoL/L
+CDDP 1 mg/L

IN 200 µmoL/L
+CDDP 0.1 mg/L

IN 200 µmoL/L

CDDP 0.1 mg/L

CDDP 1 mg/L

CDDP 10 mg/L



4     参考文献
1 Xia HH, Talley NJ. Apoptosis in gastric epithelium induced

by helicobacter pylori infection: implications in gastric
carcinogenesis. Am J Gastroenterol  2001;96:16-26

2 Wu K, Li Y, Zhao Y, Shan YJ, Xia W, Yu WP, Zhao L. Roles of
Fas signaling pathway in vitamin E succinate-induced
apoptosis in human gastric cancer SGC-7901 cells. World J
Gastroenterol  2002;8:982-986

3 Liu LX, Liu ZH, Jiang HC, Qu X, Zhang WH, Wu LF, Zhu AL,
Wang XQ, Wu M. Profiling of differentially expressed genes
in human gastric carcinoma by cDNA expression array. World
J Gastroenterol  2002;8:580-585

4 Zhou HB, Zhu JR. Paclitaxel induces apoptosis in human
gastric carcinoma cells. World J Gastroenterol  2003;9:442-445

5 陈春燕, 朱兆华. 胃癌P 糖蛋白表达与化疗效果相关. 世界华
人消化杂志  2003;11:36-38

6 Yang JY, Luo HY, Lin QY, Liu ZM, Yan LN, Lin P, Zhang J, Lei
S. Subcellular daunorubicin distribution and its relation to
multidrug resistance phenotype in drug-resistant cell line
SMMC-7721/R. World J Gastroenterol  2002;8:644-649

7 Wang H, Chen XP, Qiu FZ. Overcoming multi-drug resistance by
anti-MDR1 ribozyme. World J Gastroenterol  2003;9:1444-1449

8 Nakamura M, Tsuji N, Asanuma K, Kobayashi D, Yagihashi
A, Hirata K, Torigoe T, Sato N, Watanabe N. Survivin as a
predictor of cis-diamminedichloroplatinum sensitivity in gas-
tric cancer patients. Cancer Sci  2004;95:44-51

9 So enga s MS,  Lowe SW.  Apopto sis  and melano ma
chemoresistance. Oncogene  2003;22:3138-3151

10 Chang Q, Liu ZR, Wang DY, Kumar M, Chen YB, Qin RY. Survivin
expression induced by doxorubicin in cholangiocarcinoma. World
J Gastroenterol  2004;10:415-418

11 Zaffaroni N, Pennati M, Colella G, Perego P, Supino R, Gatti
L, Pilotti S, Zunino F, Daidone MG. Expression of the anti-
apoptotic gene survivin correlates with taxol resistance in
human ovarian cancer. Cell Mol Life Sci  2002;59:1406-1412

12 李建英, 于皆平, 罗和生, 余保平, 黄杰安. 非甾体抗炎药对胃癌
SGC7901 细胞增生及环氧合酶活性的影响. 世界华人消化杂志
2002;10:262-265

13 Leng J, Han C, Demetris AJ, Michalopoulos GK, Wu T.
Cyclooxygenase-2 promotes hepatocellular carcinoma cell
growth through Akt activation: evidence for Akt inhibition in
celecoxib-induced apoptosis. Hepatology  2003;38:756-768

14 Wu YL, Sun B, Zhang XJ, Wang SN, He HY, Qiao MM, Zhong
J, Xu JY. Growth inhibition and apoptosis induction of
Sulindac on Human gastric cancer cells. World J Gastroenterol
2001;7:796-800

15 Tian G, Yu JP, Luo HS, Yu BP, Yue H, Li JY, Mei Q. Effect of
nimesulide on proliferation and apoptosis of human hepatoma
SMMC-7721 cells. World J Gastroenterol  2002;8:483-487

16 Wu GS, Zou SQ, Liu ZR, Tang ZH, Wang JH. Celecoxib inhib-
its proliferation and induces apoptosis via prostaglandin E2
pathway in human cholangiocarcinoma cell lines. World J
Gastroenterol  2003;9:1302-1306

17 Amin R, Kamitani H, Sultana H, Taniura S, Islam A, Sho A,

Ishibashi M, Eling TE, Watanabe T. Aspirin and indometha-
cin exhibit antiproliferative effects and induce apoptosis in
T98G human glioblastoma cells. Neurol Res  2003;25:370-376

18 Moody TW, Leyton J, Zakowicz H, Hida T, Kang Y, Jakowlew S,
You L, Ozbun L, Zia H, Youngberg J, Malkinson A. Indometha-
cin reduces lung adenoma number in A/J mice. Anticancer Res
2001;21:1749-1755

19 Connolly EM, Harmey JH, O’Grady T, Foley D, Roche-Nagle
G, Kay E, Bouchier-Hayes DJ. Cyclo-oxygenase inhibition re-
duces tumour growth and metastasis in an orthotopic model
of breast cancer. Br J Cancer  2002;87:231-237

20 Ricchi P, Zarrilli R, Di Palma A, Acquaviva AM. Nonsteroidal
anti-inflammatory drugs in colorectal cancer: from preven-
tion to therapy. Br J Cancer  2003;88:803-807

21 Falkowski M, Skogstad S,  Shahzidi S,  Smedsrod B,
Sveinbjornsson B. The effect of cyclooxygenase inhibitor
diclofenac on experimental murine colon carcinoma. Anticancer
Res  2003;23:2303-2308

22 Yamazaki R, Kusunoki N, Matsuzaki T, Hashimoto S, Kawai
S. Selective cyclooxygenase-2 inhibitors show a differential
ability to inhibit proliferation and induce apoptosis of colon
adenocarcinoma cells. FEBS Lett  2002;531:278-284

23 Li XH, Li XK, Cai SH, Tang FX, Zhong XY, Ren XD. Synergistic
effects of nimesulide and 5-fluorouracil on tumor growth and
apoptosis in the implanted hepatoma in mice. World J
Gastroenterol  2003;9:936-940

24 陈惠英, 刘文虎, 秦叔逵. 三氧化二砷对肝癌细胞株凋亡的诱导
作用. 世界华人消化杂志  2000;8:532-535

25 马韬, 朱正纲. 胃癌化疗与细胞凋亡研究进展. 国外医学 ·消化系
疾病分册  2003;23:15-18

26 Hattori K, Matsushita R, Kimura K, Abe Y, Nakashima E.
Synergistic effect of indomethacin with adriamycin and
cisplatin on tumor growth. Biol Pharm Bull  2001;24:1214-1127

27 Ogino M, Minoura S. Indomethacin increases the cytotoxicity
of cis-platinum and 5-fluorouracil in the human uterine cervi-
cal cancer cell lines SKG-2 and HKUS by increasing the intra-
cellular uptake of the agents. Int J Clin Oncol  2001;6:84-89

28 Li JY, Wang XZ, Chen FL, Yu JP, Luo HS. Nimesulide inhibits
proliferation via induction of apoptosis and cell cycle arrest in
human gastric adenocarcinoma cell line. World J Gastroenterol
2003;9:915-920

29 Detjen KM, Welzel M, Wiedenmann B, Rosewicz S. Nonsteroi-
dal anti-inflammatory drugs inhibit growth of human neu-
roendocrine tumor cells via G1 cell-cycle arrest. Int J Cancer
2003;107:844-853

30 Zhou XM, Wong BC, Fan XM, Zhang HB, Lin MC, Kung HF,
Fan DM, Lam SK. Non-steroidal anti-inflammatory drugs
induce apoptosis in gastric cancer cells through up-regula-
tion of bax and bak. Carcinogenesis  2001;22:1393-1397

31 Ikeguchi M, Liu J, Kaibara N. Expression of survivin mRNA
and protein in gastric cancer cell line (MKN-45) during cisplatin
treatment. Apoptosis  2002;7:23-29

32 Ikeguchi M, Nakamura S, Kaibara N. Quantitative analysis
of expression levels of bax, bcl-2, and survivin in cancer cells
during cisplatin treatment. Oncol Rep  2002;9:1121-1126

1024                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 5月 15 日  第 12 卷  第 5 期



World Chin J Digestol  2004 May;12(5):1025-1029
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

PO Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

•胃癌 GASTRIC CANCER •

BAK基因过表达对胃癌细胞的诱导凋亡作用及其分子机制

郑丽端, 童强松, 刘   俊, 汪   良, 钱   伟

郑丽端, 华中科技大学同济医学院附属协和医院病理科
湖北省武汉市  430022
童强松, 汪良, 华中科技大学同济医学院附属协和医院外科
湖北省武汉市  430022
刘俊, 钱伟, 华中科技大学同济医学院附属协和医院消化内科
湖北省武汉市  430022
郑丽端, 女, 1973-10-11生, 福建省南安市人, 汉族. 1997年同济医科大学
本科毕业, 2001级华中科技大学同济医学院在读硕士研究生, 主治医师. 主
要从事消化系统疾病的分子病理研究.
项目负责人: 童强松, 430022, 湖北省武汉市, 华中科技大学同济医学院附
属协和医院外科.  qs_tong@hotmail.com
电话: 027-85726129
收稿日期: 2003-11-22    接受日期: 2003-12-22

Effects of BAK gene over-expression
on apoptosis in gastric cancer cells
and its molecular mechanisms

Li-Duan Zheng, Qiang-Song Tong, Jun Liu, Liang Wang,

Wei Qian

Li-Duan Zheng, Department of Pathology, Union Hospital of Tongji
Medical College, Huazhong University of Science and Technology,
Wuhan 430022, Hubei Province, China
Qiang-Song Tong, Liang Wang, Department of Surgery, Union Hospital
of Tongji Medical College, Huazhong University of Science and
Technology, Wuhan 430022, Hubei Province, China
Jun Liu, Wei Qian, Department of Gastroenterology, Union Hospital of
Tongji Medical College, Huazhong University of Science and Technology,
Wuhan 430022, Hubei Province, China
Correspondence to: Dr. Qiang-Song Tong, Department of Surgery,
Union Hospital of Tongji Medical College, Huazhong University of
Science and Technology, Wuhan 430022, Hubei Province, China.
qs_tong@hotmail.com
Received: 2003-11-22    Accepted: 2003-12-22

Abstract
AIM: To explore the apoptosis-inducing effects of extrin-
sic BAK gene transfer and its over-expression on gastric
cancer cells and its molecular mechanisms.

METHODS: The eukaryotic expression for BAK gene was
constructed and transferred into gastric cancer MKN-45
cell line. After being transferred for 1 to 5 days, cellular
BAK gene expression was detected by RT-PCR and Western
blotting methods. The growth activities of cancer cells were
detected by cell count and MTT colorimetry. Cell cycle
changes were assayed by flow cytometry. Cellular apoptosis
was assayed by electronic microscopy and in situ termi-
nally labeled transferase technique (TUNEL). Cellular
caspase-3 activities were observed by colorimetric method.

RESULTS: After being transferred for 1 to 5 days, cellular
BAK mRNA and protein expression levels were significantly
increased (P <0.01). In vitro growth of gastric cancer cells
was inhibited by 11.6-35.3% (P <0.01). The cellular pro-
liferation activities were decreased by 10.2-32.4% (P <0.01),
with cell cycle being blocked at G0/G1 phase. Partial cancer

cells presented the characteristic morphological changes
of apoptosis, with the apoptotic rates being 21.4% (P <0.01).
The cellular caspase-3 activities were enhanced by 4.45
times (P <0.01).

CONCLUSION: Transfection of extrinsic BAK gene, resulting
in its over-expression, can significantly induce apoptosis
of gastric cancer MKN-45 cells through activating caspase-3,
which is a potential strategy for gene therapy of gastric cancer.

Zheng LD, Tong QS, Liu J, Wang L, Qian W. Effects of BAK gene over-
expression on apoptosis in gastric cancer cells and its molecular
mechanisms. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1025-1029

摘要

目的: 探讨转染外源性BAK基因及其过表达对胃癌细胞的

诱导凋亡作用和分子机制.

方法: 构建携带有BAK基因的真核表达载体并转染胃癌

MKN-45细胞1-5 d后 RT-PCR和Western Blotting 法

检测BAK基因表达; 细胞计数 MTT比色法检测癌细胞

生长活性 流式细胞仪分析细胞周期时相改变 透射电

镜 末端TdT酶标记技术检测癌细胞凋亡; 比色法检测癌

细胞内Caspase-3活性改变.

结果: 转染1-5 d后 癌细胞BAK mRNA和蛋白表达水

平显著增强(P <0.01) 癌细胞体外生长抑制11.6-35.3%

(P <0.01) 增生活性抑制10.2-32.4% (P <0.01) 细胞周

期出现G0/G1期阻滞 部分癌细胞出现胞体缩小 核固缩

等凋亡形态学改变 凋亡率为 21.4%(P <0.01); 癌细胞

Caspase-3活性增强4.45倍(P <0.01).

结论: 转染外源性BAK基因使其过表达能激活Caspase-

3 显著诱导胃癌MKN-45 细胞凋亡 有望成为胃癌治

疗的新途径.

郑丽端, 童强松, 刘俊, 汪良, 钱伟. BAK基因过表达对胃癌细胞的诱导凋亡

作用及其分子机制. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1025-1029

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1025.asp

0   引言

胃癌是我国常见的恶性肿瘤 在不同地区约居癌症发

病数的第1-3位 且近年来发病率有上升趋势 但其

晚期治疗效果仍不理想[1-7]. 利用基因转导技术促进肿瘤

细胞凋亡 成为目前胃癌治疗研究的热点之一 [ 8-14 ].

BAK (Bcl-2 homologus antagonist/ killer) 基因是近年来发

现的一种促凋亡基因 应用基因转导的手段将其导入
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肿瘤细胞已成功抑制了肺癌 乳腺癌等多种肿瘤的生

长[15]. 我们通过构建携带BAK cDNA的真核表达载体

观察了BAK基因过表达对胃癌细胞的诱导凋亡作用及

其分子机制 旨在寻求胃癌治疗的新途径.

1   材料和方法

1.1 材料  质粒pET-BAK由美国冷泉港分子生物学实验

室Patty Wendel 博士惠赠 在其限制性酶切位点Xho I

和Hind III间含有BAK基因cDNA (633 bp). 真核表达载

体pcDNA3由本校生化教研室屈伸教授惠赠. 限制性内切

酶和DNA 快速回收纯化试剂盒购自 Promega 公司

T4DNA连接酶购自Takara公司. 碘化丙锭购自Sigma公

司. 原位末端转移酶标记(TUNEL)试剂盒购自武汉博士

德公司 Caspase-3活性检测试剂盒购自Clontech公司.

BAK 基因真核表达载体的构建参见(Sambrook  J

Russell DW. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 3rd

Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press 1998; 254-325).

限制性内切酶 Xho I Hind III 双切质粒pET-BAK和

pcDNA3 分别回收0.63 kb的基因片段和5.4 kb的线性

化载体片段 T4 DNA酶进行连接反应 将重组体命名

为pcDNA-BAK 酶切鉴定.

1.2 方法  人胃癌细胞株MKN-45由本院中心实验室董

继华教授惠赠. 用含 100 mL/L胎牛血清 100 kU/L青

霉素和100 mg/L链霉素的RPMI1640培养基 (Gibco )

在 37 50 mL/L CO2条件下培养. 设置未转染对照

组 pcDNA3转染组 pcDNA-BAK转染组 基因转染

参照脂质体 lipofectamine 2000 (Gibco)说明书进行. BAK

mRNA表达水平检测采用RT-PCR法. 细胞总RNA的提

取参照Trizal试剂盒(Life Technologies公司)说明书进行. 逆

转录反应后 加入下列引物进行PCR扩增: BAK (502 bp)

上游 5 -CTGCCCTCTGCTTCTGA-3 下游 5 -

CGTTCAGGATGGGACCA-3 ; 同时以α-tubulin (295 bp)
上游 5 -CCCGTCTTCAGGGTCTCTTG-3 下游

5 -TTAAGGTAAGTGTAGGTTGGG-3  作为反应内

参照. 扩增产物经10 g/L琼脂糖凝胶电泳分离 紫外灯

下观察并拍照. 凝胶图像分析仪(Gel Doc 1000型 Bio-

Rad公司)检测BAK与 α-tubulin扩增片段灰度的比值.
BAK蛋白表达水平检测采用Western Blotting法 参照

(Sambrook J Russell DW. Molecular Cloning: A Labora-

tory Manual. 3rd Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press

1998; 254-325)进行蛋白质提取 定量和分离. 转膜后

先后与10 g/L 脱脂奶粉 鼠抗人BAK mAb (武汉博士

德公司) 过氧化物酶偶联的山羊抗鼠 IgG 孵育 运

用ECL Western blotting kit显色. 图像分析系统测定BAK

蛋白条带密度.

1.2.1 细胞生长特征  接种2×105/L MKN-45细胞0.5 mL
入24孔培养板 每组5个复孔 转染后用RPMI 1640完

全培养基在37 50mL/L CO2条件下培养 每24 h

用1.25 g/L胰酶+0.1 g/L EDTA消化细胞 台酚兰染色

于倒置显微镜下计数活细胞 每次计数重复3次 连

续测定5 d 绘制细胞生长曲线.  细胞增生活性检测采

用MTT 比色法. 转染 1 3 5 d后 加入 5 g/L MTT

(Clontech 公司) 20 µL/ 孔 继续培养4 h 弃去上清
加DMSO 100 µL/孔 振荡至结晶溶解 酶标仪570 nm
波长处测定吸光度A570nm值. 细胞增生抑制率(%)=(1-实

验组平均吸光度A570nm值/对照组平均吸光度A570nm值)

100%.  细胞周期时相检测采用流式细胞仪法. 上述三组

癌细胞培养至3 d 分别收集2 106 细胞 PBS洗涤

2 次 700 mL/L 乙醇固定过夜 4 保存 检测前

用PBS洗涤 加入RNase (1 g/L) 200 µL 37 水浴
30 min 用碘化丙锭(500 mg/L) 800 µL进行染色 室
温避光30 min 流式细胞仪(Becton Dickson公司)进行

DNA含量分析 所用软件为CellQest.

1.2.2 细胞形态学检测  收集上述三组癌细胞 PBS洗

涤1次 25 mL/L戊二醛固定30 min PBS洗涤并悬浮

细胞 常规包埋 切片 透射电镜观察并摄影. 采用

末端TdT酶标记技术(TUNEL)检测转染3 d后各处理组

的细胞凋亡. 3 mL/L H2O2封闭30 min 20 mg/L蛋白酶

K消化液作用20 min TUNEL反应液37 孵育60 min

滴加过氧化物酶连接的抗体 37 孵育30 min DAB

显色 苏木素复染. 以 PBS替代TUNEL反应液作阴性

对照. 在光学显微镜下 凋亡细胞体积缩小 核固缩 染

色质呈特异的棕黄色. 细胞凋亡率(%)=(500个细胞中凋

亡细胞数 /500) 100%.

1.2.3 Caspase-3活性测定   分别收集2 105各处理组

细胞 加入细胞裂解缓冲液50 µL 冰上孵育10 min;
12 000 r/min 4 离心细胞裂解液3 min 回收上清

每管依次50 µL的2 反应缓冲液 1 mmoL/L Caspase-
3底物DEVD-pNA 5 µL 37 孵育 1h 转移至96孔
板中 用酶标仪测定波长405 nm的吸光度值( 405 nm)

表示Caspase-3的相对活性.

        统计学处理  采用SPSS统计学软件进行数据分析.

2   结果

将BAK基因片段正向插入到载体pcDNA3中 得到携

带BAK基因的真核表达载体pcDNA-BAK (6.0 kb). 根据

基因和载体的物理图谱 选取Xho I Hind III单酶切和

Xho I和Hind III双酶切该重组体 酶切产物经10 g/L琼

脂糖凝胶电泳 证实BAK cDNA已插入重组体pcDNA-

BAK中(图 1). RT-PCR产物电泳后 未转染对照组和

空载体pcDNA3转染组均可见BAK (502 bp)和α-tubulin
(295 bp) 条带 二者BAK/α-tubulin 灰度比值分别为
0.81 083 统计学分析差异无显著性意义(P >0.05).

外源性BAK基因转染3 d后 BAK/ α-tubulin 灰度比
值为2.98 即 BAK mRNA表达较未转染对照组增强

3.67倍(P <0.01 图 2). 未转染对照组 pcDNA3转染

组 pcDNA-BAK转染组细胞经Western Blotting 检测

均可见Mr 28 000 的蛋白条带. 经图像分析系统证实
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pcDNA-BAK 转染组的BAK 蛋白条带灰度值为对照

组 pcDNA3转染组的3.1倍(P <0.01)和 3.2倍(P <0.01);

未转染对照组 pcDNA3转染组细胞BAK蛋白条带灰度

值之间无显著性差异(P >0.05 图 3).

图 1  真核表达载体 pcDNA-BAK的酶切鉴定分析. 1: pcDNA-BAK;
2: pcDNA-BAK / Xho I; 3: pcDNA-BAK / Hind III ; 4: pcDNA-
BAK/ Xho I+Hind III ; M: λ DNA / Hind III + EcoR I.

图 2  RT-PCR 检测各组癌细胞BAK mRNA表达水平. 1: 未转染对照
组; 2: 空载体转染组; 3: BAK转染组 M: PCR marker (100 bp, 200 bp,
300 bp, 400 bp, 500 bp, 600 bp, 700 bp, 800 bp, 900 bp, 1 000 bp).

图 3  Western Blotting检测各组癌细胞BAK蛋白表达水平. 1: BAK转
染组; 2: 空载体转染组; 3: 未转染对照组.

2.1 细胞生长特征  未转染对照组MKN-45细胞体外生

长活跃 经pcDNA-BAK转染1-5 d后 癌细胞体外生

长减慢 抑制率为11.6-35.3%(P <0.01); 空载体pcDNA3
转染组癌细胞体外生长活性与未转染对照组比较差异

无显著性意义(P >0.05 图 4). 细胞增生活性检测未转

染对照组 A570nm值随时间推移而递增 反映癌细胞体

外增生活跃. pcDNA-BAK转染1-5 d 后 MKN-45细

胞增生活性均不同程度地减弱 抑制率为10.2-32.4%

(P <0.01). pcDNA3转染组与未转染对照组A570nm值之间的

差异无显著性意义(P >0.05 图 5). 在DNA直方图上

pcDNA-BAK转染组癌细胞S期比例(36.6%)显著低于非

转染对照组(55.1%) 细胞生长受阻于G0/G1期 (比率分别

为32.2% 12.5%). pcDNA3转染组与未转染对照组比较

细胞周期时相分布无显著差异(P >0.05 图 6).

图 4  BAK基因过表达对胃癌MKN-45细胞体外生长活性的影响.

图 5  BAK基因过表达对胃癌MKN-45细胞增生活性的抑制作用.

图 6  BAK基因过表达诱导MKN-45细胞周期G0/G1期阻滞. A: 未转
染对照组; B: pcDNA3转染组; C: pcDNA-BAK转染组.

 M            4           3            2            1

  1           2          3           M

  1                          2                        3

40
35
30
25
20
15
10
5
0

0                  1 d                  3 d                  5 d

未转染对照组

pcDNA3转染组
pcDNA-BAK转染组

细
胞
计
数

(1
04 /

m
L)

 时间

                 1 d                  3 d                       5 d

40

35

30

25

20

15

10

5

0

细
胞
生
长
抑
制
率

(%
)

pcDNA3转染组

pcDNA-BAK转染组

    0   20   40 60  80  100 120

200

150

100

50

0

N
um

be
r

Channels

    0   20   40  60  80  100 120

200

150

100

50

0

N
um

be
r

Channels

 A

 B

    0   20   40 60  80  100 120

C

100

80

60

40

20

0

N
um

be
r

Channels

BAK (502 bp)
α-tubulin (295 bp)



2.2 细胞形态学  未转染对照组细胞生长旺盛 形态规

则 以多边形居多. pcDNA-BAK转染后部分细胞体积

缩小 形态不规则 圆形细胞比例增多. 透射电镜观

察见部分癌细胞呈现核固缩 染色质核膜下聚集 胞

体缩小 胞膜完整等凋亡特征性改变(图 7). 未转染对

照组胃癌MKN-45细胞凋亡率为4.7%. pcDNA-BAK转

染3 d后 细胞凋亡率为 21.4% 二者比较差异有显

著性意义(P <0.01); 空载体转染对癌细胞凋亡率无显著

性影响(P >0.05 图 8).

图7  透射电镜观测BAK基因过表达后胃癌细胞形态学改变. A: 未转
染对照组; B: pcDNA-BAK转染组细胞染色质边集; C: pcDNA-BAK
转染组细胞核固缩.

2.3 Caspase-3活性  未转染对照组MKN-45细胞 405 nm

值为0.055 0.008. 经 pcDNA-BAK转染3 d后 癌细

胞 405 nm值为0.245 0.012 (P <0.01) 较对照组增强

4.45倍. pcDNA3转染组与未转染对照组比较 405 nm值差

异无显著性意义(P >0.05 图 9).

图8  TUNEL技术检测BAK基因过表达后癌细胞凋亡 ( 200 ). A: 未
转染对照组未见明显的细胞凋亡; B: pcDNA-BAK转染组癌细胞胞体
缩小 核黄染.

图9  BAK基因过表达后癌细胞Caspase-3活性检测.

3   讨论

肿瘤的发生不但与细胞增生和分化异常有关 而且与

细胞凋亡异常关系密切. Bcl-2家族包括凋亡抑制基因

Bcl-2 Bcl-xl ced-9和促凋亡基因Bax Bad Bcl-xs

等 [16-18]. BAK基因促进细胞凋亡的机制:BAK通过其BH3
结构域与Bcl-2和Bcl-xl相互作用形成异源二聚体 从

而抑制Bcl-2和Bcl-xl的抑凋亡活性 具有加速细胞凋

亡作用[19];  BAK直接激活凋亡途径或作为细胞死亡过程

中的组成部分被活化而促进细胞凋亡. 有研究表明

BAK可通过与CD95和TNF死亡受体相似的途径活化而

促进细胞凋亡[20]. BAK基因表达的异常与肿瘤的发生

发展紧密相关. 在胃癌的研究中 Kondo et al [21]发现BAK

基因表达的阳性率与胃癌病理分级 临床分期负相关.

许多肿瘤治疗药物(紫苏子醇 γ- 干扰素)作用机制均
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与上调BAK基因表达有关[22-24]. 最近 Pataer et al [15, 25]

应用腺病毒作为载体 将BAK基因导入肺癌及乳腺癌

细胞 获得了显著的抑瘤效应 为肿瘤基因治疗提供了

新的思路.

        我们通过分子克隆技术成功构建BAK基因的真核

表达载体 观测了转导外源性BAK基因对胃癌MKN-

45细胞体外生长的影响 结果表明: 未转染对照组胃癌

MKN-45细胞中存在BAK基因弱阳性表达 当脂质体

介导BAK真核表达载体转染3 d后 癌细胞BAK mRNA

和蛋白水平均显著增强 说明转染外源性BAK基因能

使其在MKN-45细胞中过表达; BAK过表达后癌细胞体

外生长及增生活性显著减慢 细胞周期阻滞于G0/G1
期; 通过不同方法均观察到癌细胞凋亡现象: 透射电镜观

察到癌细胞凋亡特征性形态学改变 TUNEL进一步证

实过表达BAK基因对胃癌细胞凋亡的促进作用 凋亡

率为21.4%.

         近年来认为细胞凋亡的发生最终可能涉及到一种依

赖天门冬氨酸的半胱氨酸酶 称之为Caspase. 至今为

止 已有编码14种Caspase 的 cDNA被克隆 所有的

Caspase都以非活性形式合成 然后以亚单位形式激活

后释放. 其中 Caspase-3 是 Caspase酶联反应的终末因

子之一. Bcl-2蛋白作为细胞凋亡的主要拮抗成分 能抑

制线粒体膜的通透性和阻止细胞色素C的释放. 在凋亡

信号传导的过程中 Bcl-2 作用在Caspase-3的上游

可通过阻断Caspase-3激活而发挥抑制细胞凋亡作用. 本

研究表明: 过表达BAK基因能促使癌细胞Caspase-3活

性增强 这可能与BAK基因可以拮抗Bcl-2生物学功

能 减轻对Caspases级联效应的负性调控有关. 随着研

究的深入 我们相信: 作为一种新的诱导凋亡基因

BAK在胃癌治疗方面必将展现广泛的研究及应用前景.
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Abstract
AIM: To detect the mutations of mismatch repair gene
hMLH3 and to investigate its possible role in familial gastric
cancer.

METHODS: A total of 84 members from 16 suggestive he-
reditary gastric cancer families were investigated with PCR,
denaturing high-performance liquid chromatography
(DHPLC) and direct sequencing. The diagnostic criteria for
familial gastric cancer are as follows: (1) at least two suc-
cessive generations, (2) at least two patients with gastric
cancer, (3) one of them should be first-degree relative of
the other, and (4) at least one patient was diagnosed be-
fore 50 years old.

RESULTS: Five missence mutations were identified in five
gastric cancer families, four mutations within exon 1 and
one mutation within exon 12. Carcinogenesis was obvi-
ously associated with hMLH3 mutations in family 6, but not
in other families. No mutations were found in sporadic
gastric cancer and normal controls.

CONCLUSION: hMLH3 probably acts as a low risk gene in
familial gastric cancer. The mutations of hMLH3 may work
together with other genes and result in an elevated risk of
gastric cancer in the family.

Zhao CH, Liu HX, Bu XM. Mutation of mismatch repair gene hMLH3 in
familial gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1030-1033

摘要

目的: 检测错配修复基因hMLH3在家族性胃癌中的突变情

况 以探讨hMLH3在家族性胃癌中的作用.

方法: 采用聚合酶链反应(PCR) 变性高效液相色谱分析

(DHPLC)和直接测序法 检查有遗传背景的16个胃癌家

系(共84名成员)的错配修复基因hMLH3突变情况. 胃癌家

系选择参考以下标准: (1)至少连续两代; (2)至少2例胃癌患

者; (3)至少有1例患者为其他患者的一级亲属; (4)至少有1

例患者50岁前被诊断出胃癌.

结果: 所有样品的外显子均成功进行PCR扩增 DHPLC分

析和基因测序. 共在5个家系中发现5处错义突变(31.3%

5/16) 4 处在外显子1 另外1处在外显子12. 家系 6中

hMLH3的突变与胃癌发生呈现出较强的相关性 而另外

几个家系中的突变情况与胃癌没有表现出明显的相关性. 在

散发性胃癌及正常对照中未发现突变的存在.

结论: hMLH3基因在家族性胃癌发生中可能为一低风险基

因 他可能通过与其他基因互相叠加 共同起作用.

赵成海, 刘宏旭, 卜献民. 错配修复基因hMLH3在家族性胃癌中的突变. 世

界华人消化杂志  2004;12(5):1030-1033
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0   引言

错配修复基因的缺陷与人类多种恶性肿瘤的发病关系

密切[1-3] 其中hMLH1 hMSH2 和 hMSH6 等基因的

突变在遗传性非息肉病性结直肠癌(HNPCC)中的作用已

得到广泛的证实[4-6]. 胃癌在我国常见[7-18] 也存在这些

基因的变异或者失活以及其表达的改变[19-23]. hMLH3为

一种新近被克隆和定性的错配修复基因 可能是另一

个与人类恶性肿瘤有关的错配修复备选基因. 目前已有

学者在HNPCC患者中检出hMLH3突变[23-24] 且部分

家系显示出该突变具有较强的致病性[24]. 我们对部分有

遗传背景的胃癌家系进行研究 以探讨hMLH3在家族

性胃癌中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  有遗传背景的胃癌家系16个 均来自于中

国医科大学附属第一医院 共有84名成员. 另散发性胃

癌96例及正常对照96例. 胃癌家系选择参考以下标准:

至少两代; 至少2例胃癌患者; 至少有1例患者为另外1



例的一级亲属和至少有1例患者50岁前被诊断出胃癌.

PCR 仪(UNO- Biometra); DNA 片段分析仪(Wave

2100 Transgenomic)及WaveMaker4.1 软件; DNA测序

仪(Prism377 IBM). hMLH3基因12个外显子的17对引

物 Ampli Taq Gold酶(5MU/L Biosystems); DHPLC分

析缓冲液: 三乙基醋氨酸及已腈(Bie &Bernsten A-S); DNA

测序试剂盒( Biosystems); PCR纯化试剂盒(Qiagen 公司).

1.2 方法 按常规方法提取血液和肿瘤组织DNA. 将

hMLH3基因第1外显子划分为7个重叠的片段 而将

片段过短且相距很近的外显子9和 10 划为 1个片段

因此共设计17对引物. 聚合酶链反应体系共50 µL 含
有100 ng基因组DNA 1 PCR缓冲液 1.5 mmol/L

的Mg2+ 100 µmoL/L的各种dNTP 0.2 µmoL/L 的各
种引物和Ampli Taq Gold聚合酶1.25 U. PCR片段的长

度 引物序列 相应的退火温度及PCR的反应程序参

考文献[24]. DHPLC分析在装有DNA层析柱的DNA片段

分析仪中自动进行. 具体操作程序参考文献[24]. 层析柱中

DNA双链分离后 可被紫外线吸收仪在波长为254 nm

处检测到 表现为特征性的洗脱峰. 同源双链(纯合的野

生型)DNA表现为单一窄峰 而突变型和野生型DNA组

成的异源杂合双链则表现为提前出现一个或多个的额外

洗脱峰. 在 PCR产物测序中将经DHPLC检测有异常峰

型的DNA样品作为检测重点 进行测序. 步骤: (1)重新

进行PCR扩增; (2)PCR产物纯化; (3)DNA测序试剂盒进

行测序反应; (4)DNA测序仪上电泳 测出碱基序列.

2   结果

在全部样品中所有外显子均成功进行PCR扩增(图 1)

DHPLC分析(图 2)和基因测序(图3). 共在5个胃癌家系

中发现5 处错义突变(31.3% 5/16). 尽管未发现无义突

变和移码突变 但在散发性胃癌及正常对照中均未检

出上述错义突变的存在(表1).

         错义突变A1234G见于家系2中. 该家系有1例65

岁胃癌患者及其1例32岁健康子女被检出这种突变. 但其

患胃癌的弟弟及健康的姐姐没有检出(图4A). 错义突变

A2173C见于家系6中. 该家系共有祖孙三代3例胃癌患者

及1例健康亲属被检出 显示出这种突变与该家系胃癌

发生具有较强的相关性(图4B). 错义突变G2221T见于家

系13中. 该家系患胃癌的父亲及其2例患大肠癌的儿子

被检出. 但其另1例患胃癌的儿子却没有检出. 该家系还

有1例健康亲属被检出(图4C). 错义突变T2896C见于家

系8中. 该家系共有5例成员被检出 包括2例胃癌患者

(父女)及1例大肠癌患者. 同时他们的2例健康亲属也被检

出. 但该家系另1例女性胃癌患者未被检出(图4D). 错义突

变G4351A见于家系16中. 该家系由父亲 母亲及其3例

子女构成. 患胃癌的父亲没有检出. 但患大肠癌的母亲和

1例患胃癌的儿子及另1例健康的儿子被检出(图4E).

图1  hMLH3各片段PCR产物脂糖凝胶电泳. M: 分子质量标记物.

表1  hMLH3在家族性胃癌中突变情况

外显子            核苷酸改变            氨基酸改变           家系        胃癌家系中的频率       散发胃癌中的频率         对照中的频率

    11 A1234G Lys412Glu 2 2.4% (2/84) 0% (0/96) 0% (0/96)

     1 A2173C Asn725His 6 4.8% (4/84) 0% (0/96) 0% (0/96)

     1 G2221T Val741Phe            13 4.8% (4/84) 0% (0/96) 0% (0/96)

     1 T2896C Ser966Pro 8 6.0% (5/84) 0% (0/96) 0% (0/96)

   12 G4351A Glu1451Lys            16 3.6% (3/84) 0% (0/96) 0% (0/96)

1根据cDNA的起始密码子计数 基因库号码AF195657.

图2  DHPLC图像. 正常对照(纯合性)表现为单一的洗脱峰; 而发生突变形成异源杂合双链的DNA表现提前出现的额外洗脱峰.
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图3  测序结果示外显子12 中的杂合子的错义突变, G4351A, 导致
Glu1451Lys.

图4  有hMLH3基因突变的家系. GC: 胃癌; CRC: 大肠癌; +: 变异体携
带者; -: 非变异体的携带者. A: 家系2 A1234G; B: 家系6 A2173C; C:
家系13 G2221T; D: 家系8 T2896C;  E: 家系16 G4351A.

3   讨论

在我国的各种恶性肿瘤中 胃癌一直具有较高的发病

率和死亡率. 一些地区的胃癌患者亦呈现出明显的家族

性 显示出遗传因素在胃癌的发病中具有重要作用. 目

前一般认为在消化道上皮恶性肿瘤中起作用的基因主

要有三类: 癌基因 抑癌基因及错配修复基因. 后者编码

的错配修复系统可检查DNA双螺旋上错配的碱基对

将其切除并重新合成正确的碱基对. 错配修复基因的突

变可导致DNA复制后的修复缺陷 产生基因组的不稳

定性 引起关键作用的基因突变频率显著增加 特别是

那些与癌变相关的原癌基因 抑癌基因或其他基因的

突变 导致肿瘤的发生. Fang et al [19]在68例胃癌患者

中发现2例hMSH6移码突变. Menoyo et al [20]对23例MSI

阳性的散发性胃癌移码突变研究中发现 分别有56%

和43%的患者具有hMSH3和hMSH6的移码突变. 但没

有检出hMLH3移码突变 尽管他们发现1例hMLH3腺

嘌呤缺失. 然而更多的研究显示 hMLH1启动子甲基化

导致其失活及表达改变或消失[21-22] 在一些胃癌的发

病中可能起到更大的作用.

      hMLH3 是 2000 年克隆并定性的一种错配修复基

因 定位于14q24.3 编码全区长4.3 kb 由12个外显

子组成. 由于其存在与hMLH 1相互作用的区域[25] 且

与酵母的MLH3极为相似[25] 因此被预测可能是另一

个与人类恶性肿瘤有关的错配修复备选基因. Wu et al [23]

对288个疑似有HNPCC的索引患者的筛查中发现12个

病例中存在10 个不同的hMLH3 生殖系突变 1例移

码突变和9例错义突变. Liu et al [24]在对70个HNPCC家

系的研究中共鉴定出一个移码突变和 9 个错义突变.

hMLH3与胃癌的关系除了前文所提的Anna Menoyo外

再未见其他报道. 然而Anna Menoyo et al 的研究对象是

散发性胃癌 他们也只观察了移码突变的情况 其他

的突变情况并没有涉及. 本文的研究尽管亦没有发现移

码突变 但发现了5处错义突变. 尤其是在家系6中由

于祖孙三代3例胃癌患者均检出A2173C 突变 显示

出该突变在这个胃癌家系中可能具有较强的致病性. 在其

他的家系中 尽管突变与胃癌没有显示出较强的相关性

但在散发性胃癌及正常对照中均未检出同样的突变 从

而显示这些家系中存在的突变可能也具有一定的致病性.

目前推断hMLH3基因可能作为一个低风险的等位基因

他可能通过与其他基因互相叠加 共同起作用 在一些

家系中提高了患HNPCC及胃癌等恶性肿瘤的风险. 但其

确切的作用 尚需进行蛋白功能方面的深入研究.
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Abstract
AIM: To study  the relation of mitogen-activated protein
kinase (MAPK) signal transduction and apoptosis of human
gastric carcinoma cells HS-746T induced by liposomes of
survivin antisense oligonucleotide (ASODN).

METHODS: Survivin ASODN was designed and synthesised
to transfect human gastric carcinoma cells HS-746T. The
cultured cells were divided into 6 groups: vacuity control
group, liposome and sense oligonucleotide (SODN) group,
100, 200 and 400 nmoL/L ASODN group and  P38MAPK,
extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) inhibi-
tor groups. Apoptotic index (AI) and proliferative index (PI)
were examined by flow cytometry after transfection 2, 4,
8, 12, 24 and 48 h. RT-PCR, immunocytochemical stain,
Western blot, immuno-precipitation and kinase activity
assay were used to detect protein expression and activity
of P38MAPK, ERK1/2, survivin and survivin mRNA after
transfection.

RESULTS: Expression of ERK1/2 and P38MAPK has not sig-
nificantly different among vacuity control group, liposomes
group and SODN group. The apoptotic cells increased in
anisoconcentration survivin ASODN groups and AI was
higher than that of other control group. Apoptotic cells
decreased in P38MAPK inhibitor group while increased in
ERK1/2. The protein and mRNA expression of survivin de-

creased when transfection concentration was increased.
The phosphorylated and nonphosphorylated ERK1/ 2
showed a dose-and time-dependent decrease whereas
protein level of p38MAPK remained unchanged, but activity
increased.

CONCLUSION: Survivin ASODN can induce apoptosis of
human gastric carcinoma cells in vitro though MAPK signal
transduction including activating apoptosis-related signal
P38MAPK and suppressing proliferation-related signal
ERK1/2.

Fu G, Wang GB, Lu XM, Huang QX, Zheng H. MAPK signal transduction
and apoptosis of human gastric carcinoma cells induced by liposomes
of survivin antisense oligonucleotide. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;
12(5):1034-1039

摘要

目的: 探讨分裂原激活的蛋白激酶家族(MAPK)信号转导通

路与脂质体生存素(survivin)反义寡核苷酸转染诱导人胃癌

细胞系HS-746T凋亡的关系.

方法: 设计合成survivin反义寡核苷酸(ASODN)转染胃癌

HS-746T 细胞 分空白对照组 脂质体和正义链转染

组 100 200 400 nmoL/L反义链转染组及P38MAPK

ERK1/2 抑制剂组. 用流质细胞仪检测转染后2 4 8

12 24 and 48 h各组细胞增生和凋亡指数. 逆转录聚合酶

链反应(RT-PCR) 免疫细胞化学染色法 Western blot

蛋白免疫印迹法 免疫沉淀法及激酶活性测定法检测各对

照组及ASODN组转染后survivin mRNA和P38MAPK

ERK1/2 survivin 蛋白表达和活性的变化.

结果: 不同时间空白组 脂质体和正义链转染组ERK1/2 

P38MAPK表达均无明显差异 各浓度survivin ASODN转

染组凋亡细胞增多 凋亡指数高于其他对照组. P38MAPK抑

制剂组凋亡细胞减少 ERK1/2 抑制剂组增多. Survivin

mRNA和蛋白表达随着转染浓度的增加而降低. 磷酸化和非

磷酸化细胞外信号调节激酶(extracellular signal-regulated

kinasel/2 ERKl/2)的表达随药物浓度增加而减弱. P38MAPK

的表达在各组均相同 但ASODN转染组活性增高.

结论: Survivin基因反义寡核苷酸在体外可能通过MAPK信

号转导通路激活凋亡相关的信号途径P38MAPK 阻断与

细胞增生相关的信号途径ERK1/2 来诱导胃癌细胞凋亡

抑制人胃癌细胞的增生.
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0   引言

生存素(survivin)是细胞内凋亡抑制蛋白家族(inhibitor of

apoptosis family of  protein IAPs)的一个新成员 他可

以通过有丝分裂促进细胞增生 抑制细胞凋亡. 研究表

明 应用反义策略阻断survivin表达在体外可明显抑制

胃癌细胞的生长. 分裂原激活的蛋白激酶家族(mitogen-

activated protein kinase MAPK) 通过三级酶促级联反

应激活并调节特定的基因表达 他所介导的信号转导

通路是将细胞外丝裂原信号传递给细胞核并产生反应

的重要通路 在细胞增生和凋亡的调节中起重要作用.

我们在观察了survivin反义寡核苷酸(ASODN)诱导胃癌

细胞HS-746T凋亡的基础上 进一步探讨其与MAPK

信号转导通路的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  脂质体Lipofectin购自LifeTechnologies 公司;

人胃癌细胞系HS-746T购自武汉大学培养物保存中心;

RPMI1640购自GIBCO公司; ECL显色试剂盒购自武汉

亚法生物工程公司.  抗磷酸化 ERK 1 / 2 和磷酸化

p38MAPK的抗体 抗总ERK1/2和总p38MAPK蛋白的

抗体及PD98059 SB203580购自美国Sigma公司. 根据

生存素的基因序列(Genbank Accession Number: U75285)

应用primer 5.0软件设计互补于生存素mRNA的232-251

序列的20个碱基组成的ASODN链 序列为5 -CCCAGC

CTTCCAGCTCCTTG-3 同时合成正义链 序列为

5 -CAAGGAGCTGGAAGGCTGGG-3 两序列在合

成时均用巯基取代寡核苷酸片段磷上的羟基修饰. 在

Genbank中行Blastn证实ASODN及SODN与任何已知哺

乳动物基因无匹配. ASODN 5 端以绿色荧光蛋白标

记 由上海生工生物公司合成.

1.2 方法  水浴复苏人胃癌细胞系HS-746T后接种于30 mL

培养瓶及铺有无菌盖玻片的6孔培养板上 在37 

50 mL/L CO2饱和湿度培养箱中用含100 mL/L小牛血清

的RPMI 1640培养液常规培养 胰蛋白酶消化细胞并

记数 培养至80%融合后取对数生长期细胞进行转染.

实验共分 6 组 为空白对照组 脂质体转染对照组

SODN转染对照组和100 200 400 nmoL/L三种浓度

的ASODN转染组 每组设3个复孔. 另设置6组转染时

分别加入ERK1/2和p38MAPK特异性抑制剂10 µmol/L
PD98059 SB203580 转染结束后再根据转染进行2 4

8 12 24 48 h分为6组 收集不同时间的细胞进行

检测. 采用阳离子脂质体Lipofectin 进行转染 将接种

于6孔板培养至80%汇片的HS-746T细胞去除培养基

用温热无血清的RPMI 1640漂洗细胞2次. 分别将寡核

苷酸及Lipofectin 10 mL溶于预暖的无血清RPMI 1640100

和 90 µL 室温下静置30 min 后轻柔混合二者 孵育
15 min 不加抗生素 用800 µL无血清RPMI 1640稀
释后轻铺于细胞上 在37 50 mL/L CO2培养箱内

孵育. 8 h后去除转染液 继续以含100 mL/L小牛血清

的RPMI 1640培养. 培养过程中常规用台盼蓝染色法检

测各组细胞死亡率均小于或等于5%.

1.2.1 免疫细胞化学染色  按 SP法操作 制作培养的各

组胃癌细胞爬片用冷丙酮固定 加3 mL/L甲醇于室温

封闭30 min 室温振荡3次 用含100 mL/L山羊血清

的PBS室温封闭30 min. 分别加入一抗 湿盒中4 过

夜 再加入通用型生物素化二抗37 孵育30 min 最

后加入辣根酶标记的链霉孵白素 37 孵育 30 min.

DAB显色 苏木素复染 常规脱水 透明 中性树脂

胶封片 设置PBS代替一抗作为阴性对照. 稀释度为: 抗

ERK1/2 1 200; 抗 p38 1 200; 抗 p-ERK1/2

1 100; 抗 p-p38 1 100.

1.2.2 分析细胞凋亡比率及细胞周期  收集1.0 106个

细胞 70 mL/L冷乙醇  4 固定 加 RNase A 37 孵

育 1 h 碘化丙啶(PI) 避光冰浴染色1 h. 采用Beckon/

Dickinson Facssort 型流式细胞仪 在488 nm波长处进

行检测 用multicycle软件分析凋亡指数 DNA含量及

细胞周期 细胞凋亡指数(AI)=亚二倍峰细胞数 /总细

胞数 100% 细胞增生指数(PI )= (S+G2/M) / (G0 /

G1+S+G2/M) 100%.

1.2.3 检测胃癌细胞  Survivin ERK1/2 及 P38MAPK

蛋白表达  将转染后继续培养4 12 24 h 的胃癌细

胞用PBS液漂洗3次后加入预冷至4 的50 µL裂解缓
冲液 冰上作用20 min 4 12 000 r/min 离心 20

min 上清液保存于-20 . 采用BCA法测定蛋白质浓

度 用40 µg/孔上样 120 g/L SDS PAGE凝胶电泳分离
通过电转移法将蛋白质从SDS PAGE凝胶转移至硝酸纤

维素膜后在含50 g/L脱脂奶粉的TTBS中 37 封闭90

min 加入一抗 4 孵育过夜 TTBS 漂洗后(10min

3 次) 加入二抗 7 作用 40 min TTBS 充分漂

洗(10 min 3次) 洗膜后加入增强化学发光底物ECL

试剂. 线片暗室曝光 常规显影定影. 图像以Bio Rad

图像分析系统分析 用蛋白条带的平均光强度值表示

survivin ERK1/2 及 P38MAPK 蛋白表达的相对强度.

1.2.4 检测胃癌细胞survivin mRNA表达  取转染后继

续培养24 h的 1 106个胃癌细胞用PBS液漂洗2次

以Trizol 试剂提取总RNA 用紫外分光光度计检验纯

度并定量. 在1%甲醛变性凝胶上电泳验证RNA完整性

后逆转录为 cDNA 产物进行PCR 设GAPDH 为内

参照 对样品模板用量标准化 Survivin和GAPDH分

管扩增 引物由上海生工公司合成. Survivin引物(扩增

产物727 bp)序列:上游5 -GGGACCCGTTGGCAGAG-

3 下游 5 - AAAATGAGCCCCCAAAAAAGA-3 ;

GAPDH引物(扩增产物372 bp) 序列:上游5 -CACCAT

CTTCCAGGAGCGAG-3 下游 5 -TCACGCCACA
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GTTTCCCGGA-3 .  RT-PCR条件: 50 逆转录30 min

94 变性 2 min 60 退火 1 min 72 延伸 1 min

35(survivin)或26(GAPDH)个循环  72 充分延伸10 min.

PCR扩增产物行1.5%琼脂糖凝胶上电泳 以Fluor S

多功能成像系统扫描拍照分析 用以下公式计算其相

对抑制率. 抑制率=[1-(实验样品/实验内参) /(空白对照

样品 /空白对照内参)] 100%.

1.2.5 ERK1/2 p38 MAPK活性分析  参照李田昌 et

al(基础医学与临床1996;16:78-80)的方法 将提取的各

组胃癌细胞质蛋白稀释至1.3 g/ L 分别与浓度为0.5 g/L

的抗ERK1/2 p38MAPK 抗体 4 共同孵育4 h 加

入激酶缓冲液25 µL 在 25 水浴孵育 30 min 加
入20 µmoL/L ATP 1.85 MBq  [ γ-32P]ATP启动磷酸化
反应 然后进行放射自显影 β液闪测定仪上测 cpm
值计数 测定 32P 的放射活性 以每克蛋白质 32P 的掺

入量[pkat/g]表示ERK1/2 p38MAPK活性.

         统计学处理  各组实验数据以平均值 标准差(mean±
SD)表示 采用SPSS10.0 统计软件进行分析 多个样

本间比较行单因素方差分析 组间两两比较用 q检验.

P <0.05 差异在统计学上有显著性意义.

2   结果

2.1 Survivin ASODN转染及p38MAPK ERK抑制剂

对胃癌细胞形态的影响  倒置荧光显微镜下观察各组胃

癌细胞的变化 不同浓度的ASODN转染组细胞可见清

晰的绿色荧光 空白对照组 脂质体转染对照组 SODN

转染对照组则未见到(图1). 光镜下见ASODN转染组2 h

后有部分细胞贴壁性降低 细胞变圆漂起 突起收

缩 形成凋亡小体 24 h后达到高峰 有大量坏死细

胞漂浮(图 2 A B).  加入 p38MAPK ERK 抑制剂

SB203580 PD98059 后 ERK 组坏死细胞增多 贴

壁细胞减少; 而 p38MAPK组效应则相反(图 2 C D).

图 1  ASODN转染后胃癌细胞 倒置荧光显微镜 200

2.2 免疫细胞化学检测结果  免疫组化染色后见未加抑
制剂的对照组p38MAPK ERK蛋白主要位于胃癌细胞
核周区 染色较弱 呈淡黄色颗粒. ASODN实验组中
p38MAPK与其无明显差别 而ERK蛋白则分布于胞核
及胞质内 黄染减弱(图3 A B). 加抑制剂的对照组和

实验组中 二者表达均减低.

图2  胃癌细胞系HS-746T LM 200 . A: 空白对照组正常生长; B: ASODN
转染组;  C: 转染后p38MAPK抑制剂组 D: 转染后ERK抑制剂组.

图3  胃癌细胞免疫组化 SP 200. A: 对照组p38MAPK B: ASODN
实验组ERK.
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2.3 转染 survivin ASODN对胃癌细胞凋亡和增生的影

响  用流式细胞仪定量检测发现各对照组不同时间人胃

癌细胞凋亡指数(AI)无显著性差异 不同浓度ASODN

转染组DNA直方图可见二倍体峰减少 G1峰左侧出现

明显的亚二倍体凋亡峰 转染24 h后测空白对照组 脂

质体转染组 SODN转染组 100 200 400 nmoL/L ASODN

转染组细胞凋亡率分别为0.8% 1.0% 1.3% 14.8%

19.4%及53.8%. 400 nmoL/L ASODN转染组诱导凋亡最

为明显 各ASODN转染组细胞AI明显高于各对照组

差异在统计学上有显著意义(P <0.05). 400 nmoL/L组AI

明显高于100 200 nmoL/L组 差异在统计学上也有

显著意义(P <0.05).

2.4 转染 survivin ASODN对胃癌细胞 survivin 蛋白及

mRNA表达的影响  Westernblot印迹法显示各对照组不

同时间人胃癌细胞内survivin蛋白表达无明显差异 不

同浓度ASODN转染组survivin蛋白表达均较各对照组

低. 应用计算机对条带净密度进行分析发现 ASODN

转染对survivin 蛋白的抑制作用有明显的剂量依赖性

survivin蛋白表达随着转染浓度的增加而降低 转染24 h

后400 nmoL/L转染组蛋白表达仅为空白对照组的30.5%

(图4 A). RT-PCR产物电泳结果显示出372 bp的GAPDH

DNA片段和727 bp的 survivin 基因片段 不同时间对

照组人胃癌细胞内survivin mRNA表达量差异无显著意

义. 与各对照组相比较 各浓度ASODN转染组survivin

mRNA 表达量均显著降低 而且随着ASODN 浓度增

加 Survivin mRNA表达量逐渐下降 对mRNA表达

相对抑制率逐渐升高 转染24 h后 400 nmoL/L转染组

相对抑制率可达68.3% ASODN的抑制作用具有明显

的剂量依赖性 他可有效抑制人胃癌细胞内 survivin

mRNA表达(图 4 B).

图4  转染后24 h胃癌细胞survivin蛋白及 mRNA表达. A: 1-6: 空白
对照组, 脂质体转染组, SODN转染组, 100, 200, 400 nmoL/L. ASODN
体转染组, B: 1-7: Marker, 空白对照组,脂质体转染组, SODN转染组
和100, 200, 400 nmoL/L ASODN转染组.

2.5 ERK1/2和 p38MAPK特异性抑制剂对胃癌细胞凋

亡和增生的影响  流式细胞术定量检测发现转染survivin

ASODN 24 h 后 在用p38MAPK抑制剂SB203580 组

中 空白对照组 脂质体转染组 SODN转染组 100

200 400 nmoL/L ASODN 转染组细胞凋亡率分别为

0.7% 0.9% 1.1% 11.3% 13.2%及31.5% 均比未用

抑制剂者减低. 而在用ERK1/2抑制剂PD98059组中 各

组细胞凋亡率分别为0.9% 1.2% 1.4% 17.3% 23.4%

及63.5% 均比未用抑制剂者增高. 各ASODN转染组之

间的差异在统计学上有显著意义(P<0.05).

2.6 转染 survivin ASODN 对胃癌细胞ERK1/2 及

P38MAPK活性及蛋白表达的影响  Westernblot 法检测

细胞转染后4 12 24 h的 ERK1/2及 P38MAPK活性

(磷酸化水平) 同时检测非磷酸化的 ER K 1 / 2 及

P38MAPK蛋白表达情况作为对照. 结果显示 各对照组

不同时间人胃癌细胞内磷酸化和非磷酸化的ERK1/2

P38MAPK蛋白表达无明显差异 不同浓度ASODN转

染组p-ERK1/2及ERK1/2表达均较各对照组低 且随

着时间延长和浓度增高而降低; 而 P38MAPK蛋白在不

同时间表达均相同 但p-P38MAPK较各对照组高. 应

用计算机对条带净密度进行分析发现 p-ERK1/2

ERK1/2 p-P38MAPK蛋白表达对ASODN转染浓度有

明显的剂量依赖性 转染24 h 后 400 nmoL/L 转染组

p-ERK1/2 ERK1/2 p-P38MAPK表达为空白对照组

的50.5% 45.6% 180.7%(图 5).

图5  转染 survivin ASODN后 24 h 磷酸化和非磷酸化的ERK1/2,
P38MAPK蛋白表达. 1-6: 空白对照组, 脂质体转染组, SODN转染组,
100, 200, 400 nmoL/L ASODN转染组.

图6  转染survivin ASODN后不同时间ERK1/2及 P38MAPK的活性
pkat/g.

2.7 ERK1/2及P38MAPK活性的检测  激酶活性检测结

果显示 转染survivin ASODN后P38MAPK活性随时间

延长逐渐增高 24 h后增势减缓; 而ERK1/2 活性则具
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有与P38MAPK活性变化相反的趋势. 各对照组ERK1/2

及 P38MAPK 活性变化不大 与各实验组相比较 差

异有有显著性意义(P <0.05 图 6).

3   讨论

近年研究显示 利用反义技术 抑制或封闭基因的表

达 干扰致病蛋白质的产生 对肿瘤具有良好的治疗

作用[1-4]. Survivin基因是细胞内凋亡抑制蛋白家族的一个

新成员 他与胃癌的形成和发展有着较大的关系[5-9]. 我

们以 survivin 为靶分子 利用脂质体反义寡核苷酸在

体外能够通过下调survivin mRNA和蛋白的表达 诱导

胃癌细胞凋亡 抑制人胃癌细胞的增生能力.  由于

survivin 基因表达的蛋白定位于细胞有丝分裂的纺锤

体 而分裂原激活的蛋白激酶家族(MAPK)活性的异常

又与肿瘤的发生和细胞凋亡的信号转导关系密切[10-13]

所以推测MAPK通路可能参与了反义寡核苷酸诱导胃癌

细胞凋亡的过程. 实验结果显示 在ASODN实验组中加

入p38MAPK ERK抑制剂能够影响胃癌细胞凋亡率的

改变 且磷酸化和非磷酸化的p38MAPK ERK1/2蛋白

表达及二者的活性在实验组和对照组中均有不同 这提

示了MAPK通路中的p38MAPK ERK1/2途径与survivin

ASODN诱导胃癌细胞凋亡的过程有很大关系.

         MAPK信号转导通路是介导细胞反应的重要信号系

统[14-23] MAPK的活化能将细胞生长因子等丝裂原信

号传递到细胞核内诱导大多数真核细胞增生分化. 现在

已经确定哺乳动物细胞中MAPKs 途径大致分为4种:

ERK1/2 途径 ERK5途径 JNK途径 p38 途径. 其

中 p38MAPK 通路被称为应激激活的MAPK 通路 其

被激活的磷酸化级联反应是: MLK(DLK)/TAK/ASK-

MEK3/6-p38 MAPK 主要增强细胞对应激原的抵抗力

并介导细胞凋亡的信号转导;而细胞外信号调节激酶

(ERK1/2) 为分裂原激活的MAPK通路 其级联反应是:

Raf mos/TPL-1/2-ERKl/2 主要介导细胞增生和分化

的信号转导. MAPK级联反应非常复杂 这些通路可被

不同的细胞外信号所激活 然后将特异的细胞外刺激

信号诱发的蛋白激酶酪氨酸磷酸化转变为蛋白激酶丝

氨酸 /苏氨酸磷酸化 从而使信号向下游传导. 因此他

位于许多细胞因子信号传导途径中的汇聚点. ERK1/2主

要与细胞的增生通路有关 而p38 主要在诱导细胞凋

亡的信号传导途径中起作用 两种途径可以独立或同

时被激活. 在我们的研究中发现 ASODN实验组中加

入p38MAPK抑制剂SB203580后 胃癌细胞凋亡减少;

而加入ERK抑制剂PD98059后 细胞凋亡增多 二者

呈现相反的效应. 对转染survivin ASODN后不同时间胃

癌细胞ERK1/2 及 P38MAPK 蛋白表达及活性分析显

示 不同浓度ASODN转染组p-ERK1/2 ERK1/2蛋白

表达及激酶活性均较各对照组低 且呈时间和剂量依

赖性. 而 P38MAPK的表达情况则与ERK1/2明显不同

非磷酸化的P38MAPK蛋白无论在各对照组还是ASODN

实验组 表达均差异不大 统计学上无显著性意义; 但

磷酸化的P38MAPK蛋白及激酶活性却明显增高 也呈

时间和剂量依赖性. 这些结果说明了P38MAPK蛋白在胃

癌细胞中表达较稳定 虽然survivin ASODN转染不能引

起他的变化 但他可致P38MAPK活性的增高 ERK1/

2蛋白表达及激酶活性的降低. Survivin ASODN转染诱导

胃癌细胞凋亡可能是通过促进P38MAPK 活性 抑制

ERK1/2蛋白表达及活性 产生相互协同效应来实现.

       MAPK通路的激活导致细胞增生主要是通过激活

raf1 然后依次使MEK磷酸化 激活ERK1/2 抑制

P38MAPK 诱导细胞周期素 激活细胞周期素依赖

激酶 促使 R b 蛋白磷酸化 从而导致细胞增生.

Survivin反义寡核苷酸抑制胃癌细胞的增生能力可能是

通过抑制survivin mRNA及蛋白的产生 使有丝分裂原

形成减少 从而抑制上述的过程 提高P38MAPK的活

性 导致胃癌细胞增生减少 凋亡增加. 总之 胃癌在

我国常见[24-35] 利用反义技术诱导癌细胞凋亡的信号转

导是一个复杂的过程 其确切机制还有待进一步研究.

4     参考文献
1 Abaza MS, Al-Attiyah RJ, Al-Saffar AM, Al-Sawan SM,

Moussa NM. Antisense oligodeoxynucleotide directed against
c-myb Has anticancer activity and potentiates the
antiproliferative effect of conventional anticancer drugs act-
ing by different mechanisms in human colorectal cancer cells.
Tumour Biol  2003;24:241-257

2 Zang XP, Lerner MR, Dunn ST, Brackett DJ, Pento JT. Antisense
KGFR oligonucleotide inhibition of KGF-induced motility in
breast cancer cells. Anticancer Res  2003;23:4913-4919

3 Du QY, Wang XB, Chen XJ, Zheng W, Wang SQ. Antitumor
mechanism of antisense cantide targeting human telomerase
reverse transcriptase.World J Gastroenterol  2003;9:2030-2035

4 Gu ZP, Wang YJ, Li JG, Zhou YA. VEGF165 antisense RNA
suppresses oncogenic properties of human esophageal squa-
mous cell carcinoma. World J Gastroenterol  2002;8:44-48

5 Yang XY, Wang MW, Wang GS, You WD. Expression of human
anti-apoptotic gene survivin and its splice in normal human
gastric tissue and gastric cancer. Zhonghua Yixue Yichuanxue
Zazhi  2003;20:75-76

6 Wakana Y, Kasuya K, Katayanagi S, Tsuchida A, Aoki T,
Koyanagi Y, Ishii H, Ebihara Y. Effect of survivin on cell pro-
liferation and apoptosis in gastric cancer. Oncol Rep  2002;9:
1213-1218

7 Yu J, Leung WK, Ebert MP, Ng EK, Go MY, Wang HB, Chung
SC, Malfertheiner P, Sung JJ. Increased expression of survivin
in gastric cancer patients and in first degree relatives. Br J
Cancer  2002;87:91-97

8 Krieg A, Mahotka C, Krieg T, Grabsch H, Muller W, Takeno S,
Suschek CV, Heydthausen M, Gabbert HE, Gerharz CD. Ex-
pression of different survivin variants in gastric carcinomas:
first clues to a role of survivin-2B in tumour progression. Br J
Cancer  2002;86:737-743

9 Okada E, Murai Y, Matsui K, Isizawa S, Cheng C, Masuda M,
Takano Y. Survivin expression in tumor cell nuclei is predic-
tive of a favorable prognosis in gastric cancer patients. Cancer
Lett  2001;163:109-116

10 Zhao Y, Wu K, Yu Y, Li G. Roles of ERK1/2 MAPK in vitamin
E succinate-induced apoptosis in human gastric cancer SGC-
7901 cells. Weisheng Yanjiu  2003;32:573-575

11 Feng DY, Zheng H, Tan Y, Cheng RX. Effect of phosphoryla-
tion of MAPK and Stat3 and expression of c-fos and c-jun
proteins on hepatocarcinogenesis and their clinical significance.
World J Gastroenterol  2001;7:33-36

1038                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 5月 15 日  第 12 卷  第 5 期



12 Park MT, Choi JA, Kim MJ, Um HD, Bae S, Kang CM, Cho
CK, Kang S, Chung HY, Lee YS, Lee SJ. Suppression of extra-
cellular signal-related kinase and activation of p38 MAPK are
two critical events leading to caspase-8- and mitochondria-
mediated cell death in phytosphingosine-treated human can-
cer cells. J Biol Chem  2003;278:50624-50634

13 Ling MT, Wang X, Ouyang XS, Lee TK, Fan TY, Xu K, Tsao
SW, Wong YC. Activation of MAPK signaling pathway is
essential for Id-1 induced serum independent prostate cancer
cell growth. Oncogene  2002;21:8498-8505

14 Sawafuji K, Miyakawa Y, Weisberg E, Griffin JD, Ikeda Y,
Kizaki M. Aminopeptidase inhibitors inhibit proliferation and
induce apoptosis of K562 and STI571-resistant K562 cell lines
through the MAPK and GSK-3beta pathways. Leuk Lymphoma
2003;44:1987-1996

15 Wu J, Haugk K, Plymate SR. Activation of pro-apoptotic
p38-MAPK pathway in the prostate cancer cell line M12 ex-
pressing a truncated IGF-IR. Horm Metab Res  2003;35:751-757

16 Levy-Nissenbaum O, Sagi-Assif O, Raanani P, Avigdor A,
Ben-Bassat I, Witz IP. cDNA microarray analysis reveals an
overexpression of the dual-specificity MAPK phosphatase
PYST2 in acute leukemia. Methods Enzymol  2003;366:103-113

17 Zhu KQ, Zhang SJ. Involvement of ATM/ATR-p38 MAPK
cascade in MNNG induced G1-S arrest. World J Gastroenterol
2003;9:2073-2077

18 Liu HS, Pan CE, Liu QG, Yang W, Liu XM. Effect of NF-
kappaB and p38 MAPK in activated monocytes/macroph-
ages on pro-inflammatory cytokines of rats with acute
pancreatitis. World J Gastroenterol  2003;9:2513-2518

19 Wang CH, Tang CW, Liu CL, Tang LP. Inhibitory effect of
octreotide on gastric cancer growth via MAPK pathway. World
J Gastroenterol  2003;9:1904-1908

20 Nemeth ZH, Leibovich SJ, Deitch EA, Sperlagh B, Virag L,
Vizi ES, Szabo C, Hasko G. Adenosine stimulates CREB acti-
vation in macrophages via a p38 MAPK-mediated mechanism.
Biochem Biophys Res Commun  2003;312:883-888

21 Fujikawa K, Miletic AV, Alt FW, Faccio R, Brown T, Hoog J,
Fredericks J, Nishi S, Mildiner S, Moores SL, Brugge J, Rosen
FS, Swat W. Vav1/2/3-null mice define an essential role for
Vav family proteins in lymphocyte development and activa-
tion but a differential requirement in MAPK signaling in T
and B cells. J Exp Med  2003;198:1595-1608

22 Lee KH, Hyun MS, Kim JR. Growth factor-dependent activa-
tion of the MAPK pathway in human pancreatic cancer: MEK/
ERK and p38 MAP kinase interaction in uPA synthesis. Clin

Exp Metastasis  2003;20:499-505
23 Kundu AK, Nagaoka M, Chowdhury EH, Hirose S, Sasagawa

T, Akaike T. IGF-1 induces growth, survival and morphologi-
cal change of primary hepatocytes on a galactose-bared poly-
mer through both MAPK and beta-catenin pathways. Cell
Struct Funct  2003;28:255-263

24 Lu JB, Sun XB, Dai DX, Zhu SK, Chang QL, Liu SZ, Duan WJ.
Epidemiology of gastroenterologic cancer in Henan Province,
China. World J Gastroenterol  2003;9:2400-2403

25 Zhang C, Liu ZK. Gene therapy for gastric cancer: a review.
World J Gastroenterol  2003;9:2390-2394

26 Zhu XD, Lin GJ, Qian LP, Chen ZQ. Expression of survivin in
human gastric carcinoma and gastric carcinoma model of
rats. World J Gastroenterol  2003;9:1435-1438

27 Wang LD, Zheng S, Zheng ZY, Casson AG. Primary adenocar-
cinomas of lower esophagus, esophagogastric junction and
gastric cardia: in special reference to China. World J Gastroenterol
2003;9:1156-1164

28 Yin GY, Zhang WN, Shen XJ, Chen Y, He XF. Ultrastructure
and molecular biological changes of chronic gastritis, gastric
cancer and gastric precancerous lesions: a comparative study.
World J Gastroenterol  2003;9:851-857

29 Guo HQ, Guan P, Shi HL, Zhang X, Zhou BS, Yuan Y. Pro-
spective cohort study   of comprehensive prevention to gastric
cancer. World J Gastroenterol  2003;9:432-436

30 Xi WD, Zhao C, Ren GS. Endoscopic ultrasonography in pre-
operative staging of gastric cancer: determination of tumor
invasion depth, nodal involvement and surgical resectability.
World J Gastroenterol  2003;9:254-257

31 Chen C, Liu FK, Qi XP, Li JS. The study of chemiluminescence
in gastric and colonic carcinoma cell lines treated by anti-
tumor drugs. World J Gastroenterol  2003;9:242-245

32 Cai L, Zheng ZL, Zhang ZF. Risk factors for the gastric cardia
cancer: a case-control study in Fujian Province. World J
Gastroenterol  2003;9:214-218

33 Hu JK, Chen ZX, Zhou ZG, Zhang B, Tian J, Chen JP, Wang L,
Wang CH, Chen HY, Li YP. Intravenous chemotherapy for
resected gastric cancer: meta-analysis of randomized con-
trolled trials. World J Gastroenterol  2002;8:1023-1028

34 Niu WX, Qin XY, Liu H, Wang CP. Clinicopathological analy-
sis of patients with gastric cancer in 1200 cases. World J
Gastroenterol  2001;7:281-284

35 Xue FB, Xu YY, Wan Y, Pan BR, Ren J, Fan DM. Association of
H pylori infection with gastric carcinoma: a Meta analysis.
World J Gastroenterol  2001;7:801-804

付广, 等. MAPK信号转导通路与生存素反义寡核苷酸诱导人胃癌细胞凋亡的关系                                              1039



World Chin J Digestol  2004 May;12(5):1040-1043
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

PO Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 肝癌 LIVER CANCER •

肿瘤转移抑制基因KAI1对MHCC97-H肝癌细胞粘弹
性的影响

彭志红, 杨建民, 司遂海, 房殿春, 陈文生, 罗元辉

彭志红, 杨建民, 司遂海, 房殿春, 陈文生, 罗元辉, 中国人民解放军第
三军医大学西南医院全军消化专科中心  重庆市  400038
彭志红, 女, 1975-08-11生, 四川省郫县人, 汉族, 2001年第三军医大学消
化病学硕士生. 主要从事肝癌侵袭转移机制及基因治疗研究.
国家自然科学基金资助项目, No. 30070348
项目负责人: 杨建民, 400038, 重庆市, 中国人民解放军第三军医大学西南
医院全军消化专科中心.  jianminyang@hotmail.com
电话:023-68754678
收稿日期: 2003-11-13    接受日期: 2003-12-08

Effects of metastasis-suppressor gene
KAI1 on viscoelastic properties of
hepatocellular carcinoma MHCC97-H
cells with high metastatic potential

Zhi-Hong Peng, Jian-Min Yang, Sui-Hai Si, Dian-Chun Fang,

Wen-Sheng Chen, Yuan-Hui Luo

Zhi-Hong Peng, Jian-Min Yang, Sui-Hai Si, Dian-Chun Fang, Wen-Sheng
Chen, Yuan-Hui Luo, Gastroenterology Research Center, Southwest
Hospital, Third Military Medical University, Chongqing 400038, China
Supported by the National Natural Science Foundation of China, No.
30070348
Correspondence to: Jian-Min Yang, Gastroenterology Research Center,
Southwest Hospital, Third Military Medical University, Chongqing
400038, China.  jianminyang@hotmail.com
Received: 2003-11-13    Accepted: 2003-12-08

Abstract
AIM: To study the effects of metastasis-suppressor gene
KAI1 on viscoelastic properties of hepatocellular carcinoma
MHCC97-H cells with high metastatic potential.

METHODS: The viscoelastic properties of  MHCC97-H cells
with high metastatic potential transfected with sense or
antisense KAI1 expression plasmid in our previous experi-
ments were measured by means of micropipette aspiration
technique.

RESULTS: The elastic coefficients K1, K2 and µ of the
MHCC97-H cells were significantly higher after transfected
with sense KAI1 expression plasmid (P =0.007), lower after
transfected with antisense KAI1 expression plasmid (P =0.000),
and no significantly different after transfected with its control
vector pCI-neo without KAI1 gene (P =0.444), as compared
with their paternal MHCC97-H cells.

CONCLUSION: The metastasis-suppressor gene KAI1 may
significantly affect the viscoelastic properties of  MHCC97-
H cells with high metastatic potential. It offers an impor-
tant clue to study the mechanisms of invasion and me-
tastasis of the malignant tumor.

Peng ZH, Yang JM, Si SH, Fang DC, Chen WS, Luo YH. Effects of
metastasis-suppressor gene KAI1 on viscoelastic properties of hepato-
cellular carcinoma MHCC97-H cells with high metastatic potential.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1040-1043

摘要

目的: 探讨肿瘤转移抑制基因KAI1对高转移潜能肝癌细胞

MHCC97-H 粘弹性的影响

方法: 采用微管吸吮技术研究我们前已转染人类KAI1全长

正或反义结构基因的人肝癌MHCC97-H细胞粘弹特性

结果: MHCC97-H肝癌细胞的粘弹性系数K1 K2 µ在
转染KAI1正义基因后明显增加(P =0.007) 在转染KAI1

反义基因后明显降低(P =0.000) 而转染空载体后则无明

显变化(P =0.444)

结论: KAI1基因对肝癌细胞的粘弹性有明显影响 这为肝

癌侵袭和转移机制的研究提供了重要线索
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0   引言

肝癌是常见的恶性肿瘤之一[1-7] 严重威胁人类健康

其侵袭转移和复发是患者死亡的主要原因[8-12] 因此

探索肝癌转移 复发的发生机制 寻求有效的抗转移治

疗措施 对改善肝癌患者的预后具有重要意义. 肿瘤的

侵袭和转移是具有复杂细胞流变学机制的病理过程

其浸润性生长和穿透内皮细胞的过程是以癌细胞的运

动和变形为基础的 而粘弹性则是与细胞运动和变形

密切相关的生物物理特性. 我们从此角度入手 试图通

过探讨肿瘤转移抑制基因KAI1对高转移潜能肝癌细胞

MHCC97-H粘弹性的影响 进而揭示肝癌细胞侵袭 转

移的可能分子生物力学机制.

1   材料和方法

1.1 材料  MHCC97-H肝癌细胞系为上海复旦大学医学

院附属中山医院肝癌研究所建立[13] 的高转移潜能细

胞 属贴壁生长型. 我们前已利用亚克隆技术构建了

人类KAI1 全长正 反义结构基因哺乳动物真核表达



质粒 通过DOTAP脂质体介导的转染系统分别将其转

入该肝癌细胞中 并进行了基因整合和表达的鉴定 说

明基因转染成功 可获得预期KAI1蛋白表达[14]. 转染

有KAI1正义基因的肝癌细胞重新为MHCC97-H-S 转

染有KAI1反义基因的肝癌细胞命名为MHCC97-H-AS

转染有pCI-neo空载体的肝癌细胞命名为MHCC97-H-

pCI. 细胞培养条件为: 高糖DMEM加100 mL/L胎牛血清

和两种抗生素(青霉素100 mg/L 链霉素 100 mg/L)

37 50 mL/L CO2 饱和湿度培养. 在细胞处于对

数生长期时均经2.5 g/L酶 /0.4 g/L EDTA消化后悬浮于

DMEM培养液中 浓度约为5 109/L. 微管吸吮实验

中细胞分为4组 分别为MHCC97-H-S组 MHCC97-

H-AS组 MHCC97-H-pCI组及MHCC97-H亲本细胞

对照组 每组各观察测量20个细胞. 整个微管吸吮实

验在3 h内完成.

1.2 方法

1.2.1 微管吸吮实验  采用微管吸吮技术对单个细胞的粘

弹特性进行实验测试[15]. 本实验在重庆大学生物医学工

程学院及国家教育部生物力学与组织工程重点实验室

完成. 微管吸吮实验系统由倒置显微镜 显微微操作

器 图像处理仪 压力控制和记录系统及微管等部分

组成(图 1). 将细胞悬液0.5 mL注入一特定的圆形小室

内 一同置于倒置显微镜(Axiovert 35 Zeiss Co.德国)

载物台上. 微管采用普通玻璃毛细管由微管拉制器(P-

87.S µtter Ins.Co. 美国)拉制而成 微管与显微微操
作器(MR5170 eppendorf Co. 德国)相连并通过他连

接于压力控制和记录系统. 利用显微微操作器控制微管

尖部靠近细胞表面 并用重庆大学研制的自动压力控

制和记录系统通过微管给细胞施以阶跃负压 使细胞

的一小部分吸入微管 细胞在微管内的变形时间过程

由图像处理仪(Vidas21 德国)记录 并通过回放所记

录的图像测量细胞在微管内的变形值. 所有实验均在室

温(约 15 )下进行 整个系统在图像监视器上的放大

倍数为3 500 倍 并用40 µm的光栅尺进行标定.

图1  微管吸吮实验系统.

1.2.2 细胞粘弹性模型  在本研究中 MHCC97-H细胞

在外加负压作用下发生小的被动变形. 肝癌细胞可视为

不可压缩的均质粘弹性球形固体 其半径为R. 为对实

验结果进行分类和比较 采用一粘弹性拟合实验结

果 可定量地比较在不同条件下细胞的粘弹性参数. 参

照文献[16]选用标准线性固体模型拟合肝癌细胞变形的

实验数据. 该模型由两条平行的 臂 组成 其中一

臂为弹性系数为K1的弹性元件 另一臂为弹性系数为

K2的弹性元件与粘性系数为 µ的粘性元件串联组成
其本构方程由下式给出:

         这里 和 分别为应力和应变                           分别

为应力和应变对时间的偏导数. 弹性系数K1和K2与时

间无关 主要描述细胞的刚性 反映细胞的初始变形程

度随[(1/K1)+(1/K2)]而变化. 粘性系数µ描述了细胞变形
对时间的依赖性 反映了细胞的粘性. 在本文所设计的

蠕变力学实验中 细胞蠕变特性由时间常数 µ[(1/K1)+
(1/K2)]确定 最大变形值正比于1/K1[17].

         统计学处理  采用两样本均数t 检验进行显著性分析.

2   结果

在475 N/m2的阶跃负压作用下 肝癌细胞在微管内的

变形经历了初始快速响应和其后稳定增加的时间过程

(图2). 经拟合计算测得MHCC97-H亲本细胞 转染正

义KAI1基因 反义KAI1基因以及空载体后该肝癌细胞

的弹性系数K1 K2及粘性系数µ. MHCC97-H-AS细胞
的弹性系数K1 K2和粘性系数µ较对照组MHCC97-H
亲本细胞相应值降低 差异有显著性(P =0.000)(表 1)

这表明在实验条件下MHCC97-H-AS细胞较MHCC97-

H亲本细胞的刚性降低 变形性增加; MHCC97-H-S

细胞粘弹性系数K1 K2和 µ均较对照组MHCC97-H
亲本细胞的相应值增加 差异有显著性(P =0.007) 这

表明MHCC97-H-S细胞较MHCC97-H亲本细胞变形

性降低; 而MHCC97-H-pCI细胞与MHCC97-H亲本细

胞比较则无明显变化(P =0.444).

表1  MHCC97-H肝癌细胞KAI1正反义基因转染前后粘弹性系数

粘弹性系数                 MHCC97-H          MHCC97-H-S        MHCC97-H-AS   MHCC97-H-pCI

                  (mean±SD)                 (mean±SD)             (mean±SD)              (mean±SD)

K1 (dyn/cm2)    434.9 12.6   450.95 15.3a  372.75 24.9b   437.6 9.5

K2 (dyn/cm2)    649.1 15.2     670.3 15.8a   584.5 13.3b   643.2 9.9

µdyn/(s cm2)  227.4 10.4    251.9 13.6a   214.3 13.7b   233.2 9.1

aP <0.05, bP <0.01, vs MHCC97-H.

 
( )[ ] tt ∂∂ΚΚ++Κ=∂∂Κ+ //1/)/( 2112 εµεσµσ

tt ∂∂∂∂ // εσ 和

彭志红, 等. 肿瘤转移抑制基因KAI1对MHCC97-H肝癌细胞粘弹性的影响                                                 1041

A

  

 
 

 

 

光源

微管压力
记录

细胞悬浮液
监视器

压力
控制

倒置显微镜

摄像头 图 像 处理系统

 P(t)

 d(t)



图2  MHCC97-H细胞在微管中随时间变化的变形图(时间间隔为200 ms).

3   讨论

KAI1基因是1995年发现的一个新基因[18] 是前列腺癌

的转移抑制基因. KAI1基因定位于人类染色体11p11.2

编码产物为含267 个氨基酸的细胞膜糖蛋白 属于跨

膜4超家族[19] (Transmembrane 4 superfamily TM4SF).

该家族包括ME491/CD63 MRP-1/CD9 TAPA-1

CD81 CD37 和 CD53 等 大部分成员已被确定为白

细胞表面蛋白 其中至少3种与肿瘤转移有关 包括

CD9/MRP-1 CD63/ME491 CD82/KAI1. KAI1 基因

不仅在前列腺癌中表达下调 而且在多种人类实体上

皮肿瘤如结直肠癌[20-23] 胰腺癌[24]中均存在表达异常

的现象 由此认为KAI1基因不仅能抑制前列腺癌的转

移 而且可能对其他恶性肿瘤的侵袭和转移也起抑制

作用[25-27].

        肿瘤不仅在原发灶通过肿瘤血管从宿主获得营养

而且向宿主输出大量恶性细胞 导致肿瘤不断生长和转

移[28-31]. 肝癌患者死亡的主要原因就在于其侵袭转移[32].

癌细胞的侵袭转移是一个复杂的生物学过程 涉及癌

细胞从原发灶脱落 侵袭和穿透基底膜 降解细胞外基

质 向远处转移等[33]. 在此过程中首要的和重要的是癌

细胞的运动和变形性 而粘弹性是与细胞运动和变形

密切相关的生物物理特性. 本实验即是从此角度入手

采用微管吸吮技术 测定已转染正 反义KAI1基因的

高转移潜能肝癌MHCC97-H细胞的粘弹性 从正反两

方面阐明KAI1基因对肝癌细胞粘弹性的影响 进而探

讨KAI1基因在肝癌侵袭转移过程中的重要作用. 从实验

结果可以看出 转染反义KAI1基因后 MHCC97-H-
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AS 的 3 个粘弹性系数K1 K2 和 µ均小于未转染组
且二者间差异具有显著性 说明MHCC97-H-AS 较

MHCC97-H亲本细胞更易发生运动和变形 提示反义

KAI1基因可能降低了肝癌细胞与周围组织的黏附性而

容易从原发灶脱落 这样MHCC97-H-AS癌细胞就更

具有侵袭和转移的恶性表型. 转染正义KAI1 基因的

MHCC97-H-S细胞粘弹性系数K1 K2和 µ均大于未
转染组 且二者间差异具有显著性 说明MHCC97-

H-S细胞没有MHCC97-H细胞容易运动和变形 提示

KAI1 正义基因降低了MHCC97-H的粘弹性 因而可

能会降低癌细胞的侵袭和转移能力. 转染pCI-neo空载

体的MHCC97-H-pCI细胞粘弹性系数K1 K2和 µ与
MHCC97-H细胞比较无明显变化.

        由上可知 肿瘤转移抑制基因KAI1影响了肝癌细

胞的粘弹性 这为肿瘤侵袭和转移机制的研究提供了

重要线索. 但肿瘤的发生 发展与宿主的微环境是密不

可分的 与肿瘤细胞之间的相互作用也是相关联的

在今后的工作中我们拟采用动物模型的办法 研究体

内肝癌侵袭 转移过程中KAI1 基因的变化及其分子

机制 进一步为肝癌转移的防治提供理论和实验依据.

   致谢:重庆大学生物工程学院及国家教育部生物力学与
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Abstract
AIM: To diagnose extrahepatic feeding arteries of hepato-
cellular carcinoma (HCC) in hepatic arterial phase multislice
computerized tomography (MSCT) for interventional
treatment.

METHODS: Biphasic MSCT and transcatheter arterial
chemoembolization (TACE) were performed in 52 patients
with HCC, who were confirmed with 60 branches extrahepatic
feeding arteries by arteriography, in which 34 were intial
patients, 18 with multi-TACEs. According to the arteriography,
the MSCT signs of feeding arteries and tumors were studied
retrospectively.

RESULTS: Before initial TACE, 34 branches extrahepatic
feeding arteries (56.7%, 34/60) were displayed in 33 patients
in arterial phase MSCT. Follow-up data showed that another
13 branches were displayed (78.3%, 47/60), and 13
branches were not displayed. All the tumors fed by extrahe-
patic arteries located in the margin of liver and its longitude
was average 6.9±2.2 cm. The tumors conglutinated with
the nearby organs and tissues in 36 cases. The displaying
rate was higher in longitudinal position arteries (for
example, inferior phrenic arteries, internal thoracic artery.),
showed a “dot” high density. In 33 branches feeding infe-
rior phranic arteries, 21 branches were displayed as the
source arteries. The displaying rate was lower in axial
position arteries.

CONCLUSION: Arterial phase MSCT can display extrahepatic
feeding arteries of HCC easily. While TACE, extrahepatic

arteries are firstly identified and TACE later, followed by
transhepatic artery TACE, which can improve the efficacy
of interventional treatment.

Jiang ZB, Shan H, Huang MS, Li ZR, Shen XY, Guan SH, Zhu KS.
Multislice spiral CT displaying extrahepatic feeding arteries of hepato-
cellular carcinoma for interventional treatment. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(5):1044-1047

摘要

目的: 探讨利用多层螺旋CT(multislice CT MSCT)发现肝

癌寄生动脉的方法及其在介入治疗中的意义.

方法: 肝癌患者52例行MSCT双期增强扫描及化疗栓塞

(TACE)治疗 动脉造影证实有60 支寄生动脉 34 例为

首次治疗的患者 18例经多次介入治疗. 回顾性研究寄生

动脉及其供血肿瘤在MSCT上的表现及如何选择介入治疗

程序.

结果: 介入治疗前MSCT显示寄生动脉34支 阳性率为

56.7% (34/60); 多次复查时又显示13支 总阳性率为78.3%

(47/60). 13 支未显示. 寄生动脉供血的病灶均位于肝脏边

缘 长径平均6.9 2.2 cm. 在MSCT 上 36 例可见肿

瘤侵犯附近组织或器官. 呈纵行走向的寄生动脉(如膈下动

脉 胸廓内动脉)易于在CT上显示 横行走向的寄生动脉

不易显示.

结论: MSCT动脉期扫描可显示纵行走向的寄生动脉. 介入

治疗时 先寻找寄生动脉并经其行TACE 再经肝动脉途

径TACE 可有效提高介入治疗的质量.

姜在波, 单鸿, 黄明声, 李征然, 沈新颖, 关守海, 朱康顺. 多层螺旋CT显示肝
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0   引言

肝癌在我国常见[1-4] 其诊断和治疗已有不少进展. 肝

癌介入治疗也取得进步. 肝癌的肝外供血动脉称为寄生

动脉 能否寻找到寄生动脉并对其实施有效治疗可影

响到患者的预后. 多层螺旋CT (multislice CT MSCT)因

扫描速度快 能够清晰显示动脉血管 为诊断和治疗提

供很大的帮助. 笔者回顾性分析血管造影证实有寄生动

脉供血的52例肝癌患者的MSCT资料 发现MSCT在

显示肝癌的寄生动脉上有一定规律性 对指导介入治

疗有一定的临床意义.



1   材料和方法

1.1 材料  2001-02/2003-11原发性肝癌患者52例血管

造影证实有寄生动脉 60 支 47 例有 1 支 3 例各有

2支 1例有3支 1例有4支(表 1). 每次介入治疗前

患者做MSCT (GE LightSpeed QX/i)动脉期 静脉期

扫描 部分患者做动脉早期扫描 每例患者皆有2次以

上MSCT扫描和介入治疗.

        R-IPA右膈下动脉 L-IPA左膈下动脉 R-ITA右

胸廓内动脉 L-ITA 左胸廓内动脉 R-AA右肾上腺

动脉 R-RCA右肾包膜动脉 LGA胃左动脉 OA网

膜动脉 R-ICA 右肋间动脉(含腰动脉).

1.2 方法  MSCT扫描技术分2种  (1)常规条件: 层厚10 mm

层间距10 mm 床速为15 mm/rot 螺距 3 重建层

厚5 mm 重建层间距2 mm; (2)特殊条件: 层厚 5 mm

层间距 5 mm 床速为 7.5 mm/rot 螺距 3 重建层

厚2.5 mm 重建层间距1 mm. 当高度怀疑肿瘤有寄生

动脉供血时直接做特殊条件扫描. 增强扫描时从手背或

肘静脉以高压注射器注射造影剂(优维显 I 300 g/L或碘

必乐I 300 g/L)80-85 mL (1.5 mL/kg) 注射速率3 mL/s 肝

动脉早期 肝动脉期及门静脉期分别于注射后18 27

和 65 s开始扫描.

        介入治疗程序分2种 (1)先经肝动脉途径对肿瘤进

行化疗栓塞(transcatheter arterial chemoembolization

TACE) 再依据病变的部位 肿瘤染色是否完整及

MSCT 上可疑的寄生动脉征像 针对性行腹腔动脉

肠系膜上动脉 胃左动脉 膈下动脉 肾上腺动脉 肋

间动脉和胸廓内动脉等靶动脉造影寻找寄生动脉 并

经寄生动脉TACE; (2)术前MSCT上显示有明显的寄生

动脉影像时 先寻找寄生动脉做TACE 再经肝动脉

途径TACE. 经寄生动脉TACE时一定要超选择插管

提倡使用微导管 避免碘油化疗药物进入正常动脉支. 1-

3 mo后MSCT复查并做第2个疗程介入治疗 依次重复.

2   结果

2.1 MSCT及血管造影显示寄生动脉情况  影像诊断医

生未能通过MSCT对 52 例患者的寄生动脉作出诊断

介入医生在治疗前只对 25 例患者怀疑有寄生动脉供

血 未超过50%. 血管造影发现寄生动脉时 34例为

首次介入治疗的患者(图1 2) 18例经2次以上治疗

12 例合并肝动脉闭塞. 通过对照造影片及CT 资料分

析 介入治疗前33例患者CT片上发现疑似寄生动脉

34支 阳性率为56.7% (34/60); 多次复查时CT片上又

显示13 支 总阳性率为78.3%(47/60); 13 支未显示

阴性率为21.7%(13/60)(表 2). 除 3例膈下动脉因管径细

小而未显示外 其余未显示的寄生动脉如肋间动脉 肾

包膜动脉等因为横向走行 扫描间隔宽而漏掉(图1 3).

2.2 寄生动脉及供血肿瘤的MSCT表现  呈纵行走向的

寄生动脉容易显示 典型者见于右膈下动脉 表现为位

于右膈脚的点状高密度影(图1-3) 较正常者增粗 可

于多个层面上连续显示. 胸廓内动脉也易于显示 表现

为位于前胸壁内的点状高密度影. 在CT所显示的33条

膈下动脉中 通过图像重建技术21条显示了起源. 呈横

向走行或分布无规律的寄生动脉难以显示 但仍可见肿

瘤周围的血管影像(图1). 所有寄生动脉供血的肿瘤均位

于肝脏边缘 与寄生动脉的走行 分布有明显的对应性.

在发现寄生动脉供血时 肿瘤长径3.5-15 (6.9 2.2 cm).

有时可见不同来源的供血动脉所供血肿瘤组织之间的

分隔(图2). 52例患者中36例见肿瘤与周围组织有明显

的粘连.

表1  肝癌52例 60支寄生动脉与供血肿瘤的关系(支)

寄生动脉
肿瘤位置
          R-IPA          L-IPR          R-ITA          L-ITA           R-AA          R-CRA            LGA             OA R-ICA

右上叶 25 1

方叶   7 5 2 3

右下叶 1 2 3     3

尾叶 2

肝左叶 3 3

总计 32 4 5 2 3 2 6 3     3

表2  肝癌52例MSCT动脉期显示寄生动脉情况(支)

寄生动脉
CT
           R-IPA           L-IPA          R-ITA           LITA          R-AA          R-RCA            LGA            OA R-ICA

首次 24 4 1 2 2 1

复查   7 2 1 1 1 1

未显示   1 2 2 3 2     3

总计 32 4 5 2 3 2 6 3     3

姜在波, 等. 多层螺旋CT显示肝癌寄生动脉在介入治疗中的意义                                                  1045



图1  男, 53岁, 原发性肝癌, 第 1次介入治疗. A: 右肝上 下叶肿瘤,
长径13 cm, 肿瘤周边可见增粗的动脉影(大 小箭), 右膈角见增粗
的右膈下动脉影(箭头); B: 扩张增粗的动脉影于多个层面上显示, 两箭
所示动脉影推测为同一血管; C: 腹腔动脉造影, 示肿瘤除由肝右动脉
供血外, 增粗的网膜动脉亦供血肿瘤, 证实CT所见; D: 左右膈下动脉
共干起自右肾动脉, 扩张的右膈下动脉分支供血肿瘤; E: 第 12肋间动
脉造影, 见肿瘤染色, CT片上未显示.

图2  男, 46岁, 原发性肝癌, 第 1次介入治疗. A: 肝右上叶肿瘤, 长径
约12 cm. 动脉期可见右膈角点状高密度影(白箭), 直径约3.5 mm, 为
扩张的右膈下动脉; B: 静脉期肿瘤内部可见更低密度坏死区, 病灶之
间可见不规则条状分隔; C: 肝总动脉造影示肿瘤主要由肝右动脉供血,
外上方存在染色缺损区; D: 右膈下动脉造影示右膈下动脉增粗, 多支
寄生动脉供血病灶外围, 与 2C图形成完整的肿瘤染色, 证实CT所见增
粗之右膈下动脉为寄生动脉.

2.3 经寄生动脉介入治疗  52例患者中39例肿瘤同时由

肝动脉和寄生动脉双重供血 30例患者首次造影时可

发现明显的肿瘤染色缺损区 即刻寻找到寄生动脉后

造影 刚好形成完整的肿瘤染色(图2). 6例造影时肿瘤

染色比较完整的患者 由于CT 片上显示增粗的寄生

动脉 经进一步针对性造影而证实. 52 例患者经寄生

动脉 TACE 时 均达到了超选择性插管 49 例使用

了微导管 但13例仍有少许碘油进入正常动脉支. 由

于担心栓塞正常组织 致使7例患者肿瘤栓塞不完全.

TACE后 对寄生动脉肿瘤支以PVA颗粒或明胶海绵

栓塞 其中23例合并经导管注射无水乙醇闭塞血管

无严重并发症发生.
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3   讨论

寄生性供血指肝动脉以外的其他器官或组织的营养动

脉参与肿瘤供血 与肝动脉闭塞后形成的侧支动脉有

不同. Takeuchi et al 对23例患者用球囊临时阻塞肝固有

动脉后行CT扫描及血管造影观察 22例即刻出现肝

外供血 主要来自左右膈下动脉 肠系膜上动脉 腹腔

干和胃左动脉. 这些动脉中虽然并非全部为寄生动脉

也由此说明了肝癌血供的丰富性及复杂性 给介入治

疗带来了困难. 寄生性供血与肿瘤所在部位和范围有

关 如肝脏后面及两侧上部有冠状韧带 三角韧带与膈

后部及外侧相连 右肝后部有一部分无腹膜覆盖为肝

裸区 直接与膈相连 与肾后间隙相通. 因此与膈面相

连的癌灶可从膈动脉获得血供; 若肿瘤突破肝裸区向肾

后间隙生长 肾上腺动脉也为其提供血供; 左外叶肝癌

则可通过左三角韧带与冠状韧带从左膈动脉获得血供.

所以 肝脏表面的癌组织侵及附近的组织器官就可获

得寄生血供. 本组资料MSCT显示肿瘤明显与周围组织

粘连者36例 也证明了此种现象. 有多支供血者其长

径均在 5 cm 以上 说明肿瘤越大 越易侵犯周围组

织 并从肝外获得血供.

        普通CT由于扫描速度慢 一般难于发现细小的寄

生动脉. Gokan et al 对16例膈下动脉供血型肝癌进行了

螺旋CT研究 用10 mm层厚双期扫描 动脉期在右

膈脚显示增宽的右膈下动脉 根据肿块的位置 16例

患者中13例正确预测到起源. 而本组MSCT所显示的33

条膈下动脉中 通过重建技术21条显示了其起源 显

示率偏低的原因可能与扫描技术有关. 笔者认为位于肝

脏周边的肿瘤 MSCT 动脉期其周围可见扩张的血管

影像 提示有肝外寄生动脉供血 介入治疗时一定要

仔细 耐心寻找. 由于肿瘤血流量大于正常组织 寄

生动脉血管较正常者增粗. 国人正常膈下动脉管径左侧

平均为2.0 mm 右侧平均为2.1 mm. 本组31例右膈下

动脉测量 其管径平均为3.3 mm 明显高于正常值

与文明 et al 报道基本一致. Ohgiya et al 对166例肝癌患

者行双期螺旋CT 扫描评估异常的肝和胃动脉 于注

射造影剂后30 s 和 70 s 扫描 在动脉造影有异常动脉

的43 患者中CT 发现 38 例 阳性率88% 高于本组

资料78.3%的阳性率. 作者认为仔细观察静脉韧带裂和

门腔静脉间隙可帮助发现寄生动脉 对外科和介入治

疗有一定指导作用. CT不能发现寄生动脉的漏诊主要与

术者的经验有关. 由于原发性肝癌是一种血供比较丰富

的肿瘤 如果常规肝动脉造影不能发现相应的肿瘤染

色 需要积极寻找肝外供血动脉. 介入治疗时 先经

肝动脉TACE 如果血管造影机分辩率不高 病灶内

大量的碘油沉积后可能影响到发现细小的寄生动脉

或因栓塞后患者的不适也易忽视寻找寄生动脉. 笔者建

议 术前仔细阅读CT片 如果怀疑有寄生供血 先寻

找寄生动脉并经其TACE 再经肝动脉TACE. 由腹主动

脉或其分支发出的寄生动脉 笔者推荐使用MIK或SHK

导管寻找 再根据情况决定是否更换导管或使用微导

管. TACE时 对寄生动脉肿瘤支一定要达到完全性栓

塞. 总结本组资料 寄生动脉及其供血肝癌的MSCT征

像: (1)病灶位于肝脏边缘 范围大 呈膨胀性生长; (2)

肿瘤与附近组织粘连; (3)肿瘤周围有明显扩张的动脉血

管影像 呈纵行走向的寄生动脉发现率高 部分可正确

预测其起源.
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Abstract
AIM: To investigate the involvement of G1/S regulators
during ALA-PDT-mediated cell cycle arrest.

METHODS: Colon carcinoma SW480 cells were treated with
1 mmol/L ALA and 6 h later irradiated with 9 J/cm2 631 nm
light from a laser. The analysis of cell cycle arrest by ALA-
PDT was performed by flow cytometry.  The effect of ALA-
PDT on G1/S cell cycle regulators Chk2, CyclinD1 and
P21WAF1/Cip1/Sdi1 was examined by using immunocy-
tochemical technique.

RESULTS: ALA-PDT resulted in G0-G1 phase arrest of the
tumor cell cycle in post-PDT in a time-dependent manner.
Immunocytochemical analysis revealed that PDT resulted
in an induction of G1/S checkpoint regulation factors such
as Chk2 and P21WAF1/Cip1/Sdi1, and a down-regulation
of CyclinD1 in a time-dependent manner.

CONCLUSION: ALA-PDT causes G0-G1 phase arrest of
SW480 cell cycle in post-PDT earlier period; PDT-medi-
ated induction of G1/S checkpoint regulators Chk2 and
P21WAF1/Cip1/Sdi1 results in the imposition of artificial
checkpoint at G1-S checkpoint thereby leading to an arrest
of cells in G0-G1 phase of the cell cycle through inhibition in
cyclinD1 in a time-dependent manner.

Xiao WD, Chen W, Ge HY, Chen ZL. Involvement of G1/S checkpoint
regulators during photodynamic-therapy-mediated cell cycle arrest in
human colon carcinoma SW480 cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;
12(5):1048-1052

摘要

目的: 了解光动力疗法对结肠癌SW480细胞的周期阻滞作

用与G1/S关卡调控因子之间的联系.

方法: 对体外培养的SW480结肠癌细胞进行ALA-PDT实

验 使用流式细胞仪技术观测基于 -氨基乙酰丙酸的光

动力疗法对SW480细胞的细胞周期阻滞作用 应用免疫

细胞化学技术检测光动力疗法对G1/S 关卡调 控 因 子

Chk2 P21WAF1/Cip1/Sdi1 CyclinD1蛋白表达的影响.

结果: 基于 -氨基乙酰丙酸的光动力疗法可在其作用后早

期诱导SW480细胞产生G0-G1细胞周期阻滞, G0/G1期比例

显著增加 而S期和G2/M期比例明显下降 且呈时间依

赖性变化;  光动力作用诱导SW480细胞G1/S关卡调控因子

Chk2, P21WAF1/Cip1/Sdi1蛋白表达增高 降低CyclinD1

蛋白表达 与G1/S 期阻滞进程相一致 均呈时间依赖性

变化.

结论: 基于 -氨基乙酰丙酸的光动力疗法可诱导SW480

细胞产生G0-G1细胞周期阻滞 光动力疗法对SW480细

胞的G0-G1期阻滞作用与其对多个G1/S关卡调控因子的调

节事件有关.
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0   引言

光动力疗法(photodynamic therapy PDT)抑制肿瘤细胞

的作用机制仍不完全清楚. 已有研究表明PDT可通过阻

滞细胞周期于G0-G1期来介导细胞凋亡[1]. 而近来研究表

明G1/S期关卡是影响细胞周期进程的关键限制点,他的

转换决定着细胞是否进入S期继续增生还是停滞或死

亡 也是改进肿瘤治疗效果的理想干预点 而G1/S 关

卡相关调控因子影响着这一进程[2]. 我们研究了ALA-

PDT阻滞肿瘤细胞周期与G1/S关卡调控因子chk2 p21

WAF1/Cip1/Sdi1 CyclinD1之间的可能联系.



1   材料和方法

1.1 材料  -氨基乙酰丙酸( -aminolevulinate acid

-ALA)购自Sigma公司 在实验当天于避光条件下使

用D-Hanks液配制过滤后密封 避光保存于4 备用.

人结肠腺癌SW480细胞株由第四军医大学实验动物中

心细胞库提供; RPMI1640培养基购自Gibco公司; 新生

小牛血清购自Hyclone公司; 小鼠抗人P21 WAF1/Cip1/

Sdi1 mAb 小鼠抗人CyclinD1 mAb购自Santa Cruz公司;

小鼠抗人Chk2 mAb 购自Neomarkers 公司; 免疫组化

EnvisionTM 试剂盒购自DAKO公司.

1.2 方法  SW480细胞常规在RPMI1640培养液(含100 mL/L

灭活新生小牛血清 青霉素100 ku/L 链霉素50 g/L)

中培养. 置于CO2孵箱中 恒温37 50ml/L CO2
饱和湿度. 细胞培养密度0.1 109-1 109/L 每3-4 d传

代1次 取对数生长期细胞用于实验. A实验组(1 mmoL/L

ALA孵育6 h 激光照射30 min); B 正常对照组(不加

ALA孵育 不用激光照射); C光敏剂对照组(1 mmoL/L

孵育 6 h 不用激光照射); D 激光对照组(不加ALA孵

育 激光照射30 min).

1.2.1 ALA-PDT实验  参照REN et al [3]及陈祖林 et al [23]

的方法 将SW480细胞按1 108/L密度接种于培养板

中(免疫组化实验需预置盖玻片) 待其贴壁后 吸出含

血清培养液后 D-Hanks液轻轻漂洗后弃去 于暗室按

预定时间加入含ALA(1mmol/L)的RMPI1640培养液(不

含血清) 孵育6 h 弃去含ALA之培养液 D-Hanks

液轻洗后 加入新鲜培养液 实验组和激光组细胞使用

半导体激光仪(西南师范大学激光所 距光斑3 cm 处

输出功率15 mW 能量密度 9 J/cm2 )垂直照射培养孔

于暗室连续照射30 min 照射后细胞置培养箱中继续培

养到实验设计各组时间 0.25%胰蛋白酶液常规消化

D-Hanks液洗涤后收集备用.

1.2.2 SW480 细胞周期蛋白表达  消化收集各组细胞

1 000 r/min 离心 5 min PBS 漂洗后吹打成单细胞悬

液 700 mL/L 冷乙醇 4 下固定24 h 后送检 流式

细胞仪(BD公司 FACStar-PLUS型)检测细胞周期. Envision

法检测SW480细胞Chk2 cyclinD1 p21WAF1/Cip1/Sdi1

蛋白的表达(按DAKO公司说明书 稍加修改) PDT实

验后 6 12 24 h 依次取出盖玻片 PBS 轻漂洗后

4 冷丙酮液固定5min; 内源性过氧化物酶阻断剂室温

孵育 10 min PBS 漂洗后加入一抗(Chk2 1 100;

cyclinD1 1 50; p21WAF1/Cip1/Sdi1 1 40) 湿盒内

孵育 4 过夜; 加入Envision酶复合物 37 孵育30 min;

PBS 漂洗后DAB镜下显色 水洗终止;  苏木素复染

脱水 透明 封片. 结果判断: 光镜下观察 Chk2

CyclinD1 P21WAF1/Cip1/Sdi1蛋白阳性产物呈棕黄色

以胞核为主 少量胞质亦可见阳性颗粒. 采用美国 Im-

age-pro-plus图像处理系统(Media cybernetics公司)检测

各实验分组中每个样本随机抽取5个区域进行阳性细胞

平均吸光度值(Ax )值测定.

       统计学处理  实验采用SPSS11.0 软件处理数据结

果 采用均值 t检验 结果用mean SD 表示 各组

间相比采用配对 t检验(显著水平 α为0.05)

2   结果

2.1 ALA-PDT对SW480细胞周期的阻滞  PDT组细胞

G0/G1期比例显著增加 而S期和G2/M 期比例明显下

降 同时在PDT作用后早期(6 h)就可观察到此变化 而

在PDT作用后48 h阻滞作用最为明显(表1) 而在3个

组中则未见此种变化(本文未显示数据).

表1  ALA-PDT作用后不同时相点细胞周期的变化(%)

分组    G0/G1期      S期                G2/M期

PDT 前 30.5 5.5 36.9 1.4 30.7 5.1

PDT 6 h 48.0 0.3b 35.9 1.3b 16.1 1.0a

PDT 12 h 55.0 0.8b 33.3 1.9b 11.7 1.1b

PDT 24 h 61.0 2.6a 30.3 2.4   8.6 2.7a

PDT 48 h 72.6 5.8ad 21.9 2.9ac   5.6 2.9ad

aP <0.05, bP <0.01, vs 上一组; cP <0.05, dP <0.01 vs 3个对照组.

2.2 ALA-PDT对 SW480 细胞 P21WAF1/Cip1/Sdi1

CyclinD1 及 Chk2 蛋白表达的影响  镜下观察可见

P21WAF1/Cip1/Sdi1 CyclinD1 Chk2蛋白表达均呈棕

黄色颗粒 主要分布于细胞核 胞质可见有少量表达.

在PDT处理后 SW480细胞cyclinD1表达明显减弱 阳

性表达细胞比率降低 阳性染色变淡 而P21WAF1/

Cip1/Sdi1和Chk2蛋白表达则在PDT处理后表达明显增

强 且均呈时间依赖性变化 与对照组均有显著性差异

(见图1 表2).

表2  PDT作用后G1/S关卡调控蛋白的表达 (A值mean SD)

蛋白 分组        PDT前             PDT后6 h          PDT后12 h      PDT后24 h

CylinD1 PDT 0.317 0.017       0.256 0.020a       0.223 0.014b        0.216 0.014b

                    光敏剂 0.317 0.017       0.298 0.016        0.283 0.060f        0.283 0.026g

                   激光 0.317 0.017       0.282 0.015        0.269 0.011ac       0.263 0.012gh

                   正常 0.317 0.017       0.310 0.020c       0.297 0.013f        0.280 0.016g

P21 WAF1  PDT 0.159 0.015       0.240 0.015b       0.258 0.016b        0.255 0.017f

                   光敏剂 0.159 0.015       0.158 0.020c       0.162 0.017f        0.164 0.029h

                   激光 0.159 0.015       0.152 0.021c        0.161 0.022f       0.172 0.022h

                   正常 0.159 0.015       0.166 0.031c        0.158 0.018f       0.153 0.026h

Chk2 PDT 0.136 0.012       0.191 0.012b        0.195 0.018b       0.194 0.020a

                   光敏剂 0.136 0.012       0.136 0.020d        0.145 0.014e      0.148 0.017

                   激光 0.136 0.012       0.143 0.024c       0.168 0.012a       0.150 0.018g

                   正常 0.136 0.012       0.163 0.034        0.141 0.034        0.142 0.046

aP <0.05, bP <0.01 vs PDT前; cP <0.05, dP <0.01 vs PDT6 h; eP <0.05, fP <0.01 vs

PDT12 h; gP <0.05, hP <0.01 vs PDT24 h.
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3   讨论

PDT作为一种全新的肿瘤治疗手段 近年来备受重视.

但PDT抑制肿瘤细胞的作用机制 仍不完全清楚 一

般认为单态氧以及其他可能的活性氧成分是产生PDT

作用的必要条件. 大量研究表明 PDT可诱导肿瘤细胞

凋亡 也可引起肿瘤细胞坏死 但目前仍无一种统一的

机制来解释这种现象[4, 24-26]. Ahmad et al [1]研究表明

PDT以时间依赖方式导致细胞G0-G1期阻滞和生长停

滞 存活率下降 凋亡. 他们认为PDT诱导的P21WAF1/

Cip1/Sdi1的增加抑制了G1/S关卡转位 从而通过抑制

CyclinD1 细胞周期素依赖性激酶2 (cyclin dependent

kinase 2 Cdk2) Cdk6 CyclinE来使细胞阻滞在G0-G1
期 这种细胞周期阻滞是一种不可逆转的过程 最终

导致凋亡. Fisher et al [5]发现PDT可通过诱导肿瘤细胞

视网膜神经胶质瘤蛋白(retinoblastoma protein PRB)快

速移位和去磷酸化 从而诱导P53和P21WAF1/ Cip1/

Sdi1(以下简称P21WAF1)的表达 促使肿瘤细胞G1/S

期阻滞和凋亡.

        在本研究中 ALA-PDT作用结肠癌细胞SW480后

6 h 即出现细胞生长减缓 细胞存活率下降 且表现

为时间依赖性方式; 12 h后 细胞开始出现明显的增生

抑制 活细胞总数有所下降 而36 h后活细胞总数略

有上升 但细胞总数和存活率仍较对照组差异明显[6].

流式细胞仪检测PDT后不同时相点结肠癌细胞周期变

化 PDT后6-48 h细胞G0/G1指数由30.5 5.5%升至

72.6 5.8%; S期指数则由36.9 1.4% 降到了21.9

2.9%; 而G2/M期指数由PDT后6 h的 16.1 1.0%降到

了5.6 2.9%. 这表明ALA-PDT可以通过阻滞SW480

细胞于G0/G1期来抑制肿瘤细胞继续生长分裂 抑制肿

瘤细胞增生.

         细胞周期关卡(cell cycle checkpoint)是指控制细胞增

生周期中的限速位点 他在DNA复制和有丝分裂前负

责确定DNA合成的完整性 监控DNA的复制 在发生

DNA损伤后修复和阻断细胞进入有丝分裂期 精确调

节细胞周期的进行 以防止增生周期中发生错误[7]. 细

胞周期关卡控制的失调可导致基因不稳定性 增加癌

症易感性[8]. 在细胞周期关卡调控中 G1/S 关卡的调控

至关重要 细胞在该点对DNA损伤 各类信号传导因

子等复杂的细胞内外信号进行整合和传递 决定细胞

是否进行分裂 发生凋亡 或是进入G0期. G1/S 关卡

是细胞对DNA损伤的应激反应通路的重要枢钮 是由

感觉因子(sensor) 传导因子(transducer)和效应因子

(effector)构成的信号传导通路[9]. 近来研究认为 在G1/

S反应通路的上游是ATM (ataxia-telangiectasia mutated)

和ATR(ataxia-telangiectasia and Rad3-related) 两个信号

传导激酶 属于磷脂酰肌醇激酶(PIK)相关家族; 传导因

子主要是两个关卡激酶(check point kinase Chk): 关卡

激酶1(Chk1)和关卡激酶2(Chk2) 他们属于结构上无关

但功能互补的丝氨酸 /苏氨酸激酶家族 也是ATM和

ATR调控的靶点 对DNA损伤做出反应. Chk下游是

执行关卡反应的效应因子 这主要包括Chk激酶的底

物 他们是与DNA修复 转录调节 细胞周期控制有

关的相关蛋白 如P21WAF1 P53 BRCA1 Cdc25A/

C等[10-12, 27-28].

图1  ALA-PDT作用SW480细胞前后的G1/S关卡调控因子的表达(Chk2:A, B: CylinD1; C, D: P21WAF1; E, F: A, C, E为ALA-PDT作用前, B, D,
F为ALA-PDT作用后6 h, PDT作用后Chk2, P21WAF1表达明显增强, CylinD1表达明显减弱.
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        Chk2 [13]可通过调控DNA修复和细胞存亡来调节细

胞周期进程[14]. Chk2是保持细胞G1/S关卡完整性的关键

信使 他通过快速放大从DNA损伤到关卡效应因子的

信号传导 来延迟G1/S期进程和激活DNA修复. G1/S关

卡调控机制通过ATM/ATR-Chk2-CDC25A关卡通路作

用于下游效应因子来诱导快速的G1/S细胞周期阻滞[15-16].

做为对外界刺激的反应 上游信号传导激酶ATM/ATR

激活Chk2 Chk2活化后 以关卡通路的下游效应物为

靶点 沿多个通路传导关卡信号 最终引起细胞周期在

G1/S 期阻滞 激活DNA 修复 在细胞损伤严重的情

况下 诱导细胞凋亡坏死[17]. 目前已证实P21WAF1是

Chk2的一个重要的下游关卡效应因子[15]. 研究表明Chk2

是一个肿瘤抑制因子 Li-Fraumeni Syndrome横纹肌

肉瘤家族均携带有突变的Chk2基因[18].

        CyclinD1 是参与细胞周期G1/S关卡转换的重要正性

调节因子 他在肿瘤细胞中的过度表达使细胞周期G1/S

转换时间缩短 进而促进细胞周期进程和细胞过度增

生 加速其分裂进程[2]. CyclinD1基因同时又是一种弱

致癌基因 可与多种癌基因协同促进细胞转化 其临床

意义与肿瘤类型密切相关[19]. 在正常细胞中CyclinD1受

严格控制 这是由于CDK抑制蛋白(cyclin-dependent

kinase inhibitor CKI)的抑制作用所致. P21WAF1是CKI

家族最重要的成员之一 是CyclinD1的主要抑制因子

以及 G1/S期关卡的重要调控因子 现认为他可通过抑

制Cyclin/CDK 复合体 阻滞DNA损伤后的细胞周期

进程[20] 使细胞周期阻滞于G1期以实现对G1/S期的调

节[21]. 他的G1期关卡调节因子的关键性已被另外一项研

究证实: 作为对外来应激的细胞反应 γ射线照射可引
起表达 p21WAF1 的细胞G 1期停滞 但对缺乏 p21

WAF1表达的细胞则不能发挥周期阻滞作用[22]. 肿瘤细

胞的CKI-Cyclin-CDK调控机制在G1/S关卡存在不同程

度的缺陷 可表现为P21WAF1-CyclinD1-CDK调控机

制失常[29-32]. 我们也发现 SW480 细胞在 PDT 处理前

P21WAF1蛋白阳性表达较弱 CyclinD1则呈强表达 而

在PDT处理后二者呈相反的变化趋势.

        PDT对肿瘤细胞的G0-G1期周期阻滞作用 与G1/S

关卡调控因子的变化均表现出相同的时间依赖方式.

PDT作用后Chk2和 P21WAF1的蛋白表达呈逐渐增高

趋势 而CyclinD1的蛋白水平表达呈渐下降趋势 表明

PDT对SW480细胞的G0-G1期周期阻滞作用与对G1/S关

卡调控因子的调节密切相关. 综合实验结果可以初步推

测: PDT处理后 PDT产生的光化学反应可能通过损伤

肿瘤细胞DNA 诱导了G1关卡负向调控因子Chk2 和

P21WAF1 的表达 从而激活了ATM/ATR-Chk2-

P21WAF1 关卡通路 肿瘤细胞在一定程度上恢复了

G1/S 关卡调控机制 活化的Chk2激活p21WAF1等下

游效应因子 P21WAF1通过抑制CyclinD1与 CDK的

结合来诱导快速的G1/S 细胞周期阻滞 使其发生坏死

或凋亡.
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Abstract
AIM: To study the effect of caffeic acid phenethyl ester
(CAPE) on proliferation, cell cycle, apoptosis in the cul-
tured colorectal cancer cell line HCT116.

METHODS: HCT116 cells were treated with CAPE at serial
concentrations of 80, 40, 20, 10, 5, and 2.5 mg/L. The
proliferative status of HCT116 cells was measured by using
methabenzthiazuron (MTT) assay. Cell cycle was analyzed
by using flow cytometry (FCM) with propidium iodide (PI)
labeling method. The rate of apoptosis was detected by us-
ing FCM with Annexin V-FITC and PI double labeling method.

RESULTS: After HCT116 cells were exposed to CAPE (80,
40, 20, 10, 5 and 2.5 mg/L) for 24, 48, 72 and 96 h, CAPE
displayed a strong growth inhibitory effect on HCT116 cells
in a dose-and time-dependent manner. FCM analysis
showed that G0 /G1 phase rate increased, S phase rate
decreased and apoptosis rate increased after HCT116 cells
were exposed to CAPE (10, 5, and 2.5mg/L) for 24h, which
were positively related to the concentration of CAPE.

CONCLUSION: CAPE can inhibit the proliferation of human
colorectal cancer cell line HCT116, which is related to the
cell cycle arrest and apoptosis.

Xiang DB, He YJ, Wu XH, Wang D, Li ZP, He YH, Mou JH, Xiao HL,
Zhang QH.Inhibitiry effect of caffeic acid phenethyl ester on proliferation
of human colorectal cancer cell line HCT116. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(5):1053-1056

摘要

目的: 探讨咖啡酸苯乙酯(caffeic acid phenethyl ester

CAPE)对体外培养的大肠癌细胞HCT116细胞增生 细胞

周期和凋亡的影响.

方法: 不同浓度CAPE处理体外培养的HCT116细胞后 采

用MTT法检测处理后24 48 72 96 h HCT116 细胞

的增生活性; PI染色 流式细胞仪检测处理后24 h细胞周

期分布; Annexin V-FITC/PI 双染色 流式细胞仪检测处

理后24 h细胞凋亡率.

结果: 80 40 20 10 5.0 2.5 mg/L CAPE 处理

HCT116 细胞 24 48 72 96 h 后 细胞增生明显受

到抑制 呈时间和剂量依赖性特点. 流式细胞仪细胞周期

分析表明 10 5.0 2.5 mg/L CAPE 处理HCT116 细

胞24 h后 G0 /G1 期细胞百分率上升 S期细胞百分率

下降 呈剂量依赖性. 流式细胞仪细胞凋亡率分析表明:

10 5.0 2.5 mg/L CAPE 处理HCT116 细胞 24 h 后

细胞凋亡率上升 呈剂量依赖性.

结论: CAPE对HCT116细胞具有明显的增生抑制作用 其

机制与其阻滞细胞周期和诱导凋亡有关.

向德兵, 何渝军, 吴晓华, 王东, 李增鹏, 何玉虹, 牟江洪, 肖华亮, 张沁宏. 咖
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0   引言

咖啡酸苯乙酯(caffeic acid phenethyl ester CAPE)是一

种酚类抗氧化剂 广泛存在于多种含树脂的植物和蜂

胶中 也能人工合成. 蜂胶在国外作为一种民间药物

证明其有抗病原微生物 抗炎和抗肿瘤作用. 近年国外

有报道 CAPE 作为蜂胶抗肿瘤作用的主要活性成

分 对人白血病和多种实体瘤细胞有抑制增生和诱导

凋亡作用[1-5] 且发现CAPE可显著降低转基因小鼠(转

染突变型APC基因)和致癌剂诱发的大鼠大肠肿瘤的发
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生率[6-7] 但CAPE能否抑制大肠癌细胞HCT116 的增

生,作用机制如何,目前尚不清楚. 我们探讨CAPE对体外

培养的大肠癌细胞HCT116的增生抑制作用及其对细胞

周期和凋亡的影响 初步阐明其抗肿瘤作用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  大肠癌细胞HCT116购自美国ATCC. CAPE

二甲基亚砜(DMSO) 四甲基偶氮唑盐(MTT) 碘化丙

啶(PI)为 Sigma公司产品. RPMI1640培养基 小牛血清

为Hyclone公司产品. Annexin V-FITC试剂盒为美国贝

克曼库尔特公司产品.

1.2方法 HCT116细胞置于37 饱和湿度 含50 mL/L

CO2的孵箱中培养 培养液RPMI1640 含有 100 mL/L

小牛血清 1.0 105U/L青霉素和链霉素. 根据细胞生

长状况每2-3 d 换液 1次 当细胞生长状态稳定 呈

对数生长期时 用于实验. CAPE临用前以DMSO溶解

用RPMI 1640液稀释(RPMI 1640液中DMSO浓度小于

1 mL/L).

1.2.1 细胞增生抑制实验  采用MTT法检测CAPE 对

HCT116细胞生长的抑制作用. 对数生长期的HCT116细

胞以4 103/ 孔接种于96孔培养板培养 24 h后吸除

原培养液,加入含CAPE浓度分别为2.5 5.0 10 20

40 80 mg/L的RPMI1640 培养液180 µL 设培养液
中不加药物(加相同浓度的DMSO)的为对照组 另设只

加培养液 不加细胞和药物的为空白组. 每组6个复孔.

将各组细胞继续培养 24 48 72 96  h 后 进行

MTT实验 每孔加MTT溶液(5 g/L)20 µL 继续培养
4 h 终止培养 小心吸弃孔内培养上清液 每孔加

入DMSO 150 µL 振荡10 min 使结晶充分溶解 用
酶标仪在490nm波长处测定各孔的吸光度A值(A490)

按下列公式计算细胞生长抑制率:

        细胞生长抑制率R=[1-(A实验组-A空白组)/(A对照

组-A空白组)] 100%.

1.2.2 细胞周期检测  对数生长期的HCT116细胞接种于

6孔培养板培养 24 后吸除原培养液 加入含CAPE

浓度分别为2.5 5.0 10 mg/L的RPMI1640培养液

设培养液中不加药物(加相同浓度的DMSO)的为对照

组 继续培养24 h后收集细胞 2000转4 离心5 min

后弃上清 冷 PBS 重悬 离心 弃上清 用体积分

数为700 mL/L冷乙醇固定 4 过夜 染色前用PBS

洗涤离心 去除固定液 用RNaseA(终浓度20 mg/L)

消化 37 水浴 30 min 再加入 PI 染色液(终浓度

50 mg/L) 混匀 4 避光染色30 min 流式细胞仪

上进行DNA含量和细胞周期分析 得出细胞各周期的

百分率.

1.2.3 细胞凋亡检测  对数生长期的HCT116细胞接种于

6孔培养板培养 24 h后吸除原培养液 加入含CAPE

浓度分别为2.5 5.0 10 mg/L的RPMI1640培养液 设

培养液中不加药物(加相同浓度的DMSO)的为对照组

继续培养24 h后收集细胞 2 000 r/min 4 离心5 min

后 冷 PBS 重悬 离心 弃上清 再次重悬离心

加Annexin-V-FITC溶液5 µL和PI 2.5 µL到 100 µL细
胞悬浮液中 混匀后避光反应10 min 加 150 µL 样
品稀释液到样品中 混匀后上机检测.

        统计学处理  所有数据均以均数 标准差 (mean

SD)表示. 以SPSS 9.0 版专用统计分析程序对各组数据进

行单因素方差分析. 以CalcuSyn Demo Version 1.1.4统计

软件计算IC50.

2   结果

2.1 CAPE对HCT116细胞增生的抑制作用  CAPE作用

24 48 72 96 h 后 HCT116 细胞的生长抑制率曲

线(图 1)可见 随着CAPE浓度的增加和作用时间的延

长 HCT116 细胞的生长抑制率逐渐升高 抑制作用

表现量效依赖性和时间依赖性. 24 48 72 96 h 的

IC50 分别为22.45 12.07 6.47 5.36 mg/L.

图1  CAPE对HCT116细胞增生的抑制作用.

2.2 CAPE对HCT116细胞周期的影响  HCT116细胞经

2.5 5.0 10 mg/L 的 CAPE作用24 h 后 随着CAPE

剂量的增加 G0/G1 期细胞逐渐增加 S 期细胞逐渐

下降 与对照组比较 差异有显著性 而G2/M期改变

不明显(表 1 图 2).

表1  CAPE对HCT116细胞周期的影响

CAPE(mg/L)     G0/G1            G2/M          S

0 0.40 0.04        0.15 0.04 0.45 0.08

          2.5 0.52 0.06        0.16 0.05 0.32 0.02

5 0.56 0.01b        0.15 0.01 0.29 0.01a

           10 0.60 0.01b        0.15 0.05 0.25 0.04a

aP <0.05, bP <0.01, vs对照组.

2.3 CAPE对HCT116细胞凋亡的影响  对照组HCT116

细胞自然凋亡率为 5.5 0.9% 2.5 5.0 10 mg/L

CAPE作用24 h后凋亡率分别为10.2 0.7% 16.6

0.6% 25.5 3.3% 均显著高于对照组(P <0.01) 随

CAPE 剂量的增加 凋亡率逐渐增加(图 3 4).
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图2  不同浓度CAPE对HCT116细胞周期的影响.

图3  CAPE对HCT116细胞凋亡的影响.

图4  不同浓度CAPE对HCT116细胞凋亡的影响.

3   讨论

大肠癌是我国最常见的恶性肿瘤之一[8-13] 其发病呈上

升趋势[14-16] 严重威胁人民生命健康[17-21] 目前国内

外仍在积极探讨有效的治疗方法[22-25]. 流行病学调查显

示 大肠癌的发病与饮食结构有关 西方发达国家人群

中其发病率明显高于那些以素食为主 进食较少肉类

和动物脂肪的人群 如东南亚地区的居民. CAPE广泛

存在于多种含树脂的植物和蜂胶中 且近年国外有报

道 CAPE 作为蜂胶抗肿瘤作用的主要活性成分 对

人白血病 口腔鳞癌 乳腺癌 黑色素瘤细胞有抑
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制增生和诱导凋亡作用 且与其抑制核因子-κB (nuclear
factor-κB NF-κB) 环氧化酶-2(cyclooxygenase-2
COX-2)的表达有关.

       我们应用CAPE作用人结肠癌HCT116 细胞 24

48 72 96 h 发现 CAPE 能明显抑制细胞增生

随着CAPE浓度的增加和作用时间的延长 HCT116细

胞的生长抑制率逐渐升高 抑制作用表现为剂量依赖

性和时间依赖性. Nagaoka et al发现CAPE体外能显著抑

制鼠肝转移结肠癌26-L5 细胞株 鼠肝转移恶性黑色

素瘤B16-BL6细胞株 鼠肺转移肺癌LLC细胞株, 人

纤维肉瘤HT-1080细胞株, 人肺腺癌A549细胞株和人

宫颈癌HeLa 细胞株的生长 作用72 的EC50 分别

为 0.15 2.57 2.18 14.4 32.4 10.7 µM 说明
不同的细胞株对CAPE的敏感性不同.

        关于CAPE是否可调控细胞周期 目前尚未见文献

报道. 我们发现 CAPE作用HCT116细胞24 h后 细

胞受阻于G0/G1期 S期细胞减少 且呈剂量依赖性.

在一个完整的细胞周期中 有多个影响各时期间过渡

的限制点 他们分别处在由G1期到M期和M期到G1

期的过渡阶段中. 由于不同生物细胞的增生周期时间不

同 主要表现在G1 期持续时间的差异 而且G1 期

的启动是细胞周期的关键. 因此G1-S期的调控尤为重

要. G1期阻滞使HCT116细胞生长周期延长 细胞的

恶性增生相应减慢. S期即DNA合成期 可反映细胞的

增生情况. S期细胞占细胞周期的比例高则提示DNA合

成活跃 细胞增生活跃. 一般而言 肿瘤细胞的 S 期

比例较正常细胞要高 其增生活性也较正常细胞高. 因

此 CAPE可调控细胞周期 使细胞受阻于G0/G1期

而不能进入 S 期 限制细胞增生.

        Chen et al [2]研究表明 CAPE能诱导人白血病HL-

60细胞凋亡 呈时间和浓度依赖性. Nomura et al  [5]发

现CAPE能明显诱导肿瘤细胞株NCI-H388和 SK-OV-

3等的凋亡 并且与其调节P53基因功能有关. 我们应

用Annexin V-FITC/PI 双染色法检测CAPE对HCT116

细胞凋亡的影响 该方法是目前检测凋亡的最敏感的

方法之一 能检测出早期凋亡细胞 并区分出坏死细

胞. 结果显示 CAPE 作用HCT116 细胞 24 h 后 细

胞凋亡率明显升高 呈剂量依赖性特点.

       因此 本结果表明 CAPE对HCT116细胞具有明

显的增生抑制作用 与其阻滞细胞周期和诱导凋亡有

关 CAPE 具体的抗癌作用机制仍需进一步研究.
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Abstract
AIM: To elucidate the role of CDC25B in pathogenesis,
evolution and metastasis of colorectal cancer and to in-
vestigate the relationship between the expression of
CDC25B and the clinical pathological features of colorectal
cancer and the prognosis of patients.

METHODS: The expression of CDC25B at the mRNA and
protein levels was examined in patients with colorectal
cancer (n =24 by RT-PCR methods and n =168 by S-P
methods), colorectal adenoma (n =62 by RT-PCR methods
and n =25 by S-P methods) and normal colorectal mucosa
(n =10 by RT-PCR methods and n =20 by S-P methods) by
RT-PCR and immunohistochemical S-P method. The survival
of postoprative patients were followed-up.

RESULTS: The CDC25B mRNA expression in colorectal cancer
and colorectal adenoma was higher than that of nomal
colorectal tissues (1.41±0.07, 1.32±0.17 vs 0.62±0.02,
P <0.01), and the CDC25B mRNA of colorectal cancer was
higher than that of colorectal adenoma (1.41±0.07 vs
1.32±0.17, P <0.05). The expression of CDC25B mRNA in
colorectal adenoma with mild, moderate to severe hyper-
plasia was gradually increasing (1.25±0.21 vs 1.36±0.19

vs 1.40±0.07, P <0.01). The expression of CDC25B had a
positive correlation with distant metastases. The patients
whose expression of CDC25B was positive had a markedly
low survival rate in 5 years.

CONCLUSION: CDC25B may be involved in the transition
from adenoma to cancer. Expression of CDC25B in colorectal
cancer may accelerate the transformation of cell cycle, which
promotes the metastases to distant organs.
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摘要

目的: 探讨CDC25B(cell division cycle 25B 细胞分裂周

期蛋白25B)在大肠肿瘤中的表达及临床意义.

方法: 应用半定量的RT-PCR及免疫组化染色(S-P法)方法检

测该基因在大肠癌(RT-PCR 法 n =24; S-P法 n =168)

大肠腺瘤(RT-PCR 法 n =62; S-P 法 n =25)及大肠正

常黏膜(RT-PCR 法 n =10; S-P法 n =20)中的表达.

结果: CDC25B mRNA在大肠癌及大肠腺瘤中的相对含量明

显高于正常大肠黏膜(1.41 0.07 1.32 0.17 vs 0.62

0.02 P <0.01),在大肠腺瘤伴轻 -中 -重度不典型增生

组织中的相对含量逐渐增高(1.25 0.21 1.36 0.19和

1.40 0.07 P <0.01); CDC25B基因翻译蛋白在正常大

肠黏膜 腺瘤中未见表达 在大肠癌中以细胞核表达为主

其表达与大肠癌有无远处脏器转移相关(2/46 vs 14/106

P <0.05); 经随访发现CDC25B蛋白阳性表达者 5 a生存

率明显降低(25/31 vs  42/82 P <0.05).

结论: CDC25B可能参与了大肠腺瘤到大肠癌的转变过程,

其在大肠癌发展中可能起一定作用,为大肠癌预后不良的危

险因素.
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0   引言

CDC25B是CDC25磷酸酶家族中的一员 是有丝分裂

的激活剂 加速细胞分裂. CDC25B蛋白本身具有肿瘤

源性. 大肠癌在我国常见[1-10] 而CDC25B过度表达者

预后差[11] 且与有无远处脏器转移及肿瘤大小关系密

切 但未见有关该基因在腺瘤中表达情况的报道. 由于
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多数大肠癌均是从大肠腺瘤发展而来 我们应用半定

量的RT-PCR及免疫组化染色(S-P法)方法检测该基因

在大肠癌 大肠腺瘤及大肠正常黏膜中的表达 同时

对术后病例进行随访 比较CDC25B阳性及阴性表达者

5 a生存率的差异. 以了解该蛋白在大肠癌发生 发展

及转移中的作用 与临床病理特征的联系及与预后的

相关性等.

1   材料和方法

1.1 材料  24份大肠癌和62份大肠腺瘤活检组织标本均

取自2002-04/2002-12我院肠镜室肠镜检查的患者 并

均经病理检查证实. 10份正常黏膜活检标本取自距癌肿

10 cm以外的部位. 将活检标本液氮速冻 -70 冰箱冷

冻待测. 总RNA提取按Trizol 试剂盒说明进行. CDC25B

(416 bp)引物参照Takemasa et al [11]资料设计 : 上游引物

为5 -CACGCCCGTGCAGAATAAGC-3 ; 下游引物为

5 -ATGACTCTCTTGTCCAGGCTACAGG-3 . 同时设

内参照 β-actin (592 bp): 上游引物为5 -TGTATGCCTC
TGGTCGATCCAC-3 ; 下游引物为5 -ACAGAGTAC

TTGCTGTCAGGAG-3 . 均由北京奥科生物有限公司合成.

1.2 方法  逆转录合成cDNA第一链各管反应总体积为

10 µL. RT反应条件为: 65 预变性1 min; 30  变性5 min
65 退火30 min (15-30 min匀速上升) 98 延伸5 min;

5 延伸 5 min. PCR扩增CDC25B总反应体积为25 µL.
PCR条件: 95 预变性12 min; 95 变性1 min 62 

退火 1 min 72 延伸 1 min 共 40 循环; 72 延伸

10 min. β-actin  总反应体积为25 µL. PCR条件:  94 预
变性3 min; 94 变性 1 min 55 退火 1 min 72 

延伸 2 min 共 35循环; 72 延伸 7 min. 将分别扩增

的CDC25B 和 β-actin PCR产物一起于20 g/L琼脂糖凝
胶电泳 测相对含量; 同时设标记物为 ϕ×174-Hinc
(Takara 公司). 电泳后 经凝胶成像分析系统摄影

用相应软件扫描测定PCR产物经溴化乙锭染色后强度

(公式: CDC25B的相对含量= CDC25B密度 /β-actin密
度 ×100表示).
        另收集我院1991/1996年资料完整手术切除的大肠

癌标本168例 其中男90例 女78例. 年龄23-83岁.

113例随访18-132 mo. Dukes A期 46例 B期 62例

C期 42例 D期 18例. 同时选择正常大肠黏膜20例

大肠腺瘤25例. 所有标本经40 g/L甲醛固定 石蜡包埋

连续切片 厚度3-5 µm 分别行HE染色和免疫组化
染色. 采用S-P法 阳性细胞核染成棕黄色. 细胞无染色

或阳性细胞数小于5%记为(-); 阳性细胞数5-25%记为

(+); 26-50%记为(++); 阳性细胞数大于50%记为(+++).

从手术日起 到随访日期或由于复发 转移而死亡的日

期为止 有113例完整的随访资料.

         统计学处理  实验数据采用均数±标准差(mean±SD)
表示. 计数资料采用 χ2检验 计量资料采用 F分析和 t
检验 以上均在SPSS 8.0软件包上进行. 计算生存期

对随访资料的生存期分析 按Kaplan-Meier 法制作累

积生存率曲线并作Log-rank检验.

2   结果

2.1 CDC25BmRNA的表达  经紫外分光光度计测定提

取的总RNA A260/A280在1.6-1.9 电泳时可见清晰的

RNA条带. RT-PCR产物经20 g/L琼脂糖凝胶电泳后

紫外透射仪下在416 bp可见明显的特异产物带 无明

显非特异产物带. 正常组织未见电泳带; 大肠腺瘤中随着

组织不典型增生程度的加重 电泳带逐渐增宽 变亮;

大肠癌组织的电泳带最亮且宽(图 1). CDC25B 在大肠

癌 大肠腺瘤中的表达均明显高于正常组织(P <0.05)

但二者间差异不显著(P >0.05); 同时CDC25B在大肠腺

瘤中的表达与不典型增生程度无关(P >0.05 表1). 在大

肠癌 大肠腺瘤及正常组织中均有不同程度的CDC25B

mRNA表达 其中以大肠癌中为最高 腺瘤居中 正常

组织最少. CDC25B在大肠癌中的相对含量高于大肠腺瘤

(P <0.05); 大肠癌和大肠腺瘤中的相对含量均高于正常组

织 (P <0.01). CDC25B在大肠腺瘤伴有轻 中 重度不

典型增生组织中的相对含量逐渐增高(P <0.01 表 1).

图1  大肠不同组织中CDC25BmRNA表达. 1: ϕ×174-Hinc ; 2: 阴
性对照; 3:大肠腺癌; 4:大肠腺瘤伴重度不典型增生, 局部癌变; 5:大肠
腺瘤伴中度不典型增生; 6:大肠腺瘤伴轻度不典型增生.

表1  结肠组织CDC25B表达和CDC25BmRNA相对含量

    CDC25B                   CDC25BmRNA
结肠组织                   n            (mean±SD, ng)

       阳性(n)    阳性率(%)

正常         10            0    0                    0.62 0.02

腺瘤                          62           21               33.9a               1.32 0.17b

轻度不典型增生        26            7               26.9                1.25 0.21

中度不典型增生        24            8               33.3                1.36 0.19d

重度不典型增生        12            6                 50                 1.40 0.07

大肠癌                      24            9               37.5a                1.41 0.07bc

aP <0.05, bP <0.01 vs 正常; cP <0.05 vs 腺瘤; dP <0.01 vs 轻 重度不典型增生.

2.2 CDC25B蛋白的表达  在20例正常大肠黏膜及25

例大肠腺瘤组织中均未见CDC25B基因表达. 大肠癌组

织中CDC25B基因表达以细胞核表达为主(图2) 阳性

率71.4%(120/168) 其中(+)5.9% (++)23.8% (+++)41.7%.

癌旁正常组织中无表达. 大肠癌CDC25B基因表达与大

1       2        3       4        5       6

770 bp
592 bp

416 bp
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肠癌有无远处脏器转移 血清癌胚抗原(CEA)水平相

关(P <0.05 和 P <0.01) 而与临床病理分期 组织分

级 淋巴结转移 肿瘤大小 性别 年龄均无关(表

2). 本组大肠癌随访113例(67.3%). 5 a内死于本病者46

例 占40.7%. Kaplan-Meier生存率曲线分析 CDC25B

阴性和阳性表达者 5 a生存率分别为80.6%(25/31)和

51.2%(42/82). 经 Log rank检验 阳性组5 a生存率显著

低于阴性组(P <0.05 图 3). 提示CDC25B阳性者恶性

程度高 预后差.

图2  大肠癌组织中细胞核CDC25B表达阳性S-P 200.

表2  CDC25B表达与大肠癌临床病理(n)

临床病理            阴性           阳性            合计

正常大肠黏膜 20   0 20a

大肠腺瘤 25   0 25a

大肠癌 48            120            168

Dukes   A期   8 38 46

Dukes   B期 14 48 62

Dukes   C期 18 24 42

Dukes   D期   8 10 18

       高分化 22 54 76

       中分化 20 58 78

       低分化   6   8 14

淋巴结转移 无 26 84            110

                       有 22 36 58

远处转移    无 46            106            152

                       有   2 14 16a

血清CEA 15 µg/L 38 84            122

                  >15 µg/L 10 36 46b

肿瘤直径 5 cm 14 50 64

                > 5 cm 34 70            104

                  男 22 68 90

                  女 26 52 78

年龄 60岁 30 66 96

        > 60岁 18 54 72

aP <0.05; bP <0.01.

图3  CDC25B表达阴性和阳性者Kaplan-Meier 生存率曲线.

3   讨论

CDC25B是CDC25磷酸酶家族中的一员 是有丝分裂

的激活剂 在G2 M期通过对cdc2(即CDK1 是原型

的CDK 与CyclinB调节亚单位一起调节底物磷酸化

引起细胞有丝分裂 调节细胞G2 M期转化)激酶的

Tyr-15和Thr-14去磷酸化而激活cdc2 促进细胞进入

有丝分裂期[11]. 我们应用RT-PCR方法检测正常大肠黏

膜组织中CDC25B呈低水平表达(相对含量0.62±0.02)
免疫组化染色发现少数正常大肠黏膜组织中细胞核染

色阳性 但阳性细胞数小于 5% 故列为阴性. RT-

PCR 检测大肠腺瘤中CDC25B 呈过度表达(相对含量

1.32±0.17 高于正常组织2倍以上). 而免疫组化染色
大肠腺瘤组织中未见表达 我们在观察中也发现部分

腺瘤中可见细胞核染色 但阳性细胞数小于5% 故列

为阴性. 考虑免疫组化为假阴性结果 其原因可能是因

标本固定时间较长 造成抗原漏出而致假阴性.

Takemasa et al [11]报道 CDC25B 在大肠癌检出率为

60% 而Hernandez et al [12]报道大肠癌检出率为56%. 我

们实验中 RT-PCR检测大肠癌组织中呈过度表达(相

对含量1.41±0.07 高于正常组织2倍以上) 检出率
为37.5%; 免疫组化染色大肠癌组织中CDC25B基因表

达阳性占71.4% (120/168) 但强阳性仅占41.7% 均

明显低于Takemasa et al及 Hernandez et al的报道的过

度表达率 其原因也可能与种族有关.

        从本实验结果看 所测组织中均有CDC25BmRNA

的表达. 腺癌和腺瘤中CDC25BmRNA的相对含量与正

常组织相比差异有非常显著的意义 癌和腺瘤中呈高

水平表达; 并且癌和腺瘤二者中的表达差异亦有显著性

意义; 同时发现 从大肠腺瘤伴轻 中 重度不典型

增生到腺癌CDC25BmRNA的相对含量呈逐渐增高趋势.

此结果表明 CDC25基因表达所导致的细胞增生在大

肠癌的恶性转化过程中起重要作用. CDC25B是人体组

织中存在的一种正常而微量的物质 起着促进细胞从

G2 M期 促进细胞有丝分裂的作用. 在发生肿瘤改

变时 由于致瘤因素的作用使腺瘤中的CDC25B基因活

性增强 导致合成过量的CDC25B 促进肿瘤生长和恶

性转化. 推测CDC25B基因的过度表达可能发生在恶性

肿瘤的早期阶段 进而引起CDC25B基因表达异常紊
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乱 发生肿瘤改变 CDC25B 的表达有可能作为转录

紊乱的一个早期生物学指标 对于恶性肿瘤的诊断甚

至是早期诊断评估有十分重要的作用.

        我们发现 CDC25B基因表达与癌有无远处脏器转

移(P <0.05) 血清CEA水平(P <0.005)相关. 而与临床

病理分期 组织分级 淋巴结转移 肿瘤大小 性别

年龄均无关(P >0.05). 提示CDC25B基因表达者很可能

存在远处脏器转移. 血清CEA水平监测对了解大肠癌有

无复发 有无远处脏器转移 判断预后 评价疗效具

有较高临床应用价值 . 本组资料显示CDC25B基因表达与

血清CEA 水平相关 提示同时监测血清CEA 水平及

CDC25B基因表达情况可判断预后 指导治疗. CDC25B

作为细胞周期正调节因子 可促进肿瘤细胞的分裂增

生 进而促进肿瘤的发生与发展 同时在一定条件下

CDC25B还具有肿瘤源性 二者共同影响了患者的预后.

本结果显示 CDC25B不仅与大肠癌远处脏器转移相关

而且对大肠癌预后也有一定的影响 我们通过生存曲线

分析 发现CDC25B阳性表达者 其5 a生存率显著低

于阴性组. 提示CDC25B蛋白过度表达患者预后较差 检

测 CDC25B 表达情况可预测预后 指导治疗. 由于

CDC25B磷酸酶为细胞周期调控因子 如果能研究某种

物质可抑制该蛋白活性 则可抑制细胞分裂 控制肿瘤

的发生 发展. 近年来Lazo et al [13-14] 和Sodeoka et al [15]  分

别合成了某些化合物能够选择性抑制CDC25B磷酸酶

进而阻止了肿瘤细胞G2 M期的转化 抑制了人和鼠

肿瘤细胞的生长 可能是防治结肠癌的可行途径之一.
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Abstract
AIM: To explore the expression of endothelial growth factors
C (VEGF-C) in large intestine carcinoma, and its relationship
to clinicopathological features and prognosis.

METHODS: The expression of VEGF-C in 96 cases of large
intestine carcinoma was detected by SP immunohistochemical
technique and its relationship to clinicopathological features
and prognosis were analysed.

RESULTS: The expression of VEGF-C was significantly
higher in intratumoral tissue than that in normal mucosa
(42/96 vs 19/96, P <0.01). VEGF-C positive expression was
significantly correlated with tumor differentiation, Dukes’
stage, lymph node metastasis and prognosis in 96 cases
of large intestine carcinoma (P <0.01 or P <0.05), but its
relationship to age and gender of patient, size, site and
depth of invasion of tumour and organ metastasis was not
found (P >0.05). The expression of VEGF-C in metastatic
lymph nodes was fairly consistent with that in the primary
tumour (P <0.01).

CONCLUSION: The overexpression of VEGF-C in large in-
testine carcinoma can develop lymph node metastasis by
inducing lymphangiogenesis, and it may serve as one prog-
nostic factor and guide the treatment.

Mou JH, Yan XC, Wang D, Wu XH, Li ZP, Xiang DB. Relationship between
VEGF-C expression and lymph node metastasis and prognosis in large
intestinal carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1061-1064

摘要

目的: 探讨大肠癌组织中血管内皮生长因子-C(VEGF-C)的

表达及其与临床病理指标和预后的关系.

方法: 应用免疫组化SP法检测96例大肠癌组织中VEGF-

C的表达 并分析其与大肠癌临床病理指标和预后的关系.

结果: 大肠癌组织VEGF-C阳性率明显高于正常大肠组织

(42/96 vs 19/96 P <0.01); 大肠癌VEGF-C表达与大肠

癌分化程度 Dukes分期 淋巴结转移及患者预后密切相

关(P <0.01 或 P <0.05 ) 但是与患者年龄 性别 肿瘤

大小 部位 浸润深度以及远处器官转移无关(P >0.05). 41

例有淋巴结转移病例的转移灶和原发灶癌组织的VEGF-C

表达相当一致(P <0.01).

结论: VEGF-C可能通过诱导淋巴管生成促进大肠癌淋巴结

转移 并且可以作为指导大肠癌治疗和判断预后的一个重

要指标.

牟江洪, 阎晓初, 王东, 吴小华, 李增鹏, 向德兵. 大肠癌VEGF-C表达与淋巴

结转移和预后的关系. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1061-1064

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1061.asp

0   引言

大肠癌发病率很高[1-10] 并且具有较高的淋巴结转移

率[11-14]. 血管内皮生长因子-C(VEGF-C)是第一个被发现

的能够诱导淋巴管生成的生长因子 其在肿瘤生长和

转移中的作用已经逐渐引起人们的重视. VEGF-C在大

肠癌组织中的表达及其与临床病理指标之间的关系国

内尚未见报道 我们应用免疫组化SP法检测VEGF-

C在人大肠癌组织中的表达并探讨其与临床病理指标和

预后之间的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  大坪医院1996/1998年大肠癌根治术石蜡标

本 96 例 男 50 例 女 46 例 年龄 22-83(平均 53

岁 中位57岁); 术前均未进行任何形式的治疗. 其中

有淋巴结转移的41例 无淋巴结转移的55例; 有远处器

官转移的14例 无远处器官转移的82例. 所有患者均

有术后随访记录 总体随访时间3-83 mo 总体 5 a

生存率61.5%.

1.2 方法  所有标本经40 g/L中性甲醛液固定 常规石

蜡包埋 4 µm 切片 水化后行免疫组化 SP 法染色
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切片均采用胰酶消化和微波修复的抗原双暴露技术

其余步骤参照试剂盒说明进行. 每例标本均做癌组织和

癌旁正常组织染色 有淋巴结转移或远处器官转移的

病例同时做淋巴结或器官转移灶染色. 抗人VEGF-C多

克隆抗体购自Santa Cruz SP 试剂盒购自北京中山生

物技术公司. VEGF-C表达根据细胞着色强弱和着色细

胞比例联合确定[15]. 着色强弱分为四级: 不着色等于0

弱着色等于1 中等着色等于2 强着色等于3; 细胞着

色比例也分为四级: 无细胞着色等于0 着色细胞比例

小于25%等于 1 着色细胞比例25-50% 等于 2 着

色细胞比例大于50%等于3. 细胞着色强弱和着色细胞

比例二者积分小于或等于2为阴性表达 大于2为阳

性表达.

        统计学处理  应用SPSS10.0统计软件对VEGF-C表

达与大肠癌临床病理指标之间的关系进行χ2检验; 生存
率采用Kaplan-Meier法计算 组间差异用Log-rank检

验 P <0.05表示差异显著有统计学意义.

2   结果

VEGF-C 阳性物质呈棕黄色细颗粒状 主要定位于大

肠癌癌细胞胞质 少数病例癌细胞胞核着色 另外有2

例癌细胞阴性而间质纤维细胞阳性. (图1-2) 96例大肠癌

标本中VEGF-C阳性42例(43.8%) 阴性54例(56.2%);

正常大肠组织VEGF-C阳性19例(19.8%) 阴性77例

(80.2%). 大肠癌组织VEGF-C阳性率明显高于正常大肠

组织(42/96 vs 19/96 P <0.01) 并且同一病例癌细胞

着色都强于正常大肠黏膜上皮细胞 大肠癌VEGF-C阴

性病例的正常黏膜没有VEGF-C表达. 41例转移至淋巴

结的癌组织与原发部位癌组织VEGF-C表达相当一致

(P >0.05 表 1).

图1  大肠高分化腺癌VEGF-C阳性表达, SP×100.

表1  淋巴结转移灶与大肠癌原发灶VEGF-C表达的关系

          淋巴结转移灶

P值

VEGF-C(+) VEGF-C(-)

原发灶 VEGF-C(+)        24          3          P <0.05

VEGF-C(-)           7          7

2.1 大肠癌VEGF-C与临床病理指标的关系  经χ2检验
VEGF-C 表达与大肠癌分化程度 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-C阳性率(16.7%)低于高分化腺癌(51.9%); Dukes

分期的C和D期VEGF-C阳性率(63.0%)明显高于A和B

期(26.0%); 有淋巴结转移的病例VEGF-C阳性率(65.9%)

显著高于无淋巴结转移病例(27.3%). 但是VEGF-C表达

与患者年龄 性别 肿瘤大小 部位 浸润深度以及远

处器官转移没有关系(P >0.05 表 2).

图2  间质纤维VEGF-C阳性表达, 而大肠癌组织阴性表达, SP×100.

表2  大肠癌VEGF-C与临床病理指标的关系

        VEGF-C
病理指标 n

(+) (-)

性别 女 46 19 27

男 50 23 27

年龄(岁) 57 48 23 25

> 57 48 43 19

肿瘤直径 4 cm 16 29 27

> 4 cm 53 26 27

肿瘤部位 结肠及盲肠 35 15 20

直肠 61 27 34

分化程度 高 54 28 26a

中 30 12 18

低 12   2 10

浸润深度 未及浆膜 30   9 21

浆膜及以外 66 33 33

淋巴结转移 有 41 27 14b

无 55 15 40

远处器官转移 有 14   8   6

无 82 34 48

Dukes分期 A+B 50 13 37b

C+D 46 29 17

aP <0.05, bP <0.01.

2.2 大肠癌VEGF-C与预后的关系  大肠癌患者96例术

后生存 5 a 及以上者 59 例 总体 5 a 生存率 61.5%.
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VEGF-C阳性和VEGF-C阴性病例的Kaplan-Meier生

存率曲线图如图 3 所示. 经 Log-rank 检验 大肠癌

VEGF-C表达与患者预后显著相关(P <0.05) VEGF-C

阳性病例的5 a生存率为50.0%明显低于阴性病例70.4%

的 5 a 生存率 预后不良.

图3  VEGF-C阳性和VEGF-C阴性病例的Kaplan-Meier生存率曲线图.

3   讨论

肿瘤扩散是肿瘤恶性发展和预后差的主要原因之一

包括局部浸润 血道和淋巴道转移. VEGF家族中VEGF-

C具有与VEGF-A不同的特性[16-18]. VEGF-C的受体为

VEGFR-2和VEGFR-3 尽管两种受体在血管和淋巴

管都有表达 但是VEGFR-3主要位于淋巴管内皮细

胞 而且VEGF-C与VEGFR-3结合的亲和力比VEGFR-

2要高的多 所以VEGF-C 更多地表现出促进淋巴管

生成与扩张[19-21]. 大肠癌是严重威胁我国人民身体健康

的恶性肿瘤 发病率逐年上升 国内统计已上升至第4

位[22] 并且具有较高的淋巴结转移率. 淋巴结转移是大

肠癌预后的一个重要指标 发生淋巴结转移的患者5 a

生存率明显低于未转移者. VEGF-C诱导淋巴管生成的

特性使人们越来越希望了解其在肿瘤生长和转移中的

作用. 本研究中96例大肠癌有42例(43.8%)VEGF-C阳

性 54例(56.3%)阴性; 正常大肠组织VEGF-C阳性19

例(19.8%) 阴性77例(80.2%). 大肠癌组织VEGF-C阳

性率明显高于正常大肠组织(P <0.01) 并且同一病例

癌细胞着色都强于正常大肠黏膜上皮细胞 大肠癌

VEGF-C阴性病例的正常黏膜没有VEGF-C表达.

        VEGF-C是一种分泌型蛋白 研究表明其在肿瘤组

织中主要由肿瘤细胞合成. 我们的试验结果显示大肠癌

VEGF-C的确主要在癌细胞中表达. 但是有意思的是

有2例大肠癌癌细胞VEGF-C阴性 而间质纤维细胞呈

强阳性表达 并且这2例病例均出现了淋巴结转移. 这

表明除了肿瘤细胞外 间质纤维细胞也可以合成分泌

VEGF-C 至少在大肠癌中是这样. 这印证了Ristamaki

et al [23]的观点 他认为巨噬细胞能够分泌某些细胞因

子如TNF-α上调肿瘤细胞和纤维母细胞中VEGF-C的
表达. 我们的研究表明 42例VEGF-C阳性病例的淋

巴结转移率(27/42 64.3%)显著高于VEGF-C阴性病例

(14/54 25.9% P <0.01). 同时与患者预后有关的Dukes

分期也和大肠癌VEGF-C 表达密切相关(P <0.01)

Dukes 分期的C和D期VEGF-C阳性率(63.0%)明显高

于A和B期(26.0%). 41例转移至淋巴结的癌组织与原发

部位癌组织VEGF-C表达相当一致(P <0.01). 对于7例

原发部位VEGF-C阴性而转移灶阳性的病例 我们发

现原发部位VEGF-C阴性只是根据我们评定VEGF-C

表达的标准来判定的 但是其中都有部分癌细胞表达

VEGF-C 也许正是这些癌细胞转移到了淋巴结. 这似

乎可以理解为对于单个癌细胞而言 表达VEGF-C的

癌细胞更具有侵袭淋巴管转移至淋巴结的可能性.

        尽管很多人类肿瘤VEGF-C高表达与淋巴结转移

密切相关[24-28] 但是现在还不完全清楚VEGF-C是如

何促进肿瘤细胞转移的. 多数学者认为VEGF-C促进肿

瘤转移的可能的解释是[29] VEGF-C通过诱导淋巴管

生成 增加了肿瘤细胞与淋巴管内皮细胞的接触面积

进而增加转移的可能性; 此外 VEGF-C也可能通过增

加淋巴管通透性 改变淋巴管内皮细胞黏附特性以及

调节细胞因子(如肿瘤细胞趋化因子) 化学因子表达

等多种方式促进肿瘤转移. 尽管高表达VEGF-C的肿瘤

有更高的转移倾向 但是只有部分动物模型发生了肿

瘤淋巴结转移. 同时 我们的研究显示低分化大肠癌

VEGF-C表达明显低于高分化大肠癌 这似乎与低分

化大肠癌淋巴结转移率高的特性不符合[30] 表明低分

化大肠癌的转移机制中VEGF-C并非一个主要因素. 以

上事实提示 大肠癌转移除了与VEGF-C有关外 还

存在一些别的重要影响因素. 总之 肿瘤转移是一个多

因素参与的多机制的过程 对肿瘤转移的机制还有待

于更进一步的深入研究.

       肿瘤可以通过淋巴道或血道转移至远处器官 但

是我们的研究没有发现大肠癌VEGF-C表达与远处器

官转移之间的关系(P >0.05). 另外 大肠癌VEGF-C表

达也与患者年龄 性别 肿瘤大小 部位以及肿瘤浸润

深度无关(P >0.05).

       大肠癌VEGF-C表达与淋巴结转移密切相关 因

此对于VEGF-C阴性患者 尤其是高分化大肠癌患者

采用肿瘤局部切除的手术方式也许是可行的. 同时 我

们的研究也表明大肠癌VEGF-C表达与患者预后显著

相关(P <0.05) VEGF-C阳性患者的5 a生存率为50%

明显低于阴性病例70.4%的5 a生存率 预后不良. 尽

管大肠癌手术切除 化疗和放疗方法不断改进 但是其

恶性发展并没有得到根本抑制 预后依然很差[31] 大

肠癌VEGF-C可能成为指导手术和放化疗方案以及判

断预后的一个重要指标 具有重要的临床意义.
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Abstract
AIM: To investigate the role of Smad4 protein in colorectal
carcinogenesis.

METHODS: Expression of Smad4  was detected in 70 cases
of normal tissues and colorectal tumor by a streptavidin-
peroxidase conjugation method (S-P).

RESULTS: Smad4 expression was significantly lower in
colorectal carcinoma (n =52) than that in the normal tissues
(n =7) and was related to the tumor stages, differentiation
and metastasis (lymph node or blood) (P <0.05).

CONCLUSION: Down-regulation of Smad4 expression may
be associated with the carcinogenesis, and Smad4 may play
a role in invasion and metastasis of colorectal carcinoma.

Xiao DS, Li JH, Fu CY, Wen JF. Expression and significance of Smad4
in colorectal carcinoma tissue. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):
1065-1068

摘要

目的: 探讨Smad4在结肠癌发生 发展过程中的作用.

方法: 采用免疫组化S-P法检测70例正常结肠黏膜组织和

结肠肿瘤组织中Smad4的表达.

结果: 结肠癌(n =52)中Smad4的表达水平明显低于正常结肠

黏膜(n =7) 并与肿瘤分期 分化程度及转移有关(P <0.05).

结论: Smad4的低表达可能与结肠癌的发生 发展过程有

关 并可能在结肠癌浸润和转移中发挥作用.

肖德胜, 李景和, 傅春燕, 文继舫. 结肠癌组织Smad4蛋白表达的意义. 世界

华人消化杂志  2004;12(5):1065-1068

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1065.asp

0   引言

转化生长因子 β(transforming growth factor-β TGF-β)
超家族在机体的免疫调节 细胞生长和分化 细胞外基

质的合成和储存 胚胎发育 创伤修复等方面发挥着十

分重要的作用 [1-5]. TGF-β是机体上皮细胞生长 增生
和分化强有力的抑制因子 但是上皮源性的恶性肿瘤

细胞丧失了对TGF-β的反应性而逃避TGF-β的生长抑
制作用 结果导致肿瘤发生[6-8]. Smad4是 TGF-β信号
转导途径的中心分子 几乎所有生物学效应均是Smad4

与不同的Smads 蛋白相互作用的结果[9-12]. Smad4 是

DPC4的基因产物. 最近有文献报道 伴远处转移的浸

润癌和远处转移病灶其DPC4突变频率明显高于腺瘤和

黏膜内癌 且有显著性差异(P =0.006-0.001) 说明

DPC4 的突变与结肠癌的恶性进展 如远处转移有关.

另有文献报道Smad4蛋白表达异常可能有利于结肠癌

的浸润和转移[13-16]. 我们用免疫组织化学S-P 法检测

Smad4蛋白的表达情况 旨在探讨Smad4在结肠癌癌

变机制中可能的作用 并阐明Smad4与结肠癌浸润和

转移的关系如下.

1   材料和方法

1.1 材料  我校1996/2001年结肠肿瘤及正常结肠黏膜

存档蜡块共70例 每例皆有完整病历和病理资料 并

经病理诊断核实. 所有标本经40 g/L甲醛固定 石蜡包

埋 5 µm连续切片. 正常结肠黏膜7例 腺瘤11例
高分化腺癌 13 例 低分化腺癌 25 例 癌转移(经淋

巴道及血道)14 例; DukesA B 期 38 例 C D 期 14

例; 男 45 例 女 25 例;  小于 60 岁 39 例 大于或等

于60岁31例. 鼠抗人Smad4单克隆抗体为neomarkers

公司产品 使用稀释度1: 50; S-P试剂盒及DAB显色试

剂盒由北京中山公司提供.

1.2 方法  采用S-P免疫组化法 按试剂盒说明书进行

操作. 以 Smad4 阳性的正常胰腺组织作阳性对照 以

PBS缓冲液代替一抗作阴性对照. 以细胞质 胞核出现

棕黄色颗粒为阳性. 根据切片中阳性细胞数及染色反应

强度分为4级并评分[17-18]: 阴性(0分) 细胞不着色或阳

性细胞数小于25%; 弱阳性(1分) 细胞内出现浅棕黄

色颗粒或阳性细胞数为25-50%; 阳性(2分) 细胞内出
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现棕黄色颗粒或阳性细胞数为50-75%; 强阳性(3分)

细胞内出现深棕黄色颗粒或阳性细胞数为 大于 75%.

每张切片选取10个视野进行评分 取平均值作为评分

结果.

        统计学处理  两组样本之间采用t 检验.

2   结果

2.1 Smad4在结肠肿瘤中的表达  Smad4蛋白阳性信号定

位于细胞质及胞核. 在正常结肠黏膜和结肠腺瘤中

Smad4呈强阳性表达 阳性细胞分布在黏膜全层中(图

1 2). 在结肠癌组织中 Smad4蛋白表达下降 其分布

及着色程度呈异质性 其中高分化腺癌尚有部分表达

(图3) 低分化腺癌及转移癌表达明显下降 有的甚至

无表达(图4-6).

图1  正常结肠黏膜胞质及胞核Smad4 强阳性SP×200.

图 2  结肠腺瘤胞质及胞核Smad4 强阳性SP×200.

图 3  结肠高分化腺癌胞质Smad4阳性SP×200.

图 4  结肠低分化腺癌胞质Smad4阴性SP×200.

图 5  结肠癌淋巴结转移Smad4阴性SP×200.

图6   结肠癌转移Smad4弱阳性SP×200. (左上角为结肠癌组织, Smad4
蛋白表达呈弱阳性; 右下角为肝组织, Smad4 蛋白表达呈强阳性).

2.2 Smad4蛋白与结肠癌生物学行为的关系  Smad4蛋白

在结肠肿瘤中的表达与肿瘤分期 分化程度及转移有

关(表 1). Smad4蛋白在正常结肠黏膜和腺瘤中全部表

达 且呈强阳性表达 而在高分化腺癌 低分化腺癌及

转移癌中均有较明显下降 有的甚至不表达. 正常结肠黏

膜与腺瘤比较 Smad4蛋白表达无显著性差异(P >0.05);

与正常结肠黏膜比较 在高分化腺癌 低分化腺癌及转

移癌中Smad4蛋白表达均有显著性差异(P <0.05). 与低

分化腺癌比较 高分化腺癌Smad4蛋白表达较强 有

显著性差异(P <0.05); 与 A B 期结肠癌比较 C D

期结肠癌Smad4蛋白表达弱 有显著性差异(P <0.05);

Smad4 蛋白表达与结肠癌患者的性别 年龄均无统计

学意义(P >0.05).
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表1  人结肠癌Smad4蛋白表达与临床病理参数的关系

病理参数 n            mean SD

正常结肠黏膜 7 2.86 0.24

结肠腺瘤 11 2.56 0.45

高分化结肠腺癌 13 1.66 0.73ac

低分化结肠腺癌 25 1.11 0.78a

癌转移 14 1.00 0.78a

DukesA B 期 38 1.49 0.70

DukesC D 期 14 1.00 0.79

男 45 1.57 0.97

女 25 1.60 0.92

年龄(岁) <60 39 1.49 0.99

年龄(岁) 60 31 1.70 0.89

aP <0.05, vs正常结肠黏膜; cP <0.05, vs低分化腺癌.

3   讨论

TGF-β信号转导途径的失控可能会丧失对细胞的生长
抑制而导致肿瘤的发生[19]. DPC4的失活被认为是引起生

长抑制丧失的一个重要原因 可概括为: (1)染色体片段

的丢失 包括杂合型缺失或纯合型缺失; (2)基因突变

如移码突变 无义突变 错义突变等; (3)基因表达水

平异常 即表达水平低下或缺乏[20]. DPC4被认为是一

种肿瘤抑制基因[21-25] 大约50%的胰腺癌,30%的结肠

癌其DPC4发生了突变[26-28]. DPC4功能的失活能够导致

肿瘤的发生 在DPC4 功能缺陷的肿瘤细胞株中通过

DPC4表达的重建 使之重新获得了抑制肿瘤形成的能

力. 目前不少学者认为DPC4的失活发生在肿瘤进展的

后期 属于晚期分子事件 并与肿瘤的浸润和转移密

切相关[29-33]. DPC4作为候选的肿瘤抑制基因 对其功

能的研究存在二个问题[34]: (1)DPC4 基因的蛋白产物

Smad4 在结肠癌中的表达情况 国内外尚未见文献报

道; (2) Smad4蛋白的表达情况与结肠癌临床生物学行为

的关系研究在国内外亦未见相关的文献报道.

        我们研究结果表明 Smad4在正常结肠黏膜中均有

强的表达 而在高分化腺癌 低分化腺癌及转移癌

(淋巴道或血道)中表达均明显下降 有的甚至无表

达 其差异均有显著性. 低分化腺癌与高分化腺癌比

较 Smad4蛋白表达有明显下降(P <0.05); C D期结

肠癌与A B期结肠癌比较 Smad4 蛋白的表达亦有

明显下降(P <0.05); 表明Smad4蛋白在结肠肿瘤中的表

达情况与肿瘤分期 分化程度及转移有关. Smad4蛋白

表达水平下降或缺乏削弱了TGF-β信号转导途径 减
弱或丧失了对细胞的生长抑制作用 从而导致肿瘤的

发生. Smad4蛋白表达水平的下降或缺乏可能是由染色

体片段丢失(杂合型缺失或纯合型缺失)或基因突变(移码

突变 无义突变 错义突变等)引起的. DPC4 的失活

可能发生在肿瘤进展的后期 属于晚期分子事件 并

参与肿瘤的浸润和转移. 此外 Smad4 蛋白的表达与

结肠癌患者的性别 年龄均无统计学意义(P >0.05); 正

常结肠黏膜与腺瘤比较 Smad4蛋白的表达差异不明

显(P >0.05). 表明Smad4可能具有抑制结肠癌细胞生长

及抑制结肠癌浸润和转移的作用 提示Smad4可能参

与了结肠癌的演进过程 有利于加深我们对结肠癌癌

变机制的理解.

       一般认为 结肠癌的发生是一个长期的多因素形

成的分阶段的过程. 从结肠黏膜上皮过度增生 不典型

增生 结肠癌的演进过程中 关键的步骤是癌基因的

突变和抑癌基因的失活 本结果表明DPC4的失活可能

与结肠癌的发生和转移有关 但DPC4失活绝不是导致

结肠癌发生的惟一因素 必定还有许多其他基因或因

素的参与 那么这些基因或因素是什么 他们之间是如

何相互作用的 这些问题有待进一步的研究.
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Abstract
AIM: To investigate the function state of epitope-specific
cytotoxic T lymphocytes (CTLs) in chronic hepatitis B
infection.

METHODS: The study was performed to quantify the HBV
specific CTL directly in vitro by HLA-A2 tetrameric com-
plexes for core 18-27 (Tc 18-27), envelope 183-191 (Te
183-191), envelope 335-343 (Te 335-343), and polymerase
575-583 (Tp 575-583) in active chronic hepatitis patients,
and then the correlation of HBV epitope-specific CTL be-
tween serum HBV DNA loads or alanine aminotransmerase
(ALT) levels were analyzed by multiple regression analysis.

RESULTS: It was found that there were multiple CTLs re-
sponses in active chronic hepatitis patients. The frequency
of Tc18-27 response was higher than the other three
epitope-specific CTLs. No significant correlation was found
either between the frequency of HBV specific CD8+ T cells
and the viral load, or the frequency of HBV specific CD8+ T
cells and the levels of alanine transaminase.

CONCLUSION: The frequencies of HBV-specific T cells are
not determinant of immune-mediated protection in HBV
infection and the existence of epitope-specific HBV CTLs is
not directly correlated to hepatocytic injury.

Zhang JB, Chen SY, Yang ZQ, Li TR, Chen A, Wu YZ. Comprehensive
analysis of the quantity of epitope-specific cytotoxic T lymphocytes in
chronic viral hepatitis B infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12
(5):1069-1072

摘要

目的: 评价慢性乙肝患者体内不同表位特异性细胞毒性T细

胞 (cytotoxic T lymphocyte CTL) 的功能状态.

方法: 采用MHC/肽四聚体复合物技术 即tetramer技术

定量外周血HLA-A2限制性表位即核心抗原core18-27 被

膜抗原env 183-191 335-343 聚合酶抗原pol 575-583

4种表位特异性CTL 通过多元回归分析进行综合评价.

结果: 慢性乙肝患者体内存在多克隆CTL反应 core 18-

27为优势性表位. 4种表位特异性CTL 的频率与病毒载量

无相关性(P >0.05);  表位特异性CTL与血清转氨酶水平均

无显著相关性(P >0.05).

结论: 体内存在的CTL数量并不能代表机体的保护性免疫

状态.

张静波, 陈思源, 杨志清, 李廷荣, 陈安, 吴玉章. 慢性乙型肝炎患者表位特异

性CTL定量检测的评价. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1069-1072

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1069.asp

0   引言

细胞毒性T细胞(cytotoxic T lymphocyte CTL)在清除细

胞内乙肝病毒(hepatitis B virus HBV)的同时 也不

可避免地造成宿主肝细胞的损伤[1-2]. 随着生物学和免疫

病理学的发展 保护性免疫的观点也发生了深刻的变

化. 近年来的研究表明 不同表位特异性CTL在清除

胞内病毒感染和对宿主细胞损害的贡献不同. 如何明确

不同表位特异性CTL的功能状态 对设计更为合理而

有效的治疗性疫苗将是关键. 慢性HBV感染中CTL的

数量十分微弱 我们采用全新的MHC/ 肽四聚体复合

物(tetramer)技术[3-5] 对慢性HBV感染患者外周血CTL

进行准确定量 通过与病毒载量及肝功能状态的综合

分析 达到对不同表位特异性CTL的功能评价 为进

一步分析表位特异性CTL的效应机制及设计更为合理

的免疫性治疗方案奠定基础[6].
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1   材料和方法

1.1 材料  重庆市传染病医院住院患者35例 男18例

女17例. 平均年龄26.5岁. 诊断符合第五次全国传染病

寄生虫病学术会议讨论修订标准. 排除HCV HDV

HIV病毒混合感染. 肝脏B超证实有慢性炎症. HLA-A2-

慢性活动性乙肝患者及HLA-A2+健康献血员5名为对

照组.  淋巴细胞分离液(Ficoll-Hypaque)为天津TDB生物

技术发展中心产品 比重1.077 g/L;  RPMI1640培养基

(Gibico);  R-PE标记的 rMHC tetramer HLA-A*0201/

FLPSDFFPSV(Tc18-27) HLA-A*0201/FLLTRILTI

(Te183-191) HLA-A*0201/ WLSLLVPFV (Te335-

343) HLA-A*0201/FLLSLGIHL (Tp575-583) 购自英国

Proimmune公司;  R-PE标记的亲合素购自美国Sigma公

司; Cy-ChromeTM标记的鼠抗人CD8mAb购自美国BD

PharMingen公司;  Cy-ChromeTM标记的鼠 IgG1 κmAb
同型对照购自美国BD PharMingen公司;  红细胞裂解液

购自美国BD PharMingen公司;  FACS洗涤液(含 1 g/L

BSA 0.1 g/L叠氮钠的PBS);  HLA-A2鼠抗人mAb(来

源于BB7.2小鼠杂交瘤细胞株 ATCC);  FITC-羊抗小

鼠IgG购自北京中山生物技术有限公司. TDGC2J超净工

作台(苏州);  TGL-16B台式离心机(上海);  FACstar Plus

流式细胞仪/FCM(Becton-Dickinson);  定量PCR仪;  7150

全自动生化分析仪

1.2 方法  血清转氨酶水平测定采用7150 全自动生化分

析仪. 血清HBV DNA 定量检测(定量PCR Roche公司)

按说明书进行. 采集肝素抗凝的外周静脉血2 mL 淋巴

细胞分离液密度梯度法分离外周血单个核细胞(peripheral

blood monoeuclear cell PBMC) 用 HLA-A2鼠抗人

mAb (BB7.2 ATCC)为一抗 FITC-羊抗小鼠 IgG 为

二抗进行间接免疫荧光染色 流式细胞仪检测HLA-A2

表型.  Tetramer染色参照Proimmune公司说明书. PBMCs

1×109/L加入 tetramer 1 µg 20 µL PE-Cy5标记的CD8
抗体 混匀 避光 室温孵育30 min 后 PBA液(5 g/L

牛血清白蛋白 0.5 g/L叠氮钠 0.01 moL/L PBS)洗涤

2次; 10 g/L多聚甲醛固定后上机检测;  或肝素抗凝的全

血0.25 mL加PBS 2 mL稀释后 500 g离心5 min; 用吸

管小心移弃上清;  加入 tetramer 1 µg PE-Cy5 20 µL标
记的CD8抗体于全血细胞中 混匀; 室温孵育30 min 避

光; PBA液洗涤1次;  加5 mL FACS裂解液 室温10 min;

待细胞悬液变成真性溶液后PBA液洗涤2次;  10 g/L多

聚甲醛固定 FACstar Plus 流式细胞仪检测 BD FACS

专用CELLQuestTM软件分析.

       统计学处理  本研究计量资料以均数±标准差(mean±
SD)表示. 分别以病毒载量(以病毒拷贝数表示)和血清转

氨酶水平为因变量(depend) 以 Tc18-27 Te183-191

Te335-343 Tp575-583为自变量(independ) 采用多元

逐步回归分析(multiple stepwise regression analysis). 显著

性检验用 t检验 单相关分析用线性相关. 整个统计过

程用SPSS 8.0统计软件进行. P <0.05为有显著性意义.

2   结果

在35例慢性乙肝患者有16例为HLA-A2+ 经流式细

胞仪检测HLA-A2+ 阳性的平均荧光强度大于90%. 通过

对照HLA-A2+患者的Tc18-27染色发现 以CD8阳性

细胞设门 tetramer阳性细胞频率在两种方法的检测中

无明显差异. 在慢性乙肝患者中 HLA-A2+ 组和HLA-

A2- 组之间无明显差异(P >0.05) 但和正常健康HLA-

A2+ 组有显著性差异(P <0.05).

2.1 不同表位特异性CTL的表达频率  HLA-A2+ 正常健

康组及HLA-A2- 慢性乙肝患者组 tetramer+ 细胞未超过

0.03%. 所有HLA-A2+患者的 tetramer+细胞频率(图1).

16例HLA-A2+ 乙肝患者外周血中 Tc 18-27有 12例

有 tetramer 阳性细胞存在 频率为0.01-3.52% 其中

在9例患者呈优势性表达. Te 183-191在 8例患者的阳

性频率为0.02-1.37% 其中3例为优势性表达. Te 335-

343 在 4例患者的阳性频率为0.02-0.79% 无优势性

表达. Tp 575-583在 5例患者中阳性表达频率为0.01-

1.01% 无优势性表达. HLA-A2+ 慢性乙肝感染组的

tetramer 阳性细胞频率与HLA-A2- 慢性乙肝感染组及

HLA-A2+正常健康组的tetramer阳性细胞频率比较有显

著性差异(P <0.05) HLA-A2-慢性乙肝患者组与HLA-

A2+正常健康组的 tetramer阳性细胞频率比较无显著性

差异(P >0.05 图 2).

图1  HLA-A2+慢性乙肝感染患者外周血tetramer+/CD8+细胞的表达
频率. 全血(0.25 mL)经PE标记的 tetramer染色(Tc18-27 Te183-
191 Te335-343 Tp575-583)和PE-Cy5标记的CD8单克隆抗体
进行双标染色, 在流式细胞仪上进行分析, 以 CD8 阳性细胞设门, 记
数50 000 个细胞, 双阳性细胞为 tetramer细胞频率(以%表示).

2.2 特异性CTL表达频率与病毒感染的关系  以病毒载

量为因变量; Tc18-27 Te183-1-91 Te335-343

Tp575-583为自变量 进行逐步回归分析 得出线性模

型如下: 病毒载量= -111.7+331.7 (Tc18-27)+4 929.1

(Te183-191)+3 388.9 (Te335-343)-7 098.0 (Tp575-583).

回归方程的整体性检验: 决定系数(r square)= 0.928 F

值为7.003 P =0.005 有统计学意义. 4个自变量对病

毒载量的影响依次为Tc18-27> Tp575-583> Te183-

191> Te335-343. 但 4种表位特异性CTL和病毒载量相

关性无显著意义(P >0.05).  以血清转氨酶水平为因变量;

Tc18-27 Te183-1-91 Te335-343 Tp575-583 为
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自变量 进行逐步回归分析 得出的回归方程无统计

学意义(P >0.05) 转氨酶水平和四种表位特异性CTL

均无显著相关性(P >0.05). 病毒载量和血清转氨酶水平

无线性相关(P >0.05).

图2  tetramer+ 细胞频率和病毒载量之间的关系. HLA-A2+ 感染组的
tetramer阳性细胞频率与HLA-A2- 感染组及HLA-A2+正常健康组
的tetramer阳性细胞频率比较有显著性差异(P <0.05) HLA-A2- 感
染组与HLA-A2+正常健康组的tetramer阳性细胞频率比较无显著性
差异(P >0.05).

3   讨论

HBV作为嗜肝细胞病毒 病毒本身及其在体内的复制

并不引起宿主肝细胞的损伤. HBV感染通常被认为是宿

主细胞免疫的结果[1, 7-11]. 由于HBV不能在体外组织培养

中生长 而黑猩猩是惟一能被感染的动物 这些缺陷一

直阻碍了HBV感染免疫病理的研究[11-12]. 既往研究表

明 急性自限HBV感染患者体内出现强烈而多克隆的

CTL 反应 同时伴随血清转氨酶升高等肝脏病理损

害 进而引起HBV的清除. 而在慢性乙肝患者体内CTL

反应非常微弱甚至检测不到[12]. MHC/肽四聚体复合物技

术为检测表位特异性CTL提供了定量标准[3-5] 也为进

一步了解表位特异性CTL 与病毒复制及肝脏损害之间

的相关关系提供了可能性. 全血染色法因所需样本量少

勿需进行淋巴细胞分离等烦琐的离心步骤 并因更接

近体内环境而日益受到重视[3-5, 13]. 我们尝试了全血法对

乙肝患者外周血的tetramer检测 以CD8阳性细胞设门

计算 tetramer+/CD8+的双阳性细胞 结果两种方法检测

的tetramer+ 细胞频率无显著性差异. 表明全血法检测是

一种简单可行的方法. 通过慢性活动性乙肝患者 发现

病毒载量与血清转氨酶水平无明显相关性 支持既往

关于病毒本身并不引起肝细胞损害的观点[12]. 在慢性活

动性乙肝患者体内出现多克隆的CTL反应 其中Tc18-

27 为优势性表达. 但通过对4种不同表位特异性CTL与

病毒载量的关系发现 4种表位特异性CTL和病毒复制

水平并不相关 表明这些多克隆存在的CTL并不能代

表机体的保护性反应. 这些反应状态的不同差异以及与

病毒载量的相关性差异 其可能的原因为: (1) HBV不同

抗原可能具有不同的免疫原性和耐受原性[14]. Yang et al [15]

在HBV质粒转染诱导的小鼠急性感染模型中 并没有

检测到针对核心抗原的CTL 可能与小鼠的遗传背景

有关; (2) Kakimi et al [14]发现 被膜抗原(envelope ENV)

特异性CTL处于耐受状态 而针对聚合酶(polymerase

POL)的CTL虽然存在 但对乙肝病毒的复制和肝细胞

的损伤均没有作用;  而Reignat et al [16]发现 针对ENV

的耐受并不是经典的耐受. 需结合如Elispot技术进行或

统计分析的方法进行综合评价[17] 这可能是本实验中

Te183-191 Te335-343 及 Tp575-583 与病毒载量之

间无相关性的原因;  (3) tetramer技术的定量检测并不能

反应CTL在体内的功能状态[16, 18-20]. 这些病毒特异性

CTL能和体内高载量的病毒抗原共存而不具有杀伤靶

细胞和分泌细胞因子的功能;  (4) 我们仅选择了4个具

有代表性针对HLA-A2 限制性的优势性表位. 新近在

HIV的研究表明 单纯针对优势性表位的检测并不能

反映机体的整个病毒感染的参数 而应该由所有具有

免疫潜能的表位特异性CTL来反映[21-24].

        血清转氨酶水平升高是肝脏损害的标志[25]. 我们发

现4种表位特异性CTL与血清转氨酶水平无显著性相

关. 可能一些未选择的亚优势表位发挥了肝细胞损害的

功能[16]; CTL 可能通过非细胞毒机制发挥控制和清除

HBV病毒的作用[26]. 如果HBV特异性效应CD8+T细胞

应答不能控制病毒复制 则会直接或通过吸引其他非

病毒抗原特异性T细胞聚集而造成肝病理损害[19, 26]. Sitia

et al [27-30]研究表明 通过阻滞趋化因子的作用可减少抗

原非特异性细胞在肝细胞的浸润 从而降低肝细胞的

损害程度. 表位特异性CTL在慢性活动性乙肝患者体内

的存在并不直接引起宿主肝细胞的损害 而可能通过

募集 更多的抗原非特异性细胞间接地对肝细胞进行

损伤. 这样可设计新型抗原分子 诱导HLA-I 类分子

限制性的HBV特异性效应CD8+T细胞表达 在无肝细

胞病理性损害的基础上 籍抗原特异性CTL作用而抑

制HBV 复制 清除胞内病毒.
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Abstract
AIM: To investigate the epidemiology of HBV genotypes
among HBV-infected persons in northern China.

METHODS: The HBV DNA in 801 sera samples collected
from hepatitis patients (594), healthy controls (154), and
HCV-infected patients (53) were tested by nested PCR,
the positive sera were then genotyped by nested PCR with
six pairs of HBV genotype-specific primers (A to F).

RESULTS: 464 samples (57.9%) were HBV DNA positive
among the 801 samples. Among 594 cases with various
hepatitis B clinical manifestations, 74.4% (442/594) were
HBV-DNA positive, while 8.4% (13/154) of healthy controls
were HBV-DNA positive. There was significant difference
between the hepatitis patients and healthy controls (P <0.01).
17% (9/53) of HCV-infected patients were HBV-DNA
positive, too. Among the 464 HBV-DNA positive samples,
the persentage of genotype A was 5.2% (24/464), genotype
B 7.1% (33/464), and type C 77.2% (358/464), type D 2.4%
(11/464), while none of type E and F had been found in
those samples. 14 samples (3%) were both type B and C
positive. The 24 samples could not be genotyped in this study.

CONCLUSION: The HBV genotypes prevailed among HBV-
infected persons in northern China are types A, B, C, and

D, and the major genotype is type C (77.2%). Type C is
also the major genotype among the clinical groups. There
is no statistical difference between the groups.

Gu HX, Xu ZL, Liu JY, Zhong ZH, Wang HQ, Zhang SY, Li D, Zhang HH,
Abe K. Epidemiology of HBV genotypes by nested PCR with multi-
paired primers. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1073-1076

摘要

目的: 掌握我国北方地区乙型肝炎病毒(HBV)感染者HBV基

因型分布情况 为了解其流行病学及临床意义提供基础.

方法: 首先采用巢式PCR法对801份血清进行HBV DNA检

测 其中包括154 份健康人血清 594 份HBV感染的各

类肝病患者及53例抗HCV阳性血清标本. 再采用HBV A-

F六个主要基因型特异性多引物对巢式PCR法对HBV DNA

进行基因型检测及分析.

结果: 在801 例血清标本中有464 例(57.9%)检测到HBV

DNA 其中 154 名健康人血清阳性率为8.4%(13/154)

594例不同临床表现的乙肝患者血清HBV DNA总检出率

为74.4%(442/594) 二者相比差异显著(P <0.01); 抗HCV阳

性血清中检出HBV DNA占17% (9/53). 464例HBV DNA 阳

性标本中 HBV基因型检出率分别是: A型为5.2% (24/464)

B型为7.1%(33/464) C型为77.2%(358/464) D型 2.4%

(11/464) 未检出E和 F型 但尚有14例(3%)同时检出

B型和C型 有24例未检出型别. 急性肝炎 慢性肝炎

肝硬化 原发肝癌各不同临床表现组间基因型分布无统计

学差异.

结论: 结果看出 我国北方地区感染的HBV基因型存在

A B C D四个型别 其中C型为主(77.2%) 各临床表

现组基因型分布也均以C型为主 组间无统计学差异.

谷鸿喜, 徐子龙, 刘建宇, 钟照华, 王华庆, 张淑云, 李迪, 张海红, 阿部贤治.

多引物对巢式PCR法检测HBV基因型的流行病学分析. 世界华人消化杂志

2004;12(5):1073-1076

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1073.asp

0   引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus HBV)是引起急 慢

性肝炎的主要病原之一 并可导致肝硬化和原发性肝

癌 严重危害人类健康. HBV DNA易发生变异[1-2] 基

因变异可影响基因复制表达 也可影响临床感染类型

和机体免疫应答[3-4]. 根据HBV基因组核苷酸序列的差
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异 目前HBV可分为A-H 8个基因型[5-8]. HBV基因型

分布有地域性 不同地区流行的基因型不同 而且基因

型与疾病的预后 治疗药物的选择等均有一定关系[9-11].

为了解我国北方地区HBV基因型流行病学情况及其临

床意义 我们采用HBV A-F 6个主要基因型特异性多

引物对巢式 PCR 法对 594 例不同临床表现的乙肝患

者 154名健康人血清及53份丙肝患者血清中HBV DNA

阳性的464例标本进行了基因分型和分析如下.

1   材料和方法

1.1 材料  HBV感染的不同类型肝病患者血清594份采

自 2001-09/2002-12 哈尔滨医科大学附属一院 二

院 解放军211医院及海拉尔呼盟人民医院门诊或住

院患者 包括急性肝炎 63 例 慢性肝炎 198 例 肝

硬化 72 例 原发性肝癌 73 例 HBV 无症状携带者

188例. 所有病例诊断均符合2000年西安全国肝病会议

修订的病毒性肝炎诊断标准及肝癌 肝硬化等诊断指

标; 同时还采集53例临床诊断为丙型肝炎(抗HCV阳性)

患者血清进行了HBV DNA及基因型检测; 154份健康人

血清采自黑龙江省商业大学2001级新生 HBV血清免

疫学标志均为阴性. M-MLV逆转录酶(Promega 200

MU/L); Taq DNA合成酶(Promega 5 MU/L); 核酸提取试

剂盒(Sepa-Gene RV-R)购自日本三光株式会社; 100 bp

DNA Marker(华美生物技术公司). 巢式PCR检测HBV

DNA 的引物(X 区) 设计参见文献[12] 由北京华美

生物公司合成.

        外引物对为: 5 -TGCCAACTGGATCCTTCGCGGG

ACGTCCTT-3 (nt1 392-1 421); 5 -GTTCACGGTGGT

CTCCATG-3 (nt1 625-1 607). 内引物对为: 5 -GTCC

CCTTCTTCATCTGCCGT-3 (nt1 487-1 507); 5 -ACG

TGCAGAGGTGAAGCGAAG-3 (nt 1 604-1 584). 检测

HBV基因型用引物根据HBV DNA pre-S和 S基因区保

守序列设计各基因型特异引物 [ 13 ] A B C .F

代表各基因型(表1). 引物由日本感染病研究所阿部贤治

教授惠赠.

1.2 方法  待检血清HBV DNA扩增采用巢式PCR法. 首

先取血清标本100 µL 按核酸提取试剂盒说明提取血
清DNA 将提取物溶解于50 µL无RNA的去离子水中
混匀即为血清DNA提取物. 取DNA提取物5 µL为模板
总反应体系为50 µL 进行巢式PCR扩增HBV DNA
方法见文献[18]. 反应产物经25 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴

定 出现118bp DNA片段为HBV DNA阳性. HBV DNA

阳性者测其基因型. HBV DNA基因型别的检测采用基因

型特异多引物对巢式PCR法. 取待检DNA 5 µL为模板
总反应体系为40 µL. 第1次PCR反应参数为: 95  10 min
后 94  20 s 55  20 s 72  30 s 40 个循

环 再72  7 min. 第 2 次 PCR 分两组进行 先按

表1分成A组(包括A B C基因型)和B组(包括D E

F基因型)加引物 再分别加入第1次PCR产物1 µL. 第
2次PCR反应参数为: 95  10 min 后 按94  20 s

58  20 s 72  30 s进行20个循环之后 按94 

20 s 60  20 s 72  30 s 再进行 20 个循环

最后72  7 min. 反应后 分别取A 组和B组扩增产

物10 µL于 30 g/L 琼脂糖凝胶进行电泳 溴化乙锭染
色后 凝脉电泳分析系统(上海天美2010)观察并照相.

2   结果

2.1 HBV DNA检测结果  采用巢式PCR法对801份患

者血清 其中包括594例HBV感染组不同肝疾患 53

表1  巢式PCR 检测HBV基因型特异引物序列

引物 序列 a

第1次 PCR

P1 5 -TCA CCA TAT TCT TGG GAA CAA GA-3 (nt2823-2845 通用)

  S1-2 5 -CGA ACC ACT GAA CAA ATG GC-3  (nt685-704 通用)

第 2次 PCR

A 组

 B2 5 -GGC TCM AGT TCM GGA ACA GT-3 (nt67-86 A-E 型特异)

 BA1R  5 -CTC GCG GAG ATT GAC GAG ATG T-3  (nt113-134 A型特异)

 BB1R  5 -CAG GTT GGT GAG TGA CTG GAG A-3  (nt324-345 B型特异)

 BC1R  5 -GGT CCT AGG AAT CCT GAT GTT G-3  (nt165-186 C型特异)

B 组

  BD1 5 -GCC AAC AAG GTA GGA GCT-3  (nt2979-2996 D型特异)

  BE1 5 -CAC CAG AAA TCC AGA TTG GGA CCA-3  (nt2955-2978 E型特异)

  BF1 5 -GYT ACG GTC CAG GGT TAC CA-3  (nt3032-3051 F型特异)

  B2R 5 -GGA GGC GGA TYT GCT GGC AA-3  (nt3078-3097 D-F型特异)

a: M 可代表一个核苷酸 A 或 C;   Y 可代表一个核苷酸 C 或 T.
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例丙型肝炎组和154例健康人血清进行HBV DNA检测.

结果看出 HBV感染组各类型肝疾病患者血清中HBV

DNA检出率65.8-77.7% 各组间无统计学差异. 健康对

照组HBV血清标志虽然均阴性 但仍有8.4%(13/154)被

检出HBV DNA 其检出率与HBV感染组相比 差异

显著(P <0.01). 丙型肝炎组(HCV抗体阳性)有17%(9/53)

检出HBV DNA 说明存在HCV和HBV混合感染的病

例(表2).

表2  801份血清标本中HBV DNA检测结果

   HBV DNA阳性
分组   n

  n 百分率(%)

健康人组 154  13       8.4

HBV感染组 594 442     74.4b

  无症状携带者 188 146     77.7

  急性乙型肝炎   63   43     73.0

慢性乙型肝炎 198 153     77.3

  肝硬化   72   49     68.1

  原发性肝癌   73   48     65.8

丙型肝炎组   53     9     17.0

bP <0.01, vs 健康人组.

2.2 HBV DNA基因型  采用基因型特异多引物对巢式
PCR法对464例HBV DNA阳性标本进行了HBV基因型
检测 出现68 bp 281 bp 122 bp和 119 bp条带者分
别为HBV A B C和D基因型特异条带 未出现E和

F基因型特异带(图1 2).

2.3 HBV DNA基因的分布  在464例HBV DNA阳性的

血清标本中 有440份被确定型别 24份未测出型别.

检出的HBV 型别有A B C D 型 E和 F 型未检

出 各型在不同临床组血清标本中的分布不同(表 3).

HBV基因型总检出率以C型为主 占77.2% 其他型别

依次是A型为5.2% B型为7.1% D型为2.4% E和

F型未检出 但有3.0%同时检出B型和C型 还有5.2%

HBV DNA没鉴定出基因型别. HBV感染组中不同肝疾病

患者血清中HBV基因型同样是以C型为主(77.6%) 不

同基因型在各组分布 组间无统计学差异. 健康人组

13例HBV DNA阳性血清中也有10例检出C基因型

占76.9% 除1例B和C型混合外 其余型别未被检出.

9例HBV DNA阳性的丙型肝炎血清中 有5例是C型

占55.6% A和D型各检出1例.

图1  HBV基因B, C型电泳图. 1, 2: C, B型阳性对照, 4: 阴性对照; 3:
DNA分子大小标准; 5, 6: C型; 7: B型; 8: C和B混合型.

图2  HBV基因D型电泳图. 1: HBV D型; 2, 3: HBV D型阳性和阴性对
照; 4: DNA marker.

3   讨论

乙型肝炎为世界流行性疾病 不同国家和地区发病率

有明显差异 我国为高流行区 人群感染率平均为10%

左右. HBV感染的诊断对临床治疗有很大指导意义. 以

往临床上主要依据HBV血清学免疫标志分析判断病毒

在体内复制情况 传染性及治疗方案等. 近年许多研究

通过检测标本中HBV DNA或进行DNA定量来直接判断

表3  HBV基因型在各临床组血清标本中的分布

 HBV基因型 /n (%)
分组 HBV DNA阳性 / n

      A     B        C      D    B+C                  UC*

健康人组 13       0      0   10 (76.9)      0  1 (7.7) 2 (15.4)

HBV感染组(小计) 442 23 (5.2) 31 (7.0) 343 (77.6) 10 (2.3) 13(3.0) 20 (4.6)

HBV携带者 146 10 (6.8) 11 (7.5) 110 (75.3)   6 (4.1)  4 (2.7)   5 (3.4)

急性乙型肝炎 46   2 (4.3)    6 (13)   32 (69.6)   2 (4.3)  1 (2.2)   3 (6.5)

慢性乙型肝炎 153   9 (5.9) 11 (7.2) 119 (77.8)   2 (1.3)  3 (2.0)   9 (5.9)

肝硬化 49   2 (4.1)  3 (6.1)   39 (79.6)        0  2 (4.1)   3 (6.1)

原发性肝癌 48        0  2 (4.2)   43 (89.6)        0  3 (6.3)        0

丙型肝炎组  9 1 (11.1)      0     5 (55.6) 1 (11.1)       0 2 (22.2)

*UC, 型别不确定.

1  2 3 4 5  6 7 8

100 bp
281 bp
122 bp

1            2   3   4

119 bp



病毒在体内复制情况. 若HBV血清学免疫标志与DNA检

测结合起来会更科学确定乙型肝炎病程进展及治疗方

案. 根据HBV抗原决定簇的差异可划分为4个血清型

而按HBV基因序列差异目前分为A-H 8个基因型[17]. 虽

然二者有一定的对应关系 但血清亚型并不能完全反

映出HBV各株间的异质性 而HBV基因型确能更好

理解各流行株间的不同差异性. 为此了解世界各地HBV

基因型分布情况 对寻找和追踪传染源 分析病毒衍

变和进化更有意义 对研究不同株与临床疾病类型及

预后也有一定指导意义 特别是针对各地基因优势株

制备疫苗是更值得考虑的问题.

        HBV基因型分布有明显地域性[14-15]. A型主要分布于

欧洲和美国; B C型主要分布于远东和亚洲地区; D型

是地中海地区和近东的优势基因型; E型主要分布非洲;

F G型见于美国; 最近中美洲有H型的报道[7]. 我国各

地区报道也不同[15-17]. 我们采用基因型特异多引物对巢

式PCR法 对464例HBV DNA阳性患者血清中HBV

进行了基因分型检测. 方法不仅简单而且结果可靠. 本结

果表明 北方地区被检血清标本中HBV DNA存在A

B C D4 个基因型 其中以C 型为主 占 77.2%

B A 和 D 型的检出率较低 分别为 7.1% 5.2% 和

2.4% E F型未检出. 该结果与2002 年南宁 广州

地区报道相似[16-17]. 至于14例同时检出B型和C型基因

是否是重叠感染 尚须进一步证实. 还有24例患者血清

中HBV DNA 虽然阳性 但未确定出型别 有可能是

A-F 基因型以外的型别 如G 型或H 型 尚需进一

步加以证实. 从本研究结果看出丙型肝炎患者血清中有

17%检出HBV DNA 其中也是以C型为主(55.6%)

说明两种肝炎病毒可重叠感染 [18].
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Abstract
AIM: To study the relationship among tumor necrosis factor-
α, Fas expression and hepatocyte apoptosis in an experi-
mental model of fulminant hepatic failure (FHF).

METHODS: A mouse model of FHF was established by
LPS and D-GalN. The expression of Fas in liver tissue was
detected by immunohistochemical method. Serum TNF-α
level and TNF-α mRNA expression in liver were analyzed
by ELISA and RT-PCR method respectively. Hepatocytic
apoptosis was examined by DNA agarose gel electrophoresis
and TUNEL method. TNF-α, Fas and hepatocytic apoptosis
were observed in the different stage after drug administr-
ation. In addition, changes of the above items were ob-
served after pretreatment with anti-TNF-αIgG1.

RESULTS: There was a little expression of Fas at 2 h in
model group. The expression of Fas increased distinctly at
8 h and 12 h and there was no statistical difference
between them. The expression of Fas at 8 h and 12 h was
higher than that at 2 h and 4 h (P <0.01 and P <0.05,
respectively). TNF-α mRNA expression in liver increased
statistically (0.91±0.75) and the data of normal control
was (0.32±0.10) in 2 hours to 4 hours after administration
of LPS and D-GalN. The level of serum TNF-α increased
(320±87 ng/L, the data of normal control was 17±7 ng/L).
There was typical manifestation of hepatocytic apoptosis
at 8 h after the drug administration. The level of serum
ALT and TBil obviously increased (9 352±1 000 nkat/L and
163.7±34.5 µmoL/L, respectively, the data of normal con-
trol  was 393±134 nkat/L and 14.9±4.8 µmoL/L,
respectively). and there were hepatocytic apoptosis and

necrosis at 12 hour after drug administration, at the same
time, the level of serum ALT and TBil reached the peak
(11 141±1 312 nkat /L and 203.2±19.9 µmol/L,
respectively). Hepatocytic apoptosis and liver injury and
the expression of Fas could be blocked after antagonized
with TNF-α.

CONCLUSION: TNF-α plays an important role on hepatocytic
apoptosis and liver injury in fulminant hepatic failure. The
hepatocytic apoptosis induced by TNF-α is correlated with
the expression of  Fas.

Wang YM, Feng GH, Huang F, Shi LL, Li Y, Wang ZY. Relationship
between hepatocytic apoptosis and Fas expression in mouse fulminant
hepatic failure. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1077-1080

摘要

目的: 研究Fas表达及肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis factor-
α TNF-α)在暴发性肝衰竭(fulminant hepatic failure
FHF)中与肝细胞凋亡的关系.

方法: 采用脂多糖(LPS)和D-氨基半乳糖(D-GalN)联合用药

制备FHF小鼠模型; 采用免疫组化方法检测肝组织Fas表达

分别采用ELISA方法和RT-PCR法检测血清TNF-α水平及
肝组织TNF-α mRNA表达; 采用肝组织DNA琼脂糖凝胶电
泳和TUNEL法检测肝细胞凋亡; 在用药后2 4 8 12 h

的不同时期动态观察Fas表达 血清TNF-α水平及肝组织
TNF-α mRNA表达及肝细胞凋亡的变化 并对模型鼠给予
TNF-α mAb 动态观察上述指标的变化.

结果: 在FHF模型小鼠中 用药后2 h 开始Fas有少量表

达 至 8 h 和 12 h 表达均很多 二者比较无显著差异

与2 h组比较 P <0.01,与 4 h组比较 P <0.05. 用药后2-4 h

肝组织TNF-α mRNA表达显著增加(0.91 0.75 正常值为
0.32 0.10) 伴血清TNF-α水平升高(320 87 ng/L 正
常值为17 7 ng/L) 8 h可出现典型的肝细胞凋亡表现 血

清ALT和TBil水平显著增加(分别为9 352 1 000 nkat/L和

163.7 34.5 µmoL/L 正常值分别为393 134 nkat/L
和14.9 4.8 µmoL/L) 12 h肝细胞坏死和凋亡同时存在
血清ALT和TBil水平达最高峰(分别为11141 1312 nkat /L

和 203.2 19.9 µmoL/L). 给予TNF-αmAb后LPS/D-GalN
介导的肝细胞凋亡和损伤被阻断 Fas表达亦被阻断.

结论: 在FHF中 TNF-α对肝细胞凋亡及肝损伤起重要的
作用 肝细胞凋亡的发生与Fas的表达增加有关.

王玉梅, 冯国和, 黄芬, 石理兰, 李颖, 王占英. 鼠暴发性肝衰竭中Fas表达与

肝细胞凋亡的关系. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1077-1080
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0   引言

近年研究发现 暴发性肝衰竭(fulminant hepatic failure,

FHF)中肝细胞凋亡与坏死密切相关 是肝细胞坏死的

早期过程. 在肝脏疾病中 肝细胞的凋亡主要是通过

Fas/FasL途径介导所致[12, 18-20] 但在FHF动物模型中

对Fas表达与肝细胞凋亡关系的研究却很少见 我们对

FHF模型鼠肝细胞凋亡 肝组织Fas及 TNF-α表达的
检测 探讨在暴发性肝衰竭(fulminant hepatic failure

FHF)中肝组织Fas及TNF-α表达与肝细胞凋亡的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  LPS购自Sigma公司 D-GalN购自重庆医科

大学 抗TNF-αIgG1(Endogen 公司产品) TNF-α酶
标试剂盒(Golden  bridge公司产品)购自深圳晶美生物公

司 ALT 试剂盒购自上海复星长征医学科学有限公

司 TB i l 试剂盒购自日本纺绩株式会社 TNF-α
mRNA引物购自北京奥科生物公司 cDNA合成试剂盒

购自宝生物工程有限公司(TaKaRa产品) TUNEL试剂

盒及Fas 免疫组化试剂盒均购自武汉博士德生物公司.

雄性昆明小鼠(中国医科大学附属二院动物实验室提供)

76 只 清洁级 质量20-25 g 随机分成12 组 取

4组(每组7只)给予LPS 10 µg/kg sc D-GalN 800 mg/kg
ip 另取4组(每组7只)除注射LPS和D-GalN外 同时

sc抗TNF-αIgG1mAb 100 µg 余 4组动物(每组5只)注
射同样体积的生理盐水 对上述小鼠分别于注药后2

4 8 12 h处死 每个时间点为1组动物 留取血清及

肝脏标本 将血清于-20 冻存待检 肝组织一部分

于40 g/L中性甲醛固定 一部分于-80 冻存待检. 注

射 LPS+D-GalN 后 2 4 8 12 h 分别编号为A1

A2 A3 A4组 注射生理盐水后2 4 8 12 h分别

编号为B1 B2 B3 B4 组 注射 LPS+D-GalN+

抗TNF-aIgG1单抗后2 4 8 12 h分别编号为C1 C2

C3 C4 组.

1.2 方法  于日立7170全自动生化分析仪进行血清ALT

TBil水平检测. TNF-α水平检测按试剂盒说明书进行
抗原抗体反应后显色 在酶标仪492 nm处读取 A值

并以标准曲线为标准计算样品的含量. TNF-α mRNA的
相对含量的检测采用异硫氰酸胍-酚-氯仿方法, 提取

肝组织内RNA 采用TNF-α-2(antisense primer) 在
30-65 35 min 条件下逆转录合成TNF-α mRNA
cDNA后进行PCR反应 引物序列如下:  TNF-α-1 5 -
ACCAGAGCGGCAAGAAGAACCAT-3 (sense primer);

TNF-α-2 5 -CATCAGACATCGGAGGCAGGAAG-3
anti-sense primer)(产物长329 bp) 同时设内参照 引物

序列: β-ctin-1 5 -TGTATGCCTCTGGTCGTACCAC-3
(sense primer); β-ctin-2 5 -ACAGAGTACTTGCGCTCA
GGAG-3 (anti-sense primer)(产物长592 bp). PCR反应条

件: 94 变性 3 min 然后94  30 s 57  1 min

72  1 min 进行32个循环 72 延伸5 min. 将 PCR

产物在20 g/L琼脂糖凝胶上电泳 用Kodak 1D型凝胶

成像分析系统分析检测各扩增带的产物含量 用下列

公式表示: TNF-α mRNA的相对含量=TNF-α mRNA/β
actin×100. Fas免疫组化检测按试剂盒说明书进行 对
石蜡包埋的肝组织切片进行抗原抗体反应后DAB 显

色 染色后细胞质呈棕褐色染色的为阳性细胞 细胞

质无棕褐色染色的为阴性细胞. 阳性细胞记数分3级: 低

倍镜视野阳性细胞数小于1/3 为(+) 1/3-2/3 为(++)

大于 2/3 为(+++). 采用酚 氯仿提取肝组织DNA 于

7 g/L琼脂糖凝胶电泳(100 V 1.5 h)观察DNA 梯形带

的变化. 缺口原位末端标记技术按试剂盒说明书进行检

测 对石蜡包埋的肝组织切片进行缺口原位末端标记

后DAB显色 染色后细胞核呈棕褐色染色的为阳性细

胞 细胞核无棕褐色染色的为阴性细胞. 阳性细胞记数

分3级: 低倍镜视野阳性细胞数小于1/3为(+) 1/3-2/

3 为(++) 大于 2/3为(+++).  肝组织石蜡切片用HE染

色于光镜下观察肝组织学变化.

       统计学处理  采用mean±SD表示血清ALT TBil
TNF-α水平及TNF-αmRNA相对含量 使用SAS软件
包作方差分析 并进行两两比较 采用χ2检验进行Fas
阳性表达率及TUNEL法检测肝细胞凋亡的比较.

2   结果

2.1 血清ALT TBil TNF-α和肝组织TNF-αmRNA
表达与对照组相比 应用LPS+D-GalN后2 4 8 h血
清TNF-α水平 肝组织TNF-α mRNA的相对含量及
阳性表达率均显著升高(P <0.01) 其中 尤以2 h组
升高最为显著 以后逐渐下降. 从 LPS+D-GalN应用后
4 h开始 ALT TBil明显升高 与各时间点对照组相
比有显著差异(P <0.01) 其中 8 12 h 升高更明显
与4 h组相比 P <0.01. 阻断TNF-α后各时间点ALT
TBil 水平均降至正常. 经阻断TNF-α后 血清TNF-α
水平及肝组织TNF-α mRNA的相对含量及阳性表达率
均降至正常水平(表1).

表1  鼠血清ALT, TBil 和 TNF-α水平变化及肝组织TNF-α mRNA表
达的变化(mean±SD)

分组     ALT(nkat/L)  TBil(µmol/L)  TNF-α(ng/L)  TNF-α mRNA相对含量

A1              624 67            15.8 3.0           320 87b                0.91 0.75b

A2           1 238 180a         38.9 5.9a          282 53b               0.82 0.08b

A3          9 352 1 000b     163.7 34.5b       145 29b           0.70 0.06b

A4       11 140 1 312bc  203.2 19.9bc     70 17ac       0.44 0.09c

B1    386 136          13.3 6.3            17 7            0.32 0.10

B2    401 154          13.8 4.7           16 6           0.30 0.11

B3    393 134          14.9 4.8           17 4           0.31 0.10

B4    381 120        15.1 6.6          17 5         0.30 0.09

C1    523 122          13.5 4.0           17 4           0.33 0.09

C2    558 115          12.5 4.36         17 5           0.32 0.08

C3    416 191          12.7 4.5           17 5           0.34 0.08

C4    429 152          13.0 4.3           17 5           0.33 0.09

aP <0.05, bP <0.01, vs对照组; cP <0.05, vs B4, C4.
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2.2 肝细胞凋亡的检测结果  LPS+D-GalN应用后8 h可

见典型的DNA梯形带 LPS+D-GalN应用后12 h则出

现坏死带 其余时间点均无DNA梯形带或坏死带的出

现 经阻断TNF-α后 各时间点均无DNA梯形带或
坏死带的出现(图 1). 肝组织 TUNEL 检测结果显示

LPS+D-GalN 应用后2 h 肝组织可出现少量阳性细

胞 4 h时阳性细胞有所增加 8 h时阳性细胞明显增

加 12 h时亦存在凋亡细胞 且肝组织出现明显的坏死

表现. 经阻断TNF-α后 各时间点阳性细胞均显著减
少(图2).

图1  鼠肝组织DNA琼脂糖凝胶电泳结果.

图2  鼠肝组织TUNEL检测结果.

2.3 肝组织Fas表达的检测结果  在 LPS+D-GalN应用后

2 h Fas 有少量表达 4 h表达较多 8 h和 12 h 时表

达均很多 8 h和 12 h 组比较无显著差异 与2 h组

比较 P <0.01,与 4 h组比较 P <0.05. 阻断TNF-α后Fas
表达显著减少 与未阻断前12 8 h比较 P <0.01 与

4 h组比较 P <0.05(表 2).

2.4 肝组织学改变  LPS+D-GalN 应用后2 h组肝组织基

本上无异常所见 4 h组可见肝细胞胞质疏松化 呈

气球样变 并可见散在的嗜酸变性 8 h组可见点片状

肝细胞坏死 其中有较多的嗜酸变性和坏死 12 h组则

见肝细胞呈大片坏死 核碎裂或溶解 呈现大块状出血

坏死. LPS+D-GalN+抗-TNF-α组肝组织HE染色基本
上无异常所见.

表2  鼠肝组织Fas检测结果%(n/n)

分组       表达(+++)         表达(++)             表达(+)              表达(-)

A1        0 0.14 (1/7) 0.43 (3/7) 0.43 (3/7)bd

A2 0.14 (1/7) 0.14 (1/7) 0.57 (4/7) 0.14 (1/7)bd

A3 0.86 (6/7) 0.14 (1/7)       0       0b

A4 0.57 (4/7) 0.29 (2/7) 0.14 (1/7)       0b

B1        0       0 0.20 (1/5) 0.80 (4/5)

B2        0       0 0.20 (1/5) 0.80 (4/5)

B3        0       0        0 1.00 (5/5)

B4        0       0       0                  1.00 (5/5)

C1        0       0 0.43 (3/7) 0.57 (4/7)

C2        0       0 0.43 (3/7) 0.57 (4/7)e

C3        0       0 0.57 (4/7) 0.43 (3/7)d

C4        0       0 0.29 (2/7) 0.71 (5/7)f

bP <0.01, vs对照组;  dP <0.01, vs A3; eP <0.05, vs A2;  fP <0.01, vs A4.

3   讨论

暴发性肝衰竭是病毒性肝炎和许多肝病死亡的主要原

因 死亡率高达70%以上 其发病机制复杂 至今尚未

完全阐明. 许多学者采用多种方法进行不同种动物FHF

的体内和体外实验[1-7] 对其发病机制及治疗等方面进

行研究 取得了一定的进展. 我们应用LPS10 µg/kg +D-
GalN 800 mg/kg联合用药建立FHF小鼠模型 从动物

的临床表现 生化检查和肝脏病理学检查所示的各种

变化均符合FHF 与既往的研究一致[3, 8-9]. TNF-α对肝
脏具有明显的损伤 可引起肝细胞坏死[10] 近年研究

还发现 TNF-α可通过诱导肝细胞凋亡参与肝脏疾病
的发病过程 Leist et al的研究表明 同时给小鼠注

射LPS和D-GalN 早期可出现肝细胞凋亡的病理及生

化改变 表明在LPS+D-GalN的FHF模型中 LPS的毒

性作用实际上是体现为严重的凋亡性肝损伤和完全的

破坏 TNF-α是LPS诱导肝细胞凋亡的重要递质. 已
证实细胞内蛋白激酶的激活是TNF-α诱导细胞凋亡的
一种早期过程 在TNF-α诱导肝衰竭的实验研究中肝
细胞凋亡与肝细胞坏死有着非常密切的联系[1-2, 10-17]. 本

结果表明 给予LPS和D-GalN后 2 h TNF-α产生最
多 以后逐渐下降 至 12 h 时降至正常 且肝功及

肝组织学变化显著 于给药后 8 h 出现肝细胞凋亡

12 h出现肝细胞坏死 给予TNF-α mAb后 TNF-α水
平降至正常 同时亦阻断了肝细胞凋亡及肝生化及组

织学变化 提示TNF-α在FHF早期肝细胞凋亡的过
程中起重要作用. Fas/Apo-1系统与其mAb结合后Ca2+

内流 胞质内Ca2+浓度升高可直接激活依赖Ca2+/Mg2+内

源性核酸酶从而导致DNA断裂 染色质固缩而使细胞

凋亡 在肝脏疾病中 肝细胞的凋亡主要是通过Fas/

FasL途径介导所致[1, 5, 11-15, 18-20, 28-29]. 在病毒性肝病中

肝细胞的死亡主要是通过Fas抗原介导的 对暴发性肝

衰竭模型小鼠腹腔内注射Fas 受体的抗体可加重肝细胞

A1 A2 A3 A4 B1 B2 B3 B4 C1 C2 C3 C4
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Marker(bp)    A       B       C      D      E       F
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4 269
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2 027
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1 375
   941
   831
   564

A:Marker
B:LPS/GaIN 2 h
C:LPS/GaIN 4 h

D:LPS/GaIN 8 h
E:LPS/GaIN 12 h
F:抗TNF-α组



凋亡和肝功能衰竭 在重型肝炎 慢性肝病患者的肝

细胞表面均有Fas 抗原的表达[21-25]. 本结果表明 在

LPS+GalN用药后Fas表达增加 且其表达水平的变化与

肝细胞凋亡的检测结果相一致 提示在此种FHF模型中

肝细胞凋亡的发生与Fas的表达增加有关.  caspase-3的

激活在肝细胞凋亡的发生中起重要的作用 Fas系统参

与caspase-3细胞凋亡作用的发挥 在Fas介导细胞凋

亡的过程中 caspase-3是其死亡信号途径下游的一个关

键效应组分 他可被水解成活性酶形式 进而酶切PARP

导致DNA片段化 细胞凋亡[27]. TNF-α能激活caspase-3
蛋白酶活性并能诱发肝细胞凋亡[26-27, 30]. 本研究结果表

明 在LPS+GalN所致的FHF中 TNF-α水平及TNF-α
mRNA 的表达均增加 Fas 的表达亦增加 伴有肝细

胞凋亡的发生 进一步阻断TNF-α的作用后Fas的表
达及肝细胞凋亡均被阻断 提示在此种模型中TNF-α
促进肝细胞凋亡的作用与Fas的表达增加有关.
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Abstract
AIM: To construct and express a recombinant eukaryotic
expression vector bearing fusion gene of HBV S2S and Fc
fragment.

METHODS: The technique of splicing by overlapping exten-
sion and twice PCR were used, and fusion gene fragment
was obtained and cloned into pGEM-T Easy TA cloning vector
to get suited enzyme sites. Recombinant eukaryotic ex-
pression vector pcDNA3 S2S/Fc was constructed by double
adhesive terminal ligation. Then the recombinant vector
was transferred into SP2/0 cells by using Lipofectamine.

RESULTS: The recombinant vector was identified by di-
gestion with restriction enzymes and confirmed by DNA
sequencing analysis. And the vector bearing fusion gene
could be expressed in eukaryotic cells detected by indirect
immunofluotescence technique.

CONCLUSION: The relative efficient expression of the fusion
gene in SP2/0 cells may provide an experimental basis for
specific immunotherapy for HBV infection.

Chen HM, Bai XF, Huang CX, Li GY, Hong S. Construction and expres-
sion of eukaryotic vector bearing fusion gene of HBV PreS2S and Fc
fragment. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1081-1084

摘要

目的: 构建含HBV PreS2S 和Fc融合基因的真核表达载体

pcDNA3 S2S/Fc并在真核细胞中进行表达.

方法: 应用重叠延伸剪切技术(splicing by overlapping

extension 简称SOE)经两次PCR获得嵌合基因片段S2S/

Fc 回收后克隆到pGEM-T Easy TA克隆载体 获得合

适的酶切位点 再采用双粘端连接法转克隆入真核表达载

体pcDNA3中 得到真核重组载体pcDNA3 S2S/Fc. 然后

用脂质体法转染SP2/0细胞.

结果: 对重组载体进行了限制性酶切鉴定及测序分析 证

明连接正确; 经间接免疫荧光检测证实该重组载体能在真核

细胞中表达插入的外源性基因编码的融合蛋白.

结论: 真核表达载体pcDNA3 S2S/Fc的成功构建及在SP2/0

细胞中的有效表达 为进一步探讨HBV感染的特异性免

疫治疗提供了实验依据.

陈红梅, 白雪帆, 黄长形, 李光玉, 洪沙. HBV PreS2S/Fc融合基因真核表达

载体的构建及表达. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1081-1084

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1081.asp

0   引言

乙型病毒性肝炎是一种发病率高 严重危害人类健康

的传染病[1-10]. 25%的慢性乙肝患者可发展为肝硬化和肝

细胞癌[11-15] 至今尚无一种真正有效的治疗药物[16]. 目

前 基因免疫在流感 艾滋病 乙丙型肝炎[17-18]等感染

性疾病的治疗研究中呈现出广阔的应用前景. 体内外实

验表明基因疫苗可以同时诱导针对病原的体液和细胞

免疫反应. 已知乙型肝炎病毒(HBV)是嗜肝DNA病毒

其包膜蛋白由HBsAg preS1Ag和 preS2Ag组成 中和

表位位于S区. preS1Ag和preS2Ag也均含有T细胞和B

细胞表位 可增强S抗原的免疫原性[19]. 而免疫球蛋白

的Fc片段可以通过受体途径提高抗原的提呈效率[20]. 因

此 我们采用分子克隆技术 将HBV preS2+S基因与

Fc基因重组成融合基因 构建了真核表达载体pcDNA3

S2S/Fc 以期通过表达的融合蛋白发挥二者的协同作

用 增强基因疫苗诱导的免疫反应.

1   材料和方法

1.1 材料  含有人Fc 片段编码基因的pCMVsFc 质粒由

陈思毅教授(J Immunol  2000;165(8):4581-91)惠赠. 含

HBV全基因的质粒p1.2 载体质粒pcDNA3及SP2/0细

胞由本室保存. 高保真polybest DNA聚合酶购自TaKaRa

公司. 各种限制性内切酶 Taq DNA 聚合酶 WizardTM

PCR Preps DNA Purification System和pGEM-T Easy Vector
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Systems 均购自Promega 公司. 小提质粒试剂盒购自华舜

公司. 脂质体转染试剂盒LipofectamineTM2000 Reagent 购

自GIBCO 公司. 人抗HBsAg购自上海生物制品研究所

小鼠抗人Fc为第四军医大学免疫学教研室产品. FITC

标记山羊抗鼠IgG 兔抗人IgG均为北京中山生物技术

有限公司进口分装试剂. 胰蛋白胨 酵母提取物为英国

Oxford产品. 其余生化试剂均为常规分析纯的进口或国

产试剂. RPMI1640和DMEM培养基 均购自GIBCO公

司. 胎牛血清购自杭州四季青生物制品公司.

1.2 方法  真核表达载体pcDNA3 S2S/Fc的构建参照文

献(J Exp Med 1992;175:495-502) 用重叠延伸剪接术

(splicing by overlap extention SOE)经两次PCR获得嵌

和基因片段S2S/Fc 回收后 克隆入pGEM-T Easy

TA 克隆载体 转化大肠杆菌 JM109 挑选阳性克隆

酶切鉴定后 酶切目的片段转克隆入真核表达载体

pcDNA3中. 根据HBV-adr亚型中国株基因序列和Fc基

因序列合成并纯化4条引物 引物由上海基康和Takara

生物技术有限公司合成. 引物序列如下: 上游引物 F:

5 -CGGAAGCTTA TGCAGTGGAA CTCCACAAC-3

中间引物M1: 5 -GCATGTGTGA GTTTTAATGT

ATACCCAAAG-3 ; 中间引物M2: 5 -CTTTGGGTAT

ACATTAAAAC TCACACATGC-3 ; 下游引物R: 5 -

TATTATCATT TACCCGGAGA CAG-3 . F 为 HBV

preS2S基因的上游引物 引入Hind 酶切位点; 中间引

物M1和M2 是完全互补的 分别含HBV S 基因C端

15 bp (2 639 nt-2 653 nt)和 Fc N端去掉起始码和信号肽

后的15 bp 共 30 bp的序列; R为Fc 片段的下游引物.

第1次PCR 以质粒p1.2 为模板 用引物F和M1扩

增HBV preS2S基因片段(约850 bp). 以质粒pCMVsFc为

模板 用引物M2和R扩增Fc基因片段(634 bp). 反应条

件: 94 预变性5 min 94 变性45 s 55 退火45 s

72 延伸 45 s 35 个循环 最后72 延伸 10 min.

用 10 g/L 琼脂糖凝胶电泳分离上述PCR 产物后 以

WizardTM PCR Preps DNA Purification System回收产物. 第

2次PCR 以第1次PCR产物为模板 各取100 ng 用

引物F和R扩增 获得基因片段S2S/Fc. 反应条件: 94 

预变性5 min 94 变性45 s 58 退火1 min 72 

延伸 1 min 35 个循环 最后72 延伸 30 min. 回收

第2次PCR产物. 目的片段S2S/Fc与 pGEM-T Easy TA

克隆载体的连接 按操作说明书进行. 挑取单克隆菌落

于3 mL+Amp的LB培养基中 震荡过夜 用小提质粒

试剂盒提取质粒. 分别用 Eco R 进行单 双酶切鉴定

插入片段的大小. 将目的片段转克隆入真核表达载体

pcDNA3 中 用 Hind III 和 EcoR I 双酶切 pGEM-T

EasyS2S/Fc质粒和载体pcDNA3 得到目的片段和线形

载体 采用双粘端连接法连接 转化新鲜的感受态菌

JM109. 挑取单克隆菌落于3 mL+Amp的 LB培养基中

震荡过夜 用小提质粒试剂盒提取质粒. 分别用Hind III

和 EcoR I+ Hind III 进行单 双酶切鉴定. 并送上海生

物工程有限公司测序.

1.2.1 pcDNA3 S2S/Fc在 SP2/0细胞中的瞬时表达  用含

100 mL/L胎牛血清的DMEM培养基 于37 50 mL/L

CO2孵箱中培养. 用小提质粒试剂盒提取质粒. 重组质粒

的转染用脂质体介导转染法进行. 按照脂质体转染试剂

盒LIPOFECTAMINETM2000 Reagent 的操作说明书 (1)

将 SP2/0细胞接种于25 mL培养瓶内; (2)培养18-24 h

使处于对数生长期的细胞达90-95%融和; (3)无菌Ep管

中制备 10 µg DNA 溶于 100 µL 无血清 无抗生素
的DMEM中; 15 µL Lipofectamine溶于85 µL无血清 无
抗生素的DMEM中. 将此两溶液在5 min内混合; (4)用无

血清 无抗生素的DMEM洗涤细胞2次. 加入1.8 mL无

血清 无抗生素的DMEM; (5)将 Lipofectamine+DNA混

合物200 µL小心滴加至细胞上. (6) 37 50 mL/L CO2
孵箱中培养4-6 h后 换为完全培养基继续培养; (7)转

染48-72 h内检测重组质粒的表达. (8)同时设置一空白

和空载体对照孔.

1.2.2 用间接免疫荧光法检测抗原的表达  参照实用免疫

细胞化学与核酸分子杂交技术(四川科学技术出版社

1994) (1)将转染细胞悬液滴加至用多聚赖氨酸预处理的

载玻片上 风干后 置冷丙酮中固定10 min; (2)用 pH

7.2的 PBS冲洗5 min 2次; (3)滴加含50 mL/L胎牛血

清的PBS封闭30 min; (4)分别滴加未标记的第一抗体人

抗HBsAg和鼠抗Fc(按 1 50 稀释)于固定细胞上 置

湿盒中37 作用1 h; (5)用 PBS冲洗5 min 3次; (6)分

别滴加FITC 标记的兔抗人和山羊抗鼠的第二抗体(按

1 100稀释) 置 37 湿盒中作用1 h; (7)用 PBS冲洗

5 min 3次; (8)风干后 用含500 mL/L甘油 500 mL/L

0.01 moL/L pH 7.2的PBS溶液封片 荧光显微镜下观察.

2   结果

2.1 pcDNA3 S2S/Fc重组体的鉴定  重组质粒分别经Hind

和Hind +EcoR 单双酶切 可见与理论结果一致

的6.8 kb 5.4 kb和 1.4 kb的电泳条带(图1) 测序确证.

2.2 融合基因S2S/Fc在真核细胞中的瞬时表达  用间接

免疫荧光法 在荧光显微镜下观察到了融合抗原的表

达(图2).

图1  重组质粒pcDNA3 S2S/Fc 测序. A: -EcoT14I digest marker;

B: pcDNA3 S2S/Fc digested by Hind ;  C: pcDNA3 S2S/Fc di-

gested by Hind +EcoRI.

A           B             C

19 329 bp
  7 743 bp
  6 223 bp
  4 254 bp
  3 472 bp
  2 690 bp
  1 882 bp
  1 489 bp
     925 bp
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图2  重组质粒pcDNA3 S2S/Fc 转染SP2/0细胞融合蛋白的表达. A:
细胞膜阳性; B: 阴性对照.

3   讨论

HBV S基因含前S1 前 S2和HBsAg基因 分别编码

前S1 前S2和HBsAg 他们是HBV包膜的主要成分

可诱导机体产生相应的抗体 这些抗体能保护机体免

受HBV的感染 产生保护性免疫. 近年来研究表明 在

HBV感染过程中 前S2可能起着非常重要的作用. 阻

断前S2的作用将可能阻止HBV的感染. 研究表明 含

前S1 前S2和HBsAg的第三代重组疫苗的免疫原性较

强 能诱导机体产生较高的抗-HBs水平和免疫保护能

力[21]. 应用前S2/HIVgp120嵌合基因[22]和前S2/HCV嵌合

基因[23]的DNA疫苗可诱导小鼠产生很强的抗-HIV和

抗-HCV的体液和细胞免疫反应 显示前S2可能是一

种广谱的免疫佐剂.

        DNA疫苗诱导免疫反应的效率相对较低 尤其是

对于大动物种系和人类 这削弱了他们的实际应用. 尽

管花费了相当大的努力来提高DNA疫苗的运输效率

但在接种DNA疫苗后仅少量抗原能够表达发挥免疫功

效. 目前应用的提高和调节DNA疫苗诱导的免疫反应补

充策略之一是 通过与细胞表面受体分子结合的抗原

融合将DNA疫苗编码的抗原靶向导入到细胞表面. 通过

与MHCII类分子结合将抗原靶向到APCs 以增强靶向

蛋白的免疫原性. 诱导对靶向蛋白的体液免疫反应的水

平和反应的速度都能被极大的提高 尤其是应用低剂

量的抗原时[24-30].

    基于以上的研究策略 我们成功构建了含HBV

preS2S与Fc融合基因的真核表达载体pcDNA3 S2S/Fc

并在 SP2/0 细胞中进行了有效的表达 为进一步提高

HBV DNA的免疫效果创造了条件.
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非 南斯拉夫 日本 瑞典 瑞士 沙特阿拉伯 泰国 土耳其 西班牙 希腊 新加坡 匈牙利

伊朗 意大利 印度 英国 中国 中国台湾 中国香港.   基金资助论文 292 篇(56.04%) 各项目基金

论文共 440篇(84.45%) 其中国际基金论文 25篇(4.79%) 国家 973 863 国家自然科学基金资助论文 180

篇(34.54%) 部 省级基金资助论文 235篇(45.10%). WJG 2002年共发表论文 226篇 分布为 26个地区

国内论文占 93.36% 国际论文占 6.63% 基金论文占 60.61%. WJG 2001年共发表论文 173篇 分布 20个

地区 112个机构 国际论文占 35% 基金论文占 55%. WJG 2000年共发表论文 205篇 基金论文占 50%.

WJG 1999年共发表论文 144篇 分布 20个地区 100个机构 国际论文占 23% 基金论文占 50%. WJG

1998年共发表论文 183篇 11个地区分布 国际论文占 9.84% 基金论文占 59.56%.

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2004年版权归世界胃肠病学杂志社

• 消息 •



World Chin J Digestol  2004 May;12(5):1085-1088
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

PO Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 病毒性肝炎 VIRAL HEPATITIS •

缬沙坦综合治疗慢性乙型肝炎和肝硬化的临床研究

宋怀宇, 王万忠, 朱菊人

宋怀宇, 广西壮族自治区人民医院消化内科  广西壮族自治区南宁市  530021
王万忠, 山东省立医院病理科  山东省济南市  250021
朱菊人, 山东省立医院消化内科  山东省济南市  250021
宋怀宇, 男, 1970-10-30生, 福建省莆田市人, 汉族. 2002年山东大学医学
院博士, 主治医师, 主要从事慢性肝病的基础与临床研究, 已发表论文16篇.
项目负责人: 宋怀宇, 530021, 广西壮族自治区南宁市桃源路6号, 广西壮族
自治区人民医院消化内科.  huaiyu_song@sina.com
电话: 0771-2186184
收稿日期: 2003-12-12    接受日期: 2004-02-01

Therapeutic effect of valsartan on
chronic type B hepatitis and liver
cirrhosis

Huai-Yu Song, Wan-Zhong Wang, Ju-Ren Zhu

Huai-Yu Song, Department of  Gastroenterology, The People’s Hospi-
tal of Guangxi Zhuang Autonomous Region,  Nanning 530021, Guangxi
Zhuang Autonomous Region, China
Wan-Zhong Wang, Department of Pathology, Shandong Provincial
Hospital, Jinan 250021, Shandong Province, China
Ju-Ren Zhu, Department of Gastroenterology, Shandong Provincial
Hospital, Ji nan250021, Shandong  Province, China
Correspondence to: Huai-Yu Song, Department of Gastroenterology,
The People’s Hospital of Guangxi Zhuang Autonomous Region, Naning
530021, Guangxi Zhuang  Autonomous Region, China.
Received: 2003-12-12    Accepted: 2004-02-01

Abstract
AIM: To study the clinical effect of valsartan on chronic
type B hepatitis and liver cirrhosis.

METHODS: A total of 54 patients with chronic type B hepatitis
and liver cirrhosis were divided into therapy group and control
group, and each group had 27 cases. The patients in the
control group were treated with routine treatment, and those
in the therapy group, besides routine treatment, were added
with valsartan 80 mg/day, and the therapeutic period was
one month. Before and after treatment, serum HA, LN,
PCIII, IV-C were  measured by radio-immunoassay in each
group. The parameters of ALT, AST, TBIL, Alb, r-GT and
AKP were obtained. In the therapy group, five patients’
liver tissues were obtained by liver biopsy, and then stained
by H-E staining before and after treatment.

RESULTS: In these two groups, the parameters of ALT,
AST, r-GT, AKP , TBIL, HA, and IV-C were all improved
remarkably (P <0.05 or 0.01) after treatment. In the therapy
group, the parameters of ALT (5.7±1.9 ukat/L vs 1.3±0.7 ukat/L),
AST (5.1±1.9 ukat/L vs 1.5±0.7 ukat/L), HA (298±107 ug/L
vs 159±92 ug/L) and  IV-C (102±24 ug/L vs 63±19 ug/L)
were all descended (P <0.05 or 0.01, 2.241 t 3.249)
before and after treated with valsartan. Compared with
control group, especially in chronic hepatitis patients, these
parameters were decreased significantly (P <0.05 or 0.01,
2.324 t 3.012), the liver microcirculation was
improved, the inflammatory infiltration in liver was relieved,

the liver tissue fibrosis was degraded, and the liver histology
was remarkably improved.

CONCLUSION: As valsartan can effectively protect the liver
cells, reverse the process of liver fibrosis, it is a feasible
choice in the treatment of chronic hepatitis and liver
cirrhosis.

Song HY, Wang WZ, Zhu JR. Therapeutic effect of valsartan on chronic
type B  hepatitis  and  liver cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;
12(5):1085-1088

摘要

目的: 观察缬沙坦对慢性乙型肝炎(简称慢肝)和肝硬化患者

的临床治疗效果 并探讨其作用机制.

方法: 慢肝和肝硬化患者共54例分为对照组与治疗组 每

组各27例. 对照组给予常规治疗 治疗组在常规治疗的基

础上加用缬沙坦80 mg/d 疗程 1 mo. 两组患者于治疗前

后抽血测肝功能 血清肝纤维化指标透明质酸(HA) 层粘

连蛋白(LN) IV型胶原(IV-C) III 型前胶原(PCIII)等以

了解治疗前后肝功能 肝纤维化指标的变化. 治疗组中有

5例患者于治疗前后行肝穿刺对照检查.

结果: 两组患者治疗后ALT AST r-GT AKP TBIL

以及血清肝纤维化指标HA IV-C均较治疗前明显好转

(P <0.05 或 0.01). 治疗组经缬沙坦治疗后 与治疗前相

比 ALT(5.7±1.9 ukat/L vs 1.3±0.7 ukat/L) AST(5.1±

1.9 ukat/L vs 1.5±0.7 ukat/L) HA(298±107 ug/L vs

159±92 ug/L) IV-C (102±24 ug/L vs 63±19 ug/L)等指标

明显降低(P <0.05或 0.01 2.241 t 3.249) 与对照组

相比 在慢性肝炎患者 上述指标改善更为明显(P  <0.05或

0.01 2.324 t 3.012). 经缬沙坦治疗后 肝脏微循环

改善 肝细胞炎性浸润程度减轻 纤维化程度分级降低 肝

组织G-S分期与治疗前相比有一定程度的好转.

结论: 缬沙坦综合治疗慢肝 肝硬化患者能够发挥一定的

保护肝细胞 改善肝微循环 逆转肝纤维化的作用.

宋怀宇, 王万忠, 朱菊人. 缬沙坦综合治疗慢性乙型肝炎和肝硬化的临床研究.
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0   引言

慢性肝炎和肝硬化在我国常见[1-8] 多由HBV HCV

感染引起[9-18] 在其发生 发展过程中常伴有肾素 -
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血管紧张素系统(RAS)的异常激活 并且对慢肝患者病

情的发展产生重要的影响. 我们探讨血管紧张素II I型

受体拮抗剂缬沙坦(商品名:代文 瑞士诺华公司出

品 80 mg/ 片)治疗慢肝和肝硬化患者的临床效果.

1   材料方法

1.1 材料  诊断明确的慢性乙型肝炎和肝硬化代偿期患

者 符合中华医学会传染病与寄生虫分会 肝病学分

会2000年修订的诊断标准[19] 共54例患者. 男 31例

女23例 平均年龄45.8岁. 分为对照组与治疗组各27

例. 两组患者在病变程度 性别 年龄构成等方面均

具有可比性. 治疗组中有5例患者 于治疗前后行肝穿

刺对比检查.

1.2 方法  两组都给予易善复15 mL静滴qd 1 mo 胸

腺肽60 mg静滴qd 1 mo. 而治疗组再加缬沙坦80 mg

口服 qd 1 mo. ALT AST r-GT AKP TBil

Alb用自动生化分析仪测定. 血清肝纤维化指标: 透明质

酸(HA) 层粘连蛋白(LN) IV 型胶原(IV-C) 三型

前胶原(PCIII) 采用放射免疫法. 检测试剂盒购自上海

海研医学生物技术中心(具体检测步骤依试剂盒说明). 肝

组织切片的病理分析: 由一名病理专业的副教授判断HE

染色肝组织切片的G-S分期[19] 并具体分析其病理改变.

        统计学处理  采用Student t检验 由SPSS10.0统计

软件分析.

2   结果

经缬沙坦治疗后 5例患者第2次肝穿的肝组织HE染

色 G-S 分期较治疗前有一定好转 分别为G4S4 v s

G2S3 G4S4vs G3S3 G3S3vs G1S2 G2S3vs G1S2和

G2S2vs G1S1(图 1-2). 肝组织血管内与肝窦间的淤血程

度减轻 肝脏微循环改善. 汇管区及周围炎性细胞浸润

减少 炎症程度减轻. 肝组织胶原纤维沉积减轻. 在整个

治疗过程中 患者无咳嗽 头晕 乏力 胃肠道反应等

不适 患者耐受良好.

图1  慢性肝炎治疗前后肝活检组织学改变 HE 200. A: 慢肝患者治疗前肝组织内沿汇管区 汇管区 中央静脉大量炎细胞浸润, 胶原纤维增生
(桥接坏死G3S3); B: 治疗后肝组织炎性浸润和胶原纤维增生程度明显减轻(G1S2).

表1  治疗组和对照组慢肝患者治疗后ALT, AST, Tbil, r-GT, AKP, HA均有显著下降(P <0.05, 表 1). 与对照组相比, 治疗组经缬沙坦治疗后ALT,

AST, HA, IV-C的改善优于对照组(P <0.01或0.05, 表 1)(mean±SD)

分组        n                     ALT (ukat/L)         AST (ukat/L)           TBil (umol/L)            r-GT (ukat/L)        AKP (ukat/L)           HA (ug/L)            IV-C (ug/L)

治疗组   12                      前 5.7±1.9                5.1±1.9                  57.6±21.5                  2.8±1.4                  2.8±0.9                298±107                102±24

              12                      后 1.3±0.7bd               1.5±0.7bc                24.1±11.4a                 1.5±0.6b                  1.2±0.5b               159±92bc                   63±19ac

对照组   11                      前 5.2±2.0                5.4±2.7                  49.3±13.3                  2.5±1.3                  2.8±1.1              306 ±111                   96±33

              11                     后 2.1±0.9a                2.4±1.4a                 21.4±8.8a                  1.7±0.9a                 1.4±0.8a               198±89a                   78±22

aP <0.05, bP <0.01, 2.241 t 3.249, vs治疗前. cP <0.05, dP <0.01, 2.324 t 3.012, vs对照组.

表2  治疗组和对照组肝硬化患者治疗后ALT, AST, Tbil, HA显著降低, Alb明显升高(P <0.01或0.05, 表 2). 与对照组相比, 治疗组经缬沙坦治疗后

ALT, AST, HA的改善优于对照组(P <0.05, 表 2)(mean±SD)

分组           n                             ALT (ukat/L)                 AST (ukat/L )                     TBil (umol/L)                         Alb (g/L)                         HA (ug/L)

治疗组      15                              前 2.8±1.1                        1.8±1.0                            37.0±14.3                           36.1±5.0                           321±109

   15                              后 1.0±0.5bc                       1.3±0.7ac                          25.4±19.0a                           43.2±6.1a                          141±71bc

对照组      16                              前 2.7±0.7                         2.0±1.0                            31.6±11.7                           35.1±4.7                           314±121

                 16                              后 1.6±0.6a                        1.7±1.0                             26.2±10.6a                          41.0±6.7a                           177±92a

aP <0.05, bP <0.01, 2.153 t 3.156, vs治疗前. cP <0.05, 2.215 t 2.593, vs对照组.

A B
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3   讨论

动物及细胞实验表明 在肝纤维化鼠肝脏局部以及肝

星形细胞存在肾素-血管紧张素系统以及血管紧张素

III 型受体的表达 血管紧张素II(AII)可以促进肝星形

细胞活化增生并加速肝纤维化的进展 而应用血管紧

张素 II 抑制剂可以抑制肝星形细胞的活化 延缓肝纤

维化鼠肝纤维化的进程[20-23]. 但目前将血管紧张素II抑

制剂应用于临床慢肝 肝硬化治疗的报道极少. 我们发

现 在常规保肝治疗的基础上加用缬沙坦治疗慢性肝

病肝功能降低更快 并且肝组织学微循环改善明显

肝纤维化程度减轻. 缬沙坦是特异性的血管紧张素AII I

型受体拮抗剂 作用于AII 发挥其生理作用的最后环

节 阻滞AII与其特异性受体的结合 从而拮抗AII的

生理作用. 他治疗慢性肝病的作用机制可能是减轻肝细

胞的免疫损伤. 在肝纤维化进程中 肝细胞的免疫损伤

占有重要地位. 而AII做为肝源性多肽 可趋化吸引白

细胞和中性粒细胞 发挥促炎作用; 可诱导单核 /巨噬

细胞释放趋化因子; 还能激活巨噬细胞 增强他们的吞

噬活性. 缬沙坦直接拮抗AII的上述病理生理作用 减

轻炎症细胞的趋化 活化 减少炎症因子的释放 从而

在一定程度上减轻肝细胞的炎症反应. 而且异常升高的

AII可以: (1)直接损伤肝窦及血管内皮细胞 促进内皮

素(ET)的合成 加快肝纤维化进程; (2)发挥强大的收缩

血管作用; (3)促进纤溶酶原激动剂抑制剂-1(PAI-1)的表

达 减少组织型纤溶酶原激动剂(tPA)的释放 加快

血小板的聚集. 上述病理生理过程均可导致肝脏局部微

循环的障碍. 缬沙坦一方面直接阻断AII对血管的收缩

作用 另一方面由于应用缬沙坦后机体循环血AII 升

高 可促进AII与血管内皮上的血管紧张素II2型受体

(AT2R)受体的结合. 而经由AT2R介导的生理功能可以促

进一氧化氮(NO)的释放 修复受损的血管内皮. 因此缬

沙坦可以降低肝内血管阻力 增加肝窦血流量; 修复内

皮功能 改善肝微循环 最终促进肝细胞的修复. AII可

以在多个环节参与促进肝脏细胞外基质(ECM)增生的病

理生理过程. AII对ECM主要成分表达的促进作用 是

通过AT1R介导的. 缬沙坦阻断血管紧张素 II发挥生理

作用的最终环节 可直接阻断AII 所介导的各种促肝

纤维化作用 从而减少ECM的沉积 促进ECM的降

解[23-24]. 此外 ALD已被证实有促进纤维化的作用[25]

缬沙坦能够间接抑制醛固酮的产生 也是其抗肝纤维

化的作用机制之一.

       我们发现 在常规保肝治疗的基础上加用缬沙坦

治疗慢性肝病 可以更好的保护肝细胞 改善肝脏微循

环 促进肝组织学修复和肝纤维化的逆转 这在国内尚

未见文献报道. 由于缬沙坦不通过肝脏代谢 在肝功能

受损时亦可应用 服用方便 患者易耐受 研究过程中

未见明显的副作用 因此 做为慢肝 肝硬化临床治疗

的辅助用药 可能会起到减少门脉高压 肝肾综合症等

并发症的发生 延缓慢性肝病进程的作用 值得在临床

进一步观察验证.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of pepsinogen C and
its relation with H pylori infection in gastric cancer and
precancerous lesions.

METHODS: The method of immunohistochemistry was
used to examine the expression of pepsinogen C in 318
cases of stomach mucosa; the H pylori infection was de-
termined by H-E stain, PCR and ELISA.

RESULTS: The rate of PGC over-expression in group of
superficial gastritis of H pylori infection was higher than
that of non-infection (P <0.05, 28/33 vs 15/25). The positive
rate of PGC in group of atrophic gastritis of H pylori infection
was lower than that of non-infection (P <0.01, 4/61 vs 9/30)
and so were in dysplasia and gastric cancer.

CONCLUSION: There is a relationship between the H pylori
infection and the expression of PGC in gastric mucosa.
The expression of PGC increases in superficial gastritis
and decreases in atrophic gastritis, dysplasia and gastric
cancer with H  pylori infection.

Ning PF, Liu HJ, Yuan Y. Expression of pepsinogen C in Helicobacter
pylori-associated gastric lesions. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;
12(5):1089-1091

摘要

目的: 探讨幽门螺杆菌(H pylori)相关性胃疾病胃蛋白酶原C

的表达及其意义.

方法: 采用免疫组织化学染色法检测318例胃黏膜标本中胃

蛋白酶原C的表达情况; 采用HE染色 ELISA及PCR方

法检测H pylori感染情况.

结果: H pylori 阳性组浅表性胃炎胃蛋白酶原C抗原的过表

达率高于 H pylori 阴性组 (P <0.05 χ2 =0.032 28/33vs
15/25) H pylori 阳性组萎缩性胃炎胃蛋白酶原C的表达

率低于H pylori 阴性组(P <0.01 χ2 =0.003 4/61 vs 9/30)
H pylori  阳性组的异型增生和胃癌胃蛋白酶原C的表达率

与H pylori  阴性组相比有下降趋势(P >0.05).

结论: H pylori感染与胃蛋白酶原C的表达密切相关 在

胃黏膜炎症中胃蛋白酶原C的表达增加; 在萎缩性胃炎 异

型增生和胃癌中胃蛋白酶原C的表达降低.

宁佩芳, 刘惠杰, 袁媛. 幽门螺杆菌相关性胃疾病胃蛋白酶原C的表达研究.
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0   引言

幽门螺杆菌(H pylori)与胃癌的发生发展关系密切[1-3]

已被列为 类致癌因子 但H pylori感染在胃癌发生中

的作用机制目前还不甚明确. 胃蛋白酶原C是胃黏膜细

胞分化成熟的终末产物 他的变化可以反映胃黏膜的

功能状态 与胃癌及胃癌前疾病密切相关[4-8] 胃蛋白

酶原与H pylori感染的关系是近年来的研究热点. 我们利

用从辽宁省庄河胃癌高发区普查中获得的不同类型胃黏

膜活检标本观察胃蛋白酶原C的表达 探讨H pylori感

染对胃蛋白酶原C表达的影响及其意义.

1   材料和方法

1.1 材料  1997/2002年辽宁省庄河市胃癌高发区普查中

获得的318例胃黏膜活检组织 均由病理医师进行诊

断. 包括浅表性胃炎58例 萎缩性胃炎91例(均伴有

肠上皮化生) 异型增生 59 例 胃癌 110 例. 正常对

照组与病例组在性别及年龄构成上无统计学差异. 抗胃

蛋白酶原C抗体(anti-pepsinogen C antibody, 商品名2D5)

由日本临床检验研究所惠赠; 免疫组化用SP二步法试

剂盒为福建迈新公司产品(Lot No :Kit-9801D2); ELISA试

剂盒购于华美公司; H pylori基因PCR试剂盒购于上海

复华公司.

1.2 方法  采用HE染色 ELISA检测H pylori -IgG抗

体 PCR检测H pylori  DNA三种方法检测H pylori
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同时具备三项中二项阳性者诊断为H pylori感染阳性.

胃蛋白酶原C的免疫组织化学染色(SP 二步法)按说明

书进行操作. 结果判定采用综合评分法[GUT 1985;26:

1319-1321]: 根据细胞着色强度及阳性细胞数积分 积

分数进行4级评分: 0分为阴性(-); 2-3分为(+); 4分为

(++); 5-6分为(+++)大于或等于2分(+)为阳性表达; 大于

或等于4分(++ +++)为过表达或强阳性.

         统计学处理  利用SPSS 11.0统计软件包进行统计学

处理 采用 χ 2检验.

2   结果

318例胃黏膜活检组织按有无H pylori感染分组 H pylori

阳性组192例 H pylori阴性组126例. 浅表性胃炎胃

黏膜无论 H pylori感染与否PGC 抗原均为阳性表达

(100%) 但H pylori阳性组PGC过表达率高于阴性组

差异显著(P <0.05 图 1). 本组病例中萎缩性胃炎均伴

有肠上皮化生 肠化腺体的PGC 均为阴性表达(0 );

而在其非肠化腺体中 H pylori阳性组PGC表达率低

于阴性组(图 2) 差异非常显著(P <0.01). 同时H pylori

阳性组异型增生和胃癌PGC表达率也低于与其相应的

阴性组 差异不显著(P >0.05 表 1).

图1  H pylori阳性浅表性胃炎PGC阳性表达(SP 100).

图 2  H pylori阳性萎缩性胃炎PGC阴性表达(SP  200).

表1  PGC在H pylori相关性胃黏膜病变组织的表达

H pylori阳性 H pylori阴性
疾病分组

n PGC阳性表达          PGC过表达         n                 PGC阳性表达       PGC过表达

         n                 率(%)     n            率(%)   n               率(%)     n           率(%)

浅表性胃炎 33       33                 100.0                28            84.8a       25              25       100.0               15       60.0

萎缩性胃炎 61          4                    6.6b     0 0.0       30                  9        30.0       1         3.3

肠上皮化生 61          0                    0.0                    0 0.0       30                  0          0.0       0         0.0

异型增生 40          4                   10.0     0 2.5       19                  6        31.6       0         0.0

胃癌 58          0        0.0                    0 0.0       52                  3          5.8       0         0.0

aP <0.05, χ2 = 0.032  28/33 vs 15/25,  bP <0.01,  χ2 =0.003 4/61 vs 9/30.

3   讨论

多数萎缩性胃炎都与H pylori感染有关,H pylori阳性患者

胃癌的发生率是H pylori阴性患者的2.8-6倍[8-10]. H pylori

感染导致慢性胃炎及消化性溃疡进一步发展为萎缩性胃

炎 肠化 异型增生乃至癌变这一观点已被广泛认可. 大

多数的研究认为H pylori感染对胃癌的致病作用主要发

生在病变早期[11-12] 对其在萎缩性胃炎以后的作用尚不

清楚. 胃蛋白酶原(PG)是胃蛋白酶的前体 可分为胃蛋白

酶原A(PGA)和胃蛋白酶原C(PGC)[13-14]. 合成的PG大部分

进入胃腔 仅1 左右进入血循环. PGC最初出现于胚胎

后期 是胃黏膜细胞分化成熟的终末产物 是消化功能

逐渐成熟一种标志[4-5]. 近年来的研究表明 PGC的变化

可以反映胃黏膜病变及分化程度 与胃黏膜萎缩 肠

上皮化生 异型增生有关 慢性萎缩性胃炎和胃癌患

者血清PGA的浓度和PGA/PGC的比值下降[6-7, 15-16]. 那

么 H pylori感染以后PGC如何表达呢

      我们发现 浅表性胃炎 PGC 均为阳性表达 但

H pylori阳性组PGC的过表达率高于H pylori阴性组

这与血清学的研究结果相一致[7, 17]. 文献报道 PGC的

水平与H pylori的定植密度成正比[18] H pylori引起

慢性胃炎及胃溃疡患者血清PG水平升高 尤其使PGC

升高更加明显; 根除 H pylori后血清PGC水平下降[19].

H pylori引起胃黏膜分泌PGC增多可能由于[20-23]: 可诱导

PG 基因的表达 脂多糖可刺激主细胞分泌胃蛋白酶

原; 引起胃黏膜炎症 参与炎症反应多种细胞因子如白

三烯 TNFα可刺激主细胞分泌PGC; 可引起胃酸和胃
泌素分泌增加 二者均能刺激PG分泌; 减少D细胞数

量 抑制生长抑素分泌 减弱其对胃酸及胃蛋白酶原分

泌的反馈性抑制 从而增加PG水平. 受损的胃黏膜血

管通透性增加 血清PG水平增加. 大量PG进入胃腔
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遇酸活化形成胃蛋白酶 对黏膜造成溶解和破坏 促

进胃黏膜炎症和溃疡形成.

       H pylori感染的重度胃黏膜病变中PGC表达减少

肠化生黏膜PGC均为阴性表达 表明肠化上皮不合成

PGC. H pylori阳性组的萎缩性胃炎 PGC 表达率低于

H pylori阴性组(P <0.01); 在异型增生和胃癌中 也具

有相同的趋势; PGC阳性的3例胃癌均为H pylori阴性

且均为高分化腺癌. 免疫组化研究表明[24-26] PGC在萎

缩性胃炎和胃癌组织中的表达显著下降 PGC的表达

下降与胃癌细胞的去分化程度和疾病预后密切相关. 张

祥宏 et al [27]通过对人群的随访研究发现 血清PG异

常伴有H pylori感染者腺体萎缩 异型增生的发生率

高于H pylori 阴性者. H pylori 感染的胃癌前疾病和胃癌

黏膜PGC表达降低 可能由于H pylori引起的胃黏膜

免疫-炎症反应和H pylori细胞毒性因子等共同作用

使自由基 超氧化物生成增加 这些致癌因子使胚细胞

中的胃蛋白酶原基因受损突变 导致胃黏膜细胞的终末

分化产物PGC-Ag表达减少 细胞分化程度降低 细胞

增生 分化和凋亡失衡 癌变危险性增加.

       总之 H pylori感染使胃黏膜炎症PGC表达增加

而在萎缩性胃炎 异型增生和胃癌阶段PGC的表达降

低 对后者应密切随访 有利于提高胃癌早诊率 监

测复发及预后.
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Abstract
AIM: To investigate the characteristics of pathological
changes in the gastric mucosa after anti-Helicobacter pylori
(H pylori ) therapy.

METHODS: The samples were obtained through electronic
gastroscope or operation and divided into two groups:
therapy group (n =32) in which the patients received standard
anti-H pylori therapy; and control group (n =25) without
anti-H pylori therapy. Histological examinations were carried
out after gastroscopic inspection or operation, half a year
and one year later.

RESULTS: H pylori in the mucous membrane of the stomach
in all 32 cases in therapy group diminished or disappeared
and pathological changes (inflammation, intestinal meta-
plasia and dysplasia) attenuated to some extent. There
were significant differences between samples at different
time points of examination (P <0.05). In all 25 cases in
group control, changes of H pylori and pathology of the
mucous membrane were not apparent. There was not a
stalistical significance between samples at different time
points of examination (P >0.05). There was significant
difference between samples of therapy and control groups
(P <0.05).

CONCLUSION: Anti-H pylori therapy has active significance
for the improvement of pathological changes in the mucous
membrane of the stomach.

Xu CL, Wang L, Zhao LH, Li J. Dynamic changes of gastric mucosal
pathology after clearance of Helicobacter pylori infection. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1092-1095

摘要

目的: 探讨幽门螺杆菌(简称H pylori )在胃部感染经抗H pylori

药物治疗后 黏膜病变的病理变化规律.

方法: 应用电子胃镜或手术标本取胃黏膜行病理观察 抗

H pylori规范治疗组(n =32)和非抗 H pylori规范治疗组

(n =25)对照 间隔6 mo 1 a 随诊再次取材行胃黏膜组

织学检查 并做对比分析.

结果: 在H pylori 感染治疗组32例中胃H pylori数量减少

或消失 胃黏膜病变(炎症 肠化及异型增生)均有不同程度

的好转 各组间差异均有显著性(P <0.05). 未经抗H pylori

治疗组25 例 H pylori数量及胃黏膜病变变化不明显

无统计学意义(P >0.05). 治疗组与对照组重度病变对比分析

有统计学意义(P <0.05).

结论: 抗H pylori感染治疗对胃黏膜组织学病变的好转有着

积极的意义; 而未经系统抗H pylori治疗组胃黏膜病变有待

进一步研究.
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0   引言

近20 a来 人们对H pylori的认识逐渐深入[1-12]. 特别

是1990年以来 对H pylori的研究非常之多[13-17] 甚

至达到了胃黏膜病变必谈H pylori的境地. 国内外大量

的研究结果表明: H pylori与慢性胃炎 消化性溃疡

胃癌与黏膜相关淋巴组织淋巴瘤有着密切的关系[18-24].

口服大量抗 H pylori药物后 究竟胃黏膜有何变化

组织结构和细胞形态变化有何规律 迄今无客观指标

衡量. 目前 H pylori感染胃黏膜病变的研究基本上处于

横向阶段 为了观察H pylori感染治疗后胃黏膜病变

的变化规律 深入探讨其相关性 我们进行了随诊复

检相关患者的病理研究 并进行了纵横向比较及相关

分析.

1   材料和方法

1.1 材料 2001-2002年病理科胃镜和手术切除胃窦部胃



黏膜标本85例 其中胃镜活检标本77例 胃大部切

除标本(胃早期癌及不典型增生)8 例. 抗 H pylori治疗

组 胃黏膜H pylori阳性者45例 给予洛赛克20 mg

2次 /d 克拉霉素500 mg 2次 /d 阿莫西林500 mg

4 次 /d 连续 po 1 wk. 不能系统规范用药及未能坚持

重复黏膜活检者13例 材料完整者32例 其中男19

例 女13例; 年龄 23-72岁 平均48.9 岁; 病程最短

5 mo 最长12 a 平均病程40 mo. 未抗H pylori治疗

组 胃黏膜H pylori阳性者40例 未应用抗H pylori药

物. 复查失访者 15 例 材料完整者 25 例 男 16 例

女9例; 年龄33-70(平均49.6岁); 病程最短2 mo 最长

11 a 平均45 mo.

1.2 方法  胃炎患者从第1次胃镜开始取胃窦部黏膜

间隔6 mo 1 a分别再次在相同部位取胃黏膜进行病理

组织学检查. 标本均经40 g/L甲醛固定 常规脱水 透

明浸蜡处理 3 µm 厚度连续切片 捞取 2 张分别行
Giemsa染色和HE染色. 切片由同一高年资病理医师按

双盲法观察. H pylori数量: 观察胃黏膜的黏液层 表面

上皮 小凹上皮和腺管上皮表面的 H pylori分布 +:

轻度: 在一个或两个高倍视野发现数个H pylori; ++: 中

度: 半数以上高倍视野有散在H pylori或1 2个高倍视

野有成堆H pylori; +++: 重度: 在多个高倍视野均可见成

堆H pylori. 慢性炎症: 根据慢性炎症细胞密集程度和浸

润深度分级 轻度( ): 慢性炎细胞较少并局限于黏膜

浅层 不超过黏膜层的1/3. 中度( ): 慢性炎细胞较密

集 超过黏膜层的1/3 达到2/3. 重度( ): 慢性炎细胞

密集 占居黏膜全层. 萎缩: 即胃固有膜腺体不同程度的

萎缩和消失. 萎缩程度以胃固有腺体减少各1/3来计算.

轻度( ): 固有腺体数减少不超过原有腺体的1/3 大部

分腺体仍保存. 中度( ): 固有腺体数减少超过1/3 但

未超过2/3. 重度( ): 固有腺体数减少超过2/3 仅残留

少数腺体 甚至完全消失. 取材过浅者已剔除. 肠化: 肠

化部分占腺体和表面上皮总面积 1/3 以下的为轻度

( ) 1/3-2/3 的为中度( ) 2/3 以上的为重度( ). 异

型增生: 轻度( ): 发生在黏膜表面 细胞异型性小

核分裂少 罕见病理性核分裂 核的位置多位于整个细

胞的一半以下 核仁小; 重度( ): 腺体有背靠背 共

壁现象 有时见出芽 细胞异型性明显 细胞排列

不整 见复层排列 核深 核仁大 可见病理性核

分裂像. 中度( ): 介于轻度与重度之间. 以上0级表示无

此病变.

        统计学处理  两组计数资料采用χ2.

2   结果

镜检发现H pylori绝大多数仅限于黏膜上皮表面(图1)

极少位于细胞内 细胞间隙以及胃固有膜中. 抗H pylori

规范治疗32例 其H pylori数量明显减少 28例根除

根除率达87.5%. 第3次黏膜活检无重度感染者. H pylori

根除后患者上腹痛和烧心症状的频度和严重性均有好

转 无1例患者出现严重不良反应而导致治疗复查中断.

黏膜炎症和腺体萎缩情况: 黏膜炎症一般表现为慢性浅

表性炎 多部分合并急性炎(活动期) 镜检发现胃小凹

固有膜内较多的浆细胞 淋巴细胞和一些中性粒细胞

或嗜酸性粒细胞浸润(图2) 一般表面上皮和腺上皮无

明显受损 重度炎症时可见有上皮细胞的破坏 急性炎

时合并较多的中性粒细胞浸润和糜烂. 经抗H pylori治

疗组炎症明显减轻. 轻度炎症比例增加 而重度炎症比

例明显减少. 相关检验比较有明显差异(P <0.05). 腺体萎

缩情况: 表现为腺体层数减少或腺体间距增宽和固有膜

纤维致密(图3). 各检验指标比较有显著差异(P <0.05). 腺

上皮肠化及异型增生: 腺上皮肠化表现为出现杯状细胞

纹状缘 潘氏细胞和各种内分泌细胞 个别出现纤毛细

胞(图4) 在根除H pylori后活检无明显差异(P >0.05).  异

型增生表现为部分黏膜增厚 正常黏膜结构被增生性上

皮取代 腺腔不规则 部分细胞大小不一 核染色加深

排列不齐 并见异型性腺管呈囊性扩张(图5). 腺上皮异

型增生程度表达了显著的差异(P <0.05). 根除H pylori

异型增生的上皮程度减轻 部分恢复正常(表1).

        两组间对照: 就第3次黏膜活检 在重度病变的各

指标比较显示抗H pylori治疗组其炎症 腺体萎缩 腺

上皮化生及胃黏膜上皮异型增生方面比例明显低于非抗

H pylori治疗组. 二者有显著性差异(P <0.05 表 2).

表1  抗H pylori治疗组胃黏膜病变各指标对照

   H pylori a        黏膜炎症 a    黏膜萎缩 a     肠化 a  异型增生 a

H pylori

  -        +       ++     +++                 0                   0                     0         

抗(n =32) 第 1次                0       10       14       8       11       12       9       16       8       6       2       10       6       10        6       17       10       4      1

第 2次               25         3         3       1      14        10       8       19       8       3       2       12       6         9         5       17       12       3      0

第 3次               28         2         2       0      19        11       2      27       1       2       2       11       8         8         5       29         2       1      0

非抗(n =25) 第 1次                0       10         6       9        7          9       9       10       6       7       2         6        8          7         4      11         8       5      1

第 2次                0       12         8       5       11       10       4       11       7       5       2         7       9         5         4      12         7       5      1

第 3次                1         8         6     10       10          5     10       10       4       4       7         5       6         2       12      12         8       1      4

aP <0.05.
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表2  第 3次活检胃黏膜重度病变对照表 n (%)

 n   H pylori根除   炎症( )   萎缩( )   肠化( )  异型增生( )

抗 a 32     28 (87.5)       2 (6.2)       2 (6.2)      5 (15.6)        0 (0.0)

非抗 25        1 (4.0)    10 (40.0)     7 (28.0)    12 (48.0)       4 (16.0)

aP <0.05 vs 非抗.

图1  胃黏膜表面感染H pylori  Giemsa×1 000.

图 2  胃黏膜重度慢性炎HE×100.

图 3  胃黏膜腺体萎缩  HE×100.

图 4  胃黏膜腺细胞肠上皮化生HE×200.

图 5  胃黏膜腺体异型增生  HE×100.

3   讨论

我国在不同地区 不同环境 不同年龄H pylori感染

率不等 平均50%左右 H pylori 通过特异的黏附素

位于胃型上皮 目前认为是慢性胃炎的主要致病菌. 迟

晶 et al [25]研究了沙土鼠胃H pylori长期感染的病理改

变 得出H pylori长期感染引起沙土鼠胃黏膜严重炎

症 肠上皮化生及不典型增生. H pylori感染可直接引

起胃癌[26-27]. 与一般感染不同 H pylori系慢性感染过

程 罕见有自发愈合 可以存在很久 直至发生黏膜萎

缩 腺上皮肠化 其中一部分增加了异型增生 甚至癌

变的危险 其作用机制不十分清楚 很多研究试图弄清

H pylori感染在胃癌发生中的确切机制[28-29]. 我们认为

不予以抗H pylori治疗 随着时间的推移 H pylori也

必将对胃黏膜引起一系列的损害.

        我们研究的是随访患者3次胃黏膜活检 进行纵向

观察对比并横向对照比较 证实治疗以后胃黏膜变化

均有不同程度的改观. 在H pylori感染的患者中 给予

抗H pylori治疗组胃黏膜病变除肠化外 炎症 萎缩

及异型增生逐渐减轻或消失 各组间第1次与第3次比

较有显著意义(P <0.05) 对消除病变逐渐恢复正常有

着积极的意义 与刘天舒 et al [30]报道一致. 同时我们

还发现抗H pylori治疗组根除H pylori几率达87.5%

与非抗 H pylori治疗组在重度病变指标比较 炎症

萎缩 肠化和异型增生的比例两组比较有显著性差异

(P <0.05). 因此我们认为有消化道症状 H pylori阳性

患者 中度炎症以上应给予系统规范抗H pylori治疗.

        本结果显示 给予根除H pylori至少可以防止病变

的进一步加重 相当一部分可以向好的方向转化. 我国

是胃癌高发区 H pylori感染率显著高于胃癌低发区[31].

我们医务工作者迫切要解决的是采取切实可行的措施

减少胃癌的发病 并且在胃癌高危人群中进行积极的

干预 给予有效的抗H pylori治疗 我们认为在一定

程度上能够预防胃癌的发生. 当然 胃癌的发生是多因

素的 并是渐变的 可能有环境因素 饮食因素或有基

因突变的发生 尤其是胃癌形成期或进展期. 因为胃癌

不论其组织类型如何 最初都是由于胃黏膜表面上皮

(胃小凹深部细胞)或胃腺管上皮的肠上皮化生 异型增

生而最终形成癌 所以根除H pylori仍然可认为是有
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效可行的防癌措施. 同时我们还发现 非抗H pylori治

疗组炎症有所减轻 而萎缩 肠化及异型增生无明显加

重倾向 各指标间比较无统计学意义. 我们认为主要是

时间因素 而慢性活动性胃炎 萎缩 肠化 异型增

生 胃癌一般需要20 a左右 因此 不能过早地下结

论 而需要进一步长时期的追踪观察和研究.

       胃黏膜H pylori感染是一个历史长久的问题 可能

会追溯到古代[32] 我们认为 只要有消化道症状的患

者胃镜检查都建议取胃黏膜至少3块行病理组织学检

查 确定 H pylori感染与否 严重程度及炎症分类

萎缩 肠化及异型增生的病变程度 提供是否需要根除

H pylori的可靠依据 使更多的患者得到确切而有效治

疗 对提高全人口的劳动力和生活质量 延长寿命是极

为有益的.

         致谢  承蒙纪小龙教授指导.
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Abstract
AIM: The prokaryotic expression vector of the fusion gene
with v segment of the vacuolating cytotoxin and hpaA of
Helicobacter pylori (H pylori) was constructed and
expressed. It would lay a foundation for prophylaxis and
therapy of H pylori infection.

METHODS: By using the primer with a fragment encoding
12 amino acids of N-terminal of human interleukin-3 (IL-3),
the vacuolating cytotoxin gene of Hp with linker was am-
plified from pQE30-V plasmid by PCR. The gene was cloned
into plasmid pTrc99A-HpaA and fused with the hpaA gene.
The fusion gene was cloned into prokaryotic expression
vector pQE30. The recombinant plasmid of pQE30-V-HpaA
was transformed into E.coli. DH5α and expressed in the
presence of IPTG. The expression product was analyzed
by SDS-PAGE, its antigenicity of the expression product
was identified by Western blotting.

RESULTS: Mr of recombinant protein was about 65 000
and represented 35% total protein of E.coli. Western blot-
ting showed the recombinant protein could be recognized
by the antiserum against H pylori.

CONCLUSION: The fusion gene and its prokaryotic expres-
sion vector pQE30-V-HpaA is constructed and expressed
in DH5α successfully. It provides the antigen basis for further
studying the biological function of fusion protein and ob-
taining vaccine against the infection of H pylori.

Liu M, Yang ZB, Lin SS, Wu LX. Prokaryotic expression of fusion gene
of vacuolating segment of vacA and hpaA in Helicobacter pylori. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1096-1099

摘要

目的: 构建幽门螺杆菌vacA毒性片段(v)与hpaA融合基因

的原核表达载体 并诱导表达 为制备具有治疗与预防作

用的疫苗奠定基础.

方法: 通过设计带有编码 IL-3N端 12个氨基酸引物 用

PCR技术从pQE30-V质粒扩增出有接头的v基因 克隆

至质粒pTrc99A-HpaA中与hpaA融合. 将融合基因插入原

核表达载体pQE30 再将pQE30-V-HpaA转化大肠杆菌

DH5α 经 IPTG 诱导表达 SDS-PAGE分析表达结果
Western blotting鉴定其抗原性.

结果: 融合蛋白的相对分子量约为65 000 能与幽门螺杆

菌感染的人阳性血清发生抗原抗体反应.

结论: 重组表达质粒pQE30-V-HpaA表达成功 为进一步

研究其免疫学活性及制备疫苗提供了材料.
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0   引言

胃部疾病的发生 复发和幽门螺杆菌(Helicobacter

pylori H pylori)感染有关[1-19]. 由于H pylori的感染途径

尚未完全明了 目前尚无阻止感染的有效措施. H pylori

在胃内定植的关键环节是黏附 由黏附素受体系统介

导 依赖于黏附分子上某些特定的氨基酸位点与胃黏

膜细胞上的受体特异性结合. 鞭毛N-乙酰神经胺乳糖

结合凝集素是H pylori的主要定植因子. 编码该因子的基

因序列已基本明了 其中黏附素(Helicobacter pylori

adhesin A HpaA)基因为H pylori特有 长783 bp 较

保守 编码H pylori与胃黏膜细胞结合的亚单位蛋白

Mr 29 000. 并有良好的免疫原性[20-23]. VacA是H pylori引

起细胞损伤的重要致病物质 与消化性溃疡及胃癌的

细胞病变有关 VacA也具有良好的免疫原性[24-32]. VacA

与HpaA均能刺激机体产生保护性免疫 为此 我们构

建vacA与 hpaA融合基因的原核表达载体. 为维持两种

抗原各自的空间构象 融合基因中被加上编码 IL-3N

端 12个氨基酸中间接头序列 并在 E.coli中表达 以

期获得V-HpaA融合蛋白 为制备既能阻止H pylori黏

附又能中和VacA毒性的集治疗和预防为一体的疫苗提

供有效抗原.



1   材料和方法

1.1 材料  E.coliTop10 DH5α菌株和pQE30载体 为
本校病毒性肝炎研究所惠赠 pTrc99A-HpaA质粒(含

H pylori黏附蛋白DNA序列) pQE30-V 质粒(含H pylori

细胞空泡毒素毒性DNA 序列)为本室构建 保存. T4
DNA连接酶和Sal1 BamH1 Nco EcoR 购自

宝生物公司 Pfu酶为MBI公司产品. dNTP为上海生工

生物工程公司产品. DNA marker 为MBI公司售品 蛋

白质marker 为医科院售品 质粒提取试剂盒 胶回

收试剂盒等为上海华舜公司售品 PCR纯化试剂盒为

Omega公司售品.

1.2 方法

1.2.1 H pylori v基因的PCR扩增  用引物设计软件pre-

mier 5.0设计v基因引物 由上海博亚生物公司合成. 配

制为20 µM 贮存液. 引物序列是: 上游引物引入Nco
切点 即5 -CGACCATGGATGCATTATTGGGTCAAA

G-3 . 下游引物去掉终止密码子 引入 IL-3 5 端

36nt及EcoR 酶切位点. 即: 5 -ATGAATTCCAGGAG

CAGGACGGGCAGGCGGCTCATGTTTGGATCGTTACTA

TCTTGTTT-3 . 以 pQE30-V 质粒为模版 反应体系

共50 µL 条件为: 94  5 min 94  50 s 57  45 s
72  60 s 72  7 min 共35个循环. 取4 µL PCR产物
10 g/L琼脂糖电泳 在紫外灯下切下约为750 bp大小含

DNA 的胶块 回收产物.

1.2.2 重组载体pTrc99A-HpaA-V的构建  纯化的PCR

产物v基因和pTrc99A-HpaA质粒分别以Nco 和EcoR

双酶切 并用PCR 纯化试剂盒进行纯化 将酶切

纯化的目的基因和载体pTrc99A-HpaA按6 1(浓度比)

进行连接. 反应体系20 µL 16 连接2 h. 连接产物用
CaCl2法转化至大肠杆菌Top10 氨苄青霉素抗性及质

粒少量抽提电泳筛选 酶切鉴定 得到阳性重组子

pTrc99A-HpaA-V.

1.2.3 融合基因v-hpaA PCR扩增  以pTrc99A-HpaA-

V为模版扩增融合基因v-hpaA. 引物序列是: 上游引物

引入BamHI 酶切位点 即5 CCGGATCCATGCATT

ATTGGGTCAAAGG-3 . 下游引物引入SalI  酶切位点

即5 CGGTCGACTTCTTATGCGTTATTTGT-3 . 反应

体系共50 µL 条件为: 94  5 min 94  50 s 53 
50 s 72  90 s 72  7 min 共 35个循环. 取 PCR

产物4 µL进行10 g/L琼脂糖电泳 在紫外灯下切下约
为1 550 bp大小含DNA的胶块. 回收产物.

1.2.4 重组载体pQE30-V-HpaA构建  纯化的V-HpaA

PCR产物和pQE30分别以BamH1和 Sal1 双酶切 并

用PCR纯化试剂盒进行纯化 酶切纯化的目的基因和

载体pQE30按6 1(浓度比)进行连接. 反应体系20  µL
16  2 h. 连接产物用CaCl2法转化至大肠杆菌DH5α表
达 氨苄青霉素抗性及质粒少量抽提电泳筛选 酶切

鉴定 得到阳性重组子. 将鉴定后的重组质粒送上海博

亚生物有限公司进行测序. 以酶切鉴定的重组载体转化

E.coli DH5α 随后挑选含重组载体的单个菌落接种于
盛有LB培养基的6支试管(含氨苄青霉素100 mg/L)中

与DH5α/ pQE-30菌一起.于 37 培养至 A600=0.4-0.6
时 加入终浓度分别为0.5 mmoL/L的 IPTG 诱导表

达4 h 以 10 000 r/min 离心 2 min. 收集菌体 加入

蛋白上样缓冲液煮沸5 min 然后 120 g/L SDS-PAGE

电泳鉴定.

1.2.5 Western blotting 检测重组蛋白的抗原性  将诱导

菌的全菌做120 g/L SDS-PAGE. 使凝胶靠近阴性一侧

NC膜靠近阳性一侧 在150V条件下转移2 h 电转

移后 取出NC 膜 用 PBS 洗涤 4 次 每次 5 min

加封闭液 室温封闭非特异性位点 洗膜同前述. 然

后 依次加上 H pylori全菌抗血清 37 作用 2 h

同法洗膜. 再加HRP标记的羊抗人二抗 37 作用2 h

洗膜. 最后 将NC膜浸泡于DAB显色剂中10-15 min

再用双蒸水冲洗 以终止染色.

2   结果

2.1 重组质粒pTrc99A-V-HpaA的构建  v基因的PCR

产物经10 g/L 琼脂糖电泳 在750bp 有一条带 大小

与预想一致(图 1).  重组质粒 pTrc99A-V-HpaA 与

pTrc99A-HpaA用Nco 和EcoR 双酶切后 经10 g/L

琼脂糖电泳 可见pTrc99A-V-HpaA被切下750 bp左

右的一条带 大小与预想一致(图2).

图1  带有接头的v基因片段的PCR扩增. 1: DNA marker;  2: PCR
product;  3: control.

图 2  重组质粒pTrc99A-V-HpaA限制性酶切分析. 1: pTrc99A-HpaA
/Ncoα+EcoRα; 2: pTrc99A-V-HpaA /Ncoα+ BamH ;  3: pTrc99A-
V-HpaA / Ncoα+EcoRα; 4: DNA marker.

2.2 重组质粒pQE30-V-HpaA鉴定  v-hpaA的PCR产
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1       2      3     4

24 700 bp
5 000 bp
4 268 bp
1 584 bp
1 375 bp

831 bp

1       2      3

2 000 bp

  750 bp

250 bp
100 bp



物经10 g/L琼脂糖电泳 在1 548 bp有一条带 大小

与预想一致(图3). 重组质粒pQE30-V-HpaA与 pQE30

用BamHI和 SalI双酶切后 经10 g/L琼脂糖电泳 可

见pQE30-V-HpaA被切下1 548 bp的一条带 大小与

预想一致(图4 ).

图3  融合基因v-hpaA 的PCR扩增.1: DNA marker; 2-4: PCR product;
5: control.

图 4  重组质粒pQE-30-hpa-vacA限制性酶切分析.  1: pQE30-V-
HpaA / BamH + SalI; 2: pQE30-V-HpaA / EcoRa+ BamHI; 3:
pQE30 / BamH + SalI; 4;  DNA marker.

2.3 重组质粒pQE30-V-HpaA的序列  利用通用引物对

重组质粒进行测序分析 所得hpaA v和接头序列均

完整 在同一 ORF 内 无突变 与预期一致.

图5  DH5a/pQE30-V-HpaA表达产物SDS-PAGE鉴定结果.1: pro-
tein marker; 2: DH5α/pQE30 induced with IPTG; 3: DH5α/ pQE30-
V-HpaA  induced without IPTG; 4-8: DH5α/pQE30-V-HpaA in-
duced with IPTG.

2.4 目的蛋白的表达和活性  将鉴定正确的重组质粒

pQE30-V-HpaA转化至大肠杆菌DH5α 经IPTG诱导
表达 IPTG 的浓度为0.5 mmoL/L 诱导4 h 全菌蛋白

SDS-PAGE图谱如图5 薄层扫描分析表明 目的蛋

白表达量为35%以上(图 5). 将以12%SDS-PAGE分离

的重组菌电转移到NC膜上 依次加上H pylori全菌抗

血清和HRP标记的羊抗人二抗 显色后出现一条和预

期大小一致的带(图6).

图6  融合蛋白的 Western blotting 鉴定结果. 1: Protein marker; 2:
Noninduced protein exhibited with anti-serum against  H pylori
Ab-HRP;  3-4: induced protein exhibited with anti-serum against
H pylori Ab-HRP.

3   讨论

如果一种蛋白能够包括H pylori的两种或多种有效抗原

成分 其刺激机体将会产生多重免疫保护性反应 有

利于防治H pylori的感染[33-35]. 为了实现这个目的 我

们构建了融合基因 进而表达融合蛋白. 朱森林 et al利

用减毒活鼠伤寒沙门菌能表达异种抗原 在哺乳动物

中经口 鼻 直肠和阴道黏膜途径免疫能诱导强大而特

异的免疫反应的 将载有hpaA基因的重组表达质粒导

入减毒鼠伤寒沙门菌SL3216 构建成表达HpaA重组

减毒鼠沙门疫苗菌 发现HpaA能在疫苗中以二聚体形

式稳定表达 表达量为全菌体蛋白的17% 并证实具有

免疫原性[36-39]. 研究表明 vacA基因和HpaA基因的原

核表达产物均有免疫原性 并在治疗和预防H pylori感

染中起到良好作用. 我们将vacA的毒性片段v和HpaA

基因连接 表达融合蛋白 若不影响免疫原性 制备抗

VacA和HpaA抗体 将既能中和已感染的H pylori产生

的VacA 使其不引起细胞病变 又能阻止H pylori在胃

内定植 防止H pylori的再感染 起到预防和治疗作

用. 此类融合蛋白和疫苗 尚未见报道.

       由于融合蛋白作为一个整体 其一级结构已经改

变 而一级结构是决定蛋白质空间构象的基础. 因此融

合蛋白就有可能具有与单独的蛋白不同的空间构象

从而影响各组分蛋白各自功能的发挥. 一般认为以接头

连接可以比直接连接融合蛋白减少上述影响. 我们构建

HpaA-V融合蛋白的原核表达载体 中间加上IL-3N端

的接头12个氨基酸 期望HpaA与V互不干扰而形成

各自的天然构象 从而同时获得具有两种抗原特性的

重组蛋白 达到预期的效果.

        我们表达的融合蛋白必须具有单独HpaA与VacA免

疫原性 才能使机体产生针对HpaA与VacA的免疫
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成为制备疫苗的有效抗原. Western blotting 分析表明

表达的蛋白能与H pylori阳性血清反应 有良好的抗

原性 但是否同时具有HpaA与VacA二者的免疫原性

尚需进一步鉴定.
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Abstract
AIM: To evaluate the relationship of H pylori infection,
H pylori -related gastritis, serum gastrin and motilin levels
and esophageal lesions in gastroesophageal reflux disease
(GERD).

METHODS: All 53 GERD patients were divided into non-
erosive reflux disease (NERD group, 32 cases) and reflux
esophagitis (RE group, 21 cases ) by endoscopy. The de-
grees of gastritis in antrum and body as well as esophagitis
were evaluated by pathological examinations. Fasting serum
gastrin and motilin concentrations were determined by
radioimmunoassay. H pylori was examined by serum H pylori-
antibody, Warthin-Starry stain, urease-dependent test
(rapid urease test or 14C-breath test). H pylori infection
was affirmed when at least two of three tests were positive.
20 normal persons were as controls. In NERD group, 18
were H pylori positive and 14 were negative. In RE group
12 were H pylori positive and 9 were negative.  According
to the classification of esophagitis, 11 were Class , 7
Class  and 3 Class . There were 30 H pylori (+) and
23 H pylori (-) in 53 GERD patients.

RESULTS: As compared with healthy controls, fasting se-
rum motilin levels in RE group were significantly lower
(360±126 vs  440±110 µg/L, aP <0.05) and those in NERD
group were similar (P >0.05). No differences in gastrin
levels were found between NERD or RE group and controls
(both P >0.05). The serum gastrin levels in H pylori  (+)
GERD were significantly higher than controls (35.8±11.6 vs
28.5±10.6 µg/L, bP <0.05). In H pylori (+) GERD patients,
gastritis grades in the antrum and gastric body were signifi-
cantly higher than that in H pylori (-) patients (χ2=32.97,
χ2=15.67, both P <0.005). The esophagitis grades were
similar in H pylori (+) and H pylori (-) GERD (χ2 =0.82,
P >0.05). The gastritis grades were not associated with
the esophagitis degrees, but with H pylori infection.

CONCLUSION: Motilin is involved in the pathogenesis of
RE. H pylori can lead to hypergastrinemia and gastritis in
the antrum and gastric body.

Wu LF, Wang BZ, Feng JL, Zheng ZM, Zhang JC, Zhe Z. Relationship of
Helicobacter pylori related gastritis, gut hormones and gastroesophageal
reflux disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1100-1103

摘要
目的: 通过对胃食管反流病(GERD)患者幽门螺杆菌(H  pylori )

感染 H pylori相关性胃炎的程度及血清胃泌素(Gas) 胃

动素(Mot)水平的检测 探讨H pylori与GERD之间的关系.

方法: GERD患者 53 例按内镜表现分为非糜烂性反流病

(NERD)和反流性食管炎(RE)2组 结合病检评估胃窦 胃

体黏膜炎症及食管黏膜损伤 采用放免法检测空腹血

Gas Mot 水平. H pylori检测采用血清抗体法 组织银

染及尿素酶依赖试验(14C-尿素呼气试验或快速尿素酶试

验) 三项试验中二项阳性定为H pylori感染. 20名正常健

康人作对照. 32例NERD患者18例H pylori阳性 14例

阴性; 21例RE患者12例H pylori阳性 9例阴性. RE组

级食管炎11例 级7例 级3例.  53例GERD中

H pylori (+)30例 H pylori (-)23例.

结果: RE组Mot水平显著低于对照组(360 126 vs 440

110 µg/L aP <0.05). NERD组Mot 水平与对照组相比差

异无显著性(P >0.05). NERD和RE二组患者Gas水平与对

照组相比均无显著性差异(P >0.05)  H pylori (+) GERD患

者Gas水平显著高于对照组(35.8 11.6 vs 28.5 10.6 µg/L
bP <0.05).  H pylori (+) GERD患者与H pylori (-)组相比

胃窦胃炎及胃体胃炎均有高度显著性差异(P <0.005) 但

2组食管炎程度并无显著性差异(P >0.05) 胃炎的程度与

H pylori 感染有关但与食管炎的程度无关.

胃食管反流病与幽门螺杆菌相关性胃炎及胃肠激素的关系

吴灵飞, 王炳周, 冯家琳, 郑宗茂, 张金池, 曾   哲



结论: Mot与RE发病有关.  H pylori (+)GERD患者有较高

Gas水平及明显胃窦及胃体炎症 但H pylori性胃炎与食管

病变分级无关.

吴灵飞, 王炳周, 冯家琳, 郑宗茂, 张金池, 曾哲. 胃食管反流病与幽门螺杆菌

相关性胃炎及胃肠激素的关系. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1100-1103
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0   引言

胃食管反流病(gstroesophageal reflux disease GERD)是

一种临床常见疾病 根据有无食管炎症状 一般将之

分为非糜烂性胃食管反流病(non-erosive reflux disease

NERD) 反流性食管炎(reflux esophagitis  RE)和

Barrett食管三种类型[1] 其发病机制较复杂. 一般认为与

食管下端扩约肌 LES 膈肌功能异常[2-5]及酸突破[6-10]

有关 与幽门螺杆菌 (H pylori)的关系争论颇多[11-17]. 我

们通过观察NERD和RE患者血胃动素与胃泌素含量的

变化 并作H pylori阳性和阴性GERD患者胃炎与食管

炎程度的相关性分析 旨在探讨H pylori及其胃炎与

GERD之间的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  本院2001/10 -2003/10 门诊患者具有反酸

烧心 反食 胸痛等症状至少 3 mo. 内镜诊断为RE

者应排除消化性溃疡及肿瘤. 内镜检查阴性者经质子泵

抑制剂(PPI)试验 (Losec 20 mg bid 7 d)明显减轻症状

则诊断为NERD[18]. 由于Barrett 食管仅3例  故本组

GERD剔除Barrett 食管患者 只包括NERD(n =32)和

RE (n = 21)二类患者. 所有患者均无上消化道手术史及
严重心 肝 肾等疾病 近1 mo均无使用非甾体类消
炎药 胃肠动力药及抗H pylori药物. 对诊断为NERD的
患者回顾性分析PPI试验前的检测数据. 对照组20名健
康志愿者 均无GERD症状  亦无近期服药史. RE分级
参照2000全国 反流性食管病(炎)治疗及诊断方案(试
行) 标准[19]. 级: 食管黏膜点状或条状发红 糜烂
无融合现象; 级: 有条状发红  糜烂 并有融合 但

非全周性; 级: 病变广泛 发红 糜烂 融合呈全

周性  或有溃疡. 胃炎的诊断标准参照全国 慢性胃炎研

讨会共识意见 标准[20] 分别按部位(胃窦 胃体及胃

底贲门部)各取活检组织行HE染色及病理学检查 根据

炎症的程度分为无 轻度 中度及重度四级.

1.2 方法  采用WS染色 尿素酶依赖试验(快速尿素酶

试验或 14C- 呼气试验)及查血清H pylori抗体的方法

三项试验中二项阳性诊断H pylori感染. 所有病例均于

清晨空腹静脉采血 按照说明书以放免法进行检测.

Gas 试剂盒购自北方生物技术研究所  Mot试剂盒购自

301医院科技开发中心放免所.

        统计学处理  计量资料采用mean±SD表示  均数的
检验采用 t检验. 计数资料采用  χ2检验或Radit 分析
P <0.05认为差异有统计学意义.

2   结果

NERD组 32 例 男19 例 女13 例  平均年龄43

11岁 其中H pylori (+)18 例 H pylori (-)14 例. RE

组21例  男14例  女7例  平均年龄47 12岁 其

中H pylori (+)12例 H pylori (-)9例. 内镜分级: 级 11

例 级7例 级3例. 二组患者H pylori感染率均

为56%  无统计学差异(P >0.05). 二组年龄亦无显著性

差异(P >0.05). 对照组 20 例 男 12 例 女 9 例 平

均年龄35 12 岁 胃镜检查阴性.

2.1 血清Gas Mot 水平  GERD患者根据内镜下表现

分为阴性(NERD)和阳性(RE)2组. 2组患者血Gas水平与

对照组比较均无显著性差异(P >0.05). NERD组Mot水平

较低 但与对照组比较无统计学意义(P >0.05). RE 组

Mot含量与对照组相比 有显著性差异(aP <0.05). 若根

据H pylori情况分组 H pylori(+)组(n =30)GERD患者Gas

水平较高 与对照组相比有显著性差异(bP  <0.05)

H pylori (-)组(n =23) GERD患者Gas水平与对照组相比

无显著性差异(P >0.05). H pylori (+)/(-)组Mot水平均低

于对照组  但无统计学意义(P >0.05 表 1).

表1  GERD患者血清Gas, Mot 含量 (mean SD, µg/L)

分组 n       Gas                      Mot

内镜表现     NERD 32 32.9 12.1            405 113

      RE 21 26.8 9.8              360 126a

H pylori       (+) 30 35.8 11.6b           378 10

                   (-) 23 23.5 10.7            300 121

对照组 20 28.5 10.6            440 110a

aP <0.05, t =2.16 vs对照组; bP <0.05, t =2.26 vs对照组.

2.2 H pylori (+)/(-) GERD患者胃食管炎  H pylori (+)胃

窦胃炎 胃体胃炎均较明显. 30 例H pylori (+)患者中

表2  GERD患者H pylori(+)/(-)组胃食管炎症分级 (n)

                                                             胃窦胃炎                                           胃体胃炎                                            食管炎
H pylori  n  无  轻    中     重 无       轻    中      重 无      轻    中     重

     (+) 30   0 19 8 3   3 18 5 4 18 7 4 1

     (-) 23 17   4 2 0 14   5 2 2 14 4 3 2

                                               χ2=32.97 χ2 =15.67 χ2 =0.82

                                                                                P <0.005 P <0.005                                            P >0.05

吴灵飞, 等. 胃食管反流病与幽门螺杆菌相关性胃炎及胃肠激素的关系                                                  1101



RE中仅6例出现贲门炎 为28.6%. 32例NERD患者

中 只2例(6.2%)有贲门炎 并未见Csendes et al报

道GERD患者贲门肠上皮化生多见的情况[40].  这些结果

的差异可能与不同人群的遗传背景 H pylori菌株的生

物学特性 个体食管病前状态及对疾病的不同反应性

有关[10-12, 41-47].

        本项研究中   NERD的诊断是采用PPI试验和非24 h

食管 pH 值检测金标准 毕竟 pH 检测 压力测定及

核素法条件要求较高或患者依从性差  难于普及. 文献

报道  PPI试验敏感性和特异性可达80%以上[18]. 我们

认为对疑似NERD的病例采用此法方便简捷  值得推广.

然而  亦应注意到PPI对酸耐受力差  在胃中暴露于酸

后易失效 因此对某些胃排空延缓的病例由于药物可

能已在胃中失效或减效并未显出实际效果  因此本组应

除外PPI无效的GERD病例. 此外 胆汁反流的病例亦

不在此列. 寻找一种简便有效的诊断方法或筛选指标有

助于更广泛地探讨GERD的发病机制[48].
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有19例有轻度胃窦部炎症  8例中度炎症  3例重度

炎症. 在胃体部炎症中  18例为轻度炎症  5例为中度

炎症 4例重度炎症. 23例H pylori (-)患者中胃炎均较

少见. H pylori (+)/(-)组比较  胃窦胃炎及胃体胃炎均有

高度显著性差异(P <0.005). 二组患者食管炎程度的比较

则无显著性差异(P >0.05 表 2). 胃窦炎症 胃体炎症

的程度与食管病变的程度进行Radit分析  均未见显著

性差异(P >0.05). GERD患者食管病变的程度均不与胃

窦 胃体炎症程度相关.

3   讨论

GERD的发生与多因素有关. 食管胃动力异常 食管对

反流物清除机制缺陷或黏膜上皮防御机制损伤均可导致

GERD发病[20-24]. 然而  影响LES压力及食管蠕动的因素

颇多[2-5]. 研究表明  Mot水平降低可使胃排空延缓[24-27]

Gas则可使LES压力升高  但生理状态下Gas对LES的影

响并不大[27]. 文献报道H pylori 感染者常引起高Gas血症

根除H pylori后可使Gas水平恢复正常[24, 28]. H pylori (+)

GERD 患者是否亦有Gas异常未见报道. 本组中  H pylori

(+)组Gas水平显著高于H pylori(-)组  说明H pylori同

样对GERD患者Gas有影响. Gisbert et al [28]对H pylori(+)

与H pylori(-)GERD患者进行食管测压及24 h食管pH值

测定 结果二组患者并无显著性差别. 本组中 GERD

患者无论有无食管黏膜的损伤 其空腹血中Gas水平与

对照组相比均无统计学意义. H pylori(+)GERD患者 Gas

较高但与Mot无相关 表明在GERD的发生过程中Gas

对食管动力并未起重要作用. RE组Mot 显著性低于正

常值 表明Mot 与GERD进展有关. GERD与H pylori

的关系一直引人注目. 流行病学资料表明 GERD患者

H pylori感染率低. 士耳其后裔的人群中H pylori感染率

高(60.6%)而RE发生率低(9.7%) 荷兰人群中H pylori

感染率低(18.5%)而RE发生率高(33.0%) 二者呈反比

关系[29-30]. 但是 不同地区有不同的结果[31-35]. 在本组

中  GERD主要为NERD及RE患者 Barrett 食管少

见 且二组H pylori感染率及年龄均无显著性差异 说

明H pylori及年龄因素在GERD病变逐渐进展的过程中

并不起作用. 我们认为GERD患者的这些特点可能与我

国为H pylori高发区及种族差异有关 .

        本组患者H pylori感染与GERD食管炎病变程度无

关  但与胃窦胃炎及胃体胃炎均有关. 在21例RE患者

中 11例H pylori(+)且病变程度较轻. 而在24例H pylori

(+)患者中 均有胃窦部炎症 部分患者胃体部炎症

更为严重. 由于本组无近期服药病史 胃部炎症主要应

为 H pylori相关性胃炎[35] 但胃炎与食管黏膜损伤无

关. 有学者认为不是H pylori而是胃炎对GERD 有保护

作用[10, 36-39]. 我们认为这应依具体情况而定. 本组患者中

胃体胃炎较重者食管病变较轻 而胃体炎症较轻者

GERD症状常较明显   其他学者亦观察到类似现象[16, 21].

此外  我们注意到RE患者内镜下贲门炎不多见. 21例
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Abstract
AIM: To construct an immortalization vector for hepato-
cytes immortalization, and two exons of simian virus 40
large T antigen gene (SV40T) were spliced and a retroviral
vector pLLTSN without intron was constructed.

METHODS: The two exons of SV40T were amplified re-
spectively by high fidelity polymerase chain reaction (PCR)
by using the plasmid pUC19-SV40T as the template. Then
SV40T gene was spliced by overlapping extension (SOE),
and cloned into the EcoR and BamH sites of the
retroviral vector pLXSN. The positive recombinant clones
were screened and identified by PCR by using colonies
directly as templates, and by restriction endonuclease
digestion analysis, and DNA sequence analysis.

RESULTS: The 2.1 kb SV40T gene was spliced. Among the
ten colonies randomly screened, four were proved positive,
and one of them was verified by plasmid DNA sequencing.

CONCLUSION: The retroviral vector pLLTSN containing
SV40T without intron is successfully constructed.
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摘要

目的: 为构建肝细胞永生化载体 对猿猴病毒40大T抗原

基因(SV40T)外显子进行拼接并以其为外源片段构建逆转录

病毒永生化载体pLLTSN.

方法: 以质粒pUC19-SV40T 为模板 高保真PCR扩增

SV40T的2个外显子 重叠延伸拼接法将两个外显子拼接

到一起 然后用双粘端连接法将其克隆到空载体pLXSN

的EcoR 和BamH 位点之间 通过菌落PCR和酶切法

筛选 鉴定阳性克隆并经DNA测序验证.

结果: 拼接成2.1 kb的SV40T 用菌落PCR和酶切法随机

筛选的10个菌落中4个为阳性 均含有2.1 kb SV40T插

入片段. 经质粒DNA测序分析的阳性克隆 确证无内含子.

结论: 获得重组的2.1 kb无内含子的SV40T 成功构建了

逆转录病毒载体pLLTSN.
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0   引言

肝细胞是生物人工肝支持系统中核心生物成分[1-7]. 由正

常肝细胞转化而来的肝细胞株具有正常肝细胞的某些

主要功能[8] 且在体外培养时增生能力强 可迅速达

到人工肝支持所需的细胞数量[9]. 构建逆转录病毒永生

化载体是肝细胞永生化的重要步骤. 猿猴病毒40 T抗原

基因(simian virus 40 large T antigen SV40T)是常用的

细胞永生基因. 野生型SV40T由 2个外显子和1个内含

子组成 在转录表达过程中 可因其mRNA的剪接与

否而表达T抗原或 t抗原. 由于仅T抗原即可引起细胞

的永生化[10-12] 国外学者采用不表达t抗原的SV40T逆

转录病毒载体成功永生化了包括肝细胞在内的多种细

胞[13]. 我们在构建肝细胞永生化载体过程中 为了避免

t抗原的表达 同时缩短DNA长度 采用重叠延伸拼接

法(splicing by overlapping extension SOE)法[14-15]将SV40T

的 2个外显子拼接起来 去除了内含子 并将重组的

SV40T克隆到逆转录病毒载体pLXSN的多克隆位点 构

建成含2.1 kb SV40T的逆转录病毒载体pLLTSN 旨在

为肝细胞永生化奠定基础.

1   材料和方法

1.1 材料  逆转录病毒载体pLXSN及其位于多克隆位点

两侧测序引物P5 和 P3 购于美国Clontech公司; 质



粒pUC19-SV40 T由第四军医大学段小红博士惠赠[16]

该质粒含有SV40T的全部基因序列; 限制性内切酶EcoR

BamH 等购自英国NEB公司; T4 DNA连接酶为

美国Promega公司产品; 大肠杆菌DH5α株为本研究所
保存菌种; pfu DNA聚合酶购自北京鼎国公司; 2 PCR

混合液和玻璃珠法DNA胶回收纯化试剂盒购自上海生

工生物工程技术有限公司; 重组SV40T (r SV40T)PCR引

物由上海生工生物工程技术有限公司合成 序列如下:

P1: 5 -GCGAATTC(EcoRI)ACCATGGATAAAGTTTTA

AAC-3 ; P2: 5 -CATCAGTTCCATAGGTTGGAATCT

CAGTTGCATCCCAGAAGCC-3 ; P3: 5 -CCAACCTA

TGGAACTGATGAATGGGAG-3 ; P4: 5 -CCGGATCC

(BamH )TTATGTTTCAGGTTCAGGG-3 . 其中P2和

P3为内引物 二者之间有19个碱基重叠互补. PCR产

物纯化试剂盒为德国Roche公司产品.

1.2 方法  SV40T外显子1的扩增: 在 100 µL反应体系
中分别加入无菌水91 µL 10 PCR Buffer 10 µL
dNTP 2 µL P1 P2 各 2 µL 2.5 MU/L 的 pfu DNA
聚合酶2 µL 模板pUC19-SV40 T 质粒 1 µL. 反应条
件: 94 预变性2 min; 然后94  1 min 58  1 min

72  1 min共30个循环; 最后72 延伸10 min. 反应产

物经8 g/L琼脂糖凝胶电泳分析 目的片段应为279 bp.

SV40T外显子2的扩增: 在上述PCR体系中将P1和P2

换为P3和 P4 其余成分不变. 反应条件: 94 预变性

2 min; 然后94  1 min 60  1 min 72  3 min共

30个循环; 最后72 延伸10 min. 目的片段约为1.9 kb.

PCR产物的纯化按试剂盒说明书进行操作. 每 100 µL
PCR产物纯化后浓缩为10 µL. SV40T基因2个外显子的
拼接: 在上述PCR 体系中 引物换为P1 和 P4 模板

换为纯化的外显子1和2各1 µL 反应条件: 94 预变
性2 min; 然后94  1 min 58  1 min 72  3 min

共 30个循环; 最后72 延伸10 min. 产物经8 g/L琼脂

糖凝胶电泳分析后用PCR产物纯化试剂盒纯化. pLLTSN

载体的构建: 按图 1所示流程进行. 同时用 EcoR 和

BamH 分别双酶切载体 pLXSN 和纯化的 2.1  kb

rSV40T 8 g/L琼脂糖凝胶电泳分离5.9 kb线性pLXSN

和2.1 kb rSV40 T 玻璃珠法DNA胶回收纯化试剂盒从

凝胶中回收纯化目的片段. 将回收的pLXSN和rSV40T片

段按约1 3 的摩尔比混合(共约 100 ng) 45 水浴

5 min 再冷却到0 在 10 µL体系中用T4 DNA连
接酶16 过夜连接. 次日取5 µL连接产物转化氯化钙
法制备的感受态DH5 细胞. pLLTSN阳性克隆的筛选

和鉴定: (1)菌落PCR法[17-18]: 用分别与载体序列和SV40T

序列互补的引物P5 和 P4 配对进行PCR 可同时鉴

定重组体是否确为 pLXSN 与 rSV40T 嵌合体 以及

SV40T在载体中插入的方向. 在 20 µL反应体系中加入
无菌水 19.2 µL 2 PCR 混合液10 µL P5 和 P4
引物各0.8 µL 以高压灭菌牙签沾取单个菌落少许
点入反应体系中作为模板. 反应条件: 94 预变性5 min;

然后 94  30 s 58  30 s 72  50 s 共 30个循

环; 最后72 延伸 10 min. 将 PCR产物进行8 g/L琼脂

糖凝胶电泳 出现2.1 kb条带者为阳性. (2)酶切法: 取

PCR阳性克隆接种于5 mL含 100 kU/L氨苄西林的LB

培养基 37 摇床中250 r/min振荡培养过夜. 碱裂解

法提取质粒DNA 以 EcoR 和 BamH 双酶切和8 g/

L 琼脂糖凝胶电泳分析 电泳分离出2.1 kb 条带者为

阳性. 同时以空载体pLXSN行相同双酶切作为对照. 随

机取一株鉴定为阳性的pLLTSN 克隆进行 rSV40T 的

DNA序列测定 由上海生工生物工程技术有限公司完

成 测序引物为 P5 和 P 3 .

2   结果

2.1 SV40T 基因的拼接  通过PCR 成功地扩增出了

SV40T基因279 bp和1.9 kb两个外显子DNA片段; 再以

两个DNA片段为模板 使用SOE法成功地将两个片段顺

序连接成连续的 无内含子的2.1 kb rSV40T基因(图2).

图1  pLLTSN构建流程.

图2  PCR重组2.1 kb SV40T基因.1: 外显子1; 2: 外显子2;  3: 重组后
的2.1 kb SV40T; M: 标准参照物.
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2.2 pLLTSN重组体阳性克隆的PCR鉴定  转化平板长

出几百个菌落 随机挑取10个克隆进行筛选和鉴定. 应

用P5 和P4为引物 以单个菌落的少许菌体为模板

同时以载体pLXSN质粒作为阴性对照模板进行PCR扩

增. 用 8 g/L琼脂糖凝胶电泳分析PCR产物 结果随机

筛选的10个菌落中有4个可见2.1 kb的阳性条带 阴

性对照并未见任何条带.

2.3  pLLTSN重组体阳性克隆的酶切鉴定  挑取4个PCR

阳性克隆进行碱裂解法提取质粒DNA 以 EcoR 和

BamH 双酶切和8g/L琼脂糖凝胶电泳分析. 结果4个

克隆均被切为5.9kb和 2.1kb两个片段(图3).

图3  重组pLLTSN克隆的酶切鉴定. M: 标准参照物; 1-4: pLLTSN克
隆1-4 EcoR 和BamH 双酶切; 5: pLXSN双酶切对照; 6: EcoR
单酶切pLLTSN克隆1; 7: 未酶切pLLTSN克隆1质粒对照.

2.4 pLLTSN重组体的测序验证  经过测序 pLLTSN中

的 rSV40T全长2 127 bp 共有4处点突变 即G888A

T1063C A1701G和 T1868C 突变 但皆为同义突变

其编码蛋白的氨基酸序列并无改变. 突变处(下划线)部

分序列如下:

    851  ATGTGTTGTT ATTGCTTGGG ATGTACTTGG AATTTCAATA CAGTTTTGAA

1051  GATAGCCTAC AACTAACTAG AGAACAAATG TTAACAAACA GATTTAATGA

1701   GATAATTCAA AGTGGCATTG CTTTGCTTCT TATGTTAATT TGGTACAGAC

1851    TAATGTGGCT ATGGGAACTG GAGTTTTAGA TTGGCTAAGA AACAGTGATA

3   讨论

基因的重叠延伸拼接(SOE)[14]又称重组PCR 是将不相

邻的两个基因或DNA片段拼接起来构成融合基因/DNA

的PCR方法. 其原理是: 使用两对引物P1 P2和P3 P4

经过第一轮PCR分别扩增出两个DNA片段A和B 其

中P2和P3为内引物 具有部分序列重叠互补 使A的

3 端和B的5 端具有同源互补序列; 第二轮PCR再以

A和B混合作为模板 经变性 退火 复性时 A的正

链和B的负链的3 端同源互补序列将结合在一起 使

两条链互为引物 通过PCR得到延伸和扩增 从而连

接A和B. 其特点是不需要使用限制性内切酶和连接酶

可以避免引入限制性酶切位点的核苷酸序列 可将两

个DNA片段精确地连接在一起. 使用这种方法时 为

了尽可能避免或减少碱基错配 往往需加大模板 引物

和dNTP的用量 同时减少PCR的循环数 因此有时在

其PCR产物的凝胶电泳图像中仍可见模板DNA的相应

条带. 在图2中第三泳道出现与外显子1相同大小的较

弱条带即属此种情况. 一方面是由于模板过多 另一方

面是因为内引物P2较长 在外显子1的PCR产物纯化

过程中有所残留 导致第二轮PCR过程中产生一定扩增.

因此应用SOE时 第一轮PCR产物最好经电泳分离后切

胶回收纯化以除去多余的引物和其他非特异序列.

        野生型SV40T基因全长2 473 bp 其中前246 bp

为第一外显子 247-592 bp 为内含子 593-2 476 bp

为第2外显子 两个外显子连接后编码序列长2 127 bp.

所使用的外引物引入了额外的酶切位点序列 所以第

1外显子PCR产物长279 bp.  SV40T第 1外显子和内含

子部分序列(前561 bp)又可编码 t 抗原. 在 SV40转录表

达过程中 其mRNA发生剪接时则转译为T抗原 而

不剪除内含子序列时则表达t抗原. t 抗原在细胞中的作

用复杂 可以促进T抗原对细胞的转化[19] 也可增加

细胞凋亡的敏感性[20] 而T抗原却可通过PI3 激酶路

径激活Akt抑制细胞凋亡[21]. 为了避免t抗原表达引起的

其他不确定因素 [ 1 0 ] 我们用 SOE 法成功地连接了

SV40T的两个外显子 删除其内含子序列 同时减少

SV40T在载体中所占容量以利于载体后续加入其他基

因 并将拼接的2.1 kb SV40T克隆到pLTSN的 EcoR

和 BamH 酶切位点之间 构建了只有T抗原可得到

表达的逆转录病毒载体pLLTSN.

        SV40T是使用最广泛的永生基因 他不但能刺激

细胞增生 延长培养细胞的生命期 而且诱导细胞分化

却不完全转化细胞. 如通过分子克隆的SV40 DNA转染

而永生化的猫成纤维细胞 培养传代长达6 mo之久而

不显示与其原代细胞不同的表型[22]. 应用SV40T基因永

生化多种哺乳动物细胞 这已为国内外许多研究报道

所证实[8, 23-28]. 体外培养的二倍体细胞是不能无限分裂增

生的 而用基因转移技术将SV40T转到二倍体细胞中

并稳定表达[29] 可获得永生化细胞[30-34]. p53与 pRB是

调控细胞增生和细胞凋亡的抑癌基因 p53 的突变和

pRB的失活都可导致细胞增生周期的失控 引起细胞

的无限生长. SV40T抗原与p53[35]及pRB[36-37]结合并使后

者失活 从而延长细胞生命. 为探索用SV40T基因永生

化人肝细胞的可行性 我们构建了含SV40T的逆转录

病毒表达载体. 该载体的真核表达元件为莫洛尼小鼠白

血病病毒(moloney murine leukemia virus MoMuLV)长

末端重复序列(long terminal repeat LTR) SV40T

SV40 早期启动子以及新霉素耐药基因(Neor) 因此命

名为pLLTSN.

          逆转录病毒载体是目前哺乳动物细胞基因转移最有

效的工具 可高效转导人骨髓细胞等[38] 已被应用于

遗传性疾病及癌症基因治疗的临床试验[39-40]. pLXSN是

基于MoMLV构建的经典逆转录病毒载体之一. 当含目

的基因的pLXSN转染包装细胞后 可产生无复制活性

的感染性病毒. 这些病毒颗粒可感染靶细胞并转移目的

基因 但不能在靶细胞中复制. 将 pLLTSN包装为多嗜

性复制缺陷病毒 可感染包括人在内的多种哺乳动物
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细胞. 病毒颗粒感染细胞后 其基因可整合到宿主细胞

基因组 稳定表达SV40T和Neor. 用其感染人肝细胞可

望建立永生化人肝细胞系.
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Abstract
AIM: To analyse the changes of foreign plasmid copies in
different tissues after uptake via gastrointestinal tract and
to evaluate the possibility of foreign plasmid integrating
on the host genome.

METHODS: Samples including lung, kidney, spleen, me-
senteric lymph node, thymus, gonads, feces, duodenum,
large intestine, blood and liver were obtained 1, 3, 6, 24,
and 48 h and 3, 6 wk after oral administration of 200 µg
plasmid pcDNA3s. PCR technique was used to detect the
distribution and kinetics of plasmid in different tissues.
Genomic DNA was assayed for integrated plasmid by PCR
after purification of high-molecular-weight genomic DNA
away from free plasmid by using gel electrophoresis.

RESULTS: Plasmid could be detected in almost all tissues
1 h after oral administration and the copies of plasmid in
tissues changed with time. Foreign plasmid could be de-
tected only in kidney and blood at sixth week time. Foreign
plasmid mainly as fragment survived in vivo.

CONCLUSION: Foreign plasmid can be absorbed by gas-
trointestinal tract and distribute in different tissues quickly, sur-
viving as the form of fragment. Foreign plasmid DNA probably
integrates into the host genome via the gastrointestinal tract.

Liu JW, Shi YH, Le GW, Fang XX. Metabolic kinetics of foreign plasmid
DNA uptake via gastrointestinal tract in mice. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(5):1108-1113

摘要

目的: 分析外源质粒pcDNA3s经胃肠道吸收后在组织中的

动态变化 评价外源质粒整合到宿主基因组上的可能性.

方法: 分别于灌胃200 µg质粒 pcDNA3s后 1 3 6 24
48 h 及 3 6 wk 提取小鼠肺 肾 脾 肠系膜淋巴

结 胸腺 生殖器官 粪便 十二指肠 大肠 血液及肝

脏的总DNA 通过PCR方法检测质粒pcDNA3s在各组织

中的分布及随时间变化的情况. 琼脂糖凝胶分离高分子量基

因组DNA与游离质粒 PCR方法检测外源质粒在基因组

DNA上的整合情况.

结果: 灌胃给药后1 h所有的组织均能检测到质粒的存在

质粒在组织中的拷贝数水平随时间的推移呈动态变化 至

6 wk仅在肾脏和血液中检测到外源质粒 质粒在体内主要

以碎片的形式存在.

结论: 外源质粒能被胃肠道吸收 迅速分布全身各个器官

并以碎片的形式在体内存留较长的时间. 外源质粒DNA经

胃肠道途径有可能整合到宿主染色体基因组上.

刘建文, 施用晖, 乐国伟, 方希修. 外源质粒DNA经小鼠胃肠道的吸收代谢
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0   引言

哺乳动物胃肠道是外源DNA进入机体的主要器官[1-3].

外源DNA进入胃肠道后在胃的酸性环境和肠道核酸酶

的攻击下 迅速降解成碎片随粪便排出 一小部分外源

DNA能够以碎片的形式进入机体 随血液循环分布于

各个器官组织中[4]. 外源DNA在肠胃道降解不完全 能

够由肠壁上皮细胞吸收 经淋巴结 然后通过外周血液

白细胞运送到各个器官中. 以上说明肠胃道对外源DNA

并非是一个不可穿越的屏障[4-7]. 与其他营养物质一样

外源DNA经胃肠道吸收后 可以递呈到机体的外周与

中枢系统中 可能插入到哺乳动物基因组上 引起宿主

基因组的缺失和重排 改变宿主基因组相关基因的转

录活性,可能激活原癌基因 抑制抑癌基因而导致癌变.

宿主基因组会通过改变DNA甲基化模式这一古老的细

胞防御机制来抵抗外源DNA的入侵[8-10]. 因此经口服摄入

外源DNA对哺乳动物基因组长期进化的影响是一个不

容忽视的问题. 我们采用裸DNA(质粒pcDNA3s)作为研究

对象 考察质粒pcDNA3s经胃肠道给药后在小鼠体内



的组织分布及其整合情况.

1   材料和方法

1.1 材料  昆明种小鼠 6 周龄 雌雄各半 体质量

20 2 g 由江苏省实验动物中心提供. 大肠杆菌JM109

及重组质粒pcDNA3s由本室保存 pcDNA3上BamHI与

EcoRI位点之间插入HBsAg抗原基因 长度为930 bp,

质粒pcDNA3s总长约6 400 bp. pcDNA3s上具有CMV启

动子 可在大肠杆菌中复制 在真核细胞中表达外源抗

原 是一种典型的真核表达载体. 大量制备质粒, 碱裂解

法大量提取5 L发酵液 酚 /氯仿 /异戊醇(25 24 1)

抽提 2倍体积无水乙醇沉淀 RNase酶去除RNA 聚

乙二醇纯化 TE(pH8.0)溶解沉淀 -20 保存备用[11].

1.2 方法  给每只小鼠灌胃pcDNA3s 质粒溶液200 µL
(1 g/L) 于灌胃后 1 3 6 24 48 h 及 3 6 wk

宰杀雌雄各3只及对照组 (空白TE溶液)1只. 分离肺

肾 脾 肠系膜淋巴结 胸腺 生殖器官 十二指肠

大肠 血液 肌肉及肝脏等 分离后的组织分别放入塑

料口袋中封口 在液氮中快速冷冻 于-80 保存待

用. 取 50 mg的新鲜组织加入DNA提取缓冲液[0.4 moL/L

NaCl 10 mmoL/L Tris-HCl(pH8.0) 2 mmoL/L EDTA

(pH8.0)] 用匀浆器彻底匀浆后 加入100 g/L 的 SDS

40 µL 5 g/L蛋白酶K(终浓度400 mg/L) 32 µL 充分
混匀后放入55 水浴锅中温浴2 h 加 6 moL/L NaCl

300 µL 混匀 10 000 rpm/min 离心 15min 移上清
到另一离心管中 等体积的酚-氯仿抽提一次 无水乙

醇沉淀 沉淀得到的DNA用20 mg/L RNA酶溶液400 µL
溶解 37 水浴 30 min, 等体积的酚-氯仿 氯仿各

抽提一次 无水乙醇沉淀 沉淀以700 mL/L的乙醇漂

洗后用无菌水溶解. 检测DNA样品在260 nm/280 nm下的

吸光度 A值 确保二者之比大于1.8 同时进行5 g/L

的琼脂糖凝胶电泳确保DNA的完整性并无RNA[17].

1.2.1 PCR扩增检测组织中质粒DNA  采用两对引物分

别扩增pcDNA3s质粒上部分抗原基因序列(antigen)和整

个抗原基因序列(T7-SP6) 引物设计采用oligo6.0 引

物序列: Antigen P1: 5  TAA TAC GAC TCA CTA TAG

GGA GA 3 ;  P2: 5 TAG TTG ATG TTC CTG GAA GTA

3  396 bp; T7-SP6 P3: 5 TAA TAC GAC TCA CTA

TAG GGA GA 3 P4:  5 GAT TTA GGT GAC ACT

ATAG 3 1 065 bp. PCR反应体积50 µL 含有10
缓冲液(含MgCl2 15 mmoL) dNTP各 200 µmoL/L 上
下游引物各100 pmoL DNA模板10 µL TaqDNA聚
合酶 1 µL 无菌去离子水36 µL. PCR 扩增热循环条
件如下: 第 1个循环 95 10 min; 第 2个循环 94 

1 min  55  1 min 72  1 min 35 cycle; 第3个循环

72  10 min 4 保存. 每一种组织来源的样本均设立各

自的参比对照系列.

1.2.2 质粒DNA整合情况检测  按上述方法抽提不同组

织及不同时间的基因组DNA. 将各组基因组DNA 用

EcoRI 酶切 使游离状态及多聚状态质粒变成线性单

体(整合入基因组的质粒只能在酶切位点才将基因组切

开 而不能将质粒从基因组上切下来) 8 g/L琼脂糖凝

胶电泳回收后再次PCR扩增. 在1 µg无灌胃质粒的鼠基
因组DNA中加入不同拷贝数的阳性质粒 用来评估质

粒检测的敏感性.

1.2.3 粪便中筛选pcDNA3s质粒阳性克隆  收集不同时

间的粪便 重悬于LB液体培养基中 37 水浴温育

1 h 后 涂布于含有Ampicillin 的平板上 24 h 后观

察细菌菌落的生长情况.

         统计学处理  应用SPSS统计软件进行方差分析统计

学处理.

2   结果

2.1 pcDNA3s质粒的组织分布  外源质粒在小鼠体内不

同组织的质粒拷贝数水平不同,得到阳性扩增条带为

396 bp短片段PCR产物(结果见表1 图2-11). 用 T7

SP6引物扩增组织每个时间点总DNA结果显示 仅在

极其个别的器官中检测到微弱的阳性条带 绝大部分组

织各时间点均呈阴性 提示外源质粒在胃肠道环境下迅

速被降解 外源质粒仅以小片段形式进入机体(图12).

表1  不同组织的质粒DNA拷贝数水平比较

     组织

肺 肾 脾 肠系膜淋巴结            粪便 胸腺 生殖器官 肌肉      十二指肠 大肠 血液    肝脏

          时间

30 min - - - - -    -        -    - -   -    -       -

     1 h + + + + -   +        +    + -   -    -       +

     3 h + + + - +   +        +    + +   +    -       +

     6 h + + + +             ++   +        +    +            ++ ND    -       +

    24 h             ++ + + + +   +        +    + -   -    +     ++

   3 wk + + -            ++ +   +        -   ++ - ND  ++     ++

   6 wk - + - - -   -        -    - -   -    +       -

+ : 阳性; - :阴性; ND: 未检测.
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图1  质粒阳性与阴性对照PCR结果. 1: 灌胃质粒pcDNA3s 溶液的
小鼠组织DNA; 2: 质粒 pcDNA3s; 3: 灌胃 TE溶液的小鼠组织DNA;
4: Marker.

图2  灌胃1 h后各组织DNA的PCR结果. 1: 肺; 2: 肾; 3: 脾; 4: 肠系膜
淋巴结; 5: 胸腺; 6: 生殖腺; 7: 肌肉; 8: 十二指肠; 9 Marker; Marker: 1:
1 543 bp; 2: 994 bp; 3: 697 bp; 4: 515 bp; 5: 377 bp; 6: 237 bp.

图3  灌胃3 h后各组织DNA的PCR结果. 1: 肺; 2: 肾; 3: 脾; 4: 十二指
肠; 5: 肠系膜淋巴结; 6: 1 h肝脏; 7: 3 h肝脏; 8: 6 h肝脏; 9: Marker.

图4  1: 1 h十二指肠; 2: 3 h 十二指肠; 3: 6 h十二指肠; 4: 24 h 十二指
肠; 5: 10 wk十二指肠; 6: 3 h粪便; 7: 3 h大肠; 8: 3 h肌肉; 9 Marker.

图5  灌胃6 h后各组织DNA的PCR结果. 1: 肺; 2: 肾; 3: 脾; 4: 肠系膜
淋巴结; 5: 粪便; 6: 胸腺; 7: 生殖腺; 8: 肌肉; 9 Marker.
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图6  灌胃24 h后各组织DNA的PCR结果. 1: 肺; 2: 肾; 3: 脾; 4: 肠系
膜淋巴结; 5: 粪便; 6: 胸腺; 7: 生殖腺; 8: 肌肉; 9: Marker; 10: 大肠.

图7  灌胃3 wk后各组织DNA的PCR结果. 1: 肺; 2: 肾; 3: 脾; 4: 肠系
膜淋巴结; 5: 粪便; 6: 胸腺; 7: 生殖腺; 8: 肌肉; 9: Marker.

图 8  灌胃6 wk后各组织DNA的PCR结果. 1: 阴性对照; 2: 肝脏; 3:
肾脏; 4: 十二指肠; 5: 肌肉; 6: 阴性对照.

图9  不同时间血液的PCR扩增结果. 1: 1 h; 2: 3 h; 3: 6 h; 4: 24 h; 5 :
3 wk; 6: 6 wk; 7: Marker.

图 10  不同时间肝脏的PCR扩增结果. 1: 1 h; 2: 3 h; 3: 6 h; 4: 24 h; 5 :
3 wk; 6: 6 wk; 7: Marker.
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图11  不同时间粪便的PCR扩增结果.1: 1 h; 2: 3 h; 3: 6 h; 4: 24 h;
5: 3 wk.

图 12  T7和SP6引物扩增各组织DNA的PCR结果. 1: Marker; 2: 1 h
肺; 3: 6 h 脾.

2.2 外源质粒pcDNA3s整合入宿主基因组  提取6 h时

肾脏及其生殖器官的总DNA 5 g/L的琼脂糖凝胶分离

宿主基因组与游离质粒 PCR 扩增纯化后的基因组

DNA 可检测到微弱的阳性条带 说明经口服摄入的

外源质粒有可能整合入宿主基因组上. PCR 敏感性参

照 取100 50 25 10 拷贝质粒DNA 加入到1 µg
基因组 DNA 中 琼脂糖凝胶观察 当质粒为 100

50 25 拷贝时PCR检测为阳性 10拷贝时检测为阴

性 说明PCR的灵敏度为25拷贝. 得到的阳性条带强

度较25 拷贝的PCR 扩增结果弱 外源质粒如整合入

基因组中 其拷贝数应低于25 拷贝(图 13).

图13  宿主基因组的PCR扩增结果. 1: Marker; 2: 6 h肾; 3: 6 h生殖腺.

2.3 肠道中粪便细菌克隆筛选  质粒pcDNA3s 上带有

ampicillin 抗性基因 因此用ampicillin 来筛选粪便细

菌中的阳性克隆 37 于琼脂平板上培养24 h后 未

见到阳性克隆. 当然不能排除外源质粒能够被肠道细菌

吸收 但是不能在细菌中复制形成阳性菌落.

3   讨论

胃肠道是外源DNA进入哺乳动物机体的最主要途径

肠上皮细胞的巨大表层为营养素和大分子物质(DNA)的

吸收创造了条件[12-13]. 外源DNA随着食物的进入而被胃

肠道大量吸收 同时肠道细菌DNA及基因治疗DNA也

是哺乳动物外源DNA的来源. 外源DNA经胃肠道吸收

后代谢命运及吸收机制一直是人们关心的话题. 黏膜表

面 特别是肠道上段含有大量的抗原递呈细胞 树状细

胞 巨噬细胞和B淋巴细胞[12-13]. 他们可以通过胞饮或

吞噬作用吞食DNA. 一旦被激活 树状细胞迁移到淋巴

组织中 特异性递呈抗原到T和B淋巴细胞上 诱导抗

原特异性免疫应答. 残留在肠道中的一小部分DNA碎片

直接通过上皮细胞或免疫系统的抗原递呈细胞被小肠

黏膜吸收. 如果肠道上皮表面受到破坏 DNA和其他大

分子可以向固有层扩散. 说明大部分DNA能够被组织巨

噬细胞 免疫系统的树状细胞或其他末端分化吞噬细

胞所吞噬[14]. 外源DNA如细菌DNA和质粒DNA上含有

非甲基化CpG基序 可与胃肠道中免疫细胞上的TLR9

受体作用 从而引发免疫应答.

        DNA是一种较为稳定的大分子物质 能够在极端

环境下存在 并且能够在有机体残骸中存在成千上万

年[1-2]. 那么外源DNA是否能抵抗哺乳动物胃肠道的酶系

统是个令人关注的问题. 我们结果表明 外源质粒

pcDNA3s经胃肠道吸收后 能够抵抗胃肠道及机体核

酸酶的降解 以碎片形式广泛分布全身各个器官中 并

且在组织中存留较长的时间. 外源质粒给药后在体内的

拷贝数水平呈动态变化(见图2-11). 灌胃后1 h 即可

在体内检测到质粒的存在 并且一直持续到3-6 wk

仅在肾脏及血液中发现质粒的存在. 3-24 h内 可检测

出外源质粒在粪便中存在 至6 h时质粒浓度达到最高

(P <0.01)(图 11). 随着时间的推移 外源质粒在肝脏中

的拷贝数水平有增加的趋势. 质粒在肺中24 h时 累积

浓度达到最高. 质粒浓度在肾脏中各时间点变化不明显.

脾脏在1 h 3 h时质粒的浓度较高 6 h时开始逐渐减

弱(P <0.05) 24 h 时急剧减弱(P <0.01) 至 3 wk时已

无质粒检出. 肠系膜淋巴结至3 wk时质粒累积浓度达到

最高(P <0.01) 而且较其他器官高 肠系膜作为肠道

系统的免疫器官 可识别外源抗原物质(如DNA) 因

此肠系膜也是外源质粒的主要累积器官. Schubbert研究

表明外源M13由肠黏膜上皮细胞吸收 经肠系膜淋巴

结递呈各个器官中 肠系膜淋巴结也是外源DNA进入

机体的一个主要通道[4]. 与其他器官相比 胸腺在1 h时

质粒的浓度相对较低 其他时间点质粒浓度无显著差

别. 外源质粒在生殖器官中的浓度在1 h 3 h 6 h保

持较高的浓度 24 h 开始减弱 至3 wk 时降为零. 外

源质粒可在生殖器官中累积 因此外源质粒是否可以
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通过生殖系统遗传给下一代值得进一步探讨[15].  肌肉中

的质粒浓度一直较高 至3 wk时仅次于肠系膜淋巴结.

这与肌纤维细胞具有特殊的结构 较易吸收外源质粒

及递呈抗原有关.

        我们采用裸pcDNA3s为研究对象 Blast同源性分

析及PCR阴性对照结果表明(图1) PCR扩增目的片段

与小鼠基因组 大肠杆菌及食物基因组无同源性序列

保证了扩增的特异性及可行性. 质粒pcDNA3s作为一种

真核表达载体 同时也为口服DNA疫苗提供了试验依

据. 口服灌注质粒pcDNA3s后 我们观察到了外源质粒

在体内各个组织器官中的广泛分布 随着时间的分布

呈动态变化 并持续较长的时间 质粒在体内存留的最

长时间与Schubbert et al (1997)[4]研究结果有所差异 可

能与载体系统 载体大小及给药数量差异有关. 实验表

明外源质粒能够抵抗胃肠道核酸酶的降解 肠道对外

源质粒DNA并不是不可逾越的屏障.

         进入细胞的外源质粒一部分以游离体形式存在于胞

质中 一部分进入细胞核整合入宿主染色体中[7]. 我们

发现有微弱的外源质粒特异性条带 初步说明经胃肠

道吸收后外源质粒会整合到宿主染色体基因组.

Schubbert et al (1997)将插入有M13DNA的老鼠脾细胞

DNA重克隆至质粒载体中 也分离出1.3 kb M13 DNA

片段 DNA序列分析发现与该片段共价相连的DNA与

老鼠IgE受体基因有70%的同源性. 但是与PCR敏感性

参照比较 整合的外源质粒低于25拷贝. 如果以30个

拷贝数来进行计算 也就是外源质粒进入宿主细胞后

在1 µg细胞染色体DNA中引起基因突变的最大可能性
为30. 小鼠的1个细胞染色体组大约含有3 109个碱基

对 重量为6 g 那么1 µg的染色体组大约含有1.5 105

的染色体组. 实际上 哺乳动物染色体组中的基因是不

断地发生着自发突变 只要其发生的概率对于每一个

基因来说不超过10-6 就不会对哺乳动物的健康造成

影响. 由于每个细胞染色体组中大约含有7.5 104个基

因 那么1.5 105个细胞染色体组就含有11.25 109

个基因 如果外源DNA在 1.5 105个细胞染色体中

造成30次突变 那么他的突变概率就是2.7 10-9. 根

据计算的结果和正常所容许的基因突变概率 10 -6相

比 外源质粒DNA经胃肠道吸收后可能引起的基因突

变概率要比细胞的自发突变率低2 700倍[16-32]. 因此认为

外源质粒即使有可能和细胞染色体组的DNA发生随机

整合 对于其安全性也是不足为虑的.

        外源质粒DNA作为大分子通过胃肠道途径摄入后

被不完全降解后吸收 以碎片形式分布于全身各个组

织中. 外源DNA经肠黏膜吸收机制还不清楚 肠黏膜

上的M细胞或淋巴细胞是否作为外源DNA穿透肠壁的

主要通道 肠黏膜细胞上是否存在DNA结合蛋白介导

外源DNA的吸收 不同的生理状态下外源DNA的吸收

情况等还有待于深入研究. 外源DNA经胃肠道吸收后可

能整合到宿主基因组上 引起基因组突变及甲基化等

不可预见后果. 因此 外源DNA在哺乳动物中的吸收

代谢必然会影响宿主基因组的功能 从而对哺乳动物

的进化产生影响.
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Abstract
AIM: To observe the effects of hypercholesterolemia (HC)
on tension of sphincter of Oddi (SO) in rabbits and to study
the mechanisms of the sphincter of Oddi dysfunction (SOD).

METHODS: Twenty-four New Zealand female rabbits were
divided randomly into control group and HC group (12 rabbits
each). Sphincter of Oddi muscle rings were dissociated
from both groups in vitro. Automatic contractility was
observed firstly. Then the contraction responses evoked
by KCl and CaCl2 and relaxation responses caused by
sodium nitroprusside (SNP) and nifedipine (Nif) were
measured.

RESULTS: Compared with control group, the automatic
contractile frequency of HC group was increased (P <0.05),
and the automatic contractile amplitude of HC group was
decreased (P <0.05). The tension of SO rings evoked by
KCl at low and moderate concentrations (10-40 mmol/L)
was significantly higher in HC group than in control group
(P <0.01). The maximum tension was not found differ-
ence between two groups, and both could be completely
relaxed by Nif (3 µmol/L). Compared with the control group,

relaxation responses of SO rings in HC group to SNP
(0.1 nmoL/L-1 mmoL/L) were markedly decreased after
the administration of KCl (60 mmoL/L) in HC group (P <0.01).
The minimum solution value (0.1 mmoL/L) of Ca2+ evoking
contraction in HC group was evidently lower than that of
the control group (1.0 mmoL/L) (P <0.001). Tensions of
SO rings evoked by Ca2+ (2.5 mmoL/L) were entirely relaxed
by Nif (3 µmoL/L) both in HC group and control group.
After the administration of KCl (60 mmoL/L) relaxation
responses of rabbit SO rings to Nif (0.1 nmoL/L-3 µmoL/L)
were not found difference between in the two groups. Nif
(3 µmoL/L) could completely inhibit the contraction re-
sponses evoked by KCl or CaCl2 in both groups.

CONCLUSION: Hypercholesterolemia can lead to SO dys-
function and increase the sensitivity of SO to KCl at low
and moderate concentrations in vitro. The overloading of
intracellular Ca2+ is an important reason for these
phenomena, which has no direct relation with L-type volt-
age-dependent calcium channels of smooth muscle cells.

Zhang XY, Wei JG, Ma J, Wang S, Ma XW, Ma KJ, Wang YR. Mecha-
nisms of tension changes of the sphincter of Oddi from hypercholester-
olemic rabbits. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1114-1118

摘要

目的: 观察高胆固醇血症(hypercholesterolemia HC)兔离

体Oddi 括约肌(sphincter of oddi SO)张力的变化 探讨

其作用机制

方法: 新西兰雌兔24只随机分成两组: 对照组和HC模型组

各12 只 分别取两组SO制备成离体肌环 观察SO的

自主收缩运动及其对KCl 和Ca2+的收缩反应 以及对硝

普钠(sodium nitroprusside SNP)和硝苯吡啶(nifedipine

Nif)的舒张反应.

结果: HC组的自主收缩频率高于对照组(P <0.05 t = 2.86)

自主收缩波幅较对照组降低(P <0.05 t =2.48). 以10 mmoL/L

为浓度梯度累积加入KCl至90 mmoL/L HC组对中低浓

度KCl (10-40 mmoL/L)收缩反应高于对照组(P <0.01

t =4.01); 两组最大收缩力无显著差异 且均可被3 µmoL/L
Nif完全缓解. 用60 mmoL/L KCl预收缩SO肌环后加入SNP

(0.1 nmoL/L-1 mmoL/L) 在各个浓度点HC组的舒张反

应均明显低于对照组(P <0.01 t =5.12). SO肌环在无钙

Krebs液中温育5 min后复钙引起两组明显收缩反应所需的

Ca2+浓度分别为0.1和1. 0 mmoL/L HC组显著低于对照

组(P <0.01 t =4.91); 复钙2.5 mmoL/L诱发两组肌环的收缩

反应均可被3 µmoL/L Nif完全缓解. 用60 mmoL/L KCl预收
缩SO肌环后加入Nif 两组对Nif(0.1 nmoL/L-3 µmoL/L)



的舒张反应在各个浓度点均无明显差别. 在Krebs液中先加

入 3 µmoL/L Nif 再加入KCl CaCl2 两组肌环均未
发生收缩反应.

结论: 在离体条件下 HC可导致SO张力异常 SO处于

易激惹状态 其机制与SO细胞内钙离子浓度([Ca2+]i)过载

有关 而该过载状态与L 型电压依赖性钙通道(L-type

Voltage-dependent calcium channels L-VDCs )无关.

张孝勇, 魏经国, 马进, 王莎, 马孝武, 马克军, 王亚蓉. 高胆固醇血症兔Oddi
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0   引言

胆系疾病近年来不断增多[1-5] 已成为研究热点[6-10]. 然

而高胆固醇血症(HC)对胆管系统影响的研究少见. Wei et

al [11]在研究HC对 SO运动功能的影响中发现 经胆固

醇(cholesterol Ch)饲养 4 wk后 HC兔 SO压力增高

且收缩幅度下降 舒张功能受损 提示HC可引起SO

舒缩功能异常. Wang et al [12]通过SO细胞原代培养证实

HC可致细胞内钙离子浓度([Ca2+]i)呈过载状态 但机

制尚不明确. 我们通过制备SO肌环 用灌流法在离体

条件下观察HC对兔SO肌环张力的影响 初步探讨其

发生机制.

1   材料和方法

1.1 材料  新西兰雌兔由第四军医大学实验动物中心提供;

胆固醇(Ch)分析纯 购自上海化学试剂公司; NaCl

KCl NaHCO 3 MgCl 2 NaH 2PO 4 葡萄糖 二甲

基亚砜(DMSO) 分析纯 购自西安化学试剂厂; 硝普钠

(sodium nitroprusside SNP) 硝苯吡啶(nifidipine

Nif) EGTA CaCl2 购自美国Sigma 公司; 张力换能器

JZ-BK 型 购自中国贝科公司; 台式自动平衡记录仪

XWTD464型 购自上海大华仪表厂; 电子天平ACA-

100型 购自美国Denver 公司; 解剖显微镜PM-6型

购自日本Olympus 公司. 新西兰兔24只 2-3 mo

体质量 1.8-2.2 kg 随机分为2组 每组12 只. 对照

组(Control)饲以标准饲料 实验组(HC)饲以标准饲料+Ch.

1 g/d 每周6 d 停喂1 d 共8 wk. 高Ch血症模型判定

标准[人类疾病的动物模型 1982: 120-129]: 兔血清总Ch

浓度小于3.0 mmoL/L为正常 大于10 mmoL/L为达到高

Ch血症标准. 实验开始前将血清总Ch大于3.0 mmoL/L

兔剔除.

1.2 方法  经耳缘静脉注入约10 mL空气处死兔 迅速

分离SO段 在解剖显微镜下小心去除SO周围脂肪与

结缔组织 取其近心段并修剪成横径为4 mm的肌环. 肌

环一端藉不锈钢丝挂钩固定于肌槽底部的挂钩上 另

一端通过挂钩与肌肉张力换能器相连. 肌槽内盛37 

Krebs液 并持续充以50 mL/L CO2+ 950 mL/L O2混合

气. Krebs 液组成(mmoL/L): NaCl 115.0 KCl 5.9

NaHCO3 22.8 MgCl2 1.2 NaH2PO4 1.2 CaCl2 2.5

葡萄糖 10.0 pH= 7.4. 另每组随机选取2例沿横轴切

取宽约4 mm肌环进行光镜观察 标本用40 g/L 甲醛

固定 HE 染色组织学检查.

1.2.1 SO肌环反应性测定  将肌环置于Krebs液中温育

首先给予0.6 g 初始前负荷 在平衡的过程中 通过

旋钮不断调节张力 使其稳定在初始前负荷水平 每隔

20 min 换1次Krebs液. 平衡60 min后以60 mmoL/L KCl

为激动剂 以0.2 g为步幅逐步提高前负荷值至其产生

最大收缩反应 此时的静息张力即为最适静息张力 随

后实验均在各肌环最适静息张力下进行. 首先记录两组

的自主收缩波幅和频率 绘制波形曲线. 收缩反应通过

加入累积浓度的KCl (10-90 mmoL/L)测得 记录不同

浓度肌环的收缩反应. 舒张反应测定是先用60 mmoL/L

的KCl 预收缩肌环 等收缩力平稳后 加入累积浓度

(0.1 nmoL/L-1 mmoL/L)的SNP同时记录不同浓度下肌环的

舒张反应 用同样的方法纪录累积浓度 (0.1 nmoL/L-

3 µmol/L)的Nif的舒张反应. 其舒张作用以所引起的舒张
幅度占KCl预收缩幅度的百分比表示. 肌张力变化经张

力换能器转换为电信号后由台式自动平衡记录仪记录.

由所得数据绘制累积浓度-效应曲线.

1.2.2 复钙对肌环收缩反应的观察  肌环在无钙Krebs(含

EGTA 50 µmol/L)液温育的方式有2种[中国病理学与
毒理学杂志 1996;10(1):34-38]: (1) 5 min 完全去除细

胞外Ca2+而不影响细胞内Ca2+释放; (2) 1 h 导致细胞内

钙耗竭. 按第1种方式温育5 min 换上不含EGTA的无

钙Krebs液 然后加累积浓度CaCl2 (0.01-2. 5 mmoL/L)

记录两组肌环的收缩反应. 然后按第2种方式温育1 h

按相同方法记录肌环对CaCl2的收缩反应. 实验结束

后 用滤纸吸干肌环表面水分 用电子天平称重.

        统计学处理  采用统计软件SPSS10.0进行数据的统

计学分析. 实验数据以mean±SD表示 两组间数据比
较采用 t 检验 P <0.05 为差异显著.

2   结果

两组SO肌环的外径 长度 质量均无显著差异(表1).

光镜下观察各组SO平滑肌均排列规整 未见明显的炎

细胞浸润和纤维组织增生.

表1  高胆固醇血症组与对照组SO肌环物理参数(n =12, mean±SD)

分组   外径 (mm)  长度 (mm)  重量 (mg)

对照组(Control) 1.52 0.03 4.23 0.07 2.12 0.09

实验组 (HC) 1.48 0.04 4.21 0.07 2.13 0.08

2.1 SO自主收缩波幅及频率  将肌环置于Krebs液中平

衡30 min 待 SO肌环自主收缩平稳后 HC组的 SO

肌环的自主收缩频率高于对照组(P <0.05) 而自主收

缩波幅较对照组降低(P <0.05) (表2). 对照组自主收缩波

形规则 频率稳定 而 HC 组呈大小不一 宽窄不
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等的不规则波形(图1).

表2  两组SO肌环的平均自主收缩波幅和频率(n =12, mean±SD)

分组 频率(f/min)    波幅 (g)

对照组(Control) 8.0 0.6 0.21 0.02

实验组 (HC) 9.3 0.5a 0.18 0.02b

aP <0.05, t =2.86, bP <0.05, t = 2.48 vs Control.

图1  兔 SO肌环自主收缩波形曲线.

图2  HC组和对照组兔SO肌环对KCl 的收缩反应.

2.2 KCl 和复钙所致 SO肌环的收缩反应  低浓度(10-

40 mmoL/L) KCl诱发HC组SO肌环的收缩力较对照组

显著提高. 10 mmoL/L时HC组为40 10 g/g较对照组

增加45% (P <0.05);  20 mmoL/L 时 HC组为120 30 g/g

较对照组增加67% (P <0.01); 30 mmoL/L 时HC组为340

60 g/g较对照组增加85% (P <0.01); 40 mmoL/L 时HC组

为510 80 g/g较对照组增加57% (P <0.01); 50 mmoL/L

HC 组为 640 80 g/g 与对照组无明显差异; 在 60

70 80 90 mmoL/L等浓度点 两组亦无显著差异. 可

见两组SO肌环对KCl最大收缩力无显著差异(图2).

        肌环在无钙Krebs液(含EGTA 50 µmol/L)温育5 min
后换上不含EGTA的无钙Krebs 从 0.01 mmoL/L开始

复钙 当至0.1 mmoL/L时 可引发HC组明显的收缩

幅度为20.0 g/g 而对照组未发生明显收缩反应; 复钙

至 0.4 mmoL/L HC组收缩幅度为60.0 10.0 g/g 对

照组仍未见明确收缩反应; 复钙至1.0 mmoL/L 可引发对

照组幅度为65. 0 10.0 g/g的收缩反应 HC组为95. 0

20.0 g/g HC组明显高于对照组(P <0.01); 继续复钙至

2.5 mmoL/L 两组的收缩反应差别不明显. 由此可见

能引发HC组和对照组收缩反应对应的Ca2+浓度分别为

0.1和1 mmoL/L HC组显著低于对照组(P <0.001 图3).

洗脱后 两组肌环在无钙Krebs(含EGTA  50 µmoL/L)液
温育 1 h后换成不含EGTA 的无钙Krebs 重新复钙

2.5 mmoL/L 两组肌环均发生收缩反应 上述收缩反

应均可被3 µmoL/L Nif完全缓解.

图3  复Ca2+ 引发HC组及对照组的收缩反应.

2.3 SO肌环对SNP及Nif的舒张反应  先用60 mmoL/L
KCl 预收缩肌环 等收缩力平稳后 加入累积浓度
(0.1 nmoL/L-1 mmoL/L)的SNP 记录不同浓度下肌环舒
张的百分率 与对照组相比 HC组SO肌环对SNP的舒
张反应在各浓度点明显降低. 在1 µmoL/L HC组舒张率
为21.4% 较对照组降低32.0% (P <0.01); 10 µmoL/L 时
HC组舒张率为45.9% 较对照组降低46.0% (P <0.01);
0.1 mmoL/L 时 HC组舒张率为67.7% 较对照组降低
32.0%(P <0.01); 1 mmoL/L 时 HC组舒张率为75.2%
较对照组降低35.0% (P <0.01 图 4). 上述结果表明HC

组对SNP舒张反应在各个浓度点较对照组均下降.

图4  HC组和对照组兔SO肌环对SNP的舒张反应.

        用 60 mmoL/L KCl预收缩肌环 等收缩力平稳后

加入累积浓度 (0.1 nmoL/L-1 2 3 µmoL/L) 的Nif 记
录不同浓度下肌环舒张的百分率 两组在各个浓度点
对 Nif 的舒张反应均无明显差异 3 µmoL/L Nif 可
100%舒张两组 SO肌环. 反之 在Krebs 液中先加入

3 µmol/L Nif 然后分别加入60 mmoL/L KCl和2.5 mmoL/L
CaCl2预刺激 发现两组SO肌环均未发生收缩反应
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且节律性收缩运动消失. 洗脱后继续温育30 min 待自

主运动恢复正常 加入60 mmoL/L KCl 两组均可达

到最大收缩幅度 分别加入3 µmoL/L Nif 两组均可
完全舒张(图5).

图5  HC组和对照组兔SO肌环对Nif的舒张反应.

3   讨论

Oddi 括约肌包绕于胰胆管汇合进入十二指肠处 是独

立于十二指肠壁平滑肌 具有精细分工的肌性结构

在神经与激素的共同作用下 产生协调的舒缩运动

对调节胆囊充盈 控制胆汁排出及维持胆道系统正常

压力具有重要作用. 已经证实胆囊切除术后可诱发其功

能紊乱 进一步研究发现胆囊切除术前可能已经存在

SO肌动力异常. 1997年Szilvassy et al [13]首次报道HC和

高甘油三酯血症合并Oddi括约肌功能紊乱(sphincter of

oddi dysfunction SOD)的病例. SOD可诱发胆道疾病 胰

腺疾病及胃肠道等疾病的发生[14]. HC可损害兔SO的舒张

功能[15] 可能是原发性SOD的重要诱因之一. 相继的实

验研究[16-18]表明HC可导致兔SO压力增高 舒张功能受

损 提示HC可引起SO舒缩功能异常. Wei et al [19] 研究

证实 HC所致的SOD的组织结构与单纯胆囊切除术后

犬SOD组织结构具有惊人的一致性. 但到目前为止有关

HC与SOD的关系仍有许多不明之处.

        本组实验结果显示 HC组兔SO肌环自主收缩运

动发生改变 其特征为收缩波幅降低 波形不规则 呈

大小不一 频率不等的杂乱波形 但两组最大收缩幅度

无明显差别. 进一步研究发现 浓度为10-40 mmoL/L

KCl诱发HC组SO肌环的收缩力较对照组显著提高. KCl

的主要作用是破坏细胞内外电化学平衡 使细胞膜去极

化 激活L-VDCs 引发Ca2+内流 提高[Ca2+]i 触发

平滑肌收缩. 在这一调节过程中 细胞的极化状态是关

键因素之一. 本组结果显示在低浓度KCl的刺激下HC

组SO的反应性提高 似可提示实验组SO细胞质膜更

易发生去极化. 进一步研究表明 HC组SO肌环对平滑

肌舒张剂SNP的舒张反应在各个浓度点较对照组均明

显降低 其最大舒张率也显著下降 而组织学检查HC

组SO未见纤维化改变. 上述结果证实HC可导致SO张

力功能异常 且SO肌环对激动剂的反应呈明显易激惹

状态.

        Theilmeier et al [20]发现HC损害了血管平滑肌的舒张

功能. Fleischhacker et al [21]在观察血管平滑肌舒张功能

时发现 HC确可提高血管平滑肌的反应性 并提出其

可能原因是细胞内Ca2+分布的改变所致. 由于平滑肌细

胞 [ C a 2 + ] i 的动态平衡以及由此而激活钙调素

(calmodulin CaM)是调节平滑肌功能状态的重要机制

之一. 已有报道[22-24]高Ch可影响[Ca2+]i的代谢 刺激细

胞内肌浆网内储钙释放 使[Ca2+]i 升高. 本组观察无钙

Krebs液中复钙对SO肌环的影响 结果证实复钙引起

实验组SO肌环收缩所需加入的Ca2+浓度仅为0.1 mmoL/L

而对照组所需Ca2+浓度为1.0 mmoL/L. 在 L-VDCs 功

能正常的前提下 细胞外Ca2+进入细胞内是启动及提

高细胞内[Ca2+]i 升高的重要途径. 已经证实 [Ca2+]i 升

至1 µmoL/L是Ca2+与CaM结合激活信号转导途径使平
滑肌收缩的阈浓度 而当细胞[Ca2+]i升高到一定程度时

通过膜电位改变又致L-VDCs 暂时失活 [Ca2+]i 下降.

在这一调节过程中细胞外Ca2+内流是启动环节之一. 细

胞外复钙可引发血管平滑肌的收缩运动 其机制与细

胞外Ca2+通过L-VDCs流入到细胞内 引起细胞[Ca2+]

i升高有关. 何令帅et al [25]也报道复钙可使细胞外Ca2+内

流 通过升高细胞[Ca2+]i 直接引发平滑肌收缩. 本组实

验显示 低浓度的细胞外Ca2+即可引发HC组SO收缩

说明HC组 SO细胞[Ca2+]i 基础值处于较高水平 由此

降低了Ca2+激活CaM的阈值 这是低浓度Ca2+即可诱

发HC组SO肌环收缩的原因之一. 杨向新et al [26]的研究

结果证实在HC 作用下 SO 细胞[Ca2+]i 呈过载状态

与本实验结果完全相符.

        L-VDCs是细胞外Ca2+进入细胞内的主要通道 对

[Ca2+]i 的调节有着重要的作用. Craig et al [27] 发现Nif对

离体条件下负鼠SO的动力功能有显著改善作用. Craig

et al  [28-29]还发现L-VDCs 拮抗剂对SOD 有改善功能.

Clunn et al [30]研究发现在HC并未直接改变平滑肌细胞

L-VDCs功能. 我们采用双氢嘧啶类(DHPs)钙拮抗剂Nif

观察对SO的舒张效应. 结果发现两组SO肌环对Nif在

各个浓度点的舒张反应无显著差异 CaCl2 KCl等所

引发SO肌环的收缩反应也均可被Nif完全缓解. 提示HC

作用下 SO细胞的L-VDCs调节[Ca2+]i的功能并未受到

损害 证实HC组SO细胞[Ca2+]i过载状态并非是L-VDCs

功能改变所致.

      总之 我们通过复制HC兔模型 制备SO肌环

在离体条件下观察发现HC 导致 SO 肌环张力状态异

常 SO 处于易激惹状态. 其机制与[Ca2+]i 过载有关

并且该过载状态并非由L-VDCs功能改变所致. 至于HC

是如何引起SO细胞[Ca2+]i 过载 其原因尚需进一步研

究阐明.
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Abstract
AIM: To study the immunoregulatory and treatment effects
of Lichangsifang (LCSF) on apoptosis and protein expression
of Bcl-2, Bax and Fas genes in rats with ulcerative colitis
(UC), and to analyze its underlying mechanism.

METHODS: In the experiment, ninty-eight SD rats were
randomly divided into seven groups: normal control group,
pathologic control group, solfasalazine (SASP) group,
Wumeiwan (WMW) group, Baitouwengtang (BTWT) group,
Senglingbaishusan (SLSS) group, and Tongxieyaofang
(TXYF) group. Every group had fourteen rats (seven male
and seven female). Except the normal control group, A UC
animal model was made with DNCB and acetic acid the
other six groups, which were treated by distilled water,
SASP, TXYF, WMW, BTWT, SLBSS and TXYF, respectively.
After these treatment, the changes of apoptosis and protein
expression of Bcl-2, Bax and Fas gene in UC were observed.

RESULTS: The level of apoptotic index (AI) in pathologic
group was significantly higher than that in normal group

(P <0.01 t =3.835). After these treatment, the degree of
the AI decreased in each experimental group, as compared
with the pathologic group (P <0.05, q = 4.210 vs TXYF
group or P <0.01, q =5.973 vs WMW group, q =5.986 vs
BTWT group, q =5.905 vs SASP group, q =5.889 vs SASP
group). The apoptosis of normal control group (Bcl-2/Bax>1)
togther with LCSF and SASP groups was less (P <0.01
q =3.972 vs WMW group, q =3.523 vs BTWT group, q =3.694
vs SLBSS group, q =3.549 vs TXYF group, q =3.727 vs
SASP group). There was remarkable difference in the
degree of Bcl-2 and Bax expression between pathologic
group (Bcl-2/Bax<1) and normal group (P <0.01, F =
2.96). The degree of apoptosis in pathologic group was
significantly higher than that in normal group (P <0.05,
t =3.956 vs pathologic group). There was no remarkable
difference between LCSF and SASP groups in the protein
expression on Bcl-2, Bax and Fas genes in UC (P >0.05,
F =3.19, 3.05, and 2.97).

CONCLUSION: This model induced with DNCB and acetic
acid is successful. It is obvious that the apoptosis and protein
expression of Bcl-2, Bax and Fas genes play an important
role in the pathogenesis of UC. All the treatment groups
(including SASP group) have rather better curative effects
on UC by reducing apoptosis and adjusting cell immunity.

Fan H, Qiu MY, Mei JJ, Shen GX, Liu SL. Effect of Lichangsifang on
cellular apoptosis and expression of the related regulatory genes in rats
with ulcerative colitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1119-1124

摘要

目的:  观察理肠中药方对溃疡性结肠炎大鼠结肠细胞凋亡

及其调控基因Bcl-2 Bax Fas 蛋白表达的影响 分析

其作用机制.

方法: 应用2 4-二硝基氯苯(DNCB)免疫加醋酸局部灌肠

法建立UC大鼠模型 将98只健康SD大鼠 (雌雄各半)

按雌雄随机分7 组 分别为乌梅丸组 白头翁汤组 参

苓白术散组 痛泻要方组 SASP 组 模型组和正常组

分别观察治疗后大鼠结肠黏膜的结肠细胞凋亡及其调控基

因Bcl-2 Bax Fas 蛋白表达的变化.

结果: 模型组与正常组比较AI升高(P <0.01 t = 3.835) 治

疗后AI下降 各组与模型组比较有显著性差异(P <0.05 

q = 4.210 vs 痛泻要方组或 P <0.01 q =5.973 vs乌梅丸

组 q =5.986 vs白头翁汤组 q =5.905 vs 参苓白术散

组  q =5.889 vs SASP组). 与正常组比较均无显著性差异

(P >0.05 q =3.972 vs乌梅丸组 q =3.523 vs白头翁汤

组 q =3.694 vs参苓白术散组 q =3.549 vs 痛泻要方
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组 q =3.727 vs SASP组) 理肠中药方 SASP 组五组

间比较 均无显著性差异(P >0.05 F =2.96) 正常组Bcl-

2/Bax>1 细胞较少发生凋亡 而二者比较 有显著意

义(P <0.01 t =3.956 vs模型组). 理肠中药方 SASP组五

组Bcl-2/Bax>1 模型组Bcl-2 Bax Fas与正常组比较

有非常显著意义(P <0.01 t =4.573 4.826 4.758) 且

模型组Bcl-2/Bax<1细胞凋亡占优势 各治疗组与正常组

无统计学意义(P >0.05 F =2.69) 而与模型组比较有显

著意义(P <0.05 q =4.98 vs乌梅丸组 q =4.77 vs白头

翁汤组 q =4.68 vs参苓白术散组 q =4.56 vs痛泻要方

组 q =4.64 vs SASP组) 各中药组Bcl-2 Bax Fas蛋

白阳性率均与SASP组疗效相当(P >0.05 F =3.19 3.05

2.97) 理肠四方各组比较 Bcl-2 Bax Fas 蛋白阳

性率亦无明显差异(P  >0.05).

结论: 细胞凋亡及其调控基因Bcl-2 Bax 参与UC的形

成 中药及 SASP均有良好的治疗效果.

范恒, 邱明义, 梅家俊, 沈关心, 刘松林. 理肠中药方对溃疡性结肠炎大鼠结肠细

胞凋亡及其调控基因表达的影响. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1119-1124

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1119.asp

0   引言

溃疡性结肠炎(UC)病因及发病机制仍未完全明了[1-6]

治疗也不够满意[7-12]. 细胞凋亡参与UC的发生 虽然

正常上皮细胞很少发生凋亡 但UC时 凋亡的结肠

上皮细胞明显增多. 我们研究细胞凋亡在UC中的作用

以及理肠四方对UC 细胞凋亡及其调控基因 Bcl-2

Bax Fas 蛋白表达的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  理肠四方 (乌梅丸 白头翁汤 参苓白术散

痛泻要方)的所组成药物剂量如下: 乌梅丸: 乌梅16 g 细

辛6 g 干姜10 g 黄连16 g 当归4 g 附子6 g 蜀椒

4 g 桂枝6 g 生晒参6 g 黄檗6 g; 白头翁汤:白头翁

30 g 黄柏 24 g 黄连 10 g 秦皮 24 g; 参苓白术散:

莲子肉10 g 薏苡仁10 g 缩砂仁10 g 桔梗10 g 白

扁豆15 g 白茯苓20 g 生晒参20 g 甘草20 g 白术

20 g 山药20 g; 痛泻要方: 炒白术30 g 白芍20 g 陈

皮 15 g 防风 20 g. 西药柳氮磺胺吡啶(SASP)批号为:

200111002 由上海三维制药公司生产(250 mg/片). 40 g/L

多聚甲醛 多聚赖氨酸(poly-lysine) 载玻片(防脱片

剂处理) 细胞凋亡检测试剂盒 即用型SABC免疫组

化染色试剂盒(Fas Bax Bcl-2)等均购于武汉博士德生

物工程有限公司. 健康SD 健康大鼠98只(雌雄各半 体

质量300 50 g).

1.2 方法  按雌雄随机分7组 各组均为14只(雌雄各

半) 第 1 2 3 4 5 6 为造模组 第 7 组为

正常组 而第 1 2 3 4 5 6 组分别为乌梅

丸组 白头翁汤组 参苓白术散组 痛泻要方组

SASP组和模型组 各组体重统计学比较无显著性差异

(P >0.05). 应用2 4-二硝基氯苯(DNCB)免疫加醋酸局

部灌肠法建立UC大鼠模型[13-15]. 将大鼠颈背部用100 g/L

Na2S脱毛后 以20 g/L DNCB丙酮液0.25 mL (5滴)滴背

1次 /d 连续 14 d 在第 15 d 以直径3 mm导尿管经

肛门插入结肠8 cm处 注入1 g/L DNCB乙醇0.25 mL

在 16 d同部位注入 80 mL/L 醋酸溶液 2 mL 准确计

时10 s后 再用生理盐水5 mL冲洗. 再饲养2 wk 每

天继续观察大鼠大便性状 饮食 毛发 活动状态等

可以看到大鼠逐渐产生典型UC活动期症状 30 d 后

造模完成后 每组随机抽取大鼠2只 处死后取其结

肠 病理检查确认结肠出现充血 水肿 炎细胞浸

润 隐窝脓肿 杯状细胞减少 腺体破坏及小溃疡形

成等一系列变化. 乌梅丸组 白头翁汤组 参苓白术

散 痛泻要方组 SASP组等五组: 每组每只大鼠分别

用乌梅丸液 515 g/L 白头翁汤液(562 g/L) 参苓白

术散液(987 g/L) 痛泻要方液(216 g/L)和 SASP混悬液

(26 g/L) 3 mL灌胃 1次 /d; 模型组 正常组: 每组每只

大鼠均以蒸馏水3  mL灌胃 1次 /d 以上均给药15 d.

1.2.1 细胞凋亡的检测  结肠组织经 40 g/L 多聚甲醛

0.1 moL/L PBS(PH7.0-7.6)固定 4 h以上 石蜡包埋

切片(用poly-lysine载玻片)厚度6 µm; 凋亡的特征是内
源性核酸内切酶被激活 细胞自身的染色质或DNA被

切割 出现单链或双链切口 并产生与DNA断点相同

的3 -OH末端. 末端脱氧核糖核酸转移酶可以将地高

辛的 dUTP(DIG-dUTP)标记至 3 -OH 末端 DIG-

dUTP结合在DNA断点部位 可以通过生物标记的抗

地高辛抗体(Anti-DiG-Biotin)反应后 再结合链亲和

素-过氧化物酶(SABC) 然后加入显色底物DAB予以

显示. 凋亡的细胞核呈黄色 从而可以在显微镜下观察

到着色的凋亡细胞.

1.2.2 Bcl-2 Bax Fas蛋白的表达  结肠组织经40 g/L多

聚甲醛固定45-90 min 然后0.1 moL/L PBS 4 过夜

换液1次; ABC法 最后进行显色反应. 每组切片随机选

取5张 各随机选取5个视野 用HPIAS-1000型高清

晰度彩色病理图文报告分析系统(版本9.0)测量 确定

阳性灰度级后 测定阳性面积比.

1.2.3 细胞凋亡指数(AI)计算  各组随机选取4个组织切

片 每一切片随机观察5个视野 分别计数每一视野阳

性细胞和阴性细胞数 取其平均值作为该切片阳性细

胞数和阴性细胞数 以凋亡细胞数与细胞总数(阳性与

阴性之和)的比率作为该切片的细胞凋亡指数(AI) 计算

7组细胞凋亡指数.

       统计学处理  采用SPSS10.0软件处理统计数据资料

数据用mean±SD表示 采用 t检验和 F分析(q检验).

2   结果

2.1 细胞凋亡  TUNEL阳性细胞在普通光镜下的特征是:
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细胞收缩变小 呈圆形 与周围细胞分离 细胞核

显棕色或棕褐色或核碎裂 为棕黄色颗粒. 光镜下

正常组(0.010 0.002)基本未见TUNEL阳性细胞 模

型组(0.470 0.013)阳性细胞数目较多 呈棕黄色 而

SASP 组(0.020 0.03) 乌梅丸组(0.020 0.001) 白

头翁汤组(0.020 0.003) 参苓白术散组(0.020 0.002)

痛泻要方组(0.050 0.003) 仅见少量的阳性细胞散在分

布 表明UC与细胞凋亡有关 各组治疗后凋亡细胞

减少 说明他们通过减少其细胞凋亡而达到治疗UC目

的(图1A-G). 模型组与正常组比较AI升高(P <0.01) 说

明细胞凋亡参与UC 形成 治疗后AI 下降 各组与

模型组比较有显著性差异(P <0.05或P <0.01). 与正常组

比较均无显著性差异(P >0.05) 说明 SASP 理肠四

方均有良好的治疗作用 使其凋亡指数接近正常 其治

疗作用是可能通过抑制细胞凋亡达到治疗目的 而

SASP组 乌梅丸组 白头翁汤组 参苓白术散组 痛

泻要方组五组间比较 均无显著性差异(P >0.05) 其

治疗影响可能相差不明显.

2.2 Bcl-2 Bax Fas 蛋白表达  光镜观察正常组SASP

组 乌梅丸组 白头翁汤组 参苓白术散组 痛泻

要方组Bcl-2 蛋白均高表达 且大量地存在于细胞

中 细胞染色呈棕褐色 而其Bax Fas 均低表达;模

型组Bcl-2蛋白有低表达 Bax Fas蛋白有高表达 大

量地存在于细胞中 细胞染色呈棕黄色(图 2-4A-G).

正常组Bcl-2/Bax>1 细胞较少发生凋亡 而二者比

较 有显著意义(P <0.01). SASP组 乌梅丸组 白头

翁汤组 参苓白术散组 痛泻要方组Bcl-2/Bax>1

说明抗细胞凋亡处于优势 UC逐渐康复. 模型组Bcl-

2 Bax与正常组比较 有非常显著意义(P <0.01) 且

模型组Bcl-2/Bax<1 细胞凋亡占优势 说明Bcl-2

Bax参与UC的形成. 各治疗组与正常组比较无统计学意

义(P >0.05) 而与模型组比较有显著意义(P <0.05) 说

明各组药物包括SASP均有良好的治疗效果 各药物治

疗机制可能与减少细胞凋亡有关. 各中药组Bcl-2 Bax

Fas蛋白阳性率均与SASP组疗效相当(P >0.05 表 1)

其余中药各组(白头翁汤组 乌梅丸组 参苓白术散

组 痛泻要方组)比较 Bcl-2 Bax Fas 蛋白阳性

率亦无明显差异(P >0.05).

表1  UC大鼠Bcl-2, Bax, Fas蛋白表达及变化(mean±SD, n =4)

组别 Bcl-2蛋白阳性率 Bax 蛋白阳性率     Bcl-2/Bax    Fas阳性率

正常组 0.2 800 0.014b 0.1 231 0.002b   2.08 0.203b 0.227 0.012b

模型组 0.1 501 0.003 0.3 275 0.015 0.672 0.031 0.303 0.011

SASP组 0.2 103 0.013a 0.1 735 0.030a 1.519 0.127a 0.263 0.018a

乌梅丸组 0.2 420 0.031a 0.1 725 0.025a 1.577 0.105a 0.246 0.031a

白头翁汤组 0.2 237 0.027a 0.1 821 0.021a 1.533 0.103a 0.265 0.021a

参苓白术散组 0.2 125 0.027a 0.1 803 0.021a 1.580 0.112a 0.272 0.009a

痛泻要方组 0.2 007 0.063a 0.1 428 0.035a 1.274 0.157a 0.284 0.021a

aP <0.05, bP <0.01 vs 模型组.

图1  细胞凋亡图 ×200. A: 正常组; B: 模型组; C: SASP组; D: 乌梅丸组; E: 白头翁汤组; F: 参苓白术散组; G: 痛泻要方组.
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图2 Bcl-2蛋白表达图 ×200 A: 正常组; B模型组; C乌梅丸组; D: 白头翁汤组; E: 参苓白术散组; F: 痛泻要方组; G: SASP组.

图3 Bax蛋白表达图 ×200. A: 正常组; B模型组; C乌梅丸组; D: 白头翁汤组; E: 参苓白术散组; F: 痛泻要方组; G: SASP组.
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3   讨论

细胞凋亡(apoptosis)是一种高度调控的细胞死亡方式

调控凋亡过程是人类防治这些病症的新途径. 结肠细胞

凋亡主要发生肠腔上皮细胞; 活动期UC除此之外 病

变处及临近的非病变处隐窝上皮细胞凋亡增加 从而

使上皮细胞构成的黏膜屏障破环 导致结肠黏膜的损

伤和溃疡[16]. UC患者肠上皮细胞的凋亡加速 特别是

活动期上皮细胞的凋亡明显增加 参与炎症性肠病

(IBD)的发生. 另外 一些细胞因子水平增高 并与肠

道炎症的发病及活动性有密切关系 因此这些细胞因

子与肠黏膜固有层淋巴细胞凋亡关系也开始受到关

注 如TNF介导细胞凋亡与抗原刺激后成熟T细胞清

除有关 而肠黏膜组织中 IL-15含量增高[17] 可以介

导淋巴细胞逃避凋亡. 有人研究指出患者淋巴细胞凋亡

异常也是导致UC免疫功能紊乱的重要原因[18-19].

      选择性地减少UC肠上皮细胞凋亡造成的组织损

伤 或选择性地诱导UC炎症细胞凋亡 减轻炎症反

应 将可能成为治疗UC的有效方法. 由于细胞凋亡由

参与凋亡调控的系列基因相对表达程度决定 并受细

胞凋亡影响[20-22] 所以我们选取Bcl-2 Bax Fas 蛋

白表达作为检测指标来观察理肠四方对大鼠细胞凋亡

的影响. 结果表明: 细胞凋亡参与UC的形成. 模型组Bcl-

2/Bax<1 细胞凋亡占优势 而正常组Bcl-2/Bax>1 细

胞较少发生凋亡. Bax是编码Bcl-2相关X蛋白的基因

Bax蛋白与Bcl-2蛋白有21%的同源性 具有对抗Bcl-

2蛋白抑制细胞凋亡的作用 研究发现 Bcl-2/Bax两蛋

白之间的比例是决定对细胞凋亡抑制作用的强弱的关

键因素[23]. 结肠上皮细胞凋亡增加 从而使其黏膜屏障

破坏 导致UC的发生. 因此支持Itoh的观点即减少Bax

表达和升高Bcl-2/Bax比率有利于抵抗慢性IBD细胞凋

亡的发生[24] 而不支持Limura 的观点即在UC的炎症

性肠病黏膜中 Bax/Bcl-2系统似乎并不涉及诱导上皮

细胞凋亡[25]. Fas在UC中的表达增加 与正常组显著不

同(P <0.01). 通过各治疗组与模型组比较 Fas有明显下

降(P <0.05) 与正常组比较 无显著差异(P <0.05)

说明理肠四方与SASP均有调节Fas的作用. 各组中药及

SASP 治疗后Bcl-2 Bax Fas 蛋白阳性率有不同程

度变化. 说明他们均可以影响细胞凋亡达到治疗的目的.

氨基水杨酸(SASP吸收后分解物)可以减弱结肠上皮细

胞凋亡[26]. 5-氨基水杨酸(5-ASA)在体外能够加速UC中

性粒细胞凋亡[27]. 由此可以推测中药治疗也可影响细胞凋

亡 其具体作用机制有待进一步研究.

图4 Fas蛋白表达图 ×200. A: 正常组; B模型组; C乌梅丸组; D: 白头翁汤组; E: 参苓白术散组; F: 痛泻要方组; G: SASP组.
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Abstract
AIM: To study the effect of allogeneic hepatocytes trans-
plantation (HcT) intraperitoneally, intrasplenically or
through vena portae in rats with acute hepatic failure (AHF)
induced by D-galactosamine (D-gal).

METHODS: AHF rats were induced by D-gal. HcT was carried
out 60h after intoxication, and all rats were divided into
six groups: Group  received 2×1010/L hepatocytes 1 mL
intraperitoneally with cyclosporin A (CsA) at 10 mg/kg
simultaneously; Group  received 1 mL normal saline (NS)
intraperitoneally with CsA10 mg/kg; Group  received
2×1010/L hepatocytes 1 mL through vena portae; Group 
received 1mL NS through vena portae; Group received
2×1010/L hepatocytes 1 mL intrasplenically; Group  re-
ceived 1 mL NS intrasplenically. After 1 wk the survival rates,
liver function and liver histology of all rats were observed.

RESULTS: The survival rate of Group  was higher than
that of Group  (60 % vs 20%, P <0.01), and their liver
function and liver histology were obviously improved as com-
pared with Group . Similarly, the survival rate of Group 
was higher than that of Group  (47% vs 20%, P <0.05),
and the liver function and liver histology were also im-
proved in Group as compared with Group . On the
other hand, the survival rate of Group  was similar to
that of Group  (20% vs 13.3%, P >0.05), and their liver
function and liver histology were also not improved signifi-
cantly as compared with Group .

CONCLUSION: After HcT intraperitoneally or intrasplenically,
the survival rates of AHF rats intoxicated with D-gal are
increased, and the liver function and histology are also

improved. On the contrary, the survival rate, liver function
and liver histology of AHF rats through vena portae HcT
are not improved.

Li Y, Bai XF, Zhang H, Zhang Y. Hepatocytes transplantation in rats with
acute hepatic failure. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1125-1128

摘要

目的: 探讨大鼠同种异体肝细胞经腹腔 脾脏 门静脉移

植对药物性急性肝衰竭大鼠的治疗作用.

方法: D-氨基半乳糖诱导大鼠急性肝衰竭后60 h 分6组

进行治疗实验. 组: 腹腔内移植2 1010/L 肝细胞悬液

1 mL; 组: 腹腔内注射生理盐水1 mL; 组: 经门静脉注

射2 1010/L 肝细胞悬液1 mL; 组: 经门静脉注射生理

盐水1 mL; 组: 向脾脏内移植2 1010/L肝细胞悬液1 mL;

组: 脾内注射生理盐水1 mL. 移植同时各组大鼠肌肉注射

环孢霉素A(CsA)10 mg/kg 观察大鼠的存活率 肝脏功

能和肝脏病理变化情况.

结果: 组大鼠存活率比 组有明显提高(60%对 20%

P <0.01) 肝脏功能及肝脏病理明显改善. 组大鼠存活率

与 组无显著差异(20%对 13.3% P >0.05) 肝脏功能

及肝脏病理未见改善. 组与 组比较存活率有提高(47%

对 20% P <0.05).

结论: 经腹腔及脾脏移植同种异体肝细胞可明显改善D-gal

诱导的肝衰竭大鼠的存活率 部分改善肝功能及肝脏病

理; 经门静脉移植同种异体肝细胞不能改善D-gal诱导的肝

衰竭大鼠的存活率 肝脏功能及肝脏病理.

李羽, 白雪帆, 张海, 张岩. 急性肝衰竭大鼠肝细胞移植的实验研究. 世界华

人消化杂志  2004;12(5):1125-1128
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0   引言

急性肝功能衰竭患者死亡的主要原因在于大量肝细胞

坏死. 目前 原位肝脏移植是挽救肝衰竭的惟一有效方

法 但由于受到肝脏供源及手术费用等因素的限制 目

前在我国广泛开展肝脏移植以治疗肝衰竭仍面临许多

困难. 肝细胞移植作为一种简便有效且对机体影响较小

的技术愈来愈受到关注[1-5] 与肝移植相比 他具有

以下优点: (1)一个供体可以给多个受体提供细胞; (2)移

植技术相对简单; (3)即使移植失败 对受体影响也十

分微小. 肝细胞移植近年来得到较快发展 成为继原
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位肝移植后又一治疗各种肝功能衰竭的有效及有应用

前景的方法[6-8]. 我们采用D-氨基半乳糖(D-gal)诱导大

鼠肝衰竭 经门静脉 脾脏及腹腔移植同种异体肝细

胞治疗急性肝衰竭大鼠 拟在观察急性肝衰竭大鼠存

活率 肝脏功能及肝脏病理的变化 为临床开展肝细

胞移植提供了新的方法与途径.

1   材料和方法

1.1 材料  IV型胶原酶及DNA酶 I购自Sigma公司 D-

氨基半乳糖(D-gal)购于重庆医科大学. 成年SD大鼠由第

四军医大学实验动物中心提供. 20 g/L戊巴比妥钠溶液

30 mg/kg 腹腔麻醉 同时腹腔内注射200 IU肝素钠溶

液. 采用原位二步法门静脉胶原酶灌注分离肝细胞 制

成肝细胞混合悬液 37 恒温水浴孵化10 min 然

后 将此悬液以100目及200目网过滤 分装于3-4离

心管中 以 500 r/min 离心 2 min 弃上清 以 4 

Hanks液重悬 清洗并反复离心 次 再以4  Hanks

液重悬 做细胞涂片行苏木精-伊红(HE)染色判断肝实

质细胞纯度 用4 g/L台盼蓝(trypan blue)染色判断细胞

活率 用血细胞计数板检查细胞数量并计算细胞产量.

1.2 方法  成年SD大鼠 186 只 体质量170 30 g

清洁级. 180只大鼠腹腔内注射1.6 g/kg的D-gal 根据

肝脏病理及肝功能改变情况制备大鼠急性肝衰竭模型.

另6只大鼠设为正常对照. 肝衰竭动物随机分为6组: 

组 30只 腹腔内移植浓度为2 1010/L 的肝细胞悬液

1 mL; 组 30只 腹腔注射生理盐水1 mL作为 I组的

对照组; 组 30只 常规麻醉后切开腹腔 经门静脉穿

刺注射浓度为2 1010/L 的肝细胞悬液1 mL; 组 30

只 经门静脉注射生理盐水1 mL 其余处理同III组; 

组 30只 常规麻醉后切开腹腔 将脾脏提出体外 由

尾端向脾内注射浓度为2 1010/L的肝细胞悬液1 mL

结扎脾尾; 组 30只作为 组的对照 脾内注射生理

盐水1 mL, 其余处理同前. 各鼠在接受移植的同时肌肉

注射环孢霉素A(CsA) 10 mg/kg 每组分取15只用于观

察1 wk存活率及组织学检查 15只用于抽血及组织学

检查. 观察各组大鼠在接受移植后的症状表现 分别于

细胞移植后1 3 5 7 d统计各组大鼠存活情况. 于

肝细胞移植后l 3 7 d 经腹主动脉抽血 用全自动

生化分析仪测丙氨酸氨基转移酶(ALT) 天冬氨酸氨基

转移酶(AST) 总胆红素(TBi) 碱性磷酸酶(ALP). 取6只

大鼠作正常对照. 取大鼠肝脏标本 用40 g/L中性甲醛

固定 按常规HE 染色 观察肝组织学改变.

        统计学处理  所有数据以mean±SD 表示 死亡率比
较采用Fisher 确切概率计算 各项肝功能指标比较采

用团体 t 检验.

2   结果

2.1 大鼠存活率  所有大鼠于药物诱导后逐渐进入严重

的肝功能衰竭状态. 最初表现为活动减少 不思饮食乃

至嗜睡 共济失调 昏迷 部分伴尿失禁 尿色深

黄 口腔 泌尿生殖道出血. 不同处理组大鼠1 wk 存

活率 组为60 (9/15) 组为 20 (3/15) 组比

组大鼠存活率明显提高(P <0.01); 组为20 (3/15)

组为13.3 (2/15) 组与 组无显著差异(P >0.05);

组为 47%(7/15) 组为 20%(3/15) 两组之间差异

明显(P <0.05).

2 . 2  肝脏功能  各对照组( )肝衰竭大鼠

ALT AST TBi 等指标在细胞移植前及细胞移植后

1 d无明显差异 3 d肝功能异常达高峰 7 d 逐步恢

复. 统计学分析显示 在移植肝细胞后1 d 不同移植

方式治疗与对照组间各项指标差异无显著性(P >0.05).

至 3 d 组与 组 组与 组比较各项指标均有

改善(P <0.05) 组与 组变化不明显. 7d 存活鼠

肝功能明显恢复 各组之间无显著差异(表 1).

表1  肝衰竭大鼠细胞移植后肝脏生化指标(mean±SD)

分组                     ALT(µkat/L)  AST(µkat/L)       TBi(µmol/L)  ALP(µkat/L)

正常鼠                0.7 0.3         1.9 0.9            1.7 2.3     2.3 0.9

模型鼠1 d       31.3 10.4      40.7 10.9       133.4 51.7    3.4 0.9

          32.7 10.4     43.2 14.1       141.1 47.4    4.1 1.0

          32.8 12.6     43.7 9.0         137.4 34.4    5.3 1.0

          32.6 8.3       46.0 9.2         149.7 72.1    5.1 1.3

          32.0 11.4     42.0 12.1       142.3 68.8    4.7 1.1

          32.5 12.0     41.5 13.7       151.1 58.7    4.9 1.0

3 d           14.8 5.2        18.8 10.9        70.9 36.3    2.5 1.2

          37.0 19.4     51.6 27.1       166.1 68.3    4.3 1.7

          26.9 14.4     43.4 20.7       164.4 88.4    3.8 1.6

          38.0 15.7     51.7 18.8       176.0 67.3    4.3 1.6

          14.9 5.5       20.7 12.1        92.8 32.7    3.0 1.2

          36.3 16.9     51.3 21.3       172.4 40.2    4.6 1.8

7 d             0.8 0.5        1.9 0.9            2.5 3.1      2.2 0.8

            1.1 0.4        2.1 0.5            1.8 2.2      3.1 1.1

            0.9 0.5        2.2 0.6            2.5 3.8     3.1 1.0

            0.8 0.4        2.3 0.8            1.9 3.1      2.7 1.3

            0.8 0.5        2.0 1.0            2.0 1.5      2.1 0.9

            1.0 0.6        2.3 0.8            2.1 1.8      2.9 1.0

2.3 肝组织学  对照组( )在肝细胞移植后1

3 d 肝脏小叶结构破坏 肝索紊乱. 肝细胞大片变

性坏死 表现为胞质疏松 大量空泡 可见核固缩或碎

裂(图1). 组与 组在移植后3 d 肝脏组织病变轻于

其对照组 部分标本亦可见肝细胞破坏但较轻 表现为

肝小叶结构尚清楚 肝细胞变性为主 坏死灶小 炎性

细胞浸润少由汇管区开始淋巴细胞 中性白细胞等炎

性细胞浸润 坏死区亦见炎性细胞浸润(图2). 组细胞

移植后3 d 脾内可见散在的肝细胞或成群的细胞团,

多围绕淋巴滤泡分布. 肝细胞可呈圆形 椭圆形或多角

形,胞质欠丰富. 可见少量炎性细胞攻击. 7 d脾脏切片内
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已无法找到形态典型的肝细胞,多为纤维化条索替代(图3).

组在移植后1 d 腹腔内有游离的黄豆大小的黄白色团

块及网膜包裹团块 HE染色见肝细胞 细胞成簇排列

周围可见普弗细胞 淋巴细胞等大量炎性细胞浸润; 5 d后

腹腔不见游离团块 仅见个别网膜裹聚团块 HE染色后

难见完整肝细胞 可见淋巴细胞 肝细胞被纤维组织或

肉芽组织替代; 7 d腹腔内无肝细胞 仅见纤维组织. 细胞

移植后7 d 各组动物肝组织学结构均大致恢复正常.

图1  组大鼠肝细胞移植后3 d(肝脏).

图 2  组大鼠肝细胞移植后3 d(肝脏).

图 3  组大鼠肝细胞移植后7 d(肝脏).

3   讨论

肝细胞移植可以提供急性肝功能损害的代谢支持 以

便让急性肝衰患者的肝细胞再生到足以支持肝功能或

使患者度过急性肝衰的难关而等待原位肝移植 因而

成为目前肝移植研究的热点之一. 目前 随着肝细胞材

料方面研究进展 如肝细胞的分离纯化及微载体技术

的进一步深入[9-21] 动物实验研究水平有了明显的提

高 且国外临床试验已取得较理想的治疗效果[6, 22-24]. 肝

细胞移植提高生存率的主要机制包括提供暂时的肝功能

支持 以及可通过产生肝细胞生长刺激因子促进残存正

常肝脏的再生和功能恢复[25-29]. 研究表明 植入的肝细

胞可帮助机体迅速度过肝衰期 提高受体的存活率.

       肝细胞移植部位的选择非常重要 因为成功的肝

细胞移植需要来自门静脉血的亲肝因子的营养作用才

足以维持异位移植肝细胞的功能[30]. 脾实质是较理想的

移植部位 脾内移植的肝细胞具有良好的生理功能和

长期存活率[31-35] 肝脏本身也因门脉内含高浓度的嗜

肝细胞因子和局部生长因子 成为移植肝细胞生存的

理想环境[36-37] 腹腔内移植因具有操作便利 营养物

质及代谢产物交换表面积大等特点[38]也常被选用. 我们

采用门静脉 脾脏和腹腔3种途径进行同种异体肝细胞

移植 结果证实同种异体肝细胞经腹腔 脾脏移植可显

著改善D-gal 诱导的急性肝衰竭大鼠的存活率 治疗

效果明显 与相关文献[28 35 38-39]报道一致. 肝脏

病理改变与生化指标变化基本平行 细胞移植后1 d

各治疗组与对照组比较 肝脏病理无明显改善. 移植后

3 d 脾脏及腹腔移植组肝脏组织学变化明显好于其对

照组 移植肝细胞7 d 各组大鼠肝组织均得到明显恢复.

       本结果还表明 同种异体肝细胞经门静脉移植不

能提高D-gal 诱导的急性肝衰竭大鼠的存活率 其疗

效较差 与临床治疗效果存在一定差异[22, 24]. 肝细胞移

植后实验鼠死亡率较高 可能系由于实验大鼠个体小

门静脉内径窄 穿刺行肝细胞移植难度较高 移植细胞

数量有限 且易发生门静脉出血 门静脉栓塞至肝脏急

性缺血 坏死等并发症所至. 故有待较大个体肝衰竭动

物的实验研究验证.

        采用D-gal诱导急性肝衰竭大鼠模型 药物注射后

2 d 肝脏生化指标ALT AST TBi ALP 出现明

显变化 至5 d该变化达到高峰. 7 d 各组大鼠肝脏

功能均大致恢复正常 同时肝脏的组织学变化与其生

化指标改变基本平行. 提示该方法虽可较好模拟临床急

性肝衰竭患者的病理生理改变 但仍存在模型动物生

存时间短及稳定性较差的问题.

       总之 运用肝细胞移植治疗急性肝功能衰竭的效

果是肯定的 且会随着相关研究的深入而取得更加明

显的疗效 同时肝细胞移植部位及方式 细胞种类的

选择 细胞体外培养时间等问题也亟待解决. 本研究证

实不同移植途径的治疗效果存在一定的差异 经脾脏

及腹腔移植肝细胞治疗急性肝衰竭疗效明显 为临床

开展肝细胞移植研究提供了新的资料.
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Abstract
AIM: To study of the effect on the function of rat hepato-
cytes cultured with bone marrow cells.

METHODS: Rat hepatocytes were isolated by the modified
two-step method described by Seglen. The primary cultured
hepatocytes and bone marrow cells were served as cocultured
group, and single cultured hepatocytes as control group. The
yield and viability were assessed by trypan blue exclusion.
The morphologic changes of cultured hepatocytes were
observed. The concentrations of albumin and urea in the
supernatant in different cultural period were examined.

RESULTS: The albumin synthesis (13.75>2.179, P <0.05)
and urea level (7.27>2.179, P <0.05) had fluctuating
changes in one week, and cocultured group had higher
albumin synthesis and urea level.

CONCLUSION: Cocultured hepatocytes with bone marrow
cells can improve the function of hepatocytes.

Huang YX, Du YJ, Li BJ. Effect on function of rat hepatocytes cultured with
bone marrow cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1129-1131

摘要

目的:  利用原代培养的大鼠肝细胞与骨髓间质干细胞共同培

养 研究骨髓间质干细胞对肝细胞功能的影响 以便更好

用于肝细胞移植及生物人工肝.

方法: 采用低浓度胶原酶原位循环灌流法分离大鼠肝细胞

获得有活性的肝细胞进行原代培养. 台盼蓝排斥法计算细胞

产量和细胞活性; 光镜下动态观察细胞形态学改变 并收

集不同时期培养上清检测其细胞分泌等功能. 比较肝细胞单

纯培养及其与骨髓间质干细胞共同培养时细胞的功能.

结果: 培养7 d时两组均仍然维持白蛋白分泌及尿素合成功

能; 共同培养组与单纯肝细胞培养组在白蛋白分泌 (13.75>

2.179, P <0.05) 及尿素合成功能 (7.27>2.179, P <0.05) 存在

显著性差异 共同培养组明显高于单纯培养组.

结论: 肝细胞与骨髓间质干细胞共同培养 可以使肝细胞

维持特异性功能 提高肝细胞活性.

黄艳欣, 杜雅菊, 李宝杰. 肝细胞与骨髓间质干细胞共同培养时的肝细胞功能.

世界华人消化杂志  2004;12(5):1129-1131
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0   引言

各种重型肝炎和晚期肝硬化患者的主要死因是肝功能

衰竭[1-3]. 目前肝细胞移植和生物人工肝是较为有前景的

治疗方法[4-10]. 研究表明 原代肝细胞仍然是其最理想

的生物材料[11-12]. 但肝细胞由于组织分化程度高 体外

几乎不发生增生分裂 传代极为困难. 因此长期以来

为尽可能的延长原代肝细胞的生存时间 研究者进行

了不懈的探索. 国外有人开始尝试将肝细胞与骨髓间质

干细胞共同培养 但国内未见报道. 我们应用原位胶

原酶灌注法分离大鼠肝细胞 获得有活性的肝细胞

并将肝实质细胞与骨髓间质干细胞共同培养 采用白

蛋白和尿素合成作为指标 与单纯肝细胞培养进行比

较研究 以期望找到能使肝细胞在体外大量长期存活

并保持良好功能的培养方法.

1   材料和方法

1.1 材料  3月龄Wistar 大鼠 质量150-200 g由哈

尔滨医科大学二院动物实验中心提供.  胎牛血清

DMEM培养基 胶原酶溶液 胰蛋白酶(Oifco) EDTA

(Amres10)购于Gibco公司. 0.22 µm针头滤器(Millipore)
Millex-GP 50 mL塑料培养瓶(Orange Scientific).  肝脏灌

洗液为D-Hanks液 肝脏消化液为用Hanks液配制的

0.3 g/L 胶原酶溶液. 配制 2.5 g/L 胰蛋白酶-0.2 g/L

EDTA溶液用以消化传代骨髓间质干细胞.

1.2 方法  取3月龄Wistar 大鼠 麻醉消毒后取得大

鼠的骨髓细胞置入培养瓶中 1 d 后首次进行换液

后每3 d换液 1次. 待原代培养的细胞增生到85 时

用相应的消化液进行消化 使之成为单细胞悬液. 收集
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细胞 离心去上清. 按 1 2 或 1 3 分配传代培养

传代的骨髓间质干细胞以备共同培养之用. 以低浓度胶

原酶原位循环灌流法分离获得肝细胞悬液. 将分离的肝

细胞悬液经离心提纯后加入肝细胞培养液DMEM 将

肝细胞密度调整为4 108/L . 将第二代的骨髓间质干细

胞经消化提纯后 调节细胞密度为1 108/L. 取肝细胞

与骨髓间质干细胞共同放入培养瓶中 于培养箱中培

养. 单纯肝细胞培养组. 两组都于接种24 h后 换液并

继续培养 此后每24 h更换1次培养液. 采用台盼蓝排

斥法测定肝实质细胞活性 显微镜下计数200个细胞

测得细胞活性率. 光镜观察下对培养中的肝细胞进行形

态观察并照相纪录. 白蛋白及尿素合成功能检测 用

Beckman全自动生化分析仪测定肝细胞培养各次换液时

所取上清液中白蛋白及尿素含量.

        统计学处理  所有数据用均值 标准差表示 采用

对资料 t检验进行数据处理 以 P <0.05作为显著性界

限 利用SPSS8.0 软件进行处理.

2   结果

2.1 肝细胞活性  平均每只鼠肝可获取1.20 108个肝

细胞 平均细胞活力92.6 . 在倒置相差显微镜下观

察 可见新鲜分离的离体肝细胞为透亮的圆形细胞 培

养24 h后大部分肝细胞贴壁 呈典型的上皮细胞样的

多角形形态 少数活力差的细胞悬浮于培养液中 换液

时可以去除. 培养2 d后 单纯肝细胞培养组中肝细胞

黏附于培养瓶壁 相互融合 连接成岛状或条索状(图

1); 肝细胞与骨髓间质干细胞共同培养组中 有部分肝

细胞呈岛状或条索状排列生长 另有大部分肝细胞被

分散的骨髓间质干细胞包围(图2)或以骨髓间质干细胞

为中心成片生长(图3). 培养3 d后肝细胞开始增生 在

老的肝细胞周围出现少数透明的 体积较小的上皮样

细胞. 培养6 d时 单纯培养的肝细胞部分开始颜色变

深 颗粒增粗 细胞膜破损 细胞器流出细胞之外 细

胞开始脱壁. 而共同培养组 只有少数肝细胞直接黏附

于瓶壁之上的肝细胞出现同样的改变 多数肝细胞黏

附甚至埋于骨髓间质干细胞所分泌的胶原中 仍成片

生长.

2.2 肝细胞功能  单纯肝细胞培养组与共同培养组不同

培养时间各组内白蛋白的含量存在显著差异(P <0.05).

从白蛋白分泌的时效曲线分析(图4) 单纯培养组中成

年大鼠肝细胞在培养3 d时达到峰值 其后逐渐下降

于6 d开始下降较为明显. 而共同培养组4 d达到峰值

其后呈下降趋势 于5 d开始进入平台期(表1). 开始二

者均呈递增趋势 共同培养组峰值较单纯培养组高; 其

后二者均呈下降趋势 共同培养组呈现出平台期 而

单纯培养组则下降得更快一些. 培养上清液中尿素含量肝

细胞单纯培养组与共同培养组存在显著性差异(P <0.05)

二者尿素合成均逐渐减少 单纯培养组尿素由1.33

0.05 mmoL/L下降到0.51 0.03 mmoL/L 共同培养组

由1.51 0.04 mmoL/L下降到0.67 0.03 mmoL/L 单

纯培养组较共同培养下降迅速(表2).

图1  共同培养组骨髓间质干细胞包围下生长的肝细胞2 d×200.

图2  共同培养组中肝细胞以骨髓间质干细胞为中心成片生长 2 d×200.

图 3  单纯培养组与共同培养组白蛋白分泌时效曲线图.

图4  单纯培养组肝细胞呈岛状或条索状排列生长2 d×200.
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3   讨论

近年应用肝细胞移植和生物人工肝治疗肝衰竭有了很

大的发展. 但无论是肝细胞移植还是生物人工肝 其支

持作用都源于肝细胞良好的生物代谢功能. 理想的肝细

胞应该是在培养环境中 持续大量增生分化 并且保持

较高生物活性 保持肝细胞的全部功能 包括合成蛋

白 保持酶的活性 代谢毒物 合成尿素等. 为了达到

以上目标 研究者在改进细胞分离及培养方法上进行

了不懈的探索.

       到目前为止 我们所选用的胶原酶消化法 尤其

是Seglen的改良二步胶原酶灌注法分离肝细胞 是目

前最常用的细胞分离方法  肝细胞产量可达到 75-

85% 分离肝细胞活率可达90%以上. 虽然培养方法

不断改进 但都不能使细胞充分扩增 且细胞功能衰退

较快. 近来 人们研究发现肝细胞和非实质细胞共同培

养 可以更加充分模拟肝细胞在体内的生存环境 延长

肝细胞生存时间 使肝细胞保持其特有功能. 骨髓间质

干细胞是一种具有多种分化潜能的细胞 既容易获得又

易于在体外扩增 并且已经有研究表明在肝细胞生长因

子的作用下骨髓间质干细胞可以转化为肝细胞 所以我

们选用骨髓间质干细胞和肝细胞共同培养 以初步探

讨骨髓间质干细胞对肝细胞体外培养中生物性状的影

响. 结果显示, 共同培养的肝细胞比单纯培养的生存时间

有所延长 生物活性更稳定. 这其中可能有多种原因: 骨

髓间质干细胞可以产生各种促分裂素和促肝细胞生长

因子(HGF) 这可能是骨髓间质干细胞促进肝细胞增生

分裂的主要原因 但是否有部分骨髓间质干细胞转化

成肝细胞并具有一定的肝细胞的功能还值得进一步探

讨. 因为肝细胞是一种 抛锚 生长的细胞 生长时需

要基质支撑 才能保持其正常的生长和分化; 而在试验

中观察到 骨髓间质干细胞分泌大量胶原 有试验表

明骨髓间质干细胞可以合成细胞外基质 包括 I 型胶

原 纤维结合素 IV 型胶原及基底膜的层粘连蛋白

形成集中的网状结构 可更好模拟体内微环境 维持

肝细胞的立体构型. 这可能是共同培养时肝细胞的贴壁

数量明显多于单纯培养的原因之一.

       总之 肝细胞与骨髓间质干细胞共同培养 可以

使肝细胞培养7 d时仍然维持特异性功能 并且可以

提高肝细胞活性; 而且培养4 d前后 共同组的肝细胞

处于功能活性的最佳状态 可望成为应用于临床上肝

细胞移植及生物人工肝支持治疗的最佳时机.
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表1  2-7 d共同培养组与单纯培养组白蛋白浓度(g/L-1/105cells/24 h-1)

                       时间(d)

          2          3          4           5           6    7

共同培养组 2.76 0.05 2.86 0.05 3.06 0.05 3.17 0.05 3.04 0.08        2.99 0.07

单纯培养组 2.54 0.08 2.64 0.08 2.84 0.08 2.76 0.05 2.64 0.08        2.44 0.08

T      6.16a       6.16a      6.16a                   15.3a      9.35a            13.75a

aP<0.05 vs 单纯培养组

表2  共同培养组与单纯培养组肝细胞的尿素浓度(mmoL/L-1/105cells/24 h-1)

                       时间(d)

         2          3          4        5           6   7

共同培养组 1.51 0.04 1.22 0.04 1.13 0.06 0.9 0.06   0.8 0.04        0.74 0.03

单纯培养组 1.33 0.05   0.9 0.03 0.85 0.02 0.8 0.02 0.69 0.06        0.62 0.05

T      7.44a      16.9a     11.72a     4.18a                    4.03a 7.27a

aP<0.05 vs 单纯培养组
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Abstract
AIM: To assess the effects of an angiotensin-converting
enzyme inhibitor, perindopril on preventing hepatic fibrosis
induced by CCl4 in rats and to investigate the alternation of
the expression of transforming growth factor-beta1 (TGFβ1)
and its receptor  (TGFR ) and smads on liver tissues.

METHODS: 80 Wistar rats were randomly allocated into
five groups: group A was healthy controls, groups B and C
were hepatic fibrotic models induced by carbon tetrachlo-
ride (CCl4), groups D and E were models treated with
perindopril starting at the first and fourth week since rat
exposured CCl4. Except for group A, rats were subcutane-
ously injected with CCl4 for eight weeks. Rats in groups A,
B and D were killed at eighth week, and rats in groups C
and E were sacrificed at twelveth week. The blood and
liver of rats were collected for further determinations. The
effects of perindopril on hepatic fibrosis were evaluated
by detecting the level of TGFβ1 and TGFR mRNA by RT-
PCR. And the expression and its localization of Smad3 and
Smad7 in liver tissue by an immunohistochemical staining.
The liver histopathology was also examined by HE staining
and an electron microscope.

RESULTS: Contrasted to the groups B and C, the level of
TGFβ1, TGFR  mRNA and the expression of Smad3 were
significantly decreased in groups D and E, and the expression

of Smad7 was also significantly increased in liver of the
two groups (P <0.05 or P <0.01). The expression of TGFβ1

and TGFR mRNA, Smad3 and Smad7 were not different
between groups B and C (P >0.05), but there was a signifi-
cant difference between groups D and E (P <0.05). Com-
pared with model groups, the histological changes of fibrosis
and the dynamic ultrastructureal alterations in rats treated
with perindopril were also obviously improved (P <0.05).

CONCLUSION: The angiotensin-converting enzyme
inhibitor, perindopril has a protective effect on liver injury
and can ameliorate hepatic fibrosis in rats induced by CCl4.
The mechanisms of perindopril anti-fibrosis may be asso-
ciated with their effects of down-regulating TGFβ1 and TGFR

 mRNA and smad3, up-regulating Smad7 and result in
suppressing the activation of hepatic stellate cells.

Gong ZJ, Song SL, Ruan P, Xiang LK, Zhang ZR. Effects of angio-
tensin-converting enzyme inhibitor on expression of TGFβ1 and TGFR

mRNA, Smad3 and Smad7 on CCl4-inducing rat hepatic fibrogenesis.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1132-1135

摘要

目的: 观察血管紧张素转换酶抑制剂培哚普利抗大鼠肝纤维

化的疗效及作用机制.

方法: 将80只Wistar大鼠随机分为5组 每组16只大鼠.

A组为正常对照组; B C组为肝纤维化模型组; D E组

为培哚普利治疗组. B C D 和 E 组大鼠均给四氯化碳

8 wk诱导肝纤维化; D E组大鼠分别于4 8 wk予以培

哚普利灌胃治疗. A B D 组大鼠于8 wk 处死 C E

组大鼠于12 wk处死. RT-PCR检测大鼠肝组织TGFβ1与
TGFR mRNA; 免疫组化技术检测Smad3及Smad7在肝

内的表达及定位;  HE染色及电镜检测检测肝组织病理改变.

结果: 与模型组大鼠比较 RT-PCR显示经培哚普利治疗

大鼠肝内TGFβ1与TGFR  mRNA (P <0.05或 P <0.01)
以及Smad3表达明显降低; 而Smad7的表达增加 Smad3

的免疫阳性反应信号主要位于纤维间隔中的细胞质

Smad7则主要在肝细胞质表达.大鼠肝组织TGFβ1与TGFR
 mRNA, Smad3 与Smad7在D组与E组表达比较差异有

显著性(P <0.05) 而上述物质在B组与C组比较差异无显

著性(P >0.05). 培哚普利治疗后,大鼠肝小叶结构趋于正常

纤维间隔明显变薄 肝细胞超微结构改善.

结论: 培哚普利能有效地减轻肝纤维化大鼠的肝脏损伤及纤

维化程度 其机制可能与抑制肝内TGFβ1与TGFR  mRNA



及Smad3 表达 促进Smad7 表达有关.
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0   引言

局部肾素-血管紧张素系统(renin-angiotensin system,

RAS)可促进损伤组织修复和纤维化. 心 肾及肝中的

RAS有促纤维化作用[1-3]. RAS的这种促纤维化作用主要

由多细胞产生并具多功能的转化生长因子β1(transforming
growth factorbeta1 TGFβ1)介导. RAS中首要效应器分
子血管紧张素 (angiotensin Ang )可增强TGFβ1
的作用[4-6] 并刺激肝星状细胞(hepatic stellate cells

HSC) 增生和肝内细胞外基质(extracellular matrix ECM)

形成. 肝内TGFβ1与其受体结合后 再由Smad蛋白传
导TGFβ1的信号至细胞内发挥作用[7-8] TGFβ1在肝纤
维形成中起着重要作用[9-10]. 既往研究已经证实ACEI具

有抗肝纤维化作用 但其机制不甚明了. 我们研究血管

紧张素转换酶抑制剂(angiotensin-converting enzyme

inhibitor ACEI)培哚普利(perindopril)对 TGFβ1信号转
导各阶段的影响 探索培哚普利抗实验性肝纤维化的

可能作用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  Wistar 大鼠 80 只 雌雄各半 180-220 g

6-8 周龄 武汉大学人民医院实验动物中心提供 饲

养期间 动物自由进食饮水.四氯化碳(carbon tetrachloride

CCl4)分析纯购自武汉亚法生物技术有限公司 以食用

色拉油配制成400 mL/L溶液. 培哚普利(perindopril)由法

国施维雅公司(Les Laboratoires Servier)提供. Catrimox-14TM

RNA提取试剂盒 AMV逆转录酶 Taq DNA聚合酶

dNTP混合物 DL2000 Marker 等均为Takara公司产品.

引物委托大连Takara 公司合成. (1)TGFβ1: 正义序列
5 -TGAGTGGCTGTCTTTTGACG -3 反义序列

5 -ACTTCCAACC CAGGTCCTTC -3 产物350 bp; (2)

TGFR : 正义序列5 -CTACAAGGCC AAGCTGAAGC-3

反义序列5 -AGCCATGGAGTAGACATCCG-3 产

物580 bp; (2)GAPDH: 正义序列5 -TCCCTCA ACATT

GTCAGCAA-3 反义序列5 -AGCTCCACAACGG

ATACATT- 3 产物 309 bp. 抗 Smad3 抗 Smad7 多

克隆抗体为美国Santa Cruza公司产品.即用型S-P试剂

盒为福州迈新生物技术开发公司产品.

1.2 方法  肝纤维化大鼠模型制作参照Wang et al [11]方法

略加改进. 大鼠随机分为5组: A组为正常对照组 B组

为肝纤维化模型 1 组 C 组为肝纤维化模型 2 组 D

组为培哚普利治疗 1 组 E 组为培哚普利治疗 2 组

每组各有大鼠16只. 除A组外 各组大鼠按3 mL/kg sc

400 mL/L CCl4 A组予以生理盐水3 mL/kg sc 2次 /wk

共 8 wk. D E 组分别于造模 4 8 wk 开始培哚普利

5 mg/kg 加入生理盐水 ig 1 次 /d 共用药各8 wk.

A B D 组大鼠于8 wk 处死. C E 组大鼠于12 wk

处死 分离血清-20 冰箱保存; 剖腹取部分肝左叶组

织分别用40 g/L中性甲醛及25 g/L戊二醛固定 其余

肝组织-70 冰箱保存.

1.2.1 肝组织总RNA提取及RT-PCR反应  抽提肝组

织总RNA按照Catrimox-14TM RNA提取试剂盒说明书操

作 测定样品A268nm/A280nm比值1.6-1.8时提取RNA

纯度较好. 逆转录反应: 无菌0.2 mL的Eppendorf管中加

入总RNA 1 µg Random primer (50 µmoL/L) 1 µL
Ribonaclease inhibitor (40 MU/L) 1 µL dNTP (2.5 mmoL/L)
4 µL MgCl2 (25 mmmoL/L) 1.5 µL AMV (5MU/L) 1 µL
5 AMV buffer 4 µL加DEPC处理的dd H2O 至 20  µL.
反应条件为42  1 h 95  5 min. PCR扩增: 在无菌

0.2 mL的Eppendorf 管中加入: 10 Buffer 5 µL dNTP
(2.5 mmmoL/L) 4 µL 正,反义引物(30 µmoL/µL)各
1 µL cDNA 4 µL Taq DNA聚合酶0.5 µL 加无菌
dd H2O至50 µL 最后加石蜡油40 µL. 扩增条件: 94 
5 min 1个循环; 94  1 min 55  1 min 72  1 min

共 30个循环; 72  10 min 1个循环. 取PCR产物10 µL
进行20 g/L琼脂糖凝胶电泳 拍照后进行扫描测定灰

度值 将目的mRNA与GAPDH的RT-PCR产物的灰度

值比值作为目的mRNA相对表达量.

1.2.2 免疫组织化学法检测大鼠肝组织Smad3和 Smad7

表达  具体步骤参照SP试剂盒说明书进行. 抗Smad3和

抗 Smad7多克隆抗体稀释度均为1 100. PBS代替一

抗作阴性对照. 光学显微镜下观察 阳性组织呈棕黄

色 阴性部分呈蓝色. 随机选取每张切片10个视野(

400倍)测定阳性细胞的 A值与所占视野面积 取其乘

积平均值为该组织切片所得值 两项乘积越大表明组

织中该抗原含量越高.

1.2.3 肝组织病理形态学观察  HE染色光镜下观察肝组

织炎症与纤维化程度. 肝纤维化积分参照 肝纤维化诊

断及诊疗评估共识  [12]. 电镜观察大鼠肝脏超微结构变化.

        统计学处理  各组计量资料以均数 标准差(mean±SD)
表示 数据呈正态分布采用SPSS统计软件(11.0版)进

行单因素组间方差分析.

2   结果

2.1 肝组织TGFβ1与TGFR  mRNA的表达  A组大鼠
肝脏仅微弱表达 B C组模型大鼠肝组织内高表达

两组表达相对含量无明显差别(P >0.05). D E组显示

缬沙坦对TGFβ1与TGFR  mRNA有较强抑制作用 两
种物质在肝内表达减弱 D组两种物质表达相对含量少

于E组(P <0.05).见(表 1 图 1-3).

2.2 肝组织Smad3 Smad7的表达  Smad3与 Smad7表

达阳性物质主要集中在胞质内 胞膜上也有少量表达.A

组在正常肝细胞内未见Smad3表达 汇管区基质及间

龚作炯, 等. 血管紧张素转换酶抑制剂对肝纤维化大鼠TGFβ,TGFR ,Smad3,7表达的影响                                                 1133



质细胞胞质内少量表达; Smad7在肝细胞胞质内强烈表

达 部分肝细胞核膜也有表达 在汇管区未见明显表

达. B C组肝内Smad3表达明显增强 主要见于小叶

周围扩大的纤维组织内的成纤维细胞 窦周细胞 炎性

细胞以及增生的胆小管周围梭状细胞内 肝细胞内无

表达; Smad7表达极少 集中在少数肝细胞及纤维间隔

梭状细胞胞质内 阳性细胞着色浅淡. 两种物质在B

C组表达量无明显差别; D E组肝组织:  Smad3表达量

减少 接近正常肝组织水平 阳性表达集中在汇管区,

间质细胞和炎性细胞胞质内; Smad7在肝细胞胞质内的

表达强烈 汇管区及纤维组织内表达较少 二组阳性

程度强于B C 组 D 组表达量与E 组比较差异有显

著性(P <0.05). (见表1).

2.3 肝组织病理变化  光镜下A组肝脏肝小叶结构正常

表1  肝纤维化大鼠肝组织TGFβ1与TGFR mRNA, Smad3和Smad7表达和坏死炎症和纤维化积分(mean±SD)

分组       n TGFβ1 mRNA TGFR2 mRNA      Smad3       Smad7         炎症坏死积分   纤维化积分

  A      16              0.40 0.06 0.28 0.03 0.248 0.042 4.674 1.143       0     0

  B      11              1.41 0.09b 1.27 0.08b 0.785 0.904b 0.414 0.085b 5.3 1.3         7.4 1.6

  C      12              1.39 0.05b 1.31 0.08b 0.815 0.677b 0.481 0.104b 4.9 1.3         7.0 1.6

  D             14              0.59 0.05d 0.46 0.03bd 0.279 0.085d 2.137 1.011d 3.2 1.0b        4.4 1.3b

  E      13            0.693 0.057bfg            0.563 0.045bfg 0.323 0.094fg 1.674 1.015fg 3.8 1.0ce         5.5 1.5de

bP <0.01 vs A组; dP <0.01 vs B组; fP <0.01 vs C组; gP <0.05 vs D组.

肝细胞索排列规则有序 肝窦与汇管区成纤维细胞少;

B ,C 组正常肝小叶结构紊乱 肝细胞坏死分布不规

则 部分肝细胞呈脂肪变性 可见嗜酸性小体 中

央静脉偏位,缺如或二个以上 肝细胞索失去放射状肝

索结构 间质中有炎性细胞浸润 坏死区及汇管区纤

维结缔组织增生形成细小的条索 纤维宽窄不一 呈

星芒状向肝小叶内延伸; D,E组肝细胞坏死,纤维组织增

生减少 肝小叶结构较为正常 肝内炎症细胞减少

接近正常肝组织.见表1. 电镜下A组大鼠肝细胞结构完

整 Disse 间隙内可见富含脂滴的HSC 内皮细胞窗

孔丰富 内皮细胞外侧未见基底膜存在 细胞间隙未

见明显胶原纤维.模型 B, C 组大鼠肝内成纤维细胞形

成 细胞间隙增宽 其间有大量胶原纤维沉积; 肝细

胞内线粒体肿胀 粗面内质网数量减少 滑面内质网

增多; 内皮细胞间窗孔明显减少 细胞外侧可见基底膜

形成.D,E 治疗组成纤维细胞减少 可见含有脂滴的

HSC 肝细胞间胶原纤维明显减少 线粒体形态基本

正常 内皮细胞间窗孔增多 D组大鼠肝组织细胞间

胶原纤维少于E组大鼠 细胞间隙增宽不明显.

图1  肝纤维化大鼠肝组织TGFβ1mRNA.

图2 肝纤维化大鼠肝组织TGFR mRNA的表达

图3 肝纤维化大鼠肝组织GAPDHmRNA的表达

3   讨论

培哚普利可显著减轻肝纤维化大鼠肝脏炎症和纤维化

程度 电镜观察肝组织超微结构显示 与肝纤维化模型

组大鼠对比 经培哚普利治疗后肝细胞器结构接近正

常 细胞间隙变窄 其间胶原纤维显著减少 内皮细胞

间窗孔明显增多 未见到成纤维细胞. 说明培哚普利对

CCl4诱导大鼠肝纤维化具有保护肝细胞 减少胶原纤

维形成并在细胞间隙沉积作用 减轻肝窦毛细血管化

阻断肝纤维化发生. 既往研究已经证明ACEI具有抗实
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验性肝纤维化作用[1, 6, 13] 该类药物可降低肝纤维化动

物血清羟脯氨酸酶 胶原含量 通过蛋白激酶C抑制

TIMP-1 表达 减少 α- 平滑肌肌动蛋白在HSC 的表
达 本实验结果与之吻合.

        慢性肝病时血液循环中Ang 增多 HSC能表达

Ang 的 型受体(Ang receptor type AT1R)[14]

外源性Ang 通过AT1R能促进HSC分裂增生和胶原合

成[15-16] 上调大鼠原代HSC内TGFβ1[17]. HSC能通过自
分泌与旁分泌作用正反馈增加TGFβ 1合成分泌[18-19]

TGFβ1又正反馈刺激HSC活化 增生并转化为成纤维
细胞 最终大量ECM沉积于肝内 形成肝纤维化. 本

结果显示 肝纤维化大鼠肝组织内TGFβ1及TGFR
mRNA表达明显上升 而经过培哚普利治疗大鼠肝组

织内这两种物质表达明显减少 说明培哚普利使肝纤

维化大鼠TGFβ1与其受体结合受阻 TGFβ1信号下传
在其受体水平上首先被抑制. 我们发现在CCl4致肝纤维

化过程中 早期应用培哚普利防治肝纤维化的作用明

显优于晚期治疗组 并接近于正常组 说明早期给与

ACEI 培哚普利抑制Ang 生成 可以早期阻止HSC

活化分泌TGFβ1与TGFR 并早期阻断二者结合. 基
因转导Smad7可抑制实验性小鼠肝纤维化 Smad7通

过活化的 TGFβ 受体 封锁 TGFβ 1 信号转导 抑制
Smad2/3磷酸化和活化的Smad复合物向核内易位 最

终降低 型胶原表达 消除HSC的TGFβ1 依赖增生抑
制作用. TGFβ可快速诱导Smad7 mRNA表达 Smad7
参与调控TGFβ反应的负反馈环路 但在肝纤维化大
鼠中中未见到 TGFβ 诱导性 Smad7 上调 而 Smad3
mRNA则有增加. 而 Smad3与HSC中的TGFβ反应元件
相连接 刺激α 型胶原与 型纤溶酶原激活物抑制因
子(plasminogen activator inhibitor-1  PAI-1)基因转录

与Smad2不同的是 这种作用不受Smad7过表达的抑

制. 我们研究发现 肝纤维化大鼠经培哚普利治疗后

在TGFβ1重要的下游信号通道蛋白Smad中 对TGFβ1
具有正反馈作用的Smad3表达显著减少 而具有负反

馈作用的Smad7表达显著增多 培哚普利早期治疗组

对肝纤维化大鼠肝组织Smad作用强于晚期治疗组. 即使

大鼠仍不断受到CCl4促纤维化刺激作用下 ACEI 不

但使纤维化大鼠肝组织内 TGFβ 1及其 型受体的合
成 结合受到抑制 且作用于TGFβ1细胞内信号通道
蛋白 促进抑制型 Sma d 7 合成 降低途径限制型

Smad3合成 在多水平阻止TGFβ1发挥病理作用 以
抑制HSC 活化转化为成纤维细胞 减少ECM减轻肝

纤维化程度. 证实ACEI培哚普利具有抗试验性大鼠肝

纤维化作用 该药可改善肝组织细胞结构 通过抑制

TGFβ1和TGFR 受体mRNA表达 肝内TGFβ下游信
号通道蛋白Smad3与 Smad7削弱TGFβ的信号传导通
路 从而抑制CCl4诱导的大鼠肝纤维化程度. 由于病

毒性肝炎及肝纤维化在我国是较严重的问题[15-16] 本

课题须待进一步研究.
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Abstract
AIM: To study the effects of Chinese qi-regulating medicine
on gastrointestinal motility and their mechanism.

METHODS: The effect of the qi-regulating medicine on
gastrointestinal motility was investigated by measuring the
rate of the semisolid paste remaining in stomach and the
rate of the semisolid paste’s propulsion in the small
intestine. To study the difference of gastrointestinal motility,
motilin and NO produced by the radix aucklandiae and
pericarpium arecae, a rat model of the abnormal gas-
trointestinal motility was induced by injecting L-Arg into
rat’s abdominal cavity.

RESULTS: Pericarpium arecae, Radix aucklandiae, Fructus
amomum villosum, Cotex magnolia officinal and Pericar
piumcitri petcultae had effects on gastric emptying in the
rats (P <0.05). Fructus aurantii immaturus, Pericarpium
arecae, Pericar piumcitri petcultae, Rhizoma cyperi,
Amomum villosum and Melia toosenda had effects on small
intestinal propulsion in the rats (P <0.05). Pericarpium
arecae and Radix aucklandiae inhibited the effects of L-
Arg on increasing the serum NO and on decreasing the
plasma motilin (MTL) in rats (P <0.05). Pericarpium arecae
and Radix aucklandiae could improve gastric emptying in
the rat model.

CONCLUSION: Pericarpium arecae, Radix aucklandiae,
Fructus amomum villosum, Cotex magnolia officinal and
Pericar piumcitri petcultae can pomote the gastrointestinal
motility and the effects of Pericarpium arecae and Radix
aucklandiae are stronger than others. Fructus aurantii
immaturus, Pericarpium arecae, Pericar piumcitri petcultae,

Rhizoma cyperi, Amomum villosum and Melia toosenda can
promote the small intestine’s transmission function.
Pericarpium arecae and Radix aucklandiae are able to im-
prove the abnormal gastric dynamics in the rats, but can
not improve the obstacle of small intestine transmission
function made by L-Arg.

Wang HL, Li Y, Bai H, Zhang J. Effect of qi-regulating Chinese medi-
cine on gastrointestinal  motility. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12
(5):1136-1138

摘要

目的: 观察理气中药促胃肠动力作用及作用机制.

方法: 观察10种理气中药对健康小鼠服药前后胃内残留率

及小肠推进率的变化; 以大鼠腹腔注射L-Arg造成的大鼠胃

肠运动障碍模型为对象 探讨木香及大腹皮对模型大鼠胃

肠运动及胃动素 NO的影响.

结果: 理气中药中大腹皮 陈皮 砂仁 厚朴 木香对

健康小鼠胃残留率明显低于对照组; 陈皮 大腹皮 枳

实 砂仁 苦楝子 香附对正常小鼠小肠推进率明显高于

对照组(P <0.05); 大腹皮 木香对造模大鼠用药后胃动素

较造模组显著升高(P <0.05); 大腹皮使造模大鼠血中一氧化

氮显著下降(P <0.05). 木香 大腹皮能显著改善造模大鼠

的胃排空(P <0.05) 且与西沙必利间无明显差异(P >0.05).

结论: 理气中药木香 大腹皮  砂仁 厚朴 陈皮有明

显的促进胃排空作用; 木香 大腹皮作用明显强于砂仁 厚

朴 陈皮; 木香的作用优于西沙必利. 枳实 大腹皮 陈皮

香附 砂仁 苦楝子有促进小肠传输功能. 木香 大腹皮能

明显改善L-Arg所致胃排空障碍. 木香 大腹皮对L-Arg所

致小肠传输功能障碍无改善作用.
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0   引言

理气药常被用来治疗消化系统疾患 有促进胃肠动力

的作用[1-7] 但多局限于某个方剂或单味药药效学研

究 缺乏系统观察报道. 我们选用木香 陈皮 枳

实 大腹皮 薤白 乌药 砂仁 香附 厚朴

苦楝子等十味常用理气中药 观察其对健康小鼠胃排

空及小肠传输功能的影响 并从中筛选出有显著增强

胃肠运动的中药 以现代医学的方法观察其中具有较



强作用的大腹皮 木香对一氧化氮前体盐酸左旋精氨

酸(L-Arg)致大鼠胃动力异常模型的作用 并进一步探

讨了其作用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  中国医科大学第二附属医院实验动物中心提

供昆明系 小白鼠 质量20-24 g. 中国医科大学实验

动物部提供 SD大白鼠 质量200-250 g. 理气类中药

包括木香 陈皮 枳实 大腹皮 薤白 乌药 砂仁

香附 厚朴 苦楝子(购于东北大药房) 用蒸馏水煎煮

30 min过滤. 将滤液浓缩成生药500 g/L浓度的水煎剂

4 保存备用 全部药品均经鉴定为正品. 西沙必利混

悬液(西安杨森产品) 用蒸馏水配成0.2 g/L 4 保

存备用. L-Arg 上海康达氨基酸厂提供 用时加生理盐

水溶解 并以盐酸调至pH7.0. 胃动素(MTL)放免试剂盒

北京东亚免疫技术研究所提供. 一氧化氮(NO)试剂盒南

京建成生物制品公司提供. 电子天平称(沈阳龙腾电子称

量仪器有限公司) FT-613自动计算 125I放免测量仪(北

京核仪器厂) CAY-1型液体快速混合器(北京长安仪器

厂) 紫外光可见连续分光光度仪(法国 S500P 型)

1.2 方法

1.2.1 对正常小鼠胃排空的影响  昆明系小鼠224只随

机分为12组 即对照组 西沙必利组及10个中药组.

中药组灌服中药水煎剂0.6 mL/只 对照组灌服等体积

蒸馏水 西沙必利组灌服等体积西沙必利混悬液 连

续7 d 禁食不禁水18 h 后于 8 d给药后1 h 灌胃半

固体糊(羧甲基纤维素2.5 g 奶粉 4 g 糖 2 g 淀粉

2 g加 62.5 mL水 1 mL碳素墨水 配成75 mL约 75 g

的糊状物[2])0.5 mL/ 只. 15 min后脱颈处死动物 剖开

腹腔 结扎胃贲门和幽门 取胃 用滤纸拭干后称质量

然后沿胃大弯剪开胃体 洗去胃内容物后拭干 称胃净

质量 以胃全质量和胃净质量的差值为胃残留物质量

以此与所给糊质量的百分比为胃内残留率. 对小鼠小肠

推进的影响 剖开腹腔后迅速取出整个胃肠于实验台

上 轻轻剥离 铺直 测量幽门至盲肠部全长及幽门至

半固体糊前沿的距离 以幽门至半固体糊前沿距离占

幽门至回盲部全长的百分率为半固体糊推进百分率.

1.2.2 中药对以L-Arg致大鼠胃动力异常的影响  SD大

鼠54只 随机分为5组: 空白组10只 每日腹腔内注射

与其他组容量相同的生理盐水 灌胃蒸馏水20 mL/kg;

造模组10只 L-Arg 5.2 g/kg(第 1 d) 2.6 g/kg (第 2-

5 d)[1]腹腔注射 同时常水20 mL/kg灌胃; L-Arg+木香

或大腹皮各12只 每日灌服10 g/kg单味中药 L-Arg

用量及用法同2组. 5组 L-Arg+ 西沙必利组10只 每

日与西沙必利混悬液4.2 mg/kg L-Arg用量及用法同造

模组. 用药后6 d 灌服中药 西沙必利及蒸馏水60 min

予异戊苯巴比妥(浓度10 %)1 mL/kg麻醉 眼底球后静

脉采血2 mL 放射免疫法测定血浆MTL 硝酸还原酶法

测定血清NO. 采血完毕后 将大鼠禁食不禁水18 h

7 d灌药60 min后 予以灌胃半固体糊2 mL/只 30 min

后脱颈处死 剖开腹腔取胃肠 实验方法同实验-1

计算胃内残留率及小肠推进率.

        统计学处理  数据以平均数标准差(mean±SD)表示
采用Excel 统计软件均数的 t检验 P <0.05 认为有统

计学意义; 方差分析 采用SPSS 统计软件 P <0.05

为有统计学意义.

2   结果

2.1 胃排空功能和小肠推进率的影响与对照组比较 小

鼠灌服大腹皮 陈皮 砂仁 厚朴 木香及西沙必利后

胃残留率呈有意义的显著降低(P <0.05); 木香与砂仁

厚朴 陈皮与西沙必利相比 木香作用明显优于其他

(P <0.05 表 1); 砂仁 厚朴 陈皮 大腹皮及西沙

必利对健康小鼠胃残留率无有效影响(P >0.05); 陈皮

大腹皮 枳实 砂仁 苦楝子 香附对正常小鼠小肠推

进率的影响与对照组相比有显著差异(P <0.05 表 1)

此 6味药和西沙必利对正常小鼠小肠推进率的影响无

统计学意义(P >0.05).

表1  理气中药对小鼠胃排空和小肠推进率的影响

组别  n 胃内残留率 小肠推进率

空白组 21 60.7 17.4 50.0 12.8

西沙必利 18 50.0 7.6a 58.7 9.5

木香 19 40.1 14.9ac 61.7 22.7a

大腹皮 18 48.3 12.8a 60.2 12.3a

砂仁 18 49.9 11.9ad 58.3 15.1a

陈皮 19 50.2 13.7ad 57.8 15.8a

厚朴 19 50.3 14.2ad 57.4 7.9a

薤白 19 51.9 14.8 57.1 7.6a

乌药 18 58.3 19.1 55.2 17.6

枳实 19 61.6 8.19 52.4 14.2

苦楝子 18 63.4 14.3 48.5 10.6

香附 18 69.9 10.6 48.4 12.4

aP <0.05 vs 空白组, cP <0.05 vs西沙必利, dP <0.05 vs木香.

表2  中药对左旋精氨酸所致大鼠胃肠动力和血浆激素的影响

组别  n  胃动素nmol/L NOµmol/L     胃残留率  小肠推进率

对照组 10    92.0 16.7  41.9 9.1     65.1 14.8   64.9 11.1

造模组 10    76.1 11.7a   51.7 8.9a       84.7 8.7a     53.7 7.4a

造模+西沙必利 10   83.6 11.4   61.0 16.7   70.8 16.4c  61.5 8.8c

造模+大腹皮 12    96.8 18.0c   41.5 9.1c     69.9 16.0c   58.9 16.0

造模+ 木香 12  102.9 13.5c 44.2 10.3   68.1 17.2c  54.5 7.2

aP <0.05 vs 对照组, cP <0.05 vs造模组.

2.2 中药对左旋精氨酸致大鼠胃肠动力异常影响  造模

组血浆胃动素较对照组明显下降 大腹皮 木香血浆
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胃动素较造模组显著升高(P <0.05); 大腹皮与造模组相比血

中一氧化氮显著下降(P <0.05). 造模组胃排空 小肠推进

显著减慢(P <0.05 表 2) 而西沙必利 木香 大腹

皮能显著改善大鼠胃肠动力障碍模型的胃排空(P <0.05

表 2) 木香 大腹皮对此模型小肠推进无显著改善.

3   讨论

临床上胃肠运动功能障碍性疾病非常多见[8-13] 其主要

病理生理基础为胃排空延迟及小肠传输功能障碍 目

前临床最常用的促动力药有胃动力药有胃复安 吗丁

啉 西沙必利等[10-19]. 祖国传统医药在调治胃肠疾病方

面有着悠久的历史和良好的疗效 胃动力中药将行气

疏肝类 消食类 补气健脾类 利胆类 降下类及活血

去瘀 化痰类等中药根据功效归为此类中药. 大量研究

表明许多理气类中药对胃肠运动有促进作用[21-28]. 理气

类中药对大鼠离体胃平滑肌条的作用发现[20]: 陈皮 枳

实对胃各部位平滑肌条均为抑制效应 香附 薤白

木香 乌药对胃底肌条为兴奋效应 但对其他部位肌

条则表现为兴奋或抑制不同的效应 对其他肌条无影

响. 文献报道木香刺激胃黏膜Mo细胞产生内源性胃动

素 加速胃排空[24]; 大腹皮 砂仁对胃排空有促进作

用 厚朴 大腹皮有促进小肠的推进功能[4]. 有关理气

中药对胃肠运动的影响的系统性尚未见报道 本实验

通过系统筛选表明大腹皮 陈皮 砂仁 厚朴 木

香等可有效使健康小鼠的胃对半固体食物排空作用加

强. 进一步分析发现在此五种中药中大腹皮 木香作用

较强 而且木香对胃排空作用强于西沙必利. 大腹皮

陈皮 枳实 砂仁 苦楝子 香附对正常小鼠小肠对半

固体食物传输有增强倾向 但无组间差异 可能与例数

较少有关. 上述分析表明大腹皮 陈皮 砂仁有增强正

常全胃肠动力作用.

      胃肠道的神经支配较为复杂 目前已知一氧化氮

(NO)是胃肠道的抑制性递质之一. 我们发现对大鼠腹腔

注射NO前体L-Arg 不但使胃排空延迟 并且小肠传

输也明显减慢 血浆胃动素较对照组明显下降. 而两实

验组以及西沙必利组胃动素与模型组想比较均有显著

升高. 这种变化与大腹皮 木香促胃肠动力作用是一致

的 说明大腹皮 木香对胃肠动力障碍的改善与刺激内

源性胃动素升高有关.

        NO作为抑制性NANC神经原的传递递质 在胃排

空的肠壁机械感受器和化学感受器的反馈调控中可能

发挥重要作用[29]. NO对胃肠的舒张作用是通过调节胃肠

肌电活动实现的 刺激胃肠道NANC神经或使用释放

NO的药物 可使胃肠平滑肌的细胞产生抑制性接点电

位 从而抑制平滑肌收缩[30]. 模型组血浆NO含量异常升

高 而木香和大腹皮对L-Arg引起的血浆NO含量的异

常升高有较明显的抑制作用 考虑大腹皮 木香除了胆

碱能途径外 部分是通过氮能神经的调节大鼠胃节律

失常来实现的.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of proliferation and apoptosis
induced by cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor celecoxib
in combination with cisplatin.

METHODS: The human pancreatic cancer cell line BxPC-3
cells were treated with COX-2 inhibitors celecoxib and
cisplatin. The cell relative viability was examined using 3
(4, 5-dimethylethiazoly 1-2-) 2, 5-diphonyl tetrazolium bromide
(MTT) assays. the expression of COX-2 mRNA was detected
by RT-PCR, flow cytometry and Hoechst-33258 were used
to demonstrate apoptotic changes in celecoxib and cisplatin
treated cells.

RESULTS: After treatment of BxPC-3 cells with celecoxib,
as measured by MTT, cell viability was inhibited in a dose-
dependent and time-dependent manner with an IC50 of
100 nM at the time of 24h. The expression of COX-2 mRNA
could be significantly decreased by celecoxib. Furthermore,
we demonstrated that the combination of celecoxib with
cisplatin inhibited cell growth and induced cell apoptosis to
a greater degree than either compound alone. The apoptotic
morphologies were demonstrated by Hoechst-33 258.

CONCLUSION: Combination of celecoxib with cisplatin in-
hibits cell proliferation and induces cell apoptosis, and the
potent effectiveness of celecoxib in combination with
gemcitabine  may hold a promise in the clinical treatment

of pancreatic cancer.

Liu JW, Li KZ, Dou KF, Song ZS, Su MQ, Yu WB. Effects of COX-2
inhibitor with cisplatin on proliferation and apoptosis of pancreatic
cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1139-1143

摘要

目的: 探讨环氧化酶-2(cyclooxygenase-2 COX-2)抑制

剂Celecoxib和顺铂联合应用对胰腺癌细胞增生 凋亡的

影响.

方法: 用Celecoxib和顺铂处理胰腺癌BxPC-3细胞后 用

噻唑蓝(MTT)检测细胞的相对存活率 RT-PCR 检测

COX-2  mRNA的表达 流式细胞术和Hoechst-33 258染

色检测其对BxPC-3的凋亡诱导作用.

结果: Celecoxib 作用于BxPC-3细胞后 细胞的存活率呈

剂量和时间依赖性 其中 24 h 的 IC50 值为 100 nM

Celecoxib可明显降低BxPC-3细胞COX-2 mRNA的表达;

Celecoxib和顺铂联合应用对胰腺癌细胞增生的抑制和凋亡

的诱导作用更加明显 Hoechst-33 258染色可呈现凋亡的

形态学改变.

结论: COX-2抑制剂和顺铂联合应用对抑制胰腺癌细胞增

生和诱导细胞凋亡的高效性 表明其在临床上具有潜在的

应用价值.

刘江伟, 李开宗, 窦科峰, 宋振顺, 苏明权, 于文彬. COX-2抑制剂联合顺铂对

胰腺癌细胞增生和凋亡的影响. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1139-1143
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0   引言

环氧化酶-2(cyclooxygenase-2 COX-2)是炎症过程中

催化前列腺素合成的一个关键诱导酶 与多种肿瘤细

胞增生 抗凋亡和血管生成 与肿瘤的发生 发展

和预后密切相关[1-27]. COX-2抑制剂能抑制多种肿瘤细

胞的增生和诱导细胞凋亡[28-34]. Celecoxib(塞来昔布)为一

种选择性COX-2抑制剂 是近年来被FDA批准上市的

非甾体类抗炎药物(Nonsteroidal anti-inflammatory drugs

NSAIDs) 基于COX-2在胰腺癌组织中高表达[35] 我们

将Celecoxib与顺铂联合应用 为胰腺癌的治疗寻求新

的途径.

1   材料和方法

1.1 材料  胰腺癌BxPC-3细胞系购自第四军医大学口
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腔生物细胞培养库 以含100 mL/L 的新生小牛血清

(56 灭活 30 min) 100 kU/L 青霉素 100 mg/L

链霉素的RPMI1 640 培养基(Gibco 公司) 在 37 

50 mL/L CO2饱和湿度条件下培养 每当2-3 d换液传

代 取对数期生长的细胞实验. RNA提取液(Trizol) 购

自Life Technologies 公司 RT-PCR购自Takara 公司;

MTT(Sigma 公司);  Annexin V 试剂盒(Roche 公司);

Celecoxib (Searle公司) 用 1 kg/L二甲基亚砜(DMSO)溶

解 制成20 moL/L的储存液 -20 保存; 顺铂(锦州

制药一厂).

1.2 方法

1.2.1 细胞存活率的影响  单细胞悬液以每孔5 10 3 个

细胞100 µL接种于96孔培养板中 贴壁24 h后更换培
养液 同时加入不同浓度的celecoxib溶液 各组终浓度

为20 µmoL/L 40 µmoL/L  80 µmoL/L 100 µmoL/L
120 µmoL/L ;  空白对照组只加含1 g/L 的DMSO培养液.
分别于 12 24 48 72 96 h加入MTT溶液(5 g/L)

20 µL 37 4 h后弃上清 加入二甲基亚砜(DMSO)
150 µL 震荡 10 min 选 490 nm 波长在酶联免疫检
测仪上测定各孔吸光度(A)值 每个浓度设3个复孔

计算肿瘤细胞相对存活率=实验孔A值/对照孔A值

100%. 单细胞悬液以每孔5 10 3 个细胞100 µL接种
于96孔培养板中 贴壁24 h后更换培养液 同时实验

根据加入顺铂的浓度分6组: 0 mg/L 1 mg/L 2.5 mg/L

5 mg/L 10 mg/L 15 mg/L; 再在每个浓度组中分别加

入celecoxib使其终浓度分别为: 0 µmol/L 40 µmoL/L
80 µmoL/L 100 µmoL/L 作用 24 h后用MTT分别检
测各孔吸光度(A )值 计算相对存活率 实验同时设

3个复孔.

1.2.2 COX-2 mRNA的表达  用100 µmoL/L celecoxib
作用BxPC-3细胞 24 h 收获 1 106细胞 用RNA

提取液(Trizol)提取总RNA 并用紫外分光光度计准确

定量. 取 1 µg总RNA用于逆转录合成cDNA 20 µL反
应体系包括: MgCl2 (25 mmoL/L) 4 µL 10 RNA PCR
缓冲液2 µL dNTP混合物(各10 mmol/L)2 µL RNase
抑制剂(40 MU/ L) 0.5 µL AMV 逆转录酶(5 MU/ L)
1 µL 随机引物(50 µmoL/L) 1 µL. 转录条件为 30 
10 min 42  30 min 99  5 min至4 保存. 10 µL
cDNA 用于 PCR 反应 50 µL 反应体系包括: MgCl2
(25 mmoL/L) 3 µL 10 RNA PCR 缓冲液4 µL Takara
Taq酶(5 MU/L) 0.25 µL 上 下游引物各0.5 µL. COX-
2引物序列:  5 -TGAAACCCACTCCAAACACAG -3

(F)和 5 -TCATCAGGCACAGGAGGAAG-3 (R) 232 bp;

内参 β-actin 引物序列为: 5 -CTTCTACAATGAGCTG
CGTG-3 (F)和 5 -TCATGAGGTAGTCAGTCAGG-

3 (R) 309 bp. 扩增条件: 94 预变性2 min 94 

变性30 s 51 退火 30 s (β-actin 为 59 ) 72 延
伸90 s 32个循环后 72 延伸5 min. PCR 产物5 µL
在 2 g/L琼脂糖上电泳(含 0.5 mg/L溴化乙锭) 经凝胶

图像分析仪分析结果 将COX-2和 β-actin 的比值做
为COX-2表达的参数 对COX-2的PCR产物进行相对

定量. 取未处理的BxPC-3细胞做对照 实验重复2次.

1.2.3 细胞凋亡的检测  分别用100 mL的培养瓶培养细

胞至70-80%铺满后 根据加入的药物和浓度实验分

4组: (1)对照组(未做处理);  (2)100 µmoL/L celecoxib; (3)
5 mg/L顺铂; (4) 100 µmoL/L celecoxib+5 mg/L顺铂 作
用BxPC-3 细胞24 h 漂浮细胞和用胰酶消化下的细

胞5 105 PBS 洗涤 2次 加入 annexin V-FITC 和

碘化丙锭(PI) 室温下避光孵育15 min 立即进行流式

细胞仪检测 实验重复1次. 另将密度5 104的BxPC-

3细胞加入不同的放有盖玻片的培养皿中 让细胞在盖

玻片贴壁生长 2 d更换培养液 同时加入不同浓度的

药物: (1)对照组(未做处理); (2)100 µmol/L celecoxib (3)
5 mg/L顺铂(4)100 µmoL/L celecoxib+5mg/L顺铂. 作用24 h
后 弃培养液 加入4%多聚甲醛固定20 min PBS

冲洗 加入1 mmol/L 的Hoechst 33 258 (Sigma 公司

美国) 室温染色15 min 封片 在激发365 nm波长荧

光的荧光显微镜(Olympus Optical Co. 日本)下观察细胞

核形态.

       统计学处理  采用 SPSS 10.0 进行作图和统计分

析 均数比较用 t 检验.

2   结果

2.1 BxPC-3细胞存活率  celecoxib处理BxPC-3细胞后

细胞存活率呈明显时间和浓度依赖性(图1) 20 µmol/L
celecoxib 对细胞的存活率影响最小 20 µmoL/L
40 µmoL/L 80 µmoL/L的 celecoxib在 96 h细胞的存活
率分别为90.5 0.8% 70.4 1.2% 49.1 0.6% 而

100 µmoL/L celecoxib 在24 h细胞的存活率可降到51.0
1.1% (接近 IC50值) 以120 µmoL/L celecoxib作用效果
最明显 24 h 细胞存活率为40.4 0.7% 96 h 细胞

的存活率可降低到13.3 0.8%. 24 h单独应用80 µmoL/L
celecoxib细胞的存活率为70.7 3.4%; 单独应用顺铂

1 mg/L 2.5 mg/L 5 mg/L 10 mg/L 15 mg/L 细

胞的存活率分别为88.4 2.8% 56.4 1.3% 50.4

1.8% 45.0 3.9% 40.0 2.4%; 80 µmoL/L celecoxib
和不同浓度的顺铂联合应用 细胞的存活率分别为:

53.5 3.1% 37.7 2.2% 32.5 1.2% 29.6 1.1%

25.5 2.3%; 联合实验组与单独应用二者相比均能明显

降低细胞的存活率 差异均有显著性(P <0.01). 联合实

验的效果与celecoxib的浓度呈依赖性 在100 µmoL/L
celecoxib存在的情况下 可使5 mg/L顺铂对细胞的存

活率降为23.6 2.3% 其效果强于80 µmoL/L celecoxib
和 15 mg/L顺铂联合应用对细胞存活率的影响(图2).

2.2 BxPC-3细胞mRNA的表达  RT-PCR产物电泳显

示 对照组和处理组在232 bp处均出现特异性COX-2

条带 实验组COX-2 mRNA表达明显低于对照组 经

凝胶图像分析仪分析结果显示: 实验组和对照组COX-
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2/β-actin分别为0.31 0.03和 0.86 0.06 二者之间
差异具有显著性(P <0.01)(图 3).

图1  Celecoxib 作用于BxPC-3细胞时间-浓度曲线.

图2  Celecoxib和顺铂联合作用直方图.

图3  Celecoxib对BxPC-3细胞mRNA表达的影响. M: marker(DGL
2 000), 从上到下依次为: 2 000 bp 1 600 bp 1 000 bp 750 bp
500 bp 250 bp 100 bp; A: 对照组; B: Celecoxib作用组; C D:
β-actin.

2.3 细胞凋亡率  各实验组( (1)对照组; (2)100 µmoL/L
celecoxib (3) 5 mg/L顺铂 (4)100 µmoL/L celecoxib+5 mg/L
顺铂)作用BxPC-3细胞24 h 流式细胞仪检测细胞凋亡

率分别为0.25 0.07% 14.55 0.35% 8.95 2.75%

和22.2 1.27% 其中各实验组与对照组相比以及联合

用药组与单独用药组相比 均具有显著性差异(P <0.01).

Hoechst 33 258荧光染色显示 正常对照组细胞发出微弱

的绿色荧光 细胞核无明显的形态学改变 在各实验组

均发现有细胞核浓缩聚集 核碎裂 并发出较强的绿色

荧光. (图4A-D).

图4  Hoechst33258荧光染色显示细胞凋亡形态. A: 正常对照; B:

Celecoxib作用组; C: 顺铂作用组; D: Celecoxib+顺铂组.

3  讨论

非甾体类抗炎药物(nonsteroidal anti-inflammatory drugs

NSAIDs)能够有效地预防肿瘤 NSAIDs主要作用于环氧

化酶. 环氧化酶有两种同工酶COX-1和COX-2. COX-2

在大多数正常组织中不表达 但在细胞受到各种刺激如

炎症因子 生长因子 促癌剂等的诱导下迅速合成 参

与炎症过程和肿瘤的发生[36]. COX-2过表达和预后不良

有关[37]. 我们发现[35] COX-2在胰腺癌中的表达率为

74.5% 而在癌旁非肿瘤胰腺组织中未见表达; COX-2

的表达与患者的临床分期和淋巴结转移呈密切正相关

(P <0.05) 表明COX-2抑制剂可能成为治疗胰腺癌的
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有效药物 因传统的NSAIDs同时抑制COX-1和COX-

2 易引起胃出血和肾功能损害等副作用 而选择性

COX-2抑制剂则可避免这些不良反应 celecoxib是近

年来被FDA批准上市的NSAIDs 是一种选择性的COX-

2抑制剂 我们应用 celecoxib作用于胰腺癌BxPC-3细

胞 可明显降低COX-2 mRNA的表达 对细胞增生的

抑制呈明显的剂量和时间依赖性 100 µmoL/L celecoxib
在24 h时细胞的存活率可降到50.99%(接近 IC50值) 以

120 µmoL/L celecoxib作用效果最明显 24 h时细胞的存
活率为40.4% 96 h 时细胞的存活率可降低到13.3%.

       我们研究发现 联合实验组与单独应用两种药物

相比均能明显降低细胞的存活率 差异均具有显著性

(P <0.01). 80 µmoL/L celecoxib与2.5 mg/L顺铂联合应用
细胞的存活率(37.7 2.2%)低于单独应用15 mg/L顺铂

时的细胞存活率(40.0 2.4%); 100 µmoL/L celecoxib和
5 mg/L顺铂联合应用对BxPC-3细胞增生抑制效果强于

80 µmoL/L celecoxib和15 mg/L顺铂联合应用. 可见 适
当浓度的celecoxib 与顺铂联合应用不但能减少顺铂的

用量 而且能增强抗肿瘤效能. 流式细胞仪对细胞凋亡

率的检测发现:  celecoxib和顺铂均能诱导细胞凋亡 二

者联合应用更能促进凋亡的发生.

        COX-2的诱导凋亡机制目前尚未阐明 可能与以

下机制有关: COX-2 抑制剂诱导肿瘤细胞的凋亡可通过

细胞色素c的释放和caspase-9和 caspase-3的激活[38];

COX-2 抑制剂可降低肿瘤细胞Bcl-2的表达或通过抑

制肿瘤细胞抗凋亡激酶Akt(又称蛋白激酶B)活性来诱

导细胞凋亡 [34]; COX-2在胆囊癌细胞的抗凋亡作用可通

过上调 Bcl-2 家族的抗凋亡基因Mcl-1 来实现 [ 3 9 ];

Celecoxib诱导结肠癌HT-29细胞的凋亡可通过抑制3-

磷酸肌醇依赖性激酶(3-phosphoinositide-dependent kinase

1 PDK1)的活性来完成[40]; Grosch et al [41]认为 celecoxib

的抗肿瘤效应可通过下调cyclin A cyclin B1 和CDK-

1(cyclin-dependent kinase-1)和上调周期抑制蛋白

p21Waf1 和 p27Kip1 使细胞在G0/G1 期阻滞 表明

celecoxib的抗肿瘤作用可能通过非依赖性COX-2途径

实现 因而 celecoxib 对肿瘤的作用可能并不局限于

COX-2的肿瘤. 至于celecoxib诱导胰腺癌细胞凋亡的机

制尚需进一步研究 我们的结果已显示COX-2 抑制剂

celecoxib可明显诱导胰腺癌细胞的凋亡和抑制细胞增

生 celecoxib 和顺铂联合应用的高效性 表明COX-

2抑制剂在胰腺癌的治疗上具有潜在的临床应用价值.
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Abstract
AIM: To identify the clinical characteristic and stages of
SARS.

METHODS: The data derived from 801 cases of patients
with SARS (moderate type) were analyzed and the stages
of SARS were classified by the respiratory symptoms, WBC
and lymphocyte count, and chest radiography.

RESULTS: Three days after onset of SARS, the major clini-
cal symptoms were fever (88.1%), fatigue, headache,
myalgia, arthralgia (25-36%), and so on. Decrease of WBC
(22.6 %), lymphocyte (70.3%), and CD3, CD4,and CD8  positive
T cells (70%) was found. From 4 to 7 days, the unspecific
symptoms became weak, however, the positive rates of res-
piratory tract symptoms, such as cough (24.2%), pectoration
(14.3%), chest distress (21.0%) and shortness of breath
(9.2%) went up, so did the abnormality on chest radio-
graph or CT. The counts of WBC, lymphocyte and CD3,
CD4, and CD8  positive T cells touched bottom. From 8 to 16
days,the patients presented progressive cough (30%),
pectoration (13.1%), chest distress (35.3%) and short-
ness of breath (20.4%). 100% patients had infiltrates on
chest radiograph or CT, even multi-infiltrates. From 17 to
24 days, patients’ respiratory symptoms started to alleviate,

the infiltrates on the lung began to absorb gradually, the
counts of WBC, lymphocyte and CD3, CD4, and CD8  positive
T cells got back normality. From 5 to 8 weeks, the pa-
tients’ symptoms almost disappeared, and the infiltrates
in lung were completely or mainly absorbed.

CONCLUSION: The course of SARS can be divided into
five stagess, namely the initial, progressive, fastigium,
remittence and convalescence.

Lu HY, Xu XY, Lei Y, Wu YF, Chen BW, Xiao F, Xie GQ, Han DM.
Clinical characteristics and staging of SARS: A report of 801 cases in
Beijing. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1144-1148

摘要

目的: 对SARS的病程进行临床分期.

方法: 对801例普通型SARS患者的临床资料按不同病程时

间段进行分析 以呼吸道症状 血常规及影像学检查为主

要参考指标 对SARS的病程进行临床分期.

结果: 发病 1-3 d 临床症状以发热(88.1%) 乏力 头

痛 肌肉酸痛(25%-36%)等中毒症状为主要表现 化验

外周血淋巴细胞(70.3%) CD细胞(70%)及WBC(22.6%)减

少 多数患者肺部出现异常炎症阴影. 发病第 4-7 d 非

特异的症状开始减轻 但仍发热 而且咳嗽(24.2%) 咳痰

(14.3%) 胸闷(21.0%) 憋气症状(9.2%)开始加重 首诊胸

片检查阳性率(85%-90.4%) 胸片及CT检查多肺野阴影率

开始升高(分别为15.2%和28.12%) WBC 淋巴细胞(78.8%)

及其亚型分类细胞计数(>80%)在4-7d 下降到最低谷. 发病

8-16 d 咳嗽(30%) 胸闷(35.3%) 气短(20.4%)等呼吸道

症状最明显 肺部炎症(100%)进展迅速 出现多肺野(胸片

及CT阳性率分别为25.4%和42.5%)的炎症阴影. 发病17-

24 d 患者体温正常 临床症状开始缓解 肺部炎症阴

影开始吸收 淋巴细胞和CD细胞恢复正常. 发病5-8 wk

临床症状基本消失 肺部炎症阴影完全或基本吸收.

结论 : SARS病程临床可分为初期(发病1-3 d) 进展期(发

病4-7 d) 极期(发病8-16 d) 缓解期(发病17-24 d)和恢

复期 发病 5-8 wk .
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0 引言

传染性非典型肺炎(严重急性呼吸综合征 即SARS)是



一种以呼吸功能损害为主 伴有其他多系统损害的急

性传染病 病情进展迅速 其病理生理状况随病程的

发展而改变 临床表现在不同的阶段呈现相异的特

点 所采取的治疗方案也各不相同. 故 SARS的临床分

期对SARS的诊断和治疗具有重大的指导意义和价值.

目前我国还没有理想而统一的 SARS 临床分期方法

为此我们对801例普通型SARS的临床资料进行了以下

的回顾性分析研究 以发现并总结SARS 发展的一般

临床规律 制定一个适用于指导临床工作的分期方案.

1 材料与方法

1.1 材料  以 2003-03/06月北京地区收治的临床诊为普

通型SARS的 801例患者为研究对象 诊断符合2003-

05 卫生部制定的 传染性非典型肺炎临床诊断标准

[试行] 的标准.  男 388例(48.4%) 女 413例(51.6%)

平均年龄37.0 15.6(0.7-92.9)岁 0-17岁44例(5.5%)

18-39岁 558例(69.7%) 40-64岁 170例 (21.2%)  64

岁以上29例(3.6%). 职业构成以医务人员比例最高(154

例 19.2%) 干部职员111例(13.9%)  工人95例(11.9%)

学生74例(9.2%) 民工50例(6.2%). 有基础病65例(8.1%)

其中高血压21例(2.6%) 肝炎肝硬化13例(1.6%) 糖尿

病9例(1.1%)  冠心病8例(1%).

1.2方法  观察发病1-3 d 4-7 d 8-11 d 12-14 d

第3 wk 第4 wk 第5 wk 第6 wk 第7 wk及第8 wk

每例患者的临床症状 体征的变化情况; 分析患者在

上述各时间段血气 生化 血常规及免疫活性细胞的

检查结果; 分析患者胸片及CT检查结果. 判断异常的标

准:WBC<4 109/L 淋巴细胞<1.28 109/L  CD3

<1100 CD4<500 CD8<450 SaO2<95% POa2<12.7 Kpa

氧合指数<350为降低; ALT>40 IU/L AST>45 IU/L  TBil>

20 µmol/L  BUN>7.85 mmol/L  Cr>106.5 µmol/L为升高
Na的正常值范围为135-145 mmol/L K和CL的正常值

范围分别为3.5-5.5 mmol/L和 96-110 mmol/L 低于正常

范围的最低值为降低 高于正常范围的最高值为升高. 肺

炎症阴影 3 肺野为多肺野损伤.

       统计学方法  计量资料用均数和标准差(mean SD)

或中位数表示; 构成比 = 某群体患者人数 / 总病例

100%; 阳性或异常率=异常人数 /该时段观察总人数

100%.

2 结果

2.1 住院及病程情况  普通型SARS患者平均病程为32.8

10.8 (5-68) d  平均住院29.0 9.7 d.  在发病1-3 d 4-

7 d 8-11 d 12-14 d 15-21 d住院患者人数占总病

例数百比分别为64.2% 88.9% 93.5% 95.5%和95.8%

以后比例逐渐下降 到第6  wk还有45.1%的患者住院

治疗.

2.2 临床表现  发病 1-14 d 就诊患者首诊的平均体温

38.36-38.11 . 发病 1 d 88.1%患者有发热 但有发

热主诉的患者高达98.7%. 发病7 d  14 d 21 d和 28 d

发热的阳性率分别为 40.3% 15.1% 5.1 %和 6.0% 退

热患者的累积比分别为25.5% 68.1% 87.7%和97.7%.

入院后患者平均5.7 4.5 d开始退烧.  发病1-3 d  SARS

患者以非特异的感染中毒症状为主要表现 畏寒12.6%

寒战4.3% 乏力33.9% 头痛21.3% 关节痛16.0% 肌

肉痛 22.2% 咽痛(18.7%). 发病 4-7 d 上述症状有

所减轻 咳嗽(24.2%) 咳痰(14.3%) 气促(9.2%)及

胸闷(21.0%)症状开始加重 并在发病8-16 d达高峰(分

别为30% 14.3% 20.4% 35.3%) 以后症状逐渐

缓解(表 1). 咳嗽 咳痰在发病2 -3 d 出现 并持续7-

8 d. 胸闷 气促分别在发病7 d 5 d出现 并在发病

10 d 17.5 d 消失. 畏寒 寒战及头痛持续的时间分别

为3.28 5.55 d 2.25 3.19 d和 4.05 6.71 d.

表1  SARS患者不同病程症状及体征阳性率

            1 d-       4 d-       8 d-     12 d-     15 d-     22 d-     29 d-

畏寒            12.6  9.3  4.3  2.4  1.4  0.3  0.6

寒战 4.3  2.4  0.6  1.1  0.3     0  0.2

乏力            33.7       27.6       22.7       14.2  3.3  8.5  4.3

头痛            21.3       12.0  7.5  3.2       13.9  2.0  1.9

关节痛            16.0  9.6  5.3  3.5  2.9  2.3  2.3

肌痛            22.2    13.223  7.6  5.4  4.3  2.9  1.5

咽红            12.5  5.0  3.5  1.0  1.6  1.0  1.2

腹泻 9.9        12.1     5  3.7  3.1  1.8  2.7

咳嗽            23.8        24.2      29.2       28.7      20.9  8.0  4.2

咳痰 8.0        14.3       13.1      11.4  8.6  3.1  2.0

胸闷 8.4        21.0      31.8       35.2       35.3      26.1       17.2

憋气 8.2  9.2      15.6       20.4       18.0  7.1  5.0

湿罗音 6.2  4.8  5.1  4.7  3.1  1.3  1.0

2.3 低氧血征 在发病1-3 d 4-7 d 8-11 d 12-14 d
15-21 d 22-28 d  SARS患者SaO2下降的阳性率分别
为2.7% 2.6% 3.1% 1.4% 2.6% 和 2.2% 均值
在96%以上 SaO2总异常率为6.68% . 氧合指数下降的
阳性率分别为38.9% 37.8% 30.8% 36.4% 45.5%和
33.3%  均数在410以上. 氧分压(PaO2)下降的阳性率分别
为65.7% 59.9% 54.5% 45.8% 42.7% 和 40%
均数分别为12.4 13.0 14.7 14.7 15.5和 15.5 Kpa.
SaO2 PaO2和氧合指数下降分别在发病3 d 1 d 和
7 d 出现; 并约在发病8 d 9.5 d和13 d 恢复正常.

       在上述各时间段 吸氧人数占同时段住院人数的比

例分别为26.5% 34.8% 17.1% 12.3% 11.7%和

5.3%  以后比例大多在3%以下. 各有7例 18例 15例

7例和3例在上述时间段需无创呼吸机支持治疗 在第

1-3 d 有1例需用有创呼吸机通气治疗. 由此可推测普通

型SARS患者在病程早期便可出现轻度的低氧血症 但

经给氧处理后 绝大多数患者的低氧血症都能纠正.

2.4 外周血细胞及生化检查  SARS患者外周血WBC 淋
巴细胞及CD8  CD3  CD4在1-3 d便出现下降 而且
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在4-7 d降到最低点 第2 wk后逐渐上升 第4 wk基

本接近正常(表2). 分别有64.7% 44.3%和29.7%的患

者出现ALT AST 及 TBIL 的升高 肝功能的异常可

在病程的早期出现 但在第2-3 wk时最严重; 20.9%

11.2%的患者出现BUN 和肌酐的升高 前者在第 2-

3 wk最严重 而且恢复较慢 后者在第1-2 wk明显

恢复较快.

2.5  X-ray及CT检查结果  在上述各时间段  X-ray检

查异常率 多肺野损伤的阳性率分别从96.6%和11.5%

(1-3 d)升至 97.0%和 25.4%(8-11 d) 然后逐渐下降

总阳性率分别为97.7%和 37.2%(298/783). 有 17.4%

10.2%的患者分别在发病第6 7 wk 肺部仍有异常阴

影 第8 wk仍有 4.4%的患者肺部阴影还未完全吸收.

CT检查结果与胸片的相似(表 3) . 发病1-3 d  4-5 d

6-8 d 9 d 就诊患者首诊胸片检查阳性率分别为73.3-

74.8% 85.4-90.6% 94.7-92.3% 和 100%.

3讨论

SARS 临床表现为发热 全身肌肉酸痛 干咳 憋气

及呼吸困难等症状; 白细胞正常或减少; 胸片有不规则渗

出阴影; 可造成肝脏 心脏等脏器的损伤 严重者可导

致死亡[1-9]. 这些表现和特征可分别出现在不同的病程发

展阶段. 由于SARS是一种新的疾病 目前人们对他的

认识和了解还不彻底 如对于SARS的分期还未达成共

识 有些专家提出病毒血症期 免疫瀑布期等理论

这些分期方法在一定程度上解释了SARS的发病机制

但不能完全反映临床表现和疾病发展的全过程 不利

于临床大夫对SRAS整体认识和指导临床工作的开展;更

多的学者根据 SARS 的临床特点 提出初期 极期

恢复期等的看法[10-13] 但对于每期的时间划分还未十分

明确 而且这种分法也还有待于大批量临床资料的验

证和支持. 因此在分析研究大量SARS病例基础上 归

纳总结出不同时期SARS的临床特征 实验室及影像学

检查结果特点 结合发病机制和病生理改变特点 制

定一个全面 合理而实用的SARS 临床分期方法 是

我们今后作好预防控制和治疗SARS工作所必须解决的

首要课题.

        本资料对801例普通型SARS病例进行了全面 系统

地分析研究 发现普通型SARS患者的平均病程为32.8

10.8d 平均住院天数为29.0 9.7d 因此我们认为普通

型SARS患者的病程约为4 wk左右.

        大量的临床资料及实验室研究结果表明SARS是一

种以急性的呼吸功能障碍或衰竭为主要表现的疾病

肺脏是SARS-CoV的主要靶器官 [14-15]. 目前认为SARS的

发病机制为SARS-CoV攻击淋巴细胞 使外周血淋巴

细胞数减低 诱发一系列的病理免疫反应 导致多脏器

的功能受损. T淋巴细胞介导的特异性细胞免疫功能低

下是SARS 患者的主要免疫病理改变之一 主要表现

表2  SARS 患者不同病程WBC 淋巴细胞 CD 结果及异常率

  1 d-    4 d-    8 d-      12 d-     15 d-     22 d-    29 d-

WBC阳性率   22.6   38.9   16.5        8.4       6.4      6.8      8.7

均数    5.2     4.8    7.5        4.7       8.4      8.2      7.3

标准差    2.5     2.7    4.2        4.8       3.9      3.8      3.5

LC 阳性率   70.3   78.8   58.9      45.2     39.3    25.8 29.954

均数 1.131     1.2    1.5        1.7    1.725      1.9   1.794

标准差    0.5     0.6    0.8        0.9       0.9      0.9      0.8

CD8率   68.4   80.3   75.8      67.4     51.6    48.2    35.4

均数 307.2  244.1 306.2     318.3    453.1   534.4   511.3

标准差 274.2 182.3 251.5    227.9    433.5   428.5   269.2

CD3阳性率   68.4   87.1   82.3   71.453        60 54.453 46.954

均数    691 568.0 711.5 787.254 1 068.9             1 184.5 1148.3

标准差 576.4 434.2 515.1    559.8    788.2   713.2   620.1

CD4阳性率   69.1   84.4  72.6      60.8     48.4    44.4       36

均数    367 295.3 377.7    430.9    582.2   656.8   670.3

标准差 300.6 249.0 326.2     325.1    464.0   576.2   447.2

表3  SARS患者不同病程胸片和CT阳性率

  1 d-   4 d-  8 d- 12 d- 15 d- 22 d-  29 d-

x-ray 总阳性率 96.65   94.3 97.04 80.68 74.96 64.98 56.37

x-ray 多肺野损伤率 11.45 15.19 25.44 25.18 20.38 15.82 16.56

CT 总阳性率 95.45 95.92 95.56 91.67 84.21 73.97     82

CT 多肺野损伤率 21.88 28.21   42.5  37.5 24.14 20.31 20.19

1146                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 5月 15 日  第 12 卷  第 5 期



为T淋巴细胞及其亚群的明显受损[16-17]. 因此我们选择反

应肺脏炎症损害的症状体征 影像学检查及肺功能检

查指标 以及WBC 淋巴细胞 淋巴细胞亚群作为

参考指标 去判断SARS的病程进展. 当这些主要指标

发生明显的改变时 提示病情发生了一定的变化 进

入了新的病程阶段.

         在发病1-3 d  88.1%患者有发热  25-36%的患

者出现畏寒 头痛 咽红咽痛 肌肉痛和关节痛症

状  8.4%的患者有畏寒  以上症状(除发热外)在第4 d

开始明显的减少; 发病 1-3 d 化验检查 70.3%的患

者淋巴细胞<1.28×109/L 22.6%的患者WBC下降 约
70%的患者出现CD3 CD4 CD8细胞的下降 多半数

患者出现肺部异常炎症阴影. 发病 1-3 d的临床症状与

SARS-CoV感染后形成的病毒血症有关 此外病毒还攻

击机体的免疫细胞 开始启动免疫系统的系列反应 因

此临床主要表现为非特异的感染中毒症状 实验室检查

有免疫功能方面的异常改变. 所谓某种疾病的早期应是

指某病虽发病了 但还未或还没有完全呈现其典型的临

床特征与过程 但机体已开始产生免疫应答的那段病程.

故发病1-3 d 应是SARS病程的早期阶段.

        发病第4 d后 患者仍持续发热 但头痛等非特异

症状开始减轻 而呼吸道症状 如咳嗽(24.2%) 咳痰

(14.3%) 胸闷(21.0%)和憋气症状(9.2%)开始加重 首

诊胸片检查阳性率(85%-90.4%) 胸片及CT检查多肺

野阴影率开始升高(分别为15.2%和 28.1%) 最有特征

的是WBC和淋巴细胞(78.8%)及其亚型分类细胞计数(大

于80%)在 4-7 d 下降到最低谷. 表明 SARS病毒感染诱

发机体产生的超敏变态反应达到顶峰 并开始造成组织

和器官的病理性损害. 因此发病4-7 d 是SARS的进展期.

       发病 8-16 d 患者感染中毒症状已明显减轻 但

仍有发热 而且呼吸道症状进一步加重 如咳嗽(30%)

咳痰(13.1%) 胸闷(35.34%) 憋气症状(20.4%)最严

重 肺功能检查表现为氧合指数 (45.1%)和氧分压的 (66.8%)

明显下降 需面罩及无创呼吸机支持治疗的病例绝大多数

出现在此阶段. 部分患者出现肝 肾及心肌的损害. 首

诊胸片检查阳性率达100%; 胸片及CT检查多肺野阴影

率达最高峰(分别为 25.4% 和 42.5%) 已有报道[18-21]

SARS患者肺部阴影在第2-3 d开始出现 第2- 3 wk为

炎症进展期. 此阶段 住院人数明显增多 第8-16 d是

住院人数最多的时段  占总病例数的90%以上  在一定

程度上表明这是SARS临床症状明显 病情较重的时期.

疾病的极期是指受累的组织或脏器病变最严重 临床表

现最明显的时期. 对SARS而言 肺脏是其最主要侵犯的

器官 呼吸道症状 功能及影像学的显著异常应是极期

的特征 因此我们认为发病8-16 d是 SARS的极期 他

是进展期中机体对SARS病毒产生的超敏变态反应所导

致的严重后果 尸解已发现SARS病程10 d左右时肺脏

的病理改变主要为肺水肿 纤维素渗出 透明膜形成 肺

泡腔内巨噬细胞积聚和增生的 型肺泡上皮细胞脱落到

肺泡内所形成的脱屑性肺炎及灶性肺出血等病变.

        病程进入第17-24 d 97.7%发热的患者体温已降

至正常 呼吸道症状逐渐缓解 胸片(65%)及 CT(74%)

检查异常的阳性率和多肺野阴影率(15.8%)开始下降 T

淋巴细胞及其亚群(CD3 CD4 CD8)计数逐渐恢复正常.

表明机体内免疫反应所导致的病理损伤停止 免疫功能

状态开始恢复正常 肺脏的炎症渗出开始吸收 受累脏

器的功能逐渐恢复 病情开始缓解. 疾病的恢复期是指

病原体感染所导致受损组织或脏器的免疫 病理损伤停

止 功能开始恢复 临床症状缓解的阶段. 因此第4 wk

是 SARS的缓解期.

       发病第5-8 wk SARS患者的临床症状基本消失

但分别有17.4% 10.244%的患者在病程第6 7 wk肺

部还有异常阴影  第8 wk仍有4.4%的患者肺部阴影还

未完全吸收. 在病程超过3 wk的尸解病例中常可见到肺

泡内渗出物的机化 透明膜的机化和肺泡间隔的纤维母

细胞增生 最终形成肺泡的闭塞和萎缩 导致全肺实变

少部分病例出现明显的纤维增生 导致肺纤维化甚至硬

化. 因此 SARS患者肺部炎症渗出的吸收可能需2-4 wk

或更长的时间. 疾病的恢复期是指受损组织或脏器的结构

和功能完全或基本恢复正常的过程 故肺部炎症渗出

的吸收过程也就是SARS的恢复期.

        轻型是目前较难确定而容易漏诊的类型 发热不明

显 体温可在 37-38 部分患者可无发热 而以咽

痛 腹泻等为主要临床表现 血常规基本正常 胸片可

无明显的异常改变 需CT检查助诊; 患者可无极期表现

而直接进入缓解期 病程短 一般15 d左右恢复正常.

        重型和危重型患者病情进展快 胸片炎症渗出影增

加迅速 患者呼吸困难明显 氧饱和度及氧分压下降

常需无创呼吸机支持 可伴有严重的细菌感染和心脏

肝脏等脏器的损害(如转氨酶及心肌酶的升高)而导致病

情恶化; 化验外周血淋巴细胞可明显降低 合并细菌感

染时白细胞则明显增高; 此型患者往往很快进入极期

而且极期时间长 可超过20 d 缓解期出现较晚 恢复

期时间更长.

       总之 我们对普通型SARS提出初期(发病1-3 d)

进展期(发病4-7 d) 极期(发病8-16 d) 缓解期(发病

17-24 d)和恢复期(发病5-8 wk)的SARS临床分期方法. 初

期以发热 乏力 肌肉酸痛及全身不适等病毒血症症状

为主要表现 化验外周血淋巴细胞 CD细胞及WBC 减

少; 胸片检查多表现为单侧的模糊渗出影. 进展期 感染

中毒症状有所减轻 但病毒诱发机体产生的变态反应达

顶峰 表现为淋巴细胞和CD细胞减少达最低谷 并开

始造成组织和器官的病理性损害 呼吸道症状及肺部炎

症开始加重. 极期 患者咳嗽 咳痰 胸闷气短等呼

吸道症状体征最明显 可出现呼吸功能衰竭; 肺部炎症

进展迅速 多肺野炎症阴影率达最高值; 可伴有肝肾 心

肌的损害. 缓解期患者体温正常 临床症状开始缓解

肺部炎症阴影开始吸收 淋巴细胞和CD细胞及其他化
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验指标基本恢复正常. 恢复期主要是指肺部炎症阴影完

全吸收的过程 部分患者时间可能较长 少数患者可

遗留肺脏间质的纤维化.
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Abstract
AIM: To sumarize the clinical features of patients with
SARS in early stage.

METHODS: The clinical data of patients with SARS who
were admitted to hospitals in the periods of 1 to 7 days
after onset of illness. The early stage of SARS was identified
by the syndromes and signs of lungs, oxygenation index
and the examination of imaging. 

RESULTS: The positive rates of the reference parameters
were similar in the 1st day and 2nd to 3rd day, but changed
obviously in the later days. The period of 1 to 3 days was
therefore considered as the early stage of SARS. The study
showed that 88.7 percent of patients got fever, 98.8 percent
of patients had reported fever and 16.3 % patients with
chilly, 4.3 percent of patients even shiver. 20 percent of
patients had the unspecific syndrome, such as fatigue,
headache, myalgia, and arthralgia. 16.1% patients had
congestion in throat and 8.4% patients with pharyngalgia.
Rhinorrhea, sneezing, skin rash and tumefaction of tonsil
or lymph nodes were rare (the rates were 3.4%, 2.5%, 0.9%
and 0.3% respectively). 4.3 percent of patients occurred
dianrrhea, but no hematenesis and hematochezia. Nausea,

vomiting and other positive signs of abdumen were not
common. About one third patients presented cough, 14.6%
expectoration, 7% chest distress and suffocated. The sign
of lung was usually lacked, and the rate of moist rales
were only 4.9%. 71.4% patients‘ artery pressure of oxygen
decreased, 20.9% and 27. 8% patients oxygenation index
and oxygen satureation also went down slightly. The reduc-
ing rate of WBC, lymphocyte and PLT were 22.5%, 36.4%
and 13.4% respectively, but there were 6.4% patients with
high WBC count. The mean counts of CD3, CD4, and CD8

cells decreased obviously and their positive rates were
more than 90%. Most patients of SARS (about 80% to
90%) had inflammatory shadow in chest films, majority
had one lungfield shadow and minority with multi-lungfields,
but some patients had normal films of chest X-ray (19.9%)
and CT (9.1%). 10-15% patients‘ liver and renal functions
were abnormal. 13-16% patients with high values of creati-
nine kinase, but that of CK-MB was only 5.9%.

CONCLUSION: In early stage of SARS (1 to 3 days), almost
all the patients get fever, some have the unspecific
symptom, but the sign of catarrh and tumefaction of lymph
nodes are rare. About one third patients have cough and
14.6% expectoration, and present mild hypoxemia, but
usually lack the sign of lung. In 22.5% and 36.4% patients
WBC and lymphocyte reduce, and also the mean counts of
CD3, CD4 and CD8 cells reduce significantly, the positive
rates are more than 90%. About 80% (X-ray) to 90% (CT)
patients show abnormal chest films in radiologic examination,
but someones have the normal results of chest X-ray
(19.9%) and CT (9.1%). About 10-16% patients suffer the
damage of the liver, kidney and heart.

Lu HY, Xu XY, Lei Y, Wu YF, Chen BW, Xiao F, Xie GQ, Han DM.
Characteristics of 1 062 patients with SARS in early stage in Beijing.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1149-1154

摘要

目的: 归纳总结SARS早期临床特征.

方法: 分析SARS患者发病1-7 d 入院时的临床资料 以

肺部的症状体征 氧合指数及影像学检查为参考指标 划

分SARS早期时间段 分析该时间段SARS的临床资料.

结果: 以上参考指标在发病1 d 2-3 d 的阳性率相近

以后的病日则有明显的改变 故把发病1-3 d 作为SARS

的早期阶段. 结果发现: 发病 1-3 d 88.7%患者有发热

98.8%患者有发热主诉 可伴有畏寒(16.4%) 甚至寒战

(4.3%) 20%左右的患者有乏力 头痛 肌肉酸痛 关

节痛等感染中毒症状. 16.1%的患者有咽红 8.4%患者有

咽痛; 流涕(3.4%) 打喷嚏 皮疹 扁桃体及淋巴结肿

大少见(2.5% 0.9%和 0.3%). 4.3%的患者有腹泻 但无



1150                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 5月 15 日  第 12 卷  第 5 期

呕血 便血 恶心呕吐 腹痛及腹部阳性体征少见. 约

1/3 患者有咳嗽 14.6%有咳痰 7%出现胸闷 气短憋

气; 但肺部体征少 湿罗音的阳性率为4.9%; 71.4%的患

者有氧分压降低 20.9%和27. 8%的患者出现氧合指数

氧饱和度轻度的下降. WBC 淋巴细胞 血小板减少的阳

性率分别为22.5% 36.4%和 13.4% 但有6.4%的患者

WBC 升高; CD3 CD4 CD8均数明显下降 异常率大

于 90%. 大多数(90%) SARS患者肺部影像学有异常改变

以1 个肺野阴影最多见 少数可出现多肺野损害 但部

分患者X-ray(19.9 %) CT(9.1%)检查结果正常. 10-15%

SARS患者伴有肝功能及肾功能的异常;  13-16%的患者出

现心肌酶谱的升高 但CK-MB的阳性率仅为(5.9%).

结论: SARS早期 绝大多数患者有发热 部分患者可伴

有感染中毒症状 但卡他症状及淋巴结肿大等体征少见; 下

呼吸道症状出现早(咳嗽约1/3 咳痰 14.6%) 但肺部体

征少 可出现轻度的低氧血症; 绝大多数患者WBC总数

正常或降低 36.4%患者淋巴细胞明显减少; CD3 CD4
CD8的改变更敏感(大于90%); 肺部炎症阴影出现早 但部

分患者X-ray(19.9 %) CT(9.1%) 检查可表现为正常. 少

数患者(10-16%)患者可伴有肝 肾及心脏的损害.

陆海英, 徐小元, 雷雨, 武阳丰, 陈博文, 肖峰, 谢高强, 韩德民. 北京市早期

SARS1062例临床特征. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1149-1154
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0   引言

SARS 是由新型冠状病毒感染 以呼吸功能障碍为主

要临床表现的一种急性传染性 重症患者有明显的呼

吸困难 并可迅速发展为急性呼吸窘迫综合征 平均死

亡率达9.3% 重症患者的死亡率更高[1-8]. 因此SARS的

早期诊断 早期治疗在阻断或减缓病情的发展 提高治

愈率 降低死亡率中起着关键的作用. 目前仍未找到简

便易行的早期诊断SARS的病原学方法 因此SARS的

诊断主要依靠临床诊断. 为了解SARS的早期临床特征

我们对临床诊为SARS的 1 062例患者发病1-7 d入院

时的临床资料进行了以下的回顾性分析 以归纳出

SARS患者早期的临床特点 为临床早期的诊断与治疗

提供一些指导和帮助.

1   材料和方法

1.1 材料  北京 SARS 临床诊断与转归数据库收录了

2003-03/2003-06北京地区收治的有完整临床资料的

1291份 SARS病例(诊断标准符合2003-05卫生部制定

的 传染性非典型肺炎临床诊断标准[试行] ). 我们以

该数据库中发病1-7 d入院的1062例 SARS患者入院

时的临床资料为研究内容 发病第 1 d入院患者 226

例(21.28%) 第2 d195例(18.36%) 第3 d 145例(13.65%)

第 4 d 175 例(16.48%) 第5 d 142例(13.37%) 第6 d

104例 (9.79%) 第 7 d 75例(7.06%). 男 510例(48.02%)

女552例(51.98%); 0-17岁 43例(4.05%) 18-39岁 635

例(59.79%) 40-64 岁 303 例(28.53%) 64 岁以上 81

例(7.63%) 以上各年龄段的患者在性别上无明显差

异(χ2=4.712 P =0.1 941). 职业分布以医务人员占的
阳性率最高(21.28% 226/1 062) 尤其在女性患者中

更明显(80.09% 181/1 062) 干部职员147例(13.84%)

工人11.68%(124/1 062) 民工5.27%(56/1 062) 教师

和服务人员分别为2.28% (30/1 062)和 3.11% (33/1 062).

有基础疾病285例(26.84%) 有基础疾病的患病率在性

别上无统计学差异(χ2=0.2 794 P =0.5 971). 发病1 wk
内出现并发症110例 其中第1 d 6例(2.65%) 第2 d 24

例(5.78%) 第 3 d 17 例(3.17%) 第 4 d 13 例(1.87%)

第 5 d 14例(1.70%) 第 6 d 17例(1.86%) 第 7 d 19例

(1.96%). 死亡人数在发病第1 d为0例(0%) 第 2 d 3例

(7.13%) 第3 d 1例(1.78%) 第4 d 1例(1.36%) 第5 d

2例(2.28%) 第6 d 7例(7.14%) 第7 d 6例(5.73%).

1.2 方法  观察发病1 d 2-3 d 4 d 5 d 6-7 d

入院时每例患者的临床症状 体征的变化情况; 分析患

者入院时血气 生化 血常规及免疫活性细胞的检查

结果; 分析患者胸片及CT检查结果. 判断异常的标准: WBC

小于4 109/L 淋巴细胞小于0.9 109/L CD3<1 100

CD4<500 CD8<450 SaO2<95% POa2<12.7Kpa

氧合指数<350为降低; ALT>40 IU/L AST>45 IU/L

TBil>20 µmol/L BUN>7.85 mmoL/L Cr>106.5 µmoL/L
为升高; Na的正常值范围为135-145 mmoL/L K和CL

的正常值范围分别为3.5-5.5 mmoL/L和96-110 mmoL/L

低于正常范围的最低值为降低 高于正常范围的最高

值为升高. 肺炎症阴影 3 肺野为多肺野损伤.

         统计学处理  计量资料用均数和标准差(mean SD)

或中位数表示 组间均数差异用 t检验进行统计学处理.

构成比=某群体患者人数 /总病例 100%; 阳性率=异

常人数 /该时段观察总人数 100%.

2   结果

2.1 临床表现  发病1-7 d患者入院时的平均体温38.37-

38.38 ; 脉搏均数90-91 /min; 呼吸20/min;  收缩压均

数15.6-15.7 Kpa;  舒张压9.7-9.9 Kpa. 发病1 d 2-3 d

4 d 5 d及 6-7 d 入院患者 首诊时咳嗽的阳性率从

34.21%逐渐升至56.03%;  咳痰 胸闷 气短憋气 湿

罗音的阳性率分别从14.74% 7.37 % 6.84%和5.36%

升至 28.37% 12.06% 17.73%和10.95%. 发病1-3 d

的 SARS患者 98.76%有发热主诉 但测体温升高的

比例仅为88.70% 16.34%和 4.3%的患者伴有畏寒和

寒战 24.94%的患者有乏力 约20%的患者有头痛

及肌肉酸痛 但未发现肌肉有压痛的病例 关节酸痛

的阳性率达15.06%. 少数(3.44%)患者出现流涕 打喷

嚏的例数极少(0.64%). 16.08%的患者有咽红 但咽痛

的阳性率仅为8.39%. 扁桃体肿大和淋巴结肿大的病例
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少见(2.54%和0.85%); 皮疹 水肿的发生率极低(0.27%

和 0.25%). 4.30%的患者可出现腹泻 但无呕血 便

血 腹痛和恶心呕吐也很少见(小于2%) 腹部查体未

发现有脾大病例 腹部压痛也极少(0.25%). 咳嗽 咳

痰 胸闷 气短憋气及胸痛的阳性率分别可达34.41%

14.62% 7.53% 7.74% 和 1.72% 有湿罗音 干

罗音及咳血的患者不多见(4.93% 0.23%和1.09%); 紫

绀也很少见(0.52%).

2.2 低氧血征  氧分压下降的患者在以上各时间段的比

例在70-75%之间 氧分压均数从12.33 2.3 Kpa (1 d)

降至11. 43 1.9 Kpa (6-7 d); 氧饱和度下降的阳性率从

14.63%升至37.70% 均数在93-94.95%之间;  氧合指

数下降阳性率从25.00%升至80.00% 均数从348

69降至329 78. 发病1-3 d  的 SARS患者 71.43%的

患者有氧分压降低 20.87%和27.78%的患者出现氧合

指数和氧饱和度的下降; 前者的均数为 11.55 4.38

Kpa 后二者的均数稍低于正常值.

2.3 外周血细胞  发病1 d入院患者血WBC减少的阳性

率为21.54% 有9.23%的患者WBC>1.0 109/L 淋

巴细胞小于0.9 109/L的阳性率为33.33%;  血小板减

少的为15.43%; 以后患者血WBC 淋巴细胞及血小板减

少的阳性率分别升至(6-7 d) 43.71% 43.65%和24.29%

WBC升高阳性率逐渐降到3.31%. 以上各时间段患者血

WBC的均数在5.51 109/L-6.21 109/L之间;  血小板

均数在148 109/L-156 109/L之间;  淋巴细胞均数在

1.08 109/L-1.11 109/L之间. 发病1-3 d 入院 的SARS

患者首诊时 22.54%患者血WBC减少 但有6.44%

的患者WBC>1.0 10 9/L 血小板减少为 13.39%

WBC 血小板的均数在正常范围. 36.43%的患者淋巴细

胞<0.9 109/L 其均数偏低(1.11 0.75) 109/L. 90.91-

92.86%的患者出现CD3 CD4和CD8细胞的减少 而且

均数都小于相应的正常值低线(分别为405.32 358.90

217.82 19248和188.58 166.40). 15%出现肝功能的

异常; GLU升高的阳性率41.04%; 9.62%和7.60%的患

者出现Cr BUN升高; 13.64-16.88%的患者出现LDH

CK HBDH的升高 但CK-MB的异常率仅为 5.88 %

而且出现心悸 胸痛 心律失常及心脏杂音的阳性率

极少(0.24-0.52%). 低血钾 低血钠和低血氯的阳性率

分别为16.67% 28.85% 12.21%; 高血钾 高血钠

高血氯的阳性率为15.36% 4.92%和 1.31%.

2.4 X-ray 及CT检查结果  发病1 d入院的患者中X-

ray 检查正常者占17.02% 总的阳性率为82.98%. 以

后随着病程的延长 X-ray 正常患者的比率逐渐下

降 阳性率上升(尤其是多肺野阴影的阳性率); 发病6-

7 d入院的患者 仅8.8%的患者胸片正常 总阳性率

达91.18%. 发病 1 d 入院的患者 CT检查正常患者占

5.26% 在发病 3 d以上的患者入院时CT检查无 1例

正常(表1). SARS早期(1-3 d) 19.93%和9.09%患者X-

ray CT 检查可表现为正常 肺部的炎症阴影以1 肺

野阴影(47.93%和 61.36%)最多见 但部分患者也可

出现多肺野阴影的改变(10.19%和 20.87%).

表1  SARS发病1-7 d入院患者相关指标的阳性率(%)

指标                  发病1 d   发病2-3 d   发病4 d   发病5 d  发病6-7 d

咳嗽 34.21           34.55        45.21          47.41        56.03

咳痰 14.74           14.55        23.29          18.10        28.37

胸闷   7.37            7.64        12.33          12.07        12.06

气短憋气   6.84            8.36          8.22          12.93        17.73

湿罗音   5.36            4.65          2.96            7.48       10.95

氧合指数降低 25.00          30.00         44.44          50.00       80.00

WBC降低 21.54          23.18         31.01          40.32       43.71

淋巴细胞降低 33.33          38.25         43.65          42.86       43.65

X线正常 17.02          21.62         13.51          10.84        8.82

X线多野阴影   9.22          10.81         17.12          14.46      15.69

CT 正常   5.26          12.00             0                 0             0

CT 多野阴影 15.79           24.00        33.33            100       18.18

     发病1-3 d 入院患者 咳嗽 咳痰 胸闷 气短

憋气及胸痛的阳性率明显低于发病4-7 d 入院患者; 血

WBC 血小板减少及X-ray阳性率也显著低于后者; 肝

功能(AST DBIL)心肌酶谱(LDH CK CK-MB

HBDH)升高的阳性率低于后者(P <0.05 表 2).

表2  SARS发病1-3 d 和 4-7 d入院患者的首诊临床资料

         发病1-3 d               发病4-7 d
指标  χ2         P
          总数 异常数 异常率 总数 异常数 异常率

咳嗽 465    160     34.41     403    200   49.63    19.98  <0.00 001

咳痰 465      68    14.62      403     95   23.57    10.76    0.00103

胸闷 465      35      7.53     403      49   12.16     5.47      0.0194

气短憋气 465      36      7.74     403      52   12.90     5.76      0.0164

腹泻 465      20      4.30     403      37    9.18       7.6      0.0058

湿罗音 426      21      4.93     379      27    7.12      1.35      0.2447

WBC下降 497    112    22.54      433    165    38.11  26.09   <0.00 001

淋巴细胞下降 398    145    36.43      357   155    43.43     3.55     0.0 596

PLT下降 448      60    13.39      394     85   21.57     9.28     0.0 023

氧合指数下降   18       5     27.78       23     14   60.87     0.89     0.3 456

DBIL下降 179       2      1.12      225     46   20.44    33.75  <0.00 001

AST下降 247      38    15.38     243      56   23.05     4.16     0.0 415

LDH下降 209      35    16.75     206      66   32.04    12.36   0.00 044

CK下降 231      39    16.88     219      58   26.48      5.57   0.01 823

CK下降 187      11      5.88     187      33   17.65   11.36    0.00 075

HBDH下降 154      21    13.64      152      51   33.55    15.77  0.000 071

X线异常 363    291     80.17     296    263   88.85     8.55   0.00 346

X线阴影 3 363      37    10.19     296      47   15.88     4.24     0.0 394

CT 异常   44     40     90.99       24     24      100

CT阴影 3   44       9     20.45       24       7   29.17     0.26   0.60 987

合并症 566      47      8.30     496     54    10.89

死亡 566        4       0.71     496     16     3.23



3   讨论

SARS是由新型冠状病毒(SARS-CoV)[9-11]感染引起的

临床以急性呼吸功能障碍为主要表现的急性传染病

在发病1-7 d 用 RT-PCR方法从粪便 痰检测ScoV-

RNA阳性率可达95%以上 但该检测方法较复杂 需

要一定的条件和设备 临床难以开展; ScoV 特异性

IgM IgG 在发病10 d 左右才可检出 而且阳性率不

很高[ 12-13 ] 不能满足临床早期诊断的要求 故目前

SARS的诊断大多是临床诊断. 现SARS临床诊断主要标

准有: 有传染病接触史; 有临床症状; 胸片异常. 该诊断

标准曾有力地指导和保证2003年春季抗SARS工作的

胜利. 但在临床工作中 我们发现有些患者发病早期临

床表现不典型 不完全符合卫生部的诊断标准 但临床

仍考虑为SARS. 这些现象和数据提示我们现有的SARS

诊断标准还有待进一步的充实和完善. 发病1 wk左右

绝大多数SARS患者的胸片或CT检查都会出现明显的

炎症渗出阴影 此时结合流行病学史和其他临床资

料 不难诊断SARS 但这不仅延误了治疗 而且还

会导致SARS的传播流行 因此SARS的早期诊断具有

重大的意义. 现虽已有不少关于SARS的临床报道 但

其病例数均不够多 资料也不很全 因此本文对北京

地区1 062例SARS患者的早期临床资料进行全面的分

析研究 以总结出SARS的早期临床特点 为SARS的

早期诊断提供帮助.

        为解决SARS早期诊断的问题 我们必须首先要回

答这两个问题: 何时是SARS的早期 SARS的早期又有

那些临床特征 所谓某种疾病的早期应是指该病虽发

病了 但还未或还没有完全呈现其典型的临床特征与

过程的那段病程. 大量的临床资料结果表明SARS是一

种以急性的呼吸功能障碍或衰竭为主要表现的疾病

肺部胸片及CT检查有明显的炎症渗出阴影[14-17]; 尸解已

证实肺脏是SARS-CoV的主要靶器官 肺组织有弥漫

性的损害 肺透明膜形成 通气功能障碍 [18-19]. 目前

认为SARS的发病机制与SARS-CoV攻击淋巴细胞 通

过病毒的细胞毒性作用以及诱导细胞凋亡 使WBC

淋巴细胞数量减少 并诱发一系列的病理免疫反应

导致多脏器的功能受损; 尸解也证实死者的淋巴器官受

累及. 已有淋巴细胞等免疫活性细胞下降的程度与病情

成正相关的报道[20-21]. 因此我们可根据SARS的发病机制

及其主要的病生理改变特点 结合SARS的临床表现

选择能反应肺脏损害的症状体征 影像学检查及肺功

能检查指标 以及与发病机制密切相关的淋巴细胞作

为参考指标 去判断SARS的病程进展. 由于淋巴细胞

的下降也会导致WBC数发生不同程度的减少 故还可

用之助诊; 考虑到氧分压受年龄等因素影响较多 而且

在轻度缺氧时 氧饱和度对反应低血氧程度也不很敏

感 因此我们仅选用氧合指数作为判断肺功能的指标.

当这些主要指标发生明显的改变时 提示病情发生了

一定的变化 进入了新的阶段.

        为了排除治疗因素对观察SARS自然病情的影响

我们仅研究不同病日入院患者入院时的临床资料 结

果发现在发病1 d 2-3 d SARS 患者乏力的阳性率

相近(25.26% 24.73%) 咳嗽(34.21% 34.55%) 咳

痰(14.74% 14.55%) 胸闷(7.37% 7.64%) 气短憋气

(6.84% 8.36%)的阳性率相近; 体征上湿罗音(5.63% 4.6%)

的阳性率也相差不远. 以上各指标在发病4 d 5 d和

6-7 d 的阳性率均有较明显的升高. 发病 1 d 2-3 d

SARS 患者氧合指数下降的阳性率相差最小(25%

30%); 外周血WBC (21.54% 23.18%)和淋巴细胞(33.

33% 38.25%)的情况也如此 但发病4-7 d 阳性率则

开始明显地上升. 发病1 d 2-3 d 胸片及CT检查 正

常率(分别为17.02%和21.62% 5.26%和12.00%) 多

肺野炎症阴影率(分别为9.22%和10.81% 15.79%和

24%)最接近; 以后胸片及CT检查正常率逐渐下降 尤

其是CT检查 发病3 d后阳性率可达100% 而多肺

野炎症阴影率则明显升高. 发病1-3 d 入院患者咳嗽 咳

痰 胸闷 气短憋气及胸痛的阳性率明显低于发病4-

7 d 入院患者; 血WBC 血小板减少及X-ray阳性率也

显著低于后者; 肝功能(AST DBIL)心肌酶谱(LDH CK

CK-MB HBDH)升高的阳性率低于后者(P <0.05). 由此

我们可以推断发病1-3 d 是SARS病程较早期的阶段 此

后病情可能开始进展 从而表现出较明显的呼吸道症状

体征及肺部影像学的异常改变.

        既然我们已找出了大致划分SARS早期的时间点

我们便可从SARS患者发病1-3 d 的临床资料中去总结

SARS的早期临床特征. SARS患者在发病早期(1-3 d)入

院时脉搏 呼吸及血压的均数都在正常范围 44.65%

的患者HR>100/min; 6.87%的患者呼吸>24/min 6.23%

的患者收缩压异常 3.11% 的患者舒张压有异常改

变 88.70%以上的患者体温升高 均数在38.3 以上.

除去发热 基础病等因素的影响 SARS 患者在发病

的早期生命体征的异常改变不明显.

        SARS早期最突出的不适是发热(98.76%) 但测体

温升高的比例仅为88.70% 原因可能与患者虽发热但

入院前已自服退烧药或者是患者还未出现发热有关

其中以前者所占的比例可能更大些; 16.34%和4.3%的

患者伴有畏寒和寒战 24.94%的患者有乏力 约20%

的患者有头痛及肌肉酸痛 但未发现肌肉有压痛的病

例 关节酸痛的阳性率达15.06%. 极少数(3.44%)患者出

现流涕 打喷嚏的例数极少(0.64%). 16.08%的患者有咽

红 但咽痛的阳性率仅为8.39%. 扁桃体肿大和淋巴结肿

大的病例少见(2.54%和0.85%); 皮疹 水肿的发生率极

低(0.27%和0.25%). 4.30%的患者可出现腹泻 但无呕

血 便血 腹痛和恶心呕吐也很少见(小于2%) 腹部查

体阳性体征极少见. 现已证实SARS患者早期存在病毒血

症 以上的发热和中毒症状可能与之有关.

        呼吸道症状是SARS早期另一组明显的症状 咳嗽

咳痰 胸闷 气短憋气及胸痛的阳性率分别可达34.41%
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14.62% 7.53% 7.74% 和 1.72% 有湿罗音 干

罗音及咳血的患者不多见(4.93% 0.23%和1.09%); 紫

绀也很少见(0.52%). 由此可见SARS早期可出现呼吸道

症状 但多缺乏阳性的肺部阳性体征. 71.43%的患者有

氧分压降低 20.87%和 27.78%的患者出现氧合指数

和氧饱和度的下降; 前者的均数为11.55 4.38 Kpa 后

二者的均数稍低于正常值. 表明SARA患者发病早期便

可出现低氧血症 但缺氧的程度一般较轻.

        22.54%患者血WBC减少 但有6.44%的患者WBC>

1.0 109/L 血小板减少为13.39% WBC 血小板的

均数在正常范围. 36.43%的患者淋巴细胞<0.9 109/L

其均数偏低(1.11 0.75) 109/L. 90.91-92.86%的患者

出现CD3 CD4和CD8细胞的减少 而且均数都小于

相应的正常值低线(分别为405.32 358.90 217.82

19 248和188.58 166.40). 表明SARS的早期大多数患

者WBC正常 部分患者WBC减少; 淋巴细胞均数低于

1.2 109/L 1/3 的患者淋巴细胞计数可有明显的下

降: CD3 CD4 CD8细胞是T淋巴细胞中与免疫反应

关系最为密切的细胞 故其下降更明显 阳性率也就

更高(>90%).

       SARS早期(1-3 d) 19.93 %和 9.09%患者X-ray

CT检查可表现为正常 肺部的炎症阴影以及肺野阴影

(47.93%和61.36%)最多见 但部分患者也可出现多肺

野阴影的改变(10.19%和20.87%) 因此早期影像学检

查无异常者还不能完全除外SARS 应定期复查 有

条件时行CT检查阳性率更高. 15%的患者出现肝功能的

异常; GLU升高的阳性率41.04% 由于不好判断血糖的

升高是否受基础病 治疗和饮食的影响 故不好解释

其升高的原因. 9.62%和7.60%的患者出现Cr BUN异常

升高 13.64-16.88%的患者出现LDH CK HBDH的升

高 但CK-MB的异常率仅为 5.88 % 而且出现心悸 胸

痛 心律失常及心脏杂音的阳性率极少(0.24-0.52%) 考

虑SARS早期心肌酶谱的异常特异性不高. 低血钾 低血

钠 和低血氯的阳性率分别为16.67% 28.85% 12.21%;

高血钾 高血钠 高血氯的阳性率为15.36% 4.92%和

1.31%. 以上资料表明SARS病毒可累及肺脏外其他脏器.

        总之 我们发现SARS的早期(1-3 d)临床表现有以

下特点: SARS早期 绝大多数患者有发热 部分患者

可伴有感染中毒症状 但卡他症状及淋巴结肿大等体征

少见; 下呼吸道症状出现早(咳嗽约1/3 咳痰14.62%)

但肺部体征少 可出现轻度的低氧血症; 绝大多数患者

WBC总数正常或降低 36.43%患者淋巴细胞明显减

少; CD3 CD4 CD8的改变更敏感( > 90%); 肺部炎症

阴影出现早 但部分患者X-ray(19.93 %) CT(9.09%) 检

查可表现为正常. 少数患者(10-16%)患者可伴有肝 肾

及心脏的损害及电解质的失衡.

      北京市SARS医疗救治指挥中心科技攻关组 要

参加单位及个人:

管理组:  北京市卫生局(韩德民 王月香 陈利 宋

玫) 北京市 SARS 救治指挥中心(张罗 田建).

设计组:  北京市首都儿科研究所(陈博文 肖峰) 北

京协和医院(王仲) 北京医院(黄慈波) 北京大学第

一附属医院(王广发 徐小元) 解放军 302 医院(赵

敏) 地坛医院(李兴旺) 中日友好医院(林江涛).

质量控制组:  阜外心血管病医院(武阳丰 谢高强

贾宣) 首都儿科研究所(陈博文 肖峰) 北京大学第一

附属医院(李楠) 北京医院(王钱) 地坛医院(雄号峰)

协和医院(田凌) 天坛医院(陆洋).

数据分析组:  阜外心血管病医院(武阳丰 谢高强

吕敏 张林峰 陈祚) 首都儿科研究所(陈博文 肖峰

吕岩玉 尹德卢).
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Abstract
AIM: To observe the alteration of upper gastrointestinal
submucosal tumor (SMT).

METHODS: The first diagnostic SMT patients (n =32) were
observed with endoscopic ultrasonography (EUS) and
followed-up.

RESULTS: The second and the first EUS findings coincided
in 90.1% of cases (29/32), 95.5% (21/22) of the SCT
diagnoses were identical to the first EUS. In 21 SCT cases,
which diagnosed with EUS in both times, 33.3% showed
the alteration of growth type in the second time, and 47.6%
showed difference between both EUS-examinations; 57.1%
(12/21) of the double EUS showed different tumor size,
66.7% (8/12) of which ones were greater than the first
EUS. The diameter was increased 3.5 (2-7) mm in a 9-
month follow-up term.

CONCLUSION: EUS is very accurate for the diagnosis of
upper gastrointestinal SMT, and long time follow-up with
EUS is necessary to distinguish the benign from malignancy
of SMT  and to guide the therapeutic approach.

Cheng B, Jin ZD, Zou XP, Li ZS, Xu GM. Endoscopic ultrasonography
follow-up in patients with upper gastrointestinal submucosal tumours.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1155-1158

摘要

目的: 观察上消化道黏膜下肿瘤(SMT)的动态变化.

方法: 对32例初次EUS诊断为SMT的患者进行EUS随访

观察.

结果: 90.1% (29/32)复查EUS与初次诊断一致 间质瘤95.5%

(21/22)与初次诊断相吻合. 21例2次EUS均诊断为间质瘤

的患者中 33.3%第2次EUS显示的生长方式有变化; 47.6%

2次EUS显示的形态不同;  57.1% (12/21)2次EUS大小有

差异 其中第2次EUS较首次增大者占66.7%(8/12) 其直

径在随访间期9 mo内平均增长3.5(2-7 mm).

结论: EUS诊断上消化道SMT的准确性很高 定期随访复

查EUS 对尽早确诊SCT并判断其良恶性 选择合理治疗

策略是必要的.

程斌, 金震东, 邹晓平, 李兆申, 许国铭. 上消化道黏膜下肿瘤的内镜超声随

访研究. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1155-1158

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1155.asp

0   引言

上消化道黏膜下肿瘤(submucosal tumor SMT)并不少见

常见的SMT包括间质瘤 脂肪瘤 息肉 异位胰腺和颗粒

细胞瘤等[1-2]. 内镜超声检查术(endoscopic ultrasonography

EUS)的问世极大地提高了SMT的诊断水平[3-7]. 间质瘤

(stromal cell tumor SCT)是上消化道最常见的SMT 其

中一部分为恶性或具有潜在恶性[8-10]. 对上消化道SCT是

行根治性手术治疗拟或内镜下摘除 还是定期随访观

察 目前尚无定论[11-12]. 为此 我们采用EUS对上消化

道SMT患者 尤其是SCT进行了随访观察 以了解其

自然特性的变化.

1   材料和方法

1.1 材料  1998-11/2003-06 我们对32例初次EUS诊
断为SMT的患者进行了EUS随访观察 中位数EUS随
访间期为9.5 (3-32 mo). 其中 男14例 女18例. 平均
年龄54.5(30-76 岁). 32例 SMT中位于食管9例(上段1
例 中段4例 下段4例) 胃 19例(贲门3例 胃底5
例 胃体7例 胃窦4例) 十二指肠4例(均于球部). 初
次EUS显示最大直径达42 mm 最小为4 mm. 其中 仅

1例行手术治疗 2例行内镜活检.

1.2 方法  EUS 采用Olympus GF-UM200 GF-UM P
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230 GF-UM2000 型超声内镜诊断仪或 UM-2R

UM3R和UM-BS20-26 微探头 探头频率为5 7.5

12和 20 MHz可调. 食管和十二指肠病灶采用微探头接

触法加注水法或水囊法显示; 胃内病灶采用水囊法加脱

气水充盈法显示[13-15]. 全部病例均行多倍放大图像比较

观察并分别用两种以上频率对照显示 取最大切面测

量病灶直径 由3位至少有5 a以上EUS操作经验的专

家完成.

2   结果

2.1 两次EUS诊断差异性比较  我们共对32例初次EUS

拟诊为SMT的患者在3-32 mo后进行了EUS随访观察

包括间质瘤22例 脂肪瘤5例 Brunner腺瘤1例和息

肉4例. 第 2次复查EUS的结果90.1% (29/32)与初次诊

断一致. 其中 22例间质瘤中21例(95. 5%)仍诊断为间

质瘤 仅1例诊断为脂肪瘤; 5例脂肪瘤中有3例(60%)

仍诊断为脂肪瘤 1例诊断为间质瘤 1例诊断为壁外

压迫(脾血管); 而 4例息肉和1例Brunner腺瘤均和初次

诊断一致(表1). 2次EUS检查任意一次诊断为间质瘤的

23例患者中 判断起源有差异者3例 其中1例胃间质

瘤初次判断起源于第2层(黏膜肌层) 第2次则判断为

第4层(固有肌层); 另2例2次分别判断为第3层(黏膜下

层)和固有肌层. 2次判断回声不同的有2例 1例初次

判定为低回声者 第2次判断为高回声; 1例相反 初

次判定为高回声者 第2次却判断为低回声. 这 2例起

源和回声判断的差异直接导致了最后EUS诊断的颠倒.

2例内镜活检标本中1例病理证实为息肉 1例EUS显

示为SCT者病理未获阳性结果.

表1  SMT 2次EUS诊断比较(n =32)

病变部位           首次          第 2次

食管             间质瘤 8 8

                     息肉 1 1

胃                 间质瘤            13         13 (1*)

                     脂肪瘤 4 3

                     息肉 2 2

                     壁外压迫 0 1

十二指肠       间质瘤 1 1

         脂肪瘤 1 1

         息肉 1          1 (1*)

         Brunner腺瘤 1 1

合计            32            32

* 经病理证实的例数.

2.2 EUS声像图特征的变化  EUS可显示上消化道SMT

的形态 大小和生长方式等生物学特征. 如间质瘤多呈

椭圆形或梭形 也可为圆形或亚铃形; 根据EUS 显示

的肿瘤与管壁的关系可将其生长方式分为腔内型 壁

内型 腔外型和腔内外型(混合型). 本组21例 2次EUS

检查均诊断为间质瘤的患者中 EUS形态发生变化的

有10例(47.6%); 生长方式不同的有7例(33.3% 图1

2); 以 2次测量最大直径相差2 mm以上算作大小有差

异 其大小有差异者占12例(57.1%) 其中第2次EUS

检查较首次增大者占66.7% (8/12) 其直径在中位数随

访间期为9(3-18 mo)内平均增加3.5(2-7 mm) 其中 1

例在6 mo内从42 mm增长到47 mm而行手术治疗 病

理证实为低度恶性间质瘤(图3 4). 在任意一次EUS诊

断为脂肪瘤的6例患者中 3例起源判断有差异 1例

初次判断为起源于黏膜下层 第2次判断为壁外压迫;

另2例则2次分别判断为黏膜下层和固有肌层. 2例回声

判断不同者 2次分别相反地判断为高回声和低回声.

此外 其EUS形态判断有差异者为3例 生长方式判

断有差异者1例 而6例病灶大小判断则基本相同. 4例

息肉和1例Brunner腺瘤患者2次EUS检查其起源 回

声 EUS形态 生长方式和大小的判断均无差异(表2).

表2   SMT 2次EUS声像图特征的差异分析

诊断   n       起源     回声    EUS形   生长方     大小    EUS诊

          差异     差异   态差异   式差异    差异   断差异

间质瘤 23(21)* 3 2 11 8 12 2

脂肪瘤   6 (3)* 3 2 3 1 0 3

息肉   4 0 0 0 0 0 0

Brunner腺瘤   1 0 0 0 0 0 0

壁外压迫          1(0)* 1 0 0 0 0 1

*任意一次EUS诊断的例数(两次EUS均诊断的例数)

图1  首次EUS显示SCT向腔内生长.

图2  第 2次EUS显示SCT向腔内外生长.

SMT
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图3  首次EUS显示SCT的最大直径42 mm.

图4  6 mo后第2次EUS显示SCT的最大直径增至47 mm.

2.3 两次EUS操作者及所用探头差异比较  在 4例 2次

EUS判断病变起源 回声及诊断有差异的患者中 3例

(75%) 2次EUS检查由2名不同的操作者完成. 2例(50%)

2次分别采用超声内镜和超声微探头检查. 而在28例 2

次EUS检查相同的患者中 35.7%(10/28)是由2名不同

的操作者完成2次检查 28.6%(8/28)2次分别采用超声

内镜和超声微探头检查.

3   讨论

上消化道黏膜下肿瘤是源于黏膜下或肌层内组织的一

类肿瘤 以胃多见. 以往根据其病理特性分为良性或恶

性非上皮性肿瘤(如平滑肌源性肿瘤和脂肪瘤等) 良性

上皮性肿瘤以及炎症性肿瘤(如息肉)[16-18]. 近来随着免疫

组织化学和电镜的研究应用 临床和病理工作者逐渐加

深了对胃肠道间叶源性肿瘤的认识 发现间质瘤和平滑

肌肿瘤的生物学特征和预后并不相同. 上消化道SCT是

最常见的一种SMT 与传统的 平滑肌瘤(leiomyomas

LM) 平滑肌肉瘤(leiomyosarcomas, LMS) 不同

具有c-kit(CD117)基因突变与蛋白表达等特征性改变和

一些特殊的形态学特征[19-20]. 很多研究显示 在胃和十

二指肠以 SCTs 为多见 而真正的平滑肌肿瘤(LM 与

LMS)则相对少见[12, 21] 在食管则仍以平滑肌瘤多见[22].

而 SCT中相当一部分为中 低度恶性或具有潜在恶性

本组病例中1例手术标本经病理和免疫组化证实为低度

恶性间质瘤 故临床上必须与其他SMT进行鉴别.

       无论是食管 胃还是十二指肠 EUS均能显示消

化道管壁的层次结构及壁外情况 根据其显示管壁层

次结构的完整性 病灶的起源及大小 回声 形态

和边缘等声像学特征 EUS对SMT和壁外压迫可作出

相当准确的判断. 通常间质瘤为低回声病灶 呈椭圆形

或梭形 起源于固有肌层 偶而起源于黏膜肌层. 病

灶一般边界清楚 内部回声均匀; 脂肪瘤则为高回声病

灶 起源于黏膜下层; 息肉为起源于黏膜层的稍高回声

病灶; 黏膜下囊肿的EUS表现为黏膜下层内境界清楚

边缘光滑的无回声区 透声性好 其后方可见增强效

应; 十二指肠Brunner 腺瘤的EUS特征为起源于第1-3

层的囊实性病变 囊壁厚而不规则; 而壁外病变的共同

声像图特征为消化道管壁的层次结构完整[23-24]. 本组病

例第二次复查EUS 90.1%(29/32)与初次诊断一致 而

间质瘤更是 95.5%(21/22)与初次诊断相吻合. 可见

EUS 通过显示相应的EUS 声像特征 可很准确 相

当恒定地判断上消化道SMT. 本组病例中4例息肉和1

例十二指肠Brunner 腺瘤患者从病灶起源 大小 回

声 形态到 EUS 诊断前后两次结果完全一致 一方

面说明息肉和Brunner 腺瘤的EUS 声像学特征稳定

EUS 诊断准确性极高 另一方面也反映这两种良性

SMT病变的生物学特征相对稳定. 当然还有待于扩大样

本量 延长随访时间进一步观察. 而 23例 2次EUS检

查任意一次诊断为间质瘤的患者中 2 例因其起源和

回声判断的不同直接导致了2次EUS诊断的差异 还

有1例2次EUS检查层次判断出现差异. 而 2次EUS检

查任意一次EUS诊断为脂肪瘤的6例患者中 除2例

2次EUS检查在病灶起源 回声及EUS诊断上与间质

瘤出现混淆外 还有1例第2次EUS诊断为壁外压迫.

这表明 尽管理论上间质瘤与脂肪瘤在起源层次

EUS回声特征上存在明显差异 但实际工作中 由于

EUS扫描成像的不稳定及判断EUS声像图特征的主观

性 导致在二者相互间甚至与息肉 壁内囊肿和壁外

压迫等隆起性病变鉴别时仍可能出现误判. 本组 2 次

EUS出现判断差异的4例患者中3例(75%)由两名不同

的操作者所检查. 因此 规范 正确EUS 操作手法对

准确的显示和判断病变至关重要 如调整适当的探头

位置及其与病灶间的距离 水囊的大小和调节合适的

灰度 对比度等均有利于正确地显示病变 以利正确判

断. 此外 引入EUS声像图纹理分析技术可望为经验性

判断找到理论依据 避免受操作者主观因素的影响[25].

当然 同一种SMT病变在不同患者间因病变大小 病

理类型等不同其EUS回声也可能存在差异. 对这种不符

合一般规律 一次EUS检查难以作出肯定判断 甚至2

次EUS检查结果存在差异者进行EUS随访观察 拟或

行EUS引导的细针针吸活检(EUS guided fine needle

aspiration, EUS-FNA)是必要的.

        EUS诊断上消化道SCT是基于其在扫描图像上显示

为起自固有肌层或黏膜肌层的低回声病灶. 本组21例2

次EUS均诊断为间质瘤的患者中 47.6% 2次EUS形态

不同; 33.3% 2次EUS显示的生长方式不同; 尤其引人注

意的是 57.1% 2次EUS大小有差异 其中第2次EUS



检查较首次增大者占66.7% (8/12) 其直径在随访间期

9 mo 内平均增长 3.5(2-7 mm). 而脂肪瘤 息肉和

Brunner 腺瘤两次EUS 检查其形态 大小与生长方式

均基本一致. 这提示上消化道SCT的生物学行为存在不

稳定性 其本身存在低度恶性 或具有潜在恶性. 定期

动态的EUS随访观察对发现具有恶性潜能的SCT及其变

化极有帮助 这与国内外有些通过一定的EUS声像学特

征来判断SCT良恶性的报道是一致的. 如Okai et al [26]采

用EUS对间质瘤的观察发现 恶性GIST肿瘤的倍增时

间为9.3 mo 良性GIST的倍增时间则可达18.7 mo 认

为肿瘤分叶和较短的倍增时间是恶性SCT的特征. Chak

et al [27]采用逐步回归分析法观察分析了35例经手术切

除的上消化道SCT 的EUS声像学特征与其良恶性的相

关关系 发现肿瘤大于4 cm 边缘不规则 内部回声

不均和液性暗区的存在与其恶性状况显著相关. 如以边

缘不规则 内部回声不均和液性暗区这三项声像学特

征中出现两项来判断恶性 SCT 其敏感性可达 80-

90%. 台湾Tsai et al [28]也对52例经组织学证实的胃SCT

的EUS声像特征与其良恶性间的关系进行了观察. 结果

表明 病灶边缘不规则和内有液性暗区对恶性胃SCT

的诊断具有更好的敏感性与特异性. 病灶小于5 cm且边

缘规则 内部无液性暗区存在者则多为良性病变. 国内

金震东 et al [25] 也采用超声图像纹理分析技术观察研究

了胃SMT的EUS声像图纹理特征 发现纹理参数的测

定也有助于提高EUS对SMT性质判断的准确性.

      SCT 组织分化复杂 形态多样 组织学诊断仍是

金标准. 很多研究业已证明 术前EUS-FNA活检标本

的组织细胞学及特异的免疫组化检查可更精确地诊断

SCT并判断其良恶性[29]. 不过 上消化道SCT具有不稳

定的生物学特征 即使组织病理学诊断为良性SCT也

可能只是暂时性的. 对其严格的随访追踪仍是最好的保

证. 本组资料虽然样本量不大 但EUS也已初步显示了

上消化道SCT在随访中其大小 形态和生长方式等生

物学特征的变化. 因此 定期复查EUS并仔细观察其大

小和形态变化 边缘规则性及内部有无液性暗区存在

等声像学特征 对尽早确诊SCT并判断其良恶性有极

其重要的价值.
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Abstract
AIM: To evaluate the short- and medium-term prognosis
of liver cirrhotic patients by using the model for end-stage
liver disease (MELD).

METHODS: The data of 199 cirrhotic patients were ana-
lyzed with a cohort method retrospectively and the follow-
up period was at least one year. Both MELD score and
Child-Pugh score were computed for each patient according
to the original formula on admission day. Area under of
receiver operating characteristic curve (ROC) was used to
compare the value of MELD score with Child-Pugh’s for
predicting the prognosis. Kaplan-Meier survival curves were
made using the cut-offs identified by means of ROC. MELD
values were correlated with Child-Pugh scores.

RESULTS: Thirty-seven patients died in three months, MELD
scores and Child-Pugh scores for non-survivors (23.4±
9.90, 10.8±2.29) were higher than those for survivors (14.3±
4.66, 8.68±2.21) significantly (P <0.001). Fifty-nine pa-
tients died within the first year, MELD scores and Child-
Pugh scores for non-survivors (20.3±9.31, 10.3±2.32) were
higher than those for survivors (14.0±5.11, 8.43±2.23) sig-
nificantly (P <0.001). Area under the ROC of MELD for 3
months (0.826) was significantly (P <0.05) different from
that of Child-Pugh (0.745), but there was no difference in
area under the ROC for 1 year (P >0.05) between MELD
value (0.758) and Child-Pugh score (0.724). Survival curves
showed both MELD and Child-Pugh scores was clearly dis-

criminated between patients who survived and those who
died in short term as well as in the medium term (P <0.001).
MELD grading system showed significant correlation with
Child-Pugh scores (r =0.69, P <0.001).

CONCLUSION: MELD grading is an objective predictive sys-
tem for both short- and medium- term survival. It is more
efficient than Child-Pugh score for short-term prognosis
and is worth using in clinical setting.

Xiong WJ, Liu F, Zhao ZX, Qiu DK. Application of an end-stage liver
disease model in prediction of prognosis in patients with liver cirrhosis.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1159-1162

摘要

目的: 评估终末期肝病模型(model for end stage liver disease

MELD)对肝硬化患者短期和中期生存预测的价值.

方法: 对199例肝硬化患者的生存率进行回顾性评估 随访

1 a. 计算每例患者入院当天的MELD评分与Child-Pugh评

分 以受试者特征曲线(ROC)下的面积衡量各评分系统预测

患者预后的能力 依据ROC曲线截断值绘制Kaplan-Meier

生存曲线 分析MELD评分与Child-Pugh评分的相关性.

结果: 随访3 mo 内有 37 例患者死亡 死亡组MELD 与

Child-Pugh 评分(23.4 9.90 10.8 2.29)与生存组 (14.3

4.66 8.68 2.21)比较有显著差异(P <0.001); 随访第 a

内有59例患者死亡 死亡组MELD与Child-Pugh 评分

(20.3 9.31 10.3 2.32)与生存组(14.0 5.11 8.43

2.23)比较有显著差异(P <0.001); MELD评分与Child-Pugh

评分对3 mo预后评估的ROC曲线面积分别为0.826 0.745

(P <0.05) 对 1 a 预后评估的ROC曲线下的面积分别为

0.758 0.724(P >0.05); 生存分析表明两评分系统在截断值均

可有效地分辨3mo或1a内可能生存及死亡的患者(P  <0.001);

MELD评分与Child-Pugh 评分呈显著相关(r =0.69, P <0.001).

结论: MELD评分及Child-Pugh评分均可有效地预测肝硬

化患者的短期和中期预后 MELD评分短期评估效率优于

Child-Pugh 分级 能更准确反应病情危急程度 值得临

床应用.

熊伍军, 刘菲, 赵中辛, 邱德凯. 终末期肝病模型在评估肝硬化患者预后中的

价值. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1159-1162

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1159.asp

0   引言

预测肝硬化患者的生存期及评估患者的预后对确定有
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效治疗方案十分重要. 血白细胞计数 血清白蛋白及前

白蛋白 凝血酶原时间 血清胆红素 载脂蛋白

胆固醇 血清钠 AST/ALT 比值 β2 微球蛋白 血
清细胞因子水平等生化指标在一定程度上可反映慢性

肝病患者肝功能状况[1-27] 但均难以准确地判断预后.

Child-Pugh分级是目前广泛应用的肝功能评估系统 基

本上准确地反映了慢性肝病患者的预后 并有助于手术

危险性的评估 但亦存在诸多缺陷. 近来国外研究表明

终末期肝病模型(model of end stage liver disease MELD)

评分可有效评价各种中晚期肝脏疾病的严重程度

并将其作为终末期肝病患者进行肝移植的器官分配标

准 [28-30]. 目前国内尚无应用MELD评分对肝硬化患者的

预后进行评估的报道 我们应用MELD评分回顾性分

析了199例肝硬化患者的生存状况 旨在评估MELD评

分对肝硬化患者短期和中期生存预测的价值 并与

Child-Pugh评分系统比较 明确二者评价肝硬化预后

的优缺点.

1   材料和方法

1.1 材料  我院1998-09/2002-09住院肝硬化患者199

例 男 124 例 女 75 例. 诊断依据 1995 年全国传染

病寄生虫病学术会议制定的标准. 173例为乙型肝炎 1

例为丙型肝炎 10例为血吸虫肝病 7例为酒精性肝病

自身免疫性肝病 4 例 隐源性 4 例.

1.2 方法  Child-Pugh计分按文献(慢性肝病临床并发症

现代诊治概念. 上海: 上海科学技术出版社 2001:25.)

计算. 依照Mayo 临床小组[28] 根据血清胆红素水平

血清肌酐水平和凝血酶原时间国际标准化比(INR)计算

MELD计分: MELD计分 3.8 loge(血清胆红素(mg/dl)+

11.2 loge(INR)+9.6 loge(血清肌酐(mg/dl)+ 6.4 loge
(病因: 胆汁淤积或酒精性为0 其他为1) 访问http://

www.unos.org/resources 填入相应的参数得到评分. 患者

的MELD评分及Child评分指标为入院首日的检查结果.

        统计学处理  采用SPSS统计软件进行 3 mo及1 a

生存组与死亡组之间的临床及生化指标的比较用 t检

验 MELD评分与Child-Pugh评分的相关性用Spearman

等级相关检验 两种评分方法区别死亡与存活能力的

评价用分辨度(即ROC曲线下面积)来衡量 依据ROC

曲线的截断值绘制Kaplan-Meier生存曲线. 以P <0.05为

有统计学意义.

2   结果

2.1 临床特征  在肝硬化患者199 例中 随访3 mo 内

死亡37例 2例(5.4%)为Child-Pugh A级 9例(24.3%)

为Child-Pugh B级 26例(70.3%)为Child-Pugh C级; 随

访1 a内死亡59例 其中5例(8.4%)为Child-Pugh A级

17例(28.8%)为Child-Pugh B级 37例(62.7%)为Child-

Pugh C级 死因均与肝病相关(表1). 3 mo生存组MELD

及Child-Pugh评分分别为14.3 4.66和 8.68 2.21

死亡组分别为23.4 9.90和 10.8 2.29 两组比较有

显著差异(P <0.001); 1 a生存组MELD及Child-Pugh评分

分别为14.0 5.11和8.43 2.23 死亡组分别为20.3

9.31和 10.3 2.32 两组比较有显著差异(P <0.001).

表1  199例肝硬化患者随访3 mo及1 a的临床特征

       随访3 mo           随访1 a
临床特征

生存组       死亡组  生存组       死亡组

性别(男 /女) 104/58         20/17   89/51         35/24

年龄(岁)        61.1 13.3   64.3 14.5  60.5 13.3  63.6 13.6

肝性脑病(有 / 无) 28/134         11/26a 25/109         16/43a

腹水(有 /无) 105/57          32/5a   69/65          51/8a

胆红素(umol/L)        36.6 35.2  93.2 98.5b  36.6 36.8   72.0 83.4b

白蛋白(g/L)        27.1 6.12  23.1 4.73b  27.8 6.04   23.9 5.12b

肌酐(umol/L)      103.4 50.4 135.3 76.9b  90.2 61.0  119.3 66.3b

INR        1.62 0.49   2.58 1.65b  1.61 0.49     2.25 1.41b

Child-Pugh计分      8.68 2.21 10.8 2.29b  8.43 2.23   10.3 2.32b

MELD计分       14.3 4.66   23.4 9.90b  14.0 5.11    20.3 9.31b

aP <0.05, bP <0.001, vs生存组.

2.2  分辨度的比较  MELD和Child-Pugh对肝硬化患者

3 mo预后预测ROC曲线下面积分别为0.826 (95%可信

区间0.752-0.900) 0.745 (95% 可信区间0.656-0.835)

两组比较有显著差异(P <0.05 图 1); MELD和Child-

Pugh对肝硬化患者1 a预后预测ROC曲线下面积分别

为0.758 (95% 可信区间0.687-0.830) 0.724(95% 可信区

间0.646-0.802) MELD 评分分辨度在数值上要优于

Child-Pugh计分 但两组间比较无显著性差异(P >0.05).

图1  MELD和Child-Pugh对肝硬化患者预后预测的ROC曲线. A: 3 mo;
B: 1 a.
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2.3 生存曲线  依据ROC曲线 MELD及 Chlid-Pugh

计分对3 mo预后判断的截断值分别为20和10; 对1 a预

后判断的截断值分别为18和9. 表明MELD与Child-Pugh

计分评分均可有效分辨3 mo及1 a内可能生存及死亡的

患者(P <0.001,图 2). Spearman等级相关分析表明MELD

评分与Child评分显著相关 相关系数为0.69 (P<0.001).

图2  Kaplan-Meier 1a生存曲线. A: MELD; B: Child-Pugh.

3   讨论

Child-Pugh 计分可较准确地反映慢性肝病患者的预

后 并有助于手术危险性的估测. 近年来 等待肝移

植的患者急剧增加 而肝移植供者十分短缺 导致等

待肝移植患者的死亡不断增加. 因此 需要更好地评价

患者疾病的严重程度和肝移植需要的紧急程度 来决

定供肝的分配. 随着经验的积累 采用CTP 积分的移

植肝分配系统的许多缺陷逐渐暴露出来 如他使用了

诸如肝性脑病和腹水之类的主观标准 所以学者们一

直在探讨新的能客观反应肝硬化患者病情严重程度以

决定肝移植器官分配优先权的预后判别模式. 2001年

Mayo Clinic的Kamathet al [28]提出了一个新的评价系统

称为终末期肝病模型(MELD) 他以血清胆红素 肌

酐和INR等3个生化变量为依据 具有简便可行 重复

性好 客观性强等特点. 由于以上优点 并且MELD评

分系统可以较准确地反映终末期肝病患者病情严重程

度 2002年美国器官分配网络开始应用MELD评分系

统决定供肝的分配[30].

          Botta et al [31]报告MELD评分方法是预测欧洲肝硬化

患者6 mo和 1 a生存率的良好指标 MELD评分方法

至少不比Child-Pugh 评分差 MELD评分较高者肝功

能较差. Giannini et al [32]研究表明MELD可用于病毒性

肝硬化患者预后的评估 联合AST/ALT 比值可提高

MELD评分3 mo预后预测的准确性. Wiesner et al [33]进行

了一项前瞻性研究 采用MELD积分对患者超过3 mo

以上的死亡风险进行评估 发现MELD评分小于9的

肝病患者3 mo死亡率为1.9% 而MELD评分大于或等

于40的患者死亡率到达71.3% 采用 统计方法 以

3 mo死亡率为终点 MELD积分的ROC曲线下面积为

0.83 而 CTP积分为0.76 二者存在显著性差异 提

示MELD 积分在估计患者3 mo 死亡危险上明显优于

CTP积分 认为MELD可为肝移植部门提供一个连贯

的肝病严重程度积分评估方法 因而可用于肝移植的

供肝分配.

        我们发现肝硬化患者3 mo及1 a死亡组的MELD评

分与Child-Pugh 评分均明显高于生存组 与文献[28  33]

报道一致. ROC分析表明MELD评分与Child-Pugh 评分

均有较大的曲线下面积 表明其分辨度好 能较好地区

分可能死亡和可能存活的患者 且MELD评分的短期分

辨率显著优于Child-Pugh 评分 表明MELD 评分较

Child-Pugh评分更能反应疾病的危急程度. 生存曲线表

明MELD评分与Child-Pugh 评分均可有效地分辨3 mo

及1 a内可能生存及死亡的患者. 对比传统的Child-Pugh

分级而言 MELD评分以血清胆红素等3个常用的生化

变量为依据 不仅考虑了肝功能状况 而且兼顾了肾功

能和不同的病因 具有可动态观察及客观性强等特点

避免了Child-Pugh分级中的主观因素 其中期评估效

率与Child-Pugh 分级相似 短期评估效率优于Child-

Pugh评分 能较好地预测终末期肝病死亡发生的危险

度 值得临床应用.
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Abstract
AIM: Laparoscopic resection of the submucosal tumors
on the gastric fundus, especially when they are on the
posterior wall and next to the esophagocardiac junction
(ECJ), is both difficult and time-consuming. Furthermore,
it can lead to the inadvertent esophagus stenosis and injury
to spleen. In order to solve these problems, wedge gas-
trectomy was adopted for the submucosal tumor on the
anterior wall and the greater curvature of the gastric
fundus, and laparoscopically extraluminal resection of the
gastric fundus was designed for the submucosal tumor on
the posterior wall of the gastric fundus and next to ECJ.

METHODS: Retrospective analysis was made in 32 cases,
including 23 male and 9 female with an average age of 55
(range 36-78). Laparoscopic wedge gastrectomy had been
carried out in 11 cases of submucosal tumor on the ante-
rior wall of the gastric fundus and 6 on the greater gastric
curvature. And laparoscopically extraluminal resection of
the gastric fundus had been carried out on 15 cases on
the posterior wall.

RESULTS: The mean operative time and intra-operative
bleeding and postoperative hospital stay were (56.3±19.4 min),
(53.1±30.1 mL), (4.7±0.5 d) respectively. Within 36 hours
post-operation, 78.1% of all the patients resumed their
gastrointestinal function and began to eat something and
ambulated. The pathological diagnosis included mesen-
chymoma of low malignancy (3 cases), leiomyoma (21
cases), mesenchymoma (7 cases), and neurofibroma (1

case). All the procedures were completed successfully with
no apparent tumor focus left and no complication or con-
version to open surgery happened.

CONCLUSION: The adopted and newly designed proce-
dure can avoid the abdominal cavity contamination, the
injury to spleen and the esophageal stenosis. And there is
no limit to the range of gastric resection. Therefore, the
procedure is both safe and effective.

Ke ZW, Zheng CZ, Zou XP, Yin K, Li JH, Hu MG, Chen DL. Laparoscopic
resection of submucosal tumor in gastric fundus. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(5):1163-1167

摘要

目的: 腹腔镜切除胃底黏膜下肿瘤 尤其当其位于胃底后

壁 靠近食管贲门连接处(the esophagocardiac junction

ECJ)时 既困难又费时 稍不慎还会引起食管狭窄以及

脾脏损伤. 为此 我们采用腹腔镜局部胃楔形切除术来治

疗胃底前壁和大弯侧的黏膜下肿瘤; 并设计了腹腔镜胃腔外

胃底切除术(laparoscopically extraluminal resection of the

gastric fundus)来治疗胃底后壁靠近ECJ的黏膜下肿瘤.

方法: 总结分析32例患者的临床资料. 男性23例 女性9

例; 平均年龄55(36-78岁). 其中 胃底前壁黏膜下肿瘤11

例 胃底大弯侧黏膜下肿瘤6 例 分别行腹腔镜局部胃

楔形切除术; 胃底后壁黏膜下肿瘤15例 行腹腔镜胃腔外

胃底切除术.

结果: 腹腔镜手术平均用时(56.3±19.4 min); 术中平均出血
(53.1±30.1 mL); 术后平均住院(4.7±0.5 d). 78.1%患者于术
后36 h内恢复胃肠功能 并开始进食和下床活动. 病理类

型包括: 低度恶性间质瘤3例 平滑肌瘤21 例 间质瘤

7例以及神经纤维瘤1例. 本组手术均获成功 无病灶遗

漏 也无并发症和手术中转.

结论: 我们采用的方法 包括所设计的腹腔镜胃腔外胃底

切除术完全可以做到避免腹腔污染 脾脏损伤以及食管狭

窄的发生; 同时 胃切除范围也不受限. 因此 手术安

全 有效.

柯重伟, 郑成竹, 邹晓平, 印慨, 李际辉, 胡明根, 陈丹磊. 胃底黏膜下肿瘤的

腹腔镜手术治疗. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1163-1167
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0   引言

虽然胃恶性肿瘤治疗仍然被认为是腹腔镜禁忌证之
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一 然而 用腹腔镜代替剖腹手术来切除胃良性肿瘤

已逐渐被认为是一种可行的术式[1-6]. 当肿瘤位于胃底

尤其是位于后壁 靠近食管贲门连接处(the esophagocardiac

junction ECJ)时 腹腔镜手术切除既困难又费时

稍不慎还会引起食管狭窄以及脾脏损伤. 此外 虽然大

多数胃黏膜下肿瘤是平滑肌瘤 但仍需广泛切除 因为

仅凭活检难以与平滑肌肉瘤相鉴别. 因此 在行腹腔镜

胃黏膜下肿瘤切除时 必须切除足够范围的周围正常

组织[7-18]. 为此 我们采用胃楔形切除术来治疗胃底前

壁和大弯侧的黏膜下肿瘤; 并设计了腹腔镜胃腔外胃底

切除术(laparoscopically extraluminal resection of the gastric

fundus)来治疗胃底后壁近ECJ的黏膜下肿瘤 收效良好.

1   材料和方法

1.1 材料  2000-09/2003-09采用腹腔镜治疗胃底黏膜下

肿瘤32例. 男 23例 女9例; 平均年龄55(36-78岁). 其

中 胃底前壁黏膜下肿瘤11例; 胃底大弯侧黏膜下肿

瘤6例; 胃底后壁黏膜下肿瘤15例. 23例(71.9%)患者以

上消化道出血就治; 8例(25.0%)以腹痛就治; 1例(3.1%)

体检发现. 术前检查包括胃镜 超声胃镜和上消化道钡

餐. 所有检查均提示胃底黏膜下肿瘤 边缘整齐; 黏膜

下注射生理盐水不能将肿瘤完全提起 故不适合行胃镜

局部肿瘤切除术; 另外 胃镜发现25例肿瘤表面中央有

溃疡存在; 肿瘤直径2.5-6.5(平均4.1 cm). 图 1显示的是

1例胃底后壁近ECJ的黏膜下肿瘤的术前检查结果.

图1  胃底后壁近ECJ的黏膜下肿瘤. A: 钡餐显示病灶临近ECJ 边缘整齐;  B: 超声胃镜显示病灶边缘整齐 向腔内突出;  C: 胃镜显示胃底后
壁半球状隆起 中央有溃疡形成.

1.2 方法

1.2.1 腹腔镜胃底前壁楔形切除术  采用气管内插管全麻.

患者取仰卧位 两腿分别外展30 . 术者站在患者两腿

之间 持镜者和手术助手分别站在患者右侧和左侧. 5

及 10-12 mm穿刺套管分别放在脐部; 左 右锁骨中线

和剑突下(图2). 其中 A孔为观察孔; B C为操作孔

内视镜切割吻合器(Endo GIA)通过C孔置入腹腔; D孔放

置三抓钳 拨肝脏 显露胃底肿瘤. 腔镜下病灶定位

的方法有3种: 肉眼检查 器械探查和术中胃镜检查[19].

胃前壁肿瘤的定位相对容易 本组通过肉眼观察和器

械探查均可完成定位. 一旦发现肿瘤 通常 8 字

缝合瘤体中央 将肿瘤牵起以利操作. 然后用Endo GIA

行胃底前壁楔形切除术(图3).

图2  胃底黏膜下肿瘤腹腔镜手术治疗的穿刺孔位置.

图3  用Endo GIA行胃底前壁楔形切除术.

1.2.2 腹腔镜胃底大弯侧楔形切除术  本组有1例胃底大

弯侧黏膜下肿瘤通过术中胃镜辅助 余5例通过肉眼

观察和器械探查完成定位. 分离脾胃韧带: 用超声刀凝

固 切割肿瘤所在部位及其附近的胃短动 静脉 目

的是将肿瘤及其周围正常胃壁游离 以利肿瘤牵引和

Endo GIA 放置. 肿瘤游离后 用丝线 8 字缝合瘤

体中央 将肿瘤向前壁方向牵引. 然后用Endo GIA行

局部胃楔形切除术.

1.2.3 腹腔镜胃腔外胃底切除术  行腹腔镜胃腔外胃底

切除术治疗胃底后壁肿瘤时 Endo GIA通常从B孔置

入腹腔. 后壁肿瘤的定位相对困难 通常需要胃镜辅助

和 /或器械探查. 本组有4例(26.7%)需术中胃镜辅助完

成定位. 在行腹腔镜胃底后壁黏膜下肿瘤切除时 肿瘤

D

C B

A

A B C
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定位的内容除确定肿瘤位置外 还需进一步明确其与

ECJ之间的距离. 从脾脏中下极开始 在网膜血管弓外

分离胃大弯侧网膜. 进入网膜囊后 用三抓钳将胃后壁

向右侧翻转. 继续向上分离 用超声刀凝固 切割胃

短动 静脉 直至脾上极 将胃底和脾上极完全分

开(图 4). 游离贲门左侧 显露ECJ(图 5). 用 Endo GIA

行胃底切除术: 图 6A显示的是Endo GIA切割线 视肿

瘤大小通常需用Endo GIA 2-3 次. 靠近贲门左侧放置

Endo GIA 时 必须仔细检查 确定ECJ 不在其中

以免引起术后食管狭窄(图6B). 肿瘤切除后 标本置入

标本袋后从B孔取出 常规送快速病理检查. 同时 术

后常规冲洗术野 于左膈下放置腹腔引流管.

图4  用超声刀将胃底和脾上极完全分离.

图5  游离贲门左侧, 显露ECJ.

图 6  用 Endo GIA行胃底切除术. A: 蓝线表示Endo GIA切割线; B:
Endo GIA放置后, 检查 确定ECJ 不在其中.

图7  胃底后壁黏膜下肿瘤的手术切除标本. a线表示肿瘤距ECJ的距离.

2   结果

本组腹腔镜手术用时 术中出血 术后住院天数以及

术后1 d腹腔引流量见表1.78.1%患者于术后36 h内恢复

胃肠功能 并开始进食和下床活动; 最慢1例术后60 h恢

复. 胃底前壁和胃底大弯侧黏膜下肿瘤的手术切缘距离

肿瘤的边距均大于2.5 cm. 图 7显示的是胃底后壁黏膜

下肿瘤手术切除的标本 切缘距肿瘤的距离: 与ECJ距

离1-1.5(平均1.1±0.3 cm); 与另三面距离2.5-6(平均3.9±
1.2 cm). 本组所有患者术中冰冻切片检查均提示为良性

病变. 术后石蜡切片检查发现3例为低度恶性间质瘤: 1

例位于胃底前壁; 2例位于胃底后壁: 切缘与ECJ距离分

别为1.3 cm和 1.5 cm 另三面距离均大于3 cm; 这 3例

患者均未再行扩大切除手术; 已分别随访18-28 mo. 另

29 中平滑肌瘤21 例 间质瘤7例 神经纤维瘤1例.

32例腹腔镜手术均获成功 无病灶遗漏 也无并发症

和手术中转. 所有病例随访至今3-39 mo 无异常发现.

表1  胃底黏膜下肿瘤腹腔镜手术情况(mean±SD)

肿瘤位置 n         手术         术中出       术后1 d          术后

         时间(min)     血(mL)     引流量(mL)    住院(d)

胃底前壁 11      42.7±8.2     14.1±5.4       16.8±7.0       4.7±0.8

胃底大弯侧   6      55.0±7.1     50.8±14.3     32.5±10.8     4.8±0.8

胃底后壁 15      66.2±10.4   89.4±21.7     60.7±14.3     5.3±1.1

合计 32      56.3±19.4    53.1±30.1     40.9±15.3     4.7±0.5

3   讨论

由于胃良性肿瘤在临床上不能完全排除恶性的可能

即使为良性以后也可能恶变 而且可以出现梗阻和出

血等严重并发症 所以 应积极地予以手术切除治疗.

就胃壁切除深度而言 近年来也更倾向行全层胃壁切

除术[20-25]. 胃镜可以通过黏膜下注射生理盐水的方法切

除部分胃肿瘤 但主要用于黏膜层肿瘤 而不适用于

黏膜下肿瘤 更无法做到切除全层胃壁. 相对于胃窦和

胃体部而言 胃底部的腹腔镜手术面临更多挑战. 目

前 国内已有不少医院能在腹腔镜下或腹腔镜辅助下

完成胃切除术 结直肠切除术以及局部小肠切除术等.

但是 客观上讲 有些仅是开头或是尝试性质的. 尽

管前景良好 但仍需不断改进 包括术式和器械的改进

等. 同时 也需要进一步分析统计和判断手术效果[26-29].

A B

a



胃底 贲门部的黏膜下肿瘤可以采用腹腔镜近端胃切

除术治疗 但术后易并发反流性食管炎. 而且 对大

多数良性胃黏膜下肿瘤来说 手术损伤和切除范围也

过大[30-34]. 腹腔镜胃楔形切除术是治疗胃底黏膜下肿瘤

最常用的术式[34-37]. 当肿瘤位于胃底前壁时 通过应用

Endo GIA很容易完成[20]. 当肿瘤位于胃底大弯侧时 我

们通过以下操作即可将侧壁肿瘤 改为 前壁肿瘤

然后按前壁肿瘤的方法予以切除: (1)分离肿瘤及其周围

的血管和韧带; (2)用丝线缝合瘤体中央; (3)将肿瘤向前

壁方向牵引. 总之 位于前壁和大弯侧的胃底黏膜下肿

瘤的腹腔镜手术切除并不非常困难. 但是 位于胃底后

壁的黏膜下肿瘤 尤其当肿瘤临近ECJ时 楔形切除

并不容易完成: 手术一方面要注意保护ECJ 以免引起

术后食管狭窄; 另一方面又要注意避免脾脏 尤其是脾

上极的损伤.

       在早期 我们曾采用胃前壁开窗的方法来楔形切

除胃底后壁的黏膜下肿瘤 [38]. 虽然方法简便 但术中胃

液污染腹腔的情况严重. 另外 由于不能很好显露

ECJ 因此该方法也不适用于切除近ECJ 的胃底后壁

肿瘤. Sekimoto et al [20]采用胃腔内全层胃后壁病灶切除

(intraluminal resection the full thickness of the posterior gastric

wall lesion)的方法来治疗胃底后壁近ECJ 的黏膜下肿

瘤 即: 将带气囊 trocar直接穿刺进入胃腔 并在胃腔

内充气 然后在直视下用Endo GIA完成后壁肿瘤局部

楔形切除. Sekimoto et al 认为: 手术损伤以及腹腔污染均

较胃前壁开窗法小; 而且 由于ECJ一直处于术者的视

野之中 因此损伤引起术后食管狭窄的可能性极小. 但

是 我们认为由于胃短血管未离断 尤其是脾上极与

胃底未完全分离 上述二种方法都存在切除范围受

限 易损伤脾脏的缺陷. 胃腔内过分充气还有引起脾包

膜撕裂之虑[15-18, 20]. 为此 我们设计了新的腹腔镜手术

切除胃底后壁黏膜下肿瘤的方法. 通过这些措施: (1)游离

网膜 进入网膜囊 分离脾胃韧带 将胃底和脾上极完

全分开; (2)游离贲门左侧 显露ECJ; (3)用 Endo GIA切

割胃底等 我们设计的胃腔外胃底切除术完全可以做

到避免腹腔污染 脾脏损伤以及食管狭窄的发生; 同

时 胃切除范围也不受限. 虽然 操作步骤增加; 2例

低度恶性间质瘤的切除范围是否足够 仍需时间和病

例数的检验. 但是 只要通过适当的腹腔镜手术操作技

能的训练 手术并不费事 费时 本组后壁肿瘤手术平

均用时仅(66.2±10.4 min). 而且 由于: (1)胃底切割时
ECJ和脾上极均一直处于术者视野之中; (2)允许更广泛

切除. 因此 手术也更安全 有效.
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摘要

肿瘤相关基因产物及肿瘤标志物的检测用于食管癌的早期

诊断 已显示出可喜前景. 核抗原 Ki67 P53 P21

p27 c-myc蛋白和 Bcl-2 蛋白过量表达 cyclin D1基

因蛋白表达及DNA倍体的定量检测 抑癌基因FHIT缺

失 P16 基因点突变 血清癌胚抗原(CEA) 鳞状上皮

细胞癌相关抗原(SCC) P53抗体的联合检测 微卫星不

稳定性与D3S4513 D5S2501 等标志物 iNOS Cox-

2 蛋白 TSGF 端粒酶 Egr-1 mRNA 和蛋白 脂肪

酸合酶 TGFβ1和TGFβR 维甲酸受体RAR β等在食
管癌的早期诊断中均不同程度的显示出自身的价值 对食

管癌早期诊断的研究有重要作用.
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0   引言

我国食管癌发病率很高 仅次于胃癌[1]. 在我国农村

食管癌是发病率最高的肿瘤[2]. 现已证实食管癌早期发现

手术治疗切除率可达100% 5 a生存率可达90%以上. 但

目前就诊患者多数已达中 晚期 远期疗效尚欠满意[1].

因此 治疗食管癌的关键在于早期发现 早期诊断 早

期治疗. 早期诊断主要依靠健康普查. 目前食管癌的普查

方法主要是食管拉网细胞学检查和复方碘溶液内镜下黏

膜染色检查[3]. 其灵敏度 特异性都不理想 因此人们

十分关心肿瘤标志物的研究和开发 寻找灵敏度高 特

异性强 能早期发现的肿瘤标志物. 近年来国内外学者

对有关食管癌早期诊断的分子生物学标志物作了大量有

益的研究. 有些已应用于临床实践 现将食管癌早期诊

断的分子生物学标志物研究进展综述如下.

1   核抗原Ki67过表达与早期食管癌

Ki67 是在细胞G1中晚期 S 期 M期 G2期出现的

核抗原 其表达程度高低反映了细胞增生状态. 研究表

明 Ki67异常表达与食管癌癌变过程显著相关[4-7]. 靳玉

兰et al [4]用免疫组化染色方法在正常组织中未发现Ki67

的表达; 在轻度不典型增生的细胞中Ki67的阳性表达率

为40.5% 多分布在内基底层和外基底层; 在原位癌细

胞中其阳性表达率已上升到90% 且阳性表达Ki67的

细胞逐渐增多并延伸到上皮的中层及浅层. Ki67在正常

黏膜中的表达与其在不典型增生及原位癌组织中的表

达有显著性差异(P <0.001). 等级相关分析结果显示

Ki67表达程度与组织学分级之间呈正相关. 提示细胞增

生活性的改变在轻度不典型增生阶段就已发生 且增

生活性的改变与癌变过程相关. Ki67表达改变的时相分

布 有可能成为在食管癌癌前人群中确立高危个体和

选择重点化学预防个体的分子生物学标志.

2   基因异常表达与食管癌早期诊断

2.1 抑癌基因 P53的异常表达  P53异常表达与食管癌癌

变过程显著相关 并且与食管上皮的早期癌变有关[4, 8-22].

靳玉兰 et al [4]的研究表明 P53异常表达的阳性率在正

常黏膜 轻度 中度 重度不典型增生及原位癌组织中

分别为4% 39.1% 57.5% 52.9%和67.9% 其中异常

表达程度在中度以上者分别占0 10.1% 24.5% 39.2%

和48.7%. P53在正常黏膜中的表达与其在不典型增生

及原位癌组织中的表达均有显著性差异(P <0.001).

         P53突变可促使上皮细胞增生. P53的突变在食管

癌的癌变过程中起重要作用. P53阳性细胞的分布情况

与增生细胞分布相似: 轻度不典型增生中 P53阳性细

胞多在增生的基底层; 随着不典型增生程度的加重 阳

性表达P53的细胞逐渐增多并延伸到上皮的中层及浅层.

提示基底层细胞可能是食管癌变的最早期位点. P53与

Ki76 的表达间有很强的正相关性(r =0.5432 P <0.

001) 这与 Sasano et al [23] 的报道结果一致. 表明异常

增生的细胞中有P53的突变 并可作为食管癌癌前人

群中筛选高危个体的标志物.

        李姗姗 et al [8]研究提示 在食管癌前病变期特别是

良性增生阶段就存在 P53 的表达 这可能由于损伤诱

导了的细胞内野生型 P53的表达 所以 不能认为所有

表达 P53的细胞都已经恶性转化.

        食管黏膜内P53的沉积不但是食管癌早期诊断的标

志物之一 而且其可以诱发体内 P53抗体的产生. 血清

中 P53 抗体可以通过放射免疫的方法检测到 可作为

食管癌早期诊断的指标[19-21].

2.2 癌基因 P21的过表达 P21是 ras癌基因家族成员一

种共同蛋白质表达产物 在进化上具有高度保守性

有类似G蛋白的作用. 已有研究表明在肺癌[24-28] 前



列腺癌[29]及胃肠道癌[30-36]细胞中存在 P21过量表达. 有

学者[9-10, 37-38] 认为P21在食管癌前病变及癌变组织恶性

程度区分过程中扮演了重要的角色. 赵振林 et al [39]对食

管石蜡切片常规HE染色和免疫组化染色 用S-P法

检测发现 食管肿瘤分化程度越低 P21 表达的阳性

率越高; RAS-P21 在正常组织中无表达 在良性增生

性病变中阳性率为33.33% 在食管癌组织中阳性率为

85% 由此表明 P21 的表达水平反映食管病变的严重

程度. 通过检测RAS-P21 的表达水平 不仅可以了解

食管癌组织的分化程度 指导临床治疗和判断预后

而且 P21 可以作为一种可靠的标志物 对食管癌的早

期诊断具有重要价值.

2.3 细胞周期蛋白cyclin D1的过表达及DNA倍体的定

量检测  左连富 et al [40]应用流式细胞术(FCM)对 952例

样品进行了DNA倍体检测 并对其中100例样品进行

了 P16及原癌基因CCND1蛋白产物cyclin D1蛋白表达

的检测. 其中 cyclin D1 的表达在正常组为阴性 在重

度不典型增生组有59.2%阳性表达 FI =1.21±0.22; 在
食管癌组100%阳性表达 FI =1.84±0.18; 组间差异非常
显著(P <0.001). 对 952例DNA含量及倍体分析发现 在

可疑癌变组和癌变组DI分别为1.24±0.14和1.26± 0.16
异倍体率分别为92.9%(13/14)和 84.2%(16/19) 与正常

组及轻度不典型增生组比较 差异非常显著(P <0.01).

他们认为cyclin D1蛋白及DNA倍体是食管癌早期诊断

的敏感指标.牛韵韵 et al [41] Zuo  et al [42] Shamma et

al [43] 刘丽萍 et al [44] 战雪梅 et al [45] Kohmura et al [46]

的研究也支持上述观点.

2.4 P27的异常表达  P27是一种周期素依赖性蛋白激酶

抑制剂 调控细胞从G1期到S期的转变. Ohashi et al [47]

认为 P27 的表达减少与食管鳞状细胞癌的生物学行为

之间有关 并且很可能在癌变的早期阶段扮演重要角

色. 魏俊飞 et al [48]报道 P27基因表达异常在豫北地区食

管鳞癌发生 发展过程中具有重要意义 并与食管鳞癌

的转移等恶性行为相关 可用免疫组化染色 采用S-

P法检测 作为食管鳞癌早期诊断和判断预后的重要

分子指标.

2.5 c-myc基因的过表达  王成裕 et al [49]研究报告 c-

myc在食管鳞状上皮单纯增生阶段就存在过度表达

c-myc基因的过表达可能作为食管癌癌变的原因之一

而非癌变的结果;  c-myc表达与食管鳞状细胞癌的组织

学分级有关 c-myc基因可能在食管癌组织的分化中具

有一定作用. 李淳 et al [50]的研究支持上述观点.

2.6 凋亡相关基因 Bcl-2的异常表达  刘丽萍 et al [51] 赵

志毅 et al [52] 认为 Bcl-2的异常表达在食管癌发生和发

展中起重要作用.

3   基因突变与食管癌早期诊断

3.1 抑癌基因 FHIT缺失  抑癌基因 FHIT是脆性组氨酸

三联体. 郭惠琴 et al [53]应用内窥镜Lugol s液双重染色

活检技术[54]发现食管癌细胞cDNA中 FHIT基因缺失率

为64.2% 在癌旁细胞中为20%. 食管上皮高度不典型

增生和FHIT基因在食管癌及其癌旁细胞中的缺失分别

是早期食管癌诊断的病理学及分子生物学指标[55-56]

后者也可作为食管癌切除范围的指标之一.

3.2 抑癌基因 P16点突变  P16是 1994年发现的一种抑

癌基因 位于人染色体9P21区域 有3个外显子和2

个内含子. 其外显子编码的 P16可与细胞周期蛋白D竞

争性结合CDK4 抑制Rb蛋白的磷酸化 使其不能释

放延伸因子 导致细胞分裂不能通过G1 S调控点而

被阻滞于G1晚期. P16的任何变化都会使上述环路无限

制的进行 因而诱发癌症发生. 孙海军 et al  [57]采用

PCR-SSCP 分析测序法发现食管癌中 P16 突变位点为

12 125 373 441 突变频率为16% 且突变比率与性

别 年龄以及肿瘤位置 肿瘤分期 组织分化程度及有

无淋巴结转移无相关性. 这对食管癌早期诊断有一定帮

助. 王柏春et al [58] 和Kato et al [59]的研究支持上述观点.

4   早期食管癌的微卫星不稳定性分析

食管鳞癌的发生过程与基因的不稳定性有关 而这种

不稳定性可以在肿瘤转移之前用内镜活检发现[22, 60-62].

Lu et al [60]认为在癌前病变中微卫星不稳定的发生频率

增加 D3S4513 D5S2501 D8S1106 D9S118

D9S910 D13S1493 D13S894 D13S796 D15S655

和D17S1303等10个标志高表达 在低度不典型增生

高度不典型增生和鳞状上皮癌中表达频率分别为

22% 33% 59%. 这 10 个标志可用于食管鳞癌的早

期诊断.

5   食管癌早期诊断的血清学标志物

目前已发现可用于食管癌诊断的血清标志物有癌胚抗

原(CEA) 鳞状上皮细胞癌相关抗原(SCC)和 P53 抗体

等. 用放射免疫的方法检测这些标志物 对于食管癌的

早期诊断和判断术后有无转移 复发有一定的临床意

义[19, 63-65].

6   食管癌早期诊断的其他分子生物学标志物

靳玉兰 et al [66]研究表明 可激发的一氧化氮合酶(iNOS)

可能与食管腺癌的发生有关 而与鳞癌的发生 发展

无关. van der Woude et al [67] Wilson [68]支持其观点.

Matsumoto et al [17] Tanaka et al [69]则认为 iNOS可能与

食管鳞癌的发生有关. 王立峰 et al [70]认为环氧合酶2蛋

白(Cox-2蛋白)表达可能与食管腺癌的发生有关 而与

鳞状细胞癌的发生发展无关. Wilson [68]的研究支持其结

论. Shamma  et al [71] 则报告Cox-2蛋白表达可能与食管鳞

状细胞癌的形成有关. Kase et al [72] 认为Cox-2在食管鳞癌

早期与新血管发生和凋亡程序的启动相关.  彭世云et al [73]

报道 恶性肿瘤相关物质(TSGF)是与恶性肿瘤生长相

关的糖类物质和代谢物的统称 其与肿瘤的生长 转
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移有密切关系 可作为检测恶性肿瘤的基础标志物与

CEA SA Scc-Ag 联合使用应用于食管癌的早期诊

断. 端粒酶[7, 74-79] 生长早期应答基因1(Egr-1)mRNA 和

蛋白[80] 脂肪酸合酶[81] 肿瘤生长因子TGFβ1及其受
体TGFβR [82] 维甲酸受体RARβ [83]都在食管癌的发
生中起重要作用 可望成为检测食管癌发生和早期诊

断的良好指标.

       总之 食管癌的早期诊断是胸外科工作者面临的

重要课题 是降低食管癌死亡率 提高患者生活质量的

关键所在. Ki67 P53 P21 等分子生物学标志的应用

为食管癌的早期诊断开辟了新的途径 具有重要价值.

但是 食管癌发生的机制尚未阐明 食管癌特异性基因

和抗原也尚未发现 以上众标记物的敏感性 特异性

还有待提高; 而且 多数标记物的检测均需内镜活检才

可进行 患者检查痛苦大 费用高. 尚未发现行之有

效的血清学标记物 不适用于普查. 所以 在早期食

管癌的分子生物学标志物这方面 我们还有很多工作

要做 以便更好的服务于患者.
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摘要

Barrett食管与食管癌发生有关 尤其是与食管腺癌密切相

关 而环氧合酶-2(cyclooxygenase-2 COX-2)的过表

达与Barrett 食管及其相关腺癌的发生 发展有关 通过

干预治疗有可能阻断其进一步向恶性肿瘤发展. 非甾体类消

炎药抗肿瘤细胞增生和诱导肿瘤细胞凋亡的作用已引起广

泛关注 其抗肿瘤作用机制可能与抑癌基因失活 改变

某些与增生及凋亡有关基因表达 影响免疫 促进肿瘤

血管生成有关. 本文就COX-2与Barrett食管及其相关腺癌

的研究进展进行综述.
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0   引言

近年来 Barrett 食管及其相关腺癌的早期诊断技术已

有明显提高 其治疗手段亦有多种 但预后仍不容乐

观 面对治疗的诸多困扰 应将研究的重点转移到积

极探索有效化学预防措施上. 1980 年代以来 西方数

项大型流行病学调查发现 长期使用非甾体类消炎药

(non-steroidal anti-inflammatory drugs NSAIDs)治疗的

类风湿性关节炎患者结肠癌的发生率下降40-60%[1]. 此

后一系列调查亦证实长期使用NSAIDs能减少和预防食

管癌 胃癌 结肠癌等胃肠道肿瘤的发生 应用阿司

匹林或其他NSAIDs者每年食管癌发生率约低40%[2]. 并

且近来研究结果更增强了NSAIDs防治食管腺癌的可行

性[3] 对于降低食管腺癌的发病率和死亡率意义重大.

NSAIDs不仅有抗炎 解热 镇痛和抗血小板聚集作用

还有抗肿瘤增生和诱导肿瘤细胞凋亡作用 尤其在家

族性腺瘤病[4]中的良好疗效已得到认可. 此类药物部分通

过抑制环氧合酶-2(cyclooxygenase-2 COX-2)起到抗肿

瘤作用 此作用已逐渐引起研究者的关注 研究范围也

由最初集中于结直肠肿瘤发展到现在对肝癌 胃癌 食

管癌等恶性肿瘤的化学预防作用. 现就COX-2在Barrett

食管及其相关腺癌的表达 在肿瘤发生发展中的作用

机制及特异性COX-2抑制剂的临床应用等方面的研究

进展综述如下:

1   环氧合酶的生物学特性

COX-2又称前列腺素内氧化酶还原酶 是一种双功能

酶 具有环氧合酶和过氧化氢酶活性. COX 是非甾体

类消炎药的靶目标之一 是催化花生四烯酸产生前列

腺素(prostaglandin PG)的关键酶 在人体内主要存

在两种亚型: 结构型COX-1和诱导型COX-2. COX-1基

因定位于9号染色体 长度22 kb 由11个外显子和10

个内含子组成 是静止细胞合成基础 PG 的限速酶.

COX-1呈原生性表达 几乎分布于体内所有正常组织

但炎症时不表达[5] 在保护胃黏膜细胞 扩张肾血管

及控制血小板聚集等方面具有重要作用. COX-2基因定

位于1号染色体 长度为8 kb 含 10个外显子和9个

内含子 是迅速短暂的早期即刻基因 呈诱导性表达

即正常生理状态下 多数组织不表达[5] 而当受到包括

生长因子 细胞因子 炎症递质 各种促癌因素 细菌

内毒素和激素等刺激因素作用时 其表达迅速上调[6].

免疫组化证实 癌细胞 炎症细胞 血管内皮细胞

纤维细胞均明显表达COX-2蛋白 而COX-1蛋白表达

很弱[7]. 事实上 目前有大量研究证实COX-2可能参与

人类多种肿瘤 尤其是消化道癌瘤的发生 发展 并且

COX-2在诸如食管腺癌及其癌前病变Barrett食管炎中

的作用正成为研究热点.

2   COX-2在Barrett 食管及食管腺癌中的表达

2.1 Barrett 食管及食管腺癌  Barrett 食管由慢性酸反流

所致 即正常的鳞状上皮被特定的柱状上皮替代. 食管

癌的两种主要组织类型分别为食管腺癌及食管鳞癌

近年来白种人中腺癌的发生率已超过鳞癌. Barrett食管

的演变过程为: 慢性胃食管反流 鳞状上皮增生 消化

性食管炎和消化性食管溃疡 Barrett 食管 柱状上皮

异型增生 腺癌[8]. 导致异型增生和癌变的关键病理事

件是肠上皮化生 Barrett 上皮是由于慢性损伤造成的

肠上皮化生 被认为是癌前病变 发生腺癌的几率要比

正常情况高30-125倍[9]. 据估计此风险性约为近1/250

人年 而且在某些群体中风险性更高. 风险分级以前是

依靠组织学上对异型增生的发现 近些年来生物学标

记物的研究发展对临床医生帮助很大. 虽然这些生物学

标记物尚未在前瞻试验被证实能够预测癌的发生 但

其与癌的进展有关 其中包括细胞增生的评价

COX-2 的表达 生长因子和癌基因 分泌因子 细

胞周期蛋白 黏附分子 非整倍体及其他基因异常[10].



2.2 COX-2 在Barrett 食管及其相关腺癌中表达增高

Wilson et al [11]发现15/19 Barrett肠上皮化生 2/2 Barrett

异型增生 5/5 Barrett相关食管腺癌中 COX-2 mRNA

水平升高 表明COX-2的过度表达是癌变的重要调节

因素. Kandil et al  [12]观察到相对正常食管黏膜患者COX-

2蛋白在41% Barrett 食管患者中升高 但在有或无不

典型增生中无区别 认为COX-2诱导可能是Barrett食

管发生的早期事件. 另一研究[13]提出 相比正常食管黏

膜 Barre t t 黏膜上皮表达 COX-2 蛋白增加 91%

Barrett 黏膜(无不典型增生)有COX-2表达 出现不典

型增生者 94% 腺癌者 97% 相对低分化肿瘤 高

分化肿瘤COX-2表达显著增高. 可见COX-2表达高低

从Barrett 黏膜到腺癌无明显差别 与分化高的腺癌相

关; COX-2表达增高可以发生在Barrett相关肿瘤发展的

早期. Morris et al [14]用免疫组化方法研究COX-2表达

亦发现高度不典型增生和腺癌组的COX-2表达明显高

于低度不典型增生和良性病变 证实了Barrett 上皮和

腺癌中COX-2的表达增加 且由低度到高度不典型增

生过程中COX-2表达水平渐增.

       Barrett 食管是慢性严重的食管反流的结果 可能

发展至食管腺癌. COX-2参与慢性炎症和上皮细胞增

生 酸暴露和胆盐对COX-2水平有一定影响. Shirvani

et al [15]研究了COX-2与化生或癌变的关系 免疫印迹

显示正常的食管和十二指肠COX-2有微量表达 但在

Barrett 化生 不典型增生和腺癌中显著增加 并受酸

暴露和胆盐的调节. 酸 胆汁所致的过度增生与PGE2释

放有关 酸和胆盐诱导的COX-2 蛋白激酶C (PKC)表达

增加 在Barrett食管相关肿瘤形成中可能有一定作用[16].

3   COX-2 在肿瘤发生 发展过程中的作用机制

COX-2在肿瘤发生 发展过程中起促进作用的机制尚

未完全清楚 其表达增高可能是起源于上皮细胞的恶

性肿瘤发生和发展的共同机制. 有人认为与下列因素有

关: (1)抑制肿瘤细胞凋亡 增加肿瘤血管形成[17] : COX-

2 在多种肿瘤组织中如食管癌 皮肤癌 结肠癌中表

达增高 他可通过激活Bcl-2 或 Akt 活性而阻止癌细

胞凋亡 其代谢产物 PGE 2可促进细胞增生. 此外

COX-2可提高VEGF表达 其代谢产物PGE2 PGI2
TXA2能直接或间接刺激内皮细胞的生长及细胞因子诱

导的肿瘤血管的形成. (2)延长细胞周期 促进细胞突

变 抑制机体免疫功能[18-19]:  COX-2 延长细胞周期

G1 降低细胞蛋白D1 水平 细胞不能进入分裂期而

持续增生 使细胞发生突变而异常 并使异常细胞生

存期延长 更增加了发生二次突变的几率; COX-2高

表达 其催化产物PGE2和组胺增加 通过 cAMP 介

导 抑制自然杀伤细胞(NK) 淋巴因子激活的杀伤细

胞(LAK) 杀伤性T细胞(TCL)的活性 抑制 IL-2 受

体和 IFN-γ受体的表达 使免疫监视功能下降 细胞
杀伤能力降低 导致肿瘤产生. (3)增加肿瘤细胞的侵袭

能力[20]: COX-2促进肿瘤细胞转移的机制除通过促进肿

瘤细胞增生和新生血管形成等间接因素外 还与其直

接上调肿瘤细胞基质金属蛋白酶(MMP)和尿激酶型纤溶

酶原激活物(µ-PA)的表达等表型改变有关. (4)使前致癌
物转变为致癌物: COX-2具有过氧化物酶活性 可使

前致癌剂发生氧化反应 从而导致前致癌剂激活.

4   COX-2抑制剂与Barrett食管及其相关腺癌的化学治疗

Barrett食管相关腺癌最近20 a增长较快. 流行病学和实

验研究证实NSAIDs有预防肿瘤的作用. 由于NSAIDs对

COX-1 亦有抑制作用 长期使用就难以避免胃肠道

肾脏等器官的不良影响 从而限制了作为抗肿瘤药物

的广泛应用. 目前临床大多应用的新型选择性COX-2抑

制剂如Celebrex和Rofecoxib能显著降低不良反应的发

生 使得广泛应用成为可能. 消化道癌的发生与遗传

环境 感染及生活方式等因素有关 这些肿瘤发生的最

终途径有共同的特征. COX-2的上调被认为是转变的共

同阶段. COX-2抑制剂对上皮癌变有预防作用 其能改

变表达COX-2的人食管腺癌细胞的生长速度并诱导凋

亡 此发现为应用选择性COX-2抑制剂预防和治疗食

管腺癌提供了理论依据[21]. Barrett食管相关腺癌的产生

与COX-2表达增加有关. 动物模型中[22]选择性及非选择

性的COX-2 抑制剂抑制炎症 COX-2 的活性及由反

流所致的腺癌的发展 为COX-2抑制剂作为Barrett食

管的化学预防制剂提供了直接证据 但是其对肿瘤体

积并无明显作用.

        预防Barrett 相关食管腺癌的策略集中在用药物或

手术抗反流疗法 或内镜下治疗 从而逆转Barrett 食

管病理状态. 然而 目前上述方法都尚没有确认 而酸

抑制剂联合COX-2抑制剂的化学预防不失为生物学上

可行之策略. 数据表明联合治疗可能是最有效的化学预

防策略 越来越多的研究结果将证实这一点[23].

        非甾体类抗炎药的应用能减少消化道癌变的风险.

Buskens et al [24]对145例由Barrett食管发展至食管腺癌

的手术大体标本应用COX-2特异性单抗免疫组化法进

行分析表明 高COX-2表达的患者容易发生远处转移

和复发 生存率显著下降 5 a生存率分别为35% 72%

经多元分析COX-2表达水平高低是评价预后的独立因

子. 此结果支持COX-2抑制剂用于Barrett 食管相关腺

癌的化学治疗. NS-398使 Barrett 食管上皮细胞增生降

低55% 并能降低COX-2的活性. 外源性PGE2的添加

消除了NS-398的抗增生作用 同样支持COX-2抑制

剂对Barrett 食管的化学预防作用[25]. Barrett 食管中

COX-2 表达高于正常食管和十二指肠3倍(P <0.05)

Barrett 食管经Rofecoxib治疗后COX-2表达降低77%

(P <0.005); Barrett 食管中PGE2含量比正常食管和十二

指肠高 2 倍 Rofecoxib 治疗后降低 59% (P <0.01);

Barrett食管中PCNA表达亦比正常食管和十二指肠高2

倍(P <0.01) Rofecoxib 治疗后降低62. 5%(P <0.01).
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Rofecoxib降低Barrett 食管中COX-2的表达 PGE2释

放及细胞增生 联合制酸治疗 将是化学预防不典型

增生及腺癌十分有前景的策略[26].

        但是要注意 激活COX-2合成前列腺素类物质是

炎症反应的组成部分 COX-2在血管内皮的产物前列

环素有重要的生理作用: 增加受损组织血流 减少白细

胞的黏附 抑制血小板凝聚等. COX-2抑制剂可能增加

急性血管事件的危险 此风险在潜在炎症疾患包括冠

状动脉疾病中会增加[27].

5   COX-2抑制剂的作用机制

由肠化生发展到腺癌 抗凋亡表型占主导 Bcl-xl 表

达升高 Bax 表达下降[28] 在异型增生及癌变组织中

凋亡配体Fas(CD-95)表达下降 此与COX-2的过度表

达下调Fas配基的表达有关. 因此阿司匹林等NSAIDs可

能通过抑制COX-2诱导凋亡发挥对食管腺癌的抑制作

用. 已公布的 3 项流行病学研究结果表明阿司匹林等

NSAIDs对食管腺癌有化学预防作用 调节COX-2表达

能影响参与恶性表型的细胞功能的许多方面 包括保

持凋亡 抑制血管生成 通过PPAR- 降低DNA活性

降低侵袭性 保持细胞黏附功能[9].

        长期应用NSAIDs对食管及胃肠道肿瘤有化学预防

的作用 但其机制尚不明. 免疫组化显示Barrett食管上

皮中有大量的COX-2表达 但不同食管腺癌细胞中其

表达成分显著不同. 吲哚美辛对三种食管腺癌细胞Flo-

1 Bic-1 Seg-1均有诱导凋亡作用 Seg-1中COX-1

和COX-2有一定水平的表达 而Flo-1 中 COX-1和

COX-2几乎不表达. 吲哚美辛上调前凋亡蛋白Bax 后

者的上调伴有线粒体细胞色素 C 向胞质易位 激活

caspase 9. 应用caspase 9抑制剂或caspase抑制剂 能拮

抗吲哚美辛诱导凋亡的作用. 上述研究表明抑制COX-2

是NSAIDs对肿瘤化学预防作用的途径之一 尚有不依

赖COX-2的途径[29] 诸如Ras信号转导的调节[30] NF-

κB激活[31]以及 p53的表达[32]等.
      总之 食管腺癌的发生是一个多因素 多步骤的

协同作用过程 而Barrett 食管的炎症损害则为食管腺

癌的癌前病变. 二者关系密切 COX-2过度表达则是

这一癌变过程中的一种常见形式. 对于COX-2的深入研

究有可能从另一角度揭示肿瘤的发生机制 也可为抗

肿瘤治疗开辟新途径 但是其效果的可信度和安全性

仍需进一步研究.
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摘要

近年来 随着对肝癌临床的深入研究 特别是多种微创

技术的应用 肝癌的疗效取得了令人瞩目的成绩. 腹腔镜肝

切除术为肝癌患者提供了有效的微创手段; 多种肿瘤局部消

融技术及肝动脉栓塞化疗术为中晚期患者提供了治疗机会

及有效的治疗手段 在部分小肝癌患者还能达到根治效果.

因此 微创技术在肝癌的治疗中有广泛的应用前景. 但亦

有很多问题有待进一步解决. 本文就近年来应用微创技术治

疗肝癌的进展及今后努力的方向作一综述.
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0   引言

如何进一步延长肝癌患者生存时间和提高患者生活质

量一直是肝脏外科专家努力追求的目标. 传统的肝切除

术无疑在肝癌的治疗中做出了突出的贡献 并且仍在

发挥主要作用. 但因其创伤过大 晚期肝癌切除率低以

及复发性肝癌再次手术较为困难等缺点 其临床应用

受到较大的限制. 因此 近数十年来 多种微创技术

得到不断应用和改进 由于微创治疗具有创伤小 安

全有效 恢复快 痛苦小等优点 深受广大患者青

睐 而且取得了令人鼓舞的效果. 为肝癌的治疗提供了

新的有效的治疗途径. 本文就近年来应用微创技术治疗

肝癌的进展作一综述.

1   腹腔镜肝切除术

Arii et al [1]回顾分析一组外科方法(肝切除组8 010例)和

非外科方法(瘤内无水乙醇注射组4037 例 肝动脉栓

塞组841例)治疗小肝癌的治疗结果显示: 肝切除组有更

高的生存率 为小肝癌的治疗决策提供了有价值的资

料. Yang et al [2]报道86例巨大肝癌行肝切除的治疗结果.

1 3 5 a 生存率分别为58.2 35.7 17.64

提示即使巨大肝癌 只要患者条件许可 仍应该行手术

治疗. 可见肝切除术仍是达到理想治疗效果的最佳选择.

但传统的切肝术创伤大 免疫功能受到较大的打击

不利于患者术后恢复. 腹腔镜肝切除术(laparoscopic liver

resection)因其微创的特点正好弥补了上述缺点.

       1990年代初即有人成功开展腹腔镜肝脏切除术[3-4].

至今虽仅有十余年时间 却已有很多成功治疗肝脏良

性 恶性肿瘤乃至应用于肝移植方面的报道[3-7] 术式

包括肝脏局灶切除术 肝段切除 肝叶切除 半肝切

除以及左 右三肝切除术[6-10] 达到了较理想的治疗

效果. Biertho et al [11] 总结了近200例腹腔镜肝切除术

的结果 84例肝良性肿瘤 102例肝恶性肿瘤. 转开腹

率7 (13/186) 并发症发生率16. 1 (其中2 例可能为

气栓) 死亡率0. 54 (1/186) 中位住院时间7 d. 认

为腹腔镜肝脏切除术是可行的 可达到与开腹手术相

同的治疗效果. Mala et al [12] 证明腹腔镜肝脏切除术与传

统的开腹肝切除术相比 二组在手术时间 出血量 输

血量及切缘阳性率方面并无差异 而住院时间更短 恢

复更快 疼痛更小. Lesuretel et al [10]通过对腹腔镜与开

腹左肝叶切除的病例对照研究认为: 尽管腹腔镜组在手

术时间及肝门阻断时间较开腹组长 但并未引起不良

临床后果 出血量及并发症发生率较开腹组更低 因此

腹腔镜肝切除术安全可行. 可见腹腔镜肝脏切除术较开

腹有更多的优点 不仅安全可行 患者亦明显受益.

         对于腹腔镜肝切除术的适应证目前比较一致的看法

是: - 段浅表的肝脏占位性病变 尤其是位于左肝

外叶 右肝前段的边缘型肝脏病变[4, 6]. 但由于受肝脏的

解剖生理特点 缺乏有效的适于腹腔镜下肝脏止血的

设备以及个人技术因素等诸多制约 腹腔镜肝切除术

在肝脏外科治疗中的应用缓慢 是难度最大的腹腔镜

治疗技术. 目前尚缺乏大宗的病例报道 尤其是经过严

格设计的随机双盲病例对照研究. 因此 其临床广泛应

用仍虽经过长途跋涉.

2   肿瘤局部消融治疗

近年来 具有微创特点的肿瘤局部消融技术(locoregional

ablative procedure)不断应用于肝癌治疗 不仅适于早

中期的肝癌治疗 晚期肝癌亦可达到较好的减症效果

应用范围较广[13-14]. 其基本原理是利用热能(如射频消

融 微波固化 激光消融) 冷冻(如液态冷冻 氩氦刀)

或蛋白质变性(如瘤内药物注射)破坏肿瘤组织 达到治

疗效果. 目前应用较多的方法有射频消融 微波固化

氩氦刀冷冻治疗 瘤内无水乙醇注射等.

2.1 热消融(hyperthermia ablation)

2.1.1 射频消融  射频消融(radiofrequency ablation)治疗肝



癌是近年国内外开展的新技术 其原理是通过射频在

电极针周围产生离子震荡导致发热 使组织凝固坏死

而达到治疗肿瘤的目的. 其破坏直径可达3.5-5 cm 破

坏呈球形 符合多数肿瘤形态[15] 对肿瘤杀灭较为彻

底. 小于3 cm的肝癌结节其消融率甚至可达90-98 [16].

可使小肝癌的局部治疗达到近乎根治水平. 肿瘤坏死程

度高于瘤内无水乙醇注射[17] 如联合瘤内无水乙醇注

射可进一步扩大坏死范围[18]. 适应证: (1)肝实质深部的肿

瘤 特别是伴有重度肝硬化者 射频仅使病灶破坏而

尽量保存了正常肝组织; (2)巨块型肝癌的减瘤; (3)如肝

癌破裂发生大出血行射频消融治疗 可达到止血与破

坏肿瘤双重效果. 甚至可作为肝移植前的治疗[19].

2.1.2 微波固化

微波固化治疗(microwave coagulation therapy): 肝癌的原

理是肿瘤组织被微波辐射后 肿瘤吸收微波产生高速

振荡 进而转化为热能 使肿瘤组织凝固. 凝固的肿

瘤组织温度可达60 能有效持久地杀灭肿瘤细胞.

Dong et al [20]报道经超声引导微波固化治疗234例患者

共339个癌结节 术后活检证实92.8 治疗后的癌结节

无瘤组织存活 切除的6个病灶有5个完全坏死;  1-5 a

累积生存率分别为92.7% 81.6% 72.8% 66.4%

56.7%. 获得了较理想的治疗效果和生存率. 其适应证同

射频消融.

2.2 冷冻消融  氩氦刀冷冻治疗(Ar-He cryoablation

therapy):是传统冷冻治疗(cryoablation therapy)方法与现代

航天高科技技术相结合的产物 是近年新兴的一种冷

冻治疗新技术. 其基本原理是: 氩氦刀为一有数个能单独

或组合使用的热绝缘中空超导刀 刀头中空 高压氩气

在刀尖形成快速低温(可达-140 ) 将细胞迅速冷冻

成冰球 然后通入氦气迅速回暖 在温度从-40 回

升到-20 的过程中 冰球发生膨胀 使在冷冻过程

中形成的冰球爆裂. 骤冷骤热的过程使细胞内外冰晶形

成 细胞脱水 微血管破裂造成缺氧等联合作用导致靶

区细胞死亡 对肿瘤细胞产生杀灭作用[21-22]. 此外 冷

冻治疗后的免疫反应也可使瘤灶继发缩小. 在冷冻治疗

中 一般有四个关键因素: 最低温度 结冰温度 冷

冻时间 冷冻次数. 而在氩氦刀治疗中 降温速度也

是一个至关重要的因素 在接近超导刀的位置温度迅

速下降至超低温 细胞内外迅速形成冰晶 而后快速

解冻导致包膜破裂及再水化作用引起细胞死亡. 适应证

主要为(1)一般状况差不能耐受手术切除者; (2)主瘤切除

后有子灶或切缘有瘤残存者; (3)复发性肝癌不能再次手

术者; (4)转移性多发小肝癌等. 与传统的冷冻治疗方法相

比 具有可精确控温 准确定位 创伤小 疗效高

等优点. 但有术后出血及较高的复发率. Clavien at al [23]

认为行冷冻消融前实行TACE 可减少术后出血.

2.3 药物消融(drug ablation therapy)  瘤内无水乙醇注射

(percutaneous ethanol injection): 肝癌局部无水乙醇注射

可以使肝癌细胞脱水 凝固坏死. 乙醇弥散至肿瘤周边

血管可破坏血管内皮细胞致血栓形成 血管闭塞 导

致癌细胞死亡. 具有操作简单 安全 经济 对富血

管型的肝癌效果好 注射材料除可用无水乙醇外还

可用乙酸等. 日本多家医院采用瘤内无水乙醇注射治

疗 4 037 例小肝癌 达到了较好疗效 仅次于肝切除

术的效果[1]. 小于 3 cm 的单个肝癌 效果较好 完全

消融率达80 而并发症较小; 随着肿瘤的增大和结节

增多 其效果逐渐变差[16]. 也有作者报道瘤内无水乙醇

注射治疗的患者其生存曲线较手术切除者更好[13].

       这些方法的共同特点是肿瘤局部消融 可有效杀

灭肿瘤组织而对全身影响较小 具有微创 适应证宽

花费少等诸多优点 为不能切除或只能行姑息切除肝

癌治疗增添了新的有效治疗手段[24-25]. 这些方法不仅可

单独应用 并可结合手术或TACE等多种方法使用 可

提高治疗效果并减少并发症的发生[18, 23]. 可经皮 经腹

腔镜或开腹实施[19, 26]. Yokoyama at al [27]报道经皮及腹腔

镜方法行射频治疗及微波固化治疗肝癌32例 术后7 d

30 d行CT复查 仅1 例见残留瘤组织. 在B超 CT MR

引导下可提高定位准确性[20 28] 治疗效果更为满意.

       在肝癌的早期阶段 肝移植 手术切除方法可达

到根治目的 但由于严格的外科切除原则及受供肝短缺

的影响 一定程度上促进了肿瘤消融技术的发展 后者

有微创 有效 重复使用 并发症发生率低 费用低等

优点[16]. 甚至也能达到根治的要求[29] 但目前仍有争议.

3   肝动脉栓塞化疗术(transarterial chemoembolization

TACE)

TACE是不能切除的大肝癌和多发性肝癌治疗的首选方

法. 肝癌结节富含血供 其来源约90 为肝动脉供血

肝动脉栓塞可致癌灶缺血坏死达到治疗目的 栓塞时

配合局部灌注化疗药物可杀伤更多癌细胞. 但由于癌结

节周边由门静脉供血 肿瘤有侧支血供 单纯栓塞治

疗难以达到根治目的. 肝动脉栓塞化疗术用途广泛 不

仅可作为术前术后的治疗措施 也可与任何其他肿瘤消

融方法合并使用[29] 从而提高疗效; 单独应用也能明显

改善患者生存率; 1 2 3 a生存率分别为85 38.6

18.1 多次栓塞较一次栓塞治疗的患者能达到更好

的疗效[30-31].

       总之 一方面 随着腹腔镜技术的发展 腹腔镜

肝脏切除术不断得到应用并取得了令人振奋的结果

极大地丰富了肝切除术治疗肝癌的内容. 另一方面 由

于能手术治疗的患者仅占有限的一部分 肝移植治疗

又受到供体来源的限制 肿瘤局部消融及肝动脉栓塞

化疗术等微创治疗方法在肝癌的现代治疗中越来越广

泛地得到应用 并取得了确切的疗效 在部分小肝癌患

者中可达到根治的效果. 为肝癌的综合治疗模式提供了

极为重要的治疗手段. 如何进一步扩大腹腔镜肝切除术

的应用范围 提高其治疗效果 减少并发症的发生; 以

及在肿瘤局部消融 肝动脉栓塞化疗术等微创技术应
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用上扬长避短 使其治疗作用得到互补 而避免各自

的不良作用是下一步努力的方向.
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摘要

肝纤维化是多种慢性肝病晚期共有的组织学变化 其显著

特征是细胞外基质的增加和成分的改变. 肝纤维化的中心环

节是肝星形细胞在组织炎症坏死区域向肌成纤维细胞转型

的激活过程. 本文综述了近年来关于肝星形细胞和肝纤维化

的相关文献 综述主题包括肝星形细胞的活化过程 分

子生物学机制 凋亡以及以肝星形细胞为靶向的肝纤维化

治疗策略. 肝星形细胞的激活过程包括至少两个阶段: (1)启

动期和(2) 持续期. 以转化生长因子 为例说明肝星形细胞

活化的分子生物学机制 并深入探讨了活化的肝星形细胞

的凋亡途径. 由于肝星形细胞在肝纤维化中的中心作用 故

最近的抗纤维化治疗集中以肝星形细胞为靶向 其治疗策

略包括: (1)直接抑制肝星形细胞活化; (2)抑制肝星形细胞的

增生 纤维生成 收缩和/或炎症前反应; (3)刺激肝星形细

胞的凋亡; (4)通过刺激细胞产生基质蛋白酶类 下调他们

的抑制剂 或直接服用基质蛋白酶以增强瘢痕基质降解. 而

所有有关肝星形细胞激活和凋亡的信号转导途径和调节均

会导致肝纤维化治疗的新发展.
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0   引言

肝纤维化是多种慢性肝病晚期共有的组织学变化 是

多种类型细胞 氧化压力 细胞因子和生长因子等一系

列复杂作用的结果 [ 1 - 2 ] 其显著特征是细胞外基质

(extracellular matrix ECM)的增加和成分的改变[3]. 研究

表明 肝纤维化的中心环节是肝星形细胞(hepatic stel-

late cells HSCs)在组织炎症坏死区域向肌成纤维细胞

(myofibroblast MFB)转型的激活过程. 激活的星形细胞

除能表达各种细胞外基质成分如胶原 蛋白多糖 纤维

连接蛋白 层黏素外 还能表达各种炎症因子 纤维化

因子和生长因子等. 本文仅就肝星形细胞生物学特性和

肝纤维化的关系予以阐述.

1   肝星形细胞的一般特征与功能

肝星形细胞又称 Ito 细胞 维生素A储存细胞 窦周

细胞等 在生理状态下 HSCs 位于肝索与肝窦壁之

间的Disse 间隙内[4] 与内皮细胞相对 细胞呈长圆

形 具有多数带分支的长突起 包绕于肝窦外 突

起与内皮细胞 肝细胞表面相接触 胞内富含维生素

A和甘油三酯的脂质小泡. 在正常肝组织中 HSCs 与

肝细胞(hepatic cell HC)数量之比为1 20 其约占

肝内细胞总数的5-8%[5].

        在正常情况下 HSCs主要有下列功能[6-7]: (1)贮存

脂肪和维生素A的功能; (2)合成蛋白质 尤其是胶原

蛋白 主要有 型 细胞培养表明 HSCs

合成胶原的量是肝细胞的10多倍 是窦状隙内皮细胞

的20 多倍[8]; (3)生成少量金属蛋白酶及其抑制剂; (4)

HSCs 的伪足伸展在肝实质细胞和肝窦内皮细胞之间

对内皮细胞起支撑作用 同时调节肝窦膜大小; (5)HSCs

也是蛋白多糖和糖蛋白的主要分泌细胞. HSCs功能正

常 则胶原代谢处于动态平衡 ECM 就不会大量沉

积 也就不会形成纤维化.

2   肝星形细胞的活化

当肝脏受到物理 化学及生物因素刺激时 通常静止

的储存维生素A的HSCs经过表型转化成为肌成纤维细

胞 称之为 激活 或 转移分化 [ 4 ] 同时拥有

静止和激活状态特征的细胞称为 过渡期细胞 [ 9 ] .

HSCs激活过程包括至少两个阶段: (1)启动期: 此期涉及

初期旁分泌媒介的基因表达和表现型改变 致使细胞

对其他细胞因子和刺激素发生应答. HSCs的初期改变可

能由所有周边细胞类型 包括窦状隙内皮细胞 枯否

细胞 肝细胞 血小板和白细胞等的旁分泌刺激导

致. (2)持续期: 由上述刺激导致持续的激活表型并产生

纤维化. 此期可以进一步分成几个不连续的细胞行为改

变[10] 包括增生 收缩功能 纤维生成 基质降解

化学趋化性 类维生素A消失和白细胞化学吸引性.

2.1 增生  在众多生长因子及其他激活物刺激下 HSCs

发生有丝分裂 其中血小板源生长因子(platelet-de-

rived growth factor PDGF)是确定的最强的促分裂素

在HSCs激活初期PDGF受体对这种促分裂素的反应被

诱导增强. 另外 许多刺激素对HSCs 也有促增生作

用 包括凝血酶 血管内皮细胞生长因子(VEGF)和

成纤维细胞生长因子(FGF)[11].

2.2 收缩功能  虽然HSCs的收缩功能对正常肝血流调节

的作用仍不清楚 但是其收缩功能是肝纤维化时门脉

阻力增加的主要决定因素[12]. HSCs的主要收缩性刺激素
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是ET-1(endothelin-1 ET-1). ET-1受体在静止的和

激活的HSCs 均有表达 但是他们的亚基组成不同

当 HSC s 激活时 由 A 型为主转为 B 型为

主 导致细胞对这种生长因子反应的改变. 枯否细胞产

生前列腺素D2(PGD2) 前列腺素E2(PGE2)和血栓素类

其中 血栓素类促进收缩 而PGE2调节松弛. 局部产生

的血管舒张物质能抵消ET-1的收缩作用. HSCs也能产

生NO NO是ET-1很好的内源性拮抗剂[9].

2.3 ECM生成  活化的HSCs 可分泌 型胶

原 层粘蛋白 纤维连接蛋白 透明质酸等多种ECM

成分. TGF-β1及其受体表达增加 是最强的促胶原生
成因子. 脂质过氧化物是ECM产生的重要刺激物 他

们的作用因HSCs激活时抗氧化能力的丧失而增强[9]. 有

研究发现 连接组织生长因子(connective growth factor

CTGF)是一种TGF-β1刺激因子 也能促进HSCs产生
基质[13].

2.4 ECM降解  在肝内参与ECM降解的主要是基质金

属蛋白酶(matrix metalloproteinases MMPs) 包括明

胶酶(MMP-2 -9) 间质型胶原酶(MMP-1 -8 -

13) 基质溶解素(MMP-3 -7 -10 -11) 膜型

基质金属蛋白酶(MMP-14 -15 -16 -17 -24 -

25)和金属弹性蛋白酶(MMP-12)五类. HSCs 是产生

MMP-2的主要细胞 HSCs的活化也是MMP-2升高的

原因之一 HSCs活化产生MMP-2 后者降解正常内

皮下基质 又促进HSCs 活化 造成恶性循环 促

进肝纤维化的发展. 有 4种MMPs的特异性抑制剂金属

蛋白酶组织抑制剂(tissue inhibitor of metalloproteinases

TIMPs) 激活的HSCs 分泌TIMP-1和 TIMP-2 抑制

MMPs 的功能 从而抑制胶原的降解 促进肝纤维化

的进展[14-15]. 肝纤维化的进程中 MMPs与 TIMPs调控

机制的异常是胶原过多形成的原因[16].

2.5 化学趋化性  HSCs能向细胞因子化学吸引剂移动

是类似其他组织受损时 间充质细胞浸润的一种特征

性行为[17]. 活化的HSCs还释放单核细胞趋化蛋白(MCP-

1) IL-10 等炎症调节因子.

2.6 类维生素A消失  在HSCs激活期 他们失去了特

征性核周类维生素A(VitA)小滴而获得更多的肌成纤维

细胞的表型. 然而 目前仍不清楚是否VitA 的丧失是

HSCs 激活所必需的 以及是否VitA 能加速或抑制

HSCs的激活.

2.7 白细胞化学吸引性和细胞因子的释放  细胞因子数

量的升高和/或活性的增强对HSCs激活的持续很重要.

HSCs基质产量和收缩性受TGF-β和ET-1自分泌的直
接影响. HSCs能通过单核和多核白细胞的浸润进一步增

强炎症反应.

3   HSCs活化的分子生物学机制

3.1 HSCs活化的相关受体  细胞因子如TGF-β TGF-
α 胰岛素样生长因子(insulin-like growth factor

IGF) 肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis factor-α
TNF-α) PDGF EGF FGF ET-1 IL-6 IL-
1等与相应的特异性受体结合后可以激活HSCs. HSCs

表面受体在肝纤维化的发生与发展中具有重要作用.

HSCs受体至少可分为3类: (1)整合素是由 α β2个亚
单位组成的异二聚体. 已知 α链有16种 β链有8种
由此组成多种 α-β组合. 不同组合以不同的ECM成分
为配基 体现不同的功能.  有人发现 静止状态的

HSCs 除表达较多的 α1亚单位外 其余亚单位少量表
达或不表达. 而在激活的HSCs可表达α1β1 α2β1 α
β1 α6β4等整合素类. α1β1为 型胶原 型胶原和

层粘蛋白的受体 α2β1为胶原的受体 但也可与其他
ECM 如纤维连接蛋白和层粘蛋白结合[18]. 配体与整合

素受体结合 可促进HSCs 的激活 引起细胞内发生

一系列变化 进而作用于核内转录因子 启动其基因转

录. (2)血管活性物质受体: 包括血管收缩物质受体 如

ET 血管紧张素 (ang io t ens in  ) 血管加压素

(vasopressin); 血管舒张物质受体 如心房利尿钠肽

(atrial natriuretic peptide)等. 内皮素受体(ETR)为G蛋白

偶联受体 可分为ETA受体(ETAR)和ETB受体(ETBR).

正常时HSCs 具有ETAR ETBR 但以ETAR为主

激活的HSCs主要表达ETBR[19]. ET1经旁分泌和自分泌

途径作用于激活的HSCs的ETBR和ETAR 导致细胞

内钙释放和细胞外钙经二氢吡啶非敏感性钙通道进入

细胞内 引起钙的增加 因而发生细胞收缩和增生.

血管紧张素 受体亦属于G蛋白偶联受体 可分为Ang

1型受体(AT1R)和Ang 2型受体(AT2R). Ang 作用于

AT1R 可迅速引起细胞内钙增加 细胞收缩 刺激

细胞增生 而Ang 对静止的HSCs 无收缩或增生作

用[20]. 受体结合试验表明 人HSCs存在血管加压素型

受体(VIR) 刺激此受体 可引起细胞内钙增加 细

胞收缩和增生. Gorbig et al [21]证明人静止和激活的HSCs

均有心房利尿钠肽受体(AVPR)的存在. AVP与之作用

后 可导致剂量依赖性HSCs内环鸟苷酸浓度的增高

减弱ET 引起的细胞内钙增加和细胞收缩 从而参加

肝窦血流的调节. (3)酪氨酸激酶和丝-苏氨酸激酶类受

体: 该类受体只在HSCs激活过程中表达 其配体主要

为生长因子 包括TGF-β PDGF等. 静止状态的HSCs
不表达TGF-β受体 经体外培养后活化的HSCs 表达
TGF-β受体 并发挥功能. TGF-β受体分9种 其中
受体 型 型和 型受体与TGF-β具有高亲和力.
型受体属跨膜丝氨酸-苏氨酸激酶受体家族 直

接参与TGF-β1的信号转导 TGF-β1与HSCs 上 型
受体结合后作用于转录因子 增强前胶原α1( )基因转
录 促进ECM合成并抑制其降解; 型受体参与TGF-

β1对HSCs增生的抑制作用[22]. 型为蛋白多糖 其作
用可能与TGF-β1转运 贮存有关. PDGF受体有 α和
β亚单位 属于酪氨酸激酶受体. PDGF与HSCs相应受
体结合后 可激活羟基端酪氨酸激酶和3-磷酸肌醇 促
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进HSCs 增生与移行 并诱导HSCs 合成TGF-β等细
胞因子.

3.2 HSCs 的细胞内信号转导  各种细胞因子及ECM成

分 过氧化产物等与相应HSCs 膜受体结合后 激活

一系列细胞内信号传递结构和分子 最终导致基因表

达的变化. 下面将主要讨论TGF-β的信号传导通路.
         TGF-β是目前已知最强力的促肝纤维化的细胞因
子[23]. 多年来 对TGF-β在细胞内的Smad信号转导通
路研究的比较透彻[22, 24-25] . TGF-β在所有类型的细胞中
均以无活性形式合成与分泌 活化后才能与受体结合

并表现出生物学活性. 活化前的TGF-β包括TGF-β同
源二聚体 潜态相关性多肽(latency-associated protein

LAP)与潜态TGF-β结合蛋白(latent TGF-β binding
protein LTBPs) [22]. 研究证实 TGF-β的作用最终是
通过与细胞表面的受体结合 诱导受体活化 并通过胞

内与活化受体级联的信号传导分子的激活而起作用. 目

前研究表明 TGF-β通过与其效应细胞表面的TβR
和 型受体形成的异源二聚体结合 相继激活TβR
磷酸化激酶使TβR 磷酸化 而激活TβR [26] . 当TβR
激活后 下游分子Smad2和 Smad3与TβR 发生短
暂结合而直接发生磷酸化 而Smad4则被活化的TβR
间接激活. 激活的Smad2 Smad3和 Smad4聚集成共

同复合体或形成数个异源二聚体复合物. 其中Smad4是

最关键和共同的信号传导分子 所有的其他分子均通

过与其结合后 才能转入核内诱导靶基因转录[22, 27-29].

        Smad2/3-Smad4调节转录的作用方式有以下3种: (1)

直接与DNA结合; (2)与其他转录因子协同作用以调节转

录 Smads 蛋白可与多种转录因子如 fos/jun TFE3

ATF2 PEBP2/CBF 等相互作用 这种相互作用的最

终效应可能决定基因表达的特异性; (3)与转录复合活化

物(coactivator)或复合抑制物(corepressor)结合 以激活

或抑制转录[30]. Smads直接与DNA结合的亲和力及特异

性均较低 因而主要通过后两种方式调节转录.

4   肝星形细胞的凋亡

肝受到损伤后 表现为HSCs 的激活和增生 当肝损

伤得到恢复 数目巨大的激活增生的HSCs 则可能发

生如下两种结果: (1)激活的HSCs回复至静止状态; (2)细

胞通过凋亡机制死亡[31]. 近年研究发现 活化的HSCs

主要通过凋亡方式减少 且有多种途径影响其凋亡.

        Saile et al [32]报道 培养的HSCs在 2 d时不发生凋

亡; 4 d时凋亡率为8 5%; 7 d后则为18 8%. 而胆

道结扎术后21 d HSCs的自发凋亡率为1-3%[33]. 体内

研究表明 肝组织急性损伤阶段 HSCs出现激活 增

生而无凋亡现象; 恢复阶段的HSCs 的凋亡与组织中

HSCs 总量的减少相平行[32, 34]. 由此显示 自发凋亡可

能是机体清除过多活化HSCs的主要机制. 目前了解的

介导激活HSCs 凋亡的受体有Fas p75 PBR和整合

素受体. Fas/Apo-1/CD95 是一重要的凋亡递质 诱导

表达Fas的细胞对Fas-1发生反应性凋亡. Saile et al [32]

发现HSCs 在培养期间 FasL 表达水平上升 并与自

身Fas 结合成为凋亡激动和起始因子 这可能是诱导

自发凋亡的基本途径. p75是低亲和性的神经生长因子

(NGF)的典型受体. Trim et al [35]发现在静止状态的培养大

鼠HSCs不表达p75 培养7 d(活化)和14 d (高度活化)则

能检测到p75的表达 且数量呈进行性增加. 100 ng/mL

NGF作用24 h使激活的HSCs凋亡数量比仅用单纯血清

培养的自然凋亡数高1.5倍. Fisher et al [36]研究了一种

PBR(peripheral benzodiazepine receptor)/PBR-L介导的新

的凋亡机制 他涉及到培养的HSCs 激活过程中 外

周苯二氮卓类受体(PBR)时间依赖性的表达. 整合素也可

以通过细胞凋亡而影响细胞的生存. 整合素介导的HSCs

和细胞外基质之间的相互作用被破坏诱导HSCs 凋亡.

Kato et al [37]发现纤维连接蛋白抑制整合素介导细胞黏附

到 ECM 能抑制原代HSCs 的表型改变及使激活的

HSCs恢复到静止的表型. 此外 还有许多细胞因子参

与HSCs凋亡. Saile et al [38]实验显示 TGF-β与静止的
大鼠HSCs共育 可使凋亡率提高2.5倍 但能使活化的

HSCs的FasL表达显著下调 自发凋亡率降低53 8%

(P 0.01). TGF-β作用后 Fas激动性抗体诱导的HSCs
凋亡率也由96 2%降至51.2 6.7% (P <0.01). TNF-α
可使活化大鼠HSCs自发凋亡率降低28 2% (P <0.05)

并使 Fas 激动抗体诱导的HSCs 凋亡率由96 2%降

至58 2% (P <0.01). 在HSCs活化过程中 NF-κB的
DNA 结合活性及转录活性增高 可阻止细胞凋亡.

Wright et al [39]研究表明 高选择性NF-κB抑制剂支霉
黏素可显著减少活化的HSCs 数量 降低肝纤维化大

鼠肝内纤维间隔的平均宽度.

5   肝纤维化的治疗

由于HSCs 在肝纤维化中的中心作用 故最近的抗纤

维化治疗集中以HSCs为靶向 其治疗策略包括[17, 40-44]:

(1)直接抑制HSCs活化; (2)抑制HSCs的增生 纤维生

成 收缩和 /或炎症前反应; (3)刺激HSCs的凋亡; (4)通

过刺激细胞产生基质蛋白酶类 下调他们的抑制剂 或

直接服用基质蛋白酶以增强瘢痕基质降解.

5.1 HSCs的活化抑制剂  由于HSCs在纤维生成中的中

心作用 所以抑制HSCs活化成为一种独特的方法. 最

实用的途径是降低氧化压力 其被认为是HSCs活化的

刺激剂 特别在酒精性肝病 C型肝炎和铁超载性肝

病. 在体实验表明 使用抗氧化剂能减少C型肝炎患者

的HSCs 激活 并且抑制实验性铁超载的纤维生成.

        IFN-γ是培养的和肝纤维化动物模型中主要的HSCs
激活的下调剂. 由于其下调纤维生成的活性 所以在肺

纤维化[45]和抗病毒失败的HCV感染的晚期肝纤维化患

者中进行控制性实验.

        PPARs (peroxisome proliferator activator receptors)是重要

的肝脏代谢功能调节分子 其功能改变与一些肝疾病



有相关性[46]. PPARs有 3种异构体PPARα PPARβ和
PPARγ. 在人的HSCs的细胞体外研究中证实静止状态人
类HSCs表达PPARγ 而活化状态的HSCs表达明显减
少[47]. 因此 PPARγ可能在维持HSCs作为静止状态的
表型上具有重要作用 PPARγ表达减少与HSCs激活密
切相关. PPARγ能有效阻止PDGF对HSCs的激活增生作
用[48]. PPARγ激动剂15-dPGJ2和 BRL49653能使下调
HSCs的激活[47, 49].

        激活的HSCs产生Leptin 后者不仅能影响脂质代

谢 而且还直接影响损伤愈合[50]. 据报道 Leptin 缺

陷的动物肝损伤和肝纤维化程度较轻[51-52].

5.2 抑制HSCs 的增生 纤维生成 收缩功能或炎症

前反应  活化的HSCs的下游反应主要受PDGF和ET等

细胞因子控制. 这些促增生的细胞因子如PDGF 配体

的拮抗剂以及他们的受体都是潜在的治疗策略靶向. 目

前TGF-β1 拮抗剂正受到普遍关注 因为这种重要的
细胞因子在抑制基质产生和加速基质降解两方面均有

作用. 日本学者经门静脉注入截短型的TGF-β1受体以
阻断其信号传导 结果发现DMN大鼠肝脏羟脯氨酸含

量降低 肝组织学上纤维化减轻[53]. 据实验研究PDGF受

体酪氨酸激酶抑制剂ST1571[54] SU-5874[55]和AG1259[56]

可抑制HSCs趋化和增生. 近年来有发现AT1R拮抗剂

Candesartan[57]对HSCs的激活和转化有抑制作用. ET-1

是HSCs媒介的伤口收缩和血流调节的重要因子. 实验

证明在肝脏损伤过程中ET-1在局部增多[59]和受体表达

上调[19] 从而HSCs收缩增强并导致肝窦收缩增强和肝

内血流阻力增高 加重肝纤维化的进展. 混合的ETA

和ETB受体拮抗剂在实验性肝纤维化中有抗纤维生成

活性和减少HSCs活化的作用. 运输至受损肝区的NO与

ET-1抑制剂的作用相同[58-61]. Fiorucci et al [62]实验证明

能选择性地在活体肝脏释放NO的化合物NCX-1 000可

以调节HSCs 的收缩性 降低肝脏的门静脉压力.

5.3 刺激HSCs凋亡  通过促进HSCs凋亡从受损肝区移

走活化的HSCs是另一种治疗的潜在方向. 活化的HSCs

的凋亡在不同的实验纤维化模型自行恢复过程中起重

要作用(如应用CCl4和胆管结扎所致的纤维化模型)[31].

相反 凋亡抵抗和随之而来的活化的HSCs生存期延长

会导致肝纤维化不断进展. 在动物实验中观察到曲霉菌

素能选择性促进HSCs凋亡 使纤维化程度减轻[39]. 另

外 TIMP-1表达和凋亡抵抗有明显关系 肝内TIMP

活性下降有促进基质降解和HSCs凋亡的双重作用.

5.4 增强瘢痕基质降解  这种治疗非常重要 因为在人

类肝病中抗纤维化治疗除防止形成新瘢痕沉积之外

也需要促进已存在的基质的吸收. HSCs和周围ECM相

互作用的药理学调节能限制肝纤维化. TGF-β拮抗剂通
过下调TIMPs和增强间质胶原酶的纯活性刺激基质降

解. 在鼠肝硬化模型中 单独静脉投给尿激酶型纤维蛋

白溶解原活化剂 可导致纤维化逆转及随后的肝细胞

再生和肝功能改善.

        总之 HSCs的活化是肝纤维化形成的关键 HSCs

活化后合成的大量ECM 是肝纤维化形成的最直接原

因 所有有关HSCs研究的最终目的是寻找治疗肝纤维

化的有效疗法. 尽管目前对HSCs的研究已取得实质性

进展 但仍有许多问题尚未解答或有待进一步阐明

如(1)肝纤维化的分子调节机制; (2)肝纤维化的基因治疗;

(3)不同类型肝病的肝纤维化的具体发病机制; (4)肝纤维

化逆转的控制因素; (5)特异性释放药物到达活化的HSCs

的载体; (6)加速进行一些制剂的有效性和安全性的临床

实验评估. 各国科学家从肝纤维化发生 发展的不同环

节入手研制抗纤维化药物 已相继找到不少有治疗前景

的药物. 最有前景的治疗药物包括抗氧化剂 细胞因子

调节剂和血管收缩剂 中草药在抗肝纤维化治疗中具有

一定优势 多种复方及单药 单体的研究证明可有效抑

制HSCs活化 增生 ECM合成 促进胶原分解. 未来

还要加强这方面的努力 以期最终攻克肝纤维化.
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摘要

肝脏是药物代谢解毒器官 药物介入肝功能试验包括肝细

胞微粒体 线粒体和细胞质功能试验三类. 14C-氨基比林在

肝细胞微粒体代谢 14C-氨基比林呼气试验(ABT)定量反

映肝细胞功能 ABT值与肝组织学损害严重程度和病情严

重程度密切相关. 肝炎 肝硬化 酒精性肝病 脂肪肝和

肝癌时ABT值降低 原发性胆汁性肝硬化早期ABT值正常.

ABT可及早发现肝移植术后排异反应 可作为肝动脉栓塞

化疗术 门腔分流术及药物治疗效果随访手段. ABT是门脉

性肝硬化 酒精性肝病 肝移植术的预后因子.14C-氨基比

林呼气试验安全 价廉 方便 非侵入 有望临床常规使用.
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0   引言

肝脏代谢药物的能力可作为肝功能指标. 14C-氨基比林

在肝细胞微粒体内代谢 其代谢过程反映肝细胞微粒

体功能. 1975 年便有人用口服 14C-氨基比林法 测定

呼出气 14CO2 获得肝病患者的药物定量肝代谢功能

诊断肝脏疾病 随访疗效 估计预后[1]. 但目前临床上仍

未普遍开展 14C-氨基比林呼气试验(ABT).

      同时 肝脏疾病是危害人类健康的重要疾病群

全世界约有3.5 亿人呈乙肝病毒持续感染状态 美国

2000年死于肝硬化和肝癌者达26 552人 居死因的第

12位[2].

        因此 本文以ABT或aminopyrine breath test为关键

词 从PubMed和OVID数据库收集筛选文献 借助四

川大学图书馆医学馆刊物 综述ABT的临床研究成果

和存在的问题.

1   原理和方法

1.1 药物定量肝功能试验  不同药物有不同代谢途径

反映不同方面的肝细胞功能 现有的药物定量肝功能

试验可分为三类.

1.1.1 肝细胞微粒体功能  (1)非选择性细胞色素P450功

能试验: 氨基比林呼气试验 安替比林呼吸试验 三

甲双酮试验. (2)选择性细胞色素P450功能试验: 氯唑沙

宗呼吸试验 非那西丁呼吸试验 乙酰胺甲氧基苯呼

吸试验 咖啡因呼吸试验 安定呼吸试验 红霉素

呼吸试验 利多卡因呼吸试验 咪唑安定呼吸试验.

1.1.2 肝细胞质功能  半乳糖呼吸试验和苯丙氨酸呼吸

试验. 代谢发生在细胞质 因而反映细胞质功能.

1.1.3 肝细胞线粒体功能  α-酮异戊酸呼吸试验和蛋氨
酸呼吸试验. 常用于评价酒精导致的肝细胞线粒体损害.

1.2 ABT

1.2.1 氨基比林代谢  氨基比林体内过程和代谢已较清

楚. 口服氨基比林后 血药峰时1.5 h 生物半衰期2-

3 h 血浆蛋白结合率15%. 氨基比林主要在肝细胞微粒

体代谢 经细胞色素P450同功酶系 特别是UT-2 UT-

4 PB-4和MC-5代谢 原形排除很少[3]. 14C标记在氨

基比林的氨甲基上 14C- 氨基比林和氨基比林的化学

性质 生物学行为完全相同. 主要代谢途径: (1) N-去甲

基化形成4- 甲氨基安替比林 4- 氨基安替比林和甲

醛. 甲醛又进一步氧化为重碳酸盐 其中30%的重碳

酸盐以 14CO2形式呼出 其余储存于体内. (2)酰化形成

4-乙酰氨基安替比林和4-甲酰氨基安替比林. N-去甲

基化是氨基比林代谢的限速步骤[4].

        一般认为 4-甲氨基安替比林MAA是微粒体产生

的主要代谢物[3]. 但也有证据表明口服氨基比林后24 h

尿中4-乙酰氨基安替比林含量最高[5].

1.2.2 ABT方法  (1)口服 14C-氨基比林(0.5-2 µCi)后
30-120 min某时点令受试者向液闪瓶内(海胺2 mL 乙

醇2 mL)吹气. 当 2 mmoL的CO2与海胺完全反应pH小

于9时 指示剂百里酚酞(thymolphthalein)由蓝色变为无

色. (2)测定出每mmoL CO2中 14CO2的放射性计数. (3)由

每小时每公斤体重平均产生9 mmoL内源性CO2 计算

出累计2 h (或其他时段)呼出气的放射性计数. (4)求出累

计2 h (或其他时段)呼出气放射性计数占给予量的百分

比[1]. 百分比法是目前最常用的计算方法 ABT值正常

范围界于5-10%间 各实验室应建立自己的正常值.

2   临床应用

2.1 慢性肝炎  ABT值降低是由于慢性肝炎时肝细胞损

害 肝纤维化. 肝组织病损越重 ABT 值越低. 慢性

肝炎患者ABT值与肝组织炎症 纤维化分级和Child-

Pugh评分明显相关[6]. 慢性活动性肝炎较慢性迁延性肝

炎ABT值降低更明显.

2.2 门脉性肝硬化



2.2.1 ABT与肝硬化严重程度  大量报道肝硬化患者ABT

值明显低于正常人. 肝组织纤维化评分与ABT值呈负相

关[7].

         肝硬化的确诊和组织学损害严重程度的判断以肝活

检为金标准 该法患者不易接受. 肝功能损害严重程度

常用Child-Pugh 评分表示 临床医师又以有无腹水

肝性脑病 门脉高压将肝硬化分为代偿期和非代偿期.

寻找一种能诊断肝硬化 与肝硬化组织学损害程度平

行 与Child-Pugh 评分呈正相关 代偿期和非代偿

期有较大差异的无创性检查是临床医生的愿望. 门脉性

肝硬化患者肝细胞数量减少 ABT值下降 较好地满足

了这一需求. 如果ABT与传统肝生化检查 超声检查相

结合 能更好地达到这一目的.

2.2.2 疗效评价  ABT反映术后肝功能变化比其他方法灵

敏. Horsmans et al [8]报道 门腔静脉分流术后6-12 mo

ABT值明显下降 12-24 mo 间保持稳定. 而同期凝血

酶原时间 血清白蛋白 胆红素无明显改变.

         ABT可评价肝硬化经颈静脉肝内门体支架分流术疗

效[9]. 如术后门静脉压力下降 ABT值没有明显变化

说明疗效好 未损害肝功能.

2.2.3 预后评价  理想的预后分析模型是仅用几个主要因

素正确判断患者预后 并能通过观察这几个因素的变

化 研究某种处理方案的有效性. ABT反映肝硬化患者

肝细胞残留数量 是独立的预后因素 是预后分析模型

的理想指标[10].

        定期测定ABT对评价预后具有重要意义. 进展期肝

硬化患者ABT值进行性下降 到死前1a ABT下降更

明显[10]. 建议每4-6 mo测定1次.

       ABT值也用于评价门腔静脉分流术预后 术后生

存1 a以上者术前ABT值明显高于1 a以下者[8].

2.3 慢性肝炎和肝硬化的鉴别诊断  慢性肝炎是否有肝

硬化是临床医生面临的难题 只有肝活检才能明确诊

断. ABT可无创性提示慢性肝炎和肝硬化. 通常ABT值

轻度降低时慢性肝炎可能性大 明显降低时肝硬化可

能性较大.

        文献显示 持续丙型肝炎病毒感染者 ABT值在肝

组织学正常 炎变 硬化三组间有较大差距(P <0.0 005)[7].

2.4 酒精性肝病  酒精使肝细胞线粒体损害. 长期饮酒使

肝细胞脂肪变性 继之酒精性肝炎 肝细胞坏死 纤维

化 肝硬化 重者出现肝功能衰竭.

2.4.1 酒精代谢过程  饮入酒精主要在小肠吸收 经肝

细胞质内乙醇脱氢酶作用生成乙醛 再经胞质乙醛脱

氢酶1和线粒体乙醛脱氢酶2作用生成乙酸 最终生成

CO2和H2O[11]. 一般认为乙醛脱氢酶2是限速酶 但也

有人认为乙醇代谢率决定于肝功能 而不是乙醇脱氢

酶和乙醛脱氢酶.

2.4.2 ABT用于诊断  长期饮酒无肝硬化者ABT值增

加 有酒精性肝硬化时ABT值降低[12] 但血清酶学指

标和血浆蛋白不能鉴别饮酒者有无肝硬化.

2.4.3 评价病损程度  ABT值与酒精性肝病组织学损害

严重程度平行[13].

2.4.4 评价预后  ABT值是预后因素 ABT值越高 预

后越好. ABT值小于1% 1-2% 大于2%三组的4 a

生存率分别是17% 35% 68%. 酒精性肝硬化ABT值

大于2%者1 a死亡率仅11% 小于2%者达53.5%[14].

2.4.5 评价疗效  戒酒改善肝功能可用ABT评价. 酒精性

代偿性肝硬化者戒酒1 wk后 ABT值明显增加[13]. 戒酒

数年后ABT值增加0.14%[15].

         ABT可用于评价肝药物代谢能力. 苯巴比妥能诱导

正常人氨基比林代谢 不能使酒精性肝硬化ABT值回

升 因肝脏已耗尽对氨基比林的代谢储备能力.

       双硫仑戒酒是因其抑制乙醛脱氢酶活性 使血中

乙醛增多. 乙醛导致正常人恶心 外周血管阻力下降使

血压下降 心输出量增加出现心悸和面色潮红. 但服用

双硫仑后的症状个体差异很大 且通常不能使酒精性

肝病患者出现上述症状 误导用药. 乙醛增多使ABT值

增高且二者相关性好 双硫仑治疗中 ABT值和血浆乙

醛浓度呈正相关. 由于ABT简便 间接反映血浆乙醛浓

度 可用于指示双硫仑已用量 监测和预防双硫仑-乙

醛中毒.

2.5 原发性胆汁性肝硬化  原发性胆汁性肝硬化是原因

不明的肝内胆道疾病. 胆汁郁积不影响氨基比林代谢

ABT用于诊断胆汁淤积性疾病作用有限. 原发性胆汁性

肝硬化早期ABT正常 后期肝细胞衰竭时ABT值明显

降低.

        ABT可用于鉴别胆汁淤积和肝细胞疾病. 高胆红素

血症时 如果ABT值降低 则说明是肝细胞疾病 如

果ABT正常则可能是胆汁淤积性肝病. ABT不是原发性

胆汁性肝硬化的预后指标[16].

2.6 脂肪肝  包括非酒精性脂肪肝炎(steatohepatitis)和非

酒精性脂肪肝病(NASH). 肥胖 糖尿病 高甘油三脂

血症等是脂肪肝的危险因素 [ 17 ] .  脂肪肝肝功能可用

ABT 血清胆红素 白蛋白 凝血酶原时间评价.

        由于细胞色素P450酶系活性降低 脂肪肝 14CO2排

出速度减慢 14CO2排除率较正常人低[1].

2.7 原发性肝癌  原发性肝细胞癌术前一般是依据CT进

行分期 再结合体征和症状进行综合考虑是否手术. 术

前决策时有一部分患者处于 灰色区域 手术的风险是

术后肝功能衰竭 此时用ABT可以帮助决定是否手术.

        ABT可用于评价肝动脉栓塞化疗术(TACE)安全性

Bianco et al [18]观察到15例肝硬化合并肝癌患者TACE术

前和术后1 d 7  d 的 ABT 值无明显改变 因此认为

TACE安全.

        ABT反映肝细胞药物代谢能力 一般认为TACE术

后需待ABT正常才能行肝部分切除术.

2.8 肝移植

2.8.1 排异反应  肝移植术后无排异反应时 ABT值进

行性增加; 发生排异反应时 ABT值降低[19].
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ABT诊断排异反应比其他指标灵敏 推荐术后连续检

测ABT值[20]. 转氨酶 胆红素 凝血酶原时间 胆汁

排出和体温变化无明显规律. 排异反应者用甲基强的松

龙治疗好转后ABT值恢复正常. 因此ABT可用于监测排

异反应的疗效.

2.8.2 预后  研究表明 ABT预测移植术预后与腹水和

Child-Puff 评分相当甚至更好[21-22].

3   ABT的影响因素

慢性肝病患者的近期用药情况 并发症有无 一般情

况和基础代谢水平等因素影响ABT 解释结果时应注

意如下因素.

3.1 近期用药  许多药物和环境因素干扰ABT. 如苯巴比

妥 导眠能 苯妥英 类固醇 螺内酯 双硫仑

诱导氨基比林去甲基化 使ABT值增加. 相反 甲氰咪

胍 别嘌呤醇 阿苯达唑 细胞增生抑制药 干扰素

流行性感冒接种 接触杀虫剂 外源性雌性激素抑制氨

基比林去甲基化 使ABT 值降低[23].

3.2 基础代谢率  ABT受基础代谢率的影响较大. 14C-氨

基比林的终末代谢产物 14CO2将溶入机体CO2中央池

因此机体实际内源性CO2产量影响ABT的结果. 例如强

体力活动 发热 甲亢 进餐使ABT值增加 睡眠不

足 甲低 低温使ABT 值降低.

3.3 并发症  肝硬化并发充血性心力衰竭和慢性肾功能

不全时 ABT 值降低.

3.4 生活习惯  吸烟使ABT值增加. 酒精抑制氨基比林

去甲基化 饮酒后ABT值降低[24].作ABT前应当告诉患

者禁烟酒.

3.5 年龄和性别  成人随年龄增长ABT值逐渐降低 性

别间ABT无差异. 婴儿ABT值与年龄呈正相关 且男婴

ABT明显高于女婴.建议各实验室应建立不同年龄段儿

童ABT正常值.

3.6 营养状况  慢性肝病伴营养不良者很常见 其与

ABT的关系尚不清楚. 有人认为营养不良 特别是蛋白

质摄入不足可使安替比林 茶碱清除率减低 但目前文

献数量有限[25-26].

       另外 胃肠功能也影响口服给药法ABT值.

4   安全性

ABT安全 同一个受试者可以重复检查. 有报道长期服

用氨基比林可导致1/40 000患者粒细胞缺乏. ABT口服

的氨基比林仅有5 10-6-1 10-5 mmoL 未见引起

粒细胞缺乏的报道.一次ABT 每个受试者仅接受0.5-

2.5 mrem照射 低于1次胸透辐照量[15].

        肝脏疾病肝细胞损害时ABT值降低 ABT值与病

情严重程度 肝脏组织学损害程度密切相关. ABT可用

于随访疗效和评价预后. ABT简便 无创 廉价 安全

有望成为临床常规项目.

       目前ABT临床应用不普遍的原因可能与如下因素

有关: (1)支持依据研究数量不足: 作为诊断性试验 缺

乏前瞻性具有活检资料的大样本多中心研究结果; 作为

评价药物 手术 戒酒后的疗效指标研究例数太少 并

缺乏与常规生化指标评价疗效时的对比研究和相关性

研究; 作为预后因素 应有依据支持ABT是各种预后因

素中的最佳因素之一 能准确估计预后 并能反映病毒

性或酒精性肝病的病理生理和病损程度. (2)技术因素:  必

须使用液闪仪; 受检者需等待30 min-2 h.

       我们面临如下问题: 药物定量肝功能试验种类多

应选择哪一种进行深入研究  ABT能否作为肝穿刺活

检前的筛选试验 ABT能否鉴别诊断肝硬化代偿期和

失代偿期 ABT可引用的近期研究文献较少 我们应

进一步丰富ABT用于各种肝病诊断 疗效随访 预后

价值的研究 为meta分析提供材料.
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摘要

随着蛋白质组学概念的提出及其技术的不断发展 人们可

以从细胞蛋白整体水平研究肿瘤的发病机制 寻找肿瘤诊

断和预后的特异性标志. 蛋白质组学表达模式研究的技术包

括用于蛋白质分离的双向凝胶电泳 用于鉴定的质谱分析

及用于蛋白质对比研究的数据库 这些技术正应用于肿瘤

标志物的寻找和鉴定. 人们已在肾细胞癌中找到相关的诊断

标志 并建立了膀胱癌相关蛋白数据库; 在肝癌研究中也发

现了大量可能用于早期诊断和肿瘤分型的蛋白; 在肺癌早期

可检测 恶性 蛋白信号 预测肿瘤发生和观察化疗效果;

在卵巢肿瘤中联合应用筛选的肿瘤标志和CA125可明显提

高肿瘤的检出率; 另外蛋白质组学方法在乳腺癌 结肠

癌 白血病等疾病研究中的应用也日益广泛. 尽管这项技

术仍有不足 但他在不断完善 使我们能发现更多敏感

特异的肿瘤标志物.
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0   引言

恶性肿瘤是一种多基因参与的复杂疾病. 其基因表达分

析涉及转录组及蛋白质组学方法. 随着1994年Winkins

提出蛋白质组学的概念和近期人类基因组计划的完

成 生命科学已进入后基因时代 人们从组织和细胞蛋

白整体水平研究肿瘤成为可能. 因此用蛋白质组学方法

从整体上研究肿瘤地发病机制 寻找肿瘤诊断和预后

的特异性标记以及药物治疗的靶标已成为近期研究的

热点[1-3].

1   蛋白质组学研究的技术

蛋白质组学研究涉及蛋白质表达模式研究和功能模式研

究 目前以前者研究较为集中. 蛋白质表达模式研究的

支撑技术主要有蛋白质的分离 鉴定技术和生物信息

学. 其中蛋白质的分离技术有O Farrell 于 1975年创立

的双向凝胶电泳(2DE) 目前已发展到固相pH梯度(IPG)

凝胶电泳 双向高效柱层析技术以及毛细管电泳法.

2DE技术仍在不断地完善和改进中 如Pharmacia公司

的2DE-MS自动化系统及第二相电泳中 6-12块胶同

时电泳的Ettan系统.

        蛋白质的鉴定技术主要为质谱法(MS) 即利用样品

离子化后 离子间的质荷比(m/z)的差异来分析确定样

品的分子质量.  现最常用的有两种 即电喷雾质谱

(ESI-MS)和基质辅助激光解吸 / 电离飞行时间质谱

(MALDI-TOF-MS).

         近来出现所谓第二代蛋白质组学研究方法为蛋白质

精确定量开辟了新的途径. 这些方法包括荧光差异显示

双向电泳(flourescence 2D differential gel-electrophoresis

F-2D DIGE) Gygi 建立的同位素亲和标签(isotope-

coded-affinity tag, ICAT)和蛋白芯片等. 为克服2D-MS系

统的局限性 还出现液质联用技术: 液相色谱- 电喷雾

质谱联用(LC-MS-MS) 电喷雾串联质谱(ESI-MS-

MS) 多维色谱技术和多维蛋白质鉴定技术.

        生物信息学应用于构建和分析2D电泳图谱及数据

库的搜索和构建. 目前应用最为普遍的是SWISS-PROT

和GENPETP等组成的NRDB数据库及由美国国家生物

技术信息中心 /欧洲生物信息学研究所(NCBI/EBI)共同

编辑的dbEST数据库.

2   蛋白质组学技术在肿瘤标志物研究中的应用

2003-03在美国圣巴巴拉召开的 肿瘤标志物: 从发现

到应用 会议上 大会主席Herbert A回顾总结了近年

来生物技术发展对新的肿瘤标志物发现的作用时 认

为2D电泳结合MS 高压液相分析(HPLC) 表面增强

激光解吸 /电离飞行时间质谱(SELDI-TOF-MS) LC-

MS-MS等技术使人们可以从蛋白质水平分析潜在的肿

瘤标志物 从而使新标志物的发现提升到一个更高的

水平[4].

          应用差异蛋白质组学技术可以比较肿瘤和正常细胞

之间的蛋白质组异同 从而发现肿瘤特异性蛋白 找到

肿瘤标志物 这是近期研究中的热点.

        Sarto et al [5]将10个肾细胞癌组织和10个正常肾组

织的蛋白质双向电泳图谱进行对比分析 发现有4种蛋

白质在肾癌中缺失 而谷胱苷肽过氧化物酶两种异构

体 锰超氧化物歧化酶(Mn-SOD)单体只出现在正常组

织中 Mn-SOD多聚体只出现在肿瘤组织中 通过生

物信息学进一步分析发现 该蛋白质表达变化与染色

体变化存在着相关性 认为这种蛋白可以作为肾细胞

癌的诊断标志物.



        Celis et al [6]采用2D电泳 微量蛋白质测序 MS

冰冻切片免疫荧光检测等方法对膀胱癌组织和原代培

养的膀胱癌细胞进行研究 从中发现20多个膀胱癌相

关蛋白 建立了膀胱癌蛋白质的数据库 该库可以提供

2D电泳凝胶图象 蛋白质的生物特性及与疾病进程的

关系. 他们对膀胱鳞状细胞癌患者进行随访 通过尿液

中蛋白质组学变化判断有否肿瘤转移 并发现特异性

肿瘤标志物.

        肝细胞肝癌(HCC)的肿瘤标志物研究较多 除了临

床最常用的甲胎蛋白(AFP )外 [ 7 ] 还包括癌胚抗原

(CEA) 铁蛋白 α-L- 岩藻糖苷酶 γ-GT 组织
多肽受体 肝细胞生长因子(HGF)等[8]. 目前肝癌标志物

的蛋白质组学研究进展较快. Yu et al [9]对照正常肝细胞

系L- 02和肝癌细胞BEL7404 发现了99种蛋白质点

在表达的质和量上有显著差异; Seow et al [10]用蛋白质组

学方法研究肝癌细胞株HCC- M蛋白 分析了408个

点 除发现部分看家蛋白外 还分析与癌变相关蛋白

如14- 3- 3蛋白 连接素(annexin) 抑制素(prohibitin)

等; Ou et al [11]对其中301个点进行MALDI-TOF-MS分

析 建立了HCC- M蛋白表达数据库; Poon et al [12]用

全蛋白组表达谱(comprehansive proteomic profiling)方法

分析肝细胞肝癌(HCC)患者及慢性肝病患者的血清

发现在常见的2 384个血清蛋白质组特征中 有250个

在肝癌和慢性肝病间有显著差异 在进展期的肝细胞

肝癌(包括有淋巴浸润和远处转移两种亚型)患者的血清

中 这些蛋白质聚集成簇 由此认为通过蛋白质组学技

术可以找寻特异的肿瘤标志物 用于HCC的检测和分

型. Le Naour et al [13]用蛋白质组学分析了37例HCC患

者和31例HBV/HCV慢性感染患者的血清 同时还分

析了116例其他肿瘤患者血清及24例正常者对照 发

现10 HCC患者的血清中可以检测到8种蛋白的自身

抗体 而健康人群中却没有. 在慢性肝炎患者血清中可

检测出其中4 种自身抗体 检出率与肝癌相当 另4

种蛋白: Careticulin异构体 细胞因子8 核苷酸二磷

酸激酶A F1-ATP合成酶 β亚单位的自身抗体只出现
于HCC中 与HBV/HCV状态无关 其中Careticulin

诱导的自身抗体在HCC 中检出率为27 因此认为

这些抗体的检测可以在HBV/HCV高危患者中早期诊断

HCC. Steel et al [14]根据HCC高危因素将研究对象分成

健康人群组 健康HBV携带者组 活动性HBV感染

者组和HCC 患者组 进行血清多肽的蛋白质组学研

究 发现补体C3羧基片段和载脂蛋白A1的异构体在

HCC组中显著降低 作者认为由于患者总数较少 尚

难作出这两种蛋白与HCC疾病进展完全相关的结论

但蛋白质组学的方法无疑可以提高用于早期诊断的肿

瘤标志物的检出.

         Zhukov et al [15]从肺癌筛选试验中获取的肺癌标本用

激光捕获显微切割(LCM)获取纯细胞 包括癌细胞 正

常细胞及非典型腺瘤样增生(AAH)细胞 进行SELDI-

MS 分析 建立每种细胞蛋白表达谱. 与正常细胞相

比 肿瘤细胞在17-23 kD质谱范围内有3个峰值 在

AAH中为低水平 因此用SELDI-MS方法可以从肺癌

或恶变前肺泡上皮中检出 恶性 蛋白信号. 这些蛋

白信号可以从肺癌高危人群中检测肿瘤的发生 监测

肺癌化疗药物的疗效.

        卵巢肿瘤在临床上仍缺乏敏感特异的肿瘤标志物

因此蛋白质组学 特别是高通量技术和生物信息技术

在这方面应用较多 以期发现有临床应用价值的肿瘤标

志物. 有研究表明 卵巢恶性肿瘤中调节细胞周期的

PCNA 癌蛋白 (Oncoprotein) 18等表达增高. Rai et al [16]

1998/2001 收集了卵巢肿瘤患者术前的血清样本 进

行蛋白质组学研究 在差异蛋白中筛选出7个标志蛋

白 并对其中3个进行纯化. 发现单独应用其中任一标

志对卵巢肿瘤敏感性都不及CA-125 而联用4 个标

志 则明显优于CA-125. 如将特异性固定在94 时

两个标志联合CA-125可使敏感性高达94 (单用CA-

125 时 敏感性为 81 ) 因此认为用蛋白质组学方

法可以筛选到敏感特异的肿瘤标志 与现有的肿瘤标

志物相结合可明显提高肿瘤的检出率. Petricoin et al [17]

用生物信息学技术 通过对50例卵巢癌患者和50例非

卵巢肿瘤人群的血清蛋白质谱特征建立运算模型 并将

该模型以盲法检测临床116份血清标本 发现其敏感性

为100 特异性为95 阳性预检准确率达94 .

    在乳腺癌肿瘤中 核增生抗原和膜蛋白HS90

pHS60在侵袭性癌中高表达[10]; 应用SELDI-TOF-MS方

法可以对乳腺癌细针穿刺的样品进行蛋白质组学分析

完成临床肿瘤标志物的检测.

      另外蛋白质组学技术在结肠癌 白血病 淋巴瘤

的肿瘤标志物研究中的应用也有不少报道.

3   前景与展望

总之 蛋白质组学本身正在迅速发展 同时随着其在

肿瘤标志物研究中的广泛应用 新的肿瘤标志物不断

被发现 这些标志物临床应用的重要性日渐凸现. 由于

肿瘤标志物的多样性及复杂性 须有国际间研究组织

的合作 以期建立网络数据库. 美国国家癌症研究所

(The National Cancer Institute)建立了早期检测研究网

(Early Detection Research Network, EDRN) 目的在于加

速新发现的肿瘤标志物临床应用 同时评估其危险因

素. 该网络建立了生物标志物发展评价的五阶段标准: (1)

临床前探索期 确定可靠方向. (2)临床分析和验证期 分

析评价标志物对疾病的检测能力. (3)回顾性纵向分析设

定的指标 对临床前疾病的检测能力 制定阳性筛选标

准. (4)前瞻性观察标志物对疾病的检出率及假阳性率. (5)

设计前瞻性临床随机试验 对普遍人群进行筛查[18].

         Wei [4]认为建立肿瘤的生物储备和组织库(biorepository

and tissue bank)是非常必要的 他可以成为发现新标志

物的平台. 目前一项大规模的建库工作正在进行 计划
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收集50 000病例的完整的人口统计资料 临床数据和

3 a随访分析结果.

       尽管蛋白质组学技术仍有许多不足 但其本身的

发展非常迅速 特别是高通量 自动化对大量基因及表

达产物的大规模分析技术 使我们能够发现更有高度

敏感性和特异性的肿瘤标志物用于临床.
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摘要

特发性门脉高压症临床少见 病因不明 是导致门脉高压

的第二大原因. 主要表现为门脉高压 显著脾肿大伴脾功能

亢进及贫血 肝功能基本正常. 病理改变主要表现为门静脉

纤维化 肝内门静脉终末支破坏 以及肝实质萎缩 但无肝

硬化改变. 血流动力学改变为肝内窦前性门脉高压 即肝门

静脉压力显著升高而肝静脉楔压基本正常 脾静脉及门静脉

血流量增加. 治疗基本与肝硬化所致门脉高压相同 预后主

要取决于上消化道静脉曲张的严重程度及其处理.

陈陵, 杨仕明, 房殿春, 贾树蓉, 陈飞, 孙浩平. 特发性门脉高压症. 世界华人消

化杂志  2004;12(5):1191-1195

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1191.asp

0   引言

特发性门脉高压症(idiopathic portal hypertension IPH)在

历史上称谓众多 如班替氏综合征(Banti s syndrome)[1]

班替氏病(Banti s  disease) [2 ] 良性肝内门脉高压

(benign intrahepatic portal hypertension)[3] 肝门静脉硬

化症(hepatoportal sclerosis)[4-5] 非硬化性门静脉纤维化

(non-cirrhotic portal fibrosis NCPF) [4-6]. 由于临床病理

表现相似 很难明确区分 故目前认为是同一疾病 普

遍接受的名称是IPH[5]. 其病因及发病机制长期以来知之

甚少. 在发病率较高的印度和日本研究很多 我国报道

很少.

1   流行病学

以印度与日本发病率较高 西方国家很低. 整个印度次

大陆都有报道[7] 占因门脉高压而就诊患者的1/6-1/4

主要见于贫困人群 男女之比为 2 1-4 1 发病

年龄为30-35岁. 日本 IPH发病率为0.75/10 000[5] 约

占因门脉高压而来就诊患者的1/3 男女之比为1 3

男 女患者平均年龄分别为44.5 15.8岁和51.8 11.0

岁. 在美国和英国IPH患者占因门脉高压来就诊患者的

3-4% 性别差异不显著. 各地IPH患者在性别和年龄分

布上的差异原因尚不清楚 可能与社会经济状态 生活

卫生条件 寿命长短以及种族不同有关. 我国近年也有报

道 但例数较少[8] 可能是因为缺乏对本症的认识.

2   病因及发病机制

病因和发病机制至今仍不清楚. 最初怀疑接触有毒物质

是引起IPH的重要原因. 如砷的慢性摄入可引起不同程

度的肝脏损害 常见的是肝内门静脉纤维化[9] 发生

率可高达91.3%[10]. 进而出现窦前性门脉高压症 无肝

硬化表现. 铜中毒[11]及长期接触氯乙烯原料[12] 也可能导

致 IPH. 6- 巯基嘌呤 硫唑嘌呤等免疫抑制剂在肾移

植后的应用可能是肾移植后IPH的原因[13-16]. 但也有不

少学者发现没有毒物接触史的 IPH患者[17] 故可能还

有其他原因通过共同机制导致IPH.

        腹腔内感染引起的门静脉炎症可能是IPH的发病原

因之一. 研究人员将已死亡的大肠杆菌(Escbericbia coli)

反复注射入兔与狗的门静脉内 结果在短期内出现门

静脉纤维化 门静脉压力升高[18-20]. 腹腔内感染所致无

症状的慢性门静脉内毒素血症可激活相关细胞因子

引起凝血功能异常 导致门脉内弥漫性血管内凝血

(disseminated intravascular coagulation DIC) 进而导

致门脉纤维化 引起IPH[21]. 这些相关细胞因子可能包

括结缔组织生长因子(connective tissue growth factor

CTGF) 体外可刺激成纤维细胞增长 促进细胞外基

质合成 可能是引起 IPH患者门脉纤维化的重要因子

之一[22]. 近年印度与日本随着经济卫生条件的改善 腹

腔内感染减少 IPH发病率明显下降[5, 23] 间接提示感

染可能是IPH病因之一.

        凝血因子V的突变可能与IPH发病有关. Ishii et al [24]

发现了1例伴凝血因子V突变的IPH患者. 现已知道这

种突变可引起各处静脉内血栓形成 而门静脉内血栓

形成足以引起门脉高压 且难以发现. 因而 曾一度

认为肝内门静脉血栓与IPH密切相关[25-26]. 但日本学者

对此提出异议 因为较大肝内门静脉分支内血栓均出

现在 I PH 晚期 [ 2 7 ] 因而血栓更象是 I PH 的结果.

Okudaira et al [5]详细罗列了不支持血栓致IPH的依据: (1)

IPH为隐袭发病 病前无任何肝内血管血栓征兆; (2)脾

大并非继发于充血 因为脾静脉血流量在 IPH患者中

是增加的; (3)IPH患者中血液未见高凝状态; (4)对136例

IPH患者行肝活检 仅发现3例有血栓形成; (5)对早期

IPH患者行经肝门静脉造影术 未发现血栓; (6)一些

IPH尸检病例并未发现肝内血栓.

        免疫因素在IPH发病机制上越来越受到重视. 临床

上观察到 IPH 与其他免疫性疾病如系统性红斑狼疮
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(systemic lupus erythematosus SLE)[28] 进行性全身硬

化症(progressive systemic sclerosis PSS)[29] 系统性硬

化症(systemic sclerosis SSc) [24] 桥本氏甲状腺炎

(hashimoto s thyroiditis)[30-31] 混合性结缔组织病(mixed con-

nective tissue disease MCTD)[32] 雷诺氏征(Raynaud s

phenomenon)[33-34] 风湿性关节炎(rheumatoid arthritis )[35]

型糖尿病[36]以及硬皮病(scleroderma)[37]等同时存在. 日

本 IPH 研究委员会通过全国性调查发现 69.2% 的女

性IPH患者抗DNA抗体阳性 24.1%抗核抗体阳性

21.5%抗线粒体抗体阳性 17.2%抗甲状腺球蛋白抗

体阳性[34]. 除了这些自身抗体外 在IPH患者中还发现

了许多免疫异常. 如自身混合淋巴细胞反应 [38] 以及异

常的T-细胞基因库[39]. Kathayat et al [40]采用兔的脾提取

物反复致敏兔 得到非硬化性门脉纤维化的兔模型. 这

个动物模型表现为巨脾 门脉压力持续升高 但肝实质

未见损害 与人NCPF 非常类似 提示反复免疫刺激

可能在NCPF中起重要作用. Tokushige et al [41-42]发现

IPH 患者可溶性TNF受体-2 明显升高 外周血及脾

内淋巴细胞Th1与Th2比率比对照组显著升高(主要是

由于Th2 CD4 T 细胞百分比下降) 血管细胞黏附分

子-1 (vascular cell adhesion molecule-1 VCAM-1)的血

清水平也升高. 他们可能都参与IPH的发病.

3   病理改变

IPH的病理改变为不同程度的门静脉纤维化以及门静脉

硬化. 然而 IPH的这些病理改变并无特异性[27] 很可

能是持续门脉血流灌流不足之后 肝细胞凋亡 肝实质

损害 萎缩 纤维化[22]. 因而 IPH的肝脏病理改变依

据分期不同 差异很大. (1) 大体病理: IPH患者肝实质常

发生萎缩 重量一般比正常肝脏小[22]. Nakanuma et al [27]

依据 IPH患者肝脏大体及切片外观 提出如下分期系

统: 第一期: 整个肝脏无萎缩 切面见肝包膜下也无实

质萎缩; 第二期: 肝脏无萎缩 肝包膜下实质可见萎缩;

第三期: 肝脏萎缩 肝包膜下实质也见萎缩; 第四期: 门

静脉内出现阻塞性血栓. 第一期似乎常越过第二期发展

到第三期. 而第四期出现相对较晚 预后也差. 这一分

期系统有助于我们理解IPH患者肝脏的形态学改变. 肝

脏切面上可见门静脉主干及其肝内主要分支有显著的

血管周围纤维化改变 比肝硬化明显得多. 肝内门静脉

分支扩张 血管壁不同程度增厚和纤维化. 肝切面肉眼

可见的肝静脉分布不规则 在肝萎缩明显处模糊不清.

一些大的肝静脉有硬化改变. 有时可见大面积缺血性坏

死 可能是终末期改变. (2) 镜检: IPH肝脏没有特异的

组织学改变. 组织学检查发现不仅在不同时期有差异

在同一肝脏的不同位置也有不同. Okudaira et al [5]总结

了以下几点: (1) 门静脉主干及其肝内大分支有显著的血

管周围纤维化改变 这些血管内膜增厚 并伴中层平滑

肌过度增生 血管腔偶见狭窄. 而一些门静脉管腔正常

甚至扩张. 尸检病例中门静脉主干内常可见到血栓形成.

围绕胆管周围常可见同心板层状纤维化 以及大量胶

原纤维及弹性纤维增生. 门静脉末梢支观察到有2种纤

维化形式. 一种是IPH的特征改变 即门脉末梢支管壁

纤维化伴显著管腔狭窄. 另一种是形成钉状纤维突起

向肝实质延伸 一些甚至连接到另一门脉末梢支和中

央静脉. 与门脉主干及大分支相关 末梢支内极少见到

血栓形成. 肝内门脉末梢支大小及数量都有减少 门脉

分支常消失或被破坏 取而代之的是弹性纤维样变. (2)

中晚期病例常可见被膜下区肝实质塌陷. 肝小叶内结构

常可保存 但门脉区及中央区结构紊乱. 肝内假小叶少

见. (3) 在肝实质明显萎缩处可见肝静脉血管硬化及狭窄.

这可能是因为长期门静脉血流异常的结果.

4   血流动力学改变

脾静脉及门静脉压力显著增加. 但无肝内门体分流形成.

肝静脉楔压(wedged hepatic vein pressure WHVP)基本

正常或轻度升高 但显著低于门静脉压力(pressure of

portal vein PPV) 也比肝硬化患者低得多[43-46]. 门脉

系统内血流受阻的病理解剖位置有两处. 一个在窦前

压力梯度存在于脾(脾内门脉系统压力)与肝(肝内门脉压

力) 另一个在窦周 压力梯度存在于肝内门脉压力

与WHVP之间[47]. 曲张静脉内压力则与肝硬化门脉高压

患者相近[47-48]. 血流受阻是由于门静脉中小分支增厚和

阻塞 以及迪氏腔内胶原形成[6].  脾及门静脉明显扩

张 血流量显著增加 门脉系统内血流循环呈高动力状

态 肝内可有门体静脉间侧副管形成 这些侧副管的形

成降低了患者曲张静脉出血的风险[4].

5   临床表现 诊断和鉴别诊断

依据 IPH临床表现 在日本卫生福利部主持下 日本

IPH研究委员会制订了IPH的诊断要点[5, 49]: (1)不明原因

的脾大 贫血 门脉高压 可除外肝硬化 血液疾病

肝胆系统的寄生虫病 肝静脉及门静脉阻塞以及先天

性肝纤维化等. 也就是说 IPH的临床诊断可通过排除

以上相关疾病而确立. (2)一种以上血液成分减少. (3)肝

功能试验正常或接近正常. (4) B超 CT或脾脏同位素

检查有门静脉及脾静脉扩张 血流量增加 脾肿大.

肝表面光滑 质地均匀 无萎缩 不提示有肝硬化. (5)

内镜或X线证实有上消化道静脉曲张. (6)肝静脉插管检

查显示肝静脉开放 WHVP正常或轻度升高 直接门

静脉测压大于20 mmHg. (7)腹腔镜提示肝表面无肝硬化

表现; 肝活检显示门脉纤维化 但无肝硬化. 并非必须

具备以上每一条标准才能诊断 但是必须确有门脉高

压并且可绝对排除肝硬化和其他原因引起的非肝硬化

性门脉高压才可诊断.

         肝外门静脉梗阻(extrahepatic portal vein obstruction

EHPVO)可通过检查门脾静脉内有无梗阻(超声 CT

造影)而与 IPH轻易区分 但在门静脉主干内同时出现

血栓的情况下则不易诊断. IPH 大多发病隐匿 而



陈陵, 等. 特发性门脉高压症                                                                        1193

EHPVO多发病急骤 可出现曲张静脉直径突然增大

胃肠道突然出血 腹痛及腹水. IPH患者部分凝血活酶

时间(partial thromboplastin time PTT)及血中纤维蛋白

原降解物水平均正常 而EHPVO患者二者都升高[21].

肝硬化患者在Child A级时临床症状可与IPH类似 但

肝功能 病毒学及组织学(肝小叶结构紊乱 假小叶

形成)的检查易于将二者区分. 另外由于IPH肝脏外周门

静脉血流灌注相对内部更少[50-51] 而肝硬化则无此特

点 CT检查中 IPH患者在肝动脉造影时肝脏外周相对

内部增强 而肝硬化则内外一致 这也有助于二者区

别. 热带巨脾综合征(tropical splenomegaly syndrome

TSS)发生于热带地区 表现为巨脾. 然而 门脉高压

并不常见于TSS WHVP也在正常范围内[52]. 而且 TSS

患者血清 IgM水平及疟疾抗体效价大多升高.

        IPH还可能引起一些并发症. 肝硬化门脉高压患者

并发的舒张期心功能障碍 同样也可发生于IPH[53] 原

因不明. 可能与门脉高压 血浆肾素活性等有关. 肝肺

综合征(hepatopulmonary syndrome HPS) 在 IPH患者中

发生率约为13.3%[54-55] 可使患者更易出现呼吸困难

半卧位呼吸 杵状指等. 肝性脊髓病(hepatic myelopathy)

曾见于1例 IPH患者[56] 表现为痉挛步态 可能与脊

髓脱髓鞘或轴突损伤有关. 其他不常见的并发症还有自

发性脾梗死[57] 肝衰竭[58].

6   治疗与预后

正确及时地处理胃肠道出血及脾功能亢进是治疗IPH的

关键. 对急性出血病例 内镜下曲张静脉套扎术(endoscopic

variceal ligation EVL)及内镜下硬化剂治疗(endoscopic

sclerotherapy EST)非常有效 控制急性出血成功率大

于95%[59]. 为消除上消化道曲张静脉所需硬化治疗的疗

程次数 IPH患者与肝硬化患者相近[60]. 治疗后曲张静脉

复发率约为20% 但再出血发生率很少 约为3%[60-61].

仅有不到5%的患者才必须行急诊分流手术[61] 术后死

亡率约为10% 术后分流道堵塞 明显的门体分流性脑

病和再出血等并发症发生率大约为10%[62-63].

        对非急性出血病例 口服倍他乐克预防IPH所致

出血与EVL术的疗效相当[64]. 介入放射治疗效果也很

好 即便曾做过分流或断流手术也可采用[65]. 介入放射治

疗包括部分脾栓塞术(partial splenic embolization PSE)

经皮经肝曲张静脉栓塞术(percutaneous transhepatic

obliteration PTO)以及经颈静脉肝内门体分流术(transjugular

intrahepatic portosystemic shunt TIPS). Romano et al [66]对

6例(2男 4女 平均年龄 30.3岁)伴脾大 血小板减少

和反复曲张静脉出血的IPH患者进行PSE治疗 结果发

现脾容积平均缩小68% 血小板平均增加120 109/L

在之后的随访中(最短18 mo 平均 28.2 mo) 无 1例曲

张静脉再出血 未发现重大并发症 疗效持久. 外科治

疗曾被报道是除内镜治疗外的有效选择[67] 尤其是内

镜治疗无效 脾功能亢进伴自发性出血 严重贫血需要

反复输血以及反复脾梗死者. Lytkin et al [68]对14例 IPH

患者成功地进行了外科治疗(脾肾分流术9例 脾切除

术3 例 脾动脉结扎术1 例) 并进行了长达 10 a 的

随访. 2例脾肾分流术分别于术后6 a 及 10 a 反复出血

死亡 其他患者均未出现再次出血. 有 6例行脾肾分流

术患者术后6-10 a后出现了其他疾病(分流性脑病 肾

结石 高血压 十二指肠溃疡). 这表明外科治疗虽5 a存

活尚可 但远期疗效不佳 不宜作为首选. 而且 近来

还有报道在 IPH患者外科分流术后出现膜性增生性肾

小球肾炎及其他肾脏疾病[69]. 在术式选择上 一些日本

及印度学者更倾向于断流术[70-72]. 与分流术相比 断流

术更简单 安全 能有效控制出血 改善生活质量 并

极少出现门体分流性脑病. 胃静脉曲张可见于大约1/4

的 IPH患者 比肝硬化患者更常见[73]. 在诊断 IPH后平

均 12.8 mo 即可出现 [74] 在行食管曲张静脉闭塞术

(EST EVL)后 会出现更早. 这些曲张静脉常可经过

注射氰基丙烯酸酯凝胶来治疗 很少需要外科干预[75].

         IPH患者存活曲线几乎与相同年龄及同性别的普通

人口类似[45]. 急性出血后死亡率明显低于肝硬化患者[71].

在成功处理胃食管静脉曲张后 2 a及 5 a存活率接近

100%. 如果选择外科分流术 分流道阻塞和分流术后

脑病会引起一些患者死亡 但控制蛋白质摄入可以在

很大程度上改善症状. IPH女性患者可妊娠及生育[76-77]. 怀

孕后最常见的并发症是曲张静脉破裂出血 可通过内镜

下硬化治疗有效地处理 对母婴均很安全. 部分患者在

接受以上治疗3-10 a 后可能会出现进行性肝衰竭[58]

此时原位肝移植术将是惟一选择.
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摘要

信号传导及转录活化因子(signal transducers and activators

of transcription STAT)家族包括7个成员 他不仅参与

正常的生理过程 而且还存在于肿瘤组织中. 信号通常产生

于细胞膜表面的受体 酪氨酸激酶被组成性激活后再激活

STAT分子并使之磷酸化  然后进入细胞核内 STAT在

核内与特异性的DNA启动子结合 调节相关基因的表达.

正常生理条件下各种STAT蛋白的活化过程是短暂的 通

常持续数分钟至几小时. 大多数人类肿瘤中都有STAT的组

成性激活 尤其是Stat1 Stat3和 Stat5. Stat1的功能主要

与生长抑制有关 而Stat3和Stat5可通过抑制凋亡或诱导

细胞增生作用参与肿瘤的发生和发展. 通过小分子抑制剂阻

断酪氨酸激酶的信号传导 可抑制不同肿瘤细胞株中Stat3

或Stat5的组成性激活. 相对而言 缺乏STAT活性作用的

正常细胞或肿瘤细胞对药物的耐受能力更强 如使用非显

性STAT或反义寡核苷酸 直接干预STAT信号时可获得

相似的效应. 有关STAT信号途径的研究为人类肿瘤的干预

治疗提供了新的分子标靶. 目前国内外关于STAT在消化系

统疾病中的研究才刚刚起步 发展前景广阔 本文就其

研究进展作一综述.
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0   引言

信号传导及转录活化因子(signal transducers and activa-

tors of transcription STAT)是细胞因子和生长因子受体

信号的下游效应物. 相对正常的细胞和组织而言 大多

数人类原发癌灶及肿瘤细胞株中都有STAT的组成性激

活. STAT可被磷酸化的酪氨酸(包括Src 上皮生长因

子受体 Janus 激酶 Bcr-Abl 等)激活 但这种激活

通常是短暂的 取决于酪氨酸激酶活性的持续时间. 具

有致癌作用的酪氨酸激酶的活化通常与自分泌或旁分

泌细胞因子和生长因子信号相关 是受体 / 配体被激

活的结果; 或者他们本身就是组成性激活的酶 是肿瘤

细胞基因改变的结果. STAT特异性信号的持续 尤其

是Stat3 和 Stat5 已被证明是通过刺激细胞的增生和

抑制凋亡而直接与肿瘤的形成相关. STAT能编码凋亡抑

制剂和细胞周期调节剂 通过上调Bcl-xL Mcl-1

cyclins D1/D2 和 c-myc基因的作用参与肿瘤的形成. 通

过抑制STAT 信号途径的组成性激活 可抑制体内外

肿瘤细胞的生长 为人类肿瘤的干预治疗提供了一种

新方法. 本文综述了消化系统疾病中STAT组成性激活

重要作用的新进展 STAT 对消化系统肿瘤转变过程

中相关基因的调控作用以及干扰STAT信号的传导对人

类肿瘤治疗的意义.

1   STAT信号途径的结构和功能的关系

目前在哺乳动物中已鉴定出 STAT 家族的 7 个成员

Stat1 Stat2 Stat3 Stat4 Stat5a Stat5b和Stat6[1]. 信号

通常产生于细胞膜表面的受体 然后传输至细胞核内

STAT在细胞核内与特异性的DNA启动子结合 调节

相关基因的表达[2-6].

        关于STAT信号途径的基础研究 揭示了许多参与

转录因子活化作用的分子机制. STAT与细胞表面的细

胞因子同源性受体结合后 受体发生二聚体化 随后激

活与受体相关的酪氨酸激酶如JAKs[1 7] ; 而具有内源性

酪氨酸激酶活性的受体 如血小板衍生因子或EGF受

体 能自发地使受体磷酸化. 在某些情况下 Src家族

中非酪氨酸激酶受体也参与STAT的活化. 磷酸化的酪

氨酸受体通过其SH2域为细胞质中的STAT蛋白单体提

供停泊位点[8] . 与受体结合的STAT随后完成酪氨酸磷

酸化[2, 7, 9-10]. 具致瘤性的非酪氨酸激酶受体衍生物如v-

Src 或 Bcr-Abl 能独立完成STAT磷酸化而无需受体的

参与[10-13]. 磷酸化后的STAT通过与SH2域的相互作用发

生二聚体化[1, 14]. 在数分钟内 二聚体移位于细胞核

内 与其他转录调节剂相互作用 诱导基因的表达[1, 3].

通过胞核内的酪氨酸磷酸酶和/或通过蛋白降解 STAT

脱磷酸化 从而终止信号的传导.

        尽管各种STAT蛋白功能不同 但通过晶体照相术

和序列对比以及诱变缺失试验对Stat1和 Stat3的核心

Stat4的NH2末端进行的研究揭示了STAT结构的共同特

点[14-15]. STAT的NH2末端为蛋白之间的相互作用提供了

位点 这也是二聚体之间相互作用所必需的. 相邻的螺

旋区是与另一蛋白交互作用的位点 他为转录因子和

其他调节蛋白的联系提供了可能[3]. 位于分子中心的

DNA结合区决定了各种STAT DNA序列的特异性[14-15].

参与DNA结合的连接区位于SH2域的COOH末端 能



募集STAT与磷酸化受体的结合 从 STAT单体转变为

二聚体也需要SH2域的酪氨酸磷酸化作用[16]. 重要的酪

氨酸残基是 SH2 域发生酪氨酸磷酸化所必需 因此

STAT的活化位于SH2域的附近. 转录激活区(TAD)位于

分子的COOH 末端 参与转录复合物的联系 Stat1

和Stat3含有丝氨酸磷酸化的位点 能增强转录活性[17].

TAD区的主要氨基酸序列因不同的STAT而不同 但

缺失试验显示这些序列是STAT功能所必需. TAD缺失

的STAT仍能与DNA结合并发挥作用 但通常是一个

非显性的副本[18-19]. 这种缩短了的形式 如Stat3β [20]

被认为是一种自然变异 其正常生理功能未明. Stat3C

的组成性激活无需酪氨酸磷酸化作用 常在恶性转化

过程中发挥作用.

       众多研究表明酪氨酸激酶可被组成性激活 然后

再激活STAT分子并使之磷酸化[21]. 具有致瘤作用的酪

氨酸激酶信号源于细胞因子和生长因子的持续刺激

如多发性骨髓瘤和前列腺癌中白介素(IL)6 介导的JAK

信号途径 也可源自于头颈部肿瘤中转化生长因子

TGF介导的EGF受体信号系统[22-23]. 另外 某些肿瘤有

基因的异常变化 如CML中有Bcr-Abl融合蛋白 表明

酪氨酸激酶的活化还有其他机制存在[12, 24]. 作为酪氨酸激

酶信号系统重要调节剂的STAT不仅参与正常生理过程

而且还存在于有异常酪氨酸激酶活化的肿瘤组织中.

2   消化系统疾病中STAT的组成性激活及其作用

许多细胞因子和生长因子都能激活STAT[7, 9, 25] 生理条

件下各种STAT蛋白的活化过程是短暂的 通常持续

数分钟至几小时. 大多数人类肿瘤中也有STAT的组成

性激活 尤其是Stat1  Stat3和 Stat5[10, 26-27]. 如恶性血

液系统疾病(白血病 淋巴瘤和多发性骨肉瘤)和实体

瘤(如头颈部肿瘤 乳癌和前列腺癌)[10, 12, 24, 28-30]. 有证据

表明 Stat1 在一些肿瘤组织和细胞株中有较高的活

性 他的功能主要与生长抑制有关 因此被认为是一种

潜在的肿瘤抑制剂[31]. 而 Stat3和 Stat5与之相反 可通

过抑制凋亡或诱导细胞增生作用参与肿瘤的发生和发

展[10, 26-27].

       炎症性肠病(IBD)中有肿瘤坏死因子TNF-α IL-6
和干扰素(IFN)γ 等炎症细胞因子的过度表达 以及核
转录因子(NF)κB等的激活. Schreiber et al [32]为了探讨
Stat1在 IBD患者中的激活和表达情况 共研究了60例

内镜结肠活检标本 其中活动性IBD患者42例 疾病

特异性对照 8 例 正常对照 8 例. 结果显示 溃疡性

结肠炎(UC)患者的黏膜标本中有Stat1的激活和表达增

强 而Crohn 病患者则较少见. Crohn 病患者和正常对

照组都有细胞因子信号抑制剂(suppressor of cytokine

signaling SOCS)3 的高水平表达 而SOCS-1的表达

无显著差异. 炎症黏膜的单核细胞和中性粒细胞中均有

磷酸化的Stat1(p-Stat1)表达. 系统给予糖皮质激素治疗

可缓解症状并降低p-Stat1 水平. 体外研究表明 类固

醇治疗对Stat1 的活化有直接作用 因此认为Stat1 的

激活和表达增强主要见于UC患者 他在结肠炎症的

病理生理学中发挥了重要作用.

        Starkel et al [33]分别将酒精性肝病(ALD)患者 正常

人和原发性胆汁性肝硬化患者的肝脏组织移植于大鼠

体内 然后给予大鼠肝脏酒精刺激 研究ALD患者中

Stat3的表达 定位和活性. 结果ALD患者的Stat3蛋白

表达显著增强 主要见于肝细胞和增生的胆道上皮细

胞核. 尽管ALD患者Stat3的酪氨酸和丝氨酸磷酸化水

平没有变化 但是未发现有Stat3 DNA结合的复合体;

而正常人和原发性胆汁性肝硬化患者的肝脏中Stat3 的

DNA结合力正常. ALD患者中可见IL-6 mRNA表达增

加 而Stat3和SOCS-3 的mRNA表达水平却减少了. 虽

然ALD 终末期患者有Stat3 蛋白水平的上调 但这时

转录因子是无活性的. 减少ALD患者Stat3基因的转录

会影响胞质对无活性Stat3的储留. 对 Stat3活化和复活

的干预将导致肝细胞损伤从而使ALD患者发生肝硬化.

        Tacchini et al [34] 对大鼠肝脏经热休克 缺血再灌注

后Stat3 的活化状态进行研究发现 两种处理后Stat3

的DNA结合力都被激活 并且Stat3 的mRNA和蛋白

的表达也增强. 在这两种情况下 Stat3 的磷酸化是迅

速的 且先于Stat3蛋白表达的增强. Stat3的活化也是有

功能的 其后有靶基因中 α酸性糖蛋白的转录. 经 IL-
1 受体拮抗剂预处理后 热休克条件下可强烈抑制

Stat3的活化; 而缺血再灌注对Stat3活化的抑制作用较

轻微. 部分活化的过程是通过细胞因子的级联反应介导

的 如 IL-6. 这一结果与不同处理可激活相同转录因

子的假设一致.

       目前有关Crohn病的发病机制尚不明确 但肠道细

胞因子内环境的稳定性受到干扰是其主要病因之一.

Lovato et al [35]对健康志愿者和Crohn病患者肠道T细胞

中Stat3 的组成性激活进行研究发现 Crohn病患者中

有Stat3 和 Stat4 的组成性激活 并且这一激活作用是

特异性的(未见其他STAT蛋白的组成性激活) 但在健

康志愿者中却无此现象. 此外 Stat3 调节蛋白SOCS-

3 在 Crohn 病患者中也有组成性激活 而健康志愿者

亦无此表现. 上述结果表明 Crohn病患者中存在异常

的STAT/SOCS信号. 对Crohn病患者肠道T细胞中Stat3

的组成性激活的研究 有助于更深入地了解Crohn 病

的免疫发病机制.

       Stat3 是胚胎早期发育所必需的. 有报道认为缺乏

Stat3的小鼠在出生前就已死亡[36].   Welte et al [37]建立了

一种独特的小鼠品系 在造血过程中其骨髓细胞具有

组织特异性Stat3缺失. 这种特异性Stat3缺失使小鼠在

出生4-6 wk后死亡 其小肠和大肠有Crohn 病样的病

理表现 包括节段性的炎性细胞浸润 溃疡 肠壁增厚

和肉芽肿形成. Stat3的缺失显著提高了髓样细胞的自发

增生. 更重要的是 在血细胞生成过程中会导致先天免

疫应答的假性激活. 虽然在这些小鼠中有炎性细胞因子

俞丽芬, 等. 信号传导及转录活化因子STAT与消化系统疾病的关系                                                  1197



的过度产生 包括TNF-α和 IFN-γ 但是参与抗炎
和先天免疫应答的NAPDH氧化酶的活性被抑制了. Stat3

的缺失使小鼠对脂多糖的信号应答发生改变 引起NF-

κB活性的增强. 因此 Stat3 在先天免疫形成和调节过
程中发挥了重要的作用 造血过程中Stat3的缺失将导

致髓样细胞的增生异常和Crohn病样的病理表现.

        通过剔除STAT的小鼠和 /或有组织特异性缺失的

研究 对各种STAT蛋白正常生理功能的认识取得了相

当的进展[38-40]. Stat3 对上皮细胞凋亡 乳腺退化 皮

肤的重塑 角质细胞的移行和巨噬细胞的失活有调节

作用 并且能下调T辅助细胞反应中炎性细胞因子的

作用[41-43]. 这些实验表明STAT信号在正常细胞的演变进

程中发挥了重要的作用 如胚胎发育 器官的发生和功

能 先天和获得性的免疫功能 细胞分化 生长和凋亡

的调节等[44-53].

        Stat3对细胞生长有正性调节作用 并且在癌细胞

中有高度的活性[10, 20, 54]. 梁斌et al [55]探讨了人胃癌中Stat3

的表达情况 并分析了其表达与胃癌临床病理因素的

关系. 结果发现 胃癌Stat3蛋白表达水平明显高于正

常胃黏膜 平均为正常胃黏膜的2.14倍(P <0.05); 低分

化胃癌Stat3 蛋白表达水平高于高分化胃癌(P <0.05);

III IV 期胃癌 Stat3 蛋白表达水平高于 I II 期胃癌

(P <0.05); 有淋巴结转移的胃癌Stat3蛋白表达水平高于

无淋巴结转移胃癌(P <0.05); 转移淋巴结Stat3蛋白表达

水平高于阴性淋巴结. 认为Stat3的过度表达可能在胃癌

的发生 发展过程中发挥重要作用 其表达与胃癌组

织分化程度 TNM分期及淋巴结转移有关.

       通过在已建立的细胞株 原代细胞培养 动物模

型和临床肿瘤组织及相邻的正常组织标本中进行的研

究推论 Stat3 和Stat5的组成性激活积极参与了肿瘤的

发展 [3, 10, 26-27]. 1995年Yu et al [56]在v-Src转型研究中发

现有Stat3 的组成性激活 首次提出Stat3 在恶性化进

程中具有重要作用. 许多新近研究也证实了这一观点

Stat3信号的激活是通过v-Src向肿瘤转变所必需的[57-60].

冯德云et al [61]检测了55例肝细胞癌(HCC)及其癌旁组织

中磷酸化Stat3(p-Stat3) c-fos 和 c-jun蛋白的表达. 结

果显示HCC中 p-Stat3 c-fos 和 c-jun 蛋白的阳性率

和阳性强度均高于癌旁组织(P <0.01) 且 p-Stat3与 c-

fos 和 c-jun蛋白表达强度均呈明显正相关 而在癌旁

组织中p-Stat3仅与c-jun蛋白表达相关 提示Stat3蛋

白的磷酸化可能是HCC发生的早期事件 并通过激活

c-fos和c-jun基因使肝细胞发生恶性转化; 癌旁肝组织

中p-Stat3 c-jun或 c-fos 呈阳性表达的肝细胞可能是

一种具有恶性潜能的癌前细胞群.

        采用反义寡核苷酸和非显性Stat3蛋白Stat3β阻断
Stat3 的DNA结合 进一步确定了Stat3在肿瘤形成过

程中的重要作用[23, 28-29]. 分化诱导因子 (DIF) 1对多种哺

乳动物的肿瘤细胞具有抗肿瘤活性. Kanai et al [62]研究了

DIF-1对胃癌细胞株的增生以及对STAT蛋白信号传导

途径的影响发现 DIF-1通过依赖MEK-ERK的途径

抑制胃癌细胞株AGS和MKN28中 Stat3的活性. 通过非

显性Stat3 的异常表达可抑制Stat3 的活性 或通过两

面神激酶(Janus kinase)抑制剂tyrphostin AG490抑制AGS

细胞的生长 提示Stat3 的活性对AGS细胞的生长具

有重要作用 抑制Stat3的活性有助于提高DIF-1的抗

肿瘤效果.

        马向涛 et al [63]应用阳离子脂质体介导Stat3反义寡

核苷酸转染人结肠癌SW480与HCT116细胞 阻断其

Stat3 通路 探讨了Stat3 信号传导通路对结肠癌细胞

G1-S期调控的可能机制. 结果发现 转染Stat3反义寡

核苷酸后结肠癌细胞增生受抑制 Stat3 p-Stat3 G1
期Cyclins CDKS表达水平下降 p21 与 p27 表达水

平上升. 认为 Stat3 信号传导通路可能通过调节CDK/

Cyclin复合物与CKI成员之间的平衡而调节结肠癌细胞

G1-S期的转换.

        有关Stat3突变体Stat3C的遗传学证据表明 Stat3C

具有内源性致瘤潜能. Stat3C蛋白的稳定表达足以介导

啮齿动物的成纤维细胞转变 Stat3C引起的细胞转化在

裸小鼠中能形成移植瘤[20]. 除了 v-Src 以外 v-Eyk

v-Ros  v-Fps  Etk/BMX  Lck等酪氨酸激酶也具有

向肿瘤转变的能力[10].

3   STAT对消化道肿瘤转化过程中相关基因的调控作用

与其在肿瘤形成过程中所起的作用相同 Stat3和 Stat5

信号的活化对参与控制生长和生存的数种基因的表达

有调节作用[3, 10]. 众多研究显示凋亡抑制基因编码的Bcl-

xL蛋白是Stat3和Stat5的下游靶目标[20, 30, 64-66]. 胰腺肿瘤

由于确诊晚且患者对药物有高度的耐受性 因而疗效

甚微 总体预后较差. Greten et al [67]等将EL-TGFα-
hGH转基因小鼠与p53缺失的小鼠杂交 通过胰腺转

基因小鼠中TGF-α的过度表达能引起胰腺导管的癌前
病变和侵入性导管腺癌形成的作用 建立了类似人类

胰腺导管腺癌的动物模型 探讨小鼠胰腺肿瘤形成过

程中凋亡和凋亡抑制信号的调节作用. 研究发现 在肿

瘤形成早期Bcl-xL表达就有明显的上调 并且持续贯

穿于肿瘤的形成过程. 在癌前病变和肿瘤细胞中Stat3和

NF-κB能诱导Bcl-xL表达的增加. 瞬时转染分析显示
单独抑制上述任何一种转录因子都会下调Bcl-xL的表达.

功能分析显示 同时阻滞Stat3 和 NF-κB 可诱导小鼠胰
腺肿瘤细胞的程序性死亡. 因此认为在侵入性胰腺癌形

成前肿瘤细胞就有凋亡抑制的表现 联合抑制Stat3和

NF-κB可能是预防和治疗胰腺肿瘤的一种新方法.
        另一个被Stat3和 Stat5调节的细胞周期控制基因是

细胞周期素(cyclins). D型 cyclins 如 cyclin D1 D2和

D3在肝细胞的增生和转化过程中具有重要作用. 而致瘤

素M (OSM)是一种 IL-6家族的细胞因子 他能诱导肝

细胞分化 并能下调原代培养的胎肝细胞中cyclin D1

和 D2的表达. Matsui et al [68]探讨了Stat3在肝脏发展中
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对cyclin D表达的影响作用发现 活化的Stat3或SHP-

2/Ras中有受体的突变缺失 提示cyclin D1 和 D2表达

的下调作用是由于Stat3 对OSM的介导作用 而并非

SHP-2/Ras的影响. 非显性Stat3的表达 可缓解由OSM

诱导的对cyclin D表达的抑制作用. 转基因小鼠胎肝细

胞中Stat3 活化后 有Stat3 雌激素受体融合蛋白的表

达 可使 cyclin D1 和 D2 的表达受到抑制. 因此 胎

肝细胞中Stat3 的活化能下调cyclin D1 和 D2表达. 此

外 研究还发现Stat3C在胎肝细胞中对cyclin D1的启

动子有转录抑制作用 而对肝脏肿瘤细胞 huH7 和

HepG2却有转录刺激作用.

     最近研究显示 组成性激活的Stat3 信号能诱导

VEGF的表达和肿瘤血管形成 提示抑制肿瘤血管形

成有助于提高Stat3抑制剂的治疗效应. 血管内皮生长因

子(VEGF)是一种重要的血管生成素蛋白 他的表达与

胰腺肿瘤的进展有关. 胰腺肿瘤患者标本的免疫组织化

学结果提示 VEGF过度表达的同时有Stat3 活性的增

强. Wei et al [69]研究发现 超过80%的人胰腺癌细胞

株中有Stat3的组成性激活 并且与VEGF的表达水平

相关. 通过非显性Stat3的异常表达抑制Stat3 的活化

也会降低VEGF的表达 血管形成 肿瘤生长和体内

转移. 此外 Stat3 的组成性激活可直接激活VEGF的

启动子 而非显性Stat3对VEGF启动子有抑制作用. 因

此 Stat3 对胰腺肿瘤中VEGF 的表达 血管形成 生

长和转移有直接调节作用 提示Stat3信号可作为胰腺

肿瘤治疗的靶目标.

4   STAT分子间的相互作用对自身活性的调节

由于Stat1 Stat3 和 Stat5 通常被相同的配体和 /或细

胞内的酪氨酸激酶激活 提示胞质和胞核蛋白能分别

与各种STAT中的一般和独特的成分相互作用来调节

STAT的特殊效应. 目前已开发了一部分STAT信号途径

的调节剂[70-71]. SOCS蛋白家族包含了一组细胞因子诱导

基因 通过与JAKs的结合抑制STAT信号的传导[72-73].

这些蛋白中的一部分被STAT的自身转录所调节 提

示STAT能负性调节自身的磷酸化状况. 已知SOCS-3能

抑制Stat3 和 Stat5 的活化 在负性调节胎肝血细胞发

生中具有重要作用[74]. Tel-JAK2融合蛋白的激酶活性与

Stat5的活化相关[75]. SOCS-1已被证实有阻断Tel-JAK2

介导的造血细胞的转化作用[76]. 最近 48%的原发性肝

细胞癌中发现有染色体16p的缺失 包括SOCS-1. 这

些基因的失活增加了肝癌形成的可能性[77]. 由此推测

STAT信号的负性调节在降低肿瘤的发病率和控制肿瘤

的发展中有重要作用.

        STAT蛋白 如Stat1 Stat3和 Stat5 在COOH端

都有重要的丝氨酸残基 为STAT分子提供了另一个磷

酸化位点. 丝氨酸磷酸化使STAT具有最大程度的转录

活性. Stat1 中丝氨酸残基发生变异后 只保留了20%

野生型Stat1的活性 并且对IFN的反应有缺陷[17]. STAT

磷酸化所需的丝氨酸激酶包括多种丝分裂素-活化蛋

白激酶家族成员[78-79]. 目前对STAT丝氨酸磷酸化的重要

性并未完全了解 已知STAT与其他途径有交叉 如

丝分裂素-活化蛋白激酶 提示STAT 的作用已深入

至信号网络的复合体中.

        除丝氨酸激酶之外 其他STAT信号活化剂也已被

识别 包括组蛋白乙酰转移酶( histone acetyl transferases)

p300/CBP 转录因子c-jun Sp1 和糖皮质激素受体

共激活剂Nmi 和 MCM 核易位蛋白NPI-1和 p48[3, 70].

对上述STAT信号调节剂的生理作用仍需进一步研究.

由于STAT活性的下调作用与肿瘤的发生和进展密切相

关 所以STAT分子间的相互作用对自身活性的调节

在肿瘤的发生和进展过程中也具有重要作用.

5   STAT信号与肿瘤的干预治疗

重要的基础研究不仅有助于确定与肿瘤进展相关的特

殊癌基因 而且有助于描绘整个信息通道的整体轮廓.

有关信号途径的认识对肿瘤药物的开发也具有广泛的

影响. 通过小分子抑制剂阻断酪氨酸激酶的信号传导

可抑制不同肿瘤细胞株中Stat3 或 Stat5的组成性激活

这一作用与肿瘤细胞的生长抑制和诱导凋亡相关. 相对

而言 缺乏STAT活性作用的正常细胞或肿瘤细胞对药

物的耐受能力更强[29-30, 80-81]. 如使用非显性STAT或反义

寡核苷酸 直接干预STAT信号时可获得相似的效应[29].

目前进行的一些有关细胞培养和动物模型实验 已确

认Stat3 和 Stat5信号途径是多种人类肿瘤干预治疗的有

效的分子标靶[3, 10, 26, 28]. 今后对STAT蛋白仍需进一步探

究 除了发展酪氨酸激酶抑制剂 STAT反义寡核苷酸

和非显性STAT蛋白以外 考虑选择性针对STAT信号

靶点的方法也很重要[26, 82] 这些方法包括: (1)开发受

体-配体相互作用的拮抗剂 如细胞因子拮抗剂和受

体中和抗体; (2)改变与 STAT有交互作用的蛋白 如

SOCS 家族的成员; (3)抑制由STAT激活的丝氨酸激酶的

活性; (4)激活STAT特异的磷酸酶; (5)以与恶性肿瘤进展

相关的STAT调节基因为靶目标; (6)开发小分子抑制

剂 干扰STAT二聚体的形成和 /或DNA的结合力.

6   STAT的发展前景

任何一种具有致瘤特性的酪氨酸激酶的活化都会导致

肿瘤的发生. STAT为酪氨酸激酶信号的传导提供了一个

汇集点 为肿瘤药物的开发提供了富有前景的目标. 与

众多的酪氨酸激酶相反 STAT的一个引人注目的特征

是只有两个分子标靶Stat3 和 Stat5.  此外 许多研究

显示单独阻断Stat3 或 Stat5的功能均能抑制肿瘤细胞的

生长和诱导凋亡.

          癌症患者可能会对任何一种单一的治疗如酪氨酸激

酶抑制剂产生耐受 因此需要更为有效的治疗措施. 在

药物开发过程中 通过对STAT结构和活性关系的研

究 需设计特异性的分子检测手段应用于药物的改进
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中 评估活化的Stat3和 Stat5的DNA结合力以及基因

调控能力. 临床上 通过对肿瘤患者的活检 应用免

疫组织化学方法观察Stat3和Stat5的酪氨酸磷酸化形式

的表达情况 为监测STAT信号的有效抑制提供适宜的

分子标志. 通过基因芯片技术描绘的基因表达谱有助于

阐明与诊断和预后相关的STAT调节基因的分子标志.

        总之 对STAT蛋白的深入研究不仅为阐明酪氨酸

激酶抑制剂的作用机制提供了可能 而且还为肿瘤治

疗提供了新的分子标靶. 开发STAT蛋白(尤其是作为肿

瘤治疗分子靶点的Stat3 和 Stat5)的抑制剂 有助于进

一步探究这些蛋白在人类肿瘤中所起的重要作用.
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摘要

早期发现大肠癌及癌前病变有助于降低大肠癌的发病率和

死亡率. 大便潜血试验是最常使用的大肠癌筛检方法 再水

化愈创木酯试验可增加灵敏度 但特异性较无再水化者

低; 免疫化学法灵敏度和特异性均较高. 仿真结肠镜灵敏度

和特异性类似结肠镜检查 并能消除净化肠道带来的不适

增加患者的依从性. 检查粪便大肠癌组织脱落的标准物是目

前大肠癌筛检技术研究的热点. 直接寻找粪便脱落癌细胞

检测粪便脱落细胞DNA含量等均具有较高的灵敏度和特异

性. 在大肠癌组织检出的基因突变 同样可以在患者粪便

脱落细胞内检出. 同时检测大肠脱落细胞内K-ras APC

p53等多个基因突变和微卫星 凋亡等标准物对于筛检大

肠癌及其癌前病变具有很好的灵敏度和特异性. 检测大肠肿

瘤特异的蛋白标准物更能增加筛检的灵敏度和特异性 粪

便癌胚抗原 促衰变因子 STn抗原等均具有较好的效果.

张渊智, 李世荣. 大肠癌早期诊断新技术. 世界华人消化杂志  2004;12(5):

1202-1206
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0   引言

大肠癌(colorectal cancer CRC)是临床上常见的恶性肿

瘤 为西方国家第 2位高发恶性肿瘤[1] 死亡率位居

美国癌症死因的第3位[2]; 在我国大肠癌死亡率位居癌

症死因的第4-6位[3-17] 并且发病率和死亡率均有逐年

上升的趋势[9, 11-17]. 西方统计资料显示 人一生中患大

肠癌的危险度为 5-6% 50 岁以后发病率急剧上升

而且75%的病例发生于普通人群[18]. 大肠癌患者的生存

率直接与诊断时疾病的严重程度相关 进展期大肠癌

患者5 a生存率约为7% 而早期诊断的患者 5 a生

存率则可达92%[18]; 并且早期发现和切除癌变前的息肉

更有助于降低大肠癌的发病率和死亡率[19]. 早期大肠癌

一般指Dukes A期 即TNM分期的T1, 2N0M0. 大肠癌的

早期诊断包括两方面: 一方面是有症状患者的早期诊

断 另一方面是无症状早期大肠癌患者的诊断. 众所周

知 相当多的早期大肠癌和癌前病变患者无任何症

状 欲检出这部分患者 必须开展无症状人群的普查.

目前国内外普遍采用先以无创 低价 简便 有效

的方法筛检出大肠癌高危对象 再继以精查的方法确

诊. 近年来国内外开发或改良了许多大肠癌早期诊断新

技术 以下就大便潜血试验 仿真结肠镜 粪便脱落标

志物检测等方面的研究作简要综述.

1   大便潜血试验

大便潜血是早期大肠癌的特征性表现之一. 大便潜血试

验(fecal occult blood test FOBT)是大肠癌临床检验和

普查最常使用的方法 分为五类: 放射分析法 物理

法 化学法 免疫化学法和血红素-卟啉试验. 放射分

析法是静脉注射 51Cr 标记的红细胞后检测粪便放射活

性 用于定量分析 但日常使用太复杂; 物理法是通过

显微镜检测粪便红细胞和血色素晶体 或分光仪鉴定

血红蛋白及其衍生物 主要用于学术研究; 血红素-卟

啉试验可检出任何形式的血红素如游离的血红素或与

珠蛋白结合的血红素及其多种衍生物 用于定量分析

大肠癌的隐性出血 但由于对上消化道出血的高灵敏

性 降低了筛检大肠癌的特异性[20]; 化学法和免疫化学

法比较常用 被美国胃肠病学会推荐用于普通人群筛

检大肠癌[20].

       化学法以愈创木酯试验为代表 原理是血红蛋白分

子的高铁血红素部分具有假性过氧化物酶(pseudoperoxidase)

活性 可催化裂解过氧化氢 其衍生物与指示剂反应

偶联 氧化显色剂的氧受体而形成有色产物 从而判断

粪便中是否含有血红蛋白或血红素. 显色剂常用联苯胺

(benzidine) 但由于其致癌性 最近有报道应用三环

类抗抑郁药盐酸丙咪嗪(imipramine hydrochloride IPH)

和去甲丙咪嗪盐酸盐(desipramine hydrochloride DPH)

等代替联苯胺 作为新的大便潜血检测显色剂 [21]. 再水

化愈创木酯试验可以增加反应的灵敏度 但同时也可激

活各种干扰因素的过氧化物酶活性而增加假阳性率[22-23];

研究发现无再水化时假阳性率为2-4% 再水化时则

达8-16%[18]; 而且再水化愈创木酯试验可使肿瘤的预测

价值从44%下降到19%[22]. 由于愈创木酯试验检测血红

蛋白不具有人类特异性 食用肉的非人类血红蛋白和

其他具有过氧化物酶活性的膳食成分(如菠菜等) 过

多的维生素C 非甾体抗炎药(NSAIDs)等均可引起假

阳性 检查前常需限制膳食. 但应用无再水化愈创木酯

试验时 食用红肉的假阳性率只有0.7%[24] 检查前无

须限制膳食[20]. 愈创木酯试验一般检测3 次连续的大

便 每次取2个样本. 尽管单次试验的灵敏度很低(30-

50%) 但每年1次的检测方案能够检出大约92%的大



肠癌患者[20]. 在美国明尼苏达州进行的一项随机对照试

验显示大肠癌的累积死亡率 应用每年一次的再水化

FOBT时在13 a与 18 a后均降低了33%[25-26] 2 a/ 次者

在18 a后降低了21%[26]; 而应用2 a/次的无再水化FOBT

时在7. 8 a和 10 a后分别降低了15%和18%[27-28]. 因此

美国癌症学会和胃肠病学会推荐使用每年一次的无再

水化FOBT筛检大肠癌[20 29].

        免疫化学法FOBT是利用抗原 抗体的特异性结合

使用单克隆或多克隆抗体检测粪便内未受破坏的人血

红蛋白的珠蛋白部分或其他血液产物. 由于珠蛋白通过

上消化道时已被降解 代谢而失去免疫原性 免疫化学

法检测粪便潜血对于结肠和直肠出血更具特异性[30-31]

明显优于愈创木酯试验 后者对上 下消化道出血具有

同等的灵敏度 [22]. 免疫化学FOBT不与非人类血红蛋白

反应 不必限制膳食 受上消化道出血的影响也最

小 但非甾体抗炎药和其他常见的大肠非肿瘤性出血

仍可引起假阳性 [21]. 免疫化学FOBT筛检大肠癌较愈创

木酯试验更精确 目前在日本已经广泛用于筛检大肠

癌[32]. Nakama et al [33]采用3 d粪便收集法 使用免疫化

学FOBT检测大于1 cm的腺瘤 结果显示灵敏度和特

异性分别为48%和97%. Wong et al [34]发现愈创木酯试

验虽然是西方国家筛检大肠癌最常使用的FOBT 但

用于检测中国人非常明显的肿瘤时特异性很低; 而使用

人类血红蛋白特异的自动免疫化学法FOBT时 检测

明显的结肠肿瘤(癌和=1. 0 cm的腺瘤)的灵敏度 特异

性及阳性预测值分别为62% 93%和 44%. 与愈创木

酯试验相比较 免疫化学法提高了检测的特异性和患

者的依从性 不足之处是仍然是检测大便潜血 灵敏度

有限[18]. 因为肿瘤是间歇性出血 而且大多数腺瘤很少

出血; 此外结肠或直肠的其他非癌或非腺瘤性病变如炎

症或痔疮等也可引起出血.

        FOBT的基础是结肠和直肠内的癌和息肉出血 灵

敏度和特异性有限 但由于他的非侵袭性 简单 有效

便宜等优点 广泛用于高危人群和50岁以上的普通人

群初步筛检大肠癌.

2   仿真结肠镜检查

仿真结肠镜检查(virtual colonoscopy)或 CT结肠成像术

(computed tomography colonography CTC)是一种模拟传

统结肠镜检查的成像技术 通过使用结合多次螺旋CT

扫描的计算机程序而产生患者结肠内部的二维或三维

图像 为新一代大肠评价技术[35-36]. CTC同传统的结肠

镜一样 检查前需清洗大肠 一般建议患者48 h内进

少渣膳食; 此外还要求使用空气扩张大肠 亦可使用二

氧化碳代替空气 以减少患者的不适感 但同时也增加

了操作的复杂性和费用[35]. 检查大于1 cm的息肉 CTC

的精确度与传统结肠镜检查相当 很少出现假阳性

对于经验丰富的放射学专家 灵敏度和特异性均可达

90%; 而检查0.5 cm大小的息肉时灵敏度则下降到50%[36].

CTC 具有鉴别传统结肠镜检查无法鉴别的结肠癌如位

于结肠袋折叠处等特殊位置内肿瘤的潜在优势 同时

也适用于各种主 客观原因无法完成结肠镜检查的患

者; 此外 CTC也为患者提供了是否进行大肠息肉切除

术的选择 因为比较小的增生性息肉 近期内不可能演

变为癌 手术切除可能不会带来任何临床上的好处 而

CTC则可能会成为随访和监督这些患者的合适选择[35].

与结肠镜检查和双重钡灌肠检查相比较 患者对CTC

具有更好的依从性[37]. CTC也有许多不足之处[35] 大约

有15%的假阳性率 原因可能是: (1)粪便储留; (2)憩室

性疾病造成结肠扩张不充分; (3)误认增厚或复杂的结肠

袋为息肉或包块; (4)体内金属植入或运动假象. 此外

大肠扁平腺瘤虽然少见 但较典型腺瘤性息肉更具侵

袭性 更易恶变 目前尚无CTC检查这种病变能力的

报道; 增生性息肉较腺瘤性息肉更柔软 在空气充分扩

张大肠时呈扁平状 CTC也不易检出; CTC是非治疗性

检查 无法在检查期间同时进行息肉切除术 而且所

有阳性者必须随后进行结肠镜检查证实 费用也较传

统结肠镜检查高的多. 美国癌症学会大肠癌咨询小组认

为 CTC是一种相当有希望的新兴技术 但目前尚未

在普通人群大肠癌筛检中得到验证 无法判断是否相

当或优于传统的大肠癌筛检技术[35].

        磁共振结肠成像术(magnetic resonance colonography

MRC)是另一种新兴的大肠癌筛检技术. MRC具有所有

磁共振的优点如无放射性和多平面成像的能力 作用

类似于CTC 在大肠癌的诊断和筛检中具有较高的灵

敏度和特异性 与传统结肠镜检查相当 优于双重对比

钡灌肠造影检查[38]. 不足之处是检查前仍需净化大肠. 最

近有使用粪便标签 (fecal tagging) 技术 能很好地消除

净化大肠时带来的不适 增加患者的依从性[39]. 尽管仿

真结肠镜检查的费用远高于传统的大肠癌诊断和筛检技

术 但随着未来智能计算机的发展 CTC或MRC可能

会代替传统的诊断性结肠镜检查 成为现实的选择[38].

3   粪便大肠脱落标志物检测

粪便筛检试验不同于其他大肠癌筛检技术 具有非侵

袭性和不需要导泻的优点. 然而目前广泛使用的FOBT

假阳率和假阴率较高 降低了筛检的有效性 并增加

了筛检的费用; 而且FOBT检测粪便潜血 对于筛检大

肠癌而言 是一种固有的不灵敏和非特异性标志物. 选

用更准确的粪便标志物 能够极大地提高筛检的有效性

和效率. 与血液标志物不同 从大肠黏膜脱落的标志物

本身来自于肿瘤 并可持续释放 检测这些标志物可同

时增加筛检的特异性和灵敏度. 从理论上讲 任何反映

细胞发育异常的大肠黏膜上皮细胞成分均可成为这类标

志物. 随着粪便脱落细胞分离和收集技术的发展[40-44]

检测粪便大肠脱落标志物成为目前非侵袭性大肠癌筛

检技术研究的热点.

3.1 粪大肠脱落细胞学检测  正常肠黏膜每24 h有 1010
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个上皮细胞脱落 而肿瘤上皮细胞更新速度更快 每

天约有1%脱落入肠道并随粪便排出体外. 不同的是

正常大肠黏膜脱落的主要是凋亡细胞 而大肠癌组织

脱落的则主要是大量细胞角蛋白免疫染色阳性的健康

结肠细胞和炎性细胞 并且脱落的健康结肠细胞仍保

留表达肿瘤相关抗原的特性[45]. 收集粪便中大肠脱落上

皮细胞进行常规病理学检查 研究发现对于大肠恶性

肿瘤的诊断具有较高的灵敏度和特异性[43 46]. 小染色体

维护蛋白-2(minichromosome maintenance protein 2

MCM2)是DNA复制必需的复制前复合物成分之一 正

常时表达局限于大肠隐窝基底1/3-1/2 的增生带部分

但大肠腺瘤或腺癌时则可在表面大肠细胞表达[47]. Davies

et al [48]应用免疫细胞化学法检测25例对照者和40例大

肠癌患者粪便脱落细胞MCM2 对照组均未发现阳性

细胞; 大肠癌组37例MCM2阳性 而3例阴性者均为

右半结肠癌. 提示应用免疫细胞化学法检测粪便MCM2

阳性细胞 能够精确地筛检大肠癌.

3.2 粪大肠脱落细胞DNA标志物检测  检测粪便内脱落

肿瘤细胞的DNA标准物筛检大肠癌是很有发展前途的

一种新兴非侵袭性筛检技术. DNA能够在粪便内稳定存

在 并可持续从大肠黏膜脱落 使用PCR扩增技术可

以检测粪便内微量的DNA[20, 35]. 正常体细胞染色体倍数

和核DNA含量恒定 而恶性肿瘤细胞多数情况下染色

体数目增加 DNA含量增加. 在正常大肠黏膜经腺瘤向

腺癌发展过程中 DNA含量呈逐渐增加的趋势 一些

学者检测粪脱落细胞DNA含量 发现对大肠癌的诊断

和预测具有较高的灵敏度与特异性 [42, 47, 49]. 多项研究显

示在大肠癌组织中检出的基因突变 同样可以在患者

粪脱落细胞内检出 具有很高的一致性[31, 35, 50]. 检测粪

脱落细胞的基因改变在非侵袭性大肠癌筛检技术的研

究中具有重要的意义 但大肠癌在遗传学上是高度异

质的 到目前为止尚未确定出所有大肠癌均发生的单

一突变 而且并非所有的DNA突变都是肿瘤细胞特异

的 如K-ras 突变亦可来自于过度增生的胰腺 增生

反常的隐窝甚至正常的大肠黏膜组织[31]. 目前研究的热

点已由过去检测单个基因的改变转向同时检测多个基

因突变预测大肠癌的发生[31, 35, 50-51]. Ahlquist et al [51]对22

个大肠癌患者 11 个恶性腺瘤患者和28 个正常大肠

黏膜受试者同时检测粪便脱落细胞K-ras APC p53

等基因的15个热点突变和Bat-26(一种微卫星不稳定性

标志物) 长片段DNA( long DNA)(大于 200 bp)等

标志物 结果显示每一标准物均参与结果分析时检测

大肠癌的灵敏度是91% 恶性腺瘤的灵敏度和特异性

分别是82%和93%; 如果从分析中剔除K-ras(因为以前

的研究显示K-ras 突变能够在正常大肠黏膜检出) 检

测大肠癌的灵敏度没有变化 但检测恶性腺瘤的灵敏

度下降到73% 而特异性则上升至100%. 在同时进行

的FOBT检查中 恶性腺瘤患者粪便未发现任何潜血

试验阳性者. Tagore et al [52]对80个进展期大肠肿瘤患者

(遗传性非息肉病性大肠癌除外)和212个对照受试者进

行的类似研究发现 侵袭性大肠癌的检出率为63.5%

(33/52) 其中无结节者(TNM分期 I/II)为 72. 2%(26/

36) 进展期者(TNM分期 III/IV)为 43.7%(7/16); 进展期

腺瘤(包括高度不典型增生 绒毛状腺瘤或大于1 cm的

管状腺瘤)的检出率为57.1%(16/28) 其中高度不典型

增生为85.7%(6/7) 其他进展期腺瘤为47.6%(10/21);

在无结肠病变或仅有小息肉的患者 特异性为96.2%

提示DNA通过大肠全长时没有被降解 检测粪脱落细

胞多个靶基因突变对于大肠任何位点的恶性肿瘤及癌

前病变筛检均具有较高的灵敏度和特异性[31, 35, 50-52]. 检测

粪便脱落细胞的基因突变筛检大肠癌具有很多优点[35]:

(1)所检测基因突变均为大肠癌特异性较高者; (2)标志物

恒定 分析仅需一份大便标本; (3)具有很高的灵敏度和

特异性; (4)依从性更好; (5)假阳性率低; (6)近端大肠癌检

出率高. 但同时亦有很多不足之处 如缺乏人群筛检资

料的支持 基因检测数目和更特异基因的选择 费用过

高等[35]. 因此 在应用于人群筛检前仍有许多亟待解决

的问题.

3.3 粪大肠脱落细胞蛋白标志物检测  粪便内大肠脱落

细胞的蛋白质是另一类很有发展前途的生物标志物. 粪

便内脱落的蛋白标志物分为两类: 一类是非大肠上皮细

胞的蛋白成分 如钙卫蛋白(calprotectin)等. 钙卫蛋白来

源于中性粒细胞的钙结合蛋白 一些学者发现大肠炎

症性疾病和大肠癌患者粪便钙卫蛋白明显升高 但无

法鉴别这两种疾病[53-55]. 最近Limburg et al [56]在普通人群

进行的临床研究显示 大肠肿瘤患者与非肿瘤患者粪

钙卫蛋白浓度没有显著性差异. 提示该类蛋白标准物用

于筛检大肠肿瘤时效果较差. 另一类蛋白标志物是大肠

上皮细胞本身的蛋白成分. 由于mRNA的表达可能与细

胞内活性蛋白的量不相关 同时基因序列并不能描述

蛋白质翻译后的修饰 而这些过程对蛋白质的功能和

活性可能是必需的 [57]. 分析细胞内的蛋白质 亦称蛋白

组学(proteomics) 有可能在蛋白水平对个体疾病过程

(尤其是肿瘤)作出比较全面的判断. 基于蛋白组学的试验

有可能检出以蛋白质为基础的肿瘤特异性产物 并能

够鉴别肿瘤患者与非肿瘤患者[58]. 从理论上讲 检测肿

瘤特异性抗原能够增加大肠癌筛检的灵敏度和特异性.

癌胚抗原(carcinoembryonic antigen CEA)是最早应用于

临床的大肠癌相关抗原 广泛用于血清学检测大肠癌.

早在1987年 Shimano et al [59]应用抗CEA的抗血清检测

大肠癌患者粪便CEA 显示较高的灵敏度和特异性

明显优于血清学检测. Kim et al [60]比较粪便CEA 血清

CEA和FOBT等筛检大肠癌的灵敏度与特异性 发现

86%(24/28)的大肠癌患者粪便CEA大于10 ng/mg粪便

而血清CEA(大于5 ng/ mL) FOBT检测大肠癌的灵敏

度分别为39%和 21% 并且粪CEA 的特异性类似于

FOBT和血清CEA 提示检测粪CEA是一项可供选择

的非侵袭性大肠癌筛检技术. Mizuno et al [61]发现大肠癌
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患者粪便促衰变因子(decay-accelerating factor DAF)或

CD55 水平明显高于大肠息肉 上消化道癌等患者和

无消化道疾病的受试者 而且大部分小于2 cm的大肠

肿瘤和早期或粪潜血试验阴性的大肠癌患者粪便DAF

阳性 筛检大肠癌的灵敏度和特异性分别为 55% 和

85%. Iwagaki et al [62]应用抗DAF单克隆抗体包被的

ELISA检测系统 能够可靠地检出粪便内极低浓度的

DAF 极大地提高了筛检的灵敏度. 大肠癌细胞能够产

生一种具有STn(sialylated-Tn)抗原决定簇的异常粘蛋

白 在免疫学上明显不同于正常的大肠粘蛋白 并可与

抗结肠-卵巢肿瘤抗原(colon-ovarian tumor antigen

COTA)的单克隆抗体SP-21发生特异性免疫反应[63]. Pant

et al [63]采用离心和乙醇沉淀的方法从粪便中分离出可溶

性糖蛋白 应用SP-21定量检测大肠脱落黏膜上皮细

胞COTA的表达 发现大肠癌 异型增生和腺瘤等患

者COTA表达明显高于大肠黏膜正常的患者 以COTA

值大于15 µg/mL为肿瘤阳性判断标准时 5/6 的结肠
癌 6/22 的腺瘤 1/8 的结肠炎患者和2/58 的正常人

结果阳性 筛检大肠癌的灵敏度和特异性均优于目前

的愈创木酯试验.

3.4 其他粪大肠脱落细胞标志物  除上述标志物外 亦

有关于检测粪大肠脱落细胞特异基因转录水平表达并

用于大肠癌筛检的研究. 人类大肠腺癌组织经常过度表

达CD44外显子 Yamao et al [64]应用RT-PCR和Southern

杂交技术检测25例大肠癌患者手术前 后及15名健

康自愿者粪脱落细胞CD44 标准型 变异体6 和变异

体10 等mRNA 表达 发现大肠癌患者手术前 后及

所有健康志愿者均可检出CD44标准型mRNA 变异体

6和变异体10在大肠癌患者手术前粪便检出率分别为

68%(17/25)和 60%(15/25) 术后检出率分别为12%(3/25)

和 28%(7/25); 其中术前CD44变异体6阳性者术后阴转

率为88. 2%(15/17) 变异体10阴转率为80%(12/15)

而健康受试者仅有1名变异体阳性 提示粪脱落细胞

CD44变异体表达分析可作为非侵袭性试验用于诊断和

筛检大肠癌.

       总之 非侵袭性检查为目前大肠癌筛检技术研究

的趋势 包括大便潜血试验 仿真结肠镜检查 粪大肠

脱落细胞标志物检查等. 其中粪大肠脱落细胞标志物为

目前研究的热点 最具发展前景. 相信随着分子生物学

技术 生物信息学和功能蛋白组分析技术等的发展 将

会有更多 更特异的基因组合和肿瘤相关抗原应用于

临床检测和普查 在大肠癌即将形成或早期就能预测

或诊断.

4     参考文献
1 Steinert R, Buschmann T, van der Linden M, Fels LM, Lippert

H, Reymond MA. The role of proteomics in the diagnosis and
outcome prediction in colorectal cancer. Technol Cancer Res
Treat  2002;1:297-304

2 Price AS. Primary and secondary prevention of colorectal
cancer. Gastroenterol Nurs  2003;26:73-81

3 贺立绩, 王桂芳, 黄瑞德, 田永虎. 1990年-1992年山西阳城居民
恶性肿瘤死亡情况分析. 肿瘤研究与临床  2000;12:430-431

4 陈建顺, 陈礼慈, 游建旺, 陈心聪, 谢国评. 长乐市中年人恶性肿
瘤死亡分析. 中国肿瘤  2001;10:514-515

5 王寒松, 江建华, 倪倬健, 朱国华. 海门市1999-2000年恶性肿瘤
发病状况分析. 中国肿瘤  2001;10:509-511

6 李安乐, 方顺源, 汪志强. 杭州市1993-2000年主要恶性肿瘤死亡
情况. 中国肿瘤  2001;10:711-712

7 刘曙正, 戴涤新, 李刚. 河南省2001 年恶性肿瘤死亡率分布状况.
中国肿瘤  2002;11:705-706

8 刘月华, 海东, 张志学, 夏季杰. 黑龙江省1994-1999年恶性肿瘤
死亡监测分析. 疾病检测  2001;16:145-146

9 林英姬, 戴旭东, 孙喜文, 韩惠丽, 卢爱梅, 卢彦, 陈丽君. 黑龙江
省主要城市1995 年和2000 年恶性肿瘤发病与死亡分析. 中国肿
瘤  2002;11:29-30

10 马新源, 汪祥辉, 雷通海, 钱明富, 姚开颜, 李其龙. 嘉善县大肠癌
发病特征及流行趋势分析. 中国肿瘤  2001;10:375-376

11 于永礼, 鲁惠琴. 宁夏永宁县恶性肿瘤变动趋势分析. 肿瘤  1999;
19:368-369

12 徐晓初, 沈国英, 张霞, 戴克俊, 董淑丽, 白雪林, 刘海温. 上海市
长宁区1997-2001年居民主要恶性肿瘤死亡动态分析. 上海预防
医学杂志  2003;15:86-87

13 金凡, 周淑贞, 陶蓉芳, 茹蓉, 项永兵, 孙璐, 高玉堂. 上海市区恶
性肿瘤发病趋势1972-1994 年. 肿瘤  1999;19:255-258

14 陆应昶, 赵金扣, 武鸣, 王培桦. 苏北地区恶性肿瘤的死亡现状及
分布. 中国肿瘤   2001;10:512-514

15 罗晋卿, 苏辉民, 蒙唏. 梧州市区1981-2000年主要恶性肿瘤发病
趋势. 中国肿瘤  2002;11:278-279

16 魏矿荣, 王德坤, 余元龙, 钱峰, 郑受昂, 梁智恒, 刘倩婷. 中山市
30 a恶性肿瘤死因分析. 中国肿瘤  2002;11:89-90

17 李玲, 王启俊, 祝伟星, 刑秀梅. 北京城区居民1982-1997年癌症
发病趋势. 中国肿瘤  2001;10:507-509

18 Strul H, Arber N. Fecal occult blood test for colorectal cancer
screening. Ann Oncol  2002;13:51-56

19 Weir HK, Thun MJ, Hankey BF, Ries LA, Howe HL, Wingo
PA, Jemal A, Ward E, Anderson RN, Edwards BK. Annual
report to the nation on the status of cancer, 1975-2000, fea-
turing the uses of surveillance data for cancer prevention and
control. J Natl Cancer Inst  2003;95:1276-1299

20 Winawer S, Fletcher R, Rex D, Bond J, Burt R, Ferrucci J, Ganiats
T, Levin T, Woolf S, Johnson D, Kirk L, Litin S, Simmang C.
Colorectal cancer screening and surveillance: clinical guide-
lines and rationale-Update based on new evidence. Gastroen-
terology  2003;124:544-560

21 Syed AA, Khatoon BA, Silwadi MF. New reagents for detection
of fecal occult blood. J Pharm Biomed Anal  2001;24:581-586

22 Syed AA, Silwadi MF, Khatoon BA. Detection and diagnosis
of blood in feces and urine:an overview. Clinica Chimica Acta
2002;318:1-17

23 US Preventive Services Task Force. Screening for colorectal
cancer: Recommendation and rationale. Ann Intern Med  2002;
137:129-131

24 Crespi M, Lisi D. Is colorectal cancer screening by fecal occult
blood feasible? Ann Oncol  2002;13:47-50

25 Mandel JS, Bond JH, Church TR, Snover DC, Bradley GM,
Schuman LM, Ederer F. Reducing mortality from colorectal
cancer by screening for fecal occult blood. Minnesota colon
cancer control study. N Engl J Med  1993;328:1365-1371

26 Mandel JS, Church TR, Ederer F, Bond JH. Colorectal cancer
mortality: effectiveness of biennial screening for fecal occult
blood. J Natl Cancer Inst  1999;91:434-437

27 Hardcastle JD, Chamberlain JO, Robinson MH, Moss SM, Amar
SS, Balfour TW, James PD, Mangham CM. Randomised con-
trolled trial of faecal-occult-blood screening for colorectal
cancer. Lancet  1996;348:1472-1477

28 Kronborg O, Fenger C, Olsen J, Jorgensen OD, Sondergaard O.
Randomised study of screening for colorectal cancer with fae-
cal-occult-blood test. Lancet  1996;348:1467-1471

29 Smith RA, Cokkinides V, Eyre HJ, American cancer society.
American cancer society guidelines for the early detection of
cancer, 2003. CA Cancer J Clin  2003;53:27-43

30 Rockey DC, Auslander A, Greenberg PD. Detection of upper
gastrointestinal blood with fecal occult blood tests. Am J
Gastroenterol  1999;94:344-350

张渊智, 等. 大肠癌早期诊断新技术                                                              1205



31 Ahlquist DA, Shuber AP. Stool screening for colorectal cancer:
evolution from occult blood to molecular markers. Clinica
Chimica Acta  2002;315:157-168

32 Nakama H, Zhang B, Zhang B. Evaluation of the optimum
cut-off point in immunochemical occult blood testing in screen-
ing for colorectal cancer. Eur J Cancer  2001;37:398-401

33 Nakama H, Fattah A, Zhang B,  Uehara Y, Wang C. A com-
parative study of immunochemical fecal tests for detection of
colorectal adenomatous polyps. Hepatogastroenterology  2000;
47:386-389

34 Wong WM, Lam SK, Cheung KL, Tong TS, Rozen P, Young
GP, Chu KW, Ho J, Law WL, Tung HM, Choi HK, Lee YM, Lai
KC, Hu WH, Chan CK, Yuen MF, Wong BC. Evaluation of an
automated immunochemical fecal occult blood test for
colorectal neoplasia detection in a Chinese population. Cancer
2003;97:2420-2424

35 Levin B, Brooks D, Smith RA, Stone A. Emerging technologies
in screening for colorectal cancer: CT colonography, immu-
nochemical fecal occult blood tests, and stool screening using
molecular markers. CA Cancer J Clin  2003;53:44-55

36 Taylor SA, Halligan S, Bartram CI. CT colonography: Methods,
pathology and pitfalls. Clin Radiol  2003;58:179-190

37 Gluecker TM, Johnson CD, Harmsen WS, Offord KP, Harris
AM, Wilson LA, Ahlquist DA. Colorectal cancer screening with
CT colonography, colonoscopy, and double-contrast barium
enema examination: prospective assessment of patient per-
ceptions and preferences. Radiology  2003;227:378-384

38 Achiam MP, Bulow S, Rosenberg J. CT- and MR colonography.
Scand J Surg  2002;91:322-327

39 Lauenstein TC, Goehde SC, Debatin JF. Fecal tagging: MR
colonography without colonic cleansing. Abdom Imaging  2002;
27:410-417

40 Iyengar V, Albaugh GP, Lohani A, Nair PP. Human stools as a
source of viable colonic epithelial cells. FASEB J  1991;5:2856-2859

41 Albaugh GP, Iyengar V, Lohani A, Malayeri M, Bala S, Nair
PP. Isolation of exfoliated colonic epithelial cells, a novel,
non-invasive approach to the study of cellular markers. Int J
Cancer 1992;52:347-350

42 吴显文, 李世荣, 田玉旺, 王志红, 邢惠清. 肠道脱落细胞DNA含
量图像分析诊断大肠癌的意义. 华人消化杂志  1998;6:88-89

43 范如英, 李世荣, 吴霞, 武子涛, 晨智敏. 粪便中大肠脱落细胞形
态学观察 DNA定量及p53蛋白表达的初步观察. 中华消化杂志
2000;20:269-270

44 Bandaletova T, Bailey N, Bingham SA, Loktionov A. Isolation
of exfoliated colonocytes from human stool as a new tech-
nique for colonic cytology. APMIS  2002;110:239-246

45 Ahlquist DA, Harrington JJ, Burgart LJ, Roche PC. Morpho-
metric analysis of the “mucocellular layer” overlying colorectal
cancer and normal mucosa:relevance to exfoliated stool screen-
ing markers. Hum Pathol  2000;31:51-57

46 范如英, 李世荣, 武子涛, 吴霞, 晨智敏. 大肠脱落细胞及其核DNA
含量分析在大肠癌诊断中的意义. 癌症  2002;21:776-780

47 Freeman A, Morris LS, Mills AD, Stoeber K, Laskey RA, Wil-
liams GH, Coleman N. Minichromosome maintenance pro-
teins as biological markers of dysplasia and malignancy. Clin
Cancer Res  1999;5:2121-2132

48 Davies RJ, Freeman A, Morris LS, Bingham S, Dilworth S, Scott
I, Laskey RA, Miller R, Coleman N. Analysis of minichromosome
maintenance proteins as a novel method for detection of colorectal

cancer in stool. Lancet 2002;359:1917-1919
49 Loktionov A, O’Neill IK, Silvester KR, Cummings JH,

Middleton SJ, Miller R. Quantitation of DNA from exfoliated
colonocytes isolated from human stool surface as a novel
noninvasive screening test for colorectal cancer. Clin Cancer
Res  1998;4:337-342

50 Rengucci C, Maiolo P, Saragoni L, Zoli W, Amadori D, Calistri
D. Multiple detection of genetic alterations in tumors and
stool. Clin Cancer Res  2001;7:590-593

51 Ahlquist DA, Skoletsky JE, Boynton KA, Harrington JJ,
Mahoney DW, Pierceall WE, Thibodeau SN, Shuber AP.
Colorectal cancer screening by detection of altered human
DNA in stool: Feasibility of a multitarget assay panel. Gastro-
enterology  2000;119:1219-1227

52 Tagore KS, Lawson MJ, Yucaitis JA, Gage R,Orr T, Shuber
AP, Ross ME. Sensitivity and specificity of a stool DNA
multitarget assay panel for the detection of advanced colorectal
neoplasia. Clin Colorectal Cancer  2003;3:47-53

53 Kronborg O, Ugstad M, Fuglerud P, Johne B, Hardcastle J,
Scholefield JH, Vellacott K, Moshakis V, Reynolds JR. Faecal
calprotectin levels in a high risk population for colorectal
neoplasia. Gut  2000;46:795-800

54 Tibble J, Sigthorsson G, Foster R, Sherwood R, Fagerhol M,
Bjarnason I. Faecal calprotectin and faecal occult blood tests
in the diagnosis of colorectal carcinoma and adenoma. Gut
2001;49:402-408

55 Summerton CB, Longlands MG, Wiener K, Shreeve DR. Faecal
calprotectin:a marker of inflammation throughout the intesti-
nal tract. Eur J Gastroenterol Hepatol  2002;14:841-845

56 Limburg PJ, Devens ME, Harrington JJ, Diehl NN, Mahoney
DW, Ahlquist DA. Prospective evaluation of fecal calprotectin
as a screening biomarker for colorectal neoplasia. Am J
Gastroenterol  2003;98:2299-2305

57 Lawrie LC, Curran S, McLeod HL, Fothergill JE, Murray GI.
Application of laser capture microdissection and proteomics
in colon cancer. Mol Pathol  2001;54:253-258

58 Ransohoff DF. Cancer: Developing molecular biomarkers for
cancer. Science  2003;299:1679-1680

59 Shimano T, Okuda H, Monden T, Inaji H, Mori T. Usefulness
of carcinoembryonic antigen measurement in feces of patients
with colorectal cancer. Dis Colon Rectum  1987;30:607-610

60 Kim Y, Lee S, Park S, Jeon H, Lee W, Kim JK, Cho M, Kim M, Lim
J,Kang CS, Han K. Gastrointestinal tract cancer screening using
fecal carcinoembryonic antigen. Ann Clin Lab Sci  2003;33:32-38

61 Mizuno M, Nakagawa M, Uesu T, Inoue H, Inaba T, Ueki T,
Nasu J, Okada H, Fujita T, Tsuji T. Detection of decay-accel-
erating factor in stool specimens of patients with colorectal
cancer. Gastroenterology  1995;109:826-831

62 Iwagaki N, Mizuno M, Nasu J, Mizuno M, Okazaki H, Hori S,
Yamamoto K, Okada H, Tsuji T, Fujita T, Shiratori Y. Advances
in the development of a reliable assay for the measurement of
stool decay-accelerating factor in the detection of colorectal cancer.
J Immunoassay Immunochem  2002;23:497-507

63 Pant KD, McCracken JD. Noninvasive colorectal cancer
screening. Dig Dis Sci  2002;47:1236-1240

64 Yamao T, Matsumura Y, Shimada Y, Moriya Y, Sugihara K,
Akasu T, Fujita S, Kakizoe T. Abnormal expression of CD44
variants in the exfoliated cells in the feces of patients with
colorectal cancer. Gastroenterology  1998;114:1196-1205

1206                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 5月 15 日  第 12 卷  第 5 期



• 研究快报 •

硫代乙酰胺致大鼠轻微型肝性脑病模型的建立

贾   林, 张美华, 苏常青, 李   泽

贾林, 张美华, 广州市第一人民医院消化内科  广东省广州市  510180
苏常青, 李泽, 广州市第一人民医院神经内科  广东省广州市  510180
项目负责人: 贾林, 510180, 广东省广州市, 广州市第一人民医院消化内科.
电话: 020-81628877    传真: 020-81628809
收稿日期: 2003-12-10    接受日期: 2004-02-01

摘要

目的: 建立硫代乙酰胺(TAA)致大鼠轻微型肝性脑病(MHE)

的动物模型.

方法: 24只 SD大鼠随机分为TAA组和正常对照组 各12

只. TAA组应用TAA(每日200 mg/kg)隔日腹腔内注射 共2次

1 d后行脑干听觉诱发电位(BAEP)和门静脉内毒素检测.

结果: TAA组的 I波潜伏期为1.52±0.07 ms 显著高于正
常对照组的1.29±0.09 ms (P <0.05); TAA组内毒素水平为
0.36±0.04  pg/mL 显著高于正常对照组的0.07±0.02 pg/mL
(P  <0.001); 若以1.45 ms (正常对照组I波潜伏期均值±1.96
标准差)为正常值 MHE发生率为83.3%(10/12).

结论: TAA致大鼠MHE模型研制成功 适用于MHE实验

治疗研究.

贾林, 张美华, 苏常青, 李泽. 硫代乙酰胺致大鼠轻微型肝性脑病模型的建立.
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0   引言

轻微型肝性脑病(minimal hepatic encephalopathy MHE)

过去多称为亚临床型肝性脑病(SHE) 指某些肝病患者

缺乏临床常规手段可检测的大脑功能失调 但具有可

计量的智力检测和脑诱发电位异常[1-2] 迄今尚未见

MHE动物模型的研究报道. 本文在预实验基础上 采

用小剂量硫代乙酰胺(TAA)腹腔内注射导致大鼠急性肝

功能损害 以脑干听觉诱发电位(BAEP)为MHE 诊断

指标 旨在首次建立大鼠的实验性MHE模型及其诊断

标准 为MHE实验治疗研究提供动物模型.

1   材料和方法

1.1 材料  清洁级SD 大鼠 24只 质量 220-250 g

由中山大学实验动物中心提供. TAA (分析纯)和鲎试剂

盒分别购自上海化学试剂公司和上海伊华临床医药科

技公司. 应用丹麦丹迪公司生产的Keypoint型脑诱发电

位仪检测大鼠BAEP.

1.2 方法

1.2.1 模型制备  根据Albrecht et al [3]方法改良制备. 24

只 SD大鼠随机分为TAA组和正常对照组 每组12只.

TAA组采用每日200 mg/kg剂量的TAA隔日行腹腔内注

射(ip) 正常对照组则采用生理盐水 ip 共 2次 注射

结束后1 d分别行BAEP和内毒素定量检测 必要时辅

以50 g/L葡萄糖盐水溶液5 mL ip进行补液.

1.2.2 BAEP检测及MHE的诊断  大鼠注射TAA后 如

出现嗜睡 反应迟缓 自主性活动减少 共济失调 昏

迷等症状之一 可诊断肝性脑病(HE); 无症状大鼠则需

行BAEP检测以排除MHE(采用Shapiro et al [4]方法).用

20 g/L戊巴比妥40 mg/kg ip进行麻醉 将其置于GS型

金属组装电屏蔽隔音室内 由神经功能检查室医师操

作.指标包括大鼠BAEP I-IV的潜伏期及其峰间期 每

项指标重复操作2次以上  待波形重复性好之后进行描

记 以确保实验数据的可靠性.

        预实验发现BAEP I波潜伏期较II-IV波潜伏期对药

物治疗更为敏感和稳定 因此把正常对照组BAEP I波

潜伏期均值 ±0.96 标准差作为正常值 超过此值即可
诊断MHE.

1.2.3 门静脉内毒素定量测定  采用鲎试验(偶氮显色法).

1.2.4 肝病理检查  取血后处死裸鼠 留取鼠肝同一叶

肝组织 苏木素-伊红染色后光镜观察.

        统计学处理  两组计量资料和率的比较分别采用 t

检验和 χ2检验.

2   结果

2.1 大鼠BAEP正常值及MHE发生率  正常组大鼠活动

灵活 反应敏捷. SD大鼠注射TAA后 未见嗜睡 反

应迟缓 共济失调 昏迷等 HE 症状 也无大鼠死

亡; TAA组的 I波潜伏期为1.52±0.07 ms 显著高于正
常对照组的1.29±0.09 ms (P <0.05); 若以1.45 ms(正常对
照组 I 波潜伏期均值 ±.96 标准差)为正常值 MHE 发
生率为83.3%(10/12).

2.2 血浆内毒素检测  TAA组的内毒素水平为0.36±0.04
pg/mL 显著高于正常对照组的0.07±0.02 pg/mL (P <0.001)
提示TAA组存在显著的高内毒素血症.

2.3 肝病理检查  肉眼下见TAA组鼠肝普遍肿大 表

面较粗糙 呈暗红色; 正常组鼠肝则未见异常. 光镜下见

正常组鼠肝组织肝小叶结构完整,肝细胞无变性 坏死;

TAA组大部分肝脏有大面积空泡变和炎性细胞浸润;  部

分肝脏呈现以中央静脉为中心的肝小叶坏死(条块状坏

死和桥接坏死) 个别呈弥漫性片状坏死.

3   讨论

HE最新共识认为HE范畴为一连续阶段 包含从MHE
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(0 期)到肝昏迷(IV期)等不同程度类型 MHE为HE广

义概念的一部分[1-2]. HE动物模型的制备方法很多 适

合不同研究目的. 文献报道TAA致鼠急性肝衰竭模型具

有良好的重复性和可行性 已成为目前国内外最成

熟和最常用的HE模型,其中以TAA隔日腹腔内重复注

射(2-3次)为公认的制备常规 TAA总量波动于500-

1 200 mg/kg TAA剂量-症状关系也未达成共识[3].

        脑诱发电位(EP)和智力检测为MHE患者的主要诊

断手段 由于动物难行智力检测 因此EP成为MHE动

物模型的惟一识别手段. 鉴于近年动物EP检测技术的广

泛应用[4-5] 建立动物MHE模型及其诊断标准的时机

已日渐成熟 国内外少数学者进行了初步尝试. Albrechit

和Hilgier et al学者[3, 6]提出了MHE模型制备方法,认为

采用TAA(250 mg/kg)隔日 ip大鼠2次后停药 第21 d后

即可制成鼠MHE模型 由于未行EP检测致使动物MHE

诊断不明 仍为MHE假想模型.2000年 国内李瑞军et al
[7]首次把EP检测应用于乳果糖对TAA致兔HE/MHE的

防治研究 但较粗略和笼统 未建立MHE模型和确立

动物MHE的诊断标准等.

       本文前期研究显示TAA剂量与HE发生率呈正相

关 250 mg组(250 mg/kg隔日 ip 2次)的临床HE发生率

接近100% 明显高于200 mg组(200 mg/kg体重隔日 ip

2次) 因此 本文采用小剂量TAA制备鼠MHE模型.

研究显示小剂量TAA (200 mg/kg体重隔日 ip 2次)既可

显著延长鼠BAEP I波的潜伏期和产生高内毒素血症

又无临床HE和鼠死亡发生; 若以正常对照组BAEP I波

潜伏期均值±1.96标准差作为MHE诊断标准,本组SD大
鼠的MHE确切发生率为83.3% 适用于MHE疗效学的

定量研究.
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摘要

目的: 研究我国湖北汉族人NOD2基因3020insC移码突变

频率与炎症性肠病(IBD)的相关性.

方法: 采用特异性等位基因PCR方法对74例溃疡性结肠炎

(UC) 15 例克罗恩病(CD)患者以及 172 例正常对照者

NOD2基因3020insC多态性进行检测.

结果: 正常对照者 UC以及CD患者NOD2基因3020等

位基因频率分别为0.29% 1.35%及 3.33% 均无显著性

差异. 但CD对比健康对照组的P =11.828 95% CI=0.7 205-

194.17 提示NOD2基因3020insC移码突变是CD的危

险因素.

结论: NOD2基因3020insC移码突变与中国湖北汉族CD与

UC患者无显著相关性.

瞿艳, 郭秋莎, 夏冰. NOD2基因3020insC移码突变与中国湖北汉族炎症性

肠病的相关性. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1208-1210

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1208.asp

0  引言

炎症性肠病(IBD)包括溃疡性结肠炎(UC)和克罗恩病(CD)
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(0 期)到肝昏迷(IV期)等不同程度类型 MHE为HE广

义概念的一部分[1-2]. HE动物模型的制备方法很多 适

合不同研究目的. 文献报道TAA致鼠急性肝衰竭模型具

有良好的重复性和可行性 已成为目前国内外最成

熟和最常用的HE模型,其中以TAA隔日腹腔内重复注

射(2-3次)为公认的制备常规 TAA总量波动于500-

1 200 mg/kg TAA剂量-症状关系也未达成共识[3].

        脑诱发电位(EP)和智力检测为MHE患者的主要诊

断手段 由于动物难行智力检测 因此EP成为MHE动

物模型的惟一识别手段. 鉴于近年动物EP检测技术的广

泛应用[4-5] 建立动物MHE模型及其诊断标准的时机

已日渐成熟 国内外少数学者进行了初步尝试. Albrechit

和Hilgier et al学者[3, 6]提出了MHE模型制备方法,认为

采用TAA(250 mg/kg)隔日 ip大鼠2次后停药 第21 d后

即可制成鼠MHE模型 由于未行EP检测致使动物MHE

诊断不明 仍为MHE假想模型.2000年 国内李瑞军et al
[7]首次把EP检测应用于乳果糖对TAA致兔HE/MHE的

防治研究 但较粗略和笼统 未建立MHE模型和确立

动物MHE的诊断标准等.

       本文前期研究显示TAA剂量与HE发生率呈正相

关 250 mg组(250 mg/kg隔日 ip 2次)的临床HE发生率

接近100% 明显高于200 mg组(200 mg/kg体重隔日 ip

2次) 因此 本文采用小剂量TAA制备鼠MHE模型.

研究显示小剂量TAA (200 mg/kg体重隔日 ip 2次)既可

显著延长鼠BAEP I波的潜伏期和产生高内毒素血症

又无临床HE和鼠死亡发生; 若以正常对照组BAEP I波

潜伏期均值±1.96标准差作为MHE诊断标准,本组SD大
鼠的MHE确切发生率为83.3% 适用于MHE疗效学的

定量研究.
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摘要

目的: 研究我国湖北汉族人NOD2基因3020insC移码突变

频率与炎症性肠病(IBD)的相关性.

方法: 采用特异性等位基因PCR方法对74例溃疡性结肠炎

(UC) 15 例克罗恩病(CD)患者以及 172 例正常对照者

NOD2基因3020insC多态性进行检测.

结果: 正常对照者 UC以及CD患者NOD2基因3020等

位基因频率分别为0.29% 1.35%及 3.33% 均无显著性

差异. 但CD对比健康对照组的P =11.828 95% CI=0.7 205-

194.17 提示NOD2基因3020insC移码突变是CD的危

险因素.

结论: NOD2基因3020insC移码突变与中国湖北汉族CD与

UC患者无显著相关性.

瞿艳, 郭秋莎, 夏冰. NOD2基因3020insC移码突变与中国湖北汉族炎症性

肠病的相关性. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1208-1210

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1208.asp

0  引言

炎症性肠病(IBD)包括溃疡性结肠炎(UC)和克罗恩病(CD)
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两种临床类型 其免疫和遗传因素在发病机制中起重

要作用. 至今 NOD2基因是所发现的CD的第一个易

感基因[1-2]. 在大多数西方人群已被证实 然而 未被

日本和香港人所证实[3-4]. NOD2是参与细胞调亡调控的

NOD1/APAF-1家族的成员 表达于外周血单核细胞和

回肠黏膜 通过NF-κB信号转导通路激活一系列炎性
细胞因子的转录与表达 在肠黏膜的炎性损伤中起重

要作用[5].目前 鲜见NOD2 基因多态性在中国汉族人

群中的分布及与IBD患者相关性的报道.本研究旨在探

讨我国湖北汉族人中NOD2基因移码突变的频率及其与

IBD的相关性.

1   材料和方法

1.1 材料  收集2001/2003在武汉大学中南医院以及武汉

市其他大型综合医院就诊的湖北汉族无亲缘关系的IBD

患者89例(74例UC 15例CD)以及健康对照者172例.

UC及CD诊断标准参照中华医学会消化病学分会2001

对炎症性肠病诊断治疗规范的建议 [6]. 健康对照者来

自正常体检者.

1.2 方法  基因组DNA提取: 采血 5 mL EDTA抗凝

常规蛋白酶K消化 苯酚-氯仿提取.提取的DNA 溶

解于TE液中 -25 保存. NOD2基因3020insC移码

突变检测: 采用特异性等位基因PCR (allele specific PCR)

方法 检测NOD2基因3020insC移码突变. 在25 µL的反
应体系中加入特异性引物(表1) 引物设计参照文献[2].

94 预变性5 min. 变性94 45 s; 退火59 45 s;

延伸72 45 s; 共 35次循环.最后彻底延伸于72 

7 min. PCR 产物于 20 g/L 琼脂糖电泳 溴乙锭染色

在紫外分析仪下分析鉴定. PCR产生533 bp的非特异性

产物及319 bp片段(野生型)和/或214 bp片段 (3020insC

突变型). 3020insC突变型DNA参考标本由荷兰阿姆斯

特丹自由大学惠赠.

表1  NOD2基因3020insC突变特异性等位基因PCR引物

引物 序列

顺式引物 5 -CTGAGCCTTTGTTGATGAGC-3

反式引物 5 -TCTTCAACCACATCCCCATT-3

野生型顺式引物 5 -CAGAAGCCCTCCTGCAGGCCCT-3

3020insC反式引物 5 -CGCGTGTCATTCCTTTCATGGGGC-3

        统计学处理  通过SPSS 11.5软件包 采用 χ2检验
P <0.05认为有统计学意义.

2   结果

对89例 IBD患者(74例UC 15例CD)以及172例健康

对照者的DNA样本进行检测 发现4例3020insC移码

突变杂合子 其中正常对照者1 例 UC 2 例 CD 1

例. 正常对照者 UC以及CD患者NOD2基因3020等

位基因频率分别为0.29% 1.35%及 3.33% 均无显

著性差异(表 2). 但 CD对比健康对照组的 P =11.828

95% CI =0.7 205-194.17 提示NOD2基因3020insC移

码突变是CD的危险因素.

表2  健康对照者 UC和CD患者NOD2基因3020insC突变基因型

和等位基因频率

基因型       健康对照者 UC             CD

n 172 74 15

野生型 171 72 14

3020insC突变杂合子     1   2   1

3020insC突变纯合子     0   0   0

3020insC等位基因频率 0.29           1.35           3.33

3   讨论

NOD2基因位于16q12 是近 2 a发现的人类CD的第

一个易感基因. 1996年Hugot et al [7]通过对IBD患者家

系的连锁分析 发现第16条染色体着丝点附近的CD易

感位点 称位IBD1. 2001年 Hugot et al [1]在 IBD1区

域 对含有D16S3136微卫星标记的细菌人造染色体克

隆进行测序 发现在该序列上 R702W G908R

1007fs 单核苷酸多态性(分别以SNP8 12 13 表示)

与CD有显著相关性. 在与人类白细胞cDNA库相比后

发现了人类的第一个CD 易感基因NOD2 现命名为

CARD15基因. NOD2蛋白质是调节细胞凋亡的超家族

CED4/APAf1的成员 由1 013个氨基酸组成 包括两个

N末端caspase补充区域(N-terminal caspase recruitment

domains CARD) 一个核苷酸结合区域(a nucleotide-

binding domain NBD) 一个由多个C末端富含亮氨

酸的重复组成的区域(multiple C-terminal leucine rich

repeats LRR 区域). NOD2 在单核细胞表达 在细胞

质中对来源于细菌的致病成分起作用. LRR区域具有结

合细菌LPS的活性 激活NF-κB信号通道. NOD2基因
LRR区域的3020insC移码突变 使NOD2蛋白LRR区

域发生Leu1007Pro氨基酸互换 终止密码子提前 最

后33个氨基酸丢失 导致NF-κB活性减弱. 由于NOD2
的缺失导致CD患者对细菌产物的先天性免疫反应减

弱 从而过度激活特异性继发性免疫反应 导致CD发

生[8]. CD患者小肠黏膜和潘氏细胞可检测到NOD2的表

达 支持NOD2与CD相关的结论[9-10]. Ogura et al [2]同时

发现这三个基因多态性与CD呈显著性相关 以3020insC

移码突变与CD的相关性最为密切 而且在功能上证实

是CD的易感基因. 一些在英国和德国人等的研究[11]证实

NOD2的3020insC移码突变与CD相关 但Yamazaki et

al [3]以及Leong et al [4]对日本人和中国香港人CD患者

UC患者以及健康对照者的研究 未发现NOD2基因的

突变. NOD2的 3020insC移码突变在不同人群中频率不

同 可能与种族差异有关.

        本研究采用特异性等位基因PCR方法 检测中国

湖北汉族74例UC 15 例 CD以及 172 例正常对照者
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NOD2基因的3020insC突变频率 未发现正常对照组

3020insC 移码突变频率与UC及CD患者有显著性差

异 提示在中国湖北汉族人中NOD2基因3020insC移

码突变与UC及CD无显著相关性 不可能是CD的易感

基因 与日本人[3]及中国香港人[4]的结果一致. 但CD对

比健康对照组的 P =11.828 95% CI=0.7 205-194.17

提示NOD2基因3020insC移码突变是CD的危险因素. 由

于本组CD 患者病例较少 有待进一步证实.

        NOD2作为所发现的人类第一个CD易感基因 将

CD 的遗传易感性 机体的先天性免疫与细菌作用有

机的联系起来 在治疗CD的策略上重视细菌的作用.

目前 尚未在亚洲人群中发现NOD2的基因突变与CD

之间存在显著相关性的报道 提示 IBD 特别是CD

涉及多基因的遗传模式 在不同地区和人群具有明显

的种族差异性.
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摘要

目的: 建立一种可同时测定胃黏膜组织微量 γ- 氨基丁酸
(GABA)和谷氨酸(Glu)含量的高效液相色谱法.

方法: 用异硫氰酸苯酯(PITC)作衍生剂 色谱柱为Pico/

Tag氨基酸专用柱 梯度洗脱 紫外检测波长 254 nm.

结果: GABA在0.125-6.25 nmoL/mL 范围 Glu在 0.025-

2.5 µmol/mL范围 线性关系良好; GABA和Glu加样回
收率分别为90.4-104% 88.1-105.5%; 批内误差分别为

3.56% 和 1.12%; 批间误差分别7.47%和 5.98%.

结论: 本法稳定 灵敏 可用于胃黏膜组织GABA和Glu

含量的检测.

朱人敏, 秦苏堤, 何小平, 汪芳裕, 李宁, 刘福坤. 高效液相色谱法测定人胃黏

膜中 γ-氨基丁酸和谷氨酸含量. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1210-1213

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1210.asp

0   引言

γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric acid GABA)主要来源于三
羧酸循环中的谷氨酸(Glu) 是一种重要的抑制性神经
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NOD2基因的3020insC突变频率 未发现正常对照组

3020insC 移码突变频率与UC及CD患者有显著性差

异 提示在中国湖北汉族人中NOD2基因3020insC移

码突变与UC及CD无显著相关性 不可能是CD的易感

基因 与日本人[3]及中国香港人[4]的结果一致. 但CD对

比健康对照组的 P =11.828 95% CI=0.7 205-194.17

提示NOD2基因3020insC移码突变是CD的危险因素. 由

于本组CD 患者病例较少 有待进一步证实.

        NOD2作为所发现的人类第一个CD易感基因 将

CD 的遗传易感性 机体的先天性免疫与细菌作用有

机的联系起来 在治疗CD的策略上重视细菌的作用.

目前 尚未在亚洲人群中发现NOD2的基因突变与CD

之间存在显著相关性的报道 提示 IBD 特别是CD

涉及多基因的遗传模式 在不同地区和人群具有明显

的种族差异性.
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摘要

目的: 建立一种可同时测定胃黏膜组织微量 γ- 氨基丁酸
(GABA)和谷氨酸(Glu)含量的高效液相色谱法.

方法: 用异硫氰酸苯酯(PITC)作衍生剂 色谱柱为Pico/

Tag氨基酸专用柱 梯度洗脱 紫外检测波长 254 nm.

结果: GABA在0.125-6.25 nmoL/mL 范围 Glu在 0.025-

2.5 µmol/mL范围 线性关系良好; GABA和Glu加样回
收率分别为90.4-104% 88.1-105.5%; 批内误差分别为

3.56% 和 1.12%; 批间误差分别7.47%和 5.98%.

结论: 本法稳定 灵敏 可用于胃黏膜组织GABA和Glu

含量的检测.

朱人敏, 秦苏堤, 何小平, 汪芳裕, 李宁, 刘福坤. 高效液相色谱法测定人胃黏

膜中 γ-氨基丁酸和谷氨酸含量. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1210-1213

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1210.asp

0   引言

γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric acid GABA)主要来源于三
羧酸循环中的谷氨酸(Glu) 是一种重要的抑制性神经
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递质 广泛存在于脊椎动物脑内 外周组织中含量很

低[1-3]. 近年来研究表明: GABA除了作为胃肠神经递质

还有可能作为一种胃肠激素[4] 协同Glu 参与胃肠

黏膜细胞分裂 分化 成熟的调节[5] 抑制胃癌的发

生[4]. 随着GABA Glu与胃癌关系研究的不断深入 要

求建立一种快速 精确定量胃黏膜组织GABA Glu含

量的方法.

       国外已有文献报道 应用荧光分光光度法测定人

胃黏膜组织GABA含量 但灵敏度较低 干扰因素较

多[5]. 本文首次采用异硫氰酸苯酯(PITC) 柱前衍生 高效

液相色谱(HPLC)-紫外检测法测定胃黏膜组织GABA 

Glu 含量. 国内外未见此类报道. 该法的优点是PITC与氨

基酸反应生成能在254 nm下检测的PITC-氨基酸[6-11]

分析速度快 灵敏度高 结果令人满意.

1   材料和方法

1.1 材料  Waters 高效液相色谱仪系统(美国Waters 公

司) 其中包括510泵两台 486紫外检测器 自动梯度

控制器 控温仪及柱温箱; Pico/TagTM工作台; 7 725 i进

样阀(美国Rheodyne 公司); 色谱工作站(杭州英谱公司).

γ-氨基丁酸和谷氨酸: 美国Sigma公司; 衍生剂异硫氰酸
苯酯(PITC): 美国 Pierce 公司; 乙腈 甲醇均为色谱纯:

德国Merck公司; 乙酸钠为分析纯: 英国普尔BDH化学

公司; 其余试剂均为市售分析纯试剂 水为重蒸馏水.

1.2 方法

1.2.1 色谱条件  色谱柱: Pico/Tag氨基酸专用柱 3.9 mm×
300 mm; 流动相: 流动相A为乙腈 70 mmoL/L-1醋酸

缓冲液(pH 6.5) =25 975 含0.25 mL/L-1的10 mmoL/L-1

EDTA; 流动相B为乙腈 水 甲醇=450 400 150.

梯度洗脱条件如表1. 紫外检测波长254 nm; 柱温 45 ;

进样量 20 µL.

表1  梯度洗脱程序表

时间(min)    流动相(mL/min-1)       A%            B%           曲线

起始 1.00 100 0 -

13.50 1.00   97 3 11

20.00 1.00   96 4  8

20.50 1.00   20            80  5

22.50 1.00     0          100  6

23.00 1.00 100 0  6

30.00 1.00 100                0  6

1.2.2 溶液配制  样品稀释液: 5 µmoL/L-1的Na2HPO4缓
冲溶液 pH 7.4. 样品干燥液: 甲醇 1.0 moL/L-1醋酸

钠 三乙胺 = 2/2/1(v/v/v). 衍生化试剂: 异硫氰酸苯酯

(PITC) 甲醇 乙醇 三乙胺 水= 1/6/1/1/1 (v/v/

v/v/v); 需新鲜配制.

1.2.3 标本收集及样品前处理  于手术当天取胃癌组织

标本(约 100 mg) 同时取距癌组织边缘5 cm以上的胃

黏膜组织作为对照 并经病理证实为癌组织和正常组

织 迅速放入液氮中冷冻  再转移至-70 冰箱保存

至测定. 测定时 称取100 mg 左右的胃黏膜组织置小

研钵中 倒入液氮 待组织冷却坚硬后进行研磨 粉碎

后再加入液氮研磨 如此反复3次 使组织完全粉碎.

加入 400 µL的样品稀释液将粉碎的组织完全转移到离
心管中 1 000 r/min 4 离心 5 min 上清液转移

到超滤管中 1 000 r/min 4 离心 30 min.

1.2.4样品衍生化  取超滤液20 µL注入0.5 cm 5 cm的
玻璃试管中 冷冻干燥 然后加入干燥液 10 µL 再一
次冻干 再加入20 µL衍生化试剂 室温衍生20 min后
经冻干置冰箱4 保存. 50 µL样品稀释液复溶 10 µL
或 20 µL进样.

2   结果

2.1 色谱行为  图1为Glu与GABA标准色谱图 各自

的保留时间分别为Glu =3.98 min GABA =16.7 min. 图

2为样品色谱图 从色谱图可知 该方法能很好的分离

Glu与GABA.

图1  标准品色谱图.

图2  样品色谱图.

2.2 标准曲线  分别精密配制Glu和GABA标准溶液

使其含量为Glu: 0.025 0.05 0.1 0.25 0.5 1

2.5 µmoL/mL-1;  GABA: 0.125 0.25 0.625 1.25
2.5 6.25 nmol/mL-1. 按照样品衍生步骤衍生并HPLC测

定 以峰面积对质量浓度作线性回归 其线性方程为:

Glu Y=1.58×106 C+18027 相关系数0.9 998; 最小检测
浓度2.5 nmoL/mL-1. GABA Y=3 723.3C-547.8 相关系

数0.9 988; 最小检测浓度0.01 nmol/mL-1.

2.3 回收率  在混合样品超滤液中加入Glu和GABA标
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准溶液 用加样回收方法考察方法的准确度. γ- 氨基
丁酸和谷氨酸加样回收率分别为95.4% 93.5%(表 2).

表2  方法回收率(mean±SD)

 样品测定值     加入量       测定值 回收率(%)

    GABA 0.318 0.013   0.5 0.852 0.014  106.8 3.0

(nmol/mL-1) 0.75 1.057 0.082   95.3 5.3

      Glu 0.310 0.005   0.5 0.837 0.049  105.5 13.1

(µmol/mL-1)      1 1.234 0.036   92.5 4.4

     5 4.825 0.134   92.1 1.4

2.4 精密度  同时取某一样品超滤液三份 按衍生化法

处理测定 GABA和Glu的批内误差分别为3.56% 1.12%.

不同日取样三次 如上处理求得GABA和Glu 的批间

误差分别7.47% 5.98%.

2.5 临床应用  用该法测定了30例胃癌手术患者癌组织

和正常组织的GABA和Glu 含量 胃癌组织GABA和

Glu含量显著高于正常组织(P <0.05 表3). 这一现象值

得引起临床重视 可以为胃癌的临床诊断和治疗提供

参考.

表3  胃癌组织与正常胃黏膜组织GABA和Glu含量(mean±SD, n =30)

氨基酸      癌组织     正常组织   t    P

GABA(nmol/g-1) 0.832 0.576 0.362 0.417 3.29      <0.05

G l u (µmol/g-1) 1.324 0.596 0.907 0.342 2.90      <0.05

3   讨论

GABA  Glu 在胃黏膜组织含量极低 不具有紫外吸

收 也不发射荧光 因此需将他们转变为能被检测的

高灵敏度衍生化产物[6-11]. 本文用PITC作衍生剂与胃黏

膜组织中的氨基酸反应 衍生物经HPLC分离后紫外检

测 建立了一种更简便 更灵敏的方法 适于检测胃黏

膜组织的微量GABA  Glu.

        本法的优点: (1)组织样品处理时 采用液氮冷冻碾

磨法碾碎胃黏膜组织 该法比电动匀浆或超声匀浆法

使组织粉碎更加完全 而且简单易行; 易于推广. (2)组织

衍生前 采用超滤法去除蛋白 不但去除完全 回收率

高 样品也没有被稀释 对于含量极低的氨基酸分析是

一个非常有效的手段 但美中不足的是成本较高 需要

超速冷冻离心机. (3)组织衍生时 采用PITC作为氨基

酸衍生剂 具有稳定 不会产生水解反应 也不会形成

多级衍生物的优点[6-11] 但有时过量试剂会产生干扰.

本法除了采用在衍生化后真空干燥除去过量试剂外

还通过调节流动相梯度 使试剂峰与样品峰分离完全.

(4)色谱分析时 采用Pico/Tag氨基酸专用柱 他是

Waters 公司的专利产品 可非常好的分离PTC-氨基

酸 可同时分析18种常用氨基酸 但有报道柱寿命短

最多能分析150个PITC样品. 在我们实际工作中采用前

处理干燥完全 乙腈冲洗再生方法 实际分析样品可

达到约500个. (5)实际操作时 采用40.0 0.5 柱温

提高柱温能缩短保留时间 降低柱压 但过高的柱温

会减少分离度 使 γ-氨基丁酸与在其后出现的瓜氨酸
以及衍生剂峰重合 因此使柱温保持在40.0 0.5 

为最佳.

         生物样品中微量氨基酸的测定在医学领域中占重

要地位 经典的氨基酸分离方法是离子交换色谱法

此法需特殊装置 且分析时间较长 而荧光分光光度

法和氨基酸自动分析仪检测 灵敏度较低 干扰因素

较多 .测定GABA和Glu的高效液相色谱方法 多为用

邻苯二甲醛在催化剂作用下与氨基酸发生衍生化反

应 衍生物经HPLC分离 电化学检测或荧光检测器检

测 并且分析对象为含量较高的脑组织和血清[12-15]. 本文

采用PITC为柱前衍生剂 配合紫外检测仪 建立了一

种高效 稳定 简便 快捷的HPLC梯度洗脱方法.该法

条件简便 灵敏度高 分离周期短 适于检测胃黏膜组

织中微量的GABA  Glu 应用前景广泛.
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摘要

目的: 进一步探讨促凋亡蛋白Bid在肝癌发生 发展过程

中的作用.

方法: 应用基因毒性化学剂二乙基亚硝胺(diethylnitrosamine

DEN)制备肝癌动物模型 通过阻断肝细胞凋亡信号传导

途径 观察肝癌发生过程中肝细胞的增生指数(BrdU LI)与

凋亡比率(AI)及与肿瘤发生的关系.

结果: (1)在DEN用药后的第3 d和第10 d 野生型小鼠肝

细胞BrdU标记指数和凋亡细胞百分比分别明显高于Bid缺

陷小鼠(P <0.05). (2)在DEN用药后的第4 mo 野生型小

鼠肝内损伤性结节的数量和表面积明显多于Bid 缺陷小

鼠 二者间具有统计学意义(P <0.001).

结论: Bid缺陷小鼠对DEN诱导的肝癌具有明显的抵抗作

用 这一作用可能与早期肝细胞凋亡有关.

白莉, 曹传平, 张映辉, 毛高平. 细胞凋亡蛋白在肝癌发生过程中的作用. 世界

华人消化杂志  2004;12(5):1213-1215

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1213.asp

0   引言

细胞增生和凋亡之间的失平衡是肿瘤发生最根本的原

因.细胞对任何包括化学 物理和生物的有害刺激的反

应是通过自身修复 死亡 再增生等方式使机体恢复自

身平衡 细胞在损伤修复过程中的错义修复导致基因

的突变使细胞获得了异常增生能力 便发生了肿瘤.实

际上 肿瘤组织内细胞增生和凋亡比率均较正常状态

的组织有明显增加 而增生比率高于凋亡. Bid是Bcl-

2 家族成员中一个促凋亡蛋白 通过死亡受体激活细

胞凋亡 尤其是肝细胞的凋亡过程.我们应用化学致癌

模型和Bid缺陷小鼠研究细胞凋亡在肝癌发生的早期作

用 设想是早期凋亡刺激细胞增生 发生基因变异的细

胞较正常细胞具有明显的增生优势 通过比较野生型

和Bid缺陷鼠对DEN诱导致癌损伤的反应和观察细胞

增生和凋亡的比率进一步探讨肝癌发生的机制.

1   材料和方法

1.1 材料  C57BL/B6 小鼠 野生型和Bid 缺陷型各

14只 (由美国匹斯堡大学病理系荫博士提供) 分别分

为DEN组和对照组. DEN组小鼠出生后第14 d腹腔内

注射DEN 15 µg/g 对照组注射同体积的生理盐水 饲
养3 10 d 和 4及 8 mo分别杀鼠 在杀鼠前2 h腹腔

注射30 mg/kg BrdU (Sigma 美国) 收集肝组织标本

分别放置液氮中或制备石蜡切片.

1.2 方法

1.2.1 肝细胞凋亡和增生的检测  采用 TUNEL 试剂盒

(Roche 美国)检测肝细胞的凋亡 操作按照说明. 细

胞增生的检测应用抗BrdU单克隆抗体(Dako公司 美

国)进行免疫组化染色.

1.2.2 特殊酶学染色  葡萄糖-6-磷酸酶(G-6-Pase)染色:

冰冻肝组织切片戊二醛固定后用2 g/L硝酸银和0.53 g/L

G-6-Pase共同孵育45 min 然后用75 g/L硫酸铵孵育

2 min 水洗后用戊二醛和冰醋酸按一定比例混合固

定 HE染色封片. GST-pi 染色: 采用兔抗鼠GST-pi 多

克隆抗体(StressGen 美国)进行免疫组化染色.

1.2.3 肝细胞损伤结节或肝肿瘤  HE染色的肝组织切片

在显微镜下观察和计数肝损伤或肝肿瘤结节的数量

应用SPOT软件计量结节的面积 求结节面积与全肝面

积的比值.

        统计学处理  细胞增生及凋亡指数和肝损伤结节的

数量及平均面积采用Student t检验 P值小于0.05 为
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细胞凋亡蛋白在肝癌发生过程中的作用
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摘要

目的: 进一步探讨促凋亡蛋白Bid在肝癌发生 发展过程

中的作用.

方法: 应用基因毒性化学剂二乙基亚硝胺(diethylnitrosamine

DEN)制备肝癌动物模型 通过阻断肝细胞凋亡信号传导

途径 观察肝癌发生过程中肝细胞的增生指数(BrdU LI)与

凋亡比率(AI)及与肿瘤发生的关系.

结果: (1)在DEN用药后的第3 d和第10 d 野生型小鼠肝

细胞BrdU标记指数和凋亡细胞百分比分别明显高于Bid缺

陷小鼠(P <0.05). (2)在DEN用药后的第4 mo 野生型小

鼠肝内损伤性结节的数量和表面积明显多于Bid 缺陷小

鼠 二者间具有统计学意义(P <0.001).

结论: Bid缺陷小鼠对DEN诱导的肝癌具有明显的抵抗作

用 这一作用可能与早期肝细胞凋亡有关.

白莉, 曹传平, 张映辉, 毛高平. 细胞凋亡蛋白在肝癌发生过程中的作用. 世界

华人消化杂志  2004;12(5):1213-1215
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0   引言

细胞增生和凋亡之间的失平衡是肿瘤发生最根本的原

因.细胞对任何包括化学 物理和生物的有害刺激的反

应是通过自身修复 死亡 再增生等方式使机体恢复自

身平衡 细胞在损伤修复过程中的错义修复导致基因

的突变使细胞获得了异常增生能力 便发生了肿瘤.实

际上 肿瘤组织内细胞增生和凋亡比率均较正常状态

的组织有明显增加 而增生比率高于凋亡. Bid是Bcl-

2 家族成员中一个促凋亡蛋白 通过死亡受体激活细

胞凋亡 尤其是肝细胞的凋亡过程.我们应用化学致癌

模型和Bid缺陷小鼠研究细胞凋亡在肝癌发生的早期作

用 设想是早期凋亡刺激细胞增生 发生基因变异的细

胞较正常细胞具有明显的增生优势 通过比较野生型

和Bid缺陷鼠对DEN诱导致癌损伤的反应和观察细胞

增生和凋亡的比率进一步探讨肝癌发生的机制.

1   材料和方法

1.1 材料  C57BL/B6 小鼠 野生型和Bid 缺陷型各

14只 (由美国匹斯堡大学病理系荫博士提供) 分别分

为DEN组和对照组. DEN组小鼠出生后第14 d腹腔内

注射DEN 15 µg/g 对照组注射同体积的生理盐水 饲
养3 10 d 和 4及 8 mo分别杀鼠 在杀鼠前2 h腹腔

注射30 mg/kg BrdU (Sigma 美国) 收集肝组织标本

分别放置液氮中或制备石蜡切片.

1.2 方法

1.2.1 肝细胞凋亡和增生的检测  采用 TUNEL 试剂盒

(Roche 美国)检测肝细胞的凋亡 操作按照说明. 细

胞增生的检测应用抗BrdU单克隆抗体(Dako公司 美

国)进行免疫组化染色.

1.2.2 特殊酶学染色  葡萄糖-6-磷酸酶(G-6-Pase)染色:

冰冻肝组织切片戊二醛固定后用2 g/L硝酸银和0.53 g/L

G-6-Pase共同孵育45 min 然后用75 g/L硫酸铵孵育

2 min 水洗后用戊二醛和冰醋酸按一定比例混合固

定 HE染色封片. GST-pi 染色: 采用兔抗鼠GST-pi 多

克隆抗体(StressGen 美国)进行免疫组化染色.

1.2.3 肝细胞损伤结节或肝肿瘤  HE染色的肝组织切片

在显微镜下观察和计数肝损伤或肝肿瘤结节的数量

应用SPOT软件计量结节的面积 求结节面积与全肝面

积的比值.

        统计学处理  细胞增生及凋亡指数和肝损伤结节的

数量及平均面积采用Student t检验 P值小于0.05 为
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有显著差异.

2   结果

2.1 肝损伤结节的形态学及酶学特点  在DEN暴露第4 mo

时显微镜下有4种不同改变: (1)嗜碱性结节 细胞体积

小于正常 核大 核 / 浆比率增加 糖原减少 核

糖体丰富. (2)空泡细胞 细胞肿胀 空泡变性 体积

稍大 有脂肪积累和糖原丢失. (3)嗜酸细胞 细胞内

富含糖原 浆内大量的嗜伊红染色. (4)储脂细胞 胞

质内较多脂滴. 此外 可在癌变前结节发现较多卵圆细

胞.除嗜伊红结节外 绝大部分结节呈GST-pi 染色阴

性 所有结节G-6-Pase染色呈阴性. 在DEN处理8 mo

后 大部分结节周边有明显边界 结节明显增大 形成

腺瘤样结构 部分结节内肝细胞核深染 可见有丝分裂

征象 细胞排列为多层结构 具备了肝癌的形态学特征.

在对照动物未发现肝损伤结节或肿瘤.

2.2 肝损伤结节面积及数量的测定  肝内结节的面积单

位为 µ2 全肝面积单位为mm2 分别将结节的数量及
所占全肝面积比率在相同处理时间不同基因表型间进

行统计学比较(表1). 在DEN处理4 mo后 肝内结节数

量及面积在野生鼠明显多于Bid 缺陷鼠(P <0.05) 但

8 mo 后 肝结节在基因表型间的差异消失.

表1  DEN体内诱导肝损伤结节的效果

基因表型          n   DEN暴露时间   平均结节面积 /          平均结节数

                                                      全肝面积(µ2/mm2)

野生型              10         4 mo       572 570.4±63 242.6a     3.6±2.065b

Bid缺陷型        12         4 mo         79 723.6±10 771.1      1.0±0.577

野生型              11         8 mo        6.29e+07±1.33e+0    10.27±7.52

Bid缺陷型        13         8 mo        2.14e+07± 2.14e+07   9.02±4.23

aP <0.05, bP <0.01 vs Bid缺陷型动物.

2.3 肝细胞增生及凋亡测定  DEN 处理后第3 10 d和

第 4 8 mo 肝组织标本分别进行BrdU和 TUNEL染

色 显微镜下计数每 1 000 个细胞中的阳性细胞数

得出细胞增生标记指数(BrdU LI)和凋亡比率(AI). 结果显

示 DEN暴露后3 d 野生鼠细胞凋亡数明显高于Bid

基因缺陷鼠; 但 BrdU标记指数在两组间无显著差异

均接近于对照组; 10 d后细胞凋亡在野生鼠仍明显高于

Bid 基因缺陷鼠 但与第 3 d 水平比较无明显改变

而在Bid基因缺陷鼠则有显著下降 接近对照组; 此时

BrdU 标记指数在野生鼠显著升高 而 Bid 基因缺陷

鼠仍接近对照组 组间差异明显. 提示DEN暴露后 肝

脏对损伤的反应是发生细胞凋亡 肝细胞数量的减少

继发细胞大量增生.在DEN处理后4和 8 mo再次检测

BrdU标记指数发现 野生鼠肝结节外BrdU标记指数仍

显著高于Bid缺陷型 而在8 mo肝结节内比较 两组

则无明显差异(表2).

表2  DEN肝细胞增生及凋亡指数的测定(mean±SD)

表型          n  DEN暴露时间    AI                     LI

Bid 缺陷型          3          3 d       11.04±2.97           33.5±8.89

野生型          3          3 d       19.83±3.21a             34±6.66

Bid 缺陷型          3        10 d        7.71±3.21            24.5±5.47

野生型          3         10 d       16.21±3.24a         54.06±11.99a

Bid 缺陷型        11        4 mo            n.d.                 1.42±0.55

野生型          7        4 mo            n.d.                 3.07±1.77a

Bid 缺陷型          8        8 mo             n.d.                 1.05±0.50(OF)

野生型           8       8 mo            n.d.                  1.97±0.47(OF)a

Bid缺陷型                  8       8 mo            n.d.                10.12±5.60(IF)

野生型                        8       8 mo            n.d.                11.61±4.77(IF)

aP <0.01 vs Bid缺陷型动物; n.d., 未测定; OF, 肝外结节; IF, 肝内结节.

3   讨论

普遍认为: 肿瘤的发生是异常细胞失去了对凋亡信号的

反应 使这部分细胞获得不死性或生存期明显延长 细

胞增生比例大于细胞死亡 二者之间失去平衡. Schulit-

Hermann et al少数人[1-3]近年提出了一些不同的观点

癌前病变的细胞对细胞凋亡信号刺激是有反应的 细

胞增生和凋亡相互间有联系 二者在肝肿瘤发生过程

中均有增高 二者间的比率调节着细胞向恶性变发展.

Grasl-Kraupp et al [3]报道肿瘤细胞较周围正常细胞的增

生和凋亡率分别高出24倍和7.5倍 在肿瘤发生过程中

伴有选择性细胞增生和死亡. 本文结果显示 在DEN

暴露的较早期 野生小鼠肝细胞凋亡指数和增生率均

高出Bid缺陷小鼠2倍; 在DEN暴露后4 mo 野生小鼠

肝内癌前损伤结节的平均数量和面积也较Bid缺陷小鼠

明显增多 从DEN暴露后4和8 mo的标本中可以观察

到癌前结节向癌变进展的质变过程. 对于DEN暴露8 mo

后 野生和Bid缺陷型小鼠在肝内癌前结节和肿瘤数量

及面积之间差异不再有明显区别的解释 目前尚无一

个客观明确的认识.根据肝细胞凋亡特点分析 在DEN

刺激下 肿瘤坏死因子-α(TNF-α)受体首先被激活
导致Caspase 8的活化 后者水解Bid使之活化后诱导

一系列参与凋亡的酶学反应 最后发生肝细胞凋亡. 细

胞的凋亡诱导了细胞增生 而发生DNA损伤的肝细胞

较正常肝细胞具有更大的增生潜力 形成有遗传物质

改变的 生长力旺盛的细胞克隆 也就是癌前结节. 这

一解释受到Knight et al [4]研究结果的支持 他们发现

在TNF受体1缺乏的鼠暴露于肝脏的致癌剂后 肝脏

卵圆细胞 有人认为是具有增生潜力或癌变前的细胞

受到损伤 其致瘤性明显减弱. 因此他们认为TNF受体

途径参与肝癌发生过程中癌前卵圆细胞的增生.TNF受

体的作用是通过诱导凋亡还是其他机制有待于进一步

证实. 然而 在肝癌发生过程中由于细胞凋亡和增生均

有增加 因此他们之间的关系是十分复杂的 在癌发生
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的不同阶段他们之间的关系也可能会发生不同的改变.

我们的结果提示细胞凋亡对增生的刺激也许仅发生在

肝癌发生的早期 在肿瘤发展过程中其他因素参与

或同一种蛋白还有其他功能 如Bid 是否还参与细胞

周期的调节等 有可能使其在肿瘤发生过程中的作用

发生改变 需进一步进行研究.
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摘要

目的: 探讨硒蛋氨酸对食管癌细胞系EC9706增生的影响.

方法: 通过MTT比色法 细胞生长曲线描绘研究硒蛋氨酸

对食管癌细胞系EC9706增生的影响 采用流式细胞仪观

察硒蛋氨酸诱导EC9706细胞凋亡的作用及对细胞周期的

影响.

结果: 硒蛋氨酸呈时间 剂量依赖性方式抑制EC9706细

胞增生 改变细胞周期分布 增加G0/G1期细胞比例 诱

导细胞凋亡.

结论: 硒蛋氨酸可能通过影响细胞周期分布和诱导细胞凋

亡 来抑制EC9706细胞增生.硒蛋氨酸可能是预防和治疗

食管癌的一种新方法.

陈滋华, 吴清明, 谢国建, 王晓虎, 于皆平. 硒蛋氨酸对食管癌细胞株增生的影

响. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1215-1217
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0   引言

食管癌在我国是常见病 严重威胁着人类的生命健康

其发生 发展涉及多个基因及分子水平的变化 目前

无论是传统手术还是化疗及放疗都未能取得满意的疗

效[1-13]. 因此 有必要寻找新的防治方法. 大量流行病学

和临床研究发现 微量元素硒与肿瘤的发生呈负相关

性.硒是人体所必需的微量元素 在生命过程中发挥着

重要作用 本研究的目的在于观察硒蛋氨酸对体外培

养食管癌细胞系EC9706生长的影响 为探讨其对食管

癌防治作用提供理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  主要试剂: RPMI-1640培养基 小牛血清 胰

蛋白酶 蛋氨酸为Gibco公司产品; MTT DMSO 硒蛋氨

酸(selenomethionine)为sigma公司产品. 仪器设备: 恒温CO2
培养箱(SanyD日本) 倒置显微镜(OlympusIX-70) 酶联

免疫检测仪( 960 美国) 流式细胞仪(Epics  XL

Beckman coulter公司). 细胞系: 人食管癌细胞系EC9706由

中国医学科学院王明荣教授惠赠.

1.2 方法

1.2.1 细胞培养  食管癌细胞EC9706常规培养于含10%

小牛血清 100 U/mL青霉素及100 U/mL链霉素的RPMI-

1640培养基中 置于37  5% CO2培养箱内培养.

1.2.2 硒蛋氨酸对食管癌细胞EC9706生长的影响  取对数

生长期的食管癌细胞EC9706按每孔1 104个细胞/mL

接种于96 孔培养板中 24 h 后换液 加入不同浓度

硒蛋氨酸100 200 300 400 500 µmoL/mL设不接种
细胞的空白对照组和只加入等体积溶剂DMSO的对照

组. 每组浓度每个时间点设8个复孔 继续培养 于第

24 48 72 96 h每孔加入MTT溶液(5 mg/mL)10 µL
37 孵育4 h后弃去上清液 每孔加入100 µL DMSO
轻轻振荡10 min 使结晶物充分溶解 在490 nm 波
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的不同阶段他们之间的关系也可能会发生不同的改变.

我们的结果提示细胞凋亡对增生的刺激也许仅发生在

肝癌发生的早期 在肿瘤发展过程中其他因素参与

或同一种蛋白还有其他功能 如Bid 是否还参与细胞

周期的调节等 有可能使其在肿瘤发生过程中的作用

发生改变 需进一步进行研究.
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摘要

目的: 探讨硒蛋氨酸对食管癌细胞系EC9706增生的影响.

方法: 通过MTT比色法 细胞生长曲线描绘研究硒蛋氨酸

对食管癌细胞系EC9706增生的影响 采用流式细胞仪观

察硒蛋氨酸诱导EC9706细胞凋亡的作用及对细胞周期的

影响.

结果: 硒蛋氨酸呈时间 剂量依赖性方式抑制EC9706细

胞增生 改变细胞周期分布 增加G0/G1期细胞比例 诱

导细胞凋亡.

结论: 硒蛋氨酸可能通过影响细胞周期分布和诱导细胞凋

亡 来抑制EC9706细胞增生.硒蛋氨酸可能是预防和治疗

食管癌的一种新方法.
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0   引言

食管癌在我国是常见病 严重威胁着人类的生命健康

其发生 发展涉及多个基因及分子水平的变化 目前

无论是传统手术还是化疗及放疗都未能取得满意的疗

效[1-13]. 因此 有必要寻找新的防治方法. 大量流行病学

和临床研究发现 微量元素硒与肿瘤的发生呈负相关

性.硒是人体所必需的微量元素 在生命过程中发挥着

重要作用 本研究的目的在于观察硒蛋氨酸对体外培

养食管癌细胞系EC9706生长的影响 为探讨其对食管

癌防治作用提供理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  主要试剂: RPMI-1640培养基 小牛血清 胰

蛋白酶 蛋氨酸为Gibco公司产品; MTT DMSO 硒蛋氨

酸(selenomethionine)为sigma公司产品. 仪器设备: 恒温CO2
培养箱(SanyD日本) 倒置显微镜(OlympusIX-70) 酶联

免疫检测仪( 960 美国) 流式细胞仪(Epics  XL

Beckman coulter公司). 细胞系: 人食管癌细胞系EC9706由

中国医学科学院王明荣教授惠赠.

1.2 方法

1.2.1 细胞培养  食管癌细胞EC9706常规培养于含10%

小牛血清 100 U/mL青霉素及100 U/mL链霉素的RPMI-

1640培养基中 置于37  5% CO2培养箱内培养.

1.2.2 硒蛋氨酸对食管癌细胞EC9706生长的影响  取对数

生长期的食管癌细胞EC9706按每孔1 104个细胞/mL

接种于96 孔培养板中 24 h 后换液 加入不同浓度

硒蛋氨酸100 200 300 400 500 µmoL/mL设不接种
细胞的空白对照组和只加入等体积溶剂DMSO的对照

组. 每组浓度每个时间点设8个复孔 继续培养 于第

24 48 72 96 h每孔加入MTT溶液(5 mg/mL)10 µL
37 孵育4 h后弃去上清液 每孔加入100 µL DMSO
轻轻振荡10 min 使结晶物充分溶解 在490 nm 波
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长酶联免疫检测仪上测定各孔光吸收值(A值) 求其平

均值 对照组细胞存活率记为100% 实验组按下列

公式计算细胞存活率: 细胞存活率=实验组A值 /对照

组A值 100%.

1.2.3 流式细胞仪检测细胞周期分布及凋亡情况  根据

MTT法测出的最佳药物浓度处理食管癌细胞EC9706

取 96 h 后实验组 空白对照组及阴性对照组细胞用

PBS 洗涤后 加入700 mL/L 冷乙醇固定 离心后PI

染液(PI 5 mg Rnase 2 mg TritmX-100 1.0% 生理

盐水65 mL 枸橼酸钠0.1 g 加蒸馏水至100 mL) 4

染色 30 min 用流式细胞仪检测.选用488 nm 激发波

长测定样品.

1.2.4 细胞生长曲线 把细胞按1 104个/孔分别接种在

24孔培养板中 待细胞分别长到40-50%融合时 按

一定的MOI 感染食管癌细胞EC9706 定期消化收集

细胞 每个时间点设3个平行组 计数取平均值及标

准差 连续计数4 d 对照组包括加蛋氨酸阴性对照

组和不加药物空白对照组.

       统计学处理  所有数值均以mean±SD 表示 采用
SPSS10.0统计分析软件进行 t检验.

2   结果

2.1 MTT测定结果  各组浓度硒蛋氨酸对食管癌细胞

EC9706的增生有较强的抑制作用 与空白对照组比较

差异显著(P <0.01) 且呈现一定的浓度 时间依赖

性 结果见(表1). 当硒蛋氨酸浓度为400 µmol/mL处理
食管癌细胞96 h 对癌细胞增生的抑制作用最明显 所

以以下实验均以此作用浓度进行.

2.2 流式细胞仪分析凋亡细胞的结果  食管癌细胞EC9706

经 400 µmol/mL硒蛋氨酸处理96 h后行流式细胞仪分
析 在G1期前出现一个二倍体峰 G2/M 期细胞减少.

400 µmol/mL硒蛋氨酸致食管癌细胞凋亡百分率为52.3%
与空白对照组及阴性对照组相比有非常显著差异(P <0.01)

(见图1).

2.3 细胞生长曲线  细胞生长曲线显示硒蛋氨酸组癌细

胞计数随时间推移有明显降低趋势 96 h癌细胞计数

最少.而空白对照组及阴性对照组癌细胞计数随时间推

移有明显增多趋(见图2).

图1  流式细胞仪分析结果. 1: 硒蛋氨酸组; 2: 阴性对照组; 3: 空白对照组.

图2  细胞生长曲线.

3   讨论

硒是人体所必需的微量元素 在生命活动过程中发挥

表1  硒蛋氨酸处理食管癌细胞EC9706后MTT法检测结果(mean±SD, n=8)

组项            剂量 (µmoL/mL)       n 24 h 48 h 72 h       96 h

空白对照组 8        0.812±0.124          0.843±0.154          0.855±0.186 0.886±0.135

硒蛋氨酸组       100 8        0.725±0.173          0.662±0.165          0.605±0.132 0.585±0.118

200 8        0.683±0.112          0.627±0.101          0.558±0.148 0.455±0.113

300 8        0.598±0.179          0.503±0.128          0.406±0.134 0.351±0.116

400 8        0.467±0.148          0.382±0.136          0.302±0.111 0.157±0.100

500 8        0.465±0.114          0.390±0.132          0.314±0.125 0.160±0.118
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着重要作用. 大量流行病学和临床研究发现 微量元素

硒与肿瘤的发生呈负相关. 在中国河南林县 对大量食

管鳞状细胞癌和胃贲门腺癌患者做微量元素硒测定

发现其血清硒水平明显低于正常人[14]. 在美国 科学家

在硒缺乏地区 补充硒化干酵母酶 经追踪观察 整个

硒缺乏地区恶性肿瘤发生率明显减低.有实验研究证实

硒蛋氨酸对前列腺癌 肺癌 肝癌 乳腺癌 结肠癌等

癌细胞均有生长抑制作用[15-23].

          本实验研究证实 硒蛋氨酸对食管癌细胞系EC9706

的生长有明显抑制作用 其有一定时间 浓度的依赖

性 随浓度的增加 时间的延长 EC9706的生长明显

受到抑制. MTT法测定显示各组浓度硒蛋氨酸对食管癌

细胞系EC9706 增生均有较强的抑制作用 最大抑制

率可达82.3% 与空白对照组有显著性差异(P <0.01)

与细胞生长曲线基本一致.  流式细胞仪检测发现

EC9706细胞经硒蛋氨酸400 µmol/mL处理96 h后在G1
期前出现一个亚二倍体高峰 硒蛋氨酸可诱导EC706

细胞发生凋亡 凋亡率为52.3% 与对照组比有显著

性差异.

        总之 我们认为硒蛋氨酸对食管癌EC9706细胞增

生的抑制作用可能机制之一在于改变细胞周期分布

增加G0/G1期细胞比例 诱发细胞凋亡.由于细胞凋亡

是一个多阶段 多系统参与极其复杂的过程 本实验仅

探讨了硒蛋氨酸对食管癌细胞系EC9706生长抑制及诱

导凋亡的作用 其具体作用机制还有待进一步研究. 本

实验及国外大量研究证实硒蛋氨酸对恶性肿瘤的细胞

生长有抑制作用; 在硒缺乏地区补充硒可减少整个恶性

肿瘤的发生. 硒蛋氨酸作为硒的载体 在许多动植物体

内存在 容易获取 与其他硒化物相比 毒性小 相对

安全[24]. 在硒缺乏地区补充硒预防肿瘤发生或把硒及其

化合物用作治疗肿瘤的一种新手段 其前景非常广阔.
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study of serum selenium levels and incident esophageal and
gastric cancers. J Natl Cancer Inst 2000;92:1753-1763
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大肠癌组织中Survivin和Cox-2表达的相关性
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摘要

目的: 检测大肠癌组织Survivin和环氧化酶(Cox-2)的表达

情况 并探讨二者之间的相关性.

方法: 应用免疫组织化学(S-P)方法分别检测Survivin 和

Cox-2在40例大肠癌及34例正常大肠黏膜中的表达情况.

结果: Survivin的阳性表达定位于细胞质 在大肠癌组织

中其阳性率为67.5% 正常大肠黏膜组织中阳性率为0

二者差异十分显著(P <0.01); Cox-2的阳性表达定位于细胞

质 在大肠癌组织中其阳性率为90% 正常大肠黏膜组织

中阳性率为11.8% 二者差异十分显著(P <0.01). Survivin

和Cox-2的表达具有一定的相关性(r =0.39 P <0.05).

结论: 大肠癌组织中Survivin过表达可能是最终导致大肠癌

发生的突破点 Survivin和Cox-2的协同表达表明大肠癌

中的抑制凋亡是通过多种通路实现的.

金玉, 林连捷, 郑长青. 大肠癌组织中Survivin和Cox-2表达的相关性. 世界

华人消化杂志  2004;12(5):1218-1220

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1218.asp

0   引言

凋亡的调节对人体组织保持内环境稳态及正常细胞形

态至关重要 这一过程受到干扰将使细胞的寿命无限

延长或累积突变 有利于肿瘤的发生. Survivin 凋亡

抑制蛋白家族(IAP)的新成员 是一种最近才发现的抗

凋亡基因 Survivin在胎盘和胚胎组织中高水平表达 在

正常组织中不表达 已经证实Survivin在许多肿瘤中过

表达[1-3] 但Survivin在大肠癌中的作用所知甚少. 大肠

癌发生 发展过程中环氧化酶(Cox)-2表达增加 [4-5] 大

量研究证实表达Cox-2的细胞株增加癌变潜能与抵抗

凋亡有关 但是关于Cox-2和 Survivin 的相关性还不

清楚. 本实验通过检测Survivin在大肠癌中的表达说明

Survivin 在大肠癌发生 发展过程中的作用 另外探

讨大肠癌中Survivin和Cox-2表达的相关性.

1   材料和方法

1.1 材料  中国医科大学附属第二医院2002-06/2002-10

手术切除和内窥镜活检后的大肠组织74例 大肠癌组

织 40 例 其中男 29 例 女 11 例 33-74 岁 平均

年龄61.4 10.7岁 所有患者术前均未接受放疗和化

疗. 选择 34 例正常大肠黏膜作为对照 其中男20例

女14例 35-70岁 平均年龄60.5 19.4岁. Survivin

羊抗人多克隆抗体(sc-8806) Cox-2 单克隆抗体均为

Santa Cruz 公司产品 Survivin 一抗工作浓度1 50

Cox-2 一抗工作浓度1 75 SP 试剂盒为北京中山生

物技术有限公司产品.

1.2 方法  采用链霉卵白素-生物素-辣根过氧化物酶

复合法(S-P法)进行免疫组化染色. 在400倍放大的显微

镜下记数至少5个随机视野 取平均值 阳性细胞数

小于 10% 计为阴性 余下为阳性 采用盲法计数.

         统计学处理  采用 χ2检验 P <0.05有统计学意义.
Survivin 和 Cox-2 的相关性分析采用Spearman 检验

P <0.05有统计学意义.

2   结果

2.1 Survivin和Cox-2在大肠癌中的表达  Survivin阳性

染色主要在大肠癌细胞的细胞质中(图1) 大肠癌中其

阳性率为67.5% 而正常大肠黏膜中未见到阳性表达

(图 2) 二者差异十分显著(P <0.01)(表 1).

表1  Survivin在大肠癌组织及正常大肠黏膜中的表达

Survivin
研究对象  n

阳性    阴性

大肠癌组织 40   27      13

正常大肠黏膜 34     0      34

P <0.01 vs 大肠癌组织.

        Cox-2的阳性表达定位于细胞质中 大肠癌及正

常大肠黏膜中均可见阳性表达 阳性率分别为90%(图

3)和 11.8%(图 4) 二者差异十分显著(P <0.01)(表 ).

表2  Cox-2 在大肠癌组织及正常大肠黏膜中的表达

             Cox-2
研究对象  n

阳性      阴性

大肠癌组织 40   36           4

正常大肠黏膜 34    4                           30

P <0.01 vs 大肠癌组织.

2.2 Survivin和Cox-2表达的相关性  采用Spearman检

验结果表明存在正相关(r = 0.39 P <0.05).
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图1  大肠癌组织中Survivin的表达. 棕色染色的细胞为阳性细胞( 400).

图 2  正常大肠黏膜中无Survivin表达( 400).

图3  大肠癌组织中Cox-2的表达. 棕色染色的细胞为阳性细胞( 400).

图4  正常大肠黏膜中Cox-2的表达. 棕色染色的细胞为阳性细胞( 400).

3   讨论

大肠癌的发展分多个阶段 受多基因调控 包括累积

突变和细胞周期调节失衡 在大肠癌的早期阶段检测

出这些改变可以解释大肠癌的发展过程. IAP家族是一

种广泛表达的抑制凋亡的基因家族 Survivin 是人们

最近发现的凋亡抑制蛋白家族的新成员[6] Survivin 基

因定位于17q25 分子量16.5 kD Survivin 有保护细

胞 维持微管结构完整性的作用 他的表达特点是在胎

盘和胚胎组织中强烈表达 在终末分化良好的正常组

织中不表达 在许多恶性肿瘤组织胞质中重新出现高

水平表达 这样可以使肿瘤细胞免于凋亡 促进有丝分

裂的畸变 加速多倍体的形成. 外界某些凋亡刺激因子

激活caspase[7-8] 通过线粒体释放细胞色素c激活胞质

内的caspase级联反应 形成了由procaspase-9 Apaf-

1 细胞色素 c 和 dATP 组成的凋亡小体 最终激活

caspase-3和 caspase-9而导致凋亡 Survivin调节线粒

体内膜通过电压依赖的离子通道释放细胞色素c 比

其他凋亡抑制基因如bcl-2 的作用更强 他可以直接

与caspase-3和 caspase-7结合 使caspase的活性降低

而抑制凋亡 或者与caspase的启动子和效应子相互作

用 防止caspase蛋白水解酶活性成熟 抑制细胞色素

c的释放而保持线粒体的完整性; Survivin 还可以调节

G2/M细胞周期[9, 25]. 本组实验得出这样的结果: Survivin阳

性染色主要位于细胞质 大肠癌中其阳性率为67.5%

而正常大肠黏膜中未见到阳性表达 二者差异十分显

著(P <0.01) Lin et al [28]曾用免疫组化的方法检测

Survivin 蛋白在正常大肠黏膜 腺瘤及大肠癌中的表

达情况时发现从正常大肠黏膜到腺瘤以及最终癌变的

发展过程中Survivin表达逐渐增加[10] 而且Survivin表

达强度与大肠癌分化程度无关 由此证明Survivin重新

表达的时机为肿瘤发生的早期.

        有研究表明大肠癌中Survivin的表达阳性率较高

且与肿瘤的分化程度及淋巴结转移无关[11] 在大肠癌

的发生 发展过程中起重要作用 这使得Survivin成为

肿瘤特异性诊断指标 并为大肠癌的治疗提供新的靶

点. 实验[12]表明用磷酸化缺陷的Survivin Thr34 Ala突

变体防止Survivin 蛋白第34位苏氨酸(Thr34)磷酸化

Thr34磷酸化丢失导致Survivin-caspase-9复合体从有丝

分裂结构中分离开 Survivin 的表达下降 Survivin 这

种抗凋亡功能丢失使得依赖caspase-9的各种肿瘤细胞

凋亡[25].  T34A的抗癌特性最近在严重联合免疫缺陷鼠黑

素瘤异体移植动物模型中得到证实 SurvivinT34A的表

达抑制肿瘤生长达60-70%.  Yamamoto et al [13]将EPR-1

导入结肠癌细胞株 使Survivin 表达下降 降低细胞

增生 促进凋亡 增加对抗癌药的敏感性.

        研究表明Survivin干扰 caspase-9的激活或直接与

caspase-3和caspase-7结合而使凋亡的级联终止[25] 而

生物体内的凋亡是多步骤过程 是多种因子相互作用

的级联反应. Cox-2是催化花生四烯酸转化为前列腺素

的限速酶 其过度表达与大肠癌的发生 发展密切相

关 大量研究已经证实在大肠癌的发生过程中Cox-2的

表达增加[14] 本研究结果表明大肠癌中Cox-2的阳性

率为90% 而正常大肠黏膜中其阳性率为11.8% 二者

差异十分显著(χ2=45.29 P <0.01). 以往的研究发现肠
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上皮细胞内Cox-2过表达增加 IAP水平 而且前列腺

素E2 Cox-2主要代谢产物 可以增加人结肠癌细胞中

另一种凋亡抑制蛋白Bcl-2的表达[15-17]; 另外 Cox-2抑

制剂NSAIDs[18-20]阻断Cox-2通路 使Bcl-2 表达下调

肿瘤变小 癌前和癌性病变细胞数减少[15, 21-22] 使癌细

胞对放化疗更敏感[23-24]; NSAIDs也可以通过诱导线粒体

释放细胞色素c 激活caspase-3和 caspase-9而促进

肿瘤细胞的凋亡[26-27]. Survivn和Cox-2在大肠癌中均呈高

水平表达 二者之间是否存在某种联系? 目前关于

Survivin和Cox-2的相互作用所知甚少 Yu et al [29]研究

Survivin在胃癌及其一级亲属中的表达时已证实Survivin和

Cox-2 有明显的相关性 Cox-2过表达的细胞株可以

减少细胞色素 c 的释放 并抑制 caspase 的活性[26]

Cox-2表达的细胞株中内皮细胞生长因子受体(EGFR)呈

高水平表达 Cox-2通过EGFR调节结肠癌细胞株的增

生 而Survivin也可以抑制caspase的活性 调节血管内

皮细胞的表达[30] 实验经统计学分析大肠癌中Survivin

和 Cox-2的表达具有正相关性(r =0.39 P <0.05) 说

明Survivin和Cox-2协同表达通过多种方式抑制凋亡.

        Survivin作为凋亡抑制蛋白家族的新成员 他的生

物学特性及与多种生物因子的相互作用已得到共识

Survivin在大肠癌组织中表达 而在正常大肠黏膜中不

表达 Survivin和Cox-2的表达具有一定的正相关性 这

说明大肠癌中凋亡的抑制作用是通过多种通路实现的

因此 深入研究Survivin将对大肠癌的治疗 化疗药物

的研制奠定理论基础.
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摘要

目的:  探讨多原发消化道肿瘤辅助化疗对预后的影响及与第

三原发癌发生的关系.

方法: 回顾分析老年消化道双原发癌术后辅助化疗与非化疗

患者生存时间及5 a生存率.

结果: 26 例消化道双原发癌共52个病灶 早期诊断73%

(35/52) 次癌 5 a生存率 61%. 接受辅助化疗共12例 16

例次 非化疗患者14例. 全组共12例发生第三癌 化疗

组6例 非化疗组6例. 化疗组与非化疗组首癌 次癌生

存时间无显著差异 化疗组第三癌中位生存时间33 mo

非化疗组患者生存时间14 mo (P >0.05).

结论: 化疗对首癌 次癌生存时间无影响 但延长发生第

三癌的间隔时间 对第三癌生存时间有延长作用.

蔡昌豪, 吴本俨, 吴道宏, 邵勇, 王孟薇. 老年消化道多原发癌患者的辅助化疗

及转归. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1221-1222

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1221.asp

0   引言

消化道单发进展期癌术后辅助化疗已被广泛应用 即便

是黏膜癌也有转移[1-2] 亦主张辅助化疗[3]. 辅助化疗能延

长患者的生存时间 同时引起的后续肿瘤的危险性也随

之增加已有共识[4-5] 然而对消化道多原发癌(multiple

primary carcinomas MPC)的辅助化疗及发生后续癌却知

之甚少. 现将26例发生在老年人消化道的多原发癌报告

如下 其中16例次接受辅助化疗 并对辅助化疗后患者

的生存时间 5 a生存率及后续肿瘤的发生进行探讨.

1   材料和方法

1.1 材料  消化道多原发癌患者26例 均为男性住院

病例 60-89岁. 其中第一原发癌(首癌)发病中位年龄

71岁 第二原发癌(次癌)发病中位年龄73.5 岁. 20 例

异时癌 6例同时癌. 间隔时间: 首癌与次癌中位间隔

时间45 mo 平均 67 mo. 肿瘤分布: 双原发大肠癌11

例 双原发胃癌 7 例 双原发食管癌 1 例 大肠癌 -

胃癌4例 食管癌-胃癌1例 大肠癌-食管癌2例.

第三癌: 结直肠癌 4 例 胃癌 3 例 胆管癌 2 例 肺

癌 2 例 小肠癌 1 例.

1.2 方法  根据手术后是否进行化疗分成辅助化疗组

非化疗组 计算每一种瘤各自的生存时间 诊断满5 a

以上的按其生存时间计算5 a生存率 第三肿瘤发生率.

化疗患者其肿瘤均已侵及黏膜下层或肌层 伴静脉癌

栓 局部淋巴结转移. 诊断: 26例消化道双原发癌 共计

52个病灶 经病理组织学诊断. 双发癌符合Warren[6]提

出的多原发癌诊断标准. 治疗: 26例双原发癌共52个病

灶 手术39 例次 内镜黏膜切除(EMR)治疗 9 例次

共切除48个病灶. 术后辅助化疗12人 16 例次 其中

大肠癌9例次 胃癌7例次; 化疗组早期癌7例次 进

展期癌9例次. 化疗方案: 5-氟脲嘧啶0.5 g 静脉点滴

1-5 d/wk, 丝裂霉素6-8 mg 静脉点滴 1次 /wk 21 d为

1个周期 平均化疗4个周期(2-6周期). 2例因肝功能损

伤 仅化疗2个周期. 1例早期胃癌口服优福定 0.648 g

3次 /d 连服6 wk 为 1个周期 化疗1个周期.

        统计学处理  计数以中位数法计算 生存时间以 t

检验法计算.

2   结果

2.1 化疗后状况  首癌状况: 首癌22例手术 术后辅助

化疗10例 中位生存时间108 mo 12例未进行化疗

中位生存时间109.5 mo 二者比较无差异. 次癌状况: 次

癌手术17例 生存中位时间36 mo. 其中接受辅助化疗

患者6例 另外1例患者EMR后辅助化疗 共7例

中位生存时间32 mo 平均生存67 mo; 未接受辅助化疗

11例 中位生存时间36 mo 平均生存66.8 mo. 次癌5 a

生存率61 % (11/18) 10 a 35 % (6/17).

2.2 第三癌发生  26 例消化道双原发癌 随访中12例

发生第三癌 其中6例患者经辅助化疗 其余6例未接

受辅助化疗. 中位年龄78.5岁. 化疗组第三癌早期诊断

50%(3/6) 胃癌2例 肺癌1例; 未化疗组第三癌早期诊

断 50%(3/6) 直肠癌 1 例 结肠癌 1 例 原发性肝

细胞癌1例.  诊断次癌至第三癌之间隔时间 化疗组

中位间隔时间53.5 mo 未做辅助化疗组中位间隔时间

29 mo. 12例三原发癌患者中位生存时间21.5 mo 经化疗

组患者中位生存期33 mo; 未化疗组中位生存时间14 mo

无显著差异(P >0.05).

3   讨论

3.1 辅助化疗的意义  辅助化疗是否延长患者的生存时

间 提高5 a生存率过去一直有争论 但近几年文献

[4 5 7-9]报告辅助化疗能延长生存时间 提高5 a
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生存率[10-11]. 辅助化疗提高生存时间9% 提高5 a无病

生存时间17%[9]. 早期胃癌有下述情况可给辅助化疗[3]:

(1) 病理类型高度恶性; (2)有脉管癌栓或淋巴结转移; (3)

多发病灶; (4)面积大于5 cm2. 本组结果显示 化疗对自

身肿瘤的生存时间无影响 但是对后续肿瘤有影响 化

疗组比未化疗组生存时间长.

3.2 对当事肿瘤的作用  本组首癌22例手术后辅助化疗

者与未进行化疗者中位生存时间无差异 与文献[12]报

告相符; 次癌手术17例 接受辅助化疗者与未接受辅助

化疗者中位生存时间无差异 可见双癌术后辅助化疗对

生存时间无影响. 文献[13]报道多原发癌早期诊断41%

5 a生存率43% 本组次癌早期诊断73% 5 a生存率

61% 早期治疗及时 可使次癌患者生存时间长(中位

生存时间33 mo 平均生存时间59.65 mo 超过63 mo 者

8 例 占 44%(8/18)) 为第三癌发生提供了足够的生

长时间[14-15].

3.3 对后续肿瘤的作用  本组 12 例发生第三癌 中位

生存时间21.5 mo 从前一肿瘤是否接受辅助化疗看

两组生存时间相差较大. 6例经辅助化疗的患者 中位

生存期33 mo; 而 6例未化疗的患者 中位生存时间仅

14 mo. 从现象上看 前肿瘤辅助化疗对后续肿瘤的生

存时间即延长期生存时间有影响. 原因: (1)化疗后体内免

疫功能增强 口服中药扶正治疗; (2)应用免疫增强剂.

另外 辅助化疗组发生第三癌的间隔时间长于未化疗

组 化疗组第三癌来得晚 67%(4/6)发生在3 a以后

未化疗组第三癌67%(4/6)在 3 a以内 提示辅助化疗延

缓第三癌的发生时间 同时提示对接受辅助化疗的患

者要长期随访[16] 以便发现早期癌.

4     参考文献
1 Kobayashi M, Araki K, Matsuura K, Kawai S, Moriki T. Early

gastric cancer giving rise to bone and brain metastases-a re-
view of the Japanese literature. Hepatogastroenterology  2002;
49:1751-1754

2 Shimada S, Yagi Y, Honmyo U,Shiomori YN, Yoshida N,

Ogawa M. Involvement of three or more lymph nodes pre-
dicts poor prognosis in submucosal gastric carcinoma. Gas-
tric Cancer  2001; 4:54-59

3 孙燕. 内科肿瘤学. 第 1版. 北京: 人民卫生出版社,  2001:554-568
4 Bajetta E, Buzzoni R, Mariani L, Beretta E, Bozzetti F,

Bordogna G, Aitini E, Fava S, Schieppati G, Pinotti G, Visini
M, Ianniello G, Di BM. Adjuvant chemotherapy in gastric
cancer: 5-year results of a randomised study by the Italian
Trials in Medical Oncology (ITMO) Group. Ann Oncol  2002;
13:299-307

5 Kim R, Yamaguchi Y, Toge T. Adjuvant therapy for colorectal
carcinoma. Anticancer Res  2002;22:2413-2418

6 Warren S, Gates O. Multiple primary malignant tumors: a
sruvey of the literature and astatistical study. Ann J Cancer
1932;16:1358-1414

7 Neri B, Cini G, Andreoli F, Boffi B, Francesconi D, Mazzanti R,
Medi F, Mercatelli A, Romano S, Siliani L, Tarquini R, Moretti
R. Randomized trial of adjuvant chemotherapy versus con-
trol after curative resection for gastric cancer: 5-year follow-
up. Br J Cancer  2001;84:878-880

8 Yao JC, Ajani JA. Adjuvant and preoperative chemotherapy
for gastric cancer. Curr Oncol Rep  2002;4:222-228

9 Sakamoto J, Teramukai S, Nakazato H, Sato Y, Uchino J,
Taguchi T, Ryoma Y, Ohashi Y. Efficacy of adjuvant
immunochemotherapy with OK-432 for patients with cura-
tively resected gastric cancer: a meta-analysis of centrally ran-
domized controlled clinical trials.  J Immunother  2002;25:
405-412

10 Baeza MR, Giannini TO, Rivera SR, Gonzalez P, Gonzalez J,
Vergara E, del Castillo C, Madrid J, Vines E. Adjuvant
radiochemotherapy in the treatment of completely resected,
locally advanced gastric cancer. Int J Radiat Oncol Biol Phys
2001;50:645-650

11 Kim JP, Yu HJ, Lee JH. Results of immunochemo-surgery for
gastric carcinoma. Hepatogastroenterology  2001;48:1227-1230

12 蔡昌豪, 王孟薇, 吴道宏, 邵勇, 吴本俨. 老年多原发癌早期诊断
与治疗. 军医进修学院学报  2003;24:112-114

13 Kagei K, Hosokawa M, Shirato H, Kusumi T, Shimizu Y,
Watanabe A, Ueda M. Efficacy of intense screening and treat-
ment for synchronous second primary cancers in patients with
esophageal cancer. Jpn J Clin Oncol  2002;32:120-127

14 蔡昌豪, 吴本俨, 吴道宏, 王孟薇. 18 例老年三原发癌临床分析.
中华老年多器官疾病杂志  2003;2:127-129

15 Hiyama T, Hanai A, Fujimoto I. Second primary cancer after
diagnosis of stomach cancer in Osaka, Japan. Jpn J Cancer Res
1991;82:762-770

16 Knast W, Strutynska KM, Rabczynski J. Surgical treatment of
patients with multiple carcinomas. Med Sci Monit  2001;7:
1256-1262

1222                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 5月 15 日  第 12 卷  第 5 期



• 临床经验 •
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摘要

目的: 腹腔镜胆总管切开(LCD)术后采用经胆囊管胆道减压

(TCBD)替代放置T管引流 可以保证胆总管切开术后一

期缝合的安全和消除T管相关并发症. TCBD管采用Roeder

结或者贯穿缝扎固定 但是术后仍需留置3 wk. 我们介绍

一种改进的TCBD (mTCBD)方法 使用输尿管导管和

Lapro-Clip 固定 并将其与T管引流作一比较.

方法: 2002-10/2003-06回顾性研究比较LCD应用mTCBD

(mTCBD组 n =30)和 T管引流(T管引流组 n =52)治疗

胆总管结石的临床结果.

结果: 两组患者手术时间和残留结石无显著差异. mTCBD组

平均胆汁引流量明显少于T管引流组(306±141 mL/24 h vs
409±243 mL/ 24 h P <0.01); 引流管的拔除也显著早于T
管引流组(median 5 d vs 29 d P  <0.01). mTCBD组无与引

流管有关的并发症 而T管引流组的并发症发生率为11.5%

其中拔管后胆漏5.8%.

结论: 我们的初步经验表明LCD术后应用mTCBD是安全

有效 简便 易行的. mTCBD可以减少术后并发症 尤

其是胆漏. 患者术后1 wk内出院 无任何引流管.我们推荐

胆总管结石的患者选择应用mTCBD.

魏琪, 蔡小燕, 李立波, 王观宇, 虞洪. 腹腔镜胆总管切开术后胆道引流. 世界

华人消化杂志  2004;12(5):1223-1225

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1223.asp

0   引言

腹腔镜胆总管切开术(Laparoscopic choledochotomy

LCD)一期治疗胆总管结石已被认为是安全 有效 效

价比高的术式[1-3]. 然而 其并发症相对较高 主要与

T管留置有关[4]. 为了消除T管相关并发症 某些作者

建议LCD术后应用经胆囊管胆道减压引流(transcystic

biliary decompression TCBD) 但 TCBD术后仍需留

置3 wk[5-6] 腹腔镜治疗胆总管结石的价值受到了影响.

我们介绍一种改进的TCBD(modified TCBD mTCBD)

方法 使用输尿管导管和Lapro-Clip固定 并将其与T

管引流作一比较.

1   材料和方法

1.1 材料  2002-10/2003-06行LCD治疗胆总管结石的

患者82例 其中应用mTCBD30 例(mTCBD组) T管

引流52例(T管引流组). 术前临床情况见表1 两组无

显著性差异.

1. 2 方法  Trocar 置入位置同腹腔镜胆囊切除术 另

在左上腹置一10 mm Trocar.术中常规胆道造影 胆总

管纵向切开 采用挤压 冲洗和胆道镜网篮等方法取石.

mTCBD: 胆总管取净结石后 3-0 Vicryl 连续缝合胆总

管. 5Fr输尿管导管置入胆总管2-4 cm 如位置合适用

12 mm Lapro-Clip 固定(图 1). 应用 Lapro-Clip 时 经

输尿管导管持续推注生理盐水 以防止上夹过紧. 再次

胆道造影确认导管位置合适 胆管无渗漏. 术后3-7 d

胆道造影 透视下拔除输尿管导管. T管引流: 采用12-

16 Fr 乳胶T管置入胆总管 位置合适后用3-0 Vicryl

间断缝合胆总管. 术后 7-10 d 开始夹闭T管 3-4 wk

行胆道造影.如造影结果正常 拔除T管; 如发现残余

结石 则T管继续留置3-4 wk. 肝下间隙均放置Jack-

son-Pratt 引流管 多数术后第3 d拔除. 仅记录住院期

间的胆汁引流量. 引流管并发症 指直接与引流管留

置或拔除有关的并发症 并且需要处理 导致住院时

间延长或再次住院.

        统计学处理  使用SPSS统计软件包. 计量资料均数

t 检验 率比较采用 χ 2检验 非参数数据比较采用
Mann-Whitney检验 显著性标准 P <0.05.

2   结果

2.1 mTCBD组的结果  平均手术时间178±34 min (表 2).
2例患者转开腹手术(6.5%) 其中1例为结石嵌顿 1例

为多发结石; 也均应用mTCBD.经输尿管导管的平均胆汁

引流量306±141 mL/24 h. 中位引流管拔除时间5 (4-5 d). X
线透视下输尿管导管拔除 无胆漏或者Lapro-Clip的滑

脱(图2) 也无输尿管导管阻塞.中位术后住院时间5 (4-

6 d). 1例患者残余结石(3.3%) 行内镜括约肌切开取石

(endoscopic sphincterotomy ES). 2例患者输尿管导管移

位 术后胆道造影未显示胆道 但无胆漏发生.

2.2 T管组的结果  平均手术时间173±45 min (表 2). 2例
患者转开腹手术(6.5%) 均为较大结石嵌顿. 平均T管

引流量409±243 mL/24 h 中位引流管拔出时间为29
(22-32 d).中位术后住院时间4 (4 -6 d). T管组7例患者

(13.5%)残余结石(表 3). 5例患者(9.6%)为已知残余结石

2 例肝内胆管结石 1 例多发性胆总管结石 均为腹

腔镜术中取石困难病例; 另2例为胆道镜器械故障. 未预
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知的残余结石2例(3.8%).术后所有患者均取净残余结

石 5例经T管窦道胆道镜网篮取石 2例计划取石前

T管脱出 ES取净结石. 术后并发症6例(11.5%)(表 4). 拔

除T管后胆漏3例(5.8%) 其中2例腹部剧痛 大汗 心

动过速 为腹腔局限性胆汁积液. 经T管窦道再次置入

引流管等治疗 患者症状缓解. 第 3例患者出现胆汁性

腹膜炎需要再次开腹引流. 1例T管放置部位胆管狭窄

需要T管继续支撑3 mo. 另 1例术后第2 d T管被拔出

肝下引流管引流胆汁持续2 wk. T管相关并发症还包括

1例管周胆汁渗漏. 此外 1例患者T管移位 并经胆

道造影证实 但无胆漏症状.

2.3 两组临床结果比较  mTCBD 组和T管引流组手术时

间和残余结石无显著性差异. mTCBD组平均胆汁引流量

明显少于T管引流组(P <0.01); 引流管的拔除也显著早

于T管引流组(P <0.01).与引流管有关的并发症mTCBD

组为零 而T管引流组的并发症为11.5%(P <0.05) 其

中拔管后胆漏5.8%. 而mTCBD组术后住院时间长于T

管引流组(P <0.05)(表 2). 无术后患者死亡和胆总管结石

复发.术后随访4-30 wk.

表1  患者术前临床情况

mTCBD T管引流

n    30       52

年龄(岁) 28-77     26-82

男 /女 12/18     17/35

黄疸    12        16

急性胆囊炎      9        13

急性胰腺炎     3           5

确诊CBD结石    16        37

可疑CBD结石    11        13

CBD直径( 9 mm)    18        35

胆道手术     2           3

表 2  两组间临床结果比较

         mTCBD             T管引流       t or χ2 (z)         P

手术时间(min) 178 173            -0.469        0.640

胆汁引流(mL/24 h) 306 409             2.118         0.037

术后住院(d)          5 (4-6)            4 (4-6)        (-2.060)       0.039

引流管拔除(d)          5 (4-5)            29 (22-32)         (-7.560)      0.000

并发症(%) 0 11.5            5.736         0.017

残留结石(%)            3.3 13.5            2.574         0.109

转开腹(%)            6.5  3.8             0.315         0.575

表 3  T管组残余结石

       n

已知残余结石 5 (9.6%)

器械问题       2

肝内胆管结石       2

多发性结石       1

残余结石 2 (3.8%)

n            7 (13.5%)

表 4  胆道引流的并发症和潜在问题

        T管引流         mTCBD

并发症

n         6 (11.5%) 0

引流管原位

管周胆汁渗漏 1 0

胆管狭窄 1 0

引流管拔出 1 0

引流管拔除        3 (5.8%)

胆汁性积液 2 0

胆汁性腹膜炎 1 0

潜在问题

n        3 (5.8%)        2 (6.7%)

引流管脱出 2 0

引流管移位 1 2

图1  5Fr输尿管导管插入胆道减压12 mm Lapro-Clip夹固定.

图2  拔除输尿管导管无胆漏Lapro-Clip夹闭胆囊管.
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3   讨论

已有研究表明术后数天胆管内胆泥 纤维素的阻塞; 取

石操作引起的胆总管下端水肿以及胆管残留结石 均

可导致胆总管下端暂时性梗阻 而临时性胆道减压引

流有利于防止术后胆漏发生[5, 7-9]. TCBD与 T管引流一

样 起胆道减压作用 并可以消除 T 管相关并发症.

        2002-10起我们应用mTCBD一期缝合胆管. Lapro-

Clip 具有双层加压闭合机制 利用其弹性内轨环绕胆

囊管及输尿管导管 而硬质外轨包绕内轨加压[10]. 输尿

管导管容易拔除 无胆漏发生; 一旦拔除输尿管导管

即可自动闭合胆囊管 即使输尿管导管移位也可避免

胆漏的发生.

         mTCBD组引流管拔除后胆漏为零. 中位引流管拔除

时间5 (4-5 d). 2例输尿管导管移位也无胆漏发生. 报道

的T管相关并发症为5-15.3%[4, 11-12] 严重并发症为拔

管后胆漏 发生率为4.12-6.9% [12-13]. 而腹腔镜和开腹

手术并发症(13.8% vs 15.5%) 或者拔管后胆漏 (6.9% vs

6.9%)[12]没有差异. 本研究T管组术后并发症6例(11.5%)

(表 4) 3例(5.8%)为拔管后胆漏 3例患者T管留置均

为术后3 wk. 由于腹腔镜手术创伤小 可能T管窦道的

形成时间较长[14-15]. 中位T管拔除时间为29(22-32 d) 即

使排除残余结石患者中位引流管拔除时间为29(21-32 d).

我们的经验提示T管可能需要留置4 wk以上.

        TCBD管胆道引流和胆管一期缝合主要适用于术时

取净结石的患者 腹腔镜术中常规胆道造影和胆道镜

的应用 使胆管残余结石率已下降到可接受的程度. 术

后ES是这些胆管残余结石的补救措施. 本研究 mTCBD

组中 1例(3.3%)残余结石 术后ES取净结石.

        如术中有胆管残余结石的可能 则需要放置T管以

便术后行胆道镜取石. T管引流组5例患者为已知残余

结石(表 3). T管需要再留置3-4 wk 以利形成成熟的

窦道.术后胆道镜取石的优点是能够避免Oddi括约肌损

伤 并且多能取净结石.

        尽管mTCBD组患者的胆汁引流量显著低于T管引

流组(306±141 mL/24 h vs 409±243 mL/24 h P <0.01)
但是其足够的胆汁引流量表明起到了降低胆道压力的

作用.因此 这一结果提示经mTCBD 的胆汁引流和T

管引流一样足以降低胆道压力. 然而 mTCBD组中位

术后住院时间长于T管引流组(5 d vs 4 d P <0.05)

可能与我们初步应用mTCBD主张住院期间拔除引流管

有关.

       mTCBD不宜应用于胆囊管异常 肝内胆管结石

十二指肠乳头狭窄的患者.

        需要关注的是Lapro-Clip过紧夹闭输尿管导管 经

输尿管导管持续推注生理盐水 可防止上夹过紧. 我们

还认为防止输尿管导管的阻塞或者滑脱移位其管径是

一个重要因素 5Fr 输尿管导管管径最合适.

        我们的初步经验表明LCD术后 mTCBD的应用减

少了术后并发症 尤其是胆漏的发生 而且操作简便

易行 患者术后1 wk 内出院没有任何引流管. 如果慎

审选择应用胆道引流 患者术后即能获得较好的生活

质量.我们推荐胆总管结石的患者选择应用mTCBD.
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摘要

目的: 探讨肝炎病毒感染与大肠癌肝转移的关系.

方法: 我院1994-01/1995-12住院进展期大肠癌患者 共

177例. 将病例分为肝炎病毒感染组及非肝炎病毒感染组

比较两组大肠癌肝转移的发生率. 大肠癌肝转移的判定依据

术中探查结果及肝脏CT检查.

结果: 肝炎病毒感染组35 例 合并肝转移1例 肝转移

发生率为2.86%. 非肝炎病毒感染组142例 合并肝转移

24例, 肝转移发生率为16.9%. 两组肝转移发生率差异性显

著(P <0.05). 肝炎病毒感染组与非肝炎病毒感染组分层比较

结果如下: 年龄: 52.9 14.4 vs  56.2 12.5 P >0.05; 癌

肿最大径超过10 cm者: 14.3% vs 19.0% P >0.05; 癌肿

浸透浆膜者: 45.7% vs 64.1% P =0.05; 腹腔淋巴结转移

者: 25.7% vs 30.0% P >0.05.

结论: 肝炎病毒感染的大肠癌患者较少发生大肠癌肝转移.

王凤山, 李桂臣, 梁健, 孙宏治, 刘永锋, 何三光. 肝炎病毒感染的大肠癌患者

较少发生肝转移. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1226-1227

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1226.asp

0   引言

大肠癌肝转移临床比较常见 在确诊大肠癌时已有

20-40%的患者发生肝转移 原发灶切除后 异时性

肝转移发生率仍高达50%[1]. 大肠癌合并肝转移病例预

后较差 如能寻找到大肠癌肝转移的规律 预防大肠癌

的肝转移 则可明显延长大肠癌患者的生存时间. 有报

告肝硬化很少发生肝转移癌 肝硬化时肝纤维化及微

血管的变形不利于转移癌细胞的游走和增生[2]. 也有报告

肝硬化较少发生大肠癌肝转移 但仍然常发生胆道系

统癌肝转移[3]. 研究表明 肝炎病毒感染的肝脏处于高

免疫反应状态. 为探讨肝炎病毒感染与大肠癌合并肝转

移的关系 本研究对我院177 例住院大肠癌患者进行

了相关统计分析.

1   材料和方法

1.1 材料  我院1994-01/1995-12住院进展期大肠癌患

者 共 177 例 其中男 98 例 女 79 例 年龄 16-

81 岁 平均年龄55.5 岁. 按大肠癌部位分类 盲升结

肠癌 63 例 横结肠癌 7 例 降结肠癌 9 例 乙状结

肠癌 36 例 直肠癌 64 例. 按大肠癌病理分类 腺癌

128 例 黏液腺癌 17 例 黏液癌 5 例 其他 27 例.

手术治疗158 例 未手术19 例.

1.2 方法  (1)将大肠癌病例分为2组 即肝炎病毒感染

组和非肝炎病毒感染组. 肝炎病毒化验为肝炎八项 包

括: 抗甲型肝炎 IgM 抗体(HAV-IgM) 乙肝表面抗原

(HB sA g ) 乙肝表面抗体(HB sA b ) 乙肝 e 抗原(

HBeAg) 乙肝 e 抗体(HBeAb) 乙肝核心抗体-IgM

(HBcAb-IgM) 抗丙型肝炎 IgG 抗体(HCV) 抗戊型

肝炎IgG抗体(HEV). 肝炎病毒化验有一项及一项以上阳

性者 列为肝炎病毒感染组 肝炎病毒化验全部阴性者

列为非肝炎病毒感染组. 凡未作肝炎化验的大肠癌病例

不在统计之内. (2)对肝炎病毒感染组和非肝炎病毒感染

组的大肠癌肝转移发生率进行比较 大肠癌是否合并

肝转移依据术中探查结果以及肝脏CT判定. (3)对肝炎

病毒感染组与非肝炎病毒感染组病例的年龄构成 癌

肿侵透浆膜者所占比例 腹腔淋巴结转移者所占比例

以及癌肿最大径超过10 cm者所占比例进行分层分析.

         统计学处理  使用SPSS统计软件对数据进行统计分

析 计量资料比较用非配对 t检验 计数资料比较采

用 χ2检验 P <0.05 认为组间差异显著.

2   结果

2.1 大肠癌合并肝转移情况  177例大肠癌中合并肝转

移25例 肝转移总发生率为14.1%. 肝炎病毒感染组35

例 合并肝转移1例 肝转移发生率为2.86%; 非肝炎

病毒感染组142例 合并肝转移24例 肝转移发生率

为16.9%. 肝炎病毒感染组与非肝炎病毒感染组的肝转

移发生率差异显著(P <0.05).

2.2 肝炎病毒感染组与非肝炎病毒感染组分层分析结果

两组病例的年龄构成 癌肿侵透浆膜者所占比例 腹

腔淋巴结转移者所占比例以及癌肿最大径超过10 cm者

所占比例均无显著差异(P 0.05 表 1).

表1  肝炎病毒感染组与非肝炎病毒感染组分层比较

          肝炎病毒感染组    非肝炎病毒感染组      P值

年龄(岁, mean SD) 52.9 14.4        56.2 12.5             0.18

癌肿侵透浆膜     45.7%             64.1%             0.05

腹腔淋巴结转移     25.7% 30.0%             0.60

癌肿最大径超过10 cm        14.3% 19.0%             0.52
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2.3 不同部位大肠癌肝转移发生率  盲升结肠癌15.9%

横结肠癌14.3% 降结肠癌22.2% 乙状结肠癌8.33%

直肠癌14.1%. 不同部位大肠癌肝转移发生率无显著差

异(P >0.05).

2.4 大肠癌进展程度与肝转移发生率  癌肿最大径超过

10 cm者32例 合并肝转移4例 肝转移发生率为12.5%;

癌肿最大径未超过10 cm者145例 合并肝转移21例

肝转移发生率为14.5%. 癌肿侵透浆膜者107例 合并

肝转移17例 肝转移发生率为15.9%; 癌肿未侵透浆

膜者70例 合并肝转移8例 肝转移发生率为11.4%.

已有腹腔淋巴结转移者 52 例 合并肝转移 8 例 肝

转移发生率为15.4%; 没有腹腔淋巴结转移的125例

合并肝转移17例 肝转移发生率为13.6%. 肿瘤的大

小 癌肿是否侵透浆膜以及是否有腹腔淋巴结转移 大

肠癌肝转移发生率均无显著差异(P >0.05).

3   讨论

细胞生物学研究证明 癌转移到其他部位需经过如下

过程: 首先 癌细胞需从原发灶游离 浸润到间质

进入脉管. 然后 癌细胞在脉管内移动并到达转移器官

癌细胞与转移器官的脉管内皮细胞或基底膜黏附. 最后

癌细胞向转移器官脉管外游走并增生 形成转移灶[4].

         大肠癌在我国较为常见, 大肠癌患者发生肝转移后

其中70%因肝转移而死亡[5]. 各种肝炎也是我国常见多

发病 感染肝炎病毒的大肠癌患者在临床上也不少见.

Utsunomiya et al [6]报告感染乙型或丙型肝炎病毒的肝脏

很少发生大肠癌转移 还有报道大肠癌转移至感染乙

型肝炎病毒肝脏的概率很小[7-10] 向仲素 et al [11]报告

乙型肝炎表面抗原阳性胃癌患者较少发生肝转移. 因为

各种肝炎病毒感染均可导致肝脏病理改变 所以我们

对所有肝炎病毒感染与大肠癌肝转移的关系进行了临

床病例分析 结果表明 肝炎病毒感染者(包括肝炎病

毒相关抗体阳性者)的大肠癌肝转移发生率明显低于非

肝炎病毒感染的大肠癌患者. 产生这种现象的原因尚不

清楚 有待于进一步研究. 可能由于肝炎病毒感染 增

强了肝脏免疫调节作用 抑制了癌细胞在肝脏向脉管

外游走及增生 从而抑制了癌细胞向肝脏的转移. 有报

道肝炎病毒感染时 免疫应答主要是由细胞毒性淋巴

细胞(CD8+)介导的[12] 细胞毒性淋巴细胞(CD8+)可以

杀灭无抗原性异样细胞 如漂浮在肝窦内的大肠癌细

胞[13]. 肝炎病毒感染引起的干扰素 γ增加 导致肝脏枯
否氏细胞活性增强 可以增加其对转移癌细胞的杀

灭 从而减少了大肠癌肝转移的发生[14].

       另外 本研究表明 不同部位大肠癌肝转移发生

率无显著差异; 肿瘤的大小 癌肿是否侵透浆膜以及是

否有腹腔淋巴结转移 大肠癌肝转移发生率均无显著

差异. 这与周正 et al [15]的报告不尽相同.

          对肝炎病毒感染的大肠癌患者较少发生肝转移现象

的进一步研究 可能为寻找预防大肠癌肝转移策略提

供帮助.
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摘要

目的: 探讨脂肪肝的相关危险因素.

方法: 调查400例就诊脂肪肝患者 记录性别 年龄 体

重 身高 空腹血糖 血脂 HBSAg 饮酒量 腹部B

超. 以400例非脂肪肝患者作为对照组.

结果: 单因素分析肥胖 高脂血症 嗜酒 糖尿病 HBsAg

阳性与脂肪肝发病显著相关 经 logistic 回归分析 肥

胖 高脂血症 糖尿病 嗜酒4个自变量进入回归方程.

结论: 脂肪肝发病的主要相关危险因素依次为肥胖 高脂

血症 糖尿病 嗜酒 为防治脂肪肝提供了依据.

王光助, 应光荣, 朱旭星, 金晓蓉, 洪小飞, 胡复兴, 金忠海, 李新平, 陈圣洁. 脂肪

肝患者相关危险因素的调查和分析. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1228-1229

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1228.asp

0   引言

近年来 随着我国的经济发展 人民生活水平提高

饮食结构改变 脂肪肝的患病率呈现上升趋势 是危害

人群健康的疾病之一 我院对1998-12/2001-12 400例

脂肪肝患者的相关危险因素进行了调查 现报告如下:

1   材料和方法

1.1  材料  调查1998-12/2001-12 本院20岁以上就诊患

者 发现脂肪肝患者400例 排除由妊娠 化学药物

小肠改道手术及静脉高营养等所引起的脂肪肝. 男 242

例 女 158 例 男女之比为1.53 1 年龄 25-82 岁

平均42 15.3岁 在同期住院患者中随机抽取400例

非脂肪肝患者作为对照组 其年龄 性别与脂肪肝组

比较无统计学差异(P >0.05) 具有可比性.

1.2 方法

1.2.1 临床资料  就诊患者常规实验室检查包括血 尿

粪常规 肝肾功能 血糖 血脂 电解质 HBsAg等检

测 B 超检查包括肝 胆 胰 脾 肾等脏器 记

录体重 身高 饮酒等情况.

1.2.2 诊断标准  (1)脂肪肝: B超检查肝脏不同程度增

大 表面光滑 边缘钝 左右叶呈弥漫性 密集的细小

光点 肝区回声分布不均匀 前段增强 远区衰减

整个肝区透声性差 似云雾状 肝内血管回声明显减

少 肝静脉和门静脉分支回声减弱 (2)肥胖: BMI = 体

重(kg)/ 身高(m2) 1997 年WHO公布 大于或等于30

为肥胖症. (3)嗜酒: 每日摄入乙醇80 g以上 持续5 a以

上为嗜酒. (4)糖尿病: 采用1998-07 WHO咨询委员会临时

性报告提出的糖尿病诊断的标准. (5)高脂血症: 血清甘油

三酯大于1.70 mmoL/L或血清胆固醇大于5.69 mmoL/L.

        统计学处理  采用SPSS8.0软件 对各因素进行单

变量分析和 logistic多变量回归分析.

2   结果

2.1 单因素分析  以是否发生脂肪肝为因变量 通过对

肥胖 高脂血症 嗜酒 糖尿病 HBsAg阳性5个自变

量进行单因素分析 结果肥胖(χ2=47.66 P <0.01) 高
脂血症(χ2=46.75 P <0.01) 嗜酒(χ2=10.09 P <0.01)
糖尿病(χ2=9.12 P <0.01) HBsAg 阳性(χ2 =4.48
P <0.05) 这 5项因素与脂肪肝的发生均显著相关.

2.2 多因素分析  将单因素筛选出有显著性差异的5个

自变量在 α=0.05 水平进行 logistic 回归分析 显示肥
胖 高脂血症 嗜酒 糖尿病4个自变量进入回归方程

与脂肪肝发病显著性相关(表1).

表1  脂肪肝患者危险因素的 logistic回归分析

自变量                回归系数  标准误   Waldχ2值  自由度           P 值            相对危险度

肥胖 2.38 0.85 7.86 1 0.01      10.81

高脂血症 2.36 1.03 5.23 1 0.02      10.81

嗜酒 1.38 0.58 5.63 1 0.02       3.52

糖尿病 1.06 0.40 6.76 1 0.01       2.91

Constant 11.86 4.56 6.77 1 0.01

3   讨论

脂肪肝是一种常见病 我国发病率为5% 本文对住

院的34 688例患者进行回顾分析 发现脂肪肝患者400

例 患病率为1.15% 较以往文献报道低 可能与选

择人群有关 因住院患者受其他疾病影响 营养往往欠

佳 以脂肪肝为主的住院患者 仍属少数. 本调查中单因

素与多因素分析均发现脂肪肝的主要危险因素为肥胖

高脂血症 糖尿病 嗜酒. 与以往的报道类似[1-2]. 其机制

主要与体内血脂代谢平衡失调有关.肥胖者脂肪组织增

多 且脂肪细胞肥大 细胞膜上胰岛素受体数目 密度

亲和力下降 对胰岛素相对不敏感[3] 故对脂肪酶的

抑制作用减弱 脂肪酸动员增加 肝脏合成甘油三酯增

高 超过了肝脏以VLDL形式转运到血中的能力而沉积

在肝细胞 发生脂肪肝.肝脏是酒精代谢降解的发惟一
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场所 酒精会妨碍肝内脂肪酸的氧化 长期或大量饮

酒 致使肝内脂肪酸合成增多 超过肝脏的处理能力

而形成脂肪肝[4]. 我们在调查中发现糖尿病合并高脂血症

引起脂肪肝的患者较多. 我们认为合并高脂血症引起脂

肪肝的主要机制是糖尿病患者周围组织对胰岛素敏感

性降低(胰岛素抵抗) 摄取葡萄糖功能亦下降 以致

葡萄糖不能被充分利用 过剩葡萄糖不断刺激胰岛细

胞分泌大量胰岛素 肝脏在胰岛素的作用下 以葡萄

糖和脂肪酸为原料 合成大量甘油三脂 继而发生内

源性高脂血症 故认为该类型危险因素关键在于糖尿

病.国内徐有青 et al [5-6]研究发现 非酒精性脂肪肝常合

并血脂 血糖 尿酸升高以及胰岛素抵抗现象 故

我们认为脂肪肝的发病机制中 胰岛素抵抗占据了重

要位置 肥胖 高脂血症 糖尿病引起的脂肪肝可

能是一种独立的代谢性疾病 高脂血症可能为继发

是代谢紊乱的表现.因此 进行糖耐量及胰岛素的测定

来观察肥胖 高脂血症 糖尿病与脂肪肝的关系 是

有待于进一步研究的课题.

         我们在分析中还发现由脂肪肝引起谷丙转氨酶升高

者 72 例 系脂肪性肝炎 有进一步发展为肝硬化的

趋势 应引起临床重视 需积极治疗脂肪肝.上述危

险因素的调查和分析也为脂肪肝的治疗提供了方向和

依据 对于脂肪肝的治疗方法及意义 我们将在今后

做进一步研究.
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摘要

目的: 评价消化道钡餐 钡灌肠 CT 血管造影诊断原

发性小肠恶性肿瘤的价值 提高对小肠恶性肿瘤的认识.

方法: 回顾分析了50例经手术病理证实的原发性小肠恶性肿

瘤影像资料. 50例均行消化道钡餐检查 其中15例行钡灌

肠检查 13例行CT平扫 3例行肠系膜动脉造影(DSA).

结果: 病变包括腺癌17例 平滑肌肉瘤11例 恶性淋巴

瘤20例 小肠间质细胞瘤和回肠恶性纤维组织细胞瘤各

1例. 消化道钡餐主要X线表现为肠腔狭窄 肠腔内充盈

缺损 管壁僵硬 黏膜破坏 环形皱襞消失 肠梗阻或肠

套叠 肠管扩张及溃疡形成. CT平扫7例确诊为小肠肿瘤

6例拟诊为腹腔肿块 血管造影2例拟诊为小肠平滑肌肿

瘤 1例拟诊为小肠血管畸形.

结论: 凡临床疑有小肠恶性肿瘤通常首选胃肠造影法 若

诊断不明或为手术前进一步明确病变的范围宜用CT 检

查 对不明原因反复发生的消化道出血血管造影具有重要

价值.

陈留斌, 熊坤林. 原发性小肠恶性肿瘤的X线诊断. 世界华人消化杂志  2004;

12(5):1229-1231
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0   引言

原发性小肠恶性肿瘤很少见 仅占全身恶性肿瘤的

0.4% 占所有胃肠道恶性肿瘤的1-5 . 早期缺乏典型

的临床表现 无较理想的有效检查方法. 因此诊断较困

难 误诊率较高[1] X线检查是确诊本病的重要方法

现将我院1960-05/2003-06年手术病理及X线检查资料

完整的50例小肠原发性恶性肿瘤报告如下:

1   材料和方法

1.1 材料  小肠原发性恶性肿瘤 50 例 男 35 例 女

15 例 年龄 6-75 岁. 病变包括腺癌17例 平滑肌肉

瘤11例 恶性淋巴瘤20例 小肠间质细胞瘤和回肠

恶性纤维组织细胞瘤各1例.
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场所 酒精会妨碍肝内脂肪酸的氧化 长期或大量饮

酒 致使肝内脂肪酸合成增多 超过肝脏的处理能力

而形成脂肪肝[4]. 我们在调查中发现糖尿病合并高脂血症

引起脂肪肝的患者较多. 我们认为合并高脂血症引起脂

肪肝的主要机制是糖尿病患者周围组织对胰岛素敏感

性降低(胰岛素抵抗) 摄取葡萄糖功能亦下降 以致

葡萄糖不能被充分利用 过剩葡萄糖不断刺激胰岛细

胞分泌大量胰岛素 肝脏在胰岛素的作用下 以葡萄

糖和脂肪酸为原料 合成大量甘油三脂 继而发生内

源性高脂血症 故认为该类型危险因素关键在于糖尿

病.国内徐有青 et al [5-6]研究发现 非酒精性脂肪肝常合

并血脂 血糖 尿酸升高以及胰岛素抵抗现象 故

我们认为脂肪肝的发病机制中 胰岛素抵抗占据了重

要位置 肥胖 高脂血症 糖尿病引起的脂肪肝可

能是一种独立的代谢性疾病 高脂血症可能为继发

是代谢紊乱的表现.因此 进行糖耐量及胰岛素的测定

来观察肥胖 高脂血症 糖尿病与脂肪肝的关系 是

有待于进一步研究的课题.

         我们在分析中还发现由脂肪肝引起谷丙转氨酶升高

者 72 例 系脂肪性肝炎 有进一步发展为肝硬化的

趋势 应引起临床重视 需积极治疗脂肪肝.上述危

险因素的调查和分析也为脂肪肝的治疗提供了方向和

依据 对于脂肪肝的治疗方法及意义 我们将在今后

做进一步研究.
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摘要

目的: 评价消化道钡餐 钡灌肠 CT 血管造影诊断原

发性小肠恶性肿瘤的价值 提高对小肠恶性肿瘤的认识.

方法: 回顾分析了50例经手术病理证实的原发性小肠恶性肿

瘤影像资料. 50例均行消化道钡餐检查 其中15例行钡灌

肠检查 13例行CT平扫 3例行肠系膜动脉造影(DSA).

结果: 病变包括腺癌17例 平滑肌肉瘤11例 恶性淋巴

瘤20例 小肠间质细胞瘤和回肠恶性纤维组织细胞瘤各

1例. 消化道钡餐主要X线表现为肠腔狭窄 肠腔内充盈

缺损 管壁僵硬 黏膜破坏 环形皱襞消失 肠梗阻或肠

套叠 肠管扩张及溃疡形成. CT平扫7例确诊为小肠肿瘤

6例拟诊为腹腔肿块 血管造影2例拟诊为小肠平滑肌肿

瘤 1例拟诊为小肠血管畸形.

结论: 凡临床疑有小肠恶性肿瘤通常首选胃肠造影法 若

诊断不明或为手术前进一步明确病变的范围宜用CT 检

查 对不明原因反复发生的消化道出血血管造影具有重要

价值.

陈留斌, 熊坤林. 原发性小肠恶性肿瘤的X线诊断. 世界华人消化杂志  2004;

12(5):1229-1231

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1229.asp

0   引言

原发性小肠恶性肿瘤很少见 仅占全身恶性肿瘤的

0.4% 占所有胃肠道恶性肿瘤的1-5 . 早期缺乏典型

的临床表现 无较理想的有效检查方法. 因此诊断较困

难 误诊率较高[1] X线检查是确诊本病的重要方法

现将我院1960-05/2003-06年手术病理及X线检查资料

完整的50例小肠原发性恶性肿瘤报告如下:

1   材料和方法

1.1 材料  小肠原发性恶性肿瘤 50 例 男 35 例 女

15 例 年龄 6-75 岁. 病变包括腺癌17例 平滑肌肉

瘤11例 恶性淋巴瘤20例 小肠间质细胞瘤和回肠

恶性纤维组织细胞瘤各1例.
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1.2 方法  采用岛津VS-10-800mA胃肠专用机和VS-20D

数字多功能X线机. (1)腹部透视及立卧位平片检查. 站

立位腹部透视 钡餐检查前50例均做了此项检查 以

了解肠内积液和积气情况. 术前对20例有肠梗阻的患者

摄有立卧位腹部平片. (2)消化道钡餐. 其中上消化道钡餐

11例 全消化道钡餐39例 其中 8例加钡灌肠检查.

(3) CT扫描: 采用Siemens Somatom ARC型和螺旋型全身

CT扫描机 层厚和层距为10 mm 扫描前30 min 口

服造影剂充盈胃肠道. 13例患者做了CT扫描 其中3例

进行了增强扫描. (4) 3例患者采用了GE1250 mA机器做

了肠系膜动脉数字减影血管造影(DSA).

2   结果

2.1 腺癌17例 发生于十二指肠7例 空回肠各5例.

消化道钡餐检查其主要X线表现为肠管变细 呈环状

狭窄 僵直 伴黏膜纹中断和蠕动波消失(图1). 病变局

限在5 cm以内者9例 5-10 cm者 6例 超过10 cm

者 2例. 单发 16 例 多发1例. CT表现为: (1) 局部软

组织肿块6例 大小2.2-8.5 cm 平均4.5 cm 类圆

形或分叶状, 2 例边界尚清 3 例肿块密度均匀 CT

值20-47 Hu 3例肿块内有斑片状低密度坏死区. (2) 肠

壁呈环形或不规则增厚6例 肠壁厚度1.1-2.1 cm 局

部含造影剂或气体的肠腔狭窄 变形(图2). (3) 位于十

二指肠的腺癌中2例与胰头分界不清 并见肝内外胆

管扩张 其中1例伴胰管扩张而呈 双管征 . (4) 2例

肿块直接向周围血管浸润 3例有腹膜后淋巴结转移

2例见肝脏转移灶.

图1  空肠腺癌X线表现. 空肠上段局限性肠管呈向心性环状狭窄, 黏
膜破坏, 环状皱襞消失, 钡剂尚可通过狭窄段, 病变肠管长约15 cm.

2 . 2 平滑肌肉瘤 11 例 空肠 回肠各 5 例 空肠

回肠同时多发1例. 消化钡餐检查正面观号圆形或椭圆

形充盈缺损 切面观呈偏心性半月切迹 肿瘤所在区域

黏膜纹变平. 本组中2例平滑肌肉瘤做了CT扫描 其

征象为: 病灶大小5.0 cm 6.5 cm和13.0 cm 12.5 cm

向腔外或偏心性生长 呈类圆形或不规则分叶状 CT

值 18-52 Hu 肿块边界清楚 其内密度均匀 未见

腹膜后淋巴结及肝脏转移.

        本组中3例以消化道出血入院 行全消化道钡餐均

无异常发现而行肠系膜动脉造影检查 1 例造影发现

1 2 组小肠的供血动脉末端明显增多 呈云雾状

考虑肠系膜上动脉血管畸形. 手术证实有5个肿块 空

肠3个 回肠2个 大小为2 cm 2 cm-4 cm 4 cm.

病理诊断为空回肠多发性上皮样平滑肌肉瘤. 另 2例造

影发现回肠远段异常血管网 外侧有压迹(图3) 考虑

回肠血管瘤 病理诊断回肠平滑肌肉瘤.

图2  空肠腺癌CT表现. 左中腹一段肠曲明显增粗, 管壁不规则增厚
肠腔狭窄, 偏心.

图 3  回肠平滑肌肉瘤. 肠系膜上动脉DSA显示回肠远段异常血管网,
外侧有压迹.

图 4  回肠末段何杰金氏病. 回肠末段长约6 cm 8 cm肠壁变硬,
蠕动消失, 边缘不规则, 黏膜纹消失, 管腔变窄, 并一扁平龛影, 大小
4.5 cm 1. 5 cm.

2.3 淋巴瘤20 例 其中非何杰金氏淋巴瘤16 例 何

杰金氏病4例. 发生在回肠16例 十二指肠和空肠各1

例 同时侵犯空回肠的2例. 消化道钡餐检查肠管扩张

7例 病变肠管扩张达5-7 cm 被累及肠管的长度5-

15 cm. 肿块内龛影4例 此型肿瘤生长迅速 并形成巨

大肿块 同时向肠腔内外突出 肿瘤不仅破坏肠壁 并

可侵入肠系膜 附近肠曲常受压推移. 扁平龛影 直
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径 1.5-5 cm 边缘隆起 底部凹凸不平 周围指压

迹明显(图4). 肠管狭窄5例 X线表现为肠管变细 或

呈环形狭窄 边缘光滑或不规则僵直 黏膜皱襞破坏

和蠕动波消失 受累肠管10-20 cm. 肠腔内充盈缺损

4 例 X 线表现为向腔内突出的充盈缺损 大小多在

3-5 cm 单发 3 例 多发 1 例 1 例有蒂 3 例无

蒂 肠腔内出现圆形或不规则充缺 肿块表现凹凸不

平 可呈菜花样或分叶状改变. 本组中并发肠套叠3例.

3例行CT扫描 CT表现为软组织肿块 病灶大小4.0-

6.5 cm 呈类圆形 边界尚清 密度均匀 CT值 20-

35 Hu 增强后呈轻度强化. 肠壁不规则增厚 2例伴

腹膜后多发淋巴结肿大及肝脏转移灶.

3   讨论

原发性小肠恶性肿瘤很少见 仅占全身恶性肿瘤的

0.4% 占所有胃肠道恶性肿瘤的1-5%[1] 较常见的为

腺癌 平滑肌肉瘤和恶性淋巴瘤. 原发性小肠恶性肿瘤

的临床表现复杂多变 术前诊断较困难 误诊率一般为

70-90%[2] 目前主要的检查方法包括消化道钡餐 小

肠双对比造影和内窥镜检查, 对近端小肠肿瘤有较大帮

助, 对远端小肠肿瘤的检出率则较低 而且他们主要观察

黏膜病变 对向腔外生长的平滑肌肉瘤不易发现. 与上述

传统检查方法相比较 CT扫描能清楚显示病变的大小

形态 向腔内 外侵犯的范围 肿瘤与周围结构的关系

和有无局部及远处转移等 为临床治疗提供帮助.

        腺癌主要发生在十二指肠和空肠近端(12/17). 消化

道钡餐主要表现为肠管狭窄 局限性或较广泛. CT扫

描 腺癌主要表现为局部软组织肿块 伴相邻肠壁不规

则或环形增厚 肠管狭窄 增强后肿块呈轻至中度强

化 可伴有淋巴结和肝脏转移 少数腺癌可单纯表现为

局限性肠壁增厚. 与小肠原发性腺癌相比较 平滑肌肉

瘤倾向于向腔外生长 呈偏心肿块 其内密度不均 常

有坏死 肿瘤可直接侵犯周围结构 较少发生淋巴结和

肝脏转移. 本组中3例行肠系膜上动脉DSA检查 1例

诊断为血管瘤 1 例考虑为血管畸形 另1 例诊断为

平滑肌肉瘤 据文献[3]报道 小肠平滑肌肿瘤血管增

多 增粗 紊乱 吻合丰富 瘤体染色 似 蜘蛛网

状. 小肠平滑肌肉瘤中以造影剂池明显. 小肠腺癌血管变

化多样 但常见癌周血管明显增多 紊乱 瘤体血

管较少. 小肠平滑肌肿瘤属多血管肿瘤 血管造影有重

要价值. 小肠腺癌变化较大 血管造影难以确诊. 本组

3例血管造影均为平滑肌肉瘤 血管造影表现与文献

报道相似.

       小肠恶性肿瘤与肠梗阻 文献报道小肠恶性肿瘤

易并发肠梗阻[1] 本组有8例X线检查有明确肠梗阻征

象 其中小肠腺癌2例 平滑肌肉瘤和恶性淋巴瘤各

3例. 小肠腺癌引起的肠梗阻主要因肠管狭窄 闭塞所

致 小肠平滑肌肉瘤和恶性淋巴瘤主要为肿瘤突入肠

腔 肠壁浸润较轻 由于肠腔的部分梗阻 促进肠蠕动

增加 肿瘤被推挤向前 形成假蒂而发生肠套叠 一旦

发生肠套叠后 肿瘤的真面目被掩盖 导致诊断上的

困难 因此 对不明原因发生的肠梗阻 尤其是成

人慢性肠套叠 首先考虑小肠恶性肿瘤的可能.

        郑祥武et al [4]比较58例常规胃肠造影均可见肠道肿

块患者的CT检查结果 发现17例CT对诊断有帮助

21例 CT对病变范围作出更精确的估计 包括发现肝

转移 淋巴结转移 邻近结构受侵犯; 另 20例CT与胃

肠造影所见相似. 58例中 CT使19例患者改变了原定

不合理的治疗方案. 尽管如此 目前认为CT与常规胃

肠造影尤其是双对比造影对原发性小肠恶性肿瘤检出

的敏感性无显著差异 均在70%以上. 常规胃肠造影对

肠黏膜病变观察效果理想 而且可动态连续性观察 而

CT则过多地依赖于肠内造影剂的良好充盈. 否则易漏诊

或无法诊断. 因此 CT与常规胃肠造影应作为原发性

小肠恶性肿瘤互补的影像学诊断工具 凡临床疑有小

肠恶性肿瘤通常首选胃肠造影法 若其诊断不明或为

进一步明确病变的范围则宜选用CT检查.

4     参考文献
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版社出版,  1994:1211-1220

3 鲁宏, 丁仕义. 小肠平滑肌肿瘤及小肠腺癌的血管观察(血管造影
与血管铸型对比研究). 中国医学影像技术  2000;16:375-377

4 郑祥武, 吴恩福, 李铁一. 原发性小肠肿瘤的CT诊断. 国外医学
临床放射学分册  1992;15:79-82
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摘要

目的: 探讨胃黏膜活检常规染色(HE染色)对幽门螺杆菌(Hp)

感染的诊断价值.

方法: 收集门诊行胃镜检查同时行13C尿素呼吸试验(UBT)的

患者共262例 胃镜检查同时取胃窦组织分别行PCR检测

和HE染色进行Hp感染的诊断 并以UBT和PCR的结果

为标准评估HE染色对Hp感染的诊断价值.

结果: 13C-UBT和PCR检查结果均为阳性者150例 均为阴

性者106例 其中常规HE染色发现Hp阳性115人 阴性

141人. HE 染色对 Hp感染诊断的敏感性为72.0% (108/

150) 特异性为93.4%(99/106) 阳性预测值(PPV)为93.9%

(108/115) 阴性预测值(NPV)为70.2%(99/141) 诊断的准

确性为80.9%(207/256).

结论: 在行常规病理诊断的同时行Hp感染的诊断 是一种

值得推广的方法. 但由于此方法敏感性稍低 因此对一些与

Hp密切相关的上消化道疾病如果HE染色不能发现Hp感

染 则还需进一步行其他检查.

徐世平, 李元, 吴本俨, 王殿军. 胃黏膜活检常规HE染色对幽门螺杆菌感染

的诊断价值. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1232-1233

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1232.asp

0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori Hp)与消化道疾病关系

密切 因此对Hp感染的诊断日益重要 常用的诊断

方法有快速尿素酶试验 组织学检查(特殊染色) 细菌

分离培养 13C 或 14C 尿素呼吸试验(UBT) 血清学试

验 PCR 粪便抗原检测等 但不论用何种方法都需要

多取胃黏膜组织或费用较高 因此在进行常规胃黏膜

组织病理检查(HE染色)的同时直接进行Hp感染的诊

断 有较高的实用价值. 本研究以 13C尿素呼吸试验和

PCR检查结果作为标准对照 探讨胃黏膜活检常规HE

染色对Hp感染的诊断价值.

1   材料和方法

1.1 材料  所有患者均系我院门诊1999-03/2001-09因

上腹不适而行胃镜检查者 共262例 其中男137例

女125例 年龄16-82岁 平均年龄46.3岁. 全部患者

均行 13C-UBT 并在胃镜检查时取胃窦黏膜组织2-3

块. 所有患者在试验前1 mo内未服用抗生素 2 wk内

未服用铋剂 H2受体拮抗剂和质子泵抑制剂.

1.2 方法

1.2.1 13C-UBT  受检者隔夜空腹 将75 mg13C-尿素

溶于100 mL 0.1 moL/L的枸橼酸溶液. 饮用试剂前 后

30 min留取呼气样本 气体吹入10 mL玻璃管内 呼

气样本经核素比值质谱仪分析 13CO2丰度( )以所

测得标本的 13CO2/12CO2值与国际标准PDB(Pee Dee

Belemnite)比较得出. 用 30 min的 值减去空腹的 值即

得出其差值(DOB). DOB 大于或等于4 为Hp阳性判定值.

1.2.2 PCR检测  将胃黏膜活检组织用1 mL匀浆器研成

匀浆 经蛋白酶K 消化过夜后 煮沸灭活蛋白酶K

快速冷却 取上清液扩增 分别以标准模板和无菌去

离子水作阳性和阴性对照. 取全部扩增水相进行凝胶电

泳 在与标准模板同一水平出现电泳带为阳性 否则

为阴性.

1.2.3 HE染色对Hp感染的诊断  对胃窦黏膜活检组织

甲醛固定后常规石蜡包埋 连续切片5张 HE染色 由

一名有经验的病理科医师在不知道UBT和PCR结果的

情况下 观察胃黏膜的黏液层 表面上皮 小凹上皮和

腺管上皮 根据能否看见Hp诊断有无Hp感染.

1.3 结果判断  以 13C-UBT和PCR检测结果均为阳性作

为 Hp阳性 二者均为阴性作为 Hp阴性 二者结果

不一致者予以剔除 以此结果为标准按经典方法计算

HE 染色诊断 Hp感染的敏感性 特异性 阳性预测

值(PPV) 阴性预测值(NPV) 阳性似然比(+LR) 阴性

似然比(-LR) 诊断的准确性和正确诊断指数(γ) 并进
行Kappa分析.

2   结果
13C-UBT检查和PCR检查结果均为阳性者150例 均

为阴性者 106 例 另有 6 例结果不一致 予以剔除.

256 例患者中 常规HE 染色发现 Hp 阳性 115 例

阴性141例 (表 1) HE染色对Hp感染诊断的敏感性为

72.0% (108/150) 特异性为93.4%(99/106) PPV为93.9%

(108/115) NPV为70.2%(99/141) +LR为10.9 -LR为

0.3 诊断的准确性为80.9%(207/256) γ =0.654. 所得结
果进行Kappa分析 K值为0.624 说明诊断的一致性

良好.
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表1  HE染色法检测Hp的结果

             实际
   +      -        合计

HE

+ 108       7         115

-   42     99         141

合计 150   106         256

3   讨论

目前Hp感染诊断的方法无论是侵入性还是非侵入性

各有其优缺点[1-6]. 细菌培养是诊断 Hp感染的 金标

准 其特异性为 100% 但其敏感性受到实验室条

件 标本运送时间和条件 标本采集的部位和数量等

条件的限制 只能达到70-92% 而且该方法所需时

间长 价格昂贵 临床实用性不大[7]. UBT检测是目前

公认抗 Hp治疗后诊断的 金标准 不受胃内 Hp分

布不均匀的影响 其特异性和敏感性均能达到 90-

100% 但该方法需要有专用设备 检测前2-4 wk内

口服抗生素 铋剂或质子泵抑制剂可能导致假阴性结

果 胃内出现其他尿素酶阳性细菌生长时可能导致假

阳性结果[8-9]. PCR是目前诊断Hp感染敏感性和特异性

(均能达到96-100%)均较高的方法 但由于操作复杂

费用贵 多用于科研[10]. 临床上常用的方法为快速尿素

酶实验(RUT)和病理形态学检查 RUT的敏感性为89-

98% 特异性为93-98%; 形态学检查的敏感性和特异性

也能达到 93-98% 目前常用的形态学检查方法有

Warthin-Starry银染 Giemsa染色 改良甲苯胺蓝染色

等[11-12] HE染色对Hp感染的诊断价值各家报道不一

致 李惠珍 et al [13]报道胃组织常规HE染色诊断准确率

为95% 敏感性为96% 李子俊 et al [14]用组织涂片HE

染色Hp检出率为63.85% 国外Fallone et al [15]报道HE

染色诊断Hp感染的准确率为92% 敏感性为93%. 为了

准确评价HE染色对Hp感染的诊断价值 我们选用诊

断敏感性和特异性均较高的PCR和UBT方法进行评估

结果表明 HE染色对Hp感染诊断的敏感性为72.0%

特异性为93.4% PPV 为 93.9% NPV 为 70.2% 诊

断的准确性为80.9% +LR 为 10.9 -LR 为 0.3 诊

断的准确性为80.9% γ=0.654 说明HE染色是一种
良好的诊断Hp感染的方法. HE染色由于不增加患者的

负担亦不需另取胃黏膜组织 在进行常规病理诊断的

同时即可进行Hp感染的诊断 既评价感染 又评估

组织学状况 因此是一种值得推广的诊断方法[16] 但

由于取材的局限性 病理医师的诊断经验 胃内其他

螺杆菌的影响等问题 可能造成一定的假阴性和假阳

性 为了提高诊断的准确性 可根据情况适当增加活

检的数量[17] 另外在其他染色方法中有作者[18]发现延

长染色时间可提高诊断的阳性率 HE染色时间对Hp

的诊断有无影响尚有待进一步观察 同时由于Hp只

定植于正常胃黏膜 如果活检组织有肠化生和 / 或不

典型增生 势必对Hp诊断有一定影响 因此对一些

与Hp密切相关的上消化道疾病如果常规病理检查不能

发现 Hp感染 则还需进一步行其他检查[19].
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摘要

目的: 探讨胆系感染致病菌及其耐药性.

方法: 对160例胆汁细菌培养阳性者进行细菌鉴定和药物敏

感性试验 其判定依据美国国家临床实验室标准委员会

(NCCLs) 1999年制定的标准 统计学分析采用WHONEF-

5软件.

结果: 160例胆系感染病原菌主要为G-杆菌83% 其中大

肠杆菌(31%) 肺炎克雷伯菌(21%) G+球菌以肠球菌为主

(15%). G-杆菌对亚胺培南 G+球菌对万古霉素100%敏

感. G-杆菌和G+球菌对头孢吡肟 头孢哌酮/舒巴坦 哌

拉西林/他唑巴坦 头孢他啶敏感率高.

结论: 胆系感染主要病原菌为大肠杆菌 肺炎克雷伯菌

肠球菌 首选抗生素为: 亚胺培南 头孢吡肟 头孢哌酮/

舒巴坦 哌拉西林/他唑巴坦 头孢他啶.

万建华, 赵金满. 胆系感染病原菌及耐药性分析. 世界华人消化杂志  2004;

12(5):1234-1235

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1234.asp

0   引言

胆系感染是临床常见病 有效控制感染十分重要 了解

胆系感染的致病菌以及耐药性 为选择抗生素提供依据.

1   材料和方法

1.1 材料  2001-01/2003-01我院内科门诊及病房送检的

胆汁培养标本 男 63 例 女 97 例. 18-76 岁 平均

51岁. 细菌培养仪为美国BD公司的BACTEC9120 细

菌培养基采用Oxoid公司的Mueller-Hinton培养基. 药敏

纸片中的万古霉素 亚胺培南 头孢哌酮 / 舒巴坦

头孢噻肟 阿莫西林 / 克拉维酸 哌拉西林 / 他唑巴

坦 头孢他啶购于美国Oxoid公司; 其余药敏纸片均为

中国药品生物制品检定所产品.

1.2 方法  细菌鉴定应用法国生物梅里埃API系统 药

敏纸片采用K-B纸片扩散法 结果判定标准采用1999年

版的NCCLs标准 同时每周采用标准菌株ATCC25922

TCC27853 ATCC25923进行药敏试验的质量控制.

2   结果

致病菌分布及抗生素耐药性  160例胆汁细菌培养阳性

者 G-杆菌132 株(83%) G+球菌28株(17%) 本组

未做厌氧菌培养 未统计真菌. 160例胆系感染致病菌

分布及药敏情况(见表1).

表1  胆系感染致病菌对21抗生素的耐药情况

抗生素    大肠杆菌 n =49   肺炎克雷伯菌 n =33   肠杆菌属 n =17   假单孢菌属 n =13   沙门菌属 n =11   肠球菌属 n =17   其他 n =12

亚胺培南

头孢哌酮 /舒巴坦

哌拉西林 / 他唑巴坦

头孢吡肟

头孢他啶

头孢曲松

头孢噻肟

头孢呋肟

丁胺卡那

氨曲南

奥格门丁

环丙沙星

庆大霉素

四环素

氨苄西林

苯唑西林

红霉素

万古霉素

氯霉素

荼啶酸

复方新诺明

0

2

2

2

2

3

3

3

2

3

4

9

11

41

40

-

-

-

39

37

40

0

0

0

0

1

2

2

2

1

2

3

5

6

23

24

-

-

-

21

20

23

0

1

1

1

1

2

2

3

2

3

3

4

4

13

13

-

-

-

11

12

13

1

1

1

1

2

4

4

5

2

5

5

5

4

8

9

-

-

-

9

7

9

0

0

0

0

0

1

1

2

1

2

2

3

3

7

8

-

-

-

8

7

8

2

3

3

3

4

4

4

5

-

-

5

12

15

7

12

14

12

0

4

-

-

0

0

0

0

1

2

2

2

1

3

3

5

6

9

9

-

-

-

8

9

9
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3   讨论

胆系感染是常见感染性疾病[1].胆道细菌都直接或间接来

源于肠道 本组资料大肠杆菌占第一位(31%) 肺炎克

雷伯菌占第二位(21%) 二者共占52%. 但与以往文献

[2]报告的胆系感染70%以上致病菌为大肠杆菌及肺炎

克雷伯菌相比已明显改变.但与近期祝建军 et al [3] 报告

的: 胆系感染病原菌大肠杆菌占27.4% 肺炎克雷伯菌

16.2%相近;与何晓峰 et al [4] 报告的:胆系感染需氧菌中

大肠杆菌占32.9% 肺炎克雷伯菌占19.2%亦相近. 近

几年由于抗生素的广泛应用 不合理使用抗生素较为

普遍 引发了肠道菌群的改变 同时胆系感染致病菌谱

也发生了明显的变化. 这一变化也表现在居第三位的肠

球菌引起的胆系感染方面 以往认为肠球菌是肠道的

正常菌种 不致病 由于抗生素的广泛应用 不易被杀

灭的肠球菌被选择出来而成为致病菌 肠球菌所致胆

系感染就是这样 有文献报告: G+细菌所致胆系感染

中 肠球菌为主要病原菌[5-7].

      G-杆菌对亚胺培南敏感率接近100% 对头孢吡

肟 头孢哌酮 / 舒巴坦 哌拉西林 / 他唑巴坦 头孢

他啶 丁胺卡那总的敏感率在90%以上. G+球菌对万古

霉素的敏感率为100% 对亚胺培南 头孢哌酮 /舒巴

坦 哌拉西林 /他唑巴坦 头孢吡肟的敏感率在80%

以上 提示对于胆系感染临床可以首选这些抗生素. 对

G-杆菌及G+球菌耐药率较高的抗生素 氨苄西林 苯

唑西林 红霉素 环丙沙星 庆大霉素应避免使用. 这

一结果与焦宛et al [6]报道胆系感染致病菌药敏实验结果

差别较大 但与何晓峰 et al [4]报告的胆汁细菌耐药性
结果相近. 这是由于不同地区 不同时期结果不同的原
因.因此 临床医生应重视本地区 本医院致病菌及其
耐药性的流行现状.
       本组未做厌氧菌培养 根据国外报道胆系感染中
厌氧菌是主要致病菌之一. 厌氧菌可以单独引起胆系感
染 更多的是混合感染. 文献[8]报告胆系感染时厌氧菌
培养阳性率在50%以上 反复感染病例中厌氧菌感染
比例高达82%. 最常见的厌氧菌是脆弱类杆菌 脆弱类
杆菌对亚胺培南的敏感率为100%[8-9] 故亚胺培南对
厌氧菌引起的胆系感染一样有效. 提示对于重症 难治

的胆系感染应选择亚胺培南治疗.
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3   讨论

胆系感染是常见感染性疾病[1].胆道细菌都直接或间接来

源于肠道 本组资料大肠杆菌占第一位(31%) 肺炎克

雷伯菌占第二位(21%) 二者共占52%. 但与以往文献

[2]报告的胆系感染70%以上致病菌为大肠杆菌及肺炎

克雷伯菌相比已明显改变.但与近期祝建军 et al [3] 报告

的: 胆系感染病原菌大肠杆菌占27.4% 肺炎克雷伯菌

16.2%相近;与何晓峰 et al [4] 报告的:胆系感染需氧菌中

大肠杆菌占32.9% 肺炎克雷伯菌占19.2%亦相近. 近

几年由于抗生素的广泛应用 不合理使用抗生素较为

普遍 引发了肠道菌群的改变 同时胆系感染致病菌谱

也发生了明显的变化. 这一变化也表现在居第三位的肠

球菌引起的胆系感染方面 以往认为肠球菌是肠道的

正常菌种 不致病 由于抗生素的广泛应用 不易被杀

灭的肠球菌被选择出来而成为致病菌 肠球菌所致胆

系感染就是这样 有文献报告: G+细菌所致胆系感染

中 肠球菌为主要病原菌[5-7].

      G-杆菌对亚胺培南敏感率接近100% 对头孢吡

肟 头孢哌酮 / 舒巴坦 哌拉西林 / 他唑巴坦 头孢

他啶 丁胺卡那总的敏感率在90%以上. G+球菌对万古

霉素的敏感率为100% 对亚胺培南 头孢哌酮 /舒巴

坦 哌拉西林 /他唑巴坦 头孢吡肟的敏感率在80%

以上 提示对于胆系感染临床可以首选这些抗生素. 对

G-杆菌及G+球菌耐药率较高的抗生素 氨苄西林 苯

唑西林 红霉素 环丙沙星 庆大霉素应避免使用. 这

一结果与焦宛et al [6]报道胆系感染致病菌药敏实验结果

差别较大 但与何晓峰 et al [4]报告的胆汁细菌耐药性
结果相近. 这是由于不同地区 不同时期结果不同的原
因.因此 临床医生应重视本地区 本医院致病菌及其
耐药性的流行现状.
       本组未做厌氧菌培养 根据国外报道胆系感染中
厌氧菌是主要致病菌之一. 厌氧菌可以单独引起胆系感
染 更多的是混合感染. 文献[8]报告胆系感染时厌氧菌
培养阳性率在50%以上 反复感染病例中厌氧菌感染
比例高达82%. 最常见的厌氧菌是脆弱类杆菌 脆弱类
杆菌对亚胺培南的敏感率为100%[8-9] 故亚胺培南对
厌氧菌引起的胆系感染一样有效. 提示对于重症 难治

的胆系感染应选择亚胺培南治疗.
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0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori Hp)非侵入性检查因其

无痛苦 便捷等优势越来越为临床医生及患者接受成

为检测Hp的主要方法[1]. 目前临床Hp非侵入性检查常

用方法包括 Hp 血清抗体检测 13C 或 14C 呼气试验

幽门螺杆菌粪便抗原(Hp SA)检测等. 其中 13C 14C呼气

试验准确可靠 其与诊断 Hp 感染的 金标准 组

织学检查 RUT和细菌分离培养的准确性和可靠性相

似[1-5] 但是 13C呼气试验价格昂贵 14C存在一定放射

性[6]; Hp血清抗体检测不能证实是否存在 Hp现症感

染 因此 其应用受到一定限制. Hp SA 检测安全性

高 可操作性强 比上述两种方法更易推广普及. 本研

究对比了ELISA法与Hp SA免疫快检卡检测Hp SA的

准确性和可靠性 旨在评价两种方法的临床价值.

1   材料和方法

1.1材料  2003-03/2003-08月在我院消化科住院患者80

例 19-72 岁 男 56 例 女 24 例 不考虑检查前

是否服用过抗生素 铋剂或质子泵抑制剂 随机分为

两组. 一组为Hp SA免疫快检卡法; 一组为ELISA法

每组40例. 所有病例常规 14C呼吸试验和胃镜检查并留

取组织行RUT检查证实是否存在Hp感染并以此为 金

标准 同时留取大便标本. Hp SA免疫快检卡法组留取

的大便标本立即测定幽门螺杆菌抗原 ELISA法组留取

大便标本在-70 保存 直至测定Hp Ag.

1.2 方法 采用北京九强公司提供的美鼎生物有限公司

(Meridian Bioscience Inc)幽门螺杆菌检测酶联免疫试

剂盒及Hp SA免疫快检卡(immunocard stat Hp SA)进行

试验. (1)操作步骤: 留取患者胃镜检查 14C呼气试验当

日或次日早晨的粪便. (2)Hp SA免疫快检卡法检测用试

剂盒自带的涂抹棒移取直径在5-6 mm的粪便标本至稀

释液 震荡15 s; 滴加4滴标本稀释液到试剂卡一端的

圆孔 5 min后读取结果; 阳性 阴性判断结果参照试剂

盒说明书. (3)ELISA法检测: 取直径约5-6 mm充分混匀

的粪便标本 置入12 mm 75 mm试管 加入50 uL样

本稀释液 充分混匀 振荡15 s. 在抗体包被的微孔板

固定好微孔并标记固定 在各微孔中加入50 uL 已经

稀释的粪便 设阳性和阴性对照各一孔. 随后加入酶结

合物 振荡30 s 用微孔条密封器封严 22-27 孵

育1 h. 洗板4次 加入两滴底物溶液 振荡30 s 22-

27 孵育 10 min 加入一滴终止液振荡30 s 后在Bio

Rad Model 550型酶标仪450/630 nm测定吸光光度值 按

试剂盒标准判定结果.

2   结果

2.1 Hp SA免疫快检卡检测粪便Hp SA与 14C呼气试验

和RUT阳性率比较 根据Hp检测 金标准 (即 14C 呼

气试验和RUT阳性者)诊断阳性病例13例 阴性病例27

例. Hp SA免疫快检卡检测Hp SA阳性14例 阴性26例

与 金标准 比较 Hp SA 免疫快检卡检测粪便 Hp
SA的敏感性为 92.3%(12/13) 特异性为92.6%(25/27); 其
阳性预测值为85.7%(12/14); 阴性预测值为96.2 (25/26)

其准确度为92.5 (37/40). 金标准 的阳性率为32.5

(13/40); Hp SA免疫快检卡的阳性率为35.0 (14/40) 二

者阳性率比较无显著性差异(P >0.05)(表 1).

表1  40例患者粪便抗原免疫快检卡检测结果

           Hp 金标准 检测
方法            合计

阳性 阴性

免疫快检卡检测阳性   12     2 14

免疫快检卡检测阴性     1   25 26

合计   13   27 40

        ELISA法检测Hp SA与 14C呼吸试验和RUT阳性率

比较 金标准 阳性病例及阴性病例选择参照上述方

法. ELISA法检测Hp SA阳性病例9例 阴性病例31

例 与 金标准 比较 ELISA法检测Hp SA的敏感性

为83.3%(5/6) 特异性为88.3 (30/34); 其阳性预测值

为55.6%(5/9); 阴性预测值为96.8 (30/31) 其准确度

为87.5 (35/40). 金标准 的阳性率为15.0 (6/40);

Hp SA免疫快检卡的阳性率为22.5  (9/40). 二者阳性率

比较无显著性差异(P >0.05)(表 2).

表2  40例患者粪便抗原ELISA法检测结果

          Hp 金标准 检测
方法            合计

阳性 阴性

ELISA法阳性    5    4    9

ELISA法阴性    1  30  31

合计    6  34  40

3   讨论

Hp感染的实验诊断包括侵袭性和非侵袭性两类 前者
包括胃镜检查取活检组织标本作切片染色 细菌分离
培养和 RUT 这三项检查认为是 Hp 感染的 金标
准 . 此外活检组织PCR扩增法[6-8]. 这类方法带有创伤
性 尤其不适合孕妇 老人 儿童 且其结果受 Hp
感染灶在胃黏膜分布不均匀的影响 易造成假阳性; 后
者包括Hp血清抗体检测 13C或 14C呼气试验 Hp SA
检测等[6]. 近年来随着 13C或 14C呼气试验广泛开展 已

经证实呼气试验与 金标准 之间特异性及敏感性相

似 因此近来亦有研究将 13C或 14C呼气试验作为 金

标准 . 粪便HpSA检测的方法首先见于1997年美国胃

肠病周会议报道 1999年Chang et al首先报道粪便中存

在幽门螺杆菌特异性抗原成分 并认为检测Hp SA是一

种简便 精确 无创的诊断方法[1, 9-15]. Hp SA免疫快检

卡检测Hp其阳性率与 金标准 无显著差异 但是

ELISA法阳性率较 金标准 增高. 我们认为这可能两

种方法选用的Hp抗体有关 前者为Hp特异性单克隆
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抗体 而后者为多克隆抗体 因此 ELISA 法更宜出

现假阳性结果[9-10]. 这也提示ELISA法更易用于Hp的筛

选 而Hp SA免疫快检卡则更易应用于Hp根除后的检

测. 无论是Hp SA免疫快检卡还是ELISA法检测Hp SA

都具备良好的敏感性和特异性. 与已有文献报道的敏感度

和特异性相似. 两种方法之间比较 其特异性和敏感性

无显著性差异. 本研究中两种方法的阳性预测值偏低

阴性预测值偏高 考虑与所选择病例为几经就医患

者 院外多数服用过PPI 铋剂或抗生素导致Hp的感

染率太低有关. 但是就两种方法比较而言 ELISA法的阳

性预测值明显低于Hp SA免疫快检卡法 一定程度上说

明Hp SA免疫快检卡法对辅助诊断Hp感染和治疗监测

有更好的临床价值. 但是 ELISA法价格相对便宜 材料

更加节省 更有利于在相对贫困地区普及.

     总之 这两种方法操作简单 标本来源方便 特

别适合于儿童 孕妇 老年人等不宜行胃镜检查的患者.

因此 ELISA法和Hp SA免疫快检卡法值得临床推广应用.
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摘要

目的: 探讨伪膜性肠炎(PMC)的临床表现 诊断及治疗情

况 提高对PMC 的认识.

方法: 对我院4 a来诊治的10例PMC患者进行回顾性分析.

结果: 10例患者中8例为老年患者 全部患者均在应用抗

生素过程中发生腹泻 腹痛 发热 7 例有伪膜排出

7例做了结肠镜检查 均提示为PMC 应用万古霉素和

甲硝唑治疗后症状消失 全部治愈.

结论: PMC多系在应用抗生素后发病 老年人 重症患

者和外科大手术等患者为易感人群. 结肠镜检查诊断PMC

具有快速可靠的优点. 对老年人及重症患者在使用抗生素过

程中出现腹泻 腹痛 发热和白细胞升高现象 应高度

怀疑PMC 及时行结肠镜检查 粪便细菌培养和艰难梭
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抗体 而后者为多克隆抗体 因此 ELISA 法更宜出

现假阳性结果[9-10]. 这也提示ELISA法更易用于Hp的筛

选 而Hp SA免疫快检卡则更易应用于Hp根除后的检

测. 无论是Hp SA免疫快检卡还是ELISA法检测Hp SA

都具备良好的敏感性和特异性. 与已有文献报道的敏感度

和特异性相似. 两种方法之间比较 其特异性和敏感性

无显著性差异. 本研究中两种方法的阳性预测值偏低

阴性预测值偏高 考虑与所选择病例为几经就医患

者 院外多数服用过PPI 铋剂或抗生素导致Hp的感

染率太低有关. 但是就两种方法比较而言 ELISA法的阳

性预测值明显低于Hp SA免疫快检卡法 一定程度上说

明Hp SA免疫快检卡法对辅助诊断Hp感染和治疗监测

有更好的临床价值. 但是 ELISA法价格相对便宜 材料

更加节省 更有利于在相对贫困地区普及.

     总之 这两种方法操作简单 标本来源方便 特

别适合于儿童 孕妇 老年人等不宜行胃镜检查的患者.

因此 ELISA法和Hp SA免疫快检卡法值得临床推广应用.
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0   引言

伪膜性肠炎(pseudomembranous colitis PMC) 是一种主

要发生在结肠 也可累及小肠的急性黏膜坏死 纤维

素渗出性炎症 黏膜表面覆有黄白或黄绿色伪膜. 其多

系在应用抗生素后导致正常肠道菌群失调 艰难梭菌

(clostridium difficile CD)大量繁殖 产生毒素而致病[1].

该病多发生于老年人 重病患者 免疫力低下及外科大

手术后等患者 病情比较严重 治疗不及时死亡率较

高. 近年来 随着抗生素的大量应用及人口的老龄化

PMC患者越来越多 应引起临床医生的高度重视. 为

总结经验教训 提高临床诊治水平 现将我院近 4 a

收治的 10 例 PMC 患者 报告如下:

1   材料和方法

1.1 材料  10 例 PMC患者系我院4 a来收治的内 外

科重症患者 男 3 例 女 7 例 年龄 45-75 岁 平

均64岁 小于50岁患者为8例(80%). 其中外科手术

患者5例 内科感染5例. 10例患者均应用抗生素 分

别为: 头孢类抗生素7例 克林霉素1例 奎诺酮类1例

青霉素1例 应用时间为4-20 d 平均为10 d. 本组患

者均在使用抗生素期间出现腹泻 均为水样便 大便次

数为10-30 次 / 天不等 持续时间为7-20 d 平均是

15 d. 7例便中有伪膜存在. 全部有腹痛 腹痛主要在脐

周和下腹部 多数为隐痛和胀痛. 8例发热 2例高热

其余为低热. 3例伴有周身水肿 腹水和低蛋白血症.

1.2 方法  10 例患者均行血 便常规; 便菌群 便细菌

和霉菌培养; 7例做了结肠镜和病理检查. 10例患者被诊

断为PMC后 均停用抗生素 补液 纠正离子紊乱 对

症治疗; 给予万古霉素1.0-2.0 g/d口服和甲硝唑0.5 g/d

静脉滴注 加用微生态制剂: 分别为金双歧 米雅BM

片 整肠生.

2   结果

10例中7例WBC总数升高为10-20 109 L/G. 便常规

5例有少量红 白细胞; 全部有菌群失调; 便普通细菌培

养均阴性. 3例查到霉菌. 7例做了结肠镜检查 表现为

直肠和降结肠散在黏膜充血 水肿 浅表糜烂 病

灶间黏膜基本正常 全部有黄白色苔样伪膜 其形状为

斑片状或地图状 不易剥离. 伪膜病理示: 纤维素样物

炎症细胞 黏液和坏死细胞碎屑组成. 10例患者用药48-

72 h 后腹泻明显减轻 5-10d 症状消失 临床治愈.

3   讨论

Finney于 1893年首先描述了小肠的伪膜性病变 但在

1950 年代以前PMC非常罕见 在临床广泛应用青霉

素 四环素和氯霉素以后 这种PMC成了抗生素治疗

的常见并发症. 当时认为金黄色葡萄球菌可能是引起

PMC的病原菌 所以也曾把PMC称为葡萄球菌肠炎.

1970 年代发现克林霉素与PMC有明显关系 又提出

克林霉素相关性结肠炎. 到1977年才确认克林霉素相关

性肠炎与CD 的关系 在PMC 患者的粪便中检出CD

及毒素 口服万古霉素对动物模型和患者都是有效的

治疗方法. 从此确定CD是医院获得性腹泻的主要病原

菌[2]. CD是PMC的主要致病菌. 该菌为厌氧革兰氏阳性

杆菌 芽孢较大 主要产生2种毒素: A毒素(肠毒素)

B毒素(细胞毒素). 肠毒素是主要的致病因子 通过激

活巨噬细胞 肥大细胞及其后的中性粒细胞 释放强

效的炎症递质和细胞因子 引起局部黏膜血管通透性增

加 黏液分泌 炎性细胞浸润 出血及绒毛损害 甚至

黏膜坏死. 细胞毒素在肠毒素的基础上加重黏膜损害[1-2].

抗生素 特别是林可霉素 氯林可霉素 氨苄西林 阿

莫西林以及第三代头孢菌素等的应用 导致肠道正常

菌群的改变 引起肠道菌群相互遏制机制的紊乱 使

CD得以迅速繁殖并产生毒素而致病[1-2].  抗生素对肠道

正常菌群有很大影响 其中口服广谱抗生素的影响最

大. 几乎所有抗生素都可以诱发CD相关的腹泻 其相对

危险性与抗生素的使用频率 强度和使用时间有关[2-3].

        PMC主要侵犯结肠 以乙状结肠最多见 偶见小肠

如回肠末端等部位. 黏膜充血水肿 凝固性坏死 并覆

有大小不一 散在的斑点状黄白色伪膜 从数毫米到30

毫米不等. 严重者伪膜可融合成片 并可见到伪膜脱落

的大 小裸露区 伪膜界限分明 周边黏膜相对正

常.  病理见伪膜系由纤维素 中性粒细胞 单核细

胞 粘蛋白及坏死细胞碎屑组成. 黏膜固有层有中性粒

细胞 浆细胞及淋巴细胞浸润 重者腺体破坏断裂 细

胞坏死. 黏膜下层因炎症渗出而增厚 伴血管扩张 充

血及微血栓形成. 坏死一般限于黏膜下层 偶尔累及肠

壁全层导致肠穿孔[1].

        本病多发生于50岁以上人群 女性多于男性. 患者

多有胃肠手术或其他严重疾病史 并在近期内应用抗

生素 尤其是广谱抗生素. 症状的发生多见于抗生素治

疗4-10 d内或在停用抗生素后1-2 wk内[1-3]. 本文10例

患者 7例为女性; 50岁以上占80%; 手术病例占50%;

全部发生在应用抗生素期间 大多数为使用大量广谱

高级抗生素老年患者; 但也有2例分别为青霉素和克林

霉素短期使用患者 前者为髋关节手术患者 后者为糖

尿病患者. PMC主要表现为: (1)腹泻: 是最主要的症状

腹泻程度和次数不一 轻者大便每日2-3次 停用抗生

素后自愈; 重者有大量水样泻 每日30次 部分患者可

排出斑块状伪膜. (2)腹痛: 多在下腹部 呈钝痛 胀痛或

痉挛性疼痛 可伴有腹胀 恶心 呕吐. 全身中毒症

状. (3)发热. (4)白细胞升高.  本组10例患者全部有腹泻

且较重为10-30 次 /d 水样便或蛋化样便 7例有伪
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膜排出. 全部有腹痛存在 一半患者为胀痛 另一半

为绞痛. 多数伴有腹胀 恶心和呕吐. 8例发热. 7例有

白细胞升高. 其中3例伴有周身水肿 腹水和电解质紊

乱及低蛋白血症.

        便常规可见白细胞 肉眼血便少见. 疑诊病例应送

大便标本行CD培养 在厌氧条件下经37 培养 24-

48 h可出结果. CD培养采用CCFA培养基. 确诊需要进

行CD毒素鉴定 目前毒素A B检测均比较复杂且结

果出现较晚[2-3] 故对临床指导意义有限. PMC内镜下

表现不一[1, 4] 轻者仅可见黏膜充血水肿 血管纹理

不清 呈 非特异性肠炎 表现; 稍重者可见黏膜散

在浅表糜烂 伪膜呈斑点状分布 周边充血; 严重病

例伪膜呈斑片状或地图状 伪膜不易脱落 部分脱落区

可见溃疡形成. 结肠镜发现特征性黄色突起斑块-伪膜

是PMC的特征之一[2-3] 对临床诊断有重要意义. 本文

10例患者 7例行结肠镜检查 全部符合上述表现; 其

余3例有典型临床表现 应用甲硝唑和万古霉素有效

诊断PMC成立. 结肠镜可直观病变分布的范围 病变程

度 还可追踪判断治疗效果 快速帮助临床诊断 意义

不言而喻[4].

        临床诊断PMC后应立即停用引发CD感染的抗生素;

补液和补充电解质等支持治疗; 恢复肠道正常菌群 可

选用的药物包括乳酸杆菌片 双歧杆菌制剂等. 应用正

常人的粪便灌肠来恢复患者肠道的正常菌群也是一种有

效的方法 但操作繁杂 患者难于接受 临床现在很少

采用[3]. 抗生素治疗: 甲硝唑一般用法为200- 400 mg 每

天 3-4次 餐后服用 7-10 d 95%的病例治疗反应

良好. 重症频繁呕吐者可静脉给药 但疗效明显低于口

服用药. 万古霉素口服不吸收 对肾脏无损害 在肠道

内可达到高浓度 静脉给药不宜采用. 一般用法: 0.25-

0.5 g 4 次 /d 疗程 7-10 d[1-3]. 治疗 48 h应有效 4-

7 d内应恢复正常 但严重的病例可能需要更长时间的

治疗[2]. 关于甲硝唑与万古霉素疗效的问题 Bartlett et

al [3]认为二者疗效相当 有效率为90-97% 甲硝唑比

万古霉素价格便宜 故治疗PMC首选甲硝唑;Tabaqchali

et al [2]认为万古霉素治疗CD感染比甲硝唑效果更好

这有经验和理论上的支持证据. 我们治疗CD感染的体

会是甲硝唑效果一般 万古霉素效果很好 一般 1-

2 g/d 48 h 均有效 腹泻 3-5 d 基本消失 故万古

霉素应作为治疗PMC的首选药 这与国内文献报道基

本相符[5-8]. 调整肠道菌群的微生态制剂剂量可适当加大.

       轻症病例在停用抗生素之后可自愈 重者经及时

诊断和积极治疗预后良好. 约 20-25%的患者在初治停

药1-3 wk后可再次出现症状[2-3] 原因可能是同一菌株

或另一株CD感染 结肠中残留孢子的发芽繁殖 重新

应用抗生素治疗[ 2]. 复发病例轻者可应用调整肠道菌群

药物 不需要抗生素治疗. 多数复发病例再用甲硝唑或

万古霉素仍然有效[2-3]. 我们10例患者中有3例复发 其

中2 例无原因 1 例是因为严重的尿路感染口服抗生

素而再次复发. 重症PMC可出现严重并发症如中毒性巨

结肠 麻痹性肠梗阻和肠穿孔 此时死亡率可达到

16-22%[ 1].

         随着抗生素在临床上的广泛使用及新型抗生素的
不断研制 生产和使用; 社会人口的老龄化 与抗生
素相关的PMC的发病率会逐年升高. 由于其易感人群的
特殊性 临床表现的多样性 病情发展的凶险性及治
疗上的复杂性 临床医生应提高对PMC的认识. 对于
老年人 重病患者 大手术后及曾大量使用抗生素的
患者 如出现非特异性腹泻 腹痛 发热 白细胞
升高等现象 且用一般抗生素及止泻药无效者 应考
虑到PMC的可能 及早行结肠镜检查 条件允许行便
CD培养 毒素测定. 一旦确诊或高度怀疑时应立即停用
原抗生素 可选用甲硝唑或万古霉素口服治疗 同时服
用肠道微生态制剂如金双歧 米雅BM 整肠生等. 积极
对症治疗. 以期做到对该病的早期诊断 早期治疗

从而降低死亡率.

4      参考文献
1 罗忠芬, 陈世耀. 假膜性肠炎. 陈灏珠. 实用内科学. 第 11 版. 北
京: 人民卫生出版社,  2002:1789-1791

2 Tabaqchali S, Jumaa P. Diagnosis and management of
Clostridium difficile infection. BMJ  1995;310:1375-1380

3 Bartlett JG. Antibiotic-associated diarrhea. N Engl J Med  2002;
346:334-339

4 王一鸣, 熊毅敏, 郑国荣, 许桦林. 伪膜性肠炎的内镜与临床特征
研究. 中国内镜杂志  2003;9:89-90

5 郭智涛, 李建昌, 乔卉, 陈曦. 中西医结合治疗伪膜性肠炎. 中国
中西医结合外科杂志  2000;6:12-13

6 黄德旺, 肖冰. 伪膜性肠炎42例临床分析. 中国中西医结合消化
杂志  2001;9:298-299

7 李凤芹, 赵金芝. 腹部手术后伪膜性肠炎32例报告. 中国临床医
生  2001;29:31-32

8 杨洪芝, 张海燕. 老年伪膜性肠炎 8 例分析. 泰山医学院学报
1999;20:51-52



1240                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 5月 15 日  第 12 卷  第 5 期

• 临床经验 •

以恶心呕吐为首发症状的52例非消化系统疾病分析

丁祥武, 罗和生, 余保平

丁祥武, 襄樊市中心医院消化科  湖北省襄樊市  441021
罗和生, 余保平, 武汉大学人民医院消化科  湖北省武汉市  430060
项目负责人: 丁祥武, 441021, 湖北省襄樊市荆州街142号, 襄樊市中
心医院消化科.  xwding@hotmail.com
电话: 0710-3524360    传真: 0710-3512850
收稿日期: 2003-12-29    接受日期: 2004-02-01

摘要

目的: 提高临床医生对以恶心呕吐为主要表现的非消化系统

疾病的认识.

方法: 回顾性调查以呕吐原因待查在消化科住院患者的完整

资料  并分析确诊为非消化系统疾病患者的临床表现.

结果: 确诊为非消化系统疾病者52例 主要见于内分泌系

统 代谢疾病 循环系统 泌尿系统 神经系统 结

缔组织疾病和产科疾病等.

结论: 以恶心呕吐为首发症状者 非消化系统疾病占有一

定比例.

丁祥武, 罗和生, 余保平. 以恶心呕吐为首发症状的52例非消化系统疾病分

析. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1240-1241

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1240.asp

0   引言

为了提高对以恶心呕吐为主要表现的非消化系统疾病的

认识 对我院消化科诊断明确 资料完整的 以呕吐原

因待查住院的非消化系统疾病共52例患者进行了分析.

1   材料和方法

1.1 材料  1995-01/2001-05我院消化科共收治呕吐原因

待查患者265例 确诊为非消化系统疾病者52例 占

19.6% 其中男 23 例 女 29 例 年龄 15-90 岁 平

均54 2.5岁.

1.2 方法  呕吐原因待查是指入院时以恶心呕吐为首发

症状或主要表现 发病 3 d以上 病因未明者; 呕吐

次数为4-20次 /d 呕吐物为非咖啡色胃内容物. 52例

患者中 44例经过胃镜 50例经过腹部超声检查. 根

据病史和临床表现 选择 T3 T 4 T S H 血糖

尿酮 电解质 肝肾功能 HCG 心肌酶学 ECG

头颅CT或MRI等检查后 明确诊断. 起病到确诊时间

多为4-10 d 最长为1 a.

2   结果

52例非消化系统疾病患者的病因分布(见表1).

3   讨论

非消化系统疾病常可引起恶心呕吐. 本组中主要见于内

分泌系统 代谢疾病 循环系统 神经系统 泌尿系统

结缔组织疾病和产科疾病等.详细的病史调查和体检可

以提供重要的诊断线索.

         消化系统症状为甲状腺功能亢进症的常见首发表

现[1]. 本组中多为老年人 女性多于男性 起病隐袭

甲状腺不肿大或轻微肿大 心动过速不明显 可见心房

颤动 心脏增大等 临床表现不典型. 如老年人有呕吐

消瘦 厌食等症状 尤其是伴有心血管系统表现时 应

考虑淡漠型甲状腺功能亢进症.

      糖尿病由于植物神经病变 胃肠激素分泌异常

胃肠道细菌感染等因素 常可引起胃肠道症状[2].本组中

8例糖尿病患者均以恶心呕吐为首发症状 尤其是3例

酮症酸中毒患者 呕吐频繁剧烈.因此 对于频繁恶心呕

吐的患者 应常规检查血糖 尿糖和/或尿酮体.

       急性心肌梗死患者常有恶心呕吐 上腹胀痛等消

化系统症状. 本组 3例急性心肌梗死患者无明显胸痛

但恶心呕吐明显 伴血流动力学异常. 提示对于老年患

者 出现上腹不适 恶心呕吐 尤其伴心悸和/或血流

表1  52例非消化系统疾病患者病因分析

            n               占总病例数                 占非消化系统疾病

      的比例(%)    病例数的比例(%)

内分泌系统            16 6.0 30.8 甲状腺功能亢进症16例

代谢疾病 8 3.0 15.4 糖尿病8例 其中酮症酸中毒3例

循环系统 8 3.0 15.4 高血压病4例 急性心肌梗塞3例 心肌炎1例

神经系统 6 2.3 11.5 脑出血2例 脑梗塞2例 蛛网膜下腔出血1例 脑囊肿1例

泌尿系统 6 2.3 11.5 慢性肾功能衰竭6例 其中5例慢性肾小球肾炎 1例泌尿系结石

结缔组织 4 1.5 7.7 系统性红斑狼疮4例

产科疾病 4 1.5 7.7 早期妊娠4例 其中1例工具避孕

合计            52            19.6             100
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动力学异常时 即使无胸痛 也应考虑心肌梗塞.

      恶心 呕吐 纳差为尿毒症的常见症状 且随病

情进展加剧. 本组中6例均以恶心呕吐为首发症状 伴

不同程度的高血压 贫血.如患者出现纳差 恶心 呕吐

尤其伴贫血和/或血压增高时 应考虑肾功能衰竭.

         颅内压增高可直接或间接刺激呕吐中枢位引起呕

吐. 本组中脑血管意外 5 例 脑囊肿 1 例 呕吐均为

非喷射性 说明颅内压增高时出现的呕吐不一定为喷

射性.对于老年人 尤其是伴有高血压或糖尿病者 突

然出现呕吐 应考虑脑血管疾病.本组中脑囊肿患者为

36岁男性 无头痛及异常神经系统症状和体征 每于输

液约1 000 mL后恶心呕吐明显加重 停止输液后稍缓解;

提示对于输液后出现或加重的呕吐应警惕有无颅内高压.

        系统性红斑狼疮患者常见消化系统症状 本组中

4例以恶心呕吐为首发症状.以消化系统症状为首发或主

要表现的系统性红斑狼疮表现不具特异性 常误诊[3].
如恶心呕吐为主要表现 诊断不明确时 尤其是女性
患者 应考虑系统性红斑狼疮. 另外 育龄妇女如出
现呕吐 应考虑早期妊娠 即使患者避孕.
       总之 恶心呕吐为临床常见症状 其病因多为消
化系统疾病 但临床上其他系统疾病引起者亦常见
部分以恶心呕吐为首发症状或主要表现而收治消化科.
临床医生应思路广阔 把握恶心呕吐的鉴别诊断 以避
免误诊.

4     参考文献
1 余保平, 李瑾, 杨拓, 董卫国, 罗和生. 甲状腺功能亢进症102例消
化系统表现临床分析. 中国临床医学  2000;7:345-346

2 叶蓉绍, 高寅春, 王仲祥, 贺贤年. 糖尿病胃肠功能异常的观察.
中国实用内科杂志  1994;14:653-654

3 张煊, 曾学军, 董怡, 陆星华, 李明佳. 系统性红斑狼疮的消化系
统临床表现157例分析. 中华消化杂志  1999;19:42-44
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摘要
目的: 探讨介入治疗在重症急性胰腺炎并发腹腔出血时的应

用价值.

方法: 回顾性分析1999-02/2002-09本科收治的17例重症

急性胰腺炎并发腹腔出血患者行血管介入治疗的临床资料

及治疗结果.

结果: 共有14例患者通过数字血管减影明确出血部位 用

弹簧圈栓塞动脉近端后成功止血者12例 垂体后叶素灌

注止血2例. 3例患者未找到出血主支而行手术止血 3例

患者反复出血进行多次栓塞. 最后共有5例患者死亡 均

死于多器官功能衰竭和严重感染.

结论: 放射介入治疗可迅速明确出血部位并进行有效的栓塞止

血 是重症急性胰腺炎合并腹腔出血时首选的紧急治疗方法.

赵刚, 王春友, 熊炯炘, 陈立波. 重症急性胰腺炎并发腹腔出血的放射介入治

疗. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1241-1243

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1241.asp

0   引言

随着外科重症监护和多器官功能不全(MODS)防治水平的

提高 重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis SAP)早

期死亡率明显降低 多数患者死于SAP的严重后期并

发症 如出血 严重感染等. 腹腔内出血是SAP的严重

后期并发症 统计表明其死亡率高达50%[1-3] 因此积

极防治SAP引起的血管破裂出血是进一步改善SAP治

疗效果的关键之一. 我科1999-02/2002-09对17例SAP

合并腹腔内大出血的患者实施经皮出血动脉栓塞

(percutaneous arterial embolism PAE)介入治疗 取得较

好疗效 现将治疗经验总结如下:

1   材料和方法

1.1 材料  本组共 17 例 其中男 10 例 女 7 例 出

血时APACHE II评分平均为9.8±2.2. 17例患者中10例
(58.8%)为胆源性胰腺炎 4 例(23.5%)为酒精性胰腺

炎 3例(17.7%)为高脂血症引起的胰腺炎. 胰腺坏死灶

清除术前发生腹腔大出血者13例(76.4%) 平均出血时

间为发病后第32± 4.7d. 坏死灶清除术后发生腹腔大出血
者4例(23.6%) 平均出血时间为手术后第10± 2.7 d. 多
数患者主要以腹腔内出血为主要症状 其中合并消化

道出血症状者3例(17.6%).

1.2 方法  患者在通过输血 输液及抗休克治疗后 肌
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动力学异常时 即使无胸痛 也应考虑心肌梗塞.

      恶心 呕吐 纳差为尿毒症的常见症状 且随病

情进展加剧. 本组中6例均以恶心呕吐为首发症状 伴

不同程度的高血压 贫血.如患者出现纳差 恶心 呕吐

尤其伴贫血和/或血压增高时 应考虑肾功能衰竭.

         颅内压增高可直接或间接刺激呕吐中枢位引起呕

吐. 本组中脑血管意外 5 例 脑囊肿 1 例 呕吐均为

非喷射性 说明颅内压增高时出现的呕吐不一定为喷

射性.对于老年人 尤其是伴有高血压或糖尿病者 突

然出现呕吐 应考虑脑血管疾病.本组中脑囊肿患者为

36岁男性 无头痛及异常神经系统症状和体征 每于输

液约1 000 mL后恶心呕吐明显加重 停止输液后稍缓解;

提示对于输液后出现或加重的呕吐应警惕有无颅内高压.

        系统性红斑狼疮患者常见消化系统症状 本组中

4例以恶心呕吐为首发症状.以消化系统症状为首发或主

要表现的系统性红斑狼疮表现不具特异性 常误诊[3].
如恶心呕吐为主要表现 诊断不明确时 尤其是女性
患者 应考虑系统性红斑狼疮. 另外 育龄妇女如出
现呕吐 应考虑早期妊娠 即使患者避孕.
       总之 恶心呕吐为临床常见症状 其病因多为消
化系统疾病 但临床上其他系统疾病引起者亦常见
部分以恶心呕吐为首发症状或主要表现而收治消化科.
临床医生应思路广阔 把握恶心呕吐的鉴别诊断 以避
免误诊.

4     参考文献
1 余保平, 李瑾, 杨拓, 董卫国, 罗和生. 甲状腺功能亢进症102例消
化系统表现临床分析. 中国临床医学  2000;7:345-346

2 叶蓉绍, 高寅春, 王仲祥, 贺贤年. 糖尿病胃肠功能异常的观察.
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3 张煊, 曾学军, 董怡, 陆星华, 李明佳. 系统性红斑狼疮的消化系
统临床表现157例分析. 中华消化杂志  1999;19:42-44
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摘要
目的: 探讨介入治疗在重症急性胰腺炎并发腹腔出血时的应

用价值.

方法: 回顾性分析1999-02/2002-09本科收治的17例重症

急性胰腺炎并发腹腔出血患者行血管介入治疗的临床资料

及治疗结果.

结果: 共有14例患者通过数字血管减影明确出血部位 用

弹簧圈栓塞动脉近端后成功止血者12例 垂体后叶素灌

注止血2例. 3例患者未找到出血主支而行手术止血 3例

患者反复出血进行多次栓塞. 最后共有5例患者死亡 均

死于多器官功能衰竭和严重感染.

结论: 放射介入治疗可迅速明确出血部位并进行有效的栓塞止

血 是重症急性胰腺炎合并腹腔出血时首选的紧急治疗方法.

赵刚, 王春友, 熊炯炘, 陈立波. 重症急性胰腺炎并发腹腔出血的放射介入治

疗. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1241-1243
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0   引言

随着外科重症监护和多器官功能不全(MODS)防治水平的

提高 重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis SAP)早

期死亡率明显降低 多数患者死于SAP的严重后期并

发症 如出血 严重感染等. 腹腔内出血是SAP的严重

后期并发症 统计表明其死亡率高达50%[1-3] 因此积

极防治SAP引起的血管破裂出血是进一步改善SAP治

疗效果的关键之一. 我科1999-02/2002-09对17例SAP

合并腹腔内大出血的患者实施经皮出血动脉栓塞

(percutaneous arterial embolism PAE)介入治疗 取得较

好疗效 现将治疗经验总结如下:

1   材料和方法

1.1 材料  本组共 17 例 其中男 10 例 女 7 例 出

血时APACHE II评分平均为9.8±2.2. 17例患者中10例
(58.8%)为胆源性胰腺炎 4 例(23.5%)为酒精性胰腺

炎 3例(17.7%)为高脂血症引起的胰腺炎. 胰腺坏死灶

清除术前发生腹腔大出血者13例(76.4%) 平均出血时

间为发病后第32± 4.7d. 坏死灶清除术后发生腹腔大出血
者4例(23.6%) 平均出血时间为手术后第10± 2.7 d. 多
数患者主要以腹腔内出血为主要症状 其中合并消化

道出血症状者3例(17.6%).

1.2 方法  患者在通过输血 输液及抗休克治疗后 肌
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注654-210 mg 全部患者均经股动脉常规行腹腔 肠

系膜上 下三支动脉数字血管减影造影(digital subtraction

anglography  DSA). 若出血部位与小肠气重叠 可让患者

转动体位或进行斜位DSA. DSA明确诊断后 则行PAE

治疗. 对于脾动脉或胃 十二指肠动脉出血 需行超选

择插管 再用不锈钢弹簧圈或加明胶海绵栓塞. 对于肠

道小血管破裂出血 可在肠系膜上动脉或下动脉灌注

垂体后叶素 20 min内灌注6 U后行DSA观察疗效. 若

出血征象未消失 则在20 min内继续灌注垂体后叶素

10 U 灌注 同时监测血压.

2   结果

经DSA检查发现 17例患者中假性动脉瘤破裂出血者

12例(70.6%) 弥漫性肠系膜血管分支出血2例(11.8%)

不能明确出血部位者3例(11.6%). 12例假性动脉瘤患者

中发生于脾动脉者9例(图 1) 其中 4例合并胰腺假性

囊肿形成; 胃十二指肠动脉及其分支破裂出血3例 可

见明显造影剂外渗. 12例患者使用弹簧圈栓塞动脉近端

后均成功止血(图2) 但有3例(11.6%)患者反复出血进

行多次栓塞 最终均因合并严重感染和MODS而死亡. 2

例患者由于肠系膜动脉小分支无法进行栓塞 于20 min

内灌注垂体后叶素6 U后未观察到继续出血. 3例患者未

找到出血主支而行紧急手术 2例患者术中发现主要为

腹膜后及胰床血管广泛破裂出血 清除坏死组织后缝

扎暂时止血; 另 1例术中发现为广泛渗血 即输注大量

全血 血小板及冷沉淀后止血 最后证实为血友病A.

4例患者因反复出血而多次进行栓塞治疗 其中3例患者

最终因多器官功能衰竭而死亡 另1例患者经过两次栓

塞后未再发生出血. 最后 17例患者中共有12例(70.6%)

痊愈出院 其余5 例均因多器官功能衰竭而死亡.

图1  DSA造影后可见脾动脉假性动脉瘤形成并有造影剂泄露.

图 2  经 PAE弹簧圈栓塞后未见到动脉瘤及造影剂泄露.

3   讨论

腹腔出血为SAP严重并发症之一 尽管其发生率较低

但常常危及患者生命. 腹腔动脉在胰液中胰蛋白酶和胰

弹性蛋白酶的消化作用下 管壁被腐蚀使管壁强度减

弱而形成假性动脉瘤 继而发生破裂出血 当局部坏

死组织和积液合并感染时破裂出血的可能性更大[4-6]. 此

外 胰腺炎症容易导致脾静脉 肠系膜静脉血栓形成

并进一步造成胃短静脉 食管胃底静脉曲张. 当胰腺坏

死 胰漏合并感染 感染波及胃 十二指肠并形成

坏死或穿孔时 极易造成上消化道出血[7-9]. 本组资料

结果表明 SAP时动脉瘤破裂出血发生率依次为脾动

脉 胃十二指肠动脉 胰十二指肠动脉 而国外资

料报道则是胃十二指肠动脉瘤发生率高于脾动脉瘤发

生率[11] 这可能与观察例数有关. 此外 当DSA及手

术中均未发现明显出血血管时 一定要考虑到少见病

因如血友病 DIC等的可能 本组资料中即有1例证

实为血友病A患者.

        腹腔出血的早期诊断对于SAP患者的预后极为重

要 当患者在病程中出现以下情况即可认为合并腹腔

大出血需要行紧急治疗: (1)患者突然发生烦躁 神志模

糊 血压下降 心率增快等休克前期症状 (2 )患者

出现大量呕血 便血或胃管 腹腔引流管引流大量血

性液体; (3)患者血红蛋白含量下降超过2 g/L; (4)经过紧

急输液 扩容 抗休克治疗无明显好转或病情暂时稳

定后再次恶化. 动态增强CT对于胰腺本身或者胰周急

性出血有良好显示效果 局部密度值较正常升高大于

30 HU 即可认为有急性出血 可初步明确出血部位

出血量以及是否为假性囊肿内出血等 而血管造影对

于进一步明确出血部位则是十分必要的[10-12].

        SAP时局部炎性渗出及粘连严重 胰周血管丰富而

解剖复杂. 若行手术止血难度较大 风险较高 不易

找到明确的出血部位 有资料报道手术止血死亡率高

达40%左右[13]. PAE的突出优势在于可以迅速明确出血

部位 同时可有效地进行栓塞止血 同时PAE对患者

的微创性可避免加重病情[14-16]. 但对于PAE止血失败或

止血后复发出血者 手术止血是非常必要的. 本组资料

显示, PAE止血近期成功率为70.6%(12/17) 而出血多

次行PAE治疗则预后较差 本组3例患者全部死亡. 因

此就紧急止血而言 最有效的方法是PAE. 我们的资料

显示 反复出血的4例患者均合并严重的感染 表明

PAE对于单纯腐蚀性动脉瘤止血效果较好 但对感染

性动脉瘤止血效果差 局部病灶的感染及胰液的腐蚀

相互作用可造成短期内再次出血. PAE止血失败及并发

症发生的原因除感染因素外 主要包括: (1)动脉痉挛使

导管不能置入选择动脉; (2)栓塞置管过程中动脉破裂或

动脉穿孔; (3)栓塞剂如钢丝绕圈或海绵脱出; (4)缺乏侧

枝循环造成缺血性并发症等.
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• 消息 •

肠源性内毒素血症与肝病 出版

    多种肝炎与肝病大多伴有肠源性内毒素血症(IETM). 胆病患者的临床表现与IETM密切相关 常与患者血浆细
胞因子 炎性介质 自由基等相伴而生. 韩德五教授领导的山西医科大学肝病研究所20 年来围绕IETM 与肝病

进行了深入而系统的研究,在大量动物实验与临床研究基础上提出了新的观点和理论(1)一般认为各种肝炎是通过各

自的病因及其发病机制所造成的肝损伤(称之为 原发性肝损伤 ).我们发现原发性肝损伤往往伴有 IETM,后者通

过过度或持续激活枯否细胞所释放的细胞因子,炎性介质,自由基等又损伤了肝组织 这种肝损伤称之为 继发

性肝损伤 . 肝炎 肝病患者的临床表现是这两种肝损伤的叠和; (2)由于 IETM 过度或持续激活枯否细胞可促使

肝炎重症化(如重型肝炎)和慢性化(急性肝炎 慢性肝炎 肝纤维化 肝硬化 肝癌) 故对肝炎的发展与转归有

着重要影响; (3)严重的急 慢性肝病可因内毒素而诱发肝功能衰竭. 因此 IETM 是多种肝病的危险因素. 此理

论为防治肝炎 肝病提供了新的思路. 显然 降低肠源性内毒素水平和阻断内毒素生物学效应的发挥就成了防

治肝炎的关键因素之一.

    本书共10章 51节 约120 万字 并附有百余张图片. 内容主要取材于40名研究生(包括博士生与硕士生)

的学位论文 以证实此学说的客观存在. 为了便与国际交流在论文之前附有英文摘要. 本书对多种肝炎 肝病

的发病机制进行了再认识 故对消化内 外科 感染科医师 病理生理学教师及研究生均有重要参考价值.

    本书已由中国科学技术出版社出版 各地新华书店发行. 购买者也可与山西医科大学肝病研究所直接联系

电话: 0351-4135067.
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摘要

目的: 探讨慢性重型肝炎发生院内感染与红细胞参数之间的

关系.

方法: 随机抽取我院收治的慢性重型肝炎患者205例 平

均年龄 44 8 岁 男 145 例 女 60 例 发生院内感染

者117例 未发生者88 例. 应用 U检验 对两组红细胞

参数(RBC Hb MCV RDW-CV)与院内感染的发生及住

院费用的关系进行分析.

结果: 慢性重型肝炎发生院内感染组红细胞参数RBC Hb

较无感染组明显降低 差异显著(P <0.01) MCV则明显升

高 有统计学意义(P <0.01) RDW-CV无明显差异(P >0.05).

结论: 在慢性重型肝炎中由于各种原因造成红细胞数量

质量的下降 致使红细胞天然免疫功能障碍 从而发生院

内感染机会增多.

靳雪源, 赵红, 罗生强, 楼敏. 慢性重型肝炎院内感染与红细胞参数分析. 世界

华人消化杂志  2004;12(5):1244-1245

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1244.asp

0   引言

慢性重型肝炎的死亡率与院内感染有明显关系 而红

细胞的天然免疫功能也越来越受到关注 因此 为了

提高慢性重型肝炎的治愈率 我们对205 例慢性重型

肝炎红细胞参数(RBC Hb MCV RDW-CV)与院

内感染之间的关系进行分析.

1   材料和方法

1.1 材料  随机抽取我院收治的慢性重型肝炎患者205

例 平均年龄 44 8 岁 男 145 例 女 60 例 发

生院内感染者117 例 未发生者88 例.

1.2 方法  慢性重型肝炎诊断符合1995-05全国传染病

与寄生虫病会议修订的 病毒性肝炎防治方案 的标准.

红细胞参数: 红细胞(RBC 1012/L) 血红蛋白(Hb

g/L) 红细胞平均体积(MCV FL) 红细胞体积分布宽度

变异系数(RDW-CV %) 静脉抗凝血2 mL 日本东亚

Sysmex K-4500全自动血球分析仪检测.

        统计学处理  采用Windows SAS 6.12软件进行统计

学分析. 计量资料表示为mean±SD 进行 U检验 计
数资料进行 χ2检验.

2   结果

2.1 两组均衡性比较  两组在病情基础的早 中 晚

期构成比无显著性差异(χ2 =0.392 P >0.05) 平均年
龄也无显著性差异(U =1.65 P >0.05) 故均衡性好

有可比性(表1).

表1  两组均衡性比较

       病情分期
组别       年龄(岁)

早期           中期           晚期

有院内感染   36 30 51        36 15

无院内感染   10 15 24                39 11

2.2 红细胞参数与院内感染及住院费用的关系  慢性重

型肝炎发生院内感染组红细胞参数RBC Hb较未发生

院内感染组明显降低 有显著性差异(P <0.01) MCV

则明显升高(P <0.01) RDW-CV无明显差异(P >0.05).

同时 观察到在发生院内感染的患者中 由此引起的住

院费用明显增多(P <0.01)(表 2).

表2  红细胞参数与院内感染及住院费用的关系

RBC参数               院内感染组           无院内感染组       U值       P值

RBC( 1012/L)       2.49 0.76               3.0 0.93          2.58      <0.01

Hb(g/L)     87.31 27.89         101.76 27.65           6.7      <0.01

MCV(FL)     115.8 4.3                98.8 6.7            13.5      <0.01

RDW-CV(%)       22.1 3.6                20.5 5.1              1.6      >0.05

住院费(元) 45 132.9 1 937.0      1 270.8 1 214.6     121.5      <0.01

3   讨论

我国慢性重型肝炎占重型肝炎的绝大部分 预后差

死亡率高[1-11] 而一旦发生院内感染 病情往往急转

之下 加速肝衰竭.本研究发现红细胞的数量 血红

蛋白 红细胞平均体积等参数与慢性重型肝炎的院内

感染发生率密切相关.

       近来 红细胞免疫与肝病的关系受到越来越多的

重视[12-20]. 由于红细胞数量巨大 在机体天然免疫中红

细胞起着抗原 递呈 作用.红细胞上有CR1 CR3

CD58 CD59 CD55(DAF) CD44s ECKR NKEF 肿

瘤坏死因子的诱导因子等多种免疫物质 红细胞是一

种天然免疫刺激剂和免疫调节剂[12]. 肝病时红细胞免疫

受损 表现在膜表面的红细胞补体受体 型(CR1)数量
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与活性下降 胞质中 SOD 酶活性下降 红细胞趋化

因子受体(ECKR)活性明显低下[21-30]; 慢性重型肝炎患者

由于营养不良 出血 溶血 脾功能亢进 自身免疫的

参与 病毒引起骨髓抑制等多种原因造成贫血[31-37] 多

为大细胞非均一性贫血[30] 与我们观察结果基本一致.

由各种原因导致的贫血使红细胞数量 质量的下降 也

造成红细胞天然免疫功能障碍; 同时肝病白细胞免疫功

能低下 紊乱和红细胞免疫功能异常也密切相关[12, 21].

正如我们也观察到: 慢性重型肝炎发生院内感染的患者

中红细胞参数: RBC Hb较无感染组明显降低 差异显

著(P <0.01) MCV则明显升高 有统计学意义(P <0.01)

RDW-CV无明显差异(P >0.05) 存在大细胞性贫血.有研

究也表明红细胞参数与胆碱脂酶 白蛋白成负相关 与

凝血酶原时间成正相关 说明红细胞参数动态变化可做

为慢性重型肝炎预后的参考指标[30].

       因此 在慢性重型肝炎中重视红细胞相关参数的

动态变化 对病情预后的判断 院内感染的控制等方面

都有重要意义. 在治疗原发病的基础上 针对不同原因

积极纠正贫血是很必要的.适当补充维生素 B 12 叶

酸 根据血清铁含量决定是否补铁 必要时给予输新鲜

全血或红细胞.
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摘要

目的: 从粪便标本中分离并鉴定SARS-CoV.

方法: 粪便浸出液接种Vero-E6细胞 盲传至出现明显的

细胞病变效应(CPE) 并能稳定传代. 采用电镜法和RT-

PCR技术鉴定细胞培养物中的SARS-CoV (本实验均在

BSL-3实验室完成).

结果: 大部分样本用Vero-E6细胞盲传3代后发现明显的

CPE 并能稳定传代. 电镜负染检查 出现CPE的细胞可

查见病毒颗粒; 培养物上清RT-PCR扩增均为阳性. 粪便样

本直接用RT-PCR检测 阳性率仅为50% 细胞培养的检

出率为73 .

结论: 采用细胞培养结合RT-PCR技术检测粪便标本SARS-

CoV比粪便标本直接RT-PCR的阳性率高.

田薇, 邓亚军, 吴清发, 王绪敏, 杨玲, 张峰, 刘晨辉, 包其郁, 汪建, 杨焕明, 刘

明旭. 传染性非典型肺炎患者不同病程粪便标本中SARS-CoV的分离与鉴定.

世界华人消化杂志  2004;12(5):1246-1248
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0   引言

SARS 冠状病毒(SARS-CoV)是一种新的冠状病毒[1-6]

经呼吸道传播 传染性强 潜伏期短 死亡率高 主要

分布在人体的肺 肝等器官及全身的淋巴组织 同时也

可存在于血液和粪便[3, 7].

       迄今为止 关于SARS-CoV的分离培养 主要见于

对鼻咽拭子等呼吸道样本以及尸解组织器官的病毒培

养 尚未见对患者粪便标本进行SARS-COV分离培养

的报道. 我们采用体外病毒分离技术从北京佑安医院

2003-05-16/06-09收集的12例患者30份标本中 分

离获得了SARS-CoV原始分离物.电镜和RT-PCR技术

均证实细胞培养物中含有SARS-CoV. 现报道如下:

1   材料和方法

1.1 材料  病例与样品: 粪便标本由北京佑安医院提供

时间2003-05-16/06-09 所有患者都符合WHO 对

SARS疑似病例的诊断定义 (http://www.who.int/csr/sars/

guidelines/en). 12例 SARS患者中男5例 女7例 27-

63 岁 病程 12-65 d (从发病之日计算) 共 30 份粪

便样本(部分样本来自同一患者的不同病程). 引物: 根据

SARS-CoV BJ01株基因组序列(AY278488),设计4对引

物(其中2对为巢式引物) 序列如下: SARS73: 5 CA

AAACCCCAACTTTGAAAT 3 和 5 CAGAGGTGGC

AACACTGTAA 3 扩增产物长度为226 bp SARS73

巢式引物(SARS73N): 5 CTTTTATTGAGGACTTGCTCT

3 和 5 ACTTCTGCGCACAAATGAG 3 扩增产物长

度118 bp; SARS81: 5 AACTCCTGGAACAATGGAAC

3 和 5 TAAGCCACATCAAGCCTACA 3 扩增产物

长度为238 bp SARS81巢式引物(SARS81N): 5 TTCC

TAGCCTGGATTATGTT 3 和 5 AGCACAAAACAAG

CAAGTGT 3 扩增产物长度120 bp. 上述引物分别位于

SARS冠状病毒S糖蛋白和M蛋白基因的保守区.

1.2 方法

1.2.1 粪便样本处理  挑取少许样本至一1.5 mL离心管

中 加入1 mL生理盐水 振荡混匀 室温5 000 rpm离

心3 min. 取上清液140 µL用来提取病毒RNA 其余
上清通过0.22 µm滤膜过滤 获得粪便浸出液 用于
病毒分离.

1.2.2 SARS-COV分离  Vero-E6 细胞用含100 mL/L 胎

牛血清的DMEM培养传代 细胞接合度达到80-90%

时 接种粪便浸出液1 mL 感染2 h. 随后吸出粪便浸

出液 加1 mL上述DMEM 置CO2培养箱37 培养.

2 d后每天在显微镜下观察细胞状态 记录是否出现细

胞病变效应(CPE). 如果不出现CPE 4-6 d盲传1次. 传

代至出现90 % CPE时 收集病毒液 转到25 cm2细胞

培养瓶中放大增生. 富集足够的病毒 保存毒种 进行

电镜鉴定.

1.2.3 电镜和RNA样本制备  用QiAamp Viral RNA 提取

试剂盒(GIAGEN 产品)分别从粪便浸出液和出现CPE的

细胞培养上清液中提取RNA 用于逆转录PCR. 出现

CPE的培养细胞用20-30 mL/L戊二醛固定液固定2 h

用于电镜检查.

        以上操作均在中国科学院北京基因组学研究所/北

京华大基因研究中心的BSL-3实验室内进行.

1.2.4 电镜鉴定  以 30 g/L 磷钨酸溶液负染色 透射电

镜观察.

1.2.5 RT-PCR检测  病毒RNA逆转录用Promega 的

Reverse Transcription System 按说明书操作. PCR及巢
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式PCR按常规方法进行[2, 8].

1.2.6 血清抗体的测定  采用ELISA 方法 用酶标仪

(Multiskan Ascent Finland)测定AD450(参考波长为630 nm)

IgG 大于0.18 IgM大于0.16判为阳性.

2   结果

2.1 病毒分离和电镜鉴定  从12例患者共30份标本中

成功分离得到19 株原始分离物 多数标本用Vero-E6

细胞盲传3代后即出现明显的CPE(图 1) 并能稳定传

代. 电镜负染检查从粪便浸出液接种的病变Vero-E6细

胞 均查见病毒颗粒(图 2).

2.2 RT-PCR扩增结果  临床粪便样本30份直接用RT-

PCR法扩增  其中阳性15份 阳性率为50 (15/30);

细胞培养病毒阳性19份 经RT-PCR检测全为阳性 阳

性率为73 (19/26)(表 1). 对其中12例的粪便标本和细

胞培养分离物同时进行RT-PCR和巢式PCR(SARS73和

SARS81引物及其相应的巢式引物)  PCR反应产物的大

小与预期结果完全相同.

1 

 

63/女 

03-5-16 

03-5-20 

03-5-23 

03-5-27 

03-6-03 

24 

28 

31 

35 

42 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

0.489 

 

ND 0.073 ND 

2 48/女 03-5-16 27 + + + 0.242 ND 0.076 ND 

3 
 

56/女 

03-5-16 

03-5-20 

32 

36 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
ND ND ND ND 

4 

 

60/男 

03-5-16 

03-5-20 

03-5-23 

58 

62 

65 

- 

+ 

+ 

+ 

NS 

+ 

+ 

NS 

+ 

ND ND ND ND 

5 35/女 03-6-06 53 + + + 0.352 0.462 0.112 0.150 

6 41/女 03-5-16 33 + + + ND ND ND ND 

7 

 

 

50/女 

03-5-16 

03-5-20 

03-5-27 

03-6-3 

03-6-6 

03-6-9 

30 

34 

41 

48 

51 

54 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

NS 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

NS 

+ 

 

0.711 

 

1.026 

 

0.054 

 

0.041 

8 

 

27/男 

03-5-27 

03-5-30 

03-6-6 

03-6-09 

12 

15 

22 

25 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

 

ND 

 

0.127 ND 0.031 

9 48/男 
03-5-16 

03-5-23 

16 

23 
+ 

- 

+ 

NS 

+ 

NS 

 

0.061 

 

0.148 0.057 0.072 

10 48/女 03-5-30 62 + - - 0.529 ND 0.041 ND 

11 48/男 03-5-27 19 - - - 0.051 0.115 0.010 0.016 

12 30/男 

03-5-30 

03-6-6 

03-6-9 

19 

26 

29 

- 

- 

+ 

NS 

- 

- 

NS 

- 

- 

 

ND 

 

0.118 

 

ND 

 

0.021 

表1  12例SARS患者粪便标本SARS-COV的不同方法鉴定结果

病例   年龄 /性别 取样时间 病程(d)     临床样本RT       分离结果      分离后RT      IgG      IgM

      -PCR结果  -PCR结果

       5.24    6.3         5.24     6.3

ND未做, NS无结果.
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图1  粪便样本传第3代Vero-E6细胞.

图2  粪便标本接种Vero-E6细胞培养液中的病毒颗粒.

3   讨论

在SARS 患者体内的肺组织 肾脏 粪便中已发现冠

状病毒[7, 9] 可是从粪便中分离冠状病毒较为困难[10]

至今为止没有报道从粪便分离病毒的例子. 我们对佑安

医院2003-05住院的12例临床诊断SARS患者的粪便

标本进行SARS-CoV检测 从多数标本(19/26)中成功地

分离出SARS-CoV(其中包含病程长达65 d的SARS患者

粪便标本) 并通过电镜形态学 血清学及RT-PCR扩

增 对分离的病原体予以鉴定. 所以SARS-CoV能否通

过消化道传播 值得进一步研究.

        RT-PCR是目前用来检测SARS病原体的重要方法

之一 在我们检测的30份标本中 粪便标本直接RT-

PCR的阳性率只有50 (15/30) 经过病毒培养后阳性

率为73 (19/26) 表明病毒培养可提高粪便标本SARS-

COV的检出率.

      由于标本来自多个患者的不同病程 病毒载量不

同 出现CPE的时间也不同. 1 号患者2003-05-20的

样本 在传第二代 48 h 即出现 CPE 第三代后即可

以接种到单层Vero细胞的培养瓶中稳定传代. 大多数

样本由于病毒载量较低 在盲传三代后方可观察到

CPE . 另外传代过程中收集的病毒培养液和细胞 须

在 -20 反复冻融 并吸附染毒2 h 这是成功分离

病毒的关键.
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摘要

目的: 探讨内镜下微创治疗良恶性胆管梗阻引流失败的原因

及处理方法.

方法: 应用十二指肠镜行内镜下胆管引流术 包括内镜鼻

胆管引流术(endoscopic nasbiliary drainage ENBD) 内镜

胆管内置管引流术(endoscopic retrograde bitiary drainage

ERBD)和内镜胆管金属支架术(endoscopic metal biliary

endoprothesis EMBE) 对其中失败的病例进行总结 找

出失败的原因及处理办法.

结果: 260例内镜下胆管引流术 失败20例(不包括ERCP

插管失败者). 其中ENBD失败15例 经调整鼻-胆管位置

更换鼻-胆管及重新ERCP插管均获得成功 ERBD失败4

例 经努力仍未成功 改用PTCD; EMBE失败1例 支

架放置不到1 mo又出现胆管阻塞 经原金属支架通道再放

入塑料支架而恢复通畅引流.

结论: 经内镜胆管引流失败时 应分析其原因 采取相应

的对策 绝大多数失败是可以避免或补救的.

刘变英, 雷宇峰. 内镜下微创治疗良恶性胆管梗阻引流失败原因的分析及处

理. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1249-1250

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1249.asp

0   引言

近年来随着内镜诊疗技术的发展 经内镜胆管引流术

作为一项新的微创治疗技术 给患者带来更好 更快的

疗效和更少的创伤及痛苦 其优越性是不言而喻的[1-3].

但是 也有不少失败的教训 为了总结经验 减少

操作失误 提高成功率 现将我们应用内镜胆管引流术

失败的情况结合文献总结如下:

1   材料和方法

1.1 材料  自1997-07/2003-05共进行内镜胆管引流术

260例 男116例 女144例 年龄22-94岁 平均64.7岁.

急性胆管炎症90例 胆管炎症合并结石81例 急性

胆源性胰腺炎17例 Oddi括约肌良性狭窄21例 胆管

恶性肿瘤32例 壶腹部恶性肿瘤19例; 均有不同程度

的黄疸.其中内镜鼻胆管引流术(endoscopic nasbiliary

drainage ENBD)142例 内镜胆管内塑料支架引流术

(endoscopic retrograde bitiary drainage ERBD)110例 内

镜胆管金属支架术(endoscopic metal biliary endoprothesis

EMBE)8例.

1.2 方法  ENBD 失败 15 例 10 例鼻 -胆管打折者

经调整其位置恢复通畅 5例仍然不通或系鼻- 胆管

滑脱者 重新行ENBD置管成功. ERBD失败4例 1例

因乳头水肿严重 经多种方法再插管均无法成功而放

弃内镜引流 改用皮肝穿刺胆管引流术(percutaneous

transhepatic cholangio-drainage PTCD). 其余3例均重

新置管成功. EMBE失败1例 因放置未超出肿瘤狭窄

段而失败者 经原金属支架通道再套置另一根金属支

架而成功引流.

2   结果

260 例中共失败20 例(不包括ERCP插管失败者) 占

7.7 . 15例ENBD中13例(86.7 )经处理成功引流 其

中ENBD失败2例经处理全部通畅引流; ERBD 1例经努

力仍未成功 改用PTCD; EMBE 1例经处理通畅引流.

3   讨论

经内镜胆管引流时应强调预防失误 一旦发生引流不

理想 应仔细分析原因 及时处理 以免延误病情

造成不必要的麻烦.我们认为应当注意以下几点:

3.1 合理选择适应证  经内镜胆管引流术是近年来开展

的一项新技术 主要用于无手术适应证的恶性胆管梗

阻 良性胆管梗阻 胆漏(瘘)及恶性黄疸手术前的减黄

等 其适应证很宽. 但是 当内镜方法不能达到缓解症

状及有效治疗目的时 不宜选择内镜胆管引流术[2]. 如多

发性肝内胆管癌 肝内广泛转移癌 肝内胆管型硬化性

胆管炎 手术后胆管完全断离严重的凝血功能障碍 溶

血性黄疸及肝细胞性黄疸 不能耐受内镜治疗或不合

作者及生命垂危者. 有重度食管静脉曲张者 ENBD应

慎用 以防术后引起曲张静脉破裂大出血. 此外 在选

择术式时也应多方考虑 例如因为金属支架不能取出

且其端部可引起胆管壁的反复溃疡而致瘢痕再狭窄[3]

多数学者将良性胆管疾病列为EMBE的禁忌证.

3.2 早发现引流不畅及早分析其原因  引流不畅的临床

表现主要有黄疸进行性加重 肝功能损害加重等;

ENBD时可表现为注射造影剂或胆管冲洗不通畅 引流

量骤减 系引流管打折所致; 或造影剂直接注入肠腔

引流量突然增多而颜色变淡 系引流管滑脱所致;

ERBD及EMBE可表现为术时内镜下所见引流通而不
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畅或不通 X线摄片可见支架未超出狭窄部或金属支

架上端未膨开 或发现胆管存在多发肿瘤等.

3.3 处理办法

3.3.1 ENBD时注意事项  (1)在置入鼻-胆管前应检查

其是否损坏 老化及过期 选择猪尾形的鼻胆管较易固

定 而直线形易移位; (2)保持导丝的引导作用 防止

导丝滑脱及打弯 头部右侧成角的引流管通过其头端

插入肝内胆管而不易移位.如能避免引流管在十二指肠

内过度成袢 预先定型十二指肠袢的引流管可防止移

位; (3)鼻 - 胆管放置到位后 应与助手密切配合 退

镜勿过快 退出镜身与送入鼻-胆管应同步 如在X

线透视下退镜更为可靠 合适的引流管应位于右上腹

头部在肝曲 与脊柱平行. 移位的引流管会位于十二指

肠的水平部 与脊柱相交 横位于腹部.必要时可在鼻-

胆管后续接推送管 直至十二指肠镜头退出口腔 助手

接牢引流管 以防退镜过程中带出鼻-胆管; (4)在从鼻

腔引出时 防止鼻-胆管打折.用右手缓缓牵拉鼻-胆

管 用左手将鼻-胆管送至咽部 并将其袢理顺 可防

止鼻-胆管在口咽部打折; (5)在透视下牵出盘曲于胃腔

的鼻-胆管 注意牵引不要过快 以防鼻-胆管打折及

滑脱.引流管在胃内稍成袢可减少被牵拉的张力 减少

引流管由胆管滑入十二指肠的机会; (6)稳妥固定鼻-胆

管 以防意外脱出.

3.3.2 ERBD时注意事项  (1)根据胆管情况选择合适的

内支架管 主要包括支架的长度和直径.支架的长度=

狭窄上端至乳头的长度+越过狭窄端的长度(2 cm)+乳

头外留长度(1 cm). 一般10Fr支架可提供足够的引流作

用 更大的11.5Fr的支架 因内径增大 理论上可延缓

支架的堵塞时间. (2) ERBD置管的技术方面: 适当深插

置管导管和导丝 并关闭抬钳器 调整大旋扭使镜端贴

近乳头 当引流管被推至镜端时 完全打开抬钳器.适

当用力将引流管推出内镜2-5 mm 引流管出镜不宜太

长 否则由于反作用致置管失败的危险 此外 应立即

停止插入推进器 合拢抬钳器 调整大旋扭 使镜端逼

进乳头.如仍然无效 可锁死抬钳器 用右手持镜身 边

左右旋转边拉直内镜 逐渐将引流管勾入胆管. 当引流

管尾翼进入视野 插入深度满意后 应保持推进器位置

不变 在X线透视下先抽出导丝后抽出推进器 以防抽

出导丝过程中将引流管带出.

3.3.3 EMBE时注意事项  (1)金属支架长度的选择应以

扩张后的长度为准 有的金属支架释放后长度会缩短.

在确定支架长度时应留有余地 支架完全扩张后超出

肿瘤两端的长度不宜小于2 cm 以防肿瘤生长早期堵

塞. (2)支架的释放要根据所选种类而采取不同的方法. 例

如Wall-stent(Wlison-Cook的 Z形支架 Schneider金属

网状支架等) 由于支架释放过程中只能后拉不能前进

所以 可将支架送入略深处 当支架端部张开后 可慢

慢后拉输送器.准备释放时 须合适安置套管和支架的

位置 计算好支架扩张时缩短的长度(Z字形支架展开

后 长度不会缩短) 调整好支架位置后再完全释放支

架. (3)肝门肿瘤范围较广泛 引流效果没把握或有严重

的胆管炎时. 放置金属支架要慎重. 应先行其他过渡性引

流 当引流效果满意. 炎症控制后再改放金属支架较为

稳妥[4]. (4)EMBE失败者 如支架放置末超出肿瘤狭窄

的上端或胆管多发肿瘤当时未发现 可尽早在其中央

重新放置金属或塑料内支架超过梗阻的最高部位. 如系

肿瘤向支架内生长 可采用单极电凝电极或电热电极

进行肿瘤组织的烧灼 可有效打开支架通道 成功率较

高[5-6]. 有报道在金属支架覆盖一导聚氨基甲酸酯 可

有效阻止肿瘤向支架网眼内部生长 延长支架的开放

时间[7]. 与其他综合治疗(如放疗)相结合 亦可延长支

架的开放时间[2].

3.3.4 单纯十二指肠镜引流失败者 可经胆管镜或PTC

(PTCD)置入导丝 用球囊对狭窄部进行扩张 在内镜下

定位 并在透视下释放支架.
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摘要

目的: 探讨三维动态对比增强磁共振门脉血管造影(3D DCE

MRP)诊断原发性肝细胞癌门脉血管并发症的影像表现及其

诊断价值.

方法: 对33例原发性肝细胞癌患者行3D DCE MRP检查

之后10 d内  25例进行了数字减影血管成像(DSA)检查

8例进行了外科手术治疗.以手术所见或DSA结果为标准

对3D DCE MRP诊断门脉血管并发症的结果进行评价.

结果: 3D DCE MRP共诊断41条门脉主干或分支癌栓形

成 表现为梗阻端呈结节状24 例 不规则状 17 例 伴

有受累管腔扩张23例以及管壁的不连续光滑11例 其诊

断敏感性 特异性及诊断符合率分别为91.9 88.7 及

89.8 . 同时检出12例门静脉海绵样变性 表现为正常门

静脉血管消失或中断 代之以与门脉主干并行 迂曲扩张

成蛇形的静脉网; 并提示6例肝动脉-门静脉瘘形成 表

现为 双轨征 (2 例)或三级以上门静脉早显(4 例).

结论: 3D DCE MRP是诊断门脉癌栓 门脉海绵样变及肝

动脉-门静脉瘘的有效方法 可为临床采取正确的治疗方

案提供必要依据.

张水兴, 张雪林, 张玉娴, 张玉忠. 增强磁共振血管造影诊断肝细胞癌门静脉

并发症. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1251-1253

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1251.asp

0   引言

原发性肝细胞癌(hepatocellular carcinomas HCC)常易

引起门脉分支或主干的癌栓 继而可引起门静脉海绵

样变性及肝动脉-门静脉瘘等血管并发症的形成. 三维

动态对比增强磁共振门脉血管造影(the three-dimen-

sional dynamic contrast-enhanced magnetic resonance

portography 3D DCE MRP)是一种非损伤性血管成像检

查方法 已逐步应用于临床[1]. 本研究通过与外科手术所

见或DSA结果相对照 进一步探讨3D DCE MRP诊断

HCC门脉血管并发症的影像表现及其应用价值.

1   材料和方法

1.1 材料  HCC诊断明确 所有病例均经过临床综合

检查(包括病史 体检 AFP 超声 CT MR I

DSA或经皮肝穿) 符合1999 年第四届全国肝癌会议

制定的原发性肝癌诊断标准 并经超声 CT或常规MRI

诊为可疑门脉癌栓形成者. 33例HCC患者 其中男27

例 女6例 年龄30-72 岁 平均43.3 岁. 有慢性乙

型肝炎史17例 合并肝硬化20例. 巨块型15例 多

结节型 9 例 弥漫型 6 例 巨块 + 多结节型 3 例. 所

有病例均于3D DCE MRP检查后1-10 d(平均3 d)进行

手术治疗 其中行DSA 并栓塞化疗25 例 外科手术

治疗8例.

1.2 方法  采用仪器: SIEMENS公司1.5T magneton vision

plus VB33A超导型全身磁共振扫描仪 相阵控体部线

圈 SBP200型spectris MR专用压力注射器. 扫描序列

快速成像稳态进动序列(3D FISP). 扫描参数: TR/TE/FA/

FOV/matrix分别为2 ms/5 ms/20o/35-40 cm/192 256

3D 块厚度 70-90 mm 有效层厚 2 mm 脂肪抑制

采集时间 18-21 s. 对比剂: 选用 Gd-DTPA 剂量为

0.4 mmoL/kg 速度 2-3 mL/s 注射完毕后20 mL 生

理盐水冲管. 扫描前采用团注实验技术(bolus test)确定扫

描延迟时间 扫描均取冠状位 范围包括门脉主干和肝

内左右分支 尽量同时包括肝静脉和下腔静脉 扫描完

毕后 采用最大强度信号投影(maximum intens i ty

projection MIP)对原始图像进行三维重建.

2   结果

2.1 检查所见  (1) 门脉癌栓: 33例患者共可见41支门脉

主干 /一级分支内有癌栓形成. 主要表现为门静脉主干

和/或肝内分支突然中断或完全消失 梗阻远端不显影.

其中梗阻端呈不规则状17例(图1) 结节状24例(图3);

伴有受累管腔扩张23例以及受累管壁不连续光滑11例.

(2)门脉海绵样变12例(图 1) 其中发生于门静脉主干8

例 发生于门静脉左右分支4例. 主要表现为正常门静

脉血管消失或中断 代之以与门脉主干并行 迂曲扩张

成蛇形的静脉网 这些扩张静脉多位于有瘤栓的门静

脉旁 沿着门脉系统分布 且无肝动脉或胆管伴行.(3)

肝动脉-门静脉瘘6例(图 2) 其典型表现为在动脉期

癌肿内或其周围可见多发小草样门脉小分支显影或于

肝外周出现与动脉平行的门静脉影称为 双轨征 此

为周围型 可见2例; 或表现为动脉期肝动脉未显示 而

三级以上门静脉早显 此为中央型 共见4例.

2.2 MRP影像表现与手术病理或DSA比较  外科手术

探查或DSA证实有30例共37支门脉主干/一级分支内

有癌栓形成 DSA同时检出14 例门脉海绵样变及10
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例肝动脉-门静脉瘘(中央型4例 周围型6例 ). 将 33

例HCC患者手术病理或DSA检查结果与3D DCE MRP

检查所见进行比较 经统计学方法处理 可得出 3D

DCE MRP对门脉主干及一级分支内癌栓诊断的敏感性

特异性及诊断符合率分别为91.9 88.7 及89.8 ; 对

门脉海绵样变的诊断敏感性为85.7%;  MRP对肝动脉-

门静脉瘘中央型的诊断与DSA基本符合 远优于其对

周围型的检出(表1).

表1  33例HCC患者手术病理或DSA检查结果与3D DCE MRP检查结果比较

   门脉癌栓          肝动脉-门静脉瘘
检查方法 门脉海绵样变

PV RPV LPV PV+RPV PV+LPV 中央型 周围型

3D DCE MRP 14   6   5       4       4           12     4       2

手术病理或DSA 15   6   2       5       2           14     4       6

PV: 门脉主干; RPV: 门脉右支; LPV: 门脉左支.

图   肝右叶肝细胞癌患者3D DCE MRP静脉期图像示门静脉主干及
右支癌栓形成, 梗阻端呈不规则形状(细箭); 门脉主干海绵样变形成(粗
箭): 门脉主干消失, 代之以迂曲成团的静脉网.

图2  A: 肝右叶肝细胞癌患者3D DCE MRP动脉期图像示肝动脉-门
静脉瘘(周围型)形成: 在癌肿内或其周围可见多发小草样门脉小分支显
影(白箭); B: 同一患者3D DCE MRP静脉期图像示门静脉及下腔静脉
癌栓形成: 表现为门静脉主干及其分支不显影, 下腔静脉突然中断, 梗
阻端呈不规则形状(粗箭); 并可见奇静脉开放(细箭).

图3  肝左叶肝细胞癌患者3D DCE MRP静脉期图像示门静脉左支癌栓
形成: 门静脉主干突然中断, 左支不显影(粗箭): 梗阻端呈结节状(细箭).

3   讨论

根据尸检及影像学检查 约20-70%的HCC伴有门静

脉癌栓[2]. 正确认识门脉癌栓及其所致的门脉血管继发

性改变对于HCC患者的预后及治疗方案的选择具有重

要意义[3-4]. 3D DCE MRP采集时间短且血管成像不依赖

于血液流动效应 无造影剂过敏反应和肾毒性 具有很

高的敏感性和特异性 使门静脉血管成像技术发生了质

的飞跃 已逐渐成为门静脉血管造影的主流方法[1].

        在组织学上80-91.8%的肝癌患者可发现门静脉癌

栓. 门脉癌栓在MRP上表现为门静脉突然中断不显影

梗阻端见结节状或不规则形状 并可见邻近门静脉分

支增粗或增多 常伴有受累管腔扩张以及管壁的不连

续光滑. 林江 et al [5]认为3D DCE MRP显示门脉癌栓的

准确性高于超声. 陈立波 et al [6]研究认为3D DCE MRP

对门静脉癌栓诊断的敏感性 特异性分别为 94.3%

84.2% 远远优于常规MRI. 本研究3D DCE MRP可见

33 例患者共有41支门静脉主干 /一级分支癌栓形成

对门脉主干及一级分支内癌栓诊断的敏感性 特异性

及诊断符合率分别为91.9 88.7 及 89.8 进一

步验证了3D DCE MRP对门静脉癌栓的诊断具有极高的

价值. 结合常规MRI还可对门脉癌栓及血栓进行有效鉴

别(新鲜血栓表现为典型短T1 长 T2 信号) 此点亦是

3D DCE MRP较DSA更具优势之处. 对本组病例进一步

统计得出 MRP对门静脉右支及左支癌栓的诊断符合

率分别为96.9% 84.8% 3D DCE MRP在判定门静脉

左支有无受累与侵犯时出现明显的假阳性结果 这可

能与门脉左支较细长 快速注射造影剂易引起湍流等

有关. 癌栓所致的门脉栓塞中 血管往往因为癌栓的膨

胀性生长而扩张[7]; 并且由于血管壁受侵或血管内癌栓膨

胀性生长对管壁造成的压迫 栓塞的血管壁可以不连

续光滑 甚至形成外突性结节 本组可见此征象11例

为本研究首次报道.

          Triger[8]通过血管造影和病理检查发现门脉海绵样变

是门静脉阻塞后形成的向肝性静脉侧支循环. 由于这些

血管的大体标本切面观呈海绵状血管瘤样改变 故被

称为 门脉海绵变性 .门脉海绵样变在3D DCE MRP

A B



上表现为正常门静脉血管消失或中断 代之以与门脉

主干并行 迂曲扩张成蛇形的静脉网 在静脉期显影

最为清晰 这些扩张静脉多位于有瘤栓的门静脉旁

沿着门脉系统分布 且无肝动脉或胆管伴行. 本组病例

共可见12例门脉海绵样变 发生于门脉主干8例 左

右分支各见1例和3例 与DSA所见相比 其敏感性

为85.7% 远优于CT 或常规MRI 且 3D DCE MRP

能三维动态显示侧支血管网 其诊断价值较超声亦更

具优势. 每例患者MRP图像上均可见相应部位门脉癌栓

形成 因此 笔者认为 HCC 患者如出现门脉海绵

样变可强烈提示门脉癌栓形成.

        肝动脉-门静脉瘘在肝癌中的发生率较高[9] 最高

可达肝癌患者的50% 本组3D DCE MRP共检出肝动

脉-门静脉瘘6例. 其中中央型4例 表现为门脉主干

及一 二级大分支于动脉期早显 周围型2例 典型

表现为在动脉期癌肿内或其周围可见多发小草样门脉小

分支显影或于肝外周出现与动脉平行的门静脉影像称为

双轨征 . 本组研究结果表明 3D DCE MRP对肝动脉-

门静脉瘘中央型检出率与DSA相当 但对周围型其检出

结果明显低于DSA 笔者认为其原因可能与3D DCE

MRP显示门脉四级或以下分支能力有限有关.

        3D DCE MRP具有扫描时间短 图像分辨率高 实

用性强等特点 可得到任何角度观察的门脉血管图像

准确率非常高[10]; 并且可以比超声 CT提供更多有关

侧支循环的信息[11-12]. 总之 3D DCE MRP所提供的信

息对中晚期肝癌患者的治疗及预后极具价值.
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摘要

目的: 检测单纯慢性浅表性胃炎和胃炎合并十二指肠球部溃

疡患者外周血T淋巴细胞亚群水平的变化及炎性细胞因子

IL-6和 IL-8的血清含量 分析其与幽门螺杆菌(Hp)的关

系 探讨可能的发病机制.

方法: 收集91例经内镜检查证实慢性浅表性胃炎和十二指

肠球部溃疡患者的血清标本 其中单纯慢性浅表性胃炎75

例 胃炎合并十二指肠球部溃疡16例 用流式细胞仪测

T淋巴细胞亚群的值 用酶联免疫吸附测定(ELISA)检测

IL-6和 IL-8含量 并分析其与(Hp)的关系.

结果: 胃炎合并十二指肠球部溃疡患者外周血CD8(%)细胞

数较正常对照组显著升高  CD4/CD8(%)比值较正常对照组显

著降低  组间比较有显著差异(P <0. 01). 单纯慢性浅表性胃

炎外周血CD8(%)细胞数 CD4/CD8(%)比值与正常对照组

比较无显著性差异(P >0. 05). 胃炎合并十二指肠球部溃疡患

者血清白介素-6  IL-8含量与正常对照组比较明显增高

组间比较有显著性差异(P< 0.01).单纯慢性浅表性胃炎IL-8

含量与正常对照组比较明显增高 组间比较有显著性差异

(P <0. 01). Hp阳性者IL-6含量低于Hp阴性者(P<0. 01). Hp

阳性者IL-8含量高于Hp阴性者.

结论: 胃炎合并十二指肠球部溃疡患者CD8(%)细胞数较正

常人显著升高 CD4/CD8(%)比值较正常人显著降低  血清

IL-6 IL-8含量明显增高.  单纯慢性浅表性胃炎患者IL-8

含量明显增高.Hp阳性者IL-8含量增高 而IL-6含量下降.

戴建宜, 梁晓萍, 文锦丽, 李彩银. T淋巴细胞亚群及炎性细胞因子与慢性浅

表性胃炎合并十二指肠球部溃疡的关系. 世界华人消化杂志  2004;12(5):

1254-1256

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1254.asp

0   引言

慢性浅表性胃炎和十二指肠球部溃疡是一种常见的肠

道炎症性疾病 其发病率有逐年升高的趋势. 研究发现

胃炎合并十二指肠球部溃疡患者抗中性粒细胞胞质抗

体(ANCA)的阳性率为60-85% 提示该病可能与自身

免疫反应有关. 研究者还发现消化性溃疡患者细胞免疫

调节异常. 炎症递质和抗炎症递质失衡是溃疡形成的主

要因素.胃炎合并十二指肠球部溃疡患者复发率高 除

基本病因未去除外 不能及时清除由致病因素所致的

炎症细胞因子可能起着更为重要的作用. 本研究应用流

式细胞仪检测T淋巴细胞亚群 应用酶联免疫黏附法

(ELISA)检测患者血清白介素(IL)-6 和 IL-8含量 并

与正常对照组进行比较 以探讨慢性浅表性胃炎和胃

炎合并十二指肠球部溃疡细胞免疫调节的变化及炎性

细胞因子的血清含量 并分析其与幽门螺杆菌(Hp)的

关系 探讨可能的发病机制.

1   材料和方法

1.1 材料  我院2003-02/07经内镜检查证实单纯慢性浅

表性胃炎75 例 胃炎合并十二指肠球部溃疡 16 例

年龄21-84岁 平均37.5岁 其中男51例 女40例.

胃镜下观察91例患者诊为慢性浅表性胃炎75例 胃炎

合并十二指肠球部溃疡活动期16例. 91例患者全部分别

进行胃黏膜活检尿素酶快速检测法及C14UBT(碳 14呼气

试验)二者符合率100%.  Hp阳性判定采用两种方法:一种

方法为: 选用上海市原子核研究所产的 6918Hp测

试仪 患者于空腹状态下口服尿素胶囊 25 min 后检

测C14 正常值为小于100 dpm/mmol CO2 . 另一种方法

为: 福建三强生物化工有限公司生产的胃幽门螺杆菌PH

指示剂法诊断试剂盒 取材部位为胃镜下幽门胃窦侧

3 cm以内的胃窦黏膜2块 置于加入酶促反应液的小

孔内 采用目测法 无显色反应呈黄色者为阴性; 呈浅

红色的玫瑰红色反应为阳性. IL-6 IL-8 ELISA试剂盒

为晶美产品. 试剂CD3-FITC/CD4-PE CD3-FITC/CD8-

PE及其同型阴性对照MsIgG-FITC/MsIgG-PE 均购自苏

州生物基因有限公司.  流式细胞仪型号为 ACTRA

(Backman Coulter 公司). 自动酶联仪(Wellscan mk3)和自

动洗板机为芬兰LANDYSTEMS公司产品.

1.2 方法  采集受检患者和正常对照组的外周静脉血

以肝素管和干燥管各取 2 mL 取专用试管 3 支 分

别加入CD3-FITC/CD4-PE CD3-FITC/CD8-PE及其同

型阴性对照各20 µL 立即加肝素抗凝血100 µL并充
分混匀后 室温下避光放置20 min 每管内加溶血剂

(7g/L 氯化铵 自配)2-3 mL 充分混匀 避光放置

15 min 离心去上清液 用PBS 洗涤2次后 加PBS

1 mL 30 min后上机检测流式细胞仪计数. 检测前常规对

流式细胞仪进行质量监控和双色荧光补偿 使其均在
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允许范围内.  干燥管以3 000 r/min 离心15 min 去沉

淀 吸取血清 以500 µL/ 安瓿存储于-20 低温冰箱
中 避免反复冻溶 测定时在室温下自融.  加入100  µL
待测血清 标准品和对照品; 加入100 µL稀释后的生物
素标记的IL-8抗体; 室温下孵育1 h; 冲洗3遍; 加入100 µL
亲和素标记的HRP; 室温下孵育30 min; 冲洗3遍; 加入

100 µL待用的TMB 避光显色15 min; 加入 50 µL硫
酸终止反应; 测定450 nm处的光密度值.

      统计学处理  两组间对比 和治疗前后比较用组间

t 检验 P <0.05 为有显著性差异.

2   结果

慢性浅表性胃炎和十二指肠球部溃疡患者外周血T淋

巴细胞亚群CD8(%)细胞数较正常人显著升高; CD4/CD8

(%)比值较正常人显著降低(表1).

        从表1可见: 胃炎合并十二指肠球部溃疡患者外周

血CD8(%)细胞数为: 37. 15 5. 21; 慢性浅表性胃炎外

周血CD8(%)细胞数为: 26. 05 8. 22; 正常对照组外周

血CD8(%)细胞数25.66 6.49. 结果显示:胃炎合并十二

指肠球部溃疡患者外周血CD8(%)细胞数升高.

        胃炎合并十二指肠球部溃疡组血清IL-6含量明显高

于正常对照组404.86 353.9 vs 260.50 284.8; 血清IL-

8含量明显高于正常对照组(1563.1 938.0 vs 750.5

122.3  P<0. 01). 慢性浅表性胃炎组血清IL-8含量明显高

于正常对照组(1327.0 542.0 vs 750.5 122.3  P <0. 01).

结果显示胃炎合并十二指肠球部溃疡组血清IL-6含量

IL-8 含量明显升高 慢性浅表性胃炎组血清 IL-8 含

量升高.

表1  慢性浅表性胃炎和胃炎合并十二指肠球部溃疡患者外周血T淋巴细胞亚群水平变化(mean±D)

组别  n                   CD3(%)                  CD4(%)      CD8(%)              CD4/CD8(%)

正常对照组 23 65.38 8.50b 33.56 6.45b 25.66 6.49ab 1.31 0.18ab

胃炎十二指肠球部溃疡组 16 69.21 5.13b 34.32 4.98b 37.15 5.21a 0.92 0.14a

慢性浅表性胃炎 75 66.24 7.33b 31.80 6.61b 26.05 8.22b 1.22 0.29b

aP <0.01 bP >0.05.

        Hp阳性者IL-6含量为: 248.02 283.22   阴性者

IL-6含量为530.5 344.2 (P <0. 01). Hp阳性者IL-8含量

为: 1733.9 903.2 阴性者IL-8含量为: 1143.4 980.03

(P <0. 01). 结果显示幽门螺杆菌阳性者IL-6含量降低

IL-8含量升高.

3   讨论

在慢性浅表性胃炎合并十二指肠球部溃疡的发病机制
中 免疫调节异常起着相当重要的作用 CD4T细胞的
激活在肠黏膜组织损伤中的作用尤为重要. CD4/CD8 比值
是反映T淋巴细胞功能状态的重要标志. 并且CD4和CD8
还是传递递质机制的关键因素 无论T淋巴细胞如何
应答 都可能在决定持续性黏膜免疫反应中起重要作
用[1-2 ]. 本研究结果显示:胃炎合并十二指肠球部溃疡患者
外周血中CD8显著升高导致CD4/CD8比值降低 引起
T淋巴细胞亚群间比例紊乱 免疫调节异常.  胃炎合并

十二指肠球部溃疡患者有一定的遗传易感性 在外界

感染等因素的刺激下 患者的免疫反应发生异常 核

因子(NF)-κB是这一反应的启动因子.  在NF-κB的作用
下 肥大细胞激活并释放肿瘤坏死因子(TNF)-α和IL-
1β 后二者则进一步激活辅助性T细胞 释放细胞因
子 IL-2 IL-3 IL-4 IL-6 和 IL-8 等[3-4].

        IL-6是一种单链糖蛋白 多功能细胞因子 分子

量为26 kD 是细胞因子网络中的关键成分 主要由

T B淋巴细胞和单核巨噬细胞 纤维母细胞合成. 正

常情况中 这些细胞不产生或很少产生IL-6 其主要

作用是诱导激活T B 淋巴细胞和促进肝细胞合成血

浆蛋白等. 过量的 IL-6产生与许多疾病有关. 有研究发

现 Hp阳性者胃黏膜活检组织培养上清液中 IL-6含

量显著高于Hp 阴性者 且 Hp感染者胃窦黏膜 IL-6

mRNA表达水平也明显高于对照组[5]. 本研究表明:胃炎

合并十二指肠球部溃疡患者的血清IL-6含量明显增高.

Hp阳性者IL-6含量较Hp阴性者低的原因可能与患者

用药有关.

       IL-8主要由单核巨噬细胞产生 其他如成纤维细

胞 上皮细胞和内皮细胞等在一定的刺激条件下也可

产生IL-8.  IL-8的主要生物学活性是吸引和激活中性粒

细胞. 中性粒细胞与 IL-8接触后发生形态变化 定向

游走到反应部位并释放一系列活性产物 这些作用可

导致机体局部炎症反应 达到杀菌和损伤细胞的目的.

此外 IL-8对嗜酸性粒细胞 嗜碱性粒细胞和淋巴细

胞也有一定作用.  Jones et al [6-8]研究表明IL-8是溃疡性

结肠炎发生过程中必不可少的炎症递质 无论是在血

清 粪便 还是组织中 患者IL-8含量均明显增高.  本

研究表明慢性浅表性胃炎和胃炎合并十二指肠球部溃疡

患者的血清IL-8含量均增高.  Hp阳性者IL-8含量增高.

          细胞因子与慢性浅表性胃炎和十二指肠球部溃疡发

病过程密切相关 他们构成的复杂细胞因子网络相互

促进或抑制 从而在致病过程中发挥作用.  随着细胞

因子研究的不断深入及与 Hp关系的进一步阐明 细

胞因子有可能应用于Hp相关性疾病的诊断同时也可能

应用某些细胞因子的拮抗剂来阻断Hp的致病过程或治

疗Hp相关性疾病.
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中文核心期刊要目总览 2004 年版收录世界华人消化杂志

为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  . 该书定

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 我们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 北大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.      (世界胃肠病学杂志2004-05-05)
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以急性溶血性贫血为首发表现的Wilson病 1例

刘新月, 游   泳, 黎纬民, 刘   诗

刘新月, 游泳, 黎纬民, 华中科技大学同济医学院血液病研究所
湖北省武汉市  430022
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摘要
目的: 认识Wilson病(WD)临床表现的多样性.

方法: 报告 1 例以急性溶血性贫血(溶贫)为首发表现的

WD 并行文献复习.

结果和结论: 以急性溶血为首发症状是WD一种少见的起病

形式 常伴肝衰竭 预后不佳; WD误诊率较高主要与临床

表现复杂多样有关 对于年轻的不明病因的溶贫患者应注

意排除WD的可能; 血清碱性磷酸酶活性下降对诊断有一定

帮助.

刘新月, 游泳, 黎纬民, 刘诗. 以急性溶血性贫血为首发表现的Wilson病1例.

世界华人消化杂志  2004;12(5):1257-1258

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1257.asp

1   病例报告

女 12 岁 因上腹痛伴黄疸1 wk 收治. 2003-04-11

无明显诱因出现上腹部阵发性疼痛 初为隐痛 2 d后

腹痛加剧 为刺痛 持续时间延长 次日出现巩膜皮肤

黄染 尿色深黄 伴头痛乏力. 患者既往体健 父母非

近亲婚配 家族中无类似疾病患者. 在当地住院查总胆

红素206 µmoL/L 直接胆红素46 µmoL/L Hb 65 g/L.
怀疑溶血性贫血 治疗效果不佳 于2003-04-17 转

入我科. 查体: T 36.8 . 神清 全身皮肤及巩膜明显黄

染 角膜无异常 皮肤无出血 未见肝掌及蜘蛛痣 浅

表淋巴结未触及. 心肺无异常.腹膨隆 未见腹壁静脉曲

张 全腹压痛 可疑反跳痛 肝脾触诊不满意 移动性

浊音阳性.双肾轻叩痛 双下肢轻度凹陷性水肿.神经系

统检查无异常.血WBC17.7 109/L N 0.91 L0.05

M0.04.Hb75 g/L PLT142 109/L. 网织红细胞(Ret)(17/4)

0.126 (20/4)0.161. APTT42 s (对照36 s) PT25.7 s (对照

12.9 s). 尿糖 3+ 尿胆原4+ 尿胆红素3+ ERY3+

镜检红细胞少许 /HP. 总胆红素912.9 µmoL/L 直接胆
红素503.1 µmoL/L ALT233.4 nkat/L AST2017.1 nkat/L
ALP未测出 r-GT2133.8 nkat /L 总蛋白51.3 g/L白蛋

白31.4 g/L A/G1.58. BUN8.4 mmoL/L BUA414.3 µmoL/L
Cr115.0 µmoL/L. 血尿淀粉酶正常 血氨正常 空腹
及餐后血糖正常.腹水检查为漏出液.甲 乙 丙 戊型

病毒性肝炎检查均为阴性.骨髓细胞学检查: 增生性贫血

(溶贫可能性大). 溶贫的相关检查(Coombs test Ham

test 红细胞渗透脆性 血红蛋白电泳等)均未见异常.

腹部B超:肝胆胰无异常 脾长12.9 cm 厚 4.1 cm

腹水征阳性.上腹部CT检查:肝脏形态大小未见异常 肝

实质密度欠均匀 呈弥漫性小结节影 肝内外胆管无狭

窄及扩张. 初步诊断为急性溶贫 肝硬化病因待定. 入院

后给予地塞米松 护肝等治疗 黄疸明显减轻 贫血改

善. 总胆红素365.7 µmoL/L 直接胆红素242.1 µmoL/L
ALT9018.5 nkat /L AST5767.8 nkat/L ALP750.2 nkat /L

r-GT2217.1 nkat /L 总蛋白43.7 g/L 白蛋白26.1 g/L

A/G1.48. 肾功能正常 血WBC21.7 109/L Hb104 g/L

PLT138 109/L Ret0.06. 裂隙灯下双眼角膜可见

Kayser-Fleischer (K-F)环 血清铜氧化酶活力666.8

nkat/L(2 533.8-7 651.5 nkat/L) 血清铜蓝蛋白0.06 µmol/L
脑部CT 示基底节对称性低密度灶. 确诊为Wilson 病

(WD). 给予青霉胺口服0.25 g 4次 /d 辅以护肝利尿及

支持疗法 病情逐渐有所缓解 于2003-05-07带药出院.

2   讨论

WD属遗传性铜代谢障碍疾病 1993年位于染色体13

长臂上的WD基因被克隆 进一步的研究发现由于WD

基因发生突变 其编码的P型ATP酶(ATP7B)发生功

能改变[ 1 ] ATP7B 主要分布于肝细胞上 负责铜转

运 若其功能部分或全部丧失 多余的铜离子无法从细

胞内转运出去 便在特定的器官和组织沉积而致病.

ATP7B由 6个功能区构成 不同的突变可导致不同的

临床表现[2]. 本病的病理生理过程是大量的铜首先堆积在

肝脏 然后沉积在中枢神经系统 眼 肾和其他器官.

因病理损害部位与严重程度不同 起病症状亦复杂多

样.潜伏期一般均较长 约85%病例发病在10-25岁之

间 男女比例约为 2-5 1. 多数人发病隐匿 呈慢

性进行性 少数急性起病. 一组150例分析 初起症状

42%为肝病表现 34%为神经系症状 10%为精神症

状 12%继发于内分泌或血液系症状. 以急性溶血为首

发表现的WD国外已有报道[3-4]. 在发生溶血的同时 常

伴有暴发性肝炎 呈进行性黄疸 腹水和肝衰竭.溶血

的机制与铜从坏死的肝细胞中急骤释出 与红细胞膜

结合 引起非免疫性急性溶血性贫血有关. 病死率相当

高 患者常死于肝衰竭. 治疗措施除护肝对症外 皮质

激素因具有稳定溶酶体膜的作用而有一定的效果 本

病例也证实这一点.

        WD的诊断主要依据年龄 临床症状 同时有K-

F环和血清铜蓝蛋白小于0.8 µmoL/L或铜氧化酶小于
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0.15光密度以下 即可确诊. 肝铜增高是诊断WD的最

重要指标. 如经体检及生化检查仍未能确诊的病例 测

定肝铜量是必要的 据文献报道 无论症状出现与否

本病患者肝铜量均增高. 1990年后建立的基因诊断对症

状前患者及杂合子诊断有重大突破. 多篇报道提到血清

碱性磷酸酶活性(SAP)在WD伴或不伴溶贫时显著下降

或测不出 与明显增高的胆红素不成比例[5-6] 且SAP

与预后有一定联系. 本例患者在04-18/04-29期间共测

5 次肝功能 第1 次 SAP 未测出 以后所测结果分别

为900.2 750.2 600.1 833.5(nkat/L)(参考值666.8-

2667.2 nkat/L). WD时SAP活性下降的原因尚不清楚 但

对提示WD伴暴发性肝炎或许有一定帮助.

      WD是目前少数治疗效果较好的遗传性代谢病之

一 早期诊断以求得早期治疗是改善本病预后的关键.然

而 本病的误诊却是较常见的现象. Gow et al [7] 总结该院

30 a中收治的30例WD 70%的患者在首诊后6 mo内确

诊 30%的患者确诊时间平均为9 a. 延迟诊断的原因

主要与本病临床表现多样有关. 国内梁秀龄报告误诊疾

病多达32种[8]. 本病例提示我们: 对于年轻的溶贫患者

若Coombs 试验阴性 又非球型红细胞性贫血 应注

意排除WD的可能.
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World Journal of Gastroenterology影响因子

影响因子是国际通行的期刊评价指标之一 是反映期刊重要性的宏观定量指标.  通常影响因子越大 期刊的学

术影响力和作用也越大. 总被引频次是指期刊自创刊以来所刊登的全部论文在统计当年被引用的总次数 是一个

非常客观实际的评价指标 可以显示该刊被使用和重视的程度 以及在科学交流中的作用和地位. 美国科学信

息研究所(ISI)出版的期刊引证报告(JCR): World Journal of Gastroenterology WJG  2002年影响因子为

2.532 被引频次为 1 535. WJG 2002年影响因子在国际胃肠病学和肝病学领域的 45种期刊中排名第 13位

在SCI收录的所有 5876种国际科学期刊中排名第 797位. WJG 2001年影响因子 1.445 被引频次为 722; WJG

2000年影响因子 0.993 被引频次 327次. 1998年以来发表的全文电子版(ASP PDF) 已与 PubMed中的文

摘进行了链接 全世界的读者在利用 PubMed检索时即可免费阅读到WJG发表的全文 使本刊作者发表的论

文在全球得到及时广泛的传播 期刊的影响因子逐年上升 国际影响逐年扩大.
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小肠脂肪瘤致肠套叠1例
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摘要

近日我院收治1 名中年女性 以腹痛伴恶心 呕吐为主

诉 后经手术证实为小肠脂肪瘤所致肠梗阻.

张文辉, 屈昌民, 杨欣. 小肠脂肪瘤致肠套叠1例. 世界华人消化杂志  2004;

12(4):1259

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1259.asp

1 病例报告

患者女 49 岁 因突发右下腹持续性隐痛伴恶心2 d

就诊. 体检: 腹软 下腹部压痛 右中下腹可触及约

10 cm 4 cm包块 较固定 质中 轻压痛. 盆腔B超

提示子宫多发肌瘤 子宫右后方可见一11.7 cm 4.0 cm

的腊肠样肿物 形态不规则 周边低回声 中间强

回声 盆腔未见积液. 第 2 d出现频繁排暗红色稀便

呕吐咖啡色胃内容物 腹部CT上腹 右下腹未见异常

左下腹小肠肠壁可疑增厚 胃镜见食管 十二指肠球部

糜烂 结肠镜进至回盲部未见明显异常 考虑出血为十

二指肠球部 食管糜烂所致 予静脉补液 抑酸等治疗

后病情缓解 饮食增加 每餐可进食150 g流食 自动

出院. 12 d后再次出现腹痛 于左中腹 持续性烧灼样

疼痛 阵发性加重 伴恶心 呕吐胃内容物 每日排暗

红色糊状血便 腹部透视仅见中腹部1个小液平. 行剖

腹探查见腹腔中量透明积液 升 横结肠膨大 张力高

肠壁受压变薄 盲肠穿孔 回肠末端 10 cm 套入盲

肠 升结肠直至横结肠中部 在横结肠中部 套叠

小肠末端可触及3 cm 4.0 cm 4.0 cm包块 质硬

活动不佳 术中无法拉出套叠肠管 按恶性肿瘤行末

端回肠 盲肠 升结肠 横结肠右侧部 大网膜部分

切除. 病理报告: 回肠黏膜下脂肪瘤(腔内型) 4.5 cm

4.0 cm 2.5 cm 并发肠套叠: 肠管自肿物处扭转 肿

物处小肠套叠后再一次套叠在回盲部及升 横结肠内.

2   讨论

成人肠套叠较少见 常见原因为肠息肉 肠肿瘤或

Meckel憩室 脂肪瘤所致更为少见.笔者查阅1994年至

今文献报道小肠脂肪瘤仅 10 篇 伴小肠套叠 7 例

未见结肠套叠 均为手术明确诊断.小肠脂肪瘤常位于

黏膜下 一般不引起临床症状 诊断较为困难 瘤体

直径超过2 cm可出现肠新生物的一般症状 如机械性

肠梗阻 黏膜溃疡形成 肠套叠 慢性失血等[1]. 本例

患者瘤体直径大 造成机械性梗阻 套叠 肠管坏死

术中考虑恶性病变 送病理明确诊断.因此有肠梗阻症

状 而胃肠镜均未见病变时要考虑小肠病变可能 单

纯应用解痉 胃肠动力药物会引起肠套叠加重 病情

进展的可能. 腹部B超在本例有阳性结果 亦可选择全

消化道造影 腹部CT MRI有较好的软组织分辨率

脂肪瘤易被MRI 确诊 [2 ] 但本例术前体征与 B 超相

同 与CT不同 使之诊断更加困难 应引起临床医

生高度注意.

3     参考文献
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