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Abstract
Helper T (Th) lymphocytes, important immune 
regulating cells of organism, could be divided 
into four functional subsets, Th0, Th1, Th2, 
Th3, on the basis of the immunoregulatory cy-
tokines that these clones produced. Most of the 
current work in this field is exploratory and fo-
cuses on Th1 and Th2 subsets. Th1 cells secrete 
interferon-γ (IFN-γ), interkeukin-2 (IL-2) and 
tumor necrosis factor-β and are principally in-
volved in cell-mediated immunity. They play an 
important role in the protection against intracel-
lular pathogens, including a variety of viruses. 
Th2 cells secret interleukin-4 (IL-4), IL-5, IL-6 
and IL-10 and regulate the humoral immune 
response. Th0 cells are naive Th cells, secreting 
Th1/Th2 phenotype cytokines at low levels. 
However, Th3 cells, which secrete active trans-
forming growth factor-β, exert a negative immu-

noregulatory action on the immune response. 
The cross-regulatory properties of Th1 and Th2 
subset cells and relevant cytokines network are 
very important to maintain normal immunity 
of organisms. HBV can destroy the balance of 
Th lymphocytes and cytokines network. The 
imbalance of pro-inflammatory Th1 and anti-
inflammatory Th2 cytokine production play an 
important role in the immunopathogenesis of 
hepatitis B virus infection and alter chronic liver 
disease development, progression and outcome.

Key Words: Chronic hepatitis B; Hepatitis B virus; 
Helper T lymphocytes; Cytokines network; Immune
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摘要
辅助性T细胞(helper T cell, Th细胞)是根据功
能分类的一个T细胞亚群, 根据所分泌细胞因
子的不同, Th细胞可分为Th0、Th l、Th2和
Th3 4种亚群, 其中研究最多的是Thl和Th2两
个亚群. Thl/Th2细胞及其细胞因子网络的调
节对维持机体正常的免疫功能至关重要. 乙型
肝炎病毒(HBV)感染机体后, 多种因素影响Th
细胞增殖并且调节其亚型比例, 细胞因子网络
受到破坏, 在细胞因子介导下便可造成肝脏等
组织和器官的损害, 直接或间接地影响到乙型
肝炎发病及其转归.

关键词: 慢性乙型肝炎; 乙型肝炎病毒; 辅助性T细

胞; 细胞因子网络; 免疫
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0  引言

近年来, 随着蛋白质多肽纯化技术的日臻完善, 
mAb技术日趋完美, 分子生物学技术的迅速发

展及其与免疫学的结合, 推动了细胞免疫功能

和细胞因子研究的进程. 细胞免疫功能和细胞

www.wjgnet.com

®

■背景资料
国内外学者普遍
认为, Th1免疫应
答与胞内感染的
免疫性和防御性
有关, 同时导致组
织损伤, 而Th2应
答则与感染慢性
化, 甚至疾病进展
有关. Th细胞亚群
及相关细胞因子
网络失衡与乙型
肝炎的发病有密
切的相关性, 研究
他们之间的关系
对乙型肝炎发病
机制的探讨、病
情评估、治疗药
物的选择、预后
的判断具有重要
意义.



因子的核心是T细胞及其亚群, 同时自然杀伤细

胞(NK)及NKT细胞也同样发挥重要作用. 辅助

性T细胞是根据功能分类的一个T细胞亚群, 根
据所分泌细胞因子的不同, Th细胞可分为Th0, 
Thl, Th2和Th3 4种亚群, 其中研究最多的是Thl
和Th2两个亚群. 

细胞因子既是免疫系统的信息传递介质, 
又是神经、内分泌及其他系统和免疫系统相互

联系的重要桥梁. 细胞因子的生物活性及受体

表达均具有网络特点, 即一种细胞因子可与多

种靶细胞作用及/或一种靶细胞可受多种细胞

因子的调节, 不同细胞因子之问可彼此诱生、

增减受体表达、相互协同或拮抗进行调节和

影响生物学效应. 由于细胞因子来源复杂, 种类

繁多和作用广泛, 他们所组成的细胞因子网络

(network of cytokine)就极为复杂. 通过细胞因子

网络, 体细胞相互交流信息, Th细胞能协助B细
胞产生抗体, 也能促进其他T细胞的分化成熟, 
是机体内一类重要的免疫调节细胞, 在机体的

防御机制中起着重要作用. 乙型肝炎病毒(HBV)
感染机体后, 在细胞免疫导致的肝损伤中T细胞

及其所释放的细胞因子起着重要的作用, 多种

因素影响Th细胞增殖并且调节其亚型比例, 细
胞因子网络受到破坏, 在细胞因子介导下便可

造成肝脏等组织和器官的损害, 直接或间接的

影响到乙型肝炎发病及其转归. 我们就近年来

慢性乙型肝炎发生、发展进程中的Th细胞亚群

及相关细胞因子网络失衡方面的研究作一综述. 

1  Th细胞亚群的概念、分类及功能

1.1 Th细胞亚群 细胞免疫功能和细胞因子的

核心是T细胞及其亚群. T细胞是由一群功能不

同的异质性淋巴细胞组成, 在胸腺内分化成熟, 
获得其功能及学习识别自我, 胸腺完成阳性选

择(让识别抗原/MHC的克隆增殖, 成熟并移行

至周围)和阴性选择(排除能将自身抗原作为异

物起反应的克隆)的双重功能. T细胞抗原识别

受体(TCR)是T细胞识别蛋白抗原的特异性受

体, 不同的T细胞克隆其抗原识别受体的分子

结构也是不相同的. CD4和CD8分子可同时表

达于胸腺内早期胸腺细胞, 称为双阳性胸腺细

胞(CD4+、CD8+, DP). 而在成熟T细胞这二种

分子是互相排斥的, 只能表达一种分子, 故可

将成熟T细胞分为二类, 即TCRαβTCD4+细胞

(CD4+细胞)和TCRαβTCD8+(CD8+细胞)细胞

亚群. 在外周淋巴组织中CD4+T细胞约占65%, 
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CD8+T细胞约占35%. 前者又称为辅助性/诱导

性T细胞(TH/I), 后者又称为抑制性/细胞毒性

T细胞(Ts/c), 因而Th细胞是根据功能分类的一

个T细胞亚群. 
1.2 细胞因子网络 细胞因子是由淋巴细胞和

单核巨噬细胞等产生的多肽类因子 ,  具有广

泛的生物学活性 ,  包括促进靶细胞的增殖和

分化, 增强抗感染和细胞杀伤效应, 促进炎症

过程等. 由于细胞因子来源复杂, 种类繁多和

作用广泛 ,  他们所组成的细胞因子网络就极

为复杂 .  这个细胞因子网络包括所有白细胞

介素(interleukines, ILs)、干扰素(interferon, 
IFN)、集落刺激因子(colony stimulating factor, 
CSF)、肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor, 
TNF)、生长因子(growth factor, GF)和趋化因

子(chemok ine)等. 当病毒侵袭肝脏时, 会激活

机体的免疫系统, 刺激巨噬细胞释放一系列细

胞因子, 各种细胞因子在机体内构成统一的网

络, 相互协调又相互拮抗, 保护机体, 抵抗侵袭, 
保持机体正常的免疫应答. 如果某种细胞因子

产生或其受体表达异常, 无论是亢进还是缺乏, 
细胞因子网络平衡被打破, 都会导致病理性改

变或加重炎症、坏死或促进炎症慢性化. 
1.3 Th细胞亚群的分类和免疫学功能 Th细胞在

细胞免疫应答过程中起着重要的辅助作用, Th
细胞的功能分化是近几年来基础免疫学的一

大研究热点. 大部分学者认为, Th1或Th2本身

是一个功能性的概念 [1-10]. 根据所分泌细胞因

子的不同, CD4+Th细胞可分为Th0, Th1, Th2
和Th3 4种亚群. 4种亚群的功能是不同的, Th0
细胞是天然T细胞, 是未成熟的Th前体细胞(Th 
cell precursor, Thp), 主要分泌IL-2, IL-4, IL-5
和IFN-γ, 接受刺激后可转变成Th1或Th2[11-14]. 
Th1细胞主要分泌IFN-γ, IL-2, TNF-β和IL-12, 
他们有利于B细胞产生有调理作用的抗体(IgG, 
IgA)和与补体相结合的抗体(IgM, IgG); 促进

巨噬细胞的活化; 引起T淋巴细胞介导的细胞

毒(C T L)作用和细胞免疫. 以T h1为主的免疫

应答主要引起依赖于吞噬细胞的炎症 ,  因而 , 
Th1细胞在机体抗胞内病原体感染中发挥重要

作用. Th2细胞主要分泌IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, 
IL-10和IL-13, 主要功能为促进体液免疫反应, 
他们引起较强的抗体反应(包括IgE), 促进嗜酸

性粒细胞的分化与活化, 产生一种不依赖于吞

噬细胞的炎症, 中和细胞外病原体并与细胞内

病原所致的进展性疾病相关联[15-18]. IL-10在小

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前, HBV感染相
关肝病患者肝组
织内Th细胞亚群
及相关细胞因子
变化的研究以及
细胞因子的应用
性治疗研究已成
为研究的热点, 关
于病毒性肝炎细
胞因子的应用性
治疗的研究尚处
于初期探索阶段, 
值得进一步深入
研究和探讨.
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鼠被归于一种Th2细胞因子, 但在人类, Th1和
Th2亚群都能分泌IL-10. 在实际研究中一般只

以高表达IFN-γ和IL-4分别代表Th1细胞和Th2
细胞. Th3细胞除分泌大量IL-10外, 主要高表达

转化生长因子β(TGF-β), 但是不或低表达IL-2, 
IL-4和IFN-γ, 可以下调抗原递呈细胞(antigen 
presenting cells, APC), 并能抑制Th1/Th2细胞的

活化增生, 起免疫抑制作用, 在诱导免疫耐受中

起重要作用[19-25]. Th1, Th2, Th3细胞分泌的细胞

因子可以相互下调对方的生长分化, 刺激自身

增殖. Th1细胞分泌的IFN-γ可抑制Th2细胞增殖, 
Th2细胞产生的IL-4, IL-10以及Th3细胞分泌的

TGF-β则均可抑制Th1细胞生长分化. 
1.4 CD8+T细胞的类Th细胞样功能 CD8+T细
胞常规认为仅具有杀伤功能 ,  被称为细胞毒

性T细胞(CTL). 近年来大量CD8+T细胞被克

隆 ,  并通过体内外实验证实C D8+T细胞可大

量分泌细胞因子 ,  可行使许多类似于传统T h
细胞的功能, 并将这些细胞按分泌细胞因子谱

系的不同分为Tc0, Tc1, Tc2几个亚群. 绝大多

数的CD8+T细胞分泌IL-2, IL-12与IFN-γ而不

产生IL-4, 为Tc1亚群, 少部分只产生IL-4, 而
不产生IL-2, IL-12与IFN-γ, 为Tc2亚群; 或者

是既分泌IL-2 与IFN-γ, 又产生IL-4的为Tc0亚
群. CD8+T细胞的Tc细胞亚群与CD4+T细胞的

Th细胞亚群非常相似: Tc1与Th1均分泌IL-2, 
IFN-γ, IL-12等Ⅰ型细胞因子, 而Tc2与Th2均
分泌IL-4, IL-5, IL-6, IL-9和IL-10等Ⅱ型细胞

因子[26-32]. IL-12和IFN-γ促进Tc1细胞分化, IL-4
则诱导Tc2的产生, 在初始阶段, CD8+T细胞较

C D4+T细胞需要更高剂量的I L-4才能诱使其

分化为Tc2群细胞. CD8+T细胞在分化为Tc1或
Tc2形式后, 互相均不可发生逆转. 研究表明, 
分泌Ⅰ和Ⅱ型细胞因子的CD4+和CD8+细胞存

在于各种患者发病的不同阶段, 而Ⅰ、Ⅱ型细

胞因子反应的相对平衡似乎影响着许多感染

性疾病的临床过程, 分泌Ⅰ型细胞因子的细胞

亚群(Th1、Tc1细胞)与抗感染过程相关, 而分

泌Ⅱ型细胞因子的细胞亚群(Th2、Tc2细胞)则
与疾病的进一步发展相关[26-32]. 此外, 自然杀伤

(NK)细胞可产生IFN-γ、IL-2和肿瘤坏死因子

(TNF), 属于Th1样细胞, 肥大细胞、B细胞、

嗜碱性粒细胞、CD3+CD4+ NK1.1+细胞可合

成IL-4, IL-5, IL-10等Ⅱ型细胞因子, 可见一些

细胞的类型已经超出Th1或Th2的分型. 有人建

议合称为Ⅰ型或Ⅱ型细胞, 目前似以Th1样细胞

及Th2样细胞称谓更佳. Chen et al [33]发现, CD4+
和CD8+T细胞均能分泌TGF-β, 作为胃肠黏膜

产生IgA的辅助或启动因素, 参与肠黏膜免疫, 
并抑制Th1/Th2细胞的功能, 建议称此类细胞为

Th3亚型, 并得到Mosmann et al [34]的支持. 
1.5 Thl/Th2平衡 Th1/Th2细胞的调节对维持机

体正常的免疫功能至关重要. 体内体外试验均

证实Th1细胞与Th2细胞能相互拮抗, Th1细胞通

过分泌IFN-γ抑制Th2极化, Th2细胞也能通过分

泌IL-4 限制Th1型反应. 另一方面, IL-12与IFN-γ
能分别促使天然的CD4+ T细胞和CD8+ T细胞

转化为Th1和Tc1细胞, 而IL-4则能促使T细胞分

化为Th2和Tc2细胞, 并使CTL杀伤效力下降和

IFN-γ减少, 因此, Ⅰ型和Ⅱ型的T细胞反应常常

是交叉调节的. Th1细胞可分泌IFN-γ而不分泌

IL-4, Th2细胞可分泌IL-4 而不分泌IFN-γ, Th3
细胞可分泌TGF-β, 但不分泌IL-2和IFN-γ, 通常

以这3种细胞因子作为鉴别Thl, Th2和Th3的标

志. 除了细胞因子产物, 一些细胞表面标记也可

用来辨别Thl和Th2, 如Th1细胞表达两条IL-2受
体链(β1和β2), 而Th2细胞仅表达IL-2受体β1链, 
相反, Th2细胞表达两条IFN-γ受体肽链(α和β), 
而Th1细胞仅表达IFN-γ受体α链. 当机体受到异

己抗原攻击时, Th1和Th2细胞中某一亚群功能

升高, 另一亚群功能降低, 该现象即为Th1/Th2
漂移. Th1/Th2的失衡与自身免疫病、过敏性疾

病、肿瘤、移植排斥反应以及感染性疾病的发

生、发展有着密切的关系.

2  Th细胞亚群、细胞因子与HBV清除和感染的

慢性化

H B V感染机体时 ,  细胞免疫在肝细胞损害及

病毒清除中起重要作用 ,  而T h应答类型与机

体的免疫状态密切相关, Th1/Th2的不平衡可

造成疾病的不同病理状态, Th1/Th2比例是否

平衡是机体能否有效清除病毒和病毒感染细

胞的主要因素之一 .  在H B V特异性抗原的刺

激下 ,  C D4+T细胞在不同细胞因子作用下分

化为T h1和T h2两种类型, 并因此而影响细胞

因子网络之间的平衡 [35-36]. 如果Th1细胞亚群

占优势 ,  将促进细胞免疫反应 ,  增强C D8+T
细胞的活性, 从而清除细胞内病毒, 但同时增

加了肝脏的炎症反应从而加重肝细胞的损伤. 
如果T h2细胞占优势 ,  将促进体液免疫反应 , 
并抑制细胞免疫反应, CTL细胞活性减弱, 肝细

胞损伤减轻. 抗病毒反应的减弱是病毒持续存

■应用要点
Th细胞亚群及相
关细胞因子网络
失衡参与了HBV
感染后多种疾病
状况的发生、发
展, 深入了解HBV
感染中Th1/Th2平
衡状况与发病的
关系, 寻找调节和
平衡Th1/Th2应答
的措施, 诱导适宜
有效的免疫应答, 
就有可能达到治
疗慢性乙型肝炎
的目的.
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在的主要原因. 适宜的Th1/Th2应答最终能清除

病毒. 由HBcAg诱导的免疫应答侧重于Th1细胞, 
而HBeAg是非颗粒性分泌抗原, 分泌性HBeAg
诱导的免疫应答侧重于Th2细胞. Milich et al [37]

体外试验观察到, HBeAg和HBcAg刺激PBMC后
产生的细胞因子种类不同, HBeAg引起IL-4(和
少量的γ干扰素) 升高, HBcAg则引起IL-2、γ干

扰素(和少量的IL-4)增加. 急性自限性乙肝患

者表现为强烈的、多克隆和非特异性的C T L
和Th1细胞反应, 相反在慢性乙肝病毒感染者, 
免疫反应很弱, 不能检测到特异性的T细胞反

应, 而以Th2细胞反应占据优势. 慢性乙肝病毒

感染免疫耐受患者外周血中有大量HBeAg, 而
HBeAg作为耐受原, 优先清除外周血对HBcAg
特异的Th1细胞, 从而阻碍了Th1细胞对细胞免

疫应答的辅助作用, 而使免疫应答转为Th2类[38], 
Th2细胞占优势时倾向于发生持续性的HBV感

染. Bozkaya et al [39]研究表明, 循环中的HBeAg
下调机体抗病毒清除机制正是由于引起了抗炎

性的Th2型细胞因子产量的增加所致. 邢汉前 
et al [40]对HBV慢性感染免疫耐受期患者的研究

表明, 免疫耐受期患者肝内浸润的CD3+, CD4+, 
CD8+T淋巴细胞数量明显多于正常肝组织, 但
明显少于免疫活动期患者 ,  肝脏汇管区C D4/
CD8比值也明显少于免疫活动期患者, 肝细胞内

HBcAg阳性表达明显高于免疫活动期患者, 而外

周血及肝细胞内HBV高复制, 外周血HBeAg高
表达, 肝组织无炎症或轻微炎症损伤, 提示免疫

耐受期患者肝内浸润的T淋巴细胞数量虽增多, 
但不足以产生有效的免疫应答以清除HBV病毒, 
与免疫耐受期患者肝组织内CD4+T淋巴细胞增

多以Th2类为主, 肝组织内Th1/Th2细胞比例失

调有关. Hodgson et al [41]研究发现, 急性病毒性肝

炎恢复后的患者, 其血清及肝组织中IFN-γ水平

会升高, 并且肝脏中的IFN-γ水平升高会持续多

年, 提示IFN-γ可能在肝脏中的潜伏性肝DNA病

毒的长期控制治疗上起着重要作用. 在黑猩猩中

也发现HBV DNA水平的下降伴随着IFN-γ的增

加[42]. 近年来研究发现, 急性HBV感染的病毒清

除主要是通过非细胞病变的抗病毒机制, 即细

胞非裂解机制病毒清除过程来完成[43]. Guidotti 
et al [44]研究发现, HBV急性感染的黑猩猩, 在肝

脏T淋巴细胞浸润的高峰之前, 就出现了肝脏和

血清的HBV DNA的清除. 效应细胞分泌表达的

IFN γ和TNFα细胞因子是介导非细胞裂解病毒

清除机制的重要因素. Penna et al [45]检测了13例

急性自限性乙型肝炎急性期和恢复期患者外周

血Th细胞分泌的细胞因子, 急性期产生Th1样细

胞因子明显比对照组高, 恢复期患者Th细胞表

现为Th0功能, 同时分泌Th1和Th2细胞因子, 但
水平下降. Bertoletil et al [46]通过对慢性乙型肝炎

肝组织内Th细胞分泌的细胞因子的研究证实, 
CD4+T细胞不但产生IFN-γ, IL-2等Th1样细胞因

子, 而且还产生IL-4, IL-5和IL-10等Th2样细胞因

子. Th2样细胞因子可抑制Th1细胞功能, 使Th1
样细胞因子(IL-2、IFN-γ)分泌减少, 机体免疫反

应的效应降低, 清除病毒能力减弱, 导致病毒持

续性感染. 有研究显示[47], Th2样细胞与Th1样细

胞相比更容易被诱导免疫耐受, 而HBeAg可以

充当耐受原耗竭Th1样细胞, 使得Th2样细胞占

优势, 此时和HBeAg共存的HBeAg特异性的Th2
细胞是低活性的[48], 不能清除HBeAg, 这样可产

生慢性感染的状态并且持续下去. Angus et al [49]

曾报道, 在HBeAg转基因小鼠中, IFN-α能够使

HBeAg特异的Th1/Th 2细胞的动态平衡倾向于

Th1亚群. Rossol et al [50]动态检测了应用IFN-α
治疗的33例慢性乙型肝炎患者的细胞因子含量, 
发现与对照组比较, 慢性乙肝患者血清中IL-12
水平较高. 在清除了HBV和发生HBe转换的患者

中, IL-12和Th1样细胞因子的活性明显增强, 而
在持续感染者中无变化. 说明干扰素能通过调

节Th1/Th2细胞的平衡而发挥其治疗作用. Xing 
et al [51]、Lohr et al [52]对慢性乙型肝炎患者IFN-α
治疗的随访研究, 结果表明对IFN-α治疗产生完

全应答并最终清除HBV的患者体内Th1样细胞

因子浓度显著升高, 同时Th2样细胞因子浓度明

显下降, Th细胞由'Th2优势型向'Th1优势型转

换. Cavanaugh et al [53]、Kimura et al [54]、Milich 
et al [37]给HBV转基因小鼠注射IL-12, IL-18后, 
发现其不仅抑制H B V在转基因小鼠肝脏中的

复制. 也抑制HBV在肾脏的复制, 发现IL-12、
IL-18能使HBeAg特异的Th2细胞亚群向Th1细
胞亚群转变, IL-12、IL-18的抗病毒作用是与其

诱导Th1样细胞因子如IL-2、IFN-γ的产生能力

密切相关. Sugahara et al [55]用1.2 mg/d的胸腺肽

-α1治疗7例慢性乙型肝炎患者, 持续24 wk, 结果

显示, 其中2例HBV DNA转阴, ALT下降, IFN-γ
诱导产生的Th1样外周白细胞反应上升, 肝脏中

NK细胞和CD8+T细胞显著增殖. 结果表明, 胸
腺肽治疗慢性乙型肝炎患者可以通过Th1样反

应诱导NK细胞和CD8+T细胞显著增殖, 起到清

除HBV、控制感染的作用. 

■名词解释
辅助性T细胞(Th
细胞):  是根据功
能分类的一个T
细胞亚群, 根据所
分泌细胞因子的
不同, Th细胞可分
为Th0, Thl, Th2和
Th3 4种亚群, Th0
细胞是天然T细
胞, 是未成熟的Th
前体细胞, 接受刺
激后可转变成Th1
或Th2 ,  Th1细胞
在机体抗胞内病
原体感染中发挥
重要作用, Th2细
胞主要功能为促
进体液免疫反应, 
中和细胞外病原
体并与细胞内病
原所致的进展性
疾病相关联, Th3
细胞能抑制Th1 / 
Th2细胞的活化增
生, 起免疫抑制作
用, 在诱导免疫耐
受中起重要作用, 
Th1, Th2和Th3细
胞分泌的细胞因
子可以相互下调
对方的生长分化, 
刺激自身增殖.
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调控T h1/T h2平衡的因素很多, 但I L-12, 
IFN-γ, IL-4发挥的作用更加突出. 利用T细胞

受体(T C R)转基因T细胞研究T h1/T h2的相互

转换, 发现Th1能转化为Th2, 但Th2不能直接

逆转化为Th1, 进一步的分析发现, Th1和Th2
都能表达I L-12受体β1链, 但仅T h1能表达β2
链 ,  缺乏β2链的T h2自然不能逆转为T h1 ,  但
当Th2分泌IL-4、IL-10的能力被中和后, 可以

产生I F N-γ, 后者再促进I L-12受体β2的表达, 
导致T h2对I L-12的应答 [56].  机体抗病毒感染

应以T h1介导的细胞免疫为主, 一旦发生T h2
漂移 ,  状况较差 .  临床上曾用I F N-γ或I L-2治
疗病毒感染性疾病, 并获得成功, 推测与此类

细胞因子能间接逆转T h2至T h1有一定关系 , 
是否当机体处在T h1状态时 ,  不必考虑使用

IFN-γ或IL-2进行治疗, 值得探讨. 
总之, 无论是机体通过自身免疫反应清除

HBV, 最终成为急性自限性乙型肝炎, 还是通

过外源性的免疫调节剂(如IFN-α、IL-12、胸

腺肽-α1等)激发免疫反应清除慢性肝炎患者

体内的HBV, Th1样细胞占主导地位是两者的

共同特点, 说明Th1样细胞和HBV的清除密切

相关.

3  Th细胞亚群、细胞因子与肝细胞损伤

H B V对感染肝细胞的直接细胞毒作用是有

限的, 肝细胞损伤与宿主的免疫反应有关. 病
毒在宿主细胞内复制, 产生病毒蛋白, 细胞内

的主要组织相容性复合体(M H C-I)类分子选

择性的与之结合 ,  并输送到细胞表面形成复

合物 ,  此复合物被T C R所识别 ,  激活C D8+T
细胞 ,  产生穿孔索和颗粒酶 ,  将靶细胞破坏 , 
这是H B V引起肝细胞损伤的主要原因 ,  也是

机体清除细胞内病毒的主要机制 .  许多研究

发现 ,  乙肝患者体内存在的T h1 /T h2细胞因

子失衡 ,  且此失衡可能与T细胞本身的功能

缺陷有关 ,  但是也有学者不赞同并提出此失

衡与A P C功能缺陷有关 [57-58].  H B s A g和H B-
c A g/H B e A g具有刺激不同细胞亚群, 分泌不

同细胞因子的作用, H B s A g激发I L-2, I L-10
和IFN-γ的分泌, 而HBcAg/HBeAg促进IL-10, 
TNF-α、IFN-γ的产生. HBV感染, Th1、Th2 
总量和Th1/Th2的比率都是低下的[59]. 病毒感

染P B M C时都对T h1, T h2细胞产生直接或间

接的破坏作用, 其中Th1破坏多, 数量少, 功能

低下, 使HBV不能得到清除, 导致持续感染、

肝细胞损伤 .  乙型肝炎患者在急性期或慢性

活动期时, ALT, AST, TB等上升显著, 表明此

时肝脏受损 ,  当损伤达到一定的程度就成为

重症肝炎. Fukuda e t a l [60]研究发现, 在乙型

肝炎的活动期 ,  T h1样细胞因子I L-2和I F N-γ 
mRNA表达上升, 并且与ALT的上升水平呈正

相关. Lohr et al [52]研究表明, 重症乙型肝炎患

者的T h1细胞增殖反应比非重症的急性乙型

肝炎患者强 ,  类似的结果也在慢性重症肝炎

患者中获得证实. Franco et a l [61]把HBsAg特
异性Th1类细胞输入HBsAg转基因小鼠体内, 
结果产生了一过性的肝脏炎症性坏死 ,  并且

显示对IFN-γ敏感性较高的品系肝损害较为显

著. 上述结果均表明, T h1样细胞和肝损伤有

密切联系, Th1细胞分泌的细胞因子通过直接

或间接作用增强N K细胞、巨噬细胞, 特别是

CD8+T细胞活性, 促进细胞免疫反应, 加重肝

细胞的炎症损伤.

4  Th细胞亚群、细胞因子与肝纤维化

肝纤维化和/或肝硬化是由于胶原或其他细胞

外基质(E C M)的合成、降解失衡导致在肝内

过量沉积[62-63]. 近年来大量研究表明, TGF-β1
与肝纤维化的关系主要涉及其促进细胞外基

质的产生并抑制其降解、抑制肝细胞的再

生 ,  其基因多态性与肝纤维化也存在一定的

关系 [64-72].  慢性乙肝由于肝组织的炎性反应 , 
被激活的肝脏间质细胞大量表达T G F-β ,  其
既有促进肝脏纤维组织沉积的作用也有免疫

抑制作用, 免疫抑制作用表现在抑制T细胞增

殖、抑制CTL成熟, 抑制IL-2、IFN-γ等细胞

因子的产生、抑制多型核细胞和血管内皮的

炎性反应等. Dong e t a l [73]发现, HBV转基因

感染引起的小鼠肝纤维化中 ,  肝组织中细胞

因子I L-10明显高于正常 ,  而I L-2与I F N-γ则

下降. Lou i s e t a l [74]给Ba lb/c小鼠每周1次注

射刀豆蛋白A, 发现在注射第2次时, 血清IL-2
和I F N-γ水平升高 ,  但从第3次注射后迅速降

低, 而IL-10水平在注射20 wk后比第1周上升

7倍 ,  同时出现明显肝纤维化 ,  而裸鼠则在注

射6  w k后仍未出现任何纤维化改变 ,  强烈提

示T h1 /T h2在肝纤维化的发病机制中有重要

作用 .  I L-10能下调特定的免疫应答 ,  他可抑

制T细胞炎性趋化, 从而减轻炎性因子对肝细

胞的损害 ,  调节肝细胞增生以及抑制肝纤维

化; 但同时IL-10作为一种免疫下向调节因子, 

■同行评价
本文综述了慢性
乙型肝炎的Th细
胞亚群及相关细
胞因子网络失衡, 
文章内容较丰富, 
科学性较高, 带有
普及性的特点, 具
有一定的实际应
用价值 .
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 可以抑制Th1活性, 抑制IFN-γ与IL-2分泌. 研
究表明 ,  I F N-γ是一种很强的抗纤维化因子 , 
可显著抑制细胞外E C M合成 ,  同时促进胶原

降解 [75-78]. 因此, 肝纤维化的发生可能是体内

T h1 /T h2相关因子合成谱失调及多种细胞因

子通过旁分泌或自分泌影响靶细胞异常代谢

的结果 ,  众多免疫因子通过调节肝细胞及星

状细胞促进或抑制肝纤维化的形成和发展.

5  Th细胞亚群、细胞因子与肝细胞癌

慢性H B V感染患者T h1/T h2细胞及细胞因子

网络的失衡与肝癌的发生与发展有着十分密

切的关系[79-80]. 曹志新 et al [81]研究发现, 人肝

癌组织中T h1类细胞因子表达弱, T h2类细胞

因子表达强, 呈现T h2细胞因子表达模式, 肝
癌组织局部微环境处于免疫抑制状态 ,  肿瘤

细胞易发生免疫逃逸. 陈群 e t a l [82]、孙晓玲

et al [83]研究发现, 原发性肝癌患者血清和血单

个核细胞培养液中TNF含量均明显升高, TNF
导致机体细胞因子网络调节紊乱, 过量的TNF
不仅可以抑制IgG和IgM的产生, 而且影响某

些克隆细胞的分化, 使T细胞不能对肿瘤细胞

发挥正常的免疫反应之效[84]. 研究表明, 肝细

胞肝癌时, 机体细胞免疫功能下降, 表现为淋

巴细胞减少和T细胞亚群及N K细胞的数量与

功能的异常, 血清IL-2水平, CD4+/CD8+比值

明显低于正常人群, 而SIL-2R, IL-6, TNFa, 
IL-10水平则较正常人明显为高 [85-88]. HBV相

关性肝硬化患者发生肝癌的机会很大 ,  有人

认为是由于Th2型细胞因子抑制Th1型细胞活

化, 使其不能产生有效的抗肿瘤免疫. TGF-β1
是控制肝脏细胞生长和增殖的重要细胞因子, 
但发现在肝细胞癌患者肝组织中, T G F-β1的
表达不是减弱而是增强. 许佳平 e t a l [89]测定

了119例急、慢性肝炎、肝硬化、肝癌患者

TGF-β1的含量, 结果显示肝癌患者TGF-β1水
平明显高于其他各组, 5例肝癌患者经治疗后

1个月内TGF-β1水平较治疗前有明显降低. 
总之, Th细胞亚群和细胞因子网络失衡参

与了HBV感染后多种疾病状况的发生、发展. 
多种因素影响T h细胞增殖并且调节其亚型比

例, 细胞因子网络受到破坏, 在细胞因子介导

下便可造成肝脏等组织和器官的损害 ,  直接

或间接的影响到乙型肝炎的发病及其转归.
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中华医学会第七次全国消化系疾病学术会议征文通知

本刊讯  中华医学会消化病学分会定于2007-05上旬在山东省济南市召开第七次全国消化系疾病学术会议. 现

将会议的征文内容及有关事项通知如下.

1  征文内容

消化系统疾病的流行病学、基础及临床(包括内镜诊断和治疗)研究. 因会议论文交流将按下列组别进行分会

场交流, 故务必请在下列8个组别中选择1个您认为适合的交流组别, 并在论文摘要的右下角上标明.(1)功能性

胃肠疾病及动力障碍性胃肠病(包括胃食管反流病); (2)幽门螺杆菌及其相关疾病; (3)胰腺疾病; (4)肝胆疾病; 

(5)胃肠道肿瘤; (6)炎症性疾病; (7)胃肠激素; (8)其他.

2  征文要求

请提供800字左右的中文摘要一份, 摘要内容包括: 目的、方法、结果、结论,注明作者的姓名、单位和邮

政编码. 并提供电脑打印稿(附软盘), 经所在的单位审查盖章后寄至中华医学会学术会务部刘亚君收(北京

东四西大街42号 邮编 100710), 信封上请注明会议名称. 请最好同时通过本次会议专用网站(网址: www.

assimilation2007.com)邮寄电子文稿和报名. 凡已在全国性学术会议上或全国公开发行的刊物上发表过的论文,

不予受理. 
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Abstract
AIM: To purify a new protease from the 
clamworm Perinereis aibuhitensis Grube, and 
study its properties.

METHODS:  After homogenization, Superdex-75 
chromatography, MonoQTM chromatography, 
and SP-Sepharose 4B chromatography were 
used ordinally to purify the protease from the 
clamworm Perinereis aibuhitensis Grube. A new 
gelatin zymography method was used to study 
the proteolytic activity of the protease: protease 
separated by non-reductive SDS-PAGE was elec-
trophoretically transferred to a gel containing 
gelatin, and the proteolytic activity of the prote-
ase was determined by the clear zone of the elec-
trophoretic protein band. The effect of pH value, 
temperature, protease inhibitor, organic solvents 
and metal ions on the proteolytic activity of the 
protease was studied.

RESULTS: After purification, one kind of protease 
was obtained, which showed two protein bands 
with molecular weights of 34 900 and 33 900 sepa-
rately by reductive SDS-PAGE, while three bands 
with molecular weights of 65 600, 57 900, and 43 
500 separately by non-reductive SDS-PAGE. Gela-
tin zymography showed that the proteolytic activ-
ity mainly appeared around the band of Mr 66 000. 
The protease was stable and displayed high proteo-
lytic activity within the range of pH 8 to 10 and at 
20 - 35℃ It was strongly inhibited by phenylmethyl 
sulfonyl fluoride (PMSF), while stable in the pres-
ence of organic solvents.

CONCLUSION: The protease is composed of 
two subunits, whose molecular weights are 
33 900 and 34 900, respectively. Gelatin zymog-
raphy is sensitive and effective in studying the 
proteolytic activity of proteases.

Key Words: Purification; protease; Perinereis 
aibuhitensis Grube; properties

Wang JC, Zhao F, Li RG, Wang B. Purification and 
properties of the protease from Perinereis aibuhitensis 
Grube. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(8):800-806

摘要
目的: 纯化双齿围沙蚕(Perinereis aibuhitensis 
Grube)蛋白酶, 并对其性质进行研究. 

方法: 将沙蚕匀浆液先后进行Superdex-75凝
胶柱层析、MonoQTM阴离子交换柱层析及SP-
Sepharose 4B阳离子交换层析进行纯化. 将经
过非还原性SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳的蛋白
酶电转移至含明胶的SDS-聚丙烯酰胺凝胶中, 
通过观察明胶的分解来确定电泳条带的蛋白
酶活性. 对纯化后蛋白酶的最适pH值, 热稳定
性, 最适温度, 蛋白酶抑制剂的影响, 有机溶剂
的稳定性, 金属离子对酶活性的影响等性质进
行了测定. 

结果: 纯化后得到的一种蛋白酶, 还原性SDS-
PAGE显示纯化的蛋白酶为两条带, 分子量分
别为M r 34 900和M r 33 900, 而非还原性SDS-

■背景资料
沙蚕广泛分布在
我国沿海, 但目前
国内外对沙蚕药
用价值的开发和
利用却并不多见. 
同属环节动物的
蚯蚓中提取的蚓
激酶已经作为溶
栓药品推向了市
场, 本研究从双齿
围沙蚕中分离纯
化出了一种蛋白
酶. 
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PAGE出现了分子量分别为M r 65 600、M r 
57 900、M r 43 500的三条蛋白带, 明胶蛋白酶
活性图谱检测显示酶活性主要在约M r 66 000
处. 该蛋白酶具较好的热稳定性, 在pH 8-10和
20-35℃的情况下有较高活性. PMSF对该酶有
较强抑制作用, 而有机溶剂对该酶没有明显的
影响.

结论:  该蛋白酶由两个通过二硫键连接在
一起的亚基构成, 两亚基的分子量分别为M r 
33 900和M r 34 900; 本文所采用的新的明胶
蛋白酶活性图谱检测法是一种非常灵敏和有
效的蛋白酶活性检测方法.

关键词: 纯化; 蛋白酶; 纯化双齿围沙蚕; 性质

汪靖超, 赵峰, 李荣贵, 王斌. 双齿围沙蚕蛋白酶的纯化及其性

质.  世界华人消化杂志  2007;15(8):800-806
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0  引言

双齿围沙蚕(Perinereis aibuhitensis  Grube)属环节

动物, 俗称海蜈蚣、青虫, 广泛分布在我国沿海

滩涂, 平常被用作钓饵和对虾养殖的优质饵料[1]. 
关于沙蚕的性质研究, 很多学者也进行了大量的

工作[2-5], Takahashi et al [6]从沙蚕中分离出了多种

具有生物活性的多肽, 这些多肽对环节动物的

食管具有较强的收缩作用, Takahashi认为, 可以

开发为新型胃动力药; Pan et al [7]从双齿围沙蚕

体内分离出了具有广谱抗菌活性的一种抗菌肽; 
Li et al [8]从双齿围沙蚕体内克隆出了一种蛋白酶

的cDNA, 插入表达载体后转化大肠杆菌, 得到

了重组的沙蚕蛋白酶; 张伟云 et al [9]从沙蚕体内

分离出了一种蛋白酶. 我们从双齿围沙蚕体内

分离纯化了一种蛋白酶, 具酪蛋白酶活性, 有望

开发为一种新型的助消化药物. 我们在实验过

程中还对传统的明胶蛋白酶图谱检测方法进行

了改进. 

1  材料和方法

1.1 材料  双齿围沙蚕产于山东青岛 .  Ä K TA 
Purifier、SP-Sepharose 4B树脂为Amersham 
Biosciences产品, Superdex-75 树脂、MonoQTM阴

离子交换树脂为Pharmacia公司产品, 其他试剂均

为国产分析纯. 
1.2 方法
1.2.1 沙蚕蛋白酶的分离纯化 称取约5 g新鲜活

沙蚕, 加入25 mL TRIs-HCl缓冲液(20 mmol/L, 

p H8.0) ,  组织匀浆机中匀浆 ,  匀浆液于高速

冷冻离心机中10 000 g 离心30 m i n, 取上清

液. 以20 mmol/L TRIs-HCl缓冲液(pH8.0)平
衡Superdex-75凝胶柱(1.6 cm×60 cm), 上样

2 m L上清液 ,  用同样的缓冲液洗脱 ,  流速设

置为0.5 mL/min, 分部收集器收集, 每管3 mL, 
280 nm处检测. 取峰值样品进行蛋白酶活性检

测. 将凝胶过滤后收集的Ⅳ号峰样品进一步经

过MonoQTM阴离子交换树脂分离纯化, 首先用

TRIs-HCl缓冲液(20 mmol/L, pH8.0)平衡层析

柱, 取样品20 mL上样, 以含0.01-0.5 mol/L NaCl
的相同缓冲溶液进行NaCl连续梯度洗脱, 流速

0.5 mL/min, 分部收集器自动收集, 每管0.5 mL, 
280 n m处检测. 取峰值样品进行蛋白酶活性

检测. 取SP-Sepharose 4B树脂100 μL于1.5 mL 
eppendorf管中, 用TRIs-HCl (20 mmol/L, pH8.0)
缓冲液平衡树脂. 将500 μL上一步中收集的第

22管样品稀释至1 mL, 加入平衡好的树脂, 充
分悬浮后低速离心, 弃上清. 再依次用250 μL含
0.1, 0.2, 0.25, 0.3, 0.45 mol/L NaCl的TRIs-HCl 
(20 mmol/L, pH8.0)洗脱缓冲液进行不连续梯度

洗脱, 每次洗脱后均低速离心, 收集上清, 并进

行蛋白酶活性检测. 
1.2.2 蛋白酶活性的测定 20 mL TRIs-HCl缓冲液

(20 mmol/L, pH8.0)中加入0.2 g琼脂糖、0.3 g脱
脂奶粉, 混匀, 加热煮沸, 倒平板, 静置冷却, 用
打孔器在平板上打直径约3 mm的孔. 在每个孔

中点样20 μL蛋白酶样品, 于28℃恒温培养箱中

保温12 h, 测量透明圈垂直的两直径, 取两值的

乘积. 
1.2.3 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE) 配
制150 g/L的SDS-聚丙烯酰胺凝胶(50 g/L浓缩胶, 
150 g/L分离胶)对蛋白样品进行电泳[10], 考玛斯

亮蓝R-250染色, 电泳时分别使用还原与非还原 
(不含β-巯基乙醇)的载样缓冲液, 观察条带位置

与数目的变化. 
1.2.4 聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE) 配置150 g/L
的聚丙烯酰胺凝胶对样品进行电泳, 观察并记

录条带的数目, 与上述SDS-PAGE结果进行比较

分析. 
1.2.5 明胶蛋白酶图谱检测 制备150 g/L的SDS-
聚丙烯酰胺凝胶一块(含1 g/L明胶), 待用. 配制

SDS-聚丙烯酰胺凝胶(50 g/L浓缩胶, 150 g/L分
离胶), 取分离纯化的蛋白酶样品1 μL, 加15 μL
非还原性载样缓冲液(不含β-巯基乙醇), 进行

SDS-PAGE. 电泳后取下凝胶, 浸在印迹缓冲

■研发前沿
关于沙蚕蛋白酶
的研究国内外目
前都较少, 沙蚕蛋
白酶有相当大的
开发前景和空间, 
其药理、毒理、
临床反应等方面
的研究是本领域
的研究热点. 
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■相关报道
Li et al从双齿围
沙蚕体内克隆出
一 种 蛋 白 酶 的
cDNA, 插入表达
载体后转化大肠
杆菌, 得到了重组
的沙蚕蛋白酶; 利
用分子生物学技
术, 克隆出沙蚕蛋
白酶的基因, 利用
基因工程菌发酵
生产重组沙蚕蛋
白酶, 这种途径可
以大量、持久的
得到沙蚕蛋白酶.

液(25 mmol/L TRIs-HCl, 192 mmol/L甘氨酸, 
200 mL/L甲醇, pH8.3), 120 mA恒流条件下电转

移1 h, 将凝胶中的蛋白转印至已制备好的含1 g/L
明胶的SDS-聚丙烯酰胺凝胶中. 蒸馏水冲洗后

浸入复性缓冲液(50 mmol/L TRIs-HCl, 25 g/L 
TritonX-100, pH 8.0), 室温振荡30 min(期间更换

一次复性缓冲液), 倒掉复性缓冲液, 加入培育

缓冲液(TRIs-HCl, 50 mmol/L, pH7.5, 5 mmol/L 
CaCl2, 200 mmol/L NaCl), 28℃温育约3 h. 然后

用考玛斯亮蓝R-250染色液充分染色, 脱色后观

察电泳条带的蛋白酶活性. 
1.2.6 蛋白酶性质的研究 沙蚕蛋白酶的最适pH
值: 以pH3.0-pH10.0的缓冲液(pH3.0-pH6.0为
NaAC-HAC缓冲液, pH7.0-pH10.0为TRIs-HCl
缓冲液)配制蛋白平板测蛋白酶活性. 沙蚕蛋白

酶的最适温度: pH8.0的蛋白平板, 加样后20℃, 
25℃, 30℃, 35℃, 40℃下保温4 h, 测蛋白酶活性. 
沙蚕蛋白酶的热稳定性: 将纯化的沙蚕蛋白酶

置于10-80℃的水浴中保温30 min, 4℃下静置片

刻, 测蛋白酶活性. 蛋白酶抑制剂的影响: 选用

丝氨酸蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟(PMSF). 测
PMSF终浓度分别为2.5, 5, 10, 20 mmol/L的纯

化蛋白酶的酶活性. 沙蚕蛋白酶对有机溶剂的

稳定性: 在纯化的沙蚕蛋白酶样品中分别加入3
倍体积的甲醇、1,2-丙二醇、正己烷、丙酮4℃
保存, 每10 d取样一次, 测蛋白酶活性. 金属离

子对酶活性的影响: 检测Zn2+, Cu2+, Mn2+, Fe2+, 
Ni2+, K+, Ca2+, Mg2+ 8种金属离子对沙蚕蛋白酶

活性的影响. 

2  结果

2.1 沙蚕蛋白酶粗酶的提取 沙蚕经匀浆后, 匀
浆上清液滴加到含脱脂奶粉的平板上, 28℃放

置12 h后, 滴样孔周围有明显的透明圈(图1), 说
明沙蚕匀浆上清液有酪蛋白水解活性, 所以断

定沙蚕粗提液中有能水解酪蛋白的蛋白酶.
2.2 蛋白酶纯化
2.2.1 凝胶过滤柱层析 沙蚕匀浆上清液经Su-
perdex-75凝胶层析分离后, 共有9个紫外吸收

峰(图2), 经蛋白平板检测Ⅳ号吸收峰的样品有

明显蛋白酶活性, 对照管数合并Ⅳ号吸收峰样

品, 进行阴离子交换层析.
2.2.2 阴离子交换柱层析 经MonoQTM阴离子交

换树脂进一步分离纯化, 结果见图3. 经蛋白平

板检测12-28号管中样品有活性, 对应的相对电

导率(cond%)范围为3.2%-23.7%, 其中22号管中

的样品酶活性最高(图3中箭头所示). 取22号管

样品再进行阳离子交换层析.
2.2.3 阳离子交换层析 经SP-Sepharose 4B阳离子

交换层析后发现, 未与SP-Sepharose 4B树脂结合

的流出液有明显的蛋白酶活性, 而由各浓度盐

离子洗脱下的蛋白样品并没有水解酪蛋白平板

的蛋白酶活性(图4). 这说明该蛋白酶在pH8.0的
缓冲液中带有负电荷. 
2.3 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 经以上多步

纯化后, 还原性SDS-PAGE显示纯化的蛋白酶

为分子量分别为M r34 900和M r 33 900的两条带

(图5, 2), 两条带靠的很近且条带很弱. 我们怀

疑这两条带是纯化出的蛋白酶的两个亚基, 在
电泳过程中, 两亚基分开, 所以显为两条带. 为
了研究还原性SDS-PAGE电泳中M r 34 900和M r 
33 900的两条带是独立的两个蛋白质, 还是一

个蛋白质的两个亚基, 我们又进行了非还原性

SDS-PAGE. 结果显示, 在M r 35 000分子量左右

并没有再出现蛋白质条带, 而出现了分子量分

别为M r 65 600、M r 57 900、M r 43 500的3条蛋

白带(图5, 3). 将纯化的蛋白酶在4℃保存10 d后, 

图  1  沙蚕匀浆上清液的蛋白水解酶活性. 1: 沙蚕匀浆上清
液; 2: 对照.
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图  2  Superdex-75凝胶过滤层析洗脱曲线.
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■创新盘点
本文提纯的蛋白
酶是一种新型的
蛋白酶, 同时本文
还创新的使用了
一种新的检测蛋
白酶活性的明胶
蛋白酶活性图谱
检测法.

再次进行非还原性SDS-PAGE, 结果显示, (图
5, 3)中的两条大分子量蛋白条带均减弱, 只在

M r40 000左右有一条清晰蛋白条带(图5, 4). 在
进行非还原SDS-PAGE时, 使用的载样缓冲液

中不添加β-巯基乙醇, 并且上样样品不进行煮

沸处理, 因此蛋白间的二硫键不能被打开, 以二

硫键相连的亚基也不会分开, 既然非还原SDS-
PAGE电泳图中没有还原SDS-PAGE电泳图分子

量为M r 35 000左右的两条带, 而是出现了分子

量更大的条带, 所以我们推断, 还原SDS-PAGE
电泳图谱中M r 34 900和M r 33 900的两条带不

应该是两个独立的蛋白, 而应该是一个蛋白质

的两个亚基 ,  这个蛋白质的分子量应当在M r 

60 000-70 000之间. 非还原性SDS-PAGE图谱中

出现了3条蛋白条带, 而保存10 d后再次进行的

非还原SDS-PAGE图谱中仅剩一条分子量约为

M r 40 000的条带. 这两次电泳出现的差异我们

认为可能是由于蛋白酶发生降解而引起的结果.
2.4 聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)检测 聚丙烯

酰胺凝胶电泳检测图谱见图6, 与非还原SDS-
PA G E(图5, 3-4)的结果基本吻合 .  为了探讨

M r57 900与M r 43 500两条带的出现是否是由于

肽链间弱相互作用(如疏水性相互作用)的结果, 
我们又进行了聚丙烯酰胺凝胶电泳, 聚丙烯酰

胺凝胶电泳体系(电极缓冲液、凝胶、载样缓冲

液)中没有SDS, 并且载样缓冲液中也不添加β-
巯基乙醇, 因此蛋白经聚丙烯酰胺凝胶电泳时

既不会打开二硫键, 也不会破坏亚基间的疏水

性的相互作用, 电泳结果与非还原SDS-PAGE的
结果基本吻合, 可以推断在蛋白亚基之间除二

硫键以外并不存在疏水相互作用等弱连接. 对
于M r  57 900与M r 43 500两条带出现原因, 我们

推测可能是由于蛋白酶降解造成的. 
2.5 明胶蛋白酶图谱检测 非还原SDS-聚丙烯酰

胺凝胶电泳后, 将蛋白电转移到含明胶的聚丙

烯酰胺凝胶上, 检测蛋白条带的明胶蛋白酶活

性, 结果见图7. 刚纯化出的蛋白(图7, 2), 其酶

活性只在约M r 66 000处, 但随蛋白保存时间的

延长, 出现了分子量小于M r 66 000的有酶活性

的蛋白带(图7, 3-4), 尽管保存10 d后的蛋白在

非还原SDS-PAGE、PAGE中均只显示为一条

带, 但由于明胶蛋白酶图谱检测法的敏感性, 仍
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图  3  阴离子交换柱层析洗脱曲线和蛋白酶活力曲线. 1: 活
性区域(12-28管); 2: 百分电导率(cond%); 3: 活性曲线.

1 2

图  4  阳离子交换层析后活性对比.  1:  样品流出液; 2: 
0.3  mol/L NaCl洗脱下的蛋白样.

图  5  纯化蛋白酶的SDS-PAGE分析. 1: 标准蛋白; 2: 还原
SDS-PAGE; 3, 4: 非还原SDS-PAGE; 5: 沙蚕全蛋白.

 1           2       3

图  6  聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE). 1: 标准蛋白; 2: 蛋白酶
样品; 3: 保存10 d后蛋白酶.
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可显现出M r  66 000与M r 57 900左右的两条带

来, 此时M r 66 000处条带明显变弱, 小分子量蛋

白增多(图7, 4). 至此, 我们断定M r  57 900和M r  

43 500的两条带是由M r 65 600的蛋白自溶产生

的, 该蛋白由M r  34 900和M r  33 900的两个亚基

组成. 蛋白酶的分子量约为M r 65 600, 也与该蛋

白在凝胶过滤层析中的出峰位置(图2)基本吻

合. 在最初进行明胶蛋白酶活性图谱检测时, 我
们是参照文献[11]中介绍的方法进行的: 将蛋白

样品直接在含1 g/L明胶的SDS-聚丙烯酰胺凝

胶上进行电泳, 然后复性、温浴、考玛斯亮蓝

R-250染色、脱色. 但效果并不好, 这是由于该

蛋白酶的活性非常高, 伴随着电泳的进行蛋白

酶已将凝胶板中的明胶水解, 活性染色时从加

样孔至蛋白条带间出现大片的白色区域, 且分

辨不清不同的蛋白条带, 我们也尝试了用冰浴

法进行电泳、减少蛋白酶的上样量、缩短温浴

时间等多种方法, 试图降低电泳时蛋白酶对明

胶的分解, 但效果并不显著. 后来受Western blot
实验原理的启发, 我们创造性的采用了电转移

法来进行蛋白酶活性检测. 结果证明用该方法

检测蛋白酶活性, 一方面避免了在电泳过程中

蛋白酶就对明胶进行分解, 影响了最终结果的

观察, 同时用该方法检测蛋白酶活性也极为敏

感, 对条带的分辨率很高(图7). 
2.6 沙蚕蛋白酶性质的研究 pH值对沙蚕蛋白酶

活性的影响见图8, 沙蚕蛋白酶属碱性蛋白酶, 在
碱性条件下有较高活性, 而在中性和酸性条件下

活性较低, 最大酶活的pH值为8.5. 沙蚕蛋白酶在

20-35℃间都有较高活性, 最适温度为30℃, 随着

温度的升高, 酶活下降较快(图9). 沙蚕蛋白酶在

不同温度下保温30 min后的酶活性见图10, 该沙

蚕蛋白酶有较好的热稳定性, 60℃处理30 min
对酶活性并没有影响, 70℃时酶活性才有显著

降低, 80℃时酶则完全失活. PMSF对沙蚕蛋白

酶具有明显的抑制作用(图11), 随PMSF浓度的

升高抑制作用逐步加强, 20 mmol/L的PMSF能
对此酶完全抑制. 这同时表明该沙蚕蛋白酶属

于丝氨酸蛋白酶家族. 实验用各有机溶剂对沙

蚕蛋白酶的稳定性并没有显著的影响(图12), 沙
蚕蛋白酶对有机溶剂有较好的稳定性. 金属离

子对沙蚕蛋白酶活性的影响见表1, Zn2+的存在

对沙蚕蛋白酶有明显抑制作用, 随离子浓度的

升高抑制作用也明显加强. Cu2+对沙蚕蛋白酶活

性有一定抑制作用, 但离子浓度升高时, 抑制作

用并不显著. Mn2+、Ni2+、K+对沙蚕蛋白酶活性
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图  7  蛋白酶活性染色. 1: 标准蛋白; 2-4: 保存0, 5, 10 d后
的蛋白酶.
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图  8  pH对沙蚕蛋白酶活性的影响.
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图  9  温度对沙蚕蛋白酶活性的影响.
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图  10  沙蚕蛋白酶的热稳定性.

■名词解释
明胶蛋白酶活性
图谱检测法: 为了
检测电泳蛋白条
带的蛋白酶活性, 
将电泳后的蛋白
电转移至含明胶
的聚丙烯酰胺凝
胶中, 考玛斯亮蓝
R-250染色后观察
电泳条带的蛋白
酶活性.
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有微弱的抑制作用, Fe2+、Ca2+对沙蚕蛋白酶活

性则完全没有影响, 而Mg2+在低离子浓度的情

况下对沙蚕蛋白酶有激活作用. 

3  讨论

近年来, 蛋白酶及其抑制剂已成为研究热点. 众
多研究表明, 蛋白酶在许多重要的生命活动过

程中发挥着十分重要的作用. 蛋白酶参与蛋白

质的水解、消化、血液凝固与血栓溶解、血管

形成、炎症、受精以及细胞生长和维持细胞的

形态等. 蛋白酶及其抑制剂与许多疾病的发病

机制有关, 在人类疾病的治疗与诊断中也发挥

着重要的作用[12-15]. 
沙蚕与蚯蚓同属环节动物 ,  人们对从蚯

蚓中提取的蚓激酶已经做了大量的研究 [16-21], 
并作为溶栓药品推向了市场 [22].  沙蚕虽然广

泛分布在我国沿海 ,  但目前国内外对沙蚕药

用价值的开发和利用却并不多见 .  我们采用

Superdex75凝胶过滤柱层析、MonoQTM阴离子

交换柱层析、SP-Sepharose 4B阳离子交换柱层

析等方法从双齿围沙蚕中分离纯化出了一种蛋

白酶, 该蛋白酶有很强的体外水解酪蛋白活性, 
有较好的热稳定性, 有机溶剂对该酶没有明显

的影响. 该蛋白酶有望开发为一种新型溶栓药

物或新型的助消化药物.
我们推断, 本次纯化的蛋白酶由两个亚基

组成, 两亚基的分子量分别约为M r 33 900和M r  
34 900, 两亚基间通过二硫键相连. 张伟云 et al [9]

曾从双齿围沙蚕中提取出一种沙蚕纤溶酶, Li 
e t a l [8]从双齿围沙蚕体内克隆出一种蛋白酶的

cDNA, 插入表达载体后转化大肠杆菌, 得到了

重组的沙蚕蛋白酶,  但他们所得蛋白酶的分子

量与我们提纯的蛋白酶分子量并不相同, 所以本

文所报道的双齿围沙蚕蛋白酶是一种新型的蛋

白酶. 在实验中进行明胶蛋白酶活性图谱检测

时, 我们先是参照Noritaka et al [11]的方法进行的, 
但由于该蛋白酶的活性非常高, 该方法并不可

行, 后来我们创新性的采用了电转移法来进行蛋

白酶活性检测. 结果证明我们的方法极其灵敏, 
检出限极低, 是一种检测蛋白酶活性与纯度的好

方法. 下一步我们将深入研究该蛋白酶的功能, 
对其进行药理、毒理、临床反应等方面的研究, 
为其作为一种新型药物的应用奠定基础.
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• 消息 •

全国消化及消化内镜诊断与治疗进展学术研讨会征文启事

本刊讯  为提高我国消化内镜诊疗技术的整体水平, 《中华消化内镜杂志》编辑部拟于2007-08在新疆乌鲁木

齐市召开“全国消化及消化内镜诊断与治疗进展学术研讨会”, 邀请消化和消化内镜专家作有关专题学术报

告. 会议将出论文汇编, 并授予继续教育Ⅰ类学分, 《中华消化内镜杂志》将择优刊登应征论文.

1  征文内容

包括消化系统疾病的内镜(食管镜、胃镜、十二指肠镜、小肠镜、大肠镜、肠道镜、腹腔镜、超声内镜等)
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Abstract
AIM: To investigate effects of lactobacillus 
bulgaricus (LBG) on the levels of phosphorylated 
p 3 8 m i t o g e n - a c t i v a t e d p r o t e i n k i n a s e 
(P-p38MAPK) and apoptosis index (AI) in 
gastric cancer cell line SGC-7901 treated with 
lipopolysaccharide of H pylori Sydney strain 1 (H 
pyloriSS1-LPS).

METHODS: Human gastric cancer cell line 
SGC-7901 was treated with H pyloriSS1-LPS at 
the concentration of 2.5×103, 2.5×104, 2.5 ×105 
EU/L, respectively, after pretreatment for 1 hour 
with 10 μmol/L SB203580 (blocker of p38MAPK) 
or 1×1013 CFU/L LBG. The level of P-p38MAPK 
was analyzed by immunocytochemistry after 2 
hours of H pyloriSS1-LPS treatment. The cell ac-

tivity was detected by MTT assay after 4, 5 and 6 
hours of treatment, and the apoptosis was mea-
sured by flow cytometry at the 6th hour.

RESULTS: H pyloriSS1-LPS inhibited cell activ-
ity (0.164 ± 0.028 vs 0.622 ± 0.068, P < 0.05) and 
up-regulated the level of P-p38MAPK (79.771 
± 1.424 vs 4.075 ± 0. 135, P < 0.01) and AI value 
(10.000% ± 0.510% vs 4.175% ± 0.206%, P < 
0.05) in a dose-dependent manner. The level 
of P-p38MAPK and AI value in SGC-7901 cells 
were not significantly different between LBG 
pretreatment group and the controls, and the 
cell activity and AI value were not markedly 
different between SB203580 pretreatment group 
and the controls.

CONCLUSION: H pyloriSS1-LPS may induce 
the apoptosis of SGC-7901 cells by activating the 
phosphorylation of p38MAPK, while LBG can 
prevent H pyloriSS1-LPS-induced apoptosis of 
SGC-7901 cells by inhibiting the phosphoryla-
tion of p38MAPK.

Key Words: Lactobacillus ; Helicobacer pylori ; Li-
popolysaccharide; SGC-7901; p38 mitogen-activat-
ed protein kinase; Cell apoptosis

Z h o u  C ,  M a  H S .  E f f e c t s  o f  l a c t o b a c i l l u s  o n  o f 
phosphorylated p38 mitogen-activated protein kinase 
and apoptosis index in SGC-7901 cells treated with 
lipopolysaccharide of Helicobacer pylori. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(8):807-812

摘要
目的: 探讨保加利亚乳酸杆菌(lactobacillus 
bulgaricus , LBG)对幽门螺旋杆菌悉尼株脂多
糖(H pylori SS1-LPS)作用下SGC-7901细胞的
p38有丝分裂原活化蛋白激酶(p38MAPK)磷
酸化水平和凋亡率的影响. 

方法: 使用LBG(1×1013 CFU/L)或p38MAPK
通路阻滞剂S B203580(10 μ m o l/L)预处理
SGC-7901细胞, 1 h后分别加入2.5×103, 2.5×
104, 2.5 ×105 EU/L的H pylori SS1-LPS, 干预
2 h后使用免疫细胞化学方法检测各组细胞磷
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■背景资料
正常胃黏膜上皮
细胞自我更新极
快, 并始终维持凋
亡与增殖的动态
平衡, 以保持黏膜
上皮的正常结构
与功能. H pylori
感染诱导上皮细
胞过度凋亡 ,  是
H pylori促使胃黏
膜发生一系列病
理变化的重要途
径. 其中,  H pylori-
L P S起了重要作
用 ,  他主要通过
激活 p 3 8 M A P K
通路,生成P-p38-
MAPK, 进而诱导
胃黏膜上皮细胞
凋亡.



酸化p38MAPK(P-p38MAPK)的水平, 4, 5, 6 h
后使用MTT法检测细胞活性, 6 h后使用流式
细胞仪检测各组细胞凋亡率. 

结果: 与对照组比较, H py lo r i SS1-LPS直
接干预后, S G C-7901细胞的活性明显下降
(0.164±0.028 vs  0.622±0.068, P <0.05), 凋
亡率(10.000%±0.510% vs  4.175%±0.206%, 
P <0.05)和P-p38MAPK水平明显上升(79.771
±1.424 vs  4.075±0. 135, P <0.01), 呈剂量
依赖性 ;  L B G预处理各组的细胞凋亡率和
P-p38MAPK水平无明显改变; SB203580预处
理各组的细胞活性和细胞凋亡率无明显改变.

结论: H pylori SS1-LPS可诱导SGC-7901细胞
凋亡, 其机制可能包括诱导生成P-p38MAPK; 
而LBG能对抗H pylori SS1-LPS的促凋亡作用, 
其机制可能抑制H pylori SS1-LPS诱导生成
P-p38MAPK.

关 键 词 :  乳酸杆菌;  幽门螺旋杆菌;  脂多糖; 

SGC7901细胞; p38丝裂原活化蛋白激酶; 细胞凋亡 
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0  引言

体内体外的研究显示[1-16]: H pylori感染能诱导胃

黏膜上皮细胞凋亡, 进而削弱黏膜屏障功能, 促进

胃炎、胃溃疡的发生, 并增加胃黏膜上皮细胞的

丢失, 促进向萎缩性胃炎的演进, 上调上皮细胞的

代偿性增殖, 增加发生胃腺癌的风险. 幽门螺旋杆

菌脂多糖(lipopolysaccharide of Helicobacter pylori , 
H pylori -LPS)其中起了重要作用, 他主要通过激活

p38MAPK通路, 生成P-p38MAPK, 进而诱导胃黏

膜上皮细胞凋亡[15,17-19]. 最近研究显示[20-27], 乳酸

杆菌能明显抑制H pylori的生长繁殖、黏附定植

和毒素生成能力, 抑制H pylori诱导的细胞因子

和炎症介质的生成. 但是, 目前尚未见到关于乳

酸杆菌是否能阻止H pylori -LPS对胃黏膜上皮细

胞的诱导凋亡作用的研究报道. 本研究旨在通

过体外试验, 研究LBG是否能抑制H pylori -LPS
诱导的胃黏膜上皮细胞凋亡以及p38MAPK磷酸

化途径在其中所起的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 H pylori SS1, LBG及人胃腺癌上皮细
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胞株S G C7901均由四川大学公共卫生学院医

检教研室提供 .  M R S培养基粉、空肠弯曲菌

培养基粉购自江苏宜兴市永信生物有限公司. 
RPMI1640培养液购自成都哈里公司. LPS提取

试剂盒购自捷瑞生物工程(上海)有限公司(intron 
biotechnology公司生产); LPS定量检测试剂盒购

自上海伊华临床医学科技公司. SB203580购自

晶美生物(Alexis公司). 抗P-p38MAPK抗体购自

基因公司(Cell Signaling公司生产), 为兔抗人; 链
亲和素(streptavidin, SP)法免疫化学试剂盒购自

武汉博士德公司. 
1.2 方法
1.2.1 SGC-7901细胞的培养 常规复苏细胞后, 悬
液转入25 cm2培养瓶, 使用生长液(100 mL RPMI
培养液中, 加入100 kU/L青霉素、100 mg/L链霉

素, 并加入小牛血清至100 mL/L浓度制得)于含

50 mL/L CO2的37℃细胞培养箱中培养, 约48 h
换液一次, 细胞生长至覆盖约70%-80%培养瓶

底面时传代. 
1.2.2 LBG的培养 常规解冻复苏菌种后, 使用

MRS肉汤于37℃烛缸中培养24-48 h; 收集MRS
肉汤, 5000 r/min离心10 min, 弃上清, PBS重悬, 
比浊管调浓度到1×1010 CFU/mL, 5000 r/min离
心10 min洗涤两次后, 等量单纯RPMI1640重悬, 
为LBG菌液. 
1.2.3 H pylor i SS1的培养 常规解冻复苏菌种

后, 接种于含H pylori液体培养基的带侧口三角

烧瓶中, 使用换气法使瓶内为含50 mL/L O2、

100 mL/L CO2和850 mL/L N2的混合气, 置于振

荡培养箱中于37℃下, 约100 r/min振荡培养48 h. 
1.2.4 H pylori SS1-LPS的制备 完成1.2.3中步

骤后, 收集液体培养基, 4℃下, 10 000 g  离心

10 min, 弃上清, 所得沉淀菌团通过湿涂片及

革兰氏染色片的镜下观察和尿素酶、H2O2触

酶及氧化酶的生化反应鉴定, 确定为H pylori , 
其后参照LPS提取试剂盒说明书操作, 制得H 
pylori SS1-LPS原液. 
1.2.5 H pylori SS1-LPS原液浓度的测定 参照LPS
定量检测试剂盒说明书操作, 为基质显色法; 用
单纯RPMI1640稀释H pylori SS1-LPS原液, 获得

不同浓度LPS工作液. 
1.2.6 实验分组及各组预处理和干预过程 1 mg 
SB203580溶于133 μL DMSO中, 为20 000 μmol/L, 
用单纯RPMI1640按1∶2000稀释, 为10 μmol/L 
SB工作液. 采用3-4代培养细胞, 常规消化后, 分
别接种于96孔板、六孔板(内含盖玻片)、6 cm
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■研发前沿
近年来 ,  乳酸杆
菌、幽门螺杆菌
等组成的胃内微
生态系统是研究
的热点, 乳酸杆菌
制剂能从多个方
面对抗H pylori感
染 ,  但对于其中
所涉及的细胞信
号传导 ,  尤其是
MAPK通路的研
究较少, 这亦是目
前研究的热点之
一. 
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培养皿, 培养24 h后, 换用维持液同步化24 h后
进行实验. 分为: NC组(对照组, 不加任何预处理

及干预措施, 与其余各组同时测定实验数据)、
LPS1组、LPS2组及LPS3组(此3组中, 干预所用

H pylori  SS1-LPS的工作浓度分别为2.5×103, 25
×103和250×103 EU/L)、LBG-LPS1组、LBG-
LPS2组及LBG-LPS3组(此3组中, 上述LBG菌液

预处理细胞1 h后, 再使用H pylori  SS1-LPS干预, 
工作浓度分别为2.5×103, 25×103和250×103 
EU/L)、SB-LPS1组、SB-LPS2组及SB-LPS3组
(此3组中, 上述SB工作液预处理细胞1 h后, 再使

用H pylori  SS1-LPS干预, 工作浓度分别为2.5×
103, 25×103和250×103 EU/L). 
1.2.7 MTT法检测细胞活性 LPS1, LPS2及LPS3, 
SB-LPS1, SB-LPS2及SB-LPS3各组均干预4 h, 
5 h和6 h, 各组96孔板均在干预终止前4 h加入

MTT液50 μL/每孔继续培养, 干预终止时, 吸掉

原有液体, 每孔加入DMSO 100 μL, 振荡10 min, 
酶标仪490 nm波长测量A值. 
1.2.8 免疫细胞化学检测各组细胞P-p38MAPK
的水平 干预2 h后, 使用40 g/L PBS多聚甲醛固

定各组六孔板中的细胞爬片, 室温30 min, SP法
检测P-p38MAPK. 
1.2.9 流式细胞术检测各组细胞凋亡率 干预6 h
后, 消化各组6 cm培养皿中细胞, 收集细胞悬液, 
1000 r/min离心5 min洗涤2次, 1800 r/min离心

3 min洗涤2次, 加入4℃预冷的700 mL/L乙醇固

定30 min, 使用碘化丙啶(Propidium Iodide, PI)溶
液, 流式细胞仪上, 488 nm氩离子激光下, 对样

本进行检测, Multcycle DNA软件观察凋亡峰, 测
定凋亡峰的面积分析凋亡细胞百分数.
统计学处理  所有数据输入计算机利用

SPSS13.0软件进行统计分析. 计量资料用均数±

标准差表示, 主要用多个样本均数间两两比较

的One-Way ANOVA的LSD法及Tukey法. 检验水

准a = 0.05, 以P <0.05时, 认为具有统计学意义.

2  结果

2.1 MTT法检测细胞活性 以A值代表细胞活性. 
在同一时间点, H pylori  SS1-LPS直接干预各

组活性明显低于NC组(P <0.05), 且LPS1, LPS2, 
LPS3 3组活性逐渐降低(P <0.05), 各组活性随干

预时间的延长而逐渐降低(P <0.05); SB203580预
处理各组活性与同一时间点的NC组活性相比, 
均无明显变化(P >0.05)(表1).
2.2  流式细胞术检测各组细胞凋亡率  H p y-

lor i  SS1-LPS直接干预各组AI明显高于NC组

(P <0.05), LPS1, LPS2和LPS3 3组AI逐渐升

高(P <0.05); L B G预处理各组及S B203580预
处理各组A I与N C组A I相比 ,  均无明显变化

(P >0.05)(表2).
2.3 免疫细胞化学检测P-p38MAPK的水平 各
组每张爬片随机选取5个视野照像, 每张照片使

用Image-Pro Plus 5.0软件测量IOD值(integrated 
optical density, 积分吸光度), 以照片IOD值的均

数±标准差形式表示各组P-p38MAPK水平. H 
pylori  SS1-LPS直接干预各组P-p38MAPK水平

明显高于NC组(P <0.05), LPS1, LPS2, LPS3 3组
P-p38MAPK水平逐渐升高(P <0.05); LBG预处理

各组P-p38MAPK水平与NC组相比, 均无明显变

化(P >0.05)(表3, 图1).

3  讨论

既往的研究 [17]已经证实, H p y l o r i -L P S结合

于胃黏膜上皮细胞表面的Tol l样受体-4(To l l-
l ike receptor-4, TLR-4), 进而顺序激活白细

胞介素-1受体相关激酶(interleukin-1 receptor 
associated kinase, IRAK)、TNF受体相关因

子-6(tumor necrosis factor receptor associated 
factor-6, TRAF-6)、转化生长因子β活化激酶

1(transforming growth factor-β-activated kinase 
1, TAK1)、TAK1结合蛋白2/1(TAK1-binding 
protein 1/2,TAB2/1)、MAPK激酶3/6(mitogen-
activated protein kinase kinase 3/6, MKK3/6), 最
终磷酸化p38MAPK. Kawahara et al [18]的研究显

示, H pylori -LPS诱导生成的P-p38MAPK能激

活caspase-8, 进而促进细胞色素C的释放, 再激

活caspase-9、3, 诱导豚鼠胃黏膜上皮细胞凋亡. 
p38MAPK通路抑制剂SB203580并不阻断上游

激酶磷酸化p38MAPK, 而是结合于P-p38MAPK

■相关报道
相关报道显示 , 
H  p y l o r i - L P S
结合于胃黏膜
上皮细胞表面
的 T L R - 4 ,  激
活相关信号转
导 ,  诱导生成
P-p38MAPK, 通
过细胞色素C途
径促使细胞凋
亡 .而最近报道
显示 ,  乳酸杆菌
菌体蛋白或可
溶性分泌物能
抑制TNF-α等细
胞因子诱导的肠
上皮细胞凋亡 , 
其机制包括抑
制P-p38MAPK      
的生成.

aP<0.05 vs  NC组.

表  1  各组各干预时间点MTT法A 值

      

NC	  0.628±0.070   0.624±0.074    0.622±0.068

SB-LPS1	 0.588±0.056   0.590±0.065    0.592±0.068

SB-LPS2	 0.586±0.046   0.582±0.038	    0.585±0.056

SB-LPS3	 0.582±0.054   0.584±0.064	    0.576±0.046

LPS1	  0.434±0.056a  0.381±0.046a   0.338±0.038a

LPS2	  0.352±0.048a  0.304±0.042a	   0.262±0.035a

LPS3	  0.246±0.042a  0.202±0.032a	   0.164±0.028a

A 值
分组

      4 h                      5 h 	         6 h



www.wjgnet.com

810                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2007年3月18日    第15卷    第8期

的106位苏氨酸位点, 使P-p38MAPK丧失结合

ATP的能力, 进而不能磷酸化其下游因子来发挥

作用. SB203580预处理各组的P-p38MAPK水平

与对应各干预组相比, 并无明显差异. 
本研究显示, H pylori SS1-LPS通过促进

P-p38MAPK的生成进而抑制细胞活性及诱导

细胞凋亡. 这与之前的报道[15,18-19]一致. 在本实

验中, P-p38MAPK通过何种下游因子和机制介

导了SGC-7901细胞凋亡有待于进一步的研究. 
本研究还显示, LBG通过抑制H pylori -LPS诱导

P-p38生成的能力而抑制其诱导细胞凋亡的作

用. Yan et al [28]的研究表明, 乳酸杆菌活菌及其

培养上清液能阻止TNF-α, 干扰素γ(interferon-γ, 
IFN-γ)和IL-1α诱导小鼠结肠黏膜上皮细胞株

YAMC细胞发生凋亡, 其机制包括抑制3者诱导

P-p38MAPK生成的能力; 在乳酸杆菌的培养肉

汤中, 存在分子量分别为80 kDa和42 kDa的两

种蛋白质, 他们能阻止TNF-α、IFN-γ和IL-1α诱

导生成P-p38MAPK. 晚近的研究[29-30]证明了上

述机制的存在. 那么, LBG抑制P-p38MAPK生成

的机制是什么呢? 是LBG分泌物或菌体蛋白与

H pylori  SS1-LPS竞争TLR-4上的结合位点, 还

是通过激活其他通路进而抑制IRAK, TRAF-6, 
TAK1, TAB2/1及MKK3/6等位点? 还有待于进一

步的研究. 
进一步的研究应着眼于动物模型, 观察乳

酸杆菌在体内的作用, 并探讨与胃黏膜炎症的

关系; 并进行L B G培养上清液、热灭活L B G
等的相关作用研究, 进一步了解乳酸杆菌抑制

p38MAPK磷酸化的机制, 并能由此继续探讨乳

酸杆菌有益作用的分子生物学机制. 

aP<0.05 vs  NC组.

表  2  各组SGC-7901细胞凋亡率

      

NC

LBG-LPS1

LBG-LPS2

LBG-LPS3

SB-LPS1

SB-LPS2

SB-LPS3

LPS1

LPS2

LPS3

分组           AI(%)
1	      2	         3	          4

4.175±

0.206

4.350±

0.412

4.300±

0.082

4.625±

0.457

4.200±

0.141

4.375±

0.310

4.350±

0.480

7.050±

0.129a

7.975±

0.250a

10.000±       

  0.510a

aP<0.05,  bP<0.01 vs  NC组.

表  3  各组SGC-7901细胞免疫细胞化学IOD值的比较

      

NC

LBG-LPS1

LBG-LPS2

LBG-LPS3

LPS1

SB-LPS1

LPS2

SB-LPS2

LPS3

SB-LPS3

分组      IOD
1	      2	         3	          4

4.075±

0.135

4.538±

0.078

4.749±

0.067

4.973±

0.049

25.064± 

  1.107a

23.872±   

  0.986a

45.678± 

  0.512b

43.896± 

  0.674b

图  1  免疫细胞化学检测各组细胞P-p38MAPK水平(SP法, 
DAB显色×400).  A: NC组; B: LBG-LPS3组; C: LPS3组; D: 
SB-LPS3组; E: NC组; F: LBG-LPS2组; G: LPS2组; H: SB-
LPS2组; I: NC组; J: LBG-LPS1组; K: LPS1组; L: SB-LPS1组.

A B C D

E F G H

I J K L

79.771± 

  1.424b

78.456± 

  1.123b

■应用要点
本文有助于进一
步研究乳酸杆
菌抑制H pylori -
LPS诱导凋亡作
用的位点及其具
体成分.
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■名词解释
p38MAPK: p38有
丝分裂原活化蛋
白激酶 ,  是有丝
分裂原活化蛋白
激酶家族的一员, 
分子量为38 kDa, 
应 激 、 多 种 炎
症介质和细胞因
子及L P S等通过
各种信号途径使
p38MAPK磷酸化, 
P-p38MAPK可转
移进入细胞核, 磷
酸化多种转录因
子, 作用涉及细胞
因子的生成、细
胞的生长发育、
增殖分化和凋亡
等.



www.wjgnet.com

812                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2007年3月18日    第15卷    第8期

pylori by the oral administration of Lactobacillus 
salivarius as a probiotic in a gnotobiotic murine 
model. Am J Gastroenterol  1998; 93: 2097-2101

28	 Yan F, Polk DB. Probiotic bacterium prevents 
cytokine-induced apoptosis in intestinal epithelial 
cells. J Biol Chem  2002; 277: 50959-50965

29	 Tao Y, Drabik KA, Waypa TS, Musch MW, Alverdy 
JC, Schneewind O, Chang EB, Petrof EO. Soluble 

factors from Lactobacillus GG activate MAPKs 
and induce cytoprotective heat shock proteins in 
intestinal epithelial cells. Am J Physiol Cell Physiol 
2006; 290: C1018-C1030

30	 Resta-Lenert S , Barret t KE. Probiot ics and 
commensals reverse TNF-alpha- and IFN-gamma-
induced dysfunction in human intestinal epithelial 
cells. Gastroenterology  2006; 130: 731-746

             
电编  李琪  编辑  王晓瑜

■同行评价
本研究所做的工
作 在 体 外 水 平
证实了H py lo r i 
SS1-LPS可诱导
SGC-7901细胞凋
亡, 并对其机制在
已有的实验数据
基础上进行了推
测, 具有一定的学
术意义.
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Abstract
AIM: To investigate the influences of liposome-
mediated nuclear factor κB (NF-κB) decoy 
oligodeoxynucleotide (ODN) on the NF-
κB activation, inflammatory factor mRNA 
expression and pancreatic injury in rats with 
severe acute pancreatitis (SAP).

METHODS:  Except for those in sham operation 
group, the rest rats were injected with sodium 
taurocholate to establish the model of SAP, and 

then intravenously injected with naked ODN, 
liposome/decoy ODN complexes, liposome/
scrambled ODN complexes, and normal saline, 
respectively, 1 hour later. Four hours after injec-
tion, the NF-κB activity was analyzed by elec-
trophoretic mobility shift assay (EMSA), and 
the mRNA expression of intercellular adhesion 
molecule-1 (ICAM-1), interleukin-1α (IL-1α), 
IL-2, tumor necrosis factor-α (TNF-α) and vas-
cular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) were 
assessed by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR). Meanwhile, the serum 
amylase level, pancreatic wet/dry weight ratio 
and myeloperoxidase (MPO) content were de-
tected.

RESULTS: The NF-κB activity and its related in-
flammatory factors were observably inhibited in 
liposome/decoy ODN group as compared with 
those in normal saline group, liposome/scrambled 
ODN group and naked ODN group (NF-κB activa-
tion: P < 0.05; ICAM-1: 0.75 ± 0.13 vs 1.39 ± 0.15, 1.37 
± 0.16, 1.32 ± 0.17, all P < 0.05; IL-1α: 0.64 ± 0.09 vs 1.34 
± 0.20, 1.30 ± 0.14, 1.25 ± 0.20, all P < 0.05; IL-2: 0.23 
± 0.08 vs 0.74 ± 0.13, 0.71 ± 0.12, 0.69 ± 0.14, all P < 
0.05; TNF-α: 0.41 ± 0.13 vs 1.30 ± 0.17, 1.26 ± 0.17, 1.23 
± 0.20, all P < 0.05; VCAM-1: 0.21 ± 0.06 vs 0.68 ± 0.13, 
0.69 ± 0.15, 0.63 ± 0.13, all P < 0.05). In comparison 
with normal saline, liposome/scrambled ODN and 
naked ODN group, the level of serum amylase, the 
ratio of pancreaic wet/dry weight, and the MPO 
content of pancreatic tissues in liposome/decoy 
ODN group were remarkably decreased (amylase: 
50931.85 ± 22432.15 nkat/L vs 188024.26 ± 38659.56, 
188412.68 ± 37988.26, 183119.95 ± 33636.23 nkat/L, 
P < 0.05; wet/dry weight ration: 5.76 ± 0.20 vs 6.77 
± 0.18, 6.72 ± 0.18, 6.35 ± 0.12, P < 0.05; MPO: 46.68 
± 3.00 nkat/g vs 99.02 ± 2.50, 98.19 ± 2.83, 98.52 ± 2.50 
nkat/g, P < 0.05).

CONCLUSION: NF-κB decoy ODN is effec-
tive in alleviating pancreatic injury during SAP 
through suppressing the activation of NF-κB 
and mRNA expression of ICAM-1, IL-1α, IL-2, 
TNF-α and VCAM-1.
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■背景资料
重症急性胰腺炎
是常见危重疾病
之一 ,  并发症多 , 
死亡率高, 仍然是
临床上的一大难
题, 虽然生长抑素
和生长激素在治
疗急性胰腺炎上
取得了明显的疗
效, 但是其作用机
制仍然不明确, 是
否推广应用仍存
在争议. 脂质体已
广泛的用作载体
进行各方面的研
究和疾病的治疗, 
转染人工合成的
NF-κB结合位点
寡聚脱氧核苷酸
(ODN)可有效的
抑制其调控的下
游因子. 



Key Words: Liposome; Nuclear factor-κB; Severe 
acute pancreatitis; Decoy; Pancreatic injury; Elec-
trophoretic mobility shift assay; Reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction

Zhong RD, Zhou J, Liao LQ, Fu FY, Li XH, Lin YX. 
Effect of liposome-mediated nuclear factor κB decoy 
oligodeoxynucleotide on the mRNA expression of 
inflammatory factors and injury of pancreas in rats with 
severe acute pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 探讨脂质体(liposome)介导核因子-κB 
(nuclear factor κB, NF-κB)诱捕物(decoy)寡
聚脱氧核苷酸(O D N)对重症急性胰腺炎大
鼠胰腺NF-κB活性及受其调控炎症因子基因
mRNA表达和胰腺损伤的影响. 

方法: 除假手术组(n  = 10)外, 其余SD大鼠以
牛磺胆酸钠(STC)诱导建立重症急性胰腺炎
模型后, 分别于建模后1 h静脉注射裸ODN(n  
= 10)、脂质体/decoy ODN复合物(n  = 10)、脂
质体/scrambled ODN复合物(n  = 10)和生理盐
水(n  = 10), 注射4 h后应用电泳迁移率变动分
析(EMSA) NF-κB的活性, 利用逆转录-聚合酶
链反应(RT-PCR)法检测胰腺组织ICAM-1, IL-
1α, IL-2, TNF-α, VCAM-1 mRNA表达, 同时
检测血淀粉酶、胰腺组织湿/干重比率和胰腺
组织髓过氧化物酶(MPO). 

结果: EMSA显示, 脂质体/decoy ODN复合物
组NF-κB活性明显低于生理盐水组、脂质体
/scrambled ODN复合物组和裸ODN组, 均有
显著性差异(P <0.05)．RT-PCR结果显示, 脂
质体/decoy ODN复合物组ICAM-1, IL-1α, 
IL-2, TNF-α和VCAM-1 mRNA表达低于生
理盐水组、脂质体/scrambled ODN复合物组
和裸ODN组, 均有显著性差异(ICAM-1: 0.75
±0.13 vs  1.39±0.15, 1.37±0.16, 1.32±0.17, 
P <0.05; IL-1α: 0.64±0.09 vs  1.34±0.20, 1.30
±0.14, 1.25±0.20, P <0.05; IL-2: 0.23±0.08 
vs  0.74±0.13, 0.71±0.12, 0.69±0.14, P <0.05; 
TNF-α: 0.41±0.13 vs  1.30±0.17, 1.26±0.17, 
1.23±0.20, P <0.05; VCAM-1: 0.21±0.06 vs 
0.68±0.13, 0.69±0.15, 0.63±0.13, P <0.05). 
与生理盐水组、脂质体/scrambled ODN复合
物组和裸ODN组相比, 脂质体/decoy ODN复
合物组淀粉酶、胰腺组织湿/干重比率和胰腺
组织MPO活性显著性降低(淀粉酶: 50931.85
±22432.15 nkat/L vs  188024.26±38659.56, 
188412.68±37988.26, 183119.95±33636.23 
nkat/L, all P <0.05; 湿/干重比率: 5.76±0.20 vs  
6.77±0.18, 6.72±0.18, 6.35±0.12, P <0.05; 
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MPO活性: 46.68±3.00 nkat/g vs  99.02±2.50, 
98.19±2.83, 98.52±2.50 nkat/g, P <0.05).

结论: NF-κB decoy ODN可特异性抑制胰
腺NF-κB活性及其调控的炎症因子ICAM-1, 
IL-1α, IL-2, TNF-α和VCAM-1 mRNA的表
达, 减轻胰腺损害.
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0  引言

重症急性胰腺炎(SAP)导致患者早期死亡的主要

原因是严重的炎症反应. SAP及其伴发的急性呼

吸窘迫综合征(ARDS)、多器官功能不全综合症

(MODS)与多种细胞因子的作用有关[1-2], 然而促

炎性细胞因子、趋化因子、黏附因子等基因的

活化和表达均受到核转录因子(NF-κB)调控[3-5]. 
转染人工合成的NF-κB结合位点寡聚脱氧核苷

酸(ODN)可有效的抑制其调控这些因子. 由于脂

质体结构与细胞膜类似, 无副作用, 无免疫原性, 
可生物降解, 使用方便等优点, 已广泛的用作载

体进行各方面的研究和疾病的治疗, 如药物载

体、基因介导等治疗感染性疾病、心血管疾病

和皮肤疾病等[6-7]. 因此, 脂质体与寡聚脱氧核苷

酸相结合阻断NF-κB对下游基因的调控无疑是

一条研究治疗SAP器官损伤的新途径. 

1  材料和方法

1.1  材料  ♂洁级健康S D大鼠50只 ,  体质量

300-400 g, 购自南方医院动物实验中心. 引物

和ODN由上海生工生物工程有限公司合成和

全硫代修饰, NF-κB decoy ODN: 5'-AGT TGA 
GGG GAC TTT CCC AGG C-3'; 3'-TCA ACT 
CCC CTG AAA GGG TCC G-5', Scrambled ODN: 
5'-TTG CCG TAC CTG ACT TAG CCG T-3'; 
3'-AAC GGC ATG GAC TGA ATC GGC A-5'[8]. 
牛磺胆酸钠(Sodium taurocholate, STC), 购自

Sigma公司. EMSA试剂盒, 购自Promega公司. In 
vivo  GeneShuttleTM Transfection Reagent[9-11], 购自

Qbiogene公司. RT-PCR试剂盒购自Fermentas. Tri 

www.wjgnet.com

■应用要点
核转录因子N F -
κB是炎症反应的
关键角色 .  因此 , 
脂质体转染人工
合成的NF-κB结
合位点寡聚脱氧
核苷酸(ODN)为
研究重症急性胰
腺炎提供了可以
利用的新的基因
治疗策略. 
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Reagent Ls购自美国MRC. 大鼠引物系列见表1. 
1.2 方法 
1.2.1 脂质体/O D N复合物配制 参考I n v i v o 
GeneShuttleTM Transfection Reagent说明书进行

配制, 脂质体/ODN复合物A 400值为0.8, 含ODN浓

度为50 g/L. 裸ODN的浓度同样为50 g/L. 
1.2.2 S A P模型制作 50 g/L戊巴比妥钠溶液

0.1 mL/kg ip麻醉, 在无菌操作下行腹正中切口

切开SD大鼠腹部, 结扎胆总管末端, 于肝门处

肝近端穿绕丝线, 扎紧插入胆总管内的3号输液

针头, 继而于胆总管内缓慢注射药物50 g/L STC 
1 mL/kg速度0.25 mL/min, 然后撤除输液针头和

丝线, 缝合腹部切口. 
1.2.3 实验分组 假手术对照组为开腹翻动胰腺, 
未作任何处理组; SAP模型分为裸ODN组、生理

盐水组、脂质体/scrambled ODN复合物组、脂

质体/decoy ODN复合物组. 脂质体/ODN复合物

1 mL, 裸ODN 1 mL, 生理盐水1 mL, 分别于SAP
模型建立后1 h经尾静脉注射. 各组均在注射4 h
后抽取血标本和切取胰腺组织. 在腹主动脉抽

取血样本进行淀粉酶检测, 由南方医院检验科

检测.
1.2.4 胰腺组织湿/干重比值测定 取大鼠胰腺固

定部位大约100 g, 称取湿重W1, 65℃烘箱烘烤

24 h, 再称干重W2, W1/W2即为湿/干比值.
1.2.5 胰腺髓过氧化物酶(MPO)活性测定 取胰腺

组织约100 mg, 加5 g/L HTAB 2 mL制备匀浆, 反
复冻融3次并超声粉碎(10 s, 3次), 4℃ 40 000 g离
心30 min, 取上清0.1 mL加反应液2.9 mL, 保持温

度于25℃, 立即在分光光度计460 nm波长下进行

2 min的扫描, 记录第30 s和第90 s的光密度差值, 
以此1 min内吸光度的变化代表酶活力的改变, 
酶的活力可反应中性白细胞的数目.
1 .2 .6  电泳迁移率变动分析法 (E M S A)检测
N F-κ B活性 [12] 核蛋白抽提, 取冰冻保存的胰

腺标本100 mg先用预冷的PBS液洗涤3次, 吸

干水分 ,  以下操作全部在4℃冰浴下进行:  加
入Buffer A 1 mL [10 mmol/L Hepes-NaOH 
(pH7.8); 15 mmol/L KCl; 1 mmol/L MgCl2; 
0.1 mmol/L EDTA; 1 mmol/L DTT; 1 mmol/L 
PMSF; 1 μg/L leupeptin; 1 mg/L pepstatin]混
匀, 剪碎匀浆, 把匀浆移至1.5 mL EP管中加入

100 g/L NP-40 100 μL, 涡动1 min, 10 000 g、
4℃离心1 min, 仔细弃全部上清, 加入Buffer B 
1 mL [20 mmol/L Hepes-NaOH (pH7.9); 1.5 
mmol/L MgCl2; 0.42 mol/L NaCl; 0.2 mmol/L 
EDTA; 250 g/L甘油; 0.5 mmol/L DTT; 0.5 
mmol/L PMSF; 1 mg/L Leupept in; 1 mg/L 
pepsta t in; 1 mg/L Aprot in in]混悬, 4℃冰浴

30 min, 间隔搅拌, 12 000 g、4℃离心4 min, 
吸取上清, 分装, -70℃保存. 核蛋白定量, 用
Bradford酶标仪蛋白定量法测定核蛋白浓度. 
探针标记、纯化、探针与核蛋白的结合及电

泳, 按照EMSA试剂盒说明进行. 显影、图像分

析用保鲜膜包好, 暗室内压片, -70℃过夜后, 显
影. 凝胶成像系统分析X胶片上的滞后条带. 
1.2.7 凝胶电泳迁移率竞争性试验检验NF-κB与
DNA结合的特异性 即在EMSA探针与核蛋白的

结合及电泳过程中加入两组竞争性对照, 一组在

反应系中加入100倍特异性标记的探针, 另一组

加入100倍非特异性未标记的SP1探针, 其余步骤

同EMSA.
1.2.8 RT-PCR方法检测胰腺组织mRNA表达用Tri 
Reagent Ls提取总RNA, RT-PCR试剂盒行PCR. 
PCR反应条件为: 94℃预变性2 min, 94℃ 30 s, 
50-60℃ 30-45 s, 72℃ 30-45 s, 扩增25-35个循环, 
72℃延伸7 min. 将PCR产物5 μL在15 g/L琼脂糖

凝胶中电泳, 在紫外灯下观查、照相, 然后用凝

胶图象扫描仪测算每条带的光密度值与β-actin
光密度值之比表示每个样本mRNA的表达水平. 
统计学处理 采用SPSS13.0进行方差齐性检

验、单因数方差分析和LSD法两两比较(显著性

表  1   大鼠引物序列(5'-3')   

          引物             有意义链                                                       反意义链                                                                 大小(bp)

IL-1α        CTAAGAACTACTTCACATCCGCA          CTGGAATAAAACCCACTGAGGTAGG                 623

IL-2          TCAACAGCGCACCCACTTCAAG            GTTGAGATGATGCTTTGACAGA                         403

TNF-α　   TACTGAACTTCGGGGTGATTGGTCC     CAGCCTTGTCCCTTGAAGAGAACC                    295

ICAM-1    GGGTTGGAGACTAACTGGA                  CCTCTGGCGGTAATAGGTG                                201

VCAM-1   TTGGCTCCTGATGTTTACCC                  GCACCCTCATGTAGCCTTGT                              308

β-actin      TTGTAACCAACTGGGACGATATGG       GATCTTGATCTTCATGGTGCTAGG                     764     

■同行评价
本 文 探 讨 了 脂
质体介导NF-κB 
decoy ODN对重
症急性胰腺炎大
鼠胰腺炎症因子
mRNA表达和胰
腺损伤的影响, 文
章有深度, 设计合
理, 有较高的理论
价值.
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水准α = 0.05). 全部数据以均数±标准差(mean
±SD)表示, 以P<0.05为差异有显著性. 

2  结果

2.1 淀粉酶、胰腺组织湿/干重比值、MPO活性 
脂质体/decoy ODN复合物组淀粉酶、胰腺组织

湿/干重比值和MPO活性与假手术对照组、生

理盐水组、脂质体/scrambled ODN复合物组和

裸ODN组均有显著性差异(P <0.05). 裸ODN组

淀粉酶、胰腺组织湿/干重比值和MPO活性与

生理盐水组和脂质体/scrambled ODN复合物组

相比无显著性差异(P>0.05)(表2).
2.2 NF-κB decoy ODN对NF-κB活性的影响和
NF-κB与DNA结合的特异性的检测 EMSA显示

脂质体/decoy ODN复合物组NF-κB活性受到明

显抑制, 与假手术对照组比较仍有显著性差异

(P<0.05). 生理盐水组、脂质体/scrambled ODN
复合物组和裸ODN组NF-κB活性均处于活化状

态, 裸ODN组NF-κB活性与生理盐水组和脂质

体/scrambled ODN复合物组比较无显著性差异

(P >0.05)(图1). 细胞的核蛋白与特异性探针反应

后, NF-κB与DNA的结合活性被抑制; 与非特异

性SP1探针反应后, NF-κB与DNA的结合活性则

不被抑制(图2).
2.3 炎症基因mRNA表达的变化 脂质体/decoy 
ODN复合物组ICAM-1, IL-1α, TNF-α mRNA的

表达与假手术对照组、生理盐水组、脂质体

/scrambled ODN复合物组和裸ODN组有显著性

差异(P <0.05); IL-2, VCAM-1 mRNA的表达与假

手术对照组相比无显著性差异(P >0.05), 与生理

盐水组、脂质体/scrambled ODN复合物组和裸

ODN组相比有显著性差异(P <0.05). 裸ODN组

ICAM-1, IL-1α, IL-2, TNF-α, VCAM-1 mRNA的

表达与生理盐水组和脂质体/scrambled ODN复

合物组相比无显著性差异(P >0.05, 图3, 表3)

3  讨论

目前普遍认为, SAP时, 异常激活的胰酶在引起

胰腺细胞本身损伤的同时, 引起局部及全身炎

症反应, 致使炎症介质被大量释放, 导致集体过

度的炎症反应(即所谓“瀑布样效应”), 这些炎

性介质促成了全身炎症反应综合症(SIRS), 继
而引起多器官功能损害, 是导致患者死亡的主

要原因. 为何腹部的其他炎症(如急性阑尾炎等)
极少并发SIRS, 而胰腺炎往往会合并如此严重

图  1  NF-kB的活性. 1: 假手术对照组; 2: 裸ODN组; 3: 脂
肪/decoy ODN复合物组; 4: 脂质体/scrambled ODN复合
物; 5: 生理盐水组; 3与1、2、4、5相比差异有统计学意义
(P<0.05); 2与4、5相比差异无统计学意义(P>0.05).
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图  2  NF-kB decoy ODN与NF-kB结合的特异性. 1: 对照
组(无核蛋白); 2: 生理盐水(有核蛋白); 3: 核蛋白加100倍特
异性探针; 4: 核蛋白加100倍非特异性; 5: 核蛋白加decoy 
ODN; 6: 核蛋白加scrambled ODN; 5与2、4、6相比差异
有统计学意义(P <0.05), 与1、3相比差异无统计学意义
(P>0.05).
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的SIRS呢? 核转录因子NF-κB在胰腺炎发展中

所起的作用逐渐引人关注[13]. 
核转录因子NF-κB是由可诱导的3个亚基

组成的复合物, 3个亚基分别为转录因子二聚体

(p50和p65)和抑制亚基Ⅰ-κB. NF-κB由于ⅠκB
的抑制作用主要以非活性形态存在于细胞质. 
转录因子NF-κB在许多领域受到研究者的关注

基于以下的几点: 罕见和快速的调节性, 控制的

基因范围广, 在免疫过程处于中枢的角色, 亚基

的复杂性和牵涉若干个疾病. 控制NF-κB的基

本水平是通过与抑制蛋白ⅠκB的相互作用. 最
近的证据证实了不同机制调节NF-κB的I κB多

样形态存在. NF-κB可以被脂肪酶、脂多糖或

者炎症细胞因子激活例如TNF、IL-1、病毒感

染、某一个病毒基因产物的表达、紫外线照

射、B或T细胞活化、其他生理学的和非生理

学的刺激物. NF-κB激活转移至细胞核是通过

ⅠκB定向磷酸化、降解, 与NF-κB解离进行的. 
NF-κB一旦转入细胞核即结合同族DNA序列和

激活特异靶基因转录, 大多数是编码免疫和炎

症的重要蛋白. NF-κB/Rel因子控制大范围的

基因表达, 例如编码免疫球蛋白、细胞因子、

化学增活素、干扰素、主要组织相容性复合

物蛋白质、生长因子、细胞黏附分子. NF-κB
可与许多基因的启动子结合, 包括炎症应答例

如ICAM-1、E-选择蛋白、VCAM、TNF-a、
IL-1、IL-2、IL-6、IL-8、COX 2和iNOS[14-19]. 
因此, 核转录因子NF-κB是炎症反应的关键角

色. 转染人工合成与NF-κB结合位点具高度亲

和力的寡聚脱氧核苷酸也就是诱捕物寡核苷

酸(decoy ODN)已被认为是基因治疗策略的有

效工具, 并应用于心肌梗塞和肾小球肾炎等许

多相关的疾病, 可导致特异性的抑制效果, 无非

特异性的细胞毒性[20-21]. 此实验的脂质体/decoy 
ODN复合物组也提示decoy ODN对重症急性胰

腺炎SD大鼠胰腺NF-κB的活性有特异性的抑制

效果. NF-κB的活性被有效抑制后, 其控制的下

游炎症因子ICAM-1、IL-1α、IL-2、TNF-α、
VCAM-1的表达也相应被抑制. 由于相应的炎症

因子被抑制后, 胰腺损伤也明显改善, 表现为淀

粉酶明显下降、胰腺水肿减轻如胰腺组织湿/干
重比率降低和炎症减轻、中性白细胞的数目侵

润减少如胰腺组织髓过氧化物酶(MPO)降低等. 
脂质体在1960年代被英国Bangham et al [22]

表  3    各组炎症基因mRNA的表达(mean±SD)

          
                  假手术对照组         裸ODN组		                                                                                生理盐水组

ICAM-1	   0.47±0.14        1.32±0.17	           0.75±0.13	            1.37±0.16	                       1.39±0.15

IL-1α	   0.40±0.13        1.25±0.20	           0.64±0.09	            1.30±0.14	                       1.34±0.20

IL-2	   0.11±0.02         0.69±0.14	           0.23±0.08	            0.71±0.12	                       0.74±0.13

TNF-α	   0.20±0.11        1.23±0.20   	          0.41±0.13	            1.26±0.17  	                       1.30±0.17

VCAM-1	   0.09±0.02        0.63±0.13	           0.21±0.06	            0.69±0.15	                       0.68±0.13

脂质体/decoy	 脂质体/scrambled 

ODN复合物组                ODN复合物组

表  2   淀粉酶、胰腺组织湿/干重比值、MPO活性(mean±SD )  

          分组 	                                                淀粉酶(nkat/L) 	 胰腺组织湿/干重比值	 MPO活性(nkat/g)

假手术对照组	                        16 604.99±4126.66	          5.36±0.11	                   17.00±2.00

裸ODN组	                                     183 119.95±33 636.23	          6.35±0.12	                   98.52±2.50

脂质体/decoy ODN复合物组	        50 931.85±22 432.15	          5.76±0.20	                   46.68±3.00

脂质体/scrambled ODN复合物组  188 412.68±37 988.26	          6.72±0.18	                   98.19±2.83

生理盐水组	                      188 024.26±38 659.56	          6.77±0.18	                   99.02±2.50   

M       1       2       3       4       5
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图  3  各组炎症基因mRNA的表达. M: 为Marker; 1: 假手术
组; 2: 裸ODN组; 4: 脂质体/scrambled ODN复合物组; 5: 生
理盐水组.
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发现, 1970年代Gregoriadis et al [23]依据脂质体

的特点, 首次提出应用脂质体作为β-半乳糖苷

酶载体治疗糖原积累疾病. 经过长期多方面的

研究显示脂质体具有减少药物剂量毒性、降低

副作用; 改善被包裹药物的化学稳定性, 增加药

物在肿瘤的积聚, 延缓药物的暴露时间; 传递基

因; 增强寡脱氧核苷酸抵抗核酸酶的能力, 延
长半衰期, 提高在靶细胞的摄取等优点[24-27], 人
们开始应用脂质体作为载体进行各方面的研

究和疾病的治疗, 如药物载体、基因介导、以

及治疗感染性疾病、心血管疾病和皮肤疾病

等[6-7]. 脂质体诱导反义寡核苷酸在胃癌、胰腺

癌、肝癌的研究也正在蓬勃发展[28-31]. 随着脂

质体诱导治疗安全性和效率的提高已经在药

物治疗领域取得成功[32]. In vivo  GeneShuttleTM 
Transfection Reagent是一种新型的阳离子脂质

体转染试剂, 极大的提高了体内的转染效率, 其
转染效果与病毒载体相近[9-11]. 在此实验显示, 
ODN经脂质体介导能较好的在重症急性胰腺炎

SD大鼠胰腺转染并达到治疗胰腺炎的目的, 不
经脂质体转染的裸ODN只有少量到达胰腺未达

到治疗胰腺炎的目的. 
总之, 核转录因子NF-κB是炎症反应的关键

角色, 脂质体可以有效的转染NF-κB decoy ODN
进入体内抑制其活性, 无任何毒性作用. 脂质体

转染人工合成寡聚脱氧核苷酸为研究重症急性

胰腺炎提供了可以利用的新的基因治疗策略.
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Abstract
AIM: To invest igate the ef fects of Salvia 
miltiorrhiza Bge.f.alba root preparation (SMRP) on 
the proliferation and apoptosis of human gastric 
cancer cell line BGC823 cultured in vitro.

METHODS: Human gastric cancer cells BGC823 
cultured in vitro were treated with different 
concentrations of SMRP, and then the relative 
survival rate of the cells in each group was ex-
amined by MTT method. Flow cytometry was 
used to detect the apoptosis of BGC823 cells and 
laser scanning confocal microscopy (LSCM) was 
used to demonstrate cell morphology. Statistical 
analysis was performed and t test was used to 
compare the mean value between the different 
groups.

RESULTS: After treatment with different con-
centrations of SMRP, as measured by MTT as-
say, cell viability decreased in a dose-dependent 
manner (0.4 g/L: 91.7% ± 10.6%; 0.8 g/L: 66.8% ± 
5.1%; 1 g/L: 57.5% ± 9.6%; 1.5 g/L: 32.6% ± 7.3%; 
2 g/L: 29.4% ± 9.4%). BGC823 cells cultured with 
SMRP showed the typical morphologic charac-
teristics of apoptosis. Flow cytometry showed 
that the apoptotic rates in the early and late 
stage after SMRP treatment were significantly 
higher than those in the controls (4.105% ± 2.393% 
vs 2.950% ± 1.575%, P < 0.05; 21.465% ± 6.474% 
vs 3.848% ± 2.264%, P < 0.05).

CONCLUSION: SMRP can inhibit the prolifera-
tion and induce the apoptosis of human gastric 
cancer cells.

Key Words: Salvia miltiorrhiza Bge.f.alba  root prep-
aration; Gastric cancer; Apoptosis; Proliferation; 
MTT assay; Flow cytometry

Jiao P, Chang Q, Yang MF, Zhang F, Zhao XM, Xia ZL. 
Effects of Salvia miltiorrhiza Bge.f.alba root preparation 
on the proliferation and apoptosis of gastric cancer cells. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(8):820-823

摘要
目的: 研究白花丹参根制剂对体外培养的人
胃癌细胞BGC823增殖和凋亡的影响. 

方法: 用不同浓度白花丹参根制剂处理胃癌
细胞BGC823后, 噻唑蓝(MTT)检测细胞的相
对存活率, 流式细胞仪Annexin V/PI双染法检
测BGC823细胞凋亡, 激光扫描共聚焦显微镜
检测细胞形态. 对结果进行统计分析, 均数比
较用t检验. 

结 果 :  不同浓度白花丹参根制剂作用于
BGC823细胞后, 细胞的存活率明显下降且
呈剂量依赖性(0.4 g/L: 91.7%±10.6%; 0.8 
g/L: 66.8%±5.1%; 1 g/L: 57.5%±9.6%; 1.5 
g/L: 32.6%±7.3%; 2 g/L: 29.4%±9.4%). 镜
下可见凋亡细胞典型形态 ,  流式细胞术分
析表明经过白花丹参根制剂处理后早期凋
亡细胞数和晚期凋亡细胞数与对照组相比

■背景资料
临床上, 丹参是具
有活血化瘀活性
的常用中药, 其药
物有效成分远高
于《中国药典》
中的紫花丹参, 尤
其对血栓闭塞性
脉管炎有特效. 因
此, 白花丹参具有
重要的医药和经
济价值, 医家一直
将其视为珍品. 目
前, 已有些研究认
为丹参有抑癌作
用, 但对胃癌细胞
的作用报道不多. 
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均显著增加(2.950%±1.575% vs  4.105%±

2.393%, P <0.05; 3.848%±2.264% vs  21.465%
±6.474%, P <0.05).

结论: 白花丹参根制剂能有效地抑制胃癌细
胞增生和诱导细胞凋亡.

关键词: 白花丹参根制剂; 胃癌; 凋亡 
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0  引言

泰山白花丹参属唇型科植物, 是唇型科植物丹

参的变型, 为丹参族中一极品, 是山东特有珍奇

物种. 多年来, 人们将丹参广泛应用于临床, 是
具有活血化瘀活性的常用中药, 临床主要用于

治疗冠心病、心绞痛、缺血性中风、栓塞、肝

脾肿大、化脓性感染等疾病[1-2]. 目前, 已有些研

究认为丹参有抑癌作用[3-6], 但其对胃癌细胞的

作用报道不多, 在我国, 胃癌的死亡率高居恶性

肿瘤的首位, 发病率在恶性肿瘤中位居第二, 因
此进行胃癌治疗的研究有重大的现实价值[7]. 我
们研究白花丹参根制剂对胃癌细胞BGC823细
胞增殖和凋亡的影响, 为进一步开发白花丹参

这一珍奇的植物物种资源的应用价值提供基础

资料. 

1  材料和方法

1 . 1  材料 白花丹参 (产自泰山 ) ;  胃癌细胞

B G C823; 1640培养基(G i b c o); 新生牛血清

(杭州四季清公司); 二甲基亚砜(D M S O), 噻
唑蓝(MTT), 碘化丙啶(PI)均购自Sigma公司; 
Annexin-V-Flous染色试剂(Roche公司). 取100 g
自然干燥的白花丹参根, 剪切成碎块, 加1 L双
蒸水, 以温水浸泡4 h. 文火第1次煎2 h, 收集煮

剂, 再加双蒸水1 L, 第2, 3次各煎1.5 h, 合并煎

液, 200目滤网过滤, 5000 r/min离心10 min, 收集

上清液. 旋转蒸发仪蒸馏煮剂至100 mL, -20℃至

-60℃冰冻煮剂后, 冷冻干燥机干燥约19 h后大

约得到50 g样品, 每次用时称取适当样品, 用无

血清培养液溶解制成各种不同浓度的白花丹参

根制剂, 0.22 μm滤膜过滤后, 4℃冰箱避光储存

备用.
1.2 方法 选用人胃癌细胞系BGC823细胞, 于含

新生牛血清浓度为100 mL/L的1640培养基中培

养, 其中在恒温培养箱中以50 mL/L CO2, 37℃
及饱和湿度条件下培养, 每2 d换液一次, 当细胞

80%融合时传代. 
1.2.1 细胞存活率的影响 单细胞悬液以每孔5
×103个细胞100 μL接种于96孔培养板中, 贴壁

24 h后分别接入不同浓度的无菌的白花丹参

根制剂溶液100 μL, 使最终浓度分别为2, 1.5, 1, 
0.8, 0.4 g/L, 各组设8个重复孔, 对照组加100 μL
无血清培养液, 在37℃, 50 mL/L CO2条件下继续

培养24 h, 实验终止前加入新配制的5 g/L的MTT
溶液20 μL, 混匀, 再继续培养4 h, 弃去上清, 每
孔加DMSO 200 μL, 充分振荡30 min, 溶解MTT
沉淀物, 490 nm测定每孔的吸光度A值[8-13]. 计算

胃癌细胞相对存活率: 相对存活率 = 实验孔A值

/对照孔A值×100%[14]. 
1.2.2 流式细胞仪Annexin V/PI双染法检测细胞
凋亡 将5×107/L细胞接种于50 mL培养瓶中, 
24 h后加入无菌的白花丹参根制剂溶液, 使其

终浓度为1 g/L, 对照组加等量的无血清培养液, 
继续培养24 h, 漂浮细胞和用胰酶消化下的细胞

5×105, PBS洗涤2次, 1000 r/min离心5 min后去

上清, 将细胞重悬于100 μL Annexin-V-FLUOS和
碘化丙锭(PI)染色液中, 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. 
1.2.3 激光扫描共聚焦显微镜检测 将密度5×
107/L的BGC823细胞加入放有盖玻片的6孔培养

板, 细胞在盖玻片上贴壁生长, 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)1 g/L白花丹参根制剂; (3)1.5 g/L白花丹

参根制剂, 作用24 h后, 弃培养液, PBS冲洗, 每
块盖片加100 μL Annexin-V-FLUOS和碘化丙啶

(PI)染色液, 室温染色15 min, 封片, 在488 nm波

长下用激光扫描共聚焦显微镜扫描细胞形态.
统计学处理  采用S P S S11.5进行统计分

析, 均数比较用t 检验. 所有数据均用m e a n±
SD表示.

2  结果

2.1 白花丹参根制剂对胃癌细胞BGC823细胞存
活率的影响 白花丹参根制剂处理BGC823细胞

后, 能使细胞存活率明显下降, 并呈明显的剂量

依赖效应(表1).
2.2 细胞形态学变化 在倒置相差显微镜下观察, 
可见随着白花丹参根制剂浓度和孵育时间的增

加, 贴壁细胞逐渐变圆, 折光性和贴壁能力均减

弱, 而对照组细胞均无明显改变. 实验组悬浮的

■研发前沿
现代医学研究表
明, 诱导肿瘤细胞
凋亡是一条有效
的肿瘤治疗途径, 
比杀伤肿瘤细胞
的治疗有明显的
优越性, 故寻求高
效低毒的肿瘤细
胞凋亡诱导剂已
成为目前肿瘤治
疗的研究热点.
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细胞数量多于对照组. 细胞爬片后, AnnexinV/PI
荧光染色, 激光扫描共聚焦显微镜扫描显示, 正
常对照组细胞发出微弱的绿色荧光, 在各实验

组均发现有细胞核浓缩聚集, 并发出较强的绿

色和红色荧光(图1).
2.3 流式细胞仪检测细胞凋亡变化 在中效浓

度附近选择1 g/L白花丹参根制剂作用24 h后
BGC823细胞早期凋亡细胞数与晚期凋亡细胞

数均明显增加, 与对照组相比差异具有显著性

(2.950%±1.575% vs  4.105%±2.393%, 3.848%
±2.264% vs  21.465%±6.474%, P <0.05)(图2).

3  讨论

白花丹参系多年生草本植物, 是丹参族中的极

品. 现代医学检测证实其中的丹参酮ⅡA含量

远远超过一般的丹参, 水溶性成份明显高于丹

参, 约为丹参的2倍. 丹参的主要化学成分为水

溶性酚酸类和脂溶性二萜醌类化合物. 丹参的

脂溶性有效成分主要为丹参酮, 其中以丹参酮

ⅡA含量较高; 水溶性酚酸类成分包括丹参素、

原儿茶醛、丹参酚酸A、丹参酚酸B等, 其中丹

参素即β-3, 4-二羟基苯乳酸含量较高, 是最主要

的水溶性成分[15-16]. 据报道, 丹参的活性成分丹

参素、丹参酮ⅡA有一定的抗肿瘤、诱导癌细

胞凋亡作用[5,17-21]. 众所周知, 丹参的传统应用方

式为水煎液, 因此其有效成分应以水溶性物质

为主, 本文中制备的白花丹参根制剂为澄清透

明、棕色的水溶液, 主要是丹参素等多种水溶

性成分的混合液, 推测丹参酮含量极低. 
通过M T T法观察白花丹参根制剂对人胃

A B C

图  1  白花丹参根制剂对胃癌BGC823细胞的作用. A: 正常对照; B: 1 g/L白花丹参根制剂作用组; C: 1.5 g/L白花丹参根制剂
作用组.
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图  2  AnnexinV/PI双染流式细胞法测定对照组与实验组凋
亡细胞的比率. A: 正常对照组; B: 1 g/L白花丹参根制剂作
用组; PI-/AnnexinV-: 活细胞; PI-/AnnexinV+: 早期凋亡细

胞; PI+/AnnexinV+: 晚期凋亡细胞; PI+/AnnexinV-: 机械死亡

细胞.

表  1  白花丹参根制剂对胃癌细胞存活率的影响

     
白花丹参根制剂(g/L)         吸光度(A )                 存活率(%)            

0                                  1.109±0.053                    -          

0.4                               1.017±0.117a           91.7±10.6

0.8                               0.741±0.057a           66.8±5.1

1                                  0.638±0.107b           57.5±9.6

1.5                               0.361±0.081b           32.6±7.3

2                                  0.326±0.104b           29.4±9.4

aP<0.05, bP<0.01 vs  0 g/L白花丹参根制剂作用组.

■应用要点
本文研究白花丹
参根制剂对胃癌
细胞BGC823细胞
增殖和凋亡的影
响, 不但为进一步
开发白花丹参这
一珍奇的植物物
种资源的应用价
值提供基础资料, 
而且对临床治疗
胃癌具有重要的
参考价值. 
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癌细胞增殖的影响表明, 白花丹参根制剂体外

直接作用于胃癌细胞有明显抑制生长和杀伤作

用, 且有浓度依赖性, 我们在中效浓度附近选择

了1 g/L进一步用流式细胞仪分析其对胃癌细

胞BGC823的作用, 结果表明处理的胃癌细胞

BGC823晚期凋亡细胞数、早期凋亡细胞数均

明显增加, 激光扫描共聚焦显微镜扫描显示了

凋亡细胞典型形态, 这些说明白花丹参根制剂

能够诱导胃癌细胞凋亡. 现代医学研究表明, 诱
导肿瘤细胞凋亡是一条有效的肿瘤治疗途径, 
比杀伤肿瘤细胞的治疗有明显的优越性, 故寻

求高效低毒的肿瘤细胞凋亡诱导剂已成为目前

肿瘤治疗的研究热点[18]. 我们使用的白花丹参根

制剂主要是丹参水溶性成分, 丹参酮含量极低, 
推测不是丹参酮引起的, 究竟是哪一种丹参的

单体成分发挥主要作用, 是否为水溶性代表成

分——丹参素的作用以及白花丹参根制剂具体

是通过哪一机制诱导胃癌细胞凋亡, 还有待进

一步的探索和研究. 
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■同行评价
本文研究了中药
白花丹参根制剂
对体外培养的人
胃癌细胞BGC823
的增殖和凋亡的
影响, 文章研究方
法较先进, 研究内
容较新颖, 结果准
确, 在临床治疗胃
癌方面可能具有
潜在的应用价值. 
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Abstract
AIM: To explore the effect of angiopoietin-1 
(Ang1) gene on the proliferation and apoptosis 
of human gastric cancer cell line MGC-803.

METHODS: The replication-deficient adenovi-
rus carrying human angiopoietin-1 (Ad-Ang1) 
and green fluorescent protein (Ad-GFP) were 
packaged, amplified and purified in human em-
bryonic kidney cells 293 (HEK293). Then gastric 
cancer cell line MGC-803 was transfected with 
the resultant adenoviruses. The proliferation 
and apoptosis of MGC-803 cells were measured 
by MTT colorimetry and flow cytometry, respec-
tively. The expression of Ang1 and its receptor 

(Tie-2) were detected by immunohistochemistry.

RESULTS: The recombinant adenovirus vec-
tor carrying Ang1 or GFP were amplified and 
purified successfully with the viral titers of 1.15 
×1013 and 2.0×1012 PFU/L, respectively. The 
transfection rate almost reached 100% when 
the multiplicity of infection (MOI) was 20. The 
proliferation of MGC-803 cells in Ad-Ang1-
transfected group was markedly higher than 
that in Ad-GFP-transfected group (24 h: t = 
16.32, P < 0.0001; 48 h: t = 10.47, P = 0.0005; 72 h: 
t = 24.59, P < 0.0001) and control group (24 h: t = 
10.54, P = 0.0005; 48 h: t = 13.92, P = 0.0002; 72 h: 
t = 22.46, P < 0.0001). The apoptotic rate of Ag-
Ang1-transfected MGC-803 cells was obviously 
lower than that of Ag-GFP-transfected ones (t 
= 7.73, P = 0.0015), but there was no difference 
between Ag-GFP group and control group. The 
positive rates of Ang1 and Tie-2 expression were 
significantly higher in Ad-Ang1-transfected cells 
(Ang-1: 99.2 ± 0.8; Tie-2: 85.4 ± 1.8) than those in 
the control (Ang-1: 51.0 ± 2.7; Tie-2: 30.8 ± 1.5) 
and Ag-GFP-transfected ones (Ang-1: 51.4 ± 1.5; 
Tie-2: 32.4 ± 2.3), respectively (P < 0.0001).

CONCLUSION: Ang1 gene may obviously pro-
mote the proliferation and inhibit the apoptosis 
of human gastric cancer cell line MGC-803.

Key Words: Adenovirus vector; Angiopoietin-1; 
Gastric cancer; Proliferation; Apoptosis

Yan F, Ou XL, Guan YY, Chan SM, Chen GS, Yang L, Sun 
WH. Effect of angiopoietin-1 gene on the proliferation 
and apoptosis of human gastric cancer cell. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(8):824-830

摘要
目的: 探讨人血管生成素-1(angiopoietin-1, 
Ang1)对胃癌细胞MGC-803增殖与凋亡的影
响, 研究其生物学作用及其在肿瘤发生中的作
用机制. 

方法: 以人胚肾293细胞对重组质粒Ad-Ang1
和A d-G F P进行包装、扩增和纯化后转导
MGC-803细胞, 应用MTT比色法分析Ang1对

■背景资料
胃癌是我国常见
的恶性肿瘤之一, 
全世界每年新增
胃癌患者约80万, 
死亡约63万, 其死
亡率较高 ,  5 a生
存率只有约20%, 
危害十分严重. 血
管生成素及其受
体Tie-2是近年新
发现的与肿瘤转
移, 血管生成、重
塑密切相关的分
子, 本文研究了血
管生成素 -1基因
对胃癌细胞增殖
和凋亡的影响.
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该胃癌细胞增殖的影响, 通过流式细胞仪分析
血浆Ang1对胃癌细胞凋亡的影响, 并通过免
疫组织化学法检测Ang1及其受体Tie-2的表达
情况. 

结果: 成功包装、扩增及纯化了重组腺病毒
Ad-Ang1及对照病毒Ad-GFP, 其感染滴度分
别为2.0×1012和1.15×1013 PFU/L. 当感染复
数(MOI)为20时转导率即接近100%, 而细胞
形态无明显改变. MTT结果显示, 24, 48和72 h
时Ad-Ang1组吸光度均明显高于Ad-GFP组及
对照组(Ad-GFP vs  Ad-Ang1: 24 h, t  = 16.32, 
P <0.0001; 48 h, t  = 10.47, P  = 0.0005; 72 h, t  = 
24.59, P <0.0001. 对照组 vs  Ad-Ang1: 24 h, t  = 
10.54, P  = 0.0005; 48 h, t  = 13.92, P  = 0.0002; 
72 h, t  = 22.46, P <0.0001), Ad-GFP组与对照组
相比无差别; 流式细胞仪检测显示, 对照组、
Ad-GFP组和Ad-Ang1组的凋亡率(%)分别为: 
9.90±0.62, 10.07±1.27和4.17±0.35; 免疫组
化显示, 3组细胞均有不同程度Ang-1及其受
体Tie-2的表达, 且其阳性表达率在Ang1基因
转染组(Ang-1: 99.2±0.8; Tie-2: 85.4±1.8)显
著高于对照组(Ang-1: 51.0±2.7; Tie-2: 30.8±
1.5)和GFP组(Ang-1: 51.4±1.5; Tie-2: 32.4±
2.3)(P <0.0001).

结论: Ang1能显著促进人胃癌细胞MGC-803
体外增殖, 抑制血浆饥饿时的凋亡.

关键词: 腺病毒载体; 血管生成素; 胃癌; 增殖; 凋亡 
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0  引言

血管生成素(angiopoietin, Ang)及其受体Tie-2是
继VEGF后新发现的与肿瘤转移, 血管生成、

重塑密切相关的分子[1]. 血管生成素包括Ang1, 
Ang2, Ang3和Ang4等[2-3], 目前, Ang-1与在肿瘤

生长中的作用结果尚有争议. 为研究Ang1对胃

癌细胞有无影响, 我们以腺病毒为载体, 将Ang1
基因转染至MGC-803细胞, 并研究其对该胃癌

细胞株增殖和凋亡的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃腺癌细胞株MGC-803购自中科院; 
人胚肾293细胞购自Microbix Biosystems公司; 
复制缺陷型腺病毒重组体Ad-Ang1及对照病毒

Ad-GFP由南京医科大学第一附属医院构建[4]并

赠送. PacI, LipofectAmine 2000试剂盒分别购自

NEB公司和Gibco公司. Ang1一抗, Tie-2一抗购

自北京莱博, 工作浓度分别为1∶100和1∶50, 
免疫组化SP试剂盒及DAB试剂盒购自北京中

山公司, Annexin V-FITC/PI试剂盒购自Bender 
Medsystems公司.
1.2 方法 
1.2.1 病毒颗粒的包装与扩增 取对数生长期的

293细胞接种于100 mm直径的培养皿中, 以含

100 mL/L胎牛血清, 105 U/L青霉素和100 mg/L链
霉素的RPMI1640培养基培养. 当细胞生长度达

60%-70%时, 换无血清无抗生素的RPMI-1640培
养. 将以Pac I酶切回收的线性化的Ad–Ang1 1 μg
通过Lipofectamine2000转染至293细胞内, 同时

以Ad-GFP(编码绿色荧光蛋白的复制缺陷型腺

病毒重组体)做平行对照. 观察出现细胞病理反

应(cytopathic effect, CPE)后收取细胞上清, 再以

细胞上清转染更多的293 细胞. 重组病毒在293细

胞中呈几何级数包装扩增, 收集足够多的293细
胞备用.
1.2.2 病毒颗粒的纯化 将收集的293细胞以PBS
悬浮, 将其于液氮/37℃反复冻融3次, 收集细胞

裂解液. 在超速离心管中依次加入CsC l1.4 , CsC 
l1.2及细胞裂解液, 以100 000 g离心2 h, 在1.345
密度附近可见腺病毒浓缩带, 穿刺离心管侧壁, 
将目的条带吸出, 经12 000-14 000 kDa孔径透析

袋透析纯化, 浓缩纯化的病毒颗粒再经0.45 μm
孔径滤膜过滤, 分装保存备用.
1.2.3 生物活性滴度测定 按Quantum公司提供的

试剂盒说明书步骤, 采用组织培养半数感染剂量

法(TCID50)测定Ad-Ang1的生物活性. 以1×104

个/孔接种293细胞于96孔板, 待细胞密度约90%
后, 倍比稀释病毒上清、分别以不同稀释浓度 
100 μL病毒溶液转染细胞, 以20 mL/L胎牛血清

的培养基培养10 d后倒置显微镜下观察, 计算每

一排中出现CPE的孔数, 按公式T = 10(S+3.8) PFU/L
计算滴度值. 
1.2.4 腺病毒体外转导效率的测定(MOI试验) 

MGC-803细胞以8000个/孔接种于96孔板培养至

60%-70%细胞贴壁时,分别以感染复数(病毒颗

粒/细胞数)为10, 20, 30, 50, 100 Ad-GFP 100 μL
感染细胞 ,  8 h后换含100 m L/L胎牛血清的 
RPMI1640培养液继续培养, 48 h后在荧光显微镜

下计数, 随机计算3个表达GFP 的细胞数占视野

中所有细胞的百分数, 取均值代表转导效率.

■研发前沿
A n g在肿瘤生长
中发挥了重要的
作用, 在很多实体
肿瘤中得到了证
实, 如在人胃癌、
肝癌、乳腺癌和
胶质细胞瘤等均
可见到有Ang-1及
其受体Tie-2表达
增加, 但其具体机
制尚不完全清楚.  
目前的研究结果
显示, Ang-1在肿
瘤发展过程的作
用尚有争议, 故需
进一步深入研究. 
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1.2.5 MTT法测定Ang1对MGC-803细胞增殖的
影响 实验分对照组(正常细胞组)、Ad-GFP(平
行对照组)、Ad-Ang1(Ang1转染组)3组, 每组设3
个复孔. 取对数生长期的MGC-803细胞, 以8000
个/孔接种细胞于96孔培养板中, 细胞生长度达

60%-70%时对Ad-GFP、Ad-Ang1两组予相应的

无血清无抗生素培养液稀释的病毒液100 μL感
染, 感染8 h后换RPMI1640完全培养液继续培养. 
分别于感染后24, 48和72 h定每孔吸光度(A值).
1 . 2 . 6  流式细胞仪检测转导A n g 1基因对

MGC-803凋亡的影响 根据Harfouche et al [5]的方

法进行. 以每孔1.0×108/L的MGC-803接种于6孔
板, 实验分组同MTT, 每组设3个复孔, 感染8 h后
用无血清培养液继续培养48 h后收集对照组、

Ad-GFP及Ad-Ang1组MGC-803细胞1.0×109/L, 
1000 r/min, 4℃离心10 min, 弃上清, 加入1 mL 冷
的PBS, 轻轻震荡使细胞悬浮. 1000 r/min, 4℃离

心10 min, 弃上清. 重复用冷的PBS洗两次. 将细

胞重悬于200 µL结合缓冲液. 加入10 µL Annexin 
V-FITC和5 µL PI, 轻轻混匀, 避光室温反应

15 min. 加入300 µL结合缓冲液, 在1 h内上机检

测细胞的凋亡率.
1.2.7 应用免疫细胞化学方法检测Tie-2, Ang1

在MGC-803细胞中的表达 取对数生长期的

MGC-803细胞, 消化后计数并调整培养液用量, 
使细胞悬液终浓度为1.0×108/L, 接种至底部有

小玻片的6孔板中, 每孔2 mL细胞悬液, 置孵育

箱中培养. 次日, 细胞在小玻片上贴壁生长约

60%融合, 分别于两孔中加入Ad-GFP、两孔中

加入Ad-Ang1的无血清无抗生素培养液稀释的

病毒液1 mL感染, 感染8 h后换RPMI1640完全培

养液继续培养. 两孔中不加病毒作为对照组. 再
于48 h后取出小玻片用丙酮固定. PBS缓冲液冲

洗, 30 mL/L双氧水灭活内源性过氧化酶, 微波抗

原热修复后正常山羊血清封闭, 一抗4℃过夜孵

育, 二抗30 min, DAB显色, 复染核、脱水、透明, 
中性树胶封片. 用PBS代替一抗作阴性对照, 已
知阳性片作阳性对照. 胞质或胞膜见棕黄色颗粒

为阳性. 在200倍显微镜下随机取5个视野细胞计

数, 细胞阳性表达率 = 阳性细胞数/总细胞数×

100%.
统计学处理  实验结果以均数±标准差

(mean±SD)表示, 均数间比较采用t检验. 所有数

据均采用SAS8.2统计软件进行分析, P<0.05表示

有显著差异.

2  结果

2.1 扩增、纯化后Ad-GFP及Ad-Ang1的滴度 Ad-
GFP的滴度为2.0×1012 PFU/L, Ad-Ang1滴度为

3.2×1013 PFU/L.
2.2 MOI试验结果 随着MOI值的加大, 腺病毒

重组体在MGC-803细胞内转导率逐渐增加, 当

■相关报道
有 研 究 表 明 , 
Ang-1可促进肿瘤
生长, 转染Ang-1
基因可降低肿瘤
细胞的凋亡指数,
但其具体机制不
清; 也有部分研究
发现, Ang-1抑制
肿瘤生长的可能
机制是Ang-1减少
血管渗漏, 形成稳
定的血管. 

图  1  不同MOI值时MGC-803细胞的GFP表达(SP×100). A: MOI = 0; B: MOI = 10; C: MOI = 20; D: MOI = 50.

A B

C D
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MOI为10时, 其转导效率约为92%; 当MOI为50
时, 其转导率为100%, 但细胞脱落、变圆, 有半

数漂浮, 呈现腺病毒过量中毒状态; 当MOI为20
时, 其转导效率接近100%而无明显细胞中毒现

象(图1). 本试验均采用MOI = 20进行.
2.3 MTT法测定转染Ang1对MGC-803细胞增殖
的影响 MTT结果如表1所示, 对照组 vs  Ad-GFP
组: 24 h(t  = 1.16, P  = 0.3105), 48 h(t  = 1.08, P  = 
0.3908), 72 h(t  = 1.09, P  = 0.3359); Ad-GFP组vs  
Ad-Ang1组: 24 h(t  = 16.32, P <0.0001), 48 h(t  = 
10.47, P  = 0.0005), 72 h(t  = 24.59, P <0.0001); 对
照组 vs  Ad-Ang1组: 24 h(t  = 10.54, P  = 0.0005), 
48 h(t  = 13.92, P  = 0.0002), 72 h(t  = 22.46, 
P <0.0001). 以上数据说明GFP对MGC-803细胞

的增殖没有影响, 而转染Ang1基因能够显著促

进MGC-803细胞的增殖.
2.4 转染Ang1基因对MGC-803凋亡的影响 流
式细胞仪检测结果表明, 对照组、Ad-GFP组
和Ad-Ang1组的凋亡率(%)分别为: 9.90±0.62, 
10.07±1.27(vs  对照组, t  = 0.02 , P  = 0.8487), 
4.17±0.35(vs  Ad-GFP组, t  = 7.73 , P = 0.0015), 
说明转染GFP对MGC-803的凋亡无影响, 而转

染Ang1基因可显著抑制血浆饥饿条件下的凋亡

(图2).
2.5 Ang1及其受体Tie-2在MGC-803细胞中的表
达 对照组、Ad-GFP组及Ad-Ang1组3组Tie-2阳
性率(%)分别为30.8±1.5; 32.4±2.3; 85.4±1.8, 
且在Ad-Ang1组的阳性表达率明显高于对照组

和Ad-GFP组(P <0.0001, 图3). Ang1在3组细胞中

均有表达, 对照组、Ad-GFP组及Ad-Ang1阳性

率(%)分别为51.0±2.7; 51.4±1.5; 99.2±0.8, 在
Ang1转染组近100%表达, 明显高于对照和Ad-
GFP组(P <0.0 001, 图4).

3  讨论

血管生长因子如VEGF[6]、bFGF[7]等以及新近发

现的Ang[8]的促血管生成作用作为肿瘤研究领域

中的热点一直以来受到大家的关注. Ang-1作为

一个新发现的血管生长因子, 在肿瘤生长过程

中发挥了重要的作用, 在很多实体肿瘤中得到

了证实. 如在人胃癌[9]、肝癌[10]、肠癌[11-12]、肺

鳞癌[13]和胶质细胞瘤[14-15]等均可见有Ang1及其

受体Tie-2的表达增加. 但Ang1在肿瘤发展过程

中的作用一直存在争议, 有些学者认为, Ang1可
促进肿瘤的生长[16-20], 也有部分研究显示抑制肿

瘤的发展[21-23]. Stratmann et al [16]将内皮细胞与胶

质瘤细胞共同培养于基质胶(Matrigel)中, 可检

测到Ang-1的表达, 并观察到内皮细胞迁移, 形
成相互吻合的血管网, 血管成条索状; 反之, 当
去除胶质瘤细胞时, 未能检测到Ang-1的表达, 
而内皮细胞堆积成团, 血管延伸异常, 推测肿瘤

细胞分泌Ang-1, 使内皮细胞迁移、趋化, 从而

促进肿瘤血管生成. Wang et al [9]检测53例胃癌

组织和23例正常胃黏膜中Ang-1的表达, 结果显

示, 有66%胃癌组织中Ang-1明显升高且与胃癌

细胞株的分化程度有相关性. 而Stoeltzing et al [22]

用重组Ang-1转染人结肠癌细胞并种植到裸鼠

身上, 发现转染Ang-1的HT29种植瘤比转染空

载体组的体积小, 血管密度低, 肿瘤细胞增殖程

度低, 血管周细胞包绕程度高, 血管渗透性低. 
推测Ang-1可通过抵抗血管渗漏, 抑制血管新

生, 维持血管稳定, 有阻止肿瘤转移的潜能. 不
管是促进或是抑制作用, 目前的研究多是从促

血管生成、稳定血管角度研究的; 而其血管生

表  1  MTT法测定转染Ang1对MGC-803细胞增殖的影响
(mean±SD)

      

对照组            0.758±0.03    1.004±0.01   1.232±0.03     

Ad-GFP组      0.781±0.01    1.027±0.03   1.253±0.02

Ad-Ang1组     0.948±0.01   1.393±0.03   1.753±0.03

          A 值

     24 h                   48 h                 72 h

■创新盘点
本文应用基因转
染技术将A n g - 1
导入人胃癌细胞
MGC-803, 研究该
基因对胃癌细胞
增殖和凋亡的影
响, 并探讨其可能
的作用机制, 具有
一定新意. 

图  2  转导Ang1基因对人胃癌细胞MGC-803凋亡的影响. A: 对照组; B: Ad-GFP; C: Ad-Ang1.
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成以外的功能学研究甚少. 因此, 我们利用腺病

毒作为载体将外源Ang1基因导入人胃癌细胞株

MGC-803, 研究血管生长因子Ang1除具有血管

生长作用以外, 是否对胃癌细胞本身的增殖和

凋亡的有无影响及探讨其可能机制. 
基因转染载体分为非病毒载体和病毒载体

2大类. 非病毒载体包括质粒、脂质体、基因枪

和裸DNA等; 病毒载体包括逆转录病毒、腺病

毒、腺相关病毒和慢病毒等, 他们多是高效载

体, 其中腺病毒最为常用. 腺病毒载体主要具有

以下优点: (1)宿主广泛. 能感染绝大多数处于分

裂或不分裂状态的细胞; (2) 安全. 腺病毒是一

约36 kb的双股DNA病毒, 有40多种血清型. 本试

验采用的是腺病毒5型, 其控制转录复制单位E1
基因和编码毒性产物的E3基因已经被剔除, 所
以具有不会自身复制和毒性低的特点; (3)转染

率高. 腺病毒很容易生长到较高滴度(1012 PFU/L

以上), 转染后能表达高丰度的目的蛋白; (4)目
的基因不整合到宿主染色体DNA中, 转染细胞

表达目的基因数量随细胞分裂增殖而递减, 因
而不会带来严重副作用[24-25]. 在实验中我们以

绿色荧光蛋白(GFP)做平行对照, 因为GFP是目

前已知的唯一能在活细胞中产生自发荧光的蛋

白, 并且其基因序列很短, 易于构建质粒, 具有

敏感的标记检测率, 而没有放射性的危害[26]. 本
实验用复制缺陷型腺病毒将Ang1基因转导入

MGC-803进行体外表达实验, 以最适感染复数

(MOI = 20)转染MGC-803, 培养瓶中发现细胞死

亡现象很少. 转染后48 h, 免疫组化染色可见绝

大部分细胞中存在阳性颗粒, 这表明腺病毒载

体的瞬时转染效率很高, 我们的结果显示可达

99%以上. 而MTT和流式细胞仪检测显示, GFP
对MGC-803细胞的增殖和凋亡没有影响, 也进

一步证实, GFP是在基因转染实验中较理想的平

■应用要点
本文发现 ,  转染
Ang-1基因对人胃
癌细胞MGC-803
有促进增殖和抑
制凋亡作用, 这一
研究结果可能为
胃癌的临床治疗
提供理论依据.

图  4  Ang1在各组胃癌细胞中的表达(SP×200).  A: 对照组; 
B: Ad-GFP; C: Ad-Ang1.

图  3  Tie-2在各组胃癌细胞中的表达(SP×200).  A: 对照组; 
B: Ad-GFP;C: Ad-Ang1.
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行对照基因.
我们成功制备了高滴度的A d-G F P和A d-

A n g1, 在感染复数(M O I)为20时即对胃癌细

胞MGC-803有近100%转导效率. MTT结果显

示 ,  A d-A n g1组细胞吸光度明显高于对照组

及Ad-GFP组, 说明Ang1能够促进体外培养的

MGC-803细胞的增殖. 血浆饥饿诱导的凋亡实

验常被用来检测某些物质、因素的抗凋亡效应, 
并且认为其诱导的凋亡是Caspase依赖性的[27]. 
本研究流式细胞仪检测结果证明, Ang1对胃癌

细胞具有抗凋亡作用, 可能是通过与其细胞表

面Tie-2受体结合后, 导致后者的磷酸化, 从而激

活PI-3K, AKT, 抑制细胞Caspase家族的活化所

至. 另外, 我们应用免疫细胞化学方法在该种细

胞株上也检测到了Ang1及其受体Tie-2的阳性

表达, 且Ad-Ang1组阳性细胞表达率显著高于对

照组和Ad-GFP组, 说明Ang1水平的增多可上调

其受体的表达, 可能系通过自分泌途径促进肿

瘤的增殖. 这些研究结果证明, Ang1基因对肿瘤

生长和转移的促进作用除了通过血管机制以外, 
对肿瘤细胞本身也有直接的促增殖和抑制凋亡

作用.
总之, 以腺病毒为载体, 将外源Ang1基因导

入人胃癌细胞, 发现该基因对MGC-803有促进

增殖和抑制凋亡作用, Ang1这种促血管生成以

外的作用将为其功能学研究和在肿瘤的临床应

用开辟新方向. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of Huoxue Huayu 
injection I (HHI-I) pretreatment and ischemic 
preconditioning (IP) on hepatic ischemia and 
reperfusion (I/R) injury in rats and compare 
their efficacity.

METHODS:  Eighty healthy adult male Sprague-
Dawley rats were randomly and averagely 
divided into 4 groups: sham operation (SO) 
group, I/R group, ischemia preconditioning (IP) 

group, and HHI-I pretreatment group. After 
partial hepatic I/R model was made, the rats of 
each group were sacrificed to determine serum 
alanine aminotransferase (AST), alanine amino-
transferase (ALT), lactate dehydrogenase (LDH), 
tissue malondialdehyde (MDA) and superoxide 
dismutase (SOD) level 1, 3, 6 and 24 hours after 
reperfusion, respectively. Tissue tumor necrosis 
factor alpha (TNF-α) and intercellular adhe-
sion molecule-1 (ICAM-1) mRNA levels were 
determined by reverse transcription-polymerase 
chain reaction after 1 hour of reperfusion. Liver 
histology was observed after 3 hours of reperfu-
sion.

RESULTS: The activities of ALT, AST, LDH, 
the level of MDA, and the expression of TNF-α, 
ICAM-1 mRNA in I/R, IP, and HHI-I group were 
significantly higher than those in SO group, but 
they were markedly lower in IP and HHI-I group 
than those in I/R group. The activities of ALT, 
AST, LDH in HHI-I group were significantly lower 
than those in IP group (ALT: 2378.8 ± 303.4 nkat/L 
vs 2840.6 ± 248.4 nkat/L; AST: 2887.2 ± 270.1 nkat/
L vs 4567.6 ± 275.1 nkat/L; LDH: 10550.4 ± 710.1 
nkat/L vs 12164.1 ± 735.1 nkat/L; all P < 0.05). As 
compared with that in the IP group, the level of 
MDA in HHI-I group was decreased at the 3rd and 
6th hour (17.35 ± 1.39 nmol/g vs 21.66 ± 1.84 nmol/g, 
P < 0.05), and the mRNA expression of TNF-α and 
ICAM-1 were decreased (TNF-α: 0.54 ± 0.06 vs 0.78 
± 0.08; ICAM-1: 0.43 ± 0.03 vs 0.69 ± 0.11, both P < 
0.01). The level of SOD in I/R, IP and HHI-I group 
was markedly lower than that in SO group (P < 
0.05), but it was significantly higher in IP and HHI-I 
group than that in I/R group (P < 0.05). The SOD 
level in the animals received HHI-I was significant-
ly increased in comparison with that in IP group 
(136.00 ± 12.50 nmol/g vs 124.70 ± 9.32 nmol/g, P 
< 0.05). Microscopy showed that liver injury in the 
HHI-I-treated animals and IP-treated animals were 
attenuated as compared with that in I/R group.

CONCLUSION: HHI-I and IP pretreatment 
can alleviate I/R-induced liver injury, and the 
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■背景资料
肝脏缺血再灌注
损伤是肝脏外科
手术和肝移植后
常见的病理生理
过程, 导致肝脏缺
血再灌注损伤的
原因众多 ,  确切
机制目前仍不十
分清楚. 目前, 人
们认为肝脏缺血
再灌注损伤是许
多不同的机制相
互作用的结果, 因
此其防护也就有
各种不同的方法.  
对其机制及防治
措施的研究具有
重要的临床意义, 
已成为肝脏移植
领域的研究热点.  



former is superior to the latter. The protective 
mechanism of HHI-I may be associated with the 
improvement of liver microcirculation, elimina-
tion of tissue anoxia, transcription inhibition 
of cytokine and cell adhesion molecule such as 
TNF-α and ICAM-1, and decrease of neutrophil 
infiltration.

Key Words: Liver ischemia reperfusion injury; 
Ischemia preconditioning; Huoxue Huayu injection 
I; Tumor necrosis factor-α; Rat

Bi XD, Guo W, Zhao J, Zhao LG, Fu XG. Effects of 
Huoxue Huayu injection I pretreatment and ischemic 
preconditioning on liver ischemia and reperfusion injury 
in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(8):831-837

摘要
目的: 研究活血化瘀注射液I号(HHI-I)预处理
与缺血预处理(ischemic preconditioning, IP)对
大鼠肝脏缺血再灌注(ischemia and reperfusion, 
I/R)损伤的改善作用, 并比较两者的作用效果. 

方法: 健康♂SD大鼠80只, 随机分为假手术
对照组(Sham组)、缺血再灌注组 (I/R组)、缺
血预处理组(IP组)、HHI-I预处理组(HHI-I组), 
每组20只. 建立大鼠部分肝缺血模型, 各组在
I/R后1, 3, 6, 24 h分别取材, 测血清谷丙转氨
酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)、乳酸脱氢酶
(LDH)的水平; 取左肝测组织丙二醛(MDA)、
超氧化物歧化酶(SOD)的含量. I/R后1 h RT-
PCR检测肝组织中肿瘤坏死因子α (TNF-α)
和细胞间黏附分子-1(ICAM-1)mRNA的表达, 
I/R后3 h行组织学观察. 

结果: I/R组、IP组、HHI-I组的ALT, AST, 
LDH活性、MDA值和TNF-α, ICAM-1 mRNA
表达水平均明显高于Sham组. IP组、HHI-I
组低于I/R组. HHI-I组所有时间点ALT, AST, 
LDH明显低于IP组(ALT: 2378.8±303.4 nkat/L 
vs  2840.6±248.4 nkat/L; AST: 2887.2±270.1 
nkat/L vs  4567.6±275.1 nkat/L; LDH: 10550.4
±710.1 nkat/L vs  12164.1±735.1 nkat/L; P均
<0.05). HHI-I组MDA值明显低于IP组(17.35
±1.39 nmol/g vs  21.66±1.84 nmol/g, P <0.05). 
HHI-I组TNF-α, ICAM-1 mRNA表达水平
低于IP组(TNF-α: 0.54±0.06 vs  0.78±0.08; 
ICAM-1: 0.43±0.03 vs  0.69±0.11, P均<0.01). 
各组SOD值均低于Sham组(P <0.05), IP组、
HHI-I组均高于I/R组(P <0.05), HHI-I组SOD(1, 
3, 6 h)明显高于IP组(136.00±12.50 nmol/g vs 
124.70±9.32 nmol/g, P <0.05). Sham组光镜下
肝小叶结构正常; I/R组肝小叶结构紊乱, 肝细
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胞水肿变性; IP组肝细胞水肿明显, 部分肝细
胞变性; HHI-I组肝小叶结构基本正常, 肝细胞
无明显水肿.

结论: HHI-I预处理与IP均可改善I/R对肝脏
造成的损伤, 前者的效果优于后者. HHI-I的
保护机制可能在于改善肝脏微循环, 减轻组
织缺氧状态, 并通过抑制TNF-α和ICAM-1等
细胞因子和细胞黏附分子的转录表达, 减少
肝组织中中性粒细胞的浸润.

关键词: 肝脏缺血再灌注损伤; 缺血预处理; 肿瘤坏

死因子-α; 活血化瘀注射液I号; 大鼠
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0  引言

临床外科实践中常把肝血流暂时阻断以保证手

术顺利进行, 当恢复血流再灌注时, 肝脏组织细

胞发生了一系列代谢、结构和功能的紊乱, 临
床上称之为缺血再灌注(I/R)损伤(IRI). 他直接

影响到疾病的预后、手术成功率和患者存活

率. 因此, 对肝脏缺血再灌注损伤作用机制及防

治措施的研究, 具有重要的临床意义. 目前, 肝
脏I R I防护常用的方法有两类, 即缺血预处理

(ischemia preconditioning, IP)和药物预处理. IP即
在长时间的缺血前行几次短暂的IR过程, 调动机

体内源性抗损伤机制, 使肝脏耐受更长时间的

缺血. 药物预处理是指利用某些活性物质直接

或间接的药理作用来达到类似缺血预处理的保

护作用[1], 增强组织或细胞对缺血再灌注损伤的

耐受性, 从而减轻损伤[2]. 国内研究证实, 一些活

血化瘀中药对脏器缺血再灌注损伤具有保护作

用[3]. 活血化瘀注射液Ⅰ号(HHI-Ⅰ)的有效成分

是杏仁提取物, 具有很强的活血化瘀作用, 他能

改善急性坏死性胰腺炎时胰腺和肠系膜的微循

环增加局部血流量[4]. 大鼠肾脏缺血再灌注时应

用HHI-Ⅰ亦能改善肾脏微循环, 对造模动物具

有保护作用[5]. 本实验研究活血化瘀中药HHI-Ⅰ
预处理对于肝脏缺血再灌注损伤的防治的效果, 
并与IP的作用相比较, 以探求防治肝脏缺血再灌

注损伤的最佳方法, 为将来临床肝脏切除和移

植过程中IRI的预防打下坚实的理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级健康♂ SD大鼠(由辽宁医学院

www.wjgnet.com

■创新盘点
H H I - I已制成单
体, 并获国家专利
保护, 他能明显抑
制出血坏死性胰
腺炎发病过程中
白细胞募集、浸
润和黏附, 我们首
次将其用于肝脏
缺血再灌注损伤
的防护.
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实验动物中心提供)80只, 体质量200-220 g, 随
机分成4组, 每组20只. TGLL-18 g型台式高速冷

冻离心机, JY92-Ⅱ超声波细胞粉粹机, DY89-Ⅰ
型电动玻璃匀浆机,  SHZ-88水浴恒温振荡器, 
UV751GD紫外/可见分光光度仪, 日立7170A型

全自动生化分析仪, GeneAmp PCR system 9700, 
EPS 301 Power Supply电泳仪, 全自动凝胶成像

系统, LKB-V超薄切片机, RM-2135组织切片

机, OLYMPUS万能显微镜照相机. Taq E, PCR 
Buffer, MgCl2(Promega), TRIzol、DNA反转录

试剂盒(Invitrogen), 丙二醛(malondialdehyde, 
MDA)、超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, 
S O D)试剂盒购于南京建成生物工程研究所 . 
H H I-Ⅰ: 天津市中西医结合急腹症研究所赵

连根研究员提供H H I-Ⅰ提取物粉末 ,  使用前

加入无菌生理盐水配成浓度为30 g/L的注射

液. DEPC (Sigma). PCR引物用Primer 3.0(http://
www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/ primer3.
cgi)设计, 上海基康公司合成. 本研究所用引物

名称、序列及其相关实验见表1. 
1.2 方法 SD大鼠术前12 h禁食, 自由饮水. 术前

100 g/L水合氯醛3.0 mL/kg ip麻醉. I/R组: 腹正

中切口, 按Yoshidome et al [6]法, 分离出肝十二指

肠韧带, 用无损伤动脉夹将肝中叶和左侧叶的

动脉、门静脉和胆管一并阻断, 造成70%肝脏

缺血模型, 40 min后移走动脉夹恢复灌流, 缺血

前5 min分别自阴茎背静脉缓慢注射生理盐水

(10 mL/kg). Sham组: 单纯麻醉和开腹, 分离出肝

十二指肠韧带, 仅暴露肝中叶和左侧叶的肝蒂, 
不进行阻断, 余同I/R组. IP组: 在实验前先将肝

中叶和左侧叶的动脉、门静脉和胆管一并阻断

缺血5 min, 然后开放血流5 min, 反复2次, 余同

I/R组. HHI-Ⅰ组: 缺血前5 min自阴茎背静脉缓

慢注射HHI-Ⅰ(10 mL/kg), 余同I/R组. 
1.2.1 肝脏酶学和MDA, SOD实验指标的检测 各
组在1, 3, 6, 24 h分别处死5只动物, 下腔静脉采

血约4 mL, 注入离心管, 置于37℃温水中20 min, 

2 500 r/min离心30 min, 提取血清标本-20℃保存

待测; 取左肝固定部位的组织, 置于-80℃冰箱保

存. 取血清1 mL全自动生化分析仪测血清谷丙

转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)、乳酸脱氢酶

(LDH)水平. 分别采用硫代巴比妥酸比色法和黄

嘌呤氧化酶法测定MDA, SOD. 
1.2.2 肝组织肿瘤坏死因子α(TNFα), 细胞间黏
附分子-1(ICAM-1)的RT-PCR检测 (1)总RNA
的提取:  1 g组织置入液氮中磨成细粉 ,  刮入

管内, 加10 mL TRIzol. 高速匀浆机打成匀浆. 
9900 r/min(12 000 g )离心10 min(4℃), 倒出上

清. 加2 mL氯仿, 剧烈摇荡15 s, 室温2-3 min. 
9900 r/min离心15 min(4℃), 小心吸出上清. 加
5 mL异丙醇, 室温10 min. 8600 rpm(9000 g )离
心10 min(4℃), 保留沉淀物. 加10 mL 75 mL/L
乙醇, 7600 r/min(7000 g )离心5 min(4℃), 保留

沉淀物. 室温5-10 min, 加适量消毒过的DEPC 
H2O溶解RNA. 取少量Total RNA进行变性胶

电泳. (2)反转录: 经DNase I处理过的组织总

RNA 9 mL(4-5 mg)和Oligo dT 1 mL混合, 72℃ 
5 min, 冰上10 min; 加入8 mL反转录混合液

(10×RT Buffer 2 mL, 25 mmol/L MgCl2 2 mL, 
10 mmol/L dNTPs 1 mL, 0.1 mmol/L DTT 2 mL, 
RNase inhibitor 1 mL), PCR仪42℃ 5 min, 加入

1 mL(50 U)SuperScript Ⅱ反转录酶, 42℃反应

50 min; 70℃ 15 min终止反应, 置于冰上; 加入

1 mL RNase H, 37℃ 20 min. C: PCR: 取逆转录

产物1 mL, 10 mmol/L dNTP 0.5 mL, 25 mmol/L 
MgCl2 2 μL, 5 U/μL Taq聚合酶0.1 mL, 10×
Reaction Buffer 2.5 mL, 6 pmol引物. 反应条件

为94℃ 4 min; 94℃ 30 s, 62℃ 30 s, 72℃ 30 s, 30
个循环; 72℃ 3 min. b-actin作为内参照标准. D: 
PCR产物溴乙锭染色, 2 g/L琼脂糖凝胶电泳, 全
自动凝胶成像系统分析.
1.2.3 组织学检查 取甲醛固定肝组织, 梯度酒精

脱水(700, 800, 900, 950 mL/L Ⅰ, Ⅱ, 1000 mL/L 
Ⅰ, 1000 mL/L Ⅱ), 二甲苯透明、浸腊包埋后切

表  1    RT-PCR引物和产物

          基因	 基因库序列号       位点	 引物序列	                                                产物大小(bp)

b-actin	 NM_031144           F           5'-AGCCATGTACGTAGCCATCC-3'	 228

		                R           5'-CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA-3'	

ICAM-1	 NM_012967           F           5'-GGGGAAAGATCATACGGGTT-3'	 241

		                R           5'-TTTAGGCATGGTGGTTGACA-3'	

TNF-α	 NM_012675           F           5'-CTCTTCAAGGGACAAGGCTG-3'           185	

                                               R           5'-TGGAAGACTCCTCCCAGGTA-3'	     

■应用要点
在经过临床试验
后, 将HHI-I申报
国家新药, 进行批
量生产, 应用于临
床肝脏切除和肝
脏移植中肝缺血
再灌注损伤的防
护, 减少术中、术
后肝功能障碍的
发生, 促进肝切除
和肝脏移植患者
尽快的康复.
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片(5 μm), HE染色, 显微镜下观察. 
统计学处理 利用统计软件SPSS11.0处理分

析数据: 对各组同一时间点的同一指标采用多个

样本均数的两两比较的方差分析, 文中所有数据

均用均数±标准差表示(mean±SD). 

2  结果

2.1肝功能变化 I/R组各时点AST, ALT和LDH
值明显高于Sham组、IP组和HHI-I组, IP组和

HHI-I组各时点AST, ALT和LDH值明显高于

Sham组, IP组明显高于HHI-Ⅰ组(表2-4).
2.2 肝组织M D A、S O D含量的变化 I/R组、

HHI-Ⅰ组和IP组各时间点SOD值均低于Sham组

(P <0.05), HHI-Ⅰ组和IP组各时间点均高于I/R组
(P <0.05), HHI-Ⅰ组SOD(1, 3, 6 h)明显高于IP组
(P <0.05). 再灌注后MDA值均升高, HHI-Ⅰ组和

IP组各时间点均低于I/R组(P <0.05), HHI-Ⅰ组

MDA(3, 6 h)明显低于IP组(P <0.05)(表5).
2.3 肝组织TNF-α和ICAM-1的表达 缺血再灌注

1 h后大鼠1 g肝组织中提取总RNA, 用RT-PCR的

方法进行半定量分析. TNF-α, ICAM-1 mRNA表

达量均较Sham组增高, 但IP组、HHI-Ⅰ组均低

于I/R组, HHI-Ⅰ组低于IP组(P <0.01, 图1, 表6).
2.4 组织学观察 I/R后3 h, 肝组织切片HE染色光

镜观察见图2.

3  讨论

肝脏缺血再灌注损伤的发生机制十分复杂[7-8], 
大多数学者认为 ,  再灌注后细胞因子的过表

达、钙超载与氧自由基的大量形成是造成肝脏

缺血再灌注损伤的主要原因. 缺血缺氧使细胞

能量代谢从有氧化转为无氧代谢为主, 利用糖

类减少而脂肪酸供能增多, 无氧糖酵解和脂肪

酸代谢的产物也对细胞有损害作用[9]. 目前认

为, 肝脏缺血再灌注损伤经历两个阶段[10]: 初
期是由活化的枯否细胞释放的大量氧自由基和

TNFα、IL-1等细胞因子对肝细胞的直接损害; 
后期是中性粒细胞介导的炎性损伤. 

缺血再灌注导致氧自由基大量产生, 同时

SOD活性降低. 氧自由基对细胞的主要损害是

表  3    血清ALT的变化(mean±SD, nkat/L)

          分组	             1 h	                              3 h	                               6 h	                            24 h

Sham	 1306.9±226.5	 1286.3±117.2	 1257.9±121.4	 1217.9±123.4

IR	 3569.0±383.4b     10 163.7±713.5b     15 116.4±1008.5b	 4047.1±283.4b

IP	 3042.3±216.7bc	 6803.0±548.4bc    12 255.1±876.8bc	 2840.6±248.4bc

HHI-I	 2578.8±328.4bce	 5401.1±361.7bc	 8768.4±698.5bce	 2378.8±303.4bce

bP<0.01 vs  Sham 组; cP<0.05 vs  I/R组; eP<0.05 vs  IP组.

表  4    血清LDH的变化(mean±SD, nkat/L)

          分组	           1  h	                               3  h	              6  h	               24  h

Sham      7911.6±508.4	  8095.0±386.7	   7969.9±505.1	      7921.6±595.1

IR         19 920.7±1800.4b     54 444.2±3535.7b    80 632.8±4517.6b	   14 322.9±781.8b

IP         17 503.5±1070.2bc    34 340.2±2655.5bc   42 375.1±2633.9bc	   12 164.1±735.1bc

HHI-I   15 669.8±1603.7bce  23 054.6±2185.4bce  30 856.2±2567.2bce	   10 550.4±710.1bce

bP<0.01 vs  Sham组; cP<0.05 vs  I/R组; eP<0.05 vs  IP组.

■名词解释
1 缺血预处理: 肝
组织经短暂的重
复缺血能增加对
缺血的耐受性, 减
轻随后持续长时
间缺血造成的损
伤. 
2 药物预处理: 利
用某些活性物质
直接或间接的药
理作用来达到类
似缺血预处理的
保护作用, 增强组
织或细胞对缺血
再灌注损伤的耐
受性, 从而减轻损
伤.

表  2    血清AST的变化(mean±SD, nkat/L )

          分组	             1 h	                               3 h	                              6 h	                            24 h

Sham	 1723.7±235.0	 1797.0±238.4	 1882.0±193.4	 1743.7±268.4

IR	 5447.8±641.8b     12 734.2±876.8b    18 537.0±2567.2b	 6879.7±388.4b

IP	 4849.3±368.4bc	 8880.1±691.8bc   14 771.3±955.2bc	 4567.6±275.1bc

HHI-I	 2858.9±466.8bce	 6441.3±656.8bce  10 010.3±851.8bce	 2887.2±270.1bce

bP<0.01 vs  Sham组; cP<0.05 vs  I/R组; eP<0.05 vs  IP组.
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造成脂质过氧化, MDA 的产生与脂质过氧化相

平行. SOD是机体清除氧自由基的重要酶, 测定

其活性高低可反应机体清除自由基的能力, 而
测定MDA的高低可间接反映出细胞损伤的程

度. 机体在缺氧时无氧代谢加强, 乳酸含量激增, 
从而引起LDH反应性增高. 血清ALT和AST水
平则是反映肝损伤程度的灵敏指标. 本实验结

果证实, 肝脏I/R后肝小叶结构消失, 细胞肿胀

水样变性. HHI-Ⅰ预处理和IP对肝脏IRI均具有

防治作用, HHI-Ⅰ预处理的效果优于IP. 
微循环障碍在肝IRI的发病机制中具有重

要作用, 并决定最终肝组织的损伤程度[11]. 再灌

注早期阶段, 白细胞流速减缓, 其与内皮细胞及

kupffer细胞的接触率上升, 导致白细胞淤滞、

肝血窦网中的血流障碍[12]. 缺血区肝脏的低氧

期延长, 激活Kupffer细胞和中性粒细胞[13], 合成

分泌大量黏附分子、细胞因子及氧自由基, 加
重肝脏微循环障碍及肝脏损伤[11,14-16]. 在肝脏缺

血早期由于HHI-Ⅰ的活血化瘀功能减少了血小

板在血窦内聚集, 减轻了内皮细胞肿胀和血管

收缩, 降低了白细胞的附壁率及枯否细胞和中

性粒细胞激活率, 从而减少了炎性细胞因子和

氧自由基的产生. 因此HHI-Ⅰ可能改善了肝脏

微循环、改善了缺氧状态, 从而从源头上减轻

了缺血再灌注对肝脏的损伤. 
缺血时肝细胞受损, 引起细胞内Ca2+超载, 

■同行评价
本文通过观察认
为, HHI-I对肝脏
缺血再灌注损伤
具有保护作用, 具
体机制可能与其
改善微循环的作
用有关, 文章方法
可靠 ,  结果可信 , 
有一定的指导意
义.

Sham           I/R              IP              HHI-I

TNF-a

b-actin

ICAM-1

b-actin

图  1  大鼠假手术组和肝缺血再灌注1  h后肝脏TNF-α和
ICAM-1 mRNA的表达. 

表  6   不同组肝组织TNF-α和ICAM-1的表达

          分组	 TNF-α/b-actin	      ICAM-1/b-actin

Sham	   0.32±0.04	         0.21±0.04

I/R	   1.34±0.10b	         1.14±0.15b

IP	   0.78±0.08bd	         0.69±0.11bd

HHI-I	   0.54±0.06bdf	         0.43±0.03bdf	     

bP<0.01 vs  Sham组;  dP<0.01 vs  I/R组; fP<0.01 vs  IP组.

在再灌注时Ca2+超载加重. Kupffer细胞因Ca2+

超载而活化, 分泌释放大量TNFα[17]. TNFα的
过表达引起大量肝细胞的损害[18], 直接导致肝

窦内皮细胞肿胀、肝血窦微循环障碍, 并激发

Kupffer细胞产生过氧化物, 引起肝细胞的炎性

坏死. 肝I/R时内皮细胞被激活导致ICAM-1表
达迅速增加[19], 与中性粒细胞表面β2-整合素受

体相结合, 参与白细胞在血管内皮上的滚动、

黏附、移行及渗出过程[20-22], 造成中性粒细胞

的大量浸润. 抗ICAM-1单抗可显著减少缺血后

白细胞与内皮细胞的黏附[23], 显著减轻肝组织

损伤. 而ICAM-1表达缺陷的小鼠I/R损伤程度

显著轻于普通对照组小鼠[24]. 可见ICAM-1通过

介导中性粒细胞和内皮细胞的黏附在IRI中起

着重要作用. 肝I/R后TNFα释放的激增也诱导

ICAM-1等细胞黏附分子的表达明显增加[26], 用
TNFα的抗体阻断TNFα后肝内ICAM-1和中性

粒细胞的数量均下降[27]. TNFα和细胞黏附分子

相互作用, 进一步加重了肝脏的损伤. HHI-Ⅰ能

够通过抑制上述细胞因子和细胞黏附分子的转

录表达, 减轻肝组织中中性粒细胞的浸润, 从而

减轻缺血再灌注对大鼠肝脏的损害, 这有可能

是HHI-Ⅰ的作用机制所在. 
肝组织经短暂的重复缺血能增加对缺血

的耐受性, 减轻随后持续长时间缺血造成的损

伤. IP涉及的机制尚不完全清楚, 可能是由于前

期I/R刺激调动了机体内源性抗损伤保护机制, 

bP<0.01 vs  Sham组;  cP<0.05 vs  I/R组; eP<0.05 vs  IP组.

表  5    不同组肝组织MDA含量的变化(mean±SD, nmol/g)

          
分组

Sham   7.32±0.53      7.58±0.62     7.50±0.60     7.47±0.73    182.50±13.10 181.70±10.20  183.70±10.20   185.5±7.89

I/R      13.80±1.19b   20.72±1.34b   28.70±2.29b     16.07±1.738b144.10±8.03b  134.50±7.45b   110.80±9.82b    129.9±4.98b

IP       11.75±1.22bc  17.48±1.71bc 21.66±1.84bc   12.77±1.45bc 154.60±8.70b  140.90±6.35b   124.70±9.32bc     141.6±7.74bc

HHI-I 10.45±1.31bc  14.49±1.89bce 17.35±1.39bce11.58±2.32bc  169.50±5.60ce 156.20±9.88bce 136.00±12.50bce149.8±8.98bc

                                         MDA	                                                                                     SOD

  1 h               3 h                  6 h                24 h 	     1 h	           3 h	                   6 h	        24 h
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使机体对缺血损伤发生主动性适应反应[28]. IP
除了即刻出现的保护作用外, 还有IP后12-72 h
的延迟保护作用. 本研究证实IP对肝脏缺血再

灌注损伤具有保护作用, 抑制ICAM-1和TNFα 
mRNA的表达, 但临床实施比较困难. 

减轻肝脏缺血再灌注损伤, 可从多方面、

多角度着手, 其中药物预处理因操作简单、作

用环节多、效果可能优于缺血预处理[29]而具有

非常广阔的应用前景. 中药安全范围大, 毒副作

图  2  各组大鼠肝组织观察. A: Sham组(×100); B: Sham组(×400)肝小叶、肝细胞结构正常; C: I/R组(×100); D: I/R组(×400)
肝小叶结构紊乱, 肝细胞水肿变性, 肝窦缩小消失; E: IP组(×100); F: IP组(×400)肝小叶结构尚可, 肝细胞水肿明显, 可见部分
肝细胞变性; G: HHI-Ⅰ组(×100); H: HHI-Ⅰ组(×400)肝小叶结构正常, 肝细胞无明显水肿, 肝窦内可见红细胞淤积.

A B

C D

E F

G H

用小, 这为临床肝缺血再灌注损伤的防治提供

了新的思路[30-31]. 对HHI-Ⅰ进行深入研究, 明确

其作用机制及具体环节, 将为临床肝脏切除和

移植过程中IRI的防治打下坚实的理论基础, 具
有广泛的临床应用前景和价值.
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Abstract
AIM: To search for the new proteins related 
to multidrug resistance by comparing the 
proteomics of whole cellular proteins between 
sensitive strain and conjugational transfer anti-
multidrug strain of Shigella flexneri.

METHODS:  Clinical sensitive Shigella flexneri 
strain was transduced into anti-multidrug strain 
by conjugational transfer trials. Immobilized pH 
gradient (IPG) two-dimensional electrophore-
sis was adopted and the gels were analyzed by 
Image Master 2D Platinum software. Matrix as-
sisted laser desorption/ionization-time of flight 
mass spectrometry (MALDI-TOF MS) were used 
to analyzed differential expression proteins.

RESULTS: Conjugational transfer anti-multidrug 
strain of Shigella flexneri was obtained successfully. 
It was found that there were 946±37 protein spots 

in the whole cellular protein 2-DE gels of sensitive 
strain and 1013±157 protein spots in that of conju-
gational transfer anti-multidrug strain. A total of 
43 differential expression protein spots were found 
and 5 proteins related to multidrug resistance, in-
cluding two new proteins (CRISPR-associated pro-
tein and heat shock protein chaperone Groel-Groes-
Adp7),  were identified based on peptide mass 
fingerprinting. ATP binding cassette transporter 
protein, cysteine synthase, predicted periplasmic or 
secreted lipoprotein protein were highly expressed 
in conjugational transfer anti-multidrug strain.

CONCLUSION: Some genes related to multi-
drug resistance of the donor can be transduced 
into sensitive strains and expressed highly. 
Meanwhile, the expression of some important 
cellular metabolic enzymes is up-regulated, and 
ATP binding cassette transporter protein plays 
an significant role in the mechanism of Shigella 
flexneri multidrug resistance.

Key Words: Shigella flexneri ; Multidrug resistance; 
Proteomics; Two-dimensional electrophoresis; Mass 
spectrum analysis; Differential expression
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摘要
目的: 对志贺菌敏感株与基因转移耐多药株
全菌蛋白进行蛋白质组学比较, 寻找细菌耐多
药相关蛋白. 

方法: 采用接合基因转移实验对临床分离鉴
定志贺菌敏感株进行基因转移耐多药试验, 并
对志贺菌敏感株及基因转移耐多药株全菌蛋
白进行双向电泳; 电泳图谱采用Image Master 
2D Platinum软件分析, 并对差异表达蛋白进
行MOLDI TOF-TOF质谱分析. 

结果: 成功获得志贺菌基因转移耐多药株, 在
志贺菌敏感株与耐多药株全菌蛋白质图谱中
分别检测出946±37个和1013±157个蛋白质

■背景资料
近年来, 随着抗生
素的广泛使用, 甚
至滥用, 造成志贺
菌频繁发生变异
产生耐药株, 不断
给细菌性痢疾的
防治带来新的挑
战. 1996年痢疾志
贺菌被WHO认定
为给人类带来巨
大威胁的耐药性
菌株, 因此深入探
讨志贺菌的耐多
药机制成为目前
解决志贺菌耐多
药的先决条件. 目
前, 在向功能基因
组学研究过渡中, 
蛋白质组学研究
成为一种非常有
用的工具, 其是解
析基因组所表达
的真正体现生命
活动规律的蛋白
质的结构和功能. 

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年3月18日; 15(8): 838-843
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

  基础研究 BASIC RESEARCH 

志贺菌基因转移耐多药相关蛋白初步分析

宋春花, 黄志刚, 郗园林, 张梅喜, 段广才

®



宋春花, 等. 志贺菌基因转移耐多药相关蛋白初步分析                                                                                                      839

www.wjgnet.com

斑点; 经分析共发现43个差异表达的蛋白点, 
初步对其中5个表达量增加的差异蛋白进行质
谱鉴定, 基因转移耐多药株中发现两个新出现
的耐多药相关蛋白分别为CRISPR 相关蛋白
及Hsp60的分子伴侣蛋白(Groel-Groes-Adp7); 
ABC转运蛋白、胱氨酸合成酶、预测的胞浆
脂蛋白表达量上调.

结论: 通过对鉴定的5个耐多药相关蛋白分
析初步发现供体菌中一些耐多药相关基因通
过基因转移方式插入志贺菌敏感株中并大量
表达, 同时一些在细胞代谢中起重要作用的
酶类表达量上调, ABC转运蛋白在志贺菌基
因转移耐多药机制中也起重要作用.

关键词: 志贺菌; 耐多药; 蛋白质组学; 双向电泳; 质

谱分析; 差异表达

宋春花, 黄志刚, 郗园林, 张梅喜, 段广才. 志贺菌基因

转移耐多药相关蛋白初步分析 .   世 界华人消化杂志  

2007;15(8):838-843

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/838.asp

0  引言

志贺菌引起的细菌性痢疾发病率居我国传染病

发病率的前3位, 近年来随着抗生素的广泛使

用, 甚至滥用, 造成志贺菌频繁发生变异产生耐

药株, 且耐药率高、耐药产生速度快、耐药范

围广, 不断给细菌性痢疾的防治带来新的挑战, 
1996年痢疾志贺菌被WHO认定为给人类带来巨

大威胁的耐药性菌株, 因此深入探讨志贺菌的

耐多药机制成为目前解决志贺菌耐多药的先决

条件. 本课题拟选用对抗生素敏感的一株志贺

菌为受体菌, 以一株耐多药埃希氏大肠杆菌为

供体菌, 以接合转移方式构建出耐多药菌株, 通
过比较敏感株与基因转移耐多药株蛋白质双向

电泳图谱, 研究与志贺菌耐多药相关蛋白, 并对

表达差异蛋白进行基质辅助激光解吸飞行时间

质谱(MOLDI TOF-TOF)分析和数据库检索, 旨
在探索其耐多药机制. 

1  材料和方法

1.1 材料
1.1.1 菌株 (1)标准株: 福氏痢疾杆菌标准株, 菌
株号51571-9(中国药品生物制品检定所); (2)敏
感株及耐多药埃希氏大肠杆菌: 采用改良K-B
纸片法 [1], 从临床分离鉴定的志贺菌株中, 筛
选1株对头孢噻吩(cephalothin, CF)、诺氟沙

星(norfloxacin, NOR)、庆大霉素(gentamycin, 
GM)、磺胺甲基异恶唑(cotrimoxazole, SMZ)均
敏感的福氏志贺菌作为敏感株; 对以上4种抗生

素均耐药的致病性大肠杆菌为接合基因转移实

验的供体菌, 标准株作对照. 
1 . 1 . 2  试剂与仪器  头孢噻吩等抗生素均为

标准品(中国药品检验中心) .  固相p H梯度干

胶条(immobiline pH gradient, IPG, pH3-10, 
L = 24 cm); IPG缓冲液、IPG覆盖液、两性

电解质pharmalyte(pH3-10)、3-[(3-胆酰胺丙

基)-乙二胺]-1-丙磺酸[3-(3-cholamidopropyl- 
dimethylammonio)-1-propanesulfonate, CHAPS] 
(Amersham Pharmacia公司). 丙烯酰胺、尿素

(urea)、二硫苏糖醇(DTT)、碘乙酰胺(IAA)、
蛋白酶抑制剂丙甲基磺酰氟(PMSF)、亮抑蛋白

酶肽(leupeptin)(美国Sigma公司). 固相pH梯度等

电聚焦仪IPGphor IEF System, 垂直板电泳仪、

ImageScanner光密度扫描仪、图像分析系统(均
为AmershamPharmacia公司). 
1.2 方法  
1.2.1 志贺菌敏感株与耐多药大肠埃希菌接合转
移实验 将志贺菌敏感株作为受体菌, 耐多药大

肠埃希菌作为供体菌, 参照文献2的方案进行, 
将供、受体菌分别接种于4 mL LB肉汤37℃过

夜, 后按10∶1比例混合培养过夜. 吸取0.1 mL涂
布于含约4倍最低抑菌浓度(minimum inhibitory 
concentration, MIC)的CF, NOR, GM, SMX的

S.S.琼脂, 取无色透明菌落在相同琼脂上传代一

次, 再于普通琼脂上活化后测其耐药谱. 
1.2.2 蛋白质双向电泳  (1)蛋白提取方法: 采
用超声兼Urea-CHAPS-DTT-SB3-10裂解提取

法 [3], 略作改进; (2)可溶性总蛋白定量: 应用

B r a d F o r d法 [4]对提取的可溶性总蛋白进行定

量; (3)第一相固相pH梯度等电聚焦: 按文献[5]
的方案, 程序分别为30 V 7 h, 60 V 7 h, 150 V 
0.5 h, 300 V 1 h, 600 V 1 h, 8000 V 12 h; (4)
平衡: 按文献[5]的方案; (5)第二相垂直板SDS-
PAGE电泳: 按文献[3]的方案; (6)染色: 银染按

Amersham Bioscience的银染方案稍作改进[5]. 
考马斯亮蓝染色按Neuhoff et al [6]的方法进行; 
(7)图像扫描分析: 用Amersham Bioscience的扫

描仪投射扫描, 分辨率为300 dpi. 数字化图像文

件运用Image Master 2D Platinum软件分析. 图像

分析过程包括蛋白质斑点的检测、量化、背景

扣除、匹配. 蛋白质斑点经自动检测后进行手

工校对, 匹配之前先选一块胶作为参考凝胶, 其

■研发前沿
细菌产生耐药性
不仅可以水平传
播, 也可以自身诱
导产生 ,  尤其是
细菌的耐多药. 细
菌耐多药是多基
因、多蛋白参与
的一个复杂过程, 
而目前的研究多
局限于某一机制
的个别基因及蛋
白, 不但难以解释
细菌耐多药的全
部现象, 更不能全
面揭示细菌耐多
药的分子基础及
机制. 因此, 细菌
的耐药机制亟待
解决.
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他凝胶都与之匹配. 
1.2.3 质谱分析 (1)质谱样品制备: 比较双向电泳

图谱, 找到差异蛋白, 切下1 mm3含差异蛋白点

的凝胶, 置于1. 5 mL的Eppendorf管中, 按文献

[7]方法处理样品; (2)质谱鉴定: 样品按照1∶1
的比例, 与含有α-氰基-羟基苯丙烯酸的500 g/L
乙腈/1 g/L甲酸的溶液混合. 所有质谱在4700型
MALDI TOF-TOF蛋白质分析系统下获得. 选择

反射式阳离子捕获方式, 质量精确度为50 mg/L; 
MS光谱质量范围800-4000 Da. 
1.2.4 数据库检索 光谱在全球蛋白服务工作站

(global protein server workstation, GPS)进行处理

和分析; 搜索在NCBInr蛋白数据库进行; 鉴定

GPS可信区间应>95%. 搜索参数设置: 相对分子

质量误差范围为±20%, 肽片段相对分子质量误

差范围为±0.5 Da, 每个肽允许有1个不完全裂解

位点, 物种选择细菌; 蛋白质身份确定: 根据搜索

结果并结合蛋白质在凝胶上的等电点和相对分

子质量进行最终确定; 要求肽段覆盖率>15%, 匹
配肽段至少4个, 等电点和相对分子质量与观察

值基本相符. 

2  结果

2.1 接合转移耐多药结果 志贺菌出发菌株的

MIC分别为头孢噻吩(CF) 32 mg/L、诺氟沙

星(NOR)0.5 mg/L、庆大霉素(GM)2 mg/L、
磺胺甲基异恶唑(SMZ )512 mg/L, 经与耐多药

大肠杆菌接合转移实验后, MIC分别是头孢噻

吩256 mg/L、诺氟沙星4.0 mg/L、庆大霉素

20 mg/L、磺胺甲基异恶唑5120 mg/L的基因

转移耐多药志贺菌.  将基因转移后耐多药的志

贺菌作药敏试验, 结果4种药物的抑菌环直径均

为0 cm(标准株主要用于在药敏实验时的质控

菌, 故其结果未在此列出).
2.2 蛋白质双向电泳图谱比较 (1)敏感株: 相同

实验条件及参数设置情况下, 对志贺菌可溶性

总蛋白重复3次进行双向电泳分离, 发现3次双

向电泳图谱非常相似, 蛋白质上样量为100 μg, 
pH3-10, 24 cm线性干胶条通过Image Master 2D 
Platinum分析软件对其进行点检测, 获得946±
37个蛋白质斑点(图1A); (2)志贺菌基因转移耐

多药株: 对志贺菌基因转移耐多药株可溶性总

蛋白重复3次进行双向电泳分离, 获得3块凝胶

的平均蛋白质点数为1013±157(图1B). 经过背

景消减后, 将其中一块胶作为参考凝胶进行匹

配, 匹配点数为998±24, 其匹配率为98.52%.
2.3 2种菌株蛋白质差异表达谱分析 以基因转移

耐多药株双向凝胶图谱为参考凝胶, 与敏感株

双向凝胶图谱进行匹配, 匹配蛋白质点数为640
±19, 匹配率为65.12%, 共发现43个差异表达的

蛋白点, 其中8个蛋白点只存在于基因转移耐多

药株中, 6个蛋白点只存在于敏感株中, 还有29
个蛋白点在两株菌株中表达量相差5倍以上, 其
中22个蛋白点随着志贺菌由敏感株向耐多药株

转变而表达量增加, 7个蛋白点表达量下降(图
2-3). 
2.4 质谱鉴定结果 在考马斯亮蓝染色的凝胶上

选取5个在基因转移耐多药株表达量增加的差

异点进行肽指纹图谱鉴定, 其中Z202和Z204为
新出现蛋白, Z200, Z201及Z98号点表达量增加

(表1).

3  讨论

Liao et al [8]曾对志贺菌标准株作过全菌蛋白质

双向电泳, 共得到488的个蛋白质点, Ying et al [9]

及Jennison et al [10]也分别对其外膜蛋白进行双

向电泳, 但临床分离志贺菌全菌蛋白质双向电

泳图谱尚无文献报导, 本研究成功构建了志贺

图  1  蛋白质双向电泳图谱. A: 志贺菌敏感株蛋白质; B: 志
贺菌基因转移耐多药株蛋白质. 蛋白质上样量100 μg; 第一
向pI3-10, 24 cm线性干胶条; 第二向应用125 g/L聚丙烯酰
胺凝胶(银染).
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■相关报道
Liao et al曾对志
贺菌标准株作过
全菌蛋白质双向
电泳, 共得到488
的个蛋白质点. 在
研究细菌耐多药
机制方面 ,  陈川
et al在研究嗜水
气单胞菌耐四环
素的蛋白质组学
时发现, ABC转运
蛋白在耐药株中
表达量显著增加, 
CRISPR作为细胞
中的可移动序列, 
其表达的蛋白质
家族能够形成保
守的蛋白簇, 在宿
主的防御机制、
基因复制及调节
系统中起重要作
用.



图  3  表达量有差别的蛋白点. Z200号蛋白在基因转移耐
多药中表达量增加. A: 基因转移耐多药株; B: 敏感株.
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菌的全菌蛋白图谱, 由于我们改进了全菌蛋白

提取方法及电泳染色方案, 分别获得946及1013
个蛋白质斑点, 远高于Liao et al [8]报导的488个
蛋白质斑点.

Jansen et al [11]于2002年发现一个新的主要

在原核细胞中出现的规律的成簇插入的DNA
重复序列(clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats, CRISPR), 片段大小约为

21-37 bp, 此可移动重复序列与先前在细菌与古

细菌之间发现的横向基因转移成分[12]一样, 存
在于半数以上的原核生物基因组中, 在基因组

上大多有两个以上CRISPR位点, 这些CRISPR
与D N A的新陈代谢及基因的表达有关 [ 11 ] . 
CRISPR作为细胞中的可移动序列, 其表达的蛋

白质家族能够形成保守的蛋白簇[13], 在宿主的

防御机制[14-15]、基因复制及调节系统中[16-17]起

重要作用. 本研究通过对敏感株与基因转移耐

多药株双向电泳图谱分析发现, CRISPR相关蛋

白为在基因转移耐多药株中新出现蛋白, 可见

此短片段DNA重复序列是在基因转移耐多药过

程中从供体菌转移入受体菌中, 并在受体菌中

表达, 可能为一种新的耐多药相关蛋白, 推测其

在耐多药机制中起调节作用, 能增强一些耐多

药基因的表达, 从而导致细菌出现耐多药. 

Z202号蛋白Hsp60的分子伴侣蛋白(Groel-
Groes-Adp7): 分子伴侣蛋白为在生物大分子

的折叠、组装、转运及降解等过程中起协助

作用 ,  参与协助抗原的呈递和遗传物质的复

制、转录及构象的确立; 参与细胞周期调控、

抗衰老、凋亡调控等, 但自身并不发生任何变

化的一大类广泛存在于生物体内的蛋白质分

子[18]. Hartl et al [19]研究发现, 分子伴侣与新生

肽链结合, 阻止新生肽链折叠成天然构象或聚

集 ,  使其保持能够跨膜转运出去的分子构像 , 
利于跨膜转运. 我国杨运桂 e t a l [20]研究发现, 
在过量表达GroEL的宿主菌中, 周质分泌蛋白

总量较对照组提高了约52%, 同时也增加了靶

蛋白的溶解性. 在本次研究中, 我们发现, 出发

菌株志贺菌敏感株并未分离出此蛋白, 但经与

耐多药大肠杆菌接合基因转移后, 此蛋白不但

出现, 而且表达量很高, 推测在大剂量药物冲

击这个应激条件刺激下, 首先编码GroEL的基

因通过接合基因转移整合入志贺菌敏感株基

因组中, 或通过质粒传递进入敏感株中, 并且

在新宿主菌中大量表达, 防止新生的耐多药相

关蛋白质发生聚集或折叠, 保证他们的正确构

象, 增强耐多药相关蛋白质活性, 籍此适应新

的宿主环境. 

表  1   志贺菌基因转移耐多药株表达量上调蛋白质谱鉴定结果

          蛋白          SWISS-PROT                                 分子量             序列                                蛋白质

序号	 登陆序列号		  等电点	      覆盖率(%)                          (分类)

Z98

Z204

Z202

Z200

Z201

最高分

NCBInIr

gi|75242664

NCBInr 

gi|76795666

NCBInr

gi|61679964

NCBInr 

gi|75187168

NCBInr 

gi|75176024,

178

  80

211

209

 84

59 255  

   5.96

34 906  

   5.23

55 124  

   4.87

34 484  

   5.83

19 388  

   5.43

30

   

29

  

49

71

42

ABC-type dipeptide transport system, periplasmic

(Escherichia coli F11)

CRISPR-associated protein TM1801 

[Thermoanaerobacter ethanolicus ATCC 33223]

Chain N, Groel-Groes-Adp7

(Escherichia coli )

Cysteine synthase [Escherichia coli E24377A]

Predicted periplasmic or secreted lipoprotein 

[Shigellaboydii BS512]

图  2  Z202号蛋白点只存在于基因转移耐多药株. A: 敏感
株; B: 基因转移耐多药株.

Z202
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■创新盘点
从全蛋白组出发, 
较全面深入揭示
志贺菌耐多药的
分子基础, 首次构
建来自同一临床
分离志贺菌敏感
株的基因转移耐
多药株, 排除了非
同源差异. 通过本
项研究, 初步获得
志贺菌基因转移
耐多药机制的部
分相关蛋白质, 其
中有一些可能为
新发现的耐多药
相关蛋白.
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ABC外排系统为细菌多重耐药主动流出机

制之一, 肿瘤细胞膜上此蛋白过量表达, 以便药

物顺利进入细胞也会很快被泵出, 形成多样抗

药性[21-23]. Jessup et al [24]发现, ABC转运系统可

以把胆固醇从巨噬细胞中排出, 陈川 et al [25]在

研究嗜水气单胞菌耐四环素的蛋白质组学时发

现ABC转运蛋白在耐药株中表达量显著增加,  
Loiseau et al [26]发现, ABC转运系统在利什曼原

虫的抗药性中起重要作用. Sipos et al [27]也发现, 
A B C转运子在真菌的多药耐受性中起重要作

用. 此前我们关于志贺菌多重耐药机制研究发

现另一主动外排系统acrAB-tolC多重耐药泵在

临床多重耐药志贺菌中广泛存在[28], 本文结果

显示, 98号ABC转运蛋白(ATP binding cassette  
transporter protein)在志贺菌基因转移耐多药株

中表达量上调, 表明虽然ABC转运蛋白也存在

于志贺菌敏感株中, 但在志贺菌基因转移耐多

药株中表达量明显增加, 将结构不同药物泵出

胞外, 导致胞内药物达不到有效浓度而导致细

菌耐多药, 可见此蛋白在志贺菌的耐多药机制

中也起重要作用. 
我们发现, 在接合转移耐多药株中Z200号

胱氨酸合成酶(cysteine synthase)表达量显著

增加: 胱氨酸合成酶是生物体内合成胱氨酸的

主要酶, 有研究表明枯草芽孢杆菌胱氨酸合成

酶是与硫同化相关基因表达的一个通用负调

控子[29], 但胱氨酸合成酶在志贺菌耐多药中的

作用机制尚无报导, 推测此酶在耐多药机制中

起着调控子的作用. 质谱分析结果表明201号
蛋白为一种预测的胞质脂蛋白, 分子量较小为

19388 Da, 在接合转移株表达量显著增加, 说明

此胞质脂蛋白在志贺菌接合转移耐多药中起一

定作用, 可能与药物的转运及多重耐药信号的

传导有关, 但其与耐多药相关功能尚需进一步

作N端或C端测序. 
本文从全蛋白组角度探讨志贺菌的基因转

移耐多药机制, 并且在实验中使用一株出发菌

株通过基因转移产生耐多药, 排除菌株不同而

导致的差异, 可比性较高. 我们的后续研究将会

发现更多与志贺菌基因转移耐多药相关蛋白, 
从而为志贺菌耐多药分子机制及新型抗菌药物

开发研制提供基础资料.
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Abstract
AIM: To investigate whether the mucosal 
cytokines is differently expressed between post-
infective irritable bowel syndrome (PI-IBS) and 
ulcerative colitis (UC) in remission.

METHODS: SABC immunohistochemistry 
was used to detect the mucosal expression 
of substance P (SP), interleukin-2 (IL-2), and 
interferon-γ (IFN-γ) in 26 PI-IBS patients, 45 UC 
patients, and 30 controls.

RESULTS: The positive rates of mucosal IFN-γ, 
IL-2 and SP were significantly higher in the de-
scending colon and rectum of PI-IBS patients 
than those in the controls (IFN-γ: χ2 = 13.781, 
14.012, P < 0.01; IL-2: χ2 = 13.890, 13.931, P < 0.01; 
SP intensity: t = 3.623, 3.722, P < 0.01; SP area: t = 
3.454, 3.561, P < 0.01), but not markedly different 

from those in UC patients. The SP intensity and 
area were also significantly higher in the IFN-γ- 
and IL-2-positive descending colon and rectum 
of PI-IBS patients than those in the controls (in-
tensity: t = 2.202, 2.220, P < 0.05; area: t = 2.301, 
2.252, P < 0.05), but not notably different from 
those in UC patients.  

CONCLUSION: The cytokine expression has 
no marked difference between PI-IBS and UC. 
There may be some correlation between PI-IBS 
and inflammatory bowel disease (IBD), and IBS 
is probably a low-grade IBD according to neuro-
immune mechanism.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Ulcerative 
colitis; Substance P; Cytokine

Ju H, Liu XS, Wang GL, Yin XY, Liu H, Dai SM. 
Correlation between post-infective irritable bowel 
syndrome and cytokine expression in intestinal mucosa of 
patients with ulcerative colitis in remission. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(8):844-848

摘要
目的: 探讨感染后肠易激综合征(PI-IBS)与溃疡
性结肠炎(UC)缓解期患者结肠黏膜细胞因子
表达的相关性. 

方法: PI-IBS组26例, UC组45例及对照组30
例, 结肠镜下活检降结肠和直肠黏膜标本, 采
用免疫组化SABC法检测其肠黏膜P物质(SP)
与IL-2, IFN-γ的表达情况. 

结果: P I-IBS组降结肠和直肠黏膜IFN-γ和
IL-2阳性率表达、SP强度均值和面积高于对
照组(IFN-γ: χ2 = 13.781, 14.012, P <0.01; IL-2: 
χ2 = 13.890, 13.931, P <0.01; SP强度: t  = 3.623, 
3.722, P <0.01; SP面积: t  = 3.454, 3.561, P < 
0.01), 但与UC组患者无显著差异. 降结肠、直
肠黏膜IFN-γ, IL-2阳性表达的PI-IBS患者, SP
强度均值(t  = 2.202, 2.220, P <0.05)、面积高于
对照组(t  = 2.301, 2.252, P <0.05), 与UC组患者
也无显著差异.

■背景资料
研究表明, IBS与
I B D之间可能存
在某种联系, 本文
研究了PI-IBS与
UC缓解期患者结
肠黏膜 P物质、
IL-2与IFN-γ的表
达 ,  从神经-免疫
机制分析二者之
间的关系.
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结论: PI-IBS和UC缓解期患者细胞因子表达
无显著差异. 从神经-免疫机制上分析认为IBS
与炎症性肠病(IBD)之间存在某种相关性, IBS
可能是轻微的IBD.

关键词: 肠易激综合征; 溃疡性结肠炎; P物质; 细胞

因子
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0  引言

临床研究发现约1 /3肠易激综合征(i r r i t a b l e 
bowel syndrome, IBS)患者在其患病前曾有急性

胃肠道感染史; 部分被肠道病毒、细菌或寄生

虫感染的患者, 在病原体已清除及黏膜炎症消

退后, 可发生IBS样的症状, 称之为感染后肠易

激综合征(post-infective irritable bowel syndrome, 
PI-IBS)[1-2]. 炎症性肠病(IBD)包括溃疡性结肠炎

(UC)和克隆病(CD), 其缓解期与IBS之间存在许

多相似的临床表现, 研究表明IBS与IBD之间可

能存在某种联系. UC缓解期常表现为肠易激样

综合征(Irritable bowel like syndrome, IBLS), 其
特点是在UC缓解期内, 具有类似IBS的腹痛、

腹泻症状而缺乏胃肠道结构或生化异常, 单独

给予5-氨基水杨酸治疗效果欠佳[3]. 在初始诊断

为IBS患者随访中发现, 患IBD的危险度显著升

高, 相对危险度为16.3, 提示IBS与IBD之间的确

存在某种相关性[4]. IBD的发生机制之一是免疫

介导对黏膜损伤造成的, 近年来, 神经-免疫机制

成为IBS发生机制中研究热点之一. 我们研究了

PI-IBS与UC缓解期患者(以下简称UC患者)结肠

黏膜P物质(SP)、IL-2与IFN-γ的表达, 从神经-免
疫机制分析二者之间的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-09/2005-07青岛大学医学院附属

医院内科门诊PI-IBS患者 26例, 男9例, 女17例, 
平均年龄39.9±10.6岁; PI-IBS纳入标准: (1)罗
马Ⅱ诊断标准; (2)出现IBS症状前至少1 d有胃

肠道急性感染病史, 且治疗未超过5 d而治愈, 没
有复发者. 排除标准: (1)有肠道器质性疾病及手

术史者; (2)有全身其他系统器质性疾病者; (3)
孕妇和哺乳期妇女. UC患者45例, 男25例, 女20
例, 平均年龄40.7±13.5岁. UC缓解期纳入标准: 
既往经肠镜诊断为UC; 具有类似IBS的腹痛、

腹泻症状而缺乏胃肠道结构或生化异常, 肠镜

下观察肠黏膜未见明显充血、水肿、渗出等, 
单独给予5-氨基水杨酸治疗效果欠佳. 设对照

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

异常发现者(术后至少半年)或因大便带少量鲜

血行结肠镜检查诊断为痔疮者, 无其他消化道

症状与体征, 无免疫疾病、感染病史, 无近期

服药史. 兔抗人IL-2抗体、兔抗人IFN-γ抗体及

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

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

片, 每例每部位各取一张切片HE染色, 进行常

规病理组织学诊断. 切片常规脱蜡, 梯度乙醇水

洗, 双氧水室温孵育10 min, 放入枸橼酸钾缓冲

液(pH7)中5 min, 后进行微波修复10 min, PBS
缓冲液冲洗15 min, 水洗去PBS, 滴加兔抗人P物
质多克隆抗体(兔抗人IL-2抗体、兔抗人IFN-γ
抗体), PBS缓冲液冲洗15 min, 滴加通用型IgG
抗体(F a b段)-H R P多聚体, 37℃孵育20 m i n, 
PBS缓冲液冲洗5 min×3次, 水洗去PBS, 滴加

新鲜配置的D A B显色剂 .  采用双盲法判断结

果, 每张切片选择有代表性的区域, 并避开切片

周边区域. 对IFN-γ, IL-2染色的判断, 根据阳性

细胞百分数和染色强度进行分级[5], 阳性细胞

0%-5%, 计0分; 6%-25%,计1分; 26%-50%,计2
分; 51%-75%, 计3分; >75%, 计4分. 同时根据胞

质着色程度计分: 未染色0分; 淡黄色1分; 棕黄

色2分; 棕褐色3分. 两组计分相加, 0-1分为阴性; 
2-3分为弱阳性; 4-5分为阳性; 6-7分为强阳性. 
对SP行定量分析用VIDAS图像分析系统, 检测

其吸光度A值. 
      统计学处理 采用SPSS10.0统计软件包进行

处理, 应用方差分析和t检验. 

2  结果

PI-IBS患者降结肠、直肠黏膜均经HE染色, 显
微镜下观察见黏膜上皮完整, 黏膜下及固有腺

之间可见少量淋巴细胞及浆细胞浸润, 个别可见

少量中性粒细胞浸润, 与对照组相比, 差异无显

著性. UC患者降结肠、直肠黏膜经HE染色, 显
微镜下观察无中性粒细胞, 伴有少量慢性炎症细

胞, 伴或不伴腺上皮与黏膜肌层间隙增大, 隐窝

排列紊乱. 

■创新盘点
本文提出,  从神
经-免疫机制上
分析, IBS与IBD
之间存在某种相
关性, IBS可能是
轻微的IBD.
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2.1 肠黏膜IFN-γ, IL-2的表达 IFN-γ, IL-2的表达

在降结肠、直肠黏膜固有膜, 呈现棕黄色, 分布

于腺体周围(图1A-D). PI-IBS患者降结肠IFN-γ, 
IL-2阳性表达高于对照组(χ2 = 13.781, 13.890, 
P <0.01), 直肠IFN-γ, IL-2阳性表达高于对照组(χ2 

= 14.012, 13.931, P <0.01); UC患者降结肠IFN-γ, 
IL-2阳性表达高于对照组(χ2=15.021, 14.992, 
P <0.01), 直肠IFN-γ, IL-2阳性表达高于对照组

(χ2 = 14.389, 14.152, P <0.01);  PI-IBS患者降结肠

IFN-γ, IL-2阳性表达与UC患者比较, 差异无统

计学意义(χ2 = 2.220, 2.302, P >0.05); 直肠IFN-γ, 
IL-2阳性表达与UC患者比较, 差异无统计学意

义(χ2 = 2.290, 2.323, P >0.05)(表1). 
2.2 SP的表达 SP分布于腺体周围的固有层中,
呈散在点状或簇状分布(图1E-F). P I-IBS患者

降结肠、直肠黏膜SP强度均值高于对照组(t  = 
3.623, 3.722, P <0.01), 面积高于对照组(t = 3.454, 
3.561, P <0.01); UC患者降结肠、直肠黏膜SP强

度均值高于对照组 (t  = 3.992, 3.892, P <0.01), 面
积高于对照组(t = 4.214, 4.120, P <0.01); PI-IBS
患者降结肠、直肠的SP强度均值与UC患者比

较(t  = 1.528, 1.643, P >0.05), 面积与UC患者比

较(t  = 1.732, 1.875, P >0.05), 差异无统计学意义

(表1). 降结肠、直肠黏膜IFN-γ, IL-2阳性表达的

PI-IBS患者, SP强度均值高于对照组(t  = 2.202, 
2.220, P <0.05), 面积高于对照组(t = 2.301, 2.252, 
P <0.05). 降结肠、直肠黏膜IFN-γ, IL-2阳性表

达的UC患者, SP强度均值高于对照组(t  = 2.425, 
2.528, P <0.05), 面积高于对照组(t = 2.435, 2.503, 
P <0.05). 降结肠、直肠黏膜IFN-γ, IL-2阳性表

达的PI-IBS患者SP强度均值与UC患者比较, 差
异无统计学意义(t  = 1.584,1.676, P >0.05); 面积

与UC患者比较, 差异无统计学意义(t  = 1.702, 
1.785, P >0.05)(表2).

3  讨论

IBS的病因和发病机制迄今还不完全清楚. 神经-

图  1  患者结肠黏膜IL-2，IFN-γ, SP表达(→ )×400. A, C, E: PI-IBS; B: D: F: UC; A-B: IL-2; C-D: IFN-γ ; E-F: SP.

A B

C D

E F

■应用要点
该研究对今后IBS
的治疗可能会产
生一定的影响 , 
并且为今后从神
经－免疫-内分
泌网络机制分析
二者的相关关系
提供一定的实验
基础.
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免疫学说是新近提出的观点之一. IBD患者尤其

是其缓解期患者与IBS患者, 有很多症状交错, 如
腹痛和腹泻等. Bercik et al [6]提出IBS可能是轻微

的IBD. 
SP是一种主要的促炎症性感觉性神经肽, 

腹泻型IBS患者血浆中SP水平升高, SP可能以循

环激素的方式作用于乙状结肠平滑肌, 使运动

增强而致腹泻; SP可以通过与非胆碱能的传递

促进肠道的蠕动; 通过特异性受体活化内皮细

胞钙离子依赖性NO合酶, 促进NO合成, 增加血

管通透性; 刺激黏膜下分泌运动神经以增加黏

膜离子的转运[7], 从而发生腹泻. SP表达的增加

还可以通过刺激胆碱能神经和依赖NO的抑制性

神经系统, 引起肠道压力的升高, 诱发痛觉过敏

的发生. 肠道发生感染后, 炎症可致使SP表达增

加[8]. 我们的实验表明, PI-IBS与IBLS患者肠黏

膜SP表达高于对照组, 且PI-IBS组与UC组之间

表达无明显差异. IBS患者尤其是腹泻型IBS肠
黏膜SP含量升高, 可能与其结肠高动力, 黏液分

泌增多而致腹泻有关[9]. 实验发现UC患者的ENS
由胆碱能神经节变为SP神经节[10], 可能导致腹

泻. PI-IBS与UC患者的肠黏膜结构变化有相似

之处, 都存在SP阳性神经纤维的表达增加[11], 我
们的结果与之相似. 

IL-2与IFN-γ是主要的Th1细胞因子, 二者可

以促进血管通透性增加, 促使组织胺、花生四

烯酸代谢产物(PGD2, LTC4, LTD4, TXE4)、血

小板活化因子(PAF)表达增多, 使平滑肌收缩增

强, 肠道蠕动增加, 导致腹泻[12]. 肠道感染对肠黏

膜屏障、传入神经及免疫功能的影响, 最终导致

肠道分泌功能、运动功能及内脏感知的改变. 我
们发现, PI-IBS患者降结肠、直肠黏膜的IL-2和
IFN-γ表达均高于对照组增加, 与李延青 et al [5]的

研究结果相似. UC组肠黏膜IL-2, IFN-γ表达分别

高于PI-IBS组, 不过差异无显著性. PI-IBS和UC
患者肠黏膜存在的低度炎症可破坏肠黏膜上皮

屏障功能, 增加其通透性, 引起水钠吸收障碍而

产生腹泻[13]; 同时也引起抗原的过度暴露以及刷

状缘的缺失, 从而激活肠黏膜免疫系统, 引起包

括肥大细胞、淋巴细胞、内分泌细胞在内的各

种炎症及免疫细胞增加, 释放多种细胞因子[14]. 
在IBD中Th1/Th2平衡受细胞因子的调节(IL-12, 
IFN-γ, IL-4及IL-10是参与调节的重要因子), 细
胞因子失调可引起Th1/Th2失衡[15]; IBS患者肠黏

膜存在Th1/Th2细胞因子的漂移[5]. 在细胞免疫

方面, 二者也存在相似性, IBD肠黏膜病变部位

的T细胞出现凋亡抵抗[16]; IBS患者存在T淋巴细

胞功能减弱和调节紊乱[17]. 
PI-IBS和UC患者降结肠、直肠黏膜IFN-γ

和IL-2阳性表达的SP的表达高于对照组, 差异有

统计学意义. 我们推测PI-IBS和UC患者肠黏膜

IFN-γ, IL-2的表达与SP表达有关, 这可能是黏膜

免疫系统和传入神经末梢之间交互作用. 感染可

能促使SP表达增加, SP与炎症细胞表面的SP受
体结合, (主要是neurokinin-1,  NK-1)结合, 促使

Th1细胞释放IFN-γ, IL-2和IL-12等因子, 诱发Th1
型反应, 破坏肠黏膜上皮屏障功能[18], 出现IBS样
症状. 

        

表  1  各组间肠黏膜IFN-γ, IL-2以及SP强度均值与面积的表达

降结肠        IFN-γ(％)              88.5b                       91.1b                          30.0        
                     IL-2(％)              84.6b                       88.9b                          23.3           
               SP强度均值         14.8±2.3b               15.5±2.9b                  8.8±2.3      
                      SP面积     2878.9±450.0b       2981.2±482.3b        2200.6±432.1
直肠          IFN-γ(％)                80.8b                       84.4b                          26.7         
                   IL-2(％)                69.2b                       82.2b                          20.0         
               SP强度均值         13.8±2.6b               15.0±2.6b                  8.9±2.0             
                      SP面积      2850.6±510.5b      2945.2±521.3b            2120.8±456.4

                                                  PI-IBS组                      UC组(％)                   对照组(％)   
                                                   (n  = 26)                       (n = 45)                       (n  = 30)

bP<0.01 vs 对照组. SP免疫反应阳性纤维的强度与面积为免疫组化分析软件的相对值, 高倍
视野(×400)下总的视场面积为260×100.

        

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

降结肠  IFN-γ阳性   15.1±3.2a   16.8±3.6a      9.8±2.9        
               IL-2阳性   14.9±3.2a   15.6±3.4a      9.6±3.1       
直肠      IFN-γ阳性   14.6±3.0a   16.9±3.8a      9.2±2.2   
               IL-2阳性   15.0±3.3a   16.8±3.9a    10.8±3.2  

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

aP<0.05 vs 对照组.

■名词解释
肠易激样综合征
(IBLS): 其特点是
在U C缓解期内 , 
具有类似IBS的腹
痛、腹泻症状而
缺乏胃肠道结构
或生化异常, 单独
给予5 -氨基水杨
酸治疗效果欠佳.
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IBS和IBD都存在免疫系统的异常. IBS患者

易产生少量的抗炎因子, 与IBD相似[19]. 在肠道

感染3 mo后患感染后IBS的患者, 肠道黏膜淋巴

细胞轻微的增加[20]. 在IBD缓解期内炎症反应减

轻, 炎症细胞、固有层淋巴细胞表达少量增加, 
而且改变的结肠运动模式得到改善, 表明结肠

的功能障碍依赖于炎症的程度. 研究认为IBLS
主要与肠道免疫异常有关, 神经-内分泌-免疫轴

体系被激活, 从而导致IBLS的发生[21]. 在IBS中
存在异常的免疫细胞活化及炎症介质的异常分

泌[22-23]. 通过电镜及免疫组化的方法还发现在神

经细胞及免疫活性细胞之间具有更多的膜-膜接

触及活性介质异常分泌[24]. 
通过检测PI-IBS和UC缓解期患者降结肠、

直肠黏膜SP、IFN-γ和IL-2的表达, 我们发现二

者肠黏膜的细胞因子表达差异无统计学意义, 从
神经-免疫机制上分析认为IBS与IBD之间存在

某种相关性, 支持IBS可能是轻微的IBD, 对今

后IBS的治疗可能会产生一定的影响. 不过进行

IBS与IBD的前瞻性研究, 会更有利于分析二者

之间的相关关系.
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■同行评价
本 文 通 过 检 测
PI-IBS和UC缓解
期患者降结肠、
直肠黏膜 S P 、
IFN-γ和IL-2的
表达, 发现二者肠
黏膜的细胞因子
表达差异无统计
学意义, 从神经－
免疫机制上分析
认为IBS与IBD之
间存在某种相关
性, 支持IBS可能
是轻微的IBD观
点,  研究方法合
理,  结论依据充
分.
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Abstract
H e p a r a n a s e ( H p a ) w a s a n e n d o - β - D -
glucuronidase that can cleave heparan sulfate 
proteoglycans (HSPGs) and has been implicated 
in tumor angiogenesis and metastasis. It has 
been reported that Hpa was expressed in almost 
all the advanced tumors, especially in metastatic 
tumors, and in contrast, down-regulation of Hpa 
could inhibit the metastasis of tumors. These 
results indicated that Hpa could serve as a new 
universal tumor-metastasis-associated antigen 
in the immunotherapy for the advanced tumors. 
Development of Hpa vaccine may establish a 
new method for the treatment of the advanced 
tumors. In this review, structure and functions 
of Hpa and its possibility as a new universal 
antigen in the immunotherapy of the advanced 
tumors were discussed.

Key Words: Heparanase; Tumor; Immunotherapy
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Fang DC. Heparanase: a new universal metastasis-
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advanced cancers.  Shij ie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
肝素酶(Hpa)是裂解硫酸乙酰肝素蛋白多糖
的唯一酶类, 能破坏细胞外基质及基底膜, 参
与肿瘤血管生成, 与肿瘤的侵袭转移密切相
关. 目前的研究表明, Hpa在大多数中晚期肿
瘤中都有表达, 尤其在转移性肿瘤中强表达, 
而Hpa表达的下调可以抑制肿瘤细胞的转移, 
提示Hpa可以作为一种广谱的肿瘤转移相关
抗原用于中晚期肿瘤的免疫治疗. Hpa疫苗的
开发可望为中晚期肿瘤的治疗开辟新的途径. 
本文详细综述了Hpa的结构与功能、对肿瘤
转移的促进作用及其机制、以及其作为肿瘤
转移相关抗原用于中晚期肿瘤免疫治疗的可
能性.

关键词: 肝素酶; 肿瘤; 免疫治疗

杨仕明, 汤旭东, 陈婷, 熊震, 陈陵, 蔡永国, 房殿春. 肝素酶：一

种新的广谱的肿瘤转移相关抗原在中晚期肿瘤免疫治疗中的作

用研究进展.  世界华人消化杂志  2007;15(8):849-854

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/849.asp

0  引言

树突状细胞(dendritic cells, DC)是目前发现的体

内功能最强的, 也是唯一能激活初始T淋巴细胞

(native T cell)的抗原提呈细胞(APC). DC起源于

骨髓CD34+细胞, 他能高水平的表达与抗原递呈

有关的MHC-Ⅰ类和MHC-Ⅱ类分子, DC细胞摄

取肿瘤相关抗原(tumor associated antigen, TAA)
后 ,  呈递给T细胞 ,  激活相应的C D4+T细胞和

CD8+T细胞. DC还可以靠表达的黏附分子与T细
胞膜表面的相应配体CD28和CTLA-4的相互作

用而活化Th细胞, 使Th细胞产生大量的细胞因

www.wjgnet.com
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■背景资料
肝素酶是近年来
发表的与肿瘤转
移相关的新基因, 
在中晚期肿瘤中
高表达, 因此已有
许多研究表明, 肝
素酶可以作为肿
瘤疗的新靶位. 由
于肝素酶在大部
分中晚期肿瘤中
表达. 而在正常组
织细胞中仅有少
量表达. 因此, 肝
素酶有可能作为
一种肿瘤相关抗
原用于肿瘤的治
疗.



子, 进一步调节活化的Th细胞, 以增强机体的细

胞免疫和体液免疫功能, 发挥主动免疫的抗肿

瘤作用[1]. 将TAA与DC相结合, 通过DC对肿瘤抗

原的高效提呈作用激发机体的特异性抗肿瘤免

疫反应是肿瘤免疫治疗的一个热门课题. 目前

多采用TAA致敏的DC免疫机体, 以产生抗原特

异性的抗肿瘤反应. 肿瘤患者虽然DC功能处于

失常状态[2], 但亦有研究表明肿瘤患者的T细胞

能被其自身负载TAA的DC所激活, 患者自身的

DC被肿瘤相关抗原负载后, 亦可激发机体产生

TAA特异性的细胞毒T淋巴细胞(CTL)反应, 对
自身肿瘤细胞具有强烈的细胞毒作用, 而对自

身的正常细胞不具溶解作用[3-4]. 
肿瘤细胞要发生转移, 就必须同时破坏构

成细胞外基质(extracellular matrix, ECM)的两

种主要成分: 结构蛋白和蛋白多糖. 在过去的10
多年中, 研究兴趣大多集中在以结构蛋白为底

物的基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases, 
MMPs)上, 但后来发现MMPs至少有17种[5], 所
有M M P s合起来几乎能够降解所有的细胞外

基质的结构蛋白成分, 对其中一个酶的抑制会

有代偿的途径进行弥补 ,  这样以结构蛋白为

底物的蛋白酶的抑制剂就很难在抗肿瘤转移

中发挥很好的作用 .  而近年来发现的肝素酶

(heparanase, Hpa)是唯一能裂解ECM内蛋白多糖

主要成分硫酸乙酰肝素蛋白多糖(heparan sulfate 
proteoglycans, HSPG)的内源性糖苷内切酶, 研究

表明抑制Hpa后可明显抑制肿瘤细胞的扩散与

转移[6-8], 故Hpa作为抗肿瘤治疗新靶点具有很好

的应用前景. 那么Hpa能否作为一种TAA用于中

晚期肿瘤的免疫治疗呢? 本文就Hpa在中晚期肿

瘤免疫治疗的可能性作一综述. 

1  Hpa的结构与功能

人类H p a基因位于染色体4q21.3,  基因全长

50 kb, 内含14个外显子和13个内含子, 转录两

种mRNA, 一种为5 kb大小的Hpa-1a型, 另一种

为1.7 kb大小的Hpa-1b型. 在免疫系统, 如脾及

外周血白细胞内, Hpa基因主要转录前者, 而在

胎盘、血小板及W138/VA13细胞系, 则主要转

录后者[6]. 两种亚型均含有相同的开放读码框架, 
编码含有543个氨基酸的Hpa蛋白前体, 其相对

分子质量为M r 61192. 在正常情况下, Hpa分布于

胸腺、脾脏、淋巴结、骨髓、血小板、中性粒

细胞、活化的T淋巴细胞、B淋巴细胞等免疫组

织及胎盘中, 此外, 胎肝中也见分布. 以外周白
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细胞表达水平最高, 其次为胎盘. 除胎盘外的非

免疫组织中未见或极少表达[8,10-13]. 其生理功能

有: (1)帮助胚泡附着于子宫内膜, 促进胎盘的发

育和功能形成过程; (2)在损伤或炎症时, Hpa可
通过降解基底膜HSPG从而帮助免疫细胞渗出

到无血管区, 并且释放和调节促细胞增生因子

和促血管生成因子, 加快创面愈合, 帮助组织修

复[14].

2  Hpa对肿瘤扩散及转移中的促进作用及其

机制

已有大量研究证明了Hpa对肿瘤扩散及转移的

促进作用. 研究者先后对多种肿瘤(胃癌[15-16], 肝
癌[17], 胰腺癌[18-20], 结肠癌[21], 乳腺癌[8,10,22], 卵巢

癌[23], 血液系肿瘤[24], 前列腺癌[25], 膀胱癌[26-27], 
淋巴瘤及黑色素瘤[28-29], 口腔鳞状细胞癌[30], 嗜
铬细胞瘤[31])采用RT-PCR技术检验肿瘤细胞内

Hpa mRNA表达水平, 或用免疫组化荧光染色

技术检验Hpa蛋白含量, 均发现肿瘤恶性程度

越高, 转移潜能越大, 生长速度越快的肿瘤细

胞, 其Hpa mRNA的表达水平越高, 而良性肿瘤

则低水平表达, 瘤旁正常组织则不表达; 将鼠

Hpa cDNA转染至无转移潜能的小鼠淋巴瘤细

胞系Eb和低转移潜能的黑色素瘤细胞系, 其转

染细胞能够高水平表达Hpa的稳定克隆后, 这些

肿瘤细胞获得了高转移潜能, 接种到裸鼠肝脏

后的转移性及致死能力均明显升高[28-29]. 这表明

低转移潜能肿瘤细胞可通过导入Hpa cDNA获

得高转移潜能. 此外, 具有高转移潜能的肿瘤或

细胞系应用Hpa抑制剂后, 肿瘤细胞转移的数量

和部位均明显减少[32-34], 可进一步证明Hpa具有

促进肿瘤细胞转移的作用. 这些研究结果表明, 
Hpa促进肿瘤的扩散与转移的作用是确凿无疑

的. 其机制有如下几点: (1)促进血管生成. 在
肿瘤的生长转移中, 血管的生成提供了非常便

利的物质基础和通道. Vlodavsky et al [35]发现, 在
体外将EBT淋巴瘤细胞转染Hpa基因后, 其血

管生成能力增加了3-4倍, 并且认为Hpa通过直

接、间接两种方式发挥促血管生成作用. Hpa
可直接作用于内皮细胞以生芽方式促进血管生

成; bFGF平时以无活性形式与乙酰肝素结合贮

存于ECM中, 当HSPG被Hpa裂解时, 可将结合的

具有高度活性的HS-bFGF复合物从微环境中释放

出来, 间接诱发血管生成反应. 而bFGF是目前认

为极有活性的血管生成因子(angiogenesis factor)
之一[8,10,36], 同时也是强有力的有丝分裂促进因子. 
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素酶的特异性抗
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乳腺癌细胞不具
有杀伤效应. 
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此外, 另一种被固化在HSPG上的血管生成因子, 
即血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)在Hpa裂解HSPG的过程中也得到释

放并被激活, 与bFBF共同诱导肿瘤血管生成[37]; 
(2)通过两种途径破坏ECM, BM. 降解HSPG, 与
其他基质降解酶(如MMPs、丝氨酸蛋白酶)协
同破坏、降解ECM和BM屏障[28,36]; 促进释放内

皮下尿激酶型纤溶酶原激活物(urokinase type-
plasminogen activator, u-PA)及组织型纤溶酶原

激活物(tissue type-plasminogen activator, t-PA), 
激活纤溶酶原, 活化MMPs, 裂解ECM、BM中结

构蛋白. t-PA和u-PA还可通过活化表皮生长因子

(epidermic growth factor, EGF), 激活细胞外基质

中的蛋白质酶联反应, 使膜的屏障功能减退[38]; 
(3)介导细胞黏附. 表达于细胞表面的Hpa可直接

介导细胞对ECM及BM的黏附, 引起细胞在基质

中的扩散以及促进BM的重塑而帮助肿瘤细胞

侵入血管[39]; (4)增加癌细胞迁移能力. Hpa裂解

HSPG后产生的HS(heparan sulfate)片段可激活

HS的受体CD44v3(CD44 variant exon 3), 发出细

胞内迁移信号, 促使细胞变形, 运动, 从而促进

肿瘤细胞的扩散与转移[40]. (5)抑制活化Ｔ淋巴

细胞. 此外, 该酶降解HSPG后的产物可以抑制

活化的Ｔ淋巴细胞的生物学功能, 从而引起免

疫抑制[9,37], 使肿瘤的转移更容易. 
总之, Hpa通过降解BM和ECM中的HSPG, 

破坏限制肿瘤转移的屏障, 释放活性物质, 产生

链式反应, 加快血管生成, 加强肿瘤细胞的运动

能力, 促进肿瘤生长和转移, 这已成为肿瘤进展

的重要机制之一.

3 Hpa作为一种广谱的肿瘤相关抗原用于肿瘤

免疫治疗的可能性

有效的肿瘤免疫治疗要求肿瘤相关抗原必须是

肿瘤特异性的, 在正常组织和细胞中不表达或

少有表达, 只有这样, 这种抗原诱导产生的免疫

效应只对肿瘤细胞有效, 而对正常细胞几乎没

有作用, 从而避免自身免疫性疾病的产生. 理想

的肿瘤应符合: (1)在绝大多数肿瘤组织中表达

从而可以广泛应用; (2)只表达于肿瘤细胞以避

免自身免疫反应; (3)不表达于正常成熟组织以

避免免疫耐受; (4)在肿瘤的发生、发展过程中

具有不可替代的作用, 以避免抗原缺失; (5)能诱

导足够强度的免疫反应并导致肿瘤消退; (6)同
时包含有MHCⅠ和MHCⅡ类分子, 从而可诱导

CD4+和CD8+T细胞反应[41]. 

H p a是目前发现的唯一的一种能够降解

ECM及BM中HSPG的酶类[6-8], 在正常组织中除

淋巴细胞、骨髓等少有表达外, 在正常成熟的

非免疫组织中(如心、肺、肝脏、骨骼肌及胰腺

等)均不表达, 但在几乎所有的转移性恶性肿瘤

细胞中普遍存在[15-31]. 由于Hpa的活化, 肿瘤细胞

不仅可以突破ECM及BM屏障, 而且还可以释放

多种因子, 促进肿瘤新生血管的生成及肿瘤细

胞的局部定殖, Hpa的活化是肿瘤细胞发生转移

的一个重要因素[28,36-37]. 某些肿瘤细胞为逃避免

疫监视而下调肿瘤相关抗原的表达, 但如果为

逃避免疫监视而下调Hpa的表达, 其本身就足以

抑制肿瘤细胞的增殖及转移. 因此, Hpa可以作

为一种广谱的肿瘤转移相关抗原用于中晚期肿

瘤的免疫治疗. 
基于以上认识, 我们在国家自然科学基金

的资助下(No. 30200123), 将Hpa全长基因序列

克隆到pDC315腺病毒载体中, 在HEK-293细胞

中进行同源重组, 将Hpa的腺病毒修饰体外培

养的DC细胞, 结果发现这种Hpa修饰的DC可以

诱导产生Hpa特异性的CTL细胞, 对肝素酶阳性

且HLA-A2匹配的KATO-Ⅲ胃癌细胞、SW-480
结肠癌细胞等具有明显的免疫杀伤效应, 而对

肝素酶阳性但HLA-A2不匹配的SGC-7901胃癌

细胞不具有免疫杀伤效应, 进一步研究发现, 这
种Hpa特异性的CTL对自体淋巴细胞不具有杀

伤效应, 我们的研究还发现, Hpa修饰的DC刺

激的效应细胞与KATO-Ⅲ共孵育后, 其IFN-γ
的表达明显高于空病毒修饰组以及I L-2刺激

组, 而经Hpa修饰的DC刺激的特异性效应细胞

与SGC-7901或自体淋巴细胞孵育后所检测的

IFN-γ在各组间无明显差别, 以上研究表明Hpa
修饰的DC疫苗可以诱发特异性CTL, 对HLA相

匹配且肝素酶阳性的肿瘤细胞具有良好的免

疫杀伤活性 ,  而对自体淋巴细胞不具有免疫

杀伤作用 ,  是一种安全有效的肿瘤免疫基因

治疗的靶位[42-44]. 
目前的免疫学研究表明 ,  C D8 +T细胞所

识别的靶抗原需先经抗原递呈后 ,  以“抗原

肽-M H CⅠ类分子”复合物的形式呈现于抗

原递呈细胞(antigen presenting cell, APC)或
靶细胞表面, 才能被CD8+T细胞所识别. 相应

的与主要组织相容性复合物(major histocom-
patibility complex, MHC)Ⅰ类分子结合的抗

原肽即为CTL表位(cytotoxic T lymphocyte 
e p i t o p e s)[45]. 随着对免疫应答分子机制的深

■应用要点
研究和开发肝素
酶疫苗, 对肿瘤、
尤其是中晚期肿
瘤的治疗可能具
有很好的治疗价
值.
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入研究 ,  人们已认识到机体的免疫细胞并不

是一一对应于各种各样的病原体或天然抗原

的整体分子 ,  而是针对各种各样抗原分子的

抗原表位(epitope), 蛋白质抗原是通过其表位

来体现其免疫特异性. 因此, 在表位水平上对

抗原性的认识已促成这样一种趋势 :  基于抗

原分子的免疫干预手段已不再停留在病原体

或天然抗原的整体水平, 而开始向CTL表位水

平过渡. CTL表位作为抗肿瘤的新一代多肽疫

苗 ,  尤其是负载C T L表位的树突状细胞疫苗 , 
被认为是最有希望的新一代肿瘤免疫治疗策

略, 已在临床实验中显示出较好的疗效[45-46]. 
已有研究已表明, Hpa全长基因负载的DC

可以诱导产生Hpa特异性的免疫反应, 这个结

果一方面提示Hpa可以作为一种肿瘤转移相关

的抗原用于肿瘤的免疫治疗, 另一方面提示在

Hpa的氨基酸序列中应该存在CTL抗原表位, 这
种抗原表位经DC细胞递呈后, 可以激活CTL细
胞, 从而发挥抗肿瘤效应. 最近德国学者从Hpa
氨基酸序列中设计了3条受HLA-A2限制的Hpa
抗原表位, 即Hpa8-16(ALPPPLMMLL)、Hpa16-
24(LLLGPLGPL)、Hpa183-191(DLIFGLNAL). 
HLA-A2是最常见的HLA基因型, 约50%白种

人、亚洲人和西班牙人以及33%的非洲人和美

洲人具有这种表型. 实验表明这3条抗原表位负

载的DC细胞均可以产生Hpa特异性的CTL, 对
Hpa阳性且HLA-A2阳性的乳腺癌细胞(BT-20、
BT-549及BT-124)具有明显的杀伤效应, 而对

HLA2阳性但Hpa阴性的MCF-7乳腺癌细胞不

具有杀伤效应, 只有将Hpa基因转染到MCF-7
细胞使之变成Hpa阳性的细胞后才出现特异性

的杀伤效应, 而且HLA-A2 mAb封闭靶细胞的

HLA-A2表位后, 这种特异性杀伤效应明显下降, 
提示上述3种Hpa特异性抗原表位诱导的CTL对
乳腺癌细胞的杀伤效应具有Hpa特异性, 且受

MHC-Ⅰ类分子限制, 可以作为乳腺癌及其他转

移性肿瘤的多肽疫苗[47]. 
在国家自然基金的资助下(No. 30570841), 

我们采用生物信息学技术, 在人和小鼠的肝素

酶氨基酸序列中各预测5条多肽, 初步结果显

示, 人的3条多肽(受HLA-A2限制)以及小鼠的2
条多肽(受H-2Kb限制)诱导的CTL对Hpa阳性且

MHC相匹配的肿瘤细胞具有明显的杀伤效应, 
而对Hpa阴性或M H C不匹配的肿瘤细胞不具

有杀伤效应(结果待发表). 需要说明的是, 我们

所预测的3条人类Hpa抗原表位与Sommerfeldt 

et  al [47]所报道的序列完全不同, 提示在人类的

Hpa氨基酸序列中可能还存在更多的抗原表位

有待于开发和利用.
总之, 相对于多肽表位而言, 全长基因负载

的DC细胞可以诱导产生更为强烈的肿瘤杀伤

效应. 这是因为全长基因中存在多个已知或未

知的受不同MHC限制抗原表位, 他们负载DC后
可以多抗原表位的形式递呈到DC表面, 从而可

以产生多个克隆的CTL细胞, 其杀伤效果应该

明显高于单个抗原表位诱发的CTL反应[48-51]. 但
全长基因克隆到腺病毒或慢病毒载体中, 由于

载体的安全性目前仍未很好的解决, 因而限制

其在临床的应用; 多肽疫苗本身亦存在缺陷, 首
先, 这种疫苗在体内半衰期短, 容易被降解; 其
次这类疫苗穿透力不强, 不易进入APC细胞, 难
以形成“抗原肽-MHCⅠ类分子”复合物, 最终

表现为弱免疫原性, 因而不能有效的激发特异

性免疫反应. 如何使免疫原有效的进入APC细胞

的MHC-Ⅰ类系统, 是肿瘤免疫治疗研究中急需

解决的一个难题. 近年来有文献报道, 将肿瘤抗

原或CTL表位与一些可穿透细胞膜的短肽序列

(cell-penetrating peptides, CPP)融合后, 其免疫原

性明显增强[52-54]. 能否借助穿膜肽的作用增强多

肽疫苗的免疫原性及穿膜能力, 值得进一步的

研究.
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Abstract
With the widespread use of antibiotics, the ques-
tion of drug resistance, especially multi-drug re-
sistance, in Shigella is increasingly serious. As a 
new drug-resistant mechanism, integron system, 
which has the ability of capturing and express-
ing foreign genes, is attracting more and more 
attention. According to the difference of inte-
grase, integrons can be divided into six types, of 
which type 1, 2 and 3 integrons are studied most 
and have been proved to be correlated with the 
drug resistance of bacteria. Recent studies in-
dicated that type 2 integron is most commonly 
found in Shigella. In this article, we reviewed the 
conception and structure of integrons and gene 
cassettes as well as their correlations with the 
drug resistance of Shigella.

Key Words: Gene cassettes; Integrons; Shigella ; 
Drug resistance

Zheng XY, Wen Y, Yin CH, Wang J. Integrons and gene 
cassettes in antibiotic-resistant Shigella. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(8):855-859

摘要
随着抗生素的广泛应用, 志贺菌的耐药特别是
多重耐药问题日趋严重. 具有捕获及表达外来
基因能力的整合子(integron)系统作为新的细
菌耐药机制, 正越来越受关注. 根据整合酶int
Ⅰ的不同, 整合子可分为6 类. 其中1, 2, 3类整
合子研究较多, 并已被证明与细菌的耐药性有
关. 最近研究表明, 2类整合子是志贺菌中最常
见的整合子. 本文就基因盒-整合子系统的概
念、结构及与志贺菌耐药相关性等进行综述.

关键词: 基因盒; 整合子; 志贺菌; 耐药
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0  引言

志贺菌属细菌通称痢疾杆菌, 是一类具有高度

传染性和危害严重的革兰氏阴性肠道致病菌. 
由志贺菌感染引起的细菌性痢疾是发达国家和

发展中国家急性腹泻重要的病因之一[1]. 志贺菌

对抗生素耐药的发生率逐渐增加是控制细菌性

痢疾的一个主要威胁. 滥用药物和基因水平传

播导致了志贺菌对常用抗生素产生了耐药性[2]. 
最近的研究表明, 志贺菌耐药与基因盒-整合子

系统有着密切的关系[3-6]. 

1  基因盒-整合子系统

人们对细菌耐药性产生的机制曾主要集中在

基因突变的研究中, 认为基因突变的积累是产

生细菌耐药的主要原因, 但后来发现没有接触

过抗生素的病原菌对抗生素也具有抗性, 耐药

性也能转移[7]. 研究表明, 多种机制包括可移动

的遗传因素如质粒和转座子参与了细菌抗生素

耐药性的传播[8], 最近研究证实整合子和基因
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盒也成为耐药基因传播的因素[9]. 整合子在质

粒、转座子或细菌染色体中被发现, 使细菌质

粒具有在整合酶介导下整合抗生素耐药基因的

能力. 整合子能编码一种促使基因盒位点特异

性整合的DNA重组酶[10]. 
1.1 整合子及其结构和种类 整合子是细菌基因

组中的可移动遗传物质, 携带位点特异性重组

系统组分, 可将许多耐药基因盒整合在一起, 从
而形成多重耐药[11]. 整合子是细菌, 尤其是革兰

阴性菌多重耐药迅速发展的主要原因[12]. 整合

子由DNA整合酶基因(int)和2个重组位点attⅠ
和attC(59 bp片段重组位点)组成. Int位于整合

子的5'-保守末端, 属于酪氨酸整合酶家族, 整合

酶负责催化基因盒在attⅠ和attC上的整合及切

除; 5'-保守末端区还有负责基因转录的启动子

P1(Pant)和P2, 但P2仅见于少数整合子[13-14]. 3'-保
守末端结构则因整合子类型不同而异[15]. 1个整

合子可捕获1个或多个基因盒, 被捕获的基因盒

5'-端与attI结合, 3'-端的59 bp片段与attC发生位

点特异性重组[16]. 
根据整合酶i n tⅠ的不同, 整合子可分为6 

类. 其中1, 2, 3类整合子研究较多, 并已被证明

与细菌的耐药性有关[17]. (1)1类整合子: 从临床

菌株中发现的整合子大多属于1类整合子. 其整

合酶intⅠ1大约有337个氨基酸[18]; (2)2类整合

子: 其整合酶intⅠ2约有325个氨基酸, 与intⅠ1
有46%的同源性, 他的编码整合酶基因中还有

一个终止密码子. 目前仅见几种基因, 如核苷转

移酶基因aadA 1a、甲氧苄啶耐药基因及链丝霉

素耐药基因sat整合于该类整合子上[19]; (3)3类整

合子: 他是由Arakawa et al [20]1995年在耐亚胺培

南的黏质沙雷菌的耐药质粒上发现的. intⅠ3有
320个氨基酸, 与int1有61%同源性, 常携带编码

β-内酰胺酶blaIMP的基因盒; (4)4类整合子: 他
是一类特殊的整合子, 由Mazel et al [21]1998年从

霍乱弧菌基因组中检测出来的, 整合酶intⅠ4有
320个氨基酸, 与intⅠ1有45.5%的同源性. 最早发

现的4 类整合子中有179个基因盒, 故被称为超

级整合子. 目前, 还未发现他直接与多重耐药有

关, 但可能是多重耐药整合子的祖先. 最近在多

种革兰阴性菌中发现了超级整合子[22-23]; (5)其他: 
5类整合子见于最小弧菌, 有94%氨基酸同attⅠ4. 
6类整合子见于麦氏弧菌, 有76%氨基酸同attⅠ4
编码的氨基酸[24]. 
1.2 基因盒及其结构和种类 耐药基因盒是一种

可移动的遗传因子, 常以环形结构独立存在, 当
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被整合子捕获并整合后才可进行转录[25]. 不同

基因盒具有不同的大小与功能, 但他们具有共

同的结构均拥有两个功能元件: 一个基因和一

个位于其下游的attC位点. attC位点是一个不完

全的反向重复序列, 他有被整合酶识别的特异

性重组位点. 最初发现的attC位点有一个59碱基

的片段, 曾被称为59 bp片段或attC[26]. 他的长度

从57 bp到141 bp不等, 这种多样性与细菌耐药基

因的替代有关[3]. 基因盒总是以相同的方向插入

整合子, 且从其5'保守片段中的启动子开始转录. 
多个基因盒可同时插入到整合子中[27]. 

基因盒的种类已达6 0多种 ,  常见的有 : 
(1)aad基因: 编码氨基糖苷类的耐药性, 目前

至少已发现15种, 传递不同的耐药性. aad基因

又分为A、B两类. 目前, aadA 有7 种, 分别传

递不同的耐药性, 如aadA1传递对四环素的耐

药性; aadA2传递对链霉素和大环类酯霉素的

耐药性. aadB基因传递对庆大霉素、卡那霉素

和妥布霉素的耐药性[28]; (2)d f r基因: d f r编码

二氢叶酸还原酶, 传递对甲氧苄啶类抗生素的

耐药性. d f r基因分为A、B两类, 其中又分若

干种, 分别编码不同的酶[29]; (3)编码β-内酰胺

酶和超广谱β-内酰胺酶的基因, 发现其种类繁

多, 如bla(PSE21), bla(CMY22), bla(VEB21), 
bla(GES22)等, 形成对青霉素类和头胞菌素类

的耐药. Bla-IMP形成对亚胺培南的耐药; (4)其
他基因盒: 如cat基因编码氯霉素乙酰基转移酶, 
aac基因编码氨基糖甙类乙酰基转移酶, oxa基
因编码苯唑西林酶, aar基因编码对利福平的耐

药, ere基因编码对红霉素的耐药等[30].

2  志贺菌耐药的现状

最初, 磺胺类药物和四环素类药物对菌痢的治

疗均有效, 由于对这些药物产生耐药的菌株迅

速增加, 不得不使用氨苄西林和甲氧苄啶-磺胺

甲基异恶唑进行治疗. 但目前发现志贺菌对这

些抗生素的耐药率也逐渐增加[31]. 
Ashkenazi et al [32]对以色列1998-2000分离

的志贺菌与1991-1992分离的进行对比发现 , 
四环素的耐药率显著增加(从23%增加到87%, 
P <0.00 001), 甲氧苄啶-磺胺甲基异恶唑的耐药

率高达94%, 氨苄西林的耐药率高达85%, 对喹

诺酮类耐药率达0.5%-2%. Wilson et al [33]研究发

现, 在尼泊尔西部分离的83株志贺菌中, 67株
(80.7%)产生耐药性, 62株(74.7%)对两种或多种

抗生素耐药. 土耳其Ozmert et al [34]报道, 志贺菌

www.wjgnet.com
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多重耐药的发生率为24%, 最常见的多重耐药为

甲氧苄啶-磺胺甲基异恶唑和氨苄西林. 据Taneja 
et al [35]报道, 在印度志贺氏志贺菌的多重耐药率

为70%. Fulla et al [36]报道, 1997-2001智利小于5
岁儿童急性腹泻患者分离出的178株志贺菌中, 
多重耐药率达51%. 在世界上许多地方, 所有的

志贺菌株均对全部低价的抗生素产生了耐药性, 
喹诺酮类-如诺氟沙星或环丙沙星成为少数有效

的药物之一[37].

3  整合子与志贺菌多重耐药相关性的研究

目前, 国内外对整合子的研究极为活跃, 已在

多种耐药细菌中发现了整合子 .  许多研究都

表明整合子与志贺菌多重耐药密切相关. 
3.1.1 类整合子与志贺菌多重耐药 研究发现, 1
类整合子阳性的菌株大多对甲氧苄啶、复方磺

胺甲基异恶唑、氨苄西林多重耐药. 这些抗生

素在发展中国家广泛使用, 而对他们的耐药性

近年来也日益严重[38]. McIver et al [39]报道, 2000
年悉尼分离的40株宋内志贺菌2株含有1类整合

子, 携带dfrA12和aadA2基因盒, 分别编码耐甲

氧苄啶和链霉素/大观霉素基因. Oh et al [1]发现, 
1998-2000在韩国西南部流行的宋内志贺菌的耐

药性增强. 分离的67株宋内志贺菌35株含有1类
整合子(1650 bp), 并携有dfrA12, aadA2等基因. 
DeLappe et al [40]发现, 1988-2001在西爱尔兰分

离的67株宋内志贺菌中1株除了含有2类整合子

(dhfr1, sat和aad)外, 还含有1类整合子(1.95 kbp), 
基因盒中包括2个开放读码框架(sat和aad). Navia 
et al [38]报道, 1995-2000在西班牙旅游者腹泻患者

中分离出83株志贺菌. 其中, 43株宋内氏志贺菌, 
37株福氏致贺菌, 2株志贺氏志贺菌, 1株鲍氏志

贺菌. 11株(13.25%)含有1类整合子, 共检测出9
种不同的1类整合子, 片段长度为650-1800 bp, 
最少含有1个基因盒(片段长度650-1000 bp), 最
多含有3个基因盒(片段长度1300-1800 bp). 通
过对整合子测序发现, 共携带10种基因盒分别

编码对甲氧苄啶的耐药性(dfrA1, dfrA5, dfrA7, 
dfrA12, dfrA15), 氨基糖苷的耐药性(aadA1a, 
aadA2), β-内酰胺类的耐药性(oxa2)以及功能未

知的开放读码框架(orfD, orfF). 研究发现, 在宋

内氏和福氏志贺菌中1类整合子的阳性率都很

低, 与McIver et al [39]对宋内氏志贺菌的研究相一

致. Peirano et al [37]研究了1999-2003在巴西分离

的62株志贺菌(47株福氏志贺菌, 15株宋内氏志

贺菌)中1类和2类整合子及耐药基因情况. 只有2

株含有1类整合子(1株福氏志贺菌, 1株宋内氏志

贺菌), 对1类整合子阳性的宋内氏志贺菌进行测

序分析发现其携带一种aadA1基因, 编码大观霉

素/链霉素的耐药性. 对1类整合子阳性的福氏志

贺菌进行测序分析证实, 携带2个基因盒, dfr17
和aadA5, 分别编码甲氧苄啶和大观霉素/链霉素

的耐药性. 1类整合子是耐药志贺菌中经常检测

到的整合子, 但Gassama-Sow et al [10]报道了自非

洲塞内加尔首都达喀尔分离的43株宋内志贺菌

中, 没有检测到1类整合子. 
3.2 2类整合子与志贺菌多重耐药 2类整合子在

志贺菌中的检出率比1类整合子更高, 在抗生素

耐药性的传播中起着更为重要的作用. Oh et al [1]

发现, 1998-2000在韩国西南部流行的宋内志贺

菌的耐药性增强. 分离的67株宋内志贺菌全部

含有2类整合子. Gassama-Sow et al [10]报道了自

非洲塞内加尔首都达喀尔分离的43株宋内志

贺菌中, 40株(93%)含有2类整合子. 40株含有2
类整合子的宋内志贺菌中, 23株(57.5%)含有长

2.7 kbp的2类整合子, 具有dfrA1-sat-aadA1-orfX
基因盒; 15株(37.5%)含有截断的长2.2 kbp的2
类整合子, 具有dfrA1, sat, aadA1基因盒; 2株含

有长0.4 kbp的2类整合子. dfrA1, sat, aadA1基因

盒会导致对甲氧苄啶、链丝菌素、大观霉素、

链霉素耐药, orfX基因盒的功能未知. 几乎所有

含有2类整合子的菌株都对甲氧苄啶、磺胺甲

基异恶唑、链霉素耐药. 由此可见, 2类整合子

在抗生素耐药性的传播中起着重要的作用. 但
研究并未证明整合子的位置在质粒还是染色体

上. McIver et al [39]发现, 2000年悉尼分离的40株
宋内志贺菌都含有2类整合子, 携带dfrA1, sat1, 
aadA1基因盒, 分别编码耐甲氧苄啶、链丝菌素

和链霉素/大观霉素基因. Mammina et al [41]发现, 
2001-2003在意大利分离的64株宋内志贺菌, 经
过生物型分类, 13例属于生物型a, 51例属于生物

型g. 通过脉冲场凝胶电泳(PFGE)分类, 13例属

于PFGE A型, 51例属于PFGE B型. 在所有的生

物型g和PFGE B型宋内志贺菌中都检测到了长

度为2.2 kb的2类整合子(79.7%). 并且2.2 kb的扩

增产物经限制性核酸内切酶AvaI, HincII和 HinfI
酶切后都得到了相似长度的片断. 所有2类整合

子阳性的分离株都对甲氧苄啶和链霉素耐药, 
这与其基因盒携带的耐药基因相一致. DeLappe 
et al [40]报道, 1988-2001西爱尔兰分离的67株宋

内志贺菌中检测出了2种不同结构的2类整合子. 
13株含有长2.22 kbp的2类整合子, 通过DNA测

■ 名词解释
1 整合子: 细菌基
因组中的可移动
遗传物质, 携带位
点特异性重组系
统组分, 可将许多
耐药基因盒整合
在一起, 从而形成
多重耐药. 
2 基因盒: 一种可
移动的遗传因子, 
常以环形结构独
立存在, 当被整合
子捕获并整合后
才可进行转录.
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序发现, 其中含有3个开放读码框架, 包括dhfr1, 
s a t和aad基因, 这种基因序列与转座子Tn7类
似. 1株含有长1.37 kbp的2类整合子, 基因盒

中只编码dhfr1和sat两种基因. 所有PFGE B型

的菌株都含有2类整合子, 并且都对甲氧苄啶

和链霉素耐药 .  通过分析两种整合子的基因

盒没有发现与氨苄西林耐药相关的基因 .  在
质粒结合实验中 ,  并没有观察到甲氧苄啶和

链霉素耐药性的共转移, 表明2类整合子可能

不在结合质粒上 .  整合子的位置在质粒还是

染色体上有待于进一步研究 .  链霉素耐药极

可能与整合子有关 ,  因为在1类和2类整合子

中普遍存在aadA基因盒. Mammina et al [42]研

究了1971-2000在意大利南部分离的31株生

物型g的宋内氏志贺菌. 其中, 1971-1980分离

的15株宋内氏志贺菌都不对链霉素和甲氧苄

啶耐药, 并且2类整合子全部阴性. 1981-1990
分离的8株宋内氏志贺菌中, 1株2类整合子阳

性. 1991-2000分离的8株宋内氏志贺菌中, 7
株2类整合子阳性, 并且经限制性内切酶酶切

后得到相似长度的片段. Peirano et al [37]研究

了1999-2003在巴西分离的62株志贺菌(47株
福氏志贺菌, 15株宋内氏志贺菌)中1类和2类
整合子及耐药基因情况. 而56株(90.3%)含有

2类整合子(43株福氏志贺菌 ,  13株宋内氏志

贺菌). 2类整合子阳性的菌株含有长2214 b p
的相似片段, 携带一种与转座子Tn7结构类似

的基因盒序列(df rA1, sa t, aadAl), 分别编码

甲氧苄啶、链丝菌素和大观霉素/链霉素的耐

药性. 目前, 尚未有临床研究在志贺菌中检测

到3类整合子[1-10, 40]. 
总之 ,  基因盒-整合子系统在志贺菌耐药

基因的获得与传播中有重要作用. 1类和2类整

合子是志贺菌中常见的整合子, 其中, 2类整合

子比1类更多见. 2类整合子普遍携带dfrA1, sat, 
aadAl基因盒, 分别编码甲氧苄啶、链丝菌素和

大观霉素/链霉素的耐药性. 目前, 介导细菌耐药

的基因盒达几十种, 且新的基因盒正不断被发

现, 基因盒在整合酶作用下在不同的整合子之

间转移, 引起所携带的耐药基因的播散. 检测基

因盒-整合子系统能快速准确获得志贺菌多重耐

药的信息, 为阐明细菌耐药机制、减少细菌耐

药发生提供了新的思路.
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Abstract
Gastric mucosa-associated lymphoid tissue 
(MALT) lymphomas are rare in the gut, and its 
occurrence rate was 1% to 5% of the malignant 
tumors. In histological type, most of them are 
non-Hodgin’s lymphomas, while Hodgin’s lym-
phomas are seldom seen. There have been a lot 
of controversies on the optimal treatments of 
gastric MALT lymphomas for a long time. Sur-
gery was traditionally considered as the most 
important approach to cure the disease. How-
ever, anti-H pylori therapy has been regarded as 
an alternative method since H pylori infection 
was found to be relevant with the pathogenesis 
of gastric MALT lymphomas. In this article, we 
reviewed the current status and recent advances 
on the treatment of this disease.

Key Words: Stomach; Mucosa-associated lymphoid 
tissue; Helicobacter pylori ; Chemeotherapy; Radio-
therapy
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摘要
胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤 ,  即胃M A LT 

(mucosa-associated lymphoid tissue, MALT)淋
巴瘤是一种较为少见的胃恶性肿瘤, 发病率
约占恶性肿瘤的1%-5%. 组织学类型主要是非
霍奇金淋巴瘤(NHL), 霍奇金淋巴瘤(HD)很少
见. 长期以来对其治疗问题一直存在很多争
议. 传统观点认为手术是治愈的最主要手段, 
但随着对幽门螺旋杆菌(H pylori )感染与该病
发病机制的认识的提高, 这一观念受到了不断
冲击. 本文对胃MALT淋巴瘤的治疗现状和进
展作一综述.

关键词: 胃; 黏膜相关淋巴组织淋巴瘤; 幽门螺旋杆

菌; 化疗; 放疗
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0  引言

胃黏膜相关淋巴组织(MALT)淋巴瘤由Isaacson 
e t a l [1]于1983年首次提出, 是最常见的也是研

究最多的淋巴结外MALT淋巴瘤, 占胃淋巴瘤

的1/3, 非霍奇金淋巴瘤的8%, 胃肿瘤的3%[2-5]. 
胃MALT淋巴瘤具有特殊的病因学、组织病理

学以及临床生物学行为特点. 我们主要介绍胃

MALT淋巴瘤病因与发病机制及临床治疗的新

进展. 

1  胃MALT淋巴瘤的组织病理学以及生物学特征

1960年代英国病理医生Isaacson et al [1]在研究

时发现, 胃肠道淋巴瘤不同于结内淋巴瘤, 并
于1983年提出了MALT淋巴瘤的概念, 本病的

特点是病变发生于结外黏膜组织免疫系统, 多
属低度恶性非霍奇金淋巴瘤. 病变发展呈局限

性, 易累及的组织主要是黏膜和/或分泌导管有

关的内胚叶[6]. 新的WHO淋巴瘤将胃淋巴瘤分

为两大类, 低度恶性命名为MALT结外边缘区

B细胞淋巴瘤; 而高度恶性, 属于弥漫性大B细

胞淋巴瘤(伴或不伴边缘区MALT淋巴瘤), 胃弥

漫性大细胞淋巴瘤病理诊断中应注明伴有或不

伴有胃MALT淋巴瘤的病变成分[7]. 然而这种分

■背景资料
胃M A LT淋巴瘤
属于低度恶性的
特殊淋巴瘤, 其具
有独特的生物学
特性, 临床预后较
好. 由于多数患者
起病隐匿, 病程缓
慢, 病理上常常和
良性病变难以鉴
别, 因此临床上容
易误诊. 胃MALT
淋巴瘤发病和H 
p y l o r i感染密切
相关 ,  因此抗H 
pylori治疗在其治
疗上举足轻重. 但
是对于H pylori阴
性的患者治疗往
往在策略上缺乏
统一的指导原则. 
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类方法在实践中也存在一定问题, 因而De Jong 
et al [8]建议根据肿瘤病灶中包含大细胞数目, 将
胃淋巴瘤分为和预后相关的4级: (1)纯粹的低度

恶性MALT淋巴瘤, 成簇肿瘤中大细胞数目小于

5个; (2)低度恶性MALT淋巴瘤伴有个别大细胞

簇或者成簇肿瘤细胞中大细胞个数为5-20个, 可
伴有弥漫性大B细胞成分, 但是小于肿瘤总数的

10%; (3)高度恶性MALT淋巴瘤, 成簇肿瘤细胞

中大细胞个数大于20个, 或者弥漫性大B细胞成

分大于肿瘤总数的10%. 但是散在的淋巴上皮

样病变仍然存在; (4)高度恶性的淋巴瘤, 无低分

化成份, 完全是大细胞成份. 目前是否将这类划

为MALT淋巴瘤尚未达成一致, 但是可以明确的

是至少部分由MALT淋巴瘤转化而来. 一般认

为, 诊断胃MALT淋巴瘤应有中心样细胞, 淋巴

上皮病变, 浆细胞分化3种特征[9]. 滤泡中心样细

胞一般小到中等大小, 常具有中等量胞质, 细胞

核型不规则. 胃MALT淋巴瘤的中心滤泡样细胞

不同于结内淋巴瘤的主要依据之一就是前者有

浆细胞分化的特征. 此外, 胃MALT淋巴瘤病灶

由多少不等的反应性淋巴滤泡和滤泡周围弥漫

浸润的淋巴细胞构成, 肿瘤细胞浸润或破坏胃

腺体、胃小凹, 形成特征性淋巴上皮病变, 淋巴

滤泡间常有异常淋巴细胞浸润, 据此可以与反

应性淋巴增生相鉴别[8]. MALT淋巴瘤细胞具有

亲上皮性, 此类淋巴瘤细胞进入血循环后又可

以回到黏膜上皮部位局部, 这种特征称为“返家

现象”, 是由于此淋巴细胞亚群表达一种返家受

体, 易与毛细血管内特异性的配体结合, 在局部

长期生长[10]. 胃MALT淋巴瘤早期多位于黏膜固

有层内, 约30%肿瘤细胞呈多灶状分布, 其中可

见正常滤泡残存. 有时远离主要病灶的黏膜有

小病灶存在[8], 这种特点可以解释单纯手术切除

后出现肿瘤复发的原因. 胃MALT淋巴瘤40%以

上发生在胃窦部. 在内镜下通常表现为扁平状

隆起, 可以出现一个或多个溃疡, 生长比较缓慢. 
低度恶性MALT淋巴瘤多数和H pylori感染相关, 
而高度恶性MALT淋巴瘤发生基本上和H pylori
无关.

2 胃MALT淋巴瘤的诊断和分子遗传学

目前认为 ,  胃M A LT淋巴瘤的来源相当于正

常淋巴组织的边缘带B淋巴细胞 .  瘤细胞表

面和胞质表达免疫球蛋白(多为IgM). 免疫球

蛋白呈泛B抗原阳性 :  C D19, C D20, C D35, 
C D79a阳性 ,  而C D5、C D10、B C L-2和周

期素D1为阴性 [8].  通过细胞遗传学检查 ,  发
现有胃 M A L T 淋巴瘤的 4 8 % 的比例出现

t(11;18)(q21;q21)[2,11], 染色体移位形成A P I2 
基因及mlt基因的融合基因. t(11;18)(q21;q21)
不 出 现 在 胃 弥 漫 性 大 B 细 胞 淋 巴 瘤 及

H pylori感染相关胃炎. 这一染色体易位是胃

M A LT淋巴瘤重要的核型异常 [12].  少数出现

t(1;14)(p22;q32)等[2,13], 自1p22断裂点得到一

个新基因bcl-10, 其功能可能与抑制凋亡和肿

瘤发病有关. 大量CD4+T细胞有时和低度恶性

MALT淋巴瘤有关, 验证了T辅助细胞在肿瘤

发生过程中的必要作用, 但是CD4+T细胞目前

无依据支持高度恶性MALT淋巴瘤[8]. 
超声胃镜是诊断消化道淋巴瘤最佳方式

之一 ,  由于消化道淋巴瘤起源于黏膜淋巴组

织, 因而胃镜检查可正常或仅有糜烂表现, 活
组织检查可出现假阴性[8], 此时若作超声胃镜

检查, 可发现胃黏膜五层结构消失, 代之以不

规则由肿瘤细胞浸润所致的低回声区 ,  诊断

敏感性为90%以上, 分期诊断正确率为88%对

周围淋巴转移诊断正确性为85%. 超声胃镜不

仅可相当准确地判断原发性胃淋巴瘤的浸润

深度, 同时可了解胃周淋巴结的转移情况, 且
胃淋巴瘤特殊的超声透壁回声形态有助同其

他胃肿瘤相鉴别[15].
 超声胃镜于腔内帮助确定病程和病期及

范围. 抗H pylori治疗后病变可减轻乃至消失, 
胃黏膜五层结构可恢复正常 ,  超声胃镜是随

访治疗结果最佳办法[16-18].

3 胃MALT淋巴瘤的病因与发病机制

正常胃黏膜内没有淋巴组织 ,  但是胃却是胃

肠道淋巴瘤最常见的发病部位 .  近10余年来

对H pylori的研究不断深入, 因此H pylori感
染可以引发胃M A LT淋巴瘤的观点也得到共

识 [19]. 在胃M A LT淋巴瘤中, H pylori的检出

率与胃良性病H pylori感染率有显著差异 [20]. 
H pylori相关的胃MALT淋巴瘤接受抗生素根

治性治疗后, 70%-80%淋巴瘤病变消失, 间接

证明了H pylori在发病中的重要病因作用. 尽
管如此 ,  胃M A LT淋巴瘤确切发病机制尚不

清楚, 推测H pylori作为抗原引起局部免疫反

应, 激发产生胃黏膜相关淋巴组织[21]. H pylori
特异性的激活T h淋巴细胞并使之释放细胞因

子, 而后者促使B细胞进一步活化或增生. 病
理的B淋巴细胞克隆产生、发展、取代正常

■研发前沿
长期以来 ,  对胃
M A LT淋巴瘤的
最 优 治 疗 缺 乏
统一的认识 ,  抗
H pylori治疗的地
位不断提升, 而手
术和放疗的地位
有所下降. 2003年
WHO将胃MALT
淋巴瘤的概念明
确化为低度恶性
淋巴瘤 ,  然而他
的治疗策略并不
是完全等同于惰
性淋巴瘤 ,  临床
实践中应该考虑
到患者是否合并
H pylori感染.
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淋巴细胞群, 引发胃MALT淋巴瘤[22]. 但是大

多数H pylor i感染相关的胃炎患者并未发生

胃M A LT淋巴瘤 ,  因此其他的环境因素、微

生物和宿主的遗传学因素等可能共同参与

了胃MALT淋巴瘤的发病. I s aacson e t a l [23]

推测H pylori到胃淋巴瘤分为3个步骤: (1)H 
pylori感染引起慢性胃炎导致淋巴细胞增生形

成MALT; (2)部分病例H pylori感染产物激活

黏膜内T细胞进而诱导3号染色体变异 ,  致使

MALT的B细胞产生克隆性增生; (3)在已形成

肿瘤基因变化的基础上 ,  细胞增殖基因表达

产物增加 ,  出现染色体易位t(1;14), 致使对T
细胞依赖性的解除, 促使低度恶性MALT淋巴

瘤向高度恶性转化.

4  胃MALT淋巴瘤的临床特点及鉴别

本病任何年龄均可发病, 老年人多见, 女多于

男, 发病年龄高峰为60-70岁. 合并以下4种条

件容易患胃MALT淋巴瘤: H pylori相关的慢

性胃炎 ;  自身免疫性疾病 ;  免疫缺陷性疾病 , 
如A I D S; 长期应用免疫抑制剂 .  临床症状常

表现上腹部不适、上腹痛、食欲下降、体重

下降和上消化道出血等症状 .  这些临床表现

类似于胃癌. 胃MALT淋巴瘤属低侵袭性, 病
情进展缓慢, 或者数年保持局限性病变, 可长

期表现为局部病变(ⅠE或ⅡE). 绝大多数患者

初次诊断时处于ⅠE期 ,  20%合并近端淋巴结

侵犯(ⅡE期), 5%-10%有骨髓侵犯, 属于惰性

淋巴瘤 [22].  胃淋巴瘤与慢性胃炎的淋巴组织

反应性增生基本组织学形态相似 ,  二者都可

以发现大量反应性淋巴滤泡和滤泡周围弥漫

性小淋巴细胞浸润 ,  以及固有层近黏膜表面

部位有大量浆细胞浸润 .  由于组织形态上非

常相似 ,  有时依靠形态学检查很难对二者进

行区别[25]. 此时, 细胞单克隆性增生对肿瘤的

诊断具有决定意义 [26].  轻链限制已经作为一

个鉴别炎性病变的标准之一 ,  即κ∶λ比例大

于10∶1强烈提示病变非炎性而为B细胞淋巴

瘤 [8]. 因为P C R具有更高的灵敏度, 有些临床

上与病理上诊断为慢性胃炎者, 用PCR方法扩

增其I g H基因, 出现单克隆基因重排 [27]. 这种

现象出现 ,  是否提示形态学和免疫组化未能

检测的病例实际已经发生了恶性病变? 目前有

些学者认为这种病变为淋巴瘤发病和进展的一

个过渡阶段[28-29]. Wundisch et al [30]认为B细胞单

克隆性增生和病灶不能完全清除或者复发有关. 

但是Steiff et al [31]和Bertoni et al [32]却认为, B细胞

单克隆性增生难以预示病灶复发的风险. 目前

推测IgH基因单克隆重排代表转录和翻译前癌

前分子生物学水平的病变, 因此恶性的微小病

变在蛋白质和细胞水平可能检测不到.

5  治疗

5.1 抗H pylor i治疗  由于H pylor i感染与胃

M A LT淋巴瘤发病之间存在的内在联系 ,  引
起人们对抗H pylor i治疗胃淋巴瘤的极大关

注. 大量资料显示, 抗H pylori治疗可以导致

50%-80%胃M A LT淋巴瘤可以获得组织学完

全缓解[3,33]. Fischbach et al [34]对H pylori阳性

的ⅠE期胃MALT淋巴瘤患者采取抗生素根治

H pylori , 若病变局限于黏膜和/或黏膜下, 抗
H pylor i治疗效果明显 ,  而病变超过黏膜下

层者抗H pylori治疗缓解率低. 2006年NCCN
指南将抗H pylor i治疗已经划为低度恶性胃

MALT淋巴瘤的一线治疗方案. NCCN指南[35]

明确指出, H pylori阳性的ⅠE患者应采用含有

质子泵抑制剂 [35]的三联治疗. 抗H pylori治疗

通常显效缓慢 ,  通常经过3 m o胃镜检查才能

观察到瘤灶的变化. 应用抗生素治疗后, 患者

可能有4种转归: (1)H pylori由阳性转为阴性, 
肿瘤体积相应缩小 .  这部分患者应在治疗后

接受长期随访; (2)H pylori阴性患者应用抗生

素治疗后 ,  如果肿瘤明显进展或伴有明显的

临床症状, 应接受放疗. 而无症状的患者既可

选择随访, 3 mo后再次复查胃镜, 也可以采用

放疗; (3)H pylori持续阳性, 但是肿瘤体积缩

小或者基本稳定 .  这些患者可采用二线的抗

生素治疗; (4)H pylori阳性未能转阴, 并且肿

瘤进展, 应给与放疗. 总而言之, H pylori阳性

患者应用抗生素根治治疗转阴后 ,  肿瘤持久

存在或再次复发后, 应选择局部放疗 [37-40]. 若
放疗失败, 可以给与单药或者联合化疗[40]. 需
要指出的是, 应用NCCN指南时要根据国内医

疗环境灵活掌握. 
推荐的一线三联药物包括 :  质子泵抑制

剂 [36]、克拉霉素和阿莫西林或者甲硝唑 [33]. 
经过抗生素治疗后, H pylori达到根治的时间

从几周到18 m o不等 .  胃镜组织学活检结果

并不能预示胃M A LT淋巴瘤是否对抗生素治

疗耐药, 因此, 有必要重复多次取活检标本以

明确应用抗生素后的疗效. 根治H pylori后肿

瘤的缓解是比较稳定的 ,  目前对应用抗生素

■相关报道
近 年 来 对 于 胃
M A LT淋巴瘤的
分子遗传学的研
究不断深入 ,  一
些分子和基因水
平 上 的 改 变 往
往 和 治 疗 以 及
预后有关 .  目前
比 较 明 确 的 是
t(11;18)(q21;q21)
的易位和三倍体. 
而检测基因重排
也有利于鉴别诊
断, 明确治疗效果, 
排除疾病复发.
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治疗的长期有效性没有明确的结论 ,  但是越

来越多的报道提出单纯抗生素治疗后缓解的

病灶仍然会复发 ,  已有学者 [41]通过分子生物

学技术发现完全缓解的患者胃黏膜中仍然存

在单克隆B细胞. 由于胃MALT淋巴瘤的病程

进展缓慢 ,  所以目前所有文献报道的随访时

间均较短 ,  对该治疗方法的评价还需要时间

的验证 .  胃M A LT淋巴瘤与结内淋巴瘤对抗

H pylori治疗的反应明显不同. 抗H pylori治疗

胃M A LT淋巴瘤的缓解率从50%到更常见的

70%[31-32,41-43], 甚至个别可以达到100%[43]. 结
内低度恶性淋巴瘤常病变广泛 ,  骨髓易受累 , 
虽然初次治疗有效, 但不易治愈, 多数患者在

7-10 a内死亡 ,  并易出现向高度恶性的转化 . 
而胃的低度恶性MALT淋巴瘤局限于胃部, 多
数可长期存活. Wu n d i s c h e t a l [30]对ⅠE期胃

M A LT淋巴瘤进行抗生素根治H pylori治疗 , 
在120名患者中116人(97%)经过一线的抗生

素治疗H pylori得到根除, 而其余4人经过二线

抗生素治疗后H pylori也得到了根治. 80%的

患者(96/120)经过抗H pylori治疗后获得临床

完全缓解(C R), 出现C R在应用抗生素治疗后

1-28 mo不等, 而61%(59/96)的患者通常能够

在前3 m o就获得C R. 临床C R的患者5 a无复

发率平均为71%(68%-81%), 中位无复发时间

为83(61-114) mo. De Mascarel et al [44]对60名
胃MALT淋巴瘤进行随访发现, 病灶组织学完

全缓解的中位时间为13 mo, 但是也有缓解期

较长的报道, 如Savio et al [45]对56位患者的研

究结果明显延长(24 mo). 
对于抗生素治疗后仍然有残留病灶的患者, 

Wundisch et al [30]采用了“watch and wait”的态

度. Advani et al [46]也支持这种观点, 采取消极态

度以及积极治疗之间对于患者的生存率没有明

显的影响. 但是这种观点不太适合我国的国情.  
5.2 放射治疗 对于H pylori根治无效或者不适用

抗H pylori治疗的患者, 此时应考虑放疗[39-40]. 放
疗在胃MALT淋巴瘤的治疗中具有十分重要的

作用[47]. 但是最佳的照射剂量以及治疗计划的

具体细节尚未得到完全统一. 目前, 比较一致的

观点是有效的照射野应包括全胃以及胃周淋巴

结; 如果食管下端或者十二指肠也受到侵犯, 那
么放射野应该相应的扩大. 治疗剂量通常为30 
Gy左右[48]. 回顾美国Sloan-Kettering癌症纪念

医院自1998年来报道单纯应用局部放疗对51名
H pylori阴性的胃MALT淋巴瘤患者, 中位放疗

剂量为30 Gy, 5 a无病生存率、总生存率和疾病

特异生存率分别为89%, 83%和100%[49-50]. 2003
年Tsang et al [51]也报道了类似的结果. Park et al [52]

对6例H pylori阴性或抗H pylori治疗无效的Ⅰ期

和Ⅱ期的胃MALT淋巴瘤患者进行了单一的放

射治疗. 治疗使用的中位照射剂量是30.6 Gy, 照
射胃及胃周淋巴结共4 wk时间, 结果显示所有

患者治疗均有效, 随访6 a无瘤生存率达到100%. 
且患者对治疗耐受性均较好, 未发现明显的急

性不良反应, 说明单一低剂量的放射治疗是较

为安全可行的. 一般认为, 放疗存在的主要问题

是可以造成胃出血穿孔和继发恶性肿瘤, 各项

研究统计显示出血穿孔的发生率不等, 波动在

1%-4%[25]. 由于放射治疗而继发恶性肿瘤的可

能性是存在的, 但也非常少见, 并且可以通过减

少放射剂量而加以避免. 
对胃MALT淋巴瘤而言, 放疗科医师需要着

重考虑的问题之一就是靶病灶与肾脏之间的解

剖关系, 即如何既能最大程度保护肾脏又能增

加照射剂量. 由美国Sloan-Kettering癌症中心的

Della Biancia et al [53]将胃MALT淋巴瘤分成3组, 
接受普通前后对穿野放疗、三维适形放疗和调

强适形放疗3种不同的治疗. 研究结果表明, 3种
技术对靶区的治疗效果基本相似. 但是如果计

划靶容积和正常肾脏在立体解剖关系上有很多

重叠, 这样单纯传统的前后对穿野放疗难以满

足这部分患者, 采用四野三维适形放疗是更好

的选择, 而应用调强适形放疗可以进一步避免

放疗对左肾以及肝脏的影响. 总之, 对绝大多数

胃MALT淋巴瘤患者而言, 三维适形放疗是一

种简单并且安全的治疗方法. 照射野除外全胃

还要留有一定正常的边缘, 以避免由于呼吸运

动而对肾、肝脏和心脏等重要脏器的损伤. 应
用三维适形放疗以及调强适形放疗可能使胃

MALT淋巴瘤侵及十二指肠或食管下端等邻近

组织的局部放疗得以安全有效的评估. 
5.3 化疗 早期胃MALT淋巴瘤病灶比较局限, 多
属于低度恶性, 所以单纯化疗的报道不多. 通常

把他作为术后的一种辅助治疗或者联合其他治

疗方法共同应用[4,26,54-55]. 有学者对使用单一化

疗药物口服治疗胃淋巴瘤进行了研究. 对于应

用抗生素复发的患者, 单药化疗(例如, 环磷酰

胺, 苯丁酸氮芥, 克拉屈滨等)或放疗仍然可以

获得80%-90%的5 a生存率. 而多药联合化疗, 如
CHOP, 可以治疗上述治疗仍然无效的患者[56-57]. 
Levy et al [58]对H pylori阴性或抗H pylori治疗无

■创新盘点
2006年NCCN指南
将抗H pylori治疗
已经划为低度恶
性胃MALT淋巴瘤
的一线治疗方案. 
然而, 5%-10%的
胃MALT淋巴瘤患
者无H pylori感染
的依据. 对于这部
分患者可以考虑
采用抗生素经验
治疗, 失败后可以
根据患者的病情
参考选择放疗或
者手术干预.
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 效的低度恶性胃M A LT淋巴瘤进行了单一口

服烷化剂的治疗, 58%的患者得到了完全缓解. 
化疗较为严重的不良反应也是胃出血与穿孔, 
Bartlett et al [59]在28例化疗患者中发现胃出血的

发生率为6.6%, 穿孔率为3.3%. 
绝大多数胃MALT淋巴瘤都表达CD20, 近

来报道美罗华治疗后整体有效率可高到64%, 
完全缓解率为29%[60]. Martinell i et al [61]认为, 
美罗华的活性和肿瘤负荷有关, 早期患者的疗

效优于晚期的患者, 所有Ⅳ期患者的病灶没有

完全缓解, 此外胃MALT淋巴瘤比滤泡淋巴瘤

疗效好. 
5.4 外科治疗  关于胃淋巴瘤的治疗 ,  目前而

言 ,  多数学者认为行手术切除是必要的 .  长
期以来 ,  外科治疗一直作为治愈胃原发性淋

巴瘤的主要手段 .  一般认为其优势有以下几

点: 可直接切除肿瘤, 更易于分级分期、指导

下一步的治疗和判断预后 ;  预防放化疗引起

的并发症;  通过肿瘤的切除提高存活率 [62-63]. 
但随着诊断技术的不断改进 ,  术前诊断正确

率可达90%, 从而显著降低了为确诊而进行

手术的必要性 [64].  而抗H p y l o r i 疗法在目前

又被认为是H p y l o r i 阳性的胃原发性淋巴瘤

的首选疗法. 此外, 胃切除后26%的患者会出

现早期和晚期并发症 ,  使中位住院时间延长

10 d[38,59]. 进一步研究发现, 胃MALT淋巴瘤

病变呈弥漫性以及多灶性 ,  常常需要全胃切

除或者手术后放疗 ,  这样术后的并发症可以

增高到50%[38,59]. 这些使得大家不得不对外科

手术在治疗胃M A LT淋巴瘤中的地位进行重

新的探讨 [62,64].  从目前的文献报道可以看出 , 
在一些情况下例如对部分并无H pylori感染或

者抗H pylori治疗无效的病例, 手术仍然是一

种非常有效的方法[54,59,62-66]. Takahashi et al [53]

对85例Ⅰ期和Ⅱ期的胃M A LT淋巴瘤患者进

行了手术治疗, 部分患者接受辅助化疗, 结果

显示 ,  Ⅰ期和Ⅱ期的5 a存活率分别为97.5%
和59.3%. 他们认为, 根治性切除联合扩大的

淋巴结清扫可以提高Ⅰ期患者术后的生存率. 
Bartlett et al [59]对34例早期的胃MALT淋巴瘤

病例进行了研究 ,  其中15例单独接受了外科

治疗, 随访结果10 a无瘤存活率达到了100%, 
该研究表明对于早期的胃原发性淋巴瘤病例, 
手术仍是最为有效的治疗手段之一 .  而且对

于病灶较小(<10 c m)、无淋巴结转移的低度

恶性胃淋巴瘤无需进行手术后的辅助性治疗. 

Waisberg e t a l [63]也得到了类似的结论, 认为

早期的胃M A LT淋巴瘤接受手术治疗后可以

提高5 a生存期, 但是对于Ⅱ期的病灶作用尚

不明确 ,  需要更多的临床试验以及前瞻性研

究进一步证实.

6  H pylori 阴性的胃MALT淋巴瘤

5%-10%的胃MALT淋巴瘤患者无H pylor i感
染的依据. 因为这部分患者少见, 因此相关的

临床资料也不多. Ye e t a l [67]对17名H py lo r i
阴性的患者进行一项多中心分析 ,  结果显示

无H p y l o r i 感染患者发生t(11;18)(q21;q21)
的比例更多 .  在另外一项关于胃M A LT淋巴

瘤研究报告中提出 ,  在11 5名患者中 ,  2 1位
(18%)存在t(11;18)(q21;q21), 并形成融合转

录产物A P I2-M A LT1, 这些人群对抗生素治

疗是抵抗的 [26,68],  以男性居多(82%), 内镜下

病灶呈鹅卵石样外观 ,  侵犯胃壁深层 .  组织

学诊断提示21名患者均为低度恶性胃M A LT
淋巴瘤 ,  并且不含有大细胞的成分 .  而且 , 
t(11;18)(q21;q21)的瘤组织具有H pylor i感染

率低 ,  临床分期晚 [69],  B C L10阳性的特点 [70]. 
然而对于无H pylori感染依据的ⅠE和ⅡE期患

者 ,  综合考虑到疾病的低度恶性、进展十分

缓慢, 并且H py lo r i 感染有时难以发现, 因此

可以给与进行抗生素经验治疗, 3 m o后复查

胃镜, 评估病灶. 如果同样发现t(11;18)患者建

议进行放疗. 目前对于缺乏H pylori感染依据

或者抗生素失败的患者尚无统一的治疗指南. 
对于这些患者 ,  放疗是一种明智的选择 [16,39]. 
在一项前瞻性的研究中, Schechter et al [38]应

用平均30 G y的剂量使所有患者都达到了完

全缓解, 平均随访27 mo, 没有出现复发和转

移 .  对于包括全胃、胃周淋巴结、腹腔淋巴

结给与30-35 G y的照射剂量; 双肾的照射剂

量控制在20 Gy以下, 接受照射的肝脏体积大

于50%时, 剂量要低于25 G y. 尽管放疗后会

出现短暂的恶心和厌食 ,  但是在30-35 G y的
治疗剂量下发生溃疡以及穿孔等并发症却是

少见的. 不仅如此, 放疗后患者很少出现复发. 
2005年, Raderer e t a l [71]对6名H pylor i阴性

的患者进行前瞻性分析 ,  结果显示 ,  早期胃

MALT淋巴瘤患者即使H pylori为阴性, 应用

抗生素仍然可以取得一定疗效 .  应用抗生素

治疗H pylori阴性患者后, 疾病无进展时间得

到了延长, 这是目前比较一致的看法.

■同行评价
本文综述了胃黏
膜相关淋巴组织
淋巴瘤的临床研
究进展情况 ,  文
笔较好, 有一定科
学性, 尤其是阐述
了H pylori阴性的
M A LT的研究进
展, 有参考价值.
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7  预后

对于H p y l o r i 相关的胃M A LT淋巴瘤患者而

言 ,  近年来公布了一些对抗生素治疗效果几

个有预后价值的因素. Hong et al [42]提出局限

于胃黏膜或黏膜下的淋巴瘤对抗生素治疗敏

感. 此后, Raderer et al[72]和Wohrer et al [73]分

别提出患者伴有自身免疫疾病以及产生单克

隆免疫球蛋白者对抗生素治疗不乐观. 
目前研究最多的是 t ( 11 ; 1 8 ) ( q 2 1 ; q 2 1 )

在胃M A LT淋巴瘤中的预后价值 [69].  根据最

近的研究结果 ,  t (11;18)(q21;q21)和抗生素

治疗淋巴瘤耐药有关 [56-57,74-75].  L i u e t  a l [75]

对111名患者进行的大规模临床研究结果证

明抗生素耐药的6 3名患者中 ,  4 2名发生了

t (11;18)(q21;q21);  而治疗有效的48名患者

中仅有2名患者存在t(11;18)(q21;q21). 此外, 
Ta j i e t a l [76]进行了一系列关于第三染色体三

体化的研究, 他们的研究结果提示, 第三染色

体三体化的出现预示抗生素根治H pylori效果

不佳. 另外也有人报道核因子NF-κB或BCL10
是感染H pylori的胃MALT淋巴瘤的独立预后

因子[77-80].
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Abstract
Transforming growth factor-β (TGF-β) is a fami-
ly of related proteins that regulate many cellular 
processes including growth, differentiation, ex-
tracellular matrix formation and breaking down 
and immunosuppression. TGF-β1 is considered 
to play a pivotal role in hepatic stellate cell acti-
vation and a confirmed role in liver fibrosis, and 
its antiproliferative, proapoptotic, and immuno-
suppressive activities can play important roles 
in the pathogenesis of viral hepatitis. There is a 
marked correlation between the concentration 
and gene polymorphisms of TGF-β1 and chronic 
hepatitis B.

Key Words: Transforming growth factor β1; Hepati-
tis B; Hepatitis B virus
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摘要
转化生长因子β(transforming growth factor β, 

TGF-β)是一簇功能相似的活性多肽, 具有多
种生物活性, 能调节多种细胞分化、增殖、
迁移、及细胞外基质合成与降解, 其中最受
关注且与肝脏疾病关系最密切的是TGF-β1, 
TGF-β1在体内的水平高低及其基因多肽性
都与各种乙型肝炎存在着密切的相关性. 本
文就TGF-β1与各种慢性乙型肝炎的关系作
一综述.
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0  引言

转化生长因子-β(transforming growth factor β, 
TGF-β)是Tucker et al [1]在1984年发现的一种与

多种上皮性肿瘤生长有关的多肽性细胞生长调

控因子. 目前发现至少有5种异构体, 分别命名

为TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3, TGF-β4, TGF-β5. 
各种异构体在许多生物反应中表现出相似的作

用, 其中TGF-β1最为重要. TGF-β的生物学功

能是多方面的, 其对上皮组织、结缔组织的正

常细胞或恶性细胞均具有极广泛的多种调节作

用. 在不同条件下, 既可刺激细胞的增殖、分化

与生长, 又可抑制细胞的增殖、分化与生长. 新
近研究表明, TGF-β1与肝细胞损伤、肝纤维化

及肝癌等存在密切关系, 因此, TGF-β1与慢性乙

型肝炎的关系随之成为目前研究热点, 本文就

TGF-β1与各种慢性乙型肝炎的关系作一综述. 

1  TGF-β的结构和生物学特性

TGF-β的活性结构为25 kDa的二聚体, 由两条

相同的多肽链 (112个氨基酸 )经二硫键相连 . 
这种由二硫键结构而成的双聚体结构是维持

T G F-β三维空间结构及生物学活性的分子基

础. 还原剂可破坏TGF-β的二聚体结构, 并使

之丧失生物学活性, 根据基因克隆和序列分析, 
证明细胞最初合成的TGF-β是由390个氨基酸
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■背景资料
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通过自分泌及旁
分泌的机制对许
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生长、迁移、分
化 ,  胚胎的发生 , 
肿瘤的发生, 伤口
愈合 ,  骨的形成 , 
免疫调节等 .  但
是, TGF-β在各种
致病过程中 ,  可
诱导不同的甚至
相反的生物学效
应, 这依赖于细胞
类型及细胞外基
质. 因此, TGF-β
的作用因各种生
物学环境及细胞
分化的阶段不同
而不同, 其各种异
构体在许多生物
反应中表现出相
似的作用 ,  其中
TGF-β1最为重要. 

■研发前沿
TGF-β具有至少
5种异构体, 分别
命名为TGF-β1 , 
TGF-β2, TGF-β3, 
TGF-β4, TGF-β5. 
各种异构体在许
多生物反应中表
现出相似的作用, 
其中TGF-β1最为
重要. 新近研究表
明 ,  TGF-β1与肝
细胞损伤、肝纤
维化及肝癌等存
在密切关系 ,  因
此 ,  TGF-β1与慢
性乙型肝炎的关
系随之成为目前
研究热点.



组成的无活性前体蛋白, 这种前体蛋白N端经

酶解可获得2个成熟肽单体, 各含有112个氨基

酸, 已知非活化型TGF-β在体外被酸、碱、尿

素、SDS、蛋白酶等处理后可转化为25 kDa的
活化型TGF-β. 只有活性的TGF-β才能发挥生

物学功能. 活化后的TGF-β包括一组密切相关

的高二聚体, 目前已鉴定出5种异构体, 其中3
种(TGF-β1, β2, β3)已从人体细胞中分离出来.  
哺乳动物中, 成熟的、有生物活性的TGF-β也
都由二聚体组成, 两条相同的112个氨基酸的

多肽为亚单位, 通过二硫键相连, 形成25 kDa
的TGF-β分子. TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3同源

性很好, 且不同哺乳动物来源的成熟TGF-β具
有高度保守性. 

TGF-β通过自分泌及旁分泌的机制对许多

生物过程进行调控, 包括: 细胞生长、迁移、分

化[2], 胚胎的发生[3-4], 肿瘤的发生[5], 伤口愈合[6-7], 
骨的形成[8], 免疫调节[9]等. TGF-β在各种致病过

程中, 可诱导不同的甚至相反的生物学效应, 这
依赖于细胞类型及细胞外基质. 因此, TGF-β的
作用因各种生物学环境及细胞分化的阶段不同

而不同. 各种异构体在许多生物反应中表现出

相似的作用, 其中TGF-β1最为重要. TGF-β1对
间叶组织来源的细胞有促进其生长的作用如纤

维原细胞、造骨细胞, 对上皮组织、神经外胚

层来源的细胞则有抑制其生长的作用, 如破骨

细胞、T淋巴细胞、B淋巴细胞、肝细胞等[10-11]. 
TGF-β1是极强的免疫调节剂, 可以抑制免疫球

蛋白的分泌, 抑制大多数T、B细胞系在体外的

增殖和分化. 拮抗IL-Ⅰβ, TNF-α, IFN-γ等细胞因

子的效应, 抑制IL-Ⅰβ和IL-Ⅱ受体的表达, 阻止

巨噬细胞产生过氧化物及NO, 抑制中性粒细胞

和T细胞黏附于内皮细胞, 从而限制了炎症细胞

补充到损伤部位. Ito et al [12]报道, 肝脏巨大血管

瘤患者因上皮细胞对TGF-β1 mRNA过度表达使

血浆TGF-β1明显升高, 同时伴有免疫功能下降, 
随着血管瘤的切除, 血浆TGF-β1水平明显下降, 
且免疫功能恢复正常.

2  TGF-β1与肝细胞损伤的关系

正常细胞极少或不存在T G F-β1 ,  而在慢性

乙型肝炎 ,  病毒对肝细胞的直接作用或其

介导的免疫病理损伤 ,  导致肝细胞变性坏

死, Kupffer细胞大量浸润[12], Kupffer细胞激

活后合成分泌大量的T G F-β1 ,  另外受损的

肝细胞、内皮细胞使血小板凝聚释放更多
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的TGF-β1[13]. 孙樱 et a l [14]对103例慢性乙型肝

炎、肝硬化患者血清中TGF-β1研究发现, 血清

TGF-β1水平与TBiL呈正相关, 与PTA、BALB呈
负相关, 表明血清TGF-β1与CHB的病变程度和

肝损的严重程度一致. Flisiak et al [15]对21例慢性

活动型肝炎及40例肝硬化患者进行研究, TGF-β1
在患者中的平均水平(36.9±2.8 μg/L)是正常对

照组(18.3±1.6 μg/L)的两倍, 且随肝损程度的

加重, 其水平逐渐增高. 邬光惠 et al [16]对48例急

性和慢性乙型肝炎患者检测血清TGF-β1(分别

为23.6±7.7 mg/L和19.7±8.9 mg/L), 均明显

高于正常对照组(8.0±3.4 mg/L). 刘芳 et a l [13]

检测76例CHB、LC患者TGF-β1, ALT, SB结

果显示, CHB中TGF-β1水平明显高于对照组, 
ALT>2667.2 nkat/L组、SB>85.5 μmol/L组血

清TGF-β1水平明显高于肝功能正常组, 与上述

研究者得出相同的结论: TGF-β1含量可反映肝

损害程度, 血清TGF-β1的测定对慢性乙型肝炎

病情及预后判断有重要意义.

3  TGF-β1与肝纤维化的关系

肝纤维化或肝硬化是由于胶原或其他细胞外

基质的合成降解失衡导致在肝内过量沉积 [17], 
TGF-β1与肝纤维化的关系主要涉及其促进细

胞外基质的产生并抑制其降解、抑制肝细胞

的再生 ,  其基因多态性与肝纤维化也存在一

定的关系. 
3.1 促进细胞外基质的产生并抑制其降解 在肝

纤维化中, 储脂细胞是细胞外基质产生的主要

细胞, TGF-β1是储脂细胞和纤维化母细胞的生

长因子, 在TGF-β1作用下, 储脂细胞被激活或

转化为纤维母细胞, T G F-β1能刺激这些细胞

向损伤部位迁移、增值和产生胶原, 并自分泌

TGF-β1, 导致细胞外基质循环不断的产生, 形成

肝纤维化的基础条件[18]. TGF-β1本身又促进毛

细血管生成作用, 使肝窦出现毛细血管化和胶

原化, 形成肝纤维化程度不断加重最早期的组

织病理学改变[19]. 细胞外基质的代谢是通过多

种水解酶实现, 其中主要包括金属蛋白酶、胶

原酶、明胶酶等. TGF-β1通过调节这些酶的产

生和活性来干扰细胞外基质的代谢, TGF-β1能
在转录水平上促进α2巨球蛋白表达, 而金属蛋

白酶与后者结合后功能受到抑制[20]. TGF-β1的
生物学活性还包括促进黏合素分子、纤维连接

素及其受体的表达, 增加了细胞与基质的黏附

性[21].  Si et al [19]将TGF-β1皮下注射于小鼠, 72 h
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■相关报道
肝纤维化或肝硬
化是由于胶原或
其他细胞外基质
的合成降解失衡
导致在肝内过量
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纤维化的关系主
要涉及其促进细
胞外基质的产生
并抑制其降解、
抑制肝细胞的再
生 ,  其基因多态
性与肝纤维化也
存在一定的关系. 
TGF-β1是控制肝
脏细胞生长和增
殖的重要细胞因
子, 但发现在肝细
胞癌患者肝组织
中, TGF-β1的表达
不是减弱而是增
强.

■应用要点
TGF-β1与肝细胞
损伤、肝硬化的
发生、肝癌的发
生都有密切的相
关性, 因此临床上
监测血清和肝组
织中的TGF-β1水
平对肝损伤、纤
维化、及肝癌的
动态及预后观察
具有非常重要的
意义.
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后注射部位有明显纤维原细胞增生及炎性细胞

浸润, 对照组并未发生此改变. 黄芬 et al [22]研究

表明, 慢性乙型肝炎患者血清TGF-β1与纤维黏

连蛋白水平呈正相关, 血清TGF-β1与ALT成正

相关, 血清纤维黏连蛋白水平与肝脏炎症活动

度及纤维化程度密切相关. 
3 . 2  诱导肝细胞凋亡、抑制肝细胞再生

T G F-β1主要生物活性之一是抑制肝细胞再

生, 抑制肝细胞DNA合成而诱导肝细胞凋亡. 
Si et al [19]将TGF-β1皮下注射于小鼠, 72 h后观

察肝细胞, 结果显示T G F-β1作用过的肝细胞

显示明显的凋亡形态学改变, 包括核固缩, 碎
片状、环状、月牙状细胞核, 泡沫状胞质, 细
胞质与细胞核的浓染 ,  其凋亡率明显高于对

照组. Sug iyama et al [23]研究表明, TGF-β1可
能通过调节cyc l inA及p21来抑制肝细胞生长, 
组织肝细胞从G1到S期转化, 组织D N A合成. 
Akpolat et al [24]对30名CHB及30名健康者进行

研究, 表明血清TGF-β1水平在CHB中比对照

组高出很多, 与纤维化有明显的相关性, 李兵

顺 et al [25]随机选取92例慢性病毒性肝炎患者, 
检测T G F-β1血清水平, 其中31例行肝组织活

检, 左胶原纤维染色, 分析两者关系, 结果显

示:  按肝组织、纤维化程度(S)分组 ,  除S2与
S1比较外, TGF-β1随纤维化分期的加重而表

达增加, 肝组织T G F-β1水平与肝组织胶原含

量正相关, 与肝纤维化程度密切相关. 其他研

究者得到相同结论[14,26]. 
3 . 3  T G F - β 1基因多态性与肝硬化的关系 
TGF-β1基因调控区存在多个单核苷酸多态性, 
其中包括-509位点和codon10位点, 这两个位点

的基因多态性与肝硬化的发生密切相关. 杨再

兴 et a l [27]测定了92名健康对照者和134例肝硬

化患者TGF-β1基因-509位点和codon10位点, 
结果显示: 把肝硬化患者按Chi ld-puch分级分

为A, B, C 3组, -509CC基因型在肝硬化C组中

的分布频率明显高于TT基因型; codonTT基因

型及等位基因T在肝硬化中的分布频率明显高

于对照组, 因此得出结论-509位点多态性与肝

硬化进展成正相关, 而codon10位点多态性与

肝硬化的发生明显相关.

4  TGF-β1与肝细胞癌的关系

TGF-β1是控制肝脏细胞生长和增殖的重要细

胞因子, 但发现在肝细胞癌(HCC)患者肝组织

中, TGF-β1的表达不是减弱而是增强. 许佳平 

e t a l [28]测定了119例急、慢性肝炎、肝硬化、

肝癌患者T G F-β1的含量, 结果显示肝癌患者

TGF-β1水平明显高于其他各组, 5例肝癌患者

经治疗后1 mo内TGF-β1水平较治疗前有明显

降低. 
T G F-β1可控制C-m y c基因表达及R b磷

酸化诱导细胞凋亡, 当T G F-β1介导的S m a d7
上调, 引起抗凋亡因子NF-KB活化, 信号通路

的组成成分发生变化, 导致细胞对T G F-β1耐
受, C-myc过表达, Rb的抑制作用降解, 从而

使细胞无限制增殖, 导致肿瘤的发生 [29-30]. 此
外H B x A g可以激活核因子(N F-K B), 控制蛋

白激酶抑制T G F-β1所诱导的细胞凋亡, 使致

癌基因R a s或R a f诱导的肝细胞发生转化 ,  最
终导致细胞癌变 [31-32].  邹黎  et a l [33]检测30例
H C C癌灶组及其自身对照非癌组T G F-β1的
表达 ,  结果显示 ,  T G F-β1在肝癌癌灶及非癌

组表达存在显著差别, 其阳性率分别为83.8%
和43 .3%; H C C癌灶组中T G F-β1阳性表达

与肿瘤分化程度显著相关 ,  高分化肿瘤组织

中T G F-β1的表达较弱 ,  低分化肿瘤组织中

TGF-β1的表达增强, TGF-β1的表达随肿瘤细

胞分化程度降低而呈逐渐增强的趋势 ,  提示

TGF-β1有可能做为HCC早期诊断, 预测HCC
的预后指标. K im et al [34]发现, -509T>C基因

多态性与韩国人群慢性乙型肝炎后的肝细胞

癌的发生密切相关 ,  他们发现在慢性乙型肝

炎患者中C-509T位点T T或C T基因型发生肝

细胞癌的危险性显著低于CC基因型. 
总之, T G F-β1与肝细胞损伤、肝硬化的

发生、肝癌的发生都有密切的相关性 ,  因此

临床上监测血清和肝组织中的TGF-β1水平对

肝损伤、纤维化、及肝癌的动态及预后观察

具有非常重要的意义.
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Abstract
Liver fibrosis, which leads to cirrhosis, occurs as 
a result of various injurious processes and it is 
the common pathologic basis of all the chronic 
hepatic diseases. At present, a good many re-
searches demonstrate that the activation of 
hepatic stellate cells play a critical role in fibro-
genesis. Prolonged liver injury results in hepato-
cyte damages and secretion of many fibrogenic 
cytokines such as transforming growth factor-
beta 1, angiotensin, and leptin, which triggers 
the activation of hepatic stellate cells through 
different intracellular signal transduction path-
ways. In this article, we reviewed the research 
advancement in the signal transduction pathway 
of nuclear receptor and membrane receptor dur-
ing the activation of hepatic stellate cells.

Key Words: Hepatic stellate cell; Signal transduc-
tion; Activation; Liver fibrosis
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摘要
肝纤维化是多种慢性肝病向肝硬化发展的必

经阶段, 是所有慢性肝病的共同病理基础. 目
前认为肝星状细胞的激活是肝纤维化形成的
关键, 各种致病因素作用下引起肝损伤, 释放
多种细胞因子, 如转化生长因子β、血管紧张
素、瘦素, 通过各种信号转导使肝星状细胞激
活. 本文就肝星状细胞激活过程中一些重要的
膜受体、核受体信号转导途径及其研究进展
作一综述.

关键词: 肝星状细胞; 信号转导; 激活; 肝纤维化
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0  引言

肝纤维化是各种慢性肝病向肝硬化发展的必经

阶段, 是所有慢性肝病的共同病理基础[1-2]. 目前

认为, 在各种致病因素作用下, 肝细胞、Kupffer
细胞、内皮细胞、肝星状细胞(HSC)等可产生

多种细胞因子、氧化应激活性产物等[3-4], 这些

细胞因子通过各种信号转导途径介导HSC的激

活是肝纤维化形成的关键[5-7]. 近年来, 国内外学

者对HSC激活的信号转导途径进行了深入的研

究, 干扰HSC激活过程中信号途径已成为治疗肝

纤维化的热点[8-10].  我们就HSC激活过程中一些

重要的膜受体信号途径、核受体信号转导途径

及其研究进展作一综述. 

1  肝星状细胞激活与膜受体信号转导途径

在肝纤维化形成过程中 ,  转化生长因子

β(TGFβ)、血小板衍生生长因子(PDGF)、瘦

素(leptin)、血管紧张素(AngⅡ)等是致HSC活

化主要的细胞因子, 他们必须与相应膜受体结

合后方可将信号传递至细胞内相应的效应分

子, 调节细胞的功能. 
1.1 TGFβ受体介导的信号转导途径 TGFβ是促

进HSC激活和细胞外基质的合成的主要细胞因

子之一[11], 其中TGFβ1的活性最强, TGFβ受体

属于单次跨膜受体, 人类细胞普遍存在TGF的
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■背景资料
肝纤维化是慢性
肝病重要的病理
特征, 也是肝硬化
发生的前奏和必
经中间环节, 其中
肝星状细胞的激
活又是肝纤维化
形成的关键, 近年
来对肝星状细胞
激活的各种信号
转导途径进行了
深入的研究, 干扰
其主要的信号转
导途径为肝纤维
化治疗带来了新
的曙光.



3种类型受体, 其中TGFβ1与Ⅱ型受体亲和力最

高, TGFβ1先与跨膜蛋白Ⅱ型膜受体结合成膜

外复合物, 再与Ⅰ型膜受体结合形成Ⅱ型受体

-TGFβ1-Ⅰ型受体复合物, 活化的受体催化一类

重要的信号分子smad发生丝氨酸磷酸化, smad
分子形成同源或异源寡聚体后进入细胞核, 调
节相应基因的转录[12], 其中smad2, smad3属于受

体调节型smads(R-smads)[13-14], 而smad6, smad7
属于抑制型smads(I-smads)[15], Schnabl et al [16]

在对smad3基因敲除小鼠的研究中发现, 与野

生型小鼠比较 ,  基因敲除组小鼠肝中α1(Ⅰ), 
α2(Ⅱ)mRNA表达分别下降58%, 36%, 但并不

影响α-SMA和desim的表达, 进一步发现, smad3
缺陷的HSC无TGF-β诱导的smads复合物生成

及向细胞核内转位产生转录效应, 没有smads
复合物生成, TGF-β1无法诱导HSC活化及合成

细胞外基质. Dooley et al [17]构建了smad7基因

重组腺病毒载体(AdSmad7), 并分别从尾静脉

和门静脉导入胆管结扎(BLD)致肝纤维化动物

模型体内, 与AdLacZ组比较, 导入AdSmad7的
BLD大鼠肝组织中的Ⅰ型胶原, 羟脯氨酸均下

降, 体外研究发现, 转染了AdSmad7的HSC继续

保持静息状态, 提示smad7的表达上调阻滞原

代肝星状细胞的转型, 但并不影响α-SMA的表

达. smad7干扰TGF信号转导机制可能是通过抑

制smad2/smad3磷酸化、活性smad复合物的核

转位及(CAGA)(9)-MLP-Luc的激活. 近年发现, 
TGFβ也可以通过p38MAPK、胞外信号调节激

酶(ERK)、氨基端激酶(JNK)信号途径调节HSC
的生物学行为[18], Tsukada et al[19]发现, TGF-β1
分别通过Smad和p38MAPK独立的调控α1(Ⅰ)
基因的表达, 但是二者的作用是可以叠加, 深入

研究表明, TGFβ是通过p38MAPK信号途径, 而
并非通过Smad途径增加α1(Ⅰ)mRNA的稳定性, 
同时阻断这二条信号途径几乎完全抑制α1(Ⅰ)
胶原基因的表达. Yoshida et al [20]研究急性肝损

伤过程中TGFβ1、PDGF通过激活JNK途径调节

smad2/3连接区的磷酸化, 同时JNK途径可能介

导HSC由disse间隙向组织损伤处的迁徙, JNK途

径特异性抑制剂SP600125可以阻滞HSC的迁徙. 
目前许多研究表明, 干扰TGF信号途径是治疗

肝纤维化的有效方法[21-24], 如 Nakamuta et al [25]

把可表达TGFβⅡ型可溶性受体的质粒转染到

实验性肝纤维化大鼠的骨骼肌细胞, 1 wk后在

血清中可检测到该受体的稳定表达, 转染组肝

纤维化程度减轻, 肝组织中羟脯氨酸, Ⅰ型胶原, 
α-SMA表达下降, 同时还可以调节Th1/Th2细胞
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因子平衡, 表现为肝组织中IL12下降, 而IL10表
达升高. TGFβ是至肝纤维化的一重要因子, 深入

研究其介导的信号途径及生物学作用对肝纤维

化防治具有十分重要的意义. 
1.2 PDGF受体介导的信号转导途径 PDGF是
sis原癌基因表达产物, 是已知促HSC增殖作用

最强的细胞因子, PDGF在肝脏中主要由血小

板, kupffer细胞, 窦内皮细胞产生, PDGF受体

属蛋白酪氨酸激酶受体家族 ,  有α、β两种亚

型, PDGF结合到HSC胞膜上的受体后, 再通过

PI3-K途径、STAT途径、Ras/TPK途径、钙通

道途径、Na+/H+途径、PLC-γ1途径从而促进

HSC的增殖、激活[26-27]. 近年来在对PDGF受体

介导的信号转导途径研究中有许多新的发现, 
Breitkopf et al [28]研究了在静息的HSC向肌成纤

维细胞过程中PDGF-A、-B、-C、-D各亚型的

表达情况, PDGF-A mRNA仅出现微量的波动, 
PDGF-B在HSC激活的第3天表达已经明显下

降, 而C型, D型是新发现的PDGF亚型, 在此过

程中表达分别升高5倍和8倍, 且持续较长时间, 
表明在HSC激活的早期主要通过PDGF-B介导

信号转导, 后期则通过C型, D型介导的. Adachi 
et al [29]和Kreuzer et al [30]研究发现, NAD(P)H
氧合酶在P D G F促H S C增殖过程中起重要作

用, PDGF-BB通过激活NAD(P)H氧合酶而产

生活性氧(ROS), ROS使p38 MAPK磷酸化而

诱导HSC的增殖, 使用自由基清除剂MnTBAP 
(一种可通透细胞的SOD类似物)和NADPH氧

化酶抑制剂二碘基苯均可抑制P D G F-B B诱

导的细胞增殖效应, 并发现HSC可表达4种不

同亚型的NAD(P)H氧合酶. Gabele e t a l [31]和

Tsutsumi e t a l [32]证实了PDGF可通过S6激酶

信号传导途径调节H S C的增殖和胶原基因的

表达, p70S6K特异性抑制剂rapamyc in可以抑

制PDGF诱导的HSC增殖和I型胶原的表达, 但
并不影响α-SMA的表达. Borkham-Kamphorst 
e t a l [33-34]构建了PDGF-β可溶性受体表达载体

(s P D G F R b), 经尾静脉导入胆管结扎至肝纤

维化动物模型后, 肝纤维化程度减轻, Ⅰ型胶

原, α-SMA的表达下降. Di et al [35] 和Benedetti 
et al [36]研究发现, cariporide可以阻断PDGF促
HSC增殖效应, 该药的作用机制是选择性的抑

制Na+/H+交换器, 而不影响ERK1/2, Akt, PKC
的激活, 同时, 把该药分别运用于二甲基亚硝

酸及胆管结扎致肝纤维化的两种大鼠模型后, 
能显著抑制HSC的活化, 增殖, 及胶原的分泌, 
改善肝纤维化程度. 

www.wjgnet.com

■研发前沿
近年就阻断肝星
状细胞中的信号
转 导 途 径 成 了
研究的热点 ,  如
TGFβⅡ型可溶性
受体, PPAR-γ配体
等用于肝纤维化
的防治, 但其安全
性有待深入研究.
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1.3 瘦素(lep t in)受体介导的信号转导途径 瘦
素是ob基因编码的一种分泌蛋白质, 瘦素受体

(LepR)由1165个氨基酸构成的一单次跨膜蛋白. 
瘦素与受体结合后, 可影响机体许多生理系统

和代谢途径, 具有广泛的生物学效应[37]. 最新的

一些临床与基础研究显示, 瘦素与肝纤维化具

有密切关系, 如促进Ⅰ型胶原[38], TGFβ, TIMP1
等基因的表达, 作为新的肝纤维化的形成因子, 
对其生物学作用和信号转导的研究已受到广泛

的关注[39-42]. Ahima et al [43]研究表明, JAK STAT
途径是瘦素的主要信号转导途径, 瘦素与受体

结合后引起JAK1, JAK2及受体胞质区磷酸化, 
进一步使下游胞质蛋白STAT磷酸化, STAT磷
酸化后转入核内, 调控相应基因的表达. Saxena 
et al [44]发现, 使用JAK2激酶抑制剂AG490和受

体磷酸化激酶抑制因子SOCS-3可以阻断瘦素

的促HSC增殖效应, 同时发现瘦素增加ERK和

Akt的磷酸化, 而对应激激活蛋白激酶和C-JUN
氨基末端激酶磷酸化无明显影响, 使用PI3激酶

抑制剂LY294002和ERK抑制剂PD98059也可以

阻断瘦素的促HSC增殖效应, 提示瘦素使通过

MAPK信号转导途径促进HSC的激活及胶原蛋

白的表达. Cao et al [45]报道, 瘦素通过激活JNK1, 
JNK2而使H2O2表达增加, 再激活H2O2依赖的

p38和ERK1/2途径而使HSC表达α1(Ⅰ)胶原增

加. 使用ERK1/2抑制剂PD098059和P38抑制剂

SB203580可以使HSC表达α1(Ⅰ)胶原下降. 越
来越多的研究表明瘦素是一种多功能细胞因子, 
目前瘦素促肝纤维化发生机制仍不明确, 阻断

瘦素介导的信号转导途径有可能为肝纤维化的

防治开辟一条新道路[46]. 
1.4 血管紧张素(AngⅡ)受体介导的信号转导
途径 AngⅡ是肾素血管紧张素系统的主要生物

活性肽, 目前许多研究表明, AngⅡ能促进HSC
的激活, 增殖, 促使细胞外基质大量积聚, 在肝

纤维化形成中起重要作用[47-48], AngⅡ是通过与

细胞膜上特异性受体(ATR)结合而发挥作用的, 
AngⅡ受体主要有AT1R, AT2R二种亚型, HSC
主要表达AT1R, ATR属G蛋白偶联受体, AngⅡ
与受体结合后导致G蛋白活化, 活化的G蛋白可

以激活下游效应分子, 如磷脂酶C(PLC), 磷脂

酶A2(PLA2)等, 通过产生第二信使, 如cAMP、
cGMP、DAG, IP3等调节相应基因的表达, 近
年, 对AT1R介导的信号途径有了一些新的认

识, Bataller et al [49]和Griendling et al [50]研究

表明, AngⅡ与AT1R结合后, 激活NAD(P)H氧

合酶诱导产生RO S, RO S再激活ERK-2, p38 

MAPK, JNK等通路而调节HSC的增殖、迁移. 
L i e t a l [51]也发现, AngⅡ通过ERK1/2途径使

AP-1活性增加, 促进α1(Ⅰ)型前胶原基因的表

达. 因此, 血管紧张素转换酶抑制剂和血管紧

张素1型受体拮抗剂有望成为防治肝纤维化的

合适药物[52-54].

2  肝星状细胞激活与核受体信号转导途径

核受体是配体依赖性转录因子超家族 ,  与机

体生长发育、细胞分化 ,  以及体内许多生

理、代谢过程中的基因表达调控密切相关 , 
近年研究发现, PPAR, RXR,  FXR等核受体介

导的信号转导途径与肝星状细胞激活有密切

关系. 
2.1 过氧化物酶体增殖物激活受体(PPARs)介导
的信号转导途径 过氧化物酶体增殖物激活受

体, 属Ⅱ型核受体超家族, 包括PPAR-α, PPAR-β
和PPAR-γ 3种类型, PPARs也是一种配体激活

的转录因子, 与基因调控区的PPAR反应元件

(P P R E)结合后调节相应基因的转录, 在脂代

谢、糖代谢、细胞增殖分化等方面发挥重要作

用, 近年发现, PPARs还可以影响HSC的激活及

胶原的合成[55-56], Miyahara et al [57]发现, 胆管结扎

致肝纤维化动物模型中, HSC中PPAR-γ mRNA
表达下降近70%, 细胞核蛋白与PPRE结合力下

降, 与NF-kb, AP-1结合却增加, 使用PPAR-γ特
异性配体15dPGJ; (2)作用于HSC后可以抑制细

胞增殖和α1(Ⅰ)前胶原的合成, PPAR-γ拮抗剂

GW9662可以消除这种抑制作用. Hazra et al [58]构

建了PPAR-γ重组腺病毒载体(AdPPAR-γ), 并将

其转染到激活了的HSC后, 可以使消失的脂滴恢

复, 其表型也从激活向静止转变, 同时也可抑制

JunD与AP-1的结合、AP-1的活性. 同样Yavrom 
et al [59]使用AdPPAR-γ转染入HSC后, PPAR-γ表
达上调导致α1(Ⅰ) mRNA下降约50%, 机制可能

是抑制COL1A1启动子的活性, 且作用位点主要

在启动子-133 bp区域, 免疫共沉淀分析, PPAR-γ
通过抑制p300而阻滞NF-I蛋白和DNA结合. 这
些研究表明, PPAR-γ是保持HSC静息状态所必

需的, PPAR-γ配体有可能成为抗肝纤维化治疗

一新的亮点[60-61]. 
2.2 视黄酸(R A R)和视黄醇(R X R)类核受体
介导的信号转导途径  R A R和R X R属于类固

醇和甲状腺激素受体超家族成员 ,  他们作为

配体激活的转录因子 ,  结合到靶基因的特

定应答序列 (D N A)上 ,  如 :  视黄酸应答元件

(R A R E),  再调节基因的转录表达 .  受体由3

■创新盘点
本文就T G F β、
P D G F、瘦素、
PPAR等受体的结
构, 功能, 及目前
干扰其信号途径
的主要措施作了
较全面的阐述.
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种不同的基因: α , β和γ编码, 形成了R A R α, 
RARβ, RARγ和RXRα, RXRβ, RXRγ等多种

类型的受体. 考虑到HSC活化时伴有维生素A
丢失, 预示恢复HSC内的维A酸水平是否可以

抑制HSC的激活呢[62]? 研究发现, RAR, RXR
特异性配体或把RARβ, RXRα表达质粒转染

入P D G F刺激的大鼠肝星状细胞可抑制该细

胞的增殖, 下调α-SMA的表达[63]. Hellemans 
et al [64]和Okuno et al [65]报道, 在HSC激活过程

中RARα, β, γ, RXRα表达逐渐下降, 特别是

RARα, β在新分离HSC的前3天下降显著, 同
时发现RXRα转录子缺乏6, 7外显子, RXR激

动剂A G N194204和R A R激动剂全反式维甲

酸, 13-顺式维甲酸, 9-顺式维甲酸可以明显的

抑制HSC的增殖, 而RAR激动剂TTNPB却无

此效应, RXR激动剂AGN194204还具有抑制

α1(Ⅰ)前胶原和纤维连接蛋白的合成. Wa n g 
e t a l [66]报道维甲酸作用于C C l4所致的肝纤维

化大鼠12 wk后, 治疗组肝组织中α2(Ⅰ)胶原

和羟脯氨酸表达下降2-3倍, 作用机制可能与

其抑制胶原纤维的表达、抗氧化等有关. Mil-
l iano e t a l [67]发现, 视黄醇、维甲酸可以抑制

静息H S C的活化、增殖 ,  但并不能恢复细胞

内的维生素A及RARα, β, γ, RXRα的水平, 也
不能逆转已激活的H S C ,  提示H S C激活后对

细胞外视黄醇、维甲酸失去反应. 因此, RAR, 
R X R特异性配体抗肝纤维化作用还有待更深

入研究. 
2.3 法呢醇X受体(FXR)介导的信号转导途径 
FXR激素核受体超家族成员, 具有典型的核受体

结构, 在肝肠系统、肾、肾上腺均有FXR表达, 
目前发现FXR具有α1, α2, β1, β2, 4种亚型, 在胆

汁酸和脂质代谢中发挥重要作用, 6-ECDCA是

FXR高亲和力特异性配体. Fiorucci et al [68-69]研

究表明, FXR介导的信号途径与HSC活化及胶原

的合成有密切关系, 使用6-ECDCA可以减轻猪

血清和胆管结扎致肝纤维化动物模型肝纤维化

程度, 下调肝星状细胞TGFβ, α-SMA,TIMP1的
表达, 可能机制是6-ECDCA作用于FXR后诱导

转录抑制因子SHP表达, SHP抑制AP-1结合DNA
的活性. 另一研究发现, 6-ECDCA作用于FXR
后, PPAR-γ表达升高达40倍, 提示FXR通过其与

PPAR-γ之间的交叉串连而调节HSC的激活[70]. 
总之, 肝星状细胞激活过程中, 各种信号转

导途径极为复杂, 一种细胞因子可以激活多条

信号转导途径, 一条信号转导通路又可被多种

细胞因子激活, 不同途径之间存在着多种交互

联系, 形成错综复杂的信号调节网络. 近年关于

HSC激活过程中的信号转导这方面的研究进展

是日新月异, 干扰其主要的信号转导途径为肝

纤维化治疗带来了新的曙光, 但是目前研究大

多限于体外和动物实验, 且设计的信号转导干

扰药物大多缺乏细胞特异性, 理想的抗肝纤维

化药物应仅作用于肝脏, 特异性抑制细胞外基

质合成或促进其降解, 而这正是我们今后研究

的重点.
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Abstract
Quorum sensing (QS) is an important mecha-
nism of cell-to-cell communication that involves 
density-dependent recognition of signaling 
molecules, resulting in modulation of gene ex-
pression. This phenomenon allows bacteria to 
act as a collective unit, i.e., a multicellular entity 
performing specific functions. Three major QS 
systems were used by bacteria. Various QS sys-
tems have been described in numerous enteric 
pathogens, and in many cases, the role of QS in 
the pathogenesis of the diseases caused by these 
organisms is not so clear-cut. Inhibition of QS 
signaling might represent a new target for anti-
microbial therapy. The course and condition of 
disease in enteric pathogens may vary among 
different individuals due to variable levels of 
signaling molecules in the intestines of different 
individuals, which, in some degree, may lead to 
various levels of QS activity and transcription of 
QS-regulated genes in their intestines.

Key Words: Pathogens; Quorum sensing; Intestine

Tian H. Quorum sensing in intestinal pathogens. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(8):879-884

摘要
群体感应(quorum sensing, QS)是细菌细胞之

间交流的重要机制, 可调控基因表达. QS使细
菌以多细胞实体行使单个细胞无法完成的功
能, 调控细菌的多种活动. 根据细菌合成的信
号分子和感应机制不同, QS系统主要分为三
种. 肠道致病菌多拥有几种QS系统, 但一些
QS系统的确切作用尚不十分明了. 替代抗菌
素杀死致病菌, 抑制QS信号及毒力基因表达
代表了抗微生物治疗的新靶位. 某种程度上, 
肠道致病菌感染后, 个体病程、病情的差异就
是由于个体肠道信号传递分子水平的差异, 导
致了QS活性及其调控的基因转录不同所致.

关键词: 致病菌; 群体感应; 肠
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0  引言

群体感应(quorum sensing, QS)是涉及信号分子

密度依赖性识别的一种细胞之间相互交流的

重要机制, 可调控基因表达, 是细菌细胞外信号

传递过程, 被认为是细菌的“语言”[1]. 1999年
Sperandio et al[2]率先报道了肠道致病菌QS作用

之后, 相关研究迅猛进展. 目前认为, 通过QS细
菌在毒力决定簇表达前高浓度积聚, 协调一致

的攻击, 适时释放毒力因子, 抵抗宿主免疫防御, 
以便体内存活[3]. 一些肠道致病菌QS范例业已产

生了些疾病进程新理念. 不过由于多数研究局

限于体外, 肠道致病菌QS在发病机制中的确切

作用尚待进一步阐明. 

1  QS特性

为了适应复杂多变的环境, 细菌可以通过细胞

内或细胞间的信息交流来协调群体行为, 以集

体单位即多细胞实体行使单个细胞无法完成的

功能[4]. QS是细菌细胞之间信号传递机制, 是
细菌对信号传递分子即激素样有机化合物-自
诱导剂(autoinducer, AI)的应答过程, 呈剂量依

赖模式. AI可由同一菌种或不同菌丛的细菌分

泌产生. 当AI浓度达到临界阈值时, 细菌检测
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■背景资料
目前研究表明 , 
肠道致病菌使用
LuxR/ I、LuxS/
AI-2和AI-3/肾上
腺素/去甲肾上腺
素等几种群体感
应(QS)系统来操
纵泳动力、生物
被膜形成及毒力
基因表达等, 以在
宿主体内引发感
染并使之持续. 深
入研究肠道致病
菌QS分子的生物
化学机制, 将提高
对肠道致病菌发
病机制的认知, 产
生应对感染的新
策略.



到这些信号, 通过变更基因表达产生相应反应. 
QS现象最早在一种海洋发光细菌费希尔弧菌

中发现并描述. 目前认为QS能调控细菌的多种

活动: 如生物发光, 成群浮游, 质粒转移, 胞外

蛋白酶产生, 抗生素合成, 生物被膜形成, DNA
摄取能力, 致病菌毒力基因表达, 还可影响细

菌细胞表面电动力学特性 [5-7]. 通过QS细菌协

调信号, 操纵生化反应, 防止不适合特定环境

的种群过度增殖, 避免环境内营养素耗竭, 废
物产生过度而有害于整个群体. 也就是说QS功
效上决定了种群适应性[8].

2  QS系统

根据细菌合成的信号分子和感应机制不同 , 
QS系统主要分为3种[1]. 第一种QS系统是革兰

阴性菌使用的L u x R/I系统, 其A I是酰基高丝

氨酸内酯(A H L S), 合成底物是S-腺苷甲硫氨

酸(SAM). LuxI型蛋白是AHL合成酶, LuxR型

蛋白是A H L受体. 迄今已发现70余种L u x R/I
系统 .  一些菌种能产生几种A H L, 也有几对

L u x R/I系统 ,  如假单胞菌属 .  已有报道表明

AHL S能调控人体部分细胞的基因表达. 第二

种Q S系统是革兰阳性菌使用 ,  其A I是寡肽 , 
不能自由穿越细胞膜, 需ABC转运蛋白(ATP-
Binding cassette exporter protein)或其他膜通

道蛋白的协助才能跨越胞膜[9]. 被菌体上的双

组分磷酸激酶系统识别后 ,  经由外膜感应器

激酶蛋白磷酸化 ,  激活应答调节器结合D N A
特定靶位调控转录. 此类AI特异性强于AHLS, 
非同族A I及受体不互相识别 ,  同一细菌不同

亚群产生的A I不仅不激活而且还抑制另外亚

群基因表达 .  第三种Q S系统主要用于不同菌

种间交流 ,  多种革兰阴性菌及革兰阳性菌都

使用, 对肠道致病菌尤为重要 [10]. 包括L u x S/
A I-2和A I-3/肾上腺素 /去甲肾上腺素信号传

递系统. L u x S是种代谢酶, 将核糖体-高半胱

氨酸转化成高半胱氨酸及4, 5-二氢体-2, 3-戊
烷二酮, 后者易溶于水环化成几种呋喃糖, 其
中一种即为A I-2的前体 .  A I-2是呋喃硼酸二

酯, 弧菌属AI-2受体是外周胞质蛋白LuxP, 其
他菌属是Lsr[11]. 与AI-2不同AI-3是种芳香族

化合物, 不含糖支架, 不影响SAM代谢, 其合

成不依赖L u x S基因 [12]. 肾上腺素、去甲肾上

腺素是宿主信号传递系统 ,  前者经肾上腺髓

质释放入血, 随血流抵达肠道; 后者可由肠神

经系统分泌 [13].  Q S大肠杆菌调节器C(Q s e C)
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感应器激酶既是细菌的肾上腺素能受体 ,  又
是肠道微生物菌从产生的A I-3受体 ,  可应答

界间信号传递激活毒力基因表达[14].

3 肠道致病菌QS作用

3 . 1  致病性大肠杆菌  肠出血性大肠杆菌

(E H E C)可致血性腹泻和溶血性尿毒综合征 , 
肠致病性大肠杆菌 (E P E C)是发展中国家婴

儿腹泻的重要病因 .  两者特征性的肠组织病

理学改变是 :  微绒毛破坏和细胞支架重排成

柱脚样结构即附着擦抹(attaching and effac-
ing, AE)性损害. AE表型基因由染色体内致病

岛编码, 称为肠细胞擦抹基因座(L E E). L E E
区含5种主要的操纵子 ,  编码Ⅲ型分泌系统

(T T S S), 使效应器蛋白移位入肠上皮细胞导

致显著的细胞支架改变引发AE损伤[15]. 
LuxS/AI-3 QS系统操纵了EHEC TTSS、

鞭毛表达、泳动力的调控 ,  及其毒力基因表

达[16]. Sperandio et al[17]研究显示, LuxS突变

株f l hDC(编码鞭毛的主调节器)及mot操纵子

(编码泳动力基因)转录下降. 由于EHEC感染

量极低(10-100 CFU), 推断当EHEC进入结肠, 
那里众多的共生菌属多拥有LuxS/AI-3 QS系
统, 提醒了E H E C定居; 加之又有细菌与宿主

的多重信号 ,  更进一步精确调控E H E C基因

表达, 一部分基因(如编码鞭毛的)先表达, 另
一部分基因(如编码T T S S的)稍晚些表达 [18]. 
EHEC也有l s r操纵子, 可识别和摄取AI-2, 但
A I-2信号传递作用还未明确. E P E C Q S调控

类似于E H E C, 但其有质粒编码的调节器, 能
增加LEE基因表达; 也可产生束状纤毛, 调节

EPEC与上皮细胞黏附形成致密微菌落, 允许

局部信号分子高密度聚集[19-20]. 这些代偿机制

帮助EPEC定居在共生菌少的小肠. 
E H E C, E P E C Q S调控中存在类似的级

联反应 ,  至少有6种调控因子参与 ,  编码基因

为Qse. 当细胞外膜同一受体识别AI-3和肾上

腺素/或去甲肾上腺素后 ,  信号分子被输入浆

膜外周空间 ,  先后与二种主要的双组分系统

感应器激酶QseBC及QseEF相互作用. QseC
感应这些信号激活鞭毛调节器, 使Q s e B应答

调节器磷酸化, 与f l hDc启动子结合激活鞭毛

调节器表达, Q s e B也可与自身启动子结合正

调控自身转录 [21-22].  随后Q s e E转录信号激活

LEE基因表达, QseF是QseE的应答调节器, 但
在何种水平QseF调控LEE基因转录尚不明了. 
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■研发前沿
通过QS致病菌在
感染进展前释放
毒力因子, 压制宿
主防御, 这基本解
释了非肠道致病
菌QS作用 .  由于
胃肠道有众多的
微生物菌群及相
当量宿主产生的
信号分子, 对肠道
致病菌而言QS也
许还有其他作用
尚待研究.
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QseA和QseD均是LysR家族成员, 两者进一步

调控了L E E基因表达. Q s e A对鞭毛调节器无

作用, 能结合并直接激活L E E1操纵子内编码

的ler转录, 也能激活LEE内griRA操纵子转录, 
g r iA激活l e r转录, g r iR阻遏l e r转录; 然后l e r
经级联反应模式激活其他L E E基因转录 [23-24]. 
QseD能调控LEE和鞭毛基因表达. 这种AI-3
依赖的QS信号传递级联反应也可见于肠杆菌

科中绝大多数细菌 ,  如沙门菌、耶尔森菌、

志贺氏菌等 ,  最为显著的特征就是所有菌株

编码转录因子基因总精确的位于相同的同源

染色体上 ,  并且不同菌种间展现出高度的一

致 ,  可见在肠杆菌科这种信号传递级联反应

功能上是保守的[18]. 
肠集聚性黏附大肠杆菌(EAEC)是儿童、成

人腹泻的常见病因. 其QS系统有Qse/LuxS , Lsr/
LuxS, SdiA(LuxR同系物), 但这些QS系统的确切

作用尚不十分清楚. Ruiz-Perez et al [25]采用连续

流动厌氧粪便培养系统发现, QS调控EAEC毒力

基因的一种球形转录调节器aggR. 肠球菌和梭

状芽胞杆菌产生一种或更多的底物上调aggR表
达, 而乳杆菌、韦荣球菌则下调此基因表达. 但
调控aggR表达的特异性QS系统并未识别. 
3 . 2  沙门菌  沙门菌中存在如E H E C一样的

A I - 3和肾上腺素信号传递级联反应 [ 2 6 ] .  无
LuxI基因, 不能产生AHL S, 但有Sd iA[27]. 他
可起到“探测器”作用检测其他菌种产生的

A H L S, 能调控极少数沙门菌基因 ,  其中一种

rck涉及了拮抗人类补体. 不过, 动物感染模型

中, SdiA基因突变对毒力无任何影响[28]. 沙门

菌能产生A I-2, 通过l s r操纵子调控A B C输出

系统表达 ,  此系统涉及A I-2分子摄取和细胞

内摄作用[29]. 
3.3 霍乱弧菌 与多数细菌相反, 在高细胞浓度

时霍乱弧菌Q S系统表达受阻 [30-32].  霍乱弧菌

主要的毒力因子是霍乱肠毒素(C T)及毒素协

同调节菌毛(TCP). 霍乱弧菌有3种平行的QS
系统, LuxO是关键应答调节器[33-34]. 系统1是
HSL AI系统, 其AI合成酶称为CqsA, 感应器

是C q s S. 系统2是L u x S/A I-2系统, 感应器是

LuxO, LuxP. 遗传学证据表明存在系统3, 但
其组成元素目前未明确. 这3种系统均涉及了

一种LuxR同系物, 称为HapR[35]. HapR是毒力

基因、生物被膜形成的阻遏蛋白及H a p蛋白

酶激活剂. 新近Lenz et al [36]研究显示, 霍乱弧

菌VarS/VarA双组分感应系统操控了依赖QS

的基因表达. 
在低细胞浓度时, AI浓度低, 空位感应器

将磷酸钠逐步传递至LuxO蛋白. LuxO磷酸化

后激活小RNA转录, 与Hfq形成复合物, 造成

HapR mRNA不稳定转录抑制HapR表达. 低
水平HapR只允许CT, TCP和生物被膜形成基

因表达 .  在高细胞浓度时 ,  磷酸钠流出逆转 , 
致L u x O失活, 导致H a p R表达, 间接抑制C T, 
TCP表达, 直接抑制生物被膜形成, 但激活血

凝素蛋白酶转录. Hammer et al [34]提出, 感染

早期CT、TCP、生物被膜低浓度表达有助于

肠道定居; 感染晚期, 霍乱弧菌浓度高, 终止

生物被膜形成, 增加H a p蛋白酶产量, 有助于

细菌离开宿主, 适应环境贮池. 
3.4 粪肠球菌 肠球菌是人类肠道正常栖息菌, 
是医源性感染的重要原因 ,  可致手术部位感

染、血行感染和尿路感染 [37].  主要的毒力因

子是溶细胞素 ,  他不仅对某些宿主靶细胞是

致死毒素 ,  也是一种能杀死同一环境内其他

细菌的细菌素 ,  而且还担任肠球菌基因表达

的AI. 溶细胞素由2个亚单位CylLL和CylLS组

成, 细胞外活性形式是CylL L"和CylL S'. 溶细

胞素由细胞外C y l L S'亚单位达到阈值浓度后, 
担当AI激活Cyl转录自身调控表达[38]. 有研究

发现, 溶细胞素在厌氧条件下表达增加[39]. 由
于厌氧条件是胃肠道的主要环境信号 ,  所以

区分肠球菌基因是厌氧菌直接调控还是间接

调控尚需复杂而艰苦的努力. Coburn et al [40]

研究显示, CylL L"优先与靶细胞膜结合, 允许

游离CylL S'积聚超过诱导阈值, 激活Cyl表达, 
产生高水平溶细胞素 .  有学者提出既是A I又
是细菌素的溶细胞素是造成肠道菌丛改变 , 
允许难辨梭状芽胞杆菌移生的原因 ,  此假说

有待证实[41]. 粪肠球菌另一个QS系统称做Fsr, 
诸多方面类似于金葡菌Agr系统. 此系统能激

活明胶酶和丝氨酸蛋白酶这二种毒力因子相

关蛋白酶[42]. 粪肠球菌也有LuxS同系物, 但该

系统对其毒力的作用尚未研究[43]. 
3.5 耶尔森菌 小肠结肠炎耶尔森菌和假结核

耶尔森菌可致人类腹泻 .  耶尔森菌具有高度

保守的AHL依赖性QS系统, 能操控细胞集聚, 
通过鞭毛调控的级联反应操控泳动力 [44].  小
肠结肠炎耶尔森菌有一对L u x R/I同系物 ,  称
为YenR/I, 可产生5种AI, YenI直接合成3-oxo-
C6-HSL, C6-HSL, 3-oxo-C10-HSL, 3-oxo-
C12-HSL, 3-oxo-C4-HSL, YenI突变株泳动

■相关报道
目前, 对肠道致病
菌QS研究还处于
起步阶段, 国外学
者正逐步阐明肠
道致病菌都有哪
些QS系统及其作
用, 国内鲜见此方
面报道.
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力消失, 与AHL摄取无关, 对YenR、flhDC、

f l iA(鞭毛σ因子)表达无作用, 但下调f l e B(鞭
毛蛋白结构基因)表达 [45]. 假结核耶尔森菌有

2对L u x R/I同系物 ,  操控泳动力和细胞凝集 , 
即YpsI/R及YtbI/R. 可产生3种AI, C6-HSL, 
3-oxo-C6-HSL, C8-HSL. YpsI合成3-oxo-C6-
HSL, YtbI合成C8-HSL, 而YpsI和YtbI均可合

成C6-HSL. 温度在决定激活哪一种AI合成酶

及与哪一种A I结合方面尤为重要. Yp s R突变

可致主要的鞭毛蛋白亚单位过表达和泳动力

增加. Yps I/R和YtbI/R有QS级联反应, YpsR
可协助调控YtbI/R. 耶尔森菌也有Qse/LuxS, 
Lsr/LuxS QS系统, 但确切的作用尚不明了. 
3.6 产气夹膜杆菌 产气夹膜杆菌可致气性坏

疽和食源性疾病 .  早有报道此菌能产生胞外

信号传递分子即A物质激活θ毒素表达 ,  不过

这似乎与A I-2不同是另外的未定性A I. 此菌

LuxS/AI-2 QS系统增加细胞外α、κ、θ毒素

表达, 与转录及转录后机制相关[46]. 
3.7 福氏志贺氏菌  痢疾的主要病因 ,  致感染

剂量低, 有T T S S, 这两点特性与E H E C相似. 
LuxS/AI-2系统调控TTSS内负责侵入宿主细

胞位点ipa, mxi和spa表达[47]. LuxS位点突变

能造成VirB(表达这些侵入位点必须的一种转

录因子)表达下降 ,  但是未影响侵入操纵子表

达, 而且L u x S突变株在组织培养中是有全部

毒力的. 与EHEC, EPEC不同, 志贺氏菌能有

效侵入宿主细胞 ,  因此可能在肠腔仅短时间

内暴露于来自正常菌丛的高水平AI. 
3 .8  空肠弯曲菌  最常见的食源性疾病病因 . 
LuxS/AI-2系统调控空肠弯曲菌泳动力[48]. 在
半固体培养基中, LuxS突变株泳动力下降, 主
要鞭毛蛋白基因flaA转录减少. 同时凝集反应

能力下降 ,  则表明Q S可能涉及了空肠弯曲菌

表面结构形成[49]. 
3.9 弧菌科致病菌 创伤弧菌感染是最常见的

食海鲜致死原因 ,  尤其伴发肝病者感染后常

死于脓毒血症 .  此菌有两种Q S系统 ,  L u x S/
AI-2和SmcR(一种LuxR同系物), 均能调控蛋

白酶及溶血素表达 ,  可能存在相互作用或等

级反应. Kim et al [50]发现, 鼠模型中LuxS突变

株50%致死量、细胞毒力都显著下降; L u x S
突变株蛋白酶活力下降 ,  溶血素活性增加 . 
SmcR突变株也能降低蛋白酶活力, 增加溶血

素活性, 但是SmcR突变株致病力与野生株相

仿, 表明SmcR对致病力非必需[51]. 

副溶血弧菌致死性较创伤弧菌差 ,  但在

进食海产品致胃肠炎中发病率更高 .  副溶血

弧菌基因组序列有TTSS, 受QS调控[52]. 副溶

血弧菌拥有所有的L u x调节器包括L u x M/R
和L u x S. 副溶血弧菌L u x R突变同系物称为

OpaR, 对TTSS有显著影响. 与霍乱弧菌相仿, 
QS负向调节TTSS. 在低细胞浓度时, 副溶血

弧菌分泌效应器蛋白, 当高细胞浓度时, 终止

分泌 ,  可能也是准备从肠道移位至水生环境

的作用. 
亲水气单胞菌致感染性腹泻病例逐渐增

多 ,  在宿主防御免疫减退时可引发严重感染 . 
新近, Sha et al [53]研究发现, 此菌拥有受QS调
控的TTS S. 亲水气单胞菌主要毒力因子是Ⅱ

型分泌细胞毒性肠毒素 ,  具有溶血性、细胞

毒性和肠毒性, 可致鼠感染模型死亡. 单胞菌

外膜蛋白B(A o p B)与T T S S移位器形成相关 . 
删除AopB编码基因产生的同源基因突变株细

胞毒性和A H L产生力降低 ,  应用原位基因后

可补体激活这些效应.

4  基于QS的治疗

替代抗菌素杀死致病菌, 抑制Q S信号及毒力

基因表达代表了抗微生物治疗的新靶位 [54]. 
这些方法给解决抗菌素耐药带来了新希望 , 
并且在一些绿脓单胞菌、金葡菌感染动物模

型中已获得了些进展[55-56]. 然而胃肠道有众多

微生物菌群 ,  其基因数量远超过人类基因数

量 [57]. 99.9%以上共生菌是专性厌氧菌, 对人

类益处颇多, 可供给营养, 防御感染, 促进免

疫系统和肠黏膜成熟 .  此外肠道还有包括微

生物和宿主产生的大量信号分子 ,  使在肠道

致病菌中应用抗Q S治疗变得十分复杂. 前车

之鉴就是广谱抗菌素使用与难辨梭状芽胞杆

菌感染发生相关 .  一旦干扰了肠道正常菌丛

将可能导致负面效应. 另外, 一些信号分子具

有下调免疫应答的特性 ,  可用于开发新的免

疫调控化合物, 治疗自身免疫性疾病[58]. 
QS的基本特性就是细菌的密度越大, 则信号

传递分子的密度就越大, 细胞间交流的机会就越

多. 某种程度上, 肠道致病菌感染后, 个体病程、

病情的差异就是由于个体肠道信号传递分子水

平的差异, 导致了QS活性及其调控的基因转录不

同所致. 随着对肠道致病菌QS研究不断深入, 必
将出现肠道致病菌毒力机制新观点, 发展肠道共

生菌丛新理念, 产生与致病菌战斗的新策略.

■应用要点
文章简要概括了
细菌QS系统, 重点
讨论了肠道致病
菌QS作用, 不同肠
道菌之间QS的异
同等, 以明确肠道
致病菌毒力机制
新观点, 发展肠道
共生菌丛新理念.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of berberine 
on hepatic glucokinase (GK) activity, protein 
expression and GK’s regulatory protein (GKRP) 
in insulin-resistant rats.

METHODS:  Male Wistar rats were fed with 
high-fat diet for 8 weeks to induce the model of 
insulin resistance. Then the insulin-resistant rats 
were randomly divided into 3 groups: model, 
berberine, and metformin groups which were 
treated with the corresponding preparations. 
Meanwhile, a normal control group was de-
signed. The differences in insulin sensitivity, he-
patic glycogen, hepatic GK activity, and protein 
expression (using Western blot) of hepatic GK 
and GKRP were compared among the groups.

RESULTS: As compared with those in model 
group, the insulin sensitivity (-4.93 ± 0.30 vs -5.35 
± 0.40, P < 0.05), hepatic glycogen level (136.58 ± 
52.57 µg/g vs 65.88 ± 27.80 µg/g, P < 0.05), GK ac-
tivity (226.55 ± 10.62 µkat/g vs 92.69 ± 6.43 µkat/g, 
P < 0.05), and hepatic GK protein expression (1.71
±0.49 vs 1.24±0.22, P < 0.05) were significantly 
elevated in berberine group, while the expression 
of GKRP protein weaker (1.19 ± 0.20 vs 1.94 ± 0.56, 
P < 0.01). Meanwhile, the hepatic glycogen level 
in berberine group was markedly higher than 
that in metformin group (136.584 ± 52.574 µg/g 
vs 89.427 ± 31.971 µg/g, P < 0.05), but the other 
indexes were not significantly different between 
them (all P > 0.05).

CONCLUSION: Berberine may decrease insulin 
resistance by increasing of the hepatic GK activ-
ity.

Key Words: Insulin resistance; Berberine; Glucoki-
nase; Glucokinase regulatory protein

Ou-Yang LZ, Lu FE, Liu WJ, Gao ZQ, Xu LJ. Effect of 
berberine on hepatic glucokinase and its regulatory 
protein in insulin-resistant rats. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(8):885-889

摘要
目的: 研究小檗碱对胰岛素抵抗大鼠肝脏葡
萄糖激酶(GK)活性及肝脏GK与葡萄糖激酶
调节蛋白(GKRP)表达的影响. 

方法: 选用♂Wistar大鼠, 以高脂高热量饲料
喂养8 wk, 复制胰岛素抵抗大鼠模型, 成模后
随机分成模型组、小檗碱组、二甲双胍组, 各
药干预4 wk后, 比较各组大鼠胰岛素敏感性、
肝糖原、肝脏GK活性、肝脏GK与GKRP蛋
白(Western blot法)表达的差异. 

结果: 比模型组比较, 小檗碱组胰岛素敏感
性提高(-4.93±0.30 vs -5.35±0.40, P <0.05), 
肝糖原含量明显升高(136.58±52.57 µg/g vs  
65.88±27.80 µg/g, P <0.05), 肝脏GK活性升高

www.wjgnet.com
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■背景资料
胰岛素抵抗是糖
尿病及心血管等
多种疾病共同的
危险因素 ,  是滋
生多种代谢相关
疾病的“共同土
壤”. 注重改善胰
岛素抵抗, 在多种
疾病治疗中均能
受益. 



(226.55±10.62 µkat/g vs  92.69±6.43 µkat/g, 
P <0.05), 肝脏GK蛋白表达增强(1.71±0.49 vs  
1.24±0.22, P <0.05), 而GKRP表达减弱(1.19
±0.20 vs  1.94±0.56, P <0.01); 与二甲双胍
组比较, 小檗碱组肝糖原含量高(136.584±
52.574 µg/g vs  89.427±31.971 µg/g, P <0.05 ), 
余指标无显著性差异 (P >0.05).

结论: 小檗碱改善胰岛素抵抗的作用机制可
能与提高肝脏GK活性有关.

关键词: 胰岛素抵抗; 小檗碱; 葡萄糖激酶; 葡萄糖

激酶调节蛋白
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0  引言

小檗碱又名黄连素, 长期以来在临床上用来治

疗消化性溃疡及腹泻[1-4], 近年来, 国内外均有

文献报道小檗碱可增加胰岛素抵抗大鼠模型胰

岛素敏感性, 并有明显降血糖作用[5-7], 其具体

作用机制尚未完全研究清楚. 我们用小檗碱干

预胰岛素抵抗大鼠, 观察其对肝脏葡萄糖激酶

(glucokinase, GK)活性、GK及葡萄糖激酶调

节蛋白(glucokinase regulatory protein, GKRP)
蛋白表达的影响, 探讨小檗碱改善胰岛素抵抗

的分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂清洁级Wistar大鼠60只, 约2月龄, 体
质量170-200 g, 购自湖北省实验动物研究中心. 
盐酸小檗碱片由黑龙江百泰药业有限公司生产, 
用含5 g/L羧甲基纤维素的PBS溶液(pH7.4)配成

浓度为28.125 g/L的混悬液. 盐酸二甲双胍片由

上海施贵宝药业生产, 同法配成浓度为36.7 g/L
的混悬液. 血糖试剂盒为北京北化康泰试剂有

限公司产品. 胰岛素放免盒为北京原子能生物

研究所产品. GK山羊抗大鼠多克隆IgG, GKRP
兔抗大鼠IgG及β-actin抗体为Santa Cruz公司产

品, 辣根酶标记的二抗为北京中杉公司产品. 
1.2 方法
1.2.1 胰岛素抵抗大鼠模型的复制及药物干预 
大鼠喂养于动物饲养室(室温22℃, 明暗交替周

期为12 h, 通风良好), 除做糖耐量试验(GTT)及
处死前12 h禁食外, 自由进食、饮水. 动物适应
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性喂养2 wk后, 随机取50只喂养高脂饲料, 为造

模组; 其余10只大鼠不做任何处理, 进食普通饲

料, 为正常对照组(NOR组). 高脂饲料依文献资

料[8-9]稍作修改后自行配制, 其中热量构成比

为脂肪: 蛋白质: 碳水化合物 = 59∶21∶20. 喂
养8 wk后, 检测各大鼠空腹血糖(FBG)和空腹

胰岛素(FIns), 采用李光伟 et al [10]提出的方法计

算各大鼠胰岛素敏感性指数(ISI, ISI = FIns与
FBG乘积倒数的自然对数), 其中ISI较NOR组降

低者(小于NOR组ISI均值减1.96倍标准差)视为

胰岛素抵抗大鼠模型造模成功[11], 共38只, 然后

随机分成模型组(MOD组)13只, 按7 mL/(kg·d)
体质量灌服5 g/L羧甲基纤维素PBS溶液; 小檗

碱组(BER组)13只, 按187.5 mg/(kg·d)灌服上述

小檗碱混悬液; 二甲双胍组(MET组)12只, 按
184 mg/(kg.d)灌服上述二甲双胍组混悬液. 大鼠

干预4 wk后, 按45 mg/kg体质量剂量腹腔注射

30 g/L戊巴比妥钠进行麻醉, 腹主动脉取血, 分
离血清, 用于检测各项生化指标, 另取肝脏迅速

冻存于液氮中, 24 h后置于-80℃冰箱保存以待

测其他指标. 
1.2.2 血糖、胰岛素检测 血糖用葡萄糖氧化酶

法测定, 胰岛素用放免法测定, 具体操作步骤严

格按试剂盒说明书进行. 
1.2.3 胰岛素敏感性 末次大鼠给药后禁食12 h, 
取空腹尾静脉血 ,  按剂量2.2 g/k g体质量予

400 g/L葡萄糖水灌胃, 剪尾法取灌糖后0.5, 1, 2, 
3 h尾静脉血, 检测各时间段血糖值及胰岛素水

平. 参照文献[12]方法计算出各组糖耐量曲线下

面积 (SBG)及胰岛素释放曲线下面积(SIns). 胰
岛素敏感性用ISI, SBG, SIns评估.
1.2.4 肝糖原含量及肝脏GK活性检测 肝糖原

含量检测采用蒽酮法[13]稍做修改, 以梯度浓度

的葡萄糖标准液分别加入蒽酮试剂制作7个标

准管, 测得A值,  绘制标准曲线, 依曲线回归方

程折算出各样本的糖原含量. G K活性检测参

照Davidson法[14]稍做修改补充, 另用考马斯亮

兰法测量肝脏匀浆上清液的蛋白浓度, 以(△
A /min高糖管-△A /min低糖管)/蛋白浓度间接反

映肝脏GK活性, , GK活性(µkat/g )= (△A /min高
糖管-△A /min低糖管)×106/6220×16.67×V总

/V反/蛋白浓度, V总表示总反应体积, V反表示

参与反应的匀浆上清液体积, 6220表示NADPH
的吸光系数. 
1.2.5 肝脏GK与GKRP表达水平的检测 采用

Western blot方法. 取肝脏100 mg, 三去污裂解液
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■研发前沿
葡萄糖激酶及葡
萄糖激酶调节蛋
白与糖尿病及胰
岛素抵抗的关系
近年来多有国外
学者在进行研究. 
葡萄糖激酶激活
剂在一定程度上
改善了胰岛素抵
抗, 但其分子机制
尚待深入研究.
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匀浆后, 取上清, 考马斯亮兰法测其蛋白浓度. 取
各样本总蛋白100 mg, 以100 g/L分离胶, 50 g/L
积层胶, SDS-PAGE胶分离蛋白, 湿电转移法将

蛋白质转到PVDF膜上. GK蛋白以含50 g/L脱脂

奶粉和10 g/L BSA的TBST溶液(含1 mL/L Tween 
20)室温轻摇封闭3 h后, 以1∶2000稀释度加入

抗GK抗体, 4℃孵育10 h, GKRP蛋白以含50 g/L 
BSA的TBST溶液于4℃封闭8 h, 以1∶2000稀释

度加入抗GKRP抗体, 4℃孵育10 h, 均洗膜后加

入HRP标记的二抗, 室温轻摇2 h, 洗涤后用增强

化学发光法(ECL)显像曝光, 洗片后用激光扫描

仪测各条带光密度.
统计学处理 数据均以mean±SD表示, 两组

间均数比较采用组间t检验, 多组间均数比较用

方差分析, 肝糖原用直线回归. 

2  结果

2.1 干预4 wk后各组胰岛素敏感性比较 MOD组

ISI明显较NOR组低, BER组ISI较MOD组提高, 
MOD组SBG较NOR增加, BER组SBG较MOD组

减小, MOD组SIns明显较NOR组大, BER组及

MET组SIns较MOD组有所减小, 但无统计学差

异(表1).
2.2 干预4 wk后各组肝糖原及肝脏GK活性比较 
BER组肝糖原水平较MOD组提高(P <0.05), 且
较MET组高(P <0.05); MOD组GK活性较NOR

组下降(P <0.05), BER组肝脏GK活性较MOD
组增强(P <0.05), 与MET组比较, 无显著性差异

(P >0.05) (表1).
2.3 干预4 wk后各组肝脏GK与GKRP蛋白表达
比较 GK蛋白表达MOD组较NOR组减弱, BER
组及MET组较MOD组表达增强, 且两干预组之

间没有显著性差异. GKRP蛋白表达: MOD组较

NOR组明显增强, BER组较MOD组明显减弱, 
且其效果较MET组更为显著(图1, 表2).

3  讨论

胰岛素抵抗是指机体组织或靶细胞对胰岛素的

作用缺乏正常反应, 即其敏感性和(或)反应性降

低的一种病理生理状态. IR可导致一系列代谢

紊乱, 如导致葡萄糖摄取和利用的能力下降、

脂质紊乱、纤溶系统功能紊乱等, 因此IR在高

血压、冠心病及脂肪肝等多种危险因素中居关

键地位[15-17]. 本实验予高脂饲料喂养大鼠8 wk
后, 大鼠的胰岛素敏感性下降并呈糖耐量减低

状态, 这与临床上膳食结构不科学的肥胖患者

呈现胰岛素抵抗有一定的模型相似性[18]. 
小檗碱是从黄连根茎中提取出的一种苯并

图  1  各组GK与GKRP蛋白表达.

表  1  干预4 wk后, 各组ISI, SBG, SIns, 肝糖原及肝脏GK活性比较 (mean±SD)

       分组        n            ISI             SBG [mmol/(L·h)]        SIns [mU/(L·h)]             肝糖原(mg/g)                  GK活性(mkat/g)

NOR     10  -4.42±0.39      13.50±1.05             41.91±12.86          53.70±22.31	   324.73±12.76

MOD    12  -5.35±0.40b     15.05±1.65a            66.06±15.09b              65.88±27.80	     92.69±6.43a

BER      12  -4.93±0.30c     13.15±1.61c            59.73±16.04      136.58±52.57ac	   226.55±10.62c

MET     11  -4.99±0.49c     13.55±2.13	             65.84±24.09         89.43±31.97ae	   215.71±11.56c

aP<0.05, bP<0.01 vs NOR组; cP<0.05 vs  MOD组; eP<0.05 vs  BER组. 

表  2  各组GK/β-actin及GKRP/β-actin光密度值比较

       分组             GK/β-actin                   GKRP/β-actin

NOR          1.76±0.42	       1.16±0.24

MOD	   1.24±0.22a	       1.94±0.56a

BER           1.71±0.49c                  1.19±0.20c

MET           1.73±0.52c	       1.49±0.34

aP<0.05 vs  NOR组; cP<0.05 vs  MOD组.

 NOR        MOD       BER       MET  

GK(50 kDa)  

GKRP(68 kDa) 

b-actin(43 kDa)

■创新盘点
临床上习惯用小
檗碱治疗腹泻, 但
其多方面的药理
作用已受越来越
多学者重视. 本课
题首次从提高葡
萄糖激酶活性角
度探索了其改善
胰岛素敏感性及
治疗糖尿病的作
用机制, 开创了老
药新用的临床用
药新思维.
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异喹林类季铵型碱, 最早作为抗菌药用于临床. 
本课题组前期研究表明, 小檗碱能降血糖, 调血

脂, 促进胰岛素分泌[19], 高从容 et al [20]亦认为小

檗碱能提高胰岛素抵抗大鼠的胰岛素敏感性. 
G K是一种已糖激酶 ,  催化葡萄糖转变为

6-磷酸葡萄糖. 肝细胞中, GK控制肝细胞对葡

萄糖的摄取与利用, 其活性受GKRP的调节, 有
“葡萄糖感受器”之称[21]. GK活性增强, 促进

肝脏葡萄糖磷酸化, 使肝糖原合成能力增加[22]. 
Coope et al [23]认为: 肝脏GK活性降低可能参与

胰岛素抵抗机制. 本实验中胰岛素抵抗大鼠经

小檗碱干预4 wk后糖原合成增加, 肝脏GK活性

增强, 推测小檗碱通过增强GK活性而促进肝糖

原合成, 这支持了我们提出的的小檗碱为GK激

活剂的假说. 小檗碱组的糖原含量甚至高于正

常组, 其可能机制在于进食高糖高脂饲料的大

鼠有高糖的刺激, 糖原合成的底物增多. 为研究

小檗碱降糖、改善胰岛素抵抗作用途径, 我们

用胰岛素抵抗模型即在血糖水平稳定的情况下

研究胰岛素释放, 小檗碱组胰岛素敏感指数提

高, 糖耐量下曲线面积减小, 而胰岛素释放曲线

下面积并不明显减小, 结合前期研究可提示小

檗碱具有改善胰岛素抵抗与促进胰岛素分泌的

双重作用. 肝糖原检测显示小檗碱组与二甲双

胍组肝糖原的合成增加, 这提示小檗碱是通过

促进葡萄糖代谢途径降低血糖. 本研究从增强

GK活性角度, 揭示了小檗碱提高胰岛素敏感性

的可能机制. 
Veiga-da-Cunha et al [24]认为, GKRP能调节

GK的活性, 且与GK在正常血糖时结合于核内, 
抑制GK的活性. Slosberg et al [25]研究揭示GKRP
的过度表达可能参与2型糖尿病的发病机制. 本
研究中Western印迹结果显示小檗碱组GKRP蛋
白表达较模型明显减弱, 从而减少对GK活性的

抑制, 揭示了小檗碱提高GK活性, 改善胰岛素抵

抗的可能机制. 本研究为小檗碱在临床上用于预

防胰岛素抵抗向2型糖尿病发展提供了理论依

据, 开拓了其临床用药前景. 但小檗碱通过何种

机制抑制GKRP的蛋白表达, 尚有待进一步研究. 
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Abstract
AIM: To study the reliability and tissue damage 
of ligasure vessel sealing system during vascular 
occlusion.

METHODS:  Ligasure vessel sealing system was 
used to seal and cut off the dog blood vessel of 
different locations and diameters. The diameter 
of the vessel was measured by a caliper before 
and after sealing and cutting off, respectively. 
The bursting pressures were recorded after 
sealed, and the vascular pathology was per-
formed after the operation.

RESULTS: A total of 12 vessels were sealed suc-
cessfully by ligasure vessel sealing system, and 
the success rate was 100%. The mean diameters of 
the sealed artery and vein were 3.26 mm (1.75-5.22 
mm) and 5.42 mm (2.40-9.08 mm), while the 
bursting pressures were 472 mmHg (380-560 
mmHg) and 378 mmHg (250-490 mmHg), re-
spectively. The pathological changes of the sealed 
vessels caused by ligasure vessel sealing system 
mainly presented as acute thermal and pressure-

induced injury.

CONCLUSION: Ligasure vessel sealing system 
can effectively seal the vessels, especially the 
ones 3 mm or larger in diameter.

Key Words: Blood vessel; Hemostasis; Ligasure 
vessel sealing system

Wang YL, Chen S, Su H, Liu CG. Reliability of hemostasis 
with ligasure vessel sealing system in experimental dogs. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(8):890-892

摘要
目的: 研究结扎速(ligasure)血管闭合系统闭合
实验狗血管的可靠性及组织损伤程度. 

方法: 应用结扎速血管闭合系统切断和闭合
实验狗体内不同部位与直径的血管, 切断和
闭合血管前用游标尺测量血管直径, 闭合后
测定血管破裂时的压力, 术后血管行组织病
理学检查.

结果: 结扎速血管闭合系统闭合12条动、
静脉 ,  闭合成功率均为1 0 0 % ,  平均动静
脉直径分别是3.26 m m(1.75-5.22 m m)和
5.42 mm(2.40-9.08 mm). 成功闭合血管的平
均动、静脉破裂压分别是472 m m H g(380-
560 mmHg), 378 mmHg(250-490 mmHg). 术后
损伤的主要病理改变为组织的急性热和压力
损伤.

结论: 结扎速血管闭合系统闭合直径3 mm或
更粗的血管有较高的可靠性.

关键词: 血管; 止血; 结扎速血管闭合系统

王永来, 陈双, 苏华, 刘彩刚. 结扎速血管闭合系统闭合实验狗血

管的可靠性.  世界华人消化杂志  2007;15(8):890-892
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0  引言

随着腹腔镜技术的飞速发展, 传统的切开及止血

方法已经满足不了腹腔镜手术的要求. 目前有关

■背景资料
结扎速是新近研
制的血管闭合系
统 ,  他应用实时
反馈技术和智能
主机技术 ,  输出
高频电能 (低电
压 180V, 高电流 
4A), 结合血管钳
口压力, 使人体组
织内胶原蛋白和
纤维蛋白溶解变
性, 血管壁熔合形
成一透明带, 产生
永久性管腔闭合. 
临床上可安全用
于闭合7 mm以内
的血管, 韧带和组
织束.

■研发前沿
在传统的血管闭
合技术领域中, 普
通缝线可以通过
结扎来闭合直径
达10 mm的血管; 
而大多数常用的
血管夹只能闭合
直径在4 mm以下
的血管; 基于能量
的闭合技术, 如普
通双极电刀或超
声刀, 则更是只能
闭合3 mm以下的
血管. 使用传统的
结扎方法, 当遇到
较大的血管只能
通过分离血管, 反
复的、步骤繁多
的缝线来结扎、
闭合. 所以, “通
过相对较快的速
度来提供更稳定
可靠的血管闭合
效果”成为血管
闭合技术领域中
研究的目标.
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各种止血设备闭合血管的可靠性及组织损伤程

度的实验研究少见报道. 结扎速血管闭合系统

(ligasure vessel sealing system)是一种新型止血设

备, 其独特之处是以组织反应发生器作为电流和

电压的能量来源. 我们通过研究结扎速血管闭合

系统闭合血管的可靠性及组织损伤程度, 为进行

腹腔镜手术的临床医生提供科学依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 普通♀狗1只, 体质量25 kg. 结扎速血

管闭合系统: 美国威利公司生产, 直径5 mm.
1.2 方法 将狗实施全身麻醉, 监测生命指标. 首
先分离一侧后肢股动脉和静脉5.0 cm, 用游标卡

尺分别测量血管的直径(图1), 近端插入静脉输

液器针头, 另一端与三腔管连接, 三腔管的两端

分别与输液器及另一三腔管相连, 此三腔管两

端与压力计和充气囊相连. 血管近端用止血钳

夹紧, 远端用结扎速血管闭合系统闭合并切断

(功率为3档), 闭合和切断血管时间5 s. 充气囊

打气, 注入生理盐水, 直到血管破裂, 测量血管

破裂时的压力(图2). 实验完毕后, 血管两断端分

别用7号丝线结扎. 同法分离双侧前肢肱动静脉, 
主动脉, 腔静脉, 双侧肾动静脉, 双侧髂总动静

脉及髂内、外动静脉. 血管破裂压实验完成后, 
距闭合端1.0 cm剪断血管, 用40 g/L甲醛缓冲液

固定, 石蜡包埋, 纵行切片, 苏木精和伊红染色, 
显微镜观察闭合边缘损伤延伸距离、闭合处血

管壁对合情况以及损伤的组织病理学改变.
统计学处理  数据处理用数据处理用

SPSS13.0统计学软件包. 

2  结果

2.1 结扎速血管闭合系统闭合血管的可靠性 
应用结扎速血管闭合系统闭合1 7条动、静

脉, 成功率均为100%; 平均动静脉直径分别是

3.26(1.75-5.22)mm和5.42(2.40-9.08) mm; 成功

闭合血管的平均动静脉破裂压情况(表1).
2.2 结扎速血管闭合系统闭合血管组织损伤的
程度 闭合血管病理显示对组织的急性热和压力

损伤. 闭合血管的组织损伤从闭合边缘起平均

延伸距离(表2). 组织损伤扩散至血管壁外膜层

和肌层(图3). 病理显示, 闭合血管的损伤主要为

组织的急性热和压力损伤. 电热损伤的组织病

理学改变: 光学显微镜下观察, 超声刀闭合血管

表现为对组织的急性热和压力损伤. 组织急性

热损伤表现为组织细胞蛋白变性和凝固性坏死. 

组织结构破坏, 细胞界限不清, 细胞核固缩、溶

解或消失(图3-4).

3  讨论

腹腔镜外科的出现, 产生了新的技术挑战[1]. 传
统的止血方法如单、双极电凝、钛夹夹闭、腔

镜下缝合等已经很难适应腔镜外科快速发展的

需要[2-3]. 单极电凝虽简单、实用, 但工作时电流

通过身体, 组织损伤大, 特别是易引起临近重要

组织的损伤, 不宜于精细的手术. 双极电凝虽在

表  1  闭合血管后血管破裂压(mean±SD, mmHg)

       分组                    血管数                   血管破裂压

动脉                     10                  486.00±50.38   

静脉                       7                  432.85±49.23   

直径≤3mm           8                  507.50±25.50   

直径＞3mm           9                  425.56±44.75  

图  1  游标卡尺测量股动脉直径. 

图  2   测量股动脉血管破裂压. 

■创新盘点
结扎速在临床应
用中的优点已逐
渐被广大临床医
生所认同, 但现尚
无有关其闭合血
管后血管变化与
血管内压力的客
观的实验报道. 该
实验通过动物实
验观察结扎速闭
合血管后血管各
项参数的一些变
化, 为临床医生的
工作提供客观的
依据.

表  2  血管组织损伤延伸距离(mean±SD, mm) 

       分组                  血管数              组织损伤延伸距离 

动脉                   10                       2.74±0.47      

静脉                     7                       2.85±0.40   

■应用要点
结扎速通过独特
的电外科输出技
术, 使得血管壁的
胶原蛋白和纤维
蛋白溶解变性融
合在了一起, 使血
管达到了真正的
阻断和闭合, 所形
成的闭合带可以
抵御3倍以上的正
常人体收缩压, 临
床可用于胃肠网
膜切除、子宫附
件切除、肛肠科
痔切除及肾膀胱
前列腺切除等手
术. 
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安全性及确切性上有所提高, 但对于直径3 mm
以上的血管止血效果不佳, 并且电凝过程中产

生烟雾, 影响手术视野. 钛夹夹闭的可靠性与缝

扎效果相同, 而且对周围组织无损伤, 但价格昂

贵, 对于不能游离出来的血管不能使用. 腹腔镜

下缝合止血效果可靠, 适用于比较大的血管或

用其他方法无法止血时. 但操作难度较大, 不容

易像常规手术那样运用自如, 所以不认为是腹

腔镜下应急的好方法, 另外容易造成误损伤, 特
别是出血原因不明且部位不清时.

结扎速血管闭合系统使用电热能, 其独特

之处是以组织反应发生器作为电流和电压的能

量来源[4-6]. 组织反应发生器感觉两钳之间的将

要熔合的组织密度, 将信息传回发生器, 发生器

控制系统自动调整将要释放的能量的多少, 然
后释放适当的能量闭合组织, 使血管和其周围

组织的胶原蛋白和弹性蛋白变性, 结合血管钳

口的压力, 使变性的蛋白重组, 熔合形成一透明

带[4-6]. 本实验结扎速血管闭合系统成功闭合了

所有血管, 包括直径为9.10 mm的静脉血管, 闭
合血管破裂压最低250 mmHg. 健康人安静状态

的大动脉血压为100-120 mmHg, 3 mm的动脉血

压为95 mmHg[7], 静脉血压远低于动脉血压, 所
以结扎速血管闭合系统闭合直径3 mm或更粗的

血管仍然有较高的可靠性. 结扎速血管闭合系

统闭合血管组织损伤延伸2.00-3.50 mm, 闭合血

管病理显示, 损伤为对组织的急性热和压力损

伤, 比Landman et al [8]报道的超声刀的组织损伤

距离大. 但由于发生器控制系统自动调整将要

释放的能量的多少, 其损伤程度较单极和双极

电凝小, 术后黏连少. 本次研究的局限性在于实

验是急性的, 临床上没有腹腔镜手术血管闭合

后晚期破裂的报告, 不能说明血管闭合后闭合

处动脉和静脉血管的慢性反应. 本实验为以后

进一步研究闭合血管的慢性反应打下基础.

目前, 国内血管闭合系统在腹腔镜手术中

的应用有临床研究报道[9-10], 对于血管闭合系统

闭合血管的可靠性及组织损伤程度的动物实验

研究, 本研究为国内首次报道. 本研究为进行腹

腔镜手术的临床医生提供科学依据, 使他们在

临床工作中根据遇到的具体情况, 选择更加安

全有效的止血方法, 使外科手术真正达到微创. 

4      参考文献
1	 方驰华, 张伟, 马俊勋. 经蓝碟手辅助腹腔镜治疗
腹部外科疑难疾病. 世界华人消化杂志  2004; 12 : 
1623-1625

2	 王孟春, 李立, 常桂艳, 孙思予, 孙素云. 金属夹联合内
镜注射治疗胃肠道出血. 世界华人消化杂志  2003; 11: 
673-675 

3	 陶铸, 刘新华, 严崇恩, 姜虹, 王廷芳. 急诊内镜下消化
道急性出血治疗37例. 世界华人消化杂志  2002; 10: 
1093b

4	 Dubuc-Lissoir J. Use of a new energy-based vessel 
ligation device during laparoscopic gynecologic 
oncologic surgery. Surg Endosc  2003; 17: 466-468  

5	 Gelmini R, Romano F, Quaranta N, Caprotti R, 
Tazzioli G, Colombo G, Saviano M, Uggeri F. 
Sutureless and stapleless laparoscopic splenectomy 
using radiofrequency: LigaSure device. Surg Endosc  
2006; 20: 991-994

6	 Hefni MA, Bhaumik J, El-Toukhy T, Kho P, Wong 
I, Abdel-Razik T, Davies AE. Safety and efficacy of 
using the LigaSure vessel sealing system for securing 
the pedicles in vaginal hysterectomy: randomised 
controlled trial. BJOG  2005; 112: 329-333

7	 姚泰, 曹济民, 樊小力, 朱大年. 生理学. 第1版. 人民卫
生出版社, 2005: 175-184

8	 Landman J, Kerbl K, Rehman J, Andreoni C, 
Humphrey PA, Collyer W, Olweny E, Sundaram C, 
Clayman RV. Evaluation of a vessel sealing system, 
bipolar electrosurgery, harmonic scalpel, titanium 
clips, endoscopic gastrointestinal anastomosis 
vascular staples and sutures for arterial and venous 
ligation in a porcine model. J Urol  2003; 169: 697-700

9	 张萍, 凌奋, 汤蕴琦. 比较结扎速血管闭合系统与双极
电凝在腹腔镜子宫切除术中的应用. 现代诊断与治疗  
2003; 14: 342-343

10	 焦鲁霞. 结扎速血管闭合系统在经阴道子宫切除术中
的应用. 解放军医学杂志  2004; 29: 364-365

             电编  李琪  编辑   王晓瑜

图  3   闭合的肱动脉. 损伤血管外膜及肌层2.25 mm. 图  4   闭合的髂外静脉. 损伤血管外膜及肌层2.85 mm. 

■同行评价
本文通过动物实
验在可结扎血管
直径范围、结扎
后血管破裂耐受
的压力和病理变
化3个方面证实了
结扎速闭合血管
的可靠性, 选题有
临床实用性, 实验
设计合理、方法
得当、结果可信. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of P21 ras 
protein in the exfoliative cells from malignant 
serous cavity effusions and its diagnostic value.

METHODS: Exfoliative cells in fresh specimens 
of serous cavity effusions were collected after 
centrifugation, and cell smears were prepared 
for cytological diagnosis, by which the speci-
mens were divided into benign or malignant 
groups. The remained exfoliative cells were 
processed with a “standardized” procedure: 
removing red cells, fixing in paraformaldehyde, 
adjusting the cell concentration, and finally, cell 
smears were prepared and P21 ras immunocyto-
chemistry were performed (SP method).

RESULTS: A total of 108 effusion specimens 
were collected, including 53 malignant and 55 

benign one. In the immunocytochemical stain-
ing of P21 ras, 39 of 53 malignant effusions were 
positive (73.6%), and most of them were strongly 
positive. The positive results were observed in 
12 of 55 (21.8%) benign effusions, most of which 
were weakly positive. The positive rates (χ2 =  
29.02, P < 0.001) and expression intensity (Uc = 
6.786, P < 0.001) of P21 ras were significantly dif-
ferent between malignant and benign effusions. 
The sensitivity, specificity and diagnostic accor-
dance rate of P21 ras immunocytochemistry in 
the diagnosis of malignant effusions were 73.6%, 
78.2% and 75.9%, respectively.

CONCLUSION: P21 ras immunocytochemical 
staining of exfoliative cells is positive in most 
malignant effusions, but negative in most benign 
ones, implicating that it is valuable for the diag-
nosis of malignant effusions.

Key Words: P21 ras protein; Serous cavity effusion; 
Immunocytochemistry

Song RF, Zhang KH, Jin WJ, Chen J, Zhu JQ, Lv NH. 
Expression of P21 ras oncoprotein in malignant serous 
cavity effusions and its significance. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(8):893-896

摘要
目的: 检测浆膜腔积液脱落细胞P21 ras蛋白
表达状况, 探讨其对恶性浆膜腔积液的诊断
价值. 

方法: 将新鲜浆膜腔积液离心后收集脱落细
胞, 取部分细胞涂片进行常规细胞学诊断, 据
此将积液分为良性与恶性两组. 对余下脱落细
胞作“标准化”处理, 包括去除红细胞、多聚
甲醛固定、调整细胞浓度、制备细胞涂片, 然
后进行P21 ras蛋白免疫化学染色(SP法). 

结果: 共108例浆膜腔积液, 恶性53例, 良性55
例. 39例恶性积液P21 ras蛋白免疫化学染色阳
性(73.6%), 且多为强阳性或阳性; 12例良性积
液P21 ras蛋白染色阳性(21.8%), 且多为弱阳
性或阳性, 两组间阳性率(χ2 = 29.02, P <0.001)
及阳性强度(Uc  = 6.786, P <0.001)的差异均有
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■背景资料
随着恶性肿瘤发
病率的升高, 恶性
胸/腹水不断增多. 
细胞学检查是目
前诊断恶性胸/腹
水的主要手段, 但
其敏感性低、经
验性强, 难以满足
临床需要, 人们一
直在寻找有效的
诊断新技术.
   



显著性统计学意义. P21 ras蛋白免疫化学染
色诊断恶性积液的敏感度为73.6%, 特异度为
78.2%, 诊断符合率达75.9%.

结论: 浆膜腔积液中脱落细胞P21 ras蛋白免
疫化学染色在肿瘤细胞多为阳性, 良性细胞
多为阴性, 对恶性体腔积液的诊断有较大的
价值.

关键词: P21 ras蛋白; 浆膜腔积液; 免疫细胞化学

染色
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0  引言

浆膜腔积液是常见的临床病症, 按病因可分为

良性与恶性两大类. 随着恶性肿瘤发病率的升

高, 恶性浆膜腔积液不断增多, 在老年性积液中

高达70%左右. 细胞学检查一直是恶性浆膜腔积

液的主要诊断手段, 但其敏感性低、经验性强, 
难以满足临床需要[1]. 因此, 恶性积液诊断及其

与良性积液的鉴别常困扰临床医务人员. 近年

来, 通过体腔积液脱落细胞免疫化学染色辅助

细胞学诊断倍受关注[2], 人们试图通过检测肿瘤

相关蛋白的表达, 为恶性细胞的诊断提供帮助. 
恶性积液中转移癌细胞可来源于全身各种肿瘤, 
必须针对“通用”的肿瘤相关抗原进行免疫化

学染色, 才有可能取得良好的诊断效果. ras基因

是迄今为止研究最多的原癌基因之一, 其突变

普遍存在于各种恶性肿瘤, 并与肿瘤的发生、

进展和转移密切相关[3], 他所编码的P21 ras蛋白

在多种肿瘤中有较高的阳性表达率[4], 因而是恶

性肿瘤的一个广谱标志物. 因此, 对P21 ras蛋白

进行免疫化学染色可能在恶性积液的诊断及其

与良性积液的鉴别中具有较大的价值. 迄今为

止, 我们未检索到P21 ras蛋白在恶性浆膜腔积

液的诊断应用研究报道, 其具体价值如何尚不

清楚. 为此, 我们采用ras蛋白的mAb对浆膜腔积

液脱落细胞进行免疫细胞化学染色, 探讨其对

恶性浆膜腔积液的诊断价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 108例浆膜腔积液标本来自108例不同

患者, 其中胸水71例, 腹水32例, 心包积液4例, 盆
腔灌洗液1例. 所有病例均为2001-10/2002-10在

894                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2007年3月18日     第15卷    第8期

南昌大学第一附属医院的住院患者. 根据细胞学

诊断结果将标本分为良性与恶性积液两组. 
1.2 方法 取新鲜标本50-100 mL, 常规离心收集

细胞沉淀. 如为血性积液, 用氯化铵溶液破坏红

细胞. 取部分细胞沉淀涂片, 由本院细胞室高年

资医师作出细胞学诊断. 余下的细胞沉淀进行

“标准化”处理[5], 包括10 g/L多聚甲醛-PBS固
定、用1 g/L BSA-PBS洗涤、调整细胞浓度为

2×106/mL, 然后涂片, 干燥后置-85℃冰箱保存

备用. 
1.2.1 免疫细胞化学染色 采用SP酶标法(试剂盒

购于北京中山生物技术有限公司), 一抗为鼠抗

人P21 ras单克隆抗体(Santa Cruz公司产品), 二
抗为通用型生物素标记的羊抗鼠IgG, 酶系统为

辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素, DAB显色. 
PBS代替一抗作为阴性对照. 操作按试剂盒说明

书进行. 
1.2.2 结果判断 (1)阳性细胞的判断: P21 ras蛋白

免疫化学染色呈棕黄色颗粒样着色, 以胞膜明

显, 也见于胞质. 将染色强度分为Ⅲ级: Ⅰ级无着

色, 计为阴性; Ⅱ级为浅黄色, Ⅲ级为棕黄色, 均
计为阳性; (2)阳性标本的判断: 高倍视野下, 计
数100个细胞, 计算出阳性细胞百分比. 阳性细

胞≥80%计为强阳性+++, 20%-79%计为阳性++, 
6%-19%计为弱阳性+, 0-5%计为阴性–. +~+++均
计为阳性标本, –计为阴性标本.
统计学处理 计数资料采用卡方检验, 等级

资料采用秩和检验, P <0.05有统计学意义. 并计

算P21 ras蛋白免疫化学染色诊断恶性体腔积液

的敏感度、特异度、阳性预测值、阴性预测值

及诊断符合率. 

2  结果

2.1 临床资料 108例浆膜腔积液的患者中, 男57
例, 女51例, 年龄14-78(平均51.2)岁. 细胞学检

查诊断为恶性积液者53例, 良性积液55例. 恶性

积液中, 胸腔积液33例, 腹腔积液17例, 心包积

液3例. 良性积液中, 胸腔积液38例, 腹腔积液15
例, 心包积液1例, 腹腔灌洗液1例. 
2.2 P21 ras蛋白免疫化学染色结果 肿瘤细胞以

胞膜着色为主, 有时细胞核及核周也着色, 呈
棕黄色颗粒沉淀样; 间皮细胞、淋巴细胞不明

显(图1A-B). 在53例恶性积液中, 有39例染色呈

阳性, 阳性率73.6%, 且其中36例呈阳性或强阳

性++~+++, 占92.3%. 55例良性积液中, 12例染

色阳性, 阳性率21.8 %, 且多为阳性或弱阳性+~ 
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■研发前沿
免疫化学染色可
辅助常规细胞病
理学诊断 .  对胸
/腹水脱落细胞进
行免疫细胞化学
染色, 检测肿瘤相
关蛋白的表达, 对
恶性脱落细胞的
诊断及其与良性
脱落细胞的鉴别
有较大的价值, 成
为近年来恶性胸
/腹水诊断研究的
热点.
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++(表1). 经卡方检验, 良性与恶性积液脱落细

胞免疫化学染色阳性率差异有显著性意义(c2 = 
29.02, P <0.001). 经秩和检验, 良性与恶性标本

脱落细胞免疫化学染色的阳性强度差异也有显

著性意义(U c = 6.786, P <0.001).
2.3 P21 ras蛋白表达对恶性积液的诊断价值 浆
膜腔积液脱落细胞P21 ras蛋白免疫化学染色对

恶性积液具有较好的诊断价值, 敏感度为73.6%, 
特异度为78.2%, 阳性预测值为76.5%, 阴性预测

值为75.4%, 诊断符合率为75.9%.

3  讨论

恶性浆膜腔积液一直是临床诊断难题, 人们不断

寻求有效的实验诊断方法[6-9]. 将免疫细胞化学

染色应用于浆膜腔积液脱落细胞的各种肿瘤相

关抗原表达的检测, 有助于提高恶性积液诊断的

准确性[10-11]. Nomoto et al[12]比较了常规细胞学检

查、免疫细胞化学染色及PCR-RFLP检测K-ras
基因突变3种方法对胰腺癌腹膜转移的检出率, 
其中脱落细胞免疫细胞化学染色敏感性最高. 目
前, 在常规细胞检查的基础上应用免疫细胞化学

染色技术已成为良恶性体腔积液鉴别诊断中一

项重要的辅助手段[2,13]. ras基因家族突变是人类

肿瘤最常见的癌基因事件之一, 并认为是肿瘤发

生、发展中的一个共同通路[3], 但ras基因突变在

人类肿瘤的阳性检出率较低, 尚不具有临床实用

价值, 而其表达产物的阳性检出率高, 对肿瘤有

较大的诊断价值[14]. 我们对108例浆膜腔积液脱

落细胞进行P21 ras蛋白免疫细胞化学染色, 肿瘤

细胞着色大多呈阳性或强阳性, 而良性脱落细胞

染色大多为阴性, 如为阳性也多为弱阳性, 细胞

着色浅淡, 阳性强度在恶性与良性积液之间的差

异有极显著性意义(P <0.001). 恶性标本脱落细胞

P21 ras蛋白免疫化学染色的阳性率为73.6%, 明
显高于良性积液(P <0.001), 对诊断恶性积液的敏

感度、特异度、诊断符合率等5项诊断效率指标

均达75%左右. 因此, P21 ras蛋白免疫细胞化学

染色对恶性积液的诊断有较大的价值. 
浆膜腔积液中的部分肿瘤细胞不表达P21 

ras蛋白, 而部分良性脱落细胞有较弱表达, 近年

来对P21 ras蛋白在细胞信号转导中的作用机制

的深入了解可对此作出解释. P21 ras是细胞内信

号转导通路的开关分子, 当其定位于细胞膜时与

GTP结合形成P21 ras-GTP复合体即被激活, 使细

胞内信号转导系统开放; 因P21 ras具有GTP酶活

性, 可将GTP水解为GDP后便失活, 使信号转导

系统关闭. P21 ras并不是一直位于细胞膜上, 当
他在蛋白激酶C(PKC)的作用下发生磷酸化时, 
与细胞膜的结合减弱而移至内质网、高尔基体

和粒线体等细胞器内[15]. ras基因突变后所表达的

突变型P21 ras蛋白其GTP酶活性减弱以致持续

与GTP结合而使信号转导系统一直开放, 细胞无

休止地分裂和增殖而发生恶性转化. 因此, 正常

细胞与肿瘤细胞相比, 只是P21 ras蛋白在细胞膜

内侧的表达量存在差异, 在良性细胞检出P21 ras
蛋白也就不奇怪, 同样, 因肿瘤细胞ras基因并非

均存在突变, 部分肿瘤细胞不能检查P21 ras也属

正常. 
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Abstract
AIM: To assess the effects of famotidine 
a n d c i m e t i d i n e a t r o u t i n e d o s a g e s o n 
human sphincter of Oddi (SO) motility by 
choledochoscope manometry.

METHODS: A total of 20 patients with T tubes 
after cholecytectomy and choledochotomy 
were randomly divided into famotidine group 
and cimetidine group (n = 10). The pressure of 
duodenum (DP), basal pressure of SO (SOBP), 
contractive amplitude of SO (SOCA), contractive 
frequency of SO (SOF), contractive duration of 
SO (SOD) and the pressure of common bile duct 
(CBDP) before and after drug administration 
were recorded and analyzed.

RESULTS: The levels of SOCA and SOBP de-
creased by 25.6% and 57.3% after 10 minutes of 
cimetidine treatment, and by 25.4% and 19.3% 
after 20 minutes of cimetidine treatment, respec-
tively. There was significant difference before 
and after drug administration (P < 0.05). The 
levels of SOCA and SOBP also decreased after 
famotidine treatment, but there was no statisti-

cal difference. The other indexes had no obvious 
changes after drug administration.

CONCLUSION: Cimetidine at routine doses can 
decrease SOBP and SOCA, showing inhibitory 
effect on the motility of SO, while famotidine 
had no obvious effect on SO motility.

Key Words: Sphincter of Oddi; Famotidine; Cimeti-
dine; Manometry; Motility

Zhang XB, Wu SD, Kong J, Wang W. Effects of famotidine 
and cimetidine on human sphincter of Oddi stress. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(8):897-900

摘要
目的: 观察常规剂量的组胺H2受体阻滞剂法
莫替丁、西咪替丁对Oddi括约肌(SO)运动功
能的影响. 

方法: 取胆道探查术后留有T型管患者20例, 
随机分为法莫替丁组和西咪替丁组(n  = 10), 
测量用药前后的十二指肠压(DP)、SO基础
压(S O B P)、收缩幅度(S O C A)、收缩频率
(SOF)、收缩间期(SOD)及胆总管压(CBDP). 

结果: 静推西咪替丁10 m i n后 ,  S O C A及
SOBP分别下降了25.6%及57.3%, 20 min后
SOCA及SOBP分别下降了25.4%及19.3%, 
给药前后自身对照统计学上有显著差别
(P <0.05) ;  静脉推注法莫替丁后S O C A及
SOBP有降低趋势, 但无统计学意义. 其他指
标无明显变化.

结论: 常规剂量的西咪替丁可引起SOBP和
SOCA降低, 对SO运动具抑制作用, 常规剂量
的法莫替丁对SO压力无明显影响.

关键词: Oddi括约肌; 法莫替丁; 西咪替丁; 测压; 运

动性

张小薄, 吴硕东, 孔静, 王伟. 法莫替丁及西咪替丁对Oddi括约

肌压力变化的影响.  世界华人消化杂志  2007;15(8):897-900

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/897.asp

www.wjgnet.com

®

■背景资料
Oddi括约肌在维
持胆道动力方面
具有极为重要的
作用, 他作为胆道
系统的一部分, 其
上广泛分布着多
种神经激素受体, 
对于SO运动功能
的调节起着重要
作用. 哪些药物能
够影响Oddi括约
肌的运动以及如
何准确检测Oddi
括约肌的压力尚
未完全明确. 近年
来, 法莫替丁和西
咪替丁对胃肠运
动的影响日益受
到重视, 其作用机
制尚不完全明了, 
可能与H2受体作
用无关.
   

■相关报道
吴硕东 et al通过
经胆道镜测压发
现 ,  吗啡可引起
SO基础压、收缩
频率、收缩幅度
及胆总管压的显
著升高, 因此, 在
常规胆道疾病患
者的治疗过程中, 
应该尽量避免应
用吗啡镇痛; 而硝
酸甘油、阿托品
和西沙必利可引
起SO基础压、收
缩频率显著降低, 
有松弛Oddi括约
肌的作用.



0  引言

抑酸药组胺H2受体阻滞剂法莫替丁、雷尼替

丁、西咪替丁等临床上常用于治疗消化性溃

疡、胃泌素瘤、胃食管返流病等胃酸相关性疾

病. 近年的研究表明, 他们对胃肠运动亦有重要

影响. 胃肠与胆道动力学及Oddi括约肌(SO)收
缩具有协调一致性, 关于H2受体阻滞剂对SO运

动功能的研究较少. 我们采用经胆道镜测压方

法观察常规剂量下法莫替丁、西咪替丁对SO压

力变化的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 原发性胆管结石患者20例, 男6例, 女
14例, 平均年龄52.5(27-75)岁, 随机分为2组: 法
莫替丁组及西咪替丁组各10人. 全部患者均为

胆囊切除、胆总管探查取石及T型管引流术后, 
平均手术后8 wk(6-14 mo), 在胆道镜检查或取

残石的操作过程中进行了测压观察. 测压前向

患者充分说明试验的方法、目的及风险, 取得

患者的理解与配合, 并签署知情同意书, 术中所

应用的一切药物均免费, 并对可能发生的风险

负责. 测压器械为PC polygram HR高分辨、多

通道胃肠功能测定仪及相应测压软件、三通道

测压导管、低顺应性水灌注系统、氮气泵及

PENTEX LX-750 p纤维胆道镜. 三通道测压导

管长2 m, 直径1.7 mm, 末端有3个侧孔, 相隔

2 mm, 每孔开口于不同方向. 药品: 高舒达(法莫

替丁)注射液(日本山之内, 20 mg/支), 西咪替丁

注射剂(苏州第六制药厂, 200 mg/支).
1.2 方法 受试者检查前2 d不使用任何对胆道

及SO有影响的药物如吗啡、阿托品、西沙比

利、硝酸甘油等, 测压前禁食水8 h. 设置电脑

测压系统参数, 氮气压力为40 kPa, 水流速度为

0.5 mL/min, 连接测压导管, 拔除T型管并经T
型管窦道导入胆道镜, 观察乳头部是否蠕动良

好、有无狭窄、纤维化及结石、有无过度松弛, 
所有测压患者乳头均活动良好, 无器质性疾病, 
曾行EST的患者排除在外. 全部患者行胆道镜探

查取石后, 由胆道镜侧孔插入测压导管, 直视下

经乳头达十二指肠, 稳定30 s后测压, 后拽导管

至SO部, 直视结合电脑出现时相波可明确导管

处于SO内, 测压后将导管拽至胆总管内进行测

压. 然后对法莫替丁组10例患者给予静脉推注

高舒达40 mg, 10 min和20 min后重复上述过程

进行测压并储存压力曲线; 西咪替丁组10例患

者第一次测压后, 给予缓慢静脉推注西咪替丁
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200 mg, 10 min和20 min再行测压并储存压力曲

线. 观察参数包括SO基础压(SOBP)、收缩幅度

(SOCA)、收缩间期(SOD)、收缩频率(SOF)、
十二指肠压(DP)及胆总管压(CDBP), 十二指肠

压作为零点.
统计学处理 以DP作为零点, 计算其余各项

指标的相对值结果以mean±SD表示, 样本均数

间比较使用组内配对t检验, 应用SPSS11.05统
计软件进行相关性分析, P <0.05被认为有显著

意义.

2  结果

在静推高舒达10 m i n及20 m i n后, S O B P及
SOCA有轻度降低倾向, 但其变化无统计学意

义, 其他指标无明显变化, 可见法莫替丁对SO运

动功能无明显影响分钟. 在西咪替丁10 min后, 
SOCA及SOBP分别下降了25.6%及57.3%, 20 min
后SOCA及SOBP分别下降了25.4%及19.3%, 利
用自身前后对照, 统计学上有显著差别(P <0.05). 
其他指标无明显变化. 可见西咪替丁使SO活动

减弱, 对SO运动具有抑制作用(表1).

3  讨论

SO是围绕胆总管末端、主胰管末段及其共同

管道所形成的环状括约肌, 长度约为4-6 mm, 在
维持胆道动力方面具有极为重要的作用. S O
运动学最重要的发展是1970年代中期SO测压

计的发明, 人们可以直接评估SO的运动功能. 
内镜下S O直接测压是目前公认的S O压力检

测的金标准[1]. 行ERCP(endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography)时经内镜测压可选择

性插管进入胆总管或主胰管O d d i括约肌功能

段, 对胆总管梗阻或急性复发性胰腺炎具有诊

断意义[2-3]. 缺点为并发症多, 如经ERCP测压后

胰腺炎发病率较高, 并且行ERCP经内镜测压是

一门需要技巧的过程, 须选择性胆管或胰管插

管, 一般在十二指肠蠕动间期及亚麻醉状态下

进行, 这导致了即使是技术熟练的内镜医师其

失败率亦高达17%[4]. 我们采用的经T型管窦道

胆道镜SO测压法, 是顺行插管检测SO压力, 经
实践检验, 其痛苦小, 安全性高, 相对技术难度

较低, 易于为临床医生和患者所接受. 我们所检

测的20例患者全部插管测压成功, 无1例并发症

出现, 而且另有2例患者测压中发现其SO狭窄, 
术后行EST术解除狭窄, 避免了SOD(sphincter 
of Oddi disfunction)的发生, 也降低了结石再发

www.wjgnet.com

■创新盘点
以往的实践证明, 
经胆道镜测压是
一种安全可靠的
检测Oddi括约肌
压力的方法 ,  并
发现多种药物对
Oddi括约肌运动
的影响. 该文章亦
采用胆道镜测压
的方法, 检测法莫
替丁和西咪替丁
对Oddi括约肌运
动的影响.
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的机率. 因EST改变了SO的解剖与功能, 造成测

压不准确, 故统计结果时此2例患者未计算在内. 
SO作为胆道系统的一部分, 其上广泛分布着多

种神经激素受体, 对于SO运动功能的调节起着

重要作用. 吴硕东 et al [5-7]通过经胆道镜测压发

现, 吗啡可引起SO基础压、收缩频率、收缩幅

度及胆总管压的显著升高, 因此, 在常规胆道疾

病患者的治疗过程中, 应该尽量避免应用吗啡

镇痛; 而硝酸甘油、阿托品和西沙必利可引起

SO基础压、收缩频率显著降低, 有松弛Oddi括
约肌的作用. 组胺H2受体阻滞剂法莫替丁、雷

尼替丁、西咪替丁等临床上常用于治疗消化性

溃疡、胃泌素瘤、胃食管返流病等胃酸相关性

疾病. 近年来, 法莫替丁、雷尼替丁和西咪替丁

对胃肠运动的影响日益受到重视, 雷尼替丁和

西咪替丁都可影响胃肠运动, 延迟胃排空. 其作

用机制尚不完全明了, 可能与H2受体作用无关. 
关于H2受体阻滞剂对SO作用的研究较少. 

Toouli et al [8]在组胺对负鼠SO运动功能影响的实

验中发现, 组胺对SO的抑制作用是通过刺激H1
受体介导的抑制神经引起的, 这种抑制神经为非

胆碱能神经、非肾上腺能神经; 组胺对SO的抑

制作用与H2受体无关. Sand et al [9]亦发现, 组胺

对SO的抑制作用由H1受体介导, 且成年猪和幼

年猪SO对组胺的反应不同. 而在Maples et al [10]

的研究中发现, H2受体激动剂氨乙吡唑(betazole 
hydrochloride)能使胆总管压升高, 并与十二指肠

肌电活性相关; 应用西咪替丁拮抗后十二指肠肌

电活性及胆总管压均降至基线水平. 
Bertaccini et al [11]在体外动物实验中发现, 法

莫替丁比西咪替丁及雷尼替丁具有更高的H2受
体选择性; 既使在(10-4 mol/L) 浓度下, 对胃肠活动

亦没有影响. Ohira et al [12]亦发现, 法莫替丁对胃

肠的运动功能及胃排空没有影响. 然而Pendleton 
et al [13]报道, 大剂量法莫替丁(27 mg/kg)可加速胃

排空. 陈天华 et al发现ip法莫替丁(16 mg/kg)可增

强胃窦肌电活动, 给药40 min左右, 增效明显, 而
十二脂肠的电活动无明显改变. 我们的实验观察

到在应用法莫替丁10 min及20 min后, SO基础压

(SOBP)、收缩幅度(SOCA)有降低趋势, 但无统计

学意义, SOD, SOF及CDBP无明显变化, 说明其对

SO没有明显作用. 
西咪替丁可减慢猴、大鼠、人的胃排空, 在

离体实验中, 西咪替丁舒张大鼠食道下括约肌,
抑制大鼠离体胃、小肠平滑肌的收缩活动, 并且

其抑制作用具有浓度依赖性. 西咪替丁对大鼠结

肠不同部位的作用不同, 抑制近端结肠纵行肌条

的收缩活动, 却兴奋远端结肠. 另外, 大鼠小肠不

同部位对西咪替丁的敏感性不同, 十二指肠的反

应最强, 回肠的反应最弱, 即表现为沿小肠向末

端部位敏感性逐渐减弱. 西咪替丁对胃肠运动的

影响可能存在动物种属及作用部位的差异. 其机

制存在较多争议, 有人认为, 西咪替丁具有抗乙

酰胆碱酯酶作用, 遂其对胃肠运动功能的影响与

M受体有关, 而瞿颂义 et al [14]通过西咪替丁对大

鼠胃肌条运动的研究, 发现西咪替丁的抑制作用

为经由内源性前列腺素受体的途径. 本实验观察

到常规剂量的西咪替丁可引起SOBP和SOCA降

低, 对SOD, SOF, CBDP无明显影响, 说明西咪替

丁对SO具有抑制作用. 这一结果与以前的研究

相一致, 说明西咪替丁在抑制胃肠运动的同时, 
对SO亦有抑制作用, 进一步说明了胃肠运动和

胆道运动之间存在协调一致的关系, 并对临床应

用抑酸药提供了更加广阔的空间. 瞿颂义 et al [14]

对胃、小肠肌条的研究发现, 同为H2受体阻滞

剂的雷尼替丁和西咪替丁, 对各肌条的作用不

同, 雷尼替丁表现为兴奋作用, 而西咪替丁则为

抑制作用, 说明他们对胃肠肌条的作用为非H2
受体作用. 本实验发现, 法莫替丁和西咪替丁同

为H2受体阻滞剂, 抑制胃酸分泌, 且法莫替丁作

用强, 但对SO运动功能表现出不同的结果, 说明

他们对SO的作用机制可能为非H2受体作用, 与

■应用要点
目前 ,  常规胆道
疾病患者的治疗
过程中 ,  应该尽
量避免应用吗啡
镇痛 ,  而硝酸甘
油、阿托品和西
沙必利可引起SO
基础压、收缩频
率显著降低, 有松
弛Oddi括约肌的
作用, 因此对影响
SO运动的药物的
研究具有重要意
义. 随着对这类药
物的进一步深入
研究, 有可能临床
应用抑酸药提供
了更加广阔的空
间.

       法莫替丁	                                                           西咪替丁

 
表  1  法莫替丁和西咪替丁对SO运动功能的影响(n  = 10)

SOBP(mmHg)     9.63±8.48	     5.92±4.41          4.97±6.53            9.63±8.16       4.96±4.43b        3.10±3.16b

SOCA(mmHg)   96.21±53.12	  85.31±59.48      78.18±64.01      106.55±73.58   79.24±59.93a     52.09±37.11b

SOD(s)  	             6.32±1.15	     6.47±1.44          5.71±1.59            6.34±3.19       6.59±1.42          6.07±1.76
SOF(次/min)         9.82±3.18	   10.57±3.88          8.35±2.01            8.30±2.84     10.57±2.82        11.44±4.39
CBDP(mmHg)      5.09±7.74       5.63±5.33          2.42±5.28            6.54±4.16       9.03±9.53          5.87±5.07

用药前(对照)       用药10 min后       用药20 min后          用药前(对照)       用药10 min后       用药20 min后

aP<0.05, bP<0.01 vs 用药前.
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抑酸机制无关. 
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关于2006年度山西省期刊质量评估结果的通报

本刊讯 为推动期刊出版事业的繁荣和发展, 中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅

共同组织了2006年度期刊质量评估工作. 此次参评的为2005年度山西省出版的196种期刊, 其中, 社科期刊110

种、科技期刊86种. 评估结果如下: 一级（优秀）期刊共88种, 其中社科期刊42种, 科技期刊46种, 包括世界胃

肠病学杂志和世界华人消化杂志; 二级期刊共103种, 其中社科期刊64种, 科技期刊39种; 三级期刊共5种, 其中

社科期刊4种, 科技期刊1种.  (中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅 2007-01-30)
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Abstract
AIM: To evaluate the effect of esomeprazole 
combined with hydrotalcite and mosapride 
on refractory gastroesophageal reflux disease 
(rGERD).

METHODS: A total of 101 rGERD patients were 
randomly divided into groups A (n = 36), B B (n 
= 34) and C (n = 31), treated with esomeprazole 
plus hydrotalcite plus mosapride, esomepra-
zole plus mosapride, and hydrotacite plus mo-
sapride, respectively. The clinical outcomes were 
observed and analyzed after 4 and 8 weeks of 
treatment. Endoscopy was performed to evalu-
ate the effective rate in the three groups.

RESULTS: After 4 weeks of treatment, the total 
improvement rate was significantly higher in 
group A (88.9%) than that in group B (79.4%) 
and C (61.3%) (χ2 = 7.3531, P < 0.05). Eight weeks 
after treatment, the total improvement rates 
were 97.2%, 88.2% and 71.0% in group A, B and 

C, ,and the effective rates detected by endoscopy 
were 94.4%, 85.3% and 67.7%, respectively. The 
total improvement rate (χ2 = 9.6039, P < 0.01) 
and effective rate (χ2 = 8.6496, P < 0.05) were 
markedly higher in group A than those in B and 
C group.

CONCLUSION: Esomeprazole combined with 
hydrotalcite and mosapride may be highly effec-
tive in the treatment of rGERD.

Key Words: Gastroesophageal reflux disease; Es-
omeprazole; Hydrotalcite; Mosapride

Wang ZB, Chen LL, You XD. Efficacy of esomeprazole 
combined with hydrotalcite and mosapride in treatment 
of refractory gastroesophageal reflux disease. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(8):901-904

摘要
目的: 探讨联合应用埃索美拉唑、铝碳酸
镁和莫沙比利治疗难治性胃食管反流病 
(r-GERD)的临床疗效. 

方法: 101例rGERD患者随机为A (n  = 36), B 
(n  = 34)和C组(n  = 31), 分别采用埃索美拉唑+
铝碳酸镁+莫沙比利、埃索美拉唑+莫沙比利
及铝碳酸镁+莫沙比利治疗. 4及8 wk后评价临
床症状, 8 wk后评价内镜下有效率. 

结果: 治疗4 wk后, A, B和C组临床症状总改
善率分别为88.9%, 79.4%和61.3%, A组与B, C
两组相比差异显著(χ2 = 7.3531, P <0.05). 治疗
8 wk后, A, B和C组临床症状总改善率分别为
97.2%, 88.2%和71.0%, 内镜下有效率分别为
94.4%, 85.3%和67.7%, A组临床症状总改善率
和内镜下有效率与B, C组相比存在显著性差
异(χ2 = 9.6079, P <0.01; χ2 = 8.6496, P <0.05).

结论: 埃索美拉唑联合铝碳酸镁和莫沙比利
治疗rGERD有很高的临床疗效.

关键词: 胃食管反流病; 埃索美拉唑; 铝碳酸镁; 莫

沙比利
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■背景资料
临床上部分GERD
经第一代 P P I治
疗4 wk失败, 这类
GERD称为难治性
GERD(rGERD), 把
这一部分患者作
为研究对象, 该文
重点阐述rGERD
的发生原因及探
讨临床上有效的
治疗方法.
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0  引言

胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
G E R D)是胃和(或)十二指肠内容物反流入食

管引起烧心、反酸症状或组织损害 .  第一代

质子泵抑制剂 (P P I)如奥美拉唑、兰索拉唑

通常可以取得满意疗效 [1].  然而临床观察发

现, 部分GERD经第一代PPI治疗4 wk失败, 这
类经第一代PPI治疗失败的GERD称为难治性

GERD(rGERD)[2]. 我们采用新型质子泵抑制剂

埃索美拉唑(商品名耐信, 阿斯利康公司生产)、
铝碳酸镁(商品名达喜, 德国拜尔公司生产)和莫

沙比利(商品名加斯清, 日本制药株式会社产生)
联合治疗rGERD, 获得了较好疗效, 现报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2002-10/2006-08在门诊和住院患者101
例, 男53例, 女48例, 年龄29-75(平均47.2)岁. 均有

烧心、反酸、胸骨后灼痛等胃食管反流病的症

状, 胃镜证实为反流性食管炎, 并排除消化性溃

疡、内镜检查疑为恶性病变、有食管及胃手术

史及其他疾病者,可致肠道症状的全身性疾病、

妊娠及哺乳期妇女也排除在外. 101例均为常规

PPI(奥美拉唑20 mg, 每日1次, 或兰索拉唑30 mg
每日1次)治疗4 wk失败(症状无缓解)的患者, 再
次治疗前均进行症状评分和内镜检查, 症状评分

均>8分, 内镜下均有食管炎表现. 内镜检查按洛

杉矶标准分级[3]: A级, 黏膜皱壁表面黏膜破损, 
直径<5 mm; B级, 黏膜皱壁表面黏膜破损, 直径

>5 mm, 病变不融合; C级, 黏膜破损相互融合, 范
围不超过食管周经的75%; D级, 黏膜破损相互融

合, 并累及食管周经的75%以上. 101例按洛杉矶

标准分级均在B级以上(B、C、D级分别为: 58
例、34例、9例). 
1.2 方法 101名患者按随机数字表法随机为分

3组, 联合用药组(A组): 埃索美拉唑(20 mg, 每
日2次)、铝碳酸镁(1.0 g, 每日3次)和莫沙比利

(5 mg, 每日3次); 埃索美拉唑组B组: 埃索美拉

唑(20 mg, 每日2次)、莫沙比利(5 mg, 每日3次); 
铝碳酸镁组C组: 铝碳酸镁(1.0 g, 每日3次)和莫

沙比利(5 mg, 每日3次). 治疗期间禁烟酒、咖

啡及辛辣刺激性食物. 症状评估与疗效判断标

准: 症状评估参照文献[4], 治疗前后按烧心、
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反酸、嗳气与胸骨后疼痛的症状严重程度记分. 
0 分: 没有症状; 1 分: 轻度, 患者需提醒方能回忆

起有症状; 2 分: 中度, 有症状主诉但不影响日常

生活; 3 分: 重度, 有症状主诉且影响日常生活. 所
选101例病例评分均>8分. 症状疗效评定标准[5]. 
显效: 症状记分降低>80%; 有效: 症状记分降低

>50%; 无效: 症状记分降低<50%. 症状总有效

率 = (显效+有效)/总例数×100%. 治疗8 wk后复

查胃镜, 痊愈: 食管炎消失; 好转: 改善大于或等

于1个级别; 无效: 改善不明显. 同时记录治疗期

间出现的任何与用药有关的症状, 治疗前后验

血、尿常规及肝肾功能.
统计学处理 计数资料采用卡方(χ2)检验. 

2  结果

2.1 治疗后症状改善情况比较 3组治疗4, 8 wk
时, A组临床症状改善总有效率明显高于B组

和C组 ,  统计学比较有显著性差异(P <0.05或
P <0.01, 表1). 
2.2 治疗后症状食管炎愈合情况比较 3组治疗

8 wk时, A组临床有效率明显高于B组和C组, 统
计学比较有显著性差异(P <0.05, 表2).
2.3 不良反应 A组出现1例轻度腹泻, B组出现2
例轻度腹泻, C组出现1例腹泻与1例腹胀, 但均

未影响治疗, 治疗前后查血、尿常规及肝肾功

能未见异常.

3  讨论

3.1 rGERD发病原因 rGERD的发病原因尚不十

www.wjgnet.com

    分组   n  治疗时间(wk) 显效数 有效数 无效数 总有效率(％)

表  1  3组治疗4, 8 wk时临床症状改善情况比较

A组  36	    4	      24	   8          4	          88.9 
	    8	      31	   4          1	          97.2 
B组  34	    4	      19	   8          7	          79.4a

	    8	      24	   6          4	          88.2b

C组  31	    4	        9	 10         12         61.3a

	    8	      12	 10           9         71.0b

aP<0.05 vs  A组, bP<0.01.

    
 
分组    n 	  治愈数	  有效数     无效数    总有效率(%)

表  2  3组治疗8 wk后胃镜下食管炎愈合情况比较

A组   36	      28	      6	     2	   94.4 
B组   34	      24	      5	     5	   85.3a

C组   31	      10	    11	   10	   67.7a

aP<0.05  vs  A组.

■创新盘点
本文系统阐述了
rGERD的发病原
因, 阐明了埃索美
拉唑、铝碳酸镁
和莫沙比利联合
能从多角度治疗
返流性食管炎, 更
有效缓解症状及
治愈或减轻胃镜
下黏膜炎症.
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分清楚, 考虑与以下情况有关: (1)第一代PPI的
CYP依赖性代谢和清除及CYP2C19的基因多

态性所导致的不同个体抑酸效果的巨大差异有

关[6], 导致部分患者抑酸不够充分, 引起治疗失

败; (2)有研究认为, 合并重度食管炎或Barrett's
食管是主要原因[2]. 本组资料中食管炎程度均

为B、C、D级与之相符; (3)与十二指肠胃食管

反流有关. 在胃食管反流病过程中, 除胃酸反流

外, 十二指肠内容物的反流(特别是胆汁反流)是
有一重要因素, 但临床上往往缺乏足够的重视. 
关于反流类型有3种, 单纯酸反流、单纯胆汁反

流及混合反流, 一般认为混合反流是最常见的

反流类型. 文献[7]表明, 混合反流的食管黏膜损

伤显著重于单纯性反流, 在混合反流情况下, 酸
反流和胆汁反流存在正性协同作用, 张峻 et al [8]

报告高达41%的GERD患者存在双重反流, 且合

并较重的反流性食管炎; (4)与夜间酸突破现象

(NAB)有关. NAB是指在应用PPI的情况下夜间

(当晚22点时至次日早上8时)胃内pH值<4.0的时

间持续超过60 min[9]. NAB与消化性溃疡、反流

性食管炎、Barrett's食管等酸相关性疾病的症状

及疗效密切相关[10], 其原因可能为夜间质子泵

更新激活, 逃逸PPI作用有关, 也可能与肝药酶基

因多态性有关[11]; (5)可能与H pylori的影响有关. 
资料表明[12-13], H pylori阳性GERD的患者GERD
易复发和有明显的胃窦及胃体炎症, 而H pylori
造成的胃窦炎症, 可引起延迟胃排空, 促进食管

下端括约肌一过性松弛(TLESR)的发生[12], 引起

GRED的发生及治疗困难. 相反的意见, H pylori
阳性GERD有较高的血清胃泌素(Gas)水平[13], 而
Gas可以升高食管下端括约肌的作用, 防止反流

发生; H pylori通过对胃内酸度的改变对食管产

生保护作用[12], 其机制: H pylori感染导致胃体炎

症时胃酸减少和H pylori尿素酶分解尿素产生氨

中和胃酸, 升高胃内pH值, 减轻反流的胃内容物

对食管的损伤. 另外H pylori感染可增强PPI的抑

酸作用[14]. 目前, H pylori在GERD中的作用非常

复杂, 两者关系争论颇多, 不进行进一步讨论.
3.2 3种药物的作用机制 埃索美拉唑是第一个

单一奥美拉唑S异构体, 也通过细胞色素P450
酶同工酶CYP2C19及CYP3A4代谢, 但更多的

通过CYP3A4途径. 其特有的光学异构特点、

药代动力学特点以及几乎不受CYP3A4基因多

态性影响等决定了其抑酸效应明显优于第一代

PPI[15], 由于他的左旋异构体优化了其药代动力

学CYP2C19依赖性减少, 提高了CYP3A4代谢途

径, 增加了药物到达壁细胞水平的浓度, 并减少

了机体个体差异, 使其具有抑酸作用起效快, 能
持续提高胃内pH值, 抑酸作用更强、更有效、

全天维持较高的抑酸水平, 且疗效无明显的个

体差异等优势, 故临床效果更加稳定可靠[16], 能
迅速更持久的治愈和缓解症状. 而且采用20 mg
每日二次服药, 有助于保持稳定的血药浓度, 降
低夜间酸反流峰值. 因此, 能有效解决第一代

PPI抑酸效果不足, 易受CYP3A4基因多态性影

响及夜间酸突破现象等不足. 铝碳酸镁是氢氧

化铝、氢氧化镁、碳酸盐和水的化合物, pH值

3-5, 其活性成分为水化碳酸氢氧化镁铝, 有独特

的层状网络结构, 不仅能直接中和胃酸, 可逆性

结合 80%的胃蛋白酶, 还可在酸性环境结合胆

汁酸, 抑制卵磷脂的激活, 嚼服后吸附在黏膜表

面能迅速缓解症状[17]. 因此, 嚼服铝碳酸镁, 能有

效解决胆汁反流问题, 同时中和胃酸及胃蛋白

酶, 不仅降低了食管内的酸度, 而且消除混合反

流对食管黏膜的协同损伤作用. 莫沙比利是强

效选择性5-HT4受体激动剂, 通过兴奋肌间神经

丛的5-HT4受体, 刺激乙酰胆碱释放, 从而增强

全胃肠动力, 他不仅能直接提高(食管下端括约

肌)LES张力, 而且能促进食管蠕动, 加速胃肠排

空, 减轻腹压, 抑制饱胀引起的LES张力下降, 能
有效防止胃酸、胃蛋白酶及胆汁反流[18]. 
3.3 疗效评价 本研究病例诊断是采用有典型的

GERD症状如: 烧心、反酸、胸骨后疼痛等及内

镜下通用的洛杉矶分级为标准, 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. 根据反流性食管炎诊断及治疗指南

(2003年): 消化内镜是的主要诊断方法, 目前消化

内镜检查基本普及, 方法简便易行. 本组资料显

示, 3组治疗4 wk后症状已改善, 随着用药时间的

延长, 效果越来越明显, 达8 wk时均有较好疗效. 
其中A组联合应用埃索美拉唑、铝碳酸镁和莫沙

比利能从多角度治疗反流性食管炎, 更有效缓解

症状及治愈或减轻胃镜下黏膜炎症, A组在治疗4, 
8 wk症状改善总有效率及8 wk时胃镜下改善总有

效率分别为88.9%, 97.2%, 94.4%, 明显高于B组和

C组. 说明3种药联合应用治疗难治性胃食管反流

病, 有很高的症状、内镜下炎症的改善率和治愈

率, 疗效高于埃索美拉唑组或铝碳酸镁组, 在治疗

过程中所有患者未发现严重不良反应, 安全性高. 
因此, 联合应用埃索美拉唑、铝碳酸镁和莫沙比

利是治疗难治性胃食管反流病的良好选择, 并值

得早期应用于较重反流性食管炎的治疗. 

■名词解释
1 CYP2C19: 是血
红蛋白超家族基
因编码的细胞色
素P450酶系中的
一种同功酶,主要
存在于肝微粒体
中 ,  基本固定位
于10号染色体上
(-10a24.1-24.3), 
其基因多态性与
质子泵抑制剂在
酸相关疾病治疗
中的有效性和安
全性的关系已明
确. 
2  夜间酸突破现
象(NAB): 是指在
应用质子泵抑制
剂(PPI)的情况下
夜间 (当晚 2 2点
时至次日早上 8
时)胃内pH值<4.0
的时间持续超过
60 min.
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■同行评价
本文进行了联合
应 用 埃 索 美 拉
唑、铝碳酸镁和
莫沙比利治疗难
治性食管反流病
的临床研究, 方法
合理 ,  结果可信 , 
具有一定的临床
指导意义.
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Abstract
AIM: To analyze the clinical manifestations 
and spiral computed tomography (CT) signs of 
thoracostomach-airway fistula (TSAF).

METHODS: The clinical manifestations and spi-
ral CT signs were analyzed in 23 patients with 
TSAF.

RESULTS: The main clinical manifestations 
of TSAF were irritative choke after drinking or 
eating, fever, stubborn pulmonary infection, 
dyspnea, tachycardia and becoming thin, etc. 
The site and size of TSAF were shown exactly in 
20 patients by spiral CT. According to spiral CT, 
the pulmonary infection and particular anatomic 
structures between the fistula and its adjoining 
air passage in details could be observed, and the 
inner diameters of the trachea and main bronchi 
could be measured.

CONCLUSION: TSAF has distinctive clinical 
manifestations. CT is a non-invasive and non-
stimulative examination for TSAF.
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摘要
目的: 探讨胸腔胃-气道瘘的临床与螺旋CT表
现, 提高人们对本病的认识. 

方法: 回顾性分析23例具有完整临床资料的
胸腔胃-气道瘘的临床表现和螺旋CT征象. 

结果: 胸腔胃-气道瘘主要临床表现为烧灼样
刺激性呛咳、发热、顽固性肺部感染、呼吸
困难、心动过速、消瘦等; 20例(87%)胸部
螺旋CT直接显示胸腔胃-气道瘘的瘘确切位
置、瘘口大小以及瘘与气道的毗邻关系, 并且
能够观察肺部感染和测量气管、主支气管的
内径.

结论: 胸腔胃-气道瘘具有特征性临床表现, 
螺旋C T是一种无创伤性、无刺激性检查确
诊手段, 并为下一步制定治疗方案提供详细
资料.
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0  引言

食管癌广泛切除、胃上提胸腔内行主动脉弓上

或颈部吻合术后, 胸腔胃走行于后纵隔原食管

床区与气管、隆突和主支气管相互毗邻并黏连
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■背景资料
各种原因引起胸
腔内之胃腔与气
道之间相互沟通
即形成胸腔胃-气
道瘘. 本病严重威
胁患者生命, 预后
极差, 临床医生对
本病缺乏认识, 常
漏诊或误诊为食
管-气管瘘、误咽
和放射性肺炎而
贻误治疗. 该文通
过对23例胸腔胃-
气道瘘临床资料
整理、分析、总
结, 详细描述了胸
腔胃-气道瘘的特
征性临床表现和
螺旋CT征象 ,  提
高临床医生对该
病的认识.
   



机化为一体, 肿瘤复发、放射损伤、感染、缺

血、胃溃疡等原因引起胃壁和气道壁破坏, 胸
腔内之胃腔与气道之间相互沟通即形成胸腔胃

-气道瘘[1-2]. 目前, 临床医生对本病缺乏认识, 常
漏诊或误诊为食管-气管瘘、误咽和放射性肺炎

而贻误治疗导致严重后果. 胸腔胃-气道瘘曾认

为是食管癌切除后的罕见并发症, 但严重威胁

生命, 预后极差[3-4]; 随着手术后立体放射治疗如

X刀、γ刀或适形调强的大量应用, 本病日渐增

多. 我们对接诊的23例胸腔胃-气道瘘临床资料

进行整理分析, 以提高对本病的认识. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-12-04/2006-08-10连续收治胸腔胃-
气道瘘23例, 男18例, 女5例, 年龄41-75(平均58.5
±4.1)岁. 患者全部为食管癌切除术后食管、胃

弓上或颈部吻合, 胸腔胃走行于后纵隔原食管床

区. 以烧灼样刺激性呛咳、平卧位呛咳加重、坐

立位呛咳减轻, 和呼吸困难为主述就诊; 患者呈

强迫性坐立位、前倾位或半坐位而不敢平卧. 食
管癌切除术至出现呛咳的时间为1-25(平均12.15
±7.19)mo. 本组病例均经上消化道造影、纤维

胃镜和纤维支气管镜检查证实. 
1.2 方法 SCT常规轴位胸部扫描, 层厚10 mm, 
螺距为1, 纵隔窗窗宽350-400 HU、窗位40 HU, 
肺窗窗宽1000 HU、窗位-700 HU. 必要时瘘

口部位3 mm薄层扫描, 调整为大宽窗低窗位的

特殊软组织窗(脂肪窗: 窗宽400-500 HU、窗位

-100 HU)以便清楚显示软组织层次结构和瘘口

与瘘道.

2  结果

2.1 胸腔胃-气道瘘主要临床表现 (1)烧灼样刺

激性呛咳: 全部病例均有难以忍受的烈火般烧

灼样刺激性呛咳. 进食水后剧烈呛咳, 但单纯禁

食水无法制止呛咳; 坐立位呛咳减轻或缓解, 卧
位时呛咳更为剧烈并明显加重呈火焰般烧灼样, 
患者昼夜强迫坐立体位或半坐位, 不敢平卧. 20
例采取禁食水、胃腔插管负压抽吸减压可明显

减轻呛咳症状; (2)发热: 20例体温不同程度的增

高, 体温在37.5-39.1℃之间; 1例体温基本正常, 
但是白细胞13.9×109/L, 提示仍有感染; (3)顽固

性肺部感染: 咳嗽, 咯痰, 痰液量多, 每天可达上

百乃至上千毫升, 淡黄色, 痰液经气道咳出, 具
有火焰般烧灼样刺激. 抗菌消炎、禁食禁水、

祛痰止咳、营养支持等内科保守治疗对抑制呛
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咳和肺部炎症均无效; (4)呼吸困难: 7例需持续

低流量吸氧, 16例活动后呼吸困难、心慌、胸

闷; (5)心动过速: 本组患者心率在102-140次/分, 
部分伴有心肌缺血、心律不齐; (6)营养衰竭: 
患者精神差、乏力、萎靡不振、消瘦. 
2.2 胸部螺旋CT表现 胸部螺旋CT均显示范围

不等楔形或不规则形大叶型肺实变, 内见含气

支气管征, 其中2例合并双侧胸腔积液, 1例左侧

胸腔积液. 15例肺窗显示, 两肺内可见多发小斑

片状淡薄高密度影, 边缘模糊, 与周围分界不清, 
以两下肺为著; 4例左下肺内可见多发小斑片状

高密度影, 边缘模糊, 与周围分界不清; 2例右下

肺内可见多发小斑片状高密度影, 边缘模糊, 与
周围分界不清; 1例纵隔窗显示, 左下肺高密度

的钡剂沉积影; 1例两肺弥漫性钡剂坠积者肺窗

显示, 两肺野斑片状高密度影, 其周围密度稍低, 
边缘模糊, 纵隔窗显示多发小点状高密度影.  

20例(87%)胸部螺旋CT纵隔窗直接显示胸

腔胃之胃腔内气体影与气道内之气体影相互沟

通, 其间的的正常胃壁和气道壁软组织影消失

(图1A-D). 即清晰而直观的显示胃-气道瘘的瘘

口与瘘道, 明确瘘的确切位置、瘘口大小以及

瘘与气道的毗邻关系. 胃腔与气管下段相交通

5例(图1A), 胃腔与气管隆突后壁相交通6例(图
1B), 胃腔与左主支气管相交通5例(图1C), 胃腔

与右主支气管相交通4例(图1D); 3例(13%)胃-气
管瘘患者因瘘口细小扭曲而未能显示. 瘘口直

径5-15 mm, 瘘道长2-8 mm.

3  讨论

胃具有自主性分泌功能, 进食与否, 每天均有一

定量的胃液产生. 含有大量消化酶的酸性胃液

通过瘘口溢入碱性环境的气道和肺内, 产生化

学性、腐蚀性、消化性肺炎和继发肺部感染, 
因此, 患者出现火焰般烧灼样刺激性呛咳. 平卧

位由于胃液更容易由胃腔内溢入气道和肺内而

加剧刺激性呛咳症状, 坐位、前倾位或半坐位

时胃液沉积于瘘口以下之胃腔内使呛咳减轻, 
患者往往呈强迫坐位或半坐位. 我们将胸腔胃-
气道瘘出现的剧烈如烈火或火焰般烧灼样刺激

性呛咳、平卧位和进食水后加重和腐蚀性肺炎

称之为“卧位烧灼样呛咳综合征”, 为胸腔胃

-气道瘘特征性临床症状(烧灼样刺激性呛咳、

平卧位呛咳或呛咳加重、坐立位呛咳减轻或消

失、呼吸困难、下肺呈肺叶或肺段性大叶样实

变). 胃腔负压抽吸减压后呛咳减轻或消失, 抗酸

www.wjgnet.com

■应用要点
本文详细描述了
胸腔胃-气道瘘的
特征性临床表现
和CT征象 ,  能够
提高临床医生对
该病的认识, 减少
误诊或漏诊率. 早
期诊断 ,  及时治
疗, 提高患者生活
质量, 延长患者生
命.
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治疗也可缓解呛咳症状, 肺部炎症或呼吸困难

单纯抗感染治疗无效, 肺大叶样实变内可见含

气支气管征. 
根据瘘口与气道相通的具体部位可将“卧

位烧灼样呛咳综合征”分为4型: (1)胸腔胃-气管

瘘: 胸腔胃之胃腔与气管相交通; (2)胸腔胃-隆突

瘘: 胸腔胃之胃腔与隆突区气道相交通; (3)胸腔

胃-左主支气管瘘: 胸腔胃之胃腔与左主支气管

相交通; (4)胸腔胃-右主支气管瘘: 胸腔胃之胃腔

与右主支气管相交通. 胸腔胃-气道瘘的分型对

于指导治疗具有重要的临床意义[5-7]. 
螺旋CT检查无创伤、无刺激性、不使用对

比剂、不加剧肺部感染, 无重叠结构, 空间分辨

率高, 能够准确测量数据, 多窗位观察分析处理

图像, 气体与纵隔软组织间的巨大密度差, 形成

鲜明对比图像, 并可进行三维重建、立体成像. 
螺旋CT不但能够直接显示瘘口和瘘道的大小、

位置, 更加清楚的显示肺部感染部位、严重程

度, 而且能够显示瘘口与气道相交通的具体位

置, 测量气管、支气管的内径和长度, 便于订做

气道覆膜内支架以封堵瘘口[8-10]. 另外, 螺旋CT
还可以判断有无肺部转移以及其他病变等重要

价值. 由于CT的部分容积效应, 严重消瘦患者气

管壁与胸腔胃之胃壁菲薄而紧密相贴时, 纵隔

窗观察易于误诊为胸腔胃与气道相交通而出现

假阳性, 常规肺窗则可遗漏小的瘘口而出现假

阴性, 而通过后处理技术调整为大宽窗低窗位

的特殊软组织窗(脂肪窗)能够清楚显示软组织

和瘘口、瘘道, 准确显示瘘口的大小, 与气道相

通的具体位置. 本文20/23(87%)瘘口在螺旋CT
胸部平扫中得以明确诊断. 3/23(13%)小瘘口而

漏诊, 漏诊原因为瘘口细小, 火瘘口扭曲, 或CT
扫描时瘘口水肿, 或瘘道被黏稠分泌物堵塞, 或
扫描层面相对过厚. 若采用薄层2-3 mm扫描, 或
扫描前使用激素消除水肿, 或多窗宽后处理有

可能显示细小瘘口. 肺窗显示, 气道壁与胸腔胃

壁的总厚度为7-10 mm, 纵隔窗显示, 气道壁与

胸腔胃壁的厚度为2-4 mm, 特殊软组织窗显示

3-5 mm. 肺窗显示, 瘘口直径较实际偏小2-4 mm, 
纵隔窗显示, 瘘口偏大2-3 mm, 而特殊软组织窗

能够准确显示瘘口的大小. 临床怀疑胸腔胃-气
道瘘者, 采取多窗位和特殊软组织窗观察能够

提高CT诊断的准确性. 
总之, 食管癌切除行食管-胃弓上或颈部吻

合, 出现烧灼样刺激性呛咳, 尤其与进食无关的

平卧位烧灼样呛咳加重, 坐立位或半坐位减轻

时, 应高度怀疑“卧位烧灼样呛咳综合征”. 螺
旋CT扫描是值得广泛应用的诊断“卧位烧灼样

呛咳综合征”即胸腔胃-气道瘘的一项理想技术, 
如何改善检查技术、提高微小瘘的正确诊断率

尚需进一步研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationshipt between 
hepatitis B virus (HBV) DNA contents and 
HBeAg quantity in HBV-infected patients under 
20 years old.

METHODS: The serum HBV DNA contents and 
HBeAg quantity in 339 patients (age 1-20) with 
chronic HBV infection were examined by real 
time fluorescence quantitative polymerase chain 
reaction (FQ-PCR) and time-resolved fluoroim-
munoassay (TRFIA) respectively, and the level 
of anine aminotransferase (ALT) was detected 
by rate method.

RESULTS: The patients with HBV DNA con-
tents more than 105 copies/mL, HBeAg quantity 
more than 0.3 NCU/mL, and normal ALT level 
accounted for 92.3% of the total cases. Positive 
correlation (r = 0.769, P < 0.001) and linear re-
gression (b = 0.32, R2 = 0.59, P < 0.001) existed 
between HBV DNA contents (on a log scale) and 
HBeAg quantity in the patients under 20 years 
old.

CONCLUSION: Serum HBV DNA contents and 
HBeAg quantity are changed simultaneously in 
HBV-infected patients under 20 years old, except 
in quite a few cases, so combined examination of 
HBV DNA and HBeAg may help to evaluate the 
state of chronic HBV infection more exactly.

Key Words: Patients under 20 years old; Chronic 
hepatitis B virus infection; Hepatitis B virus DNA; 
HBeAg; Correlation

Wu DL, Xu GH, Feng JH, Fan X, Miao NZ, Liu XB, Chen 
TY, Zhang SL. Correlation between hepatitis B virus DNA 
levels and HBeAg quantity in patients under 20 years old 
with chronic hepatitis B virus infection. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(8):909-912

摘要
目的: 探讨20岁以下慢性乙型肝炎病毒(HBV)
感染者血清中HBV DNA、乙型肝炎病毒e抗
原(HBeAg)定量之间关系. 

方法: 用实时荧光定量聚合酶链反应(FQ-PCR)
及时间分辩荧光免疫分析(TRFIA)技术检测
339例(1-20岁)慢性HBV感染者血清中HBV 
DNA、HBeAg含量, 用速率法检测ALT水平. 

www.wjgnet.com
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■背景资料
关于HBV DNA与
HBeAg关系研究
的学术文章非常
多, 得到的结论基
本上都是 :  慢性
乙肝病毒感染者
血清中HBV DNA
与HBeAg之间存
在良好的相关性, 
随着对慢性乙肝
病毒感染自然史
的不断深入了解
及对HBeAg阴性
慢性乙肝病毒感
染研究的深入 , 
HBeAg研究方法
已由定性发展到
定量, 对于上述结
论有必要重新探
讨认识.
   



结果: HBeAg定量>0.3 NCU/mL、HBV DNA
定量>105 copies/mL、而ALT水平正常者占总
检测病例的92.3%; HBV DNA定量(对数值)与
HBeAg定量之间存在正相关关系(r = 0.769, P  
<0.001)和线性回归关系(b  = 0.32, R2 = 0.59, P  
<0.001).

结论: 20岁以下慢性HBV感染者血清中HBV 
DNA水平与HBeAg水平存在同时消长的关
系, 但是有极少患者例外. HBV DNA定量与
H B e A g定量两种检测方法相结合应能够更
客观地反映患者HBV感染状况, 二者具有互
补性.

关键词: 20岁以下患者; 慢性HBV感染; HBV DNA; 

HBeAg
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0  引言

乙型肝炎是全球性公共卫生问题, 我国是乙型

肝炎高流行区. 随着分子生物学技术, 荧光免

疫技术的发展 ,  乙型肝炎病毒脱氧核糖核酸

(HBV DNA)及乙肝血清标志物检测已由过去

的定性发展到定量. 特别是近年来发展起来的

HBV DNA的实时荧光定量聚合酶链反应(FQ-
PCR)及乙肝血清标志物时间分辩荧光免疫分析

技术(TRFIA), 以其高度的灵敏性、特异性、精

确性以及操作简单, 时间短, 不易污染, 自动化

程度高等优点逐步广泛应用于临床. 我们应用

FQ-PCR、TRFIA技术, 平行检测339例(1-20岁)
慢性HBV感染者血清中的HBV DNA含量, 乙肝

血清标志物定量; 并对照患者的肝功能, 以探讨

20岁以下慢性HBV感染者血清HBV DNA含量

与乙肝血清标志物中HBeAg定量的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 本院2005-06/2006-09门诊慢性HBV感

染者共339例, 男206例, 女133例, 年龄1-20(平均

10.2±6.13)岁. 所有患者无使用抗病毒药物病史, 
无合并其他肝炎病毒感染. 诊断符合2005-12北
京公布的《乙型肝炎防治指南》中的诊断标准. 
美国PE公司Gene AmP5700定量基因检测系统和

1235 Auto DELFIA全自动时间分辩荧光免疫分

析系统; 日立7600全自动生化分析仪. 乙型肝炎

病毒核酸荧光检测试剂盒, 由中山大学达安基因
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诊断中心提供; 时间分辩荧光免疫分析乙肝血清

标志物定量检测试剂盒, 由苏州新波生物技术有

限公司提供; ALT相关试剂, 由北京九强生物技

术有限公司提供.
1.2 方法 取患者当日空腹血, 分为3管, 分别作

HBV DNA定量, 乙肝血清标志物定量, ALT检测. 
操作严格按说明书进行. 根据试剂说明和结合本

实验室的具体情况规定检测诊断标准, 检测诊断

标准见表1.
统计学处理 所有数据以mean±SD表示. 

用SPSS13.0统计软件进行直线相关和线性回

归分析.

2  结果

2.1 检测结果构成情况 339例慢性H B V感染

者中, HBV DNA定量(取对数值下同)>5 cop-
ies/mL(6.83±0.68 copies/mL), 同时HBeAg
定量>0.3 NCU/mL(1.37±0.33 NCU/mL), 而
ALT水平于正常范围的病例为313例, 占总病

例数的92.3%; 12例A LT值>80 U/L(142.9±
46.4 U/L); 3例患者: ALT水平正常, HBV DNA
检测是阴性, 而HBeAg定量>0.5 NCU/mL(1.03±
0.105 NCU/mL); 2例ALT水平正常, HBeAg定量在

正常范围, 而HBV DNA检测值>5 copies/mL(6.05
±0.113 copies/mL); HBV DNA定量<3 copies/mL, 
同时HBeAg, 定量<0.03 NCU/mL, 且ALT水平于正

常范围的有9例(表2).  
2.2 相关性分析 患者血清H B V D N A含量与

HBeAg定量, 二者存在正相关关系(r  = 0.769 
P <0.001)和线性回归关系(b  =0.32, R 2 = 0.59 
P <0.001)(图1).  

3  讨论

FQ-PCR是一种新的基因检测技术, 本技术是在

定性PCR基础上增加了一条荧光探针, 标记有

荧光报告基团(R)和荧光淬灭基团(Q), 当荧光探

针保持完整时, R的荧光信号被Q所淬灭, 在PCR
反应中, Taq酶将探针切断时, R释放出荧光信号, 
每切断一条探针, 相应就有一条核酸链复制, 同
时释放出一个单位的荧光集团, 通过计算机采

用光电技术将荧光信号强弱量化, 从而反映分

析物HBV DNA的含量[1]. FQ-PCR的整个操作过

程仅需开盖一次, 克服了定性PCR易污染, 假阳

性率高等不足. 检测的灵敏性、特异性、精确

性高, 可以客观准确的反映机体HBV的感染及

复制状况[2]. 目前已广泛应用于临床实践, 并成

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文在慢性乙肝
病毒感染自然史
的背景下 ,  分不
同年龄段采用定
量分析技术 ,  分
别阐明不同年龄
阶段检测结果特
点的分布构成状
况 ,  并对不同年
龄段H B V D N A
定量与HBeAg定
量进行直线相关
分析. 
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为病毒学、细菌学、病因病理学等基础研究的

重要工具.
TRFIA是用三价稀土离子及其螯合剂作为

示踪物, 如铕(Eu3+)、铽(Te3+)、及钐(Sm3+)、镝

(De3+)等代替传统的荧光物质, 放射性同位素, 酶
和化学发光物质, 来标记抗体、抗原、多肽、激

素、核酸探针及生物素. 待反应体系发生后, 用
时间分辩荧光仪测定最后产物中的荧光强度, 根
据荧光强度和相对荧光强度比值, 判断反应体系

中分析物的浓度, 达到定量分析的目的[3]. 稀土

离子螯合物具有荧光衰变时间长; 激发光与发射

光的Stokes位移(激发光与发射光波相差)大及被

激发的荧光光谱极窄; 荧光激发波长范围宽; 为
原子标记, 体积很小等特点. 使TRFIA集酶标记, 
同位素标记技术的优点于一身, 具有灵敏度高[4], 
特异性强, 稳定性好, 标记制备简便, 储存时间

长, 无放射性污染, 检测重复性好, 操作流程短, 
标准曲线范围宽和应用范围广泛等优点[5-6], 其
灵敏度大大的超过了放射免疫分析技术, 是目前

配基结合分析中最有发展前途的一项超微量检

测手段. 已逐步在临床实践中推广.
 HBV DNA是乙型肝炎病毒的分子生物学

标记,  HBV DNA的存在是HBV复制和传染性的

直接标志[2,7-8]. HBeAg同样被视为HBV复制与传

染的标志而且是重要的免疫耐受因子[7-8], 大部

分情况下血清中HBeAg中、高浓度存在表示患

者处于高感染低应答期. HBeAg消失而抗HBe产
生称为血清转换. 转换过程通常意味着机体由免

疫耐受转为免疫激活. HBeAg致机体的免疫耐受

作用是HBV适应、生存及繁衍的一种重要保护

手段. 我们的研究表明: 青少年和小儿慢性HBV
感染者血清中HBV DNA含量与HBeAg定量之间

存在正相关关系和线性回归关系. 本研究结果与

Hussain et al [9]研究报导基本一致. 不同的是以往

研究未将研究对象按年龄区分[10]; HBeAg研究方

法多是定性而非定量; 未用线性回归关系分析进

一步阐明二者间量的关系. 我们发现, HBV DNA
定量对数值每升高1 copy/mL, HBeAg定量随之

平均升高0.32 NCU/mL.
研究发现, 339例总样本中, HBV病毒复制

活跃, (HBV DNA定量升高, HBeAg定量升高), 
而ALT水平正常的病例为313例占总病例数的

92.3%. Lok et al [11]认为, 慢性乙肝自然史分为4
个不同时期: 免疫耐受期、免疫清除期、非活

动期、复发期. 免疫耐受期的特点是: HBV DNA
滴度较高, HBeAg(+), 而ALT水平正常, 组织学

无明显异常. 我们的研究发现与上述观点是一致

的. 青少年和小儿免疫系统发育尚未完善, 加上

HBeAg免疫耐受因子的作用, HBV感染时机体处

于免疫耐受状态, 而乙肝的发生与免疫清除损害

明显相关(Ishikawa et al [12]、Chisari et al [13]研究认

为, 乙型肝炎的发生与患者自身的免疫清除损害

明显相关, 与HBV的直接作用无明显相关性. 如: 
致敏T细胞清除机体HBV的同时也损伤了肝细

胞[14]). 此时肝脏无损害或损害轻微尚达不到肝

炎水平, 称为HBV携带状态, 通常具有较强的感

染性. 这一时期, 目前尚缺乏有效的治疗药物与

治疗方法, 需动态监测, 在ALT升高>正常值上

限两倍时(排除 劳累、熬夜、饮酒, 损害肝脏药

物及其他因素或疾病所至ALT升高, 也应排除

因应用降酶药物后ALT暂时性正常)、即视为其

免疫清除发动(激活)的开始. ALT持续或间断升

高, 超过6 mo, 在其自身不能自发进行HBeAg

■应用要点
研究发现 ,  2 0岁
以下慢性HBV感
染者血清中HBV 
D N A与H B e A g
定量之间存在正
相关关系 ,  而2 0
岁 以 上 慢 性 乙
型肝炎患者血清
中H B V D N A与
HBeAg定量之间
不一定存在明显
正相关关系 .  本
文发现 2 0岁以
上小三阳的慢性
乙型肝炎患者中
H B V D N A定量
明显升高者超过
30%, 必将为以后
的研究提供新的
思路和方法.

图  1  HBV DNA定量与HBeAg定量的正相关及线性回归关系. 

r  = 0.769 P<0.001 
b  = 0.32  P<0.001

TRF = -0.79+0.32×PCR
R-Square = 0.59

H
Be

Ag
(N

CU
/m

L)

2.00

1.00

0.00

3.00  4.00   5.00    6.00   7.00   8.00
Log HBV DNA(copies/mL)

    升高水平       HBV DNA (copies/mL)    HBeAg (NCU/mL)

表  1  HBeAg, HBV DNA检测诊断标准

阴性                      ＜103                      ＜0.03
阳性                      ＞103                      ＞0.03
低水平升高       103-105                 0.12-0.5
中等水平升高   105-108                   0.5-2.0
高水平升高           ＞108	         2.0-8.0   

    
    

             HBV DNA         HBeAg             ALT

            (copies/mL)    (NCU/mL)          (U/L)

表  2  总样本检测结果构成表

313          ＞5	  ＞0.3	      ＜80	         92.3              
    3          ＜3	  ＞0.5	      ＜80	         0.88   
    2         	＞5	  ＜0.03	      ＜80	         0.59    
  12	 ＞5	  ＞0.3	      ＞80	         3.53
    9	 ＜3	  ＜0.03	      ＜80	         2.65 

 %n   
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到抗HBe的血清转换过程的情况下, 尤其ALT升
高至正常值的5-10倍时, 对其(此类患者)进行外

源性药物干预或增强其免疫力[15-16], 对其预后

是有益的.
本次研究中发现有9例患者(HBV DNA定量 

<5 copies/mL, 同时HBeAg, 定量<0.03 NCU/mL, 
且ALT水平于正常范围)已经过HBeAg血清转换

处于非活动期. 有极少数病例HBeAg定量阳性、

而HBV DNA阴性或HBV DNA定量阳性、而

HBeAg定量阴性. 这可能是病情复发、引物及探

针对应的HBV DNA序列变异所致或与HBV前

C区基因变异相关[17-19]. 因此, HBV DNA定量与

乙肝血清标志物定量检测需互补[20-22], 且结合肝

功能生化指标[23], 肝脏影像学, 甚至组织学或原

位PCR应该能够更客观综合评价乙型肝炎患者

HBV感染状况. 
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 病例报告 CASE REPORT 

以下消化道出血为首发症状的急性巨核细胞白血病1例

杜桂芹, 丁秀明, 邵晶莹, 黄立娟, 徐洪伟, 齐桂云

杜桂芹, 邵晶莹, 黄立娟, 徐洪伟, 齐桂云, 哈尔滨医科大学
附属第二医院检验科 黑龙江省哈尔滨市 150086
丁秀明, 黑龙江省五大连池市人民医院检验科 黑龙江省五
大连池市 161461
通讯作者: 齐桂云, 150086, 哈尔滨市南岗区学府路246号, 哈尔
滨医科大学附属第二医院检验科. dongyueyue@tom.com 
电话: 0451-86605380
收稿日期: 2006-05-10    接受日期: 2006-09-01

摘要
患者, 女, 34岁, 9 d前无明显诱因出现黏液血便, 
发热寒战, 伴腹胀腹痛入院. 纤维结肠镜检查未
见异常. 经血常规、骨髓像、免疫组化及流式
细胞术检测单个核细胞的免疫表型CD41确诊
为急性巨核细胞白血病. 此病例以下消化道出
血为首发症状, 易误诊误治, 临床极少见.

关键词: 下消化道出血; 急性巨核细胞白血病

杜桂芹, 丁秀明, 邵晶莹, 黄立娟, 徐洪伟, 齐桂云. 以下消化道

出血为首发症状的急性巨核细胞白血病1例.  世界华人消化杂

志  2007;15(8):913-914

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/913.asp

0  引言

急性巨核细胞白血病( A M K L )是一种特殊类

型的白血病, 以贫血、出血、感染等为主要临

床表现. 国外报道此型白血病占急性白血病的

12%, 国内报道占急性白血病的1.2%[1], 从整个

白血病发病情况看其发病率较低.而且AMKL
多见于慢性粒细胞白血病急性变或继发性白血

病. AMKL疗效极差, 是一种进行性预后不良的

疾病. 由于AMKL缺乏形态学和组织化学特征, 
免疫分型CD41可提高诊断率, 以下消化道出血

为首发症状的AMKL临床极少见, 容易误诊误

治. 应引起检验工作者和临床医生的高度关注.

1  病例报告

患者, 女, 34岁. 9  d前无明显诱因出现黏液血便, 
发热伴下腹部胀痛, 无反酸、嗳气及恶心呕吐, 
体温38℃, 经对症治疗症状未见缓解, 纤维结肠

镜检查结果显示未见异常, 以下消化道出血收

入我院消化科. 查体: 中度贫血外貌, 肝脾未触

及, 淋巴结无肿大. 粪便常规检查WBC 0-1/HP, 
RBC 2-4/HP, 粪便潜血试验阳性.血常规检查:

WBC 8.1×109/L, N 0.44, L 0.46, M 10.0, HB 
80  g/L, PLT 277×109/L, RBC 2.61×1012/L. 骨
髓像检查: 骨髓增生明显活跃, 巨核细胞大量

出现占30%, 常聚集分布, 以幼巨核和小巨核为

主, 可见小巨核及幼巨核产板. 原始细胞大量出

现占60.5%, 细胞圆形较大, 核浆比较高, 胞质深

蓝色环核分布, 可见空泡, 核染色质细颗粒状均

匀分布.细胞化学染色: 过氧化物酶染色POX阴

性, 糖原染色PAS阳性, 骨髓细胞少, 骨髓干抽2
次. 流式细胞术检测单个核细胞的免疫表型为

CD41, 最终确诊为AMKL. 此病以下消化道出

血为首发症状者极少见.

2  讨论

AMKL是急性白血病中一种少见的类型, 发病

者多为青壮年及幼儿, 此病病情凶险, 疗效不

佳.以往通过进行骨髓细胞形态学、细胞化学

染色检查及电镜检查血小板过氧化物酶即可初

步确立诊断. 随着流式细胞技术对巨核细胞超

微细胞化学及免疫细胞化学的深入研究, 应用

mAb, 特别是单个核细胞的免疫表型检测代替

电镜技术诊断AMKL已在临床广泛应用.目前,  
人们多选用CD41作为巨核细胞系的标志, 尽管

有许多其他巨核系和血小板mAb可供选择, 但
CD41在巨核细胞系发育过程中表达较早, 并且

贯穿巨核细胞系发育的整个过程, CD41是血小

板糖蛋白的一种, 位于血小板表面的黏附蛋白

受体, 可介导广泛的细胞-细胞或细胞-基质黏

附反应. 因此CD41表达是诊断AMKL的一种简

单、快速的方法
[2]. 骨髓干抽是AMKL的一大

特点, 该患先后进行3次骨穿, 2次干抽, 与骨髓

纤维化有关, 与相关文献报道一致
[3]. 如果青壮

年患者骨穿出现多次骨髓干抽想象, 应考虑本

病的可能性.做血常规检查时, 白细胞总数和

www.wjgnet.com
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分类都正常、血红蛋白轻度降低并伴有下消

化道出血症状往往多考虑为消化道疾病, 而忽

略了血液病, 导致漏诊、误诊. 临床上以下消

化道出血为首发症状的AMKL目前国内未见报

道. 这一症状应引起临床医生和检验工作者高

度重视.
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第三届全国肝移植学术研讨会通知

本刊讯 天津医学会器官移植分会、天津市第一中心医院将于2007-03-24/25在天津天鹅湖度假村举行“第三

届全国肝移植学术研讨会”, 会议期间, 将邀请国内包括香港和台湾地区的著名肝移植专家作精彩演讲.  近年, 

我国肝移植技术进入快速发展时期, 国内已有大批长期存活的肝移植受者, 如何提高肝移植受者的生存质量是

国内的肝移植临床工作人员今后应该研究的重点之一, 本次研讨会将以“肝移植术后患者的长期生存”为主

题, 对肝移植术后肝炎复发的防治、肿瘤复发的综合防治、免疫抑制剂的长期应用及其副作用、肝移植术后

患者的长期随访等问题进行深入讨论.  适逢举办此次研讨会之际, 与各位专家学者及临床一线的医生共同交

流肝移植临床实践的经验.  

会议主题: 肝移植术后患者的长期生存; 报到日期: 2007-03-24; 会议日期: 2007-03-25; 会议地点: 天津

天鹅湖度假村; 主办单位: 天津市第一中心医院; 联系人: 刘彤; 电话: 022-23626879, 022-85738707; 传真: 

022-23626897; 地址: 中国天津南开区复康路24号; 邮编: 300192. 承办单位: 茵斯派克国际会展服务有限公司; 

联系人: 高洋; 电话: 010-62358943; 地址: 中国北京市海淀区北太平庄路甲1号9号楼中昊财务写字楼415室; 邮

编: 100088.
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A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃
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律采用法定计量单位表示, 例如, 血液中的总蛋

白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总

脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿

素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固

醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、

肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生

素A、维生素E、维生素B1、维生素B2、维生

素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、

汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰
岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12

用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 
例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 
5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 七年, 7 a; 雌性♀, 雄性♂, 
酶活性国际单位IU=16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 
百分比％, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类

改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ改成mg, 长度

m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例
如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不

能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文

章内应统一. 单位符号没有单、复数的区分, 例
如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 
8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10年, 
10 a; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 
mL/ L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾
上腺素, 1 g/ L肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 
pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 
10%葡萄糖改为560 mmol/ L或100 g/ L葡萄糖; 
45 ppm=45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用
r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一律

以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大写

P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标准

差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean±
SE. 统计学显著性用aP  <0.05, bP  <0.01(P  >0.05
不注). 如同一表中另有一套P值, 则cP  <0.05, dP  
<0.01; 第三套为eP  <0.05, fP  <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995
出版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采

用汉字数字 ,  如二氧化碳、十二指肠、三倍

体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学

数字采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5±

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60=Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N-甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分

子量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD
改为M r 30 000或30kDa(M大写斜体, r小写正体, 
下角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即
A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用

原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在

＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24
岁, 56.4±0.5 d.3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 
ng/ L, 131.6±0.4 mmol/L, t  =28.4±0.2℃. BP
用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×

109/L, WBC构成比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确

的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不
明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 
N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高
4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一

1-2
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0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 
前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean
±SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来
定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百

多g, 平均数波动在百位数, 故应写成3.6±0.4 
kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其
SD/3=0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来

定:分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 
000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前

后的阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距

离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不

移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜

明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字左右, 最好不超过26个字. 避免用

“的研究”或“的观察”等非特定词.
3.2 作者 论文署名作者不宜过多, 一般不超过8
人, 主要应限于参加研究工作并能解答文章有关

问题、能对文稿内容负责者, 对研究工作有贡献

的其他人可放入致谢中. 作者署名的次序按贡献

大小排列, 多作者时姓名间用逗号, 如是单名, 则
在姓与名之间空1格(正文和参考文献中不空格). 
世界华人消化杂志要求所有署名人写清楚自己

对文章的贡献. 第一方面是直接参与, 包括: (1)酝
酿和设计实验; (2)采集数据; (3)分析/解释数据. 
第二方面是文章撰写, 包括: (1)起草文章; (2)对
文章的知识性内容作批评性审阅. 第三方面是工

作支持, 包括: (1)统计分析; (2)获取研究经费; (3)
行政、技术或材料支持; (4)指导; (5)支持性贡献. 
每个人必须在第一至第三方面至少具备一条, 才
能成为文章的署名作者. 世界华人消化杂志不设

置共同第一作者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室  河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 男, 1966-02-26
生, 河北省定县人, 汉族. 1994年北京中医药大学

硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病的病理研究.
3.5 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No.30224801 
3.6 通讯作者 格式如: 通讯作者: 马连生, 030001, 
山西省太原市双塔西街77号, 太原消化病研治

中心. wcjd@wjgnet.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:     接受日期: 
3.7 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 署名一般不超过8人. 作者姓名汉语拼音拼

写法规定为: 先名, 后姓; 首字母大写, 双名之间

用半字线“-”分开, 多作者时姓名间加逗号. 格式

如: “潘伯荣”的汉语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位  先写作者 ,  后写单位的全称及省市邮

政编码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, 
Department of Pathology, Chengde Medical 
College, Chengde 067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
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Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.com
收稿及接受日期  格式如: Received:  Accepted:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求

与中文摘要一致. 格式如下: 
Abstract 
AIM:
METHODS:
RESULTS:
CONCLUSION:
Zhang XC, Gao RF, Li BQ, Ma LS, Mei LX, Wu 
YZ, Liu FQ, Liao ZL. Effects of Weixibao nizhu-
anwan on gastric precancerous lesions 300 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006; 14:
3.8 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对
照组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其

临床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例

进行过随访, 有多少例因出现不良反应而中途

停止研究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数

据, 有什么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要

真实、准确、具体, 所列数据经用何种统计学

方法处理; 应给出结果的置信区间和统计学显

著性检验的确切值; 概率写P , 后应写出相应显

著性检验值), 结论(全文总结, 准确无误的观点

及价值), 中文摘要格式如下: 
摘要

目的:
方法:
结果:
结论:
张旭晨, 高瑞丰, 李炳庆, 马连生, 梅立新, 吴玉

珍, 刘凤芹, 廖振林. 胃细胞逆转丸治疗胃癌前

期病变300例. 世界华人消化杂志  2006;14: 
3.9 正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 
材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号

一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1
格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3).
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他相

关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的

研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详细描

述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关

文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进

之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并
有足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文

即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其

容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出现

的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白

图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 图
1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; 
C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按●、

○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计

学显著性用: aP<0.05, bP<0.01(P >0.05不注). 如同

一表中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套
为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具

体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  对照组等, 注在表

的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单

位符号应注在表的右上方, 表内个位数、小数

点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或

未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上

等. 表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用

t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图

请附黑白照片, 并考入磁盘内; 彩色图请提供冲

洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩
色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条黏 
贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴.
致谢  致谢后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 
左齐.
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如马连生[1]报告……, 潘伯荣 et al [2-5]认为……; 
PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文叙述时, 
用与正文同号的数字并排, 如本实验方法见文
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