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Abstract
Gas signal molecules, such as hydrogen sulfide 
(H2S), nitric oxide and carbon monoxide,  play 
an important role in the regulation of physiology 
and pathophysiology of the human body. In 
this article, we will review the role of H2S in the 
pathogenesis of cirrhotic portal hypertension. 
Besides, we will also discuss new treatment 
strategies for cirrhotic portal hypertension.

Key Words: Hydrogen sulfide; Gas signal molecule; 
Cirrhotic portal hypertension; Hemodynamics

Zhai Y, Cai ZH, Wang LJ, Ding HG. Role of hydrogen 

sul f ide  in  the  pathogenes is  of  c i r rhot ic  porta l 
hypertension. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(26): 
2651-2653

摘要
H2S、NO及CO共同构成了机体新的气体信号
分子系统, 他们在体内发挥重要的生物学效
应, 形成独立又相互作用的体系. 本文综述了
气体信号分子H2S在肝硬化门脉高压发生机
制中的作用及对肝脏微循环与血液动力学的
影响, 为肝硬化门脉高压的防治提供新的理论
与策略. 

关键词: H2S; 气体信号分子; 肝硬化门脉高压; 血液

动力学

翟云, 蔡照华, 王利军, 丁惠国. 气体信号分子H2S在肝硬化

门脉高压形成中的作用. 世界华人消化杂志  2009; 17(26): 

2651-2653
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0  引言

硫化氢(hydrogen sulfide, H2S)作为新的气体信号

分子, 已经受到了人们的重视, 在多个领域成为

研究的热点. 肝硬化门脉高压的发生机制尚未

完全阐明, 本文综述气体信号分子H2S的主要生

物学功能及其在肝硬化门脉高压病理生理机制

及血液动力学变化中的作用.

1  H2S在体内的生成及对血管的作用

H2S通常是一种无色有臭鸡蛋气味的气体, 密
度比空气略大, 能溶于水(1∶2.6), 有剧毒, 是
一种大气污染物. 过量吸入H2S可以影响肺、

脑、肾等多种脏器的正常功能[1]. H2S在体内可

能有2种存在形式: 少部分以气体形式存在, 大
部分以硫氢化钠(NaHS)形式存在. NaHS在体

内可分解为钠离子及硫氢根离子, 后者与体内

的氢离子结合生成H2S. 内源性H2S是体内含硫

氨基酸如蛋氨酸、半胱氨酸、同型半胱氨酸

等在5'-磷酸吡哆醛依赖酶[包括胱硫醚-β-合酶

(cystathionine-β-synthase, CBS)、胱硫醚-γ-裂解

酶(cystathioniniyase, CSE)]作用下产生的代谢产

www.wjgnet.com
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大的成绩, 但其机
制尚未完全阐明. 
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高压发生机制中
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物[1]. CBS主要存在于神经系统, CSE在主动脉、

肺动脉、肠系膜动脉、尾动脉和门静脉上表达, 
而回肠、肝脏以及肾脏中CBS和CSE则同时存 
在[2]. 国外研究显示, 肝脏H2S生成率明显高于回

肠和动脉的生成率[3], 提示肝脏可能是体内H2S
生成的重要部位, 对维持循环血液中H2S浓度可

能起关键作用. 还有研究显示, H2S可通过抑制

MAPK信号途径抑制血清及内皮素诱导的血管

平滑肌细胞增殖[4], 通过激活caspase-3途径诱导

主动脉平滑肌细胞凋亡[5], 从而维持血管正常结

构和功能. 已有研究报道, H2S对肺循环结构、

功能及血管重建有一定作用[6]. Hosoki et al发现

H2S可以呈浓度依赖性的舒张门静脉和胸主动

脉, 这种舒张效应可被H2S的抑制剂阻断[2]. 研
究还发现, NaHS(H2S供体)呈剂量依赖性的舒张

肺动脉血管环, 应用一氧化氮合酶(nitric oxide 
synthase, NOS)抑制剂阻断内源性NO生成后, 
NaHS的舒张效应被削弱[3], 提示H2S可能直接或

通过NO作用舒张肺血管.

2  H2S、NO和CO的相互作用

H2S、NO、CO 3种气体信号分子均具有明显的

舒张血管作用, 在调节血管扩张的过程中, 具有

相互协调的作用. NO是最早发现的气体信号分

子, 他可引起血管平滑肌细胞舒张, 从而降低血

管张力. 在生理作用的情况下, H2S如何对NO产

生影响目前还不十分清楚[3]. 研究报道, 单独应

用H2S引起的血管舒张效应很微弱, 而NO存在

的情况下, 血管舒张效应增加13倍[7]. NO调节内

源性H2S可能通过2种机制: 一方面NO可以通过

增加血管平滑肌上CSE的活性; 另一方面NO还

可以直接增加平滑肌CSE的转录水平, 从而上调

CSE表达[8], 提示NO可促进血管平滑肌细胞H2S
的合成与分泌. 但是也有研究发现, 内源性H2S
可抑制肺动脉内皮细胞内皮型一氧化氮合酶

(endothelial nitric oxide synthase, eNOS)表达, 血
浆NO下降[2]. 研究发现, CO和H2S通过调节血管

平滑肌的舒缩及其增殖和凋亡, 从而参与高血

压的发病过程[9]. 研究证实, 在低氧性动脉高压

大鼠中H2S可上调肺动脉平滑肌细胞中CO合成

与分泌[10], 而给予CO底物后显著抑制血管平滑

肌细胞中H2S生成, CSE mRNA的转录也明显下

调[11], 提示CO对低氧性动脉高压大鼠血管平滑

肌细胞H2S/CSE体系发挥抑制作用. 总之, H2S、
NO、CO的细胞来源仍不完全清楚, 三者之间的

相互作用及其调节机制仍未完全阐明.
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3  H2S在肝脏微循环及肝硬化门脉高压中的作用

肝脏微循环单位是由门脉终支·肝动脉终支开

始, 经过肝窦至肝静脉终支微血管构成. 肝窦由

肝窦内皮细胞、星状细胞、枯否细胞和pit细胞

组成. 肝窦受纳来源于门脉终支及肝动脉终支

两方面的血液, 前者占80%, 后者占20%, 对维持

肝脏代谢及功能稳定具有重要意义. 
3.1 肝脏微循环的调控机制 肝脏微循环的调控

机制十分复杂, 仍未完全阐明. 近年来研究证明, 
肝星状细胞对肝窦局部微循环的调节具有重要

作用[12]. 肝星状细胞位于Disse腔, 活化的肝星状

细胞具有血管平滑肌细胞的特性, 受多种血管

活性物质(如内皮素、NO等)的调节[13]. 内皮素

主要由肝窦内皮细胞产生, 并释入Disse腔, 内皮

素受体有ETa和ETb 2种, 前者主要分布在血管平

滑肌细胞、肝星状细胞; 后者则分布较广(包括

肝窦内皮细胞、枯否细胞和肝细胞). 内皮素与

肝窦内皮细胞的ETb受体结合生成和释放NO使

星状细胞弛缓; 内皮素与星状细胞的ETa受体结

合使其收缩. 活体显微镜下也看到内皮素引起

肝窦收缩, 并证明肝窦收缩部位与星状细胞的

荧光区是一致的[13-14]. NO是最重要的扩血管物

质, 肝脏各类细胞都能生成NO. 肝窦内皮素和

NO的平衡决定肝窦压力, 但用抗内皮素抗体或

NO生成阻断剂的结果并未获得完全支持[13,15]. 
近来我们研究发现, 低浓度H2S通过激活HSC-T6
细胞KATP通道降低细胞内Ca2+浓度, 可能通过

调节细胞氧化应激促进细胞增殖; 而高浓度H2S
刺激HSC-T6细胞内Ca2+浓度增加[16], 提示H2S在
调节肝脏微循环中也可能具有重要作用. 
3.2 H2S与肝硬化门脉高压 肝硬化门脉高压的

形成机制中, 门脉阻力增加是门脉高压的始动

因素, 全身高动力循环和内脏充血则是门脉高

压的持续因素. 门脉阻力增加是由于肝内血管

床塌陷 ,  肝内纤维化及假小叶形成等多种因

素的结果. 目前认为, 肝窦NO缺乏和收缩血管

物质的增加在门脉血流阻力增加方面起着很

重要的作用[12]. 近年研究发现, 门脉高压模型

中肝内血管张力增加还可归因于肝内血管张

力因子的生成及代谢失衡[17]. 门脉高压形成和

肝内血管舒张因子生成减少 ,  肝星状细胞对

血管舒张因子的反应性受损 ,  敏感性减弱有

关. 实验发现, 肝硬化动物模型中肝内NO含量

减少, NO缺失主要归因于血管eNOS活性的减 
弱[18]. 目前研究结果表明, 血管舒张因子减少在

肝硬化肝内血管张力增加中具有重要作用. 近
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■研发前沿
H 2S 是 近 年 来 新
发现的具有血管
扩张作用的气体
信号分子 ,  与NO
及CO共同构成了
机体新的气体信
号 分 子 系 统 ,  他
们在体内发挥重
要的生物学效应. 
H 2S 在 肝 硬 化 门
脉高压病理生理
机制中的作用研
究甚少.

■相关报道
Hosoki et al 发现
H2S可以呈浓度依
赖性的舒张门静
脉和胸主动脉, 这
种舒张效应可被
H 2S 的 抑 制 剂 阻
断 .  研究还发现 , 
NaHS(H2S供体)
呈剂量依赖性的
舒张肺动脉血管
环, 应用NOS抑制
剂阻断内源性NO
生成后, NaHS的
舒张效应被削弱, 
提示H2S可能直接
或通过NO作用舒
张肺血管.
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年来研究发现, H2S对肝硬化和正常大鼠肝内

血管舒张的调节也起重要作用[9]. H2S可以减弱

肝硬化和正常大鼠肝内血管对去甲肾上腺素的

反应性[19]. 在正常肝脏当中, 给予L -半胱氨酸和

H2S一样都可降低肝内血管的阻力. 研究发现, 
CSE和CBS在肝脏中都表达, 但在胆道结扎肝硬

化模型中, CSE mRNA的表达比正常肝脏明显减

少, CSE蛋白的表达与正常肝脏相比减少了60%, 
CBS mRNA表达无明显变化[9]. 在CCl4大鼠肝硬

化模型中, H2S的生成比正常肝脏明显减少[9]. 也
有研究发现, CBS和CSE在肝窦血管内皮细胞中

没有表达[19]. 与NO不同, H2S舒张血管的作用大

部分或完全不依赖内皮细胞. 研究证明, 肝星状

细胞明显表达CSE mRNA[16]. 因此, 推测肝星状

细胞可由L -半胱氨酸合成H2S, 诱导肝星状细胞

的舒张, 肝内阻力降低. 但是, 肝硬化模型中肝

星状细胞内CSE酶活性明显减弱, 这一改变能诱

导窦周星状细胞的收缩, 进一步加重了门脉高

压[9]. 并且, 活化的肝星状细胞不但CSE酶活性

减弱, 其表达也减少[9]. 因此, 肝硬化大鼠中肝内

H2S的减少主要与CSE酶活性减弱和表达减少有

关, 也可能在肝硬化门脉高压的发生机制中起

重要作用.

4  结论

H2S是一种血管舒张因子, 能降低肝内阻力, 肝硬

化时肝脏组织CSE mRNA表达及其酶活性降低, 
其含量减少可能是门脉高压形成的重要病理机

制. H2S扩张血管作用不依赖NO, 其作用机制也

不相同, 但在调节血管张力方面可能起协调作用. 
因此, 深入研究H2S、NO及CO的相互关系及其机

制, 可能为门脉高压的预防及治疗带来新策略. 
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Abstract
AIM: To induce the differentiation of rat bone 
marrow mesenchymal stem cells towards 
hepatocyte-like cells, observe the morphology 
and molecular biological feature of differentiated 
cells and investigate their therapeutic effects 
against hepatic injury.

METHODS: Rat bone marrow mesenchymal 

stem cells were separated, cultured and puri-
fied. Hepatocyte growth factor (HGF), fibroblast 
growth factor-4 (FGF-4) and epidermal growth 
factor (EGF) were then added to culture medium 
to induce differentiation. The expression of al-
bumin, alpha-fetoprotein (AFP) and cytokeratin 
18 (CK 18) mRNAs was detected using reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) on days 7, 14, 21 and 28 after induction. 
On day 28, the differentiated cells were stained 
with DAPI (4', 6-diamidino-2-phenylindole) and 
injected to rats via the portal vein. These rats 
were sacrificed 24, 48, 72 and 168 hours after 
injection, respectively. The liver samples were 
taken to examine fluorescent distribution in the 
liver under microscopy. Acute hepatic failure 
(AHF) was induced in rats by intraperitoneal in-
jection of thioacetamide. Differentiated cells at a 
density of 1 × 106 or 5 × 106 cells/L were injected 
to AHF rats via the portal vein. Blood samples 
were taken from these rats to perform liver func-
tion tests 48 and 168 hours after injection. The 
rats were executed 168 hours after injection to 
take liver samples for histological examination.

RESULTS: After induction with HGF, FGF-4 
and EGF, bone marrow mesenchymal stem cells 
differentiated towards hepatocyte-like cells. The 
differentiated cells exhibited the morphology 
and biological behavior of hepatocyte-like cells. 
After differentiated cells stained with DAPI 
were injected into rats via the portal vein, many 
stained cells were distributed in the liver, and 
some of them could live for more than 7 days. 
When the differentiated cells were injected into 
AHF rats via the portal vein, hepatic injury in 
these rats was improved. In AHF rats injected 
with differentiated cells at a density of 1 × 106 
cells/L, serum alanine aminotransferase (ALT) 
changed from 238.0 ± 113.5 U/L at baseline to 
189 ± 68.4 U/L at 48 hours and 149.0 ± 54.2 U/L 
at 168 hours, and serum total bilirubin (TBIL) 
from 2.9 ± 1.6 µmol/L at baseline to 3.0 ± 1.4 
µmol/L at 48 hours and 1.3 ± 0.3 µmol/L at 168 
hours. In AHF rats injected with differentiated 
cells at a density of 5 × 106 cells/L, serum ALT 
changed from 238.0 ± 113.5 U/L at baseline to 
169.7 ± 46.0 U/L at 48 hours and 103.7 ± 46.0 

®

■背景资料
肝衰竭是慢性肝
病的主要致死原
因, 肝移植是最有
效的治疗手段, 然
而 ,  肝 脏 来 源 有
限, 且受到排异反
应的困扰, 因此其
临床应用受到限
制, 迫切需要找到
一种替代性器官
来源. 干细胞培养
是近年迅速发展
起来的一项技术, 
研究表明, 骨髓中
含有大量间充质
干细胞, 这些细胞
具有多种分化潜
能, 在合适的条件
下, 可向相应的细
胞系分化.

■同行评议者
潘 兴 华 ,  副 主 任
医 师 ,  中 国 人 民
解放军成都军区
昆明总医院病理
实验科
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U/L at 168 hours, and serum TBIL from 2.9 ± 1.6 
µmol/L to 2.9 ± 1.3 µmol/L at 48 hours and 0.9 ± 
0.3 µmol/L at 168 hours.

CONCLUSION: Rat bone marrow mesenchymal 
stem cells can differentiate towards hepatocyte-
like cells in the presence of inducing factors. 
Differentiated cells can live  in the liver and im-
prove hepatic injury in rats with AHF.

Key Words: Bone marrow mesenchymal stem cells; 
Hepatocyte-like cells; Differentiation; Hepatocyte 
growth factor; Fibroblast growth factor-4

Xing QT, Sun QL, Li D, Xing PX, Ma RP, Chen FZ, Shao 
MY, Yao YY, Guan YY. Differentiation of bone marrow 
mesenchymal stem cells towards hepatocyte-like cells in 
vitro. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(26): 2654-2661

摘要
目的: 探讨大鼠骨髓间充质细胞向肝细胞样
细胞的诱导分化, 观察诱导分化细胞的形态和
分子生物学特性, 及其对急性肝损伤大鼠的治
疗作用. 

方法: 分离、培养并纯化大鼠骨髓间充质细
胞, 培养基中加入肝细胞生长因子(HGF)、
纤维生长因子-4(FGF-4)及上皮细胞生长因
子(EGF), 分别于7、14、21、28 d观察细胞
形态变化, 采用RT-PCR方法检测细胞白蛋白
(ALB)、甲种胎儿球蛋白(AFP)、细胞角蛋
白-18(CK-18)的mRNA表达, 将诱导分化28 d
的细胞经DAPI染料染色后, 经门静脉注入同
种异体大鼠体内, 经24、48、72及168 h分批
处死大鼠,  观察大鼠肝组织内荧光细胞的分
布. 大鼠腹腔注射硫代乙酰胺制作急性肝衰竭
模型, 将1×106及5×106个诱导分化细胞经门
静脉注入大鼠体内, 经48、168 h采血查肝功, 
168 h处死大鼠, 取肝组织病理学检查. 

结果: 大鼠间充质细胞经上述3种细胞因子诱
导后, 形态和生物学行为方面都发生向肝细胞
样细胞方面的转化, 经门静脉注入大鼠体内
后, 有大量该种细胞在肝组织内分布, 24 h荧
光细胞最多, 随时间延长逐渐减少, 可持续7 d. 
骨髓间充质细胞的诱导分化细胞经门静脉注
入肝损伤模型大鼠体内后, 大鼠肝功能有所
好转, 注入1×106细胞大鼠ALT由注入前238.0
±113.5 U/L, 48 h后降至189±68.4 U/L, 168 h
后降至149.0±54.2 U/L, TBIL由注入前2.9±
1.6 µmol/L, 48 h至3.0±1.4 µmol/L, 168 h至1.3
±0.3 µmol/L; 注入5×106个细胞者(ALT)由注
入前238.0±113.5 U/L, 48 h后降至169.7±46.0 
U/L, 168 h后降至103.7±46.0 U/L, TBIL由注

入前2.9±1.6 µmol/L, 48 h至2.9±1.3 µmol/L, 
168 h至0.9±0.3 µmol/L.

结论: 大鼠骨髓间充质细胞可在某些细胞因
子的诱导作用下发生类肝细胞样转化, 将转
化细胞经门静脉植入同种异体大鼠体内后可
在肝组织内存活并对大鼠肝损伤有一定修复
作用.

关键词: 骨髓间充质细胞; 肝细胞样细胞; 诱导分

化; 肝细胞生长因子; 成纤维细胞生长因子-4
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0  引言

许多慢性肝脏疾病最终会导致肝衰竭, 此时, 肝
脏移植是最佳方案. 然而, 受到供体来源短缺、

可能发生的移植排斥反应等限制, 肝移植只能

应用于很少一部分肝衰竭患者. 近几十年来, 人
们一直在寻找新的治疗方法, 包括人工肝和肝

细胞移植等,  干细胞研究则是另一个焦点. 已有

许多研究表明[1-10], 干细胞在一定诱发因素作用

下, 可能向某些特定的细胞系转化. 而骨髓中含

有较多的干细胞, 因此近年对骨髓干细胞分化

潜能的研究也较多. 我们对骨髓间充质细胞向

肝细胞方向诱导分化的可能性及诱导分化细胞

形态功能特性进行了探讨, 并观察诱导分化细

胞的形态和分子生物学特性及其对急性肝损伤

大鼠的治疗作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar大鼠(共50只, ♀, 体质量250±
20 g, 清洁级, 随机分为A、B、C、D、E 5组, 
A、B、C、D用于诱导细胞对肝损伤作用的研

究, E组用于移植诱导细胞在大鼠肝脏分布和

生存研究), 购自山东大学实验动物中心, 自由

饮水, 分笼饲养; DMEM低糖培养基(Invitrogen
公司), 胎牛血清(PeproTech公司), 大鼠专用淋

巴细胞分离液(Percol l公司), 肝细胞生长因子

(hepatic-growth factor, HGF), 成纤维细胞生长

因子-4(fibro-growth factor, FGF-4), 上皮细胞生

长因子(epidermic-growth factor, EGF), 以上3种
因子均购于Peprotech公司, 4, 6-二脒-2苯基吲哚

(4', 6'-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride, 
DAPI), 购自Biotium公司, 硫代乙酰胺(天津化学

■相关报道
何忠杰 et al 报道: 
骨髓多能干细胞
具有潜在分化能
力 ,  在 适 当 条 件
下, 可能分化为肝
细胞样细胞、软
骨样细胞、神经
细胞样细胞、心
肌细胞样细胞、

胰 岛 细 胞 样 细
胞、雪旺细胞样
细胞等.
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试剂有限公司产品), CO2细胞培养箱(Heraeus公
司), 荧光显微镜(Olympus公司), 离心机(上海安

亭科学仪器厂), 流式细胞仪(BD Biosciences公
司), 全自动生化分析仪(日本日立), ABI实时定

量PCR分析仪(美国应用生物系统公司).
1.2 方法 
1.2.1 干细胞培养、诱导及标记: 无菌取大鼠股

骨, 用PBS自骨骺冲出骨髓, 细胞悬液用大鼠专

用淋巴细胞分离液分得单个核细胞, 以5×108

个/L悬浮于低糖培养基(DMEM+160 mL/L胎牛

血清+L -谷氨酰胺+青、链霉素各100 kU/L)中, 
置50 mL/L CO2细胞培养箱内常规培养, 待贴壁

细胞达瓶底面积70%以上时进行传代; 取传至

5-6代、处于对数生长期的骨髓间充质细胞, 加
入诱导分化培养基(含HGF、FGF4、EGF终浓

度均为20 mg/L, 3 d换液1次, 于处理后7、14、
21和28 d倒置光学显微镜直接观察细胞形态变

化; 将细胞置于终浓度500 mg/L的DAPI溶液中, 
37℃孵育30 min后洗涤3次染色备用.
1.2.2 细胞表型检测: 取传至5-6代的细胞2×106, 
流式细胞仪检测其表型CD34、CD45、CD105. 
1.2.3 RT-PCR方法检测细胞ALB、AFP、CK-18 
mRNA的表达: TRIzol试剂提取总RNA, RT-PCR
反应按试剂盒说明, PCR反应总体积为25 µL, 扩
增程序为95℃ 30 s, 65℃ 45 s, 72℃ 45 s, 5循环; 
95℃ 30 s, 60℃ 45 s, 72℃ 45 s, 30循环; 95℃ 30 s, 
55℃ 45 s, 72℃ 45 s, 4循环; 最后72℃延长10 min, 
实时PCR定量分析仪测定, 设β-actin内参照表达

为1. 引物设计参照文献[11], 引物序列见表1.
1.2.4 E组大鼠体内植入染色细胞: 无菌打开大鼠

腹腔, 将0.5×106个染色细胞经门静脉注入, 分
别在注入细胞的24、48、72及168 h处死大鼠, 
取出肝脏, 迅速进行冰冻切片, 荧光显微镜观察

肝组织内的荧光分布. 
1.2.5 急性肝损伤造模: 参照文献[12], 分别将5%
硫代乙酰胺溶液按300 mg/kg予A、B、C 3组大

鼠腹腔内注射, 24 h重复1次, 观察大鼠活动、饮

食、毛发等变化. 
1.2.6 诱导细胞注入: 手术打开上述3组大鼠腹

腔, 找出门静脉, A组门静脉注入生理盐水1 mL, 
B组注入1 mL浓度1×106/L诱导分化细胞, C组
注入1 mL浓度5×106诱导细胞, 注入前1 h及术

后48、168 h分别经尾静脉采血0.5 mL, D组未经

任何处理, 为空白对照组. 全自动生化分析仪测

定血清ALT、AST、TBIL、ALB. 168 h后处死

大鼠, 取出肝脏组织, 100 g/L甲醛固定, HE染色

切片镜检.
统计学处理 采用SSPS13.0软件, 计量资料

采用t检验.

2  结果

2.1 骨髓间充质细胞培养 一般传4代后, 细胞形

态均匀一致, 呈条索状, 或纺锤形, 分布均匀, 排
列紧密, 方向一致(图1A).
2.2 分子表型检测 CD34、CD45阴性, CD105阳
性, 符合骨髓间充质细胞表型特点(图2).
2.3 骨髓间充质细胞诱导分化 随诱导分化时间

的延长, 细胞逐渐变粗短, 成多角形或不规则形

(图1B). ALB、CK18及AFP mRNA的表达随诱

导分化时间的延长而增加(图3).
2.4 DAPI荧光标记的诱导分化细胞在大鼠肝脏

组织内分布 门静脉注入细胞24 h, 可见较多荧光

细胞在肝组织内分布, 48 h荧光细胞主要分布于

■创新盘点
本研究应用荧光
染色方法观察了
骨髓干细胞诱导
分化细胞通过门
静脉注入大鼠体
内后在大鼠肝脏
内的分布和存活
时间, 并分析了门
静脉注入骨髓干
细胞诱导分化细
胞对大鼠急性肝
损伤的修复作用.

表 1 RT-PCR引物序列

     
引物                        序列

ALB    正义 5'-ATACACCCAGAAAGCACCTC-3'

    反义 5'-CACGAATTGTGCGAATG-3'

AFP    正义5'-AACAGCAGAGTGCTGCAAAC-3'

    反义 5'-AGGTTTCGTCCCTCAGAAAG-3'

CK-18    正义5'-GGACCTCAGCAAGATCATGGC-3'

    反义 5'-CCACGATCTTACGGGTAGTTG-3'

图 1 骨髓间充质细胞培养(×200). A: 传5代的骨髓间充质

细胞; B: 诱导分化21 d的骨髓间充质细胞.

A

B

200 nm
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肝索, 72 h后, 荧光细胞减少, 168 h仍可见少量荧

光细胞散在分布(图4).
2.5 诱导分化细胞对大鼠急性肝衰竭的影响 重复

腹腔内注射5%硫代乙酰胺溶液按300 mg/kg 2次, 
可见大鼠活动减少, 饮食减少, 毛发蓬松, 无光泽, 
血清ALT、AST、TBIL明显升高, ALB显著下降

(表2). 门静脉骨髓间充质细胞诱导分化细胞后血

清ALT、AST、TBIL在48 h有所下降, 其中注入

较多细胞者(C组)下降较明显, 168 h后这种变化

更加明显. 白蛋白在注入细胞48 h后B、C 2组与

A组均无明显差异, 而在168 h后, C组ALB有显著

上升, B、C 2组之间存在明显差异(表3-4).
2.6 病理组织学检查 显示注入骨髓间充质细胞

之诱导分化细胞后大鼠肝组织病理损害有所减

轻(图5). 正常肝组织细胞排列整齐, 结构清晰, 
胞质内无空泡, 间质无白细胞浸润(图5A), 经硫

代乙酰胺注射的大鼠肝组织结构紊乱、细胞边

界不清、胞质内可见空泡、间质内可见白细胞

浸润(图5B), 经门静脉注入5×106诱导细胞后

168 h大鼠肝组织结构(图5C)较注入生理盐水

168 h后的大鼠肝组织结构(图5D)清晰, 胞内空

泡数量少, 白细胞浸润程度轻.

3  讨论

我们采用大鼠骨髓为研究对象, 根据骨髓间充

质细胞贴壁生长的特点, 经过4-5次传代即可得

到形态较一致, 呈梭形或纺锤形的细胞, 符合间

充质细胞的形态特点. 细胞表型检测, CD34与
CD45基本无表达, 而95%的细胞CD105阳性表

达, 与文献[13]报道一致, 可以认为所培养细胞

为骨髓间充质干细胞. 其多能干细胞, 具有潜在

的分化能力, 在适当条件下, 可能分化为肝细胞

样细胞[7,14-17]、软骨样细胞[18-20]、神经细胞样细

胞[2,21-22]、心肌细胞样细胞[10,23-24]、胰岛细胞样

细胞[4,25-26]、雪旺细胞样细胞[27]等. 我们在培养

基内加入HGF、FGF-4和EGF, 促使骨髓间充质

干细胞向肝细胞样细胞分化, 经过2-4 wk后, 细
胞长度变短, 形态由梭形和纺锤形变为多边形

和不规则形, 细胞内颗粒增加, 细胞开始表达

ALB、AFP、CK-18 mRNA并随时间延长, 表达

强度逐渐增加, 提示细胞具备了肝细胞的部分

功能. 
观察干细胞或其诱导细胞在移植后的动态

变化, 有助于我们评估干细胞或其诱导细胞移

植治疗器官功能衰竭的可行性, 找到合适的细

胞移植方法和途径, 是细胞移植成功并发挥治

疗作用的重要前提. 活体跟踪这些移植细胞的

手段还较少, 用氧化铁标记细胞, MRI观测标记

细胞的分布及代谢[28-29], 或放射性核素标记细胞, 
PET观测标记细胞行踪都得到一定经验[30], 腺病

毒介导的绿色荧光蛋白或β-半乳糖苷酶表达, 或
DAPI细胞核染色观测细胞分布和生物学变化也

在探索中[31-32], 为观察诱导分化细胞在移植入动

■应用要点
本研究对进一步
探讨骨髓间充质
干细胞向肝细胞
样细胞的诱导分
化, 对人类肝衰竭
的治疗有一定的
借鉴意义.

表 2 腹腔注射5%硫代乙酰胺前后大鼠肝功变化

     
检测项目                 注射前                注射后                P 值

ALT(U/L)            35.2±7.9   238.0±113.5       0.000

AST(U/L)            67.2±11.9      343.7±56.0         0.000

TBIL(µmol/L)         0.5±0.3       2.9±1.6           0.001

ALB(g/L)            46.8±13.8        27.6±16.7         0.003
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图 2 骨髓间充质干细胞流式细胞仪检测细胞表型结果. CD34、CD45阴性, CD105阳性.

图 3 诱导分化细胞ALB、CK18及AFP mRNA表达. N: 未加

诱导因子; 1-4: 施加上述3种因子的1、2、3、4 wk细胞标

本CK18、ALB及AFP mRNA表达.
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■名词解释
DAPI: 是一种荧
光染料 ,  脂溶性 , 
能够穿透细胞膜
深入细胞核, 染色
较牢固, 是观测细
胞在体内分布和
存在的重要手段, 
缺点是不能观测
细胞动态. 

A1 A2

B1 B2

C1 C2

D1 D2

图 4 荧光物质在肝脏中的分布. A1/A2: 24 h肝组织荧光分布, 荧光物质主要分布在肝窦; B1/B2: 48 h肝组织荧光分布, 荧

光物质主要分布在肝索; C1/C2: 72 h肝组织荧光分布, 荧光物质有所减少; D1/D2: 168 h肝组织荧光分布, 肝组织内仍见少

许荧光分布(1、2为同一视野分别用荧光和非荧光技术观察结果).

物体内的动态变化, 我们对细胞先进性染色标

记, 实验中我们将诱导细胞经荧光标记后经门

静脉注入大鼠体内, 观察到荧光细胞在肝组织

内的分布, 可持续1 wk, 但1 wk后的荧光细胞分

布数量较前减少, 说明随时间延长, 移植的诱导

细胞逐渐死亡并被清除, 其死亡原因是移植排

斥反应抑或染色剂对细胞毒性作用, 尚未知. 
对于骨髓干细胞能否诱导分化为肝细胞样

细胞, 体外培养得到的答案是肯定的[7,17,33], 在动

物体内移植骨髓干细胞的研究中, 也得到了一

些有意义的发现, 如骨髓干细胞移植可减轻肝

脏损伤[34], 骨髓干细胞移植能够减轻移植排斥

反应[35], 而在移植细胞的体内分布和存活方面

的研究相对较少. 为观察经诱导分化的骨髓干

细胞治疗急性肝损伤的可能性, 我们经2次腹腔

内注入硫代乙酰胺后制作了大鼠急性肝损伤模



www.wjgnet.com

邢全台, 等. 骨髓间充质干细胞向肝细胞样细胞的诱导分化               2659

表 4 大鼠门静脉注入不同数量诱导分化细胞168 h后肝功变化

     
           A组            B组           C组          D组

ALT(U/L)  133.5±25.8  149.0±54.2 103.7±46.0   76.9±35.6            

AST(U/L)  197.8±50.7  169.6±35.3 127.8±56.4c              96.8±46.9

TBIL(µmol/L)     1.2±0.4      1.3±0.3     0.9±0.3                   0.5±0.2

ALB(g/L)    28.6±10.7    29.3±11.4    36.5±14.7c              38.7±11.5

cP<0.05 vs  A组.

A B

C D

图 5 大鼠肝组织病理组织学观. A: 正常肝组织(×400); B: 急性肝损伤模型肝组织(×400); C: 门静脉注入诱导细胞后168 h

肝组织(×200); D: 门静脉注入生理盐水168 h肝组织(×200).

■同行评价
本文的主要创新
点是观察了骨髓
间充质干细胞来
源的肝样细胞在
损伤肝组织中的
存活和分布.

表 3 大鼠门静脉注入不同数量诱导分化细胞48 h后肝功变化

     
           A组           B组            C组           D组

ALT(U/L)  163.5±34.8 189.0±68.4 169.7±46.0 126.9±44.6

AST(U/L)  361.8±110.9 399.6±47.3 332.8±90.6 299.8±56.9

TBIL(µmol/L)     2.9±1.6     3.0±1.4     2.9±1.3     1.0±0.6b

ALB(g/L)    27.6±13.4   25.0±10.5   26.5±12.3   36.7±10.7

bP<0.01 vs  A组.

型, 并由门静脉注入不同数量的诱导分化细胞, 
经过48 h后, 大鼠肝衰竭指标出现不同程度的改

善, 部分指标与对照组(生理盐水)相比有显著差

异, 另有些指标改善, 但差异不具显著性. 说明

诱导细胞均可在肝组织存活一定时间并发挥类

肝细胞的功能, 该作用与植入大鼠体内的细胞

数量有相关性.
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Abstract
AIM: To construct the eukaryotic expression 
vector of the P21 gene harboring mutated 
nuclear localization signal (NLS) and investigate 
the differential effect of subcellular localization 
of P21 protein on HepG2 cell proliferation.

METHODS: NLS-mutant P21 gene (P21 NLS-) 
was generated using site-directed mutagenesis. 
After wild-type and NLS-mutant P21 genes were 
directionally cloned into the eukaryotic expres-
sion plasmid pDsRed1-C1, the resulting expres-
sion vectors pDsRed1-C1-P21WT and pDsRed1-
C1-P21NLS- were introduced into HepG2 cells 
by liposome-mediated transfection. The expres-
sion of P21WT and P21 NLS- genes was detected 
by reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR). Intracellular localization of P21 
protein was analyzed using fluorescence micros-
copy. Cell proliferation was assayed by trypan 

blue exclusion staining.

RESULTS: Restriction enzyme digestion proved 
that both pDsRed1-C1-P21WT and pDsRed1-C1-
P21NLS- expression vectors were successfully 
constructed. Sequence analysis indicated that 
the 9-nucleotide nuclear localization sequence of 
the P21 gene was mutated from CGAAAACGG 
to GCGGCCGCG. P21 NLS- protein was highly 
expressed in the cytoplasm, while wild-type P21 
protein was mainly distributed in the nucleus. 
The expression of P21 NLS- protein significantly 
promoted the growth of HepG2 cells, whereas the 
expression of wild-type P21 protein significantly 
inhibited the growth of HepG2 cells (both P < 0.01).

CONCLUSION: Wild-type P21 protein inhibits 
the growth of HepG2 cells, while P21 NLS- pro-
tein promotes the growth of HepG2 cells.

Key Words: P21; Nuclear localization signal; Site-
directed mutagenesis; Eukaryotic expression vec-
tor; HepG2 cell

Qiu RY, He SS, Chen F, Pang R, Yang KK. Differential 
effect of subcellular localization of P21 protein on HepG2 
cell growth. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(26): 
2662-2666

摘要
目的: 构建核定位信号突变型P21基因的真核
表达载体并初步探讨其功能. 

方法: 采用基因定点诱变技术获得核定位信号
突变型P21基因. 采用DNA重组技术, 将突变型
P21基因亚克隆至pDsRed1-C1真核表达质粒
中, 重组为pDsRed1-C1-P21NLS-. 酶切鉴定及
DNA测序, 脂质体转染HepG2细胞, RT-PCR检
测目的基因pDsRed1-C1-P21NLS-的表达, 荧
光显微镜观测目的基因亚细胞定位, 台盼蓝拒
染法检测质粒转染HepG2细胞生长曲线. 

结果: 成功克隆了核定位信号野生型及突变
型P21基因, 成功构建了pDsRed1-C1-P21WT
及p D s R e d1-C1-P21N L S-重组质粒 ,  酶切
片段分别为4.7和0.5 kb, 酶切鉴定正确, 测
序结果与G e n B a n k核酸序列数据库比对表

®

■背景资料
P 2 1 是 细 胞 周 期
素依赖激酶抑制
剂 ( C K I ) 家 族 成
员, 其功能特性与
其亚细胞定位密
切 相 关 .  当 其 定
位 于 细 胞 核 ,  与
CDK及PCNA结
合, 导致细胞周期
阻 滞 ,  发 挥 抗 细
胞 增 殖 活 性 ;  当
其定位于胞质时, 
与CDK4、CDK6
结 合 ,  促 进 其 向
细 胞 核 转 运 ,  促
进细胞周期运行, 
与Procaspase 3、
ASK1结合, 抗细
胞凋亡, 从而促进
细胞增殖. P21在
原发性肝癌中, 胞
质及胞核都有表
达, 临床病理结果
显示, P21在原发
性肝癌中其胞质
表达率明显升高.

■同行评议者
杜祥, 教授, 复旦
大学附属肿瘤医
院病理科
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明, 核定位序列中共9个核苷酸发生变异, 由
CGAAAACGG突变为GCGGCCGCG, 测序成
功. 高效表达的红色融合蛋白, 野生型主要定
位于细胞核; 而突变型主要定位于细胞质. 野
生型P21抑制HepG2细胞的生长; 突变型促进
HepG2细胞的生长, 二者差异具有统计学意义
(P <0.01).

结论: P21的亚细胞定位, 对HepG2细胞增殖影
响具有明显差异. 胞核P21抑制肿瘤生长, 而
胞质P21促进肿瘤生长.

关键词: P21; 核定位信号; 基因定点诱变; 真核表

达载体; HepG2细胞

邱荣元, 何生松, 陈锋, 庞然, 杨凯凯. P21真核表达载体的构

建及其对HepG2细胞增殖的影响. 世界华人消化杂志  2009; 

17(26): 2662-2666
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0  引言

P21又名细胞周期素依赖激酶抑制剂-1A(cyclin-
dependent kinase inhibitor 1A, CDKN1A), 具有广

泛的CDK抑制活性, 长久以来被认为具有肿瘤

抑制功能, 并且与其胞核定位有关. 然而, 目前

更进一步的深入研究显示, 当其定位于胞质时, 
又具有促进细胞周期的运行、抗凋亡作用[1-3], 
从而发挥促进肿瘤的发生、发展. 已经有临床

病理结果显示, P21在原发性肝癌中其胞质表达

率明显升高[4], 但胞质P21是否也具有促进肝癌

的作用, 尚缺乏令人信服的实验依据. 本研究采

用定点诱变技术, 突变其核定位信号序列, 构建

主要在胞质表达的P21, 检测其对HepG2细胞增

殖活性的影响, 明确P21的胞质定位对于原发性

肝癌发生、发展的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 质粒和菌株E.coli  DH5α感受态细胞购

自北京全式金生物公司, 含人全长的P21 cDNA
质粒(pc-WAF1-S)由美国Johns Hopkins大学肿瘤

研究所Bert Vogelstein教授惠赠, pDsRed1-C1载
体(含卡拉霉素、新霉素抗性基因和红色荧光蛋

白筛选标记)购自BD Biosciences Clontech公司. 
QuikChange定点突变试剂盒购自Stratagene公
司, 质粒纯化试剂盒、胶回收试剂盒、PCR产物

纯化试剂盒、T4 DNA连接酶、Eco RⅠ、Bam H
Ⅰ、TRIzol mRNA提取试剂盒购自TaKaRa公
司, 无内毒素质粒中提试剂盒购自Omega公司, 
DMEM高糖细胞培养液购自Gibco, TransLipid脂

质体、DNA分子量标准(DNA Marker Ⅳ)购自北

京全式金生物公司.
1.2 方法 
1.2.1 PCR引物设计: 参照Neus Agell教授方法,
利用Primer Premier 5.0辅助设计, 由TaKaRa(大
连)公司合成. (1)野生型P21: Sense: 5'-GTGGG
AATTCGCATATGTCAGAACCGGCTGGG-3'; 
antisense: 5'-ACGAGGATCCAAGCTTTAGG
GCTTCCTCTTGGA-3'; (2)突变型P21: Sense1: 
5'-GGACCTGGAGACTCTCAGGGTGCGGCC
GCGCGGCAGACCAGCATG-3'; Antisense 1: 5'- 
ACGAGGATCCAAGCTTTAGGGCTTCCTCTT
GGA-3'; Sense 2: GTGGGAATTCGCATATGTC
AGAACCGGCTGGG; Antisense 2: 以Sense 1及
Antisense 1为引物合成的PCR产物; 引物中分别

带有Eco RⅠ的酶切位点GAATTC及Bam HⅠ的

酶切位点GGATCC. 预期扩增目的基因cDNA全

长, PCR产物长度为500 bp.
1.2.2 PCR反应体系: cDNA 10 μL; 5×PCR缓冲

液10 μL; TaKaRa LA Taq酶0.25 μL; P21 cDNA
上、下游引物各1.0 μL; 以无菌ddH2O补足体积

为50 μL. PCR反应条件为: 95℃ 2 min, 95℃ 30 s, 
54℃ 30 s, 72℃ 50 s, 30个循环, 最后72℃延伸 5 
min. 取5.0 μL PCR产物进行10 g/L琼脂糖凝胶电

泳(120 V, 25 min)鉴定. 
1.2.3 pDsRed1-C1-P21的亚克隆: 将P21核定位

信号野生型及突变型片段胶回收后通过TA末

端连接到质粒pDsRed1-C1上, 转化感受态大肠

杆菌DH5α, 利用前者带有卡拉霉素耐药基因, 
经卡拉霉素筛选阳性菌株. 扩增后提取纯化质

粒, 分别得到重组带有红色荧光蛋白的核定位

信号野生型P21质粒(pDsRed1-C1-P21WT)、带

有红色荧光蛋白的核定位信号突变型P21质粒

(pDsRed1-C1-P21NLS-). 
1.2.4 pDsRed1-C1-P21的酶切鉴定及DNA测

序: 将上述纯化质粒, 分别予Eco RⅠ及Bam HⅠ

单、双酶切, 将插入了P21 cDNA目的片段的阳

性克隆(菌液及质粒)送交上海英骏公司, 使用

pDsRed1-C1通用引物对其进行测序. 
1.2.5 脂质体转染HepG2细胞及筛选与鉴定: (1)
分组: 转染实验共设4组, 即空白对照非转染组、

空载体转染组、野生型转染组、突变型转染

组. 非转染组为同期培养的HepG2细胞, 设为空

白对照, 空载体转染组为转染不含P21基因的

pDsRed1-C1载体, 野生型组为转染pDsRed1-C1-
P21WT质粒, 突变型组为转染pDsRed1-C1-P21 
NLS-质粒. 每组共设置4孔培养板. (2)转染方法: 

■研发前沿
以P21为靶点的抗
肿瘤治疗疗效不
一, P21亚细胞定
位与功能关系的
研究正成为目前
研究热点, 特异性
的针对P21亚细胞
定位的生物治疗
有望成为以后的
发展方向. 在原发
性肝癌中, 胞质及
胞核P21的表达与
肿瘤生长转移的
关系亟待解决.

■相关报道
Neuss Agell体外
实验证实, 其构建
的 突 变 型 P 2 1 与
野生型相比, P21
突变后, 未改变其
与PCNA、SET、
C a M 结 合 特 性 . 
Schoniger-Hekele
研究显示, 在原发
性 肝 癌 中 ,  胞 质
P21表达升高, 并
与肿瘤恶性程度
正相关. 
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生长良好的HepG2细胞在转染前1 d传代, 以含

DMEM(高糖)完全培养液(100 mL/L胎牛血清)
调整细胞浓度为3×108/L接种于24孔细胞培养

板中, 每孔500 μL. HepG2细胞的转染按说明书

进行: 取2 μL脂质体溶于50 μL无血清、无抗生

素DMEM液中配为A液, 轻轻混匀后室温静置

5 min; pDsRed1-C1-P21WT质粒和pDsRed1-C1-
P21NLS-重组质粒DNA各0.8 μg, 溶于50 μL无
血清、无抗生素DMEM液中配为B液; 将A、B
两液轻轻混匀, 室温放置20 min后, 加至细胞培

养板中, 37℃、50 mL/L CO2饱和湿度培养, 4 h
后更换为完全培养液, 24 h后更换培养基并按 
1∶3传代, 48 h后加入G418(600 mg/L), 每周换液

2次. 扩增抗性克隆细胞: G418进行有限稀释法

筛选单个细胞克隆后扩增培养, 维持G418(300 
mg/L)选择压力, 每3 d换液、传代, 空载体组细胞

命名为HepG2-P0, P21核定位信号野生型阳性重

组细胞命名为HepG2-P21WT, P2核定位信号突变

型阳性重组细胞命名为HepG2-P21 NLS-. (3)荧
光显微镜观测: 转染24 h后, 荧光显微镜观测重组

蛋白表达情况, 激发光波长为558 nm, 发射光波

长为583 nm. (4)P21 mRNA检测: 采用TRIzol试剂

分别提取稳定转染各组细胞的总RNA, 逆转录合

成cDNA, 采用P21的上、下游引物扩增pDsRed1-
C1-P21片段, 15 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定. 
1 .2 .6  P21核定位信号突变型基因过表达对

HepG2细胞增殖的影响: 分别收集稳定转染的对

数生长期的细胞, 即空载体组HepG2细胞、野生

型组HepG2-P21WT细胞、突变型组HepG2-P21 
NLS-细胞, 调整细胞浓度为1×109/L后, 常规培

养, 每天收集细胞, 生长曲线测定: 0.4%台盼蓝

拒染法每天计数活细胞1次, 连续计数5 d, 观察3
组细胞的增殖速度, 根据以下公式求细胞活力: 
细胞增殖促进率(%) = 突变型组-空载体组/空载

体组细胞总数×100%. 细胞增殖抑制率(%) = 空
载体组-野生型组/空载体组细胞总数×100%.

统计学处理 所有数据均经SPSS11.0软件进

行统计分析, 计量资料采用mean±SD表示; 两组

均数的比较用t检验; 两组以上均数的比较用方差

分析(ANVOA). 以α = 0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 P21 cDNA全长序列克隆 将PCR产物进行琼

脂糖凝胶电泳, 在500 bp左右的位置可见1条清

晰明亮的目的条带, 片段大小与GenBank中公布

的片段大小相符, 而阴性对照无目的条带出现.
2.2 阳性重组质粒的电泳鉴定 质粒电泳提示超

螺旋质粒条带最亮, 接近3.0 kb, 其后有模糊的开

环质粒及复制中间体. 
2.3 酶切鉴定 将重组阳性克隆质粒酶切后15 g/L
琼脂糖凝胶电泳, 单酶切得到5.2 kb产物, 双酶切

分别得到4.7及0.5 kb大小产物, 未酶切的完整质

粒其泳动速度快于单酶切组线状DNA(图1).
2 . 4  阳 性 重 组 质 粒 基 因 测 序 鉴 定 及 氨 基 酸

比 对  英骏公司测序结果 ( 测序号分别为 : 
C S090313677、C S090221623)显示: 野生型

及突变型核苷酸序列比对 ,  在P21 c D N A第

418-427(核定位序列)共9个核苷酸发生变异, 
由CGAAAACGG突变为GCGGCCGCG, 对应

为140到142位氨基酸突变, 其氨基酸由R K R
突变为AAA(图2). P21蛋白的140-164氨基酸

序列(突变): AAARQTSMTDFYHSKRRLIF-
SKRKP; P21蛋白的140-164氨基酸序列(野生): 
RKRRQTSMTDFYHSKRRLIFSKRKP.
2.5 阳性单克隆细胞的稳定筛选及pDsRed1-
C1-P21重组细胞P21的表达 荧光倒置显微镜下

观察, 转染后24 h空载体组、野生型组、突变型

组有红色荧光蛋白的表达, 但空载体组红色荧

光在细胞内呈弥散分布, 而野生型组、突变型

组聚集成团块状. 随筛选时间延长, 2 wk后, 空
白未转染对照组细胞全部死亡, 实验组始终都

有红色荧光蛋白的稳定表达, 空载体组弥散分

布, pDsRed1-C1-P21WT组其荧光主要定位于细
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图 1 野生及突变型P21质粒酶切电泳图. W: 野生型; N: 突

变型; M: DNA Marker Ⅳ; W1、N1: 未酶切的对照组; W2、

N2: Eco RⅠ单酶切组; W3、N3: Bam HⅠ单酶切组; W4、

N4: EcoRⅠ、BamHⅠ双酶切组.
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图 2 核苷酸序列比对. 上图为野生型P21, 下图为突变型P21.

■创新盘点
本研究采用基因
定点诱变技术, 构
建亚细胞定位不
同的P21, 即胞质
及胞核表达形式
的P21, 转染HepG2
细胞. 探讨不同亚
细胞定位对肿瘤
细胞增殖的影响, 
这可能成为特异
性P21靶点治疗新
的发展方向.
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胞核, 而pDsRed1-C1-P21 NLS-主要定位于胞质

(图3). 从稳定筛选的HepG2-P21WT、HepG2-
P21NLS-细胞中扩增出大小为250 bp的特异条

带, 高丰度表达. 空载体组细胞中也有少量250 bp
的特异条带, 属于HepG2细胞内源性表达(图4).
2.6 P21基因过表达对HepG2细胞增殖的影响 生
长曲线显示, HepG2-P21NLS-细胞增殖速度最

快, HepG2其次, 而HepG2-P21WT增殖最慢, 与
空载体转染对照组相比, 野生型组细胞增殖抑

制率最大达28%, 平均抑制率为16.8%; 与空载体

转染对照组相比, 突变型组细胞增殖促进率最

大达68%, 平均增殖促进率为50.4%, 差异具有统

计学意义(P <0.01, 图5).

3  讨论

P21是el-Deiry于1993年发现的一种能够被P53
转录激活的基因. 他位于染色体6p21.2, 由164个
氨基酸组成, 编码一种相对分子质量为21 kDa的
蛋白, 因此命名为P21[6]. P21功能的发挥主要通

过直接的P21/蛋白相互作用以及P21的亚细胞定

位来完成的[7]. P21具有众多蛋白质结合位点, 如
P21可与Cyclin、CDK、PCNA、Procaspase 3、
MAPK家族分子、Calmodulin、c-Myc等相互作

用, 其中某些部位相互重叠, 导致某些蛋白之间

具有可竞争的作用位点, 此外P21还有核定位信

号、核输出信号, 从而影响其亚细胞定位[7]. 
P21的结构特点决定了他在细胞功能活动

中具有广泛的作用 ,  如抑制细胞周期的运行 , 
促进细胞分化, 参与细胞老化, 这些抗增殖活

性发挥依赖其胞核定位功能, 在胞核中P21与
CDK[8]、PCNA[9-10]结合, 从而抑制DNA合成及

细胞周期运行. 然而, 当P21定位于胞质, 与其

他蛋白相互作用, 又具有促进细胞增殖、抗凋

亡作用, 如与CDK4、CDK6结合, 促进与D型

Cyclins的组装, 并介导及促进其核定位, 从而

促进细胞周期的运行[11-12], 与Procaspase 3结合, 
阻止Fas介导的凋亡途径[13-14], 并且通过抑制促

凋亡激酶(apoptosis signal-regulating kinase 1, 
Ask1)而使抗凋亡效应进一步放大[15]. 

胞质P21蛋白对肿瘤发生发展有促进作用. 
临床研究显示, 约75%的急性单核细胞性白血病

(acute monocytic leukemia, AML), 可见胞质P21
蛋白组成性表达, 在AML细胞中可检出P21与
Ask1的复合体, 导致其对VP-16诱导的凋亡敏感

性差[16]. 人乳腺癌组织中也有胞质P21的高表达, 
是独立的预后不良指标, 与患者的总生存率及

无病生存率负相关[17]. 类似的情况可见于上皮

性肿瘤、鼻咽癌中.

A

B

图 3 pDsRed1-C1-P21重组细胞P21的表达. A: 突变型P21; 

B: 野生型P21.
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图 4 3组细胞中P21 mRNA的表达. 1: Marker; 2: 空载体组; 

3: 野生型组; 4: 突变型组.

图 5 HepG2细胞生长曲线.
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■应用要点
本研究显示, 胞质
P21促进HepG2细
胞的增殖, 而胞核
P21抑制HepG2细
胞的增殖, 提示促
进胞质P21的核转
位或抑制胞核P21
胞质移位, 可达到
抗肿瘤作用.
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在肝细胞癌中, 癌旁组织P21低表达, 主要定

位于细胞核, 而在肝癌细胞中, P21高表达, 主要

定位于细胞胞质, 而且胞质P21表达的细胞比例

与肿瘤细胞的分化程度负相关, 即低分化的高度

恶性肿瘤, 胞质P21表达更丰富[4-5]. 然而, 国内关

于更多的报道仅仅局限于P21表达的阳性率(或
缺失率)在正常肝组织或者癌旁组织与癌组织的

比较, 缺乏对P21亚细胞定位的进一步分类比较

分析, 因而难于明确P21与肝癌的关系[18-20]. 
为此, 我们采用基因定点诱变技术, 构建亚

细胞定位不同的P21, 即胞质及胞核表达形式的

P21, 以往采用截断法构建的胞质及胞核表达形

式的P21, 由于核定位信号区同时与某些蛋白结

合位点相互重叠, 所以核定位信号的缺失也导致

了P21某些功能的丧失[21]. 质粒的凝胶电泳、酶

切分析及基因测序结果与预期相一致, 与Neus 
Agell报道相符. 细胞转染结果也显示, 基因定点

诱变改变了P21的亚细胞定位, P21主要定位于细

胞质, 与野生型相比, 突变型胞质P21促进肿瘤的

生长, 显示二者在肿瘤发生中具有明显差异, 可
能与亚细胞定位改变后, P21与不同的功能蛋白

质相互作用, 导致调控细胞周期运行及凋亡的功

能分子活性的改变, 其进一步机制有待进一步探

索. 其临床意义在于, 当将P21作为一有效的治疗

靶点时, 必须考虑其亚细胞定位的差异. 

致谢: 感谢Bert Vogelstein教授惠赠P21 cDNA质

粒, Neus Agell在构建核定位信号突变质粒方面

给予的技术指导以及我院中心实验室董继华老

师在细胞培养方面给予的帮助.
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Abstract
AIM: To determine changes in the expression 
of peroxisome proliferator-activated receptor 
γ (PPARγ) and inducible nitric oxide synthase 
( iNOS) mRNAs in rats with severe acute 
pancreatitis (SAP) and investigate the effect 
of rosiglitazone (a specific PPAR-γ ligand) 
pretreatment on the development of SAP. 

METHODS: Seventy-two male Sprague-Daw-
ley rats were randomly and equally allocated 
into sham operation group (SO group), model 
control group (SAP group) and rosiglitazone 
pretreatment group (ROSI group). SAP was 
induced in rats by retrograde injection of 5% 
sodium taurocholate (1 mL/kg) into the bilio-
pancreatic duct. Rats in the ROSI group were 

administered 1% rosiglitazone (1 mL/kg) one 
hour before the operation. Rats were sacrificed 
by exsanguination from abdominal aorta at 3, 
6 and 12 h after the operation. The pancreatic 
tissue samples were stained with hematoxylin 
and eosin for histological evaluation. Pancreatic 
myeloperoxidase (MPO), iNOS and NO activity 
was measured. Semiquantitative reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
was used to detect the expression of PPARγ and 
iNOS mRNAs in the pancreatic tissue. 

RESULTS: The expression of PPARγ mRNA in 
the pancreas was elevated in the rosiglitazone 
pretreatment group at 3 h after the operation, 
reaching the peak at 6 h and still maintaining a 
high level at 12 h (0.229 ± 0.091, 0.394 ± 0.081 and 
0.364 ± 0.064, respectively). Compared with the 
SAP group at 6 h and 12 h after the operation, 
the expression of iNOS mRNA in the pancreas 
was significantly downregulated (0.197 ± 0.049 
vs 0.269 ± 0.068 and 0.266 ± 0.067 vs 0.415 ± 0.076, 
respectively; P < 0.05 or P < 0.01), and the activ-
ity of iNOS and NO in the pancreas significantly 
decreased (6 h: 4.39 ± 1.20 U/mgprot vs 6.44 ± 1.73 
U/mgprot and 22.58 ± 5.49 mmol/gprot vs 36.90 
± 7.28 mmol/gprot; 12 h: 9.87 ± 2.69 U/mgprot 
vs 15.68 ± 1.74 U/mgprot and 17.06 ± 5.40 mmol/
gprot vs 24.47 ± 4.98 mmol/gprot; all P < 0.01) in 
the ROSI group. Compared with the SAP group 
at 12 h, the activity of MPO also decreased (2.09 
± 0.36 U/g vs 2.67 ± 0.58 U/g, P < 0.01), and the 
pancreatic histological score was reduced (10.50 ± 
1.67 vs 12.50 ± 1.77, P < 0.05) in the ROSI group. 

CONCLUSION: Rosiglitazone pretreatment 
can activate the PPARγ pathway, suppress the 
expression of iNOS mRNA, reduce the activ-
ity of iNOS and NO, and decrease neutrophil 
infiltration in the pancreas, thereby attenuating 
pancreatic damage in rats with severe acute pan-
creatitis. 

Key Words: Rosiglitazone; Severe acute pancrea-
titis; Peroxisome proliferator-activated receptor γ; 
Inducible nitric oxide synthase

Gu CY,  Cai  B,  Wu MY, Tian B,  Chen JY,  Li  JC. 
Rosiglitazone pretreatment reduces pancreatic damage in 
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■背景资料
AP可从局部炎症
发展到全身炎症
反 应 综 合 征 ,  最
后导致多器官功
能 衰 竭 ,  并 发 症
多、死亡率高, 是
临床上的一大难
题. 过氧化物酶体
增殖物活化受体
(PPARs)除涉及脂
质代谢、糖代谢
外, 还在细胞增殖
分化、凋亡, 创伤
愈合过程中发挥
重要作用, 在炎症
的调控中具有有
益作用. 

■同行评议者
樊 晓 明 ,  主 任 医
师, 复旦大学附属
金山医院消化科



rats with severe acute pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(26): 2667-2672

摘要
目的: 观察过氧化物酶体增殖物活化受体
γ(PPARγ)激动剂罗格列酮(ROSI)预处理后重
症急性胰腺炎(SAP)大鼠胰腺组织中PPARγ
与诱导型一氧化氮合酶(iNOS)的表达, 探讨
ROSI对大鼠SAP的干预作用. 

方法: 将72只♂SD大鼠随机分为假手术(SO)
组、SAP组及ROSI组, 每组24只. 逆行胰胆管
注射5%牛磺胆酸钠(1 mL/kg)制备SAP模型. 
ROSI组在制模前1 h腹腔注射1%罗格列酮(1 
mL/kg), 然后制备SAP模型. 术后3、6、12 h
经腹主动脉取血处死大鼠(每个时间点8只), 
胰腺组织病理切片HE染色后评分, 留取胰腺
组织检测髓过氧化物酶(MPO)、iNOS、NO
含量, 逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测胰
腺组织中PPARγ和iNOS mRNA的表达水平.  

结果: 与SAP组比较, ROSI组12 h点胰腺组织
中MPO活性下降(2.09±0.36 U/g vs  2.67±0.58 
U/g, P <0.01), 胰腺病理学评分改善(10.50±
1.67 vs  12.50±1.77, P <0.05); ROSI组6、12 h
点iNOS、NO活性低于同时间点SAP组(6 h点: 
4.39±1.20 U/mgprot vs  6.44±1.73 U/mgprot; 
22.58±5.49 mmol/gprot vs  36.90±7.28 mmol/
gprot; 12 h点: 9.87±2.69 U/mgprot vs  15.68
±1.74 U/mgprot; 17.06±5.40 mmol/gprot vs  
24.47±4.98 mmol/gprot, 均P <0.01); ROSI组胰
腺组织中PPARγ mRNA表达在3 h点明显增加, 
6 h点达最高峰, 单次剂量(10 mg/kg)至12 h点
仍持续表达, 其表达水平分别为0.229±0.091, 
0.394±0.081, 0.364±0.064. 与SAP组比较, 
而6 h点与12 h点iNOS mRNA表达较同时段
SAP组均有下降, 差异有统计学意义(0.197±
0.049 vs  0.269±0.068; 0.266±0.067 vs  0.415
±0.076, P <0.05或<0.01). 

结论: 罗格列酮通过活化PPARγ途径, 抑制胰
腺组织中iNOS mRNA表达, 减少iNOS和NO
生成, 减轻中性粒细胞浸润, 从而减轻SAP时
胰腺病理损害. 

关键词: 罗格列酮; 重症急性胰腺炎; 过氧化物酶体

增殖物活化受体γ; 诱导型一氧化氮合酶
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0  引言

过氧化物酶体增殖物活化受体γ(pe rox i some 
proliferator-activated receptor-γ, PPARγ), 是一类

由配体激活的核转录因子, 属Ⅱ型核受体超家

族成员, 主要参与细胞的增殖、分化以及维持

糖脂代谢的平衡[1]. 近年来, PPARγ在炎症调控中

的有益作用逐渐引起人们的关注. 本实验采用

以5%牛磺胆酸钠逆行胰胆管注射建立重症急性

胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)模型, 并用

PPARγ激动剂罗格列酮(rosiglitazone, ROSI)进行

预处理, 探讨ROSI对SAP大鼠胰腺组织中PPARγ 
mRNA和诱导型一氧化氮合酶(inducible nitric 
oxide synthase, iNOS)mRNA表达的影响, 探讨其

对SAP的作用及机制, 为PPARγ配体临床用于治

疗SAP提供理论基础和实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠72只, 清洁级, 体质量

260-300 g, 购自苏州大学实验动物中心; 牛
磺胆酸钠购自美国S i g m a公司; R O S I购自四

川成都宇洋高科技发展公司 ;  髓过氧化物酶

(myeloperoxidase, MPO)试剂盒、iNOS试剂盒、

一氧化氮(nitric oxide, NO)试剂盒购自南京建成

生物工程研究所; TRIzol RNA抽提试剂购自美

国MRC公司; 第一链cDNA合成试剂盒和PCR
试剂盒均购自美国MBI Fermentas公司. PPARγ
上游引物: 5'-AAC CGG AAC AAA TGC CAG 
TA-3', 下游引物: 5'-TGG CAG CAG TGG AAG 
AAT CG-3', 扩增产物长489 bp; iNOS上游引物: 
5'-AGC ATC ACC CCT GTG TTC CAC CC-3', 下
游引物: 5'-TGG GGC AGT CTC CAT TGC CA-3', 
扩增产物长388 bp. β-actin上游引物: 5'-TTG TAA 
CCA ACT GGG ACG ATA TGG-3', 下游引物: 
5'-GAT CTT GAT CTT CAT GGT GCT AGG-3', 扩
增产物长764 bp; 各引物均由上海生工生物工程

公司合成. 
1.2 方法 
1.2.1 分组与药物干预: 实验前大鼠禁食12 h, 按
照完全随机法分为假手术组(SO组)、SAP组和

ROSI组, 各24只. 参照Aho et al [2]的方法制备SAP
模型, 逆行胰胆管注射5%牛磺胆酸钠(1 mL/kg), 
注射时间1 min. SO组制模前1 h腹腔注射生理

盐水(1 mL/kg), 开腹后翻动胰腺3次. ROSI组在

制模前1 h腹腔注射1%罗格列酮(1 mL/kg), 再按

SAP组的方法制模. 各组在制模后3、6、12 h经
腹主动脉取血处死大鼠, 每个时间点8只大鼠. 
切取胰腺组织100 mg左右, 即刻投入液氮中冷
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■研发前沿
R O S I 通 过 活 化
P PA R γ 途径 ,  抑
制 i N O S  m R N A
表达 ,  减少 iNOS
分 泌 ,  降 低 胰 腺
组织中 N O 含量 , 
减轻中性粒细胞
浸 润 ,  从 而 减 轻
胰 腺 病 理 损 害 . 
ROSI有望成为临
床治疗AP及预防
ERCP术后AP的
有 效 新 方 法 ,  然
而 ,  PPARγ在AP
中的确切作用机
制目前尚不十分
清 楚 ,  值 得 进 一
步深入研究.

■相关报道
Konturek et al 在
雨蛙素诱导的AP
模 型 中 证 实 ,  吡
格列酮可呈剂量
依赖性地改善胰
腺 病 理 学 评 分 , 
显著降低血清脂
肪酶活性、IL-1β
水平及胰腺组织
中IL-1β mRNA的
表 达 ,  并 能 改 善
胰腺微循环. 
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冻, 用于mRNA测定. 再取约100 mg组织, 液氮急

速冷冻后-70℃冻存, 留待测定iNOS、NO含量. 
取胰腺组织固定部位组织, 常规制成石蜡切片, 
HE染色, 行病理学检查. 
1.2.2 胰腺组织病理学观察: 由病理科医师在光

镜下观察胰腺组织学改变, 以Schmidt et al [3]标准

进行胰腺组织镜下病理评分. 
1.2.3 胰腺组织MPO含量检测: 中性粒细胞中存

在MPO, 每个细胞所含酶的量是一定的, 约占细

胞干质量的5%, 该酶具有使过氧化氢还原的能

力, 且中性粒细胞的数目和MPO活性呈线性关

系, 利用这一特点可以分析酶的活力, 并推断中

性粒细胞的数目. 通过供氢体邻连茴香胺供氢

后生成黄色化合物, 在460 nm处通过比色测定A
产物的生成量, 从而推算出MPO的活力及H2O2

减少的量和白细胞的数目. 每克组织湿质量在

37℃的反应体系中H2O2被分解1 mmol为1个活力

单位. 胰腺组织MPO测定按照试剂盒说明书进

行操作和计算. 
1.2.4 胰腺组织iNOS和NO含量检测: NOS催化

L -精氨酸和分子氧反应生成NO, NO与亲核性物

质生成有色化合物, 在530 nm波长下测定吸光

度, 根据吸光度的大小可计算出NOS活力, 并分

型测定iNOS活力. 每毫克组织蛋白每分钟生成

1 nmol NO为一个酶活力单位. 胰腺组织iNOS按
照试剂盒说明书进行操作和计算. NO在体内代

谢为NO2
-和NO3

-, NO2
-进一步转化为NO3

-, 利用

硝酸还原酶特异性将NO3
-还原NO2

-, 通过显色深

浅测定其浓度高低, 以反映体内NO水平. 胰腺组

织NO按照试剂盒说明书进行操作和计算. 

1.2.5 胰腺组织PPARγ和iNOS mRNA的检测: 
将胰腺组织匀浆后, 按照TRIzol说明书提取总

RNA, 取RNA于42℃逆转录, 将逆转录产物用于

PCR扩增. PCR反应的变性、退火和延伸温度分

别为: 94℃、58℃和72℃, 反应时间分别为30 s、
30 s和1 min, 各循环35次. 取PCR扩增产物各12.5 
mL, 在20 g/L琼脂糖凝胶上电泳, 溴乙锭染色. 凝
胶图像分析系统进行电泳条带密度分析, 分别计

算PPARγ和iNOS基因表达量与β-actin表达量的

比值, 代表每个样本PPARγ和iNOS的表达水平.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 各

组间比较采用方差分析. 采用SPSS11.5统计软件

包进行统计学处理, P <0.05认为差异有显著性. 

2  结果

2.1 胰腺组织镜下病理改变 SO组各时间点胰

腺组织镜下无明显病理改变, 胰腺小叶结构完

整, 间质清晰; 胰岛分布均匀, 结构完整, 偶可见

间质轻度充血水肿, 间质内炎症细胞浸润少见; 
SAP组胰腺结构被破坏, 腺泡水肿、出血坏死

明显, 大量炎症细胞浸润, 随时间延长, 胰腺组

织损伤逐渐加重, 各时间点病理评分较SO组升

高(P <0.05). ROSI组3、6 h在胰腺腺泡坏死、出

血、炎性细胞浸润与对应时间点SAP组比较有

所改善, 以12 h时间点胰腺组织损伤改善最为明

显(P <0.05, 表1, 图1). 
2.2 胰腺组织MPO含量 3 h起SAP组胰腺组织中

MPO活性明显升高, 至12 h达最高峰, ROSI组6 h
和SAP组6 h比较无显著性差异(P >0.05). ROSI组
12 h MPO活性显著下降, 与同时间点SAP组比较

表 1 各组大鼠各时间点胰腺病理评分、胰腺组织中MPO、iNOS、NO的活性 (mean±SD, n  = 8)

     
分组                         胰腺病理评分 MPO(U/g)  iNOS(U/mgprot)    NO(mmol/gprot)

SO组    

    3 h  0.56±0.49 1.47±0.19    0.39±0.15      4.08±1.47

    6 h  0.93±0.49 1.45±0.18    0.42±0.18      3.22±1.24

    12 h  0.75±0.65 1.70±0.25    0.52±0.15      3.51±0.31

SAP组    

    3 h  7.62±1.18b 2.37±0.39b    0.62±0.08      9.85±2.84b

    6 h  9.88±2.12b 2.45±0.33b    6.44±1.73b    36.90±7.28b

    12 h               12.50±1.77b 2.67±0.58b  15.68±1.74b    24.47±4.98b

ROSI组    

    3 h  6.50±1.38b 1.98±0.45a    0.51±0.14      8.30±1.99

    6 h  8.44±1.54b 2.38±0.48b    4.39±1.20bd    22.58±5.49bd

    12 h               10.50±1.67bc 2.09±0.36ad    9.87±2.69bd    17.06±5.40bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  SO组; cP<0.05, dP<0.01 vs  SAP组. 

■创新盘点
本文通过测定胰
腺组织中PPARγ
和iNOS mRNA的
表 达 情 况 ,  从 基
因调控角度探讨
SAP时胰腺损伤
的机制, 并进一步
揭示了罗格列酮
防治AP发展及预
防ERCP术后AP
的可能作用机制. 
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有显著性差异(P <0.01, 表1). 
2.3 胰腺组织iNOS和NO含量 SAP组、ROSI
组3 h胰腺组织中i N O S活性与S O组3 h比较

无统计学意义. 6 h S A P组和R O S I组胰腺组

织iNOS活性较SO组6 h均明显升高(P <0.01), 
ROSI组6、12 h iNOS活性低于同时间点SAP
组(P <0.01, 表1). 胰腺组织中NO活性在SAP组
6 h达到峰值, 但SAP组12 h NO活性下降较明

显. ROSI组6、12 h胰腺组织中NO活性均较同

时段SAP组降低(P <0.01, 表1). 
2.4 胰腺组织PPARγ和iNOS mRNA的表达 SO组

和SAP组各时段PPARγ mRNA表达微弱; ROSI
组, PPARγ mRNA的活化明显增强, 术后6 h达
高峰, 12 h持续表达. iNOS mRNA表达在SAP组
3 h与SO组3 h比较无显著性差异(P>0.05), SAP
组6 h可见到iNOS mRNA开始表达, 术后12 h达
高峰. ROSI组6 h和12 h iNOS mRNA表达较同

时段SAP组均有下降, 以ROSI组12 h最为显著

(P<0.01, 表2, 图2). 

3  讨论

AP可从局部炎症发展到全身炎症反应综合征, 
最后导致多器官功能衰竭. 尽管AP的病理生理

机制直至今日尚未完全阐明, 但大量研究表明, 
AP的严重程度与活化的炎症调节物质构成的复

杂网络密切相关, 细胞因子、化学趋化因子、

细胞黏附分子、蛋白酶、活性氧分子、iNOS等
参与了胰腺局部损伤, 促使全身炎症反应向多

器官功能不全发展[4]. 
P PA R γ是一类由配体激活的核转录因

子, 属Ⅱ型核受体超家族成员. 1990年首先由

Issemann et al [5]从小鼠肝脏中克隆得到. PPARγ
的天然配体是花生四烯酸经环氧合酶及部分

脂氧合酶途径的代谢产物, 如15-脱氧前列腺素

J2(15d-PGJ2)、13-羟十八碳二烯醇(13-HODE)、
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表 2 各组大鼠各时间点PPARγ mRNA和iNOS mRNA的表
达结果 (mean±SD, n  = 8)

     
分组     PPARγ/β-actin                iNOS/β-actin

SO组  

    3 h      0.024±0.009                     0.119±0.051

    6 h      0.051±0.013                     0.095±0.072

    12 h      0.065±0.011                     0.121±0.037

SAP组  

    3 h      0.025±0.009                     0.154±0.032

    6 h      0.033±0.009                     0.269±0.068b

    12 h      0.070±0.018                     0.415±0.076b

ROSI组  

    3 h      0.229±0.091bd                   0.138±0.038

    6 h      0.394±0.081bd                   0.197±0.049bc

    12 h      0.364±0.064bd                   0.266±0.067bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  SO组; cP<0.05, dP<0.01 vs  SAP组. 

图 1 各组大鼠术后12 h胰腺组织病理改变(HE×200). A: 

SO组; B: SAP组; C: ROSI组. 

A

B

C
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B

图 2 各组大鼠胰腺组织PPARγ和iNOS mRNA的表达水平. 
A: PPARγ; B: iNOS; M: Marker; 1: SO组3 h; 2、4、6: SAP组

3 h、6 h、12 h; 3、5、7: ROSI组3 h、6 h、12 h. 

■应用要点
本研究进一步阐
述了NO、 iNOS
在SAP发病中的
作用, 并探讨了罗
格列酮可能的防
治策略, 为临床上
应用罗格列酮干
预治疗AP提供理
论依据. 
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9-羟十八碳二烯醇 (9-H O D E) .  噻唑烷二酮

(thiazolidinedione, TZD)化合物是PPARγ的合成

配体, 其中包括曲格列酮、吡格列酮、罗格列

酮和环格列酮等, 这类化合物作为胰岛素增敏

剂用于治疗2型糖尿病. 相对于大多数天然配体, 
TZDs化合物有着更强的PPARγ激动活性, 尤其

是罗格列酮的活性已经达到纳摩尔级[6]. 随着研

究不断地深入, 人们发现PPARs的作用非常广

泛, 除涉及脂质代谢、糖代谢外, 还在细胞增殖

分化、凋亡, 创伤愈合过程中发挥重要作用[7]. 
近年来, PPARγ在炎症调控中的有益作用

逐渐引起人们的关注. 在炎症性肠病、缺血再

灌注损伤和感染性休克动物模型中, T Z D s可
通过活化P PA R γ途径调控N F-κ B、信号转导

和转录激活因子(signal transducer and activator 
of transcription, STAT)、活化蛋白-1(activated 
protein-1, AP-1)等信号转导通路, 抑制炎症相

关基因如iNOS、TNF-α、IL-1β等的转录与表

达, 抑制单核-巨噬细胞活化, 减轻炎症细胞浸润

和减少炎症介质释放而发挥抗炎作用[8-9]. 2003
年Hashimoto et al [10]在研究雨蛙素诱导的AP胰
腺组织中发现PPARγ的表达增加, 干预性应用

15d-PGJ2后, 胰腺组织病理改变明显减轻, 与抑

制COX-2、ICAM-1的表达, 减少IL-6生成, 降
低N F-κ B活性有关. 第1次在动物实验中证明

PPARγ可能是AP的治疗靶点. Konturek et al [11]研

究发现, 在雨蛙素诱导的AP模型中, 给予吡格

列酮干预, 可呈剂量依赖性地改善胰腺病理学

评分, 显著降低血清脂肪酶活性、IL-1β水平及

胰腺组织中IL-1β mRNA的表达, 并能改善胰腺

微循环, 吡格列酮的这种保护作用与其抑制炎

症细胞因子IL-1β的释放和热休克蛋白-70(heat 
shock protein, HSP-70)的过度表达有关. Rollins 
et al [12]用15d-PGJ2和曲格列酮干预雨蛙素诱导的

小鼠AP模型, 结果显示曲格列酮预处理组的血

清淀粉酶降低, 胰腺组织学损害及炎症减轻, 并
和PPARγ激动剂呈剂量依赖性关系. 研究者认为

尽管雨蛙素降低了胰腺PPARγ的表达, 但是在激

动剂的预处理下, 保持了胰腺PPARγ的表达水

平. 这种PPARγ逆转的表达方式与胰腺炎的严重

程度和致炎细胞因子IL-6、TNF-α相关联. 这表

明PPARγ对AP早期的炎症级联瀑布式反应起直

接作用. 新近研究发现, 全氟辛酸和PPARγ激动

剂ROSI在雨蛙素诱导的大鼠AP中具有抗炎作

用. 全氟辛酸能活化PPARα、PPARγ两条信号

通路, 显著减轻白细胞浸润, 减少前列腺素合成. 

ROSI通过PPARγ信号通路, 能显著减轻白细胞

浸润, 但不能影响胰腺组织中前列腺素合成[13]. 
在过去的十余年人们已经逐步认识到NO

在AP中具有双向调节作用. cNOS合成适量的

NO, 可以扩张血管, 改善AP时胰腺内的血流, 同
时NO还能阻断中性粒细胞在血管内皮表面的黏

附, 抑制中性粒细胞合成超氧化物阴离子. 在AP
后期, 炎症介质如TNF-α、IL-β大量生成激活了

iNOS, 合成大量的NO, 使NO作为自由基的毒性

作用充分表现出来, 加重胰腺组织损伤[14]. 有研

究显示, 在内毒素诱导的大鼠急性肺损伤模型

中, ROSI预处理能减少肺组织中iNOS mRNA的

表达, 减少NO的过量生成, 从而减轻肺损伤[15]. 
然而, 在AP模型中有关ROSI经PPARγ途径调控

iNOS的相关研究尚少. 
本实验结果表明, 在逆行胰胆管注射5%牛

磺胆酸钠建立大鼠SAP模型中, 制模后3 h出现

胰腺腺泡水肿坏死, 脂肪液化及出血, 炎症细胞

浸润明显, 胰腺的正常结构遭到破坏, 6 h后SAP
组胰腺组织中iNOS mRNA和NO水平明显升高, 
我们的结果与Vaquero et al [16]、Ueno et al [17]的

观测结果是一致的, 高水平的NO可直接引起组

织损伤, 而较低水平的NO可通过提高胰腺血流

量、改善胰腺微循环, 减轻炎症细胞在血管内

皮的黏附和浸润发挥有益作用. 同时我们发现, 
在SAP组12 h iNOS mRNA表达和iNOS分泌继

续增加, 但胰腺组织中NO水平却较模型组6 h下
降, 我们推测可能与NO合成的底物过度消耗有

关. ROSI组胰腺组织中PPARγ mRNA表达在3 h
明显增加, 6 h达最高值, 单次剂量至12 h仍持续

表达. 制模前给予ROSI预处理, iNOS mRNA表

达下降, 胰腺组织中MPO、iNOS和NO含量下

降, 中性粒细胞浸润减少, 胰腺镜下病理评分改

善, ROSI治疗后可显著降低脂质过氧化及硝基

酪氨酸含量[18]. ROSI通过活化PPARγ途径, 抑制

iNOS mRNA表达, 减少iNOS分泌, 降低胰腺组

织中NO含量, 减轻中性粒细胞浸润, 从而减轻

胰腺病理损害. ROSI有望成为临床治疗AP及预

防ERCP术后AP的有效新方法, 然而, PPARγ在

AP中的确切作用机制目前尚不十分清楚, 值得

进一步深入研究. 

4      参考文献
1 Escriva H, Delaunay F, Laudet V. Ligand binding 

and nuclear receptor evolution. Bioessays 2000; 22: 
717-727

2 A h o H J , K o s k e n s a l o S M , N e v a l a i n e n T J . 

■名词解释
过 氧 化 物 酶 体
增 殖 物 活 化 受
体(PPARs): 一类
由配体激活的核
转 录 因 子 ,  属 Ⅱ
型核受体超家族
成 员 .  两 栖 类、

啮齿类动物及人
类的PPARs均存
在 三 种 亚 型 ,  即
PPARα、PPARβ
和PPARγ.



www. wjgnet. com

Experimental pancreatitis in the rat. Sodium 
taurocholate - induced acute haemorrhagic 
pancreatitis. Scand J Gastroenterol 1980; 15: 411-416

3 Schmidt J, Rattner DW, Lewandrowski K, Compton 
CC, Mandavilli U, Knoefel WT, Warshaw AL. A 
better model of acute pancreatitis for evaluating 
therapy. Ann Surg 1992; 215: 44-56

4 Gaisano HY, Gorelick FS. New insights into the 
mechanisms of pancreatitis. Gastroenterology 2009; 
136: 2040-2044

5 Issemann I, Green S. Activation of a member of 
the steroid hormone receptor superfamily by 
peroxisome proliferators. Nature 1990; 347: 645-650

6 Willson TM, Cobb JE, Cowan DJ, Wiethe RW, 
Correa ID, Prakash SR, Beck KD, Moore LB, 
Kliewer SA, Lehmann JM. The structure-activity 
relationship between peroxisome proliferator-
activated receptor gamma agonism and the 
antihyperglycemic activity of thiazolidinediones. J 
Med Chem 1996; 39: 665-668

7 Gelman L, Michal ik L, Desvergne B, Wahli 
W. Kinase signaling cascades that modulate 
peroxisome proliferator-activated receptors. Curr 
Opin Cell Biol 2005; 17: 216-222

8 Abdelrahman M, Sivarajah A, Thiemermann 
C. Beneficial effects of PPAR-gamma ligands in 
ischemia-reperfusion injury, inflammation and 
shock. Cardiovasc Res 2005; 65: 772-781

9 von Knethen A, Soller M, Brüne B. Peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma (PPAR 
gamma) and sepsis. Arch Immunol Ther Exp (Warsz) 
2007; 55: 19-25

10 Hashimoto K, Ethridge RT, Saito H, Rajaraman 
S, Evers BM. The PPARgamma ligand, 15d-PGJ2, 
attenuates the severity of cerulein-induced acute 
pancreatitis. Pancreas 2003; 27: 58-66

11 Konturek PC, Dembinski A, Warzecha Z, Burnat 
G, Ceranowicz P , Hahn EG, Dembinski M, 
Tomaszewska R, Konturek SJ. Pioglitazone, a 
specific ligand of peroxisome proliferator-activated 
receptor-gamma, protects pancreas against acute 

2672                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2009年9月18日     第17卷     第26期

cerulein-induced pancreatitis. World J Gastroenterol 
2005; 11: 6322-6329

12 Rollins MD, Sudarshan S, Firpo MA, Etherington 
BH, Hart BJ, Jackson HH, Jackson JD, Emerson 
LL, Yang DT, Mulvihill SJ, Glasgow RE. Anti-
inflammatory effects of PPAR-gamma agonists 
directly correlate with PPAR-gamma expression 
during acute pancreatitis. J Gastrointest Surg 2006; 
10: 1120-1130

13 Griesbacher T, Pommer V, Schuligoi R, Tiran 
B , P e s k a r B A . A n t i - i n f l a m m a t o r y a c t i o n s 
of per f luorooctanoic ac id and peroxisome 
proliferator-activated receptors (PPAR) alpha and 
gamma in experimental acute pancreatitis. Int 
Immunopharmacol 2008; 8: 325-329

14 Algül H, Tando Y, Schneider G, Weidenbach 
H, Adler G, Schmid RM. Acute experimental 
pancreatitis and NF-kappaB/Rel activation. 
Pancreatology 2002; 2: 503-509

15 Liu D, Zeng BX, Zhang SH, Wang YL, Zeng L, 
Geng ZL, Zhang SF. Rosiglitazone, a peroxisome 
proliferator-activated receptor-gamma agonist, 
reduces acute lung injury in endotoxemic rats. Crit 
Care Med 2005; 33: 2309-2316

16 Vaquero E, Gukovsky I, Zaninovic V, Gukovskaya 
AS, Pandol SJ. Localized pancreatic NF-kappaB 
a c t i v a t i o n a n d i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e i n 
taurocholate-induced pancreatitis. Am J Physiol 
Gastrointest Liver Physiol 2001; 280: G1197-G1208

17 Ueno N, Kashiwamura S, Ueda H, Okamura H, 
Tsuji NM, Hosohara K, Kotani J, Marukawa S. Role 
of interleukin 18 in nitric oxide production and 
pancreatic damage during acute pancreatitis. Shock 
2005; 24: 564-570

18 Cuzzocrea S, Pisano B, Dugo L, Ianaro A, Britti 
D, Patel NS, Di Paola R, Genovese T, Di Rosa M, 
Caputi AP, Thiemermann C. Rosiglitazone, a ligand 
of the peroxisome proliferator-activated receptor-
gamma, reduces acute pancreatitis induced by 
cerulein. Intensive Care Med 2004; 30: 951-956

           编辑  李军亮  电编  吴鹏朕

■同行评价
本文选题新颖, 设
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靠. 为PPARγ在急
性胰腺炎发病机
制中的作用和其
激动剂在治疗中
的可能作用提供
了实验室依据.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of intra-abdominal 
hypertension (IAH) on redox imbalance in 
intestinal mucosa in rabbits and explore the 
contribution of IAH to impairment of intestinal 
barrier function.

METHODS: Intra-abdominal hypertension was 

induced in rabbits by intraperitoneal injection 
of gaseous nitrogen. A pressure of 0, 10, 20 or 30 
mmHg was applied, respectively. The duration 
of pressure application was one or two hours. 
The contents of malondialdehyde (MDA), re-
duced glutathione (GSH), oxidized glutathione 
(GSSG), and total antioxidant capacity (TAC) as 
well as the activity of catalase (CAT), superoxide 
dismutase (SOD) and glutathione peroxidase 
(GPx) in the intestine were determined. The 
expression of GPx mRNA in the intestine was 
detected using reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: The contents of MDA and GSSG in 
intestinal mucosa increased with the increase 
in IAP or the duration of pressure application, 
while the contents of GSH and TAC showed a 
downward trend. The GSH/GSSG ratio dropped 
significantly when IAP increased to 20 mmHg. 
The activity of CAT, SOD and GPx increased 
when IAP was below 20 mmHg, but decreased 
when IAP exceeded 30 mmHg. The expression 
level of GPx mRNA in rabbits having an IAP of 
20 mmHg for one hour was significantly higher 
than that in normal controls (0.600 vs 0.556, P < 
0.05). In contrast, the expression levels of GPx 
mRNA in rabbits having an IAP of 30 mmHg for 
one or two hours were significantly lower than 
that in normal controls (0.450 and 0.420 vs 0.556, 
respectively; both P < 0.01).

CONCLUSION: Elevated IAP can induce 
marked oxidative stress and redox imbalance in 
intestinal mucosa in rabbits and may therefore 
be an important factor leading to impairment of 
intestinal barrier function.

Key Words: Intra-abdominal hypertension; Intra-
abdominal pressure; Intestinal mucosa; Redox; 
Oxidative stress

Cheng JT, Li XY, Feng Z, Zhang CH, Xiao GX. Elevated 
intra-abdominal pressure induces marked oxidative stress 
and redox imbalance in intestinal mucosa in rabbits. Shijie 
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摘要
目的: 探讨腹内高压对肠道氧化还原状态的
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■背景资料
腹内高压及腹腔
间隙综合征(或称
腹腔室隔综合征)
是近年来逐渐被
认识和重视的临
床危重并发症, 病
死率高, 病例报道
逐年增多, 但有关
此方面的基础研
究相对缺乏.

■同行评议者
许文燮, 教授, 上
海交通大学生命
科学院生物医学
工程系 ;  程爱国 , 
教授, 华北煤炭医
学院临床医学系



影响及其致肠黏膜屏障损伤机制, 为临床研究
提供实验依据. 

方法: 健康成年新西兰兔21只, 采用氮气气腹
法制作腹内高压动物模型, 按IAP大小分为正
常对照组、10、20、30 mmHg组, 按IAP维持
时间分为1、2 h组, 每组3只. 制备肠黏膜组织
匀浆上清液, 检测丙二醛(MDA)、氧化型谷
胱甘肽(GSSG)、还原型谷胱甘肽(GSH)含量, 
总抗氧化能力(T-AOC), 谷胱甘肽过氧化物酶
(GPx)、过氧化氢酶(CAT)、超氧化物歧化酶
(SOD)酶活性, RT-PCR检测肠黏膜组织GPx基
因表达. 

结果: 氧化性物质MDA、GSSG随时间延长及
压力增高含量增加, 还原性物质GSH及T-AOC
随时间延长及压力增高含量降低, GSH/GSSG
比率在压力升高至20 m m H g时显著降低 ; 
GPx、CAT、SOD酶活性呈现先增高后降低
的趋势, 20 mmHg 1 h GPx基因表达明显高于
正常对照组(0.600 vs  0.556, P <0.05), 但随时
间延长逐渐降低, 30 mmHg作用1、2 h均显
著低于正常对照组(0.450, 0.420 vs  0.556, 均
P <0.01).

结论: 腹内高压可导致肠道氧化还原状态失
衡, 是导致肠黏膜屏障功能损害的重要因素.

关键词: 腹内高压; 腹内压; 肠黏膜; 氧化还原; 氧化
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0  引言

腹内高压(intra-abdominal hypertension, IAH)
是多种内外科危重疾病的并发症 ,  I A H持续

发展是导致腹腔间隙综合征(intra-abdominal 
compartment syndrome, ACS)与多脏器功能衰竭

的重要原因, 其危害性近年来逐渐被人们认识

和重视[1-4]. 我们已发现, IAH可导致肠道血流量

大幅度降低、肠道细菌内毒素移位、并导致肠

黏膜屏障的损害[5-6]. 为进一步探索IAH致肠黏膜

屏障损伤机制, 本研究通过对肠黏膜氧化还原相

关酶的检测及基因分析, 揭示IAH对肠道氧化还

原的影响, 为临床防治相关疾病提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年新西兰兔21只, 体质量2.5-3.0 
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kg, 雌雄不限, 购于中国人民解放军第三军医

大学大坪医院动物中心 .  B S A、考马氏亮蓝

G-250购于Pierce公司. 丙二醛(malondialdehyde, 
MDA)、氧化型谷胱甘肽(oxidized glutathione, 
GSSG)与还原型谷胱甘肽(reduced glutathione, 
GSH)比率、总抗氧化能力(total-antioxidative 
capacity, T-AOC)检测试剂盒及谷胱甘肽过氧

化物酶(glutathione peroxidase, GPx)、过氧化氢

酶(catalase, CAT)、超氧化物歧化酶(superoxide 
dismutase, SOD)酶活性检测试剂盒购于南京建

成生物公司. Tripure购于Roche公司. RT-PCR试
剂盒购于Promega公司. Agarose(ultra pure)购于

Sigma公司. 电动匀浆机(上海仪器厂). 紫外分光

光度计(Biochrom Ltd, 美国). PCR仪(Hybide, 美
国). 电泳仪(BIO-RAD, 美国). 凝胶扫描成像系

统(BIO-RAD, 美国).
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 采用氮气气腹法[5], 按腹内压

力(intra-abdominal pressure, IAP)大小分为: 正
常对照组、10、20、30 mmHg组, 按IAP维持时

间分为1、2 h, 每组3只. 维持腹内压至相应时相

点后, 开腹, 距屈氏韧带下5 cm处游离10-20 cm
长肠段, 沿肠系膜侧纵向剖开, 4℃预冷生理盐

水冲洗干净, 于冰上刮取肠黏膜, 滤纸吸干水分, 
分装于冻存管, 置液氮保存备用. 从液氮中取出

冻存之肠黏膜组织, 称质量, 按每100 mg肠黏膜

组织加入1 mL生理盐水, 于冰水浴中电动匀浆

器中充分匀浆; 离心(3000 r/min, 4℃, 10 min); 取
上清液, 分装, -20℃保存待测.
1 . 2 . 2  肠黏膜组织中氧化性物质含量检测 : 
(1)MDA: 采用硫代巴比妥酸法测定. (2)GSSG: 
采用谷胱甘肽还原酶循环法测定. 
1 . 2 . 3  肠 黏 膜 组 织 中 还 原 性 物 质 含 量 检

测 :  (1 )G S H:  谷胱甘肽还原酶循环法检测 . 
(2)T-AOC: 采用分光光度法. 
1.2.4 氧化还原相关酶活性检测: (1)GPx酶活性

测定: 分光光度法. (2)CAT酶活性测定: 紫外分

光光度法. (3)SOD酶活性测定: 黄嘌呤氧化酶法. 
1.2.5 RT-PCR检测肠黏膜组织GPx基因表达: (1)
引物设计与合成: 检索GenBank, 得到新西兰兔

GPx mRNA序列(X13837)以及内参照基因beta-
actin mRNA序列(AF309819), 应用分子生物学

软件Primer Premier设计引物序列如下: GPx: 
正义5'-TGT GCG GCT CGT ATG GC-3', 反义

5'-CTT GGC GTT CTC CTG ATG C-3'; beta-
actin: 正义5'-CGT GCG GGA CAT CAA GGA-3', 

www.wjgnet.com
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反义5'-AGG AAG GAG GGC TGG AAC A-3'. 
GPx扩增目的基因片断大小为252 bp, beta-actin
扩增目的基因片断大小为177 bp. 由TaKaRa公司

合成引物. RT-PCR基因检测: 应用Promega RT-
PCR试剂盒, 一步法检测基因表达. 2%琼脂糖

(Agarose)凝胶电泳, 通过对比beta-actin内参照基

因, 半定量法测定GPx的基因表达差异. 图像分

析及定量: 采用BIO-RAD公司软件Quantity One, 
对电泳产物行光密度测定及对比分析.

统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 采
用SPSS11.0行统计学分析. 组内数据应用配对t
检验, 组间比较采用Student's t检验, 以P <0.05为
有显著性差异.

2  结果

2.1 腹内压对肠黏膜组织中氧化、还原物质

含量的影响 实验以3个不同压力(10、20、30 
mmHg)分别作用1、2 h, 检测肠黏膜组织中氧

化性物质MDA、GSSG以及还原性物质GSG、

T-AOC含量, 结果见表1.
2.1.1 MDA含量: 正常对照组肠黏膜组织MDA
含量平均为0.211 nmol/mg protein, 10 mmHg
组1、2 h分别为0.185 nmol/mg protein、0.256 
nmol/mg protein, 与正常对照组无显著差异; 20 
mmHg组1、2 h分别为0.436、0.533 nmol/mg 
protein, 30 mmHg组1、2 h分别为0.853、1.203 
nmol/mg protein, 20、30 mmHg各组与正常对照

组相比皆显著增高(P <0.05, 0.01); 相关分析显

示, MDA含量与时间及压力大小呈显著正相关(r  
= 0.8602、0.9091, 均P <0.01). 
2.1.2 GSH含量: 正常肠黏膜组织中GSH含量平

均为34.73 mg/mg protein, 10 mmHg组各时相点

与正常组均无显著性差异; 20 mmHg作用1、2 
hGSH含量分别为28.55、30.01 mg/mg protein, 
与正常对照组相比均显著降低(均P <0.05), 但各

时相点间无明显差异; 30 mmHg作用1、2 h GSH
含量进一步降低, 分别为24.48、22.35 mg/mg 
protein. 
2.1.3 GSSG含量: 正常肠黏膜组织中GSSG含量

平均为4.88 mg/mg protein, 10 mmHg组各时相

点与正常组均无明显差异; 20 mmHg作用1、
2 h GSSG含量分别为11.32、12.85 mg/mg pro-
tein, 与正常对照组相比均显著增高(P <0.01); 30 
mmHg作用1、2 h GSSG含量进一步增高, 分别

为23.55、24.82 mg/mg protein. 
2.1.4 T-AOC: 正常肠黏膜组织总抗氧化能大小

平均为12.6 U/mg protein, 随压力的增高及时间

的延长逐渐下降, 至30 mmHg 2 h总抗氧化能力

降低至4.4 U/mg protein, 比正常对照组下降了

67%.
2.2 腹内压对肠黏膜组织GSH/GSSG比率的影

响 正常肠黏膜组织中GSH/GSSG比率为7.12; 压
力升高至20 mmHg时显著降低, 1、2 h分别为

表 1 不同腹内压及作用时间对肠黏膜组织氧化还原物质含量的影响

     
                 

正常对照组
     10 mmHg                               20 mmHg                          30 mmHg

                 1 h    2 h          1 h  2 h          1 h                  2 h

MDA  0.211±            0.185±           0.256±        0.436±           0.533±           0.853±             1.203±

(nmol/mg protein) 0.042               0.085               0.059           0.055a              0.091b             0.101b               0.130b

GSH               34.73±            34.24±           36.18±        28.55±           30.01±           24.48±             22.35±

(mg/mg protein) 3.69                 4.52                 4.21             2.33a                3.11a               1.72b                 1.68b

GSSG  4.88±              5.12±             4.65±        11.32±           12.85±           23.55±             24.82±

(mg/mg protein) 0.83                 1.03                 0.95             1.33b                1.11b               2.55b                 2.68b

T-AOC               12.6±               11.2±             13.3±            9.5±               8.2±               5.3±                 4.4±

(U/mg protein) 3.7                   4.4                   4.9               2.3a                  3.1a                 1.6b                    1.8b

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常对照组.
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图 1 腹内压对肠黏膜组织GSH/GSSG比率的影响.

■创新盘点
本文进一步揭示
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致肠道功能衰竭
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2.52、2.34 mmHg; 30 mmHg时进一步降低, 1、
2 h分别为1.04、0.90(图1).
2.3 腹内压对肠黏膜组织氧化还原相关酶活性

的影响 结果表明不同压力大小及作用时间可改

变氧化还原相关酶GPx、CAT、SOD的活性, 见
表2.
2.3.1 GPx酶活性: 正常肠黏膜组织中GPx酶活性

平均为35.12 U/mg protein, 10 mmHg组各时相

点与正常组均无明显差异; 20 mmHg 1 h GPx酶
活性为46.87 U/mg protein, 与正常对照组相比

显著增高(P <0.01), 但随时间延长逐渐降低, 显
著低于正常对照组(P <0.05); 30 mmHg 1 h GPx 
酶活性为48.07 U/mg protein, 明显高与正常对

照组(P <0.01), 2 h即显著降低, 达23.23 U/mg 
protein(P <0.01). 
2.3.2 CAT酶活性: 正常肠黏膜组织CAT酶活性

平均为121.6 U/g protein, 10 mmHg组各时相点

与正常组均无明显差异; 20 mmHg 1 h CAT酶活

性显著增高至157.1 U/g protein(P <0.05), 但随时

间延长逐渐降低; 30 mmHg 1 h CAT酶活性为

145.3 U/g protein, 高与正常对照组(P <0.05), 但2 
h即显著降低, 达80.4 U/g protein (P <0.01). 
2.3.3 SOD酶活性: 正常肠黏膜组织SOD酶活性

平均为652.5 nU/mg protein, 10 mmHg各时相点

SOD酶活性无明显改变; 20 mmHg 1 h无显著差

异, 2 h明显降低至461.2 nU/mg protein(P <0.01); 
30 m m H g 1 h S O D酶活性即出现明显下降

(P <0.05), 2 h进一步降低.
2.4 不同程度腹内压及作用时间对GPx基因表

达的影响 GPx mRNA基因表达在10 mmHg 1、
2 h改变不明显; 20 mmHg 1 h基因表达明显高于

正常对照组(P <0.05), 但随时间延长逐渐降低; 
30 mmHg作用1、2 h均显著低于正常对照组(均
P <0.01, 图2-3).

3  讨论

稳定的氧化还原状态(redox state)是机体正常代

谢的重要保证[7]. 各种因素所导致的活性氧基团

(reactive oxygen species, ROS)在体内蓄积可引

发氧化应激(oxidative stress)[8], 造成氧化还原失

衡(redox imbalance), 是导致多种疾病产生的重

要原因[9-10]. 我们以往研究表明[11], IAH可导致呼

吸、循环功能的紊乱, 并显著降低肠黏膜血流

量. 本实验进一步证实, IAH可导致肠道氧化还

原状态的改变, 这可能是导致肠黏膜屏障功能

损害的重要原因之一. 

表 2 不同腹内压及作用时间对肠黏膜组织氧化还原酶活性的影响

     
    

正常对照组
    10 mmHg                               20 mmHg                          30 mmHg

                 1 h    2 h            1 h  2 h          1 h                  2 h

GPx      35.12±        37.74±          35.32±           46.87±          42.65±           48.07±             23.23±

(U/mg protein)       3.78             2.57               2.40                4.36b               3.85b               2.75b                 3.17b

CAT    121.6±        116.2±          125.3±           157.1±          113.2±           145.3±             80.4±

(U/g protein)     13.7             14.4                15.9                18.3a               10.1a               19.6a                 13.8b

SOD    652.5±        667.1±          638.9±           632.5±          461.2±           585.1±             420.4±

(nU/mg protein)     32.1             43.2                45.7                35.3                41.1b               39.6a                 41.8b

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常对照组.

图 3 GPx/β-actin吸光度比值分析. aP<0.05, bP<0.01 vs  正

常对照组.
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图 2 RT-PCR产物20 g/L琼脂糖凝胶电泳. M: PCR Marker; 
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■应用要点
及时监测和早期
治疗性干预措施
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一定的实验依据.
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氧自由基的生成主要通过黄嘌呤氧化酶系

和髓过氧化物酶系, 黄嘌呤在黄嘌呤氧化酶及

水分子、氧分子的作用下, 生成过氧化氢自由

基和尿酸, 过氧化氢与超氧阴离子反应生成羟

自由基, 最终生成LPO, 其中主要为MDA, 故检

测肠黏膜组织中MDA含量, 可反应肠道脂质过

氧化损伤[12]. 本研究表明, 肠黏膜组织MDA含量

在腹内压20 mmHg作用1 h即显著增高, 且与时

间及压力正相关. 提示IAH可导致氧自由基产生

增多并造成肠黏膜细胞的脂质过氧化损坏. 在
IAH作用下, 肠黏膜血流量急剧下降, 肠道缺血

缺氧, 导致活性氧自由基大量生成. 氧自由基可

触发细胞膜上多聚不饱和脂肪酸发生脂质过氧

化链式反应, 破坏内质网、溶酶体、线粒体等

生物膜结构并导致细胞功能的紊乱或死亡[13-14]. 
还原型GSH是组成机体抗氧化系统的主要

成分, 在拮抗外源性毒物、氧自由基损伤、调

节机体免疫功能、维持细胞蛋白质结构和功

能、抑制细胞凋亡等方面起着重要作用[15]. GSH
是由谷氨酸、半胱氨酸、甘氨酸组成的三肽

物质, 其活性中心位于半胱氨酸α-氨基上的巯

基(-SH). 其抗氧化机制, 一方面可与毒物分子

直接结合降低毒性, 另一方面可通过氧化还原

反应降低毒性分子的氧化能力, 保护含巯基的

酶与蛋白质. GSH可通过提供H+拮抗氧自由基, 
其本身在GPx作用下被氧化成GSSG, 后者通过

NADPH, 在谷胱甘肽还原酶作用下还原成GSH, 
构成动态平衡, 故检测GSH、GSSG及其比率变

化可反映组织氧化还原状态的改变. 本研究表

明, 腹内压20 mmHg作用1 h即可导致GSH的降

低以及GSSG的升高, GSH/GSSG比率随腹内压

力的增高及作用时间的延长显著下降. T-AOC测
定结果也显示肠黏膜组织总抗氧化能力随压力

增高逐渐下降, 至30 mmHg 2 h, 总抗氧化能力比

正常对照组下降了67%. 结合MDA检测结果, 说
明腹内压的增高及持续存在可导致肠道的氧化

还原失衡.
正常状态下, 体内氧化性物质与抗氧化性

物质通过各种酶及蛋白质的精密基因表达调控, 
保持氧化还原状态处于动态平衡[16]. 抗氧化酶

系统在活性氧清除过程中起着关键作用. 超氧

阴离子在超氧化物歧化酶SOD(包括Mn-SOD和

Cu/Zn-SOD)作用下发生电子转移, 生成H2O2, 后
者在CAT作用下转变成无毒性的H2O分子, 达到

氧自由基的清除. GPx是催化还原GSH与H2O2反

应的关键酶, 在清除过氧化氢自由基、保护细

胞免受过氧化损伤过程中起重要作用[17]. 我们

研究表明, 腹内压20 mmHg作用1 h, SOD改变不

明显, CAT以及GPx活性明显高于正常对照组; 
30 mmHg作用2 h显著低于正常对照组. GPx基
因表达检测结果显示, 20 mmHg 1 h基因表达明

显高于正常对照组, 但随时间延长逐渐降低; 30 
mmHg作用1、2 h均显著低于正常对照组. 细胞

内GSH/GSSG比率的改变, 作为一种信号, 可激

活JNK、P38、PI-3K以及AP-1、NF-κB等细胞

内信号传导系统, 调控炎性细胞因子及抗氧化

酶系统的基因表达. 腹内压作用初期酶活性的

增高可能与氧自由基的大量生成、机体代偿性

提高抗氧化酶的基因表达有关, 但随时间延长, 
GSH/GSSG比率下降, 基因表达受抑, 抗氧化酶

活性随之出现降低. 
总之, IAH可导致肠道氧化还原状态的严重

失衡, 是造成肠黏膜损伤的重要因素. 本研究结

果有助于对IAH及ACS临床救治措施的制定提

供一种新的思路.
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Abstract
AIM: To investigate the changes in the number 
of total lymphocytes and each lymphocyte 
subpopulation in Peyer’s patches in scalded 
rats receiving different nutrition support, 
and examine the effects of glutamine (Gln) 
supplementation on intestinal immunity.

METHODS: Healthy adult Sprague-Dawley 
rats were subjected to a 30% TBSA third-degree 
scald injury to induce scald injury. Scalded rats 
were randomly divided into standard enteral 
nutrition group (EN group) and glutamine sup-
plementation group (EN plus Gln group). Rats 
in the EN group were fed standard enteral nutri-

tion (Nutrison Multi Fibre) while those in the 
EN plus Gln group were fed standard enteral 
nutrition plus Gln. The number of total lympho-
cytes and each lymphocyte subpopulation in 
Peyer’s patches were then determined by flow 
cytometry on days 1, 4, 7 and 10 after feeding.

RESULTS: The number of total lymphocytes, 
especially B lymphocytes, in Peyer’s patches 
significantly decreased in response to scald in-
duction. The number of total lymphocytes in 
Peyer’s patches in rats in the EN plus Gln group, 
but not in the EN group, returned to normal on 
day 7 after scald induction [(5.29 ± 1.03) × 106 vs 
(6.13 ± 1.14) × 106, P > 0.05]. The total number of 
B cells in Peyer’s patches in rats in the EN plus 
Gln group on days 7 and 10 showed no signifi-
cant changes when compared with pre-induction 
value [(2.87 ± 0.69) × 106 and (3.05 ± 0.72) × 106 
vs (3.29 ± 0.62) × 106, respectively; both P > 0.05]. 
In contrast, the total number of B cells in Peyer’
s patches in rats in the EN group on day 10 was 
significantly lower than pre-induction value [(2.07 
± 0.63) × 106 vs (3.29 ± 0.62) × 106; P < 0.05]. Scald 
induction had no significant effect on the number 
of CD4+ and CD8+ lymphocytes (both P > 0.05).

CONCLUSION: The number of total lympho-
cytes decreases significantly in response to scald 
induction. Early enteral glutamine supplemen-
tation can promote lymphocyte proliferation, 
increase the number of total lymphocytes (es-
pecially B cells) in Peyer’s patches, and enhance 
intestinal immunity in scalded rats.

Key Words: Glutamine; Scald; Peyer’s patches; 
Lymphocyte subpopulation; Rat

Deng ZY, Guo GH, Xing JJ, Zhao XL, Cui Q, Yang Y. 
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lymphocyte subpopulations in Peyer’s patches in scalded 
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摘要
目的: 观察烫伤大鼠伤后不同时间Peyer's结细
胞总数及淋巴细胞亚群在营养支持影响下的
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■背景资料
在烧 ( 创 ) 伤后肠
黏膜的缺血缺氧
性损害、炎性介
质和细胞因子的
瀑式释放、高代
谢引起营养代谢
底物的缺乏等应
激性变化可造成
肠黏膜免疫屏障
的破坏, 细菌和内
毒素移位, 继而启
动多器官功能障
碍综合征. Peyer's
结是肠系膜相关
淋巴组织(GALT)
的主要成员之一, 
在肠道黏膜免疫
系统中, 其淋巴细
胞直接参与了肠
道抗原的识别、

呈递和免疫效应, 
他们的功能和状
态直接反映了肠
道黏膜免疫系统
的功能和状态. 因
此可以说Peyer's
结构成了肠道免
疫屏障的基础, 维
护和优化Peyer's
结内细胞结构、

功能状态对于宿
主的防御和维持
内环境的稳定极
为重要.

■同行评议者
程 爱 群 ,  主 任 医
师, 上海华东医院
普外科



变化形式, 了解不同肠内营养支持对Peyer's结
内细胞亚群的影响. 

方法:  选取健康S D大鼠 ,  随机分为标准肠
内营养组(EN组, n  = 32)和谷氨酰胺补给组
(EN+Gln组, n  = 32), 制成烫伤动物模型(30% 
TBSAⅢ度烫伤), 伤后早期分别给予标准肠
内营养制剂(能全力)和标准肠内营养制剂+谷
氨酰胺, 于伤后第1、4、7、10天观察Peyer's
结 细 胞 总 数 及 进 行 流 式 细 胞 仪 细 胞 亚 群 
(CD3+、CD45Ra+、CD3+/CD4+、CD3+/CD8+)
分析. 

结果: 烫伤后Peyer's结淋巴细胞总数在伤后
1 d明显减少, 主要体现为B细胞总数的减少, 
EN+Gln组在伤后7 d时淋巴细胞总数恢复至
伤前水平[(5.29±1.03)×106 vs  (6.13±1.14)×
106, P >0.05], 而EN组没有恢复; EN+Gln组B细
胞比例及总数在7、10 d时与伤前比较无明显
差异[(2.87±0.69)×106, (3.05±0.72)×106 vs  
(3.29±0.62)×106, P >0.05], 而EN组B细胞总
数在10 d时与伤前比较明显减少[(2.07±0.63)
×106 vs  (3.29±0.62)×106, P <0.05]; CD4+和
CD8+细胞在伤后两组变化不明显.

结论: 肠内谷氨酰胺补给支持能快速有效地
促进Peyer's结淋巴细胞增殖, 尤其是B细胞, 
增加Peyer's结内淋巴细胞总数; 有利于肠道免
疫屏障的恢复和强化.

关键词: 谷氨酰胺; 烫伤; Peyer's结; 淋巴细胞亚群; 

大鼠

邓志云, 郭光华, 邢娟娟, 赵晓雷, 崔泉, 杨毅. 早期肠内谷氨酰

胺补给对烫伤大鼠Peyer's结淋巴细胞亚群的影响. 世界华人消

化杂志  2009; 17(26): 2679-2685
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0  引言

黏膜免疫系统的主要功能是对黏膜表面吸入

或食入的大量种类繁杂的抗原进行准确识别

和作出迅速正确的反应 ,  对有害抗原或病原

体产生高效的体液和细胞免疫 ,  进行有效的

免疫排斥或排除(immune exclusion or immune 
elimination)[1-4]. 在烧(创)伤后肠黏膜的缺血缺

氧性损害、炎性介质和细胞因子的瀑式释放、

高代谢引起营养代谢底物的缺乏等应激性变化

可造成肠黏膜免疫屏障的破坏, 细菌和内毒素

移位, 继而启动多器官功能障碍综合征(multiple 
organ dysfunction syndrome, MODS); 有研究表

明肠道屏障损伤与机体低水平谷氨酰胺(Gln)有
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关[5-6]. 我们于严重烫伤后早期对大鼠肠内Gln补
给, 评价早期肠内添加Gln的营养支持对严重烫

伤大鼠肠道Peyer's结淋巴细胞亚群影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年健康SD大鼠72只, 体质量220-250 
g, 雌雄兼用, 由南昌大学医学院医学实验动物

科学部提供(动物合格证: 医动字021-9602). 雌
雄分笼, 适应性喂养1 wk, 自由摄水饮食. FITC-
CD3/PE-CD45Ra试剂盒和PE-CD4/TRI-CD8试
剂盒购自Serotec公司; 谷氨酰胺由重庆药友制

药有限公司惠赠; 流式细胞检(FACSC alibur流
式细胞仪, BD公司)由南昌大学一附院流式细胞

室完成. 
1.2 方法 
1.2.1 大鼠烫伤模型的制作: SD大鼠随机分为2
组, 即肠内营养组(EN组)和EN+Gln组, 2组所有

大鼠均制成烫伤模型, 每组32只. 另取8只作为

伤前对照, 制成假烫模型, 所得数据作为伤前参

考值. 大鼠烫伤前禁食12 h, 10 g/L戊巴比妥钠

(40 mg/kg)腹腔麻醉, 电推去毛, 称其质量后采用

本实验中心自制蒸汽烫伤控制器, 设定压力为

0.03 mPa, 温度108℃, 持续8 s, 造成总体表面积

(TBSA)为30%的Ⅲ度烫伤. 伤后立即腹腔注射

平衡液50 mL/kg抗休克. 将大鼠放入限制笼内饲

养, 实验过程中室温保持在25℃左右, 相对湿度

40%左右, 创面外用碘伏消毒, 实验室每天紫外

线消毒. 于伤后1, 4, 7和10 d检测观察指标, 在每

个时间点每组大鼠均为8只.
1.2.2 营养液的配制与供给: 2组大鼠给予同等热

量的肠内营养物. EN组给予整蛋白型肠内营养

剂能全力(nutrison multi fibre), EN+Gln组在此

基础上添加Gln 0.3 g/(kg·d); 2组在层流台上将

各种营养成分混匀后分装, 4℃保存, 用时复温

到37℃. 伤后4 h开始灌喂营养液, 按每天731.5 
kJ/kg的标准供给[7], 每天计划量分3-5次喂完, 不
限饮水. 
1.2.3 指标检测: (1)Peyer's结细胞的分离: Peyer's
结细胞的分离按Janu et al [8]的方法进行, 具体操

作步骤如下: 取大鼠回肠, 盐水冲洗肠腔, 眼科

剪分离Peyer's结置于无菌培养皿中, 注射器针头

撕碎, 50 kU/LⅠ型胶原酶的RPMI 1640 15 mL
中37℃持续振荡并孵育60 min, 在胶原酶消化

后, 细胞悬液通过200目过滤器过滤收集过滤液, 
Percoll梯度离心, 0.4% typan鉴定活细胞数目并

计数细胞总数, 过滤液1500转离心10 min, 去上

www.wjgnet.com

■相关报道
Lai et al 利用脓毒
症的动物模型, 观
察 G l n 补 给 对 肠
黏膜免疫的影响, 
发 现 G l n 可 增 加
Peyer's结淋巴细
胞数, 促进淋巴细
胞增殖以及sIgA
的 分 泌 ;  研 究 发
现在饥饿等情况
下Gln缺乏会引起
细胞能量的匮乏, 
肠壁中 IgA +浆细
胞、CD4+和CD8+

淋巴细胞数明显
减少, 而添加Gln
后胆汁中sIgA含
量和肠道T、B淋
巴细胞数量与正
常动物相比无显
著差异.
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清, RPMI 1640洗涤2次后, 将细胞悬浮于含10% 
FBS的RPMI 1640中. 调节细胞浓度至1×109/L, 
流式细胞仪待测. (2)流式细胞仪分析: 取Peyer's
结细胞悬液2 mL加入专用FALCON管中, 每管

1 mL. 各管中每管加入4 mL生理盐水洗涤, 1500 
r/min, 离心10 min, 弃上清液, 摇匀, 然后在1号
管加入FITC标记的抗CD3 mAb和PE标记的抗

CD45Ra mAb, 2号管加入PE标记的抗CD4 mAb
和TRI标记的抗CD8 mAb, 充分混匀, 室温避光

静置15 min后, 上流式细胞仪检测. 流式细胞仪

激发光为488 nm氢离子激光, 接收通道FS(前
向散射)、S S(侧向散射). 观察C D3+、C D3+/
CD45Ra+细胞及CD3+/CD4+细胞同CD3+/CD8+细

胞的分群情况, 使用Cell-quest软件分析数据.
统计学处理 所有数据均用SPSS10.0统计软

件进行分析, 用mean±SD进行统计描述, 同种处

理不同时间间比较及同一时间内不同处理组间

比较均采用单因素方差分析. P <0.05为差异有显

著性意义, P <0.01为差异极显著.

2  结果

2.1 Peyer's结细胞总数的变化 伤后1 d时2组Pey-
er's结细胞总数与伤前比较明显减少(P<0.01); 4 d
时2组与伤前比较仍呈减少状态(P <0.05或0.01), 
7、10 d时EN组与伤前比较细胞总数仍保持较低

水平(P>0.05), EN+Gln组与伤前比较差异无显著

性意义(P >0.05). 组间比较伤后1、4 d时2组间差

异无显著统计学意义(P>0.05); 7、10 d时EN+Gln
组细胞总数明显高于EN组(P <0.05), 说明在促进

Peyer's结细胞增殖方面EN+Gln优于前者(表1).
2.2 Peyer's结内CD3+细胞总数的变化 在CD3+细

胞总数方面, 1 d时2组与伤前比较其总数明显减

少(P <0.05), 后逐步升高, 各组其他时间点与伤

前比较差异无显著性意义(P >0.05). 组间比较比

较EN组、EN+Gln组在不同的时间点差异均无

显著性意义(P>0.05, 表2).
2.3 Peyer's结CD45Ra+细胞(B细胞)百分比和总

数的变化 在烫伤后1 d时2组CD45Ra+细胞的百

分比均下降(P <0.05), 给予肠内营养支持后逐步

回升, EN+Gln组 在4、7、10 d时与伤前比较差

异无显著性意义(P>0.05); EN组在4、7 d时均低

于伤前(P <0.05), 10 d时与伤前比较差异无显著

性意义(P >0.05). 组间比较, 7 d时与EN组比较, 
EN+Gln组CD45Ra+细胞的百分比明显高于前者

(P <0.05); 说明谷氨酰胺补给支持能更快地恢复

Peyer's结CD45Ra+细胞的正常比率. 
2组在烫伤后1、4 d与伤前比较其CD45Ra+

细胞总数明显减少(P <0.01或0.05), 后逐步升高, 
EN+Gln组在7、10 d时与伤前比较差异无显著

性意义(P >0.05), 而EN组CD45Ra+细胞总数在

7、10 d时仍低于伤前(P <0.01或0.05). 组间比较

EN+Gln组在7、10 d时CD45Ra+细胞总数明显高

于EN组(P<0.05); 相对于标准肠内营养, 谷氨酰胺

补给能有效地促进Peyer's结B细胞的增殖(表3).
2.4 Peyer's结CD3+/CD4+细胞百分比和总数的变

化 伤后1 d时EN组Peyer's结CD4+细胞的百分比

升高, 与伤前比较差异有显著性意义(P <0.05), 
在肠内营养支持后其百分比逐渐下降 ,  各组

■创新盘点
本实验证实了烫
伤明显地损害了
P e r y e r ' s 的 免 疫
功 能 ,  并 了 解 了
Peyer's结淋巴细
胞亚群在烫伤影
响下的变化形式, 
体现为B淋巴细胞
为主要损害对象, 
其总数明显减少; 
导致体液免疫损
害, 从而使机体对
外来抗原的反应
与清除作用减弱, 
处于易感状态.

表 1 Peyer's结细胞总数的变化 (n  = 8, mean±SD, ×106)

     
分组   伤前值

    伤后时间(d)

    1                4              7          10

EN组             6.13±1.14           3.69±0.74b           3.76±0.87b           4.27±0.97a           4.58±0.94a

EN+Gln组           3.78±0.87b           4.66±0.98a           5.29±1.03c           5.46±1.17c

aP<0.05, bP<0.01 vs  伤前; cP<0.05 vs  EN组.

表 2 Peyer's结CD3+细胞总数的变化 (n  = 8, mean±SD, ×106)

     
分组   伤前值

    伤后时间(d)

    1                4              7          10

EN组             2.23±0.52           1.67±0.35a            1.76±0.31            1.79±0.41            1.87±0.46

EN+Gln组           1.64±0.37a            1.93±0.36            2.03±0.41            2.09±0.53

aP<0.05 vs  伤前.



www.wjgnet.com

2682                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2009年9月18日     第17卷     第26期

其他时间点与伤前比较差异无显著性意义

(P >0.05). 2组组间比较均无显著性差异(P >0.05), 
说明2组动物Peyer's结CD4+细胞比例变化相似. 
伤后各时间点CD3+/CD4+细胞总数2组均减少, 
但与伤前比较差异无显著性意义(P >0.05). 2组
组间比较均无显著性意义(P >0.05), 说明2组 动
物Peyer's结CD3+/CD4+细胞总数在伤后变化不

明显(表4).
2.5 Peyer's结CD3+/CD8+细胞百分比和总数的变

化 在伤后1 d时EN组CD8+细胞的百分比明显上

升(P <0.05); 后逐渐恢复正常, 在其他时间点各

组与伤前比较差异均无统计学意义(P >0.05). 组
间比较在各个时间点EN组及EN+Gln组之间差

异均无显著性意义(P >0.05, 表5). 
在伤后1 d时2组CD3+/CD8+细胞的总数减

少, 但与伤前比较差异无显著性意义(P >0.05); 

后逐渐升高, 在其他时间点与伤前比较差异均

无显著性意义(P >0.05). 在各个时间点2组组间

比较之间差异均不明显(表5, 图1).

3  讨论

Peyer's结是肠系膜相关淋巴组织(gut-associated 
lymphoid tissue, GALT)的主要成员之一, 其中

心区域是B细胞的富含区, 并具有生发中心, 主
要含IgA+淋巴母细胞即sIgA阳性细胞, 是黏膜

分泌IgA细胞的主要来源, 也是小肠内诱导免

疫应答的最重要部位[9-10]. 在肠道黏膜免疫系统

中, Peyer's结淋巴细胞直接参与了肠道抗原的识

别、呈递和免疫效应, 他们的功能和状态直接

反映了肠道黏膜免疫系统的功能和状态; 因此

可以说Peyer's结构成了肠道免疫屏障的基础, 维
护和优化Peyer's结内细胞结构、功能状态对于

■应用要点
本研究提示相对
于普通肠内营养
制剂, 早期肠内补
给Gln能快速有效
地促进Peyer's结
淋巴细胞增殖, 尤
其是B细胞, 有利
于肠道免疫屏障
的恢复和优化.

表 4 Peyer's结CD3+/CD4+细胞百分比和总数的变化 (n  = 8, mean±SD)

     
分组                       

细胞百分数(%)                  细胞总数(×106)

  
伤前值

    1 d  4 d 7 d           10 d          
伤前值

 1 d 4 d 7 d            10 d

EN组  31.3±     41.6±     36.4±     34.3±     32.9±       1.89±     1.46±     1.49±     1.51±      1.53±

    4.6           5.9a          4.9           5.7           5.3           0.44         0.34         0.33         0.41          0.43

EN+Gln组                  38.2±     36.7±     34.3±     32.2±                1.43±     1.69±     1.73±      1.75±

                    5.2           6.3           4.7           5.6                0.36         0.46         0.43          0.49

aP<0.05 vs  伤前.

表 5 Peyer's结CD3+/CD8+细胞百分比及总数的变化 (n  = 8, mean±SD)

     
分组                       

细胞百分数(%)                  细胞总数(×106)

  
伤前值

    1 d  4 d 7 d           10 d          
伤前值

 1 d 4 d 7 d            10 d

EN组    8.2±     12.3±       9.7±     10.2±       9.2±       0.49±     0.42±     0.39±     0.45±      0.43±

    2.3           3.1a          3.2           3.8           3.1           0.12         0.15         0.12         0.17          0.16

EN+Gln组                    9.4±       9.1±       9.2±       8.6±                0.37±     0.43±     0.47±      0.46±

                    2.6           3.8           3.5           3.3                0.11         0.19         0.18          0.14

aP<0.05 vs  伤前.

表 3 Peyer's结CD45Ra+细胞百分比和总数的变化 (n  = 8, mean±SD)

     
分组                       

细胞百分数(%)                  细胞总数(×106)

  
伤前值

    1 d  4 d 7 d           10 d          
伤前值

 1 d 4 d 7 d            10 d

EN组  54.7±     41.4±     43.7±     45.7±     52.9±       3.29±     1.51±     1.54±     1.93±      2.07±

    7.2           8.3a          7.4a          7.1a          7.9           0.62         0.34b        0.49b        0.54b         0.63a

EN+Gln组                  40.9±     51.3±     54.7±     53.2±                1.53±     2.39±     2.87±      3.05±

                    7.4a          6.6           6.9c          7.7                0.37b        0.57c        0.69c         0.72c

aP<0.05, bP<0.01 vs  伤前; cP<0.05 vs  EN组.
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宿主的防御和维持内环境的稳定极为重要[10-13]. 
较多的报道指出谷氨酰胺可通过提高机体

细胞免疫功能促进短半衰期蛋白质合成、调节

局部及全身细胞因子的产生, 维护肠道黏膜结

构及功能的完整, 从而对严重烧(创)伤及外科

大手术后的免疫抑制起正向调节作用[14-17]. 本
实验中我们在伤后早期即对烫伤动物进行肠内

较大剂量的Gln补给, 在实验中对烧伤大鼠回肠

Peyer's结淋巴细胞进行分离并计数细胞总数, 发
现烧伤后各组动物Peyer's结内的淋巴细胞明显

减少并持续一定时间, 2组烫伤动物在伤后第1
天时与伤前比较明显减少, 这提示Peyer's结内

淋巴细胞减少是烧伤后肠道免疫屏障损害的一

个重要原因. 典型肠道的Peyer's结分为生发中

心及富含B细胞的边缘带; 诱导部位通过冠状

层与肠上皮隔离开来, 冠状层主要由B细胞、T
细胞以树突状细胞及巨噬细胞构成. 大量证据

表明: 诱导部位在局部免疫中起着主要作用, 包
括抗原的提呈及信号传导、淋巴细胞的产生

及致敏[18]; 涉及这些过程的主要包括特异IgA
效应的B细胞, 记忆B细胞以及T细胞. 抗原通过

M细胞转运至黏膜下的树突状细胞和巨噬细胞

并提呈抗原给CD4+ T细胞和naive B细胞, T、B
细胞最终分别成熟, 成为黏膜免疫组织的细胞

因子产生细胞和浆细胞[19-20]. 这也可以解释维

护Peyer's结的功能状态的重要意义. Langkamp-
Henken et al [21]在研究中已发现蛋白质-热量营

养不良、Gln缺乏等可引起GALT的功能的改

变. 已有研究表明创伤后由于肠道血流的低灌

注状态以及肠黏膜通透性升高, Peyer's结的淋

巴细胞暴露于大量的肠腔抗原, 引起Peyer's结
萎缩、凋亡致细胞数目明显减少[22]; 烫伤组烧

伤后1 d细胞数目减少尤为明显, 后逐渐增加, 
但EN组在实验观察时间内并没有恢复伤前水

平, 而EN+Gln组在7、10 d其细胞总数高于前

者且接近伤前水平, 这说明在促进伤后Peyer's
结淋巴细胞增殖方面优于前者. 我们认为这可

能与较大剂量的谷氨酰胺肠内补给有关. L a i  
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图 1 Peyer's结CD3+、CD45Ra+、CD3+/CD4+、CD3+/CD8+流式细胞. A: 伤前(CD3+/CD45Ra+); B: EN组1 d; C: EN+Gln组7 d; 

D: EN+Gln组10 d; E: EN组10 d; F: EN+Gln组1 d; G: EN+Gln组10 d; H: 伤前(CD4+/CD8+); I: EN组1 d; J: EN组10 d.
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■同行评价
本研究的设计、

方法和数据的收
集 处 理 比 较 合
理 ,  具 有 一 定 的
学术价值.
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et al [23]利用脓毒症的动物模型, 观察Gln补给对

肠黏膜免疫的影响, 发现Gln可增加Peyer's结淋

巴细胞数, 促进淋巴细胞增殖以及sIgA的分泌; 
研究发现在饥饿等情况下Gln缺乏会引起细胞

能量的匮乏, 肠壁中IgA+浆细胞、CD4+和CD8+

淋巴细胞数明显减少, 而添加Gln后胆汁中sIgA
含量和肠道T、B淋巴细胞数量与正常动物相比

无显著差异[24]. 另外早期肠内Gln补给能选择性

增加回肠末端血流量从而改善肠道相关淋巴组

织GALT血流分布, 是促进Peyer's结淋巴细胞增

殖的机制之一. 这些研究和报道无疑阐明了Gln
补给在改善烧(创)伤后肠道免疫屏障功能方面

的正向作用; 屏障功能的改善减少了肠腔抗原

对Peyer's结细胞的刺激, 从而启动局部免疫的良

性循环. 
为了了解不同营养支持后Peyer's结内T、B

细胞亚群的改变, 我们利用流式细胞仪对Peyer's
结内细胞进行了亚群分析. 发现B细胞的百分比

在烫伤后1 d时2组均下降, 而T细胞的百分比在

伤后1 d时2组反而上升, 这说明二者对烧伤后的

反应程度是不一致的. 在细胞总数方面两者均

是下降的, 尤其在1 d时为明显, 后逐步升高并逐

渐恢复. Ayala et al [25]利用脓毒症的模型, 观察大

鼠肠道免疫功能的变化发现Peyer's结内细胞大

量凋亡, Peyer's结细胞数目明显减少, 且细胞减

少主要局限于B细胞系内. 这也证实既定的细胞

系如T细胞、Ｂ细胞、巨噬细胞等, 在创伤等应

激状态下, 对诱导细胞凋亡的过程反应是不同

的. 这不仅在于其各自所处的内环境不同, 而是

他们的存在/分化状态、肠腔内抗原类物质移位

及能影响凋亡过程的细胞因子在局部的浓度或

产生的变化的结果[26]. 在本实验中观察到相对

于T细胞, B细胞减少更为明显, 我们推测是由于

胃肠缺血等原因所致黏膜屏障降低引起Peyer's
结细胞暴露于大量肠腔抗原; 已有大量的研究

表明创伤、休克、感染等可导致肠腔接受肠源

性抗原负荷增加[27-28]; 在我们以前的研究中已证

实烧伤能引起血浆内毒素上升、全身炎症反应

及相关淋巴细胞凋亡调节因子的产生与释放直

接或间接诱导Peyer's结淋巴细胞凋亡[29]. Chung  
et al [30]利用脓毒症的动物模型发现内毒素或LPS
能激活Fas/FasL通路诱导T、B的凋亡. 在一定

程度上讲Peyer's结B细胞系的变化也是烧伤后

Peyer's结特征性改变之一, 这将最终引起B细胞

生发中心的功能性损害. 肠黏膜sIgA分泌细胞、

固有层浆细胞大多起源Peyer's结, 经归巢最后定

殖于固有层, Peyer's结的损害最终将影响局部的

浆细胞的数量及肠黏液sIgA的分泌. 
就营养支持后T、B细胞亚群总数变化方

面, 尽管烧伤后EN+Gln组和EN组B细胞分别在

4、10 d时恢复正常比例, 但EN组B细胞总数还

是低于伤前水平, 而EN+Gln组在7 d时则接近伤

前水平. T细胞总数在肠内营养支持后逐渐恢复

正常水平且2组无差异, 这提示: 一方面Gln提高

Peyer's结细胞总数主要是通过快速地促进B细

胞的增殖, 另一方面Gln有可能通过改变T细胞

亚群的功能状态而提高局部的免疫功能. 
P e y e r's结内B细胞的增殖和活化有赖于

CD4+ T细胞的调控, mAb选择性地删除CD4+ T
细胞后, 小鼠肠黏膜对口服痢疾疫苗不能产生

有效的免疫应答, 提示小鼠肠黏膜免疫应答的

产生必须有CD4+ T细胞的参与[31-32]. 为此我们观

察了T细胞CD4+和CD8+亚群的变化. 在T细胞亚

群中, CD4+细胞的百分比在伤后1 d时2组均明显

上升, 在肠内营养支持后其百分比逐渐下降; 对
此我们考虑一方面是由于B细胞亚群过度减少

引起, 但在其细胞总数上还是明显减少的. CD4+

细胞起着诱导B细胞分化的作用, 他通过分泌细

胞因子促进B细胞增殖成熟, 但烧伤使其数量受

到打击, 暗示上述因素可能主要影响CD4+的诱

导过程或直接作用于B细胞. 
总之 ,  本实验证实了烫伤明显地损害了

Peryer's的免疫功能, 并了解了Peyer's结淋巴细

胞亚群在烫伤影响下的变化形式, 体现为B淋巴

细胞为主要损害对象, 其总数明显减少, 导致体

液免疫损害, 从而使机体对外来抗原的反应与

清除作用减弱, 处于易感状态. 相对于普通肠内

营养制剂, 早期肠内补给Gln能快速有效地促进

Peyer's结淋巴细胞增殖, 尤其是B细胞, 有利于

肠道免疫屏障的恢复和优化.

4      参考文献
1 Hermsen JL, Gomez FE, Maeshima Y, Sano Y, Kang 

W, Kudsk KA. Decreased enteral stimulation alters 
mucosal immune chemokines. JPEN J Parenter 
Enteral Nutr 2008; 32: 36-44

2 Kang W, Kudsk KA. Is there evidence that the gut 
contributes to mucosal immunity in humans? JPEN 
J Parenter Enteral Nutr 2007; 31: 246-258 

3 武金宝, 王继德, 张亚历. 肠黏膜屏障研究进展. 世界
华人消化杂志 2003; 11: 619-623

4 Suzuki K, Fagarasan S. How host-bacterial 
interactions lead to IgA synthesis in the gut. Trends 
Immunol 2008; 29: 523-531  

5 O'Hara JR, Buret AG. Mechanisms of intestinal tight 
junctional disruption during infection. Front Biosci 



www.wjgnet.com

邓志云, 等. 早期肠内谷氨酰胺补给对烫伤大鼠Peyer's结淋巴细胞亚群的影响             2685

2008; 13: 7008-7021
6 Bonet A, Grau T. [Glutamine, an almost essential 

amino acid in the critically ill patient] Med Intensiva 
2007; 31: 402-406

7 王凤君, 汪仕良, 赵云, 尤忠义, 王裴. 不同营养支持途
径对烧伤大鼠肠粘膜上皮细胞周期的影响. 中华烧伤
杂志 2002; 18: 203-206

8 Janu P, Li J, Renegar KB, Kudsk KA. Recovery 
of gut-associated lymphoid tissue and upper 
respiratory tract immunity after parenteral 
nutrition. Ann Surg 1997; 225: 707-715; discussion 
715-717

9 Casola S, Rajewsky K. B cell recruitment and 
selection in mouse GALT germinal centers. Curr 
Top Microbiol Immunol 2006; 308: 155-171 

10 张中伟, 秦环龙. 肠道树突状细胞的特性及功能研究. 
世界华人消化杂志 2006; 14: 2229-2232

11 Kwa SF, Beverley P, Smith AL. Peyer's patches are 
required for the induction of rapid Th1 responses 
in the gut and mesenteric lymph nodes during an 
enteric infection. J Immunol 2006; 176: 7533-7541

12 Forchiell i ML, Walker WA. The role of gut-
associated lymphoid tissues and mucosal defence. 
Br J Nutr 2005; 93 Suppl 1: S41-S48

13 Fagarasan S. Evolution, development, mechanism 
and function of IgA in the gut. Curr Opin Immunol 
2008; 20: 170-177

14 宋怀宇, 姜春华, 杨建荣, 陈秋虹, 黄钧, 梁列新. 谷氨
酰胺颗粒对重度慢性乙型病毒性肝炎患者肠道通透
性、内毒素血症与肝功能的影响. 世界华人消化杂志 
2009; 17: 1247-1252

15 Calder PC. Immunonutrition in surgical and 
critically ill patients. Br J Nutr 2007; 98 Suppl 1: 
S133-S139

16 Juang P, Fish DN, Jung R, MacLaren R. Enteral 
glutamine supplementation in critically ill patients 
with burn injuries: a retrospective case-control 
evaluation. Pharmacotherapy 2007; 27: 11-19

17 Wernerman J. Role of glutamine supplementation 
in critically ill patients. Curr Opin Anaesthesiol 2008; 
21: 155-159

18 Brandtzaeg P, Sollid LM, Thrane PS, Kvale D, Bjerke 
K, Scott H, Kett K, Rognum TO. Lymphoepithelial 
interactions in the mucosal immune system. Gut 
1988; 29: 1116-1130

19 Rey J, Garin N, Spertini F, Corthésy B. Targeting of 
secretory IgA to Peyer's patch dendritic and T cells 
after transport by intestinal M cells. J Immunol 2004; 
172: 3026-3033

20 Uhlig HH, Mottet C, Powrie F. Homing of intestinal 

immune cells. Novartis Found Symp 2004; 263: 
179-188; discussion 188-192, 211-218

21 Langkamp-Henken B, Glezer JA, Kudsk KA. 
Immunologic structure and function of the 
gastrointestinal tract. Nutr Clin Pract 1992; 7: 
100-108

22 Fan J, Xie Y, Li X, Guo G, Meng Q, Xiu Y, Li T, Feng 
W, Ma L. The influence of Peyer's patch apoptosis 
on intestinal mucosal immunity in burned mice. 
Burns 2009; 35: 687-694

23 Lai YN, Yeh SL, Lin MT, Shang HF, Yeh CL, Chen 
WJ. Glutamine supplementation enhances mucosal 
immunity in rats with Gut-Derived sepsis. Nutrition 
2004; 20: 286-291

24 张小平, 程爱国, 陈玉红. 谷氨酰胺对饥饿大鼠内毒
素移位和肠黏膜免疫功能的影响. 世界华人消化杂志 
2006; 14: 1982-1986

25 Ayala A, Xin Xu Y, Ayala CA, Sonefeld DE, Karr 
SM, Evans TA, Chaudry IH. Increased mucosal 
B-lymphocyte apoptosis during polymicrobial 
sepsis is a Fas l igand but not an endotoxin-
mediated process. Blood 1998; 91: 1362-1372

26 Ayala A, Karr SM, Evans TA, Chaudry IH. Factors 
responsible for peritoneal granulocyte apoptosis 
during sepsis. J Surg Res 1997; 69: 67-75

27 Wells CL, Barton RG, Wavatne CS, Dunn DL, Cerra 
FB. Intestinal bacterial flora, intestinal pathology, 
and lipopolysaccharide-induced translocation of 
intestinal bacteria. Circ Shock 1992; 37: 117-123

28 Foitzik T, Kruschewski M, Kroesen AJ, Hotz HG, 
Eibl G, Buhr HJ. Does glutamine reduce bacterial 
translocation? A study in two animal models with 
impaired gut barrier. Int J Colorectal Dis 1999; 14: 
143-149

29 吴抽浪, 郭光华, 胡庆宏, 李国辉, 余瘀荣. 早期肠内营
养联合重组人生长激素对严重烫伤大鼠血清内毒素
及TNF-α的影响. 江西医学院学报 2003; 43: 427-430

30 Chung CS, Wang W, Chaudry IH, Ayala A. 
Increased apoptosis in lamina propria B cells during 
polymicrobial sepsis is FasL but not endotoxin 
mediated. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 
2001; 280: G812-G818

31 Stenstad H, Ericsson A, Johansson-Lindbom B, 
Svensson M, Marsal J, Mack M, Picarella D, Soler D, 
Marquez G, Briskin M, Agace WW. Gut-associated 
lymphoid tissue-primed CD4+ T cells display 
CCR9-dependent and -independent homing to the 
small intestine. Blood 2006; 107: 3447-3454

32 张亚东, 高杰英, 彭虹, 邢丽, 曾关富. CD4+ T细胞在痢
疾疫苗诱导小鼠肠粘膜免疫应答中的作用. 细胞与分
子免疫学杂志 1999; 15: 115-117

           编辑  李军亮  电编  何基才  



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年9月18日; 17(26): 2686-2691
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床研究 CLINICAL RESEARCH

利用RNA干扰技术抑制糖调节蛋白78在大肠癌细胞系中
的表达

邢晓明, 李玉军, 刘 芳

邢晓明, 李玉军, 青岛大学医学院附属医院病理科 山东省青
岛市 266003
刘芳, 青岛市城阳区人民医院病理科 山东省青岛市 266000
邢晓明, 副主任医师, 医学博士, 主要从事消化系肿瘤分子病理
学研究.
山东省优秀中青年科学家奖励基金资助项目, No. 2006BSB 
14001
作者贡献分布: 邢晓明、李玉军及刘芳对此文所作贡献均等; 此
课题由邢晓明酝酿并设计并获得研究经费; 研究过程及数据分
析由刘芳完成; 本论文写作由邢晓明、李玉军及刘芳完成; 李玉
军对文章的知识性内容作批评性审阅、指导.
通讯作者: 邢晓明, 副主任医师, 266003, 山东省青岛市, 青岛大
学医学院附属医院病理科. edithxing@hotmail.com
电话: 0532-82911532
收稿日期: 2009-07-17   修回日期: 2009-09-07
接受日期: 2009-09-15   在线出版日期: 2009-09-18

Downregulation of glucose-
regulated protein 78 in human 
colorectal carcinoma cells 
using a vector expressing 
small hairpin RNA specific for 
glucose-regulated protein 78 

Xiao-Ming Xing, Yu-Jun Li, Fang Liu

Xiao-Ming Xing, Yu-Jun Li, Department of Pathology, the 
Affiliated Hospital of Medical College, Qingdao University, 
Qingdao 266003, Shandong Province, China
Fang Liu, Department of Pathology, Qingdao Chengyang 
People's Hospital, Qingdao 266000, Shandong Province, 
China
Supported by: the Excellent Young Scientist Foundation 
of Shandong Province, No. 2006BSB14001
Correspondence to: Xiao-Ming Xing, Department of 
Pathology, the Affiliated Hospital of Medical College, Qin-
gdao University, Qingdao 266003, Shandong Province, 
China. edithxing@hotmail.com
Received: 2009-07-17    Revised: 2009-09-07 
Accepted: 2009-09-15    Published online: 2009-09-18

Abstract
AIM: To investigate the expression of glucose-
regulated prote in 78 (GRP78) in human 
co lorec ta l carc inoma and observe RNA 
interference-based silencing of GRP78 expression 
in human colorectal carcinoma cells (RKO) using 
a vector expressing small hairpin RNA (shRNA) 
specific for GRP78.

METHODS: Before transfection, reverse tran-

scription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
and immunohistochemistry were used to detect 
the expression of GRP78 mRNA and protein in 
colorectal carcinoma, colorectal adenoma and 
normal colorectal mucosa, respectively. After 
the recombinant plasmid expressing GRP78-
specific shRNA (PGPU6/GFP/Neo-GRP78) was 
introduced into RKO cells by liposome-mediat-
ed transfection, the expression of GRP78 mRNA 
and protein in RKO cells was detected by RT-
PCR and Western blot, respectively.

RESULTS: Immunohistochemical analysis 
showed that the expression of GRP78 protein 
was higher in colorectal carcinoma than in nor-
mal colorectal mucosa (9.470 ± 0.754 vs 0.780 ± 
2.468, Z = -8.140, P < 0.05). The expression of 
GRP78 protein in colorectal adenoma was sig-
nificantly higher than that in normal colorectal 
mucosa but lower than that in colorectal carci-
noma (5.330 ± 2.744 vs 1.000 ± 0.840 and 9.560 
± 2.093, respectively; both P < 0.05). No signifi-
cant differences were detected in the relative 
mRNA expression levels of GRP78 among the 
three different types of specimens. Compared 
with control cells, the expression of GRP78 was 
significantly downregulated at both the mRNA 
and protein levels in cells transfected with the 
PGPU6/GFP/Neo-GRP78 plasmid (F = 11.670 
and 271.860, respectively; both P < 0.05).

CONCLUSION: The eukaryotic expression vec-
tor expressing GRP78-specific shRNA (PGPU6/
GFP/Neo-GRP78) can significantly inhibit the 
expression of GRP78 at both the protein and 
mRNA levels, and can therefore be used for 
future investigation of the role of GRP78 in the 
proliferation of colorectal carcinoma cells.

Key Words: Colorectal carcinoma; Glucose-regulat-
ed protein 78; RNA interference
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■背景资料
结直肠癌是消化
系常见的恶性肿
瘤之一, 其发生、

发展是一个受多
基因、多步骤调
控的复杂过程. 近
年 来 研 究 表 明 , 
GRP78在包括结
直肠癌、胃癌等
多种肿瘤组织中
高表达. 本实验通
过RNA干扰技术
抑制结肠癌细胞
GRP78表达, 明确
了GRP78表达改
变在结直肠癌发
生、发展中的作
用.

■同行评议者
王正康, 教授, 北
京中日友好医院
普外科
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摘要
目的: 观察靶向shRNA质粒表达载体(PGPU6/
GFP/Neo-GRP78)对大肠癌RKO细胞系GRP78 
mRNA及蛋白的作用. 

方法: 采用免疫组织化学及半定量逆转录聚
合酶链反应(RT-PCR)方法检测结直肠腺癌、

腺瘤及正常黏膜组织中GRP78的表达; 使用脂
质体2000将GRP78靶向shRNA质粒表达载体
(PGPU6/GFP/Neo-GRP78)转染至RKO细胞内, 
应用RT-PCR与Western blot法检测GRP78基因
及蛋白的表达. 

结果: GRP78在结直肠癌组织中的表达水平
显著高于正常黏膜组织(9.470±0.754 vs  0.780
±2.468, Z  = -8.140, P <0.05), 腺瘤组织中其表
达水平高于正常黏膜组织而低于癌组织, 差别
有统计学意义(5.330±2.744 vs  1.000±0.840, 
9.560±2.093, 均P <0.05). 然而在mRAN水平
上, GRP78在3种组织中的表达无统计学意义; 
靶向shRNA质粒表达载体PGPU6/GFP/Neo-
GRP78能明显抑制RKO细胞中GRP78蛋白及
mRNA的表达(F  = 11.670, 271.860, 均P <0.05).

结论: 靶向shRNA质粒表达载体(PGPU6/GFP/
N e o-G R P78)能明显抑制R K O细胞G R P78 
mRNA及蛋白的表达, 为进一步明确GRP78在
结直肠腺癌细胞增殖动力学中的作用奠定了
实验基础.

关键词: 结直肠癌; 糖调节蛋白78; RNA干扰
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0  引言

糖调节蛋白78(glucose-regu lated prote in 78, 
GRP78), 也叫免疫球蛋白重链结合蛋白, 因与热

休克蛋白70(heat shock protein 70, Hsp70)家族

具有高度同源性, 而被认为是Hsp70家族成员之

一[1]. 该蛋白广泛存在于内质网内, 是内质网应

激反应所诱导的主要内质网分子伴侣之一. 内
质网应激是指错误折叠与未折叠蛋白在内质网

腔内聚集及Ca2+平衡紊乱的状态[2]. 内质网应激

对决定应激细胞的结局, 如抵抗、适应、损伤

或凋亡有重要作用. 由于血液供应不足及营养

条件较差等原因, 实体肿瘤组织内存在缺氧、

酸中毒及低糖等应激微环境[3], 这种病理条件可

以导致内质网应激并诱导GRP78的过度表达. 

GRP78的高表达可能是肿瘤细胞在不利条件下

生存的一种防御机制. 近年来研究表明, GRP78
在包括前列腺癌、乳腺癌、胃癌、脑肿瘤等

多种肿瘤组织中高表达, 并在肿瘤增殖、血管

生成及抗药性等方面起重要作用[4-9]. 在本研究

中, 我们通过免疫组织化学及RT-PCR的方法检

测GRP78在结直肠腺癌、腺瘤及正常黏膜组织

中的表达, 探讨其在结直肠癌中表达改变的意

义, 并在此基础之上, 构建GRP78靶向shRNA质

粒表达载体(PGPU6/GFP/Neo-GRP78), 并采用

脂质体2000转染到大肠癌RKO细胞中, 抑制其

GRP78 mRNA及蛋白的表达, 以期为进一步分

析GRP78在肿瘤发生发展中表达改变的机制奠

定实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 所有标本均取自青岛大学医学院附属

医院病理科, 其中87例石蜡包埋结直肠腺癌组

织及配对正常黏膜组织(其中18例伴发腺瘤)用
于免疫组织化学分析; 53例新鲜结直肠癌组织

及配对正常黏膜组织(其中12例伴发腺瘤)用于

RT-PCR分析. 标本离体后, 立即放入液氮冷冻, 
-70℃贮存备用, 患者术前未接受任何治疗, 术
后病理证实为结直肠腺癌/腺瘤. 人大肠癌细胞

RKO细胞株由浙江大学医学院分子病理学实验

室馈赠. 细胞培养于含100 mL/L(10%)胎牛血清

的低糖DMEM培养液中, 置于50 mL/L CO2、饱

和湿度和37℃细胞培养箱内培养. 低糖DMEM
培养基、Opti-MEMI优化培养基及胎牛血清购

自Gibco公司. 脂质体Lipofectamin2000及TRIzol
试剂购自Invitrogen公司. Tris、SDS、过硫酸

铵、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、TEMED及

PVDF膜均购自Bio-Rad公司. 山羊抗人GRP78单
抗购自Santa Cruz公司. HRP标记的二抗为北京

中杉生物制品公司产品. GRP78的shRNA质粒表

达载体套装购自上海吉玛公司, 其RNA干扰的

靶序列为5'-GCGCATTGATACTAGAAATGA-3', 
命名为PGPU6/GFP/Neo-GRP78. 阳性对照质

粒(PGPU6/GFP/Neo-shGAPDH, 已验证的可以

有效抑制GAPDH基因的表达)和阴性对照质粒

(PGPU6/GFP/Neo-shNC, 可以表达与GRP78基因

序列无同源性的shRNA片段)均由试剂盒提供.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色: 4 µm石蜡切片脱蜡至

水, 采用EDTA缓冲液高压修复抗原, 按PV-6003
试剂盒说明书进行GRP78(1∶250)免疫组织化

■研发前沿
GRP类在很多肿
瘤细胞中都呈高
表 达 趋 势 ,  在 肿
瘤增殖、血管生
成及抗药性等方
面 起 重 要 作 用 . 
GRP78是GRP家
族的重要成员, 以 
其为靶点而开展
的肿瘤基因治疗
及免疫治疗已成
为国内外研究的
热点.
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学染色, 半定量分析染色结果. GRP78表达指数

以染色强度分数×染色细胞比例分数表示 [10]: 
阳性细胞数<5%为0分, 5%-24%为1分, 25%-49%
为2分, 50%-74%为3分, ≥75%为4分; 染色完全

阴性为0分, 淡黄色为1分, 黄色为2分, 棕黄色为

3分. 
1.2.2 RT-PCR: 采用TRIzol一步法提取组织RNA, 
常规合成cDNA; 以cDNA为模板扩增GRP78. 
GRP78引物序列: 上游5'-GACATCAAGTTCTT
GCCGTT-3'; 下游5'-CTCATAACATTTAGGCC
AGC-3'. 反应参数为94℃×5 min, 94℃×30 s, 
58℃×30 s, 72℃×30 s, 40个循环; 72℃×5 min. 
以G3PDH为内参, 其上游序列5'-ACCACAGTC
CATGCCATCAC-3', 下游序列5'-TCCACCACCC
TGTTGCTGTA-3', 扩增参数: 94℃×5 min; 94℃
×30 s, 58℃×30 s, 72℃×30 s, 35个循环; 72℃
×5 min. 取5 µL PCR产物在18 g/L琼脂糖凝胶上

电泳(120 V×30 min), Kodak DC 290凝胶成像系

统分析结果. Kodak1D3.5图像分析软件分析各

标本的GRP78和G3PDH扩增产物带的净像素值, 
GRP78基因相对表达水平 = GRP78的净像素值

/G3PDH的净像素值. 
1.2.3 转染: 根据Lipofectamine 2000说明书进行

实验, 利用脂质体将shRNA转染入RKO细胞中. 
RKO细胞分为实验组即转染PGPU6/GFP/Neo-
GRP78组和对照组(包括阳性对照组, 阴性对照

组, 转染试剂对照组和空白对照组). 
1.2.4 基因抑制效率的检测: 转染后24, 48, 72 h
分别收集实验组及对照组细胞, 提取总RNA, 用
RT-PCR方法检测GRP78基因的表达; 转染后

48, 72, 96 h收集实验组及对照组细胞, 提取总

蛋白, 以β-actin为内对照, 采用Western blot方法

检测GRP78蛋白的表达, 具体如下: 将封闭好的

PVDF膜放入有抗GRP78抗体或者抗β-ac t in抗
体新鲜配制的封闭液中(稀释度分别1∶250及 

1∶1000), 温和震荡30 m in后, 4℃冰箱过夜, 
TBST洗膜15 min×3次; 加相应辣根过氧化物酶

标记的二抗(稀释度为1∶500), 室温温和震荡3 h; 
洗膜20 min×5次; ECL化学发光, X片曝光显影.

统计学处理 统计学分析采用SPSS13.0软件

完成, 组织标本半定量RT-PCR及免疫组织化学

结果采用Wilcoxon和Friedman配对秩和检验; 转
染各组细胞的半定量RT-PCR及Western blot结果

采用方差分析及LSD检验, P <0.05认为有显著性

差异.

2  结果

2.1 GRP78在结直肠癌组织中的表达 免疫组织

化学检测发现, GRP78蛋白主要表达于癌细胞

及腺瘤细胞的胞质内, 在正常黏膜组织中也可

见少量的表达(图1). 经统计学分析发现, GRP78
在87例结直肠癌组织中的表达水平显著高于

正常黏膜组织(9.47±0.754 vs  0.78±2.468; Z  = 
-8.140, P <0.05). 18例腺瘤组织中其表达水平高

于正常黏膜组织(5.33±2.744 vs  1.00±0.840), 
而低于癌组织(9.56±2.093), 差别有统计学意义

(χ2 = 34.111, P <0.05; 腺瘤 vs  正常组织, q  = 4.5, 
P <0.05; 腺瘤 vs  腺癌, q  = 8.24, P <0.05). 腺瘤组

织中其表达水平高于正常黏膜组织而低于癌组

织(χ2 = 34.111, P <0.05). 对53例结直肠癌、配对

正常黏膜组织及12例伴发结直肠腺瘤组织半定

量RT-PCR检测发现, GRP78 mRNA表达差异无

显著性(Z  = -0.320, χ2 = 3.167, P >0.05, 图2). 结直

肠癌组织GRP78 mRNA水平与蛋白水平表达不

一致, 提示可能存在翻译后修饰.
2.2 转染前后GRP78在RKO细胞系中的表达 转
染前及转染后24, 48, 72 h, 使用荧光显微镜观

察细胞状态(图3); 以G3PDH为内对照, 半定量

RT-PCR检测显示, 转染GPU6/GFP/Neo-GRP78
后GRP78 mRNA的相对表达水平较转染前明显

■相关报道
国内学者张新晨 
et al证实GRP78在
胃癌中呈过表达, 
并与胃癌的多种
生物学特性有关,
在此基础上通过
RNA干扰方法成
功抑制了胃癌细
胞中GRP78蛋白
的表达, 为胃癌基
因治疗提供了新
思路.

A B C

图 1 GRP78的表达(PV-6003法×100). A: 正常黏膜组织; B: 腺瘤组织; C: 癌组织. 
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降低(F  = 271.860, P <0.05); 转染后24, 48和72 h, 
其在实验组中的表达逐渐降低, 且转染后48 h
表达水平趋于稳定, 阴性对照组和转染试剂对

照组与转染前相比, GRP78 mRNA的相对表达

量均无显著性差异(图4, 表1); 以β-actin为内对

照, Western blot检测显示, 转染GPU6/GFP/Neo-
GRP78后GRP78蛋白的相对表达较转染前明显

降低(F  = 11.670, P <0.05); 转染后48, 72和96 h, 
随着时间延长, 其在实验组中的表达逐渐降低, 
且转染后72 h表达水平趋于稳定, 阴性对照组和

转染试剂对照组与转染前相比, GRP78蛋白的相

对表达量均无显著性差异(图5, 表1).

3  讨论

GRP78是一种高度保守的内质网驻留蛋白, 是
Hsp70家族的成员之一, 存在于多种组织细胞 
中 [ 1 ].  在低糖、缺氧及低p H等应激条件下 , 
GRP78的合成明显升高[3,11]. 另外某些影响蛋白

质糖基化、折叠或运输的药物, 或影响细胞内

Ca2+平衡稳态的药物均可诱导GRP78转录活性

的提高[7]. GRP78表达升高的意义在于能促进错

误与未折叠蛋白恢复正常构象、维持内质网、

线粒体和胞质内Ca2+平衡并维持内质网内Ca2+依

赖性蛋白修饰反应、对抗氧化应激, 从而有助

于减轻内质网应激、保护细胞[12-13]. 
由于血管供应不足及营养条件差等原因, 

实体肿瘤内存在缺氧、酸中毒及低糖等应激微

环境[3], 这些病理条件均可引起GRP78的过度表

达. 本研究利用RT-PCR及免疫组织化学的方法

研究了GRP78在结直肠腺癌、腺瘤以及相应正

常结直肠黏膜组织中的表达. 结果表明, 在3种
组织中均可检测到GRP78的表达. 在mRNA表达

水平上, 癌组织中GRP78的水平与腺瘤及相应的

正常黏膜组织相比, 差别无显著性意义. 但免疫

组织化学的结果表明, GRP78在正常黏膜, 腺瘤

及癌组织中的表达呈现逐渐增高的趋势. 提示

GRP78表达改变可能与结直肠癌的发生相关, 其
高表达可能是结直肠癌进展的一个重要特征. 

关于GRP78在癌组织中表达升高的具体机

制尚未明确, 有研究认为其表达升高是未折叠

蛋白反应(unfold protein response, UPR)的主要

效应之一, 也有研究表明, 肿瘤细胞中GRP78
的诱导表达并不完全依赖于UPR, 还涉及其他

的信号传导通路的激活包括PKC, PKA, Akt及

■创新盘点
本实验通过RNA
干 扰 技 术 抑 制
结 肠 癌 细 胞 中
GRP78表达并获
得成功, 国内外尚
无相关报道.

A B

图 3 荧光显微镜观察RKO细胞状态. A: 正常RKO细胞; B: 

转染48 h后RKO细胞.

图 4 转染前后GRP78 mRNA的表达. 1: 阴性对照; 2: 转染

试剂对照组; 3: 转染前; 4: 转染后24 h; 5: 转染后48 h; 6: 转

染后72 h.

1         2         3        4         5        6

G3PDH

GRP78

图 5 转染前后GRP78蛋白的表达. 1: 阴性对照; 2: 转染试

剂对照组; 3: 转染前; 4: 转染后48 h; 5: 转染后72 h; 6: 转染

后96 h.

1         2         3        4         5        6

GRP78

Actin

表 1 转染前后GRP78 mRNA及蛋白相对表达水平的变化 
(mean±SD)

     
分组

             GRP78

           mRNA           蛋白

阴性对照组     0.98±0.01     0.73±0.03

转染试剂对照组     0.97±0.01     0.72±0.02

转染前      1.02±0.07     0.78±0.02

转染后24 h     0.75±0.02a     -

转染后48 h     0.48±0.02     0.68±0.17c

转染后72 h     0.52±0.04     0.56±0.01

转染后96 h     -      0.51±0.03

aP<0.05 vs  同指标转染前和转染后48 h; cP<0.05 vs  同指标转

染前和转染后72 h.

N    A     T     N     A      T     N    A      T

G3PDH
GRP78

图 2 RT-PCR检测GRP78基因在癌组织(T)、腺瘤组织(A)及
正常黏膜组织(N)中的表达.
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ERK[4,8-9]. 尽管存在争议, 但以往的研究均表明, 
癌细胞内GRP78表达的改变是发生在转录水平

上的. 然而在本实验中, 我们发现, 在结直肠癌

组织中, GRP78转录水平没有发生改变, 其表达

变化是发生在蛋白水平上的. 我们推测这种差

异的原因可能是由于癌细胞的异质性, 不同的

癌细胞在应对应激时激活的信号转导通路不同, 
在结直肠肿瘤的发生过程中, 肿瘤细胞内可能

存在另一条与GRP78表达改变相关的信号转导

通路的激活. 因此, 为进一步明确GRP78在结直

肠肿瘤细胞中表达升高的机制及意义, 本研究

采用RAN干扰(RNAi)的方法抑制其在结直肠癌

RKO细胞中的表达, 以期为今后的基础研究奠

定基础. 
R N A i是指外源性或内源性双链R N A 

(double-stranded RNA, dsRNA)在细胞内导致

与其同源的mRNA分子发生特异性降解从而干

扰相应基因的表达. RNAi主要由长dsRNA分子

裂解形成的小干扰RNA(small interfering RNA, 
siRNA)分子介导, 是在RNA水平调节基因表达

的一种方式, 因此也称为转录后基因沉默[14-15].  
2001年, Elbashir et al [16]首次发现了哺乳动物细

胞也存在RNA干扰现象. 这一发现极大地推动

了RNAi技术在疾病治疗领域的研究和应用, 同
时也为RNAi技术广泛应用于基因治疗奠定了基

础. 与传统的反义技术相比, RNAi抑制基因的表

达不但具有高效性, 特异性, 稳定性, 可遗传性

的分子生物学特征[17-18], 而且操作简便, 已被广

泛应用于人类肿瘤的研究. 
目前有多种合成s iRNA分子方法[19], 如化

学合成法、体外转录法、用R N A酶消化长片

段双链RNA制备siRNA, 这些体外得到siRNA
后再导入细胞内的方法有两方面缺点: siRNA
进入细胞后容易被降解; 进入细胞siRNA的数

量不受控制. 针对这种情况, 出现了以质粒为载

体构建重组体来介导s iRNA的体内表达. 本实

验选用了含新霉素抗性基因和GFP绿色荧光标

记的PGPU6/GFP/Neo载体, 将GRP78 RNAi靶
序列的正义链和反义链以loop(7 nt)相连, 构成

短发夹状RNA(short hairpin RNA, shRNA), 然
后合成编码shRNA的DNA双链模板, 并连接到

线性载体中, 此载体在真核细胞中转录出发夹

状shRNA, shRNA的环状结构被酶切后, 产生

siRNA, siRNA的反义链在细胞内与特定蛋白

质结合形成RNA诱导沉默复合物(RNA-induced 
silencing complexes, RISCs), 并与GRP78 mRNA

序列互补结合, 剪切GRP78 mRNA, 从而在细胞

内产生GRP78的沉默效果. 与体外合成siRNA相

比, shRNA表达载体是一种双链DNA结构, 所以

操作过程简单方便, 实验稳定性强, 是用于RNAi
长期研究的较好方法. 

本实验中我们应用PGPU6/GFP/Neo-GRP78
抑制GRP78在RKO细胞中的表达, 结果发现在

转染后24 h, GRP78 mRNA表达明显抑制, 并随

着时间的推移继续抑制, 在48 h时达到高峰, 到
72 h时仍稳定存在; 在转染后48 h, GRP78蛋白

表达明显抑制, 并随着时间的推移继续抑制, 在
72 h时达到高峰, 到96 h时仍稳定存在. 对照组蛋

白及mRNA表达水平均无明显改变. 表明本实验

构建的靶向shRNA质粒表达载体(PGPU6/GFP/
Neo-GRP78)能有效且稳定的抑制RKO细胞中

GRP78 mRNA和蛋白的表达. 
总之, 本研究发现, 结直肠腺瘤、腺癌组织

中GRP78蛋白的表达呈升高的趋势, 表明GRP78
在结直肠癌的发生中起一定的作用. 另外, 本
实验构建的靶向shRNA质粒表达载体(PGPU6/
GFP/Neo-GRP78)能有效且稳定的抑制RKO细

胞中GRP78 mRNA和蛋白的表达, 为进一步明

确GRP78在癌细胞增殖动力学中的作用奠定实

验基础, 同时也为以GRP78为靶向的结直肠腺癌

的基因治疗提供了新方法和新思路.
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Abstract
Gastric cancer is one of the most common 
malignant tumors in the world and has high 
mortality and morbidity. Although some 
progress has been made in the treatment of 
gastric cancer, it is still the main cause of 
death in cancer patients. Drug resistance is a 
major obstacle to successful chemotherapy for 
gastric cancer. In this article, we will review 
the mechanisms of drug resistance in gastric 
cancer. 
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摘要
胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一, 其死
亡率与发病率都很高. 虽然胃癌的治疗取得
了一定的进展, 但仍然是导致癌症患者死亡
的主要原因之一, 影响化疗疗效的关键问题
之一是胃癌的耐药. 本文较为全面地综述了
胃癌耐药的机制.

关键词: 肿瘤; 胃癌; 耐药
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0  引言

胃癌是威胁人类健康的恶性肿瘤之一, 其发病

率及死亡率居恶性肿瘤第2位[1-4], 且发病率在

国内有逐年上升趋势. 目前手术对大部分胃癌

患者有效, 而化学治疗在胃癌尤其是晚期胃癌

患者的综合性治疗中具有重要作用[5-6], 然而一

直以来包括胃癌在内的肿瘤化学治疗遇到一

个很大瓶颈-耐药, 特别是多药耐药(multi-drug 
resistance, MDR)[7-9]. 胃癌耐药机制的研究一直

是国内外的热点, 现就胃癌耐药的相关机制研

究现状综述如下. 

1  胃癌耐药的分类 

胃癌细胞对药物的耐受性可分为2大类[10]: 原药

耐药和MDR, 原药耐药是指肿瘤细胞只对某种

特定结构和功能的药物产生耐药, 而对其他药

物不产生交叉耐药, 如5-氟尿嘧啶(5-FU)和抗代

谢药等; MDR是指肿瘤细胞对一种化疗药物产

生耐药后, 对其他多种结构不同、作用靶位不

同的抗肿瘤药物也有耐药性. 如生物碱类抗癌

药物(紫杉醇等), 蒽环类抗癌抗生素(阿霉素和

柔红霉素), 鬼臼毒素类(VP-16和VM-26)等都极

易发生MDR. MDR比原药耐药有“四更”: 更
常见、形成机制更复杂和后果更严重, 同时更

引起重视. MDR又可分为原发性耐药(primary 
resistance)和获得性耐药(acquired resistance), 前
者是指第1次化疗时既存在的肿瘤细胞耐药; 后

®
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者是指在多次化疗中由于药物反复诱导使肿瘤

细胞产生耐药.

2  胃癌耐药的主要机制

2.1 M D R M D R产生机制极其复杂 ,  总的来

说肿瘤的M D R机制大致有 [11-14]: (1)药理耐药

(pharmacological resistance): 指由于机体对药物

的影响导致肿瘤细胞外药物有效浓度降低而形

成的耐药. (2)生化耐药: 指肿瘤细胞的遗传性和

生化特性发生复杂的变化, 致使肿瘤细胞通过

不同的机制对药物产生耐药, 主要包括: (1)细
胞内药物外排及胞内药物重分布: 涉及多药耐

药基因(multi-drug resistance1, MDR1)、多药耐

药相关蛋白(multi-drug resistance related protein, 
MRP)、肺耐药蛋白(lung resistance protein, 
LRP)和P-糖蛋白(P-glycoprotein, P-gp)等. (2)启
动细胞内解毒系统: 主要有P450家族、GSH/
GST(glutathione/glutathione S transferase)等. (3)
通过细胞内药物靶酶的水平改变或细胞内酶与

药物的亲和力改变而导致的靶耐药, 主要有微

管蛋白、TopoⅡ、二氢叶酸还原酶等. (4)细胞

修复DNA损伤能力增强: 主要有P53基因与关

卡滞留(checkpoint arrest)、错配修复(mismatch 
repair, MMR)、O6-甲基鸟嘌呤DNA转移酶、核

苷酸切除修复(nucleotide excision repair, NER)、
碱基切除修复(base excision repair, BRE)等的参

与. (3)细胞凋亡耐药: 是指促凋亡基因的缺失或

抗凋亡基因的过度表达导致肿瘤细胞耐受凋亡

而对化疗耐药. (4)其他机制: 机体内器官微环

境、微量元素等因素导致的肿瘤细胞耐药. 
2.2 肿瘤耐药的具体机制

2.2.1 细胞膜的“药泵”效应: 细胞膜上存在着

一类膜转运蛋白, 他们承担着细胞膜内外物质

交换、物质代谢、保护细胞的正常生理功能. 
在肿瘤细胞细胞膜上起到泵功能的这类蛋白的

高表达会把抗肿瘤药物“泵”出细胞外或囊泡

隔离, 导致细胞内药物浓度降低或药物分布改

变从而导致肿瘤细胞的耐药. 这类转运蛋白属

于ABC超家族蛋白, 是一类跨膜蛋白, 在体内分

布广泛, 可转运肽类、内源性脂质、核苷酸、

代谢性药物、霉素等. ABC膜转运蛋白有2种形

式[15]: 一种为全转运蛋白, 以P-gp及MRP为代表, 
由2个同源部分组成, 每个部分含有一个三磷酸

腺苷(adenosine triphosphate, ATP)结合域和一个

跨膜的疏水区域, 二个同源部分由一次接触反

应所必需的灵活连接区域所连接; 另一种形式

为半转运蛋白, 以乳腺癌耐药蛋白(breast cancer 
resistance protein, BCRP)为代表, 由一个ATP结
合域及一个疏水性的跨膜结构疏水区域, 他需

与其他转运分子形成二聚体或多聚体活性蛋白

而发挥作用. 在肿瘤耐药上发挥重要作用的主

要有膜转运蛋白P-gp、MRP、肺癌耐药蛋白

LRP和BCRP等几类, 除LRP外, 均属于转运蛋白

超家族成员. 但是研究已经证实并非所有的胃

癌细胞或组织都表达这些转运蛋白[16-19].  
2.2.2 细胞内的解毒效应: 细胞内的解毒系统主

要是指细胞内的某些酶能够对外来毒素及中

间代谢产物进行转化而解毒. 在肿瘤细胞内诱

导药物的失活以产生耐药, 比如二氢嘧啶脱氢

酶(dihydropyrimidine dehydrogenase, DPD)、谷

胱甘肽(glutathione, GSH)、谷胱甘肽-硫转移酶

(glutathione-S-transferase, GST)和P450家族等均

可引起代谢耐药; 细胞内的解毒系统研究较多

的主要包括GSH及相关酶, 如GST和谷胱甘肽过

氧化物酶(glutathione, GSH-Px)及超氧化物歧化

酶(superoxide dismutase, SOD). 谷胱甘肽转移酶

(GSTS)中, GST-Ⅱ起主要耐药作用, 能促进谷胱

甘肽与底物结合成水溶性更强、更易排出的复

合物, 当其表达增加时药物外排作用增强, 从而

产生耐药性. 
2.2.3 药物靶点的改变: 药物靶诱导的耐药是指

通过改变肿瘤细胞内药物作用靶点的水平或者

改变细胞内酶与药物的亲和力而诱导的耐药, 
比如TopoⅡ和微管蛋白等. 最常见的TopoⅡ是

一种DNA拓扑异构酶; 通过TopoⅡ介导的非经

典多药耐药(atypical multi-drug resistance)的机

制有: TopoⅡ活性降低, 可导致药物通过Topo
Ⅱ介导的抗肿瘤作用降低; TopoⅡ抑制剂本身

就可以引起TopoⅡ突变而影响自身的功能, 导
致耐药的产生; 另外一条途径是DNA TopoⅡ
羟基磷酸化使药物、酶和DNA间的作用关系

受到干扰继而产生耐药. 微管蛋白功能和结构

发生改变导致肿瘤细胞对紫杉类药物敏感性降

低, 如点突变、微管动力学改变、微管不能正

常聚合等. 
2.2.4 DNA修复功能增强: 许多化疗药物通过靶

向性破坏肿瘤细胞的DNA而遏制肿瘤的生长, 但
肿瘤细胞可通过增强DNA修复的过程来诱导耐

药. 其主要途径有: O6-甲基鸟嘌呤-DNA甲基转

移酶能够一步完成DNA修复过程, 其主要修复

有烷化剂导致的DNA损伤; O6-甲基鸟嘌呤-DNA
甲基转移酶在正常组织中有表达, 但表达率较

■研发前沿
胃癌的耐药现象
一直是困扰临床
治疗的一个棘手
的问题. 胃癌耐药
机制的研究对于
基础和临床都是
重要的课题. 虽然
目前对耐药基因
的结构、功能、

活化机制等方面
进行了广泛的研
究, 已认识到肿瘤
耐药性可能是多
因素、多机制共
同作用的结果, 但
至今仍未完全探
明胃癌耐药的详
尽机制.
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低, 在消化系肿瘤中表达较高[20]. NER是细胞内

DNA在受到化疗药物、紫外线照射时的一种基

本DNA修复手段, 主要在修复DNA片段大片损

伤时发挥作用, 过程主要有损伤DNA的识别、切

除、修复和连接, 涉及共30多种蛋白[10,21]; 由于其

只对烷化剂和铂类等攻击DNA分子的化疗药物

耐药, 而烷化剂和铂类是治疗胃癌的重要药物, 
故NER在胃癌耐药中占有重要地位.

DNA错配修复(mismatch repair, MMR)也
是一种常见的DNA修复机制, 能修复各种因素

所致的碱基错配、小片段插入或缺失、小环

形成等形式的D N A损伤和基因结构异常 .  作
为看家基因MMR家族目前发现的有hMSH1、
hMSH2、hMSH3和hMSH6等基因, 其中hMSH1
和hMSH2与消化系肿瘤的发生关系密切[22], 因
此DNA错配修复基因的缺乏, 尤其是hMLH1
和hMSH2, 导致对氟嘧啶、6-硫鸟嘌呤以及铂

类化合物的耐受[23-24]; 另外, 过多运动失调性毛

细血管扩张症基因突变体(ataxia telangiectasia 
mutated, ATM)/运动失调性毛细血管扩张症基因

突变体和Rad3相关基因(ATM- and Rad3-related 
gene, ATR)、DNA修复蛋白(O6-二烷基鸟嘌呤

DNA烷基转移酶)以及DNA依赖蛋白激酶催化

亚单位(DNA dependent protein kinase catalytic 
subunit, DNA-Pkcs)表达的细胞对DNA损害物质

(如烷化剂、顺铂)的敏感性降低[25]. 
2.2.5 细胞凋亡途径异常: 凋亡诱导的耐药是指

通过改变肿瘤细胞执行程序性细胞死亡的能力

或改变细胞凋亡通路诱导的耐药, 其主要机制

有: 促凋亡基因的缺失或抗凋亡基因的过度表

达. 某些是能促进凋亡的蛋白, 如果这些蛋白

表达减少, 则细胞耐药性会增强, 如P53、Fas/
Apo1、Bax及DR5等; 某些蛋白是抑制凋亡蛋

白, 使细胞停滞在某一周期, 如果这些蛋白过度

表达, 则细胞耐药性也会增强, 如P21、Gadd45
等[27]. 

P53是凋亡调节系统里最重要的关键性因

子, 在这个系统中起到了枢纽作用. P53基因是

一个转录因子, 具有调控细胞周期G1/S关键点, 
抑制细胞增殖和诱导细胞凋亡的作用, 对于维

护细胞DNA复制的准确性至关重要. P53能够激

活P21、Gadd45等细胞周期阻滞因子, 也能够激

活Fas、Bax这些凋亡诱导因子. P53基因是肿瘤

中最易发生突变的抑癌基因, 野生型P53基因突

变后丧失了细胞周期阻滞和诱导凋亡的功能; 
Bcl-2具有抗凋亡功能, 过度表达导致对多种化

疗药物耐药; Fas是肿瘤坏死因子(tumor necrosis 
factor, TNF)超家族成员之一, Fas与FasL的结

合可引起细胞凋亡途径的激活, 杀死肿瘤细胞, 
Fas表达低下或Fas受体缺乏的肿瘤细胞则阻断

Fas/FasL系统的传导, 导致对凋亡的耐受. P53、
Bcl-2和Fas的异常表达可见于各种消化系肿瘤, 
凋亡异常是消化系肿瘤耐药的另一重要机制[10]. 
2.2.6 细胞微环境的改变: 宿主微环境对肿瘤细

胞的多药耐药有重要影响[28]. 一些微量元素, 如
硒、铁、锌、钙、镁等元素在肿瘤中可通过

GST、MDR等调节肿瘤耐药, 改善微量元素水平

可降低或提高肿瘤细胞的耐药性, 影响肿瘤的治

疗效果. 在体外研究中发现pH值、温度、氧分

压和基质营养条件、肿瘤的大小等也均能影响

肿瘤对化疗的敏感性; 如Yang et al [29]的研究表明, 
细胞外基质金属蛋白酶诱导剂(EMM PR NI)的
抗体能有效抑制耐药肿瘤细胞在体外增殖.
2.2.7 其他: 胃癌像其他肿瘤一样耐药的发生

机制非常复杂 ,  还有很多在体内外研究中已

经证实和尚处在研究中的许多耐药的相关机

制. 如可溶性耐药相关钙结合蛋白基因(Sorcin)
的过表达, 研究表明其是重要的M D R相关基 
因[30]; 蛋白激酶C(protein kinase C, PKC)活性增

高加速P-gp磷酸化, 进而P-gp泵功能增强; 另外

研究发现耐阿霉素胃癌细胞株SGC790/ADR的
Prion蛋白(prion protein, PrPc)基因高表达, 表现

为细胞对阿霉素的累积增加和外排减少. PrPc
也可以抑制阿霉素诱导的细胞凋亡和Bcl-2、
Bax基因的表达, 提示可能是其相关耐药形成的

另一途径[31], 证实了细胞因子诱导凋亡抑制剂

1(cytokine-induced apoptosis inhibitor 1, CIAIPIN 
-1)与MDR的关系[32]; Ras原癌基因、P53突变和

热休克因子等可通过诱导或增强MDR1的表达

而致耐药; 肝豆状核变性基因铜转运P型三磷酸

腺苷酶胃癌细胞中通过其铜转运泵转运顺铂而

介导铂类耐药; 胃癌中的P38分裂原激活蛋白激

酶调节MDR1介导的耐药; 转录相关锌带蛋白基

因也可参与胃癌细胞株的MDR等. 总之, 如前所

述许多机制参与胃癌耐药, 但是所有这些中P-gp
的过表达是MDR的最主要机制[33-34].

3  胃癌耐药的主要相关基因及蛋白

3.1 MDR基因与P-gp P-gp是Juliano与Ling et al
于1976年在中国仓鼠卵巢细胞膜上发现一种高

表达磷酸化跨膜糖蛋白, 由MDR1编码[35], 相对

分子质量为170 kDa, 称之为P-gp. MDRl定位于

■相关报道
杨磊 et al 认为胃
癌患者P-gp表达
率 与 性 别 、 年
龄 、 组 织 学 类
型、分化程度、

临床分期无相关
性, 与化疗疗效呈
负 相 关 ;  于 冬 青 
et al 发现MRP作
为一种防御机制
在正常胃黏膜上
高度表达(90.0%), 
而在胃癌组织的
表达(92.2%)高于
正 常 胃 黏 膜 ,  并
且MRP在胃癌中
的表达率明显高
于胃炎组织与癌
旁组织; 目前, 许
多 研 究 认 为 在
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M R P 的 表 达 率
在MRP、LRP和
P-Gp三者中是最
高的, MRP较P-gp
具有更为重要的
作 用 ,  因 此 检 测
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案的选择有重要
意义.
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染色体7q21.1, 全长330 kb[34], 他由28个外显子

组成, 含有一个开读码框架, 起始密码为ATG, 
MDR1的转录产物为4.5 kb的mRNA. P-gp含
1280个氨基酸, 由2个同源片段组成, 每一片段

又各含有6个跨膜的极度疏水区(transmembrane 
domain, TMD)和1个包含高度保守的ATP结合域

的亲水区(nucleotide binding domain, NBD), 中间

由一个弹性连接多肽相连. NBD是P-gp外排功能

所必需的, 其有2个ATP结合位点, 每个ATP位点

都可以水解ATP. P-gp在ATP的参与下识别并结

合药物后, 1个ATP结合位点活化, 水解ATP, 蛋白

构象改变, 释放底物到细胞外. 随后, 第2个ATP
水解, 其又恢复到原状态, 循环利用, P-gp构象发

生变化, 在其中部形成通道, 可使中性或阳离子

疏水性药物直接通过并排出细胞外[36-37]. 
P-gp在许多正常组织中有表达, 其在正常胃

黏膜中表达与否尚未有统一意见, 但其在胃癌

细胞中的表达率很高[40]. 研究显示P-gp在胃癌中

均有不同程度的表达, 且与肿瘤生物学行为有

一定关系[67-69]及与胃癌的分期有密切的关系[41], 
分化好的胃癌比分化差的表达水平高[70]. 许多研

究还显示P-gp的表达水平与化疗的敏感性呈明

显的负相关[42]; 但杨磊 et al认为胃癌患者P-gp表
达率与性别、年龄、组织学类型、分化程度、

临床分期无相关性, 与化疗疗效呈负相关[43]. 已
有的证据说明胃癌中的MDR与P-gp的过度表达

有密切的关系[38-39]. P-gp表达阳性的肿瘤细胞对

亲脂性抗癌药物耐药, 如抗生素类、植物类、生

物碱类, 对烷化剂、抗代谢类化疗药则敏感[44].
3.2 MDR相关蛋白基因及MRP MRP是1992年
Cole et al [45]在研究小细胞肺癌耐药株H69/ ADR
过程中发现的一种与MDR相关的跨膜转运蛋白, 
MRP是一种相对分子质量为190 kDa的膜蛋白, 
由1531个氨基酸组成. MRP由3个疏水的跨膜区

及2个核苷酸结合功能区, 疏水区有NH2-近端疏

水区, 包括5个附加膜螺旋线, NH2-终点位于细

胞质外, 是MRP介导转运的基础, 2个结合区结

构有很大的差异. 编码MRP的基因定位于染色

体16p13.1. MRP其可能通过4种方式降低胞内药

物浓度: (1)识别转运谷胱甘肽和细胞毒药物耦合

的底物, 经ATP参与, 直接将药物通过囊泡转运和

胞吐方式排出, 步骤可能为: GSH合成→GSH与

药物耦合形成转运复合物→MRP将药物泵出细

胞外[46], 此机制被称为“GS-X泵”[47]; (2)将药物

转入亚细胞器, 间接影响药物分布, 降低核内浓

度; (3)通过改变离子通道活性, 从而改变细胞内

环境pH值, 导致药物外排; (4)可使药物活性成分

脱离其作用部位, 产生耐药[48-49]. 
MRP广泛分布于人体的正常组织, 呈低水

平表达, 主要定位于细胞膜, 也可分布于胞质中. 
于冬青 et al [50]发现MRP作为一种防御机制在正

常胃黏膜上高度表达(90.0%), 而在胃癌组织的

表达(92.2%)高于正常胃黏膜, 并且MRP在胃癌

中的表达率明显高于胃炎组织与癌旁组织[51-52]. 
已有的研究证实[38-39]胃癌的 MDR与MRP的过度

表达有密切的关系. 目前, 许多研究认为在胃癌

的MDR中, MRP的表达率在MRP、LRP和P-Gp
三者中是最高的, MRP较P-gp具有更为重要的作

用[53], 因此检测MRP对于化疗方案的选择有重

要意义[18].  
MRP特异性的转运底物是胞内与GSH共轭

结合的化疗药物, 这也导致了其特有的耐药谱: 
依托泊苷、柔红霉素、顺铂、米托蒽醌等[54].  
3.3 肺耐药相关蛋白基因及LRP 1993年Scheper 
et al [55]首先发现阿霉素(Aderiamycin, ADM)诱导

耐药的肺癌细胞株SW1573/2R120细胞高表达一

种相对分子质量为120 kDa的蛋白, 命名为LRP. 
LRP基因已由Scheper et al克隆成功[56-57]. 1995年
Scheper et al从纤维肉瘤HT1080/KR4耐药细胞

的cDNA文库中分离出LRP基因cDNA, 其是全

长为2688 bp的LRPcDNA, 包含一个开放阅读

框, 编码896个氨基酸, 相对分子质量为100 kDa
左右, 其基因定位于16号染色体短臂上(16p11.2), 
距离MRP基因位点(16p13.1)约27 nm. Scheper  
et al还发现LRP基因与黏菌和褐鼠中编码穹隆体

主蛋白(majorvault protein, MVP)的基因高度同源, 
与黏菌MVP(843个氨基酸)57%的序列相同, 与褐

鼠MVP(895个氨基酸)87%的序列相同, 由此推断

LRP为人的MVP[58-59]. 大多数学者赞同Scheper的
观点[59], 认为LRP可能通过3种机制引起MDR: (1)
他可以阻止以细胞核为靶点的药物通过核孔进

入细胞核; (2)可使进入细胞核的药物在发生药效

前被泵出细胞核; (3)也可使细胞质中的药物进入

囊泡, 并通过胞吐作用排出细胞外.
LRP在人正常组织和肿瘤细胞中广泛分布

且具有组织特异性. 用免疫组织化学方法研究

发现LRP在正常组织和肿瘤细胞中广泛分布, 
在胃癌时LRP仅在胃癌细胞质中表达. 许多研

究显示LRP在胃癌组织中的高表达与肿瘤耐药

密切相关. Yu et al [60]报道在胃肠道肿瘤中, LRP

■名词解释
多药耐药(MDR): 
是 指 肿 瘤 细 胞
对一种化疗药物
产 生 耐 药 后 ,  对
其他多种结构不
同、作用靶位不
同 的 抗 肿 瘤 药
物 也 有 耐 药 性 . 
MDR可分为原发
性耐药 (pr imary 
resistance)和获得
性耐药(acquired 
resistance), 前者
是指第1次化疗时
既存在的肿瘤细
胞耐药; 后者是指
在多次化疗中由
于药物反复诱导
使肿瘤细胞产生
耐药.
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的阳性表达率明显高于正常胃肠道组织. LRP
在胃癌中表达的一个特点是在高分化腺癌中表

达高于低分化腺癌和黏液癌, 提示胃高、中分

化腺癌比胃低分化癌更易产生耐药性[10]. 另外, 
Schuurhuis et al [61]研究61种癌细胞中发现LRP在
78%的细胞系为阳性, 且除对传统抗肿瘤药物

(如阿霉素、长春新碱、丝裂霉素等)产生耐药

外, 甚至对铂类、烷化剂等也产生耐药. 
3.4 BCRP及其基因 1998年Doyle et al [62]RNA指

纹分析研究比较人乳腺癌耐药细胞株MCF-7/
AdrVp细胞系与其父系细胞MCF-7细胞系的全

部mRNA序列, 发现MCF-7/AdrVp细胞中有一

种2.4 kb大小的mRNA过度表达, 该基因位于人

类4q22上, 编码一种含633个氨基酸残基、相对

分子质质量为72.6 kDa的跨膜转运蛋白, 称之为

BCRP. BCRP是一种磷酸化蛋白, 属于半转运蛋

白, 仅有6个α螺旋和1个ATP结合位点, 多在细胞

膜上以同源二聚体的形式发挥作用. 其耐药的

主要机制可能是参与膜内外药物转运, 而不是

改变药物在胞内细胞器中的分布, 但其确切机

制有待于进一步研究. 
目前认为BCRP定位于细胞膜, 在正常组织

中的分布较广泛, 主要分布于具有分泌、排泄

功能的组织. 对于BCRP在胃癌细胞中的表达情

况, 国内外学者有分歧: 朱文兴 et al [63]在术前未

化疗的20例胃癌组织中均未检测到BCRP的表

达, 而国外的一些研究显示BCRP在胃癌组织中

有较低的表达[64-65]. 目前, 有关BCRP在胃癌中的

研究才刚起步, 一些问题有待深入研究. BCRP
导致的耐药谱包括: (1)多柔比星、蒽环类抗生

素; (2)拓扑替康、9-氨基喜树碱、SN238LRP; 
(3)烷化剂、铂类、多柔比星、长春新碱、丝裂

霉素; (4)依托泊苷、紫杉醇、放线菌素D[65]. 
3.5 TopoⅡ 是一种能将DNA由一种拓扑异构体

变为另一种拓扑异构体的酶, 是存在于真核细

胞中的一种重要核酶. 具有切割、旋转和重接

DNA的功能, 还参与基因重组、转录、姐妹染

色单体分离和DNA修复[66]. TopoⅡ介导的非经

典MDR主要机制为: TopoⅡ基因突变; TopoⅡ含

量和活性异常; TopoⅡ的磷酸化修饰. 
研究显示Topo-Ⅱ在胃癌中均有不同程度

的表达, 且与肿瘤生物学行为有一定关系[67-69]. 
贾长河 et al [70]报道在胃癌中Topo-Ⅱ表达率为

46.3%, 并且TopoⅡ的表达与肿瘤分化程度有关, 
TopoⅡ在高中分化者中表达率低于其他非高中

分化者. Topo-Ⅱ介导的耐药谱包括天然或半天

然抗癌药如阿霉素、长春新碱、VP-16、羟基

喜树碱等耐药[71]. 
3.6 GSH及其相关酶 GSH及其相关酶包括GST
和GSH-Px及SOD, 是胞内最重要的非蛋白巯

基化合物. GST的增加可导致肿瘤的耐药, GST
根据等电点的不同可分为碱性、中性、酸性3
种. 其中酸性GST(GST-π)是肿瘤细胞和组织中

最常见的同工酶, 在许多耐药细胞特别是MDR
表型的细胞中高表达. GST主要通过将GSH偶

联到化疗药物上, 增加毒性药物的外流而减少

细胞毒性[72]. 其作用机制是: (1)GST可催化GSH
与亲电物质结合, 防止药物代谢生成的活性氧

类对膜脂质损伤; (2)GSH含量增多、GST活性

增强增加药物的极性, 使其毒性丧失; (3)GST
还可通过清除细胞毒性代谢产物, 阻止药物与

靶细胞DNA结合等机制参与肿瘤细胞MDR的

形成[73]. 编码GST的基因由于其多态性可分为8
种GSTs(α, μ, π, θ, κ, Ψ, β, τ), 研究较多的是前4
种, 分别编码GSTA、GSTM、GSTP和GSTT 4
个亚家族蛋白. 每个亚家族蛋白中, 根据编码的

基因片断不同, 又可分为几个亚类, 如GSTA有

GSTA1-A5[74]; 其中等位基因的GSTA1的细胞比

杂合的GSTA1细胞具有更强的化疗药物清除能

力, 显示更强的肿瘤耐药性[26]. 
研究显示GST-π在胃癌中均有不同程度的

表达, 且与肿瘤生物学行为有一定关系[67-69]. 贾
长河 et al [70]研究发现GST-π在胃癌中的表达率

为57.5%, GST-π的表达与分化程度无关, 高中分

化者与非高中分化者无显著差异. GST-π阳性者

对烷化剂、蒽环类、铂类化合物等耐药[75].

4  结论

胃癌的耐药现象一直是困扰临床治疗的一个棘

手的问题, 如果胃癌耐药机制得到彻底地阐明, 
无疑会对促进新药的发展和提高胃癌生存率及

改善患者生活质量有极大地帮助, 因此胃癌耐

药机制的研究对于基础和临床都是重要的课题. 
虽然目前对耐药基因的结构、功能、活化机制

等方面进行了广泛的研究, 已认识到肿瘤耐药

性可能是多因素、多机制共同作用的结果, 但
至今仍未完全探明胃癌耐药的详尽机制, 所以

需要基础和临床工作者不懈地进行系统科学地

研究, 我们深信终将能有效改善胃癌的化学治

疗效果, 给广大的胃癌患者带来福音. 
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Abstract
Cancerous inhibitor of protein phosphatase 2A 
(CIP2A) is a recently identified oncoprotein 
that can stabilize c-Myc protein, and promote 
anchorage-independent cell growth and in 
vivo tumor formation. It has been found that 
CIP2A is overexpressed in human head and 
neck squamous cell carcinoma (HNSCC), gastric 
carcinoma and colon carcinoma. However, the 
mechanisms underlying the role of CIP2A in 
tumor development and progression remain 
largely unknown and await further investigation.
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摘要
蛋白磷酸酶2A的癌性抑制因子(CIP2A)是最
近被识别的一种癌蛋白. 研究表明CIP2A具有
稳定c-Myc蛋白表达水平, 促进细胞锚着非贴
壁性生长与体内肿瘤形成的作用. CIP2A在人
类头颈部鳞状细胞癌(HNSCC)、胃癌及结肠
癌中高表达. 但目前CIP2A在人类癌症发生发
展过程中的作用机制及临床相关性仍不十分
清楚, 有待进一步深入研究.
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0  引言

蛋白磷酸酶2A(protein phosphatase 2A, PP2A)作
为肿瘤抑制因子[1-2], 其活性的抑制被认为是细

胞转化的前提条件[3]. 然而, 在人类恶性肿瘤中

PP2A活性受抑制的分子机制目前仍然不十分

清楚. 蛋白磷酸酶2A的癌性抑制因子(cancerous 
inhibitor of protein phosphatase 2A, CIP2A)是最

近被识别的与PP2A具有相互作用的内源性蛋白, 
直接结合于癌转录因子c-Myc, 抑制PP2A对其丝

氨酸62位(S62)的去磷酸化作用, 从而抑制c-Myc
蛋白水解. 本文就CIP2A基因的结构、编码蛋白

的功能及与肿瘤关系的研究进展作一综述.

1  CIP2A的基因定位与结构

2000年Nagase et al [4]最早从小片段人胎脑cDNA
文库中克隆了KIAA1524基因, 将其定位于3号
染色体上. 2002年Soo Hoo et al [5]通过cDNA表

达文库克隆了KIAA1524基因, 因其编码相对

分子质量为90 kDa的蛋白质, 将其命名为P90. 
2006年Hartz将KIAA1524的基因序列与基因组
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序列进行对比, 将KIAA1524基因定位于染色体

3q13.13(OMIM 610643). 2007年Junttila et al [3]研

究发现KIAA1524/P90主要存在于人类恶性肿

瘤组织中, 并抑制PP2A对c-Myc的S62位点活性, 
在此基础上, 将KIAA1524/P90/CIP2A统一命名

为CIP2A. 目前研究显示CIP2A基因定位于染色

体3q13.13, DNA长度约为38.8 kb, mRNA长为

4284 bp, 含有21个外显子, 有一个编码905个氨

基酸的开放读码框(ORF), 蛋白质相对分子质量

为102 kDa(GenBank NM_020890; NM_57560). 
CIP2A基因5'端非转录区富含G、C残基, 其转

录起始区含有一个终止密码子TAA, 3'端非编

码区包含有2个多聚腺苷酸信号和6个拷贝数的

ATTTA序列. 应用Sephacryl S300凝胶过滤柱层

析分离兔网织红细胞裂解产物中的CIP2A, 显
示移行呈单体峰[5]. 通过序列分析方法研究发现

CIP2A与已知功能蛋白无显著同源性. 通过定

量RT-PCR方法检测21种人良性组织样本CIP2A 
mRNA的表达水平, 显示除在骨髓、脑、小脑和

前列腺等组织中呈中到高度表达外, 在被检测

的其余组织中表达均较低[3].

2  CIP2A的生物学功能

2.1 PP2A、c-Myc、CIP2A三者间的相互作用 研
究表明CIP2A与致癌性转录因子c-Myc直接相互

作用, 并通过抑制PP2A对c-Myc基因S62位点的

去磷酸化作用, 进而抑制c-Myc蛋白水解, 稳定

c-Myc蛋白的表达水平[3].
PP2A是真核生物体内Ser/Thr蛋白磷酸酶, 

能拮抗绝大多数Ser/Thr蛋白激酶的活性. PP2A
全酶是一个异源三聚体蛋白, 由结构亚基(PR65/
A)、调节亚基B和催化亚基(PP2Ac/C)组成[6], 
其中A和C亚基构成酶的核心二聚体, A亚基在

PP2A分子中起支架作用, 将B亚基和C亚基结合

在一起. B亚基决定PP2A的底物专一性, 介导全

酶在细胞中的定位, C亚基具有催化活性. B亚基

的种类繁多, 分别由不同的基因编码, 有B(B55, 
PR55), B'(B56, PR61), B''(PR72, PR130, PR59, 
PR48)和B'''(PR93, PR110)4个亚家族组成. 不同

的A, B, C亚基组合构成了PP2A的多样性, 这与

PP2A在多种生理活动中的调节作用密切相关[2,6].
c-Myc是体内重要的原癌基因, 在细胞的

增殖和分化过程中具有重要作用, 而c-Myc过
度表达又会导致正常细胞的恶性转化, 所以对

c-M y c基因编码蛋白含量的精确调节对维持

细胞正常功能十分重要. c-Myc的后转录过程

受几个Ras效应路径调节, 这其中包括发生在

S62和T58 2个保守的残基上的一系列磷酸化事 
件[7-9]. 静止期的细胞, c-Myc蛋白表达水平极不

稳定, 当细胞进入G1早期, Ras活化的胞外信号

调节激酶磷酸化c-Myc蛋白S62位, 对c-Myc蛋
白表达起稳定作用. 同时Ras活化的磷脂酰肌

醇3激酶(phosphoinositide-3-kinase, PI3K)能抑

制糖原合成酶3β(glycogen synthase kinase-3β, 
GSK3β)对c-Myc蛋白的下调作用. 在G1阶段后

期, PI3K活性减弱, 活化的GSK3β磷酸化c-Myc
蛋白T58位点, 这种二元磷酸化结构与脯氨酸异

构酶(Pin1)相互作用, 催化c-Myc的磷酸S62-P63
肽键发生顺反异构变化. 这种形式的c-Myc与含

有B56α调节亚基的PP2A全酶[10]结合使S62位去

磷酸化, 而仅有T58位点磷酸化的c-Myc成为E3
连接酶SCFFbw7的作用底物, 泛素化后被26S蛋白

体降解[11-13].
为了识别癌细胞中与PP2A相互作用的蛋

白, Junttila et al [3]克隆出稳定表达TAP标记的

PP2A复合物结构亚基PR65/A, 通过质谱肽序

测定发现PR65与PP2A的催化亚基PP2Ac/C和

B55α亚基相互作用外, 同时还识别了CIP2A与

PR65相互作用. 在Hela细胞质的提取物中利用

PR65抗体通过免疫共沉淀方法也发现CIP2A和

PP2A-C与PR65相互作用. 通过共聚焦显微镜检

测发现CIP2A与PR65共同定位于胞质及核周, 
以胞质为主. 研究者近一步研究点突变的CIP2A
与PP2A复合物结构亚基PR65间的相互作用关

系, 发现在11个突变缺失的位点中只有461-533
位氨基酸的缺失, 丧失了与PR65结合的能力, 以
上研究提示CIP2A作为PP2A复合物的内源性

相互作用蛋白, 其461-533位氨基酸序列对维持

CIP2A对PP2A之间的相互作用是重要的.
另一方面 ,  通过体外蛋白-蛋白相互作用

方法检测Flag标记的CIP2A蛋白和GST融合的

c-Myc氨基端(aa 1-262)之间的作用关系, 结果显

示Flag的抗体树脂与Flag-CIP2A和GST-c-Myc共
同免疫沉淀, 而Flag-CIP2A与单独的GST并不发

生反应, 提示CIP2A直接结合于c-Myc的氨基端. 
进一步检测在293细胞中野生型c-Myc和氨基端

S62位变异(S62A和S62D)的c-Myc与Flag-CIP2A
之间的关系, 发现相对于野生型的c-Myc来说, 
2个S62位点变异的c-Myc与Flag-CIP2A结合呈

现明显的减少, 但并不影响c-Myc与PP2A的结

合[10]. 上述研究表明CIP2A并不是通过PP2A与

c-Myc结合, 而是通过识别c-Myc氨基端S62位点
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直接结合于c-Myc, 从而抑制与c-Myc相互作用

的PP2A的活性.
2.2 CIP2A与c-Myc之间的正反馈关系 研究显

示向稳定表达c-Myc的Hela细胞中转染CIP2A 
siRNA, 72 h后发现其裂解物中CIP2A的表达缺

失, c-Myc蛋白表达水平显著下降, 同时S62位
磷酸化的c-Myc蛋白表达减少, 但CIP2A的缺失

并没有显著的减少c-Myc mRNA的表达, 说明

CIP2A在后转录水平上调节c-Myc蛋白表达, 维
持c-Myc蛋白的稳定状态[3]. 此外在转染CIP2A 
siRNA的胃癌细胞也得到的相似的结果[14-15], 同
时胃癌细胞中c-Myc蛋白半衰期显著下降[15]. 这
些研究结果提示CIP2A促进c-Myc蛋白的稳定

表达.
另一方面 ,  K h a n n a e t a l [15]发现转染了

c-Myc siRNA的胃癌(gastric adenocarcinoma, 
AGS)细胞和肠型胃癌(intestinal-type gastric 
adenocarcinoma, MKN-28)细胞以及人纤维肉

瘤HT1080细胞中的CIP2A蛋白和CIP2A mRNA
的表达水平显著降低. 有研究表明Myc-MAX异

源二聚体可以上调c-Myc下游靶基因的表达[16]. 
研究者利用10058-F4[17](Myc-MAX异源二聚体

小分子抑制剂)处理AGS细胞和MKN-28细胞, 
结果显示CIP2A mRNA和已知的c-Myc靶基因

nucleolin的表达水平均受到抑制, 提示c-Myc直
接影响CIP2A的转录而不是间接的细胞反应. 同
时利用4-羟基他莫西分(4-OTH)处理表达c-Myc-
雌激素受体ER(c-Myc-ER)[18]的鼠胚胎成纤维细

胞(mouse embryo fibroblasts, MEFs), 发现CIP2A 
mRNA水平随着c-Myc活性提高而增加, 进一步

证实上述观点. CIP2A与c-Myc相互作用调节彼

此间的表达, 而c-Myc刺激CIP2A蛋白表达的同

时为c-Myc蛋白的稳定表达提供了一个正反馈

环路. 
2.3 CIP2A促进细胞转化及体内肿瘤生长 细胞

在软琼脂上生长并形成集落(锚着非贴壁性生

长)被认为是细胞恶性转化的标志[19]. 而PP2A活

性受到抑制可以促进细胞增殖和转化[20-21]. 向
鼠胚胎成纤维细胞中转染编码CIP2A和RasV12
基因的逆转录病毒载体, 结果显示RasV12诱导

MEFs集落形成, 而单独的CIP2A并没有诱导集

落形成, 但可以增加RasV12诱导集落形成, 提示

CIP2A伴随Ras表达时, 具有致癌作用. Hela细胞

可以形成集落并以锚着非贴壁性方式生长, 向
Hela细胞转染CIP2A siRNA 10 d后发现CIP2A
的表达缺失抑制了Hela细胞集落的形成, 明显

地破坏了Hela细胞在软琼脂上的生长. 将转染

CIP2A siRNA和对照siRNA(scrambled siRNA)72 
h后的Hela细胞皮下接种到裸鼠体内, 27 d后与

对照组相比肿瘤的大小和质量明显减少. 在肿

瘤的临床样本研究中, 将CIP2A siRNA转染到鳞

状细胞癌UT-SCC-7和UT-SCC-9细胞系后观察, 
集落形成率显著降低, CIP2A的缺失明显减弱

UT-SCC-7和UT-SCC-9在软琼脂上锚着非贴壁

性生长. 这一结果与HELA细胞中CIP2A siRNA
的特性是一致的. 为了评估体内UT-SCC癌细胞

的生长, 将转染CIP2A siRNA和对照siRNA的

UT-SCC-7和UT-SCC-9细胞接种到重症联合免

疫缺陷小鼠背部, 65 d后实验终止时, 转染CIP2A 
siRNA组中分别有3/5, 2/6的小鼠体内形成移植

瘤, 与对照组(5/5, 6/6)比较, CIP2A siRNA组肿瘤

平均大小明显减少[3]. 在胃癌细胞系的实验中也

证实CIP2A的表达缺失显著抑制胃癌细胞系集

落形成的能力[14-15]. 以上实验提示, CIP2A在维

持细胞表形转化、促进细胞增殖和体内肿瘤生

长方面起关键作用. 
2.4 CIP2A与细胞衰老的关系 最近研究表明细

胞衰老可以有效地抑制癌症[22-23]. Li et al [14]研

究表明CIP2A具有减少细胞生长阻滞的潜在机

制, 利用衰老细胞特异性标记物B-gal[24]对不同

细胞系进免疫反应, 在AGS细胞中与对照组少

于5%的细胞阳性染色相比, 转染CIP2A siRNA
组高达30%的细胞呈阳性染色 ,  但在其他转

染CIP2A siRNA的细胞(Hela, HCT116P53+/+,  
HCT116P53-/-, HGC-27, KATO-Ⅲ, BGC-823)中
没有发现细胞衰老, 提示在AGS细胞中CIP2A过

度表达可能阻止细胞衰老, 促进细胞转化和增

殖. 但是否CIP2A缺失诱导的细胞衰老表达于特

殊的细胞类型仍需进一步研究. CIP2A缺失导致

AGS细胞衰老, 然而在衰老过程中起关键作用

的P53下游因子P21和pRB上游因子P16[25-26]并没

有增加, 提示CIP2A缺失介导的细胞生长阻滞似

乎独立于P53和pRB的经典途径.

3  CIP2A与肿瘤的关系

3.1 CIP2A与人类头颈部鳞状细胞癌 在临床肿瘤

样本实验中, Junttila et al [3]将CIP2A siRNA转染

到3个不同的低代次HNSCC细胞系, 通过West-
ern blot方法检测c-Myc蛋白水平, 发现CIP2A的

缺失导致HNSCC细胞系中c-Myc蛋白水平明显

下降. 利用RT-PCR方法检测36例HNSCC低代

次细胞系和6例人类正常表皮角蛋白中CIP2A 
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mRNA表达水平, CIP2A在HNSCC细胞系中表

达显著高于对照组(U检验, P  = 0.012). 利用免

疫组织化学方法检测发现CIP2A在14例HNSCC
样本中11例高表达, 而9例正常口腔组织呈阴性

表达, 在HNSCC阳性表达组织中, CIP2A蛋白

表达于癌细胞中而间质大部分呈阴性. 用免疫

组织化学方法检测野生小鼠和HNSCC模型小

鼠[27](DMBA引发的TGFβRⅡ-/-小鼠发展成HN-
SCC, 并与人类呈现出一致的病理变化)颊组织

中CIP2A的表达, 发现上皮细胞增生组(DMBA
处理4 w k后)和完全恶性转化组(D M B A处理

15-25 wk)小鼠与DMAB处理的野生小鼠比较, 
CIP2A呈现显著高表达, 与人HNSCC样本检测

结果一致, CIP2A主要存在于癌细胞中, 而间质

则呈阴性表达. 
3.2 CIP2A与胃癌 Soo Hoo et al [5]通过免疫组织

化学方法检测11例胃癌组织中CIP2A蛋白的表

达水平, 其中6例(低分化)呈高表达, 而邻近癌组

织的非癌鳞状上皮细胞中阴性表达. Li et al [14]利

用传统RT-PCR和RT-QPCR方法检测37例胃癌组

织及其配对正常胃黏膜组织中CIP2A mRNA表

达水平, 发现37例胃癌样本中的34例呈现高表

达, 而在配对正常胃黏膜中有27例缺失, CIP2A 
mRNA的表达在胃癌与配对正常组织中存在显

著差异(χ2 = 29.7, P <0.001, U检验, P <0.001). 而
在10例CIP2A mRNA表达阳性的正常胃黏膜组

织中, 6例CIP2A mRNA的表达水平远远弱于其

配对胃癌组织. 利用免疫组化方法分析10例胃

癌组织和配对正常胃黏膜组织中CIP2A蛋白表

达水平, 与CIP2A mRNA的结果一致, 8/10(80%)
的胃癌组织中可发现阳性表达, CIP2A蛋白表达

于胃癌细胞的核周及胞质中, 但以胞质为主, 而
在邻近的正常胃黏膜中呈阴性表达. 

Khanna et al [15]利用组织微陈列技术和免疫

组织化学方法检测223例胃癌组织标本中CIP2A
的表达情况, 结果显示65%(145/223)的病例中

CIP2A阳性表达, 而35%(78/223)呈阴性反应. 进
一步对223例患者病例随访资料进行研究发现, 
CIP2A阳性患者与阴性患者的10年总生存率分

别为7.5%和17.2%. 与小肿瘤(≤5 cm)组和进展

期组(pT3-T4)组有较强的相关性. 分析CIP2A免

疫阳性反应与临床病理参数之间关系发现, 在
胃癌中CIP2A阳性表达与老年患者(P  = 0.013)、
男性患者(P  = 0.001)及肠型胃癌(P <0.001)有统

计学关联性. 上述研究表明CIP2A在胃癌组织中

呈过表达, 并与降低某种类型胃癌总体生存率

有相关性.
3.3 CIP2A与结肠癌 结肠癌的形成与增强Ras信
号和抑制TGF信号有关[28]. 用RT-PCR方法检测

43例人结肠癌组织和5例正常结肠组织中CIP2A 
mRNA的表达水平, 与对照组相比较, 结肠癌组

织中CIP2A mRNA表达水平显著增加[3]. 
3.4 肿瘤组织中存在抗P90/CIP2A蛋白的自身

抗体 肿瘤自身抗体是由于机体受到肿瘤刺激

后, 对肿瘤相关抗原产生的一种抗体, 由于肿

瘤相关抗原的存在使肿瘤自身抗体可以作为

恶性肿瘤早期诊断的血清学工具[29]. Soo Hoo 
et al [5]利用ELISA和Western blot方法检测在不

同类型癌患者血清中抗CIP2A的自身抗体, 结
果显示在13.1%(21/160)的肝癌患者血清中存

在抗CIP2A的自身抗体, 但并不存在于急慢性

肝炎和HbsAg携带者中. 在3.3%(3/91)胃癌患

者血清和5%(1/20)食管癌患者血清中也发现抗

CIP2A的自身抗体, 但并未在结肠癌患血清中检

测到. Shi et al [30]检测前列腺癌和前列生增生患

者血清中抗CIP2A的自身抗体, 阳性率分别为

30.8%(41/133)和1.5%(1/68), 差异有统计学意义

(P  = 0.0085). 因此, 有必要对CIP2A自身抗原-抗
体系统进一步深入研究, 以便客观评估CIP2A作

为临床癌症血清学诊断标志物的可行性.

4  结论

CIP2A作为新近识别的癌细胞中PP2A内源性抑

制因子, 具有抑制c-Myc的水解, 维持细胞恶性

表型, 促进细胞锚着非贴壁性生长和体内形成

恶性肿瘤的作用. CIP2A与c-Myc之间的正反馈

作用为人们理解c-Myc蛋白稳定表达的自我调

控机制提供了更灵活的解释, 并为抑制癌细胞

中c-Myc蛋白的过表达提供了新的治疗途径. 虽
然目前的研究结果表明CIP2A在几类人恶性肿

瘤组织中过表达, 并且在某些癌症患者血清中

存在抗CIP2A/P90的自身抗体, 然而其在肿瘤发

生发展过程中的作用机制及临床相关性仍不清

楚, 该蛋白能否成为诊断肿瘤的标志物以及癌

症治疗的靶点仍需要进一步研究. 
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Abstract
As celiac disease often appears in a subclinical 
or silent form and there are some limitations 
on small intestinal biopsy - the gold standard 
for the diagnosis of the disease, an accurate 
diagnosis of the disease is very difficult. As a 
result, misdiagnosis and missed diagnosis often 
occur. Currently, the application of capsule 
endoscopy may be helpful for improving the 
diagnostic accuracy. In this article, we will 
review the application of capsule endoscopy in 
the diagnosis of celiac disease.

Key Words: Celiac disease; Capsule endoscopy; 
Small intestinal biopsy; Traditional endoscopy
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摘要
一直以来, 由于乳糜泻(celiac disease)以一种

亚临床表现或静息期出现, 且小肠活检—乳糜
泻诊断的金标准也有着一定的局限性, 故临床
上极易被漏诊、误诊, 现在胶囊内镜的应用可
能大大地提高了他的诊断率. 现本文将胶囊内
镜在乳糜泻诊断中的应用作一综述. 

关键词: 乳糜泻; 胶囊内镜; 小肠活检; 传统内镜
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0  引言

乳糜泻(celiac disease)又称为麦胶敏感性肠病、

成人乳糜泻、非热带性腹泻及特发性脂肪泻[1]. 
现广泛认为, 这是由于患者对进食的大麦、小

麦或黑麦中的谷蛋白不耐受, 从而引起小肠的

黏膜损害, 以小肠吸收不良为主要表现. 其临床

诊断依赖于患者的临床症状、血清标志物和小

肠活检组织的特征性表现, 然而乳糜泻患者常

无典型症状或症状轻微, 且常由于肠道吸收不

良, 而导致一些胃肠道外的症状和相关疾病, 临
床上极易漏诊误诊. 加之乳糜泻一旦确诊, 简单

的去麦胶饮食即可控制患者症状, 如延误诊断, 
有致命性. 故尽早明确诊断, 有着极其重要的意

义. 目前, 小肠活检是诊断乳糜泻的金标准, 活
检可取自十二指肠的第2或第3部分. 其活检特

征包括: (1)小肠绒毛部分或完全萎缩; (2)隐窝

增生; (3)上皮内淋巴细胞或浆细胞浸润. 根据

小肠黏膜的损害程度, Marsh分类[17]主要将其分

为4型: 0型: 正常; Ⅰ型: 小肠绒毛正常但上皮

内淋巴细胞浸润增多; Ⅱ型: 上皮内淋巴细胞浸

润增多伴隐窝增生; Ⅲ型: 小肠绒毛部分至完全

萎缩. 然而, 小肠活检也有他的局限性, 如标本

不完整、定位不准或取材不当, 都可能导致乳

糜泻的误诊或漏诊而延误病情. 胶囊内镜是一

种诊断性的显像方法, 现被用于诊断多种小肠

疾病. 也有较多研究者将其用来观察乳糜泻患

者中小肠黏膜的损害, 据其统计, 胶囊内镜在探

测绒毛萎缩的敏感度为70%-87.5%, 特异度为

90.9%-100%[2-4,23]. 本文就胶囊内镜在乳糜泻诊
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断中的应用作一综述. 

1  传统胃镜

人们逐渐认识到传统胃镜在十二指肠疾病中的

应用价值, 在于其能诊断绒毛萎缩. Smith et al [5]

分别对内镜下十二指肠黏膜表现正常者100例
和表现异常者26例行活检, 结果发现: 正常组中, 
组织学正常94例, 呈非萎缩性改变2例, 另4例有

部分绒毛萎缩; 而异常组中, 大部分呈绒毛萎缩

14例(54%), 其中7例内镜下均有扇贝状和沟槽

样改变, 而且这7例几乎所有绒毛均呈萎缩改变, 
其余4例仅表现为扇贝状改变, 3例仅表现为沟

槽样改变. 因此, 他们推断即使诊断上并不怀疑, 
但内镜下若出现扇贝状和沟槽样改变, 便能像

组织学检查一样, 提示十二指肠绒毛萎缩. 正常

黏膜不会出现同时出现这2种改变. 
传统胃镜对于乳糜泻的诊断无疑是一种

重要的辅助工具, 有证据显示在进行传统上消

化系内镜检查时, 如果能对乳糜泻患者的十二

指肠进行仔细检查, 且允许对一些无典型症状

患者进行活组织检查时, 其诊断率会上升 [6-8]. 
Brocchi et al [9]连续对367例乳糜泻患者进行上

消化系内镜检查后, 筛查出78例未经过任何治

疗的乳糜泻患者, 然后对其十二指肠的内镜下

表现进行统计分析得出乳糜泻患者内镜下表现

主要征象有: 结节征、镶嵌样图像、十二指肠

皱襞的减少或缺失及其扇贝状表现, 其中十二

指肠降端皱襞的扇贝状改变的诊断精准度达

到了94.7%, 特异度为100%, 敏感度为66.7%, 阳
性预测值为100%, 阴性预测值为94.1%. 而一种

或几种征象的出现, 诊断精准度、特异度、敏

感度、阳性预测值、阴性预测值分别达到了

98.1%、99.3%、93.6%、97.3%、98.3%. 因此临

床医生在进行传统胃镜检查时, 应注意到这些

标志性征象, 因为许多临床上无典型症状的乳

糜泻患者很可能会出现这些征象. 
但传统胃镜的局限性在于不能完全观察到

患者的远端小肠, 从而不能对患者做出完整的

评估. Apostolopoulos et al [10]报道了1例有着5年
乳糜泻病史的76岁男性患者, 最初经过去谷蛋

白饮食后得到了完全的临床缓解与组织学改进, 
可尽管他严格遵守饮食限制, 随后其症状再度

复发. 对其进行胶囊内镜检查后发现, 许多良性

溃疡灶分布于患者的整条小肠内襞, 其间还伴

随着斑片状炎症黏膜. 如果只进行传统胃镜检

查, 是揭示不了远端小肠的损害, 尤其是近来有
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研究证明空肠黏膜活检比十二指肠的更具特异

性[11]. 

2  胶囊内镜

胶囊内镜的出现不仅带来了在小肠疾病检查方

面的巨大进步, 也开创了无线内镜显像的先河. 
仅仅只是吞下了一粒胶囊大小的显像内镜, 大
大减少了患者的痛苦, 且与传统内镜相比, 这种

非侵入性检查要相对安全. 他可以用来证实疑

似小肠出血病例, 其在临床诊断炎症性肠病、

医源性疾病、息肉病和乳糜泻、P-J综合征(Peu-
tz-Jegher syndrome)、家族性多发性腺癌、小肠

早癌等中也具有一定的价值[12-15,19]. 而且似乎他

将成为继传统内镜检查之后的下一个标准检查, 
因为他的巨大优势也在于能够对整个小肠进行

显像. 
Ersoy et al [16]同时对7例未经治疗的乳糜泻

患者先经十二指肠活组织检查且按照Marsh分
类[17]归为Ⅲ型损害, 后予胶囊内镜检查, 再结合

相关研究总结分析出Ⅲ型损害的患者胶囊内

镜下近端小肠黏膜通常会有绒毛萎缩(变短变

薄)、扇贝状、龟裂状及镶嵌样等改变, 而结节

样改变、血管显露[24]等则少见. 
Toth et al [19]报道了1例44岁的女性患者在20

年前由于组织学检查证实患上了克罗恩病, 遂
医生对其进行结肠全切术与永久性回肠造口术

以减轻患者痛苦. 20年后, 该患者出现缺铁性贫

血, 腹部不适伴腹泻, 体质量减轻等持续了1年
左右, 医生对其进行胶囊内镜检查发现十二指

肠与空肠黏膜出现扇贝状及镶嵌征, 强烈提示

乳糜泻. 而回肠黏膜正常, 未发现克罗恩病复发

迹象. 随后又对患者进行十二指肠镜与色素内

镜检查及回肠镜检查证实了胶囊内镜的诊断. 
随后, 对远端十二指肠进行组织学检查, 证实

十二指肠皱襞绒毛萎缩. 血清学检查证实患者

抗EMA抗体(抗肌内膜抗体)阳性从而明确诊断

为乳糜泻. 在对患者限制了谷蛋白饮食后, 未出

现任何胃肠不适症状, 恢复良好. 
乳糜泻诊断的金标准是小肠活检, Maiden 

et al [18]对19例经去谷蛋白饮食治疗无效的乳糜

泻患者进行胶囊内镜检查与十二指肠降部的活

组织检查后, 发现活组织检查与胶囊内镜检查

结果Kappa相关系数为0.65, 表明这两种检查有

着较高的吻合度. Rondonotti et al [4]对28例血清

学测试阳性及具典型临床症状的乳糜泻患者先

后进行胶囊内镜及十二指肠活组织检查, 发现
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■研发前沿
胶囊内镜是一种
诊断性的显像方
法, 现被用于诊断
多种小肠疾病. 也
有较多研究者将
其用来观察乳糜
泻患者中小肠黏
膜的损害, 但其应
用于临床的具体
诊断价值还有待
进一步研究.

■相关报道
Jiang et al 用胶囊
内镜检查了62例
均来自浙江大学
附属医院并有着
慢性腹泻病史的
患者, 其中4人被
诊断为乳糜泻, 在
所调查的患者中
达到了6.5%的比
例. 由此, 研究者
推测乳糜泻可能
在中国并不罕见.
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其中就有25例患者(89.3%)的胶囊内镜检查结果

与活检结果相一致. 由于胶囊内镜检查是一种

非侵入性检查, 患者易于接受, 且能对整个小肠

进行直观而具体的显像, 从而显示出其在诊断

乳糜泻上的巨大优势, 临床上这样的案例报道

越来越多[15,19-21]. 
目前对于不愿意接受传统胃镜及活组织检

查而更倾向于胶囊内镜检查的乳糜泻患者来说, 
胶囊内镜可能成为一种重要的检查设施[2]. 其优

势主要在于: (1)对小肠黏膜的高度放大功能使

其更加容易观察到小肠绒毛的损害; (2)能观察

到全小肠黏膜变化; (3)极大减少了传统内镜对

患者带来的痛苦, 胶囊滞留是胶囊内镜的主要

并发症, 而其发生率仅为1%-2%[14]; (4)与染色放

大内镜相比, 染色剂的喷洒可能会遮蔽正常而

微细的绒毛, 从而误诊为绒毛萎缩[3]. 然而胶囊

内镜的临床应用也有其弊端: (1)价格较传统内

镜要昂贵; (2)虽然他可以较易检查出Marsh Ⅲ
型损害, 也就是小肠黏膜表现出明显损害时, 但
却可能分辨不出Marsh Ⅰ型与Ⅱ型损害[16,22-23]; 
(3)目前尚未形成完全一致的乳糜泻特异性内镜

诊断标志[3]. 鉴于以上情况, 现在国际上仍不提

倡用胶囊内镜检查来替代传统内镜及活组织检

查, 除非那些不愿意接受或者不能接受传统内

镜的患者, 不然乳糜泻的确诊仍然要靠小肠的

活组织检查证实[2-3,13,16,18].

3  结论

乳糜泻在欧洲、澳大利亚及北美属于较常见的

疾病, 其发病率达0.5%-1%[25], 尤其好发于高加

索人种, 而在东亚, 乳糜泻被认为是一种散发疾

病. Jiang et al [26]用胶囊内镜检查了62例均来自

浙江大学附属医院并有着慢性腹泻病史的患者, 
其中4人被诊断为乳糜泻, 在所调查的患者中达

到了6.5%的比例. 由于浙江省属于中国南方, 平
时人们大部分以大米为主食, 而在以小麦为主

食的北方, 乳糜泻的患病率可能更高. 因此研究

者推测乳糜泻可能在中国并不罕见. 这就需要

临床医师在平时应警惕那些有着典型乳糜泻症

状患者、亚临床患者及以其他系统疾病为首要

表现而未找出具体病因者, 鼓励患者及早进行

传统内镜及小肠活检或胶囊内镜检查, 以尽早

诊治. 
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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, 
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■同行评价
本文立题比较新
颖 ,  论述较全面 , 
思路也比较清晰, 
具有较好的学术
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Abstract
The incidence of Clostridium difficile-associated 
diarrhea (CDAD) is increasing worldwide. 
The risk factors for CDAD include exposure to 
broad-spectrum antibiotics, aging, immune inju-
ry, and long-term hospitalization. The diagnosis 
of the disease is based primarily on the detection 
of toxin A and toxin B produced by Clostridium 
difficile. Once the diagnosis of CDAD is con-
firmed or highly suspected, the initial antibiotic 
therapy should be discontinued. Treatment with 
metronidazole or vancomycin has been proven 
to be effective. In this article, we will review the 
recent advances in the epidemiology, clinical 
manifestations, diagnosis and treatment of Clos-
tridium difficile-associated diarrhea. 

Key Words: Clostridium difficile ; Diarrhea; Risk fac-
tor; Diagnosis; Treatment
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摘要
难辨梭状芽孢杆菌相关性腹泻的发病率及严

重程度在全球范围内呈上升趋势. 其发病绝大
多数与近期内接受广谱抗生素治疗有关, 但高
龄、免疫损伤状态、长期住院等因素亦为该病
发生的危险因素. 粪便中难辨梭状芽孢杆菌毒
素测定仍被认为是本病实验室诊断的“金标
准”. 一旦确诊或高度怀疑本病, 应立即停用原
有抗生素, 应用甲硝唑或万古霉素治疗. 本文就
难辨梭状芽孢杆菌相关性腹泻的流行病学、临
床表现、诊断及治疗方法等研究进展作一综述.

关键词: 难辨梭状芽孢杆菌; 腹泻; 危险因素; 诊断; 

治疗
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0  引言

难辨梭状芽孢杆菌相关性腹泻(C l o s t r i d i u m 
difficile -associated diarrhea, CDAD)是一种主要

发生于结肠黏膜的急性渗出坏死性炎症, 因在

受累黏膜表面常有一层伪膜形成, 又称伪膜性

肠炎(pseudomembranous colitis, PMC). 本病发

病绝大多数与近期内接受广谱抗生素治疗有关, 
故又称抗生素相关性腹泻(antibiotic-associated 
diarrhea, AAD), 后者的致病菌主要是难辨梭状

芽孢杆菌. 近年来, 随着广谱抗生素的广泛应用

和人口的老龄化, CDAD的发病率及严重程度在

全球范围内呈上升趋势[1]. 以往认为重症CDAD
及死亡病例比较少见, 因此在很长时间内低估

了CDAD的重要性. 2000-2004年, CDAD在北美

和欧洲出现了地区播散性爆发流行, 其流行株

出现基因变异, 产毒素的能力增强, 患者的病死

率增高, 引起医学界的重视[2-3]. 目前, 难辨梭状

芽孢杆菌已成为医院获得性感染性腹泻的主要

病原菌[4], 对CDAD的认识也在不断更新. 本文

对CDAD的研究进展作一综述, 以提高临床医师

对该病的认识和诊治水平. 

1  微生物特性

难辨梭状芽孢杆菌为革兰氏阳性专性厌氧杆菌, 
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■背景资料
难辨梭状芽孢杆
菌 相 关 性 腹 泻
(CDAD)是一种医
源 性 疾 病 .  近 年
来, CDAD因其发
病率及严重程度
逐年增高受到各
国专家的普遍关
注. 据世界卫生组
织公布的调查报
告 显 示 ,  我 国 住
院患者抗生素类
药物使用率高达
80%, 联合使用两
种以上抗生素的
占58%, 远远高于
国外的30%, 因此, 
CDAD应当引起
我国临床医师的
充分重视. 本文对
CDAD的流行病
学、临床表现、

诊治及预防进展
进行综述, 以提高
对该病的认识和
诊治水平. 

■同行评议者
林志辉, 教授, 福
建省立医院消化
内科; 白爱平, 副
教授, 南昌大学第
一附属医院消化
内科



有鞭毛, 可形成芽孢. 繁殖体如暴露于空气中会

很快死亡, 但芽孢在外界环境中可存活5 mo, 他
耐干燥、耐热并能抵抗多种消毒剂. 难辨梭状

芽孢杆菌主要产生A毒素(肠毒素)、B毒素(细胞

毒素)、动力改变因子及不稳定因子等4种毒素. 
A毒素是主要的致病因子, 通过激活巨噬细胞、

肥大细胞及中性粒细胞, 释放强效的炎症递质

和细胞因子, 引起局部黏膜血管通透性增加、

黏液分泌、炎性细胞浸润、出血及绒毛损害, 
甚至黏膜坏死; B毒素可刺激单核细胞释放炎性

细胞因子, 造成局部变态反应使黏膜变性坏死, 
纤维素、黏蛋白渗出形成伪膜; 动力改变因子

除能引起黏膜损伤外, 更重要的是能激发肠道

平滑肌肌电位而加重腹泻; 不稳定因子的作用

类似于霍乱弧菌、大肠埃希菌的肠毒素, 引起

肠液分泌增加, 但不引起组织损伤[5]. 难辨梭状

芽孢杆菌属条件致病菌, 健康成人粪便中难辨

梭状芽孢杆菌的阳性率为2%-3%, 而住院患者

的携带率为10%-15%. 30%-80%的新生儿和婴

儿粪便中可分离出此菌, 甚至可有毒素产生, 但
并无临床症状, 对此的可能解释包括: 婴儿的肠

上皮缺乏特异的毒素A受体; 新生儿和婴儿肠道

内的细菌为不产毒或产低毒的菌株. 该菌同样

也存在于土壤、家畜体内. 

2  流行病学

正常人肠道中存在大量不同种属的细菌, 这些

细菌相互依赖又相互制约, 形成一个微生态平

衡, 具有相对的稳定性. 长期应用广谱抗生素后, 
正常肠道菌群中的敏感细菌受到抑制或被杀灭, 
而对其耐药的难辨梭状芽孢杆菌因失去了其他

细菌的拮抗和制约而大量繁殖, 于是发生菌群

失调. 迅速繁殖的难辨梭状芽孢杆菌产生大量

的外毒素, 引起黏膜坏死、渗出性炎症伴假膜

形成. 国内外统计资料显示, 几乎所有的抗生素

均可诱发CDAD, 其中最常见的为广谱青霉素

(主要是氨苄青霉素)或加酶抑制剂, 其次是头孢

菌素类、碳青霉烯类、克林霉素、氨基糖甙类

及磺胺药复方新诺明等, 以往发生率较高的氯

霉素、四环素相关性腹泻因用药减少现已罕见. 
联合使用抗生素比单一使用抗生素发生CDAD
的概率更高, 其相对危险性与抗生素的使用频

率、强度和使用时间有关[6]. 另外, 接受胃肠道

手术或操作、麻醉、伴有严重的基础疾病如严

重心、肺疾病、尿毒症、免疫损伤状态如恶性

肿瘤接受化疗、接受脏器移植治疗、高龄、妊
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娠、ICU患者、长期住院以及接受质子泵抑制

剂(proton pump inhibitor, PPI)治疗等因素, 亦为

CDAD发生的危险因素[7-8]. 
目前, 在北美地区、澳大利亚、欧洲等地, 

CDAD的发病率和严重程度均显著增加[9-11]. 美
国国家医院感染监测系统的资料显示, 2001年
与2000年相比, 美国出院诊断为CDAD的患者

比例上升了26%. 2000年到2004年, CDAD分别

在美国和加拿大出现了暴发流行[12-13]. 加拿大

魁北克省在2004-01/06, 共有1703人被发现感染

了难辨梭状芽孢杆菌, 感染后30 d的病死率高

达7%[14]. 目前在美国和欧洲CDAD的病死率达

1%-1.5%[15]. 
我国目前尚缺乏CDAD的大规模流行病学

资料. 胡云建 et al报告1999-2001年在临床有腹

泻症状的368份粪便中, 难辨梭状芽孢杆菌的阳

性率为17.1%, A或B毒素阳性率29.4%[16]. 中国人

民解放军广州军区武汉总医院2001年报道了1
起CDAD小区域暴发流行的情况, 其中老年住院

患者的病死率高达40%[17]. 

3  临床表现

CDAD的临床表现不一, 可从轻度腹泻到威胁患

者生命. 常见临床表现为突发性腹泻, 可发生在

抗生素治疗过程中或在停用抗生素后4 wk内, 大
多数患者出现在抗生素使用后的4-10 d[18]. 腹泻

可呈黄绿色、米汤样或海蓝色稀水便, 内含半

透明蛋花样或长条黏膜样物(伪膜), 重者可排血

水样便, 并可排出呈肠管状的伪膜. 部分患者亦

可无腹泻, 这是由于肠道中毒麻痹扩张, 大量粪

便和渗液积存在肠管内不能排出, 此种病例的

病情更严重. 根据腹泻的程度不同, CDAD可分

为轻、中、重和暴发型4型. (1)轻型: 腹泻次数

每日3-5次, 体温<38℃, 无脱水及酸中毒的表现, 
外周血白细胞计数正常. (2)中型: 腹泻次数每日

5-20次, 体温>38℃, 伴脱水、酸中毒的表现, 外
周血白细胞计数(10-15)×109/L. (3)重型: 腹泻

次数每日20次以上或脓血便, 体温>39℃, 患者

脱水、酸中毒明显, 或出现中毒性休克、中毒

性巨结肠等, 外周血白细胞计数>15×109/L. (4)
暴发型: 多见于近期手术或使用免疫抑制剂的

患者. 除腹泻外, CDAD患者常伴有腹痛, 多在下

腹部, 呈钝痛、胀痛或痉挛性疼痛, 也可伴有腹

胀、恶心、呕吐、发热等, 重型及暴发型者可

出现水电解质紊乱、低蛋白血症、中毒性及低

血容量性休克. 
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■相关报道
Aslam et al 指出, 
难辨梭状芽孢杆
菌是导致院内感
染和死亡的重要
因素. 现有的证据
表明口服甲硝唑
仍是治疗CDAD
的一线药物, 口服
万古霉素作为二
线药物不是因其
疗效问题, 而是为
防止出现万古霉
素耐药菌株. 对反
复复发的CDAD
患者, 上述药物的
疗效欠佳, 目前正
在探索生物疗法
和疫苗接种等治
疗措施. 

■研发前沿
在北美、澳大利
亚 、 欧 洲 等 地 , 
CDAD的发病率
和严重程度均呈
上 升 趋 势 .  我 国
目前尚无CDAD
的大规模流行病
学 资 料 .  资 料 显
示 ,  几 乎 所 有 的
抗生素均可诱发
C D A D ,  高 龄、

伴有严重的基础
疾病、免疫抑制
状态、长期住院
等亦为CDAD发
生 的 危 险 因 素 . 
早期识别与诊断
CDAD是预防和
治疗的关键. 如何
在高危患者中采
取更为有效的预
防和治疗措施是
目前研究的重点. 
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4  辅助诊断方法

血常规可见中性白细胞增多, 便检可见脓细胞. 
粪便普通细菌培养无致病菌, 厌氧菌培养可见

到难辨梭状芽孢杆菌, 但不能区分携带者和结

肠炎患者. 鉴于住院患者中携带者的比率颇高, 
粪便培养不能作为常规推荐, 但若内镜下取病

灶行厌氧菌培养阳性率可达87.5%[19]. 粪便中难

辨梭状芽孢杆菌毒素测定仍被认为是本病实验

室诊断的“金标准”[20], 但目前毒素A、B检测

均比较复杂且出结果较晚, 故对临床指导意义

有限[18]. 以PCR方法行毒素A基因或毒素B基因

扩增阳性率虽高, 但仅适用于科研而不适合临

床应用[21]. ELISA方法检测难辨梭状芽孢杆菌

谷氨酸脱氢酶的敏感性和特异性与PCR方法一

致, 且更为简单、快速, 适于在临床应用[22-23]. 
连续直接涂片查大便杆球菌比例也是一种简单

而方便的诊断方法. 正常人大便杆球菌比例为

3.5-5∶1, CDAD早期大便杆球菌比例并不失调, 
但一般1-2 d后杆球菌比例明显失调为1∶1或倒

置. 内镜检查是诊断CDAD的重要和可靠方法. 
CDAD主要侵犯直肠、乙状结肠, 呈连续性分

布, 严重者可累及全结肠及远端小肠. 内镜下肉

眼观察和直视下活组织检查可发现本病的特征

性改变: 多发性伪膜. 伪膜呈黄白色斑点状, 散
在分布, 大小不一, 从数毫米到30 mm不等, 严重

者可融合成片. 伪膜界限分明, 周边黏膜相对正

常. 根据病变程度不同, CDAD内镜下表现不一, 
轻者仅见黏膜充血水肿, 血管纹理不清, 呈非特

异性肠炎表现; 稍重者可见黏膜散在浅表糜烂, 
伪膜呈斑点状分布, 周边充血; 严重病例伪膜呈

斑片状或地图状, 伪膜不易脱落, 部分脱落区可

见溃疡形成. 病理见伪膜是由纤维素、中性粒

细胞、单核细胞、黏蛋白及坏死细胞碎屑组成. 
黏膜固有层有中性粒细胞、浆细胞及淋巴细胞

侵润, 重者腺体破坏断裂、细胞坏死. 黏膜下层

因炎症渗出而增厚, 伴血管扩张、充血及微血

栓形成. 坏死一般限于黏膜下层, 偶尔累及肠壁

全层导致肠穿孔. 结肠镜可直接观察病变分布

的范围和程度, 快速帮助临床诊断, 还可追踪判

断治疗效果, 但也存在一定的风险, 操作中需动

作轻柔, 一般见到典型病变即止. 

5  治疗

一旦确诊或高度怀疑发生CDAD, 应立即停用原

有抗生素, 对疑诊患者也要试停抗生素, 对原发

病必须使用抗生素者, 可选用针对性强的窄谱抗

生素. 避免使用解痉剂, 以免毒素滞留于肠腔. 对
重症患者应加强支持疗法, 积极纠正水、电解质

紊乱, 有休克表现的应及时予以抗休克治疗. 
目前, 甲硝唑仍被认为是治疗本病的一线

药物[24]. 治疗时首先予以甲硝唑口服给药, 使其

在肠道快速达到有效浓度, 一般用法为200-400 
mg, 每日3-4次, 连续服用7-10 d, 95%的患者治疗

反应良好. 重症频繁呕吐者可静脉给药, 但疗效

明显低于口服给药. 对甲硝唑耐药或有严重不

良反应的患者, 可换用去甲万古霉素或万古霉

素治疗[1], 有效率可达95%-100%. 万古霉素口服

不吸收, 对肾脏无损害, 在肠道内可达到高浓度, 
静脉给药不宜采用. 一般用法为0.25-0.5 g, 每日

3-4次, 连续服用7-10 d, 治疗48 h应有效, 4-7 d内
应恢复正常, 但重症病例可能需要治疗更长时

间. 关于甲硝唑与万古霉素疗效的问题, Bartlett
认为二者疗效相当, 甲硝唑比万古霉素价格便

宜, 故治疗CDAD应首选甲硝唑[18]. Shetler et al
认为, 由于甲硝唑的广泛应用, 其治疗CDAD的

疗效已减退, 最有效的药物是万古霉素[25]. 为防

止出现万古霉素耐药菌株, 美国感染病学会、

美国胃肠病学院和美国临床流行病学会推荐首

选甲硝唑治疗, 以防止突然出现万古霉素耐药

菌[26-27]. 大约近年有学者对甲硝唑和万古霉素外

的其他药物进行了研究. Anton et al比较了利福

拉奇(利福平衍生物)与万古霉素对CDAD模型

仓鼠的疗效, 结果显示前者对于治愈CDAD有

明显优势, 从而为CDAD的治疗提供了新的思

路[28]. 由于CDAD通常是肠道正常菌群失调的结

果, 给予微生态制剂补充、扶植肠道正常菌群

有助于本病治疗. 可选用含乳酸杆菌、双歧杆

菌、屎肠球菌、嗜热链球菌等微生态制剂口服, 
也可用正常人的粪便灌肠来恢复患者肠道的正

常菌群. 微生态制剂有利于改善肠内微生物菌

群平衡, 但应与甲硝唑、万古霉素等抗生素间

隔2 h服用, 防止微生态制剂中的有益菌群被杀

灭. 此外, 应用抑制毒素吸收的药物如思密达(蒙
脱石散)也取得一定的协同疗效. 

研究发现, 有15%-30%的患者会再次发生

CDAD[29], 除少数系细菌耐药外, 多数患者系治

疗后难辨梭状芽孢杆菌在结肠产生芽孢定植或

再发感染. 对于大多数复发患者, 再次使用标准

剂量的甲硝唑(0.5-1.0 g, 静脉滴注或分次口服)
或万古霉素(250-500 mg, 每日4次, po )治疗仍有

效. 5%的患者会有几次复发, 对这些患者的治疗

有待进一步研究. 近年来一些实验和临床研究

■创新盘点
本 文 综 述 了
C D A D 的 病 原
学、流行病学、

临床表现、辅助
诊断方法、治疗
方法及预防措施
等多个方面内容, 
并介绍了近期报
道的多种CDAD
的危险因素、防
治策略及预后影
响因素, 有助于对
本病的全面认识. 
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表明, 免疫球蛋白治疗可预防CDAD复发[30], 如
用γ球蛋白400 mg/kg静脉滴注, 每3周1次. 3%的

患者属于重型CDAD, 死亡率高达30%-85%, 必
须给予高度重视. 目前主张治疗一开始就应给

予静脉滴注甲硝唑, 同时口服万古霉素, 一旦治

疗失败, 或出现肠穿孔、中毒性巨结肠, 则必须

立即实施全结肠切除和回肠造瘘术, 但手术死

亡率极高[31]. 

6  预防

预防措施主要是合理使用抗生素, 严格控制广

谱抗生素的滥用. 用药要有明确的适应证, 必须

使用抗生素时, 首先选用窄谱抗生素, 慎用广谱

抗生素. 加强院内感染管理, 对患者接触的物品

要严格消毒, 及时隔离可疑CDAD患者. 对医护

人员进行教育和培训, 提高对CDAD的认识, 对
可疑患者要及时诊断、避免漏诊, 并及时行粪

便难辨梭状芽孢杆菌毒素测定, 以期做到早期

诊断、早期治疗, 从而降低病死率. 对老年住院

患者, 特别是住院时间超过2-4 wk的患者, 建议

定期行难辨梭状芽孢杆菌毒素测定, 使病程控

制在最轻的阶段. 
Henrich et al回顾性分析了336例粪便中检

测到难辨梭状芽孢杆菌毒素的CDAD患者, 对
严重病例(12.2%)和非严重病例的临床特征进行

了分析比较, 结果显示以下因素与严重CDAD显

著相关(P≤0.05): 年龄>70岁, 最高白细胞计数

>20 000/mL, 最低白蛋白水平<2.5 kg/L, 最高血

肌酐水平>2 g/L、小肠梗阻或肠梗阻、CT扫描

显示结直肠炎症. 这些临床和实验室指标提示

患者预后很差或死亡的风险增高[32]. 目前虽然未

能证实预防性使用微生态活菌制剂能有效减低

CDAD的发生率, 但多数专家认为在高危患者中

预防性使用微生态活菌制剂是有益的. 

7  结论

随着广谱抗生素的广泛应用和人口的老龄化, 
CDAD的发病率及严重程度在全球范围内呈上

升趋势. 其发病绝大多数与近期内接受广谱抗

生素治疗有关, 但高龄、免疫损伤状态、伴有

严重的基础疾病、长期住院等因素亦为该病发

生的危险因素. CDAD的临床表现不一, 可从轻

度腹泻到威胁患者生命. 粪便中难辨梭状芽孢

杆菌毒素测定仍被认为是本病实验室诊断的

“金标准”. 一旦确诊或高度怀疑发生CDAD, 
应立即停用原有抗生素. 甲硝唑是治疗本病的

一线药物, 对甲硝唑耐药或有严重不良反应的

患者, 可换用去甲万古霉素或万古霉素治疗. 预
防措施主要是合理使用抗生素. 对可疑患者要

及时诊断、早期治疗, 从而降低病死率. 
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■应用要点
本文提示长期不
合理的使用抗生
素可引发多个系
统的不良反应与
严 重 后 果 ,  其 中
CDAD是不合理
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的 消 化 系 统 危
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诊治水平、加强
对高危患者的监
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亡率的关键环节, 
具有重要的临床
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容较新颖, 结构合
理, 具有一定的临
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
the multiplication and translocation of intestinal 
fungi in rats with acute pancreatitis (AP) after 
antibiotic treatment.

METHODS: AP was induced in rats by intra-
peritoneal injection of caerulein. The model rats 
were then divided into five groups (six rats in 
each group) and treated with  cefoperazone-
sulbactam for 3, 6, 9, 12 and 15 days, respec-
tively. Normal rats were used as controls. At the 
end of the treatment, the rats were killed to take 
colonic mucosa, mesentery, lungs and pancreas 
for fungal culture. Serum (1, 3)-β-D-glucan was 
measured.

RESULTS: After three days of treatment, the 
number of intestinal fungi and serum (1, 3)-β-D 
glucan level began to increase. On day 6, the 
number of intestinal fungi and serum (1, 3)-β-D 
glucan level were significantly higher in the treat-

ment group than in the control group (P < 0.05). 
On day 9, the detection rates of fungi in the mes-
entery, lungs and pancrease were significantly 
higher in the treatment group than in the control 
group (all P < 0.05). The multiplication of intesti-
nal fungi was positively correlated with intestinal 
fungal translocation and serum (1, 3)-β-D-glucan 
level (r = 0.8972 and 0.7970, respectively).

CONCLUSION: The multiplication and translo-
cation of intestinal fungi are significant on days 
6 to 9 in rats with AP after antibiotic treatment. 
Prophylactic antifungal therapy is reasonable 
during this period and measurement of serum 
(1, 3)-β-D-glucan is helpful for early diagnosis of 
fungal infection.

Key Words: Acute pancreatitis; Antibiotics; Fungal 
translocation; (1, 3)-β-D-glucan; Rat

Shi CX, Chen X. Relationship between multiplication 
and translocation of intestinal fungi in rats with acute 
pancreatitis after antibiotic treatment. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(26): 2714-2717

摘要
目的: 观察急性胰腺炎(AP)大鼠使用抗生素治
疗后, 肠黏膜真菌和血清1-3-β-D葡聚糖的变
化与真菌易位的关系. 

方法: 采用雨蛙素(Caerulein)腹腔注射法复制
大鼠急性水肿性胰腺炎模型. 对成功复制AP
模型的大鼠(治疗组)使用头孢哌酮舒巴坦治
疗, 分别治疗3, 6, 9, 12及15 d, 按观察时间随
机分为5个亚组, 每亚组6只. 对照组为正常大
鼠. 观察期间正常喂食. 分别于相同时间点处
死2组动物并取相应的肠组织、肠系膜、肺和
胰腺组织进行真菌培养, 测定血清1-3-β-D葡
聚糖含量. 

结果: 与对照组相比, 治疗组大鼠在抗生素治
疗3 d后, 肠道真菌数量开始增加, 于第6天后
肠道真菌和血清1-3-β-D葡聚糖的含量增加明
显(P <0.05), 第9天后肠外组织真菌检出率明
显增加(P <0.05). 血清1-3-β-D葡聚糖含量随着

®

■背景资料
重症急性胰腺炎
(SAP)并发真菌感
染占全部SAP感染
患者的40%-70%, 
病 死 率 高 达
20%-53.1%. 导致
SAP患者中后期真
菌感染的因素是
多方面的, 多数学
者认为重要的原
因可能与广谱抗
生素的长时间使
用有关. 在真菌感
染的防治方面, 大
多数学者主张在
临床明确真菌感
染的依据后才开
始抗真菌治疗, 但
疗效不甚满意, 死
亡率仍然很高.

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科; 陈
光, 教授, 吉林大
学第一医院消化
器官外科
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肠道真菌数量和真菌易位的增加而增加, 肠道
真菌增殖与肠道真菌易位和血清1-3-β-D葡聚
糖水平之间均呈正相关(r  = 0.8972和0.7970).

结论: 使用抗生素治疗AP 6-9 d后, 肠道真菌
增殖和易位明显, 此时预防使用抗真菌药物是
合理的, 血清1-3-β-D葡聚糖检测有助于早期
诊断真菌感染.

关键词: 急性胰腺炎; 抗生素; 真菌易位; 1-3-β-D

葡聚糖; 大鼠
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)尤其是重症

急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP), 并
发症多, 病死率高, 其中中后期病死率的80%由

感染引起, 真菌感染又是感染的主要原因之一, 
占全部SAP感染患者的40%-70%, 病死率高达

20%-53.1%[1-3]. 导致SAP患者中后期真菌感染的

因素是多方面的, 除肠黏膜屏障功能障碍、导

管引起感染等外, 多数学者认为重要的原因可

能与广谱抗生素的长时间使用有关[4-5]. 在真菌

感染的防治方面, 大多数学者主张在临床明确

真菌感染的依据后才开始抗真菌治疗, 但疗效

不甚满意, 死亡率仍然很高[4-6]; 有少数学者报道

临床预防性使用抗真菌药物, 死亡率可降低至

15%[7], 但在什么时候使用抗真菌药物最为适宜, 
各家报道不一. 本实验通过对AP模型大鼠使用

头孢哌酮舒巴坦治疗, 观察肠道真菌增殖和血

清1-3-β-D葡聚糖的变化与肠真菌易位的关系, 
探讨在使用抗生素治疗AP时预防全身真菌感染

的理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar大鼠60只, 雌雄各半, 体质量200
±20 g, 购于重庆龙鑫实验动物中心. 雨蛙素为

广州伟伯化工有限公司进口试剂.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 实验大鼠随机分为2组: 对照组和治

疗组, 每组30只. 每组根据观察时间3, 6, 9, 12和
15 d又分为5个亚组, 每个亚组6只. 对照组仅给

予正常饲料(贵阳医学院动物中心)喂食; 治疗组

复制急性水肿性胰腺炎模型, 然后使用抗生素

治疗, 并正常喂食.

1.2.2 动物模型的复制和处理: 采用雨蛙素腹腔

注射法复制AP大鼠[5,8]: 用生理盐水将雨蛙素浓

度调为2 mg/L. 固定大鼠四肢于操作板上, 备皮, 
碘伏消毒腹部皮肤, 垂直进针, 按照35 μg/kg的
标准注射药物, 每小时1次, 连续7 h共7次, 注射

间隙给予大鼠正常喂食. 按照上述方法成功复制

AP动物模型后, 随机将模型动物分为5个亚组, 
经动物尾静脉注入头孢哌酮舒巴坦(1∶1, 1 g, 清
华紫光制药厂生产, 批号200802133)34 g/kg, 分2
次间隔12 h注入, 直至分别到3, 6, 9, 12和15 d处
死动物为止. 期间给予大鼠正常喂食. 上述2组
大鼠分别按照观察时间3, 6, 9, 12和15 d, 采用乙

醚麻醉后, 抽取尾静脉血作标本; 剖腹, 以回盲

部为解剖标志, 在回盲部远端15 cm(大约为大鼠

乙状结肠部位)切取肠组织长约1 cm为标本, 同
时沿肠系膜剪下整个肠系膜组织、切取肺和胰

腺组织等作为真菌培养的标本. 整个操作过程

严格按照无菌要求进行. 
1.2.3 观察大鼠一般情况: 观察大鼠的精神状

况、进食、活动情况等. 
1.2.4 肠道真菌培养: 将结肠标本用生理盐水5 
mL洗净肠内容物, 将洗净的肠壁置于10 mL生
理盐水中, 搅拌约5 min(A), 取A中的盐水1 mL, 
稀释至10 mL(B), 用接种环取1环B液约1 μL, 均
匀涂抹于沙氏培养基及显色培养基(郑州博赛生

物技术研究所)上, 于37℃温箱中培养48 h, 计数

真菌菌落个数, 乘稀释倍数得出此肠管真菌个

数(个/cm2), 对真菌个数取对数值后记录. 
1.2.5 肠系膜、肺和胰腺组织真菌培养: 分别将

肠系膜、肺和胰腺组织加入1 mL生理盐水研磨

至匀浆, 将匀浆液加入肉汤培养基中, 37℃培养

36 h, 若肉汤培养基出现浑浊, 再取出2 mL培养

液, 用10% KOH 2 mL混合摇匀5 min杀灭细菌

后, 取接种环1环, 接种于沙氏培养基及显色培

养基上进行真菌培养. 记录真菌培养阳性例数. 
1.2.6 检测血清1-3-β-D葡聚糖: 采各组大鼠静脉

血3 mL, 缓慢放入无热源离心管中, 用灭菌铝箔

封闭管口以防污染, 3000 r/min离心60 s, 分离得

血清, -30℃保存. 取上述血清0.1 mL, 加入装有

0.9 mL的样品处理液中, 混匀后70℃保温10 min, 
取出后立刻放入冰水浴中, 即为待测血清样品. 
采用MB-80微生物快速检测系统及1-3-β-D葡

聚糖试剂盒(北京金山生物技术公司)方法检测, 
在中国人民解放军南京军区总医院中心实验 
室[9]进行. 按试剂盒说明公式将吸光度值换算成

1-3-β-D葡聚糖浓度. 操作在生物安全柜中进行, 

■研发前沿
SAP时使用抗生
素后, 肠道真菌发
生什么变化及其
与真菌易位的关
系并不清楚, 在什
么时候开始使用
抗真菌药物最为
适宜, 各家报道不
一 ,  成 为 研 究 热
点.

■创新盘点
本研究发现, 应用
抗生素治疗AP时, 
6 d后肠道真菌增
殖迅速 ,  9 d后真
菌易位日趋明显, 
并与血清1-3-β-D
葡聚糖水平呈正
相 关 ,  提 示 在 使
用抗生素治疗AP 
6-9 d后, 预防使用
抗真菌药物抑制
肠道真菌的过度
增殖 ,  对预防AP
时全身真菌感染
应该是合理的, 血
清1-3-β-D葡聚糖
水平对早期诊断
全身真菌感染有
帮助.
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遵守无菌原则.
统计学处理 采用SPSS12.0统计软件分析处

理. 肠道真菌数和1-3-β-D葡聚糖含量以mean±
SD表示, 组内和组间比较采用方差分析. 肠外

组织培养阳性例数比较采用χ2检验. 肠道真菌

数量变化与血清1-3-β-D葡聚糖水平之间相关

性采用Spearman秩相关分析, 肠真菌移位与血

清1-3-β-D葡聚糖水平的相关性使用回归分析. 
P <0.05表示差异显著.

2  结果

2.1 动物一般情况的变化 对照组大鼠精神、进

食正常. 治疗组动物萎靡, 进食和活动均减少. 
2.2 肠道真菌的变化 对照组大鼠肠黏膜存在少

量真菌, 治疗组大鼠从使用抗生素第3天开始出

现肠黏膜真菌增殖, 第6天后真菌数量增加明显

(P <0.05), 其中6-9 d肠道黏膜真菌数量增加趋势

较快(表1).
2.3 肠道真菌易位的变化 治疗组大鼠在使用抗

生素6 d后开始出现肠道真菌易位于肠系膜和胰

腺组织, 9 d后真菌易位明显(P <0.05), 15 d时治

疗组在培养的18份标本中有16份为阳性(表2).
2.4 血清1-3-β-D葡聚糖的变化 治疗组大鼠随

着使用抗生素时间的延长, 血清1-3-β-D葡聚糖

水平逐渐增加, 6 d以后其水平较第3天明显增

加(P <0.05). 对照组除仅在15 d时出现升高外

(P >0.05), 其余时间没有明显变化(表3).
2.5 肠道真菌增值与真菌易位和血清1-3-β-D葡

聚糖水平之间的关系 肠道真菌易位的增加和

血清1-3-β-D葡聚糖水平的上升, 是随着肠道真

菌增殖的增加而增加, 肠道真菌增殖与肠道真

菌易位和血清1-3-β-D葡聚糖水平之间均呈正

相关(r  = 0.8972和0.7970), 其中与肠系膜组织易

位高度相关(r  = 0.9898). 肠道真菌易位与血清

1-3-β-D葡聚糖水平亦呈正相关(r  = 0.7132).

3  讨论

肠道真菌是机体体内的正常菌群, 约占细菌总

数的1%-3%, 大约70%的健康人群能够检测出真

菌[2,10]. 一般情况下, 肠道正常菌群可以对真菌

的生长起到抑制作用, 使得真菌数量相对恒定. 
但是当某些因素使肠道菌群失调, 打破菌群间

的相互平衡后, 真菌便可以大量繁殖, 甚至发生

向肠外组织易位, 导致全身真菌感染[4,11-12]. 多数

学者认为, 肠道真菌是全身真菌感染的来源[12]. 
SAP状态下, 肠黏膜屏障作用减弱, 机体免疫功

能下降, 尤其是抗生素的大量使用杀灭了大量

的肠道正常菌群, 可以导致肠道菌群失调, 肠道

真菌因而大量繁殖是发生肠外易位导致全身真

菌感染的基础[4,10,12]. 目前, 绝大多数学者认为感

染尤其是真菌感染是SAP后期死亡的重要原因

之一[2]. 本研究发现, 正常动物肠道真菌相对恒

定, 但是在AP使用抗生素后肠道真菌增加, 尤其

是在6 d后这种增加更为显著, 相应的在9 d后真

菌易位日趋明显, 在15 d时18个组织器官真菌培

养时竟然有16个为阳性, 提示在AP时, 使用抗生

素可以导致肠道真菌大量增殖, 当真菌数量达

到一定水平后便可能发生肠外易位, 这可能是

引起全身真菌感染的主要原因; 在使用抗生素

治疗AP 6-9 d后, 预防使用抗真菌药物抑制肠道

真菌的过度增殖, 对预防AP时全身真菌感染应

该是合理的, 有待进一步在临床研究. 
所有真菌的细胞膜上都含有1-3-β-D葡聚

糖, 占真菌细胞干重的70%以上[6,13-14], 当真菌侵

入血液中被中性粒细胞吞噬、消化处理后, 葡
聚糖成分便被释放入血. 因此在机体的体液中

能够检测到1-3-β-D葡聚糖, 是诊断深部真菌感

染的有效依据[6,10,15]. 有报道在真菌开始肠外易

表 1 大鼠肠道真菌的变化 (mean±SD)

     
  3 d                        6 d                          9 d                         12 d                          15 d

对照组          4.15±0.25           4.31±0.34           4.41±0.47           4.77±0.18            4.50±0.41   

治疗组          4.56±0.05           6.99±0.06ac         9.89±0.07ac         9.98±0.02ac        10.03±0.04ac

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  治疗组3 d.

表 2 治疗组中5亚组大鼠肠外组织真菌培养结果

     
               3 d          6 d         9 d        12 d        15 d

肠系膜组织            0            2           4           4           5       

胰               0            1           4           4           5      

肺               0            0           2           4           6      

合计               0            3         10a        12a        16a

aP<0.05 vs  3, 6 d亚组.

■应用要点
本研究为临床预
防使用抗真菌药
物提供了理论依
据, 提示在使用抗
生素治疗AP 6-9 d
后, 预防使用抗真
菌药物防止AP发
生全身真菌感染
应该是合理的, 有
待进一步在临床
研究.
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位时, 尽管此时临床患者并没有出现真菌感染

的症状, 血清葡聚糖就可以有明显的升高, 因此

葡聚糖对早期诊断临床真菌感染方面有重要作

用[9,16]. 本实验显示, 正常动物肠道真菌数量相对

稳定, 血清1-3-β-D葡聚糖水平波动也不大; AP
时使用抗生素后肠道真菌数量逐渐增加, 于6 d
后增加明显, 相应的9 d后肠道真菌易位至肠外

器官也显著增加, 血浆1-3-β-D葡聚糖水平在此

时也明显上升, 提示检测血清1-3-β-D葡聚糖含

量对早期诊断真菌感染是有帮助的.
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表 3 大鼠血清1-3-β-D葡聚糖的变化 (ng/L, mean±SD)

     
              3 d               6 d                          9 d                           12 d                              15 d

对照组      4.42±1.15        5.27±1.13           6.72±2.01             3.98±0.63             22.07±24.19

治疗组      5.42±1.08      24.71±8.01a      147.13±47.89a      541.11±878.68a      653.29±285.16a

aP<0.05 vs  3 d亚组.
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Abstract
AIM: To determine the effect of Rhizoma 
curcumae (RC) on the contraction of rat colonic 
smooth muscle strips in vitro and investigate the 
mechanisms involved.

METHODS: Rat colonic longitudinal smooth 
muscle strips were prepared and treated with 
sodium chloride solution (9 g/L, control group) 
or different concentrations of RC (treatment 
group) to observe the effects of RC on the spon-
taneous contraction of the strips. Besides, the 
impact of verapamil, phentolamine and atropine 
on RC-induced contraction of colonic smooth 
muscle strips was examined by incubating each 
of these drugs with the strips. 

RESULTS: RC of different concentrations 
(0.01-10 g/L) promoted the spontaneous con-
traction of colonic muscle strips in vitro in a 
dose-dependent manner. The peak contraction 
amplitude and the area under the curve of con-
traction of colonic smooth muscle strips were 
significantly lower in the treatment group (RC 
at a concentration of 1 or 10 g/L) than in the 
control group (63.92% ± 2.06% and 76.27% ± 
2.28% vs 100%, and 44.09% ± 11.10% and 55.66% 
± 10.29% vs 100%, respectively; P < 0.05 or 0.01). 
Atropine and verapamil could significantly de-
crease the peak contraction amplitude and the 
area under the curve of contraction of colonic 
smooth muscle strips treated with RC (87.35% ± 
50.49% and 73.80% ± 9.37% vs 100%, and 33.97% 
± 15.18% and 27.55% ± 11.56% vs 100%, respec-
tively; all P < 0.05 or < 0.01). 

CONCLUSION: RC promotes the spontaneous 
contraction of rat colonic smooth muscle strips 
in vitro perhaps via an calcium- and M-cholin-
ergic receptor-dependent but α-adrenoceptor 
receptor-independent mechanism. 

Key Words: Chinese medicine; Rhizoma curcumae; 
Smooth muscle; Colon
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摘要
目的: 观察莪术对离体大鼠结肠平滑肌收缩
运动的影响, 并初步探讨其作用机制. 

方法:  制备大鼠结肠平滑肌肌条 ,  以9  g/L 
NaCl溶液(NS)为对照组，观察不同浓度莪术
对结肠平滑肌的收缩效应; 以莪术为对照组, 
分别观察酚妥拉明、维拉帕米和阿托品3种阻
断剂孵育肌条后, 莪术对肌条的收缩效应.  

结果: 莪术高浓度组对离体大鼠结肠平滑肌的
促进作用明显, 与NS对照组比较, 莪术1 g/L、
10 g/L组引起的肌条最大收缩振幅和曲线下
面积均有统计学意义(63.92±2.06, 76.27±
2.28 vs  100%; 44.09±11.10, 55.66±10.29 vs  

®

■背景资料
促胃肠动力中药
的研究近年来取
得了很多有意义
的研究结果, 大多
集中在理气药、

补益药等方面的
研究, 对于活血化
瘀药物的研究不
是很多. 本文以莪
术为研究对象, 探
讨其对胃肠运动
的促进作用及机
制. 拓宽了促胃肠
运动中药的范围. 

■同行评议者
任超世 ,  研究员 , 
中国医学科学院
生物医学工程研
究所
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100%, P <0.05或<0.01); 与单独莪术组比较, 阻
断剂维拉帕米和阿托品对莪术引起的肌条收
缩有抑制作用, 其最大收缩振幅和曲线下面积
均有统计学意义(87.35%±50.49%, 73.80%±

9.37% vs  100%, 33.97%±15.18%, 27.55%±

11.56% vs  100%, P <0.05或<0.01).

结论: 莪术对大鼠结肠平滑肌的收缩活动有
兴奋作用, 且与剂量呈正相关, 其引起的收缩
效应可被阿托品和维拉帕米阻断, 而未能被酚
妥拉明阻断. 

关键词: 中药; 莪术; 结肠; 平滑肌; 促进

吕涛, 魏睦新. 莪术对大鼠结肠平滑肌收缩的促进作用及机

制. 世界华人消化杂志  2009; 17(26): 2718-2721
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0  引言

近年来我国功能性胃肠病的发病呈上升趋势, 
由于中医药在治疗中通过辨证施治, 能调整脏

腑功能的失衡, 改善消化系症状且不良反应小, 
因此中药对胃肠运动的调节作用逐渐受到人们

的关注. 随着对胃肠动力学生理、病理的深入

研究, 学者们[1-3]在中药促胃肠动力的作用及其

调节机制方面做了许多有益的探索和研究. 魏
兰福 et al [1]通过在体实验发现25%莪术(Rhizoma 
curcumae , RC)水煎剂对胃电节律失常有改善作

用, 可提高胃窦、空肠组织中胃动素的含量及

降低血管活动肠肽的含量, 具有促进胃动力的

作用. RC性辛、苦、温, 归肝脾经, 具有行气破

血, 消积止痛作用, 在中药书中一直被列为活血

破瘀类药物, 日本将其归为助消化类, 临床上可

用于改善胃动力, 加强胃肠运动功能. 但RC对离

体结肠平滑肌活动作用的报道较少, 本文通过

RC对大鼠离体结肠平滑肌收缩活动的影响, 探
讨其作用的量效关系及可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级SD大鼠6只, 雌雄各半, 体质量

(200±20) g, 由南京医科大学实验动物中心提

供; RC颗粒由江阴天江药业有限公司生产, 批号

0807033. 实验前将RC溶解于纯水, 经充分震荡

混匀, 离心, 浓缩上清液, 制备成含生药1、10、
100、1000 g/L 4个梯度的RC溶液; 氯化乙酰胆碱

(Ach), 上海三爱思试剂有限公司, 批号20060328; 
酚妥拉明(FTLM), Novartis Pharma Schweiz AG, 
Switzerland, 批号S0046; 维拉帕米(WLPM), 上

海禾丰制药有限公司, 批号070901; 硫酸阿托

品(ATP), 上海禾丰制药有限公司, 批号080901; 
9 g/L NaCl溶液(NS), 南京小营药业集团有限公

司; Krebs液: NaCl 112.08 mmol, KCl 5.90 mmol, 
CaCl2 1.97 mmol, MgC12 1.18 mmol, NaH2PO4 1.22 
mmol, NaHCO3 25.0 mmol, Glu 11.49 mmol, 所用

试剂均为国产分析纯AR级, 实验时新鲜配制, 给
予950 mL/L O2加50 mL/L CO2 15 min, 调整pH至

7.4; 微量多导体外器官水平浴槽及配套器材(日
本国立生理研究所); JZ101肌肉张力换能器(新航

机电公司); RM-6240四道生理记录仪(成都仪器

厂); 艾科浦 P系列纯化水机(重庆市颐洋企业发

展有限公司); 洁净工作台(苏州安泰空气技术有

限公司). 
1.2 方法 
1.2.1 实验药物RC浓度的确定: 参照RC临床常用

剂量每次10 g, 假设服药后主要成分全部吸收循

环到体内, 以此浓度为基准. 根据人体与动物的

换算标准, 确定RC的实验浓度范围. 
1.2.2 结肠平滑肌条的制备: 动物购进后适应性

饲养1 wk, 每次取1只, 禁食不禁水24 h, 颈椎脱

臼处死, 开腹, 迅速自肛门上2 cm处取长约8 cm
结肠, 用Krebs液轻柔洗净, 剪成小段置于4℃ 
Krebs液中, 沿肠系膜剪开结肠, 取肠系膜对侧

结肠纵肌肌条(10 mm×2 mm), 浴槽中同时悬

挂4根肌条, 每根肌条一端以非弹性细丝固定于

浴槽(容积10 mL)硅胶座中, 另一端与张力换能

器相连. 用恒流泵以1 mL/min的流速持续灌流

Krebs液, 持续给予950 mL/L O2加50 mL/L CO2, 
给平滑肌条施加500 mg预初张力, 平衡60 min, 
以结肠平滑肌自律性规则、稳定的自发收缩为

平衡标准. 
1.2.3 实验顺序: 以NS为空白对照, 肌条平衡后, 
滴加药物于浴槽中: 依次加入NS、Ach及4个浓

度梯度的RC, 每种药物每次均滴加100 μL, 其
终末浓度分别为0.09 g/L, 1×10-6 mol/L, 0.01、
0.1、1、10 g/L, 加入药物并记录收缩曲线. 药物

每次均重复加2-3次, 取均数后作为实验数据. 滴
加药物时要等待肌条平衡至基础张力引发的收

缩基本回到零位. 分析对象为加药后5 min内出

现的最大收缩振幅(g)和曲线下面积(g·s). 实验

数据以最大收缩振幅和曲线下面积占Ach引发

的收缩百分率表示. 
1.2.4 阻断剂加入顺序: 以RC引起的肌条收缩作

为空白对照, 重新调整肌条平衡, 5 min后依次滴

加FTLM(终浓度1×10-5 mol/L), WLPM(终浓度1

■研发前沿
现代研究发现莪术
根茎含有挥发油约
1%-2.5%, 还含有莪
术酮、β-榄香烯、

莪术醇和姜黄素等
20余种化学成分以
及微量元素. 药理
研究显示, 莪术具
有降脂、抗炎、镇
痛、抗肿瘤等一系
列药理作用. 莪术
有促胃运动的作
用, 但对肠道平滑
肌的研究还未见报
道, 有待于进一步
研究. 

■创新盘点
莪术是一味具有
广泛药效作用的
活 血 祛 瘀 药 ,  其
挥发油具有抗肿
瘤、抗病毒、抗
菌、抗早孕、降
酶等功用, 且毒性
低, 但本实验重点
讨论了莪术对肠
道的作用, 发现其
有明确的促进结
肠平滑肌运动的
作用. 
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×10-7 mol/L), ATP(终浓度1×10-6 mol/L) 进行孵

育, 并皆于1 min后滴加RC(终浓度10 g/L), 每次

加入药物并记录收缩曲线5 min, 待波形平衡后

再加入下一种药物. 分析对象为加入RC后5 min
内的收缩曲线, 实验数据以最大收缩振幅和曲线

下面积占RC空白组的百分率表示. 
统计学处理 采用SPSS软件进行统计分析, 

数据以mean±SD表示, 并作One-way ANOVA统

计处理, 用Fisher LSD法多重比较. 分别以Ach
组、RC空白组的观察指标为100%分别标准化

相应的观察指标作图, 以减少实验动物个体差

异带来的误差. 

2  结果

2.1 不同浓度RC对大鼠结肠平滑肌自发收缩的

影响 以Ach激发的平滑肌的收缩指标为100%, 
标准化处理实验数据. 结果随RC浓度增大, 其促

进大鼠结肠平滑肌收缩的作用逐渐增强. 各组

最大收缩振幅及曲线下面积与NS对照组比较, 
其中RC 1 g/L, RC 10 g/L组的比较均有统计学意

义(P <0.05或<0.01,  表1, 图1).
2.2 三种阻断剂孵育后对RC促进离体大鼠结肠

平滑肌收缩效应的影响 以RC (10g/L)引起的平

滑肌的收缩指标为100%, 并作为对照组. 与RC
组相比, ATP组、WLPM组对肌条的收缩有抑

制作用, 其最大收缩振幅和曲线下面积的比较

均有统计学意义(P <0.05或<0.01, 表2, 图2), 可

以认为其有阻断作用; 而FTLM组的比较则没

有统计学意义. 

3  讨论

胃肠道运动是消化系生理功能的重要组成部分, 
也是消化系最重要的功能之一, 其调节机制非

常复杂, 包括中枢神经系统的作用、肠神经系

统的作用以及众多脑肠肽(胃肠激素)的调节. 胃
肠动力障碍性疾病主要病理过程包括胃排空延

迟及肠道排空减慢, 胃肠协调运动紊乱等, 其功

能紊乱是引起消化系症状的重要因素之一. 正
因为胃肠运动调节的多靶点特性, 擅长于多靶

点调节机体功能的中医中药, 在胃肠动力障碍

疾病中的运用, 越来越引起人们的关注. 
随着胃肠动力中药研究的深入, 人们对各类

中药的作用特点和机制进行了大量的研究. 其
中理气药、温里药等的机制比较明确. 而在消

化病中医临床实践中, 活血行气法是一类应用

普遍、疗效较好的治法. 莪术为姜科植物蓬莪

术、广西莪术或温郁金的干燥根茎. 中医药学

理论认为, 其性辛、苦、温, 具有行气活血的双

重作用, 兼有消积止痛的功效. 在古代本草文献

中, 记载RC有健胃消食行气的作用. 《药性论》

云: “治一切气, 开胃. ”《药鉴》载: “气温, 
味苦辛, 无毒. 主心膈腹痛, 饮食不消……止呕

吐酸水.”《景岳全书》载: “在中焦攻饮食气滞

表 1 不同浓度RC对大鼠结肠平滑肌自发收缩的影响
(mean±SD)

     
RC(g/L)  最大收缩振幅(%)      P值1    收缩曲线下面积(%)    P值1

0.01       48.95±4.91    0.9610    29.76±12.91     0.994

0.1         50.23±4.04    0.5230    30.82±10.66     0.881

1            63.92±2.06    0.0001    44.09±11.10     0.043

10          76.27±2.28    0.0001    55.66±10.29     0.001

1与对照组比较.

表 2 阻断剂孵育后对RC促结肠平滑肌收缩的影响
(mean±SD)

     
阻断剂   最大收缩振幅(%)    P值1     收缩曲线下面积(%)  P值1

FTLM     98.85±3.82     0.8120    98.67±3.61    0.7670

WLPM    87.35±50.49   0.0160    73.80±9.37    0.0010

ATP         33.97±15.18   0.0001    27.55±11.56  0.0001

1与对照组比较.

图  2  阻 断 剂 孵 育 后 对 R C 促 结 肠 平 滑 肌 收 缩 的 影 响 . 
aP<0.05, bP<0.01 vs  RC组.
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图 1 不同浓度RC(g/L)对结肠平滑肌自发收缩的影响. 
aP<0.05, bP<0.01 vs  NS组.
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■应用要点
本实验在对古今
中医药文献记载
的初步研究的基
础上, 就莪术对肠
道动力的促进作
用进行了初步探
索, 在方法学方面
的改进(多导水平
离 体 实 验 系 统 ) , 
可以广泛应用于
各种胃肠活性药
物 的 研 究 ,  以 及
其他平滑肌(如气
管, 血管, 子宫等)
活性药物的研究, 
便于推广运用.
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不消, 胃寒吐酸膨胀. ”现代研究发现RC根茎含

有挥发油约1%-2.5%, 还含有RC酮、β-榄香烯、

RC醇和姜黄素等20余种化学成分以及微量元素. 
药理研究显示, RC具有降脂、抗炎、镇痛、抗肿

瘤等一系列药理作用[4]. 近年有报道用于改善胃

动力, 加强胃肠功能的报道[5]. 实验发现25%RC水
煎剂有明显的促胃动力作用且最强, 其机制可能

与其调节肽能神经的体液有关[6], 这些研究为RC
的临床应用提供了一定的实验依据. 除胃动力

障碍外, 功能性便秘(functional constipation, FC)
也是常见的功能性胃肠病. 学术界根据功能性

胃肠病的发病机制、诊断和治疗等方面研究的

进展, 2005年制定了罗马Ⅲ标准[7], 中医临床提

示, RC不仅对于胃病, 而且对于肠道的促进运动

作用也是明显的[8]. 本文结果, 在RC的4个浓度

组中, 2个高浓度组对离体大鼠结肠平滑肌收缩

表现的促进作用较明显, 并呈正相剂量效应关

系. 消化系平滑肌上胆碱能受体均属M型, 阿托

品是最常用的M型受体阻断剂. RC对结肠平滑

肌的收缩效应可被阿托品阻断, 提示其作用部

分由M受体介导. 离子通道的信号传递也是细胞

外信号调控胃肠道平滑肌细胞活动的一种重要

途径, 有赖于Ca2+, Na+, K+等多种离子的存在, 其
中Ca2+是肠道平滑肌的兴奋-收缩耦联者. 现已

明确, Ach是胃肠道最重要的神经递质之一, 其
可以与毒蕈碱的M型受体结合. 副交感神经节后

纤维释放Ach作用于平滑肌M受体后可开放质

膜上Ca2+通道, 产生内流, 致平滑肌收缩[9]. 实验

中加入Ca2+阻断剂WLPM后, 结肠平滑肌的收缩

效应有明显减弱.  FTLM为竞争性的非选择性α-
受体阻断剂, 其孵育肌条后, RC对肌条的收缩效

应无明显变化, 提示RC对肌条的促进作用与α-
受体关系不大. 从离体实验着手, 可排除中枢神

经、体液因素等的影响, 能更好地观察中药的

作用. 本文对于RC的研究还不是很全面, 其起作

用的有效组分、作用的最佳剂量, 以及在胃、

肠调节方面的差异等问题尚需要进一步研究, 
其在细胞生物学方面的研究可能是今后的方向

之一. 
一般认为中药是多组分、多靶点作用的, 本

文还只是初步研究, 对于功能性胃肠病的中药

新药研发, 还有必要做更加深入的研究. 目前一

系列研究表明肠神经系统病变[10], 乙酰胆碱[11]、

P物质[12]、一氧化氮(NO)[13]等肠神经递质异常, 
Cajal细胞分布和功能异常[14], 以及水通道蛋白

功能及分布异常[15]等均可能与功能性胃肠病的

发病有关. 这可以为中医药作用的靶点以及研

究的方向提供参考, 提高中医药对功能性胃肠

病的研究水平. 
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Abstract
AIM: To investigate whether small interfering 
RNA (siRNA) targeting decoy receptor 3 (DcR3) 
can sensitize colon cancer cells (SW480) to 
radiation treatment and analyze the significance 
of DcR3 expression in the prediction of radiation 
resistance in colon cancer before radiotherapy.

METHODS: After SW480 cells were irradiated 
with different doses of 137Cs gamma rays for dif-
ferent durations, the expression levels of DcR3 
were determined by enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA). An expression vector 
expressing siRNA targeting DcR3 was then con-
structed. After the expression vector was trans-

fected into irradiated and unirradiated SW480 
cells, the colony formation ability of these cells 
was determined by colony formation assay, and 
cell apoptosis was analyzed by flow cytometry.

RESULTS: Compared with unirradiated SW480 
cells, the expression level of DcR3 increased in 
SW480 cells irradiated with different doses of 
137Cs gamma rays for different durations, espe-
cially remarkable in cells irradiated with 10 Gy 
137Cs gamma rays (P < 0.05). Compared with 
irradiated untransfected SW480 cells and unir-
radiated transfected SW480 cells, the colony 
formation was enhanced, the M1 peak in cell 
cycle was elevated and the number of apoptotic 
bodies increased in irradiated transfected SW480 
cells.

CONCLUSION: siRNA targeting DcR3 can sen-
sitize colon cancer cells (SW480) to radiation 
treatment. High DcR3 expression may predict 
the development of radiation resistance in colon 
cancer.

Key Words: DcR3; Small interfering RNA; Colon 
cancer SW480 cells; Radiation
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摘要
目的: 观察DcR3对SWF480结肠癌细胞系放
疗前疗效评估的价值, 以及应用s iRNA沉默
DcR3基因对增强放疗敏感性的作用. 

方法: ELISA方法检测经不同剂量放射性137Cs
照射的SW480结肠癌细胞中DcR3的含量, 应
用siRNA技术, 构建小双链DNA, 克隆入表达
载体, 转染入经放射性照射的SW480细胞及对
照组细胞. 应用图像分析系统进行记录细胞集
落数量, 流式细胞仪检测细胞凋亡状况. 

结果: 与对照组相比, 不同时间和不同剂量放

®

■背景资料
现代放射治疗的
目标是最大限度
的杀伤肿瘤细胞, 
最低程度的损伤
正常细胞, 并在此
前提下选择尽可
能小的剂量. FasL
是 T 淋 巴 细 胞 毒
素及自然杀伤细
胞的主要效应因
子, 其主要功能是
与细胞表面的Fas
受 体 结 合 ,  并 通
过一系列FADD/
caspases而诱导凋
亡, 对肿瘤细胞凋
亡起着关键作用. 
DcR3目前认为是
一个具有拮抗凋
亡, 促进细胞生长
的新基因.

■同行评议者
王晓艳 ,  副教授 , 
中南大学湘雅三
医院消化内科
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射线照射后, SW480细胞DcR3含量均有增加
(P <0.05), 当照射10 G、48 h后, 其含量明显增
加. 经5 G 137Cs照射后的DcR3-siRNA-SW480
转染的细胞集落数量减少. DcR3-siRNA照射
的SW480细胞M1期峰值明显增高, 凋亡小体
明显增加.

结论: DcR3高表达可能对放射线抵抗性有一
定预示作用, DcR3-siRNA可增强SW480结肠
癌细胞对放射性照射的敏感性.

关键词: DcR3; 小干扰RNA; SW480结肠癌细胞; 

放疗
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0  引言

现代放射治疗的目的是提高肿瘤细胞对放射性

物质的敏感性, 限制或降低其对正常组织细胞

的作用. 但一些患者对放射治疗具有抵抗性. 有
文献提出暴露在放射线下的细胞可诱导某些基

因的表达, 这些基因涉及靶细胞生存和凋亡的

信号传导[1]. 放射抵抗性即是与凋亡有关的基因

转录和对抗凋亡的信号传导处于平衡状态. 肿
瘤细胞的凋亡与Fas和FasL活性关系密切, 其活

性对放射治疗后肿瘤细胞的凋亡起主要作用[2]. 
诱捕受体3(decoy receptor 3, DcR3)属肿瘤坏死

因子受体家族, 被认为是通过阻断FasL而减少

细胞凋亡, 保护肿瘤细胞生长的分泌性基因. 我
们的前期研究发现通过阻断外源性及内源性

FasL, DcR3可保护乳癌细胞生长; 伴有淋巴结

转移的癌[3]、及食管鳞状上皮高级别异型增生

DcR3表达均明显增高[4]; 并发现经转染的DcR3-
siRNA(RNA干扰)-SW480结肠癌细胞, 其DcR3 
mRNA表达降低, 肿瘤细胞的生长数量减少, 凋
亡表达增加[5]. 本研究检测SW480人结肠细胞癌

细胞系在不同时间、不同放射剂量下的DcR3
表达含量, 并观察应用siRNA沉默DcR3基因表

达后SW480细胞数量及凋亡状况的变化, 观察

DcR3对放疗前疗效评估的价值以及应用siRNA
沉默DcR3基因对增强放疗敏感性的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 结肠癌细胞系SW480来自American 
Type Culture Collection细胞库; 培养基为含有

100 mL/L胎牛血清(FBS)的DMEM细胞培养液. 

转染后的SW480细胞培养条件为在上述培养基

中加入G418(800 mg/L). 在进行ELISA检测及放

射性处理以前, 更换10 mL/L FBS+DMEM. 于
放射性实验室对SW480细胞进行不同剂量137Cs 
2.5, 5, 10 Gy/min照射. 进行基因转染以前, 更换

进入不含OPTI-MEM1的血清中过夜. pSilencer 
2.1-U6nHygro-DcR3-dsDNA质粒(含沉默DcR3
基因片段)由王鲁平医师在美国Gerogetown1
大学Lombard i癌症研究中心构建并经测序与

GenBank中的序列一致. Silencer siRNA Cocktail
试剂盒购自美国A m b i o n公司 ;  胎牛血清、

DMEM细胞培养液、G418购自Gibco公司; DcR3
一抗由Sunghee Kim和张鲁榕教授惠赠; BCA蛋

白检测试剂盒购自Pierce, Rockford IL公司.
1.2 方法 
1 . 2 . 1  筛 选 小 干 扰 D c R 3 - R N A 基 因 :  使用

“Silencer siRNA Cocktail试剂盒”(美国Ambion
公司)选择2个siRNA靶位点, 靶位点1(F1R1)核
苷酸95-123, 靶位点2(F2R2)核苷酸247-265. 使
用Online BLAST软件与GenBank中其他基因进

行比较, 排除所选择靶序列与其他基因有显著

性同源. F1R1 ACACCCACCTACCCCTGGC(95
-123), F2R2 CTACCTGGAGCGCTGCCGC(247- 
265). 经基因测序证实片段序列无误. 
1.2.2 构建表达载体 :  将双链D N A分别克隆

进入载体, 具体步骤: F1R1和F2R2双链DNA, 
pSilencer 2.1-U6nHygro(美国Ambion公司)各
2-3 g/L, 加入50 μL conpenent细胞(大肠杆菌), 
4℃, 30 min, 42℃, 15 s, 放置冰上1-2 min, 加入

9倍体积SOC, 37℃, 震荡1 h, 铺于Agarose+LB
培养板上, 震荡37℃过夜. 次日挑选1个克隆加

入100 mL LB及卡那霉素30 mg/L, 震荡37℃
过夜. 将上清弃之, 应用试剂盒纯化沉淀物中

DNA(QIAprep Miniprep Kit美国), 琼脂糖凝胶

电泳检测纯化物 .  限制性内切酶切上述质粒 , 
(Bam HⅠ+Hin dⅢ), 纯化酶切产物(QIAquick gel 
Etraction Kit美国). 连接酶连接载体及DcR3-
DNA片段. 碱裂解法大量提取纯化该质粒DNA. 
吸光度值(A值)测量DNA浓度. 
1 . 2 . 3  磷 酸 钙 稳 定 转 染 法 :  p S i l e n c e r 
2.1-U6n H y g r o-D c R3-d s D N A稳定转染进入

SW480结肠癌细胞系. 转染前16-20 h用胰酶消

化对数生长期细胞, 将细胞移置100 mm培养皿

中, 细胞数1×106在100 mL/L的胎牛血清DMEM
中. 转染前4 h, 再次换培养液. 配置转染液: 依次

加入H2O, DNA, CaCl2, 及2×BBS, 缓慢小心混

■创新盘点
本文首次观察经
放射性照射后的
S W 4 8 0 细 胞 中
DcR3含量 ,  并为
DcR3-siRNA减少
放射治疗的抵抗
性增强敏感性提
供依据.
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合, 静置45 min, 缓慢加入细胞内, 30 mL/L CO2

孵育箱中培养. 第3天加入G418(800 mg/L FBS-
DMEM), 培养筛选. 
1.2.4 ELISA方法检测经137Cs放射处理SW480细

胞中DcR3的表达: 挑选可在G418环境下生长

的转染SW480细胞集落, DcR3-ELISA方法检测

FBS-DMEM(培养液上清)中各组细胞DcR3的表

达含量: ELISA程序如下: 09E02抗DcR3 mAb包
被ELISA板过夜, 次日洗板, 5% BSA封阻. 加入

不同浓度DcR3纯标准和各待测样品4℃过夜或

37℃ 3 h. 充分洗板, 生物素标记的12B03抗DcR3
抗体加入板中, 室温孵育1 h. Tween-20-TBS洗板

4次. AP-Streptavidin 1 h. AP底物显色, A 405下读数.
1.2.5 细胞集落形成实验: 经不同剂量、不同时

间放射性137Cs处理各组及对照组SW480细胞(2×
104)培养在底层为100 g/L胎牛血清的DMEM中

(含有0.36%的Agarose), 上层为0.6% Agarose/100 
g/L胎牛血清的DMEM培养液中, 2 wk后, 应用图

像分析系统进行细胞集落数量的记录. 
1.2.6 流式细胞分析DcR3-SW480-siRNA细胞

对凋亡的影响: 收获DcR3-SW480-siRNA培养

细胞及对照组细胞, 应用流式细胞仪(Bec ton 
Dickinson)检测其凋亡活性. Propidium 碘细胞染

色暗室中90 min. 流式细胞分析Sub-G1含量. 每
份标本对10 000个细胞进行分析记数. 使用细胞

Quest Program进行细胞质和量的分析. 放射性

照射的DcR3-SW480-siRNA细胞及对照组细胞

应用多克隆兔抗Fas、Fas-L(Oncogene Inc)抗体

孵育, FITC连接羊抗兔IgG作为二抗. 阳性细胞

表达的百分比为荧光及免疫特殊染色阳性细胞.
统计学处理 结果以mean±SD表示, 并应用

Student's检验.

2  结果

2.1 DcR3蛋白表达水平 实验共设置6组, 第1组
为36 h对照组; 第2组为36 h F1R1-DcR3-siRNA-
SW480处理组; 第3组为36 h F2R2-DcR3-siRNA-
SW480处理组; 第4组48 h对照组; 第5组为48 h 
F1R1-DcR3-siRNA-SW480处理组, 第6组为48 h 
F2R2-DcR3-siRNA-SW480处理组. 与对照组相

比, 第2组和第5组的DcR3蛋白质表达水平均明

显下降, 即36 h F1R1 siRNA处理组和48 h F1R1 
siRNA处理组DcR3蛋白质含量下降, 统计学处

理有明显差异(P <0.001, 图1).
2.2 137Cs放射照射SW480细胞中DcR3的表达 
SW480细胞系表达较高水平DcR3 mRNA及蛋

白含量, 但经过放射性137Cs照射其培养上清液

中DcR3表达是否有改变尚不清楚. 应用ELISA
方法检测经不同时间、不同剂量137C s处理的 
SW480细胞系中DcR3含量, 其结果显示不同时

间和不同剂量放射性照射, 其DcR3含量明显不

同. 与对照组相比, 当加入10 G、48 h后, 其含量

明显增加(图2).
2.3 DcR3-siRNA对增强SW480细胞放射作用的

影响 经5G放射性137Cs照射后的DcR3-SW480-
siRNA转染细胞, 与未加DcR3-SW480-siRNA
转染细胞、仅经过放射性137C s处理的对照组

SW480细胞相比, 肿瘤细胞克隆数量减少(图3). 
2.4 流式细胞仪检查细胞凋亡 DcR3-siRNA照射

的细胞, 与对照组细胞相比, M1期峰值明显增

高, 其凋亡小体明显增加(图4).

3  讨论

现代放射治疗的目标是最大限度的杀伤肿瘤细
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图 2 不同放射性剂量、不同时间对SW480细胞中DcR3表
达的影响. 1: Control 6 h; 2: 5 G 6 h; 3: 10 G 6 h; 4: Control 

24 h; 5: 5 G 24 h; 6: 10 G 24 h; 7: Control 48 h; 8: 5 G 48 h; 9: 

10 G 48 h; aP<0.05 vs  对照组.

■应用要点
本研究结果显示
放射照射后的人
结肠癌SW480细
胞中DcR3含量升
高; 经siRNA沉默
该基因后, 肿瘤细
胞生长数量明显
减少, 凋亡数量增
加. 该研究为预测
患者对放射治疗
是否敏感, 用基因
方法增强放疗敏
感性提供一定理
论依据.

图 1 DcR3-siRNA-F1R1转染的SW480细胞DcR3蛋白质含
量减少. 1: Control 36 h; 2: F1R1 siRNA; 3: F2R2 siRNA; 4: 

Control 48 h; 5: F1R1 siRNA; 6: F2R2 siRNA. bP<0.01 vs 对照组.
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胞, 最低程度的损伤正常细胞, 并在此前提下选

择尽可能小的剂量. 要达到这一目标需要增强

放疗的敏感性, 增加放疗后肿瘤细胞凋亡的数

量. FasL是T淋巴细胞毒素及自然杀伤细胞的主

要效应因子, 其主要功能是与细胞表面的Fas受
体结合, 并通过一系列FADD/caspases而诱导凋

亡, 对肿瘤细胞凋亡起着关键作用. DcR3目前

认为是一个具有拮抗凋亡, 促进细胞生长的新

基因. 研究表明DcR3发挥其重要生物学功能, 是
因其可结合3个重要的凋亡配基: FasL, LIGHT, 
TLIA, 与其竞争死亡受体, 阻断其诱导凋亡的作

用[6-8]. DcR3阻断FasL诱导凋亡的作用是否影响

放疗后肿瘤细胞的凋亡没有文献报告. 本文首

次观察经放射性照射后的SW480细胞中DcR3含
量, 并为DcR3-siRNA减少放射治疗的抵抗性增

强敏感性提供依据. 
D c R3在许多肿瘤组织中显示过表达, 胃

肠道癌、结肠癌 [9]、肺癌 [10]、肝癌 [11]、E B V/
HTLV-1阳性的淋巴瘤均伴有DcR3基因扩增或

蛋白水平高表达[12]. 我们的研究结果提示DcR3
在乳腺癌中的表达率为62%, 而乳腺良性病变无

表达, 伴有淋巴结转移的乳腺癌DcR3表达率明

显升高达80%[3]. 在此基础上, 我们应用siRNA技

术, 阻断DcR3基因表达, 观察DcR3基因沉默对

人SW480结肠癌细胞恶性表型的影响. 结果表

明, 转染的DcR3-siRNA-SW480-F1R1细胞DcR3 
mRNA表达明显降低. 与对照组相比, 转染的

DcR3-siRNA-F1R1 SW480肿瘤细胞数量明显

减少. 经统计学处理差异显著(P <0.05). 经DcR3-
siRNA处理的细胞, 凋亡抗体PARP及caspase3的
表达增强[5]. 提示应用DcR3-siRNA技术, 阻断了

DcR3的基因表达, 可能使其不能与重要的凋亡

配基FasL, LIGHT, TLIA结合, 由此介导肿瘤细胞

产生凋亡, 肿瘤细胞的生长数量减少.
本实验结果显示, 与对照组相比, 经放射性

5、10 G处理后的SW480细胞上清液中的DcR3
含量从24 h便开始上升, 48 h明显上升. 这一结

果提示放射性照射后确实有上调DcR3的作用, 
引起这一变化的机制尚待研究. 进一步的实验

发现未经放射处理的对照组S W480细胞与经

5 G放射处理的SW480细胞相比, 细胞数量变化

不明显. 这一结果提示可能是由于经放射性处

理后DcR3含量升高, 阻断了FasL诱导凋亡的作

用, 削弱放射性的作用; 从另一方面提示肿瘤细
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图 4 经DcR3-siRNA处理后细胞凋亡增加. A: 单纯放疗组; B: 放疗+空质粒组; C: 放疗+DcR3-siRNA组.

图 3 DcR3-RNAi对经放射性照射的SW480细胞生长作用的影响(细胞集落形成实验). A-B: 对照组; C: 实验组. A: 对照组

SW480细胞未经放射性照射, 未加DcR3-siRNA转染的细胞; B: 对照组经放射性照射、进行条件控制、未加DcR3-SW480-

siRNA转染细胞; C: 经放射性照射、进行条件控制、加DcR3-SW480-siRNA转染细胞.
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■同行评价
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胞DcR3含量高可能是预示放疗效果欠佳的标

志. 我们在以往研究的基础上[5]应用siRNA技术

沉默DcR3基因转录及蛋白表达, 并观察DcR3-
siRNA放射性SW480细胞的生长和凋亡情况. 经
5 G放射性137Cs处理后的DcR3-SW480-siRNA转

染细胞组, 与未经DcR3-siRNA转染、仅经过放

射性137Cs处理组和纯SW480对照组细胞相比, 肿
瘤细胞克隆数量减少. 流式细胞检测显示DcR3-
siRNA处理组的放射性细胞, 与对照组细胞相比, 
M1期峰值明显增高, 其凋亡小体明显增加. 实
验结果提示DcR3高表达可能是放射治疗抵抗性

的标志之一; DcR3-siRNA阻断或减弱DcR3的表

达, 放射线与DcR3-siRNA联合治疗能促进肿瘤

细胞的凋亡, 增强SW480细胞对放射线的敏感

性. 其机制尚待研究. 我们先前的实验研究表明, 
DcR3对乳腺癌MDA435细胞生长有明显促进作

用, 但加入外源性FasL后, 细胞增殖明显减少[3]. 
可以解释DcR3-siRNA增强放射治疗敏感性的作

用, 可能是间接激活了FasL的诱导凋亡作用. 
通过基因正义及沉默的方法增强放射治疗

敏感性近年已有一些报告. 如重组人P53腺病毒

(rAd-P53)联合放射治疗对人淋巴瘤细胞的抑制

作用及其辐射增敏性研究[13]、表皮生长因子受

体反义RNA联合放射治疗直肠癌的研究[14], 我
们考虑放射治疗抵抗性主要是与细胞凋亡有关

的基因抑制, 因此选择了DcR3这一抑制细胞凋

亡的基因, 实验结果显示放射照射后的人结肠

癌SW480细胞中DcR3含量升高; 经siRNA沉默

该基因后, 肿瘤细胞生长数量明显减少, 凋亡数

量增加. 该研究为预测患者对放射治疗是否敏

感, 用基因方法增强放疗敏感性提供一定理论

依据.
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Abstract
AIM: To investigate the anti-diarrhea effect 
of EA303 (an estrone derivative) in mice and 
explore the mechanisms involved.

METHODS: Diarrhea was induced in mice by 
cathartics (castor oil, magnesium sulfate or liq-
uid paraffin). At various time points following 
oral administration of a single dose of EA303 
(14.87, 29.74 or 59.48 mg/kg) , the diarrhea index 
was determined. The effect of EA303 on intesti-
nal propulsion was evaluated using the charcoal 
meal method. The effect of different concentra-
tions of EA303 (10-5, 3 × 10-5 and 10-4 mol/L) on 
isolated intestinal smooth muscle of rabbits was 
also evaluated. 

RESULTS: Compared with normal saline, 
EA303 at various doses tested could signifi-
cantly decrease diarrhea indices at various time 
points following dosing; high-dose EA303 (59.48 

mg/kg) could significantly reduce the intestinal 
propulsion rate of charcoal meal in mice (58.53% 
± 14.12% vs 78.41% ± 15.91%, P < 0.01); and 
EA303 at various doses tested (high-, medium- 
and low-dose) could significantly postpone the 
defecation of mice (116.40 ± 17.69 min, 114.40 
± 45.76 min and 101.50 ± 50.02 min vs 78.10 ± 
15.98 min, respectively; all P < 0.01). Compared 
with pretreatment baseline values, EA303 at 
concentrations of 3 × 10-5 mol/L and 10-4 mol/L 
significantly inhibited the contraction amplitude 
of isolated intestinal smooth muscle from rab-
bits (43.26% ± 14.83% and 16.70% ± 10.89% vs 
100.00% ± 0.00%, respectively; both P < 0.01), 
while EA303 at a concentration of 10-4 mol/L 
significantly decreased the contraction tension 
of isolated intestinal smooth muscle from rabbits 
(58.94% ± 7.16% vs 100.00% ± 0.00%, P < 0.01). 

CONCLUSION: EA303 can exert an anti-diarrhea 
effect perhaps through lowering contraction am-
plitude and tension of intestinal smooth muscle. 

Key Words: Anti-diarrhea; Estrone; Diarrhea index;  
Advance
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摘要
目的: 研究雌酚酮衍生物EA303对小鼠腹泻的
抑制作用及机制.

方法: 采用小鼠的蓖麻油、硫酸钠、液体石蜡
等腹泻模型及炭末推进法观察低、中、高剂
量(14.87 mg/kg、29.74 mg/kg、59.48 mg/kg)的
EA303对小鼠在体内胃肠道的作用. 通过离体
运动实验法分析不同浓度(10-5 mol/L、3×10-5 
mol/L、10-4 mol/L)的EA303对家兔离体肠道平
滑肌的作用. 

结果: EA303高、中、低3个剂量组灌胃给药
后在不同时间段与生理盐水组相比可明显降
低蓖麻油、硫酸钠、液体石蜡所致的小鼠腹
泻的腹泻指数; 高剂量组与生理盐水组相比
可明显降低正常小鼠的小肠推进率(58.53%±
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■背景资料
雌酚酮类衍生物
EA303于2005年
由John对其抗癌
活性进行了初步
考察 .  结果表明 , 
该化合物有较弱
的 抗 癌 活 性 ,  但
至 今 未 见 有 关
EA303对胃肠消
化系作用的报道, 
本文经多方面实
验筛选, 首次发现
该化合物具有肠
管平滑肌解痉及
止泻作用, 使雌酚
酮类衍生物的研
究进入了一个新
的阶段, 撤起了研
究、开发和利用
的热潮. 
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14.12% vs  78.41%±15.91%, P<0.01); 高、中、

低剂量组与生理盐水组相比均可明显延缓正
常小鼠的排便时间(116.40±17.69 min, 114.40
±45.76 min, 101.50±50.02 min vs  78.10±15.98 
min, 均P<0.01); 中、高剂量的EA303与未给药
前相比能显著降低小肠平滑肌自主活动的振幅
(43.26%±14.83%, 16.70%±10.89% vs  100.00%
±0.00%, 均P <0.01), 高剂量组与未给药前相
比还显著降低小肠平滑肌自主活动的张力
(58.94%±7.16% vs 100.00%±0.00%, P<0.01).

结论: EA303具有抑制肠运动和抗腹泻作用, 其
作用机制可能是降低肠管平滑肌振幅和张力.

关键词: 止泻; 雌酚酮; 腹泻指数; 推进率
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0  引言

胃肠疾病已成为目前普遍的流行疾病之一. 最
常见的胃肠疾病当数腹泻. 他一直是严重影响

人类健康, 是经济社会发展的多发病之一[1]. 目
前上市的止泻药也有很多, 但大多数都有其自

身的弊端. 目前发现雌孕激素对其他器官也有

重要的作用, 如心血管系统, 神经系统等[2], 妊娠

的妇女常出现便秘, 提示雌孕激素可能影响消

化器官的功能活动, 但其作用机制报道甚少. 由
此可见, 研究雌激素对于肠痉挛、腹泻和各种

胃肠疾病的治疗均有指导意义和参考价值. 本
实验研究的雌酚酮类衍生物EA303(化学结构见

图1), 易溶于水和醇. 本实验采用小鼠止泻实验

和炭末推进实验, 进行对EA303止泻作用的药效

学研究, 并通过离体标本运动实验法分析EA303
对离体兔肠道平滑肌的作用. 为探索其新的药

理作用和开发研究奠定一定的基础.

1  材料和方法

1.1 材料 昆明种小鼠, 雌雄兼用, 体质量18-22 
g, 沈阳药科大学实验动物中心提供, 合格证号: 
SCXK(辽)2003-008; 新西兰兔: 雌雄兼用, 体质

量2.0-3.0 kg, 由沈阳药科大学实验动物中心提

供, 合格证号: SCXK(辽)2009-0002; 酚酮衍生物

EA303: 沈阳药科大学药物化学教研室; 盐酸洛

哌丁胺胶囊: 每粒2 mg, 西安杨森制药有限公司, 
批号080702060; 蓖麻油: 沈阳市虎石台化学试

剂厂, 批号940805; 硫酸钠: 开原化学试剂厂, 批
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号890201; 液体石蜡: 沈阳市和平化工厂, 批号

911109; 活性炭粉: 天津市大茂化学试剂厂, 批号 
20040305; 阿拉伯树胶粉: 上海化学试剂分装厂, 
批号840302; 氯化钠注射液: 沈阳志鹰制药厂, 
批号04090702; 其他普通试剂均为市售分析纯. 
实验用Tyrode's液(mmol/L): NaCl 145, KCl 4.7, 
NaHCO3 7, MgSO4 1.2, KH2PO4·H2O 0.6, CaC12 3 
and glucose 5, pH7.4; HSS-1(B)型恒温浴槽: 成都

仪器厂; MR6240B型多道生理信号采集处理系

统: 成都仪器厂; JZJ01型肌肉张力换能器: 成都

仪器厂; TG-328A电光分析天平: 上海天平仪器

厂; T-500型电子天平: 常熟双杰测试仪器厂; 医
用供氧器: 河北省冀州市福利医疗器械厂; 微量

移液器: 上海荣泰生化工程有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 EA303对小鼠3种腹泻模型腹泻指数的影

响: 昆明种小鼠50只, 随机分为5组, 每组10只, 
禁食过夜, 自由饮水, 第1组灌胃给予生理盐水

0.2 mL/10 g作为生理盐水组; 第2组灌胃给予盐

酸洛哌丁胺2.2 mg/kg作为阳性对照组; 第3、
4、5组分别灌胃给予EA303 59.48 mg/kg、29.74 
mg/kg、14.87 mg/kg作为高剂量、中剂量和低

剂量组, 给药容量均为0.2 mL/10 g, 1 h后, 各组

分别灌胃蓖麻油0.2 mL/10 g. 给药后将每只小鼠

放在垫有直径约15 cm滤纸的鼠笼, 每隔1 h 换1
次垫纸[3]. 以正常鼠便为0分, 软便为0.5分, 稀便

或水样便为1.0分[4], 计算小鼠腹泻指数, 连续观

察4h, 统计数据. 硫酸钠腹泻模型[5]和液体石蜡

腹泻模型的实验方法同蓖麻油腹泻模型, 硫酸

钠为20%的溶液, 液体石蜡为原液, 所用的剂量

均为0.2 mL/10 g. 
1.2.2 EA303对正常小鼠小肠推进和排便时间的

影响[6-7]: 昆明种小鼠50只, 随机分为5组, 每组10
只, 实验前禁食不禁水24 h. 第1组灌胃给予生理

盐水0.2 mL/10 g作为阴性对照组; 第2组灌胃给

予盐酸洛哌丁胺2.2 mg/kg作为阳性对照组; 第
3、4、5组分别灌胃给予EA303 59.48、29.74、
14.87 mg/kg作为高剂量、中剂量和低剂量组, 
给药容量均为0.2 mL/10 g, 30 min后, 各组分别

灌胃5%活性炭和10%阿拉伯胶的混合水溶液0.2 
mL/只, 再过30 min后, 小鼠脱颈椎处死, 将小肠

平铺于玻璃板上, 测量肠管长度为小肠总长度, 
从幽门至活性炭前沿的长度为炭粉峰的移动距

离, 按照下式计算炭粉推进百分数, 统计数据. 
炭粉移动百分率 = (炭粉移动距离/小肠总长度)
×100%. 对正常小鼠排便时间影响的实验方法
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本实验采用小鼠
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实验法分析EA303
对离体兔肠道平
滑肌的作用.
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同小肠推进实验方法, 当各组小鼠灌胃给予5%
活性炭和10%阿拉伯胶的混合水溶液后, 将小鼠

分别单个置于铺有12.5 cm×23.0 cm的白色滤纸

的塑料鼠笼内, 观察并记录小鼠第1次排出黑便

的时间, 统计数据. 
1.2.3 对离体家兔小肠平滑肌运动的影响: 选取

体质量2.0-3.0 kg的新西兰兔, 雌雄均可. 重击

将动物击昏后, 立即解剖, 马上剪出小肠若干

段, 轻柔洗净, 置于放有37℃±0.5℃ Tyrode's
液的浴管中, 通过张力换能器连接于RM6240B
型多通道生理信号采集处理系统, 观察肠管的

收缩曲线. 平稳后向于浴管中加入不同浓度的

EA303(终浓度分别为10-5、3×10-5、10-4 mol/L), 
观察给药前后肠管收缩振幅和张力值. 给药前

的值为100%, 将给药后的值转换为百分比, 比较

给药前后小肠自发活动的变化.
统计学处理 实验结果以mean±SD表示, 腹

泻指数, 排便时间的组间比较采用非参数检验

法(Kruskal-Wallis法以及Nemenyi法)检验; 给药

前后小肠平滑肌自发活动和炭末推进百分率采

用Students'-t检验, P <0.05认为差异有显著性统

计学意义.

2  结果

2.1 对蓖麻油所致腹泻的影响 与生理盐水组相

比, EA303高剂量和中剂量组灌胃蓖麻油后2 h
可显著降低小鼠腹泻指数(P = 0.001, 0.002), 其
低剂量组也明显降低蓖麻油所致小鼠腹泻指数

(P = 0.02). 表明EA303有对抗蓖麻油所致腹泻的

作用(表1).
2.2 对硫酸钠所致腹泻的影响 与生理盐水组

相比, EA303中剂量组和低剂量组灌胃硫酸钠

后2 h可极其显著降低小鼠腹泻指数(P = 0.000, 
0.004); 作用持续至灌胃硫酸钠后3 h, EA303低
剂量组可明显降低小鼠腹泻指数(P = 0.031)表
明EA303有对抗硫酸钠所致腹泻的作用(表2).
2.3 对液体石蜡所致腹泻的影响 与生理盐水组

相比, EA303中剂量组和低剂量组灌胃液体石蜡

后2 h可极其显著降低小鼠腹泻指数(P = 0.000, 
0.010). 表明EA303有对抗液体石蜡所致腹泻的

作用(表3).
2.4 对正常小鼠小肠推进的影响 由结果可知, 
生理盐水组的小肠推进率为78.41%±15.91%, 
阳性对照组的小肠推进率为26.06%±4.27%, 
E A303高、中、低三个剂量组的小肠推进率

分别为58.53%±14.12%、73.58%±7.66%和

75.15%±13.11%. 与生理盐水组相比, EA303高
剂量组有极显著性差异(P = 0.002). 表明EA303
能抑制正常小肠的推进速度. 
2.5对正常小鼠排便时间的影响 由结果可知, 生
理盐水组的第1次排黑便时间为78.10±15.98 
min, 阳性对照组的第1次排黑便时间为167.50
±8.85 min, EA303高、中、低3个剂量组的第

1次排黑便时间为116.40±17.69 min, 114.40±
45.76 min和101.50±50.02 min. 与生理盐水组相

比, EA303高剂量有极显著性差异(P = 0.008), 其
中剂量组和低剂量组也有显著性差异(P = 0.019, 
0.037). 表明EA303能延缓正常排便时间.  
2.6 对离体兔肠管平滑肌运动的影响 结果可知, 
加入浓度为10-5 mol/L的EA303后, 小肠平滑肌的

自发活动振幅和张力分别降为给药前的68.99%
±11.46%(P = 0.018)和78.35%±11.07%(P = 
0.048); 加入浓度为3×10-5 mol/L的EA303后, 振
幅和张力分别降为给药前的43.26%±14.83%(P 
= 0.002)和77.55%±9.01%(P = 0.032); 加入浓度

为10-4 mol/L的EA303后, 振幅和张力分别降为给

药前的16.70%±10.89%(P = 0.000)和58.94%±

7.16%(P = 0.007). 由图2可见, EA303可抑制家兔

离体小肠平滑肌自发活动的振幅和张力, 并呈

现一定的剂量依赖性. 

3  讨论

腹泻, 中医称泄泻, 是以排便次数增多, 粪质稀

薄, 甚至泻出如水样为特征的病症[8], 是胃肠道机

能障碍时常见的一种症状, 其病理基础为肠黏膜

发炎、水肿, 运动机能亢进, 出现稀便和便频等

症[9]. 引起腹泻的病因很多, 其中以肠道感染和

肠道功能紊乱致肠肌过强过快蠕动最常见[10]. 因
此, 在明确诊断进行病因治疗的同时, 应适当给

予止泻药, 可尽快地缓解症状, 减少并发症的发

生. 研究治疗腹泻的药物对防治腹泻具有重要

意义[11]. 临床上对细菌感染性腹泻的治疗以抗菌

为主, 而非感染性腹泻则以止泻和调节胃肠功

能为主, 本实验主要考察EA303对肺感染性腹泻

的影响, 通过腹泻指数法、炭末推进法分别研

N O

O

HCl

图 1 EA303的化学结构.

■应用要点
本 研 究 证 实
EA303是一个较
好的抗腹泻药物, 
对蓖麻油、硫酸
钠和液体石蜡引
起的腹泻有明显
对 抗 作 用 ,  能 抑
制正常小肠推进
速 度 ,  同 时 也 延
缓 了 排 便 时 间 . 
雌酚酮类衍生物
EA303将具有更
加广阔的开发利
用 前 景 ,  为 该 药
的临床使用提供
了理论基础. 
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究EA303抗小鼠腹泻作用和抑制小鼠小肠蠕动

的作用. 蓖麻油是通过刺激小肠引起肠道炎症, 
促进炎症介质合成和释放, 致使肠腔积液, 并加

快肠蠕动而导致腹泻[12]. 硫酸钠使肠腔容积增大

刺激肠壁而致泻[5]. 腹泻指数是反映腹泻程度的

指标, 既能表达稀变量的变化, 亦能表达质的改

变, 因此具有更强的可比性, 能较全面客观地反

映药物的抗腹泻作用[13].
本实验结果显示, EA303能明显降低蓖麻

油、硫酸钠和液体石蜡引起腹泻的腹泻指数, 
说明其对蓖麻油水解成蓖麻酸后引起水和电解

质转运发生改变的过分泌反应有抑制作用, 对
硫酸钠造成水解酶缺乏而不被肠黏膜吸收, 形

成高渗透压的肠内容物引起渗透性腹泻有抑制

作用, 对液体石蜡造成的局部润滑引起的运动

性腹泻有抑制作用; 还能明显抑制小肠炭末推

进和延缓排便时间, 说明其对小鼠的肠管运动

功能具有抑制作用. 以上研究表明, EA303是一

个较好的抗腹泻药物, 对蓖麻油、硫酸钠和液

体石蜡引起的腹泻有明显对抗作用, 能抑制正

常小肠推进速度, 同时也延缓了排便时间.
离体兔肠标本运动实验法可以观察药物对

平滑肌运动的影响, 适用于研究量效关系和分

析药物的作用机制. 在兔离体小肠标本上单次

加入EA303能够浓度依赖性地降低兔离体小肠

自发活动的振幅和张力, 表明EA303对小肠自发

2730                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2009年9月18日     第17卷     第26期

表 1 EA303对蓖麻油致腹泻小鼠腹泻指数的影响 (mean±SD, n  = 10)

     
分组

       腹泻指数

          0-1 h          1-2 h          2-3 h          3-4 h

生理盐水组   2.25±2.71   4.85±2.44   0.95±0.93   0.80±0.75

阳性对照组   1.40±1.94   1.80±2.06b   1.15±1.49   0.70±0.82

EA303高剂量组   2.40±1.65   1.90±0.61b   0.60±0.46   0.50±0.67

EA303中剂量组   1.55±1.40   2.00±1.45b   0.95±0.80   0.30±0.67

EA303低剂量组   3.35±2.27   2.35±0.88a   1.10±1.20   0.20±0.42

aP<0.05, bP<0.01 vs  生理盐水组.

表 2 EA303对硫酸钠致腹泻小鼠腹泻指数的影响 (mean±SD, n  = 10)

     
分组

       腹泻指数

          0-1 h          1-2 h          2-3 h          3-4 h

生理盐水组   1.75±1.55   2.15±0.82   1.35±1.53   0.30±0.67

阳性对照组   0.50±0.47a   0.80±0.71b   0.45±0.60   0.20±0.42

EA303高剂量组   1.80±1.01   1.50±0.62   0.90±0.74   0.20±0.35

EA303中剂量组   0.70±0.54   0.80±0.71b   0.80±1.01   0.10±0.21

EA303低剂量组   0.85±0.75   1.15±0.47b   0.20±0.42a   0.30±0.48

aP<0.05, bP<0.01 vs  生理盐水组.

表 3 EA303对液体石蜡致腹泻小鼠腹泻指数的影响 (mean±SD, n  = 10)

     
分组

       腹泻指数

          0-1 h          1-2 h          2-3 h          3-4 h

生理盐水组   2.20±1.42   1.55±0.44   0.75±0.63   0.15±0.24

阳性对照组   0.95±0.96a   0.85±0.88a   0.20±0.42a   0.15±0.34

EA303高剂量组   1.70±1.14   1.45±0.76   0.85±0.58   0.30±0.48

EA303中剂量组   1.10±0.70   0.40±0.80b   0.40±0.52   0.20±0.35

EA303低剂量组   1.15±1.13   0.80±0.75a   0.45±0.55   0.10±0.32

aP<0.05, bP<0.01 vs  生理盐水组.

■同行评价
本文探讨了雌酚
酮生物EA303的
止泻作用, 研究设
计合理, 数据与结
论可信.



www.wjgnet.com

朱岚, 等. 雌酚酮衍生物EA303对小鼠腹泻的抑制作用                2731

活动具有抑制作用. 结合本文整体实验部分, 我
们推测EA303的止泻机制可能是与降低平滑肌

的振幅和张力有关. 但具体作用机制有待进一

步研究.
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图 2 EA303对兔肠管平滑
肌自主活动的影响.
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Abstract
AIM: To evaluate the association between single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) at the -2548 
site in leptin gene and nonalcoholic fatty liver 
(NAFL) in patients with type 2 diabetes (T2DM).

METHODS: Two hundred and eight patients 
with T2DM were randomly selected, of which 98 
had NAFL and the remaining 110 had no NAFL. 
One hundred sex- and age-matched healthy 
volunteers were used as normal controls. The 
SNPs at the -2548 site in leptin gene in these sub-
jects were detected by ligase detection reaction 

(LDR). Meanwhile, the body height, body mass, 
waistline and hip circumference of all subjects 
were measured, and clinical parameters such as 
fasting serum C peptide, liver function, blood 
glucose, and plasma lipid were determined.

RESULTS: The distribution of SNPs at the -2548 
site in leptin gene in patients with concurrent 
T2DM and NAFL was significantly different 
with that in patients with T2DM alone and 
healthy volunteers (both P < 0.01). The geno-
type of SNPs at the -2548 site in leptin gene was 
correlated with the development of abdominal 
obesity. The A/A genotype was associated with 
a 2.720-fold increased risk for abdominal obe-
sity than the GG genotype (OR = 2.720; 95%CI: 
1.186-6.235; P < 0.05). The genotype of SNPs at 
the -2548 site in leptin gene was an independent 
variable associated with the development of 
NAFL in T2DM patients. The A/A genotype was 
a risk factor for the development of NAFL in 
T2DM patients (OR = 3.035; 95%CI: 1.210-7.615; 
P < 0.05).

CONCLUSION: The A/A genotype at the -2548 
site in leptin gene may increase the risk for the 
development of abdominal obesity and NAFL in 
T2DM patients.

Key Words: Nonalcoholic fatty liver; Leptin; Genetic 
polymorphism; Diabetes
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between single nucleotide polymorphisms at the -2548 
site in leptin gene and nonalcoholic fatty liver disease 
in patients with type 2 diabetes. Shijie Huaren Xiaohua 
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摘要
目的: 探讨2型糖尿病(type 2 diabetes, T2MD)
患者瘦素基因(leptin gene promoter, LEP)启动
子区-2548单核苷酸多态性(single nucleotide 
polymorphisms, SNP)与其合并非酒精性脂肪
肝的关联.

方法: 以208例T2MD患者为病例组, 其中合

®

■背景资料
2 型 糖 尿 病 合 并
非酒精性脂肪肝
(NAFL)的高患病
率 ,  严 重 影 响 着
患者的生活质量
及 生 存 期 ,  对 其
易患性分析有着
重要的现实意义, 
特别是通过遗传
因素的分析有利
于预测个体发病
风险、建立早期
诊断方法及指导
治疗.

■同行评议者
邵 先 玉 ,  主 任 医
师, 泰山医学院附
属医院消化内科; 
王承党 ,  副教授 , 
福建医科大学附
属第一医院消化
内科
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并非酒精性脂肪肝患者98例, 无脂肪肝者110
例, 同时选择在性别、年龄上与之匹配的100
例健康体检者为正常对照组; 采用基于连接酶
(ligase detection reaction, LDR)的测序分型方法, 
检测LEP-2548G>A位点的SNP; 同时测量受试
者的身高、体质量、腰围、臀围, 并检测空腹
C肽水平、肝功能、血糖、血脂等临床指标. 

结果: LEP-2548G>A位点SNP的分布在正常
对照组及合并非酒精性脂肪肝、无脂肪肝的
T2MD组间差异有显著性(P<0.01); SNP的分布
与中腹部肥胖相关, 且LEP-2548AA基因型发
生中腹部肥胖的风险高, 为GG基因型的2.720
倍(OR  = 2.720, 95%CI: 1.186-6.235, P <0.05); 
LEP-2548G>A位点的基因型作为独立变量与
T2MD患者合并非酒精性脂肪肝患病相关, AA
基因型是T2MD患者合并非酒精性脂肪肝的
危险因素(95%CI: 1.210-7.615, P<0.05).

结论: LEP-2548AA基因可能通过调控机体脂
肪分布, 增加中腹部肥胖风险, 促进T2MD合
并非酒精性脂肪肝的发生.

关键词: 非酒精性脂肪肝; 瘦素; 基因多态性; 糖尿病

丁百静, 王震, 杨勇, 刘充, 朴云峰. 2型糖尿病患者LEP-2548

位点SNP与非酒精性脂肪肝的关系. 世界华人消化杂志  2009; 

17(26): 2732-2737
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0  引言

非酒精性脂肪肝(nonalcoholic fatty liver, NAFL)
是一种环境-遗传-代谢应激相关的临床病理综

合征, 在临床上常与肥胖、2型糖尿病(type 2 
diabetes, T2MD)伴发存在. 随着肥胖和T2DM患

病率的增加, T2DM并发NAFL也明显增多, 据不

同国家统计其患病率在21%-78%, 远高于普通人 
群[1], 特别是在肥胖的T2DM患者可达100%[2-3]. 糖
尿病的存在使肝脏损害加重, 促进脂肪肝进展

成肝纤维化、肝癌, 而脂肪肝的出现又增加了

T2MD患者病死率, 尤其对肥胖患者[3]. 瘦素基因

(leptin gene promoter, LEP)作为最早被人们所认识

的脂肪因子, 其基因启动子区的-2548G/A单核苷

酸多态性(single nucleotide polymorphisms, SNP)可
影响基因转录和瘦素在脂肪组织分泌[4], 与NAFL
的胰岛素抵抗有关[5]. 因此, 推测LEP-2548G>A位

点SNP多态性可能与T2MD合并NAFL有关.  

1  材料和方法

1.1 材料 选择2006-01/2007-05在本地区诊断明

确的T2MD组患者208例, 均符合1999年美国糖

尿病学会(ADA)诊断标准, 其中男124例, 女84
例, 年龄20-79岁. 排除标准: 除外有饮酒史, 以及

肝炎病毒感染、全胃肠外营养、药物性因素等

可导致肝损害者. 由经验丰富的医师行肝脏B超
和/或肝脏CT检查, 根据2002年制定的非酒精性

脂肪性肝病诊断标准[6], 确定其中合并非酒精性

脂肪肝患者98例, 未合并非酒精性脂肪肝110例. 
并选择同期至本院的健康体检者100例, 男61例, 
女39例, 年龄22-73岁. 受试对象均为于本地长期

居住的汉族人群, 所有受试者均签署书面知情

同意书. 引物: 上游5'-TTC CTG TAA TTT TCC 
CGT GAG-3', 下游5'-CTC CAG CCG ATC TCT 
CTG TT-3'; 探针: modify, P-GCA ACC CTG TCG 
CAA AAC AAA ACA ATT TTT TTT TTT TTT TTT 
TTT TT-FAM, A-TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT 
TGG GAG ACT GAG GCG GGA GGT TCA GT, 
G-TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TGG 
GAG ACT GAG GCG GGA GGT TCA GC. PCR
反应体系20 μL模板(50 mg/L)1 μL、1×Buffer 2 
μL、Mg2+(2.5 mmol/L)1.2 μL、dNTP(2 mmol/L) 
2 μL、Taq酶(5 U/μL)0.2 μL、1×Q-solution 4 
μL、引物0.4 μL, ddH2O 9.2 μL补齐; LDR反应

体系10 μL: PCR产物(100 mg/L)3 μL, LDR探针

混合物(12.5 mol/μL)0.4 μL, 1×Buffer 1 μL, 连
接酶(40 U/μL)0.05 μL, ddH2O 5.55 μL补齐.
1.2 方法 
1.2.1 身体指标的测量: 血压及身高、体质量、

腰围、臀围的测量均由固定的人员进行, 并计

算体质量指数(BMI) = 体质量(kg)/[身高(m)]2, 
腰臀比(WHR) = 腰围(cm)/臀围(cm). 并将总

受试人群分别按不同性别、中国肥胖标准

(BMI<24 kg/m2、BMI≥24 kg/m2)、中腹部肥胖

标准(WHR男<0.9、女<0.85, WHR男≥0.9、女

≥0.85)分别分为2组, 进行SNP与临床特征相关

性分析.
1.2.2 血样收集与处理: 空腹12 h, 晨起抽取肘

静脉血7 mL, 2 mL用EDTA抗凝, -80℃保存待

用; 5 mL加入含促凝剂及分离胶的试管, 取血清

进行AST、ALT、γ-GT及AU、TC、TG、LP、
HDL-c、LDL-c、FPG、FC-P临床指标的检测.
1.2.3 LDR的测序分型: (1)DNA提取: 按白细胞

提取基因组DNA纯化试剂盒说明书进行DNA
提取 ,  在紫外分光光度仪上进行D N A纯度测

定; (2)PCR反应条件: 预变性95℃ 15 min→变性

94℃ 30 s→梯度-退火温度(1℃ 30 s)→延伸72℃ 

■研发前沿
目 前 的 研 究 显
示 瘦 素 启 动 子
区-2548位点存在
基因多态性, 并影
响脂肪组织分泌
瘦素, 与NAFL的
有 关 ,  但 是 否 与
2 型 糖 尿 病 合 并
NAFL的易感性有
关尚无定论.
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1 min→最后72℃延伸10 min, 35个循环. 电泳检

测30 g/L的琼脂糖凝胶电泳检测, 观察PCR产物

的效果. 确定其作为模板在LDR反应中加入的

量; (3)LDR反应条件, 预变性95℃ 2 min, 变性

94℃ 30 s, 退火60℃ 2 min, 35个循环; (4)LDR产
物测序分型将LDR产物在377 DNA测序仪上进

行测序电泳, 通过Genemapper软件分析得到相

应的峰值, 直接判读SNP分型.
1.2.4 LEP-2548G>A位点SNP与T2MD合并NAFL
患病进行相关性分析.

统计学处理 采用SPSS12.0软件进行统计学

分析, 计数资料用mean±SD表示, 非正态分布者

为取自然对数, 采用独立样本的t检验, 计量资料

采用χ2检验, 以Hardy-Weinberg平衡定律检验样

本的群体代表性, 以比值比(OR )和95%CI表示相

对风险度, SNP与T2MD组合并NAFL的关联采

用多因素非条件Logistic回归分析, 以单独的遗

传因素、环境因素为自变量, 以是否合并NAFL
为应变量(合并NAFL为1, 无脂肪肝为0), 将LEP-
2548G>A的基因型按二分类变量处理, 在分析

变量中赋值(AG+GG型 = 0, AA型 = 1), P <0.05为
差异有统计学意义.

2  结果

2.1 研究人群的特征

2.1.1 T2MD患者与正常对照人群在性别、年

龄方面具可比性(P >0.05), 但T2MD组的BMI、
WHR的平均值明显高于正常对照组, 有统计学

意义(P <0.01, 表1).
2.1.2 T2MD患者合并NAFL组的BMI、WHR、
AST、ALT、γ-GT、AU、TG、LP、FPG、

FC-P平均水平均高于无脂肪肝组, 余各项在2组
间有差异无显著性(表2).
2.2 L E P-2548G/A位点S N P的基因型检测结

果  正常对照组与T2M D组 (合并N A F L、无

脂肪肝)均有AA、AG、GG 3种基因型, 各组

LEP-2548G>A位点SNP的基因型分布与Hardy-

Weinberg平衡的理论频数之间差异均无显著性

(P >0.05), 说明样本基因型分布是均匀的, 具群

体代表性. T2MD合并NAFL组的LEP-2548G>A
基因型分布与正常对照组、无脂肪肝组间差异

均有显著性; T2MD合并NAFL组的A、G等位基

因频率与正常对照组间差异有显著性(P <0.01), 
与T2DM无脂肪肝组间差无显著性(P>0.05, 表3).
2.3 LEP-2548G>A位点SNP与T2DM合并NAFL
的风险分析 LEP-2548AG、AG+GG基因型与

A A基因型T2M D患者合并N A F L的风险存在

差异(P <0.05); 经Logistic回归分析校正性别、

年龄、BMI、WHR相关因素后, 差异仍存在, 
AA基因型T2MD合并NAFL的风险高(P <0.05), 
为A G基因型的3.080倍、G等位基因携带者

(AG+GG基因型)的2.287倍, AA型纯合子增加了

T2MD合并NAFL患病的风险(表4).
2.4 SNP与临床特征相关性

2.4.1 SNP与性别、WHR、BMI的不同基因型及

等位基因分布: 在不同性别间、有无肥胖组间

差异均无显著性(均P >0.05), 而在有无中腹部肥

胖间差异有显著性(P <0.05, 表5).
2.4.2 LEP-2548G>A位点SNP与中腹部肥胖的风

险分析: LEP-2548AA基因型发生中腹部肥胖的

风险高(P <0.05), 为GG基因型的2.720倍; A等位

基因携带者发生肥胖的风险为G携带者的1.520
倍, A等位基因突变增加了中腹部肥胖发生的风

■相关报道
Petersen et al 报道
对存在严重IR和
脂质代谢异常的
脂肪肝患者使用
瘦素治疗后, 肝脏
胰岛素敏感性增
加, 肝脏内的TG含
量减少, 认为瘦素
可逆转IR和肝脏
脂肪变性; 马赞颂 
et al 报道对NAFL
有 效 治 疗 ,  可 使
肝 脏 瘦 素 受 体
mRNA的表达增
加, 改善瘦素抵抗.

表 1 正常对照组与T2DM组的基本特征比较 (mean±SD)

     
项目     正常对照组     T2DM组

n (男/女)  61/39               124/84

年龄(岁)  52.87±11.93 55.34±12.12

WHR    0.87±0.05   0.91±0.06b

BMI(kg/m2) 22.27±3.17 24.33±3.29b

bP<0.01 vs  正常对照组.

表 2 合并NAFL组及无脂肪肝组两组临床指标的比较
(mean±SD)

     
项目

           T2DM 

     无脂肪肝组   合并NAFL组

n (男/女)  66/44  58/40

年龄(岁)  55.49±11.49 55.16±12.84

WHR    0.89±0.05   0.94±0.05b

BMI(kg/m2) 23.12±2.82 26.20±3.11b

AST(U/L)1    2.95±0.31   3.15±0.49b

ALT(U/L)1    2.89±0.39   3.27±0.58b

γ-GT(U/L)1   3.04±0.52   3.54±0.68b

AU(μmol/L)1   5.51±0.31   5.70±0.36b

TC(mmol/L)   4.74±1.37   5.03±1.78

TG(mmol/L)1   0.44±0.52   0.88±0.61b

HDL-c(mmol/L)   1.08±0.29   1.05±0.19

LDL-c(mmol/L)   2.72±1.11   2.47±0.75

LP(mg/L)1    4.87±0.54   5.06±0.64a

FPG(mmol/L)   8.80±3.61 10.19±4.80a

FC-P(μg/L)   1.39±0.86   2.02±1.15b

1取自然对数后; aP<0.05, bP<0.01 vs  T2DM无脂肪肝组.
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险(表6).
2.4.3 LEP-2548G>A位点SNP与临床生化指标的

相关: GG+AG基因型与AA基因型的各生化指

标(ALT、AST、γ-GT、TG、TC、LP、AU、

FPG、FCP)进行比较, 结果显示各项生化指标在

两组间差异均无显著性(均P >0.05).
2.4.4 LEP-2548G>A位点SNP与NAFL分级程度

的相关性: 将T2MD合并NAFL患者, 按肝脏B超
的判断结果分为轻度、中度+重度两组进行比

较, 结果: LEP-2548 G>A位点的各基因型、基

因频率在不同程度的脂肪肝组间差异无显著性

(P >0.05).
2.5 LEP-2548G>A位点SNP及其他相关因素与

T2MD合并NAFL患病的相关性 LEP-2548G>A
位点基因型作为独立自变量与性别、年龄、

BMI、WHR及ALT、AST、γ-GT、TG、TC、
LP、AU、FPG、FCP共同引入多因素非条件

Logistc回归分析模型. 结果显示: LEP-2548 G>A
位点基因型作为独立变量与T2M D患者合并

NAFL患病相关, 其中AA基因型是T2MD患者合

并NAFL的危险因素, 随着AA基因型的增多其

患病风险增加(OR  = 3.035, 95%CI: 1.210-7.615, 
P <0.05); BMI、FPG、TG、ALT亦均与T2MD患

者合并NAFL相关, 均为危险因素(表7).

3  讨论

瘦素是由肥胖基因(ob基因)编码, 脂肪组织所分

泌的肽类激素. ob基因位于人染色体7q32上, 由
3个外显子和2个内含子组成[7]. 生理条件下瘦素

的主要作用是调节机体脂肪的稳定. 研究发现

瘦素与非酒精性脂肪性肝病有关, 非酒精性脂

肪性肝炎患者血清瘦素水平显著高于正常对照

组, 多变量分析提示高血清瘦素水平为脂肪性

肝炎独立的致病因素[8]. 瘦素主要通过促进胰岛

素抵抗(insulin resistance, IR), 参与非酒精性脂

肪性肝病的发生[9]. 而Petersen et al [10]报道对存

在严重IR和脂质代谢异常的脂肪肝患者使用瘦

素治疗后, 肝脏胰岛素敏感性增加, 肝脏内的TG
含量减少, 认为瘦素可逆转IR和肝脏脂肪变性. 
以上不同结果的可能原因是在脂肪肝患者存

在“瘦素抵抗”[11]. 马赞颂 et al [12]报道对NAFL
有效治疗, 可使肝脏瘦素受体mRNA的表达增

加, 改善瘦素抵抗. 这为NAFL患者存在“瘦素

抵抗”提供了佐证. 在T2DM合并NAFL患者其

血清瘦素水平亦较无脂肪肝患者高, 可能也与

“瘦素抵抗”有关[13]. 使正常的“胰岛-脂肪细

■创新盘点
本 研 究 从 与 肥
胖、糖尿病等代
谢相关疾病研究
的 热 点 - 脂 肪 因
子基因SNP入手, 
探讨瘦素启动子
区 - 2 5 4 8 G > A 的
SNP与2型糖尿病
合并NAFL的易患
性, 为风险预测及
早期诊断提供了
依据.

表 3 3组间基因型及等位基因频率分布的比较 n (%)

     
分组       n

               基因型        等位基因

           AA                 AG       GG                  A         G

正常对照组   99 43(43.43)         42(42.42)         14(14.14)         128(64.64)         70(35.35)

T2DM

    无脂肪肝组 109 57(52.29)         46(42.20)           6(5.50)           160(73.39)         58(26.61)

    合并NAFL组   98 65(66.33)         24(24.49)           9(9.18)ad         154(78.57)d        42(21.43)d

aP<0.05 vs  T2DM无脂肪肝组基因型; dP<0.01 vs  正常对照组基因型.

表 4 LEP-2548G>A位点SNP与T2MD合并NAFL的风险分析

     
SNP基因型

            校正前                 校正后

   OR 值           95%CI    P 值       OR 值                95%CI            P 值 

AA  1          1  

AG  2.186           1.190-4.016          0.011           3.080           1.515-6.246           0.002

GG  0.760           0.255-2.267          0.622           0.428           0.083-2.207           0.311

AG+GG  1.797           1.024-3.155          0.040           2.287           1.185-4.416           0.014

表 5 SNP与性别、WHR、BMI的不同基因型及等位基因分布

     
分组

             基因型                    等位基因

                χ2值         df          P 值           χ2值        df           P 值

WHR     6.337       2       0.042       4.597       1       0.034

BMI       0.444       2       0.801       0.446       1       0.504

性别      0.319       2       0.853       0.306       1       0.580
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胞轴”反馈机制受到破坏, 抑制胰岛素分泌的

能力下降. 因此, 瘦素可能介导IR对T2DM合并

NAFL的发生起作用[14].
“瘦素抵抗”的发生与瘦素及其受体基

因SNP有一定关联. Hoffstedt et al [4]报道LEP启
动子区-2548G>A多态性与血清瘦素水平有关, 
-2548AA携带者脂肪细胞表达瘦素mRNA水平

及血清瘦素浓度均较-2548GA/GG携带者高, 其
脂肪细胞分泌瘦素的速率亦是-2548GA/GG携

带者的2倍, 最终认为人类LEP-2548 G>A多态性

可能在转录水平影响LEP的表达, LEP -2548AA
在一定程度上促进了“瘦素抵抗”的发生. 

我们对受试人群进行LEP-2548G>A位点的

检测结果显示; 正常对照组、T2MD合并NAFL
及无脂肪肝组均有AA、AG、GG 3种基因型, 
其中以G G基因型的频率最低, 与国内的报道

相近[5]. T2MD合并NAFL组的LEP-2548G>A基

因型分布与T2M D无脂肪肝组、正常对照组

间差异均有显著性. 其中AA基因型T2MD患者

合并NAFL的风险高(P <0.05). 进一步以LEP-
2548G>A位点基因型作为独立变量与性别、年

龄、BMI、WHR及临床生化指标一同进行多

因素Logistic逐步回归分析, 结果LEP-2548G>A
的SNP与T2MD患者合并NAFL相关, AA基因型

是其危险因素, 随着AA基因型增多其患病风险

增加(OR  = 3.035, 95%CI: 1.210-7.615, P <0.05). 
提示LEP-2548G>A位点的SNP作为独立变量与

T2MD合并NAFL的患病相关, 可能是其易感基

因位点, AA基因型增加了其患病. 
T 2 D M合并脂肪肝的发生与肥胖密切

相关 [15],  特别是中腹部肥胖 [16].  我们在L E P-
2548G>A位点的S N P与临床特征的相关分析

中发现 ;  其S N P与受试人群的中腹部肥胖有

关, LEP-2548AA基因型发生中腹部肥胖的风

险高(P <0.05), 为GG基因型的2.720倍(95%CI: 
1.186-6.235). 因此, 我们推测LEP-2548G/A基

因变异可能在转录水平影响LEP表达, 变异的

-2548AA基因可通过提高瘦素分泌, 促进了“瘦

素抵抗”发生, 影响机体脂肪分布, 从而在某种

程度上也促进了T2MD患者合并NAFL的发生.
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Abstract
AIM: To identify the clonal origin of multinodular 
hepatocellular carcinoma (HCC) and evaluate its 
clinical implications.

METHODS: A total of 116 HCC nodules in 44 
patients with multinodular HCC were evaluated 
in the study. The expression of P53 and alpha-fe-
toprotein (AFP) in HCC was detected by immu-
nohistochemistry. The mutations in Bcl-10 gene 
and the exon 7 of P53 gene were detected using 
polymerase chain reaction-single-strand confor-
mation polymorphism (PCR-SSCP) and DNA 
sequencing. Mitochondrial D-loop sequence 
variation was analyzed using PCR and DNA 
sequencing. These biomarkers were combined to 
identify the clonal origin of multinodular HCC.

RESULTS: Of 44 cases of HCC detected, 22 
were categorized as multicentric occurrence 
(MO), and the remaining 22 were categorized as 
intrahepatic metastasis (IM). Significant differ-
ences were noted in HBeAg, position of nodules, 
cirrhosis, portal vein tumor thrombus and mi-
croscopic tumor thrombus, and differentiation 
degree (Edmondson grading) of the major nod-
ule between patients with multicentric HCC and 
those with intrahepatic metastatic HCC (P < 0.05 
or < 0.01). The tumor-free survival and overall 
survival of patients with multicentric HCC were 
significantly longer than those of patients with 
intrahepatic metastatic HCC (20.7 ± 4.5 mo vs 6.3 
± 1.3 mo and 29.1 ± 4.4 mo vs 10.1 ± 1.5 mo, re-
spectively; P < 0.05 and 0.01). Multivariate anal-
ysis revealed that IM/MO was an independent 
affecting factor for either tumor-free survival or 
overall survival of HCC patients.

CONCLUSION: Multi-biomarker approach 
permits identification of the clonal origin of 
multinodular HCC. Patients with multicentric 
HCC might have a more favorable outcome than 
patients with intrahepatic metastatic HCC.

Key Words: Multinodular hepatocellular carcinoma; 
Clonal origin; Clinical implication

Su M, Li LQ, Peng T, Guo Y, Xiao KY, Shang LM, Xu 
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■背景资料
肝细胞癌 (HCC)
是世界范围内常
见 的 恶 性 肿 瘤 . 
HCC中, 多结节者
占12%-19%. 多结
节肝癌的来源既
有单一原发肿瘤
的肝内转移, 即单
中心性发生(IM), 
又有各个结节单
独存在的多中心
性发生 .  HCC的
病死率在全世界
所有癌症中占第3
位, 是我国第2位
癌症死亡原因. 目
前对 IM和MO的
分组尚缺乏一个
统一、公认的金
标准.

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室; 丁
惠国 ,  主任医师 , 
首都医科大学附
属北京佑安医院
肝病消化科; 范学
工, 教授, 南方医
科大学南方医院
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摘要
目的: 探讨多指标多技术手段联合分析多结
节肝癌细胞克隆来源的价值及临床意义. 

方法: 选择44例多结节肝癌共116个结节肝癌
组织, 应用免疫组织化学SP法检测P53、AFP
蛋白在各癌结节中的表达, 银染PCR-SSCP技
术结合基因测序检测P53 exon7、Bcl-10基因
在结节间的表达差异, PCR结合直接测序检测
mtDNA D-Loop 区的序列在各癌结节中的异
同情况, 分析多结节肝癌各癌结节的克隆起源
是否相同. 

结果: 44例多结节性肝癌经5项指标检测, 联
合判断为MO者22例, IM者22例. HBeAg、肿
瘤分布、肝硬化、门静脉及镜下癌栓、主瘤
的Edmondson病理分级等在MO组与IM组间
存在显著性统计学差异(P <0.05或<0.01). MO
组无瘤生存时间明显长于IM组的无瘤生存时
间(20.7±4.5 mo vs  6.3±1.3 mo, P <0.05); MO
组生存时间明显长于IM组的生存时间(29.1±
4.4 mo vs  10.1±1.5 mo, P <0.01). IM/MO是无
瘤生存时间和生存时间的独立影响因素.

结论: 联合检测多结节肝癌组织中P53、AFP
蛋白, P53 exon7、Bcl-10基因及线粒体DNA 
D-Loop区序列在各癌结节间的表达差异, 有
助于鉴别其细胞克隆来源; 多中心性来源多
结节肝癌疗效及预后较好.

关键词: 多结节肝癌; 克隆起源; 临床意义
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0  引言

肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是世界

范围内常见的恶性肿瘤. HCC中, 多结节者占

12%-19%[1]. 多结节肝癌的来源既有单一原发

肿瘤的肝内转移, 即单中心性发生(Intrahepatic 
metastasis, IM), 又有各个结节单独存在的多中

心性发生(multicentric occurrence, MO)[2]. 2种细

胞克隆来源的HCC在治疗方法和预后上存在着

明显不同[3-4]. 临床上对此加以区分对治疗前的

评估、治疗方法的选择和治疗后生存率的预测

有重要的意义.

1  材料和方法

1.1 材料 HCC组织标本来自我院2004-04/2007- 
08手术切除肿瘤组织, 诊断均经病理证实. 实验

组44例患者116个癌结节, 其中男38例, 女6例, 
年龄23-64(中位年龄42)岁; 44例中41例患者有

HBV感染史. 选取16例单结节肝癌患者, 每例取

不相连的两块手术切除肿瘤组织为单结节对照

组Ⅰ. HCC伴有肉眼门静脉癌栓患者4例, 每例

取癌和癌栓各一块为单结节对照组Ⅱ. HCC患

者术前均未行化疗. 正常对照组5例, 来自肝移

植供肝与肝外伤切除肝组织. 收取组织标本前均

已履行告知义务, 并签署知情同意书.
1.2 方法 
1.2.1 P53蛋白、AFP蛋白免疫组织化学法分析: 
石蜡标本切成4 μm蜡膜, 行SP免疫组织化学法

染色, 光镜下观察结果. 根据参考文献[5]报道

方法, 作半定量分析, 在排除非特异性染色前提

下, 以肿瘤细胞核和(或)质中出现黄色、棕黄

色、棕褐色为阳性细胞. 计分方法为: A按切片

中细胞着色程度计分, 不着色: 0分; 淡黄色: 1分; 
棕黄色: 2分; 棕褐色: 3分. B按切片中阳性细胞

的比例计分, 每例随机观察5个视野(400倍), 计
算总细胞数不少于1000个, 按阳性细胞所占百

分数分为: 显色细胞数≤5%: 0分; 显色细胞数

5%-25%: 1分; 显色细胞数25%-50%: 2分; 显色

细胞数50%-75%: 3分; 显色细胞数>75%: 4分. 

■相关报道
Nakano et al 报道, 
在多结节发生的
HCC中, 手术切除
后, 多中心性起源
的HCC比单中心
性起源的生存率
高 ,  预后也较好 . 
Yasui et al报道, 同
时性MO在手术切
除后, 3年生存率
为70%, 3年无瘤
生存率为39%, 明
显优于IM.

表 1 P53 exon7 PCR引物序列

     
引物                           序列

                                    扩增片断

                 长度(bp)

F1     5'-GGAATTCTCCTAGGTTGGCTCTGAC-3'       144

R1     5'-GGAATTCAAGTGGCTCCTGACCTGGA-3'

F2     5'-TCCTAGGTTGGCTCTGAC-3'                131

R2     5'-CAAGTGGCTCCTGACCTG-3'

表 2 Bcl-10 PCR引物序列

     
引物                           序列

                                    扩增片断

                 长度(bp)

F1     5'-TCTCCTTCTTCCCCATTACCC-3'                  262

R1     5'-TGGAGGATCCTCCTTGTCC-3'

F2     5'-GGACCCGGAAGAAGCGCCATCTCC-3'        186

R2     5'-GATCCTCCTTGTCCTCGGACTC-3'
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析模型中分析. 各检验均以α = 0.05(双侧)为显

■创新盘点
本研究联合运用
免疫组织化学分
析、PCR-SSCP
分析结合基因测
序、线粒体DNA 
(mtDNA)D-Loop
区序列分析方法
等多种技术手段, 
对多结节HCC组
织中多指标在各
癌结节间的表达
差异进行筛查, 以
期利用多指标、

多技术手段之间
的相互验证、相
互补充, 更准确地
对多结节HCC各
癌结节的克隆起
源是否相同进行
判定.

每例标本染色积分 = A×B, 若积分≤1判为阴

性, >1为阳性.
1.2.2 P53 exon7与Bcl-10基因突变分析: 用北京

天根公司血液/细胞/组织基因组DNA提取试剂

盒抽提组织标本的DNA. 分别以两对引物扩增

P53 exon7与Bcl-10基因(表1-2); “巢式PCR”
(nest PCR)扩增: 应用引物F1R1完成第1次PCR; 
取PCR产物为模板进行SSCP分析(PCR-SSCP方
法同文献[6]); 将异常泳动条带切胶回收, 后以

引物F2R2完成第2次PCR. 将第2次PCR扩增产

物直接测序, 测序仪为ABI3730XL. 将肿瘤组织

P53 exon7与Bcl-10 gene第2次PCR反应扩增序列

与正常肝组织的序列进行比对, 并与GenBank中
的标准序列对照, 寻找确定突变位点. 
1.2.3 mtDNA D-Loop区序列分析: 根据mtDNA 
D-Loop区的序列设计引物[7], F: 5'-ATTCTAA
CCTGAATCGGAGG-3', R: 5'-GATGCTTGC
ATGTGTAATCT-3'. PCR反应条件: 95℃预变

性5 min, 95℃ 1 min, 55℃ 1 min, 72 ℃ 2 min, 
35循环, 72℃延长7 m i n. 对P C R产物直接测

序, 测序引物为F、R, 由于mtDNA D-Loop区
有多个poly C结构, 测序时增加2条引物: F2: 
5'-AATACTTGACCACCTGTAG-3'和F3: 5'-CCT
ATGTCGCAGTATCTGTC-3'. 利用DNAstar软件

将肿瘤组织mtDNA D-Loop区序列与正常肝组

织的序列进行比对, 并与mtDNA数据库(http://
www.mitomap.org/)对照. 
1.2.4 MO与IM的判断标准: 同一细胞克隆起源

的癌结节间基因表达一致 ,  为单中心性起源; 
不同细胞克隆起源的癌结节的基因表达不一

致或不全一致, 为多中心性起源[8-9]. 本研究以

P53、AFP蛋白免疫组织化学分析, P53 exon7、
BCL-10基因突变分析, mtDNA D-Loop区序列分

析等5项联合作为判别多结节肝癌各癌结节细

胞克隆起源异同的指标; 如多结节肝癌中各癌

结节5项指标相同者, 判定为细胞克隆起源相同, 
即为IM; 如多结节HCC中各癌结节5项指标不相

同或不完全相同者, 判定为细胞克隆起源不相

同, 即为MO.
统计学处理 应用SPSS for Windows 13.0统

计学分析软件, 对所得数据进行统计学处理. 样
本率的比较用卡方检验或四格表确切概率法. 
无瘤生存时间(复发时间)及生存时间单因素分

析中应用Kaplan-Meier法, 并用Log-Rank test检
验组间差别, 多因素分析采用Cox比例风险回归

模型, 单因素分析中P≤0.1的因素纳入多因素分

表 3 多指标联合判定克隆起源及其与临床特征的关系

     
观察指标                 多中心性(n )       单中心性(n )           P  

性别                  0.188

    男        21               17 

    女          1                 5 

年龄(岁)                  0.228

    ≤42          9               13 

    >42        13                 9 

饮酒                  0.135

    有          2                 7 

    无        20               15 

血小板计数(×109/L)                 -

    <100          0                 0 

    ≥100        22               22 

病毒标志   

    HBsAg(+)       20               21            0.613

    HCVAb(+)         0                 0            -

    HBeAg(+)         9                 1            0.006

    HBeAb(+)       12               16            0.121

肿瘤大小[主瘤](cm)                 0.122

    ≤5        11                 6 

    >5        11               16 

肿瘤个数                   1

    <3        14               14 

    ≥3          8                 8 

肿瘤位置                  0.026

    左半肝          1                 7 

    右半肝        15               13 

    左右均有         6                 2 

肝硬化                  0.021

    有        19               12 

    无          3               10 

包膜(主瘤)                 0.060

    完整        11                 5 

    不完整或无       11               17 

AFP(μg/L)                  0.322

    阳性≥20       14               17 

    阴性<20         8                 5 

门静脉癌栓及镜下癌栓                0.015

    有          2                 9 

    无        20               13 

转移及与周围粘连                 0.176

    有          4                 8 

    无        18               14 

分化程度(主瘤Edmondson分级)               0.026

    高分化(ⅠorⅠ-Ⅱ)       2                 3 

    中分化(ⅡorⅡ-Ⅲ)     18               10 

    低分化(ⅢorⅢ-Ⅳ)       2                 9 

组织学分类                 0.545

    相同        11               13 

    不同或不全相同       11                 9 　
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著性标准.

2  结果

2.1 MO与IM的判断 实验组中共有22例判断为

MO(50%), 其中18例为二中心起源, 4例是三中

心起源; 22例判断为IM. 对照组Ⅰ中16例单结节

HCC患者各不相连的2块手术切除肿瘤组织, 及
对照组Ⅱ中4例患者HCC及门静脉癌栓组织中5
项指标表达一致, 均判断为IM. 正常对照组5例
中5项指标表达均为阴性. 
2 . 2  M O 组 与 I M 组 的 临 床 病 理 参 数 比 较 
HBeAg、肿瘤分布(位置)、肝硬化、门静脉及

镜下癌栓、主瘤的病理分化程度(Edmondson病
理分级)等临床病理参数在MO组与IM组间存在

显著性统计学差异. HBeAg(+)、肝硬化、门静

脉及镜下无癌栓和/或主瘤的病理分化程度(Ed-
mondson 病理分级)为高、中分化者, MO发生的

机率高(表3-4).
2.3 MO组与IM组无瘤生存时间(复发时间)及生

存时间 5例患者因初次治疗行肝移植术剔除, 2

例患者失访; 37例多结节性HCC患者获得随访, 
随访方式包括门诊、住院复查、信访、电话随

访及现场随访. 截至2008-12-01, MO组10例复

发, 6例死亡; IM组15例复发, 13例死亡. MO组无

瘤生存时间(20.7±4.5) mo明显长于IM组的无

瘤生存时间(6.3±1.3) mo, 组间差异有统计学意

义(P <0.05); MO组生存时间(29.1±4.4) mo明显

长于IM组的生存时间(10.1±1.5) mo, 组间差异

有统计学意义(P  = 0.006). 无瘤生存时间(复发时

间)及生存时间曲线见图1-2.
2.4 无瘤生存时间(复发时间)及生存时间的多因

素分析 单因素分析中, HBsAg、癌栓、年龄、

包膜和发生类型是无瘤生存时间的独立影响因

素; 癌栓、肝硬化、年龄和发生类型是生存时

间的独立影响因素. 而在多因素分析中, 仅有

HBsAg、年龄和发生类型是无瘤生存时间的独

立影响因素; 年龄和发生类型是生存时间的独

立影响因素(表5-6).

■应用要点
本研究联合检测
多结节HCC组织
中 P 5 3、A F P 蛋
白, P53 exon7、
Bc l -10基因及线
粒体DNA D-Loop
区序列在各癌结
节间的表达差异, 
有助于鉴别其细
胞克隆来源. 多中
心性来源多结节
HCC疗效及预后
较好, 对其应加强
术前护肝等治疗, 
以争取手术切除
机会, 提高总的治
疗效果.

表 4 肿瘤位置、分化程度的卡方分割分析

观察指标                 多中心性(n )        单中心性(n )        P 值

肿瘤位置                  0.241

    左或右半肝     16               20 

    左右均有       6                 2 

分化程度(主瘤Edmondson分级)               0.015

    高、中分化     20               13 

    低分化        2                 9 

表 5 单因素分析与无瘤生存期和生存期有关的因素

     
因素

           P 值

                        
n

     无瘤生存期 生存期

AFP(-/+)   11/26      0.142      0.378

HBsAg(-/+)    3/34      0.037      0.142

HBeAg(-/+)  29/8        0.828      0.428

HBeAb(-/+)  12/25      0.715      0.638

肿瘤大小(主瘤)(≤5/>5 cm) 12/25      0.276      0.098

病理分级(高/中/低分化)   2/29/6   0.198      0.309

癌栓(无/有)  28/9        0.011      0.018

肿瘤个数(<3/≥3)  24/13      0.452      0.960

肿瘤位置(右/左/左右) 23/8/6     0.065      0.352

肝硬化(无/有)  11/26      0.082      0.028

转移(无/有)  26/11      0.834      0.727

年龄(≤42/>42岁)  17/20      0.001      0.015

性别(男/女)  32/5        0.071      0.182

饮酒(无/有)  30/7        0.807      0.869

包膜(无/有)  24/13      0.044      0.167

发生类型(IM/MO)  19/18      0.022      0.006

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

     无瘤生存时间(mo)

  
  

生
存

率

0       10        20        30        40        50

分组
IM组
MO组
IM组-censored
MO组-censored

P  = 0.022

图 1 MO组与IM组无瘤生存期(复发时间)曲线图.

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

     生存时间(mo)

  
  

生
存

率

0       10        20        30        40        50

分组
IM组
MO组
IM组-censored
MO组-censored

P  = 0.006

图 2 MO组与IM组生存时间曲线图.
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3  讨论

HCC的病死率在全世界所有癌症中占第3位[10], 
是我国第2位癌症死亡原因. 多结节性HCC中如

各个癌结节间为互相独立的原发癌灶, 则为多

中心发生; 如各个癌结节间为相互联系的转移

癌灶, 则为单中心发生. 对前者的研究应重点针

对HCC发生的分子机制, 而后者应是其发展的

分子机制. 目前对IM和MO的分组尚缺乏一个统

一、公认的金标准, 在我们前期的研究中将P53 
exon7基因PCR-SSCP, P53、AFP蛋白免疫组织

化学等指标, 应用于对HCC的原发癌与复发癌

克隆起源鉴别研究, 取得了良好的效果[4]. 故我

们在近期的研究中将P53 exon7基因PCR-SSCP, 
P53、AFP蛋白免疫组织化学等指标, 应用于

对多结节HCC的克隆起源鉴别研究中. 有研究

显示Bc l-10基因在HCC组织中存在高突变率, 
提示该基因在H C C发病机制中起着重要的作 
用[11]. 故我们在近期的研究中将Bcl-10基因PCR-
SSCP分析应用于对多结节HCC的克隆起源鉴

别研究中. 近年来有学者将mtDNA D-Loop区的

突变类型分析应用于区分HCC的起源问题[7]. 因
此在我们的近期研究中, 将mtDNA D-Loop区
突变谱类型分析应用于多结节H C C各癌结节

克隆起源的鉴别. 本研究联合运用免疫组织化

学分析、PCR-SSCP分析结合基因测序、线粒

体DNA (mtDNA)D-Loop区序列分析方法等多

种技术手段, 对多结节HCC组织中多指标在各

癌结节间的表达差异进行筛查, 以期利用多指

标、多技术手段之间的相互验证、相互补充, 
更准确地对多结节HCC各癌结节的克隆起源是

否相同进行判定. 结果显示, 实验组44例多结节

HCC中判定为多中心性起源的为50%(22/44), 与
Utsunomiya et al的报道接近[12], 再次证实了多中

心性起源在HCC发生中的重要性. 理论上同一

肿瘤来源的组织有着一致的基因序列, 本研究

对照组Ⅰ的16例单结节HCC均判断为IM, 吻合

性良好. 而HCC发生门静脉癌栓转移, 是HCC肝
内转移的最直接证据, 应与原发癌灶具有同一

细胞克隆来源, 也即有相同的基因序列, 本研究

对照组Ⅱ中4例伴有癌栓的HCC均判断为IM. 提
示我们的实验方法准确性高. 

本组病例结合各项临床病理参数进行分

析后发现 :  H B e A g、肿瘤分布(位置)、肝硬

化、门静脉及镜下癌栓、主瘤的病理分化程度

(Edmondson病理分级)等在MO组与IM组间存

在显著性统计学差异, 提示上述临床病理参数

是区分多结节性H C C细胞克隆起源的重要因

素. 直径较小, 并伴高分化病理分级的HCC常被

认为未发生转移, 有较好的预后[13]. 病毒性肝硬

化是公认的致HCC因素, 是发生HCC的超高危

险因素, 一旦发生“癌变”即说明已经进入了

“高致癌状态”, 因此在“致癌土壤”上同时

发生多个“肿瘤”是可能的, 是MO发生的原因

之一[14]. 本研究结果支持上述观点. 
HBeAg是一种可溶性蛋白, 他与DNAP和

HBV DNA密切相关, 是HBV活动性复制和有传

染性的重要标志. HBeAg持续阳性表明肝细胞

损害较重, 研究表明血清HBeAg阳性也是HCC
复发的独立风险因素和预后不良指标[15]. 本组

资料显示, HBeAg在区分MO和IM时有显著性

差异, 提示活动性HBV是发生MO的重要因素. 
主瘤病理分级较高时, HCC具有较高的侵袭性

和转移性, 因此发生IM的可能性较大[12]. 本组

IM组低分化病例占40.91%, 而MO组为9.09%. 
高、中分化与低分化存在显著性差异, 提示主

瘤为低分化HCC时发生的多结节为IM可能性大. 
Nakano et al [16]报道, 在多结节发生的HCC中, 手
术切除后, 多中心性起源的HCC比单中心性起

源的生存率高, 预后也较好. Yasui et al [3]报道, 同
时性MO在手术切除后, 3年生存率为70%, 3年无

瘤生存率为39%, 明显优于IM. 在对本组37例多

结节HCC进行随访统计分析后, 发现多中心性

表 6 多因素分析与无瘤生存期和生存期有关的因素 (Forward LR)

     
因素          B            P 值                Exp(B)           95%CI

无瘤生存期    

    HBsAg(-/+)  -1.744             0.012             0.175             0.045-0.678

    年龄(≤42/>42岁)  -1.550             0.001             0.212             0.083-0.545

    发生类型(IM/MO)  -1.151             0.012             0.316             0.129-0.775

生存期    

    年龄(≤42/>42岁)  -1.143             0.023             0.319             0.119-0.853

    发生类型(IM/MO)  -1.384             0.011             0.250             0.086-0.727

■同行评价
本研究采用多指
标多技术手段联
合分析多结节肝
细 胞 癌 ,  发 现 多
中心性来源多结
节肝癌疗效及预
后 较 好 ,  具 有 理
论价值.
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组的平均复发时间及生存时间明显长于单中心

性组. 在多因素分析中, IM/MO亦是无瘤生存时

间和生存时间的独立影响因素. 说明MO的预后

较IM的为好. 此结论为我们手术治疗多结节性

HCC提供了理论依据, 多中心性多结节HCC实

际上是第一原发癌存在的同时还存在着另一个

不同的癌灶, 即第二原发癌, 对于多中心性多结

节HCC行手术切除只是增加了手术的难度, 手
术时并无潜在性的转移病灶, 一个癌灶从发生

到形成需要一个相当长的时间, 因而术后复发

的时间较晚, 手术疗效好. 
总之, 我们认为联合检测多结节HCC组织

中P53、AFP蛋白, P53 exon7、Bcl-10基因及线

粒体DNA D-Loop区序列在各癌结节间的表达

差异, 有助于鉴别其细胞克隆来源. 多中心性来

源多结节HCC疗效及预后较好, 对其应加强术

前护肝等治疗, 以争取手术切除机会, 提高总的

治疗效果.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of the 
transcription factor Twist and the epithelial 
adhesion factor E-cadherin in cholangiocarcinoma 
and analyze its significance in the invasion and 
metastasis of cholangiocarcinoma.

METHODS: Forty-nine cholangiocarcinoma 
specimens, including 29 intrahepatic cholan-
giocarcinoma (ICC) and 20 extrahepatic cholan-
giocarcinoma (ECC) specimens, were collected 
from patients surgically treated at our hospital 
from January 2008 to March 2009. Twenty-four 
tumor-adjacent tissue specimens and 20 normal 
bile duct tissue specimens were used as controls. 
The expression of Twist and E-cadherin was 
evaluated by immunohistochemistry, and its 
clinicopathological significance in the invasion 
and metastasis of cholangiocarcinoma was ana-
lyzed.

RESULTS: The expression of Twist was signifi-
cantly higher in ICC and ECC than in tumor-ad-
jacent tissue and normal bile duct tissue (79.31% 
and 80.0% vs 20.83% and 15.0%, respectively; 
all P < 0.05). The expression of E-cardherin 
was significantly lower in ICC and ECC than 
in tumor-adjacent tissue and normal bile duct 
tissue (44.83% and 40.0% vs 95.24% and 100%, 
respectively; all P < 0.05). A significant negative 
correlation was noted between the expression 
of Twist and E-cardherin in cholangiocarcinoma 
(r = 0.67, P < 0.01). The expression of Twist was 
correlated with CA19-9 level, tumor infiltration 
and lymph node metastasis (all P < 0.05), but not 
correlated with patients’ age and sex and tumor 
grade (P > 0.05).

CONCLUSION: The abnormal expression of 
Twist and E-cadherin was correlated with the 
progression of cholangiocarcinoma. Twist over-
expression may be involved in the invasion and 
metastasis of cholangiocarcinoma.

Key Words: Twist; E-cadherin; Cholangiocarcinoma

Li YX, Chai XQ, Tong L, Feng XS. Significance of 
expression of Twist and E-cadherin in cholangiocarcinoma. 
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摘要
目的: 探讨转录因子Tw i s t及上皮黏附分子
E-cadherin在人肝内外胆管细胞癌、癌旁和正
常胆管中的表达及其意义. 

方法: 收集2008-01/2009-03华中科技大学同济
医学院附属协和医院肝胆外科和胰腺外科中
心手术切除的胆管细胞癌患者49例, 其中肝内
胆管细胞癌(intrahepatic cholangiocarcinoma, 
I C C)29例, 肝外胆管细胞癌(e x t r a h e p a t i c 
cholangiocarcinoma, ECC)20例; 另取24例癌
旁组织(ICC与ECC各12例)、20例正常的胆管
组织作为对照. 免疫组织化学法检测Twist及
E-cadherin的表达, 分析其临床病理意义. 

结果: Twist蛋白在ICC及ECC中表达明显强
于癌旁组织或正常胆管(79.31%, 80.0% vs  

®

■背景资料
Twist基因是一种
高度保守的碱性
螺旋 - 环 - 螺旋转
录因子, 位于染色
体7p21.2, 编码由
202个氨基酸组成
的蛋白质, 最初在
果蝇中发现, 属于
HLH蛋白超家族. 
Twist能通过抑制
E-cadher in的表
达来调节肿瘤细
胞上皮-间质转化
(EMT), 从而促进
肿瘤浸润及转移, 
Twist还能通过多
种途径抑制细胞
凋亡, 表现出癌基
因的特点, 故其在
肿瘤发生、发展
和转移过程中发
挥重要作用.

■同行评议者
邰升, 副教授, 哈
尔滨医科大学附
属二院肝胆外科; 
韩天权, 教授, 上
海交通大学医学
院附属瑞金医院
外科
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20.83%, 15.0%, 均P <0.05); E-cadherin在ICC
及E C C中表达明显弱于癌旁组织或正常胆
管组织(44.83%, 40.0% vs  95.24%, 100%, 均
P <0.05), 组间表达差异有显著性; Twi s t和
E-cadherin在胆管细胞癌中表达呈高度负相
关(r  = 0.67, P <0.01); Twist蛋白表达水平与年
龄、性别及组织病理分级无关(P >0.05), 而与
CA19-9水平、肿瘤浸润及淋巴结转移有关
(P <0.01).

结论: Twist与E-cadherin的异常表达与胆管细
胞癌的发生发展相关; Twist可能参与了胆管
细胞癌浸润转移的过程.

关键词: Twist蛋白; E-钙黏素; 胆管细胞癌

李彦旭, 柴新群, 童玲, 冯贤松. Twist、E-cadher in在胆管

细胞癌中的表达及意义. 世界华人消化杂志  2009; 17(26): 

2744-2747
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0  引言

近年来, 世界范围内肝内胆管细胞癌的发病率

和死亡率快速上升[1], 与肝细胞癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)相比其更容易发生淋巴结转移

及术后复发[2], 但其发生、发展和浸润转移机

制尚不清楚. 近期研究表明, Twist能通过抑制

E-cadherin的表达来调节肿瘤细胞上皮-间质转

化(epithelial-mesenchymal transition, EMT), 从
而促进肿瘤浸润及转移[3-5], Twist还能通过多种

途径抑制细胞凋亡[6], 表现出癌基因的特点, 故
其在肿瘤发生、发展和转移过程中发挥重要作

用; 另有研究发现, 作为转录因子的Twist基因

在H C C、胰腺癌、乳腺癌和卵巢癌等恶性肿

瘤中均有异常表达[7-10], 但Twist基因在胆管细

胞癌中的表达却未见报道. 本文主要探讨Twist
基因在人肝内外胆管细胞癌、癌旁及正常胆管

组织中的表达及临床意义, 并分析Twist表达与

E-cadherin的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料  收集2008-01/2009-03我院肝胆外

科和胰腺外科中心手术切除的胆管细胞癌

患者49例 ,  各取癌组织 ,  其中男24例 ,  女25
例, 年龄36-82(平均年龄59)岁, 患者均经病理

学证实. 所有患者中肝内胆管癌(in t rahepat ic 
cholangiocarcinoma, ICC)29例, 肝外胆管癌

(extrahepatic cholangiocarcinoma, ECC)20例; 病
理类型高分化腺癌16例, 中分化腺癌13例, 低分

化腺癌20例; 存在周围浸润29例, 有淋巴结转

移20例(40.8%); 27例CA19-9升高, 其中20例大

于300 kU/L; 另取24例癌旁组织(ICC与ECC各12
例)、20例正常的胆管组织作为对照(取自肝血管

瘤标本). 标本经40 g/L甲醛固定后常规制作石蜡

包埋切片. SC-15393 Twist(H-81)兔多克隆一抗

购自美国Santa Cruz生物技术公司; MAB-0589 
E-cadherin(A42C7)鼠单克隆一抗及SP试剂盒均

购自北京中杉金桥生物技术公司.
1.2 方法 应用SP法对Twist、E-cadherin进行免

疫组织化学染色, 具体步骤严格按说明书进行, 
兔抗人Twist一抗工作浓度为1∶200, 0.01 mol/L 
PBS代替一抗作阴性对照. 判断标准: Twist阳性

染色主要定位于胞质中, E-cadherin阳性染色主

要定位于细胞膜. 以细胞呈清晰棕色或棕褐色为

阳性, 免疫组织化学结果分级方法: 无或淡黄色

着色为阴性(-), 黄色颗粒为弱阳性(+), 棕黄色颗

粒状为中度阳性(++), 深棕黄色为强阳性(+++).
统计学处理  采用S P S S12.0软件分析结

果, 两个样本率间采用卡方检验、校正检验、

Fisher确切概率法及级联相关处理结果. P <0.05
认为有统计学意义.

2  结果

2.1 Twist的表达 切片中Twist蛋白定位处显色为

棕黄或棕褐色, 主要位于细胞质中, 少数于细胞

核表达. 阳性表达普遍见于胆管细胞癌组织中

(约79.6%), 其中29例呈(++)-(+++)表达. 实验中发

现癌细胞分化越低, 浸润性越强, 则阳性细胞越

多, 无浸润性的癌组织Twist表达较弱. 大多数癌

旁组织和正常胆管组织无Twist表达, 少数呈弱

阳性表达. Twist蛋白在ICC、ECC、癌旁组织及

正常胆管组织的阳性率分别是79.31%、80.0%、

20.83%和15.0%, 在ICC及ECC中表达明显强于

■研发前沿
在胆管细胞癌发
生发展过程中, 许
多分子机制参与
作用, 但分子生物
学研究并未能完
全解释其发生发
展浸润转移的过
程, 故立足于每种
细胞因子的体内
或体外研究, 仍有
助于去揭示这些
细胞因子在胆管
细胞癌发生发展
中的作用, 并为今
后临床上胆管细
胞癌靶向治疗提
供新的思路.

表 1 Twist及E-cadherin蛋白在各组织中的表达

     
组织类型    n

             阳性 n (%)

      Twist       E-cadherin

ICC  29          23(79.31)          13(44.83)

ECC  20          16(80.00)            8(40.00)

ICC+ECC  49          39(79.59)b         21(42.86)b

癌旁组织  24            5(20.83)          23(95.24)

正常胆管组织 20            3(15.00)          20(100.00)

bP <0.01 vs  癌旁及正常胆管组织, ICC与ECC组差异无显著性, 

统一为肿瘤组, E-cadherin阳性组并未包括弱阳性例.

■相关报道
国内外对Twist的
作用研究多集中
在乳腺癌及泌尿
系 统 肿 瘤 ,  而 对
其在胆管细胞癌
中的表达及作用
机制则少见文献
报道.
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癌旁组织或正常胆管组织(P <0.01); 而在ICC和
ECC中的表达无显著性差异(P>0.05, 表1, 图1).
2.2 E-cadherin的表达 E-cadherin阳性染色为棕

黄色或棕褐色, 主要定位于细胞膜. 在I C C、

ECC、癌旁组织及正常胆管组织的阳性率分别

是44.83%、40.0%、95.24%和100%, 在ICC及

ECC中表达弱于癌旁组织或正常胆管组织, 组间

表达有统计学意义(表1, 图1).
2.3 Twist和E-cadherin在胆管癌中表达的相关性 
Twist和E-cadherin表达在胆管细胞癌中呈明显

负相关(r  = 0.67, P <0.01, 表2). 
2.4 Twist蛋白表达与胆管细胞癌临床生物学行

为的关系 Twist蛋白表达水平与年龄、性别及组

织病理分级无关(P >0.05), 与CA19-9水平、肿瘤

浸润及淋巴结转移有关(P <0.01, 表3).

3  讨论

Twist基因是一种高度保守的碱性螺旋-环-螺旋

转录因子, 位于染色体7p21.2, 编码由202个氨基

酸组成的蛋白质, 最初在果蝇中发现, 属于HLH
蛋白超家族. 在启动区, bHLH蛋白二聚体及该

家族的其他成员与短保守序列相结合, 称为E-盒
子, 从而转录调节目的基因, 参与机体的多种调

节过程. Twist广泛表达于中胚层起源的组织细

胞, 参与中胚层发育及形态形成运动. 在诱导细

胞移动及组织塑形中起重要作用. 最早由Yang 
et a l在2004报道了其在乳腺癌中的表达, 随后

相继报道在肝细胞癌、胰腺癌和卵巢癌中也表

达[7-10]. 目前已在多种人类上皮来源肿瘤中发现

Twist表达增高, 而在胆管细胞癌中表达还未见

报道. E-钙黏蛋白是一种在上皮细胞黏附中必不

可少的肿瘤抑制基因跨膜糖蛋白, 他属于细胞

黏附分子蛋白质家族, 该家族蛋白广泛表达于

各种组织中. 钙黏素通过胞外域与其他钙黏素

的相互作用调解细胞与细胞间的黏附, 从而推

动EMT, 丢失或抑制E-钙黏蛋白表达是上皮表

型丢失和扩散程序启动的一个关键的事件信号. 
其介导的细胞间接触可以抑制细胞增殖和肿瘤

的发生, 正常细胞在彼此相接触时会停止生长, 
这一过程被称为接触抑制. 细胞间接触的丧失

导致相邻细胞间无需辨认进而分离, 这种接触

抑制的作用也随之消失. 在肿瘤发生时, 接触抑

A B 图 1 Twist和E-cadherin在肿瘤组
织中的表达(SP×400). A: Twist; B: 

E-cadherin.

表 3 Twist蛋白表达与胆管细胞癌临床病理因素的关系

     
分组             n    Twist表达 n (%)

性别 

    男          25     22(88.00)

    女          24     17(70.83)

年龄(岁) 

    <60          26     18(69.23)

    >60          23     21(91.30)

分化程度 

    高          16     11(68.75)

    中          13     11(84.62)

    低          20     17(85.00)

CA19-9(kU/L) 

    <300          29       5(17.24)a

    >300          20     10(50.00)

浸润 

    无          20       7(35.00)b

    有          29     24(82.76)

淋巴结转移 

    无          29       6(20.69)b

    有          20     18(90.00)

aP<0.05, bP<0.01 vs  CA19-9>300 kU/L, 有浸润与淋巴结转移.

表 2 胆管细胞癌中Twist与E-cadherin表达的关系 (n )

     
Twist

      E-cadherin  
合计

   -  + ++ +++

-   0   0   4   6  10

+   0   2   6   2  10

++   4   6   3   0  13

+++   6 10   0   0  16

合计 10 18 13   8  49

■应用要点
本研究提示胆管
细 胞 癌 中 Tw i s t
表 达 增 高 ,  而
E-cadherin表达减
少, 可能参与了肿
瘤细胞的上皮间
质转化, 肿瘤细胞
间黏附作用降低, 
导致肿瘤细胞的
浸润和转移, 并且
两者表达呈负相
关, 表明两者存在
调节机制, 转录因
子Twist和黏附分
子E-cadherin与胆
管细胞癌的浸润
转移相关, 可能为
今后胆管细胞癌
的治疗提供了一
个新的靶点.
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制失去作用, 导致失控的细胞生长, 而转录因子

对E-钙黏蛋白的调控作用非常重要[11-13].
有研究表明, Twist在膀胱癌组织标本中的

表达明显高于非癌标本, 并与肿瘤的进展相关, 
并且转移部位的表达高于原发部位, 同时还伴

有胞膜上E-cadherin的表达减弱[14], Kwok et al [15]

通过对非雄激素依赖性前列腺癌的研究发现, 
通过siRNA使Twist失活后, 可以提高紫杉醇类

抗癌药物的作用, 还发现肿瘤浸润和转移的能

力下降. Yang et al首次发现Twist在乳腺癌转移

中的重要作用, 通过抑制Twist的表达后, 可以有

效抑制高转移能力的乳腺癌细胞如浸润性小叶

癌, 高度浸润型乳腺癌发生肺转移, Twist的异常

表达导致了E-cadherin介导的细胞间粘连的丧

失, 并激活了一些间质分子的生成, 提示Twist在
EMT中的作用[7]. 

我们研究证实, Twist在ICC、ECC、癌旁

组织和正常胆管组织中的阳性表达率分别为: 
79.31%、80.0%、20.83%和15.0%, 其在ICC及

ECC中表达明显强于癌旁组织或正常胆管组织; 
E-cadherin在ICC、ECC、癌旁组织和正常胆管

组织中的阳性表达率分别为: 44.83%、40.0%、

95.24%和100%, 在ICC及ECC中表达弱于癌旁

组织或正常胆管组织; 其相关性研究表明, 二
者在胆管细胞癌中表达高度相关, 两者的表达

呈明显的负相关, 提示一方面胆管细胞癌组织

中Twist高表达; 另一方面Twist高表达的组织伴

有E-cadherin的表达减弱或消失, 二者之间可能

存在抑制表达的机制, 这与相关文献的报道结

果相一致. 另外, 我们的实验还发现Twist蛋白

表达水平与年龄、性别及组织病理分级无关

(P >0.05), 与CA19-9水平、肿瘤浸润及淋巴结转

移有关, 可能提示其Twist表达可能与肿瘤浸润

及淋巴结转移相关. 
总之, Twist的高表达与E-cadherin的低表达

与胆管细胞癌的发生发展相关; Twist可能参与

了胆管细胞癌浸润转移的过程. 进一步的研究

需要证实Twist与E-cadherin的影响关系以其作

用机制,  Twist与其他相关基因的关系, 以及是否

存在可以抑制Twist表达的方法. 随着基础研究

的不断深入, 以Twist为靶点的治疗或可成为胆

管细胞癌的重要治疗手段之一.
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Abstract
AIM: To observe the effects of anisodamine 
and gabexate mesilate on biliary dynamics in 
patients after biliary operation.

METHODS: Sixty-five patients after choledo-
chotomy were randomly divided into control 
group (n = 20), anisodamine treatment group 
(n = 22) and gabexate mesilate treatment group 
(n = 23). Plasma endotoxin level and bile duct 
pressure were measured on days 1, 2, 3, 4, 5 and 
7 after operation, respectively. Hepatobiliary 
function was evaluated using quantitative 99mTc- 
EHIDA hepatobiliary scintigraphy on days 3 
and 7 after operation.

RESULTS: The bile duct pressure in patients 
in the gabexate mesilate treatment group was 
lower than that in the control group on days 1, 2 
and 3 after operation (1.76 ± 0.20 kPa vs 1.84 ± 0.28 

kPa, 1.60 ± 0.221 kPa vs 1.86 ± 0.20 kPa, and 1.56 
± 0.22 kPa vs 1.74 ± 0.24 kPa, respectively; all P < 
0.05). Plasma endotoxin levels in patients in the 
two treatment groups were lower than those in 
the control group on days 3 and 4 after opera-
tion (all P < 0.05). On day 3, the rates of duode-
nal appearance over 30 min in the two treatment 
groups were significant higher than that in the 
control group (P = 0.026 and 0.018, respectively). 
However, no significant differences were noted 
in the time to peak activity (Tmax) and the half-
time of excretion (T1/2) of the liver and common 
bile duct among the three groups.

CONCLUSION: Anisodamine and gabexate 
mesilate can promote bile excretion and reduce 
plasma endotoxin level in the early period after 
choledochotomy perhaps through improving 
the function of sphincter of oddi.

Key Words: Anisodamine; Gabexate mesilate; Bil-
iary dynamics; Biliary operation; Radionuclide im-
aging; Endotoxin

Zhou M, Guo YT, Chang YB, Zhong ZH. Effects of 
anisodamine and gabexate mesilate on biliary dynamics 
in patients after biliary operation. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(26): 2748-2751

摘要
目的: 观察胆总管结石术后, 使用山莨菪碱、

加贝酯对胆道和机体的影响. 

方法: 将胆总管结石术后患者65例, 随机分为
对照组(n  = 20), 山莨菪碱组 (n  = 22)和加贝酯
组(n  = 23), 分别于术后1、2、3、4、5及7 d检
测胆道压力及血清中内毒素的变化. 于术后
3、7 d进行99mTc-EHIDA肝胆动态功能显像定
量分析. 

结果: 胆道压力术后1、2、3 d, 加贝酯组的低
于对照组(1.76±0.20 kPa vs  1.84±0.28 kPa; 
1.60±0.221 kPa vs  1.86±0.20 kPa; 1.56±0.22 
kPa vs  1.74±0.24 kPa, 均P <0.05); 术后3、4 d, 
山莨菪碱组和加贝酯组血清中内毒素水平低
于对照组(P<0.05); 术后3 d, 30 min十二指肠显
影率(DAR)山莨菪碱组、加贝酯组与对照组

®

■背景资料
随着胆道外科手
术 增 加 ,  胆 道 术
后并发症亦逐渐
增 多 ,  有 研 究 报
道胆囊切除术后
有 5 % - 4 0 % 的 患
者术后出现腹部
疼痛、腹胀或其
他 症 状 等 ,  一 般
将此症状称为胆
囊切除术后综合
征(PCS). PCS中
约11%-40%的患
者无器质性病变, 
称为胆囊切除术
后胆道动力障碍
(PCBD). 近年来, 
PCBD越来越受到
人们的关注. 尽管
其机制尚未完全
明了, 其发生可能
是由于胆道术后
胆道神经体液调
节功能失调, 导致
胆道运动功能紊
乱, 这些紊乱属于
功能性改变, 可能
通过药物治疗得
以改善.

■同行评议者
陈积圣, 教授, 中
山大学孙逸仙纪
念医院肝胆外科
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间有明显差异(P  = 0.026, 0.018); 而肝高峰摄
取时间(Tmax)、半排时间(T1/2)、胆总管高峰摄
取时间(Tmax)及半排时间(T1/2)差异无显著性.

结论: 本研究提示术后早期, 山莨菪碱组、加
贝酯等药物可以促进胆汁排泄, 降低血清内毒
素水平, 其作用机制可能与改善术后Oddi括约
肌功能有关.

关键词: 山莨菪碱; 加贝酯; 胆道动力学; 胆道手术; 

放射性核素显像; 内毒素
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0  引言

随着胆道外科手术增加, 胆道术后并发症亦逐渐

增多, 其中不少并发症与胆道动力紊乱有关. 胆
道动力学研究正日益受到人们的关注[1]. 胆道术

后, 胆道神经体液调节功能失调, 胆道运动功能

紊乱, 可导致系列临床症候群[2]. 这些紊乱多属于

功能性改变, 有可能通过药物纠正. 本研究通过

胆道测压、动态核素显像等方法, 观察胆道术后, 
使用山莨菪碱、加贝酯对胆道、机体的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2005-09/2009-01我院普外科收治

胆总管结石患者65例, 其中男40例, 女25例; 平
均年龄53±11岁; 出现黄疸的时间16±8 d; 其
总胆红素为69±45 μmmol/L; 全部患者均行择

期胆囊切除、胆道探查取石、T管引流术, 所有

患者术后恢复良好. 患者纳入标准: (1)术前经B
超、CT或MRCP明确诊断; (2)心肺肾等器官功

能良好; (3)无胆道以外其他系统感染者; (4)术中

胆道造影证实胆总管下端通畅, 胆管内无残石. 
排除标准: (1)合并急性胆管炎; (2)合并肝内胆管

结石; (3)胆道肿瘤或胆道下段炎性狭窄.
1.2 方法 
1.2.1 分组及治疗: 患者随机分为对照组(n  = 20), 
山莨菪碱组(n  = 22)和加贝酯组(n  = 23). 3组患

者围手术期均给予二代头孢、甲硝唑抗感染, 
维持水电介质、酸碱平衡, 适当营养支持等治

疗, 术后镇痛使用杜冷丁肌注. 山莨菪碱组: 在
上述治疗基础上, 每日给予山莨菪碱(杭州民生

药业)10 mg肌肉注射1 d 2次, 术后开始连用7 d. 
加贝酯组: 在上述治疗基础上, 每日给予加贝酯

(常州金远药业)300 mg加入5% GS中, 静脉滴注

1 mg/(kg·h), 术后开始连用7 d. 
1.2.2 胆道测压: 术后1、2、3、5、7 d进行胆道

测压, 将胆汁引流管接在无菌U形水柱管上, 以
平卧位腋中线为水平0点, 胆道测压于7:00-8:00
进行测量, 每10 min记录1次, 共记录3次. 
1.2.3 实验室检查: 术后1、2、3、5、7 d检测血

清、胆汁中内毒素的变化. 内毒素的测定: 采用

偶氮显色法定量监测, 试剂盒由上海市医学生

化所提供. 
1.2.4 核素肝胆动态显像: 分别于术后3、7 d进
行. 所有受试者禁食12 h, 患者取仰卧位腋中

线为水平0 点, T管抬高15 cm, 静脉注射99mTc-
6EHIDA 185 MBq, 采用美国ADAC公司Genesys 
SPECT进行动态显像, 1帧/min, 连续60 min. 分
别对心、肝、胆总管及十二指肠画感兴趣区

(ROI), 建立各感兴趣区的时间放射性曲线, 并
对曲线进行分析, 分别计算出各组肝脏及胆总

管高峰摄取时间(Tmax)、半排时间(T1/2)、30 min
十二指肠显影率(duodenal appearing rate, DAR).

统计学处理 数据采用单因素方差分析和

χ2检验, P <0.05认为有统计学意义. 全部统计用

SPSS11.5统计分析软件完成.

2  结果

2.1 胆道压力的测定 术后1、2、3 d, 加贝酯组胆

道压力低于对照组(P <0.05, 表1), 其余未见明显

异常.
2.2 血清中内毒素的检测 术后3、4 d, 山莨菪碱

组、加贝酯组的胆汁及血清中内毒素水平低于

对照组(P <0.05, 表2), 其余未见明显异常. 
2.3 胆道核素显像结果的比较 (1)术后3、7 d, 3
组患者肝脏及胆总管高峰摄取时间(Tmax)、半排

时间(T1/2)均未见明显差别(表3). (2)30 min DAR: 
术后3 d, 对照组为25.0%(5/20), 山莨菪碱组为

59.0%(13/22), 加贝酯组为60.8%(14/23), 山莨菪

碱组、加贝酯组与对照组间有明显差异(对照组 
vs  山莨菪碱组: χ2 = 4.972, P  = 0.026, 对照组 vs  
加贝酯组: χ2 = 5.580, P = 0.018); 术后7 d, 对照

组为55.0%(11/20), 山莨菪碱组为68.2%(15/22), 
加贝酯组为65.2% (15/23), 山莨菪碱组、加贝

酯组与对照组间无差异(对照组 vs  山莨菪碱组: 
χ2 =0.772, P  = 0.380, 对照组 vs 加贝酯组: χ2 = 
0.467, P  = 0.494).

3  讨论

胆道的运动受植物神经支配外, 还由胃肠激素

■研发前沿
随着胆道动力学
研 究 日 益 深 入 , 
人们发现Oddi括
约肌(SO)功能在
维持正常胆道动
力发挥着重要作
用 .  SO生理功能
通 过 C C K 、 胃
动素等胃肠道激
素并经通过“神
经 - 内 分 泌 - 免 疫
调节网络”实现
正常胆道生理功
能, 既是胆系的总
“阀门”, 又起到
“泵”的作用. 对
SO 病理生理条件
下动力学变化的
研究正成为该领
域研究重点.

■相关报道
1974 年Vondrasek  
et  al 首先报道内
镜下十二指肠乳
头插管Oddi括约
肌测压以来, 随着
内镜测压技术、

B 超 诊 断 及 同 位
素扫描技术的发
展与进步, 对Oddi
括约肌运动功能
及其生理及病理
生 理 的 认 识 逐
步深入 .  1998年
Abell et al 又完成
了ERCP下SO肌
电信号的采集, 进
一步推动SO功能
的研究.
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和神经介质调控, 如胆囊收缩素(CCK)、胃动

素(motilin)、组胺及内腓肽(endorphine)等. 这些

物质与神经冲动一起协调着胆道的舒缩活动. 
胆道探查术后, 胆囊的缺失可导致胆道神经体

液调节功能失调, 以及胆道探子使用可能导致

十二指肠乳头水肿等因素均可造成胆道、肠道

运动功能紊乱, 特别是Oddi括约肌功能障碍[3-5]. 
Holdsworth et al早在1989年就发现胆道探察术

后胆道压力有一过性增高表现[6]. 而这些改变多

属于功能性, 并非器质性病变, 可通过药物进行

调整. 本研究通过胆道测压、动态核素显像等

方法, 观察胆道术后, 使用山莨菪碱、加贝酯等

外科常用药物对胆道、机体的影响.  
山莨菪碱是临床最常用的一种M胆碱受体

阻断剂, 可对抗外周乙酰胆碱, 松弛平滑肌. 加
贝酯是一种化学合成的非肽类蛋白水解酶抑制

剂, 已广泛地应用于胰腺炎的治疗[7-8], 其还能松

弛胆囊和胆道平滑肌[9]. 研究发现上述2种药物

均能有效地舒张Oddi括约肌[10-11]. 本实验观察发

现术后3 d, 使用山莨菪碱、加贝酯的患者, 30 
min十二指肠显影率明显高于对照组, 提示术后

早期上述2种药物能增加患者胆汁的肠道排泄. 
而核素显像3组患者肝脏及胆总管高峰摄取时

间(Tmax)、半排时间(T1/2)均未见明显差别, 证明

3组患者肝脏胆汁分泌能力方面无明显差别, 故
推测可能由于药物松弛Oddi括约肌, 使胆汁易

于进入肠道. 本实验还观察到术后1、2、3 d, 加
贝酯组的胆道压力低于对照组, 亦支持上述推

测, 但山莨菪碱组术后胆道压力未见差异, 目前

尚无法得出结论, 有待进一步临床观察. 
本实验还得到了另一佐证: 术后早期3组患

者在血清中内毒素水平出现明显差异, 山莨菪

碱、加贝酯组低于对照组. 肠道是人体重要的

细菌储库, 肠道菌群平衡一旦破坏, 肠道细菌即

可跨过肠黏膜屏障, 成为全身性感染的重要感

染源[12]. 研究表明, 胆汁酸的正常代谢是维持胆

肠微生态环境稳定的重要环节, 如果胆汁酸的

排泄受阻, 肠道胆盐缺乏会导致G-杆菌大量繁

殖, 侵入机体, 产生大量内毒素. 胆道梗阻是细

菌易位的主要因素之一[13], 梗阻性黄疸患者内

毒素血症发生率高达24%-68%[14]. 胆道探查术后

早期Oddi括约肌常处于水肿、痉挛状态[6], 胆汁

表 1 术后3组患者胆道压力的变化 (kPa)

     
分组          1 d     2 d               3 d         4 d    5 d              7 d

对照组  1.84±0.28          1.86±0.20          1.74±0.24         1.52±0.22          1.16±0.14         1.00±0.16

山莨菪碱组 2.00±0.26          1.72±0.26          1.70±0.30         1.44±0.26          1.28±0.12         1.04±0.16

加贝酯组  1.76±0.20a         1.60±0.221a       1.56±0.22a        1.46±0.26          1.16±0.16         1.06±0.14

aP<0.05 vs  对照组.

表 2 术后3组患者血清中内毒素的变化 (EU/L)

     
分组          1 d     2 d               3 d         4 d    5 d               7 d

对照组  0.44±0.10          0.40±0.14          0.36±0.13          0.36±0.15          0.30±0.14         0.29±0.16

山莨菪碱组 0.45±0.18          0.37±0.18          0.30±0.11a         0.30±0.11a         0.30±0.13         0.27±0.12

加贝酯组  0.44±0.13          0.36±0.16          0.31±0.12a         0.27±0.08a         0.27±0.13         0.25±0.12

aP<0.05 vs  对照组.

表 3 术后3组患者肝脏及胆总管高峰摄取时间(Tmax)、半排时间(T1/2)结果的比较

     
                术后3 d               术后7 d

分组         肝脏(min)                胆总管(min)                         肝脏(min)               胆总管(min)

  Tmax       T1/2            Tmax                 T1/2  Tmax        T1/2            Tmax                  T1/2

对照组             8.2±2.5     17.2±3.0      20.5±5.0     23.7±4.1      8.5±2.7     16.2±3.5      19.5±5.9     21.7±4.9

山莨菪碱组          8.6±3.5     16.2±4.2      19.9±6.1     24.1±3.9      8.6±3.7     17.5±3.5      18.7±5.7     22.5±3.8

加贝酯组             8.8±3.5     17.1±4.1      21.5±4.8     24.5±4.9      8.4±3.1     16.8±4.4      19.9±4.9     19.7±4.9

■应用要点
随着胆囊结石发
病率增高, 胆囊切
除术后出现胆道
动力障碍日益受
到广泛的关注, 从
而推动了胆道动
力学的研究. 而类
似本研究的临床
探索将为胆道动
力学的基础理论
研究, 胆道运动功
能紊乱的治疗和
药物研发提供直
接的数据反馈和
资料积累.
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主要经T管引流到体外, 给予山莨菪碱、加贝脂, 
可松弛Oddi括约肌, 使部分胆汁进入肠道, 从
而减少了细菌易位和内毒素的生成. 术后中晚

期, 随着Oddi括约肌的功能逐步恢复, 胆道压力

接近正常, 胆汁排入肠道增多, 故而3组患者在

十二指肠显影率、胆道压力、血清内毒素等方

面基本趋同. 
本研究证实山莨菪碱、加贝脂可以在胆道

术后早期, 增加胆汁的肠道排泄, 减少患者血清

中内毒素的数量, 这些现象可能与山莨菪碱、

加贝脂对Oddi括约肌的松弛作用有关. 本实验

结果提示胆道术后应用山莨菪碱、加贝脂, 可
能有利于患者的恢复.
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本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 与

影响因子不同的是, 这个指标不仅考察了引文的数量, 而且考虑了施引期刊的影响力, 即: 某期刊如果越多地

被高影响力的期刊引用, 则该期刊的影响力也越高. 正如Google考虑超链接的来源, 特征因子也充分考虑引文

的来源, 并在计算中赋予不同施引期刊的引文以不同的权重. 特征因子分值的计算基于过去5年中期刊发表的

论文在期刊引证报告统计当年的被引用情况. 与影响因子比较, 期刊特征因子分值的优点主要有: (1)特征因子

考虑了期刊论文发表后5年的引用时段, 而影响因子只统计了2年的引文时段, 后者不能客观地反映期刊论文的

引用高峰年份; (2)特征因子对期刊引证的统计包括自然科学和社会科学, 更为全面、完整; (3)特征因子的计算

扣除了期刊的自引; (4)特征因子的计算基于随机的引文链接, 通过特征因子分值可以较为合理地测度科研人

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-09-18)
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Abstract
AIM: To investigate the efficacy of combined use 
of different blood purification methods in the 
treatment of severe acute pancreatitis (SAP) and 
explore the therapeutic mechanisms involved. 

METHODS: Sixty-one SAP patients were ran-
domly divided into control group (n = 29) and 
treatment group (n = 32). Patients in the control 
group underwent conventional therapy, while 
those in the treatment group underwent conven-
tional therapy and blood purification [including 
continuous high-volume hemofiltration (CH-
VHF), hemoperfusion (HP), and peritoneal di-
alysis (PD)]. The efficacy was compared between 
the two groups. 

RESULTS: Compared with the control group, 
the duration of abdominal pain relief was sig-

nificantly shortened, ascitic amylase level was 
significantly reduced, and APACHE II score 
and CT severity index (CTSI) were significantly 
improved in the treatment group. The response 
rate achieved in the control group was signifi-
cant lower than that in the treatment group 
(72.41% vs 90.63%, P < 0.05), while the mortality 
rate in the control group was significant higher 
than that in the treatment group (27.59% vs 
9.38%, P < 0.01). 

CONCLUSION: Blood purification can rapidly 
improve clinical symptoms and reduce mortal-
ity rate in SAP patients, and is therefore effective 
for treatment of SAP. Combined use of CHVHF, 
HP and PD has better efficacy in the treatment 
of extremely severe cases of SAP than either 
method alone. 

Key Words: Severe acute pancreatitis; Continuous 
blood purification; Hemoperfusion; Peritoneal dialysis

Huang XY, Zhang M, Song XX, Wang Y, Luo CE, Liu H. 
Combined use of different blood purification methods 
to treat severe acute pancreatitis: an analysis of 32 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(26): 2752-2755

摘要
目的: 探讨多种血液净化联合治疗重症急性
胰腺炎的疗效和机制. 

方法: 29例接受内科综合治疗患者为对照组, 
32例在内科综合治疗基础上增加血液净化(包
括连续性高容量血液滤过、血液灌流及腹膜
透析)为治疗组, 观察2组治疗效果.  

结果:  治疗组在腹痛缓解、腹水淀粉酶下
降、APACHEⅡ评分及CT严重度指数多项指
标均比对照组好转恢复快; 预后对照组治愈
好转21例(占72.41%), 死亡8例(占27.59%), 治
疗组治愈好转29例(占90.63%), 死亡3例(占
9.38%). 差异有统计学意义(P <0.05或0.01). 

结论: 血液净化治疗重症急性胰腺炎疗效明
显, 可迅速改善患者病情, 降低死亡率; 对病
情特别严重患者, 采用连续性高容量血液滤
过、血液灌流及腹膜透析联合治疗效果更佳.  

®

■背景资料
SAP在过去多主
张以手术治疗为
主, 但近年来随着
发病机制研究的
深入, 不少学者认
为, 手术难以阻止
胰腺坏死的发展, 
也不能消除炎症
反应, 而手术本身
又加重了机体的
损伤和负担, 同时
还增加了感染机
会, 因此, SAP治疗
趋势是采用非手
术综合治疗为主, 
仅在胆道严重梗
阻、胰腺穿刺提
示坏死胰腺组织
继发感染时才考
虑外科手术治疗. 
提高SAP抢救成
功率的关键是及
早采取预防措施, 
终止SIRS及各种
严重并发症的发
展, 才能提高治愈
率, 降低死亡率.

■同行评议者
汤恢焕, 教授, 湖
南省长沙市中南
大学湘雅医院普
外科; 程爱国, 教
授, 华北煤炭医学
院临床医学系
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是临床常见急危重症, 常发生全身炎症反应综

合征(systemic inflammatory response syndrome, 
S I R S)乃至多器官功能障碍综合征(m u l t i p l e 
organ dysfunction syndrome, MODS), 病情凶险, 
死亡率较高, 过去多主张以手术治疗为主, 但近

年研究证实各种炎性介质及细胞因子在SAP发
病机制中发挥重要作用, 我们将多种血液净化

疗法应用于SAP治疗并取得较满意的疗效. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院2004-03/2009-03住院患者共61例, 
其中男38例、女23例; 年龄19-75(41.3±12.5)岁; 
病因: 胆源性25例、酒精性12例、暴饮暴食10
例、原因不明10例、高脂血症4例; 受损脏器数

1-4个(合并急性肾衰竭29例、胃肠麻痹27例、急

性肝衰19例、急性呼吸窘迫综合征13例、急性

心力衰竭9例、急性上消化道出血9例、弥漫性

血管内凝血5例、胰性脑病4例). 所有患者全部

符合SAP诊断标准[1], 除具备急性胰腺炎临床表

现和生化改变外, 还兼有局部并发症(CT检查提

示胰腺坏死, 假性囊肿, 胰腺脓肿)及器官功能损

害; 腹水淀粉酶>1500苏式单位; Ranson评分≥3; 
APACHEⅡ评分≥8; BalthazarCT分级C级以上, 
并排除外科手术者. 前期患者29例仅接受内科综

合治疗为对照组, 后期患者32例在内科综合治

疗基础上增加血液净化(连续性高容量血液滤过

治疗32例、血液灌流治疗12例、腹膜透析治疗

9例, 其中同时接受上述3种血液净化治疗5例)为
治疗组. 2组患者在性别、年龄、病因、受损脏

器数无明显差异; 在APACHEⅡ评分、CT严重度

指数(CT severity index, CTSI)及腹水淀粉酶方面

也无统计学差异, 如下面各表所示. 
1.2 方法 
1.2.1 治疗方法: (1)内科综合治疗: 根据患者病

情给予个体化治疗措施, 如禁食、胃肠减压、

抗休克、改善微循环、使用胰酶抑制剂、预

防性抗生素、营养支持、对症治疗, 部分患者

还使用内镜治疗等. (2)连续性高容量血液滤过

(continues high volume hemofiltration, CHVHF)
治疗: 使用德国贝朗CRRT机, 费森尤斯AV600
聚砜膜血滤器, 置换液来源于费森尤斯4008S型
血液透析滤过机在线生产, 根据患者情况适当

调整置换液钾浓度. 治疗均采用连续性静脉-静
脉血液滤过模式, 中心静脉置管建立血管通路,
血流速200-300 mL/min, 置换液流量4000-6000 
mL/h(前稀释), 血滤器每12-24 h更换1次, 治疗

时间18-72 h, 根据病情, 必要时休息几小时后

再做, 超滤量根据病情需要调整, 采用普通肝素

或低分子肝素抗凝, 严重出血倾向者不使用肝

素. (3)血液灌流(hemoperfusion, HP)治疗: 使用

珠海丽珠公司生产的HA330-Ⅱ型树脂血液灌

流器, 方法是在CHVHF治疗基础上, 在血滤器

前串联上述血液灌流器增加HP治疗. (4)腹膜透

析(peritoneal dialysis, PD)治疗: 使用美国百特

公司Tenckehhof腹透直管, 手术置管将腹透管

最低点插入膀胱直肠窝(男性)或子宫直肠窝(女
性). 使用1.5%百特腹膜透析液, 透析液中加入适

量抗生素(头孢唑啉及头孢他啶0.25 g/L)和肝素

(4 mL/L), 先做腹腔灌洗, 待灌洗液由浊变清后

开始进行间歇性腹膜透析(intermittent peritoneal 
dialysis, IPD)治疗, 每次入液量1000 mL, 留腹1-2 
h, 每日做10-16周期. 
1.2.2 观察指标: (1)腹痛明显减轻时间, 腹水淀

粉酶变化. (2)治疗前及治疗后24、48及168 h(即
7 d)APECHEⅡ评分. (3)治疗前及治疗后14 d 
CTSI. 
1.2.3 标本采集方法: 血液标本采集远离中心静

脉的外周血管抽取. 腹水标本在完全放出腹透

液1 h后留取. CTSI积分计算方法[2-3]: 将Balthazar
分级A-E级分别记为0、1、2、3、4分; 将胰

腺坏死及其范围分为无、<33%、33%-50%、

>50%, 分别记为0、2、4、6分. 两项记分相加即

为CTSI积分. 
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 组

间显著性采用t检验, P <0.05表示组间比较有显

著性差异. 

2  结果

2.1 2组患者腹痛明显减轻时间及腹水淀粉酶变

化比较 2组治疗前腹水淀粉酶无差异, 治疗后腹

水淀粉酶均有下降, 但治疗组比对照组下降更

快更明显, 腹痛明显减轻时间也较短, 差异有统

计学意义(P <0.01, 表1). 

■创新盘点
本研究将内科治
疗结合连续性高
容血量血液灌流
及腹膜透析的血
液净化疗法应用
于SAP治疗, 并取
得较满意的疗效.
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2.2 2组患者在治疗前、治疗后24、48及7 d时

APACHEⅡ评分 2组患者治疗前APACHEⅡ评

分无差异, 治疗后APACHE Ⅱ评分均有下降, 但
治疗组下降更为明显, 尤其以48 h为著. 1 wk后2
组差异依然存在(P <0.05或<0.01, 表2). 
2.3 2组患者治疗前、治疗后3、14 d的CTSI积分

比较 2组患者治疗前CTSI积分无差异, 治疗后3 
d有差异, 14 d差异显著(P <0.01, 表3). 
2.4 2组患者治疗效果及预后比较 对照组29例治

愈好转21例(占72.41%), 死亡8例(占27.59%); 治
疗组32例治愈好转29例(占90.63%), 死亡3例(占
9.38%). 差异有统计学意义(P<0.05或<0.01, 表4). 

3  讨论

早在20世纪医学界就对SAP的发病机制进行了

研究, 提出“自身消化学说”. 目前比较公认

的4大机制是“胰腺胰酶自身消化”、“胰腺

血循环障碍”、“白细胞过度激活”和“肠

道细菌移居胰腺组织”学说. 其中“白细胞过

度激活”被认为是引起胰腺病情加重、多器

官功能衰竭以致死亡的重要原因[4]. 从1988年
Rinderkneeht提出的“白细胞过度激活”学说到

最近阐述的“第二次打击理论”即炎性因子的

产生及其级联“瀑布效应”, 使得胰腺局限性

炎症反应发展为威胁生命的SAP[5]而受到更多

关注. 
SAP在过去多主张以手术治疗为主, 但近

年来随着对其发病机制研究的深入, 认识到急

性胰腺炎发病后, 由于胰蛋白酶大量活化, 引起

胰腺自身消化, 引起胰腺及其局部组织坏死, 各
种胰酶吸收入血可过度激活白细胞、单核巨噬

细胞等炎性细胞, 生成和释放多种促炎性细胞

因子, 血液中肿瘤坏死因子(TNF-α)、白介素

(IL-1、IL-6等)、血小板活化因子(PAF)等水平

增高, 前列腺素(PG)、白三烯、氧自由基等炎症

介质增加, 引起全身的毛细血管通透性增加, 有
效血容量不足, 内稳态失调等诸多改变, 机体应

激水平增加, 可诱发SIRS, 严重时发展为MODS, 
如急性肺损伤、ARDS、急性肾损害或急性肾

衰竭、中枢神经系统功能紊乱(胰性脑病). 肝功

能损害或急性肝衰竭、应激性溃疡或胃肠道出

血等. 有不少学者认为, 手术难以阻止胰腺坏死

的发展, 也不能消除炎症反应, 而手术本身又加

重了机体的损伤和负担, 同时还增加了感染机

会, 因此, SAP治疗趋势是采用非手术综合治疗

为主, 仅在胆道严重梗阻、胰腺穿刺提示坏死

胰腺组织继发感染时才考虑外科手术治疗. SAP
死因大都是合并各种严重并发症, 因此提高SAP
抢救成功率的关键是及早采取预防措施, 终止

SIRS及各种严重并发症的发展, 才能提高治愈

率, 降低死亡率. 
连续性血液净化 ( c o n t i n u o u s  b l o o d 

purification, CBP)疗法是近年内科治疗学, 尤其

是急救医学治疗方法学的重要进展之一. CBP
除可以清除部分可溶性炎症介质和细胞因子外, 
还可以起到维持机体内稳态, 增强免疫功能等

作用. CBP包括一系列治疗方法, 其中CHVHF为
CBP重要方法之一, 其特点是由于增加了置换液

剂量(每日置换液剂量50 L以上为高容量)提高

炎症介质和细胞因子清除效果, 对防治SIRS和

表 1 2组患者腹痛明显减轻时间及腹水淀粉酶变化比
较 (mean±SD)

     
                                     治疗组                对照组            P 值

腹痛减轻时间(h)    10.6±3.7          26.4±4.8       <0.01

腹水淀粉酶(U)  

    治疗前           1801.7±445.4  1955.1±327.9   >0.05

    治疗后24 h    1230.3±331.6  1721.7±425.7   <0.01

    治疗后48 h      847.1±101.3  1356.4±123.2   <0.01

表 2 2组患者治疗前后APACHEⅡ评分变化比较 (mean
±SD)

     
           治疗组                 对照组                    P 值

治疗前            15.2±4.3           14.5±4.7             >0.05

治疗后24 h       8.3±3.1           12.4±3.5             <0.05

治疗后48 h       5.2±1.3             8.5±1.6             <0.01

治疗后7 d         5.0±2.3             7.1±2.5             <0.05

表 3 2组患者治疗前后Bahhazar CT分级评分比较 
(mean±SD)

     
               治疗组                 对照组                 P 值

治疗前                 6.3±1.4            6.5±2.2           >0.05

治疗后3 d            6.0±1.2            6.4±2.1           >0.05

治疗后14 d          2.0±1.6            3.4±1.2           <0.01

表 4 2组患者疗效及预后比较 (mean±SD)

     
                                   治疗组              对照组                P 值

治愈好转率(%)         90.63              72.41             <0.05

死亡率(%)                  9.38              27.59             <0.01

■应用要点
本 研 究 提 示 :  临
床上可根据SAP
患者的具体病情
特点来选择血液
净化治疗方式, 一
般患者均可选择
CHVHF治疗 ,  在
肝衰竭胆红素明
显增高患者应加
用HP治疗, 若腹部
胀痛肠麻痹明显
患者, 建议加用腹
腔灌洗及PD治疗.
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MODS疗效更佳. CHVHF作为一种连续性治疗

方法, 不但能持续非选择性清除促炎及抗炎介

质, 清除淀粉酶、脂肪酶、胰蛋白酶. 磷脂酶等, 
还能通过持续超滤脱水促进组织水肿消退, 为
营养支持创造条件, 同时改善组织氧的代谢, 通
过消除间质水肿, 改善微循环, 增加细胞携氧能

力, 从而改善组织的氧利用, 纠正低氧血症, 对
MODS, 尤其是对ARDS特别有效; 还可以通过

及时补充置换液钙盐、碳酸氢盐等可以快速便

捷地纠正低钙血症, 代谢性酸中毒以及钾、钠

等电解质紊乱. 因此, CHVHF治疗在维持内稳

定, 减轻应激反应, 改善SIRS和MODS的症状等

方面发挥了重要作用, 是不能用其他疗法所替

代的. CHVHF治疗对急性肝衰竭胆红素迅速增

高疗效不佳, 因血液滤过不能有效清除与蛋白

结合的胆红素, 但可通过增加HP治疗吸附清除, 
使胆红素下降[6]. 腹腔灌洗和PD治疗能够及时

清除胰腺及其周围坏死组织、各种胰酶及炎症

因子, 减少其进入血液循环, 达到减轻胰腺坏死

程度、终止病理过程的作用[7]. 本文研究结果显

示治疗组患者在临床症状缓解、腹水淀粉酶下

降、APACHEⅡ评分及CTSI多项指标均比对照

组好转恢复快, 差异有统计学意义; 多种血液净

化联合治疗可多靶点阻断SAP导致MODS的多

个环节, 使SAP病情减轻, 预后改善, 降低死亡

率. 我们的体会是: 临床上可根据SAP患者的具

体病情特点来选择血液净化治疗方式, 一般患

者基本均可选择CHVHF治疗, 在肝衰竭胆红素

明显增高患者应加用HP治疗, 若腹部胀痛肠麻

痹明显患者, 建议加用腹腔灌洗及PD治疗. 
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