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 述评 EDITORIAL
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Abstract
Confocal laser endoscopy is a novel technology 
which allows subsurface histological diagnosis 
at a cellular and subcellular level in vivo 
during ongoing endoscopy. Confocal laser 
endoscopy thereby provides instantaneous 
histopathology photographs during ongoing 
upper, lower gastrointestinal tract endoscopy 
and laparoscopy in high resolution by point 
scanning laser fluorescence analysis. The author 
undertook a systematic review that included 
novel technology advancement of confocal 
laser endoscopy, confocal laser laparoscopy, 
diagnostic values on the Barrett's esophagus, 
esophageal adenocarcinoma and gastric cancer, 
H pylori infection, collagenous colitis, ulcerative 
colitis, intraepithelial neoplasia, colorectal 
cancer and chronic hepatic lesions in diseases 
pertaining to digestive system. In addition, this 
article described molecular imaging of cancer, 
functional imaging of altered perfusion in 
malignant tumor and inflammatory diseases and 

high resolution in vivo morphological diagnosis. 
These new advanced technologies indicate that 
confocal laser endoscopy is evolving as a novel 
technique for rapid diagnosis of gastrointestinal 
neoplastic diseases at the microscopic level and 
bears the potential for molecular imaging in 
humans in the near future.

Key Words: Confocal laser endoscopy; Diagnosis; 
Digestive system diseases; Advancement

Huang YQ. Diagnostic value of confocal laser endoscopy 
in digestive system diseases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(16): 1711-1715

摘要
共聚焦内镜是一种新的内镜成像技术, 他在内
镜检查的同时, 可在体内进行表层下细胞及亚
细胞水平的组织学诊断. 通过点扫描激光分
析, 共聚焦上、下消化系内镜及共聚焦腹腔镜
可连续不断地获得高清晰度的组织学图像. 本
文系统阐述共聚焦内镜、共聚焦腹腔镜诊断
技术的最新进展, 以及共聚焦内镜对Barrett食
管、食管腺癌、胃癌、幽门螺杆菌(H pylori )
感染、胶原性结肠炎、溃疡性结肠炎、上皮
内瘤样变、结直肠癌和慢性肝病等消化系疾
病的诊断价值. 此外, 本文还阐述共聚焦内镜
检查时, 在体情况下恶性肿瘤与炎性病变的高
清晰度分子学图像及异常血流灌注特征. 共聚
焦内镜技术的进展有望在不久的将来使人类
消化系肿瘤分子水平的快速诊断成为可能.

关键词: 共聚焦内镜; 诊断; 消化系统疾病; 进展

黄颖秋. 共聚焦内镜在消化系疾病中的诊断价值.  世界华人消

化杂志  2008; 16(16): 1711-1715
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0  引言

共聚焦内镜是目前国际上最新的内镜成像技术, 
是传统电子内窥镜和微型共聚焦激光扫描显微

镜整合的产物[1]. 传统内窥镜所能达到的检查部

位, 共聚焦内镜均能达到. 共聚焦内镜的问世, 
使应用传统电子内镜检查的同时可进行消化系

www.wjgnet.com

®

■背景资料
目前, 虽然内镜下
活检材料的病理
组织学检查仍是
消化系疾病诊断
的金标准, 但因钳
取组织标本的偶
然性使检测结果
存在假阴性, 且不
能对在体组织实
时观测, 加之病理
诊断结果耗时较
长, 使内镜医生无
法在内镜检查当
时确定是否切除
病灶, 导致重复内
镜检查, 且治疗过
度或治疗不足给
患者造成不必要
的风险. 共聚焦内
镜可在内镜检查
的同时进行活组
织表面下成像, 并
可指导靶向活检, 
为体内组织学研
究提供了快速、

准确的诊断工具.

■同行评议者
张军, 教授, 西安
交通大学医学院
第二附属医院消
化内科



黏膜层的共聚焦显微成像, 进而观测组织的微

观结构变化. 不同的组织结构和疾病可即刻诊 
断[2]. 由于其能提供放大1000倍的内镜图像, 并
可以在内镜检查的同时观察黏膜层腺体、细胞

结构以及微循环的变化. 对体内组织超微结构

的精准分析有助于靶向活检, 可显著提高早期

肿瘤的发现率. 而表层下成像可清晰显露微观

疾病的特点, 使消化系黏膜炎症或细菌感染的

诊断也十分容易, 以此技术诊断溃疡性结肠炎

及H pylori感染便是一种新尝试[2]. 应用特制共

聚焦内镜及腹腔镜探针对活体动物的食管、

胃、小肠、大肠、肠系膜、肝、胰和胆囊等器

官的微观组织结构观查发现, 其各自的共聚焦

图像特征迥异, 这种新型探针显著拓宽了共聚

焦内镜的应用领域, 也为共聚焦腹腔镜的临床

应用提供了广阔空间[3]. 此外, 随着该技术的不

断进步, 共聚焦内镜下的分子成像诊断不久也

有望应用于临床[4], 这无疑对消化系疾病的诊断

提供了新的思路, 尤其为消化系早期肿瘤以及

癌前病变的快速诊断提供了更加有力的工具, 
必将开启消化系内镜诊断的新纪元[4-5]. 共聚焦

内镜在消化系疾病诊断的全新理念应引起人们

的广泛关注.

1  共聚焦内镜的结构和功能

共聚焦内镜是指将一微型共聚焦激光扫描显微

镜整合于传统电子内窥镜头端的结合体[1]. 其成

像原理为发自激光器的激光束经过扩束透镜、

物镜会聚于物镜的焦点上, 由激光束激发的被检

组织中所含荧光物质即产生不同方向的荧光, 其
中一部分荧光经物镜、聚焦透镜会聚于聚焦物

镜的焦点处, 在此处通过针孔被监测器所接收. 
只有在物镜的焦平面上发出的荧光能到达监测

器, 其他部位发出的荧光不能通过针孔. 因物镜

和聚焦透镜的焦点位于同一光轴, 故称其为共聚

焦成像. 激光束对机体组织以光栅模式逐点扫描

的同时, 位于焦点处针孔后的光电倍增管同步获

得对应点的共聚焦图像光谱, 再经计算机数字化

处理后, 最终在屏幕上显现出清晰的共聚焦图

像. 在成像过程中针孔的作用至关重要, 孔径的

大小决定图像的对比度和分辨率. 此技术可从表

层至深层逐一观测组织器官, 并根据荧光对比剂

的分布对组织器官的功能进行评估, 对黏膜层进

行体内模拟组织学诊断, 直接观察细胞及亚细胞

结构, 甚至进行分子成像, 指导靶向活检. 共聚焦

内镜技术作为一种全新的诊断工具, 因可逐层获
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得组织光学横断面的共聚焦图像, 常被称为“光

活检”或“光学切片”[4-6].

2  共聚焦内镜检查时荧光对比剂的应用

共聚焦内镜检查时, 为使成像对比更清晰, 需使

用荧光对比剂. 目前应用于共聚焦内镜诊断技

术的对比剂有荧光素钠、盐酸吖啶黄、四环

素、甲酚紫、白蛋白和光卟啉等. 其中较常应

用的对比剂为10%的荧光素钠和0.05%的盐酸

吖啶黄[7]. 前者为静脉应用, 价格低廉、无致突

变活性, iv后少数受检者可出现恶心、呕吐等一

过性不良反应. 后者为局部用药, 可能有轻微的

致突变作用, 故存在一定临床风险[5-7]. 研究显示, 
荧光素钠iv后20 s内即可成像. 因iv后荧光素钠

不能穿过消化系黏膜上皮细胞的类脂膜与细胞

核的酸性物质结合, 上皮细胞核和杯状细胞不

染色, 故不能清楚显示细胞核. 而上皮细胞、血

管及固有膜结绨组织基质的分辨率较高, 使结

绨组织和微循环系统产生强烈对比, 这一特性

有助于共聚焦内镜辨认柱状上皮细胞、杯状细

胞和隐窝结构[7]. 此外,共聚焦图像可清晰区别小

肠上皮细胞间隙与杯状细胞, 根据上皮细胞是

否中断而评估小肠的黏膜屏障功能[8]. 相反, 盐
酸吖啶黄可以穿过上皮细胞的类脂膜与细胞核

的酸性物质结合, 使细胞核和细胞浆染色, 局部

应用后数秒即可吸收, 因仅局限于黏膜表层, 更
适合标记表层上皮细胞, 对高度不典型增生及

早期肿瘤组织病灶的检测极为适宜[9].

3  共聚焦内镜在消化系疾病的诊断价值

3.1 Barrett食管及早期食管腺癌 Barrett食管是食

管腺癌的癌前状态, 是食管下段的复层鳞状上

皮被含有杯状细胞的单层柱状上皮替代的一种

病理现象[10]. 前已述及, 共聚焦内镜能识别上消

化系黏膜的不同上皮结构. 因杯状细胞在共聚

焦图像中有其特异的形状, 共聚焦内镜对Barrett
食管的诊断优势非常显著, 其敏感性和准确性

都很高[11-13]. Barrett食管作为食管腺癌的癌前病

变, 已引起国内外学者的普遍关注. 为降低其病

死率, 食管腺癌的早期诊断显得尤为重要. 共聚

焦内镜检查时, 高度不典型增生与非不典型增

生的Barrett食管上皮的组织超微结构完全不同, 
而由Barrett食管衍生的早期食管腺癌组织的共

聚焦图像更有其独特性[12], 食管腺癌组织中含

有异型细胞的不规则上皮及原有的正常基底膜

缺失这一高特异性[14], 使得共聚焦内镜对食管腺
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癌诊断的敏感性和准确性都高达90%以上[15]. 因
此, 共聚焦内镜对Barrett食管及食管腺癌的早期

诊断具有重要价值.
3.2 H pylori感染 H pylori感染可引发慢性胃炎、

淋巴瘤、消化性溃疡及胃癌等严重疾病. 尽管

对H pylor i的检测手段很多, 但共聚焦内镜对 
H pylori检测的超敏感性和准确性仍应引起人

们的高度重视[2]. 研究显示, 共聚焦内镜可用于

活体H pylori的检测, 经导管在胃黏膜表面局部

涂抹盐酸吖啶黄可观测H pylori的滋生情况. 因
盐酸吖啶黄可被局部胃黏膜吸收, 并可将位于胃

黏膜表面及其深层的H pylori染色, 经共聚焦内

镜成像后可清晰观测H pylori菌体及鞭毛的活动

情况. 同时与胃黏膜活检组织所进行的尿素酶试

验、组织学检查及细菌培养对比研究发现, 共聚

焦内镜对H pylori诊断的准确率高达100%[16]. 此
种技术也可准确诊断H pylori相关性胃炎[16].
3.3 癌前病变及早期胃癌 共聚焦内镜可用于

癌前病变及早期胃癌的诊断[11]. 众所周知, 癌
前病变的病理组织学特征是胃黏膜的不典

型增生及含有杯状细胞的肠化生上皮 .  而早

期胃癌的病理学特点是细胞结构异常、染

色质凝聚和核浆比例增大 [17].  二者的共聚焦

图像完全不同. 此外, 共聚焦内镜也能准确区

别正常消化系黏膜和肿瘤组织的微血管结 
构[18]. 共聚焦图像可清晰显示胃癌组织中特征

性的不规则细胞结构和血管异常分布, 正常胃

黏膜的微血管结构呈蜂窝状或螺管形, 规则分

布于胃小凹周围. 而胃癌病灶中则显示出过多

口径不一, 形状各异或呈短树枝样的微血管结 
构[19]. 应用共聚焦内镜对离体胃癌组织研究发

现, 癌细胞的核区面积均数显著大于正常细胞, 
而在体研究表明, 共聚焦图像可清晰显示胃癌

病灶中不规则细胞结构和血管异常分布的特征

性改变[20]. 业已证实, 共聚焦内镜对癌前病变和

早期胃癌诊断的特异性及敏感性都非常高[18]. 因
此, 共聚焦内镜可作为高危人群早期胃癌筛选

的一种新手段, 共聚焦内镜的靶向活检技术对

胃癌的防治具有重要意义.
3.4 胶原性结肠炎 胶原性结肠炎是一种不明

原因的非特异性炎症性肠病, 临床以慢性水样

泻、腹痛为其特点, 但血液学、细菌学检验、

下消化系X线造影及结肠镜检查等均无异常发

现, 病理学特征为结肠贴邻基底膜的上皮下胶

原层弥漫性增厚, 可超过正常基底膜厚度的2-20
倍. 此外, 还可见肠黏膜上皮细胞变平, 杯状细

胞明显减少等异常变化, 但隐窝结构几乎不受

影响[21], 因此临床诊断十分困难. 荧光素钠iv后
的共聚焦图像可清晰显示上皮下胶原带增厚[22]. 
此外, 共聚焦内镜还能清楚分辨正常结肠黏膜

与受侵袭结肠黏膜的超微组织结构, 共聚焦内

镜的上述特性无疑为胶原性结肠炎的诊断提供

了一种新思路, 也有助于提高靶向病理活检的

阳性率.
3.5 溃疡性结肠炎 共聚焦内镜可用于溃疡性结

肠炎的诊断[2]. 共聚焦图像显示正常的结肠黏膜

的隐窝开口规则, 呈圆形, 隐窝被均匀的上皮细

胞所覆盖, 杯状细胞分布正常, 而溃疡性结肠炎

的肠黏膜隐窝开口呈星形, 或隐窝局部聚集, 杯
状细胞减少[7]. 经结肠镜亚甲蓝全结肠染色确定

病灶部位后再行共聚焦内镜检查后发现, 共聚

焦图像可准确显示结肠的炎性改变及上皮内瘤

样变, 敏感性和特异性分别为94.7%和98.3%, 准
确性高达97.8%[23]. 研究证实, 共聚焦内镜下行

靶向活检可显著提高慢性溃疡性结肠炎上皮内

瘤样变及高度不典型增生病变的确诊率[23-24], 应
用共聚焦内镜对溃疡性结肠炎的随访观察有助

于结肠癌的早期诊断, 共聚焦内镜靶向活检技

术可作为溃疡性结肠炎发生上皮内瘤样变的诊

断金标准[24].
3.6 结肠上皮内瘤样变和结直肠癌 iv荧光素钠

对比剂, 共聚焦图像可清晰显示结肠黏膜的细

胞结构、血管、血细胞及固有膜的结绨组织. 
因荧光素钠静脉给药后并不富集于肠上皮细胞

核, 共聚焦图像不易观察到细胞核, 这有助于共

聚焦内镜辨认肠黏膜的柱状上皮细胞、杯状细

胞和隐窝结构[25]. 共聚焦内镜检查发现, 正常结

肠隐窝分布规律, 呈圆形, 杯状细胞数量正常, 
隐窝开口呈圆形或椭圆形. 经结肠镜亚甲蓝染

色确诊的结肠黏膜局限性病变再行共聚焦内镜

检查后发现, 上皮内瘤样变和结肠癌的隐窝呈

管状、绒毛状, 隐窝结构不规则, 杯状细胞减少

或缺失[26]. 此外, 结肠癌灶的细胞间隙清晰, 血管

结构不规则, 而良性病灶则无此表现. 共聚焦图

像对上皮内瘤样变和结肠癌诊断的敏感性和特

异性分别为97.4%和99.4%, 准确性也为99.2%[7]. 
可见, 共聚焦内镜对结肠癌的普查具有重要意 
义[24], 此技术的应用开启了早期结肠癌内镜诊断

的新纪元[27].
3.7 腹腔疾病 肝组织活检的病理诊断对大多数

肝脏疾病的确诊十分重要, 也是肝脏疾病确定

诊断的金标准. 然而, 肝组织活检仍存在诸多缺

■创新盘点
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管、食管腺癌、

胃癌、H pylori 感
染、胶原性结肠
炎、溃疡性结肠
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官病变提供了新
的思路.
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陷. 检查的有创性无疑使诊断风险增高, 标本取

材的错误常致一定的假阴性结果, 而且肝活检

不能动态观查肝脏组织结构变化. 共聚焦腹腔

镜技术的应用可完全避免上述缺点. 研究表明, 
共聚焦扫描图像能高清晰度地显示肝脏的炎性

细胞浸润、脂肪变性、胆管扩张、肝细胞周围

纤维化以及血流灌注异常等特性[28]. 此外, 还可

清晰显示肿瘤血管、肝转移灶和胰岛细胞等微

观变化[29]. 共聚焦图像快速高清晰度地辨认正常

和病变组织的细胞、亚细胞及分子结构的特性

有望在不久的将来实施分子诊断[29]. 一种带有特

制共聚焦探针的新型腹腔镜可实时表层下成像, 
清晰显示活体正常肝组织和病理肝组织的特征

性共聚焦图像. 此技术无疑对各种肝脏疾病的

快速、精确诊断提供了可能, 也有助于动态观

测肝组织的超微结构变化[28], 随着研究的进一步

深入, 共聚焦腹腔镜完全可用于腹腔内其他器

官病变的快速诊断.

4  结论

共聚焦内镜检查是一项新技术, 能在电子内窥

镜检查的同时对消化系黏膜活体细胞表面成像.  
共聚焦激光显微镜整合于传统电子内窥镜上可

以清晰显示黏膜组织的显微结构, 为消化系组

织学研究提供了快速可靠的诊断工具. 我们有

理由相信, 共聚焦内镜所具有的独特优势必将

对消化系疾病的诊断, 尤其是对消化系肿瘤的

早期诊断产生划时代的意义. 共聚焦内镜技术

的问世标志着内镜检查已从表浅到深层, 从宏

观到微观, 从形态学到组织学的质的飞跃. 共聚

焦内镜所特有的“光活检”优势, 将有望部分

取代传统的病理活检. 而进行靶向活检可有效

降低活检次数, 快速高效地实施消化系肿瘤的

早期诊断. 随着该技术研究的不断深入, 共聚焦

腹腔镜及共聚焦内镜下的分子成像有望不久应

用于临床. 尽管共聚焦内镜的发展前景十分乐

观, 但由于该技术尚处于研究探索阶段, 仍有很

多不足需要解决. 目前使用的荧光对比剂、氩

激光束的穿透性及共聚焦扫描显微镜的分辨率

等仍有诸多缺陷, 但相信随着荧光对比剂逐渐

成熟以及内镜技术、激光扫描技术和计算机图

像处理系统的日臻完善, 共聚焦内镜的应用前

景将十分广阔.
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Abstract
AIM: To evaluate the inhibitory effects of nuclear 
factor-kappa B p65 (NF-κB p65) on expression 
of p65 and to determine its combinatory effects 
with 5-FU on proliferation and apoptosis in 
EC9706 and Eca109 esophageal squamous cell 
carcinoma (ESCC).

METHODS: EC9706 and Eca109 cells were trans-

fected with 50 nmol/L p65 siRNA. The expres-
sion level of p65 mRNA was measured using PT-
PCR at 0, 24, 48 and 72 h. P65 and Bcl-2 protein 
levels were determined using Western blotting. 
The cells were also stained with FITC-annexin V 
and PI, and cancer cell apoptosis was detected by 
flow cytometry using CellQuest acquisition and 
analysis programs. Morphological changes of 
ESCC cells were observed microscopically follow-
ing p65 siRNA transfection with or without 5-FU. 

RESULTS: For EC9706 and Eca109 transfected 
with p65 siRNA, the expression level of the p65 
mRNA in ESCC cells was down-regulated with 
time. Peak inhibitory effect occured at 72 h and 
a significant difference was detected, compared 
with 0 h (0.12 ± 0.01 vs 0.28 ± 0.05, 0.1 ± 0.01 vs 
0.38 ± 0.04, both P < 0.05). The protein levels of 
p65 and Bcl-2 decreased after transfection with 
p65 siRNA at 72 h. There was a significant in-
crease in apoptosis level at 72 h following p65 
siRNA transfection (6.65% ± 0.27% vs 2.03% ± 
0.08%, 8.03% ± 0.06% vs 2.66% ± 0.25%, both P 
< 0.05). The proliferation of EC9706 and Eca109 
was slow after transfection with p65 siRNA at 
72 h, while p65 siRNA in combination with 5-FU 
significantly inhibited cell proliferation. 

CONCLUSION: p65 siRNA can block NF-κB sig-
naling pathway, down-regulates expression of 
Bcl-2, which makes activated NF-κB pathway a 
potential key target in gene therapy for ESCC.

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
Nuclear factor-kappa B; RNA interference; 5-FU; Bcl-2

Tian F, Song M, Xu PR, Liu HT, Xue LX. Effect of siRNA-
mediated inhibition of nuclear factor-κB in combination 
with 5-FU on apoptosis of squamous cell carcinoma cell 
lines. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(16): 1716-1721

摘要
目的: 利用RNAi技术特异性的抑制NF-κB亚
单位p65的表达, 观察其对p65表达的抑制作用
及联合5-FU对食管鳞癌细胞Eca109和EC9706
的影响. 

®

■背景资料
食管癌是世界上
最常见的恶性肿
瘤之一, 尤其在中
国河南省林县, 食
管癌的发生率和
死亡率均较高. 目
前, 中国食管癌的
主要类型仍是鳞
癌.

■同行评议者
周晓东 ,  研究员 , 
中山大学附属二
院医学研究中心; 
施瑞华, 教授, 南
京医科大学第一
附属医院消化科 
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方法: 将终浓度为50 nmol/L的p65 siRNA转染
到食管鳞癌细胞EC9706和Eca109中, 通过RT-
PCR检测0、24、48和72 h时段p65 mRNA的
表达水平. Western blotting法检测p65和Bcl-2
蛋白表达, Annexin V/PI复染结合流式细胞仪
检测细胞凋亡, 显微镜下观察p65 s iRNA与
5-FU单独或联合应用对食管鳞癌细胞形态学
特性的影响. 

结果: EC9706和Eca109细胞转染p65siRNA 
24、48和72 h后, p65 mRNA的表达水平随时
间的延长逐渐下调, 在72 h的阻断效率最为
明显, 与0 h相比, 差异有显著性(0.12±0.01 
vs  0.28±0.05, 0.1±0.01 vs  0.38±0.04, 均
P <0.05), 转染72 h后, p65和Bcl-2蛋白表达水
平下调. EC9706和Eca109转染p65siRNA后, 细
胞凋亡指数明显升高(6.65%±0.27% vs  2.03%
±0.08%, 8.03%±0.06% vs  2.66%±0.25%, 
均P <0.05); p65 siRNA转染72 h后, EC9706和
Eca109细胞增殖较慢; 当p65 siRNA与5-FU联
合作用, 细胞增殖明显受到抑制.

结论: p65 siRNA可阻断NF-κB信号通路, 下
调NF-κB下游基因中抗凋亡蛋白Bcl-2的表达, 
表明活化的NF-κB信号通路可成为食管鳞癌
基因治疗中一个重要的分子靶点. 

关键词: 食管鳞癌; 核因子-κB; RNA干扰; 5-FU; 

Bcl-2
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0  引言

食管癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一, 其死

亡率为整个肿瘤死亡的第六位[1]. 化疗药5-FU
是食管癌治疗中最常用的药物之一, 但是逐渐

出现的耐药却成为治疗中的一个难题. 核因子

κB(nuclear factor-kappa B, NF-κB)是近年来发现

的转录调控因子, 最常见的形式是由p50和p65
组成的异源二聚体, 活化的NF-κB信号通路可增

强肿瘤细胞对放化疗药物的敏感性. 有研究表

明, 在许多人类肿瘤如肝癌、肠癌、宫颈癌中

NF-κB信号通路的激活在肿瘤的发生发展中起

着重要的作用[2-7]. RNA干扰(RNA interference, 
RNAi)是由双链RNA(double-stranded RNA, 
dsRNA)引发的转录后基因静默机制, 在很多生

物中都发现了这种现象, 包括果蝇、线虫、原

生动物、脊椎动物以及高等植物[8-10]. RNAi是双

链RNA介导的特异性基因沉默现象, 是目前研

究基因功能强有力的工具之一[11-13]. 本研究拟应

用RNA干扰技术, 使用针对NF-κB信号通路中

p65的特异性siRNA, 观察其对p65表达的抑制作

用及联合化疗药5-FU对食管鳞癌细胞Eca109和
EC9706的影响, 探讨将NF-κB作为基因治疗靶

点的价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 食管癌细胞系Eca109由本室保存, 食管

癌细胞系EC9706由中国医学科学院肿瘤医院肿

瘤研究所分子肿瘤学国家重点实验室惠赠. 细
胞在含有100 mL/L的胎牛血清, 100 kU/L青霉

素, 100 mg/L链霉素的1640培养液(Gibco公司)中
于37℃, 50 mL/L CO2的条件下培养, 实验细胞均

处于对数生长期. 鼠抗人p65(sc-8008)和鼠抗人

Bcl-2(sc-7382)抗体购自Santa Cruz Biotechnology 
公司; NF-κB p65 siRNA干扰试剂盒购自Cell 
Signaling Technology公司; 凋亡试剂盒Annexin 
V-FITC Kit购自美国Eckman CoulterTM公司.  
1.2 方法 
1.2.1 siRNA的转染: 按照siRNA干扰试剂盒说明

书的要求, 进行转染. 在转染前, EC9706(5×104)
和Eca109(6×104)按一定细胞数铺于6孔板中, 使
用无抗生素的培养基培养24 h. 将含有siRNA的

转染试剂与细胞共孵育5 h后, 加入新鲜培养基

孵育24 h.
1.2.2 细胞总RNA的提取和引物设计: p65 siRNA
转染0、24、48和72 h后 ,  用T R I z o l试剂从

EC9706和Eca109细胞中提取总RNA, 样品经琼

脂糖凝胶电泳观察. 设计p65上下游引物: p65的
上游引物为5'-ATAGAAGAGCAGCGTGGGG
ACT-3', 下游引物为5'-GGATGACGTAAAGGG 
ATAGGGC-3'; 内参GAPDH的上游引物为5'-AA
GGTCGGAGTCAACGGATTTG-3, 下游引物为 
5'-CTTGACAAAGTGGTCGTTGAGG-3'.
1.2.3 RT-PCR分别合成p65和GAPDH的cDNA
第一链: 取总RNA 1 μg, 随机六合引物1 μL, 5×
AMV Buffer 4 μL, Rnase Inhibitor(20 U/μL)1 μL, 
dNTP(10 mmol/L)2 μL, AMV RT 1 μL, 加DEPC
处理水至20 μL, 稍离心后混匀, 42℃水浴60 min, 
70℃水浴10 min. 从上述反应体系中取2 μL, 加
10×PCR Buffer 5 μL, 2 mmol/L dNTP 1 μL, 25 
mmol/L MgCl2 3 μL, 50 mmol/L的引物各0.5 μL, 
1 U/50 μL Taq酶1 μL, 无菌水36 μL, 总体积为50 

■研发前沿
化疗药5-FU是食
管癌治疗中最常
用的药物之一, 但
是逐渐出现的耐
药却成为治疗中
的一个难题.
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μL. 反应体系为: 94℃预变性2 min后开始循环, 
95℃变性1 min, 57℃退火1 min, 72℃延伸1 min, 
30个循环, 最后72℃延伸5 min.
1.2.4 Western blotting测定蛋白的表达: 按照细

胞质蛋白提取试剂盒说明书(P ie rce公司), 提
取细胞质蛋白, Bradford法检测蛋白质的含量, 
-70℃保存. 转染p65 siRNA 72 h后, 从Eca109
和E C9706细胞中取细胞质蛋白, 与预染的蛋

白质分子量标准一起上样. 检测p65和非靶向

MAPK蛋白, 及抗凋亡蛋白Bcl-2的表达, 经120 
g/L SDS-PAGE分离, 电转到硝酸纤维膜上. 5%
的脱脂奶粉TBST溶液封闭2 h, 抗体按1∶100
孵育4℃过夜, TBST溶液洗涤10 min×3次, 硝
酸纤维膜分别与辣根过氧化物酶标记的二抗 
(1∶50000)室温孵育1 h后, TBST溶液洗涤10 
min×3次, DAB显色. 实验重复3次.
1.2.5 流式细胞仪检测凋亡细胞: 转染和未转染

p65s iRNA的食管鳞癌细胞, 单独或联合使用

5-FU治疗后72 h, 制备各组单细胞悬液, 做细胞

计数. 取至少106个细胞移入新的1.5 mL离心管

中, 4℃下500转离心5 min, 形成细胞团. 小心移

去上清液, 冰预冷PBS洗细胞2次, 保证每管细胞

数至少106个细胞. 加5 μL Annexin V-FITC和2.5 
μL PI到100 μL的细胞悬液中, 轻轻混匀; 以未染

色细胞调零机器, 以Annexin V-FITC单染管和PI
单染管做为基准参照, 测定每个上样管数据, 利
用CellQuest3.0软件进行参数获取和资料分析, 
计算凋亡细胞百分比.
1.2.6 治疗前后细胞形态学观察: 在细胞培养状态

下, 用倒置显微镜分别观察两种食管鳞癌细胞未

转染组、转染72 h组、5-FU治疗组、转染48 h+5-
FU 24 h治疗组的细胞生长状态及形态学改变.

统计学处理 应用SPSS13.0统计软件进行统

计学处理, 统计学数据用mean±SD表示, 对计量

资料, 两样本均数比较采用t检验. 检验水准α = 
0.05.

2  结果

2.1 食管鳞癌细胞转染p65 siRNA后p65 mRNA
的表达 与未转染p65 siRNA的EC9706和Eca109
细胞相比, 转染后的EC9706和Eca109细胞, p65 
mRNA的表达水平下调, 与内参吸收峰面积相

比, 他们的相对含量见表1. 72 h的阻断效率最为

明显, 与0 h相比, 差异有显著性(P <0.05). 在食

管鳞癌细胞中, p65siRNA可以特异性的降解p65 
mRNA(图1, 表1).
2.2 食管鳞癌细胞转染p65 siRNA后各组p65蛋白

的表达 EC9706和Eca109细胞转染siRNA 72 h后, 
收集各组细胞提取细胞质蛋白, Western blotting 
检测细胞中p65的蛋白表达水平(图2). 结果表明, 
与未转染p65 siRNA的EC9706和Eca109细胞相

比, 转染后的EC9706和Eca109细胞, p65蛋白的

表达水平下调, 而非靶向蛋白MAPK的表达无影

响. 说明针对p65的siRNA可特异性的抑制p65的
表达, 对其他蛋白的表达无影响.
2.3 p65 siRNA阻断NF-κB信号通路下调Bcl-2的

表达 NF-κB可以调控多种下游基因的表达, 如
cyclin D1、c-myc、Bcl-2等, 这些基因的表达有

助于肿瘤细胞的增殖、抗凋亡. 食管鳞癌细胞

EC9706和Eca109在转染p65 siRNA 72 h后, 提取

细胞总蛋白检测抗凋亡蛋白Bcl-2的表达情况. 
结果表明, 在转染72 h Bcl-2的表达下降(图3).

表  1  p65 mRNA在EC9706和Eca109细胞中不同时间点表
达的相对含量

     
分组              0 h               24 h              48 h            72 h

EC9706   0.28±0.05  0.26±0.03  0.21±0.03  0.12±0.01a

Eca109    0.38±0.04  0.21±0.02  0.18±0.03  0.10±0.01a

aP<0.05 vs  0 h.

图  2  转染p65 siRNA后EC9706和Eca109细胞中p65蛋白的
表达. 1: EC9706对照组; 2: Eca109对照组; 3: EC9706转染组; 

4: Eca109转染组.
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图  1  p65 mRNA不同时间点表达的相对含量分析. A: 转染

组EC9706细胞; B: 转染组Eca109细胞; 1: marker; 2: 0 h; 3: 24 

h; 4: 48 h; 5: 72 h.
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■相关报道
Ma et al 的研究中
发现, 与正常的造
血细胞相比, 骨髓
瘤细胞中存在有
IκBα的磷酸化和
降解以及NF-κB
活性的增强, 并且
NF-κB的激活也
与骨髓瘤细胞对
化疗药物的抗性
有 关 ;  使 用 蛋 白
酶抑制剂PS-341
可以阻断NF-κB
的核转录及其与
DNA的结合活性, 
降低骨髓瘤细胞
对化疗药物的耐
受 性 ,  而 对 正 常
的造血细胞无明
显 的 影 响 ,  并 且
PS-341与化疗药
物联合使用可以
降低化疗药的副
作用.



www.wjgnet.com

田芳, 等. siRNA阻断NF-κB信号通路联合5-FU对食管鳞癌细胞凋亡的促进作用                                                	          1719

2.4 p65 siRNA与5-FU单独或联合使用对EC9706
和E c a109细胞凋亡的影响  流式细胞仪检测

细胞凋亡结果显示, EC9706和Eca109在转染

p65s i R N A后 ,  细胞凋亡指数明显升高(表2, 
P <0.05); 当与5-FU(327 mg/L)联合使用时, 凋亡

和坏死的细胞均显著增加(表2, P <0.05).
2.5 p65 siRNA与5-FU单独或联合应用对食管鳞

癌细胞形态学特性的影响 经p65 siRNA转染72 h
后, EC9706和Eca109细胞出现细胞形态缩小, 漂
浮数增加, 细胞增殖较慢; 在p65 siRNA转染48 h
后, 与5-FU联合作用24 h, EC9706和Eca109细胞

出现细胞形态缩小, 胞质凝缩, 细胞漂浮数明显

增加, 细胞数量下降, 增殖明显受到抑制(图4-5).

3  讨论

我们前期研究表明, 活化的NF-κB信号通路存在

于食管鳞癌细胞中[14-15], 但是, 激活的NF-κB信
号通路在食管鳞癌细胞的增殖、凋亡及对化疗

药的耐受性等机制中是否起作用, 尚不清楚. 本
研究使用RNA干扰技术, 特异性的阻断NF-κB
亚单位p65的表达, RT-PCR结果发现, p65 siRNA
的mRNA水平随着时间的延长而下降, 在72 h 
p65的表达受到明显抑制. 根据RT-PCR的结果, 
Western blotting实验中发现, 在转染72 h后, 与未

转染细胞相比, p65的蛋白表达水平也明显下降, 
而非靶向抗体MAPK的表达水平未受到影响. 

化学治疗和放射治疗是通过诱导肿瘤细胞

的凋亡起到抗肿瘤的作用[16-18], 活化的NF-κB信
号通路在肿瘤细胞的增殖、抗凋亡中起着重要

的作用, 一些研究发现, NF-κB在肿瘤细胞抗化

疗或抗放疗中也起着一定的作用[19-21]. 化疗药

5-FU是食管癌治疗中最常用的药物之一, 但是

逐渐出现的耐药却成为治疗中的一个难题 [22]. 
Bcl-2是一类新的癌基因家族成员, 基因转染实

验显示Bcl-2高表达广泛抑制大多数刺激剂诱导

的细胞凋亡[23-25]. Huang et al [26]使用针对Bcl-2的

siRNA转染宫颈癌细胞, 通过下调其表达, 研究

他在肿瘤细胞凋亡中的作用, 结果发现Bcl-2的
低表达会增加肿瘤细胞对化疗药的敏感性. 在
乳腺癌等多种肿瘤细胞的研究中, 通过使用NF-
κB抑制剂可以下调Bcl-2的表达, 促进肿瘤细胞

的凋亡, 提示NF-κB和Bcl-2能够成为肿瘤治疗

的新靶点[27-28]. 
NF-κB调控的下游基因包括IL-1、COX2、

MMP9等促进肿瘤发生的基因; VEGF、TNF等与

肿瘤血管生成有关的基因; ICAM-1、VCAM-1等
与肿瘤转移有关的基因; Bcl-2、cIAP、TRAF等
与肿瘤抗凋亡有关的基因[29-30]. 我们采用Western 
blotting法, 检测转染p65 siRNA, 阻断NF-κB信号

通路后, 是否能够下调抗凋亡基因Bcl-2的表达, 
结果发现, 与未转染细胞相比, 转染细胞中Bcl-2
的表达受到抑制. 本研究还采用流式细胞仪检

测食管鳞癌细胞在转染前后及单独或联合应用

5-FU后, 对细胞凋亡的影响. EC9706和Eca109在
转染p65 siRNA后, 细胞凋亡数开始增加; 当转

染细胞联合使用5-FU时, 细胞凋亡数明显增加

(P <0.05), 同时细胞死亡数也明显增加. 以上结

果显示, Bcl-2是肿瘤细胞抵抗凋亡的一个重要

的调节者, 当使用p65 siRNA阻断食管鳞癌细胞

中NF-κB信号通路时, Bcl-2的表达下调, 细胞凋

亡数增加, 提示Bcl-2也是受NF-κB调节的一个

重要的下游基因, NF-κB可以通过下调抗凋亡基

因Bcl-2的表达, 增加食管鳞癌细胞的凋亡; 当联

合使用化疗药时, 可以明显提高食管鳞癌细胞

的凋亡数. 因此, 食管鳞癌细胞对5-FU敏感性的

增加, 或许是由于NF-κB信号通路的阻断, 抑制

了抗凋亡基因Bcl-2的表达, 促进食管鳞癌细胞

凋亡. 
因此, 激活的NF-κB信号通路在食管鳞癌

细胞的增殖、抗凋亡及耐药中起着重要的作用, 
通过转染p65 siRNA可以特异性的阻断NF-κB信
号通路, 促进细胞的凋亡, 增加细胞对化疗药的

敏感性, 提示NF-κB信号通路可以成为食管癌基

表  2  流式细胞仪检测p65 siRNA转染后EC9706和Eca109
的细胞凋亡 (%)

     
分组		             EC9706                     Eca109

对照组               	       2.03±0.08            2.66±0.25

siRNA转染组                  6.65±0.27a           8.03±0.06a

5-FU组                        13.54±0.71          19.20±0.37

siRNA转染+5-FU组    24.61±0.85c         28.87±0.35c

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  5-FU组.

图  3  转染p65 siRNA后Bcl-2在食管鳞癌细胞中的表达. 
1: EC9706对照组; 2: Eca109对照组; 3: EC9706转染组; 4: 

Eca109转染组.

Bcl-2

Actin

26 kDa

42 kDa

1             2             3            4 ■应用要点
NF-κB信号通路
可以成为食管癌
基因治疗中一个
强有力的作用靶
点, 为食管癌的分
子靶向治疗提供
基础.
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因治疗中一个强有力的作用靶点. 
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Abstract
AIM: To highl ight t issue distr ibut ion of 
attenuated salmonellae carrying hepatocyte 
growth factor (HGF) genes in murine gastric 
ulcers and thereby to provide a basis for HGF 
application in gene therapy for gastric ulcers.

METHODS: Eighty acetic acid-induced gas-
tric ulcer rats were randomly divided into two 
groups: HGF treatment group (n = 40 rats) and 
green fluorescent protein (GFP) treatment group 
(n = 40 rats). Intragastric administration of at-

tenuated salmonellae carrying HGF and GFP was 
performed on rats, each one with 0.2 mL, and 
once every two days for totally 3 times. Three 
rats in GFP group were killed each time on day 
1, 3, 5, 7, 9 and frozen sections were made from 
stomach, liver, intestines, spleen and kidney to 
observe tissue distribution of target genes under 
fluorescence microscopy; 3 rats in HCF group 
were killed each time on day 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 
15, 17, 19 and 21 to obverse tissue expression 
using ELISA and to detect tissue distribution of 
eukaryotic expression vector using PCR.

RESULTS: In GFP group, some strong fluores-
cence was observed in the stomach and intes-
tines under fluorescence microscopy, and weak 
fluorescence in liver, spleen and kidneys. The 
intensity of fluorescence reached its peak on day 
5 and day 7. In HGF group, high-level HGF gene 
expression by ELISA was detected in stomach, 
liver, spleen, kidney and intestines with higher 
expression in the intestines and stomach. CMV 
promoter fragment of eukaryotic expression 
vectors was detected in stomach, liver, spleen, 
kidney, large intestine and small intestine.

CONCLUSION: As a cellular vector, orally-ad-
ministrated attenuated salmonellae could transfer 
target genes eukaryotic expression vector into 
stomach and intestinal tissues for gastric ulcer 
treatment in rats.

Key Words: Hepatocyte growth factor; Attenuated 
Salmonella bacteria; Gastric ulcer; Green fluores-
cent protein; Eukaryotic expression vector

Jiang ZB, Ha XQ, Gao P. Distribution of attenuated 
salmonellae carrying hepatocyte growth factor genes in 
murine gastric ulcers. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(16): 1722-1727

摘要
目的: 阐明携带肝细胞生长因子(HGF)基因的
减毒沙门氏菌在大鼠胃溃疡治疗中的组织分
布规律, 为HGF在胃溃疡基因治疗中的实际应
用提供依据. 

®

■背景资料
胃溃疡是全球性
多发病, 但目前各
种疗法尚不能改
变消化性溃疡的
自然病程和彻底
根治溃疡. 随着现
代分子生物学技
术的进步, 基因治
疗各种疾病的可
能性逐渐受关注. 
HGF是一种重要
的靶基因之一, 有
望利用其多种功
能治疗各种疾病.

■同行评议者
唐文富, 副主任医
师, 四川大学华西
医院中西医结合
科



蒋泽斌, 等. 携带肝细胞生长因子基因的减毒沙门氏菌在大鼠胃溃疡治疗中的组织分布			             1723

www.wjgnet.com

方法: 乙酸诱发80只大鼠胃溃疡模型, 随机
分成2组: HGF灌胃组(40只)和绿色荧光蛋白
(GFP)灌胃组(40只). 将携带HGF和GFP基因
真核表达质粒的减毒沙门氏菌分别给予大鼠
灌胃, 每只0.2 mL, 隔日1次, 共3次. GFP灌胃
组第1、3、5、7、9天分别处死大鼠3只, 取
胃、肠、肝、脾及肾组织制备成冰冻切片, 荧
光显微镜下观察目的基因组织分布; HGF灌胃
组第1、3、5、7、9、11、13、15、17、19、
21天分别处死大鼠3只, ELISA方法检测HGF
在各组织中的表达; PCR方法检测真核表达载
体在组织中的分布.  

结果: GFP组大鼠在荧光显微镜下观察到胃、

肠组织有较强的荧光, 在肝、脾、肾组织有
微弱的荧光, 荧光强度在第5、7天达到峰值; 
HGF组大鼠胃、肝、脾、肾、大肠、小肠组
织, 均检测到有HGF表达, 但胃、肠组织中表
达较高; 大鼠胃、肝、脾、肾、大肠、小肠均
可检测到真核表达载体的启动子CMV片段. 

结论: 在大鼠胃溃疡治疗中, 减毒沙门氏菌作
为细胞载体以po 方式可将携带目的基因的真
核表达载体相对靶向性转入胃、肠组织中. 

关键词: 肝细胞生长因子; 减毒沙门氏菌; 胃溃疡; 

绿色荧光蛋白; 真核表达载体
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0  引言

胃溃疡是全球性多发病, 在不同的国家、不同

地区, 其发病率相差悬殊. 据国外报道, 自然人

群中约10%的人患过此病. 国内住院患者资料

统计中, 本病占0.80%-3.08%, 而且80%溃疡患者

发病年龄在40岁以下[1]. 但目前现有的各种疗法

尚不能改变消化性溃疡的自然病程和彻底根治

溃疡. 肝细胞生长因子(hepatocyte growth factor, 
HGF)是1984年Nakamura从肝部分切除的鼠血浆

中分离和部分纯化并命名的[2]. HGF是一种多功

能生物因子, 在体内广泛分布, 存在于肝、肾、

脾、肺、脑、胸腺、 胰腺、甲状腺和唾液腺等

处. 他是多效性因子, 具有多种生物学活性[3-6], 研
究表明, HGF可促进胃肠上皮细胞增殖, 抑制细

胞凋亡, 加快胃肠上皮重建[7-8], 减轻炎症细胞浸

润, 减轻症状及黏膜损伤, 促进局部血管形成, 加
快胃肠道黏膜损伤愈合[9-10]. HGF被证明还具有

免疫调节作用, 对自身免疫性疾病具有治疗潜 
能[11-12], 而且HGF已证明可抑制瘢痕形成[13]. 上
皮化和血管形成是胃溃疡愈合必不可少的过程, 
HGF能促进胃上皮细胞增殖, 因此, HGF具有促

进胃溃疡愈合的作用. 但直接应用HGF蛋白治

疗胃溃疡存在一些缺陷, 比如HGF蛋白制剂存

在半衰期较短, 需要大剂量、反复给药才能维

持局部较高的浓度. 有时即使重复应用也难以

达到有效浓度, 应用蛋白制剂花费较高, 另外目

前的纯化工艺对于人药用级生长因子蛋白的纯

化还不是很成熟, 给临床治疗带来很大不便, 所
以我们利用减毒沙门氏菌作为基因表达传递载

体的优势及对黏膜组织强嗜性的特性, 将HGF
基因的真核表达载体转入减毒沙门氏菌中, 制
备成一种以减毒沙门氏菌为载体的po基因治疗

药物, 本文就是观察po携带肝细胞生长因子基

因真核表达质粒的减毒沙门氏菌在胃溃疡模型

大鼠各主要脏器中的表达水平和组织分布, 为
HGF在胃溃疡病和其他疾病的基因治疗实际应

用提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 携带HGF基因真核表达质粒的减毒沙

门氏菌和携带绿色荧光蛋白(GFP)基因真核表

达质粒的减毒沙门氏菌, 均由中国人民解放军

兰州军区总医院医学实验中心提供. Taq酶、

PCR Buffer、dNTP购自宝生物公司. 抗人HGF 
mAb(R&D)、重组人HGF蛋白(R&D)、辣根过氧

化酶标记羊抗小鼠IgG(北京中杉生物公司), 邻
苯二胺(OPD); 组织DNA提取试剂盒(优晶生物工

程有限公司); 100%冰乙酸(白银化学试剂厂); 引
物合成: CMV启动子上游引物5'-CCCAGTACAT
GACCTTATGGG-3', 下游引物为: 5'-GGAGACTT
GGAAATCCCCGT-3', 由上海生工生物有限公司

合成; Wistar大鼠80只, 年龄6-7 wk, 雌雄各半, 平
均体质量180±10 g. 由中国人民解放军兰州军区

总院实验动物中心提供.
1.2 方法 
1.2.1 胃溃疡大鼠动物模型的制备: 大鼠术前禁

食不禁水24 h, 30 g/L戊巴比妥钠溶液40 mg/kg体
质量ip麻醉, 剑突下0.5 cm纵向切开腹壁约2 cm, 
自肝后找出胃, 轻轻移出腹腔, 用微量注射器在

胃前壁胃窦部浆膜下近肌层处注射0.03 mL冰乙

酸, 生理盐水冲洗表面后关腹, 其后单笼饲养.
1.2.2 模型组大鼠分组及基因药物转移: 将模型

组大鼠随机分为2组: 携带HGF基因真核表达质

■研发前沿
肝细胞生长因子
至今尚未批准用
于任何一种疾病
的 治 疗 .  但 他 在
病毒性肝炎、肿
瘤、心血管疾病, 
胃溃疡和神经保
护等方面的作用
是近年研究的热
点之一.



www.wjgnet.com

1724                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年6月8日      第16卷     第16期

粒的减毒沙门氏菌组(HGF组40只)和携带GFP
基因真核表达质粒的减毒沙门氏菌组(GFP组40
只). 将携带HGF基因的减毒沙门氏菌菌株及携

带GFP基因的减毒沙门氏菌菌株分别接种于2 
mL含卡那霉素的LB培养液中, 震荡过夜, 次日

取50 μL加入50 mL含卡那霉素的LB培养液中, 2 
h后收集菌体, PBS清洗后, 用100 g/L的NaHCO3

悬浮, 调整细菌数为1×1012 cfu/L, 每只ig 0.2 
mL, 隔日1次, 共3次. 
1.2.3 目的基因分布的观察和HGF在组织中表

达: GFP组ig 3次后第1、3、5、7和9天分别处

死3只大鼠, 取胃、肠、肝、脾和肾组织制备

成冰冻切片, 荧光显微镜下观察GFP表达分布

情况. HGF组ig 3次后第1、3、5、7、9、11、
13、15、17、19和21天分别处死3只大鼠, 取主

要脏器(胃、肝、脾、肾、大肠和小肠), 将不同

大鼠的同一脏器取同一质量在冰上冷匀浆后离

心收集上清, 用ELISA方法检测HGF蛋白的表

达水平. 因为HGF在生理情况下各组织即有, 故
所有实验数据是以GFP组同时间处死大鼠的各

组织匀浆为对照检测, 即生理值为0的情况下的

值, 也就是外源基因HGF在体内的表达. 过程如

下: 用包被液1∶1稀释上清包被酶联免疫吸附

板中的各孔, 每孔100 μL, 4℃过夜; 弃包被液体

每孔加入120 μL封闭液, 4℃过夜; PBS-T洗3次, 
每次5 min; 分别加入工作浓度的抗HGF mAb和
抗VEGF多克隆抗体, 每孔100 μL, 37℃孵育1 h; 
PBS-T洗之; 分别加入辣根过氧化酶标记羊抗

鼠IgG及辣根过氧化酶标记羊抗兔IgG, 每孔100 
μL. 37℃孵育45 min; PBS-T洗之; 加入新鲜配制

的OPD底物显色液, 每孔100 μL, 5-10 min避光

显色后, 用2 mol/L H2SO4终止反应, 测波长490 
nm处吸光度值. 同时用重组人HGF标准蛋白作

一标准曲线, 以计算HGF的表达量.
1.2.4 组织基因组中真核表达载体启动子CMV: 
HGF组3次ig后, 第3天处死大鼠取肝、脾、肾、

胃、小肠和大肠脏器, 用组织DNA提取试剂盒

提取基因组DNA进行PCR反应, 上游引物为: 
5'-CCCAGTACATGACCTTATGGG-3', 下游引物

为: 5'-GGAGACTTGGAAATCCCCGT-3', 反应

条件为: 94℃, 5 min, 94℃, 30 s, 55℃, 30 s, 72℃, 
1 min, 72℃, 4 min, 30个循环, 15 g/L琼脂糖凝胶

电泳观察.

2  结果

2.1 GFP在大鼠主要脏器中的表达 GFP组在ig

后第1、3、5、7和9天大鼠的肝脏、肾脏、脾

脏、胃、大肠和小肠中均可观察到GFP的表达, 
其中以肝脏、胃、肠中表达较强(图1), 荧光强

度在第5、7天较强, 第1、9天次之.
2.2 ELISA方法检测HGF蛋白的表达 组织匀浆

后用ELISA检测HGF水平, 结果如图2. 可以看到

HGF蛋白在各组织均有表达, 但各组织的HGF
蛋白表达水平略有不同: 肝、肾在第9天时表达

量达到高峰, 胃、脾和小肠在第5天时表达量达

到高峰, 大肠在第13天时表达量达到高峰. 随着

时间推移表达量开始逐步下降, 直至第21天仍

有少量表达. 
2.3 组织基因组D N A中真核表达载体启动子

P C R的检测 H G F实验组第1、3、5、7、9、
11、13、15和17天大鼠主要脏器(胃、肝、脾、

肾、大肠和小肠)组织基因组DNA中均可扩增

出一个141 kb大小的片段, 第15天各组织基因组

DNA中CMV的PCR扩增如图3, 与引物设计时所

预计的扩增片段CMV大小相符, 说明减毒沙门

氏菌将携带HGF基因的真核表达质粒转入了大

鼠组织细胞的基因组中. 第19、21天大鼠各主

要脏器中未扩增出的CMV片段.

3  讨论

本实验中 ,  H G F治疗组大鼠各主要脏器组织

(胃、肝、脾、肾、大肠和小肠)中可扩增出

CMV片段, 表明减毒沙门氏菌可将外源HGF基
因转入大鼠各组织器官中. 并且在胃、肠组织

中具有较好的组织靶向性, 结合ELISA检测结

果可以看出po后第5天表达量达到高峰, 正好与

GFP组的表达和强度实验结果一致. 可以说明

在大鼠胃溃疡治疗中, 减毒沙门氏菌作为细胞

载体以po方式可将携带目的基因的真核表达载

体相对靶向性转入胃、肠组织中. 为HGF基因

药物的实际应用奠定实验基础和实验依据: (1)
证明po给药的可行性; (2)证明了减毒沙门氏菌

作为载体可以将HGF基因携带并转移到靶组织

(胃、肠、肝和肾)发挥其治疗作用; (3)在胃肠组

织中的表达量于第5天达到高峰, 为后续实验起

到指导作用. 
沙门氏菌是肠道病原菌, 是一种侵袭性胞

内菌, 他与宿主之间的反应通过Ⅲ型分泌机制

介导, 这种机制使细菌的效应蛋白转移到真核

细胞[14-15], 沙门氏菌可以侵入肠上皮进入淋巴系

统, 通过血液循环, 定居在脾脏和肝脏等器官[16], 
诱发全身性针对外源抗原的体液免疫和细胞免

■相关报道
近年来研究表明
生长因子在细胞
的增殖、运动、

损伤修复、细胞
外基质形成、血
管形成、溃疡愈
合及免疫调节等
方面起重要作用.
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疫. 通过基因工程方法减毒可降低其对宿主的

致病性, 但仍保持良好的侵袭能力, 对黏膜组织

有强嗜性. 减毒沙门氏菌已被实验性的用做外

源抗原基因载体, 并已初步证明能直接将真核

表达质粒携带进入动物细胞内, 表达相应的蛋白

而诱发免疫反应. 由于已减毒最终被宿主清除. 
近年来研究表明生长因子在细胞的增殖、

运动、损伤修复、细胞外基质形成、血管形

成、溃疡愈合及免疫调节等方面起重要作用. 
已有研究表明, 表皮生长因子(epidermal growth 
factor, EGF)在溃疡病发病、治疗和抗复发方面

均有一定意义, 国外已有基因重组的用于治疗

溃疡病和烧伤的EGF制剂, 是一个有希望的新

型黏膜保护剂[17]. 研究表明HGF: (1)可促进肠上

皮细胞增殖, 减轻炎症细胞浸润, 促进胃肠道黏

膜损伤愈合[9,18]; (2)HGF有强的促血管形成的功

能, 局部应用HGF可促进胃肠局部血液供应, 减
少氧自由基的产生, 从而减轻黏膜损伤, 促进损

伤黏膜修复[19]; (3)HGF具有免疫调节作用, 通
过诱导Th2细胞分泌细胞因子、抑制树突状细

胞功能等来治疗自身免疫性疾病, 如系统性红

斑狼疮、移植排斥反应和自身免疫性心肌炎 
等[20-21]. 肝细胞生长因子至今尚未批准用于任何

一种疾病的治疗, 但他在病毒性肝炎、肿瘤、

心血管疾病、组织黏膜修复、创伤愈合、胃肠

道溃疡和神经保护等方面的作用已有较多的报

道, 尤其是其在免疫性疾病治疗中的实验研究

已是近年来研究的热点之一[9,18,22]. 
GFP是来自水母的一种基因报告分子也是

一种全新的生物发光报告因子[23]. 他的生色团

是包埋于完整GFP序列中重复出现的三肽Ser-
Thyr-Gly组成的. 由于这个重组菌能够表达肉眼

■创新盘点
本实验没有直接
用HGF蛋白, 而是
采用HGF基因治
疗的方法, 并利用
减毒沙门氏菌作
为细胞载体. 
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图  1  GFP蛋白在大鼠主要脏器中的表达(×40). A: 小肠; B: 胃; C: 大肠.

图  2  HGF蛋白在各组织中的表达.
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图  3  第15天各组织基因组DNA中CMV的PCR扩增. 1: 2000 
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可见的绿色荧光蛋白, 所以菌落及菌液颜色均

呈绿色. 同时由于GFP能够在紫外光或蓝光激发

下发出明亮的绿色荧光, 因此可用FACS技术(流
式细胞技术)、荧光显微镜等方法进行检测, 为
此, 我们将GFP插入载体中构建重组质粒, 最后

转入减毒鼠伤寒沙门氏菌中, 建立表达系统. 荧
光强度是GFP在靶细胞中的表达量, 与感染靶

细胞的病毒颗粒的多少呈正比关系. 目的基因

HGF蛋白的表达与GFP荧光强度的表达变化基

本一致. 
大鼠乙酸性胃溃疡是一种慢性溃疡模型, 持

续时间长, 短则10余天, 长则半年, 一般第60天
左右可自然愈合, 大量研究表明此模型方法可

靠, 重复性好, 溃疡深而大, 肉眼观和组织形态

学观察均与人类的消化性溃疡非常相似[25], 所以

我们采用王英[24]的乙酸致大鼠胃溃疡模型方法

建立动物模型, 通过观察在大鼠胃溃疡基因治

疗中, 减毒沙门氏菌作为细胞载体以po方式可

以将携带目的基因HGF的真核表达载体相对靶

向性转入胃肠组织中从而发挥其治疗作用. 有
学者认为大鼠胃黏膜HGF mRNA分布于再生腺

体与黏膜下组织动脉血管之间的基质细胞中, 
其受体c-met mRNA则位于再生腺体上皮细胞, 
提示HGF可能通过旁分泌机制在胃溃疡修复中

发挥重要作用. HGF能使正常大鼠胃黏膜上皮

细胞环氧化酶-2 mRNA和蛋白表达分别增加至

236%和175%[25]. 环氧化酶-2系前列腺素合酶, 能
促进前列腺素的合成, 而前列腺素对胃黏膜细胞

具有保护作用, 能增加黏膜的血液循环, HGF也
可能通过增加前列腺素合成促进胃溃疡的愈合. 

基因治疗可能成为一些重大疾病如恶性肿

瘤、心血管疾病、消化系统、神经系统疾病、

传染病包括艾滋病等的有效治疗手段[26]. 而基因

治疗用于临床所面临的最大问题就是如何建立

一个安全、高效、实用、可重复的基因转移系

统. 转移系统中基因转移载体的选择十分重要, 
减毒沙门氏菌载体是基因治疗中广为应用的

一种基因转移载体, 本实验中我们没有直接用

HGF蛋白, 而是采用HGF基因治疗的方法, 并利

用减毒沙门氏菌作为细胞载体, 目的是: (1)能够

解决HGF蛋白直接应用存在的缺陷: 细胞因子

蛋白制剂存在半衰期较短, 需要大剂量、反复

给药才能维持局部较高的浓度. 有时即使重复

应用也难以达到有效浓度, 应用蛋白制剂花费

较高, 另外目前的纯化工艺对于人药用级生长

因子蛋白的纯化还不是很成熟, 给临床治疗带

来很大不便; (2)减少给药次数使损伤快速修复. 
将基因携带在真核表达载体上, 并将其转移到

损伤器官组织部位, 使组织成为“微型的药物

工厂”, 持续分泌一定时间的重组蛋白, 以达到

治疗疾病的目的. 一次服用可以表达一定的时

间, 从而减少用药次数缩短用药时间. (3)是利用

减毒沙门氏菌可以po及提高机体免疫力的优势. 
总之, 10多年的基因治疗临床试验已表明, 

基因治疗不仅作为一个新的生物医学概念为人

们所接受, 而且作为一种新的治疗手段和方法

被广大研究人员和临床工作者所实践. 而且到

目前为止所进行的多数研究表明, 基因治疗临

床试验总体上是安全、有效和易于操作的.
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Abstract
AIM: To analyze fatty acid metabolic profile 
changes of fatty livers induced by a high fat 
diet and to determine it’s role in non-alcoholic 
steatohepatitis (NASH).

METHODS: Sprague-Dawley rats were random-
ly divided into two groups: the control group 
(treated with normal diet, n = 7) and the model 
group (treated with high fat diet, n = 7). The rats 
were all killed at wk 16 to detect pathological 
changes in liver tissues. The metabolic profile 
changes of fatty acid in NASH and normal liver 
tissue samples were detected by ECF derivatiza-
tion for GC/MS technology. Data were analyzed 
using SPSS 11.0 software package. 

RESULTS: After a high fat diet for 16 wk, se-
vere fatty livers (+++) were present in the high 
fat diet group with remarkable inflammation. 

A significant morphological difference was de-
tected between the two groups. Total ion current 
(TIC) and principal component analysis (PCA) 
indicated that there were significantly different 
metabolic patterns in liver tissues between the 
two groups. Compared with the control group, 
all fatty acids were raised significantly except 
a 56% decrease in dodecanoic acid (P < 0.05). 
Octadecanoic acid, tetradecanoic acid, hexadeca-
noic acid, eicosanoic acid, 9-octadecenoic acid, 
9, 12, 15-octadecatrienoic acid, 5, 8, 11, 14-eico-
satetraenoic acid and 9, 12-octadecadienoic acid 
were raised 5.42, 4.10, 11.56, 5.86, 1.82 and 8.00, 
2.44-folds, respectively. Moreover, ω-6/ω-3 poly-
unsaturated fatty acids (PUFAs) ratio was raised. 

CONCLUSION: Our results suggest that there 
are significant fatty acids metabolic profile 
changes in NASH. Excessive fatty acids accumu-
lation in hepatic cells, ω-6/ω-3 ratio imbalance 
and dudecanoic acid decrease may pay a crucial 
role in steatohepatitis and hepatic injury. 

Key Words: Non-alcoholic liver disease; Fatty acid; 
Gas chromatography-mass spectrometry; Non-
alcoholic steatohepatitis

Lu JL, Chen JL, Chen MX, Hong J, Chen WX, Zhu JS, 
Chen NW. Fatty acids metabolic profile in high fat diet-
induced non-alcoholic fatty liver disease in rats. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(16): 1728-1733

摘要
目的:  探索脂肪酸代谢变化在非酒精性脂
肪性肝病(non-alcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)发病中的作用. 

方法: SD大鼠正常喂养1 wk后, 随机分为正
常组和高脂饮食组(n  = 7). 正常组大鼠以普
通饲料喂养, 高脂饮食组以高脂饲料喂养. 实
验第16周分别处死大鼠, 观察肝组织的病理
改变. ECF衍生GC/MS技术分析NASH大鼠与
正常大鼠肝组织脂肪酸代谢的变化, 并运用
SPSS11.0软件, 进行主成分分析(PCA), 观察
代谢产物信息.  

结果: 高脂饮食组大鼠脂肪肝病变程度均为

®

■背景资料
肝脏是机体新陈
代谢、化学反应
发生的中心场所, 
在代谢过程中具
有重要作用. 而各
种原因使肝脏脂
肪代谢障碍, 脂质
代谢的动态平衡
失调, 脂肪在肝细
胞内储积, 即会发
生脂肪肝. 目前对
N A S H的发病机
制还未完全清楚, 
临床上也缺乏统
一的诊断标准和
有效的治疗手段. 
因此有必要从代
谢水平对N A S H
的发生机制进行
研究, 为临床诊治
提供新的思路. 

■同行评议者
何生松, 教授, 华
中科技大学同济
医学院附属协和
医院感染科; 黄晓
东 ,  副主任医师 , 
武汉市中心医院
消化内科
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+++, 均达到脂肪肝诊断标准, 且炎症明显. 
NASH和正常组大鼠肝组织代谢组形态具有
明显差异. 高脂饮食大鼠NASH肝脏与正常组
相比较, 存在明显的脂肪酸谱变化. 与对照组
相比, 除正十二烷酸降低0.56, 其余脂肪酸均
显著升高(P <0.05), 硬脂酸、十四烷酸、十六
烷酸、二十烷酸、油酸、α-亚麻酸、花生四
烯酸和亚油酸分别升高5.42、4.10、11.56、
5.86、1.89、1.82、8.00和2.44倍, 且ω-6/ω-3
多不饱和脂肪酸的比值升高. 

结论: NASH大鼠肝脏存在明显的脂肪酸代谢
变化, 肝细胞内各类脂肪酸聚积、ω-6/ω-3多
不饱和脂肪酸比率失衡和正十二烷酸降低可
能对脂肪肝炎症发生、肝损伤有重要作用. 

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; 脂肪酸; 气相色谱-

质谱; 非酒精性脂肪性肝炎
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0  引言

近年来 ,  由于饮食结构的西化和生活方式的

改变, 非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty 
liver disease, NAFLD)的发病率日益增高[1-4]. 单
纯性脂肪肝可进展为非酒精性脂肪性肝炎(non-
alcoholic steatohepatitis, NASH), 并进一步发展

为肝硬化、肝癌等终末期肝病[5-7]. 根据脂肪肝

的定义, 肝组织脂肪含量超过肝重量的5%以上, 
或在组织学上有1/3以上肝细胞脂肪化时, 即称

之为脂肪肝[8], 但目前对单纯肝脏脂肪储积发展

为NASH的机制尚未弄清楚. 细胞内许多生命活

动实际上是发生在代谢物层面的, 关于脂肪肝

肝脏代谢的变化报道甚少, 故本研究在建立高

脂饮食SD大鼠NASH模型的基础上, 应用代谢

组学的方法, 检测肝脏脂肪酸代谢的变化, 并研

究其在NASH发病中的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠购于中科院上海实验动

物中心, 体质量220±30 g, 胆固醇由上海盛季

科技发展有限公司提供, 酸度-乙醇溶解测验合

格. GC/MS分析所用试剂和仪器均由上海交通

大学药学院提供. 试剂主要包括乙基氯甲酸酯

(ECF)、吡啶、无水乙醇、氢氧化钠、氯仿、无

水硫酸钠分析纯(中国国家药学集团公司). 仪器

主要包括气相色谱-质谱联用仪(Perkin Elmer公
司)、WH-90A微型旋涡混合器(上海振荣科学仪

器有限公司)等. 
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 大鼠正常喂养1 wk后, 随机分

为2组, 正常组和高脂饮食组(n  = 7). 高脂饮食

组以高脂饲料(0.88普通饲料+0.10猪油+0.02胆
固醇)喂养, 正常组大鼠予以普通饲料喂养. 实
验动物均饲养于本院动物房, 自由进食和饮水, 
3-4只/笼.  
1.2.2 标本收集和病理学检查: 实验第16周分别

处死正常组和高脂饮食组大鼠. 在肝固定部位取

2块肝组织, 1块以100 g/L中性甲醛固定后, 石蜡

包埋切片, HE染色, 光镜下观察肝病理变化, 检
测脂肪肝程度, 根据肝小叶内含脂滴细胞数占总

细胞的比值为0、1/3、1/3-2/3、>2/3将肝脏脂肪

变分为-、+、++、+++, 达到(++)或以上者, 诊断

为脂肪肝; 另一块立即置-80℃冷冻保存.  
1.2.3 样品制备: (1)首先提取组织, 用蒸馏水和

无水乙醇1∶1研磨, 得到0.1 kg/L的组织, 以转

速 10 000 g离心10 min, 保留上层水相. (2)接着

开始ECF衍生化过程, 取上清400 μL加入screw-
top玻璃管, 加入无水乙醇200 μL, 蒸馏水400 μL, 
吡啶100 μL, ECF50 μL静止1 min, 振荡10 s, 进
行第1次衍生化; 将混合物用40 kHz超声1 min, 
加入10 mol/L的NaOH 100 μL调节pH值, 同时加

入ECF50 μL, 振荡10 s, 进行第2次衍生化; 超声

1 min, 加入氯仿30 μL抽提, 振荡30 s, 静止5 min, 
以3000 r/min离心10 min, 静止10-20 min. (3)抽取

出水层, 剩下的氯仿层含有衍生物被分离出来, 
用无水硫酸钠吸干, 待进样. 
1.2.4 G C/M S分析过程: (1)G C/M S分析: 衍
生萃取物用Perkin Elmer色谱、TurboMass-
Autosystem XL质谱仪进行测定. 色谱条件: 色
谱柱DB-5MS毛细管柱(Agilent J&W Scientific, 
Folsom, CA), 不分流进样, 进样量1 μL, 进样口

温度260℃, 离子源温度200℃. 程序升温起始温

度80℃, 保持2 min, 以10℃/min升至140℃, 以
4℃/min升至240℃, 再以10℃/min升至280℃, 保
持3 min. 以流速1 mL/min的氦气作为载气. 质谱

条件: 电离方式EI, 电子能量70 eV, 质谱扫描范

围: m/z30-550, 全扫描方式. (2)数据分析: 利用

仪器附带的TurboMass ver4.1.1软件和NIST质谱

仪对色谱图中色谱峰进行定性定量分析. 所有

的GC-MS原始文件多变量分析之前使数据标准

化, 合成的三维矩阵包括峰指数, 样本名称和标

■研发前沿
目前对单纯肝脏
脂肪储积发展为
N A S H的机制尚
未明了. 细胞内许
多生命活动实际
上是发生在代谢
物层面, 而关于脂
肪肝肝脏代谢的
变化报道甚少. 
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准的峰面积百分比, 引入SPSS11.0, 应用主要成

分分析(PCA)直观地观察代谢产物信息. 
统计学处理 采用SPSS11.0软件包统计. 计

量资料用mean±SD, 采用t检验, P <0.05表示两

组代谢产物差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 高脂饮食大鼠脂肪肝病理变化 光镜下可见

正常大鼠肝组织均无脂肪肝等病理改变. 高脂

饮食16 wk大鼠脂肪肝明显, 病变程度均为+++, 
100%大鼠达到脂肪肝诊断标准, 门管区见慢性

炎症细胞浸润, 肝小叶内肝细胞内可见大囊泡

和小囊泡型脂肪滴贮积, 为大泡性和小泡性混

合性肝细胞脂肪变性, 可见肝细胞坏死, 炎症细

胞浸润明显, 主要以单个核细胞浸润为主, 肝间

质无纤维化(图1). 
2.2 GC/MS分析结果 GC/MS分析正常组与高

脂饮食组肝脏色谱峰总离子流(total ion current, 
TIC)表达情况, 结果显示正常组与高脂饮食组

两组肝脏色谱峰总离子流显著差异(图2). 运用

SPSS11.0软件对数据进行PCA, 直观地显示各组

肝组织的代谢组信息(图3), 从图中可以看出两

组代谢形态有明显差异. 
然后利用仪器附带的TurboMass ver4.1.1软

件和NIST Mass Spectral Database数据库对有表

达差异的色谱峰进行质谱解析, 结合保留时间

进行定性, 识别与NASH相关的生物标志物. 两
组物质进行t检验, 共得出9个有表达差异的脂肪

酸产物(P <0.05, 表1). 我们可以看出高脂饮食大

鼠NASH肝脏与正常组相比较, 存在明显的脂肪

酸谱变化. 与对照组相比较, 饱和脂肪酸正十二

烷酸降低0.56, 硬脂酸、十四烷酸、十六烷酸、

二十烷酸分别升高5.42、4.10、11.56、5.86倍; 
单不饱和脂肪酸油酸升高1.89倍; ω-3多不饱和

脂肪酸α-亚麻酸(ALA)升高1.82倍; ω-6多不饱和

脂肪酸包括花生四烯酸(AA)和亚油酸(LA)分别

升高8.00和2.44倍. 另外ω-6升高的程度明显高

于ω-3, 对AA/ALA比值进行统计分析, 结果有统

计学意义(P <0.05), 而LA/ALA比值没有统计学

意义(P >0.05), 提示NASH时有ω-6/ω-3多不饱和

脂肪酸比值升高, 存在ω-6/ω-3代谢不平衡. 

3  讨论

有学者认为NAFLD可能是代谢综合征在肝脏的

表现, 也有学者认为NAFLD是代谢综合征的病

因, 因果关系目前尚没有定论. 肥胖、糖尿病、

高脂血症被认为是NAFLD患者脂肪肝进展的危

险因素[8]. 肝脏是机体能量代谢、脂肪酸代谢和

氨基酸代谢的重要部位, 正常状态下这些生物

工程处于动态平衡状态, 当输入肝脏的脂质和

脂肪酸过多, 而肝脏脂肪酸氧化分解不足, 清除

脂质的能力下降时, 脂肪就会在肝脏沉积, 发生

脂肪肝. 但是当前对单纯性脂肪肝发展为NASH 
的机制仍未弄清. 

本实验采用单纯高脂饮食16 wk成功建立

SD大鼠NASH动物模型, 组织学观察表明, 肝组

织NASH的复制率达100%, 光镜下可见大泡性和

小泡性混合性肝细胞脂肪变性, 并伴有肝细胞坏

死, 炎症细胞浸润明显. 采用该方法造模与人类

NASH自然发病过程相一致, 结果比较可靠[9]. 目
前对NASH代谢组变化的研究少见报道. 由于血

液中的物质并不能完全代表肝脏内生产物的变

化, 故本实验应用ECF衍生GC/MS技术直接检测

了NASH肝组织的代谢组变化, 旨在为NASH的

发病机制找到一丝端倪. Qiu et al [10]在代谢组学

的基础上, 应用联合氯甲酸乙酯(ECF)衍生气相

色谱-质谱(GC/MS)技术成功检测了1, 2-二甲肼

(DMH)诱导的癌前期病变大鼠尿中代谢组的变

化, 证明该技术具有良好的精密度、可重复性

和稳定性, 适合用于分析伴随代谢障碍的系统

整体代谢组研究. ECF衍生化技术的改善与传统

GC/MS技术相比较有两个优点, 首先衍生过程

在水中进行, 因此在反应前不需移走水, 有利于

样本制备以及提高重复性; 其次, 分两阶段衍生

可以更好地衍生化和数据采集, 这样更多的峰可

以被探测到. 更重要的是, 用氢氧化钠调节pH值

使待检分子更容易融解, 在水中的活性更高[10]. 
本实验结果显示正常组与高脂饮食组肝脏色谱

峰TIC图有明显的差异, 同一保留时间物质的峰

不同, 主成分分析图显示两组肝组织的代谢形

态有明显差异. 

图  1  高脂饮食16 wk大鼠肝脏(HE染色×200).

■相关报道
代谢组学已被广
泛应用于生理、

药物毒性试验、

疾病的早期诊断
和个性化治疗等
领域. 在代谢组学
研究的起步阶段, 
就已在肝病领域
进行了大量研究. 
有报道代谢谱变
化可作为肝毒性
和肝损伤严重程
度的预测指标. 



www.wjgnet.com

陆金来, 等. 肝脏脂肪酸在高脂饮食大鼠非酒精性脂肪性肝病模型中的代谢				              1731

本实验结果显示, 除了正十二烷酸降低外, 
其余发现的脂肪酸与正常组相比较均显著升高, 
有统计学意义(P <0.05), 说明NASH大鼠的肝脏

存在明显的内生脂肪酸代谢变化. 考虑这一方

面可能与高脂饮食摄入增多有关, 另一方面与

机体的内分泌代谢机制有关. 已证实胰岛素抵

抗可使脂肪分解增加, 循环中FFA增多, 增多的

FFA可进一步抑制胰岛素的信号转导并减少胰

岛素的清除, 高胰岛素血症能增加糖降解而增

加脂肪酸的合成, 这均可使过多的FFA进入肝

脏. 肉毒碱脂酰转移酶是肝脏脂肪酸β-氧化的限

速酶, 当脂肪酸的供应量超过该酶的运转能力

时, 脂酰辅酶A即进入内质网合成脂酰甘油, 四
癸基环氧丙酸(tetradecylglycidic acid, TDGA)可
通过抑制该酶而抑制脂肪酸的氧化分解[11]. 肝组

织固醇调节元件结合蛋白-1C(SREBP-1c)又称

脂肪细胞定向和分化因子1(ADD1), 主要在啮齿

类动物和人类的肝脏和脂肪细胞表达, 通过转

基因小鼠和基因剔除小鼠的研究发现SREBP-1c
与脂肪酸代谢有关[12]. 艾正琳 et al [13]研究发现高

脂饮食可引起SREBP-1c表达增强, 起初为机体

的适应性反应, 若持续增强, 则引起其调控的脂

肪酸合成酶(fatty acid synthase, FAS)酶活性增强, 
从而导致脂肪酸代谢失衡. 

我们的实验结果显示NASH大鼠肝组织硬

表  1  正常组与高脂饮食组的代谢产物表达情况 [R  = (高脂饮食组-正常组)/正常组]

     
化学名称			     别名                                高脂饮食组                                     正常组                        R

饱和脂肪酸类

    十八烷酸		  硬脂酸		  276.370±71.399		    43.024±6.972              5.42

    正十二烷酸		  月桂酸		      2.613±0.997		      5.977±1.293            -0.56

    十四烷酸              	 豆蔻酸		    70.429±5.172		    13.796±4.168              4.10

    十六烷酸		  软脂酸		      7.448±1.193		      0.593±0.435            11.56

    二十烷酸		  花生酸		    18.325±1.991		      2.672±1.020              5.86

单不饱和脂肪酸 

    十八碳烯-9-酸		  油酸		    55.539±25.156		    19.205±6.011              1.89

ω-3多不饱和脂肪酸

    9, 12, 15十八碳三烯酸	 α-亚麻酸		   11.482±3.879		      4.070±3.035              1.82

ω-6多不饱和脂肪酸

    二十碳四烯酸		  花生四烯酸	   12.544±1.969		      1.394±0.989              8.00

    9, 12-十八碳二烯酸	 亚油酸		  941.604±259.804		  273.242±63.920            2.44

■创新盘点
本研究在建立高
脂 饮 食 S D 大 鼠
N A S H 模型的基
础上, 应用代谢组
学的方法, 通过氯
甲酸乙酯(ECF)衍
生气相色谱-质谱
(GC/MS)技术检
测肝脏脂肪酸代
谢的变化, 并研究
其在 N A S H 发病
中的意义. 

图  2  正常组与高脂饮食组肝脏色谱峰TIC表达. A: 高脂饮食组; B: 正常组.
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脂酸、十四烷酸、十六烷酸、二十烷酸、油酸

等脂肪酸与正常组比较明显升高. Joshi-Barve  
et al [14]将肝细胞(HepG2)暴露于十六烷酸, 发现

高水平的十六烷酸可以显著提高有生物活性的

中性粒细胞化学引诱物, 激活NF-κB和c-Jun N-
末端激酶激活蛋白-1, 刺激促炎细胞因子IL-8
分泌引起肝脏炎症反应和肝损伤. Yao et al [15]

发现铁与十六烷酸(PA)结合后可显著的发挥其

毒性作用, 使线粒体功能障碍、细胞凋亡、死

亡、和染色体突变. 十六烷酸通过转铁蛋白受

体依赖的机制使铁易位到细胞, 还可使已易位

的铁进入线粒体内, 细胞内的铁超载导致ROS
过度产生和脂质过氧化. 进一步研究发现十六

烷酸使铁易位是因为Fe/PA介导的细胞外的氧

化应激和随后的膜渗透增高使膜损伤. 缺乏线

粒体DNA的rho0细胞内Fe/PA介导的毒性明显

降低. Feldstein et al [16]认为是油酸介导的溶酶体

的不稳定引起脂毒性. 将肝细胞暴露于油酸, 会
导致肝细胞的BAX易位到溶酶体, 使溶酶体失

去稳定性, 向胞质溶胶内释放一种溶酶体的半

胱氨酸蛋白酶-组织蛋白酶B(ctsb), 且与病情的

严重性相关, 而使ctsb钝化则可以阻止脂肪肝、

肝损伤、胰岛素抵抗相关的代谢综合征的进展. 
另外, 溶酶体失去稳定性还可以激活NF-κB依

赖的TNF-α表达. Barreyro et al [17]实验发现饱和

脂肪酸(十六烷酸和硬脂酸)在肝细胞内过度聚

积, 可促进蛋白质磷酸酶2A的活性, 从而激活依

赖该酶的FoxO3a脱磷酸作用, FoxO3a可能同时

诱导Bim和FasL的表达从而调节肝细胞的凋亡. 
Malhi et al [18]发现低浓度的油酸即可使TRAIL致
敏, 认为通过JNK依赖的CD5上调介导的TRAIL
致敏可能是其致病的机制. 目前花生酸与NASH
的关系尚未见报道, 另外, 虽然十四烷酸也未见

与NASH的发病有直接联系的报道, 但是Rioux 
et al [19]发现他可以调节体内饱和、不饱和脂肪

酸的生物合成和代谢, 使肝脏ω-3和ω-6不饱和

脂肪酸聚积. 研究结果表明, NAFLD大鼠肝脏

存在明显的脂肪酸代谢障碍, 肝细胞内各类脂

肪酸堆积引起肝脏炎症、肝损伤. 促炎细胞因

子、氧化应激和脂质过氧化、肝细胞凋亡增加

等可能是脂肪酸导致NASH的机制. 
我们的实验结果提示N A S H大鼠肝组织

内ω-3和ω-6多不饱和脂肪酸均显著高于正常

组 .  有研究认为饮食中富含多不饱和脂肪酸

(PUFAs)包括α-亚麻酸、亚油酸、花生四烯酸

等可以抑制脂肪在肝细胞聚积, 可能通过上调

脂肪酸β-氧化、脂酰辅酶A氧化酶和中链酰基

辅酶A脱氢酶的基因表达, 下调SREBP-1c, 改
善胰岛素抵抗等机制[20-21], 且认为α-亚麻酸的

降脂作用强于γ-亚麻酸[21]. 但也有实验证实t10, 
c12-共轭亚油酸可引起高胰岛素血症, 增加脂

肪摄入和脂肪形成, 其机制可能与触发PPAR-γ
产物异位、诱导SREBP-1c和脂肪酸合酶基因

表达等有关[22]. 本实验结果显示ω-6/ω-3多不饱

和脂肪酸的比值升高, 提示NASH时可能存在

ω-6/ω-3代谢不平衡. ω-3 PUFAs的母体是ALA, 
在体内可以生成二十二碳五烯酸(EPA)和二十二

碳六烯酸(DHA). ω-6 PUFAs的母体是LA, 在体

内生成γ-亚麻酸(GLA)和AA, 由于人体不能合

成ALA和LA, 因此二者又被称为必须脂肪酸. 
这两族PUFAs在生物体内都发挥了很重要的作

用, ω-6∶ω-3 PUFAs的平衡对维持机体代谢和

功能是必须的[23-24], Conklin et al [25]发现高水平

ω-6 PUFAs和低水平ω-3 PUFAs跟抑郁症和神经

过敏有关. 两族PUFAs都需依赖环氧合酶和脂氧

合酶生成各类具有生物活性的产物, 存在代谢

竞争抑制, 且各种酶对ω-3 PUFAs的亲合力更高. 
环氧合酶可促进AA和EPA转化为前列腺素、

血栓素和前列环素, 脂氧合酶促进AA和EPA转

化为白三烯等产物, 当体内ω-3 PUFAs相对不足

时, ω-6 PUFAs(AA)就会产生过多的前列腺素发

生炎症反应[24,26]. 另外, Schmöcker et al [27]实验证

实ω-6∶ω-3 PUFAs比值降低可以显著下调肝脏

炎症因子TNF-α、IL-1β、IFN-γ和IL-6的表达, 
从而减轻肝的炎症损伤. 因此我们有理由认为

理想的ω-6∶ω-3 PUFAs摄入和他们衍生的二十

烷酸类(类花生酸)的作用是机体生物需要的, ω- 
6∶ω-3 PUFAs比率紊乱通过肝内的大量脂质的

调整使脂肪肝的组织形态发生变化, 两族PUFAs
比率失衡可能是NASH发生的重要原因. 

我们的实验结果显示饱和脂肪酸中正十二

烷酸降低. 有文献报道2, 2-二氯-12-(4-氯苯基)
正十二烷酸(K-111)是PPAR-α显效剂, 可能通

过抑制c-Jun氨基末端激酶/应激活化蛋白激酶

(JNK/SAPK)途径或NF-κB亚基P65, 可以显著减

少RAW2647细胞的IL-6和TNF-α表达[28]. Schäfer 
et al研究表明K-111还有潜在增强胰岛素敏感性

的作用[29-31], 观察了K-111对有肥胖、前驱期糖

尿病、高脂血症的猴的疗效, 结果发现其可以

增强胰岛素的敏感性, 改善RI, 且比另一胰岛素

增敏剂噻唑烷二酮类的作用更强, 还有提高脂

肪β-氧化, 降低体重和血脂等作用. 因此机体可

能是通过K-111促进PPARa的活性, 抵抗脂肪肝

的发展, 而NASH病变大鼠与正常组大鼠比较体

■名词解释
主成分分析: 也称
主分量分析, 旨在
利用降维的思想, 
把多指标转化为
少数几个综合指
标 .   主成分分析
法是一种数学变
换的方法, 他把给
定的一组相关变
量通过线性变换
转成另一组不相
关的变量, 这些新
的变量按照方差
依次递减的顺序
排列. 在数学变换
中保持变量的总
方差不变, 使第一
变量具有最大的
方差, 称为第一主
成分, 第二变量的
方差次大, 并且和
第一变量不相关, 
称为第二主成分. 
依次类推, 一个变
量就有一个主成
分. 选择越少的主
成 分 ,  降 维 就 越
好. 
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内K-111明显降低, 使机体的保护力量下降, 这
也可能是NASH发生的另一原因. 

总之, NASH大鼠肝脏存在明显的脂肪酸

谱变化, 肝细胞内各类脂肪酸聚积、ω-6∶ω-3 
P U FA s比率失衡和正十二烷酸降低可能对脂

肪肝炎症发生、肝损伤有重要作用. 而进行饮

食补充ω-3 PUFAs或药物干预脂肪酸代谢将对

NAFLD防治具有重要意义. 
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Abstract
AIM: To investigate repopulation of human fetal 
hepatocytes in an animal model of nude mice 
with chimeric human liver following induction 
of mouse hepatocyte apoptosis using a mouse-
specific anti-Fas monoclonal antibody (Jo2 mAb) 
that does not engage xenogeneic fas.

METHODS: For experiment group, nude mice 
were transplanted with human fetal hepatocytes 
intrasplenically and treated with 0.2 mg/kg Jo2 
mAb intraperitoneally once a week for 12 weeks 
consistently. Nude mice in the control group 
were transplanted with human fetal hepatocytes 
but not administrated with Jo2 mAb. Liver sec-
tion from non-transplanted nude mice adminis-

tered with Jo2 mAb were analyzed using hema-
toxylin and eosin staining and terminal uridine 
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end la-
beling (TUNEL) staining. Reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) and S-P im-
munohistochemistry were used to detect human 
albumin mRNA, human albumin and specific 
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in chi-
meric liver tissues. 

RESULTS: Liver sections from non-transplanted 
nude mice administered with Jo2 mAb showed 
hepatocyte death, massive apoptosis and hem-
orrhage. Nude mice in both experiment group 
and control group survived 24 weeks after trans-
plantation. Human albumin and specific human 
PCNA were detected from the week 2 to week 
20 after transplantation, but they could only 
be detected from the week 2 to week 12 in the 
controls. Human albumin mRNA (356 bp) was 
detected in mice livers from the week 4 to week 
16 after transplantation, but they could only be 
detected from the week 4 to week 8 in the con-
trols. The number of PCNA in experiment group 
is significantly higher than in the control group 
at 8, 12 wk (25.7% ± 8.5% vs 13.4% ± 7.8%, 29.4%
±  5.0% vs 8.5% ± 2.3%, both P < 0.05). 

CONCLUSION: Human fetal hepatocytes of 
xenogeneic graft can survive in nude mice. The 
repopulation of human fetal hepatocytes can be 
promoted and prolonged in  nude mouse model 
with chimeric human liver using mouse-specific 
anti-Fas antibody intraperitoneally. 

Key Words: Anti-Fas antibody; Human hepatocytes; 
Transplantation; Nude mouse model with chimeric 
human livers; Repopulation

Jiang L, Li JG, Lan L, Wang YM, Liu GD. Repopulation 
of human fetal hepatocytes in nude mouse model with 
chimeric human liver using mouse-specific anti-Fas 
antibody. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(16): 
1734-1740

摘要
目的: 探讨人胎肝细胞移植联合使用JO2抗体的
策略, 促进人胎肝细胞在小鼠肝内存活和增殖.

®

■背景资料
人肝细胞移植到
鼠体内能够长时
间存活并保持功
能是能够运用人
鼠嵌合肝作为理
想动物模型的首
要条件. 要使移植
肝细胞大量增殖, 
需赋予移植肝细
胞更强的生长或
生存优势 ,  和 /或
受体肝细胞增殖
受到抑制. 本文运
用Fas受体激动剂
JO2抗体能特异性
诱导小鼠肝细胞
凋亡的特性, 诱导
鼠肝细胞逐步凋
亡, 削弱其对植入
的人肝细胞的竟
争性抑制作用, 并
让出生长空间, 同
时也造成小鼠对
肝细胞的再生需
求, 使人肝细胞在
JO2处理的人鼠嵌
合肝中存活达20 
wk. 

■同行评议者
朱传武, 副主任医
师, 江苏省苏州市
第五人民医院传
染科; 赵桂鸣, 主
任医师, 天津市肝
病研究所天津市
传染病医院慢性
肝炎科
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方法: 裸鼠经脾移植1×106人胎肝细胞, 移植
后第1天ip JO2抗体, 剂量为0.2 mg/kg, 1次/wk, 
持续12 wk为实验组, 裸鼠经人胎肝细胞移植
后未给予JO2抗体为对照组, 建立人鼠嵌合肝
动物模型. 采用HE染色、原位末端标记方法
(TUNEL染色)观察未经人胎肝细胞移植而给
予JO2抗体24 h后处死的裸鼠肝脏组织. 免疫
组化、逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测不
同时相点实验组和对照组嵌合肝中肝组织人
白蛋白、特异人增殖细胞核抗原(PCNA)和人
白蛋白mRNA表达. 

结果: 未经人胎肝细胞移植而给予JO2抗体的
裸鼠病理组织切片发现肝组织出血、坏死和
细胞凋亡. 实验组和对照组裸鼠均能存活至
24 wk. 移植后嵌合鼠肝组织表达人白蛋白和
人PCNA阳性细胞的时间: 实验组2-20 wk, 对
照组2-12 wk; 白蛋白mRNA表达: 实验组4-16 
wk, 对照组4-8 wk; 实验组与对照组移植后
8、12 wk PCNA表达差异有显著性(25.7%±

8.5% vs  13.4%±7.8%, 29.4%±5.0% vs  8.5%
±2.3%, 均P <0.05).

结论: 人肝细胞异种移植于裸鼠体内能够存
活, 经小剂量JO2抗体ip裸鼠，使人鼠嵌合肝
中人肝细胞得以增殖, 存活时间延长.

关键词: Fas抗体; 人肝细胞; 移植; 人鼠嵌合肝; 增殖
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0  引言

将异种肝组织移植于小鼠体内可用于研究遗传

毒性 [1]、基因治疗 [2]、肝再生 [3]以及肝炎病毒

的感染[4-6], 而将人肝细胞定植到鼠的肝脏构建

“人鼠嵌合肝”动物模型, 不但解决肝炎病毒

感染的种属特异性问题, 而且可用于已知和未

知病毒感染的研究, 为病毒性肝炎及相关领域

提供一种强有力的工具. 不过, 移植于鼠体内的

人肝细胞能够长时间存活并保持功能是能够运

用人鼠嵌合肝作为理想动物模型的首要条件. 
要想使肝细胞在移植后大量增殖, 需赋予移植

肝细胞更强的生长或生存优势, 和/或受体肝细

胞增殖受到抑制[7-9]. Fas是一种细胞表面信号分

子, 属于肿瘤坏死因子受体超家族成员[10]. 当与

Fas配体或特异性抗体(如JO2)结合后, Fas启动

细胞凋亡[11]. JO2是从仓鼠体内衍生而制的针对

鼠特异性致凋亡的抗体[12-14], 且具有明显的嗜肝

性, 肝细胞对JO2抗体所诱导的细胞凋亡非常敏

感, 给小鼠注射小剂量的JO2不会引起肝外组织

器官明显损伤, 却可造成肝细胞大面积的凋亡, 
引起动物出现爆发性肝衰竭症状和死亡[15-16]. 因
此, 采用小剂量JO2抗体多次注射裸鼠腹腔内, 
诱导鼠肝细胞损伤, 使移植到裸鼠的人胎肝细

胞具有增殖优势, 这种方便易行的利于异种细

胞移植的方法国内尚无报道, 为建立人鼠嵌合

肝探索一种新的策略. 

1  材料和方法

1.1 材料 BALB/C-nu/nu的♂无胸腺裸鼠65只购

自北京实验动物中心, 本校实验室SPF级动物房

饲养. 选择鼠龄6 wk, 体质量15-20 g为实验对象.
1.2 方法 
1.2.1 人胎肝细胞移植: 经西南医院伦理委员会

同意, 并由产妇签署知情同意书. 选择孕期20 wk
死胎. 采用体外两步灌注法[17]分离人胎肝细胞, 
并用液氮罐保存以备用. 试验时取出冻存的人

胎肝细胞, 移入离心管, 缓慢加入4℃培养液等

倍稀释, 30 r/min离心3 min, 弃上清液, 重复2次; 
重新混悬于培养液中. 于倒置相差显微镜(日本

Olympus公司)下用血细胞计数板计算肝细胞的

数量, 台盼蓝拒染法计算胎肝细胞的存活率, 超
过80%的用于实验(其中90%为胎肝实质细胞). 戊
巴比妥钠肌注麻醉, 小鼠腹白线逐层剪开, 暴露

脾, 自脾系膜缘进针, 向脾体和脾尾方向, 将100 
μL人胎肝细胞培养液(含1×106个细胞)缓慢注入, 
轻压注射点, 退针处用吸收性海绵明胶止血. 
1.2.2 JO2抗体给药方式和标本采集: 30只经人胎

肝细胞移植的裸鼠于第2天, 给予JO2抗体(BD, 
pharmingen)ip, 剂量为 0.2 mg/kg, 1 次/wk, 共12 
wk为实验组; 30只经人胎肝细胞移植后未ip JO2
抗体为对照组; 5只裸鼠未经人胎肝细胞移植而

用JO2抗体, 0.2 mg/kg, ip后24 h处死肝组织病理

切片观察. 实验组和对照组从2 wk开始, 后4、
8、12、16、20、24 wk各处死4只小鼠, 进行组

织学观察. 
1.2.3 JO2抗体: ip后肝组织HE染色和原位末端

标记方法检测细胞凋亡(TUNEL染色): 40 g/L多
聚甲醛固定肝组织, 经石蜡包埋、切片, 苏木精

和伊红染色(HE染色), 光镜下常规病理检查. 按
照TUNEL试剂盒(Roche)说明书操作, 最后常规

DAB显色, 苏木素复染, 中性树胶封固可在显微

镜下观察细胞核中棕黄着色的凋亡细胞.

■相关报道
Wilson et al 将大
鼠肝细胞移植到
小鼠体内, 经JO2
抗体重复诱导, 可
使大鼠肝细胞重
构小鼠肝脏超过
50%.



www.wjgnet.com

1736                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年6月8日      第16卷     第16期

1.2.4 免疫组织化学检测嵌合鼠肝组织人白蛋

白(albumin, ALB)表达: 采用链酶菌亲生物素蛋

白-过氧化酶法免疫组织化学染色(S-P试剂盒, 
Maixin公司), 获取新鲜鼠肝组织用40 g/L多聚甲

醛固定, 石蜡包埋后切片, 常规脱蜡、洗涤、过

氧化氢阻断10 min. 加鼠抗人ALB mAb为一抗

(Sigma公司, 滴度1∶200)4℃过夜. PBS替代一抗

作阴性对照. 然后滴加生物素标记二抗, 底物用

DAB. 最后以苏木精复染, 中性树胶封片, 光镜

下观察染色情况. 
1.2.5 免疫组织化学检测嵌合鼠肝组织特异人

增殖细胞核抗原(PCNA)表达: 采用S-P法染色, 
方法同上 ,  一抗为特异性人增殖细胞核抗原

mAb(DAKO公司, 滴度1∶100), 光镜观察结果. 
PCNA以细胞核呈界限清楚的棕色反应为阳性

结果判定标准. 每张切片随机选取5个高倍视野, 
半定量计算每个高倍视野下100个细胞内的阳

性细胞数, 取均值, 以百分数表示细胞增殖指数. 
1.2.6 RT-PCR检测肝组织人ALB mRNA: 按照

Tripure RNA提取试剂(Roche公司)操作说明抽

提大鼠肝组织总RNA, 采用Promega一步法RT-
PCR试剂盒(Promega公司)进行逆转录扩增.引物

由上海Sangon公司合成. 人ALB mRNA引物, 正
向引物Hs: 5'-GTAATCGGTTGGCAGCCAATG-
3', 逆向引物Ha: 5'-GGTAGAAGTGATTTGTCA
C-3', 扩增目的片断为358 bp[18]. 扩增引物序列经

Pub-Med上比对与小鼠未发现同源性. PCR扩增

条件: 48℃逆转录45 min, 95℃变性2 min, 而后

94℃变性1 min; 55℃退火1 min; 72℃延伸1 min; 
共35个循环, 最后72℃延伸10 min. 采用未加入

AMV反转录酶的扩增作为阴性对照以排除假阳

性的可能. 产物经150 g/L琼脂糖凝胶电泳, 溴化

乙锭染色后于凝胶成像仪上获取图像.
统计学处理 SPSS统计软件包对实验结果

进行统计分析. 检测指标以mean±SD表示, 各
时间点两组间比较采用t检验, P <0.05为差异有

统计学意义.

2  结果

2.1 JO2抗体ip后肝组织HE染色和TUNEL染色 
裸鼠未经人胎肝细胞移植而用JO2抗体ip后, 出
现不同程度的懒动、倦怠、厌食, 24 h后处死. 
取肝组织HE染色显示肝脏汇管区单核细胞浸

润, 肝细胞点、灶状坏死灶, 并可见中央小静

脉、肝窦和叶间静脉扩张, 出血, 肝细胞结构模

糊, 有凋亡小体及弥漫性炎细胞浸润. TUNEL染
色可见观察组肝组织大量细胞核被棕黄色深染

的凋亡细胞(图1A-D). 而实验组和对照组小鼠外

观、活动无异常, 存活超过24 wk. 实验组经JO2
抗体4 wk处理, HE染色显示肝组织只见少量充

血, 管腔无明显扩张, 肝组织结构完整, 无明显

坏死灶(图1E).
2.2 免疫组化检测嵌合鼠肝组织中人ALB 移植

后2 wk处死的实验组和对照组鼠肝组织中即能

检测到人ALB阳性细胞的表达, 主要位于肝细

胞的胞质中, 呈棕黄色. 不过, 实验组鼠肝组织

人ALB的表达可持续到移植后20 wk, 高峰期出

现在12 wk, 而未用JO2抗体处理的对照组鼠肝

组织人ALB的表达只持续到12 wk, 高峰期出现

在4 wk. 比较实验组和对照组移植后8 wk的病理

切片, 可见前者人ALB的阳性细胞表达明显多

于后者(图2).
2.3 免疫组化检测嵌合鼠肝组织中特异性人

PCNA 特异性人PCNA阳性细胞核经DAB显色

后为棕色. 移植后2 wk处死的实验组和对照组鼠

肝组织中即能检测到特异性人PCNA阳性细胞

的表达. 实验组阳性细胞表达可持续到移植后20 
wk, 12 wk表达最多, 而未用JO2抗体处理的对照

组鼠肝组织只持续到12 wk, 4 wk表达最多(图3). 
实验组与对照组移植后8、12 wk PCNA表达差

异有显著性(P <0.05, 表1).
2.4 RT-PCR检测肝组织人ALB mRNA 移植后4 
wk实验组和对照组肝组织中即可检测到人ALB 
mRNA, 实验组持续到16 wk, 而对照组仅持续到

8 wk. 采用人ALB mRNA引物作RT-PCR时, 可在

表  1  肝移植小鼠肝组织人PCNA的表达变化 (mean±SD, %)

     
	                                                                   人肝细胞移植后PCNA(wk)

                           2		  4                          8	                     12	             16	                      20	      24

实验组	 18.3±1.2	         20.6±4.9         25.7±8.5a         29.4±5.0a         24.1±3.6         19.2±8.1          0

对照组	 14.6±9.4	         15.4±2.7         13.4±7.8            8.5±2.3             0                         0                   0

aP<0.05 vs  同时对照组.

分组 

■创新盘点
本文建立人鼠嵌
合肝模型, 着重探
讨诱导受体小鼠
肝损伤而使移植
的人肝细胞得以
增殖和存活的可
行性, 以期获得建
立该实验动物模
型较为理想的方
法和途径. 
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嵌合鼠肝组织中检测到相应的人ALB mRNA条

带(图4).

3  讨论

将人肝细胞移植到动物体内, 形成"嵌合肝", 甚
至在动物体内重建人类肝组织, 以期获得理想

的实验动物模型, 是当前肝病研究的一个重要

方向. 对啮齿类动物的研究结果表明, 外源肝

细胞移植到动物体内定植的基本条件有: 一是

对外源肝细胞无免疫排斥 ;  二是必须削弱原

有“土著”肝细胞对外源肝细胞生长的抑制

作用; 三是需出现肝实质损害, 造成肝再生需

图  2  免疫组化检测人肝细胞移植后8 wk嵌合鼠肝组织人ALB的表达(S-P×200). A: 实验组; B: 对照组..

A B

图  1   JO2抗体ip后肝组织HE和TUNEL染色. A-D: 未经人胎肝细胞移植而用JO2抗体ip 24 h后处死的裸鼠肝组织. A: 肝组织

出血、坏死(HE×40); B: 黑色箭头为凋亡细胞 (HE×200); C: 裸鼠肝组织(TUNEL×40); D: 黑色箭头为凋亡细胞(TUNEL×

200). E: 实验组移植后4 wk肝组织. 只见肝组织结构完整, 管腔无明显扩张, 少量充血, 无明显坏死灶(HE×40).

A B

C D

E

■应用要点
人胎肝细胞移植
及联合使用JO2抗
体, 能延长人胎肝
细胞在人鼠嵌合
肝中的存活时间, 
提高增殖能力, 有
望获得稳定的持
续性的动物模型.
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求. 为解决免疫排斥的问题, 各国研究者多使用

免疫缺陷小鼠, 如裸鼠(nu/nu)、RAG-2基因敲

除小鼠(recombinase activing 2 gene, RAG-2)、
SCID(severe combined immunodeficiency)小鼠

以及为解决原有“土著”鼠肝细胞对进入的外

源肝细胞增殖的竟争性抑制问题及造成肝再生

需求, 采用的白蛋白-尿激酶型血浆素原激活剂

转基因小鼠(albumin urokinase-type plasminogen 
activator, Alb-uPA)[19-21]. 同时, 如何使移植的细胞

具有增殖优势对于人鼠嵌合肝的建立也意义重

大: 在某些刺激增殖的信号存在时, 仅移植的细

胞作出反应而受体肝细胞则不, 如生物碱(具有

致癌性)[22], 可使受体肝细胞对刺激增殖信号变

得无应答; 还可以人为地产生一些刺激增殖的

信号, 能使移植的细胞优势生长, 如在移植前对

受体进行部分肝切除、再灌注损伤、诱导Fas介
导的肝细胞调亡等(均属于造成肝细胞损伤)和
给与肝细胞有丝分裂刺激物(生长因子和甲状腺

激素等)[23-25].  
研究表明, 胎肝细胞有较高增殖能力、较低

免疫原性和抵抗低温储存损伤等优点, 且易于

操作、可重复性强是细胞移植的理想选择[26]. 人

肝细胞可嵌入大/小鼠肝实质内, 形成“人鼠嵌

合肝”, 嵌入的人肝细胞形态及功能类似于人

体内肝细胞, 并可成功感染HBV及HCV等人类

嗜肝病毒[27-28]. 不过人胎肝细胞增殖能力虽然比

成熟机体肝细胞要强些, 但他毕竟是一种正常

细胞, 而且受宿主体内环境的影响, 不可能无限

增殖下去. 裸鼠虽缺乏有功能的T淋巴细胞, 但
仍有一定的自然杀伤细胞, 在我们未采取措施

时, 对照组经脾移植人肝细胞在裸鼠体内能够

存活, 人胎肝细胞分布稀疏, 数量较少, 嵌合鼠

肝组织表达人ALB和人PCNA阳性细胞时间为

2-12 wk, 检测到肝组织人ALB mRNA表达仅为

4-8 wk. 人肝细胞存活时间短, 提示机体对肝细

胞增殖的需求可能不足. 
我们结合JO2抗体诱导受体小鼠肝细胞凋

亡损伤的策略, 经人胎肝细胞脾脏移植裸鼠, 采
用免疫组化发现实验组移植后2-20 wk肝组织均

表达人ALB和PCNA阳性细胞, RT-PCR检测到鼠

肝组织人ALB mRNA的时间为移植后4-16 wk. 
肝脏是人体ALB唯一的合成器官, 蛋白质的合

成是个复杂的耗能过程, 包括氨基酸的跨膜转

运、多肽链的合成等. 因此, ALB的检测可代表

肝脏的合成和储备功能. 实验组和对照组中人

ALB的检测能够直观说明人肝细胞在小鼠肝组

织中不仅存活, 而且具有正常人肝细胞一定的

生物学功能. PCNA是一种与细胞周期相关的增

殖细胞核抗原, 常用来评估细胞的增殖活跃程

度, 他由261个氨基酸组成, 分子质量为36 kDa, 
仅着色于核浆中. 静止细胞中PCNA含量很少, 
其表达的多少与DNA复制和修复有关. 本研究

中, 实验组和对照组均在人肝细胞移植后2 wk发
现PCNA表达, 不过实验组PCNA的表达在不同

时相点均高于对照组, 肝细胞PCNA标记指数的

差异有统计学意义, 且表达时间明显延长, 提示

JO2诱导小鼠肝细胞凋亡损伤给移植物生长提

图  3  免疫组化检测人肝细胞移植后8wk鼠肝组织人PCNA的表达(S-P×400). A: 实验组; B: 对照组. 

A B

bp
1000
800
700
500
300
100

358 bp

M         1          2         3          4

图  4  RT-PCR检测肝组织人ALB mRNA. M: marker; 1: 正常

人肝组织; 2: 正常小鼠肝组织; 3: 观察组移植后4 wk肝组织; 

4: 实验组移植后4 wk肝组织.

■同行评价
本研究设计合理, 
方法得当, 结果较
为 理 想 ,  讨 论 充
分, 有望为人类嗜
肝病毒的研究提
供简便的“人鼠
嵌合肝”动模模
型 ,  具 有 现 实 意
义. 
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供了空间, 引发了移植人胎肝细胞持续增殖、

再生的需求, 而人胎肝细胞在受体肝损伤状态

下, 更有益于自身的定植生长、分化和存活.
另外, 我们用JO2抗体ip未移植人肝细胞的

裸鼠, 24 h后获取病理组织切片发现鼠肝组织的

严重出血、坏死损伤和细胞凋亡, 证实JO2抗体

致小鼠肝细胞凋亡特性. Fas抗原在心、肺也有

大量表达[29], 然而在我们试验中并未发现小剂

量的JO2反复注射足够引发肝外组织的凋亡, 即
使JO2抗体的使用达12 wk之久, 与文献报道一

致[30]. 
Fas是重要的诱导凋亡的受体, 肝脏的许多

细胞表达Fas, 小剂量JO2抗体特异性诱导体内

小鼠肝细胞凋亡这种特性在小鼠作为肝移植受

体的同种或异种基因移植中有重要的作用 [31]. 
Gilgenkrantz et al巧妙的把Fas和抗Fas诱导凋亡

的Bcl-2基因同应用于异源肝细胞移植: 首先使

用逆转录病毒载体将Bcl-2基因转入异源鼠肝细

胞中, 然后经过脾内注射途径植入正常的小鼠肝

内, 接着用亚致死量的JO2抗体iv, 1 次/wk, 重复

诱导10次, 并辅以一定量的免疫抑制剂[32-34]. 这
一方法的原理是用Bcl-2赋予异源肝细胞抗凋亡

的生存优势, 用亚致死剂量的JO2抗体逐步地凋

亡不具有抗凋亡能力的原有“土著”鼠肝细胞, 
一方面削弱了其对异源肝细胞的竟争性抑制作

用, 并让出生长空间. 另一方面机体在失去大量

原有肝细胞后产生了强烈的再生要求. 在这些多

因素的共同作用下, 转基因异源肝细胞得以增殖

而成为嵌合肝脏的主体细胞. 此外, Wilson et al
将大鼠肝细胞移植到小鼠体内过程中, 经JO2抗
体重复诱导, 使大鼠肝细胞重构小鼠肝脏超过

50%[23]. 这种诱导小鼠肝细胞Fas凋亡特性提高移

植物在嵌合肝中比例的实际效能, 在异体肝细胞

移植中发挥着重要作用, 可为相关研究提供一种

可靠、价廉、易用的动物模型.
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Abstract
AIM: To observe 5-Aza-2’-deoxycytidine (5-Aza-
CdR)-induced T-cadherin gene expression in 
HepG2 cells and to determine its inhibitory 
effects on proliferation of HepG2-derived tumor 
cells in nude mice.

METHODS: The HepG2-derived tumor model 

in nude mice was established by subcutane-
ous inoculation. Twenty-one Nude mice were 
randomly divided into two groups: the experi-
ment group (n = 11) and control group (n = 10). 
Experiment group nude mice were intraperito-
neally injected with 5-Aza-CdR while control 
group nude mice were only given equivalent 
volume of PBS. The mice were killed at week 
4. Tumor growth in nude mice was observed, 
and the T-cadherin mRNA and protein expres-
sions of the tumors were detected using reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) and immunohistochemistry.

RESULTS: At the end of the fourth week, the 
T-cadherin mRNA expression in the tumors of 
the experiment group was significantly higher 
than that the control group (t = 6.613, P < 0.05). 
Immunohistochemistry further showed that the 
protein expression of T-cadherin was almost 
not detected in the HepG2-derived tumor cells 
of the control group w while the T-cadherin ex-
pression was detected on the membranes of the 
HepG2-derived tumor cells of the experiment 
group. After 4 weeks’ treatment with 5-Aza-
CdR, the average volume of HepG2-derived tu-
mors in the experiment group was significantly 
smaller than that in the control group (t = 2.337, 
P = 0.025).

CONCLUSION: 5-Aza-CdR induces HepG2 cells 
to re-express T-cadherin and inhibits growth 
of HepG2-derived tumors in nude mice. Its 
mechanism may be that demethylation of the 
methylated T-cadherin promoter induced by 
5-Aza-CdR restores T-cadherin reexpression and 
thus inhibits the growth of the HepG2-derived 
tumors in nude mice.

Key Words: HepG2 cells; Nude mouse; 5-Aza-2-
deoxycytidine; T-cadherin; Methylation
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■背景资料
近年来, 遗传表型
改变在肝癌发病
机制中的作用日
益受到重视. 众多
研究发现, 抑癌基
因T-cadherin启动
子内出现甲基化
导致该基因表达
下降或沉默是肝
癌发病的重要途
径 之 一 .  已 有 体
外实验证实5-杂
氮-2'-脱氧胞苷能
使T-cadherin基因
甲基化的人肝癌
细胞株HepG2细
胞恢复T-cadherin
表达, 抑制HepG2
细胞增殖.

■同行评议者
裘正军, 教授, 上
海交通大学附属
第一人民医院普
通外科



摘要
目的: 探讨去甲基化药物5-杂氮-2'-脱氧胞
苷(5-Aza-CdR)在裸鼠体内诱导HepG2细胞
T-cadherin的表达, 及其对HepG2种植瘤生长
的抑制作用. 

方法: 皮下接种法建立HepG2细胞裸鼠种植
瘤模型, 随机分为实验组(11只)和对照组(10
只). 实验组裸鼠给予5-Aza-CdR注射, 对照组
裸鼠注射等量PBS. 4 wk后处死裸鼠, 观察种植
瘤的生长情况, 用RT-PCR技术及免疫组织化
学技术检测T-cadherin mRNA及蛋白的表达. 

结果: 用药4 wk后, 实验组肿瘤组织的T-cadherin 
mRNA的表达水平显著高于对照组(t  = 6.613, 
P <0.05); 对照组H e p G2细胞几乎检测不到
T-cadherin蛋白表达, 而实验组裸鼠种植瘤细胞
膜上可检测到T-cadherin蛋白表达; 实验组肿瘤
的平均体积明显小于对照组肿瘤平均体积(t  = 
2.337, P = 0.025).

结论: 5-Aza-CdR能诱导裸鼠皮下种植HepG2
瘤细胞的T-cadherin表达, 抑制HepG2种植瘤
的生长, 其机制可能为5-Aza-CdR使甲基化的
T-cadherin启动子去甲基化, 恢复T-cadherin的
表达, 从而抑制HepG2种植瘤生长.

关键词: HepG2细胞; 裸鼠; 5-杂氮-2'-脱氧胞苷; 

T-cadherin; 甲基化
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0  引言

肝癌的发生是一个多步骤、多阶段的复杂过程, 
与癌基因激活和抑癌基因失活密切相关. 近年

来, 对抑癌基因失活与肿瘤发生之间关系的研

究越来越受到人们的重视, 尤其是对抑癌基因

启动子区CpG岛甲基化导致基因失活的研究已

渐成为目前研究的热点. 以往研究发现, 对一些

启动子区CpG岛甲基化而失活的抑癌基因, 应用

去甲基化试剂5-杂氮-2'-脱氧胞苷(5-Aza-CdR)
可使这些抑癌基因去甲基化而重新表达[1-4]. 研
究已表明, 胶质母细胞瘤C6细胞缺失T-cadherin
表达, 通过转染使C6细胞过表达T-cadherin可明

显抑制C6细胞的增殖及转移, 表明T-cadherin
分子具有抑癌基因功能[5]. 我们新近研究发现, 
T-cadherin基因表达缺失和下调与T-cadherin基
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因启动子甲基化、肝癌的恶性生物学特征密

切相关, 约40%人肝癌组织中存在T-cadher in
基因甲基化. 进一步研究发现5-Aza-CdR能使

T-cadherin基因甲基化的人肝癌细胞株HepG2细
胞恢复T-cadherin表达, 抑制HepG2细胞增殖[6]. 
本研究进一步探讨5-Aza-CdR能否诱导裸鼠皮

下HepG2种植瘤T-cadherin的表达, 并对裸鼠皮

下HepG2种植瘤生长的抑制作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 5-Aza-CdR购自美国Sigma药物公司; 
DMEM及胎牛血清购自Hyclone公司, HepG2细
胞为华中科技大学同济医学院附属同济医院肝

脏外科中心实验室提供; 裸鼠购自上海斯莱克实

验动物中心, 为8 wk龄BALB/C型♂裸鼠, 饲养于

华中科技大学同济医学院器官移植研究所SPF级
动物房; T-cadherin兔抗人多克隆抗体购自Satan 
Cruz Biotechnology公司(编号: SC-7940), 兔/鼠通

用型二抗(Dako公司)购自Gene公司; M-MLV逆

转录酶及Taq酶为Fermentas公司产品, PCR引物

由上海生物工程公司合成. 
1.2 方法 以含有100 mL/L胎牛血清的DMEM培

养液培养HepG2细胞, 置于37℃、50 mL/L CO2

培养箱中培养、传代. 
1.2.1 HepG2细胞裸鼠皮下种植瘤模型的建立及

实验: 将培养至对数增殖期的HepG2细胞消化

后、计数. 将含1×107个HepG2细胞悬浮于200 
μL PBS液中, 注射于裸鼠侧腹皮下, 每只裸鼠

注射左右两侧各一点, 共注射21只裸鼠. 注射后

14 d, 裸鼠皮下形成肉眼可见的肿瘤(直径约0.3 
cm)时, 将裸鼠随机分为实验组和对照组2组. 实
验组11只, 对照组10只. 实验组裸鼠按1 mg/kg ip 
5-Aza-CdR(溶解于200 μL PBS), 3 次/wk, 连续

注射4 wk. 对照组裸鼠仅注射等量的PBS. 测量

肿瘤长径(a), 短径(b), 计算其体积(V = ab2/2), 2 
次/wk; 绘制肿瘤生长曲线. 在4 wk末处死裸鼠, 
一部分肿瘤组织用40 g/L多聚甲醛固定, 石蜡

包埋作免疫组织化学染色, 观察T-cadherin蛋白

表达, 另一部分肿瘤组织用于提取总RNA, 分析

T-cadherin基因mRNA表达.
1.2.2 免疫组织化学: 取上述石蜡包埋的肿瘤组

织, 连续切片, 每张4 μm厚. T-cadherin一抗用

PBS以1∶100稀释后4℃孵育过夜, PBS漂洗3次
后, 加兔/鼠通用型二抗. 实验步骤按兔/鼠通用

型免疫组化检测试剂盒的说明书进行. PBS代替

一抗作为阴性对照, 细胞膜被染成棕黄色的细
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■研发前沿
近年来, 对抑癌基
因失活与肿瘤发
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对抑癌基因启动
子区CpG岛甲基
化导致基因失活
的研究已渐成为
研究的热点.
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胞为T-cadherin表达阳性的细胞. 
1.2.3 逆转录聚合酶链反应(RT-PCR): 用TRIzol
试剂提取上述各裸鼠皮下种植瘤的总RNA(提
取步骤按照TRIzo l试剂的说明进行), 将其溶

于DEPC处理水中, 用紫外光分光光度仪测浓

度定量. 用2 μg的RNA作为模板进行逆转录反

应, PCR反应的引物序列按照以前文章所述[2]. 
T-cadherin上游引物: 5'-TTCAGCAGAAAGTG
TTCCATAT-3', 下游引物: 5'-GTGCATGGACGA
ACAGAGT-3', PCR产物长度为208 bp; 内参以

β-actin作为对照, 上游引物: 5'-CTGGGACGAC
ATGGAGAAAA-3', 下游引物: 5'-AAGGAAGG
CTGGAAGAGTGC-3', PCR产物长度为564 bp. 
循环过程包括: 起始, 94℃ 5 min; 变性, 94℃ 30 
s; 退火, 54℃ 1 min; 延伸, 72℃ 1 min, 共35个循

环; 最后72℃ 10 min. PCR产物经20 g/L琼脂糖

凝胶电泳, 用AlphaEaseFC凝胶图像分析仪分析, 
测定各条带的吸光度(A )值, 分别以T-cadherin/
β-actin (A值的比值)表示T-cadherin mRNA的相

对表达水平, 重复3次, 取平均值.
统计学处理 采用t检验. 数据均采用mean±

SD表示, 以α = 0.05为检验水准, 采用SPSS13.0
软件进行分析.

2  结果

2.1 5-A z a-C d R上调裸鼠H e p G2种植瘤细胞

T-cadherin基因表达 对照组裸鼠HepG2种植瘤

细胞中T-cadherin mRNA呈低表达(T-cadherin
基因PCR产物灰度值与β-actin PCR产物灰度值

比值为0.256±0.079), 而注射5-Aza-CdR的裸鼠

种植瘤细胞T-cadherin mRNA表达明显增强(T-
cadherin基因PCR产物灰度值与β-actin PCR产
物灰度值比值为0.545±0.119), 两者相比有统

计学显著性差异(t  = 6.613, P <0.05, 图1). 免疫组

织化检测发现对照组裸鼠种植瘤细胞上均未见

T-cadherin阳性着色, 而注射5-Aza-CdR后的裸鼠

种植瘤细胞膜上可见明显棕黄色阳性着色(图2). 
表明5-Aza-CdRip可恢复裸鼠HepG2种植瘤细胞

的T-cadherin mRNA和蛋白表达.
2.2 5-Aza-CdR抑制人肝癌裸鼠种植瘤的生长 在
给药期间, 共有2只裸鼠死亡, 实验组和对照组

各死亡1只(分别于用药后第21天和23天死亡, 死
亡原因可能与皮下种植瘤生长较快致恶病质有

关). 用药后每周观察、测量肿瘤体积2次, 用药

2 wk后即发现实验组裸鼠形成的肿瘤体积较对

照组肿瘤体积小, 这种肿瘤体积的差异随给药

时间延长而增大, 用药4 wk后肿瘤体积差异最明

显(图3). 至4 wk后处死裸鼠时, 实验组肿瘤的体

积为1005.78±419.69 mm3, 对照组为1423.78±
645.54 mm3, 实验组肿瘤体积明显小于对照组肿

瘤的体积(t  = 2.337, P  = 0.025, 图4).

3  讨论

肝细胞癌对放、化疗均不敏感, 对不能手术切

除和切除后复发或转移的病例, 目前尚无有效

的治疗手段. 深入研究肝细胞癌的发生、发展

及转移的分子机制, 探索新的治疗靶点对肝癌

治疗具有重要意义. 
细胞黏附分子cadherin家族不仅介导细胞

间的黏附[7], 而且还参与细胞间的信号传导机

制[8-9]. T-cadherin是黏附分子家族较为特殊的一

种类型, 因为缺失经典cadherin分子所具有的跨

膜区而经糖基磷脂酰肌醇分子附着于细胞膜 
上[10], 故而命名truncated-cadherin(即T-cadherin, 

图  1  PCR产物电泳图分析瘤体组织中T-cadherin mRNA表
达差异. 1, 3, 14: 实验组; 6, 8, 20: 对照组(数字为实验中随机

设定的裸鼠编号).

b-actin

T-cadherin

564

208

bp
1        3       14       6        8       20

图  2  免疫组化分析T-cadherin蛋白在肿瘤组织中的表达. A: 

对照组; B: 实验组.

A

B

■相关报道
Kantarjian利用5-
杂氮-2'-脱氧胞苷
(通用名地西他滨, 
decitabine)临床治
疗白血病及高危
险性骨髓增生异
常综合征患者, 获
得了较好疗效.
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又称CDH13或H-cadherin), 他主要介导同种细胞

间的黏附和迁移[7,11]. 已有研究报道, T-cadherin
在肺癌、胰腺癌等多种肿瘤中表达缺失[12-13]. 启
动子甲基化是导致T-cadherin基因表达缺失或下

调重要机制之一, 在卵巢癌[14]、胰腺癌[15-16]中已

证实存在T-cadherin基因频繁甲基化. 在胰腺癌

中, 约58%的T-cadherin的下调表达是由于启动

子甲基化引起的[13]. 我们前期实验已经证实有

40%人肝癌组织存在T-cadherin基因甲基化, 而
癌周正常肝组织无T-cadherin基因甲基化. 肝癌

中T-cadherin基因表达缺失和下调与T-cadherin
基因启动子甲基化有关, 而T-cadherin基因表达

缺失和下调是促进肝癌的恶性生物学特征进展

的重要因素[6]. 由此可见, 通过对肝癌中甲基化

的T-cadherin基因进行去甲基化处理, 可望恢复

T-cadherin基因表达, 从而达到抑制肝癌发生、

发展的目的.
去甲基化试剂5-Aza-CdR能通过共价健俘

获甲基转移酶形成一个稳定的复合物, 使细胞在

DNA复制过程中不能将S-腺苷-L-甲硫氨酸上的

甲基基团转移至胞嘧啶上, 可有效消除细胞DNA
甲基化的功能, 这可导致在DNA经过几个周期的

复制后的去甲基化[17]. 5-Aza-CdR可使存在甲基

化的多种肿瘤抑制基因去甲基化后表达, 达到抑

制肿瘤生长的目的. Bender et al [3]发现用5-Aza-
CdR处理过的T24膀胱癌细胞接种于裸鼠后形

成的肿瘤较未处理的细胞接种的肿瘤明显减小. 
Lantry et al [4]发现5-Aza-CdR可以重新激活抑癌

基因p16 , 从而减少4-(甲基亚硝基)-3-(吡啶)-1-丁
酮诱发的小鼠肺癌发生达23%. 临床应用5-Aza-
CdR治疗肿瘤已见报道, 如利用5-Aza-CdR(通用

名地西他滨, decitabine)治疗白血病及高危险性

骨髓增生异常综合征等, 获得了较好疗效[18-19].

在体外研究发现人肝癌细胞株HepG2细胞

存在T-cadherin基因启动子甲基化和T-cadherin
基因低表达, 5-Aza-CdR作用HepG2细胞后能

恢复T-cadherin表达, 并可抑制HepG2细胞增 
殖[6]. 本研究在裸鼠体内证实, 5-Aza-CdR对裸

鼠体内的人肝癌HepG2细胞的生长具有明显的

抑制作用. 其机制可能与5-Aza-CdR使甲基化的

T-cadherin启动子去甲基化, 恢复T-cadherin基因

表达有关. T-cadherin表达上调能可诱导p21表达

导致细胞周期阻滞, 从而抑制肿瘤细胞增殖, 已
在胶质母细胞瘤细胞中得以证实[5]. 然而, 5-Aza-
CdR去甲基化作用并无特异性, 对多种甲基化的

基因具有去甲基化作用, 恢复其基因功能. 在人

肝癌中已证实存在甲基化的多种肿瘤抑制基因, 
如E-cadherin基因[20]、与多数肿瘤发生密切相关

的p15 , p16基因[21]及p21基因[22]等均可能被去甲

基化而恢复表达, 进而也会对肿瘤产生抑制作

用. 因此, 对于5-Aza-CdR抑制裸鼠皮下HepG2
种植瘤生长的分子机制有待于进一步深入研究. 

本研究通过体内研究发现5-Aza-CdR对裸鼠

体内的人肝癌HepG2细胞的生长具有明显的抑

制作用. 为进一步利用甲基转移酶抑制剂5-Aza-
CdR开展治疗肝癌的研究提供了新的思路.
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Abstract
AIM: To screen proteins in human pancreas 
cDNA library interacting with hepatitis B core 
antigen (HbcAg) by yeast two-hybrid system.

METHODS: After amplification, purification, 
and identification, the human pancreas cDNA li-
brary plasmid was transformed into yeast Y187. 
Thereafter, the reconstructed bait plasmid (pG-
BKT7-HBcAg) was transformed into yeast cells 
AH109. Then, the transformed AH109 was mat-
ed with Y187 that contained the library plasmid. 
The diploid yeast cells were plated on nutrient 

deficiency medium SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 
and SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade containing X-α-
gal for selecting. The plasmids in diploid yeast 
cells were extracted and electrotransformed 
into E.coli DH5α. The plasmids in DH5α were 
extracted, sequenced and analyzed by bioinfor-
matic methods.

RESULTS: The human pancreas cDNA library 
was constructed successfully. The reconstructed 
bait plasmid (pGBKT7-HBcAg) was transformed 
into yeast cells AH109 successfully. Nine pro-
teins interacting with HBcAg were screened, and 
their sequences were homologous with human 
pancreatic lipase (PNLIP), CEL, CTRC, trypsino-
gen, carboxypeptidase 1 (CPB1), human com-
plete mitochondrial genome, human pancreatic 
elastinase 2A, human complement lipase (CLPS) 
and human ribosomal protein (RPL10A).

CONCLUSION: HBcAg protein may be related 
with the exocrine pancreatic function and me-
tabolism of glucose or lipid. HBV infection prob-
ably leads to metabolic abnormality or metabolic 
diseases through interacting with pancreatic 
enzymes.

Key Words: Hepatitis B core antigen; Pancreas 
cDNA library; Yeast two-hybrid system

Zhang WY, Zhang JQ, Wang Q, Li GL, Wang XC, Zhang 
CY, Yang D, Cheng J. Screening of proteins binding to 
hepatitis B core antigen from human pancreas cDNA 
library by yeast two-hybrid system. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(16): 1746-1750

摘要
目的: 应用酵母双杂交技术 ,  筛选人胰腺
cDNA文库中与HBV核心抗原结合的蛋白的
基因. 

方法: 扩增人胰腺cDNA文库并纯化鉴定, 将
其转化至酵母菌Y187; 诱饵质粒pGBKT7-
HBcAg转化酵母菌AH109并筛选鉴定. 应用
酵母双杂交系统3进行配合, 在SD/-Trp/-Leu/-

®

■背景资料
近年来国内外大
量的临床病例研
究资料及文献提
示, 慢性乙型肝炎
患者2型糖尿病发
病率显著高于普
通人群, HBV慢性
感染时除引起肝
脏病变外, 可能同
时还侵犯胰腺进
而影响胰腺的分
泌功能致糖、脂
类代谢异常. 但机
制不清, 相关研究
甚少. 
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His/-Ade培养基和含X-gal的SD/-Trp/-Leu/-
His/-Ade培养基上进行双重筛选, 提取阳性酵
母菌落的质粒转化大肠埃希菌DH5α, 提取质
粒并测序, 对测序结果进行生物信息学分析. 

结果: 人胰腺cDNA文库的构建以及pGBKT7-
HBcAg质粒转化AH109酵母菌株均获成功, 
并从人胰腺cDNA文库中筛选出9个与HBcAg
蛋白相结合的蛋白基因 ,  分别与以下已知
的9种编码蛋白基因序列同源: 人胰脂肪酶
(PNLIP)、人胆盐刺激酯酶(CEL)、人胰凝
乳蛋白C(CTRC)、人胰蛋白酶原、人羧肽酶
B1(CPB1)、人线粒体全基因组、人胰弹性
酶2A、人辅脂肪酶(CLPS)和人核糖体蛋白
(RPL10A).

结论: 筛选出的与HBcAg蛋白相结合的蛋白
基因主要与胰腺外分泌功能相关, HBV感染
可能通过与胰腺所分泌的糖、脂类代谢相关
的酶类结合, 而引发代谢性疾病.

关键词: HBcAg; 人胰腺cDNA文库; 酵母双杂交技术
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0  引言

近年来国内外大量的临床病例研究资料及文献

提示, 慢性乙型肝炎患者2型糖尿病发病率显著

高于普通人群并存在胰岛素抵抗, 这种现象逐

渐受到人们关注[1-5]. 有研究者还进行了相关的

机制研究, 但尚无法定论. 研究者通过对胰腺组

织进行原位杂交及免疫组化检测发现, HBV慢

性感染者胰腺组织中存在HBsAg、HBcAg及
HBV DNA[6-8]. 这些提示HBV慢性感染时除引起

肝脏病变外, 可能同时还侵犯胰腺并引起相应

的病理改变, 进而影响胰腺的分泌功能致糖、

脂类物质代谢异常甚至是代谢性疾病. 但这些

可能性及其机制还需要进一步研究验证. 因此, 
我们从蛋白质水平运用酵母双杂交技术筛选人

胰腺cDNA文库中与HBcAg结合蛋白的基因, 从
而为相关理论提供实验依据, 为相关研究的提

供思路和方向. 

1  材料和方法

1.1 材料  酵母双杂交系统3该试剂盒包括人

类胰腺cDNA文库、pGADT7-AD克隆载体、

pGBKT7-BD克隆载体、酵母菌株AH109、酵母

菌株Y187, 购自Clontech公司. BglⅡ购自TaKaRa
公司. X-α-gal、酵母YPD培养基、酵母YPDAgar
培养基、SD/-Trp、SD/-Leu、SD/-Trp/-Leu、
SD/-Trp/-Leu/-His以及SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade培
养基均购自Clontech公司. 鲑精DNA(DNA, from 
herring sperm)购自Sigma公司. 引物合成及测序

由奥科公司完成.
1.2 方法 酵母胰腺cDNA文库的构建按Clontech 
公司的说明书对文库进行扩增, 用Qiagen公司

的操作手册(Qiagen plasmid Maxi kit)对文库进

行纯化. 取纯化的文库质粒1 μL转化DH5α感
受态细胞, 随机挑取6个单克隆提取质粒, Eco R
Ⅰ、XhoⅠ双酶切鉴定cDNA文库多样性. 文
库质粒转化酵母, 制备酵母人胰腺cDNA文库. 
提取新鲜生长的Y187酵母菌落接种于Y P D A
液体培养基中, 振摇后以醋酸锂法将文库质粒

转化至其中, 然后将转化物铺SD/-Leu板孵育. 
同时将转化产物按1∶10, 1∶102, 1∶1×104,  
1∶1×106, 1∶1×108分别铺于SD/-Leu培养基

上检验转化效率. HBcAg蛋白的酵母表达载体

pGBKT7-HBcAg由本室构建, 醋酸锂法转入酵

母菌株AH109. 转化后铺板筛选, 挑取新鲜生长

的经菌落PCR鉴定正确的AH109酵母菌落接种

于SD/-Trp液体培养基中, 振摇培养后, 离心并重

悬于2×YPDA培养基中, 与含胰腺文库的酵母

细胞配合24 h. 观察到三叶草状的二倍体细胞后, 
将其离心并重悬于0.25×YPDA培养基中, 然后

铺SD/-Trp/-Leu/-His平板和SD/-Trp/-Leu/-His/-
Ade平板各25块, 孵育培养. 同时将配合产物按 
1∶10 , 1∶102, 1∶103分别铺于培养基上检验配

合效率. 生长16 d后把直径>2 mm的菌落划线于

铺有X-Gal的培养基, 在此培养基上生长且变成

蓝色的为阳性菌落. 挑取阳性菌落于液体培养

基中, 振摇后提取酵母质粒. 电穿孔法将提取的

质粒转化感受态细胞并于含有氨苄青霉素的LB
平板上培养, 所获得菌落质粒行BglⅡ酶切鉴定

图  1  胰腺cDNA文库Eco RⅠ/Xho Ⅰ双酶切分析.
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后测序, 对测序结果进行生物信息学分析.

2  结果

2.1 酵母胰腺cDNA文库的构建 经测定, 待转化

的胰腺cDNA文库滴度在4×107左右. 用Eco R
Ⅰ、 XhoⅠ双酶切鉴定cDNA文库的多样性. 结
果显示插入片段大小不一(图1), 说明文库具有

很好的多样性. 经转化效率的检验, 确定文库细

胞计数大于1×109细胞/L.
2.2 pGBKT7-HBcAg质粒转化AH109酵母菌株 
用醋酸锂法转化酵母细胞后在缺陷型SD/-Trp培
养基上筛选生长. 培养4 d后, 挑取菌落进行PCR
扩增HBcAg, 结果显示转化成功(图2).
2.3 部分筛选克隆BglⅡ酶切鉴定结果 pACT2载
体上含有的2个BglⅡ酶切位点分别位于多克隆

位点两侧, 故使用该内切酶消化将释放出所筛

选到的胰腺文库的基因片段. 图3所示BglⅡ酶

切、琼脂糖凝胶电泳后的不同大小胰腺cDNA
文库片段.
2.4 筛选出的基因序列进行生物学信息学分析 
挑选26个阳性克隆测序后, 进行生物学信息学

分析(表1).

3  讨论

HBV慢性感染除引起肝脏损害外还可能与很多

肝外组织损害密切相关, 尤其与2型糖尿病之间

的关联更是引起众多学者的关注. 国内外很多

研究者提供的流行病学和临床病例资料报道提

示, HBV慢性感染患者糖尿病的发病率显著高

于普通人群[9-10]. Custro et al [11]报道, 成人慢性乙

型肝炎2型糖尿病的发病率为25%, 是普通人群

发病率的4倍. 北京地坛医院[2]曾调查北京2303
例慢性肝炎患者, 发现2型糖尿病发病率是普通

人群的3倍. 这些说明HBV慢性感染可能会导致

2型糖尿病的发生, 也可能2型糖尿病的又一危

险因素.
有研究者发现, HBV慢性感染者伴发2型糖

尿病与HBV损伤胰岛细胞有关. 研究显示慢性

HBV感染患者中糖耐量异常者(IGT)胰腺细胞

HBV DNA检测阳性率显著高于糖耐量正常者

(NGT), 免疫荧光组织化学双重染色显示胰岛

细胞胰岛素受体阳性部位有HBsAg存在, 提示

HBV不仅能侵害肝细胞, 也可能直接侵害胰岛

细胞, 可能是HBV感染伴发2型糖尿病的原因之

一[5]. HBV DNA可能会导致胰岛β细胞功能障碍, 
或者造成编码胰岛素基因突变, 使胰腺β细胞不

能分泌成熟的胰岛素, 而分泌更多的前体胰岛

素或变形胰岛素. 还有研究发现HBV病毒核心

抗原(HBcAg)结合蛋白C-12与胰岛素受体有相

表  1  阳性克隆进行生物学信息学分析结果

     
序号	  GenBank序号	      已知的同源序列编码蛋白基因        相同克隆数	          同源性

1	    000936.2	          人胰脂肪酶(PNLIP)		    5	            98

2	    001807.2	          人胆盐刺激酯酶(CEL)		    1	            97

3	    007272.2	          人胰凝乳蛋白C(CTRC)		    1	          100

4	    002769.2	          人胰蛋白酶原			     4	            99

5	    001871.2	          人羧肽酶B1(CPB1)		    2	            98

6	    001807.4	          人线粒体全基因组		    1	            97

7	    033440.1	          人胰弹性酶2A			    1	            99

8	    001832.2	          人辅脂肪酶(CLPS)		    2	            99

9	    007104.4	          人核糖体蛋白(RPL10A)		    2	          100

1                  2                 3                 M

750
500

bp

图  2  PGBKT7-HBcAg的PCR鉴定.
图  3  部分真阳性文库质粒Bgl Ⅱ酶切分析.

1       2       3       4      M       5       6       7       8    
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互作用关系[12]. 这些研究从机制方面进一步说明

了HBV慢性感染与2型糖尿病可能密切相关, 但
是糖代谢过程及其机制极为复杂, HBV慢性感

染是影响这一过程中的某一环节还是某几个环

节, 而且是通过怎样的作用过程和机制影响的

我们还不清楚. 到目前为止, 国内外相关机制的

研究报道甚少, 更缺少充分的证据.
我们在此基础上考虑, HBV慢性感染时某

些病毒蛋白可能影响了糖代谢过程的某些环节. 
因此我们采用酵母双杂交技术从蛋白质水平研

究相关的机制, 本文筛选了人胰腺cDNA文库中

的HBcAg结合蛋白基因, 发现了与HBcAg存在

相互作用的几种胰腺分泌的酶, 如胰弹性蛋白

酶、胰脂肪酶、辅脂肪酶、胆盐刺激酯酶, 而
这些酶是胰腺外分泌功能中的重要组分, 他们

在糖、脂代谢过程中均起重要作用.
值得人们关注的是, 大约10%-30%的1型和

2型糖尿病患者存在胰腺外分泌功能异常, 并且

与早发的胰腺功能衰竭、低体质量指数、糖尿

病病程有关[13-15]. 2型糖尿病患者胰腺外分泌功

能障碍显著高于正常对照组, 并且随着体重指

数的增加胰腺外分泌发生障碍的可能性也会相

应增加[16]. 而粪胰弹性酶是一个重复性非常好

的评价胰腺外分泌功能的指标[17-18]. Vesterhus  
et al [19]研究发现, 所有青春期糖尿病(MODY3)患
者中胰弹性酶缺乏者脂肪排泄增加. 有研究发

现, 弹性酶可抑制大白鼠和小白鼠自发性糖尿

病; 抑制实验性肝纤维化、增强脂肪肝时的肝

脏脂肪分解. 其作为药物主要可用于防治动脉

硬化症、高脂血症(高胆固醇、高甘油三酯)、
高血压、糖尿病和脂肪肝等[20-24].

另外 ,  胰腺分泌的脂肪分解酶包括胰脂

肪酶(pancreat ic l ipase, PL)和胆盐刺激酯酶

(carboxyl ester lipase, CEL). PL主要分解食物中

的甘油三酯; CEL主要消化胆固醇酯和视黄酯. 
而辅脂肪酶是胰脂肪酶对消化脂类物质时不可

缺少的辅助因子. 他们作为胰腺外分泌的主要

成分都参与食物脂肪的消化和吸收. 对小鼠动

物模型的研究发现, PL和CEL主要作用分别是

机体对甘油三酯和胆固醇的吸收. 还有研究发

现PL和CEL在脂类吸收中有互补作用[20]. 辅脂

肪酶基因敲除小鼠试验中同样出现脂肪吸收下

降[26]. 脂肪酶在糖代谢中也具有重要作用[27-28]. 
有研究发现, 对非糖尿病CEL基因变异者行MRI
和超声检查提示胰腺存在脂肪变倾向, 他们在

发生2型糖尿病之前胰腺脂肪聚集[29]. 而胰腺脂

肪量是胰腺B细胞功能障碍的原因之一, 并可能

影响2型糖尿病的发展[30].
这些研究提示胰腺外分泌功能障碍在胰腺

脂肪变和糖尿病发展进程中起了一定作用. 这
些胰腺外分泌功能中重要的酶类物质, 如果他

们的分泌及功能出现异常则极可能进一步影响

相应的代谢过程而导致脂类代谢异常, 甚至最

终引发胰岛素抵抗、糖代谢异常和2型糖尿病. 
而HBcAg与这些酶类物质结合后就可能影响他

们的结构、功能, 从而进一步导致一系列的不

良结果. 因此, HBV慢性感染影响胰腺外分泌功

能可能就是其影响糖、脂代谢过程的可能机制

之一, 这需要进一步证实.
总之, HBV慢性感染时同样可能感染胰腺

细胞, 我们的研究发现HBcAg与胰腺分泌的多

种酶类物质存在相互作用, 尤其是其中几种与

胰腺外分泌功能密切相关. 他们之间的相互作

用可能就是HBV感染引发糖、脂类代谢异常甚

至糖尿病的可能机制. 我们的研究为进一步探

索HBV慢性感染与胰腺功能、糖类代谢、脂类

代谢和2型糖尿病提供了新的良好的思路和研

究方向.
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Abstract
AIM: To determine whether efflux systems 
contribute to multidrug resistance(MDR) in 
Helicobacter pylori (H pylori). 

METHODS: A chloramphenicol-induced MDR 
model ex vivo was developed in six suscep-
tible H pylori strains (5 isolates and H pylori 
NCTC11637). The minimal inhibitory concentra-
tions (MICs) of erythromycin, metronidazole, 
penicillin G, tetracycline and ciprofloxacin were 
determined using agar dilution tests and MDR 
strains were selected accordingly. The mRNA 
expression level of hefA was estimated using flu-
orescence real-time quantitative PCR. A H pylori 
LZ1026 knockout mutant (△HpLZ1026) for (pu-

tative) efflux protein was constructed through 
insertion of the Kanamycin resistance cassette 
from pEGFP-N2 into hefA, and its susceptibility 
profiles to 10 antibiotics were estimated. Expres-
sions of hefA and hefC genes were detected using 
PCR in 20 clinically isolated H pylori strains. 

RESULTS: There was similar multidrug-
resistance in chloramphenicol-induced screened 
multidrug-resistant (MDR) strains. Expression 
level of hefA gene in the 6 MDR strains was sig-
nificantly higher compared with drug-sensitive 
strains (5.8466 ± 2.9370 vs 2.6356 ± 1.7245, P = 
0.033). △HpLZ1026 was constructed success-
fully and its sensitivity to four of ten antibiotics 
was significantly increased. In all the 20 isolated 
strains, hefA and hefC genes were detected while 
strains of hefABC gene depletion were not found.   

CONCLUSION: Efflux pump gene hefA plays 
an important role in multidrug resistance of  
H pylori in vivo. The hefABC gene exists univer-
sally in H pylori, which plays an essential role in 
mechanism underlying multidrug resistance.  

Key Words: H pylori ; Multidrug resistance; Efflux 
pump; Fluorescence real-time quantitative PCR; 
Knockout mutant
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hefA in multidrug resistance of Helicobacter pylori. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(16): 1751-1756

摘要
目的: 研究幽门螺杆菌(H pylori )分离株的多
重耐药机制. 

方法: 用氯霉素对临床分离株H pylori和标准
株H pylori 进行体外诱导, 琼脂稀释法测定诱
导后菌株对甲硝唑、四环素、琥乙红霉素、

环丙沙星和青霉素G的耐药性, 从而筛选出多
重耐药株; 实时定量PCR检测多重耐药株和
敏感株中编码主动外排泵外膜蛋白的结构基
因hefA的mRNA水平. 通过构建hefA基因敲除
株, 测定敲除前后菌株对10种抗生素的敏感

www.wjgnet.com
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■背景资料
在目前广泛应用
抗生素的背景下, 
细菌耐药已经成
为一个世界性的
课 题 ,  尤 其 是 多
重耐药菌株的出
现给临床感染性
疾病的治疗带来
了 新 的 难 题 .  对
细菌外排泵的研
究已有十几年的
历 史 ,  其 中 对 大
肠杆菌、铜绿假
单胞菌和金黄色
葡萄球菌等研究
比 较 深 入 ,  存 在
多种抗生素耐药
性有关的主动外
排 泵 系 统 .  而 对 
H  p y l o r i 多 重
耐 药 机 制 的
研 究 较 少 ,  在 
H  py lo r i 对抗生
素耐药机制中外
排泵是否起作用
还 不 甚 明 了 .  本
文旨在通过分子
生物学技术研究
H pylori 多重耐药
性 机 制 ,  为 克 服 
H pylori 多重耐药
的产生提供理论
基础.

■同行评议者
赵平, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学微生
物学教研室



性. PCR扩增20株H pylori 临床分离株主动外
排泵结构基因hefA和hefC .   

结果: 经氯霉素诱导后, 筛选出的耐药菌株
均表现出相似的多重耐药性, 6株多重耐药株
hefA 基因mRNA水平显著高于敏感株(5.8466
±2.9370 vs  2.6356±1.7245, P  = 0.033); 成
功构建了hefA 基因敲除株(△HpLZ1026), △
HpLZ1026对4种抗生素的敏感性明显增加; 所
有20株临床分离株中均检测出hefA 和hefC 基
因, 未发现hefABC基因缺失株.

结论: 主动外排系统hefA 基因高表达导致体
外人工诱导H pylori多重耐药的产生; hefABC
基因在H pylori中普遍存在, 且在H pylori多药
耐药机制中起重要作用.

关键词: 幽门螺杆菌; 多重耐药; 外排泵; 实时定量

PCR; 基因敲除
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0  引言

世界50%以上人口存在幽门螺杆菌(Helicobacter 
pylori , H pylori )感染[1-4]. 已经证实H pylori感染

是慢性活动性胃炎、消化性溃疡、胃黏膜相

关淋巴组织淋巴瘤的主要病因, 与胃癌的发生

亦有密切关系[5-6]. 随着抗生素在根除H pylor i
治疗中的广泛应用, H pylor i耐药的发生率不

断上升, 而且, 已经出现同时对甲硝唑、克拉

霉素、阿莫西林耐药的多重耐药株[7]. 研究表

明, 能将抗生素主动排出体外的外排泵在细菌

的多重耐药机制中起重要作用[8-11]. 与细菌多重

抗生素耐药性有关的主动外排泵系统主要归

于5个家族/类[12-13], 其中, 耐受-生节-分裂家族

(resistance-nodulation-division[RND]family), 在
革兰氏阴性菌多重耐药中起重要作用, 能够排

出底物相似性很小底物, 包括多类抗菌药物, 也
包括用于消毒灭菌的抑菌剂、去污剂、表面活

性剂、染料及有机溶剂等[8,10]. 杨海燕 et al [14]研

究发现acrAB-RND泵的过度表达与志贺菌的多

重耐药产生密切相关. Bina et al [15]鉴定了H pylori
中存在hefABC, hefDEF, hefGHI  3种RND类主

动外排系统, 通过基因敲除技术分别使3种外

排泵功能失活后, 用纸片扩散法对敲除前后菌

株进行药敏试验 ,  结果显示R N D类外排泵在 

1752                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年6月8日      第16卷     第16期

H pylori产生多重耐药中的作用仍未明了; 而van 
Amsterdam et al [16]通过敲除tolC同源[17]的外膜通

道蛋白编码基因, 显示外排泵在H pylori对甲硝

唑耐药机制中起重要作用, 然而外排泵的编码

基因在H pylori多重耐药株中的表达情况未精确

定量. 由于亚洲H pylori菌株在生物学性状与欧

美地区H pylori菌株存在诸多不同[18], 本文以中

国H pylori菌株为研究对象, 研究主动外排系统

hefABC在H pylori临床分离株中的诱导表达情

况, 采用更加精确的琼脂二倍稀释法测定hefA
基因敲除株H pylori对多种抗生素的耐药性, 为
克服H pylori的多重耐药产生提供理论基础. 结
果报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 用于体外诱导耐药试验的H pylor i和 
H pylori  LZ1026株随机选取于消化性溃疡或慢

性活动性胃炎患者胃黏膜活检标本(郑州大学第

二附属医院消化内科胃镜室, 2006-03/2007-07), 
采用含70 mL/L羊血的布氏培养基, 37℃微需氧

(850 mL/L N2、100 mL/L CO2、50 mL/L O2)、
相对湿度>98%的条件下培养3 d, 菌株经生化反

应(尿素酶、触酶、氧化酶)及HE染色、形态学

鉴定, 获取临床分离株; H pylori  NCTC11637、
质粒pBluescriptⅡSK(-)和pEGFP-N2由河南分子

医学重点实验室提供. 阿莫西林、头孢他定、

萘啶酸、庆大霉素、多黏霉素B、克拉霉素、

氟哌酸、四环素、氯霉素、环丙沙星、甲硝

唑、头孢噻肟、琥乙红霉素和青霉素G均购自

中国药品生物制品检验所; DNA提取试剂盒、

总RNA抽提试剂盒和cDNA第一链合成试剂盒

购自北京塞百盛生物公司; pMD19-T vector购
自TaKaRa公司; RealMasterMix(SYBR Green)试
剂盒均购自宝赛公司; 荧光定量仪: Gene Amp 
5700 Sequence Detector定量PCR扩增仪及配

套分析软件Gene Amp 5700 SDS(美国Perkin-
Elmer公司). PCR引物设计, 参照Bina et al [15]在

GenBank上公布的H pylori  hefABC基因序列, 进
行同源性序列分析, 在其保守区段内设计, 参照

文献[19], 内参选用gyrB基因(DNA旋转酶B亚单

位基因), 由上海生物工程技术服务公司合成. 
1.2 方法 
1.2.1 多重耐药H pylori 的体外诱导和筛选: (1)
对临床分离敏感菌株进行单菌落传代培养, 测
定诱导剂氯霉素对受试菌的最低抑菌浓度

(minimal inhibitory concentration, MIC); (2)在含

www.wjgnet.com

■研发前沿
随着H pylori 对抗
生素耐药的发生
率不断上升, 探讨
其发生机制已经
成为目前医学界
研究的热点. 细菌
对抗生素产生耐
药的可能内在机
制包括药物吸收
的减少和外排的
增加. 细菌多重耐
药机制仍有待于
进一步研究.  
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1/2×MIC诱导剂的培养基接种3 μL培养物(108 

cfu/L), 37℃培养48 h. 挑选生长良好的菌落,  接
种于含1×MIC诱导剂的培养基, 37℃培养48 h. 
不断提高诱导剂在培养基中的浓度, 重复传代

培养, 直至诱导剂浓度大于或等于128×MIC, 
(3)上一步最后得到的耐药株, 作4次无诱导剂传

代培养后, 接种于含4×MIC诱导剂的培养基培

养, 证实耐药菌株为非适应性耐药[20-21]. 将经诱

导获得的菌株作琼脂平板培养, 分别接种于含

四环素、青霉素G、环丙沙星、甲硝唑、琥乙

红霉素药物(4×MIC)的琼脂平板, 37℃培养48 
h, 筛选出多重耐药菌株[22]. 
1.2.2 抗菌药物最低抑菌浓度测定: 用琼脂平皿

二倍稀释法测定5种抗菌药物对多重耐药株的最

低抑菌浓度. 并确定其多重耐药谱及相应的MIC. 
1.2.3 H pylori hefA、hefC基因的检测: 采用DNA
提取试剂盒提取H pylori基因组DNA. PCR 扩增

体系50 μL, 三蒸水24.5 μL, 10×PCR反应缓冲液

5 μL, 25 mmol/L MgCl2 3 μL, 1 mmol/L×dNTP 
4 μL, 2.5 μmol/L引物各2.5 μL, 模板DNA 8 μL, 
5 U Taq酶0.5 μL, 94℃变性1 min, PCR循环参数

为: 94℃ 30 s, 55℃ 45 s, 72℃ 120 s共30个循环, 
最后72℃延伸600 s. 用含0.5 mg/L溴化乙啶的10 
g/L琼脂糖电泳分析PCR产物并拍照, 扩增用引

物见表1(hefA, hefC ). 
1.2.4 H pylori hefA基因表达水平的检测与分析: 
取37℃微需氧(850 mL/L N2、100 mL/L CO2、

50 mL/L O2)、相对湿度>98%的条件下培养3 d  
H pylori , 从培养基上收集H pylori重悬于磷酸盐

缓冲液中, 紫外分光光度计测定浓度, 当A 660nm = 
0.1, 取1 mL提取其总RNA. H pylori总RNA的提

取按TRIzol试剂盒说明书步骤操作, 紫外分光光

度计测定RNA含量. 反转录体系如下: M-MLV
酶200 U, 5×缓冲液4 μL, 0.1 mol/L DTT 2 μL,  
RNasin 20 U, 5 mmol/L dNTPs 2 μL, RNA 2 μg, 
100 mg/L随机引物1 μL, 加DEPC处理水至总体

积20 μL, 37℃ 1 h. 将上述反转录产物进行PCR
扩增, 引物见表1(hefA, gyrB ), 反应体积及参数

同1.2.3.
1.2.5  实时定量P C R: 取h e f A 表达阳性菌株

H pylor i  11032的hefA, gyrB反转录PCR产物

(cDNA), 纯化后连接于pMD19-T质粒, 重组质

粒纯化后进行浓度测定, 梯度稀释作为标准曲

线用标准品. 25 μL PCR反应体系中包括: 上下

游引物各0.5 μL(10 μmo1), 2×Mix12.5 μL(包括

反应缓冲液、dNTP、MgCl2、SYBRGreenⅠ、

Taq酶), 双蒸水11 μL, cDNA标本1 μL. 将不同浓

度的标准模板同时进行PCR, 扩增条件同1.2.4, 
循环35次, 同时进行RNA为模板的阴性对照, 每
个样本进行三次重复. 将检测的临界点设定在

PCR扩增过程中, 荧光信号由本底进入指数增长

阶段的拐点所对应的循环数(threshold cycle, CT)
作为模板初始浓度的间接指标, 将不同浓度的

标准模板拷贝的对数和相应的CT值作图, 得到

标准曲线. 将所扩增的PCR产物同时进行琼脂糖

凝胶电泳和溶解曲线分析[23-26]. 
1.2.6 hefA 基因敲除株的构建: DNA扩增、转

化、酶切鉴定参照文献[27-28]方法进行, 以临

床分离株H pylori  LZ1026(分离于胃溃疡患者)
为模板, PCR扩增hefA基因编码区277-1574 bp, 
1298 bp大小片段(hefA M)(参照GenBank上公

布的H pylori  11637 hefA序列设计引物), 以质

粒pEGFP-N2为模板, 扩增卡那霉素抗性基因

(kmR), 引物设计及扩增片段大小见表1(hefA M, 
kmR), DNA序列测定由上海生物工程技术服务

公司完成. hefA , pBluescriptⅡSK(-)经XbaⅠ, 
XhoⅠ双酶切后, 连接鉴定; 在hefA基因715 bp
位点处插入kmR抗性基因, 提取重组质粒电转化

经微需氧培养H pylori : 自培养72 h的固体培养

基上刮取H pylori于1 mL150 mL/L甘油-9%蔗糖

溶液, 4℃ 5000 r/min离心10 min(重复3次), 沉淀

重悬于50 μL150 mL/L甘油-9%蔗糖溶液中, 应
用U-2001紫外可见分光光度计, 测定A 660 nm吸光

度值(A 660 nm = 1, 细菌浓度约1011 cfu/L), 调整细

菌浓度为1013 cfu/L. 4℃放置10 min, 加打靶载体

pBSK-hefA-mutant 500 ng, 冰上静置5 min, 移入

-20℃预冷的0.1 cm电击池中, 冰浴5 min, 电击池

置电穿孔架上, 设定电击条件: 25 F, 1.8 kV, 200 
Ω, 4.92 s, 电击后, 立即加SOC缓冲液100 μL与
电击池中细菌混匀, 静置5 min, 将电转液均匀涂

布于普通H pylori培养平板上, 37℃微需氧培养

48 h后, 刮取平板上所有菌落于无菌生理盐水中

混匀, 转涂于含25 mg/L卡那霉素的H pylori平板

上继续培养3-6 d, 挑取单个菌落培养鉴定. 用琼

脂平皿二倍稀释法测定10种抗菌药物对hefA基

因敲除前后菌株的最低抑菌浓度.
统计学处理 采用配对t检验分析在野生敏

感株和多药耐药株之间mRNA表达水平的差异. 
数据采用SPSS10.0统计软件包进行统计分析. 

2  结果

2.1 临床分离H pylori 诱导耐药结果 在5株野生

敏感株和1株标准株(NCTC11637)中, 经氯霉素

■相关报道
2000年, Bina et al
在H pylori  11637
菌 株 中 鉴 定 了 3
种 编 码 R N D 外
排泵系统同源基
因 ,  分 别 命 名 为
hefABC、hefDEF
和hefGHI .  通过
敲除相应编码质
膜 主 动 转 运 体
hefC、hefF 和hefI
结构基因及用质
子动力解偶联剂
氰氯苯腙(CCCP)
抑 制 外 排 泵 ,  分
别做药敏试验分
析, 得出结论认为
hef -RND系统在 
H pylori 对多种抗
生素耐药的内在
机制中不起作用.
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诱导和筛选出的耐药菌株, 均表现出相似的多

重耐药性. 5种受试的抗菌药中, 四环素、青霉

素G、环丙沙星和甲硝唑的MIC都程度不同地

明显提高, 其中4株菌未诱导出对琥乙红霉素较

高浓度的耐药(表2). 
2.2 临床分离H pylori hefA的表达水平 H pylori 
RNA提取、反转录PCR结果如图1. 荧光实时定

量PCR检测H pylori hefA相对表达量: 本研究中

将hefA基因mRNA的初始浓度与相对应的gyrA
基因的初始浓度相除来进行标准化, 从而得出

hefA基因产物的相对定量. 5株敏感野生株和

H pylor i  11637中均可检测出不同程度的hefA  
mRNA表达, 相对表达量为2.6356±1.7245; 其
相对应的氯霉素诱导后多药耐药株中亦可检测

出hefA  mRNA的表达, 其相对表达量为5.8466±
2.9370(表3). MDR组hefA基因表达水平显著高

于敏感野生株(P  = 0.033, 图2). 
2.3 he fA 基因敲除株的药敏试验 成功构建了

hefA基因敲除株(△H pylori LZ1026), hefA基因

编码区内1147 bp大小片段被测序并提交Gen-
Bank数据库(登录号EU271683). 与基因敲除前

野生株H pylori LZ1026相比, 琼脂稀释法测定

MIC显示, 10种抗生素(阿莫西林、头孢他定、

萘啶酸、庆大霉素、多粘霉素B、克拉霉素、

■创新盘点
本 文 以 中 国 
H pylori 菌株为研
究对象, 研究主动
外排系统hefABC
在H py lo r i 临床
分离株中的诱导
表 达 情 况 ,  采 用
更加精确的琼脂
二倍稀释法测定
hefA 基因敲除株 
H pylori 对多种抗
生素的耐药性, 并
用实时定量的方
法对外排泵的编
码基因在H pylori
多重耐药株中的
表达情况精确定
量. 

表  1  PCR引物列表

引物名称                                                      序列                                          扩增大小(bp)

hefA           F: 5'-ACGCCTCGAGTAAAAGCGCAAGGGAATTTG-3'            142 

                  R: 5'-ACGCTCTAGATTCGCTAATTGGCCTAGCAT-3'

hefC           F: 5'-TGGAAATCACAGAAACTAAAAGC -3'                            162 

                 R: 5'-TGGTTGAAGGGGCGAATTA-3'

gyrB           F: 5'-TTACTACGACTTATCCTGGGGCTAGCGCTG-3'              267 

                 R: 5'-CCCCATCAATTTCCACATTCTCCGC-3' 

hefAM       F: 5'-GCGCTCGAGGTGGGGCTACCACTAATCTC-3'              1298             

                 R: 5'-CGTCTAGACAATCCCTGTGCTGTCTA-3'                                   

kmR           F: 5'-GCAAGCTTAATGATTGAACAAGATGGATTG-3'             800            

                 R: 5'-GCAAGCTTTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG-3'

黑体部分为基因敲除用酶切位点, F: 上游引物, R: 下游引物. 

表  2  氯霉素诱导株的多重耐药性比较 (mg/L)

     
菌株                     处理                    甲硝唑        琥乙红霉素        环丙沙星       四环素       青霉素G

03154    诱导前MIC                     0.125           0.125               0.25            0.25           0.125

              诱导后MIC提高倍数       8×              4×                   4×             8×           16×

12025    诱导前MIC                      2.0               0.0625             0.125         0.03            0.0625

              诱导后MIC提高倍数     16×              2×                   8×            4×            16×

12021    诱导前MIC                      4.0               0.125               0.25           0.125          0.0625

              诱导后MIC提高倍数     16×              1×                 16×            8×             8×

11032    诱导前MIC                      1.0               0.0625             0.0625       0.0625        0.25

              诱导后MIC提高倍数       8×              4×                   4×          16×           16×

03174    诱导前MIC                      0.5               0.125               0.25           0.125          0.125

              诱导后MIC提高倍数       8×              1×                   8×            4×           32×    

11637    诱导前MIC                      0.5              0.0625              0.125        0.03            0.25

              诱导后MIC提高倍数       4×              2×                   4×           8×            16×

表  3  敏感野生株及MDR菌株实时定量PCR结果

     
菌株

          WT      WT     MDR    MDR         WT             MDR

                (gyrB)    (hefA)    (gyrB)    (hefA)    (hefA/gyrB)    (hefA/gyrB)

03154    0.379  0.71    0.33   0.86       1.87            2.67      

12025    0.78    0.25    0.21   0.59       0.32            2.84        

12021    0.80    0.98    0.02   0.17       1.22            8.94        

11032    0.32    1.26    0.03   0.18       3.84            5.04        

03174    0.13    0.54    0.02   0.11       4.16            6.03       

11637    0.23    1.03    0.05   0.49       4.41            9.56

WT: 野生敏感株; MDR: 多重耐药株. 
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氟哌酸、环丙沙星、头孢噻肟和氯霉素)中, 有4
种抗生素MIC比敲除前野生株下降8倍, 分别为: 
克拉霉素降低8倍、头孢噻肟降低32倍、氯霉

素降低16倍、庆大霉素降低8倍. 
2.4 H pylori hefABC基因检测结果 随机筛选20
株临床分离幽门螺杆菌均检测出hefA, hefC基

因, PCR扩增产物分别为140 bp、162 bp, 未发现

hefABC基因缺失株.

3  讨论

研究表明, 能将抗生素主动排出体外的外排系

统在细菌的多重耐药机制中起重要作用[8-11], 主
动外排系统(外排泵)机制被认为是细菌产生多

重耐药的主要机制[8,10]. 革兰氏阴性菌多重耐药

中起重要作用RND多重药物主动外排系统, 是
由3个蛋白成分形成的蛋白复合体[9,12], 即质膜

主动转运体位于细菌质膜(内膜), 并与系于质膜

的膜融合蛋白, 及位于细菌外膜但延伸向质膜

的外膜因子蛋白一起形成转运复合体, 以达到

有效外排药物的功能. RND主动外排系统中3个
蛋白成分中任一蛋白的功能缺陷都会导致外排

功能的失活. 随着抗生素在根除H pylori治疗中

的广泛应用, H pylori耐药的发生率不断上升, 而
且, 已经出现多重耐药株[7]. RND类外排系统介

导的药物外排作用是其可能机制. H pylori中存

在hefABC, hefDEF, hefGHI  3种RND类主动外排

系统, 其中hefA, hefD, hefG编码外膜因子蛋白, 
hefB, hefE, hefH编码膜融合蛋白,  hefC, hefF, 
hef I编码质膜主动转运体; 经过反转录PCR扩

增, 显示hefDEF, hefGHI在体外表达量很少或不

表达[15]. Apweiler et al [29]报道, 在H pylori  26695
基因组中共有27个外排泵质膜主动转运体基

因, 只存在4种编码外膜蛋白基因(H pylori 0605,  
H pylori 0971, H pylori  1327和H pylori  1489), 外
膜蛋白的缺失将严重影响外排系统的功能[16]. 

本文以H pylori的外膜通道蛋白的编码基因

hefA (H pylori  0605)为研究对象, 进行了H pylori

临床分离株在次抑菌浓度下的氯霉素耐药性诱

导试验[19], 首次建立了H pylori的多药耐药性诱

导试验模型, 因纸片扩散法敏感性差, 可能导致

阴性的药敏结果的产生[15], 我们采用琼脂二倍

稀释法测定抗生素对菌株的MIC, 经氯霉素诱导

后的6株敏感株H pylori , 在对氯霉素产生耐药的

同时, 也产生了对结构和作用机制不同的四环

素、环丙沙星、甲硝唑、琥乙红霉素、青霉素

G 5种抗生素不同程度的耐药, 诱导耐药株对5
种抗生素的MIC值比诱导前敏感株增加了4倍以

上, 提示外排泵的存在[30]. 本实验中4株菌未诱导

出对琥乙红霉素较高浓度的耐药, 可能原因为, 
与其他革兰氏阴性菌不同[31-33], RND类外排系

统在H pylori中有着不同的底物特异性. 对其外

排泵hefABC结构基因中编码外膜通道蛋白基因

hefA的mRNA表达量, 用实时定量PCR进行精确

定量, 显示在多药耐药株中表达量明显高于野

生敏感株(P  = 0.033). 对中国临床分离株H pylori  
LZ1026通过基因敲除技术, 敲除hefA基因, 使 
H pylori中hefABC -RND外排系统功能失活, 并
测定敲除前后对多种抗生素的MIC, 显示敲除后

△H pylori LZ1026对10种抗生素中的4种敏感性

明显增加, 进一步证实hefA基因在H pylori多重

耐药产生机制中起重要作用. △H pylori LZ1026
对其他6种抗生素敏感性与敲除前相比未显示

增加, 可能因为H pylori中除了hefABC外排系统, 
还有其他外排机制的存在[12]. 

外排泵在敏感菌株之间不表达或表达量很

低, 在接触抗生素之后, 表达量明显增加, 从而对

在一定抗生素浓度下的细菌起到保护作用,  为存

活下来的细菌进一步获得特异性耐药(如药物靶

位突变)提供机会, 产生具有临床意义的多重耐

药株. 多重耐药性外排泵和其他耐药机制如基因

位点的突变等机制协同作用, 共同提高H pylori的
耐药性, 可能导致高水平耐药株的产生. 本研究

发现, 对20株临床分离H pylori hefABC基因进行

扩增显示, 未见hefA, hefC基因缺失株, 证明外排

■应用要点
本研究显示外排
泵在H pylori 多重
耐药中起重要作
用, 从而为H pylori
的 耐 药 机 制 找
到 新 的 依 据 ,  为 
H pylori 多重耐药
外排泵抑制剂的
研发提供理论基
础. 

图  2  hefA 在野生株和多药耐药株中的表达. 
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■同行评价
本研究方法科学, 
结果可靠, 结论有
价值, 具有较好的
学术价值.

泵在H pylori中普遍存在. 本研究表明, 外排泵在 
H pylori多重耐药中起重要作用, 介导了H pylori
多药耐药株的产生.

致谢: 本试验在河南省分子重点实验室完成, 在
此感谢段广才、黄志刚及许庆党在试验中给予

的大力帮助.
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Abstract
AIM: To investigate the correlation between 
expression of E-cadherin, β -catenin and 
CathepsinD, and to determine their clinicopa¡
§thologic features in esophageal squamous cell 
carcinoma (ESCC). 

METHODS: Sixty surgically excised and patho-
logically confirmed ESCC specimens were se-
lected from preclinical medical college, Xinjiang 
Medical University from June 2003 to July 2007, 
while 15 cases of normal esophageal tissues were 
taken as the control group. Immunohistochemi-
cal EnVision method was used to determine the 
expression of E-cadherin, β-catenin and Cathep-
sinD in 60 ESCC specimens and 15 specimens 
of normal esophageal tissues, and their correla-
tion with the clinicopathologic characteristics of 
ESCC were analyzed. 

RESULTS: Aberrant expression rates of E-cad-
herin and β-catenin were 61.67% and 66.67% 
respectively, and the positive expression rate of 
CathepsinD was 60% in ESCC, which were all 
higher than those in normal esophageal tissues 
(0%, 0%, 0%, all P < 0.01), respectively. Aberrant 
expression rates of E-cadherin and β-catenin and 
the positive expression rate of CathepsinD were 
significantly higher in the moderate-low differ-
entiation group, infiltration into muscular layer 
group, lymphatic metastasis group than in the 
well-differentiated ESCC group, no infiltration 
into muscular layer group, non-metastatic group 
(P < 0.01). E-cadherin aberrant expression was 
positively correlated with β-catenin in ESCC 
(r = 0.679, P < 0.01). The positive expression of 
CathepsinD was positively correlated with aber-
rant expression of E-cadherin and β-catenin (r = 
0.616, r = 0.505, both P < 0.01). 

CONCLUSION: Aberrant expression of E-cad-
herin, β-catenin and positive expression of Cathep-
sinD suggest their correlation with infiltration and 
development of ESCC. E-cadherin, β-catenin and 
CathepsinD can be used as valuable molecular 
markers for progression and prognosis of ESCC. 

Key Words: E-cadherin; β-catenin; CathepsinD; 
Esophageal squamous cell carcinoma; Immunohis-
tochemistry

M a  H ,  C h e n  X ,  M a  H M ,  N i J T·R H M ,  P u  H W . 
Significance of E-cadherin, β-catenin and CathepsinD 
expression in esophageal squamous cell carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(16): 1757-1762

摘要
目的: 探讨上皮型钙黏素(E-cadherin)、β-连环
素(β-catenin)和组织蛋白酶D(CathepsinD)在
食管鳞状细胞癌(ESCC)中的表达及其与临床
病理特征的关系.  

方 法 :  选 取 新 疆 医 科 大 学 第 一 附 属 医 院
2003-06/2007-07手术切除并经病理证实的
ESCC标本60例, 同时选取15例正常食管组

www.wjgnet.com
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■背景资料
食管癌是我国常
见的消化系恶性
肿瘤, 居肿瘤死亡
的第4位, 且以鳞
状细胞癌为主. 我
国新疆维吾尔自
治区是食管癌高
发 区 之 一 ,  且 食
管癌的发生有着
显著的地域性和
民族聚集性特征, 
哈萨克族是食管
癌高发民族之一.  
侵袭转移是造成
食管癌患者死亡
的 主 要 原 因 .  因
此, 阐明食管癌浸
润、转移机制显
得尤为重要. 

■同行评议者
许玲, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学长征
医院中医科



织作对照 .  采用免疫组织化学E n Vi s i o n二
步法检测各组织中E-cadherin、β-catenin及
CathepsinD的表达, 分析其与食管鳞状细胞癌
临床病理特征的关系. 

结果: ESCC组织中, E-cadherin和β-catenin异
常表达率分别为61.67%和66.67%, CathepsinD
的阳性表达率为60%, 分别高于正常食管组
织(0%, 0%, 0%, 均P <0.01). 中低分化组、侵
及肌层组及有淋巴结转移组中, E-cadherin和
β-catenin的异常表达和CathepsinD的阳性表达
均高于高分化组、未侵及肌层组及无淋巴结
转移组, 差异有统计学意义(P <0.01). ESCC组
织中E-cadherin和β-catenin的异常表达呈正相
关(r  = 0.679, P <0.01), CathepsinD的阳性表达
与E-cadherin、β-catenin的异常表达呈正相关
(r  = 0.616, r  = 0.505, P <0.01). 

结论: ESCC中E-cadherin、β-catenin的异常表
达和CathepsinD的阳性表达与肿瘤的浸润和
发展有关, 联合检测E-cadherin、β-catenin和
CathepsinD有可能成为判断ESCC恶性程度和
预后的重要指标. 

关键词: 上皮型钙黏素; β-连环素; 组织蛋白酶D; 

食管鳞状细胞癌; 免疫组化
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0  引言

食管癌是世界上最常见的十大恶性肿瘤之一, 
据世界范围内统计, 每年大约有30万的食管癌

新发病例, 并且大多发生于发展中国家 [1]. 我
国新疆维吾尔自治区食管癌死亡率为13.05/10
万, 在全国居第13位, 其中哈萨克族是食管癌

高发民族之一, 其食管癌死亡率为68.88/10万, 
且具有明显的地区性和家族聚集性[2-3]. 侵袭转

移是食管癌患者死亡的首要原因[4]. 因此, 阐明

食管癌浸润、转移机制显得尤为重要. 本研究

采用免疫组织化学方法检测食管鳞状细胞癌

(esophageal squamous cell carcinoma, ESCC)中
上皮型钙黏素(E-cadherin, E-cad)、β-连环素

(β-catenin, β-cat)和组织蛋白酶D(CathepsinD, 
Cath-D)的表达, 探讨他们在ESCC发生发展及侵

袭转移中的作用和意义[5-6]. 

1  材料和方法

1 .1  材料 选取新疆医科大学第一附属医院
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2003-06/2007-07手术切除并经病理证实ESCC
标本60例, 男33例, 女27例, 年龄38-74(中位年龄

62)岁. 所有病例术前未经任何放疗和化疗. 按照

WHO分类标准进行病理分级: 高分化26例, 中
低分化34例. 无淋巴结转移31例, 有淋巴结转移

29例; 未侵及肌层15例, 侵及肌层45例. 汉族36
例, 哈萨克族24例. 同时选取15例正常食管组织

(距食管鳞癌原发灶3 cm)作对照. 标本均经40 
g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋, 连续4 μm厚度切

片. 鼠抗人E-cad(MAB-0247)mAb、鼠抗人β-cat 
(MAB-0259)mAb和兔抗人Cath-D(RAB-0029) 
pAb均购自福州迈新生物技术开发有限公司.
1.2 方法 按免疫组织化学EnVision法检测ESCC
组织中E-cad、β-cat和Cath-D蛋白的表达. 用已

知乳腺癌组织作为阳性对照, 0.01 mol/L PBS代
替一抗作空白对照. E-cad和β-cat阳性染色为细

胞膜出现棕黄色颗粒. 每张切片随机选择10个
高倍视野, 每个视野计数100个细胞. 正常表达: 
阳性细胞数≥90%; 异常表达: 切片内阳性细胞

<90%. Cath-D以胞质有明显棕黄色颗粒为阳性, 
无明显阳性细胞或阳性细胞小于25%为阴性, 阳
性细胞大于25%为阳性. 

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件包进行

χ2检验及Spearman相关分析, P <0.05为有统计学

意义.

2  结果

2.1 E-cad、β-cat和Cath-D在正常食管组织和

ESCC中的表达 15例正常食管黏膜上皮中E-cad
和β-cat均呈正常表达, 细胞膜为棕黄色, 胞质和

胞核未见表达(图1A, 图2A), Cath-D呈阴性表

达(图3A). 60例ESCC组织中, E-cad和β-cat细胞

膜表达降低, β-cat部分出现细胞质阳性异常染

色或以细胞质为主的混合性染色, 异常表达率

分别为61.67%(37/60)和66.67%(40/60)(图1B, 图
2B). Cath-D的阳性表达率为60%(36/60), 高于正

常食管组织(0%)(P <0.01, 表1), 癌细胞胞质和部

分间质细胞出现棕黄色颗粒(图3B).
2.2 E-cad、β-ca t和Cath-D与ESCC临床病理

特征的关系  E - c a d在有淋巴结转移组中的

异常表达率82.76%(24/29)高于无淋巴结转

移组41.94%(13/31), 两组差异有统计学意义

(P <0.01); E-cad在中低分化组和侵及肌层组中

的异常表达率分别为85.29%、73.33%, 分别高

于高分化组和未侵及肌层组, 差异有统计学意

义(P <0.01). β-cat在中低分化组、侵及肌层组及

www.wjgnet.com

■相关报道
王斌 et al 研究表
明随着食管鳞癌
分化程度降低、

浸润深度增加和
临床分期加重及
淋 巴 结 转 移 的
发生, E-cad阳性
表 达 率 下 降 ,  且
E-cad阴性表达患
者术后复发转移
机会增多, 存活率
减低. 
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有淋巴结转移组中异常表达率分别为88.23%、

77.78%和86.21%, 分别高于高分化组、未侵及

肌层组及无淋巴结转移组, 差异有统计学意义

(P <0.01). Cath-D在中低分化组、侵及肌层组及

有淋巴结转移组中异常表达率分别为76.47%、

73.33%和89.66%, 分别高于高分化组、未侵及

肌层组及无淋巴结转移组, 差异有统计学意义

(P <0.01, 表2). E-cad、β-cat和Cath-D在汉族、

哈萨克族食管癌中的表达, 差异无统计学意义

(P >0.05, 表2).
2.3 E-cad、β-cat和Cath-D在ESCC中表达的关系

在60例ESCC组织中, E-cad和β-cat均正常表达者

17例, 均异常表达者34例, 两者的表达呈正相关

(r  = 0.679, P <0.01). 在E-cad正常表达的23例中, 
5例Cath-D呈阳性表达; 而在E-cad异常表达的

37例中, 31例Cath-D呈阳性表达, E-cad异常表达

与Cath-D阳性表达呈正相关(r  = 0.616, P <0.01). 
β-cat正常表达的20例中, 5例Cath-D呈阳性表达; 
而在β-cat异常表达的40例中, 31例Cath-D呈阳

性表达, β-cat异常表达与Cath-D阳性表达呈正相

■创新盘点
本研究联合检测
E-cad、β -ca t和
Cath-D在食管鳞
状细胞癌中的表
达及相关性, 对判
断食管鳞状细胞
癌恶性程度、预
测侵袭转移趋势
和预后具有重要
意义.  

表  1  E-cad、β-cat和Cat-D在正常食管组织及食管鳞状
细胞癌中的表达 (n , %) 

     
分组        n

                   E-cad                      β-cat	               Cat-D

                          正常          异常         正常           异常           阴性     阳性

对照组  15 15(100)       0(0)        15(100)       0(0)          15(100)    0(0)

ESCC    60 23(38.33) 37(61.67) 20(33.33) 40(66.67)   24(40)    36(60)

A B

图  1  E-cad的表达(EnVision×400). A: 正常食管黏膜; B: ESCC组织.

A B

图  2  β-cat的表达(EnVision×400). A: 正常食管黏膜; B: ESCC组织.

A B

图  3  Cath-D的表达(EnVision×400). A: 正常食管黏膜; B: ESCC组织.
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关(r  = 0.505, P <0.01).

3  讨论

E-cad是一类介导细胞之间互相黏附的钙依赖性

跨膜糖蛋白, E-cad胞质末端与连环蛋白(α-cat, 
β-cat, γ-cat)及肌动蛋白细胞骨架结合形成钙黏

附素连环素复合体(E-cad/cat), 不仅介导细胞黏

附, 还直接和间接的参与细胞内信号传导, 与肿

瘤的侵袭和转移行为密切相关[7-8]. 已有研究认

为在胃癌、乳腺癌、肺癌等肿瘤中E-cad表达

缺失, 会触发癌细胞从原发癌巢释放并赋予肿

瘤细胞侵袭特性[9-12]. 王斌 et al [13]研究表明, 随
着食管鳞癌分化程度降低、浸润深度增加和临

床分期加重及淋巴结转移的发生, E-cad阳性表

达率下降, 且E-cad阴性表达患者术后复发转移

机会增多, 存活率减低. 本研究结果显示, E-cad
在正常食管黏膜上皮中呈正常表达, 而在ESCC
中出现膜表达降低, 异常表达率为61.67%; 且随

着ESCC分化程度的降低、浸润深度的增加及

淋巴结转移的发生, E-cad异常表达率升高, 提
示E-cad的异常表达促进ESCC去分化、侵袭和

转移, 可作为肿瘤预后不良的分子标志. 基因突

变、转录和翻译失常等导致E-cad异常表达, 使
肿瘤细胞黏附功能降低, 肿瘤细胞易从原发部

位脱落, 这一现象可能在肿瘤的扩散中起关键

性的启动作用. 张友才 et al [14]研究表明E-cad基
因启动子CpG岛甲基化可能参与胃肠腺癌的发

生. 目前, 在对食管癌中E-cad调控的确切机制尚

待深入研究. 
在catenin家族中以β-cat与肿瘤的关系最为

密切[15]. β-cat除与E-cad结合介导细胞黏附反应

外, 还参与Wnt信号转导通路[16]. 当β-cat蛋白本

身异常或降解途径异常时, 造成Wnt信号传导通

路的异常激活, β-cat进入核内与转录调控因子

TCF/LEF家族成员结合, 继而激活下游靶基因

CyclinD1, c-mys等癌基因, 导致肿瘤的发生[17-18]. 
Kawasaki、Zhang et al报道β-cat与结直肠癌、

乳腺癌和胃癌等多种肿瘤发生有关[19-21]. 吴永廉  
et al [22]应用免疫组化SP法检测β-cat在100例食

管癌组织中的表达, 研究结果表明, β-cat在分化

程度低和浸润深的食管癌组织中异常表达率高, 
淋巴结有转移的比无转移的异常表达率高, 且
β-cat异常表达者5年生存率低, 认为β-cat异常表

达与食管癌浸润转移存在一定关系. 本研究结

果显示, β-cat在正常食管黏膜上皮中呈正常表

达, 而在ESCC中出现膜表达降低, 部分出现细

胞质阳性异常染色, 异常表达率为66.67%; 中低

分化组、侵及肌层组和有淋巴结转移组中β-cat
异常表达率明显高于高分化组、未侵及肌层组

和无淋巴结转移组, 提示β-cat异常表达介导的

Wnt信号通路异常激活导致ESCC发生可能是早

期事件; 而β-cat异常表达导致E-cad/cat复合体结

构破坏和功能障碍, 是肿瘤获得高侵袭、转移

潜能的重要原因之一, 可能是ESCC发生发展过

程中的晚期事件. 
Cath-D是一种天门冬氨酸肽链内切酶, 广泛

存在于不同的组织细胞和肿瘤细胞, 研究认为

Cath-D能溶解基底膜、细胞外基质和结缔组织, 
从而在恶性肿瘤细胞的浸润和转移机制上起着

一种重要作用[23-24]. 关于Cath-D的表达在乳腺癌

浸润转移中的意义, 目前尚存在一定争议, 绝大

多数研究认为Cath-D高表达提示预后不良[25-26]. 
吴凤云 et al [27]采用免疫组化法对160例乳腺癌标

本进行分析, 发现Cath-D表达与临床分期、肿块

大小和组织学分级有关, 提示Cath-D过度表达

与乳腺癌细胞浸润性生长存在密切关系. 然而

Cath-D表达与腋淋巴结转移无明显相关性, 认为

Cath-D在影响癌细胞淋巴结转移上作用不大, 由

表  2  E-cad、β-cat异常表达和Cat-D阳性表达与食管鳞状细胞癌临床病理特征的关系

     
临床病理特征	                    n

	       E-cad	                              β-cat	                    Cat-D

		                                异常表达(n ) 	     %         异常表达(n )          %          阳性表达(n )          %

分化程度	      高	                 26	   8	 30.77	     10	      38.46	            10	            38.46

                     中/低	                 34	 29	 85.29	     30	      88.23	            26	            76.47

浸润深度	      未侵及肌层	 15	   4	 26.67	       5	      33.33	              3	            20.00

                     侵及肌层	 45	 33	 73.33	     35	      77.78	            33	            73.33

淋巴结转移   有	                 29	 24	 82.76	     25	      86.21	            26	            89.66

                     无	                 31	 13	 41.94	     15	      48.39	            10	            32.26

民族              汉族	                 36	 21	 58.33	     22	      61.11	            21	            58.33

                     哈萨克族	 24	 16	 66.67	     18	      75.00	            15	            62.50

■应用要点
E-cad、β-cat异常
表达可能与食管
鳞状细胞癌发生
和发展有关, 联合
检测E-cad和β-cat
蛋白表达可能成
为监测食管鳞状
细胞癌恶性程度
和转移潜能的重
要指标.
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于Cath-D对肿瘤血管基底膜具有溶解作用, 使
肿瘤细胞能够进入血管, 故其诱发肿瘤细胞转

移的主要途径很可能是血道转移. 本研究显示, 
ESCC中Cath-D的表达阳性率为60%, Cath-D在

中低分化组、侵及肌层组及有淋巴结转移组中

异常表达率分别为76.47%、73.33%和89.66%, 
分别高于高分化组、未侵及肌层组及无淋巴结

转移组, 且Cath-D在部分间质细胞亦有表达, 由
此提示Cath-D阳性表达可能与ESCC的生长和分

化有关, 是ESCC演进过程动态变化的形态和功

能特征之一; 其机制可能与肿瘤细胞分泌Cath D
降解基底膜和细胞外基质, 促进肿瘤细胞向外

侵袭和转移有关. 
另外, 实验结果显示ESCC中E-cad和β-cat

的表达呈正相关, 提示在ESCC发展过程中E-cad 
和β-cat可能具有协同作用, 对ESCC恶性转化及

侵袭性生长具有重要意义. Cath-D的阳性表达与

E-cad和β-cat的异常表达呈正相关(P <0.01), 提示

在ESCC的发生发展、浸润转移过程中Cath-D
与E-cad和β-cat可能具有协同作用. 其确切调控

机制有待进一步探讨. 本研究发现在60例汉族

和哈萨克族ESCC中, E-cad、β-cat和Cath-D的表

达在不同民族之间无显著性差异, 提示在新疆

的汉族和哈萨克族ESCC的发生发展中, E-cad、
β-cat和Cath-D的表达具有共同性, 无民族间基

因背景差异. 
总之, 在肿瘤发生发展的多基因网络调节

过程中, E-cad和β-cat异常表达导致细胞黏附复

合体功能异常, Cath-D降解细胞外基质、破坏宿

主屏障, 他们共同促进肿瘤的侵袭和转移. 因此, 
联合检测E-cad、β-cat和Cath-D的表达在预测

ESCC转移潜能、评价预后、指导临床处理等

方面有重要意义.
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Abstract
AIM: To determine roles of gastrin(GAS) 
and somatostatin(SS) in ovarian cancer with 
gastroparesis syndrome, and therefore to explore 
approaches to early diagnosis and treatment for 
ovarian cancer.  

METHODS: Fifty-six patients with pathologi-
cally-confirmed ovarian cancer admitted to our 
hospital form January 2005 to January 2007 were 
divided into three groups: normal control group, 
ovarian benign tumor group and ovarian malig-
nant tumor group. Radioimmunity method and 
RT-PCR were performed to measure expressions 
of GAS and SS in the serum and tissues. Their 
correlation with ovarian cancer were analyzed 
using t test. 

RESULTS: In ovarian malignant tumor group, 
expression of serum GAS was elevated while 
serum SS was decreased. There was very sig-
nificant difference between the malignant group 
and the control group (GAS: 146.6 ± 28.8 ng/L 
vs 83.5 ± 14.4 ng/L, SS: 16.2 ± 3.9 ng/L vs 52.1 ± 
15.1 ng/L, both P < 0.01). There was significant 
difference between the malignant and benign 
tumor groups (GAS: 102.2 ± 21.5 ng/L, SS: 42.6 ± 
13.6 ng/L, P < 0.05). There was significant differ-
ence between ovarian benign tumor group and 
normal control group (P < 0.05).

CONCLUSION: The expression level of GAS is 
increased, and SS is decreased in ovarian malig-
nant tumor group. Celiac factors and body fluid 
factors may be responsible for these changes. 
This is helpful for the early diagnosis and treat-
ments for ovarian cancer.

Key Words: Ovarian cancer; Gastroparesis syn-
drome; Gastrin; Somatostatin; Early diagnosis for 
ovarian cancer

Xia ZJ, Wu B, Gu YP, Hu Q, Chen SF, Zhao XD. Roles 
of gastrin and somatostatin in ovarian cancer with 
gastroparesis syndrome. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(16): 1763-1767

摘要
目的: 研究胃泌素(GAS)和生长抑素(SS)在卵
巢癌患者胃轻瘫发生中的作用, 进而探讨卵巢
癌的早期诊断与治疗. 

方法: 我院2005-01/2007-01住院卵巢癌患者
56例, 所有病例均经手术和病理证实, 并分
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■背景资料
卵巢癌是威胁女
性生命的主要恶
性肿瘤之一, 很多
患者被发现患有
卵巢癌, 大多处于
晚期 ,  追问病史 , 
发现大多患者早
期存在早饱、恶
心、腹胀、呕吐
和食欲不振等胃
轻瘫症状, 且当时
并无腹水存在, 由
此推测是否存在
某些因子在卵巢
癌早期即发挥作
用, 而引起早期症
状的出现, 本研究
分析了胃泌素和
生长抑素在卵巢
癌患者胃轻瘫发
生中的作用, 进而
探讨卵巢癌的早
期诊断与治疗.

■同行评议者
季国忠 ,  副教授 , 
南京医科大学第
二附属医院消化
科



为正常对照组, 卵巢良性肿瘤组和卵巢癌组. 
GAS和SS的放免测定及RT-PCR法检测血清
及组织中GAS和SS表达, 统计学分析法分析
GAS和SS与卵巢癌相关性. 

结果: 卵巢癌组织和血清中GAS表达升高、

S S表达降低 ,  与正常对照组比较差异非常
显著(GAS: 146.6±28.8 ng/L vs  83.5±14.4 
ng/L, SS: 16.2±3.9 ng/L vs  52.1±15.1 ng/L, 
均P <0.01), 与卵巢良性肿瘤组(GAS: 102.2±
21.5 ng/L, SS: 42.6±13.6 ng/L)比较, 差异显
著(均P <0.05), 卵巢良性肿瘤组组织和血清中
G A S和S S表达与正常对照组比较差异显著
(P <0.05). 

结论: 卵巢癌组织中GAS表达上升, SS表达下
降, 其变化可能与腹腔因素和全身体液因素的
作用有关, 其对卵巢癌的早期诊断和治疗有指
导意义.
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0  引言

胃轻瘫[1](gastroparesis syndrome)是内科常见的慢

性并发症, 其主要特点是胃动力下降、胃排空迟

缓和胃节律紊乱, 从而导致胃潴留.症状包括早

饱、恶心、腹胀、呕吐和食欲不振, 也可以仅有

胃动力的障碍而无明显症状. 胃轻瘫的发病原因

是多方面的, 确切的机制目前尚不十分清楚, 争
论颇多. 除了与神经病变、血管病变、高血糖及

代谢紊乱有关外, 胃肠激素对胃肠运动有非常广

泛的调节作用, 特别是胃泌素[2](gastrin, GAS)及
生长抑素[3](somatostatin, SS)在胃轻瘫的发生发

展中有重要地位, 并受到人们的关注. 卵巢癌作

为一种有全身综合表现的疾病, 即使在早期, 也
会有最为早期的临床症状-轻重不同腹胀, 纳差

等, 这些早期症状出现原因在不伴腹水的情况

下很难解释清楚. 是否存在某些因子在卵巢癌

早期即发挥作用, 而引起早期症状的出现, 探讨

如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2005-01/2007-01住院卵巢癌患者56例, 
符合1997年WHO诊断标准, 所有病例均经过手
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术和病理证实, 平均年龄53.6±14.7岁. 无糖尿病

史, 无胃肠疾病史, 肝肾功能正常, 近期无服药

史. 经核素标记胃半排时间测定分为正常对照

组11例, 平均年龄47.1±6.7岁; 卵巢良性肿瘤组

15例, 平均年龄45.6±11.3岁卵巢癌组30例, 平均

年龄53.6±14.7岁. 受试者1 wk内未服用过制酸

剂、H2受体阻滞剂、质子泵抑制剂及内分泌类

药物等. 胃泌素和生长抑素等放免盒; FT-613型
自动计数125I放免测量仪, 美国GE双探头Spect
核素扫描仪, 日本Pentax-EG-2901电子胃镜等.
1.2 方法 应用美国GE双探头Spect核素扫描仪, 
采集距阵128×128, 准直器号LEHR. 受试者空

腹10 h, 在2 min内吞下半固体放射性试餐(200 
g面包粥+74 MBq99TC-DTPA), 仰卧于检查床

上.探头对准胃区和上腹部, 启动采集程序, 每15 
min采集1幅, 间断采集6次. 图象处理: 调用胃排

空软件处理包, 依次画出各时间点胃感兴趣区, 
程序自动计算胃排空率、胃排空时间、胃半排

时间和胃排空曲线, 自动进行放射性时间矫正

(图1-3). 晚餐后禁食, 次日晨空腹抽取静脉血4 
mL, 分别将2 mL置于2个试管中, 一管分离血清

待测GAS, 另一管内加入100 g/L EDTA-二钠30 
μL及抑肽酶40 μL, 4℃离心10 min(3000 r/min), 
取血清待测SS, 二者均贮存于-70℃冰箱保存.受
试者在胃镜直视下于胃窦部(距幽门3 cm以内)
取大弯侧黏膜活检1块 ,  放于-70℃冰箱保存 
待测.
1.2.1 GAS和SS的放免测定: 依据标准加样程序

测定; 并绘制标准曲线测量标本含量. B/Bo% = 
[沉淀B(cpm)-NSB(cpm)]/[Bo(cpm)-NSB(cpm)] 
×100%. 以标准管B/Bo%为纵坐标, 以标准浓度

为横坐标, 在半对数表上绘制标准曲线, 样品管

以同样方式计算B/Bo%, 在标准曲线上查出相应

的GAS和SS浓度.
1.2.2 胃黏膜GAS和SS mRNA测定: 按TRIzol
抽提试剂盒说明提取组织总RNA; 紫外分光光

度计检测RNA纯度, 放置-70℃冰箱保存. 引物

序列: GAST-human-Mrna, NM-000805(61-890): 
230 bp, 55.9℃. GAST-F 5'-TCT TTG CAC 
TGG CTC TGG-3', GAST-R 5'-GGC TTC 
TTC TTC TTC CTC C-3'. SST-human-Mrna, 
NM-001048(306-562): 257 bp, 53.3℃. SST-F 
5'-CAG ACG GAG AAT GAT GCC-3', SST-R 
5'-TCG CTG AAG ACT TGG AGG-3'. 用β-actin 
为内参照, 引物序列(498 bp)β-ac t i n human 
F, 5'-GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA-3', 
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β-actin human R, 5'-CTC CTT AAT GTC ACG 
CAC GAT TTC-3'. 在逆转录反应体系20 μL中, 
加入RNA 2 μL, 引物1 μL, 在设定条件下进行

反应. 取cDNA 3 μL, 上下游引物各0.05 μL, Taq 
DNA聚合酶0.2 μL, 加入PCR反应体系中扩增.反
应条件: 94℃预变性3 min, 然后94℃ 45 s, 52.5℃ 
60 s, 72℃ 60 s, 72℃ 7 min共进行35个循环.

PCR产物用15 g/L琼脂糖电泳, 在紫外透射仪

下鉴定. PCR产物采用20 g/L琼脂凝胶电泳检查, 
紫外透射仪下观察, 拍照并记录. 经分析系统扫

描后测定扩增带平均灰度值, 计算各基因mRNA
表达指数(Ⅰ), 以β-actin为参照, 求出其相对值Ⅰ

(GAS gene) = GAS gene/β-actin, Ⅰ(SS gene) = SS 
gene/β-actin. 提取的总RNA经检验A 260nm/280nm = 
1.916+0.118, 提示获得的RNA纯度高. RT-PCR产

物经20 g/L琼脂糖凝胶电泳后, 紫外透射仪下可

见扩增之特异产物条带, 且目的基因片段产物与

引物设计之目的片段大小完全吻合.
统计学处理 GAS和SS的含量用mean±SD

表示, 组间比较用t检验或t '检验.

2  结果

2.1 血GAS和SS含量 正常对照组: GAS为83.5±
14.4 ng/L, SS为52.1±15.1 ng/L. 卵巢良性瘤组: 
GAS为102.2±21.5 ng/L, 与正常对照组比较差

异显著(P <0.05); SS为42.6±13.6 ng/L, 与正常对

照组比较差异显著(P <0.05). 卵巢癌组: GAS为 
146.6±28.8 ng/L, SS为16.2±3.9 ng/L, 与正常对

照组比较差异非常显著(P <0.01); 与卵巢良性瘤

■创新盘点
本研究首次进行
卵巢癌早期腹胀
与胃肠肽相关性
研究. 
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图  1  正常对照组半固体餐胃排空正常图. 
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图  2  卵巢良性肿瘤组半固体餐胃排空正常图. 
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图  3  卵巢癌组半固体餐胃排空延迟图. 
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图  4  GAS电泳图片. A: maker; B-D: 正常对照组; E-F, 

P-R: 卵巢瘤组; G-O: 卵巢癌组.
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图  5  SS电泳图片. A: maker; H-J: 正常对照组;  D-G, L-O: 

卵巢瘤组; B-C, P-R: 卵巢癌组.
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组比较差异显著(P <0.05).
2.2 胃黏膜G A S和S S m R N A表达 正常对照

组: G A SⅠ值0.338±0.313; S SⅠ值0.756±
0.302. 卵巢良性瘤组: GASⅠ值0.408±0.439, 
与正常对照组比较差异显著(P <0.05); SSⅠ值

为0.521±0.232, 与正常对照组比较差异显著

(P <0.05). 卵巢癌组: GASⅠ值0.662±0.301, SS
Ⅰ值0.326±0.282, 与正常对照组比较差异非常

显著(P <0.01); 与卵巢良性瘤组比较差异显著

(P <0.05, 图4-5).

3  讨论

卵巢癌胃轻瘫表现多认为由癌性腹水或肿瘤组

织直接侵袭所致, 但临床上早期卵巢癌无腹水, 
无肿瘤侵袭者, 仍有消化道症状, 其原因尚不清

楚. 这些症状除外消化道疾患可能因素有: (1)腹
水对腹腔腹膜和内脏的作用; (2)自主神经受癌

肿, 应激等异常因素影响; (3)业已证实胃肠激素

及脑肠肽在消化道运动功能调节方面起重要作

用, 如胃肠激素和肽类激素水平异常, 将会引起

一系列胃肠道不良症状.
GAS为胃窦黏膜中G细胞分泌的激素, 是胃

酸分泌的主要调节激素, 对胃黏膜具有生长促进

功能. GAS作为神经递质, 通过迷走神经在中枢

和外周水平上对胃肠活动和胃排空进行细致调

节, 可刺激多种消化液(如, 胰液和胆汁等)的分

泌及促进胃肠的收缩和运动, 其水平的高低在一

定程度上反映了消化道的分泌、消化功能[4]. 生
理量的GAS除可引起胃酸分泌外, 对胃的运动

有中等程度的刺激作用, 并提高幽门泵的活动. 
GAS的主要作用有刺激胃酸分泌、对泌酸区胃

黏膜的营养支持作用和刺激胃窦部运动[5].SS有
多种分子形式, 主要有SS-14和SS-28.SS受体有5
种亚型(SSt1-SSt5), 分布于7个跨膜区, 属于G-蛋
白偶联受体超家族[6-7]. SS通过与这些特定的、

高亲和力的膜结合受体相结合而发挥作用[8]. 卵
巢癌是否有SS分泌减少, 从而减轻了对GAS的
抑制作用, 使GAS的合成和分泌增加, 引起胃

十二指肠不协调的收缩或反馈性抑制, 最终导

致胃排空障碍. Yamamoyo et al [9]报道GAS可破

坏自发和MTL诱发的MMCⅢ期活动, 使空腹样

胃肠运动转变为食后样运动, 而使DGP患者胃

窦部缺乏MMCⅢ期运动. SS的作用通过细胞膜

上SS受体介导[10], SSTR通过G蛋白与腺苷酸环

化酶、钾离子通道、钙离子通道偶联, 作用于

细胞内相应的效应系统, 或者通过非偶联G蛋白

途径调节酪氨酸蛋白磷酸激酶、Na+-H+交换和

细胞增生等. SSTR家族共分5型, SSTR1是SSTR
家族中较为独特的受体, 在胃肠道有分布, 他虽

有类似G蛋白受体的跨膜结构, 但不与G蛋白偶

联. SSTR1也能介导抑制AC活性, 通过cAMP传
递跨膜信号, 在中枢神经系统还可协调锥体外

系运动功能与感觉功能. SS在中枢神经系统和

胃肠道中均有广泛的分布[3], 据现代免疫学研究

证实, 免疫系统的细胞能释放上述因子并含有

其高亲和力结合位点. 其对免疫系统的作用包

括刺激淋巴细胞在体内体外的增殖. SS作为免

疫调节递质, 作用于外周T细胞上的胃肠肽受体, 
对细胞免疫功能发挥调节作用, 并通过SS间接

影响多种细胞因子的变化, 从而达到对胃肠道

免疫的调节, 实现对胃肠道疾病及功能的调整

作用. 本实验结果表明有消化道症状的卵巢癌

患者体内缺乏SS, 而抑制了胃肠道的功能及免

疫调节, 使卵巢癌患者出现一系列胃肠道症状. 
SS的缺乏与卵巢癌的期别负呈相关, 可能与免

疫系统受抑制程度不同而出现不同反应. GAS主
要由小肠上部的G细胞释放, 还存在于神经组织

及垂体、大脑皮层等部位, 因此胃动素也是一

种脑肠肽. 卵巢癌患者血浆GAS变化机制尚不

清楚. 本研究提示, 卵巢癌患者引起GAS的变化

胃肠动力学的改变, 出现胃轻瘫临床表现. 引起

其改变考虑可能与以下因素有关: (1)免疫系统

或应激反应引起胃动素活性下降, 降低了对胃

肠平滑肌的直接作用. 反馈性引起胃动素升高; 
(2)腹水、癌肿或癌性粘连引起机械性因素引发

胃肠运动受阻; (3)胃肠道可能发生淤血、水肿, 
迷走神经张力升高, 从而刺激胃动素的分泌; (4)
腹腔植物神经受到影响, 使得胃动素通过胆碱

能神经产生胃肠运动受阻; (5)精神、神经因素

异常可能减少胃肠激素分泌的抑制, 而使胃动

素升高.
可见卵巢癌患者血清中出现脑肠肽异常多

由于免疫状态或免疫调节异常引起, 提示免疫

系统异常变化与卵巢癌发生同步, 程度与期别

相关. 其早期伴随发生的消化道症状是全身免

疫系统异常的部分反应, 应引起重视. 肿瘤组织

直接侵袭引起消化道症状是卵巢癌晚期表现的

主要因素. 本实验结果表明, 血清GAS和SS与
胃窦部组织RT-PCR检测GAS和SS的基因表达

具有一致性: 卵巢癌组与对照组和卵巢瘤组比

较的结果差异显著; 恶性肿瘤为全身疾病, 腹腔

物理因素和全身体液因素的作用影响可能导致

GAS和SS变化, 进而出现腹胀症状, 对卵巢癌的

早期诊断与治疗有提实及指导意义.

■同行评价
本文做了大量卵
巢癌患者中胃轻
瘫以及两者相关
性的研究工作, 有
一定的学术价值
和对临床的指导
意义.
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Abstract
NADPH oxidase (n icot inamide adenine 
dinucleotide phosphate-oxidase, NOX) is a multi-
protein complex producing reactive oxygen species 
(ROS), present both in phagocytes, being essential in 
host defense and in non-phagocytic cells, regulating 
intracellular signaling. In liver, NADPH oxidase 
plays a central role in fibrogenesis. A functionally 
active form of NADPH oxidase is expressed not 
only in Kupffer cells (phagocytic cell type) but also 
in hepatic stellate cells (HSCs) (non-phagocytic 
cell type), suggestive of its role the non-phagocytic 
NADPH oxidase in HSCs activation. This paper 
reviewed effects of NOX in liver fibrogenesis. 

Key Words: nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate-oxidase; Reactive oxygen species; Oxi-
dative stress; Liver fibrosis

Luo J, Yang L. Role of nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate-oxidase family in liver fibrogenesis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(16): 1768-1773

摘要
还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶

(NADPH oxidase, NOX)是一种多蛋白质亚
基组成的复合物, 存在于吞噬细胞和非吞噬
细胞中, 能生成消除病原微生物的活性氧簇
(reactive oxygen species, ROS). 在肝脏, NOX
参与肝纤维化过程, 并发挥重要作用. 激活
后具有功能的NOX不仅在Kupffer细胞(KC)
中(吞噬细胞型)存在, 在肝星状细胞(hepatic 
stellate cells, HSCs)中(非吞噬细胞型)同样存
在, 非吞噬细胞型NOX在HSCs的活化中发挥
作用. 本文就NOX在肝纤维化形成过程中所
起的作用进行综述.

关键词: NADPH氧化酶; 活性氧簇; 氧化应激; 肝纤

维化
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0  引言

肝纤维化是继发于肝脏炎症或损伤后组织修复

的代偿反应, 由于肝脏细胞外基质(extracellular 
matrix, ECM)特别是胶原的异常过度沉积, 形
成纤维隔, 肝脏原有结构被破坏, 引发肝纤维

化. 在肝纤维化中起决定性作用的是肝星状细

胞(hepatic stellate cells, HSCs)[1-2], 激活的HSCs
具有合成分泌大量ECM的能力. 研究显示, 活性

氧簇(reactive oxygen species, ROS)能激活HSCs
使其获得较强的增殖能力并处于持续活化状态, 
在介导肝损伤和肝纤维化中发挥了重要作用[3-4]. 
慢性肝损伤时与R O S大量生成有关的各种分

子中[5-6], 存在于吞噬细胞和非吞噬细胞的还原

型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶(NADPH 
oxidase, NOX)作为一种多蛋白质亚基组成的复

合物发挥了关键性作用. 本文就其在肝纤维化

形成过程中所起的作用综述如下. 

1  肝纤维化与ROS

在已知调节肝纤维化形成的可能机制中, ROS扮
演了重要角色[7]. ROS包括超氧阴离子(O2

-)、过

氧化氢(H2O2)、羟自由基(OH-)和一氧化氮(NO)

®

■背景资料
肝纤维化是多种
病因引起的肝组
织慢性炎性修复
反应, 以细胞外基
质过度沉积为特
征 .  其 发 生 的 分
子机制多种多样, 
以肝星状细胞的
活化为中心环节, 
NOX家族在其中
扮演了重要角色, 
对他的研究将为
肝纤维化的诊断
和治疗提供新的
方向.

■同行评议者
赵 桂 鸣 ,  主 任 医
师, 天津市肝病研
究所, 天津市传染
病医院慢性肝炎
科
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等, 是正常有氧代谢的副产品. 在肝脏, 内皮一

氧化氮合酶(eNOS)、线粒体解偶联呼吸链、细

胞色素P450ⅡE1(CYP2E1)和NOX构成了ROS
的来源. 其中, NOX是ROS的主要来源. 肝脏中, 
NOX在吞噬细胞(如Kupffer细胞, KC)[3]和非吞

噬细胞(如肝星状细胞, HSCs)[8]均存在. 慢性肝

病时, ROS产生过多或发生代谢障碍而超过内源

性抗氧化防御系统对其的消除能力, 过剩的ROS
就会参与氧化生物大分子, 如DNA、脂质、蛋

白质和碳水化合物, 这一过程称为氧化应激[9-13]. 
在酒精性、乙肝病毒感染性、铁超负荷及慢性

胆汁瘀积性慢性肝病患者[7]和大多数实验性肝

纤维化模型中[14]都已证实氧化应激的存在. 氧
化应激不仅是慢性肝损伤的结果, 同时又反过

来促进组织病理性重构和纤维化的形成. 其主

要损伤作用-膜脂质过氧化(lipid peroxidation, 
L P)增强 ,  同时形成多种生物活性物质 ,  如前

列腺素、血栓素和白三烯等参与肝脏炎症反

应和纤维化形成 ,  而过氧化脂质和羟基壬烯

(hydroxynonenal, HNE)作为2个强毒力的脂质过

氧化产物参与介导肝细胞死亡、Mallory小体形

成、HSCs活化和肝纤维化以及肝内炎症细胞浸

润等病变. 同时, HSCs内活化的非吞噬细胞型

NOX生成的ROS主要作为第二信使直接或间接

参与HSCs活化和增殖的调节, 在促进肝纤维化

形成中扮演了更重要的角色[11,15]. 

2  NOX家族

2.1 NOX的结构和功能 NOX(原名黄素细胞色

素B)存在于细胞膜上, 带有细胞色素C和黄素腺

嘌呤二核苷酸(FAD)基团. 该酶由催化亚基gp-
91phox(又名NOX2)、调节亚基p22phox、p47phox、

p40phox、p67phox和小分子量的三磷酸鸟嘌呤核苷

结合蛋白Rac1或Rac2[16-18]6种亚基组成. gp91phox

和p22phox位于细胞膜和细胞质囊上, 他们构成一

个膜复合体称为细胞色素b558(cytochrome b558, 
Cyto b558). 当与胞质中的另外几种亚基结合时

可形成有活性的NOX复合体. 其中gp91phox是其

主要的功能亚基, 与1个FAD和2个亚铁血红素

分子相连. p22phox的C末端有一富含脯氨酸的尾

巴, 可能用来结合NOX的胞质激活因子, 从而发

挥细胞内调节作用. 哺乳动物细胞中有计划的

ROS生成是由吞噬细胞型NOX(PHOX)催化的

呼吸爆发完成的[19-20]. PHOX通常是处于静止或

低活性状态, 当感受到胞外信息, 如细胞因子、

激素和病原微生物等物质的刺激时, 胞质中的

p47phox、p40phox、p67phox和Rac通过p22phox上富含

脯氨酸的尾巴与之结合形成酶复合体, 这种结

合能够使gp91phox的构象发生变化, 并通过诱导

电子的跨膜运动激活该酶, 产生大量ROS, 直接

杀伤入侵的病原微生物, 在宿主的防御反应中

发挥不可缺少的作用[21]. De Minicis et al研究认

为, p47phox在整个激活过程中可能起关键作用[22]. 
因为NOX的非正常激活会对细胞造成损伤, 所
以该酶的激活是受到高度调节的. 
2.2 NOX蛋白家族 近年来, 在不同种类非吞噬细

胞的质膜上发现了NOX催化亚基gp91phox的同源

物家族, 即NOX蛋白家族, 有NOX1、NOX3、
NOX4、NOX5、DUOX1和DUOX2[23], 为非吞

噬细胞ROS的产生提供直接证据[24], 并改变人

们对ROS的传统认识, 为肝纤维化的研究开辟

新的思路. 非吞噬细胞型NOX在结构和功能上

与PHOX相似, 他能够将分子氧通过单电子还原

产生过氧化自由基, 并以此为基础形成一系列

ROS产物[23,25]. 生理情况下, 非吞噬细胞型NOX
处于低表达与低活性状态, 通过其生成的ROS
水平仅为吞噬细胞生成量的百分之几. 但与吞

噬细胞ROS主要参与宿主防御不同, 非吞噬细

胞R O S主要作为第二信使直接或间接作用于

信号传导途径中的蛋白激酶、蛋白磷酸酶、

转录因子等, 参与细胞增殖和分化等精细的生

物调节, 并在特定激动剂干预后, 如血管紧张

素Ⅱ(AngⅡ)、血小板衍化生长因子(platelet-
derived growth factor, PDGF))出现高水平表 
达[8,26-27]. 而这些激动剂促进ROS生成也是通过

P38MAPKs和腺苷酸激酶脂肪酸活化酶(AKT)
等胞内几种与氧化还原相关的信号传递途径实

现的[28]. 
2.3 NOX蛋白家族的基本结构及其分布 NOX
蛋白家族大致可以分为2个大的结构域: N端的

疏水跨膜区和C端的黄素蛋白结合区[24]. 该黄

素蛋白结合区与许多FAD结合蛋白包括细胞色

素P450还原酶、ferredoxin-NADP氧化还原酶

等也有微弱的同源性. NOX家族的分子量介于

564-737之间, 他们都有6个跨膜片段, 一些保守

的区段可能与NADPH、FAD的结合有关. 
NOX1主要在消化道上皮细胞中表达, 血

管平滑肌中也可见到, 主要可能代替NOX2发
挥重要功能[29-31]. NOX3在内耳的特定部位高表

达, 如耳蜗前庭感受细胞和螺旋神经节, 在耳石

形成中有重要作用[32]. NOX4主要在肾脏组织中

大量表达, 可以持续介导生成ROS, 并且不依赖

■研发前沿
NOX家族在肝纤
维化中的作用是
近年来国内外研
究 的 热 点 .  相 关
报道主要集中于
NOX家族对肝星
状细胞的活化, 及
其在血管紧张素
Ⅱ、血小板衍化
生长因子和凋亡
小体促纤维化中
发挥的重要作用.
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于其他NADPH氧化酶亚基的活化[33]. NOX1、
NOX2、NOX3、NOX4发挥活性无需Ca2+的参

与, 而主要在精子和淋巴细胞中表达的NOX5的
活性却是Ca2+依赖性的, 并随Ca2+浓度的增加而

活性增强[34]. NOX2的同源物DUOX1和DUOX2
最近被证实[35], 他们主要在肺、小肠和甲状腺中

表达, 其特点是具有一附加的过氧化物酶结构

域[36-37]. 另外, NOXO1(NOX organizer 1)是p47phox

的同源物, NOXA1(NOX activated 1)是p67phox的

同源物[38]. 由此可见, NOX蛋白家族的表达具有

组织特异性, 但不同成员都可以生成ROS. 事实

上, 每一种细胞类型可能只含有唯一一套组件, 
以唯一一种途径组合在一起并相互调节, 从而

完成特定的细胞功能[27]. 至今, HSCs中非吞噬细

胞型NOX的确切结构和功能并不完全清楚, 尽
管已有很多研究证明p47phox和Rac1在NOX的活

化中发挥了关键性作用[22]. 

3  NOX在HSCs中的活性及其促纤维化机制

近期的一系列研究显示, HSCs中非吞噬细胞型

NOX主要发挥细胞内生物学调节功能[8,39-40]. 生
理情况下, HSCs中仅产生少量ROS, 但在如Ang
Ⅱ刺激后会产生大量ROS, 导致氧化应激的产 
生[8,26-27]. 现认为HSCs中NOX活性的调节至少发

生在2个水平上. 一是NOX亚基的过度表达. 从
患酒精性肝炎患者所获得的肝组织样本应用

微点阵分析法研究显示, NOX许多亚基均出现

明显表达上调, 包括NOX1、NOX4、p47phox、

p22phox和p67phox等[41-42]. 二是在翻译后修饰, 包括

磷酸化和膜易位. Bataller et al研究发现, HSCs能
表达非吞噬细胞型NOX的主要成分[8], AngⅡ通

过结合HSCs表面的AT-1受体, 使p47phox发生广泛

磷酸化, 调节NOX的亚基, 通过NADPH氧化酶

途径, 介导ROS的形成. 在完整的细胞内, p47phox

中特定部位的丝氨酸变异为丙氨酸而失去促进

NOX活化的作用. 体外实验发现p47phox结构中

S304和S328为丝氨酸, 被AKT磷酸化后活性增加, 
同时与p67phox发生膜易位, 从胞质移至胞膜, 与膜

亚基gp91phox结合, 激活NOX. AKT与磷脂酰肌醇

-3'激酶(phosphatidylinositoi-3-kinase, PI-3K)有密

切联系, AKT调节PI-3K依赖的p47phox磷酸化. 

4  NOX介导的AngⅡ促肝纤维化作用

在HSCs中, NOX介导AngⅡ发挥其调节细胞内

信号通路的作用[8,43]. 这一发现与早期研究结论

一致. 早期研究显示, 通过抑制AngⅡ和/或阻断

AT-1受体, 可以显著地减轻慢性肝损伤实验动物

模型的肝脏炎症及纤维化程度[44-46]. 基于这一发

现, Paizis et al提出, AngⅡ在肝脏中的促纤维化

作用[47-48]直接发生于HSCs内, 其通过NOX复合

体的活化、ROS的大量生成及随后HSCs的持续

激活而实现[8]. 
通过DCFDA荧光显像法显示, 用10-8 mol/L

的AngⅡ干预活化的人HSCs后可诱导ROS生成

显著增加. 而当分别用NOX抑制剂二亚苯基碘 
(diphenyliodonium, DPI)和AT-1阻断剂氯沙坦干预

后, AngⅡ诱导HSCs内ROS生成又显著减少[44,49]. 
HSCs经由NOX活化而产生对AngⅡ反应的实验

证实, HSCs上所表达的AT-1受体直接与NOX复

合体相联系, 从而参与调节细胞内信号传递的

作用[8]. 
NOX亚基p47phox在活化的HSCs中表达增

加. p47phox基因敲除(p47phox-/-)小鼠模型已被广泛

的用于研究吞噬细胞[50-51]和非吞噬细胞[8,22,52-53]

中NOX的抑制效应. 研究发现, AngⅡ可以诱导

野生型C57BL/6小鼠HSCs内ROS的生成增加, 
但对p47phox-/-小鼠却无此效应. 另外, 10-8 mol/L
的AngⅡ可以诱导野生型C57BL/6小鼠HSCs
的DNA合成增加及细胞移行, 同时导致ERK和

c-Jun的磷酸化, 但在p47phox-/-小鼠中却没发现这

种效应. 此外, p47phox-/-小鼠行胆总管结扎(BDL)2 
w k后的肝损伤程度也较野生型C57B L/6小鼠

明显减轻 .  相对于野生型C57B L/6小鼠而言 , 
p47phox-/-小鼠产生的羟辅氨酸更少, 胶原沉积更

轻, 且没有桥接纤维化的形成. 综上研究结论推

断, NOX介导的ROS生成在AngⅡ诱导的HSCs
活化中发挥了重要作用, 其中p47phox扮演了关键

性角色. 因此, NOX被抑制后, 无论是基因水平

的p47phox-/-还是应用DPI, 都可以减轻肝纤维化的

程度. 这一效应与AngⅡ通过HSCs致纤维化作

用减弱相关.

5  PDGF和NOX

NOX在HSCs活化中发挥重要作用的认识还被

另外一些实验支持. 其中, PDGF作为HSCs的
一种最重要的有效促细胞分裂剂, 被证明通过

N O X发挥其作用 [15].  应用免疫组织化学和原

位杂交技术对来自慢性肝炎或肝硬化患者的

肝组织进行研究发现, PDGF及PDGF受体在

mRNA和蛋白质水平均呈过表达, 并与组织损

伤和胶原沉积程度显著相关. 这些研究结论强

烈的提示PDGF对慢性肝病患者的肝纤维化形

成有促进作用. 特别要指出的是, 用抗氧化剂

■创新盘点
本文系统总结近
年来NOX家族在
肝纤维化发生发
展过程中所发挥
的 作 用 ,  尤 其 是
肝星状细胞活化, 
介导血管紧张素
Ⅱ、血小板衍化
生长因子和凋亡
小体促纤维化这
些热点领域的研
究成果. 
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■应用要点
本文为肝纤维化
的诊断和基因治
疗提供了新的思
路.

Mn-TBAP(100 nmol/L), 或者用DPI(25 µmol/L)
或夹竹桃麻素(100 µmol/L)对HSCs进行干预

后, PDGF诱导的DNA合成会出现明显地下降. 
PDGF和NOX间的相互作用支持了NOX在HSCs
中起关键作用的观点.

6  凋亡小体激活NOX

除受体介导的激动剂可以激活NOX外, 死亡肝

细胞所形成的凋亡小体被HSCs吞噬后也可以激

活NOX, 从而导致HSCs内胶原蛋白α1(Ⅰ)表达

上调[54]. 凋亡小体的形成是慢性肝病的共同特

征. 凋亡小体被吞噬后不仅刺激巨噬细胞生成

TGFβ1[55], 还可以促进HSCs的活化[54]. Zhan et al
研究显示, 凋亡小体激活了HSCs中的NOX, 从
而进一步促进HSCs的活化和纤维化的形成[56]. 
对α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA, 肌成纤维细胞的

标志蛋白)和E-cadherine的双重染色证明, HSCs
中确实有凋亡小体的存在. HSCs内的凋亡小体

促进依赖NADPH的ROS产物增加. 事实上, 凋
亡小体诱导的氧化应激产物的增加效应能被

DPI(10 µmol/L)所阻断. 另外, 在HSCs内观察到

的凋亡小体诱导的胶原蛋白α1(Ⅰ)表达上调也

被DPI抑制. 虽然, 对这些实验结果的判读受单

一非特异性药物抑制剂的局限, 但这些结果却

再一次支持NOX在HSCs活化中发挥重要作用

的结论. 

7  结论

HSCs中有非吞噬细胞型NOX存在的研究结论

引领研究者进一步探究该复合体在肝纤维化形

成过程中究竟发挥了多大的作用. 研究结果证

实, HSCs中的NOX参与调节HSCs的活化过程, 
所以AngⅡ、PDGF或凋亡小体通过NOX调节了

肝纤维化进程. 因为NOX参与了其他肝细胞外

激动剂(如来普仃、内皮素和高半胱氨酸)的效

应发挥[57-59], 这些有趣的潜在激动剂在HSCs活
化中的作用值得进一步研究. 另外, NOX的2种
类型(吞噬细胞型和非吞噬细胞型)均在肝纤维

化形成中发挥作用. 但哪种类型在肝纤维化形

成中起到更关键的作用仍然未知. 尽管PHOX的

结构和功能已经研究的较清楚, 但关于HSCs中
非吞噬细胞型NOX的结构和各亚基间的相互作

用仍有诸多疑问. 而关于这些疑问的进一步研

究将为肝纤维化的诊断和治疗提供新的方向. 
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中华医学会第八次全国消化系疾病学术会议征文通知

本刊讯 中华医学会消化病学分会定于2008-10-09/12在西安市召开第八次全国消化系疾病学术会议. 现将会议

的征文内容及有关事项通知如下:

1      征文内容 

与消化系统疾病有关的流行病学、基础及临床研究. 根据以下分类请在论文摘要右下角标明: 功能性胃肠疾病

及动力障碍性胃肠病(包括胃食管反流病); 幽门螺杆菌及其相关疾病; 胰腺疾病; 肝胆疾病; 胃肠道肿瘤; 炎症

性肠病; 胃肠激素;  消化疾病介入治疗; 青年委员会专场(全部用英文交流). 

2      征文要求

(1)报送的论文要求800字左右的中文摘要一份, 摘要内容包括: 目的、方法、结果、结论, 注明作者姓名、单

位及邮编. 投青年会专场的论文必须附相应的英文摘要, 第一作者年龄须在45周岁以下(1963-11后出生). (2)凡

已在全国性学术会议上或全国公开发行的刊物上发表过的论文, 不予受理. (3)报送的论文要求电脑打印稿, 经

所在单位审查盖章, 通过本次会议专用网站报送电子文稿及报名注册, 会议将不再接受书面投稿. (4)截稿日期: 

2008-07-15(以当地邮戳为准), 文责自负. 会议网址: http://www.csgd.org.cn. 

希望各省、自治区、直辖市医学会消化病学分会委员积极、认真组织所在地区的相关医生踊跃投稿并

参会.
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Abstract
Colorectal cancer (CRC) is the third most 
common cancer and the fifth leading cause 
of cancer-related mortality in China with an 
increasing trend, which is emphasizing the 
need for improvements in therapeutic options. 
The 5-year survival rate of surgery, the first-
line treatment for CRC, is just about 50 percent. 
In recent years many pat ients with CRC 
have benefited from the combined treatment 
with surgery for CRC, which integrates 
chemotherapy, radiotherapy, concurrent 
chemoradiotherapy, biotherapy, traditional 
Chinese medicine, etc., especially patients at 
advanced stage. This paper highlighted current 
situation for combined treatment with surgery 
for CRC.
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摘要
大肠癌(colorectal cancer, CRC)在国内其发病

率排第3位, 恶性肿瘤致死因素排第5位, 且都
一直处于上升趋势. 手术治疗作为CRC的首选
治疗方法, 5年生存率仅在50%左右. 近年来国
际上很多学者采用在CRC手术治疗的基础上
辅助以包括化疗、放疗、同步放化疗、生物
治疗和中医药治疗等在内的一系列综合治疗
手段, 在提高CRC患者, 特别是中晚期患者的
治疗效果中取得了较为满意的结果. 
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0  引言

大肠癌包括结肠癌和直肠癌, 是国内最常见的

恶性肿瘤之一, 其发病率排第3位, 致死因素第5
位, 且随着生活水平的提高而不断增加. 手术治

疗作为大肠癌治疗的首选方法, 5年生存率仅在

50%左右. 近些年来国际上很多学者采用在大肠

癌的手术治疗的基础上辅助以化疗、放疗、同

步放化疗、生物治疗和中医药治疗等在内的一

系列综合治疗手段, 在提高大肠癌治疗效果中

取得可喜的成果. 本文以手术为主的大肠癌的

综合治疗现状进行综述如下.

1  手术与化疗

大约一半的大肠癌患者手术后5年内都有转移复

发, 因此中晚期的大肠癌患者均需要接受化疗. 
5-氟尿嘧啶(5-FU)作为第1个用于临床的大肠癌

化疗药物, 已经成为大肠癌化疗方案的基础, 其
静脉化疗效果比口服化疗更有优势[1]. 甲酰四氢

叶酸(folinic acid/leucovorin, LV)是核酸合成的辅

酶, 在与5-FU联合使用时可促使5-FU的活性代谢

产物5-氟尿嘧啶脱氧核苷酸(5-FuDMP)与胸苷酸

合成酶(TS)稳定结合, 从而增强5-FU的疗效[2], 可
以提高生存率[3]. 5-FU+LV联合用药已成为国际

上公认的标准疗法. 目前LV在临床上使用甲酰

四氢叶酸钙(calcium folinate, CF)最广. 羟基喜树

碱(hydroxycamptothecin, HCPT, CPT-11)是作用

®

■背景资料
大肠癌是国内最
常见的恶性肿瘤
之 一 ,  其 发 病 率
随着生活水平的
提高而不断增加. 
手术作为大肠癌
的首选治疗方法, 
5 年 生 存 率 仅 为
50%. 近些年来大
肠癌以手术为主
的综合治疗获得
了国际上很多学
者的重视, 并取得
了可喜的成果. 
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于S期的细胞周期的特异性药物, 能通过有选择

性的抑制拓扑异构酶Ⅰ来干扰DNA的复制, 与
临床上常用的抗肿瘤药物无交叉耐药性. 从面世

以来就受到了广大医生的关注, Douillard et al [4]

研究显示CPT-11类药物依立替康(irinotecan)与
5-FU联合使用疗效明显优于对照组. 有报道显

示Irinotecan+5-FU+LV可以提高总存活时间和无

进展存活时间[5], 欧美已将5-FU+LV+CPT-11定
为进展期大肠癌的一线化疗方案[6]. 第三代铂类

抗肿瘤药物草酸铂(oxaliplatin, L-OHP)因为能够

与DNA特定位点结合来阻止DNA的转录和合成, 
从而起到抗肿瘤的效果. L-OHP和顺铂等(DDP)
的抗癌谱不完全相同, 无交叉耐药性, 对DDP治
疗失败的大肠癌患者仍可能有效, 且与5-FU有

协同作用[7], 成为最受欢迎的抗肿瘤药物之一. 
De Gramont et al [8]报道5-FU+LV+L-OHP方案有

相当明显的优势. Colucci et al [9]认为FOLFOX和

FOLFIRI疗效类似, 主要区别在于不良反应方面. 
全身静脉化疗包括术前化疗和术后化疗. 术

前化疗也称新辅助化疗(neoadjuvant chemotherapy), 
可以使局部肿瘤缩小, 降低癌细胞生命力, 利于

切除, 预防远处转移. 术前化疗大都采用全身

静脉联合化疗或口服给药化疗, 近来推荐的方

案大都以5-FU+LV为基础, 主要包括FOLFIRI
和FOLFOX等, 已有研究表明可显著提高患者

疗效和安全性[10], 但上述方案在大肠癌辅助化

疗中的地位, 尚需进一步的临床研究对其进行

评价, 目前相关报道已显示有效的术前化疗联

合外科手术可以使患者延长中位生存期和肿

瘤进展期[11]. 术后辅助化疗的意义早已明确, 用
药的基础仍是5-FU+LV. 大量临床研究最后证

实5-FU+LV化疗可以提高生存率, 减少毒副作 
用[12-14]. 因此, 5-FU+LV辅助化疗被确定为大肠癌

术后辅助化疗的标准方案[12]. FOLFIRI结合手术

治疗转移性大肠癌, FOLFOX4作为第二线方案, 
取得较好的结果[15]. FOLFIRI和FOLFOX方案的

辅助手术治疗的疗效比较尚在进一步研究中. 
大肠癌的口服化疗药是氟嘧啶类前体药

物, 吸收后通过体内代谢转变成5-FU, 起到抗癌

的效果. 口服化疗具有疗效高、不良反应少, 治
疗方便等优点, 发展口服化疗药物已成为大肠

癌综合治疗中重要的一步[16]. 主要有喃氟嘧啶

(FD-1)、优福啶(UFT, 即FT-207)、去氧氟尿苷

(氟铁龙, FTL)和卡培他滨(capecitabine)等. 卡培

他滨又称希罗达(xeloda), 是5-FU的前体药物. 有
研究表明Xeloda治疗晚期大肠癌的效果相当于

5-FU+CF[17-18], 甚至比Mayo方案更易于被患者接

受[19], 术前使用可以降低病理分期, 增加手术中

保肛的可能[20]. 而且Xeloda的不良反应较轻, 仅
手足综合症和腹泻较多. 他取代5-FU+LV与其

他新药联合应用是近年的研究热点之一[21]. 替
吉奥(S-1)是日本在以替加氟为基础开发出来

的新口服化疗药, 有S-1+CPT-11与FOLFIRI(5-
FU+LV+CPT-11)的研究显示: S-1+CPT-11与
FOLFIRI疗效近似, 且毒性反应小[22], 一种很有

前途的和有效的治疗方法[23]. 因此也受到了广大

临床医生的重视, 2003年被批准用于大肠癌的治

疗[24]. 
大肠癌术后转移和复发的重要原因之一是

大肠癌的术后腹腔转移. 行腹腔区域性给药可以

获得远高于经全身静脉途径的药物浓度, 而且全

身药物不良反应也少于后者. 目前在基于手术

治疗的大肠癌的治疗中比较广泛应用的有腹腔

灌注化疗和区域性动脉灌注化疗. 腹腔灌注化

疗可以提高局部药物浓度、降低全身副作用且

能辅助手术治疗大肠癌[25]. 广泛的肿瘤细胞减灭

术和腹腔热化疗是可行的, 可达到与传统的姑息

性手术及全身化疗类似效果的方法[26], 可以提高

患者生存时间[27-28], 腹腔热化疗与手术切除被认

为是有效的, 将来可以通过改善常规使用的热

疗方案来进一步提高疗效[29]. 相关研究显示大肠

癌患者辅以腹腔动脉区域性灌注化疗可以提高

治疗效果、利于预防肿瘤的肝转移和复发[30]. 但
Nordlinger et al [31]的研究显示在全身系统性化疗

的基础上联合以5-FU为主的区域化疗并没有比

全身化疗获得更大的收益. 大肠癌的腹腔区域性

化疗能够提高化疗药物的局部浓度来发挥作用, 
在增强疗效和减少不良反应等方面有一定的优

势, 吸引了许多医学工作者.

2  手术与放疗

在大肠癌中放疗适用于直肠癌. 近年来, 随着全

直肠系膜切除(total mesorectal excision, TME)
手术的开展, 大大提高了治疗效果, 已逐渐成为

了直肠癌的首选术式. 但在目前单纯手术已无

法再明显地提高直肠癌患者的疗效, 在直肠癌

治疗中联合放疗则可以显著提高局部控制、增

加保肛的机率、提高生活质量及生存率. 术前

放疗因未遭手术破坏, 局部血供及含氧条件较

好, 可以起到降期和减少术中出血的作用. 直肠

癌术前放疗的照射野应包括全盆腔淋巴引流区, 
如已有相邻脏器受累, 应包括髂外淋巴结, 照射

■研发前沿
随着分子生物学
和基因工程技术
的不断发展, 生物
免疫治疗已经在
大肠癌治疗中显
示出了良好的发
展前景, 成为肿瘤
治 疗 的 第 4 种 模
式.
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野上界在L5下缘, 包括腹主动脉周围淋巴结区, 
下界应包括全部会阴. 研究表明中低位直肠癌

新辅助术前放疗能获得较高局部控制率并提高

生存期, 可以提高保存括约肌手术率[32]. 其缺点

在于无确定的病理所导致的过度或不必要的放

射. 术后放疗由于分期合理, 与术前相比更有选

择性, 可以减少放疗的盲目性和治疗负荷. 报道

显示Dukes C直肠癌患者手术后放疗可以提高生

存期, 降低局部复发率[33]. 但由于术后目标区域

往往血供欠佳, 而组织血氧浓度降低是明显影

响放射效果的一个因素, 并且易发生放射性粘

连、小肠会阴瘘放射性直肠炎和吻合口狭窄等

并发症, 同时直肠癌术后放疗吻合口、会阴部

复发较为常见. 因此虽然术前和术后放疗各有

其特点, 但术后放疗的缺点和术前放疗的优点

明显使人们更倾向于用以取代术后放疗 [34-35]. 
但术前放疗也有争议, Frileux et al [36]的研究认

为术前影像未发现周边侵犯者可不考虑术前

放疗. 
直肠癌术后患者有约半数死于局部复发或

局部侵袭, 因此为加强直肠癌局部控制和减少

复发, 在手术中植入粒子行近距离放疗, 作为手

术治疗的补充, 在直肠癌的治疗中取得了较好

的效果. 临床研究表明在规范的保护下结合125I
粒子永久植入治疗肿癌对患者和环境都是安全

的[37], 并可作为手术的补充, 能达到长期的局部

控制及提高生存率[38]. Luo et al [39]的研究显示: A
组(直肠造口术+肛门括约肌保存术)3年局部复

发率高于B组(改良的TME+肛门括约肌保存术

+125I近距离放疗), 而3年生存率低于后者.

3  手术与放化疗

化疗和放疗都是直肠癌的重要治疗方法, 为增

强疗效, 提高治疗生存率, 在术前或术后行放化

疗, 已经获得了临床肿瘤界的广泛关注. 早在10
余年前, 就有研究表明术后联合以5-FU为基础

的放化疗可以提高局部进展期直肠癌患者的总

生存时间[40-41]. 这一疗法一度成为国际公认的

UICC-Ⅱ、Ⅲ期直肠癌的标准疗法. 然而因为

该疗法毒副作用较强等原因, 使人们越来越重

视术前放化疗也就是新辅助治疗(neoadjuvant 
therapy). 一项术前和术后放化疗的比较研究显

示术前放化疗比术后有着稍高的总生存率, 而
局部治疗失败率(包括局部复发和肿瘤持续存

在)的差异无统计学意义[42]. EORTC试验显示: 
术前放化疗的联合进行可利于提高病理降期, 

减少对血管、神经和淋巴管的侵犯, 但对局控

和生存的影响还需长期随访[43-44]. 研究显示新辅

助放化疗可有效达到肿瘤病理降期的目的, 提
高了局部进展期低位直肠癌的根切率和保肛率, 
进一步降低了局部复发率和总复发率, 并明显

提高了无瘤生存率和总生存率[45-47].

4  肿瘤生物治疗

随着分子生物学和基因工程技术的不断发展, 
肿瘤的治疗已不局限于传统的手术治疗、放疗

和化疗, 生物免疫治疗已经显示出良好的发展

前景, 已成为肿瘤治疗的第四种模式. 肿瘤的生

物治疗研究主要包括肿瘤细胞因子治疗、肿瘤

疫苗、肿瘤靶向治疗和肿瘤基因治疗. 
肿瘤的细胞因子治疗是通过从体外补充、

诱导或活化体内生物反应调节系统具有的细胞

活性因子, 以达到抗肿瘤或治疗抗肿瘤药物的

不良反应的作用, 包括细胞因子白介素(interleu-
kin, IL)、干扰素(interferon, IFN)和造血生长因

子等. 研究表明IL-2能够提高T细胞和NK细胞

在肿瘤组织的活性[48]. 目前特异性抗肿瘤细胞

因子在大肠癌中的治疗效果仍缺少大量的研究

结果来证实, 但造血生长因子等在临床中已取

得了广泛的应用, 如粒-巨噬细胞集落刺激因子

(granulocyte-macrophage colony stimulating fac-
tor, GM-CSF)、促血小板生成因子(thrombopoi-
etin, TPO)等. 细胞免疫治疗与化疗的联合使用

也是研究的重点之一, 有研究表明化疗与免疫

治疗是可以相互结合的, 在治疗某些情况下还

有协同增强作用[49]. 
肿瘤疫苗作为肿瘤生物治疗的一种重要手

段, 已成为抗肿瘤免疫治疗研究的热点之一. 他
是利用肿瘤疫苗诱导机体主动特异或非特异免

疫反应, 产生抗体或免疫效应细胞来杀伤肿瘤

细胞, 从而抑制肿瘤的生长和转移. 目前所研究

的肿瘤疫苗主要是基因工程疫苗、肽疫苗、核

酸疫苗、分子靶向疫苗和树突疫苗. Hoffmann 
et al [50]研究提示麻疹病毒可以作为增强细胞因

子表达的肿瘤疫苗平台. Babatz et al [51]的实验

也提示树突状细胞疫苗同样适用于特异性治疗

大肠癌. 虽然肿瘤疫苗的理论研究与实际应用

目前仍存在一定差距, 但其设计理念与研究成

果已显示出强大的生命力, 有望在抑制肿瘤生

长、转移和复发等方面取得突破. 
肿瘤的基因治疗通过矫正缺陷基因, 选择性

过度表达某些基因等方法产生抗肿瘤作用[52]. 主

■相关报道
De Gramont et al
报道5-FU+LV+L-
O H P 方 案 有 相
当 明 显 的 优 势 . 
Colucc i  e t  a l 认
为 F O L F O X 和
FOLFIRI疗效类
似, 主要区别在于
不良反应方面.
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要包括基因修正治疗、导入自杀基因治疗、免

疫基因治疗、多药耐药基因治疗和肿瘤血管基

因治疗等方面. 自从1990年美国首次应用基因

治疗以来, 国际上开展了各种基因治疗的临床

试验, 目前已有大量的基因治疗方案应用于肿

瘤的治疗, 虽说大肠癌的基因治疗已经从理论

走向实践, 其有效性也已在细胞学和动物的模

型上得到了验证[53-55], 但现在大肠癌的基因治疗

研究绝大多数仍处于实验阶段, 基因治疗策略

可以提高患者存活率与治疗疗效, 但安全性是

目前首要关注的问题[56], 另外如选择高效表达的

载体以及适用于临床的基因转移方法等方面的

问题都是基因治疗应用于大肠癌的综合治疗的

一道门槛. 
随着一系列包括作用于表皮生长因子受体

(epidermal growth factor receptor, EGFR)、血管

内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)等在内的分子靶向性药物的临床应用, 肿
瘤的分子靶向治疗在辅助治疗中的作用也逐渐

受到人们的重视. 目前靶向治疗药物可分为单

克隆抗体和小分子化合物, 根据作用靶点不同

又可分为作用于EGFR和作用于VEGF的药物. 有
研究表明EGFR在25%-81%的大肠癌中表达[57], 
并通过介导多个通路来调节细胞的生长和分化, 
促进血管生成、抑制肿瘤细胞的凋亡[58]. 西妥昔

单抗(cetuximab, erbitux, C225)是第一个上市的

可预防新生血管生成的重组人源化抗EGFR的

mAb, 其最大优点之一是不会引起肿瘤耐药. 在
2004年获得美国FDA批准用于治疗晚期结直肠

癌, 法国的一项临床试验支持了西妥昔单抗的

有效性和可行性[59]. 目前该药已进入Ⅲ期临床试

验. ABX- EGF(panitumab)是全人源化的EGFR
的mAb, 在2006-09获美国FDA批准上市, 但其在

大肠癌一线治疗中的作用尚需大量的临床研究

证实. Sørbye et al [60]认为西妥昔单抗联合伊立替

康是一个可能的第三线治疗方法. 小分子酪氨

酸激酶抑制剂(TKIs)也是目前研究的热点之一, 
如吉非替尼(gefitnib, ZD1839), 有研究已经证

实吉非替尼联合FOLFOX6(L-OHP/LV/5-FU)作
为晚期大肠癌患者一线治疗安全有效[61]. VEGF
与肿瘤的远处转移、复发密切相关, 因此阻断

VEGF可抑制血管新生, 是治疗大肠癌的有效

手段. 贝伐单抗(bevacizumab, avastin)是目前最

有前景的mAb之一, 可抑制内皮细胞增生和新

生血管形成, 延缓肿瘤的生长和转移[62]. 2004年
美国FDA批准贝伐单抗与标准的IFL方案(CPT-

11/5-FU/LV)联合用于转移性结肠癌的一线治

疗, 贝伐单抗加入FOLFOX可以延长进展时间

和总生存期[63]. 不过, 来自英国的从国民健康

服务的角度来看的研究显示, 结合5-FU+LV或

5-FU+LV+CPT-11, 贝伐单抗不太可能代表一个

符合成本效益的国民保健服务资源[64]. 研究显

示贝伐单抗联合FOLFOX4可以显著提高转移性

结直肠癌的生存期[65]. 2006年美国FDA又批准

贝伐单抗联合FOLFOX4作为转移性结直肠癌二

线治疗方案[66]. Vatalanib(PTK787/ZK222584)是
一种新的VEGFR的酪氨酸激酶抑制剂, 可口服

给药, 在大肠癌患者的早期试验中取得的令人

鼓舞的效果, 第三阶段的临床方案中仍在进行

进一步的研究[67]. EGFR和VEGF等分子靶向性

药物结合5-FU+LV化疗药物的联合应用的相关

研究也仍在进一步的进行中[68].

5  手术与中医药治疗

中医药治疗大肠癌, 是我国肿瘤治疗领域的一

大特色. 在中医中大肠癌属于“肠积”、“脏

毒”、“肠癖”、“锁肛痔”、“便血”等范

畴. 大量的临床研究表明: 包括手术、放疗、化

疗等在内大肠癌的现代治疗方法在治疗肿瘤的

同时也损害了机体的正常功能. 中医的辨证施

治对减少复发和转移、增强化疗效果以及减少

不良反应等方面均起着重要作用[69-71]. 可是目前

中医药治疗大肠癌的研究特别是基础实验方面

的研究还不够深入, 对中医药抗肿瘤机制的分

子水平研究等方面的研究远远落后于肿瘤发生

演变机制的研究. 但随着中医药研究的不断深

入和广泛应用, 中医药治疗在大肠癌的综合治

疗中必将拥有更为广阔的前景. 
大肠癌以手术为主的综合治疗的原则: 在

手术基础上根据患者体质、肿瘤部位、病理类

型、浸润深度和转移情况, 有计划、合理地综

合应用现有的各种治疗手段, 最大限度地提高

肿瘤治愈效果和改善患者的生活质量. 目前, 国
际上提倡的大肠癌治疗原则是: Dukes A期: 应
尽早手术, 无需做辅助放、化疗; Dukes B-C期: 
在根治的基础上, 可采用放疗降低局部复发率, 
采用化疗降低远处转移率, 采用加热治疗提高

化疗放疗疗效, 减轻副反应采用生物免疫治疗

增强机体免疫力等; Dukes D期: 尽可能切除原

发灶, 对远处转移灶能手术者尽量手术, 有条件

者可采用介入治疗等, 联合以放、化疗等各种

治疗方法. 对不能切除的肿瘤, 也应持积极态度, 

■创新盘点
本文较系统地阐
述当前手术为主
的大肠癌的综合
治疗现状, 同时提
出当前研究中的
一些争议性问题. 
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在转流或造瘘等对症处理的基础上, 采用物理

治疗的方法处理局部病灶, 也可采用放疗减少

便血, 减轻疼痛, 适当全身化疗、肠内化疗、介

入治疗等减慢肿瘤生长, 改善症状．延长生存

期, 提高生活质量. 
总之, 大肠癌以手术为主的综合治疗是在

个体化治疗原则下, 充分发挥各种治疗手段的

综合优势, 谋取最大的治疗效果, 目前已取得了

一定的进展, 但如何将各种治疗手段有机地结合, 
提高患者远期生存率和生活质量还有待进一步

研究, 这将是临床工作者下一步研究的重点所在.
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Abstract
Malignant tumor impairs human’s health 
severely. Although progresses have been made 
in tumor’s etiology, clinical management of 
tumor is still confronted by challenges. The 
standard treatments against tumor, including 
surgery, chemotherapy and radiotherapy, are 
not effective for all patients. The clinicians 
often feel confused while selecting appropriate 
therapeutic pattern and judging patients’ 
prognosis. The clinical outcome of target-
protein-based cancer therapy revealed that 
personalized molecular signature determined 
individual ized curat ive effect . Effect ive 
management of tumor needs patient-tailored 
design. The so-cal led “omic” researches 
accelerate the studies in specific molecule 
phenotype of tumor cells, and the personalized 

therapy against such individualized malignant 
phenotype will represent the future direction in 
tumor treatment.

Key Words: Molecular phenotype; Personalized 
therapy; Proteomics; Tumor marker; Signaling 
pathway
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摘要
恶性肿瘤严重危害着人类的健康. 尽管肿瘤的
病因学研究取得了一定进展, 肿瘤的临床处置
依然面临挑战, 包括手术切除、化学药物治疗
和放射治疗在内的标准治疗模式不能对所有
患者都奏效. 如何选择合适的治疗方案和准确
评估患者的预后, 临床医生经常感到困惑. 针
对信号通路重要蛋白的分子靶向治疗的结果
显示, 不同肿瘤患者具有独特的分子表型特征
并决定了肿瘤治疗的疗效. 有效治疗肿瘤需要
量体裁衣式地设计出个体化的治疗方案. 通过
“组”学研究发现了许多肿瘤细胞特异的分
子表型, 而针对这些表型的个体化治疗将是未
来肿瘤治疗的方向.  

关键词: 分子表型; 个体化治疗; 蛋白质组学; 肿瘤

标志; 信号通路

何平, 赵晓航. 细胞重要分子表型与肿瘤个体化治疗的研究进

展.  世界华人消化杂志  2008; 16(16): 1781-1787

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/1781.asp

0  引言

肿瘤已成为我国城镇人口第一死因, 严重危害人

类健康. 尽管对肿瘤的病因学研究和以手术切

除、放射治疗和化学药物治疗为主的综合治疗

取得一定进展, 肿瘤治疗仍然面临巨大挑战[1]. 对
不同肿瘤类型和病理分期的个体采用相同的治

疗方案也许是疗效不佳的原因之一, 个体差异

与疗效的关系越来越受到临床医生和研究者的

重视[2-6]. 如果肿瘤治疗能够做到“因人而异、

量体裁衣”似的个体化, 将能提高疗效、避免

www.wjgnet.com
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■背景资料
肿瘤严重危害人
类健康. 尽管对肿
瘤的病因学研究
和综合治疗取得
一定进展, 肿瘤临
床处置依然面临
巨大挑战. 对不同
肿瘤类型和病理
分期的个体采用
相同的治疗方案
也许是疗效不佳
的原因之一. 
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过度治疗和降低患者经济负担, 减少医疗资源

的浪费[7-8]. 研究发现, 肿瘤细胞信号传导通路及

其调节网络存在个体化差异[9-15]. 而这种个体癌

细胞分子水平的差异决定了治疗效果的差异, 
所以根据肿瘤个体分子表型的特征选择治疗

方案可能是个体化治疗的一个方向. 高通量的

“组学”技术适合全面的描述个体分子表型并

发现肿瘤治疗的“新靶点”, 针对细胞异常信

号传导通路中关键作用分子的肿瘤靶向治疗逐

渐呈现个体化趋势[16-18]. 

1  肿瘤细胞信号传导通路活性的个体化差异

细胞信号传导通路是由一系列级联放大的酶促

反应被激活的. 激酶底物蛋白的磷酸化是信号传

递的驱动力. 由此, 阐明特定细胞信号通路的激

活程度, 了解该信号通路中关键激酶底物被磷酸

化的状态十分重要[19]. 研究证实, 细胞信号传导

通路的异常活化是导致肿瘤发生发展的重要原

因之一[20]. 通过比较肿瘤患者样本不同时间点、

不同病程阶段、治疗前后的关键激酶底物磷酸

化水平, 可以了解特定细胞信号传导通路中关键

激酶活性水平, 间接了解个体生理或病理状态. 
因此, 了解肿瘤细胞内关键细胞信号传导通路功

能状态的网络图, 即关键靶点分子的表达水平和

磷酸化程度, 将会成为肿瘤个体化治疗的一种新

依据[9]. 
Petricoin et al [21]分析了45例乳腺癌和9例良

性乳腺病患者的癌组织和正常乳腺上皮中激酶

底物磷酸化水平及其信号传导通路的磷酸化状

态. 乳腺癌手术切除或乳腺细针穿刺活检取材样

本, 经显微切割获取癌细胞和正常乳腺上皮. 全
细胞裂解蛋白按不同稀释度被固化于反相蛋白

质芯片上. 用抗特定激酶底物蛋白抗体和抗该蛋

白磷酸化抗体与固化于芯片上的靶蛋白杂交, 同
时检测这些信号传导通路中特定激酶底物的表
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达和磷酸化水平(图1). 如图所示, 蛋白A在4个样

本(S1、S2、S3和S4)中表达水平是一致的, 但磷

酸化程度不同, 在样本3(S3)中蛋白A的磷酸化水

平明显低于来自其他个体的样本. 结果显示, 细
胞信号传导通路的活跃程度存在显著个体差异; 
每个个体的肿瘤细胞呈现各不相同的激酶活性

及其相应被活化的信号通路. 尽管慢性粒细胞性

白血病、间质瘤等某些肿瘤存在共同的细胞信

号通路异常活化或功能障碍, 如c-kit家族信号传

递异常活化[22-23], 但多数散发的乳腺癌和某些上

皮来源性恶性肿瘤是由复杂的、各不相同的细

胞信号传导网络失调所引起的.
I r i sh e t a l [24]对急性粒细胞白血病(acu te 

myeloid leukemia, AML)化疗前、后细胞样本做

了多参数流式细胞学分析, 发现不同个体白血

病细胞中STAT和MAPK等细胞重要信号传导通

路的激酶底物磷酸化程度不尽相同. 急性粒细

胞白血病中常见两条平行的信号通路的异常活

化[25], 即STAT通路[26]和Ras/MAPK通路[27]. 研究

发现, STATs, 如STAT3和STAT5, 在AML中组成

性活化[28-29], 但是在AML患者的癌细胞中还未

发现基础STAT磷酸化水平与白血病发生之间的

因果联系. fms样酪氨酸激酶3(fms-like tyrosine 
kinase 3, Flt3)是以上2条通路的上游分子[30], 其
异常改变见于30%的AML患者, 而且Flt3还是

AML不良预后的重要指示分子[31]. 在细胞系中

已发现突变且活化的Flt3可以激活STAT和Ras/
MAPK通路[32]. 然而, 也有研究发现Stat5磷酸化

的基础水平在Flt3野生型和突变型的AML患者

癌细胞并无统计学差异[33]. 细胞系与患者原始

样本之间的相反观察结果提示, 关键蛋白在信

号传递网络中的作用模式而非绝对表达量(或是

基础磷酸化状态)更能反应癌症的信号传递状

态. 基于以上考虑, Irish et al以已知发生Flt3突
变和其他细胞遗传学异常改变的AML患者为研

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前肿瘤个体化
研 究 的 热 点 是
应 用 高 通 量 的
“组”学技术描
绘个体化的分子
特征. 针对这些特
征设计个体化靶
向治疗方案, 并应
用于肿瘤的临床
治疗.

图  1  分析信号传导通路激酶底物的表达和磷酸化水平.
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究对象, 应用细胞内磷酸化特异流式细胞仪检

测来源于患者外周血白血病细胞内的多个磷酸

化、活化信号传递分子, 并绘制磷酸化蛋白功

能网络图. 结果发现, AML不同遗传和临床表型

有着不同的磷酸化蛋白信号传导网络特征. 根
据这种特征可以划分同一个体的不同癌细胞亚

群, 可以将AML患者分为对化疗反应和预后显

著不同的四个亚类, 并最终确定AML中与Flt3突
变、其他遗传学改变、细胞表面标志物CD15表
达以及对化疗敏感表型密切相关的磷酸化蛋白

表达谱. 由此可见, 肿瘤细胞信号传导异常具有

个性化特征.

2  常见肿瘤治疗分子靶标与疗效个体差异

随着对肿瘤细胞异常信号传导通路的了解, 那
些在肿瘤细胞中起关键调节作用的分子逐渐成

为肿瘤靶向治疗潜在的“靶标”, 例如细胞增

殖、分化、迁移、血管形成和细胞周期调节的

关键调节因子[34-35]. 针对这些信号通路关键分

子的肿瘤靶向药物按照化学性质通常可分为单

克隆抗体类药物和小分子抑制剂类药物. 单克

隆抗体类药物可以直接和间接地杀伤肿瘤细

胞. 抗体直接阻断或激活靶信号分子及其受体, 
抑制细胞周期或DNA修复[36], 抑制血管形成[37], 
增强受体内吞[38]. 同时, 抗体类药物还可以通过

激活免疫效应细胞, 通过补体依赖的细胞毒性

反应(complement-dependent cytotoxicity, CDC)
和抗体依赖的细胞毒性反应(antibody-dependent 
cellular cytotoxicity, ADCC)间接清除肿瘤细胞[39]. 
此类药物根据其人源化的程度又可分为嵌合抗

体、人源化抗体和完全人抗体. 小分子抑制物

可直接抑制信号传导通路中关键分子的活性, 
从而抑制肿瘤生长. 其中最常见的是蛋白酪氨

酸激酶的小分子抑制物, 他们大多是ATP的类似

物, 可竞争性地结合激酶, 抑制激酶的活性[40]. 表
1列举了目前应用于肿瘤临床治疗的主要分子

靶向药物.
临床研究提示, 对于特定肿瘤患者, 应用这

种针对特异分子靶点的靶向治疗通常能够有效

地控制肿瘤, 但是也存在对此类药物不敏感的

肿瘤个体. 表皮生长因子受体(epidermal growth 
factor receptor, EGFR)的异常活化与多种肿瘤

的发生、发展密切相关[41-43]. EGFR的酪氨酸激

酶结构域是其活性所必需的, 针对这一结构域

的小分子特异抑制物-吉非替尼(gefitinib)和艾

罗替尼(er lot inib)已被应用于晚期非小细胞肺

癌(non-small-cell lung cancer, NSCL)的临床治 
疗[34-35,39-40]. 然而, 80%以上的非小细胞肺癌对这

两种抑制剂并无反应[44-47], 提示只有部分人群肿

瘤细胞内存在EGFR的异常传导通路[48]. 研究提

示, EGFR基因突变[49-50]、扩增[46,51-52]以及EGFR
蛋白表达升高[52]与吉非替尼和艾罗替尼的药物

■相关报道
M a r k o - Va r g a  
et  al 综述了目前
最先进的蛋白质
组学研究方法的
特点, 并进一步介
绍这些技术方法
进行个体化治疗
的实例. 提出建立
广泛的统计分析
可以更好地理解
个体差异的来源
(如蛋白表达谱的
差异) ,  有助于对
临床结局做出正
确的判断.

表  1  美国FDA批准的靶向治疗药物

药物名称				         商品名	                    分子靶点          药物性质	           针对肿瘤类型

西妥昔(cetuximab)		             爱必妥(Erbitux)	 EGFR	             mAb          结直肠癌、头颈鳞状细胞癌

曲妥珠(trastuzumab)	            赫赛汀(Herceptin)	 ERBB2	             mAb          乳腺癌

贝伐(bevacizumab)		             阿瓦斯丁(Avastin)	 VEGF	             mAb          结直肠癌

利妥昔(rituximab)		             美罗华(Rituxan)	 CD20	             mAb          B细胞淋巴瘤

替伊莫(ibritumomab tiuxetan)	            泽娃灵(Zevalin)	 CD20	             mAb          B细胞淋巴瘤

托西莫(tositumomab-I131)	            Bexxar		  CD20	             mAb          B细胞淋巴瘤

吉妥(gemtuzumab ozogamicin)          麦罗塔(Mylotarg)	 CD33	             mAb          急性粒细胞白血病

alemtuzumab		             坎帕斯( Campath)	 CD52	             mAb          B细胞慢性淋巴细胞白血病

伊马替尼(imatinib mesylate)	            格列卫(Gleevec)	 BCR-ABL、        SMI           胃肠间质瘤、慢性粒细胞

						      KIT、PDGFR	              白血病

吉非替尼(gefitinib)		             易瑞沙(Iressa)	 EGFR	             SMI           非小细胞肺癌

艾罗替尼(erlotinib)		             特罗凯(Tarceva)	 EGFR	             SMI           非小细胞肺癌、胰腺癌

舒尼替尼(sunitinib)		             Sutent		  VEGFR、KIT、    SMI           胃肠间质瘤、肾癌

						      PDGFR、FLT3

索拉非尼(sorafenib)		            多吉美(Nexavar)	 B-Raf、EGFR、  SMI           肾癌

						      VEGFR2、PDGFR

硼替佐米(bortezomib)	            万珂(Velcade)	 28S protease       SMI           多发性骨髓瘤

SMI: 小分子抑制物.
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敏感性呈正相关[53-55]. 同时, K-ras基因的突变也

与以上两种药物的抵抗性呈正相关[56]. 然而, 也
有研究发现, EGFR基因的突变与艾罗替尼的药

物疗效无关[46]. 此外, 发现对于EGFR基因突变

几率低的男性、吸烟和肺鳞癌人群, 艾罗替尼

也可以延长患者的总体生存时间[57]. 这种看似

矛盾的研究结果提示, 个体化分子特征决定个

体疗效. 实际上, 每一个肿瘤个体都存在独特的

疾病相关分子表达谱[10,15], 某类治疗方案可能

仅对部分存在特异分子靶点的个体有效. 因此, 
针对肿瘤个体特定分子表达谱的个体化治疗

(personalized therapy)是肿瘤靶向治疗的方向[6].

3  蛋白质组学研究在肿瘤个体化治疗中的探索

性应用

“组学”技术是研究生物系统功能状态的有力

工具, 应用该技术可以综合评价肿瘤患者的个

体差异. 以基因芯片为代表的基因组学技术可

分析肿瘤个体的基因表达谱, 结合病理分期和

生存资料将患者分成几个亚类[58-59], 便于进行有

针对性的个体化治疗. 然而, 基因转录水平的改

变不能完全反映蛋白质表达水平的异常, 尤其

是蛋白质的翻译后修饰、蛋白质相互作用和细

胞信号传导通路的改变. 通过蛋白质组学分析, 
可以展示特定细胞表达的全部蛋白质及其功能

状态, 通过检测信号通路中重要功能蛋白的表

达和活性, 区分肿瘤细胞特定分子表型与肿瘤

靶向治疗的疗效关系, 以实现肿瘤治疗的个体

化[60-64]. 
Taguchi et al [65]应用基质辅助激光解吸质谱

(matrix assisted laser desorption/Ionization-mass 
spectrometry, MALDI-MS)研究了吉非替尼/艾罗

替尼治疗非小细胞肺癌的敏感性, 从外周血分

离、鉴定了一种基于8个特征性蛋白谱型, 该蛋

白谱型能够区分对EGFR抑制剂治疗敏感的人

群. 研究分为建立模型和验证两阶段. 首先, 采
集139例未接受吉非替尼或艾罗替尼治疗的非

小细胞肺癌外周血样本, 进行MALDI-MS分析. 
从两个研究所分别采集了原始质谱数据, 经分

析得到可预测临床结局的基于8个特征谱型的

算法. 这些特征谱型用于区分两个研究所用药

后不同临床结局人群的一致性为97.1%. 进而, 
用已建立模型分别验证67和96个接受吉非替尼

或艾罗替尼治疗的两组患者和158例未接受该

药物治疗的患者(对照组). 吉非替尼治疗组病例

被预测为“良好预后”和“不良预后”的生存

时间分别是207 d和92 d; 艾罗替尼治疗组患者

被预测为“良好预后”和“不良预后”的生存

时间分别是306 d和107 d. 未接受治疗的对照组, 
这8个特征谱型预测为“良好预后”和“不良

预后”患者的生存时间无显著差异. 因此, 这种

算法可以区分对小分子抑制剂吉非替尼和艾罗

替尼有无反应的人群、判断预后, 在治疗前预

测哪些人接受吉非替尼/艾罗替尼治疗后可能有

良好的疗效和预后, 指导临床医师有针对性地

用药. 
Okano et al [66]应用双向差异凝胶电泳(two 

dimensional difference gel electrophoresis, 2D-
DIGE)分析了对吉非替尼敏感和不敏感肺腺癌

组织差异表达蛋白. 共鉴定87个差异蛋白, 经过

数据分析确定其中9个蛋白的组合可以准确区

分对吉非替尼敏感和不敏感的肺腺癌人群. 心
型脂肪酸结合蛋白经酶联免疫吸附试验(ensyme 
linked immunosorbent assay, ELISA)验证在对吉

非替尼不敏感的肺腺癌人群中表达下降. 由于

EGFR的突变与吉非替尼敏感性有关[49-50], 该研

究小组还分析了这些差异蛋白与EGFR突变的

相关性, 确定了与EGFR突变紧密相关的12个蛋

白组合. 这些差异蛋白有可能成为对肺腺癌吉

非替尼靶向治疗疗效预测的候选标志分子, 从
而指导吉非替尼的个体化用药. 

抗神经母细胞瘤的靶向治疗中广泛应用了

拓扑异构酶抑制剂依托泊苷(etoposide). 拓扑异

构酶可逆地与DNA结合, 改变DNA三级结构, 
在DNA复制过程中发挥重要作用[67]. 依托泊苷

是拓扑异构酶Ⅱ的选择性抑制剂, 通过干扰其

介导的DNA再连接而稳定拓扑异构酶Ⅱ-断裂

DNA复合物, 从而抑制DNA复制[68]. 依托泊苷

的耐药性主要源于药物诱导的肿瘤细胞凋亡能

力的下降. 应用二维电泳(two dimensional elec-
trophoresis, 2DE)技术, Urbani et al [69]在依托泊苷

耐药的神经母细胞瘤细胞中发现一组高表达蛋

白, 如peroxiredoxin 1、β半乳糖苷可溶性凝集素

结合蛋白、Vimentin、热休克蛋白27和异质性

核糖核蛋白K. 此外, 在依托泊苷耐药细胞克隆

中还发现了表达水平明显下降的蛋白, 即dUTP
焦磷酸酶. 这些蛋白抵抗依托泊苷的作用机制

还不十分清楚, 也可能是药物诱导的产物, 他们

有望成为预测神经母细胞瘤化疗敏感性的候选

标志分子. Shin et al [70]用类似的差异蛋白质组学

技术筛查了对5氟尿嘧啶(5-FU)化疗敏感/不敏

感的结肠癌细胞的差异蛋白表达谱. 发现, 在对

■创新盘点
本文根据国内外
最新资料, 介绍针
对肿瘤患者个体
化分子表型的靶
向治疗最新进展, 
提出建立在个体
化分子特征基础
上的用药模式.
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5-FU不敏感的结肠癌细胞中线粒体F1F0-ATP合
成酶的α亚基表达明显减少. 进一步分析发现在

5-FU不敏感的结肠癌细胞中ATP合成酶亚基、

ATP合成酶活性以及细胞内ATP含量都有所下

降. 提示ATP合成酶的下调可能会导致细胞对

5-FU化疗不敏感, 因此, 对于组织中ATP合成酶

低表达的结肠癌来说, 5-FU化疗可能不是首选

的化疗方案. 
Allal et al [71]用比较蛋白质组学技术策略从

17例直肠癌患者肿瘤组织分离、鉴定了放疗

抵抗相关蛋白. 首先, 于治疗前采集直肠癌组

织标本, 然后进行术前放疗, 放疗6 wk后患者接

受手术治疗与临床反应评估. 从对治疗敏感或

抵抗的肿瘤组织提取的总蛋白, 经2DE分离和

MALDI-TOF-MS/MS串联质谱鉴定, 获得差异表

达蛋白. 其中, 角蛋白Ⅰ型蛋白、notch 2蛋白类

似物以及DNA修复蛋白RAD51L3等蛋白的差异

表达与放疗敏感性相关; 而tropomodulin、热休

克蛋白42、β-tubulin、annexin V和calsenilin等
则与放疗抵抗相关. 所鉴定的这些对放疗敏感

或抵抗相关蛋白及其组合不但可以增加对放疗

杀伤肿瘤细胞分子机制的认识, 还可以在放疗

前辅助选择适应治疗的个体, 避免无效和/或过

度治疗.

4  结论

肿瘤生物学的个体化差异决定了肿瘤靶向治疗

的个体化. 只有从每个肿瘤患者的个体入手, 分
析其个体特性, 有针对性的“量体裁衣”, 才是

肿瘤治疗有效和经济的途径. 肿瘤细胞信号传

导异常具有个性化特征, 个体化治疗疗效优于

传统的单一治疗模式. 然而, 肿瘤个体化治疗是

肿瘤治疗的理想境界. 达到这个目标, 在今天看

来并非易事, 可能的原因有: 缺乏检测个体化分

子特征的工具, 缺乏对潜在指示个体化疗效分

子标志的后期验证, 无法合理解释这些标志在

肿瘤发生发展过程中发挥的确切作用, 缺乏利

用这些个体化分子特征进一步指导临床治疗的

经验等. 其中重要的原因是人类目前还远没有

搞清楚细胞癌变的分子机制. 随着生物学研究

技术的改进和人类对肿瘤发生发展机制认识的

不断深入, 肿瘤治疗将会逐步接近个体化. 
实际上, 在手术切除、放射治疗和化学药物

治疗这3种治疗肿瘤的方法中, 最能体现针对细

胞重要表型进行个体化干预的治疗手段是药物

治疗. 其理想的治疗模式是: 临床医师在用药前

采集肿瘤患者的体液标本(包括血液、脑脊液和

尿液等)并通过手术或穿刺技术采集肿瘤组织; 
科研人员通过基因组学、蛋白质组学或代谢组

学研究确认个体化的分子表型, 并将信息反馈

给临床医师; 最后临床医师将这些个体化的分子

表型信息与患者的临床症状、影像学和病理学

的报告结果结合起来, 确定适合不同个体自身情

况的用药方案.
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Abstract
There are at least 4 initial coding positions in 
S gene of hepatitis B virus (HBV), encoding 
pre-pre-S, pre-S1, pre-S2 as well as major 
protein. There are no definite evidences to 
prove that envelope protein will interact with 
human cellular protein. This review focused 
on research approaches to the existing protein - 
protein interaction and summarized proteins of 
liver cells that may interact with current HBV 
envelope protein. However, most of currently 
available results need further verification. 

Key Words: Hepatitis B Virus; Envelope protein; In-
teracting protein

Zhou F, Ren JL, Dong J. Advances of candidate binding 
protein to envelope protein of hepatitis B virus. Shijie 
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摘要
HBV囊膜蛋白基因具有多个可变的起始编码

位置, 囊膜蛋白可能包含前前-S、前-S1、前
-S2以及主蛋白等区域, 不同长度的囊膜蛋白
组分与肝细胞内蛋白的相互作用机制并不清
楚. 本文着重探讨了现有的蛋白-蛋白相互作
用的研究手段, 总结了目前宿主肝细胞可能与
HBV囊膜蛋白相互作用的蛋白, 但目前获得
的大部分结果需进一步验证. 

关键词: 乙型肝炎病毒; 囊膜蛋白; 相互作用蛋白
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0  引言

2005年世界卫生组织调查结果显示全世界约有

4亿HBV感染者[1], HBV严重威胁着人类的健康. 
近年来研究发现HBV编码的病毒蛋白在感染肝

细胞方面起重要作用, 对肝细胞代谢有重要影

响, 但病毒蛋白产生病理作用的生物学机制尚

不明了. 本文对近年来HBV编码病毒囊膜蛋白

及其结合蛋白相互作用的研究进展进行总结.

1  HBV S基因分区的研究进展

HBV基因组是一种部分双链DNA病毒, 具有独

特而精密的结构, 全长约3200 bp. 1980年代初

Galibert et al [2]通过对HBV基因组进行开放读

码框(open reading frame, ORF)进行了界定分

析, 确定了前C/C、P、S、X基因, 之后在S基因

上游确定了前-S1、前-S2区[3]. 1983年Fujiyama  
et al [4]在其研究中被提及前-S区之前的ORF, 作
者认为该ORF身份不明; Mimms et al [5]将Fujiyama
研究的克隆分析后认为, 该段多肽是前-S1多肽

的一部分, 但该段编码存在的广泛性未得到承认. 
目前国内外仍沿用公认的前-S1、前-S2和S基因

的分区方法(图1), 分别编码HBsAg包括小(SHBs), 
中(MHBs)和大(LHBs)蛋白, 他们各自具有糖基化

和非糖基化两种形式[6-9]. 近年来董菁 et al [10]围绕

HBV准种的研究提供了我国大陆新的HBV分子

流行病学资料, 认为Fujiyama et al发现的前-S1
上游的编码序列在亚洲具有地域流行性特征, 

®

■背景资料
H B V 的 S 基因表
现出编码多样性, 
其不同长度的编
码产物可能通过
蛋白-蛋白相互作
用影响宿主细胞
的代谢、分化、

凋亡乃至肿瘤的
产生.
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故提出前前-S区这一概念, 并将我国的HBV部

分病毒株的S区重新定义为前前-S、前-S1、前

-S2及S区基因; 结合前-X流行病学资料, 新提出

的HBV基因结构图(图1), 本文提到的全S蛋白即

编码前前-S多肽与大蛋白的病毒蛋白, 具有一定

的地域性.

2  囊膜蛋白结合蛋白的研究进展

HBV进入肝细胞的机制不明确, 可能是通过病

毒蛋白与肝细胞胞膜蛋白(受体)相互作用, 或者

是通过肝细胞胞饮作用进入细胞, 目前尚无定

论. HBV囊膜蛋白是病毒与肝细胞膜病毒受体

结合的最有可能的蛋白成分. HBV囊膜蛋白在

被感染肝细胞内呈过度表达, 可能与宿主蛋白

之间存在相互作用, 进而影响肝细胞功能. 下文

探讨了目前常用的蛋白-蛋白相互作用的研究方

法, 并对近年来囊膜蛋白结合蛋白的研究结果

进行总结.
2.1 蛋白-蛋白相互作用研究方法 目前常用的蛋

白-蛋白相互作用的研究方法主要有酵母双杂交

技术(yeast two -hybrid)、哺乳动物细胞双杂交

(mammalian two-hybrid)、噬菌体表面展示(phage 
display)技术、免疫共沉淀(Co-Immunoprecipita-
tion)及谷胱甘肽(GST)-pull down等生物学技术. 
下面就这5种分子生物学技术进行概述: 

酵母双杂交技术是利用酵母双杂交系统研

究细胞内蛋白之间相互作用的一种分子遗传学

技术[11], 具有操作简便、不经蛋白质纯化即可

获得配体蛋白的编码基因等特点, 可从cDNA文

库和基因文库中直接筛选出蛋白间相互作用[12]. 
该技术主要应用于: 验证蛋白-蛋白相互作用、

确定蛋白-蛋白特异性相互作用的关键结构域、

筛选文库以获得可能与已知蛋白存在特异相互

作用的蛋白质等[13-17]. 该技术缺点在于: 不适于

所有蛋白相互作用的研究、可能筛出假阳性的

结果、酵母菌株中表达外源蛋白质常会带来毒

性作用造成的假阴性结果[18-20]. 
哺乳动物细胞双杂交是在体内检测蛋白-蛋

白相互作用的强有力方法, 其原理类似于酵母

双杂交, 需要诱饵蛋白、猎物蛋白相互作用后

才激活报告基因的表达, 只不过两者的宿主不

同, 一个在哺乳动物细胞, 另一个在酵母细胞[21]. 
哺乳动物细胞双杂交的优点在于, 所研究靶蛋

白基本处于原来构型, 保持了诸如糖基化、磷

酸化和酰基化等翻译后的修饰; 报告系统可以

定量显示相互作用. 缺点在于, 细胞转化效率不

稳定, 重复性差; 不适合文库的筛选. 哺乳动物

细胞双杂交适用于蛋白的相互作用的确证研究, 
或应用于识别涉及蛋白-蛋白相互作用的域/残
基, 通常用于酵母双杂交筛选出的相互作用的

蛋白进行验证[22-23]. 
噬菌体展示技术是一种基因表达产物与亲

和选择相结合的技术, 该技术以改构的噬菌体为

载体, 把待选基因片段以多肽/蛋白形式展示于

噬菌体表面, 通过与另一个噬菌体展示库的相互

作用, 可以导致待选基因表达产物选择性地与其

■相关报道
国内成军、王小
众 et al 实验室较
为系统的应用酵
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图  1  HBV的开放读码框. A: 原定义的HBV开放读码框; B: 新定义的HBV开放读码框; C: 原定义ay(ad)血清型的S基因编码蛋

白; D: 新定义ay(ad)血清型的S基因编码蛋白.
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可能具有相互作用的某个外源肽相结合, 从而研

究该噬菌体所含外源基因的生物学功能[24-25]. 噬
菌体展示技术优点在于, 序列的多样性, 其组合

肽文库有着巨大的编码潜力; 可通过体外筛选

组合肽文库得到与靶目标结合的多肽配基. 噬
菌体展示技术缺点在于, 受噬菌体系统所固有

的生理属性的限制, 其结果经常会得到非相关

的多肽序列. 该技术主要应用于重组肽库(识别

肽受体配基)的亲和筛选, 确定单克隆抗体的抗

原表位, 选择酶作用底物以及筛选克隆的全套

抗体[26-28]. 
免疫共沉淀技术是以抗体和抗原之间的专

一性作用为基础的应用于研究蛋白质相互作用

的一种方法[29], 可有效确定2种蛋白在完整细胞

内生理性相互作用的方法. 其原理是: 当细胞在

非变性条件下被裂解时, 完整细胞内存在的许

多蛋白质-蛋白质间的相互作用被保留了下来, 
之后以特异性抗体检测已知蛋白与其他蛋白的

结合作用. 该方法优点在于, 相互作用的蛋白都

是经翻译后修饰的, 处于天然状态; 蛋白的相互

作用是在相对自然状态下进行的, 可以避免实

验手段造成的影响; 可以分离天然状态的相互

作用蛋白复合物[30-31]. 该方法缺点在于, 所检测

的两种蛋白可能通过第3种蛋白在中间起桥梁

作用而相互作用; 实验前需要获得至少1种蛋白

的抗体. 该方法用于测定2种目标蛋白是否结合, 
也用于确定一种已知蛋白的结合蛋白, 往往还

需要联合质谱分析来判定结合蛋白的序列及性

质. 适用于酵母双杂交相互作用蛋白的验证[32]. 
GST-pull down技术利用了融合表达蛋白的

谷胱甘肽(GST)标签对GST偶联球珠的亲和性, 
从非相互作用蛋白的溶液中纯化相互作用蛋白, 
该技术在于探测蛋白在溶液中的相互作用, 而
这种作用在膜性分析中可能是检测不到的[33]. 该
技术缺点在于, 只用于确定体外的相互作用, 这
种体外的相互作用需要进一步在体内通过单独

的方法进行证实, 如免疫共沉淀; 对检测的未知

蛋白必须有足够的量存在; 必须对每个蛋白质

复合物的分析进行优化, 其中最重要的变量是

发生相互作用的缓冲液在检测SDS聚丙烯酰胺

凝胶出现阴性结果时需要进行变性/复性过程才

有可能出现阳性结果. 该技术通常应用于确定

融合蛋白与未知(或靶)蛋白间及证实探针蛋白

与已知蛋白可疑的相互作用[34-36]. 
综上所述各种分子生物学技术各有其优

缺点, 酵母双杂交和噬菌体展示技术主要适用

于文库的筛选, 前者更适合进行蛋白-蛋白相互

作用研究, 后者更适合抗体或多肽药物的筛检; 
哺乳动物细胞双杂交、免疫共沉淀和GST-pull 
down技术不适用于结合蛋白的筛选, 更适合于

验证特定蛋白之间相互作用关系. 在实际的研

究中, 单一实验方法是不能完全确证蛋白之间

的相互作用, 需要综合的运用, 各种方法相互验

证[37-39]. 
2.2 HBV囊膜蛋白候选结合蛋白的研究现状 由
于HBV囊膜蛋白的结构复杂, 国内外多个研究

组对HBV S基因分段编码多肽/蛋白与宿主细胞

蛋白之间的相互作用总结如下. (1)前前-S蛋白

结合蛋白: 蔺淑梅 et al [40]利用酵母双杂交技术, 
以前前-S蛋白为诱饵, 对肝文库进行筛选, 发现

了30种已知蛋白基因及8种未知蛋白, 如: 人类

醛缩酶B, 人类金属硫蛋白2A在多个研究结果

中出现, 但未见作者用其它方法进一步验证的

报道. 该研究获得前前-S蛋白结合蛋白的结果, 
只能提示前前-S蛋白可能与肝文库中的38种蛋

白结合, 但特异性可能不高. (2)前-S1蛋白结合

蛋白: Ryu et al [41]利用GST-pull down技术研究

前-S1蛋白结合蛋白, 发现了p80(80 kDa)蛋白能

和前S1蛋白结合, 但未见有后续研究报道; 李丹  
et al [42-43]利用酵母双杂交技术初步证实了前-S1
蛋白能与多肽相关复合体α亚单位(NACA)结合, 
并利用免疫共沉淀技术进行了验证, 结果高度

提示NACA可能与前-S1蛋白产生特异性结合, 
研究结果可信度较高. 李丹 et al [44]继续利用酵母

双杂交技术又发现了一个能与前-S1蛋白结合的

蛋白, 为丝裂原活化蛋白激酶, 有待其进一步验

证. 董菁 et al [45]利用噬菌体表面展示技术来研究

前-S1蛋白的结合, 发现了神经胶质瘤抑制基因

区候选基因2(GLTSCR2)能与前-S1蛋白结合, 未
再进行深入研究, 故筛选出的结合肽有待验证. 
(3)前-S2蛋白结合蛋白: 陆荫英 et al [46]利用酵母

双杂交技术, 以前-S2蛋白为诱饵, 对肝文库进行

筛选, 发现10个能与前-S2蛋白的结合蛋白, 其中

8个为已知功能蛋白, 2个为未知功能蛋白, 但未

对其筛选结果进行验证. 其中的金属硫蛋2A基

因及白蛋白为多个不同大小囊膜蛋白的研究结

果中出现, 故需进一步验证. (4)前-S蛋白结合蛋

白(前-S1蛋白和前-S2蛋白): Deng et al [47]利用噬

菌体表面展示技术来寻找前-S蛋白的配体, 筛选

出5个氨基酸序列能与前-S1结合, 未进一步验

■应用要点
本文收集并系统
分析了目前HBV
囊膜蛋白候选结
合蛋白的研究方
法及其初步结果, 
为下一步的研究
方向提出新的思
路. 
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证. Deng et al [48]再利用噬菌体表面展示技术来

寻找前-S蛋白的受体, 发现了脂蛋白脂肪酶A能

与前-S蛋白结合, 并利用了GST-pull down技术

进行了验证, 故可信度高. (5)中蛋白结合蛋白: 
李志群 et al [49]利用酵母双杂交技术, 以中蛋白为

诱饵, 对肝文库进行筛选, 研究结果提示了醛缩

酶B和未知功能MBP1蛋白能与中蛋白结合, 但
也未对其进一步研究. 其中的醛缩酶B为多个不

同大小的囊膜蛋白研究结果中都有. (6)截短型

中蛋白结合蛋白: 李志群 et al [50]利用酵母双杂

交技术, 以羧基末端截短型中蛋白(MHBst167)
为诱饵, 对肝文库进行筛选, 获得了7个已知功

能蛋白能与羧基末端截短型中蛋白结合蛋白, 
但未进一步研究. 其中筛选出的醛缩酶B结合蛋

白也能与前前-S蛋白及中蛋白结合. (7)主蛋白

结合蛋白: Toh et al [51]利用酵母双杂交分离的泛

素系统(一种新型的膜蛋白酵母双杂交系统), 进
行主蛋白的膜结合蛋白筛选, 获得了3个能与主

蛋白相结合的蛋白; 分别为硫氧蛋白相关转膜

蛋白2、连接相关蛋白复合体2、补体加速降解

因子; 而Tan et al [52]利用噬菌体表面展示技术筛

选出ETGAKPH多肽能与主蛋白特异位点结合. 
两者的研究都未见后续报道, 尚待验证可信度

不高. (8)全S蛋白结合蛋白: Bai et al [53]利用酵母

双杂交技术对全S蛋白进行了筛选, 获得10个能

与全S蛋白结合的蛋白, 并利用免疫共沉淀对其

筛选出的蛋白进行了验证, 证明一个未知功能

蛋白与全S蛋白特异性结合. 筛选结果中有白蛋

白与以前S2蛋白为诱饵筛选的结果相同; 而筛

选出的金属硫蛋白A2不仅与前S2蛋白为诱饵

筛选的结果相同, 也与以前前-S蛋白为诱饵筛

选出的结果也相同. 这说明白蛋白和金属硫蛋

白A2可能与囊膜蛋白结合, 从而对肝细胞产生 
影响. 

乙型肝炎病毒囊膜蛋白的研究取得一定成

果, 筛选出的结果大部分为非特异蛋白, 其内部

可能存在特定的空间结构可与囊膜蛋白相互结

合, 从而影响肝细胞的新陈代谢. 从以上结果中

未能找到能够与囊膜蛋白结合的而又明确的肝

细胞膜受体. 李丹研究发现的丝裂原活化蛋白

激酶信号转导通路, 可能为囊膜蛋白产生生物

学作用的机制, 但未对其进行验证, 仍待进一步

研究. 从以上研究结果看出, 只有李丹 et al的研

究联合了两种以上的蛋白-蛋白相互作用方法, 
故可信度高. 

3  结论

关于HBV囊膜蛋白的结合蛋白方面研究取得一

定成果, 但主要问题在于上述大部分结果多是

单向试验结果, 目前的结果中没有跨膜蛋白被

证明与HBV囊膜蛋白具有明确的相互作用, 其
肝细胞受体假说尚未明确, 仍需我们进一步去

研究.
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Abstract
AIM: To investigate effects of COX-2 inhibitor 
celecoxib on activation of nuclear factor-kappa B 
(NF-kB) and on protein expression of NF-kB P65 
in human liver cancer cell line HepG2.

METHODS: HepG2 cells were treated with 
various concentrations of celecoxib. The NF-
kB DNA binding activation was detected using 
electrophoresis mobility shift assay and protein 

expression of NF-kB p65 was determined using 
western blotting in HepG2 cells.

RESULTS: After HepG2 cells were treated with 
different concentrations of celecoxib (25 and 50 
μmol/L, respectively), NF-kB DNA binding ac-
tivation were significantly reduced (t = 12.58, P 
= 0.000; t = 17.97, P = 0.000) and protein expres-
sion of NF-kB p65 were significantly inhibited in 
celecoxib-treated HepG2 cells as compared with 
those in the empty control group (t = 4.24, P = 
0.013; P = 6.38, P = 0.003).

CONCLUSION: Activation of NF-kB and ex-
pression of NF-kB p65 protein in HepG2 cells 
are effectively inhibited by celecoxib.

Key Words: Celecoxib; Hepatocarcinoma; Nuclear 
factor-kappa B; Human liver cancer cell line HepG2
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摘要
目的: 探讨环氧合酶-2选择性抑制剂塞来昔布
(celecoxib)对人肝癌细胞株HepG2细胞核转录
因子-kB(nuclear factor-kappa B, NF-kB)活性
和蛋白表达的影响. 

方法: 不同浓度的塞来昔布作用于HepG2细
胞后, 应用凝胶电泳迁移率改变分析技术检测
HepG2细胞中NF-kB DNA结合活性; 用Western 
blotting法检测HepG2细胞NF-kB p65蛋白表达. 

结果: 25、50 μmol/L塞来昔布作用于HepG2细
胞后, 药物处理组HepG2细胞NF-kB DNA结合
活性明显降低, 与空白对照组相比有显著性差
异(t  = 12.58, P  = 0.000; t  = 17.97, P  = 0.000); 塞
来昔布可明显抑制HepG2细胞NF-kB p65蛋白
表达水平, 与空白对照组相比, 差异均有统计
学意义(t  = 4.24, P  = 0.013; t  = 6.38, P  = 0.003).

结论: 塞来昔布能有效抑制HepG2细胞NF-kB
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■背景资料
COX-2在恶性肿
瘤的发生发展过
程中起重要作用, 
COX-2可能成为
化学预防和化学
辅助治疗恶性肿
瘤 的 新 靶 点 .  塞
来昔布(celecoxib)
是 一 种 选 择 性
COX-2抑制剂, 可
抑制多种肿瘤细
胞增殖, 促进细胞
凋亡, 抑制肿瘤新
生血管形成以及
预防肿瘤发生等
抗肿瘤作用.

■同行评议者
沈守荣, 教授, 中
南大学湘雅三医
院消化内科
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0  引言

近年来研究表明环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, 
COX-2)在多种恶性肿瘤包括肝细胞癌组织以及

癌前病变组织中表达明显增高, 提示COX-2在恶

性肿瘤的发生发展过程中起重要作用, COX-2可
能成为化学预防和化学辅助治疗恶性肿瘤新的

靶点和选择[1-3]. 塞来昔布(celecoxib)是一种选择性

COX-2抑制剂, 大量的流行病学、临床和体内外

实验研究证实celecoxib可抑制多种肿瘤细胞增殖, 
促进细胞凋亡, 抑制肿瘤新生血管形成以及预防

肿瘤发生等抗肿瘤作用[4-6]. celecoxib抗肿瘤作用

的确切机制仍不明确, 目前认为是通过COX-2依
赖途径和COX-2非依赖途径发挥抗肿瘤作用[5]. 

作为转录调控因子的NF-κB(nuclear factor-
kappa B, NF-κB)在细胞增殖、抑制细胞凋亡中

起关键作用[7]. 近年来研究发现大多数肿瘤都表

现出NF-κB活性高表达, 多种致癌因素可通过

激活NF-κB促进细胞生长、抗凋亡、使细胞发

生恶性转化并促进肿瘤细胞的转移等, NF-κB
活性失控与肿瘤的形成有关[7-8]. 抑制NF-κB活

性可以抑制肿瘤细胞增长、促进凋亡、增加抗

肿瘤细胞对化疗的敏感性、抑制炎症、减少肿

瘤血管生成等[7-8]. 因此我们推测celecoxib的抗

肿瘤作用部分是通过调节NF-κB活性. 我们应用

celecoxib作用于人肝癌细胞株HepG2细胞, 检测

HepG2细胞NF-κB DNA结合活性及NF-κB p65
蛋白表达变化, 探讨celecoxib对HepG2细胞NF-
κB活性及NF-κB p65蛋白表达的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 celecoxib购自于美国Cayman公司, Gel 
shift试剂盒购自于美国Promega公司, γ-32P-ATP、
Sephadex G-25购自于英国Pharmacia公司, 兔p65
多克隆抗体购自于美国Santa Cruz公司, DAB显
色试剂盒购自于北京中山公司. 其余试剂均为国

产分析纯. 人肝癌细胞株HepG2由广西医科大学

医学科学实验中心保存. 细胞用含100 mL/L小牛

血清的RPMI 1640培养液传代.
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1.2 方法 
1.2.1 细胞处理: 取对数生长期的HepG2细胞, 将
1×106个细胞接种于100 mL培养瓶, 在37℃、

饱和湿度及50 mL/L CO2的细胞培养箱内培养24 
h, 细胞贴壁后换液, 分别加入celecoxib, 并调整

celecoxib的工作浓度分别为25、50 μmol/L, 同
时设不加药物组为空白对照组, 继续培养48 h.
1.2.2 Western blot检测NF-κB p65蛋白表达: 收
集HepG2细胞, 用预冷的磷酸盐缓冲液漂洗细

胞, 加入100 μL预冷的细胞裂解液[50 mmol/L 的
Tris-Cl, 200 mmol/L的NaCl, 2 mmol/L的EDTA, 
10 mL/L的Triton X-100、0.1 mmol/L的PMSF], 
于冰上孵育20 min后, 15 000 g  4℃离心5 min, 
提取蛋白, 用BCA试剂盒并按照其说明测定蛋

白浓度. 以细胞裂解液将待测样品蛋白浓度稀

释至4 g/L. 以20 μg总蛋白上样于SDS-PAGE, 
电泳分离后转移至硝酸纤维素滤膜, 50 g/L脱
脂奶粉溶液封闭, 加入兔抗人NF-κB p65多克

隆抗体(1∶50), 4℃冰箱过夜. 磷酸盐缓冲液

漂洗滤膜3次, 每次10 min. 分别用羊抗兔二抗 
(1∶1000)37℃温育1 h, PBS漂洗3次, 每次10 
min, DAB显色. 岛津CS-930薄层扫描图像分析

仪计算蛋白条带的积分A值.
1.2.3 凝胶电泳迁移率改变分析(electrophoresis 
mobility shift assay, EMSA): 检测NF-κB DNA
结合活性NF-κB寡核苷酸序列为: 5'-AGTTGA
GGGGACTTTCCCAGGC-3'. 收集1×107培养

细胞, 磷酸盐缓冲液洗涤细胞后, 提取细胞核蛋 
白[9]. 用BCA试剂盒并按照其说明测定蛋白浓

度, -80℃保存. 用γ-32P-ATP末端标记试剂盒并按

其说明书对NF-κB寡核苷酸探针的5'末端进行

标记. 用Sephadex G-25纯化标记的寡核苷酸. 取
10 μg核蛋白与同位素标记的探针在室温下孵育

30 min. 同时设特异性竞争试验, 在加标记探针

之前, 在反应体系中先加入50、100倍未标记的

特异性和100倍非特异性(SP1)寡核苷酸探针及

阴性对照组(不加任何提取物). 将反应产物分别

上样于40 g/L非变性聚丙烯酰胺凝胶, 电泳分离, 
干胶, 于-70℃放射自显影于X线片上. 用 Image 
Pro Plus 5.0图像分析软件对电泳谱带进行半定

量分析, 取其面积与灰度值的乘积(A值)表示核

提取物中NF-κB与标记探针结合的活性.
统计学处理 所有结果用SPSS13.0软件进行

t检验分析. 当P <0.05时, 认为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 celecoxib对NF-κB DNA结合活性的影响 在

www.wjgnet.com

■研发前沿
celecoxib作为选
择性COX-2抑制
剂抗肿瘤药, 已成
为近年恶性肿瘤
化学预防和治疗
的研究热点.

■相关报道
Subhashini et al 报
道celecoxib可通
过抑制白血病细
胞中NF-κB DNA
结合活性而抑制
肿瘤细胞增殖, 促
进肿瘤细胞凋亡. 
Narayanan et al 观
察了celeocxib对
小鼠前列腺癌动
物模型的体内抑
瘤作用并探讨其
机 制 ,  结 果 发 现
celecoxib能促进
肿瘤细胞凋亡, 有
效抑制模型动物
肿瘤生长, 其作用
机制是通过抑制
NF-κB和COX-2
活性表达而实现. 
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阴性对照组(未加核蛋白)未见电泳滞后带; 在空

白对照组(未用celecoxib处理HepG2)可见电泳滞

后带, 空白对照组NF-κB DNA结合活性为49.11
±3.63; 25、50 μmol/L celecoxib处理组NF-κB 
DNA结合活性分别为18.57±2.13和8.59±1.45, 
均显著低于空白对照组(t  = 12.58, P  = 0.000, t  = 
17.97, P  = 0.000, 表1, 图1). 在特异性竞争抑制

组中, 未标记探针(同源性寡核苷酸, 含NF-κB结
合位点)的浓度达标记探针的50倍时, 电泳滞后

带变淡, 达100倍时, 仅见一极弱滞后带; 而加入

100倍非特异性(SP1)寡核苷酸探针, 电泳滞后带

仍然存在, 证实滞后带由特异性的NF-κB DNA
结合序列与核蛋白中的NF-κB蛋白结合合所形

成(图2).
2.2 celecoxib对HepG2细胞NF-κB p65蛋白表达

影响 Western blot检测结果显示, celecoxib处理

前, HepG2细胞NF-κB p65的蛋白条带的积分A
值为25.55±2.35; 25、50 μmol/L celecoxib处理

后, NF-κB p65的A值均明显降低, 分别为18.89
±1.37和13.24±2.38, 与空白对照组相比差异具

有统计学意义(表2, 图3).

3  讨论

选择性COX-2抑制剂celecoxib能抑制肺癌、胃

癌、肝癌和结肠癌等多种肿瘤细胞增殖, 诱导

细胞凋亡, 并能预防肿瘤的发生, 但其中机制尚

不明确. NF-κB是一种重要的转录因子蛋白, 研

究表明NF-κB除了具有调节炎症、免疫反应相

关基因转录作用外, 还可以调节细胞增殖及抗

凋亡基因的转录, 参与细胞的增殖、抑制细胞

的凋亡, 与多种肿瘤的形成有关, 在肿瘤发生发

展过程中具有重要作用[10-11]. 因此, 在本次实验

中我们探讨celecoxib对HepG2细胞NF-κB活性

及NF-κB p65蛋白表达的影响. 
N F-κ B几乎存在于所有细胞, 与p50/p65

结合形成二聚体. 静息状态时, p65与κ B抑制

蛋白(inhibitory kappaB, IκB)结合, 以非活性状

态存在于细胞质中, 不具有调节基因转录的能

力. 当细胞受到内毒素、病毒蛋白、致癌物等

细胞外信号刺激时, 蛋白激酶被激活, IκB磷酸

化并降解, 从而释放NF-κB二聚体, 使其得以

转位进入细胞核中, 与靶基因启动子区域中特

定的DNA序列结合, 诱导抗凋亡基因和促生长

基因等靶基因的转录. 我们的研究发现肝肿瘤

细胞株HepG2细胞表达NF-κB活性. 用不同药

物浓度的celecoxib处理HepG2细胞, EMSA检

表  1  celecoxib对HepG2细胞NF-kB DNA结合活性的影响

     
celecoxib            NF-kB DNA结合活性            

t                 P
(μmol/L)	                 (mean±SD)

0                           49.11±3.63              

25                         18.57±2.13a             12.58       0.000 

50                           8.59±1.45a             17.97       0.000

aP<0.05 vs  0 mmol/L组. 

表  2  celecoxib对NF-kB p65蛋白表达的影响

     
celecoxib                          A 值                           

t                 P
(μmol/L)	                 (mean±SD)

0                            25.55±2.35

25                          18.89±1.37a             4.24        0.013 

50                          13.24±2.38a             6.38        0.003

aP<0.05 vs  0 mmol/L组. 

1       2      3      4 图  1  EMSA检测celecoxib对
HepG2细胞NF-kB DNA结合
活性的影响. l: 空白对照组; 2: 

50 μmol/L celecoxib组; 3: 25 

μmol/L celecoxib组; 4: 阴性对

照.

1      2      3      4     5 图  2  EMSA竞
争实验. l: 空白

对照组; 2: 阴性

对照; 3: 阳性对

照; 4: 特异性竞

争(×100); 5: 特

异性竞争(×50).

1              2              3

图  3  Western blot检测HepG2细胞NF-kB p65蛋白表达. 1: 

50 μmol/L celecoxib; 2: 25 μmol/L celecoxib; 3: 空白对照组.

■应用要点
本研究结果有助
于阐明celecoxib
抗 肿 瘤 作 用 的
机 制 ,  对 选 择 性
COX-2抑制剂在
肝癌化学预防和
治疗的应用提供
了一定的实验依
据.
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测结果显示药物处理后的HepG2细胞中NF-κB 
DNA结合活性明显受到抑制, 表明celecoxib可
抑制HepG2细胞NF-κB与靶DNA的结合活性. 
Subhashini et al [12]亦报道celecoxib可抑制K562、
HL60和U937等白血病细胞中NF-κB DNA结

合活性. 另一些NSAIDs如阿司匹林(aspirin)、
水杨酸钠盐和舒林酸等也有抑制NF-κB DNA
结合活性的作用[13-14]. 同时Western blot检测结

果显示celecoxib处理后的HepG2细胞NF-κB 
p65蛋白表达较处理前明显降低, ce lecoxib能
显著抑制NF-κB p65蛋白表达. 提示celecoxib
也可通过抑制H e p G2细胞N F-κ B p65蛋白表

达而发挥抗肿瘤作用. 新近Márquez-Rosado  
et al [15]报道的研究结果与我们的相似, 他们观察

了celeocxib对小鼠前列腺癌动物模型的体内抑

瘤作用并探讨其机制, 结果发现celecoxib能促进

肿瘤细胞凋亡, 有效抑制模型动物肿瘤生长, 其
作用机制是通过抑制NF-κB p65和COX-2活性

表达而实现. 
我们的研究结果提示c e l e c o x i b可抑制

HepG2细胞NF-κB DNA结合活性和NF-κB p65
蛋白表达, 此可能为celecoxib抑制肿瘤细胞增

殖, 促进细胞凋亡, 抑制肿瘤新生血管形成以及

预防肿瘤发生等抗肿瘤作用的另一作用机制. 
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Abstract
AIM: To construct small interfering RNA (siRNA) 
expression vector (psiRNA-VEGFR-3) targeting 
vascular endothelial growth factor receptor-3 
(VEGFR-3) gene and to investigate effects of 
psiRNA-VEGFR-3 on suppressing the VEGFR-3 
gene expression in human colon cancer cell lines.

METHODS: Three pairs of 19 bp reverse repeat-
ed sequence targeting VEGFR-3 mRNA spaced 
by 9 bp nucleotide were designed and synthe-
sized, through directional cloning plasmid pSU-
PER to construct siRNA eukaryotic expression 
vector. LoVo cells were transfected with psiR-
NA-VEGFR-3 vectors by lipofectamine 2000. The 

expression of VEGFR-3 mRNA was detected by 
semi-quantitative real time PCR. MTT assay was 
used to measure cell growth and flow cytometry 
was used to analyze apoptosis.

RESULTS: The VEGFR-3 siRNA expression vec-
tor was constructed successfully; psiRNA-VEG-
FR-3 significantly inhibited VEGFR-3 expression 
in LoVo cells. Transfected psiRNA-VEGFR-3 
markedly inhibited cell growth, and induced 
apoptosis in LoVo cells.

CONCLUSION: psiRNA-VEGFR-3 vectors can 
initiate RNA interference, downreguate expres-
sion of VEGFR-3 gene, which can inhibit cell 
proliferation and induce cell apoptosis. 

Key Words: RNA interference; Small interfering 
RNA; Vascular endothelial growth factor receptor-3; 
Expression vector; LoVo cells; Apoptosis

Jia RJ, Hou LY, Zhang YC, Lv ZC. Ex vivo inhibitory 
effects of VEGFR-3 siRNA on growth of human colon 
cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(16): 
1797-1801

摘要
目的: 探讨血管内皮生长因子受体-3(VEGFR- 
3)在肿瘤细胞生长中的作用.

方法: 根据人VEGFR-3 mRNA编码序列, 设计
3个RNA干涉靶点, 构建siRNA表达载体, 并转
染到LoVo细胞中, 应用半定量RT-PCR检测基
因转染前后VEGFR-3 mRNA表达水平的变化, 
采用四甲基偶氮唑蓝显色法(MTT)观察细胞
生长变化, 并应用流式细胞计数仪分析细胞凋
亡的情况.  

结果: 针对VEGFR-3基因的siRNA表达载体成
功构建, psiRNA-VEGFR-3可显著抑制LoVo
细胞中VEGFR-3基因的表达, 转染psiRNA-
VEGFR-3细胞生长明显抑制, 并可诱导LoVo
细胞出现凋亡. 

结论: psiRNA-VEGFR-3载体能够在LoVo细
胞中引发RNA干扰效应, 下调VEGFR-3基因

www.wjgnet.com
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■背景资料
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要通过与其配体
VEGF-C、VEGF-D
结合后, 促进淋巴
内皮细胞的增殖、

分化, 诱导淋巴管
生成, 促进肿瘤细
胞的侵袭和转移. 
抑制VEGFR-3的
活性可以抑制肿
瘤细胞的淋巴转
移 和 远 处 转 移 . 
RNA干扰(RNAi)
是通过短片断双
链RNA(siRNA)引
起同源mRNA降
解, 致相应基因沉
默, 高特异性, 高
效率等优点, 因其
简便、快速、经
济,目前已广泛应
用于抗肿瘤研究.
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的表达可以抑制细胞增殖, 诱导细胞凋亡. 

关键词: RNA干扰; 小分子干扰RNA; 血管内皮生长

因子受体-3; 表达载体; LoVo细胞; 凋亡
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0  引言

血管内皮生长因子受体-3(vascular endothelial 
growth factor receptor-3, VEGFR-3)属于酪氨

酸激酶受体家族, 在胚胎发生的初始阶段存在

于所有的内皮细胞, 随后定位于小静脉和淋巴

管 ,  是成熟淋巴管内皮细胞的特异性标志物 . 
VEGFR-3主要通过与其配体VEGF-C、VEGF-D
结合后, 促进淋巴内皮细胞的增殖、分化, 诱导

淋巴管生成, 促进肿瘤细胞的侵袭和转移. 现有

研究表明, VEGFR-3在多数肿瘤细胞上也有相

应表达[1-2]. RNA干扰(RNA interference, RNAi)
是由小分子干扰RNA(smalI interfering RNA, 
siRNA)介导的一种进化上保守的细胞防御机制, 
他能够特异而有效的引起转录后mRNA水平关

闭相应基因表达的过程[3]. 因此, 在功能基因研

究方面, RNAi具有稳定、特异、细胞毒性低以

及作用持久、强大等优点, RNAi技术在肿瘤、

基因功能和病毒性疾病等的研究中均展现出良

好的应用前景. siRNA现已被广泛用来抑制特定

基因的表达. 本实验拟靶向VEGFR-3基因构建

siRNA表达载体, 并探讨这一载体是否能在人

结肠癌细胞株LoVo细胞中引发RNAi效应, 抑制

VEGFR-3基因表达及其生物学效应. 

1  材料和方法

1.1 材料 pSUPER质粒由荷兰莱顿大学医学中心

人类遗传学系Yvonne D Krom教授惠赠, DH5a大
肠杆菌, Hind Ⅲ和Bgl  Ⅱ限制性内切酶、T4DNA
连接酶、Taq DNA聚合酶、RNA Extraction Kit购
自TaKaRa公司(中国), 质粒小提试剂盒、琼脂糖

凝胶回收试剂盒购自上海生工公司, RPMI 1640
培养基购自Gibco公司, LoVo细胞株购自中国科

学院上海细胞生物研究所, 胎牛血清购自杭州四

季青生物制品有限公司, 脂质体Lipofectarmine 
2000购自美国Invitrogen公司, TaKaRa One Step 
RNA PCR Kit购自TaKaRa公司(中国). 
1.2 方法 
1 .2 .1  V E G F R-3  s i R N A表达载体的构建 : 
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(1)VEGFR-3基因发夹siRNA模板寡核苷酸的设

计: 在NCBI数据库中查找VEGFR-3全序列, 参
照siRNA的设计原则, 从VEGFR-3编码区中寻找

符合设计原则的靶序列, 按照pSUPER载体的要

求设计3对6条能编码siRNA的寡核苷酸链. 寡核

苷酸序列两端包含BglⅡ和Hin d Ⅲ酶切位点, 能
直接与经相同酶切的pSUPER载体连接. 编码区

干涉位点的正义序列分别位于806-825位碱基

CGGGAGGTGTGTATAGATG、1580-1599CA
TGCAGCTGTTACAGACG、1863-1882位碱基

GGCCTCTTGTAAAGACTGG为作用靶点, 合成

3对64 nt的寡核苷酸, 分别命名为no.1、no.2、
no.3每条寡核苷酸链中有2个反向互补排列的19 
nt的VEGFR-3靶序列. 另我们设计了可形成发夹

结构短链RNA的对照序列. 此序列的19个核苷

酸与806-825位碱基序列组成相同, 但是顺序不

同, 命名为no.4. 此4个序列均经过通过BLAST软
件确定与其他非相关基因无同源性, 不会影响

其他基因的表达. 寡核苷酸序列由捷瑞生物工

程(上海)有限公司合成. (2)siRNA表达载体的构

建: 将2对寡核苷酸的正义链和反义链分别用TE
液配成浓度为100 μm/L的溶液, 吸取正义链和

反义链各2 μL, 加入退火缓冲液30 μL、双蒸水6 
μL, 混匀, 95℃孵育5 min, 70℃孵育10 min, 缓慢

冷却至室温得到退火双链DNA, -20℃保存. 各
取2 μL退火产物, 10 μL经Bgl  Ⅱ和Hin d Ⅲ双酶

切的线性pSUPER质粒, 1 μL T4 DNA连接酶缓

冲液, 在1 μL T4 DNA连接酶的作用下于16℃连

接反应过夜. (3)重组质粒的转化和克隆挑选: 将
连接产物转化感受态的DH5a, 菌液涂于含氨苄

青霉素的LB培养板上, 37℃过夜. 挑取单个菌落

并提取质粒, 酶切鉴定重组质粒后, 送上海生工

以T7启动子引物进行测序. 重组后的质粒分别

命名为siRNA no.1、siRNA no.2、siRNA no.3和
SCR no.4.  
1.2.2 细胞培养及转染: LoVo细胞采用含100 
mL/L新生牛血清、RPMI 1640培养基于37℃、

50 mL/L CO2孵箱内培养, 每3天更换培养液, 
细胞长满时用2.5 g/L胰酶消化传代. 将生长良

好、处于对数生长期的细胞以1×106个/孔接

种于6孔培养板, 等细胞融合达80%-90%时, 参
照Lipofectamine 2000使用说明书进行转染. 实
验分为以下5组: 转染siRNA no.1(A组)、siRNA 
no.2(B组)、siRNA no.3(C组), 转染SCR no.4组(D
组); 转染pSUPER空质粒组(E组).  
1.2.3 RT-PCR检测VEGFR-3表达水平: 转染

www.wjgnet.com

■相关报道
Roberts et al 的动
物实验研究显示
VEGFR-3可以介
导乳腺癌的淋巴
转 移 和 肺 转 移 , 
而通过对其抑制
可以降低转移风
险; Su et al 在非
小细胞肺癌研究
发现 ,  VEGF-C/
VEGFR3生物轴
有促进肿瘤细胞
运动、增加其侵
袭性、促进肿瘤
细 胞 转 移 的 效
应 ,  肿 瘤 组 织 中
VEGF-C的表达与
临床转移发生正
相关和生存率负
相关.
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72 h后 ,  收获各组细胞1×106,  按T R I z o l的
操作说明提取总R N A ,  按反转录试剂盒操

作方法获得单链c D N A, 以此为底物用P C R
检测V E G F R-3的表达 ,  V E G F R-3上游引物

AGCCATTCATCAACAAGCCT, 下游引物

GGCAACAGCTGGATGTCATA (扩增片段长度

为298 bp); 内参照β-actin上游引物CCAAGGCC
AACCGCGAGAAGATGAC, 下游引物AGGGT
ACATGGTGGTGCCGCCAGAC(扩增片段长度

为587 bp), PCR引物均由捷瑞生物工程(上海)有
限公司合成. 扩增产物经15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 
YLN-2000凝胶成像分析系统, 测定各条带的积

分吸光度(A ), 每个条带测定10次. 
1.2.4 流式细胞计数仪分析细胞增殖周期变化: 
转染LoVo细胞24、48、72 h后取收集转染后的

各组LoVo细胞5×105个. 1000 r/min离心10 min, 
细胞沉淀用PBS洗1次, 分散成单细胞悬液, 加入

700 mL/L冷乙醇4℃固定. 1000 r/min离心10 min, 
少量PBS重悬细胞, 加入碘化丙啶(PI), 使终浓度

为100 mg/L, 混匀后置于冰上30 min, 在流式细

胞仪上检测细胞增殖周期的变化.  
1.2.5 细胞生长曲线(MTT法)测定: 每组取200 
μL加入96孔板中, 分别检测转染后第0、24、48
和72 h MTT的吸光度值, 每组计数3孔, 取均值. 
收获细胞前4 h, 每孔加入45 μg/L MTT液20 μL, 
继续培养4 h后弃培养基, 每孔加入二甲基亚砜

(DMSO)150 μL, 室温下振荡10 min. 应用酶标仪, 
在570 nm波长测吸光度值(以不加血清的RPMI 
1640为空白调零). 以时间为横轴, 细胞吸光度为

纵轴绘制细胞生长曲线.  
统计学处理 用SPSS10.0统计学软件进分析, 

计量资料数据以mean±SD表示, 采用单因素方

差分析(One-way ANOVA)进行方差分析并两两

比较. α = 0.05为检验水准, P <0.05为差异有统计

学意义. 

2  结果

2.1 重组质粒鉴定结果 合成的64 nt寡核苷酸退

火后, 将其插入Hin d Ⅲ和BglⅡ双酶切后的pSU-
PER载体, 该载体原有的BglⅡ酶切位点被破坏. 
酶切鉴定结果显示: 空pSUPER载体被BglⅡ单

酶切成线形质粒, 阳性重组质粒siRNA no.1、
siRNA no.2、siRNA no.3和SCR no.4不能被Bgl
Ⅱ酶切(图1), DNA测序结果也证实重组质粒中

已插入目的片段, 构建psiRNA-VEGFR-3表达载

体成功. 
2.2 LoVo细胞VEGFR-3 mRNA水平 Real Time 
PCR检测结果显示, 转染siRNA no.1、siRNA  
no.2、siRNA no.3 72 h后LoVo细胞VEGFR-3 
mRNA产物电泳带较转染和SCR no.4、转染

pSUPER空载体组明显减弱, A、B、C组细胞

VEGFR-3 mRNA较E组分别下降了79.76%、

79.46%、28.15%, A、D、E组比较, F值为8.8×
109, P均<0.01,  B、D、E组比较, F值为8.6×109, 
P均<0.01, C、D、E组比较, F值为1.1×109, P均

<0.01, 差异均有统计学意义, LSD两两比较, D组

与E组比较, P >0.05, 差异无统计学意义. 结果表

明转染siRNA no.1、siRNA no.2、siRNA no.3可
明显抑制LoVo细胞VEGFR-3基因的表达, 其中

以siRNA no.1组抑制效果最好(图2). 
2.3 流式细胞计数仪检测细胞凋亡 转染LoVo细
胞24、48、72 h后取转染siRNA no.1、siRNA 
no.2、siRNA no.3、 SCR no.4和转染pSUPER空
载体组LoVo细胞进行流式细胞技术分析: 结果

显示, 转染后24 h各转染组细胞凋亡无明显差

别, 48 h后转染siRNA no.1、siRNA no.2、siRNA 
no.3的3组细胞凋亡率开始增加, 72 h后3组细胞

凋亡率明显增加, 其中以转染siRNA no.1组细胞

凋亡率最高, 而转染SCR no.4和转染pSUPER空
质粒组细胞凋亡率并无变化(表1). 

图  1  重组质粒酶切鉴定图. M: marker; 1: pSUPER空质粒; 

2: pSUPER被Beg lⅡ单酶切成线形; 3: SCR no.4; 4: siRNA 

no.1; 5: siRNA no.2; 6: siRNA no.1.

1      2       3      4       5      6     M

bp
4500
3000
2000
1200

图  2  转染后LoVo细胞VEGFR-3 mRNA表达. 1: 转染siRNA 

no.1细胞; 2: 转染siRNA no.2细胞; 3: 转染siRNA no.3细

胞; 4: 转染SCR no.4细胞; 5: 转染pSUPER空质粒细胞; M: 

DL2000 marker.

1          2          3          4          5        M

VEGFR-3

■创新盘点
本文设计合成3对
靶向VEGFR-3的
siRNA, 其中2对
具 有 高 效 性 ,  寻
找到了高效阻断
VEGFR-3表达的
基因序列.
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2.4 LoVo细胞生长检测 根据MTT比色法结果

绘制的生长曲线, 可见转染siRNA no.1、siRNA 
no.2、s iRNA no.3后3组细胞生长均明显受到

抑制, 而对照组细胞生长无明显影响. 根据公

式: 细胞生长抑制率(%) = [对照组(A 570)-实验

组(A 570)]/对照组(A 570)×100%, 计算转染siRNA 
no.1、siRNA no.2、siRNA no.3后72 h的3组细

胞生长与转染空质粒组相比较抑制率分别为

56.91%、55.78%、28.80%, 同样显示以siRNA 
no.1组抑制效果最好(表2). 

3  讨论

VEGFR-3是VEGF家族成员VEGF-C的受体, 是
第1个被发现的淋巴管内皮标志物, 特异地表达

于淋巴管内皮细胞, 亦表达于某些血管内皮[4]. 
国内外多数研究表明, VEGF-C/VEGFR-3在肿

瘤周边的新生淋巴管内皮细胞呈高表达, 与肿

瘤的淋巴结转移呈高度相关[5-6]. Wang et al [7]发

现胃癌患者的血浆VEGF-C水平和淋巴管密度

与肿瘤的淋巴管转移及其患者的预后有关. 实
验研究发现, VEGF-C通过受体VEGFR-3的信

号传导诱导淋巴管生成, 促进肿瘤的侵袭和淋

巴转移[8-10], 而阻断VEGF-C的受体VEGFR-3的
信号传导可抑制肿瘤的淋巴管生成和淋巴结转

移, 而对其他现有的淋巴管功能无任何影响[11-12]. 
VEGF-C与VEGFR-3结合, 引起VEGFR-3自身

磷酸化, 通过PI3K引起Akt的Ser473、Thr308
磷酸化, 激活抗凋亡蛋白Akt/PKB, 而抑制癌细

胞的凋亡. 研究表明胃癌细胞通过VEGF-C与

VEGFR-3相互作用, 可调节自身生长, 促进增

殖、抑制凋亡, 从而具有更高的增殖活性及浸

润性[13]. 
siRNA可以高效、特异地阻断体内同源基

因表达, 促使同源mRNA降解, 诱使细胞表现出

特定基因缺失的表型, 称为RNAi. 体外实验证实

siRNA与反义RNA相比, 具有稳定性高、抑制作

用强、细胞摄取相对容易等不可比拟的优点[14], 
siRNA较单链反义DNA、反义RNA有更高效的

表达基因抑制效果[15]. 与其他基因敲除技术相

比, 此项技术具有高效性、高特异性、高稳定

性、可传播性和可遗传性的分子生物学特征[16], 
已被广泛应用于肿瘤的化疗耐药及逆转方面的研

究, 并成为研究领域的热点研究中[17]. 在肿瘤基因

治疗中, 通过人合成特定癌基因靶向的siRNA或

构建siRNA的表达载体, 并将他导入肿瘤细胞中, 
可以特异性地抑制目的基因的表达[18-21]. siRNA已

成为肿瘤基因治疗领域新的热点. 
本研究采用RNA干涉技术, 针对VEGFR-3

构建了可在体内表达s iRNA的真核表达载体. 
我们设计、合成3对VEGFR-3编码基因的反向

重复序列, 通过实验观察到siRNA可有效抑制

LoVo细胞中VEGFR-3 mRNA的表达, 其中2对
抑制效率较高. 转染psiRNA-VEGFR-3后LoVo 
细胞中VEGFR-3 mRNA的表达下降, 部分LoVo
细胞出现凋亡, 可引起LoVo细胞生长抑制, 增
殖速度减慢. 推测可能是通过降低L o Vo细胞

VEGFR-3的表达, 继而抑制VEGFR-3所介导的

信号通路发挥作用. 但是LoVo细胞中VEGFR-3 
mRNA的表达抑制率与LoVo细胞生长抑制、凋

亡率并不完全一致, 我们推测VEGFR-3所介导
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表  1  转染后各组细胞凋亡率的变化 (mean±SD, %)

     
	                                                                                         细胞凋亡率

                                     siRNA no.1	  siRNA no.2                  siRNA no.3                   SCR no.4	   	     pSUPER

  24		  1.61±0.55	 1.52±0.42	 1.48±0.47	 1.35±0.62	 1.36±0.56

  48		  9.55±0.69	 9.48±0.58	 4.65±0.57	 1.58±0.53	 1.55±0.59

  72	               15.78±0.52             14.96±0.45	 9.56±0.39	 1.65±0.45	 1.64±0.46

时间点(h)

表  2  转染后各组细胞吸光度值的变化 (mean±SD)

     
	                                                                                          A 570 nm

                           siRNA no.1	             siRNA no.2                  siRNA no.3                     SCR no.4	      	 pSUPER

 0	     0.501±0.024	         0.510±0.032	         0.505±0.036	           0.538±0.037	          0.527±0.029

 24	     0.921±0.035 	         0.922±0.042	         0.933±0.040	           0.945±0.032	          0.961±0.036

 48	     0.821±0.039 	         0.848±0.038	         1.125±0.051	           1.580±0.053           1.625±0.050

 72	     0.760±0.052 	         0.780±0.045	         1.256±0.039	           1.659±0.045	          1.764±0.046  

时间点(h)

■应用要点
以 V E G F R - 3 为
靶 基 因 设 计 的
s iRNA表达框架
构建iRNA表达载
体, 转染后可通过
抑制结肠癌细胞
增殖,促进结肠癌
细胞的凋亡而发
挥抗肿瘤作用.
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的信号通路在LoVo细胞生长和凋亡中只是起部

分作用. 
总之, 我们认为, 应用针对VEGFR-3 RNA干

涉技术既可阻断肿瘤的淋巴道转移, 又可促使

肿瘤细胞凋亡, 不失为未来临床抗肿瘤治疗的

一个新的选择. 这一研究有望为肿瘤基因治疗

提供一种新的思路. 
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Abstract
AIM: To study the effect of botulinum toxin-A 
(BT-A) on gastric emptying and on plasma 
motilin and serum leptin in rats.

METHODS: Male Wistar rats of nine weeks were 
divided into four groups: small dose group, 
middle dose group, high dose group and con-
trol group. Each rat received an intramuscular 
injection of BT-A into the gastric antrum. During 
the subsequent twelve weeks, weight and diet 
of every rat in four groups were recorded. At 
the end of the twelfth week, gastric semi-empty 
time (min) was determined using nuclide scan 
and the contents of motilin and leptin were mea-
sured using radio-immunity method. 

RESULTS: Diet and weight were significantly 
lower in middle dose group and high dose 

group than those in control group (24.25 ± 1.33 g, 
25.02 ± 1.81 g vs 30.61 ± 2.07 g; 441.54 ± 14.64 g, 
437.33 ± 20.73 g vs 517.98 ± 24.11 g, all P < 0.05). 
At the twelfth weekend, gastric semi-empty time 
in middle dose group and large dose group were 
significantly longer than that in control group 
(161.67 ± 23.53 min, 200.33 ± 44.37 min vs 86.83 ± 
22.98 min, all P < 0.05). Plasma motilin in middle 
dose group and high dose group were signifi-
cantly lower than those in control group (80.56 ± 
10.43 ng/L, 65.99 ± 10.50 ng/L vs 123.65 ± 31.10 
ng/L, P < 0.05). Serum leptin levels in the three 
treatment groups were significantly lower than 
that in the control group (0.99 ± 0.13 mg/L, 0.97 
± 0.18 mg/L, 0.83 ± 0.23 mg/L vs 1.28 ± 0.25 mg/L, 
P < 0.05).

CONCLUSION: Muscular injection of BT-A into 
gastric antrum in rats can decrease gastric mo-
tilin, prolong gastric emptying, cut down food 
intake and cause weight loss. The changes of 
motilin and leptin may be associated with secre-
tion of some hormones.

Key Words: Botulinum toxin A; Gastric emptying; 
Motilin; Leptin

Liu WH, Liu QS, Han H, Wu BY. Effects of botulinum 
toxin-A on gastric emptying, plasma motilin and serum 
leptin in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(16): 
1802-1806

摘要
目的: 探讨A型肉毒毒素(botulinum A, BTA)对大
鼠胃排空及某些激素的影响. 

方法:  选用♂Wistar大鼠40只, 随机分为4组: 对
照组、BTA小剂量(10 U)组、中剂量(20 U)组及
大剂量(40 U)组. 给药方法均为剖腹胃窦部肌层
注射. 观察12 wk, 记录进食量及体质量变化. 12 
wk末, 测定胃半排空时间, 放免法测定血浆胃动
素和血清瘦素含量. 

结果: 12 wk, 与对照组相比, 中、高剂量组大鼠

进食量及体质量明显降低(24.25±1.33 g, 25.02
±1.81 g vs  30.61±2.07 g; 441.54±14.64 g, 
437.33±20.73 g vs  517.98±24.11 g, 均P <0.05), 

®

■背景资料
肉毒毒素(BT)是
由厌氧的梭状芽
孢肉毒杆菌产生
的外毒素, 属于一
种高分子蛋白的
神经毒素. 根据毒
素抗原的不同, 分
为7个血清型, 其
中A型毒力最强 , 
也是临床上应用
最广泛的一型.

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科
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胃半排时间显著延长(161.67±23.53 min, 200.33
±44.37 min vs  86.83±22.98 min, P <0.05), 血浆

胃动素含量减少, 差别有统计学意义(80.56±
10.43 ng/L, 65.99±10.50 ng/L vs  123.65±31.10 
ng/L, P <0.05); 小、中、大剂量组血清瘦素均显

著低于对照组(0.99±0.13 μg/L, 0.97±0.18 μg/L, 
0.83±0.23 μg/L vs  1.28±0.25 μg/L), 差别有统

计学意义(P <0.05).

结论:  大鼠注射BTA后体内胃动素、瘦素含量

减少, 其可能影响体内某些激素的分泌.

关键词: A型肉毒毒素; 胃排空; 胃动素; 瘦素
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0  引言

A型肉毒毒素(botulinum A, BTA)可抑制所有副

交感和胆碱能节后交感神经元ACh释放, 故被广

泛用于多种消化道痉挛性疾病的治疗[1]. 国内刘

庆森 et al [2]于1997年率先开展BTA治疗贲门失

弛缓症, 症状缓解率达95%. 王斌[3]报告将BTA注

射于贲门失弛缓症模型犬的LES内, 降低了LES
的张力并使其松弛. 有关BTA对胃窦平滑肌的作

用报导甚少, 本研究通过于大鼠胃窦部肌层注

射BTA后, 观察大鼠胃排空的改变及血浆胃动素

(MTL)、血清瘦素(LEP)含量的变化, 为其更广

泛的临床应用提供新依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠40只, 体质量270-320 g, 
购自中国人民解放军总医院动物中心. BTA(97
卫药准字兰S-01号)由兰州生物制品研究所赠

送, 99TCM-DTPA购于中国科学院原子能研究

所), E.cam型SPECT机为德国Siemens公司产品,  
MTL、LEP放免药盒购于东亚放免所. TP-2000
型电子天平由湘仪天平仪器厂生产.
1.2 方法 
1.2.1 分组: ♂Wistar大鼠40只, 随机分为4组, 小
剂量组(BTA 10 U)、中剂量组(BTA 20 U)、大

剂量组(BTA 40 U)和对照组(生理盐水组). 以
100 g/L水合氯醛ip麻醉后, 剑突下腹正中切口

长约2.5-3 cm, 暴露胃窦部. 小、中、大剂量组

于胃窦部四壁(大弯、小弯、前壁、后壁)各点

分别注射药物2.5、5和10 U, 均为BTA溶液(以
生理盐水稀释)0.1 mL. 对照组同样方法注射生

理盐水0.1 mL.
1.2.2 体质量与进食量检测: 从购进之日起, 每只

大鼠分笼独立饲养, 正常饲食、饮水, 每天称体

质量与进食量至术后4 wk末各组大鼠体质量完

全恢复术前值后, 改为每3 d称体质量及记录进

食量1次, 至12 wk末. 采用漏底鼠盒, 在盒子下面

的托盘上, 加料位置下, 垫硬纸盒以接住漏下的

鼠料, 进食量 = 加的总量-余量-漏到底盘上的料

量. 为消除生物节律影响, 均于上午8时开始称

质量.
1.2.3 核素扫描胃固相排空实验: 12 wk末, 将核

素99TCM-DTPA 3 mci注入生鸡蛋黄内煮熟、打

成匀浆后稀释至15 mL作为灌胃液. 大鼠禁食24 
h, 取灌胃液3 mL(含核素0.6 mci)ig后, 连同支架

将大鼠放置于SPECT机检查床上. ig 10 min后
开始采集图像, 1 桢/min, 每桢采集60 s, 共采集

90桢. 采用ROI技术勾画出胃的轮廓及感兴趣区

(图1). 绘出时间-放射性曲线, 按公式计算各时

相胃排空率: T时胃排空率(%) = 总放射性-t时胃

内放射性K/总放射性×100% 
1.2.4. 放射免疫分析法测定血浆MTL、血清LEP
含量: 12 wk末, 大鼠心腔内采血, 每只动物血样

分2份, 一份加抗凝剂, 另一份不加抗凝剂, 以
4000 r/min 4℃离心, 取上清, -20℃冰箱保存, 用
于检测MTL及LEP含量. 操作方法按放免药盒说

明书进行.
统计学处理 计量资料以mean±SD描述, 组

间变量比较用单因素方差分析, P <0.05为差异有

统计学意义.

2  结果

2.1 大鼠进食量 1 d进食量实验组与对照组间无

差异(P >0.05). 观察1 wk, 术前2 d各实验组进食

量与对照组比较, 差异无统计学意义(P >0.05). 
术后1 wk, 小剂量、大剂量组进食量与对照组有

显著差异(P <0.05). 至术后4 wk和8 wk, 各实验组

进食量显著低于对照组(P <0.05). 术后70 d起, 小

■研发前沿
有关BTA对胃动
力的作用机制正
成 为 研 究 热 点 , 
国外学者分别将
BTA注射于动物
及肥胖患者的胃
窦平滑肌, 降低了
胃动力, 达到减轻
体质量的目的. 但
是对上述现象的
机制研究甚少.

Stomach

Background

图   1   动 态 采
集 图 像 感 兴 趣
区(ROI )勾画方
法.
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剂量组与对照组进食量相比较, 差异无统计学

意义(P >0.05). 12 wk末, 中、大剂量组进食量与

对照组间仍有显著差异(P <0.05, 表1).
2.2 大鼠体质量 各实验组与对照组的初始体

质量无差别(P >0.05); 每天记录体质量, 至术前

组间比较体质量无差异(P >0.05), 具有可比性. 
中、大剂量组最大体质量下降值与对照组比较

差别有统计学意义(P <0.05). 中、大剂量组最大

体质量下降占术前体质量百分比与对照组比较

差别有统计学意义(P <0.05, 表2).
2.3 核素胃排空实验 12 wk末中、大剂量组胃

半排时间(分别为161.67±23.53 min、200.33±
44.37 min)显著长于对照组(86.83±22.98 min), 
且差别有统计学意义(P <0.05), 小剂量组胃半排

空时间(110.5±26.67 min)虽长于对照组, 但两组

间无差别.

2.4 血浆MTL及血清LEP水平 12 wk小剂量组

与对照组间血浆M T L水平差别无统计学意义

(P >0.05); 中剂量组、大剂量组均低于对照组, 
且差别有统计学意义(P <0.05); 小、中、大剂量

组血清LEP均低于对照组, 差别有统计学意义

(P <0.05, 表3).

3  讨论

肉毒毒素(botulinum toxin, BT)是由厌氧的梭状

芽孢肉毒杆菌产生的外毒素, 属于一种高分子

蛋白的神经毒素. 根据毒素抗原的不同, 分为7
个血清型, 其中A型毒力最强[4], 也是临床上应

用最广泛的一型. BTA与神经肌肉接头处突触前

膜胆碱能神经末梢快速而强烈的结合, 选择性裂

开突触蛋白质(SNAP-25)的锌依赖性蛋白酶而抑

制ACh的释出, 阻断神经肌肉的传导[5]. 除了强烈

阻滞骨骼肌神经外, 还可抑制胃肠道平滑肌的收

缩, 广泛用于治疗贲门失弛缓症、Oddis括约肌

功能失调、出口梗阻型便秘、肛门痉挛等疾病, 
且疗效显著[6]. 胃肠运动受肠神经系统(ENS)、
中枢神经系统以及体液因子的调节[7]. ENS在调

节胃肠运动中起重要作用, 含多种神经元. 胃肠

运动的主要兴奋性神经递质是ACh. MTL、SP
是促进胃肠运动的主要胃肠激素, 而VIP、NO和

ATP是胃肠运动的主要抑制性神经递质. 

■创新盘点
本文通过大鼠胃
窦 部 肌 层 注 射
BTA, 除记录大鼠
体质量及进食量
变化外, 还通过核
素扫描方法测定
胃固相排空速率, 
并检测血浆胃动
素, 血清瘦素水平
变化, 进一步探讨
BTA对胃排空及
胃肠激素的影响.

表  1  大鼠进食量的变化 (mean±SD, g)

     
分组

        						             进食

		        初始		          术前	  	    术后4 wk	     术后8 wk	      术后12 wk

小剂量组	               23.74±3.66	 29.48±1.96	 24.49±1.93a	 25.90±1.51a	   28.54±2.17

中剂量组	               24.16±4.08	 29.54±1.87	 22.98±2.30a	 24.81±1.05a	   24.25±1.33a

大剂量组	               23.98±4.11	 30.76±1.64	 20.76±1.95a	 24.87±1.90a	   25.02±1.81a

对照组	               27.78±4.74	 29.66±2.73	 31.78±3.34	 30.21±1.79	   30.61±2.07

aP<0.05 vs  对照组.

表  2  大鼠体质量变化情况 (mean±SD, g)

     
       						          体质量

分组		     
初始		     术前(术当日)                术后12 wk

                  最大体质      最大体质量下降占术

				                                                                                 量下降          前体质量百分比(%)

小剂量组             293.20±11.30	 314.30±11.59	 498.73±16.23	   18.42±3.29	 5.83±1.07

中剂量组             290.74±9.31	 311.98±9.23	 441.54±14.64a	   23.26±5.71a	 7.45±1.77a

大剂量组             296.72±9.29	 318.00±7.19	 437.33±20.73a	   30.73±5.69a	 8.72±3.76a

对照组	            293.06±11.63	 307.02±11.95	 517.98±24.11	   12.44±7.63	 4.06±2.56

aP<0.05 vs  对照组.

表  3  12 wk血浆MTL及血清LEP含量 (mean±SD)

     
分组	                       MTL(ng/L)	        LEP(mg/L)

小剂量组	               114.49±15.93	    0.99±0.13a

中剂量组		  80.56±10.43a	    0.97±0.18a

大剂量组		  65.99±10.50a	    0.83±0.23a

对照组	               123.65±31.10	    1.28±0.25

aP<0.05 vs  对照组.
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在胃内, 外来的迷走神经介导餐后胃窦收

缩和胃底舒张, 研磨固体食物, 有选择的将固体

和液体食物推送入十二指肠, 近端胃(胃底和口

侧1/3胃体)通过持续收缩对胃内容物产生恒定

的压力, 对胃液体排空起主要作用. 相反, 远端

胃(胃体远端2/3和胃窦)控制固体的排空[8]. 本研

究中, 胃窦部肌层注射BTA后, 大鼠体质量和进

食量的下降表明胃固体食物排空受到强烈抑制. 
推测BTA可能通过抑制胃窦部兴奋性神经递质

-ACh的释放, 降低了蠕动波的强度, 选择性的干

扰了固体食物的胃排空, 产生早饱感, 因此进食

量减少, 能量摄入减低, 体质量增长减慢. 而胃

窦的动力改变并不影响液体的排空, 治疗期间

动物没有因脱水死亡, 这与胃液体食物排空不

受影响相一致. 应用BTA除皱有剂量依赖性, 一
般来说剂量越大作用时间越长, 麻痹效果越强, 
但当超过50 kU/L时, 效果并不增加[9]. 本实验发

现小剂量组减轻体质量和进食量的作用维持时

间较短, 而中剂量组与大剂量组间并未见到显

著差别, 这提示BTA作用于胃窦部时的量效关

系也可能与上述相同. 另外, 本实验结果与Gui 
et al [10]的BTA治疗大鼠体质量减轻和摄食减少

的报道相符合. 而且, 我们也通过核素扫描胃固

相排空试验证明了BTA治疗组大鼠胃半排时间

延长, 提示大鼠胃窦部注射BTA可导致胃排空减

慢. 分析胃排空减慢的机制主要是BTA通过抑制

胃窦部ACh的释放, 使胃窦平滑肌的收缩幅度和

频率均有不同程度下降, 导致胃窦运动异常. 
MTL是M0细胞分泌的由22个氨基酸组成的

直链多肽, 在消化间期, MTL周期性释放, 使胃

和上部小肠产生IMCⅢ相, 并诱发胃强烈收缩和

小肠明显的分节运动, 对胃内容物排空起主要

作用[11]. Jonsson et al [12]报道胃动力障碍者胃排

空延迟, IMCⅢ相减少、缺失. 普遍认为迷走神

经能影响MTL的释放. 本研究发现胃窦部注射

中、高剂量BTA 12 wk后, 与对照组比较, 大鼠

血浆MTL含量下降, 推测可能是BTA抑制了胆

碱能神经末梢突触前膜释放Ach, 发生了化学性

去神经支配, 进而使MTL分泌减少. 然而, BTA
是否也直接作用于胃窦部的M0分泌细胞, 阻断

了MTL的分泌通路, 而使其分泌减少, 本实验未

做深入探讨, 国内外也未见相关报道, 有待进一

步研究. 
LEP又名消脂素, 分子量为16 kDa, 由脂肪

细胞ob基因编码合成, 释放入血[13]. LEP作为

调节能量平衡的重要激素, 可通过多种途径发

挥作用. LEP的中枢作用主要通过下丘脑-神经

肽通路实现. Williams et al [14]认为体质量增加

时LEP分泌增加, 作用于下丘脑原阿片黑皮素

(POMC)系统, 经M4受体, 引起一系列对肥胖的

反应, 即摄食减少, 脂肪消耗; 同时, LEP与下丘

脑的LEP受体结合, 抑制神经肽Y(NPY)的释放, 
导致食欲下降, 能耗增加, 减少体质量. 反之亦

然. 此外, 也通过兴奋交感神经系统, 提高组织

代谢, 动员机体的脂肪储存, 促进能量的转化和

消耗[15], 有研究认为LEP尚可直接作用于体内的

脂肪细胞, 抑制脂肪的合成. 本研究中, 三个实

验组大鼠的终点体质量均低于对照组, 瘦素水

平也低于对照组, 符合LEP与体质量及脂肪含量

正相关. LEP通过中枢神经及外周机制, 起到抑

制食欲、减少能量摄取、同时通过提高代谢率

而增加能量消耗及转化, 抑制脂肪合成, 减少脂

肪的堆积而使体质量减轻的作用. 
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力武器.
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■同行评价
本研究内容新颖, 
结果可信, 对探索
肥胖的治病策略
有一定的研究应
用价值.
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第八届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入
新技术研讨会征文通知

本刊讯 为满足全国专家、学者和临床一线医师对消化性病变介入/内镜新技术研究、探讨和交流的需求, 进
一步提升国内消化系疾病尤其是消化道恶性病变介入/内镜诊治的技术水平, 上海同仁医院联合福建省肿瘤医

院, 定于2008-11-7/12在福建省福州市举办第八届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术研讨会. 会

议由福建省抗癌协会、福建省消化内镜学会和福建省放射学会介入学组具体承办. 中华消化内镜学杂志、中

华放射学杂志、世界华人消化杂志和介入放射学杂志共同参与协办. 会议将着重介绍消化道病变内镜治疗、

介入放射学治疗、肿瘤内外科治疗的新理论、新技术和新方法, 为各相关交叉学科之间的相互交流和研讨搭

建一个平台. 本次会议拟安排相关学科的著名专家围绕食管、胆管和胃肠道等消化道管腔内支架治疗应用技

术和发生的问题, 以及消化道病变的消化内镜、介入放射和内外科治疗新进展等热点课题进行精彩演讲及深

入研讨. 会议中还将安排疑难案例讨论及手术操作演示, 内容精彩. 参会者将授予国家级一类继续医学教育学

分10分. 

1      征稿内容

消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等; 消化系良性

病变(如: 门静脉高压、胆道结石和消化道出血等)的内镜及介入新技术应用; 消化病诊治边沿交叉学科与消化

介入诊治新技术相关的论著、文献综述、临床经验和个案报告等稿件.

2      征稿要求

(1)专题讲座由组委会约稿, 也可自荐, 需全文; (2)论著需1000字以内的标准论文摘要, 包括目的、方法、结果

和结论四要素. 经验交流、短篇报道等全文限1000字以内; (3)所有稿件内容应科学、创新、实用、数据准确, 

书写规范, 稿件应是未发表过的论文. 优秀论文将安排在国家级杂志上发表; (4)邮寄稿件要求Word格式打印, 
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Abstract
AIM: To improve the computed tomography 
(CT) diagnosis of primary gastric lymphoma 
by describing its CT presentations and possible 
reasons for misdiagnosis.

METHODS: CT scans were retrospectively re-
viewed in 22 patients with pathologically con-
firmed primary gastric lymphoma, and 13 mis-
diagnosis cases were analyzed for its possible 
causes.

RESULTS: Primary gastric lymphoma involved 
two or three sites of the gastric antrum, gastric 
body and fundus of stomach in 20 patients and 
only one site in 2 patients. CT findings showed 
thickened gastric wall in 21 patients (6 mm-60 
mm) and gastric multiple nodules in one patient. 
Among the 21 patients with thickened gastric 
wall, 2 cases were found to have gastric masses, 
8 cases multiple ulcers, 16 cases destructed mu-

cosal lining, 11 cases intact mucosal line. Six of 
the 21 patients with thickened gastric wall pre-
sented with stratified gastric layers and mucosal 
damage. In the remaining fifteen of the 22 pa-
tients, the stomach remained distensible without 
significant luminal narrowing. Primary gastric 
lymphoma was misdiagnosed as infiltrative 
gastric carcinoma in eleven patients, as stromal 
tumor in one patient and as normal mucosa in 
one patient.

CONCLUSION: Primary gastric lymphoma 
include gastric wall thickening with two or 
three-site involvement, intact mucosal line with 
stratified mural enhancement in the initial stage, 
distensible stomach without significant luminal 
narrowing. Primary gastric lymphoma is easily 
misdiagnosed as infiltrative gastric carcinoma 
using CT.

Key Words: Lymphoma; Diagnosis; Computed tom-
ography; Stomach
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摘要
目的: 总结原发性胃淋巴瘤的CT表现及误诊
原因, 提高其CT诊断水平. 

方法: 回顾性分析经病理确诊的22例原发性
胃淋巴瘤的CT表现及其中13例误诊原因. 

结果: 病变累及胃窦、体及底部2个或3个部
位20例, 仅累及1个部位2例. CT表现为胃壁增
厚(6 mm-60 mm)21例, 仅表现为多发结节1例
(4.5%). 伴有肿块2例, 多发溃疡8例. 胃壁黏膜
线破坏16例,  黏膜线完整11例. 胃壁增厚的21
例中6例既有较薄的胃壁分层强化, 又有较厚
的胃壁黏膜破坏, 胃腔可扩张、无明显狭窄15
例. CT误诊为浸润型胃癌11例, 间质瘤1例, 将
多发结节误诊为正常黏膜1例.

结论: 原发性胃淋巴瘤的CT表现为多累及2个

www.wjgnet.com
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■背景资料
原发性胃淋巴瘤
发病率远远低于
胃癌, 近年来多采
用“保胃治疗”-
化疗和放疗, 而胃
癌首选手术切除. 
原发性胃淋巴瘤
初期多在黏膜下
浸润生长, 胃肠钡
剂造影及胃镜检
查难以诊断, 当病
变进展破坏黏膜
后才能发现病变, 
获得病理诊断. 螺
旋CT, 尤其是多
层螺旋CT, 在胃
腔充盈良好的情
况下, 可清楚显示
胃壁的厚度, 发现
黏膜下及胃腔外
病变, 从而指导胃
镜在增厚胃壁深
部活检而获得正
确诊断.

■同行评议者
李健丁, 教授, 山
西医科大学第一
医院放射科



或3个部位的胃壁增厚, 初期因黏膜完整胃壁
呈分层强化, 胃腔可扩张或无狭窄, CT易误诊
为浸润型胃癌.

关键词: 淋巴瘤; 诊断; CT; 胃
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0  引言

原发性胃淋巴瘤(primary gastric lymphoma, 
PGL)是原发于淋巴结外最常见的恶性淋巴瘤, 
近10年来采取抗幽门螺杆菌(H pylori )治疗, 或化

疗联合局部放疗的保胃治疗, 可保持或提高传

统手术治疗疗效, 提高患者生活质量[1-6], 但PGL
多在黏膜下浸润生长, 术前钡餐造影及胃镜检

查易漏诊或误诊, 部分患者手术后才能获得正

确诊断[7-10]. 因此, 本文总结了原发性胃淋巴瘤22
例的CT表现并分析其中13例误诊原因, 以提高

术前诊断水平, 减少误诊.  

1  材料和方法

1.1 材料 本文收集在本院行上腹部CT检查的

PGL患者22例, 其中男性16例, 女性6例, 年龄

41-73(平均58)岁. 临床表现均有腹痛或腹胀, 纳
差14例, 黑便9例, 消瘦8例.
1.2 方法 CT检查前禁食6 h, 5例扫描前10 min po
对比剂30 g/L泛影葡胺1000 mL, 17例po等渗甘

露醇1000 mL. 平扫后行动脉期和静脉期增强

扫描, 动脉期延迟25-30 s, 静脉期延迟70 s, 静脉

注射对比剂为欧乃派克90 mL, 注射速率2.5-3.0 
mL/s, 重建层厚7 mm, 间隔7 mm. 使用CT机器为

GE Hispeed和Siemens Somatom Sensation 16. 分
析病变CT表现, 包括部位、范围、胃壁厚度(>5 
mm为胃壁增厚)及密度、强化程度, 胃腔有无狭

窄及扩张, 胃周淋巴结显示情况, 肝脏有无转移

灶, 并分析CT误诊原因. 

2  结果

2.1 CT表现 累及胃窦及胃体18例(81.8%), 胃底

和胃体12例(54.5%), 胃底、体及窦部3个部位

均累及11例(50%), 累及两个或3个部位共20例
(90.9%), 仅累及1个部位2例(9.1%). 胃壁增厚21
例(95.5%), 呈弥漫浸润型(病变超过或等于胃长

轴1/2, 图1)12例(54.5%), 节段浸润型(小于胃长

轴1/2, 图2)9例(40.9%), 仅表现为多发结节1例
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(4.5%, 图3), 伴有肿块2例, 多发溃疡8例. 增厚胃

壁厚度为6-60 mm, 平扫CT值为34-45 HU, 动脉

期为36-58 HU, 静脉期为50-90 HU, 19例(86.4%)
增厚胃壁静脉期C T值≤65 H U, 增强幅度为

14-30 HU, 另3例静脉期CT值≥84 HU, 增强幅

度达40-55 HU(均伴有多发溃疡, 1例病理示嗜

酸细胞及浆细胞聚集, 血管增生). 胃壁黏膜线中

断、破坏16例, 其中14例(87.5%)胃壁厚度≥10 
mm, 增强后呈均匀强化, 另2例黏膜破坏处胃壁

厚度分别为8 mm和9 mm; 胃壁黏膜线完整连续

11例, 其胃壁厚度均(100%)<10 mm并呈分层强

化. 胃壁增厚的21例中6例(28.6%)既有较薄的胃

壁黏膜完整呈分层强化, 又有较厚的胃壁黏膜

破坏、分层结构消失(图4). 胃腔在三期扫描形

态可变或无明显狭窄15例(68.2%, 图5). 周围淋

巴结肿大19例, 肝脏均未见转移病灶.
2.2 病理及CT诊断 胃镜活检22例, 初次诊断胃

淋巴瘤18例, 误诊为慢性浅表性胃炎4例, 经再

次多点深取活检才诊断为胃淋巴瘤; 手术病理

诊断4例. 病理为黏膜相关淋巴组织(mucosa-
associated lymphoid tissue, MALT)淋巴瘤1例, 弥
漫性大B细胞淋巴瘤20例, T细胞淋巴瘤1例. CT
误诊为浸润型胃癌11例, 间质瘤1例, 将多发结

节误诊为正常黏膜1例, 误诊率59.1%.

3  讨论

PGL几乎均为非霍奇金淋巴瘤(non-hodgk in 
lymphoma, NHL), MALT淋巴瘤和弥漫性大B细
胞淋巴瘤占绝大多数, MALT淋巴瘤和弥漫性大

B细胞淋巴瘤的早期患者应用非手术治疗, 可避

免胃部手术切除引起的不良反应和并发症, 提
高患者生活质量, 而其预后与胃部手术切除加

化疗及放疗并无明显差异[1-5]. 因此, 应用影像学

和胃镜检查而非手术切除获得原发性胃淋巴瘤

的准确诊断, 具有非常重要的意义. 
本组病例可以看出 ,  胃淋巴瘤累及范围

广, 多累及胃窦及胃体(81.8%), 大多数累及2或
3个部位(90.9%), 累及胃底、体及窦部3个部位

达11例(50%). 由于低恶性度的MALT淋巴瘤与 
H pylori感染有关, 并可进展为高恶性度的弥漫

性大B细胞淋巴瘤, 故胃淋巴瘤多累及胃窦和胃

体是否与H pylori多感染该2个部位有关, 有待于

进一步研究. 胃淋巴瘤的好发部位与胃癌有所

不同, 胃癌位于胃窦占30%, 胃体30%, 胃底贲门

30%, 累及全胃仅10%[11]. 由于胃淋巴瘤往往先

在胃黏膜固有层和黏膜下层蔓延, 再向腔内、

www.wjgnet.com

■相关报道
陈宇 et al 报道一
组19例胃原发非
霍奇金淋巴瘤和
48例胃低分化腺
癌的对照研究, 认
为CT扫描可以显
示胃壁病变的厚
度、密度、范围
与周围组织的关
系以及腹腔腹膜
后淋巴结肿大的
情况. 当病变外侵
和/或有腹腔淋巴
结肿大时, 胃癌可
能性较淋巴瘤大; 
而当病变厚度和
侵犯周径较大时, 
淋巴瘤可能性较
胃癌大.
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外侵犯, 肿瘤不含大量纤维组织, 胃腔狭窄不明

显, 食物可以通过, 营养吸收影响较小, 临床症

状不严重, 所以就诊时多数病变已很广泛, 累及

胃2个或3个部位, 甚至部分病变沿胃壁向远端

浸润经过幽门至十二指肠[7,11]. 陈宇 et al [12]报道

一组胃淋巴瘤与胃癌对照研究病例也认为胃淋

巴瘤侵犯的范围较胃癌广泛. 
本组病例无1例肝脏转移病灶, 绝大多数表

现为胃壁增厚(95.5%), 仅1例表现为胃窦、体

及底部3个散在结节. 胃壁增厚呈节段性或弥漫

性, 内壁黏膜可光滑完整, 也可增粗、隆起、破

坏、多发溃疡形成. 本组资料显示, 胃壁厚度≥

10 mm时黏膜破坏, 胃壁为均匀一致的肿瘤组

织, 增强后均匀强化, 分层结构消失; 而胃壁厚

度<10 mm时多数黏膜线完整连续, 强化明显而

呈高密度, 黏膜下层因肿瘤组织浸润而增厚, 强

化较弱呈低密度, 胃壁呈高、低密度相间的分

层结构; 胃壁厚度为8-10 mm的少数胃壁黏膜线

模糊, 黏膜皱壁粗大隆起. 部分病例既有较薄的

胃壁黏膜层完整连续, 局部胃壁分层强化, 又有

较厚的胃壁黏膜层破坏、消失, 局部胃壁呈均

质强化, 两者之间明显强化的黏膜线随着胃壁

增厚而变得逐渐模糊、不光整, 直至破坏、胃

壁分层结构消失. 这种征象正反映了淋巴瘤初

期在黏膜下浸润生长, 随后逐渐向黏膜表面及

深部肌层破坏, 最后累及胃壁全层的病理过程, 
与胃癌首先破坏黏膜层导致胃壁分层结构在初

期即消失的表现不同. 这时, 钡餐造影和胃镜活

检结果容易出现阴性, 如重视胃壁增厚并分层

这种重要CT征象, 提示胃淋巴瘤的可能性, 行
胃镜多点深部活检可获得准确的病理诊断而不

致误诊. 本组4例即由于初次胃镜活检结果阴性, 
CT检查发现胃壁黏膜下层增厚, 黏膜线完整连

续, 增强后呈分层强化, 经再次胃镜下深部活检

才获得正确诊断. 由于胃淋巴瘤肿瘤细胞密集, 
血供较少, 增强后多呈轻、中度强化, 静脉期增

强幅度为14-30 HU, CT值≤65 HU. 本组资料与

文献[13]报道基本一致, 但3例静脉期强化明显, 
CT值≥84 HU, CT及胃镜或手术病理均见胃壁

多发溃疡形成, 1例手术病理示胃壁嗜酸细胞及

浆细胞聚集、血管增生的炎症改变, 因此, 考虑

多发溃疡继发炎性充血而致CT扫描静脉期显著

强化. 部分PGL(15例, 62.5%)虽有胃壁增厚, 甚

A B 图   1   弥 漫 浸 润 型
原发性胃淋巴瘤CT
图像. A: 胃底、胃体

壁增厚(箭示); B:胃

体、胃窦壁增厚(箭

示).

←←

← ← ←

图  3  多发结节(箭示)原发性胃淋巴瘤CT图像.

←
←

A B 图   2   节 段 型 原 发
性胃淋巴瘤CT图像. 
A: 平扫; B: 增强扫

描静脉期(箭示完整

黏膜, 箭头示破坏黏

膜)

← ←

■创新盘点
本文强调了胃淋
巴瘤较早期在黏
膜膜下层浸润的
CT表现 ,  即胃壁
增厚较轻, 黏膜线
完整, 胃壁呈分层
强 化 ,  并 逐 渐 发
展成胃壁明显增
厚, 黏膜破坏, 表
现为均匀一致的
肿瘤组织, 即均匀
强化, 并强调胃淋
巴瘤广泛性、多
灶性、胃腔可扩
张的CT表现特点, 
以便与胃癌鉴别.
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至厚达6 cm, 但胃腔狭窄不明显, 在三期扫描中

仔细观察, 胃腔形态不同, 与文献报道一致[11]. 另
外, 胃腔有狭窄的病例均无近端梗阻, 食物可通

过而无潴留, 与浸润型胃癌引起的胃腔狭窄、

僵硬、形态固定不同, 也反映了胃淋巴瘤无纤维

组织增生而不引起胃壁僵硬的“革袋胃”表现. 
本组病例只有4例弥漫浸润型PGL行手术

切除, 其余病例均经胃镜活检确诊后行化疗或

化疗加放疗, 所以免疫组化仅1例诊断为MALT
淋巴瘤, 其他胃镜标本只能获得弥漫性大B细胞

淋巴瘤的诊断, 实际上其中部分病例可能属于

MALT淋巴瘤. Choi et al [14]认为低恶性度MALT
淋巴瘤类似于H pylori感染引起的胃炎和早期胃

癌, 容易误诊和漏诊, 文献报道术前影像学及内

镜检查的误诊率达75%-92.3%[9-10,15]. 回顾性分析

本组误诊病例发现, 3例多发溃疡继发炎症致增

强后胃壁明显强化而误诊, 7例节段性胃壁增厚, 
最厚胃壁>20 mm, 但均无胃腔狭窄, 忽略了胃腔

形态对胃癌和胃淋巴瘤鉴别的重要意义; 并且

其中3例胃壁见分层强化, 1例胃体壁厚达45 mm
的局部胃腔狭窄, 但壁厚较轻的胃窦黏膜连续, 
呈分层强化, 并且该处胃腔无狭窄, 因而没有认

识到增厚胃壁黏膜完整并呈分层强化对淋巴瘤

诊断的重要价值. 1例小弯广泛胃壁增厚, 大弯

可见多处局限性黏膜增粗、隆起, 另1例胃镜示

胃底、体、窦部及食道下端多个直径8-10 mm

的结节, 病理均为大B细胞淋巴瘤, CT误以为正

常黏膜皱壁而漏诊, 这2例忽略了淋巴瘤可以多

发并可呈散在结节的表现. 1例多发淋巴结肿

大、融合被误诊为间质瘤, 而没有仔细分析邻

近胃壁增厚的原因. 
总之, CT误诊原因主要是对胃淋巴瘤的病

理特点及CT表现认识不足, 将胃壁增厚单纯考

虑为常见的胃癌, 没有重视胃腔无明显狭窄、

胃壁黏膜完整连续呈分层强化对胃淋巴瘤的诊

断价值, 没有重视广泛、多灶性病变是胃淋巴

瘤的特点[7,16-17], 即广泛胃壁浸润、多处胃壁增

厚、多发结节和溃疡. 综合分析这些特点有助

于胃淋巴瘤与胃癌的鉴别诊断, 减少胃淋巴瘤

的误诊. 
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壁均匀强化(箭示); B: 

胃窦薄壁分层强化(箭

示), 厚壁均匀强化(箭

头).
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■应用要点
CT检查胃壁及胃
外情况, 可避免漏
诊胃壁及胃外病
变, 发现胃壁增厚
时, 可指导胃镜在
相应部位行深部
活检获得准确病
理诊断.
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Abstract
AIM: To evaluate safe ty and ef f icacy of 
compression anastomosis cl ip (CAC) for 
gastrointestinal anastomosis. 

METHODS: Forty patients who underwent 
subtotal gastrectomy and gastrojejunostomy 
were assigned randomly to use either CAC or a 
curved stapler. Anastomotic complications were 
observed; The first post-operation flatus and 
bowel movement and extrusion of clip device 
were recorded. All statistics were analyzed us-
ing SPSS software package.  

RESULTS: Neither group had gastrointestinal 
anastomotic complications such as leakage or 
obstruction. The clip was evacuated with the 
stool within 10-30 days after operation in the 
experiment group, but no significant difference 
was detected between the two groups. Two 

groups had the similar results in recovery of 
bowel function.  

CONCLUSION: CAC is safe and simple to use 
for gastroenterostomy.

Key Words: Subtotal gastrectomy; Gastrointestinal 
anastomosis; Compression anastomosis clip

Wang JP, Xu ZF, Wang MY, Cai SH, Huang CK. 
Application of compression anastomosis clip in 
gastroenterostomy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(16): 1812-1814

摘要
目的: 评价一种新型镍钛记忆合金加压吻合
夹(CAC)进行胃肠吻合的安全性及有效性. 

方法: 2006-04/2007-09行远端胃大部切除胃
空肠吻合的患者40例随机分为2组, 各20例. 研
究组使用CAC进行胃空肠吻合; 对照组使用
管型吻合器进行胃空肠吻合. 术后观察有无发
生与胃肠吻合相关的并发症, 并观察肛门排
气、排便时间以及CAC的排出时间. 

结果: 两组患者术后均未出现与吻合相关的
胃肠吻合口瘘、吻合口狭窄或肠梗阻等并发
症, 术后肛门排气、排便时间两组差异无统
计学意义. 研究组CAC均于术后10-30 d排出 
体外. 

结论: 应用CAC进行胃肠吻合安全可靠, 使用
简便. 

关键词: 远端胃大部切除; 胃肠吻合; 加压吻合夹

王剑平, 徐志峰, 王明元, 蔡绍环, 黄春开. 镍钛记忆合金加压吻

合夹在胃肠吻合中的应用.  世界华人消化杂志  2008; 16(16): 

1812-1814
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0  引言

目前临床常用的胃肠道吻合术包括手工缝合

法和机械缝合法(吻合器法 [1]). 近年来一种新

型的肠吻合装置—镍钛记忆合金加压吻合夹

®

■背景资料
镍钛记忆合金加
压吻合夹 (CAC)
由以色列生产, 并
于2002年最早应
用于临床结肠吻
合, 2004年该产品
引入我国后, 临床
上应用CAC进行
结肠吻合、小肠
吻合的研究, 本研
究组于2006年开
展CAC在胃肠吻
合的应用研究, 在
胃肠吻合中取得
满意效果. 

■同行评议者
曹杰 ,  主任医师 , 
广州医学院附属
广州市第一人民
医院胃肠外科
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(compression anastomosis clip, CAC)已在国内

外临床开腹手术或腔镜辅助手术中成功用于

消化道吻合, 并形成相应的标准操作方法 [2-6]. 
2006-04/2007-09我科对行远端胃大部切除患者

使用CAC行胃空肠吻合共20例, 现报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-04/2007-09行远端胃大部切除胃

空肠吻合的患者40例. 随机分为2组, 各20例. 研
究组使用CAC进行胃肠吻合, 对照组使用一次

性管型吻合器进行胃肠吻合. 两组患者年龄及

疾病分布无差异. 所有患者均签署知情同意书. 
夹直径30 mm的CAC由以色列尼泰医疗技术公

司(niti alloys technologies, Ltd, Israel)提供. FH-Y
型线型缝合器(以下简称缝合器)和一次性管型

吻合器(WH-Y型吻合器)由常州市智业医疗仪器

研究所生产.
1.2 方法 2组患者均先行远端胃大部切除, 使用

缝合器关闭十二指肠残端, 对照组使用WH-Y型

吻合器经残端胃后壁行胃空肠吻合术, 再使用

缝合器关闭胃残端, 最后用1号丝线间断浆肌层

缝合. 研究组先使用缝合器关闭胃残端, 1号丝

线间断浆肌层缝合, 后使用CAC行结肠前胃空

肠吻合. 将胃残端、近端空肠相对平行排列, 相
互重叠约5 cm, 以1号丝线将胃残端后壁、空肠

对系膜缘侧壁固定一针. 使用电刀在两袢上各

切开一长约5 mm的切口, 准备通过小切口内进

行吻合. CAC装置在冰水中冷却20 s后, 将其推

向上夹器, 击发第1次使吻合夹达到展开位, 将
吻合夹经胃残端后壁、空肠袢上的小切口置入

胃肠腔中. 击发第2次使吻合夹闭合回缩, 然后

进行第3次击发, 上夹器内置的刀片将双夹所夹

的胃后壁、肠侧壁开孔, 以形成临时性的通道, 
使肠内容物能自由通过吻合口. 接着击发最后1
次, 使上夹器与环夹分离, 退出上夹器, 而环夹

保留在吻合的胃肠段(图1). 然后用弯止血钳尖

确定开孔口, 并适当扩大之. 胃残端、空肠袢上

的5 mm切口用3-0可吸收线全层内翻缝合, 再加

浆肌层包埋, 剪掉固定线.
统计学处理 应用SPSS 11.5统计软件进行统

计分析, 数据以mean±SD表示, 均数比较采用t
检验.

2  结果

两组术后均未发生与吻合口相关的并发症, 如: 
吻合口瘘、吻合口狭窄或肠梗阻等. 2组在胃空

肠吻合时间、术后肠蠕动恢复、进食时间及术

后住院时间等方面差异均无显著性(表1). 在研

究组中, 术后3 d腹部X线检查显示CAC均在原

位(图2). CAC于术后10-30 d由粪便中排出, 5例
患者在出院前排出, 15例患者出院后在家中排

出. 全组患者术后随访1-3 mo, 其中2例最晚术

后30 d才排出, 并出现过阵发性腹痛, 但均无感

染、肠梗阻和吻合口狭窄等副反应发生, 术后3 
mo均复查胃镜, 显示胃肠吻合口光滑平整. 

3  讨论

加压吻合是一种较新的吻合方法 ,  临床应用

CAC进行的结肠吻合首先是在以色列完成[7], 近
几年临床运用已较成熟. 在以往的研究中发现, 
生物降解环进行的加压吻合方法, 无论是在手

表  1  40例患者的临床资料及手术情况 (n = 20, mean±SD)

     
项目                                          CAC组                  对照组

年龄(岁)                            57.5±16.9            56.3±15.3           

男/女                                      16/4                       13/7          

体质量(kg)                        54.6±6.2              56.4±17.4       

胃溃疡                                    12                         14

胃肿瘤                                      8                           6

胃空肠吻合时间(min)         8.3±1.2              10.1±1.8    

术后肠排气时间(d)             4.3±1.8                4.5±1.4      

术后进食时间(d)                 5.1±1.7                5.3±2.1          

术后住院时间(d)               11.4±2.1              11.7±3.2     
图  1  应用镍钛记忆合金加压吻合夹进行胃空肠吻合. 

图  2  术后3 d腹部平
片显示CAC在胃空肠吻
合口处. 

■应用要点
镍钛记忆合金加
压吻合夹进行胃
肠吻合安全有效, 
值得临床推广使
用. 
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术时间、术后并发症及肠功能的恢复方面, 均
优于使用常规的管型吻合器的方法[8-9]. CAC是

由记忆金属镍钛合金制成, 具有随温度的变化

而改变形态的独特功能[10], 其机制类似于以往的

肠道加压吻合装置Murphy按钮和生物降解环[11], 
他直接对肠壁组织产生很强的均匀一致的压力, 
从而引起肠壁局部坏死[12-13]. 一旦肠壁组织完全

坏死, CAC将脱离到肠腔中随粪便排出, 肠壁组

织坏死的同时伴随有肠壁愈合的形成, 最终形

成1个均匀一致的加压吻合口; 而Murphy按钮和

生物降解环具有压力不一致、内径过小、价格

昂贵等缺点[14]. 
使用CAC进行胃肠吻合与使用管型吻合器

相比: (1)进行CAC操作时, 在胃肠壁上只须切开

1个小孔以便放入CAC装置, CAC短暂留在肠道

中, 几天后将从粪便中排出. 同时CAC采用几乎

“无接触”的操作技术, 有利于防止肠腔内容

物的污染, 减少感染的发生; 而常规使用的管型

吻合器需要一个较大的孔径, 并且击发吻合器

后, 需从污染的胃残端中取出而进入清洁的手

术野, 有增加污染的可能. (2)CAC加压吻合后, 
粘膜覆盖切缘形成一个完整光滑、均匀一致的

吻合口. 而管型吻合器切割肠壁后在缝合钉附

近形成一个新的粗糙创口, 有可能术后发生狭

窄. 管型的残留有可能影响患者的影像学检查, 
而应用CAC行胃肠吻合, 吻合口处光滑平整无

异物残留. (3)使用CAC进行胃肠吻合简便易于

操作, 与管型吻合器相比, 在胃空肠吻合时间、

术后肠蠕动恢复、进食时间及术后住院时间等

方面无明显差异. 
我们在使用CAC进行胃肠吻合操作中有几

点体会: (1)胃肠吻合前, 胃残端后壁、空肠对系

膜缘侧壁不需固定2-3针, 只需在两袢切开处固

定一针, 以手辅助使两袢相互重叠约5 cm, 更便

于放置吻合夹. (2)上吻合夹并退出上夹器后, 用
弯止血钳确定开孔口, 可扩大以调整大小, 防止

吻合夹出现未切割、切割不完全及切割口偏小

等情况发生. (3)用3-0可吸收线内翻缝合切口, 
浆肌层加固, 即使缝合住吻合夹, 可吸收线在被

化解后, 仍可脱落, 并确保吻合夹脱落后吻合口

光滑平整无异物残留. 
有关使用CAC是否会出现脱落过早或过迟

及能否导致肠梗阻等问题, 国内江志伟 et al [15]研

究表明: 直径为3 cm呈橄榄形的CAC均能在术

后安全地通过回盲瓣排出体外, 不致造成术后

肠梗阻; CAC排出体外时间约为术后第11天. 我
们观察CAC排出时间, 发现较之前报道的略偏

晚, 原因有待进一步研究, 其中2例术后出现阵

发性腹痛, 解痉后很快缓解, 1 mo才排出体外, 但
均未造成大碍. 本研究证实使用CAC进行胃肠

吻合安全有效, 值得推广运用.
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Abstract
AIM: To study the mechanism and influencing 
factors of rapid and extensive intrahepatic 
neoplastic progression after radiofrequency 
ablation (RFA) in hepatocellular carcinoma 
(HCC) patients.

METHODS: A total of 926 consecutive HCC 
patients admitted to RFA between January 1999 
and June 2006 were enrolled. In all cases RFA 
was performed with percutaneous approach 
under ultrasound guidance. Treatment efficacy 
(necrosis and recurrence) was assessed using 
dual phase computed tomography (CT) or MRI 

and alpha-fetoprotein (AFP) level within 45 days 
after RFA treatment. Ten potential variables for 
rapid and extensive intrahepatic neoplastic pro-
gression were analyzed, including liver function 
Child-Pugh classification, the number of tumor, 
size, location, growth pattern, AFP value, tumor 
differentiation, portal vein cancerous throm-
bosis, the type of RF treatment system (or elec-
trode-type) and transarterial chemoembolization 
(TACE). 

RESULTS: Complete follow-up data were ob-
tained from 874 cases of patients (94.4%). In 54 
patients, although complete local necrosis was 
achieved, we observed rapid intrahepatic neo-
plastic progression 30-45 d after treatment. Risk 
factors analysis by Logistic regression suggested 
risk factors for rapid and extensive intrahepatic 
neoplastic progression of HCC after RFA were 
tumor type, portal vein cancerous thrombosis, 
tumor cite and TACE treatment (OR = 2.647, P < 
0.001; OR = 1.341, P < 0.001; OR = 0.197, P = 0.006; 
OR = 1.512, P = 0.042, respectively).  

CONCLUSION: RFA is an effective treatment 
for HCC. Tumor near portal branches, infiltra-
tive growth, vessel invasion of portal branches 
and TACE treatment are risk factors for rapid 
neoplastic progression after RFA. TACE treat-
ment is a better choice for those patients. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Radiofre-
quency ablation; Rapid intrahepatic neoplastic pro-
gression; Transarterial chemoembolization

Zhai B, Xu AM, Li XY, Liu S, Chen Y, Wu MC. Risk factors 
of rapid and extensive intrahepatic neoplastic progression 
after radiofrequency ablation in hepatocellular carcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(16): 1815-1819

摘要
目的: 探讨原发性肝细胞癌患者射频消融后肝
内肿瘤快速广泛复发的发生机制及影响因素.

方法: 1999-12/2006-03我院接受经皮射频消
融的原发性肝细胞癌患者926例, 术后30-45 d
内CT、MRI及AFP复查, 并进行随访, 分析10

®

■背景资料
目前, 射频消融等
局部微创治疗某
种程度上已成为
原发性肝癌(尤其
小肝癌)患者外科
手术的良好补充
和替代. 射频消融
治疗疗效好、创
伤小、并发症少
而 轻 ,  患 者 恢 复
快、生活质量高. 
但实践中常发现
射频消融后肝内
肿瘤快速广泛复
发的现象. 

■同行评议者
钱林学, 教授, 首
都医科大学附属
北京友谊医院内
科
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个可能影响肿瘤射频后快速复发的变量, 包括
肝功能Child-Pugh分级、肿瘤数目、大小、

部位、生长方式、AFP值、肿瘤分化程度、

有无门脉癌栓、射频治疗系统类型(或电极
针类型)以及术前有无实施肝动脉化学栓塞
(TACE).  

结果:  874例患者获得有效随访记录 .  54例
患者初始治疗后获得局部完全坏死, 但术后
30-45 d首次复查即发生肝内肿瘤快速广泛复
发. 射频消融后肿瘤广泛快速复发的危险因素
分别为肿瘤类型(OR  = 2.647, P <0.001)、门脉
癌栓(OR  = 1.341, P <0.001)、肿瘤部位(OR  = 
0.197, P  = 0.006)和射频前有无进行TACE(OR  
= 1.512, P  = 0.042). 

结论: 位于主要门脉分支处、浸润性生长及
术前存在血管侵袭是射频消融后肿瘤快速广
泛复发的影响因素, 这些类型的肝细胞癌患者
射频消融前更应实施TACE治疗. 

关键词: 肝细胞癌; 射频消融; 肝内肿瘤快速复发; 

动脉化学栓塞
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0  引言

原发性肝癌, 尤其原发性肝细胞癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC), 是最常见的恶性肿瘤之一, 只有

10%-20%的患者能够实施外科手术或肝移植[1-2]. 近
年来, 射频消融(radiofrequency ablation, RFA)、
微波固化、冷冻以及瘤内酒精注射等局部治疗

为不适合外科切除的肝癌患者带来了新的机遇, 
成为继外科切除、放射介入和放疗等传统方法

之后又一条前景光明的治疗途径. RFA治疗创伤

小、并发症少而轻, 患者恢复快、生活质量高, 
某种程度上可部分替代肝癌(尤其小肝癌)的手

术治疗. 尽管如此, 临床工作中常发现RFA后肝

内肿瘤快速广泛复发的现象. 本研究通过总结

我科有随访记录的HCC患者874例的治疗资料, 
以探讨RFA后肝内肿瘤快速广泛复发的发生机

制和影响因素. 

1  材料和方法

1.1 材料 1999-12/2006-04, 我院共有HCC 926例
患者接受了超声引导下经皮RFA术. 患者年龄

12-83(平均54.6)岁. 因各种原因(如严重肝硬化、

凝血机制障碍和心肺功能不全等)未行手术者

根据超声、CT或MRI等影像学表现及甲胎蛋白

(AFP)加以确诊, 少数仍未明确者实施针刺活检. 
既往曾接受过外科切除者根据影像学、AFP以
及术后病理加以诊断. 患者详细资料见表1. 本组

患者符合下列条件: (1)无同时存在的肝外脏器

转移; (2)病灶数目<7个; (3)患者拒绝手术而选择

RFA; (4)原发性肝癌(HCC)诊断明确; (5)无出血

倾向(PT时间延长< 4 s, 血小板计数>4×1012/L); 
肝功能Child B级以上或经保肝治疗后达到B级
以上(尤其总胆红素<40 mmol/L); 无明显腹水; 
(6)肿瘤能够超声下精确定位; (7)肿瘤远离主要

血管、胆管和空腔脏器至少0.5 cm; (8)单一肿瘤

最大直径<8 cm, 多发肿瘤最大直径<5 cm; (10)身
体状况不适合肝脏外科切除术. 
1.2 方法 治疗采用Electrome 106 HiTT射频治疗

系统(Berchtold. Wir helfen)以及RF2000型射频

治疗系统(Radio Therapeutics Corp.). 前者治疗针

为17G单针电极, 最大输出功率60 W. 后者电极

针为多极特制带鞘针(LeVeen 3515), 最大输出

功率100 W, 展开直径为4.0 cm. 直径<3 cm的肿

瘤2种电极针均可选用, 3 cm以上者采用可张开

式电极, 4 cm以上者应用可张开式电极针实施多

电极、多位点治疗. 
术前根据肿瘤部位和大小给予局麻或持续

硬膜外麻醉(肿瘤较大或过多者可采用全麻). B
超引导下于肋间或肋缘下进针, 注意避开主要

血管和胆管的较大分支. 刺入肿瘤后推出电极

子针, 电极的最佳位置必须保证肿瘤周围0.5-1 
cm正常肝组织完全热凝坏死. 治疗初始功率为

50 W, 间隔l min增加10 W渐至90 W. 当阻抗显著

上升和输出功率自动降至10 W以下时, 1次热凝

或再次热凝结束后拔除电极结束治疗. RFA后第

1天常规检查血常规和肝功能. 
治疗后30-45 d通过CT/MRI及AFP实施第1

次复查, 以评估治疗效果. CT/MRI检查后在消融

灶边缘或内部没有病理性增强定义为肿瘤完全

坏死. 肝内肿瘤较射频前数目增多(新生肿瘤, 数
目≥2个以上)或体积明显增大并存在边缘或内

部增强定义为“快速广泛复发”(即爆发性新生

肿瘤形成和消融灶局部广泛复发). 
926例患者均在术后通过回院复查、电

话和信件等方式进行随访 .  分析10个可能影

响肿瘤射频后快速复发的变量 ,  包括肝功能

Child-Pugh分级、肿瘤数目、大小、部位、生

■研发前沿
射频消融疗效确
切, 但病例选择必
须 谨 慎 ,  对 于 浸
润性生长、位于
肝脏主要血管附
近, 尤其伴有门脉
癌栓者, 最好射频
消融前首先实施
TACE治疗, 以最
大限度减少术后
发生肿瘤快速广
泛复发的风险.
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长方式、A F P值、肿瘤分化程度、有无门脉

癌栓、射频治疗系统类型(或电极针类型)以
及术前有无实施肝动脉化学栓塞(transarterial 
chemoembolization, TACE). 

统计学处理 用χ2检验对所有计数资料进行

统计学处理, 对有统计意义的因素再作多因素

非条件Logistic逐步回归分析, P <0.05为显著相

关. 数据均应用SPSS12.0统计软件进行分析. 

2  结果

874例患者得到有效随访记录. 统计PRFA术后

30-45 d第1次复查时肿瘤的消融情况. 54例患者

术中超声显示病灶完全覆盖, 术后第1次复查发

现肿瘤快速广泛复发或新生, 其中42例术前AFP
高于正常, 术后第1次复查时38例出现AFP值迅

速增加, 4例基本没有变化. 12例术前AFP正常者

术后第1次复查时均未出现升高. 
单因素分析发现, 多发性肿瘤与单发性肿

瘤(P <0.001), 位于门脉分支附近的肿瘤与远离

门脉分支者(P <0.001), 分化程度良好与分化不

良者(P  = 0.008), 浸润性生长的肿瘤与边缘较清

晰者(P = 0.010)相比以及术前存在血管侵袭或

门脉癌栓者(P  = 0.014)均易发生RFA后肿瘤快速

广泛复发. 术前曾接受TACE者与未行TACE者
更常见术后肿瘤广泛快速复发(P  = 0.020, 表2). 
而患者的年龄、性别、大小、射频治疗系统(或
电极针类型)、术前AFP的大小、肝硬化的程度

等指标与术后快速广泛复发未见明显相关性. 
将上述6个变量同时引入非条件Log i s t i c

逐步回归分析模型 ,  筛选出4个R FA后肿瘤

广泛快速复发的危险因素 ,  分别为肿瘤类型

(OR = 2.647, P <0.001)、门脉癌栓(OR  = 1.341, 
P <0.001)、肿瘤部位(OR  = 0.197, P =0.006)和射

频前有无进行TACE(OR  = 1.512, P = 0.042). 其
他均被排除(表3). 

表  1  926例HCC患者的基本资料 (n , %)

     
特征		                 n 			  %

性别

    男                                   728                               78.6

    女                                   198                               21.4

Child-Pugh肝功能分级

    A                                    737                               79.6

    B                                    183                               19.8

    C                                        6                                 0.6

病灶数目

    单个                               539                               58.2

    多个                               387                               41.8

肿瘤生长方式

    浸润性                           308                               33.3

    非浸润性                       614                               66.7

AFP值

    <20 ng/L                        197                               21.3

    >20 ng/L                        729                               78.7

外科手术

    有                                   723                               78.1

    无                                   203                               21.9

术前TACE

    有                                   585                               63.2

    无                                   341                               36.8

表  2  874例肝癌患者射频后快速广泛复发单因素分析结
果 (n , %)

        
指标

                                    快速广泛复发                    
 P

                                             无               有

Child-Pugh肝功能分级

    A                                 678            39                0.093

    B                                 136            15

    C                                     6              0

病灶数目

    单个                            489            18                0.000

    多个                            331            36

AFP 值

    <20 ng/L                     177            12                0.866

    >20 ng/L                     643            42

肿瘤大小

    <3 cm                         589            33                0.216

    3-5 cm                       237            15

    5-8 cm                         48              6

肿瘤类型

    浸润性                         252            26               0.010

    非浸润性                     568            28

门脉癌栓

    无                                712            40                0.014

    有                                108            14

肿瘤部位

    远离主要血管分支       644            22               0.000

    主要血管分支附近       176            32

射频发生器类型

    RF2000                       519            31                0.387

    HITT                            301            23

肿瘤分化程度

    Ⅰ-Ⅱ                            16              0                0.008

    Ⅲ                                618            32

    Ⅳ                                187            22

术前股动脉化学栓塞

    有                                527            26                0.020

    无                                293            28

■相关报道
有关射频消融后
肿瘤快速广泛复
发的报道较少, 有
限的研究显示此
种并发症与门脉
癌栓的存在有关, 
射频消融前TACE
治疗某种程度上
也促进了该并发
症的发生.
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3  讨论

RFA是近年来肝癌治疗的新进展之一, 其较大

并发症的发生率为5%-15%[3-4], 主要包括包膜坏

死、腹腔内出血、包膜下出血、胆囊炎、肝脓

肿以及相邻空腔脏器穿孔等. 近年来, 人们开始

注意到射频后肿瘤的快速广泛复发问题. 
据我们所知, Seki e t a l [5]首次报道了这种

RFA后并发症, 该例患者RFA前接受了TACE. 
作者认为肿瘤术后快速侵袭性复发与肿瘤发

生的生物学特性有关, 肿瘤坏死后细胞间黏附

力减低, TACE则进一步推动了肿瘤细胞的播

散. Ruzzenente et al [6]也报道, 87例伴有肝硬化的

HCC患者中4例(4.59%)实施射频后获得了初始

局部完全坏死, 但治疗后1 mo即发生肝内快速

新生物形成, 证实术前AFP升高以及肿瘤位于门

脉主要分支附近是该并发症的风险因素. 与之

相似, 我们也发现位于主要血管附近的肿瘤实

施RFA后更容易发生肿瘤快速广泛复发(15.4%). 
Ruzzenente将之归因为下列机制: (1)伴有血管侵

袭的肿瘤具有肿瘤内部压力升高的特征. RFA期

间能量的释放可能增加了肿瘤内部的压力, 助
长了肿瘤在血管内的播散[7]. (2)可张开式电极展

开的子针可能推动有迁移能力的肿瘤细胞进入

门脉分支. (3)操作后产生的动静脉瘘可能促进

了肿瘤细胞移动进入门静脉循环[3,8]. 上述推断

建立在应用可张开式电极的基础上, 从我们的

研究来看, 相比可张开式电极, HITT电极在减少

术后肿瘤快速广泛复发方面并无优越之处, 因
此上述第二种机制的推断有待进一步论证. 

本研究还发现血管浸润也与射频后快速广

泛复发有关. 这可能与门脉癌栓患者更容易发

生广泛播散, 在射频治疗前肝内可能已经形成

多个转移的微环境有关, 而RFA可能进一步促成

了肿瘤的爆发性发生. Takada et al [9]也报道了2例
RFA后伴有门静脉血栓形成的快速侵袭性复发

的病例, 并认为治疗后肿瘤周围的不可见卫星

结节仍旧存在活力, 射频治疗后便以1种浸润性

的方式快速生长起来. 由于卫星结节可能来源

于门静脉系统的肝内转移, 先前存在的微转移

灶可能与门脉癌栓有关. 射频的热效应可能增

加了肿瘤的恶性潜力, 造成这种快速进展. 
另外, 从本研究来看, 射频后的广泛快速复

发也与肿瘤的生长方式有关, 浸润性生长者更

易发生, 这可能与RFA未能完整涵盖整个肿瘤边

缘、甚至建立一个安全边缘(一般1 cm以上)有
关, 而术前TACE对肿瘤边缘血管的封堵效应某

种程度上可以弥补这一缺陷, 因此术前实施肝

动脉化学栓塞可能会起到抑制或延迟射频后肿

瘤广泛快速复发的效果. 
事实上 ,  本研究也涉及了该方面的探讨 . 

与Seki et al的结果相反, 本组患者RFA前实施

TACE不仅没有增强肿瘤细胞的传播, 相反由于

化疗药物和碘油的长期作用, 尤其对较小病灶

的摧毁作用和肿瘤周围血管的封闭作用, 射频

后肿瘤更少出现广泛快速复发. 既往有不少学

者[10-12]探讨了TACE对肝癌RFA治疗效果的影

响, 大多数均证实术前TACE对于防止或延缓

肿瘤复发或新生, 延长生存期均有着积极的意

义. 我们认为, 对于肿瘤较大、多发、位于肝门

部等状况下的肝癌患者最好应在RFA前先应用

TACE, 这对于增强消融效果, 防止RFA后肿瘤快

速广泛复发有着重要价值. 
值得一提的是, 本研究的单因素分析发现

肿瘤分化程度及肿瘤数目也与射频后快速广泛

复发有关, 但Logistic回归分析却不支持二者作

为RFA后肿瘤快速广泛复发的独立影响因素. 理
论上讲, 由于分化能力差的肿瘤细胞更容易发

生脱落和血管侵袭, 进而引起肿瘤的爆发性发

生, 但RFA可能尚无力对该过程产生强烈影响. 
另外, 多灶性发生的肿瘤具有更难抑制的发生

表  3  874例肝癌患者射频后快速广泛复发危险因素的Logistic逐步回归分析结果

     
相关因素                     参考估计值            标准误(SE)                   OR                              P                            95%  CI

常数	                   -6.329                     0.398

病灶数目	                        0.581                     0.163                     1.482                     0.064                     1.024-2.532

肿瘤类型                         1.110                     0.186                     2.647                     0.000                     2.002-4.634

门脉癌栓                         0.384                     0.071                     1.341                     0.000                     1.127-1.652

肿瘤部位                         0.548                     0.197                     1.635                     0.006                     1.190-2.642

分化程度                         0.011                     0.365                     1.125                     0.846                     0.497-2.002

术前TACE                       0.412                     0.236                     1.512                     0.042                     1.047-2.029

■创新盘点
本文通过总结874
例原发性肝癌患
者的治疗资料, 探
讨射频消融后肝
内肿瘤快速广泛
复发的发生机制
和影响因素. 
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速度和强度, 该类患者的免疫功能可能较单发

者更为低下, 因而肿瘤细胞的侵袭活性更强. 尽
管多项研究[13-15]证实RFA灶周围表现为免疫活

性提高, 但对于处于影像学显示范围之外的肿

瘤仍然无能为力, 因此RFA后发生肿瘤的广泛

新生可能更取决于肿瘤本身的分子生物学性质, 
而与RFA的实施与否无关. 

总之, RFA后肿瘤快速广泛复发尽管较少

见, 但应引起高度重视. 对于位于主要门脉分支

处、浸润性生长, 尤其已经存在血管侵袭的患

者更应该仔细评估. 最好RFA前实施TACE治疗, 
如此才可能最大限度防止该并发症的发生. 
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Abstract
AIM: To investigate expression of programmed 
cell death 5 (PDCD5) and Fas in hepatocellular 
carcinoma (HCC) tissues and its adjacent tissues 
and liver cirrhosis tissues and thereby to explore 
relationship between PDCD5 and HCC.

METHODS: Protein expression of PDCD5 and 
Fas from 40 HCC and its adjacent tissues (in-
cluding 24 cases of liver cirrhosis, 16 cases of 

chronic liver hepatitis) were analyzed using 
immunohistochemistry. Positive protein expres-
sion rates and intensity of PDCD5 and Fas were 
investigated under microscopy. Statistics were 
analyzed using Kruskal-Wallis H test and Spear-
man’s Rank correlation coefficient. 

RESULTS: There was PDCD5 negative expres-
sion in HCC and raised expression rate in HCC 
adjacent tissues. There were significant differ-
ence in PDCD5 expression among HCC grpup, 
HCC adjacent tissue group and cirrhosis, chron-
ic hepatitis group (χ2 = 46.03, P = 0.000). The 
same significance between HCC and cirrhosis 
or chronic hepatitis was detected for Fas expres-
sion (χ2 = 24.45, P = 0.000). Correlation analysis 
showed that PDCD5 was positively correlated 
with Fas (r = 0.839, P = 0.001). 

CONCLUSION: PDCD5 is an important apopto-
sis-regulating factor in hepatocelluar carcinoma 
pathogenesis. 

Key Words: Apoptosis; Programmed cell death 5; 
Fas; Hepatocelluar carcinoma; Immunohistochem-
istry; Apoptosis-regulating factor

Yu KK, Liu SA, Li WF, Shen B, Lan MD, Lang ZW, 
Cheng J. Elevated expression of PDCD5 and Fas in 
hepatocellular carcinoma and its adjacent tissues. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(16): 1820-1824

摘要
目的: 分析新凋亡促进因子-程序化细胞死亡
分子5(programmed cell death 5, PDCD5)在肝
细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)发生发
展中的作用. 

方法:  用免疫组织化学法( i m m u n o h i s t o-
chemist ry, IHC)检测40例HCC及其癌旁组
织(包括24例肝硬化和16例慢性肝炎)中的
PDCD5和Fas蛋白表达. 用等级资料Kruskal-
Wa l l i s H检验方法进行统计学分析 ,  并用
Spearman's等级资料的相关分析比较PDCD5
和Fas的表达差异. 

结果: PDCD5在肝癌组织中多呈阴性表达, 在

®

■背景资料
程序化细胞死亡
分子5(PDCD5), 
是北京大学人类
疾病基因研究中
心于1998年克隆
得到的新功能基
因, 原名TFAR19.
多 项 研 究 表 明 , 
PDCD5促进多种
细 胞 的 凋 亡 ,  与
多种疾病的发生
发 展 相 关 ,  尤 其
在 肿 瘤 组 织 中
PDCD5表达减弱. 
本文进行肝癌组
织及其癌旁组织
中PDCD5表达变
化 研 究 ,  拟 阐 明
PDCD5在肝癌发
生发展中的作用
及意义. 

■同行评议者
范学工, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科
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癌旁肝组织中表达增加. 肝癌及其癌旁肝硬化
肝炎各组间PDCD5表达具有显著性差异(χ2 = 
46.03, P  = 0.000). Fas在肝癌组织及其癌旁肝
硬化或慢性肝炎组织中的表达分布与PDCD5
相似, 各组间Fas表达有显著性差异(χ2 = 24.45 
P  = 0.000). PDCD5与Fas的相关性分析结果显
示, 两者呈正相关(r  = 0.839, P  = 0.001).

结论: PDCD5是HCC发生、发展过程中的一
个重要凋亡调控因子.

关键词: 凋亡; 程序化细胞死亡分子5; Fas; 肝细胞

癌; 免疫组织化学; 凋亡调控因子
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0  引言

肝细胞肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是
我国发病率及死亡率均较高的恶性肿瘤, 其形

成是一个多因素、多阶段长期相互作用的过

程. 研究表明, 细胞凋亡与肝癌的发生发展密切

相关. PDCD5是具有我国自主知识产权的凋亡

相关新基因, 原名TFAR19(TF-1 cell apoptosis-
related gene 19)[1], 后被国际人类基因命名委员

会建议命名为PDCD5. PDCD5基因定位于染色

体19q12-q13.1, cDNA全长为559 bp, 编码125个
氨基酸. 多项研究表明, PDCD5分子在不同的种

属之间高度保守, 提示他具有重要生物学功能

的基因; PDCD5在人体多种组织中均有表达, 并
促进多种细胞的凋亡. 目前已有报道PDCD5与
多种疾病的发生发展相关[2-4], 尤其在肿瘤组织

中PDCD5表达减弱[5-8], 但尚没有在大量肝炎、

肝硬化及肝癌系列标本中的表达研究. 本文报

道PDCD5和Fas在肝细胞癌及其癌旁组织中的

表达, 通过PDCD5在其中的表达变化及其与Fas
表达相关性分析, 拟阐明PDCD5在肝癌发生发

展中的作用及意义.

1  材料和方法

1.1 材料 2006-2007年北京地坛医院病理科肝癌

组织标本40例, 其中包括高分化肝细胞癌4例; 
中分化肝细胞癌26例; 低分化肝细胞癌10例. 癌
旁组织是指离肝癌组织<1.5 cm的癌周围肝组

织, 本文40例肝癌病例的癌旁组织包括肝硬化24
例、慢性肝炎16例, 所有标本经过HE染色的病

理诊断. 标本以蜡块形式保存, 实验前统一切成4 

μm厚的连续石蜡切片. 小鼠抗人PDCD5 mAb由
北京大学人类疾病基因研究中心提供; 小鼠抗人

Fas mAb购自北京中杉金桥公司; 羊抗兔/鼠通用

IgG-HRP和DAB显色液为DAKO公司产品.
1.2 方法 免疫组织化学实验采用EnVision二步

法, 具体操作步骤如下: 石蜡切片逐级脱蜡入水, 
PBS洗后3%过氧化氢室温孵育10 min以消除内

源性过氧化物酶的活性; PBS洗后用高压修复

法进行抗原修复(PDCD5为pH6.0枸橼酸, Fas为
pH9.0 Tris/EDTA); PBS洗后滴加1∶150稀释的

抗PDCD5 mAb或1∶50稀释的抗Fas抗体, 置湿

盒内4℃孵育过夜; 第2天室温复温30 min并PBS
洗后, 滴加EnVision抗体工作液, 置湿盒内37℃
孵育30 min; PBS洗后滴加新鲜配置的DAB显色

液显色, 自来水冲洗终止显色; 苏木素复染、封

片之后显微镜下判定结果. 以上PBS洗涤均为

5 min×3次; 每次实验设计阳性对照(已知阳性

片)和阴性对照(PBS代替一抗). 每张片子分肿瘤

部分及癌旁组织各随机取5个高倍视野, 每个视

野计数100个细胞, 观察染色强度并计算阳性率. 
结果按阳性细胞百分率(Y)分4级: Y = 0为0; 0<Y
≤25%为1; 25%<Y≤50%为2; Y>50%为3, 按阳

性细胞染色强度(X)分4级: 无染色细胞为0; 淡黄

色为1; 棕黄色为2; 棕褐色为3. 把阳性细胞百分

率Y分数和阳性细胞染色强度X分数相加后得出

阳性积分, 积分0分为阴性(-); 2分为弱阳性(+); 
3-4分为阳性(++); 5-6分为强阳性(+++).

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行数

据分析, 采用等级资料的Kruskal-Wallis H检验进

行显著性分析, 采用Spearman等级相关分析进

行相关性分析.

2  结果

2.1 PDCD5在肝癌及癌旁肝硬化、肝炎组织中

的表达 PDCD5的免疫组化结果显示, PDCD5在
肝癌及癌旁肝硬化、肝炎组织中的肝细胞和部

分浸润的淋巴细胞胞质内(在本文中淋巴细胞

不算在结果之内), 阳性细胞以黄色、棕黄色及

棕褐色细颗粒状均匀着色. PDCD5在肝癌组织

中多呈阴性表达, 在癌旁肝组织中表达增加, 其
中在癌旁肝炎组织中的表达细胞多呈均匀阳性, 
而癌旁肝硬化组织多以假小叶为单位表达, 部
分假小叶为均匀阳性, 而部分假小叶为全阴性. 
肝癌细胞旁不典型性增生细胞(liver cell dyspla-
sia LCD)-目前被认为是一种处于癌前不同演变

阶段的异常增生的细胞群体, 其PDCD5呈点、

■研发前沿
肝细胞凋亡不仅
与肿瘤的发生、

发展有关, 而且与
肿瘤的预后判定
和治疗密切相关. 
PDCD5作为新的
促凋亡因子, 其在
肝细胞凋亡中所
起作用及与其他
凋亡相关基因的
关系、以及能否
作为新的肿瘤治
疗靶点等, 是未来
PDCD5的研究方
向. PDCD5在肝癌
的发病机制和肝
癌生物治疗中的
作用有待阐明.

■相关报道
已有报道PDCD5
在髓性白血病、

卵 巢 癌 、 宫 颈
癌、肾透明细胞
癌和胃癌等肿瘤
组织中表达均明
显下调, 并随肿瘤
的分化程度其表
达递减.
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灶状强表达. 各组织中的PDCD5表达见图1A-C. 
各组织中的PDCD5表达数据见表1. 采用等级资

料的Kruskal-Wallis H秩和检验统计结果表明, 各
组间PDCD5表达具有显著性差异(χ2 = 46.03, P  = 
0.000), 并且, 任意两组间PDCD5表达均有统计

学意义, 其中: 肝癌与肝硬化之间χ2 = 41.19, P  = 
0.000; 肝癌和肝炎之间χ2 = 21.95, P  = 0.000; 肝
硬化和肝炎之间χ2 = 7.76, P <0.005. 以上结果提

示: PDCD5在肿瘤细胞中的表达相较于癌旁组

织明显降低. 进一步分析不同分化程度肝癌组

织中PDCD5表达, 表达阴性率分别为高分化肝

癌75%(3/4); 中分化肝癌88%(23/26); 低分化肝

癌100%(10/10), 显示随着肿瘤组织分化程度的

降低PDCD5的表达也降低, 但没有统计学意义, 
有可能与标本量不多有关.
2.2 Fas在肝癌及癌旁肝硬化、肝炎组织中的表

达 Fas的免疫组化结果显示, Fas在肝癌及癌旁肝

硬化、肝炎组织中的肝细胞和部分浸润的淋巴

细胞细胞膜和胞质内, 以细胞膜表达为主, 阳性

细胞呈现网格状(在本文中淋巴细胞不算在结果

之内). Fas表达的分布特点与PDCD5类似, 癌旁

肝硬化组织以假小叶为单位表达, 部分假小叶

Fas呈比较较匀表达阳性, 部分假小叶Fas表达为

全阴性. 各组织中的Fas表达见图1D-F. 等级资料

的秩和检验统计结果表明, 各组间Fas表达有显

著性差异(χ2 = 24.45 P  = 0.000), 并且, 任一两组

间比较均有统计学意义, 具体结果为: 肝癌和肝

硬化之间χ2 = 22.58, P  = 0.000; 肝癌与肝炎之间

χ2 = 6.86, P  = 0.009; 肝炎和肝硬化之间χ2 = 5.64, 
P  = 0.017(表1).
2.3 PDCD5与Fas的相关性分析 肝癌及癌旁肝硬

化、肝炎组织不同组间PDCD5与Fas表达Spear-

表  1  不同病理组织的肝细胞PDCD5和Fas的表达 (n , %)

     
		                      PDCD5                           			     Fas

	   
n

          阴性          弱阳         阳性          强阳	       阴性             弱阳           阳性             强阳

肝炎	 16        4(25)        2(12)        7(44)        3(19)	     5(31)            5(31)          4(25)          2(13)

肝硬化	 24        1(4)          0            10(42)      13(54)	     3(13)            2(8)          11(46)          8(33)

肿瘤	 40      36(90)        0              3(7)          1(3)	   30(75)            2(5)            5(13)          3(7)

A B C

D E F

图  1  肝癌及其癌旁组织中PDCD5和Fas表达(免疫组化EnVision×400). A: 肝癌组织PDCD5阴性表达(箭头所指肿瘤细胞间浸

润的淋巴细胞); B: 癌旁慢性肝硬化组织PDCD5阳性表达; C: 癌旁LCD细胞PDCD5阳性表达(箭头指向多核LCD细胞); D: 肝

癌Fas阴性表达(箭头所指肿瘤细胞间浸润的淋巴细胞); E: 癌旁肝硬化组织Fas阳性表达; F: 癌旁LCD细胞Fas阳性表达(箭头指

向多核细胞).

■创新盘点
本 研 究 比 较
PDCD5及Fas在
肝癌组织及其癌
旁组织中的表达
变 化 ,  拟 阐 明 肝
癌的发病机制及
PDCD5在其中的
作用. 
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man等级相关分析结果显示, Spearman等级相关

系数为r  = 0.839, P  = 0.001, PDCD5与Fas的表达

之间存在正相关性.

3  讨论

随着人类基因组计划的完成, 目前我国在人类

功能基因研究领域已经从大规模cDNA测序转

向细胞水平的功能研究、疾病相关性研究、相

互作用蛋白的研究及蛋白质组学研究等, 并已

经获得一批具有源头创新的成果. 北京大学人

类疾病基因研究中心重点开展细胞凋亡相关基

因及新细胞因子基因的研究, 其中PDCD5是此

中心克隆和研究的重要新基因[9]. 近几年的研究

资料表明, PDCD5是一个重要的细胞凋亡正调

控基因, 与多种疾病的发生发展相关, 有可能成

为上述疾病的辅助诊断标志或治疗靶点[10].
原发性肝癌为我国常见恶性肿瘤之一, 其

发生发展过程中, 凋亡起着至关重要的作用. 细
胞凋亡与增殖之间的平衡失调, 是引起肿瘤形

成的重要机制之一[11]. 凋亡不足, 清除携带变异

基因的细胞减少并且在持续炎症环境下增生失

调, 可以促使肿瘤的发生; 凋亡过度, 慢性凋亡

的刺激因为引起组织频繁的再生也可诱发肿

瘤; 另外, 肿瘤中免疫细胞凋亡增多也是肿瘤免

疫逃避的机制之一[12-13]. 不同病因造成的肝炎

引起肝细胞不断破坏和肝细胞异常增殖反复发

生, 使肝脏病变由肝炎经肝硬化再向肝癌演变. 
肝癌中的凋亡调控基因研究在阐明发病机制及

寻找治疗靶点中具有重要意义. 目前, 已经清楚

Fas介导的凋亡在急性肝炎病毒的清除、肝炎的

慢性化、纤维化及癌变的发生、发展中起着至

关重要的作用[14-18], Fas介导的细胞凋亡是清除

肿瘤细胞的重要机制. 肝癌细胞上的Fas表达减

少, 或sFas竞争性地与FasL结合, 阻断了Fas/FasL
介导的细胞凋亡, 引起肝细胞凋亡耐受, 导致肝

癌的发生. 我们在本文进行了新的促凋亡因子

PDCD5和Fas在肝癌及其癌旁组织中的表达研

究并进行了两者的比较分析.
我们的实验结果显示, PDCD5与Fas在肝癌

及其癌旁组织中的表达类似, 两者在肝癌细胞

中的表达与其癌旁肝细胞相比, 呈明显减弱甚

至消失, 统计学结果显示两者呈正相关. 本次实

验中同时观察到, 部分肝癌组织中浸润的淋巴

细胞也表达PDCD5和Fas, 有可能PDCD5也参与

肿瘤细胞诱导免疫细胞凋亡而逃避免疫清除. 
在我们的结果中, LCD细胞的PDCD5表达与癌

旁其他肝细胞相比有所不同. 一般, 癌旁肝炎、

肝硬化多为片状阳性或弱阳性表达, 而LCD细

胞上PDCD5阳性细胞数量减少, 但阳性信号增

强, 呈点、灶状强表达. 虽然目前关于癌旁LCD
是否为癌前病变仍有争议, 但至少由HBV病毒

引起的LCD与肝癌的形成有密切关系[19-21]. LCD
细胞显示PDCD5表达降低是否说明, 这些发生

凋亡抑制的LCD细胞最终能发展为肿瘤细胞, 
仍有待进一步证实. 总之, PDCD5有可能与Fas
一样, 在肝炎-肝硬化-肝癌的发展演变中发挥重

要作用.
我们除了进行肝癌及其癌旁组织中的

PDCD5表达研究外, 已进一步进行了PDCD5在
HBV感染后携带者、急性肝炎、慢性炎症、肝

硬化、肝癌患者肝组织中的表达研究(未发表资

料), 这些结果更有可能阐明PDCD5在肿瘤发生

发展中的意义及其肝炎-肝硬化-肝癌演变的机

制. 有关PDCD5在肝细胞中表达下调的机制有

待进一步进行研究.
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本文对临床医师
了解PDCD5的功
能及其病理学意
义有一定意义, 但
学术价值一般.
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Abstract
AIM: To evaluate the therapeutic effects of 
Dachengqi decoction as an adjutant therapy on 
recurrent acute pancreatitis.

METHODS: Fifty patients with recurrent acute 
pancreatitis were randomly divided into control 
group (n = 25) and treatment group (n = 25). 
Control group received routine comprehensive 
treatment only while treatment group received 
additional Dachengqi decoction as an adjutant 
therapy. Clinical manifestations such as the 
acute physiology and chronic health evalua-
tionⅡ(APACHEⅡ) score, serum amylase, ab-
dominal pain on day 1, 3, 5 were assessed and 
analyzed in addition to duration of fasting and 
hospitalization, incidence of complications and 
recurrence rate of 1-year follow-up. 

RESULTS: Compared with the control group, 
(APACHEⅡ) score on day 3 (6.03 ± 0.36 vs 9.07 
± 0.52, P < 0.05) and leukocyte count (10.37 ± 1.22 
× 109 vs 14.91 ± 1.41 × 109, P < 0.05), serum amy-
lase (57 ± 19 vs 101 ± 22, P < 0.05) on day 5 were 
significantly decreased; the time of fasting (6.1 
± 1.1 vs 10.4 ± 1.5, P < 0.05), abdominal pain (3.3 
± 1.2 vs 5.4 ± 1.4, P < 0.05), abdominal distention 

(4.2 ± 2.5 vs 7.1 ± 2.2, P < 0.05) and duration of 
hospitalization (11.6 ± 3.3 vs 19.7 ± 4.2, P < 0.05), 
the incidence of complications (12% vs 24%, P < 
0.05) and relapse rate of one-year follow-up (24% 
vs 52%, P < 0.05) were significantly reduced in 
treatment group.

CONCLUSION: Dachengqi decoction has some 
accessory effect for the patients with recurrent 
acute pancreatitis.

Key Words: Dachengqi decoction; Recurrent at-
tacks acute pancreatitis; Adjutant therapy

Zhao HZ. Curative effect of Dachengqi decoction as 
an adjutant therapy on recurrent acute pancreatitis: an 
analysis of 25 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(16): 1825-1827

摘要
目的: 探讨大承气汤辅助治疗反复发作性急
性胰腺炎的临床疗效. 

方法: 反复发作性胰腺炎患者50例, 随机分成
2组: 治疗组和对照组(n  = 25). 对照组常规综
合对症治疗, 治疗组在常规综合对症治疗的
基础上给予大承气汤辅助治疗. 观察2组患者
治疗第1、3、5天APACHEⅡ评分、血清淀粉
酶、腹痛和腹胀等主要临床症状, 以及禁食和
住院天数、并发症发生率及随访1年复发率. 

结果: 与对照组相比 ,  治疗组治疗后第3天
APACHEⅡ评分、第5天白细胞计数和血清
淀粉酶水平均明显降低(6.03±0.36 vs  9.07±
0.52, 10.37±1.22×109 vs  14.91±1.41×109, 
57±19 vs  101±22, 均P <0.05), 禁食、腹痛、

腹胀及住院天数均明显缩短(6.1±1.1 vs  10.4
±1.5, 3.3±1.2 vs  5.4±1.4, 4.2±2.5 vs  7.1±
2.2, 11.6±3.3 vs  19.7±4.2, 均P <0.05), 并发
症发生率和1年复发率显著降低(12% vs  24%, 
24% vs  52%, 均P <0.05).

结论: 大承气汤对反复发作性急性胰腺炎的
治疗有一定的辅助作用.

关键词: 大承气汤; 反复发作性急性胰腺炎; 辅助治疗

www.wjgnet.com

®

■背景资料
急性胰腺炎是临
床常见的急腹症
之一, 随着急性胰
腺炎发病率的逐
年上升, 对急性胰
腺炎尤其是重症
急性胰腺炎的治
疗也就成为临床
医师的研究热点.

■同行评议者
许玲, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学长征
医院中医科
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0  引言

急性复发性胰腺炎是指急性胰腺炎反复发作, 
而每次发作缓解后不遗留胰腺功能或组织学改

变的胰腺炎症. 该病具有反复发作、无明确影

像学改变特点, 且一般每次发作时间较短, 能完

全恢复, 缓解期胰功能试验正常[1-2]. 由于该病的

发病机制尚未完全阐明, 故治疗方法仍有待于

探索. 我们早期应用大承气汤辅助治疗反复发

作性急性胰腺炎取得良好疗效, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 病例选自我院2003-10/2007-04收治的经

临床确诊为反复发作性急性胰腺炎[1]的患者50
例, 其中男性35例, 女性15例, 年龄21-72(平均54
±22)岁, APACHEⅡ评分8-12分, 其中胆源性27
例, 酒精性17例, 不明原因6例.
1.2 方法 50例患者按照简单随机抽样法分为治

疗组(n  = 25)和对照组(n  = 25). 两组患者性别、

年龄、病因及入院时APACHEⅡ评分等一般临

床情况无显著性差异, 具有可比性. 所有患者入

院后均给予常规综合对症治疗, 包括禁食、胃

肠减压、抑制胰酶分泌, 解痉止痛, 维持水电解

质平衡、补充血容量、全静脉营养、抗炎等; 
治疗组: 在上述的基础上, 给予大承气汤100 mL
胃管注入, 3 次/d; 同时给予大承气汤100 mL保
留灌肠, 1-2 次/d; 连续用4 wk. 观察两组患者治

疗第1、3、5天APACHEⅡ评分、血清淀粉酶、

血尿素氮、血钙、血糖的变化、腹痛、腹胀等

主要临床症状改善情况及禁食和住院天数、并

发症发生率及随访1年复发率. 
统计学处理 所有数据均采用mean±SD表

示, 用SPSS12.0统计软件进行统计学分析, 计量

资料用t检验或t '检验, 计数资料用χ2检验或校正

χ2检验, P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 两组患者治疗前后APACHE Ⅱ评分比较 两
组患者第1天APACHEⅡ评分比较, 无显著性差

异. 对照组治疗后第5天APACHEⅡ评分明显低

于第1天; 治疗组第3天和第5天APACHEⅡ评分

均显著降低(P <0.05). 与对照组相比, 治疗组第3
天APACHEⅡ评分下降更为明显(P <0.05, 表1).
2.2 两组患者治疗过程中实验室检查指标的比
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较 与第1天相比, 各组患者治疗后第3天和第5天
血清淀粉酶、血尿素氮、血糖和白细胞计数明

显降低(P <0.05), 血钙升高(P <0.05); 与对照组相

比, 治疗组治疗后第5天白细胞计数和血清淀粉

酶明显下降(P <0.05, 表2).
2.3 两组治疗后疗效比较 与对照组相比, 治疗组

患者经大承气汤辅助治疗后, 禁食、腹痛、腹

胀及住院天数均明显缩短(P <0.05), 并发症(休
克、ARDS、肾衰、胰性脑病及上消化道出血

等)发生率和1年复发率显著降低(P <0.05), 差异

具有统计学意义(表3).

3  讨论

急性胰腺炎反复发作的发病机制至今未能完全

阐明, 一般认为, 高脂血症、胆道结石、酗酒是

引起急性胰腺炎反复发作的重要诱因, 而胆道

水肿、梗阻和感染是引起胰腺炎反复发作的直

接重要原因[1-4], 除传统的胰酶在胰腺内被激活, 
引起自身消化外, 胰腺缺血再灌注后自由基水

平升高, 钙离子向细胞内流动, 多种细胞因子、

血管活性物质对胰腺细胞的损伤等均参与了该

病的发生、发展[5-7]. 促进肠道正常蠕动, 消除

腹胀, 减轻肠道瘀积, 增加肠道黏膜的抵抗力, 
减少肠道细菌移位, 保证胆汁、胰液的引流通

畅, 控制肠道、胆道炎症及防止并发症等, 已成

为治疗急性胰腺炎的重要措施. 大承气汤以大

黄、厚朴、枳实、芒硝为主药, 为疏肝利胆、

活血化瘀之中药, 可有利于十二指肠炎症、水

肿的消退, 促进细小结石和胆汁胰液的排除, 降
低胰胆管内压[8-9]; 除了能抑制胰酶的分泌外, 还
具有导泻的作用, 可提高肠道跨膜电位, 兴奋胃

肠道平滑肌, 促进胃肠蠕动, 解除肠麻痹, 达到

清除肠道内毒素和腐败物质的作用. 胰腺炎反

复发作时, 肠道屏障功能受损导致肠道内毒素

的移位, 成为全身炎症介质和细胞因子大量表

达、释放的始动因素, 从而诱发全身炎症反应, 
严重者可导多脏器功能不全[10]. 而大承气汤可

降低内毒素所致的肠黏膜通透性增高, 保护肠

黏膜屏障功能, 抑制肠道细菌移位维持肠道菌
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■研发前沿
急性胰腺炎反复
发作的发病机制
及中西医联合治
疗的研究是目前
研究热点. 中西医
结合治疗重症急
性胰腺炎可使病
情较快控制, 症状
较快缓解, 住院天
数明显缩短. 中西
医结合治疗方法
亟待进一步深入
研究及统一.

表  1  两组患者治疗前后APACHEⅡ评分比较 (n  = 25)

     
分组	         第1天	                第3天	        第5天

治疗组	 10.32±1.01      6.03±0.36ac      5.59±0.23a

对照组	 10.41±1.05      9.07±0.52        6.01±0.25a

aP<0.05 vs  第1天; cP<0.05 vs  对照组.

■应用要点
大承气汤可降低
内毒素所致的肠
黏膜通透性增高, 
保护肠黏膜屏障
功能, 抑制肠道细
菌移位维持肠道
菌 群 平 衡 ,  避 免
胰腺感染, 改善预
后.
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群平衡, 对抗肠源性感染导致的“二次打击”, 
通过促进肠运动, 能防治细菌移位, 避免胰腺感

染, 改善预后[11-12]. 我们通过临床观察发现,使用

大承气汤辅助治疗的反复发作性急性胰腺炎患

者后, 其APACHEⅡ评分下降速度较传统治疗

快, 提示大承气汤辅助治疗可使患者病情严重

程度迅速降低; 通过观察其治疗过程中的各项

实验室指标后发现, 与传统治疗组相比, 大承气

汤辅助治疗后第5天白细胞计数和血清淀粉酶

下降更为明显, 进一步证明了大承气汤辅助治

疗的有效性; 此外, 患者经大承气汤辅助治疗后, 
禁食、腹痛、腹胀及住院天数均明显缩短, 并
发症发生率和1年复发率也显著降低, 说明大承

气汤对反复发作性急性胰腺炎的治疗确实有一

定的辅助作用, 对降低其复发率、改善预后有

重要价值.
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■同行评价
本研究具有一定
的临床参考价值,
但学术价值一般.

表  2  两组血清淀粉酶、血尿素氮、血钙、血糖和白细胞计数的比较 (n  = 25)

     
分组	                血清淀粉酶(U/L)        血尿素氮(mmol/L)       血钙(mmol/L)               血糖(mmol/L)              白细胞(×109)

治疗组	 第1天	 538±143		 19.67±3.07	 1.41±0.23	 16.65±2.14	 23.29±3.27

	 第3天	 302±142a	 11.32±2.53a	 1.51±0.23a	 13.59±1.9a	 17.67±3.19a

	 第5天	   57±19ac		   6.41±1.93a	 1.99±0.15a	   7.42±2.0a	 10.37±1.22ac

对照组	 第1天	 542±191		 18.70±2.20	 1.50±0.30	 17.05±2.02	 22.05±2.70

	 第3天	 323±151a	 11.35±3.50a	 1.61±0.24a	 14.10±1.2a	 17.91±4.15a

	 第5天	 101±22a		    7.12±2.01a	 2.00±0.11a	   7.34±1.60a	 14.91±1.41a

aP<0.05 vs  第1天; cP<0.05 vs  对照组(第1、3、5天).

表  3  两组治疗后疗效比较 (n  = 25)

     
分组	      禁食(d)        并发症发生率(%)        住院天数(d)        1年复发率(%)          腹痛(d)              腹胀(d)

治疗组	   6.1±1.1a            3(12)a                  11.6±3.3a               6(24)a             3.3±1.2a        4.2±2.5a

对照组	 10.4±1.5             6(24)                   19.7±4.2              13(52)	             5.4±1.4         7.1±2.2

aP<0.05 vs  对照组.
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Abstract
AIM: T o d e t e r m i n e e x p r e s s i o n l e v e l o f 
chemokine receptor 7 (CCR7) and explore its 
role in colorectal tumor pathogenesis.

METHODS: Immunohistochemistry was used to 
detect CCR7 protein in specimens. Expression of 
CCR7 mRNA was determined using reverse tran-
scription PCR (RT-PCR). And Western blotting was 
used to detect CCR7 protein in colon cancer cells.

RESULTS: CCR7 mRNA expression was 
found in 45 colorectal cancer specimens and 12 
cancer-adjacent normal tissues (χ2 = 34.44, P < 
0.01). CCR7 protein expression was found in 
34 colorectal cancer specimens and 6 cancer-
adjacent normal tissues (χ2 = 28.51, P < 0.01). 
CCR7 mRNA and protein were expressed high-
ly in colon cancer cell line SW-480, but lowly in 
HT-29.

CONCLUSION: CCR7 is involved in colorectal 
cancer pathogenesis and its expression in metas-
tasis.

Key Words: Colorectal cancer; Chemokine receptor; 
Chemokine receptor 7; Pathogenesy

Zhang YX, Zhao CH, Zhang HP. Aberrant expression of 
chemokine receptor 7 in colorectal cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(16): 1828-1831

摘要
目的: 检测趋化因子受体CCR7在结直肠癌中的
表达状态, 探讨CCR7在结直肠癌发病中的作用. 

方法: 采用免疫组化检测标本中CCR7蛋白表
达, 逆转录PCR(RT-PCR)检测CCR7 mRNA表
达, Western blotting检测结肠癌细胞CCR7蛋
白表达. 

结果: 45例结直肠癌组织标本检出C C R7 
mRNA表达, 而其相应的癌旁组织中12例检出
(χ2 = 34.44, P <0.01). 34例结直肠癌组织标本
检出CCR7蛋白表达, 其相应的癌旁组织中, 则
有6例检出 (χ2 = 28.51, P <0.01). 结肠癌细胞
SW-480中CCR7 mRNA和蛋白表达显著, 而在
HT-29中表达较弱.

结论: CCR7参与结直肠癌的发病过程, 其表
达与结直肠癌转移有关. 

关键词: 结直肠癌; 趋化因子受体; CCR7; 转移

张义侠, 赵成海, 张海鹏. 趋化因子受体CCR7在结直肠癌中的异

常表达.  世界华人消化杂志  2008; 16(16): 1828-1831
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0  引言

趋化因子受体是7次跨膜受体, 其家族根据氨基

酸序列可分为4种类型, 即CR, CCR, CXCR和

CX3CR. 由于白细胞表面能够表达趋化因子受

体, 因此在趋化因子的作用下, 白细胞可发生定

向的趋化运动, 参与炎症的发展过程. 近些年研

究发现, 肿瘤细胞表面可表达趋化因子受体. 这

®

■背景资料
近年研究发现, 肿
瘤细胞表面可表
达趋化因子受体. 
肿瘤细胞在部分
趋化物质的作用
下, 可出现定向的
趋化运动, 并导致
肿瘤出现转移.

■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
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些肿瘤细胞在部分趋化物质的作用下, 可出现

定向的趋化运动, 并导致肿瘤出现转移. 目前研

究显示趋化因子受体CXCR4[1-4]和CCR7[5-8]在多

种肿瘤中存在过度表达, 表明这些趋化因子受

体参与了肿瘤的发生发展过程[9]. 本文对结直肠

癌中CCR7的表达情况进行检测, 并对其与结直

肠癌临床特征之间的相关性进行分析, 以探讨

CCR7在结直肠癌发病机制中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 结直肠癌及相应的癌旁正常组织标本

各64例, 均来自于中国医科大学附属第一医院. 
标本获取后即冷冻于液氮之中, 并保存在-80℃
条件下备用. 采用HE染色确定肿瘤标本主要由

肿瘤组织构成, 癌旁正常组织没有肿瘤细胞浸

润. 人类结肠癌细胞系SW-480和HT-29购自于

南京凯基(KeyGen)生物科技发展公司, 培养于

RPMI 1640培养基中, 其中含有100 mL/L胎牛血

清, 青霉素 (1×105 IU/L)及链霉素(100 mg/L), 于
37℃下置于含有50 mL/L CO2的培养箱中.
1.2 方法 
1.2.1 RNA提取和逆转录PCR反应: 采用RNAiso
试剂(TaKaRa公司)进行RNA提取, 具体步骤参

照其说明书进行. 采用随机9引物和AMV逆转录

酶进行逆转录反应. 反应体系共10 μL, 逆转录反

应条件: 30℃ 10 min; 42℃ 25 min; 99℃ 5 min; 
5℃ 5 min, 共1个循环. PCR总反应体系40 μL, 反
应条件为: 94℃ 2 min, 1个循环. 94℃ 30 s; 60℃ 
30 s; 72℃ 2 min, 共30个循环. CCR7基因引物序

列参照文献[10].
1.2.2 免疫组化染色: 冰冻切片在室温下风扇吹

干. 采用40 g/L多聚甲醛固定30 min. 3% H2O2 1
份加纯甲醇50份混合, 室温浸泡30 min, 以灭活

内源性过氧化物酶. 滴加50 g/L BSA封闭液, 室
温下20 min. 滴加多克隆CCR7抗体(武汉博士得

公司), 20℃下2 h. 滴加生物素化山羊抗小鼠IgG, 
20-37℃下20 min. 滴加试剂SABC, 20-37℃下20 
min.  DAB显色, 苏木素轻度复染, 脱水, 透明, 封
片, 显微镜观察.
1.2.3 Western blot: 使用裂解液裂解细胞, 收集

样品蛋白. 取蛋白20 μg, 加入适量浓缩的SDS-
PAGE蛋白上样缓冲液, 沸水浴加热3-5 min, 以
充分变性蛋白. 冷却到室温后, 把蛋白样品直接

上样到SDS-PAGE胶加样孔内, 进行凝胶电泳. 
常规转膜. 将膜洗涤后, 用真空泵吸净洗涤液. 
加入封闭液, 4℃过夜. 按1∶1000稀释CCR7多

克隆抗体. 用真空泵吸净封闭液, 加入一抗. 4℃
孵育过夜. 按1∶1000稀释加辣根过氧化物酶标

记兔抗羊Ⅱ抗. 吸净洗涤液以后, 加入二抗, 4℃
孵育1 h. 

统计学处理 肿瘤组织与瘤旁正常组织之间

比较采用卡方检验, CCR7蛋白表达与患者临床

病理特征之间的相关性采用Fisher's exact检验分

析. P <0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 CCR7在结直肠癌及癌旁正常组织标本中的

表达 采用RT-PCR技术对肿瘤标本和癌旁正常

组织标本CCR7 mRNA表达情况进行检测, 在
64例结直肠癌组织标本中, 有45例(70.3%)检出

CCR7 mRNA表达. 在其相应的癌旁组织中, 则
有12例(18.8%)检出CCR7 mRNA表达, 两者差异

显著(χ2 = 34.44, P <0.01). 采用免疫组织化学技

术对肿瘤标本和癌旁正常组织标本CCR7蛋白

表达情况进行检测, 显示在64例结直肠癌组织

标本中, 有34例(53.1%)检出CCR7蛋白表达. 在
其相应的癌旁组织中, 则有6例(9.4%)检出CCR7
蛋白表达, 两者差异显著(χ2 = 28.51, P <0.01).
2.2 CCR7蛋白表达与结直肠癌临床病理特征之

间的相关性 采用Fisher's检验, 我们对CCR7表达

与结直肠癌患者的临床病理特征之间的相关性

进行分析. 按诊断时年龄进行年龄分组: 大于50
岁, 小于等于50岁; 肿瘤大小以直径大于3 cm, ≤
3 cm. 淋巴结转移状况按是否有转移进行分组. 
在肿瘤分期上, T1和T2分为一组, T3和T4分为一

组. 结果显示, CCR7表达与患者年龄、性别、肿

瘤大小均无相关性, 而与肿瘤分期(P  = 0.01)、
淋巴结转移情况(P  = 0.01)具有相关性(表1).
2.3 CCR7在结肠癌细胞系中的表达 采用RT-
PCR技术对结肠癌细胞系SW-480和HT-29 CCR7 
mRNA表达情况进行检测. 结果显示在SW-480
中CCR7 mRNA表达显著, 而在HT-29表达较弱

(图1A). 采用Western blot技术对结肠癌细胞系

SW-480和HT-29 CCR7蛋白表达情况进行检测. 
结果显示在SW-480中CCR7蛋白表达显著, 而在

HT-29表达较弱(图1B). CCR7蛋白表达结果与

mRNA表达结果一致.

3  讨论

结直肠癌是人类常见的肿瘤之一, 在西方国家

一直具有较高的发病率和致死率. 结直肠癌的

发病主要与环境因素和遗传因素有关. 低叶酸

■创新盘点
本文检测结直肠
癌中CCR7的表达
情况, 并对其与结
直肠癌临床特征
之间的相关性进
行了分析. 
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盐、低蔬菜、高脂、高红肉饮食、吸烟、饮酒

及缺乏运动等都是结直肠癌的风险因素. 近几

年来, 随着研究的深入, 目前普遍认为绝大多数

结直肠癌由腺瘤转化而来. 在腺瘤形成及向结

直肠癌转化的过程中, 涉及到多重基因突变或

表达改变, 其中包括抑癌基因失活和原癌基因

激活等. 这些基因表达改变导致细胞增殖过度

和凋亡减弱, 从而导致细胞出现失控性生长. 同
时在研究中发现, 这些肿瘤细胞表面常常出现

了部分趋化因子受体的过度表达, 提示这些趋

化因子受体参与结直肠癌的发生发展过程. 
趋化因子受体家族根据氨基酸序列可分

为4种类型, 即CR, CCR, CXCR和CX3CR. 白细

胞对某种特殊趋化因子的反应能力依赖于其

细胞表面所表达的趋化因子受体. 在趋化因子

受体作用下, 白细胞向趋化因子所在部位进行

运动, 参与炎症的发展过程. 近些年研究发现, 
肿瘤细胞表面亦可表达趋化因子受体, 这些受

体包括CXCR4[9-12]、CCR7[13]、CXCR3[14-15]、

CCR10[16]、CCR9[17-18]、CCR4[19]和CCR3[20]等. 
其中CXCR4的研究最为广泛, 其已被发现参与

20多种肿瘤的发病过程. 研究显示CCL21(CCR7
配体)和CXCL12(CXCR4配体)在淋巴结、肺和

肝脏等组织中高度表达, 故表达CCR7和CXCR4
的肿瘤常常转移到这些部位. 

由于趋化因子受体在结直肠癌发病中的作

用, 目前仍缺乏足够的研究. 我们对CCR7在结

直肠癌中的表达情况进行研究. RT-PCR检测结

果显示在64例结直肠癌组织标本中, 70.3%检出

CCR7 mRNA表达. 而在其相应的癌旁组织中, 
则有18.8%检出CCR7 mRNA表达. CCR7在结直

肠癌组织中的表达频率显著高于癌旁正常组织. 
免疫组织化学检测结果显示在64例结直肠癌组

织标本中, 有53.1%检出CCR7蛋白表达. 在其相

应的癌旁组织中, 则只有9.4%检出CCR7蛋白表

达, 两者差异亦显著. 在对结肠癌细胞系的检测

中亦发现存在CCR7表达. 以上结果提示CCR7
参与了结直肠癌的发病过程. 采用Fisher's检验, 
我们对CCR7表达与结直肠癌患者的临床病理

特征之间的相关性进行分析. 结果显示, CCR7
表达与患者年龄、性别、肿瘤大小均无相关性, 
而与肿瘤分期和淋巴结转移情况具有明显相关

性. 结果提示CCR7在结直肠癌中的表达参与其

转移过程. 

4      参考文献
1	 Kodama J, Hasengaowa, Seki N, Kusumoto T, 

Hiramatsu Y. Expression of the CXCR4 and CCR7 
chemokine receptors in human endometrial cancer. 
Eur J Gynaecol Oncol 2007; 28: 370-375

2	 Zeelenberg IS, Ruuls-Van Stalle L, Roos E. The 
chemokine receptor CXCR4 is required for 
outgrowth of colon carcinoma micrometastases. 
Cancer Res 2003; 63: 3833-3839 

3	 Yasumoto K, Koizumi K, Kawashima A, Saitoh 
Y, Arita Y, Shinohara K, Minami T, Nakayama 
T, Sakurai H, Takahashi Y, Yoshie O, Saiki I. 
Role of the CXCL12/CXCR4 axis in peritoneal 
carcinomatosis of gastric cancer. Cancer Res 2006; 
66: 2181-2187

4	 Pan J, Mestas J, Burdick MD, Phillips RJ, Thomas 
GV, Reckamp K, Belperio JA, Strieter RM. Stromal 
derived factor-1 (SDF-1/CXCL12) and CXCR4 in 
renal cell carcinoma metastasis. Mol Cancer 2006; 5: 
56  

5	 Ishigami S, Natsugoe S, Nakajo A, Tokuda K, 
Uenosono Y, Arigami T, Matsumoto M, Okumura 
H, Hokita S, Aikou T. Prognostic value of CCR7 
expression in gastric cancer. Hepatogastroenterology 
2007; 54: 1025-1028

6	 Mashino K, Sadanaga N, Yamaguchi H, Tanaka F, 
Ohta M, Shibuta K, Inoue H, Mori M. Expression of 
chemokine receptor CCR7 is associated with lymph 
node metastasis of gastric carcinoma. Cancer Res 
2002; 62: 2937-2941

7	 Wilson JL, Burchell J, Grimshaw MJ. Endothelins 
induce CCR7 expression by breast tumor cells 
via endothelin receptor A and hypoxia-inducible 

■应用要点
本研究提示CCR7
在结直肠癌发生
及转移中起到一
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