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Abstract
Although a variety of therapeutic methods, 
including surgery, chemoembolization via hepatic 
artery or portal vein, ablation and radiotherapy, 
play a key role respectively in combinated 
treatment of hepatoma, there are still some 
difficulties in the management of this malignant 
tumor. It may lead to a disastrous result if we 
only focus on the stage of tumor without paying 
attention to liver functional reserve. Therefore, in 
order to improve the therapeutic effects, we need 
to utilize the advantages of individual method 
according to the stage and liver functional reserve 
of different patients. 

Key Words: Hepatoma; Therapy; Comprehensive 
treatment

Guo WH, Zhang JX. Current status on comprehensive 
treatment of hepatoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
肝癌的各种治疗手段(如外科治疗、肝动脉
/门静脉化疗栓塞术、消融治疗和放射治疗
等), 依据各自特点及疗效在治疗中综合运用, 
使肝癌的临床疗效有了明显提高. 然而肝癌的
治疗仍然是临床治疗的难点, 如何合理应用各
种综合治疗手段仍然存在一定的争议. 对肝癌
的治疗, 单一从病程而忽视肝脏本身的功能储
备来制定肝癌的治疗策略可能给患者带来严
重的不利影响, 仅通过单一治疗手段来治疗肝
癌也必然影响患者的疗效. 充分评价肝癌患者
的病程以及肝脏的储备功能, 优化各种治疗手
段进行综合治疗是肝癌治疗发展趋势.  

关键词: 肝癌; 治疗; 综合治疗
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0  引言

肝癌是严重威胁人类健康的恶性肿瘤之一, 由
于起病隐匿、进展迅速, 临床治疗效果仍然较

差. 目前, 由于技术的进步特别是影像技术的提

高, 肝癌的临床诊断并不困难, 但临床发现的大

多数病例仍然属于中晚期, 未能早期发现是肝

癌治疗效果差的最主要的原因. 针对恶性实体

肿瘤的各种治疗手段包括外科治疗、肝动脉/门
静脉化疗栓塞术、消融治疗及放射治疗等均有

一定的效果, 利用各种治疗手段对肝癌患者进

行综合治疗是目前肝癌治疗的趋势.

1  外科治疗

肝癌的外科治疗包括部分肝切除和肝移植, 毫
无疑问, 部分肝切除仍然是目前对肝癌患者进

行治疗时首先考虑的治疗方案, 也是获得肝癌

较长期生存的最重要的治疗手段. 由于卫生水

平的提高及一级预防意识的增强, 通过甲胎蛋

www.wjgnet.com
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■背景资料
由于发生、发展
的特点, 肝癌的临
床治疗效果仍然
不满意, 众多的研
究者试图应用各
种治疗手段以期
提高肝癌的治疗
效果. 目前已达成
的共识是充分利
用各种治疗手段
的优势对肝癌患
者进行综合治疗, 
但如何搭配各种
治疗方法以及先
后顺序仍有一定
的争议. 

■同行评议者
党双锁 ,  副教授 , 
西安交通大学第
二医院感染科



白(AFP)及B超、CT、MRI等影像诊断技术, 临
床上发现越来越多的小肝癌患者. 对小肝癌患

者, 通过外科切除, 患者5年生存率可达到50%
以上[1-2]. 即使合并有肝硬化的患者, 通过局部切

除替代规则性的肝叶切除, 可大大提高手术切

除率, 降低手术死亡率, 可以取得与规则性外科

切除相仿的治疗效果. 大肝癌往往代表病程较

晚, 肝内扩散、远处转移机会增加, 对重要的血

管如门静脉、肝静脉及下腔静脉压迫或浸润破

坏可能性增加, 以及肝切除时癌旁肝组织切除

较多, 因此大肝癌的切除率明显下降, 手术风险

提高, 5年生存率也明显的下降. 但外科切除仍然

是大肝癌治疗的重要手段, 只要患者一般情况良

好, 无明显心、肺、肾功能损害, 肝脏肿瘤局限

于半肝或3个肝叶范围之内, 健侧肝叶有明显的

代偿性增大, 肝功能正常, 或轻度损害(对Child B
级病例, 应考虑到残肝量的多少)及无肝内外转

移[3], 都应该积极进行外科切除肝癌. 即使大肝

癌初次切除较困难的患者采用多种疗法缩小后

再切除的5年生存率为64.7%[4], 疗效和小肝癌 
相仿. 

在我国, 由于绝大多数肝癌患者都有肝炎

特别是乙型肝炎感染背景, 许多肝癌患者合并

有不同程度的肝硬化、门静脉高压及脾功能

亢进, 由此影响外科切除率, 增加了外科手术

的风险. 但肝硬化门脉高压并非外科切除肝癌

的绝对禁忌证[5], Kawano et al [6]对合并食道胃

底静脉曲张行肝癌切除的患者进行回顾性分

析发现, 合并食道胃底静脉搏曲张的肝癌患者

的肝癌细胞分化更高, 门静脉侵犯率低, 肝功

能储备差 ,  肝切除范围更小 .  5年生存率有食

道胃底静脉曲张的患者较无曲张的患者更高

(70.1% vs  47.5%, P  = 0.045). 因此认为对于合

并食道胃底静脉曲张的局部肝癌(Ch i ld-Pugh 
A/B)患者首选局部肝切除. Poon et al [7]研究合

并肝硬化的肝癌患者的外科治疗 ,  认为只要

肿瘤位于局部 ,  肝功能储备良好便可进行肝

切除 ,  切除范围可达4个肝段 .  尽管手术时间

更长、出血更多 ,  但术后生存时间和小范围

的肝切除(小于或等于2段)相似 .  脾功能亢进

血小板减少使患者手术出血的风险增加 ,  部
分患者出现明显的皮肤瘀点、瘀斑、鼻衄等

表现, 一般认为是外科手术的禁忌证. 陈孝平  
et al [8]研究认为部分肝癌合并肝硬化、脾功能亢

进而致的WBC和PLT减少的患者, 有些病例肝功

能储备良好, 完全可以耐受肝切除联合脾切术. 
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与不同时切脾组相比, 其并发症发生率分别为

16.0%和14.5%, 差异无统计学意义, 而术后5年
无瘤生存率明显高于不切脾组. 表明该切除方

法治疗肝癌合并肝硬化脾功能亢进, 不仅安全,
而且可提高疗效. 

腹腔镜辅助外科技术是微创外科的重要手

段, 腹腔镜下肝癌切除有出血少、住院时间短

的优点. 以往主要局限用于直径小于5 cm的病

灶, 而且位于肝脏的周边位置(2-6段)[9]. 詹晓静 
et al [10]根据左肝组织相对较薄、血管位置相对

表浅、固定, 手术难度相对低的特点, 应用手助

装置辅助下对肝左叶癌进行切除获得成功, 将
肝脏肿瘤的部位为左外叶或以左外叶为主但未

超过左半肝, 肝肿瘤>5 cm, 但<15 cm作为腹腔

镜大肝癌切除的良好适应症. 因为超过15 cm的

特大肿瘤加上辅助手, 往往造成无手术操作空

间. 相信腹腔镜下肝癌切除病例的选择会越来

越广, 但鉴于恶性肿瘤手术要求, 腹腔镜下肝癌

切除远期疗效还需进一步观察. 
肝移植是除部分肝切除外的另一种可治愈

肝癌的治疗技术, 是终末期肝病唯一可选择的

治愈手段. 早期对肝癌患者行原位肝移植由于术

后复发时间短、5年生存率仅约18%-40%[11], 给
肝移植的临床应用带来负面的影响. 根据1996年
制定的米兰标准选择病例进行肝移植(即单一肿

瘤直径≤5 cm或多发肿瘤不多于3个, 每个肿瘤

直径≤3 cm), 总的4年生存率是85%, 而超出这

一选择标准进行肝移植为50%, 两组数据差别有

明显的统计学意义[12]. 国内对肝癌直径≤5 cm的

肝癌进行肝移植, 5年生存率为61.5%[13]. 目前对

肝癌患者进行肝移植的病例选择仍有许多是超

出米兰标准的, 并取得一定的治疗效果, 甚至对

于大肝癌, 也取得较外科肝切除更好的疗效[14]. 
大肝癌进行肝移植的疗效主要表现在无瘤生存

上, 但在生存期上能否较其他治疗手段更有效

还需要进一步观察. 目前争论的焦点主要是对

于能进行外科切除的肝癌, 是进行肝移植治疗

还是先行外科切除肝癌. 文献报道肝癌肝移植

的疗效较外科切除要好[15], 但由于供肝困难、

易发生肝内复发、巨额医疗费用以及应用免疫

抑制剂造成的机会感染等不利因素, 大多数学

者接受对于能进行肝切除的肝癌先进行肝切除, 
通过术后的严密随访来早期发现肝内复发病灶. 
由于新发现的肝内小的复发病灶, 还可进行再

次手术切除, 如切除复发癌灶有困难的, 再接受

肝移植, 可取得和初次诊断肝癌既行肝移植相
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■研发前沿
治疗肝癌的主要
手段都达到了一
定的治疗效果, 使
一部分患者明显
受益. 在不断深入
研究各种治疗方
法的同时, 强调肝
癌的综合治疗是
肝癌治疗的主要
趋势.
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似的治疗效果[15]. 也就是说, 对于能够切除的肝

癌, 把外科切除作为一线治疗, 而把肝移植作为

二线治疗方案, 这种治疗模式能够显著地延期

长患者的生存期.

2  肝动脉/门静脉化疗栓塞术

由于肝癌发病的特点, 临床上发现的病例大多

不能进行肝脏外科治疗, 肝动脉/门静脉化疗栓

塞是应用最多的治疗技术, 即使患者经过肝癌

切除, 肝动脉/门静脉化疗栓塞仍然是预防肿瘤

复发的最主要的有效治疗方法[16-17]. 肝动脉/门
静脉化疗栓塞术有开腹途径和介入途径. 开腹

进行肝动脉/门静脉插管化疗栓塞术创伤大, 而
且由于定位不准确以及术中不能发现患者可能

存在的肿瘤异常供应血管、可能存在的动-静脉

瘘/动-门静脉瘘、费用大等缺点, 现已不把开腹

肝动脉/门静脉插管化疗栓塞术作为肝癌患者常

用的治疗方法. 仅在进行肝癌切除后为预防肝

癌复发转移而在术中置肝动脉/门静脉插管, 以
备术中术后进行化疗和/或栓塞. 

介入肝动脉插管化疗栓塞术(transarter ial 
chemoembolization, TACE)技术操作简单, 对患

者创伤小, 是肝癌患者姑息治疗及术前、术后

辅助治疗的有效手段[18]. 通过DSA造影及X线监

视下进行操作, 具有定位准确的特点, 同时可以

发现可能存在的异常血管及动-静脉瘘/动-门静

脉瘘. 同时由于在X线监视下注入药物和栓塞剂, 
可避免栓塞剂异位栓塞引起的严重并发症而又

能达到最大的栓塞效果. 对能进行手术切除的大

肝癌, 由于介入肝动脉栓塞会增加肝脏的脆性, 
引起术中出血增多, 以及对患者总的生存无影

响, 大多数学者认为对能手术切除的大肝癌不宜

进行术前肝动脉化疗栓塞术, 这和其他恶性肿瘤

建议进行术前新辅助化/放疗明显不同. 介入治

疗对肝癌切除有帮助体现在肝癌Ⅱ期切除及肝

硬化脾功能亢进引起的血三系减少上, 通过介入

肝动脉插管化疗栓塞术可使肝癌缩小, 肝组织增

生, 提高了肝癌的切除率[19]. 对肝癌合并脾功能

亢进的患者, 同时进行肝癌切除及脾切除手术

创伤大, 我们的做法是先进行肝动脉化疗栓塞

术加部分脾动脉栓塞术(50%-70%)再择期进行

肝癌切除. 由于血三系上升特别是血小板大幅

提高以及避免脾切除, 手术风险明显减小. 
肝癌介入治疗的难点仍然在经门静脉的治

疗上, 由于门静脉解剖上的特点, 人体表没有血

管和门静脉直接相通, 目前采用介入的方法进

入门静脉的主要途径有经皮经肝门静脉穿刺、

经颈静脉-肝静脉门静脉穿刺、经皮脾静脉穿

刺. 肝癌引起门静脉病变主要有门静脉癌栓、

动-门静脉瘘以及门静脉高压等, 门静脉癌栓是

肝癌最常见的病理表现之一, 治疗的方法有外

科切除、门静脉切开取栓、肝动脉化疗栓塞、

门静脉插管化疗栓塞、无水乙醇注射、放射治

疗以及门静脉支架植入开通阻塞门静脉等, 这
些治疗的主要的目的是清除癌栓, 恢复门静脉

的通畅, 降低门静脉压力. 然而有趣的是, 对门静

脉分支进行栓塞可控制肿瘤生长和促进肝组织

增生, 可以提高肝癌的切除率, 增加手术的安全

性, 是一种越来越受重视的治疗手段[20]. 因此门

静脉癌栓的治疗需要充分评价癌栓对机体的病

理影响, 以决定是清除癌栓或是进一步栓塞门静

脉. 经皮经肝门静脉穿刺进行门静化疗或栓塞是

对门静脉癌栓进行治疗最常使用的方法, 但如果

门静脉癌栓位于右支主干, 则对门静脉穿刺插管

带来操作上的不便, 进一步对门静脉分支进行超

选择则更为困难. 经皮脾静脉穿刺进行门静脉治

疗对选择门静脉分支较为便利, 但对脾脏特别是

肝硬化脾增大的患者进行脾穿刺的风险是较大

的[21], 这项技术的推广较为困难.

3  消融治疗

肝癌的局部消融治疗主要包括经皮无水酒精

注射(percutaneous alcohol injection, PEI)、微

波治疗(m icrowave therapy, MT)及射频消融

(radiofrequency ablation, RFA)等, 具有微创、安

全、有效的特点, 成为肝癌综合治疗中最常用

的治疗手段之一. 现在研究射频消融及微波治

疗的文献较多, 对其他消融方法应用较少. 特别

值得一提的是经皮无水酒精注射治疗肝癌, 价
廉效好, 方便反复进行, 也极易在各级医院推广

应用. 一般肝癌消融治疗的最佳适应症为直径

≤3 cm的肿瘤, 而对于直径>3 cm的肝癌, 即使

穿刺位于肿块的中央, 一次消融治疗也不能完

全将肿瘤杀死. 对直径≤3 cm的肝癌, 由于不可

能每次都准确穿刺进入肿块的中央, 因此消融

治疗可能需要进行多次, 实时监测消融效果可

能提高肝癌消融治疗的疗效[22]. 经肝动脉化疗栓

塞治疗后碘油沉积较好的肝癌病灶中央组织呈

凝固性坏死改变, 残留的肝癌组织在肿块的边

缘, 因此对于大肝癌, TACE治疗后碘油沉积较好

的病灶结合消融治疗不是一种理想的治疗选择. 
但也有报道对于单个病灶>3 cm的肝癌, 射频消

■相关报道
针对肝癌治疗的
报道较多, 包括不
同的方法、肝癌
大小及肝脏储备
功能等, 具有良好
的参考应用价值. 
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■应用要点
本文较全面地叙
述了肝癌的主要
治疗手段在肝癌
治疗中的应用及
疗效, 强调肝癌综
合治疗的重要性, 
对肝癌的临床治
疗有一定的指导
价值. 

融结合TACE的疗效好于单用TACE或射频消融

治疗[23], 说明对于大肝癌, 射频消融治疗也能使

患者受益. 各种消融治疗多经皮肝穿刺进行治

疗, 但开腹直视及腹腔镜辅助下进行消融治疗

也是一种较好的选择. 也有将多种消融治疗技

术联合应用的, 如同时进行无水乙醇注射加射

频消融治疗[24], 可取得良好的效果. 

4  放射治疗

肝癌的放射治疗已有50余年的历史, 经历了全

肝放射、局部放射、全肝移动条放射、局部超

分割放射及立体放射等的变迁, 现今主要应用

三维适形放疗(3DCRT)技术对肝癌患者进行放

射治疗. 3DCRT采用多方位、多射束入射, 最后

集中到病灶靶区提高放疗增益比, 最大限度的

将剂量集中到病变区, 杀灭肿瘤细胞, 而使周围

正常组织或器官少受或免受不必要的照射[25], 避
免了以往放射治疗引起的放射性肝炎以及因放

射治疗剂量低效果不好的缺点, 是近几年肝癌

综合治疗中新兴的治疗技术. 肝癌放射治疗现

应用在肝癌不能切除、动-门静脉瘘、门静脉癌

栓、肝静脉癌栓、下腔静脉癌栓以及部分肝外

转移的病灶, 取得了肯定的治疗效果, 在肝癌姑

息治疗中发挥了积极的作用. 对于单个肝癌行

TACE治疗后再进行放射治疗是一种理想的选

择[26], 如前所述, 经过TACE治疗后, 病灶的中央

多是凝固性坏死的组织, 而在肝肿块的边缘残

留的肝癌组织血供主要来自门静脉, 是TACE治
疗后肝癌复发的主要原因之一. 而放射治疗特

别是三维适形可以弥补TACE治疗技术的这一

缺陷, 通过放射治疗可以杀灭残留的癌细胞, 有
利于提高局部控制率及远期疗效. 随着调强放

疗(intensity modulated radiation therapy, IMRT)、
图像引导放疗(image-guided radiotherapy, IGRT)
以及主动呼吸门控技术(active breathing control, 
ABC)[27]的应用与发展, 定位准确性及局部治疗

剂量的提高, 放射治疗在肝癌综合治疗中会发

挥越来越重要的作用.

5  结论

针对肝癌的治疗手段还有很多, 除上述的各种

局部治疗手段外 ,  还有全身治疗方法包括化

疗、生物治疗、内分泌治疗、中医中药以及分

子靶向治疗等. 我们一般依据病程作为标准来

制定恶性肿瘤的治疗计划, 对肝癌来说, 我们除

了要考虑癌的因素还要考虑肝的因素, 忽视肝

脏的储备功能而仅考虑肝癌可能对患者带来不

利的影响. 只有充分评价每一个肝癌患者病程

及肝功能的储备状况, 才能对患者做出合理的

个体化治疗. 也只有合理应用各种治疗手段, 优
化各种治疗手段在每个肝癌患者综合治疗中的

前后顺序, 才能达到改善肝癌患者生存质量, 延
长患者生存时间的目的. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of cholinergic 
anti-inflammatory pathway (CAP) on levels of 
cytokines, choline acetyltransferase (ChAT) and 
nitric oxide synthetase (NOS) activities and on 
the degree of acute esophagitis in rats, and to 
determine whether CAP has protective effects 
against experimental esophagitis in rats.

METHODS: Acute esophagitis was induced by 
perfusion of 0.1 mol/L hydrochloric acid with 
pepsin in the lower part of the esophagus. Forty 
SD rats were randomly assigned to five groups. 
Group 1 served as a normal saline-treated con-
trol (NS group), while in group 2 the distal 

esophagus was exposed to acidified pepsin for 
2 h (AP group). In the other three groups, ani-
mals were subjected to sham surgery (SHAM 
group) or bilateral cervical vagotomy alone (VTM 
group) or with electrical stimulation before and 
after acid perfusion (VNS group). The levels of 
tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 
(IL-6), interleukin-10 (IL-10) and activities of 
ChAT and NOS in the esophageal tissues were 
determined. Esophageal injury was assessed by 
macroscopic and microscopic examination. 

RESULTS: The levels of TNF-α, IL-6, IL-10 
and activities of ChAT and NOS in the esoph-
ageal tissues increased after acid perfusion. 
Compared to the SHAM group, vagus nerve 
electrical stimulation inhibited the release of 
TNF-α (135.6 ± 11.6 vs 200.0 ± 20.5, P < 0.05), 
IL-6 (166.9 ± 44.3 vs 305.6 ± 16.5, P < 0.05) 
and the degree of esophagitis, while the anti-
inflammatory cytokine IL-10 was not affected. 
Conversely, vagotomy resulted in an elevated 
severity of esophagitis, associated with signifi-
cant increase of TNF-α (283.8 ± 33.6 vs 200.0 ± 
20.5, P < 0.05) and IL-6 (515.1 ± 77.1 vs 305.6 ± 
16.5, P < 0.01) levels and decrease of NOS ac-
tivity. The esophagitis score was significantly 
higher in acid treatment group than that in 
NS group (P < 0.01). The macroscopic and 
microscopic scores  increased in VTM group 
compared with that in SHAM group (P < 0.01 
and 0.05). The esophagitis score was decreased 
markedly in VNS group compared with that 
in VTM group (P < 0.01). 

CONCLUSION: The results of this study pro-
vide evidence for the involvement of the cholin-
ergic anti-inflammatory pathway in modulating 
inflammation and injury during experimental 
esophagitis. 

Key Words: Acute esophagitis; Cholinergic anti-in-
flammatory pathway; Vagus nerve; Choline acetyl-
transferase; Nitric oxide synthetase

Zhang J, Xie PY, Li H, Shuai XW, Wang C. Protective 
effect of cholinergic anti-inflammatory pathway against  
acute esophagitis in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(20): 2204-2210

®

■背景资料
胃 食 管 反 流 病
(GERD)是一组由
多种因素参与促
成的上消化道常
见疾病. 许多研究
表明, 多种细胞因
子在G E R D的发
病过程中起重要
作用. 胆碱能抗炎
通路(CAP)对于全
身和局部炎症的
调控作用, 在近年
来备受关注.
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医科大学第一临
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摘要
目的: 研究胆碱能抗炎通路(CAP)在急性食管
炎模型中对大鼠食管组织的细胞因子水平、

胆碱乙酰转移酶(C h AT)、一氧化氮合成酶
(NOS)的活性以及食管损伤程度的影响, 探讨
CAP是否对实验性食管炎具有保护作用.

方法:  通过对大鼠食管下段持续滴注 0 . 1 
m o l/L盐酸-胃蛋白酶溶液诱导制备急性食
管炎模型. 成年♂S D大鼠40只, 随机分为5
组: 生理盐水组(NS组), 盐酸-胃蛋白酶滴注
组(AP组), 假手术组(SHAM组), 迷走神经切
断组(VTM组)及迷走神经电刺激组(VNS组). 
测定食管组织中肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、
白介素-6(IL-6)、白介素-10(IL-10)的浓度及
ChAT、NOS的活性, 并对食管的损伤程度进
行肉眼及光镜下评分. 

结果: 与NS组相比, 在盐酸-胃蛋白酶滴注诱
导的大鼠急性食管炎组织中, 上述细胞因子的
浓度及ChAT、NOS的活性均有所升高. 与假
手术组相比, 通过电刺激迷走神经, 可抑制促
炎细胞因子TNF-α和IL-6的升高(135.6±11.6 
vs  200.0±20.5, 166.9±44.3 vs  305.6±16.5, 均
P <0.05), 但对抑炎因子IL-10的水平并无影响; 
并且使食管的炎症程度有所减轻. 在双侧颈部
迷走神经切除后, 大鼠食管的炎症损伤程度
加重, TNF-α、IL-6的水平亦明显升高(283.8
±33.6 vs  200.0±20.5, P <0.05; 515.1±77.1 vs  
305.6±16.5, P <0.01), 食管组织中NOS的活性
下降. 各滴酸组食管下段的大体和镜下食管炎
评分均明显高于NS组(P <0.01). VTM组食管组
织大体及光镜评分均较SHAM组有明显升高
(P< 0.01及0.05). VNS组食管组织的食管炎评
分比VTM组显著降低(P <0.01).

结论: 胆碱能抗炎通路通过传出迷走神经对
大鼠实验性食管炎具有一定的保护作用.

关键词: 急性食管炎; 胆碱能抗炎通路; 迷走神经; 

胆碱乙酰转移酶; 一氧化氮合成酶
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0  引言

胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
GERD)是一组由多种因素促成的上消化道常见

疾病, 其发病率在世界范围内逐年上升. 在其发

病机制中, 除了食管动力障碍作为重要的致病

因素外, GERD的病理本质主要是胃酸、胃蛋白

酶与及胆盐等反流物引起的炎症过程. 近年来, 
许多研究表明[1], 多种细胞因子可通过不同的机

制和途径, 在GERD的发生发展中起重要作用. 
在系统和局部炎症反应的调控中, “胆碱能抗

炎通路”的神经-免疫调节功能在近年来备受关

注[2-5]. 本研究通过在发生急性食管炎的同时, 进
行神经通路干预, 观察大鼠食管组织中细胞因

子的水平和ChAT、NOS活性以及食管炎症损伤

情况的变化, 探讨胆碱能抗炎通路在急性食管

炎中是否具有保护作用及其可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠40只, 由北京大学第一

医院动物实验中心提供, 体质量280-350 g, 实验

前在Ⅱ级动物室正常喂养1 wk. 主要试剂包括

胃蛋白酶(Sigma, 美国)、氨基甲酸乙酯(北京化

学试剂公司)、大鼠TNF-α、IL-6及IL-10酶联免

疫吸附法(ELISA)检测试剂盒(Biosourse, 美国), 
ChAT、NOS检测试剂盒(南京建成生物工程研

究所). 主要仪器有DDC-2A型多用电生理刺激

器(南京六合无线电元件厂)、酶标仪(Bio-Rad 
Model 680, 美国)、紫外分光光度仪(UV2100, 日
本)、光学显微镜(Nikon TE2000-S, 日本)和单道

微量输液泵(浙江大学医学仪器有限公司). 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 实验动物随机分成5组: 生理盐水滴

注组(NS组); 盐酸-胃蛋白酶滴注组(AP组); 假手

术组(SHAM组); 迷走神经切断组(VTM组)及迷

走神经电刺激组(VNS组). 每组8只.  
1.2.2 造模: 通过对大鼠食管下段持续滴注0.1 
mol/L盐酸溶液(含胃蛋白酶3000 kU/L, pH2.0)制
备大鼠急性食管炎模型[6-7]. 实验前禁食10-12 h, 
自由饮水, 氨基甲酸乙酯(1.0 g/kg)ip麻醉. 平卧

位固定, 头部抬高20-30度, 切开腹壁和胃壁, 将
一引流管放置在贲门下方以收集并排出经食管

滴注的液体. 将一单腔灌流管(内径 0.30 mm, 外
径0.50 mm)经口放置于食管内, 导管开口位于食

管和胃交界处上约2.5 cm, 固定导管, 另一端与

持续灌流泵相连. 按动物分组情况分别给予0.1 
mol/L盐酸-胃蛋白酶溶液(37℃)食管内滴注(速
度20 mL/h, 持续2 h)以及神经通路干预, 并设生

理盐水滴注对照组, 滴注时间与速度同前. (1)NS
组. (2)AP组. (3)SHAM组: 在食管滴酸前, 于喉

头与胸骨间沿颈正中线作一长约3 cm切口, 行
气管切开插管保持自主呼吸通畅. 暴露颈动脉

鞘, 钝性分离双侧迷走神经干约2 cm, 但不结扎

■研发前沿
G E R D 的发病机
制尚未完全清楚, 
其病理本质是胃
和/或十二指肠反
流物导致的炎症
过程. 而对于CAP
是否参与食管炎
的调控, 目前国内
外尚未见文献报
道.
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离断. (4)VTM组: 食管滴酸前, 分离双侧颈部迷

走神经干后, 以4-0丝线结扎并离断. (5)VNS组: 
在双侧迷走神经干离断后, 左侧迷走神经干远

端与双铂电极连接, 以5 V(电压)、2 ms(脉冲宽

度)、1 Hz(频率)的电流持续刺激30 min(分别在

食管滴酸开始前15 min及结束后15 min)[2]. 
1.2.3 标本处理: 在食管滴注结束1 h后处死大

鼠, 立即开腹, 取下大鼠食管下段组织约1.5-2.0 
cm, 观察肉眼表现并评分. 经冰生理盐水冲洗漂

净, 然后取小块食管组织置入10%甲醛溶液中固

定, 标本行常规脱水、石蜡包埋、组织切片和

HE染色, 光镜下观察食管组织损伤情况并评分. 
食管炎的评分标准参考既往文献[6-7]. 采用双盲

法观察. 剩余的食管组织保存于液氮中. 标本收

集完成后, 待进行组织样本检测前, 以生理盐水

(pH7.4)制备成匀浆, 4℃(3000 r/min, 15 min)离
心, 取匀浆上清分装保存备检.
1.2.4 指标检测: 根据试剂盒说明操作 ,  通过

ELISA方法检测组织匀浆中细胞因子TNF-α、
IL-6及IL-10的含量, 采用Fonnum法[8-9]检测食管

组织中ChAT的活力, 以及比色法测定NOS的活

力. 并使用考马斯亮兰法进行组织蛋白定量. 
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件进行数

据处理. 所有数据均以mean±SD表示. 多组均

数比较采用单因素方差分析. 组间食管炎评分

的比较采用Mann-Whitney U检验. P <0.05表示差 
别具有显著性意义.   

2  结果

实验过程中, VTM组有3只动物在滴酸约1.5 h后
死亡, 死亡原因均为食管下段穿孔. 其余动物均

对食管内滴注及神经通路的干预耐受性良好.
2.1 食管内滴注与神经通路干预对于食管组织

TNF-α、IL-6及IL-10浓度的影响 与NS组相比, 
AP组食管组织中细胞因子TNF-α、IL-6及IL-10
的浓度均有显著升高(P <0.05). SHAM组与AP组
的组织细胞因子含量无显著性差异(P >0.05). 在
行双侧颈部迷走神经切除术后(VTM组), 滴酸

后的食管组织内TNF-α和IL-6的浓度明显升高

(P <0.05或0.01). 而在滴酸前后进行左侧迷走神

经的电刺激(VNS组), 则使促炎细胞因子TNF-α
及IL-6的浓度与SHAM组相比显著下降(P <0.05). 
神经通路干预对于组织内IL-10的浓度并无影响

(P >0.05, 表1). 
2.2 食管组织内ChAT、NOS活力的变化 与NS相
比, AP组食管组织内ChAT及NOS的活性均明显

增加(P <0.05). SHAM组与AP组比, ChAT的活性

进一步升高(P <0.01); VTM及VNS组的ChAT活

表 1 食管内滴注及神经通路干预对于食管组织内细胞因子、ChAT及NOS的影响 (mean±SD)

     
分组          n 

                 TNF-α        IL-6                    IL-10                               ChAT                            NOS

                                    (ng/g protein)            (ng/g protein) (ng/g protein)  　(U/g protein)    (kU/g protein)

NS      8        80.7±10.3        127.7±14.1   42.7±5.4   145.2±10.2       2.0±0.4

AP      8      146.3±17.5a       262.1±30.2a   61.2±6.3a   225.4±13.3a       5.5±0.4a

SHAM    8     200.0±20.5      305.6±16.5   97.2±12.8   463.2±8.4h       3.5±0.5

VTM    5    283.8±33.6c     515.1±77.1d 110.8±13.2   448.3±14.8       2.0±0.3d

VNS   8    135.6±11.6cf     166.9±44.3cf   92.6±7.2   391.8±30.7       2.9±0.5

aP<0.05 vs  NS; cP<0.05, dP<0.01 vs  SHAM; fP<0.01 vs  VTM; hP<0.01 vs  AP.

A B C 

ED

图 1 各组大鼠食管下段肉眼表现. A: 生理盐水滴注组(NS组); B: 盐酸-胃蛋白酶滴注组(AP组); C: 假手术组(SHAM组); D:

迷走神经切断组(VTM组); E: 迷走神经电刺激组(VNS组).

■相关报道
Borovikova et al
研究提示直接电
刺激迷走神经可
使内毒素休克大
鼠体内促炎因子
TNF-α、 IL-6、
I L - 1 8 的 释 放 减
少, 但并不影响抑
炎因子IL-10的释
放, 从而阻止了血
压的下降. 随后的
研究中, CAP对全
身和局部炎症的
调控作用在失血
性休克、心肌梗
死、肠梗阻、胰
腺炎和实验性关
节炎等实验模型
中均得到证实.
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性与SHAM组比无显著性差异(P >0.05). 双侧迷

走神经切除术后, 滴酸后的食管组织内NOS活
性并无增加, 而出现了显著降低(P <0.01); 而进

一步的迷走神经电刺激对NOS的活性变化并无

显著性影响(P >0.05, 表1). 
2.3 食管内滴注与神经通路干预对急性食管炎

模型大鼠食管组织损伤程度的影响 NS组大鼠

下段食管在肉眼上及光镜下表现基本正常(图
1A, 图2A). AP组及SHAM组食管组织损伤情况

类似, 表现有不同程度的充血、水肿, 少数部位

可见黏膜下出血(图1B, 图1C). 光镜下可见基底

层细胞增生、核分裂等反应性上皮改变, 部分

黏膜有上皮的脱失, 未见糜烂及溃疡形成; 黏膜

下层表现为水肿和血管的扩张充血, 甚至出血; 
无炎症细胞的浸润(图2B, 图2C). VTM组有3只

大鼠在滴酸1.5 h后死亡, 取出食管后大体肉眼均

可见食管下段穿孔及黏膜下大量出血, 该组其

余5只大鼠与AP组、SHAM组比, 食管充血和水

肿更为明显, 黏膜下出血多见(图1D). 光镜下则

可见明显的上皮改变及充血、水肿, 并在黏膜

下层出现了少量的中性粒细胞浸润(图2D). VNS
组未出现食管穿孔, 肉眼主要表现为充血、水

肿, 黏膜下出血少见(图1E). 其光镜下炎症表现

也比VTM组明显减轻, 未见炎症细胞的浸润(图
2E). 各组食管组织损伤情况的肉眼和光镜评分

(图3)与NS组(肉眼1.0±0.5分, 光镜1.3±0.4分)
比, 各滴酸组食管下段的大体和镜下食管炎评

分均明显高于NS组(P <0.01). SHAM组(肉眼13.0
±2.5分, 光镜10.3±1.6分)与AP组(肉眼12.3±
3.2分, 光镜9.7±2.0分)食管炎评分无显著差异

(P >0.05). VTM组(肉眼28.8±4.7分, 光镜18.0±
2.6分)食管组织大体及光镜评分均较SHAM组

有明显升高(P <0.01及0.05). VNS组(肉眼10.9±
2.5分, 光镜9.0±2.1分)食管组织的食管炎评分

比VTM组显著降低(P <0.01), 与AP组、SHAM组

比无显著差异(图3).

3  讨论

反流性食管炎是在食管抗反流屏障功能减弱的

基础上, 由于反流的胃和/或十二指肠内容物对

食管黏膜的侵袭所造成了食管黏膜的损害. 因

图 3 各组大鼠肉眼及光镜下食管炎评分. bP <0.01 vs  AP; 
cP<0.05 vs  SHAM, dP<0.01 vs  SHAM; fP<0.01 vs  VTM.
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■创新盘点
该研究通过对大
鼠食管下段持续
滴注0.1mol/L盐
酸-胃蛋白酶溶液
建立了急性食管
炎模型, 观察了胆
碱能抗炎通路在
该模型中对食管
组织中的细胞因
子水平、胆碱乙
酰转移酶、一氧
化氮合成酶的活
性以及食管损伤
程度的影响, 详细
探讨论证CAP在
实验性食管炎中
的保护作用及机
制.

图 2 各组大鼠食管下段病理学表现(HE×10). A:生理盐水滴注组(NS组); B: 盐酸-胃蛋白酶滴注组(AP组); C: 假手术组

(SHAM组); D: 迷走神经切除组(VTM组); E: 迷走神经电刺激组(VNS组).
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此, 胃食管反流病、尤其是糜烂性食管炎发生

发展的病理本质, 最主要是各种攻击因子导致

的炎症过程. 而细胞因子作为一大类信使蛋白, 
广泛参与了机体各脏器的炎症反应. 近年来,许
多研究表明, 多种细胞因子在GERD的发病过程

中起了重要作用. 通过对猫酸滴注诱导食管炎

模型的研究发现, 食管黏膜中IL-1β、IL-6的水

平高于对照组, 并可通过抑制肠肌层的神经元

释放乙酰胆碱(acetylcholine, ACh), 降低食管下

端括约肌的紧张性[10-12]. IL-6和IL-10在Barrett食
管组织中含量显著增加, 提示其在GERD的恶变

进展过程中可能起着重要作用[13-15]. 对于TNF-α
是否在食管炎组织中升高, 以往的研究结果并

不一致[10,16-17]. Cao et al [11]研究表明, 在TNF-α的
影响下, 食管平滑肌细胞对于电刺激或ACh作
用下的收缩反应有所减弱. 本实验通过食管内

盐酸-胃蛋白酶溶液的持续滴注, 诱发了下段食

管肉眼及组织学的损伤, 成功制备了大鼠急性

食管炎模型. 同时通过ELISA的方法检测发现促

炎细胞因子IL-6、TNF-α的浓度在发生炎症的

食管组织中明显增加, 二者可通过诱导中性粒

细胞活化、产生活性氧族及脂质过氧化等作用, 
并且进一步影响食管平滑肌的张力, 促使食管

炎症的发生及恶化进展. 在本实验模型中, 内源

性抑炎因子IL-10的含量在病变食管中也显著增

多. 结合既往的文献报道, 考虑机体免疫系统促

炎及抗炎机制的调控失衡, 可能是食管炎发生

发展过程中的一个重要机制. 
“胆碱能抗炎通路”的发现, 使人们对于

迷走神经对炎症的神经-免疫调节功能有了新

的认识. 神经系统可通过多种通路参与机体免

疫反应的调节, 其中胆碱能神经通路的机制是

近几年研究的新方向. 食管的神经支配主要来

自于迷走神经, 其参与了食管感觉和运动的调

控[18]. 而CAP是否参与食管炎的调控, 目前国

内外尚未见文献报道. 本实验在诱发动物食管

炎的过程中, 进行了迷走神经切断及切断后电

刺激的神经通路干预, 发现VTM组动物下段食

管损伤情况最为严重, 甚至导致了滴酸后的食

管穿孔; 组织内促炎细胞因子TNF-α、IL-6的
水平比SHAM组明显升高. 在双侧颈部迷走神

经切除后再进行神经的电刺激, 与VTM组比, 
食管的炎症损伤情况有明显改善 ;  T N F-α、

IL-6的水平也明显降低. 实验结果还提示, 神
经通路的干预, 对于食管炎组织中抗炎细胞因

子IL-10的含量无显著影响. 因此, 本实验结果

表明, 迷走神经电刺激能在一定程度上减轻由

盐酸-胃蛋白酶刺激引起的食管损伤, 即由迷走

神经介导的胆碱能抗炎通路, 在对于大鼠急性

食管炎的调控过程中具有一定的保护作用.体
外细胞培养实验也证实 [2],  迷走神经释放的

ACh, 通过细胞内信号传导, 能抑制内毒素刺

激后的巨噬细胞合成和释放促炎因子TNF-α、
I L-1β、I L-6和I L-18等 ,  但A C h对抗炎因子

I L-10的释放并无影响. 迷走神经的抗炎作用

是通过免疫细胞上具有α7亚单位的烟碱型(N
型)ACh受体来实现的. 传入迷走神经将外周免

疫信息向中枢神经系统传递, 然后激活传出迷

走神经, 释放ACh, 作用于免疫细胞, 实现其对

炎症的调控. 因此, 胆碱能神经系统的功能变

化在调控食管炎的发病过程中起了重要作用. 
在本实验中, VNS组食管损伤情况比VTM组有

明显减轻, 但VNS组与SHAM组的食管炎评分

并无显著性差异, 考虑一方面是因为迷走神经

的电刺激是在神经切断后进行, 迷走神经的完

整性受到破坏, 对炎症程度影响较大; 另一方

面, 对于观察炎症情况的时间以及电刺激强度

的选择, 也会影响实验结果. 这些在今后的研

究中可以作进一步的探讨. 
胆碱乙酰转移酶(C h AT)广泛分布于胆碱

能神经系统中, 主要在突触前神经末梢, 是神经

细胞内ACh的合成酶. 以往研究发现[19-20], 在体

内还存在着非神经元型胆碱能系统, 在免疫细

胞、血管内皮细胞、肌纤维, 还包括消化道的

上皮细胞及内分泌细胞内均有ChAT存在, 这些

细胞均可合成ACh. ChAT的活力反映了胆碱能

系统的功能. 本实验结果显示AP组食管组织中

ChAT的活性比NS对照组明显升高, 反映了胆碱

能系统功能的增强. 食管下段的酸刺激信号, 通
过迷走神经的感觉传入纤维, 激活了高级神经

中枢及传出迷走神经, 使ChAT的活性增加, ACh
释放增多, 以进一步调节食管平滑肌的张力及

发挥其胆碱能抗炎作用. 该过程提示, 在急性食

管炎发生时, 可以活化由迷走神经所介导的防

御机制. 但另一方面, 发生炎症反应的组织产生

的促炎细胞因子如IL-1β、IL-6等, 又能反过来

抑制ACh的释放[11], 削弱了迷走神经在调节食管

动力和炎症反应方面的作用, 从而促使了食管

炎症的加重. 既往的实验证实, 在慢性食管炎模

型中, 食管肌层ChAT的活力是下降的[21]. 推测

这可能与慢性炎症使胆碱能神经进一步受损有

关, 具体机制仍有待研究. 我们在实验中还发现, 

■应用要点
本研究有助于深
入认识 G E R D 发
病过程中的神经
调节机制, 并为合
理干预提供理论
依据.
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SHAM组ChAT的活性比AP组进一步升高, 除了

酸刺激因素以外, 考虑可能与假手术中对迷走

神经的机械刺激有关. 而双侧迷走神经切除, 并
没有使失去迷走神经支配后的食管内ChAT活
性降低. 考虑ChAT活性的居高不下, 可能与食

管组织中独立存在的非神经元型胆碱能系统有

关; 此外, 迷走神经切除后免疫细胞产生的大量

TNF-α、IL-1β等细胞因子, 也可能通过促进神

经生长因子(nerve growth factor, NGF)的合成, 间
接使ChAT的活性增加[22]. 

支配食管的迷走神经由兴奋性胆碱能神经

和抑制性非肾上腺能非胆碱能(non-adrenergic 
non-cholinergic, NANC)神经共同组成. 一氧化

氮(nitric oxide, NO)作为NANC神经的主要抑

制性神经递质, 参与了食管下括约肌功能的调

节[23]. 而在食管发生炎症反应时, NO对黏膜的

作用具有双重性[24-26]. 一方面NO有强烈的血管

扩张作用, 可增加食管黏膜血流以抵抗损伤; 还
可以通过减少炎症因子间相互作用、抑制胃酸

及增加黏膜层厚度等机制起黏膜保护作用. 另
一方面, NO被认为是重要的炎症介质, 不适当

的、过量的NO将发挥其细胞毒作用, 对组织产

生损伤, 引起急、慢性炎症. NO由NOS催化产

生. 在动物模型及GERD患者的实验中均发现, 
食管组织内NOS的表达明显增多[27-28]. 本实验结

果也证实, 与NS组比较, AP组动物食管组织内

NOS的活性呈显著增加. 提示了发生急性食管

炎时, NANC神经的功能也伴随着胆碱能神经

活性增加而增强. 而在迷走神经切除后, VTM组

的组织NOS活性明显下降, 进一步的迷走神经

电刺激对NOS的活性也没有显著性影响; 则提

示了发生急性炎症时,食管组织中NOS活性的增

加, 可能主要是由迷走神经介导. 迷走神经切除

后, NOS的活性下降, NO合成减少, 其黏膜保护

作用减弱, 可能因此进一步加重了食管黏膜的

炎症损害.
总之, 迷走神经可以通过胆碱能抗炎通路, 

在急性食管炎发病过程中起了一定的保护作用. 
因此, ACh与NO作为迷走神经所释放的最主要

的兴奋性和抑制性神经递质, 不仅影响着食管

的动力, 还参与了食管炎症的调控. 急性食管炎

发生时, 迷走神经功能增强, ChAT和NOS的活性

增加. 然而研究证实, GERD患者的迷走神经传

入及传出功能均受损[29-30]. 因此, 本实验的研究

结果提示: 通过合理调节迷走神经活性, 我们或

许可以找到一个有效的治疗GERD的新方案.
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信号传导抑制促
炎因子的释放, 调
控炎症反应. 即传
出迷走神经具有
对炎症反应的神
经－免疫调节功
能. 



www.wjgnet.com

2210                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2008年7月18日    第16卷   第20期

Digestion 2003; 68: 189-197
17 Yamaguchi T, Yoshida N, Tomatsuri N, Takayama 

R, Katada K, Takagi T, Ichikawa H, Naito Y, 
Okanoue T, Yoshikawa T. Cytokine-induced 
neutrophil accumulation in the pathogenesis of 
acute reflux esophagitis in rats. Int J Mol Med 2005; 
16: 71-77

18 牟向东, 谢鹏雁, 刘建湘, 帅晓玮, 李江. 电针刺大鼠足
三里穴对LESP血浆胃泌素和胃动素的影响. 世界华人
消化杂志 2005; 13: 1069-1073

19 Li J, Chen HZ. [The non-neuronal cholinergic 
system in immunocompetent cells] Shengli Kexue 
Jinzhan 2005; 36: 193-198

20 Jönsson M, Norrgård O, Forsgren S. Presence of a 
marked nonneuronal cholinergic system in human 
colon: study of normal colon and colon in ulcerative 
colitis. Inflamm Bowel Dis 2007; 13: 1347-1356

21 Cao Y, Xie P , Xing Y. [Role of endogenous 
cholinergic nerve in esophageal dysmotility with 
reflux esophagitis] Zhonghua Neike Zazhi 2001; 40: 
670-672

22 Yoshida K, Kakihana M, Chen LS, Ong M, Baird 
A, Gage FH. Cytokine regulation of nerve growth 
factor-mediated cholinergic neurotrophic activity 
synthesized by astrocytes and fibroblasts. J 
Neurochem 1992; 59: 919-931

23 Tomita R, Kurosu Y, Munakata K. Relationship 
between nitric oxide and non-adrenergic non-
cholinergic inhibitory nerves in human lower 

esophageal sphincter. J Gastroenterol 1997; 32: 1-5
24 Lanas AI, Blas JM, Ortego J, Soria J, Sáinz R. 

Adaptation of esophageal mucosa to acid- and 
pepsin-induced damage: role of nitric oxide and 
epidermal growth factor. Dig Dis Sci 1997; 42: 
1003-1012

25 Soteras F, Lanas A, Fiteni I, Royo Y, Jimenez P, Iñarrea 
P, Ortego J, Esteva F. Nitric oxide and superoxide 
anion in low-grade esophagitis induced by acid and 
pepsin in rabbits. Dig Dis Sci 2000; 45: 1802-1809

26 Zicari A, Corrado G, Cavaliere M, Frandina G, Rea 
P, Pontieri G, Cardi E, Cucchiara S. Increased levels 
of prostaglandins and nitric oxide in esophageal 
mucosa of children with reflux esophagitis. J Pediatr 
Gastroenterol Nutr 1998; 26: 194-199

27 Liu B, Liu X, Tang C, Liu J , Wang H, Xie P. 
Esophageal dysmotility and the change of synthesis 
of nitric oxide in a feline esophagitis model. Dis 
Esophagus 2002; 15: 193-198

28 黄颖秋, 王昕, 李骢, 刘丽. 胃食管反流病患者食管
NOS表达及血清NO含量变化的临床意义. 胃肠病学
和肝病学杂志 2000; 9: 273-275

29 Heatley RV, Collins RJ, James PD, Atkinson M. 
Vagal function in relation to gastro-oesophageal 
reflux and associated motility changes. Br Med J 
1980; 280: 755-757

30 Ogilvie AL, James PD, Atkinson M. Impairment of 
vagal function in reflux oesophagitis. Q J Med 1985; 
54: 61-74

           编辑  李军亮  电编  吴鹏朕

■同行评价
本文选题、动物
模型的构建、立
意均较新颖, 数据
真实可靠, 选图精
美, 论文逻辑性、

可读性均较强.

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2008年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

北京百世登生物医学科技有限公司第三期编辑培训纪要   

本刊讯 2008-01-19下午1时, 北京百世登生物医学科技有限公司第三次编辑培训班在北京召开, 此次培训

由中国科学技术信息研究所马峥老师授课, 世界胃肠病学杂志社全体编辑参加培训, 培训的主题为“科技

期刊引文分析: 入门-进阶-精通”.

培训课上, 马老师就中国科学技术信息研究所出版的《2007年科技期刊引证报告》中World Journal 
of Gastroenterology (WJG )的各项引文数据进行分析, 具体包括总被引频次、影响因子、即年指标、他引

率、引用刊数、扩散因子、学科扩散指标、学科影响指标、被引半衰期、来源文献量、文献选出率、参

考文献量、平均引文数、平均作者数、地区分布数、机构论文数、海外论文比、基金论文比、引用半衰

期和离均差率.  

通过此次培训各位编辑了解了科技期刊引文分析指标的含义和计算方法, 以及如何使用《中国科技

期刊引证报告》中期刊被引用的详细数据. (编务: 江艳 2008-07-18) 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between the 
activation of mitogen-activated protein kinase 
(MAPK)/extracelluar regulated protein kinases 
(ERK) signaling pathway and chemoresistance 
in human gastric cancer cell lines SGC7901 and 
BGC823.  

METHODS: Cells were exposed to etoposide 
with or without PD98059 (a special inhibitor of 
MAPK/ERK pathway). Cell cycle distribution 
and cell apoptosis analysis were determined us-
ing flow cytometry and Hoechst 33258 staining. 
Cytotoxicity was assessed by determining cell 

survival with 3-(4, 5-dimethyl thiazol-2-yl)-2, 
5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT). Western 
blotting was performed to evaluate the phos-
phorylation level of ERK1/2 and protein expres-
sion of c-Myc and P53. 

RESULTS: Etoposide caused a time- and 
dose-dependent reduction of cell viability in 
SGC7901 and BGC823 cells. PD98059 enhanced 
the cell inhibitory efficiency of etoposide. 
Compared with control group, the apoptosis 
rate was elevated in etoposide group (19.48% 
± 1.57% vs 5.67% ± 0.81%, 17.38% ± 1.49% vs 
4.97% ± 0.73%, all P < 0.01). Cells treated with 
and PD98059 showed significantly higher level 
of apoptotic phenotype than those treated with 
etoposide alone. The apotosis rate was 34.35% 
± 2.84% and 32.11% ± 3.25% in etoposide and 
PD98059 groups, respectively (P < 0.01). Phos-
phorylation level of ERK1/2 and expression 
of c-Myc were significantly induced by etopo-
side in a time-dependent manner, but there 
was slight effect on protein expression of P53. 
PD98059 up-regulated expression of P53 and 
suppressed the up-regulated c-Myc expression 
induced by etoposide, strikingly. 

CONCLUSION: Chemotherapy agent etopo-
side was able to activate MAPK/ERK signaling 
pathway of gastric cancer cells SGC7901 and 
BGC823, which decrease the chemotherapy sen-
sitivity via suppressing the expression of P53 
and enhancing the expression of c-Myc. This 
may be one of the mechanisms responsible for 
gastric cancer chemoresistance. 

Key Words: Stomach neoplasm; Extracelluar regu-
lated protein kinase; Chemotherapy; Apoptosis

Liu SQ, Yu HG, Tang GD, Huang JA, Yu JP. Activation 
of ERK signaling pathway reduces the chemotherapy 
sensitivity in gastric cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(20): 2211-2216

摘要
目的: 观察细胞外调节蛋白激酶(extracelluar 
regulated protein kinase, ERK)信号通路对胃癌
细胞化疗效果的影响并探讨其机制.  
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■背景资料
丝裂原活化蛋白
激酶(MAPK)级联
通路是细胞信号
转导的重要途径, 
能将募集的多种
细胞外信号通过
磷酸化活化逐级
转递至细胞核, 并
激活多种核转录
因子, 参与调节细
胞多种生理功能, 
并在细胞恶性转
化及演进中起重
要作用. 

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪钢铁 ( 集团 ) 有
限责任公司总医
院消化内科



方 法 :  足 叶 乙 甙 作 用 于 胃 癌 S G C 7 9 0 1 和
BGC823细胞, 采用MTT比色法检测细胞的生
存率, 采用流式细胞仪和Hoechst33258荧光染
色检测细胞周期分布和凋亡, Western杂交法
检测ERK1/2的磷酸化以及c-Myc和P53蛋白表
达水平. 同时采用PD98059抑制ERK信号通路
后观察足叶乙甙对细胞增殖、凋亡、c-Myc
和P53表达的影响.  

结果:  足叶乙甙呈时间 - 剂量依赖性抑制
SGC7901和BGC823细胞的生长并明显诱导
细胞的凋亡, 同时上调ERK1/2的活性(磷酸化
水平), 并增强c-Myc和P53的表达, 与对照组
比较, 足叶乙甙组凋亡率明显增高(19.48%±

1.57% vs  5.67%±0.81%, 17.38%±1.49% vs  
4.97%±0.73%, 均P <0.01), PD98059可明显增
强足叶乙甙的细胞生长抑制作用并提高细胞
的凋亡水平, 与足叶乙甙组比较, 足叶乙甙组
+PD98059组凋亡率(34.35%±2.84%, 32.11%
±3.25%)明显增加(P <0.01); 同时上调足叶乙
甙诱导的P53表达, 并抑制c-Myc表达的上升
趋势.

结论: 足叶乙甙可活化胃癌细胞ERK信号通
路而影响胃癌细胞的化疗效果, 其机制可能是
通过抑制P53并上调c-Myc的表达, 从而抑制
细胞的凋亡实现.  

关键词: 胃肿瘤; 细胞外调节蛋白激酶; 化疗; 凋亡
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0  引言

丝裂原活化蛋白激酶 (m i t o g e n-a c t i v a t e d 
protein kinases, MAPK)/细胞外调节蛋白激酶

(extracelluar regulated protein kinase, ERK)级联

通路是细胞信号转导的重要途径, 参与调节细

胞多种生理功能, 并在细胞恶性转化及演进中

起重要作用[1]. ERK主要由分子质量分别为44 
kDa和42 kDa的ERK1和ERK2蛋白组成. 丝裂原

细胞外激酶(mitogen extracellular kinase, MEK)
可使ERK1/2磷酸化而影响细胞的增殖、分化

和细胞周期的进程[2]. 磷酸化的ERK(p-ERK)是
其活化形式, 可介导信号由胞质向胞核传递, 作
用于c-Fos、c-Myc、Elk-1等转录因子及核蛋

白, 促进多种癌基因及细胞周期调节相关基因

的转录与表达, 参与调节细胞的生长、发育、
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分化、分裂等多种生理过程, 并与细胞的恶性

转化密切相关. 然而, MAPK/ERK信号通路在胃

癌中的作用以及该通路与胃癌化疗的关系目前

仍不清楚. 本研究应用足叶乙甙及MAPK/ERK
信号通路抑制剂P D98059作用于胃癌细胞株

SGC7901和BGC823, 观察其对胃癌细胞增殖、

凋亡、ERK磷酸化以及P53、c-Myc表达的影响, 
以了解ERK信号通路对胃癌细胞化疗效果的影

响并探讨其机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株S G C7901和B G C823
购自中国科学院上海细胞生物研究所细胞

库; R P M I 1640培养基和新生小牛血清购自

Gibco公司; MTT、DMSO、MEK/ERK抑制剂

PD98059和β-actin抗体购自Sigma公司; P53抗
体和c-Myc抗体购于Cell Signaling公司; 磷酸化

ERK1/2抗体购于Promega公司; ECL化学荧光试

剂盒购自Santa-cruz公司; 足叶乙甙购于Alexis 
Biochemical公司. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 胃癌细胞常规培养于含100 mL/L
灭活新生小牛血清、100 k U/L链霉素和100 
kU/L青霉素的RPMI 1640培养液中, 培养条件为

37℃、50 mL/L CO2、饱和湿度, 每隔2-3天用2.5 
g/L胰酶消化, 以1∶3-1∶5传代1次. 
1.2.2 MTT比色法检测细胞增殖活性: 取对数生

长期细胞, 接种于96孔培养板, 分成7组, 分别

加入10、20、40 μmol/L足叶乙甙; 100 μmol/L 
PD98059预处理2 h后再加入上述不同浓度足叶

乙甙, 同时以生理盐水代药物作对照组. 每组分

别于足叶乙甙作用0、3、6、12、24 h进行MTT
检测. 每种药物浓度-时间设立3个平行孔. 以对

照组的0 h细胞存活率作为100%, 计算细胞存活

率. 细胞存活率(%) = 实验孔吸光度(A )值/对照

孔A值×100%. 
1.2.3 流式细胞仪检测: 将对数生长期细胞分成3
组, 分别加入20 μmol/L足叶乙甙; 加入100 μmol/L 
PD98059培养2 h后, 再加入20 μmol/L的足叶乙

甙; 同时以生理盐水代药物作对照组. 足叶乙甙

作用24 h后每组收集106个细胞, 冷EDTA-PBS洗
二次, 乙醇固定, 离心, 冷EDTA-PBS洗二次, PBS
重悬5 min后400目筛网过滤, 离心弃上清; 加入

PI染色液, 并使细胞浓度调节至1×109/L, 4℃避

光染色, 流式细胞仪检测并分析结果. 
1.2.4 Hoechst33258荧光染色检测凋亡: 将对数

生长期细胞以1.0×108/L密度接种于6孔培养板

www.wjgnet.com

■研发前沿
磷酸化的ERK(p-
ERK)是其活化形
式 ,  可 介 导 信 号
由胞质向胞核传
递, 促进多种癌基
因及细胞周期调
节相关基因的转
录与表达, 参与调
节细胞的生长、

发育、分化、分
裂等多种生理过
程, 并与细胞的恶
性转化密切相关. 
抗肿瘤药物能够
引起白血病细胞
和多种癌细胞中
MEK/ERK信号传
导系统的激活及
多药耐药性的产
生. 然而, MAPK/
ERK信号通路在
胃癌中的作用以
及该通路与胃癌
化疗的关系目前
仍不清楚. 
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(内含盖玻片), 待细胞爬片后药物处理同流式细

胞术检测. 足叶乙甙分别作用24 h后将培养液吸

出, 固定后取出6孔板中的盖玻片, 漂洗, 室温下

自然干燥. 滴加Hoechst33258染液, 37℃避光染

色, 漂洗, 晾干封片, 于荧光显微镜450 nm波长

处观察并拍照. 每个标本观察400个细胞, 计算

其中凋亡细胞的比例, 细胞凋亡指数(AI, %) = 
凋亡细胞数/400个细胞×100%. 
1.2.5 Western杂交: 将对数生长期细胞分成2组, 
分别加入20 μmol/L足叶乙甙; 先加入100 μmol/L 
PD98059培养2 h后, 再加入20 μmol/L足叶乙甙. 
每组重复5瓶, 加入足叶乙甙后分别培养0、3、
6、12、24 h, 加入细胞裂解液, 冰上孵育30 min. 
细胞裂解物12 000 r/min低温离心10 min, 取上清

液, 用Bradforde比色法测定蛋白浓度. 取30 μg加
热变性的蛋白, 120 g/L的SDS-PAGE胶电泳, 然
后转印至硝酸纤维素膜, 含5%脱脂奶粉的TBST
液封闭, 室温振荡2 h, 加一抗4℃振荡过夜, 辣根

过氧化物酶标记二抗室温振荡1 h, 采用ECL化
学荧光试剂盒检测杂交信号. 然后, X线医学胶

片上曝光显影. 
统计学处理 以上实验均独立重复3次, 数值

以mean±SD表示. 采用Gel-Pro Analyzer4.0软件

对Western杂交条带进行A值分析, 以β-actin为系

统内参. 所有数据均经SPSS11.0软件分析, 均数

比较采用双侧t检验.

2  结果

2.1 足叶乙甙对胃癌细胞的生长抑制作用及

PD98059对该作用的影响 足叶乙甙时间-剂量依

赖性抑制细胞的生长. PD98059可显著增强足叶

乙甙对胃癌细胞的生长抑制作用(图1). 
2.2 PD98059对细胞凋亡的影响 流式细胞仪检测

显示足叶乙甙可诱导SGC7901和BGC823细胞

G0/G1期阻滞, 合用PD98059后细胞凋亡率明显

升高(表1-2). Hoechst33258荧光染色显示空白对

照组凋亡细胞较少, 呈较弱的弥散均匀荧光; 足
叶乙甙作用24 h后细胞核体积变小、皱缩, 其染

色质呈浓染的块状或颗粒状, 聚集于核周边或

裂解成碎片, 并出现凋亡小体, 凋亡细胞明显增

多; 合用PD98059后细胞凋亡率较单独应用足叶

乙甙明显升高(P <0.01, 图2). 
2.3 足叶乙甙对ERK1/2活性(磷酸化水平)的影响 
胃癌SGC7901和BGC823细胞无药物干预时有

一定程度的ERK1/2磷酸化水平; 足叶乙甙作用

后, 胃癌细胞的ERK磷酸化水平逐渐升高, 且呈

一定的时间依赖性. 足叶乙甙作用3、6、12、24 
h, SGC7901和BGC823细胞ERK磷酸化水平分别

为对照组(0 h)的2.17, 8.92, 10.25, 9.92倍和1.72, 
2.50, 4.83, 5.33倍; 联合应用PD98059可明显抑

表 1 PD98059+足叶乙甙对SGC7901细胞周期和凋亡的影响

     
分组

                                                            细胞周期分布(%)                           
凋亡率(%)

 

                                                 G0/G1            S                  G2/M                

对照组                      50.87±5.32 32.51±3.28      13.62±0.98       5.67±0.81

足叶乙甙组      63.34±4.27a 25.69±3.19      10.97±1.26     19.48±1.57b

足叶乙甙+PD98059      73.59±4.95bc 15.89±2.46      10.52±0.93      34.35±2.84bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  足叶乙甙组. 

■相关报道
在 乳 腺 癌 、 肝
癌、结肠癌、前
列腺癌、恶性间
皮瘤、肺癌等多
种肿瘤中, ERK可
被各种因素活化, 
抑制ERK的磷酸
化水平能抑制肿
瘤细胞的生长、

运动和侵润并可
诱导细胞的凋亡. 
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图 1 不同时间、不同浓度足叶乙甙对SGC7901和BGC823细胞的生长抑制作用及PD98059对该过程的影响. A: SGC7901; B: 

BGC823; PD: PD98059; Eto: 足叶乙甙. 
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制ERK1/2的磷酸化(图3). 
2.4 足叶乙甙及PD98059对胃癌细胞c-Myc蛋白

表达的影响 c-Myc蛋白表达水平随足叶乙甙作

用时间逐渐增强, PD98059明显抑制ERK的磷酸

化, 同时明显抑制足叶乙甙诱导的c-Myc蛋白的

表达. 足叶乙甙作用3、6、12、24 h, SGC7901
和BGC823细胞c-Myc的蛋白表达水平分别为对

照组(0 h)的2.13, 3.88, 4.63, 4.88倍和2.67, 3.17, 

6.50, 8.00倍; PD98059+足叶乙甙作用3、6、
12、24 h, SGC7901和BGC823细胞c-Myc的表达

水平分别为对照组(0 h)的1.50, 1.61, 1.34, 1.42倍
和1.25, 1.50, 1.75, 2.13倍(图3). 
2.5 足叶乙甙及PD98059对胃癌细胞P53蛋白表

达的影响 P53蛋白表达水平随足叶乙甙作用时

间逐渐增强, 但增加趋势较弱. PD98059明显抑

制足叶乙甙诱导的ERK磷酸化水平, 并增强P53
蛋白的表达水平. 足叶乙甙作用3、6、12、24 
h, SGC7901和BGC823细胞P53的表达水平分别

为对照组(0 h)的1.23, 1.54, 1.77, 1.85倍和1.47, 
1.73, 2.00, 2.67倍; PD98059+足叶乙甙作用3、
6、12、24 h, SGC7901和BGC823细胞P53的表

达水平分别为对照组(0 h)的1.48, 2.04, 3.70, 4.26
倍和1.84, 2.42, 4.11, 5.11倍(图3).

3  讨论

ERK是MAPK系统重要和经典的通路. 在乳腺

癌、结肠癌、前列腺癌、肝癌等多种肿瘤中, 
ERK具有高水平的磷酸化或可被各种因素活化, 
抑制E R K的磷酸化水平能抑制肿瘤细胞的生

长、运动和侵润并可诱导细胞的凋亡[3-6]. 研究

表明人类胃癌组织中ERK活性较相应正常组织

高, CagA可以通过激活ERK1/2信号通路而促进

正常胃上皮细胞的转化, 提高发生胃癌的危险

性[7]. 而且, ERK的活化在幽门螺杆菌诱导的胃

癌细胞的转化过程中可能起着重要的作用[8]. 抑
制ERK1/2的活性, 可降低裸鼠胃癌的微血管密

度, 抑制肿瘤的增长和细胞增生, 并可诱导细胞

凋亡, 而激活ERK/COX-2/VEGF信号通路可促

进裸鼠胃癌的生长和新血管的形成[9]. 此外, 激
活ERK1/2信号通路可提高胃癌细胞的侵袭能 
力[10]. 总之, MAPK/ERK信号通路活化在胃癌的

发生发展过程中起重要作用. 然而MAPK/ERK
信号通路在胃癌细胞化疗过程中的作用还有待

进一步的研究. 
有研究表明ERK信号通路在小细胞肺癌中

可被化疗药物激活, 从而使上述癌细胞获得对

■创新盘点
化疗药足叶乙甙
可诱导胃癌细胞
MAPK/ERK信号
通路的异常激活,  
而ERK异常激活
可通过抑制P53表
达并促进c - M y c
的表达水平而影
响胃癌化疗效果. 
ERK信号通路抑
制剂PD98059能
抑制以上通路, 从
而提高胃癌的化
疗敏感性. A1 B1
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图 2 Hoechst33258荧光染色检测胃癌细胞的凋亡. A1: 

SGC7901对照组; A2: SGC7901足叶乙甙作用24 h组; A3: 

SGC7901 PD98059+足叶乙甙作用24 h组; B1: BGC823

对照组; B2: BGC823足叶乙甙作用24 h组; B3: BGC823 

PD98059+足叶乙甙作用24 h组; C: 各组细胞凋亡指数的比

较, 箭头所指为阳性细胞. bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  足

叶乙甙组.

C

表 2 PD98059+足叶乙甙对BGC823细胞周期和凋亡的影响

     
分组

                                                            细胞周期分布(%)                           
凋亡率(%)

 

                                                 G0/G1            S                  G2/M                

对照组                       48.24±4.82  35.67±4.61     16.09±1.15        4.97±0.73

足叶乙甙组       64.96±5.47a  23.86±3.08     11.18±1.19      17.38±1.49b

足叶乙甙+PD98059       75.54±4.94b  16.13±2.65       8.33±0.88      32.11±3.25bc

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.01 vs  足叶乙甙组. 
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化疗药物的抵抗性[11]. 但在胃癌细胞中还没有相

关的报道. 本实验中, 化疗药足叶乙甙能明显抑

制胃癌细胞株SGC7901和BGC823的生长增殖

并显著诱导胃癌细胞的凋亡, 同时ERK的磷酸

化水平和活性也明显升高, 且呈时间依赖关系. 
特异性ERK信号通路抑制剂PD098059不但抑制

ERK磷酸化水平, 而且可以明显提高足叶乙甙

对胃癌细胞的生长抑制作用和凋亡水平. 以上

结果说明足叶乙甙可以活化ERK信号通路, 同
时降低胃癌细胞的化疗敏感性. ERK信号通路可

能参与了胃癌细胞化疗耐药性的产生. 然而, 其
机制还有待进一步的阐明. 

c-Myc和p53基因是研究较为深入的肿瘤基

因. c-Myc基因为细胞增殖调控的早期反应基

因, 有介导细胞增殖和诱导凋亡双重作用. 大多

数肿瘤, 包括胃癌, 都检测到了c-Myc蛋白的过

表达, 而且c-Myc蛋白的过表达与细胞的高增

长性、肿瘤的发生、发展以及远处转移密切相

关. 试验中, 足叶乙甙活化SGC7901和BGC823
细胞ERK信号通路, 同时上调c-Myc蛋白的表达. 
PD98059可增强足叶乙甙对SGC7901和BGC823
细胞的生长抑制和凋亡诱导作用, 并抑制c-Myc

蛋白的表达. 表明胃癌细胞中ERK信号通路在

调节c-Myc活性和表达的过程中起重要的作用. 
其机制可能是阻断MAPK/ERK信号通路通过

抑制c-Myc核蛋白体输入片段的活性和蛋白的

表达, 阻止c-Myc磷酸化而下调c-Myc的表达和

活性[12]. 阻断MAPK/ERK通路可能是通过抑制

c-Myc表达, 从而抑制胃癌细胞的生长和诱导细

胞的凋亡. p53基因是一种肿瘤抑制基因, 编码磷

酸化的核蛋白, 对肿瘤的生长有负性调节作用, 
与细胞凋亡密切相关[13]. 最近, 有研究表明乳腺

癌细胞中HER2/neu基因的过表达能够通过激活

Akt和ERK信号通路导致野生型P53蛋白含量减

少, 可能是HER2/neu过表达乳腺癌患者预后不

良及对治疗产生抗性的分子机制[14]. 另有研究表

明抑制ERK可以增强p53基因的促凋亡作用[15]. 
试验中, PD98059可明显增强足叶乙甙诱导的

P53蛋白的表达, 并增强对SGC7901和BGC823
细胞的生长抑制和凋亡诱导作用. MAPK/ERK
信息通路是重要的生存通路, 阻断MAPK/ERK
通路可能是通过促进P53表达, 从而抑制细胞的

生长或诱导细胞的凋亡. 
由此可见, 足叶乙甙一方面诱导细胞凋亡, 

■应用要点
MAPK/ERK信号
通路的异常激活
极可能参与胃癌
细胞对化疗药物
耐药性的产生, 抑
制MAPK/ERK信
号通路的激活可
能代表着抗胃癌
药物发展的新途
径.
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图 3 足叶乙甙以及PD98059+足叶乙甙对胃癌SGC7901细胞(A)和BGC823细胞(B)ERK磷酸化、c-Myc和P53蛋白表达的影响. 
1: 足叶乙甙作用0 h; 2: 足叶乙甙作用3 h; 3: 足叶乙甙作用6 h; 4: 足叶乙甙作用12 h; 5: 足叶乙甙作用24 h; 6: PD98059+足叶

乙甙作用0 h; 7: PD98059+足叶乙甙作用3 h; 8: PD98059+足叶乙甙作用6 h; 9: PD98059+足叶乙甙作用12 h; 10: PD98059+

足叶乙甙作用24 h. 
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■同行评价
本文选题新颖, 研
究方法科学, 行文
流畅, 对ERK信号
通路对胃癌细胞
化疗效果的影响
及其作用机制提
供了有价值的信
息, 为研究新的抗
胃癌药物拓宽了
思路, 具有很好的
学术价值.

另一方面可活化ERK信号通路而影响胃癌细胞

的化疗效果. 其机制可能是化疗药诱导MAPK/
ERK信息通路的异常活化, 抑制P53蛋白并促进

c-Myc蛋白的表达, 从而抑制细胞的凋亡所致. 
抑制MAPK/ERK信息通路可能是抗胃癌药物发

展的新途径.
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Abstract
AIM: To explore the most effective directed 
differentiation medium (MEDDM) for differen-
tiating mouse bone marrow mesenchymal stem 
cells (mMSCs) into hepatocytes in vitro. 

METHODS: Eight differentiation medium 

groups were arranged following uniform design. 
Positive expression rates of ALB+ and CK18+ 
cells in each group were determined using flow 
cytometry. The best suitable factors and their 
concentrations in MEDDM were then identified 
using stepwise regression analysis. Determi-
nation and confirmation of hepatocytes from 
mMSCs were performed using RNA and protein 
expression and synthesis. 

RESULTS: At concentrations of 35 μg/L hepato-
cyte growth factor (FGF) and 30 μg/L oncostatin 
M (OSM), the medium yielded the highest 
percentage of ALB+ and CK18+ cells. During di-
rected differentiation using MEDDM, expression 
of ALB, CK18, TTR, AFP mRNAs were detected. 
And ALB and CK18 proteins were detected in 
cells. On day 21, the ratio of ALB-positive cells 
was 82.83% ± 9.03%, and the ratio of CK18-
positive cells was 74.79% ± 8.41%. The differenti-
ated cells produced albumin and urea in a time 
dependent manner.  

CONCLUSION: Uniform design is adequate for 
choosing the MEDDM of mMSCs. MEDDM con-
taining 35 μg/L FGF and 30 μg/L OSM is effec-
tive to differentiate mMSCs into hepatocytes. 

Key Words: Bone marrow mesenchymal stem cells; 
Hepatocyte; Differentiation; Uniform design
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摘要
目的: 采用均匀设计法筛选及验证小鼠骨髓
基质干细胞体外转化为肝细胞的最佳诱导培
养体系. 

方法: 获取小鼠骨髓基质干细胞, 根据均匀设
计法分8组进行体外诱导实验. 通过流式细胞
术检测各组ALB及CK18的阳性表达率, 通过
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■背景资料
以往研究报道, 在
一定的体外条件
下,  MSC可以向
肝样细胞进行分
化. 但多数报道仅
是对此进行现象
观 察 ,  而 未 重 视
其可重复性和如
何提高分化效率. 
本实验通过研究
HGF, FGF-4, EGF, 
O S M 这 4 个因素
和ALB和CK18两
变量之间的定性
和定量关系, 来筛
选最佳的因素组
合. 

■同行评议者
刘 彬 彬 ,  副 研 究
员, 复旦大学附属
中山医院、复旦
大学肝癌研究所; 
潘兴华, 副主任医
师, 中国人民解放
军成都军区昆明
总医院病理实验
科



逐步回归分析法确立最佳细胞因子组合及浓
度. 从基因水平、蛋白水平以及细胞合成代
谢功能检测, 证实诱导的细胞为有功能的肝 
细胞.  

结果: FGF取35 μg/L, OSM取30 μg/L时, ALB
及CK18的阳性细胞达到最高值. 采用该最佳
诱导体系诱导过程中可检测到细胞表达ALB 
mRNA、CK18 mRNA、AFP mRNA、TTR 
mRNA; 以及ALB、CK18蛋白表达; 第21天最
佳体系诱导组ALB阳性细胞的比例为82.83%
±9.03%, CK18阳性细胞的比例为74.79%±

8.41%. 诱导培养过程中细胞分泌尿素及白蛋
白, 且随诱导时间的延长而增强.  

结论: 均匀设计法可有效进行最佳诱导体系
的筛选, 以35 μg/L FGF、30 μg/L OSM为主的
诱导培养体系, 可以有效地促进骨髓基质干细
胞体外定向转化为有功能的肝细胞.

关键词: 骨髓基质干细胞; 肝细胞; 分化; 均匀设计
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0  引言

干细胞是一种具有克隆形成和自我更新能力的

细胞, 在恰当的条件下或给予不同信号刺激能

转化为不同组织来源的细胞[1]. 目前研究已经

证实骨髓中存在一种基质干细胞系能转化为肝

细胞[2-6]. 干细胞的分化过程复杂, 细胞外基质

及多种可溶性配体组成的信号链, 操纵着干细

胞的生长、分化及形态发展[7-8]. 其中, 肝细胞

生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)、成纤

维样细胞生长因子4(fibroblast growth factor-4,  
FGF-4)、抑瘤素(oncostatin M, OSM)和表皮生

长因子(epithermal growth factor, EGF)等对肝脏

的发生发展起重要作用[9-12]. 之前的研究中, 我
们采用FGF-4, OSM, HGF和EGF细胞因子作为

诱导因子, 成功地将小鼠骨髓基质干细胞(mouse 
bone marrow mesenchymal stem cells, mMSCs)
诱导为肝细胞样细胞[13], 但影响骨髓基质干细

胞体外诱导为肝细胞样细胞的确切因子还未说

明. 本文, 我们对各种细胞生长因子的交互作用

进行分析, 以期能够筛选出骨髓基质干细胞体

外转化肝细胞的最佳诱导体系. 并通过mRNA分

析, 蛋白表达, 细胞功能测定等手段检测该最佳

2218                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志     2008年7月18日    第16卷   第20期

体系在体外将骨髓基质干细胞诱导为肝细胞样

细胞的可行性及效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级近交系C57BL/6小鼠, 体质量

10-12 g, 购于南京大学模式动物中心. DMEM-
LG、IMDM、L-谷氨酰胺(L-glutamine)及FCS
购于Hyclone公司; MCDB-201、ITS、地塞米松

(dexamethasone)、抗坏血酸、胰岛素(insulin)、
青霉素(penicil l in)、链霉素(streptomycin)、
FITC-连接的二抗、PE-连接的二抗、TRIzol 
R N A提取试剂盒Ⅱ型胶原酶、H R P-连接的

二抗、FITC-连接的二抗、PE-连接的二抗、

TRITC-连接的二抗及纤维连接蛋白(fibronectin)
均购于S i g m a公司 ;  重组人肝细胞生长因子

(rhHGF)、重组人碱性成纤维样细胞生长因子

4(rhFGF-4)及rhOSM及重组小鼠表皮生长因子

(rmEGF)购于RD公司; 抗小鼠白蛋白抗体购于

Dako公司; 抗小鼠CK18抗体购于Chemicon公
司; TITANIUMTM one-step RT-PCR试剂盒购于

Clontech公司; Modified lowry protein assay kit
购于Pierce公司; 抗小鼠白蛋白抗体购于Dako公
司; 抗小鼠CK18抗体及抗小鼠HNF-3ß抗体购于

Chemicon公司; 抗小鼠β-actin抗体购于Abcam公

司; DAB(diaminiobenzidene)显色试剂盒购于北

京中山生物公司. 
1.2 方法 
1.2.1 小鼠骨髓基质干细胞的分离与鉴定: 骨髓

基质干细胞的准备如参考文献[14]所述, 采用

SPF级近交系C57BL/6小鼠, 无菌条件下从股骨

和胫骨抽取新鲜骨髓5-7 mL, 悬浮于DMEM-LG
培养液, 离心去除脂肪等杂质; 细胞重悬后加于

密度为1.077 kg/L的Percoll分离液上层, 室温下

以2200 r/min离心30 min; 吸取Percoll分离液表

面的白膜层, 洗涤后重悬. 台盼蓝染色计算细胞

活力, 细胞活力>95%才被使用. 
骨髓基质干细胞接种于事先用10 μg/L纤维

连接蛋白处理过的培养瓶中, 以540 g/L DMEM-
LG, 360 g/L MCDB 201, 100 mL/L FCS, 1×ITS, 
10-8 mol/L地塞米松, 10-4 mol/L抗坏血酸, 100 
kU/L青霉素, 100 mg/L链霉素, 2 mmol/L L-谷氨

酰胺作为基础培养体系. 细胞在37℃ 5%饱和湿

度培养箱中培养. 3 d后去除未贴壁细胞并更换

新鲜培养液. 以后每3-4 d换液1次. 细胞达到80%
融合后, 胰酶消化并传代. 通过这种贴壁选择的

方法不断纯化骨髓基质干细胞, 直至第4代细胞

www.wjgnet.com

■研发前沿
近年来对骨髓干
细胞的研究发现, 
在体外通过特殊
的诱导分化条件, 
可以使骨髓干细
胞分化为肝样细
胞. 其中, 诱导分
化条件的设定直
接影响诱导后分
化的效果. 所以对
诱导体系的优化
是最近该领域的
研究重点, 而可重
复性和诱导效率
则是评价诱导体
系优劣的最为重
要的指标. 
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后开始行干细胞表面标志鉴定. 
获取第4代骨髓基质干细胞, 用含50 mL/L 

FBS的PBS洗涤后, 将2×105细胞重悬于含20 g/L 
多聚甲醛的0.5 mL PBS中. 在冰浴中避光分别

与下列荧光抗体孵育30 min: CD29-PE、CD44-
PE、CD90-PE和CD45-FITC, 后通过流式细胞仪

检测. 
1.2.2 筛选最佳诱导体系: 根据预实验结果, 我
们选取4个因子在4个浓度水平进行分析. 4因子

分别为HGF、FGF-4、EGF和OSM. 每个因子设

4个浓度, 分别为HGF和FGF-4: 0、20、40、60 
μg/L; EGF和OSM: 0、10、20、30 μg/L. 考虑到

各因素之间的交互作用, 并忽略高阶交互作用, 
通过查阅和分析, 我们选择比较恰当的8组实验

均匀设计表U8(44)(网址: http://www.math.hkbu.
edu.hk/uniform design). 以此为依据, 我们建立了

8组不同的诱导培养体系, 分别对骨髓基质干细

胞在不同的体系下进行诱导培养. 除采用共同

的基础培养体系外, 每组按表1添加不同浓度的

诱导因子. 细胞在37℃ 5%饱和湿度培养箱中培

养, 每3 d换液1次, 第21天所有细胞消化后进行

流式细胞检测. 
各组培养第21天细胞消化后顺序与一抗抗

小鼠白蛋白、抗小鼠CK18和二抗(FITC-连接的

二抗或PE-连接的二抗)孵育, 生理盐水重悬后于

流式细胞仪进行检测. 
1.2.3 采用最佳诱导体系体外诱导骨髓基质干

细胞: 骨髓基质干细胞接种于事先用10 μg/L
的Fibronectin处理过的培养瓶中, 接种密度为5
×105/cm2. 基础培养体系: 540 g/L DMEM-LG, 
360 g/L MCDB201, 100 mL/L FCS, 1×ITS, 10-8 
mol/L地塞米松, 10-4 mol/L抗坏血酸, 100 kU/L
青霉素, 100 mg/L链霉素, 2 mmol/L L-谷氨酰胺. 
诱导组加入下列细胞因子: FGF-4 35 μg/L, OSM 
30 μg/L; 非诱导组(对照组)不加上述细胞因子, 
直接以基础培养体系进行培养. 在培养过程中, 
通过Olympus倒置显微镜观察细胞形态的变化, 
第21天所有细胞消化后进行相关检测. 
1.2.4 RT-PCR检测肝细胞特异性基因表达: 分
别从新鲜mMSCs、非诱导组mMSCs、最佳诱

导体系诱导组mMSCs中采用TRIzol试剂抽提总

RNA, 并以小鼠肝脏细胞作为阳性对照. RT-PCR
采用一步法, 对于ALB、CK18、AFP和TTR, 具
体反应条件如下: 50℃逆转录1 h; 94℃ RNA/
DNA杂交变性及逆转录酶失活5 min; PCR: 40个
循环, 94℃变性30 s, 60℃退火1 min, 72℃延伸1 

min, 72℃再延伸5 min. 引物序列如下: AFP(184 
bp): 5'-GTGAAACAGACTTCCTGGTCCT-3', 5'-
GCCCTACAGACCATGAAACAAG-3'; Albumin 
(148 bp): 5'-TCAACTGTCAGAGCAGAGAAG
C-3', 5'-AGACTGCCTTGTGTGGAAGACT-3'; 
CK18(127 bp): 5'-TGGTACTCTCCTCAATCTGC
TG-3', 5'-CTCTGGATTGACTGTGGAAGTG-3'; 
TTR(105 bp): 5'-TCTCTCAATTCTGGGGGTTG
-3', 5'-TTTCACAGCCAACGACTCTG-3'; Beta-
actin(587 bp): 5'-CCAAGGCCAACCGCGAGAA
GATGAC-3', 5'-AGGGTACATGGTGGTGCCGC
CAGAC-3'. 所有引物由上海生物工程公司合成, 
以β-actin作为内参, 扩增产物在含有溴化乙锭的

10 g/L琼脂糖凝胶上电泳, 电泳结果应用紫外成

像分析. 
1.2.5 免疫荧光染色检测ALB及CK18: 将非诱导

组21 d的细胞及诱导组第21天的细胞离心涂片, 
用4%多聚甲醛室温固定10 min、-20℃甲醇固定

2 min后, 用山羊血清室温封闭1 h. 分别进行下

列反应: 1∶100抗小鼠白蛋白单抗室温作用1h, 
1∶100 FITC标记二抗1 h; 1∶100抗小鼠CK18 
单抗室温作用1 h, 1∶100 TRITC标记二抗1 h. 
以小鼠肝细胞作为阳性对照, PBS替代一抗作为

阴性对照, 最后用荧光显微镜观察. 
1.2.6 流式细胞术检测ALB+和CK18+细胞: 培养

第21天细胞消化后顺序与一抗抗小鼠白蛋白、

抗小鼠CK18和二抗(FITC-连接的二抗或PE-连
接的二抗)孵育, 生理盐水重悬后上机检测. 
1.2.7 白蛋白分泌功能检测: 在诱导组和非诱导

组分别取第3、6、9、12、15、18、21天的细

胞培养液, 以小鼠肝细胞作为阳性对照, 包被缓

冲液以1∶100稀释特异性抗小鼠白蛋白抗体并

包被96孔板, 每孔加入100 μL抗体稀释液, 孵育

60 min; 移去上述液体后, 洗液洗涤; 每孔加入

200 μL封闭液, 孵育30 min, 移去上述液体后, 用
洗液洗涤3遍; 用样品稀释液倍比稀释标准品(即
小鼠参照血清), 其浓度由10 000 μg/L, 500 μg/L
至7.8 μg/L, 用于制作标准曲线; 将稀释的标准品

及样品以100 μL/孔加入96孔板内(每一时点均

有复孔), 孵育60 min, 移去孔内液体并清洗, 将
HRP以1∶10 000稀释后加入样品孔内, 100 μL/
孔, 孵育60 min, 移去孔内液体并清洗; 加入酶显

色剂TMB后孵育30 min; 加入2 mol/L H2SO4 100 
μL/孔终止显色反应, 酶标仪测A值(TMB检测波

长为450 nm), 绘制曲线. 
1.2.8 尿素合成实验: 在诱导组和非诱导组组分

■相关报道
在骨髓干细胞体
外向肝细胞转化
的 研 究 中 ,  细 胞
因子HGF, HGF和
EGF, HGF和 /或
FGF-4均有采用 . 
但这些细胞因子
间的相互作用以
及如何组合搭配
方能提高可重复
性、获得较高的
诱导效率则尚无
相关研究报道.
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别取第3、6、9、12、15、18、21天的细胞, 在
培养体系中加入5 mmol/L NH4Cl于37℃在50 
mL/L CO2培养箱中孵育24 h, 通过日立全自动生

化分析仪测量细胞上清液中尿素的浓度. 小鼠

肝细胞用于阳性对照, 培养液用于阴性对照. 
统计学处理  使用S P S S-15.0软件进行统

计学分析 .  连续性资料两个样本均数比较用

Student's test, 多组样本均数比较用One-ANOVA
及Student-Newman-Keuls post-hoc比较. 检验水

准: P  = 0.05.

2  结果

2.1 小鼠骨髓基质干细胞鉴定 C D29, C D44, 
CD45和CD90作为细胞表面标志进行流式鉴定, 
超过90%的P4细胞为CD45阴性, CD29, CD44, 
CD90阳性. 
2.2 最佳诱导体系筛选 各组细胞ALB和CK18阳
性表达率见表2. 变量定义: X1-X4分别代表4个细

胞生长因子HGF、FGF-4、EGF和OSM, X5-X14

为其二阶主效应及交互项. 他们分别表示: X5 = 
X1×X1;  X6 = X2×X2; X7 = X3×X3;  X8 = X4×

X4; X9 = X1×X2; X10 = X1×X3; X11 = X1×X4; X12 

= X2×X3; X13 = X2×X4; X14 = X3×X4. 其中X5 = 
X1×X1表示变量X5是变量X1的二阶主效应, X9 
= X1×X2表示变量X9是X1与X2的交互项, 依次

类推. Y11代表“ALB”%; Y12代表“CK18”%.  
逐步回归分析: 由于无细胞因子培养体系中不

会出现ALB和CK18阳性细胞数, 因此在建模时

不考虑截距项, 变量筛选采用向前法, 变量进入

模型的显著性水平定为0.05. 对于Y11的筛选结

果, 只有X4进入模型, 回归模型为Y11 = 2.82629
×X4; R2 = 0.6873, 提示Y11与X4有关, 且取最大

值35 μg/L时Y11达到最大. 对于Y12的筛选结果, 
回归模型为Y12 = 2.77339×X2-0.03840×X2×

X2+1.03535×X4; R2 = 0.9465. 解该方程的方法: 
每个因素的浓度以5个单位递增, 寻找不同组合

下的最大值, 结果为: X2 = 35 μg/L, X4 = 30 μg/L
时, Y12最大. 35 μg/L FGF和30 μg/L OSM时为我

们筛选的理想结果. 
2.3 最佳诱导体系可高效诱导骨髓基质干细胞

2.3.1 肝脏特异性标记物基因的表达: 诱导组21
天肝脏特异性标记物基因ALB、CK18、TTR和
AFP均有表达, 而新鲜mMSCs及非诱导组则无

表达,  小鼠肝细胞为阳性对照(图1). 
2.3.2 肝脏特异性标记物的蛋白表达: 诱导组中, 
细胞同时表达ALB和CK18,  ALB表达于胞质和

胞膜, CK18表达于胞质(图2). 第21天流式细胞

术检测诱导组ALB阳性细胞的比例为82.83%±

9.03%, CK18阳性细胞的比例为74.79%±8.41%
2.3.3 肝细胞功能实验: 在诱导组中, 细胞从3 d
以后开始分泌ALB, 并随着诱导时间的延长, 分
泌ALB量不断增多; 到第15天时, ALB的分泌达

到高峰, 以后随着诱导时间的延长, ALB分泌量

略有减少, 但仍维持在较高水平(图3)在诱导组

中, 细胞第3天开始具有合成尿素的能力, 并随

着诱导时间的延长, 合成尿素的功能不断增强, 
到第15天时, 尿素的合成达到高峰, 以后随着诱

导时间的延长, 尿素合成略有减少, 但仍维持在

较高水平(图4). 

3  讨论

肝脏的发生发育需要一系列生理过程. 在该过

程中, 多种生长因子和细胞因子参与肝脏的发

生发展. 小鼠的胎肝发生于胚胎期第9天, 在胚

胎发育过程中, 肝脏属于内胚层来源, 由前肠内

胚层和心脏源性中胚层的相互作用而形成[15-16]. 
在此过程中, FGF-4可以作用于肝脏发生的起始

阶段, 参与了内胚层向肝脏的转化[9], OSM则在

胚胎发育的中晚期对肝脏的发育成熟具有重要

1           2           3          4

ALB(148 bp)

CK18(127 bp)

 TTR(104 bp)

AFP(184 bp)

β-actin(587 bp)

图 1 RT-PCR结果. 1: 新鲜mMSCs; 2: 最佳诱导体系培养第21

天mMSCs; 3: 基础培养基培养第21天mMSCs; 4: 小鼠肝细胞.

■创新盘点
本实验借助统计
学均匀设计的方
法, 研究了不同诱
导因子在诱导体
系中的作用, 进而
筛选出最佳诱导
体系需含的诱导
因子种类及浓度. 
并采用该最佳诱
导体系成功且高
效地将骨髓基质
干细胞在体外诱
导分化为肝样细
胞. 
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作用[10]. 另外, HGF对于肝脏的产生、分化以及

出生后肝脏的成熟过程中具有重要作用[11]. 其他

细胞因子如EGF, TGF等在肝脏发育及再生过程

中也有重要作用[12]. 
细胞体外诱导分化的条件可能有别于体

内. 在骨髓干细胞体外向肝细胞转化的研究中, 
HGF[17-19], HGF和EGF[20], HGF和/或FGF-4[21]均有

采用, 但是目前仍未有对其相互作用做系统深

入研究的报道. 在体外的诱导培养条件中,  HGF, 
FGF-4, EGF, OSM[9-12,15]对骨髓干细胞转化为肝

细胞是否都有作用? 他们之间有无交互作用? 
本研究的目的就是通过统计学交叉设计分组研

究的方法, 对各种细胞生长因子的交互作用进

行探讨, 以期能够筛选出骨髓单个核细胞体外

转化肝细胞的最佳诱导体系. 并采用通过RNA

水平、蛋白水平以及细胞的功能实验3方面检

测来验证该最佳体系的实际诱导效果. 我们之

前的研究清晰地显示采用FGF-4, OSM, HGF和
EGF[13]可以将骨髓基质干细胞诱导为肝细胞样

细胞, 所以我们选取该4个因子在4个不同浓度

水平进行分析. ALB和CK18是目前认同的可以

用来确定细胞是否为肝细胞的标记物[16-18]. 故我

们选择ALB和CK18作为2变量, 通过研究HGF, 
FGF-4, EGF, OSM这4个因素和CK18和ALB 2变
量之间的定性和定量关系, 来筛选最佳的因素

组合. 
通常采用的实验设计方法有全面实验法、

正交实验法和均匀设计法. 全面实验法是让每个

因素的每个水平都有配合的机会, 并且配合的次

数一样多, 其优点是结论较精确, 缺点是实验次

表 1 实验分组 (μg/L)

     
分组     HGF        FGF-4               EGF               OSM

1     40           0              10   0

2    20         40              30   0

3      0         20                0 10

4    40           0              20 30

5    40         40                0 30

6    60         60              30 10

7      0         60              10 20

8    60         20              30 20

表 2 各组细胞ALB和CK18阳性表达率 (mean±SD, %)

     
分组                    ALB                              CK18

1          47.76±9.84                   19.85±5.12

2          52.48±10.12     47.21±8.64

3          78.95±11.23     69.54±9.79

4          47.54±8.76                      39.95±8.22

5          85.91±11.67                   67.37±10.01

6          29.44±5.61                   47.83±6.91

7          50.88±9.53       44.74±9.22

8          90.43±10.71                   57.22±9.87

A B
图 2 免疫荧光染色. A: 最佳体

系诱导组21 d细胞ALB-FITC(绿

色)+CK18-TRITC(红色, 但在

同一滤光片下为橙黄色); B:  非

诱导组细胞ALB-FITC+CK18-

TRITC(未显色×1000).
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图 3 白蛋白分泌量检测. 
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图 4 尿素分泌量检测. 

■应用要点
实验者通过均匀
设计的方法进行
实验分组, 每组搭
配不同的诱导因
子及浓度. 在规定
的诱导时间, 对各
组有多少干细胞
分化为肝细胞进
行计数, 经过统计
学分析计算后, 找
到具体的诱导因
子及其浓度. 采用
以上的最佳诱导
体 系 ,  从 细 胞 形
态, 特征性基因、

蛋白质表达情况, 
以及合成、代谢
功能的检测, 来验
证分化得到的是
有功能的肝细胞. 
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数太多[24]. 本实验设计4因素4浓度水平的研究, 
如果使用全面实验法, 所要分的实验组或实验次

数为256组/次, 显然不符合实验实际情况; 正交

实验法是使用一套规格化的正交表, 排出最有代

表新的实验, 合理节省实验次数, 并从实验数据

中充分提取所需信息, 特点是具有均匀分散, 整
齐可比性. 在正交实验中, 如果有s个因素, 他们

各取q个水平, 如果高阶交互作用可以忽略不计, 
其实验数n必须大于s(q-1)+0.5s(s-1)(q-1)2[25-27]. 本
实验如果考虑使用正交设计, 在高阶交互作用

忽略不计情况下, 实验次数还需要66次, 也不符

合实验实际情况. 故我们采用4因素4水平的均

匀设计法, 均匀设计是一种以最少的实验次数

揭示事物本质的实验设计与参数优化方法, 每
因素容纳较多的水平, 不考虑“整齐可比”而

保持“均衡分散”, 用多元回归分析等数理统

计手段对实验结果进行定量分析, 按均匀设计

表即Ｕ表安排实验, 用更少的实验次数获取更

多的信息[27-28]. 因此, 这种实验方法的主要优点

为: 第一, 实验次数少, 节约时间和成本; 第二, 
可以考虑因素之间的交互作用; 第三, 能够建

立描述各实验因素在其条件范围内与实验指标

间关系的数学模型(建立回归模型), 筛选变量

方便; 第四, 在建立了有效回归模型后找出使实

验指标达到最好的各实验因素间的水平组合方

式, 使实验条件最优化; 第五, 均匀设计表即U表

在网上可以直接查阅并使用, 网址为www.math.
hkbu.edu.hk/uniform design[28-29]. 

以此为依据, 我们建立8组不同的诱导培养

体系, 分别对骨髓基质干细胞在不同的体系下进

行诱导培养. 我们选择ALB和CK18阳性细胞的

百分率作为研究的变量. 通过流式细胞仪检测

在不同诱导体系下ALB和CK18阳性细胞的百分

率. 实验结果通过线性回归分析, 我们发现CK18
的表达和FGF与OSM有关; ALB的表达和OSM有

关. 结合肝脏发生发育过程中, 各细胞因子和生

长因子对肝脏发生发育的影响和作用[9-10,15-16], 我
们在体外实验中筛选的结果和肝脏发生发育的

理论是吻合的, 说明均匀设计实验方法在本实验

设计中运用是准确的, 研究结果可靠. 
为了验证最佳诱导体系的诱导效率及效

果, 我们通过RNA水平、蛋白水平以及细胞的

功能实验三方面研究和鉴定. 首先, 我们选择

AFP, ALB, CK18和TTR作为肝细胞特异性标记. 
AFP是内胚层分化以及胎肝细胞早期的标记; 
ALB在胎肝细胞中开始表达, 成熟肝细胞表达最 

高[22]; CK18是细胞骨架蛋白, 表达于成熟肝细

胞; TTR在肝脏发育的整个过程都有表达[30]. 本
实验中, 我们在干细胞诱导的过程中, 在基因水

平和蛋白水平均检测到以上标志的表达. 体外

诱导转化的细胞还能够合成尿素和分泌白蛋白, 
这些合成功能有时间依赖性. 尽管肝细胞和肾

小管上皮均能产生尿素, 而白蛋白的产生是肝

细胞特有的功能活动[31]. 因此实验的结果足以

说明诱导的细胞表现了肝细胞的合成和代谢功

能. 并且其诱导效率高于以往研究报道[13]. 研究

结果表明, 通过以FGF-4和OSM等诱导因子为

主建立的诱导体系的培养, 骨髓基质干细胞可

以转化为具有肝细胞形态, 结构和功能的细胞, 
诱导体系的建立是成功的. 同时, 诱导体系中采

用FGF-4 35 μg/L和OSM 30 μg/L可以获得最佳

的诱导结果, 具有合理性和有效性. 该结果有助

于其在人工肝支持系统以及肝细胞输注方面的 
应用. 

均匀设计实验方法可以有效筛选出骨髓基

质干细胞体外分化为肝细胞的最佳诱导体系, 
以35 μg/L FGF、30 μg/L OSM为主的诱导培养

体系, 可以有效地促进骨髓干细胞体外定向转

化为肝细胞.
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Abstract
AIM: To investigate effects of kidney-tonifying 
liver-emoliating formula (KTLEF) on expression 
of connective tissue growth factor (CTGF) mRNA 
in dimethylnitrosamine-induced hepatic fibrosis 
rats and thereby to elucidate its therapeutic 
effects and its underlying molecular mechanism.

METHODS: Forty male Wistar rats were ran-
domly assigned to normal control group (n = 
10), model group (n = 15) and KTLEF-treated 
group (n = 15). Except the normal control group, 
all the rats received intraperitoneal DMN injec-
tion once a day for 3 successive days for 4 wk. 

Then only the model group was given KTLEF 
for anther 4 wk. Rats were all executed at week 
8. The serum liver fibrosis markers, such as HA, 
LN and Ⅳ-C, were measured using ELISA and 
RIA. The Hepatic inflammatory necrosis and col-
lagen deposition were determined by HE stain-
ing and Sirius red staining, and CTGF mRNA 
expression was detected using RT-PCR. 

RESULTS: The rat model of liver fibrosis in-
duced by DMN was successfully constructed. 
Serum HA, LN and Ⅳ-C levels were significantly 
declined in BSRGF-treated group compared with 
those in the model-group (HA: 319.75 ± 63.23 pg/
L vs 434.44 ± 98.81 pg/L; LN: 44.83 ± 4.09 pg/L vs 
70.67±6.32 pg/L; Ⅳ-C: 52.79 ± 5.71 pg/L vs 79.39 
± 10.52 pg/L, all P < 0.01). The expression level 
of CTGF mRNA was lower in the KTLEF-treated 
group than that in the fibrosis model group 
(CTGF/β-actin: 0.76 ± 0.10 vs 1.08 ± 0.17, P < 0.01), 
and the least in the normal control group.

CONCLUSION: The expression of CTGF mRNA 
is increased in the hepatic fibrosis rats, and is 
supposed to be one possible mechanism of he-
patic fibrosis. KTLEF can significantly inhibit 
CTGF mRNA expression and then effectively 
counteract hepatic fibrosis. 

Key Words: Kidney-tonifying liver-emoliating for-
mula; Hepatic fibrosis; Dimethylnitrosamine; Con-
nective tissue growth factor; Animals; Laboratory

Zhang B, Wang LT. Expression of connective tissue 
growth factor mRNA in hepatic fibrosis rats and the 
therapeutic effects of Bushen Rougan Recipe. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(20): 2224-2228

摘要
目的:  探讨中药复方补肾柔肝方对二甲基
亚硝胺(dimethylnitrosamine, DMN)诱导大
鼠肝纤维化后肝脏组织结缔组织生长因子
(connective tissue growth factor, CTGF) mRNA
的表达影响, 以了解其对肝纤维化的治疗作用
和分子机制.

®

■背景资料
肝纤维化是慢性
肝病向肝硬化发
展的必经之路, 目
前认为肝纤维化
通过积极治疗是
可以逆转的, 但关
键是早期得到及
时诊断和治疗. 补
肾柔肝方能显著
降低肝纤维化大
鼠血清纤维化相
关指标, 改善肝组
织病理学损害, 有
效的干预大鼠肝
纤维化.

■同行评议者
张声生, 教授, 首
都医科大学附属
北京中医医院消
化中心
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方法: ♂Wistar大鼠40只, 随机分为正常对照组
(n  = 10)、模型组(n  = 15)及治疗组(n  = 15). 模型
组和治疗组以10 mg/kg的剂量腹腔注射DMN, 
每天1次, 每周连续3 d, 共4 wk. 模型组在造模
结束后给予生理盐水ig, 而治疗组在造模结束
后给补肾柔肝方ig进行治疗干预, 用药4 wk. 第
8周末处死全部大鼠, 用放射免疫试剂盒方法
检测血清胶原成分HA、LN及Ⅳ-C的含量; 用
HE和天狼猩红染色法观察肝组织的炎症及纤
维增生情况. 并采用RT-PCR半定量方法, 探讨
大鼠肝组织CTGF mRNA的表达水平.  

结果: 治疗组大鼠一般状态明显好于模型组; 
正常组大鼠无死亡, 模型组死亡率为40%, 治
疗组死亡率20%. 模型组血清胶原成分HA、

LN及Ⅳ-C的含量较正常组显著增高, 治疗组
较模型组显著下降(HA: 319.75±63.23 pg/L 
vs  434.44±98.81 pg/L; LN: 44.83±4.09 pg/L 
vs  70.67±6.32 pg/L; Ⅳ-C: 52.79±5.71 pg/L 
vs  79.39±10.52 pg/L, 均P <0.01). DMN可以
成功诱导大鼠肝纤维化, 模型组肝组织CTGF 
mRNA表达明显增强, 中药复方治疗组与模型
组相比明显减弱(CTGF/β-actin: 0.76±0.10 vs  
1.08±0.17, P<0.01), 而正常对照组表达较少. 

结论: CTGF mRNA的表达可能与肝纤维化的
发生密切相关, 中药复方补肾柔肝方具有较好
的抗肝纤维化作用, 可以显著抑制大鼠肝组织
CTGF mRNA的表达.

关键词: 补肾柔肝方; 肝纤维化; 二甲基亚硝胺; 结

缔组织生长因子; 动物; 实验
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0  引言

肝纤维化是肝脏对各种原因所致肝损伤的创

伤愈合反应 ,  表现为肝内结缔组织增生与沉

积. 细胞因子促进肝纤维化的作用已较明确, 尤
其是转化生长因子β(transforming growth factor 
β, TGF-β)、金属蛋白酶组织抑制因子1(tissue 
inhibitor of metalloproteinase-1, TIMP-1)和血小板

源性生长因子(platelet derived growth factor, PDGF)
等, 他们可直接作用于肝星状细胞(hepatic stellate 
cell, HSC)和肝细胞等, 使其增殖和活化[1-7]. 尽管

如此, 人们对肝纤维化的形成机制仍没有清楚. 
结缔组织生长因子(connective tissue growth factor, 
CTGF)是转化生长因子(transforming growth factor, 

TGF)的下游效应介质, 可诱导纤维母细胞细胞

外基质成分基因的表达, 多数学者认为与肝纤维

化关系密切[8-10], 但是也有学者持不同意见[11], 为
此, 我们运用二甲基亚硝胺(dimethylnitrosamine, 
DMN)诱导大鼠肝纤维模型, 观察CTGF在肝纤维

化大鼠肝组织内的表达状况, 并运用补肾柔肝方

(kindney-tonifyis liver-emoliating formula, KTLEF)
进行治疗, 以观察中药复方抗肝纤维化的疗效, 
并分析其作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠40只, 清洁级, 体质量150
±10 g, 购于中科院上海实验动物中心. 补肾柔

肝方(主要成分为仙灵脾、炙鳖甲及黄芪等多

种中药), 由上海中医药大学附属曙光医院制剂

室提供, 制备成含生药1.6 kg/L的流浸膏灌胃液; 
DMN, 购自日本东京化成工业株式会社; 透明质

酸(HA)、层黏连蛋白(LN)及Ⅳ胶原检测试剂盒

购自上海海军医学研究所生物技术中心. 高氯

酸(批号: 19880907), 分析纯, 上海桃浦化工厂提

供. 柠檬酸钠、无水乙酸钠, 分析纯, 购自上海化

学试剂有限公司. AA-200分析天平, Densere仪器

公司; 日立7020自动生化分析仪、轮转切片机

(RM2035)、冰冻切片机(CMl850)、H11220烤片

机、H11210恒温水浴, 均购自德国Leica公司.
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: Wistar大鼠随机分组, 正常对

照组10只, 模型组和治疗组分别15只, 对模型组

和治疗组进行DMN造模, 采取每周连续3 d, 每
天ip DMN 10 mg/kg, 共4 wk, 治疗组在造模4 wk
后给予补肾柔肝方ig, 剂量10 mL/(kg·d), 共治疗

4 wk. 研究过程的第8周末处死全部大鼠, 留取血

清及肝组织标本. 
1.2.2 RT-PCR半定量检测肝组织CTGF mRNA表

达: 分别取正常组、模型组和治疗组各3个肝组

织进行研究, CTGF引物(由中国南方基因中心合

成, 产物383 bp): 上游5'-CTAAGACCTGTGGA 
ATGGGC-3'; 下游5'-CTCAAAGATGTCATT 
GTCCCC-3'; β-肌动蛋白(β-actin)引物(内参照物, 
由中国南方基因中心合成, 产物300 bp), 上游 
5'-TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA-3'; 下
游5'-TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA-3'. 
TRIzol抽提肝组织RNA, 进行RT-PCR扩增. PCR
反应体系为20 μL, 扩增条件: 94℃预变性3 min; 
94℃变性30 s, 54℃退火30 s, 72℃复性30 s, 共
30-35个循环, 最后72℃延伸7 min. 每次PCR反
应均以无菌双蒸水代替cDNA模板作为阴性对

■相关报道
本课题组前期研
究证实, 补肾柔肝
方可以有效的改
善肝纤维化大鼠
的肝功能、抑制
肝纤维化的发生
和发展, 提高大鼠
的生存率.
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照. 取7 μL PCR产物在15 g/L琼脂糖凝胶中进行

电泳, 紫外线下观察结果, 并在凝胶电泳分析系

统下拍照. 求出每条带的密度值, 以β-actin PCR
产物作为内参照. 求出每条目的条带与β-actin条
带的比值, 进行统计学处理. 
1.2.3 生化指标检测以及病理组织观察: 大鼠氯

胺酮麻醉后, 下腔静脉采血, 离心分离血清. 放
射免疫试剂盒方法检测血清胶原成分HA、LN
及Ⅳ-C的含量. HE染色观察肝组织炎症活动情

况, 天狼猩红染色观察肝组织纤维化程度, 并按

照改良Knodell HAI[12]对纤维化程度进行判断.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 应

用SPSS10.0统计软件进行t检验及方差分析.

2  结果

2.1 大鼠一般情况 正常组大鼠生长状态良好, 体
质量增加显著, 皮毛光滑, 二便如常; 模型组活

动少, 精神萎靡, 胡须下垂, 喜睡少动, 体重增加

减少, 甚至较前下降, 皮毛欠光滑, 尿色黄, 有腹

泻; 治疗组一般状态明显好于模型组. 在第8周
的治疗过程中, 正常大鼠无死亡, 而模型大鼠死

亡率为40%(6/15), 治疗组死亡率为20%(3/15), 
所有大鼠经过解剖发现, 正常大鼠无腹水, 模型

组大鼠腹水发生率为60%(9/15), 治疗组大鼠腹

水发生率为33.33%(5/15). 可见, 治疗组与模型

组有显著性差异(P <0.01). 
2.2 血清胶原成分 模型组血清胶原成分HA、

LN及Ⅳ-C的含量均较正常组显著增高, 分别为

正常组的分别为正常组的1.72、1.86、3.71倍, 
表现出明显的肝纤维化特征. 药物治疗组HA、

LN、Ⅳ-C均较模型组显著下降, 分别为正常组

的1.26、1.18、2.47倍(表1). 
2.3 病理组织学检查 正常组: 肝小叶结构正常, 
无界面性炎症及纤维化; 肝条索排列规整, 以中

央静脉为中心呈反射状排列, 肝细胞无变性、

坏死. 模型组: 肝内纤维化间隔增多增宽, 自汇

管区和中央静脉区向周围延伸, 小叶内中央静

脉偏离或消失; 肝细胞索排列紊乱, 少数细胞肿

胀, 散在不同程度的小叶内坏死、碎屑坏死、

桥接坏死. 治疗组: 增生纤维细菲薄, 肝小叶未

被完全分割; 肝细胞排列接近正常, 肝细胞变性

明显减轻, 偶见点状坏死, 有再生肝细胞, 汇管

区有炎症细胞浸润(图1). 根据天狼猩红染色结

果进行纤维化程度判断: 各组大鼠肝组织胶原

纤维增生程度比较(表2), 其中治疗组结果要显

著好于模型组(P <0.05). 
2.4 肝组织CTGF mRNA的表达 模型组CTGF/
β-actin的比值为1.08±0.17, 治疗组为0.76±0.10, 
两者有显著性差异(P<0.01), 而正常组仅为0.28±

表 1 各组大鼠血清HA、LN及Ⅳ-C成分的变化 (mean±SD)

     
分组               n                          HA(pg/L)                               LN(pg/L)                         Ⅳ-C(pg/L)

正常组    10         252.90±26.59                       37.90±5.97                     21.40±4.17

模型组      9         434.44±98.81b       70.67±6.32b                     79.39±10.52b

治疗组    12         319.75±63.23d       44.83±4.09d                     52.79±5.71d

bP<0.01 vs  正常组; dP<0.01 vs  模型组.

图 1 各组大鼠肝组织病理改变(HE×100). A: 正常组; B: 模

型组; C: 治疗组.

A

B

C

■应用要点
本研究运用二甲
基亚硝胺诱导大
鼠肝纤维化, 对大
鼠肝组织中的结
缔组织生长因子
的表达水平进行
研究, 有助于进一
步阐明肝纤维化
的发病机制, 同时
也有助于阐明补
肾柔肝方抗肝纤
维化的疗效机制.
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0.03. CTGF mRNA基因扩增电泳结果如图2所示.

3  讨论

DMN是一种具有肝毒性、细胞毒性和免疫毒性

的药物, 可用于大鼠肝纤维化模型的制作, 其给

药途径为ip, 其造模机理主要与毒性产物引起核

酸和蛋白质的甲基化从而导致肝细胞坏死有关, 
形成的纤维化相对稳定而不易吸收, 此模型与

人类肝硬化早期改变及胶原纤维沉积相似, 可
作为筛选抗肝纤维化药物的方便模型[13-17]. 缺点

是不容易掌握剂量, 因为小剂量不易形成肝纤

维化, 大剂量应用可致大鼠肝细胞坏死后肝纤

维化. 另外还存在死亡率高和容易出血等不足. 
本研究中尽管造模是成功的, 但是仍存在死亡

率偏高的情况, 考虑与DMN剂量偏高或造模时

间偏长有关, 有关造模的最佳条件, 还需要做进

一步深入研究. 
细胞因子作为促进肝纤维化的重要调节因

子的作用已较明确, 尤其是TGF-β、TIMP-1和
PDGF等在肝纤维化形成过程中的作用比较明

确[18-22], 但是许多其他细胞因子的作用也引起

人们的高度重视, 其中CTGF在肝纤维化形成

过程中的作用也引起需要学者的高度重视[23-25]. 
CTGF是高度保守的CCN多肽家族成员之一, 分
子质量38 kDa, 含349个氨基酸, 富含半胱氨酸, 
具有明显的丝裂原性和趋化性, 能诱导成纤维

细胞增殖和分泌细胞外基质, 参与调节细胞增

生、分化、胚胎发育以及伤口愈合, Li et al [26]研

究认为CTGF具有有促进炎症和纤维化形成的

作用. George et al [27]运用DMN诱导老鼠肝纤维

化的模型后发现模型组肝组织的CTGF和TGF-β
表达均显著提高, 通过运用针对CTGF的小干扰

RNA(siRNA)后进行干预, 发现可以下调CTGF
和TGF-β的表达, 有抑制肝纤维化的形成和发

展的作用. Weng et al [28]研究认为CTGF具有上调

TGF-β活性的作用, 从而促进肝纤维化的形成和

发展, 其机制可能与纤维化发生过程中的细胞

信号转导激活有关, 其中Smad3、Smad7等信号

蛋白参与其发病的过程. Hora et al [29]研究发现, 

在丙型肝炎患者, CTGF是促进肝纤维化的炎症

介质, 可能是通过提高瘦素(leptin)水平来实现

的. 本研究结果显示, 运用补肾柔肝方进行治疗

后, 大鼠肝细胞的变性和坏死程度得到显著改

善, 肝纤维化有显著减轻. 基因半定量研究结果

表明, 他可以显著减少肝组织CTGF mRNA的基

因表达水平. 以上表明补肾柔肝方对肝纤维化

具有较好的疗效, 其抗肝纤维的分子机制可能

与下调CTGF有关, 可以使HSC的活化得到抑制, 
从而减少肝纤维化的发生和发展. 

中医中药治疗肝胆疾病, 如黄疸、臌胀、

胁痛等, 已有悠久的历史, 大量临床实践也证实

其疗效. 补肾柔肝方攻补兼施, 攻而不破, 补而

不腻, 攻补力量较为平均, 其以仙灵脾、枸杞、

鳖甲等以补肾而软坚散结; 黄芪、白术等健脾, 
以益气生血, 以丹参等补血活血, 诸药合用, 共
奏补肾健脾活血软坚之功, 是治疗慢性肝病肝

纤维化脾肾亏虚较为严重, 瘀血内阻较为明显

的安全、有效的中药处方. 其独到之处在于注

重肾在肝病发病过程中的调节, 认为肝纤维化

发生与机体正气亏虚有关, 提出“从肾治肝, 扶
助正气”的治肝观点, 这是治疗的一个创新, 符
合中医基础理论中的“肝肾同源”的原理, 在
先前的研究中也证实具有良好的抗肝纤维化作

用[30-31]. 本研究表明, 治疗组可以使HA、LN、

Ⅳ-C均较模型组显著下降, 显示补肾柔肝方对

DMN诱导的肝纤维化形成和发展具有良好的

治疗作用. 其良好的抗肝纤维化作用也得到了

病理学研究的证实, 与正常对照组比较, 模型组

和治疗组的肝组织有显著的肝细胞炎症、水肿

和出血, 有显著的肝纤维化表现, 同时治疗组与

模型组比较其程度有不同的减轻. 本研究对补

肾柔肝方的抗肝纤维化的疗效及机制进行了初

步研究, 为中医药防治肝纤维化提供新的思路

和方法. 

表 2 各组大鼠肝脏组织胶原纤维增生程度比较

     
                       纤维化分级           

Ridit分析
                              －    +      ++    +++   ++++

正常组 10      10                                P<0.01

模型组   9        0     0      4        2        3  

治疗组 12        0     0      6        5        1          P<0.05

分组           n   

图 2 CTGF mRNA基因扩增. 1: DNA marker; 2-4: 内参照物

PCR产物(300 bp); 5: 正常组PCR扩增; 6: 模型组PCR产物

(383 bp); 7: 治疗组PCR产物(383 bp).

1       2        3        4       5        6       7

383 bp

■名词解释
DMN: 一种具有
肝毒性、细胞毒
性和免疫毒性的
药物, 可用于大鼠
肝纤维化模型的
制作, 其给药途径
为腹腔注射, 其造
模机理主要与毒
性产物引起核酸
和蛋白质的甲基
化从而导致肝细
胞坏死有关, 形成
的纤维化相对稳
定而不易吸收.



www.wjgnet.com

2228                           ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2008年7月18日    第16卷   第20期

4      参考文献
1 Murata K, Kamata Y, Munakata H, Sugai M, Sasaki 

M. Immunohistochemical study on liver fibrosis 
in biliary atresia. Hepatogastroenterology 2008; 55: 
179-183 

2 Chen HN, Fan S, Weng CF. Down-regulation of 
TGFbeta1 and leptin ameliorates thioacetamide-
induced liver injury in lipopolysaccharide-primed 
rats. J Endotoxin Res 2007; 13: 176-188 

3 Meindl-Beinker NM, Dooley S. Transforming 
g r o w t h  f a c t o r - b e t a  a n d  h e p a t o c y t e 
transdifferentiat ion in l iver f ibrogenesis . J 
Gastroenterol Hepatol 2008; 23 Suppl 1: S122-S127

4 Brocks B, Kraft S, Zahn S, Noll S, Pan C, Schauer 
M, Krebs B. Generation and optimization of human 
antagonistic antibodies against TIMP-1 as potential 
therapeutic agents in fibrotic diseases. Hum 
Antibodies 2006; 15: 115-124 

5 Sentíes-Gómez MD, Gálvez-Gastélum FJ, Meza-
García E, Armendáriz-Borunda J. [Hepatic fibrosis: 
role of matrix metalloproteases and TGFbeta] Gac 
Med Mex 2005; 141: 315-322

6 Garcíade León Mdel C, Montfort I, Tello Montes 
E, López Vancell R, Olivos García A, González 
Canto A, Nequiz-Avendaño M, Pérez-Tamayo 
R. Hepatocyte production of modulators of 
extracellular liver matrix in normal and cirrhotic rat 
liver. Exp Mol Pathol 2006; 80: 97-108

7 Campbell JS, Hughes SD, Gilbertson DG, Palmer 
TE, Holdren MS, Haran AC, Odell MM, Bauer RL, 
Ren HP, Haugen HS, Yeh MM, Fausto N. Platelet-
derived growth factor C induces liver fibrosis, 
steatosis, and hepatocellular carcinoma. Proc Natl 
Acad Sci U S A 2005; 102: 3389-3394

8 Zhang C, Zhu Y, Wan J, Xu H, Shi H, Lu X. Effects 
of Ginkgo biloba extract on cell proliferation, 
cytokines and extracellular matrix of hepatic stellate 
cells. Liver Int 2006; 26: 1283-1290 

9 Rachfal AW, Brigstock DR. Connective tissue 
growth factor (CTGF/CCN2) in hepatic fibrosis. 
Hepatol Res 2003; 26: 1-9

10 Gressner AM, Yagmur E, Lahme B, Gressner O, 
Stanzel S. Connective tissue growth factor in serum 
as a new candidate test for assessment of hepatic 
fibrosis. Clin Chem 2006; 52: 1815-1817

11 Gressner OA, Lahme B, Demirci I, Gressner AM, 
Weiskirchen R. Differential effects of TGF-beta on 
connective tissue growth factor (CTGF/CCN2) 
expression in hepatic stellate cells and hepatocytes. 
J Hepatol 2007; 47: 699-710

12 B r u n t  E M .  G r a d i n g  a n d  s t a g i n g  t h e 
histopathological lesions of chronic hepatitis: the 
Knodell histology activity index and beyond. 
Hepatology 2000; 31: 241-246 

13 He JY, Ge WH, Chen Y. Iron deposition and fat 
accumulation in dimethylnitrosamine-induced liver 
fibrosis in rat. World J Gastroenterol 2007; 13: 2061-2065

14 Saha JK, Xia J, Sandusky GE, Chen YF, Gerlitz B, 
Grinnell B, Jakubowski JA. Study of plasma protein 
C and inflammatory pathways: biomarkers for 
dimethylnitrosamine-induced liver fibrosis in rats. 
Eur J Pharmacol 2007; 575: 158-167 

15 Wu JW, Lin LC, Hung SC, Lin CH, Chi CW, Tsai 
TH. Hepatobiliary excretion of silibinin in normal 
and liver cirrhotic rats. Drug Metab Dispos 2008; 36: 
589-596

16 Gauldie J, Bonniaud P, Sime P, Ask K, Kolb M. 

TGF-beta, Smad3 and the process of progressive 
fibrosis. Biochem Soc Trans 2007; 35: 661-664

17 Kim EY, Kim EK, Lee HS, Sohn Y, Soh Y, Jung HS, 
Sohn NW. Protective effects of Cuscutae semen 
against dimethylnitrosamine-induced acute liver 
injury in Sprague-Dawley rats. Biol Pharm Bull 2007; 
30: 1427-1431

18 Chen MH, Chen SH, Wang QF, Chen JC, Chang 
DC, Hsu SL, Chen CH, Sheue CR, Liu YW. The 
molecular mechanism of gypenosides-induced 
G1 growth arrest of rat hepatic stellate cells. J 
Ethnopharmacol 2008; 117: 309-317

19 Wynn TA. Cellular and molecular mechanisms of 
fibrosis. J Pathol 2008; 214: 199-210 

20 Seki E, De Minicis S, Osterreicher CH, Kluwe J, 
Osawa Y, Brenner DA, Schwabe RF. TLR4 enhances 
TGF-beta signaling and hepatic fibrosis. Nat Med 
2007; 13: 1324-1332 

21 Zhang LJ, Zheng WD, Chen YX, Huang YH, Chen 
ZX, Zhang SJ, Shi MN, Wang XZ. Antifibrotic 
effects of interleukin-10 on experimental hepatic 
fibrosis. Hepatogastroenterology 2007; 54: 2092-2098

22 Hu YB, Li DG, Lu HM. Modified synthetic siRNA 
targeting tissue inhibitor of metalloproteinase-2 
inhibits hepatic fibrogenesis in rats. J Gene Med 
2007; 9: 217-229

23 Yuhua Z, Wanhua R, Chenggang S, Jun S, Yanjun 
W, Chunqing Z. Disruption of connective tissue 
growth factor by short hairpin RNA inhibits 
collagen synthesis and extracellular matrix secretion 
in hepatic stellate cells. Liver Int 2008; 28: 632-639 

24 Li GM, Li DG, Xie Q, Shi Y, Jiang S, Zhou HJ, 
Lu HM, Jin YX. [Effect of silencing connective 
tissue growth factor on rat liver fibrosis and the 
accumulation of extracellular matrix.] Zhonghua 
Ganzangbing Zazhi 2008; 16: 188-192

25 Chen A, Zheng S. Curcumin inhibits connective 
tissue growth factor gene expression in activated 
hepatic stellate cells in vitro by blocking NF-
kappaB and ERK signalling. Br J Pharmacol 2008; 
153: 557-567

26 Li G, Xie Q, Shi Y, Li D, Zhang M, Jiang S, Zhou H, 
Lu H, Jin Y. Inhibition of connective tissue growth 
factor by siRNA prevents liver fibrosis in rats. J 
Gene Med 2006; 8: 889-900

27 George J, Tsutsumi M. siRNA-mediated knockdown 
of connective tissue growth factor prevents 
N-nitrosodimethylamine-induced hepatic fibrosis 
in rats. Gene Ther 2007; 14: 790-803

28 Weng HL, Ciuclan L, Liu Y, Hamzavi J, Godoy P, 
Gaitantzi H, Kanzler S, Heuchel R, Ueberham U, 
Gebhardt R, Breitkopf K, Dooley S. Profibrogenic 
transforming growth factor-beta/activin receptor-
like kinase 5 signaling via connective tissue growth 
factor expression in hepatocytes. Hepatology 2007; 
46: 1257-1270

29 Hora C, Negro F, Leandro G, Oneta CM, Rubbia-
Brandt L, Muellhaupt B, Helbling B, Malinverni R, 
Gonvers JJ, Dufour JF. Connective tissue growth 
factor, steatosis and fibrosis in patients with chronic 
hepatitis C. Liver Int 2008; 28: 370-376

30 张斌, 万谟彬, 王灵台. 中药复方对DMN诱导的肝纤
维化大鼠Ⅳ型胶原和TGF-β1蛋白表达的影响. 中医药
学报 2005; 33: 25-27

31 Zhang B, Wan MB, Wang LT. [Therapeutic effect of 
Bushen Rougan Recipe on hepatic fibrosis in rats] 
Zhongxiyi Jiehe Xuebao 2005; 3: 132-135

           编辑  李军亮  电编  吴鹏朕                      

■同行评价
本研究采用较成
熟的肝纤维化的
造 模 方 法 ,  观 察
中药复方补肾柔
肝方对大鼠模型
血肝纤指标和肝
脏组织结缔组织
生长因子(CTGF) 
mRNA的表达影
响, 研究方法较规
范, 取得了较好的
结果; 行文表达较
流畅, 具有较好的
学术价值. 



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年7月18日; 16(20): 2229-2233
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

人参皂苷Rg3对人肝癌细胞Pim-3及Bad凋亡蛋白表达的
影响

简 捷, 刘利珍, 李小燕, 胡志方, 王 稻, 黄 缘

简捷, 黄缘, 李小燕, 胡志方, 南昌大学第二附属医院消化内
科; 江西省分子医学重点实验室 江西省南昌市 330006
刘利珍, 南昌大学第二附属医院肿瘤科; 江西省分子医学重
点实验室 江西省南昌市 330006
王稻, 江西省萍乡市人民医院肾内科 江西省萍乡市 337055
简捷, 2006级南昌大学第二附属医院在读硕士, 主要从事消化
系肿瘤基因治疗的基础和临床研究.
作者贡献分布: 简捷与刘利珍对此文所作贡献均等; 此课题由简
捷, 刘利珍及黄缘设计; 研究过程由简捷, 刘利珍, 李小燕, 胡志
方, 王稻及黄缘操作完成; 研究所用新试剂及分析工具由简捷提
供; 数据分析由刘利珍完成; 本论文写作由简捷与刘利珍完成.
通讯作者: 黄缘, 330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌
大学第二附属医院消化内科; 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0791-6292163 传真: 0791-6292163
收稿日期: 2008-04-02   修回日期: 2008-04-23
接受日期: 2008-05-05   在线出版日期: 2008-07-18

Effects of ginsenoside Rg3 on 
the expression of Pim-3 and 
Bad in human hepatocarcinoma 
cell lines 

Jie Jian, Li-Zhen Liu, Xiao-Yan Li, Zhi-Fang Hu, 
Dao Wang, Yuan Huang 

Jie Jian, Yuan Huang, Xiao-Yan Li, Zhi-Fang Hu, Depart-
ment of Gastroenterology, the Second Affiliated Hospital of 
Nanchang University; Jiangxi Provincial Key Laboratory of 
Molecular Medicine, Nanchang 330006, Jiangxi Province, 
China
Li-Zhen Liu, Department of Oncology, the Second Affili-
ated Hospital of Nanchang University; Jiangxi Provincial 
Key Laboratory of Molecular Medicine, Nanchang 330006, 
Jiangxi Province, China
Dao Wang, Department of Kidney, the People’s Hospital of 
Pingxiang, Pingxiang 337055, Jiangxi Province, China
Correspondence to: Yuan Huang, Department of Gas-
troenterology, the Second Affiliated Hospital of Nanchang 
University; Jiangxi Provincial Key Laboratory of Molecular 
Medicine, 1 Minde Road, Nanchang 330006, Jiangxi Pro-
vince, China. huang9815@yahoo.com
Received: 2008-04-02    Revised: 2008-04-23
Accepted: 2008-05-05    Published online: 2008-07-18 

Abstract
AIM: To investigate the effects of ginsenoside 
Rg3 on the expression of Pim-3 and Bad 
phosphorylated proteins including pBad (Ser112) 
and pBad (Ser136) in human hepatocarcinoma 
cell line SMMC-7721. 

METHODS: SMMC-7721 cells were exposed 

to 0, 5, 10, 20, 40 and 80 μmol/L ginsenoside 
Rg3 for 24 h. The effect of ginsenoside Rg3 on 
cell proliferation was measured using methyl 
thiazolyl tetrazolium (MTT) assay, and the 
apoptosis of SMMC-7721 cells was evaluated 
by inverted microscopy and flow cytometry. 
The expression of Pim-3 and pBad (Ser112) 
and pBad (ser136) were measured by Western 
blot. 

RESULTS: The inhibitory rates were 4.69%, 
15.53%, 22.17%, 50.97% and 61.65% respec-
tively, after SMMC-7721 cells were exposed to 
5, 10, 20, 40 and 80 μmol/L ginsenoside Rg3 
for 24 h. Marked morphological changes of 
apoptosis were observed following exposure 
to 5-80 μmol/L ginsenoside Rg3. Flow cytom-
etry showed the apoptosis rate was 0.39% in 
the normal control cells and 16.49% in the cells 
exposed to 80 μmol/L ginsenoside Rg3 for 24 
h, indicating a marked elevation in apoptosis 
rate (P < 0.01). Ginsenoside Rg3 had no marked 
influences on the total Bad protein expression. 
Pim-3 expression was decreased with elevated 
ginsenoside Rg3 concentration, and the pBad 
(Ser112) was increased with elevated ginsen-
oside Rg3. But the pBad (Ser136) was not ex-
pressed.  

CONCLUSION: The anti-cancer action of gin-
senoside Rg3 may be associated with the de-
creased expression of Pim-3 and the increased 
expression of pBad (Ser112).

Key Words: Ginsenoside Rg3; Hepatocarcinoma; 
Serine/threonine kinase Pim-3; Apoptosis

Jian J, Liu LZ, Li XY, Hu ZF, Wang D, Huang Y. Effect of 
ginsenoside Rg3 on the expression of Pim-3 and Bad in 
human hepatocarcinoma cell lines. Shijie Huaren Xiaohua 
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摘要
目 的 :  研 究 人 参 皂 苷 R g 3 对 人 肝 癌 细 胞
S M M C-7721中P i m-3及磷酸化B a d蛋白
pBad(Ser112), pBad(Ser136)表达的影响． 
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■背景资料
研究表明人参皂
苷 R g 3 对多种肿
瘤均有抑制作用. 
Pim-3作为一种丝
/苏氨酸蛋白激酶
P i m 家 族 中 的 成
员, 具有磷酸化凋
亡蛋白Bad,抑制
细 胞 凋 亡 ,  促 进
细 胞 增 值 .  在 人
类许多肿瘤中均
发现Pim-3. 因此, 
Pim-3及Bad可成
为抗肿瘤治疗的
一个新靶点. 探讨
Pim-3抑制肝癌细
胞增值与其影响
磷 酸 化 B a d 蛋 白
表达的关系有助
于揭示人参皂苷
Rg3的抗癌机制 , 
为将来人参皂苷
R g 3 应用于预防
和治疗肝癌提供
理论依据. 

■同行评议者
王学美 ,  研究员 , 
北京大学第一医
院中西医结合研
究室



方法: 用浓度为0、5、10、20、40和80 μmol/L
的人参皂苷Rg3处理SMMC-7721细胞24 h后. 
采用四甲基偶氮唑盐(MTT)方法检测人参皂
苷Rg3对SMMC-7721细胞增殖的抑制作用, 
倒置显微镜和流式细胞术观察人参皂苷Rg3
对SMMC-7721细胞凋亡的诱导作用, Western 
b lo t方法检测不同浓度人参皂苷Rg3处理后
SMMC-7721细胞中Pim-3, pBad(Ser112)和
pBad(Ser136)的表达情况．  

结果: 5、10、20、40和80 μmol/L的人参皂苷
Rg3对SMMC-7721细胞增殖的抑制率分别为
4.69%、15.53%、22.17%、50.97%、61.65%. 
5-80 μmol/L的人参皂苷Rg3处理细胞呈现明
显的凋亡形态学改变, 80 μmol/L人参皂苷Rg3
处理SMMC-7721细胞24 h后,处理组比正常对
照组凋亡明显增加, 差异有统计意义(16.5%±

4.3% vs  0.4%±1.3%, P <0.01). 人参皂苷Rg3对
细胞中Bad总蛋白的表达没有明显影响. Pim-3
的表达随人参皂苷Rg3浓度的增加而逐渐减
弱, 而pBad(Ser112)的表达随人参皂苷Rg3浓
度的增加而逐渐增强; pBad(Ser136)不表达. 

结论: 人参皂苷Rg3的抗癌活性与其促进磷酸
化Bad蛋白表达有关.

关键词: 人参皂苷Rg3; 肝癌; 丝/苏氨酸蛋白激酶

Pim-3; 凋亡
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0  引言

人参皂苷R g3是从中药人参中提取的单一成

分, 具有抑制肿瘤细胞生长, 诱导肿瘤细胞凋

亡, 并能选择性抑制肿瘤细胞转移和侵润及抑

制肿瘤新生血管的形成, 而且还能明显提高化

疗疗效, 起到化疗增敏的作用, 抑制肿瘤细胞生

长[1]. Pim激酶家族是一组钙/钙调蛋白调节激酶

(calcium/calmodulin-regulatede kinase, CAMP)
家族, 该家族各成员(Pim-1, Pim-2, Pim-3)在激

酶结构域高度同源, 其生物学功能也存在显著

的重叠. 与其他丝/苏氨酸蛋白激酶如pI3k-Akt, 
mtor等一样, Pim家族激酶能使在细胞生长通路

中起关键作用的蛋白质分子内的丝/苏氨酸残基

磷酸化, 并通过不同于pI3k-Akt-mtor的另一条通

路[2], 促进细胞的生存和增殖. 多种细胞生长因

子、激素和细胞生长通路如JAK/STAT、pI3k和

2230                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志     2008年7月18日    第16卷   第20期

Akt等可在不同水平上介导Pim的表达[3]. 最近研

究发现Pim-3在肝癌[4], 胰腺癌[5], 结肠癌[6]和胃

癌[7]中异常表达增加. Pim激酶可活化Bad凋亡

蛋白, 使其112位丝氨酸磷酸化, 从而失去活性, 
细胞凋亡减少, 增殖增多[8]. 因此, Pim-3可能成

为抗肿瘤治疗的一个新靶点. 我们采用体外细

胞培养技术, 拟研究人参皂苷Rg3对人肝癌细胞

SMMC-7721中Pim-3及磷酸化蛋白pBad(Ser112)
和pBad(Ser136)表达的影响, 探讨人参皂苷Rg3
抑制肝癌细胞增殖与其影响Pim-3表达和磷酸化

Bad蛋白表达的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 人参皂苷Rg3购自吉林亚泰制药股份

有限公司, M T T和胰酶购自美国S i g m a公司, 
RPMI 1640培养基购自美国G ibco公司, 胎牛

血清购自杭州四季青公司. 羊抗人Pim-3, Bad, 
pBad(Ser112)和pBad(Ser136)抗体购自美国

Santa Cluz公司. 碱性磷酸酶标记兔抗羊二抗

和BCIP/NBT显色系统购自美国Promega公司. 
SMMC-7721由江西省医学分子中心提供. 细胞

常规培养于含100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640
培养液中. 人参皂苷Rg3用二甲基亚砜(DMSO)
溶解, 配制成80 mmol/L的储备液, 用培养液稀释

至所需浓度. DMSO在各组培养液中的终浓度均

为1 mL/L.
1.2 方法 
1.2.1 人参皂苷Rg3对SMMC-7721细胞增殖的抑

制作用检测: 取对数生长期的SMMC-7721细胞, 
常规胰酶消化接种于96孔板, 每孔4×103个细

胞, 培养24 h后加入人参皂苷Rg3使其终浓度为

0, 5, 10, 20, 40和80 μmol/L, 每个浓度设6个平行

孔. 培养24 h后加入5 g/L MTT 20 μL. 再培养4 h
后倒尽板中的培养液, 各孔加100 μL DMSO, 轻
轻振荡后用酶标仪(波长490 nm)测定各孔的吸

光值, 以每组6个孔的平均值作为各组的平均值. 
实验重复3次. 根据下列公式计算人参皂苷Rg3
对SMMC-7721细胞的抑制率: 抑制率 = (1-实验

值/对照值)×100%. 
1 . 2 . 2  倒 置 显 微 镜 观 察 人 参 皂 苷 R g 3 对

S M M C - 7 7 2 1 细 胞 凋 亡 的 作 用 :  常规培养

SMMC-7721细胞, 按1×105个/孔接种于24孔
细胞培养板. 用含不同溶度人参皂苷Rg3处理

SMMC-7721细胞24 h后置倒置显微镜下观察

其形态变化 .  收集经人参皂苷R g3处理过的

SMMC-7721细胞, 制备细胞悬液, 于流式细胞仪

检测细胞凋亡率. 

www.wjgnet.com

■研发前沿
自从发现人参皂
苷 R g 3 能 选 择 性
抑制肿瘤细胞转
移和侵润及抑制
肿瘤新生血管的
形成, 其抗癌活性
引起广泛关注. 体
内体外实验及流
行病学研究结果
显 示 ,  人 参 皂 苷
R g 3 对 多 种 肿 瘤
均有抑制作用. 研
究 人 参 皂 苷 R g 3
对肿瘤细胞中信
号传导途径的调
节作用已经成为
研究其抗癌活性
机制的一个重要
环节. 

■相关报道
研究已发现人参
皂 甙 R g 3 能 明 显
抑制小鼠腹水肝
癌细胞、黑色素
瘤、人小细胞肺
癌和人胰腺癌细
胞的单层浸润. 
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1.2.3 检测人参皂苷Rg3对SMMC-7721细胞中

Pim-3, Bad, pBad(Ser112)和pBad(ser136)表达的

影响: 常规收集不同浓度人参皂苷Rg3处理24 h
的细胞, 提取细胞总蛋白; 用Bradford法测定含

量后, 取50 g总蛋白经100 g/L聚丙烯酰胺凝胶

电泳分离并转移至硝酸纤维素膜上. 用含10 g/L 
BSA的TBST室温封闭1 h; 分别加1∶600稀释的

羊抗人Pim-3, Bad, pBad(Ser112)和pBad(Ser136)
抗体, 室温孵育2 h, 用TBST漂洗10 min, 3次, 加
1∶7500稀释的碱性磷酸酶标记的二抗, 室温孵

育1 h, 用TBST漂洗10 min, 3次, TBS漂洗2次, 
NBT/BCIP显色, 去离子水漂洗, 上海天能凝胶

成像图像分析系统照相记录结果.
统计学处理 采用SPSS12.0统计软件进行单

因素方差分析, 组间比较用LSD法.

2  结果

2.1 人参皂苷Rg3对SMMC-7721细胞增殖的抑

制作用 在5-80 μmol/L浓度时, 人参皂苷Rg3对
SMMC-7721细胞的增殖有明显抑制作用, 并且

其抑制作用随着人参皂苷Rg3浓度的提高而增

强(表1).

2.2 人参皂苷Rg3对SMMC-7721细胞凋亡的诱导

作用 在倒置显微镜下观察, 正常细胞呈现弥漫

均匀, 细胞边缘整齐, 凋亡细胞变圆、体积缩小, 
核碎裂呈大小不等的圆形小体. 本实验对照组偶

见凋亡细胞, 而各人参皂苷Rg3处理组则可见较

多的凋亡细胞, 并且随着人参皂苷Rg3浓度的提

高, 凋亡细胞数明显增多(图1). 流式细胞术结果: 
正常对照组凋亡细胞占(0.39±1.3)%; 80 μmol/L
人参皂苷Rg3处理SMMC-7721细胞24 h后, 凋亡

细胞占(16.49±4.3)%, 处理组比正常对照组凋亡

明显增加, 差异有统计意义(P<0.01, 图2). 
2.3 人参皂苷Rg3对SMMC-7721细胞中Pim-3及

两种P-Bad表达的影响 不同浓度人参皂苷Rg3处
理SMMC-7721细胞24 h后, Pim-3的表达随人参

皂苷Rg3浓度的增加而逐渐减弱; pBad(Ser112)
的表达随人参皂苷Rg3浓度的增加而逐渐增强;
人参皂苷Rg3对细胞中Bad总蛋白的表达没有明

显影响, Bad总蛋白的表达不变; pBad(Ser136)不
表达(图3).

3  讨论

人参皂苷Rg3作为一种抗肿瘤中药成分, 其抗癌

■创新盘点
本 研 究 发 现 人
参 皂 甙 R g 3 抑 制
Pim-3的表达, 促
进pBad(Ser112)
的 表 达 可 能 是
人 参 皂 苷 R g 3 诱
导 人 肝 癌 细 胞
SMMC-7721细胞
凋亡, 抑制其增殖
的原因之一. 
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图 2 人参皂苷Rg3处理SMMC-7721肝癌细胞24 h后细胞凋亡的流式细胞术检查. A: 正常对照组; B: 80 μmol/L人参皂苷

Rg3处理组.

A B

A B C

图 1 倒置显微镜观察不同浓度人参皂苷Rg3处理SMMC-7721肝癌细胞后形态学改变. A: 0 μmol/L组; B: 40 μmol/L组; C: 

80 μmol/L(sp×200). 

■应用要点
探 讨 人 参 皂 甙
R g 3 抑 制 肝 癌
细 胞 增 值 与 其
影 响 P i m - 3 以 及
pBad(Ser112)的
表达的关系有助
于揭示人参皂甙
Rg3的抗癌机制 , 
为将来人参皂甙
R g 3 应用于预防
和治疗肝癌提供
理论依据. 
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活性引起广泛关注. 体内体外实验及流行病学

研究结果显示, 人参皂苷Rg3对多种肿瘤均有抑

制作用. 人参皂甙Rg3可选择性抑制癌细胞的

浸润[9]. 通过体外抗浸润试验证明表明: 人参皂

甙Rg3能明显抑制小鼠腹水肝癌细胞(rat ascites 
hepatoma cells MM1)、B16FE7黑色素瘤、人小

细胞肺癌(OC10)和人胰腺癌细胞(PSN-1)的单层

浸润[10]. 人参皂苷Rg3对高转移性的小鼠黑色素

瘤细胞(B16FE7)肺转移及Balb/c小鼠结肠癌细

胞(26-Ｍ3.1)肺转移具有抑制作用[11]. 本研究采

用MTT方法也证实人参皂苷Rg3对SMMC-7721
细胞体外增殖有抑制作用, 并且20-80 μmol/L的
人参皂苷Rg3处理能诱导SMMC-7721细胞形成

典型的凋亡形态学改变. 上述研究结果说明, 人
参皂苷Rg3具有抑制肿瘤细胞增殖的作用. 

Pim-3是一种丝/苏氨酸蛋白激酶Pim家族中

的成员. Pim激酶主要通过以下途径来发挥其生

物学作用: (1)抑制Bcl-2家族的前凋亡基因Bad,
阻止Bad-Bcl-xl的相互作用, 抑制凋亡[12]; (2)使
酪氨酸磷酸酶PTP-U2S磷酸化, 抑制其磷酸酶的

活性, 从而阻止细胞凋亡的发生[13]; (3)通过协同

或调控Bcl-2家族的抗凋亡蛋白的功能, 抑制细

胞凋亡的线粒体通路[14]. 研究还发现Pim激酶具

有加速细胞周期进程的效应[15]: (1)使p21磷酸化, 
促使休眠期细胞进入细胞周期; (2)激活Cdc25A, 
促进细胞的G1期进程; (3)抑制C-TAK1的活性, 
促进G2/M转换; (4)激活STAT3信号途径, 促进细

胞G1/S周期的进程. 本研究中我们发现, 不同浓

度人参皂苷Rg3处理SMMC-7721细胞24 h后, 不
同浓度人参皂苷Rg3处理SMMC-7721细胞24 h
后, Pim-3的表达随人参皂苷Rg3浓度的增加而

逐渐减弱, 而pBad(Ser112)的表达随人参皂苷

Rg3浓度的增加而逐渐强; pBad(Ser136)不表达.  
因此, 人参皂苷Rg3可通过促进Bad活性形式－

磷酸化Bad的形成而诱导肿瘤细胞的凋亡、抑

制肿瘤细胞的增殖. 
总之, Pim-3可成为肿瘤治疗的一个新靶点, 

本研究结果表明, 抑制Pim-3的表达可能是人参

皂苷Rg3诱导人肝癌细胞SMMC-7721细胞凋亡, 
抑制其增殖的原因之一. 
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图 3 人参皂苷Rg3对SMMC-7721细胞中Pim-3及两种
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表 1 不同浓度人参皂苷Rg3对SMMC-7721细胞的抑制
作用 (mean±SD, %, n  = 6)

     
Rg3(μmol/L)               A 值                存活率(％)     抑制率(％)

0                      0.618±0.038        100.00             0.00
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■名词解释
Pim激酶家族: 是
一组丝/苏氨酸激
酶Pim家族, 他拥
有 3 个 成 员 分 别
为Pim-1, Pim-2, 
Pim-3. 该家族各
成员在激酶结构
域高度同源, 其生
物学功能也存在
显著的重叠. Pim
激酶家族能使在
细胞生长通路中
起关键作用的蛋
白质分子内的丝
/苏氨酸残基磷酸
化, 并通过不同于
pI3k-Akt-mtor的
另一条通路, 促进
细胞的生存和增
殖. 
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第二十次全国中西医结合消化学术会议征文通知

本刊讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2008-11在上海市召开第二十次全国中西医结合

消化系统疾病学术会议, 并同时举办全国中西医结合消化疾病(重点为肝病、内镜与胃癌)新技术新理论继续

教育学习班. 学习班招收对象; 中西医结合、中医或西医的消化专业医师、科研人员、研究生等. 参加学习班

者授予国家级1类继续教育学分; 大会论文报告者另授继续教育学分6分. 

1    征稿内容

消化内镜技术及其中西医结合临床应用; 脂肪肝、慢性肝炎与肝硬化等常见肝病的中西医结合基础与临床研

究; 消化道肿瘤中西医结合诊疗; 脾胃学说及其临床应用; 其他消化系统疾病(包括食管、胃、肝、胆、胰腺等

疾病)的基础研究、临床研究与实践等.

2    征稿要求

请注明作者姓名、单位、详细通讯地址、邮编. 稿件请附800字论文摘要, 尽可能以电子信件的形式将稿件传

送, 截稿日期: 2008-09-30.

3    联系方式

刘成海, 201203, 上海市浦东新区张衡路528号上海中医药大学附属曙光医院肝病所, 传真: 021-51324445或

51328500, shxhhy2008@yahoo.cn或czs.xiaohua@163.com
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Abstract
AIM: To investigate the effect of curcumin on the 
expression of vascular endothelial growth factor 
(VEGF) in hepatocellular carcinoma cell line 
HepG2 under hypoxic conditions. 

METHODS: Hepatocellular carcinoma HepG2 
cells were treated with different concentra-
tions (0, 1, 2, 5, 10 μmol/L) of curcumin under 
hypoxic conditions for 6 h. Cellular viability 
was detected by MTT assay.The level of VEGF 
expression was detected at protein and mRNA 

level by Western blot technique and reverse 
transcription-poly chain reaction respectively. 

RESULTS: The levels of VEGF protein and 
mRNA decreased significantly in the cells co-incu-
bated with curcumin at 1, 2, 5, and 10 μmol/L for 
6 h in a dose-dependent manner as compared 
with those in the control cells (0 μmol/L cur-
cumin treatment) (VEGF protein: 2.12 ± 0.23, 1.59 
± 0.13, 0.82 ± 0.11, 0.33 ± 0.05 vs 2.85 ± 0.37, P < 
0.05 or P < 0.01; VEGF mRNA: 0.60 ± 0.05, 0.54 ± 
0.04, 0.16 ± 0.02, 0.06 ± 0.01 vs 0.81 ± 0.07, all P < 
0.01). 

CONCLUSION: Curcumin can decrease the ex-
pression of VEGF in hepatocellular carcinoma 
HepG2 cells. 
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摘要
目的: 研究姜黄素对缺氧条件下人肝癌细胞
HepG2中血管内皮生长因子(VEGF)表达的 
影响. 

方法: 姜黄素(0、1、2、5、10 μmol/L)处理
缺氧条件下的HepG2细胞6 h后, 采用四唑盐
(MTT)法观察HepG2细胞活性的变化, Western 
blot观察VEGF的蛋白水平变化, RT-PCR检测
VEGF mRNA表达水平变化. 

结果: HepG2细胞经1、2、5、10 μmol/L的姜
黄素处理后, VEGF蛋白和mRNA水平与对照
组(0 μmol/L姜黄素处理)比较明显降低(蛋白: 
2.12±0.23, 1.59±0.13, 0.82±0.11, 0.33±0.05 
vs  2.85±0.37, P <0.05或P <0.01; mRNA: 0.60
±0.05, 0.54±0.04, 0.16±0.02, 0.06±0.01 vs  
0.81±0.07, 均P <0.01), 且降低程度随着姜黄
素处理浓度的增加而变大. 

®

■背景资料
血管内皮生长因
子(VEGF)是重要
的促血管生成因
子, 在肝癌组织中
高表达, 与肝癌浸
润和转移密切相
关. 姜黄素是一种
常见的天然黄酮
类化合物, 已作为
癌症预防和治疗
药物进入临床试
验. 姜黄素抗肿瘤
机制复杂, 近来研
究发现其机制之
一为抑制肿瘤血
管生成.
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结论: 姜黄素可抑制HepG2细胞中VEGF的基
因表达.
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0  引言

血管新生是恶性肿瘤生长和转移的先决条件. 
血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)作为重要的血管生成促进因子, 能
够通过旁分泌和自分泌途径诱导血管生成, 促
进肿瘤生长[1]. 抑制肿瘤血管新生已成为当前抗

肿瘤治疗的重要策略之一[2], 而寻找安全、有

效的抗肿瘤新药也成为肿瘤防治研究领域的重

要课题. 姜黄素是植物中存在的天然黄酮类化

合物, 能拮抗肿瘤血管生成, 抑制肿瘤细胞增殖

和促凋亡[3-5], 是具有极大开发前景的癌症预防

及化学治疗药物. 肝癌是最常见的实体器官恶

性肿瘤之一, 在肿瘤发病率中位列第三. Suzuki 
et al [6]发现VEGF在富含血管的肝癌组织中高表

达, 且主要位于坏死区周围缺氧的肝癌细胞内. 
杜静 et al [7]的实验观察到, 人肝癌细胞HepG2在
缺氧条件下, VEGF的表达较常氧条件下显著升

高. 姜黄素是否能抑制缺氧肝癌细胞内VEGF
的表达从而减少新生血管的形成呢? 目前相关

的报道并不多见. 鉴于此, 本实验拟选取人肝癌

HepG2细胞作为研究对象, 观察姜黄素对缺氧条

件下的HepG2细胞内VEGF表达的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌HepG2细胞为同济医院肝病

研究所自备 ,  D M E M高糖培养基和胎牛血清

(美国Gibco公司), 姜黄素、氯化钴(COCl2)和
MTT(美国Sigma公司), CO2恒温细胞培养箱(日
本Sanyo公司), Spectra Max M2全能酶标仪(美
国Molecular Devices公司), 鼠抗人VEGF抗体(美
国Santa Cruz公司), 鼠抗α-tublin抗体和辣根过

氧化物酶标记羊抗鼠二抗(美国Sigma公司), 蛋
白定量试剂盒、电泳和转膜装置(美国Bio-rad
公司), 增强化学发光剂(ELC)和显影暗盒(英国

Amersham公司), 显影胶片(英国宝丽莱T667胶
片), 莫洛尼鼠白血病病毒(M-MLV)逆转录酶试

剂(美国Promega公司), Taq DNA聚合酶(美国

MBI公司), β-actin和VEGF引物由北京奥科生物

技术有限责任公司合成, PCR仪和图像分析(德
国Biometra公司). 
1.2 方法 
1.2.1细胞培养及处理: HepG2细胞中加入含50 
mL/L胎牛血清的DMEM高糖培养基, 置于50 
mL/L CO2、37℃、饱和湿度的常氧环境培养箱

内培养, 待细胞贴壁融合至80%时更换新鲜无

血清培养基, 继续培养24 h后, 细胞进入试验. 为
了充分模拟缺氧微环境, 将培养箱调至50 mL/L 
CO2、950 mL/L N2、37℃、饱和湿度的缺氧条

件, 并在细胞缺氧培养前5 min往培养基内添加

终浓度300 μmol/L的CoCl2
[8]. 细胞在缺氧培养条

件下, 分别加入终浓度为1、2、5、10 μmol/L的
姜黄素作用6 h. 作用完成后收集细胞, 提取细胞

蛋白和mRNA. 以0 μmol/L姜黄素作用的HepG2
细胞作为对照组. 
1.2.2 MTT法检测细胞活力: HepG2细胞悬液按

每孔104个细胞接种于96孔板中, 每孔体积200 
μL. 按实验安排加入不同剂量姜黄素, 常氧条件

下培养6 h, 每个剂量组6个复孔. 作用结束后吸

弃培养基, 细胞用PBS洗3次, 每孔加入200 μL新
鲜无血清培养基及20 μL MTT溶液(5 g/L), 继续

孵育4 h后终止培养. 小心吸弃孔内培养上清, 每
孔再加入150 μL二甲基亚砜, 振荡10 min, 使结

晶充分溶解. 自动酶标仪上用490 nm波长测各

孔光吸收值, 用试验孔与对照孔的吸光度百分

比值表示细胞活力. 
1.2.3 Western blot免疫印迹法检测VEGF的蛋

白表达水平: 细胞用细胞裂解液裂解后提取全

细胞蛋白并定量. 将点样蛋白浓度调成一致后

电泳分离、转膜. 转膜后的硝酸纤维素膜用50 
g/L脱脂奶粉缓冲封闭液4℃封闭过夜, 加一抗

VEGF(1∶200)室温振摇孵育2 h, 洗膜30 min后
加二抗(1∶8000)室温振摇孵育1 h, 再洗膜30 
min除去未结合的二抗, 暗盒显影. 免疫反应带

用ELC试剂盒检测, 化学发光信号用自显影胶片

记录. 内参选用α-tublin. Biometra图像分析仪对

条带积分吸光度进行定量分析. 用VEGF/β-actin
表示VEGF蛋白的相对表达量. 每个实验组重复

3次计算统计量. 
1.2.4 RT-PCR检测VEGF的mRNA水平: 按照

TRIzol说明书方法提取细胞总RNA, 测总RNA
浓度和纯度. 在25 μ L逆转录反应体系中, 以
1 μg总RNA为模板, 以随机引物Random 9mers
为引物, 用M-MLV逆转录酶将mRNA逆转录为

cDNA. 取3 μL逆转录产物cDNA, 用Taq DNA

■研发前沿
抑制肿瘤血管新
生系当前抗肿瘤
治疗的重要策略
之一. 寻找并研发
安全、有效的抗
肿瘤血管新生药
物, 是肿瘤防治研
究领域亟待解决
的关键问题.
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聚合酶进行PCR反应, PCR反应体积25 μL. 以
β-actin作为内参. 引物序列如下: VEGF: 上游引

物5'-GAGGGCAGAATCATCACGAAG-3', 下游

引物5'-AGGGAACGCTCCAGGACTTAT-3', 扩
增产物长度402 bp; β-actin: 上游引物5'-CATCA
CTATCGGCAATGAGC-3', 下游引物5'-GACAG
CACTGTGTTGGCATA-3', 扩增产物长度156 bp. 
反应条件为: 94℃预变性5 min后, VEGF: 94℃
变性45 s, 60℃退火45 s, 72℃延伸35 s; β-actin: 
94℃变性1 min, 57℃退火45 s, 72℃延伸1 min. 
30个循环后72℃维持5 min, PCR产物经15 g/L琼
脂糖凝胶电泳, 凝胶成像系统进行半定量分析, 
用VEGF/β-actin表示VEGF基因的相对表达量. 
每个实验组重复3次计算统计量. 

统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 使
用SPSS12.0软件进行组间方差分析. 

2  结果

2.1 姜黄素对缺氧条件下HepG2细胞活力的影响 
1、2、5、10 μmol/L姜黄素处理的HepG2细胞

相对活力与对照组(0 μmol/L)相比较, 差异无统

计学意义(图1). 
2.2 姜黄素对缺氧条件下HepG2细胞内VEGF的

表达影响 1 μmol/L姜黄素处理使HepG2细胞缺

氧6 h后的VEGF蛋白表达明显下降, 与对照组相

比差异有统计学意义(P <0.05); 2、5、10 μmol/L
姜黄素的处理使HepG2细胞内VEGF蛋白表达

水平的下降更为明显, 各剂量组与对照组相比, 
差异均有统计学意义(P <0.01)(表1, 图2); 1-10 
μmol/L姜黄素处理使HepG2细胞缺氧6 h后的

VEGF mRNA表达水平明显下降, 下降趋势与

蛋白表达变化趋势一致, 呈一定的剂量效应关

系, 各剂量组与对照组相比, 差异有统计学意义

(P <0.01, 表1, 图3). 

3  讨论

肿瘤的主要生物学特征是肿瘤细胞的快速生长

并伴缺氧微环境的形成[9]. 缺氧能激活多种血管

生成因子表达, 是促血管生成的诱因[10-11]. 而血

管生成是实体肿瘤生长、侵袭、扩散和转移的

基础和关键, 是肿瘤治疗的靶点. VEGF广泛分

布于人体内, 是诱导肿瘤产生新生血管的主要

细胞因子. VEGF可诱导肝癌中新生微血管形成, 
为肝癌组织提供充分的养分, 同时能增加微血

管的通透性, 利于肝癌细胞透过发育不完善的

新生微血管进入循环转移扩散, 促进肝癌细胞

的转移和增生[12-14]. 肝癌组织中VEGF的表达量

被发现与肿瘤的增殖活性及新生化程度有显著

相关性[15]. 而血清VEGF的测定则被认为和血清

甲胎蛋白一样, 是诊断肝细胞癌及其预后判断

的重要指标[16]. 因此, 抑制VEGF的表达可以通

过减少血管生成和肿瘤细胞异常增殖等机制发

挥抗肝癌作用. 

■创新盘点
目前国内外关于
姜黄素对缺氧肝
癌细胞内VEGF基
因表达影响的报
道并不多见. 本文
观察了不同剂量
姜黄素作用下, 人
肝癌细胞HepG2
在 缺 氧 环 境 中
V E G F 表 达 的 变
化, 发现姜黄素能
抑制肝癌细胞中
VEGF的mRNA和
蛋白表达, 且呈一
定的剂量依赖效
应.

表 1 姜黄素在缺氧条件下作用于HepG2细胞时VEGF的
表达水平

     
剂量                          VEGF蛋白                          VEGF mRNA

(μmol/L)             (VEGF/α-tublin)                  (VEGF/β-actin)

0               2.85±0.37                     0.81±0.07

1               2.12±0.23a                    0.60±0.05b

2               1.59±0.13b     0.54±0.04b

5               0.82±0.11b     0.16±0.02b

10               0.33±0.05b     0.06±0.01b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组(0 μmol/L).

图 1 姜黄素对HepG2细胞活力的影响. 
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图 3 姜黄素在缺氧条件下作用于HepG2细胞时VEGF的 
mRNA表达水平. 
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■应用要点
研究姜黄素对缺
氧人肝癌细胞中
VEGF基因表达的
影响, 为进一步深
入探讨姜黄素抗
肝癌作用机制及
开发、筛选新型
临床抗肝癌药物
提供了一定的理
论依据.

姜黄素是从姜科植物姜黄根茎中提取的

酚性色素, 是姜黄最重要的活性成分, 具有抗

肿瘤、抗炎、抗氧化、降血脂等多种药理作 
用[17-18]. 临床研究发现姜黄素能使癌前病变逆 
转[19]. 美国国立肿瘤研究所也已将其列为第三

代癌症化学预防药物, 进入一期临床试验. 姜黄

素的抗癌作用复杂, 确切的抗癌效应机制依然

不明[20]. 最近的研究发现姜黄素能抑制体外血

管内皮细胞增殖和体内毛细血管的形成[21-23]. 这
证明姜黄素肿瘤的预防效能起码有部分是因为

他对血管生成的直接抑制. 但是姜黄素抗肿瘤血

管生成的作用机制尚不完全清楚. Gururaj et al [24]

发现姜黄素能通过抑制EAT细胞的VEGF表达来

抑制肿瘤血管生成. 我们的实验结果表明, 1-10 
μmol/L的姜黄素能剂量依赖性地抑制人肝癌细

胞HepG2在缺氧条件下的VEGF mRNA表达和

蛋白表达. 这与Bae et al [25]的实验结果一致. 同
时, 我们观察了1-10 μmol/L姜黄素作用6 h对缺

氧条件下的HepG2细胞活力的影响, 发现1-10 
μmol/L的姜黄素对HepG2细胞没有产生急性毒

性. 这说明姜黄素对HepG2细胞中VEGF表达影

响的结果不会因为其致细胞死亡而产生便倚. 
提示姜黄素确实可抑制肝癌细胞中VEGF的基

因表达, 从而抑制肝癌组织缺氧诱导的血管形

成和肝癌细胞生长、转移. 
中医运用姜黄来治疗肝病、散风活血、通

经止痛由来已久, 印度早在3000多年前就将富

含姜黄素的咖喱作为日常食物食用. 现在, 姜黄

素已被WHO/FDA列为天然食用色素, 并且已有

临床实验在逐步研究姜黄素的药物代谢动力学

和癌症治疗的生物有效剂量[19,26]. 因此姜黄素极

有可能成为未来安全有效的肝癌预防与治疗剂. 
下一步, 我们将着手研究姜黄素对HepG2细胞缺

氧诱导VEGF表达的抑制作用的可能分子机制

和体内效应, 为开发和筛选新型临床抗肝癌药

物提供进一步的理论依据. 
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Abstract
AIM: To observe the effects and mechanism of 
L-arginine (L-Arg), the donor of nitric oxide 
(NO), on spontaneous contraction of rat colon 
smooth muscle in vitro.

METHODS: Effects of NO and influence of 

L-NNA, ODQ, aminophylline, atropine and ace-
tylcholine on NO were recorded in terms of ten-
sion change in rat colon smooth muscle stripe in 
vitro using tension transducer. 

RESULTS: L-Arg inhibited spontaneous con-
traction of rat colon in a dose-dependent man-
ner at different concentrations ranging from 1 × 
10-8 to 1 × 10-3 mol/L. The contraction amplitude 
was decreased by 38.0% ± 4.2% and 55.7% ± 4.4% 
respectively when 1 × 10-5 and 1 × 10-3 mol/L 
L-Arg were used. 1 × 10-8 mol/L L-Arg showed 
no significant effect on spontaneous activities 
of rat colon. Inhibitory effects of L-Arg on colon 
muscle stripe were decreased in presence of 
ODQ (1 × 10-6 mol/L) or in presence of acetyl-
choline(1 × 10-7 mol/L), but markedly elevated 
in presence of aminophylline(1 × 10-6 mol/L) or 
in presence of atropine (1 × 10-6 mol/L). 

CONCLUSION: L-Arg inhibits the spontane-
ous activities of mouse colon smooth muscle by 
the path of NO-sGC-cGMP and the pathway of 
M-receptor involved in this effect too. 

Key Words: Nitric oxide; M-receptor; Smooth mus-
cle; Spontaneous contraction; Colon

Peng SQ, Gong HP, Yu SB, Xiong ZB, Zhu L, Hu HZ. 
Effect of nitric oxide on spontaneous contraction of rat 
colon smooth muscle and its mechanism. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(20): 2239-2243

摘要
目的:  观察一氧化氮(N O)供体左旋精氨酸
(L -arginine, L -Arg)对小鼠离体结肠自主收缩
活动的影响及其机制. 

方法:  用张力换能器记录肌标本自主收缩
的方法 ,  以离体结肠肌条收缩张力的变化
为指标 ,  观察 N O 的作用及一氧化氮合酶
(nitricoxide synthase, NOS)抑制剂L -NNA、可
溶性鸟苷酸环化酶(soluble guanylyl cyclase, 
sGC)抑制剂ODQ、磷酸二酯酶抑制剂氨茶
碱(aminophylline)、M-受体的阻断剂阿托品
(atropine)和激动剂乙酰胆碱(acetylcholine, 
ACh)对NO作用的影响.  

www.wjgnet.com

®

■背景资料
临床上不少疾病
( 如肝病 ) 易影响
消化道平滑肌的
运 动 功 能 ,  导 致
腹胀或腹泻, 而胃
肠道平滑肌运动
方式特殊, 影响因
素颇多, 其机制并
不清楚. 本文观察
NO供体L-Arg对
小鼠结肠自主收
缩活动的影响, 并
初步探讨NO的作
用机制, 以期为消
化道相关疾病的
诊断和治疗研究
提供理论依据. 

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
分子医学中心



结果: NO抑制小鼠结肠平滑肌自主收缩活动, 
抑制效应呈浓度依赖性, 1×10-3和1×10-5的
L-Arg抑制百分率分别为55.7%±4.4%和38.0%
±4.2%, 1×10-8 mol/L时对结肠自主收缩幅度
的影响无显著性. L -NNA(1×10-5 mol/L)明显
减弱L-Arg的抑制效应. ODQ(1×10-6 mol/L)
减弱L-Arg的抑制效应. aminophylline(1×10-6 
mol/L)使L-Arg的效应明显增强. atropine(1×
10-6 mol/L)明显增强L -Arg的抑制效应. ACh(1
×10-7 mol/L)减弱L -Arg的效应.

结论: L -Arg由NOS催化生成NO后经cGMP途
径发挥对小鼠结肠自主收缩的抑制作用, M-
受体途径也部分参与了NO的作用过程. 

关键词: 一氧化氮; M-受体; 平滑肌; 自主收缩; 结肠
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0  引言

N O为小分子生物活性物质, 参与胃肠道许多

生理和病理过程的调控[1]. 在啮齿类动物的胃

肠道, N O是最主要的非肾上腺素能非胆碱能 
(nonadrenergic noncholinergic neurons, NANC) 
抑制性递质 [2-3]. 有证据表明, N O对大鼠、小

鼠消化道平滑肌的自主收缩活动有明显抑制

作用[4-7]. 其作用机制尚不完全明确, NO对空肠

平滑肌相位性收缩的抑制作用, 可能与α、β、
M受体有关[5-6]. 有学者认为, 在心血管、消化

道等系统, NO通过对其他神经递质如乙酰胆碱

(acetylcholine, ACh)等的调制而间接发挥作用[8-10]. 
免疫组织化学研究显示, 棕色田鼠胃肠道内一

氧化氮合酶(nitricoxide synthase, NOS)分布密度

在结肠内最高[11]. 光镜下观察大鼠肠道内NOS与
乙酰胆碱酯酶(acetylcholine esterase, AChE)的分

布, 结果NOS与AChE存在共染. 提示, NO与胆碱

能神经在消化道功能调节上, 可能存在相互协

调作用[12]. 有关NO对小鼠结肠平滑肌中的作用

的报道甚少. 本文观察NO供体L -Arg对小鼠结肠

自主收缩活动的影响, 并初步探讨NO的作用机

制, 以期为消化道相关疾病的诊断和治疗研究

提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年昆明♂小白鼠35-40 g, 华中

科技大学同济医学院动物中心提供. 适应性喂
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养1 wk. 实验前禁食24 h, 自由饮水. 颈椎脱臼处

死, 迅速打开腹腔, 从距回盲部2 cm以内取近端

结肠约1.5 cm, 置于950 mL/L O2+50 mL/L CO2

饱和的Kreb's液中备用. 本实验所用L-NNA(Lω-
nitro-L-arginine), ODQ, aminophylline等试剂购于

Sigma公司. L -Arg购于中国科学院武汉分院(日
本分装). Atropine, ACh购于武汉远大制药集团股

份有限公司. NaCl, KCl, CaCl2, MgSO4, NaHCO3, 
KH2PO4, Glucose均为国产分析纯试剂. ODQ用二

甲亚砜配置, 其他试剂用Kreb's液配置到所需的

浓度. 
1.2 方法 在盛有950 mL/L O2+50 mL/L CO2饱和

的Kreb's液的培养皿中, 清除结肠肠系膜, 制成

0.5 cm长的标本. 将其置于37±0.5℃、盛有10 
mL Kreb's液(950 mL/L O2+50 mL/L CO2饱和)的
恒温浴槽中. 标本一端固定于恒温浴槽底部的

通气钩上, 另一端连于5Gjz100型肌肉张力换能

器(高碑市新航机电设备有限公司)的应变梁上, 
换能器与生物信号采集处理系统(南京美易)连
接, 记录和处理标本收缩活动张力的变化. 

实验前给予标本0.5 g的前负荷, 平衡1 h左
右, 每15 min更换Kreb's液一次, 使收缩活动基

本稳定(张力的基线和幅度基本不变). 实验试剂

用微量加样器直接加入恒温浴槽中, 每次加药

的容积为100 μL. 药物作用稳定后, 用950 mL/L 
O2+50 mL/L CO2饱和的37±0.5℃ Kreb's液冲

洗3次, 要求基础张力基本恢复到加药前的水平

后再进行下一项实验. 显著不能恢复的标本弃

之. 需加拮抗剂时, 在加入拮抗剂孵育15 min后
再加入激动剂. 以张力变化幅度抑制百分率为

统计指标. 幅度抑制百分率 = (加药前收缩幅度

-加药后收缩幅度)/加药前收缩幅度×100%. 加
药前收缩幅度: 标本收缩稳定后加药前10 min内
的平均收缩幅度(药物孵育后给药为药物孵育稳

定后给药前10 min内的平均收缩幅度); 加药后

的收缩幅度: 收缩幅度稳定后10 min内的平均幅

度; Kreb's液(mol/L): Na+ 137.4, K+ 5.9, Mg2+ 1.2, 
Cl- 134, HCO3- 15.5, H2PO3- 1.2, Glucose 11.5. 
950mL/L O2+50 mL/L CO2饱和; pH = 7.4; 37℃
±0.5℃. 

统计学处理 统计数据用mean±SD, 用统计

软件SPSS11.5进行数据处理, 用配对t检验比较

加药前后的变化. P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 NO供体L -Arg对小鼠结肠自主收缩的影响 
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■研发前沿
NO对大鼠、小鼠
消化道平滑肌的
自主收缩活动有
明显抑制作用, 其
作用机制尚不完
全明确.
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依次观察1×10-8-1×10-3 mol/L各浓度组L -Arg
对小鼠结肠肌条自主收缩幅度的影响, 每组9
例. L -Arg(1×10-8 mol/L)组没有明显效应. 在
L -Arg(10-7-10-3 mol/L)组, 给药后1-3 min左右自

主收缩幅度开始下降, 10-15 min左右较稳定, 之
后有回升趋势, 冲洗后收缩幅度能基本恢复到

加药前的水平(图1). 其中L -Arg(1×10-5 mol/L)
组的幅度抑制百分率为38.0%±4.2%, L -Arg(1×
10-3 mol/L)组的抑制百分率达(55.7%±4.4%. 其
抑制效应呈浓度依赖性(图2). 
2.2 L-NNA和ODQ对L-Arg抑制小鼠结肠自主收

缩幅度的影响 标本孵育稳定后, 先给予L -Arg(1
×10-5 mol/L)作为对照, 幅度抑制百分率为36.9%
±2.4%; 预先给予L -NNA(1×10-5 mol/L)孵育15 
min, 再加入L-Arg(1×10-5 mol/L), 幅度抑制百分

率为6.0%±1.8%, 与单独给予L-Arg组配对比较, 
差异具有极显著性(n  = 10, P<0.01, 图3A). 

预先用sGC抑制剂ODQ(1×10-6 mol/L)孵
育小鼠结肠标本15min后,  加入1×10-5 mol/L 
L -Arg, 幅度抑制百分率为13.9%±1.5%, 与同组

标本单独L -Arg(1×10-5 mol/L)孵育后的抑制百

分率(40.2%±3.8%)配对比较, 差别有显著意义

(n  = 10, P <0.01, 图3B). 
2.3 aminophylline对L-Arg抑制小鼠结肠自主收

活动的影响 与同组标本单独经L -Arg(1×10-5 

mol/L)作用后的抑制百分率(39.2%±4.1%)比
较, 预先用aminophylline(1×10-6 mol/L)孵育

后加L -Arg(1×10-5 mol/L), 幅度抑制百分率升

高(图4A), 达56.2%±2.4%, 差异有统计学意义

(P <0.01, n  = 11). 
2.4 M-受体的阻断剂、激动剂对L -Arg抑制小鼠

结肠运动的影响 标本自主收缩稳定后, 用atro-
pine(1×10-6 mol/L)孵育标本15 min, 再加入1×
10-5 mol/L L -Arg, 其幅度抑制百分率为50.1%±

5.6%(P <0.01, n  = 10), 与同组标本单独L -Arg(1
×10-5 mol/L)作用后的幅度抑制百分率(38.1%
±4.7%)相比, 幅度抑制百分率增高, 其差别具有

统计学意义(P <0.05, n = 10); 预先用ACh(1×10-7 
mol/L)孵育后再加L -Arg(1×10-5 mol/L), L -Arg(1
×10-5 mol/L)的幅度抑制百分率由37.4%±4.3%
降低到29.7%±1.4%, 差异有显著统计学意义

(P <0.01, n  = 10, 图4B).

3  讨论

本实验观察了NO供体L -Arg对小鼠结肠自主收

缩的作用, 主要表现为浓度依赖性抑制效应. 1
×10-3 mol/L的L -Arg抑制百分率达(55.7±4.4)%, 
1×10-7 mol/L的L -Arg抑制百分率为10.1%±

4.6%, 1×10-8 mol/L的L -Arg抑制作用不明显. 在
体内以L -Arg为底物, 由NOS催化而生成NO; 外

control                  L -Arg             冲洗后
                      (1×10-5 mol/L)

张力基线

张力基线

control                  L -Arg             冲洗后
                      (1×10-3 mol/L)

图 1 L -Arg(1×10-5 mol/L)及L -Arg(1×10-3 mol/L)对结肠收缩
活动的影响.
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图 2 NO供体L -Arg对小鼠结肠平滑肌抑制效应的量效曲
线. aP<0.05, bP<0.01.
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L-NNA; B: 1×10-6 mol/L ODQ, bP<0.01.

■相关报道
有报道认为, 在小
鼠、豚鼠回肠内
部, 抑制性神经递
质NO可能有调节
兴奋性递质ACh
释放的作用.
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源性L -A rg在消化道内以N O的形式对平滑肌

收缩运动发挥抑制效应[4-6]. 本实验NOS抑制剂

L -NNA(1×10-5 mol/L)几乎完全阻断L -Arg(1
×10-5 m o l/L)对结肠自主收缩幅度的抑制效

应, 支持上述观点. ODQ(1×10-6 mol/L)孵育后, 
L -Arg(1×10-5 mol/L)的幅度抑制百分率从38.0%
±3.2%降到13.9%±1.5%, 证明sGC参与了NO
的作用过程. 但ODQ并没有完全阻断NO的抑制

效应, 提示NO除了通过NO-sGC-cGMP途径作

用外, 还通过其他非cGMP依赖性途径发挥作用. 
cGMP的水解受cGMP-特异的磷酸二酯酶(PDE)
催化, PDE抑制剂aminophylline(1×10-6 mol/L)
孵育后, L -Arg(1×10-5 mol/L)的幅度抑制百分率

升高, 达到56.2%±2.4%. 表明NO的抑制效果与

cGMP的关系密切. El-Yazbi et al最新报道, 小鼠

小肠平滑肌膜NO依赖于cGMP介导平滑肌的舒

张[13]. NO弥散进入细胞后, 激活sGC, 使胞内的

cGMP含量增高, 通过cGMP依赖性蛋白激酶, 导
致Ca2+通道关闭及Ca2+依赖性K+的开放[13-15], 使
肌肉收缩减弱. 

atropine(1×10-6 mol/L)使L-Arg(1×10-5 mol/L)
的幅度抑制百分率增高; ACh(1×10-7 mol/L)孵
育后, L -Arg(1×10-5 mol/L)的幅度抑制百分率

由38.0%±3.2%降低到29.7%±1.4%. 结果提示, 
M-受体参与了NO抑制小鼠结肠收缩的部分作

用过程. NO的这种抑制作用可能通过作用于突

触前膜, 影响其他递质的释放从而抑制胃肠平

滑肌运动[15-16]. 有报道认为, 在小鼠、豚鼠回肠

内部, 抑制性神经递质NO可能有调节兴奋性递

质ACh释放的作用[16-18]. 据此, 我们认为, NO可

能一方面借助其疏水性穿过结肠平滑肌细胞膜, 
直接通过NO-sGC-cGMP途径对结肠平滑肌运

动起抑制作用, 另一方面, 可能作用于胆碱能神

经末梢, 抑制胆碱能递质的释放, 影响结肠平滑

肌的收缩. Knudsen et al的研究也表明, 兔肛门内

括约肌受兴奋性胆碱能神经及抑制性NANC神

经支配, NANC神经侧支释放NO, 通过突触前作

用抑制胆碱能神经释放ACh, 对肛门内括约肌活

动进行调节[18-19]. 
本研究结果表明, NO可抑制小鼠结肠平滑

肌自主收缩幅度, 其作用机制除NO-sGC-cGMP
途径外, 可能还与M受体途径有关. 
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Abstract
AIM: To explore the expression and clinic 
significance of Beclin1 and Nuclear factor-
kappa B (NF-κB p65) protein in primary human 
hepatocellular carcinoma (HCC). 

METHODS: Fifty pathologically-confirmed HCC 
samples, 30 post-hepatitis cirrhosis samples, 30 
hepatitis tissue samples and 10 normal hepatic 
tissue samples from January 2003 to December 
2007 were collected. The expressions of Beclin1 
and NF-κB p65 in liver tissues were detected us-
ing immunohistochemistry.   

RESULTS: The expressions rates of Beclin1 
protein in cancer tissues, cirrhosis tissues, hep-
atitis tissues, normal tissues were respectively 
78.00%(39/50), 26.67%(8/30), 53.3%(16/30) 
and 10.00%(1/10). The differences among the 
four were statistically significant (χ2 = 28.31, 

P < 0.05). The expressions of Beclin1 protein 
was significantly higher in HCC tissues than 
in cirrhosis tissues, hepatitis tissues or normal 
tissues (χ2 = 20.39, χ2 = 5.31, χ2 = 14.41, P < 0.05). 
The expressions of Beclin1 protein was mark-
edly higher in hepatitis tissues than in cirrhosis 
tissues and normal tissues(χ2 = 4.44, χ2 = 4.12, 
P < 0.05). The expressions rates of NF-κB p65 
protein in HCC tissues, cirrhosis tissues, hepa-
titis tissues and normal hepatic tissues were 
74.00%(37/50), 36.67%(11/30), 30.0%(9/30) 
and 20.00%(2/10), respectively. The differences 
among the four were statistically significant (χ2 
= 22.00, P < 0.05). The expression of NF-κB p65 
protein was markedly higher in HCC tissues 
than in cirrhosis tissues, hepatitis tissues and 
normal hepatic tissues(χ2 = 10.89, χ2 = 14.85, χ2 
= 8.44, P < 0.05).  

CONCLUSION: Beclin1 expression is positively 
correlated with NF-κB p65 expression in HCC. 
Aberrant expressions of Beclin1 and NF-κB p65 
are closely related with HCC development. They 
may play important roles in HCC development.

Key Words: Beclin1; Nuclear factor-kappa B; Im-
munohistochemistry

Kang KF, Wang XW, Chen XW, Shi XC. Expression and 
clinical significance of Beclin1 and NF-κB p65 protein in 
primary human hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(20): 2244-2247

摘要
目的: 分析自噬基因B e c l i n1和核因子N F-
κB(nuclear factor-kappaB, NF-κB)在原发性
肝细胞性肝癌(primary human hepatocellular 
carcinoma, HCC)中的表达及其临床意义.  

方法: 收集顺德第一人民医院2003-01/2007-12
手术切除经病理学证实的HCC50例, 肝炎后
肝硬化手术切除或活检标本30例, 肝炎患者肝
脏穿刺组织30例和正常肝组织10例. 应用免
疫组化S-P法检测肝脏组织中Beclin1和NF-κB 
p65蛋白的表达.  

结果: 原发性肝细胞性肝癌、肝硬化、肝

®

■背景资料
肝细胞性肝癌是
一种常见恶性肿
瘤, 在我国居恶性
肿瘤发病率的第
三位, 死亡率的第
二位, 因此寻找敏
感而特异的肿瘤
标志物对肝癌的
早期发现, 早期诊
断, 早期治疗至关
重要. 

■同行评议者
王蒙, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学附属
东方肝胆外科医
院肝外综合治疗
一科
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炎和正常肝组织的B e c l i n1蛋白阳性表达
率分别是78.00%(39/50)、26.67%(8/30)、
53.33%(16/30)、10.00%(1/10), 四者之间的差
异有统计学意义(χ2 = 28.31, P<0.05), 且Beclin1
在原发性肝细胞性肝癌组织表达明显高于在
肝硬化组织, 肝炎组织, 正常肝组织中的表达
(χ2 = 20.39, 5.31, 14.41, P<0.05); 在肝炎组织表
达明显高于在肝硬化组织, 正常肝组织中的表
达(χ2 = 4.44, χ2 = 4.12, P<0.05). 原发性肝细胞
性肝癌、肝硬化、肝炎和正常肝组织的NF-κB 
p65蛋白阳性表达率分别是74.00%(37/50)、
36.67%(11/30)、30.00%(9/30)、20.00%(2/10), 
四者之间的差异有统计学意义(χ2 = 22.00, 
P <0.05), 且NF-κB p65在原发性肝细胞性肝癌
组织表达明显高于在肝硬化组织, 肝炎组织, 
正常肝组织中的表达(χ2 = 10.89, χ2 = 14.85, χ2 
= 8.44, P<0.05).  

结论: Beclin1和NF-κB p65在HCC中的表达关
系密切, 呈正相关; Beclin1和NF-κB p65异常
表达与HCC的发展密切相关, 在HCC的发展
过程中起重要的作用.

关键词: Beclin1; 核因子κB; 免疫组化
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是一

种常见恶性肿瘤. 在我国恶性肿瘤发病率居第

3位, 死亡率第2位. 有关肝癌的发病机制仍不完

全清楚, 目前认为, 多基因、多阶段的癌基因

或抑癌基因变异构成肝癌发生和发展的分子

基础. Bec l inl基因也称BECN1基因. 是一种分

子质量为60 kU的蛋白质, 位于人染色体17q21, 
与bcl-2基因产物相互作用能抑制Sinbis病毒的

复制, 减少中枢神经系统的凋亡[1-2]. 核因子NF-
κB(nuclear factor-kappaB, NF-κB)作为一种具有

多向转录调节作用的核蛋白因子, 是在1986年
由Rwiansen和Baltimo发现的. 当时认为NF-κB
只在成熟的B细胞中特异表达[3]. 随后的研究发

现, NF-κB广泛存在于各种组织细胞中, 但在不

同类型和不同生存状态的组织细胞中, 其活性

有所不同[4]. 迄今的研究显示NF-κB在多种原发

肿瘤中高表达, 在恶性肿瘤的发生发展过程中

起着非常重要的作用. 本研究旨在用免疫组化

的方法来检测Beclinl和NF-κB p65在肝癌中的表

达情况, 并探讨其临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集顺德第一人民医院2003-01/2007-12
手术切除经病理学证实的 H C C 5 0 例 ,  按
Edmondson分级标准Ⅰ-Ⅱ级24例, Ⅲ-Ⅳ级26
例. 其中男性47例, 女性3例, 年龄28-71(平均

56.5)岁. 收集肝炎后肝硬化手术切除或活检标

本30例, 其中男性22例, 女性8例, 年龄25-69(平
均50.6)岁. 收集肝脏患者肝脏穿刺组织30例, 按
1995年中国病毒性肝炎防治方案(试行)慢性肝

炎分级分期标准, 轻, 中, 重度各10例. 其中男性

28例, 女性2例, 年龄6-51(平均34.8)岁. 标本用40 
g/L甲醛固定, 石蜡包埋, 4 μm厚连续切片.  用意

外死亡(生前体健)经HE染色切片诊断证实无病

变的成人肝脏标本作正常对照. 兔多抗Beclin1, 
鼠单抗NF-κB p65购自美国Santa Crus公司.
1.2 方法 应用免疫组化S-P法, 实验步骤按说明

书进行. 以试剂公司提供的阳性对照片作为阳性

对照, 以磷酸盐缓冲液代替一抗作为阴性对照. 
用双盲法对染色结果进行评估, Beclin1蛋白和

NF-κB p65主要表达于细胞质, 呈棕黄色, 背景不

着色. 每例随机观察5个高倍视野(×400), 每高倍

视野计数200个瘤细胞. 计数细胞总数及核阳性

细胞数, 按阳性细胞所占的百分比计分: 阳性细

胞率≤20%为1分, 阳性细胞率>20%且≤50%为

2分, 阳性细胞率>50%且≤75%为3分, 阳性细胞

率>75%为4分; 同时, 将染色强度分为4 级: 阴性

染色1分, 弱染色2分, 中等强度染色3分, 强染色4
分; 根据二者的乘积判断结果, ≤4分为(-); >4且
≤8 为( +); >8且≤12为(++); >12且≤16为(+++).

统计学处理 用SPSS13.0统计软件对数据采

用卡方检验、四格表概率法及相关分析进行统

计学分析处理. 以P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 Beclin1蛋白的表达 Beclin1蛋白主要表达于

细胞质, 呈棕黄色, 弥漫分布(图1). HCC、肝硬

化, 慢性肝炎和正常肝组织的Beclin1蛋白阳性

表达率分别是78.00%(39/50)、26.67%(8/30)、
53.33%(16/30)、10.00%(1/10), 四者之间的差异

有统计学意义(χ2 = 28.31, P <0.05), 经两两比较, 
Beclin1在原发性肝细胞性肝癌组织表达明显高

于在肝硬化组织, 肝炎组织, 正常肝组织中的表

达(χ2 = 20.39, χ2 = 5.31, χ2 = 14.41, P <0.05); 在
肝炎组织表达明显高于在肝硬化组织, 正常肝

组织中的表达(χ2 = 4.44, χ2 = 4.12, P <0.05, 表1).

■研发前沿
自噬对肿瘤具有
双 向 作 用 ,  因 而
NF-κB p56是否通
过自噬发挥作用
尚需进一步研究
证实.
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χ2 = 14.85, χ2 = 8.44, P <0.05, 表1).
2.3 Beclin1和NF-κB p65在肝癌组织的表达与相

关临床病理因素的关系 Beclin1和NF-κB p65在
HCC中的表达与年龄、性别、组织学分级、HB-
sAg及转移均无关, 而与肿瘤的大小有关(表2). 在
50例肝细胞性肝癌组织中, Beclin1和NF-κB p65
表达强度之间存在正相关(r  = 0.794, P<0.05, 表3).  

3  讨论

Bec l in l基因也称BECN1基因. 位于人染色体

17q21, 定位于高尔基体, 参与PI3K复合物的组

成和自噬体的形成[5]. 据报道75%卵巢癌、50%
乳腺癌以及40%前列腺癌中存在BECN1基因的

缺失性突变[2]. 在动物实验中观察到二乙基亚硝

胺诱导的原发性肝癌和癌前结节自噬能力较正

常肝细胞下降[6]. 因而通常被认为是一种肿瘤抑

制基因, 但本研究结果显示Beclinl在肝癌组织和

肝炎组织中高表达的特性, 将在基因水平上为

肝癌的预防和治疗提供一个新的靶点. Beclinl蛋

表 1 Beclin1和NF-κB p65蛋白在各组肝组织中表达情况

     
                                              Beclin1           

阳性率(%)
             NF-κB p65       

 阳性率(%)
                                       阴性      阳性       阴性         阳性

正常肝组织      10      9   1           10.00         8           2          20.00

慢性肝炎         30    14 16           53.33       20           9          30.00

肝硬化         30    22   8           26.67       19         11          36.67

HCC         50    11 39           78.00       13         37          74.00

表 2 Beclin1和NF-κB p65表达与肝细胞性肝癌临床病
理参数的关系

     
                             

n
              Beclin1              NF-κB p65 

                                       阴性      阳性        阴性        阳性

年龄(岁)     

    ≥60         16      4 12 3            13

    <60         34      7 27          10            24

肿瘤大小

(cm)     

    ≤5         19      8 11 9            10

    >5         31      3 28 4            27

Edmondson

分级     

    Ⅰ/Ⅱ         24      3 21 2            12

    Ⅲ/ Ⅳ         26      8 18          11            25

HBsAg     

    阳性         42      7 35          12            30

    阴性           8      4   4 1             7

转移     

    阳性         14      3 11 2            12

    阴性         36      8 28           11           25

表 3 50例肝细胞性肝癌组织Beclin1和NF-κB p65蛋白
表达的关系

     
                    

n
                                   NF-κB p65       

                                    - + ++ +++

- 11 4 1  4   2

+   9 2 3  4   0

++ 26 7            10  7   2

+++   4 0 0  3   1

合计 50          13            14              18   5

图 1 Beclin1和NF-κB p65 在不同肝组织中的表达(SP×400). A: Beclin1在肝癌组织中的表达; B: Beclin1在肝炎组织中的表达; 

C: NF-κB p65在肝癌组织的表达; D: NF-κB p65在正常肝组织的表达.

A B C D

2.2 NF-κB p65蛋白的表达 NF-κB p65蛋白在癌

组织中以胞质型为主, 部分肝癌组织可见胞核

表达, 阳性细胞的分布呈弥漫性、小巢状或散

在分布(图1); NF-κB p65蛋白阳性表达率分别是

74.00%(37/50)、36.67%(11/30)、30.00%(9/30)、
20.00%(2/10), 四者之间的差异有统计学意义(χ2 
= 22.00, P <0.05), 经两两比较, NF-κB p65在原发

性肝细胞性肝癌组织表达明显高于在肝硬化组

织, 肝炎组织, 正常肝组织中的表达(χ2 = 10.89, 

■相关报道
国内外对Beclin1
在肝癌发生中的
作用研究得出的
结 论 尚 不 统 一 , 
本文对50例原发
性肝细胞肝癌中
Beclin1和NF-κB 
p 5 6 的 表 达 进 行
了 细 致 的 研 究 . 
发现两者在肝癌
中 均 高 表 达 ,  与
Djavaheri-Mergny 
e t  a l 报道的N F - 
κB p56激活抑制
了肿瘤坏死因子
介导的自噬结果
不完全一致.
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白表达与年龄、组织学分级、HBsAg及转移均

无关, 与肿瘤直径大小有关, 有统计学意义. 该
实验结果对我们进一步研究Beclinl在肝细胞性

肝癌中的作用有重要意义, 有助于肝癌的诊断

和治疗方案的选择. 
核因子NF-κB(nuclear factor-kappaB, NF-

κB)是信号传导途径的中枢的关键转录刺激因

子, κB位点存在于多种细胞和病毒的基因组中, 
因而NF-κB能够调控众多基因转录[7]其信号转

导途径参与了肝脏免疫炎症反应相关基因、肝

炎病毒相关基因和原癌基因和抑癌基因的转录

表达[8]. 在肝癌组织中异常激活, 可抑制细胞凋

亡, 促进肝细胞存活, 与肝癌的发生发展密切相

关[9]. 本研究亦显示NF-κB p65在原发性肝细胞

性肝癌组织表达明显高于在肝硬化组织, 肝炎

组织, 正常肝组织中的表达, 与年龄、组织学分

级、HBsAg及转移均无关, 与肿瘤直径大小有

关, 有统计学意义. 这提示在HCC中表达具有特

异性, 这将为HCC的治疗提供新的靶点.  
在分析Beclinl与NF-κB p65的关系时发现, 

Beclinl与NF-κB p65在肝癌的发展过程中呈明

显的正相关(r  = 0.794, P <0.05). 推测二者可能在

肝细胞性肝癌的发生发展中共同发挥着重要作

用, 但具体调控机制尚不清楚. 推测其可能机制

有下述几个方面: (1)当细胞受到各种因素(如氧

化、缺血/再灌注、TNF2α、钙超载、毒性化合

物)刺激下, 线粒体渗透性转运通道(MTP)开放,
线粒体肿胀, 释放cyc-c等凋亡因子. 此时, 细胞

启动自噬来清除受损线粒体, 避免凋亡因子释

放进入胞质, 同时提高细胞对低氧的耐受力, 对
细胞起到一定保护作用. 这些外界信号同时激

活了NF-κB信号通路, 使得Beclinl与NF-κB p65
表达均增高. (2)Beclinl与NF-κB p65两者可能

与凋亡相互拮抗: Liang et al证明Beclinl通过与

bcl-2相互作用, 在宿主中枢神经系统抗Sindbis
病毒发病机制中起作用, 推测Beclinl与bcl-2家
族的凋亡作用有关[1], 因为bc l-2基因上有κB位

点, 参与NF-κB激活后的抗细胞凋亡过程, 当肿

瘤发展至晚期, 若自噬仍未活化, 则肿瘤细胞对

缺血、缺氧的耐受力下降, 且不能及时清除胞

内受损大分子物质和细胞器, 肿瘤细胞可能最

终走向凋亡或坏死. 而自噬活化过程中因大分

子物质循环和有害物质的隔离使肿瘤细胞生存. 
进而保护肿瘤细胞免于凋亡和坏死的危险. 肿

瘤细胞所具有的高自噬活性对肿瘤细胞在恶劣

环境中的生存起到一定的保护作用. (3)共同作

用于c-Myc, ras等癌基因促进肿瘤生长. (4)肿瘤

细胞的生长因子是受NF-κB调节的靶基因, 可以

激活NF-κB信号通路[10], 而生长因子结合于跨膜

酪氨酸受体后, 激活1型磷脂酰肌醇三磷酸激酶

(classI P13K), 使PIP被磷酸化为PIP3, PIP3结合

于Akl/PKB和他的活化分子PDKI. 抑制了mTOR
激酶活性, 促进自噬形成[11]. (5)均在肝脏枯否细

胞有表达, 可能均参与了从肝炎, 肝硬化到肝癌

的免疫炎症反应. 
迄今, 研究提示自噬信号通路与NF-κB p65

信号转导通路之间可能通过某些交叉点共同在

恶性肿瘤的发生、发展中发挥作用. 但其具体

机制尚不清楚. 深入研究Beclinl, NF-κB p65两者

之间的关系对阐明肝癌的发生、发展并最终开

发新的治疗手段提供理论依据. 
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Abstract
AIM: To investigated the expression of human 
pituitary tumor transforming gene 1 (hPTTG1) 
protein in colorectal cancerous tissues and to 
analyze its relationship with clinicopathological 
parameters so as to gain more experimental 
evidence for hPTTG1’s c l in ica l value in 
colorectal cancer diagnosis and relapse.

METHODS: Sixty colorectal cancer samples and 
their corresponding noncancerous tissues were 
examined for hPTTG1 protein expression us-
ing immunohistochemical staining and Western 
blotting analysis. Subsequently, we also studied 
the relationship between seven clinicopathologi-
cal parameters and hPTTG1 protein expression.

RESULTS: Of 60 colorectal tissue samples, 50 
samples of hPTTG1 protein expression were 
positive (93.3%), but only 8 corresponding non-
cancerous tissues were positive and all weakly 
positive (13.3%) (c2 = 77.13, P < 0.001). There 
was a significant correlation between hPTTG1 
mRNA expression and serum CEA level, and 
CEA ≥ 5 mg/L was significantly higher than 
CEA < 5 mg/L (c2 = 30.886, P < 0.001); hPTTG1 
gene was expressed significantly higher in 
Dukes C, D stages than in Dukes A, B stages 
(c2 = 9.87, P < 0.001), and significantly higher in 
colorectal cancer with the lymph node invasion, 
liver or other organs metastasis than no invasion 
(c2 = 9.87, P < 0.001). The hPTTG1 expression 
was not correlated with age, sex, tumor size or 
histologic types.

CONCLUSION: The hPTTG1 is overexpressed 
in and closely correlated with the progress of 
colorectal cancer, therefore hPTTG1 expression 
may be helpful for the judgement of the progno-
sis for colorectal cancer patients.

Key Words: Colorectal cancer; Human pituitary-tu-
mour transforming gene 1; Immunohistochemistry
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摘要
目的: 检测人垂体瘤转化基因1(hPTTG1)在结
直肠癌中的表达, 分析其与临床病理参数之间
的关系, 为阐明hPTTG1在结直肠癌诊断和转
移复发中的临床价值提供实验依据. 

方法: 收集我院2004-01/2006-09结直肠癌及

®

■背景资料
结肠癌是常见的
恶 性 肿 瘤 之 一 ,  
手术治疗可以改
善患者的预后, 但
许多患者术后出
现复发或转移. 判
断患者是否有复
发或转移的倾向, 
及时选择术后化
疗, 对于Dukes A, 
B 期 的 患 者 尤 为
重要. 寻找结直肠
癌复发转移和预
后判断的分子标
志有现实的临床
意义.

■同行评议者
王晓艳 ,  副教授 , 
中南大学湘雅三
医院消化内科; 孙
延 平 ,  副 主 任 医
师, 中国人民解放
军第二军医大学
附属长征医院普
外科
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对应癌旁组织的手术标本60例. 采用免疫组织
化学和Western blotting检测结直肠癌组织与
对应癌旁组织hPTTG1蛋白的表达, 并探讨其
与临床病理指标的关系. 

结果: 60例结直肠癌组织有56例表达hPTTG1
蛋白, 阳性率为93.3%, 而癌旁组织hPTTG1仅
8例表达, 且均为弱阳性, 阳性率为13.3%(c2 = 
77.13, P <0.001). hPTTG1表达与血清CEA水平
具有显著相关, 血清CEA大于5 mg/L较小于5 
mg/L显著增高(c2 = 30.886, P <0.001). hPTTG1
在Dukes C、D期显著高于Dukes A、B期(c2 
= 9.87, P <0.001). 伴有淋巴转移、肝转移或其
他器官转移者较无转移者显著增高(c2 = 9.87, 
P <0.001). hPTTG1与患者的性别、年龄、肿
瘤直径大小和病理分型无关.

结论: hPTTG1在结直肠癌中高表达, 与结肠
癌的疾病进展密切相关, 检测hPTTG1有助于
患者预后的判断.

关键词: 结直肠癌; 人垂体瘤转化基因1; 转移; 免疫

组化
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0  引言

结肠癌是常见的恶性肿瘤之一, 手术治疗可以

改善患者的预后, 但许多患者术后出现复发或

转移. 判断患者是否有复发或转移的倾向, 及
时选择术后化疗, 对于Dukes A、B期的患者尤

为重要. 寻找结直肠癌复发转移和预后判断的

分子标志有现实的临床意义. 垂体瘤转化基因

(pituitary-tumour transforming gene, PTTG)是
新近发现的一种癌基因, 是17种与肿瘤转移相

关基因之一 [1]. 人类肿瘤中主要表达hPTTG1 
(human pituitary tumor transforming gene 1). 在
成人大多数正常组织hPTTG1表达较弱, 甚至检

测不到, 而在肿瘤组织中高表达, 尤其在垂体

瘤、卵巢癌、肝癌、肾癌等内分泌器官发生的

癌症中高表达[2]. hPTTG1可导致染色体不稳定

性和非整倍体的形成, 导致肿瘤的发生[2]; 还可

调节p53基因, 导致下游癌基因的活化[3]. 在结肠

癌中相关研究较少. 我们采用免疫组织化学和

Western blotting, 检测结肠癌中hPTTG1表达, 同
时分析hPTTG1表达与病理类型、淋巴结或肝

肺等转移、CEA水平以及Dukes分期等临床病

理参数的关系, 探讨hPTTG1与结直肠癌生物学

行为的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集我院2004-01/2006-09结直肠癌及

对应癌旁5 cm组织的手术标本, 分别石蜡包埋和

-70℃保存备用. 所有病例均有完整临床资料并

随访. 男28例, 女32例, 年龄31-86岁, 平均61岁. 
左半结肠癌15例, 右半结肠癌20例, 直肠癌25例, 
高分化腺癌7例, 中分化腺癌47例, 低分化腺癌6
例. Dukes分期: A期2例, B期27例, C期21例, D期8
例. 所有病例均经病理确诊. hPTTG1兔抗人多克

隆抗体为Zymed Laboratory产品; SP试剂盒购自

北京中山生物公司.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色: 组织切片常规脱腊至

水, 置枸橼酸盐抗原修复液中用微波炉抗原修

复10 min, 自然冷却至室温; 30 mL/L H2O2封闭

20 min, 20 mL/L羊血清37℃封闭30 min, 分别滴

加抗hPTTG1兔抗人多克隆抗体(1∶50), 4℃冰

箱过夜, PBS缓冲液冲洗, 滴加生物素标志二抗, 
37℃孵育30 min, PBS缓冲液冲洗, DAB显色, 蒸
馏水冲洗, 苏木素复染, 封片. 用PBS代替一抗

作染色的阴性对照. hPTTG1以肿瘤细胞胞质出

现棕黄色颗粒为阳性细胞. 结果判断: 光学显微

镜下观察, 阳性细胞胞膜、胞质或者胞核出现

棕黄色颗粒. 在低倍镜(40×)下观察hPTTG1表
达较强的区域, 高倍镜(200×)观察3个视野, 计
数阳性细胞所占的百分比. 阳性细胞超过肿瘤

细胞数的10%定义为阳性, 否则为阴性. 阳性细

胞率<25%者为(+); 阳性细胞率占25%-50%者为

(++); 阳性细胞率>50%者为(+++). 结合临床资

料, 统计60例大肠癌患者癌组织hPTTG1表达与

临床病理类型、肿瘤大小、分化程度、Duke分
期和淋巴结转移之间的关系.
1.2.2 Western blot t ing分析: 取适量(250-500 
mg)-70℃保存的结肠癌组织, 加1 mL含蛋白酶

抑制剂的总蛋白抽提试剂, 匀浆后抽提总蛋白. 
按BCA蛋白质定量试剂盒操作说明操作, 测定

样品浓度. 不同样品取等量蛋白变性聚丙烯酰

胺不连续凝胶电泳(SDS-PAGE). 按Bio-Rad蛋白

转移装置说明组装滤纸凝胶纤维素夹层, 30 mA
恒流条件下, 蛋白质转移到PVDF膜. 50 g/L脱脂

奶粉溶液中室温孵育1 h, 立即加入稀释好的一

抗, 4℃缓慢摇动孵育过夜, 洗涤液洗涤5-10 min, 
共洗涤3次. 辣根过氧化物酶(HRP)标志的二抗, 
4℃缓慢摇动孵育1 h. ECL显色, 适时终止反应. 

■研发前沿
hPTTG1最早发现
于垂体瘤, 可导致
染色体不稳定性
和非整倍体的形
成, 导致肿瘤的发
生; 还可调节p53
基因, 导致下游癌
基因的活化; 促进
肿瘤的新生血管
形成, 参与肿瘤的
转移复发. 在神经
胶质瘤、食管癌
和肝癌均有与预
后相关的报道, 对
其分子机制和临
床应用价值的研
究是目前研究的
热点.

■相关报道
hPTTG1是新近发
现的一种与多种
肿瘤转移相关的
癌基因, hPTTG1
表达与肝癌、神
经胶质瘤预后有
关 ,  有 可 能 成 为
预后判断的分子
标志. hPTTG1可
能 通 过 促 进 成
纤维细胞生长因
子-2(FGF-2)、血
管内皮生长因子
(VEGF)的表达 , 
参与肿瘤的新生
血管形成和淋巴
转移, 导致肿瘤的
复 发 和 转 移 .  在
治 疗 方 面 ,  干 扰 
RNA沉默hPTTG1
基因, 有可能成为
治疗肿瘤的途径
之一.
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ECL Western blotting analysis system(Amersham 
Biosciences, Piscataway, NJ, USA)检测并成像.

统 计 学 处 理  结直肠癌临床病理参数与

hPTTG1蛋白表达率之间的比较采用c2检验. 实
验数据采用SPSS13.0统计分析软件分析, P <0.05
有统计学意义.

2  结果

2.1 hPTTG1蛋白的表达及与结直肠癌患者临床

病理参数的关系 免疫组织化学结果显示, 在结

直肠癌中hPTTG1蛋白呈现高表达, 癌旁组织

中无表达或低表达(图1). 60例结直肠癌患者癌

组织中的hPTTG1阳性率为93.3%(56/60), 而癌

旁组织hPTTG1仅8例表达, 且均为弱阳性, 阳
性率为13.3%, 表达率有极显著差异(c2 = 77.13, 
P <0.001). 56例结直肠癌患者hPTTG1阳性表达

患者中, (+)表达27例, (++)表达21例, (+++)表达

8例. 将癌组织hPTTG1低表达组(-, +)与高表达

组(++, +++)比较, 发现Dukes C、D期较Dukes 
A、B期显著增高, 差异有极显著性(c2 = 9.87, 
P <0.001), 伴淋巴结或肝肺等转移者较无转移者

显著增高, 差异有极显著性(c2 = 9.87, P <0.001), 
血清CEA大于5 mg/L较小于5 mg/L显著增高(c2 
= 30.886, P <0.001). 但是hPTTG1表达强度与患

者的性别、年龄以及肿瘤直径的大小和分化程

度无相关性(P >0.05, 表1).
2.2 Western blotting检测结直肠癌hPTTG1蛋白

的表达 采用Western blotting检测了4例代表性结

直肠癌组织及对应癌旁组织hPTTG1蛋白的表

达. hPTTG1在癌组织中呈现高表达(图2, T1-T4),
而对应癌旁组织则表达量极低(图2, N1-N4), 
β-actin为内对照.

3  讨论

hPTTG1是新近发现的一种与多种肿瘤转移相

关的癌基因. 人类PTTG至少有三种亚型, 肿瘤

中主要表达hPTTG1, 在成人大多数正常组织

hPTTG1表达较弱, 甚至检测不到, 而在肿瘤组

织中高表达. hPTTG1表达与肝癌、神经胶质瘤

预后有关, 有可能成为预后判断的分子标志[4-6]. 
结直肠癌有关hPTTG1研究较少. Heaney et al利
用RT-PCR检测到PTTG mRNA在48例结肠癌和

20例结肠息肉中的19例均比正常结肠黏膜高表

达, 且两者中PTTG mRNA的含量平均都是正常

结肠黏膜的2.2倍, 在有周围淋巴结转移的结肠

癌中其表达率较无转移的结肠癌高, Ducks C、
D期较A、B期结肠癌的PTTG mRNA表达高[3].

近年研究发现, Wnt-β-catenin信号通路与结

肠癌的发生、发展以及侵润转移密切相关, 约
80%的结直肠癌发生APC基因突变, Wnt-β-catenin
信号通路与结直肠癌密切相关[7]. Hlubek et al发
现hPTTG亦为β-catenin的靶基因, β-catenin/TCF 
信号途径失调导致hPTTG1的过度表达, 与食管

癌[8]、结肠癌[9]的发生、发展有关. 本研究采用

免疫组织化学和Western blotting检测了hPTTG1
在结直肠癌中的表达. 结果显示, 60例结直肠癌

组织中有56例阳性表达, 阳性率为93.3%; 而癌

旁组织hPTTG1仅8例表达, 且均为弱阳性, 阳性

率为13.3%. 其中有周围淋巴结转移或肝脏等器

官转移者较无转移者高; Ducks C、D期较A、B
期结肠癌表达高. 表明hPTTG1在结直肠癌中不

仅高水平表达, 而且与结直肠癌的分期、转移

有关. 提示hPTTG1高表达的结直肠癌发生转移

的可能性高. 相反, hPTTG1与患者的性别、年龄

以及肿瘤直径的大小和分化程度无关.
血清癌胚抗原(CEA)是消化系统恶性肿瘤

表 1 结直肠癌组织hPTTG1表达与临床病理参数的关系

     
临床病理参数        n

            hPTTG1表达             
c2         P

 

                                        -      +       ++  +++

年龄(岁) 

    <65                31     1     17       9     4    1.050  0.305

    ≥65               29     3     10     12     4 

性别 

    男                   28     1     14       8     5    0.076  0.782

    女                   32     3     13     13     3                  

CEA(mg/L) 

    <5                  37     4     26       8     0  30.886  0.0001

    >5                  23     0       1      13    8             

Dukes分期

    A                      2     2       0       0     0    9.870  0.002

    B                    25     2     16       7     0    

    C                    24     0     11     12     1    

    D                      9     0       0       2     7    

肿瘤大小(cm)

    <3.5               16     1       9       5     1    1.025  0.311

    ≥3.5              44     3     18     16     7    

病理分型

    高分化              7     1       5       0     1    4.197  0.120

    中分化            47     2     21     18     6  

    低分化              6     1       1       3     1

肿瘤转移

    无转移            27     4     16       7     0    9.870  0.002

    淋巴结转移     31     0     11     12     6   

    肝转移              6     0       0       4     2     

    其他部位转移   3     0       0       1     2

■创新盘点
本文应用免疫组
织化学和Western 
b l o t t i n g 检 测
hPTTG1蛋白在结
直肠癌中的表达
及其与临床病理
参数的关系.
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诊断的可靠指标之一, 尤其对结肠癌意义最大. 
张青云 et al [10]分别采用时间分辨荧光免疫法与

电化学发光法检测结直肠肿瘤血清CEA水平, 
灵敏度分别为60.0%、66.7%, 特异性98.3%、

100%, 准确性85.6%、88.9%,  阳性预测值

94.7%、95.2%及阴性预测值83.1%、85.7%. 而
且CEA对结直肠癌的转移、复发和预后评估具

有重要意义. 血清CEA mRNA阳性可预测是否

发生肝转移或局部复发, 准确性达80%, 肝转移

敏感性95%, 5年存活特异性84%[11]. CEA是结直

肠癌的肝转移和早期复发的良好预测指标[12]. 特
别对于Dukes A期的结直肠癌, 如果CEA增高则

需慎重考虑辅助化疗以防止肿瘤复发[13]. 如果术

后CEA水平增高大于1 mg/L, 则预示肿瘤复发或

转移的可能, 敏感性80%, 特异性86%[14]. 本研究

显示, hPTTG1和CEA水平密切相关, 当CEA大于

5 mg/L时, 结直肠癌hPTTG1高表达, 较CEA小于

5 mg/L显著增高, 差异有极显著性. 提示hPTTG1

对结直肠癌预后的评估有着良好的应用前景. 
由于hPTTG1可能通过促进成纤维细胞生长因

子-2(FGF-2)、血管内皮生长因子(VEGF)的表

达, 参与肿瘤的新生血管形成, 导致肿瘤的复发

和转移[15-16], 因此, 在癌胚抗原CEA增高之前, 检
测hPTTG1有可能对肿瘤的复发和转移作出早

期预测. 随着临床资料的随访, hPTTG1与结直肠

癌存活率和无病生存期的关系有待进一步探讨. 
总之 ,  h P T T G 1在结直肠癌中高表达 , 

hPTTG1表达与结直肠癌的生物学特性密切相

关, 与结直肠癌的恶性程度及是否转移相关, 有
可能成为结直肠癌预后判断的分子标志.
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Abstract
Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) 
represents a clinicopathologic syndrome, 
characterized mainly by macrovesicular 
hepatic steatosis in the absence of significant 
alcohol ingestion and excluding other liver 
diseases. With the improvement of lifestyle, 
living habit and dietary choices, obesity and 
diabetes are becoming epidemic, subsequently 
increasing the risk for developing NAFLD. But 
the pathogenesis of NAFLD remains poorly 
understood yet. Recent research indicate that 
hepatocyte apoptosis and related factor such 
as Fas/FasL system, tumor necrosis factor 
(TNF) family, Bc1-2 family, Caspases, nuclear 
factorκB (NF-κB), cytochrome C, and cathepsin 
B are abnormally over-expressed in NAFLD. 
Apoptos is i s one of the most important 
mechanisms leading to hepatocyte elimination, 
liver injury, inflammation and fibrosis in 
NAFLD. In this article, we reviewed the progress 
in the role of hepatocyte apoptosis in NAFLD.

Key Words: Non-alcoholic fatty liver; Non-alcoholic 

steatohepatitis; Apoptosis

Li P, Li CP, Role of hepatocyte apoptosis in non-alcoholic 
fatty liver disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(20): 2253-2258

摘要
非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是指除外酒精和其他明确的
损肝因素所致的, 以弥漫性肝细胞大泡性脂肪
变为主要特征的临床病理综合征. 随着生活
水平的提高、生活习惯、饮食结构的改变, 肥
胖和糖尿病的发病率增加, NAFLD的发病率
呈上升趋势, 严重危害人民健康. 而非酒精性
脂肪性肝病的发病机制仍不十分清楚, 最近研
究表明细胞凋亡及其相关因素Fas系统、TNF
家族、Bc1-2蛋白家族、Caspases蛋白酶家
族、NF-κB、细胞色素C及组织蛋白酶B等在
NAFLD中表达异常增多, 说明肝细胞凋亡在
NAFLD的发生进展中扮演了至关重要角色. 
本文就这方面的研究进展作一综述.

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; 非酒精性脂肪性肝

炎; 细胞凋亡
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是指除外酒精和其他明确的损

肝因素所致的, 以弥漫性肝细胞大泡性脂肪变

为主要特征的临床病理综合征[1-2]. NAFLD包括

单纯性脂肪肝及由其演变的非酒精性脂肪性肝

炎(non-alcoholic steatohepatitis, NASH)和NASH
相关性肝纤维化、肝硬化, 是一类与遗传-环境-
代谢应激相关的肝脏疾病谱[3-4]. NAFLD的发病

机制至今仍未完全阐明, 近年来关于肝细胞凋

亡在其发生发展中的作用取得较大进展, 揭示了

肝细胞凋亡在NAFLD向NASH, 及肝纤维化乃至

肝硬化、肝癌进展中扮演的至关重要角色[5-7]. 
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■背景资料
随着生活水平的
提 高 、 饮 食 结
构 的 改 变 ,  非 酒
精性脂肪性肝病
(NAFLD)的发病
率呈逐年上升趋
势, 严重危害人民
健康 .  NAFLD与
肝功能衰竭、肝
硬化、肝癌密切
相关 ,  且NAFLD
患 者 罹 患 糖 尿
病、高血压、心
脑血管事件的概
率 比 普 通 人 群
高. 因而其诊断和
治疗成为肝病研
究 的 热 点 ,  近 年
来研究表明肝细
胞凋亡直接或间
接促进了肝脏炎
症 与 纤 维 化 ,  与
NAFLD的发生进
展密切相关.
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1  细胞凋亡

1.1 概述 细胞凋亡(apoptosis)是指为维持内环境

稳定, 由基因控制的机体正常细胞在受到生理

和病理性刺激后出现的一种自发的死亡过程, 
是一个主动、高度有序、基因控制、信号依赖

及一系列酶参与的过程. 最早是1972年由Kerr
根据形态学特征首先提出的[8]. 细胞凋亡的形态

学特征表现为: (1)细胞表面的特化结构如微绒

毛的消失, 细胞膜仍保持完整性; (2)核染色质断

裂为大小不等的片段, 与某些细胞器如线粒体

一起聚集, 为反折的细胞膜所包围, 形成单个的

凋亡小体(apoptotic bodies), 核DNA被核酸酶降

解为规则的DNA片段, 电泳呈特殊的梯状区带

(1adder); (3)凋亡小体逐渐为邻近的吞噬细胞所

吞噬消化[9-10]. 凋亡是一柄双刃剑, 生理状况下的

肝细胞凋亡参与调节正常肝细胞数量, 维持肝脏

正常体积, 在肝脏发育和内稳态起重要作用, 是
肝细胞对抗感染、肿瘤及防止自身免疫反应的

卫士; 而病理条件下的肝细胞凋亡则是造成肝

脏损伤和肝脏疾病最基本的中心环节, 病毒性肝

炎、酒精性肝病、NAFLD、自身免疫性肝炎、

肝纤维化、移植排斥性肝炎等肝病的发病机制

均与肝细胞凋亡有密切关系[11-14]. 
1.2 肝细胞凋亡途径和相关调控机制

1.2.1 死亡受体信号转导通路: 在肝脏中明确表

达的死亡受体包括Fas/FasL, TNF-α/肿瘤坏死

因子受体-1(TNFR-1), 肿瘤坏死因子相关的诱

导凋亡配体受体(TRAIL-R1和TRAIL-R2)[15-16]. 
Fas配体与Fas受体结合后聚成三聚体启动凋亡

信号的转导, Fas受体在胞质中的尾部含有一个

“死亡域(death domain)”序列, 可与Fas相关

死亡域蛋白(fas-associated death domain protein, 
FADD)结合使procaspase-8、细胞型Fas相关死亡

域样白介素-1β转换酶抑制蛋白(cellular FADD-
like interleukin-1β converting enzyme inhibitory 
prote in, c-FLIP)在细胞内受体区域募集, 形成

死亡诱导信号复合体(death-inducing signaling 
complex, DISC), 激活procaspase-8, 引起上游启始

Caspase-8释放, 导致下游效应Caspase-3、-6、
-7等激活, 触发Caspase级联反应, 导致细胞凋

亡[17-18]. TRAIL-R1和TRAIL-R2诱导凋亡途径与

此类似[19]. TNF-R1与TNF-α结合后, 其死亡域募

集TNF受体形成由肿瘤坏死因子受体1相关死亡

结构域(TNFR1-associated death domain, TRADD), 
死亡域结合受体反应蛋白(receptor inducing 
protein, RIP)和TNF受体相关因子-2(TRAF-2)组
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成的复合物Ⅰ. 复合物Ⅰ与TNF-R1分离并在胞

质溶胶中形成包含FADD, c-FLIP, 凋亡抑制蛋

白1/2(c-IAP1/2)的DISC(复合物Ⅱ)使Caspase-8
活化触发Caspase级联反应. 然而, 在肝细胞中此

Caspase-8复合物的活性相当微弱, 需要经过线

粒体途径使凋亡得以信号放大[20-21]. 细胞内没

有形成足够量的DISC, 激活的procaspase-8不足

以引起蛋白水解酶的级联反应时, Caspase-8可
以切割Bid(一种仅含BH3结构域的Bcl-2家族蛋

白)形成活性片段tB id. tB id随后引起线粒体嵴

重组, 激活Bax及Bak相互作用引起线粒体通透

性(mitochondrial permeability transition, MPT)的
改变, 使细胞色素C和第二个线粒体来源的胱氨

酸酶激活剂/低等电点IAP直接结合蛋白(second  
mitochondrial-derived activator of caspase/direct 
IAP-binding protein with low pi, Smac/Diablo), 
凋亡诱导因子(apoptosis inducing factor, AIF)释 
放[22]. 因此, 死亡受体能通过Caspase-8裂解Bid损
伤线粒体, 进入线粒体途径, 使内外两条途径得

以联合[23]. 
1.2.2 线粒体信号通路: 线粒体跨膜电位消失使

MPT开放释放细胞色素C和Smac/Diablo, 细胞

色素C在细胞质中dATP存在的条件下能与凋亡

蛋白活性因子-1(Apaf-1)及procaspase-9结合成

高分子量复合物, 促使Caspase-9与其结合形成

凋亡体(apoptosome), Caspase-9被激活再激活

Caspase-3、-7级联反应[24-25]. 此外, 释放出来的

Smac/Diablo与X-连锁凋亡抑制蛋白(XIAP)结合, 
使其对Caspase-9和Caspase-3的抑制作用减弱, 进
而导致Caspase-9和Caspase-3的充分激活[26]. 至
此, 内外两条途径最终统一于线粒体的级联放大

信号, 从而降解细胞内成分[27]. 
1.2.3 内质网途径: 一般认为, 肝细胞凋亡主要

有胞膜上的死亡受体途径(外源性途径)和胞质

内的线粒体途径(内源性途径), 内质网的凋亡信

号途径往往归并于线粒体途径[15,28]. 近来有学者

发现, 内质网应激亦在肝细胞发生凋亡中占重

要作用, 是独立的第3条凋亡信号途径[29-30]. 其信

号转导涉及非折叠蛋白反应以及内质网内钙失

衡, 使Caspase-12活化, 诱导GRP78/Bip, GRP94, 
GADD34, GADD45A, CHOP等分子伴侣产生增

加, 继而激活非细胞色素C依赖的Caspase-9, 引
起Caspase级联反应诱导凋亡[31-32].

2  细胞凋亡与NAFLD

2.1 NAFLD发病机制 NAFLD是一类与代谢相
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■研发前沿
肝 细 胞 凋 亡 及
相 关 调 节 因 素
在 N A F L D 的 发
病及其进展机制
中的作用是目前
NAFLD研究的热
点 之 一 ,  临 床 中
对NAFLD患者无
创及特异的诊断
指标及抗凋亡治
疗NAFLD的疗效
和安全性的评价
也成为临床研究
NAFLD的热点与
重点.
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关的肝脏疾病谱 ,  脂肪变性常见因素包括肥

胖症、糖尿病、高脂血症 .  尽管这些因素在

NAFLD起到重要作用, 但NAFLD的发病及进

展至NASH的机制尚未完全阐明, 目前广泛接

受的观点是Day和James提出的“二次打击”学 
说[33]. 第一次打击指各种原因如肥胖、胰岛素抵

抗引起的肝脏脂肪蓄积和肝脂肪变性. 脂肪分

解产生游离脂肪酸(free fatty acids, FFA), 促进肝

内FFA的摄取与合成; 当过量的FFA超出肝脏通

过线粒体氧化反应及极低密度脂蛋白(VLDL)形
式排放入血的代谢能力时, 将导致肝细胞脂肪

变性, 使肝脏对炎症反应和各种损伤因素的敏

感性增高[34-35]. 近来研究表明[36-37], FFA的脂毒性

能诱导JNK依赖线粒体途径和TNF-α与蛋白酶

B介导溶酶体途径导致肝细胞脂性凋亡, 产生氧

化应激、炎症和纤维化反应. 第二次打击主要

为氧化应激导致的脂质过氧化损伤及其异常细

胞因子的作用致肝脏炎症和纤维化[38]. 反应性

氧化物(reactive oxidative species, ROS)引起脂质

过氧化, 损伤肝细胞膜和线粒体功能, 激活Fas/
FasL系统, Bcl-2家族, 进一步引起Caspase家族

成员Caspase-8活化, 进而活化下游的Caspase-3
等级联反应导致肝细胞凋亡. 脂肪变性的肝细

胞对肠源性内毒素的清除能力降低, 内毒素刺

激脂肪产生TNF-α、IL-6等炎性细胞因子, 活化

中性粒细胞启动炎症反应发生[39-40]. 肝细胞凋亡

后, 肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)与枯否

细胞(kupffer cell, KC)吞噬凋亡小体而活化, 释放

大量细胞因子, 可进一步作用于HSC, 促使其活

化、增殖、转型为肌成纤维母细胞分泌细胞外

基质(extracellular matrix, ECM)导致肝纤维化[41]. 
因此, 肝细胞凋亡直接、间接促进了炎症与纤

维化[42]. 
2.2 细胞凋亡与NASH及其进展

2.2.1 NASH: 是NAFLD进展的关键性的一种形

式, 由1980年Ludwig et al [43]发现在无固定饮酒

史及其他肝病的患者身上出现类似酒精性脂肪

性肝炎的肝损伤表现而首先命名. NASH在组

织病理学上表现为: (1)肝细胞脂肪变性(2)肝实

质炎症(主要是肝细胞气球样变和点状坏死, 肝
腺泡三区和门管区混合性炎症细胞浸润, 可伴

Ma11ory小体形成)(3)各种形式的肝纤维化[44]. 
2.2.2 肝细胞凋亡与炎症直接相关: Feldstein et al [45]

对NASH患者肝组织活检标本应用TUNEL法检

测肝细胞凋亡比单纯脂肪肝组或正常对照组

显著增加, 并随NASH炎症与纤维化严重程度

增加而增加. Nan et al [46]在小鼠NASH实验模型

中也证实此观点. 首先, 在病理情况下, 不受调

控的持续性的凋亡破坏肝细胞的完整性, 引起

线粒体功能障碍导致肝脏炎症反应, 而当凋亡

的程度超过吞噬细胞清除能力时, 产生凋亡小

体能自发破裂释放其内含物引起组织损伤和炎

症. Siebler et al [47]报道将Jo-2(Fas拮抗剂抗体)注
射入ob/ob小鼠体内激活Fas受体, 介导凋亡产

生, 观察到鼠肝功能急剧下降并进展为重症肝

坏死, 伴随大量炎症、坏死. Takehara et al [48]证

实肝细胞特异性Bcl-xL缺陷导致肝细胞持续性

凋亡, 继而出现炎症与纤维化. 其次, 肝细胞凋

亡趋化中性粒细胞, 将中性粒细胞募集到肝实

质. TNFR-1与TNF-α结合后, 作用于下游的核

因子κB(nuclear factor-κB, NF-κB)和JNK激酶信

号传导通路,转录因子NF-κB活化则能与其他活

化的细胞因子如IL-6、IL-8及黏附分子形成炎

症瀑布反应, 活化中性粒细胞引起肝脏炎症[49]. 
Dorman et al [50]报道内毒素血症引起肝损伤的鼠

中, TNF-α介导的肝细胞凋亡刺激CXC趋化因

子诱导KC和巨噬细胞炎性蛋白-2(macrophage 
inflammatory protein-2, MIP-2)基因转录与蛋白

合成, 趋化中性粒细胞从肝血窦转移入肝实质

中. 最近的资料则显示死亡受体介导的信号除

了导致凋亡并能直接造成肝脏炎症. 如FasL本
身具有促炎症活动作用, F a s的促效剂能刺激

肝趋化因子表达、中性粒细胞浸润导致炎症

反应的发生. Altemeier et al [51]研究证明Fas通过

MyD88通路而不依赖于Caspase活性信号诱导巨

噬细胞促炎症反应趋化因子表达, 直接促进中

性粒细胞浸润与炎症反应. 
2.2.3 肝细胞凋亡间接促进纤维化: Canbay et al [52-53]

研究表明肝星状细胞与枯否细胞能吞噬凋亡

小体而活化 ,  释放大量细胞因子如T G F-β、

TNF-α、血小板衍生生长因子(platelet-derived 
growth factor receptor, PDGF)、IL-1、IL-6共
同导致肝纤维化. TGF-β能刺激原纤维胶原和

纤维连接素基因转录的细胞因子 ,  能抑制胶

原酶和蛋白酶的产生, 减少胶原的降解; 同时

TGF-β能通过减少HSC表面FasL基因和促凋亡

因子p53 的表达, 增加抑制凋亡因子NF-κB、

bc1-xL、p21WAF1的表达, 抑制活化的HSC的
凋亡, 维持其持续活化[54]. TNF-α能促进HSC的
增殖, 加强HSC的趋化性; 近来研究显示[55-56], 
TNF-α促进HSC表达间质金属蛋白酶(mat r ix 
metalloproteinase, MMP)参与纤维化过程. IL-6
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也可刺激HSC的增殖, 并可诱导产生多种急性期

蛋白, 通过促进基质变性或与其黏附受体相互

作用而促使ECM的沉积. PDGF通过自分泌和旁

分泌作用有助于维持HSC的活化与增殖, 并能与

TGF-β发挥协同作用. HSC的活化启动一系列信

号级联反应, 诱导各种与成纤维相关的基因表

达并分泌大量细胞外基质在细胞间质过度沉积

导致肝纤维化. 肝纤维化则继续发展至肝硬化

乃至肝癌[57].

3  细胞凋亡在临床NAFLD诊断与治疗中的应用

随着肝细胞凋亡在NAFLD发病进展机制的阐

明, 能给临床NAFLD患者的诊断、治疗及预后

评估带来新的契机. Wieckowska et al [58]在可疑

NAFLD患者血清中通过原位免疫组化和ELISA
检测由肝细胞凋亡Caspase-3产生细胞角蛋白-18
片段(CK-18)在NASH与单纯脂肪肝或正常者相

比显著升高, 其诊断NASH的特异性为99.9%, 敏
感度为85.7%与同时做肝活检判断肝组织学改

变一致. 肝细胞凋亡定量指标Caspase活性作为

一项非侵袭性的生物标记是NASH独立而有力

的预测指标, 有望用来判断NAFLD患者的严重

程度. Manco et al [59]学者检测NAFLD患儿的血

清TNF-α和瘦素水平, 以及肝组织学损伤程度. 
结果显示, TNF-α水平与肝脏病变程度密切相

关. 单独检测血清TNF-α以及联合瘦素均能准确

预测NAFLD患儿是否发生NASH病变, 提示可

用血清TNF-α水平作为NASH患儿的特异性实

验室指标. Cazanave et a [60]在小鼠爆发性肝炎模

型中证实, 肝脏高谷胱甘肽储备能减轻予Fas促
效剂(Jo-2)诱导的肝细胞凋亡, 减轻肝脏炎症与

纤维化, 并提出还原型谷胱甘肽的临床应用价

值. Miyasou et al [61]发现依达拉奉可调节线粒体

Bcl-xL和Bax, 阻止细胞色素C释放和Caspase-3
活性; 减轻Fas诱导急性肝功能衰竭的小鼠的肝

细胞凋亡及肝损伤, 提高其成活率. Baskin-Bey 
et al [62]在对胆碱-甲硫氨酸缺乏饮食(methionine 
and choline deficient diet, MCD)致小鼠肝脂肪

变性实验中, 用组织蛋白酶B(cathepsinB)抑制

剂明显减轻冷缺血/再灌注损伤致肝细胞凋亡

与肝损害. Inoue et al [63]在胆碱缺乏饮食(choline 
deficient diet, CD)致大鼠肝癌模型中早期阶段用

PBN(phenyl butyl nitrone)处理降低了Fas的表达, 
抑制凋亡驱动的促炎症反应, 能对抗其引发的

致癌作用, 并认为CD作为一种致NASH模式, 早
期Fas表达可作为判断NASH进展的一项很好的

指标. 张莉 et al在大鼠非酒精性脂肪性肝炎实验

模型中用己酮可可碱(PTX)可抑制TNF-α在肝脏

中表达, 从而改善肝脏酶学, 减轻肝组织炎症损

伤; 并能降低细胞外基质Ⅰ、Ⅲ型胶原的合成, 
减轻NASH引起的肝纤维化, 对实验性NASH具

有治疗作用[64-65]. 李继强 et al [66]在大鼠肝实质损

伤性肝纤维化模型中发现血管紧张素转化酶抑

制剂(依那普利)能通过调节bax、bcl-2基因表达, 
起到调控肝细胞凋亡, 防治肝纤维化的作用.

4  结论

肝细胞凋亡是连接肝损伤与炎症、纤维化的

纽带与NAFLD的发生进展密切相关, 但具体

的机制及调节因素有待进一步研究阐明. 随着

对NAFLD中肝细胞凋亡的深入研究, 能够进

一步探明NAFLD的发病机制, 为细胞凋亡运用

于NAFLD的诊治提供有力的理论依据, 给临床

NAFLD的诊断、治疗、及预后判定开辟一条新

的途径. 
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Abstract
Inflammatory bowel disease (IBD), including 
Crohn’s disease and ulcerative colitis, is a group 
of non-specific chronic inflammatory condi-
tions of the gastrointestinal tract with unknown 
complex etiology. Epidemiologic data indicate 
genetic contribution to IBD pathogenesis, which 
include familial aggregation, twin studies, racial 
and ethnic differences in disease prevalence. The 
most widely adopted approaches to identifying 
susceptibility genes in IBD include linkage stud-
ies, genome-wide association (GWA) studies and 
microarray. The first two technologies have con-
firmed NOD2, IL23R and other genes implicated 
in IBD pathogenesis and advances in microarray 
technology makes it possible to diagnose IBD at 
gene expression level. This article reviewed IBD 
related genes and introduced application of mi-
croarray to IBD research. 

Key Words: Inflammatory bowel disease; Crohn’s 
disease; Ulcerative colitis; Susceptibility; Microarray
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摘要
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
是一组病因未明的非特异性慢性肠道炎症性
疾病, 包括溃疡性结肠炎和克罗恩病, 发病机
制复杂, 其单卵双生子的高共患率、发病的家
族聚集现象和种族差异, 提示遗传易感性在其
发病中的重要作用. 对IBD易感基因研究技术
包括连锁分析、全基因组关联分析和迅速发
展并展现广阔应用前景的基因芯片等. 运用
前两项技术已在世界范围内大量人群中确认
NOD2、IL23R等IBD相关基因, 基因芯片技术
的发展使得在基因表达水平诊断IBD成为可
能. 本文就此对IBD相关基因作一综述, 并介
绍基因芯片在IBD研究中的应用.  

关键词: 炎症性肠病; 溃疡性结肠炎; 克罗恩病; 易

感基因; 基因芯片
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)包
括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗

恩病(crohn's disease, CD), 在不同人群中其发病

率变异较大, 欧洲及北美地区较高, 其UC和CD
每年发病率约分别10-20/105和5-10/105患病率

100-200/105和50-100/105 [1], 目前美国和欧洲分别

有1.4×106及2.2×106人忍受着IBD的折磨[2], 以
往发病率较低的东方国家, 近年也呈现增高趋

势. 我国1981-2000年间共计报道UC病例10218, 
近10年该病报道数上升3.1倍; 2003年总住院患

者中CD患者构成比为1990年的2.8倍[3]. 我国目

前暂缺乏大规模的流行病学调查, 但粗略估计

UC发病率为11.6/105 [4] CD为1.4/105 [5]. 而且25%
的IBD患者在青少年时期发病[6]严重影响了青

少年生长发育和身心健康. 为此, 各国学者在阐

明IBD病因、发病机制方面做着不泄努力. 在对

瑞典[7], 丹麦[8]和英国[9]双生子流行病学调查发

现, 单卵双生子具有高共患病率, 加之IBD的家
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■背景资料
炎症性肠病(IBD)
在我国已非少见, 
其发病率和患病
率的上升趋势已
引起国内医学界
的重视, 但对其病
因、发病机制、

诊断及治疗等的
研究相比西方国
家仍比较滞后. 近
年, 欧美学者围绕
I B D的遗传易感
性进行了大量研
究, 揭示出大批致
病相关基因. 了解
西方研究成果及
现状, 对认识我国
I B D病因及相关
研究具有指导意
义.  
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族聚集现象[10], 证明基因因素在IBD发病中具有

重要作用. 为此各国学者展开了对IBD致病基因

的研究. 自1996年, Hugot et al [11]采用连锁分析

法, 首次定位IBD易感基因位点于16号染色体着

丝点周围(16q12)后, 对IBD易感基因的研究如

雨后春笋般涌现出来, 研究手段也是日新月异, 
从连锁分析(linkage studies)、全基因组关联分

析(genome-wide association, GWA)到基因芯片

(microarray)的运用, 取得一系列瞩目的成绩, 本
文就此作一综述. 

1  连锁分析

基于大量患病家系为基础的连锁分析, 只能确

定疾病相关基因于染色体10 Mb左右的范围内, 
要确定具体的致病基因或位点仍然需要大量后

续的, 如定位克隆等工作. 连锁分析大都假定疾

病性状只受单个基因的控制, 仅能发现致病主

效基因, 对于受多基因控制的复杂疾病相关基

因研究收效甚微, 对于复杂疾病的易感基因定

位已被GWA等手段取代, 但通过该手段发现的

CD特意性易感基因座位IBD1和共同易感基因

座位IBD3中NOD2、HLA基因, 至今仍在世界范

围内进行大量相关性和功能研究, 故本文对此

两基因作一概述. 
1.1 CARD15/NOD2 位于16号染色体IBD1位点

的胱冬酶吸引域家族成员15(caspase recruitment 
domain family, member 15, CARD15)/核苷酸结

合寡聚域2(nucleotide-binding oligomerization 
domains, NOD2)基因是第一个被发现的CD易感

基[12-13]其基本功能为介导细胞凋亡和诱导核因

子-B(NF-B)的活化[14-15]当NOD2突变, 导致的2
个氨基酸互换(Arg702Trp, Gly908Arg)和一个因

胞嘧啶插入导致的移码突变(3020insC)使第十

个C末端富含色氨酸的重复序列构成的区域发

生Leu1007Pro氨基酸改换, 终止密码子提前, 使
其蛋白丢失最后33个氨基酸导致NF-κB活性的

降低, 机体先天性低反应, 从而诱导机体对肠道

细菌异常强烈的继发免疫反应而引起CD[16]虽

然NOD2基因突变已证明与CD有关, 但在不同

人种中, 其出现频率及与疾病相关程度不同. 德
裔和西班牙裔犹太人及荷兰CD患者中3种主要

突变频率均显著增高[17-19]瑞典人群中CD发病与

Arg702Trp和Gly908Arg突变有关, 而与Leu1007fs
无关[20]相反在丹麦人群中Leu1007fs则为主要突

变型[21]对国人的研究[22-23]并未发现NOD2突变与

CD的关系. 目前对CARD15/NOD2基因结构、功
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能及其在CD发病机制中的作用有一定了解后, 
其与其他细胞因子的相互作用也逐渐受到关注, 
Linderson et al [24]研究发现CARD15/NOD2与另一

个重要的易感基因TNF- 的基因多态性间存在相

互作用, 并在一定程度上影响人群易感性和CD
的表现形式. Gazouli et al [25]认为CARD15/NOD2
和TLR4或CD14之间的相互作用可增加IBD, 
尤其是C D的发病危险性. 在今后研究中弄清

CARD15/NOD2与其他因子相互作用机制, 及证

实与其突变相互作用的可能因子, 包括环境及细

菌等因素是非常重要的. 
1.2 HLA 连锁分析和侯选基因研究都证实位于

6号染色体短臂(6p13)既IBD3区域的主要组织

相容性复合体(major histocompatibility complex, 
MHC)又称人类白细胞抗原(human leucocyte 
antigen, HLA)与UC及CD均有关. HLA基因包

括HLA-Ⅰ、HLA-Ⅱ及HLA-Ⅲ, 具高度多态

性. 近年发现位于HLA-B端粒46 kb处的非经典

Ⅰ类基因, 如MHCI类相关基因A(MHC class I 
chain-related gene A, MICA)和MHCI类相关基因

B(MHC class I chain-related gene B, MICB), 与
IBD存在关联. MICA和MICB分子与其表达于

NK细胞、T细胞和巨嗜细胞上的受体NKG2D
结合, 共同激发上述细胞的活性, 当细菌或病毒

感染时表达增加. 两者部分等位基因的突变, 改
变与受体NKG2D的结合力可能影响免疫系统的

活性. 在对国人的研究[26-27]已证实MICA-A51和
MICB-CA18与国人UC有相关性. 

与HLA-Ⅰ类基因相比, HLA-Ⅱ类基因与

IBD关系更为密切. HLA-Ⅱ属于免疫球蛋白超

基因家族, 对T细胞免役应答及B细胞产生抗体

均有重要作用. 目前研究多提示HLA-Ⅱ类基因

区三个与IBD相关的位点中, UC与DR2、DR9相
关而与DR4无明显相关性, CD与DR7、DQ4相
关,而与DR2、DR3无明显相关性, 但HLA-Ⅱ类

基因区DR、DP和DQ 3个与IBD相关的位点, 在
HLA-Ⅱ类基因上紧密连锁, 而非独立存在, 哪个

亚区为初级, 哪个为次级相关尚待进一步研究. 
HLA-Ⅲ区域编码肿瘤坏死因子TNF-α而

受到广泛关注, TNF-α是一种具有多种生物活

性的促炎细胞因子和免役调节剂. TNF基因启

动区域的6个单核苷酸多态性(TNF-1031T/C,  
-863C/A, -857C/T, -380G/A, -308G/A, -238G/A)
与 I B D遗传易感性在不同人群中报道不一 . 
Cucchiara et al [28]在意大利IBD患者中发现TNF-
308A与CD及UC均显著相关, 而与TNF-C857T
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■研发前沿
目 前 具 有 高 通
量、高集成、微
型化、自动化的
基因芯片能在一
次试验中间平行
分析成千上万个
基因, 大大提高了
检测速度. 但要使
基因芯片技术走
出实验室成为常
规检测手段, 还需
降低芯片成本和
在世界范围内进
行大量多中心研
究 ,  以 发 现 特 异
性、标志性分子
标志. 
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无相关性. 捷克人群研究[29]揭示TNF-308A与

CD表现型有关, 而部分人群, 如土耳其[30]及印

度人群[31]中研究提示TNF-α基因多态性与IBD
并无明确关联. 姒健敏 e t a l [32]对国人的研究

发现TNF2308A等位基因频率在UC患者中为

14.6%, 而在健康对照者中为8.9%, 两者之间有

显著差异,提示TNF-308A可能与国人UC遗传易

感性相关. 

2  全基因组关联分析

关联分析是比较病例组与对照组个体在某个遗

传标记位点等位基因出现的频率, 即如果一种

疾病的易感变异体位于基因组中的某个地方, 
通过他们与基因型芯片中标签单核苷酸多态性

(single-nucleotide polymorphism, SNP), 之间的

连锁不平衡关系可以对其进行检测. 该方法无

需采集家系资料, 样本较易获得. 近年迅速发

展的SNP芯片, 可扫描个体DNA样本的上百万

个单基突变. 较之连锁分析在IBD等多基因疾

病易感基因的研究中展现强大的优势. 至目前, 
运用GWA技术不仅肯定了前有的部分基因(如
NOD2、IBD5)与IBD的关联性, 而且还发现了如

白介素-23受体(interleukin-23 receptor, IL23R)基
因、ATG16L1等新的致病基因. 
2.1 IL23R 美国的IBD多中心协作研究组[35], 在
2006年运用GWA技术检测IBD易感基因时, 不
但再次肯定了NOD2基因与IBD关联的同时, 而
且还在1号染色体(1q31)区域新发现了此后得

到大量验证实验所支持的IL23R基因. IL23R基
因与IBD关系密切的是氨基酸Arg381Gln的多

态性, 该等位基因在非犹太裔欧洲CD患者和健

康对照人群中出现频率分别为1.9%和7.0%[35], 
提示Arg381Gln基因对IBD易感性具保护作用. 
IL23R基因区除Arg381Gln外, 介于IL23R基因

和其紧靠着丝粒的同源基因IL2RB2基因之间

的5-11个编码序列多态性也证明与IBD显著相

关[33]. 最近, 世界各研究中心进行的验证实验中, 
在欧洲儿童[34-36]和成人CD[37-38]及UC[39]患者中均

验证了IL23R与IBD的相关性. IL23是一个由亚

单位p19和白介素12(IL12)的p40通过二硫键形

成的异源二聚体分子, 是IL12细胞因子家族的

新成员. IL23除了与IL12共用受体亚单位白介

素12Rβ1外, 还有一个自身特有的受体亚单位即

IL23R. IL23是辅助性T细胞(helper T cells, Th)分
化, 尤其是分化为Th17时的的关键因子, 能通过

与IL-1的协同作用, 直接刺激成熟Th17释放细胞

因子, 致使Th17在不需要任何抗原刺激的情况

下增强组织炎症反应和适应性免役应答. 动物

实验[40]已证明Th17在调节慢性自发性炎症反应

时的关键作用也就是说IL23间接的增强组织炎

症反应. 鉴于IL23在炎症反应中的重要作用, 有
学者在运用阻断其和IL12共同亚单位p40作位治

疗靶点时, 发现具有一定作用[41], 但IL23R在IBD
中的作用可能不仅是功能缺失突变, 今后的研

究中, 应在阐明Arg381Gln发挥保护作用的机制

方面进一步研究以指导临床治疗. 
2.2 ATG16L1 自噬相关16样1(芽殖酵母)(au-
tophagy-related 16-like-1, ATG16L1)基因位于2
号染色体长臂(2q37.1), ATG16L1蛋白包括N末

端的APG16卷曲螺旋和C末端的8个色氨酸-天
冬氨酸重复序列(W-D repeats), 主要表达于肠

上皮细胞和CD4+, CD8+, CD19+淋巴细胞, 是一

种涉及处理细胞内细菌的自噬小体代谢途径的

蛋白. 在处理细胞内细菌感染, 如抑制巨噬细胞

内结核分支杆菌发挥重要作用. 敲除ATG16L1
基因会降低HeLa细胞对沙门氏菌吞噬作用[42]. 
Hampe et al [43]研究发现, 位于ATG16L1蛋白N末

端WD重复结构域的Ala197Thr氨基酸多态性与

CD显著相关, 而与UC无相关性. 该结果随后被

英国的病例对照研究所证实. 此后进行的验证

实验[44-46]也支持了ATG16L1与CD的相关性. 由
此可见, 宿主细胞对胞内细菌反应在CD发病中

可能发挥作用. 

3  基因芯片在IBD中的应用

尽管易感基因的染色体定位,对在染色体水平上

鉴定IBD的易感位点是十分重要的, 但是这些基

因都是通过其编码的蛋白质或转录因子行使功

能的, 因此从基因的表达水平进行候选基因的

分析同等重要. 运用基因芯片在基因组范围内

筛查可发现疾病特异性的功能和表达改变, 发
现疾病治疗靶点和早期标志. 基因芯片技术是

近年来出现的一种高通量的分子生物学技术, 
他能够在同一时间内分析大量的基因, 实现生

物基因信息的大规模检测. 通过比较正常和疾

病状态下的基因转录及其表达的差异, 寻找和

发现该疾病相关的候选基因, 为疾病的诊断和

治疗提供分子生物学方面的依据. 其工作原理

是: 经过标记的待测样本DNA通过与芯片上特

定位置的探针杂交, 可根据碱基互补配对的原

则确定靶DNA序列, 经激光共聚集显微镜扫描,
以计算机系统对荧光信号进行比较和检测, 并

■相关报道
由于基因芯片高
昂的价格, 目前运
用基因芯片在基
因表达水平上寻
找 I B D 相关基因
的报道不多, 多数
为针对既往的如
NOD2、HLA等
连锁分析发现的
I B D 相关基因多
态性与 I B D 相关
性展开的研究. 
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迅速得出所需的信息. 他最显著的特点是高通

量、高集成、微型化、多样化和自动化, 比常

规方法效率高几十到几千倍, 可在一次试验中

间平行分析成千上万个基因, 是一种进行DNA
序列分析及基因表达信息分析的强有力工具自

1995年问世以来, 短短十年间得到了迅速的发

展和运用, 展现了广阔的应用前景. 
基因芯片技术最初运用于I B D领域始于

1996年Heller et al [47]运用基因芯片检测重度类风

湿关节炎患者滑液组织和接受手术治疗的CD患

者切除病变组织基因表达, 尽管该小组所运用的

cDNA芯片仅能检测96个基因, 但仍在两者中检

测出共同表达的炎症疾病诱导基因, 如IL-1, IL8, 
TNF和粒细胞集落刺激因子等, 并首次报道了以

前未发现的基因如HME和黑色素瘤生长刺激因

子. 该研究受检测基因数量的限制未发现CD特

异性相关基因, 但推动了基因芯片在IBD等多基

因疾病中的运用. 此后研究人员分别采用手术切

除标本、内镜下钳取黏膜标本, 和外周血等提取

RNA对IBD患者肠道病变及正常组织和健康对

照人群分别比较, 以期发现在疾病发生、发展中

潜在或致病的基因. 但因为运用芯片类型、标本

选择的不同, 以及人群自然差异等, 目前为止未

发现被多数基因芯片实验共同支持的基因, 本文

就此介绍其中几项典型研究. 
3.1 组织标本 在早期进行的实验中, 由于芯片

高昂的价格, 在使用芯片数目较少的情况下, 一
些研究者倾向于把经过同一种处理的多个个

体的RNA进行混合[48-51], 希望能消除个体差异,
如Lawrance et al [48]将分别取自UC, CD和正常

对照各6例的结肠切除标本提取的RNA分别按

UC, CD和正常对照组分别混合. 结果和健康对

照人群相比在UC和CD各自有108个和29个不

同表达的基因, 值得注意的是在IBD2区域发现

ATPase2B1和CRADD在CD、UC均表达下调, 
以及此后被证实的MDR1在CD和UC中表达下

调和HLA在UC中的表达上调, 可能受检测基

因数量的限制在其他IBD位点未发现IBD相关

基因. 在UC中表达异常基因中最值得注意的为

DD96基因, DD96为正常上皮中低表达而在肺

癌、乳腺癌和结肠癌中大量表达的肿瘤相关基

因, 其在UC中表达, 在基因层面揭示了临床中

UC具有癌变倾向的分子机制. 该研究结果显示

CD与UC相比最大的区别是自然的抗微生物防

御素DEFA5和DEFA6的高表达, 抗菌肽在CD中

的高表达, 提示了细菌感染在CD发病中可能具

有重要作用. Dieckgraefe et al [52]运用相同的芯片

报道的UC表达上调的74个基因中, 21个被该研

究所验证. 在这两项试验都同时明显表达上调

的UC相关基因有REG家族、MMPs、钙结合蛋

白S100. 
随着人类基因芯片技术的不断进步, 一次

检测基因数量大大增加. Langmann et al [51]运用

IBD患者和结肠和直肠的非病变部位提取标本

后按UC、CD各自结、直肠组分别混合RNA. 在
检测22 283个基因中, 最显著的是MDR1和PXR
在UC中的表达下调. 证实了基因组扫描和定位

克隆发现的MDR1在UC中的表达下调. PXR作
为核受体在解毒作用的转录调节中具有重要作

用, PXR能被糖皮质激素, 如地塞米松; 抗菌素, 
如利福平等激活, 从而激发编码解毒酶基因的

表达发挥对结肠上皮细胞的保护作用[53]. PXR在
UC患者中的表达下调甚至却失, 可能为结肠上

皮损伤的机制之一. 但该研究报道的UC和CD患

者在结肠和直肠不同取材部位异常表达基因数

量不同的结果, 被后续实验[54-55]和动物实验[56]所

否定. 
上述早期试验中具有两个明显缺陷, 其一

采用的手术切除组织做标本, 只有少部分到疾

病末期, 病情严重患者才需要接受手术治疗, 这
样不仅限制了研究对象的范围, 且疾病不同阶

段基因表达可能具有差异, 采用手术患者为研

究对象可能会掩盖影响疾病早期发生发展的基

因. 另外一个重要缺陷是, 混合患者RNA在一定

程度上掩盖了疾病多样性, 对发现IBD患者基因

亚型不利. Costello et al [54]和Wu et al [55]在此后以

内镜下取材, 分别对UC、CD的RNA非混合与

健康对照人群比较, 前者在UC和CD中分别发

现272个和500个异常表达的基因, 而后者发现

131和77个异常表达基因. 遗憾的是前者报道的

异常表达基因中, 仅有4个基因与后者重复(在
UC表达上调基因中的BF, NOS2A, TIMP1, 和
表达下调基因SLC26A2)Costello et al报道表达

异常基因于其他试验重复率也低, 其原因可能

为其试验采用cDNA芯片的缘故, 而其他研究多

采用高密度寡核苷酸芯片. 在Feng et al的研究

中, 与其研究小组早期报道相比, 该研究发现CD
表达上调基因大大增加, 这可能证实了手术切

除标本为疾病末期, 部分基因已不表达, 而内镜

取材标本病变于早期, 参与调节基因较多. 此两

项研究与其他相比, 重复率较高的基因有UC中
PXR、MDR的表达下调, CD中HLA、LCN2表
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达上调. 另外Feng et al报道的在CD中表达上调

的基因IFITM1, IFITM3, STST1, STAT3是IL23
参与调节的TH1通道激活的标志. 而IL23如前所

述具有间接增强组织炎症反应的作用, 基因芯

片研究支持了关联分析成果, IL23可作为IBD患

者一个重要的治疗靶点. 
3.2 外周血标本 与通过手术或内镜获取肠道

组织相比, 外周血是一个更容易获取的检查标

本 ,  这种无创性的检查可以得以在大量人群

中展开. 外周血中单个核细胞(peripheral blood 
mononuclear cells, PBMCs)负责全身的免疫监视

和作为感染等疾病的标志, 因此可以用其代替

肠道组织标本作为发现疾病导致的基因表达标

志和评价疾病状态、严重性等[57]. Maas et al [58]

首先运用基因芯片检测自身免役性关节炎, 系
统性红斑狼疮, 多发性硬化, 和Ⅰ型糖尿病患者

PBMCs基因表达. 目前IBD领域运用PBMCs提
取RNA进行芯片检测的两项试验都在美国人群

中进行. Mannick et al [59]运用cDNA芯片检测7名
CD患者和5名UC患者和10名非IBD肠道炎症患

者及6名健康对照人群PBMCs基因表达差异, 结
果在检测的2400个基因中CD与其他炎症性肠道

疾病相比分别有24个基因表达上调和28个表达

下调, 而UC则分别有12个表达上调和7个表达下

调. 因为目前研究显示IBD患者在治疗前后基因

芯片检测具有明显基因表达差异[60-61]所以该研

究纳入新发未接受治疗IBD患者, 对发现具有早

期诊断意义的基因标志更具合理性. Burczynski 
et al [61]开展了迄今为止最大规模研究, 纳入了59
名CD和26名UC患者及42名健康对照. 所采用的

寡核苷酸芯片能一次检测22 000个基因序列. 结
果发现, 在CD与正常人相比异常表达的220个基

因中, 67个在UC中与正常人比较无明显差异, 而
在UC中表达差异的120个基因中, 20个在CD中

无异常表达, 可能这分别仅在CD和UC中表达的

部分基因为其各自特异性标志. 与Mannick et al
的研究比较, 两者报道CD表达上调的基因几乎

没有重复. 唯一具有相似性的是Mannick et al发
现的CD表达上条基因多为TGF-β激发的转录产

物, 而本研究中报答的TSC-22即为典型的TGF-β
激发的转录产物, 这两项研究提示, TGF-β表达

上调在CD发病的免疫反应中具有一定的作用. 
CD特异性表达上调的多为前列腺素代谢酶, 趋
化激素, 转录调节因子等致炎症基因, 例如: 环
加氧酶在CD中表达明显上调, 而前列腺素D2合
酶却表达下调. 这可能会导致花生四西酸选择

性的合成某些前列腺素增加. UC中特异性明显

表达上调的为编码免疫球蛋白序列, 如IgHG3. 
这与UC患者血清检测出免役球蛋白升高所吻

合[62]. IBD中都明显表达上调的是2型纤维蛋白

溶酶原活化抑制因子. PAI-2对u-PA和t-TA激活

具有酶特异性, 此前在风湿性关节炎患者滑液

中检测出PAI-2增高[63], 这个研究表面, 血液纤溶

和凝血系统的改变, 在IBD患者肠道出血作用中

具有一定作用. 
尽管该研究研究为目前为止最大样本量的

研究, 但要确认出具有分子诊断意义的特异性基

因表达, 还需要更大人群的研究. 随着芯片技术

的不断进步和成本下降, 在不久的将来采用外周

血对IBD患者迅速作出分子学诊断已成为可能. 
如最近生物科技公司Progenika日前研制开发一

种新型DNA基因芯片EBDChip, 这种芯片被用来

提高IBD包括CD和UC的诊断、判断预后以及治

疗. EBDChip能够分析与IBD相关的46种突变, 计
划不久就开始临床试验. IBDChip分析多种基因

多态性以帮助确定IBD的危险、判断疾病预后

以及患者对治疗出现的反应. 这种芯片不仅可以

帮助临床选择最合适的治疗方法, 还能够帮助确

定受测试家庭成员易感性程度. 

4  结论

目前, 对IBD的治疗包括糖皮质激素, 氨基水杨

酸制剂和免役抑制剂等. 这些药物能控制许多

患者疾病的严重性, 但是副作用严重以及一些

症状用药无效也显著降低了这些患者的生活质

量. 因此, 急需相应的特异性治疗如生物制剂的

免疫调节, 基因治疗等. 但这些治疗措施是必须

建立在明确该疾病的病因和发病机理基础之上

的. 因此, 在基因水平上进行IBD发病机理的研

究是十分迫切需要的. 随着基因芯片技术的不

断进步, 这已成为可能. 但尽管基因芯片技术取

得了长足的发展, 但仍主要应用于实验室的基

础研究中. 要想作为一种常规的快速、准确的

方法应用到临床IBD的诊断、疗效观察和预后

判断中, 还有很多的问题需要解决. 首先是成本

的问题, 由于芯片制作的工艺复杂, 信号检测也

需专门的仪器设备, 一般实验室难以承担其高

昂的费用, 其次在芯片实验技术上还有多个环

节尚待提高, 如在探针合成方面, 如何进一步提

高合成效率及芯片的集成程度是研究的焦点. 
而样品制备的简单化与标准化则芯片应用进一

步普及的前提. 再者, 在研究对象选择上应该建

■应用要点
随着芯片技术的
不断进步和成本
下降, 运用该先进
手段在基因表达
水平上寻找 I B D
等多基因疾病的
特异性、标志性
分子标志, 可能会
成为致病基因研
究的高效手段. 
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立规范纳入标准, 在IBD不同疾病阶段, 治疗与

否及治疗前后都会造成基因表达的差异. 在今

后的研究中应分别采用大样本的, 处于疾病各

阶段的病人, 以期发现在疾病个阶段发生发展

都发挥作用的共同基因标志, 为在基因诊断、

治疗、药物筛选上发现共同的靶点. 
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Abstract
As one of important defensive factors, trefoil 
factor 3 (TFF3) has considerable relation to the 
lesion, recovery, proliferation and malignancy 
of gastrointestinal mucosa. Furthermore, the 
correlation between TFF3 and tumor, including 
its pathogenesis, progress and prognosis, has 
been reported remarkably. However, the binding 
proteins of TFF3 remains to be confirmed and 
the research of TFF3 on the mechanism of action 
and signal transduction pathway is just initial. 
This article reviewed the progress in TFF3 
research.

Key Words: Trefoil factor 3; Tumor; Signal transduction
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摘要
TFF3作为胃肠黏膜中一个重要的黏膜保护因
子, 与胃肠黏膜的损伤、修复、增殖、恶变
都有着重要的关系. TFF3与肿瘤的发生、发
展、预后有一定的关系, 但TFF3的结合蛋白
尚未明确, 其细胞内作用机制、具体信号转
导途径的相关研究尚处于起始阶段. 本文对
TFF3的研究进展作一综述.
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0  引言

三叶因子家族是近年来研究较多的一群小分子

多肽, 又称三叶肽(trefoil peptide). 在哺乳动物体

内他们具有黏膜保护、修复、肿瘤抑制或促肿

瘤发生、信号转导、调节细胞凋亡等功能. 目
前在哺乳动物体内发现的三叶肽有3种, 即乳癌

相关肽(the breast cancer-associated pS2 peptide, 
pS2/TFF1)、解痉多肽(spasmolytic polypeptide, 
SP/TFF2)和肠三叶因子(intestinal trefoil factor, 
ITF/TFF3). 其中TFF3于1991年由Suemori et al首
次在大鼠空肠发现[1]. 三叶因子家族都至少含有

一个特殊的P结构域, 后者由38-39个氨基酸组

成, 通过6个高度保守的半胱氨酸残基经由3个
分子内的二硫键相互联接使整个肽链扭曲折叠

形成三叶状结构[2], 三叶肽由此而命名.

1  分子结构及表达定位

TFF3分子由59个氨基酸组成, 含有1个P结构域, 
质谱分析表明TFF3存在单聚体及二聚体两种形

式. 单聚体分子质量为6692 kDa, 二聚体分子质

量为13 146.8 kDa, 其同源二聚体是由2个Cys58
形成的分子间二硫键连接而成[3]. TFF3主要在小
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肠及结肠杯状细胞、胃窦黏膜[4]中表达; 人食管

黏膜下腺(主要在Z线和胃贲门之间)可见TFF3较
高量表达; 胃体黏膜下腺可见TFF3少量表达[4]. 
此外, 研究表明TFF3在人胰腺[5]、唾液腺[6]、泪

腺[7]、前列腺[8]、鼻黏膜[9]、十二指肠乳头[10]、

子宫[11]、乳腺[12]、下丘脑[13]、垂体[14]、肺[15]等

组织中也有低水平表达, 而在病理条件下, TFF3
的表达发生了明显改变.

2  生理功能

2.1 黏膜保护及修复 与黏液中的糖蛋白结合形

成稳定的凝胶复合物加强黏液凝胶层, 减少胃

肠道表面有害物质及机械应力等因素对黏膜的

损伤. 研究表明在应用TFF3后, 可明显增加胃肠

道黏膜可溶性黏液的分泌量并增加其黏度[16]. 给
小鼠po 重组人类解痉多肽、小鼠肠三叶因子, 
均能明显减轻非甾体类抗炎药物、酒精导致的

胃黏膜损伤[17]. Kjellev et al人检测DSS(丁二酸二

辛酯磺酸钠)引发的小鼠结肠炎中TFF3的含量, 
发现当结肠炎发生时, TFF3表达明显增高; 此外, 
通过外源性TFF3全身用药(静脉、腹腔、皮下), 
发现结肠炎部位TFF3结合明显增多, 并能减轻

炎症的程度, 说明TFF3对于结肠黏膜的完整性

具有非常重要的作用[18]. 但TFF3表达增加出现

于黏膜修复期, 在黏膜损伤早期, TFF3含量是下

降的.
三叶肽参与损伤组织的修复过程. 三叶因

子是一种运动因子能与表皮生长因子(epidermal 
growth factor, EGF)和转化生长因子(transforming 
growth factor, TGF)协同作用参与损伤组织的上

皮重建过程, 即促进受损黏膜周围完好的上皮

细胞向损伤黏膜表面迁移, 覆盖并促进损伤黏

膜的修复, 但并不促使细胞分裂. TFF3促进细胞

迁徙的作用机制可能和EGF不同, 通过IEC-18
细胞刮伤及迁徙实验, 发现加入TFF3后细胞呈

片状迁徙, 细胞间隙很小, 而EGF引起的细胞

迁徙则呈网络状, 细胞彼此之间间隙很大, 只
通过一些接触进行联系.相比之下, TFF3较EGF
更能精密修复黏膜损伤部位, 且减少间隙的产 
生[19]. TFF3对于黏膜的修复作用, 推测是通过

下调E-钙黏蛋白、加强细胞间连接、促进细胞

迁徙来实现的; 此外, TFF3亦可上调上皮细胞

中tightening claudin-1的含量、下调tightening 
claudin-2的含量, 增强表层细胞的抵抗力、降低

上皮的渗透性来达到黏膜修复的目的[20]. 另有研

究表明, TFF3可能通过增加Vangl1基因的表达, 
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进而减少E-钙黏蛋白来达到促进黏膜修复的作

用, 此外, 当IEC-18细胞被敲除了Vangl1基因后, 
细胞对TFF3的促迁徙反应也明显下降, 这说明

Vangl1蛋白可能是TFF3的效应蛋白之一[21].
2.2 细胞保护、分化和凋亡 往IEC-18细胞培养

基中添加TFF3, 能促进IEC-18细胞中环氧化酶

-2的产生, 进而减少氧自由基对细胞的损伤, 且
环氧化酶-2特异性阻断剂NS-398能够阻断这种

作用, 由此推论, TFF3可能通过促进环氧化酶-2
合成, 继而促进前列腺素-2生成, 来发挥细胞保

护作用[22].
TF F3可促进黏膜干细胞如胃窦黏膜干细

胞、支气管纤毛细胞的分化, 这种作用, 部分是

通过EGF-R受体途径来实现的[23].
H T29细胞系中存在结肠腺瘤性息肉病

(APC)相关的基因突变, 但能表达正常的上皮细

胞钙粘蛋白-链蛋白复合物. Efstathiou et al发现

rTFF3可引起HT29细胞钙黏蛋白下调, 减弱细胞

与细胞、细胞与基底层之间的黏附作用, 下调

APC及钙黏蛋白-链蛋白的表达, 使APC从细胞

质移位到细胞核中并诱导细胞凋亡[24].
2.3 神经递质 大鼠及人类的视上核及室旁核

的大细胞性催产素神经元细胞能合成T F F3. 
Derbyshire et al研究发现, TFF3的释放并不能促

进催产素神经元释放催产素, 但却能促进Fos蛋
白质的合成, 而Fos蛋白质是催产素神经元中主

要发挥作用的蛋白质, 这说明TFF3有可能作为

一种神经递质在催产素神经元发挥功能的过程

中起到重要作用[13]. 此外, 有研究报道将TFF3注
入小鼠脑扁桃体中, 可具有一定的抗焦虑作用, 
进一步提示TFF3在神经系统内可能是一种调节

情绪的神经递质[25].

3  TFF3在病变组织中的表达

3.1 TFF3在炎症病变中的表达 胃黏膜、结肠黏

膜炎症可导致TFF3表达水平增高. Taupin et al
通过制造大鼠胃黏膜炎症模型, 继而采用放射

免疫测定、免疫印迹及免疫组化方法检测大鼠

胃黏膜中TFF3的含量, 发现4 d时胃黏膜中TFF3
表达水平即明显增高, 而40 d时, TFF3的表达水

平已成百倍增高, 同时, 在非病变组织中也可见

TFF3表达水平增高; 几个月后, 当出现胃黏膜萎

缩、肠化生和重度异常增生等病理变化时, 仍
可见TFF3表达水平增高[26]. 在反流性食管炎患

者中, 食管胃移行部、小肠炎症病灶中也可检

测到TFF3表达水平增高[27-28]. 此外, 药物性肠炎
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时, 疾病初始期TFF3表达水平降低, 修复期表达

水平增高, 说明TFF3对大肠黏膜的修复有一定

的作用[29].
研究发现, 硬化性胆管炎患者的小胆管中, 

均存在TFF3表达缺失, 这说明TFF3表达缺失在

胆管损伤发生机制中可能占有重要地位[30].
3.2 TFF3在溃疡病变中的表达 慢性溃疡附近区

域存在一个特有的解剖结构, 即溃疡相关细胞

体系(ulcer-associated cell lineage, UACL). 消化

性溃疡、溃疡性结肠炎及Crohn病时均可出现

UACL. UACL是一种腺样结构, 起源于肠腺隐

窝基部的干细胞群. UACL腺体可以不断地产生

新的细胞, 后者迁移到溃疡表面, 以促进溃疡修

复. UACL表达表皮生长因子、转化生长因子

α[31]、三种已知的三叶因子(PS2、hSP和TFF3)
以及一些相关的黏蛋白(MUC5AC、MUC6), 其
中, TFF3和MUC2共同表达[32]. TFF3在消化道慢

性溃疡病变中多见表达升高, 但当溃疡处于活

动期时, TFF3表达下降. Longman et al人通过检

测活动期溃疡性结肠炎患者中TFF3, 发现其表

达下降, 提示TFF3的表达下降可能与结肠黏膜

的损伤有关[33].

4  TFF3表达的调节

4.1 TFF3表达的生理调节 TFF3的表达受发育控

制, 其基因调控在胎儿期和出生后不同. Mashimo 
et a l发现TFF3在成年小鼠的胃肠道存在表达, 
而幼年或胚胎期小鼠的胃肠道无表达[34]. Ot to  
et al对胎儿胃TFF3的表达进行了动态观察, 发现

TFF3于胚胎第13天开始在胃表达, 15、16 d时表

达部位不明确, 17 d起TFF3仅局限表达于小肠

及末端胃[35]. 此外, 研究表明大鼠妊娠第20天后

TFF3蛋白表达明显增高, 而在胚胎早期表达相

对较低[36].
4 .2  T F F3表达的病理调节  (1 )幽门螺杆菌 : 
Ma t suda e t a l 检测了感染幽门螺杆菌ATCC 
43504的AGS、MKN45和KATOⅢ细胞中三叶

因子家族含量的变化, 结果发现, 三种三叶因子

家族成员分泌表达均增高, 这提示幽门螺杆菌

有可能为调节TFF3表达的因素之一[37]. (2)肠道

细菌感染、寄生虫感染均可引起肠黏膜中TFF3
表达水平增高[23,38]. (3)雌激素: Walker et al采用

荧光定量PCR检测发现, 增加17-β雌二醇可刺激

TFF3表达增高, 而三苯氧胺(雌二醇抑制剂)能
够阻断这种调节作用, 提示雌激素可能是TFF3
的调节因子之一[39]. (4)酒精、胃肠道高渗压、

丁酸钠和5-氨基水杨酸等化学药物造成的肠

道炎症均能引起TFF3的合成增加[40-41]. (5)同源

结构域蛋白CDX2: Shimada et al发现, 在CDX2
高表达的COS-7和AGS细胞系中, TFF3的转录

水平明显增高; 进一步通过电泳迁移率变动分

析发现, 在人TFF3基因启动子中, 至少存在2个
以上的CDX2结合位点; 通过向AGS细胞转染

CDX2表达载体, 可导致TFF3高表达[42]. (6)DNA
结合蛋白A: 检测DNA结合蛋白A转基因小鼠发

现, 其TFF3的表达明显增高, 说明DNA结合蛋

白A可能与调节TFF3表达密切相关[43]. (7)白介

素: IL-4、IL-13可能通过STAT6途径促进杯状

细胞中TFF3的合成[44], 而IL-1β通过NF-kappaB
途径、I L-6通过C/E B Pβ途径降低T F F3的合 
成[45]. (8)三叶因子各成员之间也可相互调节: 研
究发现, 在TFF3基因敲除的小鼠体内, 其结肠损

伤修复功能受到了致命性的损害, 此外, 三叶因

子家族其他成员如TFF1、TFF2的转录也明显降

低[46], 而在TFF2敲除小鼠胃黏膜中, TFF3的表达

量明显升高[47], 这说明三叶因子家族中的各成员

有可能作为独立的因素影响其他三叶因子的转

录. (9)氨甲酰甲胆碱、蛙皮素、P物质、16, 16-
二甲基PGE2和IL-1β可促进TFF3的表达, 其中氨

甲酰甲胆碱、蛙皮素的促表达作用呈剂量依赖

性[48].

5  TFF3与细胞信号转导

5.1 STAT途径 TFF3在结肠癌中的作用机制, 有
可能通过启动促癌信号途径STAT3来进行, 研
究发现, T F F3和V E G F均能促进S TAT3-α和
STAT3-β的磷酸化, 相反的, 当通过RNA干扰的

方法阻断STAT3的表达, 均能减少TFF3及VEGF
介导的细胞迁徙, 降低接种在裸鼠身上HCT8/
S11肿瘤的生长速度[49]. Tebbutt et al发现敲除

STAT1/3和IL-6介导的gp130信号转导途径的小

鼠, 其结肠黏膜损害程度与敲除TFF3基因的小

鼠极其相似, 提示TFF3与STAT1/3、gp130信号

转导途径有着密切联系[50].
5.2 EGF受体途径 在人类呼吸道细胞未分化前, 
加入重组人类TFF3, 能促进FOXJ1阳性细胞和

β-微管蛋白纤毛细胞的增殖, 且这种增殖作用能

被EGF特异性受体阻滞剂所阻断, 说明TFF3能
促进纤毛发生, 且能促进呼吸道上皮纤毛细胞

的分化, 而这种作用可能部分通过EGF受体信号

转导途径实现[51]. Rodrigues et al研究发现, TFF3
虽然和TFF1、TFF2同属于三叶因子家族, 但他

■应用要点
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研究主要局限于
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他部位的研究报
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的一个新的作用
靶点, 都需要深入
探讨.
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们促进细胞迁徙的细胞内信号转导途径不同, 
当缺失EGF受体或加入EGF酪氨酸激酶受体阻

断剂-ZD1839均可阻断TFF2诱导的细胞侵袭效

应, 但却对TFF3诱导的细胞侵袭效应无作用[52].
5.3 PI3-K途径 研究发现, 在HT-29、CL.16E和
M T X细胞中, 细胞的早期增殖和晚期汇合阶

段, TFF3 mRNA表达增加了30倍, 细胞内TFF3
含量增加了10倍, 采用LY294002(一种特异性

PI3-K细胞阻断剂)进行阻断, 发现TFF3和MUC2
的表达明显下降; 进一步通过基因敲除HT-29
和CL.16E细胞中STAT6序列, 对TFF3的表达量

并无影响, 因此推论, TFF3的表达有可能通过

PI3-K途径, 而非STAT6途径[53].
5.4 Ras/MEK/ERK途径 前已述及, 缺乏TFF3的
小鼠结肠的修复严重受损, TFF1、TFF2的表达

严重下降, 这提示三叶因子家族中的成员能独

立影响整个家族其他因子的合成, 而这些因子

可能是通过既能自分泌也能交叉诱导的早期快

反应基因的顺式作用调节区来发挥作用的. 进
一步研究发现, 三叶因子家族诱导的转录调节作

用需要Ras/MEK/MAPK信号转导途径的激活[54].
5.5 NF-kappaB途径 TFF3能促进IEC-18细胞中

NF-kappaB p50/p65异源二聚体的活性, 且能增

强IEC-18细胞的抗凋亡能力, 此外, NF-kappaB
阻断剂能显著降低TFF3诱导的IEC-18细胞的抗

凋亡能力, 由此推测TFF3能够增强IEC-18的抗

凋亡能力, 而这种能力可能是通过NF-kappaB途
径来实现的[55].
5.6 PLC/PKC、RhoA、COX-2、TXA2-R途径 
有研究发现, TFF3促进癌细胞侵袭和转移的作

用可能通过src、Rho-A信号转导途径介导, 此
外, 也有可能通过PI3磷酸激酶、磷脂酶C、蛋

白激酶C和雷怕霉素靶蛋白TOR等相关途径来

执行他的促癌细胞侵袭和转移功能[56]. Rodriques 
e t a l在研究中发现, Rho小鸟苷三磷酸酶抑制

剂(C3胞外酶), 磷脂酶C抑制剂(U-73122), 环氧

合酶抑制剂(SC-560、NS-398)和血栓素A2受
体对抗物SQ-295能够完全阻断TFF3, pS2和src
诱导的MDCKts.src和PCmsrc细胞的侵袭作用, 
且细胞的侵袭作用能被血栓素A2受体类似物

U-46619诱导, 也能被血栓素A2受体信号转导

下游分子-异源三聚体的G蛋白部分引发, 此外, 
当细胞转染src后, 细胞培养基中COX-2蛋白和

PGH2/TXA2代谢物TXB2稳定增加, 故而提示, 
TFF3可能通过COX-2、TXA2-R、PLC/PKC途
径促进细胞侵袭[57].

6  TFF3与肿瘤

Kirikoshi et al发现, 在胃癌细胞及胃癌组织中, 
三叶因子表达量发生明显改变, TFF1在OKA-
JIMA、TMK1、MKN45、KATO-Ⅲ细胞中表

达, TFF2在KATO-Ⅲ细胞中表达, 而TFF3在
MKN45、KATO-Ⅲ细胞中表达; 在早期胃癌组

织标本中, 58.3%的标本TFF1表达下降, 83.3%
的标本TFF2表达下降, 16.7%的标本TFF3表达

下降, 而41.7%的标本中TFF3表达增高[58]. Leung  
et al发现, TFF3在25%的非癌组织和24%的癌旁

组织中能被检测得到, 在胃癌组织中TFF3的表

达率较正常组织明显升高, 达到了62%[59], 这说

明三叶因子的表达量变化可能与胃癌的发生有

着密切关系. 在结肠肿瘤中, TFF3的含量也发生

了变化, 通过免疫组织化学的方法发现在结直

肠增生型息肉、无蒂锯齿状腺瘤、传统的锯齿

状腺瘤中, TFF3表达下降[60]. John et al研究结肠

癌演变过程时发现, 在结肠腺瘤性息肉中, TFF3
表达明显降低, 在腺瘤中表达量和正常黏膜基

本相同, 而在黏液癌和腺癌中, TFF3呈高表达状

态[61]. Uchino et al发现, 当向不表达TFF3的LoVo
和SW837结肠癌细胞中转染表达人类TFF3载体

后, 细胞的增长率明显下降, 提示TFF3有可能抑

制结肠癌的生长[62]. 此外, 在滤泡性甲状腺癌[63]、

肝细胞性肝癌、小细胞性肺癌均发现TFF3高度

表达.
T F F3可以诱导H T29细胞的β-连结素(β- 

catenin)和EGF受体的酪氨酸磷酸化, 导致细胞

间粘连的破坏, 细胞间失去粘连将使上皮细胞

互相分离, 从而增加HT29结肠癌细胞的迁移力, 
表明TFF3与细胞迁移有关[64]. Chan et al研究发

现, 在胃癌组织中TFF3呈现过表达, 并上调Rat-2
细胞β-连接素、MMP-9的mRNA表达, 下调E-钙
粘连蛋白和TIMP-1的表达, 可能通过上述因素

最终影响到细胞的转移和侵袭过程[65]. 有研究

报道TFF3能使胃癌细胞系对无血清培养及神经

酰胺所致凋亡的抵抗性增加, 这意味着TFF3可
能拮抗化疗药物的作用[66]. 通过绒毛膜尿囊膜

实验及研究涂抹有人类脐静脉细胞的基质胶的

管状重构现象发现, 三叶因子家族可能是一种

促血管生成因子, 而且他们的这种促血管生成

作用有可能与血管内皮生长因子、转化生长因

子α相当[67].
TFF3表达与结肠肿瘤的分期有关, Dukes A

期结肠癌中TFF3的表达明显高于DukesB、C、
D期. 已经证实TFF3过度表达可抑制结肠癌细

■同行评价
本文内容全面, 层
次 分 明 ,  对 研 究
TFF3的生物学活
性提出了重要的
理论依据, 具有指
导意义.



www.wjgnet.com

陈美娅, 等. 三叶因子3研究进展                   2271

胞株LoVo和SW837在体外的生长[62]. Yamachika
通过对209例原发性胃腺癌患者进行统计学分

析, 发现TFF3在女性胃癌患者中的表达率较高, 
占到了一半以上(55%); 但在男性胃癌患者中, 
TFF3的表达多见于晚期、浸润型、淋巴结转移

阳性胃癌患者, 提示在男性胃癌患者中TFF3可
作为评价预后的一个指标[68]. 通过比较胆管癌

患者中染色体21q22-qter区域及TFF3基因的扩

增情况, 发现D21S1893、D21S1890和TFF3有扩

增的胆管癌患者, 预后均比较差, 相反的, 该部

位缺失的患者预后相对较为理想[69]. Khoury et al
通过运用免疫组织化学的方法检测1998-2003年
30例肝细胞癌中TFF3的表达, 发现在93.3%标本

中出现TFF3表达, 且TFF3的表达与肿瘤分期、

肿瘤细胞分化程度有关, 但未能显示TFF3与患

者预后有一定的相关性[70]. 在进展期前列腺癌的

患者中, TFF3的含量较原位癌患者明显增高, 这
种显著增高尤其见于骨转移情况下, 如果以200 
pmol/L为界限, TFF3在区别原发性和转移性前

列腺癌的敏感性为74%, 特异性为81%[71].

7  结论

TFF3作为胃肠黏膜中一个重要的细胞因子, 与
胃肠黏膜的损伤、修复、增殖、恶变都有着重

要的关系. 目前对于TFF3的研究主要局限于结

肠, TFF3在其他部位的研究报道较少. TFF3与
肿瘤(如胃癌、结肠癌、胆管癌等)的发生、发

展、预后有一定的关系, 但TFF3的结合蛋白尚

未明确, 其细胞内作用机制、具体信号转导途

径的相关研究尚处于起始阶段. TFF3能否作为

肿瘤检测及预后判定的一个重要指标, 能否作

为胃肠道疾病治疗的一个新的作用靶点, 都需

要深入研究来证实.
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Abstract
Murine double minute-2 (mdm2 ) , one of 
downstream genes of P53, forms a negative 
feedback loop with P53 to maintain P53 at a low 
level under normal circumstances. On one hand, 
P53 activates transcription of mdm2. On the other 
hand, MDM2 suppresses activity of P53. The 
negative feedback, which plays an important 
role in tumor development, is regulated by a 
variety of factors. At present, Helicobacter pylori 
(H pylori) is considered as a key gastrointestinal 
disease pathogenic factor. Its pathogenic or 
carcinogenic mechanism has become a hot 
research issue in recent years, and there have 
been substantial research on the role of p53 gene 
networks in H pylori pathogenic process. And 
the P53-MDM2 negative feedback may play an 
important role in this process.  

Key Words: P53-MDM2 negative feedback; Helico-
bacter pylori ; Pathogenic mechanism

Yang Z, Lv NH. Role of P53-MDM2 negative-feedback 
in the pathopoiesis of Helicobacter pylori. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(20): 2274-2279

摘要
鼠双微体-2基因(Murine double minute-2, 
mdm2 )是P53的下游调节基因之一, P53启动
mdm2转录, MDM2反过来又抑制P53活性, 二
者形成一个负反馈环, 以保持正常情况下P53
处于低水平状态. 该负反馈受多种因素调节, 
在肿瘤发生、发展中有重要作用. 目前幽门螺
杆菌(H pylori )被认为是许多胃肠疾病致病的
关键因素, 其致病、致癌机制也成为近年研究
的热点, 其中大量的研究探讨了p53 基因网络
在H pylori 致病中的作用. 而P53-MDM2负反
馈调控机制可能在H pylori致病、致癌过程中
发挥重要作用.  

关键词: P53-MDM2负反馈; 幽门螺杆菌; 致病机制
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0  引言

p53基因是一种重要的抑癌基因, 其通过活化或

抑制大量下游基因发挥细胞周期阻滞、促凋亡

和DNA修复的作用. 而其下游基因之一的鼠双

微体-2基因(murine double minute-2, mdm2 )却
是一种癌基因. 一方面P53活化启动mdm2转录, 
MDM2反过来又抑制P53活性, 二者形成一个负

反馈环[1], 以保持正常情况下P53处于低水平状

态. 该负反馈受多种因素调节, 在细胞增殖与凋

亡调控, 肿瘤发生、发展中发挥重要作用. 幽门

螺杆菌(H pylori )-国际癌症研究机构认定的Ⅰ

类致癌因子[2], 在慢性胃炎、消化性溃疡、胃黏

膜相关淋巴组织淋巴瘤和胃癌中的致病作用已

不容置疑, 在可归于各种感染导致的癌症中, 由 
H pylori致癌者数量最多[3], 其致病、致癌机制

也成为近年研究的热点, 其中大量的研究探讨

了p53基因网络在H pylori致病中的作用. 本文拟

®

■背景资料
幽 门 螺 杆 菌 
(H pylori )在人群
中感染率极高, 现
已证实H  py lo r i
与慢性胃炎、消
化性溃疡、胃黏
膜相关淋巴组织
淋巴瘤和胃癌的
发 病 密 切 相 关 .  
H pylori 感染已对
人类健康构成了
严重的危害, 但其
确切的致病、致
癌机制尚不清楚.

■同行评议者
白爱平 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化病研
究所
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就P53-MDM2负反馈及其在H pylori相关疾病中

的作用的研究进展作一综述. 

1  P53和MDM2

P53蛋白在1979年被首次报道[4-5], 其基因位于人

类染色体17q13.1, 含有11个外显子. 其编码的野

生型P53蛋白由393个氨基酸残基组成, 内含多个

功能域, 分别发挥转录启动、信息传递、核定位

的作用[6-7]. P53蛋白寡聚化为其活性所必需, 并参

与P53在细胞内的定位过程. 此外, P53还通过内

含的DNA结合位点与DNA形成复合物, 发挥其

DNA保护功能. 同时P53还含有多个蛋白质结合

位点, 其中F19、W23和L26是与MDM2相互作用

所必需的. P53的细胞内活性是介导DNA损伤后

的细胞应激反应, 避免受损DNA的堆积, 保持遗

传的稳定性, 这主要表现在对细胞周期的阻滞、

促进细胞凋亡和DNA修复[8-9]. 此外, P53还参与

细胞分化、衰老的调节, 以及抑制血管生成, 这
些功能的完成均依赖于P53与DNA相互作用. 在
DNA受损后, P53蛋白水平升高, 发挥转录活性因

子的功能, 启动其下游靶基因的表达, 同时减少

另一些基因转录. 常见的靶基因有: p21WAF1 /CIPI、

puma、bax、mdm2、c-myc、killer /dr5、fas /
apo1、noxa、ei24 /pig8等[10-13]. 其次, P53还通过

其脯氨酸控制区作为直接信号而具有非转录依

赖性活性[14]. 
mdm2基因是1991年由Fakharzadeh et al [15]

首次从3T3D M细胞中分离出来的一种癌基

因. Oliner et al [16]对人mdm2基因克隆并定位于

12q13-l4上, 其表达的调节相当复杂, 且有不同

的mRNA剪切形式. 目前至少已发现7种不同的

mdm2  mRNA和5种MDM2蛋白P90, P85, P76, 
P74, P57[17], 但仅有P90可促进P53水解[18]. mdm2
内含两个启动子Pl和P2. 在P53绝对缺乏的条件

下, Pl保持基本的必需水平的启动, 此时P2静止. 
只有在P53表达启动的细胞中P2才被强烈开放, 
P2被野生型P53触发后, 可导致新的mdm2转录物

产生, 更有效的指导全长MDM2蛋白的合成[19]. 同
时人MDM2蛋白序列具有Ⅰ-Ⅳ区4个保守区[20], 
可以分别与P53、核糖体L5蛋白及5SrRNA结合, 
或介导蛋白质-蛋白质相互作用, 也能与DNA或

RNA作用. MDM2体内最重要的作用是抑制野生

型P53的启动转录功能和抗肿瘤活性. MDM2通
过结合并抑制P53功能发挥致癌作用包括两种形

式: 即介导P53降解和抑制P53转录活性. 但还存

在着非P53依赖的作用机制: MDM2通过抑制Rb
活性直接发挥抑制抑癌基因的作用, 还可与Rb相

关的E2F1蛋白以及E2F1相关的DP1蛋白结合, 加
快细胞的分裂与增殖[21]. 此外, MDM2本身具有

DNA 结合能力, 可直接作用于靶DNA, 促进DNA
的合成和细胞的生长, 以拮抗P53的效应, 即具有

不依赖于P53而促进肿瘤生长的作用[22], 推测此作

用可能和与核糖体L5蛋白及5SrRNA结合有关[23]. 

2  P53-MDM2负反馈

细胞中野生型P53浓度取决于其降解的速度而

不是生成的速度. MDM2是细胞内调节P53浓度

及活性的重要蛋白质. 在正常细胞中, P53启动

可使MDM2增加, MDM2反过来抑制P53的活性, 
接着又引起MDM2下调. P53和MDM2因此形成

了一个自动调节回馈环, 该回馈环使细胞内的

P53/MDM2比率保持恒定且保持在低水平, 以
保证细胞正常生长[24], 鼠胚胎期mdm2基因敲除

实验亦证实保持P53-MDM2回馈环的恒定在细

胞和胚胎发育过程中极其重要[25]. 而在各种损

伤因素刺激下, P53蛋白急剧增加, 并表现出转

录启动特性, 诱导mdm2的转录和表达. MDM2
表达过强则可封闭P53介导的反式启动作用, 使
P53功能丧失, 导致基因的不稳定及细胞增生, 
表现出癌基因蛋白的作用, 参与肿瘤形成[26-27]. 
在P53-MDM2负反馈中MDM2以两种形式实现

对P53功能的调节, 即介导P53降解和抑制转录

活性.
2.1 MDM2介导P53穿过核膜进入胞质降解 P53
蛋白是一种动态的分子, 正确的亚细胞定位对

于P53的活性十分重要, 在核与胞质的分布状态

是决定其稳定性的关键因素[28]. 研究表明, P53
只有在核内发挥作用. 人类MDM2含有的核输

出序列(NES), 可以介导MDM2或一个融入该序

列的异源性运输因子从细胞核进入胞质. P53可
被MDM2俘获, 并在MDM2介导下穿过核膜进

入胞质. 同时刺激多个特异性的泛素分子标记

在P53的C-末端上, 从而使P53能被胞质中的蛋

白水解酶识别并降解. 有研究认为[29], MDM2需
与CBP/p300转录共同启动因子/组蛋白甲基化酶

结合方能介导P53降解. 另有报道认为, P53输出

不依赖MDM2, 而依靠自身构象改变暴露其分

子内的NES来完成. 
2 .2 M D M2对P53转录活性的直接抑制作用 
mdm2是P53的转录靶基因, 可在野生型P53的诱

导下转录增强, 而MDM2又通过多种分子机制

抑制P53活性. MDM2的N端由疏水和芳香氨基

酸形成深沟, 直接与P53蛋白N端形成的双歧α-

■研发前沿
H pylori 相关性疾
病普遍存在细胞
增殖和凋亡的失
衡. 而在细胞凋亡
的调控中, p53 发
挥了重要作用. 这
是当前研究的一
个热点.
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螺旋结合, 由于阻断了P53的转录控制区而抑制

P53的转录活性, 同时MDM2与转录因子TFIID
中由P53形成的部分结合, 从而抑制了P53转录

启动其靶基因的能力. 
2.3 P53-MDM2负反馈的调节 目前认为至少有

两条途径可以调节P53-MDM2的相互作用, 一为

其他生物分子调节两者的结合, 一为蛋白质共

价修饰. 
在正常细胞中, 除了MDM2, JNK也介导

对P53的连接反应和降解 [30]. JNK可以独立于

MDM2和P53的结合, 而直接与P53结合. 当DNA
受损后, JNK启动, 则在正常细胞中由JNK介导

的对P53的泛素连接和分解反应消失. 同时磷

酸化P53 Ser37位点, 导致P53和MDM2相互作

用的下降; 同时, 当DNA受损后, 由DNA链的断

裂所启动的蛋白激酶(DNA-PK), 可直接磷酸化

MDM2的丝氨酸Serl7位点, 导致MDM2与P53
相互结合的能力下降; 另一个下调MDM2介导

P53降解的蛋白是酪氨酸激酶c-Abl, 但其具体

机制不清, 可能涉及到对MDM2介导的P53核
外移的阻滞或直接干扰P53的降解过程[31]; 此
外, MDM2与P53结合而发挥连接酶作用也可被

肿瘤抑制因子P19A P F/P14A P F的表达所消除 [32], 
P14APF是P19APF在人类的同源基因, 可与MDM2
相互作用从而干扰MDM2作为P53泛素连接酶

的能力. 
另一个重要的打断P53-M D M2回馈环的

机制是P53与MDM2结合区域的修饰[33], 离子

放射和UV照射等引起DNA损伤的因素, 会引

起P53丝氨酸多个位点的磷酸化, 这些修饰会

导致P53-MDM2相互作用的消失而引起P53蛋
白的稳定和活性升高. 在DNA受损后, P53水平

升高、活性增加, 显然P53-MDM2负反馈被打

破. 因为不同的细胞系在受损后具有大致相同

水平的P53蛋白, MDM2降解P53和在核内与P53
结合阻止其转录活性的能力似乎完全消失, 说
明MDM2-P53回馈环在DNA受损后会改变而

使P53对DNA损伤有合适的反应[34]. 这可能由

于P53蛋白的自身改变, MDM2不能再与他结

合, 或者包括在泛素连接和降解P53过程中的

M D M2或其他蛋白的改变以至于其不能再与

P53相互作用. 证据表明这两方面在细胞受损后

的P53累积都发挥作用[35].

3  P53-MDM2负反馈在H pylori 致病中的作用

3.1 P53在H pylori相关疾病中的表达 野生型p53

作为抑癌基因, 在DNA损伤时发挥细胞周期阻

滞、促进细胞凋亡和DNA修复的作用, 而突变

后的p53不仅失去了抑癌基因的功能, 而且可能

获得原癌基因的特性[36]. 由于野生型p53基因蛋

白半衰期极短, 易水解, 难以检测. 而突变型p53
基因蛋白半衰期较长, 不易水解, 免疫组化技

术检测出的P53即为突变型P53蛋白[37], 可直接

反映p53基因突变情况. 现已证实H pylori与慢

性胃炎[38-39]、消化性溃疡[40-41]、胃黏膜相关淋

巴组织淋巴瘤[42]和胃癌的致病密切相关, 其中 
H pylori与胃溃疡、胃癌发病的关系最引人注目, 
大量研究也探讨了P53在这些疾病中的表达情况. 

研究发现, 胃溃疡患者有很高的H pylori感
染率[43-44], 而胃溃疡组织P53蛋白不表达或表达

率极低, 与正常胃黏膜或慢性浅表性胃炎无明

显差异[45]. Teh et al [46]报道, 在这些非肿瘤上皮中

可观察到野生型P53蛋白的积聚, 提示在胃溃疡

中p53基因未突变, 主要由野生型P53蛋白发挥

作用. 
Cor rea提出的肠型胃癌发生、发展模式:

“慢性浅表性胃炎→萎缩性胃炎→肠上皮化生

→不典型增生→胃癌”已得到公认. 大量研究

证实, 从慢性浅表性胃炎→萎缩性胃炎→肠上

皮化生→不典型增生→胃癌H pylori感染率逐步

升高[47-48], P53蛋白表达率亦逐步升高[47-49], 胃癌

及其癌前病变的H pylori感染阳性组的P53蛋白

表达率较阴性组明显升高[47-50], 而P53表达率在

根除H pylori治疗后显著下降[51]. 说明H pylori感
染与这一模式进展有着密切的关系; p53基因突

变在其中可能发挥重要作用, 是胃癌发病过程

的早期事件. 也有报道P53的过度表达为胃癌发

生的晚期事件, 且主要与胃癌的进展有关, 而与

H pylori感染似乎没有关系[52]. 
3.2 MDM2在H pylori相关疾病中的表达 mdm2
作为一种癌基因 ,  在许多人类肿瘤中高度扩

增和/或过表达[53]. 有研究发现[54], 胃癌组织中

mdm2  mRNA表达明显高于正常胃组织. 另有研

究发现[55-56], 胃癌组织较正常胃黏膜、癌前病变

或癌旁组织MDM2阳性表达率明显升高, 并与

P53表达呈显著相关性[55]. 在根除H pylori治疗

后MDM2表达率亦显著下降[51], 说明mdm2作为

p53基因下游基因, 可能通过间接或直接的方式

在胃癌的发生、发展中起着重要的作用. 还有

学者认为mdm2与胃癌的发生、发展无关[57]. 
此外 ,  可能由于m d m2 基因发现较晚 ,  国

内外关于该基因与慢性胃炎、消化性溃疡等 

■相关报道
目前大量研究证
实, H pylori 感染
能影响胃上皮细
胞P53的表达, 提
示H pylori 可能通
过调节P53的表达
及功能, 影响胃上
皮细胞的生物学
功能.
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H pylori相关疾病的研究较少, 关于这方面的研

究仍有待进一步深入. 
3.3 P53-MDM2负反馈在H pylori 致病中的作用 
在正常胃黏膜中, 上皮细胞增殖和凋亡保持动

态平衡, 从而维持胃黏膜的完整性. 研究发现 
H pylori感染能打破这一平衡[58], 而在不同胃黏

膜病变阶段, H pylori既可促进细胞凋亡, 也可

促进细胞增殖[59]. 目前认为, 萎缩性胃炎、消化

性溃疡的发病过程中可能存在细胞凋亡的增加, 
而不伴有相应的增殖加速; 在胃癌的发生过程

中, 则可能出现细胞增殖的加速, 而不伴有平行

的凋亡的增加[60]. p53基因所编码的P53蛋白有

野生型、突变型之分. 野生型有抑癌作用; 突变

型功能则完全相反, 有促癌作用. 因此, p53基因

会因其类型不同产生不同的作用. 在H pylori感
染后, p53基因也可能因其类型不同从而导致不

同疾病的发生. P53-MDM2负反馈是体内调节

P53水平的重要途径之一, 可能在不同疾病的发

生、发展过程中发挥不同的作用. 
目前较为人们所接受的一种理论是: 急性 

H pylori感染后, 引起细胞内应激、DNA损伤可

能导致野生型P53表达上调、活性增强, 通过调

节下游基因, 引起细胞周期的阻滞, 对损伤DNA
进行修复, 如修复失败则促进细胞凋亡, 从而导

致消化性溃疡. 我们前期研究, 也观察到胃溃疡

凋亡指数明显升高[43]. 同时, 体外实验也证实, 急
性H pylori感染使p53  mRNA上调, 诱导细胞凋

亡, 细胞对急性感染的反应首先是启动凋亡性

自杀机制[61-62]. 
如果为慢性H pylori感染, 可导致胃黏膜一

氧化氮合成酶增多、氧自由基释放,进而引起

DNA损伤, p53基因突变[63-64]. 随着p53基因突变

量和表达量的积累以及其他致癌因素的共同

作用, 细胞可以无限生长, 细胞凋亡减少或不凋 
亡[65], 最终导致胃癌发生. 同时, 在肿瘤细胞中, 
由于MDM2的过度表达, 即使不存在p53的点突

变, 但由于野生性P53蛋白过多的被灭活, 就会

产生类似基因突变失活的结局, 使细胞失去正

常的负性调节, 更易发生转化和恶变[66], 这也解

释了相当一部分保持野生型p53 基因肿瘤细胞

的癌变机制[67-70].

4  结论

在正常细胞, 低水平无活性P53由MDM2维持, 
在核内阻止P53转录活性和转运P53至胞质由

胞质蛋白酶所降解, 这是目前P53-MDM2负反

馈中被描述最完整的部分. 虽然很多研究致力

于了解在DNA损伤后MDM2活性受抑使P53水
平增加和活性增高的机制, 但目前, 几乎不知道

对MDM2蛋白稳定性的调节或mdm2基因转录

的机制. 同时在DNA修复后, P53-MDM2负反馈

如何重新建立亦了解甚少, 而且MDM2和P53的
相互作用也仅仅是复杂的P53作用中的一部分, 
MDM2非P53依赖性的致癌作用的靶点究竟是

什么? 哪些激酶是真正调节MDM2和P53相互作

用的? 是否还有其他的生物大分子能直接干扰

MDM2和P53的相互作用? 这些问题都有待于进

一步研究. 
H pylori在慢性胃炎、消化性溃疡、胃黏膜

相关淋巴组织淋巴瘤和胃癌中的致病作用已不

容置疑, 但H pylori的致病、致癌机制, 目前仍

不清楚. 虽然p53基因变化在H pylori致病致癌

中的作用已受到人们的关注,但现有的H pylori
感染与p53关系的研究, 多局限在p53基因和蛋

白表达异常这一阶段. p53基因网络在调控细胞

凋亡过程中发挥重要的作用, 而P53-MDM2负
反馈又是调节P53功能的重要途径, P53-MDM2
负反馈在H pylori相关性疾病发生、发展过程

中的具体作用及其机制仍不清楚. 因此, 深入研

究在H pylori感染过程中p53基因网络, 尤其是

P53-MDM2负反馈调控机制的变化及作用, 对探

讨H pylori感染引起细胞增殖与凋亡的异常, 从
而导致疾病发生的机制有着重要的意义, 也为 
H pylori感染相关性疾病防治策略的制定, 进一

步开发基于P53-MDM2负反馈的治疗H pylori感
染相关性疾病药物提供新的理论和实验依据. 
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Abstract
A I M : T o e s t a b l i s h a n a n i m a l m o d e l o f 
cholesterol stone and to explore the effects of 
cholecystokinin (CCK) on gallbladder muscle 
stripes of guinea pigs with cholesterol stone in 
vitro as well as to investigate the role of biliary 
kinetics in cholesterol stone formation. 

METHODS: The animal model of cholesterol 
stone was established by feeding guinea pig 
with stone-leading forage. The guinea pigs were 
assigned to four groups: group A (the normal 
guinea pigs), group B (stone-leading forage for 
4 wk), group C (stone-leading forage for 8 wk), 
and group D (the normal guinea pigs with in-
jury of interstitial cell of cajal (ICC). Effects of 
10-9, 10-8 and 10-7 mol/L cholecystokinin (CCK) 
on gallbladder muscle stripes of guinea pigs in 
vitro among the four groups were recorded and 
analyzed.  

RESULTS: No cholesterol stone was observed 
in group A, and a total of 13 cases of  cholesterol 
stone were observed in group B and C. The am-
plitude of contraction showed a dose-indepen-
dent relationship with CCK-8 in groups A, B and 
C. Compared with group A, there was statistical-
ly significant diffference in group B and group C 
(P < 0.05). The contraction of smooth muscle was 
nearly abolished when interstitial cells of Cajal 
were destroyed using methylene blue incubation 
and intensive illumination. Although CCK was 
administered, there was no significant difference 
in the amplitude of the contraction of smooth 
muscle strip in group D (10-9 mol/L: 0.461 ± 0.071 
vs 1.461 ± 0.252; 10-8 mol/L: 0.608 ± 0.118 vs 2.484 
± 0.283; 10-7 mol/L: 0.641 ± 0.129 vs 3.312 ± 0.311, 
all P < 0.01). 

CONCLUSION: Muscular tension is significant-
ly inhibited following injury of interstitial cells 
of Cajal. The damage of interstitial cells of Cajal 
may be an important factor related to choleli-
thiasis. 

Key Words: Cholesterol calculus; Cholecystokinin; 
Interstitial cell of cajal

Xiao Y, Yu BP, Wu ZX, Yu Z. Effects of cholecystokinin on 
gallbladder muscle stripes of guinea pigs with cholesterol 
gallstone in vitro. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(20): 2280-2284

摘要
目的: 建立胆固醇结石实验动物模型, 探讨胆
囊收缩素(cholecystokinin, CCK)对胆固醇结
石豚鼠离体胆囊肌条收缩的影响, 并研究胆道
动力因素在胆固醇结石形成中的作用. 

方法: 喂养致石饲料构建豚鼠胆固醇结石模
型. 采用灌流法加药, 利用张力换能器记录豚
鼠离体胆囊肌条张力的变化, 观察10-9、10-8、

10-7 mol/L的CCK-8对正常豚鼠离体胆囊肌条
(A组)、喂养致石饲料4 wk(B组)、8 wk(C组)
豚鼠离体胆囊肌条及正常豚鼠损伤Cajal间质
细胞(interstitial cell of cajal, ICC)后离体胆囊
肌条(D组)的影响. 

®

■背景资料
胆囊结石是消化
系统的常见病, 而
胆固醇结石在其
中占较大比例. 胆
囊动力减弱是胆
石发生发展过程
中的重要病理生
理学特点.

■同行评议者
黄 恒 青 ,  主 任 医
师, 福建省第二人
民医院 消化内科 
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结果: A组无结石发生, B组及C组共有13例结
石发生; A组、B组及C组加入CCK后收缩振
幅均增加, 呈浓度依赖性; B、C两组振幅加入
CCK后的效应值同A组相比变小, 起作用时间
慢(P <0.05); 损伤胆囊ICC后, 收缩幅度增加不
明显, 与CCK浓度无显著差异, 而与A组相比
效应值有显著性差异(10-9 mol/L: 0.461±0.071 
vs  1.461±0.252; 10-8 mol/L: 0.608±0.118 vs  
2.484±0.283; 10-7 mol/L: 0.641±0.129 vs  
3.312±0.311, 均P <0.01). 

结论: 离体胆囊肌条肌张力降低及对CCK的
效应性降低在胆囊结石病的发生发展中有重
要作用; 而损伤ICC后, 胆囊离体肌条对CCK
的效应性明显降低, ICC可能在胆囊结石等胆
囊动力性疾病中发生作用.

关键词: 胆固醇结石; 胆囊收缩素; Cajal间质细胞
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0  引言

胆囊动力障碍在胆石症等疾病中有着重要的

作用[1], 贯穿胆囊结石形成的全过程. 现已证实, 
Cajal间质细胞(interstitial cell of Cajal, ICC)在胆

囊中存在[2-3], 但是关于ICC及胆囊动力障碍与胆

囊动力疾病间的作用机制尚不清楚. 本研究通

过构造胆固醇结石模型, 观察胆固醇结石豚鼠

胆囊平滑肌肌条及去ICC胆囊平滑肌肌条对胆

囊收缩素(cholecystokinin, CCK)的反应, 并初步

探讨其在胆石症的发生发展中的作用. 现报告

如下.

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年豚鼠40只, 体质量250-350 g, 
♂, 由武汉大学人民医院动物中心提供. 实验用

胆固醇购自武汉亚法生物技术有限公司, 鱼肝

油及白糖购自武汉老百姓大药房. 8肽胆囊收缩

素购自Sigma(Fisher Scientific)公司. Tyrode液成

分包括(mmol/L); NaCl 147.0, KCl 4.0, CaCl2 2.0, 
MgCl2 1.05, Na2HPO4 1.81, NaH2PO4 0.42, 葡萄

糖5.5, 用NaOH调pH至7.35-7.45. 50 mmol/L的亚

甲蓝用Tyrode液配置. 张力换能器, RM6240多道

生理信号采集处理系统购自成都仪器厂.
1.2 方法 将40只豚鼠随机分为Ⅰ、Ⅱ两个组; Ⅰ
组为正常豚鼠饲养组(20只), 喂养正常豚鼠饲料; 

Ⅱ组为胆固醇结石模型构造组(20只), 喂养致石

饲料. 致石饲料参照卫志明 et al [4]方法喂养高胆

固醇饲料. 其中Ⅰ组随机均分为两组; 正常豚鼠

胆囊平滑肌组(A组)和损伤ICC胆囊平滑肌组(D
组); Ⅱ组同样随机均分为喂养致石饲料4 wk(B
组)、8 wk(C组). 豚鼠分笼饲养, 每笼2-3只, 豚鼠

可随意获取饲料和水, 每2-3 d补充一次青菜; 饲
养环境为: 温度20-25℃, 湿度40%-60%.

离体胆囊肌条的制备方法参照周吕 et al [5]的

方法, 沿胆囊纵轴将胆囊制备成长8 mm, 宽3 mm
肌条, 每条胆囊取3条肌条, 将肌条与张力换能器

相连, 浸没于37±0.5℃ Tyrode液中,  给胆囊肌条

1.0 g前负荷, 待肌条出现规律的自发节律性收缩

并稳定60 min后记录机械收缩信号. 将1.0 g前负

荷规定为0 g. 用化学药物亚甲蓝50 mmol/L+光
照50 mW/cm2选择性破坏ICC. 光源采用可调聚

光灯, 为可见光, 光波长532.0 nm, 照射在距光源

3-5 cm的组织表面, 照射时间为5 min, 光照强度

用数字测光表测出. 该方法只破坏ICC结构而不

破坏肌间神经网及平滑肌细胞[6].
胆固醇结石模型的鉴定: 豚鼠致石饲料喂

养时间到后进行标本采集. 肉眼观察胆囊、胆

管内有无结石存在. 细针抽净胆囊胆汁, 观察胆

汁性状及有无沉淀物. 取两滴胆汁偏振光显微

镜下观察胆汁有无胆固醇结晶.
C C K - 8 干预方法 ;  观察胆囊肌条对

CCK-8(10-7、10-8、10-9 mol/L)的反应. 使用微

量进样器添加, 每种单一浓度C C K-8作用后, 
Tyrode液冲洗肌条3次.

统计学处理 以给药前2 min胆囊肌条的张力

和收缩波平均振幅作为对照值, 每次给药后2 min
的数值为效应值(CCK-8作用前后的变化程度). 
实验结果均以mean±SD表示, A组、B组、C组三

组间的比较采用单因素方差分析, A、D两组采用

配对t检验, 多通道生物信号采集分析系统数据软

件和统计软件SPSS13.0进行统计学分析. P<0.05
为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 豚鼠胆囊结石的成石率 豚鼠胆囊结石的发

生情况; Ⅰ组正常豚鼠饲养组有1例发生胆囊结

石, 无死亡状况发生; Ⅱ组结石模型构造组中共

死亡1例, 为致石饲料8 wk组; 胆囊结石发生情况

共有13例, 其中致石饲料4 wk 5例(5/10), 致石饲

料8 wk 8例(8/10), 结石成石率显著高于对照组

(P <0.01, 表1).

■研发前沿
胆道系统动力减
弱, 胆汁淤滞是胆
石症重要的病理
生理特点, 胆囊中
ICC是存在的, 二
者之间的关系仍
需大量研究.

■相关报道
近年来, 胆固醇结
石模型的构造已
成熟; 亚甲蓝+光
照 破 坏 I C C 的 方
法也已证实可行. 
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■创新盘点
在研究离体肌条
收缩对胆石形成
的影响的基础上, 
进 一 步 探 讨 I C C
在其中的作用. 
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去ICC组
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图 1 各浓度CCK对豚鼠离体胆囊肌条收缩的影响. aP<0.05, 
bP<0.01 vs  正常组. 

a
a

b

2.2 豚鼠离体胆囊肌条对各浓度CCK-8的反应 
正常组(A组)、致石饲料喂养4 wk(B组)及致石

饲料喂养8 wk(C组)加入10-9、10-8、10-7 mol/L
各浓度CCK-8后振幅明显增加. 正常组(A)中加

入各浓度CCK-8后离体胆囊肌条收缩振幅分别

增加1.461±0.252 g、2.484±0.283 g、3.312±
0.311 g; B组分别增加1.292±0.239 g、1.685±
0.272 g、2.081±0.288 g; C组分别增加1.071±
0.208 g、1.263±0.238 g、1.782±0.263 g. B、C
两组同A组相比, 效应值有显著性差异(P <0.05, 
表2, 图1). 
2.3 损伤ICC前后豚鼠离体胆囊肌条对各浓度

CCK-8的反应 损伤ICC后加10-9、10-8、10-7 mol/L
各浓度CCK-8后离体胆囊肌条收缩振幅增加不

明显, 分别是0.461±0.071 g、0.608±0.118 g和
0.641±0.129 g, 同正常组(A组)相比有显著性差

异(P <0.01, 表2, 图1).

3  讨论

胆石症(cholelithiasis or gallstone disease)是由

存在于胆道系统(包括肝内、外胆管及胆囊)内
的结石所引起的一组疾病. 其发病机制尚未完

全明了, 除了“胆汁内胆固醇过饱和、成核理

论”和“胆固醇磷脂泡理论”外, 胆囊自身的

因素(如胆囊运动功能障碍)也很重要. 本实验中

Ⅱ组成石率明显高于Ⅰ组, 同时饲养8 wk也高于

饲养致石饲料4 wk, 表明高胆固醇饮食是构造胆

固醇结石模型的有效途径. 高胆固醇饮食可增

加肠黏膜胆固醇的合成, 并且增加胆固醇的摄

取和分泌. 喂养胆固醇饲料后, 胆囊上皮分泌大

量蛋白, 增加胆汁糖蛋白的含量, 胆固醇和胆红

素含量升高及总蛋白质质量的增加促进成核. 
由于离体胆囊已去神经支配, 不受高位神

经中枢影响, 并且Brotschi et al [7]发现采用胆囊

肌条研究可以部分乃至完全消除肠神经系统

(entericnervous system, ENS)对胆囊运动的影

响. CCK是促进胆囊收缩的主要激素. 传统观

点认为, CCK可以通过神经机制来调节胆囊收

缩, 其作用于突触前神经元, 增加乙酰胆碱的释

放, 影响平滑肌的收缩. CCK 还可直接收缩胆囊

平滑肌, 其信号通路主要为与胆囊平滑肌上的

CCK-A受体特异性结合, 通过G-蛋白耦联激活

磷脂酶C(PLC), PLC水解PIP2并产生IP3和DAG, 
I P3能引起细胞内钙的释放并活化钙调蛋白 , 
DAG能激活蛋白激酶C, 最终均引起胆囊平滑肌

收缩[8]. 
我们实验显示, 在离体胆囊平滑肌肌条对

CCK-8反应的实验中, 与正常对照组相比, 喂养

致石饲料4 wk和8 wk两个胆囊结石模型组明显

降低(效应值变小), 模型组中肌条对CCK-8的效

应性降低; 同时喂养致石饲料4 wk和8 wk两个胆

囊结石模型组之间胆囊肌条对CCK-8反应(效应

值)也有差异, 说明随致石饲料的喂养时间增长, 
肌条对CCK-8的效应性降低, 结石的发生率增

高. 有研究显示胆固醇孵育肌条后, 肌条的静息

肌张力和对CCK的反应性均降低, 胆囊平滑肌

自发性动作电位的幅度和频率也都明显减弱[9]. 
这说明在喂养高胆固醇致石饲料后, 胆汁内先

有胆固醇的增高, 之后出现肌条对CCK的敏感

性下降, 导致胆囊运动功能障碍, 促进胆囊结石

的形成. Sato et al [10]对CCK-8受体基因敲除小鼠

的研究也发现, CCK-A受体缺乏和效应性的降

低与胆结石的形成相关. 
ICC是胃肠运动的起搏细胞, 是胃肠道平滑

肌慢波电位的起搏者和传导者, 并最终调节平

滑肌的收缩活动[11], 在胃肠电及动力障碍机制上

具有重要的作用. 近来关于胆囊动力的电生理

研究表明, 胆囊有类似肠道慢波电位的节律性

变化, 电活动与机械活动一致, 并略先于机械活

动. 胆囊平滑肌具有自发性动作电位, 胆囊的节

律性兴奋是多位点的, 能被兴奋性激动剂同步

化[12]. Lavoie et al [3]研究还发现, 缝隙连接阻断剂

和c-kit抑制剂能减少ICC的钙锋和动作电位. 这
些都提示胆囊ICC在胆囊自发性节律的产生和

表 1 豚鼠胆囊成石情况

     
                                                                n        死亡         成石

Ⅰ组     正常豚鼠饲养组                   20          0            1

Ⅱ组     致石饲料4 wk(B组a)            10          0            5

            致石饲料8 wk(C组b)            10          1            8

aP<0.05, bP<0.01 vs 正常豚鼠饲养组.
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■应用要点
目前研究发现胆
石症中胆石的形
成常常伴有动力
异常、胆石淤滞. 
因此探讨胆囊收
缩素对胆囊动力
的影响对于阐明
胆石症可能的病
理生理机制具有
现实意义.

传播中可能具有重要的作用. 我们发现, CCK对

ICC遭特异性破坏的豚鼠离体胆囊肌条的兴奋

作用几乎消失, 也证实了ICC可能是CCK对胆囊

平滑肌的兴奋途径中的一个中间环节, CCK可

能通过ICC来影响胆囊的收缩功能. 
总之, 本实验可以证实豚鼠离体胆囊肌条

肌张力降低及对CCK-8敏感性的降低等胆囊动

力学障碍在胆囊结石病的发生发展中有重要作

用; 而损伤ICC后, CCK对离体胆囊肌条几无作

用, CCK可能是通过ICC来引起胆囊离体肌条的

收缩, ICC可能在胆囊结石等胆囊动力性疾病中

发生作用.
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■同行评价
本研究证实胆固
醇结石豚鼠离体
胆囊肌条收缩对
胆囊收缩素的敏
感性下降, 但未能
证明胆道动力因
素在胆固醇结石
形成中的作用, 建
议进一步研究. 
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Abstract
AIM: To study relationship between depressed 
DcR3 gene expression and changes of malignant 
phenotype on SW480 colonic carcinima cells line.

METHODS: Using RNAi method, we construct-
ed a small interfering double-strand DcR3-RNA, 
then cloned it into vector "pSilencer 2.1 Hygro", 
and finally transfected the vector into SW480 
colonic cancer cells expressing a high level of 
DcR3. The small double-strand RNA was recog-
nized and the DcR3 mRNA was reduced. The 
DcR3 low-expression cancer cells were screened 
and their growth and apoptosis were measured.

RESULTS: In comparison with that in the con-

trol group, the expression of DcR3 mRNA was 
down-regulated remarkably in the cells trans-
fected with DcR3-RNAi (F1R1). Group compari-
son results showed that the quantity of SW480 
cells was markedly decreased in the DcR3-RNAi 
(F1R1)-transfected group than that in the DcR3 
group or control group (P < 0.001). The expres-
sion levels of Caspase3 and PARP product were 
increased in the DcR3-RNAi-transfected group 
as compared with those in the control group.

CONCLUSION: DcR3-RNAi down-regulates 
the expression of DcR3 mRNA in SW480 colonic 
carcinoma cells, which leads to inhibition of cell 
growth and enhancement of cell apoptosis.

Key Words: DcR3; RNA interference; SW480 co-
lonic cells line

Wang LP, Yang SM, Xu XM, Chen J, Yang GZ, Zhang LR. 
Depressed DcR3 expression induced by RNA interference 
and its effect on growth of colonic cancer cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(20): 2285-2288

摘要
目的: 观察抑制DcR3基因表达的人SW480结
肠癌细胞其恶性表型的改变. 

方法: 应用RNA干扰(RNAi)技术, 构建小双链
DNA, 克隆入表达载体, 转染进入SW480结肠
癌细胞系(DcR3高表达细胞), 在细胞内形成小
干扰双链RNA; 识别并降解DcR3 mRNA. 筛
选DcR3低表达转染癌细胞, 观测其体外DcR3-
SW480-RNAi转染细胞的增长率及凋亡表达. 

结果: 与对照组相比, 转染DcR3-RNAi(F1R1)
的WS480细胞, DcR3 mRNA的表达明显降低, 
各组相比, 加入DcR3-RNAi(F1R1)组的SW480
细胞数量明显减少, 而仅加入D c R3及对照
组细胞数量明显增加. 统计学处理差异显著
(P <0.001). 与对照组相比, 经DcR3-RNAi处理
组凋亡抗体Caspase3及PARP产物表达增加.

结论: 经转染的DcR3-RNAi-SW480结肠癌细胞
其DcR3 mRNA表达降低. 肿瘤细胞的生长数量
减少, 凋亡增加, 有一定可探索性抗癌前景.
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■背景资料
DcR3基因位于染
色体20q13.3, 成
熟DcR3分子质量
为35 kDa, cDNA
编码为约1 kb核
苷酸, 为分泌性、

可溶性多肽. 目前
认为是一个具有
拮抗凋亡, 促进细
胞生长, 调节免疫
功能的新基因, 对
肿瘤的生长分化
有较大影响.

■同行评议者
姜春萌, 教授, 大
连医科大学附属
第二医院消化科
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0  引言

DcR3(又称TR6)属肿瘤坏死因子受体家族, 被认

为是阻断细胞凋亡, 保护肿瘤细胞生长的新基

因[1-3]. 一些恶性肿瘤中DcR3 mRNA表达明显升

高[4-8]. 我们的前期研究发现通过阻断外源性及

内源性FasL, DcR3可保护乳癌细胞生长; 伴有淋

巴结转移的癌DcR3表达明显增高[14]. 在上述研

究的基础上, 我们应用RNA干扰(RNAi)技术, 阻
断DcR3基因表达, 探讨阻断DcR3基因表达的人

SW480结肠癌细胞是否降低其恶性表型, 是否

有治疗肿瘤的前景. 

1  材料和方法

1.1 材料 pSilencer 2.1-U6nHygro-DcR3-dsDNA 
质粒(含沉默DcR3基因片段)由王鲁平医师在美

国Gerogetown1大学Lombardi癌症研究中心构

建, 并经测序与GenBank中的序列一致. Silencer 
siRNA Cocktail试剂盒购自美国Ambion公司; 胎
牛血清、DMEM细胞培养夜和G418购自Gibco
公司; TRIzol试剂购自Life Technologies公司; RT-
PCR试剂盒购自Promega公司; 鼠抗DcR3一抗

由Sunghee Kim和张鲁榕教授惠赠; Caspase 3和
PARP一抗购自Dako公司; BCA蛋白检测试剂盒

购自Pierce, Rockford IL公司; Western印记化学发

光物购自Amersham公司. 结肠癌细胞系SW480
来自美国Gerogetown大学Lombardi癌症研究中

心细胞库; 培养基为含有100 mL/L胎牛血清的

DMEM细胞培养夜. 转染后的SW480细胞培养条

件为在上述培养基中加入G418(800 mg/L).
1.2 方法 
1.2.1 DcR3-RNA基因克隆, 质粒构建及SW480
细胞转染、鉴定、筛选: 使用“Silencer siRNA 
Cocktail试剂盒”选择2个siRNA靶位点, 靶位

点1(F1R1)核苷酸95-123, 靶位点2(F2R2)核苷酸

247-265. 使用online BLAST软件与GenBank中
其他基因进行比较, 排除所选择靶序列与其他

基因有显著性同源. F1R1 ACACCCACCTACC
CCTGGC(95-123), F2R2 CTACCTGGAGCGCT
GCCGC(247-265). 每一个包括正义和反义靶序

列, 中间以9个核苷酸的环状区, 末端有一RNA
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多聚酶Ⅲ的中止信号序列. 其正向、反向两链

被合成, 以形成一个双链DNA, 其末端有Bam H
Ⅰ和Hin dⅢ位点. 经基因测序证实片段序列无

误. 将双链DNA分别克隆进入载体, 具体步骤: 
F1R1和F2R2双链DNA, pSilencer 2.1-U6nHygro
各2-3 g/L, 加入50 μL conpenent细胞(大肠杆

菌), 4℃ 30 min, 42℃ 15 s, 放置冰上1-2 min, 加
入9倍体积SOC, 37℃震荡1 h, 铺于Agarose+LB
培养板上, 震荡37℃过夜. 次日挑选1个克隆加

入100 mL LB及卡那霉素30 mg/L, 震荡37℃
过夜. 将上清弃之, 应用试剂盒纯化沉淀物中

DNA, 琼脂糖凝胶电泳检测纯化物. 限制性内切

酶切上述质粒, (Bam HⅠ+Hin dⅢ), 纯化酶切产

物. 连接酶连接载体及DcR3-DNA片段. 碱裂解

法大量提取纯化该质粒DNA. A测量DNA浓度. 
pSilencer 2.1-U6nHygro-DcR3-dsDNA稳定转染

进入SW480结肠癌细胞系. 转染前16-20 h用胰

酶消化对数生长期细胞, 将细胞移置100 mm培

养皿中, 细胞数1×106在100 mL/L的胎牛血清

DMEM中. 转染前4 h, 再次换培养液. 配置转染

液: 依次加入H2O, DNA, CaCl2, 及2×BBS, 缓
慢小心混合, 静置45 min, 缓慢加入细胞内, 30 
mL/L CO2孵育箱中培养. 第3天加入G418(800 
mg/L FBS-DMEM), 培养筛选. 挑选可在G418
环境下生长的转染SW480细胞集落, 行RT-PCR
分析: 应用TRIzol试剂提取转染后SW480细胞

的RNA, 琼脂糖凝胶电泳检测RNA产物. 应用

RT-PCR试剂盒反转录、扩增检测其cDNA含

量. 从人DcR3基因序列中选择合成两段引物: 
F1正义: 5-CCTGGCGGGACGAGACA-3, R1反
义: 5-TGGCACTGCGAGTTCTGGCT-3; F2正
义: 5-TGCCAGGCTCTTCCTCCCAT-3, R2反义    
5-TCACGGACGCTCCGCTCCAG-3; 经RT-PCR
后, 不同组DNA经琼脂糖电泳检测, 紫外光下显

示并摄影.
1.2.2 DcR3-SW480-RNAi转染细胞: 检测DcR3-
SW480-RNAi转染细胞对体外肿瘤细胞生长的

作用. 1.5-2×104/孔SW480细胞系培养于96孔
板, 分为不同组分加入不同物质48 h后, 加入3H 
TdR(0、3 μCi/well)过夜. EDTA消化液收获细胞. 
应用β-counter计算3H TdR掺入结合率. 统计学处

理比较各组细胞的掺入结合率. 
1.2.3 Western印记检测凋亡活性: 应用细胞裂解

液对6孔板培养DcR3-SW480-RNAi培养细胞及

对照组细胞进行收获. BCA蛋白检测试剂盒检

测其蛋白浓度. 每孔加30 μg蛋白入SDS聚丙酰

www.wjgnet.com

■相关报道
本课题组前期研
究发现通过阻断
外源性及内源性
FasL, DcR3可保
护乳癌细胞生长; 
伴有淋巴结转移
的癌DcR3表达明
显增高.
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胺凝胶, 电泳之后, 4℃、50 V下湿式电转移仪将

蛋白质转入PVDF膜. 50 g/L脱脂奶粉封闭PVDF
膜2 h, 一抗包括鼠抗人活性Caspase3, PARP 
(1∶5000)孵育PVDF膜4℃过夜, PBS-T充分洗

涤, HRP-抗鼠二抗(1∶10 000)1 h, PBS-T充分洗

涤后化学发光底物孵育1 min, 暗室中将膜贴于

增色胶片暴光、显影、洗相. 直至出现条带.
统计学处理 应用SPSS12.0统计学软件进行

资料处理, 定量结果以mean±SD表示, 应用t检
验分析, P <0.05具有统计学意义.

2  结果

2.1 转染后的DcR3-RNAi-SW480细胞中DcR3 
mRNA的表达 应用RT-PCR观察DcR3-siRNA- 
SW480对DcR3 mRNA的表达(图1). 与对照组相

比, 转染DcR3-RNAi(F1R1)的WS480细胞,  DcR3 
mRNA 的表达明显降低.
2.2 DcR3-RNAi-SW480细胞对体外肿瘤细胞生

长的影响 3H掺入法检测经不同处理各组SW480
细胞数量的变化(图2), 各组相比, 加入D c R3 
RNAiF1R1组其SW480细胞数量明显减少, 而仅

加入DcR3及对照组细胞数量明显增加. 统计学

处理差异显著(P <0.001).
2.3 Western印记检测 应用活性Caspase3及PARP
的免疫印记法, 与对照组相比, 经DcR3-RNAi处
理组的活性Caspase3表达凋亡条带增强(图3A), 
同样与对照组相比, 经DcR3-RNAi处理组PARP
产物表达明显增强(图3B).

3  讨论

DcR3基因位于染色体20q13.3, 成熟DcR3分子质

量为35 kDa, cDNA编码为约1 kb核苷酸, 为分泌

性、可溶性多肽[6]. 目前认为是一个具有拮抗凋

亡, 促进细胞生长, 调节免疫功能的新基因, 对

肿瘤的生长分化有较大影响. 研究表明DcR3发
挥其重要生物学功能, 是因其可结合3个重要的

凋亡配基: FasL, LIGHT, TLIA, 与其竞争死亡

受体, 阻断其诱导凋亡的作用[1-2]. 研究发现, 正
常人体组织中胃、脊髓、淋巴结、气管、脾、

结肠和肺有低水平DcR3 mRNA表达[3-4]. 胃肠道

癌、结肠癌[3]、肺癌[5]、肝癌[6]. EBV/HTLV-1阳
性的淋巴瘤均伴有DcR3基因扩增或蛋白水平

高表达[7]. 对146例肿瘤, 19例急性感染和29例正

常健康人的血清DcR3检测结果显示, 56%、2%
的肿瘤患者血清DcR3阳性, 其中98%、8%为恶

性肿瘤患者, 当肿瘤被切除后, 血清DcR3浓度

下降. 97%的急性感染和正常健康人(47/48)血
清DcR3阴性. 22/31(71%)例胃癌患者血清DcR3
阳性, 其阳性率与胃癌TNM分期有关. 提示血清

DcR3的检测将成为恶性病变的有意义的诊断、

治疗、预后参数[6-8]. 我们的研究结果提示DcR3
在乳腺癌中的表达率为62%, 而乳腺良性病变

无表达, 伴有淋巴结转移的乳腺癌DcR3表达率

明显升高达80%[14]. 上述结果提示DcR3对肿瘤

发生、发展起着上调作用, 恶性肿瘤显示DcR3 
mRNA及蛋白水平过表达. 

■应用要点
本研究应用RNAi
技术, 抑制SW480
结 肠 癌 细 胞 中
mRNA的表达, 其
结 果 发 现 D c R 3 
m R N A 表 达 下
降 后 ,  人 结 肠 癌
SW480细胞数量
减少, 凋亡表达增
加. DcR3-RNAi技
术可能有一定抗
癌前景.

1       2        3       4

GAPDH

A 1       2        3       4B

图 1 应用RT-PCR观察DcR3-siRNA-SW480对DcR3 mRNA
的表达. A: 转染后48 h; B: 转染后72 h. 1: marker; 2, 4: 空白

质粒对照组; 3: DcR3-RNAi处理组. 图 2 DcR3-RNAi对SW480细胞生长的影响. 1: 空白质

粒组; 2-3: 空白质粒组+转染液; 4: DcR3组; 5: DcR3组

+DcR3-RNAiF2R2; 6, 8: DcR3-RNAiF1R1; 7, 9: 空白质

粒+DcR3(煮沸). bP<0.001 vs  其他组.
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图 3 Western印记法检测Caspase3、PARP. A: Caspase3检

测; B: PARP检测; 1-2: 单纯SW480细胞; 3: DcR3SW480细
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基于上述发现 ,  本研究应用R N A干扰

(RNAi)技术, 阻断DcR3基因表达, 观察阻断

DcR3基因表达的人SW480结肠癌细胞恶性表型

的影响. 双链RNA介导的基因阻断机制是1998
年发现的[9]. 他通过双链RNA的介导特异性地降

解相应序列的mRNA, 从而导致转录后水平的

基因沉默. 抑制基因表达的效率至少比传统反

义技术高2个数量级. RNA降解过程涉及两个步

骤: 双链RNA被名为Dicer的RNaseⅢ样蛋白加

工成21-25 nt长度的小干扰RNA(siRNA); 反义链

RNA引导核酸内切酶复合体(RISC)去除单链的

同源mRNA. RISC在小干涉RNA的引导下, 切断

序列特异的mRNA, mRNA进一步降解[10-11]. 已有

证据表明siRNA介导的RNAi能特异性抵御病毒

的入侵, 拮抗植物肿瘤发生. 同时也为抗癌治疗

提供了新的基因研究策略. 
我们应用双链RNAi技术特异性降解DcR3 

m R N A, 从而阻断D c R3基因的表达. 首先在

DcR3基因序列中选择小干扰RNA(siRNA)靶位

点, 每一个包括正义和反义靶序列片段, 中间间

以9个核苷酸的环状区, 末端有一RNA多聚酶Ⅲ

的中止信号序列, 合成一个有环状结构的双链

DNA, 其末端有Bam HⅠ和Hin dⅢ位点. 克隆入

载体pSilencer 2.1-U6 Hygro; 转染进入SW480人
结肠癌细胞(DcR3高表达细胞)[12], 在细胞内形

成小干扰双链RNA; 识别并降解DcR3 mRNA; 
筛选DcR3 mRNA及蛋白低表达转染癌细胞, 并
以空质粒转染SW480细胞作为对照, 观测其体

外细胞增殖率, 各组增殖细胞的蛋白表达率, 探
讨抑制DcR3基因表达的的人SW480结肠癌细

胞是否可降低其生长速度及恶性表型. 结果表

明, 转染的DcR3-RNAi-SW480-F1R1细胞DcR3 
mRNA表达明显降低. 与对照组相比, 转染的

DcR3-RNAi-F1R1 SW480肿瘤细胞数量明显减

少. 肿瘤细胞中DcR3蛋白含量明显减少. 经统计

学处理差异显著(P <0.05). 经DcR3-RNAi(DcR3-
siRNA)处理的细胞, PARP及Caspase3的表达增

强. PARP是细胞程序死亡的一个早期分子标志, 
Caspase被认为是凋亡的中心实施者, 细胞经多

因子多途径的相互作用, Caspase活化降解其作

用底物, 引起其特征性形态学生物化学改变, 完
成细胞的凋亡过程. PARP作为基因组监测和

DNA修复酶, 是第一个在凋亡中由Caspase3和其

他系列Caspase降解的底物, 被称为细胞凋亡的

死亡底物[13]. 应用DcR3-RNAi技术, 阻断了DcR3
的基因表达, 使其不能与3个重要的凋亡配基

■同行评价
本研究内容较先
进 ,  实 验 设 计 合
理 ,  研 究 方 法 适
当, 具有重要的参
考价值.

Fas-l, LIGHT, TLIA结合, 由此介导肿瘤细胞产

生凋亡, 肿瘤细胞的生长数量减少, 有一定可探

索性抗癌基因治疗前景, 尚有待于动物体内实

验的证实. 
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and investigate 
t h e a n t i - i n f l a m m a t o r y m e c h a n i s m o f 
Oxymatrine (OMT) injection for the treatment of 
experimental colitis in rats.   

METHODS: Forty male rats were randomly as-
signed to the following groups (n = 10): normal 
control, model group, mesalazine group, and 
OMT treatment group. Acute colitis was in-
duced using TNBS in each group except the nor-
mal control. The rats in model group received 
normal saline in an equal volume as OMT treat-

ment for 15 days. The rats in Mesalazine group 
were lavaged by Mesalazine for 15 days, and the 
rats in OMT treatment were intramuscularly in-
jected with OMT for 15 days. The rats in normal 
control drank water and feed food normally. 
Diarrhea and bloody stool as well as colonic his-
tology were noted. The levels of IL-2 and IL-10 
were determined by ELISA, and nuclear factor 
(NF)-κB p65 activity was detected using immu-
nohistochemistry method. 

RESULTS: The inflammatory symptoms (diar-
rhea, bloody purulent stool) and histological 
damages of colonic mucosa in OMT treatment 
group were significantly alleviated. Compared 
with experimental colitis, the level of IL-2 was 
significantly decreased (102.93 ± 21.10 ng/L vs 
231.48 ± 40.78 ng/L, P < 0.05), the level of IL-10 
was significantly increased (50.13 ± 1.40 ng/L vs 
18.64 ± 0.65 ng/L, P < 0.05) and the expression 
of NF-κB p65 was significantly reduced (16.02% 
± 7.27% vs 43.05% ± 13.80%, P < 0.01). Compared 
with the normal control, there was elevated ex-
pression of NF-κB p65 and IL-2 (16.02% ± 7.27% 
vs 9.57% ± 4.31%, 102.93 ± 21.10 ng/L vs 30.44 
± 12.03 ng/L, both P < 0.01), and decreased ex-
pression of IL-10 (50.13 ± 1.40 ng/L vs 58.92 ± 3.70 
ng/L, P < 0.01) in colonic mucosa of experimen-
tal colitis rats. And the expression of NF-κB p65, 
IL-2 and IL-10 in the OMT treatment group was 
similar (no statistically significant difference) to 
Mesalazine treatment group. 

CONCLUSION: Oxymatrine injection is effective 
for experimental colitis in rats. Inhibiting the ex-
pression of NF-κB p65, IL-2 and promoting the 
expression of IL-10 may be the anti-inflammato-
ry mechanism of Oxymatrine Injection. 

Key Words: Colitis; Oxymatrine injection; Cy-
tokines; Nuclear factor-κB p65
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■背景资料
炎症性肠病(IBD)
在我国的发病率
成上升趋势, 其病
因与发病机制尚
不明确, 目前临床
上亦无特异性的
根治措施, 寻找有
效的治疗药物是
目前研究的重点.
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张声生, 教授, 首
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北京中医医院消
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摘要
目的: 观察氧化苦参碱注射液对大鼠实验性
结肠炎的治疗效果, 探讨其作用机制. 

方法: 将40只SD大鼠随机分为4组: 正常对
照组、模型组、美沙拉嗪组和氧化苦参碱
(OMT)组, 每组10只. 正常对照组未行造模, 其
余3组大鼠均采用TNBS造模. 模型组给予生
理盐水肌注, 美沙拉嗪组给予美沙拉嗪混悬液
灌胃, 氧化苦参碱组给予氧化苦参碱注射液
肌注. 治疗15 d后观察大鼠的腹泻、便血症状
和结肠病理组织学改变, 用ELISA法检测结肠
黏膜组织IL-2、IL-10的变化, 并用免疫组化
技术检测大鼠结肠黏膜核因子(NF)-κB p65的 
表达.  

结果: OMT组大鼠腹泻、黏液脓血便症状得
到较快控制, 大鼠黏膜组织损伤显著改善. 与
模型组比较, OMT组IL-2减少(102.93±21.10 
ng/L vs  231.48±40.78 ng/L, P <0.05), IL-10
增多(50.13±1.40 ng/L vs  18.64±0.65 ng/L, 
P <0.05), NF-κB p65显著降低(16.02%±7.27% 
vs  43.05%±13.80%, P <0.01). 与正常组相比, 
模型组结肠黏膜IL-2升高, IL-10减少, NF-κB 
p65表达增多, 差异均有显著性意义(102.93±
21.10 ng/L vs  30.44±12.03 ng/L, 50.13±1.40 
ng/L vs  58.92±3.70 ng/L, 16.02%±7.27% vs  
9.57%±4.31%, 均P <0.01). OMT组与美沙拉
嗪组比较, IL-2、IL-10和NF-κB p65的表达无
显著性差异.

结论: 氧化苦参碱注射液治疗大鼠实验性结
肠炎有明显效果, 其作用机制可能是通过减
少IL-2的生成、促进IL-10分泌和抑制NF-κB 
p65的激活发挥治疗作用.

关键词: 结肠炎; 氧化苦参碱; 细胞因子; 核因子

-κB p65
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0  引言

随着人们生活水平的提高、饮食结构的改变, 
我国炎症性肠病(inflammatory bowel disease, 
IBD)的发病率越来越高. 据研究, IBD的病因和

发病机制与遗传、环境和免疫因素有关, 尤其

是与肠黏膜局部免疫反应的紊乱有关. NF-κB、
IL-2和IL-10在调节肠道免疫中起到重要作用. 
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中药苦参具有清热、燥湿、杀虫之效, 主治热

毒下痢、肠风下血和痔漏等. 临床上有多种含

苦参的中成药治疗溃疡性结肠炎有效[1]. 氧化

苦参碱(oxymatrine, OMT)是中药苦参的主要有

效成份, 具有抗炎、镇痛、免疫调节作用. 有实

验证明, 氧化苦参碱治疗溃疡性结肠炎效果较 
好[2]. 我们建立TNBS实验性结肠炎模型大鼠, 应
用OMT治疗后, 检测大鼠肠黏膜细胞因子IL-2和 
IL-10的变化, 以及NF-κB p65的表达. 为OMT治
疗炎症性肠病提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠40只, SPF级, 体质量180-225 
g, 购自华中科技大学同济医学院实验动物中心, 
实验动物生产许可证SCKY(鄂)2004-0007, 实验

动物使用许可证SYXK(鄂)2004-0028. 2, 4, 6三
硝基苯磺酸(2, 4, 6-trinitro-benzene-sulfonic acid, 
TNBS)购自Sigma公司. NF-κB p65多克隆抗体购

自Santa Cruz公司(lot∶D0907). SP-9000免疫组

化染色试剂盒由北京中杉金桥生物技术有限公

司提供. 大鼠IL-2 ELISA试剂盒和IL-10 ELISA 
试剂盒购自晶美生物工程有限公司. 美沙拉嗪

由法国爱的发制药集团生产, 规格500 mg×10
袋/盒. 苦参素注射液由天津市生物化学制药厂

生产, OMT纯度达98%以上, 规格: 0.2 g: 2 mL×
10支/盒. 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 对照组10只, 从实验开始至实验结束

正常饮水、喂食; 其他3组各10只, 用TNBS造模

后24 h, 模型组开始肌注与OMT组等体积生理盐

水15 d; 美沙拉嗪组用美沙拉嗪0.42 g/(kg·d)的蒸

馏水溶液1-2 mL ig 15 d; OMT组用OMT注射液

肌肉注射15 d, 注射剂量63 mg/(kg·d)[3]. 第16天
开始禁食24 h后处死大鼠. 
1.2.2 造模: 根据文献[4-5], 采用TNBS造模法. 
SD大鼠饲养1 wk适应实验室环境. 开始禁食不

禁水24 h, 20 g/L戊巴比妥钠40-50 mg/kg, ip麻
醉, 将一直径2.0 mm长约15 cm的橡胶输液管由

肛门轻缓插入8 cm , 将100 mg/kg TNBS溶入500 
mL/L乙醇0.25 mL中, 用注射器推入橡胶输液管, 
注入后将大鼠尾巴提起, 持续倒置30 s. 结束后

使动物平躺, 自然清醒, 自由饮食. 
1.2.3 标本制备: 将各组大鼠以20 g/L的戊巴比妥

钠ip麻醉后, 仰位固定于手术台上, 剖腹暴露全

结肠. 取全结肠沿纵轴切开, 用生理盐水冲洗干

净, 将结肠黏膜平铺于白纸上, 观察肠黏膜的病
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■研发前沿
免疫因素是 I B D
的主要发病因素,
已知肠道黏膜免
疫系统异常反应
所导致的炎症反
应在 I B D 发病中
起 重 要 作 用 .  促
炎细胞因子和抑
炎细胞因子的平
衡失调被认为是
I B D 的一个重要
发病机制, NF-κB
在细胞因子的转
录和释放中可能
起调控作用. 

■相关报道
氧 化 苦 参 碱
(OMT)肌肉注射
时 ,  胆 囊、肾、

肝、肠中浓度最
高, 大部分在肠中
吸收, 生物转化部
位在胃肠道和肝. 
有实验研究证明
OMT对结肠炎有
保护作用.
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变损伤程度. 然后立即用40 g/L的多聚甲醛溶液

固定, 然后送武汉市协和医院病理室, 石蜡包埋, 
每份蜡块制成厚度6 μm的切片HE染色, 镜下评

估黏膜损伤程度. 
1.2.4 观察指标和检测方法: (1)观察大鼠的体

重、大便、毛发光泽度、食欲、活动度、精神

状态等, 以及有无死亡情况, 并做记录; (2)结肠

大体病理及组织学改变: 用50倍放大镜观察大

鼠结肠黏膜的色泽、溃疡、糜烂、出血点、充

血等情况. 以病变肠段的病理组织学检查为依

据, 观察黏膜有无水肿、充血、糜烂、溃疡、

隐窝脓肿, 有无中性粒细胞、淋巴细胞、单核

细胞浸润, 以及腺体坏死、杯状细胞减少等改

变; (3)IL-2和IL-10的检测: 取新鲜病变结肠组

织剪碎, 加上生理盐水, 用匀浆器制成200 g/L匀
浆, 用离心机4000 r/min离心20 min, 取上清夜, 
即为待测标本. 检测方法严格按照大鼠IL-2和
IL-10 ELISA试剂盒说明书进行操作. 获得各检

测标本的A值. 根据cvxpt32统计软件画出标准曲

线, 计算出各标本的浓度; (4)NF-κB p65表达的

检测: 用免疫组化S-P法检测NF-κB p65, 组织切

片脱蜡; 将波片置柠檬酸缓冲液中用微波炉进

行抗原修复, 水洗; 30 g/L H2O2去离子水孵育10 
min, 消去内源性过氧化物酶活性; 滴加100 g/L
山羊血清室温下孵育15 min; 滴加1∶100浓度的

羊抗大鼠NF-κB p65多克隆抗体4℃过夜, PBS液
冲洗; 滴加生物素化羊抗大鼠Ig抗体室温孵育15 
min, PBS液冲洗; 滴加辣根酶标记的链酶亲和素

室温孵育15 min, PBS液冲洗; DAB显色, 苏木素

复染后, 封片观察. 显微镜下, 细胞质和细胞核

内出现棕黄色或褐色颗粒为阳性反应物, 弥漫

分布于黏膜固有层及部分上皮内. 在40倍高倍

镜下选取典型视野计数100个细胞, 其中阳性细

胞数NF-κB p65计数值, 并以百分率表示.
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计学

分析. 实验数据以mean±SD表示, 采用单因素

方差分析和最小显著差异t检验(LSD-检验), 以

P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 一般情况 对照组大鼠体质量、大便、饮

食、活动正常. 其余3组大鼠在TNBS造模后3 d
内均出现腹泻、黏液脓血便、肛周大量糊状

稀便黏附, 伴进食量减少、体质量下降、毛发

干枯、喜静, 可见成堆现象. OMT组大鼠, 经过

OMT治疗后第4天体重即恢复到造模前的体质

量, 且进食逐渐增多, 1 wk后, 肛周稀便减少, 大
便成形, 15 d治疗结束后, 大鼠毛发逐渐恢复光

泽, 未见黏液脓血便和稀便. 模型组大鼠稀便未

缓解, 量多, 形体消瘦、毛发干枯, 于第9天、第

11天各死亡1只, 解剖尸体可见远端结肠粘连、

狭窄, 近端结肠扩张、结肠壁增厚. 
2.2 结肠大体病理及组织学改变 TBNS诱导的结

肠炎病变主要集中在距肛门3 cm以上至8 cm之

间, 其中有4只大鼠病变直至回肠末端. 可见结

肠黏膜充血、水肿、糜烂、溃疡, 以及瘢痕形

成, 结肠扩张、黏膜皱襞变浅. 以模型组最为严

重, 可见多发小溃疡、纵径大于0.5 cm溃疡以及

肠壁粘连. 美沙拉嗪组和OMT组病变明显减轻

可见充血、水肿、糜烂和红色瘢痕. 将病变组织

切片HE染色后, 镜下可见模型组: 溃疡浸润深度

达黏膜肌层、腺体破坏、杯状细胞减少(图1A). 
美沙拉嗪组: 黏膜糜烂, 黏膜下层水肿、充血, 固
有层大量中性粒细胞、浆细胞浸润, 黏膜下层水

肿、充血(图1B). OMT组: 杯状细胞增多, 黏膜固

有层可见淋巴细胞、单核细胞浸润(图1C). 正常

组: 正常大鼠结肠病理切片, 黏膜上皮细胞排列

整齐, 无炎性细胞浸润和溃疡形成(图1D). 
2.3 IL-2和IL-10的检测评分 模型组大鼠结肠黏

膜IL-2水平较正常组高, IL-10减少, 正常组与模

型组比较差异有显著性(P <0.01). 经过OMT治疗

后IL-2降低, IL-10增加, OMT组与模型组比较

有显著差异性(P <0.05). 美沙拉嗪组和OMT组
比较, IL-2和IL-10的表达水平均无显著性差异

■创新盘点
OMT能减轻IBD
大鼠结肠黏膜损
伤程度、病理炎
症程度,促进结肠
黏 膜 I L - 1 0 的 分
泌、减少 IL-2的
生 成、阻 滞 N F -
κB p65在细胞核
内表达.

表 1 OMT治疗后大鼠结肠黏膜NF-κB p65和IL-2, IL-10的变化 (mean±SD)

     
分组                           n            NF-κB(%)               IL-2(ng/L)             IL-10(ng/L)

正常组              10         9.57±4.31b         30.44±12.03b         58.92±3.70b

模型组                8       43.05±13.80       231.48±40.78         18.64±0.65

美沙拉嗪组           10       17.20±6.54b       110.44±49.59a         53.05±1.85a

氧化苦参碱组        10       16.02±7.27b       102.93±21.10a         50.13±1.40a

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组.
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■应用要点
本文从促炎细胞
因子和抑炎细胞
因子的失衡以及
NF-κB激活的角
度研究OMT治疗
IBD的作用机制 ,
为阐明 I B D的发
病机制和治疗提
供新的线索.

(P >0.05, 表1). 
2.4 NF-κB p65的表达 主要在上皮细胞和巨噬细

胞内. 正常组在少量细胞胞质内可见棕黄色颗

粒(图2A), 模型组胞质胞核内均见棕黄色和褐

色颗粒(图2B), 美沙拉嗪组和OMT组胞质内为

棕黄色而胞核内颜色为浅黄色(图2C-D). 评分

显示模型组较正常组表达升高, 有显著性差异

(P <0.01), OMT组与模型组比较NF-κB p65的表

达降低, 差异有显著性(P <0.01, 表1).

3  讨论

目前认为TNBS主要致炎机理是乙醇破坏肠黏

膜屏障, TNBS渗入结肠黏膜组织与大分子物

质结合, 形成全抗原, 引起肠壁一系列免疫应答

和炎症反应. 本实验用TNBS造模后均出现腹

泻、黏液脓血便、体质量下降、活动减少等症

A B

C D

图 1 大鼠结肠病理(HE×100). A: 模型组; B: 美沙拉嗪组; C: 氧化苦参碱组; D: 正常组. 

A B

C D

图 2 NF-κB p65表达(S-P法×200). A: 正常组; B: 模型组; C: 美沙拉嗪组; D: 氧化苦参碱组.  
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状. 病变侵犯全黏膜层, 表现为水肿、充血、糜

烂、溃疡, 镜下可见大量中性粒细胞、淋巴细

胞、单核细胞浸润. 在病理学和免疫学特征上

与活动期炎症性肠病患者相似. 
炎症性肠病包括溃疡性结肠炎和克罗恩病, 

是多因素、多机制作用的结果[6]. 研究发现, 各
种细胞因子相互作用形成复杂的, 甚至有自身

放大作用的细胞因子网络, 促进炎症反应, 导致

黏膜损伤, 在IBD的发生发展中起着十分重要的

作用[7]. 尤其是促炎细胞因子和抑炎细胞因子的

平衡失调被认为是IBD的一个重要发病机制[8-10]. 
IL-2和IL-10与IBD的发病关系密切, 采用基因剔

除技术, 仅剔除某一个基因如IL-2或IL-10, 即能

导致炎症性肠病. IL-2是由Th1细胞分泌的细胞

因子, 是引起T细胞增殖的主要细胞因子, 使T细
胞激活并进入细胞分裂, 还可刺激NK细胞的生

长和增强杀伤能力, 激发B细胞生长和抗体产生

引起细胞免疫反应, 介导炎症的发生发展. IL-10
是由单核巨噬细胞产生, 能抑制NK细胞、Th1
细胞反应和巨噬细胞因子合成, 是一种抑制性

细胞因子. 其能抑制前炎性细胞因子TNF-α的分

泌, 对抗IFN-γ的多种生物学作用发挥抗炎作用. 
另外IL-10可以保护对IBD有抑制作用的淋巴细

胞. 动物实验表明, IL-10对IL-10基因缺陷小鼠

结肠炎有预防作用[11]. 本次实验中, 模型组与正

常组比较, 促炎因子IL-2水平异常升高(P <0.01), 
抑炎因子IL-10水平异常降低(P <0.01), 引起体内

免疫反应过强, 持续时间过长, 造成结肠黏膜损

坏. 经过OMT治疗后IL-2水平降低, IL-10表达增

加, 与模型组比较均有显著性差异(P <0.05). 与
美沙拉嗪组比较无显著性差异(P >0.05). IL-10增
多抑制Th1细胞反应, IL-2水平下降下调细胞免

疫反应, 减少促炎细胞因子的分泌, 从而阻止了

炎症的发展. 这也许是OMT治疗IBD的作用机制

之一. 
N F-κ B是在进化学上高度保守的一种转

录因子, 广泛存在于各种组织中. 位于细胞质

中无活性的NF-κB可被多种细胞因子活化, 如
TNF-α、IL-1β、IL-2等[12]. 活化的NF-κB进入

细胞核内, 与相应靶基因中的启动子或增强子

κB位点结合, 诱导靶基因的转录, 从而直接参

与机体对炎症及免疫反应的调控, 这是NF-κB
的主要生物学特征. RelA(p65)是NF-κB家族5个
成员之一, 是IBD中最重要的促炎单位[13]. 溃疡

性结肠炎患者结肠黏膜组织的表面上皮细胞、

隐窝上皮细胞、血管内皮细胞、单核细胞, 及

巨噬细胞内NF-κB p65的表达是增加的[14]. Gan  
et al [15]从溃疡性结肠炎患者肠黏膜活检标本中

分离到的黏膜固有层单核细胞用NF-κB p65反
义寡核苷酸进行培养, 其结果显示NF-κB p65的
下调, 阻滞了IL-1β mRNA和IL-8 mRNA的表达, 
并且显著的减少了IL-1β和IL-8的水平. NF-κB在
细胞因子的转录和释放中可能起调控作用. 因
此, 阻断NF-κB的激活非常重要. 黄秀梅的研究

显示OMT对体外培养细胞上清夜和体内炎症局

部渗出液中TNF-α、IL-6和IL-8具有一定的抑制

作用[16]. 本实验经OMT治疗处理组大鼠结肠NF-
κB的表达显著降低(P <0.01), 可能是OMT一方面

直接阻断NF-κB的激活, 另一方面通过减少NF-
κB的活化诱导因素降低了NF-κB p65的表达, 从
而快速起到抗炎和黏膜修复作用. 

总之, 细胞因子 IL-2、IL-10和NF-κB在IBD
的发生发展过程中起着非常重要的作用. OMT
通过阻断NF-κB的激活, 减少IL-2的生成, 促进

IL-10的分泌, 使大鼠结肠黏膜组织中促炎因子

和抑炎因子达到平衡, 发挥抗炎, 保护肠道黏

膜的作用. 因而对炎症性肠病起到一定的防治 
作用.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
survivin expression and the chemoradiotherapy 
(CRT) response in esophageal squamous cell 
carcinoma (ESCC).  

METHODS: The expression of survivin in 112 

cases of ESCC tissues were detected using im-
munohistochemistry (IHC). Relation between 
survivin expression (including nucleus and cy-
toplasm expression) and short-term response as 
well as its relationship with downstage rate of 
CRT were analyzed retrospectively. 

RESULTS: Survivin expression was noted in 
ESCC cytoplasm and nucleus with 65.2% and 
67.8% expression rates respectively. Survivin 
expressed in cytoplasm was not correlated to 
short-term response, but the response of patients 
with nuclear survivin expression was signifi-
cantly lower than that with nuclear negative 
expression (46.1% vs 80.6%, P = 0.026). In neoad-
juvant CRT group, downstage rates of patients 
with positive and negative nuclear survivin 
were 7/17 and 4/4 respectively. 

CONCLUSION: Assessment of nuclear survivin 
could provide additional information to identify 
ESCC patients with poor chances of response 
to CRT and candidates for more individualized 
treatment. 

Key Words: Esophageal neoplasm; Survivin; Chem-
oradiotherapy; Prognosis

Huang WZ, Liu MZ, Hu Y, Yang H, Zheng B, Wang G, 
Luo KJ, Wen J, Fu JH. Relationship between survivin 
expression and chemoradiotherapy response in 
esophageal squamous cell carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(20): 2295-2299

摘要
目的: 探讨survivin表达情况与食管鳞癌原发
灶的放化疗反应的关系. 

方法: 用免疫组化法检测112例食管鳞癌中
survivin的表达情况, 回顾性分析胞质和胞核
的survivin表达与放化疗近期疗效及放化疗后
降期情况的关系.  

结果: survivin的表达可见于肿瘤细胞的胞质或
/和胞核内, 其中胞核表达率为67.8%, 胞质表
达率为65.2%; 胞质survivin表达与近期疗效无
明显关系, 而胞核survivin阴性者放化疗的中
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■背景资料
目前新辅助性和
根治性的同期放
化疗都已经成为
食管癌标准治疗
中的重要组成部
分. 但食管癌对放
化疗的反应存在
明显的异质性, 仅
是对放化疗有反
应的患者才能真
正获益. 故寻找分
子生物学指标预
测放化疗反应, 作
为个体化治疗的
依据 ,  至关重要 . 
survivin是近年发
现的一种新的凋
亡抑制蛋白, 与多
种肿瘤的预后及
放化疗敏感性有
关, 可能成为肿瘤
诊断和治疗的新
靶点. 

■同行评议者
谭群友 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第三军医大学大
坪医院全军胸外
科中心



期有效率明显高于阳性者(80.6% vs  46.1%, P  
= 0.026). 术前放化疗组中, 核survivin阳性者与
阴性者放化疗后降期的比例分别为7/17和4/4. 

结论: 检测核survivin的表达情况可能作为预
测食管鳞癌对放化疗疗效的有效参考指标. 

关键词: 食管癌; Survivin; 放化疗; 预后
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0  引言

食管鳞癌是我国常见的恶性肿瘤之一. 新辅助

性和根治性的同期放化疗都已经成为食管鳞癌

标准治疗中的重要组成部分. 但不同的患者对

放化疗的敏感性也不同, 仅对放化疗有反应的

患者才能从中获益, 所以, 寻找分子生物学指标

作为个体化治疗的依据, 至关重要. survivin是近

年发现的一种新的凋亡抑制蛋白, 与多种肿瘤

的预后相关[1-3], 还与肿瘤的放化疗敏感性有关, 
可能成为肿瘤诊断和治疗的新靶点[4]. 本研究旨

在通过对接受同期放化疗的一组食管鳞癌病例

进行回顾性研究, 从临床疗效和病理学改变两

个层面探讨survivin表达情况与食管鳞癌原发灶

的放化疗反应之间的关系. 

1  材料和方法

1 . 1  材 料  收 集 中 山 大 学 肿 瘤 医 院

2001-01/2006-06连续收治的接受同期放化疗的

食管鳞癌病例, 入选病例共112例, 其中接受根治

性放化疗91例, 术前放化疗+手术21例. 其中男

性98例, 女性14例, 男: 女为7∶1; 年龄37-76(平
均年龄为56.6±9.1)岁; 肿瘤位于颈段15例, 胸
上段34例, 胸中段51例, 胸下段7例, 多发病灶5
例; 高分化16例, 中分化58例, 低分化38例; 治疗

前临床分期Ⅱa期24例, Ⅱb期2例, Ⅲ期64例, Ⅳ
期22例(其中Ⅳa期7例, Ⅳb期15例, 均为非区域

淋巴结转移). 病例选择标准: A: 经病理学确诊

为食管鳞癌的初治患者; B: 无远处器官转移(包
括非区域淋巴结转移者); C: 治疗前均行食管镜

活检, 标本符合实验检测的要求; D: 按既定方

案完成治疗计划, 并可评价疗效; E: 既往无使用

放化疗增敏剂. 
1.2 方法 全组病例均行两程化疗, 同期放疗, 常
规分割, 连续放疗. 其中根治性同期放化疗91例, 
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化疗均采用PF方案(DDP 20 mg/(m2·d), D1-D5, 
D22-D26; 5-FU 800 mg/(m2·d) D1-D3, D22-D24). 
原发灶实际放疗剂量54-70 Gy, 平均63.5±4.3 
Gy. 术前放化疗并手术21例, 化疗采用PF方案

(同根治性放化疗组); 原发灶实际放疗剂量均为

40 Gy. 放化疗结束后4 wk进行手术, 手术均采用

经右胸、上腹食管大部分切除、食管胃左颈吻

合术(三切口), 并常规行二野淋巴结清扫, 均为

根治性切除(图1). 
1.2.1 疗效评估: 于放疗剂量达到40 Gy及完成

两程化疗后进行疗效评价, 本研究中称为中期

疗效, 此时两组患者接受的放化疗剂量相等, 故
予以合并分析. 通过检查食管吞钡、CT检查, 
采用RECIST(response evaluation criteria in solid 
tumors, RECIST)标准[5]进行评价. 具体标准如

下: 完全缓解(CR): 食管吞钡示原发灶消失, 食
管壁柔软, 钡剂通过顺利, 胸部CT扫描食管壁

厚度<5 mm, 原肿大淋巴结消失, 无新病灶出现; 
部分缓解(PR): 根据食管吞钡、胸部CT扫描测

得食管原发灶基线最长径减少≥30%; 疾病稳

定(SD): 根据食管吞钡、胸部CT扫描测得食管

原发灶基线减少未达PR, 或增大未达PD; 疾病

进展(PD): 根据食管吞钡、胸部CT扫描测得食

管原发灶基线最长径总和增大≥20%, 或出现

一个或多个新病灶.  
1.2.2 免疫组化方法: 取治疗前肿瘤原发灶的活

检标本; 一抗采用survivin兔抗人mAb, 购自北京

中杉公司编号: ZA-0458. 通用型SP系列工作液

试剂盒(北京中杉生物技术公司, 编号: SP-9000). 
采用SP免疫组化方法, 主要步骤: 石蜡切片, 常
规脱蜡水化, 微波修复抗原15 min, 3% H2O2浸

泡10 min, 3%正常羊血清孵育20 min, 依次加一

抗4℃过夜, 二抗(生物素标记)37℃ 30 min, 三抗

(辣根酶标记链霉卵白素)30 min, DAB显色, 苏
木精复染, 脱水封片. 病理玻片由有经验的病理

科医师负责, 并在不清楚患者临床资料的情况

下阅片. 用PBS代替第Ⅰ抗体作为阴性对照. 由
于survivin蛋白在肿瘤细胞的胞质和胞核均有表

达, 为研究需要, 阅片时分别对胞质和胞核的表

达情况做单独记录, survivin表达的肿瘤细胞数

超过5%者, 视为阳性表达.  
统计学处理 统计学分析采用SPSS13.0 for 

Windows软件包. 不同组间的疗效情况比较采用

χ2检验或Fisher's精确检验; 分析影响食管鳞癌

放化疗反应的相关因素采用Logistic回归分析; 
P <0.05时认为有统计学差异. 
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■相关报道
目前有关细胞学
的研究已报道, 采
用RNA干扰技术, 
沉默survivin蛋白
的 表 达 ,  能 有 效
提高包括肺大细
胞癌、腺癌以及
直肠癌等细胞株
的放疗、化疗敏
感 性 .  在 食 管 癌
中, 为数不多的研
究表明核survivin
的表达是食管鳞
癌预后的不良因
素, 胞质survivin
表达则与预后无
明显相关性. 至于
survivin表达与食
管癌放化疗敏感
性关系的研究则
鲜有报道. 

■研发前沿
目前survivin与食
管癌放化疗敏感
性的研究主要是
来源于实验室的
研究以及个别小
样本的临床研究, 
有一定提示作用, 
但临床意义仍不
明确, 需更多的临
床研究去深入探
讨. survivin在食
管癌和正常食管
黏膜中的表达存
在明显差异, 可能
成为有效预测食
管癌放化疗敏感
性的分子生物学
指标. 
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2  结果

2.1 疗效 中期临床疗效评估CR 8例, PR 56例, 
SD 45例, PD 3例, 总有效率(CR+PR)为57.1%. 
2.2 survivin免疫组化的表达 survivin的表达可

见于肿瘤细胞的胞质或/和胞核内(图2), 其中胞

核内表达阳性73例(67.8%), 胞质表达阳性76例
(65.2%, 表1). 
2.3 survivin表达与食管鳞癌放化疗反应的关系 
胞核survivin阴性者对放化疗的有效率明显较阳

性者高(P  = 0.026, 表2); 胞质survivin表达阴性者

和阳性者的放化疗有效率无统计学差异(P >0.05, 
表3). 
2.4 Logistic回归分析 以中期疗效作为应变量, 
把年龄、性别、肿瘤长度、肿瘤部位、分化

程度、治疗前T、N、M状态、临床分期、sur-

vivin的核表达及胞质表达等参数作为Logistic回
归分析. 结果显示, 与食管鳞癌放化疗反应相关

的独立因素为肿瘤的分化程度和核survivin表达

情况(表4).
2.5 survivin表达与食管鳞癌放化疗后降期的关

系 对21例接受术前放化疗并手术的病例, 对手

术标本作常规病理检查, 进行术后病理分期. 0
期(pCR)5例, Ⅰ期1例, Ⅱa期6例, Ⅱb期3例, Ⅲ期

6例. 对照治疗前分期, 放化疗后得到降期者11
例, 无降期者10例. 核survivin表达与放化疗后降

期的关系(表5). 

3  讨论

survivin可以单独或同时表达于肿瘤细胞的胞质

和胞核内. 目前认为, survivin表达在不同的部位, 
可能有不同的临床意义, 故本研究把胞质和胞

核的survivin表达情况分别记录和研究. 本研究

中, survivin在胞质的表达率为65.2%, 在胞核的

表达率为67.8%, 与文献[6-9]报道基本相符. 
survivin的3个异构体的不同细胞定位, 可能

是造成其核内表达与胞质内表达的临床意义存

在差别的原因之一. 本研究结果表明, survivin
对放化疗的影响作用与他在细胞内的不同定位

图 2 survivin的表达(×200). A: 胞质; B: 胞核; C: 胞质和胞核均见survivin表达.

A B C

图 1 治疗方案及疗效评
估时间示意图. 术前放化疗组

根治性放化疗组

放疗40 Gy, 同期化疗2程

4 wk后手术

疗效评估
  

继续放疗至结束

表 1 survivin在胞质和胞核中的表达(n )

     
                                                 胞核         

                                    阳性               阴性          
 合计

胞质 阳性 46       27        73(65.2％)

 阴性 30         9        39

合计    76(67.8％)      36      112

表 2 胞核survivin表达与食管鳞癌放化疗反应的关系(n )

     
胞核survivin

    中期疗效           

                             CR/PR         SD/PD       
合计       有效率(％)

阴性           26/29        10/7          36             80.6

阳性           38/35        38/41        76             46.1

合计                     64           48           112             57.1 

表 3 胞质survivin表达与食管鳞癌放化疗反应的关系

     
胞质survivin

    中期疗效          

                             CR/PR          SD/PD      
合计       有效率(％)

阴性              23             16           39           58.9

阳性              41             32           73           56.2

合计              64             48         112           57.1

■应用要点
本研究结果表明, 
survivin对放化疗
的影响作用与他
在细胞内的不同
定位有关, 核内的
survivin表达, 提
示食管鳞癌可能
对放化疗反应较
差. 临床上, 检测
核survivin的表达
情况可能作为预
测食管鳞癌对放
化疗疗效的有效
参考指标, 有助于
对患者治疗的正
确选择和预后的
准确评估. 

■创新盘点
本研究采用免疫
组化的方法检测
survivin蛋白的表
达 情 况 ,  虽 然 不
能明确区分三种
异 构 体 ,  但 从 细
胞定位上发现核
survivin表达对食
管癌的放化疗更
具临床意义, 可能
与三种异构体的
不同细胞定位有
关; 另外, 本研究
分别从放化疗的
临床疗效和病理
学改变两个层面
上探讨survivin表
达与食管癌放化
疗反应的关系, 对
survivin的价值有
更全面的评价. 
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有关, 核内survivin阳性表达者放化疗有效率较

低, 而胞质survivin表达与否对放化疗的疗效无

明显影响. 由于人类survivin基因的不同转录方

式, 可能产生3种survivin的异构体[10], 包括全长

survivin、survivin-2B和survivin-ΔEx-3, 前二者

主要定位于细胞内, 后者存在于胞核内, 但目前

对于三种异构体各自的功能和定位的认识仍然

是非常有限. 本研究采用免疫组化的方法检测

survivin蛋白的表达情况, 虽然不能明确区分三

种异构体, 但从细胞定位上发现核survivin表达

对食管癌的放化疗更具临床意义, 可能与三种

异构体的不同细胞定位有关, 有必要采取更精

确地方法对三种异构体进行深入的研究, 以便

明确其细微作用. 
survivin表达与多种肿瘤的放化疗的敏感

性有密切关系. 本研究组的一项研究[11]表明: 靶
向survivin siRNA可以有效抑制人大细胞肺癌

多药耐药株H460/cDDP的survivin表达, 并使其

Taxol IC50值减少35.70%(8.51±0.935 mg/L, P = 
0.006), 有效提高H460/cDDP对Taxol的敏感性. 
Rödel et al [12]研究两个放疗抵抗的直肠癌细胞株

SW480和HCT-15, 干扰其survivin mRNA的表达

后, 两个细胞株的放疗后的凋亡指数显著升高. 
而食管癌中则尚无相关研究. 本研究分别从放

化疗的临床疗效和病理学改变两个层面上探讨

survivin表达与食管癌放化疗反应的关系, 发现

核survivin的表达是影响食管鳞癌放化疗反应的

因素之一. 核survivin阴性者放化疗的中期有效

率为80.6%, 而阳性者有效率仅为46.1%, 差异有

统计学意义; 术前放化疗组中, 4例核survivin阴
性者放化疗后肿瘤的分期均有所下降, 且其中3
例为pCR, 而17例核survivin阳性者中, 得到降期

者仅占41.2%(7/17), 由于该组病例数较少, 未能

得出统计学差异(P = 0.09), 但已显示一定趋势. 
这提示核survivin阳性者可能对放化疗的敏感性

较低. 理论上, survivin具有抑制细胞凋亡和调节

细胞周期及细胞分裂的双重功能, 当其过度表

达时, 肿瘤细胞出现异常增殖, 对正常凋亡信号

的刺激不敏感, 肿瘤细胞局部浸润和远处转移

的能力增强. 核survivin表达, 可能使肿瘤细胞对

放疗和化疗所诱导的凋亡信号不敏感, 以致放

化疗的疗效下降. 
Urschel et al [13]及Fiorica et al [14]两个Meta分

析的结果表明, 同期放化疗并手术的治疗模式

较单纯手术能有效提高食管癌的远期生存率. 
Brücher et al [15]报道一组接受术前同期放化疗并

手术的食管鳞癌病例, 预后分析结果表明, 放化

疗后的组织学反应是影响食管鳞癌预后的独立

因素, 组织学反应明显者, 预后较好. 临床上, 检
测survivin的表达情况有助于对患者治疗的正确

选择和预后的准确评估. 对局部晚期的食管鳞

癌病例, 核survivin阴性者的放化疗有效率明显

较高, 从术前放化疗中获益的机会较大, 可考虑

接受术前放化疗后再行手术治疗; 反之, 提示对

放化疗的反应率低, 从术前放化疗中获益的机

会较小, 应更倾向于争取根治性的手术治疗. 
总之, survivin对放化疗的影响作用与他在

细胞内的不同定位有关, 核内的survivin表达, 
提示食管鳞癌可能对放化疗反应较差. 检测核

survivin的表达情况可能作为预测食管鳞癌对放

化疗疗效的有效参考指标. 
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Abstract
AIM: To compare short-term effects of treatments 
of cisplatin (IP) either in combination with 
irinotecan or with 5-fluorouracil (DF) as well 
as its adverse effects in advanced esophageal 
cancer patients. 

METHODS: Fifty-nine esophageal cancer pa-
tients were allotted from July 2006 to November 
2007 either to treatment group (IP group) or 
control group (DF group). In IP group (n = 27), 
patients received cisplatin plus Irinotecan treat-
ment while the control group (n = 32) received 
5-fluorouracil (DF) plus cisplatin treatment. 
Treatment was recycled every 21 days. Chemo-
therapy response was evaluated after 2 cycles 
according to RECIST standard and adverse ef-
fects were evaluated by WHO standard. 

RESULTS: The differences in response rate 
(44.4% vs 28.1%, P < 0.05) and control rate (81.5% 

vs 53.1%, P < 0.05) between the IP group and 
the DF group were statistically significant. The 
most common adverse effects included nausea 
and vomiting (88.8% vs 90.6%, P > 0.05) without 
statistically significant difference detected; the 
second most was myelosuppression with statis-
tically significant difference detected (77.7% vs 
46.8%, P < 0.05) and the third most was diarrhea 
(33.3% vs 9.4%, P < 0.05) with statistically signifi-
cant difference detected.

CONCLUSION: For advanced esophageal cancer 
patients, IP treatment achieves better therapeu-
tic effects than DF treatment. It is effective and 
its toxicity is tolerable, which should be recom-
mended for wide application. 

Key Words: Irinotecan; Advanced esophageal can-
cer; Adverse effects

Mei Q, Wang Y, Li R, Chen Y. Irinotecan in combination 
with cisplatin in treatmeant of advanced esophageal 
cancer: an analysis of 27 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(20): 2300-2303

摘要
目的: 观察伊立替康联合顺铂方案(IP)和顺铂
联合氟尿嘧啶(DF)方案治疗晚期食管癌的近
期疗效及毒副反应. 

方法: 收集我科2006-07/2007-11晚期食管癌
患者59例病例资料, 比较在疗效和副反应间的
差异. 其中治疗组27例, 采用IP方案, 对照组32
例, 采用DF方案, 21 d为1周期. 在化疗期间均
常规水化利尿, 完成至少2周期化疗后进行评
价疗效.   

结果: IP方案组与DF方案组间有效率(44.4% 
vs  28.1%, P <0.05)及控制率(81.5% vs  53.1%, 
P <0.05)差异有显著性. 主要的毒副反应为恶
心呕吐, IP方案组发生率为88.8%, DF方案组
发生率为90.6%, 无统计学差异; 其次为骨髓
抑制, IP方案组发生率为77.7%, DF方案组为
46.8%, 差异有显著性(P <0.05); 再次为腹泻, IP
方案组发生率为33.3%, DF方案组为9.4%, 差
异有显著性(P <0.05). 

®

■背景资料
食管癌是常见的
恶性肿瘤之一, 预
后 极 差 ,  5 0 % 的
患者在诊断时已
为 晚 期 ,  治 疗 目
前以DF方案最为
常用. 近年来, 随
着抗癌新药的上
市, CPT-11、泰索
帝、奥沙利铂等
广泛应用于食管
癌的治疗, 尤其是
难治性晚期食管
癌. 

■同行评议者
蓝宇, 教授, 北京
积水潭医院消化
科 
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结论: IP方案较DF方案治疗晚期食管癌增加
疗效, 同时也增加了血液系统毒性和腹泻的发
生率, 但副反应临床上患者尚可以耐受, 值得
推广应用. 

关键词: 伊立替康; 晚期食管癌; 副反应

梅齐, 汪勇, 李睿, 陈元. 伊立替康联合顺铂治疗晚期食管癌27

例. 世界华人消化杂志  2008; 16(20): 2300-2303
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0  引言

食管癌是常见的恶性肿瘤之一, 病理类型以鳞

癌和腺癌为多见. 在亚洲食管鳞癌是主要的病

理类型, 占90%以上. 食管癌的预后极差, 50%的

患者在诊断时已为晚期, 自然病程仅6-8 mo, 5
年生存率5%-7%[1-2], 即使是分期很早的患者, 仍
有近50%在5年内复发. 因此, 近年来各国学者不

断研究探讨其有效的治疗方法, 以期望改善食

管癌患者的生活质量和延长生存期. 2007年美

国NCCN指南推荐对于晚期食管癌采用以顺铂

(cisplatin, DDP)、多西紫杉醇(DTX)、伊立替康

(irinotecan, CPT-11)、奥沙利铂(OXA)为基础的

联合化疗方案. CPT-11也是近年来应用于食管癌

治疗的新药之一, 其单药疗效为14%[3], 与DDP
联合方案有效率为57%左右[4,12], Ⅳ度中性粒细

胞下降和呕吐发生率仅为9%和11%. 我科自06
年以来便尝试应用伊立替康联合顺铂(IP)方案

治疗晚期食管癌, 取得较好的临床反响. 本文收

集我科自2006-07/2007-11共59例晚期食管癌患

者病例资料, 其中27例应用IP方案化疗, 比较该

方案与同期32例应用顺铂联合氟尿嘧啶(DF)方
案的患者在疗效和副反应间的差异. 

1  材料和方法

1.1 材料 59例患者均经病理学或细胞学检查确

诊为晚期食管癌, 入组之前未经化疗. 并有可

观察测量的临床病灶(体表病灶、X线、CT、
MRI)等. 其中, IP组27例, DF组32例. 鳞癌51
例(其中IP方案组23例, DF方案组28例), 腺癌

6例(IP2例, DF4例), 其他病理类型2例(鳞癌占

86.4%). 纵隔淋巴结转移24例(IP组11例, DF组13
例), 肝脏转移20例(IP组8例, DF组12例), 肺转移

15例(IP组8例, DF组7例), 腹膜后淋巴结转移14
例(IP组5例, DF组9例), 颈淋巴结转移11例(IP组
6例, DF组5例), 骨转移8例(两组各4例), 甲状腺

转移8例(IP组3例, DF组5例); 男性46例(IP组22

例, DF组24例), 女性13例(IP组5例, DF组8例), 男
女比3.5∶1; 年龄在41-71岁之间, 中位年龄58.4
岁(IP组中位年龄58.2岁, DF组58.5岁); 临床分期

均为Ⅳ期; ECOG评分0-2分; 预计生存时间大于

2 mo以上. 查血常规、肝肾功能、电解质及心

电图无化疗禁忌, 无危及生命的并发症. 
1.2 方法 IP方案组: CPT-11: 65 mg/m2 ivgtt第1、
8天; DDP: 30 mg/m2 ivgtt第1、8天; 每21 d为一

周期, 每二周期评价疗效. DF方案组: DDP 75 
mg/m2 ivgtt第1天; 5-FU 1000 mg/m2 ivgtt第1-5天, 
每21 d为一周期, 每二周期评价疗效. 化疗期间

按常规予以水化利尿. 采用实体瘤疗效评价标

准(RECIST)疗效分为: 完全缓解(CR)、部分缓

解(PR)、稳定(SD)、进展(PD), 其中完全缓解与

部分缓解病例在4 wk后复查相关指标予以确证. 
毒副反应评价标准: 按WHO抗癌药物毒性反应

分度分为0-Ⅳ度.

2  结果

2 .1  疗效  I P方案组1人达C R(3 .7%) ,  11人
达P R(40.7%),  10人S D(37.0%),  有效率病

例数12人 ,  有效率 (C R+P R)44.4%,  控制率

(CR+PR+SD)81.5%; DF方案组无人达CR, 9人达

PR(28.1%), 8人SD(25.0%), 有效病例数9人, 有
效率(CR+PR)28.1%, 控制率(CR+PR+SD)53.1%, 
I P方案组与D F方案组间有效率 ( 4 4 . 4 %  v s  
28.1%;P <0.05)及控制率(81.5% v s  53.1%; 
P <0.05),  经χ2检验差异有显著性(表1). 
2.2 副反应 治疗期间监测患者血常规、肝功能, 
以及恶心呕吐、腹泻等毒副反应发生情况(表
2). 研究发现: 主要的毒副反应为恶心呕吐, IP方
案组发生率为88.8%, DF方案组发生率为90.6%, 
经χ2检验无差异(88.8% vs  90.6%, P >0.05); 其次

为骨髓抑制, IP方案组发生率为77.7%, DF方案

组为46.8%, 经χ2检验差异有显著性(77.7% vs  
46.8%, P <0.05); 再次为腹泻, IP方案组发生率为

33.3%, DF方案组为9.4%, 经χ2检验差异有显著

性(33.3% vs  9.4%, P <0.05).

3  讨论

食管癌的治疗目前以DF方案最为常用, 临床研

究最为广泛, 文献报道其有效率20%-50%间, 对
腺癌和鳞癌同样有效. 其主要不良反应为恶心

呕吐及骨髓抑制. 近年来, 随着抗癌新药的上市, 
CPT-11、泰索帝、奥沙利铂等广泛应用于食管

癌的治疗, 尤其是难治性晚期食管癌[5]. 

■相关报道
I l s o n  e t  a l 用
CPT-11 65 mg/m2

联 合 D D P  3 0  
mg/m2, 第1、8、
15、22天静滴, 每
6周重复, 治疗36
例初治的晚期食
管 癌 患 者 ,  总 有
效率(CR+PR)达
57%. Ajani et al采
用同样的方案获
得相似的结果, 有
效率58%, 中位生
存时间9 mo. 

■创新盘点
国内较少有伊立
替康联合顺铂治
疗食管癌的报道, 
本研究进一步证
实了伊立替康联
合顺铂 ( I P ) 方案
较顺铂联合氟尿
嘧啶(DF)方案治
疗晚期食管癌增
加了疗效, 同时也
增加了血液系统
毒性和腹泻的发
生率, 但副反应临
床上患者尚可以
耐受, 值得推广应
用. 



www.wjgnet.com

2302                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志     2008年7月18日    第16卷   第20期

CPT-11为半合成水溶性喜树碱衍生物, 于
20世纪80年代初期由日本人Yokokura et al合
成, 是DNA拓扑异构酶I(TOP I)抑制剂. 其与

TOP I-DNA形成稳定的复合物, 从而使断裂的

DNA单链不能重新结合, 阻止DNA复制及RNA
合成, 从而起到抗肿瘤增殖作用, 其作用为细胞

周期S期特异性. 目前CPT-11广泛应用于晚期大

肠癌、肺癌、宫颈癌、卵巢癌等. 付剑江等研

究表明Celecoxib与喜树碱类衍生物合用可以有

效有效抑制小鼠体内肿瘤生长[6]; 郝学志 e t al
用CPT-11联合DDP一线治疗晚期非小细胞肺癌

有效率23%[7]. 随着研究的深入, 国外学者尝试

将其应用于晚期食管癌, 初步研究表明其对晚

期食管癌也有效, 尤其对DDP治疗失败的食管

癌仍然有较好的有效率[8]. Shah et al [9]研究表明

CPT-11联合DDP及贝伐单抗对胃食管连接部

腺癌的有效率高达65%, 中位生存期为12.3 mo. 
Nagahama et al [10]及Endo et al [11]报道CPT-11对小

细胞食管癌亦有效. 
Ilson et al [12]用CPT-11 65 mg/m2联合DDP 30 

mg/m2, 第1、8、15、22天, 静滴, 每6周重复, 治
疗36例初治的晚期食管癌患者, 总有效率(CR 
+PR)达57%. Ajani et al [13]采用同样的方案获得相

似的结果, 有效率58%, 中位生存时间9 mo. 2004
年Ilson et al [14]在美国完成了一项相似的Ⅱ期临

床研究, 使用相同的药物和剂量, 只是更改给药

方式为第1、8天重复(连用2 wk, 休1 wk). 结果

有效率偏低36%. 由此认为CPT-11 65 mg/m2, 和
DDP 30 mg/m2, 静滴, 连用4 wk休2 wk方案较连

用2 wk休1 wk方案似乎能获得更高的有效率, 但
后者的血液学毒性明显低于前者, Ⅲ-Ⅳ度中性

粒细胞下降分别为49%和22%, 这有待进一步大

型随机对照研究来证实[15]. 考虑到亚洲人群的身

体状况普遍较西方瘦弱, 毒副反应耐受程度较

西方人群差; 经济状况多难以承受长达6 wk的化

疗方案, 我科在实际应用中采用了3 wk方案. 
在病例资料分析中我们观察到, IP方案组27

人中有1人达CR(3.7%), 11人达PR(40.7%), 总的

临床有效率为44.4%, 与国内外报道的有效率在

30%-50%间相吻合. 在化疗的毒副反应方面, 通
过对比发现, IP方案增加了骨髓抑制和腹泻的发

生率[16], 但经过临床积极支持治疗, 并无严重不

良事件发生, 患者尚能耐受. 
总之, 晚期食管癌发病以50-70岁多见, 中位

发病年龄58岁; 病理类型以鳞癌为主(占85%以

上); 患者以男性居多(男女比3.5∶1); 受累部位

以纵隔淋巴结、肝脏和肺最为常见. 对于晚期

食管癌的化疗, IP方案可提高晚期食管癌的化疗

有效率和控制率, 对各种病理类型包括鳞癌、

腺癌、小细胞癌等均有效; 相对DF方案虽然增

加了骨髓抑制和腹泻的发生率, 但临床上尚能

接受, 不失为晚期食管癌患者的一种选择. 
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1、8天, DDP: 30 
mg/m2 ivgtt第1、
8天, 每21 d为一
周期), 较DF方案
增加了疗效, 但同
时在应用中需注
意血液系统毒性
和迟发性腹泻的
发生和及时处理. 
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■同行评价
伊立替康联合顺
铂方案治疗晚期
食管癌为近年使
用的方法, 本研究
将该方案与传统
的顺铂联合氟尿
嘧啶方案作对照
观察了其疗效及
毒副作用, 结果较
为满意, 有一定临
床价值. 
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Abstract
AIM: To investigate the therapeutic efficacy of 
peritoneal chemotherapy in combination with 
tocetaxel and cisplatin for advanced gastric cancer. 

METHODS: Forty-five cases of advanced gastric 
cancer were treated with tocetaxel in combina-
tion with cisplatin by peritoneal chemotherapy. 
The tumor size, blood routine examination, he-
patic and renal function were compared before 
and after peritoneal chemotherapy. The side ef-
fects were observed. All patients were followed-
up and their survival time was recorded.  

RESULTS: The tumor sizes of gastric cancer 
were decreased dramatically (72.4 ± 22.4 cm3 vs 
7.23 ± 2.4 cm3, t = 2.946, P < 0.01). The average 
survival time was 14.0 ± 1.4 months, and the 
short-term therapeutic efficacy was 59%. The 
peritoneal chemotherapy affected some indexes 

in blood routine examination, hepatic and renal 
function. The main side effects included hair 
loss, stomatitis, constipation and blood urine. 

CONCLUSION: Peritoneal chemotherapy in 
combination with tocetaxel and cisplatin reduces 
the tumor size effectively, prolongs the survival 
period, and alleviates the tumor ascites in patients 
with advanced gastric cancer. It’s convenient and 
safe for advanced gastric cancer treatment.

Key Words: Peritoneal chemotherapy; Gastric can-
cer; Tocetaxel

Guo H, Zhu JS, Zhang Q, Da W, Sun Q, Chen NW. 
Treatment of peritoneal chemotherapy in combination 
with tocetaxel and cisplatin for advanced gastric cancer: 
an analysis of 45 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(20): 2304-2307

摘要
目的: 探讨多烯紫杉醇及顺铂联合腹腔化疗
治疗进展期胃癌的疗效. 

方法: 对45例进展期胃癌患者进行多烯紫杉
醇及顺铂联合腹腔化疗, 比较腹腔化疗前后两
组肿瘤体积大小、血常规、肝肾功的变化, 观
察腹腔化疗术后的不良反应, 并对所有患者进
行随访观察其生存时间. 

结果: 腹腔化疗后胃癌体积明显缩小(72.4±
22.4 cm3 vs  7.23±2.4 cm3, t  = 2.946, P <0.01), 
患者中位生存期为14.0±1.4 mo, 对癌性腹水
近期有效率为59%. 腹腔化疗对患者血常规、

肝肾功能中部分指标有一定影响, 主要不良反
应为脱发、口腔炎、便秘及血尿. 

结论: 多烯紫杉醇及顺铂联合腹腔化疗治疗胃
癌疗效好, 能明显缩小肿瘤体积, 延长患者生
存期, 减少癌性腹水, 且操作方便, 不良反应少.

关键词: 腹腔化疗; 胃癌; 多烯紫杉醇

郭花, 朱金水, 张强, 达炜, 孙群, 陈尼维. 多烯紫杉醇联合顺

铂腹腔化疗治疗进展期胃癌45例. 世界华人消化杂志  2008; 

16(20): 2304-2307
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®

■背景资料
腹腔内化疗是近
年新出现的一种
高选择性局部化
疗方法, 作为进展
期胃癌的辅助治
疗手段已逐渐应
用于临床.

■同行评议者
唐晓鹏, 教授, 中
南大学肝病研究
所/中南大学湘雅
二医院感染科
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0  引言

胃癌是最常见的消化道恶性肿瘤, 确诊时大多数

已进入胃癌进展期, 手术切除仍是胃癌的主要

治疗手段, 尽管能进行广泛淋巴结清除的胃癌根

治术, 但术后复发率高达50%-70%, 术后5年生存

率仅20%-50%[1]. 侵袭和转移是导致胃癌患者死

亡的最主要原因, 而导致根治术失败的主要原因

是手术时腹腔已存在微小转移灶[2], 因此, 消灭

腹腔游离癌细胞成为治疗进展期胃癌的关键问

题[3]. 腹腔内化疗(intraperitoneal chemotherapy, 
IPC)是近年新出现的一种高选择性局部化疗方

法, 已作为进展期胃癌的辅助治疗手段逐渐应

用于临床[4-5], 腹腔内化疗能提高肿瘤局部药物

浓度、减轻化疗药物毒性作用. 传统静脉化疗

毒副作用较大, 多数晚期胃癌患者体质差, 免疫

功能低下, 难以耐受[6]. 与传统周围静脉化疗法

相比, 具有明显的药代动力学优势.

1  材料和方法

1.1 材料 1998-03/2006-02我院消化内科收治

进展期胃癌患者45例, 行多烯紫杉醇及顺铂联

合腹腔化疗, 其中男性30例, 女性15例, 年龄

32-75(平均年龄56.2±1.7)岁, 所有患者均经病

理学证实为低分化腺癌、管状腺癌或未分化腺

癌, 影像学检查未发现肝、肺、脑等转移, 且原

发肿瘤无法手术切除或拒绝手术者. 所有病例

Karnofsky评分大于50分, 且不伴有严重的心、

肝、肺、肾等重要脏器疾病. 所有患者进行多

烯紫杉醇及顺铂联合腹腔化疗, 进行腹腔化疗

前后比较.
1.2 方法 患者排空膀胱后取仰卧位, 取左髂前上

棘与脐连线中外1/3处为穿刺点, 常规消毒铺巾

后, 20 g/L利多卡因逐层麻醉, 依次注入化疗药

物多烯紫杉醇200 mg及顺铂40 mg. 结束后嘱患

者不断变换体位, 使化疗药物在腹腔内均匀分

布. 1 mo后进行第二次腹腔化疗, 共行2次腹腔

化疗. 第1次腹腔化疗前及第2次腹腔化疗后查

患者血常规、肝肾功, 并采用超声胃镜测定肿

瘤大小, 肿瘤体积 = a×b2×0.5(a: 肿瘤最大径, 
b: 前者垂直径). 根据B超结果估计腹水量, 并参

照WHO实体肿瘤近期疗效的分级标准进行评

定, 完全缓解(CR): 治疗后腹水完全消失, 并维

持30 d以上; 部分缓解(PR): 腹水减少50%以上, 
并维持4 wk以上; 轻度缓解(MR): 腹水减少在

25%-50%之间; 稳定(SD): 腹水无明显增加或减

少不超过25%. 以CR+PR为有效. 每次腹腔化疗

结束后监测患者血压、心率、呼吸等, 观察腹

胀腹泻、便秘、口腔炎、皮肤、头发、周围神

经炎、神志等发生情况. 对所有患者进行随访, 
观察其存活时间.

统计学处理 采用SPSS11.5统计软件包进行

t检验, 以P <0.05为差异有统计学意义, 用Kaplan-
Meier法计算患者生存率及中位生存期.

2  结果

2.1 肿瘤体积 给予腹腔化疗后患者原发病灶肿

瘤体积明显缩小, 由治疗前的72.4±22.4 cm3缩

小到化疗后的7.23±2.4 cm3, 两组间比较有统计

学差异(t  = 2.946, P <0.01).  
2.2 生存率及生存曲线 本组患者存活时间为

2-72 mo, 中位生存期为14.0±1.4 mo, 其半年生

存率为86.7%(39/45), 1年生存率为62.2%(28/45), 
2年生存率为31.1%(14/45), 生存曲线见图1. 
2.3 腹水的近期疗效 本组45例患者中, 治疗前有

腹水者27例, 腹腔化疗后腹水消退情况: 完全缓

解3例, 部分缓解13例, 轻度缓解4人, 稳定7人, 
近期有效率为59%. 
2.4 血常规 化疗后组患者白细胞、中性粒细

胞、血小板较化疗前有所下降, 各组间差异有

统计学意义. 但腹腔化疗对患者血红蛋白没有

影响, 化疗前组与化疗后组血红蛋白差异无统

计学意义.
2.5 肝肾功能 将腹腔化疗前肝功能中AST/ALT
比值与化疗后AST/ALT比值进行比较, 两组间

无统计学差异(P >0.05). 化疗后血清TBIL有所升

高, 与化疗前相比其差异有统计学意义(P <0.01). 
腹腔化疗后患者血清BUN及Cr较化疗前略有升

高, 其差异有统计学意义(P <0.05). 
2.6 不良反应 腹腔化疗后的主要不良反应为

脱发30例(67%)、口腔炎32例(71%), 便秘9例
(20%), 血尿7例(16%), 周围神经炎1例(2%), 腹
腔化疗前后两组患者心功能、肺毒性症状、蛋

白尿、腹胀、腹泻、神志改变、皮肤等方面比

较没有统计学差异(P >0.05).

3  讨论

腹腔化疗常用于胃癌、结肠癌术后的辅助治疗, 
术中或术后早期应用腹腔化疗能有效防止肿瘤

切除术后肿瘤细胞在腹腔脏器表面或腹膜表面

种植, 杀灭已存在的微小转移灶, 控制癌性腹水

增长, 延缓病情进展[7]. 有学者对胃癌腹腔化疗

方法进行连续性、多中心、随机、双盲的Meta

■相关报道
X u  e t  a l 通过连
续、多中心、随
机、双盲的Meta
分析后得出以下
结论: 对胃癌术后
患者进行腹腔化
疗是有益的.
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分析后得出以下结论: 对胃癌术后患者进行腹

腔化疗是有益的[8].  
本实验发现胃癌腹腔化疗后患者胃癌肿

瘤体积明显缩小、腹水明显消退, 这与腹腔化

疗独特的药代动力学有直接关系, 系由于存在

血浆-腹膜屏障 ,  腹腔内化疗药物高浓度、长

时间存在, 能更好的抑制腹腔内胃癌肿瘤的生

长. Marchettini研究发现通过ip给予多烯紫杉醇

(Docetaxel)90 min后, 腹水中多烯紫杉醇的药物

浓度是静脉给药时药物浓度的2500倍, 腹水中

药物时间曲线下面积(AUC)是血浆AUC的976
倍, 腹腔给药后腹壁、胃、结肠组织中的药物

浓度也明显高于静脉给药时的浓度[9]. Miyagi  
et al [10]实验发现用ip和静脉注射两种不同的方式

给予卡铂后, 24 h时腹腔给药的AUC值比静脉给

药的AUC高17倍. 此外, 化疗药物经毛细血管和

淋巴管吸收后, 通过门静脉进入肝脏, 增加门静

脉内药物浓度, 作用于门脉系统中癌细胞和肝实

质内的微小转移灶, 抑制肿瘤生长[11].  
本实验中应用的多西紫杉醇被认为是胃癌

的治疗药物中最有希望的药物之一, 其单独用药

或联合用药均有较好疗效. Yonemura et al [12]研究

表明给裸鼠种植具有高腹膜转移性的MKN-45
细胞后, 再ip多西紫杉醇能明显延长小鼠的生存

期. Ⅱ期临床试验表明多西紫杉醇与顺铂联合

应用能提高反应率[13]. 目前DCF方案(多西紫杉

醇、顺铂、氟尿嘧啶)是美国FDA及欧洲批准的

进展期胃癌的一线治疗方案[14]. Cntosem et al将
CF方案与现有治疗胃癌的标准DCF方案进行Ⅲ

期临床试验比较, 结果发现DCF方案能显著提高

反应率, 明显延长中期生存时间[15].  
本实验中多烯紫杉醇和顺铂联合腹腔化疗

的主要不良反应包括骨髓抑制、白细胞减少、

口腔炎、脱发等. 骨髓抑制一般较轻, 可通过给

予集落细胞刺激因子提高白细胞水平. 实验还

发现, 胃癌患者腹腔化疗前后一过性心、肺、

肾功能、腹胀、腹泻、便秘、神志改变、周围

神经炎、皮肤等不良反应发生率低, 且两组间

差异没有统计学意义, 这可能与化疗药物通过

肝脏的首过消除效应后, 代谢成为无毒或低毒

形式再进入体循环, 能减轻全身不良反应、提

高机体耐受能力有关. 经笔者多年研究发现, 为
了预防化疗后的不良反应, 在载体液中加入适

量利多卡因能起到局部麻醉作用, 加入地塞米

松能减少化疗药对腹膜的刺激、预防肠黏连、

减轻胃肠道反应.  
腹腔化疗作为胃癌一种新辅助治疗手段越

来越受到人们的重视, 其药代动力学方面的优

势特点显示了其独特的优越性. 该方法操作简

单安全, 全身毒性作用小, 并发症少, 联合应用

多烯紫杉醇及顺铂对预防和减少胃癌术后腹腔

内复发和转移、有效控制癌性腹水和提高患者

生存率方面有一定价值.
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Abstract
AIM: To determine apurinic/apyrimidinic 
endonuclase (APE/Ref-1) expression and to 
investigate relationship between its expression 
changes and prognosis in patients with gastric 
cancer.

METHODS: Two hundred and eight tissue chips 
of gastric tumor lesions, nonneoplastic mucosa 
and metastatic lymph nodes were accessed and 
their APE/Ref-1 protein expression was de-
tected using immunohistochemistry. All patients 
were followed-up for an average of 48 months. 
Relationship between APE/Ref-1 expression 
changes with prognosis was analyzed in detail. 

RESULTS: Forty-eight-month-follow-up 
showed 64 deaths, 139 survival and 5 patients 
missing. The positive ratio of nucleus, cytoplast 

and quality of both positive rates were 96.6%, 
71.8%, 71.4%, 97.1%, 21.4%, 21.4% and 98.9%, 
10.0% , 10.0% in nonneoplastic mucosa, tumor 
lesion and metastatic lymphnode groups, re-
spectively. In nonneoplastic mucosa, tumor 
lesion and metastatic lymph nodes groups, 
APE/Ref-1 expression level and expression 
changes were not statistically correlated with 
survival rates. 

CONCLUSION: Our data indicate that the ex-
pression level or the expression changes in dif-
ferent mucosa are of no statistical significance to 
prognosis. 

Key Words: APE/Ref-1; Gastric cancer; Immunohis-
tochemistry; Tissue array; Prognosis

Xu SP, Huang HL, Wu BY, Wang MW, You WD. Relation 
of APE/Ref-1 expression with gastric cancer prognosis. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(20): 2308-2311

摘要
目的: 研究胃癌患者不同胃黏膜组织无嘌呤
无嘧啶核酸内切酶(APE)的表达水平及其变
化与预后的相关性. 

方法: 利用已构建好的包含208例胃癌患者胃
癌、正常胃黏膜和转移淋巴结的组织芯片, 用
免疫组化方法检测不同组织APE表达水平, 结
合患者的生存资料分析APE表达水平和表达
水平的变化与预后的关系.  

结果: 患者平均随访时间为48 mo, 死亡64例, 
存活139例, 失访5例. 在正常胃组织、肿瘤组
织和转移淋巴结中, 胞核, 胞质阳性率以及
质核均阳性率分别为96.6%、71.8%、71.4%, 
97.1%、21.4%、21.4%和98.9%、10.0%、

10.0%. 正常胃组织、肿瘤组织和转移淋巴结
中APE的表达水平以及肿瘤组织和正常组织
比较表达水平的变化与患者预后也未显示统
计学相关. 

结论: 目前资料未显示APE在不同胃黏膜组
织的表达水平和表达水平的变化与胃癌患者
预后相关. 

®

■背景资料
无嘌呤无嘧啶核
酸内切酶 ( A P E )
是人体内一种重
要的多功能蛋白, 
与多种肿瘤的发
生、发展和预后
相关, 国内对此研
究不多, 胃癌组织
中APE表达状况
更是未见报道. 本
文对胃癌患者胃
癌组织、正常胃
黏膜组织和转移
淋巴结APE表达
状况进行初步研
究, 并结合临床资
料进行了临床病
理因素、生存状
况的相关性分析, 
以期对胃癌的临
床研究有所帮助.

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪 钢 铁 ( 集 团 ) 有
限责任公司总医
院消化内科
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0  引言

无嘌呤无嘧啶核酸内切酶(apurinic/apyrimidinic 
endonuclase, APE)是人体内一种重要的多功能

蛋白, 与多种肿瘤的发生、发展和预后相关. 我
们研究了胃癌患者胃癌组织和正常胃黏膜组织

APE表达状况[1], 结果表明: 胃癌组织同正常组

织比较, APE胞质和胞核的表达水平均降低, 胞
质降低水平更明显. 为了进一步分析APE表达水

平及表达水平的变化是否与患者预后相关, 我
们对患者的生存资料进行了分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 APE抗体购自R＆D Sys tems Inc., 
PV-9000二步法免疫组化试剂盒和辣根酶标记羊

抗兔IgG购自北京中杉金桥生物技术有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 组织芯片的构建和免疫组化检测: 选择208
例术后有完整临床资料的胃癌患者, 其中114例
无淋巴结转移患者的石蜡标本肿瘤病灶选择

两个区域打孔, 对应的切缘作为正常配对黏膜

选择两个区域打孔; 94例有淋巴结转移病灶患

者再选择两个淋巴结转移灶打孔. 总共点数为

114×4+94×6 = 1020点, 每个点直径1 mm, 点
与点之间的间隔为0.4 mm. 免疫组化检测按照

PV-9000二步法免疫组化染色试剂盒说明操作.  
1.2.2 图像分析及结果判断: 胞质或胞核淡黄色

至棕褐色为阳性细胞标志, 光学显微镜下分析

细胞阳性着色范围和程度. 阳性程度的判别: (1)
按细胞免疫组化染色着色深浅打分: 无显色为

0分, 淡黄色为1分, 棕黄色为2分, 棕褐色为3分; 
高倍镜下计数500个肿瘤细胞或者正常胃上皮

细胞, 每两个点不足500个细胞者, 计算每2个点

包含的全部有效细胞, 有效细胞不足50个者为

无效点; (2)按阳性细胞率打分: 阴性为0分, 阳性

细胞率≤10%为1分, 11%-50%为2分, >50%为3
分; (3)染色强度与阳性细胞率的乘积: 0分为阴

性(-), 1-2分为弱阳性(+), 3-4分为阳性(++), 6-9
分为强阳性(+++). 

表达变化的判别: 在胃癌和转移淋巴结组

织中, APE表达水平同正常组织比较, 如果在同

一级别则视为表达无变化, 相差1个级别视为表

达轻度增强或减弱, 相差2个级别以上视为表达

明显增强或减弱. 
统计学处理 采用SPSS10.0统计软件, APE

在不同表达状态下生存率曲线的绘制用Kaplan-
Meier法, 对生存率影响的单因素分析用Log-
rank检验. P≤0.05为差异具有显著性. 

2  结果

2.1 组织芯片中208例患者的背景资料 208例患

者均为首次发现胃癌, 均行胃癌根治性切除, 术
前没有经过放化疗或免疫治疗, 影象学检查均未

发现有远隔脏器转移; 手术切除彻底, 手术标本

残端及切缘均未见有残留癌细胞. 患者平均随访

时间为48 mo, 所有患者中死亡64例, 存活139例, 
失访5例, 最长生存时间为153 mo. 患者一般情况

见表1(其中肿瘤部位: 上-肿瘤位于贲门或胃底, 
中-肿瘤位于胃体, 下-肿瘤位于胃窦或幽门; 肿瘤

浸润深度: Ⅰ-肿瘤浸至黏膜或黏膜下层, Ⅱ-肿瘤

浸至肌层或浆膜层). 按照UICC1997年胃癌TNM
分期, 患者分期情况见表2.
2.2 组织芯片免疫组化染色结果 组织芯片免疫

组化封片后观察, 部分组织有脱片, 以每个病

灶的两个点至少有一个满足研究需求为标准, 
否则剔除. 208例患者有2例由于组织脱落不能

进行分析, 其余患者均能进行有效分析. 在胃

正常组织中, 胞核阳性率为96.6%, 胞质阳性率

为71.8%, 质核均阳性率为71.4%; 在胃癌组织

中, 胞核阳性率为97.1%, 胞质阳性率为21.4%, 
质核均阳性为21.4%; 在转移淋巴结中, 胞核

阳性率为98.9%, 胞质阳性率为10.0%, 质核均

阳性为10.0%. 胃癌组织同正常组织比较阳性

程度明显较正常组织低, 有35.9%(74/206)患者

核表达轻度减弱, 11.2%(23/206)患者核表达明

显减弱; 胞质表达在胃癌组织也明显较正常组

织弱, 有42.4%(87/206)患者质表达轻度减弱, 
21.4%(44/206)患者质表达明显减弱. 
2.3 APE表达与胃癌预后之间的关系 生存分析

显示: APE在正常胃组织、肿瘤组织和转移淋巴

结中的表达状况与患者预后未显示统计学相关

(图1). 肿瘤组织和正常组织比较APE表达程度

的变化与患者预后亦未显示统计学相关(图2). 

3  讨论

APE是人类细胞中唯一修复DNA上无嘌呤无

嘧啶(apurinic/apyrimidinic, AP)位点的双功能

■研发前沿
A P E在不同肿瘤
中表达变化的不
一致性原因目前
尚不清楚.
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酶, APE蛋白的不正常表达、分布及功能改变

与细胞凋亡、肿瘤发生和老年化等病理过程

密切相关[2-4]. Tanner et al [5]为了检测APE/Ref-1
表达是否和卵巢癌组织病理学和存活相关, 对
141患者用APE/Ref-1单抗检测, 结果表明核表

达明显和肿瘤进展相关, Ⅲ、Ⅳ期患者核表达

明显比Ⅰ、Ⅱ期强, 核APE/Ref-1表达也明显

与组织学分级相关, 而胞质和间质表达与病情

进展无关, 单变量比率危险模型分析APE/Ref-1
阳性率、核染色强度或两者联合均与患者预后

相关, 但多变量分析则提示APE/Ref-1不是一个

独立的典型的预后因素, APE/Ref-1的核表达和

质表达呈反变关系, 胞质强阳性的肿瘤核阴性

的比率明显高于胞质阴性或弱阳性肿瘤, 表明

在卵巢癌形成过程中APE/Ref-1核转位削弱. 但
Freitas et al [6]用mAb免疫组化检测卵巢癌上皮, 

表 1 胃癌患者的一般情况

     
                 性别                         年龄(岁)                     部位                    浸润深度                   淋巴结转移

                           男             女          ＜60             ≥60        上          中           下             Ⅰ              Ⅱ              有             无

n                     171           37           93            115            58         40        110           58         150            94         114

%                    82.2        17.8         44.7          55.3         27.9      19.2       52.9        27.9        72.1         45.2        54.8

■相关报道
国内吕嘉春 e t al
对肺癌的研究未
发现肺癌患者的
性别、年龄、吸
烟和肿瘤家族史
等 因 素 与 A P E /
Ref-1细胞定位之
间有联系. 

图 1 三种组织中APE表达与胃癌患者预后的关系.  A: 正常核; B: 正常浆; C: 肿瘤核; D: 肿瘤浆; E: 转移核; F: 转移浆.
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结果发现所有卵巢癌上皮均表达APE/Ref-1, 在
原发肿瘤早期和进展期肿瘤、原发部位和转移

灶表达阳性率和核染色强度均无差异, 对化疗

药物铂类敏感和抵抗的肿瘤表达也无明显差异. 
Koukourkis et al [3]对头颈部鳞癌研究发现, APE/
Ref-1在正常上皮和基细胞中为核表达, 在肿瘤

细胞中无核表达非常常见, 核表达阳性率高(阳
性细胞比率超过平均值11%)的肿瘤分化较好, 
但常常伴有进展的结节病灶, 且对放化疗反应

差, 局部无复发时间短, 生存时间短. Kakolyris 
et al [4]对乳腺肿瘤研究发现, 在乳腺腺癌中, 单
纯核表达的肿瘤组织, 血管增生活力低下, 无淋

巴结肿大, 预后较好, 在胞质表达的病例中血管

增生显著, 淋巴结肿大明显, 预后不好, 认为单

纯核表达提示组织分化好, 预后好, 而胞质表达

预示代谢活跃及高蛋白合成, 病变预后差. 国内

吕嘉春 et al [7]对肺癌研究未发现肺癌患者的性

别、年龄、吸烟和肿瘤家族史等因素与APE/
Ref-1细胞定位之间有联系. APE在不同肿瘤中

表达变化的不一致性的原因目前尚不清楚. 
我们的研究提示胃癌组织中APE表达水平

和表达减弱的程度与肿瘤浸润深度、有无淋巴

结转移、TNM分期有明显相关[8], 但APE表达

与胃癌患者的预后关系研究显示: 在正常胃组

织、肿瘤组织和转移淋巴结中的表达状况与患

者预后未显示统计学相关, 肿瘤组织和正常组

织比较表达程度的变化与患者预后亦未显示统

计学相关. 该结果提示APE表达可能与胃癌患者

的预后没有直接的关系, 但由于统计资料中不

完全数据(至随访结束时仍存活或失访的患者)
较多, 在一定程度上可能影响了结果的分析. 
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表 2 肿瘤患者TNM分期

     
分期                                  n                                              %

0      27               13.0

Ⅰ      74               35.6

Ⅱ      61               29.3

Ⅲ      46               22.1

合计    208             100.0

图 2 胃癌组织同正常组织比较核、浆表达减弱程度与患者预后的关系. A: 核表达; B: 浆表达.
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Abstract
AIM: To determine the correlation between iceA 
genotypes of H pylori and gastric mucosal lesion.

METHODS: H pylori strains were isolated from 
552 patients with chronic gastritis. The iceA 
gene was amplified using PCR. The correlation 
between iceA genotypes and gastric mucosal le-
sion was analyzed.

RESULTS: Single iceA1 detected was 67.21%, 
single iceA2 detected was 21.74%, double infec-
tion of iceA1 and iceA2 detected was 7.61%, and 
iceA1 and iceA2 absent was 3.44%. There was 
significant difference between the positive rate 
of iceA1 and that of other genotypes, the posi-
tive rate of iceA1 was higher in severe inflamma-

tory cases than in moderate inflammatory cases 
(83.1% vs 10.8%, 85.5% vs 10.5%, 75.6% vs 13.0%, 
75.6% vs 13.0%, all P < 0.05). The positive rate 
of iceA1 in gland analosis, intestinal metaplasia 
was higher than that of other groups (P < 0.05). 
The iceA1 in gastric mucosal lesion was signifi-
cantly different from those uninfected (P < 0.05).

CONCLUSION: The iceA1 is the dominant gen-
otype of H pylori in He’nan Province, China. The 
positive rate of iceA1 increases as inflammation 
degree becomes severe. The positive of iceA1 
has close relationship with hyperphlogosis, 
especially in gland analosis and intestinal meta-
plasia.

Key Words: Helicobacter pylori ; iceA Genotypes; 
Gastric mucosal lesion; Polymerase chain reaction

Zhang CF, Xia YH, Han Y, Chang TM. Correlation 
between iceA genotypes of Helicobacter pylori and gastric 
mucosal lesion. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(20): 
2312-2315

摘要
目的: 研究幽门螺杆菌(H pylori )iceA基因型与
胃黏膜病变的相关性. 

方法: 用PCR方法检测552例慢性胃炎患者胃
黏膜活检标本中H pylori的iceA基因在慢性炎
症、活动性炎症、腺体萎缩和肠上皮化生中
的存在情况. 

结果: 在552例样本中, iceA1和iceA2亚型菌
株单独检出率分别为67.2%, 21.7%, iceA1
和iceA2亚型均阳性的检出率7.6%, iceA1和
iceA2亚型均阴性的比率3.4%. 在H pylori 感
染的慢性炎症、活动性炎症、腺体萎缩、

肠上皮化生的重度炎症iceA1的阳性率明显
高于中度炎症, 两者比较差异有统计学意义
(83.1% vs  10.8%, 85.5% vs  10.5%, 75.6% vs  
13.0%, 75.6% vs  13.0%, 均P <0.05). 腺体萎
缩和肠上皮化生iceA1的阳性率明显高于其
他组(P <0.05). 感染iceA1亚型菌株与未感染
iceA1亚型的胃黏膜病变程度差异有显著性
(P <0.05).

®

■背景资料
iceA基因是H pylori
与 胃 黏 膜 细 胞
接 触 后 诱 导 表
达 的 基 因 ,  包 括
iceA1、iceA2两
个 等 位 基 因 ,  分
别存在于不同的 
H  pylori 菌株中 , 
被认为是H pylori
的又一致病因子. 
目前国内外关于
iceA基因与胃黏
膜病变相关性的
研究较少.

■同行评议者
沈薇, 教授, 重庆
医科大学附属第
二医院消化内科; 
白爱平 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化病研
究所
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结论:  i c e A1是河南地区的优势基因亚型 , 
iceA1阳性率随炎症程度加重逐渐升高. iceA1
亚型菌株与重度炎症特别是腺体萎缩和肠上
皮化生关系密切.

关键词: 幽门螺杆菌; iceA;胃黏膜病变; 聚合酶链

反应

张彩凤, 夏永华, 韩宇, 常廷民. 幽门螺杆菌iceA基因型与胃黏膜

病变的相关性. 世界华人消化杂志  2008; 16(20):2312-2315

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/2312.asp

0  引言

幽门螺杆菌(H pylori )感染是慢性胃炎的主要病

因已得到国内外大多数学者的认可, 被世界卫

生组织定义为Ⅰ类致癌因子, 有关H pylori感染

与不同类型胃黏膜病变相关性研究也有较多报

道. iceA基因是H pylori与胃黏膜细胞接触后诱

导表达的基因, 包括iceA1、iceA2两个等位基

因, 分别存在于不同的H pylori菌株中, 被认为

是H pylori的又一致病因子[15]. 目前国内外关于

iceA基因与胃黏膜病变相关性的研究较少. 我们

采用病理组织切片、Giemsa染色检测H pylori , 
按照2006年全国慢性胃炎研讨会病理诊断分级

标准定义胃黏膜病变[1], 分析我院临床分离的 
H pylori菌株的iceA基因类型, 探讨其与胃黏膜

病变相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院2003-07/2007-12期间慢性胃炎患

者的胃黏膜活检标本共552例, 均分离培养出 
H pylori菌株. 男283例, 女269例, 年龄13-85(平均

47.6±15.7)岁. 其中慢性炎症组148例, 活动性炎

症组136例, 腺体萎缩组130例, 肠上皮化生组138
例, 疾病的诊断依据胃镜和胃黏膜活检组织学检

查[1].
1.2 方法 取胃黏膜活检组织4块(胃窦大、小弯

侧、胃角和胃体各1块), 经常规切片厚约5 µm, 
进行Giemsa染色, 病理检查按照2006年全国慢

性胃炎研讨会病理诊断分级标准, 将胃黏膜炎

症分为H pylori感染合并慢性炎症、活动性、萎

缩和肠化, 分为轻度、中度和重度4级[1].
H pylori菌株的培养与鉴定[2,8]胃窦黏膜活检

标本接种于选择性琼脂培养基上(含7.5%羊血及

抗生素), 于37℃微需氧环境中培养3-5 d, 分离

菌落, 经菌落形态、涂片染色以及生化反应(尿
素酶、过氧化氢酶、氧化酶)证实, 冻存于-70℃
备用. 模板DNA的制备[2,8]用1次性DNA抽提试

剂盒提取冻存H pylori菌株的基因组DNA, 保存

于-70℃备用. iceA基因PCR引物设计(表1)[2,8], 由
傅亚生物有限公司合成. PCR反应[2,8]: 总体积为

25 µL. iceA、cagA的反应条件为10*反应缓冲

液2.5 µL, dNTP 0.5 µL,引物1、引物2各0.5 µL, 
TaqE 1 U, 模板DNA 4 µL. iceA、cagA的扩增条

件为94℃ 40 s、54℃ 40 s、72℃ 1 min, 共35个
循环. PCR扩增产物均在博亚生物有限公司进行

测序, 并经20 g/L的琼脂糖凝胶电泳分析, 电脑

图像分析仪观察、分析和摄像记录结果. 
统计学处理 采用SPSS10.0软件包进行数据

处理, 各组间比较用c2检验, P <0.05.

2  结果

iceA1亚型菌株单独检出率67.2%(371/552), iceA2
亚型菌株单独检出率21.7%(120/552), iceA1和
iceA2亚型均阳性的检出率7.6%(42/552), iceA1和
iceA2亚型均阴性的比率3.4%(19/552), iceA1亚
型阳性率与其他基因亚型相比较, 差异有显著性

(P<0.05); iceA1亚型是河南地区感染H pylori的优

势基因亚型(表2). 图1-2为iceA1、iceA2基因片

段扩增结果. 在H pylori感染的慢性炎症组、活

动性炎症组、腺体萎缩组和肠上皮化生组iceA1
的阳性率分别为56.1%(83/148), 55.9%(76/136), 
94.6%(123/130)和94.9%(131/138), 其中重度炎症

组明显高于轻度和中度炎症组, 两者比较差异

■应用要点
本文从H  py lo r i
致病基因 iceA着
手, 研究其与胃黏
膜病变的相关性, 
可以进一步了解 
H pylori 对慢性胃
炎的致病机制并
指导临床合理抗
H pylori治疗.

表 2 在各种胃黏膜病变中iceA的检出情况

     
基因型

           慢性    活动性      腺体 肠上皮 
总计

                            炎症      炎症     萎缩   化生

iceA1           80         73         106         112        371

iceA2           23         25           33           39        120

iceA1+iceA2        3           3           17           19          42

总计         106       101         156         170        533

表 1 iceA基因PCR引物序列

     
目的基因                          引物序列

                           产物的

                大小(bp)

iceA1F    5'-GTGTTTTTAACCAAAGTATC-3'        246

iceA1R    5'-CTATAGCCAGTCTCTTTGCA-3'

iceA2F    5'-GTTGGGTATATCACAATTTAT-3'

iceA2R    5'-TTGCCCTATTTTCTAGTAGGT-3'      229

                   334 

F1           5'-GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG-3' 349

B1           5'CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA3'



www.wjgnet.com

2314                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2008年7月18日    第16卷   第20期

有统计学意义(P <0.05). 腺体萎缩组和肠上皮化

生组iceA1的阳性率明显高于其他组(P<0.05). 表
明随着炎症程度加重, 其iceA1的阳性率逐渐升

高, 其感染程度也明显加重. 感染iceA1亚型菌株

与未感染iceA1亚型的胃黏膜病变程度差异有显

著性(67.2% vs  21.7%, 67.2% vs  7.6%, 67.2% vs  
3.4%, P<0.05, 表3).

3  讨论

H pylori感染是造成胃黏膜炎症的明确病因, 感
染越重, 其炎症程度也越重, 病理检查时如发现

胃黏膜炎症程度较重时, 应警惕H pylori感染的

存在. 有研究资料表明, 清除H pylori后胃黏膜炎

症得到明显减轻[4]. iceA基因是H pylori与胃黏膜

细胞接触后诱导表达的基因, 包括iceA1、iceA2
两个等位基因, 分别存在于不同的H pylori菌株

中. 其中iceA2基因变异较大, 229、334、549 bp
都可检测到. iceAl在大部H pylori菌株中并不是

编码一个功能蛋白, 而是在转录水平调节其下

游HpyIM基因的表达, 通过DNA甲基化水平的

改变来调控相关毒力基因的表达, 从而间接参

与H pylori的致病作用[10]. 在不同地区有不同的

优势菌株[10-12], iceA1亚型的菌株被认为与十二

指肠球部溃疡的发生密切相关, Wu et al [9]认为, 
iceA1与慢性胃炎相关, iceA2亚型的菌株与慢性

胃炎的发生相关, 被认为是H pylori的又一致病

因子, 而且和细胞毒素相关蛋白基因cagA, 空泡

细胞毒素基因vacA关系密切[2,13-14]. 但国内关于

iceA基因型与各种胃黏膜病变的研究较少. 
胃黏膜病变中慢性萎缩性胃炎和肠上皮化

生的出现一直为众多学者所关注. Correa提出了

胃癌发病的过程, 即慢性胃炎→萎缩→肠化生→

异型增生→胃癌. 感染H pylori后, 可引起胃黏膜

长期慢性炎症反应, 产生氧自由基, 胃黏膜上皮

细胞增殖和凋亡程度也发生改变, 且易于导致

腺体萎缩和肠化生, 诱导DNA 发生突变, 最终发

生癌变. 阻断胃黏膜萎缩和肠化生的进一步发

展可预防胃癌的发生. 根除H pylori后胃黏膜腺

体萎缩和肠化生可以得到不同程度改善[16]. 周丽

雅 et al [5]的为期8年的随访研究中, H pylori阴性

组胃体萎缩较阳性组显著减轻, 胃癌发生率显

著降低,提示根除H pylori能降低发生胃癌的风

险. 吕宾 et al [7]对胃窦部萎缩患者随访3年, 根除

H pylori后萎缩评分明显下降, 而未行H pylori根
除的治疗组萎缩评分无明显变化. 何家敏 et al [6]

认为对于慢性胃炎患者, 若合并胃黏膜萎缩和肠

化生, 同时H pylori阳性, 根除H pylori治疗后, 胃
黏膜萎缩和肠化生的程度明显改善, 部分逆转到

正常. 李志义 et al [3]研究发现伴淋巴滤泡形成或

伴肠上皮化生病例中, 重度炎症的H pylori感染

率均比中度炎症高, 和本试验持相同观点. 提示 
H pylori感染与胃黏膜萎缩和肠上皮化生关系密

切, 根除H pylori可以改善预后. 
我们的结果显示, i c e A1亚型菌株是河南

■同行评价
本文选题准确, 相
关研究报道不多
见, 有一定新意及
科学价值.
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表 3 在各种胃黏膜病变中iceA1检出率比较 n (%)

     
程度 慢性炎症            活动性炎症         腺体萎缩  肠上皮化生                 总计

轻度     5(6.0)                 3(4.0)              14(11.4)                 15(11.5)                 37(9.0)

中度     9(10.8)               8(10.5)            16(13.0)                 17(13.0)                 50(12.1)

重度   69(83.1)a            65(85.5)a           93(75.6)a                99(75.6)a              326(79.0)

总计   83(56.1)             76(55.9)          123(94.6)c              131(94.9)c               413

aP<0.05 vs  中度; cP<0.05 vs  慢性炎症、活动性炎症.
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地区感染H pylori的优势菌株, 炎症程度越重, 
iceA1亚型菌株的感染率越高. 在腺体萎缩组和

肠上皮化生组iceA1的阳性率明显高于慢性炎症

组和活动性炎症组. 而iceA被认为是H pylori的
致病因子, 表明iceA1亚型菌株的感染是导致炎

症程度较重的指标之一. 此外, 我们观察到, 腺
体萎缩组和肠上皮化生组中, 重度炎症的iceA1
亚型菌株的感染率均明显比轻、中度炎症高, 
提示iceA1亚型菌株与炎症程度、腺体萎缩和肠

上皮化生密切相关, 在胃黏膜病变程度中容易

引起较严重的慢性胃炎. 
总之, iceA1亚型菌株与中重度炎症特别是

腺体萎缩和肠上皮化生关系密切, 根除H pylori
可以阻断胃黏膜萎缩和肠化生的进一步发展, 
从而改善预后, 特别是根除iceA1亚型菌株可能

有重要的临床意义.
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Abstract
AIM: To retrospectively analyze relationship 
between serum HCVRNA and anti-nuclear 
antibody (ANA) thereby to elucidate significance 
of autoimmunology in hepatitis C virus (HCV)-
infected patients. 

METHODS: Fluorescence quantitative poly-
merase chain reaction (FQ-PCR) was performed 
to determine HCVRNA content in 60 serum 
samples of HCV-infected patients and in 30 
healthy controls. Indirect immunofluorescence 
assay (IIF) was performed to determine anti-
nuclear antibody in serum. 

RESULTS: Compared with the normal control 

group, ANA positive rate was significantly high-
er in HCV-infected patients (c2 = 13.45, P < 0.01). 
With the elevated serum HCVRNA, ANA posi-
tive rate gradually increased (c2 = 22.5, P < 0.01). 
Granular pattern was primary in ANA three 
groups, but with HCV RNA content increased, 
the positive proportion of ANA was gradually 
elevated. Low titer was mainly present in anti-
nuclear antibody of HCV-infected patients. With 
the increased virus concentration, high titer of 
anti-nuclear antibody had a increasing trenden-
cy.

CONCLUSION: There is a certain degree of au-
toimmune phenomena in HCV-infected patients, 
which is strengthened with increasing viral load. 
Determination of relationship between HCV 
infection and autoimmunology will be helpful 
to understanding of HCV pathogenesis and of 
great significance to CHC clinical diagnosis and 
treatment. 

Key Words: Chronic hepatitis C; Anti-nuclear anti-
body

Chen ZG, Yang J, Zhou T, Zhou D, Li H. Relationship 
between serum HCV RNA and anti-nuclear antibody in 
chronic HCV-infected patients. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(20): 2316-2319

摘要
目的: 回顾性分析慢性丙型肝炎(CHC)患者血
清HCV RNA含量与抗核抗体(ANA)的变化规
律, 探讨自身免疫在丙型肝炎病毒(HCV)感染
中的意义. 

方法:  荧光定量聚合酶链反应 (F Q-P C R)
检测60例C H C患者及30例健康者血清中
HCV RNA含量. 间接免疫荧光法(ind i rec t 
immunofluorescence, IIF)检测血清中抗核 
抗体. 

结果: CHC患者与正常对照组比较, ANA阳性
率显著增高(c2 = 13.45, P <0.01). 随着血清中
HCV RNA含量升高, ANA阳性率逐渐增高(c2 

®

■背景资料
研 究 H C V 感 染
与自身免疫的关
系, 将有助于探讨
HCV发病机制, 对
于CHC的临床治
疗具有重要的意
义 .  目 前 对 不 同
HCV RNA含量时
ANA变化还鲜有
报道, 本实验通过
对慢性丙型肝炎
患者血清中 ANA
检 测 ,  比 较 其 与
HCV RNA含量的
关系, 并进一步分
析了其特征, 评价
其在丙型肝炎诊
断及治疗中的作
用. 
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= 22.5, P <0.01). 三组ANA核型均以颗粒型为
主, 但抗核仁抗体随着HCV RNA含量升高, 阳
性比例逐渐升高. CHC患者的抗核抗体以低
滴度为主, 随着病毒含量的增高, 高滴度的抗
核抗体有增多的趋势.  

结论: CHC患者存在一定程度自身免疫现象, 
随着病毒载量增高而加重. 明确HCV感染与
自身免疫的关系, 将有助于探讨HCV发病机
理, 对于CHC的临床诊断、治疗具有重要的
意义. 

关键词: 慢性丙型肝炎; 抗核抗体
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0  引言

丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)感染严重

威胁人类健康, 特别是与自身免疫的关系, 已越

来越受到人们广泛关注[1-3]. 研究HCV感染与自

身免疫的关系, 将有助于探讨HCV发病机制, 对
于慢性丙型肝炎(chronic hepatitis C, CHC)的临

床治疗具有重要的意义. 对CHC患者自身抗体

检测以往多有报告[4-8], 但对不同HCV RNA含量

时抗核抗体的(anti nuclear antibodies, ANA)产生

规律、核型和滴度的描述及其与临床相关性的

研究还鲜有报道. 本实验通过对CHC患者血清

中ANA的检测, 比较其与HCV RNA含量的关系, 
并进一步分析其特征, 评价其在CHC诊断及治

疗中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-01/07我院门诊及住院CHC患
者60例, 男37例, 女23例, 年龄22-67(平均44.16)
岁. 诊断符合2000年(北京)第十次全国病毒型

肝炎及感染病学术会议所修订诊断标准. 所有

病例近3 mo内未使用过干扰素, 均排除HBV感

染、其他病毒感染、自身免疫性疾病及其他引

起免疫功能改变的疾病. 献血员30例为正常对

照, 男17例, 女13例, 年龄20-66(平均42.62)岁(肝
功正常, 肝炎病毒标志物阴性, 排除其他自身免

疫性疾病). 两组年龄、性别差异无显著性.
1.2 方法 HCV RNA的检测, 采用实时荧光定量

聚合酶链反应(FQ-PCR). 用PE5700荧光PCR仪
(美国Perkin Elmer公司)自动检测, 试剂由广州中

山医科大学达安基因诊断中心提供, 检测值用

拷贝/L表示. 我们把HCV RNA按病毒载量分为3
组: HCV RNA≥108/L为高病毒载量组, 108-105/L
为中载量组, 105-80 000/L为低载量组, 献血员

为正常对照组(<80 000/L). IIF检测自身抗体试

剂盒购自德国欧盟公司, 试剂盒联合使用为已

固定在载玻片上的人类上皮细胞(Hep-2)和灵长

类肝脏组织切片这两种基质. 荧光二抗为FITC
标记的羊抗人IgG. 标本集中用同批试剂一批

检测, 实验步骤按试剂盒所附说明书进行, 待测

血清自1∶100起稀释, 检测阳性血清分别进行 
1∶320、1∶1000稀释以确定最终滴度. 结果判

定在石河子大学医学院一附院医学实验室进行, 
同时, 由石河子大学医学院病理教研室的专家

对结果进行确定, 一致率达到90%以上. 
统计学处理 阳性率间比较均采用c2检验. 

2  结果

2.1 CHC患者及正常人血清ANA检测结果分析  
60例CHC患者血清共检出27例ANA阳性, 阳性

率为45.00%, 而30健康对照组检出2例ANA阳

性, 阳性率为6.67%, 两组阳性率比较, 差异非常

显著 (c2 = 13.45, P <0.01). 
2.2 血清HCV RNA含量与ANA检出率的关系 根
据血清中HCV RNA含量将其分为4组, 结果发

现: 随着HCV RNA含量升高, 自身抗体阳性率

逐渐增高, 4组间抗核抗体的比例经行×列c2检

验差异有统计学意义(c2 = 22.5, P <0.01), 3组患

者ANA阳性率都高于正常对照组(P <0.05), 随着

病毒载量的增高有逐渐增高的趋势, 而且高载

量组ANA阳性率显著高于低载量组和中载量组

(P <0.05, 表1). 
2.3 血清HCV RNA含量与抗核抗体的荧光图型

变化 ANA的核型有多种, 均以颗粒型为主, 但
低、中、高病毒载量组的抗核仁型抗体的比例

数逐渐升高(表2). 
2.4 血清HCV RNA含量与ANA阳性的滴度分布

情况 CHC患者的抗核抗体以低滴度为主, 但随

■创新盘点
对CHC患者自身
抗体检测以往多
有报告, 但对不同
HCV RNA含量时
抗核抗体的产生
规律、核型和滴
度的描述及其与
临床相关性的研
究还鲜有报道. 

表 1 血清HCV RNA含量与抗核抗体检出率的关系

     
分组                                n                阳性数            阳性率(%)

对照组                        30                  2                  6.7

低载量组                    20                  6                30.0a

中载量组                    20                  7                35.0a

高载量组                    20                14                70.0bce

aP <0.05, c2 = 4.9, c2 = 6.5; bP <0.01, c2 = 19.4 vs  对照组; 
cP<0.05, c2 = 6.4 vs  低载量组; eP<0.05, c2 = 4.9 vs  中载量组.  
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着病毒含量的增高, 高滴度的抗核抗体有增高

的趋势(表3).

3  讨论

许多病毒感染可诱发自身免疫反应 ,  其中以

HCV诱导的自身免疫最为常见[7]. HCV感染可通

过分子模拟现象激活自身免疫反应性CD8+ T细
胞, 从而导致自身免疫[9-10], 因此HCV感染患者

存在明显的自身免疫现象. 已有研究表明, 自身

免疫是HCV损伤机体的一个重要因素[11]. 
本研究结果表明 ,  在H C V R N A+血清中

ANA的阳性率为45.00%, 显著高于健康对照组

6.67%(P <0.01), 提示HCV感染可伴有明显的自

身免疫现象. HCV感染者体内出现自身抗体是

丙型肝炎病变发展过程中的一种特征性表现, 
并可能是肝炎病毒造成肝组织损伤的机制之一. 

对于ANA阳性率是否与病毒复制水平有关

有不同报道[12-14]. 本研究发现ANA的阳性率随着

病毒含量的增高而显著增高(P <0.01), 说明ANA
阳性率与病毒复制水平有关. 在我们以往的研

究中已经证明HCV感染可导致免疫调节功能紊

乱即随着血清中HCV RNA含量升高CHC患者

存在一定程度Th1/Th2型细胞的失平衡, 以Th2
型细胞因子表达占优势, 并随着病毒载量增高

而加重[15]. 由此可见Th1细胞功能低下, 而Th2细
胞功能亢进, 导致CD8+细胞(Tc)不能有效地清除

病毒和不能有效抑制病毒的复制, 出现持续感

染, 而可能引起一些慢性炎症反应因子持续分

泌, 可促进机体自身免疫的发生和发展, 使慢性

HCV感染者肝细胞慢性损伤和纤维化. 
我们的研究发现ANA的核型有多种, 均以

颗粒型为主, 但随着病毒含量的增高, 荧光模式

更加多样, 抗核仁型抗体的比例数逐渐升高. 提
示病毒复制水平影响患者自身免疫. 而自身免

疫的变化可能多集中在与细胞增殖、分裂有关

的核仁成分上. 

有报道显示丙型肝炎患者出现自身抗体以

低滴度为主[7,16], 我们的研究发现, CHC患者的抗

核抗体以低滴度为主, 但随着病毒含量的增高, 
高滴度的抗核抗体有增高的趋势, 这表明ANA
的滴度与HCV RNA的复制水平有密切关系. 高
滴度的自身抗体的出现通常被认为是自身免疫

性肝脏疾病的标志性抗体. 这11例高滴度抗体的

产生可能是病毒感染过程中的自身免疫反应所

导致的, 亦可能是HCV患者同时合并有自身免

疫性肝病, 确切机制有待于进一步研究. 但一般

认为, 多数自身抗体在低滴度时, 是自身免疫反

应或疾病的标志, 不直接影响免疫系统功能, 在
高滴度时才与自身免疫性疾病密切相关. 对于

丙型肝炎患者的治疗, 干扰素已被公认为抗病

毒治疗的有效药物, 但干扰素抗病毒治疗可诱

导或增强自身免疫, 若存在高滴度自身抗体时, 
用干扰素治疗就会使病情恶化. 而激素类可治

疗自身免疫性疾病, 但使病毒复制增强, 因此有

HCV感染及有自身免疫现象特别是存在较高滴

度自身抗体的患者, 如何选择治疗方案成为关

键问题. 临床医师在对HCV感染患者进行治疗

过程中, 进行自身抗体的检测以及滴度的监测, 
这对于患者实施个体化治疗具有重要临床价值. 
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世界华人消化杂志外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白. (常务副总编辑: 张海宁 2008-07-18)
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