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Abstract
Hyperthermia is effective in the treatment of 
neoplasm, but its mechanism remains unclear 
for a long time. In recent years, great advances 
were achieved on its mechanism. In vitro and in 
vivo studies show that heat-induced apoptosis 
plays a dominant role in mild and moderate hy-
perthermia while necrosis in serious one. Heat 
induces apoptosis through mitochondria or/and 
death receptor pathways, and oxidative stress, 
intracellular Ca2+ increase and some molecules 
such as p53 and Bax play important roles in this 
process. Based on this mechanism, new therapies 
have been investigated and developed, includ-
ing hyperthermia combined with gene therapy, 
calcium- and oxidative stress-targeted therapy, 
or decreasing extracellular pH value, which may 

remarkably enhance the effect of hyperthermia.

Key Words: Neoplasm; Hyperthermia; Mechanism; 
Application

Peng YF, Zheng MH. Cellular and molecular mechanism 
and application of hyperthermia for tumor therapy. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(12):1319-1323

摘要
热疗是肿瘤治疗的有效手段之一, 但是其作用
机制长期不甚明了. 近年来, 随着热疗重新成
为研究的热点之一, 热疗的作用机制研究取得
了很大进展. 研究表明, 亚高温热疗杀伤细胞
以诱导细胞凋亡为主, 而高温热疗则直接导致
细胞坏死. 热诱导凋亡通过线粒体或(和)死亡
受体途径实现, 氧化应激、胞内Ca2+增高等诱
导凋亡过程中起重要作用. 基于热诱导细胞凋
亡机制的一些联合治疗方法, 如热疗联合基因
治疗、氧化应激、Ca2+靶向治疗以及降低细
胞外pH值等可显著增强热疗作用.
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0  引言

肿瘤热疗是肿瘤治疗的重要手段之一. 近年来, 
随着热疗设备的不断革新和技术的不断进步, 
热疗重新成为研究的热点. 于此同时, 伴随着细

胞分子生物学的飞速发展及其在热疗领域的渗

透应用, 热疗的细胞分子作用机制也已经有了

很大进展, 现就肿瘤热疗作用的细胞分子作用

机制作一综述.

1  热疗对细胞的杀伤作用

热疗对于细胞的杀伤作用呈剂量依赖性, 随热

负荷的增加而增加. 体外研究表明热疗的细胞

杀伤作用通常分两个阶段, 生存曲线呈肩峰状, 
在一定的临界温度以下, 呈线性杀伤或生长抑
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■背景资料
热疗是肿瘤治疗
的有效手段之一, 
但是其作用机制
长期不甚明了. 本
文全面综述了肿
瘤热疗的细胞分
子机制的进展, 并
阐述了以机制研
究进展为基础的
相关应用, 包括基
因治疗等. 



制, 温度超过临界温度后呈指数性细胞杀伤[1]. 
临界温度随细胞的种类以及基因特征的不同而

有一定的差异. 大多数细胞的临界温度通常为

42.5-43℃[1], 少数细胞可高达44℃[2]. 热负荷决定

于温度时间两个因素, 通常可用如下公式比较

计算[1,3]: D = t RT = 43, D为热疗作用剂量, t为作用

时间, T为作用温度, R为常数, T≥43℃时, R = 2; 
T<43℃时, R = 4. 意为温度高于43℃时, 温度每

升高1℃, 要达到同样杀伤效应的加热时间只需

原来的1/2; 而低于43℃时, 每升高1℃, 要获得同

样的杀伤效应, 加热时间只需要原来的1/4.

2  热疗杀伤作用的细胞机制

热作用既可以诱发细胞凋亡, 又可以对细胞产

生直接致死效应. 体外研究表明热疗通常存在

一个临界温度, 在临界温度以下热诱导细胞凋

亡为热作用的主要机制, 而临界温度以上则主

要引起细胞坏死[4]. 不同种类细胞株的临界温度

不一, 差异很大. 有些细胞株在较低的治疗温度

即可诱导凋亡, 而有的细胞则需较高温度. Vo-
rotnikonva et al [5]报道大肠癌细胞暴露于40℃ 45 
min后100%细胞凋亡, 温度提高至42℃后, 细胞

坏死增加, 凋亡的比例下降. 而Tang et al [6]研究

表明43℃热作用对于大多数胃癌细胞株仅仅有

暂时的细胞增殖抑制作用而无热诱导细胞凋亡

作用. 不仅仅是不同种类的细胞间的热敏感性

有很大差异, 同种不同遗传特性的细胞对热的

敏感性也有很大的差异, 如携带不同类型的p53
的同种细胞对热的敏感性有很大差异[4,7]. 

热作用除有效杀伤体外癌细胞外, 还能诱

导细胞周期阻滞, 使受热作用后仍存活的细胞

群发生细胞周期时相同步化, 细胞周期阻滞与

热诱导细胞凋亡和细胞增殖抑制密切相关, 并
对临床制定热联合化疗的具体方案具有重要意

义. 对于多数细胞, 热疗通常诱导G1期细胞周期

阻滞[8], G2/M期细胞周期阻滞报道较少[9]. 

3  热疗杀伤作用的分子机制

3.1 热诱导细胞凋亡 热诱导细胞凋亡是亚高温

热疗的主要机制, 明确其具体机制对于实施进

一步的应用治疗有重要意义. 目前的研究表明, 
热疗既可通过线粒体(内源性)途径也可通过死

亡受体(外源性)途径诱导细胞凋亡, 氧化应激等

一些因素也在热诱导细胞凋亡中起重要作用. 
不同细胞之间热诱导凋亡的机制差异很大. 
3.1.1 线粒体途径的激活 热疗可激活线粒体, 通
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过释放细胞色素C引发caspase依赖性凋亡和

(或)释放AIF, Smac/Diablo等物质引发非caspase
依赖性凋亡. Ren et al [10]报道42-44℃ 10-60 min
热作用于舌鳞癌细胞Tca8113后, 线粒体释放细

胞色素C, 诱发线粒体-caspase依赖性细胞凋亡. 
Fukami et al [11]使用4株携带不同类型p53的胶质

瘤细胞, 43-47℃1 h热作用后线粒体呈温度依赖

性释放细胞色素C和AIF, 细胞凋亡, 同时发现该

作用与p53状态无关. Frank et al [12]报道人类成纤

维细胞热作用后线粒体释放细胞色素C和Smac/
Diablo(但是无AIF释放), Smac/Diablo与XIAP等
结合, 阻断其对caspase的抑制作用, 促进凋亡. 

热作用如何激活线粒体尚不明, 已知可能

与Bax/Bcl-2途径有关: 热作用后Bax表达水平增

高[13], 但是不增加Bcl-2表达, 使Bax/Bcl-2比例增

高, 作用于线粒体膜通透性转运孔(MMP), 导致

线粒体激活释放细胞色素C等物资. Bax表达增

加并不依赖p53, 但是野生型p53可明显增高Bax
表达增高. 应用遗传解剖学技术对HCT-116细胞

以及66例患者的直肠癌肿瘤标本的研究[14]表明

热作用后Bax表达显著增加, 且与p53无显著相

关. Bax缺失但p53及其下游物质不缺失的同源

性HCT116突变细胞对热作用耐受. 
3.1.2 死亡受体途径 热疗可以通过细胞受体途

径诱导凋亡, 已知的可能机制有: (1)热诱导细

胞膜死亡受体的相应配体表达并通过自分泌和

旁分泌诱导细胞凋亡: Vertrees et al [15]研究表明, 
肺癌细胞BZR-T33在43℃3 h热作用后TRAIL, 
TNF-α, FAS-L基因表达显著增加, TRAIL和
FAS-L水平显著增高, 并通过激活细胞膜的TNF
家族死亡受体途径诱导BZR-T33细胞凋亡. Tang 
et al [6]研究也证实, 热疗可以提高胃癌细胞AGS
表面Fas的表达; (2)热疗增强Fas-L, TRAIL和
TNF-α的下游以及caspase上游的作用, 从而通

过增加细胞对死亡受体的敏感性诱导细胞凋亡: 
Klostergaard et al [16]研究表明TNF耐受的MCF-7
细胞株在热作用后可以克服TNF耐受, 诱导TNF
介导的细胞凋亡. 热作用后, TNF耐受的细胞株

热敏感性增加了100倍, 而TNF不耐受的细胞

株热敏感性仅仅增加了10倍. 热增强作用与持

续激活TNF对应的上游caspase有关. Hermisson 
et al [17]的研究报道: 热疗并不改变Fas在细胞表

面的表达, 但是增加恶性胶质瘤细胞对FasL和
TRAIL诱导凋亡的敏感性.  
3.1.3 氧化应激 氧化应激在热疗诱导凋亡中凋

亡起辅助作用. 细胞膜由脂质双分子层组成, 热

www.wjgnet.com

■同行评价
本文综述了近年
来肿瘤热疗的分
子生物学研究进
展 ,  文 献 引 述 全
面, 表述准确, 观
点客观, 对于肿瘤
热疗的作用机制
及应用研究有一
定的参考价值.
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可以诱导活性氧族(ROS)产生[18], ROS作用于细

胞膜导致膜脂质过氧化损伤, 同时还可引起线

粒体膜电位变化, 从而在凋亡中起重要作用[19-20]. 
应用抗氧化剂可以防止脂质过氧化, 在一定程

度上抑制凋亡. Cui et al [21]研究了抗氧化剂对人

类淋巴瘤U937细胞44℃ 30 min热处理的凋亡的

抑制作用, 结果表明抗氧化剂可以显著抑制热

诱导凋亡[22]. 而与之相反, 使用ROS发生剂则可

显著增强热诱导凋亡作用. 温度依赖性自由基

引发剂AAPH[20]和AMVN[19]单独应用时对细胞

无细胞毒性, 与热疗联合运用时则显著增强细

胞凋亡. 
3.1.4 胞内Ca2+增高 热诱导凋亡与热作用后胞

内Ca2+增高密切相关. 热处理可以引起细胞膜

损伤, 胞外Ca2+入内, 导致胞内Ca2+升高, Ca2+增

高可激活核酸内切酶、蛋白酶、蛋白激酶C等

激活凋亡通路诱发凋亡. Hashimoto et al [23]报

道44℃ 1 h热作用增加人肺癌细胞系LK-2胞内

Ca2+水平, Ca2+升高激活凋亡通路诱导凋亡发生. 
若在加热前给予LK-2细胞胞内钙离子螯合剂

BAPTA, 则细胞凋亡数目明显减少. 
3.1.5 其他 (1)p53: p53与热诱导凋亡密切相关, 
主要表现在: 含野生型p53细胞的热敏感性显著

高于突变型p53细胞[7]; 恢复p53正常功能后细

胞对热敏感性增加[24-25]; 敲除p53或转染突变型

p53后部敏感性降低或丧失[26]. 但是, 必须指出的

是, 热诱导凋亡并非p53依赖性, 大多数的癌细

胞p53为突变型, 但是仍然可以发生热诱导凋亡; 
(2)Bcl-2家族: Bax/Bcl-2比例影响线粒体膜通透

性及细胞色素C的释放. 通常热可以诱导Bax表
达, 抑制Bcl-2增加线粒体通透性, 导致线粒体途

径的激活(如上述); (3)热休克蛋白(HSP): HSP在
热作用后增高, 可提高细胞对热的耐受性, 保护

细胞免受热损伤. 应用siRNA[27]及显性负性突变

体(mHSF1)[28]技术抑制HSP表达可以显著增加

热和热化疗的敏感性. 此外, 使用HSP抑制剂或

基因治疗手段抑制HSP表达, 可以提高热敏感

性, 都充分表明HSP对热作用的耐受保护作用; 
(4)基因芯片与热疗机制探讨及应用: 使用基因

芯片可以快速全面筛选热疗相关的基因, 并进

一步通过RT-PCR, Western blot, siRNA等验证分

析, 确定相关靶基因, 从而明确作用机制, 制定

相应的诊断、分选、治疗策略. Narita et al [29]通

过基因芯片分析人头颈部癌细胞、咽癌细胞以

及舌癌细胞在44℃ 30 min热作用前后的基因表

达变化. 结果表明不同的细胞在热作用后基因

的表达有很大差异, 热诱导上调的基因包括凋

亡相关基因, 肿瘤侵袭相关, 细胞周期检查点控

制基因, 信号传导以及热休克相关基因. Harima 
et al [30]对19例宫颈癌患者的病灶穿刺活检组织

进行热作用, 以基因芯片检测基因表达改变, 研
究热作用相关基因与热敏感性的关系. 结果筛

选出35个基因并发展出一套预测评分体系, 可
以清楚地将热放疗敏感组与耐受组区分开, 通
过基因表达特征可以预测晚期宫颈癌热放疗的

结果, 为个性化治疗提供了可能. 
3.2 细胞坏死机制 45℃以上的高温热疗通常直

接导致细胞死亡. 细胞坏死与热对细胞膜, 细胞

骨架等的损伤有关[1]. 45℃高温热疗杀伤肿瘤细

胞的同时对于正常组织也有损伤作用, 因而实

际的应用价值不大, 研究较少. 

4  热疗细胞分子机制的应用

4.1 热疗联合基因治疗 (1)HSP靶向性: HSP与自

杀基因: 利用热作用诱导HSP高表达的特点, 将
自杀基因如单纯疱疹病毒胸苷激酶(HSV-tK)与
HSP启动子合并, 构建相应腺病毒, 导入细胞, 细
胞内在热作用后高表达自杀基因, 然后予以甘

昔洛韦联合热作用, 杀伤细胞, 体外研究显示有

显著杀伤作用[31], 体内研究亦显示对肿瘤有显

著的抑制作用[32]; HSP抑制: 抑制HSP蛋白功能

或抑制HSP的表达从而抑制细胞耐热性, 提高热

敏感性. HSP抑制剂包括KNK437, 槲皮素(quer-
cetin), Vit-K1/2等, 体外及体内研究表明HSP抑
制剂可显著增加热诱导凋亡[33-35]; (2)p53靶向性: 
大多数肿瘤细胞的p53发生突变, 通过恢复细胞

p53的正常功能可增强热作用: 导入野生型p53: 
通常使用腺病毒导入野生型p53[24-25]; 化学物质

恢复突变型p53的功能: 使用甘油等可恢复突变

型p53的癌细胞的p53功能, 增加p53依赖性热诱

导细胞凋亡[36]. 
4.2 降低pH值增加热疗敏感性 降低pH可以增加

热敏感性, 且该作用与p53, Bcl-2及Bax等状态无

关[37]. 可以使用单独应用时对细胞无毒性的药物

或其他化学物质降低细胞外环境的pH, 以增强

热作用. 如白桦脂酸(betulinic acid)可降低细胞

外环境pH至6.7, 对照正常pH7.3环境培养, 显著

增加耐酸人类黑素瘤细胞对热的敏感性[38]. 
4.3 Ca2+靶向治疗 增加胞内Ca2+水平可增强热作

用, 可以通过药物增加胞膜对Ca2+的通透性以及

胞内Ca2+储存部位释放Ca2+实现. 局麻药: 酰胺

类局部麻醉剂如利多卡因增强热诱导凋亡, 呈
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剂量依赖性[39]. 维拉帕米: 使用维拉帕米可增加

细胞内Ca2+浓度, 显著增加热作用后细胞凋亡. 
Shchepotin et al [40]报道腹腔维拉帕米热灌注显著

抑制人类结肠癌细胞HT-29种植, 细胞凋亡率增

加至50%. 
4.4 氧化应激途径靶向性 通过增强氧化应激可

以增加热作用, 可以显著增加细胞死亡. 主要途

径有: 抑制抗氧化成分: 使用胞内抗氧化成分的

抑制剂, 如二乙基二硫代氨基甲酸酯(DDC)[41], 
热疗联合DDC可显著增加细胞杀伤作用; 增加

ROS发生: ROS发生剂包括过氧化物发生剂如

H2O2发生剂(6-FP)[42], 温度依赖性自由基引发剂

AAPH[20]、AMVN[43]等, 他们与热疗联合应用时

可以显著增强热作用. 
总之, 热疗是恶性肿瘤治疗的重要方法之

一, 近年来, 伴随着分子生物学等的进步和交叉

渗透, 热疗的细胞分子机制得以相当程度的明

确, 基于细胞分子作用机制的联合治疗显著增

强了热疗的作用. 展望未来, 伴随热疗分子机制

的进一步阐明和应用, 热疗将进一步发挥其作

用, 更好地服务于肿瘤的治疗.
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Abstract
AIM: To study the effect of zedoary rhizome 
extract (β -elemene) on the expression of 
transforming growth factor-β 1 (TGF-β 1) , 
α-smooth muscle actin (α-SMA) and type Ⅰ 
collagen-Ⅰ (Col-Ⅰ) in rats with hepatic fibrosis.

METHODS: The experimental model of hepatic 
fibrosis was induced by hypodermical injection 
of carbon tetrachloride (CCl4) in Wistar male 
rats. β-elemene was intraperitonealy adminis-
tered into the rats for 8 weeks (0.1 mL/100 g 
body weight per day). The samples were stained 
with hematoxylin and eosin for histopathologi-

cal examination. Masson staining was used to 
observe the liver fibrosis of rats. Liver functions 
were measured by enzymatic kinetic analysis. 
The levels of a-SMA, TGF-β1 and Col-Ⅰ expres-
sion in liver tissues were measured by SP im-
munohistochemistry method. The content of 
hydroxyproline in liver tissues was tested by 
specimen alkaline hydrolysis.

RESULTS: After eight weeks of treatment, the 
area percentages of collagen fiber in normal, 
model, control and treatment groups were 1.22% 
± 0.24%, 7.47% ± 0.81%, 5.57% ± 0.78% and 4.33% 
± 0.48%, respectively. The percentage was sig-
nificantly lower in treatment group than that in 
model and control group (both P < 0.01), and the 
histological remission and collagen fiber dimin-
ishment were also better in treatment group. The 
expression of Col-Ⅰ in normal, model, control 
and treatment groups were 3.022% ± 0.553%, 
9.998% ± 1.431%, 7.554% ± 0.914% and 4.587% ± 
1.008%, respectively, and it was also significantly 
lower in treatment group than that in model and 
control group (P < 0.01). The levels of α-SMA 
and TGF-β1 expression were significantly differ-
ent between treatment group and model group 
(3.172% ± 0.542% vs 5.605% ± 1.315%, P < 0.01; 
2.868% ± 0.554% vs 5.653% ± 0.9%, P < 0.01).

CONCLUSION: β-elemene can reverse the 
pathologic progression of CCl4 induced liver 
fibrosis by inhibiting the activation of hepatic 
stellate cells, down-regulating the expression of 
a-SMA, TGF-β1 and decreasing the sediment of 
extracellular matrix in the liver tissues.

Key Words: Liver fibrosis; β-elemene; Transforming 
growth factor-β1; a-smooth muscle actin; Collagen-
Ⅰ; Immunohistochemistry
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摘要
目的: 观察β-榄香烯对四氯化碳肝纤维化大鼠

®

■背景资料
肝纤维化是多种
原因引起的慢性
肝损伤的共同病
理改变, 以细胞外
基质(ECM)在肝
脏内沉积为特征, 
肝星状细胞(HSC)
活化和转型在肝
纤维化中发挥关
键作用. 因此, 抑
制HSC激活以及
ECM的沉积与否
则是一个非常重
要 的 靶 点 .  中 药
莪术具有活血化
瘀、消积软坚作
用, 体外可抑制成
纤维细胞生长和
促进ECM的降解, 
β -榄香烯是从中
药莪术中提取的
一种倍半萜衍生
物, 具有非细胞毒
性抗肿瘤、抗氧
化、调节免疫、

抗血栓和扩血管
等作用. 前期体外
实验发现其能呈
剂量和时间依赖
性抑制肝星状细
胞增殖和诱导凋
亡. 为此, 本文从
体内模型探讨β -
榄香烯是否具有
抗肝纤维化作用. 
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TGF-β1、a-SMA、Col-Ⅰ表达的影响. 

方法: 采用CCl4皮下注射诱导Wistar♂大鼠肝
纤维化模型, 用β-榄香烯0.1 mL/100 g剂量每
天腹腔注射8 wk后, 用苏木精-伊红染色(HE)
和胶原纤维(Masson)染色观察大鼠肝脏病理
变化, 酶动力法检测肝功能, SP免疫组化法
检测肝组织中a-肌动蛋白(a-SMA)、转化生
长因子β1(TGF-β1)、Ⅰ型胶原(Col-Ⅰ)表达的
变化, 样本碱水解法检测肝组织中羟脯氨酸
(HYP)的含量. 

结果: 8 w k后 ,  正常组、模型组、对照组
及治疗组肝组织胶原纤维面积百分比分别
为1.22%±0.24%, 7.47%±0.81%, 5.57%±

0.78%, 4.33%±0.48%, 治疗组与模型组、对
照组相比均有显著差异(P <0.01), 并且治疗
组肝组织纤维化程度分级较模型组逐渐好
转, 胶原纤维所占面积显著缩小; 在肝组织
中测得的Col-Ⅰ阳性面积比分别为3.022%±

0.553%, 9.998%±1.431%, 7.554%±0.914%, 
4.587%±1.008%, 治疗组与模型组、对照组
相比均有显著差异(P <0.01). a-SMA和TGF-β1

在治疗组和模型组肝组织中的表达也有显著
差异(3.172%±0.542% vs  5.605%±1.315%, 
P <0.01; 2.868%±0.554% vs  5.653%±0.9%, 
P <0.01).

结论: β-榄香烯对四氯化碳肝纤维化大鼠具
有拮抗作用, 主要是通过抑制肝星状细胞激
活, 降低TGF-β1, a-SMA在肝组织中的表达, 
减少细胞外基质在肝脏中的沉积, 从而延缓肝
纤维化的进程.

关键词: 肝纤维化; β-榄香烯; 转化生长因子β1; a
平滑肌肌动蛋白;Ⅰ型胶原; 免疫组化
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0  引言

肝纤维化(hepatic fibrosis, HF)是多种原因引起

的慢性肝损伤的共同病理改变, 其特征是纤维

增生和降解不平衡, 纤维组织在肝脏过度沉积

的结果[1]. 研究证实, 肝星状细胞(hepatic stellate 
cells, HSC)活化和转型在肝纤维化中发挥关键

作用, H S C的激活在H F发生、发展中处于中

心地位[2-3]. 静息状态的HSC激活为肌成纤维细

胞并产生大量的细胞外基质(ECM), 而ECM合

成、沉积增多, 降解相对减少甚至抑制, 其结果

是肝细胞功能进一步受损、肝脏结构破坏而最

终导致肝硬化. 因此, 抑制HSC激活以及ECM的

沉积与否则是一个非常重要的靶点, 是促进肝

纤维化逆转的重要因素[4].
中药莪术具有活血化瘀、消积软坚作用, 

体外可抑制成纤维细胞生长[5], 对单侧输尿管梗

阻诱发的肾硬化大鼠, 可通过多个环节促进细

胞外基质(ECM)的降解[6]; 并具有抗大鼠免疫性

和化学性肝纤维化作用[7-8], 临床广泛应用于肝

纤维化的治疗. 但其抗纤维化的有效成分尚不

明确. β-榄香烯是从中药莪术中提取的一种倍半

萜衍生物, 为非细胞毒性的抗癌药物, 除对多种

肿瘤细胞具有抑制作用外, 尚有抗氧化、调节

免疫、抗血栓和扩血管等作用[9-14]. 那么β-榄香

烯是否为莪术抗肝纤维化的有效成分呢? 我们

前期在体外实验中发现该提取物能呈剂量依赖

性和时间依赖性抑制肝星状细胞增殖和诱导凋

亡[15]. 本文在此基础上进一步从体内模型探讨β-
榄香烯是否具有抗肝纤维化作用, 并报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂健康6周龄Wistar大鼠40只, 体质量

200-220 g, 购于华中科技大学同济医学院实验

动物中心. 随机分为4组: 空白对照组(N)10只, 模
型组(M)10只, 溶酶对照组(C)10只, β-榄香烯治

疗组(T)10只. 四氯化碳, 市售食用色拉油, β-榄
香烯单体95%纯度(体积分数)购于温州市工业

科学研究院生物工程研究所, 99%(体积分数)1-
甲基-2-吡咯烷酮(1-Methyl-2-pyrrolidinone)购于

AIDRICH公司, 40 g/L中性福尔马林缓冲液, 羟
脯氨酸(hydroxyproline, HYP)检测试剂盒(南京

建成生物工程研究所);Ⅰ型胶原、转化生长因

子β1(TGF-β1)多克隆抗体、a-平滑肌肌动蛋白

(a-SMA)及兔抗鼠SP试剂盒(武汉博士德生物工

程有限公司). RNA提取试剂盒为美国罗氏公司

产品, RNA酶抑制剂、M-MLV逆转录酶及聚合

酶链反应(PCR)扩增试剂均购自美国Promega
公司.
1.2 方法 将四氯化碳溶于食用色拉油中, 配成

40%浓度(体积分数)以备用. 95% β-榄香烯单

体溶解于等体积的99% 1-甲基 -2-吡咯烷酮

(1-methyl-2-pyrrolidinone)配成50 g/L溶液备用.
1.2.1 动物模型制备及给药方法 所有组动物饲

养1 wk后, 除正常组以外的大鼠轮替背部皮下及

四肢内侧注射40% CCl4植物油混悬液3 mL/kg体

■研发前沿
进展性肝纤维化
是可逆转的, 药物
通过抑制HSC激
活、诱导其凋亡
及防止ECM沉积
的干预性治疗在
实验性肝纤维化
方面已取的疗效. 
β -榄香烯作为抗
肝纤维化常用药
物莪术的主要有
效成分, 是否具有
抗肝纤维化作用? 
本文通过其干预
实验性肝纤维化
大鼠的体内研究, 
探讨其作用机制. 
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质量, 每周两次; 正常组大鼠单纯采用同体积的

植物油注射. 在造模的同时, 治疗组和对照组2 
wk后分别加用β-榄香烯溶酶混合溶液1 mL/kg体
质量和等体积溶酶腹腔注射. 4 wk后取模型组大

鼠肝脏做HE染色切片, 动态观测肝脏病理过程.  
治疗给药8 wk后, 全部动物麻醉解剖, 下腔静脉

取血, 备用于生化指标测定, 后取大鼠肝脏, 剪
成小块, 用Tris-HCL缓冲液洗涤6次, 用吸水纸吸

干肝组织表面水份后备用, 用于HYP的测定, 再
取右叶中间的部分以40 g/L中性甲醛固定, 用于

免疫组化切片, 余下肝脏于液氮中速冻、-80℃
冰箱内保存, 备用于肝组织匀浆测组织生化、

抽提组织总RNA用于RT-PCR指标的测定等.
1.2.2 检测指标和方法 大鼠血清丙氨酸基转移

酶(ALT)、天冬氨酸转氨酶(AST)、血清蛋白

(Alb)测定生化全自动分析仪测定. a-肌动蛋白

(a-SMA)、TGF-β1、Ⅰ型胶原的检测, 采用免疫

组织化学法按说明书操作. 镜下观察组织切片, 
每张切片选取四周及中央区域, 于200倍光镜下

测阳性着色面积百分比 = 阳性着色面积/肝组

织面积×100%, 取平均值. 大鼠肝脏HYP的测定

采用羟脯氨酸测试盒, 精确称取肝组织湿质量

30-100 mg放入试管中, 准确加水解液1 mL, 加
盖后沸水浴水解20 min, 冷却后加指示剂并加

入调pH液, 直至pH值在6.0-6.8左右, 然后加入蒸

馏水至10 mL, 取3-4 mL稀释的水解液加适量活

性炭混匀离心后取上清1 mL作比色. 羟脯氨酸

含量(mg/g湿质量) = (测定管吸光度-空白管吸

光度)/(标准管吸光度-空白管吸光度)×标准管

含量(5 mg/L)×水解液总体积(10 mL)/组织湿质

量(mg). 石蜡切片常规HE染色后, 按文献方法采

用肝纤维化病理学分期[16]. 肝组织胶原纤维染

色(Masson)法, 结果经图像分析仪分析. 每张切

片选取四周和中央区域, 取胶原纤维最多的视

野, 每个视野包括汇管区, 200倍镜下测定胶原

纤维面积百分比 = 胶原纤维面积/肝组织面积×

100%, 取平均值.
统计学处理 计量资料以(mean±SD)表示, 

纤维化程度以等级资料表示 .  计量资料采用

SPSS13.0软件进行单因素方差分析, 计数资料采

用SPSS13.0软件进行非参数分析, 以P <0.05为统

计学有显著性差异.

2  结果

2.1 各组大鼠肝组织病理学变化 正常组HE染
色显示肝细胞以中央静脉为中心向周围呈放射

状排列, 结构完整, 无变性、坏死及炎性细胞浸

润. 模型组HE染色显示肝索排列紊乱, 肝细胞

呈弥漫性脂肪变性、空泡形成, 门管区及肝小

叶内可见明显的灶性淋巴细胞浸润, 纤维组织

增生明显, 部分区域形成纤维间隔, 形成假小

叶. Masson染色可见胶原纤维增生明显. 治疗

组汇管区见肝小叶结构部分恢复, 炎性细胞浸

润少, 纤维细小, 假小叶部分模糊, 细胞水肿及

变性坏死情况明显改善, 胶原纤维沉积均明显

减少. 而对照组镜下仍见有较多的胶原纤维沉

积, 肝细胞变性及炎性细胞浸润也较明显. 汇管

区及中央静脉周围胶原纤维组织增生较模型组

明显减少, 呈局限性, 假小叶部分消失. 模型组

与治疗组、对照组之间肝纤维化分级有明显差

异, 胶原纤维面积比比较也有显著意义(总体F = 
159.94, 方差齐性, P <0.01, 表1, 图1). 
2.2 各组大鼠肝功能和Hyp的变化(表2) 本次实

验测得的大鼠肝功能ALT, AST, ALB总体F值分

别为14.585, 10.249, 19.128, P值均<0.01, 方差齐

性. 两两比较分析, 正常组大鼠肝功能ALT, AST, 
ALB与模型组比较均有显著性差异(P <0.01), 但
模型组与治疗组比较(P值分别为0.195, 0.530, 
0.019), 除了ALB外均无显著性差异, 分析肝功

能的变化可能除了与肝脏本身的炎症程度有关, 
可能还与本身健康状况有关; HYP是胶原蛋白

所特有的氨基酸, 测定HYP含量可明确胶原总

■创新盘点
本实验通过提取
莪术提取物β -榄
香烯单体干预肝
纤维化大鼠模型, 
检测肝星状细胞
活化增殖的标志
a - S M A 及 致 肝
纤维化细胞因子
TGF-β1, 分析了中
药莪术主要成分
抗纤维化的作用
靶点.

表  1  β-榄香烯对肝纤维化大鼠肝组织病理学的影响(mean±SD)

     
	                                          纤维化程度(S)期

                                   0期           1期            2期             3期           4期  

正常组	 10	 10	 0	 0	 0	 0	   1.22±0.24b

模型组	   8	   0	 0	 1	 2	 5	   7.47±0.81

对照组	   7	   0	 0	 3	 2	 1	   5.57±0.78a

治疗组	   6	   0	 2	 3	 1	 0	   4.33±0.48bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  对照组.

分组            n                                                                                                       胶原纤维面积(%)
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体水平,  评定纤维化病变程度. 本次实验测得的

HYP总体F值为9.786, P <0.01. 模型组大鼠肝组

织HYP的含量与正常组和治疗组比较均有显著

性差异(P <0.01), 与对照组比较也有显著性差异

(P = 0.015).
2.3 各组大鼠α-SMA, TGF-b1, Ⅰ型胶原免疫组化

结果(表3) 本次实验测得的大鼠α-SMA, TGF-b1, 
Ⅰ型胶原免疫组化结果分析, 总体F 值分别为

46.97, 88.48, 76.45, P值均<0.01, 方差齐性.
2.3.1 肝组织中Ⅰ型胶原的表达 正常组大鼠中

Ⅰ型胶原主要分布于汇管区的结缔组织、血管

壁及胆管壁, 在肝实质内沿肝窦壁形成的丝状

着色. 模型组中, Ⅰ型胶原主要分布于中央静脉

周围及纤维组织增生的汇管区, 形成宽而粗大

的纤维条索, 免疫组化染色呈强阳性. 对照组Ⅰ

型胶原的分布部位与M组基本一致, 表达相对减

少. 治疗组Ⅰ型胶原仅见于中央静脉周围及汇

管区, 着色减少且浅, 呈细丝状(图2). 统计分析, 
总体方差齐性F = 76.45, P <0.01; 两两比较分析: 
模型组与正常组、对照组、治疗组比较均有显

著性差异(P <0.01), 对照组与治疗组比较也有显

著性差异(P = 0.002).
2.3.2 肝组织中TGF-β1的表达 正常组TGF-β1未

见明显表达; 模型组TGF-β1在汇管区和纤维隔

中染色明显加深, 主要见于Kupffer细胞、肝星

状细胞和炎性细胞质中, 呈染色较深的棕黄色; 
治疗组在纤维隔内间质细胞和炎细胞胞质阳性

染色程度减轻, 阳性细胞数目减少, 与模型组比

较P <0.01; 对照组与模型组相比, TGF-β1表达的

显色指数无显著性差异(图3). 统计分析, 总体方

差齐性F = 88.48, P <0.01; 两两比较分析: 模型组

与正常组、对照组、治疗组比较均有显著性差

 

图  1  β-榄香烯对CCl4大鼠肝纤维化模型肝组织形态学的影响(×200). A: 模型组大鼠HE染色; B: 治疗组大鼠HE染色; C: 模

型组大鼠masson染色; D: 治疗组大鼠masson染色.

■应用要点
本研究证实了β -
榄香烯可抑制肝
纤维化组织中肝
星状细胞活化的
标记a-SMA的表
达和降低TGF-β1

的表达, 表明β-榄
香烯可通过抑制
HSC活化增殖、

诱 导 凋 亡 ,  抑 制
T G F - β 1 的 分 泌
合 成 ,  从 而 减 少
ECM的来源 ,  使
肝脏中ECM的沉
积降低, 发挥抗肝
纤维化的作用, 进
一步为临床应用
β -榄香烯制剂治
疗肝纤维化提供
了理论依据.

表  2  大鼠肝功能和HYP的变化(mean±SD)

     
分组            n                      ALT (U/L)	        AST (U/L)	     ALB (G/L)	    HYP (mg/g)  

正常组	 10	   76.50±17.78b	 164.61±60.82b	 31.29±1.63b	 0.162±0.048b

模型组	   8	 254.88±70.18	 414.42±138.11	 26.54±1.59	 0.410±0.145

对照组	   7	 242.00±80.46	 367.22±99.92	 27.24±1.77a	 0.273±0.088a

治疗组	   6	 208.47±85.70	 330.92±107.40	 28.47±1.11	 0.186±0.120b

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组.

A B

DC
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异(P <0.01), 对照组与治疗组比较也有显著性差

异(P = 0.02).
2.3.3 肝组织中α-SMA的表达 正常组可见血管

壁少量α-SMA阳性表达; 模型组α-SMA阳性表

达细胞数明显增多, 胞质呈棕黄色, 有的细胞有

2-3个较长突起, 主要分布于门静脉、汇管区、

纤维间隔和邻近的肝窦, 在炎性细胞浸润区的

表达也明显增加, 并且在靠近纤维间隔的肝血

窦表现为带有长突起的索形细胞(H S C)也为

阳性; 治疗组汇管区、纤维间隔和邻近的肝窦

阳性细胞数目显著减少, 胞质阳性染色显著减

轻, 与模型组比较差异显著(P <0.01); 对照组与

模型组相比, α-SMA表达的显色指数无显著性

差异(图4). 统计分析, 总体方差齐性F = 46.97, 

P <0.01; 两两比较分析: 模型组与正常组、对照

组、治疗组比较均有显著性差异(P <0.01), 对照

组与治疗组比较无显著性差异(P = 0.124).

3  讨论

榄香烯是由碳、氢两种元素组成的倍半萜烯

类化合物, 主要成分为β-榄香烯, 其化学名为1-
甲基-1-乙烯基-2, 4-二异丙基环己烷, 分子式为

C15H24, 相对分子量为204, 另外还含有少量的δ-
榄香烯及g-榄香烯[17]. 药理学及临床研究证明, 
榄香烯是一种疗效确切的非细胞毒性抗肿瘤药

物, 其抗瘤谱广泛, 无骨髓抑制作用, 无明显的

肝、肾毒性. 对多种肿瘤细胞具有抑制作用[18]. 
研究显示β-榄香烯呈浓度和时间依赖性抑制人

■名词解释
榄香烯: 是由碳、

氢两种元素组成
的倍半萜烯类化
合物, 主要成分为
β-榄香烯, 其化学
名为1-甲基-1-乙
烯基-2, 4-二异丙
基环己烷, 分子式
为C15H24, 相对分
子量为204, 另外
还含有少量的δ -
榄香烯及 g -榄香
烯.

表  3  各组大鼠肝组织α-SMA, Ⅰ型胶原和TGF-b1表达的变化(mean±SD, %)

     
分组            n           α-SMA/阳性面积比	 TGF-b1/阳性面积比	  Ⅰ型胶原/阳性面积比  

正常组	 10	 0.968±0.281b	    1.026±0.208b	        3.022±0.553b

模型组	   8	 5.605±1.315	    5.653±0.9	        9.998±1.431

对照组	   7	 4.914±0.893	    4.702±0.627	        7.554±0.914b

治疗组	   6	 3.172±0.542b	    2.868±0.554bc	        4.587±1.008bd

bP<0.01 vs  模型组; cP<0.05, dP<0.01 vs  对照组.

图  2  β-榄香烯对CCl4大鼠肝纤维化模型肝组织COL-Ⅰ表达的影响(×200). A: 模型组; B: 治疗组.

A B

图  3  β-榄香烯对CCl4大鼠肝纤维化模型肝组织TGF-β1表达的影响(×200). A: 模型组; B: 治疗组.

A B
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白血病细胞株K562细胞的生长和凋亡[12], 并下

调癌基因Bcl-2的表达[9]; 对脑胶质瘤细胞、肝癌

细胞、膀胱癌细胞均有显著抑制作用[9-11,18]. β-
榄香烯除具有抗肿瘤作用外, 尚有抗氧化、调

节免疫、抗血栓、降低血浆蛋白原浓度、降低

全血黏度, 改善血流变学特性和扩血管等作用, 
成为目前研究的热点[13-14]. β-榄香烯作为抗肝纤

维化常用药物莪术的主要有效成分, 是否能抗

肝纤维化一直备受关注. 本实验结果显示经腹

腔注射β-榄香烯的大鼠, 由CCl4诱导的肝纤维化

进程受到显著抑制, 镜下可见纤维间隔和假小

叶结构部分消失, 纤维化程度分级好转, 胶原纤

维面积显著缩小, 进展为肝纤维化4期的大鼠数

量显著低于模型对照组, 提示β-榄香烯在体内具

有抗肝纤维化作用.
肝纤维化是一种可逆性的以细胞外基质沉

积为特征的损伤修复反应[1-2]. 在急性肝损伤的

修复过程中, 实质细胞再生并取代坏死或凋亡

的细胞, 这一过程表现为炎症反应和局部的细

胞外基质沉积. 如果肝损伤持续存在, 则肝细胞

再生功能丧失, 被大量的ECM取代, 并诱导胶原

纤维生成. ECM的过度沉积, 进一步可导致肝

内血流阻力的增加及假小叶的形成, 进而发展

为门脉高压、肝硬化, 并可能发展成肝癌, 因此

抑制ECM的过度沉积是抗肝纤维化的重要途

径[3-4]. ECM主要由胶原蛋白构成, 肝脏胶原蛋

白有Ⅰ, Ⅲ, Ⅳ, Ⅴ, Ⅵ型, Ⅰ, Ⅲ型胶原占肝内胶

原含量的80%左右, 主要分布在汇管区[19-21]. 肝
纤维化时, Ⅰ, Ⅲ型胶原增多, 尤以Ⅰ型胶原增

多为主, 占肝硬化组织中增加的总胶原含量的

70%-80%, 是肝纤维化晚期及肝硬化的重要标

志[21]. HYP是胶原中的特征性氨基酸, 是评估胶

原蛋白含量和肝纤维化程度的指标, 测定肝组

织中HYP含量能客观反应肝纤维化程度[22]. 本实

验发现β-榄香烯能显著抑制Ⅰ型胶原在肝脏的

沉积, 降低肝组织中HYP的含量, 提示β-榄香烯

具有减少ECM在肝脏沉积的作用. 但究竟是通

过抑制胶原的合成还是促进胶原的降解达到上

述作用的尚有待进一步研究.
研究表明肝星状细胞是ECM的主要来源[1-3]. 

肝脏损伤后, HSC则激活成为肌成纤维样细胞

(myofibroblast-like cel1)-活化型[2]. 此时HSC大
量增生、胞体增生、Vit A脂滴消失、胶原纤维

等细胞外基质分泌增多、表达具有收缩功能

的a-平滑肌肌动蛋白(a-smooth muscle actin, 
a-SMA), 其中a-SMA的表达为HSC激活的标

志[1-4]. TGF-β1是目前已知的最强的致肝纤维化

细胞因子之一[2], 具有启动和调控肝脏ECM代谢

的重要作用, 研究表明TFG-b1主要通过自分泌

机制调节ECM的沉积, 在肝脏其靶细胞主要为

肝星状细胞, HSC本身可自分泌TGF-b1. 肝纤维

化时, TGF-b1一方面促进ECM合成, 抑制ECM
降解; 另一方面激活HSC转化为肌成纤维细胞

(MFB), MFB再通过旁分泌和自分泌作用促进大

量以胶原为主的ECM合成[3]. 因此抑制ECM过

度沉积的关键是抑制HSC的活化增殖. 前期体外

实验结果显示随b-榄香烯作用剂量的增加和作

用时间的延长, 肝星状细胞增殖能力显著下降, 
而凋亡率明显上升[15]; 本实验进一步显示b-榄
香烯可抑制肝纤维化组织中肝星状细胞活化的

标记a-SMA的表达和降低TGF-b1的表达, 表明

b-榄香烯可通过抑制HSC活化增殖、诱导凋亡, 
抑制TGF-b1的分泌合成, 从而减少ECM的来源, 
使肝脏中ECM的沉积降低, 发挥抗肝纤维化的

作用.
本实验结果尚发现b-榄香烯在改善肝脏酶

学方面与模型及对照组比较并没有显著意义, 
这可能与腹腔给药途径或大鼠的生活状况有关,  
是否也提示b-榄香烯抗肝纤维化的作用与降酶

作用无相关性? 尚有待我们进一步研究.

■同行评价
本文研究了β -榄
香 烯 对 实 验 性
肝 纤 维 化 大 鼠
TGF-β1, a-SMA, 
Col-Ⅰ表达的影
响 ,  实 验 设 计 合
理, 结果可信, 有
一定实际应用价
值.

图  4  β-榄香烯对CCl4大鼠肝纤维化模型肝组织α-SMA表达的影响(×400). A: 模型组; B: 治疗组.
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Abstract
AIM: To study the inhibitory effect of chemokine 
receptor CXCR4 short interference RNA (siRNA) 
on the invasion capability and proliferation of 
colorectal cancer cell line SW480.

METHODS: SiRNA specifically targeting CXC 
chemokine receptor CXCR4 was designed in 
vitro using T7 RNA polymerase. Colorectal can-
cer SW480 cells were cultured under standard 
condition and the siRNA was transfected into 
SW480 cells with Lipofectamine 2000. Negative 
control and mock control were used at the same 
time. The levels of CXCR4 mRNA and protein 
were detected by reverse transcription-poly-
merase chain reaction (RT-PCR) and Western 

blotting 48 h after transfection respectively. The 
changes of invasion capability and MT1-MMP 
protein in SW480 cells were evaluated using 
Boyden Chamber invasion assay and Western 
blotting respectively. The cell cycle distribution 
and proliferation status were detected by flow 
cytometry and MTT assay respectively.

RESULTS: Forty-eight hours after transfection 
with CXCR4 siRNA, in comparison with those 
in negative and mock control group, the levels 
of CXCR4 mRNA (51.53% ± 6.1% vs 78.4% ± 
3.3%, P < 0.01; 51.53% ± 6.1% vs 87.4% ± 5.3%, 
P < 0.01) and protein (47.3% ± 3.7% vs 107.2% ± 
3.6%, P < 0.01; 47.3% ± 3.7% vs 114.7% ± 4.8%, P 
< 0.01) decreased significantly (47.3% ± 3.7% vs 
107.2% ± 3.6%, P < 0.01; 47.3% ± 3.7% vs 114.7% 
± 4.8%, P < 0.01); the invasion capability (26.5% 
± 6.1% vs 73.7% ± 3.4%, P < 0.01; 26.5% ± 6.1% vs 
64.5% ± 5.7%, P < 0.01) and the MT1-MMP pro-
tein expression (43.8% ± 2.5% vs 64.4% ± 4.4%, 
P < 0.01; 43.8% ± 2.5% vs 67.0% ± 2.9%, P < 0.01) 
in SW480 cells decreased significantly, but the 
cell cycle distribution didn’t change remarkably. 
At the absence of SDF-1, cell proliferation status 
was similar to that in control and mock control 
group. After stimulation by SDF-1, the prolifera-
tion of SW480 cells increased in all the groups, 
but it was much less active in the CXCR4 siRNA 
group than in the other two control groups.

CONCLUSION: CXCR4 siRNA can inhibit the 
expression of CXCR4 and decrease the invasion 
capability and proliferation of SW480 cells.

Key Words: Chemokine receptor CXCR4; Short 
interference RNA; Colorectal cancer; Invasion; 
Reverse transcription-polymerase chain reaction; 
Western blotting; Boyden Chamber invasion assay; 
Flow cytometry; MTT assay
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■背景资料
恶性肿瘤侵袭和
转移是一个多阶
段多步骤的复杂
过程, 是恶性肿瘤
的本质表型, 也是
当前研究的热点, 
但其具体机制尚
不清楚. 最新研究
表明, 趋化性细胞
因子及其受体的
相互作用可能在
癌症的侵袭和转
移过程中起着关
键作用, 其中最令
人瞩目的是趋化
性细胞因子受体
CXCR4与其配体
CXCL12的相互
作用与多种癌症
侵袭和转移密切
相关. 



摘要
目的: 研究趋化性细胞因子受体CXCR4短干
扰RNA (siRNA)对大肠癌细胞系体外侵袭及
增殖能力的影响. 

方法: 利用T7 RNA聚合酶体外合成以CXCR4
为靶基因的s i R N A, 用脂质体转染大肠癌
S W480细胞 ,  同时设立空白对照组和无关
对照组. 于转染后48 h采用RT-P C R方法检
测CXCR4 mRNA水平, 免疫印迹方法检测
CXCR4和MT1-MMP的蛋白质水平, Boyden小
室模型检测体外侵袭能力的变化, 流式细胞术
检测细胞周期的分布情况, MTT法测定细胞
增殖状况. 

结果: SW480细胞转染CXCR4 siRNA 48 h
后 ,  与空白对照和无关对照相比 ,  C X C R4 
mRNA水平明显下调(51.53%±6.1% vs  78.4%
±3.3%, P <0.01; 51.53%±6.1% vs  87.4%±

5.3%, P <0.01), CXCR4的蛋白质水平明显降
低(47.3%±3.7% vs  107.2%±3.6%, P <0.01; 
47.3%±3.7% vs  114.7%±4.8%, P <0.01), 
MT1-MMP蛋白表达水平也明显下降(43.8%
±2.5% vs  64.4%±4.4%, P <0.01; 43.8%±

2.5% vs  67.0%±2.9%, P <0.01), 细胞的体
外侵袭能力减弱(26.5%±6.1% vs  73.7%±

3.4%, P <0.01; 26.5%±6.1% vs  64.5%±5.7%, 
P <0.01), 细胞周期的分布无明显差异. 在无
SDF-1存在的情况下, 各组细胞的增殖无明显
改变; 经SDF-1刺激后, 各组细胞增殖增加, 但
CXCR4 siRNA转染组细胞的增殖显著低于
空白对照组和无关对照组(24 h: 0.55±0.03 vs  
0.68±0.06, 0.71±0.04, P <0.05; 48 h: 0.67±
0.04 vs  0.89±0.03, 0.94±0.07, P <0.05; 72 h: 
0.72±0.06 vs  1.36±0.08, 1.53±0.07, P <0.01). 
以上各指标在空白对照和无关对照之间无显
著性差异(P >0.05).

结论: 以CXCR4为靶向的siRNA能够有效下
调CXCR4基因, 降低SDF-1诱导的大肠癌细胞
系体外侵袭能力及增殖活性.

关键词: CXCR4基因; 短干扰RNA; 结直肠癌; 侵袭; 

逆转录-聚合酶链反应; 免疫印迹技术; Boyden小

室模型; 流式细胞术; MTT法
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0  引言

侵袭和转移是恶性肿瘤的本质特征, 也是导致

治疗失败的主要原因, 现代分子生物学研究揭

示, 恶性肿瘤的侵袭和转移是一个多阶段、多

步骤的复杂过程, 受许多基因的共同调控, 导致

其表达产物的改变, 由此影响肿瘤细胞的生物

学行为. 其中, 趋化性细胞因子及其受体参与癌

症侵袭和转移的多个关键环节. 在纷繁复杂的

趋化性细胞因子网络系统中, CXCL12/CXCR4
作为少数之一具有点对点精确传导生物信息的

生物轴系统, 很快引起了一些学者的重视. 近年

来不少研究指出, CXCL12/CXCR4生物轴在多

种肿瘤的侵袭和转移中发挥着重要作用. 为研

究CXCR4对大肠细胞侵袭力及增殖的影响, 本
实验通过设计合成以CXCR4为靶点的siRNA, 
利用脂质体转染人大肠癌SW480细胞系, 特异

性抑制CXCR4基因表达, 检测转染siRNA细胞

体外侵袭及增殖能力的变化.

1  材料和方法

1.1 材料 大肠癌细胞系SW480购自中国典型

培养物保藏中心. R P M I1640培养基(G i b c o/
B R L公司), 小牛血清(H y c l o n e), R N A i试剂

Silencer siRNA construction KIT(Ambion公司), 
LipofectamineTM 2000脂质体(Invitrogen公司), 
MMLV逆转录酶(Promega公司), 兔抗人CXCR4 
m A b(R&D), H R P标记的羊抗兔二抗(S a n t a 
Cruz), ECL(Enhanced Chemical luminescence)
显色试剂盒(晶美生物), BCA蛋白测定试剂盒

(Pierce公司), MTT, 碘化吡啶PI(Sigma公司).  
大肠癌细胞系SW480细胞用含100 mL/L

小牛血清的RPMI1640培养液, 在37℃, 50 mL/L 
CO2孵育箱中培养. 每3天更换培养液, 按1∶3传
代. 取对数生长期细胞用于实验.
1.2 方法 
1.2.1 CXCR4 siRNA的制备 根据Elbashir et al  
s i R N A的设计原则设计针对C X C R4 c D N A 
(accession no.NM_003467)符合特征的靶序列. 
同时设计无关对照序列(GC含量与靶序列相同). 
靶序列: 5'-AAGGAACCCTGTTTCCGTGAA-3', 
无关序列: 5'-AACCGGATGTCGAGAACTTCA
-3'. 根据靶序列设计靶序列siRNA模板DNA, 反
义链为靶序列, 正义链为靶序列的互补序列, 3'
端加T7启动子的引物序列CCTGTCTC. 正义链

(S1): 5'-AATTCACGGAAACAGGGTTCCCCT

www.wjgnet.com

■研发前沿
在前期的研究工
作中, 本课题组也
发现CXCR4在大
肠癌和肺癌组织
中选择性高表达, 
并且与淋巴结受
累、复发转移、

生存时间密切相
关, 提示如果采取
分子干预手段阻
断SDF-1/CXCR4
生物轴功能, 可能
抑制肿瘤细胞的
侵袭和转移潜能, 
为控制和预防恶
性肿瘤的侵袭和
转移提供靶点. 
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GTCTC-3'; 反义链(A1): 5'-AAGGAACCCTGTT
TCCGTGAACCTGTCTC-3'. 同样方法设计无关

序列siRNA模板DNA. 正义链(S2): 5'-AATGAA
GTTCTCGACATCCGGCCTGTCTC-3'; 反义链

(A2): 5'-AACCGGATGTCGAGAACTTCACCTG
TCTC-3'. 按试剂盒操作说明取等摩尔浓度的A1
和S1(或A2和S2)和T7启动子混合(70℃加热混合

物5 min, 室温下放置5 min), T7启动子和DNA引

导序列退火结合, 然后用DNA聚合酶Klenow大

片段补齐成为可用于转录的双链DNA模板, 分
别用T7 RNA聚合酶进行体外转录, 再将产物混

合37℃水浴箱持续孵育过夜, 形成双链RNA. 以
DNA酶降解模板同时用单链专一的核糖核酸酶

(RNase)消化5'的引导序列, 由于RNase不能切开

U碱基也不能降解双链RNA, 所以得到的产物就

是所需的21 bp的双链siRNA有19对碱基互补, 3'
端各有2个U突出. 按试剂盒操作说明进行纯化, 
得到的siRNA用去核酸酶的水溶解, 紫外分光光

度计定量, -20℃保存备用. 
1.2.2 细胞分组和转染 取对数生长期SW480细
胞接种于6孔板(5×105/孔), 培养细胞至密度为

50%. 转染siRNA的浓度为80 nmol/L. 实验分为3
组: A组: 只加脂质体(空白对照组, control); B组: 
转染无关siRNA(无关对照组, mock control); C组: 
CXCR4 siRNA干预组. 利用Lipofectamine2000
将siRNA转染SW480细胞的实验方法参考说明

书进行, 简要步骤如下: 转染前24 h将6孔板每孔

加入无抗生素的DMEM培养基2 mL. 往每孔中

加入siRNA-Lipofectamine2000混合液500 µL, 轻
轻混匀. 在37℃, 50 mL/L CO2孵育箱中培养48 h. 
1.2.3 RT-PCR 细胞转染48 h后收集细胞, 按
TRIzol说明书操作提取细胞总RNA, 用于扩增

人CXCR4 cDNA. PCR引物(上海博亚公司合

成)序列如下: CXCR4上游序列: 5'-CGGAATT
CCAGCAGGTAGCAAAGTGACG-3', 下游序

列: 5'-GACGCCAACATAGACCACCT-3'. 同
时以人G A P D H为内参照 ,  引物的上游序列 : 
5'-ACGGATTTGGTCGTATTGGG-3', 下游序列: 
5'-TGATTTTGGAGGGATCTCGC-3'. PCR扩增

条件如下: 94℃预变性5 min, 94℃变性30 s, 60℃
退火30 s, 72℃延伸60 s, 35个循环; 72℃延伸10 
min. CXCR4和GAPDH的PCR片段大小为561 bp
和250 bp. PCR产物采用图像扫描仪拍照并进行

条带灰度分析, 以CXCR4/GAPDH的比值代表其

相对含量. 
1.2.4 Western blotting分析 CXCR4蛋白检测: 细

胞转染48 h后收集细胞, 加入细胞裂解液, 提取

细胞总蛋白, 用BCA试剂盒检测蛋白质浓度, 灌
制100 g/L SDS-PAGE凝胶, 每孔上样50 µg, 经电

泳, 转膜, 封闭, 依次与CXCR4抗体(1∶200)及辣

根过氧化物酶标记的二抗(1∶500)反应1 h, 化
学发光法(ECL)曝光显影, 冲洗胶片, 用密度扫

描仪测定条带的光密度值(A值), β-actin为内参. 
MT1-MMP蛋白检测: 以上各组细胞分别与含和

不含SDF-1(100 mg/L)的培养液孵育2 h后, 洗涤

细胞, 加入细胞裂解液, 提取细胞总蛋白, 同上

述方法检测MT1-MMP蛋白水平, 一抗为兔抗人

MT1-MMP单抗(1∶100). 
1.2.5 体外趋化侵袭实验 用24孔Boydem趋化小

室(8 µm; Becton Dickinson), 按照说明书方法进

行. 简要步骤如下: 收获转染48 h后的各实验组

细胞, 用无血清培养基悬浮, 将0.2 mL细胞悬液

(1×104)加入上室内, 将含诱引剂SDF-1的趋化

上清(RPMI1640+5 g/L BSA+100 µg/L SDF-1)加
入下室, 每组设3个复孔. 在37℃, 50 mL/L CO2条

件下培养24 h. 取出膜, 用棉拭子去除上室底部

基质胶并移除未侵袭细胞, 甲醇固定, HE染色, 
光学显微镜下观察迁移至膜上的细胞, 每孔计

数5个高倍视野(×100)的细胞数. 
1.2.6 流式细胞检测 细胞转染48 h后回收各实

验组细胞, 胰酶消化, 制成单细胞悬液, 调整细

胞浓度为5×108/L, PBS充分洗涤, 800 mL/L冰
乙醇固定, 加入终浓度为100 mg/L的Rnase A 10 
µL, 37℃水浴30 min后移入冰浴中停止酶反应, 
再加入终浓度为5 mg/L的PI染色剂10 µL, 4℃避

光保存, 孵育过夜, 美国Becton-Dicknson公司的

FACSort型流式细胞仪检测和细胞周期的分布. 
数据获取用CELLQuest软件, 分析细胞周期用

ModFit2.0. 
1.2.7 M T T分析 收获转染48 h后的各实验组

细胞, 按104/孔分别接种于96孔培养板, 每组

细胞分别加入含诱引剂S D F - 1的趋化上清 
(RPMI1640+5 g/L BSA+100 µg/L SDF-1)和空白

对照液(RPMI1640+5 g/L BSA). 分别于24, 48和
72 h, 各孔加入MTT溶液(5 g/L) 20 µL, 孵育4 h, 
吸弃孔内培养液, 加入DMSO 150 µL, 充分溶解

结晶物, 读取各孔光吸收值(490 nm波长). 每组

设3个平行样本, 取各组值的均数表示细胞的增

殖情况.
统计学处理 采用Windows SPSS10.0软件进

行t检验, 数据以均数±标准差表示, P <0.05被认

为具有统计学意义.

■创新盘点
实验通过体外合
成以CXCR4为靶
基因的SiRNA, 用
脂质体转染大肠
癌SW480细胞, 不
仅检测癌细胞体
外侵袭力的改变, 
也检测了对细胞
周期和增殖活性
的 影 响 ,  同 时 也
初步探讨了M T-
MMP1在SDF-1/
CXCR4生物轴介
导的大肠癌侵袭
和转移中的可能
作用.
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2  结果

2.1 siRNA对SW480细胞CXCR4基因mRNA及蛋

白质的影响 为明确siRNA转染对靶基因CXCR4
的影响, 我们进行RT-PCR和Western blot检测. 
RT-PCR结果表明: CXCR4 siRNA转染SW480细
胞48 h后, CXCR4基因mRNA水平明显下调, 与
空白对照组(control)和无关对照组(mock con-
trol)比较差异有显著性意义(51.53%±6.1% vs  
78.4%±3.3%, P <0.01; 51.53%±6.1% vs  87.4%
±5.3%, P <0.01), 而mock siRNA不引起靶基因

mRNA水平的明显变化(87.4%±5.3% vs  78.4%
±3.3%, P >0.05)(图1). Western blotting检测也得

出类似结果: CXCR4 siRNA转染SW480细胞48 
h后, CXCR4蛋白表达水平较空白对照组和无

关对照组明显下降(47.3%±3.7% vs  107.2%±

3.6%, P <0.01; 47.3%±3.7% vs  114.7%±4.8%, 
P <0.01), 空白对照组和无关对照组间无明显差

异(P >0.05)(图2). 
2.2 siRNA对SW480细胞体外侵袭能力的影响 
为了解CXCR4基因表达下调对大肠癌细胞体

外侵袭能力的影响, 我们采用体外趋化侵袭实

验. 结果发现转染CXCR4 siRNA 48 h后, SW480
大肠癌细胞的穿膜细胞数较空白对照组和无

关对照组明显减少(26.5%±6.1% vs  73.7%±

3.4%, P <0.01; 26.5%±6.1% vs  64.5%±5.7%, 
P <0.01), 空白对照组和无关对照组间无明显差

异(P >0.05). 
2.3 siRNA对SW480细胞MT1-MMP表达的影

响 为初步探讨CXCR4调控大肠癌细胞体外侵

袭力的可能机制, 采用Western blotting方法检

测siRNA转染对MT1-MMP表达水平的影响. 结
果发现转染CXCR4 siRNA 48 h后, MT1-MMP
蛋白表达较空白对照组和无关对照组明显降低

(43.8%±2.5% vs  64.4%±4.4%, P <0.01; 43.8%
±2.5% vs  67.0%±2.9%, P <0.01), 空白对照组和

无关对照组间无明显差异(P >0.05)(图2). 
2 .4 s i R N A对S W480细胞周期的影响  转染

CXCR4 siRNA 48 h后, SW480大肠癌细胞各时

相的细胞比例与空白对照组和无关对照组无明

显差异. 经t检验,  P值均>0.05, 差异无显著性意

义(表1). 
2.5 s i R N A对S D F-1诱导细胞增殖的影响 经
MMT方法检测, 结果发现, 转染CXCR4 siRNA
后, 未经SDF-1刺激的SW480细胞的增殖状况与

空白对照和无关对照无明显差别; 经SDF-1刺
激后24-72 h后, 各组细胞的增殖都有所增加, 但
CXCR4 siRNA转染组的增殖明显低于空白对

照组和无关对照组(24 h: 0.55±0.03 vs  0.68±
0.06, P <0.05; 0.55±0.03 vs  0.71±0.04, P <0.05; 
48 h: 0.67±0.04 vs  0.89±0.03, P <0.05; 0.67±
0.04 vs  0.94±0.07, P <0.05; 72 h: 0.72±0.06 vs  
1.36±0.08, P <0.01; 0.72±0.06 vs  1.53±0.07, 
P <0.01). 空白对照组和无关对照组间无明显差

异(P >0.05)(图3).

3  讨论

恶性肿瘤的侵袭转移是多环节、多步骤且连续

的复杂生物学过程, 涉及到细胞迁移的信号通

路的调节失常, 肿瘤细胞与宿主细胞间相互作

用等[1-2]. 近年研究显示, 趋化性细胞因子和受体

网络可能参与了肿瘤的侵袭和转移的多个关键

环节[3-4]. 

 

■应用要点
研 究 结 果 表 明 , 
SDF-1/CXCR4生
物轴参与大肠癌
的侵袭和转移, 具
有体外促增殖作
用. 抑制大肠癌细
胞CXCR4基因的
表 达 ,  能 够 显 著
降低大肠癌细胞
体外侵袭能力及
增殖活性. SDF-1/
CXCR4生物轴有
望成为预防和治
疗大肠癌侵袭和
转移的重要靶点
之一.

表  1  转染48 h后3组细胞的细胞周期分布(mean±SD, %)

     
分组	                  G0/G1                   S                   G2/M  

control               62.73±2.19  19.23±2.53   18.04±1.97

mock control     54.32±4.07  22.05±3.26   13.63±1.63

CXCR4 siRNA   60.82±5.01  17.71±1.27   21.47±2.34

CXCR4 (561 bp)

GAPDH (250 bp)

700
600
500
400
300
200
100

1            2         3           M

图  1  RT-PCR检测癌细胞CXCR4 mRNA表达. 1: control; 2: 

mock control; 3: CXCR4 siRNA; 4: PCR Marker.

CXCR4

MT1-MMP

β-actin

1                2              3

图  2  Western blotting检测癌细胞CXCR4和MT1-MMP蛋白
表达. 1: control; 2: mock control; 3: CXCR4 siRNA.
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趋化性细胞因子受体CXCR4是趋化性细

胞因子基质衍生因子SDF-1的专属受体. 对于

SDF-1/CXCR4信号系统的研究主要集中在免

疫系统 ,  研究表明他在造血干细胞归巢、淋

巴细胞迁移和H I V感染等方面发挥着重要作

用[5-6]. 而近年研究发现, SDF-1/CXCR4轴在肿

瘤细胞迁移、侵袭和转移过程中有着重要的作

用[7-10]. 2001年Muller et al [11]首先报道CXCR4在
人类乳腺癌中高表达, 而CXCR4的特异性配体

CXCL12(SDF-1)在乳腺癌容易发生转移的器官

中高表达. 如果用抗体体内中和CXCR4, 可以导

致乳腺癌器官特异性转移潜能的明显下降. 目
前有越来越多的研究表明在人类多种肿瘤中

存在CXCR4的选择性高表达, 包括卵巢癌[12]、

肺癌 [13]、黑色素瘤 [14]、食道癌 [15]等也存在着

CXCR4的选择性表达. 在前期的研究工作中, 我
们也发现CXCR4在大肠癌和肺癌组织中选择性

高表达, 并且与淋巴结受累、复发转移、生存

时间密切相关[16-17]. 为进一步研究SDF-1/CXCR4
生物轴是否介导大肠癌的侵袭和转移, 我们设

计合成针对CXCR4的siRNA, 特异性下调大肠

癌细胞CXCR4基因表达, 研究大肠癌细胞体外

侵袭的改变及可能机制. 
短干扰RNA(short interfering RNA, siRNA)

介导的RNA干扰(RNA interfering, RNAi), 为哺

乳动物基因功能的研究提供了强大的工具[18]. 由
于RNAi的关键效应分子就是siRNA, 因此要产

生有效的RNAi效应关键是针靶向基因如何设

计及制备siRNA. 本实验中, 我们根据Elbashir
原则 [19], 设计针对C X C R4 c D N A(G e n B a n k 
accession no.NM_003467)符合特征的靶序列. 
首先在GenBank中获取CXCR4 cDNA的全长序

列, 然后利用Ambion公司提供的siRNA Target 
Finder在线工具搜索符合要求的靶序列, 同时设

计无关对照序列. 
我们将体外转录合成的CXCR4 siRNA转

染大肠癌SW480细胞后48 h, 采用RT-PCR和

Western blotting方法分析靶基因CXCR4 mRNA
及蛋白质水平的变化. 结果表明CXCR4 siRNA
能够有效降低C X C R4基因的表达. 为了研究

CXCR4 siRNA转染对大肠癌细胞体外侵袭力的

影响, 我们采用Boyden小室体外侵袭实验. 实验

结果发现转染CXCR4 siRNA 48 h后, SW480细
胞的穿膜细胞数较空白对照组和无关对照组明

显减少. 提示CXCR4 siRNA下调CXCR4基因的

表达可以降低SW480细胞的体外侵袭力. 这与

Liang et al [20]报道研究结果一致, 他们通过siRNA
技术下调CXCR4的表达实现抑制乳腺癌细胞体

外侵袭力的目的. 
癌细胞发生侵袭时需要降解细胞外基质与

基底膜, 此过程与MMPs作用密切相关[21-23]. 为
探讨MMPs是否参与大肠癌细胞的体外侵袭过

程, 我们用Western blotting方法检测了CXCR4 
siRNA转染对MT1-MMP表达水平的影响. 发现

CXCR4 siRNA转染可以显著下调SW480细胞

MT1-MMP的表达, 提示SDF-1/CXCR4生物轴可

能通过MT1-MMP来调控大肠癌细胞的体外侵

袭过程. MT1-MMP是细胞外基质蛋白降解机制

的重要组分[24], 也是MMP-2前体的激活剂, MT1-
MMP表达于肺癌、乳腺癌和黑色素瘤等多种实

体瘤中, 且其表达常常与肿瘤的侵袭相关[25-28]. 
SDF-1/CXCR4生物轴不仅参与调控肿瘤

细胞的侵袭和转移, 可能还与肿瘤细胞的增殖

密切相关[29-30], 为进一步了解CXCR4的表达对

大肠癌细胞增殖状况的影响, 我们对各组细胞

进行流式细胞术及MTT检测. 实验结果提示在

没有配体SDF-1作用的情况下, CXCR4表达下

调对SW480细胞的增殖状况无明显影响, 各时

■名词解释
1 趋化性细胞因
子: 趋化性细胞因
子是不同类型细
胞分泌的低分子
量(8-10 kDa)的细
胞因子, 他们对各
种白细胞亚类, 如
中性粒细胞、单
核细胞、淋巴细
胞具有趋化和预
激活作用. 
2  趋化性细胞因
子受体: 是一类表
达于不同类型细
胞上的含有7个跨
膜 区 的 G 蛋 白 偶
联受体. 趋化性细
胞因子通过作用
于趋化性细胞因
子受体参与多种
生理和病理过程, 
如细胞的生长、

发育、分化、凋
亡等, 通过趋化吸
引白细胞及调节
其效应功能等参
与免疫应答过程.

图  3  在有和无SDF-1
刺激下各组细胞的增殖
活性. 1: 24 h; 2: 48 h; 3: 

72 h.

control

mock control

CXCR4 siRNA

control+SDF-1

mock control+SDF-1

CXCR4 siRNA+SDF-1

1.8

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

增
殖

活
性

1                       2                        3
t /h



www.wjgnet.com

1336                    ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志         2007年4月28日      第15卷      第12期

相的细胞比例与空白对照组和无关对照组无明

显差异. 但经SDF-1作用后, 转染CXCR4 siRNA 
的SW480细胞增殖活性明显下降, 提示SDF-1/
CXCR4生物轴在大肠癌细胞的增殖过程中可能

也起着重要的作用. 
总之 ,  本实验通过合成针对C X C R 4的

siRNA, 有效抑制大肠癌细胞CXCR4基因的表

达, 显著降低大肠癌细胞体外侵袭能力及增殖

活性. SDF-1/CXCR4生物轴有望成为预防和治

疗大肠癌侵袭和转移的重要靶点之一.

4      参考文献
1	 Gupta GP, Massague J. Cancer metastasis: building 

a framework. Cell 2006; 127: 679-695
2	 Christofori G. New signals from the invasive front. 

Nature 2006; 441: 444-450 
3	 Balkwill F, Mantovani A. Inflammation and cancer: 

back to Virchow? Lancet 2001; 357: 539-545
4	 Inoue K, Slaton JW, Eve BY, Kim SJ, Perrotte 

P, Balbay MD, Yano S, Bar-Eli M, Radinsky R, 
Pettaway CA, Dinney CP. Interleukin 8 expression 
regulates tumorigenicity and metastases in 
androgen-independent prostate cancer. Clin Cancer 
Res 2000; 6: 2104-2119 

5	 Kim CH, Broxmeyer HE. SLC/exodus2/6Ckine/
TCA4 induces chemotaxis of hematopoietic 
progenitor cells: differential activity of ligands 
of CCR7, CXCR3, or CXCR4 in chemotaxis vs. 
suppression of progenitor proliferation. J Leukoc 
Biol 1999; 66: 455-461 

6	 Bleul CC, Farzan M, Choe H, Parolin C, Clark-
Lewis I, Sodroski J, Springer TA. The lymphocyte 
chemoattractant SDF-1 is a ligand for LESTR/fusin 
and blocks HIV-1 entry. Nature 1996; 382: 829-833

7	 Lapteva N, Yang AG, Sanders DE, Strube RW, Chen 
SY. CXCR4 knockdown by small interfering RNA 
abrogates breast tumor growth in vivo. Cancer Gene 
Ther 2005; 12: 84-89

8	 Harvey JR, Mellor P, Eldaly H, Lennard TW, Kirby 
JA, Ali S. Inhibition of CXCR4-mediated breast 
cancer metastasis: a potential role for heparinoids? 
Clin Cancer Res 2007; 13: 1562-1570

9	 Zhang L, Yeger H, Das B, Irwin MS, Baruchel 
S. Tissue microenvironment modulates CXCR4 
expression and tumor metastasis in neuroblastoma. 
Neoplasia 2007; 9: 36-46

10	 Rubie C, Frick VO, Wagner M, Weber C, Kruse B, 
Kempf K, Konig J, Rau B, Schilling M. Chemokine 
expression in hepatocellular carcinoma versus 
colorectal liver metastases. World J Gastroenterol 
2006; 12: 6627-6633

11	 Muller A, Homey B, Soto H, Ge N, Catron D, 
Buchanan ME, McClanahan T, Murphy E, Yuan 
W, Wagner SN, Barrera JL, Mohar A, Verastegui E, 
Zlotnik A. Involvement of chemokine receptors in 
breast cancer metastasis. Nature 2001; 410: 50-56

12	 J i ang YP , Wu XH, Sh i B , Wu WX, Y in GR. 
Expression of chemokine CXCL12 and its receptor 
CXCR4 in human epithelial ovarian cancer: 
an independent prognostic factor for tumor 
progression. Gynecol Oncol 2006; 103: 226-233

13	 Su L, Zhang J, Xu H, Wang Y, Chu Y, Liu R, Xiong 

S. Differential expression of CXCR4 is associated 
with the metastatic potential of human non-small 
cell lung cancer cells. Clin Cancer Res 2005; 11: 
8273-8280

14	 Scala S, Giuliano P, Ascierto PA, Ierano C, Franco R, 
Napolitano M, Ottaiano A, Lombardi ML, Luongo 
M, Simeone E, Castiglia D, Mauro F, De Michele I, 
Calemma R, Botti G, Caraco C, Nicoletti G, Satriano 
RA, Castello G. Human melanoma metastases 
express functional CXCR4. Clin Cancer Res 2006; 12: 
2427-2433

15	 Koishi K, Yoshikawa R, Tsujimura T, Hashimoto-
Tamaoki T, Kojima S, Yanagi H, Yamamura T, 
Fujiwara Y. Persistent CXCR4 expression after 
preoperative chemoradiotherapy predicts early 
recurrence and poor prognosis in esophageal 
cancer. World J Gastroenterol 2006; 12: 7585-7590

16	 张孟贤, Kashif Iqbal, 于世英. 趋化性细胞因子受体
CXCR4在大肠癌的表达及其临床意义. 世界华人消化
杂志 2007; 15: 772-776

17	 张孟贤, 于世英, 夏曙. 趋化性细胞因子受体CXCR4与
肺癌侵袭和转移的关系. 华中科技大学学报(医学版) 
2006; 35: 801-803

18	 Hammond SM, Caudy AA, Hannon GJ. Post-
transcriptional gene silencing by double-stranded 
RNA. Nat Rev Genet 2001; 2: 110-119

19	 Elbashir SM, Harborth J, Lendeckel W, Yalcin A, 
Weber K, Tuschl T. Duplexes of 21-nucleotide 
RNAs mediate RNA interference in cultured 
mammalian cells. Nature 2001; 411: 494-498

20	 Liang Z, Yoon Y, Votaw J, Goodman MM, Williams 
L, Shim H. Silencing of CXCR4 blocks breast cancer 
metastasis. Cancer Res 2005; 65: 967-971

21	 Jodele S, Blavier L, Yoon JM, DeClerck YA. Modify-
ing the soil to affect the seed: role of stromal-
derived matrix metalloproteinases in cancer 
progression. Cancer Metastasis Rev 2006; 25: 35-43

22	 Deryugina EI, Quigley JP. Matrix metalloproteinases 
and tumor metastasis. Cancer Metastasis Rev 2006; 
25: 9-34

23	 Wagenaar-Miller RA, Gorden L, Matrisian LM. 
Matrix metalloproteinases in colorectal cancer: is it 
worth talking about? Cancer Metastasis Rev 2004; 23: 
119-135

24	 Seiki M. The cell surface: the stage for matrix 
metalloproteinase regulation of migration. Curr 
Opin Cell Biol 2002; 14: 624-632

25	 Seftor RE, Seftor EA, Koshikawa N, Meltzer 
PS, Gardner LM, Bilban M, Stetler-Stevenson 
WG, Quaranta V, Hendrix MJ. Cooperative 
interactions of laminin 5 gamma2 chain, matrix 
metalloproteinase-2, and membrane type-1-matrix/
metalloproteinase are required for mimicry of 
embryonic vasculogenesis by aggressive melanoma. 
Cancer Res 2001; 61: 6322-6327

26	 Sato H, Takino T, Miyamori H. Roles of membrane-
type matrix metalloproteinase-1 in tumor invasion 
and metastasis. Cancer Sci 2005; 96: 212-217

27	 Seiki M. Membrane-type 1 matrix metalloproteinase: 
a key enzyme for tumor invasion. Cancer Lett 2003; 
194: 1-11

28	 Sabeh F, Ota I, Holmbeck K, Birkedal-Hansen H, 
Soloway P, Balbin M, Lopez-Otin C, Shapiro S, 
Inada M, Krane S, Allen E, Chung D, Weiss SJ. 
Tumor cell traffic through the extracellular matrix is 
controlled by the membrane-anchored collagenase 
MT1-MMP. J Cell Biol 2004; 167: 769-781

■同行评价
本文研究了趋化
性细胞因子受体
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力的影响, 反映了
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问 题 ,  科 学 性 较
强, 有较高的学术
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Abstract
AIM: To increase the colonization ability of H 
pylori and establish a BALB/c mouse model 
infected steadily with H pylori.

METHODS: Mongolian gerbils-adaptive strain 
GS10 of H pylori were inoculated into BALB/c 
mice and acclimated through serial passages in 
vivo for procuring an adaptive colonization of H 
pylori strain. After being infected for 4 weeks, all 
the animals were treated for microbiological ex-
amination, including culturing, smearing, urease 
test and polymerase chain reaction (PCR). The 
infectious rate of each group was calculated till 
the rate rose to 80%. Then, the gastric mucosal 
tissues were collected from the infected mice for 
quantitative analysis of H pylori and histological 
examination.

RESULTS: The proportion of BALB/c mice 
infected by H pylori increased gradually from 

about 11.1% at the first infection to 80% after 6 
passages in vivo. At the 4th week after BALB/c 
mice were infected with the adaptive strain 
BS8 (strains after 8 passages), the colonization 
density in the gastric antrum, body and fundus 
of the infected mice, expressed by the common 
logarithm of colony forming unit per gram of 
tissue, was 5.03 ± 1.16, 4.27 ± 0.93 and 0.72 ± 2.57, 
respectively, which were similar to the coloniza-
tion density (5.32 ± 0.88, 4.14 ± 1.05 and 1.05 ± 
2.25) in the mice infected with H pylori strain SS1 
(P > 0.05). Infiltrations of polymorphonuclear 
leucocytes and monomuclear cells were ob-
served in the lamina propria and submucosa of 
the stomach from the H pylori-infected mice. A 
great number of H pylori were also observed in 
the gastric mucus through microscopy.

CONCLUSION: H pylori with high colonization 
ability and infection rates are obtained, and a 
BALB/c mouse model infected steadily with H 
pylori is established successfully.

Key Words: Helicobacter pylori ; Animal model; In-
fection; BALB/c mouse; Adaptive strain

G u o  G ,  L i u  K Y ,  X i e  Q H ,  Z h a n g  W J ,  Z o u  Q M . 
Establishment of a BALB/c mouse model infected 
steadily with H pylori through serial passages in vivo. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(12):1338-1341

摘要
目的: 通过体内连续传代获得幽门螺杆菌
(H pylori )的BALB/c小鼠适应性定植菌株并建
立稳定的感染模型. 

方法: 以H pylori蒙古沙鼠适应株GS10连续传
代感染BALB/c小鼠, 每次感染20只, 感染后4 
wk进行微生物学检查(分离培养、直接涂片
染色镜检、快速尿素酶试验、PCR鉴定), 观
察H pylori 的定植情况, 计算每批动物的感染
率, 直至感染率稳定在80%以上, 然后对已稳
定感染的小鼠胃黏膜组织进行H pylori定量培
养及病理学检查. 

结果: 随着H pylori菌株GS10在BALB/c小鼠内

®

■背景资料
幽门螺杆菌作为
一种新发现的病
原菌, 其致病性尚
未完全阐明, 建立
一个实用而稳定
的动物感染模型
将有助于对其开
展深入研究. 前期
研究者在蒙古沙
鼠模型中取得了
较大突破, 但对于
在免疫学研究中
更有价值的小鼠
模型因受到菌株
的限制, 还不能有
效推广, 需要进一
步探索完善该模
型. 

■研发前沿
由于抗生素治疗
幽门螺杆菌感染
尚存在较多问题, 
针对该菌的疫苗
研究愈来愈受到
关 注 ,  而 稳 定 的
小鼠感染模型是
一 个 技 术 瓶 颈 , 
除了采用特定的
B A L B / c 小 鼠 适
应菌株SS1, 更多
研究者通过筛选
临床菌株和体内
传代对幽门螺杆
菌进行适应性驯
化, 从而建立稳定
的BALB/c小鼠模
型. 
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的连续传代, 感染率逐渐升高. GS10株初次感
染率仅为11.1%, 传代至第6代(BS6株)以后, 感
染率稳定在80%以上; BALB/c小鼠适应株BS8

感染小鼠后4 wk在胃窦、胃体和胃底的定植
密度(CFU/g组织)的常数对数均值分别为5.32
±0.88, 4.14±1.05和1.05±2.25, 与SS1的定植
密度相比, 相差不显著(P >0.05). 感染鼠病理
学检查在胃窦黏膜上皮细胞间及固有层中发
现大量炎症细胞浸润; 在胃窦及幽门部上皮细
胞表层黏液、胃腺窝中见到大量H pylori存在.

结论: 经过连续传代感染, 驯化出一株高定植
力和感染率的H pylori  BALB/c小鼠适应株, 并
成功建立稳定的H pylori小鼠感染模型.

关键词: 幽门螺杆菌; 动物模型; BALB/c小鼠; 感染; 

适应性菌株
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0  引言

自1982年Marshall和Warren[1]首次发现幽门螺杆

菌(H pylori )以来, 建立稳定而实用的动物模型

一直是H pylori研究者的目标. H pylori沙鼠模型

由于其可产生与人相似的病理变化, 在H pylori
致病机制和疫苗研究方面现示出极大的应用价

值[2-5]. 然而, 由于缺少针对沙鼠的免疫检测试剂, 
该沙鼠模型在H pylori感染及免疫应答机制研

究方面的应用受到了极大的限制. 国内外虽有

报道建立了小鼠感染模型[6-9], 但必须采用特定

的H pylori菌株, 如Sydney Strain1(SS1). 我们在

已建立的沙鼠模型基础上[10-11], 将H pylori沙鼠

适应株通过小鼠体内的连续传代, 驯育BALB/c
小鼠的H pylori适应性定植菌株并建立稳定的

BALB/c小鼠模型, 为进一步研究H pylori感染与

免疫应答机制奠定基础.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂BALB/c小鼠180只, 体质量22-25 g, 
由第三军医大学试验动物中心提供. H pylori沙
鼠适应性菌株GS10由本室驯化所得, 该菌株对沙

鼠的感染率>90%. H pylori  BALB/c小鼠适应株

SS1由澳大利亚University of New South Wales的
Lee A教授惠赠, 本室保存.
1.2 方法 
1.2.1 H pylori的培养和灌喂 H pylori菌株GS10采

用本室改良的液体培养方法[12]培养, 调整菌液

浓度约为1012 CFU/L, 用f 0.9 mm×L 70 mm可

曲导管灌喂断食水24 h的BALB/c小鼠, 0.5 mL
菌液/只, 上、下午各1次, 末次后2 h供食供水. 
1.2.2 H pylori小鼠体内的传代 用GS10株感染20
只BALB/c小鼠, 4 wk后处死, 采集胃黏膜组织, 
一半胃黏膜组织涂布脑心浸液血琼脂平板, 微
需氧培养3-5 d, 观察有无H pylori生长; 一半胃

黏膜作直接涂片镜检、PCR鉴定和快速尿素酶

试验. 其中分离培养阳性或后三项中任两项阳

性判断为感染成功. 计算感染率(感染鼠数量/存
活鼠数量). 选择平板上H pylori菌落数最多的分

离菌株作为第一代适应株BS1; 采用相同方法用

BS1再去感染下一批20只BALB/c小鼠, 获得第二

代适应株BS2; 如此重复进行, 直至H pylori在小

鼠体内感染率稳定在80%以上. 
1.2.3 定量培养及病理学检查 SS1感染及BS株
感染稳定后各取10只感染小鼠处死, 取一半胃

组织, 在胃窦、胃体和胃底部各剪取3块黏膜组

织, 约50 mg/块, 称量后, 匀浆, 然后取匀浆液作

10倍系列稀释, 每个稀释度取50 μL均匀涂布于

H pylori平板培养, 计算每克胃组织中的活菌数

(CFU), 定植密度以lg CFU/g组织表示; 另一半黏

膜组织经福尔马林常规固定, 石蜡包埋, 连续垂

直切片, 作HE染色镜检.

2  结果

2.1 H pylor i 菌株在小鼠体内的传代定植结果 
H pylori沙鼠适应性菌株GS10初次感染BALB/c
小鼠20只, 最终检测的18只小鼠中只有2只成功

定植, 从2只感染BALB/c小鼠胃内分离培养出H 
pylori菌, 我们将其中克隆数较多的一株确定为

适应株1, 命名为BS1, 随着BS1在沙鼠体内的连

续传代, 感染率逐渐升高, 传代至第6代(BS6)以
后, 感染率稳定在80%以上, 与标准菌株SS1感染

率接近(表1).
2.2 H pylori 在感染小鼠胃内的分布和定植密度  
H pylori  BALB/c小鼠适应株BS8感染小鼠后4 wk
在胃窦、胃体和胃底的定植密度对数均值分别

为5.03±1.16, 4.27±0.93和0.72±2.57, 与SS1的
定植密度相比, 相差不显著(P >0.05, 图1). 结果

表明, 此H pylori菌株在胃内定植稳定, 且主要定

植于胃窦和胃体部, 胃底部定植较少.
2.3 病理组织学检查结果 病理学检查在胃窦黏

膜上皮细胞间及固有层中发现大量炎症细胞浸

润, 黏膜下层血管扩张、充血, 与感染沙鼠后不

■相关报道
国内外建立比较
稳定的H pylori 感
染模型均是通过
长期体内驯化适
应菌株来完成, 如
Lee建立BALB/c
小鼠模型, 通过传
代 获 得 S S 1 适 应
株; Akopyants在
悉生乳猪体内连
续感染12代, 获得
了100%的感染率; 
Bleich通过连续感
染使原本较低感
染力的H pylori 菌
株定植力提高. 

■创新盘点
本研究首次采用
一株幽门螺杆菌
的蒙古沙鼠适应
性菌株在BALB/c
小鼠体内进行连
续 传 代 感 染 ,  使
其适应性定植于
BALB/c小鼠, 不
仅具有稳定的感
染率, 而且与SS1
株相比, 在小鼠胃
内的定植力也无
差异.
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同, 在小鼠中未见淋巴滤泡(图2); 病理切片用油

镜观察, 在胃窦及幽门部上皮细胞表层黏液、

胃腺窝中见到大量H pylori存在(图3).

3  讨论

对于感染性疾病来说, 建立一个相适应的动物

模型是研究该疾病病原致病力、发病机制和研

究开发抗菌药物与疫苗的重要手段. 自1996年
Hirayama et al [13]报道了H pylori感染沙鼠致胃

炎、胃溃疡的动物实验以来, 人们发现采用人

源性H pylori分离株感染沙鼠较感染其他动物

更易成功, 是目前研究H pylori致病因子与致病

机制最佳的的动物模型[14-16]. 我室在前期经过

摸索已成功建立起该感染模型. 然而, 由于缺

少针对该动物的检测试剂, 蒙古沙鼠模型在研

究H pylori免疫应答机制方面受到较大限制. 作
为较通用的一种实验动物, BALB/c小鼠一直是

H pylori研究者希望攻克的感染模型[17-19]. 考虑

到国内外建立比较稳定的H pylori感染模型均

是通过长期体内驯化适应菌株来完成, 如Lee建
立BALB/c小鼠模型, 通过传代获得SS1适应株[6], 
Akopyants et al [20]在悉生乳猪体内连续感染12代, 
才获得100%的感染率和>107 CFU/g组织的定植

力, Bleich et al [21]通过连续感染蒙古沙鼠使

H pylori定植力提高, 因此, 本课题也对H pylori
沙鼠适应株进行了BALB/c小鼠体内的连续传代

感染, 以获得稳定的沙鼠模型和高感染力的适

应性菌株. 从试验结果看, 我们经过6代的连续

表  1  H pylori 沙鼠适应性菌株GS10感染BALB/c小鼠连续传代定植结果

     
菌株     试验小鼠(n )     培养阳性(n )     镜检阳性(n )     脲酶阳性(n )     PCR阳性(n )     感染率(%)(感染数/存活数)  

BS1	   18	           2	                  1	        2	              1	                    11.1 (2/18)

BS2	   19	           7	                  6	        9	              5	                    42.1 ( 8/19)

BS3	   19	           7	                  4	        9	              6	                    36.8 (7/19)

BS4	   20	         10	                  6	      11	              9	                    55.0 (11/20)

BS5	   20	         14	                10	      15	            13	                    70.0 (14/20)

BS6	   20	         15	                12	      14	            16	                    80.0 (16/20)

BS7	   18	         14	                13	      15	            13	                    88.9 (16/18)

BS8	   19	         14	                14	      19	            15	                    84.2 (16/19)

SS1	   19	         15	                12	      16	            17	                    89.5 (17/19)

图  1  H pylori  BALB/c小鼠适应株BS8及标准株SS1定植小鼠
后在胃内的分布和密度.
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图  2  BALB/c小鼠感染H pylori 后胃窦黏膜的炎症反应(HE 
×100). A: 黏膜固有层出现大量炎症细胞浸润; B: 正常胃黏

膜组织.

图  3  BALB/c小鼠感染H pylori 后胃黏膜表面见大量H pylori
细菌(HE×1000).

■应用要点
此模型的成功建
立, 对于研究幽门
螺杆菌疫苗以及
黏膜免疫应答机
制将提供较好的
技术支持, 对于研
究该菌的适应性
变异也具有一定
的理论价值.

■名词解释
适应性菌株: 即为
通过理化或生物
学诱导方式使细
菌为适应生存环
境而发生某种基
因组或蛋白质层
面的适应性改变. 
本文中即指通过
体内传代, 逐渐适
应性定植于小鼠
胃内的幽门螺杆
菌菌株.
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感染后, 感染率可稳定在80%以上, 虽然引起的

病理学改变不及感染沙鼠的病理学变化, 但仍

然可见到明显的炎症细胞浸润及血管扩张、充

血等病理改变, 说明采用驯化的H pylori适应菌

株可建立起稳定的BALB/c小鼠感染模型. 
随着弱定植力菌株在BALB/c小鼠体内传代

的进行, 感染力呈稳步上升, 那么H pylori菌株在

从不适应到逐渐产生适应性这一过程中是否发

生了某种变化? 是基因还是蛋白水平的变化? 对
这些变化的研究也许会有助于阐明H pylori的生

理适应性机制及定植机制.
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■同行评价
本文研究了幽门
螺杆菌BALB/c小
鼠适应性菌株的
驯化及模型建立, 
选题明确, 设计合
理, 数据准确, 对
研究幽门螺杆菌
的动物模型的建
立有一定的理论
意义.
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Abstract
AIM: To analyze the protein structure and 
function of Homo sapiens retinoic acid induced 
16 (RAI16) cDNA nucleotides sequence.

METHODS: Using some related computer soft-
ware and database, RAI16 cDNA sequence and 
the deduced amino acid (AA) sequence were 
analyzed and compared with those of other 
species, and the secondary structure and hydro-
phobicity of the protein were determined and 
predicted.

RESULTS: RAI16 cDNA sequence consisted of 

2863 nucleotides encoding a 759-AA protein. 
RAI16 protein included a 31-AA signal peptide. 
The protein had no transmembrane domain, and 
its subcellular localization was in endoplasmic 
reticulum. The secondary structure contained 
several kinds of conformations. RAI16 protein 
appeared as a compact and globular domain, 
and was a secretory and hydrophilicity protein 
(grand average of hydropathicity: -0.136). The 
protein was also unstable (the unstable coef-
ficient: 53.11), with many phosphorylation and 
proteinase sites.

CONCLUSION: As a new signal protein, RAI16 
may be involved in the signal transduction and 
transcription of hepatoma cell differentiation by 
interacting with Tec protein.

Key Words: Tec protein; Homo sapiens retinoic acid 
induced 16; Nucleotides; Protein Structure

Wang G, Deng J, Yang J, Zheng JJ, Wang HZ, Hu Q, 
Zhang ZM, Chen C, Wang D, Li ZP. Analysis on the 
protein structure and function of retinoic acid induced 16. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(12):1342-1346

摘要
目的: 分析Tec激酶区作用蛋白视黄酸诱导蛋
白16 (RAI16)的蛋白质结构和功能信息. 

方法:  利用相应的计算机软件及数据库 ,对
RAI16 cDNA序列进行分析和比较,并对编码
的蛋白质氨基酸序列及其二级结构进行分析
和预测. 

结果: RAI16 cDNA序列由2863个核苷酸组成,
编码759氨基酸蛋白质, RAI16蛋白包括一段
由31个氨基酸组成的信号肽, 没有跨膜区, 亚
细胞定位于内质网上, 有多种二级结构形式,
为一紧密包裹的球状蛋白质, 是一种分泌蛋
白, 有多个磷酸化和蛋白酶切位点. RAI16蛋
白为不稳定蛋白, 不稳定系数为53.11, 疏水性
GRAVY (grand average of hydropathicity)值为
-0.136.

结论: RAI16蛋白作为一种新的胞内信号蛋

®

■背景资料
Tec是国内外研究
较活跃的一个非
受体型蛋白酪氨
酸 激 酶 ,  他 主 要
介导细胞信号传
导. 近几年的研究
发现Tec与肝细胞
分化有关, 在肝癌
细胞中具有高表
达和特异性, 是肝
干细胞和肝细胞
增值、分化、凋
亡信号转导路径
中关键的蛋白激
酶连接分子. 鉴于
RAI16最初作为
Tec相互作用蛋白
被筛选克隆得到, 
提示Tec和RAI16
蛋白之间存在相
互作用, 因此推测
RAI16蛋白与细
胞 分 化 有 关 ,  很
可能在肝癌细胞
的诱导分化信号
转导转录中发挥
重 要 作 用 .  探 索
RAI16蛋白的结
构功能为进一步
研究他们之间的
相互作用关系提
供了更广阔的空
间.
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白, 很可能在肝癌细胞的诱导分化信号转导转
录中与Tec协同发挥重要作用.

关键词: Tec蛋白; 视黄酸诱导蛋白16; 核苷酸; 蛋

白质结构
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0  引言

Tec(tyrosine kinase expressed in hepatocellular 
carcinoma)是一种存在于胞质内的非受体型蛋

白酪氨酸激酶, 最初于肝癌组织中筛选得到, 他
参与多种细胞因子的信号传递过程, 是多种细

胞因子、辅助分子及受体型PTK信号转导过程

中一个重要的靶分子. 我们进一步证实Tec参与

肝再生、肝干细胞和肝癌细胞分化的信号转导

过程[1-3]. 本课题组前期工作通过酵母双杂交技

术在胎肝cDNA文库中筛选得到一种Tec相互

作用蛋白, 即视黄酸诱导蛋白16(RAI16). 关于

RAI16文献报告很少, 功能研究报告更是空白, 
从其命名知晓, 为一种RA诱导蛋白. 本研究主

要利用相应的计算机软件及一些有关的生物信

息学站点, 对RAI16 cDNA序列进行分析和比较, 
并对其编码的蛋白质氨基酸序列及其二级结

构、功能域等进行分析和预测, 从中获得RAI16
蛋白质结构方面的重要信息, 从而根据结构预

测其未知新功能.

1  材料和方法

1.1 材料 以NCBI上公布的RAI16做为研究对象. 
NCBI上蛋白质序列数据库及核酸序列数据库.
1.2 方法 
1.2.1 RAI16 cDNA的克隆及测序 以Tec激酶结构

域(KD)作为“钓饵”蛋白, 在酵母双杂交系统

中筛选构建于转录激活结构域(AD)载体的人胎

肝文库, 经营养缺陷选择、诱导筛选及初步鉴

定, 筛库所得基因插段约2000 bp左右的文库质

粒为一真阳性克隆, 随之亚克隆, 将其连接重组

于pMD18-T质粒, 转化DH5α大肠杆菌, 提取重

组质粒DNA, 由上海博亚生物技术公司完成测

序.
1.2.2 cDNA核酸序列的比较和分析 对已测出全

长的cDNA阳性克隆序列, 通过生物信息学网站

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), 在GenBank

数据库中查询比较所测序列的同源性, 初步确

认cDNA序列的性质及其相关信息.
1.2.3 蛋白质序列的同源性分析及比较  分析

RAI16蛋白质的开放阅读框架(ORF)并推译其

cDNA编码的氨基酸序列. 通过BLAST方式, 查
询比较RAI16蛋白质序列的同源性.
1.2.4 蛋白质二级结构及功能的初步预测  基
因的功能主要是通过其所翻译的蛋白质来体

现, 在进化过程中, 蛋白质的顺序和结构在种间

和种内的变化比相应核酸的变化要小. 因此通

过分析蛋白质的功能基序、亚细胞定位、信

号肽及其二级结构可以初步预测相应功能. 所
用生物信息学网站有: 蛋白质功能基序分析: 
http://au.expasy.org/prosite/; 蛋白质二级结构预

测: http://www.emblheidelberg.de/predictprotein/; 
蛋白质信号肽及酶切位点预测: http://www.cbs.
dtu.dk/services/SignalP/; 蛋白质跨膜区预测: 
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/; 
蛋白质亚细胞定位分析: http://psort.nibb.ac.jp/
form2.html/; 蛋白质组成及疏水性分析: http://
cn.expasy.org/tools/protparam.html/; 蛋白质亚细

胞定位预测: http://psort.nibb.ac.jp/form2.html/; 
蛋白质各组成及疏水性分析: http://cn.expasy.
org/tools/protparam.html/; 蛋白酶切位点预测: 
http://www.expasy.org/tools/peptidecutter/.

2  结果

2.1 RAI16 cDNA序列及其分析 测序发现插入片

段全长2863个碱基对(base pair, bp), 他含有48 bp
的5'端非翻译区、2232 bp组成的开放阅读框架

及583 bp组成的3'非翻译区. 序列比对发现, 插入

基因片段与人视黄酸诱导蛋白16(RAI16) cDNA
的同源性最高, 为99%, 从而证实克隆的这一基

因为RAI16(GenBank收录号为BC052237).
2.2 RAI16蛋白质序列的同源性分析及比较 利用

http://www.expasy.ch/网站, 把RAI16开放读码框

(ORF)中的DNA顺序翻译成相应的氨基酸顺序, 
再利用http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST的蛋

白质数据库进行比较, 结果未见有意义的同源

蛋白.
2.3 蛋白质功能基序分析(图1) 生物信息学分

析提示[4], RAI16蛋白含6个蛋白质激酶C(PKC)
磷酸化位点(164-166: TEK、271-273: SKK、

336-338: SWR、435-437: TDR、468-470: TLR、
590-592: SSR), 9个酪蛋白激酶Ⅱ(CK2)磷酸化

位点(56-59: STDE、162-165: SVTE、164-167: 

■研发前沿
近几年在对RA作
用研究中发现了
RAI系列基因, 但
尚无具体完整的
结构和功能研究
的 相 关 报 道 ,  只
是推测 R A I 系列
蛋白可能是一种
“新型”的胞内
参与信号转导转
录调控的蛋白质
家族. RAI16蛋白
作为家族成员之
一, 了解其结构功
能, 对认识整个家
族特征具有重要
的意义.
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TEKE、214-217: SHGD、507-510: SYED、

523-526: SFLD、541-544: TSYD、573-576: 
TGYD、603-606: TPLD), 3个酪氨酸激酶(Tyr)磷
酸化位点(73-81: KQMLDILVY、490-497:  RN-
LEGRPY、629-635: RILDQPY), 6个N-豆蔻酰化

位点(156-161: GGTASG、157-162: GTASGS、
255-260: G T T E S N、267-272: G L C Q S K、

482-487: GIIHSL、708-713: GQAPGE), 2个酰胺

化位点(191-194: EGKK、196-199: VGRK), 3个
酪氨酸硫酸化位点(501-515: GSPEPESYEDTL-
D L E、512-526: L D L E E D P Y F T D S F L D、

568-582: AFLEETGYDTYVHDA)以及1个ATP-
GTP结合位点(540-547: ATSYDGKT).
2.4 蛋白质二级结构预测 成熟的RAI16蛋白可

以形成α-螺旋、β-折叠及环状结构(LOOP)等多

种二级结构形式, 其中, 以形成α-螺旋的区间居

多. 通过生物信息学网站(http://www.emblheidel-
berg.de/predictprotein)得知: RAI16为一紧密包裹

的球状蛋白质[5].
2.5 蛋白质信号肽及酶切位点预测 采用基于神

经网络(NN, 图2A)的算法和隐藏的马尔可夫模

型(HMM, 图2B)预测RAI16蛋白质的信号肽及

其切割位点[6-7], 结果表明, RAI16蛋白具有一段

由31 AA组成的信号肽, 且其切割位点位于30-31 
AA之间. 推测为一种分泌蛋白.
2.6 蛋白质跨膜区预测 为了更直观的显示RAI16
是否具有跨膜区, 借助expasy(http://cn.expasy.
org/) 中的TMHMM工具 (http://www.cbs.dtu.dk/
services/TMHMM-2.0/)[7],  预测结果如(图3). 
2 . 7  蛋 白 质 亚 细 胞 定 位 预 测  通过工具

PSORT(http://psort.nibb.ac.jp/form2.html)进行

预测[8-10], 结果如下: 44.4%: endoplasmic reticu-
lum(内质网); 22.2%: cytoplasmic(胞质); 11.1%: 
mitochondrial(线粒体); 11.1%: Golgi(高尔基体); 
11.1%: nuclear(胞核).
2.8 蛋白质各组成及疏水性分析 为了更加全

面地统计各参数,  用expasy中的工具ProtParam 
(http://cn.expasy.org/tools/protparam.html)[11-12], 
结果如下: 氨基酸数目: 759, 分子量: 83834.8. 
等电点 :  5.31;  负电荷残基总数(A s p+G l u): 
93; 正电荷残基总数(Arg+Lys): 62; 分子式: 
C3769H5901N999O1114S25; 原子总数: 11808; 
半衰期: 5.5 h; 不稳定系数: 53.11, 该蛋白分类为

不稳定蛋白; 脂肪系数: 94.23; Grand average of 
hydropathicity (GRAVY)亲水性评估: -0.136. 
2.9 蛋白酶切位点预测 通过工具Pept ideCut-

ter (http://www.expasy.org/tools/peptidecut-
t e r )进行预测 ,  结果发现共有如下这些蛋白

酶对R A I16有酶切作用 :  精氨酸-C蛋白水解

酶(Arg-C proteinase)、Asp-N内切酶(Asp-N 
endopep t idase)、Asp-N内切酶+N端亮氨酸

(Asp-N endopeptidase+N-terminal Glu)、BNPS-
Skatole、细胞凋亡蛋白酶1(caspase1)、高特

异性糜蛋白酶(chymotrypsin-high specificity)、
低特异性糜蛋白酶(chymotrypsin-low specific-
i ty)、梭菌蛋白酶(clostripain)、CNBr、凝血

因子Xa (factor Xa)、甲酸(formic acid)、谷氨

酰基肽链内切酶(glutamyl endopeptidase)、氧

代苯甲酸(iodosobenzoic acid)、LysC、LysN、

NTCB(2-nitro-5-thiocyanobenzoic acid)、胃蛋白

■创新盘点
RAI16文献报告
很少, 功能研究报
告 更 是 空 白 ,  本
研究利用相应的
计算机软件及数
据 库 ,  对 R A I 1 6 
cDNA序列进行分
析和比较, 并对编
码的蛋白质氨基
酸序列及其二级
结构进行了分析
和预测, 从而获得
RAI16的蛋白质
结构信息, 为进一
步探索RAI16的
功能提供了理论
依据.

 G1-30411035-G- (759 aa)

图  1  RAI16蛋白质各功能基序分布.
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图  2  RAI16蛋白质信号肽预测. A: NN算法; B: HMM算法. 

图  3  RAI16蛋白质跨膜区预测. 
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化过程, 很可能在
肝癌细胞的诱导
分化信号转导转
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功能的更深入研
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细胞诱导分化信
号转导分子机制
提供新的思路和
理论依据.
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酶(pH1.3)(pepsin)、胃蛋白酶(pH>2)(pepsin)、
脯氨酸肽链内切酶(proline-endopeptidase)、蛋

白酶K (proteinase K)、葡萄球菌肽酶I (staphy-
lococcal peptidase I)、嗜热菌蛋白酶(thermoly-
sin)、胰蛋白酶(trypsin). 

3  讨论

1995年本课题组前期工作通过酵母双杂交技术

在胎肝cDNA文库中筛选Tec相互作用蛋白, 得
到一阳性克隆, 测序并经BLAST比对后, 确定为

人源性RAI16基因, 已被GenBank收录, 编号为

BC052237, 组织来源为脑Ⅳ型胶质细胞瘤. 
RAI16 cDNA全长2863 bp, 含有48 bp的5'端

非翻译区、2232 bp组成的开放阅读框架及583 
bp组成的3'非翻译区, 在3'非编码区含有一个腺

苷酸化位点(AATAAA)和长度为18个腺苷酸的

poly(A). 编码框全长759 AA, 编码蛋白质分子量

为83.8 kDa. PSORT结果提示, 该蛋白有很长的

酪氨酸尾部, 并有一段9 AA长的过氧化物酶前

导信号2(SKL2) (KLLLVRKQL at 698). 蛋白质

同源性分析未见有意义的同源蛋白. 
RAI16蛋白含有6个可能的PKC磷酸化位点, 

9个可能的CK2位点, 3个Tyr磷酸化位点, 5个N-
豆蔻酰化位点, 2个酰胺化位点, 3个酪氨酸硫酸

化位点以及1个ATP-GTP结合位点. 这些磷酸化

位点主要功能是参与和调节蛋白质的代谢、翻

译后的修饰和加工, RAI16蛋白中这些磷酸化位

点的存在提示RAI16的生物学活性有可能在细

胞信号传导通路中接受多种信号的调控. 其中, 
他具有多达18个不同蛋白激酶的磷酸化位点, 
蛋白质的磷酸化和去磷酸化参与多种细胞功能

的调节, 因此其失调可能与肝细胞的异常分化

密切相关. 
利用expasy中的工具ProtParam分析得到, 

RAI16蛋白等电点为5.31, 体外半衰期为5.5 h, 氨
基酸组成成分中, 亮氨酸含量最高, N端序列考

虑为亮氨酸. 蛋白不稳定性系数为53.11(Ⅱ级), 
该蛋白分类为不稳定性蛋白. 蛋白脂质系数为

94.23. 蛋白质疏水性的预测在蛋白质组学研究

中是必不可少的, 通常根据蛋白质的GRAVY 值
来预测. GRAVY值的范围在2与-2之间, 正值表

明此蛋白为疏水蛋白, 负值表明为亲水蛋白. 从
通过protparam工具统计的结果中可知, Grand 
average of hydropathicity(GRAVY)为-0.136, 这
说明人源的RAI16为亲水蛋白. 分析RAI16蛋白

二级结构发现, 成熟的RAI16蛋白可以形成α-

螺旋、β-折叠及环状结构(LOOP)等多种二级

结构形式, 其中大多为α-螺旋. 生物信息学网

站PredictProtein提示该蛋白质为一包裹紧密的

球状蛋白. 此外, 该蛋白无跨膜区, 具有一段由

31个氨基酸组成的信号肽, 且其切割位点位于

30-31 AA之间, 推测为一种分泌蛋白. 其亚细胞

定位位于内质网上. 因此, 我们可以推测RAI16
蛋白是一种定位于胞质内内质网上的分泌型的

球形信号蛋白, RAI16蛋白很可能在肝干细胞和

肝癌诱导分化过程中, 作为RA诱导蛋白被信号

蛋白分子募集至胞质内, 通过磷酸化、去磷酸

化、豆蔻酰化、酰胺化等修饰, 通过不同的活

化形式和剪切方式以及胞质与胞核间的移位, 
完成其在信号转导中的重要角色. 

总之, 我们首次成功地克隆出视黄酸诱导

蛋白16的cDNA序列, 由此推译出他的蛋白质

一级结构, 并对其功能区、信号肽、亚细胞定

位、二级结构及亲疏水性等进行了分析. 上述

结果为深入研究RAI16的分子结构及其下一步

的功能预测奠定了基础, 对其结构和功能的深

入研究, 将有助于阐明RAI16在肝癌细胞诱导分

化信号转导转录中的作用, 同时还将利于明确

RAI16与Tec蛋白之间的相互作用机制, 从而进

一步拓宽Tec的研究领域.
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■同行评价
RAI16蛋白质作
为一种新的包内
信号蛋白, 可能在
肝癌细胞的诱导
分化信号转导转
录中与Tec协同发
挥重要作用. 本研
究内容重要, 提供
了有意义的信息, 
文章科学性、创
新性和可读性能
较好的反映我国
或国际肠胃病学
临床和基础研究
的先进水平. 
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第三届全军胃肠外科学术会议暨
2007 年普通外科高峰论坛征文通知

本刊讯 全军胃肠外科学术委员会定于2007-06上旬在贵阳市召开“第三届全军胃肠外科学术会议暨2007年普

通外科高峰论坛”.  会议将邀请国内、军内著名外科专家, 对热点问题作专题演讲与探讨.  代表获得国家继续

医学教育Ⅰ类学分.  

1    征文内容
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effect of 
favonoids from Hedyotis diffusa willd. (FHD) 
on human hepatoma cell line SMMC-7721 
and BEL-7402 in vitro, the antitumor effect on 
transplanted H22 tumor cells in vivo and its 
influence on the proliferation cycle, apoptosis of 
tumor cells and immune circumstances.

METHODS: MTT assay was used to measure 

the inhibition of SMMC-7721 and BEL-7402 cells 
exposing to 0, 5, 10, 50 and 100 mg/L FHD for 
24, 48 and 72 hours. Sixty Kunming mice were 
randomly and averagely divided into 6 groups. 
Except those in normal control group, the other 
mice received inoculation of H22 tumor cells, 
and then treated with normal saline, 5-fluoro-
uracil (30 mg/kg), and FHD (25, 50, 100 mg/kg), 
respectively, for 10 days. The following indica-
tors were compared among the 6 groups, includ-
ing the inhibitory rates of tumor weights, the 
distribution of H22 cell cycle, the apoptosis of 
H22 cells, the thymus index (× 10-3) and splenic 
index (× 10-3) in mice bearing H22 tumors, the 
splenic lymphocyte transformation efficiency, 
and the serum levels (ng/L) of tumor necrosis 
factor (TNF-a) and interferon-g (IFN-g).

RESULTS: FHD inhibited the proliferation of 
SMMC-7721 and BEL-7402 cells in vitro in a 
dose- and time-dependent manner. In compari-
son with those in the model control mice, when 
FHD was used at the concentrations of 25, 50 
and 100 mg/kg, the growth of H22 tumors was 
obviously restrained (P < 0.01); the proportion 
of G0/G1-phase cells was increased (30.36% ± 
5.72%, 32.83% ± 6.67%, 39.67% ± 8.01% vs 25.62% 
± 4.36%, P < 0.05 or P < 0.01), while that of G2/
M-phase cells was decreased (7.65% ± 2.32%, 
6.33% ± 3.43%, 2.22% ± 0.98% vs 11.13% ± 2.77%, 
P < 0.05 or P < 0.01); the apoptosis of tumor cells 
was significantly promoted (2.41% ± 0.42%, 2.22% 
± 0.33%, 2.07% ± 0.40% vs 1.47% ± 0.66%, P < 0.01); 
the splenic index was down-regulated (51.43 ± 
8.31, 47.43 ± 7.89, 48.64 ± 9.35 vs 67.63 ± 7.44, P < 
0.01), but the thymus index (33.36 ± 4.09, 40.35 
± 5.79, 34.57 ± 6.56 vs 22.43 ± 4.52, P < 0.01), the 
splenic lymphocyte transformation rate (10.83% 
± 3.75%, 11.33% ± 5.04%, 13.58% ± 4.62% vs 
9.35% ± 2.02%, P < 0.05), and the serum levels of 
TNF-a (257.56 ± 42.29, 386.36 ± 25.97, 364.52 ± 
23.62 vs 101.43 ± 24.72, P < 0.01) and IFN-g (355.83 
± 35.74, 392.31 ± 25.17, 357.38 ± 34.82 vs 172.35 ± 
29.02, P < 0.01) were markedly elevated.

CONCLUSION: FHD has inhibitory effect on 
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■背景资料
白花蛇舌草是一
种具有突出抗癌
作用的中药, 但对
其抗癌有效成分
及作用机制, 目前
仍缺乏清楚的认
识. 本文从体外、

体内实验的药效
学角度讨论了总
黄酮成分的抗肝
癌 作 用 ,  并 从 细
胞周期调控、凋
亡、免疫等多角
度, 探讨了其抗癌
机制. 



hepatoma cells both in vivo and in vitro, which is 
related to the blocking of tumor cell proliferation 
cycle, promotion of tumor cell apoptosis and 
regulation of immune circumstances.

Key Words: Hedyotis diffusa willd. ; Flavonoids; 
Hepatoma; Inhibitory effect; Cell proliferation cycle; 
Apoptosis; Immunization; Tumor necrosis factor-a; 
Interferon-g
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摘要
目的: 研究白花蛇舌草总黄酮(FHD)对人肝癌
细胞SMMC-7721, BEL-7402的体外抑制作用, 
对小鼠移植性肝癌H22的体内抑制作用和对
其增殖周期、凋亡、免疫功能的影响. 

方法: MTT法评价FHD在0, 5, 10, 50, 100 
mg/L浓度下, 于24, 48, 72 h对人肝癌细胞
SMMC-7721, BEL-7402的抑制率变化. 昆明
♂小鼠60只, 随机取10只为正常对照组, 余接
种H22瘤株, 随机分为模型对照组、5-FU阳性
对照组(30 mg/kg)和高中低剂量FHD给药组
(剂量分别为25, 50, 100 mg/kg), 腹腔给药10 d
后, 比较各组瘤质量抑制率、H22细胞周期分
布及凋亡率, 比较各组荷瘤小鼠的胸腺指数
(×10-3)、脾脏指数(×10-3)、脾淋巴细胞转化
率和血清TNF-a、IFN-g水平(ng/L). 

结果: FHD对SMMC-7721、BEL-7402细胞
具有体外抑制作用, 且呈剂量依赖性和时间
依赖性(P <0.05). 与模型对照组相比, 25, 50, 
100 mg/kg FHD显著抑制小鼠移植性H22肿
瘤(P <0.01), 使G0/G1期H22细胞比例逐渐增加
(30.36%±5.72%, 32.83%±6.67%, 39.67%±

8.01% vs  25.62%±4.36%, P <0.05或P <0.01), 
G2/M期细胞比例逐渐下降(7.65%±2.32%, 
6.33%±3.43%, 2.22%±0.98% vs  11.13%±

2.77%, P <0.05或P <0.01), 促进肿瘤细胞凋
亡(2.41%±0.42%, 2.22%±0.33%, 2.07%±

0.40% vs  1.47%±0.66%, P <0.01), 降低荷瘤小
鼠脾脏指数(51.43±8.31, 47.43±7.89, 48.64
±9.35 vs  67.63±7.44, P <0.01), 升高胸腺指
数(33.36±4.09, 40.35±5.79, 34.57±6.56 vs  
22.43±4.52, P <0.01)和脾淋巴细胞转化率
(10.83%±3.75%, 11.33%±5.04%, 13.58%±

4.62% vs  9.35%±2.02%, P <0.05), 并提高血清
TNF-a(257.56±42.29, 386.36±25.97, 364.52
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±23.62 vs  101.43±24.72, P <0.01)、IFN-g水
平(355.83±35.74, 392.31±25.17, 357.38±
34.82 vs  172.35±29.02, P <0.01).

结论:  F H D在体外、体内均具有抑制肝癌
细胞的作用, 此作用与阻滞肿瘤细胞增殖周
期、促进肿瘤细胞凋亡、调节机体免疫环境
有关.

关键词: 白花蛇舌草; 总黄酮; 肝癌; 抑制作用; 增

殖周期; 凋亡; 免疫; 肿瘤坏死因子-a; 干扰素-g; 

MTT法
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0  引言

白花蛇舌草(Hedyotis diffusa willd. )是茜草科耳

草属植物, 在中国云南、广西、广东、福建、

浙江、江苏等地均有生长[1]. 近年来, 关于其抗

肿瘤作用日益成为研究热点. 然而, 对其黄酮类

(flavonoids)成分的抗癌作用及机制研究鲜见报

道[2-3]. 我们通过体内、体外实验, 研究了白花

蛇舌草总黄酮(flavonoids from Hedyotis diffusa 
willd. , FHD)对肝癌的抑制作用, 并从细胞周期

调控、凋亡、免疫角度展开了机制探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 18-22 g昆明种小鼠, ♂, 清洁级, 购自

成都中医药大学实验动物中心. 小鼠HepA22
肝癌细胞株(H22), 人肝癌细胞株SMMC-7721, 
BEL-7402, 购自四川大学华西医学中心肿瘤研

究所. FHD: 白花蛇舌草经成都中医药大学中

药鉴定教研室鉴定后, 由药物化学教研室提取

(经检测, 其纯度为85.63%); 经500 mL/L乙醇溶

解, 生理盐水稀释, 0.22 μm滤膜过滤除菌, 用于

体内实验; 经500 mL/L乙醇溶解, RPMI1640稀
释, 0.22 μm滤膜过滤除菌, 用于体外实验. 氟尿

嘧啶(5-FU)注射液(天津金耀氨基酸有限公司), 
RPMI1640、胎牛血清、胰蛋白酶(Gibco公司), 
MTT, PI(Sigma公司), DMSO(成都科龙化工试

剂厂), 伴刀豆蛋白A(ConA, Sigma公司), 小鼠

TNF-a, IFN-g ELISA试剂盒(晶美生物工程有限

公司).
1.2 方法 
1.2.1 对培养人肝癌细胞的体外抑制作用 复苏
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■相关报道
许多报道表明, 中
药的抗肿瘤作用
有赖于多个环节, 
其中, 细胞周期阻
滞是造成抗肿瘤
效应的重要基础
之一; 通过免疫调
控机制发挥抗肿
瘤作用, 对于多数
具有抗肿瘤效果
的中药来说, 是不
可忽视的途径; 而
细胞凋亡, 是几乎
所有干预手段的
最终结局, 以上机
制均能在肿瘤相
关基因表达上找
到答案. 
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人肝癌细胞株SMMC-7721, BEL-7402, 用含100 
mL/L胎牛血清、50 U/L青霉素和50 mg/L链霉素

的RPMI1640培养液在37℃恒温、50 mL/L CO2

密闭环境中培养. 将对数生长期的SMMC-7721, 
BEL-7402细胞按5×103/孔接种于96孔培养板, 
孵育24 h待贴壁后加入FHD. FHD取5个浓度组, 
终浓度分别为0, 5, 10, 50, 100 mg/L, 每个实验组

重复6孔. 每个浓度组选取24, 48, 72 h 3个作用时

间点进行MTT检测, 观测FHD对两种细胞株的

生长抑制情况. 以490 nm波长测定吸光度(A )值. 
抑制率 = (对照孔A 490-实验孔A 490)/对照孔A 490×

100%. 
1.2.2 对小鼠皮下移植性肝癌H22的抑制作用  随
机取10只小鼠为正常对照组. H22细胞复苏后

培养传代, 收集对数生长期细胞, 以生理盐水调

整细胞浓度至1×109/L, 将0.5 mL细胞悬液接种

于小鼠腹腔中, 7 d后抽取小鼠腹水, 用生理盐

水稀释成1∶4的细胞悬液, 以0.2 mL/只接种于

余下的50只小鼠右前肢腋窝皮下. 24 h后将已

经接种的小鼠随机分为5组, 每组10只, 即: 模型

对照组(生理盐水)、5-FU阳性对照组(5-FU, 30 
mg/kg)、FHD高中低剂量组(25, 50, 100 mg/kg). 
各组每天称质量, 腹腔注射给药, 连续给药10 d, 
末次给药24 h后颈椎脱臼处死, 剥取瘤块称质量, 
计算抑瘤率. 抑瘤率(%) = (阴性对照组平均瘤质

量-治疗组平均瘤质量)/阴性对照组平均瘤质量

×100%. 
1.2.3 对小鼠移植性肝癌H22细胞增殖周期及凋

亡的影响 从每组所取出的瘤块中各取1-2 mm3

研磨制成细胞悬液, 用PBS洗3次, 用700 mL/L的
4℃冰乙醇固定, PI染色, 用流式细胞仪(FCM)分
析细胞周期各期细胞分布情况及细胞凋亡率.
1.2.4 对H22荷瘤小鼠免疫功能的影响 胸腺、脾

脏指数测定: 取各组小鼠胸腺、脾脏称质量, 除
以相应的体质量乘以100%, 分别得出胸腺指数

和脾脏指数. 

脾脏淋巴细胞转换实验: 将从各组小鼠中

无菌分离出的脾脏剪碎, 过200目不锈钢滤网, 
用37℃预温的D-Hank's液反复冲洗悬浮, 1000 
r/min下离心2次, 每次10 min, 破红细胞后, 再经

D-Hank's液离心清洗, 以RPMI1640+100 mL/L
小牛血清配成浓度为2×108/L细胞悬液, 接种于

96孔培养板内, 每孔200 μL. 设无ConA组和加

ConA组. 无ConA组取正常对照组标本, 6个复

孔; 其余各组均加ConA, 并且ConA终浓度均为

10 mg/L, 也分别设6个复孔. 培养72 h后, 行MTT
检测, 以570 nm波长测定吸光度(A )值. 计算刺激

指数(SI = ConA组孔A 570/无ConA组孔A 570)和淋

巴细胞转化率[transfer rate = (模型组标本孔加

ConA后SI/剂量组标本孔加ConA后SI)×100%].
H22荷瘤小鼠血清TNF-a, IFN-g水平的检

测: 按照试剂盒要求采用ELISA检测H22荷瘤小

鼠血清TNF-a, IFN-g的含量. 根据标准品的浓度

和其相应的吸光度(A )值作出标准曲线求得曲线

方程, 再根据样品的A值求得样品内细胞因子的

浓度.
统计学处理 所有实验数据均采用mean±

SD表示, 数据处理采用单因素方差分析, 均数间

两两比较采用q检验.

2  结果

2.1 对培养人肝癌细胞的体外抑制作用 FHD对

SMMC-7721, BEL-7402细胞均具有明显的抑制

作用(P <0.05), 并且呈剂量依赖性和时间依赖性

(图1). 
2.2 对小鼠皮下移植性肝癌H22的抑制作用 各
FHD组瘤质量均显著低于模型对照组(P <0.01), 
低中高剂量组的抑瘤率分别为36.4%, 48.6%, 
59.9%, 但各组抑瘤率仍低于5-F U对照组的

67.5%. 5-FU对照组的终末体质量显著低于模型

对照组(P <0.01); 各FHD组的终末体质量与模型

对照组无显著差异(P >0.05), 且显著高于5-FU对

■创新盘点
目前, 多数对白花
蛇舌草抗癌作用
的研究停留在粗
提物的水平, 缺乏
对确切成分的深
入研究. 许多研究
或偏重于体外实
验, 或偏重于体内
实验, 而没有回答
体内、体外实验
的结果是否一致
的问题. 本研究提
出了体外与体内
实验相结合的抗
癌作用评价思路, 
并在此基础上从
细胞周期调控、

细胞凋亡、免疫
调节及分子靶点
等多角度, 展开多
层次的探讨, 使得
中药成分抗癌作
用的研究更加系
统、全面.

表  1  FHD对小鼠移植性肿瘤H22的抑制作用(mean±SD)

    
分组	                       动物数(始/终)	 平均体质量(g)(始/终)	           瘤质量(g)                  抑瘤率(%)  

模型对照组                        10/10	        22.4/33.8	       1.624±0.422	               -

FHD组       25 mg/kg         10/10	        22.6/32.6d	       1.033±0.376a	            36.4

                  50 mg/kg         10/10	        22.5/31.7d	       0.835±0.342b	            48.6

                100 mg/kg         10/10	        22.3/30.8d	       0.651±0.440b	            59.9

5-FU对照组                      10/8	        22.2/21.6b	       0.531±0.287b	            67.3

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型对照组; dP<0.01 vs  5-FU对照组.
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照组(P <0.01)(表1).
2.3 对荷瘤小鼠H22细胞增殖周期及凋亡的影

响 FHD可浓度依赖性地引起H22细胞G0/G1期

比例逐渐增加, 相应G2/M期细胞比例逐渐下降, 
各浓度组与模型对照组相比均有显著性差异

(P <0.05), 而S期细胞所占的比例不变(P >0.05). 
各FHD组、5-FU组的H22细胞凋亡率显著高于

模型对照组(P <0.01)(表2).
2.4 对H22荷瘤小鼠胸腺指数、脾脏指数、脾

脏淋巴细胞转化率的影响 小鼠荷瘤后, 脾脏指

数显著升高(P <0.01), 胸腺指数和脾淋巴细胞转

化率显著降低(P <0.01); 给予高中低剂量FHD
后, 荷瘤小鼠脾脏指数显著降低(P <0.01), 胸腺

指数显著升高(P <0.01), 脾淋巴细胞转化率也显

著升高(P <0.05); 给予5-FU后, 荷瘤小鼠胸腺指

数、脾脏指数、脾脏淋巴细胞转化率显著降低

(P <0.05)(表3). 

2.5 对荷瘤小鼠血清TNF-a, IFN-g水平的影响 
给予高中低剂量FHD后, 荷瘤小鼠血清TNF-a, 

IFN-g水平均显著升高(P <0.01)(表4).

3  讨论

本研究的体外实验表明 ,  F H D对人肝癌细胞

SMMC-7721, BEL-7402的生长有显著抑制作用, 
且呈剂量和时间依赖性. 体内实验表明, FHD显

著抑制小鼠移植性肝癌H22的生长, 且亦呈剂量

依赖性. 体内、体外实验的结果均表明, FHD对

肝癌具有确切的抑制作用. 
细胞增殖是细胞生命活动的基本表现之一, 

是一种受到严格调控的精确有序过程. 肿瘤细

胞则表现为调控失常, 不受节制地无限繁殖. 通
过影响或调节细胞周期可以抑制肿瘤细胞的增

殖, 诱导细胞分化或导致细胞死亡. 现有的一些

抗肿瘤药物正是通过影响细胞周期而发挥作用

 

■应用要点
本 研 究 发 现 ,  白
花蛇舌草总黄酮
对人肝癌SMMC- 
7721, BEL-7402
细胞具有体外抑
制作用, 且呈剂量
依赖性和时间依
赖 性 ,  通 过 增 加
G0-G1期细胞比例, 
降低G2/M期细胞
比例, 实现细胞周
期阻滞, 促进肿瘤
细 胞 凋 亡 ,  维 护
机体正常免疫功
能, 并提高TNF-a, 
IFN-g水平. 这为
将白花蛇舌草总
黄酮开发为安全
有效的抗肝癌新
药提供了实验依
据.

表  2  FHD对小鼠移植性肿瘤H22细胞增殖周期及凋亡的影响(mean±SD, n  = 8)

    
	                                                                       细胞周期分布(％)                   

                                                            G0/G1期	      G2/M期	                            S期

模型对照组	                  25.62±4.36	 11.13±2.77	  63.41±8.96	  1.47±0.66

FHD组       25 mg/kg	 30.36±5.72a	   7.65±2.32a	  60.35±9.27	  2.41±0.42b

                  50 mg/kg	 32.83±6.67a	   6.33±3.43a	  59.64±7.97	  2.22±0.33b

                100 mg/kg	 39.67±8.01b	   2.22±0.98b	  56.15±6.38	  2.07±0.4b

5-FU对照组	                 30.53±6.99	   2.01±0.73b	  66.87±8.36	  2.76±0.88b

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型对照组.

分组                                                                                                                                                           凋亡细胞(%)

图   1   F H D 对 S M M C - 7 7 2 1 , 
BEL-7402细胞生长的抑制作用. A: 

SMMC-7721; B: BEL-7402.
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的[4-7]. 本研究发现, FHD可浓度依赖性地提高G0/
G1期细胞比例, 降低G2/M期细胞数目. 由此推测, 
FHD作用于G0/G1期, 使细胞更多地停滞于静止

期, 减少其进入分裂期. 我们在FHD抑制肝癌细

胞生长的靶基因调控研究中, 发现FHD可将蛋

白激酶MAP2K6的表达上调至正常水平[21], 而细

胞周期阻滞往往需要MAP2K6的参与[8-9]. 这些

结果说明, 促进肿瘤细胞周期阻滞可能是FHD
抑制肝癌细胞生长的机制之一. 

肿瘤的发生不仅与肿瘤细胞增殖加快有

关, 也与肿瘤细胞死亡受抑制密切相关. 随着对

凋亡的深入认识, 人们发现细胞凋亡抑制是肿

瘤形成的一个共同的重要事件, 而诱导肿瘤细

胞凋亡是一条有效的肿瘤治疗途径. 我们发现, 
FHD可显著增加小鼠种植性H22细胞的凋亡率. 
我们在FHD抑制肝癌细胞生长的靶基因调控研

究中还发现, FHD可下调肝癌细胞中bcl-2基因

的表达[21]. bcl-2基因是一种典型的细胞凋亡抑制

基因[10-12]. 这为揭示FHD通过诱导肝癌细胞凋亡

产生抗癌作用的机制提示了重要的研究方向. 
越来越多的学者认为, 机体整体的免疫功能

状态, 对于抗肿瘤具有重要价值. 降低对免疫系

统的破坏性, 在抗肿瘤方案中已被摆到了十分

突出的位置. 本研究考察了FHD对荷瘤小鼠免

疫器官的影响, 发现FHD可降低小鼠荷瘤后升

高的脾脏指数, 并升高胸腺指数. 与化疗药5-FU
降低机体免疫功能的作用相比, FHD维护免疫功

能的作用具有显著优势. ConA是一种丝裂原, 他
可以刺激淋巴细胞发生增殖和分化, 这一过程

与体内淋巴细胞的活化过程相似, 因此, ConA诱

导的淋巴细胞转化被用作评价淋巴细胞功能的

指标. 我们发现, 模型对照组小鼠淋巴细胞增殖

能力较正常小鼠降低, FHD使荷瘤小鼠淋巴细胞

转化能力明显增高. 这表明, FHD体内给药可促

进荷瘤小鼠的淋巴细胞增殖. 我们推测: FHD

促淋巴细胞增殖的作用是其抗肿瘤的免疫基

础之一. 
细胞因子是由免疫细胞产生的一类小分子

免疫调节物质, 他们在中药抗肿瘤免疫中发挥

重要作用[13]. 干扰素(interferon, IFN)是一族糖蛋

白, 具有抗病毒、调节免疫、抗增殖等一系列

生物学特性, 是重要的免疫细胞因子. IFN-g主要

是由活化的T细胞和NK细胞产生的, 可以直接

抑制肿瘤细胞的增殖, 且具有广泛的免疫调节

作用, 能激活和促进单核巨噬细胞以及NK细胞

的吞噬作用, 促进T细胞和B细胞的分化和成熟, 
刺激B细胞产生抗体, 增强杀伤性T细胞(CTL)
介导的细胞毒作用, 还可以诱导肿瘤细胞表达

MHC-1类抗原, 从而增强免疫细胞对肿瘤细胞

的识别, 具有正向调控细胞免疫功能的作用[14], 
并诱导肿瘤细胞的凋亡[15-16]. 因此, IFN-g对于增

强机体的抗肿瘤免疫起到至关重要的作用. 尽
管这样, IFN-g对于肿瘤生长的影响是双向的, 
即在低剂量下会诱发肿瘤的免疫耐受, 促进肿

瘤的发展, 而只有在高剂量下, 才会明显抑制肿

瘤细胞[17]. 本研究发现, FHD可以大幅度提高荷

瘤小鼠血清中IFN-g的水平, 这对抑制肿瘤细胞

是有利的. 肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor, 
TNF)是一类能直接造成肿瘤细胞坏死的细胞因

■同行评价
本文主要从药理
学角度研究了白
花蛇舌草总黄酮
对肝癌的体外、

体内抑制作用, 从
细胞周期调控、

细胞凋亡、免疫
调节等角度, 探讨
其抗癌机制, 有利
于帮助读者更全
面地认识白花蛇
舌草总黄酮的抗
肝癌作用及机制, 
是一篇典型的中
药药理实验论文, 
有一定实际应用
价值.

表  3  FHD对H22荷瘤小鼠脾脏指数、胸腺指数、脾脏淋巴细胞转化率的影响(mean±SD, n  = 8)

    
分组	                                  脾脏指数(×10-3)            胸腺指数(×10-3)              脾淋巴细胞转化率(%)  

正常对照组	                 41.08±5.69	     35.72±6.78	             12.73±2.32

模型对照组                              67.63±7.44b	     22.43±4.52b	               9.35±2.02b

FHD组       25 mg/kg               51.43±8.31d	     33.36±4.09d	             10.83±3.75c

                  50 mg/kg               47.43±7.89d	     40.35±5.79d	             11.33±5.04c

                100 mg/kg               48.64±9.35d	     34.57±6.56d	             13.58±4.62c

5-FU对照组                            58.66±9.54c	     18.73±8.08c	               7.86±2.11c

bP<0.01 vs  正常对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型对照组.

表  4  FHD对H22荷瘤小鼠血清TNF-a, IFN-g水平的影响
(mean±SD, n  = 8, ng/L)

    
分组	                       TNF-a                            IFN-g  

模型对照组           101.43±24.72          172.35±29.02

FHD组        

    25 mg/kg          257.56±42.29b         355.83±35.74b

    50 mg/kg          386.36±25.97b         392.31±25.17b

  100 mg/kg          364.52±23.62b         357.38±34.82b

bP<0.01 vs  模型对照组.
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子. 近年来, 随着基础和临床研究的不断深入, 
TNF在肝癌病理生理治疗中的作用越来越突出. 
TNF-a在体内是淋巴细胞和NK细胞产生的一种

多功能细胞因子, 在参与机体的炎症和免疫调

节中具有重要作用, 是一种可以直接造成肿瘤

细胞死亡的细胞因子[18-20]. 本研究发现, FHD可

以显著提高荷瘤小鼠血清中TNF-a水平, 这表

明, FHD可以通过促进TNF-a的分泌达到间接抑

制肿瘤的效果. 
总之, FHD在体外、体内均具有抑制肝癌的

作用, 此作用与阻滞肿瘤细胞增殖周期、促进

肿瘤细胞凋亡、调节机体免疫环境密切相关.
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Abstract
AIM: To observe the effect of oxymatrine (OM) 
on the expression of P21, P27, Cyclin E1 and 
CDK2 in human colon cancer cell line SW1116, 
investigate the pathways of OM in inhibiting 
tumor cell proliferation, and explore its anti-
tumor mechanism.

METHODS: Human colon cancer cell line 
SW1116 was cultured and then treated with dif-
ferent concentrations (2, 3, 4 g/L) of OM, respec-
tively, for 24 and 48 hours. Flow cytometry was 
used to detect the cycle changes of SW1116 cells. 
Reverse transcription polymerase chain reaction 
and Western blot were performed to measure 
the expression of P21, P27, Cyclin E1 and CDK2 
at mRNA and protein level.

RESULTS: In comparison with those in control 
group, the percentages of G1/G0-phase cells 
were significantly increased after treatment 
with 2, 3, 4 g/L OM (24 h: 67.5% ± 0.1%, 69.5% ± 
1.4%, 71.0% ± 1.0% vs 58.6% ± 0.4%, P < 0.05; 48 

h: 68.5% ± 0.3%, 71.9% ± 0.9%, 78.0% ± 0.4% vs 
58.8% ± 0.1%, P < 0.05); the mRNA and protein 
expression of Cyclin E1 was down-regulated 
while those of P21 and P27 were up-regulated  
(P < 0.05); the mRNA expression of CDK2 was 
lowered, but the protein expression of CDK2 
had no significant changes (P > 0.05).

CONCLUSION: OM may inhibit the prolif-
eration of SW1116 cells by blocking cell cycle, 
down-regulating the expression of Cyclin E1 and 
up-regulating the expression of P21 and P27.

Key Words: Colon cancer; Oxymatrine; Cell cycle; 
Flow cytometry; Reverse transcription polymerase 
chain reaction; Western blot
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摘要
目的: 观察氧化苦参碱(OM)对人结肠癌细胞
P21, P27, Cyclin E1及CDK2表达的影响, 研究
其抑制细胞增殖的其他途径, 探讨OM抗肿瘤
的作用机制. 

方法: 培养人结肠癌细胞株SW1116, 以2, 3, 4 
g/L OM作用24和48 h, 以流式细胞仪测定OM
对SW1116细胞的周期阻断作用; 并采用RT-
PCR、Western blot法测定细胞周期相关蛋白
P21、P27、Cyclin E1和CDK2的表达水平. 

结果: 与对照组相比, 不同浓度(2, 3, 4 g/L)OM
可使细胞阻滞于G1/G0期(24 h: 67.5%±0.1%, 
69.5%±1.4%, 71.0%±1.0% vs  58.6%±0.4%, 
P <0.05; 48 h: 68.5%±0.3%, 71.9%±0.9%, 
78.0%±0.4% vs  58.8% ±0.1%, P <0.05), 下调
Cyclin E1的mRNA和蛋白表达水平(P <0.05), 
上调细胞周期负调控因子P21、P27的mRNA
及蛋白表达水平 (P <0 .05) ,  降低C D K2的
mRNA水平而对其蛋白表达无影响.
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■背景资料
氧化苦参碱(OM)
是中药苦参的主
要有效成分, 具有
抗炎、抗心率失
常、抗肿瘤、防
止肝纤维化等作
用. OM的临床前
实验的研究将为
OM正式进入临床
应用做好铺垫, 深
入的分子机制研
究有利于明确其
抗肿瘤的机制. 



结论: OM可能通过阻滞细胞周期, 降低Cyclin 
E1蛋白, 上调P21、P27的基因表达, 来发挥其
抗肿瘤作用.

关键词: 结肠癌; 氧化苦参碱; 细胞周期; 流式细胞

术; 逆转录-聚合酶链反应; 免疫印迹
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0  引言

氧化苦参碱 ( o x y m a t r i n e ,  O M ) ,  分子式

C15H24N2O2, 是中药苦参的主要有效成分, 具有

抗炎、抗心率失常、防止肝纤维化[1]等多种作

用.  临床上, 它常用于治疗慢性乙型肝炎、肿瘤

放化疗引起的白细胞低下等[2]. 近年来, OM的抗

肿瘤作用被发现[3]. OM对一些肿瘤细胞株具有

很强的杀伤作用, 如人肝癌细胞株HepG2[3]、人

红白血病细胞株K-562[3]等. 动物实验提示, OM
对鼠肝癌有一定的治疗作用[4]. 我们先前的研究

已经证实OM对人结肠癌细胞株SW1116具有剂

量依赖性的杀伤作用, 可能通过影响hTERT及其

上游基因的表达来抑制端粒酶活性, 发挥其抗

肿瘤作用[5]. 我们主要研究OM对人结肠癌细胞

株SW1116细胞周期的阻断作用及其可能的分子

机制.

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌细胞株SW1116来自消化所

实验室, O M为天晴复欣苦参素注射液, B R L 
RPMI1640完全培养液、TRIzol试剂均购自美国

Gibcol公司, 胰蛋白酶、HEPES、二甲亚砜均

购自美国Sigma公司, 左旋谷氨酰胺(德国Merk
公司), 四唑蓝(MTT)(北京鼎国生物技术有限公

司). 氯仿、异丙醇、750 mL/L乙醇(均为分析

纯试剂)均购于上海长城华美仪器化剂有限公

司; MMLV逆转录酶、逆转录缓冲液均为美国

Promega公司产品; 引物合成、oligodT18均来

自上海生工生物工程有限公司; dNTP、RNA
酶抑制剂均购自华美生物工程公司. 细胞总蛋

白抽提试剂盒由上海睿星基因公司提供. BCA
蛋白质定量试剂盒、ECL发光检测试剂盒均为

Pierce Chemical公司的产品. 一抗: 鼠抗人P27 
mAb(610241)、鼠抗人P21 mAb(556430)均为

BD公司产品, 鼠抗人Cyclin E1 mAb(CC05)购自
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Calbiochem, CDK2为上海睿星基因公司产品.
1.2 方法 用含100 mL/L胎牛血清的RPMI1640完
全培养液, 于含50 mL/L CO2、950 mL/L空气的

CO2孵箱中, 在37℃、95%湿度条件下培养人结

肠癌细胞株SW1116. 不同浓度的OM作用于结

肠癌细胞株SW1116细胞24 h和48 h, 以流式细胞

仪测定OM对SW1116细胞的周期阻断作用; 并
采用RT-PCR、Western blot法测定细胞周期相关

蛋白P21, P27, Cyclin E1和CDK2的表达水平.
1.2.1 流式细胞术分析 取对数生长期的SW1116
细胞, 按1×107细胞/L、每瓶5 mL接种于25 cm2

培养瓶, 培养24 h后, 加入终浓度为2, 3, 4 g/L的
OM, 对照组加入等量的RPMI1640培养液, 继续

培养不同时间. 2.5 g/L胰酶消化收集各组细胞, 
用冷的PBS洗2次, 每次4℃ 1000 g离心5 min. 去
上清后加入4℃ PBS 0.5 mL, 充分混匀悬浮细胞, 
计数制成1×109细胞/L×1 mL单细胞悬液. 在
震荡器上缓慢加入预冷的950 mL/L乙醇2 mL, 
充分混匀. 用PBS洗2次固定细胞, 加入RNA酶A 
(上海生工生物工程公司)100 kU/L, 37℃水浴摇

床振荡30 min, 10 g/L含Triton X-100的碘化丙啶

(Sigma)染色, 4℃避光30 min. 尼龙网过滤, 流式

细胞仪(COULTER EPICS XL)上样检测.
1.2.2 RT-PCR检测 (1)细胞总RNA的抽提、质

检: SW1116细胞接种于25 cm2培养瓶, 24 h后分

别加入终浓度为2, 3和4 g/L的OM, 对照组加入

等量的RPMI1640培养液, 在不同时间点收取细

胞, 吸去上清液, PBS洗3次. 细胞总RNA的抽提

采用TRIzol试剂(Gibco BRL), 根据说明书操作. 
RNA产物置-70℃冰箱保存备用. 提取的RNA经

分光光度计检测的A 260/A 280值为1.8-2.0, 从电泳

结果来看, 其18S和28S条带都很清晰, 亮度比约为

2∶1, 说明总RNA纯度基本达到实验要求且无

明显降解; (2)引物序列: 根据基因库中的基因序

列, 采用Primer 5.0引物设计软件, 由计算机辅助

设计, 并由上海生工生物工程公司公司分别合

成针对P21, P27, Cyclin E1, CDK2, β-actin的PCR
扩增引物(表1); (3)RT-PCR: 按二步法进行RT-
PCR反应, 先将mRNA反转录为cDNA, 然后再以

cDNA为模板进行PCR扩增反应: 取10 μg总RNA
样品+2 μL Oligo(dT)18(0.5 g/L), 加入DEPC水至

24 μL, 70℃水浴5 min, 迅速转移至冰浴5 min, 快
速离心后加入5×逆转录缓冲液10 μL+2 μL 10 
mmol/L dNTPMix(上海生工)+1 μL RNA酶抑制

剂(4×107 U/L)(华美生物公司)+M-MLV逆转录

酶2 μL(华美生物公司, 4×108 U/L), 加入DEPC
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水至终体系50 μL, 混匀, 置42℃水浴1 h, 95℃ 5 
min终止反应. 产物置于-20℃冰箱保存备用. 取5 
μL PCR扩增产物加1 μL 6×上样缓冲液上样于

含0.5 mg/L溴化乙锭的15 g/L琼脂糖凝胶中电泳,
在紫外线下生物电泳图像分析系统(FR-200型, 
上海复日生物公司)上观察结果并照相. 
1.2.3 Western印迹试验 7个75 cm2瓶子收细胞, 
分别计数, 按1×107细胞加200 μL低盐细胞裂

解液计算 ,  分别加入细胞裂解液4℃裂解1 h,  
14 000 r/min 20 min, 收集上清. BCA蛋白质定量

试剂测定蛋白质浓度. -70℃冰箱保存备用. 适
量的总蛋白质在120 g/L SDS-PAGE胶电泳分离

后, 80 V电压电泳, 湿转1 h. 牛奶封闭2.5 h, 分
别用鼠源性单克隆抗体P21、P27、Cyclin E1
及CDK2一抗与膜4℃孵育过夜. 1×TBST洗涤

30 min, 羊抗鼠的二抗与膜孵育30 min后洗涤30 
min. 用同样方法标记鼠单克隆抗体β-actin作点

样对照. Pierce Chemical检测试剂与膜作用后暗

室曝光, X线片显影、定影.
统计学处理 所有实验均重复3次. 数据用

均数±标准差表示, 采用SPSS10.0统计软件包, 
P <0.05时认为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 OM对SW1116细胞周期的影响 OM作用于

SW1116细胞24 h时, G0/G1期细胞比例增加, S
期细胞比例减少(P <0.05). 此种细胞周期改变也

存在于OM作用于SW1116细胞48 h后(P <0.05, 
表2).
2.2 OM对SW1116细胞周期相关蛋白的mRNA
表达量的影响 β-actin作为内参以保证在相等的

mRNA含量下进行比较. 与对照组相比, P21的
表达量均有所升高(P <0.05). P27在OM 2 g/L 24 
h组表达无明显变化, 在2 g/L 48 h组表达升高

(P <0.05), 更高浓度组表达也升高(P <0.05). p27 
mRNA的改变呈现明显的时间依赖性. Cyclin E1
基因表达逐渐降低(P <0.05). CDK2基因表达逐

渐降低(OM 2 g/L 24 h组与对照组相比差异无统

计学意义, 其余各组P <0.05)(图1).
2.3 OM对SW1116细胞周期相关蛋白表达的影响 
应不同浓度的OM干预人结肠癌细胞株SW1116, 
运用Western blot法分别检测干预后24、48 h的
蛋白表达情况, P21、P27的蛋白表达水平相比

对照组明显增强(P <0.05), 呈时间、剂量依赖性. 
Cyclin E1的蛋白表达水平相比对照组明显呈时

表  1  RT-PCR引物序列及反应条件

     
基因                                 引物序列	                                 PCR扩增片段(bp)	                    反应条件

β-actin	       5'-GGA CTT CGA GCA AGA GAT GG-3'              404

                      5'-ACA TCT GCT GGA AGG TGG AC-3'               	     72℃ 1min, 循环30次; 72℃延伸10 min  

P21	       5'-TTG ATT AGC AGC GGA ACA-3'                     270

                      5'-TAC AGT CTA GGT GGA GAA ACG-3'	     	     72℃ 1 min, 循环28次; 72℃延伸5 min

P27	       5'-CAA GTA CGA GTG GCA AGA-3'                    492

                      5'-TCC ATG AAG TCA GCG ATA-3'  	    	     72℃ 1 min, 循环29次; 72℃延伸5 min

Cyclin E1	       5'-CTG GAT GTT GAC TGC CTT GA-3'                359

                      5'-CCG CTG CTC TGC TTC TTA C-3’	     	     72℃ 1 min, 循环30次; 72℃延伸5 min

CDK2	       5'-CCT TGT TTG TCC CTT CTA C-3’                 395

                      5'-CAA ATC CAC CCA CTA TGA-3’	     	     72℃ 1 min, 循环30次; 72℃延伸5 min

94℃变性5 min; 94℃ 30 s, 60℃ 1 min,

94℃变性5 min; 94℃ 60 s, 55℃ 1 min,

94℃变性5 min; 94℃ 60 s, 54℃ 1 min, 

94℃变性5 min; 94℃ 30 s, 52℃ 1 min, 

94℃变性3 min; 94℃ 30 s, 55℃ 1 min, 

表  2  OM作用24和48 h后SW1116细胞的细胞周期分布(mean±SD, %)

     
	                                   24 h	                                                             48 h

                             G0/G1期        G2/M期              S期	                    G0/G1期	        G2/M期            S期

2 g/L	        67.5±0.1a    10.0±1.1    22.6±0.9a              68.5±0.3a	    10.5±0.5    21.1±0.8a

3 g/L	        69.5±1.4a    12.5±1.3    18.0±0.1a              71.9±0.9a	      6.4±0.1    21.8±1.1a

4 g/L	        71.0±1.0a    11.1±0.0    17.9±0.9a              78.0±0.4a	      7.6±0.4    14.5±0.1a

对照组	        58.6±0.4     13.5±0.1    28.0±0.4	              58.8±0.1	    10.2±0.2    31.2±0.2

aP<0.05 vs 对照组.

分组           

■创新盘点
关 于 O M 对 肿 瘤
的细胞周期的影
响的报道罕见. 本
文 探 讨 了 O M 对
SW1116细胞的细
胞周期的影响并
深入到分子机制, 
发现OM可能通过
阻滞细胞周期, 降
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基因表达, 来发挥
其抗肿瘤作用. 
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间、剂量依赖性减弱(P <0.05). 与对照组相比, 
CDK2的蛋白表达无明显变化(P >0.05)(图2).

3  讨论

结直肠癌的发病率占美国常见恶性肿瘤的第3
位[6]. 结肠癌早期症状不明显, 只有部分患者有

手术完全切除的机会, 化疗的疗效不高, 5 a生存

率低[7], 急需有效的新化疗药物应用于临床. OM
可抑制部分肿瘤的增殖和转移, 在诱导肿瘤细

胞分化、促进肿瘤细胞凋亡以及对分化和凋亡

基因的调控上, 亦表现出一定的作用[3]. 他还能

抑制肿瘤诱导血管内皮细胞增殖的作用, 同时

其兼有升高白细胞、使免疫活性T细胞增多、

提高机体免疫力的作用, 这是众多化疗药所不

能比拟的[8-9]. 本实验旨在研究传统中药OM在抗

肿瘤方面的独特效用, 为临床治疗结肠癌提供

新的思路.
我们用流式细胞仪检测细胞周期来分析

OM抑制结肠癌细胞增殖的原因. OM引起结肠

癌SW1116细胞G0/G1期细胞比例增加, S期细胞

比例减少(P <0.05). 这提示, OM作用于SW1116
细胞后引起G1/S期阻滞, 从而抑制其增殖. 细胞

周期分为4期(G1、S、G2、M期), 其中关键的两

期为DNA合成(S)期和细胞分裂(M)期. 细胞周期

停滞(cell cycle arrest)是指正常细胞受到不当因

素影响时, 主动停止在细胞周期的某一阶段, 以
消除所受到的不利影响[10]. 近年来, 阻滞恶性肿

瘤的细胞周期成了肿瘤治疗的一种新尝试[11]. 在
高等真核细胞中, 细胞周期是由一组称为细胞

周期蛋白(cyclin)与一组依赖于cyclin的细胞周

期蛋白依赖性激酶(CDK)来调控的. 另有对CDK

活性起负调控作用的蛋白质称为CDK抑制蛋白

(CKI), 包括CIP/KIP与INK4两大家族[12], 可抑制

CDK/Cyclins复合物的活性, 负性调节细胞进程. 
p21、p27属于CIP/KIP家族. 

我们对O M导致细胞周期阻断于G 1/S期
的分子机制作了进一步的研究 .  正常细胞中 , 
Cyclin D1和CDK4先结合形成复合体, CDK4
发挥激酶活性, 其先磷酸化pRb[13]. 之后, 进入

S期必需的转录因子E2F从Rb-E2F复合体中解 
离[14]. 这促进G1/S-Cyclin(即Cyclin E)的积累而

刺激CDK2的活性, 从而激活另一些转录因子, 
使与DNA合成有关的基因表达, 细胞即由G1期

进入S期[15]. 在结肠癌细胞株SW1116中, OM的

药物干预可下调Cyclin E1的mRNA水平和蛋白

表达, CDK2的蛋白表达无明显变化. 我们认为

OM影响了CDK2的基因转录而未参与其翻译

过程, SW1116中CDK2蛋白的量未改变. 这提示

表达于G1期晚期的Cyclin E1下调, 随之CDK2的
活性下降, 导致细胞阻滞于G1-S检测点. 这与漆

树黄酮(fisetin)干预人结肠癌细胞株HT-29, 引
起G1期阻滞, Cyclin E蛋白下调, CDK2蛋白水平

无明显变化相符[16]. 除了周期蛋白和磷酸化对

CDK活性进行调节外, CKI(如P21、P27)对CDK
活性起负调控作用. P27和P21能抑制包括Cyclin 
E-CDK2在内的多种G1期Cyclin-CDK激酶活性[17], 
使细胞不能通过G1期

[18], 从而防止细胞过度增

生形成肿瘤. P21的过表达可抑制哺乳动物的细

胞增生. 人结肠癌细胞株HT-29中, P21的过表达

引起明显的细胞生长抑制[19]. OM作为抗癌药物

作用于SW1116细胞株后, P21的mRNA和蛋白表

达明显增加. Galizia et al [20]报道结直肠癌患者中

■应用要点
此文为OM抗肿瘤
的临床应用做好
了铺垫, 有助于阐
明OM抗肿瘤的机
制.
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P27

Cyclin E1

CDK2

β-actin

图  1  OM对SW1116细胞P21, P27, Cyclin E1, CDK2 mRNA的作
用. M: DNA ladder; 1: 对照组; 2-7: 2 g/L 24 h, 2 g/L 48 h, 3 

g/L 24 h, 3 g/L 48 h, 4 g/L 24 h, 4 g/L 48 h.  

   1     2      3       4      5        6      7

P21 21 kDa

P27 27 kDa

Cyclin E1 50 kDa

CDK2 34 kDa

β-actin 33 kDa

图  2  OM对SW1116细胞P21, P27, Cyclin E1, CDK2蛋白表达
的影响. 1: 对照组; 2-7分别为2 g/L 24 h, 2 g/L 48 h, 3 g/L 

24 h, 3 g/L 48 h, 4 g/L 24 h, 4 g/L 48 h.
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P27表达下调, Claudio et al [21]研究认为, P27的表

达水平是Ⅰ-Ⅲ期结直肠癌患者根治术后无瘤生

存期和总生存期的独立预后因素. 此研究认为, 
OM可使SW1116细胞中P27 mRNA和蛋白表达

明显增加. 
关于OM的临床应用已有少量的报道. 一组

临床试验用吗特灵(苦参总碱注射液)治疗晚期

恶性肿瘤79例, 完全缓解2例, 部分缓解19例, 有
效率为26.58%. 吗特灵的毒副反应轻微(Ⅰ度), 
79例患者均能耐受, 不需特殊处理[22]. 我国贵州

的一组临床试验用复方苦参注射液(岩舒)治疗

56例晚期癌症无放化疗指征的患者(其中11例肠

癌), 完全缓解0例, 部分缓解19例, 近期总有效率

34%(19/56), 毒副反应较轻[23]. 
总之, OM干预结肠癌SW1116细胞株后, 细

胞周期阻滞于G1期, 其降低Cyclin E1蛋白的表

达水平, 上调P21、P27蛋白的表达. 本研究的结

果提示OM的抗癌作用与其阻滞细胞周期、调

节细胞周期相关蛋白的表达有关.
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Abstract
AIM: To investigate the protective effect of 
taurine (TAU) on the ischemia and reperfusion 
injury during pancreas transplantation and its 
mechanism in rats.

METHODS: Rat models of pancreatic-duodenal 
transplantation were used in this study. Thirty 
Wistar rats were randomly allocated into 3 
groups (n = 10), including control group (CMU-1 
preservation solution), experiment group A 
(CMU-1 + TAU 5 mmol/L) and experiment 
group B (CMU-1 + TAU 10 mmol/L) (The liquid 
CMU-1 is multi-organ preservation solution pro-
duced in our laboratory). Blood samples were 
collected 6 hours after reperfusion for examina-
tion of serum amylase level. Pancreatic tissues 
were collect for pathologic observation. The 
expression of tumor necrosis factor-α (TNF-α) 
and interleukin-1b (IL-1b) were determined by 
immunohistochemistry using integrated optical 

density (IOD).

RESULTS: In comparison with that in control 
group, the level of serum amylase was increased 
6 hours after reperfusion in experiment group A 
and B (911.2 ± 9.9, 959.9 ± 12.5 U/L vs 1239.5 ± 
68.3 U/L, both P < 0.05). The effect of TAU was 
enhanced with the increased of concentrations. 
Immunohistochemistry showed that both TNF-α 
and IL-1b were expressed in pancreatic tissues 6 
hours after transplantation, and TAU significant-
ly inhibited TNF-α (12 346.4 ± 4933.69, 16 016.33 
± 4592.06 vs 22 039.71 ± 4782.62, both P < 0.05) 
and IL-1β (12 417.4 ± 2222.9, 15 047.68 ± 4484.4 
vs 19 284.46 ± 3178.19, both P < 0.05) expression 
in experiment group A and B. Taurine treatment 
markedly ameliorated the inflammatory reaction 
of pancreatic tissues.

CONCLUSION: As a kind of cell-protection 
agent, TAU can inhibit the production of TNF-α 
and IL-1b, resist cell edema and alleviate isch-
emia/reperfusion-induced injury and pancreatitis.

Key Words: Taurine; Pancreas transplantation; 
Ischemia/reperfusion injury; Tumor necrosis fac-
tor-a; Interleukin-1β; Immunohistochemistry

Zhang KZ, Liu YF, Cheng Y, Liu SR, Wang FS, Shi R, 
Zhao N. Protective effect of taurine against ischemia and 
reperfusion injury of transplanted pancreas in rats. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(12):1358-1363

摘要
目的: 探讨牛磺酸在大鼠胰腺移植中对移植
胰腺缺血再灌注损伤的保护作用及其机制. 

方法: 采用大鼠胰十二指肠移植模型. Wistar
大鼠30只随机分为三组(n  = 10): (1)对照组: 
CMU-1液保存6 h再移植; (2)实验组A: CMU-1
液+牛磺酸(5 mmol/L)保存6 h再移植; (3)实验
组B: CMU-1液+牛磺酸(10 mmol/L)保存6 h再
移植(CMU-1液是本实验室配制的多器官保
存液). 于移植术后6 h取静脉血作胰腺外分泌
功能即血清淀粉酶测定, 取胰腺组织作病理
检查. 通过免疫组化染色观察炎性细胞因子

®

■背景资料
缺血再灌注损伤
是胰腺移植术后
常见的病理生理
过 程 ,  是 造 成 移
植术后早期胰腺
炎、移植胰腺的
原发无功能、移
植术后胰岛细胞
功能不良等各种
并发症的主要原
因之一, 但其具体
机制尚未完全阐
明. 目前认为胰腺
缺血再灌注损伤
是多种因素参与
并相互作用的结
果, 因此探讨其发
生机制及防治措
施具有重要的临
床意义. 
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TNF-α及IL-1b表达情况. 应用计算机图像分
析系统测定其积分光密度值(IOD). 

结果: 移植胰腺在通血后6 h血清淀粉酶均升
高, 与对照组相比较, 加入牛磺酸后淀粉酶
升高较对照组降低(911.2±9.9, 959.9±12.5 
U/L vs  1239.5±68.3 U/L, P <0.05). 随着牛磺
酸浓度的增大其作用也显著. 免疫组化结果
显示, 移植后6 h胰腺组织TNF-α (12 346.4±
4933.69, 16 016.33±4592.06 vs  22 039.71±
4782.62, P <0.05及IL-1b (12 417.4±2222.9, 
15 047.68±4484.4 vs  19 284.46±3178.19, 
P <0.05)在各组均表达, 但加入牛磺酸后能明
显下调TNF-α及IL-1b的表达, 各组内的差异
具有显著性(P <0.05). 光镜检查可见试验组的
移植胰腺炎性改变明显减轻.

结论: 牛磺酸作为一种细胞保护剂能够抑制
TNF-a和IL-1b的产生、抗细胞水肿, 减轻胰
腺缺血再灌注损伤, 减轻胰腺炎症.

关键词: 牛磺酸; 胰腺移植; 缺血再灌注损伤; 肿瘤

坏死因子-α; 白细胞介素-1b; 免疫组织化学
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0  引言

缺血再灌注损伤是造成胰腺移植后各种并发症

的主要原因之一, 如移植术后早期胰腺炎[1]、

移植胰腺的原发无功能、移植术后胰岛细胞功

能不良等, 这些都大大降低胰腺移植的效果. 目
前, 对缺血再灌注损伤的具体机制尚未完全阐

明, 在这个过程中有多种因素参与, 如微循环灌

注不良、细胞内酸中毒、钙超载、氧自由基的

释放、中性粒细胞激活并释放炎性细胞因子

等. 其中炎症性细胞因子如TNF-α[2]、IL-1β起关

键作用, 炎性细胞因子大量释放可造成胰腺血

管痉挛和损伤, 使毛细血管的内皮遭到破坏、

大分子物质外渗和毛细血管床的减少, 进一步

加重微循环障碍. 微循环障碍反过来又诱发了

炎症介质的释放. 在保存液中加入各种细胞保

护剂以减轻缺血再灌注损伤是器官移植研究

的目标之一. 牛磺酸(taurine, TAU)是一种含硫

氨基酸, 即2-氨基乙磺酸H2N-CH2-CH2-SO3H 
(C2H7NO3S = 111.1343). 几乎全部以游离形式

存在, 细胞内外浓度比为100-50 000∶1, 属于β-

氨基酸, 是一种细胞保护剂, 具有重要生物学作

用: 清除氧自由基, 抗脂质过氧化损伤, 抑制细

胞凋亡和直接的膜保护作用, 能够调节细胞钙

稳态, 对线粒体结构和功能起稳定作用, 维持细

胞内外渗透压平衡, 抑制细胞因子的产生[3-5]. 我
们通过大鼠胰十二指肠移植造成胰腺缺血再灌

注损伤模型, 观察胰腺移植术后胰腺组织病理

学变化、血清淀粉酶和细胞因子TNF-a、IL-1β

的变化, 探讨牛磺酸在大鼠胰腺移植中对移植

胰腺缺血再灌注损伤的保护作用及其机制.

1  材料和方法

1.1 材料 取Wistar大鼠(体质量200-250 g, 购于中

国医科大学实验动物部)30只随机分为3组(n  = 
10): (1)对照组: CMU-1液保存6 h再移植; (2)实
验组A: CMU-1液+牛磺酸5 mmol/L保存6 h再移

植(牛磺酸购自北京奥博星生物技术责任有限公

司); (3)实验组B: CMU-1液+牛磺酸10 mmol/L保
存6 h再移植(CMU-1液是本实验室配制的多器

官保存液)(表1).
1.2 方法 建立大鼠胰十二指肠移植模型, 于大鼠

胰腺移植后6 h处死采静脉血检测血清淀粉酶, 
取胰腺组织做病理学及免疫组化染色检测. 
1.2.1 建立大鼠胰十二指肠移植模型 供体手术: 
术前12 h禁食不禁水, 乙醚持续吸入麻醉, 腹正

中切口开腹, 提起十二指肠并切断Trei tz韧带, 
由横结肠系膜上锐性剥离胰腺, 结扎切断结肠

动静脉. 向右推开小肠, 提起胃, 结扎并切断胃

左动脉和脾动脉. 于脾门部将脾动静脉一并结

扎成束, 由大网膜剥离胰腺实质. 结扎切断胃网

膜右动静脉和胃右动静脉. 于近端在胃幽门轮

处结扎切断十二指肠, 远端于Treitz韧带处切断

十二指肠. 游离胆管和肝动脉, 于近肝门处一并

结扎切断. 将腹腔干及肠系膜上动脉分支处的

腹主动脉周围的组织剔除, 游离腹主动脉, 并将

包括腰动脉在内的分支全部结扎切断. 靠近胰

腺将肠系膜上静脉结扎切断, 用直角钳在腹腔

■研发前沿
冷保存再灌注损
伤及防治一直是
胰腺移植领域的
研究难点. 牛磺酸
具有清除氧自由
基 ,  抑 制 细 胞 凋
亡, 调节细胞钙稳
态, 维持细胞内外
渗透压平衡, 抑制
细胞因子的产生
等药理学作用, 在
移植领域的应用
正日益受到人们
的关注. 

表  1  CMU-1液的成分

     
成分		                  成分  

Na+  	     125 mmol/L       棉子糖	      25 g/L

K+	       25 mmol/L       右旋糖苷-40   50 g/L

H2PO4
-	       25 mmol/L       组氨酸	       60 mmol/L

乳糖醛酸	     100 mmol/L       黏滞度	         5.2 mpas

渗透压	     340 mosm/L      pH值	         7.4±0.2
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干分支处上1 cm阻断腹主动脉血流, 于肠系膜上

动脉分支处下方穿刺腹主动脉灌洗胰腺, 灌洗

高度60 cm, 灌注液约4 mL, 同时于肝门部门静

脉分支处切断门静脉, 胰腺颜色变白后, 将胰腺

取出. 放入相应保存液中保存6 h后移植. 受体手

术: 麻醉后用50 U/L的肝素生理盐水2 mL从尾静

脉注射以肝素化, 取腹正中切口开腹. 钝性游离

腹主动脉和下腔静脉的前面, 用血管夹同时阻

断腹主动脉和下腔静脉血流, 用8-0丝线将供体

胰腺复主动脉与受体腹主动脉作端侧吻合, 门
静脉与受体下腔静脉作端侧吻合. 供通血前切

除脾脏以减少血液丢失, 用7-0丝线将供体十二

指肠断端与受体空肠作端侧吻合, 逐层关腹. 胰
腺移植术后6 h取腔静脉血并处死大鼠, 取移植

胰腺组织作病理及免疫组化. 
1.2.2 胰腺外分泌功能检查 血清淀粉酶: 采用碘

淀粉酶比色法测定, 100 mL血清中的淀粉酶在

37℃条件下, 15 min水解5 mg淀粉为一个单位. 
1.2.3 组织病理学检查 取材-固定, 经过脱水, 二
甲苯标本透明, 石蜡包埋, 切片, 苏木素-伊红染

色. 光镜下检查. 
1.2.4 TNF-α及IL-1b免疫组化染色 TNF-α一抗

BA0131购自武汉博士德生物工程有限公司, 即
用型非生物素免疫组化检测试剂盒KIT-9901, 购
自迈新生物技术有限公司. IL-1b一抗BA0962购
自武汉博士德生物工程有限公司, 免疫组化操

作步骤按试剂盒说明书进行. 免疫组化结果采

用计算机图像灰度分析, 以积分光密度值(IOD)
作计量分析, 每张片选4个视野.

统计学处理 所有数据均以mean±SD表示, 
采用SPSS10.0软件方差分析, P <0.05为有统计学

意义.

2  结果

2.1 胰腺外分泌功能检测 胰腺移植通血6 h后血

清淀粉酶对照组为1239.5±68.3 U/L, 加入牛磺

酸后淀粉酶较对照组降低, 实验组A为959.9±
12.5 U/L; 实验组B为911.2±9.9 U/L, 各组间差

异具有显著性(P <0.05). 实验结果表明大鼠胰腺

移植时在保存液中加入牛磺酸后能抑制血清淀

粉酶升高, 且随着牛磺酸浓度的增大其作用也

显著. 
2.2 光镜观察 对照组移植后6 h可见胰腺间质充

血水肿, 血管周围有炎性细胞浸润, 并且伴有出

血, 间隙增宽, 腺泡受压萎缩, 胰腺腺泡细胞内

有空泡形成, 并可见腺泡细胞死亡(图1A). 实验

组A间质轻度水肿, 腺泡轻度肿胀, 无明显受压, 
无出血, 在血管周围有少量炎症细胞浸润, 腺泡

细胞内无空泡形成, 在相同时限内胰腺炎症明

显减轻(图1B). 实验组B在光镜下与实验组A无

明显差别(图1C).
2.3 免疫组化测定 移植胰腺组织内TNF-α及IL-
1b的表达, 移植后6 h胰腺组织的TNF-α及IL-1b

在各组间的表达均增多, 其表达部位多位于细

胞的胞质内, 而且胰腺腺泡细胞、血管内皮细

胞、胰岛细胞内均有表达(图2A, 图3A), 并且随

着牛磺酸浓度的增加, TNF-α及IL-1b的表达也

逐渐减弱, 表明加入牛磺酸后能明显抑制TNF-α
及IL-1b的表达且呈剂量依从关系(图2B-C, 图
3B-C), 3组间的差异具有显著性(P <0.05, 表2).

3  讨论

胰腺小叶为胰腺微循环形态与机能的基本单位, 

■创新盘点
本文首次证明了
在保存液中加入
牛磺酸后能明显
抑 制 移 植 胰 腺
TNF-α及IL-1b的
表达, 减轻移植胰
腺的再灌注损伤,
减轻胰腺炎症.

图  1  大鼠胰腺移植(HE×200). A: 对照组; B: 实验组A; C: 

实验组B.

C

B

A



www.wjgnet.com

张克忠, 等. 牛磺酸对大鼠移植胰腺缺血再灌注损伤的保护作用                                                                                     1361

胰腺微循环的流向是由内分泌部流向外分泌

部, 胰岛-腺泡-门脉循环是胰腺微循环的基本特

征. 胰腺小叶多由独支的小叶内动脉供血, 相邻

小叶内动脉及其分支间无吻合存在, 属于终动

脉. 由于胰腺的微循环结构特点, 对缺血缺氧特

别敏感, 缺血再灌注损伤是胰腺移植后胰腺炎

的主要因素, 在这个过程中氧自由基、巨噬细

胞、中性粒细胞激活、细胞内酸中毒、微循环

灌注不良、细胞内环境稳态破坏是缺血再灌注

损伤的主要机制[6]. 中性粒细胞激活后, 一方面

游走黏附至静脉壁的血管内皮细胞形成血栓阻

塞微血管减少血流, 造成微循环障碍, 导致胰腺

水肿并进一步加重胰腺缺血[7-8], 我们发现大鼠

胰腺移植后胰腺明显的肿胀, 对照组大鼠胰腺

通血后呈现暗红色, 术后6 h供体胰腺仍稍显暗

红色. 实验组的大鼠胰腺在通血后呈现淡红色, 
在术后6 h供体胰腺为淡红色. 3组大鼠在移植后

血清淀粉酶均升高, 但实验组淀粉酶升高较对

照组明显降低, 另外, 从移植胰腺的病理改变来

看, 对照组大鼠在移植术后胰腺腺泡肿胀明显, 
间隙增宽, 腺泡受压萎缩, 胰腺腺泡细胞内有空

泡形成, 说明胰腺移植术后存在胰腺炎症改变. 
加入牛磺酸后胰腺水肿明显减轻. 表明牛磺酸

确实具有抗细胞水肿作用, 其机制可能与牛磺

酸的跨细胞膜转运特性有关. 牛磺酸作为有机

溶质分子, 是一种渗透调节物质. 高渗时, 牛磺

 

■应用要点
牛磺酸作为药物
的单体成分, 其化
学结构、药代动
力学、药效学及
药理作用机制明
确 ,  副作用很小 ,
目前已用于临床.

表  2  各组TNF-α及IL-1b的IOD值

     
                                TNF-α	                        IL-1b  

对照组	 22 039.71±4782.62       19 284.46±3178.19

实验组A	 16 016.33±4592.06a      15 047.68±4484.4a

实验组B	   12 346.4±4933.69a        12 417.4±2222.9a

aP<0.05 vs  对照组.

图  2  大鼠胰腺移植TNF-α(SABC×200). A: 对照组; B: 实验

组A; C: 实验组B.

C

B

A

图  3  大鼠胰腺移植IL-1β(SABC×200). A: 对照组; B: 实验

组A; C: 实验组B.
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酸跨膜转运至细胞内增加[9-11]; 但是在实验组, 
增加牛磺酸的浓度后移植胰腺的病理改变不十

分明显, 这可能与细胞膜表面的牛磺酸转运体

数量饱和有关. 通过本实验也可以推测, 由于器

官切取时存在热缺血和冷缺血, 细胞能量代谢

降低, 必然导致细胞渗透压改变及细胞肿胀, 在
保存液中加入牛磺酸, 由于细胞内外浓度差以

及细胞内外渗透压差的关系使牛磺酸跨细胞膜

转运至细胞内增多, 从而在再灌注后发挥其细

胞保护效应. 移植胰腺的缺血再灌注损伤与细

胞因子的过度表达有关, 中性粒细胞和巨噬细

胞被激活后可释放前炎症性细胞因子如TNF-α
及IL-1b. 二者均是导致组织损伤的重要炎症介

质[12-13], 并且具有趋化性, 能够促进中性粒细胞

的释放, 诱导单核细胞和多型核粒细胞浸润到

炎症局部, 进一步促进TNF-α及IL-1b的释放形

成一种恶性循环, 进一步加重组织水肿、渗出

和坏死等病理改变[14-17]. TNF-a可以同死亡受体

TNFR1结合诱导胰岛凋亡[18-19]. IL-1b可以同胰

岛表面的受体IL-1bR结合诱导NO合成增加, 并
且通过诱导DNA条状断裂导致细胞死亡或者导

致细胞凋亡[20]. 因此, 抑制TNF-a及IL-1b的释放

对减轻胰腺移植后的非特异性炎症反应及排斥

反应均具有重要意义. 我们在实验中发现, 胰腺

经冷保存再移植后TNF-a及IL-1b表达明显增

多, 胰腺腺泡细胞、血管内皮细胞及胰岛细胞

均能产生TNF-a及IL-1b且存在于胞质内. 表明

胰腺移植术后早期胰腺炎与这两种细胞因子的

表达增多相关. 在保存液中加入牛磺酸后能明

显抑制移植胰腺TNF-a及IL-1b的表达, 且有剂

量依从关系. 可见牛磺酸通过抑制细胞因子的

产生减轻胰腺炎症改变. 其抑制细胞因子产生

的机制可能是牛磺酸能够阻止IkB-a降解, 从而

阻止NF-kB从细胞质向细胞核易位从而降低其

活性, 减弱IL-1b, TNF-a mRNA的转录, 减少细

胞因子的表达[21-22]. 结合本实验结果表明牛磺酸

作为胰腺移植的一种细胞保护成分是可行的. 
Mochizuki et al [23]和Tappaz[24]证明TNF-a和IL-1b
能够增加牛磺酸的摄取活性200%和160%. 且随

着时间的延长其摄取量也增加, 刺激24 h其摄取

量达到高峰平台期, 且随着TNF-a浓度的增加, 
其摄取量也增加. 可见TNF-a不仅是移植后胰腺

炎的始动因子, 另一方面也可以通过牛磺酸的

转运增加, 发挥牛磺酸的生物学效应, 减轻移植

胰腺的再灌注损伤. 另外在中性粒细胞内牛磺

酸通过髓过氧化物酶-卤化物系统和次卤酸反应

生成的氯牛磺酸也具有细胞保护效应, 其机制

主要是通过阻止IkB的磷酸化减弱NF-kB的活

性从而够阻止iNOS和TNF-a mRNA的合成, 抑
制NO及TNF-a的产生从而发挥抗氧自由基损伤
[25-27]. 可见牛磺酸的生物学作用不仅通过其自身

而且还通过其代谢产物来发挥的. 此外牛磺酸

还可以通过抑制氧化应激及抑制细胞凋亡减轻

缺血再灌注损伤[28-30]. Oriyanhan et al [31]在心脏停

跳液中加入牛磺酸能促进移植后心脏功能的恢

复. 可见牛磺酸通过多种机制减轻胰腺移植后

的缺血再灌注损伤, 其机制是通过抑制DNA的

氧化损伤和心肌细胞凋亡来实现的.
总之, TNF-α和IL-1b在胰腺缺血再灌注损

伤过程中起重要作用. 牛磺酸作为一种细胞保

护剂能够抑制TNF-α和IL-1b的产生、抗细胞水

肿, 减轻胰腺缺血再灌注损伤, 减轻胰腺炎症. 
本实验为在保存液中加入各种细胞保护剂以期

减少移植术后并发症提高移植效果提供了一种

实验依据.
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and apoptosis in prolonged hypothermic rat heart 
preservation. Heart Vessels 2005; 20: 278-285
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■同行评价
本文研究了牛磺
酸对大鼠移植胰
腺缺血再灌注损
伤的保护作用, 立
题新颖, 材料方法
科学性强, 结果结
论可信, 有较高的
实用价值.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of ethyl pyruvate 
(EP) on the levels of tumor necrosis factor-α 
(TNF-α), interleukin-1b (IL-1b) in serum and 
mRNA expression of high mobility group box 
1 (HMGB1) in lung tissues, and explore the 
mechanisms of ethyl pyruvate in protecting 
the lungs against acute injury induced by acute 
necrotizing pancreatitis (ANP).

METHODS: ANP model was induced by retro-
grade injection of 50 g/L sodium taurocholate 
into pancreatic duct. Animals were divided 
randomly into 3 groups: control group, ANP 
group, and EP treatment group. EP solution was 
administered intravenously every 6 hours (40 
mg/kg once). The serum levels of TNF-α and 
IL-1b were measured by enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA). The mRNA expres-
sion of HMGB1 in lung tissues was detected by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR). The partial pressure of blood oxygen 
(PaO2) was measured, and histological examina-
tion of the lungs was also performed.

RESULTS: The serum levels of TNF-α and IL-6 
were rapidly increased after ANP model was in-
duced, and reached peak at the 6th hour, but they 
were decreased at the 12th hour. In comparison 
with those in ANP group, the serum levels of 
TNF-α and IL-1b were markedly lowered in EP 
group 6 and 12 hours after ANP model was in-
duced (TNF-α: 131.6 ± 29.6 ng/L vs 196.3 ± 16.3 
ng/L, 65.0 ± 16.6 ng/L vs 90.2 ± 20.1 ng/L, P < 
0.05; IL-1b: 194.9 ± 26.8 ng/L vs 223.0 ± 34.8 ng/L, 
105.2 ± 24.0 ng/L vs 130.4 ± 23.0 ng/L, P < 0.05). 
The mRNA expression of HMGB1 in lung tis-
sues was increased significantly at the 12th hour 
and maintained to the 24th hour after ANP mod-
el was induced, whereas in EP group, HMGB1 
mRNA expression was significantly lower than 
that in ANP group at each time point (0.68 ± 0.11 
vs 0.88 ± 0.11, 0.81 ± 0.11 vs 1.04 ± 0.10, 1.08 ± 0.08 
vs 1.33 ± 0.15, all P < 0.05). The injury of lung tis-
sues in EP group was milder than that in ANP 
group, and the value of PaO2 was also obviously 
higher in EP group than that in ANP group (P < 
0.05).

CONCLUSION: EP can inhibit the release 
of TNF-α and IL-1b, down-regulate HMGB1 
mRNA expression in lung tissues of ANP rats, 
and protect lungs from acute injury induced by 
ANP.

Key Words: High mobility group box 1; Acute 
necrotizing pancreatitis; Acute lung injury; Ethyl 
pyruvate; Enzyme-linked immunosorbent assay; 
Reverse transcription-polymerase chain reaction

Zhu F, Ge CL, Guo RX. Protective effects of ethyl 
pyruvate against acute lung injury induced by acute 
necrotizing pancreatitis in rats. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(12):1364-1369

摘要
目的: 观察丙酮酸乙酯(EP)对急性坏死性胰
腺炎(ANP)肺损伤大鼠血清肿瘤坏死因子-α 
(TNF-α)、白细胞介素-1b(IL-1b)和肺组织高
迁移率族蛋白B1(HMGB1) mRNA表达的影
响, 探讨丙酮酸乙酯治疗急性坏死性胰腺炎肺
损伤的机制. 

®

■背景资料
急性肺损伤是急
性坏死性胰腺炎
最常见的胰外器
官早期并发症. 目
前对其早期防治
尚缺乏有效的手
段, 本研究通过建
立大鼠急性坏死
性胰腺炎合并肺
损伤模型, 观察丙
酮酸乙酯延迟应
用对急性坏死性
胰腺炎肺损伤的
作用并探讨其可
能机制. 
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方法: 逆行性胰胆管注射50 g/L牛磺胆酸钠制
作ANP模型. 随机分成3组, 对照组、ANP组
和EP治疗组(40 mg/kg, 每隔6 h静脉注射一次). 
ELISA法检测血清TNF-α和IL-1b水平; 半定
量逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)法检测肺组
织HMGB1 mRNA表达, 并观察血氧变化及肺
组织的病理变化. 

结果: ANP组血清TNF-α和IL-1b水平在建
模后6 h达高峰, 12 h下降, 在此两时点治疗
组血清TNF-α和IL-1b水平明显低于ANP组
(TNF-α: 131.6±29.6 ng/L vs  196.3±16.3 ng/L, 
65.0±16.6 ng/L vs  90.2±20.1 ng/L, P <0.05; 
IL-1b: 194.9±26.8 ng/L vs  223.0±34.8 ng/L, 
105.2±24.0 ng/L vs  130.4±23.0 ng/L, P <0.05). 
ANP组大鼠肺组织HMGB1 mRNA表达水平
在ANP后12 h明显升高, 至24 h仍维持在高水
平. 治疗组肺组织HMGB1 mRNA表达水平
在各时间点均明显低于ANP组(0.68±0.11 vs  
0.88±0.11, 0.81±0.11 vs  1.04±0.10, 1.08±
0.08 vs  1.33±0.15, P <0.05), 且同期肺损伤比
ANP组轻. 治疗组PaO2均明显高于ANP组.

结论: 丙酮酸乙酯能显著抑制TNF-α、IL-1b
和HMGB1等早晚期炎症因子, 改善低氧血症, 
对ANP肺损伤有明显保护作用.

关键词: 高迁移率族蛋白-1; 急性坏死性胰腺炎; 

急性肺损伤; 丙酮酸乙酯; 酶联免疫吸附试验; 逆转

录-聚合酶联反应
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是普外科常见的、危重的急腹症, 除有局部的

病理损伤表现外, 常伴有明显的全身炎症反应

及并发多器官损伤, 其病死率可达10%-25%[1-3]. 
其中急性肺损伤(acute lung in jury, AL I)/急
性呼吸窘迫综合征(acute respiratory distress 
syndrome, ARDS)是其常见并发症之一, SAP发
病1 wk内死亡的患者, 60%死于ALI/ARDS或伴

有ALI/ARDS的多器官功能障碍综合征(multiple 
organ dysfunction syndrome, MODS)[4], 防治肺

损伤成为降低SAP死亡率的重要措施. 促炎因

子拮抗剂或抑炎因子协同剂的作用是近年来

急性胰腺炎并发肺损伤的防治研究的热点. 最
近研究表明, 高迁移率族蛋白-1(high mobility 

group box1, HMGB1)是相对于肿瘤坏死因子

-α(TNF-α)、白细胞介素-1b(IL-1b)新的“晚

期”炎症因子, 能给脓毒症带来更广的“治疗

窗”[5-6]. 丙酮酸乙酯(ethyl pyruvate, EP)是一种

稳定的亲脂性丙酮酸衍生物, 许多研究表明他

具有抗炎和免疫调节作用[7-8]. 我们通过50 g/L牛
磺胆酸钠逆行胰胆管内注射诱发大鼠急性坏死

性胰腺炎(acute necrotizing pancreatitis, ANP)合
并肺损伤模型, 观察丙酮酸乙酯对相关炎症因

子的调节, 探讨丙酮酸乙酯对急性坏死性胰腺

炎肺损伤的保护作用及其机制, 为临床治疗提

供理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 丙酮酸乙酯和牛磺胆酸钠, S igma公
司; TNF-α, IL-1b的EL ISA试剂盒, 深圳晶美

公司; 总RNA提取及逆转录试剂盒, P romega
公司; PCR仪及电泳仪; 凝胶扫描分析系统, 美
国Kodak. ♂清洁级健康Wistar大鼠72只, 体质

量250-300 g(由中国医科大学实验动物中心提

供). 随机分为3组, 每组24只, 分别为假手术组、

ANP组及EP治疗组.
1.2 方法 
1.2.1 动物模型制备 大鼠于术前12 h禁食, 自由

饮水, 100 g/L水合氯醛(4 mL/kg体质量)腹腔内

注射麻醉, 固定. 参照Aho et al介绍的方法逆行

胰胆管内注射牛磺胆酸钠制作急性坏死性胰腺

炎模型. 行上腹部正中切口, 除假手术组仅开腹

暴露胰腺并轻轻翻动外, 余2组动物在胆管近肝

门端用小动脉夹暂时阻断胆汁流, 4.5号头皮针

经十二指肠壁插入胰管开口处, 逆行加压注入50 
g/L牛磺胆酸钠(1 mL/kg体质量, 推注速度为0.2 
mL/s), 拔出穿刺针后动脉夹夹闭穿刺点约5 min, 
见到部分胰腺明显水肿、出血后, 去除小动脉

夹, 将各器官纳入正常解剖位置. 分层关闭腹腔. 
各组按模型制备后6, 12, 24 h分成3个亚组, 每组

8只. 在上述时点分别采集动静脉血及切取双侧

肺叶. 
1.2.2 给药剂量及方式 EP治疗组分别于造模成

功后2, 8, 14和20 h经阴茎静脉或股静脉注射EP
溶液(EP溶于乳酸钠林格液中, 28 mmol/L), 6 h
组给药1次, 12 h组给药2次, 24 h组给药4次; 每
次剂量为EP 40 mg/kg. ANP组同时点注射等量

的乳酸钠林格液. 
1.2.3 主要检测指标及方法 (1)动脉血气分析: 于
上述时点取抗凝股动脉血0.5 mL作血气分析, 采

■研发前沿
促炎因子拮抗剂
或抑炎因子协同
剂的作用是近年
来急性胰腺炎并
发肺损伤防治研
究的热点, 但这些
药物多针对单一
靶点, 其应用可致
炎性因子失衡进
一步加重; 且这些
药物的药代动力
学和毒性效应也
限制了其应用. 近
来在脓毒症中研
究颇多且疗效明
显的丙酮酸乙酯
在急性胰腺炎及
其器官功能损伤
中的作用尚鲜有
报道. 
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用全自动进口血气分析机测定动脉血氧分压; 
(2)血清TNF-α, IL-1b的检测: 于上述时点大鼠

100 g/L水合氯醛(4 mL/kg体质量)腹腔内注射麻

醉开腹, 下腔静脉采血, 室温下静置2 h, 待析出

血清后, 将血清分装冻存于-80℃待检测. 采用

ELISA法检测各时点血清TNF-α和IL-1b水平, 
具体操作步骤按说明书进行; (3)肺组织HMGB1 
mRNA表达水平: 采用逆转录聚合酶链反应技

术(RT-PCR)检测肺组织中HMGB1 mRNA的

表达, 以三磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)作为内

对照. 大鼠HMGB1序列(扩增片段为680 bp): 
5'-ATGGGCAAAGGAGATCCTA-3'(上游); 5'-A
ATTCATCATCATCATCTTCT-3'(下游); GAPDH
序列(扩增片段为309 bp): 5'-TCCCTCAAGATT
GTCAGCAA-3'(上游); 5'-AGATCCACAACGG
ATACATT-3'(下游). PCR反应条件如下: 94℃预

变性3 min, 94℃ 45 s, 61℃ 40 s, 72℃ 1 min, 扩
增35个循环, 72℃延伸10 min, 4℃终止反应. 取
10 μL扩增产物经15 g/L琼脂糖凝胶电泳(120 
V, 45 min), 溴化乙锭染色后, 于凝胶成像分析

系统(GDS-8000)中进行条带密度扫描分析, 以
HMGB1与GAPDH条带密度比值表示HMGB1 
mRNA的表达水平. 
1.2.4 肺组织病理形态观察 肺组织40 g/L中性福

尔马林固定, 石蜡包埋, 切片, HE染色. 光镜下专

人阅片行组织学观察. 肺脏组织病理学评分参

照雷文章[9]和Osman et al [10]标准.

统计学处理 数据均以mean±SD表示. 统计

采用SPSS10.0软件, 单因素方差分析(One-way 
ANOVA). P <0.05认为差异有显著性.

2  结果

2.1 血气分析中血氧分压测定结果 ANP组和EP
治疗组的血氧分压随制模后时间的延长而降低. 
同一时间点的血氧分压水平, ANP组和EP治疗

组均明显低于假手术组; 而EP治疗组均较ANP
组为高, 且在12及24 h组有显著性差异(表1). 
2.2 肺组织中HMGB1 mRNA表达水平的变化 
ANP组大鼠肺组织HMGB1 mRNA水平在ANP
后12 h明显升高, 至24 h仍维持在高水平. 经丙酮

酸乙酯延迟治疗, 治疗组肺组织HMGB1 mRNA
水平均明显低于ANP组(P <0.05)(表1, 图1).
2.3 血清TNF-α和IL-1b水平的变化 ANP组大鼠

血清TNF-α和IL-1b水平在ANP后迅速升高, 约
在6 h达高峰, 之后迅速下降, 在ANP后12 h即大

■创新盘点
本文的创新之处
在于较系统地探
讨了丙酮酸乙酯
对急性坏死性胰
腺炎大鼠肺损伤
的保护作用及其
可 能 的 作 用 机
制, 并表明丙酮酸
乙酯在急性坏死
性胰腺炎肺损伤
发病后有较长的
“治疗窗”.

表  1  各组动物血氧分压测定值及肺组织HMGB1 mRNA变化(mean±SD, n  = 8)

     
	                                 血氧分压测定值(mmHg)                                                        肺组织HMGB1 mRNA

                                   6 h                           12 h                         24 h                         6 h                         12 h                      24 h  

假手术组         88.62±5.14          91.24±5.42          93.10±4.67          0.48±0.08          0.57±0.11         0.62±0.06

ANP组            80.61±8.97a         72.75±8.27a         69.36±9.90a         0.88±0.11a         1.04±0.10a        1.33±0.15a

治疗组            85.43±7.29          83.42±7.72ac        80.35±7.87ac        0.68±0.11ac        0.81±0.11ac       1.08±0.08ac

分组

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  ANP组.

表  2  各组动物血清TNF-α及IL-1b检测结果(mean±SD, ng/L)(n  = 8)

     
	                                      血清TNF-α检测值                                                                血清IL-1β检测值

                                   6 h                           12 h                         24 h                         6 h                         12 h                      24 h  

假手术组          55.7±17.3             37.7±12.2           28.5±11.8            59.1±7.9            48.8±7.6           46.9±8.1

ANP组            196.3±16.3a            90.2±20.1a          82.7±28.8a         223.0±34.8a      130.4±23.0a       113.3±24.8a

治疗组            131.6±29.6ac           65.0±16.6ac         60.5±18.3a         194.9±26.8ac     105.2±24.0ac        89.9±21.9a

分组

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  ANP组.

M   A      B     C    A     B     C     A    B    C
6 h                  12 h                 24 h

700 bp
600 bp
400 bp
200 bp

100 bp

HMGB1(680 bp)

GAPDH(309 bp)

图  1  HMGB1 mRNA在3组大鼠肺组织中的表达(RT-PCR). A: 

治疗组; B: ANP组; C: 对照组.
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幅下降, 然后一直维持至24 h. 经丙酮酸乙酯延

迟治疗, 血清TNF-α和IL-1b水平均低于ANP组, 
且在6, 12 h差异显著(P >0.05, 表2).
2.4 丙酮酸乙酯延迟治疗治疗对ANP大鼠肺组

织损伤的影响 假手术组各时点肺脏光镜下未见

明显的形态学改变. ANP组及EP治疗组病理改

变均随制模后时间延长而加重. ANP组肺脏光

镜下见早期肺泡大小不一, 肺泡壁局灶性增厚, 
肺静脉及毛细血管充血, 间质充血水肿及炎性

细胞浸润, 肺泡内可见炎性细胞及红细胞. 24 h
可见肺组织结构紊乱, 局部可见肺泡壁完全性

破坏, 断裂、融合成肺大泡或形成局灶性肺不

张, 部分标本有间质及肺泡腔出血; EP治疗组与

APN组相比, 肺组织损伤明显减轻(图2).

3  讨论

有研究结果显示, ANP早期大量炎症因子过度

释放导致严重的全身炎症反应综合征(SIRS), 是
造成全身毛细血管渗漏综合征、多器官功能不

全综合征(MODS)、多器官功能衰竭(MOF)的
重要原因. 这些炎症因子包括TNF-α, IL-1b和

HMGB1等. 急性肺损伤是ANP最常见的胰外器

官早期并发症. 过度增加的促炎细胞因子对肺

脏等器官是有害的, 因此, 在ANP时探索合理的

免疫调节治疗策略是必要的. 
丙酮酸乙酯是一种稳定的亲脂性的丙酮酸

衍生物, 是有效的氧自由基清除剂[11-12], 在医学

领域的应用很广泛. 近期研究提出, 丙酮酸乙酯

是一种有效的抗炎药物[13-14], 对脓毒症引起的

SIRS组织损伤有显著保护作用. 他可抑制内毒

素诱导的巨噬细胞内TNF-α和HMGB1的表达, 
并且可能与调节NF-kB和p38-MAPK细胞信号

通路有关[15]. 既往普遍认为, TNF-α和IL-1b等在

全身性炎症反应的早期迅速合成释放, 是引起

机体失控性炎症反应和组织损害的关键介质, 
故称早期细胞因子[16-17]. 本实验结果显示, ANP
组大鼠血清TNF-α和IL-1b水平在ANP后迅速升

高, 约在6 h达高峰, 之后迅速下降, 在ANP后12 
h即大幅下降, 然后一直维持至24 h. 经丙酮酸

乙酯延迟治疗, 血清TNF-α和IL-1b水平均低于

ANP组, 且在6, 12 h差异显著. 既往研究表明外

源TNF-α和IL-1b可引起明显的组织损伤, 早期

应用相应抗体可减轻肺损伤的程度[18-19], 但临床

治疗难以做到早期或预防性干预, 治疗的时机

很难把握. 
高迁移率族蛋白(HMG)是一大类高度保守

的蛋白质, 分子量较低(30 kDa), 带电荷氨基酸

含量丰富, 因其在聚丙烯酰胺凝胶电泳中迁移

迅速而得名[20]. HMGB1是HMG家族成员之一, 
既往的研究表明, HMGB1是细胞核内含量最丰

富的非组蛋白染色质蛋白 ,  他可参与D N A复

制、细胞分化及基因表达等多种细胞生命活

 

■应用要点
本研究结果表明
丙酮酸乙酯延迟
应用能够减轻急
性坏死性胰腺炎
大鼠肺损伤, 为其
在急性坏死性胰
腺炎肺损伤治疗
中的应用提供理
论基础和实验依
据, 也为急性坏死
性胰腺炎肺损伤
的防治提供了新
的思路.

图  2  肺组织病理变化(×400). A, C: ANP组12, 24 h; B, D: 治疗组12, 24 h.

A B

DC
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动[21]. 最近有研究发现, 细胞经内毒素刺激后, 可
将HMGB1分泌到细胞外, 介导了内毒素的致死

效应. 由于内毒素攻击后HMGB1的产生明显晚

于其他介质并持续时间较长, 故被称为脓毒症

的“晚期”介质[22]. HMGB1通过两种不同的途

径释放至细胞外: 活化的单核/巨噬细胞的主动

分泌和坏死细胞的被动释放[5,23], 同时存在内源

危险信号的两种不同释放机制说明了HMGB1
作为内源性炎症介质的重要性. 与TNF-α和IL-
1b等早期细胞因子相比, HMGB1出现较晚且持

续时间更长, 因而可能成为脓毒症防治切实可

行的潜在干预目标[24-25], 能给脓毒症和其他SIRS
提供更广的治疗窗. 本实验结果显示, ANP组大

鼠肺组织HMGB1 mRNA水平在ANP后12 h明显

升高, 至24 h仍维持在高水平, 这可能与炎症时

中性粒细胞在肺组织募集有关[26]. 经丙酮酸乙酯

延迟治疗, 治疗组肺组织HMGB1水平12和24 h
明显低于ANP组(P <0.05). 同时同一时间点的血

氧分压水平, EP治疗组均较ANP组为高, 且在12
及24 h组有显著性差异, 且EP治疗组与ANP组相

比, 肺组织损伤明显减轻. 
本研究表明, 丙酮酸乙酯能明显抑制ANP

肺损伤早期和晚期炎症细胞因子的释放或表达, 
减轻肺组织病理损伤程度, 与专门调控单一细

胞因子的重组蛋白相比, 丙酮酸乙酯在ANP肺
损伤发病后有较长的“治疗窗”, 无潜在的免

疫反应, 无细胞毒性, 这些优点充分说明, 丙酮

酸乙酯对ANP肺损伤的防治具有良好应用前景. 
鉴于目前所有的治疗经验都来自动物实验, 所
以对丙酮酸乙酯的抗炎作用机制和安全性仍需

作进一步研究.
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防治切实可行的
干预目标, 能给脓
毒症和其他SIRS
提供更广的治疗
窗.
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Abstract
AIM: To express the recombinant eukaryotic 
expression vector containing human endostatin 
gene in human embryonic kidney HEK293 cells, 
and construct a cell line continuously secreting 
human endostatin (hES).

METHODS: Human endostatin cDNA contain-
ing interleukin-2 (IL-2) secreting peptide was 
cloned into eukaryotic expression plasmid 
pSNA2 to construct the recombinant plasmid 
pSNA2/endostatin. The plasmid pSNA2/end-
ostatin was transfected into HEK293 cells by 
cationic liposome. The positive cell clones were 
selected by G418 and then named hE/293 cells. 
The expression of endostatin protein was ana-
lyzed by Western blot. The release of biological-
ly active endostatin was confirmed using assays 
of ECV304 proliferation and the angiogenesis 
experiment of chicken chorioallantoic membrane 
(CAM).

RESULTS: Enzyme digestion and sequence 

analysis confirmed that the eukaryotic expres-
sion vector pSNA2/endostatin had been suc-
cessfully constructed. After G418 selection, 
3 strains of cells stably expressing hES were 
obtained, named as hE/293 cells. Western blot 
showed that ES protein with a molecular weight 
of 20 kDa existed in the supernatant of hE/293 
cells. No endostatin expression was found in the 
control cells. The assays of ECV304 proliferation 
showed that the supernatant of hE/293 cells in-
hibited ECV304 cell proliferation induced by ba-
sic fibroblast growth factor in comparison with 
that of HEK29 cells (48 h: 0.125 ± 0.007 vs 0.159 ± 
0.020, P < 0.01; 72 h: 0.088 ± 0.016 vs 0.249 ± 0.070, 
P < 0.01). There were fewer blood vessels in the 
CAM treated with ES protein.

CONCLUSION: Target cell line hE/293 is suc-
cessfully constructed which it can stably secret 
hES protein, inhibit the ECV304 cell proliferation 
and CAM angiogenesis. 

Key Words: Endostatin; Eukaryotic expression vec-
tor; HEK293 cell; hE/293 cell

Zhao H, Pan JK, Luo Y, Tian L, Xue YL. Construction 
of gene engineered hE/293 cells continuously releasing 
human endostatin. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(12):1370-1375

摘要
目的: 在人胚肾HEK293细胞中转染真核表达
载体pSNA2/hEndostatin (hEndostatin, 人血管
抑素), 建立能稳定分泌hES的基因工程细胞
株. 

方法: 将含有IL-2分泌肽的人endostatin(ES)全
长cDNA插入真核表达载体pSNA2, 产生重组
质粒pSNA2/hEndostatin; 利用阳离子脂质体
介导将其转染入HEK293细胞中; 用G418筛选
出阳性克隆细胞, 将其命名为hE/293细胞. 用
Western blot法检测hE/293细胞培养上清中分
泌的hES蛋白. 血管内皮细胞(ECV304)增殖抑
制试验及鸡胚尿囊膜试验观察其分泌的hES
蛋白的抗增殖活性. 

®

■背景资料
近 年 来 的 研 究
发 现 ,  血 管 新 生
(angiogenesis)是
绝大多数实体瘤
维持其恶性进展
所必需的, 这为肿
瘤的治疗提供了
一条新的思路, 并
形成了抗肿瘤血
管生成疗法. 到目
前为止, 多种血管
形成抑制因子已
被分离纯化并对
其抑制肿瘤的作
用进行了研究, 其
中一些因子已经
进入临床试验有
希望在肿瘤治疗
领域发挥重要作
用.
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结果: 经过双酶切和DNA测序证实构建出了
含hES基因的真核表达载体. 通过G418抗性
筛选筛选出稳定表达hES的细胞株3株, 将其
命名为hE/293细胞; Western blot检测该细胞
株培养上清中存在分子量为20 kDa的ES蛋白; 
ECV304增殖抑制试验显示, 与HEK293细胞
组相比，hE/293细胞组分泌的ES蛋白对bFGF
刺激的血管内皮细胞增殖有明显的抑制作用
(48 h: 0.125±0.007 vs  0.159±0.020, P <0.01; 
72 h: 0.088±0.016 vs  0.249±0.070, P <0.01); 
鸡胚尿囊膜试验证实hE/293细胞分泌的ES蛋
白可以抑制鸡胚尿囊膜血管生长. 

结论: 所构建的hE/293细胞株可以稳定的分
泌hES蛋白, 并能抑制ECV304细胞生长及鸡
胚尿囊膜血管生长.

关键词: 人内皮抑素; 真核表达载体; 人胚胎肾细

胞; hES细胞株; Western blot
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0  引言

肿瘤的生长必须依赖于新生血管形成, 抑制肿

瘤血管的生成可以抑制肿瘤的生长和转移, 这
为肿瘤的治疗提供了一条新的思路, 并形成了

抗肿瘤血管生成疗法[1-2]. 近年来人们发现了大

量的抗血管生成复合物, 其中有许多已经在试

验研究中显示了抗血管生成活性[3-4]. 在目前发

现的内源性血管生成抑制因子中以内皮抑素

(endostatin, ES)最引人瞩目. ES是1997年O'Relly 
et al [5]从鼠血管内皮瘤(EOMA)细胞的培养液上

清中分离到一种分子量为20 kDa左右的蛋白, 对
血管内皮细胞有特异性生长抑制作用. 大量研

究发现, ES能在一定浓度范围内(100-600 mg/L)
特异性的抑制内皮细胞增殖并表现出剂量依

赖性, 对静止的细胞、正常的细胞、发生转化

的细胞及瘤细胞无明显影响[6]. Bergers et al [7]发

现, 无论在预防期(实体瘤开始形成)、干扰期

(实体瘤已形成)还是抑制晚期(肿瘤晚期), ES都
能抑制血管生成的启动及进一步生长. 我们成

功的构建了分泌型人内皮抑素的真核表达载体

pSNA2/endostatin, 将其转染到人胚胎肾细胞系

HEK293中, 为进一步利用该基因进行细胞移植

治疗奠定了基础.

1  材料和方法

1 .1  材料 人携带血管内皮抑素基因的质粒

pAVV-hEndostat in质粒由哈佛大学教授馈赠, 
含人IL-2信号肽, IL-2信号肽加内皮抑素序列

endostatin cDNA全长为672 bp; 真核表达载体

pSNA2.0质粒由解放军总医院消化内科徐世平

主任馈赠, 全长7.1 kb; PCR、RT-PCR试剂盒为

TaKa公司产品; DH-5α感受态细胞购于北京京

科宏达公司; 无内毒素质粒大提试剂盒、DNA
快速纯化/回收试剂盒、LipofectamineTM2000
细胞转染试剂盒购自Invitrogen公司, DMEM培

养基购于Gibco公司, HEK293细胞由军科院王

嘉宁博士馈赠; 引物合成由上海生工合成, 测
序由英俊公司完成; 鼠抗人endostatin抗体购自

R&D公司, 二抗购自武汉博士德公司; G418购自

Promega公司, SPF级鸡胚购自维通利华.
1.2 方法 
1.2.1 表达载体的构建  p S N AV2.0和p AV V-
hEndostatin质粒各1 μg以Eco RⅠ和BglⅡ双酶

切, 10 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定, DNA凝胶回收

试剂盒回收pSNAV2.0质粒酶切产物的7.1 kb片
段和pAVV-hEndostatin质粒酶切产物的672 bp片
段. 取pSNAV2.0质粒酶切产物7.1 kb片段1 μL, 
pAVV-hEndostatin质粒酶切产物672 bp片段7 μL, 
T4 DNA连接酶Buffer 1 μL, T4 DNA连接酶1 μL, 
16℃水浴连接过夜. 取5 μL连接产物热休克法转

化入感受态大肠杆菌DH-5α, 次日挑取单克隆培

养, 接入5 mL Amp LB培养基, 37℃振荡培养过

夜, 取3 mL菌液提取质.。
1.2.2 构建后表达质粒鉴定 (1)E c o RⅠ+B g l
Ⅱ双酶切鉴定目的片段 ,  将构建好的质粒

命名为pSNA2-hEndos t a t i n. 质粒5 μL稀释

于含B g l Ⅱ限制酶10 U, E c o R限制酶10 U缓

冲液中 ,  37℃水浴酶切4 h. 行10 g/L琼脂糖

凝胶电泳 ,  B I O-R A D凝胶成像系统下观察

结果; (2)P C R鉴定插入目的片段. 引物1: 5'- 
CGAATTCGCGGGCGGCCGCTC, 引物2: 
5'-TCTGCATTGAGAACAGCTTC(上海基康

合成). 反应总体积25 μL: 连接产物pSNAV2.0-
hEndostatin质粒0.1 μL, 10×PCR Buffer 2 μL, 引
物20 pmmol/L各0.4 μL, dNTP 1.6 μL, 无菌去离

子双蒸水15.2 μL, Taq酶0.3 μL(Promega). 采用

BIO-RAD扩增仪, 94℃预变性5 min; 94℃变性

50 s, 56℃退火50 s, 72℃延伸1 min, 30个循环后, 
72℃ 延伸5 min. 反应完毕取PCR产物5 μL 20 g/L
琼脂糖凝胶电泳; (3)测序鉴定目的片段. 将培养

■研发前沿
内皮抑素(endosta-
tin, ES)是目前发
现的作用最强的
内源性血管抑制
因子, 其研究主要
集中在以下几个
方面: 利用基因工
程表达的重组蛋
白开发为抗肿瘤
药物, 内皮抑素基
因治疗, 腹膜内植
入渗透泵持续释
放ES.
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盖蛋壳缺口, 避免蛋清直接与空气接触, 放入

37℃培养箱中培养4 d, 每4 h翻动一次, 5 d后打

开扩大蛋壳缺口, 观察鸡胚绒毛膜血管生成情

况, 并用彩色相机摄影保存.

2  结果

构建的重组质粒pSNAV2.0-hEndostatin质粒经

Eco RⅠ+BglⅡ双酶切得到7.1 kb和672 bp两条带

(图1). PCR扩增条带预期为637 bp(图2). 测序结

果与NCBI上BLAST比对同源性达到100%(图3). 
pSNAV2.0-hEndostatin转染HEK293细胞后, 经
过G418筛选后形成阳性克隆(图4). 选取hE/293
细胞培养上清, 离心过滤后, 超滤浓缩后行SDS-
PAGE和Western blot检测, 结果在hE/293细胞培

养液上清中可以检测到能与ES抗体发生特异性

抗原抗体反应的条带, M r 20 000, 与人内皮抑素

蛋白分子量一致, 说明筛选的hE/293细胞能分泌

■相关报道
最近有研究报道
利用应用微囊化
分泌ES的细胞治
疗肿瘤, 发现经过
微囊移植的裸鼠
瘤组织血管生成
显著减少, 肿瘤抑
制率达到35%, 但
这方面的报道仅
限于几项治疗脑
胶质瘤的研究.

■创新盘点
本研究成功的构
建了真核表达载
体, 并将其转染到
人正常细胞中, 筛
选了3株稳定分泌
ES的细胞. 

M1     1      2      M2

图  1  重组质粒pSNAV2.0-hEndostatin的双酶切鉴定结
果. M1: DL15000(TaKaRa, 上样量5 μL, 条带大小分别

为15 000, 10 000, 7500, 5000, 2500, 1000和250 bp); M2: 

DL2000(TaKaRa, 上样量5 μL, 条带大小分别为2000, 1000, 

750, 500, 250和100 bp); 1: pSNAV2.0-hEndostatin质粒;  

2: BglⅡ+EcoRⅠ双酶切pSNAV2.0-hEndostatin质粒.  

pSNAV2.0-hEndostatin的菌种送到英俊公司测

序. 测序结果与PubMed上公布的序列进行Blast
比对, 确定测序正确后, 用大提试剂盒提取质粒, 
用于转染. 
1.2.3 pSNAV2.0-hEndostatin转染HEK293细胞 
HEK293细胞用100 mL/L小牛血清DMEM培养

基培养, 常规传代、接种、冻存. 转染方法参照

LipofectamineTM2000说明书进行. 转染完毕加入

无抗生素的100 mL/L小牛血清DMEM培养液继

续培养24 h.
1.2.4 转染细胞的筛选 按照1∶3比例传代, 传代

后用无抗生素的100 mL/L小牛血清DMEM培

养液继续培养24 h, 去除培养液, 更换为含G418 
350 mg/L的DMEM培养液继续培养14 d, 每隔2 
d更换一次培养液, 第15天换为含G418 175 mg/L
的DMEM培养液继续培养14 d, 每隔2 d更换一

次培养液. 标记阳性集落位置, 去除培养液, 用
微量加样枪吸取少量2.5 g/L胰酶轻轻吹打细胞, 
使细胞脱落, 将消化液连同脱落的细胞一起转

移到含G418 100 mg/L的DMEM培养液继续培

养, 每株细胞给以编号、扩增培养、传代、冻存

同时收集上清备用, 并将其命名为hE/293细胞.
1.2.5 Western印迹分析 收集稳定转染的细胞和

未经转染的对照组细胞培养液上清, 1000 g离心

2 min沉淀细胞, 收集上清, 离心式超滤浓缩装

置(美国Millipore公司)浓缩, 样品蛋白经150 g/L 
SDS-PAGE上分离后湿转到PVDF膜上, 封闭液

处理, 以鼠抗人ES多克隆抗体为一抗, HRP标记

的兔抗鼠多克隆抗体为二抗, 温育, 充分洗膜后, 
加入显色液, 避光显色至出现条带时放入双蒸

水中终止反应.
1.2.6 血管内皮细胞(ECV304)细胞增殖抑制试验 
ECV304细胞常规消化传代, 以1×103细胞/孔种

植于96孔板中, 24 h贴壁后, 加入E/293浓缩上清

培养液20 μL, 对照组加入正常HEK293细胞培养

液20 μL,每组做5个复孔, 吸附2 h后, 加入正常培

养液80 μL,含bFGF终浓度为3 mg/L继续培养24, 
48, 72 h后, 取出培养板吸弃培养液PBS清洗两

遍, 加入MTT 10 μL 7℃孵育4 h, 吸去MTT, 加入

150 μL DMSO, 37℃孵育5 min, 剧烈振荡15 min, 
490 nm检测吸光度值.
1.2.7 鸡胚尿囊膜试验 选取5日龄鸡胚用碘酒和

酒精消毒后, 在超净工作台用眼科尖嘴镊小心

敲开蛋壳, 将甲基纤维素膜加在绒毛尿囊膜上, 
用微量加样器吸取浓缩的hE/293细胞分泌上清

加在甲基纤维素膜上, 然后用无菌的滤纸膜覆

  1      2      3     M

图  2  重组质粒pSNAV2.0-hEndostatin的PCR鉴定结果. M: 

DL2000(TaKaRa, 上样量5 μL, 条带大小分别为2000, 1000, 

750, 500, 250和100 bp); 1: 以pSNAV2.0-hEndostatin质粒为

模板的PCR产物; 2: 阴性对照; 3: 以pAVV-hEndostatin质粒

为模板的PCR产物.
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■应用要点
稳定分泌ES的细
胞可以在体外大
量培养、扩增, 建
立细胞“银行”, 
为 进 一 步 利 用
hE/293细胞治疗
肿瘤奠定了基础.

性[8-10], 但应用ES蛋白进行抗肿瘤治疗存在以下

问题: (1)ES在体内半衰期短, 理想的抗肿瘤疗效

的产生需要相对较高的注射剂量, 并且需要反

复、多次给药, 疗程持续时间比较长; (2)ES在
体外极不稳定, 在体外短时间内即失去活性; (3)
应用基因工程获得的外源性重组蛋白的制备纯

化十分困难, 且ES蛋白生成需要正确的重折叠, 
目前的制备的工艺提供临床长期、大剂量用药

有一定困难[11-15]. 针对以上问题, 国内外科学家

一直在积极的探索利用ES的基因进行治疗, 期
望通过ES在体内的表达,维持有效的ES浓度，

获得更好的治疗效果. 应用最多的是利用腺病

毒载体、腺相关病毒载体等载体等将ES基因导

入动物体内, 产生了持续表达的内源性蛋白产

物, 观察到与体外重组蛋白相同的生物学活性

与功能[16-18]. 虽然基因治疗避免了反复注射及可

能发生的免疫反应, 但存在着潜在的毒性和感

染颗粒传播, 治疗的长效性, 转染的效率, 以及

目的蛋白表达的量也存在着问题[19-20]. 近来Read 

图  4  G418筛选后稳定表达ES的hE/293细胞(×200).

表  1  ECV304细胞的吸光度值(mean±SD, n  = 6)

     
分组                    24 h	                    48 h	             72 h

对照组 	   0.113±0.005  0.159±0.020    0.249±0.070

(HEK/293)

实验组	   0.115±0.003  0.125±0.007b    0.088±0.016b

(E/293) 

bP<0.01 vs  对照组.

图  3  重组质粒pSNAV2.0-hEndostatin的测序结果. 

CGCGGGCGGCCGC TC t  aG AGG ATCC A TGG C    TACA GG C   TCCC G G AC G TCCC  TG C TCC  TG GC TTTTG GCC  TGC  TC TG CC TG CCC  TGGCTTCAAG AGGGCAG TGCA CAC AG CCACC G CGA CTTCCAG CCGG TGC TCCACC  TGG T TGCGCTC A AC AGCCCCC TG TCA GGCGGCA TGCGGGGCA TCCGCGGGGCCGACT TCCAGTG CT TCCAG
10      20    30      40      50      60       70      80      90      100    110     120    130     140    150     160    170     180    190     200    210

  TTCCAGCAGGCG CGGGCCGTGGGGCTGGCGGGCACCTTCCGCGCCTTCCTGTCCTCGCGCC TGCAGG ACCTGTACAGCATCGTGC GCCGTGCCGACCGC G CA GCCGTGCCCA TCGTCA A CCTCA AG G ACGAGCTGCTG TTTCCCAG CTG G G AG GCTCT G TTCTCAG G CTCTG AG G G TCCG C TG AAG CCCG G GGCACGCATCTTC TCCT TTGACG GCAAGGACGTC CTGAG GCAC CCCACCTGGC CC CAGAAGAGCGTGTGGCA TGGCTCGG ACCC CA
210 220  230  240 250  260 270  280 290  300  310 320  330 340  350  360 370  380  390  400 410  420 430  440  450 460  470  480

GACCGAGAGCTA CTGTGAGACGTGGCGGACG GAGGCTCCCTCGGCCACGGGCCAGGCCTCCTCGCTGCTGGGGGGCAGGCTCCTGGGGCAGAGTGCCGCGAGCTGCCATCACGCCTACAT CG TGCTCTGCATTGAGAACAGCTTCATGACTGCCTCCAAGTAGCTCGAGGGCCCAGATCTGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAA
500 510  520 530  540  550 560  570  580 590  600 610  620  630 640  650 660 670 680  690 700  710 720 730  740 750 760 770 780

GCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACATAGCAGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGATCCCTAACTACAAGACCCTAGTGATGAGTGCCCTCCCTCCCCTTTGCGCGCTCGTCGGTAATGGAGGCGGGCGACAAAGGCGCCGACGCCCGGCTTTGCCGAGAGCCTCGTGGTGGCGTACTGCATATAGATTCGG
800  810  820  830  840  850  860  870   880  890  900 910   920   930   940  950  960  970   980   990 1000   1010 1020 1030 1040 

ES蛋白(图5). ECV-304细胞生长抑制试验显示, 
48 h后试验组ECV304细胞开始不同程度的死

亡, 细胞形态及折光性出现异常, 活细胞数量明

显减少(图6). 鸡胚绒毛尿囊膜实验显示, 在给予

hE/293培养上清的鸡胚尿囊膜血管稀疏, 血管密

度明显减少(图7).

3  讨论

尽管有大量的动物实验证实E S有抗肿瘤活 

图  5  阳性克隆细胞培养上清中ES蛋白的Western blot分析
结果. 1: 4号克隆; 2: 5号克隆; 3: 8号克隆; 4: 5号克隆培养30 d.  

ES蛋白   →

1           2          3         4
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et al [21]报道用微胶囊包裹可分泌内皮抑素的细

胞, 然后将其植入胶质瘤荷瘤鼠内, 18 d后观察

到治疗组中肿瘤细胞向周围组织的侵润受到抑

制, 治疗组中肿瘤血管生成显著减少, 肿瘤抑制

率达35%, 但这方面的报道仅限于几项治疗脑胶

质瘤的研究[22-24]. 
本研究构建了真核表达载体p S N AV2.0-

hEndostatin, 测序证实hES插入位点和方向正确,
其中ES的序列和已知的ES序列完全相同, 保证

了产物的正确性. 重组质粒具有真核细胞的筛

选标志, 便于阳性细胞的筛选, 并且由于携带人

IL2信号肽序列,  因此转染细胞具有外分泌的功

能, 可以成功分泌ES蛋白到组织中发挥其生物

学功能. 我们用其转染人体正常细胞HEK293, 
经过G418筛选成功建立蛋白稳定表达细胞系并

命名为hE/293, 蛋白印迹表明hE/293细胞能分泌

ES蛋白到细胞外. 应用hE/293细胞分泌上清对

bFGF刺激的血管内皮细胞(ECV304)增殖能力

的影响进行了测定. 结果显示hE/293细胞培养

上清对bFGF刺激的血管内皮细胞有显著的增殖

抑制作用. 鸡胚尿囊膜试验显示hE/293细胞培

养上清能够抑制新生血管的生成. 我们前期研

究中建立了稳定的微囊化基因工程细胞制备平

台, 借助维囊的免疫隔离作用, 进行微囊化的基

因工程细胞移植使其在体内持续表达目的蛋白, 
这样既可以保证蛋白在体内的活性又无需对其

进行化学提纯, 并且大大降低了工作量和工作

成本, 最重要的是不会引起机体免疫反应, 无需

改变宿主基因组, 具有安全性[25-27]. 本次研究将

hE/293细胞在体外大量培养、扩增, 建立细胞

“银行”, 为进一步利用微囊包裹hE/293细胞治

疗肿瘤奠定了基础.
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Abstract
AIM: To investigate the genotypes of hepatitis 
B v irus (HBV) in Xiamen c i ty by nested 
polymerase chain reaction (PCR) with multiplex 
pairs of genotype-specific primers.

METHODS: A total of 250 HBV-infected patients 
were included in this study. The serum samples 
were collected and the serum HBV DNA was 
used as templates. Ten outer and inner prim-
ers were designed on the basis of nucleotide 
sequences in the regions of Pre-S1 and S genes, 
of which 8 genotype-specific inner primers were 
divided into 2 groups: A and B. Genotype A, 
B, C or D, E, F of HBV were amplified, respec-
tively. The genotypes of the second-round PCR 

products were identified using agarose gel elec-
trophoresis (30 g/L).

RESULTS: Of the 250 selected patients, 120 re-
ceived the above genotyping successfully. There 
were 90 (75.0%) diagnosed with chronic hepa-
titis B, 7 (5.8%) with acute hepatitis B, 8 (6.7%) 
with liver cirrhosis, and 15 (12.5%) with hepato-
cellular carcinoma. Of the 120 cases, 58 (48.3%) 
were found with genotype B, 30 (25.0%) with 
genotype C and 32 (26.7%) with genotype B/C. 
In the patients with positive HBeAg, genotype B 
and B/C were confirmed in 63.8% and 21.9% of 
them, respectively. However, the patients with 
genotype B/C and B accounted for 68.8% and 
25.9% of the anti-HBe-positive patients. There 
were significant differences between the 2 sub-
groups in the genotype distribution (P < 0.05).

CONCLUSION: Genotype B prevails among 
HBV-infected patients in Xiamen city, and type 
B/C HBV infection a considerable problem.

Key Words: Hepatitis B virus; Genotype; Gene re-
combination; Nested polymerase chain reaction; 
Specific primer

Dong J, Ren JL, Wang L, Lu YP, Lin XT, Lin ZH, Lin 
H, Lian YM. Preliminary study on hepatitis B virus 
genotypes in Xiamen city. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(12):1376-1381

摘要
目的: 采用多对型特异性引物, 通过巢式PCR
法检测厦门市乙型肝炎患者血清中乙型肝炎
病毒(HBV)基因型的分布情况. 

方法: 收集250例HBV感染患者血清, 提取血
清中HBV DNA作为模板, 设计HBV前S1基
因和S基因中区域内设计出10条内外引物, 并
将其中8条型特异性内引物分成A, B两组, 分
别扩增A, B, C和D, E, F型HBV, 然后将第2轮
PCR产物以用30 g/L琼脂糖进行电泳, 根据
PCR产物电泳显示的产物长度判定HBV基因
型, 以了解厦门HBV基因型分布情况. 

结果: 共120例确定了H B V基因型. 患者群

®

■背景资料
本文以多对型特
异 性 引 物 - 巢 式
PCR法检测厦门
市乙型肝炎患者
血清中HBV基因
型的分布情况, 属
于分子流行病学
研究, 其目的是重
点了解HBV在当
地的基因型分布
情况, 为进一步了
解厦门同安地区
原发性肝癌高发
的原因寻找背景
资料.
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中慢性乙型肝炎90例, 占75.0%, 急性乙型
肝 炎、肝 炎 肝 硬 化、原 发 性 肝 癌 分 别 占
5.8%(7/120)、6.7%(8/120)和12.5%(15/120). 
分型结果: B型58例(48.3%)、C型30例(25.0%), 
B/C混合型32例(26.7%). HBeAg阳性患者中
B基因型占63.8%, B/C型混合感染21.9%; 抗
-HBe阳性患者中以B/C型混合感染68.8%, B型
25.9%, HBeAg阳性组与抗-HBe组之间比较发
现B型和B/C混合型之间(P <0.05).

结论: 厦门乙型肝炎患者HBV基因型以B型
为主, B/C混合感染是一个值得重视的问题.

关键词: 乙型肝炎病毒; 基因型; 基因重组; 巢式

PCR法; 特异性引物

董菁, 任建林, 王琳, 卢雅丕, 林逊汀, 林振和, 林辉, 廉亚美. 
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0  引言

1988年, 日本学者Okamoto et al [1]提出HBV基因

型的概念, 之后学者提出HBV可分为8个基因

型[3-5], A型分布北欧和非洲, B型和C型主要在

东亚, D型在中东、北非和南欧, E型在非洲, F
型仅在南美, G型在中、北美洲和欧洲, H型在

中、北美洲. 国内研究提出, 北方城市以基因C
型流行为主, 南方以基因B型为主, 少数民族地

区和西藏地区则以D型为主[6-13]. 判断HBV基因

型的方法以全基因测序合并生物信息学分析[14]

方法最为精确, 混合性型特异性引物聚合酶链

反应(PCR)法[15-16]、聚合酶链反应-限制性片段

长度多态性(PCR-RFLP)法[17-18]、微板核酸杂交

ELISA法[19]和抗体法血清分析法[20]等各有特色. 
混合性型特异性引物聚合酶链反应法可操作性

较好, 结果容易判读, 是目前国内研究者常用的

方法[10,12], 我们应用这种方法初步调查了厦门地

区HBV基因型情况.

1  材料和方法

1.1 材料 2004-02/2005-09厦门大学附属中山医

院消化科住院所有HBsAg阳性血清250例. 男性

171例, 女性79例, 患者群包括急性乙型肝炎、

慢性乙型肝炎、肝炎肝硬化和原发性肝癌患者. 
PCR扩增仪(美国SABC公司), 血清病毒基因组

抽提试剂盒购自北京天为公司; dNTP, PCR缓冲

液、Taq酶、Marker 2000均为TaKaRa公司产品, 

琼脂糖购自Promega公司; 引物由上海英骏公司

合成.
1.2 方法 自静脉中采集全血5 mL, 分离血清, 200 
mL血清加入浓度为20 g/L蛋白酶K及其200 mL
蛋白酶K缓冲液, 55℃消化12 h, 按天为公司血

清病毒基因组抽提试剂盒提供的方法提取HBV 
DNA, DNA -20℃保存备用. HBV基因型分析参

考Naito et al [15]设立的6种主要基因型分型方法, 
建立HBV基因型的检测方法. 简言之, 应用巢

式-多引物-多聚酶链反应, 外引物: 上游引物序

列: 5'-AGC ATG GGA GGT TGG TCT TC-3', 下
游引物序列: 5'-AAG GCA TCA AGG CAG GAT 
AGC-3', 目的片段长度约1429 bp, 自前S1区起始

处至S区终止子下游226 bp. A组内引物: 上游通

用引物序列: 5'-GGC TCA AGT TCC GGA ACA 
GT-3', A基因型特异性下游引物: 5'-CTC GCG 
GAG ATT GAC GAG ATG T-3', B基因型特异

性下游引物: 5'-CAG GTT GGT GAG TGA CTG 
GAG A-3', C基因型特异性下游引物: 5'-GGT 
CCT AGG AAT CCT GAT GTT G-3'; B组内引

物: 下游通用引物序列: 5'-GGA GGC GGA TCT 
GCT GGC AA-3', D基因型特异性上游引物: 
5'-GCC AAC AAG GTA GGA GCT-3', E基因型

特异性上游引物: 5'-CAC CAG AAA TCC AGA 
TTG GGA CCA-3', F基因型特异性上游引物: 
5'-GCT ACG GTC CAG GGT TAC CA-3'. 由于

G、H型未在亚洲被发现, 未安排这2种型别的

检测. 外引物扩增PCR程序: 94℃ 1 min预变性, 
94℃ 1 min 30 s变性, 59℃ 1 min 30 s退火, 72℃ 
2 min延长, 共30个循环, 72℃延长10 min. 内引

物扩增PCR程序参数如下: 94℃ 1 min预变性, 
94℃ 30 s变性, 58℃ 30 s退火, 72℃ 30 s延长, 共
35个循环. 巢式PCR产物经过30 g/L琼脂糖凝胶

电泳后判断HBV基因型.

2  结果

2.1 HBV基因型判别 通过两轮PCR进行扩增, B
型PCR预计长度为251 bp, C型为121 bp, 经过

30 g/L琼脂糖凝胶电泳后能清晰直观地辨别出

HBV的基因型(图1), 混合感染是指电泳中可见

清晰的两条PCR产物条带, 见图1A中X170和图

1B中X175. 本试验未检测出厦门地区HBV感染

者体内有A, D, E, F型HBV病毒株的存在. 试验

组共250例, 经实验确定分型者120例(48.0%). 分
型的120例患者中, 男性91例, 平均年龄39.71±
6.36岁; 女性29例, 平均年龄43.28±4.16岁(两组

■研发前沿
本文以多对型特
异 性 引 物 - 巢 式
PCR法检测乙型
肝炎患者血清中
HBV基因型分布, 
支持以往研究中
发现的中国东南
沿 海 地 区 以 B 型
为主要流行基因
型的结论, 同时也
发现HBV感染群
中存在较多的B/C
混合性感染, 究竟
是混合性感染还
是HBV发生亚型
间基因重组, 需要
进一步研究.



www.wjgnet.com

1378                    ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志         2007年4月28日      第15卷      第12期

相比, P  = 0.34); 分型组中, 急性乙型肝炎7例, 慢
性乙型肝炎90例, 肝炎肝硬化8例, 原发性肝癌

15例. 120例分型结果为: B型58例(48.3%), C型
30例(25.0%), B/C混合型32例(26.7%).
2.2 HBV基因型分布特征 120例患者HBV基因

分型结果中, 男91例, 女29例, 性别之间的型别

分布没有差异(表1). HBeAg阳性组中以B基因型

比较多见, 为30.8%(37/120), B/C型混合感染占

5.8%(7/120); 抗-HBe阳性患者中以B/C型混合感

染多见18.3%(22/120), B型少见12.5%(12/120). 
上述2组之间的比较B型与B/C型分布之间具有

明显差异(P <0.05, 表1).
2.3 HBV基因型与疾病进展的关系 诊断标准为

2000年西安会议《病毒性肝炎防治方案》(试
行)标准[21]. 结果发现, 本组收集到的HBV DNA
阳性的血清中, 仅有7例急性乙型肝炎, 8例肝炎

肝硬化, 15例原发性肝癌, 基因型分布没有统计

学差异, 但肝炎肝硬化与原发性肝癌患者中B/C
混合感染比例略高于B, C单独感染(表1).

3  讨论

HBV是嗜肝DNA病毒科的原型病毒, HBV的

■创新盘点
本文丰富了大陆
地区HBV基因型
分布的数据, 有助
于描绘全国HBV
基因型流行病学
图 谱 ,  进 一 步 工
作将着重于HBV 
B/C混合感染的原
因以及不同型别
与疾病进展关系
的研究.

图  1  混合性型特异性引物巢始PCR产物电泳图. 
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表  1  HBV基因型性别分布与HBeAg/抗-HBe标志物的关系(n , %)

     
指标	                                          B	                         C	                B/C混合感染	      合计  

男	                               42 (72.4) 	                23 (76.7)	                 26 (81.3)1	                91 (75.8)2

女	                               16 (27.6)	                  7 (23.3)	                   6 (18.7)	                 29 (24.2)

HBeAg阳性	               37 (63.8)	                13 (43.3)	                   7 (21.9)2	                57 (47.5)

抗-HBe阳性	               15 (25.9)	                15 (50.0)	                 22 (68.8)	                 52 (43.3)

HBeAg/抗-HBe均阴性	 5 (8.6)	                  2 (6.7)	                   2 (6.2)	                   9 (7.5)

HBeAg/抗-HBe均阳性	 1 (1.7)	                  0 (0)	                   1 (3.1)	                   2 (1.7)

急性乙型肝炎	                 4 (6.9)	                  2 (6.7)	                   1 (3.1)	                   7 (5.8)

慢性乙型肝炎	               47 (81.0)	                22 (73.3)	                 21 (65.6)	                 90 (75.0)

肝炎肝硬化	                 3 (5.2)	                  1 (3.3)	                   4 (12.5)	                   8 (6.7)

原发性肝癌	                 4 (6.9)	                  5 (16.7)	                   6 (18.8)	                 15 (12.5)

总计	                               58	                30	                  32	               120

1 P = 0.34, 男女分型之间无差别; 2HBeAg阳性组与抗-HBe阳性组相比, 其B型与B/C混合型分布的比较有明显差异, P<0.05.
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高变异性与其独特的生活史有关. 在DNA病毒

群中, 只有HBV和花椰菜镶嵌病毒(cauliflower 
mosaic virus)生活史中, 必须经过RNA中间体阶

段, 之后在经历逆转录过程, 方可形成子代HBV
基因组[22]. 由于在此过程中, 逆转录酶并不具有

校读功能, 即缺少3'-5'酶切功能, 因而造成母代

与子代病毒基因组之间具有细微的编码变异现

象, 这种两代之间的差异率较其他DNA病毒要

明显为高. Okamato et al [23]早年的研究结果认为

HBeAg阳性的患者体内HBV基因组内部替换率

为10-5/年, 这个数据高于一般DNA病毒基因组突

变率, 但低于RNA病毒基因组突变率. 这种病毒

母代与子代之间的差异可能是病毒进化的一种

方式, 而HBV基因型就是进化的阶段性结果[24]. 
通过比较病毒学研究方法, Okamoto et al [1]

于1988年提出以一种不同于以往HBV血清型分

型方式, 将当时的HBV病毒群分为4个基因型, 
分别命名为A, B, C, D型. 1994年Norder et al [2]

发现E, F基因型, 2000年Stuyver et al [3]发现G型, 
2000年Arauz-Ruiz et al [4]发现H型. 2002年之后, 
有实验室提出基因型之下可以被细化分为新的

亚基因型, Kramvis et al [25]提出存在A'型; 2003年
Sugauchi et al [26]提出B型内可分为Ba和Bj两种亚

型; 2004年Huy et al [27]提出基因型C型可以至少

被分为2个亚型, 即C1和C2型. 魏来[28]总结了近

年关于HBV基因型研究的进展, 各地学者分别

提出HBV基因型的亚型分布, 关于HBV基因型

的研究有进一步精细划分的趋势, 这也是各地

域学者进一步分子流行病学调查的重点. 
目前而言, 有5种主要方法进行HBV基因型

分型, 即全基因测序结合生物信息学分析[14], 混
合性型特异性引物PCR法[15-16], PCR-RFLP法[17-18], 
微板核酸杂交E L I S A法 [19]和抗体法血清分析

法[20], HBV基因组测序结合生物信息学分析是

最可靠的分型方法, 也是新基因型确定的唯一

方法, 但实验耗费时间, 需要较高的技术和分

析软件. 目前研究常用的是相对简便的混合性

型特异性引物PCR法优点是操作简便, 判读容

易, 在诊断重叠感染方面有优势, 但单核苷酸多

态性(SNP)可能导致实验失败, 并且不能判断新

的基因型. 我们采用后一种分法对厦门市HBV
基因型进行了分析, 研究发现120例患者体内的

HBV基因型以B型为主, 占48.3%, C型占25.0%, 
B/C混合感染占26.7%. 2003年胡盈莹 et al [11]曾

经对福建省部分地区HBV基因型进行分析, 应
用的是PCR-RFLP法, 当时检测了431份患者血

清, B型占63.8%, C型占23.2%, D型和混合感染

占11.8%; 其中涉及厦门24例, 其中B型15例, C
型6例, D型3例. 他们与我们的结果有一定差异, 
表现B型所占的比例大于我们的报道, 这可能与

样本量过少有关. 我们的研究支持南方以B基因

型为主要流行型别的结论, 也支持B、C基因

型为中国大陆主要流行基因型的结论. 国内文

献[7,11]提出D基因型少量存在于中国大陆HBV
感染患者群中, 在新疆地区D型所占比例可高达

17.07%[29], 但我们没有在本组资料中发现A, D, 
E, F基因型的存在, 这与温志立 et al [10]的报道相

一致. 
我们的研究提示, 厦门地区的HBV患者血

清中检验出B/C混合感染在患者群中所占的比

例较高, 混合感染占26.7%, 超过了C基因型的感

染比例. 董菁 et al [12-13]早先小样本北京HBV感染

者的资料分别提示B/C混合感染占33.3%(5/15)
和17.6%(3/17). 马金春 et al [30]报道应用PCR微
板核酸杂交-ELISA技术检测湖北黄石地区HBV
基因型报道B/C混合感染占5.2%(8/153); 谷鸿

喜 et al [8]应用本报道采用的方法, 发现东北地区

B/C混合感染占3.0%(14/464), 均少于本组报道

B/C混合感染所占比例. 许正锯 et al [31]在泉州地

区的报道发现混合感染主要以B/D、C/D混合型

为主, 未见B/C混合型感染, 跟我们的报道不同, 
需要进一步地区间比对研究. 温志立 et al [10]应用

混合性型特异性引物P C R法在湖南地区 ,  黄
晶 et al [6]应用巢式PCR-RFLP的基因分型方法在

广东地区报道的结果均未发现B/C混合感染的

存在, 究竟是地域原因还是研究方法原因还需

要进一步探讨. Bartholomeusz et al [32]比较了目前

HBV基因型分型的5种主要方法, 认为混合性型

特异性引物PCR法的优势就是易于诊断重叠感

染方面. 我们的研究提出一个问题: B/C混合感

染是一种普遍现象, 排除混合性型特异性引物

PCR法导致的一种误差外, 需要进一步探讨B/C
形成原因.

1996年, Bollyky et al [33]比较了25株HBV病

毒全基因组序列后认为2株存在基因型之间基

因重组现象, 分别为A/D和B/A重组, 由此提出

HBV基因重组概念; 2000年, Morozov et al [34]比

较了99株HBV病毒全基因组序列, 发现其中9
株具有亚型间重组(intertypic recombination)特
点, 这之中有3例为A/D重组, 其余6例为B/C重

组, 均来源于东亚地区. 上述研究结果提示HBV
基因型之间重组是一个并不少见的现象. 2003

 

■名词解释
亚型间重组: 是指
HBV不同基因型
之间存在基因片
段交换, 其机制尚
不清楚.
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年Sugauchi et al [26]提出东南亚地区存在的Ba亚
型起特点就是B/C基因型重组. 结合本研究结果, 
我们认为在中国大陆B或者C型HBV需要进一步

分析, 应用混合性型特异性引物PCR法检测出的

B/C混合感染病毒株中, 可能混有未发现的B/C
基因重组亚型病毒株. 

总之 ,  我们的研究提示 ,  B型是厦门地区

HBV病毒主要流行型别, B/C混合感染占患者群

的26.7%, 其中可能存在B/C基因型重组病毒株, 
需要进一步研究. 由于中国地域广大, HBV感染

人群众多, 仍需要各地对当地流行的HBV基因

型进行分析报道, 以便综合反映国内HBV感染

全貌.
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第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨第四届
消化介入新技术研讨会会议及征文通知

本刊讯 第七届全国消化道恶性病变介入诊疗研讨会是卫生部“十年百项”适宜技术推广、上海市重大医学

成果转化及国家级继续医学教育项目, 为进一步提升国内消化系疾病尤其是消化道恶性病变介入诊治的技术

水平, 我们联合上海同仁医院、山东省立医院和山东省医学影像研究所, 定于2007-09-21/25在山东省济南市举

办第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术研讨会, 参会者可获得国家级一类继续医学教育学

分12分. 会议将以专题讲座、论文交流、操作演示及研讨沙龙多种形式相结合, 安排相关学科的著名专家着重

介绍消化道病变内镜治疗、介入放射学治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗的新理论、新技术和新方法.  

1    征文内容

包括消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等. 消化系

良性病变如门静脉高压、胆道结石、消化道出血等的内镜及介入新技术应用. 消化病诊治边沿交叉学科与消

化介入诊治新技术相关的论著、文献综述、临床经验、个案报告等各类稿件.  

2    征文要求

专题讲座由组委会约稿, 也可自荐, 需全文. 论著需1000字以内的标准论文摘要, 经验交流、短篇报道等全文限

1000字以内. 所有稿件内容应科学、创新、实用、数据准确, 书写规范, 稿件应是未发表过的论文, 优秀论文将

安排在国家级杂志上发表. 所有稿件一律要求电脑打印(WORD格式), 邮寄者需附软盘; 特别鼓励用E-mail投稿

(用附件WORD格式). 截稿日期: 2007-07-31. 征集疑难病例: 会议将安排专门时间研讨疑难病例, 欢迎与会代表

将临床中遇到的疑难病例带到会上讨论. 通信地址: 山东省立医院消化科张春清收, 济南市经五路纬七路324

号, 邮编: 250021. 联系电话: 0531-85186350, 86701337; 传真: 0531-87902348; E-mail: zhchqing@medmail.com.

cn.
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结肠癌术前多层面CT一站式检查的临床价值

谢 琦, 梁碧玲, 黄达德, 江新青, 张 静, 陈明旺, 韦程纲
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谢琦, 1992年中山医科大学硕士, 2005年至今中山大学附属第
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师, 主要从事腹部影像诊断.
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Value of multi-slice computed 
tomography in preoperative 
“one-station-style” examination 
for colon cancer 

Qi Xie, Bi-Ling Liang, Da-De Huang, Xin-Qing Jiang, 
Jing Zhang, Ming-Wang Chen, Cheng-Gang Wei

Qi Xie, Bi-Ling Liang, Department of Radiology, the Sec-
ond Affiliated Hospital of Sun Yat-sen University, Guang-
zhou 510120, Guangdong Province, China
Qi Xie, Xin-Qing Jiang, Ming-Wang Chen, Cheng-Gang 
Wei, Department of Radiology, the First Municipal People’s 
Hospital of Guangzhou, Guangzhou 510180, Guangdong 
Province, China
Da-De Huang, Department of Surgery, the Guangzhou 
First Municipal People’s Hospital of Guangzhou, Guang-
zhou 510180, Guangdong Province, China
Jing Zhang, Department of Pathology, the First Munici-
pal People’s Hospital of Guangzhou, Guangzhou 510180, 
Guangdong Province, China
Supported by Medical Science and Technology Project of 
Guangzhou City, No. 2006-YB-207
Correspondence to: Bi-Ling Liang, Department of Radi-
ology, the Second Affiliated Hospital of Sun Yat-sen Uni-
versity, Guangzhou 510120, Guangdong Province, 
China. liangbl@163.net
Received: 2006-10-18    Accepted: 2007-03-07 

Abstract
AIM: To assess the value of three-phase 
contrasted multi-slice computed tomography 
(MSCT) pneumocolon in preoperative examina-
tion of colon cancer.

METHODS: Sixty-three patients with colonic 
cancer underwent plain MSCT pneumocolon 
and multiphase contrasted MSCT within 1 week 
before operation. Contrasted MSCT scans were 

performed using 16-slices CT system (Toshiba 
aquilion16) 22 s (phaseⅠ), 37-40 s (phaseⅡ) and 
60 s (phase Ⅲ) after intravenous administration 
of contrast medium. Images were then obtained 
by CT colonography (CTC), X-ray projection 
(XRP), multi-planar reformation (MPR), surface 
shadow display (SSD), CT angiography (CTA) 
in post-procession workstation. The results were 
comparatively analyzed with the surgical pa-
thology.

RESULTS: Sixty-four cancer lesions were detect-
ed on CT images and in surgery. They located 
in ascending colon (18 lesions), hepatic flexure 
of colon (2 lesions), transverse colon (4 lesions), 
splenic flexure of colon (2 lesions), descending 
colon (6 lesions), sigmoid (20 lesions, of which 5 
lesions in the injunction of sigmoid and rectum), 
and rectum (12 lesions). Extracolonic diseases 
were found in 16 patients by MSCT or surgery. 
On multi-phase contrasted CT images, colon 
caner lesions demonstrated homogeneous or 
inhomogenous enhancement, and the absolutely 
increased peaks in CT density were at phase 
Ⅱ (30 lesions), phase Ⅱ-Ⅲ (17 lesions), phase 
Ⅲ (13 lesions) and phaseⅠ-Ⅲ (4 lesions). CTA 
detected blood-supplying artery of 58 cancer 
lesions (90.6%). The sensitivity, specificity and 
positive accuracy were 100%, 64.2%, and 92.1% 
respectively, for pericolonic fat involvement, 
and 78.5%, 86.7%, and 86.1% respectively, for 
abdominal metastasis-positive lymph-nodes.

CONCLUSION: MSCT pneumocolon and pre-
operative three-phase contrasted CT can provide 
information about tumor location, number, stage, 
blood-supplying artery and extracolonic diseases.

Key Words: Colon cancer; Neoplasm; Multi-slice 
computed tomography; Pathology
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摘要
目的: 评估结肠充气多层CT(MSCT)多期增强

®

■背景资料
结肠癌的发病率
逐年上升, 在治疗
前尽可能准确的
判断肿瘤的侵犯
范围, 对指导临床
治疗和判断患者
预后有重要的意
义. MSCT扫描一
圈可获得多层图
像, 可进行大范围
的薄层扫描, 可显
示更好的组织细
节, 增强扫描的分
期更细、更准. 对
于结肠癌, 探索最
佳的M S C T检查
方法、如何对所
得大量图像及强
大后处理功能进
行规范化应用等
需要系统的研究.
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扫描对结肠癌患者术前检查的价值. 

方法:  63例结肠癌患者术前1  w k内行全腹
M S C T平扫与多期增强M S C T扫描 .  采用
Toshiba Aquilion16扫描仪, 增强扫描是在对比
剂开始注射后22 s (Ⅰ期)、37-40 s (Ⅱ期)、60 
s(Ⅲ期)采集数据. 在工作站对采集数据行CT
仿真内镜(CTC)、X线模拟投影(XRP)、多平
面重组(MPR)、表面遮盖显示(SSD)、CT血
管造影(CTA)等后处理观察, 并与手术病理对
照. 

结果: CT显示64个癌灶, 升结肠18个, 结肠肝
曲2个, 横结肠4个, 结肠脾曲2个, 降结肠6个, 
乙状结肠20个(包括乙状结肠与直肠交界区5
个), 直肠12个; 16例发现肠外病变; 与手术所
见同. 在不同扫描期相, 原发灶为均匀或不均
匀强化. 增强扫描肿物峰值强化Ⅱ期30个, Ⅱ
期-Ⅲ期17个, Ⅲ期13个,Ⅰ-Ⅲ期4个. 58个原发
灶(90.6%)可见相应供血动脉增粗, 分支增多. 
CT判断是否累及肠周脂肪敏感性100%, 特异
性64.2%, 准确性92.1%. CT对腹部淋巴结转移
瘤诊断总的敏感性78.5%, 特异性86.7%, 准确
性86.1%.

结论: MSCT多期增强扫描一次检查为结肠癌
术前了解肿瘤位置、数量、范围、血供及其
他组织器官病变情况提供了其他影像技术难
于同时提供的信息.

关键词: 结肠癌; 多层CT; 病理学

谢琦, 梁碧玲, 黄达德, 江新青, 张静, 陈明旺, 韦程纲. 结肠癌

术前多层面C T一站式检查的临床价值.  世界华人消化杂志  

2007;15(12):1382-1388

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/1382.asp

0  引言

结肠癌术前CT检查旨在了解肿瘤的侵犯范围, 
为术前分期提供依据. 多层面CT(multi-slice CT, 
MSCT)实现了各向同性采集, 可得到高质量的

任意断面图, 相应的后处理功能使CT在胃肠道

病变的应用进一步拓展[1-5]. 为充分利用MSCT各
种功能为结肠癌术前提供更多信息, 我们设计

结肠MSCT的检查方法, 现对2004-09/2006-07 63
例结肠癌患者的MSCT及手术病理资料总结分

析如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2004-09/2006-07经全腹MSCT检查诊

断为结肠癌患者128例, 其中63例符合以下条件: 
(1)在CT检查后1 wk内在本院行手术治疗, 术中

作了原发灶切除与腹部淋巴结清扫, 有完整、

详实的手术记录; (2)CT检查及手术前患者未行

任何抗癌治疗, CT检查符合本研究要求, 并达到

预期增强效果. 男41例, 女22例. 年龄33-83(平均

62)岁. 术前所有患者行结肠镜检查, 术后癌灶

的病理诊断: 黏液腺癌8例, 未分化腺癌1例, 低
分化腺癌6例, 中分化腺癌45例, 高分化腺癌2例, 
腺鳞癌1例.
1.2 方法 CT检查用Toshiba Aquilion16扫描仪. 
检查前按钡灌肠要求对患者进行结肠清洁, 扫
描前肌肉注射654-2 10-20 mg 10 min后, 经肛

门插管缓慢注入空气1000-1500 mL, 使结肠充

分扩张. 用定位片观察肠管充气情况, 如果不

满意, 继续注入适量气体, 即行从膈顶至盆底

的常规平扫, 再以3 mL/s的速度静脉注射300 
mgI/mL(优维显300, Schering)的对比剂100 mL, 
在开始注射对比剂后22 s(Ⅰ期)、37-40 s(Ⅱ
期)、60 s(Ⅲ期)时嘱患者屏气, 重复上述范围的

扫描. 扫描时间13-17.5 s, 采集层厚2 mm, 螺距

(HP)15, 150 mAs, 120 kV, 所得数据以2 mm层

厚、1 mm间隔重建后传到工作站进行多平面重

组(multi-planar reformation,  MPR)、表面遮盖显

示(surface shadow display, SSD)、CT仿真结肠

镜(CT colonography, CTC)、X线模拟投影(X-ray 
project, XRP)、CT血管造影(CT angiography, 
CTA)等后处理观察. CT值测量: 平扫时测量原

发灶及长径至少2 mm的淋巴结的CT值, ROI面
积1-10 mm2. 增强各期图像上, 在与平扫相对应

的部位用相同ROI面积测得CT值, 两CT值之差

为CT强化值, 以CT强化值观察肿瘤及淋巴结的

强化情况. 肿瘤局部侵犯的CT诊断标准(图1): 
肿瘤峰值强化期, (1)强化组织未侵犯病变段肠

管全层, 为部分肌层受累; (2)强化组织侵犯病变

段肠管全层, 但相应外缘光整, 周围脂肪间隙清

晰, 为全层肌层受累; (3)病变段肠管外缘不光

整、毛糙, 周围脂肪间隙可见结节或条索影, 为
肠周脂肪受累; (4)肿瘤组织侵犯相邻脏器; (5)远
隔脏器可见肿瘤灶. CT诊断淋巴结转移标准(图
2-3): 淋巴结与原发灶同步强化, 淋巴结出现与

原发灶相同的无强化区或钙化. 有上述改变之

一判断为淋巴结转移瘤. CT上以伴行血管、最

邻近的脏器为参照对腹部淋巴结的部位、大小

(长轴为标准)、密度、形态进行观察, CT图像由

放射科医师按上述标准在术前分析并记录. 

■研发前沿
对结肠癌患者行
结肠充气的动脉
期 、 肿 瘤 实 质
期、门静脉期扫
描, 采集的数据根
据血管与组织的
强化程度不同, 利
用CTA、MPR、

XRP、CTC等后
处理技术系统观
察肿瘤的部位、

大小、形态、血
供状态、侵犯范
围, 同时观察肠道
本身及肠外伴发
与并发病变, 评价
各种后处理技术
在结肠癌治疗前
检查的作用.
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手术病理及临床资料由病理医师和放射科

医师收集, 由放射科医师独立整理. 病理上对原

发灶在肉眼判断侵犯最广的部位取才并作连续

切片检查; 对术中摘除的淋巴结, 以伴行血管、

最邻近的脏器为参照对其部位、大小、形态作

详细记录, 对所有切除的淋巴结进行了病理切

片检查. 所得资料输入电脑, 在SPSS11.0版软件

中建立数据库.

2  结果

2.1 结肠癌灶的MSCT显示情况  CT显示1例为升

结肠与乙状结肠同时发生癌(图4), 余为结肠单

发癌. 升结肠18个, 结肠肝曲2个, 横结肠4个, 结
肠脾曲2个, 降结肠6个, 乙状结肠20个, 乙状结

肠与直肠交界区5个, 直肠12个, 与手术所见相

同. 手术见5例伴结肠息肉, CT显示3例, 2例未显

图  1  结肠癌术前局部侵犯的CT诊断. A: 强化组织未侵犯病变段肠管全层(箭示), 为部分肌层受累(病理浅肌层受累); B: 强

化组织侵犯病变段肠管全层, 但相应外缘光整, 周围脂肪间隙清晰(箭示), 为全层肌层受累(病理累及浆膜下); C: 病变段肠管

外缘不光整、毛糙, 周围脂肪间隙可见结节或条索影(箭示), 为肠周脂肪受累(病理累及肠周脂肪).

A B C

→

→

→

图  2  升结肠中分化腺癌. A: MSCT增强Ⅰ期; B: 增强Ⅱ期; 

C: 增强Ⅲ期, 结肠原发灶明显不均匀强化, 峰值强化在Ⅱ-

Ⅲ期, 结肠上淋巴结2枚(3 mm, 9 mm)与原发灶同步强化(黑

箭, 短白箭), 病理有癌转移. 结肠旁淋巴结轻微强化, 峰值强

化在Ⅲ期(长白箭), 病理无癌转移.

A

B
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→

→

→

→

→

→

→

→

→
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图  3  乙状结肠黏液腺癌. A: 原发灶可见钙化(黑箭), 左髂

血管旁淋巴结(1 cm)可见钙化(白箭), 病理有癌转移; B: 原发

灶可见无强化区(短白箭), 结肠旁淋巴结(1.2 cm)可见无强化

区(长白箭), 呈环状强化, 病理有癌转移.

■创新盘点
本文首次系统研
究了结肠癌患者
术前行结肠充气
多期M S C T增强
扫描的价值, 提出
针对结肠癌后处
理技术的使用及
观 察 程 式 ,  确 立
M S C T对结肠癌
肿治疗前“一站
式”规范化检查
的方法, 有利于进
一步探索同时显
示癌肿大体形态
与功能的最合理
扫描程序.
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示者是因肠段未扩张. 
2.2 MSCT判断肿瘤局部侵犯与远处转移 在不同

扫描期相, 原发灶为均匀或不均匀强化(图1-2), 
8例见无强化区, 3例伴钙化, 增强扫描肿物峰值

强化Ⅱ期30个, Ⅱ期-Ⅲ期17个, Ⅲ期13个, Ⅰ-
Ⅲ期4个. 术前CT判断肿瘤侵犯范围情况见表1. 
CTA成像示64个病灶中58个可见相应供血动脉

增粗, 分支增多, 48个回流静脉显影较非病变段

肠管的提早. CT显示2例腹膜播散、1例肝转移

均经手术病理证实. CT判断是否累及肠周脂肪

敏感性100%, 特异性64.2%, 准确性92.1%. 
2.3 MSCT诊断淋巴结转移 CT显示177个淋巴结

(表2). 平扫5个淋巴结可见钙化, 余淋巴结呈软

组织密度. 增强扫描, 98个淋巴结均匀强化, 33
不均匀强化, 23个环状强化, 23个淋巴结未见强

化, 其中10个淋巴结的原发灶有相同改变, 5个
伴钙化.

63例患者, 手术切除274个淋巴结. 有97个
淋巴结(35.4%)CT未显示, 其中≥5 mm有32个, 
分布于横结肠系膜12个, 乙状结肠系膜8个, 左
半结肠中间淋巴结7个, 系膜根部5个, 均为消瘦

患者. MSCT诊断腹部淋巴结转移情况见表3.
C T对腹部淋巴结转移瘤诊断总的敏感性

78.5%, 特异性86.7%, 阳性预测值84.8%, 阴性预

测值84.8%, 准确性86.1%. 若按普通CT诊断标

准(淋巴结≥10 mm即为转移), 本组病例敏感性

47.3%, 特异性83.9%, 阳性预测值77.2%, 阴性预

测值74.1%, 准确性73.1%.
2.4 MSCT显示伴发病变 CT显示肾结石10例, 1
例伴重度肾积水, 动脉瘤2例, 膀胱癌1例, 子宫

肌瘤3例. 除9例肾结石手术未作探察, 余经手

术、病理证实.

3  讨论

对严重衰竭、急性心衰、严重心衰不能平卧或

对比剂过敏者不能做肠道CT检查. 保证肠道清

洁度、结肠良好充气、扩张是取得良好质量图

像的重要因素[6-7]. 本组病例根据患者的不同情

况采用了不同的肠道清洁方法: (1)检查前2 d半
流质, 检查前1 d流质, 检查前一夜7点口服200 
mL/L甘露醇250 mL, 并随后2 h内饮温开水1500 
mL, 检查当日早晨作清洁灌肠后2 h以上将肠道

积水排尽后作CT检查. 此方法是常规的清肠方

法, 特别是对于便秘的受检者; (2)对病情需要及

早检查但又无便秘的患者, 可禁食、禁饮12 h, 
检查前夜口服泻药(藩泻叶), 次日清晨清洁灌肠

后2 h以上将肠道积水排尽后作CT检查. 
仅做CTC检查只需平扫[2-3]. 目前结肠检查

CT增强扫描采用单期扫描, 即在对比剂开始注

射后40, 60或70 s[8-10]扫描, 根据所见肿块是否强

化鉴别肿瘤与肠道内容物[8-9], 根据肿块强化程

 

表  2  63例结肠癌腹部淋巴结CT显示情况

      
淋巴结大                        淋巴结数目                        CT显示

小(cm)                     手术病理              CT                    率(%)   

<0.5                          110                45                   40.9

0.5-0.9                     102                75                   73.5

1-1.4                          39                34                   87.2

1.5-                            23                23                 100    

合计                          274              177                   64.6

→

→

图  4  CT显示升结
肠(短白箭)与乙状结
肠(长白箭)同时发生
癌, 手术为中分化腺
癌.

表  1  63例64个结肠癌局部侵犯范围CT显示情况与病理
对照(个)

      
                                             CT诊断(cm)

病理诊断          黏膜    部分      全       累及    脏器     合计

                          下层    肌层    肌层     脂肪    侵犯  

黏膜下层            0         2         0         0         0          2

部分肌层            0         1         1         1         0          3

全肌层                0         0         5         4         0          9

累及脂肪            0         0         0       43         0        43

脏器侵犯            0         0         0         0         7          7

合计                   0         3         6       48         7        64

表  3  MSCT诊断结肠癌淋巴结转移的病理评价(个)

      
                                          CT诊断(cm)

病理诊断         <0.5     0.5-0.99    1-1.49     1.5-          合计

                         -    +      -        +     -     +     -    +

-                   95   5     62      6     6     2    0    0        190 

+                     6   4       9    25     5   21    0  23          84

合计            105   9     71    31    11  23    0  23        274

■应用要点
结肠充充气MSCT
薄层多期增强扫
描一次检查及相
应的后处理图像
为结肠癌术前了
解肿瘤位置、数
量、范围、血供
情况、其他组织
器官病变情况提
供了其他影像技
术难于同时提供
的信息.
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度鉴别结肠息肉与结肠癌[10]. 为了探讨术前CT
检查能否根据肿瘤原发灶、转移灶的强化情况

更好显示肿瘤侵犯范围, 显示肿瘤血供、腹部

血管及其他脏器情况, 从而提供更多有价值的

信息, 本研究采用了三期增强扫描, 即在开始注

射对比剂后22 s(Ⅰ期, 动脉期)、37-40 s(Ⅱ期, 
动脉晚期)、60 s(Ⅲ期, 门静脉期)行全腹扫描. 

结肠MSCT检查的后处理技术包括: SSD, 
容积再现(volume render, VR), 多平面容积重组

(multi-planar volume reformation, MPVR), MPR, 
曲面重组(curve planar reformation, CPR), XRP, 
CTC等. SSD、XRP所得图像可形象显示病变部

位、相应肠段轮廓的改变, 相当于气钡双对比

造影作用. CTC可清楚并以多角度显示病变外

观, 相当于内镜功能; MPR或MPVR可多角度、

多方位显示病变侵犯范围、密度改变、各区域

淋巴结情况, 有助于淋巴结定位, 相当于虚拟真

实的病理解剖; CTA可显示扫描范围内血管的分

布、多少, 从而提供病变的血供情况, 相当于血

管造影的功能. 为充分和快速利用上述后处理

技术, 本组病例按以下程式进行观察: CTC观察

肠腔有无病变、狭窄, 并标识→SSD、XRP定位

→MPR、MPVR观察范围和强化情况→CTA观

察病变的血供→观察腹部其他脏器、组织结构

情况, 观察扫描野内肺和骨质情况. 
结肠癌治疗前侵犯范围的判断是其术前分

期的基础, 亦是治疗方法选择、评价预后的依

据. 结肠癌的局部侵犯可沿肠壁纵轴方向扩散

或突破肌层向周围组织浸润. 根据1997年国际

抗癌联盟提出的分期标准, 病理上结肠癌T分期

分为[11]: 肿瘤局限于上皮内或黏膜内(Tis), 侵达

黏膜下层(T1), 肿瘤侵达肠壁固有肌层(T2), 肿
瘤穿透固有肌层至浆膜下或无浆膜段的结肠和

直肠的肠旁组织(T3), 肿瘤穿透脏层腹膜或累及

其他器官、结构(T4). Ng et al [12]利用单螺旋CT 
10 mm层厚研究认为CT上仅能显示有无累及

肠周脂肪和腹膜侵犯, 肠周肿瘤脂肪浸润在CT
上表现为脂肪间隙模糊, 见条状、斑片状、结

节状影. 但上述表现不能与肠周脂肪间隙的纤

维反应性增生、炎性反应、淋巴滤泡炎性反应

等相鉴别, 而肠周脂肪间隙正常并不意味着肿

瘤未累及肠腔外 ,  C T不能显示肠腔外的微灶

侵犯[12-13], 因此, CT在显示肿瘤局部侵犯有一定

局限性, 在判断有无肠周脂肪间隙侵犯的敏感

性为79%, 特异性33%, 阳性预测值91%, 阴性预

测值15%[12]. Jang et al [14]用SCT增强扫描观察结

肠癌侵犯范围, 结果显示非肿瘤段增厚肠壁不

强化, 而肿瘤段肠壁有不均匀强化, SCT增强扫

描有助于显示结肠癌侵犯的范围. 本研究采用

MSCT薄层多期增强扫描, 后处理工作站多方位

观察, 可见肿瘤组织明显强化, 与肠壁肌肉有密

度差异, 但较难区分黏膜下层与肌层的侵犯, 因
此对T2以上的肿瘤出现过度诊断, 显示是否累

及肠周脂肪敏感性100%, 但因肠周充血而对肿

瘤侵犯范围出现过度判断, 特异性64.2%. 
结肠癌术前判断有无腹部淋巴结转移, 是

治疗前分期的一重要环节. 常规CT对淋巴结缺

乏组织特异性, 淋巴结转移的CT诊断常依据大

小来判断, 一般以>10 mm者判断为转移淋巴

结[15-18], 对转移淋巴结检出敏感性仅为11%-46%, 
特异性95%-100%, 取值标准减小, 敏感性提高, 
特异性降低. Noji et al [19]研究胆囊癌术前CT腹主

动脉旁淋巴结表现, 将横切面经线>6 mm的淋巴

结, 或淋巴结密度不均匀的淋巴结诊断为转移

淋巴结, 结果为对淋巴结转移的阳性预测值仅

为13%-36%. 而在病理检查时可见, 小的淋巴结

也常发生转移, 且由于反应增生的淋巴结也可

超过10 mm, 所以以大小判断转移有许多局限性. 
Fukuya et al [20]首次系统的总结了SCT增强扫描

对腹部淋巴结转移瘤的检出情况, 结果显示, CT
对5 mm以下的淋巴结难于显示; 有癌转移的淋

巴结短轴与长轴之比>0.7, 且密度较高, >9 mm
转移淋巴结的CT值一般>100 Hu; 在考虑淋巴结

大小、密度、形态等因素基础上, 对≥5 mm的

转移淋巴结检出敏感性为75.2%. 赵志清 et al [21]

将胃癌患者≥10 mm或增强扫描CT≥100 Hu的
淋巴结诊断为阳性淋巴结, 对淋巴结分期总的

准确率为73.3%. 
本组病例是采用16层CT 2 mm薄层采集, 

50%的重叠重建, 在三维工作站进行连续层面观

察, 并将CT平扫与多期增强扫描相结合, 结果提

示, MSCT对5 mm以下的淋巴结显示率为40.9%, 
大多数有癌转移的淋巴结(68/84, 81%)在MSCT
多期增强扫描出现与原发灶同步强化, 部份淋

巴结出现与原发灶相同的病理改变, 如黏液样

变、钙化, 随着淋巴结的增大, 转移率明显增加. 
综合上述表现, 对腹部淋巴结转移瘤诊断总的

敏感性78.5%, 特异性86.7%, 阳性预测值84.8%, 
阴性预测值86.7%, 准确性86.1%. 较按“淋巴结

≥10 mm即为转移”的标准敏感性、准确性有

明显提高. 结肠癌在腹部血行播散最常见的靶

器官是肝脏, 研究表明MSCT动态增强CT检查

■名词解释
1 CT仿真结肠镜
(CTC): 利用计算
机软件功能, 将螺
旋CT容积扫描获
得的图像数据进
行后处理, 重建出
结肠内腔表面立
体图像, 产生类似
纤维内镜所见的
图像. 
2  C T 血 管 造 影
(CTA): 经静脉注
入对比剂后, 利用
螺旋CT对包括靶
血管在内的受检
层面进行连续不
间断的簿层立体
容积扫描, 然后运
用计算机进行图
像后处理, 最终使
靶血管立体显影
的血管成像技术.
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结肠癌隐匿性肝转移瘤具有很大的优越性[22-23], 
对无肉眼可见的肝转移瘤患者, CT可观测到因

血管生成而引起的灌注改变[23]. MSCT可提供良

好的CTA图像, 能直观显示腹部血管解剖结构、

肠系膜上动脉、肠系膜下动脉、乙状结肠动

脉[1,24-25]及动脉周围的淋巴结情况[15], 对肿瘤的

微创治疗有重要价值. 本组病例观察见大部分

肿瘤灶(58/64, 90.6%)可见增粗、增多的肿瘤动

脉, 部分肿瘤灶(48/64, 75%)回流静脉提早显影, 
CTA可在术前显示肿瘤的血供状态. 

CT图像还可显示胃肠道外的其他组织与器

官的病变 [26]及有无肠梗阻、肠缺血等伴发病

变[27-28]对治疗前制定治疗方案, 评估治疗风险有

重要意义. 
总之, 在结肠充分扩张的情况下, MSCT薄

层多期增强扫描一次检查及相应的后处理图像

为结肠癌术前了解肿瘤位置、数量、范围、血

供情况、其他组织器官病变情况提供了其他影

像技术难于同时提供的信息, 应成为结肠癌治

疗前常规检查.
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2007 年原位肝脏移植新技术及进展学习班通知

本刊讯 为促进国内肝脏移植领域的交流与合作, 为拟开展肝脏移植的同道提供技术支持, 提高我国肝移植的

技术水平, 推动肝移植的健康发展, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心将于2007-08-29/09-02与世界华人消

化杂志社合作举办“原位肝肝脏植新技术及进展”学习班, 由中山大学器官移植研究所所长陈规划教授主持, 

并邀请海内外肝移植知名专家授课, 就目前我国肝移植存在的重点和难点问题以及近几年来肝移植技术的新

进展进行学术讲座. 

中山大学附属第三医院肝脏移植中心是广东省器官移植研究所和中山大学器官移植研究所挂靠单位, 也

是广东省卫生厅重点专科和广东省器官移植学会主任委员单位. 目前, 已开展近1000例肝脏移植术, 术后1 a生

存率超过80%, 居国内领先水平. 本中心已举办三期肝脏移植技术学习班, 并协助国内60余家单位开展了肝脏

移植术. 本项目为2007年国家级继续医学教育项目, 项目编号为: 2007-04-10-024, 授予Ⅰ类学分14分. 授课内容

主要涉及肝脏移植手术技巧、高危受者的麻醉管理、重症感染病人的无肝素化持续血液净化治疗、个体化免

疫抑制方案、术后随访管理系统、抗乙肝病毒治疗新策略、西罗莫司及超声造影技术在肝脏移植中的应用等

方面. 学习对象为省级、地市级医院的医护人员. 

收费标准: 培训费900元/人(统一安排食宿, 费用自理)

    通讯地址: 广州市天河路600号, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心 邮编: 510630 联系人: 汪根树 电话: 

020-87595523 传真: 020-87595523 E-mail: chengying_827@163.com.
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Abstract
AIM: To investigate the roles of Survivin, P16 
and Retinoblastoma (RB) protein expression 
in the occurrence and progression of primary 
gallbladder carcinoma (PGC).

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect the expression of Survivin, P16 and RB 
in 46 cases of PGC tissues, 22 cases of cancer-
adjacent tissues and 19 cases of benign lesions.

RESULTS: The positive rates of Survivin, P16 
and RB expression in PGC tissues were 69.6% 
(32/46), 47.8% (22/46) and 71.7% (33/46), re-
spectively, significantly different from those in 
the benign (0%, 73.7%, 94.7%) and cancer-adja-
cent (0%, 95.4%, 95.4%) tissues (P < 0.05 or P < 
0.01). P16 expression was negatively correlated 
with Survivin and RB expression (r = -0.691, P 
< 0.01; r = -0.6556, P < 0.01).  The positive rate 

of Survivin expression in P16/RB-deleted cases 
was 93.8%, significantly higher than that in P16/
RB-positive ones (χ2 = 9.228, P < 0.01). Survivin 
expression was also correlated closely with the 
differentiation degree (P = 0.003), invasion depth 
(P = 0.003) and lymph node metastasis (P = 10-6), 
while loss expression of P16 was correlated 
closely with the tumor invasion depth (P = 0.04) 
and lymph node metastasis (P = 0.001).

CONCLUSION: P16/RB deletion in combination 
with high Survivin expression might be one of 
the critical pathways in PGC carcinogenesis, and 
high expression of Survivin and loss expression 
of P16 are correlated closely with tumor inva-
sion and metastasis.

Key Words: Gallbladder neoplasm; Survivin; P16; 
Retinoblastoma; Immunohistochemistry

Xu YH, Ou-Yang B, Yu GZ, Guo KJ. Correlations 
of Survivin, P16 and Retinoblastoma expression 
with the occurrence and progression of primary 
gallbladder carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(12):1389-1392

摘要
目的: 探索Survivin、P16、RB表达与原发性
胆囊癌发生和发展的关系. 

方法: 选用46例原发性胆囊癌, 22例癌旁黏
膜, 19例胆囊良性病变组织, 采用免疫组化
SP法定位观察Survivin、P16、RB基因蛋白
表达. 

结果: S u r v i v i n、P 1 6、R B在原发性胆
囊癌中表达阳性率分别为69 .6%(32 /46) , 
47.8%(22/46), 71.7%(33/46), 与胆囊良性病变
(0%, 73.7%, 94.7%)和癌旁黏膜(0%, 95.4%, 
95.4%)相比有显著性差异(P <0.05或P <0.01). 
Survivin与P16表达呈显著的负相关(r  = -0.691, 
P <0.01). P16与RB表达也呈显著的负相关(r = 
-0.6556, P <0.01). P16/RB失活组Survivin阳性
率为93.8%, 显著高于P16+/RB+组(χ2 = 9.228, 
P <0.01). Survivin与胆囊癌的分化程度(P  = 
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■背景资料
Survivin、P16和
RB作为细胞周期
的调控因子, 在肿
瘤发生、发展的
过程中其相互作
用的机制研究, 目
前尚不十分清楚. 
本研究通过免疫
组化的方法, 探讨
Survivin、P16、
RB在原发性胆囊
癌中的表达, 来探
讨三者在原发性
胆囊癌的发生、

转移和浸润中的
作用及相互关系. 



0.003)、浸润(P  = 0.003)和转移(P  = 10-6)密切
相关, P16表达缺失患者更易发生淋巴结转移
和周围脏器的浸润(P  = 0.04或P  = 0.001).

结论:Survivin高表达, P16、RB表达缺失在原
发性胆囊癌发生中起重要的调节作用. P16/
RB通路失活, 结合Survivin高表达可能是胆囊
细胞癌变的重要通路之一. Survivin高表达和
P16表达缺失与胆囊癌的转移和浸润可能有
密切关系.

关键词: 胆囊肿瘤; Survivin; P16; RB基因

许元鸿, 欧阳兵, 于国志, 郭克建. Surv iv in、P16及RB表达

与 原 发 性 胆 囊 癌 发 生 和 发 展 的 关 系 .   世 界 华 人 消 化 杂 志  
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0  引言

Survivin是凋亡抑制蛋白家族中的一个重要成

员, 在正常组织中不表达, 而在多种恶性肿瘤中

呈阳性表达[1], 且与肿瘤病理分级与预后有明显

的关系. P16、RB (Retinoblastoma)基因是调控

肿瘤细胞永生化和癌变的重要基因, 与肿瘤细

胞增殖失控、转移和浸润关系密切[2-3]. 我们应

用免疫组化技术对原发性胆囊癌的Survivin、
P16、RB进行检测, 探讨三者在原发性胆囊癌的

发生、转移和浸润中的作用及相互关系.

1  材料和方法

1 .1  材料 收集中国医科大学附属第一医院

2001/2005手术切除并经病理证实的原发性胆

囊癌标本46例. 其中男19例、女27例, 发病年

龄45-77(平均55)岁. 病理学分级按照WHO分级

标准: 高分化20例, 中分化10例、低分化(包括

未分化癌)16例. 浸润深度按照UICC和AJCC公
布TNM分期标准: T1、T2期18例, T3、T4期28
例. 淋巴结转移阴性组24例、阳性组22例. 22例
胆囊癌旁黏膜, 19例胆囊良性病变(14例胆囊腺

瘤、5例胆囊腺肌样增生症), 标本经40 g/L甲醛

固定, 石蜡包埋, 4 μm连续切片, 其中一片常规

HE染色, 以复查病理诊断. 兔抗人Survivin单克

隆抗体(为即用型抗体)购自福州迈新生物技术

有限公司, P16、RB多克隆抗体、生物素标记的

二抗购自北京中山生物技术有限公司, SP试剂

盒为ZYMED公司产品.
1.2 方法 采用免疫组化SP法染色 具体步骤按

说明书进行. 每批染色过程均设已知阳性明确
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的乳癌组织作对照及PBS代替一抗的阴性对照. 
Survivin阳性物质定位于胞质或胞膜, P16定位

于细胞核, RB定位于细胞核; 棕色至深棕色颗粒

且其染色强度高于背景非特异染色为阳性细胞. 
实验组与对照组在10×20倍显微镜下由两位富

有经验的病理科医生在相同条件下观察左上、

右上、左下、右下、中央5个视野计数, 共数

500个肿瘤细胞中的阳性细胞数, 以百分率计算. 
Survivin: 无阳性反应细胞, 阳性反应细胞表达

率<10%为(-); 阳性细胞表达率大于或等于10%
者为(+). P16、RB: 阳性细胞占肿瘤细胞≥25%
为阳性, <25%为阴性.

统计学处理 采用χ2检验、Fisher's确切概率

法和Spearman等级相关检验.

2  结果

2.1 Survivin、P16、RB在胆囊良、恶性及癌旁

组织的表达 Survivin在原发性胆囊癌中表达阳

性率为69.6%(图1A), 显著高于胆囊良性病变和

癌旁黏膜(P <0.01). P16、RB表达的阳性率显著

低于胆囊良性病变和癌旁黏膜(P <0.01, P <0.05, 
表1, 图1B-C).
2.2 Survivin、P16、RB表达与原发性胆囊癌分

化浸润和转移的关系(表2) Survivin表达与原发

性胆囊癌的分化程度、浸润深度和淋巴结转移

显著相关(P <0.01), P16表达与浸润深度和淋巴

结转移显著相关(P <0.05或P <0.01), RB表达与

分化程度、浸润深度和淋巴结转移无显著相关

(P >0.05). 
2.3 S u r v i v i n、P16、R B表达间的相互关系 
Survivin+/P16+者8例, Survivin+/P16-者24例, Sur-
vivin-/P16+者14例, Survivin-/P16-者0例, Survivin, 
P16的表达呈显著负相关(r s = -0.691, P <0.01). 
Survivin+/RB+者25例, Survivin+/RB-者7例, Sur-
vivin-/RB+者8例, Survivin-/RB-者6例, Survivin和
RB的表达无相关(r s = -0.214, P  = 0.152). P16+/
RB+者9例, P16+/RB-者13例, P16-/RB+者24例, 
P16-/RB-者0例. P16和RB表达呈显著负相关(r s 
= -0.6556, P <0.01). P16/RB失活组(P16、RB表
达其中之一为阴性或均为阴性)共计37例, 30例
Survivin阳性, 占93.8%; P16+/RB+组共计9例, 2例
Survivin阳性, 占22.2%, 二者差异有显著性(χ2 = 
9.228, P <0.01)． 

3  讨论

在Survivin是迄今发现的最强的细胞凋亡抑制因

www.wjgnet.com

■同行评价
本文应用免疫组
织化学方法检测
原发性胆囊、癌
旁黏膜及胆囊良
性 病 变 组 织 中
Survivin、P16、
RB基因表达 .  结
果发现Survivin、
P16、RB在原发
性胆囊癌中表达
与胆囊良性病变
和癌旁黏膜相比
有差异, Survivin
与胆囊癌的分化
程度、浸润和转
移密切相关, P16
表达缺失患者更
容易发生淋巴结
转 移 和 周 围 脏
器 的 侵 润 ,  认 为
Survivin高表达 , 
P16、RB表达缺
失在原发性胆囊
癌发生中起重要
作用, Survivin高
表达和P16表达缺
失与胆囊癌的转
移和侵润可能有
密切关系. 本研究
依据尚充分研究
方法及实验结果
准确, 有一定学术
水平.
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子, 可抑制多种凋亡刺激因子(如Caspase)引起的

细胞凋亡. Caspase可被级联式激活并使蛋白质

溶解, 是细胞凋亡的核心机制. Survivin以周期调

节的方式表达于细胞周期的G2/M期, 在G2/M期, 
Survivin能对抗异常因素诱导的细胞凋亡. 而在

肿瘤细胞中Survivin的过度表达, 则可能使细胞

克服这个凋亡的调控点而利于完成异常的有丝

分裂[1]. 研究表明, Survivin选择性表达于常见的

恶性肿瘤如神经母细胞瘤、淋巴瘤、结肠癌和

肝癌等肿瘤组织中, 并与肿瘤的发生和发展、

组织分化程度密切相关, 是许多肿瘤的预后影

响因子之一, 而在癌旁正常组织和成人分化组

织并不表达[4-6]. 我们发现, Survivin在原发性胆

囊癌中有阳性表达, 阳性表达率为69.6%, 而在

胆囊良性病变和癌旁黏膜中无表达, 与Survivin
在其他恶性肿瘤中的表达情况一致, Survivin表
达上调与胆囊癌分化程度、转移和浸润密切相

关, 提示Survivin表达的增高与胆囊癌的发生、

发展有关, 随着胆囊癌恶性程度的增加, Survivin
抑制肿瘤细胞凋亡, 呈现明显的生长优势. 因此, 
Survivin抗原的检测, 对临床评估病情、判断预

后、选择合适的治疗方法有一定的指导意义. 
P16蛋白是一种负性细胞周期的调控蛋白, 

抑制细胞增殖, 使细胞停滞于G1期, 其于cyclin 
D1竞争结合CDK4.6, 使CDK4.6失活, 从而阻止

RB蛋白的磷酸化, 去磷酸化的RB以活性形式结

合E2F及ATF2等转录因子, 遏制细胞周期的进程. 
从而阻止细胞从G1期进入S期, 抑制细胞增殖; 
相反P16的失活将导致细胞的过度增殖, 使细胞

呈失控性生长而形成肿瘤[2-3]. 有研究表明他不

但与多种恶性肿瘤的发生密切相关, 而且可能

与肿瘤的某些生物学行为及预后有关. 本研究

显示, P16、RB基因表达蛋白阳性率显著低于胆

囊良性病变和癌旁黏膜, 提示P16、RB表达蛋白

的缺失, 在胆囊癌的发生中起重要作用, 是良好

的肿瘤标记物; 且P16蛋白的失活与胆囊癌的转

移和浸润密切相关, 提示P16可作为判断胆囊癌

恶性程度的辅助指标; 相关分析证实P16与RB表

达间存在显著负相关性. 这一结果证实P16、RB
基因表达蛋白调控胆囊细胞癌变的机制是一个

负反馈环路, 在此反馈环内, P16、RB表达蛋白

任何之一表达缺失, 都将导致调节环路的中断, 
造成细胞的异常增殖, 最终导致胆囊癌发生. 

在细胞周期转换过程中 ,  细胞周期蛋白

依赖性激酶4(CDK4)起着重要作用. 研究证实

Survivin过度表达会导致细胞加快向S期转换, 
抑制G1期静止, 从而促进细胞增殖. 其机制可能

许元鸿, 等. Survivin、P16及RB表达与原发性胆囊癌发生和发展的关系                                                                         1391

表  1  Survivin、P16、RB在胆囊良、恶性及癌旁黏膜的表达

     
	                                                 Survivin	                   P16                                    RB

                                                           阳性   阳性率(%)           阳性   阳性率(%)           阳性    阳性率(%)

原发性胆囊癌           46                  32         69.6               22         47.8               33          71.7 

胆囊良性病变           19                    0           0                  14         73.7               18          94.7

癌旁黏膜                  22                    0           0                   21        95.4               20          95.4

χ2 (P )                                              45.116 (0.000)            15.661 (0.000)              6.435 (0.04)

分组                              n                      

A

B

C

图  1  Survivin, P16和RB在原发性胆囊癌中的阳性表达(SP×
200). A: Survivin; B: P16; C: RB.
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是细胞生长信号诱导Survivin表达, Survivin竞争

性地与CDK4/P16ink4a复合物结合, 把P16ink4a
从复合体中游离出来, 形成Survivin/CDK4复合

物, 从而直接或间接地激活CDK2/CyclinE复合

物, 导致RB蛋白磷酸化, 以启动细胞有丝分裂[7]. 
Survivin、P16和RB作为细胞周期的调控因子, 
在肿瘤发生发展的过程中其相互作用的机制研

究, 目前尚不十分清楚. 本研究显示, Survivin和
P16蛋白表达呈显著的负相关, 提示Survivin和
抑癌基因P16表达可能是负反馈调节. 在本组研

究中还发现, P16/RB失活组37例, 30例Survivin
表达阳性(93.8%); 而P16+/RB+组9例, 仅有2例
Survivin表达阳性(22.2%). 说明P16/RB通路失活

和Survivin表达上调是原发性胆囊癌发生中的重

要分子事件, P16/RB通路失活和Survivin表达上

调密切相关, 可能是胆囊细胞癌变的重要通路

之一, 其机制尚待进一步研究.
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表  2  Survivin、P16、RB表达与胆囊癌分化、浸润、转移的关系

     
	                                         Survivin                                              P16                                                    RB

                                         阳性   阳性率(%)     χ2 (P )            阳性   阳性率(%)      χ2 (P )              阳性   阳性率(%)       χ2 (P )

分化程度

 　高中分化      30         16        53.3    - (0.003)         15         50.0     0.163 (0.686)       21       70.0    0.000 (0.998)

 　低未分化      16         16      100                                7         43.8                               12         75.0

浸润深度1   

    T1、T2          18           8       44.4  8.814 (0.003)    12          66.6    4.207 (0.04)        11        61.1     1.648 (0.199)

    T3、T4          28         24       85.7                           10          35.8                               22        78.6

 淋巴转移 

     阴性             24         10        41.7    - (10-6)           17         70.8  10.645 (0.001)      19        79.2     1.336 (0.243)

     阳性             22         22      100                                5         22.7                               14        63.6

1 UICC、AJCC公布TNM分期标准. 

分组                      n                      
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Abstract
Toll-like receptors (TLRs) were identified as 
transmembrane signal transduction proteins in 
recent years. As a group of pattern recognition 
receptors (PRRs), TLRs play important roles in 
the innate immunity by recognizing pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs). PAMPs 
trigger TLR signaling cascades, leading to the 
release of proinflammatory cytokines, and 
play critical roles in infectious diseases. Ge-
netic polymorphisms affect the susceptibility 
of individuals to infectious diseases, and single 
nucleotide polymorphisms of TLR genes are 
associated with the inflammatory responses 
and susceptibility to infectious diseases. Most 
studies have indicated that the Asp299Gly and 
Thr399Ile of TLR4 as well as the Arg753Gln and 
Arg667Trp of TLR2 had close correlations with 

the pathogenesis of infectious diseases. Other 
genetic polymorphisms of TLRs have also been 
reported. In this review, we summarized and 
discussed the function of TLR family and the 
relationship between genetic polymorphisms of 
TLRs and infectious diseases.

Key Words: Toll-like receptor; Genetic polymor-
phism; Infectious disease
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摘要
Toll样受体是近年来发现的跨膜信号传递受
体, 他作为一种重要的模式识别受体(PRRs)
在先天免疫中通过对病原体相关的分子模式
(PAMPs)的识别发挥作用, 通过刺激信号的级
联反应诱导炎症因子和细胞因子产生, 在抗感
染中起重要作用. 基因多态性影响机体对疾病
的遗传易感性, TLRs的位点多态性与炎性应
答损伤和感染性疾病的遗传易感性相关. 目前
多数研究表明TLR4的Asp299Gly和Thr399Ile, 
TLR2的Arg753Gln和Arg667Trp多态性与感染
性疾病的发生相关, 其他TLRs的基因多态性
也有研究. 本文就TLRs家族的功能及其基因
多态性与感染性疾病的关系作一综述.

关键词: Toll样受体; 基因多态性; 感染性疾病
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0  引言

Tol l蛋白最早在果蝇体内发现, 是参与果蝇胚

胎时期腹背侧体轴形成的成分蛋白, 他介导天

然免疫, 能感受入侵的病原体, 使果蝇分泌多

种抗微生物感染的多肽以清除病原体. 1997年, 
Medzhitov et al [1]首次在人体内发现与果蝇Toll蛋
白同源的蛋白, 命名为Toll样受体, 即TLRs(Toll-

www.wjgnet.com

®

■背景资料
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和细胞因子产生, 
在抗感染中起重
要作用. 基因多态
性影响机体对疾
病的遗传易感性, 
Toll样受体的位点
多态性与炎性应
答损伤和感染性
疾病的遗传易感
性相关. 



like receptors, TLRs). 目前已在哺乳动物发现13
种不同的TLRs, TLRs1-9在人和小鼠体内都存

在, TLR10只存在于人体内, 而TLRs11-13仅在

小鼠体内发现. 人的TLR基因分别定位在4号染

色体(TLR1, TLR2, TLR3, TLR6和TLR10)、9号
染色体(TLR4)、1号染色体(TLR5)、3号染色

体(TLR9)和X染色体(TLR7和TLR8). 比较分析

人、果蝇、爬行动物、鸟类和其他哺乳动物的

TLR基因发现, DNA序列差别不大, 进化相对保

守[2].

1  TLR的结构、分布、配体以及信号转导途径

TLR属于Ⅰ型跨膜蛋白(type Ⅰ transmembrance 
p ro te in)受体, 由胞外区、跨膜区和胞内区组

成. 胞外区均有19-25个富含亮氨酸的重复序

列(leucine-rich repeat, LRR)XLXXLXLXX(X代

表任何氨基酸, L为亮氨酸), 每个LRR由24-29
个氨基酸组成, 为β折叠-环-a螺旋的结构, 整
个L R R结构域形成一个马蹄型的结构 ,  参与

各种病原体的识别 ;  跨膜区是富含半胱氨酸

的结构域; 胞内区约有200个氨基酸与白介素

-1Ⅰ型受体(Interleukin-1R, IL-1R1)和白介素

-18受体(Interleukin-18R, IL-18R)有高度同源

性, 称为Toll/IL-1受体同源区(Toll/IL-1 receptor 
homologous region, TIR), 是TLRs向下游进行信

号传递的核心元件. TLRs家族成员的胞内区结

构差别不大, 而胞外区之间存在较大差异, 这有

助于不同配体激活不同的受体. 
TLR家族成员分布在各类与免疫相关的细

胞, 如中性粒细胞、巨噬细胞、树突状细胞、

皮肤内皮细胞和黏膜上皮细胞等. TLR2和TLR4 
也存在于B细胞和T细胞上, 参与固有免疫应答, 
在肠上皮细胞的高尔基复合体内发现有TLR4, 
而TLR3, TLR7和TLR9也存在于内涵体和内质

网中. 
天然免疫系统由能够识别病原相关的分

子模式(pathogen-associated molecule pattern, 
PAMPs)的模式识别受体(pattern recognition 
receptors, PPRs)介导. TLRs是一种主要的PPRs, 
通过识别病原微生物及其细胞壁具有的类脂特

殊结构来介导宿主相关细胞因子的分泌和天然

免疫应答的产生. 这些PAMPs包括革兰阴性细

菌脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)中的类脂A、

革兰阳性细菌的肽聚糖(peptidoglycan, PGN)、
脂磷壁酸(lipoteichoic acids)、脂阿拉伯甘露糖

(lipoarabinomannans)、分枝杆菌和疏密螺旋体
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的脂蛋白(lipoproteins)和脂肽(lipopeptides)、酵

母菌和支原体的某些成分以及细菌DNA中非甲

基化CpG基序(unmethylated CpG DNA motif)、
细菌鞭毛蛋白(f l age l l in)等. 最近发现还存在

TLRs的内源性配体, 如热休克蛋白(heat shock 
proteins, HSP)[3]、纤维结合素(fibronectin)特有

的A结构域(extra domain A, EDA)[4]等. TLRs的
配体见图1. 在人已发现10种TLRs, 但TLR8和
TLR10的功能还不清楚, TLR1和TLR6需要与

TLR2形成二聚体发挥作用, TLR4与CD14和
MD-2形成复合体发挥作用. 尚未发现TLR7的天

然配体, 已发现的TLR7配体均为合成的免疫调

节剂. 一种TLR可以识别多种配体, 这些配体往

往属于不同的病原体(如TLR4识别病毒的某些

成分, 也可识别革兰阴性细菌的脂多糖), 而同一

种病原体可被多种TLRs识别(如革兰阴性细菌

可被TLR2和TLR4识别), TLR3, TLR5和TLR9识
别的配体较单一.

T L R s信号通路在免疫调节中发挥重要

作用. 髓样分化因子88(myeloid differentiation 
factor 88, MyD88)是TLRs信号通路中重要的衔

接蛋白, MyD88有一个N端死亡结构域(dea th 
domain)和一个C端TIR结构域, TIR结构域与

TLRs的TIR相结合, 而N端的死亡结构域可与

白介素1受体相关激酶(IL-1R-associated kinase, 
IRAK)的死亡结构域相互作用, 募集IRAK到

受体复合体. 多数TLRs均可通过MyD88激活

IRAK和肿瘤坏死因子受体相关因子6(TNFR-
associated factor 6, TRAF6), TRAF6被磷酸

纤维素化后 ,  诱导转化生长因子β活化激酶

1(transforming growth factor-β activated kinase 1, 
TAK1)和丝裂原活化蛋白激酶的激酶(mitogen-
activated protein kinase kinase 6, MKK6)激活下

游的NF-kB、JNK和丝裂原蛋白激酶P38信号

通路, 诱导促炎细胞因子如IL-1, IL-6, IL-12和
TNFa等基因的表达[5]. 研究发现[6], 在MyD88
缺失的树突状细胞, L P S刺激仍可通过T L R4
诱导一系列基因表达, 说明存在不依赖MyD88
的信号通路 .  随后证实另一种M y D88同源蛋

白, 即含TIR结构域的衔接蛋白(TIR domain-
containing adapter protein, TIRAP), 又叫MyD88
转接样蛋白(MyD88-adapter-like, Mal), 在TLR4
介导的MyD88非依赖信号传导途径中发挥作

用[7-8]. MyD88非依赖信号传导途径可能主要调

控TLR4介导的树突状细胞的成熟和获得性免

疫正向调节分子如MHC、共刺激分子CD80和
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的Asp299Gly和
Thr399Ile, TLR2
的  Arg753Gln和
Arg667Trp. 
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CD86等的表达. 最近发现一种诱导IFNβ的含

TIR结构域的衔接蛋白(TIR domain-containing 
adapter-inducing IFNβ, TRIF, 也叫TICAM-1)[9], 
参与TLR3和TLR4介导的MyD88非依赖信号传

导途径, TLR3通过TRIF激活干扰素调节因子

3(interferon regulatory factor 3, IRF3), 诱导IFNβ

等基因表达, TLR4通过TRIF激活NF-kB, 诱导

炎症因子的分泌[10]. TLR7, TLR8, TLR9还可

通过MyD88-TRAF3通路激活干扰素调节因子

7(interferon regulatory factor 7, IRF7)诱导Ⅰ型干

扰素的分泌[11].

2  TLRs在感染性疾病中的研究进展

TLRs识别不同的PAMPs, 是机体抵抗感染的第

一道屏障. TLRs识别PAMPs后, 通过一系列信号

通路, 引起与免疫有关的细胞因子释放, 趋化单

核/巨噬细胞、中性粒细胞、NK细胞等到达炎

症部位, 消灭病原体.  
LPS是G-菌细胞外膜层的主要成分, TLR4

是引起对LPS应答的主要受体, 敲除了TLR4基
因的小鼠对LPS的刺激无应答[12]. TLR4是TLRs
家族成员中第一个被发现有抗病毒作用的受体. 
呼吸道合胞病毒(respiratory syncytial virus, RSV)
的F蛋白通过TLR4和CD14分子刺激机体产生

抗病毒的细胞因子, TLR4缺陷的小鼠肺部NK细

胞、巨噬细胞和单核细胞数量减少, IL-12分泌

下降, NK细胞介导的细胞毒效应受到破坏, 清除

RSV的能力降低[13]. TLR4缺陷可使鼠肺孢子虫

(pneumocystis murina )引起的肺炎加重[14]. TLR4
也参与鼠乳头状瘤病毒(mouse mammary tumor 

virus, MMTV)和柯萨奇病毒(coxsackie virus)感
染, 不利于机体对病毒的清除. 

麻疹病毒的血凝素(hemagglutinin, HA)蛋
白可通过TLR2刺激机体产生免疫应答. TLR2
缺陷的小鼠感染单纯疱疹病毒-1(herpes simplex 
virus-1, HSV-1)后生存率较高, 这与TLR2缺陷

导致中枢神经系统炎性细胞因子分泌减少有

关. 最近报道[15], 敲除了TLR2基因的小鼠, 脾脏

和肝脏中鼠巨细胞病毒(murine cytomegalovirus, 
MCMV)复制增加, NK细胞数量减少, IL-18和
IFN-α/b表达水平下降. 在e抗原阳性的慢性乙型

肝炎患者中, 即使病毒的载量很低, 也能抑制外

周血单个核细胞TLR2受体的表达[16]. TLR2受体

缺陷同样加重肺孢子虫引起的肺炎[17]. 
dsRNA是很多病毒生活周期中的产物, 可

通过TLR3激活NF-kB通路和IRF3, 产生促炎因

子和抗病毒的细胞因子. 最近发现人子宫内膜

上皮细胞上表达TLR3, TLR3在dsRNA刺激下

使子宫内膜产生不同的细胞因子环境抵抗病

菌感染[18]. TLR7可结合流感病毒和仙台病毒的

ssRNA[19], TLR7和TLR8也可识别咪唑并喹啉和

洛索立宾, 这两种合成化合物都有抗病毒作用. 
细菌DNA中非甲基化CpG基序通过TLR9引起

免疫应答, 病毒中也存在该基序, 如HSV. HSV-1
和HSV-2均可通过TLR9刺激浆细胞样树突状细

胞(plasmacytoid dendritic cells, pDCs)产生Ⅰ型

干扰素, 给TLR9基因缺陷的小鼠注射HSV-2则
无INFα产生[20]. 缺乏TLR9或MyD88的小鼠感染

MCMV后脾脏中病毒滴度明显升高[21]. Carolina 
et al研究提示, 病毒可通过TLRs诱导树突状细胞

■创新盘点
本文全面介绍了
目前已经发现的
To l l样受体家族
在先天性免疫和
抗 感 染 中 的 作
用 ,  总结了TLR4
的Asp299Gly和
Thr399Ile, TLR2
的  Arg753Gln和
Arg667Trp等报道
较多的位点多态
性与感染性疾病
的相关性, 可以使
读者对此有总体
了解.
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图  1  TLRs的配体.
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的成熟[22]. 

3  TLRs基因多态性与感染性疾病关系

3.1 TLR4和TLR2基因多态性与感染性疾病的关

系 Arbour et al [23]发现, 人TLR4基因的Asp299Gly
和Thr399Ile多态性与吸入LPS后低应答相关, 在
这些人中, 上皮细胞对LPS的刺激免疫应答能力

减弱. 进一步研究发现Asp299Gly比Thr399Ile更
能影响TLR4的功能. 有人研究了Asp299Gly和
Thr399Ile位点多态性在G-细菌引起的中毒性休

克中的作用, 发现91例患者中4人存在TLR4基因

Asp299Gly的位点突变, 而没有Thr399Ile的位点

突变[24]. 婴幼儿严重呼吸道合胞病毒支气管炎与

这两种位点突变均显著相关[25]. 在哮喘患者中, 
TLR4基因的Asp299Gly和Thr399Ile多态性与疾

病的发病率无相关性, 但Asp299Gly与病情的严

重程度有明显的相关性(P  = 0.003)[26], 而在类风

湿关节炎患者中, Asp299Gly可降低发病率, 但
与病情和预后无关[27]. 有时TLR4基因多态性并

不影响炎症性疾病的表现程度, 一些研究中并

未发现TLR4 299/399位点多态性与手术后感染

和严重的急性全身反应综合征有相关性, 也未

发现Asp299Gly个体与对照患者在脑膜炎奈瑟

球菌感染发病中有显著性差异[28]. 
Mockenhaupt et al [29]研究了非洲儿童这两个

位点多态性与重症疟疾的相关性, Asp299Gly在
健康对照组为17.6%, 而在疾病组出现的频率较

高(24.1%, P <0.05). 同样Thr399Ile在健康儿童中

为2.4%, 在病例组为6.2%(P = 0.02). Asp299Gly
和Thr399Ile可使发病风险分别增加1.5倍和2.6
倍, 表明TLR4基因多态性与疟疾的严重程度相

关. 最近发现与健康对照组相比Crohn's病患者

中Asp299Gly出现频率显著升高(OR  2.31, P = 
0.004), 在溃疡性结肠炎患者中也较高(OR  2.45, 
P = 0.027)[30]. Montes首次发现了Asp299Gly位
点多态性与骨髓炎的关系, Asp299Gly在病例

组中的频率显著高于健康对照组(3.8% vs  0%, 
P = 0.038), 提示携带一或两个G等位基因的人

对血源性骨髓炎或慢性骨髓炎更易感[31]. 在牙

龈炎患者中TLR4(Asp299Gly)杂合子的牙龈

上皮细胞对卟啉单胞菌的反应降低 [32]. TLR4
参与肾同种异体移植后的排斥反应, 接受供体

TLR4(Asp299Gly)和(Thr399Ile)等位基因杂合状

态的受体, 移植后急性排斥反应明显减轻[33]. 
TLR4还存在其他位点的变异, 如在220例

脑膜炎奈瑟球菌脑炎患者中14例检测到非同义

SNPs, 而对照组283例仅检测到2例, 两组中Asp-
299Gly和Thr399Ile无显著性差异. 在前列腺癌

患者, TLR4SNPs(11, 381位点)的检出频率较高, 
这些稀有位点的变异与感染性疾病或肿瘤易感

性相关. 
Lorzenz et al [34]报道了人TLR2羧基端的保

守序列存在Arg753Gln位点多态性[35], 表达该

基因的HEK293细胞体外识别配体的能力减弱. 
Arg753Gln在结核患者中的频率较高, 但与金黄

色葡萄球菌感染的关系不大. 携带Arg753Gln
的过敏性皮炎患者症状一般较重. 最近有报道, 
Arg753Gln位点多态性与儿童急性风湿热相关. 
TLR2羧基端还存在Arg667Trp位点多态性, 在45
例瘤型麻风患者中有10例检测到, 而在结核型

麻风患者中未检出, 健康对照中也未发现[36]. 进
一步研究发现, 表达该基因的HECK293细胞活

性减低, Arg667Trp位点突变的人群产生IL-12的
能力下降. 后来在突尼斯人中发现, Arg667Trp 
多态性与结核的易感性相关[37]. 由非分支杆菌

引起的肺部疾病(notuberculous mycobacterial 
lung diseases, NTM)在并无吸烟史的中老年女

性中发病率极高, 但研究发现Arg667Trp与NTM
的易感性无关 [38].  类风湿关节炎和S L E患者

Arg753Gln和Arg667Trp与健康对照也无明显差

别[39]. Smirnova et al [40]在脑膜炎患者中发现了

TLR2基因的Pro631His多态性, TLR2启动子区

基因多态性与儿童哮喘相关[26], 在一个大样本

研究中发现, TLR2/-16934在哮喘儿童中存在多

态性[41]. 
3.2 其他TLRs基因多态性与感染性疾病的关系 
TLR5识别细菌的鞭毛蛋白, Hawn et al [42]推测, 
鞭毛蛋白可能参与系统性红斑狼疮(SLE)的自

身免疫反应, 研究证实TLR5(C1174T)多态性与

SLE病情进展有关, 其突变在SLE中对机体是有

利因素. TLR6基因编码796个氨基酸组成的多

肽, Hoffjan et al [43]分别研究了TLR6基因的Ser-
249Pro多态性在成年人哮喘、儿童期哮喘、过

敏性皮炎(AD)和慢性阻塞性肺病(COPD)中的情

况, 发现Ser249Pro位点多态性与儿童期哮喘有

微弱的相关性, 而与成年人哮喘、AD和COPD
无关. TLR10与TLR6高度同源, 虽然TLR10的功

能还不清楚, 但其功能可能与TLR6相似, 有报道

TLR10基因多态性与哮喘有一定关系[44]. 最近发

现, TLR6-TLR1-TLR10基因簇多态性是前列腺

癌发病的危险因素[45]. 在鼠试验性结肠炎模型

中, TLR9识别的信号通路与抗生素的抗炎效应

■应用要点
本文总结了近年
报道的Toll样受体
位点多态性与感
染性疾病的相关
性, 由于研究的人
群不同, 其中一些
位点与疾病是否
相关仍有争议, 供
同行们在研究中
参考.
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相关[46], TLR9基因启动子的多态性与Crohn's病
有关[47], 该区的SNPs(-1237)与哮喘的发病相关

(P = 0.042). 
参与调节TLRs信号通路的分子基因多态性

与疾病的遗传易感性也有关系. TLR4和TLR2活
化IRAK和TRAF6, 诱导炎症因子的产生, 而白

介素1受体相关激酶-M(IL-1R-associated kinase 
-M, IRAK-M)可抑制TLRs信号通路, 调节TLRs
信号传导和天然免疫的动态平衡[48]. IRAK-M
基因位于12q14.2, 该基因区域被认为与哮喘有

关. 白介素1受体相关的单个免疫球蛋白的分子

(single immunoglobulin IL-1R-related molecule, 
SIGIRR)也是TLR信号通路的负性调节分子, 在
上皮细胞高表达, 对调节长期暴露在微生物环

境细胞的免疫应答有重要作用, 如肺上皮细胞[49]. 
Nakashima et al [50]认为, IRAK-M和SIGIRR基因

多态性可能与哮喘有关, 但结果显示, 日本人

IRAK-M基因的Val147Ile和SIGIRR基因的Pro-
147Arg多态性与哮喘发病并无相关性, 其多态

性在感染性疾病中的作用需要更多的研究. 
总之, Toll样受体作为一种重要的PRRs可识

别多种PAMPs, 通过刺激信号的级联反应诱导

炎症因子和细胞因子的产生, 在抗感染中起重

要作用. TLRs参与多种感染性疾病, TLRs基因

多态性影响疾病的发病和病情的进展. 但目前

常见的感染性疾病与TLRs的关系还不是很清楚. 
TLR4Asp299Gly和Thr399Ile, TLR2 Arg753Gln
和Arg667Trp的研究最为广泛, 已经发现疟疾、

败血症休克、骨髓炎、哮喘等多种疾病与TLRs
基因多态性相关. TLRs在感染性疾病中的作用

提示以TLRs信号受体作为靶向对预防和防治某

些疾病将由广阔的前景. 

致谢:  此课题全部或部分由美国国家卫生研

究院国家癌症研究所资助 ,  资助编号为N01-
CO-12400. 本文内容既不涉及公共健康与社会

福利部的方针政策, 也不涉及美国政府资助提

到的商家、商业产品或组织机构. 
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Abstract
Acute mesenteric ischemia (AMI) is a life-threat-
ening vascular emergency that requires early 
diagnosis and intervention to adequately restore 
mesenteric blood flow and prevent bowel necro-
sis and patient’s death. The underlying cause of 
AMI is varied, and the prognosis depends on the 
precise pathologic findings. Despite the progress 
in understanding the pathogenesis of mesenteric 
ischemia and the development of modern treat-
ment modalities, AMI remains a diagnostic chal-
lenge for clinicians, and the delay in diagnosis 
contributes to the continued high mortality rate. 
Early diagnosis and prompt effective treatment 
are essential to improve the clinical outcome.

Key Words: Mesenteric occlusion; Acute mesenteric 
ischemia; Surgery

Wang XD, Sun W. Progress in the diagnosis and 
treatment of acute mesenteric ischemia. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(12):1400-1405

摘要
肠系膜血管缺血(acute mesenteric ischemia, 

AMI)是潜在致命的血管性急腹症. 死亡率很
高, 且发病率不断上升. 形成AMI的原因是多
样的, 临床经过和预后取决于基础的病理状
态. 尽管对肠系膜缺血病理生理研究的深入和
现代治疗方法上的改进, 存活率没有显著的提
高. AMI仍然存在诊断上的挑战, 延误诊断会
提高死亡率. 临床表现在大多数病例没有特征
性. 当肠缺血迅速的发展为不可逆的肠坏死, 
随后出现严重的代谢紊乱, 最后发展成为多器
官功能不全以致死亡. 及时地诊断和处理, 快
速有效地恢复肠系膜血流是改善预后的关键.

关键词: 肠系膜血管闭塞; 肠系膜血管缺血; 外科
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0  引言

肠系膜血管缺血(acute mesenteric ischemia, 
AMI)是潜在致命的血管性急腹症. 总的死亡率

在60%-80%[1-6], 而且发病率不断上升. 形成AMI
的原因是多样的, 临床经过和预后取决于基础

的病理状态[7-9]. 尽管对肠系膜缺血病理生理研

究的深入和现代治疗方法上的改进, AMI仍然存

在诊断上的挑战, 延误诊断会提高死亡率. 在过

去的70 a中, 存活率没有显著的提高. 临床表现

在大多数病例没有特征性. 最初表现为严重的

腹痛或轻微的临床体征. 理学检查在肠缺血或

者肠坏死之间没有确定性差异. 当肠缺血迅速

的发展为不可逆的肠坏死, 随后出现严重的代

谢紊乱, 最后发展成为多器官功能不全以致死

亡. 及时地诊断和处理, 快速有效地恢复肠系膜

血流是改善预后的关键[6,10-11].

1  病理生理过程

内脏血液循环接受25%的静息时和35%的餐后

的心脏输出. 70%的血流灌注在肠黏膜和黏膜下

层, 肌层和浆膜层接收其余30%[12-13]. 内脏血流

灌注的生理调节十分复杂, 尚没有被我们清楚

®

■背景资料
肠系膜血管缺血
性疾病是由各种
原因引起肠系膜
动脉或静脉的连
续性受到破坏的
疾病, 导致肠管血
供不足, 出现缺血
和梗死, 是腹部外
科急腹症的一种. 
因为其发病率低, 
临床并不常见, 但
病情经过凶险, 预
后差, 需要临床医
生警惕. 全面和深
入地了解此病, 对
急诊外科尤为必
要. 
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地认识. 多种机制相互作用调节肠系膜血流达

到适宜的血流供给, 包括内源性的如代谢因素, 
和外源性的如神经和体液等调节系统[13-14]. 压力

自调节机制被认为是内在的控制系统. 代谢方

面, 氧供比血供更直接引起内脏血流相应的变

化. 肾上腺素能神经的影响被认为占主要地位. 
总之, 内脏血流受多种生理和药理因素调节. 源
于肠系膜血流变化的组织损伤通常是由再灌注

引起的细胞损伤[15-17]. 短暂的肠系膜缺血引起微

血管通透性增加, 而延长的的缺血则引起肠黏

膜屏障的破坏, 氧自由基的损伤作用可以由抗

氧化剂, 黄化酶抑制剂, 氧自由基清除物的存在

而减轻损伤得到证实[18-21]. 肠会耐受到血流减少

到何种程度而不引起再灌注损伤值得关注. 研
究认为15%的肠系膜毛细血管开放和最大流量

20%的氧耗能如果够得到保障, 肠管将会耐受. 
低于此极限, 氧耗作用会减少, 缺氧会随之发生.

2  病因分类

2.1 肠系膜动脉血栓(arterial embolism) 动脉血栓

是AMI最常见的原因, 占AMI的40%-50%[2-3]. 并
且大多数由心脏原因引起. 心肌缺血或心梗、

心内膜炎、心肌病、动脉瘤, 心瓣膜病均增加

附壁血栓的危险性[22]. 大多数的血栓栓子栓塞在

肠系膜上动脉(SMA), 15%的栓子发生在SMA起

始部, 50%存在于SMA的第一分支即结肠中动

脉[5]. 大约1/3的患者有血栓病家族史.  
2.2 肠系膜动脉血栓形成(arterial thrombosis)  
急性肠系膜血栓形成占全部肠系膜缺血的

25%-30%, 几乎所有的病例都发生在严重的动

脉粥样硬化症的患者. 常见的部位在SMA的起

始部[7]. 多数情况下, 因为动脉粥样硬化, 大血

管慢性阻塞引起侧支循环的建立, 患者可以耐

受. 而当维持血供的血管或重要的侧支循环阻

塞后, 肠缺血随之发生. 血栓形成引起的肠缺

血或梗死的范围会特征性的比血管栓塞大, 可
以从十二指肠一直到横结肠. 围手术死亡率为

70%-100%[3-4,23]. 
2.3 非闭塞性肠系膜血管缺血(nonocclusive mes-
enteric ischemia, NOMI) 大约20%的患者并没有

器质性的阻塞性疾病[8,24-25]. 现在考虑与心排出

量减少和广泛的肠系膜血管收缩有关. 内脏血

流减少可以由以下因素引起: 低血容量、低心

排出量、低血压. 而血管加压素造成的此类病

例可以很好的解释此种缺血和其他原因AMI的
不同. NOMI的危险因素包括: 年龄>50岁、心

梗病史、充血性心衰、肝肾疾病、腹部和心血

管大手术. 一部分特殊类型的NOMI出现在一些

接受外科和肿瘤治疗的患者中[26], 一部分在ICU
中接受重点治疗, 并且接受肠内营养. 研究表明

ICU患者AMI的发病率在0.3%-8.5%. 
2.4 肠系膜静脉血栓形成(mesenter ic venous 
thrombosis, MVT) MVT是肠系膜缺血常见原因

中相对少见的, 占总数的10%. 在过去, 未被足够

重视, 并且被认为是继发于严重的腹腔内感染, 
重症胰腺炎, 恶性肿瘤等, 或原因不明. 随着诊

断技术的提高, 越来越多的病例被认为是原发

凝血机制的异常引起的. 只有10%的病例被认为

是特发的[4,27-28]. 血栓通常发生在肠系膜上静脉

(superior mesenteric vein, SMV)[29], 肠系膜下静

脉和大肠受累很少见. 比起动脉血管病变, MVT
带来的病理变化是渐进的. 长期死亡率急性为

60%-70%. 

3  临床表现

AMI的症状和体征与其他腹腔内疾病相近, 如胰

腺炎、急性憩室炎、肠梗阻、急性胆囊炎. 临
床表现来源于深层次的病理异常. 通常SMA的

栓塞和血栓形成起病急骤并迅速恶化. 而NOMI
或MVT的发病和进展则是渐进的过程. 在SMA
栓塞, 由于没有建立侧支循环, 患者症状剧烈. 
出现剧烈、持续的腹痛, 恶心, 呕吐, 腹泻. 特征

性的症状明显比体征重. 脱水、大量的体液丢

失在第三间隙可以导致意识模糊, 心率快, 呼吸

急促, 循环衰竭. 实验室检查出现代谢性酸中毒, 
碱剩余和乳酸水平升高, 白细胞升高, 血液浓缩. 
SMA血拴形成患者通常会有餐后腹痛、呕吐和

体质量下降的前驱症状, 就诊时间比血栓栓塞

患者晚很多. NOMI多数发生在老年人, 危重患

者, 这些患者存在严重的肠系膜血管动脉硬化

症, 并且有严重的血流动力学异常. 除了一些暴

发型的病例, 典型的MVT患者会在发病1-2 wk
后就诊, 自诉弥漫的、非特异性的腹痛, 伴有厌

食或腹泻. 与动脉血栓相比, MVT患者很少有与

进食相关的腹痛, 发热、腹胀、便潜血阳性是

最多见的表现. 同时可能出现血性腹水和脱水. 
各种类型的肠系膜血管缺血的最终结局为

肠缺血梗死. 当肠坏死发生, 患者会出现腹膜炎

体征; 血流动力学不稳定和脓毒症带来的多器

官功能不全的临床表现. 

4  诊断和治疗

4.1 诊断 AMI可能迅速的发展成致死的肠坏死, 

■研发前沿
随着普通外科和
血管外科的发展, 
临床医师积累了
一定的诊治经验, 
但病死率仍然居
高不下, 可疑的病
例必须经过早期
的明确诊断, 进而
通过规范的治疗
才能改善预后. 高
度警惕的进行病
史采集和体格检
查被认为是早期
诊断的基础. 如果
患者被怀疑AMI, 
临床医师应该迅
速进行证实并进
行 适 当 的 治 疗 . 
CT肠系膜血管成
像和肠系膜血管
造影被认为是最
有价值的诊断方
法 ,  而 明 确 诊 断
后, 针对不同病因
和病理状态采取
手术或非手术的
治疗方法及具体
处理尚没有明确
的治疗指南. 现在
普遍认为专业的
血管外科医师的
早期干预可以改
善现状.
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因此及时的诊断和处理极为重要. 高度警惕的

进行病史采集和体格检查被认为是早期诊断

的基础. 如果患者被怀疑AMI, 临床医师应该迅

速进行证实并进行适当的治疗. 当以下危险因

素出现, AMI需要被特别的进行鉴别诊断: 患者

年龄>60岁、房颤病史、近期心梗、充血性心

衰、周围血管动脉栓塞、慢性餐后腹痛和体质

量下降, 尤其需要注意的是最初出现的剧烈腹

痛且症状与体征不符. 在发病后24 h之内诊断的

患者的生存率为50%, 而当诊断延迟会使生存率

下降至30%或更低. 
最常见的实验室检查异常发现为: 血液浓

缩、白细胞增多、代谢性酸中毒、阴离子间隙

扩大和乳酸堆积. 淀粉酶、转氨酶、乳酸脱氢

酶、磷酸肌酶升高. 但是, 没有一项指标对诊断

有很好的敏感性和特异性. 高磷酸血症和高钾

血症在肠坏死时才作为晚期的指标出现. 
AMI的放射线检查也没有特异性[30-33], 在疾

病早期, 25%的腹平片正常, 特征性的放射线影

像异常: 肠管的指纹征或增厚征只在不到40%的

情况下出现. 门静脉气体影是晚期的表现, 那时

的预后极差. 同实验室检查一样, 放射线影像检

查的价值在于除外其他一些诊断如: 肠梗阻、

消化道穿孔等. 在AMI病例, 钡灌肠没有实际意

义, 并且有造成穿孔的危险, 此外, 钡剂会影响

其后有可能进行的CT或血管造影. 
近来的研究多集中在CT在AMI的诊断价值

[34-36], CT表现有: 肠壁增厚、肠管扩张、肠系膜

充血、肠系膜静脉或门静脉积气、内脏梗死征

象、动静脉血栓征象. 腹部CT对于AMI诊断缺

乏敏感性和特异性. 动态增强CT可以使敏感性

提高到64%, 特异性92%. 多层CT扫描进行CT血
管成像的价值正在被证实有决定意义[34,37-38]. CT
在MVT的诊断价值高于AMI的其他类型. 

在没有明确的开腹探查指征之前, 推荐肠

系膜血管造影. 早期进行血管造影可以提高生

存率[39-41]. 而且, 血管造影结合腹平片可以提示

25%-40%非缺血的腹痛原因, 栓塞通常发生在

血管逐渐变细处, 常在SMA第一大分支结肠中

动脉后. 相反的, 血栓常发生在SMA起始部. 血
栓可以使SMA起始部显示充盈缺损, 延迟造影

则显示侧支血管. 静脉血栓显示动脉血流减慢, 
同时伴有相应的肠系膜静脉和门静脉显影不清, 
与NOMI相比, 后者的静脉回流显影正常. 此外, 
NOMI显示SMA及其分支出现不规则的狭窄, 
出现腊肠征. 在选择性SMA造影, 静脉阻塞和

NOMI可以显示造影剂的反流. 
还有一些方法被尝试进行AMI的诊断, 但是

由于较低的阴性预测值而受到局限. 临床医师

应该充分认识到, 一些敏感性和特异性不佳的

辅助检查会拖延治疗. 多普勒超声可以在50%慢

性肠系膜动脉阻塞的患者发现血管狭窄[42-44]. 但
是在急性血管阻塞的时候作用尚不确定. MRI
可以发现慢性缺血时肠系膜上血管的血流变化, 
但是可靠性尚未被证实[45-46]. 而急诊应用MRI的
限制也是这种检查方法受到制约. 
4.2 治疗 一旦AMI被诊断, 治疗应该迅速展开. 
具体包括: 控制血管痉挛、预防血管内凝血的

进一步发展、最大限度减轻再灌注损伤. 液体

复苏包括晶体和胶体, 用来纠正液体量不足和

代谢紊乱. 特殊重症患者, 理想的处理是在血管

造影前进行液体复苏, 晶体输入量最多可以为

100 mL/kg, 超常的液体量也正在被尝试[47-48]. 尽
早应用广谱抗生素. 如果没有禁忌症, 静脉应用

肝素. 
明确的腹膜炎体征提示存在肠坏死, 需要

急诊手术. 即使没有出现肠管坏死, 除了NOMI, 
也常常需要手术处理. 术前的复苏有可能提供

患者已经安全的假象, 但如果不手术进行血管

再建(栓子或血栓取出术、血管内膜剥脱术、血

管搭桥术)和随后进行的坏死肠管部分切除, 肠
坏死, 脓毒症, MODS将随之发生. 在AMI栓塞患

者, 标准的栓子切除术推荐在靠近SMA处横行

切开. 如果阻塞原因不确定或为血栓形成, 推荐

使用纵形血管切开, 这种方法在需要进行血管

塔桥时存在优势. 如果不需要搭桥, 纵形切开需

要用成型血管片修补以保证血管腔不出现狭窄. 
在AMI血栓形成患者, 常常需要血管搭桥来解决

动脉粥样硬化. 搭桥部位常定位在肾下主动脉, 
为防止因穿孔和肠坏死可能造成感染的影响, 
建议应用自体静脉. 在栓塞病例, 建议首先进行

血管再建术, 随后切除没有生机的肠管. 这样可

以防止切除有可能恢复生机的肠管出现短肠综

合征. 如果判断肠管血运困难, 可以行小肠造口. 
虽然缺乏特异性. 动脉搏动、肠蠕动和肠管颜

色仍然是常用的判断肠管生机的方法. 
通过肠管外观的表现判断他的生机并不可

靠, 尤其在NOMI病例, 浆肌层正常, 黏膜层可能

已经坏死. 静脉应用荧光素检查的方法敏感性

和特异性均很高, 但是这种方法并没有被广泛

接受[49-50]. 均匀的荧光提示肠管生机正常, 而斑

片状则提示生机异常. 异常的肠管需要被定位

■创新盘点
本文系统全面的
对肠系膜血管缺
血性疾病进行综
述 ,  从病理生理 , 
病因分类, 临床诊
断治疗和预后各
方面阐述了该疾
病的外科治疗现
状和进展.
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以备二次探查. 术中超声也可以应用, 但是研究

表明与临床判断相比没有明显优势[51]. 
在NOMI患者, 有效地处理取决于诱发因素

的控制. 最初的治疗应该去除诱发因素和改善

患者基本状态. 理论上, 任何缺血梗死肠管必须

被切除. 血管扩张药、抗凝药需要应用. 一些情

况, 血管造影导管注入罂粟碱可以在几分钟之

内恢复血供. 然而, 大多情况下NOMI患者很少

有其他的选择, 因为一些诱发因素对改善患者

其他系统异常是必须的. 除非这种原发的副作

用被控制, 否则, NOMI的病死率与其他类型的

AMI没有区别. 
在MVT患者, 治疗上存在一些争议, 没有

出现肠坏死的患者即使没有外科手术干预也

会自然康复. 很大一部分患者仅仅依靠抗凝治

疗就会好转. 当出现腹膜炎体征时, 需要急诊

手术开腹探查. 而手术后血栓的再发和继续形

成是常见的. 肝素化治疗可以减少血栓再发从

26%-14%, 病死率从59%-22%. 对于急性肠系膜

上静脉主干或门静脉血栓形成来说, 血栓切除

术或许是有益的, 血管内溶栓治疗成功的病例

也被报道[52-54]. 但是当怀疑有肠管坏死, 溶栓治

疗是不恰当的. 即使最初的手术成功的改善了

肠系膜血流灌注, 术中的肠管生机的判断也有

可能不准确. 只有在术后一段时间才能发现可

疑肠管是否出现真正的坏死, 所以, 经常需要在

24或48 h后二次探查[55]. 二次探查的理论基础一

部分基于血管再建术后的血管痉挛, 而腹腔镜

探查被提倡用以取代开腹探查, 但是可靠性尚

未证实[56-57]. 
在成功的进行血管再建术后, 治疗的重点

应该在减轻再灌注损伤以防止进一步的肠系膜

血管缺血坏死. 如果血流动力学稳定, 可以考虑

应用血管扩张剂(静脉或动脉导管). 别嘌呤醇, 
血管紧张素转移酶抑制剂, 和其他的氧自由基

清除剂可以减轻再灌注损伤. 
感染(脓毒症)和MODS在一部分AMI患者

中发生[58], 临床表现和处理原则与其他原因造成

的此类并发症相似. 但是, 血管加压素的应用可

以造成边缘动脉的血供下降而使病情恶化. 可
以应用多巴胺或肾上腺素, 应该避免使用单纯

的肾上腺素能受体激动剂. 
4.3 预后 AMI的围手术死亡率在44%-95%[59-60], 
即使成功进行血管再建手术后, 长期生存的患

者也很少. 概括来说, 结果并不像慢性肠系膜缺

血那样令人欣慰. 复发是常见的, 这使得预后变

得更差. 一小部分患者在切除大部分小肠后生

存只能依靠长期的完全胃肠外营养生存或者进

行小肠移植. 
总之, AMI是一种富有挑战性的临床急症. 

他的病因不同, 并且经常导致延误的诊断和治

疗. 如果临床高度怀疑AMI, 积极有效的检查和

治疗应该迅速展开, 只有这样, 才能改善预后. 
随着对AMI发病机制的深入研究, 检查诊断手段

的进步, 介入技术的发展和药物辅助治疗的提

高, 期望可以改善AMI的预后.
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Abstract
The pathogenesis of inflammatory bowel dis-
ease, including ulcerative colitis and Crohn′s 
disease, is still not entirely understood today. 
The possible etiology includes host genetic sus-
ceptibility, mucosal immunity and intestinal mi-
croecology as well as their interactions. With the 
development of mircoecology in recent years, 
there were increasing interests in the correlation 
between intestinal bacteria and pathogenesis 
of IBD. Many studies reported the pathogen-
esis of enteropathogenic microorganism and a 
series of immunological, microecological and 
pathophysiological changes in IBD. At the same 
time, many animal experiments and clinical ap-
plications have proved the predominance of 
microecological preparation on intestinal tract 
immunoloregulation, controlling of inflamma-
tory reaction and so on. Probiotics which is one 
of the microecological preparation has been gen-
erally used. This article reviewed the advances 
on the relationship between inflammatory bowel 
disease and intestinal bacteria and the use of 
probiotics in the treatment of IBD.

Key Words: Inflammatory bowel disease; Intestinal 
bacterium; Ulcerative colitis; Crohn′s disease

Z h a n g  J ,  H a n  Y ,  W a n g  J H .  A d v a n c e  o n  t h e 
relationship between inflammatory bowel disease 
and intestinal bacteria. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(12):1406-1410

摘要
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). 其发病机制至今
仍不清楚, 可能的病因包括由基因决定的宿主
易感性、黏膜免疫和肠道微生态环境三者的
相互作用. 近年来随着微生态学的发展, 肠道
菌群与IBD发病的关系日益受到关注. 关于肠
道病原微生物在IBD发病机制及其引起的一
系列免疫学、微生态学、病理生理等方面的
变化出现了研究和报道, 同时微生态制剂在肠
道免疫调节、控制炎症反应等方面的优点已
有许多动物实验及临床应用证明, 其中微生
态制剂之一益生菌在IBD应用较普遍, 本文就
IBD与肠道菌群研究进展及益生菌制剂治疗
IBD作一综述.

关键词: 炎症性肠病; 肠道细菌; 溃疡性结肠炎; 克

罗恩病
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一组病因不明的慢性肠道炎症性疾病, 包括溃

疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩病

(Crohn's disease, CD), 其发病机制至今仍不清楚, 
目前遗传易感性、黏膜免疫和肠道微生态环境

三者的相互作用被认为可能参予IBD的发病. 近
年来随着微生态学的发展, 肠道菌群与IBD发病

的关系日益受到关注. 现在流行的学说解释IBD
的发生机制是由于基因易感宿主对肠道共栖菌

的免疫反应增强引起的. 许多研究都表明肠道

细菌在IBD的发病机制中起了重要的作用. 基
于此理论, 微生态制剂在治疗IBD中得到广泛

®

■背景资料
炎症性肠病的发
病机制目前仍不
清楚, 他是遗传、

免疫感染及环境
因素等多方面作
用的结果. 现在肠
道细菌被认为可
能是参与 I B D的
始动和持续因素. 
I B D的发生可能
是肠道细菌及其
代谢产物作用于
基因易感性宿主, 
使之产生免疫应
答, 三者在炎症的
开始和持续发展
中起了重要的协
同作用. 
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地应用, 但其具体作用机制仍未明确, 有待进一

步探讨.

1  正常人肠道微生态

正常生理状态下, 肠道内含有近500种细菌. 成
人肠道菌群主要集中在结肠和末端小肠, 有多

达1013个不同类型、不同含量的细菌, 约是人体

内真核细胞的10倍[1], 相当于消化系最大脏器肝

脏的重量[2]. 在上段小肠中, 需氧菌及G-细菌占

绝大多数. 回盲部细菌密集, 厌氧菌占优势, 如
类杆菌、双歧杆菌、真菌、乳酸菌及梭状芽

孢杆菌. 结肠中厌氧菌的数量更多, 约1011-1012 
CFU/g, 优势菌为类杆菌、双歧杆菌和真菌. 另
外, G-球菌、梭状芽孢杆菌、肠球菌、肠杆菌等

也常见于结肠中[3]. 盲肠腔内的细菌约25%为兼

性厌氧菌, 尤其是肠杆菌属, 这种细菌在粪便中

约占1%[4]. 人体肠道中有些细菌是潜在有害的, 
可产生毒素, 侵犯黏膜, 激活致癌原及引起炎症

反应. 而另一类有益于健康的肠道微生物是人

体内正常菌群的成员, 或是能调节体内菌群平

衡而对人体无毒无害的一些外来细菌. 在诸多

细菌共存情况下, 不同菌种之间的拮抗作用, 宿
主与细菌之间借助对营养物质的吸收和利用, 
在消化道中形成相互作用的关系, 维系着消化

道微生物生态系统的平衡. 肠道细菌的组成目

前尚未明确, 主要原因是取样和培养比较困难. 
目前只有10%-40%肠道细菌可用培养的方法被

鉴别出来.

2  IBD患者与正常人肠道细菌的差异

肠道微生态学家对肠道细菌的研究集中于几种

优势细菌, 健康成人粪便中大约80%的细菌构成

6种优势菌, 分别是类杆菌属、双歧杆菌属、乳

酸杆菌属、C.leptum菌属、C.coccoides菌属和

肠杆菌属[5]. 而肠道细菌主要由粪便细菌与肠道

黏膜细菌构成. 一系列的临床和动物实验已使

用多种方法发现IBD患者和健康对照者肠道细

菌存在不同. 在对UC的动物模型临床研究中发

现, UC发作期与健康对照组粪便菌群比较, 肠
杆菌和肠球菌呈有意义增加, 尤以肠链球菌数

增加显著, 而酵母菌变化不显著, 乳酸杆菌也略

有减少. 主要原籍菌双歧杆菌、真杆菌、类杆

菌和消化链球菌都呈有意义减少, 双歧杆菌检

出率尤其低[6]. Linskens et al [7]也发现在CD患者

的粪便菌中, 真杆菌和消化球菌是增高的, 而双

歧杆菌的数量是减少的. 而且在UC患者中, 兼

性厌氧菌数目增加. Seksik et al [8]使用定量斑点

吸印杂交和温度梯度凝胶电泳技术, 比较了活

动期CD、静止期CD和健康对照者的粪便细菌, 
发现CD活动期和静止期肠道杆菌属有显著升

高, 而且发现超过30%的优势菌属于未确定菌

属. Dickinson et al [9]报道在UC患者的粪便标本

中存在具有黏附和侵袭特性的大肠杆菌. 此类

大肠杆菌菌株致病因子包括黏附素、溶血素和

致坏死毒素. 此后有人应用分子评估方法鉴定

了4例CD患者的粪便优势菌, 结果如下: (1)大量

的优势菌克隆属于不常见的种类(梳状菌属, 梭
菌属, Sutterella, Verrucomicrobium等); (2)普通类

杆菌属是唯一存在于所有患者的细菌[10]. 而普

通类杆菌在人白细胞抗原HLA-B27转基因小鼠

的自发性结肠炎中起关键作用[11]. 许多实验都证

实与对照组相比, IBD患者肠道黏膜有大量细菌. 
Swidsinski et al [12]用细菌培养以及16S RNA为引

物的定量PCR检测自限性结肠炎、不确定性结

肠炎、IBD和健康对照者的肠道黏膜细菌, 结果

发现IBD患者黏膜细菌浓度显著高于对照组, 以
CD患者最高. 后来有研究[13]应用原位荧光杂交

技术分析了IBD、IBS和健康对照者的肠道黏膜

细菌, IBD中细菌浓度较IBS和健康对照者都高, 
并且这些细菌大多具有黏附性. Schultsz et al [14]

证实IBD患者较对照者直肠标本中包含更多的

细菌, 而且, 这些细菌定居在黏膜层, 但是不黏

附于肠上皮细胞, 在肠腔中也未发现. Kleessen 
et al [15]使用荧光原位杂交技术(fluorescent in-site 
hybridisation, FISH)证实IBD患者切除标本中黏

膜表层组织所含细菌多于无IBD的对照组. 而
且, 在UC的83%结肠标本中, CD的56%回肠、

25%结肠标本中, 细菌侵袭黏膜的现象是非常明

显的. 但在对照组的组织中未发现. 国内崔海宏

et al [16]采用梯度稀释法行肠黏膜菌群分析, 结果

发现急性期UC患者菌群中肠杆菌、肠球菌及小

梭菌的数量显著增加, 而双歧杆菌和乳杆菌的

数量明显下降, 而缓解期与对照组相比无明显

差异. 拟杆菌及双歧杆菌较急性期明显上升, 小
梭菌明显下降. 急性期CD患者的菌群中肠杆菌

和酵母菌明显增加, 而双歧杆菌和乳杆菌明显

下降. 缓解期较正常菌群相比肠杆菌仍很高, 而
双歧杆菌有回升但仍明显低于正常. 缓解期与

急性期相比双歧杆菌的数量有明显差异. 

3  肠道细菌在IBD中的作用

至今尚未发现特异的细菌与IBD的发病相关, 也

■研发前沿
I B D 的病因和发
病 机 制 尚 不 明
确, 但肠道菌群对
I B D 发病的触发
作用日益为人所
接受, 肠道菌群与
I B D 的关系成为
目前研究的热点. 
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未发现特征性的肠道菌群的变化. 随着现代微

生物学的发展以及对肠道细菌与IBD研究的进

展, 现在肠道细菌被认为可能是参与IBD的始动

和持续因素. 肠道细菌及其产物能刺激肠黏膜

免疫系统, 诱发这些具有IBD遗传易感性人群肠

黏膜免疫系统功能紊乱, 产生异常的免疫反应, 
导致IBD发病[17]. 病原微生物抗原经抗原递呈细

胞的作用而激活T淋巴细胞, 再经T细胞产生的

具有不同激活效应的细胞因子而激发不同特征

的免疫病理损伤. 现在流行的学说解释IBD的发

生机制是由于基因易感宿主对肠道共栖菌的免

疫反应增强引起的. 这种假说有以下几种证据

支持: 大多数炎症发生在肠腔细菌浓度最高的

区域, 广谱抗生素能改善慢性肠道炎症, 对粪流

(fecal stream)进行外科转移手术能预防Crohn's
病的复发. 最重要的是, 虽然肠道慢性炎症发病

机制各不相同, 但许多IBD动物模型[例如白介

素(IL)-10基因敲除小鼠和HLAB27转基因大鼠]
都有一个共同特点: 这些动物模型在无菌条件

下喂养不会形成肠道炎症[18].  
最近关于IBD与健康对照者肠道细菌的大

量研究表明, 在IBD患者中存在肠道菌群失调肠

道菌群失调是IBD发病的触发点. 肠道菌群失调

时, 条件致病菌数量增多, 并产生一些能诱导肠

道炎症的物质, 例如细菌脂多糖(LPS)、肽聚糖

(peptidoglycan)、脂蛋白(liprproteins)等, 这些物

质能激活肠黏膜免疫系统, 从而诱发具有IBD遗

传易感性个体的肠道产生异常免疫反应, 导致

IBD发病. 细菌过度生长和菌群失调也与慢性贮

袋炎的发生、发展有关, UC患者结肠切除术后

再进行回肠-肛门吻合术后在回肠贮袋中可发生

炎症反应[19]. 正常肠黏膜免疫系统对肠道内正

常菌群处于免疫耐受状态, 肠道菌群失调时, 肠
道免疫系统对肠道内已发生变化的菌群不能耐

受. Duchmann et al [20]研究发现, 从正常小鼠脾

脏、小肠和大肠提取的单个核细胞与自体肠菌

的裂解液共育时, 不会发生增殖反应, 但与异体

肠菌的裂解液共育时, 发生强烈的增殖反应; 说
明TNBS结肠炎小鼠肠黏膜局部和机体系统免疫

对肠道细菌的免疫耐受被打破. Duchmann et al [21]

进一步研究发现, 将活动性IBD患者炎症肠黏膜

固有层单个核细胞(LPMC)在体外与自身肠道

内细菌裂解液共育后, LPMC发生强烈的增殖反

应, 伴有大量的细胞因子如IL-12, IFN-γ, IL-10
等分泌, 而正常人LPMC对自身肠菌裂解液不发

生增殖反应, 说明正常人对自身的肠菌存在耐

受, IBD患者的这种耐受被打破. 最近研究发现, 
细菌DNA的CpG基序能刺激一些免疫细胞产生

TH1型为主的免疫反应. DSS动物结肠炎发生后, 
用细菌CpGs处理动物会加重动物急慢性结肠炎

的病情; 而在诱导结肠炎开始前, 用细菌CpGs处
理动物可能会诱导免疫耐受, 并明显减轻结肠

炎病情[22]. 肠道菌群失调, IBD患者肠道正常细

菌的种类、数量和功能发生了改变. 丁酸盐和

其他短链脂肪酸(SCFA)是厌氧菌在肠道内发酵

难于被消化吸收的食物成分, 如碳水化合物和

蛋白质等所产生, 具有一定的抗炎特性. 由于肠

道细菌的种类和功能发生了改变, IBD患者肠腔

内丁酸盐的浓度和SCFA的量明显减少[23]. 最近

Luhrs et al [24]观察了丁酸盐灌肠的临床效果, 实
验中11例UC患者分别接受丁酸盐或安慰剂灌

肠, 治疗4-8 wk后丁酸盐治疗组患者临床症状明

显缓解, 炎症肠道中NF-κB激活的单核细胞数量

明显减少, 而对照组患者的临床症状没有明显

改善, 说明丁酸盐对UC具有一定的临床治疗效

果. 总之, 目前大量的实验和临床资料显示, 肠
道菌群参与了IBD的发病. 某些具有遗传易感性

的人群肠道菌群失调, 细菌及产物等抗原可能

诱导肠黏膜免疫功能失衡, 使肠黏膜免疫系统

对肠腔内抗原失去耐受, 引发了肠道炎症. 

4  益生菌与IBD

由于近来的研究显示IBD中存在菌群失调, 益生

菌制剂在IBD中的作用日益受到人们的重视. 益
生菌是对健康有益的活菌或活菌性膳食补充剂. 
目前, 临床常用的益生菌制剂主要有: 双歧杆菌

活菌制剂(丽珠肠乐、回春生), 双歧杆菌三联活

菌制剂(培菲康、金双歧、贝飞达), 蜡样芽孢杆

菌活菌制剂(促菌生), 地衣芽孢杆菌活菌制剂

(整肠生), 枯草杆菌和粪球菌二联活菌制剂(美
常安)等. 关于益生菌在IBD中可能的作用机制

包括与肠黏膜上皮细胞紧密结合, 提高黏膜防

御屏障, 阻止致病菌的定植和入侵; 提高抗炎细

胞因子水平; 与病原菌竞争性黏附于上皮细胞, 
促进上皮细胞分泌黏液使其在黏膜和微生物之

间形成保护层, 防止栖生菌易位; 增强巨噬细胞

对病原菌的吞噬以及非T细胞依赖性IgA的分

泌[25]. 但最近的研究表明益生菌在IBD发病中

还可能存在其他机制包括: (1)通过阻止细菌黏

附、易位或产生抗菌物质来抑制病原体; (2)阻
断促炎细胞因子的分泌; (3)调节肠道菌群, 并且

产生对肠道功能有重要作用的营养物质[26]. 虽然

■创新盘点
以前许多 I B D 的
研究都侧重于异
常免疫应答、炎
症因子等免疫发
病机制为主的方
面 ,  本 文 介 绍 了
I B D 患者与正常
对照者肠道菌群
的差异, 并详细介
绍了肠道细菌参
与 I B D 发病可能
的机制及益生菌
制剂的应用.
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设计周密、双盲的临床对照试验为数不多, 但
近年来人们应用益生菌治疗IBD实验动物已经

取得了令人鼓舞的结果. 目前有关益生菌在IBD
治疗中的效果最有力的证据是在贮袋炎中的治

疗[27-28]. Kruis et al [29]最近的研究与他以前的研究

结果一致, 他们通过1 a的观察研究发现, 大肠埃

希杆菌Nissle1917与小剂量的美沙拉嗪(1.5 g/d)
在维持缓解UC的发病中疗效相似. Kato et al [30]

应用柳氮磺吡啶或5-ASA治疗的轻至中度小部

分UC患者口服包含双歧杆菌的或安慰剂的发

酵乳, 经短期随访(12 wk)后, 口服包含双歧杆菌

发酵乳的患者40%病情缓解, 安慰剂组只有33%
缓解. 其他短期无安慰剂对照的实验表明治疗

活动性UC时小剂量美沙拉嗪加入益生菌制剂

VSL#3的治疗效果较单用柳氮黄吡啶或5-ASA
好. Borody et al [31]将益生菌注入6个溃疡性结肠

炎患者肠腔并保留5 d以图恢复正常菌群, 而无

其他合并治疗, 结果发现在4 mo内一直处于症

状完全缓解期. 以上研究结果表明益生菌不但

可以治疗UC, 而且能预防其复发. 目前缺乏足够

的证据支持益生菌制剂在CD中治疗有效(可能

在儿童CD中例外). 且最近的安慰剂对照实验并

不能证明LGG在诱导和维持小部分CD患者缓解

期中的效果.  
总之, 目前有关IBD与肠道细菌关系的研究

表明IBD患者肠道菌群不正常, 与健康对照者有

很大区别, 肠道细菌在IBD发病机制中发挥了重

要的作用, 但究竟是肠道菌群失调诱发IBD还是

IBD继发肠道菌群改变目前还不清楚, 其具体机

制有待进一步研究. 虽然肠道菌群分析不能对

IBD的诊断起决定性作用, 但可为菌群与IBD的

关系提供线索并可指导临床治疗. 基于这一点, 
益生菌制剂作为一种安全有效无副作用的治疗

方法, 应用于临床治疗IBD的前景充满希望, 但
同时也存在着许多亟待解决的问题. 例如益生

菌可被用于治疗IBD的最佳剂量、疗程及安全

性等都是目前尚不清楚而又具有探讨价值的热

点问题.
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Abstract
The roles of nuclear factor-kappa B (NF-κB) fa-
mily and its signaling transduction pathway in 
apoptosis has been the focus of intense investi-
gation all over the world. Researches show that 
NF-κB signaling pathway exerts anti-apoptotic 
function via many other proteins, including 
IAPs, Bcl-2, TRAF, JNK, FLIP, A20, Gadd45b, 
MnSOD and so on, but the exact mechanism 
remains unclear. Inhibition of NF-κB activation 
can promote the process of programmed cell 
death, and may become new avenues for thera-
peutic intervention in immune diseases, chronic 
inflammatory diseases and certain cancers. Fur-
thermore, recent studies reveal that NF-κB can 
promote apoptosis, and the types and quantity 
of NF-κB subunits play a key role in apoptosis. 
In this review, we presented an overview of the 
progress in the relationship between NF-κB and 
apoptosis.

Key Words: Nuclear factor-kappa B; Cell apoptosis; 
Signaling transduction pathway
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摘要
NF-κB家族及其介导的细胞信号转导通路在
细胞凋亡中的作用是国内外研究的热点. 研
究发现, NF-κB信号转导途径可以通过多种途
径抑制细胞凋亡, 与IAPs家族、Bcl-2家族、

TRAF家族、JNK、FLIP、A20、Gadd45b、
MnSOD等有很大关系, 但其具体机制尚未完
全清楚. 通过抑制NF-κB信号转导途径的激
活, 促进细胞凋亡, 可能成为治疗免疫、炎
症、肿瘤等疾病的新途径. 此外, 近年的研究
证明NF-κB尚具有促细胞凋亡的作用, 并发现
NF-κB亚单位的种类及数量在细胞凋亡中起
着决定性的作用, 为疾病的治疗提供了新的策
略. 本文就NF-κB与细胞凋亡关系的研究进展
作一综述.

关键词: NF-κB; 细胞凋亡; 信号转导通路
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0  引言

细胞死亡的方式有凋亡和坏死两种 .  凋亡是

由体内外因素触发细胞内预存的死亡程序而

导致的细胞死亡过程 ,  又称程序性细胞死亡

(programmed cell death, PCD), 形态上以胞膜及

细胞器相对完整, 细胞皱缩、核固缩为特征, 与
坏死时细胞结构全面溶解、破坏完全不同[1]. 目
前的研究揭示引起凋亡主要有两条途径: 细胞

外的死亡受体途径及细胞内的线粒体途径[2]. 前
者主要是刺激因素激活细胞内P53, Fas, Bcl-2, 
NF-κB等基因, 由肿瘤坏死因子(TNF)受体家族

介导, 使Caspase-8激活[3-4]; 后者是通过刺激因

素影响细胞内线粒体的膜电位, 导致线粒体内

细胞色素C释放, 胞内Ca++浓度升高, pH值下降, 
使Caspase-9激活. 两个途径最后都导致效应性

Caspase-3活化, 效应性Caspase-3, -6, -7激活内切

核酸酶, 使DNA链断裂, 最终细胞结构的全面解

体[5-7]. 
NF-κB是一类具有多向转录调节作用的核
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■背景资料
NF-κB信号转导
途径具有抑制细
胞凋亡和促细胞
凋 亡 的 双 向 作
用. NF-κB抑制细
胞凋亡的作用与
IAP家族 ,  Bcl -2
家族, TRAF家族, 
JNK, FLIP, A20, 
Gadd45b, MnSOD
等有关, 但其具体
机制未完全清楚. 
抑制NF-κB的激
活, 可能成为治疗
免疫、炎症、肿
瘤等疾病的新途
径. 



蛋白因子, 广泛存在于多种组织细胞中, 激活后

参与许多基因的转录调控, 在免疫、炎症、氧

化应激、细胞增殖、细胞凋亡等生理病理过程

中发挥作用. 近年的研究表明, NF-κB与细胞凋

亡的关系密切, 其参与多种凋亡相关基因的转

录调控, 具有抑制细胞凋亡作用及促细胞凋亡

的双向作用[8]. 但具体机制还不十分清楚. 本文

就NF-κB信号转导途径与细胞凋亡关系的研究

作一综述.

1  NF-κB信号转导通路概述

1.1 NF-κB、IκB和IKK家族的生物学特性 NF-
κB是属于Rel家族的转录因子. 目前, 人们已发

现哺乳动物细胞内NF-κB家族包括5个成员, 分
别是p65(RelA), RelB, c-Rel, p50/p105(NF-κB1)
和p52/p100(NF-κB2). 结构上他们的N端都具

有一个由300个氨基酸组成的R e l同源区(R e l 
homology domain, RHD). 该区域含有二聚体化

区、DNA结合区和核定位信号区(NLS), 分别具

有与同源或异源亚基形成二聚体、与DNA上的

κB序列结合、与IκB家族成员相互结合等功能. 
此外, p65、RelB和c-Rel的C端含有转录激活域

(transactivation domain), 其中富集丝氨酸、酸

性氨基酸和疏水性氨基酸, 能直接作用于转录

元件而激活转录过程, 而p50和p52则无此结构. 
静息状态下, 他们以同源或异源二聚体的形式

与IκB家族蛋白结合并存在于细胞质内. 其中以

p50/p65二聚体(即通常所指的NF-κB)最普遍, 几
乎存在于所有细胞中[9-10]. 

NF-κB的内源性抑制因子主要是IκB抑制蛋

白家族, 后者有7个成员, 包括IκBa, IκBb, IκBe, 
IκBg, Bcl3, p105和p100. 他们均有一个保守的结

构域, 在该结构域内有5-7个与NF-κB蛋白相互

作用的锚蛋白(ANK)重复序列和与降解有关的

C端PEST序列. 不同的IκB抑制NF-κB/Rel二聚

体的能力不同, 他们与NF-κB二聚体上RHD的氨

基酸残基发生作用, 掩盖NF-κB的NLS, 使之停

留在胞质而抑制NF-κB核易位[11-12]. 
IκB激酶(IKK)由一个大的蛋白激酶复合体

组成, 大小700-900 kDa, 包括3个亚单位, 即具有

催化活性的IKKa(IKK1)、IKKb(IKK2)和一个

有调节功能的IKKg(NEMO, IKKAP). IKKa和

IKKb均具有3个相同的结构, 分别是N端丝/苏
氨酸蛋白激酶催化结构域、C端螺旋-环-螺旋

(HLH)结构域及中间的锌指结构域. 他们都能

催化IκB, 但磷酸化位点有所不同, IKKa可以使
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IκBa上Ser32和Ser36磷酸化, 而IKKb不仅可以

使IκBa上Ser32和Ser36磷酸化, 还能使IκBb上的

Ser19、Ser23磷酸化. 具有调节功能的IKKγ具有

两个伸展的a-螺旋区域和一个锌指结构域. 他
虽然没有催化活性, 但IKK的活性依赖于IKKγ

亚单位的完整性[13-16]. 
1.2 NF-kB信号转导途径的激活及调节功能 大
量的实验证明, 许多因素可以引起NF-kB信号转

导途径的激活. 目前公认的主要包括两个途经: 
经典途径及旁路途经[17-18]. 细胞在静息状态下, 
细胞质中的p50/p65与IkB结合成三聚体, 使p50/
p65不能核易位. 在经典途径中, 当细胞受到如

细胞因子、有丝分裂原、内毒素、病毒蛋白、

过氧化物、蛋白激酶C、钙离子载体、蛋白合

成抑制剂及X射线等细胞外信号刺激时, IKK的

IKKb亚单位被磷酸化激活, 继而引起IkBa的

Ser32和Ser36位点被磷酸化. 磷酸化的IkBa再

被泛素化后在26S蛋白水解酶复合体作用下降

解. 而被释放的p50/p65则进行核易位, 与基因上

的kB位点发生特异性结合, 从而发挥调节细胞

功能的作用[19]. 与经典途径不同, 旁路途径主要

是指含有p100或p105的二聚体的NF-kB的激活. 
在特定细胞类型中, 细胞外信号刺激细胞后, 在
NF-kB诱导激酶(NIK)的作用下引起IKKa磷酸

化活化, 从而进一步活化p100, 导致p100发生磷

酸化依赖性剪切, 生成有活性的p52: RelB复合

物并进入细胞核与靶基因结合, 调节基因的表

达[20]. 除此之外, 近年的研究发现, 紫外线激活

NF-kB的机制与以上途径不同. 紫外线通过激活

酪蛋白激酶2(CK2)引起IkBa的C端磷酸化, 从而

引起IkBa泛素化后降解. CK2的激活不依赖IKK
而是通过p38丝裂原活化蛋白激酶, 因此p38-
CK2-IkBa也是激活NF-kB的途径之一[21-22]. 

NF-kB激活的调节包括正反馈调节和负反

馈调节[23]. 细胞外信号刺激引起NF-kB的激活可

以增加细胞内的激活因子的表达增加, 如细胞

因子TNF和IL-1等的表达增加, 这些因子的表达

增加又反过来激活NF-kB[24]. NF-kB的负反馈调

节主要通过p105及IkBa来执行. p105及IkBa的

基因均有NF-kB的结合位点. 核易位的NF-kB与
这些位点结合后增加p105及IkBa的表达. p105
的增加导致p50二聚体也增加, 由于p50缺乏反

式转录激活域, 与DNA结合可以抑制转录, 所以

p50二聚体可以通过竞争DNA结合位点降低NF-
kB介导的效应. 另一方面, 由于NF-kB与IkBa亲

和力大于其与DNA的亲和力, 新合成的IkBa进
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■研发前沿
NF -κB抑制细胞
凋亡的具体机制
是多年来研究的
重 点 ,  如 何 抑 制
NF -κB的激活和
开发特异性高的
抑制剂则是近年
研究的热点.

■相关报道
Calzado最近报道, 
通过抑制NF -κB
的激活治疗炎症
性疾病和肿瘤的
药物研究取得很
大进展, 部分NF-
κB抑制剂已经进
入临床II期试验.
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入核内与NF-kB结合, 使其从DNA上解离下来, 
然后在IkBa分子中的核输出序列(NES)作用下

促使NF-kB重新回到细胞质中[25].

2  NF-κB抑制细胞凋亡的作用

首先证实NF-kB具有抑制细胞凋亡作用是在对

RelA-/-小鼠模型的研究中被发现. 实验中发现

剔除RelA基因的胎鼠发育到妊娠中期时死于大

片肝细胞的凋亡[26], 其机制是通过肿瘤坏死因子

受体1(tumor necrosis factor receptor 1, TNFR1)
介导[27]. 进一步的研究发现, NF-kB的激活对成

年鼠肝细胞损伤也具有保护作用[28]. 目前的许多

研究提示NF-kB的激活对细胞的生存具有重要

意义. NF-kB抗细胞凋亡是一个涉及多个信号通

路的复杂过程, 但其主要方式是通过诱导或上

调抗凋亡基因的表达实现的. 这些基因调节位

点上有NF-kB的结合位点, 他们的表达产物通过

抑制细胞凋亡的死亡受体途径或线粒体途径发

挥作用. 到目前为止, 研究发现细胞凋亡抑制蛋

白(inhibitor of apoptosis proteins, IAPs)、Bcl-2家
族、TNFR-associated factor (TRAF1, TRAF-2)、
JNK、c-FLIP、IEX-1L等都参与NF-kB激活后

的抗细胞凋亡过程[29]. 
2.1 IAPs家族与NF-kB 大量研究表明, 细胞凋

亡抑制蛋白(IAPs)家族通过结合Caspase3, Cas-
pase7, 阻止Caspase9的活化起到抗细胞凋亡的作

用. IAPs家族中与NF-kB抗细胞凋亡作用密切相

关的是c-IAP1、c-IAP2和XIAP[30-31]. Chu et al [32]

研究发现, TNF-a通过刺激NF-kB诱导c-IAP2表
达, 而c-IAP2大量表达降解IkB导致NF-kB活化, 
从而抑制细胞凋亡. Wang et al [33]也报道, NF-kB
通过诱导c-IAP1, c-IAP2及TRAF1, TRAF-2的表

达, 抑制Caspase8而起到抗细胞凋亡的作用. 近
几年的研究发现, XIAP除了具有抑制Caspase3, 
Caspase7作用外, 还有阻止JNK激活的作用[34]. 
2.2 Bcl-2家族与NF-kB Bcl-2家族包括抗细胞凋

亡的Bcl-2, Bcl-Xl, BHRF1, Ced-9和促细胞凋亡

的Bax, Bcl-Xs, Bad, Bak及参与细胞存活调节的

A1, Mcl-1等. 研究发现, Bcl-2, Bcl-Xl基因上有

kB位点, 而Bax、Bad则无kB位点. NF-kB激活可

引起Bcl-2家族中抗细胞凋亡的基因表达增加, 
尤其是Bcl-Xl及A1, 进而发挥此类因子降低线粒

体膜的通透性、抑制线粒体去极化及细胞色素

C释放的抗凋亡作用[35-37]. 
2.3 TRAF家族与NF-kB TRAF家族是一种重要

的接头分子, 在目前发现的6种人类TRAF分子

中, 以TRAF2研究较广泛. TRAF2分子在NF-kB
激活的信号传导过程中扮演重要的角色[38-39]. 在
TNF诱导细胞凋亡过程中, TNF与TNFR1结合

并使TNFR1胞内三聚化, 后者与TRADD (TNF-
receptor-associated death domain)连接. TRADD
与RIP(Receptor-interacting protein)及TRAF2连
接形成的信号复合物进一步募集含有TRAF的
蛋白分子或其他一些具有酶活性的效应分子,
形成一个大的信号传导复合物, 此复合物中含

有NIK(NF-kB诱导激酶), NIK活化后可磷酸化

IKKa并使之激活, 后者反过来又磷酸化IkB, 使
之泛素化、降解. NF-kB随之活化并可转位至核

内与DNA相应部位特异结合[40]. 另外, Chandel 
et al [41]发现TRAF分子可通过改变ROS(活性氧)
水平增强NF-kB活化而不依赖于NIK. 
2.4 JNK与NF-kB c-Jun氨基末端激酶(c-Jun 
N-terminal kinase, JNK)通路是丝裂原激活的蛋

白激酶(mitogen-activated protein kinase, MAPK)
信号传导通路之一[42]. 研究表明, JNK通路的激

活与促凋亡作用有关[43-45]. 在基因敲除实验中, 
jnk1, jnk2或jnk3基因单突变失活小鼠和jnk1/
jnk3或jnk2/jnk3基因双突变失活小鼠均正常存

活, 而jnk1/jnk2基因的双突变失活导致胚胎死

亡, 出现严重的脑细胞凋亡调节障碍, 表明jnk1 
和jnk2基因在脑发育早期的细胞生理性凋亡中

有重要调节作用[46]. 许多研究表明, NF-kB可以

抑制JNK介导的细胞凋亡[47-51]. 例如, 在TNF-a
诱导的细胞凋亡的过程中, 应用抑制剂抑制NF-
kB活化, 可以引起JNK的持续活化, 最终引起细

胞凋亡[34,52]. 动物实验证明, LPS或ConA引起的

肝细胞毒性是通过TNFR诱导, 在此过程中NF-
kB可被激活而起到保护肝细胞的作用. 当剔除

IKKb后, 可引起JNK表达明显而增加促进肝细

胞损伤. 而在剔除JNK1或JNK2抑制JNK的表达

后, 减轻了TNFR介导的肝细胞损伤[53-54]. 上述研

究表明, NF-kB可通过抑制JNK激活而起到抗细

胞凋亡的作用. 
2.5 FLIP与NF-kB Fas相关死亡区域蛋白样白介

素-1b转化酶抑制蛋白(FLIP)是一种阻遏蛋白, 
他主要通过抑制Fas/FasL-FADD-Caspase-8通路

活化而发挥抗凋亡作用. FLIP基因编码序列中

存在kB位点, NF-kB蛋白可以上调FLIP的转录

表达而使细胞免于Fas介导的细胞凋亡[55]. 研究

发现FLIP除了阻断上述通路外, 还可抑制肿瘤

坏死因子凋亡诱导配体(TRAIL)介导的促凋亡

通路, 在这过程中FLIP通过竞争结合FADD而

■创新盘点
本文系统地回顾
了NF -κB家族的
生物学特性及其
在细胞凋亡中的
双向作用, 详细总
结了NF -κB抑制
细胞凋亡的机制
及NF -κB亚单位
的种类及数量在
细胞凋亡中的作
用.
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发挥作用[56]. 有许多文献报道抑制肿瘤细胞的

NF-kB活性, 可提高TRAIL的促凋亡作用并伴

随FLIP表达下降[57-58], 提示NF-kB通路可能通过

FLIP来抑制TRAIL的促凋亡作用. 
2.6 其他 随着研究的深入, 发现越来越多的信

号通路与NF-kB抗细胞凋亡的机制有关. A20是
一种锌指蛋白, 过去的研究发现A20蛋白在终止

NF-kB的激活中起着重要的作用[59]. 最近的研

究发现, NF-kB可通过调控A20蛋白的表达影响

TNF诱导的细胞凋亡过程[60]. Gadd45b是Gadd45
家族中的一员, 属于核蛋白. 研究发现, NF-kB是
Gadd45b的上游调节因子, 可调节Gadd45b的表

达, 后者则可通过调控JNK来抑制细胞凋亡的

过程[61].  Hirose et al [62]研究发现超氧化物歧化酶

(MnSOD)的过量表达可抑制TNF-a的毒性作用, 
可能的机制是TNF-a引起NF-kB激活, 从而使

MnSOD的表达增加, MnSOD可通过清除ROS而
起到抑制细胞凋亡的作用[63]. 

3  NF-κB促细胞凋亡的作用

随着NF-kB抑制细胞凋亡作用机制的研究深入, 
并应用于炎症、肿瘤等疾病的治疗, 人们发现

NF-kB在不同的刺激因素及特定的细胞类型中

还有促进细胞凋亡的作用[64-67]. Ivanov et al [68]在

UV诱导人类黑色素瘤细胞凋亡过程中发现下调

NF-kB的表达同时伴有细胞凋亡的减少. Camp-
bell et al [66]研究则发现NF-kB可通过抑制抗凋

亡基因的表达而使细胞发生凋亡. 在肿瘤坏死

因子相关凋亡诱导配体(TRAIL)信号途径的研

究中, Chen et al [69]研究发现, NF-kB亚单位的种

类及数量在细胞凋亡中起着决定性的作用, 当
p65(RelA)过表达时, 发生凋亡抑制; 当c-Rel表达

增加时, 则促进凋亡的发生. 这些研究结果表明, 
NF-kB在细胞凋亡中是起抑制凋亡还是促进凋

亡作用取决于不同的刺激因素及细胞类型, 并
与激活的NF-kB亚单位的种类及数量有关, 其具

体机制有待进一步的研究. 
总之, 在细胞凋亡过程中, 许多蛋白因子

参与了其信号转导. 在免疫、炎症、肿瘤的形

成、肿瘤细胞对化疗药物的耐药性等病理生理

过程中NF-kB起着抑制细胞凋亡的作用. 然而, 
在特定的刺激及细胞类型中NF-kB也有促细胞

凋亡的作用, 尤其是NF-kB亚单位的种类及数量

在细胞凋亡中起着决定性的作用提示我们, 对
NF-kB及相关信号转导通路具体机制的研究, 将
有助于加深对不同疾病发生的分子机制的认识, 

也可为治疗这些疾病开拓新的途径[70-72]. 
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关于2006年度山西省期刊质量评估结果的通报

本刊讯 为推动期刊出版事业的繁荣和发展, 中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅
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Abstract
AIM: To construct the recombinant adeno-
associated virus vector expressing gastric cancer 
related gene GCRG213 short interference RNA 
(rAAV-GCRG213-siRNA) and use it for the 
preparation of high-titer virus.

METHODS: IMG800-GCRG213-siRNA plasmid, 
which was constructed with GCRG213 siRNA, 
was digested with BamHⅠ and BglⅡ. A 410-bp 
fragment, which contained U6 promoter and 
GCRG213 siRNA, was obtained and inserted 
into the adeno-associated virus vector plasmid 
pSNAV2.0 that was digested with BamHⅠ. The 
positive vectors were analyzed through enzyme 
digestion and DNA sequencing. The recombi-
nant plasmid was transfected into BHK cells 

using LipofecLamineTM2000. The G418-resistant 
cells were obtained and infected with HSVl-
rc/ΔUL2, which had the function of packaging 
rAAV. After purification, the target vector and 
virus were collected.

RESULTS: The target vector, rAAV-GCRG213-
siRNA, was successfully constructed, and the 
rAAV with a titer of 5 × 1012 vg/L (vg: vector 
genome) was obtained.

CONCLUSION: Recombitant rAAV vector may 
be used for further investigation of GCRG213 
function in vivo and gene therapy.

Key Words: Gastric cancer; GCRG213 gene; Adeno-
associated virus; Short interference RNA; Gene 
transfection
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摘要
目的: 构建一个表达胃癌相关基因GCRG213
小干扰RNA的重组腺相关病毒载体, 制备能
靶向性抑制GCRG213表达的重组腺相关病毒.

方 法 :  将 构 建 好 并 经 验 证 的 包 含 胃 癌 相
关基因G C R G213特异性小干扰R N A片段
GCRG213-RNAi-2的IMG800-GCRG213i-2质
粒用Bam HⅠ+BglⅡ双酶切, 回收410 bp左右
目的片段, 将pSNAV2.0质粒用Bam HⅠ单酶切
后同目的片段连接, 经酶切和测序鉴定后, 用
新建质粒脂质体转染BHK-21细胞, G418筛选
后大规模培养, 再用辅助病毒HSVl-rc/ΔUL2
感染, 获取病毒.

结果: 成功构建包含U6启动子和胃癌相关基
因GCRG213特异性RNA干扰片段的重组腺
相关病毒载体, 并制备出滴度为5×1012 vector 
genome/L高滴度腺相关病毒.

www.wjgnet.com
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■背景资料
在我国胃癌仍是
威胁人们健康的
重 要 疾 病 ,  探 索
发病机制、寻找
更有效的治疗手
段仍是我们努力
的 方 向 .  胃 癌 相
关基因GCRG213
是本文作者所在
实验室筛选出的
一 条 在 肠 型 胃
癌、癌旁和正常
组织间差异表达
的 新 基 因 ,  生 物
信息学分析发现, 
GCRG213与日本
学者Tashiro et al
发现的人类基因
AK131313有90%
以上的核苷酸序
列相同, 与人体内
无嘌呤无嘧啶核
酸 内 切 酶 ( A P E /
Ref-1)序列有61%
同源性并且含有
其保守的功能位
点 ,  初 步 研 究 也
证实GCRG213是
一种胃癌促进因
子 .  为 了 进 一 步
研 究 其 功 能 ,  本
课题组包装了含
GCRG213正、反
义克隆和特异性
RNAi片段的腺相
关病毒, 同时也为
胃癌基因治疗奠
定基础.



结论: 载体的构建为进一步研究GCRG213的
体内功能打下了基础, 也将为更多的基因干预
和基因的功能研究提供有效的工具.

关键词: 胃癌; GCRG213基因; 腺相关病毒; siRNA; 
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0  引言

胃癌相关基因GCRG213是我们实验室筛选出的

一条在肠型胃癌组织和癌旁组织高表达而在正

常组织低表达的新基因[1]. 初步研究表明(待发

表资料), 用其特异性小干扰RNA片段转染人胃

癌细胞系MKN45细胞后, 能明显抑制GCRG213 
mRNA和蛋白表达, 同时减弱细胞的生长速度和

成瘤性.为了进一步研究GCRG213的体内功能

和对其他相关基因的影响, 同时也为胃癌的基

因治疗提供实验基础和理论依据, 我们设计构

建了含GCRG213特异性RNAi片段腺相关病毒

(AAV)载体, 并制备了高滴度腺相关病毒.

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 菌株、质粒和培养基 感受态大肠杆菌DH-
5α购自北京天根科技公司; IMG800-GCRG213i-2
质粒为本实验室构建并保存, 是将我们设计的

GCRG213特异性RNAi片段插入IMG-800载体

而成.DMEM培养基为Gibco公司产品, 胎牛血清

购自北京鼎国生物工程公司; 通用型AAV载体

pSNAV2.0质粒、金黄地鼠肾BHK-21细胞、具

有AAV复制和包装功能的重组I型单纯疱疹病毒

HSVl-rc/ΔUL2均由北京本原正阳基因有限公司

提供.
1 . 1 . 2  工 具 酶 及 其 他 试 剂  限制性内切酶

(Bam HⅠ, BglⅡ)、T4 DNA Ligase、Marker-
DL15000、Marker-DL2000均为TaKaRa公司产

品, 琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒、高纯度质粒

小量提取试剂盒购自北京天根科技公司.
1.2 方法 
1.2.1 目的片段和酶切位点的选择 根据我们既

往的实验结果, 选用本实验室验证的干扰效率

相对较高的GCRG213-RNAi-2片段作为包装对
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象, 片段核苷酸序列为: P1 5'TCGACGCACTC
CTCACCAAATGTAGAGTACTGTACATTTGG
TGAGGAGTGCTTTTT3', P2 5'CTAGAAAAA
GCACTCCTCACCAAATGTACAGTACTCTAC
ATTTGGTGAGGAGTGCG3', 由上海博亚生物

工程公司合成. 用pSNAV2.0质粒作为载体, 但
由于pSNAV2.0质粒不含U6启动子, 因此拟将构

建好的IMG800-GCRG213i-2质粒中GCRG213-
R N A i-2片段连同U6启动子一同切下 ,  插入

pSNAV2.0质粒中. IMG800-GCRG213i-2质粒经

分析得知U6及shRNA完整结构位于8-386位置, 
在其上游4的位置具有一个Bam HⅠ位点, 在其

下游413的位置具有一个BglⅡ位点, 这两种限制

酶是同尾酶. pSNAV2.0质粒经分析得知其多克

隆位点中具有一个BglⅡ位点, 在多克隆位点上

游927的位置具有一个Bam HⅠ位点. 因此, 可分

别将IMG800-GCRG213i-2质粒经Bam HⅠ+Bgl
Ⅱ双酶切、pSNAV2.0质粒经Bam HⅠ单酶切, 回
收目的片段后进行连接. 两种质粒酶切位点见

图1.
1.2.2 IMG800-GCRG213i-2质粒的扩增和酶切 
取保存的含IMG800-GCRG213i-2质粒的菌液

20 μL接种入5 mL LB培养基, 37℃振荡培养18 
h, 取3 mL菌液按质粒小提试剂盒说明方法提取

质粒, 提取质粒后用Bam HⅠ+BglⅡ进行双酶切, 
回收410 bp左右片段.
1 . 2 . 3  p S N AV 2 . 0质粒酶切  按前述方法将

pSNAV2.0质粒扩增提取后用Bam HⅠ单酶切, 回
收7.1 kb左右片段.
1.2.4 目的片段和载体连接 将上述两种回收片

段按目的片段和载体3∶1的浓度比例混合后, 
加入T4 DNA连接酶, 16℃水浴连接过夜. 连接

产物转化DH-5α, 涂布具有氨苄青霉素(100 mg/
L)的LB琼脂平板, 于37℃培养过夜. 次日挑取单

克隆培养, 提取质粒DNA后行进一步鉴定.
1.2.5 重组质粒的鉴定 利用Bam HⅠ+BglⅡ双

酶切对提取的质粒进行筛选和方向鉴定 ,  如
pSNAV2.0质粒中未连入目的片段或者连入目

的片段但方向相反, 均应得到240 bp左右片段, 
如pSNAV2.0质粒中连入目的片段且方向正确, 
则应得到650 bp左右片段; 重组正确质粒使用

pSNAV2.0-CMV-f测序引物测序鉴定, 测序结果

与标准序列用BLAST分析比对. 重组质粒命名

为pSNAV2.0-U6-shRNA.
1.2.6 病毒的制备 按LipofecLamineTM 2000产品

说明提供的方法, 用脂质体将pSNAV2.0-U6-

www.wjgnet.com

■同行评价
本 文 在 筛 选 出
胃 癌 相 关 基 因
GCRG213的基础
上 ,  旨 在 构 建 一
个表达胃癌相关
基因GCRG213小
干扰RNA的重组
腺相关病毒载体, 
制备能靶向性抑
制GCRG213表达
的重组腺相关病
毒, 为后续工作奠
定研究基础. 文章
具有一定的科学
性、创新性, 有较
好的理论和应用
价值.
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shRNA转染金黄地鼠肾BHK-21细胞, 转染24 h
后加入G418至终浓度800 μg/L选择培养, 培养直

至细胞长满后用0.25 g/L的胰蛋白酶消化传代, 
用转瓶大规模培养, 细胞长满后, 用辅助病毒

HSVl-rc/ΔUL2感染, 待细胞完全病变, 裂解细

胞, 得到粗制品. 用柱层析法分离纯化病毒, 纯
度测定采用SDS-PAGE方法, 滴度测定采用real-
time PCR方法进行测定.

2  结果

2 . 1  I M G 8 0 0 - G C R G 2 1 3 i - 2质粒酶切结果 
IMG800-GCRG213i-2质粒经Bam HⅠ+BglⅡ双

酶切酶切后, 得到预期的3 kb左右和410 bp左右

两条带, 实验结果与预期相符(图2).
2.2 pSNAV2.0质粒酶切结果 pSNAV2.0质粒用

Bam HⅠ酶切后, 得到7.1 kb左右片段, 回收该

片段.

2.3 目的片段与载体的连接及病毒制备 目的

片段插入载体后形成新的质粒pSNAV2.0-U6-
shRNA, 该质粒经Bam HⅠ+BglⅡ双酶切后得到

预期6.9 kb左右和650 bp左右两条带. 实验结果

与预期相符(图3). 使用pSNAV2.0-CMV-f测序引

物, 对pSNAV2.0-U6-shRNA质粒测序后, 将测序

所得结果与原序列BLAST比对, 序列100%吻合, 
表明质粒构建正确. pSNAV2.0-U6-shRNA转染

BHK-21细胞后, 经G418筛选约l0 d至细胞长满, 
用辅助病毒HSVl-rc/ΔUL2感染细胞后48 h细胞

完全病变, 反复冻融细胞3次, 使之裂解, 释放出

病毒, 新病毒命名为rAAV-U6-shRNA, 分离纯化

后测定病毒滴度为5×1015 v.g./L(v.g.为病毒基因

组数量vector genome).

3  讨论

我们既往的研究表明: 转染GCRG213正向克隆

的MKN45细胞在裸鼠体内成瘤性增加, 而转染

GCRG213反向克隆的MKN45细胞及转染siRNA
的MKN45细胞在裸鼠体内成瘤性降低, 由此可

以推断GCRG213可能是一种新发现的恶性肿瘤

形成促进因子[2-3]. 由于既往的实验主要是体外

图  1  两种质粒的酶切位点图谱. A: IMG800-GCRG213i-2

质粒酶切位点; B: pSNAV2.0质粒酶切位点.
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Ⅱ 双 酶 切 p S N A V 2 . 0 - U 6 -
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实验, 为了进一步研究GCRG213在体内表达水

平的变化对肿瘤的影响, 我们选用腺相关病毒

载体进行了GCRG213特异性RNAi片段包装.
随着生物技术的发展, AAV载体成为目前

载体工具研究的热点. 在用于人类基因治疗常

用病毒载体中, AAV载体是目前唯一没有引起

人类宿主任何病理反应的载体[4]. 作为体内实验

一种理想的基因治疗的病毒载体, AAV具有如

下优点: (1)使用安全: AAV不致病, 对机体无明

显的免疫反应[5]; (2)AAV可以定点整合到第19号
染色体上[6], 既避免了随机插入宿主基因诱发癌

变的危险性, 又为外源基因的表达提供了较固

定的染色体环境, 是唯一一种以位点特异性方

式整合在人19号染色体上的真核病毒[7]; (3)AAV
可以感染分裂和非分裂细胞[8]; (4)AAV宿主范围

广, 可以感染现已建立的所有的人类细胞系; (5)
携带的外源基因可长期存在,稳定表达[9]. 因此, 
AAV有望成为人体基因治疗和基因功能研究最

理想的载体工具.
RNA干扰(RNA interference, RNAi)是由与

靶序列同源的双链R N A所诱导的特异性的转

录后基因沉默现象, 他具有高效性、特异性的

特点. 随着RNAi现象的研究深入, RNAi己成为

基因治疗和基因功能研究领域新的热点. 典型

的转染外源合成的s iRNA在转染7 d以后或者

10次细胞分裂后会从mRNA抑制中恢复[10]. 然
而用shRNA载体转染的细胞将经历长期稳定的

mRNA抑制作用. 从而提供了比转染化学合成

的siRNA更经济有效的方法. 如果能用病毒包装

含目的基因特异性的shRNA进行体内感染并有

效表达, 无疑是基因治疗的一种理想的方法. 由
于RNAi的高效表达需要有特异性的U6启动子
[11-12], 而一般病毒为CMV启动子, 因此到近两年

仅有不多的以腺相关病毒为载体介导RNAi文献

报道. 我们根据IMG-800质粒含有U6启动子特

点, 利用已构建好的质粒把目的基因连同U6启
动子一起切下, 插入腺相关病毒载体, 成功构建

了含GCRG213特异RNA干扰片段的腺相关病

毒载体, 并包装出了高滴度AAV, 为进一步研究

GCRG213的体内功能打下了基础. 构建好的载

体也将为更多的基因干预和基因的功能研究提

供有效的工具.

4      参考文献
1	 Wang GS, Wang MW, Wu BY, Liu XB, You 

WD, Yang XY. A gene encoding an apurinic/
apyrimidinic endonuclease-like protein is up-
regulated in human gastr ic cancer. World J 
Gastroenterol 2003; 9: 1196-1201

2	 高利利, 吴本俨, 王孟薇, 黄海力，伍银桥，尤纬
缔，王卫华. 胃癌相关基因GCRG213正反义真核表
达载体的构建及鉴定. 世界华人消化杂志 2006; 14: 
1453-1457

3	 高利利, 吴本俨, 王孟薇, 王珊，黄海力，伍银桥，尤
纬缔，王卫华. 胃癌相关基因GCRG213真核表达载
体的构建及其对胃癌细胞生长特性的影响. 解放军医
学杂志 2006; 31: 881-884

4	 Flotte TR. Gene therapy progress and prospects: 
recombinant adeno-associated virus (rAAV) 
vectors. Gene Ther 2004; 11: 805-810

5	 Rabinowitz JE, Samulski RJ. Building a better 
vector: the manipulation of AAV virions. Virology 
2000; 278: 301-308

6	 Samulski RJ, Zhu X, Xiao X, Brook JD, Housman 
DE, Epstein N, Hunter LA. Targeted integration 
of adeno-associated virus (AAV) into human 
chromosome 19. EMBO J 1991; 10: 3941-3950

7	 Berns KI, Linden RM. The cryptic life style of 
adeno-associated virus. Bioessays 1995; 17: 237-245

8	 Xu R, Sun X, Tse LY, Li H, Chan PC, Xu S, Xiao 
W, Kung HF, Krissansen GW, Fan ST. Long-term 
expression of angiostatin suppresses metastatic 
liver cancer in mice. Hepatology 2003; 37: 1451-1460

9	 Wang H, Shayakhmetov DM, Leege T, Harkey M, 
Li Q, Papayannopoulou T, Stamatoyannopolous 
G, Lieber A. A capsid-modified helper-dependent 
adenovirus vector containing the beta-globin locus 
control region displays a nonrandom integration 
pattern and allows stable, erythroid-specific gene 
expression. J Virol 2005; 79: 10999-11013

10	 Elbashir SM, Harborth J, Lendeckel W, Yalcin A, 
Weber K, Tuschl T. Duplexes of 21-nucleotide 
RNAs mediate RNA interference in cultured 
mammalian cells. Nature 2001; 411: 494-498

11	 Brummelkamp TR, Bernards R, Agami R. A system 
for stable expression of short interfering RNAs in 
mammalian cells. Science 2002; 296: 550-553

12	 Yu JY, DeRuiter SL, Turner DL. RNA interference 
by expression of short-interfering RNAs and 
hairpin RNAs in mammalian cells. Proc Natl Acad 
Sci U S A 2002; 99: 6047-6052

             电编  何基才  编辑  王晓瑜



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年4月28日; 15(12): 1421-1424
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

应用竞争性荧光定量聚合酶链反应检测乙型肝炎病毒DNA

刘 蓉, 李明远, 张发强, 夏增亮, 闫乃红, 王 玲, 卢亦路, 夏庆杰, 陈清英, 卢 军, 夏 军

刘蓉, 李明远, 四川大学华西基础医学与法医学院微生物学
教研室 四川省成都市 610041
张发强, 夏增亮, 闫乃红, 王玲, 卢亦路, 夏庆杰, 四川大学华
西分子遗传实验室 四川省成都市 610041
陈清英, 卢军, 夏军, 重庆市涪陵区生殖健康保健中心 重庆
市 40800
国家自然科学基金资助课题, No. 39880025
通讯作者: 夏庆杰, 610041, 四川省成都市高新区科园四路1号, 
四川大学华西医院分子遗传实验室. xiaqj2005@126.com
电话: 028-81812855  传真: 028-85164005
收稿日期: 2007-01-15   接受日期: 2007-02-08

Detection of hepatitis B 
virus DNA by competitive 
fluorescence quantitative 
polymerase chain reaction 

Rong Liu, Ming-Yuan Li, Fa-Qiang Zhang, 
Zeng-Liang Xia, Nai-Hong Yan, Ling Wang, Yi-Lu Lu, 
Qing-Jie Xia, Qing-Ying Chen, Jun Lu, Jun Xia

Rong Liu, Ming-Yuan Li, Department of Microbiology, 
West China College of Basic Medical Science and Forensic 
Medicine, Sichuan University, Chengdu 610041, Sichuan 
Province, China 
Fa-Qiang Zhang, Zeng-Liang Xia, Nai-Hong Yan, Ling 
Wang, Yi-Lu Lu, Qing-Jie Xia, Laboratory of Molecu-
lar Genetics, West China Hospital of Sichuan University, 
Chengdu 610041, Sichuan Province, China
Qing-Ying Chen, Jun Lu, Jun Xia, Reproductive Health 
Care Center of Fuling District, Chongqing 40800, China
Supported by National Natural Science Foundation of 
China, No. 39880025
Correspondence to: Qing-Jie Xia, Laboratory of Molecu-
lar Genetics, West China Hospital of Sichuan University, 
1 Keyuan Fourth Road, High-Tech Development Zone, 
Chengdu 610041, Sichuan Province, 
China. xiaqj2005@126.com
Received: 2007-01-15    Accepted: 2007-02-08 

Abstract
AIM: To set up a competitive fluorescence 
quantitative polymerase chain reaction (CFQ-
PCR) for decreasing the false negative ratio in 
HBV DNA detection.

METHODS: According to HBV adr subtype 
gene, a pair of HBV-specific primer as well as a 
specific TaqMan probe was synthesized. Based 
on the above primer sequences, a constructed 
inner control DNA and an inner TaqMan probe 
was constructed. Right amount of inner control 
DNA was added into the HBV FQ-PCR system 

for co-amplification with the target HBV DNAs.

RESULTS: In a 30-μL CFQ-PCR system, about 
20 copies of inner control DNA produced a sta-
ble amplification curve. Electrophoresis showed 
co-amplification products bands as about 100 
to 500 copies of inner control DNA were used. 
In 8 of 210 (4.3%) cases with HBsAg positive in 
serum, both the inner control DNA and HBV 
DNA were not amplified, while in 2 of 60 (3.3%) 
samples with HBsAg negative in serum, the in-
ner control DNA was not amplified. But after 
purification, all the above cases that failed in 
amplification succeeded in the inner DNA am-
plification, of which 7 HBsAg-positive cases suc-
ceeded in HBV DNA amplification.

CONCLUSION: CFQ-PCR has a big advantage 
in telling out the false negative result in the HBV 
DNA PCR assay.

Key Words: Hepatitis B virus; Competitive fluores-
cence quantitative polymerase chain reaction; False 
negative

Liu R, Li MY, Zhang FQ, Xia ZL, Yan NH, Wang L, Lu 
YL, Xia QJ, Chen QY, Lu J, Xia J. Detection of hepatitis 
B virus DNA by competitive fluorescence quantitative 
polymerase chain reaction. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(12):1421-1424

摘要
目的: 建立竞争性荧光定量聚合酶链反应
(CFQ-PCR), 并探讨CFQ-PCR在乙型肝炎病毒
(HBV)临床检测中的意义. 

方法: 根据HBV病毒adr亚型基因组序列合成
一对HBV特异的引物, 和一条特异的TaqMan
探针; 根据上述引物序列, 采用分子克隆技术
制备内对照DNA; 再根据内对照序列合成一条
内对照DNA特异的与上述TaqMan探针不同标
记的TaqMan探针; 将适量的内对照DNA加入
到PCR反应体系中, 使其与HBV靶序列共扩增. 

结果: 在30 μL CFQ-PCR反应体系中, 加入约
20拷贝内对照DNA能够稳定地获得共扩增曲
线; 经琼脂糖凝胶电泳分析, 加入约100-500拷

www.wjgnet.com
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■背景资料
建立一种能够精
确定量分析, 同时
又解决好假阳性
问题和假阴性问
题, 提高检测的准
确性和精确度是
当前HBV临床基
因检测研究的热
点和重点. 实时荧
光定量PCR能克
服常规PCR不能
定量的缺点, 也使
PCR检测的假阳
性问题基本解决, 
而竞争PCR使假
阴性问题也得到
部分解决. 



贝内对照DNA能够有效地获得共扩增产物条
带信号; 在210个临床HBsAg阳性血清标本的
CFQ-PCR扩增中识别出8个未能有效扩增的
标本, 60份HBsAg阴性血清标本中识别出2个
内对照未能有效扩增的标本, 后经DNA纯化
处理, 上述全部标本的内对照均获得阳性扩
增结果, 其中有7个HBsAg阳性血清标本获得
HBV DNA扩增阳性结果.

结论: C F Q-P C R能够有效地提示临床标本
HBV DNA体外扩增时由于扩增失败导致的假
阴性, 适合临床推广应用.

关键词: 乙型肝炎病毒; 竞争性荧光定量聚合酶链

反应; 假阴性
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0  引言

聚合酶链反应(PCR)技术已被广泛用于核酸分

析, 但普通PCR还存在下面一些缺点: (1)只能给

出定性结果, 无法给出临床需要的定量结果; (2)
由于采用电泳检测PCR扩增产物, 易引起PCR产
物的交叉污染, 增加了假阳性结果的可能性, 同
时增加了操作的工作程序和时间; (3)采用的染

色剂溴乙锭是致癌物, 可能危害操作人员及污

染环境. 而实时荧光定量PCR方法(fluorescence 
quantitative PCR, FQ-PCR), 由于采用荧光技术

和闭管检测, 以及能够精确定量待测把序列的

起始拷贝数, 克服了前述常规PCR方法的主要

缺点, 并且随着基因扩增实验室及实验操作的

规范化以及检测试剂质量的不断提高, 使PCR检
测的假阳性问题、定量问题及时效性问题已经

基本解决, 从而使由于病毒变异、标本质量不

一或试剂的使用不当造成的假阴性问题成为提

高临床HBV DNA检测准确性所要解决的最重

要问题[1-3]. 为此, 我们建立了竞争性荧光定量聚

合酶链反应(competitive fluorescence quantitative 
polymerase chain reaction, CFQ-PCR), 并初步验

证了其在临床检测HBV血清时指示扩增时产生

的假阴性的有效性.

1  材料和方法

1.1 材料 210份H B s A g阳性临床血清和60份
HBsAg阴性血清. 所用辛酸钠为国产分析纯, 
PCR试剂购自大连宝生物公司, 荧光定量PCR仪
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为上海枫岭生物科技公司FTC2000型.
1.2 方法 (1)样本处理. 辛酸钠法: 90 mmol/L辛
酸钠水溶液50 μL, 加入血清50 μL, 充分混匀, 
99℃ 15 min, 13 000 g离心15 min, 取上清用于

扩增; (2)引物. 扩增靶DNA为前C与C区的保守

区, 上游引物为P1: 5'-CTACCAAGGTATGTTGC
CCGTTTGT-3', 下游引物P2: 5'-GTACAGACTT
GGCCCCCAATAC-3', 产物322 bp, TaqMan探针

PR: 5'-FAM-GTTCGTAGGGCTTTCCCCCAC-
TA M R A-3'; 内对照Ta q M a n探针:  5'-T E X-
CTCCTACCGAGCCTCACGAC-TAMRA-3', 
由上海生工生物工程公司合成; (3)制备内对

照D N A. 人工合成两条5'端分别与P1、P2相
同, 3'端互补的寡核苷酸, 其序列分别为P I1: 
5'-CTACCAAGGTATGTTGCCCGTTTGTATT
GGACTCCTACCGAGCCTCACGAC-3'; PI2: 
5'-GAAAGCCCTACGAACCACTGAA ATGTCG
TGAGGCTCGGTAGGA-3', 于50 μL PCR反应液

中[终浓度为250 μmol/L dNTP, 10 mmol/L Tris-
HCl, pH8.0, 50 mmol/L KCl, 1.5 mmol/L MgCl2, 
0.1 g/L明胶, 两引物各0.3 μmol/L, 1 U Taq酶
(PROMEGA公司)]通过PCR(在PE9600上94℃变

性2 min后, 94℃ 30 s、50℃ 60 s、72℃ 60 s循
环5次, 72℃ 5 min)聚合成二聚体, 产物序列为

5'-CTACCAAGGTATGTTGCCCGTTTGTATTG
GACTCCTACCGAGCCTCACGACATTTCAGT
GGTTCGTAGGGCTTTC-3', 长度75 bp. 溴乙锭

30 g/L琼脂糖凝胶电泳观察结果并与相对分子

质量标准对照回收75 bp条带, 克隆, 大量制备, 
紫外分光光度计测定其DNA浓度, 将DNA含量

换算成拷贝/μL, 并用TE缓冲液进行稀释成5×
104拷贝/μL, 5×103拷贝/μL, 5×102拷贝/μL, 50
拷贝/μL, 10拷贝/μL, 2.5拷贝/μL等6个浓度梯度; 
(4)内对照DNA的PCR扩增及扩增体系灵敏度测

www.wjgnet.com

■创新盘点
建立了乙型肝炎
病毒DNA检测的
竞争性荧光定量
聚合酶链反应, 既
能够精确定量分
析乙型肝炎病毒
DNA拷贝数 ,  同
时又解决好假阳
性问题和假阴性
问题, 并在实际临
床检测中发挥了
预期的效果是本
研究的特色.

表  1  各种稀释度的内对照DNA的PCR扩增的Ct值

     
                                     内参照DNA拷贝数                     阴性

                   105        104      103        102       20         5       对照

1             24.5    28.0    31.0    35.0    37.0    39.5      -

2             24.0    28.0    31.5    35.0    36.5    39.0      -

3             24.0    27.5    31.5    35.5    37.5    -           -

4             24.0    28.0    31.0    35.5    37.0    40.0      -

5             24.5    28.0    31.5    35.0    37.0    38.5      -

6             24.5    27.5    32.0    35.0    37.5    39.0      -

平均数    24.2    27.8    31.4    35.2    37.1    39.2

Ct值
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试. 分别取上述各个稀释度的内对照DNA 2 μL, 
加入28 μL PCR反应液, 各成分的终浓度分别为

250 μmol/L dNTP, 10 mmol/L Tris-HCl, pH8.0, 
50 mmol/L KCl, 1.5 mmol/L MgCl2, 0.1 g/L明胶, 
P1、P2各0.3 μmol/L, 1 U Taq酶(PROMEGA公

司). 在FTC2000上94℃变性2 min后, 94℃ 20 s、
58℃ 30 s、60℃ 60 s, 于60℃时收集荧光, 循环

40次, 72℃ 5 min. 观察分析扩增曲线, 读出每一

扩增的Ct值. 
HBV及内对照的扩增方法: 2 μL样本裂解

上清液, 2 μL内对照(5×10拷贝/μL), 加入16 μL 
PCR反应液, 各成分的终浓度为: 内对照5拷贝

/μL, 其余成分同1.5, 于FTC2000(上海枫岭公司)
上94℃变性2 min后, 94℃ 20 s、58℃ 30 s、6℃ 
60 s循环45次, 最后72℃ 5 min. 溴乙锭琼脂糖凝

胶电泳观察结果.

2  结果

2.1 在PCR反应体系内只加入不同量的内对照而

不加HBV DNA时, 6次重复实验结果显示能够获

得稳定的阳性扩增结果的最小内对照拷贝数约

为20拷贝(表1). 
2.2 在HBV-PCR扩增体系中加入内对照能够获

得共扩增结果, 加入100拷贝内对照对HBV特异

性扩增强度无显著影响. 
2.3 在60例临床HBsAg阴性血清的CFQ-PCR检
测中, 有58例获得了内对照扩增阳性结果, 而
HBV全部为阴性; 在210例临床HBsAg阳性血清

的CFQ-PCR检测中, 有199例内对照扩增阳性, 
202例HBV扩增阳性; 其中有3例HBV扩增阳性

而内对照扩增阴性, 且他们HBV扩增的Ct值均

小于16; 共有8例内对照和HBV扩增同时阴性. 
经过对这10例内对照和HBV扩增同时阴性的标

本(HBsAg阴性血清2例, HBsAg阳性血清8例)重
新提取纯化血清中DNA, 和重新进行CFQ-PCR
检测, 则有7例获得HBV扩增阳性, 同时内对照

全部为阳性.

3  讨论

PCR技术在正常情况下具有极高的灵敏度. 在其

应用于临床标本的基因检测的初期, 由于实验

室不规范和操作者技术缺陷等条件的限制, 很
容易出现因PCR产物的污染或标本的交叉污染

导致的假阳性, 因而人们对PCR检测的假阳性

问题非常重视, 并通过建立标准PCR实验室使

空气单向流动和操作人员规范的技术培训等进

行了有效的控制. FQ-PCR方法的出现更是由于

采用完全闭管检测, 不需PCR后处理, 极大的避

免了交叉污染和假阳性, 并能够获得精确的定

量结果, 对临床诊断和治疗具有了更大的意义. 
然而PCR结果假阴性的问题一直未引起人们足

够的重视. 部分被检测的临床标本由于含有Taq 
DNA聚合酶抑制剂或PCR试剂在存放和运输过

程活性降低以及DNA扩增仪故障和扩增程序有

误等, 都可引起假阴性结果, 但常规PCR和FQ-
PCR无法对每一扩增管逐一指示上述环节是否

正确. 因为PCR一般是用来做排除性检验, 即若

获得PCR结果阴性即认为标本中不含有该种病

原体的DNA, 因此, 一旦出现假阴性结果往往

导致较严重后果. 最近我们建立了竞争PCR(C-
PCR)[4], 能够逐个检测并指示是否出现了可疑的

假阴性结果, 但不能很好的定量靶DNA的拷贝

数, 以及存在PCR产物后处理时造成污染的可能

性, 因而也不能很好的满足临床检测的需要. 本
研究建立的竞争性荧光定量聚合酶链反应结合

了C-PCR和FQ-PCR的优点, 既解决了检测过程

中产生的检测结果的假阴性指示问题, 又能够

有效避免PCR产物污染造成的假阳性结果, 还能

够定量待测靶DNA的拷贝数, 为临床工作提供

更精确可靠的检测结果, 具有较好的推广应用

前景.
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表  2  CFQ-PCR对HBV DNA的检测结果与ELISA检测结果的比较
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标本	                      n 	 内对照阳性数(%)	 HBV阳性数(%)                n (%)                    DNA重提后CFQ-PCR结果
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■应用要点
所 报 道 的 C F Q -
PCR, 能够为乙肝
诊断与治疗效果
评价和用药指导
的临床工作提供
更精确可靠的检
测结果, 具有较好
的推广应用前景.
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Abstract
AIM: To investigate the changes of APE/Ref-1 
expression in human pancreatic cancer cells after 
induction of gemcitabine.

METHODS: Human pancreatic cancer cell 
line Patu-8988 was incubated with 0, 10, 20, 40 
and 60 μmol/L gemcitabine for 24 hours. The 
mRNA and protein levels of APE/Ref-1 were 
determined by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) and Western blot, re-
spectively.

RESULTS: Twenty-four hours after treatment 
with gemcitabine, the expression of APE/Ref-1 
were elevated significantly both at mRNA and 

protein level, and was positively correlated with 
the concentrations of gemcitabine (RT-PCR: r = 
0.645, P = 0.012; Western blot: r = 0.598, P = 0.020).

CONCLUSION: Up-regulated APE/Ref-1 ex-
pression may be an adaptive response contribut-
ing to the overall chemoresistance in pancreatic 
carcinomas, which implies the potential thera-
putic effect targeting on APE/Ref-1.

Key Words: Pancreatic neoplasm; APE/Ref-1; Gem-
citabine; Reverse transcription-polymerase chain 
reaction; Western blot

Xiong GS, Wu SM, Xu XJ, Zhou J, Zhu HY, Li EL, Mo JZ. 
Expression of APE/Ref-1 in human pancreatic cancer cell 
line Patu-8988 induced by gemcitabine. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(12):1425-1428

摘要
目的: 研究人胰腺癌细胞株在吉西他滨化疗
时APE/Ref-1基因表达的变化, 并试图揭示其
在胰腺癌化疗耐药中所起的作用. 

方法: 不同浓度吉西他滨0、10、20、40及60 
μmol/L作用人胰腺癌Patu-8988细胞株24 h, 分
别以RT-PCR及Western blot方法测定作用后
APE/Ref-1的mRNA及蛋白表达情况. 

结果: 吉西他滨作用人胰腺癌Patu-8988细胞
株24 h后, APE/Ref-1的mRNA及蛋白表达水
平明显上升, 并与吉西他滨的浓度呈正相关
(RT-PCR: r  = 0.645, P  = 0.012; Western blot: r  = 
0.598, P  = 0.020).

结论: APE/Ref-1在胰腺癌化疗时表达明显增
强, 可能与化疗耐药性的产生有关, 并提示针
对APE/Ref-1的靶向干预可能有助于提高胰腺
癌的化疗敏感性.

关键词: 胰腺肿瘤; 无嘌呤嘧啶核酸内切酶; 吉西他

滨; 逆转录-聚合酶链反应; 免疫印迹

熊光苏, 吴叔明, 徐晓晶, 周鋆, 朱红音, 李恩灵, 莫剑忠. 吉西他
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■背景资料
胰腺癌是一种常
见而又恶性程度
很高的消化系肿
瘤, 近年来其发病
率在国内外都呈
上升趋势, 国内上
海地区的发病率
最高. 目前, 唯一
显示有一定疗效
的药物是吉西他
滨, 但效果也不理
想. 无嘌呤嘧啶核
酸内切酶 ( A P E )
是DNA修复酶家
族 中 的 一 员 ,  同
时还有氧化还原
功 能 ,  也 通 常 被
称为氧化还原因
子-1(Ref-1). 文献
报道多种肿瘤中
APE/Ref-1的表达
升高, 并有可能参
与了肿瘤对放、

化疗抵抗的产生.

■研发前沿
胰腺癌化疗的耐
药性是胰腺癌预
后不佳的重要原
因. 由于其基因治
疗也取得了很大
的发展, 故联合基
因治疗和化疗将
是胰腺癌治疗的
一个重要方向.
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0  引言

胰腺癌是一种常见而又恶性程度很高的消化系

肿瘤, 近年来其发病率在国内外都呈上升趋势, 
国内上海地区的发病率最高[1-2]. 目前, 唯一显示

有一定疗效的药物是吉西他滨, 但效果也不理

想. 无嘌呤嘧啶核酸内切酶(apurinic/apyrimidinic 
endonuclease, APE)是DNA修复酶家族中的一员, 
APE同时还有氧化还原功能, 也通常被称为氧化

还原因子-1(redox effector factor-1, Ref-1)[3]. 文
献报道多种肿瘤中APE/Ref-1的表达升高, 并有

可能参与了肿瘤对放、化疗抵抗的产生. 本研

究通过吉西他滨干预胰腺癌细胞株, 观察APE/
Ref-1表达情况, 旨在探讨其在胰腺癌对化疗耐

药中起的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞株Patu-8988由上海交通

大学医学院附属瑞金医院内科实验室惠赠. 吉西

他滨(泽菲)购自江苏豪森药业公司. DMEM培养

基干粉购自Gibcol公司. 多克隆兔抗人APE抗体

购自美国Novus公司. 多克隆兔抗人β-actin抗体

购自上海康成公司. M-MLV逆转录酶购自美国

Promega公司.
1.2 方法 人胰腺癌细胞株在含100 mL/L小牛血

清的DMEM培养液、37℃ 50 mL/L CO2孵箱中

培养. 分别以不同浓度吉西他滨(0, 10, 20, 40, 60 
μmol/L)作用Patu-8988细胞株24 h. 收集细胞.
1.2.1 RT-PCR半定量测定APE/Ref-1 mRNA表达

情况 总RNA抽提采用TRIzol按照说明书操作步

骤进行. 取10 µg逆转录合成cDNA. PCR扩增引

物由上海基康生物技术公司合成, APE/Ref-1上
游引物: 5'-ACTTCAGGAGCTGCCTGGACT-3', 
下游引物: 5'-AATGCAGGTAACAGAGAGTGG
GA-3', 扩增长度564 bp, 退火温度56℃, 35个循

环. 内参照β-actin: 上游引物: 5'-CACCCACACT
GTGCCCATC-3', 下游引物: 5'-CCACAGGACT
CCATGCCC-3', 扩增长度342 bp, 退火温度55℃, 
28个循环. 5 μL PCR产物15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 
通过SmartView凝胶成像扫描仪观察. 
1.2.2 Western blotting检测蛋白表达 以细胞裂解

液冰浴裂解收集的细胞, BCA法测定蛋白浓度. 
取50 μg蛋白进行不连续SDS-PAGE电泳, 泳毕

电转移至硝酸纤维膜. 50 g/L BSA溶液室温孵
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育1 h封闭非特异性结合, 加入多克隆兔抗人抗

体室温孵育1.5 h后, 加入HRP标记的二级抗体

以结合一级抗体及HRP标记的抗生物素抗体以

结合分子量标准, 室温孵育膜1 h. KCTM显色发

光, 暗室胶片曝光, 采用β-actin作为内参照, 通过

SmartView软件分析. 
统计学处理 统计采用SAS6.12软件包. 计量

资料用mean±SD表示, 组间有无显著性差异用

one-way ANOVA检验, P <0.05为有显著性.

2  结果

2.1 APE/Ref-1 mRNA表达情况 吉西他滨作用

人胰腺癌Patu-8988细胞株24 h后, APE/Ref-1
的mRNA表达明显上升, 与浓度呈正相关(r = 
0.645, P = 0.012) (图1).
2.2 APE/Ref-1蛋白表达情况 吉西他滨作用24 h
后, APE/Ref-1蛋白表达明显上升, 与浓度呈正相

关(r = 0.598, P = 0.020) (图2).

3  讨论

每个细胞每天在生理条件下大约可自发产生

100多个无嘌呤嘧啶(apurinic/apyrimidinic, AP) 
位点. 但由于离子辐射、DNA损伤药物、活性

氧簇(reactive oxygen species, ROS)产生等因素, 
细胞实际每天可产生超过20 000个AP位点, 是

www.wjgnet.com

■创新盘点
本 研 究 发 现 ,  胰
腺癌细胞在以吉
西 他 滨 作 用 时 , 
APE/Ref-1的表达
反应性升高, 结合
国外相关文献, 提
出APE/Ref-1可能
参与了胰腺癌对
吉西他滨化疗耐
药性的产生, 国内
尚未见相关报道. β-actin

342 bp

APE/Ref-1
564 bp
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图  1  APE/Ref-1 RT-PCR结果.
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最常见的DNA损伤形式之一[3-4]. 持续存在的AP
位点如得不到修复则会导致DNA复制停止、

突变以及基因稳定性丢失. DNA的碱基切除修

复(base excision repair, BER)途径通过切除和替

换AP位点从而维持DNA完整性, 是DNA修复

系统中最重要的一种修复途径. APE是DNA修

复酶家族中的一员, 主要通过BER方式修复AP
位点. 一旦确定DNA的一处碱基损伤, 则通过

转葡糖激酶切除该碱基, 留下一处AP位点, 然
后APE通过Mg2+依赖的核酸内切酶作用, 水解

AP位点5'端, 形成3'-OH和5'-脱氧核苷.脱氧核

糖磷酸酶切除AP位点, DNA聚合酶β以及DNA
连接酶Ⅰ或DNA连接酶Ⅲ/XRCCI替换核苷酸, 
并关闭新合成核苷酸和DNA股之间的裂隙. 此
外, APE还有氧化还原功能, 他通过转录因子来

激活多种肿瘤基因产物的活性, 如c-Jun, c-Fos, 
c-Myb, NF-κB以及p53. 已发现APE/Ref-1在多

种肿瘤组织中表达升高, 如: 宫颈癌、卵巢癌、

前列腺癌、儿童横纹肌肉瘤、骨肉瘤、胚胎

瘤、肝癌等[5-9], 以及胰腺癌[10]. 研究表明, 使哺

乳动物细胞中的APE/Ref-1蛋白降低可增加细胞

对甲磺酸甲酯、过氧化氢的敏感性[11]; 在APE/
R e f-1的降低时宫颈癌的抗辐射性也降低 [12].  
暴露于离子辐射及氧应激时肿瘤细胞A P E/
Ref-1蛋白升高[6,13-14], 同时, 睾丸癌中APE/Ref-1 
的升高也可导致博来霉素敏感性降低[8]. 胰腺

导管腺癌是一种预后很差的恶性肿瘤, 位居北

美第4大肿瘤死亡原因[2]. 1990年代上海市区全

人群男女性胰腺癌5 a观察生存率仅为5.8%和

4.3%, 5 a相对生存率为6.9%和5.1%[1]. 上海市区

2000年男女胰腺癌标化发病率分别为7.7/10万
和5.8/10万, 分别居男女恶性肿瘤发病率的第9
位和第7位[15], 已属较高水平. 胰腺癌对化、放疗

均不敏感, 致使其死亡率几乎达100%[16]. 目前唯

一显示有一定效果的药物为吉西他滨(2, 2-二氟

脱氧胞嘧啶核苷), 为脱氧胞苷酸2'位碳原子被

氟原子所代替, 通过抑制DNA连结而抑制肿瘤

的复制, 并通过掩盖肽链的末端阻断DNA修复; 
另外他还能增强自我抗细胞毒素的能力. 他优

于其他抗代谢药物(如阿糖胞苷)的主要特点在

于其半衰期更长, 从而加强了其抑制拓扑异构

酶-I的活性等细胞毒性作用[17-18].
我们推测, APE/Ref-1可能在吉西他滨作

用肿瘤细胞时, 其表达会反应性增高, 从而参

与了胰腺癌对化疗耐药的产生. 我们的研究证

实以不同浓度的吉西他滨干预胰腺癌细胞株

Patu-8988, APE/Ref-1的表达随着吉西他滨的浓

度升高而升高, 呈正相关, 和国外有关研究结

果相似[19], 表明APE/Ref-1可能在胰腺癌对化疗

耐药产生中起着重要作用 ,  并提示针对A P E/
Ref-1的靶向干预可能有助于提高胰腺癌的化

疗敏感性. 
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Abstract
AIM: To screen and identify the monoclonal 
antibodies (mAbs) against H pylori neutrophils 
activating protein (NAP).

METHODS: H pylori DY01 and DY04 strains 
were clinically isolated. After BALB/c mice were 
immunized, the mAbs against H pylori were 
obtained by hybridoma technique. Then, the 
mAbs against H pylori-NAP were screened using 
recombinant H pylori-NAP. The obtained mAbs 
were evaluated for subtype and titer, and their 
specificities were identified by Western blot and 
immunohistochemical techniques.

RESULTS: Three strains of mAbs against H 
pylori-NAP were obtained. All of the mAbs 
against H pylori-NAP were identified as immu-

noglobulin G1 (IgG1) with k light chain. The ti-
ter of mAbs in the culture supernatant was 1/16 
to1/32, and that in the ascites were 1/32000 
to 1/64000. Western blotting showed that the 
mAbs had specific reaction with the recombi-
nant H pylori-NAP. Clinical H pylori strains were 
stained brown with the mAbs against H pylori-
NAP by immunohistochemical techniques.

CONCLUSION: Three strains of mAbs against 
H pylori-NAP are obtained, which are helpful in 
the diagnosis and prognosis of H pylori infection 
as well as vaccine research.

Key Words: Helicobacter pylori ; Neutrophils activat-
ing protein; Monoclonal antibody; Western blot; 
Immunohistochemistry

Long M, Li Y, Luo J, Li M. Preparation and identification 
of monoclonal antibodies against Helicobacter pylori 
neutrophils activating protein. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi 2007; 15(12): 1429-1432

摘要
目的: 从抗幽门螺杆菌(H pylori )全菌蛋白的
单克隆抗体(mAb)中, 应用重组中性粒细胞激
活蛋白(NAP), 筛选出抗NAP单抗并进行鉴定.

方法: 临床分离H pylori  DY01, DY04株. 免疫
BALB/c小鼠后, 应用杂交瘤技术制备mAb. 再
用ELISA方法以重组表达的NAP蛋白筛选相
应的单抗, 对NAP单抗进行亚类鉴定和效价检
测, 并用Western blot和免疫组化方法鉴定其
特异性.

结果: 获得3株针对H pylori -NAP蛋白的特异
性mAb, 抗体亚类为IgG1, 轻链为k型. 单抗细
胞培养液的抗体效价为1/16-1/32, 腹水的抗体
效价是1/32000-1/64000. Western blot鉴定表
明, 抗NAPmAb针对NAP蛋白产生特异性条
带, 具有高度的特异性; 免疫组化分析显示: 3
株NAP mAb能与H pylori 临床菌株发生特异
性结合反应, 菌体染成深棕色.

结论: 获得抗H pylori -NAP蛋白的特异性mAb,
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■背景资料
幽门螺杆菌是慢
性胃炎和消化性
溃疡的重要致病
因子, 并与胃腺癌
和 胃 B 细 胞 淋 巴
瘤的发生密切相
关. H pylori 在世
界人口中的感染
率高达50%, 发展
中国家感染率更
高. 怎样有效控制
H pylori 感染, 是
国内外学者关注
的 一 大 难 题 .  目
前广泛应用的抗
生素疗法存在患
者耐受性差、抗
生素耐药性和感
染复发率高等问
题, 迫切需要寻找
新的方法有效控
制H pylori 感染 . 
公认疫苗是有效
预 防 甚 至 治 疗H 
pylori 感染的最佳
途径, 但至今尚无
成功的疫苗应用
于临床. 



为幽门螺杆菌感染的诊断、预后判断及表位
疫苗的研究提供基础.

关键词: 幽门螺杆菌; 中性粒细胞激活蛋白; 单克隆

抗体; Western blot; 免疫组化
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylori )感染世界人口的50%, 是慢

性胃炎、消化性溃疡的主要致病因子, 并与胃

癌密切相关. 幽门螺杆菌的定植, 伴随着胃黏膜

中性粒细胞、单核细胞和淋巴细胞的浸润, 中
性粒细胞浸润程度与黏膜损伤程度密切相关[1-5].  
     中性粒细胞激活蛋白(neutrophils activating 
protein, NAP)是幽门螺杆菌的重要毒力因子, 
他由napA基因编码, 分子质量150 kDa, 位于

H pylori菌体内, 通过自溶释放后, 募集中性粒

细胞, 并与中性粒细胞和单核细胞的外膜相结

合, 促进中性粒细胞与胃上皮细胞的黏附, 激
活中性粒细胞造成黏膜的炎性反应[2-4], 并能激

活粒细胞产生活性氧中间产物(reactive oxygen 
intermediates, ROI)及趋化因子[6]. 大部分H pylori
感染患者产生NAP抗体, 而且, 用H pylori -NAP
免疫小鼠能保护机体抵抗H pylori的感染, 表明

H pylori -NAP可作为H pylori疫苗的候选抗原[7-9]. 
本研究以H pylori全菌作为抗原, 应用杂交瘤技

术制备抗H pylorimAb[10]; 构建H pylori -NAP原
核表达系统, 体外重组表达NAP蛋白[11], 并用表

达的NAP蛋白对抗体进行鉴定, 获得3株针对H 
pylori -NAP的mAb.

1  材料和方法

1.1 材料 H pylori标准株NCTC11639由微生物系

保存, H pylori临床分离株DY01, DY04由微生物

系从患者胃黏膜活检标本中分离. 其他肠道常

见细菌如痢疾志贺菌、福氏志贺菌、宋氏志贺

菌、变形杆菌和弯曲杆菌由微生物系保存. 小
鼠骨髓瘤细胞SP2/0由本校生物技术学院保存, 
弗氏佐剂、聚乙二醇(PEG)1450, HAT, HT以及

辣根过氧化物酶标记(HRP)的羊抗小鼠JgG、

四甲基联苯胺(TBM)购自Sigma公司; 鼠mAb
亚类检测试剂盒购自HyCult公司, RPMI1640培
养基为Gibaco-BRL产品, 新生牛血清购于杭州
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四季青生物工程有限公司, 硝酸纤维素膜购自

Milipore公司. 6周龄♀BALB/c小鼠, 购自广州中

医药大学实验动物中心.
1.2 方法 
1.2.1 重组H pylori -NAP蛋白 应用PCR技术从

H pylori标准株NCTC11639 DNA染色体中扩

增napA编码基因片段, T-A克隆后测序, 扩增的

napA基因全长435 bp, 测序后登录在GenBank中
(No.DQ341279). 然后, 酶切目的基因片段, 与表

达载体连接转化宿主细胞, 构建napA基因原核

表达系统pGEX-4T-1-napA-E.coli  Top10, 采用

SDS-PAGE电泳鉴定表达产物, IPTG诱导表达, 
GST亲和层析纯化收集rNAP, Western blot法鉴

定rNAPA的免疫原性, 获得重组H pylori -NAP
蛋白. 
1.2.2 幽门螺杆菌全菌抗原的制备 将菌株接种

于含100 mL/L羊血的空弯培养基平板上, 37˚C
微需氧环境(850 mL/L, 100 mL/L CO2, 50 mL/L 
O2)培养3 d, 菌苔小心刮入PBS液中, 超声破菌后

超速离心, 分别收集上清和沉淀作为免疫和筛

选抗原. 
1.2.3 动物免疫 首次用弗氏完全佐剂与抗原乳

化皮下多点注射, 50 µg/只, 共5只, 再每隔2 wk
后用弗氏不完全佐剂与抗原乳化皮下多点注射, 
50 μg/只, 至尾静脉采血测定抗体效价达到1∶
16 000以上. 融合前3 d腹腔注射50 μg/只进行加

强免疫. 
1.2.4 杂交瘤细胞的制备和筛选  末次加强免

疫后3 d取小鼠脾细胞(1×108)与骨髓瘤细胞

SP2/0(1×107), 在0.5 g/L PEG1450作用下进行融

合. 融合细胞先用HAT培养基选择培养, 10 d后
改用含200 mL/L小牛血清的RPMI1640培养基

培养. 取培养上清用间接荧光法筛选阳性克隆: 
以H pylori超声破菌后的上清和沉淀作为包被抗

原, HRP标记的羊抗鼠IgG为二抗, 并以免疫小鼠

血清为阳性对照. 采用有限稀释法对鉴定出来

的阳性克隆细胞连续亚克隆, 至每株细胞亚克

隆阳性率达到100%, 将细胞扩大培养后液氮

冷冻. 
1.2.5 腹水和m A b的制备 使用石蜡油预处理

BALB/C小鼠, 每只小鼠腹腔注射0.5 mL石蜡油.  
1 wk后, 给预处理小鼠腹腔注射已建株的杂交瘤

细胞约2×106-3×107个, 7-10 d后采集腹水离心

去除细胞沉淀, 11 800 g , 10 min. 上清用0.22 μm
滤膜过滤. 
1.2.6 针对H pylori -NAP的mAb的筛选 重组H 
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■相关报道
近年来, 一些学者
对H pylori -NAP
的免疫保护作用
和机制进行了深
入的研究 .  例如 : 
Satin et al 发现H 
pylori -NAP是保
护性抗原; Vagdy 
et al 研究发现, 以 
H pylori -NAP和
C a g A 作为抗原 , 
采用肌注联合口
服或滴鼻途径免
疫小鼠, 可明显增
强局部黏膜免疫
和全身免疫反应;  
Amede i  e t  a l 报
道, H pylori -NAP 
通过诱导中性粒
细胞和单核细胞
IL-12、IL-23的表
达, 促进Th1免疫
反应.
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pylori -NAP蛋白与29株mAb的反应: 采用间接

ELISA法, 以本室制备的重组表达的H pylori -
NAP蛋白为包被抗原(5 mg/孔), 50 g/L脱脂牛

奶封闭2 h后, 加H pylori  mAb(5 mg/孔), 37˚C作用1 
h, 再加入HRP-标记的羊抗鼠IgG(1∶1000), 作用

0.5-1 h后, DAB显色. 酶标仪读数. 
mAb亚类鉴定和效价检测: mAb亚类鉴定

采用Hycult公司的鼠mAb亚类检测试剂盒, 按说

明书操作. 抗体效价的测定采用间接ELISA法, 
每株mAb的细胞培养上清按2倍比稀释, 腹水按

200倍比稀释.  
ELISA鉴定单抗与其他肠道细菌的交叉反

应: 采用间接ELISA法, 以培养的痢疾志贺菌、

福氏志贺菌、宋氏志贺菌、伤寒沙门氏菌、变

形杆菌和弯曲杆菌超声破菌后的上清和沉淀分

别为包被抗原检测单抗.  
免疫印迹(Western blot)鉴定mAb特异性: 将

重组的H pylori -NAP蛋白进行SDS-PAGE蛋白电

泳, 转印至硝酸纤维素膜, 100 g/L脱脂牛奶4˚C
封闭过夜, 以1∶100稀释的mAb作为一抗, HRP-
标记的羊抗鼠IgG为二抗, 反应后洗膜, 用化学

发光显色.  
免疫组化鉴定mAb特异性: 以培养的H py-

lori临床株作为抗原涂片, 丙酮固定60 min, 加入

1∶100稀释的单抗, 再滴加H R P-标记羊抗鼠

IgG(1∶250), 室温作用1 h, DAB显色, 显微镜

观察. 

2  结果

2.1 抗H pylori杂交瘤细胞建株及单抗制备 融合

细胞2次, 融合率平均约为90%. 以间接ELISA法

筛选阳性克隆细胞, 每株阳性克隆细胞连续亚

克隆3-4次, 共获得29株抗H pylori杂交瘤细胞株.  
杂交瘤细胞经过多次传代、冻存和复苏后, 生
长良好, 并持续稳定的分泌抗体.
2.2 抗H pylor i -NAP的mAb的筛选 应用间接

ELISA法, 以重组NAP蛋白作为包被抗原, 与29
株单抗反应后, 筛选出3株与NAP蛋白反应的单

抗, 编号分别为E006, E019, E023.
2.3 mAb亚类和效价测定 应用鼠mAb亚类检测

试剂盒, 对3株抗NAP蛋白单抗的细胞上清进

行检测, 结果表明抗体亚类为IgG1, 轻链为κ型.  
mAb细胞培养液的抗体效价为1∶16-1∶32, 腹
水的抗体效价是1∶32 000-1∶64 000(图1). 
2.4 mAb与其他肠道细菌的交叉反应 间接ELI-
SA法分析表明, 3株mAb与其他肠道细菌无交叉

反应.
2.5 重组NAP蛋白与相应mAb的Western blot分析  
将重组NAP蛋白作SDS-PAGE电泳, 转印PVDF
膜, 以3株mAb为一抗, HRP-标记的羊抗鼠IgG
为二抗, 化学发光显色后, 在分子质量约44 kDa
处出现一条阳性条带, 表明抗NAP单抗仅针对

NAP蛋白, 具有高度的特异性(图2).
2.6 免疫组化鉴定 3株NAP mAb能与H pylori临
床菌株发生反应, 菌体呈深棕色(图3).

3  讨论

本研究应用H p y l o r i 全菌蛋白作为抗原制备

mAb, 并用重组NAP蛋白筛选抗NAP的mAb, 
从29株mAb中, 得到3株抗NAP蛋白的mAb, 在
Western blot实验中, 能与相应的重组蛋白发生

反应. 抗NAP mAb与其他肠道杆菌无交叉反应.  
免疫组化鉴定发现, 3株NAP mAb能与H pylori
临床菌株发生反应, 将菌体染为深棕色. 实验表

明: 已获得3株特异性针对NAP蛋白的mAb.  
幽门螺杆菌NAP蛋白是一重要的毒力因子, 

能诱导中性粒细胞在胃黏膜中的浸润, 造成胃

黏膜的损伤和炎症; 由于H pylori -NAP能激活中

性粒细胞产生活性氧中间产物ROI, ROI能直接

攻击DNA而具致突变作用, 提示ROI可能是致

图  1  3株mAb亚类测定(从左到
右, 依次为E006, E019, E023).
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图  2  重组NAP蛋白与相应抗体的Western blot分析. 1: 

E006; 2: E019; 3: E023; M: Marker.

■创新盘点
本研究以天然的
H pylori 全菌蛋白
作为抗原, 应用杂
交瘤技术制备单
克隆抗体, 再用表
达的重组蛋白筛
选相应的单抗, 省
去了每一种重组
蛋白分别免疫小
鼠制备单抗的繁
琐步骤, 而且获得
的抗体是针对天
然菌体蛋白的. 
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突变因子, 与H pylori相关性胃癌的发生有关[2,9].  
因此, 我们希望通过制备NAP单抗, 建立更加特

异和简便的诊断方法, 用于H pylori感染的诊断

和预后的判断.  
疫苗接种是预防甚至治疗H pylori感染的理

想方法. 但目前尚无有效的疫苗用于H pylori感
染的控制. H pylori抗原成分很多, 但单一抗原的

保护率低, 联合应用多种抗原将极大提高保护效

果[12-15]. H pylori -NAP抗原性强, 大部分H pylori感
染患者产生NAP抗体, 用H pylori -NAP免疫小鼠

能保护机体抵抗H pylori的感染, 保护率80%, 表明

H pylori -NAP可作为H pylori疫苗的候选抗原[8-9,16]. 
我们正在应用鉴定出的NAPmAb作为靶分子, 利
用噬菌体肽库技术筛选NAP具有免疫原性的抗

原表位, 用于H pylori多表位疫苗的研制.
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■应用要点
该研究建立的鉴
定单抗与H pylori
临床株特异性结
合反应的免疫组
化方法, 可进一步
用于临床胃黏膜
标本的检测.

图  3  免疫组化检测单
抗与H pylori 临床菌株的
反应. A: E006; B: E019; 

C: E023.
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Abstract
AIM: To clone and analyze H pylori cagT gene.

METHODS: H pylori cagT gene was amplified 
from the genome DNA by polymerase chain re-
action (PCR). The PCR product was inserted into 
pGEM-T vector and then transformed into E.coli 
DH5α. The positive recombinant clone was ana-
lyzed by digestion of restriction endonuclease. 
Next, the cagT gene fragment was inserted direc-
tionally into vector pQE30 to construct recombi-
nant clone of cagT, which was sequenced finally.

RESULTS: A cagT gene consisting of 843 base 
pairs, which encoded a product of 280 amino 
acids, was obtained using PCR method and 
was cloned into pGEM-T vector successfully. 
Its GenBank accession number was EF114758. 
Sequence analysis showed that cagT gene had 
shared 97%-99% homology with other strains in 
GenBank.

CONCLUSION: The correct cagT gene is suc-
cessfully cloned, which established a basis for 
further investigation of its biological function.

Key Words: Helicobacter pylori ; cagT; gene clone; 
sequence
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Xiaohua Zazhi  2007;15(12):1433-1436

摘要
目的: 克隆幽门螺杆菌(H pylori  )NCTC 11637 
cagT (HP0532)的编码基因, 并分析其核苷酸序
列. 

方法: 应用PCR技术从H pylori基因组DNA中
扩增cagT编码基因片段, 克隆至pGEM-T载体
后, 再将其定向插入pQE30载体中, 双酶切鉴
定筛选阳性克隆, 并进行序列分析. 

结果: N C T C 11637  c a g T 基因全长843 
bp(GenBank登录号为EF114758), 编码280个
氨基酸, 与GenBank公布的其他H pylori菌株
基因序列的核苷酸同源性为97%-99%.

结论: 成功克隆了cagT基因, 为进一步研究其
生物学功能奠定了基础.

关键词: 幽门螺杆菌; cagT ; 克隆; 测序
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylori )感染在世界范围内广泛流

行. 已证实H pylori感染是慢性胃炎和消化性溃

疡的重要病因, 与胃癌和胃黏膜相关性淋巴样组

织(MALT)恶性淋巴瘤的发病也有密切关系[1-2]. 
H pylori的cagT /H pylori 0532由cag致病岛编码, 
Rohde et al [3]用激光共聚焦扫描电镜和免疫场致

发射扫描电镜技术发现, H pylori的cagT定位于
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■背景资料
H pylori 已被证实
是慢性胃炎和消
化性溃疡的重要
病因, 且与胃癌和
胃黏膜相关性淋
巴样组织(MALT)
恶性淋巴瘤的发
病也有密切关系,
已被IARC/WHO
定 为 I 类 致 癌 原 . 
导致严重胃部疾
病的H pylori 菌株
中含有一个cag 致
病岛, 基因呈高密
度分布并编码一
个分泌转运系统
(type IV secretion 
system, TFSS), 通
过转运细胞相关
毒素CagA而参与
H py lo r i 诱导上
皮细胞内的酪氨
酸磷酸化、细胞
骨架重排、基垫
结构形成、活化
核 转 录 因 子 N F -
κB、诱导促炎细
胞因子白细胞介
素-8的表达等, 在
H pylori 致病中起
着关键作用. 



H pylori的外膜上, 分布在细菌表面纤毛样结构

的基底部, 推测其可能是分泌素或是与分泌素

相关的脂蛋白(引导蛋白), 允许H pylori 0527和
针样纤毛结构通过, 并起着稳固其他蛋白的作

用. 我们通过克隆H pylori  cagT基因, 构建原核

表达载体, 并对其序列进行分析, 旨在为进一

步研究cagT基因在H pylori致病中的作用奠定

基础.

1  材料和方法

1.1 材料 H pylori  NCTC11637购自中国预防科学

院流行病学研究所, 大肠埃希菌DH5α为江苏大

学医学技术学院中心实验室保存. 哥伦比亚培养

基、厌氧袋购自OXOID公司; Ex Taq DNA聚合

酶、dNTP、限制性核酸内切酶Bam HⅠ及Hin d 
Ⅲ、TaKaRa Agarose Gel DNA Purification Kit Ver 
2.0、T4DNA连接酶(快速连接试剂盒)、DL2000 
DNA Marker购自TaKaRa公司; 1 kb DNA Ladder
购自TOYOBO; pGEM-T载体购自Promega公司; 
pQE30载体由江苏大学医学技术学院中心实验

室保存; PCR基因扩增仪(Mastercycler Gracent, 
Eppendor公司)、自动凝胶成像系统(美国UVP公
司), 其他常规试剂按照《分子克隆实验指南》

要求配制.
1.2 方法 
1.2.1 PCR扩增及纯化DNA 用常规酚、氯仿抽

提法获得, -20℃保存备用. 根据GenBank中已报

道的H pylori 26695 NC_000915的HP0532基因 
(cagT基因)序列, 利用软件Primer Premier5.0设
计PCR引物: P1: 5'-TCCGGATCCATGAAAGTG
AGAGCAAGTGT-3'(29 bp); P2: 5'-GCCAAGCT
TTCACTTACCACTGAGCAAAC-3'(29 bp). 在
上游引物P1 5'端加Bam H Ⅰ酶切位点; 在下游引

物P2 5'端加Hin d Ⅲ酶切位点. 预期的PCR产物

长度为843 bp. 引物由上海生工生物技术有限公

司合成. 用Ex Taq DNA聚合酶进行PCR扩增(在
25 μL反应体系中, 分别加入dNTP 2 μL、Mg2+ 
1.5 μL、10×Buffer(Mg2+阴性)2.5 μL、DNA模

板1 μL、浓度为20 μmol/L的P1和P2引物各0.7 
μL、Ex Taq DNA聚合酶0.2 μL, 按照PCR条件扩

增), 其扩增参数为: 94℃预变性5 min后, 按94℃ 
30 s、55.4℃ 30 s、72℃ 1 min, 30个循环, 最后

72℃延伸10 min. PCR产物经10 g/L琼脂糖凝胶

电泳, EB染色, Genius凝胶电泳图像分析系统分

析鉴定. 
1.2.2 TA克隆及鉴定 胶回收试剂盒回收目的片
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段, 胶回收PCR产物与pGEM-T载体(摩尔比8∶1), 
加1 μL T4DNA连接酶, 4℃连接过夜. 连接产物

转化DH5α感受态细胞. 转化后的细菌涂布于含

50 mg/L氨苄青霉素的LB平板上, 37℃培养16 h. 
挑取菌落转种于含氨苄青霉素50 mg/L的LB液

体培养基, 37℃振摇12 h, 用碱裂解法进行质粒

小量提取, 并进行Bam H Ⅰ、Hin d Ⅲ双酶切鉴

定和质粒PCR鉴定. 
1.2.3 重组质粒的构建 将质粒pQE30和TA克隆

鉴定阳性的质粒经Bam H Ⅰ和Hin d Ⅲ双酶切, 
回收酶切片段, T4连接酶试剂盒作用下16℃连

接过夜, 转化宿主菌DH5α, 双酶切鉴定筛选出

阳性克隆. 
1.2.4 DNA序列测定与分析 将经过鉴定的阳性

重组质粒寄至上海生工生物技术有限公司测序. 
测序结果通过GenBank进行同源性比较分析. 

2  结果

2.1 cagT基因PCR扩增结果 PCR结果发现在843 bp
左右有一条带, 与预计大小一致, 无非特异性条

带(图1).
2.2 TA克隆重组质粒的筛选与鉴定 将PCR产物

与pGEM-T载体连接产物转化至DH5α, 随机挑

取菌落, 抽提质粒, 双酶切产物电泳后, 阳性克

隆出现的两条带分别位于3003 bp和843 bp处  
(图2).
2.3 重组表达质粒的酶切鉴定 重组质粒pQE30-
c a g T 经B a m HⅠ和H i n d Ⅲ双酶切鉴定结果 
(图3). 
2.4 cagT 基因片段的测序结果及序列分析 将
经鉴定后的重组质粒送往上海生工生物技术

有限公司进行核苷酸序列测定, DNA测序结果

表明, 构建的重组质粒上的cagT长度为843 bp, 
与设计序列大小完全一致, GenBank登录号为

EF114758, 将其测序结果通过GenBank与已知

的两种国际标准菌株H pylor i  26695和J99的
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图   1   c a g T 基 因 P C R 产 物 . 
1: DNA marker DL2000; 2: 

cagT  PCR product; 3: negative 

control.

■应用要点
本文通过对cagT
基因的克隆及其
序列的核苷酸同
源 性 分 析 ,  发 现
NCTC 11637 cagT 
基因与GenBank 
公 布 的 其 他 H 
pylori 菌株基因序
列的核苷酸同源
性为97%-99%, 为
进一步研究其生
物学功能及其在
致病中的作用奠
定基础.
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HP0532基因的核苷酸序列进行比对, 与26695
菌株的HP0532比较, 同源性为97%(822/843), 与
J99菌株的cagT比较, 同源性为97%(826/843), 碱
基总数相同. 而与Censini et al [4]报道(GenBank 
登录号: A F282852)的几乎一致, 同源性高达

99%(841/843).

3  讨论

H pylori是定植于人胃部特定的病原菌, 感染呈

全球分布, 感染率高达50%以上. 现已证实他是

轻度胃炎, 消化性溃疡及胃癌的主要病因. 导
致严重胃部疾病的H pylori菌株中含有一个cag
致病岛(cytotoxin associated gene pathogenicity 
island, cag  PAI). cag致病岛是一个约40 kb的特

殊基因片段, 该片段只出现于致病相关菌株, 可
有部分或全部丢失等不稳定表现, G+C含量与

H pylori整个染色体DNA的平均含量不同, 其
侧面为两个31 b p的直接重复序列, 并有插入

序列(IS)元件的出现, 随着cag致病岛的分割及

缺失, H pylori的毒力梯度呈下降趋势. cag致
病岛基因呈高密度分布并编码一个分泌转运

系统(type IV secretion system, TFSS). 根癌农

杆菌(Agrobacterium tumefaciens )的VirB-VirD
系统或称Ti-DNA输送系统被公认为是TFSS的
标准, 他是由virB操纵子的产物(VirB1-VirB11
蛋白)和virD4基因编码的产物VirD4装配而成, 
形成跨膜通道将蛋白直接注入宿主细胞内 [5]. 
Tanaka et al [6]认为H pylori的TFSS装置是一个

丝状的大分子结构, 伸出细菌外膜的表面. 在H 
pylori中, TFSS组分包括定位于内膜的ATPases
即HP0544/CagE和HP0525/Cagα, 以及偶联蛋

白HP0524/Cagβ, 他们分别是VirB4、VirB11及
VirD4的同源物, 为装运底物提供能量. HP0523
可能与VirB1的功能相似, 可能是一个糖基转

移酶 ,  切断肽聚糖 ,  使得T F S S装置能够横跨

细菌细胞壁[3,7]. 跨膜通道本身连接内外膜, 由
HP0529/VirB6, HP0532(CagT)/VirB7, HP0530/
VirB8, HP0528(CagX)/VirB9和HP0527/VirB10
组成, 一般认为HP0530/VirB8和HP0527/VirB10
形成转运装置的核心 ,  可能跨越内外膜形成

一个孔道. HP0529/VirB6有多层跨膜螺旋, 与
HP0530/VirB8和HP0527/VirB10形成内膜复合

体. HP0528/VirB9与脂蛋白HP0532/VirB7形成外

膜复合体. Tanaka et al [6]用免疫金电镜技术发现, 
VirB7和VirB9的同系物HP0532/cagT和 HP0528/
CagX沿着菌毛的长度定植, 而Rohde et al [3]描述

HP0532/cagT在菌毛的基部环形分布. 在根癌农

杆菌中, VirB7其自身稳定是通过cys-24形成二

硫键交联的同型二聚体, VirB9的cys-262与VirB7
的cys-24间形成二硫键交联的异型二聚体, 然后

与内膜蛋白VirB8和VirB10作用形成装运装置孔

道, 其VirB7在形成转运装置的过程中, 介导菌

毛与通道的核心复合物VirB8-VirB9-VirB10的
连接, 对稳定其他VirB蛋白起着关键的作用[8-12]. 
HP0546是TFSS伸出细菌表面菌毛样结构的主

要成分, 其作用可能是建立细菌和宿主细胞的

接触[13]. 目前认为, 由cag致病岛编码的蛋白构

成的细菌IV型分泌系统(TFSS), 通过转运细胞

相关毒素CagA而参与H pylori诱导上皮细胞内

的酪氨酸磷酸化、细胞骨架重排、基垫结构形

成、活化核转录因子NF-κB、诱导促炎细胞因

子白细胞介素-8的表达等, 在H pylori致病中起

着关键作用[14-15]. 
我们从H pylor i NCTC11637菌株中克隆

cagT基因并对其DNA序列进行测定, 利用生物

  1    2    3    4    5    6

100 bp

2000 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

4000 bp
3000 bp
2000 bp

1000 bp

图  3  重组质粒pQE30/cagT 的双酶切鉴定结果. 1: DNA 

Marker DL2000; 2: PCR product of cagT ; 3: pQE30/cagT /

BamHⅠ+HindⅢ; 4: pQE30/cagT/BamHⅠ; 5: pQE30/cagT/

HindⅢ; 6: 1 kb DNA Ladder.
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图  2  重组质粒pGEM-T/cagT 的双酶切鉴定结果. 1: DNA 

Marker DL2000; 2: PCR product; 3: pGEM-T/cagT/BamH
Ⅰ+HindⅢ; 4: pGEM-T/cagT/BamHⅠ; 5: pGEM-T/cagT/

HindⅢ; 6: 1 kb DNA Ladder.

■创新盘点
本 文 首 次 克 隆
H pylor i  NCTC 
11637菌株cagT 基
因全长, 比较其与
其他菌株的同源
性, 并成功构建了
原核表达载体, 为
后续的研究工作
奠定基础.
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信息数据库及生物学软件对cagT基因序列进行

同源性分析, 结果表明, cagT基因是一类高度保

守的原核型基因, 与H pylori其他菌株的同源性

在97%-99%, 与真核生物无同源序列. 测序结果

证实cagT基因克隆成功, 为深入研究其生物学

功能及潜在的临床应用前景提供了良好的实验

基础. 
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■同行评价
本 文 进 行 了 幽
门螺杆菌 N C T C 
11637 cagT 基因
的克隆及序列分
析 ,  介 绍 了 有 关
cag 克隆的基因的
结果 ,  方法先进 , 
结果可信, 有一定
的科学性.
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Abstract
AIM: To detect the content of tumor necrosis 
factor-α (TNF-α) in acute gastric mucosal injury 
in rats after acute brain trauma and explore its 
significance.

METHODS: Modified Allen’s method was used 
to induce the rat model of acute gastric mucosal 
injury after acute brain trauma. Meanwhile, the 
sham operation group was also designed. The 
content of TNF-α and ulcer index of gastric mu-
cosa were determined at different time points 
(1, 3, 6, 24 h), and the pathological changes were 
also observed under light microscope.

RESULTS: The content of TNF-α in model 
group was significantly higher than that in con-
trol group at the 1st, 3rd, 6th and 24th hour (t = 
16.45, P = 0.000; t = 5.252, P = 0.000; t = 9.099, P 
= 0.000; t = 12.028, P = 0.000). More severe injury 
occurred in model group and the ulcer index of 
gastric mucosa was markedly higher than that 
in control group at the 6th and 24th hour (t = 7.275, 
P = 0.000; t = 10.579, P = 0.000). TNF-α content 
was positively correlated with the ulcer index of 
gastric mucosa (r = 0.68, P = 0.004).

CONCLUSION: TNF-α plays a certen role in 
acute gastric mucosal injury after acute brain 
trauma.

Key Words: Tumor necrosis factor-α; Acute gastric 
mucosal injury; Brain trauma; Rat

Wang J. Role of tumor necrosis factor-α in acute gastric 
mucosal injury in rats after acute brain trauma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(12):1437-1440

摘要
目的: 检测肿瘤坏死因子α(TNF-α)在大鼠脑
外伤后急性胃黏膜病变前后的含量并探讨其
意义. 

方法: 采用改良的Allen法建立大鼠颅脑外伤
并发急性胃黏膜病变模型, 同时设立假手术对
照组, 测定不同时间点(1, 3, 6, 24 h)各组大鼠
血清中TNF-α含量及胃黏膜溃疡指数, 并观察
胃黏膜大体及光镜下组织病理学改变. 

结果: 模型组1, 3, 6, 24 h血清中TNF-α含量明
显高于对照组(t  = 16.45, P  =0.000; t  = 5.252, 
P  = 0.000; t  = 9.099, P  = 0.000; t  = 12.028, P  = 
0.000). 模型组胃黏膜损伤严重, 6, 24 h点溃疡
指数明显高于对照组(t  = 7.275, P  = 0.000; t  = 
10.579, P  = 0.000), TNF-α含量与溃疡指数呈
线性正相关(r  = 0.68, P  = 0.004), 组织学也有
相应改变.

结论: TNF-α在颅脑外伤急性胃黏膜病变的
发病中起一定作用.

关键词: 肿瘤坏死因子α; 急性胃黏膜病变; 脑外伤; 

大鼠
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0  引言

急性胃黏膜病变是临床常见急症, 是机体在应

激状态下所引起的急性胃黏膜糜烂、溃疡和出

www.wjgnet.com
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■背景资料
对于急性胃黏膜
病变的发病机制, 
研究较多的是胃
黏膜血流减少和
微循环障碍、胃
酸分泌异常和胃
黏膜屏障功能的
破坏、胃运动功
能异常、神经内
分泌失调、心理
因素等, TNF-α的
作用报道甚少. 有
些学者给大鼠服
用NSAIDs, 建立
急性胃黏膜病变
模型, 提出TNF-α
与胃黏膜损伤关
系 密 切 ,  本 研 究
建立了大鼠颅脑
外伤急性胃黏膜
病 变 模 型 ,  发 现
TNF-α在急性胃
黏膜病变的发病
中起一定作用. 



血, 在重症监护病房中发病率85%-100%. 其发

病机制非常复杂, 关于TNF-α在颅脑损伤引起的

急性胃黏膜病变的研究报道甚少. 我们建立大

鼠颅脑外伤急性胃黏膜病变模型, 检测血清中

肿瘤坏死因子(TNF-α)含量及胃黏膜溃疡指数

(UI), 并观察胃黏膜大体及光镜下组织病理学改

变, 以探讨TNF-α在急性胃黏膜病变发病中的

作用.

1  材料和方法

1.1 材料 体质量为220-280 g♂Wistar大鼠48只随

机分为2组, 各组24只, 即: Ⅰ组应激组, Ⅱ组假

手术组, 每组按颅脑外伤后1, 3, 6, 24 h时间点再

分为4小组(每组6只). 实验仪器包括307-2B牙科

台式电钻车(宁波医疗器械厂); 大鼠立体定位仪

(国营西北光学仪器厂); 离心机(北京医用离心

机厂). TNF-α试剂盒由北京邦定生物医学公司

提供.
1.2 方法 用改良的Allen法[1]建立颅脑外伤模型, 
将禁食(自由饮水)24 h大鼠用100 mL/L水合氯醛

麻醉(4 mL/kg), 头部固定于立体定位仪上, 中线

处切开头皮约4-5 cm, 剥离骨膜, 用牙科电钻于

大鼠头颅齿状缝左旁2 mm, 冠状缝后1 mm, 人
字缝前1 mm处钻孔至硬脑膜, 将中心黏有直径

3 mm高4 mm圆柱体的硬塑料板(直径1 cm, 厚
5 mm)放置于大鼠头部顶叶, 其中心圆柱体置于

钻孔内, 于距硬塑料板上方50 cm高度将20 g砝
码自由落下造成颅脑损伤模型后缝合头皮. Ⅰ
组大鼠分别于颅脑损伤后禁食水1, 3, 6, 24 h后
测定各项指标; Ⅱ组大鼠于切开头皮钻孔后不

打击缝合头皮, 禁食水1, 3, 6, 24 h后测定各项指

标. 大鼠用100 mL/L水合氯醛(4 mL/kg)麻醉后, 
于剑突下正中切开腹壁, 游离胃, 口肛两端结扎, 
沿胃大弯侧剪开胃壁, 用生理盐水冲洗后评定

UI; 剪去一小块胃黏膜, 浸于40 g/L甲醛固定, 光
镜下观察黏膜组织的病理变化. 心脏取血1 mL
后处死大鼠, 将血以3000 r/min离心15 min, 取上

清液-20℃保存; 观测血清TNF-α含量, 采用双抗

体夹心ELISA方法, TNF-α浓度以ng/L表示; 胃
黏膜UI, 参照Guth[2-3]标准评定, 即以胃黏膜斑点

糜烂记1分, 糜烂长径<1 mm记2分, 1-2 mm记3
分, >2-3 mm记4分, ≥3 mm记5分, 按上述方法计

分全胃得分之和即为UI; 光镜下观察黏膜组织

的病理变化.
统计学处理 计量数据用均数±标准差表

示, 采用CHISS统计软件, 对同一组中不同时间
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的计量资料用单因素方差分析, 对不同组间计

量资料两两比较使用t检验, 用直线相关与回归

分析UI与血清肿瘤坏死因子含量之间关系.

2  结果

2.1 病理学观察 Ⅰ组大鼠于打击后1, 3 h可见胃

黏膜弥漫性充血水肿, 无糜烂、出血、溃疡; 6 h
胃黏膜出现点状糜烂; 24 h胃黏膜充血糜烂, 并
见溃疡形成. Ⅱ组大鼠各时段胃黏膜表面光滑, 
有粉红色光泽. Ⅰ组1, 3 h组胃黏膜表光镜下表

层血管充血及出血, 黏膜腺体肿胀, 黏膜层内有

少量中性粒细胞浸润, 二者镜下无显著性差异; 
6 h组较前二者损伤重, 镜下见黏膜上皮局部坏

死脱落并伴出血; 24 h组最为严重, 黏膜层广泛

出血坏死, 其损伤深度约达上皮全层上4/5, 并有

大量中性粒细胞浸润. Ⅱ组大鼠各时段胃黏膜

上皮均完整, 未见明显炎细胞浸润. 
2.2 血清TNF-α含量 Ⅰ, Ⅱ组各时点血清TNF-α
含量比较, 均有显著性差异(t  = 16.45, 5.252, 
9.099, 12.028, P = 0.000<0.01, 表1), Ⅰ组内血清

TNF-α含量随时间延长有增加趋势, 观察期限内

24 h最高, 各时间点有显著性差异(F = 80.696, P 
= 0.000<0.01, 表1); Ⅱ组各时点血清TNF-α含量

无统计学意义. Ⅰ组动物1, 3 h胃黏膜无溃疡出

现; 6, 24 h UI则明显增大, 与Ⅱ组比较, 差异显

著(t = 7.275, 10.579, P = 0.000<0.01, 表1), Ⅰ组

内24 h UI明显大于6 h (F = 85.58, P = 0.000<0.01, 
表1) .  用线性相关与回归分析 ,  应激组血清

TNF-α含量与UI之间存在线性正相关(r = 0.68,  
P = 0.004<0.01).

3  讨论

急性胃黏膜病变的发病机制非常复杂, 他是多

种因素综合作用的结果[4-13], 其中国内外关于其

机制方面研究较多的是胃黏膜血流减少和微循

环障碍、胃酸分泌异常和胃黏膜屏障功能的破

坏、胃运动功能异常、神经内分泌失调、心理

因素等, 肿瘤坏死因子在大鼠急性脑损伤后急

性胃黏膜病变过程中的作用国内外研究甚少. 
我们应用改良的Allen法成功地建立起大鼠急性

胃黏膜病变模型, 组织形态学证实, 应激组大鼠

胃黏膜有充血、水肿、糜烂、溃疡、出血, 而
假手术组则无上述变化; 光镜下发现应激组胃

黏膜表层血管充血及出血, 腺体肿胀, 黏膜上皮

坏死脱落, 有中性粒细胞浸润, 假手术组胃黏膜

上皮均完整, 未见明显炎细胞浸润. 通过观察大
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■同行评价
本文研究了肿瘤
坏死因子(TNF-α)
在大鼠脑外伤后
急性胃黏膜病变
中的作用, 科学性
好, 结果可信, 结
论可靠, 有较高的
指导意义.
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鼠颅脑损伤后胃黏膜损害发生、发展的过程, 
血中TNF-α含量的变化, 研究他们之间的关系, 
探讨TNF-α在颅脑损伤引起的急性胃黏膜病变

中的作用. 
TNF系因其具有使肿瘤组织坏死的作用而

得名, 分为两类: TNF-α及TNF-b, TNF-α是由巨

噬细胞、单核细胞、肥大细胞和活化T细胞产

生的免疫调节因子, 具有广泛的生物学活性, 并
具有双重性. 一方面他是机体免疫防护的重要

介质, 另一方面可参与机体的免疫病理损伤, 在
疾病的发病机制上具有十分重要的临床价值,  
在正常情况下具有抗肿瘤、抗感染等重要作用, 
对机体有利, 但如持续释放或产生过多或与其

他细胞因子的关系失调, 又会引起机体发热、

休克、恶病质或器官出血性坏死等, 成为造成

组织广泛损伤的促炎症因子, 参与疾病的发病

机制. Kleine et al [14-15]证实, 脑内多种在结构和功

能方面与巨噬细胞相似的细胞如神经元、小胶

质细胞、血管内皮细胞在生理状态下均可合成

分泌TNF-α等细胞因子, 在炎症情况下这些因子

水平多显著升高, 并对中性粒细胞有明显趋化

作用, 国外不同实验室也证实, 在脑损伤时, 脑
组织产生了炎症反应[16-17]. Santucci et al [18]研究

表明, 给大鼠服用NSAIDs, 可导致早期血浆中

TNF-α浓度增加, 胃黏膜损伤加重, 应用TNF-α
转换酶抑制剂(TACE)可使血浆中TNF-α下降, 
降低TNF-α mRNA的表达. 张伟 et al [19]用小剂量

阿司匹林灌服大鼠, 免疫组化测定TNF-α表达的

阳性率为92.8%, 而且TNF-α与胃黏膜损伤指数

呈正相关, 表明TNF-α与胃黏膜损伤关系密切, 
并在其发病机制中有一定意义. 

本实验中, 应激组与假手术组比较, 血清

TNF-α含量明显增高(P <0.01), 且随着应激时间

的延长, 应激组血清TNF-α的含量逐渐增加, 各
时点间有显著性差异(P <0.01), 胃黏膜的损伤亦

逐渐加重(P <0.01), 其6, 24 h组与假手术组相应

时段比较有显著性差异(P <0.01), 且血清TNF-α

含量与UI呈正相关(r = 0.68, P <0.01). 提示急性

脑外伤时血清TNF-α明显升高, 与应激性溃疡的

产生有一定关系, 其可能发生机制为[20-29]: (1)激
活血管内皮细胞, 促进血凝和血管收缩, 影响血

管通透性, 并上调内皮细胞上的细胞间黏附分

子的表达, 从而使中性粒细胞、单核细胞和淋

巴细胞与血管内皮细胞表面的黏附增强, 导致

炎细胞浸润; (2)对中性粒细胞和单核巨噬细胞

具有刺激作用, 可增强其吞噬功能, 并使之脱颗

粒释放多种炎性介质, 如氧自由基、细胞因子

及弹性蛋白酶等, 这些都是强力破坏组织的因

素, 可造成胃黏膜损伤; (3)与其他细胞因子及炎

症递质相互作用, 引起多种致损伤因子发生连

锁反应. TNF-α能诱导IL2l, IL26等的基因表达, 
活化磷脂酶A2(PLA2), 致使花生四烯酸分解, 产
生PAF, LTs, PGEs, TXA2等炎性递质, 从而加剧

炎症反应及微循坏障碍; (4)通过灭活组织纤溶

酶原激活物而抑制纤溶反应, 通过增强组织因

子表达下调血栓调理素表达而激活凝血系统, 
导致毛细血管微血栓形成, 引起血液流变学和

血流动力学改变, 使胃黏膜产生缺血性病变. 
总之, 急性胃黏膜病变的发病是多种因素综

合作用的结果, 本实验结果表明, 血清TNF-α与
胃黏膜损伤程度密切相关, 其在颅脑外伤并发

急性胃黏膜病变的发病中起一定作用.
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Abstract
AIM: To modi fy the adr iamycin (ADM) 
liposome with transferrin HTf(Fe)2 according to 
the difference of receptor or antigen expression 
between tumor cells and normal cells, and study 
its efficacy of anti-tumor activities on human 
hepatoma cell line SMMC-7721.

METHODS: Cross-linking reagent (SPDP) re-
acting with human transferrin HTf(Fe)2 was 
utilized, and liposomes coupled with transfer-
rin [named as HTf(Fe)2-ADM-liposome] were 
prepared. Then human hepatoma cell line 
SMMC-7721 was treated with different concen-
trations of HTf(Fe)2-ADM-liposome and MTT as-
say was used to the killing effect on SMMC-7721 
cells.

RESULTS: The success rate of HTf(Fe)2 cou-
pling with liposomes was 73.5%. Electron mi-

croscopy showed no significant difference in the 
diameters between HTf(Fe)2-ADM-liposome and 
ADM-liposome (56 ± 38 nm vs 54 ± 30 nm, P < 
0.05). Modification and coupling didn’t affect the 
activity of HTf(Fe)2. The specific cytotoxicities of 
HTf(Fe)2-ADM-liposome, ADM-liposome and 
free ADM on SMMC-7721 cells were 64.52%, 
22.12% and 37.82%, respectively, and there were 
marked difference between the former and the 
latter two (P < 0.05).

CONCLUSION: The anti-tumor activity of 
HTf(Fe)2-ADM-liposome on SMMC-7721 cells in 
vitro shows a high potency and specificity and a 
minimal dosage is able to achieve this effect.

Key Words: Transferrin; Liposome; Target effect; 
Hepatocellular carcinoma; Adriamycin
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摘要
目的: 利用正常肝细胞和肝癌细胞表面转铁
蛋白受体以及亲和力的差异, 用转铁蛋白修
饰脂质体, 使脂质体具有导向肝癌细胞的靶向
性, 分析其对肝癌细胞系的杀伤作用. 

方法: 超声法制备阿霉素脂质体, 暴露脂质
体上的巯基, 然后用双功能交联剂N-琥珀酰
亚胺-3-(2-吡啶二硫代)丙酸酯(S P D P)交联
HTf(Fe)2和脂质体, 制备成HTf(Fe)2-阿霉素脂
质体. 用MTT法分析HTf(Fe)2-阿霉素脂质体
对人肝癌细胞系SMMC-7721的杀伤力. 

结果: 实验检测HTf(Fe)2与脂质体的交联率为
73.5%, 电镜观察修饰后的脂质体呈单层状, 
平均直径56±38 nm, 未用HTf(Fe)2修饰的脂
质体直径平均为54±30 nm, 两者无显著差异. 
SPDP修饰和脂质体交联不影响HTf(Fe)2的活
力. MTT法分析发现, 当浓度为0.10 mg/L时
HTf(Fe)2阿霉素脂质体、无HTf(Fe)2阿霉素脂
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■背景资料
脂质体作为抗肿
瘤药物的载体治
疗肿瘤研究较多, 
近年来研究发现, 
肿瘤组织尤其消
化道肿瘤转铁蛋
白受体的含量较
高. 应用转铁蛋白
修饰脂质体表面
用脂质体作为载
体使抗肿瘤药物
更好的靶向肿瘤
研究尚未见报道.  
用交联剂交联蛋
白质和脂质体方
法很多, 但传统方
法导致蛋白质活
性受影响, 且交联
率低, 这一难题亟
待解决.



质体及游离阿霉素对肝癌细胞的杀伤率分别
为64.52%, 22.12%和37.82%, 前一组与后两组
之间有显著差异(P <0.05).

结论: HTf(Fe)2阿霉素脂质体体外杀伤肝癌细
胞系SMMc-7721具有用药量小、高效、特异
性强等优点, 为体内应用治疗肝癌提供了实验
依据.

关键词: 转铁蛋白; 脂质体; 靶向作用; 肝细胞癌; 阿
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0  引言

近年来发现转铁蛋白受体(transferrin receptor, 
TfR)在消化道肿瘤如肝癌、食管癌、胃癌及结

肠癌[1-3]组织中表达升高. TfR为肿瘤细胞生长所

必需, 不易发生抗原调变和基因丢失, 且血液中

几乎无游离成份, 故TfR在消化道肿瘤靶向性治

疗是一种理想的靶抗原[4]. 转铁蛋白(transferrn, 
Tf)是TfR的配体, 利用正常细胞和癌细胞表面

TfR的差异, 用Tf修饰脂质体, 使脂质体具导向

癌细胞的高度靶向性. 通过受体介导的胞吞作

用[5]能特异性导向药物到细胞内发挥生物效应. 
本文制备转铁蛋白脂质体同时加入抗肿瘤药物

阿霉素, 合成转铁蛋白阿霉素脂质体, 进行抗人

肝癌细胞系SMMC-7721的实验研究, 旨在为转

铁蛋白阿霉素脂质体的临床应用提供理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 双铁人转铁蛋白[HTf(Fe)2]; 二硫代苏

糖醇(DTT); 异型双功能交联剂N-羟琥珀酰亚胺

-3-(2-吡啶二硫代)丙酸酯(SPDP)均为Sigma产
品; 柱层析用硅胶100-140目, 上海五四化学试剂

厂产品; 薄层层折用硅胶GF254, 德国Merk公司产

品; 葡聚糖凝胶Sepharose 4B, Sephadex G-50为
Pharmacia产品进口分装; RPMI1640培养基, 德
国Gibeco公司产品; 小牛血清(FCS), 杭州四季青

生物工程材料研究所产品; 阿霉素(adriamycin, 
ADM), 意大利Farmitalia Carlo ER-BA产品; 层
析柱(j1×30 c m), 郑州大学玻璃仪器厂制 ; 
Beckman DU Series-70型紫外分光光度计(美国); 
二氧化碳培养箱, 日本Alsco公司. 人肝癌细胞株

SMMC-7721引自北京大学第一临床医学院消化

研究室; 小鼠B12黑色素瘤细胞系, 引自河南省医
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学科学研究所. 
1.2 方法 
1.2.1 薄层层析(TLC)板的制作和色谱柱的装填  
取GF254硅胶10 g加蒸溜水20 mL, 调成糊状物, 
手摆法平铺在5张载玻片上室温凉干, 在烘箱中

渐渐升温, 维持105-110℃活化30 min, 放置干燥

器中备用. 用时取出在离一端1 cm处画线, 在画

线上点样, 放置于展开剂中展开, 记下展开剂前

沿位置, 凉于后用三用紫外灯在254 A处观察样

本移动位置, 计算Rf值. 
硅胶柱层析制作: 取一支j1×30 cm的色谱

柱, 在底部平铺一层玻璃丝棉, 在丝棉上盖一张

滤纸, 将溶剂装入柱内约为柱高四分之三, 将柱

层析用硅胶和溶剂调成糊状慢慢倒入柱中, 打
开柱下端活塞, 控制流出速度为1滴/s. 当装入量

约为柱高四分之三时, 再在上面加盖一层滤纸, 
然后加样洗脱. 
1.2.2 蛋白质含量的测定 配制标准蛋白质溶液, 
制作标准曲线求回归方程, 测定样品蛋白质含量. 
1.2.3 有机磷测定法 配制磷标准液制作标准曲

线, 求回归方程, 由标准曲线求出样本含量. 
1.2.4 HTf(Fe)2阿霉素脂质体的制备及其特性[6] 
(1)SPDP修饰DOPE 36 mg DOPE(0.048 mmol)用
氮气除去有机溶剂, 加3 mL含5 μmol三乙胺, 25 
mg SPDP(0.095 mmol)的无水甲醇, 吹氮气去氧, 
25℃反应5 h. 经TLC木工检测后, 减压蒸馏除去

甲醇, 然后溶于5 mL氯仿. 上硅胶柱层析, 先用

120 mL氯仿洗脱, 然后依次用20 mL 40∶1, 30∶
1, 20∶1, 15∶1的氯仿: 甲醇, 100 mL 10∶1的氯

仿: 甲醇和50 mL 5∶1的氯仿: 甲醇洗脱液洗脱, 
合并, 减压蒸馏浓缩得DOPE-PDP, 定磷, -80℃
保存. (2)SPDP修饰HTf(Fe)2 HTf(Fe)2 (1 mol)溶
于2 mL含0.15 mol/L NaCl的PBS中(pH7.4). 取
1.065 mg SPDP(4 mmol)溶于80 mL无水乙醇. 在
搅拌下, 将SPDP滴加入HTf(Fe)2溶液中, 23℃反

应40 min离心超滤4次除去未反应SPDP和其他

小分子物质, 得HTf(Fe)2-PDP. 定蛋白量, 4℃保

存. (3)阿霉素脂质体制备 取10 mg卵磷脂(PC), 4 
mg胆固醇(Chol)和0.6 mg DOPE-PDP于灯炮瓶

中氮气吹干一部分有机溶剂, 在旋转蒸发器上

蒸去剩余溶剂, 使均匀形成一层脂膜. 加入1 mL 
2 g/L阿霉素溶液, 旋涡震荡30 min, 再在CSF-1A
型探头或超声仪上超声粉碎30 min, 直至形成均

匀的上清液. 在4000 g离心机上离心10 min, 上
清液即为小单层阿霉素脂质体-PDP, 超声前后

立即取样在倒置显微镜下观察脂质体大小、形

www.wjgnet.com

■创新盘点
由 于 带 双 铁 的
HTf(Fe) 2在酸性
条件下铁离子易
失去, 无铁转铁蛋
白与受体的结合
力 降 低 ,  本 试 验
先暴露脂质体上
的 巯 基 ,  用 双 功
能交联剂SPDP交
联HTf(Fe) 2制成
HTf(Fe)2-脂质体, 
保证了HTf(Fe)2完
整性以便更好的
导向.
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态、层数变化. 空白脂质体由10 mg PC和4 mg 
Chol, 用1 mL含0.15 mol/L NaCl的PBS(pH7.4)
代替阿霉素溶液按上法制备. (4)HTF(Fe)2阿霉

素脂质体制备 0.5 mg阿霉素脂质体-PDP中加入

等体积0.1 mol/L DTT(配于含有0.15 mol/L NaCl
的PBS液中, pH7.4), 室温反应20 min, 离心, 过
Spharose 4B柱, 得脂质体-SH, 再加入0.5 mg等
体积的HTf(Fe)2-PDP, 搅拌下室温交联反应过夜. 
离心过Spharose 4B柱, 得HTf(Fe)2阿霉素脂质体. 
1.2.5 HTf(Fe)2阿霉素脂质体HTf(Fe)2活性检

测 制备125I-HTf(Fe)2和增溶入胎盘TfR[7], 比
较H T f(F e) 2阿霉素脂质体上的H T f(F e) 2对
125I-HTf(Fe)2与人胎盘TfR结合抑制率同游离

HTf(Fe)2对
125I-HTf(Fe)2与人胎盘TfR结合抑制率. 

1.2.6 HTf(Fe)2阿霉素脂质体中阿霉素含量和包

封率测定 制作阿霉素含量测定标准曲线, 求出

回归方程. 根据阿霉素在232 nm处有最大吸收, 
选232 nm为测定波长, 取1 mL HTf(Fe)2阿霉素脂

质体由标准曲线求出阿霉素含量. 考察脂质体

凝胶柱流出曲线, 测定 HTf(Fe)2阿霉素脂质体中

阿霉素包封率[7]. 
1.2.7 HTf(Fe)2阿霉素脂质体体外细胞毒试验 取
人肝癌细胞系SMMC-7721及小鼠B16黑色素瘤

细胞系(1×108/L), 加在96孔培养板上, 每孔0.1 
mL, 加入HTf(Fe)2阿毒素脂质体、无HTf(Fe)2阿

霉素脂质体、游离阿霉素溶液及培养液(作为对

照)共4组. 阿霉素浓度每组设6个, 分别为20, 10, 
5, 1, 0.1, 0.01 kg/L, 37℃, 50 mL/L CO2培养箱中

培养48 h后加MTT(5 g/L)、20 μL/孔过4 h吊篮

离心弃上清, 加甲潜溶液(20 g SDS溶于500 g/L 
DMF溶液100 mL配制)溶解深蓝色结晶物, 每孔

100 μL, 振荡10 min, 放置1 h后在DG3022酶标仪

上测A值, 计算杀伤率. 按照上述方法使用B16黑

色素瘤细胞作对照重复上述试验, 加药物后孵

育0.5 h, 用培养液洗去药物后继续培养48 h, 用
MTT法计算杀伤率[8].

统计学处理 实验数据以均数加减标准差

(mean±SD)表示, 组间采用t或t '检验, 检验水准

为a = 0.05.

2  结果

2.1 HTf(Fe)2阿霉素脂质体制备及其特性 DOPE
与SPDP反应生成DOPE-PDP, TLC检测其Rf = 
0.51. 碘蒸气显色呈棕黄色, 该点茚三酮不显

色, DOPE Rf值为0.49, 碘蒸气显棕黄色, 茚三酮

显色呈紫蓝色. DOPE-PDP中磷含量为0.03 g/g, 

DOPE磷含量为0.71 g/g. HTf(Fe)2的蛋白质含量

为0.98 g/g, 制备小单层阿霉素脂质体电子显微

镜下观察, 脂质体为单层状, 其直径大小为54±
30 nm, 空白脂质体, 其形态同阿霉素脂质体, 直
径大小为52±28 nm. HTf(Fe)2阿霉素脂质体的

电镜图, 呈单层状, 大小均匀, 直径约为56±38 
nm, 蛋白质含量为0.47 g, HTf(Fe)2与阿霉素脂质

体的交联率为73.50%. HTf(Fe)2空白脂质体的交

联率为76.50%. 
2.2 HTf(Fe)2阿霉素脂质体HTf(Fe)2活性检测 
HTf(Fe)2及HTf(Fe)2阿霉素脂质体以含HTf(Fe)2 
0.05 g/L时对125I-H T f(F e)2与人胎盘T f R结合

抑制率分别为75.00%±2.17%和75.19%±

1.91%, HTf(Fe)2阿霉素脂质体与HTf(Fe)2组相比

P >0.05(t  = 0.15), 表明SPDP的修饰和与脂质体

交联不影响HTf(Fe)2的活性. 
2.3 HTf(Fe)2阿霉素脂质体中阿霉素含量和包

封率测定 阿霉素含量测定的回归方程为Y = 
0.51+107.53X, 相关系数r  = 0.99, Y为阿霉素

微克数, X为A值. 以2 g/L阿霉素浓度配制的

HTf(Fe)2阿霉素质体阿霉素含量为0.12 g/L. 阿霉

素脂质体中阿霉素的包封率为6.89%; HTf(Fe)2

阿霉素脂质体中阿霉素的包封率为6.10%. 
2.4 HTf(Fe)2阿霉素脂质体的体外细胞毒试验  
HTf(Fe)2阿霉素脂质体, 阿霉素脂质体和游离

阿霉素对肝癌细胞株SMMC-7721的杀伤率, 随
着浓度的降低, 杀伤率随之降低, 当浓度为0.10 
m g/L时3组杀伤率分别为64.52%, 22.12%和

37.82%, 表明HTf(Fe)2阿霉脂质体组对肝癌细胞

的杀伤力明显优于后两组的杀伤力(P <0.01). 上
述3组对B16黑色素瘤细胞的48 h细胞毒试验结

果, 在相同浓度下对细胞杀伤力无显著性差异. 
0.5 h预处理细胞毒试验: HTf(Fe)2阿霉素脂质

体组, 阿霉素脂质体和游离阿霉素组对肝癌细

胞SMMC-7721的杀伤率, 当浓度较低时, 如0.01 
mg/L, HTf(Fe)2阿霉素脂质体组仍保持较强杀伤

肝癌细胞能力(杀伤率为32.41%), 而阿霉素脂质

体和游离阿霉素组仅为8.16%和4.80%, 从杀伤

力结果看前者是后二者的3.97倍和6.75倍; 3组
对B16黑色素瘤细胞0.5 h细胞毒作用检测结果, 
游离阿霉素具有较强杀细胞作用, HTf(Fe)2阿

霉素脂质体组和阿霉素脂质体杀伤作用无明显

差异.

3  讨论

脂质体包裹抗肿瘤药物较游离抗肿瘤药物具有

■应用要点
本试验研究通过
转铁蛋白阿霉素
脂质体的制备, 以
及对肝癌细胞系
SMMC-7721的细
胞 毒 试 验 ,  表 明
HTf(Fe)2阿霉素脂
质对表面有较多
TfR的人肝癌细胞
具有靶向杀伤性, 
为肿瘤的治疗提
供了一条有效途
径.
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明显的缓释作用和靶向作用, 穿越细胞膜屏障, 
降低抗肿瘤药物的毒性作用, 保护肿瘤药物免

受酶、免疫及其他生理环境破坏和增加耐药细

胞的敏感性等优点. 最显著特点是以脂质体作

为载体后, 在保持甚至增加抗肿瘤药物临床疗

效前提下, 由于改变了药物的药代动力学及药

物在组织中分布, 使药物的毒性作用, 特别对生

命器官的毒性作用显著降低, 这就为进一步扩

大用药的范围提供了可能. 影响脂质体在体内

靶向性因素主要有脂质体大小、成份、表面电

荷、流动性等. 目前研究最多是使脂质体表面

结合上某些识别分子, 提高靶向治疗[9-10]. 
我们采用异型双功能交联剂S P D P, 发现

HTf(Fe)2与脂质体交联率达73.5%, 测得HTf(Fe)2

活性不受影响, 且操作方便, 重复性好, 故SPDP
是一种理想的交联剂. 选择卵磷脂作为脂质体

主要成份, 可减低脂膜流动性, 这种固相脂质体

可最大限度保证HTf(Fe)2插入脂双层的效率, 加
入胆固醇可显著增加脂质体在生物体内稳定

性, 减少脂膜流动性, 防止脂质体内包裹物的渗

漏[11]. 比较游离HTf(Fe)2和HTf(Fe)2-脂质体对
125I-HTf(Fe)2与人胎盘TfR结合的竞争抑制发现, 
HTf(Fe)2-脂质体中的HTf(Fe)2与游离HTf(Fe)2比

较无显著差异, 表明SPDP的修饰和与脂质体交

联不影响HTf(Fe)2的活力. 阿霉素是由放射菌发

酵液中提取的一种具有广谱抗癌作用的糖甙类

抗生素. 用脂质体作为他的载体后, 不仅能增强

抗肿瘤活力, 而且可改变其药代动力学和体内

分布, 从而显著的减少心脏毒性作用, 扩大治疗

范围[12-13]. 
TfR在肝癌的导向冶疗中是一种理想的靶

抗原治疗[14-15], 我们用HTf(Fe)2修饰的脂质体杀

伤肝癌细胞的能力明显优于无HTf(Fe)2阿霉素

脂质体和游离阿霉素, 对非靶细胞B16黑色素瘤

细胞三者接近. 因此TfR在肝癌的导向治疗中是

一种理想的靶抗原. HTf(Fe)2阿霉素脂质体体

外杀瘤作用特点是减少用药剂量, 48 h细胞毒

试验表明HTf(Fe)2阿霉素脂质对人肝癌细胞系

7721的杀伤力较无HTf(Fe)2阿霉素脂质体和游

离阿霉素明显提高. HTf(Fe)2与受体的结合引起

细胞内化作用, 从而促进阿霉素进入细胞, 增强

其对细胞的杀伤力, 对含TfR较少的B16黑色素

瘤细胞的杀伤力(IC500.0.71ug/Ml)明显低于对

SMMC-7721细胞的杀伤力, HTf(Fe)2阿霉素脂质

体与无HTf(Fe)2阿霉素脂质体及游离阿霉素比

较对B16细胞杀伤力无明显变化, 表明HTf(Fe)2阿

霉素脂质体对表面较多TfR的肝癌细胞具有靶

向性. 
本研究提示, HTf(Fe)2脂质体作为药物导向

载体具有以下特点: (1)分子大小适中, 可通过肝

脏内一系列生物学屏障, 把药物送到肝细胞; (2)
选择性较高, 具有靶向TfR的肿瘤特异性和主动

转运入细胞能力; (3)载药量比较大, 可以把有效

治疗量的药物带到靶细胞而不丧失配体特异性; 
(4)没有免疫原性, 自身无毒, 可生物降解, 不影

响药物的作用; (5)稳定性较好, 可大量制备. 因
此, HTf(Fe)2修饰的药物脂质体具有广泛的临床

前景.
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Abstract
AIM: To ingestigate the expression of β 1-
integrin in human esophageal carcinoma and its 
correlation with clinical pathology.

METHODS: The expression of β1-integrin 
mRNA was detected in 30 cases of esophageal 
carcinoma and cancer-adjacent tissues by re-
verse transcriptase polymerase chain reaction 
(RT-PCR). 

RESULTS: The expression of β1-integrin mRNA 
in esophageal carcinoma tissues was signifi-
cantly higher than that in the normal esophageal 
tissues (1.205 ± 0.379 vs 0.470 ± 0.166, P = 0.003), 
and it was also markedly higher in the cases 
with metastasis than that in the ones without 
metastasis (1.534 ± 0.229 vs 0.998 ± 0.160, P = 
0.023). With the elevation of histological grad-
ing, the expression of β1-integrin mRNA was 
also increased. 

CONCLUSION: β1-integrin may play an impor-
tant role in the malignant biological behavior of 
esophageal carcinoma.

Key Words: Esophageal carcinoma; β1-integrin; Re-
verse transcription-polymerase chain reaction

Zhang J, Zhang WJ, Guo JL, Lin Y, Yuan Y. Expression 
and significance of β 1-integrin mRNA in human 
esophageal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(12):1446-1448

摘要
目的: 研究β1-整合素(β1-integrin)在人食管癌
组织中的表达及其与食管癌的临床病理关系. 

方法: 采用RT-PCR方法检测30例人食管癌组
织及癌旁正常食管组织中β1-integrin的表达.  

结果: 食管癌组织及癌旁正常食管组织中都
有不同程度β1-in tegr in的表达, 并且前者明
显高于后者(1.205±0.379 vs 0.470±0.166,  
P  = 0.003); 伴有淋巴结转移者食管癌组织
β1-integrin表达量明显高于无转移者(1.534±
0.229 vs 0.998±0.160, P  = 0.023). 随食管癌分
期增高, β1-integrin mRNA表达量也不断增高.

结论: β1-integrin可能在食管癌细胞的恶性生
物学行为中具有重要的作用.

关键词: 食管癌; β1-整合素; 逆转录-聚合酶链式反

应
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0  引言

食管癌是常见的恶性肿瘤之一, 严重威胁着人

们的健康, 且早期诊断率低、生存期短、预后

差. 食管癌的发生、发展涉及多个基因、分子

水平的异常, 是多个因素参与共同作用的结果. 
在肿瘤侵袭进程中, 必须完成3个过程: 黏附细

胞外基质(extracellular matrix, ECM)的蛋白质, 
降解ECM生长, 离开ECM转移到别处. 整合素作

为黏附分子中一类跨膜蛋白, 是肿瘤细胞实现

细胞与基质黏附的重要受体, 可通过改变肿瘤

®

■背景资料
食管癌是常见的
恶性肿瘤, 尤其是
我国鄂西北一带
是该病的高发区, 
病因还不完全清
楚, 他的侵袭和转
移是导致手术、

放疗、化疗等治
疗效果不佳和患
者死亡的最主要
原因. 近年研究显
示 :  食 管 癌 的 发
生、发展涉及多
个基因、分子水
平的异常, 是多个
因素参与共同作
用的结果. 整合素
作为黏附分子中
一类跨膜蛋白, 是
肿瘤细胞实现细
胞与基质黏附的
重要受体, 可通过
改变肿瘤细胞黏
附性、调控肿瘤
细胞凋亡和血管
形成而影响其侵
袭转移. 本研究结
果与李娜 et al 的
研究结果不同, 可
能是实验所用方
法不同, 但都提示
β1-integrin与食管
鳞癌的发生、发
展及淋巴结转移
密切相关.
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细胞黏附性、调控肿瘤细胞凋亡和血管形成而

影响其侵袭转移[1]. 现已证实不同特定的整合素

受体与多种癌症发病及侵袭、转移有关. 我们

用RT-PCR方法检测了β1-integrin mRNA在食管

癌组织中的表达, 以探讨β1-integrin与食管癌发

生、发展和转移等特性之间的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2002-05/2006-05期间郧阳医学院

附属太和医院胸外科手术切除的食管癌组织标

本30例, 患者年龄为44-70(平均57.16)岁, 其中男

28例, 女2例, 术前均未经放化疗治. 所有标本经

病理学检查确诊为食管鳞状细胞癌. 临床分期

依照国家抗癌联盟TNM分期标准. 每例标本均

于术后30 min内采集食管癌癌组织及周围正常

食管组织(距肿瘤边缘>5 cm)并立即放入液氮中

保存. TRIzol试剂盒、逆转录试剂盒均购自美国 
Invitrign公司; 紫外分光光度计产自Beckman公
司; PCR仪及凝胶成像系统为Bio-Rad公司.
1.2 方法 
1.2.1 组织总RNA提取及浓度测定 取液氮保存

的食管癌配对标本(癌组织和癌旁正常组织), 按
TRIzol试剂盒说明书提取总RNA, DEPC水溶解, 
紫外分光光度计进行纯度和浓度检测. 
1.2.2 逆转录-聚合酶链式反应(RT-PCR)检测

β1-integrin mRNA表达 按照试剂盒说明书步

骤(Fe rmentas #k1622)将所提RNA逆转录成

c D N A, 4℃保存 ,  用于P C R反应 .  引物设计: 

β1-integrin上游引物: 5'-AATGAAGGGCGTG
TTGGTAG-3'; 下游引物: 5'-CGTTGCTGGCT
TCACAAGTAC-3'; 扩增片段为337 bp. 选人

GAPDH为内参, 上游引物: 5'-CGCGGGCTCT
CCAGAACATCAT-3'; 下游引物: 5'-CCAGCC-
CCAGCGTCAAAGGTG-3'; 扩增片段为300 bp. 
反应条件: 94℃预变性4 min, 94℃变性1 min, 59℃
退火1 min, 72℃延伸30 s, 循环27次. 扩增的

cDNAs进行20 g/L琼脂糖凝胶电泳, EB染色, 通
过灰度扫描比较β1-integrin和内参GAPDH的相

对表达量. 
统计学处理  数据采用S P S S11.5统计分

析软件进行处理 ,  所得数值以均数±标准差      
(mean±SD)表示, 组间比较采用方差分析和t检
验, P <0.05为具有统计学意义.
      
2  结果

2.1 食管癌组织β1-integrin mRNA表达 SO 30例
食管癌和癌旁正常组织中β1-integrin PCR产物

琼脂糖凝胶电泳结果见图1. 经灰度扫描分析后, 
测得的各期β1-integrin PCR产物定量值见表1. 统
计分析提示, 食管癌组织中β1-integrin mRNA表

达水平明显高于癌旁正常食管组织, 两者之间

差异有统计学意义(P <0.05).
2.2 β1-integrin mRNA的表达与食管癌转移及

分期 伴有淋巴结转移者β1-integrin mRNA的表

达高于无转移者(P <0.05). 随食管癌分期增高,     
β1-integrin mRNA表达量也不断增高(表2).

3  讨论

肿瘤细胞的浸润及转移是十分复杂的生物学现

象, 重要环节之一是瘤细胞与细胞外基质相互

作用, 脱离原发灶并与正常细胞相互作用, 其中

细胞黏附是关键. 在恶性肿瘤侵袭转移过程中

肿瘤细胞表达的多种细胞黏附分子起着极其重

要的作用[2]. 整合素(integrins)是黏附分子中由α
和β两个亚基组成的以非共价键连接成异二聚

体的一类跨膜糖蛋白, 主要介导细胞与细胞外

■同行评价
本文研究了人食
管癌组织中β1-整
合素mRNA的表
达及其意义. 文章
选题新颖, 方法先
进, 结果可信, 有
较高实际意义. 

表  1  食管癌组织β1-integrin mRNA表达

     类别                                   n                     β1-integrin mRNA)         

癌旁正常组织	       30                     0.470±0.166a             

癌组织	                       10                     1.205±0.379               

aP<0.01 vs  癌组织.

图  1  β1-integrin mRNA的表达. 1-2: 癌旁正常组织; 3-4: 癌

组织. 
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基质的黏附, 研究表明, β1亚基分别与α1、α5、
αV等亚基组合构成整合素分子, 与其配体IV型

胶原蛋白、纤连蛋白和层黏连蛋白等结合, 调
节细胞的多种功能及肿瘤细胞的侵袭转移[3]. 目
前对β1-integrin在肝癌、胰腺癌、肺癌、卵巢

癌、直肠癌等上的研究较多[4-8], 发现β1-integrin
的表达与这些肿瘤的侵袭、转移、预后都不同

程度相关, 但对其与食管鳞癌的关系报道相对

较少. 本研究结果表明, β1-integrin在人食管鳞癌

组织中表达高于癌旁正常组织, 在有淋巴结转

移与无淋巴结转移组其表达率亦存在差异, 随
着组织分期的增高, β1-integrin表达进一步增高. 
这一点与李娜 et al [9]的研究结果不同, 可能是实

验所用方法不同, 但都提示β1-integrin与食管鳞

癌的发生、发展及淋巴结转移密切相关. 整合

素和ECM蛋白相互作用为细胞黏附提供“抛锚

点”的同时, 也起始了调解细胞黏附和迁移的信号

传导, 行使了整合素“由外到内”(outside-in)的信

号传导功能; 有研究发现, β1-integrin和PI3K/Akt
信号通路是IGF-1诱导的人的骨髓瘤细胞黏附和

迁移的关键调节因子[10], 而β1-integrin又是通过

什么机制调节食管鳞癌的侵袭、转移还有待于

进一步研究.  
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表  2  食管癌组织β1-integrin mRNA的表达与临床病理
特征的关系

     临床病理类型                     n                     β1-integrin mRNA         

淋巴结转移	                                                 

    无	                          5                    0.998±0.160               

    有                                25                   1.534±0.229a

组织分级                               

    Ⅰ                                  5                   0.704±0.102

    Ⅱ                                20                   1.298±0.492c

    Ⅲ                                  5                   1.993±0.611d

aP<0.05 vs 无淋巴结转移相; cP<0.05, dP<0.01 vs Ⅰ型相.
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Abstract
AIM: To explore the plasma levels of homocy-
steine, folate and vitamin B12 as well as their 
correlations in nonalcoholic fatty liver disease 
(NAFLD).

METHODS: B-ultrasound examination was per-
formed on 199 individuals, of which 67 cases 
were confirmed with NAFLD and 132 cases 
served as controls. The plasma levels of homo-
cysteine, folate and vitamin B12 were tested and 
their correlations were analyzed.

RESULTS: The plasma level of homocysteine in 
NAFLD group was higher than that in normal 
group (18.64 ± 11.2 µmol/L vs 12.49 ± 6.4 µmol/L, 
P < 0.01), and an inverse linear correlation ex-
isted between the plasma levels of homocysteine 
and folate (r = -0.381, P < 0.01), either between 

the plasma levels of homocysteine and vitamin 
B12 (r = -0.561, P < 0.001).

CONCLUSION: The plasma level of homocys-
teine is enhanced in NAFLD patients, and hy-
perhomocysteinemia may be a new risk factor in 
NAFLD.

Key Words: Nonalcoholic fatty liver disease; Homo-
cysteine; Folate; Vitamin B12; Risk factor
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摘要
目的: 探讨非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)患
者同型半胱氨酸浓度、 叶酸与维生素B12浓度
变化及其关系. 

方法: 对199例健康体检人群行B超检查, 其中
NAFLD 67例, 正常对照组132例, 分别检测血
浆Hcy、叶酸与维生素B12浓度并进行相关性
分析.

结果: NAFLD患者血Hcy水平高于正常对照
组(18.64±11.2 µmol/L vs 12.49±6.4 µmol/L, 
P <0.01), 并且Hcy与叶酸、维生素B12呈直线
负相关(r  = -0.381, P <0.01; r  = -0.561, P <0.001) 
.
结论: NAFLD患者血Hcy增高, 高Hcy血症可
能是NAFLD一个新的危险因素.

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; 同型半胱氨酸; 叶

酸; 维生素B12; 危险因素
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0  引言

同型半胱氨酸(Hcy)是必需氨基酸蛋氨酸在人

体内代谢的中间产物, 是一种含硫氨基酸, 近年
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■背景资料
近 年 来 ,  有 动 物
实验表明非酒精
性 脂 肪 性 肝 病
(NAFLD)大鼠肝
窦存在微血栓形
成现象, 而基础与
临床研究显示同
型半胱氨酸(Hcy)
是动脉与静脉血
栓形成的危险因
素 .  本 文 旨 在 研
究 N A F L D 患 者
中 H c y 水平及叶
酸和维生素B12浓
度 ,  以 探 讨 其 在
NAFLD中的临床
意义.



来基础与临床研究显示其是动脉与静脉血栓形

成的危险因素[1]. 有动物实验表明, 非酒精性脂

肪性肝病(NAFLD)大鼠肝窦存在微血栓形成现  
象[2], 那么Hcy在NAFLD中水平如何鲜见临床报

道. 本文旨在研究NAFLD患者中Hcy水平及叶

酸和维生素B12浓度, 以探讨其在NAFLD中的临

床意义.

1  材料和方法

1.1 材料 本研究入选了2006-03在我院健康体检

人群, 经B超确诊的脂肪肝患者67人, 其中男49
人, 女18人, 年龄45.42±10.99岁. 脂肪肝诊断主

要依据B超影像图为诊断依据: 肝脏普遍增大, 肝
包膜光滑, 肝实质点状高回声, 肝回声强度大于

肾回声强度; 肝深部回声衰减; 肝内回声血管显

示不清. 上述三项中, 具备第1项加第2项或第3项
中任何一项即可诊断为脂肪肝. 非酒精性脂肪肝

诊断标准按照中华医学会肝病学分会脂肪肝和

酒精性脂肪肝病学组2002年修订的诊断标准(折
合乙醇摄入量<40 g/wk, 持续1 a以上[3]). 病例排

除标准: 排除心脑肾血液系统肿瘤疾患, 对照组

为同期健康体检人群, 其中男80人, 女52人, 年龄

44.89±13.34岁. 上述两组均未服用叶酸、B族维

生素. 
对所有入选对象采取空腹(禁食12 h以上)肘

静脉血3 mL, 注入含抗凝剂EDTA 30 μL的一次

性试管中, 于2 h内以3000 r/min离心15 min, 分离

血浆, 置于-80℃冰箱保存待测.
1.2 方法 用酶联免疫吸附试验(ELLSA方法)测
定血浆同型半胱氨酸浓度, 使用美国雅培公司

Axis-Hcy测定试剂盒; 采用免疫化学发光法测定

血浆叶酸、维生素B12质量浓度, 试剂盒由美国

雅培公司提供. 严格按试剂盒说明书进行操作. 
质控指标: 用雅培公司提供的标准品作为对照, 
并对其做稳定性检验, 批内及批间变异系数均

<5%.
统计学处理 计量资料以均数±标准差表

示, 采取配对t检验及相关分析. 统计分析由统计

软件SPSS13.0完成, 以P<0.05为有统计学意义.
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2  结果

NAFLD组与对照组Hcy比较明显增高, 且具有

统计学意义; 而两组之间叶酸及维生素B12水平

无统计学差异(表1). 同时对两组分别行Hcy与叶

酸及Hcy与维生素B12相关性分析表明: 两组血

浆Hcy与维生素B12均呈直线负相关, 两组比较其

中NAFLD组两者间相关性明显; NAFLD组血浆

Hcy与叶酸呈直线负相关, 对照组血浆Hcy与叶

酸相关性不明显. 

3  讨论

NAFLD是一种无过量饮酒史致肝实质细胞脂肪

变性和脂肪贮积, 炎症和纤维化为特征的疾病, 
其和肥胖、高脂血症的发生密切相关. 而理论

上讲, 肥胖、高脂血症通常存在高凝和低纤维

蛋白溶解状态. 
范建高 et al [2]研究发现NAFLD大鼠肝窦超

微结构有内皮细胞损伤炎症细胞附壁及窦周胶

原纤维大量沉积及微血栓形成. 提示其发病和

微血栓形成有关. Hcy是一种含硫氨基酸, 为蛋

氨酸的中间代谢产物, 即体内蛋氨酸经甲基等

一系列反应生成Hcy. 当Hcy代谢受阻, Hcy就在

细胞内积聚, 并进入血液循环导致血中Hcy含量

增高, 形成高同型半胱氨酸血症. 目前较为公认

正常值5-15 µmol/L, 高于16 µmol/L被认为是高

同型半胱氨酸血症. Kang将高同型半胱氨酸血

症按浓度分为轻度16-30 µmol/L、中度31-100 
µmol/L、重度>100 µmol/L. 流行病学及实验室

资料表明, 血中Hcy水平升高是引发普通人群脑

血管、心血管和外周血管疾病的一个重要的独

立危险因素[4-6]. 体内外实验显示, Hcy可直接造

成血管内皮细胞损伤和血管功能异常, 可引起

www.wjgnet.com

■同行评价
本文对非酒精性
脂肪肝患者同型
半胱氨酸浓度、

叶酸与维生素B12

浓度变化及相关
性进行研究, 内容
新颖, 有一定的创
新性, 符合伦理学
要求, 对非酒精性
脂肪肝的病因学
有一定的研究意
义, 并且对临床防
治非酒精性脂肪
肝提供了新的思
路.

表  1  脂肪肝组与对照组Hcy、叶酸及维生素B12水平比较(mean±SD)

     
                        n              同型半胱氨酸(mmol/L)           叶酸(mg/L)	                  维生素B12(mg/L)

NAFLD组      67	          18.64±11.2	             17.28±8.66                 357.5±117.25

对照组	    132	          12.49±6.4	             17.59±7.01               366.54±145.11

P 		           <0.01	              >0.05	                >0.05

表  2  两组血浆Hcy与叶酸、维生素B12相关性比较

     
                                    叶酸	                          维生素B12

                                r             P 	                       r              P

NAFLD组	       -0.381     0.01                 -0.561     0.001

对照组	        -0.122     0.165               -0.192     0.027
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内皮细胞衰老, 自由基产生增多, 一氧化氮(NO)
表达或活性降低[11-13], 血管性血友病因子(vWF)
等分泌增多, 同时高Hcy血症增加血液中血小板

的黏附性[7], 从而引起血液凝血和纤溶功能紊乱, 
导致血管硬化和血栓形成. Hcy能引起脂代谢紊

乱, 加强低密度脂蛋白(LDL)的自身氧化, 而氧

化的LDL能影响NO的合成和凝血酶调节蛋白的

活性, 从而导致内皮功能的进一步受损[8-10,21-22]. 
Hcy主要在肝脏进行合成和分解, 其中85%的

Hcy转硫作用在肝脏中进行, 因此肝脏是Hcy重
要调节器官. 沈雄文 e t a l的研究表明, 慢性肝

病、肝硬化和原发性肝癌患者的血浆Hcy浓度

增高, 同时血浆Hcy浓度检测还可应用于对普通

人群慢性肝病的筛选, 这对引起慢性肝损伤的

乙型肝炎的高发地区防治慢性肝损伤导致的肝

硬化和肝癌可起到重要作用[19-20]. 本实验结果显

示, 脂肪肝组血浆Hcy明显高于对照组(P<0.01)
说明Hcy在NAFLD发病中起一定的作用. Hcy在
细胞内主要有两条转化代谢途径: (1)Hcy重新甲

基化为蛋氨酸, 此途径需要叶酸参与代谢提供

甲基供体, 需要维生素B12作为辅酶; Hcy与5-甲
基四氢叶酸在蛋氨酸合成酶的催化下合成蛋氨

酸和四氢叶酸. (2)Hcy与丝氨酸缩合为胱硫醚, 
此途径需要胱硫醚合成酶催化, 以维生素B6为辅

酶. 上述的两个转化代谢途径出现任何异常, 都
可能产生高同型半胱氨酸血症. 如血中叶酸及

维生素B12的缺乏, 可以影响Hcy的再甲基化途径

产生血同型半胱氨酸浓度的升高. 一些研究表

明, 血浆Hcy水平与叶酸、维生素B6及维生素B12

浓度呈负相关, 增加这些维生素特别是叶酸的

摄入可降低血Hcy水平[14-18]. 本实验研究显示, 脂
肪肝组血浆Hcy浓度与叶酸、维生素B12浓度均

呈直线负相关, 这表明对血浆Hcy浓度有影响的

营养因素中叶酸与维生素B12同等重要. 同时也

为通过补充叶酸、B族维生素来降低血Hcy水平

提供依据. 而于两组之间叶酸及维生素B12水平

无统计学差异, 两组血浆Hcy与维生素B12均呈直

线负相关, NAFLD组血浆Hcy与叶酸呈直线负相

关, 对照组血浆Hcy与叶酸相关性不明显. 一方

面, 可能与本研究样本量不大有关, 另一方面在

NAFLD患者中是否存在叶酸、维生素B12受体

下调? 目前尚未见相关的报道, 有待进一步增加

样本量进行相关的研究以证实. 
本研究表明高Hcy血症可能是非酒精性脂

肪肝的一个新的重要危险因子. Hcy水平与叶

酸、维生素B12呈负相关. 通过补充叶酸、维生

素B12或许能为脂肪肝的防治提供新的途径.
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Abstract
AIM: To evaluate the values of ultrasonography 
in the diagnosis of gallbladder cancer with 
different Nevin stages.

METHODS: The ultrasonographic characteris-
tics of 553 gallbladder cancer cases proved by 
surgery and pathological diagnosis were retro-
spectively analyzed.

RESULTS: No cases with gallbladder cancers 
of Nevin stage Ⅰ and Ⅱ were diagnosed by 
ultrasonography, while the diagnostic accuracy 
was 3.61%, 50.00%, 99.49%, respectively, for the 
stage-Ⅲ, -Ⅳ, and -Ⅴ gallbladder cancers.

CONCLUSION: Ultrasonography can hardly di-
agnose gallbladder cancers of Nevin stage Ⅰand 
Ⅱ. For the stage-Ⅲ cancers, ultrasonography 
presents a low diagnostic accuracy, but for the 
stage-Ⅳ and -Ⅴ cancers, ultrasonography shows 
a relatively higher one.

Key Words: Ultrasonography; Gallbladder cancer; 
Nevin staging
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摘要
目的: 探讨超声影像在不同Nevin分期原发性
胆囊癌的诊断价值. 

方法: 对我院近10 a经手术和病理确诊的553
例原发性胆囊癌病例进行回顾性超声影像分析. 

结果: 对Nevin分期中的Ⅰ和Ⅱ期原发性胆囊
癌超声诊断符合率为零, Ⅲ期、Ⅳ期、Ⅴ期原
发性胆囊癌的超声诊断符合率分别为3.61%, 
50.00%, 99.49%.

结论: 超声对NevinⅠ和Ⅱ期原发性胆囊癌难
以做出准确诊断; 对Ⅲ期原发性胆囊癌的诊
断率较低, 但对囊壁局限性增厚伴有囊内结石
时需要警惕; 对Ⅳ和Ⅴ期原发性胆囊癌具有
较高的诊断符合率.

关键词: 超声; 胆囊癌; Nevin分期
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0  引言

原发性胆囊癌恶性度高 [1-10],  5 a生存率低于

5%[11], 流行病学调查表明, 他与胆囊结石高度相

关, 胆囊癌常发生在胆囊结石和慢性胆囊炎的

基础上, 早期常缺乏典型、特异的临床症状[12], 
从而容易与慢性胆囊炎混淆, 待出现黄疸或发

生胆囊床肿瘤浸润时, 已是晚期, 预后不良, 因
此, 胆囊癌的早期诊断是提高治愈率的关键. 超
声是诊断胆囊结石的主要诊断手段, 也是诊断

胆囊癌的首先和主要的一环. 现总结我院近10 a
经手术及病理证实的553例胆囊癌, 进行回顾性

超声影像分析, 旨在探讨超声检查在胆囊癌诊

断中的价值.

1  材料和方法

1.1 材料 收集1996-01/2006-06我院经手术及病

www.wjgnet.com

®

■研发前沿
原发性胆囊癌恶
性程度高, 早期诊
断是提高治愈率
的关键, 影像学发
现常常已经是中
晚期, 因此胆囊癌
的早期诊断是临
床医学的一个世
界性难题, 亟待解
决. 

■背景资料
长期以来, 医学界
认为超声诊断对
胆囊癌的诊断准
确率不高, 应用价
值不大, 通过我们
这些年的经验积
累, 发现超声在胆
囊癌的诊断方面
具有一定的价值. 
主要问题在于胆
囊壁及淋巴结的
改变对早期诊断
该疾病的意义认
识不足, 充分认识
上述问题对重新
认识超生诊断在
该疾病诊断方面
的价值有着重要
的意义, 而且具有
明显卫生经济学
效益. 



理证实的胆囊癌患者共553例, 其中男210例, 女
343例, 年龄45-78(中位64)岁. 其中胆囊结石患

者有549例, 出现梗阻性黄疸的患者为380例, 因
其他症状就诊的患者73例.
1 .2  方法  使用的超声诊断仪器为To s h i b a , 
HP4500, HDI5000, 探头频率3.5-5 MHz. 取常规

体位, 多切面观察胆囊形态、大小、囊壁、囊

腔、肝内外胆管、以及肝脏、肝十二指肠隐窝

等情况. 必要时行彩色多普勒超声了解肿块内

血流情况. 本组553例患者均有手术及病理结果, 
病理采取Nevin分期方案.

2  结果

2.1 不同Nevin分期胆囊癌的超声声像图表现 
胆囊结石在各期胆囊癌中的比例为:Ⅰ&Ⅱ期

及Ⅳ期中占100%, Ⅲ期中占97.59%, Ⅴ期占

99.49%.Ⅰ&Ⅱ期胆囊癌的胆囊壁的改变难以在

超声图像中显示. Ⅲ期胆囊癌的超声图像中有

3.61%(3/83)的病例可以显示出胆囊壁的局限性

改变. Ⅳ期胆囊癌中超声能显示胆囊壁的改变

及周围淋巴结转移的占50.00%(10/20).Ⅴ期胆

囊癌中胆囊壁的改变占29.56%(115/389), 肝床

浸润占64.27%(250/389), 出现梗阻性黄疸的占

95.12%(370/389)(表1).
2.2 不同Nevin分期胆囊癌的病例数及超声诊断

符合率 对Nevin分期中的Ⅰ和Ⅱ期原发性胆囊

癌超声诊断符合率为0, Ⅲ, Ⅳ, Ⅴ期原发性胆

囊癌的超声诊断符合率分别为3.61%, 50.00%, 
99.49%(表2).

3  讨论

1976年, Nevin et al [13]首先提出了原发性胆囊癌

的临床病理分期方案, 其依据是胆囊癌组织浸

润生长和扩散的范围以及细胞的分化程度, 具
体分为5期, 方案如下:Ⅰ期, 癌组织仅限于胆囊

黏膜; Ⅱ期, 癌组织侵犯胆囊黏膜和肌层; Ⅲ期, 
癌组织侵及胆囊壁全层, 即黏膜、肌层和浆膜

层; Ⅳ期, 癌组织侵犯胆囊壁全层并有淋巴结转

移; Ⅴ期, 癌组织直接侵犯肝脏或有肝转移, 或
者有任何器官的转移. 由于其简便实用, 很快为

广大学者认同并广泛采用.
胆囊癌早期症状不明显且临床特征性不强, 

虽然各种影像检查及肿瘤分子生物学和免疫学

研究进展迅速, 但尚未发现有早期诊断胆囊癌

特异的方法[14]. 尽管近年来超声技术已有长足发

展, 本组资料还未发现Ⅰ&Ⅱ期胆囊癌的特征性
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声像图改变. 超声对于胆囊壁的隆起性病变的

检出灵敏度高且准确, 这些病变大多为胆囊壁

的胆固醇沉积. 胆固醇结晶脱落诱发急性胆囊

炎后胆汁淤积附着在壁上, 易在声像图上发现

1 cm以上的团块回声, 易误认为肿瘤. 我们认为, 
只要掌握回声的强弱, 鉴别附壁的胆固醇结晶

是可以做到的. 对胆囊增生性疾病, 确诊癌变目

前尚属困难, 需要排除胆囊壁胆固醇沉积, 对这

些胆囊增生性疾病的患者应建议手术或密切

随访.
胆囊壁的增厚是Ⅲ期胆囊癌的重要超声图

像特征, 但是仅根据胆囊壁的增厚作出胆囊癌

的诊断十分勉强, 还需了解囊壁的规则性及完

整性. 此外, 囊壁的增厚还需与黄色肉芽肿性胆

囊炎相鉴别. 后者是一种良性而具有破坏性的

胆囊炎性病变, 常表现为不规则囊壁增厚, 在影

像学上易与胆囊癌相混淆, 但常不伴有周围淋

巴结肿大.
超声对周围淋巴结的观察对胆囊癌的诊断

有重要价值, 所以除了观察胆囊壁情况外, 还需

了解周围有无肿大的淋巴结, 因为癌肿虽未侵

犯肝脏, 但可以沿淋巴转移途径而扩散. 胆囊

癌伴有淋巴结转移占35%-70%[14], 多经肌层和

浆膜下层转移至胆囊前哨淋巴结, 经胆总管周

围淋巴结至胰十二指肠上淋巴结, 腹腔动脉周

围淋巴结: 另一路至胰后淋巴结、肠系膜上血

管周围淋巴结和主动脉旁淋巴结. 因此, 常在

www.wjgnet.com

表  1  553例胆囊癌病例的Nevin分期及超声声像图表现(n)

      
Nevin             胆囊    胆囊壁    肝床    梗阻性   周围淋巴结 

分期               结石      改变      浸润     黄疸           转移

Ⅰ&Ⅱ    61     61          0          0         0                0

Ⅲ          83     81	     3           0         0	              0

Ⅳ          20     20	   10           0       10	            10

Ⅴ        389   387	 115       250     370	            90

总计    553   549      128       250     380            100

n

表  2  553例胆囊癌病例的Nevin分期与超声诊断符合率

      
Nevin分期     胆囊癌(n )      超声诊断阳性(n )       符合率(%)

Ⅰ&Ⅱ	           61	                    0	             0

Ⅲ	           83	                    3	             3.61

Ⅳ	           20	                  10	           50.00

Ⅴ	         389	                387	           99.49

总计	         553	                400	           72.33

■应用要点
目前在胆囊癌的
诊 断 影 像 诊 断
方 面 ,  可 以 用 于
诊断的技术有超
声、CT、MRI、
PETCT等技术, 所
有这些技术在胆
囊癌的诊断方面
基本上是中晚期. 
超声对胆囊壁细
微变化具有较好
的敏感性, 因而常
将胆囊壁的良性
增生当作恶性疾
病而手术治疗, 若
将胆囊壁改变与
邻近淋巴结结合
起来动态观察, 具
备良好的鉴别诊
断价值.
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十二指肠隐窝, 门腔间隙发现有肿大淋巴结. 本
组20例Ⅳ期胆囊癌中有50.00%(10/20)结合胆囊

壁的改变和淋巴结的变化而做出正确诊断. 本
组资料中Ⅴ期胆囊癌占70.34%(389/553), 出现

累及肝床、胆管、胰腺及结肠肝曲等周围脏

器、梗阻性黄疸等多种超声表现, 因此对Ⅴ期

胆囊癌不难得出正确的超声诊断. 原发性胆囊

癌占全部癌肿的0.76%-1.2%[14].Nervi et al [15]应用

Logistic回归模式计算出胆囊结石患者的胆囊癌

发生率比无结石高出7倍, 结石可引起胆囊黏膜

长期慢性机械损伤, 转而导致黏膜上皮发育异

常, 后者具有癌变倾向. 本组病例中绝大多数伴

有胆囊结石, 发生率为99.28%(549/553), 仅4例
无胆囊结石.

总之, 本组资料说明, 超声对原发性胆囊癌

Nevin分期中的Ⅰ和Ⅱ期难以做出准确定性诊

断; 对Ⅲ期胆囊癌的诊断较难, 但对囊内结石伴

有囊壁的局限性改变需要警惕; 对Ⅳ和Ⅴ期胆

囊癌由于伴有周围淋巴结肿大或周围脏器的浸

润不难作出诊断. 我们仍需对原发性胆囊癌的

生物学特性及影像学特征进行深入的总结和研

究.
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• 消息 •

中国科学技术信息研究所情报方法研究中心关于
2005年世界华人消化杂志指标检索报告

本刊讯 2005年度《世界华人消化杂志》的总被引频次为2079, 位居全部1652种中国科技论文统计源期刊的第

51位, 内科医学类28种期刊的第4位. 2005年《世界华人消化杂志》的影响因子为0.485, 位居全部1652种中国

科技论文统计源期刊的第449位, 内科医学类28种期刊的第14位.《世界华人消化杂志》的即年指标0.070, 他引

率0.66, 地区分布数26, 基金论文比0.43, 国际论文比0.02,学科影响指标0.46.
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房静远 教授 
上海交通大学医学院附属仁济医院, 上海市消化疾病研究所 

关晓辉 主任医师  
吉林北华大学附属医院消化内科

关玉盘 教授 
首都医科大学附属北京朝阳医院消化科 

管冬元 副教授 
上海中医药大学基础医学院实验中医学教研室

郝春秋 副教授 
第四军医大学唐都医院全军感染病防治中心(传染科)

郝纯毅 主任医师   
北京大学临床肿瘤学院肿瘤外科

黄恒青 主任医师
福建省第二人民医院消化内科

黄晓东 副主任医师 
武汉市中心医院消化内科

匡安仁 教授
四川大学华西医院核医学科

蓝宇 主任医师 
北京积水潭医院消化科

                                                                 • 致谢 •	

致谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

刘海林 主任医师 
上海交通大学医学院附属第九人民医院消化科

马大烈 教授 
上海市长海医院病理科

牛建昭 教授 
北京中医药大学细胞生物化学实验室

潘兴华 副主任医师 
成都军区昆明总医院医学实验科

邱伟华 副主任医师 
上海交通大学医学院附属瑞金医院普外科

任建林 教授 
厦门大学附属中山医院消化内科

宋世兵 主任医师 
北京大学第三医院普外科

屠红 副研究员 
上海市肿瘤研究所

王鲁 副教授 
复旦大学附属中山医院肝外科

吴健雄 主任医师 
中国医学科学院中国协和医科大肿瘤研究所肿瘤医院腹部外科

宣世英 主任医师
青岛市市立医院肝病科

姚登福 教授 
南通大学附属医院分子医学中心

郁宝铭 教授 
上海市第八人民医院结直肠中心

张绪清 副教授 
第三军医大学西南医院感染病科

赵平 副教授 
第二军医大学微生物学教研室

郑鹏远 教授 
郑州大学第二附属医院消化科

www.wjgnet.com
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