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Abstract
Surgery is the first choice of treatment for 
gastric cancer. The development of micro-
invasive surgery brings new challenges to 
gastric cancer therapy. The limited data indicate 
that laparoscopy operation can achieve the 
same therapeutic efficacy as laparotomy. 
New adjuvant chemotherapy contributes to 
the removal of statge Ⅲb or Ⅳ gastric cancer. 
Abdominal cavity heat therapy for gastric 
cancer has also achieved rather satisfactory 
therapeutic results. Study on microcosmic field 
of gastric cancer will provide more data on early 
diagnosis and treatment of gastric cancer. No 
standard treatment modalities for gastric cancer 
are available, though there are many. Therefore, 
further study is needed. 

Key Words: Gastric cancer; Surgery; Chemotherapy
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摘要
手术是胃癌治疗的首选方式, 目前比较统一的
观点是将D2手术作为标准的手术方式. 微创
技术的发展为胃癌手术带来了新的挑战, 目前
有限的资料证实腹腔镜胃癌手术可以达到开

腹手术相同的治疗效果. 新辅助化疗为部分Ⅲ
b或Ⅳ期胃癌患者提供了可以切除的机会. 腹
腔热疗也逐步取得了良好的治疗效果. 对于胃
癌微观领域的研究将为其早期诊断和治疗提
供更多的依据. 目前胃癌治疗方法多种多样, 
尚无统一标准, 需要深入研究.

关键词: 胃肿瘤; 手术; 化疗
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0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 在世界范围内

发病率仅次于肺癌, 位居第二位. 我国每年胃癌

发病率约为60/10万, 死亡率约为30/10万, 位居

所有恶性肿瘤死亡第一位. 与日本等发达国家

相比, 我国胃癌患者多数在就诊时已处于进展

期, 早期胃癌所占比例不足10%[1]. 近些年来, 对
进展期胃癌治疗的重点是强调根治性手术的规

范性及相关辅助治疗的合理性, 目前对进展期

胃癌的治疗仍然没有达到理想的效果. 因此充

分了解目前国内外胃癌治疗方法的特点、进展; 
总结经验教训, 扬其所长, 发挥协调、互补、共

进作用, 以期提高疗效. 

1  外科治疗是胃癌综合治疗的基础

1.1 规范化分期 规范胃癌的分期是实施胃癌根

治术和评价手术疗效的基础. UICC和AJCC修订

的TNM分期, 是目前国际上应用较为广泛的分

期方法. 其中淋巴结的分期主要是根据淋巴结的

转移枚数. 优点是简便、合理、容易推广; 缺点

是未规定淋巴结检查总数和每枚淋巴结切片数. 
JRSGC 1999年修订的13版胃癌淋巴结分站是国

际上另外一种主要的分期方法, 已经被包括我国

在内的很多国家所采用. 此方法对于指导胃癌外

科手术过程中进行准确的淋巴结清扫提供了重

要依据. 许多研究资料表明JRSGC淋巴分组系统

对于指导胃癌手术有很大帮助, 而TNM分期有

www.wjgnet.com
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■背景资料
胃癌是我国最常
见的恶性肿瘤之
一, 且多数患者就
诊时处于进展期, 
早期胃癌所占比
例不足10%. 对进
展期胃癌治疗的
重点是强调根治
性手术的规范性
及相关辅助治疗
的合理性, 但仍然
没有达到理想的
效果. 因此充分总
结目前国内外胃
癌治疗的经验和
教训, 以期提高胃
癌治疗效果. 

■同行评议者
宋于刚, 教授, 南
方医科大学南方
医院消化内科研
究所



助于指导术后治疗.
1.2 胃癌手术的争议性问题 长期以来, 针对胃癌

究竟行D2清除术还是D1清除术一直是东、西方

学者存在争议的问题. 近十年来, 经过东、西方

学者的反复论证, 目前已经比较统一的观点是进

展期胃癌行D2手术作为标准术式. (1)D2适用证: 
T1癌肿直径大于2.0 cm、N1(+)者和原发癌为

T2-T3、淋巴结转移为N0-N2(+)者, 术前、术中

检查无远处转移者. 但是对于N2(+)及N2以上(+)
胃癌手术方式主要有D2(+)和D3两种, 目前观点

不一致. T3(癌侵及浆膜或穿透浆膜)是临床上比

较常见的胃癌. Ahmad et al [2]报导了T3胃癌59例, 
结果发现只有Ⅱ期(T3N0) 、ⅢB期(T3N1)时行

D2清除术能明显改善生存率, 比ⅢB期(T3N2)、
Ⅳ期疗效明显为佳. 后者可行D3或姑息性切除

术. (2)JRSGC 13版建议对于胃癌开腹手术者, 应
检查腹腔脱落癌细胞, 如发现CY1(+)或P1(+)者
乃属Ⅳ期, 已不适宜行根治手术. (3)术中检查怀

疑N2(+), 应冰冻切片检查No.9、16a侧方淋巴结, 
确定行标准根治术或者扩大淋巴结清除术. (4)缩
小还是扩大手术: 目前认为胃黏膜内癌(m)或者

部分黏膜下癌(sm)可缩小胃切除范围与淋巴结

清除范围, 但前提是术前对癌浸润深度(m, sm)、
类型、大小有准确的判断, 术后病理学方面检查

标本水平缘检查水平缘LM(lateral margin), 与垂

直缘(黏膜下层切除断端)VM(vertical margin)有
无残留癌, 并将切除标本间隔2 mm切片做详尽

的病理学检查, 术后密切随诊. 扩大根治术是癌

或转移灶侵及胃周脏器(T4), 或淋巴结转移已达

N2远, 尚能行根治切除(B级), 而施行的联合脏器

切除和(或)的D2以上淋巴结清除术. 此类手术侵

袭较大, 技术操作有一定的难度, 根治性较低(B
级), 疗效不甚理想. 因此建议此类手术应在大医

院由经验丰富的胃癌外科专家实施, 严格掌握手

术适应证, 防止过度滥用和发生严重的并发症.
1.3 胃癌微创手术 腹腔镜是近年来胃癌治疗过

程中应用、开展的一项新技术. Uyama et al [3]报

导了腹腔镜下进展期胃癌根治术, 包括腹腔镜下

行全胃切除和D2淋巴结清扫, 截止到2006年底, 
日本已有近9000例胃癌患者行腹腔镜胃癌手术. 
国内不少单位已经开展了此项手术. 总结国内外

学者的诊治经验, 针对腹腔镜胃癌根治术的适应

证目前比较一致的观点是Ⅰ、Ⅱ、及部分Ⅲa期
患者. 我们的经验是手助腹腔镜技术(HALS)可
以降低手术难度, 扩大腹腔镜下胃癌手术的使

用范围, 如腹腔镜下的全胃切除术+脾、胰体尾
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切除.
腹腔镜胃癌根治术的近期疗效主要体现在

肿瘤根治的有效性和微创的优越性两个方面. 
对于肿瘤切除的根治性, 讨论的重点在于淋巴

结清扫的数目. 意大利外科学者Huscher et al [4]

分析了LADG与开腹手术中清扫的总淋巴结数 
(L A D G∶O G = 54∶53)、胃周淋巴结数 ( 
L A D G∶O G = 36∶36)和第二站淋巴结数 
(LADG∶OG = 17∶17)后认为, 腹腔镜下对进展

期胃癌进行D2淋巴结清扫可行、安全, 能够达到

与开腹同样的肿瘤学根治效果和R0切除. Varela 
et al [5]报导腹腔镜胃癌根治术出血量少, 术后疼痛

轻、胃肠功能恢复快、住院时间短, 对全身免疫

功能影响小; 充分体现了腹腔镜的微创优势.
腹腔镜胃癌根治术的远期疗效, 是临床关

注和讨论的热点问题, 至今仍没有前瞻性随机对

照的大宗临床病例研究报道. 但根据2004-05在
美国佛罗里达美国胃肠内镜外科学会(SAGES)
上, 日本Ishikawa et al [6]的回顾性多中心研究, 报
道了18个外科中心1993/2002年1491例LADG治

疗早期胃癌的临床资料, 手术并发症12%, 死亡

率0, 复发率0.4%, 5年生存率99.2%; 他们的结论

是腹腔镜手术对早期胃癌是可行的. 对于腹腔镜

胃癌根治术治疗进展期胃癌的远期疗效, 报道

和例数都很少. Huscher et al [4]报道了一组腹腔镜

与开腹胃癌根治术治疗进展期胃癌的前瞻性随

机对照研究的临床资料, 其中行腹腔镜手术者17
例, 开腹手术者20例; 5年总生存率前者为58.9%, 
后者为55.7%; 无病生存率前者为57.3%, 后者为

54.8%; 两组的肿瘤复发率也无差别. 对此仍然需

要大宗前瞻性临床病例报导.

2  正确选择胃癌化疗的适应征和方法

2.1 新辅助化疗 胃癌新辅助化疗(neoadjuvant 
chemotherapy for gastric cancer)主要目的在于

使肿瘤体积缩小, 提高手术切除率, 改善治疗效

果. 研究发现单纯手术治疗, 即使是扩大根治性

切除和淋巴结清扫, 仍然无法达到真正生物学

意义上的根治; 而且术后局部复发率高达50%以

上. 此外对于没有出现远处转移的胃癌患者, 姑
息性切除的效果较未手术的效果好. 从理论上

分析认为新辅助化疗独特的优势在于: (1)患者

对治疗的耐受性较好; (2)可以取得“降期( down 
staging)”和缩小肿瘤(down sizing)的效果, 从而

提高R0类手术切除率; (3)较早的全身治疗可能

会消除或控制潜在的微转移灶, 从而减少术后
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■研发前沿
手术是胃癌治疗
的首选方式. 目前
国内外多数学者
统一的观点是将
D2手术作为标准
的手术方式. 微创
技术的发展为胃
癌手术带来了新
的挑战, 目前有限
的资料证实腹腔
镜胃癌手术可以
达到开腹手术相
同的治疗效果. 新
辅助化疗为部分
Ⅲb或Ⅳ期胃癌患
者提供了可以切
除的机会. 腹腔热
疗也逐步取得了
良好的治疗效果. 
对于胃癌微观领
域的研究将为其
早期诊断和治疗
提供更多的依据.
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复发、转移的可能; (4)术前疗效的评判有助于

术后治疗方案的选择和预后评估, 尤其是取得

肿瘤对于化疗药物敏感性的证据. 目前关于胃

癌新辅助化疗的临床资料多限于Ⅱ期临床研究, 
少数进行了Ⅲ期临床试验[7-9]. 2005年ASCO会议

上报导了MAGICⅢ期随机研究的结果证实新辅

助化疗能够使局部进展期胃癌患者降期, 提高

切除率和改善预后, 毒副反应可耐受, 并且没有

增加手术的死亡和并发症. 国内有学者对15例
Ⅲb或Ⅳ期胃癌患者采用FOL FOX方案进行新

辅助化疗的Ⅱ期临床试验. 结果7例患者出现瘤

体缩小, 并进行了R0切除. 我们曾经对8例胃癌

肝转移患者行术前新辅助化疗有4例患者肝转

移结节完全消失, 全部患者均进行手术治疗, 随
访1-2年, 目前无死亡病例发生, 说明新辅助治疗

对于胃癌肝转移的良好效果. 新辅助化疗的缺

点是术前应用化疗药物可以引起骨髓抑制而造

成白细胞和血小板减少; 其次是化疗可能造成

全身情况恶化等并发症, 使手术和术后恢复增

加了难度.
目前, 关于新辅助化疗对于胃癌的治疗效

果尚未见到高证据水平多中心随机对照研究, 
甚至连单机构的高质量研究也未见报告, 而且

meta分析的文献目前仍然是空白. 因此, 新辅助

治疗对胃癌疗效的影响进行明确结论为时尚早, 
需要更多的循证医学的证据.
2.2 腹腔内温热化疗 术中腹腔内温热化疗(intra-
operative peritoneal hyperthermo chemotherapy, 
IPHC)是十余年逐渐发展起来的一项化疗新技

术, 适用于预防、治疗胃癌术后腹膜转移或复

发. 此种方法适用的对象为: (1)术中腹腔为游

离癌细胞检测阳性; (2)癌肿浸润至浆膜或浆膜

外; (3)腹膜已有散在性转移复发. 在预防术后

腹膜转移复发方面, Mochiki et al [7]将141例进展

期胃癌随机分成两组, 手术+IPHC组71例, 单纯

手术组70例. 两组患者在年龄、性别、临床病

理分期、淋巴结转移、肿瘤组织学类型、手术

方式等差异均无显著性. 治疗组在术毕关腹前

即给予IPHC治疗(丝裂霉素30-40 mg/3000-4000 
mL生理盐水, 43-44℃, 120 min), 术后随访3-12
年, 结果发现术后IPHC组和单纯手术组患者的

腹腔复发率分别为1.4%(1/71)和22.9%(16/70)(P  
= 0.00008), 而术后2、4、8年的生存率, IPHC组
分别为88%、76%、62%, 单纯手术组则分别为

77%、58%和49%(P  = 0.00362), 提示IPHC能明

显地降低胃癌患者术后腹膜的转移复发, 提高

逐年生存率. 还有的作者对胃癌已有腹膜转移

者比较了腹腔注药与静脉注药、腹腔给顺铂或

联合给顺铂+5-FU. 结果表明, 腹腔给药比静脉

给药好, 联合顺铂+5-FU比仅给顺铂好. 故对于

进展期胃癌患者, 术中应尽可能切除肉眼所见

的转移病灶, 包括已种植于腹膜的癌性结节, 以
减少患者肿瘤的负荷, 辅以IPHC治疗, 可望进一

步提高疗效[11].
2.3 术后放化疗 目前, 在全世界范围内, 对于胃

癌的术后辅助治疗投入了很大的精力, 尤其以

术后化疗研究得最多. 2001年美国INT0116试验

对281例胃癌患者进行术后放化疗, 结果证实胃

癌术后放化疗能够显著提高患者术后3年生存患者术后3年生存术后3年生存

时间(50% vs  41%, P  = 0.005), 并且能够显著减

少肿瘤复发率(48% vs  31%, P <0.001), 应该成为

胃癌综合治疗的一个方面[11-12]. 但是, 以上结果

并未得到欧洲学者尤其是英国学者的认同. 因
此仍然需要对INT0116结果进行完善, 提高治疗

有效率. 近些年来, 值得欣喜的是, 新型化疗药

物不断出现和放疗技术的发展为包括胃癌在内

的恶性肿瘤治疗提供了很大帮助.

3  胃癌治疗的发展方向及预测

胃恶性肿瘤组织的形成是一个多步骤、涉及到

多因素的过程. 目前已经研究证实, 组织基因、

及基因序列的变异表现出特定的临床、病理

学特征, 已经成为研究领域的一个新的热点问

题. 基因微序列(gene microarray)是一种新的分

子生物学方法, 能够检测到肿瘤组织内的基因

表达情况, 提供基因突变的信息, 可能为以后的

胃癌治疗提供更多的帮助. 目前大多数的胃癌

基因微序列的研究集中在胃癌发生相关基因、

及具有生物学活性的相关基因. 以后的胃癌治

疗过程中, 胃癌基因微序列与其他方法联合作

为胃癌早期诊断与治疗的一种可靠的方法. 尽
管条件尚待改善, 但是其拓展了我们对于胃癌

发生、治疗概念方面的理解. 因此, 在以后的胃

癌患者治疗过程中, 我们可以应用胃镜取得少

量肿瘤组织, 进行基因微序列扩增、功能学基

因分析, 为患者进行究竟是进行新辅助治疗、

手术治疗还是术后放化疗进行提供更多的依据, 
以提高胃癌患者的预后.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of chemo-
resistance to Etoposide and Doxorubicin 
mediated by the PI3K/Akt/p27 pathway on 
human gastric carcinoma cell line BGC-823 and 
its mechanism. 

METHODS: Cultured BGC-823 gastric cancer 
cells were divided into control group, PI3K/
Akt/p27 Kip1 channel inhibitor Wort (Wort) 
group, Etoposide (Eto) group, Doxorubicin (Dox) 
group, Eto + Wort group and Dox + Wort group. 
Cell survival was assessed with MTT method. 
Cell cycle and apoptosis were detected using a 
flow cytometer (FCM). Expression level of p27 
Kip1 and p27 gene mRNA was determined by 
Western blotting analysis and reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction, respectively. 

RESULTS: The cell survival rate at 24 h was 
lower in Wort group, Eto +Wort group and 
Dox +Wort group than in control group (57.8%, 
46.5%, 44.3% vs 46.5%, 44.3%, P < 0.01). The cell 
ratio in G0-G1 phase was higher in Wort group, 
Eto +Wort group and Dox + Wort group than 
in control group (85.0 ± 3.54, 3.63 ± 91.5, 92.4 
± 3.64 vs 71.5 ± 3.25, P < 0.01) and the protein 
expression was increased at 12 h and 24 h. The 
cell survival rate in Eto and Dox groups was 
higher than that in control group, but no obvi-
ous change was found in G0 - G1 phase. The 
p27 mRNA expression was similar in different 
groups.

CONCLUSION: Activation of PI3K/Akt/p27 
channel can mediate chemo-resistance to tumor 
cells. 

Key Words: PI3K/Akt/p27kip1 pathway; p27 pro-
tein; Doxorubicin; Etoposide; Chemoresistance; 
Cell apoptosis and proliferation

Zhang L, Yu HG, Yu JP, Luo HS. PI3K/Akt/p27kip1 
pathway mediates chemoresistance to Etoposide and 
Doxorubicin in gastric carcinoma cell line BGC-823 and 
its mechanism. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(6): 
575-581

摘要
目的: 探讨PI3K/Akt(PKB)/p27kip1通道对胃
癌细胞BGC-823化疗的效果和作用机制. 

方法:  将培养的胃癌细胞B G C-823分为对
照组, PI3K/Akt/p27kip1通道抑制剂Wort组
(Wort组), 足叶乙甙组(Eto组), 阿霉素组(Dox
组), Eto+Wort组和Dox+Wort组; MTT法检测
细胞生存率, 流式细胞仪检测细胞周期和凋
亡, Western印迹法检测p27Kip1蛋白表达水平, 
RT-PCR检测p27基因mRNA表达水平.  

结果: 与对照组相比, Wort组, Eto+Wort组和
Dox+Wort组24 h细胞生存率降低(57.8%、

46.5%、44.3% vs  46.5%、44.3%, P <0.01), 
G0–G1期的比例增多(85.0±3.54, 91.5±3.63, 
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■背景资料
近年来, PI3K/Akt
通道与肿瘤的关
系已日益受到重
视. Akt又名PKB, 
是丝氨酸/苏氨酸
蛋白激酶, Akt是
磷脂酰肌醇3-激
酶的直接下游靶
蛋白, Akt成为信
号传导深入研究
的焦点. 通过抑制
Akt的活性, 从而
提高胃癌细胞中
的广谱周期蛋白
依赖性激酶抑制
剂 p 2 7 蛋 白 的 表
达, 进而对肿瘤细
胞周期行负性调
节和诱导凋亡. 
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92.4±3.64 vs  71.5±3.25, P <0.01), 12 h和24 h
蛋白表达升高; Eto组和Dox组细胞生成率较
对照组升高, 但G0-G1期的比例无明显变化; 各
组p27基因mRNA表达水平一致. 

结论: PI3K/Akt/p27通道激活能介导肿瘤细胞
化疗耐药. 

关键词: PI3K/Akt通道; p27蛋白; 阿霉素; 足叶乙

甙; 化疗耐药; 细胞增殖与凋亡
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0  引言

胃癌是消化道最常见的恶性肿瘤, 其发病率和

死亡率居我国恶性肿瘤之首, 寻找一种辅助疗

法以提高手术疗效和延长失去手术机会患者的

生存期已成为令人瞩目的课题. 目前胃癌化学

治疗(简称化疗)已引起越来越多医学工作者的

重视. 
最新研究显示, 一些肿瘤细胞可以通过对

负责细胞生长和凋亡的细胞信息传导通路进行

调控而获得对化疗药物的耐药性[1], 磷脂酰肌

醇3-激酶(phosphatidylinositol 3-kinase, 以下简

称PI3K)信息传导通路的激活被认为是肿瘤细

胞抗凋亡的主要机制之一[2-3], 该通路不但与肿

瘤的发生有关, 还与肿瘤的进一步浸润和转移

有关[4], 可能该通道抑制剂有较强的癌细胞杀

伤和抑制作用[5-8]. 足叶乙甙(Etoposide)和阿霉

素(Doxorubicin)为应用较为普遍的抗癌药, 这
两种药物主要通过干扰拓扑异构酶Ⅱα诱导双

链DNA断裂[9]. 因拓扑异构酶Ⅱα的表达与细胞

周期循环紧密联系, 故足叶乙甙和阿霉素主要

影响快速增殖细胞. 本研究通过PI3K/Akt/p27 
kip1通道抑制剂Wortmannin, 阿霉素及足叶乙

甙对低分化胃癌细胞B G C-823生长增殖的影

响, 以探求其作用机制, 为克服肿瘤细胞化疗耐

药提供指导. 

1  材料和方法

1.1 材料 噻唑蓝(MTT)、二甲亚砜(DMSO)、胎

牛血清、RPMI–1640、碘化丙啶(PI)、Annexin 
V/PI双染试剂盒、细胞计数板、96孔培养板、

Western blot试剂盒、P27兔抗人一抗、羊抗兔

二抗、5×上样缓冲液(以上试剂均购于武汉林
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海生物); 流式细胞仪(武汉大学医学院), 酶联检

测仪、CO2孵箱、电泳和电转槽、底片、显影

液和定影液、Vilber Lourmat凝胶成像系统(以
上于武汉大学人民医院消化实验室); Ecl试剂盒

(Santa公司); 细胞裂解液, TRIzol, RNA初提试剂

盒, cDNA合成试剂盒及PCR试剂盒(以上购于晶

美生物); 引物合成和设计由英骏公司提供帮助, 
100 bp DNA ladder(Genscript Corporation); 人胃

癌细胞株BGC-823购用中国科学院上海细胞生

物研究所细胞库.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 将胃癌细胞接种于含100 mL/L
胎牛血清(56℃灭活30 min),100 000 IU/L青霉素

及100 000 IU/L链霉素的RPMI1640培养液中, 在
37℃, 50 mL/L CO2培养箱中进行单层传代培养2 
d更换培养基1次, 1∶4常规传代培养, 取对数生

长期细胞进行实验.  
1.2.2 MTT法检测细胞生存率: 细胞以每孔3×
108个/L的浓度接种于96孔培养板,于含100 mL/L
胎牛血清RPMI-1640培养液中培养36 h, 细胞贴

壁后, 先均用无血清培养液培养24 h后, 实验组: 
Ⅱ: 单加Wortmannin组(Wort, 终浓度40 nmol/L), 
Ⅲ: 单加足叶乙甙组(Eto, 20 µmol/L), Ⅳ: 加
Eto+Wort组, Ⅴ: 单加阿霉素(Dox, 0.3 µmol/L)
组, Ⅵ: 加Dox+Wort组及他们的混合液, 对照组

加等量相同不含药物培养液. 药物作用24 h后, 
于每孔中加入配制的0.5% MTT 20 µL继续培养

4 h, 弃上清, 加入150 µL DMSO, 在混合振荡仪

上振摇约15 min, 使结晶物充分溶解后, 于酶联

检测仪上570 nm波长测定各孔吸光光度值. 计
算细胞毒性值(CT%), CT% = (1-A处理/A对照)
×100%. 分别做5次, 结果以mean±SD表示. 
1.2.3 药物作用时间曲线: 细胞以每孔3×108个/L
的浓度接种于96孔培养板, 共接种4个96孔板,  
实验组单独加入阿霉素(0.3 µmol/L)、足叶乙甙

(20 µmol/L)、单独Wort组(40 nmol/L)及他们的

混合培养液, 对照组加入等量相同培养液. 分别

于加药后12、24、36、48 h取出一培养板测定

药物组的A值, 并根据存活率绘制药物作用下的

细胞生长曲线, 存活率= A处理/A对照×100%. 
1.2.4 流式细胞仪: (1)PI单染色检测Etoposide, 
Doxorubicin, Wort及他们的混合液对BGC-823
细胞周期和凋亡的影响: 药物干预分组同1.2.2, 
于药物作用24 h后, 分别收集处理组及对照组

培养瓶细胞, 用PBS洗涤2次后, 用700 mL/L乙
醇固定待检. 上机前再经PBS洗涤2次, RNA酶

www.wjgnet.com

■研发前沿
肿瘤细胞信号转
导特别是各种传
导通路是该领域
研究热点, PI3K/
Akt通道以及下游
Akt/p27途径参与
了调控胃癌细胞
生长传导的机制. 
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消化, PI染色. 用流式细胞仪测定, 每次计数细

胞10 000个, 用多参数细胞分析软件处理测定结

果, 对各样本进行细胞周期分析, 并计算凋亡率. 
(2)Annexin V/PI双染: 将各分组干预的细胞, 用冰

冷PBS洗涤2次后, 离心, 加入结合缓冲液(1∶4去
离子水稀释)250 µL重新悬浮细胞, 取100 µL放入

待测管, 按说明加以上两种染色试剂置暗处孵育

15 min上机, 检测早期细胞凋亡.  
1.2.5 Western blot检测p27蛋白表达: 取对数生

长期肿瘤细胞先加无血清培养液24 h后, 再分

别在六组中加抗癌药, Ⅰ: 对照组(无血清培养

液), Ⅱ: 单加Wort组, Ⅲ: 单加足叶乙甙组(Eto), 
Ⅳ: 加Eto+Wort组, Ⅴ: 单加阿霉素(Dox)组, Ⅵ: 
加Dox+Wort组. 作用12、24 h后分别收集细胞

(死亡细胞多漂起, 通过收集培养液离心而收集

死亡细胞), 加裂解液提取总蛋白, 取400 µL裂解

上清液, Bradford法测定蛋白浓度: 每种样品以

20 µg总蛋白上样, 进行12.5% PAGE凝胶电泳, 
100 V, 40 min. 电泳结束后, 取下凝胶25 V电转2 
h,使蛋白转移至硝酸纤维素膜(NC)膜上, 将NC
膜用封闭液封闭非特异性抗体2 h, 加入一抗(兔
抗人p27抗体1∶1000), 4℃摇床孵育过夜加入

二抗(羊抗兔1∶2000)室温孵育1 h, 将NC膜置于

ECL(增强化学发光试剂)中反应1-3 min, 暗室中

使X线片曝光, 常规方法显影定影, X线片上的条

带用图像分析系统进行分析, 测定积分灰度值,
将p27/β-actin的比值作为蛋白表达的相对量.  
1.2.6 RT-PCR检测p27基因的表达: (1)细胞总

RNA的提取: 细胞处理过程及分组同1.2.5, 将
分组干预的细胞, 经PBS洗涤后, 每瓶加入1 mL 
TRIzol, 使细胞充分裂解, 按操作手册抽提取总

RNA, 紫外分光光度计检测RNA的纯度和含量, 
RNA电泳检测其完整性. (2)两步法实时定量RT-
PCR: 按cDNA合成说明书逆转录为cDNA, 合成

的引物序列见表1, 常规PCR扩增, 循环参数如

下: 94℃预变性5 min, 94℃变性30 s, 最佳退火

温度55℃ 30 s, 72℃延伸30 s, 35个循环后, 72℃
延伸10 min, GAPDH为内参照, PCR反应产物15 
g/L琼脂糖凝胶电泳, 两者同时进行(两引物退火

温度相同). 采用法国Vilber Lourmat凝胶成像系

统观测实验5次, 测定积分灰度值以p27/GAPDH
的比值作为基因表达的相对量(表1). 

统计学处理 数据以mean±SD表示, 采用

SPSS13.0软件, 单纯比较处理组与对照组之间的

差别用t检验. 随机区组间三者或以上计量资料

的两两比较, 用LSD检验. 

2  结果

2.1 MTT法测定细胞生存率 药物作用24 h后, 阿
霉素、足叶乙甙、Wort组均有肿瘤细胞抑制作组均有肿瘤细胞抑制作均有肿瘤细胞抑制作

用(以阿霉素为例, 细胞生长状态前后对比见图

1), 以Wort较为明显, 且联合作用抑制作用最为

显著(表2). 
2.2 药物作用时间趋势 各实验组和对照组药物

作用胃癌细胞, 分别于12、24、36、48 h行细胞

毒性检测, 单用足叶乙甙、阿霉素两组细胞生

存率有明显下降, 但于24 h后出现细胞耐药, 下
降幅度明显减弱; Wort组也有较强的细胞毒性,组也有较强的细胞毒性,也有较强的细胞毒性, 
且联合作用不但细胞毒性加强, 又能克服单用

足叶乙甙、阿霉素出现的化疗耐药, 药物作用24 
h后细胞生存率下降幅度仍明显(图2). 

表  1  p27及内参GAPDH引物序列、TM值和产物长度

     
Primer                     Seq(5' to 3')                   TM值   产物长度

p27 

    Left     TCATGCCCTCTCTTCGTTTCC  59.89    353 bp

    Right   CGTTCGGATATAAACTGGCC  59.57    353 bp

GAPDH

     Left    ACCACAGTCCATGCCATCAT  60.36    182 bp

     Right  TCTACCACCCTGTTGCTGTA  60.64    182 bp

■应用要点
本文通过体外细
胞培养, 测定不同
化疗药物干预后
的生存率和增殖
抑制指标, 并裂解
细 胞 检 测 p 2 7 蛋
白、mRNA的表
达, 为常规化疗药
物作用PI3K/Akt/
p27通道, 调控胃
癌细胞增殖的信
号传导机制提供
了更有力的支持. 
为临床联合化疗
药物以提高疗效
性提供了理论依
据和指导作用.  

A B

图  1  细胞生长状态. A: 给药(阿霉素)前; B: 药物(阿霉素)作用细胞24 h后.
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2.3 细胞周期和凋亡的检测结果 Wort、Etopo-
side,  Doxorubicin及联合应用组分别作用细胞24 
h后, Wortmannin参与三组与对照组在各期、增, Wortmannin参与三组与对照组在各期、增 Wortmannin参与三组与对照组在各期、增三组与对照组在各期、增组与对照组在各期、增

殖指数和早期凋亡率上的比较, 均有显著差异, 
而足叶乙甙、阿霉素单用组与对照组比较, 各
期细胞比例、PI和早期凋亡率的比较无统计学

意义(阿霉素和联合Wortmannin作用细胞早期凋

亡分布见图3). 显示Wortmannin及其联合应用组

药物作用肿瘤细胞后, 与对照组比较细胞处于

G0-G1期的比例增多, 说明药物作用后细胞G1期

延长和不增殖细胞群即G1期细胞增多, G1期延长

意味着细胞增殖周期延长, 增殖缓慢, 而相对增

殖期细胞减少, 以联合组最显著; 并分析含Wort 
3组的S期细胞比例可见, 该期细胞明显减少, 在
联合组中更为突出(表3). 
2.4 Western-blot对不同分组处理的胃癌细胞

p27蛋白的检测 对照组及处理组Wort、Eto、
Wort+Eto、Dox、Wort+Dox 5个组药物干预肿

瘤细胞12 h、24 h后, 裂解细胞行免疫印迹p27
蛋白表达检测, 各灰带值分别与β-act in进行校校

正(图4). 两时间段含Wort组与对照组比较, p27
蛋白表达强, 统计分析有差异(P <0.05), 以24 h更
为明显, 干预24 h时联合组有显著差异(P <0.01); 
单用Eto、Dox干预12 h时两组则较对照组表

■名词解释
Wort :  一种常见
phosphatidylinosi-
tol 3kinase(PI3K)
抑制剂. Wort可以
通过细胞和PI3K
的110 kDa催化亚
基相结合, 特异性
抑制PI3K,  抑制
PI3K/Akt信号通
路 ,  包 括 常 见 的
Akt磷酸化等. 
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图  3  细胞早期凋亡分布图. A: 单用阿霉素药物组; B: 联合Wartmannin组; 右下象限为早期凋亡细胞比例分布.
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分组                                         吸光值(A )               生存率(%)

对照组                              1.136±0.115              95.2

Wort组                             0.712±0.096b             58.8

Eto组	                         0.978±0.126               76.4

Wort+Eto组                     0.625±0.103bc                    51.5

Dox组                              0.897±0.130a                  73.5

Wort+Dox组	        0.594±0.110bd               48.9

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  单用Wort组.

表  2  实验组及对照组药物作用24 h后的吸光值及生存
率比较(n  = 5)
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生
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率
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图  2  对照组和处理组药物作用时间趋势曲线图.

表  3  Wort、Eto、Dox及联合液作用后的细胞周期、增殖指数和早期凋亡率分析(n  = 5, %)

     
分组                              G0-G1期                             S期                            G2-M期                           PI                              凋亡率  

对照组                     71.5±3.25                18.9±1.36                   6.3±1.68               25.0±2.35                  7.2±2.15

Wort组                    85.0±3.54b                 8.7±1.46b                  5.1±0.84               13.6±1.87b               42.4±3.57b

Eto组                      75.1±3.18                16.3±1.25                    8.2±1.56               24.4±2.14                   9.2±2.16

Wort+Eto组            91.5±3.63bd                2.5±0.78bd                  5.7±1.16                  7.9±1.16bd              53.4±3.82b

Dox组                      76.4±3.36                 15.8±1.17                     7.8±1.45               23.6±2.05                 11.4±2.21a

Wort+Dox组           92.4±3.64bd                 2.3±0.65bd                  5.4±1.02                 7.4±1.08bd                54.8±3.06b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  单用Wort组.
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达强弱无差异, 干预24 h时则出现有显著差异

(P <0.01). 灰度值进行统计学分析结果见(表4).
2.5 RT-P C R对不同分组处理的胃癌细胞p27 
mRNA基因表达的检测 对照组及处理组Wort、
Eto、Wort+Eto、Dox、Wort+Dox五个组药物干

预肿瘤细胞24 h后, TRIzol初提RNA, 逆转录为

cDNA, 再进行PCR和p27 mRNA基因表达的检

测(图5). 各灰度值与GAPDH比较, 并统计分析

见(表4), 显示各药物组对p27 mRNA基因表达水

平无影响. 

3  讨论

PI3K是一种胞内磷脂酰肌醇激酶, 可以特异性

使肌醇环上的3位羟基磷酸化, 使PIP2转变为第

二信使PIP3. PI3K主要是通过其3位羟基磷酸

化产物PIP3转移Akt到细胞膜上, 并改变Akt的
构象使之能被3-磷脂酰肌醇依赖蛋白激酶所磷

酸化和激活, 从而传递抗凋亡信号到PI3K/Akt

下游通道的效应因子, 本研究证实Akt/p27途径

起一定作用. 
p27kip1是1994年由Polyak et al首先发现的

一种广谱周期蛋白依赖性激酶抑制剂, 具有抑

制细胞周期蛋白依赖性激酶(CDK)和抑制细胞

从G1期到S期的转化功能, p27蛋白的下调和高

表达, 直接影响肿瘤细胞周期和肿瘤细胞的凋

亡, 现纳入候选的抑癌基因[10-11], 从p27基因的复

制, 转录, 翻译到p27蛋白的降解, p27蛋白水平的

调节, 主要是转录后水平, 转录后水平的调节途

径包括对p27蛋白的水解、对p27在细胞中的定

位以及对p27被扣留的调控, p27kip1基因改变少

见[12], 最新研究显示, 在乳腺癌[13]及结肠癌[14]患

者中, p27蛋白表达高的患者其预后明显好于p27
蛋白低表达者; p27蛋白低表达与肿瘤向血管、

淋巴管侵润有明显关系[15]; p27蛋白免疫反映性

与肿瘤分期有关[16]; 在卵巢上皮细胞癌患者中, 
p27蛋白低表达预示临床预后差[17]; 食管癌患者

1          2         3         4         5         6

β-actin对照

1          2          3           4          5          6

B

A

1      2       3       4      5      6
β-actin对照

1      2       3       4      5      6

图  4  p27蛋白表达检测结果. A: 干预细胞12 h; B: 干预细胞24 h; 1: 对照组; 2: Wort 组; 3: Eto组; 4: Wort+Eto组; 5: Dox组; 

6: Wort+Dox组.
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表  4  对照组和各处理组p27/β-actin和p27/GAPDH灰度值比较(n  = 5)

     
                                对照组                  Wort                         Eto                     Wort+Eto                      Dox                    Wort+Dox

p27/β-actin

   12 h             0.19±0.045        0.27±0.047a        0.21±0.036         0.28±0.040a         0.17±0.039        0.29±0.043b

   24 h             0.29±0.057        0.38±0.063a        0.11±0.043b        0.43±0.045b         0.14±0.047b       0.44±0.056b

p27/GAPDH    0.33±0.046        0.31±0.053         0.32±0.063         0.34±0.056          0.33±0.050        0.30±0.048 

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

■同行评价
本文内容较新, 层
次分明, 具有临床
指导价值. 
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量指示.
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中, p27蛋白表达水平能反映食管癌细胞的增殖

状态[18], 均提示p27表达的高低将直接反映患者

的预后, 也可间接反映化疗预后. 
PI3K/Akt(PKB)通道激活对p27的作用是多

方面的, 在不同的细胞类型中其效应也有不同: 
(1)PKB能磷酸化p27核定位信号区的T157[19]; 
(2)PI3K调节p27的稳定性; (3)在PTEN缺失的细

胞中, PKB介导的磷酸化可抑制p27的核转位; 
(4)PI3K途径的激活会导致p27在特定细胞中的

表达下调; (5)PI3K的激活促进p27蛋白水解; (6)
磷酸化p27KIP1使他们在胞内堆积; (7)forkhead
家族蛋白, 是一类转录因子, 入核后促进p27蛋
白的表达, 而PI3K通道的激活可以对其磷酸化

起负性调节[20-21]. PI3K/Akt途径对p27稳定性的

调控在活体内可能更复杂一些. 综上所述, PI3K/
Akt(PKB)通道激活或失活将直接影响p27的表

达水平.  
通过实验, 我们得出: (1)p27蛋白水平的调

节, 在转录后, 故RT-PCR检测的结果p27基因各

组的表达水平趋于一致, 各药物组对p27 mRNA
无影响. (2)含PI3K/Akt(PKB)通道抑制剂Wort的
3组p27蛋白表达均较对照组表达强, 联合应用

表达升高更加显著, 而单用足叶乙甙和阿霉素

组p27表达较对照组降低, 可知足叶乙甙和阿霉

素能异常激活PI3K/Akt通道, 磷酸化的PKB通

过上文所述的诸多作用机制, 导致p27表达下调, 
且随时间的延长而下调明显, 与PI3K/Akt通道抑

制剂Wort联合应用, 既能提高Wort对该通道的抑

制能力, 直接上调p27蛋白表达水平, 又加强肿

瘤细胞毒性和杀伤力, 细胞生存率明显降低; (3)
足叶乙甙、阿霉素和Wort均有较强的胃癌细胞

BGC-823抑制和杀伤作用, 以Wort作用更为突

出, 单用足叶乙甙、阿霉素于24 h后出现明显细

胞耐药, 联合Wort处理后未见肿瘤细胞耐药; 且

在含PI3K通道抑制剂Wort组, 细胞生存率均较

对照组低(57.8%), 细胞停止生长在G1期(85%), 
联合阿霉素和足叶乙甙生存率更低(44.3%、

46.5%), 停止在G1期的肿瘤细胞为(92.2%、

91.5%), 结合各实验结果综合分析, 提示PI3K/
Akt通道抑制剂Wort能通过上调p27蛋白表达对

肿瘤细胞周期进行负性调节, 并使肿瘤细胞停

止生长在G1期、明显降低增殖期细胞比例, p27
蛋白还可以诱导肿瘤细胞凋亡, 且与阿霉素、

足叶乙甙联合应用既加强了自身对PI3K/Akt通
道的抑制作用, 又能提高足叶乙甙和阿霉素细

胞毒性和杀伤力; 而单用阿霉素和足叶乙甙, 则
异常激活PI3K/Akt通道, 直接下调p27表达水平, 
失去了对肿瘤细胞周期的负性调节和诱导凋亡

的能力, 胃癌细胞对化疗药物产生耐药. 以上提

示PI3K/Akt/p27通道激活能介导肿瘤细胞化疗

耐药. 
进展期肿瘤的治疗问题, 主要是手术切除

和解决肿瘤细胞的无限增殖 ,  而对细胞调控

点的抑制作用是解决细胞增殖的关键 ,  细胞

周期的调控点有三个: G1期控制点, S期及M期

控制点. p27蛋白主要是通过结合和抑制cyclin 
E/CDK2复合物(一种能调节细胞进入S期所必

须的催化酶)来抑制细胞从G1向S期转变, 同样, 
还能广泛的调节其他的周期蛋白cyclin, 因而被

称广谱细胞周期蛋白依赖性激酶C D K抑制剂

(CDKI)[22]: 一方面, p27kip1能够与CDK亚单位

结合, 抑制CAK(CDK2 activating kinase)对CDK
的激活过程; 另一方面, p27kip1直接抑制细胞中

已激活的cyclin 2/CDK激酶活性[23], 由于p27kip1
的作用, cyclin D2/CDK4/6、cyclin E2/CDK2不
能有效地磷酸化Rb蛋白, E2F转录因子不能被释

放, 细胞周期的进程被阻断; p27蛋白的下调, 其
直接结果导致TNF-α的下调, 肿瘤细胞抗凋亡, 
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以上为p27蛋白作用G1期控制点抑制肿瘤细胞

增殖和诱导凋亡的机制. 
总之, 足叶乙甙、阿霉素诱导PI3K/Akt/p27

通路的异常激活能下调p27蛋白, 从而对细胞周

期负性调节和诱导肿瘤细胞凋亡的能力下降, 
该通道的激活参与胃癌细胞对化疗药物耐药性

的产生. 应用PI3K/Akt通路抑制剂将增加胃癌细

胞对化疗药物的敏感性. 
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Abstract
AIM: To invest igate the prevent ion and 
treatment of Hong Tian Gan Kang (HTGK) on 
experimental hepatic cirrhosis.

METHODS: The female ICR mice were allocated 
into traditional Chinese medicine (HTGK) pre-
vention group, treatment group, animal model 
group, and control group. During the process 
of inducing hepatocirrhosis by CCl4 celiac in-
jection in ICR mice, the HTGK group received 
HTGK per day, while the model group was cre-
ated into the animal model by the above means 
without treatment. The mice of control group 
were normally raised without being created into 
models. The control group, animal model group 
and (HTGK) prevention group were sacrificed 
randomly at the end of the 60 d, 90 d and 180 d; 
while treatment group was sacrificed randomly 

at the end of the 30 d, 60 d and 90 d. Tissue 
specimenswere taken. Animals received liver 
histopathology and ultrastructure test.

RESULTS: Up to day 180, marked hepatic 
fatty changes, inflammation, necrosis and fi-
brosis were observed in mice of model group. 
In contrast, these alternations were attenuated 
by HTGK administration although mild fatty 
changes remained. Compared with the CCl4-
induced cirrhotic mice, histological changes 
of fibrosis were improved significantly in the 
mice treated with HTGK. Liver histopathology 
showed that the contents of transforming growth 
factor-β1 (TGF-β1) and alpha-smooth muscle 
actin (α-SMA) in the animal model group were 
significantly higher than those in the control 
group (TGF-β1, 60 d: 0.269 vs 0.155; 90 d: 0.306 
vs 0.155; 180 d: 0.336 vs 0.160; α-SMA, 60 d: 0.269 
vs 0.160; 90 d: 0.299 vs 0.150; 180 d: 0.322 vs 0.155, 
P < 0.01). However, the contents of TGF-β1 and 
α-SMA in the therapy group were significantly 
lower than those in the model group (0.220, 0.203, 
0.185 vs 0.336, P < 0.01; 0.2451, 0.2113, 0.185 vs 
0.3217, P < 0.01).

CONCLUSION: HTGK has suppressive, preven-
tive and curative effect on hepatic fibrosis and 
hepatocirrhosis.

Key Words: Hepatic cirrhosis; Herbal-based medi-
cine; Transforming growth factor-β1; Alpha-smooth 
muscle actin; Mice

Yang RH, Xu Q, Qiao YY, Jia HZ, Shi XL. Experimental 
study of herbal-based medicine Hong Tian Gan Kang on 
the intervention and therapy for hepatic cirrhosis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(6): 582-589

摘要
目的: 研究植物药洪天肝康(HTGK)对小鼠实
验性肝硬化的防治作用. 

方法: 将ICR♀小鼠, 随机分成正常对照组、

模型组、预防组和治疗组. 正常对照组: 室温
下常规饲养; 模型组: ip 200 mL/L CCl4; 预防
组: ip 200 mL/L CCl4同时给予HTGK灌服; 治

®

■背景资料
目前, 在我国, 原
发性肝癌患者合
并 肝 硬 化 者 占
53.9%-85.0%, 甚
至高达90%以上. 
因此防治肝纤维
化和肝硬化是当
今医学领域的重
要课题. 西医治疗
肝硬化尚无特效
疗法, 而中药却在
治疗上表现出独
特的优势. 

■同行评议者
唐文富 ,  副教授 , 
四川大学华西医
院中西医结合科 
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疗组: 造模d 180开始给予HTGK灌服, 同时继
续ip 200 mL/L CCl4. 模型组和预防组于60、
90、180 d; 治疗组于30、60、90 d分别进行
肝脏B超检测, 并取出肝脏组织进行HE、VG
染色和PAS反应, 以观察其组织病理学的变
化. 应用免疫组织化学方法进行肝组织中转
化生长因子-β1(TGF-β1)和α-平滑肌肌动蛋白
(α-SMA)的标记, 以探讨HTGK的作用途径. 
TGF-β1和α-SMA的阳性标记物应用图像分析
仪进行定量测定. 

结果: 模型组肝脏呈重度变性及炎性细胞浸
润, 可见纤维条索形成; 预防组较模型组肝纤
维化程度轻; 治疗组显示正常肝细胞数量增
多, 肝纤维化程度明显减轻. 模型组TGF-β1、
α-SMA阳性反应物与正常对照组相比显著增
加(TGF-β1, 60 d: 0.269 vs  0.155; 90 d: 0.306 
vs  0.155; 180 d: 0.336 vs  0.160; α-SMA, 60 
d: 0.269 vs  0.150; 90 d: 0.299 vs  0.155; 180 d: 
0.322 vs  0.160, 均P <0.01); 治疗组TGF-β1、
α-S M A阳性反应物与模型组相比显著降低
(0.220, 0.203, 0.185 vs  0.336, P <0.01; 0.245, 
0.211, 0.185 vs  0.322, P <0.01).

结论: 植物药HTGK对肝硬化的形成具有积
极的干预作用.

关键词: 肝硬化; 植物药; 转化生长因子-β1; α-平

滑肌肌动蛋白; 小鼠
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0  引言

肝硬化是严重危害人类健康的常见病之一, 也
是导致肝癌的主要病因, 而肝纤维化是多种慢

性肝病发展为肝硬化的必经阶段, 因此防治肝

纤维化和肝硬化是当今医学领域的重要课题. 
各种病因引起肝细胞弥漫性炎性坏死、再生、

诱发肝脏广泛地纤维结缔组织增生、肝小叶结

构破坏、假小叶形成, 纤维间隔包绕再生的肝

细胞形成结节, 成为肝硬化[1-4]. 近年来, 国际上

虽然对肝硬化的病原学治疗如抗乙肝病毒治疗

取得了一定的成效, 但西医治疗肝硬化尚无特

效疗法[5-13], 而中药却在治疗上表现出独特的优

势. 近年来国内对中药及中药提取物靶向制剂

的研究取得了较大的进展, 但大多处在基础研

究阶段, 而且对中药制剂的研究大多数是以天

然单一有效成分为原料药物. 深化肝硬化的中

医病因病机学研究已成为提高肝硬化临床疗效

亟待解决的重要问题. 首都医科大学与北京洪

天医药技术研究所共同成功研制了抑制肝纤维

化、逆转肝硬化的植物药洪天肝康(Hong Tian 
Gan Kang, HTGK). HTGK是应用现代工艺方法

提取黄芪、半枝莲、白芍等纯植物原料中的皂

甙、黄酮等有效活性成分, 依据益气解毒, 扶正

祛邪维持机体的动态平衡的中医理论, 达到抑

制肝纤维化和逆转肝硬化促进正常肝细胞增殖

的药效作用, 最终达到防治肝硬化的目的. 为进

一步证实HTGK逆转肝硬化的体内疗效, 我们

将制备肝硬化的动物模型, 以动态观察植物药

HTGK在肝硬化形成过程中对肝组织细胞的影

响, 并探讨其可能的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级4 wk龄ICR♀小鼠80只, 体质量

20-30 g, 购自首都医科大学动物中心. HTGK为

北京洪天力药业有限公司提供. 分析纯CCl4为

北京现代东方精细化学品有限公司生产. 兔抗

鼠转化生长因子-β1(transforming growth factor, 
TGF-β1)抗体, 小鼠抗小鼠单克隆α-平滑肌肌动

蛋白(α-smooth muscle actin, α-SMA)抗体, 购自

武汉博士德生物工程有限公司.
1.2 方法 将80只小鼠随机分成4组, 正常对照

组, 模型组, 预防组, 治疗组, 每组20只. 肝硬化

组: 每5 d进行小鼠ip 200 mL/L CCl4橄榄油溶液

5 mL/kg. 预防组在制备肝硬化模型的同时(时
间剂量同模型组), 每日给予80 mg/kg HTGK灌

服, 每日分2次灌服. 治疗组造模180 d后, 给予80 
mg/kg HTGK灌服, 每日分2次灌服, 同时继续ip 
200 mL/L CCl4(时间剂量同模型组). 水合氯醛5 
mL/kg将小鼠麻醉, 脱毛剂备皮, 将小鼠固定于

操作台上, 使用高分辨率小动物超声系统(Vevo 
770TM), 704探头扫描肝脏, 采集图像并进行比较

分析. 肝硬化组分别于d 60、90、180; 预防组分

别于d 60、90、180; 治疗组分别于d 30、60、90
断髓取肝脏, Bouin液固定, 常规石蜡包埋. 
1.2.1 组织病理学: 将石蜡包埋的肝组织, 制成4 
μm厚的切片. 分别进行HE染色, VG(Van Gieson)
染色和PAS(periodic acid-schiff)反应. 
1.2.2 免疫组织化学: 切片脱蜡入水, 柠檬酸钠

缓冲液热抗原修复, 30 mL/L H2O2封闭内源性过

氧化物酶, 100 mL/L正常山羊血清抑制非特异

性表达, 分别滴加一抗(兔抗鼠TGF-β1抗体, 稀
释度1∶100; 小鼠抗小鼠单克隆α-SMA抗体, 稀

■研发前沿
当今研发热点集
中在以下几个方
面: 肝硬化的基因
治疗, 肝干细胞移
植, 中药复方多方
位的靶向治疗.
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释度1∶100), 4℃过夜, 分别滴加二抗(生物素化

山羊抗兔IgG, 稀释度1∶200; 山羊抗小鼠IgG抗

体-HRP多聚体, 稀释度1∶200), DAB显色. 阴
性对照以PBS替代TGF-β1和α-SMA抗体. 应用

LEICA Q500IW自动图像分析仪检测40倍物镜

下, 测定免疫反应阳性细胞的吸光度(A ). 并求其

平均吸光度A值. 
统计学处理 实验所得数据采用SPSS11.0统

计软件进行单因素方差分析及其相关性分析.

2  结果

2.1 小鼠肝脏病变观察 正常对照组小鼠肝脏表

面光亮, 颜色暗红, 边缘锐利, 大小及各叶的比

例均正常, 模型组小鼠肝脏表面光亮度下降, 表
面有小米粒样改变, 呈暗紫红色, 边缘圆钝, 质
脆, 体缩小, 有的与周围组织有黏连, 且脾肿胀黏连, 且脾肿胀连, 且脾肿胀

明显. 预防组小鼠肝脏表面较光滑, 边缘微钝, 
呈浅褐色, 肝肿大不明显, 未见明显脾肿胀. 治
疗30 d小鼠肝脏肿大, 表明粗糙, 呈深褐色; 治疗

60 d小鼠肝脏表面逐渐光滑, 颜色呈浅褐色; 治
疗90 d小鼠肝脏肿大不明显, 呈暗红色. 与正常

对照组比, 模型组肝表面呈中度锯齿状回声, 肝
实质回声明显增强, 其中细点状分布明显增多, 
预防组: 肝表面呈低度锯齿状回声, 肝实质回声

减弱, 治疗组: 肝表面锯齿状回声不明显, 肝实

质回声减弱, 其中点状分布不明显(图1). 
HE染色正常对照组肝脏肝小叶结构正常, 

肝细胞索排列规则有序, 未见脂肪变性、坏死, 
无纤维增生; 模型组可见肝小叶结构紊乱, 肝细

胞索失去放射状肝索结构, 纤维结缔组织增生

形成纤维条索, 纤维宽窄不一, 分隔肝组织形成

假小叶, 纤维间隔内可见慢性炎性细胞浸润, 部
分肝细胞呈脂肪变; 预防组可见纤维组织增生

减轻, 间隔内少量炎性细胞浸润, 肝细胞空泡样

变性; 治疗组30 d, 可见纤维组织增生减轻, 大量

的肝细胞均呈空泡样或脂肪样变性, 核固缩, 中
央静脉周围可见形态趋于正常的肝细胞; 治疗

组60 d, 变性坏死的肝细胞减少, 出现大量形态

近似正常的肝细胞; 治疗90 d: 形态近似正常的

肝细胞进一步增加. VG染色正常对照组未见明

显的呈红褐色的胶原纤维; 模型组可见胶原纤维

显著增多, 主要分布于被膜下、肝小叶间和中央

静脉周围; 与模型组相比, 预防组和治疗组胶原

纤维数量明显减少, 尤治疗组减少明显(图2). PAS
染色正常对照组肝细胞内含较多的呈紫红色的

PAS阳性反应物; 模型组可见肝细胞内的PAS阳

性反应物显著减少; 与模型组相比, 预防组和治

疗组肝细胞内的PAS阳性反应物增多, 尤治疗组

增多明显. 
2.2 免疫组织化学标本观察 正常对照组肝脏中

偶见TGF-β1表达; 模型组肝组织TGF-β1蛋白广

泛分布, 尤集中于肝脏汇管区和增生的胶原间质, 
着色呈均匀的浅棕色至深棕色; 预防组和治疗组

阳染程度较模型组减轻, 尤治疗组明显(图3). 正
常对照组肝脏中α-SMA阳性细胞较少, 多分布

在小静脉周围; 模型组α-SMA蛋白分布广泛, 尤
集中于增生的胶原间质, 着色呈均匀的浅棕色

至深棕色; 预防组和治疗组(图4)阳染程度较模

型组减轻, 尤治疗组明显. TGF-β和α-SMA平均

吸光密度见表1.度见表1.表1.

3  讨论

慢性肝病所致的持续或反复的肝实质炎症及坏

死, 可引起纤维结缔组织大量增生. 因其降解活

性相对或绝对不足, 导致大量细胞外基质的沉

积形成肝纤维化. 肝纤维化同时伴有肝小叶结

构的破坏(肝再生结节), 则称肝硬化. 本实验研

究借助西医对肝硬化鉴定指标, 即肝脏结构被

损坏、纤维化组织增生、纤维性结节的出现为

标准, 观察植物药HTGK防治肝硬化的药效作用. 
中医早在两千多年《灵枢•水胀篇》指出: 

“色苍黄, 腹筋起, 此其候也”, 说明前人对肝

硬化已有深刻认识. 现代中医认为肝硬化的基

表  1  各组小鼠肝脏内TGF-β1、α-SMA平均光密度变化
表(mean±SD)

     
分组                  正常对照组    模型组       预防组    治疗组

TGF-β1				  

    60 d	           0.155          0.269b       0.241a	

    90 d	           0.155          0.306b       0.264a	

  180 d	           0.160          0.336b       0.280a	

  治疗30 d			              0.220d

  治疗60 d			              0.203d

  治疗90 d			              0.185d

α-SMA				  

    60 d	           0.150          0.269b      0.240a	

    90 d	           0.155          0.299b      0.257a	

  180 d	           0.160          0.322b      0.278a	

  治疗30 d			              0.245d 

  治疗60 d			              0.211d

  治疗90 d			              0.185d

aP<0.05 vs  模型组; bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  模
型组180 d.

■创新盘点
本文通过动物体
内实验, 证实了植
物药洪天肝康可
有效逆转肝纤维
化, 并能刺激肝组
织细胞的增殖. 研
究结果证实复方
植物药具有一药
多靶的作用, 是当
今西医治疗所不
能比拟的.
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本病机是正衰邪盛, 肝郁脾肾气血虚, 导致血瘀. 
血瘀表现在肝硬化的病理上就是肝纤维化的形

成. 故治疗以益气养阴、柔肝舒郁, 佐以活血化

瘀为主. HTGK属植物药, 采取益气解毒, 扶正祛

邪的中医理论, 应用现代工艺提取黄芪、半枝

莲、白芍等纯植物原料中的皂甙、黄酮等有效

的活性成分, 通过健脾益气、活血化瘀、疏肝

理气、软坚散结、利水消肿来维持机体的动态

平衡, 防治肝硬化的形成. 皂甙、黄酮已被证实

具有保肝护肝、抗肿瘤[14]、抗氧化、抗菌、抗

病毒等作用[15-18]. Kimura et al [19]发现皂甙及类似

物是肝细胞分裂素, 能诱导肝细胞DNA的合成. 
皂甙对鼠和人类肝脏特有的有机阴离子转运多

肽具有抑制作用, 并且是他的一种运输底物[20]. 
天然黄酮类化合物是植物体多酚类的内信号分

子及中间体或代谢物. 现代药理研究表明, 该类

化学物质在心血管系统、内分泌系统和抗肿瘤

方面具有明显的药理作用. 特别是黄酮类化合

物的抗氧化性质, 引起学者们的广泛关注. 
我们在制备肝硬化模型时, 使用HTGK灌服

进行干预, 结果预防(干预)组各项指标均优于模

型组, 特别是沿汇管区周的纤维增生程度显著

降低, 而肝细胞内糖原含量可见明显增加. 肝糖

原是由许多葡萄糖分子聚合而成的物质, 正常

状态下, 小肠黏膜细胞吸收单糖后, 由门静脉到

达肝脏, 在肝内转变为肝糖原而贮存. 当机体需

要时, 肝细胞又能把肝糖原分解为葡萄糖, 转化

为能量, 所以患肝病时常可见肝糖原的改变, 因
此肝糖原的含量变化可作为肝细胞功能状态的

指标之一. 
已有研究证实肝细胞变性坏死后 ,  可激

活单核吞噬细胞系统产生各种细胞因子 ,  如
TGF-β1、血小板衍生生长因子(platelet-derived 
growth factor, PDGF)、肿瘤坏死因子(tumor 
necrosis factor, TNF-α)等, 细胞因子介导的细胞

-细胞相互作用, 以及基质-细胞相互作用引起

图  1  各组小鼠肝脏B超变化结果. A: 正常对照组; B: 模型180 d; C: 预防组180 d; D1: 治疗30 d; D2: 治疗60 d; D3: 治疗90 d.

A B

C D1

D3D2

■应用要点
本文通过动物体
内试验验证洪天
肝康疗效, 为进一
步临床应用提供
可靠依据.
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的肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)的激活, 
转化为肌成纤维细胞(myofibroblastic-like cell, 
MFBLC), 表达多种细胞因子及受体, 并大量合

成肝脏细胞外基质(extracellular matrix, ECM), 
而ECM的降解可引起肝纤维化的形成[21-24]. 甚至

肝小叶改建, 假小叶形成, 导致肝硬化发生. 生
理状况下, 位于肝窦间隙的HSC处于静止状态, 
与维生素A的贮存和代谢有关. 肝损伤后, HSC
被活化, 胞质中肌性骨架蛋白, 如α-SMA表达

增多, 分泌胶原等ECM的能力明显增强, 因此, 
HSC是肝纤维化发生发展的核心环节. α-SMA
是HSC活化的重要标志[25-26]. TGF-β1是组织修

复和肝纤维化的重要细胞因子[27-29], 调控HSC的
活化、增殖. 有研究表明, 肝组织TGF-β1表达

水平与肝组织纤维化程度密切相关, 在反映早

期肝纤维化方面较透明质酸、层黏连蛋白、Ⅳ

型胶原三项常规指标更敏感. TGF-β1是维持肝

脏内环境的相对稳定的细胞因子之一, TGF-β1

20 μm20 μm 20 μm

图  2  各组小鼠肝脏HE染色结果. A: 正常对照组; B: 模型180 d; C: 预防组180 d; D1: 治疗30 d; D2: 治疗60 d; D3: 治疗90 d; E:

正常对照组; F: 模型180 d; G: 预防组180 d; H1: 治疗30 d; H2: 治疗60 d; H3: 治疗90 d.
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■同行评价
本文书写流畅, 层
次 分 明 ,  内 容 详
实, 具有一定的参
考价值.
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具有免疫调节、细胞分化、ECM形成等多种作

用. TGF-β1在炎症早期具有免疫刺激功能, 在
炎症中后期具有免疫抑制活性, 能抑制Th1细胞

亚群的激活与分化, 减少白介素2, 白介素12(IL 
2, IL12)和干扰素γ(IFN2γ)等细胞因子的分泌[30]. 
Peter博士认为肝病患者体内普遍缺乏免疫诱导

素, 导致肝脏长期处于免疫缺陷状态, 这也是肝

脏疾病产生和久治不愈的根本原因. 如能让肝

脏产生免疫力, 才能从源头上清除肝病素, 使肝

病转阴后不复发. 
本实验结果显示, HTGK下调TGF-β1蛋白

表达方面作用显著, 可能是在降低炎性反应的

20 μm 20 μm 20 μm

20 μm20 μm20 μm

A B C

D1 D2 D3

图  3  各组小鼠肝脏免疫组织化学TGF-β1显色结果. A: 正常对照组; B: 模型180 d; C: 预防组180 d; D1: 治疗30 d; D2: 治疗

60 d; D3: 治疗90 d.

图  4  各组小鼠肝脏免疫组织化学α-SMA显色结果. A: 正常对照组; B: 模型180 d; C: 预防组180 d; D1: 治疗30 d; D2: 治疗

60 d; D3: 治疗90 d.

20 μm 20 μm 20 μm

20 μm20 μm20 μm

A B C

D1 D2 D3



www.wjgnet.com

588                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2008年2月28日    第16 卷   第6期

同时阻止了HSC活化, 导致TGF-β1蛋白表达下

调, 胶原合成减少, 通过解除免疫抑制增强机体

免疫功能、促进肝细胞修复、改善机体整体的

抗病能力, 但最终解析HTGK促进硬化肝组织结

构修复的作用机制还有待于进一步研究. 
药物的靶向性是指药物直接作用于靶区(靶

器官、靶组织、靶细胞), 靶向给药可提高疗效, 
降低全身毒副作用[31-32]. HTGK的研制使用了入

肝经的植物药材和药引, 研究结果证实HTGK能

有效的抗肝纤维化、防止肝硬化形成. 通过我

们的实验研究进一步证实对中医药的研究必须

立足于中医理论的整体观, 在解决病变部位这

一主要矛盾外, 同时要调整机体的平衡, 增强免

疫力, 以达到标本兼治的目的. 中医药理论既古

老又现代, 在现代化技术发展的今天仍指导着

医药现代化的发展, 并为靶向用药的研究指明

了方向.
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Abstract
AIM: To study G-protein-coupled receptor 
(GPCR) in mouse exocrine pancreatic acinar cell 
line MPC-83.

METHODS: Cytoplasmic calcium concentration 
in mouse exocrine pancreatic acinar cell line 
MPC-83 was measured both before and after 
stimulation with GPCR agonists. 

RESULTS: Acetylcholine (ACh, 25 nmol/L) and 
cholecystokinin (CCK, 5 pmol/L) induced regu-
lar calcium oscillations in freshly isolated nor-
mal mouse pancreatic acinar cells. When GPCR 
agonists CCK (1 μmol/L), vasopressin (VP, 1 
μmol/L), substance P (5 μmol/L), histamine (10 
μmol/L), phenylephrine (PE, 10 μmol/L) and 
ACh 100 μmol/L were added to MPC-83 cells, 
no change of intracellular calcium concentration 

was detected. After 100 nmol/L dexamethasone 
pre-treatment of MPC-83 cells for 72 h, MPC-83 
cell proliferation was reduced, but still no cal-
cium increases were detected after stimulation 
with GPCR agonists 1 μmol/L CCK, 1 μmol/L 
VP and 5 μmol/L substance P.

CONCLUSION: The pancreatic acinar tumor 
cell line MPC-83 from Kunming mice have com-
pletely lost their functional GPCR which are 
normally present in pancreatic acinar cells, and 
these cells are in extreme de-differentiation state. 

Key Words: Pancreatic acinar cell line; G protein-
coupled receptor; Cytoplasm calcium oscillation; 
Fura-2; De-differentiation; MPC-83 cells

Cheng HL, Wang L, Cui ZJ. Complete loss of functional 
G protein-coupled receptors in mouse pancreatic acinar 
cell MPC-83. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(6): 
590-595

摘要
目的: 研究小鼠胰腺肿瘤细胞系MPC-83细胞
中功能性G蛋白偶联受体(G protein-coupled 
receptor, GPCR). 

方法: 培养小鼠胰腺肿瘤细胞系MPC-83细胞, 
检测其刺激前后胞质游离钙离子浓度的变化.  

结果: ACh 25 nmol/L刺激新鲜分离的正常小
鼠胰腺腺泡细胞, 胞质钙离子浓度发生规则、

振荡样升高; CCK 5 pmol/L具有类似作用. 
GPCR激动剂CCK 1 μmol/L、VP 1 μmol/L、
P 物质5 μmol/L、组织氨10 μmol/L、PE 10 
μmol/L和ACh 100 μmol/L分别刺激MPC-83
细胞, 胞质钙离子没有发生任何增加. 地塞
米松100 nmol/L与MPC-83细胞共孵育72 h, 
MPC-83细胞增殖速度明显降低, 但GPCR配
体CCK、VP、P物质仍然不引起胞质钙离子
浓度的增加. 

结论: 从昆明小鼠胰腺外分泌部肿瘤分离出
来的胰腺腺泡细胞系MPC-83, 正常的G蛋白
偶联受体完全缺失, 处于极度去分化状态. 

®

■背景资料
胰腺腺泡细胞合
成、分泌消化酶, 
为动物对食物进
行消化所必须. 胰
腺腺泡细胞表面
G 蛋 白 偶 联 受 体
(GPCR)调控消化
酶 的 分 泌 .  胰 腺
腺泡细胞系是开
展这方面研究的
重 要 工 具 .  目 前
应用最广泛的是
Longnecker et al
通过重氮丝氨酸
诱导而于1979年
建立的大鼠胰腺
腺泡肿瘤细胞系
AR4-2J.

■同行评议者
施瑞华, 教授, 南
京医科大学第一
附属医院消化科



程海立, 等. 小鼠胰腺腺泡细胞系MPC-83中功能性G蛋白偶联受体的缺失                                                                   591

www.wjgnet.com

关键词: 胰腺腺泡细胞; G蛋白偶联受体; 胞质钙离

振荡; Fura-2; 去分化; MPC-83细胞

程海立, 王琳, 崔宗杰. 小鼠胰腺腺泡细胞系MPC-83中功能

性G蛋白偶联受体的缺失.  世界华人消化杂志  2008; 16(6): 

590-595

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/590.asp

0  引言

胰腺腺泡细胞合成、分泌多种消化酶如淀粉

酶、胰蛋白酶、糜蛋白酶、脂酶、核酸酶[1]. 消
化酶/酶原的合成和分泌受到胰腺腺泡细胞表面

多种G蛋白偶联受体(GPCR)的调控, 如CCK1受
体、M3受体、P物质受体[2]. 刺激新鲜分离的胰

腺腺泡细胞表面的GPCR, 可以得到接近在体状

态的消化酶分泌水平[3]. 但在实际工作中, 往往

也需要可传代的、近似生理状态的胰腺腺泡细

胞系. 
目前AT C C收录的胰腺外分泌细胞系有6

种, 分别是PANC-1、SW1990、ARIP、DSL-6A/
C1、DSL-6B/C2和AR4-2J[4]. PANC-1、SW 1990
来自人[5-6], 其余4种来自大鼠[7-8]; 没有来自小鼠

的胰腺外分泌细胞系. 6种胰腺外分泌细胞系

中, SW1990是由脾转移的肿瘤细胞, PANC-1、
DSL-6A/C1、DSL-6B/C2是胰腺导管细胞[5-7]. 
A R I P和A R4-2J是大鼠胰腺腺泡肿瘤细胞系; 
AR4-2J既有致瘤性, 也能分泌淀粉酶和其他胰

腺消化酶[8]. 近年也有人认为ARIP具有导管细胞

的特性[9]. 
AR4-2J是Longnecker et al [10]建立的重氮丝

氨酸诱导的大鼠胰腺腺泡肿瘤细胞系. AR4-2J
同时具有外分泌和神经内分泌细胞的特性 [11], 
也可被诱导向胰岛细胞表型分化[12]. 地塞米松

(dexamethasone, Dex)处理后, AR4-2J的外分泌

表型加强, 胰岛内分泌表型减弱[13]. Dex处理6 h
后, 淀粉酶分泌开始上升, 细胞生长变缓[12-14]. 

A R4-2J细胞典型地含有电压依赖性钙离

子通道L、P、N[15]. Ghrelin刺激AR4-2J细胞导

致其胞内钙离子浓度的双相增加, L型钙离子通

道在第二相中具有关键作用[16]. CCK刺激AR4-
2J, 诱发钙振荡的出现[17]和淀粉酶的分泌[18]. 植
物血凝素抑制CCK-8与AR4-2J细胞CCK受体

的结合[19]. 
我国科学家建立的小鼠胰腺腺泡肿瘤细胞

系MPC-83, 来自1983年发现的1例♂昆明种小鼠

胰腺自发瘤[20-22]. MPC-83细胞可在小鼠皮下连

续传代220代[21]. MPC-83细胞, 在胞质含酶原颗

粒和丰富的脂酶颗粒[21]. MPC-83皮下移植传代

后仍然具有胰腺腺泡细胞消化酶活性[22]. 研究

发现, MPC-83可作为生物反应调节剂(BRM)抗
肿瘤实验研究的细胞模型[23]. 

AR4-2J建系后到目前为止, 以AR4-2J为研

究对象的论文超过1000篇. 但是对MPC-83细胞

基本特性的研究, 尚鲜见报道. 因而本工作的目

的是研究MPC-83细胞是否存在相关的功能性

GPCR. 
正常胰腺腺泡细胞表面最主要分泌刺激物

(secretagogue)受体是CCK1受体和M3受体. 两
种都通过Gq/11与PLCβ信号系统偶联[2], 低浓度

ACh、CCK刺激引发胞内游离钙离子浓度的振

荡性升高[3,24-26]. 随着ACh和CCK刺激浓度的增

加, 钙离子浓度的振荡性升高逐渐转换为高台

样升高[3,26-27]. 这种浓度依赖性变化在其他细胞

也普遍存在, 如淋巴细胞、肝细胞、成纤维细

胞和胰岛β细胞[28]. 所以本文通过检测胞质钙离

子浓度的升高, 来判断MPC-83细胞是否具有相

关的功能性GPCR. 

1  材料和方法

1.1 材料 胆囊收缩素八肽(CCK-8)、血管加压

素(VP)、苯肾上腺素(PE)、乙酰胆碱(ACh)、
P物质(substance P)、组织胺(histamine)、胰

蛋白酶(trypsin)均为美国Sigma-Aldrich公司产

品. Fura-2 AM为美国Molecular Probes(Eugene, 
OR)公司或AnaSpec(San Diego, CA, USA)产品. 
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethane-sulfonic 
acid(HEPES)为德国Boehringer Mannheim公司

产品. 
小鼠胰腺腺泡肿瘤细胞系MPC-83购自协

和医科大学肿瘤研究所细胞室, 用含100 mL/L
胎牛血清(FBS, Hyclone)的RPMI 1640培养液, 在
50 mL/L CO2培养箱中37℃培养. MPC-83细胞传

代开始时1 d换培养液1次, 长至50%以上闭合度

后, 至少每12 h换液一次. 培养所用RPMI 1640培
养基(Invitrogen), 配制时加入HEPES 10 mmol/L, 
青霉素和各链霉素100 U/L, NaHCO3 2 g/L, pH值

7.2. 细胞传代时用0.25%胰酶/EDTA 0.53 mmol/L
消化. 细胞冻存时成份为60% RPMI 1640, 30%  
FBS, 10% DMSO. 
1.2 方法 正常胰腺腺泡的分离见文献报道[3, 26]. 
分离腺泡细胞用胶原水解酶P(Roche)和机械吹

打, 分离后用150线的尼龙网或不锈钢网过滤. 
消化后残留的胶原水解酶, 通过在含有4%牛血

■相关报道
我国科学家胡美
英 et al 于1983年
发 现 1 例 雄 性 昆
明种小鼠胰腺自
发瘤MPC-83, 并
可连续传代. 但是
对于MPC-83的细
胞生理学, 所知甚
少. 
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清白蛋白(BSA)的缓冲液中离心而去除. 
1.2.1 细胞胞质钙离子浓度的测量: 细胞用Fura-2 
AM(终浓度5 µmol/L)加载1 h, 在单细胞钙离

子测量系统(DelatRam V, Photon Technology 
Incorporation, New Jersey, USA)的倒置荧光显

微镜(Olympus IX70)下, 检测细胞胞质钙浓度

的变化. 单色仪交替以340 nm/380 nm波长激发

Fura-2, 采集荧光发射波长>510 nm, 钙离子浓

度以荧光强度比F340/F380表示. 实验过程中用缓

冲液灌流细胞15-20 min, 记录静息状态下的钙

离子浓度的基础值, 之后灌流含不同浓度刺激

物的缓冲液, 刺激细胞. 灌流细胞用缓冲液成

份如下(mmol/L): NaCl 118, KCl 4.7, CaCl2 2.5, 
MgCl2 1.13, NaH2PO4 1.0, D-葡萄糖5.5, HEPES 
10, pH7.4, 充氧30 min后使用. 试验过程中通过

Felix32软件(Photon Technology Incorporation, 
New Jersey, USA)自动得到以荧光强度比值

F340/F380为纵坐标, 时间为横坐标的钙离子

浓度随时间动态变化图 .  数据后期处理使用

SigmaPlot软件重新做图和标注.  
1.2.2 Dex处理: 对于形态学实验, 首先用Dex 100 
nmol/L处理3 d, 之后将对照和Dex 100 nmol/L
处理过的MPC-83细胞在盖玻片爬片, 12 h后细

胞贴壁, 加载MitoTracker(100 nmol/L)1 h. 加载

MitoTracker的细胞在FV300(Olympus, Japan)激
光共聚焦显微镜(IX70, Olympus, Japan)成像. 对
于细胞增殖实验, 将细胞在24孔培养板接种, 在
平行孔中分别接种细胞后, 对照细胞加正常培

养基, 实验组加含Dex 100 nmol/L的培养基. 在
不同时间将细胞用胰酶消化后记数. 每组实验

都进行平行3组实验. 
统计学处理 细胞记数后用SigmaPlot做图, 

绘制细胞生长曲线, 细胞数以mean±SE表示. 细
胞生长曲线中细胞数目的差异用Student's t检验

进行统计学分析, P <0.05时为差异显著.  

2  结果

2.1 ACh、CCK在新鲜分离的正常小鼠胰腺腺

泡细胞引发规则钙振荡 新鲜分离的正常小鼠胰

腺腺泡细胞, 经ACh 25 nmol/L刺激后, 出现规则mol/L刺激后, 出现规则刺激后, 出现规则

的钙离子浓度的振荡样增加; CCK 5 pmol/L刺mol/L刺刺
激也出现规则钙振荡(图1). 这些结果说明, 在正

常的新鲜分离的小鼠胰腺腺泡细胞, 分泌刺激

物(secretagogue) ACh、CCK都引发规则钙振荡; 
显示在正常细胞, 存在功能性的胆碱能和CCK
受体(图1). 
2.2 不同GPCR配体对小鼠胰腺腺泡肿瘤细胞

M P C-83胞质钙离子浓度的影响胞质钙离子浓度的影响钙离子浓度的影响 为了验证在

培养的MPC-83细胞, 是否存在胆碱能和CCK
受体, 首先用CCK、ACh刺激MPC-83细胞. 低
浓度ACh 25 nmol/L、CCK 5 pmol/L没有任何mol/L、CCK 5 pmol/L没有任何、CCK 5 pmol/L没有任何mol/L没有任何没有任何

作用(结果未显示); 当浓度分别增加到ACh 100 
μmol/L、CCK 1、CCK 1 μmol/L, 也没有发现胞质钙离, 也没有发现胞质钙离胞质钙离钙离

子浓度的明显增加(图2A-B). 其他GPCR受体他GPCR受体GPCR受体

激动剂P物质5 μmol/L、组织胺10、组织胺10 μmol/L、、
phenylephrine(PE) 10 μmol/L、vasopressin(VP)、vasopressin(VP) 
1 μmol/L高浓度刺激, 钙离子浓度也都没有发生高浓度刺激, 钙离子浓度也都没有发生

明显变化(图2C-F). 其中在一个细胞, ACh刺激

后有轻微增加(图2B); 但是在后续的两次试验

中, 这一增加也没有重复出现. 
2.3 细胞促分化剂Dex对MPC-83细胞的作用 已
知在大鼠胰腺腺泡细胞系AR4-2J, 糖皮质激素

Dex处理后, 细胞趋于进一步分化的状态; 细胞

酶原颗粒增加[14,29]. 因而在本试验中, MPC-83细
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图  1  ACh、CCK在正常小鼠胰腺腺泡细胞诱发胞质规则钙振荡. A: ACh 25 nmol/L; B: CCK 5 pmol/L. 横条表示给药时间, 

每个记录是3次相同试验的典型结果.

■研发前沿
G 蛋 白 偶 联 受 体
( G P C R ) 种 类 繁
多, 其基因占人类
基因组的5%, 临
床用药的1/3作用
于约60种常见的 
GPCR. 正常胰腺
腺泡细胞表面最
主要分泌刺激物
(secretagogue)受
体 C C K 1 受 体 和
M3受体等都通过
Gq/11与PLCβ信
号系统偶联, 受到
低浓度激动剂刺
激后引发胞质游
离钙离子浓度的
振荡性升高. 因而
可以通过检测钙
振荡的变化, 来判
断MPC-83细胞是
否具有相关的功
能性GPCR. 这对
于正常、肿瘤胰
腺腺泡细胞差异
性研究具有重要
意义, 是当前肿瘤
生物学研究的热
点之一. 
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胞也用Dex进行了处理. 用含有Dex 100 nmol/L
的RPMI 1640培养基, 培养MPC-83细胞72 h后, 
发现MPC-83细胞对CCK 1 μmol/L、ACh 100、ACh 100 
μmol/L和P物质 5和P物质 5 μmol/L仍然没有任何反应(图仍然没有任何反应(图
3A-C). 这些结果揭示, 糖皮质激素Dex在MPC-83
细胞, 不能有效诱导CCK、ACh和P物质受体的

表达. 从形态学上来看, Dex处理后, 细胞没有发

生明显变化. MitoTracker荧光成像发现, MPC-83
细胞胞质充满线粒体; Dex处理后, 线粒体有增多胞质充满线粒体; Dex处理后, 线粒体有增多充满线粒体; Dex处理后, 线粒体有增多

的趋势(图4). MPC-83细胞的生长曲线呈典型的S
型曲线; Dex处理后, 生长曲线明显变缓, 细胞生

长速度从第48小时开始有显著差异(图5). 

3  讨论

本项工作研究昆明小鼠胰腺腺泡细胞肿瘤来

源的细胞系MPC-83, 可能存在的G蛋白偶联受

体. 研究发现: 1/MPC-83细胞用ACh、CCK、P
物质、组织胺、VP、PE刺激都没有引发胞质

钙离子浓度的变化; 2/Dex 100 nmol/L处理72 h, 

ACh、CCK、P物质仍然没有反应; 3/Dex处理

后, MPC-83细胞整体形态没有明显变化, 但是线

粒体密度有增加的趋势; 4/Dex处理后, MPC-83
细胞生长速度明显变缓; 5/作为对照, 低浓度的

ACh和CCK在新鲜分离的正常小鼠胰腺腺泡细

胞, 可以诱发出规则钙振荡. 
已知CCK在生理浓度(5-50 pmol/L)可引发

新鲜分离的啮齿类胰腺腺泡细胞产生规则钙振

荡, >50 pmol/L引发[Ca2+]i的高台样升高[3,26-27]. 
ACh 也具有类似的浓度依赖关系, 纳摩尔水平

(如25 nmol/L)的ACh, 就可以有效诱导啮齿类胰

腺腺泡细胞中钙振荡的出现; 更高浓度导致钙

离子的高台样升高[3,26-27]. ACh和CCK分别通过

M3型胆碱能受体和CCK1型CCK受体, 发挥作

用[25]. 在本试验中, 刺激MPC-83细胞的ACh、
CCK浓度分别增加到100 μmol/L和1 μmol/L后, 
MPC-83细胞仍然没有钙离子浓度的明显升高. 
这说明在MPC-83细胞, 不存在功能性ACh和
CCK受体. 同样, 高浓度的G蛋白偶联受体激动

图  2  受体激动剂刺激MPC-83细胞后, 胞质钙离子浓度没有明显增加. A: CCK; B: ACh; C: P 物质; D: 组织胺; E: PE; F: VP. 

横条表示给药时间, 每个记录是3次相同试验的典型结果.
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图  3  CCK、ACh和P物质刺激Dex处理后的MPC-83细胞, 胞质钙离子浓度没有增加. A: CCK; B: ACh; C: P物质. 横条表示

给药时间, 图中每个记录代表3次实验的典型结果.
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■名词解释
钙振荡:体内细胞
受到生理性刺激
后, 所产生的最早
的反应之一是胞
质中钙离子浓度
的升高. 钙离子浓
度的升高在单个
细胞水平多以振
荡的形式出现, 即
钙离子浓度随着
时间的变化出现
很规则的钙峰. 钙
振荡的出现使得
胞质钙离子浓度
可以进行多种方
式的调制, 如振幅
调制(AM)、频率
调制(FM). 因而通
过振荡的方式胞
质钙离子浓度变
化可以编码成复
杂多样的信号, 使
得钙离子可以特
异性调控细胞的
多种功能.
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剂VP、P物质、组织胺和PE, 也不刺激MPC-83
细胞胞质钙离子浓度的明显增加. 在所有实验

结束后蒸馏水灌流, 都导致胞质钙离子的大幅

增加(没有显示), 说明MPC-83细胞存在水通道. 
综合考虑以上实验结果, 昆明小鼠胰腺腺泡细

胞系MPC-83, 不含功能性G蛋白偶联受体, 细胞

处于高度去分化状态. 
肿瘤细胞增殖迅速, 使细胞的原有功能受

到抑制. 肿瘤细胞增殖越快, 其分化程度越低. 
MPC-83细胞生长旺盛, 用含胎牛血清100 mL/L
的RMPI 1640培养基培养, 细胞需12 h换液一次, 
两天可传代一次. 检测MPC-83细胞静息状态下

胞质钙离子浓度的试验证实, 对细胞进行灌流, 

胞质钙离子浓度保持不变. 但是在1次试验中(共
6次), 记录到细胞的自发钙振荡(结果没有显示). 

在重氮丝氨酸诱导的大鼠胰腺腺泡肿瘤

细胞A R4-2J, D e x处理抑制A R4-2J细胞的增

殖, 但是细胞的淀粉酶含量增加, Dex有效促进

A R4-2J向外分泌表型分化 [29-30]. 在本实验中, 
用Dex 100 nmol/L处理MPC-83细胞, 处理过的

细胞对CCK、ACh、P物质的刺激仍然没有任

何反应. 
Dex处理MPC-83细胞72 h后, 处理细胞与正

常细胞比较, 线粒体密度有明显增加. 生长曲线

比较显示, Dex处理过的MPC-83细胞, 其增殖速

度明显变缓. 说明和AR4-2J一样, Dex能够抑制

MPC-83细胞的增殖, 并促进其分化. 
至于MPC-83细胞为何不含功能性的G蛋白

偶联受体, 将来需要进行更加深入的研究. 有几

个可能: G蛋白偶联受体得到表达, 但是所偶联

的G蛋白、或磷脂水解酶C缺失, 或者GPCR-G-
PLC都存在, 但是钙离子信号系统的相关蛋白如

IP3R、SERCA/PMCA缺失. 尽管如此, MPC-83
细胞可能具有A R4-2J细胞所不具备的优点 . 
MPC-83细胞没有内源性的胰腺腺泡细胞促分泌

(secretagogue)受体, 因而这一细胞系可以用来表

达外源性的G蛋白偶联受体, 并研究这些外源表

达的受体, 如何随着表达程度的变化调控细胞

消化酶的分泌. 也可用MPC-83细胞来重构胰腺

ED

A CB

F

图  4  Dex处理对MPC-83细胞形状和增殖的影响, Dex 100 nmo/L加入MPC-83细胞培养液72 h后, 加载MitoTracker, 分别将
对照细胞(A, B, C)和Dex处理过的细胞(D, E, F)进行共聚焦成像. A, D: 明场图; B, E: 荧光图; C, F: 明场和荧光的叠加图.

图  5  Dex 100 nmol/L对MPC-83细胞增殖的影响. 没有加

Dex和加Dex的细胞, 每隔12 h各取三孔计数, 绘制生长曲线. 
aP<0.05 vs 对照细胞.
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■同行评价
本研究紧密围绕
临床实践, 具有一
定的临床指导意
义.
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腺泡细胞的钙离子振荡系统, 分析钙振荡发生

的分子基础. 
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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e e x p r e s s i o n o f 
MAdCAM-1 and nuclear factor kappa B (NF-κB) 
as well as the intervention of nitric oxide (NO) 
donor DETA NONOate and GTN in oxazolone-
induced colitis. 

METHODS: Thirty two C57BL/6 mice were ran-
domly divided into 4 groups: group A, B, C and 
D. The oxazolone experimental colitis model was 
established in group B, C and D. Mice of group 
C were treated with GTN and group D with 
DETA NONOate. The disease activity index 
(DAI), macroscopic score and histological score 
in each group were evaluated. The expression 
of MAdCAM-1 and NF-κB were determined 
by immunohistochemical staining. The plasma 
nitric oxide (NO) levels and the MPO activity in 
colonic tissues were also analyzed.

RESULTS: The DAI in group B and C increased 
since oxazolone was administered rectally, but 
it did not changed obviously in group D. The 
macroscopic score, the histological score, the 
expression of NF-κB, the expression of MAd-
CAM-1 and the MPO activity in group B (3.13 ± 
0.84, 20.31 ± 2.63, 30.29 ± 8.68, 17.60 ± 6.53, 3.83 ± 
0.60), which were significantly higher than those 
in group A, respectively (0.38 ± 0.52, 0.88 ± 0.83, 
7.38 ± 2.29, 4.08 ± 1.30, 1.75 ± 0.25, P < 0.01) and 
group D (1.38 ± 0.52, 11.13 ± 1.48, 12.60 ± 3.54, 8.42 
± 2.16, 2.76 ± 0.48, P < 0.01), but similar to those 
of group C. The level of plasma NO in group B 
was significantly higher than that of group A 
(54.51 ± 22.28 vs 32.17 ± 14.88, P < 0.05), but sig-
nificantly lower than that of group D and C (54.51 
± 22.28 vs 88.53 ± 24.77, 80.12 ± 19.79, all P < 0.05). 
There were significant positive correlations be-
tween the expression of MAdCAM-1 and the 
histological score, the MPO activity and IOD of 
NF-κB (r = 0.786, r = 0.833, r = 0.833, P < 0.05).

CONCLUSION: The expression of MAdCAM-1 
increases significantly in lumina propria of 
colonic tissues in oxazolone-induced colitis of 
mice. According to these results, DETA NONO-
ate may serve as a valuable biological agent for 
UC treatment.

Key Words: Oxazolone; MAdCAM-1; Nuclear factor 
kappa B; Nitric oxide; Ulcerative colitis

Zhang LH, Ouyang Q. Expression of MAdCAM-1 and 
nuclear factor kappa B and the intervention effect of nitric 
oxide donor in oxazolone-induced colitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(6): 596-601

摘要
目的: 探讨MAdCAM-1在恶唑酮结肠炎中的
表达及一氧化氮供体DETA NONOate和GTN
对恶唑酮结肠炎的干预作用.

方法: 32只C57BL/6小鼠随机分为正常对照组
(A)、恶唑酮结肠炎组(B)、GTN干预组(C)和
DETA NONOate干预组(D). 除正常对照组外, 

®

■背景资料
MAdCAM-1与淋
巴细胞表面配体
α4β7-整合素及L-
选择素的结合, 参
与了淋巴细胞附
壁滚动, 活化与黏
附, 介导特定淋巴
细胞亚群向肠道
黏膜淋巴组织如
派伊尔结及固有
层的归巢. 淋巴细
胞向肠道的渗出, 
诱导并维持肠道
的慢性炎症.

■同行评议者
李永哲 ,  副教授 , 
中国医学科学院
中国协和医科大
学, 北京协和医院
检验科
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其余3组均建立小鼠恶唑酮结肠炎模型, 两个
一氧化氮供体干预后处死小鼠. 评价DAI、大
体评分和组织学评分; 免疫组织化学法检测
MAdCAM-1及NF-κB; 硝酸还原酶法测定血
清中NO含量; 测定结肠组织MPO活性. 

结果: B组小鼠DAI评分自灌肠之日起逐渐增
高, 而D组则变化不明显.B组小鼠大体评分、

组织学评分、NF-κB的表达、MAdCAM-1
的表达、MPO活性(3.13±0.84, 20.31±2.63, 
30.29±8.68, 17.60±6.53, 3.83±0.60)均分别
高于A组(0.38±0.52, 0.88±0.83, 7.38±2.29, 
4.08±1.30, 1.75±0.25, P <0.01)和D组(1.38
±0.52, 11.13±1.48, 12.60±3.54, 8.42±2.16, 
2.76±0.48, P <0.01), 而C组则与B组相近. B
组小鼠血清NO浓度高于A组(54.51±22.28 
vs  32.17±14.88, P <0.05), 而低于D组和C组
(54.51±22.28 vs  88.53±24.77, 80.12±19.79, 
均P <0.05). B组MAdCAM-1的表达与组织学
评分、MPO活性、NF-κB P65 IA值呈正相关
(r  = 0.786, r  = 0.833, r  = 0.833, P <0.05).

结 论 :  小 鼠 恶 唑 酮 结 肠 炎 中 结 肠 固 有 层
MAdCAM-1的表达增加, DETA NONOate可
能是治疗溃疡性结肠炎的有价值药物.

关键词: 恶唑酮; MAdCAM-1; 核因子-κB; 一氧化

氮; 溃疡性结肠炎
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的表达及一氧化氮供体的干预作用.  世界华人消化杂志  2008; 

16(6): 596-601
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0  引言

炎症性肠病(inflammation bowel disease, IBD)
是一种病因未明的慢性反复发作的非特异性肠

道炎症性疾病, 活动期的特征性表现为大量白

细胞在肠黏膜间质内广泛浸润. 黏膜地址素细

胞黏附分子-1(mucosal addressin cell adhesion 
molecule-1, MAdCAM-1)是一种选择性表达于

肠道血管内皮的黏附分子, 极少表达于肠外组

织, 他与淋巴细胞表面配体的结合, 参与了淋

巴细胞附壁滚动和黏附, 介导特定淋巴细胞亚

群向肠道黏膜淋巴组织的归巢. 一氧化氮(nitric 
oxide, NO)是一种多效性的自由基信号分子. 有
研究报道NO供体可以抑制MAdCAM-1在肠道

的表达. 本文主要研究恶唑酮(oxazolone)结肠

炎动物模型结肠黏膜上皮MAdCAM-1的表达和

NO供体二亚乙基三胺-NO(Diethylenetriaamine  

NONOate, DETA NONOate)对MAdCAM-1表达

的影响, 观察其用于治疗的潜在价值.

1  材料和方法

1 . 1  材 料  3 2 只 C 5 7 B L / 6 ♂小鼠 ,  周龄

6 - 8  w k ,  购自四川大学华西试验动物中

心. 恶唑酮(oxazo lone)(S igma公司), DETA 
NONOate(Cayman Chemical公司), 硝酸甘油

(glyceryl trinitrate, GTN)(华西药房), MAdCAM-1
抗体(MECA-367)(BD Pharmingen公司), 核因

子-κB(nuclear factor-κB, NF-κB)P65mAb(Sant 
Cruz公司), 免疫组化染色试剂盒(SP-9000)(北
京中杉金桥生物技术有限公司), 浓缩型3, 3, -
二氨基联苯胺(DAB)试剂盒(北京中杉金桥生

物技术有限公司), NO试剂盒、髓过氧化物酶

(myeloperoxidase, MPO)试剂盒隐血检测试剂盒

(南京建成生物工程研究所), UV-2201紫外-可见

分光光度仪(岛津公司), BX41-32H02-FLB3荧光

显微镜和DP12-PC微镜数码相机系统(Olympus
公司).
1.2 方法 
1.2.1 动物模型及干预方法: 将32只实验小鼠随

机分为4组: 正常对照组、恶唑酮结肠炎组、

GTN干预组和DETA NONOate干预组. 参照

Heller et al [1]描述的方法建立恶唑酮模型, 0, 1 d
应用3%(w/v)恶唑酮酒精溶液灌肠150 μL/只致

敏. GTN及DETA NONOate干预组于小鼠灌肠前

24 h开始, 每天分别以GTN 2 mg/(kg·d)和DETA 
NONOate 1 mg/(kg·d) ip, 共4次至处死. 
1.2.2 观察, 收集标本及结肠炎症的评价: 每日记

录各组小鼠体质量, 大便性状变化, 检查小鼠粪

便隐血. 灌肠后3 d小鼠心脏取血, 立即离心取血

清, -20℃冰箱保存. 小鼠开腹分离结肠及回盲部, 
肉眼观察肠黏膜有无损伤、充血水肿及溃疡, 估
算溃疡面积与受损面积之比.选择炎症严重部位

取1 cm左右组织福尔马林固定, 石蜡包埋待检. 
取一段新鲜结肠组织, 检测MPO. 按Okayasu评
分标准计算疾病活动指数(disease activity index, 
DAI)[2]; 大体损伤按Ekstrom标准[3], 组织学损伤

按韩英 et al [4]标准. 
1.2.3 MPO测定: 准确称量结肠组织重量, 以十六

烷基三甲基溴化铵(HTAB)溶液制备50 g/L组织

匀浆, 加入邻联茴香胺-H2O2反应体系中, 通过邻

联茴香胺供氢后生成黄色化合物, 比色测定各

管A值, 从而推算出MPO的活力.
1.2.4 NO的测定: 取0.1 mL血清置测定管, 0.1 

■相关报道
多 个 对 I B D 患
者 及 动 物 模 型
的 研 究 中 ,  均 发
现 在 I B D 肠 道
血 管 内 皮 细 胞
MAdCAM-1的表
达 明 显 增 高 ,  而
且UC与CD的表
达模式是不同的; 
M A d C A M - 1 在
多种动物结肠炎
模型的表达均增
加 ,  而 免 疫 中 和
MAdCAM-1在结
肠炎模型中可以
缓解炎症和黏膜
的损害.



www.wjgnet.com

598                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R               世界华人消化杂志     2008年2月28日    第16卷   第6期

mL硝酸钾标准液置标准管, 0.1 mL双蒸水置空

白管, 试剂按说明书操作, 于550 nm波长处比色, 
分别读取测定管和标准管吸光值, 计算NO含量. 
1.2.5 免疫组化检测NF-κB和MAdCAM-1: 结肠

组织石蜡切片常规脱蜡、水化; 高压抗原热修

复, 修复液为0.01 mmol/L柠檬酸盐缓冲液; 用30 
mL/L H2O2消除内源性过氧化物酶活性: 正常山

羊血清封闭; NF-κB一抗为小鼠IgG mAb(稀释度

1∶500), 4℃冰箱过夜, MAdCAM-1一抗为大鼠

来源的抗小鼠IgG2α抗体(稀释度1∶50), 37℃孵

育2.5 h; 滴加各自相应生物素化二抗; 滴加辣根

酶标记链霉卵白素; DAB显色, 苏木素复染, 梯
度酒精脱水、二甲苯透明, 中性树胶封片. 每次

实验均设立空白对照, 以0.01 mol/L PBS代替一

抗作为空白对照. 应用ImagePro-Plus生物图像分

析软件统计免疫组化切片累积光密度(integrated 
optical density, IA )值. 

统计学处理 应用软件SPSS13.0进行统计分

析, 计量资料采用mean±SD表示. 计量资料的多

组间用ONE-WAY ANOVA, 两组间采用t检验, 两
组间相关性用Spearman秩相关分析. 双侧检验, 
以P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 体质量和DAI评分变化 正常对照组小鼠体

质量逐渐增高, 大便性状正常, 而唑酮结肠炎

组和GTN组小鼠灌肠后体质量明显下降, 表现质量明显下降, 表现量明显下降, 表现

为稀便或不成形黏肛便, 便血或粪便隐血阳性,黏肛便, 便血或粪便隐血阳性,肛便, 便血或粪便隐血阳性, 
DAI评分逐渐升高, DETA NONOate干预组小鼠

体质量较轻, DAI评分比恶唑酮结肠炎组低.质量较轻, DAI评分比恶唑酮结肠炎组低.较轻, DAI评分比恶唑酮结肠炎组低.
2.2 大体和组织学观察及评分 正常对照组小鼠

结肠黏膜无充血水肿、糜烂及溃疡形成, 而恶

唑酮结肠炎组和GTN治疗组小鼠结肠黏膜可见

明显充血水肿、糜烂, 浅小溃疡多少不等, 附有

脓性分泌物, 病变连续分布, 大体评分高于正常

对照组(P <0.01), DETA NONOate干预组小鼠可

见充血水肿, 但糜烂及溃疡少见, 无脓性分泌物, 

大体评分较恶唑酮结肠炎组及GTN干预组均低

(P <0.01). 组织学上, 正常对照组小鼠结肠黏膜

上皮完整, 腺体形态正常、排列整齐, 黏膜及黏

膜下层无炎症细胞浸润, 未见糜烂及溃疡. 恶唑

酮结肠炎组及GTN干预组小鼠结肠黏膜上皮损

伤、缺失、糜烂及溃疡形成, 腺体变形、排列

紊乱, 黏膜及黏膜下层见密集分布的淋巴细胞

和单核细胞浸润. DETA NONOate干预组小鼠可

见结肠黏膜上皮损伤, 偶见糜烂, 未见溃疡形成, 
腺体排列基本正常, 黏膜及黏膜下层白细胞浸

润少(表1).
2.3 MPO活性 恶唑酮结肠炎组小鼠结肠组织的

MPO活性较正常对照组小鼠明显增高(P <0.01), 
而DETA NONOate干预组小鼠结肠组织的MPO
活性较恶唑酮结肠炎组(P <0.01)及GTN干预组

小鼠低(P <0.05, 表1).
2.4 血清NO浓度 恶唑酮结肠炎组小鼠血清NO
浓度较正常对照组小鼠增高(P <0.05), GTN干预

组和DETA NONOate干预组小鼠血清NO浓度高

于恶唑酮结肠炎组(P <0.05, 表1).
2.5 小鼠结肠黏膜NF-κB P65和MAdCAM-1的

表达 正常对照组小鼠结肠黏膜上皮细胞、隐窝

上皮、固有层单个核细胞只微弱或不表达NF-
κB P65, 而恶唑酮结肠炎组小鼠结肠黏膜NF-κB 
P65表达增强, 且上皮表达呈连续分布, 阳性细

胞胞质和胞核都含有棕黄色颗粒, 以胞核表达

为主. 用GTN干预后, 小鼠结肠黏膜NF-κB P65
表达无明显改变, 而用DETA NONOate干预后结

肠黏膜NF-κB P65表达明显降低, IA值与恶唑酮

结肠炎组相比有统计学意义(P <0.01). 正常对照

组小鼠结肠派伊尔结(PP), 黏膜固有层中血管没黏膜固有层中血管没膜固有层中血管没

有或者很少表达MAdCAM-1, 黏膜上皮细胞不

表达MAdCAM-1, 恶唑酮结肠炎组和GTN干预

组小鼠结肠PP, 黏膜固有层中血管内皮均明显黏膜固有层中血管内皮均明显膜固有层中血管内皮均明显

地表达MAdCAM-1, IIA值明显高于正常对照组

(P <0.01), 而DETA NONOate干预组小鼠结肠PP, 
黏膜固有层中血管MAdCAM-1表达明显降低,膜固有层中血管MAdCAM-1表达明显降低, 

表  1  各组小鼠大体及组织学评分, MPO活性和NO浓度的比较(mean±SD, n  = 8)

     
分组                                                大体评分                   组织学评分              MPO活性(U/g)      血清NO浓度(μmol/L)

正常对照组                               0.38±0.52b	   0.88±0.83b	 1.75±0.25b	 32.17±14.88a

恶唑酮结肠炎组                        3.13±0.84	 20.31±2.63	 3.83±0.60	5 4.51±22.28

GTN干预组                               2.88±0.84	 18.81±2.48	 3.55±0.59	 80.12±19.79a

DETA NONOate干预组	 1.38±0.52bd	 11.13±1.48bc	 2.76±0.48bc	 88.53±24.77a

aP<0.05, bP<0.01 vs  恶唑酮结肠炎组; cP<0.05, dP<0.01 vs  GTN组干预组.

■创新盘点
已有研究应用抗
体及反义核苷酸
抑制MAdCAM-1
的 表 达 及 应 用
N O 抑 制 其 他 黏
附分子表达的研
究 ,  但 至 今 尚 未
有 应 用 N O 抑 制
M A d C A M - 1 表
达 的 报 道 .  由 于
MAdCAM-1特异
性表达于胃肠道, 
以MAdCAM-1为
靶标的生物治疗
可以减少以其他
黏附分子为靶标
的生物治疗所带
来的肠道外副作
用. 



图  1  各组结肠黏膜NF-κB P65(A-D)和MAdCAM-1(A'-D')的表达(×400). A: 正常对照组; B: 恶唑酮模型组; C: GTN干预组; 

D: DETA NONOate干预组.
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IA值与恶唑酮结肠炎组及GTN组相比都有统计

学意义(P <0.05). 而且, MAdCAM-1 IIA值与组织

学评分(r = 0.786, P <0.05)、MPO活性(r  = 0.833, 
P <0.05)和NF-κB P65累积光密度值(r  = 0.833, 
P <0.05)均呈正相关(图1, 表2).

3  讨论

炎症性肠病组织学上均有白细胞, 特别是淋巴

细胞, 自血管向肠道组织内的渗出, 从而导致

慢性肠道炎症 ,  淋巴细胞向肠道组织的归巢

是由各种归巢受体调节的. 在正常情况下, 人
类MAdCAM-1分子特异性地表达于派伊尔结

(peyer's patch, PP)、肠系膜淋巴结的高内皮静

脉, 以及大、小肠黏膜固有层中的扁平血管内

皮细胞表面, 极少表达于肠道外组织[5].

本研究发现, MAdCAM-1在恶唑酮结肠炎

结肠黏膜固有层及黏膜下层微血管的表达明显

高于正常对照组, 并且与组织学评分、MPO活

性和NF-κB P65 IA值呈正相关. 这与以往的研究

结果是相吻合的, Arihiro et al [6]对手术切除标本

MAdCAM-1的表达研究发现, IBD炎症黏膜的

小静脉丰富地表达MAdCAM-1. 在人类IBD中, 
MAdCAM-1表达的增加提示其可能介导淋巴细

胞与内皮细胞的结合及向炎症部位的渗出.
最近 ,  开发阻断淋巴细胞向肠黏膜浸润

的药物成为一类新型的生物治疗方向 ,  针
对黏附分子的生物治疗剂开始应用于临床

试验, 如抗细胞间黏附分子-1(i n t e r c e l l u l a r 
adhesion molecule-1, ICAM-1)反义寡核苷酸

(ISIS-2302, Alicaforsen)[7]和抗α4-整合素的抗

体(Natalizumab), 但是有报道应用Natalizumab
可能导致致死性的进行性多灶性白质脑病 [8].
由于MAdCAM-1在胃肠道表达的选择性, 使
MAdCAM-1成为一个值得考虑的靶标.已有研

究应用抗体[5]及反义核苷酸[9]抑制MAdCAM-1
的表达研究 ,  但至今还没有应用N O抑制

MAdCAM-1表达的报道.
以往的研究提示肠道炎症时存在内皮细

胞功能异常及NO合成的失调[10]. 在TNBS诱导

的结肠炎模型中, NO-美沙拉嗪(NCX-456)比美

表  2  各组小鼠NF-κB P65和MAdCAM-1 IA 值的比较
(mean±SD, n  = 8)

     
分组

                                                           IA 值     

                                                  NF-κB P65            MAdCAM-1 

正常对照组                       7.38±2.20d          4.08±1.30d

恶唑酮结肠炎组             30.29±8.68	     17.60±6.53

GTN干预组                     26.81±8.56          14.37±5.85

DETA NONOate干预组   12.60±3.54bd         8.42±2.16ad

aP<0.05, bP<0.01 vs  GTN组干预组; dP<0.01 vs  恶唑酮结肠炎组.

■名词解释
淋巴细胞归巢: 是
淋巴细胞的定向
游动, 包括成熟淋
巴细胞向外周淋
巴器官归巢, 淋巴
细胞再循环, 以及
淋巴细胞向炎症
部位迁移. 其分子
基础是称之为淋
巴细胞归巢受体
的黏附分子与内
皮细胞上相应的
血管地址素黏附
分子的相互作用. 
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沙拉嗪更有效地缓解了肠道的炎症[11], 提示NO
可能在结肠炎中具有重要的保护作用. DETA 
N O N O a t e属于N O供体中的偶氮烯嗡醇盐类

(Diazeniumdiolates, NONOates), 这一类药物可

以预知N O的释放速率, 在溶液中可自发产生

NO. 在0.1 mol磷酸盐缓冲液(pH7.4)中, DETA 
NONOate的半衰期在37℃及22-25℃中分别是

20 h及56 h. 本实验显示长效的DETA NONOate
比短效的GTN可以更有力地抑制MAdCAM-1在
肠道组织的表达, 从而起抗炎的作用, 而且持续

的NO对MAdCAM-1的抑制是必须, 这与Oshima 
e t a l [12]的研究结果相符. 同时, 也有研究提示

DETA NONOate可以通过抑制ICAM-1, P-选择

素等黏附分子的表达, 减少白细胞的聚集及致

炎因子的合成, 从而显著地改善DSS结肠炎[13].
本实验发现MAdCAM-1的表达与NF-κB

的表达呈正相关. 对小鼠内皮细胞培养基及多

种动物结肠炎模型的研究都表明, 在应用肿瘤

坏死因子(tumor necrosis factor-α, TNF-α), 白介

素-1β(interleukin-1β, IL-1β)等炎症因子刺激后, 
MAdCAM-1的表达增加, 然而, 其信号传导途

径仍未完全清楚, 研究提示可能需要NF-κB的

活化. TNF-α, IL-1β与其对应受体相互作用, 通
过激活NF-κB诱导激酶(NF-κB-inducing kinase, 
NIK), 最终导致NF-κB抑制因子(inhibitor-κB, 
IκBα)的降解, IκBα与NF-κB p50/p65异二聚体脱

离, NF-κB移位至细胞核, 结合到hMAdCAM-1
基因后激活了MAdCAM-1的基因转录[14-15]. NO
供体可能通过清除细胞因子诱导的信号性氧化

剂或抑制信号途径中对多肽如IκB的共价修饰, 
从而抑制NF-κB对MAdCAM-1转录的激活. 其
他信号通路如p38, p42/44丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinases, MAPKs)和转录

因子如SP1可能也参与NF-κB依赖基因的活化和

NO介导细胞因子对MAdCAM-1的调节作用[16]. 
对这些信号途经的理解可能使我们更好地揭示

MAdCAM-1在IBD中的作用.
MAdCAM-1分子在肠道黏膜组织的选择性

表达提示其在肠道黏膜免疫中具有重要作用, 
以MAdCAM-1为靶标的生物治疗可以减少副作

用. 对MAdCAM-1分子在IBD慢性炎症中的表达

及抑制其表达的研究, 有利于进一步认识IBD发

病的病理生理过程, 为设计以MAdCAM-1分子

为基础的预防与治疗措施提供全新的思路.
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Abstract
AIM: To construct the eukaryotic fluorescent 
expression vector of PRL-3 pEGFP-N1-PRL-3 
and establish the PRL-3 gene over-expression 
cell model of human colon carcinoma. 

METHODS: PRL-3 full length cDNA was ampli-
fied by RT-PCR with total RNA extracted from 

human colon carcinoma SW480 cells as template, 
and cloned into pGEM-T easy vector or eukary-
otic expression vector pEGFP-N1. Recombinant 
plasmid of pEGFP-N1-PRL-3 was identified by 
restriction endonuclease analysis and DNA se-
quencing. pEGFP-N1-PRL-3 plasmid was trans-
fected into SW480 cells. PRL-3 over-expression 
in SW480 cells was screened by G418 selection. 
PRL-3 expression was determined by real-time 
reverse transcription polymerase chain reaction 
(PCR) analysis. 

RESULTS: The recombinant pEGFP-N1-PRL-3 
plasmid with entirely coding elements of human 
PRL-3 gene was constructed and identified by 
restriction endonuclease analysis and DNA se-
quencing. The PRL-3 expression in SW480 cells 
was 2.78-fold that of control group. 

CONCLUSION: Establishment of PRL-3 gene 
over-expression cell model of human colon car-
cinoma provides a fundamental tool to study 
the role of PRL-3 gene in metastasis of human 
colorectal carcinoma. 

Key Words: PRL-3; Eukaryotic expression; Green 
fluorescent protein; Stable transfection

Liu YH, Li JM, Zhou J, Ding YQ. Construction of pEGFP-
N1-PRL-3 vector and its expression in SW480 cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(6): 602-606

摘要
目的: 构建蛋白酪氨酸磷酸酶-3(PRL-3)绿色
荧光蛋白真核表达载体pEGFP-N1-PRL-3, 为
PRL-3基因功能研究奠定基础. 

方法: 设计人PRL-3特异性引物, 提取人大肠
癌细胞系SW620细胞总RNA, 应用RT-PCR方
法获取人PRL-3全长cDNA, 分别克隆至T载体
及真核绿色荧光蛋白表达载体pEGFP-N1, 应
用PCR、酶切及DNA测序进行鉴定, 确认后
转染大肠癌细胞SW480, 应用G418进行筛选
获取PRL-3稳定表达细胞克隆, 应用荧光定量
PCR检测PRL-3基因表达. 

®

■背景资料
大肠癌是一种常
见、严重威胁人
类生命健康的恶
性肿瘤. 转移是导
致大肠癌患者死
亡的重要原因. 因
此, 阐明大肠癌转
移机制, 控制转移
是当前研究的重
要方向. 研究证明, 
肿瘤转移过程中
有众多的基因参
与, PRL-3在大肠
癌发生发展中起
重要作用. PRL-3 
属于蛋白质酪氨
酸 磷 酸 酶 家 族
(PTP)成员, 是现已
发现与大肠癌转
移相关的少数特
异性表达分子之
一. PRL-3作为大
肠癌转移研究中
的“魅力”基因
受到广泛关注. 

■同行评议者
徐智, 教授, 北京
大学第三医院外
科 
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结果: 获得522 bp的PRL-3基因编码序列并成
功构建了真核绿色荧光蛋白表达载体pEGFP-
N1-PRL-3, 该重组载体能够在SW480细胞中
稳定表达.  

结论:  成功构建真核绿色荧光蛋白表达载
体pEGFP-N1-PRL-3和建立PRL-3稳定表达
SW480细胞, 为进一步深入研究PRL-3基因在
大肠癌发生发展中的作用奠定基础. 

关键词: 蛋白酪氨酸磷酸酶-3; 真核表达; 绿色荧

光蛋白; 稳定转染
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0  引言

蛋白酪氨酸磷酸酶-3(phosphatase of regenerating 
liver-3, PRL-3), 属于PRL家族, 是一种相对分子

质量只有20 kDa的蛋白磷酸酶, 正常情况下在心

脏和骨骼肌中都有表达. 新近的研究表明PRL-3
与肿瘤转移有非常密切的关系[1], 尤其是他在大

肠癌的侵袭转移中的作用更加引人注目[2-3]. 有
研究认为PRL-3在肿瘤侵袭转移中的作用与其

促进细胞增殖、迁移、侵袭及黏附有关, 而且

他能增强细胞生长、迁移以及肿瘤的浸润和转

移能力[4-9]. 绿色荧光蛋白(GFP)是20世纪90年
代中期发展起来的一种全新的报告分子[2]. GFP
分子质量小, 易与其他目的基因形成融合基因, 
对细胞无毒副作用, 而且其化学性质稳定, 使用

方便, 可以在活体细胞中定时观察, 因而连接有

GFP的载体pEGFP-N1在分子生物学中被广泛应

用. 为进一步研究探讨PRL-3基因在结直肠癌的

发生发展和侵袭转移中的作用, 我们克隆了人

PRL-3基因并构建了真核绿色荧光蛋白表达载

体pEGFP-N1-PRL-3, 并将其转染真核细胞, 观
察其表达情况, 为进一步的工作奠定了基础.

1  材料和方法

1.1 材料 T R I z o l试剂和RT-P C R试剂盒为

Invitrogen公司产品; 克隆载体pGEM-T Easy 
Vector、AMV逆转录酶为Promega公司产品; 
PrimeSTAR HS DNA高保真酶、限制性内切

酶、T4连接酶、标准分子质量DNA Marker、
质粒小量提取试剂盒、D N A凝胶回收试剂

盒、DNA片段纯化试剂盒、PrimeScriptTM RT 
Reagent Kit、SYBRR Premix Ex TaqTM荧光定量

PCR试剂盒均购自TaKaRa公司; pEGFP-N1购自

Clontech公司、SW480人大肠癌细胞、大肠杆

菌DH5a、BL21(DE3)菌株均为本室保存. 
1.2 方法 
1 . 2 . 1  引 物 的 设 计 与 合 成 :  根据已报道的

PRL-3基因序列(GenBank Accession Number: 
N M _ 0 3 2 6 11 ) ,  依据P C R引物设计原则和

PrimeSTAR HS DNA高保真酶的特性, 利用在

线引物设计工具(http://seq.yeastgenome.org/cgi-
b in/web-pr imer)设计能特异性扩增人PRL-3 
cDNA全长的引物序列, 同时分别在上游引物和

下游引物的5'端引入Eco RⅠ和Bam HⅠ两酶切

位点, 引物由上海英骏生物技术有限公司合成, 
序列如下: P1: 5'-GAATTCTAATGGCTCGGATG
AACCGC-3'; P2: 5'-GGATCCTACATAACGCAG
CACCGGGT-3'. 
1.2.2 RT-P C R: 取适量培养的大肠癌细胞株

SW480, 加入1 mL TRIzol试剂, 提取总RNA, 以
2 μg总RNA为模板, 按照试剂盒说明书进行反转

录获得cDNA, 以cDNA产物为模板, P1和P2为引

物, PCR扩增约522 bp的片段, 总反应体积为50 
μL, 循环参数为: 94℃ 2 min; 94℃ 20 s, 56℃ 20 
s, 72℃ 40 s, 30个循环, 再于72℃延伸5 min. 取5 
μL PCR产物行10 g/L琼脂糖凝胶电泳分析. 
1.2.3 PRL-3基因序列测定: PRL-3扩增产物使用

Agarose Gel DNA Purification Kit回收DNA, 经
加A尾处理后, 插入克隆载体pGEM-T Easy载体

中, 构建pGEM-T- PRL-3, 然后转化DH5a感受

态, 涂LB板(Amp+)后, 次日随机挑取5个克隆, 
37℃水平摇床振荡培养, 小量提取质粒pGEM-T- 
PRL-3, 经PCR及Eco RⅠ和Bam HⅠ双酶切鉴定, 
鉴定正确的质粒交由上海英骏生物技术有限公

司进行DNA序列测定. 
1.2.4 pEGFP-N1-PRL-3真核表达载体的构建: 
pEGFP-N1和pGEM-T-PRL-3分别用Eco RⅠ和

Bam HⅠ酶切后, 琼脂糖电泳回收载体大片段和

目的片段; 连接上述目的基因和载体片段, 构建

pEGFP-N1-PRL-3原核表达载体, 转化DH5a感受

态细胞, 用含KA+的LB平板筛选阳性克隆, 小量

提取pEGFP-N1-PRL-3质粒, 经PCR及Eco RⅠ和

Bam H Ⅰ双酶切鉴定. 
1.2.5 质粒测序鉴定和质粒中量提取: 对pEGFP-
N1-PRL-3质粒进行测序鉴定, 与GenBank公布

的序列(NM_032611)进行blast比对. 无菌条件

下, 分别取上述菌落扩增的新鲜菌液1 mL, 加入

49 mL卡那霉素抗性LB培养基中, 37℃摇菌过

■研发前沿
PRL-3促进肿瘤
转 移 的 机 制 、

PRL-3的作用底
物及其相互作用
蛋白是本课题领
域的研究热点及
重点. PRL-3促进
细胞迁移和侵袭
的机制是亟待解
决的问题. 
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夜. 次日, 4℃, 6000 g离心15 min收集细胞, 按照

Qiagen公司的质粒中量提取试剂盒说明书操作, 
加入4 mL Buffer P1重悬细菌, 加入4 mL Buffer 
P2, 轻柔混匀, 上下颠倒4-6次, 室温放置4 min, 
加入4 mL预冷的Buffer P3, 上下颠倒4-6次, 冰
上放置15-20 min, 4℃ 15 000 g离心30 min, 将
上清移至一个新离心管, 4℃ 15 000 g再次离心

30 min. 用4 mL Buffer QBT平衡QIAGEN-tip100
柱, 将第二次离心的上清移入QIAGEN-tip100
柱内, 液体以自身的重力自然流出, 加入10 mL 
Buffer QC洗QIAGEN-tip100柱2次, 加入Buffer 
QF 5 mL, 洗脱质粒, 收集此次的流出液, 加入3.5 
mL异丙醇混匀, 立即4℃ 15 000 g离心30 min, 
弃上清, 加入2 mL 700 mL/L乙醇洗涤沉淀, 4℃ 
15 000 g离心15 min, 弃上清, 空气干燥5-10 min, 
用100 μL灭菌水溶解沉淀, 测A值, -20℃保存 
备用. 
1 .2 .6  细胞转染及克隆筛选 :  转染前一天将

S W 4 8 0细胞接种至2 4孔板中 ,  2×1 0 5个细 
胞/孔, 使细胞达到90%-95%汇合, 转染时用Opti-
MEM培养基400 μL换去完全培养基. 分别用

50 μL的Opti-MEM稀释0.8 μg质粒DNA和2 μL 
LipofectamineTM 2000, 室温孵育5 min, 将50 μL
的LipofectamineTM 2000混合物加入质粒DNA中, 
总体积为100 μL, 轻轻混匀, 室温孵育20 min, 将
100 μL的DNA-LipofectamineTM 2000混合物加

入24孔板孔中, 轻轻混匀, 培养6 h后更换完全培

养基, 37℃孵育48 h后加入含G418(浓度为800 
mg/L)的培养液, 进行筛选, 筛选3 wk后建成抗性

单克隆, 挑取单克隆, 扩大培养. 以pEGFP-N1质
粒为转染对照(mock). 
1.2.7 荧光定量PCR: 待细胞长至状态良好, 铺满

瓶壁后, 用冰预冷的PBS洗2遍, 用TRIzol试剂常

规提取细胞总RNA, 提取的总RNA用DNaseI去
除痕量基因组DNA. 按照TaKaRa(PrimeScriptTM 
RT Reagent Ki t)逆转录试剂盒操作程序进行

逆转录反应, RNA的量为1 μg, 引物为Oligo dT 
Primer、Random 6 mers. 反应条件为: 37℃ 15 
min、85℃ 5 s. 荧光定量PCR反应体系为25 μL, 
内含终浓度为500 ng的cDNA模板、终浓度为

250 nmol/L的上下游引物及12.5 μL的2×SYBR 
Green PCR Master混合物. PRL-3上游引物: 
5'-GAAGG CCAAGTT CTG TGA GG-3', 下游引

物: 5'-TCCAGG TAGGTGAGCT GCTT-3', 扩增

片段186 bp(NM_032611), 以β-actin基因为内对

照(NM_001101), 扩增产物222 bp, 上游引物: 5'- 
GATGCAGAAGGAGAT CACTG-3', 下游引物: 
5'-GGGTGTAACGCA ACTAAGTC-3'. 将反应管

置Mx3000PTM Real Time PCR反应仪(Stratagene
公司)中, 反应条件为95℃ 10 s、95℃ 5 s, 55℃ 
30 s, 45个循环, 荧光信号监测. 定量的方法以

2ΔΔCt(Ct代表循环阈值)表示基因的表达量, 以
空载体EGFP-SW480细胞为对照细胞, 公式如

ΔΔCt = (Ct(taget gene)-Ct(β-actin)转染细胞-(Ct(taget gene)- 
Ct(β-actin)对照细胞, 实验重复3次. 

2  结果

2.1 人PRL-3cDNA基因的扩增、克隆及序列测

定 PCR成功扩增出人PRL-3全长cDNA, PRL-3
基因PCR产物的电泳结果可见大小为522 bp左
右的特异性条带(图1). 
2.2 真核表达载体pEGFP-N1-PRL-3的构建及鉴

定 构建的质粒用Eco RⅠ和Bam HⅠ双酶切鉴定, 
得到约4.7 kb和522 bp左右的片段, 与预期结果

一致(图2). 
2.3 PRL-3T克隆载体的构建及鉴定 电泳回收

目的片段插入pGEM-T Easy克隆载体中, 形成

pGEM-T-PRL-3, Eco RⅠ和Bam HⅠ双酶切鉴定

得到正确克隆, 克隆测序结果与GenBank里的人

PRL-3基因序列相一致(图3). 
2.4 PRL-3稳定表达细胞克隆的筛选和鉴定 用
pEGFP-N1-PRL-3转染SW480/EGFP细胞, 转染

■相关报道
Saha et al 发现在
结肠癌伴肝转移
的组织中PRL-3 
高 表 达 ,  他 们 通
过对结肠癌肝转
移的组织标本进
行基因表达连续
分析(SAGE)发现
在 18 例结肠癌伴
肝转移的标本中
PRL-3均高表达 , 
而在正常结肠上
皮组织中 PRL-3 
不表达, 认为该基
因与结肠癌的肝
转移有密切的关
系. 

M     1      2    3    4 图  1  人PRL-3全长cDNA的
克隆. M: 100 bp Marker; 1-4: 

PRL-3基因PCR产物.

M            1      2 图  2  质粒pEGFP-N1-PRL-3
酶 切 鉴 定 .  M :  D N A  2 5 0 

bp Marker; 1-2: 重组质粒 

pEGFP-N1-PRL-3(Eco RⅠ

+BamHⅠ). 
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后48 h的瞬时转染图像, G418药物筛选3 wk后像, G418药物筛选3 wk后, G418药物筛选3 wk后
形成单克隆(图4), 克隆扩大培养后收集细胞进

行荧光定量PCR检测. 荧光定量PCR的结果显

示, 溶解曲线表明扩增的为特异序列, 通过公式

计算稳定转染pEGFP-N1-PRL-3的细胞PRL-3
基因表达增高,是未转染细胞的2.78倍, 命名为

SW480/PRL(图5).

3  讨论

P R L-3是现已发现与大肠癌转移相关的少数

特异性表达分子之一 [2], 根据PRL-3基因和蛋

白质的结构特征, 他属于一类新近发现的蛋白

质酪氨酸磷酸酶家族成员, 该亚型有三个成员

RPL-1、PRL-2及PRL-3. PRLs具有PTP活性位点

标签序列HCXXGXXR, 因而归属于蛋白质酪氨

酸磷酸酶家族. PRLs含有C-末端CAAX序列可

进行异戊烯化, PRLs以异戊烯化依赖方式存在

于浆膜和内体(endosome)结构, 这一生物化学特

征提示他们在细胞信号传递中发挥作用. 这三

种蛋白质分子质量大约为20 kDa, 具有超过75%
的同源性, 在功能上具有相似性[10-12]. 

■创新盘点
本文构建了真核
绿色荧光蛋白表
达载体, 为后续的
转移机制研究奠
定了基础. 
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图  3  PRL-3全长cDNA克隆的部分测序图. 

A

B

图  4  荧光显微镜观察SW480细胞(×100). A: pEGFP-N1-

PRL-3瞬时转染; B: pEGFP-N1-PRL-3稳定转染.
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图  5  应用荧光定量PCR对pEGFP-N1-PRL-3稳定转染
SW480细胞单克隆进行鉴定. A: 荧光定量PCR扩增曲线; B: 

荧光定量PCR溶解曲线; C: PRL-3基因表达的定量结果.
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应用基因表达系列分析(SAGE)技术分析

大肠癌肝转移基因表达谱时发现, PRL-3是在

18例大肠癌肝转移标本中唯一持续高表达的基 
因[2], 进一步发现, 无论具体转移的部位如何, 大
多数大肠癌的转移标本中PRL-3的转录水平均

明显增加[3]; 而该基因在正常大肠上皮中极少表

达或不表达[2-3]. 不同的研究小组也已经分别证

实这一结果[13-14]. 而其他研究还表明PRL-3参与

胃癌的转移, 与卵巢癌的发生发展关系密切, 可
促进小鼠黑色素瘤细胞运动和转移, 并可调节

肿瘤细胞与细胞外基质的黏附[4,6,15]. 将转染野生

型PRL-3的细胞经尾静脉注射入裸鼠体内, 1-2 
wk内即可形成明显的肺转移, 甚至发生由广泛

肺转移引起的动物死亡; 如果PRL-3失活则不引

起明显的转移[16]. 可以说PRL-3与肿瘤转移的关

系已明确, 但是对PRL-3生物学特性的了解仍很

模糊, 从2001年Bert vogelstein实验室发现PRL-3
与大肠癌转移的独特联系开始[2], 后续出现了一

些PRL-3的相关研究, 但在对PRL-3生物学特性

的了解方面一直没有突破. 我们仍不知道PRL-3
促进细胞迁移和侵袭的机制以及他参与的信号

途径, 而这些问题的解决有利于揭示PRL-3的
功能特性. 因此, 本研究应用RT-PCR方法, 从培

养的大肠癌细胞SW480中提取RNA, 逆转录为

cDNA为模板, 扩增出目的基因, 经T载体克隆后,
成功构建了人PRL-3绿色荧光蛋白真核表达载

体, 稳定转染人大肠癌SW480细胞, 为建立可视

化动物转移模型及进一步从分子水平探讨大肠

癌的发生发展机制提供了有效的工具, 具有重

要的实验价值. 
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■应用要点
本 研 究 克 隆 了
人PRL-3基因并
构建了GFP表达
载体pEGFP-N1-
PRL-3, 并将其转
染真核细胞, 观察
其表达情况, 为进
一步的工作奠定
了基础. 

■同行评价
本研究设计合理, 
方法新颖, 结果可
靠, 文笔流畅, 对
进一步研究有铺
垫作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of erythromycin 
and azithromycin on sensation afferent nerve 
functions of gastrointestinal tract in rats and its 
corresponding mechanism.  

METHODS: Sixty-four rats were randomly di-
vided into erythromycin group, azithromycin 
group, control group, low dose group (0.1 mg/
kg), medium dose group (0.5mg/kg) and high 
dose group (1 mg/kg). Spontaneous afferent 
nerve discharge and gastric distention-induced 
afferent nerve discharge of subdiaphragmatic 
vagus nerve were recorded half an hour before 
and after intravenous injection of different doses 
of erythromycin and azithromycinin. 

RESULTS: Intravenous low erythromycin and 
azithromycin dose had no obvious exciting ef-
fect on spontaneous afferent nerve discharge 
and gastric distention- induced afferent nerve 
discharge of subdiaphragmatic vagus nerve after 
20 min. Intravenous medium and high erythro-

mycin and azithromycin dose had obvious ex-
citing effect on spontaneous afferent nerve dis-
charge (erythromycin: 8.34 ± 0.37, 8.54 ± 0.26 vs 
7.78 ± 0.23, 7.84 ± 8.27; azithromycin: 8.57 ± 0.43, 
8.28 ± 0.38 vs 7.74 ± 0.21, 7.86 ± 0.30) and gastric 
distention-induced afferent nerve discharge of 
subdiaphragmatic vagus nerve (erythromycin: 
8.54 ± 0.34, 8.61 ± 0.20 vs 8.13 ± 0.36, 8.19 ± 0.21; 
azithromycin: 8.54 ± 0.30, 8.42 ± 0.21 vs 8.24 ± 0.22, 
8.22 ± 0.19), which was statistically significant 
compared with the control and low dose groups. 

CONCLUSION: Erythromycin and azithromy-
cin have significant effects on sensation afferent 
nerve functions of gastrointestinal tract in rats. 

Key Words: Erythromycin; Azithromycin; Vagus 
nerve; Gastrointestinal sensation

Xiao G, Li J, Deng LJ, Lu J. Effect of erythromycin and 
azithromycin on sensation afferent nerve functions of 
gastrointestinal tract in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(6): 607-612

摘要
目的: 用电生理方法研究红霉素和阿齐霉素
对胃肠感觉传入的影响.  

方法: 64只SD成年大鼠随机分成8组(n  = 8): 
红霉素组: 对照、小剂量(0.1 mg/kg)、中剂量
(0.5 mg/kg)、大剂量(1 mg/kg)组. 阿齐霉素组: 
分组和剂量均与红霉素相同. 经颈静脉注射生
理盐水、红霉素、阿齐霉素, 观察记录注药前
和注药后30 min内膈下迷走神经传入自发放
电和扩胃诱发放电两种状态下的变化.  

结果: 静脉注射小剂量红霉素和阿齐霉素自
发放电和对扩胃诱发放电均无显著变化, 20 
min后中、大剂量红霉素和阿齐霉素注药后
自发放电(红霉素: 8.34±0.37, 8.54±0.26 vs  
7.78±0.23, 7.84±8.27; 阿齐霉素: 8.57±0.43, 
8.28±0.38 vs  7.74±0.21, 7.86±0.30)和对扩
胃诱发放电均增强(红霉素: 8.54±0.34, 8.61
±0.20 vs  8.13±0.36, 8.19±0.21; 阿齐霉素: 
8.54±0.30, 8.42±0.21 vs  8.24±0.22, 8.22±
0.19)与相应的对照组和小剂量组间差异有统
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■背景资料
红霉素和阿齐霉
素在临床上广泛
应用, 胃肠道副反
应常见, 大量资料
表明, 红霉素是胃
动素激动剂, 促进
胃肠道运动. 但对
胃肠感觉的影响
尚不清楚, 所以本
文就红霉素和阿
齐霉素对胃肠感
觉的影响展开研
究.

■同行评议者
樊 晓 明 ,  主 任 医
师, 复旦大学附属
金山医院消化科; 
周士胜, 教授, 大
连大学医学院医
学研究中心



计学意义. 

结论: 红霉素和阿齐霉素能显著增加胃肠感
觉传入. 

关键词: 红霉素; 阿齐霉素; 迷走神经; 胃肠感觉
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0  引言

大环内酯类抗生素有多种, 如红霉素(erythro-
mycin, EM)、克拉霉素、罗红霉素和阿齐霉素

(azithromycin, AZM)等, 他们具有良好的抗菌

作用, 在临床上应用广泛, 但胃肠道反应常见, 
红霉素最为明显, 阿齐霉素等新品种则相对较

轻[1-2]. 在体实验表明红霉素等大环内酯可使胃

肠蠕动增加, 排空加快[3], 离体状态下可使胃肠

平滑肌收缩功能增强[4]. 研究表明离体状态下

红霉素的作用主要是通过胃动素受体发挥, 而
在体情况下, 部分由迷走神经参与作用[5]. 临床

研究表明用小剂量红霉素来治疗糖尿病胃轻 
瘫[6]和早产儿喂养困难等, 疗效显著[7]. 有资料表

明阿齐霉素同样也是胃动素受体激动剂, 具有

促进胃排空的作用, 并且比红霉素作用时间更

长, 不易于其他药物发生相互作用, 有希望开发

为新的治疗胃瘫的药物[8]. 他们在发挥促进胃肠

运动的作用中, 迷走神经的感觉传入是否发挥

作用, 目前还未见报道, 所以本实验用这两种药

物作为研究, 观察大环内酯类抗生素对胃肠感

觉传入的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康SD大鼠64只, 体质量200-250 g, 雌
雄不限, 由重庆医科大学实验动物中心提供, 红
霉素标准品(编号130307-200215)中国药品生物

制品检定所生产, 阿齐霉素(编号021020)金华立

信医药有限公司生产.
1.2 方法 实验前大鼠禁食24 h, 自由饮水, 随机

分为红霉素组和阿齐霉素组, 每组32只, 各组再

分成4组(n  = 8), 即对照组、小剂量(0.1 mg/kg)、
中剂量(0.5 mg/kg)和大剂量(1 mg/kg)组. 大鼠

用200 g/L乌拉坦ip麻醉, 6 mL/kg体质量. 颈部

正中切开, 气管插管, 备人工呼吸用. 一侧颈静

脉插管输液, 备注射药物用. 腹部剑突下皮肤

正中切口, 于胃大弯膜部作切口, 将扩张用的水

囊经胃大弯切口置入胃体部. 实验时向水囊内
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注水2-3 mL(0.5 mL/s. 水温保持37℃左右)扩张

胃, 并维持扩张状态20 s作为对胃壁机械感受器

的刺激. 在上腹部食道根部分离出膈下迷走神

经前支, 并用镊子夹伤神经中枢端. 用双极铂金

丝电极(直径0.3 mm, 极间距2 mm)钩上神经前

支, 引导膈下迷走神经的传入电活动, 神经周围

用温石蜡油保温并防止神经干燥. 引导的电位

输入AVB-11生物电放大器放大后, 在VC-10型
记忆示波器上显示, 并用DAB-1100直方图仪的

Windows-discriminator选择综合电位中的一类电

位, 作脉冲计数直方图处理. 将神经放电直方图

用RJG-4022记录仪记录, BI-2000图象分析系统

计算记录到的直方图面积. 
整个实验中动物肛温保持在38℃左右, 并

持续监测心电. 手术操作完成后, 各项指标在稳

定15 min后进行记录作为对照.
统计学处理 实验中所记录的直方图测算面

积后, 进行自然对数(ln)转换成正态分布. 数据用

对数值的mean±SD表示, 采用SPSS统计软件作

单向方差分析(One-way ANOVA), P <0.05为有统

计学意义.

2  结果

2.1 红霉素 静脉注射小剂量红霉素自发放电

无显著变化. 中、大剂量组注药后自发放电增

多, 分别于5 min和10 min后开始有统计学意义, 
中、大剂量两组间无显著差异, 而两者与对照

组和小剂量组间差异有统计学意义(表1, 图1).
静脉注射小剂量红霉素对扩胃诱发放电无

显著影响. 中、大剂量组注药后扩胃诱发放电

增强, 于15 min开始有统计学意义, 直至30 min
仍维持在较高水平, 但两组间无差异显著性而

与对照组和小剂量组间差异有统计学意义(表2, 
图1).
2.2 阿齐霉素 静脉注射小剂量阿齐霉素自发放

电无显著变化. 中、大剂量组注药后自发放电

增强, 分别于10 min和20 min开始有统计学意义, 
但两组间差异无显著性而与对照组和小剂量组

间有统计学意义(表3, 图2).
静脉注射小剂量阿齐霉素对扩胃诱发放电

均无显著影响. 中、大剂量组注药后扩胃诱发

放电增强, 分别于15 min和20 min具有统计学意

义, 但此两组间无差异显著性而与对照组和小

剂量组间有统计学意义(表4, 图2).
2.3 红霉素和阿齐霉素对膈下迷走神经传入放

电的影响比较 相同剂量红霉素与阿齐霉素比较

www.wjgnet.com

■创新盘点
以前不少作者鉴
于手术及记录方
便选择颈部迷走
神经作为各种研
究的对象, 但其缺
点是他含有的成
份十分复杂, 他除
了传导胃肠道信
息 外 ,  来 自 心 血
管、肺、气管等
脏器的传人和传
出冲动也混杂其
中. 由于膈下迷走
神经主要是支配
胃和小肠, 并接受
胃和小肠的感觉
传入, 所以记录膈
下迷走神经放电
对了解红霉素与
胃肠道的神经支
配之间的联系更
具说服力. 因此本
实验选择了膈下
迷走神经作为电
生理直接观察对
象, 研究了红霉素
对膈下迷走神经
传入冲动的影响
及其相关机制.
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(图3A-B), (1)红霉素起效时间要早于阿齐霉素: 
红霉素引起自发放电显著增加的起始时间中剂

量5 min和大剂量10 min, 而阿齐霉素在中剂量

和大剂量分别为10 min和20 min放电显著增加. 
对扩胃诱发放电的影响, 红霉素发挥显著作用

的起始时间在中剂量和大剂量分别为15 min和
10 min, 而阿齐霉素分别为15 min和25 min. (2)
两者的作用强度不同: 无论中剂量还是大剂量, 
红霉素的作用都大于阿齐霉素, 并且随剂量增

大, 差异显著性也增加. (3)中剂量作用峰值不同, 

对自发放电和扩胃诱发放电的影响, 阿奇霉素

在20 min和25 min有一高峰, 随后稍有回落, 最
终作用强度弱于红霉素.

3  讨论

胃肠感觉的初级传入神经元有内源性和外源两

大类, 内源性初级传入神经元属肠神经系统, 位
于肌间神经丛和黏膜下神经丛, 感受胃肠腔内

化学物质变化、黏膜和肌层的扭曲变形[9]. 胃肠

内在神经系统相对完整独立但又受外源性神经

表  1  红霉素对膈下迷走神经自发传入放电的影响

     
分组	        对照组            0 min              5 min	    10 min	           15 min             20 min	     25 min	           30 min

对照组	  7.85±0.15   7.79±0.16    7.74±0.25     7.80±0.23     7.72±0.35      7.78±0.23     7.71±0.40	     7.75±0.46

0.1 mg/kg  7.84±0.22   7.85±0.22    7.84±0.19     7.90±0.24     7.89±0.32      7.84±8.27     7.90±0.22     7.81±0.42

0.5 mg/kg	 7.85±0.30   8.01±0.29    8.23±0.17ac   8.24±0.28bc  8.32±0.26bd    8.34±0.37bd   8.48±0.34bd  8.51±0.25bd

1 mg/kg	  7.85±0.45   7.85±0.36    8.18±0.36     8.27±0.21a    8.48±0.24bd   8.54±0.26bd   8.55±0.25bd   8.62±0.46bd

组间: aP<0.05, bP<0.01 vs  对照. 组间: cP<0.05, dP<0.01 vs  对照. 

表  2  红霉素对膈下迷走神经扩胃诱发传入放电的影响

     
分组	         对照组          0 min               5 min	    10 min	           15 min             20 min	    25 min	           30 min

对照组	   8.31±0.13   8.21±0.23    8.18±0.22    8.23±0.16    8.13±0.29      8.13±0.36      8.06±0.52      8.13±0.30

0.1 mg/kg	  8.32±0.23   8.28±0.25    8.17±0.27    8.20±0.22    8.13±0.15      8.19±0.21      8.10±0.19      8.10±0.30

0.5 mg/kg	  8.30±0.34   8.36±0.25    8.40±0.27    8.49±0.22    8.59±0.26ad    8.54±0.34ad   8.69±0.28bd    8.70±0.20bd

1 mg/kg	   8.14±0.40   8.16±0.37    8.41±0.34    8.39±0.27    8.56±0.22bd    8.61±0.20bd   8.62±0.22bd    8.74±0.32bd

组间: aP<0.05, bP<0.01 vs  对照. 组间: dP<0.01 vs  对照. 

表  3  阿齐霉素对膈下迷走神经自发传入放电的影响

     
分组	       对照组             0 min              5 min	    10 min	           15 min             20 min	    25 min	           30 min

对照组	  7.85±0.31    7.85±0.23    7.80±0.17    7.81±0.21     7.79±0.20     7.74±0.21     7.77±0.26      7.78±0.20

0.1 mg/kg	 7.85±0.41    7.84±0.31    7.87±0.33    7.86±0.24     7.90±0.31     7.86±0.30     7.83±0.21      7.83±0.40

0.5 mg/kg	 7.87±0.08    7.85±0.30    8.15±0.33    8.33±0.23bd   8.43±0.31bd  8.57±0.43bd   8.40±0.38bd    8.36±0.28bd

1 mg/kg	  7.85±0.22    7.94±0.34    7.93±0.41    7.90±0.24     7.98±0.39     8.28±0.38ac   8.28±0.38ac    8.47±0.31bd

组间: aP<0.05, bP<0.01 vs  对照. 组间: cP<0.05, dP<0.01 vs  对照. 

表  4  阿齐霉素对膈下迷走神经扩胃诱发传入放电的影响

     
分组	       对照组             0 min              5 min	    10 min	           15 min             20 min	   25 min	           30 min

对照组	  8.28±0.12    8.32±0.08    8.33±0.14    8.30±0.14    8.26±0.16    8.24±0.22      8.27±0.13	     8.29±0.12

0.1 mg/kg	 8.29±0.28    8.30±0.26    8.25±0.29    8.22±0.28    8.29±0.16    8.22±0.19      8.21±0.23	     8.21±0.20

0.5 mg/kg	 8.31±0.20    8.30±0.24    8.42±0.19    8.49±0.23    8.53±0.23ac  8.54±0.30ad    8.57±0.21ad    8.54±0.26ad

1 mg/kg	  8.30±0.17    8.28±0.23    8.33±0.18    8.29±0.27    8.36±0.36    8.42±0.21ac    8.59±0.20ad    8.67±0.22bd

组间: aP<0.05, bP<0.01 vs  对照. 组间: cP<0.05, dP<0.01 vs  对照. 

■应用要点
本文对胃肠感觉
传入的研究, 有利
于大家全面了解
胃肠激素的功能, 
同时也提示迷走
神经不仅在胃肠
运动和胃肠液分
泌中有重要作用, 
在激素发挥作用
时, 迷走神经的感
觉传入也发挥了
重要作用, 所以即
使在对胃肠溃疡
病的治疗中, 作迷
走神经切除术也
应慎重.
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系统控制. 外源性神经元主要包括迷走神经初

级传入神经元和脊髓初级传入神经元以及肠离

心神经元, 这些神经元分别感受消化道内容物

的化学特性和肌肉的紧张性, 并将其信号通过

迷走神经传入纤维上传至节状神经节孤束核、

迷走神经背核、延髓最后区, 此感觉路径主要

感受生理性刺激. 浆膜及肠系膜受体感受胃肠

的运动和变形、扭曲, 信号通过脊髓背根传入

中枢, 此路径主要传导伤害性刺激[10]. 另外, 肠离

心神经元于肠壁投射至椎前神经节, 通过交感

神经传至中枢[11]. 内在神经系统和外来神经系统

相互协调, 完成对胃肠功能的调节. 一个或者多

个环节出现问题, 便会产生各种胃肠功能障碍. 
本实验中观察到, 静脉注射中剂量红霉素

和阿齐霉素对膈下迷走神经传入放电有明显

作用, 无论是自发还是扩胃诱发放电在注药后

5 min均增强, 30 min后维持在较高水平. 但在剂

量达到1 mg/kg后胃肠感觉传入放电增加反而迟

后, 并且本课题组也曾将剂量逐渐增加最大至

10 mg/kg, 直视状态下能明显观察到胃十二指肠

蠕动, 迷走神经传入放电增加依然较0.5 mg/kg
迟后, 这也提示红霉素和阿齐霉素对膈下迷走

神经传入放电的影响不具有剂量依赖性, 作用

机制可能有差异. 而先前就胃动素对胃肠运动

功能的研究资料也表明, 胃动素对胃的作用不

是剂量依赖性的[12]. 另外杨春敏 et al [13]就红霉

素对狗消化间期和餐后胃肠运动影响的研究中

发现在消化间期静脉注射红霉素0.5 mg/kg时、

引起的胃和十二指肠肠收缩与自发MMCⅢ相

一致, 随剂量增大至10 mg/kg则胃十二指肠持

续收缩、或逆行收缩、甚至出现恶心呕吐. 这
提示静脉注射0.5 mg/kg红霉素接近于生理剂

量, 1 mg/kg及以上则可能属超生理剂量. 同样, 
在用红霉素治疗喂养困难的早产儿时也发现

不同剂量组3-5 mg/(kg·d), 6-9 mg/(kg·d), 10-15 
mg/(kg·d)静脉缓慢滴注3-5 μg/(kg·min), 最小剂

图  1  0.5 mg/kg红霉素对膈下迷走神经传入放电的影响. 图中可见在静脉注射红霉素0.5 mg/kg后自发放电增强, 扩胃诱

发放电也增强(箭头表示开始扩胃). A, C, E, G: 自发放电; B, D, F, H: 扩胃诱发放电. A-B: 对照; C-D: 10 min; E-F: 20 min; 

G-H: 30 min. 

A B

C D

E F

G H

↓
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■名词解释
1 自发传入放电: 
在没有给予外来
刺激的情况下, 神
经纤维上记录到
的自发产生的放
电现象. 
2 扩胃诱发放电: 
给予人为扩张刺
激即扩张胃诱发
神经纤维产生的
放电现象.
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量组3-5 mg/(kg·d)效果最好[7]. 所以我们认为, 红
霉素在接近生理剂量作用下, 胃肠感觉传入增

强有跟胃肠运动功能是协调一致的, 产生生理

反应较快; 而在超生理剂量作用下, 胃肠感觉的

图  2  0.5 mg/kg阿齐霉素对膈下迷走神经传入放电的影响. 图中可见静脉注射阿齐霉素0.5 mg/kg后, 自发放电和扩胃诱发

放电增强(箭头表示开始扩胃). A, C, E, G: 自发放电; B, D, F, H: 扩胃诱发放电. A-B: 对照; C-D: 10 min; E-F: 20 min; G-H: 

30 min. 

A B

C D

E F

G H

↓
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■同行评价
本文从新的角度
研究大环内酯类
抗生素的胃肠道
不良反应, 具有一
定理论价值. 

图  3  EM与AZM比较(S: 自发传入放电, D: 扩胃诱发传入放电). A: 0.5 mg/kg EM与0.5 mg/kg AZM比较; B: 1 mg/kg EM与

1 mg/kg AZM比较. 
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生理反应被抑制, 感觉传入的增加是继发于药

物引起的胃十二指肠持续收缩、或逆行收缩等

不良反应. 但详细机制尚待进一步证实. 
红霉素和阿齐霉素同为胃动素受体激动剂, 

可作用于胃窦、平滑肌和胃肠神经系统胃动素

受体[14]引起膈下迷走神传入放电增强, 表明他们

对胃肠感觉是有促进作用的. 以往的研究资料

已经证实, 胃动素和红霉素均可通过外周或者

中枢[15-16]使胃肠运动功能增强. 运动与感觉总是

相互联系的, 所以红霉素及其衍生物促进两者

之间的良性互动, 改善胃肠功能, 对于治疗糖尿

病胃轻瘫、早产儿喂养困难等是有利的. 
但他们在作用上也有一定差别, 红霉素在

结构上更接近胃动素, 作用时间更早, 强度更大, 
这与他们在临床应用时引起的胃肠反应强弱是

一致的. 所以相同剂量阿齐霉素对胃肠运动和

胃肠感觉的影响均比红霉素更小, 加上他不影

响肝脏细胞色素氧化酶CYP450的活性[17-18], 更
有希望成为新一代促胃动力药. 这些可能都对

治疗糖尿病胃轻瘫、早产儿喂养困难等有利. 
而对于大环内酯类抗生素对感觉传导的各个环

节的影响及分子机制, 所引起胃肠感觉传入冲

动增多有何生理意义也有待进一步探索. 
本试验是在乌拉坦麻醉的大鼠上进行的, 

乌拉坦麻醉对自主神经传出有兴奋 [19]或者抑 
制[20]作用, 各种报道不相一致, 我们采用夹闭传

出端的方法阻断了膈下迷走神经的传出放电, 
而只记录传入放电, 避免了传出放电的干扰, 并
且从对照组观察, 试验记录过程中乌拉坦麻醉

对传入放电的影响无统计学意义, 所以此方法

反应的结果真实可信.
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Abstract
AIM: To investigate the best techniques of in 
vivo two-dimension multi-voxel 1H magnetic 
resonance spectroscopy (2D 1H-MRS) for rabbit 
liver VX2 tumor. 

METHODS: The liver of 8 New Zealand white 
rabbits was implanted directly and respectively 
with VX2 tumor lump after abdominal cavity 
was opened. 2D 1H-MRS acquisition in vivo and 
unenhanced MRI was performed respectively 

from the 2nd week to 4th week after VX2 tumor 
was implanted. With knee coil, in vivo 2D 1H-
MRS acquisitions were performed respectively 
with different TR, different TE and different 
NEX at 1.5 T MR scanner when other parameters 
were the same. The distinction between groups 
was analyzed by SPSS11.0 with baseline and 
signal-noise ratio (SNR).  

RESULTS: From the qualified MRS spectrum, 
there were up to 6 peaks which could be iden-
tified:  methyl lipids (Lip1), methylene lipids 
(Lip2), methylene lipids with double carbon 
bond (Lip3), glutamine and glutamate complex 
(Glx), Choline (Cho), and glycogen and glucose 
complex (Glyu). Baseline and SNR had no sig-
nificant differences between TR = 1000 ms, 2000 
ms and 3000 ms. Baseline had no significant dif-
ference between TE = 30 ms and 144 ms. Except 
that SNR of Glx with 30 ms in TE was higher 
than that with 144ms in TE (1.95 ± 0.36 vs 1.24 
± 0.26, P < 0.05), SNR of other metabolites were 
similar. With NEX increasing, the distinctions 
of baseline between NEX = 4, 8 and 16 were 
significant (χ2 = 10.000, P < 0.01). SNR of all 
metabolites increased when NEX was increased 
gradually. Both of baseline and SNR were the 
best when NEX was 16. 

CONCLUSION: It’s practical of in vivo two-
dimension multi-voxel 1H-MRS on the rabbit liver 
VX2 tumor by a 1.5 T MR scanner. Immobiliza-
tion, pre-scan (reaching FWHM ≤ 10 Hz and WS 
≥ 98%), knee coil, TR = 1000 ms, TE = 30 ms and 
NEX = 16 may be the best to acquire highly quali-
fied spectra. 

Key Words: Liver; VX2 tumor; Magnetic resonance 
spectroscopy; Magnetic resonance imaging; Imag-
ing technology; Animal experiment
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摘要
目 的 :  探 讨 兔 肝 V X 2 瘤 活 体 二 维 多 体 素
1H-MRS (2D 1H-MRS)最佳成像技术. 
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■背景资料
近年来国内外对
肝脏活体1H-MRS
的研究逐渐增多, 
但还远不及脑部
和前列腺等器官, 
尚处于实验阶段, 
且多局限于肝脏
弥漫性病变. 我们
针对一些可能影
响MRS信噪比和
分辨率的因素, 结
合既往的文献对
有关扫描技术手
段和参数的优选
进行探讨.

■同行评议者
吕明德, 教授, 中
山大学附属第一
医院肝胆外科



方法: 经腹腔瘤块种植法行肝内VX2瘤种植
成功的新西兰大白兔8只, 2-4 wk内采用1.5 T
磁共振仪行常规MRI平扫及活体2D 1H-MRS
检查. 采用膝关节线圈, 在其他参数不变的条
件下分别用不同的TR、TE和NEX进行活体
2D 1H-MRS扫描, 观察2D 1H-MRS谱图, 以波
谱图基线情况和信噪比为指标进行统计学分
析.  

结果: 在成功获得的可析性2D 1H-MRS谱图上
最多可看到6个主要的代谢物波峰: 脂质的甲
基峰(Lip1)、脂质的亚甲基峰(Lip2)、含双碳
键的脂质亚甲基峰(Lip3), 谷氨酰胺和谷氨酸
复合物(Glx), 胆碱化合物(Cho), 糖原和葡萄
糖复合物(Glyu). TR逐渐延长(1000 ms、2000 
ms、3000 ms)基线情况和信噪比无显著性差
异. TE = 30 ms与TE = 144 ms的基线情况未见
明显差异, 除了Glx的信噪比在TE = 30 ms时
稍高(1.95±0.36 vs  1.24±0.26, P <0.05)以外, 
其他几种代谢物的信噪比在不同TE无显著性
差异. 激励次数(number of excitation, NEX)增
大(4次、8次、16次), 谱图基线差别较大(χ2 
= 10.000, P <0.01), 主要代谢物信噪比均随着
NEX的增大而增大. NEX = 16次时基线最平
稳, 信噪比最高. 

结论: 利用1.5 T磁共振仪进行兔肝VX2瘤活
体2D 1H-MRS检查可行, 为肝脏2D 1H-MRS
的临床应用提供了基础. 通过加强制动、预
扫描使匀场和抑水效果达到水峰F W H M≤

10Hz, WS≥98%、使用膝关节线圈、选择TR 
= 1000 ms、TE = 30 ms和较大的NEX(16次)
等有利于成功获得较高质量的可析性波谱图. 

关键词: 肝脏; VX2瘤; 磁共振波谱学; 磁共振成像; 

影像技术学; 动物实验
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成像技术.  世界华人消化杂志  2008; 16(6): 613-620
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0  引言

近年来国内外对肝脏活体1H-MRS的研究逐渐增

多, 但还远不及脑部和前列腺等器官, 尚处于实

验阶段, 且多局限于肝脏弥漫性病变[1-5]. 肝癌的

磁共振研究以常规MRI研究为主[6-7], 1H-MRS的
研究很少, 尤其是针对肝肿瘤活体二维多体素
1H-MRS的检查技术, 国内外尚缺乏系统性研究. 
我们以兔肝VX2瘤为实验对象, 对活体二维多体

素1H-MRS(in vivo  two-dimension multi-voxel 1H 
magnetic resonance spectroscopy, 2D 1H-MRS)有

614                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R              世界华人消化杂志     2008年2月28日    第16卷   第6期

关扫描技术手段和参数的优选进行探讨, 以期

为该技术的临床应用奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康的新西兰大白兔8只, 5-6 mo, 体质

量1.7-2.2 kg/只, 雌雄不限(由中南大学湘雅二医

院动物实验中心提供). VX2瘤株为VX2鳞状细

胞癌(由第四军医大学友情提供), 均采用经腹腔

瘤块种植法成功建立兔肝VX2瘤移植模型. 种
植后2-4 wk内对所有荷瘤兔进行常规MRI及2D 
1H-MRS检查, 所用机器为美国GE公司的1.5T 
Signa Twin Speed磁共振仪. 所有荷瘤兔采用30 
g/L戊巴比妥钠耳缘静脉麻醉, 并留置针头, 在扫

描过程中不断添加少量戊巴比妥钠以持续保持

兔深度麻醉状态. 常规行快速扰相梯度回波序

列(FSPGR)T1WI和快速反转快速自旋回波脉冲

序列(FRFSE)FRFSE T2WI横断面扫描, 人膝关

节线圈, 扫描参数如下: FSPGR T1WI: TR = 400 
ms, TE = Minful, 矩阵256×192, FOV = 20 cm×

20 cm, 层厚5 mm, 间距0 mm, 激励次数(number 
of excitation, NEX) = 4次, 扫描时间5'12"; FRFSE 
T2WI: TR = 3000 ms, TE = 80 ms, 矩阵320×
256, FOV = 20 cm×20 cm, 层厚5 mm, 间距0 
mm, NEX = 4, 扫描时间3'18". 
1.2 方法 2D 1H-MRS预实验显示用人膝关节线

圈+兔躯干周围紧密填塞随机器附带的填塞垫, 
可达到对动物固定和腹部加压制动的效果; 预
扫描匀场和抑水的效果达到水峰的半高宽(full 
width at half max, FWHM)≤10 Hz, 抑水率(water 
suppression, WS)≥98%时才获得较稳定的波

谱. 正式试验检测不同的TR, 不同的TE, 不同的

NEX对2D 1H-MRS的影响. 8只兔分别用不同的

TR: 1000 ms, 2000 ms和3000 ms, 而其他参数相

同(表1)条件下进行2D 1H-MRS扫描, 频率方向: 
A/P, 自动中心频率: 水, 自动水抑制优化. 8只兔

分别用不同的TE: 30 ms和144 ms, 而其他参数

相同条件下进行2D 1H-MRS扫描(表1). 8只兔分

别用不同的NEX: 4次、8次和16次, 而其他参数

相同条件下进行2D 1H-MRS扫描(表1). 感兴趣

区(voxel of interest, VOI): 以T2WI为波谱解剖定

位图, VOI范围包括肿瘤中心部分、肿瘤周围部

分及瘤周正常肝组织. 同一个肿瘤每次扫描尽

量选取大小、位置相同的VOI, 尽量避开大的胆

管和血管, 远离膈肌、皮下脂肪和肠管(图1).  预
扫描: 在每次扫描前, 均采用机器自动预扫描进

行匀场和抑水, 达到FWHM≤10 Hz, WS≥98%
时才进行正式的波谱采集. 

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝癌的磁共振研
究以常规MRI研
究为主, 1H-MRS
的 研 究 很 少 ,  尤
其是针对肝肿瘤
活体二维多体素
1H-MRS的检查技
术, 国内外尚缺乏
系统性研究.
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MRS采集所得的数据经机器自带的分析软

件FuncTool 2处理, 可同时获得四种图形, 即化

学位移图、波谱图、代谢图和以T2WI作为解

剖图的代谢与解剖叠加图(简称代-解图). 观察

不同参数扫描所获得的波谱图, 观察指标包括

基线情况和代谢物波峰的信噪比(signal-to-noise 
ratio, SNR). 基线: 越平稳的基线代表波峰分析

越可靠[8]. 根据波谱图基线是否平稳、主要波峰

是否可辨认及背景噪声对主要波峰的影响大小

等综合判断, 将所得MRS波谱图的基线分为4个
等级: 0级-基线光滑平稳, 代谢物波峰显示清晰, 
靠近水峰和脂质(Lipids)峰处代谢物波峰无明显

增宽、畸变, 主要代谢物波峰无明显重叠. 1级-基
线轻度失稳, 但主要代谢物波峰可清晰辨认, 靠
近水峰或脂质峰处基线上抬、代谢物波峰轻度

增宽, 主要代谢物波峰稍有重叠, 重叠部分小于

波峰的1/2. 2级-基线不稳, 包括脂质峰在内的波

峰增宽, 共振峰移位或畸变, 相邻波峰重叠部分

接近或大于波峰的1/2. 3级-基线严重变形, 波谱

图杂乱无章, 代谢物波峰不可辨认. 波谱图经由

两位放射学医师盲法观察并分别评价. 对于基线

评价为2和3级的谱图由于其代谢物波峰明显失

真, 难以明确界定, 不能用于下一步的分析[9-10], 只
有基线为0和1级的谱图才被视为成功的可析性

波谱, 能被用于下一步指标的测量. SNR是代谢

物平均信号值与背景噪声标准差的比值, 通过

机器自带的分析软件FuncTool 2测得. 具体方法

是以0.49-0.70 ppm范围为无代谢物空白区, 测量

每个体素内各个主要代谢物信号与无代谢物处

背景噪声的比值. 以VOI内所有体素SNR的平均

值作为该次扫描的SNR值. 
统计学处理 采用SPSS11.0对所有数据进

行统计学处理 .  不同参数组M R S谱图的基线

等级进行Friedman M检验. 不同参数组各代谢

物的S N R首先进行正态性检验和方差齐性检

验, 若符合条件则进行单因素方差分析(O n e-
way ANOVA)和LSD-t检验或两独立样本t检验. 
若不符合条件, 则采用Kruskal-Wallis H检验和

Wilcoxon秩和检验. P <0.05为差异有显著性意义, 
P <0.01为差异有极显著性意义. 

2  结果

2.1 兔肝VX2瘤活体2D 1H-MRS谱图特征 在成

功获得的可析性2D 1H-MRS谱图上(取值范围

0.49-4.30 ppm)最多可看到6个主要的代谢物波

峰, 其化学位移分别为: 脂质(Lipids)的3个峰, 
包括甲基峰(Lip1), 位于0.8-1.1 ppm亚甲基峰

(Lip2), 位于1.1-1.5 ppm和含双碳键的亚甲基峰

(Lip3), 位于1.9-2.3 ppm谷氨酰胺和谷氨酸复合

物(glutamine and glutamate complex, Glu+Gln, 
Glx), 位于2.10-2.49 ppm胆碱化合物(Choline, 
Cho), 位于3.1-3.3 ppm糖原和葡萄糖复合物

(glycogen and glucose complex, Glyu), 位于3.35 
ppm-3.90 ppm[1,11-14]. 其中Lip2是波谱图上最高波谱图上最高谱图上最高

最明显的共振峰, Lip1峰常常与其紧密相连, 无
明显分界, 有时仅表现为Lip2右侧一浅的“顿

挫”, 而无独立的波峰, 测量时将Lip(1+2)作为

一个联合峰共同测量, 简称为Lip. Lip3也与Glx
峰两者相互重叠、融合, 分界不明显, 表现为圆

钝的波峰, 有时顶端可见一小的“切迹”, 无尖

锐的峰尖. 成功的波谱图上Cho峰和Glyu基本独

立(图2). 

表  1  兔肝VX2瘤不同TR、TE和NEX值2D 1H-MRS成像参数

     
线圈                             序列               TR(ms)         TE(ms)          NEX            FOV(cm)        相位矩阵        层厚(mm)         扫描时间

TR:     膝关节	 STEAM          1000             30             8             10×10         10×10               10               13'28"

          膝关节	 STEAM          2000             30             8             10×10         10×10               10               26'56"

          膝关节	 STEAM          3000             30             8             10×10         10×10               10               40'24"

TE:     膝关节	 STEAM          1000             30             8             10×10         10×10               10               13'28"

          膝关节	 STEAM          1000           144             8             10×10         10×10               10               13'28"

NEX:  膝关节	 STEAM          1000             30             4             10×10         10×10               10                 6'44"

          膝关节	 STEAM          1000             30             8             10×10         10×10               10               13'28"

          膝关节	 STEAM          1000             30           16             10×10         10×10               10               26'48"

 1  2   3  4   5
 6  7   8  9  10
11 12 13 14 15
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TR: 3000.
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图  1  2D 1H-MRS
定位图及VOI.

■创新盘点
本 文 利 用 1 . 5  T
磁共振仪对兔肝
VX2瘤动物模型
进行2D 1H-MRS
检查, 获得肝脏活
体2D 1H-MRS优
选参数. 



www.wjgnet.com

2.2 TR, TE和NEX对2D 1H-MRS的影响 在其他他

参数相同的情况下, TR = 3000 ms和TR = 2000 
ms的扫描时间分别是TR = 1000 ms时的3倍和2
倍, 但3者基线情况无显著性差异(χ2 = 3.429, P  = 
0.180, 表2). 虽然TR = 3000 ms时, Lip, Glx, Cho
和Glyu的SNR值均比TR = 1000 ms和2000 ms时
要稍高, 但均没有统计学意义(P >0.05, 表3, 图3).  
在其他参数相同的情况下, TE=30 ms和144 ms他参数相同的情况下, TE=30 ms和144 ms参数相同的情况下, TE=30 ms和144 ms
的基线情况无明显差别(χ2 = 0.200, P  = 0.655, 表
2). 除了Glx的信噪比在TE = 30 ms时高于TE = 
144 ms(P <0.05)以外, 其他几种代谢物的信噪比

无显著性差异(表4, 图4). 两者扫描时间相同. 在
其他参数相同的情况下, 随着NEX的增大, 谱图他参数相同的情况下, 随着NEX的增大, 谱图参数相同的情况下, 随着NEX的增大, 谱图

基线情况明显改善(χ2 = 10.000, P = 0.007, 表2), 
波峰的可分辨程度提高. 主要代谢物的SNR值也

随着NEX的增大而明显增大(P <0.01). NEX = 16

次时所获得的波谱基线及SNR均明显优于NEX 
= 4次和8次(表5, 图5), 但是, 检查时间成倍增长. 

3  讨论

我们利用1.5 T磁共振仪对兔肝VX2瘤动物模

型进行2D 1H-MRS检查, 成功获得的谱图曲线

与文献报道的肝脏活体1H-MRS检查所得的波

谱曲线特征基本一致[10-14], 可观察到Lipids(包
括Lip1, Lip2, Lip3), Glx, Cho和Glyu等主要代

谢物波峰, 说明1.5T磁共振仪进行兔肝VX2瘤
活体二维多体素1H-MRS检查具有可行性. 由于
1H-MRS敏感性相对较低, 并且受到硬件、软

件、后处理技术和生理运动等因素的影响, 肝
脏的1H-MRS成像的可靠性与常规应用的要求

之间还存在较大的差距, 波谱图像质量, 包括

分辨率及信噪比等都是限制其应用的关键. 除
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图  3  2D 1H-MRS波谱图. A: TR = 1000 ms; B: TR = 2000 ms; C: TR = 3000 ms.
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■应用要点
本研究为肝脏活
体2D 1H-MRS临
床应用中扫描技
术和参数优选提
供了基础. 
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了原子核的自然丰度和固有敏感性、代谢物在

生物体内的浓度、原子核的化学位移范围、磁

场强度等一些固定的和现有设备无法改变的因

素外, 检查对象的制动、匀场和抑水、线圈、

VOI、TR、TE、NEX等检查技术和参数等都

对多体素1H-MRS扫描成败和谱图质量产生不

同程度的影响. 在目前有限肝脏活体1H-MRS文
献中, 对参数和序列的选择缺乏系统的研究. 我
们针对一些可能影响MRS信噪比和分辨率的因

素, 结合既往的文献对有关扫描技术手段和参

数的优选进行探讨. 
多体素M R S的体素比单体素M R S更小 , 

MRS数据所采集的范围针对的是多个很小的部

分, 检查部位微小的移动就可能造成MRS采集的

失败. 肝脏紧邻膈肌, 易受呼吸运动的影响, 多体

素MRS检查时间又比较长, 所以对制动的要求更

高, 检查对象的严格制动、克服呼吸运动干扰成

为成功获得可析性波谱的重要前提[15-16]. 我们采

取了持续深度麻醉和腹部周围紧密加压的方法. 
耳缘静脉麻醉荷瘤兔后留置针头, 推注少量肝

素防止凝血, 在MR扫描过程中不断添加少量3%
戊巴比妥钠, 可使动物在较长时间的检查过程

中持续保持深度麻醉状态, 明显减弱呼吸幅度, 
而且防止了一次性注射大量的戊巴比妥钠造成

兔麻醉过量死亡. 同时, 我们在动物躯干周围紧

密填塞填塞垫, 增加躯体的占空比, 使腹部恰好

位于线圈中央, 既限制了躯体的活动, 又减小了

呼吸运动幅度. 我们曾尝试未用填塞垫加压就

进行扫描, 发现所得波谱曲线均表现为基线严

重变形, 呈锯齿状, 不能明确显示代谢物波峰, 
由此证明腹部加压、严格制动对于成功获得高

质量波谱确有帮助. MRS是利用化学位移的微

表  2  兔肝VX2瘤不同TR、TE和NEX值2D 1H-MRS扫描基
线情况

     
	         TR(ms)                    TE(ms)              NEX(次)

              1000     2000    3000      30      144        4      8      16

0            1          2          2          1        2        0      1      4

1            5          5          5          5        4        4      5      3

2            2          1          1          2        1        3      2      1

3            0          0          0          0        1        1      0      0

基线

表  3  兔肝VX2瘤不同TR值2D 1H-MRS扫描SNR情况(mean±
SD)

     
	                     TR(ms)

                1000              2000            3000  

Lip    5.73±0.54  5.78±1.26  6.43±1.44  0.551  0.759

Glx    1.95±0.36  1.78±0.28  1.97±0.53  0.624  0.732

Cho   2.20±0.37   2.12±0.25  3.18±1.84  0.869  0.648

Glyu  2.01±0.23  2.15±0.41  3.54±2.35  1.104  0.576

SNR                                                                       F /χ2        P

表  4  兔肝VX2瘤不同TE值2D 1H-MRS扫描SNR情况(mean±
SD)

     
	                  TE(ms)    

                          30                    144

Lip	 5.73±0.54     3.73±0.79       -1.121      0.260

Glx	 1.95±0.36     1.24±0.26         2.770      0.020

Cho	 2.20±0.37     1.88±0.29       -0.801      0.423

Glyu	 2.01±0.23     1.54±0.28         1.263      0.235  

SNR                                                                    t /z             P

表  5  兔肝VX2瘤不同TR值2D 1H-MRS扫描SNR情况(mean±
SD)

     
	                   NEX(次)

                   4                   8                   16  

Lip     4.37±0.63   5.73±0.54   7.14±1.09   11.100   0.004

Glx     1.50±0.26    1.95±0.36   2.38±0.24     8.833   0.012

Cho   1.41±0.43   2.20±0.37   2.57±0.78     8.625   0.013

Glyu  1.34±0.26   2.01±0.23   2.84±0.81    12.599   0.002

SNR                                                                       F /χ2        P
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图  5  2D 1H-MRS波谱图. A: NEX = 4; B: NEX = 8; C: NEX = 16.

颜荣华, 等. 兔肝VX2瘤活体二维多体素1H-MRS的成像技术                                                                                           617

■名词解释
ppm: 磁共振波谱
的横坐标表示不
同物质中质子的
进动频率, 以标准
物的质子进动频
率为基准, 其他代
谢物中质子进动
频率与标准物中
质子进动频率的
差别, 以百万分几
(ppm)来表示. 
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小变化采集信号, 而原子核化学位移的变化极

为微小, 一旦磁场不均匀就会造成信号难以测

量. 非常均匀的磁场是获得高分辨率可析性波

谱的必要条件[17]. 同时, 肝脏1H-MRS研究的代

谢产物的含量都很低, 明显低于体内水的含量, 
若水抑制效果差, 代谢物的共振峰会受到水峰

的影响, 甚至淹没[2]. 1H-MRS通常用水峰FWHM
和WS等指标来判断磁场均匀性和抑水程度. 匀
场效果越好, FWHM的值越小, 抑水越充分, WS
的值越高, 波谱的基线就越平稳. 本研究使用机

器自动预扫描完成匀场和抑水过程. 我们发现, 
预扫描后FWHM太高, 抑水WS太低, 所得谱图

均质量不高, 靠近水峰处基线上升明显, 邻近的

Glyu峰甚至Cho峰都会受到影响, 明显上抬、

增宽、畸变. FWHM≤10Hz, WS≥98%时情况

改善. 所以在本实验中我们限定只有当预扫描

效果达到FWHM≤10Hz, WS≥98%时才进行波

谱采集, 对于首次预扫描不成功或未达到上述

标准者, 再进行一次预扫描, 若仍未达到则调整

VOI的位置. 必要时手动高阶匀场, 务必使每一

次均能达到好的匀场和抑水效果后再进行正式

的扫描. 
尽管头部线圈是进行头部MRS检查的标准

线圈, 也是最为成熟的线圈, 而GPFLEX表面线

圈也是肝脏成像最常用的线圈, 但是我们在预

实验中比较了三种线圈后, 发现对于兔这一类

体积较小的实验动物, 头部线圈相对太大, 而柔

软线圈活动度大, 固定难度大, 两者都不利于制

动. 固定和腹部加压制动效果最好的就只有人

膝关节线圈. 同时, 众所周知, 接收线圈大, 被检

测组织小, 信噪比就会降低, 用小的线圈接受信

号, 可使信噪比提高, 所以膝关节线圈理论上也

是信噪比最好的线圈. 1H-MRS的VOI的信号强

度与所检测的质子核的数量成正比, VOI增大可

以提高信噪比, 本研究中采用的实验动物-兔, 本
身的肝脏体积就明显小于人类肝脏, 而且VOI还
要包括肿瘤、瘤周和邻近正常肝组织三个部分, 
所以VOI需要尽量的大, 以提高信噪比, 利于多

个部位的对比. 与此同时, VOI的位置也很重要, 
临近如空气和骨等两种相差显著的组织造成的

磁敏感性不同可使局部磁场不均匀, 引起共振

峰的增宽畸变[18-19]. 所以, VOI应尽量避开大的

血管和胆管, 减少其引起的内磁场的不均匀性; 
远离皮下脂肪组织, 避免VOI外的脂肪等信号污

染; 远离肠管, 避免肠道内气体对MRS采集造成

影响; 而且, VOI还要避开肿瘤内大的液化坏死

灶. 我们发现当VOI内包括大的胆管、血管, 或
者太多肿瘤中心液化坏死区时, 匀场和抑水效

果都不好, 提示VOI位置的选择对2D 1H-MRS检
查结果也有很大影响. 

由于不同代谢物的T1和T2值不同 ,  所以

不同的T R和T E参数可以影响波谱的测量结

果. TR时间主要根据代谢物的T1决定, 大部分

活体生物组织主要化合物的T1弛豫时间相近

(1000-1500 ms)[20-21]. 长的TR时间允许更多的纵

向弛豫, 使更多磁化分量恢复到平衡位置. TR太
短, 纵向弛豫没有完全恢复, 会影响信号强度; 
TR太长, 则会增加扫描时间. 如果TR时间恰好

等于或稍长于T1时间, 那么每次激励后的磁共

振信号更强. 本实验在其他参数不变的条件下, 
分别以TR = 1000 ms, 2000 ms和3000 ms进行采

集, 结果基线情况并未随TR时间的延长而改善, 
TR的改变对SNR影响也不大, 可能与TR = 1000 
ms已与肝内大部分代谢物的T1时间相近有关, 
也可能是我们的动物数太少, 尚不能体现长TR
的优势. 但是TR = 3000 ms和2000 ms的采集时

间明显延长, 分别比TR = 1000 ms时长3倍和2
倍. 权衡利弊之后, 我们认为TR取1000 ms更合

适. Inglese et al [22]比较了TE=30 ms, 144 ms和288 
ms时脑部2D 1H-MRS(PRESS序列)的结果, 发现

TE为30 ms时脑内所有代谢物的信噪比最高, 但
是, 虽然TE = 288 ms时SNR最低, 其可重复性却

最好, 作者认为在临床应用中脑部1H-MRS检查

采用长TE(270 ms或288 ms)会更有益于显示长

T2代谢物的单峰. 而Longo et al [2]测量肝脏的脂

肪浸润时, 发现在TR = 3000 ms时, TE由50 ms
到200 ms逐步延长时, 脂质的信号强度会逐渐

变小. 短TE可以增加信噪比, 使得一些化合物容

易检测, 脂质、谷氨酰胺和谷氨酸复合物、肌

醇等物质信号显示更充分. 当TE大于3倍的T2
时, 由于复杂信号的相互作用, 可导致共振信号

反向去相位, 会使某些化合物难以检测. 一般认

为短TE适合绝大多数代谢物的T2时间[2,12], 但
长TE时波谱基线较平稳[23-24]. 我们的研究发现, 
在兔肝VX2瘤2D 1H-MRS检查中,  TE的改变对

MRS谱图基线情况和对波谱主要代谢物波峰分

辨能力的影响不大. 除了Glx的信噪比在短TE时
好外, 其他主要代谢物的信噪比均没有显著性

差异. 这一无统计学意义的结果也可能与本研

究例数太少有关. 结合既往的文献, 我们认为取

短TE(30 ms)更适于兔肝VX2瘤2D 1H-MRS成像. 
由于在磁共振信号采集过程中噪声的累积
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是随机的, 而信号的累积是相关的, 当脉冲重复

采集信号时, 除了射频脉冲的相位, 其他参数均

没有改变, 即在一对激励脉冲中, 用第1次相位

脉冲采集的信号减去第2次反相位脉冲采集的

信号, 使得第1个信号与第2个反相信号加在一

起, 而其他不依赖于射频脉冲相位的错误信号

将被删除. 因此在扫描过程中增加NEX会使信

号在计算机中逐渐累加而增强, 而噪声被平均

而分散, NEX增加n倍, 信噪比增加n1/2倍, 但是扫

描时间也会增加n倍. 在本研究中我们发现NEX
的改变对于兔肝VX2瘤2D 1H-MRS检查结果的

影响较大, NEX由4次增加到8次, 再增加到16次, 
波谱曲线的基线逐渐变得平稳, 波峰之间的重

叠减少, 对代谢物波峰的分辨能力提高, 信噪比

增加, 波谱质量提高, 证实NEX是2D 1H-MRS检
查的重要影响因素之一, 增大NEX可以成功获

得高质量的波谱图. 但是随着NEX增大, 检查时

间也随之成倍增长, 由于本研究中我们采取了

一系列加强制动、持续深度麻醉的措施, 所以

每次26 min 48 s的扫描时间尚在动物实验可接

受的范围内. 为获得成功的可析性波谱, 更好的

观察实验动物模型的多体素1H-MRS特征, 我们

认为在本次实验研究中NEX设定为16次更为有

利. 但是检查时间过长势必会对1H-MRS临床应

用的开展和推广产生阻碍, 所以关于临床检查

中NEX的选择仍有待于进一步的研究. 
总之, 利用1.5T磁共振仪进行兔肝VX2瘤

活体2D 1H-MRS检查具有可行性. 通过加强制

动, 预扫描匀场和抑水效果达到水峰FWHM≤

10 Hz、WS≥98%, 使用人膝关节线圈, 选择TR 
= 1000 ms, TE = 30 ms和较大的NEX(16次)等有

利于兔肝VX2瘤活体2D 1H-MRS检查成功获得

较高质量的可析性波谱. 本研究为肝脏活体2D 
1H-MRS临床应用中扫描技术和参数优选提供了

基础. 
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山西省对世界华人消化杂志编辑标准
质量评估的结果 (2007)

本刊讯 根据山西省科技期刊编辑标准质量评估的结果, 世界华人消化杂志(世界华人消化杂志, WCJD )2006年

在政治, 出版标准, 期刊学术标准和科技期刊编辑标准中存在的问题总结如下, 希望得到更多读者和作者的监

督和指正. 

1      存在的问题

不管是在广告中还是在编辑中均存在错别字, 如14期1432页胆源性写成了胆原性, 21期2641页反映肿瘤

写成了反应肿瘤; 在数字小数点处理问题上也不够规范, 统一和严谨, 如在14期1431页此问题就很明显; 在参

考文献的校对和审读中还不够认真, 仔细, 如4期452页参考文献4, 7英文作者名没有大写, 参考文献6英文刊名

没有大写; 34期3334页参考文献20刊名没有斜体, 在文章的校对和审读中, 编辑没有严格的执行标准, 如已经

规定它改为他, 粘膜改为黏膜, 适应证和综合征的症都改为证, 但在21期和34期封4还存在这些错误; 在标点

符号的使用上科学性还不够高, 在4期457页脾﹑肾和21期2142页分为内引流组﹑外引流组中的顿号被使用成

了逗号. 

2      有争议的问题

关于天, 月, 周, 等的中英文用法, 有的建议都用中文, 有的建议用英语, 但英语的缩写也不一样, 如周有的

认为是wk, 有的认为是w; 在疗程和疗效, 食管和食道, 消化系与消化道, 抗菌素和抗生素的统一上意见还不够

明确, 有待进一步的规范. 

   今后在更加科学, 统一, 规范的科学编辑标准下, 我们在态度上会认真, 在思想中争创新, 在编辑上更严

谨, 在审读中更全面, 在校对中更细心, 避免同样的错误发生, 给大家献上更好更规范的文章. (世界华人消化杂

志科学编辑: 程剑侠 2008-02-28)
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Abstract
AIM: To purify and characterize the DNA 
polymerase δ and investigate the side effects of 
β-L-D4A (a novel nucleoside analog) on human 
DNA polymerases β and δ.

METHODS: Human DNA polymerase δ was 
separated from crude extract of human Hela 
cells by ion exchange chromatography. Detailed 
kinetic parameters were determined for β-L-
D4A against DNA polymerases β and δ.

RESULTS: Human DNA polymerase δ was 

purified and characterized with a yield of 15% 
and a specific activity of 1911 ukat/mg. When 
β-L-D4A was used as an inhibitor, the kinetic 
parameters of human DNA polymerases β and δ 
were Km = 1.86 μmol/L and 2.45 μmol/L, IC50 
= 25.21 μmol/L and 150.1 μmol/L, Ki = 24.03 
μmol/L and 132.7 μmol/L, respectively, sug-
gesting that the inhibitory effect of β-L-D4A on 
human DNA polymerases β and δ was less than 
that of lamivudine.

CONCLUSION: β-L-D4A is a competitive inhibi-
tor of DNA polymerases β and δ. Its toxic side 
effects on DNA polymerases β and δ are less 
than lamivudine. It can be expected to become a 
high efficient and low toxic anti-HBV agent. 

Key Words: Nucleoside; β-L-D4A; Human DNA 
polymerase β and δ; Enzyme kinetics; Side effect

Li Y, Lin JS, Zhang YH, Wang XY, He XX, Wang H, Gao 
LL. Effect of β-L-D4A on human DNA polymerases β and 
δ and its mechanism. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(6): 621-628

摘要
目的: 对人DNA聚合酶δ进行纯化和鉴定, 通
过检测β-L-D4A对人DNA聚合酶β和δ的作用, 
观察β-L-D4A的毒副作用. 

方法: 运用多次离子交换层析的方法提取、

纯化人Hela细胞的DNA聚合酶δ; 检测β-L-
D4A对人DNA聚合酶β和δ的酶动力学作用. 

结果: 提纯并鉴定了DNA聚合酶δ, 收得率是
15%, 比活力是1911 Ukat/mg. β-L-D4A为抑制
剂时, 对人DNA聚合酶β和δ的酶动力学参数
分别是Km = 1.86 μmol/L, 2.45 μmol/L, IC50 
= 25.21 μmol/L和150.1 μmol/L, Ki = 24.03 
μmol/L和132.7 μmol/L, 结果均提示β-L-D4A
对DNA聚合酶β和δ的抑制作用远小于拉米
夫定.

结论: β-L-D4A是人DNA聚合酶β和δ的竞争

www.wjgnet.com
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■背景资料
现 在 对 H B V 病
毒感染的治疗缺
乏有效的高效低
毒 的 药 物 .  在 我
们的前期实验中
新型核苷类化合
物-β-L-D4A具有
强大的抑制病毒
逆转录酶的作用. 
为对该化合物进
行系统的全面的
评估, 本文进行了
酶的动力学研究, 
观察药物对纯化
的正常人DNA聚
合酶的抑制作用, 
以便于作出全面
的评价. 

■同行评价者
高泽立 ,  副教授 , 
上海交通大学医
学院附属第三人
民医院感染科 



性抑制剂, 他对这两种酶的毒副作用远小于拉
米夫定, 可望成为更高效低毒的抗HBV类药物.

关键词: 核苷类; β-L-D4A; 人DNA聚合酶β和δ; 酶

动力; 毒副作用
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0  引言

乙型肝炎病毒(HBV)是一种全球性广泛传播的

传染病[1], 我们在前一项国家自然基金课题“抗

乙肝病毒药物筛选模型和新化合物的研究”的

强力资助下[2], 发现一种新型抗HBV化合物(β-L-
D4A). 我们对其体外抗HBV作用进行研究, 发现

他具有比拉米夫定具有更强的抑制HBV DNA复

制的作用[3-4]. 因为核苷及核苷类似物在抗病毒

逆转录酶的同时, 其最大的副作用就是对正常

组织中存在的DNA聚合酶也有抑制作用, 从而

对宿主细胞和线粒体具有较大的毒性, 因此本

课题对该药物进行毒副作用的研究[5].
迄今为止, 在哺乳类细胞中已发现数十种

DNA聚合酶, 其中负责DNA修复的关键酶是

DNA聚合酶β[6], 而DNA聚合酶δ则是领头链的

主要复制酶, 在染色体DNA复制中起着重要作

用, 而且他与染色体DNA的修复也密切相关[7-8]. 
鉴于这两种DNA聚合酶的重要作用, 本课题购

买DNA聚合酶β并于国内首次提纯DNA聚合酶

δ并鉴定其活性和纯度, 采用体外DNA聚合酶活

性抑制实验来测定我们发现的新型化合物(β-L-
D4A)的毒副作用.

1  材料和方法

1.1 材料 人DNA聚合酶β购自R&D公司. β-L-
D4A三磷酸盐由武汉大学药学院协助化学合

成, 拉米夫定三磷酸盐由美国yale大学药学院

YC. Cheng教授提供. HeLa细胞由华中科技大学

同济医学院免疫教研室馈赠, 二乙氨基乙基纤

维素即DEAE纤维素(DE-52)和磷酸纤维素(P11)
购自Whatman公司, 羟基磷灰石(HTP)购自Bio-
Rad 公司, 检测酶活性所需要的底物α-32P-dTTP
购自Amersham, 活化小牛胸腺DNA购自于Sigma
公司, 抗DNA聚合酶δ的mAb购自ABR-Affinity 
BioReagents, 其他试剂购自Gibco.
1.2 方法 
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1.2.1 人DNA pol δ的纯化及鉴定: 无特殊说明, 
所有的缓冲液均包含1 mmol/L DTT, 0.1 mmol/L 
EDTA和0.01% NP-40, 在P11层析中不加NP-40, 
而在HTP层析步骤中不加EDTA. 所有的步骤

均在0-4℃进行. (1)细胞处理: 细胞进行常规

培养, 收集处于对数生长期的H e L a细胞进行

冰冻, 取40 g冰冻HeLa细胞于冰上重悬于含有

50 mmol/L Tris-Cl(pH7.9), 1 mmol/L EDTA, 0.5 
mmol/L DTT, 300 mL/L甘油的溶液中, 用Dounce
匀浆器30 min冰上匀浆进行破细胞. 收集所得液

体, 加入KCl使其终浓度为200 mmol/L, 缓慢搅

拌10 min, 40 000 g离心60 min, 收集上清, 加入

EDTA使其终浓度为2 mmol/L, 获得成分A. 测定

活性和蛋白浓度. (2)P11处理: 将上步所得成分

A用Hepes调整pH为7.2, 用4倍体积的10 mmol/L 
Hepes(pH7.2), 100 mL/L丙三醇稀释. 加入80 mL
已用50 mmol/L Hepes(pH7.2), 100 mL/L丙三醇

平衡好的P11中, 缓慢混合1 h, 4000 r/min离心5 
min, 弃上清. 沉淀用400 mL的Tris-Cl(pH7.6), 50 
mmol/L KCl的缓冲液进行重悬和再沉淀. 沉淀

再次重悬于160 mL含有0.4 mol/L KCl的平衡液

中, 4000 r/min离心5 min, 保留上清, 该步骤重复

2次, 将两次所得上清混合后, 用滤网除去溶液

中所含的P11颗粒, 获得成分B. 取少量测定蛋白

量及酶活性. (3)HTP层析: 将上步成分B加入已

用50 mmol/L Tris-Cl(pH7.6)和0.2 mol/L KCl平
衡好的P11柱子(2.6 cm×30 cm)上(参见Bio-Rad
公司试剂说明书), 2倍于柱子体积的相同平衡

液进行洗脱. 然后, 选用含有0.2 mol/L KCl的5倍
于柱子体积的0.005-0.04 mol/L阶梯浓度梯度的

pH7.6的KPO4进行洗脱. 收集洗脱液, 并进行测

定A 280, 结果显示在0.015-0.02 mol/L KPO4出现

了一个较宽的峰值. 将峰值处所得溶液分别收

集后, 将其余所得成分用固体蔗糖浓缩12 h, 使
其体积为1/5, 然后加到500 mL Tris-Cl(pH7.6)中
透析12 h, 得到成分C. 取少量测定蛋白量及酶活

性. (4)DE-52层析: 将上步所得C用Tris-OH调整

pH为8.5, 用4倍体积的10 mmol/L Tris-Cl(pH8.5)
稀释后, 加入到已用50 mmol/L Tris-Cl(pH8.5)
平衡好的DE-52的柱子(1.2 cm×10 cm)上, 用2
倍于柱子体积的相同平衡液进行洗脱. 然后, 选
用含有50 mmol/L Tris-Cl(pH8.5)的8倍于柱子体

积的0.01-0.35 mol/L阶梯浓度梯度的KCl进行

洗脱. 收集洗脱液, 并进行测定A 280, 结果显示

在0.1 mol/L KCl处出现了一个尖耸的峰值, 用
15倍柱子体积的0.1 mol/L KCl缓冲液再次洗脱, 
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■研发前沿
近 年 来 对 慢 性
HBV感染治疗的
研究热点集中在
2', 3'双脱氧核苷
(DDNs). 据报道
新型核苷类化合
物-β-L-D4A在体
外实验中对2.2.15
细胞具有高效的
抑制病毒复制的
作用, 但对于该药
物毒副作用尚无
相关报道.



李岩, 等. 新型核苷类似物β-L-D4A对人DNA聚合酶β和δ的作用及其机制                                                                      623

www.wjgnet.com

收集洗脱液, 与0.05-0.15 mol/L处所得洗脱溶液

相混合, 取少量测定蛋白量及酶活性. (5)蛋白

浓度测定: 用Bradford法试剂盒测定, 按照使用

说明书进行操作. (6)酶活性检测反应体系: 反
应体系包括: DNA pol δ 2 μL, 50 μmol/L dCTP, 
50 μmol/L dGTP, 50 μmol/L dATP, 50 μmol/L 
α-32Pd TTP(100 cpm/pmol), 100 mg/L活化DNA, 
50 mmol/L Tris-HCl, pH7.5, 0.5 mmol/L MnCl2, 
100 mmol/L KCl, 2.5 mmol/L DTT, 总反应体系

为50 μL, 37℃孵育15 min后, 转到DE81滤纸上, 
50 g/L Na2HPO4洗涤3次, 每次10 min, 双蒸水

洗涤2次, 每次5 min, 最后用液闪法进行计数测

定. (7)SDS-PAGE变性-聚丙烯酰胺凝胶电泳: 堆
积胶5%, 所用电压为80 V, 分离胶为10%, 电压

120 V, 考马斯亮蓝染色, 脱色后在凝胶成像系统

下拍摄. (8)Western blot: DE52层析后组分进行

Western blot, 4℃转移过夜, 50 g/L脱脂奶粉封闭

30 min, 鼠抗DNA聚合酶δ(1∶1000)室温孵育1.5 
h, 羊抗鼠二抗孵育, 最后用DAB在膜上显色.
1.2.2 药物对DNA pol β和δ的活性抑制测定: (1)
测定Km: 以拉米夫定的三磷酸盐为对照, 选择1, 
3, 5, 7, 10 μmol/L α-32Pd TTP(100 cpm/pmol), 加
入药物10 μmol/L, 其他条件同酶活性检测反应

体系, 当进行DNA pol β的测定时, 将DNA pol δ
换成等单位的DNA pol β, 进行液闪测定. 数据选

用Graphpad prism 4 Demo软件进行Lineweaver-
Burk双倒数作图求得Km. (2)测定IC50: 参照

所求Km, α-32Pd TTP(100 cpm/pmol)浓度为3  
μmol/L, 药物浓度进行浓度梯度设定, 其他同酶

活性检测反应体系, 同样当进行DNA pol β的测

定时, 将DNA pol δ换成等单位的DNA pol β, 进
行液闪测定. 抑制率(%) = (1-药物组液闪计数

/空白对照液闪计数)×100%. (3)测定Ki: 参照

所求IC50, 选择五个不同的药物浓度梯度, 分别

与2和5 μmol/L α-32Pd TTP(100 cpm/pmol)作用, 
其余试剂同酶活性检测反应体系, 同样当进行

DNA pol β的测定时, 将DNA pol δ换成等单位的

DNA pol β, 测定液闪计数. 用Dixon作图法求Ki.

2  结果

2.1 纯化并鉴定DNA聚合酶δ

2.1.1 HTP层析: 细胞的处理及P11处理的目的是

去除大量的核酸及杂蛋白. HTP层析柱经梯度

KPO4洗脱后依次测定收集管内的洗脱液A 280值, 
发现当用0.015 mol/L洗脱时, 在第21管开始逐渐

出现一个较大的洗脱峰, 33管附近出现一个小

的洗脱峰, 到用0.025 mol/L KPO4缓冲液洗脱大

约45管时A 280开始明显下降. 说明该蛋白主要集

中在从0.015 mol/L至0.02 mol/L KPO4缓冲液洗

脱的部分, 分别收集两峰部分的洗脱液, 进行酶

的活性鉴定, 证实了前一个峰含有目的蛋白组

分, 后一个峰则为杂蛋白. 用Bradford法试剂盒

测定蛋白浓度, 经计算蛋白量是13 mg(图1A).
2.1.2 DE52层析: DE52层析柱经梯度KCl洗脱时

测定A 280值, 结果显示峰值集中在21-30管的收

集液中, 这时所用的KCl缓冲液浓度是0.1 mol/L, 
收集0.05-0.15 mol/L KCl洗脱的11-40管洗脱液, 
取少量测定蛋白量及酶活性, 证实其正是目的

蛋白, 量为0.36 mg(图1B).
2.1.3 SDS-PAGE和Western blot: 将每个步骤所得得

蛋白浓缩后进行SDS-PAGE电泳, 发现其杂蛋白

条带逐渐减少, 最后显示仅余一条蛋白带, 为鉴

定该条带是否为目的蛋白, 对DE52层析后组分

进行Western blot, 证实了该蛋白确实是目的蛋

白DNA聚合酶δ, 说明该蛋白得到了有效的纯化

(图2-3).
2.1.4 纯化过程中对每一步的总蛋白、总活力、、总活力、总活力、、

比活力、纯化倍数以及收得率进行比较:、纯化倍数以及收得率进行比较:纯化倍数以及收得率进行比较: 随着

纯化步骤的深入, 总蛋白和总活力呈逐步下降

的趋势, 而比活力和纯化倍数则逐步升高, 收得

率则逐步降低, 表明杂蛋白逐渐减少而目的蛋

白逐步得到纯化(表1).
2.2 β-L-D4A对DNA聚合酶β和δ的酶动力学作用

2.2.1 Km的测定: β-L-D4A对DNA聚合酶β的

作用 ,  无任何抑制剂时 ,  其直线回归方程为

■相关报道
既往研究显示, 绝
大多数抗HBV或
HIV的核苷类化
合物在不同程度
的抗病毒复制的
同时, 也对正常人
体内的人DNA聚
合酶产生抑制作
用, 而抑制作用的
强度限制了很多
具有高效抗病毒
化合物的应用.

表  1  DNA聚合酶δ的每一步纯化结果检测

     
步骤	                 总蛋白/mg         总活力/Ukat	 比活力/(Ukat/mg)	 纯化倍数	 收得率(%)

细胞粗提成分	     88	               4460	           51	                       1	     100

P11处理后成分	     30	               3321	         110	                       2	       74

HTP层析	                     13                      2558	         197                        4	       57

DE52层析	                      0.36	                688	       1911	                     37	       15
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y = 7.981x+6.051(r 2 = 0.9962), 经计算得Km
值为1.33 μmol/L; 拉米夫定做抑制剂时, y = 
11.640x+6.165(r 2 = 0.9992), Km值为1.89 μmol/L, 
而β-L-D4A是抑制剂时, y = 10.984x+5.918(r 2 
= 0.9994), Km值为1.86 μmol/L如(图4A). β-L-
D4A对D N A聚合酶δ的作用 ,  无任何抑制剂

时, 其直线回归方程为y = 8.889+17.486x(r 2 = 
0.9994)经计算得Km值为1.96 μmol/L; 拉米夫

定做抑制剂时, y = 9.162+26.666x(r 2 = 0.9992), 
Km值为2.91 μmol/L, 而β-L-D4A是抑制剂时, y = 
8.766+21.467x(r 2 = 0.9994), Km值为2.45 μmol/L(图
4B).
2.2.2 IC50的测定: 采用半对数作图, β-L-D4A对

DNA聚合酶β的作用, 拉米夫定的IC50是20.14 
μmol/L, 而β-L-D4A的IC50是25.21 μmol/L(图
5A). β-L-D4A对DNA聚合酶δ的作用, 拉米夫

定的IC50是127.5 μmol/L, 而β-L-D4A的IC50是
150.1 μmol/L. β-L-D4A对两种酶的半数抑制浓

度均大于拉米夫定(图5B).
2.2.3 Ki的测定: 图中两直线交点的横坐标的

绝对值即是Ki. 图6是化合物对人DNA聚合酶

β的Ki测定. 图6A是拉米夫定, 两条直线回归

方程分别是: y = 0.490x+8.130(r 2 = 0.9992), y 
= 0.394x+6.567(r 2 = 0.9994), 计算得Ki = 16.15 
μ m o l/L, 图6B是β-L-D4A, 两条直线回归方

程分别为: y = 0.105x+6.555(r 2 = 0.9970), y = 
0.037x+4.926(r 2 = 0.9944), 计算得Ki = 24.03 
μmol/L. 图7是化合物对人DNA聚合酶δ的Ki

测定 ,  图7A是拉米夫定 ,  两条直线回归方程

分别为: y = 0.078x+22.896(r 2 = 0.9948), y = 
0.018x+17.520(r 2 = 0.995), 计算得Ki = 89.6 
μmol/L. 而图7B是β-L-D4A, 两条直线回归方

程分别为: y = 0.121x+21.432(r 2 = 0.9986), y = 
0.049x+11.944(r 2 = 0.9923), 计算得Ki = 132.7 
μmol/L.

3  讨论

近年来 ,  对H B V感染的治疗主要是α-干扰素

和核苷类化合物 [9]. 前者的持久应答率低, 需
要胃肠外投药, 以及高费用等缺点限制了其应 
用[10-11]. 核苷类化合物如拉米夫定(3TC), 治疗费

用较低, 而且可以经口服用, 比较方便, 但实验

研究与临床应用结果均表明, 停药后病毒复制

又重新恢复, 而且耐药株与变异株的产生随着

用药时间的延长而增加[12-13]. 因此, 抗HBV新药

的研制是一项十分紧迫的研究课题. 前期实验

中β-L-D4A强大的抑制病毒逆转录酶的作用, 使
其有可能成为新型的我国自主研制开发的临床

药物[14-15]. 为对该药物做系统的全面的评估, 我
们采用现在国际上公认的对核苷类药物毒副作

用机制的研究体系即体外进行药物对酶的动力

学研究, 观察药物对纯化的正常DNA聚合酶的

抑制作用, 以便于作出全面的评价[16].
在真核生物中存在着多种DNA聚合酶, 如

DNA聚合酶α参与染色体DNA的复制[17-18], DNA
聚合酶β主要负责修复[19-20], DNA聚合酶γ负责线

■创新盘点
本研究首次采用
国际上公认的研
究核苷类化合物
毒副作用的系统
来评价新型的化
合物-β-L-D4A的
安全性.

图  1  洗脱峰由每次层析的A 280测定和洗脱液的浓度梯度决
定.
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图  3  对SDS-PAGE中DE52处理后组分用抗DNA聚合酶δ抗
体进行Western blot, 证实其成分是DNA聚合酶δ. 1-3均是
DE52处理后组分.
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图  2  将每一步提纯后组分进行SDS-PAGE电泳. 1: P11处理

后组分; 2: HTP层析后组分; 3: DE52层析后组分; M: Marker.

125 kDa

200 
180

130

70

30

3            2          1         M kDa



www.wjgnet.com

立体DNA的复制[21-22], 而DNA pol δ则参与了复

制和修复两个重要过程[23-24]. 因为他是细胞核染

色体DNA领头链的主要复制酶, 同时也具有非

常独特的内在的3'→5'核酸外切酶的活性[25]. 这
四种DNA聚合酶占DNA聚合酶总量的90%以上, 
因此, 我们对这四种主要的DNA聚合酶进行了

研究, 其中DNA聚合酶α和γ已投稿, 本研究主要

报告β和δ的研究结果.
在检测所有样本中DNA聚合酶活性之前, 

必须建立体外检测酶活性的最佳条件. DNA聚

合酶的最佳反应体系是: Mn2+, 0.5 mmol/L; 50 
mmol/L Tris-HCl; pH7.5; 37℃; 1 mmol/L β-巯基

乙醇和1 mmol/L EDTA. 缓冲液中β-巯基乙醇﹑

EDTA和乙二醇的加入对保持缓冲液的稳定性

和酶活性具有重要意义. 尽管离子交换层析的

柱反应对条件改变相当敏感, 但是摸索到合适

条件时, 层析分离的方法简单且具有重复性.

在本实验中 ,  经过S D S-PA G E有一条M r 
125 000的带, 与不同方法获得的不尽相同. 这主

要是因为酶的翻译后修饰有关, 而且在纯化过

程中, 广泛的蛋白水解作用也会导致酶形式的

不同[26]. 从结果中我们可以看到, 随着纯化的一

步步进行, 总蛋白和总活力在减少, 而比活力逐

渐增加. SDS-PAGE中, 条带逐渐减少直至一条, 
M r 125 000, Western blot证实了其特异性, 而比

活力为1911 Ukat/mg则证实了该纯化方法是有

效的. 所得的DNA pol δ为核苷类药物毒副作用

的研究打下了基础.
一般认为, 核苷类化合物在进入细胞后, 经

过磷酸化由一磷酸化合物至二磷酸化合物, 最
后形成三磷酸化合物才能类似于正常的核苷酸

参与到核苷酸链的延伸反应, 从而达到DNA链

的终止反应. 因此, 我们选择了两种药物的三磷

酸形式进行本实验[27-28].

■应用要点
新型核苷类化合
物-β-L-D4A有望
成为新的更高效
低毒的抗HBV病
毒的药物.

Lineweaver-Burk Plot

-0.8  -0.6 -0.4 -0.2  - 0.0 0.2   0.4  0.6   0.8  1.0   1.2

25

20

15

10

5
1/Vm

-1/Km

1
2
3

1/
v(

L.
m

in
/n

m
ol

)

1/[s](L/μmol)
-0.50    -0.25                  0.25     0.50      0.75      1.00

45

40

35

30

25

20

15

10

5

-5

-1/Km

1/Vm

1

2

3

1/
v(

L.
m

in
/n

m
ol

)

Lineweaver-Burk Plot

1/[s](L/μmol)

A B

图  4  药物对人DNA聚合酶的Km测定. A: DNA聚合酶β; B: DNA聚合酶δ; 1: 3TC; 2: β-L-D4A; 3: 无抑制剂. 

图  5  IC50半对数作图测
定. A: DNA聚合酶β; B: 

DNA聚合酶δ; I: 抑制剂浓

度(mmol/L).
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本实验结果显示: 两种药物对两种酶DNA
聚合酶β和δ Km的测定显示三条直线均交于y
轴, 而在x轴的截距各不相同, 即抑制剂的加入, 
改变了Km, 而最大反应速度Vmax不变, 提示拉米

夫定和β-L-D4A均是两种DNA聚合酶的竞争性

抑制剂. 这提示拉米夫定和β-L-D4A可能都是在

抑制HBV DNA复制的过程中, 由于DNA聚合酶

β和δ具有与HBV逆转录酶相同的作用底物, 因
此对DNA聚合酶δ也形成了竞争性的抑制.

两个药物对DNA聚合酶β和δ的IC50的测定

结果显示, β-L-D4A抑制酶活性降低为50%时的

药物浓度分别是25.21 μmol/L和150.1 μmol/L, 
均大于拉米夫定的20.14和127.5 μmol/L, 明显说

明拉米夫定比β-L-D4A具有更强的抑制作用.
因为IC50的测定与底物和药物浓度梯度设

置相关密切, 为了更客观的研究两个药物的抑

制作用, 我们对两个药物的Ki(抑制常数)进行了

测定. 结果显示β-L-D4A对DNA聚合酶β和δ的

Ki分别为24.03 μmol/L和132.7 μmol/L, 均大于

拉米夫定的16.15 μmol/L和89.6 μmol/L, 证实了

β-L-D4A对两种DNA聚合酶的抑制作用均更弱.
核苷及核苷类似物是一些化学合成类似于

天然核苷的药物[29-30]. 他抗乙肝病毒复制主要有

通过抑制逆转录作用干扰负链DNA的合成和作

用于闭合环状DNA[31]. 实验表明核苷类药物对

闭合环状DNA作用不佳, 他主要是掺入新合成

的HBV的DNA链中导致链终止, 从而抑制病毒

复制[32]. 而且, 他们竞争性地抑制病毒的DNA依

赖的逆转录酶活性[33-34]. 因为, 正常细胞的DNA
聚合酶β和δ与HBV DNA聚合酶在作用底物和

机制上的相似性, 核苷类药物在抑制病毒聚合

酶时同样会竞争性抑制正常的DNA聚合酶β和δ
的活性[35-36].

我们从Km, IC50, Ki等不同的酶动力学参数

对拉米夫定和β-L-D4A都进行了抑制作用的评

价, 均显示拉米夫定具有更强的抑制DNA聚合

酶β和δ的作用, 提示拉米夫定对宿主细胞具有

更大的毒副作用.
因此, 我国自主研制开发的新型核苷类化

合物β-L-D4A可望成为更高效低毒的抗HBV类

药物, 亦有望同拉米夫定联合用药提高疗效或

减短用药疗程, 并减少变异株和耐药株的出现.
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本刊讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2008-11在上海市召开第二十次全国中西医结合
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究; 消化道肿瘤中西医结合诊疗; 脾胃学说及其临床应用; 其他消化系统疾病(包括食管、胃、肝、胆、胰腺等

疾病)的基础研究、临床研究与实践等.
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请注明作者姓名、单位、详细通讯地址、邮编. 稿件请附800字论文摘要, 尽可能以电子信件的形式将稿件传
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51328500, shxhhy2008@yahoo.cn或czs.xiaohua@163.com
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Abstract
AIM: To examine the expression of S100A4 
protein in gastric cancer and its correlation with 
the prognosis and clinical pathology.  

METHODS: Archival tissues from 80 patients 
with gastric cancer were retrieved. Matched 
samples including adjacent normal gastric tis-
sues, primary tumor and metastasis lymph node 
tissues were applied in tissue array technology, 
and investigated immunohistochemically. The 
correlations of S100A4 protein expression with 
clinicopathologic factors and survival were ana-
lyzed.  

RESULTS: The positive rates of S100A4 protein 
in non-neoplastic mucosa, primary tumor and 
metastasis lymph node tissues were 7.5%, 23.8%, 
and 30.0%, respectively (P = 0.001). In primary 
tumor lesions, S100A4 expression was correlated 
significantly with the deeper invasion and TNM 
stages (P = 0.051). S100A4 expression in lymph 
node metastasis tissues was associated with a 
poor survival (P = 0.0009). In multivariate Cox’
s regression analysis, S100A4 expression was 
significantly variable (P = 0.031, OR = 1.756) in 

lymph node metastasis tissues and was an inde-
pendent prognostic factor in patients (P = 0.030, 
OR = 2.103).  

CONCLUSION: S100A4 protein expression may 
be a late event that takes part in the progression 
of gastric cancer. The status detection of S100A4 
protein expression in metastasis lymph node tis-
sues may enhance the accuracy to prognosticate 
gastric cancer patients.   

Key Words: Gastric cancer; Tissue microarray; Im-
munohistochemistry; S100A4 protein

Huang HL, Wu BY, You WD, Wang WH, Wang MW. 
S100A4 gene expression in matched gastric cancer 
samples. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(6): 
629-634

摘要
目的: 分析配对胃癌组织中S100A4的蛋白与
胃癌临床病理及预后的相关性. 

方法: 构建胃癌组织芯片, 免疫组化方法检测
S100A4蛋白在80例胃癌组织以及配对切缘正
常胃黏膜和转移淋巴结组织中的表达, 分析
S100A4表达与胃癌临床病理及预后的相关性.  

结果: S100A4在切缘正常胃黏膜、癌灶、

淋巴结转移灶表达阳性率依次为 7 . 5 %、

23.8%、30.0%, 差异具有显著性(P  = 0.001); 
癌灶中S100A4表达与肿瘤浸润深度及TNM
分期相关(P  = 0.051), 与预后无关; 转移淋巴
结组织中S100A4表达出现分化(P  = 0.031, 
OR  = 1.756), 阳性表达者预后差(P  = 0.0009), 
并且是独立预后影响因子(P  = 0.030, OR  = 
2.103). 

结论: S100A4表达参与了胃癌的进展过程, 
转移淋巴结中S100A4蛋白的表达状况对胃癌
预后判断价值优于原发灶的表达.

关键词: 胃癌; 组织芯片; 免疫组化; S100A4蛋白

黄海力, 吴本俨, 尤纬缔, 王卫华, 王孟薇. 配对胃癌组织中
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■背景资料
胃癌的发病率在
发展中国家居所
有恶性肿瘤首位. 
虽然在其发病机
制方面进行了广
泛的探索与研究, 
找到一些能够影
响胃癌侵袭和预
后的分子标志物, 
然而目前仍缺乏
比较特异的公认
的指标来判断胃
癌的预后. 

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



0  引言

S100A4又名Mts1, p9Ka, f ibroblast specif ic 
protein-1(FSP1), 是S100家族中研究最多的与肿

瘤相关的一个蛋白. 多方面的证据表明S100A4
能够促进肿瘤的浸润和转移, 影响预后[1-3]. 其
具体作用机制还不十分明确, 已有的证据表明

该分子主要是与一些细胞骨架蛋白起作用[4-6]. 
S100A4还能够与野生型p53蛋白结合, 使p53蛋
白的磷酸化, 同时抑制p53的DNA结合活性, 使
p53下游的靶基因如P21/WAF, MDM2, 血小板

凝血酶敏感蛋白(thrombospondin-1)等表达下调, 
从而对肿瘤细胞的凋亡及增殖浸润发挥间接的

调节作用[7-8]. 新近的研究还发现S100A4能够调

节MMP, TIMP表达以及促进血管形成以及调节

肿瘤细胞周围基质重构的作用[9-12]. 在多数肿瘤, 
如: 乳腺癌, 结肠癌, 肺癌, 胰腺癌, 胆囊癌, 甲状

腺癌等肿瘤中, S100A4表达高于对应正常黏膜, 
并且与肿瘤的浸润, 转移以及预后有关[13-20]. 在
胃癌中尤其是对预后的影响方面, 少见报道, 为
进一步了解S100A4与胃癌发生、发展的关系, 
我们对有淋巴结转移的胃癌患者用免疫组化方

法检测S100A4在配对胃癌组织中的表达.

1  材料和方法

1.1 材料 构建组织芯片的80例标本均来源于解

放军总医院1992/2002年胃癌手术患者; 患者均

为首次发现胃癌, 术前没有经过放化疗或免疫

治疗, 影像学检查均未发现有远隔脏器转移; 手
术切除彻底, 手术标本残端及切缘均未见有残

留癌细胞. 80例患者中男性62例, 女性18例; 胃
底和贲门癌16例(20.0%), 胃体癌18例(22.5%), 
胃窦及幽门癌46例(57.5%); 黏膜或者黏膜下

层浸润者15例(18.8%), 浸润至肌层和浆膜层者

65例(81.3%); 80例患者均有淋巴结转移, 按照

UICC1997年胃癌TNM分期, Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ期例数

分别为15例(18.8%), 23例(28.8%), 42例(52.5%). 
截止到2004-12, 患者平均随访时间为43 mo, 所
有患者中死亡38例, 存活42例, 最长生存时间

为153 mo. 主要试剂: S100A4 Rabbit Polyclonal 
Antibody( NeoMarkers).
1.2 方法 
1.2.1 组织芯片的构建: 石蜡标本切缘黏膜、原

发肿瘤病灶、淋巴结转移灶分别选择两个区域

打孔, 每个组织芯的直径为1 mm.
1.2.2 免疫组化: 芯片常规脱蜡水化, 枸橼酸抗原

修复液98℃微波修复15 min. S100A4抗体1∶200
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稀释, 采用SP法(PV-9000二步法免疫组化染色

试剂盒, 购自Zymed公司), 操作按照试剂盒说明

进行, DAB显色. 以TBS代替一抗作为阴性对照. 
阳性判断: 阳性细胞数≤10%记0分, 10%-50%记

1分, 50%-70%记2分, ≥70%记3分; 信号强弱的

判断标准为: 阴性或者基本无显色, 0分, 弱阳性

1分, 阳性2分, 强阳性3分.两项评分相乘: ≤2为
阴性, ≥3为阳性.

统计学处理 采用SPSS12.0软件进行统计学

分析. S100A4表达在肿瘤, 对应正常和转移淋

巴结组织中表达差异以及与临床病理类型之间

的差异比较用卡方检验. 生存率曲线的绘制用

Kaplan-Meier方法, 对生存率影响的单因素分析

用log-rank检验. 多因素生存分析用COX逐步回

归估计各危险因素的相对危险度及95%可信区

间. P≤0.05为差异具有显著性.

2  结果

2.1 S100A4蛋白在切缘正常胃黏膜、癌灶以及

转移淋巴结中免疫组化染色状况 正常腺体几乎

无表达, 肿瘤表达强于正常, 但阳性率不到50%, 
且基本为弱阳性表达. 阳性部位主要分布于细

胞质中, 少部分细胞核也阳性着色. 血管平滑肌质中, 少部分细胞核也阳性着色. 血管平滑肌中, 少部分细胞核也阳性着色. 血管平滑肌

细胞和间质细胞表达明显强于胃腺细胞和肿瘤

细胞(图1).(图1).图1).
切缘正常黏膜, 胃癌组织以及转移淋巴结

阳性率分别为7.5%, 23.8%, 30.0%, 卡方检验

胃癌及转移淋巴结中S100A4表达高于正常黏黏

膜, 差异具有显著性(χ2 = 13.28, P  = 0.001, 表1); 
转移淋巴结和胃癌组织提示两者之间S100A4
表达无差异(P  = 0.373). 80例患者中, 48例患者

S100A4在切缘、癌灶以及转移淋巴结灶中表达

一致, 32例患者出现表达的变化(图2); 癌灶相比

于配对的正常黏膜, 20%出现表达升高, 76.3%
表达不变, 3.8%表达下降; 而转移淋巴结灶相对

于配对癌灶, 12.5%表达升高, 81.3%表达不变, 
6.3%出现表达下降(表2).

www.wjgnet.com

■研发前沿
S100A4属于S100
蛋白家族, 大量研
究表明S100A4是
一个与多种肿瘤
侵袭和预后密切
相关的蛋白分子. 
虽然其发挥作用
的机制目前仍不
完全清楚, 但主要
涉及改变肿瘤细
胞骨架蛋白、促
进肿瘤细胞周围
血管生成以及基
质降解、影响p53
蛋白的磷酸化等. 

表  1  S100A4在配对切缘黏膜、癌灶以及转移淋巴结中
的表达(n  = 88)

     
组织

		                             S100A4

		         阴性n (%)                        阳性n (%)

正常黏膜                           

胃癌

转移淋巴结

aP<0.05 vs  正常黏膜.

74(92.5)                       6(7.5)

61(76.3)                     19(23.8)a

56(70.0)                     24(30.0)a
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2.2 S100A4蛋白表达与胃癌临床病理特征的关

系 肿瘤组织中S100A4表达与浸润深度和TNM和TNMTNM
分期相关, 随肿瘤的进展表达升高(P  = 0.051, 
表3).
2.3 S100A4蛋白表达与预后的关系 单因素生存

分析, 肿瘤组织中S100A4表达状况与生存率之

间未显示统计学意义(P  = 0.235); 但淋巴结转移

灶中, S100A4阳性表达者生存率显著低于阴性

者,(P  = 0.002), 阳性者3年生存率为30.43%, 阴性

者为64.18%; 进一步分析表明, 原发灶表达阴性

而转移淋巴结中表达阳性者, 预后最差; 原发灶

表达阳性而转移淋巴结中表达阴性者, 预后最好

(P  = 0.082, 图3). 引入性别、肿瘤大小、浸润深, 图3). 引入性别、肿瘤大小、浸润深图3). 引入性别、肿瘤大小、浸润深

度、肿瘤部位、肿瘤分化、有无癌栓、TNM分

期、S100A4在转移淋巴结中表达等因素进行多

因素生存分析, 显示除TNM分期以外, 淋巴结中

S100A4表达状况为独立预后影响因子(表4).

3  讨论

S100A4蛋白与肿瘤相关性的研究非常广泛, 虽
然其具体机制仍有待于进一步研究, 但目前比

较一致的结论是该分子能够促进多种肿瘤的进

■相关报道
S 1 0 0 A 4 在 胃 癌
中 的 研 究 少 见 , 
S100A4在胃癌发
生、发展过程中
其表达的趋势如
何仍不明确. 少见
的几篇研究认为
S100A4表达与胃
癌淋巴结转移及
预后相关, 但国内
未见S100A4与胃
癌预后的研究. 

■创新盘点
与既往多数研究
不同 ,  本研究中 , 
采 取 了 8 0 例 切
缘、原发灶、转
移淋巴结灶的患
者进行了配对分
析, 这样一方面能
够减少因个体遗
传异质性带来的
影响, 另一方面可
以观察到该分子
在肿瘤发展过程
中续贯性的表达
变化.

A B C

D E F

IHG

图  1  S100A4在正常黏膜, 癌灶以及转移淋巴结中的HE染色及免疫组化结果. A, D, G: 正常黏膜; B, E, H: 癌灶; C, F, I: 转移

淋巴结. A-C: 组织芯片HE染色及免疫组化大体图; D-F: 低倍镜放大(×40倍); G-I: 对应局部中倍镜放大(×200倍).

表  3  S100A4表达与胃癌临床病理因素之间的关系

             
病理类型

	                      
n

            胃癌组织中S100A4表达(%)

	                          	             -	               +

肿瘤大小

    <4.39

    >4.39

肿瘤分化

    中高分化

    中分化

    中低分化

印戒黏液

浸润深度

    黏膜及

    黏膜下层

    肌层

    全层

TNM分期

    Ⅰ

    Ⅱ

    Ⅲ

33

47

  8

  5

59

  8

15

23

42

15

23

42

  78.8

  74.5

  50.0

  80.0

  79.7

  75.0

100.0

  73.9

  69.0

100.0

  73.9

  69.0

21.2

25.5

50.0

20.0

20.3

25.0

  0.0

26.1

31.0

  0.0
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表  2  80例配对组织中S100A4表达的变化(n , %)

     
分类	                   表达升高       表达不变       表达下降

原发灶 vs  切缘          16(20.0)        61(76.3)         3(3.8)

转移灶 vs  原发灶       10(12.5)        65(81.3)         5(6.3)
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■应用要点
本 研 究 发 现 : 
(1 )S100A4蛋白
主要在进展期胃
癌 中 表 达 升 高 , 
但升高比例仅为
2 0 % ,  因 此 该 分
子表达的变化在
胃癌中只是一个
散发的晚期事件. 
(2)S100A4在胃癌
的进展及转移过
程中可能出现表
达的分化, 更有意
义的发现是从转
移淋巴结组织中
检测该分子的表
达状况比胃癌组
织中检测更具有
预后判断价值, 这
拓展了大家研究
S100A4乃至其他
肿瘤预后标志物
检测视野. 

展并且与预后有关[20-24]. S100A4在胃癌中的研究

少见, 少见的几篇研究认为S100A4表达与胃癌

淋巴结转移及预后相关[25-27], 国内未见S100A4
与预后的研究[28-30]. 与既往多数研究不同, 本研

究中, 采取了80例切缘、原发灶、转移淋巴结

灶的患者进行了配对分析, 这样一方面能够减

少不同的遗传异质性带来的影响, 另一方面可

以观察到该分子在肿瘤发展过程中续贯性的表

达变化.
不同类型肿瘤中 ,  S100A4阳性表达率在

30%-70%左右, 在胃癌中约为50-70%[25-29]. 本研

究中S100A4在胃癌中阳性率为23.8%, 低于以

往研究, 可能与阳性判断标准不同以及病例数

不同有关. 值得一提的是胃组织的间质中淋巴

细胞和血管平滑肌细胞呈现强阳性显色, 这与

其他研究中结论一致. S100A4在76.25%胃癌原

发灶中表达与切缘组织相同, 仅20%出现表达升

高, 同时原发灶中的表达与胃癌的浸润和TNM
分期有关(P  = 0.051), 说明该分子表达的变化在

胃癌中只是一个散发的晚期事件, 只与部分胃

癌的进展有关. S100A4淋巴结转移灶中相对于

原发癌灶的表达无统计学差异(30% vs  23.8%), 
多数表达没有发生改变65例(81.25%), 有10例
(12.50%)患者原发癌灶表达为阴性, 在淋巴结转

移灶中出现阳性表达, 而5例(6.25%)在原发癌灶

表达阳性者在转移灶中表达阴性, 这可能是转

移过程中发生的获得性改变, 也可能是原发灶

异质性细胞转移的结果.
在胃癌原发灶中, S100A4表达阳性者预后

更差, 但没有显示出统计学差异(P  = 0.235), 而
有趣的是S100A4在淋巴结转移灶中的表达状况

却与预后相关(P  = 0.002), 在多因素生存分析中, 
即使引入TNM分期等进行分析, 其表达状况仍

是独立预后影响因子(P  = 0.003, OR  = 2.103), 阳
性者3年生存率为30.43%, 阴性者为64.18%. 进
一步分析表明淋巴结转移灶中相对于原发癌灶

表达升高者预后要比表达下降者差, 10例表达

升高的患者中7例均在41 mo内死亡, 而5例表达

下降者中仅1例在19 mo死亡, 其余均存活42 mo
以上. 这提示我们, 一些基因在肿瘤转移的过程

中可能会出现一些获得性表达或者表达缺失, 
而这种表达变化会对后续的肿瘤的进展或者

预后产生影响; 另外一种可能的解释就是原发

癌灶存在分子表达的异质性, 而转移灶的分析

能更客观的反映了转移肿瘤细胞对预后影响的 
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图  3  S100A4在组织中表达与胃癌预后的关系. A:肿瘤组织中不同S100A4表达状况的生存曲线;   B: 转移淋巴结组织中不同

S100A4表达状况的生存曲线; C: 转移淋巴结组织相对于配对肿瘤组织S100A4表达变化状况的生存曲线.
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图  2  32例患者切缘黏膜, 原发癌灶以及转移淋巴结灶中S100A4表达的改变.
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表  4  有淋巴结转移的胃癌多因素生存分析

     
肿瘤参数	        Cox's统计值     P

      相对危险度    95%置信区间

                                                                   (Relative risk)           (CI 95%)

S100A4表达        4.722       0.030	      2.103	      1.076-4.110

TNM分期             4.633       0.031	      1.756	      1.052-2.931
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■名词解释
S100A4: 有多种
别 名 ,  p E L 9 8、
m t s 1、 p 9 K a、
c a l v a s c u l i n  、
F S P 1、C A P L . 
S 1 0 0 A 4 分 子 是
S100蛋白家族的
成员之一, 该家族
成员蛋白质分子
N末端和C末端具
有 特 征 性 E F - 手
型基序 ( 即螺旋 -
环 - 螺 旋 结 构 域 , 
helix-loop-helix 
domain). 

特性.
总之, 相对于既往S100A4在肿瘤中的研究, 

本研究提示S100A4在胃癌的进展及转移过程中

可能出现表达的分化, 并且对预后产生影响; 该
分子在转移淋巴结中的表达分析比原发癌灶的

分析更能反映预后.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
the C/G genotypes of interleukin-6 (IL-6) single 
nucleotide polymorphism (SNP) at 572 and the 
development of nonalcoholic steatohepatitis 
(NASH). 

METHODS: Polymerase chain reaction-restric-
tion fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 
was used to determine a common polymor-
phism of the human IL-6 gene -572C/G in 104 
controls and NASH 78 patients. Enzyme linked 
immunosorbent assay (ELISA) was used to de-
termine the concentration of serum IL-6 in 78 
patients with NASH. 

RESULTS: Homozygotes for –572C of IL-6 gene 
were more frequent in NASH patients than in 
controls (0.564 vs 0.404, P < 0.05). Level of IL-6 
was significantly higher in NASH patients with 
IL-6 -572C/C genotype than that in NASH pa-

tients with other genotypes (6.54 ± 4.21 vs 4.68 
± 2.88, P < 0.05). The significant difference in 
HOMA-IR was not seen in three genotypes.  

CONCLUSION: The C/G homozygotes of 
IL-6 single nucleotide polymorphism at -572 
have something to do with the pathogenesis of 
NASH.  

Key Words: Interleukin-6; Single nucleotide poly-
morphism; Insulin resistance; Nonalcoholic steato-
hepatitis

Ma RH, Huang YQ. C/G homozygotes of interleukin-6 
single nucleotide polymorphism at -572 are associated 
with nonalcoholic steatohepatitis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(6): 635-639

摘要
目的: 探讨白介素6(IL-6)基因启动子-572C/G
多态性与非酒精性脂肪肝炎(NASH)相关性. 

方法: 应用聚合酶联反应-限制性片段长度多
态性(PCR-RFLP)方法, 分别检测NASH患者78
例和正常者104例IL-6基因启动子-572C/G多
态性的变异. 采用ELISA法检测NASH患者组
IL-6血清含量. 

结果: IL-6基因启动子-572位点的C等位基因
频率高于健康对照组, 两组基因分布频率有
显著统计学差异(0.564 vs 0.404, P <0.05)；
NASH患者组中CC基因型携带者IL-6血清含
量显著高于其他基因型携带者(6.54±4.21 
vs  4.68±2.88, P <0.05), 但HOMA-IR及BMI
与其他两组基因型相比较并无显著统计学
差异. 

结论: IL-6基因启动子-572位点的C等位基因
与NASH发病具有一定程度相关性.  

关键词: 白细胞介素6; 单核苷酸多态性; 胰岛素抵

抗; 非酒精性脂肪肝炎
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■背景资料
目前认为N A S H
发病机制主要包
括胰岛素抵抗、

氧化应激作用、

脂质过氧化作用
等方面. 其中氧化
应激机制关于细
胞因子如TNF-α,
白细胞介素等的
研究成为近年研
究的热点, IL-6是
一种重要的促炎
细胞因子, 该基因
启动子区存在基
因变异及基因多
态性, 有研究表明
IL-6参与胰岛素
抵抗的形成.
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0  引言

非酒精性脂肪肝炎(NASH)是一种代谢综合征,
常合并内脏性肥胖、血脂紊乱、高血压、糖

调节异常和Ⅱ型糖尿病等多元代谢紊乱[1-2], 胰
岛素抵抗(IR)是此类代谢综合症共同的病理生

理特点. 近年来发现多种炎症因子在IR发生发

展中扮演重要角色, 包括TNF-B, IL-6等[3]. 而
NASH兼具慢性炎症性疾病特点, 炎症因子在

其发病中应具有一定作用, 此方面研究较少. 本
文试图就IL-6基因启动子第572C/G等位基因单

核苷酸多态性与NASH疾病及IR相关性做初步 
探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 选取无亲缘关系182人, 其中经临床血

液检查结合超声及CT证实NASH患者组78例, 
男39例, 女39例, 年龄44.08±15.93岁, 体质量指

数(BMI)28.93±4.56; 健康对照组(NC)104例, 男
53例, 女51例, 年龄42.12±16.34岁; BMI 28.90±
4.31. 
1.2 方法 
1.2.1 NASH的诊断条件: (1)非酒精性; (2)CT诊
断脂肪肝; (3)除外其他肝脏原因疾病包括药物

性肝损害[4].
1.2.2 临床血指标检查: 所有受试者均空腹12 h
后抽取肘部静脉血, 各3份, 每份3 mL, 抗凝处理

后用于模板DNA的制备, 不抗凝处理分别用于

血IL-6浓度检测及其临床血指标检查.
1.2.3 模板DNA的制备: 抽取受试者外周静脉血3 
mL, 经抗凝处理后, 加入9 mL红细胞溶血剂, 红
细胞充分溶解后, 再加入2 mL白细胞溶解剂, 隔
夜后, 将667 μL的蛋白质沉淀剂加入上述未出现

沉淀等异常现象的溶液内, 离心后取上清液, 加
入2-丙醇(2-propanol)2 mL, 振荡至液体澄清, 可
见白色絮状物出现, 即为DNA.
1.2.4 PCR-RFLP分析及DNA序列测定: 利用已

制备的两组受试者的DNA, 应用PCR扩增包括

IL6基因启动子第572位点等位基因在内的163 
bp长度片段. 从GenBank(NM000600)中查取人

IL6基因序列(略), 使用primer Primier 5.0 Demo
软件进行在线引物设定. 引物序列为: 上游引

5'GGAGACGCCTTGAAGTAACTGC3', 下游引

物为5'GAGTTTCCTCTGACTCCATCGCAG3', 
购自日本北海道sequence株式会社. PCR反应体

系含Taq PCR Mixture1 5 µL(QIAGEN Taq PCR 
core kit试剂盒); 上游引物600 pmol,下游引物600 
pmol; 模板DNA<1 µg; 加超纯水至30 µL. PCR
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扩增循环: 94℃预变性10 min, 94℃ 60 s, 51℃ 
45 s, 72℃ 60 s, 72℃延伸10 min, 4℃终止, 36个
循环. 取PCR扩增产物3 µL, 40 g/L琼脂糖凝胶

电泳10 min, 电压100 V, Kodak电泳图像分析系

统EDAS290比较PCR扩增产物, 并根据Marker
条带位置确定P C R扩增产物是否为目的基因

片段. 另取PCR扩增产物3 µL, 混入0.5 µL 10×
Buffer G, 0.5 µL限制性内切酶MbiⅠ(Fermentas, 
Burlington, Canada), 4 µL超纯水, 对PCR扩增产

物进行酶切, 条件是37℃, 6 h, 酶切产物经40 g/L
琼脂糖凝胶电泳10 min, 电压100 V, Kodak电泳

图像分析系统, 观察带型并拍照.
1.2.5 血液实验室检查: 对78例NASH患者进行

空腹12 h临床血指标检查. 包括应用酶联免疫

测定法测定IL-6血清水平(Fermentas, Burlington 
Canada), 同时用全自动生化仪测定血清白蛋

白、血清丙氨酸转氨酶(ALT)、血清总胆固醇

(TC)、甘油三酯(TG)、高密度脂蛋白(HDL-C)
值, 空腹血糖(FPG, 葡萄糖氧化酶法)、空腹胰

岛素(FINS, 胰岛素放射免疫试剂盒Fermentas, 
Burlington Canada, 放射免疫分析法). 测量身

高、体质量、腰围及血压, 并计算出体质量指

数(BMI = 体质量kg/身高的平方m2). 采用稳态

模式评估法(HOMA公式)评价胰岛素抵抗指数

(HOMA-IR), 计算公式如下: HOMA-IR = FPG×

FINS/22.5.
统计学处理 应用SPSS10.0软件包, 文中有

关变量用mean±SD. HOMA-IR经对数转换后

进行分析, 相对危险度和相关分析采用软件包

中的比值比(odds ratio, OR )和Chi-square检验. 
P <0.05具有显著差异性.

2  结果

2.1 IL-6基因启动子–572C/G多态性分析 两组组

受试者均可检测到预计的163 bp片段, 且均符合段, 且均符合, 且均符合

Hardy-Weinberg平衡检验及卡方Chi-square检验

(P>0.05). 限制性内切酶MbiⅠ对IL-6基因PCR扩对IL-6基因PCR扩
增产物酶切后存在三种基因型: CC(缺乏BpiⅠ
酶切位点, 仅见与扩增产物一样的163 bp片段)、
GC(可见163 bp片段, 101 bp片段和62 bp片段)、
GG(可见101 bp片段和62 bp片段)见图2. NASH
患者组与正常对照组相比, C等位基因频率有显

著差异性(56.4% vs  40.4%, P<0.05).NASH患者组

的CC基因型频率要显著高于正常对照组(35.9% 
vs  17.3%, P<0.05, 表1), 通过表1), 通过), 通过, 通过CT诊断脂肪肝(图1).
2.2 NASH患者组的三组基因型临床数据分析三组基因型临床数据分析组基因型临床数据分析 依
据基因PCR扩增产物酶切后3种基因型(图2), 将图2), 将), 将

www.wjgnet.com

■创新盘点
鉴于 IL-6、胰岛
素抵抗及 N A S H
存 在 待 证 实 的
交 叉 关 系 ,  本 文
从 IL-6基因启动
子-572C/G多态性
着 手 ,  观 察 我 国
人群中该基因频
率及与胰岛素抵
抗、N A S H 的相
关性.
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NASH患者分为CC组、GC组和GG组, 3组基因

型临床资料数据见表2. CC组与其他两组相比血

清IL-6水平明显高于其他两组(6.54±4.21 ng/L 
vs  4.68±2.88 ng/L, P<0.05). GG基因组的HOMA-
IR, BMI与其他两组基因型相比无显著统计学差

异, resistin基因三种酶切产物电泳见图3.基因三种酶切产物电泳见图3..

3  讨论

非酒精性脂肪肝病(NAFLD)是指除过量饮酒

及其他明确损肝因素所致的, 以弥漫性肝细胞

大泡性脂肪变为主要特征的临床病理综合征[5], 
NASH是NAFLD病程进展的一个阶段. NASH发

病机制至今不明确, 目前认为他是一种遗传、

环境及代谢应激相关性疾病, 广为接受的是二

次打击学说[6], 该学说主要包括胰岛素抵抗、氧

化应激作用、脂质过氧化作用等方面机制. 其
中氧化应激机制中关于细胞因子如TNF-α, 白介

素等的研究成为近年研究的热点, 而这些研究

都与NASH的分子机制有着千丝万缕的联系[7-9]. 
IL-6是一种重要的促炎细胞因子, 作为炎症细胞

表  1  NASH患者组和NC组IL-6基因启动子第-572位点基因型及C/G等位基因的分布

     
分组	       n

	              等位基因		                           基因型	

	  	      G	              C	                  G/G	           C/G	                   C/C

NASH           78       34(0.436)       44(0.564)a        20(0.256)           30(0.385)         28(0.359)a

NC             104       62(0.596)       42(0.404)         40(0.385)          46(0.442)         18(0.173)

aP<0.05 vs  NC组.

表  2  NASH患者三组基因型临床数据间的比较

     
基因型	                                        C/C	                   C/G	                G/G	     P 值

年龄

性别(M/F)

腰围(cm)

BMI

收缩压(mmHg)

舒张压(mmHg)

ALT(IU/L)

白蛋白(g/L)

TG(mg/dL)

TC(mg/dL)

HDL-Chol(mg/dL)

IL-6(ng/L)

空腹血糖FPG(mg/dL)

空腹胰岛素FINS(mU/L)

HOMA-IR

  44.8±14.8

      14/14

  90.6±15.0

  30.1±4.8

132.1±13.53

  80.2±11.7

  93.2±61.1

  42.1±3.1

169.3±103.2

211.3±37.2

  47.4±13.9

  6.54±4.21

114.6±35.5             

  13.4±10.5

  3.16±1.79

  49.2±15.3

       14/16

  81.4±15.1

  27.0±3.2

124.1±16.3

  72.9±10.3

  76.1±38.1

  43.3±2.2

178.6±111.2

208.7±56.3

  47.7±14.9

  4.72±3.1

100.7±14.4

    9.9±8.7

  3.01±2.72

  35.4±16.5

       11/9

  99.2±16.3

  30.2±5.6

138.2±16.2

  81.3±10.2

117.4±65.0

  45.4±4.0

136.7±61.1

175.5±35.4

  42.1±10.6

  4.63±2.66

104.4±16.2

  13.0±9.6

  3.24±2.42

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

<0.05

>0.05

>0.05

>0.05

■应用要点
本文为阐明 IL-6
在N A S H发病机
制中的作用提供
新证据.

A B

图  1  NASH患者CT影像. 
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分化的主要调节因子可以上调黏附分子的表达, 
从而加强炎症反应, 还可参与脂类代谢, 在调节

免疫应答和炎症反应中起重要作用. IL-6基因位

于第七号染色体短臂上, 含5个外显子和4个内

含子. IL-6基因启动子区存在基因变异及基因

多态性, 这种多态性与多种疾病存在密切相关 
性[10-12], 其中有研究表明IL-6在胰岛素抵抗患者

中升高, 参与胰岛素抵抗的形成[13-15]. Fishman  
e t a l [16]于1998年报导IL-6基因启动区174位点

存在C/G多态性, 等位基因C纯合子形成IL-6减
少, 而等位基因G的纯合子和杂合子形成IL-6增
多, 携带GG纯合子人的血清中IL-6浓度大约是

CC纯合子的2倍, 得出推论IL-6基因多态性与胰

岛素抵抗有关, 随后欧美国家相继有报道支持

这一研究[17-20]. 而在我国类似研究的结果却有

着一定差距, IL-6基因174G/C多态性频率等位

基因C明显少于欧美人群, 可能与胰岛素抵抗无 
关[21-22]. 鉴于IL-6、胰岛素抵抗及NASH存在待

证实的交叉关系, 本文从IL-6基因启动子-572C/
G多态性着手, 观察我国人群中该基因频率及

与胰岛素抵抗、NASH的相关性. 在本文的研

究中IL-6基因启动子-572位点的CC、CG及GG
基因型在NASH患者组中分别为0.359、0.385
及0.256, 健康对照组中分别为0.173、0.442及
0.385. 两组基因分布频率有明显统计学差异

(P <0.05); NASH患者组中CC基因型携带者IL-6
血清含量显著高于其他基因型携带者(6.54±
4.21 ng/L vs  4.68±2.88 ng/L, P <0.05), 但HOMA-
IR及BMI与其他两组基因型相比较并无显著统

计学差异.

NASH的病因机制复杂, 参与的基因很多, 
而研究单个基因多态性时, 可能会因样本的选

择及数量不足、基因突变频率低及外界环境影

响而致研究结果受到局限, 在以后的研究中可

采取增加样本数量及联合相关基因研究.
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■名词解释
N A S H二次打击
学说: 第一次打击
使脂肪在肝内过
量堆积, 引起脂肪
变性, 与胰岛素抵
抗有关, 第二次打
击包括氧化应激
和脂质过氧化, 这
是由促氧化物和
抗氧化物失衡所
致 .  这 其 中 涉 及
了基因遗传易感
性、多种外界因
素及多种细胞因
子的相互作用, 中
心环节是IR和氧
化应激.

Marker

图  2  PCR扩增resistin基因电泳.

CC             GC              GG            M

图  3  resistin基因三种酶切产物电泳.

180 bp

80 bp
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■同行评价
本文对非酒精性
脂肪肝炎的基因
多态性提供了一
些有价值的信息, 
具有一定的探索
价值. 
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Abstract
AIM: To detect the changes of S-100β protein 
concentration in serum of the patients with 
original liver transplantation and discuss its 
possible reasons. 

METHODS: Five patients of late-stage hepatic 
disease and with original liver transplanta-
tion were collected. The mean arterial pressure 
(MAP), heart rate (HR), cardiac output (CO), 
central venous pressure (CVP) and blood-gas 
analysis were recorded at preoperative, pre-
clamp, anhepatic 10, 30 and 60 min, post-reper-
fusion 10, 90 min and the end of operation. The 
concentration of S-100β and interleukin-1β (IL-
1β) in serum was also tested at preoperation, the 
end of anhepatic phase, reperfusion 1 h, postop-
erative 24 h and 48 h .

RESULTS: Before operation, serum S-100β level 
was in normal range and had no difference be-

tween patients, but increased 1 h after reperfu-
sion (0.437 ± 0.148 mg/L vs 0.132 ± 0.061 mg/L); 
at 24 h, S-100β level (0.480 ± 0.340 mg/L) was 
still higher than that before operation, and then 
it decreased gradually to the level of the end of 
anhepatic period at 48 h of postoperation (0.239 
± 0.090 mg/L). IL-1β level increased to the high-
est level 24 h after reperfusion (63.7 ± 21.9 mg/L 
vs 32.2 ± 19.1 ng/L) and then decreased gradual-
ly. Thirty minutes after vena cava was clamped, 
MAP remained in normal level after drug ad-
justment, and HR was still higher than that be-
fore clamping. Meanwhile, cardiac output (CO) 
decreased significantly (5.4 ± 2.42 L/min vs 9.9 ± 
2.33 L/min); at the first 10 min after reperfusion, 
CO was still lower than that before clamping 
(6.7 ± 1.81 L/min); all those were recovered to 
the preoperative level after treatment by blood 
vessel active drugs, hydragogue, etc. Partial 
pressure of carbon dioxide increased obviously 
during the earlier period after reperfusion; 
though sodium bicarbonate had been used dur-
ing the last period of anhepatic phase and ear-
lier period of reperfusion, the value of pH still 
decreased (i.e. acidemia) and then increased to 
the normal level before the end of operation; 
the level of ion remained in normal range on 
the whole after careful adjustment. Correlation 
analysis showed that the change of S-100β had 
no apparent correlation with CO or IL-1β (r = 
-0.327, r = 0.248, P > 0.05). 

CONCLUSION: The increase of S-100β was due 
to the increase of permeability of blood brain 
barrier after reperfusion of the new liver and 
had no correlation with CO or IL-1β. 

Key Words: S100-βprotein; Blood brain barrier; He-
patic transplantation

Long B, Li Y, Chen WM. Changes of serum S-100β 
protein concentration in patients with original liver 
transplantation and its possible mechanism. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(6): 640-644

摘要
目的: 探讨在肝移植患者血清中S-100β蛋白的

®

■背景资料
随着肝移植的增
多, 其术后并发症
日益受重视. 神经
系统并发症发病
率高, 影响预后和
生存质量. 以往的
研究多集中于术
后免疫抑制剂的
神经毒副作用, 而
忽视了移植手术
过程中肝脏I/R、

电解质紊乱和血
液动力学改变对
神经系统的影响. 

■同行评议者
邱双健 ,  副教授 , 
复旦大学附属中
山医院肝癌研究
所、肝肿瘤外科
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变化和原因. 

方法: 本院临床肝功终末期进行肝移植的患
者5例, 检测术前, 无肝期末, 供肝移植后1, 24, 
48 h血中S-100β和IL-1β的浓度(双抗体夹心
-ELAISA法); 监测术前, 阻断前, 无肝期10、
30、60 min, 肝脏再灌注后10、90min及术毕
的HR、MAP、CO、CVP和血气分析.  

结果: S100-β术前均在正常范围, 新肝期1 h明
显增高(0.437±0.148 vs  mg/L 0.132±0.061 
mg/L), 至24 h (0.480±0.340 mg/L)仍高于术
前水平, 48 h降至无肝期末水平(0.239±0.09 
m g/L). I L-1β于新肝期24 h升至最高水平
(63.7±21.9 ng/L vs  32.2±19.1 ng/L), 其后
降低; 腔静脉阻断后30 min经药物调整MAP
维持在正常水平, HR仍高于阻断前, CO明显
降低(5.4±2.42 L/min vs  9.9±2.33 L/min); 再
灌注后最初10 min CO仍旧低于术前水平(6.7
±1.81 L/min), 经治疗逐渐恢复至术前水平; 
血中二氧化碳分压在新肝早期明显升高, 无
肝期末及新肝早期虽然应用了碳酸氢钠注射
液但pH值仍降低, 呈酸血症, 术毕前恢复正
常; 离子经过调整基本均在正常范围. 相关分
析发现S-100β的变化与CO和IL-1β无明显相
关(r  = -0.327, r  = 0.248, P >0.05). 

结论: 肝移植患者术后血清中S-100β蛋白的
增加是血脑屏障通透性增加所致, 与IL-1β和
CO的变化无明显关系. 

关键词: S100-β蛋白; 血脑屏障; 肝脏移植

龙波, 李妍, 陈卫民. 肝移植患者血清中S-100β蛋白浓度变化及

机制.  世界华人消化杂志  2008; 16(6): 640-644
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0  引言

随着肝移植手术的增多, 术后并发症的问题日益

受关注, 特别是神经系统并发症发生率高达8/47, 
平均在30%左右[1], 严重影响患者的预后和生存

质量. 动物实验发现肝脏缺血再灌注的过程, 可
通过氧化应激反应使脑组织发生超微结构的改

变[2], 血脑屏障通透性增加. 但在临床肝移植患者

中, 是否有血脑屏障的损害尚待证实. 
S-100β蛋白是一种酸性钙结合蛋白, 存在

于中枢神经胶质细胞、星形细胞、少突胶质细

胞、小胶质细胞及大胶质细胞, 被认为是脑的

特异蛋白. 正常状态他不能通过血脑屏障, 他出

现在血中则表明血脑屏障通透性增加. IL-1β是
体内最强的炎性介质之一, 生物学作用广泛, 在

缺血性脑损伤中起重要作用. 本研究通过观察

肝移植患者血中S-100β蛋白的变化, 结合围术期

血液动力学参数, 电解质及血中IL-1β的改变, 探
讨肝移植术后神经系统损伤和血脑屏障通透性

改变与其他相关因素的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集我院2004-10/2005-01进行原位

肝移植患者5例 ,  男3例 ,  女2例 .  患者年龄从

35-58(平均50.4±9.40)岁. 所有患者均为乙肝肝

硬化肝功终末期, 需肝移植治疗, 其中合并肝癌

1例, 右侧胸腔积液2例. 术前均无肝性脑病, 但1
例一年前曾出现肝昏迷. 外科手术均为同一组

人员, 研究期间手术方式无改变, 无患者应用静

脉转流. 
1.2 方法 
1.2.1 麻醉方法: 麻醉诱导应用咪唑安定3-5 mg, 
芬太尼3 μg/kg, 乙托咪脂0.1 mg/kg, 爱可松0.6 
mg/kg, 维持应用吸入异氟醚0.6-1.0 MAC, 雷
米芬太尼0.1-0.2 μg/(kg·min), 间断给予咪唑安

定, 阿端. 机械通气, Detax监测呼出末二氧化

碳(ETCO2), 使其在35-40 mmHg之间. 同时监

测桡动脉压(MAP), 中心静脉压(CVP), 肺楔压

(PCWP), 肺动脉压(PAP), 心输出量(CO), 心电图

(ECG), 心率(HR)及脉搏血氧(SPO2). 术中根据

血液动力学的变化调整麻醉深度、输液及应用

血管活性药物.  
1.2.2 观察指标: S-100β和IL-1β的检测, 分别于

术前, 无肝期末, 供肝移植后1, 24, 48 h采集颈

内静脉血3 mL, 静置20 min后3000 r/min离心15 
min, 取上清, 置于-80℃冰箱中保存待测. 采用

双抗体夹心-ELAISA法检测. 按说明书操作. 术
前, 阻断前, 无肝期10 min、30 min、60 min、
肝脏再灌注后10 min、90 min及术毕监测HR、
MAP、CO和CVP血液动力学指标. 术前, 无肝

期30 min, 肝脏再灌注后10 min及术毕采集1 mL
动脉血做血气分析.  

统计学处理 数据以mean±SD表示, 应用

SPSS11.0统计学软件处理, 行单因素方差分析并

t检验, 以P＜0.05为差异有显著性. 

2  结果

2.1 一般情况 5例患者手术时间为8.37±0.70 h, 
无肝期为78.80±6.14 min, 术中出血量为2000
±354 mL, 输入红细胞悬液1860±841 mL, 乳酸

林格氏液1580±319 mL, 血浆代用品840±328 
mL, 生理盐水660±134 mL. 

■相关报道
研究已经证实了
肝脏I/R后 ,  脑组
织超微结构有改
变, 皮层S-100β蛋
白高表达, 提示肝
脏I/R对中枢神经
系统的损伤. 还有
肢体的I/R所致脑
损伤, 肝移植过程
中脑组织有局部
氧饱和度降低等
报道. 

■研发前沿
肝移植围术期血
脑屏障是否有改
变、神经细胞是
否有损伤及与临
床指标和炎性介
质的变化的相关
关系目前报道尚
少. 
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2.2 血中IL-1β及S-100β浓度变化 S100-β术前均

在正常范围, 新肝期1 h明显增高, 至24 h仍高于

术前水平, 最高值为1.28 mg/L , 48 h降至无肝期

末水平. IL-1β于新肝期24 h升至最高水平, 其后

降低(表1). 
2.3 血液动力学变化 腔静脉阻断后最初10 min 
MAP明显降低, HR增快, 随后经血管活性药物

调整MAP维持在正常水平, 心率略有下降但仍

高于阻断前水平, CO明显降低; 再灌注后最初10 
min MAP再次降低, CO仍低于术前水平, HR恢
复正常, CVP略有增高; 后经血管活性药利尿剂

等治疗逐渐恢复至术前水平(表2). 
2.4 各个时点血气分析及离子变化 血中二氧化

碳分压在新肝早期明显升高, 无肝期末及新肝

早期虽然应用了碳酸氢钠注射液但pH值仍有降

低, 呈酸血症. 术毕前恢复正常. 离子经过调整

基本均在正常范围(表3). 相关分析发现S-100β
的变化与CO和IL-1β无明显相关(r = -0.327, r = 
0.248, P >0.05). 

3  讨论

肝移植的术后神经系统并发症的发病率高, 并
以移植术后脑病最为常见[3]. 研究发现, 尽管移

植后肝功的恢复, 但仍存在轻微的脑损害[4]. 
本研究中移植术后患者均有明显的烦躁不

安, 1例出现妄想和幻觉. 目前对于脑损伤的评

价可以通过脑电图, 计算机断层摄影术(CT), 磁
共振成像(MRI), 经颅超声等措施获得. 但临床

不易实施. 临床神经精神检查可能发现功能性

亚临床脑损伤, 如认知障碍等, 但需要专科医生

来进行. 术后早期患者在ICU病房处于镇静或麻

醉未完全苏醒状态, 或呼吸机支持下, 进行临床

检查评估难度很大. 因此本研究对移植术后脑

损伤的判定、预后的评估、用药方案的制定有

重要临床参考价值. 
S-100β蛋白由M o o r e于1965年首次在牛

脑中发现的一种酸性钙结合蛋白 ,  由α和β两
个亚单位以反向平行的方式组成同源二聚体

(S-100αα, S-100ββ)和异源二聚体(S-100αβ)[5], 

表  1  血中S-100β和IL-1β的变化

     
	                                                                                                                                     新肝期

                                                                                                                       1 h                           24 h                          48 h

S-100β (mg/L)	 0.132±0.061	 0.248±0.083	 0.437±0.148a       0.480±0.340a         0.239±0.090

IL-1β (ng/L)	   32.2±19.1	   26.8±15.4	   38.4±22.4            63.7±21.9c             24.0±22.3

aP＜0.05 vs 术前; cP＜0.05 vs 术前、无肝期及术后48 h.

	                          术前                       无肝期末

表  2  血液动力学变化

     
	                                                                       无肝期(min)                                     新肝期(min)                      

术毕
                                                                           10                30                   60                  10                     90

MAP (mmHg)    80±6.2     89±11.4    74±6.5c     85±6.1        85±5.6        75±7.1c          80±6.2         86±5.5

HR (bpm)           81±4        93±12     130±23e    119±25e     109±18e         93±8             87±13          86±11

CVP (cmH2O)    10±3.1      12±4.2       8±4.8         9±6.0        10±6.1        14±5.18g       12±5.1         11±3.0

CO (L/min)       9.8±3.12   9.9±2.33  7.6±2.43    5.4±2.42a    5.6±2.26a    6.7±1.81a    10.0±2.10    10.2±1.98

aP<0.05 vs 术前、无肝期前、新肝期90 min及术毕, cP<0.05 vs 其他各点, eP<0.05 vs 术前, gP<0.05 vs 无肝期10 min.

	               术前        无肝期前

■应用要点
S-100β蛋白的变
化对移植术后脑
损伤的判定、预
后的评估和用药
方案的制定有重
要参考价值. 

表  3  血气分析

     
	          PaO2  (mmHg)      PaCO2  (mmHg)          pH             K+ (mmol/L)       Na+ (mmol/L)     Cl- (mmol/L)

术前                      491±134            37±4.8         7.42±0.05      3.25±0.45       137±5.7         108±0.8

无肝期30 min       487±68               36±2.6         7.36±0.03a        3.70±0.27       139±4.0         105±2.9

新肝期10 min       515±67               45±4.3a            7.33±0.05a        3.22±0.41       137±4.8         103±4.5

术毕                    464±57               41±2.0         7.40±0.28      3.36±0.31       138±4.5        103±3.4

aP<0.05 vs  术前.
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其中S-100αβ主要存在于胶质细胞中, S-100ββ
主要存在于神经胶质细胞和雪旺氏细胞中 , 
S-100α β和S-100β β常被统称为S-100β蛋白 . 
S-100β是大分子蛋白质, 不能透过血脑屏障, 没
有脑损害时在血浆中浓度很低, 正常人低于0.2 
μg/L. 当脑损伤时, 一方面S-100β蛋白本身的合

成就增加, 另一方面脑细胞破坏后S-100β进入

脑脊液(CSF), 通过受损的血脑屏障再进入血浆, 
使血浆中S-100β蛋白显著升高. S-100β已成为

公认的血脑屏障破坏的一个标志蛋白[6-9]. 高浓

度的S-100β蛋白通过细胞内钙超载[10]和使星形

细胞中诱导型一氧化氮合酶(iNOS)表达[11-12], 而
对中枢神经系统有毒性作用. 血浆中的S-100β
蛋白不受年龄、溶血、低温、肝素、异丙酚等

影响[13-14]. 因此他是比神经烯醇化酶更为敏感的

判定神经损伤的指标. 许多研究表明, 心脏手术

后发生神经系统并发症的患者血清中S-100β水
平异常显著升高, 并持续较长时间[14-15]. 

在本观察中术前患者S-100β蛋白浓度均在

正常范围, 即<0.2 μg/L, 但在开放腔静脉后1 h
血中S-100蛋白浓度明显升高, 高于术前和无肝

期水平, 并且持续24 h, 说明新肝再灌注后血脑

屏障开放, 漏入血中的S-100蛋白增多. 新肝再

灌注时可能有一些供肝毛细血管中原先释出的

S-100β被“冲洗”入外周血, 因此开放后早期增

高可能与此有一定的关系. 但S-100β在血中半衰

期短约2 h, 术后24 h S-100β仍高于术前, 说明肝

移植术后患者血脑屏障通透性增加,并可能伴有

神经细胞受损. 但S-100β增高数值较小, 仅2-3倍
级, 故多数患者术后无明显的神经精神障碍症

状. 而体外循环后有明确神经精神障碍脑损伤

患者S-100β则呈十几倍级增加. 说明这5例肝移

植患者神经损伤比较轻微, 并以血脑屏障透通

性增加为主. 这与我们术中精细的麻醉管理, 精
湛的手术技巧, 致使无肝期时间较短, 血流动力

学波动较小, 同时应用减少再灌注损伤的药物, 
如乌司他丁等有关. 

以往的研究表明, 机体的某一器官严重缺

血再灌注后不仅加剧该器官的损伤, 还可导致

其他远隔部位的组织器官损伤, 如肢体或小肠

的缺血再灌注可导致严重的肺损伤[16-17]、脑损

伤[18], 严重时甚至可导致多器官功能衰竭. 同样

肝脏缺血再灌注后血液动力学、凝血功能、电

解质、酸碱平衡发生重大改变, 可导致急性肺

损伤和心功能不全及其他肝脏外脏器功能改变, 
甚至累及中枢神经系统[19-21]. 肝移植过程中肝脏

缺血再灌注是术后脑损伤的原因之一. 动物实

验发现, 大鼠肝脏缺血再灌注后脑组织出现超

微结构的改变, 脑组织水肿, 以胶质细胞和毛细

血管周围重, 形成宽亮带, 毛细血管基底膜疏电

子性, 内皮细胞变性等[2], 血脑屏障通透性增加, 
脑组织内S-100β蛋白过度表达[22]是其可能的机

制之一. 再灌注后释放大量的炎性介质, IL-1β是
体内最强的炎性介质之一, 生物学作用广泛, 诱
导黏附分子表达, 吸引中性粒细胞聚集, 激活免

疫细胞及内皮细胞产生多种细胞因子, 诱导炎

性细胞因子的表达及分泌, 促进神经毒性物质

产生和释放, 对神经胶质细胞和血脑屏障产生

伤害[23]. 本观察中IL-1β在血中浓度24 h才达峰

值, 与S-100β的升高无明显相关, 观察例数较少

可能是原因之一. 
观察中还发现S-100β在血中浓度的升高与

CO无关. Philips et al [24]观察到肝移植患者在无肝

期脑血流量的降低, 主要是由于脑血管的反应性

下降所致. 肝脏病晚期损害脑血流自主调节功

能, 在无肝期阻断腔静脉所致突然的血流动力

学改变使脑灌注和氧合极易受影响. 因此, 即使

MAP在正常范围其脑组织也可发生低灌注[25]. 低
氧再给氧也将会导致血脑屏障的破坏[26], 这也是

S-100β持续升高的原因之一. 
总之, 肝移植患者术后血清中S-100β蛋白的

增加是血脑屏障通透性增加所致, 同时可能伴

有不同程度的神经细胞受损, 与IL-1β、CO和血

气变化无明显关系. 
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Abstract
MicroRNA is a kind of endogenous non-
coding small RNA, is universally present 
in animals, plants and viruses and plays an 
important role in the development, proliferation, 
differentiation and apoptosis of organisms 
through complementary pairing with target 
mRNA, which can regulate its expression or 
translation. Recent studies indicate that miRNA 
is closely associated with tumors. Study on 
tumor-associated miRNA using techniques 
of experimental biology and bioinformatics 
is currently a hot subject of research. Recent 
studies on hepatocellular carcinoma(HCC) 
have shown that HCC is correlated with 
abnormal expression of several miRNAs, such as 
miRNA-122, -21, -195, -18, -199a. However, few 
studies on miRNA expression in HBV-infected 
diseases are available. This paper reviews 
researches on the association of microRNA with 
the development of liver cancer. 

Key Words: MicroRNA; Liver cancer; Hepatitis B virus
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摘要
MicroRNA(miRNA)是一类内源性非编码的
小R N A, 广泛存在于动物、植物和病毒中. 
通过与目标mRNA互补配对, 调控靶基因的
表达或翻译, 在生物体的发育、增殖、分化
和凋亡等方面发挥重要的生理作用. 最近研
究表明miRNA与肿瘤发生存在密切关系. 利
用实验生物学及生物信息学方法对与肿瘤
相关的miRNA进行研究是当前研究的热点. 
其中, 在肝癌中目前已发现若干m i R N A如
miRNA-122、-21、-195、-18、-199等的异常
表达与之有关. 而在乙型肝炎病毒(HBV)感染
相关疾病中的miRNA表达的研究尚不多见. 
本文就MicroRNA与肝癌发生发展之间的关
系作一综述. 

关键词: 微小RNA; 肝癌; 乙型肝炎病毒
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0  引言

MicroRNA(miRNA)是近年的一个研究热点, 随
着研究的深入, 越来越多的miRNA被发现, 其
中, miRNA与肿瘤的关系是很多研究的重点, 已
经发现若干miRNA通过负调控基因的表达与慢

性淋巴细胞性白血病、肺癌、乳腺癌、结肠癌

高度相关. miRNA的正调控靶基因现象是最近

的发现, 具体机制还不明确. 有学者提出了“癌

microRNA”(OncomiRs)[1-3]的观点, 即认为某些

miRNA的异常表达在肿瘤的发生发展过程中充

当了类似癌基因的角色. 肝癌, 特别是乙型肝炎

相关性肝癌在我国的发病率高, 死亡率高, 严重

危害人们的健康, 而乙型肝炎相关性肝癌目前尚

无满意的治疗. 国内外学者对肝癌开展了广泛而

深入的研究, 但乙肝病毒与肝癌发生发展的关系

www.wjgnet.com
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理过程中发挥着
极其重要的作用. 

■同行评议者
谭德明, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科



尚未完全阐明. 近来研究表明miRNA可能在肝癌

发生与进展中发挥重要作用. 本文就miRNA与肝

癌发生发展之间关系的研究作一综述. 

1  miRNA介绍

miRNA亦称微小RNA, 是一种广泛存在于真核

生物中、大小约20-22个核苷酸(nt)的内源性单

链小分子R N A, 在生物进化过程中高度保守, 
在细胞中具有时空特异性表达模式. miRNA不

编码蛋白, 而是通过与靶基因序列特异性相互

作用, 在转录或翻译水平调节相关基因表达, 参
与发育、增殖、分化、凋亡等多种生物学过

程[4-5]. 自1993年第一个miRNA编码基因l in-4
由Lee et al [6]在线虫体内发现以来, 人们相继在

烟草、果蝇、斑马鱼、哺乳动物与人体内[7]发

现了大量miRNA编码基因. 据生物信息学预测, 
人类基因组内存在着约1000个miRNA基因, 调
控基因组内1/3左右基因的表达[8]. 至2007-12, 
Sanger最新的miRNA数据库Release10.1已收

录了5395个miRNA, 其中人类有851个(ht tp://
microrna.sanger.ac.uk/sequences/).  
1.1 miRNA的生物合成 编码miRNA的基因大

多位于染色体内含子、基因间区域或非编码

mRNA外显子, 一些miRNA在基因组中有多

个位点, 也有串联排列的, 由RNA聚合酶Ⅱ转

录. 在动物细胞核中, 首先转录出一个很大的

初始转录子(pri-miRNA), 有的长达7000 nt. pri-
miRNA被Drosha(一种核酸内切酶RNase Ⅲ)处
理成约70-80 nt的发夹状茎-环结构, 即miRNA前

体(pre-miRNA). pre-miRNA由小分子单体G蛋白

Ran-GTP依赖的转运蛋白exportin-5运输到胞质, 
被Dicer(另一种核酸内切酶RNase Ⅲ)剪切成约

22个核苷酸的双链miRNA[9](图1). 双链miRNA
被解旋酶解螺旋后, 一条链被降解, 另一条成为

5'端有磷酸基团, 3'端为羟基的成熟miRNA[5].  
1.2 miRNA的作用机制 经典的研究认为, 成
熟miRNA进入miRNA诱导的基因沉默复合物

(miRNA-induced silencing complex; miRISC)中
与目标mRNA配对, 主要通过两种机制来负调

控目标基因的表达: (1)当miRNA和目的mRNA
完全或几乎完全互补时, 导致目的mRNA降解, 
此时的作用类似于小干扰RNA(siRNA)的功能; 
(2)当miRNA和目的mRNA不完全互补时, 则负

调控翻译过程, 阻碍蛋白质翻译, 而对靶基因

mRNA没有影响[9-11](图1). 第一种作用以线虫

lin-4为代表, 第二种作用方式以拟南芥miR-171
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为代表, 而let-7则兼有两种机制. miRISC是一

种核糖蛋白复合体(ribonucleoprotein complex, 
m i R N P), 蛋白成分主要是A g o家族, 可介导

miRNA 5'端第2-8核苷酸与mRNA 3'非翻译区

(UTR)部分序列的结合. miRNA靠近5'端有一个

与互补链不匹配的突起, 这个突起显著的减弱

了双链结构5'端稳定性. 成熟miRNA总是趋向于

选择双链中5'端相对更不稳定的序列, 所以只有

一条成熟的miRNA最终能结合到RISC中. 另外, 
miRNA在靶mRNA识别过程中, miRNA 5'端的

2-8 nt在与靶mRNA的结合中比3'端序列更为重

要, 被称为种子区(seed region)[8], 这也可能与5'
端的突起有关. 在极少的情况下, miRNA和互补

链具有相似的稳定性, 其分别结合到miRISC上
的概率也相似. 

miRNA及s iRNA的这种沉默靶基因的理

论目前受到了挑战. L i e t a l [12]针对抑癌基因

E-cadherin的启动子, 设计出一系列含有21 nt的
双链RNA(dsRNA), 其中两种dsRNA(dsEcad-302
和dsEcad-215)转染到两种人前列腺癌细胞株

PC-3 和DU-145, 48 h后发现E-cadherin的mRNA
和蛋白表达开始增加, 转染3 d后细胞的活性逐

渐降低; 而相应的空白组及对照组E-cadherin表
达及细胞活性均无变化. 在PC-3细胞中单独用

dsEcad-215转染, 转然后10 d和13 d E-cadherin的
表达仍升高14倍和3.8倍. 同样针对p21、VEGF
启动子分别设计的dsRNAs转染至PC-3, HeLa, 
MCF-7三种肿瘤细胞后, 发现p21、VEGF的表

www.wjgnet.com

■研发前沿
在miRNA的研究
中, 探讨癌症的发
生发展机制及病
毒的感染致病中, 
miRNA所扮演的
角色是学界关注
的焦点. 作为内源
性的小RNA,  寻
找并筛选具体疾
病中某些miRNA
的异常表达, 结合
其调节靶基因表
达的独特作用, 可
为癌症及HBV、

HCV、HIV等难
治性感染疾病提
供新思路. 

图  1  经典的MicroRNA的生物合成及作用机制. 在细胞
核内,编码miRNA的基因首先由RNA聚合酶Ⅱ转录出长达
7000 nt的初始转录子(pri-miRNA), 核酸内切酶Drosha将pri-
miRNA处理成约70-80 nt的发夹状miRNA前体(pre-miRNA); 
pre-miRNA由转运蛋白exportin-5运输到胞质, 被另一种核
酸内切酶Dicer剪切成约22 nt的双链miRNA; 双链miRNA被
解旋酶(Helicase)解螺旋后, 一条链被降解, 另一条成为成熟
miRNA(Mature miRNA). 在胞质内, miRNA进入miRNA诱导的
基因沉默复合物(miRISC)通过碱基互补配对与靶mRNA结合. 
如果完全互补或基本完全互补, 则裂解靶基因; 如果不完全
互补, 则抑制靶基因的蛋白翻译.
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达有着不同程度的增加. 在进一步探究dsRNAs
作用机制时, 发现dsRNAs对靶基因的正调控作

用需要Ago 2蛋白的参与及H3K9的去甲基化. 
最近的研究[13]发现let-7及合成的miRcxcr4在细

胞生长停滞时上调靶mRNA的表达, 而在增殖

的细胞中抑制靶基因的表达, 认为在细胞周期

中, miRNP对靶基因翻译的调控作用往返于抑

制和激活之间. 这些研究颠覆了人们以往认为

miRNA对基因仅负调控的观点, 为miRNA作用

及作用机制的进一步研究开辟了一条新的道路. 
但miRNA正调控靶基因的机制远不如负调控清

楚, 还需更深入的研究. 有学者认为miRNA调节

比蛋白水平的调节节省能量, 效果更快而且可

逆, 大多数miRNA对靶基因起着微调作用, 少数

miRNA调节可引起表型的明显改变. 不同组织

或细胞在不同阶段表达不同的miRNA谱. 一个

miRNA可调节数百个靶基因包括转录因子、细

胞因子和受体等, miRNA和靶基因组成复杂的

调节网络[2].  
1.3 miRNA的研究方法 针对miRNA研究的技

术和方法可概括为两类 :  即实验生物学方法

和生物信息学方法, 前者的代表是发展了检测

miRNA前体和成熟miRNA表达的实时荧光定

量PCR(RT-PCR), 基因芯片(microarray)、锁定

的核苷酸原位杂交(L N A-I S H)、基于细珠的

流式细胞术(bead-based flow cytometry)以及小

RNA的体外抑制和过表达技术; 后者的代表是

发展了数个成熟的miRNA基因预测软件[14-16](如
miRseeker、MirScan、PalGrade、ProMiR、
miRAlign)和miRNA靶基因预测软件[17-21](如
TargetScan、miRand、PicTa、miRNApath、
miRNAMap2.0)等. 数个功能得到成功诠释的小

RNA分子(如miR-375和miR-223等[22-23])均是两

种方法完美结合的研究典范, 两者各有优势, 互
为补充. 生物信息学为小RNA研究提供了有益

的线索, 可以指导实验的进行, 但仍需通过实验

方法加以确认, 而实验生物学虽然在研究对象

的选择上受到约束, 不能很快对大量候选者进

行逐个验证, 却能提供直接而有力的证据. 
1.4 miRNA在生物生命活动过程中的调控作用 
目前研究表明动物中miRNA参与生命过程中

一系列的重要进程, 包括早期胚胎发育、细胞

增殖、分化、凋亡以及在基因表达调控中的作

用. 最经典的l in-4在线虫幼虫的第一、二期积

累, 通过抑制靶基因lin-14和lin-28的翻译, 引发

其进入第三幼虫期[6]; 而存在于线虫幼虫第三、

四期的let-7通过抑制lin-41和hbl-1的转录, 引导

线虫从幼虫向成虫的转变[24-25]. Brennecke et al [26]

在果蝇体内鉴定出第一个与增殖相关的miRNA
基因bantam及其靶基因hid, Bantam与hid mRNA
的3'UTR互补结合, 阻止了hid的翻译, 抑制蛋

白的表达 ,  最终表现为促进细胞增殖的作用 . 
miR-1与血管生成[27], miR-181与血细胞生成[28], 
miR-430与神经发生[29]等都得到了证实. 近年来, 
发现miRNA与肿瘤的发生、发展密切相关[1-3,30]. 
研究表明miR-15、miR-16与慢性淋巴细胞性

白血病[31-32], miR-155、let-7与肺腺癌[33-34], miR-
10b、miR-27a与乳腺癌[35-37], miR-21与多形性

恶性胶质瘤、胃癌、结肠癌、乳腺癌、胰腺癌

等[38-39]均存在高度的相关性, 虽然详细机制还有

待于进一步阐明, 但强烈提示miRNA在肿瘤研

究领域有广阔前景.  

2  miRNA与肝癌及HBV的相关研究

在我国乙型肝炎病毒(HBV)相关性肝细胞肝癌

(hepatocellular carcinoma, HCC)发病率、死亡率

均排名于疾病谱前列, 严重危害人民健康[40-42]. 
近年来, 国内外对miRNA在肝癌发生发展中的

调控作用进行了初步的研究. 
2.1 肝癌组织与肝癌细胞系的miRNA表达 日本

学者Murakami et al [43]利用芯片技术对24例肝

癌组织(HCC)、22例肝癌周边正常组织(NT)及
9例慢性肝炎(CH)细针穿刺肝组织的miRNA表

达谱进行分析发现, HCC与NT间表达有差异的

miRNA有30个(P <0.01). 其中, 相对于NT, HCC
表达明显上调的有3个: miR-18、pre-miR-18、
miR-224, HCC表达明显下调的有5种: m iR-
199a-3p、miR-195、miR-199a、miR-200a、
miR-125a(P <0.001). 该研究并指出与肝癌分化

程度相关的miRNA有4个: miR-92、miR-20、
miR-l8、pre-miR-18, 他们的表达水平在分化差他们的表达水平在分化差们的表达水平在分化差

的HCC中最高, 在分化良好的HCC中最低; 而
miR-99a的表达水平与分化程度呈正相关. 可
见, miR-18与pre-miR-18在肝癌的发生和失分化

中均扮演了一定的角色. 另外, 他们对其中的14
例肝硬化(LC)和12例CH标本(22例NT中有14例
LC, 3例CH, 5例无病理信息)分析发现miRNA表

达谱存在显著差异(P <0.01)的有12个(LC>CH: 
miR-28, miR-342, miR-126, miR-199a, miR-
145b, miR-143, miR-368, pre-miR-372; LC<CH: 
miR-182, pre-miR-199b, miR-224, miR-15b). 但
是, 对24例HCC的病因学(6例乙肝, 17例丙肝, 1

■创新盘点
本文针对我国HBV
相关性肝癌发病
高 ,  危 害 大 的 状
况, 主要介绍了在
miRNA研究领域
中肝癌及HBV感
染的研究. 虽然目
前国内外学者在这
方面做了大量的工
作, 但仍有大量的
问题等待更多更
深的研究去解答. 
将HBV、肝癌与
miRNA结合起来考
虑是本文的一个创
新. 
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例不祥)分析发现, HBV与HCV感染的肝癌组织

miRNA表达谱无统计学差异. 
国内孙凯 et al [44]运用含114个miRNA的液

相芯片及Luminex100检测系统对20对HCC及

NT组织进行分析, 结果miRNA表达谱中表达

差异的有28个(上调6个, 下调22个); 全部标本

中共存性差异表达m i R N A有9个, 其中上调2
个: miR-222、miR-224,下调7个: miR-122a、
miR-143、miR-145、miR-195、miR-199a、
miR-199a-3p、miR-200a(P <0.01). 并选取表达上

调的miR-222及其预测靶基因CTGF(结缔组织

生长因子)在2例标本中行RT-PCR及Western blot
验证, 发现CTGF的mRNA水平在HCC与NT组织

中无差异, 而蛋白水平在HCC中明显下降. 提示

miR-222通过转录后基因沉默机制抑制CTGF
的蛋白表达, 从而促进癌的浸润和转移. 上述

Murakami et al [43]与孙氏的实验有多个miRNA
表达一致如: 上调的miR-224, 下调的miR-195、
miR-199a、miR-199a-3p、miR-200a. 对这些在

不同实验中表达一致的miRNA更应引起研究者

的注意, 同时也应认识到miRNA芯片的结果只

是一个初步筛查, 对筛选出的miRNA需要通过

进一步的实验验证才有意义. 
LIN28[6]是线虫发育时序过程中的一个关键

基因, Guo et al [45]发现LIN28的同源基因LIN28B
高表达于正常睾丸、胎肝、胚胎、临床肝癌组

织以及6个肝癌细胞系(Huh7、HepG2、Alex、
HLE、Huh6、Hep3B)中, 外源性导入LIN28B可
以促进肝癌细胞的增生, 并推断LIN28B可能通

过其3'非编码区与le t-7互补结合而接受后者的'非编码区与le t-7互补结合而接受后者的非编码区与le t-7互补结合而接受后者的

调控, 从而在细胞的生长和肿瘤的形成中发挥

重要作用. 
美国学者Kutay et al [46]利用含245种miRNAs

的芯片分析叶酸、甲基、胆碱缺乏性大鼠肝肿

瘤(FMD)模型与正常鼠肝的miRNA差异表达, 
发现在癌组织中有23种miRNA表达上调, 3种下

调. 其中在3例肿瘤组织中均升高达两倍及以上

的有9种: miR-101b-2、-130、-130a、-172a-2、
-219-1、-23a、-23b、-24、-328-1; 在3例肿瘤

组织中均降低一半的仅有miR-122, 而miR-123
与miR-235只在2例中降低. 同时, 对20例人肝

癌组织测定表明, 相对于癌周肝组织, 有10例
miR-122明显下降. 在人和鼠的多个肝癌细胞系

(HepG2、Hep3B、H-7; Hepa、H4)中, miR-122
检测不到或表达极低. 有研究表明miR-122作为

一个调节肝脏发育的“肝特异性miRNA”, 在
肝脏的发育、分化及维持肝脏正常功能中发

挥重要的作用. 在受精卵置入后12.5 d的小鼠

即可检测到miR-122表达, 其表达水平在出生

前达到平台期, 出生后以一种相当缓慢的方式

升高, 而应用反义寡聚核苷酸使miR-122失活

后, 出现肝脏功能受损, 胆固醇合成降低, 提示

miR-122不仅参与肝脏分化的调节, 还在维持

肝脏正常功能中起着重要作用[47]. miR-122也
可以与丙肝病毒基因组相互作用调节丙肝病毒

的表达, 当miR-122被灭活, 丙肝病毒复制水平

明显降低[48]. 但在乙肝相关肝癌中miR-122的作

用尚未见报道. 
在Gramantieri et al [49]的研究中, 利用含有

381种人类miRNA的芯片检测17例HCC和21例
肝硬化肝组织(CL)标本, 发现35种miRNA表达

有统计学差异(P <0.05). 相对于CL, miR-221在
83%HCC中上调, let-7a-1、miR-122a在70%HCC
中下调, Northern blot及RT-PCR进一步验证以

上结果. 通过TargetScan和PicTar软件分析Cyclin 
G1是miR-122a的一个作用靶点; 在肝癌细胞系

Hep3B、SNU449中, miR-122a用Northern blot不
能检出, Cyclin G1蛋白用Western blot检测高表

达. Cyclin G1与基因组的不稳定性相关[50], 在乳

腺癌、结肠癌、平滑肌瘤组织中Cyclin G1蛋白

高表达[51-53]. 因而miR-122a调控Cyclin G1功能的

缺失可能在HCC发生与进展中具有重要作用. 
Gastroenterology的一篇文章[54]则阐述了

miR-21通过下调抑癌基因PTEN(phosphatase 
and tensin homolog)促进肝癌的增生、迁移和

侵袭; 在肝癌细胞系中抑制miR-21, PTEN表达

增加, 则减少肿瘤细胞的增生、迁移和侵袭; 将
miR-21前体(pre-miR-21)转染在正常肝细胞中, 
可以观察到转染细胞的迁移能力增强. 该研究

也利用芯片技术证实了在人肝癌组织中miR-21
显著高表达. 

Pogribny et al [55]使用致鼠肝癌剂tamoxifen
喂食大鼠, 诱导其发生肝癌, 12 wk及24 wk后检

测鼠肝中的miRNA表达谱, 发现相对于对照组, 
喂食tamoxifen组有33个(20个上调, 13个下调)在
人、大鼠、小鼠中序列保守的miRNA表达异常

(P <0.05). 一些被认为具有癌基因作用的miRNA
如: miR-16、-17-5p、-20a、-20b、-106a、-34等
有明显上调(P <0.001), 并确认这些miRNA的相

应靶基因如Bcl2、E2F1、RB1、NOTCH1的蛋

■应用要点
本文在着重介绍
miRNA与肝癌的
关系之外, 还简要
介绍了miRNA的
一些基本知识及
研究方法, 为读者
提供全面完整的
信息, 更利于理解
具体的研究论文. 
同时, 对数个独立
研究的总结分析, 
提出一些可能在
HBV相关性肝癌
中具有研究前景
的miRNA. 
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白表达下调(P <0.05), 而上述蛋白在细胞周期调

节、凋亡、DNA复制、染色质修饰以及肿瘤发

生过程中发挥作用; 其他检测到上调的miRNA
有miR-18、-199b、-193、-31、-345、-365、
-375、-424、-92、-25、-362、-93、-324-5p、
-15a, 下调的有miR-195、-422b、-152、-28、
-191、-350、-361、-22-3p、-27a、-378、
-203、-192、-194, 并认为miRNA的异常表达发

生于肿瘤形成的早期阶段, 可以作为肿瘤形成

过程的生物标志. 
国内学者[56]对59个相关miRNA进行分析, 

发现在96例肝癌组织中3个miRNA有4处序列

变异, 其中miR-106b存在2处已被鉴定的单核

苷酸多态性(SNP), miR-192和let-7a-2各存在1
处未报道过的变异. 并且在癌旁组织中也发现

相同变异, 提示这些变异可能是种系变异或自

然的多态现象. 而在8种肝癌细胞株中, 未发现

miRNA的序列变异. 故作者认为miRNA的变异

在肝癌中少见, 不能认为是肝癌发生的一个主

要机制. 
2.2 HepG2.2.15与HepG2的miRNA表达 国内

学者刘妍  e t  a l [57]利用人肝母细胞瘤细胞系

HepG2及其转染HBV基因组的HepG2.2.15细
胞的microRNA的表达谱差异来研究肝细胞中

HBV复制的生物学机制, 结果显示HepG2.2.15
细胞与HepG2细胞间差异表达的miRNA共27
种(占5.3%), 按照HepG2.2.15与HepG2中表达

强度排列, 其中表达上调的有7种(miR-181a、
-196b、-181c、181d、-483、-183、-429), 表
达下调的有20种(miR-129-3p、-15a、-195、
-422b、-16、pre-miR-131、-15b、-523、-338、
-516-3b、-422a、-520b、-212、-520c、-17-3p、
-7、-202、-501、-198、pre-miR-166). 其中, 本
实验miR-195的低表达与Murakami et al [43]和孙

凯 et al [44]的研究中miR-195的低表达提示我们, 
miR-195的下调可能在HBV相关性肝癌的发生

发展中起到重要的作用, 具体机制还需要进一

步的研究. 
2.3 miRNA与HBV的关系 病毒是一种极小的寄

生生物, 只能依赖宿主细胞进行复制、转录、

翻泽以维持其生存, 但其复制等过程中可能会

造成宿主细胞基因表达水平的改变 .  考虑到

miRNA在基因表达调控中所起到的重要作用, 
病毒这种只具有有限基因编码能力的生物同样

可能利用miRNA调节宿主或自身某些基因的表

达. 2004年Pfeffer et al [58]报道在EB病毒(Epstein-

Bar Virus)基因组中发现了5个miRNA, 这是首

次发现病毒编码miRNA. 到目前为止, 通过在

病毒感染的细胞中利用cDNA克隆和生物信息

学方法, 在疱疹病毒(herpesvirus)[59-64]、多瘤病

毒(polyomaviruses)[65]、腺病毒(adenoviruses)[66] 
以及逆转录病毒(retro-viruses)[67]中发现上百个

miRNA. 其中, 在HCV和HIV等慢性病毒感染中, 
miRNA的重要作用已得到证实[48,68-70]. 有学者[71]

利用生物信息学技术, 从HBV基因组中仅找到

了一个候选的病毒编码pre-miRNA, 推断其成熟

miRNA序列为: CAUGUCCUACUGUUCAAGC-
CUC; 但通过分析, 在人类基因组中没有找到潜

在靶基因, 而在HBV病毒基因组中却找到了三

个作用靶点. 这提示我们HBV编码的miRNA可

能通过调节自身mRNA的表达发挥病理生理作

用, 但尚未见相关实验结果证实及报道. 在病毒

感染性疾病中, 宿主细胞中的miRNA可能在病

毒生命活动周期中起着重要作用, 而病毒自身

为了在宿主细胞中成功存活, 也必定会反过来

调节宿主细胞miRNA的表达, 从而参与炎症、

肿瘤等疾病的发生发展[72]. 

3  结论

miRNA作为一类内源性非编码的小RNAs, 通
过与靶基因序列特异性相互作用, 在转录或翻

译水平调节相关基因表达, 参与发育、增殖、

分化、凋亡等多种生物学过程[4-5]. 与肿瘤相关

的miRNA的研究是近年的研究热点[1-3], 在白血

病[30-32]、肺癌[33-35]、乳腺癌[36-37]、肝癌[38-39]等肿

瘤中均证实有特定miRNA的异常表达. 目前对

肝细胞性肝癌的研究中已发现若干miRNA, 如
miRNA-122[43-44]、-21[45-46]、-195[47-48]、-18[49]、

-199a[54-55]等的异常表达与之有关. 在病毒感染

性疾病中[58-59], 宿主细胞中的miRNA可能在病毒

生命活动周期中起着重要作用[60-62], 而病毒自身

为了在宿主细胞中成功存活, 也可能反过来调

节宿主细胞miRNA的表达[63-65], 从而参与炎症、

肿瘤等疾病的发生发展[66-70,72]. 目前研究表明, 表
达HBV的HepG2.2.15细胞株与不表达HBV的肝

癌细胞株HepG2相比, 两者的若干miRNA表达

水平存在显著差异[57]. 生物信息学提示[71], HBV
可以编码miRNA, 并且该miRNA能调节乙肝病

毒自身的基因表达, 但尚需实验证实. 乙肝相

关性肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 发病

率、死亡率均排名于疾病谱前列[40-42]. 针对我国

乙肝患者多的国情, 对该类人群开展miRNA相
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关表达谱研究, 将为乙肝相关性肝癌的发生发

展机制的研究提供一个新的方向. 
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Abstract
Chronic liver disease and insulin resistance are 
in close correlation and promote each other, 
which has been studied a lot in its field. In this 
article, we review the new progress in viral 
hepatitis, hepatic cirrhosis, hepatoma related to 
insulin resistance.   
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摘要
慢性肝病与胰岛素抵抗紧密相关, 互相促进, 
已经成为近年来研究的热点, 本文就病毒性肝
炎、肝硬化、肝癌等在胰岛素抵抗方面的新
进展作一综述.
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0  引言

肝脏是葡萄糖代谢的主要器官[1-3], 肝脏功能受

损往往影响正常的糖代谢, 甚至可出现糖耐量

减退或糖尿病, 这种继发于慢性肝功能损害的

糖尿病统称为肝源性糖尿病[4]. 资料显示, 约有

50%-80%的慢性肝病患者存在糖耐量异常, 糖
尿病比率可达10%-20%, 其中慢性病毒性肝炎

继发糖尿病的发生率达17.5%[5]. 而正常人群糖

尿病发生率仅为0.6%. 在肝源性糖尿病的发病

机制中胰岛素抵抗可能是最重要的因素, 胰岛

素抵抗(insulin  resistance, IR)是指胰岛素(insulin, 
INS)分泌量在正常水平时刺激靶细胞摄取和利

用葡萄糖的生理效应显著减弱, 或者是靶细胞

维持摄取、利用葡萄糖的正常生理效应需要超

常量的INS, 并且常与高胰岛素血症并存. 大量

临床实验研究表明病毒性肝炎、脂肪肝、肝炎

后肝硬化等与胰岛素抵抗有密切联系, 现就近

几年两者之间关系的研究进展综述如下.

1  病毒性肝炎与胰岛素抵抗

1.1 乙型肝炎 近年来研究表明, 肝脏和胰腺有着

相似的组织结构和胚胎起源. 肝炎病毒除损害

肝脏外, 对胰腺也有直接损害和亲和力, 免疫复

合物的沉积, 破坏胰岛β细胞的分泌功能, 致血

糖升高, 从而引起胰岛素抵抗.
乙型肝炎病毒(H B V)是一种亲肝而又具

有泛嗜性的病毒. 1981年Shimoda首先在血清

HBsAg阳性的尸检胰腺组织中检出HBV DNA. 
此后, 随着核酸分子杂交技术的不断进步, 在
动物和尸检的肝外组织中不断检出HBV DNA. 
陆立 et al [6]在对12例乙型肝炎后肝硬化患者胰

腺组织切片电镜下观察发现胰岛滤泡细胞α和

β细胞均有所改变, 并伴有病毒颗粒存在, 提示

DNA阳性可能会导致胰岛β细胞不能分泌成熟

胰岛素, 而分泌更多的“假性胰岛素”, 同时乙

肝病毒感染导致机体免疫紊乱引起自身免疫性

胰岛炎而所诱发产生的两种针对胰岛细胞及其

细胞成分的自身免疫抗体即谷氨酸脱羧酶抗体

(GADA)和胰岛细胞抗体(ICA), 使β细胞功能受
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■背景资料
近年来, 研究资料
显示慢性肝病与
糖尿病发病密切
相关, 而胰岛素抵
抗 ( IR)可能是发
病机制的中心环
节. 其中肝炎病毒
感染胰岛素抵抗
的发病机制, 对治
疗的影响已经引
起广大学者关注, 
IR在HCV和HBV
感染中的作用、

影响和机制还不
清楚, 有待深入研
究. 而肝硬化以及
非酒精性脂肪肝
与胰岛素抵抗之
间联系的研究相
对全面. 近年来对
由肝衰竭、肝癌
并发胰岛素抵抗
而引起的糖源性
肝衰竭导致患者
的死亡引起了许
多学者的重视.

■同行评议者
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院肝病研究中心



损, β细胞胰岛素信号转导障碍, 胰岛素分泌相

对减少, 导致葡萄糖的产生增多、利用下降, 同
时脂解作用增强, 从而使血糖和血游离脂肪酸

轻度的升高. 升高的血糖和游离脂肪酸又会反

馈作用于β细胞和外周其他靶组织, 导致更强的

胰岛素抵抗和β细胞功能障碍, 形成恶性循环[7].
1.2 丙型肝炎 近年来研究发现丙型肝炎病毒

(HCV)感染可能是独立于慢性肝病之外的糖尿

病发展的附加危险因素[8-9]. 经过纵向研究证实, 
IR在糖尿病发病前10-20年就可能出现, 他是糖

尿病是否发生的最好预测因素. 大量临床试验

研究表明慢性丙型肝炎在未发展成肝硬化以前

与健康对照组及慢性乙型肝炎组相比即存在明

显的高胰岛素血症和IR. 但是丙型肝炎病毒如

何导致IR其机制尚不明确, 目前认为两者的相

关性主要有以下几点: 
1.2.1 HCV的肝外复制: HCV也可在肝外如胰腺

组织复制, 可以造成胰腺组织及胰岛细胞破坏, 
导致β细胞功能降低, HCV感染可导致与病毒相

关的自身免疫, 造成交叉免疫反应, 也会导致胰

岛细胞破坏, β细胞功能降低, 由于β细胞功能降

低, 使其在高血糖时分泌胰岛素功能下降, 从而

导致胰岛素抵抗. Masini et al [10]已在HCV阳性伴

随有形态学改变和体外糖刺激胰岛素反应减弱

的患者的胰岛β细胞中发现有病毒样颗粒.
1.2.2 HCV铁沉积与IR: Valenti et al [11]发现20%
的丙型肝炎病毒感染的患者存在铁蛋白和(或)
转铁蛋白饱和度的增高, 而更多的患者则有肝

脏铁沉积. 肝脏铁含量的增加可能同时伴有胰

腺铁沉积增多, 使胰腺外分泌功能降低, 影响胰

岛素的分泌. 同时也可能干扰肝内胰岛素的清

除、下调胰岛素受体及其作用从而导致IR.
1.2.3 HCV与SOCS-3: 胰岛素与胰岛素受体结

合后, 胰岛素受体发生自身磷酸化而使胰岛素

受体具有酪氨酸激酶的活性, 引起胰岛素受体

底物(IRS)磷酸化, 由此把胰岛素信号逐级传递

下去. IRS以IRS-1和IRS-2在胰岛素调节代谢的

信号转导中的作用最重要. Kawaguchi et al [12]

研究发现丙型肝炎病毒核心诱导生成的SOCS-
3(suppressor of cytokine signaling-3)通过遍在

蛋白化作用促进I R S-1、2蛋白体的降解 ,  使
IRS-1、2表达下调, 抑制胰岛素信号的转导, 而
导致胰岛素抵抗.
1.2.4 TNF-α与IR: 许多文献报道丙型肝炎病毒感染

的患者血清中细胞因子(如TNF-α)有较高水平[13], 
研究发现丙型肝炎病毒感染的患者血清TNF-α及
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其受体都显著升高[14], 此外在非糖尿病的丙肝患

者的肝脏活检标本中显示肝胰岛素信号转导通

路有显著的损害[15], 这与TNF-α作用效应极为相 
似[16]. Shintani et al [17]通过对感染了丙型肝炎核

心基因的小鼠模型的研究发现, 肿瘤坏死因子

可以干扰胰岛素受体底物-1的酪氨酸磷酸化, 也
可能是引起胰岛素抵抗的原因之一. 目前文献

表明TNF-α导致胰岛素抵抗的机制有: (1)TNF-α
抑制脂肪细胞中胰岛素受体及其底物的酪氨

酸磷酸化[16]; (2)TNF-α促进脂解作用, 增加血

清中游离脂肪酸的浓度, 导致肌肉和肝脏的胰

岛素抵抗 [18]; (3)T N F-α下调脂肪细胞编码蛋

白如IRS-1、GLUT-4、PPAR-α的基因表达[19]; 
(4)TNF-α通过直接的毒性作用或通过引起β细

胞的胰岛素抵抗来干扰胰岛β细胞功能[18].
1.2.5 HCV脂肪变与IR: 丙型肝炎病毒可直接导

致肝脂肪变[20], 尤其是丙型肝炎病毒基因3型[21], 
并且脂肪变的严重程度与丙型肝炎病毒的复制

和HCV核心蛋白的表达相关. 肝脏脂肪沉积也

可导致胰岛素抵抗. 但目前也有学者认为胰岛

素抵抗是感染丙型肝炎病毒(HCV)患者发生脂

肪变性的原因, 而不是其结果.
1.2.6 HCV抗病毒治疗与IR: 目前许多研究发现

感染HCV的患者经过抗病毒(干扰素加利巴韦

林)治疗后, 胰岛素抵抗得到明显的改善, 提示对

于这部分患者早期诊断和治疗IR不仅能够减轻

病毒的复制而且还能够阻止病程进展以及增加

干扰素加利巴韦林抗病毒治疗的持续病毒学应

答率[22].
1.2.7 HCV基因型与IR: Pazienza et al [23]通过分子

生物学和生物化学技术在人肝瘤细胞系(Huh-7)
细胞里短暂表达HCV基因型3a或1b的核心蛋白

来测量IRS-1和IRS-2的表达水平以及胰岛素信

号转导通路中的其他因子. 发现IRS-1的表达水

平明显降低, 而IRS-2表达水平无明显变化. 其
机制可能是基因3a型的H C V核心蛋白通过下

调过氧化物酶增生物激活受体和上调S O C S-
7(suppressor of cytokine signaling-7)促进IRS-1
降解, 而基因1b型的HCV核心蛋白则是通过激

活哺乳类霉帕霉素靶分子(mammalian target of 
rapamycin mTOR)促IRS-1降解. 提示3a或1b的
HCV核心蛋白通过基因型特异机制下调IRS-1
阻碍胰岛素信号转导导致胰岛素抵抗.
1.2.8  HCV与胰岛素信号转导通路: Aytug et al [24]

发现感染丙型肝炎病毒可以导致IRS一1和胰岛

素受体后缺陷, 肝脏的IRS-1酪氨酸磷酸化作用

www.wjgnet.com

■研发前沿
慢性乙型和丙型
肝炎病毒并发胰
岛素抵抗已经引
起相关专家的重
视 .  病 毒 直 接 作
用、炎症因子释
放、脂肪代谢异
常以及胰岛素信
号转导障碍可能
是导致IR的重要
原因. 而且IR还可
促进肝病进展, 并
与病毒应答率相
关, 值得深入研究
和探讨两者之间
的机制.
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和PI3激酶的联合或活化的胰岛素信号缺失, 导
致胰岛素抵抗.

总之, 丙型肝炎促进胰岛素抵抗而后者以

一种基因依赖的方式诱导干扰素抵抗, 脂肪变

和肝纤维化进展[25].

2  肝炎后肝硬化与胰岛素抵抗

许多临床试验研究都发现肝炎后肝硬化患者存

在着糖代谢的异常, 这种异常表现为葡萄糖耐

量减低[26], Kim et al [27]发现肝硬化导致的胰岛

素抵抗的程度明显高于其他2型糖尿病引起的他2型糖尿病引起的2型糖尿病引起的

胰岛素抵抗, 造成这种异常的原因并不是由于

胰岛素分泌不足, 相反肝硬化患者胰岛素处于

高水平状态, 但胰岛素的敏感性却明显下降, 存
在着肝性胰岛素降解受损. 其机制可能是: 肝硬

化时降解胰岛素减少或对胰高血糖素、生长激

素、儿茶酚胺、生长抑素等升高血糖的激素灭

活作用减弱, 降解减少, 再加之肝内分流或侧支

循环的形成, 使上述激素在血中浓度升高, 诱使

胰岛素代偿性分泌增高; 也可能此时肝脏葡萄

糖转运蛋白(GLUT1和GLUT4)的减少, 更加重

肝硬化高胰岛素血症, 导致胰岛素抵抗. 同时肝

炎后肝硬化肝细胞内质网超微结构异常改变 , 
影响受体装配, 受体成熟障碍, 导致肝细胞膜上

胰岛素受体数目减少[28], 受体与胰岛素的亲和

力减低, 以及受体后水平的一些关键酶的缺陷

而发生肝源性糖尿病. 近几年有学者提出门一

腔静脉分流“逃逸”学说即门一腔静脉侧支循

环的建立使体内多种物质都不必经过肝脏的代

谢而直接进入体循环. 首先, 口服糖类可直接进

入体循环, 肝对葡萄糖的摄取率降低, 出现葡萄

糖“逃逸现象”, 发生餐后高血糖; 其次, 侧支

循环开放使胰岛素不通过肝脏直接进入体循环, 
影响了胰岛素的灭活途径, 易出现高胰岛素血

症; 再次, 血液中的胰岛素拮抗物质如胰高血糖

素、糖皮质激素、生长激素及游离脂肪酸不必

经肝脏清除, 加重了胰岛素抵抗.

3  非酒精性脂肪肝(NAFLD)与胰岛素抵抗

NAFLD疾病谱包括单纯性脂肪肝、脂肪性肝

炎、脂肪性肝硬化3种主要类型. 目前认为脂代

谢异常尤其是甘油三脂(TG)与IR所引发的高游

离脂肪酸(FFA)、高胰岛素血症是NAFLD发病

机制的中心环节[29]. 其中胰岛素抵抗是NAFLD
发生的关键因素[30]可通过抑制脂质氧化及提高

脂肪酸和甘油三酯的合成等众多途径导致肝脏

脂肪变而不是肝脏纤维化[31]而诱发NAFLD, 研
究发现脂联素水平的降低与胰岛素敏感性密切

相关, 血浆脂联素水平的降低在NAFLD的发病

机制和胰岛素抵抗中起了重要的作用[32]. 有研究

表明NAFLD患者脂联素水平降低, 且与肝组织

脂肪变性程度呈负相关[33], 并且脂肪组织脂联素

基因mRNA表达与胰岛素抵抗指数呈负相关, 说
明NAFLD患者的胰岛素抵抗与脂肪组织脂联素

基因mRNA表达下降有关, 提示如果给予外源性

脂联素可能是治疗胰岛素抵抗相关的NAFLD等

代谢综合症的有效手段. 同时脂肪因子[34]、游离

脂肪酸[34]、瘦素[35]、抵抗素[36]等也是NAFLD发

生胰岛素抵抗的致病因素. Duseja et al [37]建议采

用胰岛素耐量测验来评估NAFLD人群的胰岛素

抵抗的程度以进行有效的临床干预和饮食控制. 
目前尚有学者提出胰岛素抵抗是NAFLD的致病

因素而非结果, 故目前两者之间的因果关系尚

未完全阐明.

4  肝衰竭与胰岛素抵抗

肝衰竭患者极易并发细菌感染导致内毒素血症, 
而内毒素、细菌、病毒等促进炎性因子的产生

而进一步加剧内毒素血症加重肝衰竭. 内毒素血

症早期除了升高血乳酸水平外, 还可使肝脏与肌

肉糖原合成和储存减少, 引起胰岛素刺激的脂肪

合成降低. 同时内毒素可促进肌肉和肝脏基础葡

萄糖摄取增强, 但可使胰岛素刺激的葡萄糖摄取

减少. 表明内毒素可引起外周组织和肝脏对胰岛

素的反应性降低, 并且内毒素血症也可造成胰岛

β细胞损伤和功能异常, 这些都可能是肝衰竭时

肝脏和肌肉胰岛素抵抗的重要机制.

5  肝癌与胰岛素抵抗

Yuan et a l [38]研究结果发现长期的胰岛素刺激

Hep G2细胞(人肝癌细胞)可以通过PI3K信号通

路下调胰岛素的信号转导, 使胰岛素信号转导

受到抑制, 导致胰岛素抵抗. 此外, 炎性因子NF-
κB的瀑布效应可能也是肝癌导致胰岛素抵抗的

原因之一, NF-κB是在B细胞中发现的结合于免

疫球蛋白κ轻链增强子上的一种转导因子, 能够

和许多基因启动子区域的固定核苷酸序列结合

而启动基因转录. 近几年NF-κB在肝癌的发生发

展中的作用引起了学者极大的兴趣, 乙型肝炎

病毒HBXAg可以通过ras-raf-map激酶通路激活

NF-κB促使病毒复制和向恶性转变, 抑制恶性细

胞的凋亡, 促进肝癌的发生发展[39]. 同时NF-κB
可调控多种炎性因子如TNF-α、IL-6的过度表

■创新盘点
本文重点介绍肝
炎病毒与胰岛素
抵抗之间的相关
性, 总结近几年国
内外对乙肝、丙
肝与胰岛素抵抗
的研究进展, 使读
者能更全面的了
解肝炎病毒与胰
岛素抵抗之间的
关系, 提出亟待解
决的问题和指出
下一步的研究方
向.
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达, 目前已有大量文献表明炎性因子与胰岛素

抵抗有直接关系. 活化后的NF-κB可通过介导

NO的合成及促进TNF-α和IL-6的产生, 而TNF-α
又可再激活NF-κB产生级联瀑布效应使炎症反

应扩大导致IR[40].
总之, 慢性肝病可能与胰岛素抵抗互为因

果, 互相促进导致恶性循环. 临床上两病合并较

难治疗, 但是经过正确的合理治疗、护理, 可明

显延缓病情的发展, 也可大大降低病死率. 病毒

性肝炎患者经过正规的抗病毒治疗后胰岛素抵

抗可以明显缓解甚至消失, 这方面的进步有望

为肝源性胰岛素抵抗治疗带来新的突破; 今后

亦可在慢性肝病抑制胰岛素信号转导机制方面

进行进一步深入研究.
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维持血糖的稳定,
机体代偿性分泌
过多胰岛素产生
高胰岛素血症.
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Abstract
Recent researches indicate that bone marrow 
stem cells not only can differentiate into bone, 
cartilage, fat, muscle cells and various blood 
cells, but also can differentiate into cells of 
trans-germinal layer, such as ectoderm original 
neuronal cells, endoderm original hepatocytes, 
insular cells, under suitable microenvironment. 
It is called “plasticity” or “trans-differentiation”. 
This paper reviews the research advances 
that bone marrow stem cell differentiation 
into hepatocyte-like cells and their clinical 
application in liver disease treatment.   

Key Words: Bone marrow stem cells; Cell differen-
tiation; Cell transplantation; Liver disease

Liu ZF, Xing ZG, Ding YN, Chen Q, Pan XH. Research 
progress in directional differentiation from bone marrow 

stem cells into hepatocyte-like cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(6): 658-662

摘要
近年来研究表明 ,  在适宜的微环境下 ,  骨
髓 干 细 胞 不 但 可 以 分 化 为 骨、软 骨、脂
肪、肌细胞和各种血细胞 ,  而且还可以跨
越胚层向外胚层起源的神经元细胞及内胚
层起源的肝细胞、胰岛细胞等分化 ,  称为
“可塑性(plasticity)”或“横向分化(trans-
differentiation)”. 本文就骨髓干细胞分化为
肝样细胞及其临床治疗肝系疾病做一综述. 

关键词: 骨髓干细胞; 细胞分化; 细胞移植; 肝病

刘志锋, 行治国, 丁亚楠, 陈强, 潘兴华. 骨髓干细胞定向分

化为肝样细胞的研究进展.  世界华人消化杂志  2008; 16(6): 

658-662
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0  引言

目前, 终末期肝病的治疗十分棘手, 原位肝移植

一直被认为是最理想的方法, 但由于其缺乏供

体、手术风险大、费用昂贵、存在免疫排斥反

应等因素限制了其广泛应用[1-2]. 近年来, 干细

胞研究为利用干细胞移植治疗终末期肝病提供

了新的思路. 骨髓干细胞由于其可以跨越胚层

横向分化为各种组织细胞[3-20], 包括向肝样细胞

分化, 并且具备取材方便、体外培养技术成熟

等优点, 使其自体细胞移植在治疗终末期肝病

方面更具广阔的应用前景, 备受广大研究者的 
青睐. 

1  骨髓干细胞向肝样细胞分化

骨髓干细胞(bone marrow stem cell, BMSC)是
指骨髓起源的干细胞. 主要有两种: 造血干细胞

(hemopoietic stem cells, HSCs)和间充质干细胞

(marrow mesenchymal stem cells, MSCs). 分化研

究主要分体外和体内研究两个方面. 
1.1 体外分化研究 骨髓干细胞体外分化研究主

要集中在利用组合不同生长因子、使用不同

®

■背景资料
干细胞独特的生
物学特性决定其
具有广泛的应用
价值, 骨髓干细胞
成为近几年的研
究热点, 被认为是
治疗一些临床终
末期疾病的新途
径. 
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的培养基、与肝细胞或肝非实质细胞共培养

以及加入胆淤血清或肝衰竭患者血清等进行

定向诱导. Oh et al [2]从大鼠骨髓中分离到表达

c-Met mRNA及癌胚抗原mRNA的细胞, 加入肝

细胞生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)
诱导培养21 d后, 该细胞表达肝细胞特异性标

记如细胞因子8(cytokeratin, CK8)和CK18. Lee  
et al [22]在培养骨髓和脐血来源的MSCs时, 先加

入表皮生长因子(epidermal growth factor, EGF)
和成纤维细胞生长因子(fibroblast growth factor, 
FGF), 后加入烟酰胺、制瘤素M(oncostatin M, 
OSM)等进行诱导, 结果发现不同来源的MSCs均
可分化为具有肝细胞功能的类肝样细胞. 鲁学恒  
et al [23]和张瑞 et al [24]利用组合不同生长因子进行

诱导, 得出类似结果. 应用不同培养基中也可以

诱导出肝样细胞, Miyazaki et al [25]在HGM培养基

中加入HGF和EGF, 将骨髓中表达AFP和c-Met
同时表达造血干细胞特异性标记CD34、Thy-1
及c-kit等的细胞诱导分化为成熟肝细胞. Kang  
et al [26]在低糖DMEM培养基中加入HGF和FGF-4, 
可将大鼠骨髓MSCs分化为肝样细胞. 骨髓干细

胞与肝细胞或与肝组织液共培养方面也有一些

研究. Inderbitzin et al [27]从大鼠骨髓中分离出表

达β2-微球蛋白-/Thy-1+的细胞亚群, 与肝细胞共

培养, 结果发现该细胞亚群的氨代谢提高. Lange 
et al [28]将大鼠的MSCs与鼠肝细胞共培养, 诱导

2 wk后, RT-PCR检测发现有肝特异标记ALB和
CK-18的RNA表达. Jang et al [29]将雄性正常大鼠

Fr25lin-PKH+HSC与雌性肝损伤大鼠的肝组织

液共培养, 24 h后HSC表达肝转录因子(如AFP、
GATA4)和成熟肝细胞标记(如CK18、ALB), 
FISH技术分析表明只有XYXY核型, 表明HSC
参与受损肝脏的修复. 另据实验表明, 利用肝病

患者血清进行诱导, 也取得相似结果. Yamazaki 
et al [30]用5-氮杂胞苷处理小鼠骨髓细胞, 12 h后
与肝脏非实质细胞共培养, 再用肝衰竭患者血

清、OSM、HGF、地塞米松诱导2 wk, 发现肝

样细胞集落表达肝细胞标志物. Cai et al [31]研究

发现含胆汁的血清也可以将骨髓MSCs诱导为

肝细胞. 张淑芹 et al [32]将重型肝病患者血清与

人骨髓MSCs共培养, 诱导后5 d、骨髓MSCs
表现为肝细胞样细胞, 随着诱导培养时间的延

长, 肝特异性标志物逐渐出现和成熟. AFP在
7 d时表达水平最高, 培养14、21、28 d时表达

逐渐减弱; Alb、CK-18和糖原随着诱导时间的

延长, 表达逐渐增强. 其他学者也做了相关研 

究[33-35], 都可以表明体外适宜条件可以促进骨髓

干细胞向功能性肝样细胞分化. 
1.2 体内分化研究 体内实验研究表明, 骨髓细胞

或纯化后的骨髓干细胞可在体内转化为肝前体

细胞或肝样细胞, 并能发挥肝细胞的部分功能. 
一些学者通过骨髓交叉移植方法证实动物肝脏

中确实存在骨髓源性的成熟肝细胞[36-39]. Lagasse 
et al [40]将正常小鼠骨髓干细胞移植到延胡索酸

乙酰乙酸羟化酶基因缺陷(fumarylace toacetate 
hydrolase gene, FAH)小鼠体内, 发现肝功能明

显改善, 分化的肝细胞具有正常功能. Av i t a l  
e t a l [41]利用免疫磁珠法分选出人和大鼠骨髓

β2m-/Thy-1+细胞, 通过门静脉植入同系胆汁淤

积大鼠肝内, 电镜下发现植入细胞具有与成熟

肝细胞类似的细胞器超微结构, 并表达ALB、

AFP、CK-18等肝细胞特异性标志, 而且能将氨

转化为尿素. 在肝损伤动物模型体内的分化研

究也比较多, Wang et al [42]研究发现, 肝损伤时造

血干细胞也可向肝细胞横向分化, 而rhHGF对
分化起促进作用. Yamamoto et al [43]利用mAb从
GFP转基因大鼠骨髓中分选出anti-Liv8阴性细

胞, 经尾静脉移植入到持续性肝损伤的小鼠模

型体内, 4 wk后发现多数移植细胞集中于门静

脉周围的肝实质内, 同时表达Liv2和ALB. Sato 
et al [44]研究发现人骨髓MSCs可以在烯丙醇大鼠

肝损伤模型体内表达AFP、ALB、CK18/19和
去唾液酸糖蛋白受体(asialoglycoprotein recptor, 
ACPR), FISH技术分析发现, 细胞中人Y染色体

杂交信号阳性, 大鼠染色体杂交信号阴性. 终末

期肝病模型动物体内骨髓干细胞同样可以分化

为肝样细胞. 展玉涛 et al [45]向肝纤维化模型大鼠

体内自体移植骨髓Thy+CD3-CD45RA-细胞并

进行间接荧光免疫组化和PKH26-GL标记, 结果

发现标记细胞可以表达ALB、CK8. Abdel Aziz 
et al [46]将雄性大鼠骨髓中CD29+ MSCs通过尾静

脉移植入肝纤维化模型♂大鼠体内, RT-PCR检
测证实雌性大鼠肝组织中Y染色体阳性, 肝功能

检测血清ALB显著增加, 肝胶原基因表达显著

下降, 羟脯氨酸下降. 提示, MSCs在体内可以分

化为肝样细胞, 并通过减少胶原沉积来发挥其

抗纤维化作用. Terai et al [47]在肝硬化小鼠体内

注入GFP标记的骨髓细胞, 1 d后发现GFP阳性标

记细胞定植在肝小叶门脉周围, 4 wk后肝脏中

有25%的细胞为阳性标记细胞, 血清ALB明显升

高. 以上表明, 体内环境和肝脏本身微环境是促

进骨髓干细胞向肝样细胞转化的关键因素, 分

■研发前沿
现阶段骨髓干细
胞研究主要集中
在特定条件下促
使其向特定方向
分化. 而临床应用
方面的研究尚处
于起步阶段, 有待
于进一步深入. 

■创新盘点
本文就骨髓干细
胞体内外向肝样
细胞分化及其在
肝系疾病治疗方
面的研究, 进行一
定的总结. 
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化的肝样细胞能够对损伤肝脏起到一定的修复

作用. 
关于分化机制存在很多说法. 一些学者认

为骨髓干细胞主要通过转分化为不同组织来源

的细胞, 从而修复损伤组织[48-51]. 另一些学者认

为肝损伤时BMSC主要通过细胞融合产生肝细

胞, 而不是分化的结果[52-55]. 还有学者持否定态

度, 认为肝脏再生和修复时确实存在BMSC分化

而来的肝细胞, 但对肝脏再生作用不大[56-57]. 但
是, 大量研究还是倾向于BMSC能够分化为肝样

细胞, 并参与了损伤肝脏的修复, 尽管分化机制

目前尚不明确. 

2  临床应用现状及存在问题

目前, 骨髓干细胞自体移植在临床治疗终末期

肝病方面的研究尚处起步阶段, 但已呈现出巨

大应用前景. 曾伟导 et al [58]对肝硬化失代偿期患

者采集自体骨髓125 mL, 提取干细胞总数约8.43
×106, 经肝动脉注入肝内, 结果发现症状明显好

转, 肝性脑病得到控制, 肝功指标恢复正常, 腹
水、胸水减少. 姚鹏 et al [59]通过肝动脉插管对重

症肝病患者进行自体MSCs移植, 结果发现患者

肝功能和凝血功能明显改善, 临床症状明显好

转, 无并发症. Ivantes et al [60]对259例做过骨髓干

细胞移植的丙型肝炎患者进行研究, 移植后10
年发现, 有91例存活, 而携带丙肝抗体患者的肝

纤维化发生率降低. 曹葆强 et al [61]对20例肝硬化

门静脉高压症患者进行脾切除、断流术或内镜

食道曲张静脉套扎术时, 埋置“门静脉导管-皮
下药盒”, 术后3-4 wk经移植通道输注自体骨髓

细胞, 后每隔1 mo输注1次, 共3次, 第3次输注后

1 mo进行疗效评价, 结果发现肝脏功能和肝纤

维化血清学指标都得到显著改善, 无不良反应

和并发症. 尽管自体骨髓干细胞移植临床应用

现状喜人, 但仍有一些问题急需解决: (1) 如何进

一步完善骨髓干细胞的体外分离、培养、鉴定

等技术, 确保其更好向肝细胞定向分化和扩增; 
(2)移植方式、部位、最佳时机的选择以及移植

细胞的最佳数量有待进一步探讨; (3)需要建立

一个有效的体内跟踪体系, 以便更好地观察骨

髓干细胞在体内的归巢和定位; (4)在细胞因子

等调控下骨髓干细胞向肝细胞诱导分化的分子

机制需进一步研究; (5)自体骨髓干细胞移植的

长期疗效和安全性还有待进一步观察. 

3  结论

干细胞在各个领域都逐步发挥出他无与伦比的

潜力. 在终末期肝病治疗方面, 自体骨髓干细胞

移植具有取材方便、体外培养扩增容易、不易

受病毒、肿瘤污染, 无移植免疫排斥反应、创

伤小, 价格低廉等优点, 与原位肝移植、生物人

工肝等相比更具显著优势, 因而具有更为广阔

的应用前景. 虽然发现BMSC具备向肝样细胞

分化的潜能和有一些初步的临床观察结果, 但
涉及临床应用, 目前还有许多基础理论和技术

问题需要解决, 比如移植治疗细胞的来源、数

量和活性问题 ,  细胞进入组织的途径和机制 , 
BMSC向肝样细胞分化的调控机制, 体内不同疾

病状态下的微环境条件对BMSC迁移、定居、

分化和功能的影响, 长期疗效和可控性、安全

性等. 只有在解决基础理论问题的基础上, 才有

可能建立适于临床应用的技术方法. 随着细胞

工程、蛋白组学、基因工程、糖基工程和相关

技术的发展及其在BMSC研究中的应用, BMSC
横向分化为肝细胞的研究将逐步深入, 骨髓干

细胞自体移植技术将逐步完善, 相信骨髓干细

胞最终能够获得真正意义上向肝细胞分化, 并
达到病变肝的有效功能替代, 结果将为临床治

疗终末性肝病患者带来新的希望. 
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■名词解释
1 细 胞 融 合 :  又
称细胞杂交(cel l 
hybridization), 是
指两个或两个以
上的细胞融合成
一个细胞的现象.
2  自体干细胞移
植: 在大剂量放、

化疗前采集自体
造血干细胞, 使之
免受大剂量放、

化疗造成的损伤, 
并在大剂量放、

化疗后回输. 自体
造血干细胞可取
自骨髓, 亦可取自
外周血, 前者称自
体骨髓移植,后者
称自体外周血干
细 胞 移 植 ,  统 称
“自体干细胞移
植”. 
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Abstract
AIM: To observe the changes of DNA binding 
activity of NF-kB as well as the effects of 
Kuijieling Decoction(KD)on DNA binding 
activity of NF-kB in colonic mucosa of ulcerative 
colitis (UC)model rats. 

METHODS: Rat UC model was induced by 
trinitrobenzene-sulfonic acid (TNBS). The rats 
were randomly divided into normal control 
(NC) group, model control (MC) group, Kuijiel-

ing low dose (KLD) group, Kuijieling medium 
dose (KMD)group, Kuijieling high dose (KHD) 
group and salazossulfapridine (SASP) group. 
The rats were killed to get their fresh colonic 
mucosa and extract nuclear proteins after 10 
days of treatment. Relative activity of NF-κB 
was detected by ELISA with a Trans AM TM 
NF-κB p65 kit. 

RESULTS: The relative activity of NF-κB was 
significantly higher in the MC group than in the 
NC group (0.440 ± 0.119 vs 0.261 ± 0.042, P < 0.01). 
The relative activity of NF-κB was significantly 
lower in the KHD and SASP groups (0.261 ± 0.056 
and 0.269 ± 0.106) than in the MC group (0.440 ± 
0.119, P  < 0.01). 

CONCLUSION: NF-κB may be involved in the 
pathogenesis of UC, and KD can inhibit the rela-
tive activity of NF-κB in colonic mucosa of rats 
with UC induced by TNBS. The inhibitory ef-
fects of KD on UC might be associated with the 
inhibition of NF-κB activity. 

Key Words: Kuijieling Decoction; Ulcerative colitis; 
Rat model; Nuclear factor-κB

Li H, Du Q, Wang RJ, Wang WJ, Li YW, Wu YL. Effect of 
Kuijieling decoction on DNA binding activity of nuclear 
factor kappa B in colonic mucosa of rats with ulcerative 
colitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(6): 663-666

摘要
目的: 观察溃疡性结肠炎(UC)大鼠结肠黏膜
核因子-κB(NF-κB)DNA结合活性的变化特点
及溃结灵对其的影响. 

方法: 采用三硝基苯磺酸(TNBS)法制作UC
大鼠模型, 大鼠随机分为以下六组: 正常对
照组、模型对照组、溃结灵低、中、高剂量
组、阳性药柳氮磺胺吡啶(SASP)组. 治疗10 d
后处死大鼠, 取新鲜结肠黏膜标本提取核蛋
白, 利用以ELISA为基础的Trans AM TM NF-
κB p65试剂盒检测NF-κB相对活性并进行统
计学分析. 

www.wjgnet.com
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■背景资料
肾上腺皮质激素
类药物和氨基水
杨酸类药物治疗
UC已有几十年历
史, 目前仍是治疗
U C 的 一 线 药 物 . 
虽有一些治疗UC
新药问世, 但由于
疗效及毒副作用
问 题 ,  只 能 作 为
二、三线药物使
用 .  中药对UC有
较好的治疗效果, 
毒副作用小, 应用
前景广阔, 但作用
机制不明确严重
限制了其推广使
用.

■同行评议者
秦成勇, 教授, 山
东省立医院消化
内科; 江学良, 主
任医师, 济南军区
总医院消化科



结果: 模型组结肠黏膜NF-κB相对活性明显
高于正常组(0.440±0.119 vs  0.261±0.042, 
P <0.01); 溃结灵高剂量组和SASP组结肠黏膜
NF-κB相对活性(0.261±0.056, 0.269±0.106)
明显低于模型组(P <0.01). 

结论: NF-κB参与了UC大鼠的发病过程, 溃结
灵使TNBS法UC大鼠模型结肠黏膜NF-κB相
对活性明显降低, 这可能是其治疗UC作用的
机制之一.

关键词: 溃结灵; 溃疡性结肠炎; 大鼠模型; 核因子

-κB
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)又称非特异

性溃疡性结肠炎, 与克隆病(crohn's disease, CD)
合称为炎症性肠病(inflammatory bowel disease, 
IBD). UC可发生于任何年龄, 与结肠癌的发病有

关, 且病程长, 病变程度轻重各异, 由于病因不

明, 临床上常常表现反复发作而治愈难度大, 被
世界卫生组织列为现代难治病之一. 脾胃研究

所在多年临床实践的基础上, 以清热健脾活血

为治则, 总结出治疗UC疗效较满意的中药复方

溃结灵[1], 实验研究发现该方的水提取液有明显

的抗炎镇痛作用[2].
随着近年对核因子-κB(nuclear factor- kappa 

B, NF-κB)的研究, 正逐步揭示着IBD的发病机

制, 通过抑制NF-κB进而阻断IBD过激的炎症反

应, 已成为众多学者研究的方向. 为了进一步研

究溃结灵对UC的作用机制, 前期研究[3]采用三

硝基苯磺酸(trinitrobenzen sulphonic acid, TNBS)
灌肠成功复制了UC大鼠模型, 并发现溃结灵对

TNBS法UC大鼠模型有明显的治疗作用, 本研究

在此基础上观察溃结灵对UC大鼠结肠黏膜NF-
κB的DNA结合活性的影响, 以期对溃结灵治疗

UC的较深层次的作用机制进行探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠由广东省医学实验动物中

心提供(合格证号: 粤监证字2005A010), 体质量

180-220 g, SPF级环境饲养. 溃结灵药材购于采

芝林连锁药店, 经广州中医药大学中药学院中
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药标本中心张秋镇老师鉴定, 所购药材均符合

中华人民共和国药典标准. 按组方比例称取药

材, 常规方法制备水煎液. 大鼠低、中、高剂

量按成人用量的5倍、10倍、20倍计算, 即4.6 
g(生药量, 下同)/kg、9.2 g/kg、18.3 g/kg, 药物

用蒸馏水配成460 g/L、920 g/L、1830 g/L. 柳
氮磺胺吡啶(SASP, 上海三维制药有限公司, 批
号: 200410001, 每片0.25 g): 用作阳性对照药

物, 大鼠用量取10倍成人用量即0.5 g/kg, 药物

用蒸馏水配成50 g/L. 5% TNBS(Sigma公司), 核
蛋白提取试剂盒(Active motif公司), BCA-100
蛋白质定量测定试剂盒(上海申能博彩生物科

技有限公司), TransAM TM NF-κB ELISA测定

试剂盒(Active motif 公司). ZFMQ050PE型超纯

水器(Millipore公司), 3K-30Z型高速冷冻离心

机(Sigma公司), A5002型酶联免疫检测仪(Tecan 
公司).
1.2 方法 
1.2.1 造模[3-4]: 采用TNBS灌肠法制作UC大鼠模

型. 取3 mo SD大鼠, 造模型前禁食24 h, 留取部

分动物作为正常对照组, 其余大鼠乙醚麻醉, 用
大鼠灌胃针头轻轻从肛门插入, 深度为8 cm, 推
入TNBS溶液(含25 mL/L TNBS和500 mL/L乙
醇)4 mL/kg体质量, 捏紧肛门平放5 min即可, 术
后常规饲养.
1.2.2 给药方法与标本留取: 造模后第3天, 模型

动物分为空白对照组, 溃结灵低、中、高剂量

组和阳性药SASP组, 并同时开始按上述剂量给

药, 给药体积为10 mL/kg. 空白对照组及正常对

照组给等体积蒸馏水, 每天1次, 连续10 d. 末次

给药24 h后, 脱颈椎法处死大鼠, 取距肛门8 cm
结肠, 沿纵轴剪开, 刮取结肠黏膜组织, 每只大

鼠刮取50 mg新鲜结肠黏膜后立即提取核蛋白.
1.2.3 采用以ELISA为基础的Trans AM TM NF-
κB p65试剂盒检测NF-κB的DNA结合活性: 取
新鲜结肠黏膜按试剂盒说明书提取细胞核蛋白, 
用BAC-100蛋白质定量测定试剂盒测定蛋白浓

度, 取核蛋白抽提物5 μg并用细胞裂解液稀释至

20 μL, 加于预包被有NF-κB特异的寡核苷酸双

链探针的96孔板中, 于室温振荡(100 r/min)反应

1 h, 洗板3次, 加稀释的NF-κB p65单抗(稀释浓

度为1∶1000)100 μL/孔, 室温反应1 h; 洗板后加

稀释的辣根过氧化物酶交联的二抗(稀释浓度为

1∶1000)100 μL/孔, 室温反应1 h; 洗板后加四甲

基联苯胺底物液避光显色10 min; 加终止液终

www.wjgnet.com

■相关报道
Schreiber et al 报
道 U C 患 者 核 内
NF-κB DNA结合
活性明显升高. 治
疗 U C 的 经 典 用
药肾上腺皮质激
素和水杨酸类的
药理作用新机制
已 被 提 出 ,  即 能
抑制NF-κB活性. 
Murano et al 采用
NF-κB p65蛋白
反义核苷酸喂饲
DSS结肠炎小鼠
后, 小鼠的疾病活
动指数明显改善, 
IL-1等细胞因子
水平明显下降.
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止, 于全自动酶标仪450 nm处读吸光度(A ), 以A
值大小表示被测样品NF-κB DNA结合活性的相

对值. 阳性对照孔中加入试剂盒提供的Jurkat核
蛋白2.5 μg/孔. 在实验中设置竞争性对照, 以示

检测的特异性: 特异性竞争抑制试验在加样孔

中加入20 pmol/孔的野生型NF-κB寡核苷酸双链

针; 非特异竞争抑制试验则加入突变型寡核苷

酸双链针, 其余步骤同前.
统计学处理 结果以mean±SD表示, 组间两

两比较, 采用t检验分析.

2  结果

竞争性试验表明NF-κB与目的片段结合有高度

特异性. 实验结果显示模型组大鼠结肠黏膜NF-黏膜NF-膜NF-
κB的相对活性明显高于正常组, 溃结灵高剂量

组、SASP组NF-κB的相对活性明显低于模型组

(表1).

3  讨论

细胞因子和细胞黏附分子 ( c e l l  a d h e s i o n 
molecules, CAM)在UC发病中的作用已得到公

认, 近年研究发现NF-κB调控着UC患者细胞因

子和CAM的释放, 从而参与了UC肠道的炎症和

免疫反应, NF-κB在IBD的发生发展中占举足轻

重的地位[5]. 
N F-κB是与免疫球蛋白重链和k轻链基

因增强子序列(5'-GGGACTTTCC-3')特异结

合的核蛋白因子 .  在哺乳动物细胞中有两组

共五种Rel/NF-κB家庭成员: NF-κB1(p50)、
NF-κB2(p52)为一组, 另一组包括RelA(p65)、
RelB、c-Rel, 其中RelA(p65)具有显著的促炎活

性[6]. 这两组蛋白成员间可形成同源或异源二聚

体. 最常见的二聚体是p50-p65异源二聚体, 也
就是常说的NF-κB[7].

NF-κB是在进化学上高度保守的一种转录

因子, 广泛存在于各种组织中, 能与许多细胞基

因的启动子和增强子中的κB转录序列位发生

特异性结合, 参与众多免疫炎症反应有关的基

因转录调控以及细胞凋亡、肿瘤细胞的黏附和

转移等多种生理病理过程的基因调控, 参与多

种包括IBD在内的多种炎症性疾病的发病. NF-
κB可以调控任何含有κB位点的基因转录, 包括

细胞因子及其受体、CAM、促进或抑制凋亡

蛋白、急性期反应蛋白、趋化分子、酶分子、

转录因子等[8-9]. 对IBD起主要致病作用的细胞

因子, 如肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor–

α, TNF-α)、白细胞介素-1β(interleukin-1β, IL-
1β)、白细胞介素-6(interleukin-6, IL-6)、白细胞

介素-8(interleukin-8, IL-8)等在转录水平由NF-
κB调控[10]. NF-κB对CAM、趋化因子、环氧合

酶2(cyclooxygenase-2, COX-2)、一氧化氮合酶

(inducible nitric oxide synthase , iNOS)等表达均

有调控作用. 因此, NF-κB在IBD的病理生理过

程中可能起到枢纽作用. 研究表明, UC患者核内

NF-κB DNA结合活性明显升高[11-12], 在UC患者

中, NF-κB已被活化并进入核内, 具有很强的与

基因κB位点相结合的能力, 是细胞因子转录及

释放的前提和关键. 而且绝大多数细胞因子基

因启动子或增强子部位均有NF-κB结合位点, 因
此活化入核的NF-κB即可与之结合并促进这些

细胞因子的转录.
随着对NF-κB的深入研究, 以此为靶标进行

的IBD的治疗研究也已成为当前研究的热点, 通
过抑制NF-κB进而阻断UC过激的炎症反应已成

为众多学者研究的方向. 许多临床经典用药如

肾上腺皮质激素类(adrenal cortical hormones)、
SASP及水杨酸类药物的药理作用新的机制已

被提出, 即能抑制NF-κB活性, 进而减少炎症前

细胞因子而起到治疗UC的作用. 一些NF-κB抑
制剂也正在进行临床或实验研究, 如白细胞介

素-10(interleukin-10, IL-10)可削弱TNF-α诱导的

IκB激酶(IκB kinase, IKK)活性[13], IL-4可能抑制

NF-κB的核转位[14], 抗氧化剂、蛋白酶体抑制剂

也是抑制NF-κB激活的一条非特异性途径, 但在

IBD中的应用和疗效尚需进一步的研究. 针对这

一通路的基因治疗的研究也正在开展, 已证实

UC患者肠黏膜NF-κB含有p65这一重要的亚单

位, 他在调控靶基因的转录中起着关键性的作

用, 因此采用靶向NF-κB p65的反义寡核苷酸抑

■创新盘点
本文观察了清热
健脾活血治则中
药复方溃结灵对
UC大鼠模型结肠
黏膜NF-κB p65蛋
白DNA结合活性
的影响, 发现溃结
灵对UC大鼠模型
过 度 激 活 的 N F -
κB 有 抑 制 作 用 , 
揭示了其治疗UC
的部分机制, 尚未
见类似的文献报
道.

表  1  溃结灵对UC大鼠结肠黏膜NF-κB DNA结合活性的
作用(mean±SD)

     
分组                         n          剂量(g/kg)           NF-κB活性(A)

正常组	              6           等体积水         0.261±0.042

模型组	              8           等体积水         0.440±0.119b

溃结灵治疗组

    低剂量              7           4.6	                  0.394±0.047

    中剂量	             7           9.2	                  0.344±0.081

    高剂量	             8         18.3	                  0.261±0.056d

SASP组	              8           0.5	                  0.269±0.106d

bP<0.01 vs  正常组; dP<0.01 vs  模型组.

■应用要点
以往的中药抗UC
的作用机制研究
多从免疫角度尤
其是细胞因子角
度 进 行 探 讨 ,  但
参与UC发病的细
胞因子数量众多, 
机 制 极 其 复 杂 , 
TLRs/NF-κB通路
调控众多基因的
转录, 能在一个较
高水平发挥调控
细胞因子水平总
环节的作用, 对其
进行研究会明显
增加药物研究的
有效性和针对性, 
突破以往研究模
式, 本文对中药抗
UC作用机制研究
有借鉴意义. 
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制或封闭p65 mRNA的表达, 减少p65蛋白的合

成, 从而减少细胞因子的释放, 对于治疗UC具有

十分重要的治疗价值. Murano et al [15]发现采用

p65反义寡核苷酸喂饲右旋葡聚糖硫酸(dextran 
sulfate sodium, DSS)结肠炎小鼠后, 小鼠的疾病

活动指数(disease activity index, DAI)明显改善, 
IL-1、IL-6、TNF-α水平明显下降, Western blot
检测发现NF-κB p65蛋白表达明显减少. Probert 
e t  a l [16]在离体的U C患者固有层单个核细胞

(lamina propria mononuclear cells, LPMC)的研究

中发现: p65反义寡核苷酸可以明显降低NF-κB 
p65的表达, 在人体细胞上证实了p65反义寡核

苷酸的药用价值, 为p65反义寡核苷酸作为UC治
疗新药提供了实验依据. 由于NF-κB在UC发病

中的重要作用, 抗UC中药对NF-κB激活的研究

成为当前研究的热点, 抑制NF-κB激活可能是部

分中药作用的机制.
本研究结果表明, UC模型大鼠NF-κB DNA

结合活性明显高于正常对照组, 溃结灵高剂量

组NF-κB DNA结合活性明显低于模型对照组, 
表明TNBS所致大鼠UC的发生与NF-κB的活化

密切相关, 溃结灵对U C大鼠模型过度激活的

NF-κB有抑制作用, 这可能是溃结灵治疗UC大
鼠的作用机制之一.
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Abstract
AIM: To analyze the characteristics of laser-
induced autofluorescence spectra in early 
colorectal carcinoma.

METHODS: An animal model of colorectal car-
cinoma was established by injecting DMH in ab-
dominal cavity of Sprague-Dawley rats. Samples 
were collected from normal, early-stage and 
advanced carcinoma tissues, respectively. The 
characteristics of their laser-induced autofluo-
rescence spectra were analyzed.

RESULTS: A total of 226 samples were collect-
ed, including 64 normal colorectal tissue sam-
ples, 78 early-stage and 84 advanced colorectal 
carcinoma tissue samples. Spectra peaks were 
observed at about 460 nm and 505 nm in differ-
ent groups. The wavelength at 460 nm in normal 
tissue samples differed significantly from those 
in early stage and advanced colorectal cancer tis-
sue samples (457.66 ± 3.28  467.87 ± 7.71, 468.60 
± 4.53, P < 0.05). Spectra peaks were found at 

635 nm in 73% advanced colorectal carcinoma 
tissue samples and 69% early-stage colorectal 
carcinoma tissue samples, but not in normal 
colorectal tissue samples. The mean wavelength 
at 460 nm was longer in normal colorectal tis-
sue samples than in early stage and advanced 
colorectal carcinoma tissue samples (457.66 ± 3.28 
vs 467.87 ± 7.71, 468.60 ± 4.53, P < 0.05). The val-
ues of I635/I460 and I635/I600 in early-stage (1.9507 ± 
1.1460, 0.4215 ± 0.2582) and advanced carcinoma 
tissue samples (2.1368 ± 1.4721, 0.4482 ± 0.2309) 
were higher than those in normal colorectal tis-
sue samples (0.7494 ± 0.1077, 0.1416 ± 0.0439, P < 
0.05).

CONCLUSION: The characteristics of laser-
induced autofluorescence spectra are different 
in normal colorectal tissue, early-stage and 
advanced colorectal carcinoma tissue, and can 
be used to diagnose early-stage colorectal carci-
noma.

Key Words: Laser; Autofluorescence; Spectrum; 
Early-stage colorectal carcinoma

Huang QL, Zhang YD. Characteristics of laser-induced 
autofluorescence spectra in early colorectal carcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(6): 667-670

摘要
目的: 探索激光诱导大肠早癌组织自体荧光
光谱特征. 

方法: 采用二甲肼ip法建立SD大鼠大肠癌动
物模型, 对大鼠结肠和直肠可疑病变或肿块
部位用370 nm激光照射, 诱导组织产生自体
荧光并收集光谱后取材, 根据病理诊断分为
正常组、早期癌组、进展期癌组, 分析各组
光谱特征. 

结果: 正常64例, 早期癌78例, 进展期癌84例, 
共226例. 各组光谱在460 nm和505 nm处附近
有波峰; 正常组460 nm左右波峰对应的波长与
早期癌组、进展期癌组对应波长比较差异有
显著性(457.66±3.28 vs  467.87±7.71, 468.60
±4.53, P <0.05). 73%(61/84)的进展期大肠癌
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■背景资料
自体荧光光谱分
析法诊断恶性肿
瘤的研究日趋活
跃. 大肠癌是临床
上常见恶性肿瘤
之一, 但由于常用
的检查方法较难
发现早期大肠癌, 
因而大肠早癌自
体荧光光谱特性
如何仍未被揭示, 
导致该技术在临
床中应用受到了
限制. 

■同行评议者
徐智, 教授, 北京
大学第三医院外
科



组织、69%(54/78)的早期大肠癌组织荧光光
谱在635 nm附近有荧光峰, 而正常组织缺乏
该峰. 早期癌组和进展期癌组自体荧光在460 
nm处的荧光强度比在正常组相应强度弱. 早
期癌组和进展期癌组I635/I460(1.9507±1.1460, 
2.1368±1.4721)和I635/I600值 (0.4215±0.2582, 
0.4482±0.2309)分别较正常组I635/I460和I635/I600

值大且差异有显著性(0.7494±0.1077, 0.1416
±0.0439, P <0.05).

结论: 激光诱导的大鼠大肠正常组织与大肠
癌组织(包括早期和进展期大肠癌)自体荧光
光谱之间存在差异, 自体荧光光谱部分特征可
用于大肠癌早期诊断.

关键词: 激光; 自体荧光; 光谱; 早期大肠癌

黄秋林, 张阳德. 激光诱导大鼠大肠早癌组织自体荧光光谱特

征.  世界华人消化杂志  2008; 16(6): 667-670
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0  引言

本研究采用调Q式钛宝石激光器激发大肠癌模

型大鼠大肠组织产生自体荧光并收集其光谱, 
分析大肠早癌组织的光谱特征, 为自体荧光光

谱技术诊断早期大肠癌提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠60只, 6-7周龄, 体质量170 g左右, 
雌雄各半, 由中南大学湘雅医学院动物学部提

供. 1, 2-二甲肼(DMH·2HCl)为美国Acros公司产

品, 乙二胺四乙酸二钠(EDTANa2·2H2O)、戊巴比

妥钠、氢氧化钠和氯化钠均为分析纯. 卫生部肝

胆肠外科研究中心研制的大肠早癌自体荧光内

镜定位诊断系统(主要组成器件: 激发波长为370 
nm的调Q式钛宝石激光器、光纤、多色仪、增

强型光电二极管、探头控制器、脉冲发生器、

计算机和激光器电源, 美国Princeton Instruments
公司光谱分析软件, 大肠早癌荧光检测数据处理

软件)、手术显微镜等. 
1.2 方法 大肠癌动物模型建立方法采用二甲肼

诱导法[1]: ip 3.5 g/L二甲肼(DMH)溶液, 25 mg/kg,  
1 次/wk, 共18 wk. 实验步骤: (1)麻醉: 用30 g/L
戊巴比妥钠按40 mg/kg注射到DMH诱导18 wk
的大鼠腹腔内; (2)解剖大鼠: 纵行切开腹壁, 自
肛门沿结直肠对系膜缘纵行剪开结直肠肠壁, 
清除肠道粪便; 手术显微镜辅助下观察肠道病

变; (3)对大肠内肿块、可疑病变及“正常组

织”利用激光诱发组织自体荧光诊断系统光纤
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探头垂直于病变方向轻轻接触其表面. 370 nm
激光照射检测部位, 收集400-700 nm范围的荧光

光谱, 每一组织块收集3条完整波段的光谱; (4)
全层切取荧光检测后的肠壁组织, 编号, 部分用

40 g/L的甲醛固定, 送病理切片, HE染色, 两名病

理科医师阅片; 按病理切片结果进行分组, 分为

正常组、早期癌组、进展期癌组, 并收集各组

组织荧光光谱. (5)荧光光谱图像数据处理: 利用

大肠早癌荧光检测数据处理软件将荧光光谱进

行归一化及光谱参数数据化处理. 同一采集部

位的荧光光谱的波峰强度及相对应的波长用

各自的3条自体荧光波峰强度和波长的平均值

表示.
统计学处理 数据用mean±SD表示, SPSS 

10.0版统计软件分析. 多组样本间的样本均数比

较用单向方差分析的多重比较方法. P <0.05有统

计学意义.

2  结果

2.1 组织病理和大肠自体荧光光谱收集结果 正
常大肠组织64例, 早期大肠癌78例, 进展期大肠

癌84例. 收集了正常组、早期癌组、进展期癌

组在体自体荧光光谱各192条、234条和252条. 
各组典型图谱及处理图见图1.
2.2 大肠组织自体荧光光谱特征

2.2.1 波形: 正常组、早期癌组和进展期癌组收

集的自体荧光光谱形态上存在一定差异. 各组

光谱大多数在460 nm、505 nm和542 nm左右处

有波峰; 460 nm波峰较505 nm和542 nm处波峰

明显, 542 nm处波峰较小. 大肠癌组织的自体荧

光光谱460 nm左右处的光谱曲线较正常组织要

平坦, 其波峰较正常组织不明显. 在正常组自体

荧光光谱无635 nm左右的荧光峰. 73%(61/84)的
进展期大肠癌组织、69%(54/78)的早期癌大肠

组织的荧光光谱(未经归一化和平滑处理)存在

635 nm左右处有荧光峰. 
2.2.2 波峰位置: (1)早期癌组和进展期癌组组织

自体荧光光谱在460 nm左右处的波峰位置(λ460)
与正常组比较有统计学差异(P <0.05). 各组比较, 
505 nm左右处的波峰对应波长λ505无显著性差异

(P >0.05, 表1).
2.2.3 大肠癌荧光检测结果:大肠癌荧光检测结果: 波峰强度绝大多数波峰强度绝大多数

大肠在体组织自体荧光光谱在460 nm左右处有

最大峰强度, 个别大肠癌组织在635 nm处有最

大峰强度. 正常组织在460 nm左右处自体荧光

强度一般较大肠癌组织要强. 大肠癌组织该处

www.wjgnet.com

■研发前沿
本文采用大肠癌
动 物 模 型 ,  激 光
诱导大肠正常组
织、早期大肠癌
组织和进展期大
肠癌产生自体荧
光, 收集各组组织
自体荧光光谱加
以分析, 以揭示各
组自体荧光光谱
之间差异, 为自体
荧光光谱技术用
于大肠早癌的诊
断提供依据.
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的光谱相对正常组织要低平(图1A-C). 
2.2.4 各组在体组织自体荧光光谱I635/I600值和I635/
I460值差异: I635/I600表示635 nm左右处的荧光(峰)
强度比上600 nm处荧光强度, I635/I460表示635 nm
处的荧光(峰)强度比上460 nm左右处荧光(峰)强
度(表2).

3  讨论

大肠癌在临床上是常见的肿瘤之一, 由于早期

诊断较困难, 其术后5年的生存率只有40%-50%, 
因而提高大肠癌患者生存率的关键在于提高早

期大肠癌的检出率. 自体荧光分析法因为其具

有灵敏、快速、简便、无创伤等优点被作为恶

性肿瘤诊断方法的研究日趋活跃, 并被证明有

较好的应用价值[2-3]. 同样研究发现大肠癌与正

常组织自体荧光光谱特征存在明显差异[4-5], 从
而使之为大肠癌诊断提供了一种新的诊断思 
路[6], 但由于临床上早期大肠癌发现困难, 故有

关大肠早癌自体荧光光谱特征研究极少. 本研

究利用二甲肼ip建立大肠早癌动物模型, 对激光

诱导的大肠正常组织、早期大肠癌及进展期大

肠癌组织荧光光谱特征差异进行了研究. 本研

究发现正常组织、早期大肠癌及进展期大肠癌

组织荧光光谱在460 nm、505 nm及542 nm左右

处大多有波峰, 同时发现大肠癌组织自体荧光

该处的光谱比较平坦, 荧光强度要弱于正常组

织. 一般认为460-505 nm左右处的荧光峰与多种

物质有关[7], 在肿瘤的发展过程中这些物质的改

变是自体荧光光谱波峰特征改变的基础. 
本研究也发现在正常组织自体荧光光谱中

红光区635 nm处缺乏荧光峰, 而早期癌和进展

期癌组织光谱部分存在该荧光峰. 研究表明该

处的荧光峰波长与卟啉的自体荧光峰相应波长

相同, 因此认为是由卟啉引起. 事实也证明大肠

正常组织和癌组织中卟啉含量有明显差异[8], 因

表  2  各组大肠组织自体荧光光谱I635/I600和I635/I460值

     
分组	                       I635/I600	                           I635/I460

正常组	           0.7494±0.1077          0.1416±0.0439

早期癌组a           1.9507±1.1460          0.4215±0.2582

进展期组a           2.1368±1.4721          0.4482±0.2309

aP<0.05 vs  正常组.

■应用要点
本文通过研究正
常大肠组织、各
期大肠癌组织间
自体荧光光谱特
征差异、以揭示
大肠早癌自体荧
光光谱特征, 为激
光诱导大肠组织
自体荧光光谱技
术用于大肠早癌
的诊断提供依据.

表  1  各组间大肠组织自体荧光光谱λ460值与λ505值

     
分组	              n 	                    λ460	            λ505

正常组	           64	       457.66±3.28	  509.00±1.25

早期癌组	           78	       467.87±7.71a	  508.54±0.80

进展期癌组        84	       468.60±4.53a	  509.08±1.21

aP<0.05 vs  正常组.

图  1  大鼠大肠组织自体荧光图谱. A: 正常组; B: 早期癌组; 

C: 进展期癌组; D: 大肠癌荧光检测数据处理软件光谱归一

化处理.
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此大肠癌组织的荧光光谱在635 nm处的荧光峰

出现为大肠癌的诊断提供良好的指标. 本研究

发现各组光谱在505 nm处波峰的相应波长比较

无显著性差异, 因而利用该峰位置用于鉴别大

肠良恶病变的可能性不大. 而在460 nm处早期

大肠癌和进展期大肠癌组自体荧光光谱的波峰

对应的波长较正常组织红移约10 nm, 且差异有

显著性, 早期及进展期大肠癌组织的自体荧光

光谱在460 nm处的荧光峰对应波长较正常组织

的自体荧光光谱在460 nm处的荧光峰对应波长

要长, 因此这一大肠癌组织自体荧光光谱特征

可以用于作为区分大肠癌(包括早期大肠癌)与
正常组织的参数. 该研究发现早期大肠癌及进

展期大肠癌组织荧光光谱在460 nm、505 nm及

542 nm左右波峰强度大体上要弱于正常组织荧

光强度. 可能由于肿瘤细胞的浸润, 黏膜层的增

厚及某些荧光物质相对量的变化, 所导致自体

荧光强度的改变[9-10], 这为自体荧光技术诊断肿

瘤打下了基础[11]. 但由于大肠组织生化与形态特

征的个体差异较大, 不同患者的同类型组织样

本之间的荧光光谱强度差异很大, 再加上结肠

组织的不规则性导致每个样本测量时的测量结

构不能保证完全相同. 故通过光谱绝对强度差

异来作为诊断判别依据都是不可靠的, 故部分

研究者采用比值选取方法[12], 以消除该因素的影

响. 在本研究中利用I635/I600和I635/I460两比值, 发现

早期和进展期癌组的自体荧光光谱两比值均数

与正常组比较要大, 且差异有显著性. 因此利用

组织自体荧光光谱在该波段处的强度比可作为

区分正常组织与大肠癌组织(包括早期大肠癌)
的参数. 

总之 ,  本研究发现激光诱导大肠正常组

织、早期癌及进展期癌组织自体荧光某些光谱

特征存在差异, 为激光诱导自体荧光光谱诊断

大肠早癌提供了理论依据.
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■名词解释
自体荧光: 当生物
组织受到一定波
长激光照射时, 分
子可吸收能量, 发
生分子内能级跃
迁, 并跃迁至高能
级, 当他回到最低
电子激发态, 把部
分能量通过发射
相应的光子的形
式来释放时, 就发
射出分子荧光, 即
“自体荧光”.
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据 可 靠 ,  内 容 翔
实 ,  统 计 分 析 准
确, 讨论切题, 具
有一定的临床应
用价值.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and toxicity of 
capecitabine in combination with leucovorin 
and oxaliplatin regimen (CAPE-LV-OXA) as 
the adjuvant chemotherapy in the treatment of 
patients with advanced gastric cancer.

METHODS: Twenty-eight patients with ad-
vanced gastric cancer were enrolled in the 
study. Patients were administrated with oral 
capecitabine 1250 mg/(m2•d) (d1-14) and oral leu-
covorin 90 mg/d (d1-14), and intravenous oxali-
platin 85 mg/m2 (d1) in a 21-day cycle regimen 
for 2-6 cycles.

RESULTS: Twenty-five patients were evaluable 
for efficacy and toxicity. There was no complete 
response, while 13 patients had partial respons-
es, with an overall response rate of 52%. The me-

dian time to progression (TTP) was 5.4 months 
(range 2-13 months). The median survival time 
was 10.3 months (range 3-25 months). Therapy 
was generally well tolerated, and the most com-
mon adverse effects were gastrointestinal re-
sponse, neutropenia, and hand-foot syndrome. 
There was no chemotherapy-related death. 

CONCLUSION: CAPE-LV-OXA regimen is an 
effective and well-tolerated chemotherapy regi-
men for advanced gastric cancer.

Key Words: Advanced gastric cancer; Chemothera-
py; Capecitabine; Oxaliplatin; Leucovorin

Yin GJ, Wang SF, Lan KH, Shen Q. Capecitabine in 
combination with leucovorin and oxaliplatin as adjuvant 
chemotherapy in the treatment of advanced gastric 
cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(6): 671-674

摘要
目的: 观察卡培他滨(CAPE)联合甲酰四氢叶
酸钙(LV)和奥沙利铂(OXA)化疗方案(CAPE-
LV-OXA)治疗进展期胃癌(AGC)的临床疗效
和毒副反应. 

方法: AGC患者28例接受CAPE-LV-OXA方案
治疗, po  LV 90 mg/d及CAPE 1250 mg/(m2·d), 
d1-14; OXA 85 mg/m2, 静脉滴注2 h, d1; 每3 wk为
1个疗程. 2-6个疗程后观察疗效及其不良反应. 

结果: 可评价疗效25例, 完全缓解0例, 部分
缓解13例, 稳定7例, 进展5例, 有效率(RR)为
52%(13/25), 中位肿瘤进展时间(TTP)为5.4 
(2-13) mo, 中位生存时间(MST)为10.3(3-25) 
m o .  毒副反应主要为胃肠道反应、骨髓抑
制、手足综合征和黏膜炎等, 多为Ⅰ-Ⅱ度毒
性反应, 所有Ⅲ度毒副反应4例, 对症治疗或停
止治疗后可缓解. 无化疗相关死亡者.

结论: CAPE-LV-OXA方案在AGC的治疗中疗
效较为肯定,  且耐受性良好.

关键词: 进展期胃癌; 化疗; 卡培他滨; 奥沙利铂; 甲
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■背景资料
联合化疗一直是
治疗进展期胃癌
患 者 的 主 要 手
段, 上世纪末铂类
+5-FU+LV被认为
是主体方案之一, 
而进入21世纪以
来随着紫杉醇、

伊立替康、奥沙
利铂和卡培他滨
等新药的应用, 导
致产生了多种多
样新的联合方案. 

■同行评议者
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0  引言

我国是胃癌高发的国家, 胃癌的死亡率高居多

种恶性肿瘤首位 .  目前大多数患者确诊时己

是晚期, 丧失了早期根治的手术治疗机会, 联
合化疗成了这部分患者治疗的主要手段 ,  临
床上铂类+5-FU+LV被公认是治疗进展期胃癌

(advanced gastric cancer, AGC)的主体方案. 进
入21世纪以来 ,  随着紫杉醇 [1](Ta x)、伊立替 
康[2](CPT-11)、奥沙利铂[3](oxaliplatin, OXA)和
卡培他滨[4](capecitabine, CAPE)等新药的应用, 
产生了多种新的联合方案. 目前许多研究结果

表明, 作为CDDP及5-FU的新一代药物OXA与

CAPE, 是治疗AGC疗效较好且毒副反应较轻的

2种新药, 有望取代联合方案中的5-FU和CDDP. 
2004-06/2007-01我院联合应用这两种药物及甲

酰四氢叶酸钙(leucovorin, LV)治疗AGC疗效较

好, 报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 初诊治AGC患者28例, 男17例, 女11例, 
年龄43-76(中位年龄63)岁. 均经病理学检查确

诊, 中分化腺癌9例, 低分化腺癌17例, 印戒细胞

癌2例; 全组病例均有可测量的肿瘤病灶, 肺转

移4例, 肝转移11例, 腹腔淋巴结转移19例, 腹腔

转移6例, 盆腔转移4例, 锁骨上淋巴结转移2例. 
TNM分期全部为Ⅳ期. 全组病例化疗前KPS评分

均>70分, 心电图、肝、肾、肺功能、血象均在

正常范围, 预计生存时间在3 mo以上且可以评价

近期疗效. 
1.2 方法 AGC患者28例接受CAPE-LV-OXA方

案治疗: CAPE(希罗达, Xeloda, 上海罗氏公司产

品), 1250 mg/m2, 分早晚2次饭后30 min po , 连服

2 wk后休息1 wk; LV(同奥, 江苏恒瑞医药公司), 
90 mg/d, 连服2 wk后休息1 wk; OXA(艾恒, 江苏

恒瑞医药公司), 85 mg/m2, 静脉滴注持续2 h, d1; 
3 wk为l周期. 化疗期间常规给予5-HT3拮抗剂及

胃复安等止吐治疗; 每周监测血常规、肝肾功

能, 白细胞<4×109/L时给予粒细胞集落刺激因

子等治疗. 治疗2-6疗程后评价病灶, 确定疗效; 
肿瘤缓解、稳定者继续接受该方案治疗, 进展
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者终止化疗. 所有病例化疗后复查胃镜、B超、

腹部和/或胸部CT, 参照WHO标准(1981)进行评

定, 分为完全缓解(CR)、部分缓解(PR)、稳定

(SR)和进展(PD). 中位肿瘤进展时间(TTP)为自

治疗开始至肿瘤病灶出现进展的时间, 中位生

存时间(MST)为开始治疗至死亡的时间, 有效率

(RR)为CR+PR的例数占所有病例的百分数; 不
良反应按WHO抗癌药物毒性分度(0-Ⅳ)标准进

行评价. 手足综合征按照Blum et al [5]1999年报

道的分级标准分为Ⅰ-Ⅲ度: Ⅰ度为麻木、感觉

迟钝、麻刺感、无痛肿胀等手足不便, 但不影

响正常活动; Ⅱ度为手足明显的疼痛、红斑和

肿胀, 并影响了患者的日常生活行为; Ⅲ度为手

足明显脱屑、水疱或严重的疼痛以致不能工作, 
日常生活行为受到严重影响. 

2  结果

2.1 治疗效果 AGC患者28例使用CAPE-LV-OXA
方案化疗共102周期, 其中2例患者因手足综合

征拒绝进一步化疗, 完成2个周期者4例, 其中1拒绝进一步化疗, 完成2个周期者4例, 其中1
例患者失访, 3个周期7例, 4个周期11例, 5个周

期3例, 6个周期2例. 可评价疗效者25例; CR 0
例(0%), PR 13例(52%), SD 7例(28%), PD 5例
(20%), RR为52%(13/25). TTP为5.4(2-13) mo, 
MST为10.3(3-25) mo. 
2.2 毒副反应 最常见的毒副反应为胃肠道反应, 
主要表现为恶心呕吐, 总发生率为88%(22/25), 
wk 1明显, 给予5-HT3拮抗剂及胃复安等止吐治

疗可缓解; 白细胞减少总发生率为76%(19/25), 
其中Ⅰ -Ⅱ度发生率为68%(17 /25 ) , Ⅲ度为Ⅰ -Ⅱ度发生率为68%(17 /25 ) , Ⅲ度为-Ⅱ度发生率为68%(17 /25 ) ,  Ⅲ度为

8%(2/25), 给予粒细胞集落刺激因子等治疗能

够恢复; 血小板减少发生率20%(5/25); 手足综

合征发生率亦较高, 为48%(12/25), 给予VitB6予VitB6VitB6
等治疗后多可缓解, 2例Ⅲ度患者终止化疗后缓

解; 口腔黏膜炎发生率为24%(6/25); 肌肉关节痛黏膜炎发生率为24%(6/25); 肌肉关节痛膜炎发生率为24%(6/25); 肌肉关节痛

20%(5/25); 肝功能异常20%(5/25); 末梢神经炎

16%(4/25); 腹泻8%(2/25). 25例患者均未见Ⅳ度

毒副反应, 无化疗相关性死亡(表1). 

3  讨论

尽管20余年来全世界范围内进行了许多关于化

学治疗AGC的临床研究, 但仍没有形成一个标

准联合化疗方案[6]. 目前国内外采用较为广泛的

一类联合化疗方案是铂类+5-FU+LV. 而随着近

年来新的化疗药物OXA、CAPE等的应用, 新的

化疗方案如OXA+5-FU+LV及CAPE+OXA被陆

www.wjgnet.com

■研发前沿
OXA与CAPE是
治 疗 A G C 疗 效
较好且毒副反应
较轻的新一代药
物, 有望组成新的
化疗方案CAPE-
LV-OXA, 但关于
该方案临床应用
的文献报道较少, 
LV与CAPE在体
内是否具有协同
作用及三者联用
的疗效均不甚明
确, 有待进一步研
究.

■相关报道
Cutsem et al 关于
C A P E 的 一 项 随
机对照研究表明, 
CAPE+LV组相对
于单用CAPE组而
言 ,  LV对肿瘤反
应率和平均TTP
似乎并无影响, 表
明CAPE与LV在
体内不具有协同
作用; 而这与体内
FU与LV具有明确
的协同作用相悖. 
而Chao et al 曾经
联用UFT、Tax、
LV治疗AGC患者, 
结果发现疗效较
好, 耐受性良好.
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续用于治疗AGC且取得了较好的效果, 但是关

于CAPE+5-FU+LV三联方案的报道很少. OXA
作为第三代铂类抗肿瘤药物, 以1, 2-二氨基环己

烷基团(DACH)取代顺铂(DDP)的NH4及以草酸

基取代Cl为结构特点, 又称草酸铂, 其抑制DNA
作用更强, 与顺铂无交叉耐药, 与5-FU有协同作

用, 毒性明显低于顺铂, 主要的不良反应为神经

毒性, 可用谷胱甘肽、钙镁合剂等预防. 多项研

究发现应用FUFOX方案(OXA、LV、5-FU)疗效

肯定, 耐受性良好[7]. Cavanna et al [8]治疗AGC患
者56例, 结果CR 1例(1.8%), PR 23例(41.1%), RR 
42.9%, SD 20例(35.7%), PD 12例(21.4%), TTP 6 
mo, MST 10 mo; Ⅲ-Ⅳ度毒副反应包括骨髓抑

制、胃肠道反应、口炎、外周神经毒性等, 无
化疗相关性死亡. 

CAPE为新一代氟尿嘧啶类药物, po后在

小肠完整吸收, 生物利用度高, 其本身无细胞毒

性, 通过体内三步酶链反应, 最后由胸苷磷酸化

酶(TP)代谢产生5-FU, 而瘤体内TP浓度明显高

于正常组织, 胃癌中的比例可比正常组织高6倍
左右, 因此达到选择性杀伤癌细胞目的. 最常见

的毒副反应为手足综合征, 由Lokich et al在1984
年首次描述, 表现为皮肤麻木、瘙痒、疼痛、

红斑、肿胀、蜕皮、溃疡、水泡等, 发生率大

约为50%[9]. 2002年一项大规模多中心CAPE和
5-F U/LV联合治疗结直肠癌比较性研究显示, 
CAPE治疗组有效率显著高于5-FU/LV治疗组

(分别为25.7%和16.7%, P <0.002), 并且除手足综

合征发生较多外, 其他毒副反应显著低于5-FU/
LV治疗组[10]. 另外一项国外临床Ⅲ期研究表明, 
与静脉5-FU单用或联用铂类相比, CAPE疗效相

当甚至更高, 毒副反应相近, 使用则更为方便[11]; 
如联合使用OXA及Tax等则可增加CAPE抗癌效

应, Chao et al [12]联用另一种新一代氟尿嘧啶口

服药物替加氟(UFT)及Tax、LV治疗55例AGC
患者, 结果发现RR 50%, TTP 4.4 mo, MST 9.8 
mo, 耐受性良好. 然而2000年Van Cutsem et al [13]

关于CAPE的一项随机对照研究表明CAPE+LV
组(35例)相对于单用CAPE组(34例)而言, LV对

肿瘤反应率和平均TTP似乎并无影响, 两组都有

5l%-63%的患者疾病达到稳定状态. 
我们采用CAPE-LV-OXA方案治疗AGC, 

发现其疗效肯定, 耐受性良好, 且临床应用较

为方便 .  25例可评价疗效患者中 ,  有效率为

52%(13/25), 中位肿瘤进展时间(TTP)为5.4(2-11) 
mo, 中位生存时间(MST)为10.3(3-25) mo; 毒副

反应主要表现为消化道反应、骨髓抑制、手足

综合症、黏膜炎及外周神经毒性等, 但大多为

Ⅰ-Ⅱ度, 且为可逆性, 给予对症治疗基本均能缓

解, 没有发生化疗相关的死亡. 但本方案与有关

文献报道的CAPE+OXA方案相比, 在总的RR、
TTP、MST等方面似乎没有明显的改善[14-15], 这
可能与药物的剂量及相对剂量、药物代谢动力

学的复杂性、病例的选择有关, 或者是因为LV
体内并不能增强CAPE抗瘤活性所致; 这提示我

们需要进一步去研究LV在以新一代5-FU类药物

为基础的联合化疗方案中的效用.

4      参考文献
1	 Ajani JA. Docetaxel in combination for advanced 

gastric cancer. Gastric Cancer 2002; 5 Suppl 1: 31-34
2	 Sato A, Shimada K, Nakamachi M, Wada M, Koda 

T, Matsukawa M. Chemotherapy of irinotecan 
(CPT-11) combined with cisplatin in patients with 
advanced gastric cancer. Nippon Rinsho 2001; 59 
Suppl 4: 375-380 

3	 Zaniboni A, Meriggi F. The emerging role of 
oxaliplatin in the treatment of gastric cancer. J 
Chemother 2005; 17: 656-662

4	 Walko CM, Lindley C. Capecitabine: a review. Clin 
Ther 2005; 27: 23-44  

5	 Blum JL, Jones SE, Buzdar AU, LoRusso PM, Kuter 
I, Vogel C, Osterwalder B, Burger HU, Brown CS, 
Griffin T. Multicenter phase II study of capecitabine 
in paclitaxel-refractory metastatic breast cancer. J 
Clin Oncol 1999; 17: 485-493

6	 Ohtsu A. Current status and future prospects 
of chemotherapy for metastatic gastric cancer: a 
review. Gastric Cancer 2005; 8: 95-102

7	 Kim DY, Kim JH, Lee SH, Kim TY, Heo DS, 
Bang YJ, Kim NK. Phase II study of oxaliplatin, 
5-fluorouracil and leucovorin in previously 
platinum-treated patients with advanced gastric 
cancer. Ann Oncol 2003; 14: 383-387

8	 Cavanna L, Artioli F, Codignola C, Lazzaro A, 
Rizzi A, Gamboni A, Rota L, Rodino C, Boni F, 
Iop A, Zaniboni A. Oxaliplatin in combination 
with 5-fluorouracil (5-FU) and leucovorin (LV) in 
patients with metastatic gastric cancer (MGC). Am J 
Clin Oncol 2006; 29: 371-375

9	 Lokich JJ, Moore C. Chemotherapy-associated 

表  1  CAPE-LV-OXA方案治疗AGC患者毒副反应情况

     
毒副反应	              Ⅰ度           Ⅱ度            Ⅲ度           Ⅳ度

恶心呕吐	              14	 8	  0	   0

白细胞减少           10	 7	  2	   0

血小板减少             5	 0	  0	   0

手足综合症             7	 3	  2	   -

口腔黏膜炎             4	 2	  0	   0

肌肉关节痛             5	 0	  0	   0

肝功能异常             5	 0	  0	   0

末梢神经炎             4	 0	  0	   0

腹泻	                2	 0	  0	   0

■创新盘点
本文是一项连续
性的病例研究报
道 ,  采 用 的 化 疗
方案为口服给药
CAPE-LV及静脉
给药OXA,  临床
应用较为方便.

■应用要点
CAPE-LV-OXA方
案治疗AGC, 其疗
效肯定, 耐受性良
好, 且由于前两者
的口服给药途径, 
使得临床上AGC
患者在化疗过程
中的生活质量得
到一定提高, 有望
成为AGC患者的
常规门诊化疗方
案.



www.wjgnet.com

palmar-plantar erythrodysesthesia syndrome. Ann 
Intern Med 1984; 101: 798-799 

10	 Twelves C. Capecitabine as first-line treatment in 
colorectal cancer. Pooled data from two large, phase 
III trials. Eur J Cancer 2002; 38 Suppl 2: 15-20

11	 Dhillon S, Scott LJ. Capecitabine: in advanced 
gastric or oesophagogastric cancer. Drugs 2007; 67: 
601-610

12	 Chao Y, Li CP, Chao TY, Su WC, Hsieh RK, Wu 
MF, Yeh KH, Kao WY, Chen LT, Cheng AL. An 
open, multi-centre, phase II clinical trial to evaluate 
the efficacy and safety of paclitaxel, UFT, and 
leucovorin in patients with advanced gastric cancer. 
Br J Cancer 2006; 95: 159-163

13	 Van Cutsem E, Findlay M, Osterwalder B, Kocha 

W, Dalley D, Pazdur R, Cassidy J, Dirix L, Twelves 
C, Allman D, Seitz JF, Schölmerich J, Burger HU, 
Verweij J. Capecitabine, an oral fluoropyrimidine 
carbamate with substantial activity in advanced 
colorectal cancer: results of a randomized phase II 
study. J Clin Oncol 2000; 18: 1337-1345

14	 Qian J, Qin SK, Mei JF, Chen YX, Shao ZJ, He 
ZM. Oxaliplatin plus capecitabine as a second 
line chemotherapy for patients with advanced 
gastric cancer. Zhonghua Zhong Liu Za Zhi 2004; 26: 
746-748

15	 Park YH, Kim BS, Ryoo BY, Yang SH. A phase II 
study of capecitabine plus 3-weekly oxaliplatin as 
first-line therapy for patients with advanced gastric 
cancer. Br J Cancer 2006; 94: 959-963

           编辑  李军亮  电编  何基才  

674                              ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志     2008年2月28日    第16 卷   第6期

■同行评价
本文可读性和科
学性较强, 符合伦
理学要求, 具有一
定的临床参考价
值.

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

•  消息 •

                
中国学术期刊综合引证报告(2007)

本刊讯  根据《中国学术期刊综合评价数据库(CAJCED)》2006年从6500种统计刊源析出的290余万条中国期

刊引文数据库及CNKI “中国期刊网”中心网站2006-01/12全文下载记录(2.1亿篇次)的大样本数据统计分析

得到: 世界华人消化杂志[标准刊号: ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R; 类目名称: 医药科学\临床科学\呼吸及消化

系统疾病(YK5.2.3)]总被引频次为2611, 影响因子为0.460, 5年影响因子为0.482, 即年指标为0.148, 他引总引比

为0.80, 被引期刊数为585, 被引半衰期为4.6, 2006载文量为696, 基金论文比为0.44, Web即年下载率为17.7. [中

国学术期刊(光盘版)电子杂志社; 中国科学文献计量评价研究中心].



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年2月28日; 16(6): 675-679
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

功能性胃肠病的腹痛分型、鉴别诊断与罗马Ⅲ诊断标准
的应用

廖常奎, 王佩秋

廖常奎, 王佩秋, 四川省妇幼保健院 四川省妇女儿童医院内
科 四川省成都市 610031
作者贡献分布: 此课题由廖常奎设计; 研究材料收集由廖常
奎、王佩秋共同完成; 数据分析和本论文写作均由廖常奎完成.
通�����讯����作者��: 廖常奎, 610031, 四川省成都市金牛区抚琴西
路338号, 四川省妇幼保健院, 四川省妇女儿童医院内科. 
ckliao2004@126.com
电话: 028-87738249  传真: 028-87735539
收稿日期���������������  ���������������� : ������������� ���������������� 2007-11-26   ���������������� 修回�������������� 日期������������ : ����������2008-01-16

Application of Rome III criteria 
in typing and differential 
diagnosis of abdominal pain 
of functional gastrointestinal 
disorders

Chang-Kui Liao, Pei-Qiu Wang

Chang-Kui Liao, Pei-Qiu Wang, Department of Internal 
Medicine, Sichuan Provincial Hospital of Women and Chil-
dren, Chengdu 610031, Sichuan Province, China
Correspondence to: Chang-Kui Liao, Department of In-
ternal Medicine, Sichuan Provincial Hospital of Women and 
Children, 338 Fuqing West Road, Jinniu District, Chengdu 
610031, Sichuan Province, China. ckliao2004@126.com
Received: 2007-11-26    Revised: 2008-01-16 

Abstract
AIM: To study the application of Rome Ⅲ
criteria in typing and differential diagnosis of 
abdominal pain of functional gastrointestinal 
disorders(FGID). 

METHODS: Abdominal pain in 85 cases of func-
tional abdominal pain syndrome (FAPS), 128 
cases of irritable bowel syndrome (IBS), and 50 
cases of functional dyspepsia (FD) were typed 
and differentially diagnosed based on Rome Ⅲ 
criteria according to the general condition as 
well as symptoms and signs of patients, and pre-
disposing factors of abdominal pain.  

RESULTS: Abdominal pain in FAPS, mainly 
localized at the abdominal median line and 
characterized by a shorter period of attack, seri-
ous symptoms and young age due to certain so-
cial and psychological impact factors, was not 
found to be related with eating and defecation. 

The incidence of IBS manifested mainly as ab-
dominal pain and FD was 43.75% and 76.00%, 
respectively. Gastrointestinal motility disorders 
in IBS and FD were closely related with eating 
and defecation. All the patients had similar 
background of psychological and mental be-
havioral disorder manifested as disturbance 
of perception in reduced gastrointestinal pain 
threshold value. 

CONCLUSION: Typing and differential diagno-
sis of abdominal pain can be made according to 
its location, specific gastrointestinal motility dis-
turbance related to eating and defecation, attack 
cycle, and extent of pain in FGID, IBS and FD. 

Key Words: Rome Ⅲ criteria; Functional gastroin-
testinal disorders; Gastrointestinal function disor-
der; Functional abdominal pain

Liao CK, Wang PQ. Application of Rome III criteria in 
typing and differential diagnosis of abdominal pain 
of functional gastrointestinal disorders. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(6): 675-679

摘要
目的: 探讨功能性胃肠病(F G I D)的腹痛分
型、症状学鉴别诊断及相应罗马Ⅲ诊断标准
的应用. 

方法: 将功能性腹痛综合征(FA P S)85例、

肠易激综合征(IBS)128例和功能性消化不良
(FD)50例的患者, 按一般情况、发病诱因和临
床症状作表格登记调查, 参照罗马Ⅲ诊断标准
进行腹痛分型及鉴别诊断, 并分析讨论其胃肠
道动力学障碍、感知异常症状和发病机制.  

结果: FAPS腹痛部位主要集中于腹中线, 其与
进食排便基本无关、发作周期较短、程度较
重、年龄较青及社会-心理影响因子较重; 以
腹痛表现为主的IBS与FD相互重叠发生率为
43.75%和76.00%, 与进食排便相关的胃肠道
动力障碍样症状明显; 所有患者均有相似的
精神心理行为失调背景作为胃肠道疼痛阈值
降低的感知异常表现. 
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■背景资料
功 能 性 胃 肠 病
(FGID)是一种很
常见的疾病, 其中
相当一部分患者
以腹痛或腹部不
适作为首要症状
到医院就诊, 因病
因和处理原则有
所不同, 这就对临
床提出了分型和
鉴别诊断的要求. 

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科   



结论: 根据腹痛部位、与进食排便相关的特
异胃肠道动力障碍、发作周期和疼痛程度一
般可对三组FGID腹痛做出分型和鉴别. 

关键词: 罗马Ⅲ诊断标准; 功能性胃肠病; 胃肠功能

紊乱; 功能性腹痛
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0  引言

新近颁布的功能性胃肠病罗马Ⅲ诊断标准[1]与

罗马Ⅱ诊断标准[2]相比, 对功能性胃肠病有了

更全面、客观和实用的评价, 其中将功能性腹

痛综合征(functional abdominal pain syndrome,  
FAPS)单独列为一类. 事实上, 功能性腹痛是一

组常见的属于胃肠综合征或功能性胃肠紊乱疾

病(functional gastrointestinal disorders, FGIDs), 
在病理解剖方面无器质性病变基础, 涉及包括

功能性消化不良(functional dyspepsia, FD)、肠

易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)和
FAPS等方面的诊断. 腹痛症状往往是FGID患

者就诊的主要原因, 但各种功能性腹痛在症状

学上有所重叠, 诊断条件有差异. 腹痛发生机制

的核心是胃肠功能紊乱及生物-心理-社会概念

的形成, 因此病征之间有共性, 具有胃肠动力障

碍性疾病(disorders of gastrointestinal motility, 
DGIM)特征, 属于神经胃肠病学范畴, 均可能有

动力和感知异常及中枢和周围神经异常[3]. 本研

究旨在通过对各种功能性腹痛的症状学和特征

分析, 对有关罗马Ⅲ诊断标准应用进行探讨. 

1  材料和方法

1 . 1  材 料  参 考 罗 马 Ⅲ 诊 断 标 准 收 集

2003-06/2007-05 475例FGID女性患者, 根据病

因分组: (1)符合FAPS诊断的患者85例, 年龄

17-49(平均26±9)岁, 病程0.5-2年; (2)符合IBS诊
断的患者248例, 病程1-20年, 因腹痛就诊者128
例(51.61%), 年龄21-62(平均34±12)岁, 其中56例
重叠FD(43.75%). 主要症状表现为最近3 mo反复

发作的腹痛或不适, 伴有便后症状缓解、发作时

伴有排便频率或大便性状改变; (3)符合FD诊断

的患者142例, 病程8 mo-10年, 因腹痛就诊50例
(35.21%), 年龄19-58(平均31±15)岁, 有38例重叠

IBS(76.00%). 症状表现包括每周数次的餐后饱

胀不适, 早饱并伴有上腹胀嗳气、呃逆的餐后不

适综合征和与进食有关或无关的上腹疼痛、烧

676                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R              世界华人消化杂志     2008年2月28日    第16卷   第6期

灼痛的上腹疼痛综合征. 以上腹痛患者共同的临

床表现有主要靠近腹中线的上腹痛、脐周腹痛

或中下腹痛, 伴或不伴有餐后痛、排便缓解、上

腹饱胀或腹胀、嗳气恶心等症状, 腹痛呈间歇性

或持续性, 严重者体质量降低. 
1.2 方法 设计调查项目有: (1)一般项目, 如年

龄、病程、职业、受教育情况、经济、婚姻状

况等; (2)4 wk内引起发病就诊的相关情况, 如进

食排便、情绪焦虑、失眠疲劳、压力竞争以及

生活习惯、慢性病史等; (3)腹痛表现, 包括腹

痛部位、伴随症状(恶心呕吐或腹胀)、间歇持

续、大便情况(排便后是否缓解)及腹部不适等. 
腹痛分级评估: 记录患者腹痛发作期间情况, 分
为轻微(很少时间, 或仅有不适症状)、轻度(偶
尔)、中度(有时)、中-重度(间断)、重度(经常, 
或近乎持续性). 轻微和轻度包含腹部不适. 

统计学处理 计数比例用百分率(%)表示; 计
量资料用mean±SD表示, 采用t检验, 计数资料

用χ2检验, 采用行×列表和四格表. P <0.05为差

异有显著性. 

2  结果

2.1 研究对象的一般情况 三组腹痛患者的一般

情况见表1. FAPS组与IBS和FD腹痛组各项指标

相比, 平均年龄小, 病程较短, 未婚者发生率高. 
各组腹痛患者发病中受职业因素影响最大的是

非体力劳动(P <0.01), 教育程度和经济状况以

高中、大专文化及中等经济状况影响因素较大

(P <0.05). 
2.2 各组腹痛患者发病情况及腹痛程度 IBS患
者腹痛发生率高于FD患者 (51.61% vs  35.21%, 
P <0.01). 各组腹痛患者在烦躁焦虑、睡眠不

良、心理社会应急等诱发因素上无明显差

异. FAPS与FD腹痛发生部位主要位于靠近腹

中线的中上腹部及脐周腹部, 与IBS有显著差

异(P <0.01), 伴随腹胀厌食症状较多. IBS疼痛

部位多不固定, 呈局限性或弥漫性, 以左下腹

多见, 伴有排便频率和性状改变, 便后缓解率

明显高于FAPS(P <0.01), 与FD比较无明显差

异(P >0.05). FD受进食影响诱发疼痛明显重于

FAPS和IBS(P <0.01)(表2). 各组腹痛程度分级表

现: FAPS多数为中度、中-重度和重度, IBS主
要为轻度、中度和中-重度程度, FD有轻微、轻

度、中度和中-重度程度. 不同组别腹痛程度之

间有显著性差异(P <0.01, 表3). 
2.3 IBS与FD共存情况 IBS与FD组腹痛患者相互

重叠率较高, 其中IBS重叠FD 56例(43.75%), 反
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■研发前沿
目前对FGID关注
的重点是从神经
胃肠病学角度来
认识本病 ,  脑-肠
轴双向作用是基
础性的病理生理
机制; 未来几年胃
肠动力相关性疾
病领域的热点是
IBS和胃食管反流
病, 而IBS存在黏
膜免疫反应和炎
性变化, 今后可能
对IBS有新的定义
和评价
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之重叠38例(76.00%), 基本符合文献(23%-47%  
vs  29%-90%)以及以往作者IBS有41.75%重叠FD
的报道. 腹痛患者IBS与FD的共存情况反映出两

组患者具有共同的DGIM机制. 

3  讨论

三组FGID腹痛患者的症状有较大重叠性. 以往

对无器质性病变的腹痛患者容易遗漏或疏忽

FAPS诊断, 罗马Ⅲ诊断标准对此判别的条件之

一是不符合可能解释疼痛的其他功能性胃肠病

标准, 就本文研究而言, 实质是剔除涉及与进

食、排便有关和有IBS和FD特异性胃肠道功能

障碍所引起的腹痛, 因而FAPS相对具有独立性. 
本调查表明FAPS具有以下特点: 1)病程或腹痛

发作时间较短, 两次或以上的腹痛之间无联系, 
有孤立性症状发作特征; 2)年龄较轻, 以青壮年

为主, 症状多呈痉挛性疼痛; 3)部位主要分布在

腹中线, 多为脐周, 疼痛分级评估较重; 4)腹痛较

少受进食影响, 排便后是否缓解亦无特异性. 三
组腹痛较为明确的有关病理生理机制: 1)生物-
社会-心理背景, 包括职业、受教育程度、婚姻

情况和经济状况等. 表1显示三组腹痛患者在非

体力劳动、高中、大专文化程度及中等经济状

况者等人群中发生率较高, 这些人群社会地位

不稳定, 精神心理行为亚健康或不健康, 多受社

会文化因素、精神情绪波动、焦虑烦躁和慢性

社会应急事件等诱因的影响. 其中FAPS的发生

年龄较小和未婚者较多, 因此心理行为障碍对

FAPS的影响相对较大. 2)脑-肠轴双向作用, 罗
马Ⅲ诊断标准已将此机制作了进一步解释: CNS
对正常内脏信号放大, 脑-肠轴双向信息传递将

胃肠道与中枢的情感和认知中心联系在一起, 
外部或内在的感受信息可影响胃肠道感觉、运

动、分泌和炎症, 胃肠道的信息也会影响痛觉

表  1  腹痛一般情况调查(%)

     
比较项目                                     FAPS组                                    IBS组                                      FD组                                      合计

n                                                    85                                   128                                     50                                    263

平均年龄(岁)                              26±9                             34±12                               31±15     

病程(年)                                     0.5-2                                1-20                              0.67-10

职业 

    体力                                   15(17.24)                           19(14.94)                          12(23.53)                          46(17.32)

    非体力                               47(55.17)b                          74(57.47)b                         22(44.12)b                       143(54.19)b

    其他                                   24(27.59)                           35(27.59)                          16(32.35)                          75(28.49)

学历  

   初中及以下                         18(20.69)                           27(20.69)                          19(38.24)                          64(24.02)

   高中及大专                         45(53.45)a                          77(59.77)a                         18(35.29)a                       140(53.07)a

   大学                                    22(25.86)                           25(19.54)                          13(26.47)                          60(22.91)

婚姻情况

   已婚                                    31(36.21)                           80(62.07)                          31(61.76)                        142(53.63)

   未婚                                    54(63.79)                           49(37.93)                          19(38.24)                        122(46.37)

经济状况

   较差                                    18(20.69)                           28(21.84)                            6(11.77)                          52(20.67)

   中等                                    50(58.62)a                          66(51.72)a                          27(52.94)a                       143(54.19)a

   良好                                    18(20.69)                           34(26.44)                          18(35.29)                          70(26.26)  

aP<0.05 vs  初中及以下、大学和较差、良好经济状况; bP<0.01 vs  体力和其他职业.

表  2  三组腹痛患者发病诱因及发病情况对照(%)

     
分组               n           烦躁焦虑         睡眠不良         应急诱发        上腹中线痛        腹胀厌食          进食影响          排便缓解

FAPS           85        44(51.72)       44(51.72)        50(58.62)        57(67.24)b       35(41.38)          9(10.34)          10(12.07)

IBS            128        68(52.87)       76(59.77)        80(62.07)        41(32.18)         82(64.37)        31(24.14)         97(75.86)c

FD               50        25(50.00)       31(61.77)        32(64.71)        40(79.41)b        38(76.47)        38(76.47)a        19(38.24)

aP<0.05 vs  FAPS和IBS组; bP<0.01 vs  IBS组; cP<0.05 vs  FAPS.

■应用要点
罗马Ⅲ标准将原
罗马Ⅱ标准包含
溃疡型、动力障
碍型和不定型的
FD重新定义为餐
后不适综合征和
上腹疼痛综合征, 
旨在重视和强调
FAPS的重要性与
独立性, 并给功能
性腹痛以新的诊
断定位, 这有助于
临床工作对此有
新的认识. 

■创新盘点
本文应用罗马Ⅲ
诊断标准对FGID
腹痛进行分型和
鉴别诊断, 着重探
讨FGID腹痛的分
型特征及临床意
义 ,  这 是 与 其 他
FGID相关文章的
不同之处. 
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中枢、情绪和行为. 3)运动障碍与感觉过敏, 在
本调查中, 三组腹痛患者都存在虽然影响因子

有所不同但与腹胀厌食、进食排便有关的胃肠

动力障碍和作为各种心因障碍为诱因引起疼痛

阈值较正常胃肠道降低的内脏感觉异常现象. 
此外, 各组腹痛发生的解剖学区域有一定

特征性, 存在着重叠与泛化. FAPS与FD组腹

痛部位多见于腹中线附近的上腹部或中上腹

部, 同时较多有上消化道动力障碍. 由于FAPS
受排便过程影响较小, 左半结肠及直肠功能紊

乱和刺激症状较少, 一般与IBS无重叠关系. 而
FD, 有学者[6-7]认为最常见的病理生理过程是近

端胃容受功能损害, 40%-70%有此异常, 同时

肠道运动变化还有弥漫性改变, 较多重叠IBS. 
Bonapace et al [9]报道11%FD患者有小肠转运时

间延长, 31%有结肠转运时间延长. 对于IBS腹
痛, 较为统一的意见认为是由腹部不适或腹痛

伴排便异常组成的一组肠功能紊乱综合征, 以
大便习惯改变为主要特征, 常存在胃-结肠反射

异常. 文献[8-10]述以腹痛为主的IBS患者结肠腔

内压力增高, 结肠及直肠对腔内气囊扩张耐受

性明显降低, 同时引起收缩阈值及痛阈降低、

收缩幅度大、持续时间长, 94%患者因此疼痛

强度增加. 在重叠FD时, 这种腹痛可泛化到上

腹部, 伴腹胀恶心表现. 
三组患者腹痛分级程度也有所不同, FAPS

患者中-重度和重度较多, 比IBS和FD有显著性

差异, 这可能与中枢神经系统的内脏信号放大

有关, 因为这些患者精神紧张、情绪波动和焦

虑程度更重, 但确切机制尚不明了. FD和IBS腹
痛, 有研究认为与内脏感觉异常关系密切, 存在

腹腔感觉(对化学、机械)敏感性增高[11], 大约有

1/3-2/3FD患者对胃扩张有感觉过敏, 较小的胃

内容积可以使FD患者产生上腹部不适及疼痛[12]. 
同样, IBS患者胃肠道感受各种刺激比正常人更

为敏感, 50%-60%的患者内脏痛觉过敏[13]. 由于

许多胃肠功能性疾病对感觉处理的缺陷可能发

生在胃肠壁的机械感受器, 并通过多种神经介

质在不同水平上参与刺激各种受体, 予以放大

后传入更高一级神经元或者中枢神经系统特定

部位, 因此, FGID患者腹腔内脏对疼痛过敏和忍

受性降低是系统改变的局部表现之一.  
IBS与FD的共存是一种常见情况, FAPS是

否与IBS、FD有共存? 我们目前掌握的资料还

不能对此说明. 但是三组患者的疼痛发生机制

从神经胃肠病学角度上看与心身疾病相关的情

感综合征有关, 如抑郁、焦虑、疑病和应急等

因素诱发, 因而符合“心因性动力病”[14]概念. 
本研究资料均来自女性, 由于强调心理社

会因素在引起DGIM发病的作用, 因此女性在本

病中占有特殊地位. 流行病调查学显示, 无论是

胃或肠道发病FGID都以女性为主[15-16], 可见以

女性作为研究对象的重要性. 罗马Ⅲ诊断标准

将原包含餐后不适综合征和上腹疼痛综合征的

功能性消化不良重新定义和划分, 旨在重视和

强调FAPS的独立性与重要性, 并给予功能性腹

痛以新的诊断定位, 这将有助于我们在面对这

种尤其是女性患者常见病征时思路更加清晰及

判断明确, 从而更好地指导临床工作. 

4      参考文献
1	 Drossman DA, Dumitrascu DL. Rome III: New 

standard for functional gastrointestinal disorders. J 
Gastrointestin Liver Dis 2006; 15: 237-241

2	 Thompson WG, Longst re th GF, Drossman 
DA, Heaton KW, Irvine EJ, Muller-Lissner SA. 
Functional bowel disorders and functional 
abdominal pain. Gut 1999; 45 Suppl 2: II43-II47

3	 Wingate D, Hongo M, Kellow J, Lindberg G, Smout 
A. Disorders of gastrointestinal motility: towards 
a new classification. J Gastroenterol Hepatol 2002; 17 
Suppl: S1-S14

4	 Talley NJ, Stanghellini V, Heading RC, Koch 
KL, Malagelada JR, Tytgat GN. Funct ional 
gastroduodenal disorders. Gut 1999; 45 Suppl 2: 
II37-II42

5	 T h u m s h i r n M , C a m i l l e r i  M , S a s l o w S B , 
Williams DE, Burton DD, Hanson RB. Gastric 
accommodation in non-ulcer dyspepsia and the 
roles of Helicobacter pylori infection and vagal 
function. Gut 1999; 44: 55-64

6	 Tack J. Functional Dyspepsia: Impaired Fundic 
Accommodation. Curr Treat Options Gastroenterol 

表  3  三组腹痛分级评估对照n (%)

     
分组                    轻微                       轻度                          中度                       中-重度                      重度                          合计

FAPS              4(5.88)               11(14.71)               19(22.35)b               26(30.59)b               25(29.41)b               85(100)

IBS               16(12.64)             31(24.14)               40(31.03)                 29(22.99)                12(9.20)                128(100)

FD                  7(14.71)             12(23.53)               19(38.24)                   9(17.65)                  3(5.88)                  50(100)

bP<0.01 vs  IBS和FD组.

■名词解释
FAPS: 本质是一
种胃肠源性疼痛
或不适综合征, 仍
然属于神经胃肠
病学范畴, 符合心
因性动力病概念, 
但一般不具有FD
和IBS与进食、排
便有关的胃肠动
力紊乱特征. 

678                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R              世界华人消化杂志     2008年2月28日    第16卷   第6期



www.wjgnet.com

2000; 3: 287-294
7	 Bonapace ES, Maurer AH, Davidoff S, Krevsky 

B, Fisher RS, Parkman HP. Whole gut transit 
scintigraphy in the clinical evaluation of patients 
with upper and lower gastrointestinal symptoms. 
Am J Gastroenterol 2000; 95: 2838-2847

8	 Sinhamahapatra P, Saha SP, Chowdhury A, 
Chakrabarti SK, Ghosh A, Maiti B. Visceral afferent 
hypersensitivity in irritable bowel syndrome--
evaluation by cerebral evoked potential after rectal 
stimulation. Am J Gastroenterol 2001; 96: 2150-2157

9	 Simren M, Abrahamsson H, Bjornsson ES. An 
exaggerated sensory component of the gastrocolonic 
response in patients with irritable bowel syndrome. 
Gut 2001; 48: 20-27

10	 Accarino AM, Azpiroz F, Malagelada JR. Selective 
dysfunction of mechanosensitive intestinal afferents 
in irritable bowel syndrome. Gastroenterology 1995; 
108: 636-643

11	 Rhee PL, Kim YH, Son HJ, Kim JJ, Koh KC, Paik 

SW, Rhee JC, Choi KW. The etiologic role of gastric 
hypersensitivity in functional dyspepsia in Korea. J 
Clin Gastroenterol 1999; 29: 332-335

12	 Mertz H, Fullerton S, Naliboff B, Mayer EA. 
Symptoms and visceral perception in severe 
functional and organic dyspepsia. Gut 1998; 42: 
814-822

13	 Wingate D, Hongo M, Kellow J, Lindberg G, Smout 
A. Disorders of gastrointestinal motility: towards 
a new classification. J Gastroenterol Hepatol 2002; 17 
Suppl: S1-S14

14	 Talley NJ, Piper DW. A prospective study of social 
factors and major life event stress in patients with 
dyspepsia of unknown cause. Scand J Gastroenterol 
1987; 22: 268-272

15	 Blanchard EB, Keefer L, Galovski TE, Taylor AE, 
Turner SM. Gender differences in psychological 
distress among patients with irritable bowel 
syndrome. J Psychosom Res 2001; 50: 271-275 

           编辑  李军亮  电编  吴鹏朕

■同行评价
本文罗马Ⅲ诊断
标准探讨功能性
腹痛的特点, 具有
一定的临床指导
意义. 
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世界华人消化杂志作者修改稿
增加科学新闻稿的内容

本刊讯 论文有一个供本专业以外的读者阅读的中英文科学新闻稿, 与文章正文分开, 篇幅可以达到1000

以内, 其中摘要75字以内. 这个科学新闻稿, 不含数字, 缩写, 首字母缩略语或计量单位, 除非特别重要. 他

含有对研究工作的背景和原理所做的一个简短的介绍, 接下来是对主要结论的一个陈述, 陈述部分以"Here 

we show"或相似的语句开始. 有趣的辅助性图片对科学新闻稿也是很有帮助的. 

科学新闻稿发布在EurekAlert/AAAS新闻中心(http://chinese.eurekalert.org/zh/index.php). EurekAlert! 

中文版是由美国科学协会(AAAS)主办的一项联机全球的新闻服务. EurekAlert!中文版, 向大学、医疗中

心、期刊、政府机构、企业和其他机构提供一个信息发布中心的服务. 该机构可通过EurekAlert! 中文版

向媒体发布新闻. EurekAlert! 中文版还向公众, 提供新闻和信息来源. EurekAlert! 中文版新闻涵盖所有科

学、医学和技术领域. 该中心为922个学术机构(包括世界华人消化杂志)提供科学新闻, 并即刻传达给世界

各地的5400位注册记者. 这意味着您的工作会引起世界上所有主流媒体机构的关注, 他们也许会选择在报

纸或其他媒体中对您的工作进行特别报道. 

我们的新闻发布服务将包括通讯作者的详细联系方式, 重要基金资助论文及文章的文献出处著录和网

页链接的信息. (总编辑: 马连生 2008-02-28)



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年2月28日; 16(6): 680-681
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 病例报告 CASE REPORT

双胎妊娠合并急性脂肪肝1例

徐亚丽

徐亚丽, 成都中医药大学硕士研究生 四川省成都市 610075
通�����讯����作者��: 徐亚丽, 610075, 四川省成都市, 成都中医药大学
十二桥路校区学生二公寓405室, 535527xyl@163.com
电话: 028-66603457
收稿日期����������� ���� ���������������� : ������������� ���������������� 2007-11-29   ���������������� 修回�������������� 日期������������ : ����������2008-02-08

Twin pregnancy complicated 
with acute fatty liver 

Ya-Li Xu

Ya-Li Xu, Chengdu University of Traditional Chinese Medi-
cine, Chengdu 610075, Sichuan Province, China
Correspondence to: Ya-Li Xu, Room 405, Student Apart-
ment, Shierqiao Road School District, Chengdu University 
of Traditional Chinese Medicine, Chengdu 610075, Sichuan 
Province, China. 535527xyl@163.com
Received: 2007-11-29    Revised: 2008-02-08 

Abstract
Twin pregnancy complicated with acute fatty 
liver was found in a woman of thirty-one years 
old, and skin itching, digestive symptoms and 
jaundice were main manifestations. Acute fatty 
liver of pregnancy (AFLP) is usually severe and 
termination of pregnancy plays a key role in the 
treatment of AFLP. Early diagnosis and suitable 
treating method may result in a favorable 
prognosis.� 

Key Words: Acute fatty liver; Pregnancy; Diagnosis; 
Prognosis

Xu YL. Twin pregnancy complicated with acute fatty 
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摘要
双胎妊娠合并急性脂肪肝患者1例, 以皮肤黏
膜搔痒、消化道症状及黄疸为表现, 起病急, 
病情重, 及早终止妊娠是治疗AFLP的关键, 诊
断及时, 治疗得当, 预后良好. 

关键词: 急性脂肪肝; 妊娠; 诊断; 预后
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0  引言

妊娠期急性脂肪肝(acute fatty liver of pregnancy, 
AFLP)是妊娠晚期急性特发的严重并发症. 其发

病率低, 起病急骤, 病情危重. 现报道1例AFLP, 
结合文献加以讨论. 

1  病例报告

患者曹某, 女, 31岁, 初产妇, 因停经34+5 wk, 呕
吐4 d, 加重1 d于2007-09-14入院. 患者1个多月

前出现皮肤黏膜搔痒, 双下肢水肿. 4 d前出现恶

心, 呕吐, 今日呕吐加重, 呕出胃液带少量血丝. 
既往否认肝炎结核等传染病史, 无外伤, 无药物

食物过敏史. 入院查体: T: 36.6℃, P: 78次/分, R: 
20次/分, BP: 108/68 mmHg, 神清合作, 皮肤巩膜

轻度黄染, 心肺未见异常, 腹部膨隆, 肝脾未扪

及, 双肾区无扣痛, 双下肢无水肿. 辅助检查: 血
常规未见异常. 肝肾功: 肌酐: 242.8 μmol/L, 尿
素: 9.7 mmol/L, 血尿酸: 657 μmol/L, ALP: 902 
U/L, AST: 386 U/L, ALT: 297 U/L, LDH: 774 
U/L, TBIL: 175.5 μmol/L, DBIL: 91.4 μmol/L, 
Na+: 129.1 mmol/L, Mg2+: 2.07 mmol/L, 总蛋白: 
57.1 g/L, 白蛋白: 27.7 g/L, 脂肪酶: 166 U/L, 淀
粉酶: 44 U/L. 凝血全套: PT: 15.2 s, APTT: 43.6 
s. B超提示: 宫内双活胎. 胎儿一头位, 一臀位. 
左肝、胆囊、胰腺显示不清 .  右肾轻度积水 . 
2007-09-14行急诊剖宫术, 难产两活婴, 体质量

均为2000 g, APGAR评分分别为: 4分-5分-8分, 5
分-7分-9分. 子宫内膜黄染. 术中出血约400 mL, 
术后阴道流血累计约400 mL. 查血常规: WBC: 
21×109/L, N: 81%, HGB: 91 g/L, PLT: 67×109/L. 
多次查D二聚体阳性, 凝血全套: APTT: 17.7 s, 
APTT: 51.5 s, FIB: 0.5 g/L. 血氨: 8.1 mmol/L. 肝
肾功: 尿素: 11.0 mmol/L, 肌酐: 128.0 mmol/L, 
ALB: 25.1 g/L, AST: 51 U/L, ALT: 28 U/L, LDH: 
615 U/L, ALP: 257 U/L, TBA: 197.3 μmol/L, 
TBIL: 139.8 μmol/L, DBIL: 77.2 μmol/L. 甲肝、

戊肝标志物为阴性, 输血全套为阴性. 尿常规: 
尿胆原弱阳性, 胆红素(+), 隐血(+-), 尿蛋白(+), 
WBC: 8-10/HP, RBC: 0-2/HP. 彩超提示: 脂肪肝. 

®

■背景资料
妊娠期急性脂肪
肝, 是妊娠晚期急
性特发的严重并
发 症 ,  其 发 病 率
低, 起病急骤, 病
情 危 重 ,  及 早 诊
断, 合适治疗非常
有必要. 

■同行评议者
黄晓东, 副主任医
师, 武汉市中心医
院消化内科
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胆囊壁水肿增厚声像. 右肾轻度积水, 腹腔少量

积液. CT示: 脂肪肝表现, 胰腺形态丰满, 腹腔

少量积液, 胸腔少量积液. 妊娠期合并急性脂肪

肝诊断明确. 治疗上给予输血小板、红细胞悬

液、新鲜冰冻血浆、冷沉淀、白蛋白、维生素

K1等. 予补液、抗感染、保肝, 退黄、抑酸等对

症支持治疗. 经内科治疗, 患者恶心呕吐症状消

失, 皮肤巩膜黄染消退, 复查肝肾功各项指标恢

复正常出院. 

2  讨论

本例的特点是头胎, 双胎, 男胎产妇, 发生在妊

娠晚期, 起病急, 以皮肤黏膜搔痒、消化道症状

及黄疸为表现, 病情危重. 
妊娠急性脂肪肝多发于妊娠中晚期 ,  孕

32-38(平均在35) wk, 头胎妊娠, 双胎或多胎妊娠

者且为男胎者容易发病. 其发病机制尚不明确, 
越来越多的研究表明AFLP与线粒体脂肪酸氧化

功能障碍(fatty acide oxidation disorders, FAOD)
有关[1]. 

AFLP临床表现可为疲乏不适, 头痛等不典

型表现, 病情发展迅速, 可出现恶心、呕吐、黄

疸, 多部位出血, DIC, 肝肾衰竭、肝性脑病等表

现. 实验室特点是肝脏的合成功能异常: 低蛋白

血症、弥散性血管内凝血、肝酶升高和白细胞

计数升高; 肝脏的分泌功能异常: 高胆红素血症, 
血尿素氮、肌酐和尿酸增加, 抗凝血酶Ⅲ(ATⅢ)
降低; 肝脏的代谢功能异常: 低血糖、高血氨和

贫血. 转氨酶通常是升高的[2]. AFLP诊断主要依

靠病史, 症状体征、实验室检查, 结合影像学检

查. B超、CT影像学对诊断有一定的帮助, 也可

做肝脏穿刺活检. 诊断时需排除急性病毒性肝

炎, 病史、血清肝炎病毒标志物等检查可协助

鉴别诊断. 
目前尚无特殊治疗, 及早终止妊娠是治疗

AFLP的关键. 一旦明确诊断, 应立即终止妊娠. 
内科治疗纠正凝血障碍, 保护脏器功能, 保肝等

对症处理, 支持治疗, 处理并发症. 

3      参考文献
1	 王丽晖, 吴广礼. 妊娠急性脂肪肝最新研究进展. 中国

急救医学 2006; 26: 689-691
2	 杨孜. 妊娠急性脂肪肝的诊断和处理. 中国医刊 2003; 

38: 12-13

           编辑  程剑侠  电编  吴鹏朕

徐亚丽. 双胎妊娠合并急性脂肪肝1例                                                                                                                             681

■同行评价
妊娠急性脂肪肝
多发于妊娠中晚
期 ,起病急 ,  病情
重,目前尚无特殊
治疗, 及早终止妊
娠是治疗AFLP的
关键. 一旦明确诊
断, 应立即终止妊
娠. 因此, 及时诊
断, 合适治疗非常
有必要, 本文报道
一例较典型病例, 
并复习文献, 可加
深读者对该病的
认识. 
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世界华人消化杂志在线办公系统

本刊讯 自2005-12-15起, 世界华人消化杂志正式开通了在线办公系统(http://www.wjgnet.com/wcjd/ch/index.

aspx), 所有办公流程一律可以在线进行, 包括投稿、审稿、编辑、审读, 以及作者、读者、编者之间的信息反

馈交流. 凡在在线办公系统注册的用户, 将可获得世界华人消化杂志最新出版消息. 
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Abstract
Chylous ascites is a rare clinical manifestation 
characterized by ascitic chylomicrons, ivory 
white, and its morbidity rate is much lower. 
Severe acute pancreatitis with pancreatic portal 
hypertension and chylous ascitesis is more 
infrequent, and early diagnosis is of great 
values.� 

Key Words: Chylous ascites; Severe acute pancrea-
titis; Portal hypertensio

Guo J, Huang ZW. Pancreatic portal hypertension 
complicated with chylous ascites: one-case analysis. Shijie 
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摘要
乳糜腹水是指腹腔内积聚富含乳糜颗粒的腹
水, 呈乳白色, 发病率较低. 而重症急性胰腺炎
后并发胰源性门脉高压、乳糜腹水在临床上
更为罕见. 早期诊断有重要意义. 

关键词: 乳糜腹水; 重症急性胰腺炎; 门脉高压
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0  引言

乳糜腹水是指腹腔内积聚富含乳糜颗粒的腹

水, 呈乳白色, 发病率约1∶20000[1]. 而重症急性

胰腺炎后并发胰源性门脉高压、乳糜腹水在临

床上更为罕见, 查阅万方数据库2002年至今和

CNKI数据库1984年至今无1例相关报道, 查阅维

普数据库1989年至今只有1例慢性胰腺炎伴乳

糜腹水的报道, 为此将我院1例病例报道如下. 

1  病例报告

患者35岁男性, 住院号906871, 因“反复腹胀2 
mo”于2005-05-30入院. 既往1998年因“重症

急性胰腺炎、胰腺脓肿”在我院手术治疗, 术
后出现肠瘘, 1999年又因“肠瘘”在我院行肠

切除吻合术. 2004-03/2004-10 “胃出血2次”, 
入院查体: 生命体征平稳, 消瘦, 腹部膨隆, 移浊

阳性, 腹部有三条手术疤痕, 双下肢无水肿. 院
外两次彩超提示“门脉高压、脾脏长大、腹腔

中-大量积液”, 院外胃镜示“食道下段静脉曲

张”. 入院检查生化、血常规、大小便常规基

本正常. 腹水检查: 外观为乳白色, 浑浊、不凝

固, 苏丹Ⅲ染色阳性, 细胞数470×109/L, 总蛋

白13.9 g/L, 葡萄糖10.3 mmol/L, 镜下可见大量

的脂肪滴, 病检可见较多淋巴细胞, 腹水涂片未

见细菌与真菌. 腹部彩超“脾脏长大、腹腔积

液、门静脉主干增粗, 肠系膜近汇合口处显示

不清(栓塞或狭窄), 肠系膜上静脉周围查见较多

的静脉血管: 侧枝循环, 肠系膜上动脉阻力指数

增高”. 诊断: 胰源性门脉高压, 乳糜腹水. 入院

后主要给予桃仁、红花、赤芍、川芎、当归和

丹参等活血化瘀, 同时给予氨体舒通和双氢克

尿塞, 治疗14 d, 症状好转, 腹水吸收, 出院随访. 

2  讨论

当胰腺疾病引起脾静脉阻塞时, 大量的脾血将

®

■背景资料
乳糜腹水是指腹
腔内积聚富含乳
糜颗粒的腹水, 呈
乳白色, 发病率很
低. 而重症急性胰
腺炎后并发胰源
性门脉高压、乳
糜腹水在临床上
更为罕见, 查阅万
方数据库2002年
至今和CNKI数据
库1984年至今无1
例相关报道, 查阅
维普数据库1989
年至今只有1例慢
性胰腺炎伴乳糜
腹水的报道. 因此
临床上因少见易
导致漏诊, 早期诊
断对治疗及预后
有一定帮助. 

■同行评议者
曹杰 ,  主任医师 , 
广州医学院附属
广州市第一人民
医院胃肠外科



郭佳, 等. 胰源性门脉高压伴乳糜腹水1例                                                                                                                      683

www.wjgnet.com

取道胃网膜左静脉、胃短静脉经胃壁静脉从

胃左静脉回流至门静脉, 造成脾胃血流区域高

压而门静脉压正常, 临床上称为左侧门脉高压

症, 又称胰源性门脉高压症[2]. 主要表现为胰腺

疾病的症状、上消化道出血、脾功能亢进、肝

功能正常. 他的特点是胰腺疾病、胃底或/食管他的特点是胰腺疾病、胃底或/食管的特点是胰腺疾病、胃底或/食管

下段静脉曲张、脾肿大、肝功能正常, 但很少

出现大量的腹水, 特别是乳糜腹水. 本例诊断胰

源性门脉高压明确, 但乳糜腹水的病因尚不完

全清楚, 可能是多种因素共同作用的结果. 按先

天性和继发性病因将乳糜腹水进行分类. 成人

最常见的病因是腹腔恶性肿瘤．其中恶性淋巴

瘤占乳糜腹水的85%, 而婴儿则以先天性病因, 而婴儿则以先天性病因 而婴儿则以先天性病因

为多见. 在继发性病因中, 除了肿瘤以外还有炎

症、手术后、创伤等. 乳糜腹水发病机制[3]主要

是(1)损伤性因素: 由于各种手术或外伤引起乳

糜池淋巴干的损伤或使乳糜囊肿破裂; (2)阻塞

性因素: 某种原因使胸导管腹腔淋巴管及其分

支受压阻塞而引发; (3)炎症性因素: 可因细菌致

胸导管内炎性分泌物增加及纤维化或因淋巴结

充血, 淋巴管壁水肿致淋巴管狭窄或阻塞乳糜

渗漏入腹腔. 本例考虑主要是手术及炎症导致

淋巴管狭窄或阻塞造成. 辅助检查[3]现在最常用

的是放射性核素淋巴管显像, 他主要利用他主要利用主要利用99mTc-

DX显像不透过毛细血管壁而仅停留在淋巴系统

的特点, 借助γ相机可获得清晰的淋巴管行经图

像, 可以了解淋巴管通畅情况, 同时利用淋巴结

内网状内皮细胞能吞噬放射性胶体颗粒的功能, 
行淋巴结核素显像, 可清晰显示各组淋巴结. 另
外还有淋巴管造影术、口服13C-软脂酸、腹部

CT扫描、腹部B超及全消化道造影. 治疗上主要

是原发病的治疗, 同时低脂、低钠、高蛋白饮

食, 可用MCT法: 即饮食中脂肪为中链甘油三酯, 
TPN(全胃肠外营养)等、对腹水量大症状明显

者可行腹腔穿刺, 但只能缓解症状. 对有明确的

淋巴管破裂或阻塞者及保守治疗无效者可行手

术治疗. 本例患者经检查排出肿瘤和结核后主

要使用抽腹水、利尿减轻症状, 同时中药活血

化瘀治疗, 改善微循环障碍、促进腹水吸收. 因
此中药也是治疗的重要手段之一. 

3      参考文献
1	 张延龄. 乳糜腹水. 国外医学.外科学分册 2001; 24: 

212-215
2	 何天霖, 周颖奇, 曹贵松, 胡先贵. 左侧门脉高压症

的诊断和外科治疗. 第二军医大学学报 2002; 23 : 
803-804 

3	 何峰, 李春跃, 孙热军．乳糜性腹水的临床分析-附1
例报告及20余年国内文献分析. 罕少疾病杂志 2002; 9: 
20-22
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