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Abstract
Large discrepancies exist between Eastern and 
Western countries in the diagnostic criteria for 
gastric epithelial dysplasia. With the purpose 
of a worldwide-accepted terminology and clas-
sification of precancerous lesions, Padova and 
Vienna classifications are established and reach 
a consensus that epithelial dysplasia is the earli-
est visible manifestation of neoplasia and the 
stage at which invasion has not yet occurred. So 
the primary term ‘dysplasia’ is confusing and 
misleading as gastric precancerous lesion. With 
more insight into dysplasia, new directions will 
be found to explore the pathogenesis, reversibil-
ity and therapy of dysplasia.

Key Words: Gastric epithelial dyspalsia; Gastric pre-
cancerous lesion; Gastric cancer; Diagnostic crite-
ria; Vienna classification

Li K, Tang ZP, Dai YC. Updated diagnositic criteria on 
gastric epithelial dyspalsia. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
关于异型增生的诊断标准, 在东西方国家的胃

肠病学术界存在着很大差异, 曾一度导致诊断
上的混乱. 鉴于此, 国际上制定了帕达瓦和维
也纳新分类系统, 对异型增生的诊断标准提出
全新的概念, 明确将高级别胃上皮异型增生作
为胃癌最早期的镜下可见阶段, 只是尚未发生
浸润. 因此, 异型增生作为胃癌前病变这一描
述已不再准确. 深化对胃上皮异型增生的认识
与理解, 加强对其形成机制、可逆性和治疗方
面的研究, 是当前重要的研究课题.

关键词: 胃上皮异型增生; 胃癌前病变; 胃癌; 诊断

标准; 维也纳分类系统
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0  引言

胃上皮异型增生(gastric epithelial dyspalsia)曾经

被认为是胃癌发病过程中的次末级阶段, 亦即

通常所说的胃癌前病变. 但国际上新制定的维

也纳诊断标准中, 已明确将胃上皮异型增生视

为最早期胃癌. 自从异型增生与胃癌发病的密

切关系得以明确, 其临床重要性日益得到重视, 
深化对异型增生发病机制的研究, 规范异型增

生的诊断标准变得十分必要. 然而, 至今仍有许

多问题亟待解决. 我们从胃上皮异型增生的概

念、流行病学、东西方诊断分歧到国际上新采

用的诊断标准和分级等诸方面作一系统阐述.

1  胃上皮异型增生的研究背景

1.1 胃上皮异型增生作为胃癌前病变的概念解

析 异型增生(dysplasia)是组织病理学家先前用

于描述胃肠道系统癌前病变的术语. 胃的异型

增生同消化道其他部分的异型增生一样, 被定

义为癌瘤形成过程中的非浸润性上皮改变. 早
在一个世纪前, 人们就对胃癌前病变进行了观

察, 但直到内镜技术被广泛应用于临床后, 他
的重要性才得以强调. 1960年代初至1970年代

末, 纤维内镜被应用于临床. 日本的Nakamara和
Nagayo首次利用其活检取样, 以证实可能存在
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的胃癌前病变, 并拟定了多种异型增生[(在日

本则称之为不典型上皮(atypical epithelium)]的
分类方案. 而在西方, 1975年Grundmann首次将

“异型增生(dysplasia)”一词专门用于描述胃癌

前病变. 之后不久, WHO委员会批准使用该词, 
并详细描述了基于非典型性细胞、变异性细胞

与异型增生细胞的区别以及组织结构变化上的

诊断原则. 起初, 一些病理学家把异型增生理解

成被以后证实为细胞再生所引起的改变. 后来, 
通过组织形态学把异型增生与浸润性癌以及细

胞再生改变区别开来, 提出异型增生是一种良

性的肿瘤上皮损伤即癌前病变[1]. 
但准确区分异型增生与上述病理改变并非

易事. 最近, 一项利用细胞内生物标记物(Ki-67, 
PCNA)的变化, 对异型增生、反应性增生以及

非确定性异型增生生物学特性进行区分的研究

报道指出, 异型增生(尤其是高级别)在一定程度

上具备了肿瘤的生物学特性, 而后两者仅显示

出增生特性[2]. 随着研究和认识的深入, 普通意

义上的胃上皮异型增生作为胃癌前病变这一描

述已不准确, 国际上新制定的维也纳胃肠肿瘤

诊断标准已明确把胃上皮异型增生作为胃癌最

早期镜下可见阶段, 详细内容见本文的维也纳

诊断标准一节. 
1 . 2  胃上皮异型增生与胃癌的发病关系  由
Correa[3]所作的流行病学和组织病理学研究显

示, 肠型胃癌的演变过程可以描述为一个连续

的组织学事件, 即慢性弥漫性炎症-黏膜萎缩-
肠化生(完全和/或不完全)-异型增生-浸润性癌

的模式. 按照此模式, 胃上皮异型增生与胃癌的

发病具有密切相关性. 针对胃切除术患者进行

回顾性分析, 对认识胃上皮异型增生和胃腺癌

的关系, 以及了解胃上皮异型增生作为胃癌前

病变的致病作用是很有帮助的. 早期胃癌中, 有
40%-100%与中度到重度胃上皮异型增生相关; 
而在早期腺癌中, 有5%-80%与其相关. 这提示

了胃上皮异型增生能够直接导致胃癌的形成[4-5]. 
Sarela et al [6]对高级别胃上皮异型增生患者预后

的最新随访研究显示, 高级别异型增生患者最

终有67%发展为浸润性癌而死亡. 另外, H pylori
感染与胃癌前病变以及胃癌发病的密切关系已

得到高度重视. 美国临床研究学会的一份最新

相关回顾性研究指出, 全球近半数人群感染H 
pylori .  H pylori可作为致病菌诱导胃黏膜慢性炎

症, 继而促进肠上皮化生、黏膜萎缩、异型增

生和胃癌的发生[7]. 
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1.3 胃上皮异型增生的流行病学 不同文献中引

证的胃上皮异型增生的流行病学数据存在很大

差异. 其原因, 一方面是由于研究的种群不同, 
另一方面则是由于对异型增生的概念上持有不

同的理解, 对异型增生的定义不一致. 据报道, 
西方国家异型增生的发病率在0.5%-3.75%之间, 
但在胃癌高发的国家如哥伦比亚和中国, 发病

率介于9%-20%之间; 慢性萎缩性胃炎、消化性

溃疡以及胃切除术后患者的胃上皮异型增生的

发病率则介于4%-30%之间, 而有恶性贫血的患

者其发病率可达40%[1]. 尽管异型增生发病率的

报道不尽相同, 但是应用组织学分类方法对异

型增生发病率进行研究或许可以解释存在这种

差异的原因. 在一项针对异型增生发病率为20%
的人群调查中, 92%的胃上皮异型增生患者被划

归为轻度异型增生, 而有学者认为这只是一种

细胞再生过程, 并非是细胞异型增生. 尤其是对

肠化生(完全性和不完全性)中所出现的再生改

变与异型增生的区别, 医学界对此表述不清, 认
识也不够[8]. 

胃上皮异型增生患者以男性多见, 女性与

男性比率介于1∶3到1∶3.9之间[1]. 发病年龄多

在50-70岁. 一项调查研究显示[9], 年龄<60岁、

男性、重度萎缩性胃炎, 是异型增生进程中的

独立危险因素. 
各种胃上皮异型增生皆好发于胃窦和胃角, 

内镜下可见异型增生的各种异常改变[1]. 
1.4 胃上皮异型增生的东西方分歧问题 多年来, 
胃上皮异型增生一直被视为胃癌前病变, 一种

镜下直观可见并能进行分级的胃黏膜表型变化. 
然而, 欧洲和北美的研究者注意到, 日本胃癌患

者的生存率要比西方国家高很多. 通过对二者

诊断标准上的对比研究后发现, 西方与日本的

诊断体系在概念、术语、定义上存在着很大的

差异[10-16]. 日本病理学家广泛接受由日本胃癌研

究学会所制定的异型增生分类标准, 欧美各国

由于缺乏异型增生的统一分类标准, 因而造成

了诊断上的混乱局面. 日本通常把西方病理学

界所诊断的异型增生视为腺癌. 在一大规模胃

镜活检调查研究中发现, 由日本确诊为腺癌的

患者中, 有16%被西方病理学界报道为异型增

生[10]. 而在同一个调查研究中发现, 由西方国家

确诊为高级别异型增生的患者中, 有90%被日本

病理学界视为癌. 
Schlemper et al [11]的研究清楚地显示了日

本病理学家是基于细胞形态学改变(胞核大小

www.wjgnet.com

■相关报道
日本与欧美国家
在异型增生诊断
标准上存在明显
分歧 .  对此问题 , 
Schlemper的研究
显示, 日本病理学
家是基于细胞形
态学改变和腺体
结构改变作为诊
断癌的依据, 而产
生分歧的关键原
因在于各国对异
型增生与癌的界
定上无统一标准. 

■创新盘点
关于胃上皮异型
增生的相关研究
报道和综述屡见
不鲜, 但针对胃上
皮异型增生与胃
癌的界定及诊断
标准问题进行的
专题报道则较少. 
有鉴于此, 本文从
胃上皮异型增生
的概念、流行病
学、东西方诊断
分歧到国际上新
采用的诊断标准
和分级等诸方面
进行系统阐述, 以
期让读者能够全
面了解这一研究
领域的最新进展. 
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不均一、极性丢失、核仁明显)和腺体结构改

变(分枝增多、出芽、腺体背对背生长)作为诊

断癌的依据. 东西方国家对异型增生的诊断产

生分歧的原因可归纳如下: (1)日本病理学家通

常使用“黏膜癌(mucosal carcinoma)”这一术

语, 而不考虑是否存在黏膜固有层的浸润. 而在

这种情况下, 西方病理学家则可能对此作出异

型增生(低级别或者高级别)的诊断, 他们诊断

癌症的必要条件是要观察病变侵犯到黏膜固有

层或以下; (2)日本在较低级别异型增生与周围

正常组织的分界和压迫特征的认识上也与西方

存在分歧; (3)一些日本病理学家认同上皮内癌

(intraepithelial carcinoma)这一概念, 而西方病理

学家则不接受这一提法[1].

2  胃上皮异型增生的维也纳诊断标准

由于东西方各国病理学家采用不同的形态学标

准诊断异型增生而引发的分歧, 对异型增生与

癌的界定造成了很大的麻烦. 有鉴于此, 1998-04
在意大利帕达瓦召开了关于胃肠道肿瘤分级与

分类标准的国际共识会议. 该会议共由8位全球

知名专家进行标准的拟定[17-18]. 同年9月, 来自

亚、欧、北美12国的31位胃肠病理学家(其中包

括参与制订帕达瓦标准的7位专家)在维也纳举

行了规模庞大的第二次国际共识会议[18-19], 进一

步完善了新、旧悉尼标准对异型增生的认

识[20-21]. 会议指出, 所拟定的任何一种分类系统

都必须适用于整个胃肠道体系, 并且具有能够

潜在解决临床和研究中实际问题的能力. 该会

议所设计的维也纳标准, 一方面保持了目前各

国仍在沿用的分类体系, 同时也体现出存在于

组织学以及临床征象上的变化. 
维也纳分类标准的一个显著特点在于把高

级别异型增生、非浸润性原位癌[上皮内癌(in-
traepithelial carcinoma)]和可疑浸润性癌作为三

个亚型列于同一个大型即非浸润性肿瘤(高度)
之下[19]. 这种分层方法并没有减少参照生物学

可疑变化进行诊断所提供的价值. 相反, 将原位

癌再次引入形态学, 与高级别异型增生归属于

同一类型, 这样可以大大降低临床上由于对原

位癌的理解偏差而造成的漏诊机会. 因此, 按照

帕达瓦[17]和维也纳[19]分类标准得出的结论是: 异
型增生不是癌前病变, 而是癌瘤最早的直观可

见阶段, 只是尚未发生浸润而已[22]. 2000年版的

WHO肿瘤新分类中是在维也纳分类标准的基础

上, 引入了上皮内瘤变(intraepithelial neoplasia)

的名称. 其实上皮内瘤变是异型增生的同义词. 
主张对低级别上皮内瘤变患者应当进行随访, 
必要时行内镜下切除; 而对高级别上皮内瘤变

患者应进行内镜下切除或手术切除. 

3  胃上皮异型增生(腺瘤型)的分级

根据组织学异常的严重程度, 胃上皮异型增生

分级包括轻度、中度、重度异型增生的三级分

级法和低级别、高级别异型增生的两级分级法

两种[6,23]. 1984年Ming和一个国际专家小组鉴于

中度和重度异型增生难以区分, 提议将两者合

二为一, 划归同一级. 而这种情况同样存在于轻

度和中度异型增生上, 若采用低级别异型增生

这一概念取代轻、中度异型增生似乎更具合理

性[1]. 鉴于两级分级法具有较好的可重复性, 且
使用更加简便, 故目前国际上对异型增生的分

级多倾向于采用此种方法. 
3.1 低级别异型增生 其形态学特点表现为核变

长圆, 位于细胞基底侧, 排列较密集, 浓染, 若有

假分层现象, 核仍可具有极性. 此型细胞核局限

于细胞基底1/2或2/3处, 而“中度”异型增生的

胞核位于基底上2/3. 因此, 将中度异型增生划归

为低级别异型增生是具有说服力的. 低级别异

型增生较难准确地与非典型再生上皮细胞相区

别开来. 后者为发育未成熟的上皮细胞, 形似立

方形, 胞质呈嗜碱性, 核增大呈囊泡状, 黏液分

泌减少或缺如, 大小一致或不同, 位于基底侧或

中央, 细胞可排成一列. 由于低级别异型增生与

反应性增生/再生在组织学上具有相似性, 这一

现象或许提示, 低级别异型增生可能具有可逆

性. 一个真正需要解释的问题是, 关于“非确定

性异型增生(indefinite for dysplasia )”这一概念. 
实际上,“非确定性异型增生”是基于对以下两

个问题之一作出否定回答而得出的排除性诊断:
“该上皮确定是非异型增生吗?”“该上皮就是

异型增生吗?”[1-2]. 
3.2 高级别异型增生 其形态学在腺瘤样异型增

生中表现为胞核排列紊乱, 位于细胞的腔面. 可
见增大的核仁以及有丝分裂, 极性部分或完全

丧失. 高级别异型增生与原位癌均为非浸润性

变, 因为真正的浸润性变只见于浸润性癌. 较少

有文献报道胃上皮异型增生能直接导致形态学

意义上的浸润性癌, 而这种可能性发生在低级

别异型增生中的几率则更小. 另外, 有时区分高

级别异型增生与黏膜内癌瘤并非易事. 大量的

小腺体从黏膜固有层以出芽形式生长出, 这很

■名词解释
胃黏膜上皮异型
增生: 又称为不典
型增生, 系指胃黏
膜的结构和上皮
偏离了正常状态, 
形态学上表现为
细胞的异性性和
腺体结构的紊乱, 
但尚不具备恶性
特征. 异型增生可
发生于肠化生或
非肠化生的胃黏
膜, 故有肠型和胃
型之分.
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难与浸润相鉴别. 先前提出的“突破基底膜”

这一概念, 理论上讲得通, 但是很难甚至不可能

在苏木青-伊红染色切片上加以识别, 而实际上

多以细胞轮廓不规则和黏膜固有层不规则浸润

作为判断标准而使用[1,24]. 
总之, 胃上皮异型增生是与胃癌的发生紧

密联系的病理改变. 随着对其研究的逐渐深入, 
胃上皮异型增生作为胃癌前病变这一描述已不

准确, 国际上最新制定的维也纳诊断标准已明

确把胃上皮异型增生(高级别)作为胃癌最早期

镜下可见阶段. 胃上皮异型增生的两级分级法

由于简便易行、可重复性好, 国际上多采用此

种分级. 维也纳诊断标准亦采用的是两级分级

方法. 目前我国对于胃上皮异型增生无论是在

概念界定, 还是在诊断分级上, 都滞后于国际上

对其研究的更新与认识, 这无疑会延误胃上皮

异型增生与胃癌的诊断和治疗. 因此, 深化对胃

上皮异型增生的认识与理解, 加强对其形成机

制、可逆性和治疗方面的研究, 是当前重要的

研究课题.
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的科学问题和特
定内容, 作者在参
阅多篇文献的基
础上综述胃上皮
异型增生诊断新
进展. 文章的科学
性、创新性和可
读性能较好的反
映我国胃肠病学
临床和基础研究
的先进水平.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of alpha, beta-
methylene ATP (α, b-MeATP) on gastric smooth 
muscle motility and its ionic channel mechanism 
in guinea pigs.

METHODS: EWG/B guinea pig was used in 
this study. Gastric antral smooth muscle strips 
(10 × 1.5 mm) were prepared and then fixed 
in the organ bath system (37℃) which were 
perfused with sodium bicarbonate buffer solu-
tion and aerated (950 mL/L O2, 50 mL/L CO2). 
The spontaneous contraction of gastric antral 
circular muscle was recorded by SMUP-E bio-
electric signal-processing system. The single 
gastric myocyte was dispersed with type Ⅱ col-
lagenase, and the ionic current and membrane 
potential were recorded using whole-cell patch 
clamp technique in freshly dispersed smooth 
muscle cells, including calcium-activated potas-

sium current, delayed rectifier potassium cur-
rent, and voltage-dependent calcium current.

RESULTS: α, b-MeATP, a P2X receptor agonist, 
significantly inhibited the spontaneous contrac-
tion of gastric antral circular muscle in a dose-
dependent manner, and the contraction extent 
were decreased from 100% to 90% ± 2%, 81% ± 
4%, 68% ± 4%, 59% ± 7% and 29% ± 4% when 
α, b-MeATP was used at the concentrations of 
5, 10, 20, 40 and 100 μmol/L (P < 0.05). Tetro-
dotoxin, a blocker of neural transduction, did 
not affect α, b-MeATP-induced inhibition of the 
spontaneous contraction. Under conventional 
whole-cell patch clamp configuration, 500 μmol/
L α, b-MeATP did not change membrane poten-
tial and affect either delayed rectifier or calcium-
activated potassium currents. 500 μmol/L and 1 
mmol/L α, b-MeATP did not influence voltage-
dependent calcium currents either.

CONCLUSION: α, b-MeATP, a P2X receptor 
agonist, induces relaxation of gastric antral cir-
cular muscle and this effect depend on neither 
the enteric nerve nor hyperpolarizing membrane 
potential as well as changing ionic channel activ-
ity in guinea pig.

Key Words: Alpha, beta-methylene ATP; P2X puri-
noceptor; Gastric antral circular muscle; Guinea pig

Huang X, Zhang Y, Gao L, Zhao P, Han YF, Xu WX. Effect 
of P2X receptor on the spontaneous contraction of gastric 
antral circular muscle in guinea pigs. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(11):1185-1190

摘要
目的: 探讨P2X受体激动剂α, b-methylene ATP 
(α, b-MeATP)对豚鼠胃窦环行肌运动的影响
及其离子通道机制. 

方法: 采用EWG/B豚鼠, 制备去黏膜胃窦环行
肌条(10×1.5 mm), 并将其固定于恒温灌流槽
内(37℃), 用碳酸氢钠缓冲液连续灌流并通氧
(950 mL/L O2, 50 mL/L CO2). 利用SMUP-E生
物信号处理系统记录胃窦平滑肌自发性收缩
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■背景资料
ATP是非肾上腺
能非胆碱能神经
递 质 之 一 ,  在 胃
肠道中主要通过
P2X及P2Y受体在
平滑肌运动中起
重要作用 .  但是 , 
很多研究表明, 不
同物种, 在胃肠道
不同部位, ATP所
起的作用差异非
常大. 本文主要研
究了P2X受体激
动剂α, b-MeATP
对豚鼠胃窦环行
肌运动的影响及
其离子通道机制. 



活动, Ⅱ型胶原酶消化法分离豚鼠胃窦环行肌
单细胞, 传统全细胞膜片钳技术记录急性分离
的胃窦平滑肌细胞膜电位和离子电流, 包括钙
激活钾电流、延迟整流型钾电流及电压依赖
性钙电流. 

结果: 嘌呤能P2X受体激动剂α, b-MeATP明
显抑制豚鼠胃窦环行肌自发性收缩, 并有明
显的量效倚赖关系; 5, 10, 20, 40, 100 μmol/L 
α, b-MeATP作用下, 环行肌收缩幅度分别由
对照组的100%下降到90%±2%, 81%±4%, 
68%±4%, 59%±7%和29%±4%(P <0.05). 用
神经阻断剂Tetrodotoxin (TTX)预处理后, α, 
b-MeATP对胃窦环行肌自发性收缩的抑制作
用仍不受影响; 在传统全细胞膜片钳电流钳
模式下, 500 μmol/L α, b-MeATP不影响细胞
膜电位, 也对两种外向钾电流, 即延迟整流型
钾电流和钙激活钾电流没有影响; 不同浓度
的α, b-MeATP对电压依赖性钙电流没有影响.

结论: P2X受体激动剂抑制豚鼠胃窦环行肌
自发性收缩, 其作用机制不依赖内在神经, 也
不依赖细胞膜离子通道以及膜电位改变.

关键词: α, b-MeATP; P2X嘌呤受体; 胃窦环行肌
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0  引言

非肾上腺能非胆碱能(n o n-a d r e n e rg i c n o n-
cholinergic, NANC)神经广泛分布在胃肠道, 他
们在胃肠道平滑肌运动的调节中起着重要作

用[1]. 1970年, Burnstock et al [2]首次提出ATP为非

肾上腺能非胆碱能(NANC)神经递质, 自此, 许
多证据支持这一假设[3-4]. 用阿的平染色技术[5]已

经在很多物种小肠肌间神经丛几种神经元中定

位了ATP, 并且已经证实了神经刺激引起肌间神

经丛释放ATP[6]. 在体内, ATP主要通过激活G蛋

白偶联的P2Y受体及配体门控的P2X受体起作

用[7-9]. 因为P2X受体为配体门控的非选择性阳

离子通道[10-13], 而这种通道的激活通常会导致内

向电流和去极化[13-15], 所以, P2X通常介导兴奋

性反应. 但是, 在胃肠道, 不同物种, 不同部位的

P2X受体, 其作用不同. 在小鼠胃及豚鼠回肠平

滑肌[16-17], P2X嘌呤受体激动剂α, b-MeATP通过

位于突触前的P2X受体介导肌肉收缩, 而在小鼠
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和犬类结肠平滑肌[18-19], 嘌呤激动剂直接激活位

于平滑肌上的P2X受体, 使平滑肌收缩. 但是, 在
大鼠胃平滑肌[20]、大鼠回肠[21]P2X受体介导平

滑肌舒张. 可见, 在胃肠道, P2X受体的作用比较

复杂并且P2X受体介导平滑肌舒张的机制还不

清楚. 为此, 我们主要观察了P2X受体激动剂α, 
b-MeATP对豚鼠胃窦环行肌自发性收缩的影响

并其离子通道机制进行初步探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 EWG/B豚鼠, 雌雄不拘, 体质量250±
50 g, 由上海中国科学院实验动物中心提供.
1.2 方法 
1.2.1 离体胃平滑肌条的制备及自发性收缩的

观察 将豚鼠击头致昏, 颈静脉放血后, 平铺于

实验台上, 沿腹中线开腹取出胃窦部, 放入PSS
缓冲液中清洗后, 移入氧饱和的PSS缓冲液中, 
去除黏膜层, 露出环行肌层, 沿环行肌走向剪取

1.5 mm宽, 10 mm长的肌条, 置于含有氧饱和重

碳酸盐缓冲台氏液的垂直灌流槽内, 肌条一端

固定于玻璃小钩上, 另一端与和SMUP-E生物信

号处理系统连接的张力换能器相连. 灌流槽内

的液体通过恒温装置(WC/09-05)使温度保持在

(37.0±0.5)℃. 每次实验时, 肌条先在上述情况

下孵育约1 h左右, 当出现稳定的自发性收缩后

开始实验. 收缩活动用SMUP-E生物信号处理系

统记录及分析. 
1.2.2 单细胞制备及电生理实验 仍然将豚鼠击

头致昏, 颈静脉放血后取胃窦部放入氧饱和无

钙PSS缓冲液中, 同上述方法分离得到1 mm×

4 mm左右的环行肌条. 将其放入K-B液中保存

约15 min, 然后在由5 mg Ⅱ型胶原酶, 2 mg胰蛋

白酶抑制剂, 1.4 mg Na+-ATP及12 mg牛血清白

蛋白溶于4 mL无钙PSS缓冲液中制成的消化液

中, 于36-37℃水浴箱中消化25-35 min后取出, 用
无钙PSS溶液冲洗后, 移入K-B液中, 用管口圆滑

的滴管反复吹打, 制成细胞悬浮液后放入4℃冰

箱保存. 实验时, 取一滴细胞悬浮液(约0.1 mL), 
平铺于倒置显微镜(Ⅸ-70 Olympus, Japan)镜台

上的灌流槽底部, 待10-15 min细胞贴壁后, 用
PSS溶液灌流(2-3 mL/min), 然后用电阻为2-5 
MΩ的玻璃电极进行5-10 GΩ的千兆封接. 膜电

位根据所记录的电流不同钳制在所需水平, 全
细胞电流是通过膜片钳放大器EPC-10型膜片钳

放大器记录, 用IGOR Pro软件(version5.0, USA)
分析处理.

www.wjgnet.com

■研发前沿
胃肠动力障碍性
疾病在临床上非
常常见, 其原因还
不甚明了, 而嘌呤
递质在胃肠道也
有广泛的分布, 且
对胃肠道平滑肌
的运动亦有影响. 
因此, 了解和掌握
嘌呤递质在胃肠
运动中的作用规
律, 对研究胃肠动
力学以及临床防
治胃动力障碍性
疾病是一项重要
的课题之一. 
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统计学处理 所有统计数据用均数±标准误

来表示. 实验结果采用同体对照的t检验, 具有显

著性差异的标准为P <0.05.

2  结果

2.1 α, b-MeATP对豚鼠胃窦环行肌自发性收缩

的影响 在豚鼠离体胃窦环行肌平滑肌上观察了

嘌呤能P2X激动剂α, b-MeATP对平滑肌自发性

收缩的影响. 在肌条出现稳定的自发性收缩后, 
分别给予5, 10, 20, 40, 100 μmol/L α, b-MeATP
均可抑制肌条收缩幅度(图1A), 其收缩幅度分别

由对照组的100%下降到90%±2%, 81%±4%, 
68%±4%, 59%±7%和29%±4%(图1B, n  = 6, 
P <0.05)具有明显的量效关系. 
2.2 TTX对α, b-MeATP抑制自发性收缩的影响 
在用0.2 μmol/L TTX预处理后再给予100 μmol/L 
α, b-MeATP, 仍然可以抑制胃窦平滑肌自发性收

缩(图2A), 在TTX预处理后α, b-MeATP可以使胃

窦平滑肌收缩幅度下降到29%±5%, 与单独给

予α, b-MeATP的降低收缩幅度29%±4%相比, 
没有显著性差异(图2B, n  = 5, P >0.05). 

图 1 α, b-MeATP对豚鼠胃窦环行肌自发性收缩的影响.

500 mg

50 s

500 mg

50 s

500 mg

50 s

20 μmol/L α, b-MeATP

40 μmol/L α, b-MeATP

100 μmol/L α, b-MeATP

A

图 2 神经阻断剂TTX对α, b-MeATP舒张胃窦环行肌作用
的影响.

100 μmol/L α, b-MeATP  0.2 μmol/L TTX

100 μmol/L α, b-MeATP

500 mg

100 s

A

图 3 α, b-MeATP对豚鼠胃平滑肌细胞膜电位以及外向钾
电流的影响.

500 μmol/L α, b-MeATP

500 μmol/L α, b-MeATP

100 mV

10 s

100 pA

10 s

A

B

■创新盘点
嘌呤能受体在胃
肠平滑肌功能调
节方面, 在不同动
物、不同部位平
滑肌差异很大. 本
文研究证实, 豚鼠
胃窦P2X受体激
动剂抑制自发性
收缩, 其机制不依
赖内在神经, 也不
依赖细胞膜离子
通道以及膜电位
改变. 
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2.3 α, b-MeATP对膜电位的影响 采用全细胞膜

片钳技术的电流钳模式下, 用含EGTA 0.1 mmol/L
电极内液的电极记录膜电位, 并将膜电位调到

-60 mV使其接近平滑肌静息电位. 当给予500  
μmol/L α, b-MeATP时, 给药前后膜电位水平没

有明显变化(图3A, n  = 6). 
2.5 α, b-MeATP对外向钾电流的的影响

2.5.1 α, b-MeATP对钙激活钾离子电流的影

响 在全细胞电压钳模式下, 使用电极内液含

EGTA 0.1 mmol/L的电极, 将膜电位钳制在-20 
mV, 可以记录到胞内游离钙激活的自发瞬间外

向钾电流(spontaneous transient outward currents, 
STOCs)[22]. 如图3B所示, 在给予500 μmol/L α, 
b-MeATP前后, STOC的频率和振幅几乎没有发

生改变(n  = 6). 
为了进一步观察α, b-MeATP对钙敏感钾电

流(calcium-activated potassium current, IKCa)的
影响, 把膜电位钳制在-60 mV, 从-40 mV开始, 
用时间间隔10 s、阶跃增幅20 mV持续400 ms的
阶跃电压刺激依次去极化到+100 mV, 得到了胃

窦平滑肌细胞IKCa的电压-电流曲线. 如图3C所
示, 在每个膜电位水平α, b-MeATP不影响IKCa
幅度, 当去极化到+60 mV时, 给药前后电流大小

分别为944.9±88.3 pA和946.2±101.3 pA, 两者

之间没有显著性差异(n  = 6, P >0.05). 
2.5.2 α, b-MeATP对电压依赖性钾电流的影响  
当电极内液中含有10 mmol/L EGTA使细胞内游

离钙充分被螯合的情况下, 将膜电位钳制在-60 
mV, 采用同记录IKCa相同的刺激模式可以记录

到延迟整流性钾电流(delayed rectifying potas-
sium currents, IKV). I-V曲线如图3D所示, 在各

膜电位水平500 μmol/L α, b-MeATP对IKV没有

明显的影响, 当去极化到+60 mV的电流大小为

876.2±108.5 pA, 与对照组962.5±109.6 pA比

较, 没有显著性差异(n  = 6, P >0.05). 
2.6 α, b-MeATP对电压依赖性钙电流的影响 将
膜电位钳制在-80 mV, 从-40 mV开始, 用时间间

隔10 s、阶跃增幅10 mV持续400 ms的阶跃电压

刺激依次去极化到+60 mV, 记录了L-型钙电流

(图4A). 在给予500 μmol/L α, b-MeATP前后, 根
据所记录的电流大小, 制成I-V曲线如图4B所示. 
结果表明, 在每个电压水平α, b-MeATP不改变

电流大小, 当去极化到0 mV时, 对照组和给药组

电流大小分别为-390.6±64.7 pA和-391.4±57.7 
pA, 两者之间没有显著性差异(n  = 6, P >0.05).

3  讨论

嘌呤能P2受体根据其对受体激动剂反应的强弱

顺序可分为P2X及P2Y受体, 其中, 2-MeSATP是
P2Y受体的强激动剂, 而α, b-MeATP是P2X受体

的强激动剂[23-25]. 在不同物种, 胃肠道不同部位, 
P2X受体介导的反应不同, 例如, 在小鼠胃及豚

鼠回肠平滑肌[16-17], 嘌呤能激动剂通过位于突触

前的P2X受体介导平滑肌收缩, 而在小鼠和犬类

结肠平滑肌[18-19], 则是通过直接激活位于平滑肌

上的P2X受体介导收缩. 然而, 本实验结果显示, 
在豚鼠胃平滑肌P2X受体激动剂α, b-MeATP起
舒张平滑肌的作用. 

在本实验中, P2X受体激动剂α, b-MeATP对
豚鼠胃窦环行肌具有舒张作用, 而这种作用不

被神经阻断剂TTX所阻断. 这一结果说明, 在豚

鼠的胃平滑肌P2X受体介导平滑肌的舒张反应, 
而这种舒张反应不是通过肠神经实现的. 在大

鼠胃平滑肌, P2X受体介导平滑肌舒张, 并且, 这
种作用可能通过激活小电导Ca2+敏感K+通道实

现[20]. 既然在平滑肌的运动中细胞膜电位的改

变直接控制平滑肌的舒缩状态, 在本实验中, 为
了进一步探讨P2X受体激动剂对豚鼠胃窦环行

肌的舒张作用, 在新鲜分离的单细胞上观察了α, 
b-MeATP对平滑肌细胞膜电位的影响以及主要

 

A

500 μmol/L α, b-MeATP

Control

400 pA

100 ms

图 4 α, b-MeATP对豚鼠胃平滑肌细胞L-型钙电流的影响.

■应用要点
嘌呤能P2X受体
一般认为是促离
子性受体, 但本研
究结果表明, P2X
受体并不影响豚
鼠胃窦环行肌细
胞 膜 电 位 ,  说 明
P2X受体的舒张
作用不依赖离子
通道. 这对今后研
究P2X受体作用
机制有一定的理
论意义. 
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影响细胞膜电位的两种外向钾电流的影响. 实
验结果表明, α, b-MeATP不仅低或高浓度都不

影响豚鼠胃平滑肌膜电位水平也不影响钙敏感

钾电流和延迟整流性钾电流. 我们也在组织水

平观察到高浓度的非特异性钾离子通道阻断剂

四乙基胺不能阻断α, b-MeATP的舒张作用(结果

没有显示). 这些结果说明, α, b-MeATP对豚鼠胃

平滑肌的舒张作用并不是通过增加外向钾电流

使膜电位超极化实现的. 在平滑肌收缩过程中

起重要作用的另一个可以考虑的因素是细胞内

游离钙水平, 而影响细胞内游离钙浓度变化的

重要因素是电压依赖性L-型钙通道. 因此, 在本

实验中观察了α, b-MeATP对L-型钙电流的影响, 
结果表明, α, b-MeATP并不改变钙电流. 这一结

果说明, α, b-MeATP对胃平滑肌的舒张作用并

不是通过抑制L-型钙电流来实现. 
平滑肌收缩是由细胞内游离钙浓度及胞内

收缩装置对钙离子的敏感度两方面来调节的[26]. 
在平滑肌收缩过程中细胞内的游离钙首先与钙

调蛋白结合, 激活肌球蛋白轻链激酶, 使肌球蛋

白轻链磷酸化, ATP酶活性增加, 横桥和肌动蛋

白结合, 最终导致肌丝滑行即平滑肌收缩. 既然

α, b-MeATP对胃平滑肌的舒张作用并不是通过

改变细胞膜离子通道活性最终引起膜电位超极

化来实现, 就可以推测α, b-MeATP可能通过P2X
受体降低钙离子对钙调蛋白的敏感性即降低其

亲和力或抑制肌球蛋白磷酸化过程有关. 总之, 
α, b-MeATP对胃平滑肌的舒张作用的详细机制

还不清楚, 有待于进一步研究. 
功能性消化不良是在临床常见的征侯群, 常

表现为胃排空障碍[27-28], 但其发病机制还不清

楚. 既然是功能性疾病, 胃肠道内分泌激素和局

部体液因素以及自主神经和肠神经功能的紊乱

肯定与之有关. 嘌呤能神经在胃肠功能调节中

即有兴奋作用也有抑制性作用, 而且在不同的

动物和胃肠道不同部位的作用有着明显的差异. 
因此, 阐明嘌呤能神经递质及其受体在胃肠功

能调节中的作用及其机制具有消化生理学理论

意义也有潜在临床意义.
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Abstract
AIM: To investigate the distribution and effect 
of recipient-derived bone marrow mesenchymal 
stem cells (BM-MSCs) after orthotopic liver 
transplantation.

METHODS: The model of orthotopic liver 
transplantation was established using two-cuff 
method. Wistar rats were used as donors while 
Sprague Dawley rats were selected as recipients. 
The BM-MSCs were isolated by the combination 
of gradient density centrifugation and adhesion 
separation. The collected BM-MSCs were labeled 
with 5, 6-carboxyfluorescein diacetate succinimi-
dyl ester (CFSE) and then infused into livers via 
portal vein after the operation. The distributions 
of BM-MSCs in liver, spleen, lung, and kidney 
were detected by fluorescence microscope 1, 2 
weeks and 1 month after the operation. Hepatic 

functions and immunological rejection in liver 
tissues were also detected.

RESULTS: BM-MSCs collected by gradient den-
sity centrifugation grew in an adhesion mode 
on the wall and had a ball-like appearance. The 
cells viability detected by trypanblau staining 
was about 98%. BM-MSCs were purified at the 
3th generation. The method of labeling BM-MSCs 
with CFSE had high efficiency. After infusion, 
most BM-MSCs congregated in liver and re-
duced a little after one month. However, only 
few of them existed in spleen, lung and kidney. 
Liver function of group C, which received BM-
MSCs infusion, was remarkably improved as 
compared with that of group B, which didn’t 
received BM-MSCs infusion (F = 63.179, P < 0.01). 
The liver function was also statistically different 
between B and C group at various time points 
(F = 221.026, P < 0.01). Immunohistochemistry 
showed that the acute immunological rejection 
was dramatically alleviated in group C.

CONCLUSION: Infusion of recipient-derived 
BM-MSCs can alleviate acute immunological re-
jection after orthotopic liver transplantation.

Key Words: Mesenchymal stem cells; Immunologi-
cal rejection; Orthotopic liver transplantation

Tan HX,  Gao Y,  Zhang HY,  Wang Q.  Effect  on 
immunological rejection by recipient-derived bone 
marrow mesenchymal stem cells after orthotopic 
liver transplantation. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 观察受体骨髓间质干细胞(BM-MSCs) 
在大鼠原位肝移植后体内的分布与作用. 

方法: 以Wistar大鼠为供体, SD大鼠为受体采
用双袖套法制作原位肝移植模型, 密度梯度离
心法分离与贴壁法富集受体BM-MSCs. CFSE
标记术后经门静脉注入, 荧光显微镜分别观
测术后1 wk, 2 wk, 1 mo肝脾肺肾组织中BM-

www.wjgnet.com
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■背景资料
肝移植术是治疗
中末期肝病的重
要方法, 免疫排斥
反应是术后主要
并发症, 骨髓间充
质干细胞的多向
分化能力与免疫
特性可以为肝移
植术后治疗提供
新途径. 



MSCs的分布及各时间点检测肝功能及肝组
织免疫排斥情况. 

结果: 密度梯度离心所得到的BM-MSCs为比
较一致的球形单个核细胞, 台盼蓝染色细胞活
力达98%左右, 其他细胞少见. BM-MSCs体外
分离培养扩增至第3代后较为纯化. 应用CFSE
可快速高效的标记贴壁BM-MSCs. 移植的
BM-MSCs主要在受体肝脏中聚集, 1 mo后略
有减少, 而脾肺肾组织内BM-MSCs在1 mo后
仅有极少分布. B组无BM-MSCs输入与C组有
BM-MSCs输入肝功能比较, C组肝功能有明
显好转, B, C组间差异有显著意义(F  = 63.179, 
P <0.01), B, C组各时段肝功能差异有显著性意
义(F  = 221.026, P <0.01). C组肝组织免疫排斥
反应明显减轻.

结论: 原位肝移植术后输注受体BM-MSCs可
有效缓解免疫排斥反应.

关键词: 骨髓间质干细胞; 原位肝移植术; 免疫排斥
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0  引言

肝移植是治疗中末期肝病的主要方法, 但移植

后的免疫排斥反应大大影响了疗效与预后. 骨
髓间充质干细胞(BM-MSCs)属于多功能干细胞, 
体外实验发现, BM-MSCs与淋巴细胞关系密切, 
为了解BM-MSCs在原位肝移植后对机体的影

响, 本实验将受体BM-MSCs标记后移植入受体

大鼠体内, 观测他的分布与作用.

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级SD大鼠与Wistar大鼠各60只, 雌
雄不拘, 体质量150-250 g, 购自南方医科大学动

物中心, Percoll细胞分离液购自美国Pharmacia
公司、L-DMEM购自美国Gibco公司, 胎牛血清

购自杭州四季青生物公司、CFSE染色剂购自美

国Molecular Probes Invitrogen公司.
1.2 方法 
1.2.1 BM-MSCs的获取 取SD大鼠股骨内骨髓, 
密度梯度离心法分离与贴壁法分离培养B M-
MSCs. 第3天换液, 第10天传代. 
1.2.2 动物分组 随机分为3组, 每组SD与Wistar大
鼠各10只, A组: 假手术+BM-MSCs; B组: 原位肝
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移植术; C组: 原位肝移植术+BM-MSCs. Kamada
双袖套法制作原位肝移植模型[1]. 
1.2.3 CFSE标记BM-MSCs体内示踪 取第3代
BM-MSCs约1×107个, 用浓度为5 μmol/L的
CFSE标记10 s, 100 mL/L胎牛血清终止, DMEM
约1 mL重悬, 荧光显微镜观测确认染色, 于原位

肝移植术后经门静脉注入各组, 于术后1 wk, 2 
wk, 1 mo取肝脾肺肾组织, 冰冻切片5 μm, 荧光

显微镜下观测分布情况. 
1.2.4 肝功能检测 各组于术后1 wk, 2 wk, 1 mo
取尾静脉血1 mL测谷丙转氨酶(ALT), 总胆红素

(TBiL)值. 
1.2.5 肝组织免疫排斥反应检测 各组于术后1 
wk, 2 wk, 1 mo取肝组织, 石蜡包埋, 免疫组化采

用sABC法, 行HE染色. 按照Williams et al [2]的方

法, 根据移植肝的组织病变情况, 将急性排斥反

应的程度分为4级.

2  结果

2.1 BM-MSCs的原代培养与标记 BM-MSCs密
度梯度离心所得到的细胞为比较一致的球形单

个核细胞, 苔盼蓝染色细胞活力达98%左右, 其
他细胞少见. 应用CFSE可快速高效的标记贴壁

BM-MSCs(图1-2).
2.2 CFSE标记BM-MSCs体内肝脾肺肾组织示踪  
A组: 术后1 wk肝脾肺肾组织内未见BM-MSCs
分布; B组未输注BM-MSCs; C组术后1 wk, 2 wk, 
1 mo肝脾肺肾组织内BM-MSCs分布如图3-6所
示: 肝脏为其主要分布部位且有较长的聚集期, 
脾肺肾组织有少量分布, 聚集时间短暂.
2.3 肝功能检测 各组术后各时间点肝功能比较, 
C组有BM-MSCs注入肝功能损害轻微, 恢复较

为迅速(表1). 
2.4 肝组织免疫排斥变化 B组呈重度急性排斥反

www.wjgnet.com

■研发前沿
骨髓间充质干细
胞的分化方向与
其所处微环境有
关, 体外实验已经
证实骨髓间充质
干细胞可以向肝
细胞分化, 供体移
植肝环境是否诱
导受体骨髓间充
质干细胞向肝细
胞分化并发挥作
用是目前该领域
的研究热点.

图 1 BM-MSCs原代培养48-72 h以圆形和短梭形为主(×
400).
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应, 表现为肝细胞索状排列紊乱, 可见气球样变, 
汇管区大量炎性细胞浸润, 血管内膜损伤, 有明

显出血, 可见肝细胞坏死, 术后1 mo恢复缓慢. C
组呈轻度急性排斥反, 术后1 wk可见汇管区中等

量单核细胞浸润, 肝细胞轻度浊肿、气球样变, 
血管轻度扩张充血; 术后2 wk细胞浸润减少; 术

后1 mo肝细胞索状排列整齐, 小叶结构清晰, 基
本恢复正常(图7-8).

3  讨论

间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)是
由Gao et al [3]参考Friedenstein et al [4]在骨髓基质

中通过Percoll密度离心后得到的一类贴壁纺锤

形SH2, SH3抗体阳性细胞而正式命名. MSCs体
内分布比较广泛, 有关研究发现MSCs可以存在

于脐带[5]、骨髓[6]、肌肉皮肤[7]、脂肪[8]、关节

软骨[9]、血管[10]、胰脏[11]等组织内. Tuli et al [12]

认为骨髓(bone marrow, BM)是MSCs含量最丰富

与最易于获取的组织, 此后MSCs被视为体内无

组织特异性的修复性细胞库. 机体受损后可以

通过多种信号途径直接激活MSCs增殖分化为

相应组织细胞, 最终使损伤得到修复. 这些信号

途径包括外伤、炎症、肿瘤、趋化因子与微环

境等[13-15]. MSCs通过这些途径激活后可向多种

 图 3 BM-MSCs肝内分布. A: 1 wk; B: 2 wk; C: 1 mo.

图 4 BM-MSCs脾内分布. A: 1 wk; B: 2 wk; C: 1 mo.

■相关报道
BM-MSCs的定向
分化与免疫特性
目前均有研究. 王
韫芳 et al 将BM-
M S C s 植 入 肝 损
伤 鼠 体 内 后 ,  发
现 B M - M S C s 可
以向肝细胞分化, 
Zhou et al 证实异
体BM-MSCs可减
轻Fisher344大鼠
心脏移植过程中
的T细胞反应并可
能诱导免疫耐受.

A

B

C

A

B

C

图 2 第三代BM-MSCs贴壁生长呈漩涡状盘旋排列, CFSE
标记细胞后, 胞膜呈绿色(×100).
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细胞分化, 如可以向软骨细胞[16]、成骨细胞、

脂肪细胞[17]、神经细胞[18]和心肌细胞[19]等细胞

分化. 新近研究认为BM-MSCs还可以向肝细胞

分化, 如周一鸣 et al [20]在体外利用肝细胞生长

因子诱导小鼠BM-MSCs向肝细胞分化, 汤志华 
et al [21]利用人BM-MSCs也得到了同样的结论. 
而王韫芳 et al [22]、吴雄志 et al [23]进一步将BM-
MSCs植入肝损伤鼠体内后, 发现BM-MSCs在第

3天即有卵圆细胞的标记物出现, 第5天即有AFP
的表达. 

此外由于BM-MSCs还可以分泌白介素-6、
-7、-8、-11、干细胞生长因子、粒细胞-巨噬细

胞集落刺激因子、转化生长因子等多种细胞因

子及黏附分子, 细胞表面还存在多种相关细胞

因子受体等特性[24-25], 使得BM-MSCs还具有免

疫调节效应. 目前有关BM-MSCs的免疫抑制作

图 5 BM-MSCs肺内分布. A: 1 wk; B: 2 wk; C: 1 mo. 图 6 BM-MSCs肾内分布. A: 1 wk; B: 2 wk; C: 1 mo.

■创新盘点
本实验应用CFSE
将受体骨髓间充
质干细胞标记后
体内示踪, 发现了
受体骨髓间充质
干细胞在原位肝
移植术后的分布
规律与可能治疗
效果.

A

B

C

A

B

C

表 1 各组不同时段ALT与TBiL值(mean±SD, n  = 10)

     
                                                        ALT(nkat/L)                                                                                  TBiL(μmol/L)

                       术后1 wk                  术后2 wk                  术后1 mo                     术后1 wk               术后2 wk               术后1 mo  

A 655.29±5.84         604.94±2.84           664.9±1.67              6.52±1.31          7.22±1.15          6.48±2.09   

B            4750.77±4.51       2993.25±8.85       2501.75±1.85            32.06±1.62        28.06±2.98        23.06±1.13

C            3246.97±1.84       2169.85±3.32       1045.33±5.29            23.43±2.91        17.15±3.44        12.66±1.74

B, C组间差异有显著性意义(F = 63.179, P<0.01), B, C组各时段差异有显著性意义(F = 221.026, P<0.01).

分组
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用已有不少研究. Di Nicola et al [26]的实验发现, 
BM-MSCs可以抑制协同刺激分子CD80对同种

异体T淋巴细胞增殖效应, Rasmusson et al [27]的实

验也显示, BM-MSCs能够抑制T细胞增殖, 同时

认为BM-MSCs的免疫抑制具有可逆性, 将BM-
MSCs去除T细胞增殖应答又可恢复, 其程度与

BM-MSCs数量呈正相关. 在体内实验中Zhou 
et al [28]证实, 异体BM-MSCs可减轻Fisher344大
鼠心脏移植过程中的T细胞反应并可能诱导免

疫耐受, Bartholomew et al [29]在狒狒异体皮肤移

植中使用1×107-2×107/kg个BM-MSCs, 认为疗

效与使用环孢素相当. 
肝移植作为治疗肝病的新方法逐渐得到广

泛运用, 但免疫排斥是影响术后疗效的主要原

因, 免疫排斥导致移植肝脏结构与功能的破坏. 
因此利用BM-MSCs可以向肝细胞分化潜能, 将
受体BM-MSCs输注入术后移植供肝内, 将可能

在这一特定微环境中对损伤供体肝细胞发挥替

代效应, 使被破坏的供肝细胞数量得以恢复、

肝功能缓解. 同样也可利用受体BM-MSCs的免

疫抑制效应减少供体肝术后的移植物抗宿主

反应. 
我们首先应用CFSE标记BM-MSCs观测其

在原位肝移植术后的体内分布. CFSE是一种良

好的细胞标记物, 定位于细胞膜、细胞质和细

胞核, 以细胞核的荧光染色最强. CFSE不影响细

胞的增殖能力, 当细胞分裂时, CFSE标记荧光可

平均分配至两个子代细胞中, 从而使荧光强度

逐渐减弱[30]. 而以SD大鼠为受体, Wistar大鼠为

供体的双袖套法原位肝移植则为目前通用的肝

移植排斥模型. 实验发现, 当BM-MSCs经门静

脉注入后绝大部分长时期聚集于供体肝脏. 在
术后1 wk, 2 wk, 1 mo停留在肝脏内的BM-MSCs
数量变化不大, 而相对于脾肺肾组织BM-MSCs

图 7 B组未行BM-MSCs移植术后肝组织免疫排斥反应强
烈. A: 1 wk; B: 2 wk; C: 1 mo.

图 8 C组受体BM-MSCs移植供肝后肝组织免疫排斥反应
减轻. A: 1 wk; B: 2 wk; C: 1 mo.

■应用要点
利用骨髓间充质
干细胞的多分化
潜能, 加之受体骨
髓间充质干细胞
具有取材方便、

可重复及不受自
身免疫攻击等优
势, 骨髓间充质干
细胞可能会在移
植领域得到广泛
应用.

A

B

C

A

B

C
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的分布较少, 停留时间也较短. 提示供体肝脏为

受体BM-MSCs提供了定居微环境, 在该模型1-2 
wk期间, 为免疫排斥较为严重的时期, 此时应有

大量供肝细胞的坏死与受体淋巴细胞的浸润, 
但由于受体BM-MSCs在1 wk, 2 wk, 1 mo 3个时

间段持续聚集于肝脏, 此时各时间点相应肝功

能均有不同程度缓解, 相应镜下表现为供肝细

胞的坏死与受体淋巴细胞的浸润减少, 提示免

疫排斥反应有明显减轻, 肝功能恢复迅速. 
我们初步证实了原位肝移植术后输注受体

BM-MSCs主要分布部位与作用, 对其替代学与

免疫学变化将在下一步进行探讨. 
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Abstract
AIM: To explore the predominant location 
and the influence of bacterial cryptic growth 
cell (CGC) colonization on the activity of local 
enterocytes.

METHODS: The bacterial CGC was induced by 
the antibiotics Cefuroxime, and the colonized 
status was detected by the techniques of local 
colonization in vivo. After the establishment 
of irritable bowel syndrome (IBS) model, the 
energy charge (EC) of adenosine triphosphate 
(ATP) and the ratio of ATP to the total amount 
of adenylic acid pool in colonic epithelial cells 
at the ileocecum with better colonization were 
determined by high performance liquid chroma-
tography (HPLC).

RESULTS: Normal rats had just a few bacterial 
CGC, but a great number of bacterial CGC were 

detected in model rats. The bacterial CGC colo-
nized mainly at the ileocecum and ascending 
colon and fewer at the other parts; the energy 
charge of ATP and the ratio of ATP to the total 
amount of adenylic acid pool in the three parts 
of ileocecal colon of IBS rats were significantly 
lower than those in the normal control groups, 
respectively (both P < 0.05).

CONCLUSION: CGC colonization causes a 
down-regulation of the cellular activity, which 
may help to explore the mechanism of IBS 
pathogenesis.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Iintestinal 
bacterial cryptic growth cell; Ileocecum; Mitochon-
drion

Liu JK, Liao YF, Hu JC, Wu XL, Xu QW. Colonization 
of bacterial cryptic growth cells and its influence on 
the local cellular activity. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(11):1198-1201

摘要
目的: 探讨肠道细菌CGC在体内定植分布的
主要位置及这种定植对局部细胞活性的影响. 

方法: 采用头孢呋辛钠诱导CGC产生, 以体内
细菌定植的原位检测方法对结肠各段CGC定
植情况进行检测. 在建立了IBS动物模型基础
上, 采用高效液相色谱法对CGC定植较多的
回盲部肠黏膜上皮细胞的腺苷酸能荷及ATP
与腺苷酸库比值进行测定, 以反映细胞活性
状态. 

结果: 正常大鼠检测未见大量细菌CGC, 在模
型鼠标本的连续检测结果中检出大量CGC. 
通过肠道细菌定植检测, 细菌CGC主要定植
在回盲部和升结肠段; 与正常组相比, IBS模
型组回盲部三个肠段的细胞线粒体ATP能荷
值以及ATP与总腺苷酸库比值检测结果明显
降低, 相应肠段之间数值差异显著(均P <0.05).

结论: 细菌CGC在大鼠体内定植显优势分布, 
在局部定植后能引起细胞活性降低.

®

■背景资料
IBS发病机制研究
多集中于脑-肠轴
的改变, 其中重点
又放在诸如5-HT
信号过程等的研
究 .  但 对 肠 道 局
部的变化迄今未
予重视, 还有待加
强. 近年来, 探讨
微生物感染与IBS
的关系成为该领
域的一个热点, 本
文在此基础上探
讨肠道菌群生长
状态的改变是否
与IBS发病有关. 
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
一种肠道功能性疾病, 严重影响人类生活质量, 
缺乏特效治疗药物, 原因在于发病机制不清. 当
前的研究主要集中在脑-肠轴异常与IBS发病联

系方面[1], 而脑肠轴异常的起因尚未阐明. 近年

来抗生素应用[2]、肠道感染[3]及肠道菌群改变[4]

与IBS的相关性的研究为此提供了颇有价值的

线索, 随之产生的一些新的理论认识如: 生物波

理论研究提出的肠道细菌潜生体(cryptic growth 
cell, CGC)是IBS发病原因的新假说等[5], 本文在

此基础上研究CGC在肠道内定植分布特点及其

对肠黏膜上皮细胞活性的影响, 以期有助于阐

明IBS发病的细菌CGC的相关机制.

1  材料和方法

1 .1  材料 W i s t a r大鼠 ,  雌雄各半 ,  体质量

200-250 g, 购自第三军医大学动物所, 常规饲

养. 头孢呋辛钠, 葛兰素史克公司出品, J100328; 
KMnO4, K2CO3, Na2HPO4, NaH2PO4, HClO4均为

分析纯, 美蓝为市售并常规配制, 干辣椒为市售. 
光学显微镜, XSZ-4G, 重庆光学仪器厂; 高效液

相色谱, 1100, Agilent.
1.2 方法 随机抽取10只大鼠作为正常对照, 实
验期间常规饲养. 另取50只大鼠每日按10 g/L
×1 mL的剂量腹腔注射头孢呋辛钠, 连续3 d给
药, 停药后检测粪便细菌CGC情况, 并测定粪便

含水量. 将粪便含水量明显升高并且粪便标本

连续3次检测到细菌CGC的大鼠挑选出来进行

下一步实验, 7 d后给辣椒水刺激(100 g干辣椒加

1000 mL水煮沸至500 mL), 连续3 d灌胃总量为

大鼠体质量的1/8. 检测大鼠粪便含水量, 粪便含

水量又显著增高的大鼠即是实验需要的模型鼠. 
1.2.1 大鼠腺苷酸能荷及ATP与总腺苷酸库比值

的测定 取20只模型鼠处死, 立即剪取回盲部, 于
0℃的生理盐水中洗净内容物, 从上到下截为三

段肠1(近回肠部分)、肠2(中间部分)、肠3(近
盲肠部分). 立即加入9倍0℃的分离介质(0.25 
mol/L蔗糖、10 mol/L的Tris-Hcl、0.5 mol/L的

EDTA), 匀浆, 然后在1250 g离心8 min, 取上层

液体, 5000 g离心10 min取沉淀; 再加入适量分

离介质, 混匀后, 5000 g离心10 min弃取上清液, 
如此清洗数次, 得到较纯的线粒体, 另取1 mL分
离介质加入, 振匀, 得线粒体悬液. 取0.2 mL加
入0.4 mL 1.6 mol/L的HClO4, 0℃静置5 min后, 
12 500 g离心15 min, 取上清液, 加入2.5 mol/L
的K2CO3溶液至液体呈中性(pH6.5). 0℃静置10 
min, 再次12 500 g离心15 min, 取上清液为待检

样品. 
用高效液相色谱法检测. 色谱条件: 检测波

长254 nm, 碳十八色谱柱, 流动相为磷酸盐缓冲

液(pH6.0), 流速1 mL/min, 柱温37℃, 进样量10 μL. 
1.2.2 细菌CGC在定植部位的检测 取10只模型

鼠处死后, 无菌解剖, 分别取直肠, 降结肠, 横结

肠, 升结肠, 盲肠, 回肠, 空肠, 十二指肠段, 沿纵

向剖开, 去除内容物, 撕去浆膜层和肌层, 然后

将肠段沿肠系膜纵向剖开, 在无菌PBS缓冲液中

漂洗除去未定植的细菌, 然后将肠片黏膜面向

上平铺于玻片上, 自然干燥. 将干燥好的肠组织

标本, 加1 g/L美蓝水溶液浸没2 min, 再用蒸馏水

洗至无染液流出为止, 加1 g/L高锰酸钾水溶液

浸没标本15 s后迅速用蒸馏水冲洗, 此时标本呈

黄绿色, 如果颜色偏蓝, 则重复上一步操作, 直
到颜色呈黄绿色为止, 酒精灯干燥, 油镜下观察

检测各肠段CGC的定植状况. 定植阳性为在黄

绿色的背景上可以看到蓝色的CGC密集排列或

散在于表面.
统计学处理 采用SPSS11.0统计软件分析处

理数据.

2  结果

2.1 CGC肠道定植分布测定结果 正常大鼠检测

的粪便连续3 d未见多量CGC(图1A); 在模型鼠

粪便标本的连续检测结果中检出大量CGC(图
1B). 对模型鼠肠道多部位进行CGC定植情况检

测, 结果显示肠道内CGC主要定植在回盲部和

升结肠段, 空肠、十二指肠段未曾发现CGC, 而
在降结肠、乙状结肠等部位可见, 但数量不多

(表1), CGC在模型鼠肠道回盲部定植的原位染

色观察结果如图2所示, 回盲部肠黏膜表面定植

有大量的呈纤细状密集排列的肠道细菌CGC; 
这些细菌的形态与图1B粪便中所见的CGC形态

上相似; 而图1A中未见CGC.
2.2 CGC定植部位肠黏膜细胞线粒体腺苷酸含

量变化检测结果 能荷测定结果: 采用液相色谱

■创新盘点
本 文 认 为 ,  作 为
IBS主要发病机制
的脑-肠轴异常变
化中, 不仅要研究
肠道黏膜上的介
质受体或介质相
关调节因素, 还要
研究作为介质作
用对象的肠道局
部细胞的活性变
化, 并探讨引起变
化的因素, 这样有
助于查出IBS的病
因. 

■应用要点
本文认为, CGC在
肠道的定植可以
引起局部细胞活
性降低, 初步表明
是引起脑-肠轴异
常变化的因素之
一. 因此, 寻找减
少CGC产生和排
除CGC定植的方
法和物质将有助
于减少IBS发病. 
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法测定回盲部细胞ATP能荷, 按其计算公式EC = 
(1/2ADP+ATP)/(AMP+ADP+ATP), 分别计算两

组大鼠回盲部三肠段的能荷值(图3). 正常鼠回

盲部三个肠段肠黏膜细胞ATP能荷值较IBS模型

鼠相应各肠段肠黏膜细胞能荷值高, 相应肠段

之间数值差异显著(P <0.05). 
ATP与总腺苷酸库比的测定结果: 采用液相

色谱法测定ATP与总腺苷酸库比的值(图4). 回盲

部三个肠段肠黏膜细胞的ATP与总腺苷酸库比

值在正常鼠较IBS模型鼠为高; 数据统计分析表

明两者间在个肠段均差异显著(P <0.05).

3  讨论

IBS的发病机制近年来较多认为与脑肠轴相关, 
对其相关的神经递质改变研究较多[6], 对肠动力

改变也有较长时间的研究[7], 但对IBS中肠道黏

膜细胞的活性研究较少. 较早时候, 在研究肠平

滑肌电图的过程中有研究认为肠道组织细胞有

活性降低倾向[8]. 在此基础上, 本文在抗生素应

用后IBS发病率有所上升和抗生素可广泛诱导

CGC产生的工作基础上, 探讨了抗生素作用下

肠道细菌CGC形成后定植情况, 以及定植局部

细胞活性情况结果表明, 肠道细菌CGC在产生

后主要定植在回盲部, 也有部分分布在升结肠

段, 而其余部位则较少或无. 线粒体作为细胞活

动的主要供能场所[9], 是物质代谢和能量转化的

中心站, 细胞的各种活动所需能量绝大部分由

ATP直接提供, 而细胞内80% ATP在线粒体产生. 
以HPLC方法检测细胞ATP产生状况, 反映线粒

图 2 大鼠回盲部CGC定植观察结果(原位染色, ×1000).

表 1 CGC体内定植测定结果

      
大鼠编号           粪便          直肠          降结肠          横结肠          升结肠          盲肠          回肠          空肠          十二指肠  

  1           ++            -              -                  -    ++     +++       -       -           -

  2           ++            +              +                  ++    ++     ++       +       -           -

  3           +++          -              +                  ++    +++     +++       -       -           -

  4           +            -              -                  ++    ++     +++       -       -           -

  5           ++            +              ++  +++    ++     +++       -       -           -

  6           +++          -              -                  ++    +++     +++       +       -           -

  7           +++          +              ++  -    +     +++       -       -           -

  8           ++            -              -                  +    +     ++       -       -           -

  9           +            -              ++  +    +     +++       +       -           -

10           +++          +              +                  +    +     +++       -       -           -

结果判定标准: 数20个视野中平均每个视野中出现的CGC的量, -: 0-2个; +: 2-5个; ++: 5-10个; +++: >10个.

■名词解释
细菌CGC:  是生
物波研究中定义
的一种细菌特殊
生长状态. 表现为
代谢方式改变, 菌
体延长、运动活
泼、较强的侵袭
力等特征, 可以受
抗菌素作用、生
存环境变化等影
响而产生. 

A B

图 1 各组大鼠粪便标本检测结果. A: 正常大鼠; B: 应用头孢夫辛钠后大鼠.
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体功能, 代表细胞活性, 结果显示, 与正常动物

相比, 回盲部有大量CGC定植时其回盲部黏膜

细胞的能荷比及ATP与总腺苷酸库的比值均较

低, 与正常者相比存在着显著差异. 这提示CGC
定植与肠黏膜细胞活性降低之间有联系. 这为

将CGC作为IBS发病的病因的研究和以CGC定
植为基础又加上外部刺激进行的IBS动物模型

建立研究找到了实验依据. 至于CGC定植引起

肠黏膜细胞活性降低的机制初步认为可能与

CGC表面存在特殊的化学物质如内毒素等的作

用有关, 尚有待于进一步研究.
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■同行评价
本文对肠道细菌
CGC定植对肠黏
膜上皮细胞的活
性变化进行了初
步探索, 对IBS的
发病机制的研究
有一定益处, 而且
实验结果可信, 结
论比较明确, 为下
一步进行IBS机制
的深入研究奠定
了较好基础.
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• 消息 •

中国科学技术信息研究所情报方法研究中心关于
2005年世界华人消化杂志指标检索报告

本刊讯 2005年度《世界华人消化杂志》的总被引频次为2079, 位居全部1652种中国科技论文统计源期刊的第

51位, 内科医学类28种期刊的第4位. 2005年《世界华人消化杂志》的影响因子为0.485, 位居全部1652种中国

科技论文统计源期刊的第449位, 内科医学类28种期刊的第14位.《世界华人消化杂志》的即年指标0.070, 他引

率0.66, 地区分布数26, 基金论文比0.43, 国际论文比0.02,学科影响指标0.46. (世界胃肠病学杂志社2006-10-27) 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of chitooligo-
saccharides (COS) and N-acetylglucosamine 
(NAG) at different doses on oral glucose tole-
rance test (OGTT) and intestinal microecological 
balance in rats with diabetes induced by 
streptozotocin (STZ).

METHODS: The diabetic model of Wistar rats 
was duplicated with STZ intraperitoneally (65 
mg/kg, once). The rats were randomly divided 
into 9 groups: normal control, metformin, diabe-
tes, COS-H, COS-M, COS-L, NAG-H, NAG-M, 
and NAG-L group. The rats in normal control 
and diabetes group were treated with distilled 

water (10 mL/kg), and those in metformin 
group were treated with metformin (200 mg/
kg). The rats in COS-H, COS-M and COS-L 
group received high-, moderate- and low-dose 
COS treatment (250, 500, 1500 mg/kg), while 
those in NAG-H, NAG-M, and NAG-L group 
received high-, moderate- and low-dose NAG 
treatment (250, 500, 1500 mg/kg). All the drugs 
were administered by gastric irrigation. Sixty 
days later, the general conditions were observed. 
OGTT was performed and the intestinal flora 
were cultured, calculated and identified. The 
value of B/E was also calculated.

RESULTS: COS and NAG improved the symp-
toms such as decrease of body weight, over-
drinking and over-eating in diabetic rats, and 
the effects of high and moderate doses were 
superior to those of low ones. The glucose toler-
ance was decreased in all the diabetic rats, but 
was improved significantly (P < 0.05) by dif-
ferent concentrations of COS (moderate dose 
produced the best effect) and low and moder-
ate concentrations of NAG (low dose produced 
the best effect). In diabetic rats, the numbers 
of pathogenetic E. Coli and Enterococcus were 
increased while those of Bifidobacteria and Lacto-
bacillus were decreased. However, after admin-
istration with COS and NAG, the numbers of 
Bifidobacteria and Lactobacillus increased signifi-
cantly, while those of pathogenetic E. Coli and 
Enterococcus decreased significantly (P < 0.01). 
The effects were increased with the elevation of 
COS and NAG concentrations. In diabetic rats, 
the total numbers of aerobes were increased, 
while those of anaerobes were increased mark-
edly. The ratio of anaerobes to aerobes and the 
value of B/E were less than one. COS enhanced 
the value of B/E, while NAG augmented the to-
tal numbers of anaerobes (P < 0.05).

CONCLUSION: COS and NAG have effective 
effects on the general clinical symptom, disor-
ders of glucose tolerance at different concentra-
tions, and they can modulate the imbalance of 
intestinal microecology.

®

■背景资料
糖尿病及其并发
症是仅次于心脑
血管病和癌症的
第三大疾病, 糖尿
病合并感染是威
胁糖尿病患者生
命的重要并发症
之一.  近年来, 糖
尿病合并感染的
发生率有上升趋
势 ,  感 染 与 糖 尿
病之间的关系已
为人们所重视, 随
着医疗技术的发
展, 糖尿病并发感
染的死亡率虽有
所下降, 但其发病
率仍居高不下, 达
36.8%-55.9%. 
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摘要
目的: 研究不同剂量的壳寡糖和N-乙酰氨基
单糖对STZ诱导的糖尿病大鼠的糖耐量作用
及肠道微生态平衡的影响. 

方法: 按65 mg/kg体质量一次性ip STZ制备糖
尿病大鼠模型. 大鼠随机分为9组: 正常对照
组, 二甲双胍阳性对照组, 阴性对照组, 壳寡糖
高、中、低剂量组, N-乙酰氨基单糖高、中、

低剂量组. 正常对照组、阴性对照组每天灌胃
蒸馏水(10 mL/kg); 二甲双胍阳性对照组每天
200 mg/kg灌胃; 壳寡糖、N-乙酰氨基单糖组
分别按250, 500, 1500 mg/kg每天灌胃, 连续60 
d, 然后观察各组大鼠的一般状况和饮食. 按
2.5 g/kg体质量葡萄糖水溶液灌胃(ig), 测定各
组大鼠0, 0.5, 1, 2 h耐糖血糖值, 并分别对各组
大鼠肠道菌群进行培养, 计数并计算B/E值. 

结果: 不同剂量的壳寡糖和N-乙酰氨基单糖
均能不同程度改善糖尿病大鼠的体质量减
轻、多饮、多食等症状, 中、高剂量组的效果
要优于低剂量组. 各模型组的葡萄糖糖耐量均
有不同程度受损. 壳寡糖各组葡萄糖耐量的显
著改善(P <0.01), 中剂量组效果最好; N-乙酰
氨基单糖低剂量和中剂量显著改善葡萄糖耐
量(P <0.05), 低剂量组的效果最好. 糖尿病大
鼠肠道内大肠肝菌和肠球菌数量升高, 而乳酸
杆菌和双歧杆菌的数量明显下降. 壳寡糖各
剂量组可明显降低大肠肝菌和肠球菌的数量
(P <0.01), 对双歧杆菌和乳酸杆菌的增殖作用
也有显著作用(P <0.01), 且改善效果随着剂量
的增加而增加; N-乙酰氨基单糖各剂量组随
着剂量的增加使大肠杆菌和肠球菌的数量降
低, 高剂量组乳酸杆菌的增殖作用显著提高
(P <0.01). 单纯糖尿病大鼠组需氧菌总数量升
高, 而厌氧菌总数量升高明显下降, 厌氧菌与
需氧菌之比及B/E值<1. 壳寡糖各剂量组均可
使B/E值显著升高(P <0.01); N-乙酰氨基单糖
高剂量组厌氧菌总数显著改善(P <0.05).

结论: 不同剂量的壳寡糖和N-乙酰氨基单糖
均能不同程度的改善糖尿病大鼠的体质量减
轻、多饮、多食等症状, 改善葡萄糖耐量, 对

肠道微生态有调节作用.

关键词: 壳寡糖; N-乙酰氨基单糖; 糖尿病; 大鼠; 

糖耐量; 肠道微生态平衡
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0  引言

糖尿病是一种危害人们生命并且难以治愈的顽

症. 医学统计表明, 糖尿病及其并发症是仅次于

心脑血管病和癌症的第三大疾病, 目前我国糖

尿病患者约有3500多万人, 每年以75万人的速

度增加. 目前, 糖尿病及其并发症的病因、发病

机制尚未完全阐明. 国内外大量研究证实[1-2], 糖
尿病患者的肠内细菌群往往结构紊乱, 肠道内

有益菌数量低, 特别是双歧杆菌的数量和占有

率远远低于正常人, 腐败菌的数量明显高于正

常人, 这些状况给患者带来许多十分不利的影

响. 通过食用一些含双歧因子(bifidusfactor, BF)
较高的食物或双歧杆菌制剂, 使肠道内有益菌

增加, 短链脂肪酸含量增加, 能够改变这种状况. 
壳寡糖(chitooligosaccharides, COS)是BF的一种, 
可以调节动物肠道内微生物的代谢活动, 改善

肠道微生物区系分布, 促进双歧杆菌生长繁殖, 
从而提高机体免疫力. 有关壳寡糖作为微生态

调节剂的作用, 机制方面的报道, 国内已有相关

报道[3-7], 但对链脲佐菌素(STZ)诱导的糖尿病大

鼠的肠道微生态的调节作用还未见报道. 此外, 
不同剂量、分子量的壳寡糖的抑菌效果和促菌

增殖能力有所不同[8-11]. 本文从这个角度对不同

剂量壳寡糖及N-乙酰氨基单糖对STZ诱导的糖

尿病大鼠改善糖耐量和肠道微生态的作用进行

了探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠89只, 体质量200±20 g. 
壳寡糖, 本实验室制备, 分子质量2200 Da; N-乙
酰氨基单糖(青岛海汇); 盐酸二甲双胍(北京中

会药业); 链脲佐菌素(STZ)(Sigma); 血糖测定试

剂盒(北京北化康泰临床试剂有限公司).
1.2 方法 
1.2.1 模型制作 80只大鼠禁食12 h, 自由饮水. 按
65 mg/kg ip STZ. 正常对照组注射等量的柠檬酸

缓冲液. 注射7 d后, 眼眶静脉丛采血检测餐后2 

■研发前沿
糖尿病患者的肠
内细菌群往往结
构紊乱, 肠道内有
益菌数量低, 腐败
菌的数量明显高
于正常人, 这给患
者带来许多十分
不利的影响. 双歧
杆菌、乳杆菌是
肠道内主要的生
理性有益菌, 与其
他厌氧菌一起形
成肠道的生物屏
障, 作为一种天然
自动免疫, 维持肠
道菌群平衡, 在预
防、保健医学中
是许多学者所关
注的热门课题之
一. 
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h血糖(2 h PG), 定性尿糖. 尿糖在+++以上, 血糖

>11.11 mmol/L, 有多食、多饮、多尿症状者为

成模标准, 共有72只大鼠达到模型标准. 
1.2.2 动物分组及受试物剂量 大鼠分为9组: 正
常对照组(未处理的正常大鼠, n  = 9); 阴性对照

组(单纯糖尿病模型组, DR, n  = 9)、二甲双胍

阳性对照组(Met, n  = 9)、壳寡糖高、中、低剂

量组(COS-H, COS-M, COS-L, n  = 9)、N-乙酰

氨基单糖高、中、低剂量组(NAG-H, NAG-M, 
NAG-L, n  = 9)均来自成模大鼠; 正常对照组

(normal control), 二甲双胍阳性对照组(Met), 阴
性对照组(单纯糖尿病模型组, DR), 壳寡糖高、

中、低剂量组(COS-H, COS-M, COS-L), N-乙酰

氨基单糖高、中、低剂量组(NAG-H, NAG-M, 
NAG-L); 正常对照组、阴性对照组每天灌胃蒸

馏水(10 mL/kg); 二甲双胍阳性对照组每天200 
mg/kg灌胃; 壳寡糖、N-乙酰氨基单糖组分别按

250, 500, 1500 mg/kg每天灌胃, 连续60 d. 
1.2.3 观察指标 (1)一般状态观察: 观察各组大鼠

的一般状况和饮食. 每天定时称质量, 灌胃给药, 
根据体质量调整用药量; (2)糖耐量测定: 连续

灌胃60 d后, 禁食12 h, 末次给药2 h后眼眶取血, 
测空腹血糖(FPG), 大鼠灌胃葡萄糖水溶液(2.5 
g/kg), 分别于给糖后0.5, 1, 2 h眼眶后静脉丛采

血,葡萄糖氧化酶法测血糖值, 以空腹血糖值作

为零时血糖, 描制血糖值随时间变化曲线. 糖耐

量曲线下面积(area under curve, AUC)用几何面

积相加法计算[13]. 以阴性对照组糖耐量曲线下面

积为100%, 计算糖耐量曲线下面积百分率; (3)
肠道菌群检测: 以无菌方法取大鼠盲肠内容物

0.1-0.2 g, 用稀释液稀释至10-7. 选择适当的稀释

度取菌液50 μL接种于各种培养基上. EMB平板

和Ec平板选用10-4, 10-5, 10-6三个稀释度, Lbs平
板和Bs平板选用10-5, 10-6, 10-7三个浓度的菌液, 
37℃培养24-48 h后观察结果; 用于乳杆菌培养

的LBs平板和用于双歧杆菌培养的BS平板放入

采用焦性没食子酸法造成厌氧环境的厌氧袋中

37℃培养48-72 h. 培养结束后镜检并计算菌落

数. 并进行大肠杆菌种属、肠球菌种属、乳酸

杆菌种属和双歧杆菌种属鉴定[12-16].
统 计 学 处 理  全部资料用均数±标准差

(mean±SD)表示, 采用SPSS软件进行分析.

2  结果

2.1 一般状态观察 STZ注射后72 h, 糖尿病大鼠

逐渐出现多饮、多尿、多食、脱毛、消瘦、活

动减少等特征. 不同剂量的壳寡糖对STZ诱导的

糖尿病大鼠的一般状态都有明显的改善, 可以

显著的改善糖尿病大鼠体质量减轻、多饮、

多食等症状, 中、高剂量组的效果要优于低剂

量组. 
2.2 壳寡糖, N-乙酰氨基单糖对糖尿病大鼠葡萄

糖耐量的影响 从各时相血糖值可知, 壳寡糖各

组对0.5 h PG, 1 h PG, 2 h PG均有较大程度降低

(图1A). N-乙酰氨基单糖对0.5 h PG均无降低作

用, 与阴性对照组比较无显著差异, 而对1 h PG, 
2 h PG均有较大程度降低(图1B).

各模型组的葡萄糖糖耐量均有不同程度受

损, AUC与正常组比较均有显著差异(P <0.01). 
壳寡糖各组与阴性对照组比较均有极显著差异

(P <0.01), 中剂量组效果最好. N-乙酰氨基单糖

低剂量组和中剂量组与阴性对照组比较有显著

差异(P <0.05), 低剂量组效果最好(表1).
2.3 壳寡糖, N-乙酰氨基单糖对DM大鼠肠道菌

群的影响

2.3.1 壳寡糖, N-乙酰氨基单糖对糖尿病大鼠肠

道菌群数量的影响 糖尿病大鼠肠道内大肠肝菌

和肠球菌数量升高, 而乳酸杆菌和双歧杆菌的

数量明显下降, 与正常组比较均有极其显著差

异(P <0.01). 壳寡糖各剂量组可明显降低大肠肝

菌和肠球菌的数量(P <0.01), 对双歧杆菌和乳酸

杆菌的增殖作用与阴性对照组比较有显著差异

(P <0.01), 且改善效果随着剂量的增加而增加; 
N-乙酰氨基单糖各剂量组随着剂量的增加使大

肠杆菌和肠球菌的数量降低, 高剂量组对乳酸

杆菌的增殖作用与阴性对照组比较有显著差异

(P<0.01); 但各剂量组对双歧杆菌无增殖作用(表2).

表 1 壳寡糖, N-乙酰氨基单糖对糖尿病大鼠AUC的影响
(n  = 9, mean±SD)

     
分组                   AUC[mmol/(L·h)]                   AUC(%)  

Control                     21.66±6.18b             17.69

Met                   105.33±3.74d              86.05

DR                   122.40±12.05d            100.00

COS-H                     85.79±23.90bd              70.09

COS-M                     84.08±5.93d              68.69

COS-L                     86.07±8.06bd              70.32

NAG-H                   103.86±19.66d              84.86

NAG-M                     98.29±3.18ad              80.30

NAG-L                     94.22±15.27ad              76.97

aP<0.05, bP<0.01 vs  单纯糖尿病模型组; cP<0.05, dP<0.01 vs  
正常对照组.

■创新盘点
本文的创新之处
在于研究了不同
剂量的壳聚糖及
其衍生物对链脲
佐菌素(STZ)诱导
的糖尿病大鼠糖
耐量作用及肠道
微生态平衡的影
响, 壳聚糖无毒、

无抗原性 、资源
丰富, 开发应用于
微生态调节剂具
有较广泛的前景. 
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2.3.2 壳寡糖, N-乙酰氨基单糖对DM大鼠肠道菌

群厌氧菌与需氧菌之比和B/E值的影响 单纯糖

尿病大鼠组需氧菌总数量升高, 而厌氧菌总数

量升高明显下降, 厌氧菌与需氧菌之比和B/E值
<1, 与正常组比较均有显著差异(P <0.01). 壳寡

糖各剂量组对需氧菌总数量, 厌氧菌总数量, 厌
氧菌与需氧菌之比和B/E值均有改善作用, 与阴

性对照组比较差异显著(P <0.01); N-乙酰氨基单

糖各剂量组对需氧菌总数量有改善, 高剂量组

对厌氧菌总数量的改善, 与阴性对照组比较有

极显著差异(P <0.05), 各剂量组对厌氧菌与需氧

菌之比和B/E值均有改善, 改善效果随着剂量的

增加而增加(表3).

3  讨论

以往评价药物的降血糖作用, 往往采用测定空

腹血糖(fasting plasma glucose, FPG)或随机血

糖, 来判断药物是否有效, 但这两者均不能真正

反映机体的血糖水平. 国内外已有报道反映了

FPG的局限性及不敏感性[17-19]. 葡萄糖耐量试验

(oralglucosetolerancetest, OGTT), OGTT是一种

葡萄糖负荷试验, 用以了解机体对葡萄糖的调

节能力, 一直被公认为诊断糖尿病的金标准[20], 
而餐后2 h PG是糖尿病慢性并发症的独立高危

因素[21-23], 其敏感性要高于空腹血糖. 本实验结

果表明, 不同剂量的壳寡糖对糖尿病大鼠60 d前
后餐后2 h PG均有不同程度的降低, 壳寡糖中剂

量组(500 mg/kg)的降血糖效果最好, 可使血糖

降至16.14 mmol/L, 降糖率为47.481%, 与阴性对

照组比较有显著差异(P <0.01). 壳寡糖各组糖耐

量曲线下面积(AUC)较低, 与阴性对照组比较均

有显著差异(P <0.01), 中剂量组效果最好, 仅为

68.694%. 壳寡糖的降血糖作用与壳寡糖可以调

节机体的酸碱平衡进而增加胰岛素的敏感

性[24-25]以及能有效的促进胰岛细胞的增殖, 促进

受损胰岛细胞的恢复等方面有关[26]. 本研究结

果表明, N-乙酰氨基单糖各组也可不同程度降

低AUC. 从各时相血糖值可知, 壳寡糖各组对0.5 

 

图 1 壳寡糖和N-乙酰氨基单糖对糖尿病大鼠葡萄糖耐量的影响. A: 壳寡糖; B: N-乙酰氨基单糖.

表 2 壳寡糖, N-乙酰氨基单糖对糖尿病大鼠60 d后肠道菌群数量的影响(logCFU, n  = 9, mean±SD)

     
分组                       EMB                           Ec                             Lbs                              Bs  

Control               7.22±0.15b 7.88±0.05b              10.18±0.08b    9.87±0.10b

Met               8.52±0.31bd 9.40±0.20ad   9.82±0.05b    8.51±0.19d

DR               9.76±0.5d                 9.96±0.16d   9.17±0.03d    8.25±0.13d

COS-H               8.43±0.48bc 8.49±0.36bd   9.69±0.22b    9.17±0.06bd 

COS-M               8.15±0.07bd 8.31±0.08b   9.55±0.34d    9.03±0.13bd

COS-L               8.86±0.06bd 7.87±0.16b   8.81±0.17d    9.01±0.20bd

NAG-H               7.91±0.11bc             10.02±0.15d   9.84±0.05b    8.30±0.09d

NAG-M                8.71±0.81bd 9.07±0.80bd   9.49±0.37d    8.34±0.53d

NAG-L               8.92±0.11bd 8.83±0.12bd   9.17±0.49d    8.14±0.16d

aP<0.05, bP<0.01 vs  单纯糖尿病模型组; cP<0.05, dP<0.01 vs  正常对照组.

■应用要点
水溶性壳聚糖无
毒无味, 并且有一
定的免疫功能和
抗菌活性, 由于他
水溶性好, 使用方
便, 用于食品不但
可作为防腐剂延
长食品保质期, 而
且使食品具有营
养保健作用, 因而
具有广阔的开发
和利用前景.
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h PG, 1 h PG, 2 h PG均有较大程度降低. 而N-乙
酰氨基单糖对0.5 h PG均无降低作用, 而对1 h 
PG, 2 h PG均有较大程度降低. 提示N-乙酰氨基

单糖和壳寡糖的降糖机制可能不同. 
糖尿病患者由于饮食受到严格的限制, 特别

是对碳水化合物的摄入限制很严, 导致肠内细

菌群的结构紊乱, 腐败菌以及腐败产物的数和

量比普通人高, 而肠道内有益菌数量低, 特别是

双歧杆菌的数量和占有率远远低于正常人. 且
Ⅱ型糖尿病患者、Ⅰ型糖尿病患者的肠内菌群

变化依次恶化. 这些状况给糖尿病患者带来许

多十分不利的影响. 本研究表明, 壳寡糖各剂量

组可以显著降低大肠杆菌, 肠球菌和需氧菌总

的数量, 促进双歧杆菌, 乳酸杆菌的增殖, 提高

厌氧菌的总数量, 提高厌氧菌与需氧菌之比和

B/E值, 与任林 et al [6]报道相符. 而N-乙酰氨基单

糖各剂量对厌氧菌与需氧菌之比和B/E值也有

升高, 但对乳酸杆菌和双歧杆菌的增殖作用不

明显, 其机制可能主要是N-乙酰氨基单糖可以

抑制需氧菌大肠杆菌, 肠球菌的数量, 且随着剂

量的增高而效果显著. 
壳寡糖降低大肠杆菌, 肠球菌和需氧菌总的

数量, 促进双歧杆菌, 乳酸杆菌的增殖, 提高厌

氧菌的总数量, 提高厌氧菌与需氧菌之比和B/E
值的机制可能有以下3点: (1)壳寡糖作为双歧因

子(bifidusfactor, BF)对肠道有益微生物的增殖作

用[27-28]. 动物对碳水化合物的消化主要限于α-1, 
4糖苷键, 对其他糖苷键的分解能力较弱或不能

分解, 因此, 壳寡糖在小肠内不能被分解, 只能

以未降解的形式进入后段肠道被有益微生物如

乳酸杆菌、双歧杆菌等分解利用, 使肠道有益

微生物得到大量繁殖, 成为肠道内优势菌群; (2)

动物消化道内微生物对外源性病原菌存在着竞

争性排斥作用. 壳寡糖在肠道内占据肠黏膜表

面的定植位点, 形成生物学屏障, 构成肠道的定

植抗力, 阻止致病菌的定植和侵入, 减轻糖尿病

的肠道菌群紊乱程度; (3)壳寡糖对大肠杆菌的

直接抑制作用: 赵玉清 et al [29]用圆滤纸片法测定

了壳聚糖对大肠杆菌的抑制效果, 证明壳聚糖

对大肠杆菌的抑制作用达到极显著差异. 此外, 
有研究[30]发现有一种大肠杆菌能产生胰岛素样

物质, 这种物质进入血行后, 先与胰岛素的靶细

胞接触封闭了胰岛素受体. 当真正的胰岛素与

靶细胞接触时已无法发挥作用, 于是血糖不能

被吸收和利用而发生糖尿病. 此种情况下应用

具有扶植双歧杆菌、乳杆菌等的壳寡糖, 使之

发挥生物拮抗作用, 排除能产生胰岛素样物质

的大肠杆菌, 糖尿病即可得到缓解. 因此壳寡糖

的降糖机制与其调节肠道菌群, 改善肠道微生

态的作用有这必然联系.
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■名词解释
1  葡 萄 糖 耐 量
( O G T T ) 试 验 : 
O G T T 试验是一
种口服葡萄糖负
荷试验, 用以了解
人体对进食葡萄
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能力. 通过OGTT
试验, 可以早期发
现糖代谢异常, 早
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态, 正常菌群中的
专性厌氧菌如双
歧杆菌可形成一
层菌膜屏障, 抑制
肠道内(主要为肠
杆菌科细菌)以及
外源性潜在致病
菌对肠上皮细胞
的黏附, 其功能主
要在于防止肠道
内细菌及内毒素
移位.
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Abstract
AIM: To investigate the inductive effect of tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) on the expression of 
matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) and matrix 
metalloproteinase-9 (MMP-9) in gastric cancer 
cells.

METHODS: Gastric cancer cells were stimu-
lated by exogenous TNF-α and the cells without 
stimulation served as controls. The contents of 
MMP-2 and MMP-9 in the supernatant fluid of 
gastric cancer cells were measured by enzyme-
linked immunosorbnent assay (ELISA). The 
expression of MMP-2 and MMP-9 mRNA were 
detected by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR). Western blot was used 
to detect the expression of MMP-2 and MMP-9 
protein in gastric cancer cells.

RESULTS: Following stimulation with 1, 10 and 
100 mg/L TNF-α, the contents of MMP-2 (8.24 ± 
1.36, 23.65 ± 3.45, 14.83 ± 2.54 ng/L) and MMP-9 

(12.47 ± 2.66, 34.12 ± 6.78, 23.31 ± 4.45 ng/L) in 
the supernatant fluid of gastric cancer cells were 
increased significantly as compared with those 
in the control group (MMP-2: 1.56 ± 0.23 ng/L; 
5.25 ± 0.89 ng/L; all P < 0.01). After 16 hours of 
stimulation with TNF-α, the contents of MMP-2 
and MMP-9 in the supernatant fluid reached the 
peak values, which were 23.65 ± 3.45 and 34.12 ± 
6.78 ng/L, respectively. MMP-2 and MMP-9 ex-
pression were up-regulated both at mRNA and 
protein level.

CONCLUSION: TNF-α can up-regulate the ex-
pression of MMP-2 and MMP-9 in gastric cancer 
cells.

Key Words: Gastric cancer; Tumor necrosis factor- 
α; Matrix metalloproteinase-2; Matrix metallopro-
teinase-9; Enzyme-linked immunosorbnent assay; 
Reverse transcription-polymerase chain reaction; 
Western blot

Wang J, Guo DY. Induction of matrix metalloproteinase-2 
and matrix metalloproteinase-9 expression in gastric 
cancer cells by tumor necrosis factor-α. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(11):1208-1212

摘要
目的: 探讨肿瘤坏死因子α(TNF-α)对胃癌细
胞基质金属蛋白酶2(MMP-2)和基质金属蛋白
酶9(MMP-9)表达的诱导作用. 

方法: 以外源性TNF-α作用于胃癌细胞. 未经
TNF-α作用的胃癌细胞作为对照. 采用ELISA
法检测胃癌细胞培养上清液中M M P-2和
MMP-9蛋白的含量. 采用RT-PCR检测胃癌细
胞MMP-2 mRNA和MMP-9 mRNA的表达状
况. 采用Western blot检测胃癌细胞内MMP-2
蛋白和MMP-9蛋白含量. 

结果: 不同浓度(1, 10和100 mg/L)的TNF-α作
用胃癌细胞后, 胃癌细胞上清液中MMP-2的
含量分别为8.24±1.36, 23.65±3.45和14.83±
2.54 ng/L, 均显著高于对照组(1.56±0.23 ng/L, 
P <0.01); MMP-9的含量分别为12.47±2.66, 
34.12±6.78和23.31±4.45 ng/L, 亦均明显高

®

■背景资料
尽管TNF-α被认
为能够导致肿瘤
发生溶血性坏死, 
然而更多的证据
却显示TNF-α在
促进肿瘤发生、

发展的过程中起
到重要作用. 另有
研究显示, 基质金
属蛋白酶家族中
部分成员与多种
恶性肿瘤的侵袭
性和转移性增强
有关. 
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于对照组(5.25±0.89 ng/L, P <0.01), 其中以10 
mg/L TNF-α作用时升高最为显著. TNF-α作用
胃癌细胞16 h后, 上清液中MMP-2和MMP-9
含量达到峰值, 分别为23.65±3.45和34.12±
6.78 ng/L. 胃癌细胞MMP-2 mRNA和MMP-9 
mRNA表达明显增强, 胃癌细胞内MMP-2和
MMP-9蛋白表达亦明显增多.

结论:  T N F-α可上调胃癌细胞M M P-2和
MMP-9表达.

关键词: 胃癌; 肿瘤坏死因子α; 基质金属蛋白酶2; 

基质金属蛋白酶9; 酶链免疫吸附试验; 逆转录-聚

合酶链反应; 蛋白印迹

王峻, 郭德玉. TNF-α对胃癌细胞MMP-2和MMP-9表达的诱

导作用. 世界华人消化杂志  2007;15(11):1208-1212

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/1208.asp

0  引言

胃癌作为人类最常见的肿瘤之一, 常于诊断前

侵入肌层并发生转移[1], 因此患者的5 a生存率较

低, 具有较高的死亡率. 基质金属蛋白酶(MMPs)
家族成员中的MMP-9和MMP-2能有效的分解

基底膜的主要成分IV型胶原蛋白, 两者的过度

表达常引起胃癌的转移侵袭能力增强[2-3]. 众多

的研究显示, TNF-α参与了部分胃癌的发生、

发展过程[4-5], 与胃癌的的侵袭转移能力具有相

关性. 我们采用外源性TNF-α刺激胃癌细胞, 同
时对MMP-2和MMP-9表达情况进行检测, 分析

TNF-α对胃癌细胞MMP-2和MMP-9表达的影响, 
以探讨TNF-α在胃癌进展过程中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 人类胃癌细胞系SGC-7901由中国医科

大学肿瘤研究所惠赠. 细胞培养于RPMI1640培
养基中, 其中含有100 mL/L肽牛血清, 青霉素 
(100 IU/mL)及链霉素(100 mg/L). TNF-α购买于

美国Sigma公司. MMP-2和MMP-9 ELISA试剂盒

购自英国Biotrak Amersham公司. RNA PCR3.0
试剂盒及TRIzol试剂均购自于TaKaRa公司. 所
有检测均重复4次.
1.2 方法 
1.2.1 RNA提取 采用TRIzol法, 具体方法按其说

明进行.
1.2.2 逆转录聚合酶链反应(RT-PCR) 取1 mg 
SFRP1 RNA, 采用随机9引物法和AMV逆转录

酶合成cDNA. 循环条件为: 30℃, 10 min; 42℃, 

25 min; 99℃, 5 min; 5℃, 5 min, 共1个循环. 
MMP-2的PCR引物序列分别为: 上游5'-GTGCC
AAGGTGGAAATCAGAG-3'; 下游5'-AAGGTT
GAAGGAAACGAGCGA-3'. 循环条件为: 94℃, 
2 min, 1个循环. 94℃, 30 s; 60℃, 30 s; 72℃, 2 
min, 共30个循环. MMP-9的PCR引物序列分别

为上游5'-GTCTTCCCCTTCGTCTTCCT-3', 下游

5'-ACCCCACTTCTTGTCAGCGT-3'. 循环条件

为: 94℃, 2 min, 1个循环. 94℃, 30 s; 60℃, 30 s; 
72℃, 2 min, 共30个循环.
1.2.3 ELISA测定培养胃癌细胞上清中MMP-2和

MMP-9蛋白的含量 具体操作按其说明书进行.
1.2.4 蛋白印迹(Western blot) 取蛋白20 mg, 100 g/L 
SDS-PAGE凝胶电泳, 常规转膜, 加抗MMP-2, 
MMP-9的多克隆抗体(1∶1000), 4℃过夜后, 加
辣根过氧化物酶标记兔抗羊Ⅱ抗(1∶1000). 放
射自显影后凝胶成像分析系统分析.

统计学处理 用SPSS11.0统计软件进行方差

分析和t检验.

2  结果

2.1 不同浓度TNF-α作用下胃癌细胞上清液中

MMP-2和MMP-9含量变化 分别采用1, 10和100 
mg/L TNF-α作用胃癌细胞, 未经TNF-α作用的细

胞作为对照. 16 h后, 采用ELISA法检测胃癌细

胞上清液中MMP-2和MMP-9的含量. 结果显示, 
在不同浓度的TNF-α作用下, 胃癌细胞上清液中

MMP-2和MMP-9含量均显著增加(P <0.01), 其
中以10 mg/L TNF-α作用胃癌细胞时, MMP-2和
MMP-9增加最为显著(表1). 
2.2 TNF-α作用下不同时间胃癌细胞上清液中

MMP-2和MMP-9含量变化 以10 mg/L的TNF-α
作用胃癌细胞, 在1, 4, 16和24 h后分别收集上

清. 采用ELISA法对上清液中MMP-2和MMP-9
含量进行检测. 结果显示, TNF-α作用后, 随着

时间的推移, MMP-2和MMP-9的含量增加显著

表 1 不同浓度TNF-α对胃癌细胞上清液中MMP-2和
MMP-9含量的影响(mean±SD, ng/L)

     
TNF-α(mg/L)                     MMP-2                         MMP-9  

0(对照)                       1.56±0.23                 5.25±0.89      

1                                8.24±1.36b              12.47±2.66b

10                            23.65±3.45b              34.12±6.78b       

100                          14.83±2.54b              23.31±4.45b  

bP<0.01 vs  对照.

■创新盘点
本 文 首 次 分 析
了TNF-α对胃癌
细 胞 M M P - 2 和
M M P - 9 表 达 的
影响 .  结果发现 , 
TNF-α能够上调
MMP-2和MMP-9
表达, 提示TNF-α
在胃癌发生、发
展过程中具有重
要作用. 
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(P <0.01), 而峰值出现在16 h后. 
2.3 TNF-α对胃癌细胞MMP-2 mRNA和MMP-9 
mRNA表达的影响 采用浓度为10 mg/L的TNF-α
作用于胃癌细胞, 于16 h后收集细胞并采用RT-
PCR对MMP-2 mRNA和MMP-9 mRNA表达进

行检测. 同时, 对未经TNF-α作用的胃癌细胞

MMP-2 mRNA和MMP-9 mRNA进行检测, 以作

为对照. 运用凝胶成像分析系统进行半定量分

析, 以MMP-2, MMP-9与b-actin的条带积分吸光

度比值表示MMP-2 mRNA和MMP-9 mRNA的

表达水平. 结果显示, 经TNF-α作用后, 胃癌细胞

MMP-2 mRNA和MMP-9 mRNA表达均明显增

强(图1). 
2.4 TNF-α对胃癌细胞MMP-2和MMP-9蛋白表

达的影响 采用浓度为10 mg/L的TNF-α作用于

胃癌细胞, 于16 h后收集细胞并采用Western blot
对MMP-2蛋白和MMP-9蛋白表达进行检测. 同
时, 对未经TNF-α作用的胃癌细胞MMP-2蛋白

和MMP-9蛋白进行检测, 以作为对照. 凝胶成像

分析系统对条带进行积分吸光度分析. 用积分

吸光度与条带面积的乘积对蛋白表达进行半定

量分析. 结果显示, 经T N F-α作用后, 胃癌细

胞MMP-2蛋白和MMP-9蛋白表达均明显增强

(图2). 

3  讨论

目前, 越来越多的证据显示炎症反应是肿瘤发

生过程中的一个重要因素[6-7]. 作为Ⅰ类致癌原, 
幽门螺杆菌感染导致的慢性炎症则被认为是胃

癌发病的重要原因之一. 幽门螺杆菌常诱导胃

内黏膜TNF-α表达增多[8-10], 后者可有效抑制胃

酸的分泌[11], 进一步促进幽门螺杆菌生长, 导致

炎症的发生. 尽管TNF-α被认为能够导致肿瘤发

生溶血性坏死, 然而更多的证据却显示, TNF-α
在促进肿瘤发生、发展的过程中起到重要作用. 
例如, 在动物实验中, 肿瘤诱导剂TPA等可诱导

多个器官出现TNF-α基因表达增加[12]. TNF-α本
身也是一个肿瘤诱导剂, 他能诱导BALB/3T3细
胞出现恶性转化[13]. 此外亦有实验证明, TNF-α
缺乏小鼠可抵抗TPA等诱导的小鼠皮肤肿瘤出

现[14]. 这些证据均表明, TNF-α是促进胃癌发

生、发展的一个重要的细胞因子.

图 1 TNF-α对胃癌细胞MMP-2 mRNA和MMP-9 mRNA
表达的影响. A: TNF-α对MMP-2 mRNA表达的影响; B: 

TNF-α对MMP-9 mRNA表达的影响; C: MMP-2, MMP-9

与b-actin积分吸光度比值; 1: TNF-α作用胃癌细胞; 2: 对照

胃癌细胞; bP<0.01 vs  对照.
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图 2 TNF-α对胃癌细胞MMP-2蛋白和MMP-9蛋白表达的
影响. A: TNF-α对MMP-2蛋白表达的影响; B: TNF-α对

MMP-9蛋白表达的影响; C: MMP-2和MMP-9积分吸光度

与条带面积乘积; 1: TNF-α作用胃癌细胞; 2: 对照胃癌细胞; 
bP<0.01 vs  对照.
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■同行评价
本文研究了TNF- 
α 对 胃 癌 细 胞
MMP-2和MMP-9
表达的诱导作用, 
方法尚可, 结论可
信, 有一定实际价
值.

MMP-2

b-actin

1         2A

MMP-9

b-actin

1         2B

MMP-2

1                  2A

MMP-9

1                  2B

表 2 不同时间胃癌细胞上清液中MMP-2和MMP-9含
量的变化(mean±SD, ng/L)

     
时间(h)                       MMP-2                               MMP-9   

1                           2.21±0.46                      3.76±0.88       

4                         11.33±1.78b                   18.55±3.26b       

16                       23.65±3.45b                   34.12±6.78b     

24                       14.44±1.67b                   20.57±4.46b   

bP<0.01 vs  1 h组.
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作为一种常见的恶性肿瘤, 胃癌致死率在

癌症中占第2位. 其较高的致死率常与其较早发

生侵袭转移有关. 研究显示, 基质金属蛋白酶家

族中部分成员与多种恶性肿瘤的侵袭性和转移

性增强有关[15-23]. 金属基质蛋白酶能够降解基底

膜和细胞外基质中的主要成分胶原, 从而使肿

瘤细胞可以浸润到周围组织并向远处转移. 因
此胃癌常于诊断前侵入肌层并发生转移, 患者

的5 a生存率较低, 具有较高的死亡率. 有证据显

示, TNF-α可诱导多种细胞表达MMPs, 参与了

多种疾病的发病过程. 例如, TNF-α能诱导肺上

皮细胞[24]MMP-9表达, 参与了肺结核的发病过

程. 周围神经损伤, TNF-α亦可调节施旺细胞表

达MMP-9. TNF-α也可促进支气管平滑肌细胞

和小肠上皮细胞[25]表达MMP-9. 肺上皮细胞、

血管内皮细胞[26]及成纤维细胞[27-28]在TNF-α作
用下MMP-2表达亦增加. 有证据显示, TNF-α对
MMPs的诱导作用主要是通过MAPK信号系统

介导的NF-kB激活, 例如TNF-α即可通过该通路

上调血管平滑肌细胞MMP-9的表达[29-30]. 
本实验结果显示, TNF-α可上调胃癌上皮

细胞MMP-2和MMP-9的表达, 且在10 mg/L时
MMP-2和MMP-9表达达到峰值. 实验结果亦显

示, 在TNF-α作用后16 h左右, MMP-2和MMP-9
表达最多. 由于在胃癌患者中, TNF-α高表达常

引起肿瘤早期出现侵袭和转移, 其机制亦可能

与MMPs表达上调有关. 我们实验的结果进一

步证实, TNF-α参与了胃癌的进展过程. 关于

TNF-α对胃癌细胞MMP-2和MMP-9的诱导作用

的具体机制则有待于进一步研究.
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关于2006年度山西省期刊质量评估结果的通报

本刊讯 为推动期刊出版事业的繁荣和发展, 中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅

共同组织了2006年度期刊质量评估工作. 此次参评的为2005年度山西省出版的196种期刊, 其中, 社科期刊110

种、科技期刊86种. 评估结果如下: 一级(优秀)期刊共88种, 其中社科期刊42种, 科技期刊46种, 包括世界胃肠

病学杂志和世界华人消化杂志; 二级期刊共103种, 其中社科期刊64种, 科技期刊39种; 三级期刊共5种, 其中社

科期刊4种, 科技期刊1种.  (中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅 2007-01-30)
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Abstract
AIM: To investigate the effect of Ruanmailing 
in preventing nonalcoholic fatty liver disease 
(NAFLD) in rats.

METHODS: Rat models of NAFLD were es-
tablished by high-fat diet. A total of 90 male 
Sprague Dawley rats were randomly divided 
into group A, B and C, fed with high-fat diet, 
high-fat diet plus Ruanmailing (ig), and normal 
basic food. Ten rats of each group were sacri-
ficed at the 8th, 12th and 16th week, and mean-
while, the liver index, biochemical indicators in 
serum and liver tissues and the hepatic patho-
logical changes were observed.

RESULTS: At the 16th week in group B, the 
liver index was decreased significantly in com-
parison with that in group A (F = 51.626, P = 
0.000); the serum levels of cholesterol (CHOL), 

triglyceride (TG), low-density lipoprotein cho-
lesterol (LDL-C), alanine aminotransferase (ALT) 
and aspartate aminotransferase (AST) were 
reduced markedly (2.27 ± 0.38 mmol/L vs 3.09 
± 0.45 mmol/L; 0.83 ± 0.13 mmol/L vs 1.03 ± 
0.18 mmol/L; 0.41 ± 0.06 mmol/L vs 1.09 ± 0.27 
mmol/L; 52.0 ± 6.50 U/L vs 79.0 ± 4.72 U/L; 
182.9 ± 26.43 U/L vs 326.5 ± 28.21 U/L; all P < 
0.01), while the level of high-density lipoprotein 
cholesteror (HDL-C) was elevated (0.76 ± 0.17 
mmol/L vs 0.55 ± 0.11 mmol/L, P < 0.01); the 
tissue content of malondialdehyde (MDA) was 
decreased evidently (167.2 ± 14.00 mmol/g vs 
263.6 ± 26.84 mmol/g, P < 0.01), while the activi-
ty of superoxide dismutase (SOD) was enhanced 
notably (9.95 ± 0.33 U/g vs 4.36 ± 0.46 U/g, P 
< 0.01); the degree of fatty degeneration (χ2 = 
19.828-20.470, all P = 0.000) and inflammation (F 
=10.170, P = 0.000) were relieved dramatically.

CONCLUSION: Ruanmailing is effective in pre-
venting NAFLD in rats.

Key Words: Ruanmailing; Nonalcoholic fatty liver 
disease; Liver index; Pathological examination; 
Blood biochemistry; Antioxidants

Lu MF, Wang W. Preventive effect of Ruanmailing on 
non-alcoholic fatty liver disease in rats. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 观察软脉灵对非酒精性脂肪性肝病大
鼠模型的预防作用. 

方法: 采用高脂膳食喂养方式建立大鼠非酒
精性脂肪性肝病模型. ♂SD大鼠90只, 随机分
为模型组、药物组与空白对照组, 每组30只. 
模型组应用高脂饲料喂养, 药物组在高脂饲料
喂养同时应用软脉灵灌胃, 空白对照组应用基
础饲料喂养. 每组均于8, 12及16 wk时各处死
10只, 观察肝脏指数, 血清与肝组织生化指标
及肝组织病理改变. 

结果: 16 wk时与模型组相比较, 药物组肝脏
指数显著降低(F  = 51.626, P  = 0.000); 血清胆
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■背景资料
随着人群饮食结
构 改 变 及 B 超 等
检查的普及, 脂肪
肝的发病率及检
出率日益上升. 其
发病机制至今未
完全明确. 文献报
道, 脂肪肝是肝纤
维化及肝硬化的
前期病变, 部分患
者还可能进一步
发展成为肝功能
衰竭. 因此, 防治
脂肪肝对阻止慢
性肝病的进展及
改善预后具有重
要意义. 



固醇(CHOL)、甘油三酯(TG)、低密度脂蛋白
胆固醇(LDL-c), 丙氨酸转氨酶(ALT)及谷草转
氨酶(AST)水平明显降低(2.27±0.38 mmol/L 
vs  3.09±0.45 mmol/L; 0.83±0.13 mmol/L vs  
1.03±0.18 mmol/L; 0.41±0.06 mmol/L vs  
1.09±0.27 mmol/L; 52.0±6.50 U/L vs  79.0±
4.72 U/L; 182.9±26.43 U/L vs  326.5±28.21 
U/L; 均P <0.01), 但血清高密度脂蛋白胆固醇
(HDL-c)水平提高(0.76±0.17 mmol/L vs  0.55
±0.11 mmol/L, P <0.01); 肝组织丙二醛(MDA)
水平降低明显(167.2±14.00 mmol/g vs  263.6
±26.84 mmol/g, P <0.01), 超氧化物歧化酶
(SOD)活力增加显著(9.95±0.33 U/g vs  4.36
±0.46 U/g, P <0.01), 肝组织脂肪变性程度(χ2 
= 19.828-20.470, 均P  = 0.000)和炎症活动度(F  
=10.170, P  = 0.000)明显减轻.

结论: 软脉灵具有预防大鼠非酒精性脂肪性
肝病的作用.

关键词: 软脉灵; 非酒精性脂肪性肝病; 肝脏指数; 

病理学检查; 血液生化; 抗氧化剂
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0  引言

脂肪肝(fatty liver)是常见肝病之一, 随着人们

饮食结构的改变以及B超等检查的普及, 其发

病率及检出率日益上升. 肝脏脂肪变性可影响

肝功能, 使其代偿能力不足, 对缺氧、中毒等耐

受性降低. 文献报告, 本病是肝纤维化及肝硬

化的前期病变, 其肝纤维化发生率高达25%, 约
1.5%-8.0%的患者可进展为肝硬化, 若其致病因

子持续作用, 部分患者还可能进一步发展成为

肝功能衰竭[1-4]. 因此, 积极预防及治疗脂肪肝

对阻止慢性肝病的进展及改善预后具有重要意

义. 流行病学研究显示, 我国脂肪肝患者以非酒

精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)者居多[5-7]; 高脂血症是NAFLD重要的

致病因素之一[8-9]. NAFLD至今尚无完全有效的

药物治疗方案, 中外学者就此做了大量研究, 其
中中药验方及中成药治疗不乏效果良好者[10]. 中
成药软脉灵口服液具有滋补肝肾、益气活血、扩

冠调脂功能, 主要用于心脑血管疾病的治疗[11-12], 
药理实验及临床观察发现该药对脂肪肝有一定

干预作用. 我们旨在通过观察其对高脂膳食复

制的大鼠脂肪肝模型的影响, 揭示其在NAFLD
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预防中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级♂SD大鼠90只, 由中科院上海实

验动物中心提供, 鼠龄6-8 wk, 体质量140-160 g. 
胆固醇购自武汉亚法生物技术有限公司; 软脉

灵为福建新大陆药业有限公司提供的3倍浓缩

液; 丙二醛、超氧化物歧化酶测定试剂盒购自

南京建成生物工程研究所. 
1.2 方法 90只大鼠随机分成3组, 每组30只. 模型

组采用高脂饲料喂养; 药物组高脂饲料喂养, 同
时予软脉灵灌胃; 空白对照组采用基础饲料喂

养; 每组均于8, 12, 16 wk各处死10只. 高脂饲料

配方: 880 g/L基础饲料+100 g/L猪油+20 g/L胆
固醇[13]. 各组自由饮水进食. 

软脉灵3倍浓缩液以蒸馏水稀释还原后使

用. 定期测定大鼠体质量, 按体质量计算软脉灵

给药量. 如大鼠初始体质量147.7 g, 计算软脉灵

用量: 软脉灵成人用量为10 mL, 口服3次/d; mg/kg-
mg/m2转换因子成人为36.9, 大鼠为5.8[14]; 成人

体质量以60 kg计; 则30 mL/60 kg×36.9/5.8 = 
3.1810 mL/kg, 3.1810 mL/kg×0.1477 kg = 0.4698 
mL, 按0.5 mL/d灌胃. 

术前隔夜禁食; 称取体质量; 麻醉后开胸穿

刺心脏采血处死; 迅速摘取肝脏并称得湿质量; 
观察肝脏大体标本; 取肝右叶同部位组织1.0 g, 
4℃研磨制备成100 g/L的肝组织匀浆; 取肝右叶

同部位组织1块, 40 g/L中性甲醛溶液固定. 
1.2.1 肝脏指数 按以下公式计算: 肝脏指数 = 肝
湿质量/体质量×100%. 
1.2.2 生化指标检测 血样经离心, 取血清, 使
用全自动生化分析仪测定谷丙氨酸转氨酶

(ALT)、谷草转氨酶(AST)、胆固醇(CHOL)、甘

油三酯(TG)、高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)和
低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)等指标. 肝组织匀

浆按试剂盒方法测定丙二醛(MDA)含量及超氧

化物歧化酶(SOD)活力. 
1.2.3 病理学检查 大体标本先行肉眼观察; 肝组

织石蜡切片行苏木精-伊红染色(HE染色)及苦味

酸染色(VG染色); HE染色光镜下观察肝细胞脂

肪变性程度及炎症活动度, 前者按“脂滴细胞

数所占面积/总细胞数所占面积”值0, ≤1/3, ≤
2/3和>2/3分为(-)-(+++)4级, 达到++或以上者诊

断为脂肪肝[13], 后者积分标准分为汇管区炎症

(P)、小叶内炎症(L)、碎屑样坏死(PN)和桥接坏

死(BN)4级, 依次计为1-4分, 因为碎屑样坏死和
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■研发前沿
非酒精性脂肪肝
至今尚无完全有
效的药物治疗方
法 .  一 般 选 用 保
肝、抗氧化、增
加胰岛素敏感性
等药物, 使肝酶正
常化, 降低肝内脂
肪含量, 改善肝脏
组 织 学 结 构 .  其
中, 利用中药多靶
点、多环节、多
途径作用的特点, 
从现代医学发病
机制出发、结合
现代药理研究, 有
针对性的选用中
药防治非酒精性
脂肪肝是当前医
学研究的一个热
门课题. 

■创新盘点
中成药软脉灵口
服液, 主要用于心
脑血管疾病的治
疗, 药理实验及临
床观察中发现其
对脂肪肝有一定
干预作用. 本实验
通过研究其对高
脂膳食复制的大
鼠脂肪肝模型的
影响, 证实了该药
有预防脂肪肝形
成的作用. 
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桥接坏死严重度与预后直接相关, 计分公式为

P+L+2PN+2BN[13]. VG苦味酸染色光镜下观察肝

脏纤维化程度.
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计学

处理, 计量资料以均数±标准差表示, 多组间比

较用单因向方差分析, 组间多重比较用LSD方

法; 等级资料行非参数检验.

2  结果

实验期间对照组动物精神充沛, 灵活好动, 饮食

正常, 皮毛整洁有光泽, 体质量持续小幅增长; 
药物组大鼠一般情况也较好; 模型组大鼠身体

肥胖, 体毛凌乱, 精神萎蘼, 迟缓懒动; 喂食高脂

饲料的大鼠生长均较空白对照组大鼠为快. 模
型组大鼠在13 wk与15 wk各死亡1只, 解剖发现

脂肪肝已形成, 具体死因未明. 其余大鼠进入结

果分析. 
2.1 肝脏指数 肝脏指数经单因向方差分析, 显
示不同组间有差异(8 wk, F  = 45.578, P  = 0.000; 
12 wk, F  = 52.602, P  = 0.000; 16 wk, F  = 51.626, 
P  = 0.000). 经用LSD方法对各组间进行多重比

较, 结果显示药物组8 wk与模型组8 wk差异无显

著性(P >0.05), 与空白对照组8 wk差异有显著性

(P <0.01); 药物组12 wk与模型组12 wk及空白对

照组12 wk差异均有显著性(均P <0.01); 药物组

16 wk与模型组16 wk及空白对照组16 wk差异均

有显著性(均P <0.01)(表1). 
2.2 生化指标

2.2.1 血清生化指标 药物组血清CHOL, TG, 
LDL-C, ALT及AST水平低于模型组(P <0.01), 
其中C H O L ,  A L T,  A S T高于空白对照组

(P <0.01-0.05); HDL-C水平提高(P <0.01 vs  模
型组, P <0.05 vs  空白对照组); 模型组CHOL, 
TG, LDL-C, ALT及AST水平高于空白对照组

(P <0.01), HDL-C水平与空白对照组无差异(表2). 
2.2.2 肝组织抗氧化指标  模型组大鼠肝组织

MDA含量显著升高、SOD活力显著降低(P <0.01 
vs  空白对照组); 药物组MDA水平显著低于模

型组(P <0.01), 高于空白对照组(P <0.01-0.05); 药
物组S O D活力届于模型组与空白对照组之间

(P <0.01 vs  模型组, 空白对照组)(表3). 
2.3 病理学结果 肉眼观察, 对照组肝脏呈鲜红

色, 边缘锐利, 表面光滑; 模型组大鼠随造模时

间增加, 肝脏体积明显增大, 边缘变钝, 颜色转

黄, 切面油腻; 药物组肝脏体积较空白对照组增

大, 但油腻程度较模型组明显减轻. 光镜下, 对

照组大鼠肝组织形态学正常. HE染色光镜下, 模
型组大鼠肝组织出现中-重度的脂肪变性, 肝细

胞肿胀, 大小不均, 胞质内出现大小不一的脂滴, 
病变以中央静脉周围最为明显; 脂肪变程度随

造模时间延长而加重. 药物组肝组织轻度脂肪

变性为主, 肝内脂肪滴少, 散在分布. 各组的脂

肪变性程度, 经多个独立样本的非参数检验, 用
Kruskal-Wallis H方法分析, 差异有显著性(8 wk: 
χ2 = 19.828, P = 0.000; 12 wk: χ2 = 20.470, P = 
0.000; 16 wk: χ2 = 20.264, P = 0.000)(表4). 

模型组肝组织可见程度不等的汇管区炎症

及小叶内炎症, 少数出现汇管区变性及点状坏

死, 个别见坏死灶融合成小片状, 炎症细胞主要

以单核细胞、淋巴细胞为主, 也有一些中性粒

细胞, 炎症活动度随造模时间延长而加重; 药物

组肝脏存在汇管区炎症及小叶内炎症, 未见肝

细胞水样变性及坏死, 炎症细胞浸润较轻. 依据

公式P+L+2PN+2BN计算各组的炎症活动度积

分, 行单向方差分析, 显示不同组间差异有显著

性(F  = 10.170, P  = 0.000). 经LSD方法行各组间

多重比较, 模型组12 wk与空白对照组12 wk比较

差异有显著性(P <0.01); 模型组16 wk与空白对

照组16 wk比较差异有显著性(P <0.01); 药物组

16 wk与模型组16 wk及空白对照组16 wk比较差

异均有显著性(P均<0.01)(表5). 
VG染色光镜下, 模型组16 wk有2只大鼠出

现轻度肝细胞窦周纤维化, 余组大鼠未见肝组

织纤维化(表5). 

3  讨论

NAFLD是一个疾病谱, 病变由轻到重依次为肝

脂肪变、脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepati-
tis, NASH)、肝纤维化和肝硬化4个不同的病理

阶段. 其相关病因很多, 如营养不良、药物、代

■应用要点
软脉灵口服液是
国家基本药物, 已
进入临床使用, 原
用于心脑血管疾
病, 现可推荐应用
于非酒精性脂肪
肝的预防. 进一步
行大规模、多中
心试验研究后, 在
脂肪肝防治中将
有较大应用前景.

表 1 大鼠肝脏指数

     
                                                    肝脏指数

                                8 wk  12 wk           16 wk  

模型组 10   3.28±0.12    3.40±0.04      3.54±0.14

药物组 10e  3.30±0.12d   3.26±0.18bd   3.25±0.09bd

对照组 10   2.89±0.08     2.91±0.05     2.92±0.15

F值  -       45.578 52.602        51.626

P值  -         0.000   0.000          0.000

bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  空白对照组; e 药物组16 wk, n   
= 8.

n
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谢和遗传等因素, 临床上主要指与肥胖、糖尿

病和高脂血症相关的因素[15]. 发病机制复杂, 涉
及细胞内的生化代谢, 具体环节尚不完全清楚, 
一般认为与脂肪代谢异常、激素影响、环境因

素、遗传因素、氧应激及脂质过氧化损伤、免

疫反应、肝筛改变等有关[16]. 1998年Day et al [17]

提出的“二次打击学说”, 近年来已得到公认: 
第一次打击为各种原因导致的肝脏脂肪沉积, 
肝细胞变性; 第二次打击为各种原因导致体内

氧自由基增多, 引起脂质过氧化; 某些细胞因子

可直接损伤肝细胞, 引起炎症坏死[3]. 
高脂饮食使肝脏摄取游离脂肪酸增加, 通

过多种反应途径造成肝细胞的氧化应激和脂

质过氧化反应[15-16]. 例如, 肝脏微粒体细胞色素

P450(CYP)酶系统受到激活催化, CYP 2E1蛋
白和mRNA增强表达, 使自由基产生增多. 自由

基产生脂质过氧化物, 其中最主要的是MDA, 
MDA可形成蛋白加合物, 刺激机体产生抗体, 介
导免疫损伤[18-20]. SOD是广泛存在于需氧代谢细

胞中的一种自由基清除剂, 在自由基的产生与

 

表 2 大鼠血清生化指标

    
分组                     n      CHOL (mmol/L)   TG (mmol/L)  HDL-C (mmol/L)  LDL-C (mmol/L)       ALT (U/L)      AST (U/L)

模型组8 wk      10      2.37±0.36d      0.95±0.20d       0.62±0.06        0.59±0.06d      58.6±6.52d       193.0±21.59d

药物组8 wk      10      1.73±0.26bd     0.85±0.17d       0.65±0.07c       0.50±0.08ad     52.4±7.85ad      158.1±16.21bd

对照组8 wk      10      1.08±0.13       0.47±0.07        0.56±0.07        0.30±0.06        41.4±6.22        107.3±15.70

模型组12 wk    10      2.52±0.22       1.06±0.10d       0.62±0.06        0.80±0.08d       63.5±5.95d       233.0±19.24d

药物组12 wk    10      2.11±0.19bd     0.81±0.08bd     0.76±0.08b       0.46±0.06bd     50.1±4.73bd      180.8±13.39bd

对照组12 wk    10      1.21±0.10       0.53±0.04         0.59±0.05        0.32±0.03       39.5±3.34         116.7±11.06

模型组16 wk      8      3.09±0.45d      1.03±0.18d       0.55±0.11        1.09±0.27d      79.0±4.72d       326.5±28.21d

药物组16 wk    10      2.27±0.38b      0.83±0.13bc      0.76±0.17bc      0.41±0.06b      52.0±6.50bd      182.9±26.43bd

对照组16 wk    10      1.29±0.28       0.68±0.17        0.56±0.12        0.37±0.10        40.1±6.42        121.5±15.01

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

    

表 3 大鼠肝组织抗氧化指标

                                                   模型组                                                   药物组                                              空白对照组

                            MDA (mmol/g)          SOD (U/g)           MDA (mmol/g)           SOD (U/g)          MDA (mmol/g)            SOD (U/g)

8 wk 10     204.4±18.62d       5.74±0.23d       178.7±16.48bd       8.28±0.44bd       150.4±14.94       11.31±0.55

12 wk 10     229.2±19.21d       5.18±0.43d       175.4±16.38bd       9.40±0.52bd     152.44±13.93       10.87±0.10

16 wk 10e    263.6±26.84d       4.36±0.46d       167.2±14.00bc       9.95±0.33bd       148.0±25.43       11.09±0.41

bP<0.01 vs  模型组; cP<0.05, dP<0.01 vs  空白对照组; e 药物组16 wk, n   = 8.

n

    

表 4 大鼠肝脏脂肪变性程度

                                                                     脂肪变性程度(只)

                                                        -             +               ++            +++

模型组8 wk 10   0 4 5 1 24.05

药物组8 wk 10   5 4 1 0 14.45

对照组8 wk 10 10 0 0 0   8.00

模型组12 wk 10   0 2 5 3 22.45

药物组12 wk 10   1 4 4 1 18.05

对照组12 wk 10 10 0 0 0   6.00

模型组16 wk   8   0 1 2 5 21.63

药物组16 wk 10   0 3 5 2 17.60

对照组16 wk 10   9 1 0 0   5.70

分组                              n                                                                                  Mean rank 

■名词解释
“二次打击”学
说 :  在 非 酒 精 性
脂肪肝发病过程
中, 由肥胖、糖尿
病、高脂血症、

瘦素等因素, 引起
肝内游离脂肪酸
增加, 肝细胞脂肪
变性, 为“第一次
打 击” ;  病 变 继
续, 通过多种反应
途径引起肝细胞
氧化应激和脂质
过氧化反应, 导致
肝细胞损伤、脂
肪性肝炎、肝硬
化等, 为“第二次
打击”.
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清除平衡中起着重要作用. 测定MDA、SOD水

平常可反映机体内脂质过氧化的程度, 间接反

映细胞受损的程度. 
中成药软脉灵口服液 ,  主要成分为熟地

黄、五味子、枸杞、怀牛膝、茯苓、制何首

乌、白芍、柏子仁、远志、黄芪(炙)、陈皮、

淫羊藿、当归、川芎、丹参及人参, 主治早期

脑动脉硬化、冠心病、中风后遗症等. 药理实

验证实该药能显著降低高脂膳食喂养的鹌鹑血

中CHOL、TG水平, 升高HDL-C值, 具有较好的

调血脂效果[12], 实验过程中观察到, 药物对模型

动物的脂肪肝形成有一定防治效果, 与临床观

察相符. 因而, 本研究将之应用于预防大鼠非酒

精性脂肪性肝病实验. 
实验成功复制了高脂膳食造成大鼠脂肪性

肝病的模型[12], 大鼠脂肪肝程度随造模时间延长

而加重. 在高脂膳食的同时, 应用软脉灵灌胃干

预脂肪肝, 结果用药后肝脏指数及血中CHOL, 
TG, LDL-C水平下降, HDL-C水平升高, 肝功

能、抗氧化能力改善; 说明软脉灵具有预防大

鼠血脂增高, 减少肝脏对游离脂肪酸的吸收, 清
除肝内甘油三酯作用; 有清除机体自由基, 增强

抗氧化能力的作用, 可以调节和改善自由基代

谢平衡, 保护肝细胞; 能降低肝细胞膜的通透性, 
减少胞质中的ALT, AST溢入血中, 保持肝功能

的正常; 病理检查进一步证实肝组织脂肪变性

及炎症活动程度减轻. 本实验为软脉灵在预防

脂肪肝的临床应用中提供了依据.

4      参考文献
1 曾民德. 脂肪肝——肝病领域的新挑战. 中华肝脏病

杂志 2000; 8: 69
2 Harrison SA, Kadakia S, Lang KA, Schenker S. 

Nonalcoholic steatohepatitis: what we know in 
the new millennium. Am J Gastroenterol 2002; 97: 
2714-2724 

3 韩萍, 成军, 李莉. 非酒精性脂肪肝炎的研究. 世界华
人消化杂志 2002; 10: 1038-1040

4 Te Sl igte K, Bourass I , Sels JP, Driessen A, 
Stockbrugger RW, Koek GH. Non-alcoholic 
steatohepatitis: review of a growing medical 
problem. Eur J Intern Med 2004; 15: 10-21 

5 范建高, 朱军, 李新建, 李锐, 戴菲, 宋晓敏, 陈兰, 李
锋, 陈世耀. 上海市成人脂肪肝患病率及其危险因素
流行病学调查. 中华肝脏病杂志 2005; 13: 83-88 

6 张国梁. 脂肪肝研究的思考. 安徽中医学院学报 2003; 
22: 5-9

7 张华捷, 庄辉, 刘学恩. 脂肪肝的流行病学研究进展. 
中华流行病学杂志 2004; 25: 630-632

8 Kainuma M, Fujimoto M, Sekiya N, Tsuneyama 
K, Cheng C, Takano Y, Terasawa K, Shimada 
Y. Cholesterol-fed rabbit as a unique model of 
nonalcoholic, nonobese, non-insulin-resistant 
fatty liver disease with characteristic fibrosis. J 
Gastroenterol 2006; 41: 971-980

9 Yoneda M, Fujita K, Iwasaki T, Maeyama S, 
Terauchi Y, Nakajima A. Treatment of NASH: 
nutritional counseling and physical exercise. Nippon 
Rinsho 2006; 64: 1139-1145

10 王凤珍, 杨钦河, 王强, 龚理. 中医药治疗脂肪肝临床
研究进展. 安徽中医学院学报 2006; 25: 53-55

11 刘庆贺. 软脉灵的药理与临床应用. 首都医药 1998; 5: 
51 

12 谢振家, 顾洛, 刘拥国. 软脉灵口服液对实验性高脂血
症鹌鹑动脉粥样硬化的影响. 中西医结合心脑血管病
杂志 2007; 5: 32-33

13 徐正婕, 范建高, 王国良, 丁晓东, 田丽艳, 郑晓英. 高
脂饮食致大鼠非酒精性脂肪性肝炎肝纤维化模型. 世
界华人消化杂志 2002; 10: 392-396 

14 施新猷. 医用实验动物学. 第1版. 西安: 陕西科学技术
出版社, 1989: 421 

15 李继昌. 非酒精性脂肪肝病. 中国医刊 2006; 41: 7-8
16 张英霞, 李震坤. 脂肪肝的研究现状. 内蒙古医学杂志

2006; 38: 459-461
17 Day CP, James OF. Steatohepatitis: a tale of two 

    

表 5 大鼠肝组织炎症活动度

                                                                            肝组织炎症活动度(只)                                                  计分

                                             汇管区炎症(P)  小叶内炎症(L)  碎屑样坏死(PN)  桥接坏死(BN)          (mean±SE)

模型组8 wk 10 10          2                0         0              1.40±0.41                0

药物组8 wk 10   7          0                0         0              0.70±0.30                0

对照组8 wk 10   0          0                0         0              0.00±0.00                0

模型组12 wk 10 10          5                1         0              2.30±0.39d                0

药物组12 wk 10   9          2                0         0              1.30±0.37                0

对照组12 wk 10   0          0                0         0              0.00±0.00                0

模型组16 wk   8   8          8                3         1              6.25±0.44d                2

药物组16 wk 10   9          4                1         0              2.00±0.35bc               0

对照组16 wk 10   1          0                0         0              0.10±0.04                0

分组                              n                                                                                                                                                      纤维化(只) 

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

■同行评价
本文通过建立大
鼠脂肪肝模型, 研
究中成药软脉灵
对大鼠实验性脂
肪肝的预防作用, 
目的明确, 方法科
学, 结论可靠. 对
中成药防治脂肪
肝的研究提供了
有力的实验证据, 
对开发防治脂肪
肝的中药具有理
论和现实意义.
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第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨第四届
消化介入新技术研讨会会议及征文通知

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

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

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

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

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

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

1   征文内容

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

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

化介入诊治新技术相关的论著、文献综述、临床经验、个案报告等各类稿件.  

2   征文要求

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

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

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

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

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

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

cn.
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Abstract
AIM: To establish a rapid rat model of non-
alcoholic fatty liver.

METHODS: Twenty-four male Sprague Dawley 
rats were averagely and randomly divide into 
group A, B and C, fed with normal diet, rou-
tine high-fat diet and routine high-fat diet plus 
sucrose, propylthiouracil, and sodium cholate, 
respectively. The general conditions and weight 
changes were dynamically observed for 5 weeks, 
and then all the rats were killed. The pathologi-
cal changes of liver tissues were observed by HE 
staining, and Sudan IV staining and electron mi-
croscopy were used to investigate the presence 
status of cytoplasmic lipid droplets in liver cells. 
The following indexes were compared between 
the three groups, including serum levels of tri-
glyceride (TG), total cholesterol (TC), alanine 
aminotransferase (ALT), aspartate aminotrans-
ferase (AST), malondialdehyde (MDA), and su-
peroxide dismutase (SOD), and tissue contents 
of TG and TC.

RESULTS: Starting from the fourth week, the 
weights of rats were significantly decreased in 
group A and C as compared with those in group 

B (249.63 ± 34.25, 241.88 ± 20.75 vs 275.38 ± 6.59, 
P < 0.05), but there was no marked difference 
between group A and C (P > 0.05). In the fifth 
week, light microscopy showed a great number 
of fatty vacuoles in liver cells, and electron mi-
croscopy confirmed the presence of abundant 
lipid droplets. Different degrees of hepatic fatty 
degeneration (+~+++) was observed in group C 
(H = 13.36, P = 0.0003), but not in group A and B. 
The serum levels of TG, TC, ALT and MDA were 
markedly higher in group C than those in group 
A and B (TG: 1.28 ± 0.61 mmol/L vs 0.72 ± 0.12, 
0.76 ± 0.04 mmol/L; TC: 12.78 ± 1.47 mmol/L vs 
1.71 ± 0.03, 2.31 ± 0.49 mmol/L; ALT: 1518.64 ± 
186.04 nkat/L vs 1181.57 ± 37.84, 1262.92 ± 159.20 
nkat/L; MDA: 13.40 ± 4.24 μmol/L vs 5.89 ± 1.05, 
7.23 ± 1.15 μmol/L; all P < 0.05), but the activity 
of SOD was lower in group C (5.21 ± 0.81 nkat/
mL vs 11.91 ± 2.69, 11.19 ± 0.78 nkat/mL, P < 
0.05). There were no notable differences between 
group A and B (P > 0.05). The tissue contents 
of TG and TC were dramatically higher both in 
group B and C than those in group A (TG: 2.14 ± 
0.26, 5.83 ± 1.42 mmol/L vs 1.20 ± 0.16 mmol/L, 
P < 0.05; TC: 3.19 ± 0.23, 9.63 ± 1.12 mmol/L vs 
2.13 ± 0.16 mmol/L, P < 0.05), and there was also 
statistical difference between group B and C (P < 
0.05).

CONCLUSION: The rat model of non-alcoholic 
fatty liver can be successfully established within 
five weeks by the improved method, which 
needs less time and cost during the construction, 
and basically simulating the occurrence and pro-
gression of non-alcoholic fatty liver in human 
beings.

Key Words: Non-alcoholic fatty liver; Animal model; 
Propylthiouracil; Rat

Wang Q, Guan XQ. Improvement of induction method 
of non-alcoholic fatty liver model in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(11):1219-1224

摘要
目的: 快速建立一种非酒精性脂肪肝大鼠
模型. 
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■背景资料
近年来, 由于生活
水平的提高, 饮食
结构的变化, 我国
由高脂血症、高
血压、肥胖、糖
尿病和药物损害
等引起的非酒精
性脂肪肝发病率
呈上升趋势, 现已
成为危害人类健
康的三大肝病之
一 ,  并 与 失 代 偿
期肝硬化、肝功
能衰竭、原发性
肝癌的发生密切
相关. 非酒精性脂
肪肝病是遗传-环
境-代谢应激相关
性疾病, 与胰岛素
抵抗及其相关的
代谢综合征和遗
传易感性有关. 



方法: 24只♂SD大鼠随机平均分为正常组、

常规组和改良组, 分别喂普通基础饲料、常规
用高脂饲料及常规高脂饲料+蔗糖+丙基硫氧
嘧啶+胆酸钠. 5 wk内动态观察三组大鼠的一
般情况、体质量变化, 均5 wk处死, 观察大鼠
肝脏病理形态变化, 苏丹Ⅳ染色和电镜检测了
解大鼠肝细胞胞质内脂滴存在情况, 并比较三
组大鼠血清甘油三酯(TG)、胆固醇(TC)、谷
丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)水平、丙
二醛(MDA)含量和超氧化物歧化酶(SOD)活
力及肝组织甘油三酯(TG)、胆固醇(TC)含量
的变化. 

结果: 第4周开始正常组和改良组两组大鼠与
常规组体质量之间有显著性差异(249.63±
34.25, 241.88±20.75 vs  275.38±6.59, P <0.05), 
改良组与正常组之间体质量无显著性差异
(P >0.05). 第5周在光镜下见改良组大鼠肝细
胞内弥漫大量的脂肪空泡, 电镜和苏丹Ⅳ染色
证实肝细胞内有大量脂滴. 肝脂肪变性程度为
+~+++ (H  = 13.36, P  = 0.0003), 正常组和常规
组大鼠肝细胞内未见明显脂肪变性. 改良组
大鼠血清TG, TC, ALT水平和MDA含量均高
于正常组和常规组(TG: 1.28±0.61 mmol/L vs  
0.72±0.12, 0.76±0.04 mmol/L; TC: 12.78±
1.47 mmol/L vs  1.71±0.03, 2.31±0.49 mmol/
L; ALT: 1518.64±186.04 nkat/L vs  1181.57±
37.84, 1262.92±159.20 nkat/L; MDA: 13.40±
4.24 μmol/L vs  5.89±1.05, 7.23±1.15 μmol/L; 
均P <0.05), 常规组与正常组比无显著差异
(P >0.05); 而改良组血清SOD活力显著低于
正常组和常规组(5.21±0.81 nkat/mL vs  11.91
±2.69, 11.19±0.78 nkat/mL, P <0.05). 肝组织
TG, TC含量常规组和模型组均比正常组有增
高(TG: 2.14±0.26, 5.83±1.42 mmol/L vs  1.20
±0.16 mmol/L, P <0.05; TC: 3.19±0.23, 9.63
±1.12 mmol/L vs  2.13±0.16 mmol/L, P <0.05), 
常规组与改良组也有显著差异(P <0.05).

结论: 通过与利用常规高脂饲料建模的方法
比较, 该改良方法5 wk成功地构建了非酒精性
脂肪肝大鼠模型, 缩短了建模时间, 降低了实
验成本且模型基本符合人类发病的自然状态, 
是一种理想的建模方式.

关键词: 非酒精性脂肪肝; 动物模型; 丙基硫氧嘧

啶; 大鼠
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0  引言

非酒精性脂肪肝大鼠模型现有的建模方法可分

为两类, 一类是利用转基因技术建模, 另一类是

利用药物和饮食诱导建模[1]. 目前, 常用的建模

方法还是选用超营养饮食方法, 这类方法重复

性强, 较稳定且简单易行, 但建模耗时较长, 成
本高. 我们参考国内外建造动物脂肪肝模型的

文献[2]及预实验的结果, 对大鼠饲料配方进行

了改进, 采用在常规高脂饲料中加入蔗糖[3-4]、

丙基硫氧嘧啶[5]和胆酸钠[6]的方法建立大鼠非酒

精性脂肪肝模型, 这种方法能缩短建模时间, 降
低实验成本, 基本符合自然疾病发病规律, 有利

于进行科学实验研究.

1  材料和方法

1.1 材料 

1.1.1 实验动物 ♂7周龄SD大鼠共24只, 体质量

200-280 g, 由重庆医科大学实验动物中心提供. 
1.1.2 主要药物与试剂 胆固醇, 广州天马精细化

工厂生产(批号: 050531), 猪胆酸钠, 北京奥博星

生物技术有限责任公司(批号: 20050428), 丙硫

氧嘧啶片, 上海复星朝晖药业有限公司(生产批

号: 050606), 猪油、蔗糖购自重客隆超市. 丙二

醛(MDA)含量和超氧化物歧化酶(SOD)活力测

定试剂盒, 南京建成生物工程研究所(批号分别

为20051123和20051212), 苏丹Ⅳ染色试剂盒, 福
州迈新生物技术有限公司(批号: 611088023). 
1.1.3 主要仪器 小磅秤, 四川大竹衡器厂; RM 
2135切片机, 德国莱卡公司; 752紫外分光光度

计, 上海棱光技术有限公司; 康宁560全自动生

化分析仪, 美国康宁公司; Hitachi-7500透视电

镜, 日本日立公司.
1.2 方法 
1.2.1 饲料的制备 (1)常规高脂饲料的制备: 胆固

醇2%, 猪油10%, 基础饲料88%; (2)改良高脂饲

料的制备: 胆固醇2%, 胆酸钠0.5%, 丙硫氧嘧啶

0.2%, 蔗糖5%, 猪油10%, 基础饲料82.3%. 
1.2.2 动物模型的制备 SD大鼠按完全随机分组

原则分为3组(正常组、常规组和改良组), 每组

各8只. 正常组用基础饲料喂养, 常规组给予上

述常规高脂饲料喂养, 改良组给予改良高脂饲

料喂养, 自由取食, 实验5 wk, 处死3组全部大鼠, 
摘取眼球取血, 并迅速取出肝脏, 每份大鼠肝脏

一部分放置-70℃低温冰箱保存备用, 一部分用

40 g/L甲醛固定以作病理组织检查用, 一部分加

生理盐水制成100 g/L的肝组织匀浆以作检测肝

www.wjgnet.com

■研发前沿
许多学者对利用
实验动物复制非
酒精性脂肪肝的
模型进行了大量
的研究, 非酒精性
脂肪肝大鼠模型
现有的建模方法
可分为两类, 一类
是利用转基因技
术建模, 另一类是
利用药物和饮食
诱导建模. 选择一
种建模时间短、

实验成本低、符
合人类自然发病
规律的模型, 能更
有利于科学实验
研究, 因此寻求建
立这种模型的方
法是现在亟待研
究的问题. 
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组织TG, TC含量用.
1.2.3 观察指标和测定方法 (1)一般情况. 实验期

间每周称大鼠体质量1次, 并观察其毛色、食欲

行动、粪便、对外界刺激的反应情况; (2)病理

组织学检查. 肉眼观察大鼠肝脏大体变化, 并作

病理切片HE染色, 光镜下观察大鼠肝脏脂肪变

性情况, 其判断标准详见《非酒精性脂肪肝诊

断标准》(2002-10中华肝病学会脂肪肝和酒精

性肝病学组制定); 并做苏丹Ⅳ染色和电镜检查

了解肝细胞内脂滴的存在情况; (3)血清生化指

标. 测定各组大鼠血清甘油三酯(TG)、胆固醇

(TC)、谷草转氨酶(AST)、谷丙转氨酶(ALT)、
丙二醛(MDA)含量和超氧化物化酶(SOD)活力. 
(4)肝组织甘油三酯(TG)、胆固醇(TC)含量的

测定.
统计学处理 用SPSS11.5统计学软件进行数

据分析. 体质量的变化分析采用重复测定资料

方差分析. 其他指标属多样本均数比较采用单

因素方差分析(正态分布)和Kruskal-wallis秩和

检验(非正态分布), 等级资料采用Kruskal-wallis
秩和检验.

2  结果

实验过程中, 各组大鼠均无死亡, 皮毛光泽度好, 
进食饮水尚可, 活动自如, 对外界刺激反应迅速. 
2.1 大鼠体质量的变化 每周称3组大鼠体质量, 
动态观察其体质量的改变情况(表1), 不同时间

点的体质量间的差别具有统计学意义(F  = 62.84, 
P <0.0001); 不同饲料喂养与时间之间有明显的

交互作用(F  = 13.68, P <0.0001), 说明3组大鼠体

质量的变化趋势不同. 采用LST法进行多样本

均数的两两比较, 结果表示前2 wk改良组、常

规组和正常组大鼠体质量之间均无显著性差异

(P >0.05); 第4周开始常规组与正常组和改良组

两组大鼠体质量之间均有显著性差异(P <0.05), 
改良组与正常组之间体质量无显著性差异

(P >0.05). 提示改良高脂饲料喂养大鼠在实验过

程中体质量无明显的变化, 常规高脂饲料喂养

大鼠从第4周开始体质量就有增加.
2.2 肝脏病理学变化 肉眼观察, 5 wk处死的正常

组大鼠肝脏颜色呈暗红; 常规组大鼠肝脏颜色

仍呈暗红. 体积稍增大; 改良组大鼠肝脏体积增

大, 包膜稍紧张, 边缘圆钝, 呈奶黄色, 有油腻感; 
光镜下, 正常组大鼠肝脏基本无异常情况, 常规

组大鼠肝细胞以浊肿为主, 少量肝细胞可见空

泡变性, 改良组均可见以肝腺泡Ⅲ区为主的弥

漫性肝细胞空泡变性, 未见炎性变、坏死灶及

■创新盘点
在现有的利用药
物和饮食诱导方
式建立大鼠非酒
精性脂肪肝模型
的方法中, 利用常
规的用高脂饲料
建模的方法虽具
简便, 重复性好的
优点, 但却存在造
模 时 间 长 ,  病 变
轻, 成本较高的缺
点. 对于已有的一
些改良方法, 如用
缺乏胆氨酸-胆碱
的饲料喂养小鼠
建模的方法、注
射四氯化碳等药
物诱导建模等, 虽
然具有简便、快
速的特点, 但从发
病机制、病程演
变过程、以及最
终组织学形态改
变来看都与人类
脂肪肝的发生有
较大差异. 本实验
的建模方法用时
短、死亡率低、

成本率低, 建模过
程基本符合人类
自然发病情况, 较
好的避免了其他
改良方法的不足.

表 1 3组大鼠的体质量变化情况(mean±SD, n  = 8)

     
分组            0 wk                        1 wk                        2 wk                        3 wk                         4 wk                         5 wk  

正常组      246.88±34.12     247.38±32.12          248±32.70          249±33.87      249.63±34.25e     249.38±34.02e

常规组        238.5±6.39         248.5±6.38       257.25±6.58       264.38±6.74c       275.38±6.59ac      285.38±6.68ac

改良组      226.25±21.34     236.75±20.03     234.88±23.12     230.75±25.69e     241.88±20.75e     243.63±17.95e

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  改良组; eP<0.05 vs  常规组.

A

B

C

图 1 光镜下大鼠肝脏病理学变化(HE×400). A: 正常组; B: 

改良组; C: 常规组.
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肝纤维化, 变性肝细胞体积较正常明显增加, 胞
质内充满大量脂肪空泡(图1). 做苏丹Ⅳ染色见

肝细胞内的脂滴染成桔红色, 电镜下发现肝细

胞胞质内存在大小不等、电子密度中等的均质

性无界膜的脂滴(图2-3). 根据《非酒精性脂肪

肝诊断标准》对脂肪变性进行分级评价(表2), 
可知改良高脂饲料喂养建模的方法比常规高脂

饲料喂养建模的方法更快速有效(H  = 13.36, P  = 
0.0003).
2.3 血清生化指标的变化 常规组与正常组间血

清生化指标无显著差异(P >0.05); 与正常组和常

规组比较, 改良组大鼠血清TG, TC和ALT水平均

有明显升高(P <0.05, 表3).
2.4 血清SOD活力及MDA含量变化 常规组与正

常组比较血清SOD活力和MDA含量无显著性

差异(P >0.05); 改良组与正常组和常规组比, 血
清SOD活力有明显降低, MDA含量有明显升高

(P <0.05, 表4).

2.5 大鼠肝组织TC, TG含量的测定 常规组和改

良组大鼠的TC, TG含量均比正常组有明显增高

(P <0.05); 常规组与改良组大鼠之间TC, TG含量

有显著性差异(P <0.05, 表5).

3  讨论

近年来, 我国由高脂血症[7]、高血压[8]、肥胖[9-10]、

糖尿病[11]、药物损害[12]等引起的非酒精性脂肪

肝的发病率呈上升趋势, 为深入研究脂肪肝的

 

表 2 2组大鼠肝脏脂肪变性程度表(n  = 8)

     
分组                   -                 +               ++           +++

正常组                      8               0               0             0

常规组                      8               0               0             0

改良组b                     0               1               2             5

bP = 0.0003 vs  常规组、正常组.

■应用要点
本文改进了非酒
精性脂肪肝的建
模方法, 其研究结
果为我们深入研
究脂肪肝的发病
机制, 筛选预防和
治疗脂肪肝的有
效药物, 探讨药物
的作用机制奠定
了基础.

A

B

图 2 大鼠肝脏苏丹Ⅳ染色(×400). A: 常规组; B: 改良组.

1 
μm

图 3 改良组大鼠肝细胞(EM×15 000).

表 3 3组大鼠AST, ALT, TC, TG血清生物化学指标的变化(mean±SD, n  = 8)

     
分组         AST (nkat/L)                   ALT (nkat/L)               TG (mmol/L)          TC (mmol/L)  

正常组       3364.67±431.25        1181.57±37.84          0.72±0.12          1.71±0.03

常规组       3201.31±203.87        1262.92±159.20        0.76±0.04          2.31±0.49

改良组       2407.31±385.01ac      1518.64±186.04ac      1.28±0.61ac      12.78±1.47ac

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  常规组.

表 4 3组大鼠血清内SOD活力及MDA含量变化(mean±
SD, n  = 8)

     
分组             SOD (nkat/mL)                  MDA (μmol/L)

正常组                 11.91±2.69                   5.89±1.05

常规组                 11.19±0.78                   7.23±1.15

改良组                   5.21±0.81ac               13.40±4.24ac

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  常规组.
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发病机制, 筛选预防和治疗脂肪肝的有效药物, 
探讨药物的作用机制, 选择一个符合人类自然

发病规律的动物模型极为重要. 目前, 常规的用

高脂饲料建立大鼠非酒精性脂肪肝模型的方

法[13]虽然有简便, 重复性好的优点, 但也存在造

模时间长, 病变轻, 实验成本较高的缺点. 现已

有了一些改良方法, 如Zou et al [14]用高脂乳剂给

♂SD大鼠灌胃, 6 wk后建模成功, 这种方法建模

时间较短, 但每天灌胃较为繁琐且操作不当可

引起动物窒息死亡. Leclercq et al [15]给♂Wistar
大鼠高糖饲料2 d后肝细胞脂肪有变性, 但需先

禁食, 不符合人类自然发病情况. Dela et al [16] 
Ota et al [17], Uto et al [18]给予小鼠缺乏胆氨酸-胆
碱的饲料喂养4 wk后出现脂肪变性, 8 wk肝组织

内出现炎症改变, 12 wk后可出现肝纤维化, 这
方法虽耗时不多, 但其不符合人类膳食情况, 且
动物对胆碱缺乏的敏感性取决于胆碱氧化酶的

含量, 但人类肝脏不含胆碱氧化酶, 故此类模型

与人的自然发病情况大相径庭, 不宜用于发病

机制的研究, 而仅能用于药物筛选[18]. Cheung 
et al [19]给予Wistar♂大鼠皮下注射CCL4来建模, 
Natarajan et al [20]连续5 d给予大鼠腹腔内注射丙

戊酸钠可出现肝细胞脂肪变性, 这两种方法虽

具有简便、快速的优点, 但从发病机制, 病程演

变过程, 及最终组织学形态改变来看都与人类

脂肪肝有较大差异, 且动物易中毒死亡. Ikejima 
et al [21], Fulop et al [22], Rhee et al [23]采用fa/fa大
鼠, ob/ob小鼠, 及BHE大鼠等特殊种系均可形成

糖、脂肪代谢相关性的脂肪肝. 但这些特殊种

系对品系有一定的要求, 且造模动物死亡较多, 
代价较昂贵, 实用性有限. 

本建模方法以H E染色、电镜、苏丹Ⅳ染

色、血清生化指标、血清SOD和MDA、肝组织

TG和TC含量检测作为大鼠建模成功的观测指

标; 与常规建模方法相比, 该法成功建立大鼠非

酒精性脂肪肝模型仅需5 wk. 建模期间大鼠体

质量无明显变化; 改良组肝组织和血清生化指

标中TC, TG含量高于正常组和常规组; 改良组

血清SOD活力比正常组和常规组有明显降低、

MDA含量比正常组和常规组有明显增高. 本建

模方法遵循了建立一个理想的动物模型的4条
原则: (1)与人类疾病特征相似; (2)病变有一定发

展过程; (3)形成率高, 死亡率低, 重复性好; (4)
简便易行. 本法建模的机制是: 饲料中加入蔗糖, 
可增加长链脂肪酸的合成而使TG的合成增加, 
并且当血糖升高时, NADPH供应充分, 使乙酰辅

酶A转变成的胆固醇也增加[24-25]; 饲料中加入少

量胆酸盐后, 可增加外源性胆固醇的吸收[26-27]; 
加入甲状腺抑制药丙基硫氧嘧啶(该药物在安

全剂量中使用, 不导致肝毒性)[28], 可诱发高脂血

症[29-31], 其具体作用机制为: (1)抑制过氧化物酶, 
使摄入甲状腺内的碘不能变成活性碘; (2)抑制

MIT和DIT缩合成T3, T4和抑制T4转变为T3. 而
甲状腺素可促进胆固醇在肝转变为胆汁酸, 因
此在加入丙基硫氧嘧啶后, 甲状腺素这一作用

减弱, 从而使肝内胆固醇增加. 因此, 与常规高

脂饲料比, 加入蔗糖、丙基硫氧嘧啶和胆酸盐

后可加快建模进程, 使肝内胆固醇堆积形成脂

肪肝. 本实验中, 改良组大鼠肝组织和血清生化

指标中TC, TG含量均显著高于正常组, 并发现

TC含量升高极为显著, 这一现象也许与改良饲

料中加入丙基硫氧嘧啶、胆酸钠促进胆固醇的

吸收有关. 
用此种方法建立非酒精性单纯性脂肪肝大

鼠模型, 用时短, 死亡率低, 成本低, 基本符合人

类疾病自然发病情况, 避免了其他改良方法的

不足, 值得推广.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of oligofectamine-
mediated vascular endothelial growth factor 
(VEGF) ant isense o l igodeoxynucleot ide 
(ASODN) transfection on the mRNA expression 
of VEGF, fms-like tyrosine kinase-1 (Flt-1) and 
kinase insert domain-containing receptor (KDR) 
as well as VEGF protein excretion of gallbladder 
carcinoma GBC-SD cells in vitro.

METHODS: Gallbladder carcinoma GBC-SD 
cells were transfected with VEGF ASODN and 
scrambled oligodeoxynucleotide (SODN) by Oli-

gofectamine mediation. The mRNA expression 
of VEGF, Flt-1 and KDR in GBC-SD cells of each 
group were detected by semi-quantitive reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) and the excretion of VEGF protein was 
measured by enzyme-linked immunosorbent as-
say (ELISA).

RESULTS: Semi-quantitive RT-PCR revealed 
that VEGF, Flt-1 and KDR mRNA expression in 
groups of ASODN (VEGF165: 0.686 ± 0.033, 0.569 
± 0.049, 0.489 ± 0.036, 0.716 ± 0.017; VEGF165: 
0.462 ± 0.046, 0.338 ± 0.034, 0.219 ± 0.022, 0.471 ± 
0.038; Flt-1: 0.694 ± 0.019, 0.562 ± 0.045, 0.435 ± 
0.042, 0.724 ± 0.026; KDR: 0.667 ± 0.063, 0.490 ± 
0.033, 0.301 ± 0.029, 0.665 ± 0.068) and ASODN + 
Oligofectamine (VEGF165: 0.601 ± 0.021, 0.465 ± 
0.042, 0.416 ± 0.023, 0.662 ± 0.035; VEGF121: 0.408 
± 0.014, 0.286 ± 0.019, 0.157 ± 0.021, 0.418 ± 0.037; 
Flt-1: 0.609 ± 0.018, 0.442 ± 0.049, 0.314 ± 0.015, 
0.614 ± 0.029; KDR: 0.523 ± 0.048, 0.432 ± 0.027, 
0.218 ± 0.036, 0.524 ± 0.037) were significantly in-
hibited 24, 48, 72 and 96 hours after transfection 
in comparison with those in the control group 
(P < 0.05), and the inhibitory effect of ASODN + 
Oligofectamine was stronger (P > 0.05). ELISA 
results discovered that VEGF protein excretion 
was markedly decreased in the culture media of 
ASODN (281.26 ± 18.62, 526.44 ± 34.95, 791.13 
± 20.99) and ASODN + Oligofectamine (250.7 ± 
14.57, 506.09 ± 19.14, 711.79 ± 19.91) group (P < 
0.05) as compared with that in the control group, 
and ASODN + Oligofectamine was more effi-
cient (P > 0.05).

CONCLUSION: VEGF ASODN can inhibit 
VEGF, Flt-1 and KDR mRNA expression and 
VEGF protein excretion of GBC-SD cells, and the 
effect may be strengthened by Oligofectamine 
mediation.

Key Words: Gallbladder carcinoma cell line GBC-
SD; Vascular endothelial growth factor; Fms-like 
tyrosine kinase-1; Kinase insert domain-containing 
receptor; Antisense oligodeoxynucleotide; Semi-
quantitive reverse transcription-polymerase chain 
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■背景资料
胆囊癌恶性程度
高, 预后差, 目前
外 科 手 术 疗 效
不 尽 人 意 ,  近 年
来 抗 血 管 形 成
疗法作为一种崭
新的抗癌策略已
成 为 研 究 的 焦
点, ASODN是目
前迅速发展的新
型 的 基 因 治 疗
药 物 ,  本 文 利 用
Oligofec tamine
介 导 的 V E G F 
ASODN转染人胆
囊癌细胞, 探讨其
对VEGF, Flt-1和
KDR在mRNA和
蛋白水平表达的
影响, 为将来采用
VEGF ASODN对
胆囊癌进行基因
治疗积累理论基
础和实验依据. 



reaction; Enzyme-linked immunosorbent assay
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摘要
目的: 体外研究Oligofectamine介导的VEGF 
反义寡核苷酸(antisense oligodeoxynucleotide, 
ASODN)转染对人胆囊癌GBC-SD细胞VEGF, 
Flt-1及KDR mRNA表达和VEGF蛋白分泌的
影响. 

方法:  运用O l i g o f e c t a m i n e介导的V E G F
反义寡核苷酸 (A S O D N)和错义寡核苷酸
(Scrambled Oligodeoxynucleotide, SODN)转
染人胆囊癌细胞GBC-SD, 半定量RT-PCR检
测转染后各组细胞不同时间的VEGF, Flt-1及
KDR mRNA表达变化, ELISA测定转染后各
组细胞培养上清液VEGF蛋白浓度. 

结果: 半定量RT-P C R发现A S O D N组及
ASODN+Oligofectamine组24, 48, 72, 96 
h  V E G F (A S O D N组V E G F165: 0 .686±
0.033, 0.569±0.049, 0.489±0.036, 0.716±
0.017; ASODN组VEGF121: 0.462±0.046, 
0.338±0.034, 0.219±0.022, 0.471±0.038; 
ASODN+Oligofectamine组VEGF165: 0.601
±0.021, 0.465±0.042, 0.416±0.023, 0.662±
0.035; ASODN+Oligofectamine组VEGF121: 
0.408±0.014, 0.286±0.019, 0.157±0.021, 
0.418±0.037)、Flt-1 (ASODN组: 0.694±
0.019, 0.562±0.045, 0.435±0.042, 0.724
±0.026; ASODN+Oligofectamine组: 0.609
±0.018, 0.442±0.049, 0.314±0.015, 0.614
±0.029)及KDR (ASODN组: 0.667±0.063, 
0.490±0.033, 0.301±0.029, 0.665±0.068; 
ASODN+Oligofectamine组: 0.523±0.048, 
0.432±0.027, 0.218±0.036, 0.524±0.037) 
mRNA的表达显著低于Control组(P <0.05), 
且ASODN+Oligofec tamine的抑制作用比
ASODN强(P >0.05). ELISA测定结果显示
ASODN组(281.26±18.62, 526.44±34.95, 
791.13±20.99)及ASODN+Oligofectamine
组(250 .7±14.57, 506.09±19 .14 ,  711 .79
±19.91) 24, 48, 72 h VEGF蛋白的分泌浓
度均显著低于C o n t r o l组(394.23±16.26 , 
711.6±26.21, 933.85±28.65)(P <0.05), 且
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A S O D N+O l i g o f e c t a m i n e的抑制作用比
ASODN强(P >0.05).

结论: Oligofectamine介导的VEGF ASODN能
抑制GBC-SD细胞VEGF, Flt-1及KDR mRNA
表达和VEGF蛋白分泌.

关键词: 胆囊癌细胞GBC-SD; 血管内皮生长因子; 

fms样酪氨酸激酶1; 含激酶插入区受体; 反义寡核

苷酸; 半定量RT-PCR; 酶链免疫吸附试验
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0  引言

VEGF是高度特异性的血管内皮细胞有丝分裂

因子, 在肿瘤的生长和转移中起重要作用. 抑制

VEGF及其受体信号转导通路的任何一个环节, 
就可防止肿瘤的进展与转移. ASODN有专一序

列的寡聚脱氧核苷酸, 能特异阻断靶基因的复

制、转录和翻译, 可在基因水平抑制VEGF的分

泌, 已成功地运用于神经胶质瘤[1-2]、乳腺癌[3]、

胰腺癌[4]和胃癌[5]等多种肿瘤[6-9]. 本实验体外运

用Oligofectamine介导的VEGF ASODN转染人

胆囊癌细胞GBC-SD, 通过RT-PCR和ELISA测定

VEGF ASODN对GBC-SD细胞VEGF及其受体

Flt-1和KDR在mRNA水平的表达, 并检测GBC-
SD细胞VEGF蛋白分泌, 从分子水平考察VEGF 
ASODN抑制胆囊癌细胞GBC-SD生长、促进凋

亡的基础.

1  材料和方法

1.1 材料 人胆囊癌细胞株G B C-S D(中科院

上海细胞生物学研究所 ) ,  R P M I 1 6 4 0培养

基, 2.5 g/L胰蛋白酶(含EDTA)(Gibco公司),  
OligofectamineTM Reagent(20 μmol/L) (Invitrogen
公司), VEGF反义寡核苷酸、VEGF错义寡核苷

酸, VEGF, Flt-1, KDR与b-actin引物(上海生工生

物工程公司).
1.2 方法 人胆囊癌GBC-SD细胞用含100 mL/L小
牛血清的RPMI1640培养液(含青霉素和链霉素

各100 mg/L),  37℃, 50 mL/L CO2培养箱培养. 待
细胞长满瓶底70%-80%时采用2.5 g/L胰酶(含0.2 
g/L EDTA)消化传代, 3-4 d传代1次, 传代后24-48 
h处于指数生长期的细胞备实验用. 细胞经4 g/L
台盼蓝染色, 拒染率>95%. 
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1.2.1 寡核苷酸合成 VEGF反义寡核苷酸及错义

寡核苷酸序列参照文献[10], VEGF反义寡核苷

酸(ASODN)序列为: 5'-TGGCTTGAAGATGTAC
TCGAT-3', VEGF错义寡核苷酸(SODN)序列为: 
5'-TACGTAGTATGGTGTACGATC-3', 全硫代修

饰, 保存于-70˚C待用. OligofectamineTM介导的寡

核苷酸转染参照OligofectamineTM Reagent说明

书和参照文献[11-14]进行. 
1.2.2 四甲基偶氮唑蓝(MTT)法检测 SODN和

OligofectamineTM对GBC-SD细胞的毒性试验 实
验设对照组、2.5, 5, 10和20 μmol/L SODN组

及0.5, 1, 2和4 μL Oligofectamine组. GBC-SD细

胞37℃, 50 mL/L CO2度培养箱培养24 h后, 无
血清RPM I1640换液, 并分别加入SODN(终浓

度为2.5, 5, 10和20 μmol/L)和0.5, 1, 2和4 μL 
Oligofectamine. 12, 24, 48和72 h 后, 用MTT法检

测细胞活力, 并绘制各组细胞的生长曲线. 
1.2.3 OligofectamineTM介导的寡核苷酸转染 指
数生长期GBC-SD细胞, 以5×106/L细胞密度接

种96孔板中. 混合5 μL Oligofectamine和10 μL 20 
μmol/L SODN或10 μL 20 μmol/L ASODN, 制备

成无血清转染液, 并加入细胞中, 培养4 h后, 吸
弃转染液, 加入含小牛血清培养液继续培养, 此
时设为0 h点. 
1.2.4 RT-PCR法检测GBC-SD细胞VEGF, Flt-1及

KDR mRNA表达的变化 实验设对照组、SODN
组、Oligofectamine+SODN组、ASODN组和

Oligofectamine+ASODN组. OligofectamineTM

介导的寡核苷酸转染如前所述. 分别于转染后

24, 48, 72和96 h提取总RNA, 逆转录后, PCR扩
增各目的基因. 将扩增的RT-PCR产物经20 g/L
琼脂糖凝胶电泳检测, 用IS1000凝胶数字成像

系统拍照, 采用Magnitec Ltd.公司Band Leader 
Applacation 3.0图像分析软件分析电泳条带灰

度, 分析GBC-SD细胞VEGF, Flt-1及KDR mRNA
变化. 引物相关参数见表1.
1.2.5  ELISA检测VEGF蛋白分泌的变化 分别收

集各组24, 48和72 h的培养液上清, 采用双抗夹

心ELISA法检测其中的VEGF蛋白分泌, 具体方

法按ELISA试剂盒说明书进行.
统计学处理 实验数据中计量资料以mean±

SD表示, 多组资料的统计学检验采用方差分析, 
各组均数间的相互比较采用Student-Newman-
k e u l s法, 所有统计学检验均采用统计学软件

SPSS11.0进行, P <0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 MTT法测定的SODN和OligofectamineTM对

GBC-SD细胞的毒性试验 在12, 24, 48和72 h 4
个作用时相点, 对照组、2.5, 5, 10和20 μmol/L 
SODN组及0.5, 1, 2和4 μL Oligofectamine组
GBC-SD细胞生长无明显差异(P >0.05), 可见

在试验浓度范围内, SODN和Oligofectamine对
GBC-SD细胞均未见明显毒性. 各组细胞的生长

表 1 引物序列及目的片段的长度

     
名称            方向                                 引物序列                                      目的片段的长度  

VEGF      forward: 5'-CGAAGTGGTGAAGTTCATGGATG-3'       403 bp (VEGF165)

               reverse: 5'-TTCTGTATCAGTCTTTCCTGGTGAG-3'     535 bp (VEGF121)

Flt-1      forward: 5'-CAAGTGGCCAGA GGCATGGAGTT-3'      498 bp

               reverse: 5'-GATGTAGTCTTTACCATCCTGTTG-3'

KDR        forward: 5'-TATAGATGGTGTAACCCGGA-3'              555 bp

               reverse: 5'-TTTGTCACTGAGACAGCTTGG-3'

b-actin   forward: 5'-CTTCTACAATGAGCTGCGTG-3'               305 bp

               reverse: 5'-TCATGAGGTAGTCAGTCAGG-3'

图 1  不同浓度SODN和
Oligofectamine对GBC-SD
细胞的影响.

control
SODN(2.5 μmol/L)
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Oligo(0.5 μL)
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KDR mRNA表达
和VEGF蛋白分泌
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和基础研究的先
进水平.
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曲线如图1所示.
2.2 各组GBC-SD细胞VEGF, Flt-1及KDR mRNA
水平的表达情况 RT-PCR扩增产物均经电泳, 
DNA分子标志标定, 确认为目的条带. 24, 48, 72
和96 h GBC-SD细胞VEGF, Flt-1及KDR mRNA
的表达水平在SODN组、SODN+Oligofectamine
组和 c o n t r o l组无明显差别 (P > 0 . 0 5 ) ,  而
ASODN组及ASODN+Ol igofec tamine组则

明显低于c o n t r o l组(P <0 .05) .  A S O D N组及

ASODN+Ol igofec tamine组VEGF, F l t-1及
K D R m R N A在同组不同时间作用点的表达

水平也存在差异, 48和72 h组的抑制程度显著

强于24 h组(P <0.05), 而96 h组与24 h组之间

无显著差异(P >0.05), 可见VEGF ASODN及

ASODN+Oligofectamine抑制VEGF, Flt-1及KDR 
mRNA表达的作用在24-72 h左右逐渐增强, 在
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图  2  各 组 不 同 时 间
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KDR mRNA表达情况. A: 
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图 3 VEGF ASODN直接转染后
不同时间VEGF165, VEGF121, Flt-1
和KDR mRNA表达情况. 
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72 h抑制作用最强, 在72后抑制作用开始逐渐

减弱, 且ASODN+Oligofectamine的抑制作用比

ASODN组更明显, 虽然两组在统计学上的差异

并不显著(P >0.05)(图2-4).
2 .3 E L I S A检测V E G F分泌的变化  E L I S A
检测结果显示 ,  24 ,  48和72  h  G B C-S D细

胞培养上清液中V E G F蛋白浓度在S O D N
组、S O D N+O l i g o f e c t a m i n e组和c o n t r o l
组无明显差别 (P > 0 . 0 5 ) ,  而A S O D N组及

ASODN+Oligofectamine组则明显低于control组
(P <0.05), 且ASODN+Oligofectamine组的VEGF
蛋白浓度比ASODN组低, 虽然两组在统计学上

的差异并不显著(P >0.05)(图5).

3  讨论

VEGFR有3种属于酪氨酸蛋白激酶受体(receptor 
tyrosine kinases, RTKs)超家族, 命名为VEGFR-1 
(F1t-1), VEGFR-2(KDR/F1k-1), VEGFR-3 
(F1t-4). F1t-4分布在淋巴管内皮细胞, F1t-1和
KDR/F1k-1则主要在血管内皮细胞内表达[14]. 
KDR/F1k-1激活后能使毛细血管通透性增高, 促
进内皮细胞增生及迁移; 而F1t-1激活后可促进

内皮细胞分化形成血管, 同时对F1t-1所引起的

生物学效应起缓冲作用[15-16]. 正常情况下, 这些

受体表达水平很低, 大多数组织中不能检测出, 
但在病理情况下, 如各种肿瘤等, 常可在其附近

血管内皮细胞中检测到受体高度表达. 以往的

研究证明在许多人体肿瘤组织中存在VEGF及
其受体的异常过度表达[17]. VEGF mRNA在肿瘤

细胞内表达, 内皮细胞不表达VEGF, 但肿瘤内

皮细胞过度表达Flt-l mRNA和KDR mRNA, 说

明VEGF主要是旁分泌. 但通过对AIDS-Kaposi
肉瘤的研究发现[18], VEGF受体的表达除血管内

皮外还出现于肿瘤细胞, 用VEGF ASODN可特

异地阻抑VEGF蛋白产生, 并可以剂量依赖的方

式抑制肉瘤细胞生长. 这提示VEGF可能以自分

泌、旁分泌两种方式刺激肿瘤细胞的生长. 不
管是何种分泌方式, 在诱导肿瘤生长、转移过

程中, VEGF表达的增高是始动因素. VEGF通过

与其特异性受体(VEGFR)结合, 引起一系列的信

号转导, 释放多种细胞因子与生长因子, 刺激血

管内皮细胞增殖和迁移, 促进新生血管生成, 在
肿瘤的生长和转移中起重要作用. 抑制VEGFR
信号转导通路的任何一个环节, 就可防止肿瘤

的进展与转移. 肿瘤的生长和转移依赖于新生

血管的形成, 而新生血管的形成受与酪氨酸激

酶受体(RTKs)结合的特异性生长因子的调控. 
VEGFR-1(Flt-1)和VEGFR-2(KDR)都是细胞表

面的RTKs, 是信号转导通路的主要环节, 影响细

胞的增生、分化、黏附、迁移和代谢. 许多研

究提示Flt-1和KDR所引起的信号转导级联反应

有所不同, KDR有明显促有丝分裂和化学趋化

活性, 在血管通透性升高和血管生成过程中起

主要作用, 而Flt-1在血管生成中的调节作用可能

与调节内皮细胞间作用、内皮细胞与基底膜作

用以及内皮细胞的迁移相关[10,19-21]. 
ASODN是能与特定的DNA或RNA以碱基

互补配对的方式结合, 并阻止其转录和翻译的

短核酸片段, 是目前迅速发展的新型的基因治

疗药物[22-23]. 阳离子脂质体(cationic liposomes)能
与带负电荷的核酸物质形成复合物, 可提高细

胞对ASODN的摄人, 增加生物利用度, 同时可在

图 4 Oligofectamine介导的
VEGF ASODN转染后不同时间
VEGF165, VEGF121, Flt-1和KDR 
mRNA表达情况. 
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一定程度上降低核酸酶对其的降解, 在基因治

疗中具有独特的应用价值[24-31]. Oligofectamine是
一种新型的专门用于寡核苷酸转染的阳离子脂

质体, 其效率高于市售的Lipofectamine. 
半定量RT-PCR结果显示, VEGF ASODN

及ASODN+Oligofectamine抑制人胆囊癌细胞

GBC-SD的VEGF, Flt-1及KDR mRNA表达的作

用在24-72 h左右逐渐增强, 在72 h是抑制作用最

强, 在72 h后抑制作用开始逐渐减弱, 且VEGF 
ASODN+Oligofectamine的抑制作用比ASODN
更明显, 虽然两组在统计学上的差异并不显著

(P >0.05), 而SODN组和SODN+Oligofectamine组
则无抑制作用, 表明VEGF ASODN在mRNA水

平能显著抑制人胆囊癌细胞GBC-SD的VEGF
及其受体Flt-1及KDR的表达. ELISA结果表明, 
VEGF ASODN及ASODN+Oligofectamine在蛋

白水平抑制人胆囊癌细胞GBC-SD的VEGF的表

达, 且VEGF ASODN+Oligofectamine的抑制作用

比ASODN更明显, 虽然两组在统计学上的差异

并不显著(P >0.05). 可见VEGF ASODN能够特异

性封闭VEGF基因并抑制VEGF及其受体Flt-1和
KDR表达, 阻断其在促进肿瘤新生血管生成通

路的信号转导, 从而能够抑制胆囊癌细胞GBC-
SD生长增殖, 促进细胞凋亡, Oligofectamine作
为一种专门用于寡核苷酸转染的阳离于脂质体, 
能显著提高VEGF ASODN抑制人胆囊癌细胞

GBC-SD的增殖效应, 并且这种作用是序列特异

性的, 而不是脂质体本身的作用或非序列特异

性效应. 因此Oligofectamine可作为一种低毒载

体应用于介导ASODN对胆囊癌的治疗. 
从本实验的设计提示VEGF ASODN抑制

胆囊癌细胞GBC-SD VEGF的表达, 以及其受体

Flt-1和KDR表达, 即抑制自分泌的方式达到抑

制胆囊癌细胞GBC-SD生长增殖, 促进细胞凋亡

的效果. 也表明胆囊癌细胞GBC-SD存在VEGF
自分泌的方式, 是否还具有旁分泌的方式, 即肿

瘤内皮细胞过渡表达Flt-1和KDR mRNA, 需要

进一步检测实体肿瘤内皮细胞mRNA及蛋白水

平Flt-1和KDR表达情况. 总之, VEGF ASODN通

过抑制VEGF的表达来抑制人胆囊癌细胞GBC-
SD的增殖效应. 本实验的结果为将来采用VEGF 
ASODN对胆囊癌进行基因治疗积累一定的理论

基础和实验依据.
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Abstract
AIM: To eva luate the c l in ica l e f fec t s o f 
autologous HBsAg-loaded dendritic cells (DCs) 
combined with anti-viral treatment on patients 
with chronic hepatitis B virus (HBV) infection.

METHODS: A total of 41 chronic HBV infected 
subjects were treated with single interferon-α-
2b for 6 months before the trial, and the treat-
ment was stopped for the irresponsive cases. Six 
months later, the irresponsive cases received the 
combined therapy of interferon-α-2b and autolo-
gous HBsAg-loaded DCs for another 6 months 
(one course containing twice of re-transfusion). 
The changes of virology, serology and biochem-
istry indexes were observed one month after the 
end of treatment.

RESULTS: DCs were cultured in vitro. After 
proliferation for 6 days, DCs were incubated 
with HBsAg for 1 day to prepare the specific 
DCs vaccine. The levels of alanine aminotrans-
ferase (ALT) and aspartate aminotransferase 
(AST) were significant decreased after the com-
bined therapy as compared with those before 
(t = 2.976, P < 0.01; t = 2.049, P < 0.05). The re-
sponse rate of HBV DNA was 53.7%, and the 
decrease of HBV DNA copies was greater than 
or equal to 2log10. Neither the injection times of 
DCs nor the HBV-carrying time had a correla-
tion with the virological responses (r = 0.048, P > 
0.05; r = 0.137, P > 0.05).

CONCLUSION: Combined treatment of au-
tologous DCs vaccine and interferon-α-2b has 
a favorable effect on patients with chronic HBV 
infection.

Key Words: Dendritic cell; Hepatitis B virus; Com-
bined treatment; Anti-virus

Tong LX, Liu SX, Guo LH, Duan W, Chen BL, Wang HF, 
Liu LP, Shen W, Wang SY. Clinical effects of autologous 
dendritic cells combined with anti-virus therapy on 
chronic hepatitis B virus infection. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(11):1232-1236

摘要
目的: 观察乙肝病毒(HBV)慢性感染者自体树
突状细胞(DC)联合抗病毒治疗的临床效应. 

方法: 采用自身前后对照试验, 对41例HBV慢
性感染者在试验前均应用IFN-α-2b治疗6 mo, 
无应答者停药6 mo后继续IFN-α-2b治疗6 mo, 
同时联合自体DC回输治疗, 回输两次为一疗
程. 疗程结束后1 mo检测受试者病毒学、血清
学、生化学指标, 在回输前后起始的检测指标
均一致的基础上观察自身前后的变化. 

结果: 体外培养扩增DC至第6天, HBsAg致敏
形成特异性DC疫苗. DC回输后ALT和AST
水平较回输前明显降低(t  = 2.976, P <0.01; t  

®

■背景资料
近年来随着生物
疗 法 的 进 展 ,  人
们对树突状细胞
(DC)体外扩增和
抗原致敏的研究
已成为热点, 将其
制备成特异DC疫
苗用于慢乙肝的
治疗已引起了广
泛关注. 
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= 2.049, P <0.05). HBV DNA应答率为53.7%, 
DNA拷贝数下降≥2log10. DC回输次数与病
毒学应答反应没有相关性(r  = 0.048, P >0.05), 
HBV携带时间与病毒学应答反应亦没有相关
性(r  = 0.137, P >0.05).

结论: 自体DC回输联合IFN-α-2b治疗HBV慢
性感染者, 生化学和病毒学单项应答反应均优
于单纯IFN-α-2b治疗.

关键词: 树突状细胞; 乙型肝炎病毒; 联合治疗; 抗

病毒
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0  引言

自1990年代初至今, 随着对树突状细胞(DC)的
体外分离、扩增和培养技术方面的基础研究, 
带动了临床研究的逐渐深入. 目前已发现了许

多疾病的发生与转归都与DC有关. 因此通过对

DC成熟过程中的改变来调节机体的免疫功能, 
渴望达到治疗疾病的目的已成了研究的热点. 
该研究采用特异性自体DC疫苗与抗病毒药物治

疗相结合, 对HBV慢性感染者的临床效应进行

了观察.

1  材料和方法

1.1 材料 选自我院肝病中心2004-05/2005-12门
诊与住院的HBV慢性感染者41例, 其中慢性携

带者22例, 慢性乙型肝炎(CHB)19例, 诊断标准

符合2000年修订的《病毒性肝炎防治方案》[1]. 受
试者均不合并其他肝炎病毒感染, 亦不合并其

他严重并发症(表1), 同时全部获得了知情同意. 
主要仪器: CO2培养箱(Thermo Forma, 美国), 倒
置显微镜(Olympus, 日本), 流式细胞仪(Coulter, 
美国), 全自动酶标仪(Thermo, 芬兰). 主要试剂: 
rhGM-CSF、rhIL-4、RPMI1640培养液、鼠抗

人CD40, CD83, 均购自河北博海生物工程有限

公司. HBsAg购自中国预防医学科学院病毒所.
1.2 方法 在无菌条件下抽取受试者外周静脉血

20 mL, 肝素抗凝, 在百级试验室进行下面操作, 
生理盐水1∶1稀释抗凝血, 层加到淋巴细胞分

离液2000 r/min离心30 min, 分离出外周血单核

细胞并计数, 用1640液洗2次, 再加入含有体积

分数150 mL/L人AB血清的1640完全培养基重

悬细胞. 以2×109/L的细胞浓度加入一次性6孔
培养板中, 于37℃ 50 mL/L CO2饱和湿度下培养

4 h, 吸弃上清液, 再用1640培养液轻洗2次, 除
去非贴壁细胞, 加入含8335 μkat/L rhGM-CSF和
8335 μkat/L rhIL-4的完全培养基, 隔日换液, 培
养至第6天再加入终浓度为2.5 mg/L的HBsAg, 
4 h后加入终浓度为10 μg/L的TNF, 继续在37℃ 
50 mL/L CO2饱和湿度下培养1 d, 收获DC用生

理盐水洗涤2次并计数, 即刻在受试者腋下部位

常规消毒后经皮下注入体内[2-6]. 同时取细胞洗

液做无菌实验. 采用自身前后对照, 对41例HBV
慢性感染者, 在试验前均应用IFN-α-2b 500万单

位/次肌注隔日一次, 治疗6 mo无应答者停药6 
mo后继续IFN-α-2b治疗6 mo, 同时联合自体DC
回输治疗, 回输2次为一疗程(间隔2 wk). 治疗结

束后1 mo, 观察受试者HBV DNA、乙肝五项及

ALT、AST指标的变化. 在回输前后起始的检测

指标均一致的基础上, 对DC回输前后做自身比较.
统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 进

行t检验. 计数资料用χ2检验和Fisher精确概率检

验以及等级相关分析(Spearman法). 全部资料均

用SPSS10.0软件包处理.

2  结果

2.1 DC体外培养扩增 外周血单核细胞贴壁4 h后
获得黏附细胞, 加入细胞因子24 h后贴壁细胞减

少, 悬浮细胞渐增多, 随培养时间延长至第6天
呈积聚现象, 并可见到悬浮细胞具有树突样突

起(图1), 台盼蓝染色细胞存活率达95%以上.
2.2 外周血DC特征标志 DC培养第6天后, 经流

式细胞仪检测DC表面CD83的表达(图2). 经组化

免疫检测DC表面CD40的表达(图3).
2.3 HBsAg致敏DC 细胞培养至第6天, 加入终浓

度为2.5 mg/L的HBsAg, 4 h后再加入终浓度为10 
μg/L的TNF继续培养1 d, 收获DC(图4).
2.4 41例HBV慢性感染者DC回输前后生化学指标

的变化 结果显示, ALT, AST在DC回输前与回输后

的生化学单项应答比较有明显差异(P<0.01, 表2).

■研发前沿
特异DC性疫苗对
HBV慢性感染者
的治疗已引起广
为关注, 为临床治
疗开辟了新的途
径. 但经体外扩增
乃至用HBsAg致
敏的DC, 其性质
有可能有别于体
内自然存在的微
环境状态下的性
质. 因此, 更应深
入研究体内、外
诸多因素与疗效
的关联. 

表 1 41例受试者一般特征

     
                             性别                  年龄(岁)              自觉症状

                           男    女  <20  20-  30-  40-  50-  有     无                     

慢性携带  22    15    7     2    11     5     4      0      5    17

慢性肝炎  19    16    3     1      8     5     4      1      9    10

合计          41   31  10     3    19   10     8      1    14    27

诊断  n
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2.5 41例HBV慢性感染者DC回输前、后血清学

指标单项应答的变化 回输前HBsAg阳性数41例, 
HBsAb阳性数0例, HBeAg阳性数27例, HBeAb
阳性数4例, HBcAb阳性数39例. 回输后, HBsAg
阳性数41例, HBsAb阳性数0例, HBeAg阳性数

27例, HBeAb阳性数3例, HBcAb阳性数41例. 以
上数据显示了回输前后无显著性差异. 
2.6 DC回输前后病毒学单项应答反应变化 结果

显示, 回输前41例受试者均无应答反应, 但回输

后完全应答4例、应答18例、无应答减至19例, 
有统计意义, 病毒学单项总应答率达53.7%(表3).
2.7 自体DC回输次数与病毒学应答反应类型的

关系 结果显示, 自体DC回输次数与病毒学应答

反应类型无直线相关关系, 作等级相关分析(r  = 
0.048, P >0.05, 表4).
2.8  H B V携带的时间与病毒学应答反应的关

系 结果显示, 携带病毒时间与病毒学应答反应

的类型无量效应关系, 等级相关分析(r  = 0.137, 
P >0.05, 表5).

3  讨论

乙型肝炎病毒感染的慢性化是一个较大的群体, 
在我国约占全世界的1/3. 每年由于慢性乙肝死

亡的约30万例[7-11]. 着眼于这方面的防治研究一

直是国家的重点也是热点课题. 目前尚无理想

方法根除体内HBV的情况下, 减缓或阻断慢性

化进程是当前重要的治疗策略. 

图 1 培养第6天透射电镜下DC形态(×4000).

图 2 流式细胞仪检测DC表面抗原分析. A: DC促成熟前

CD83表达; B: DC促成熟后CD83表达.

图 3 免疫组化检测DC表面CD40的表达(×400).

图 4 培养结束收获DC透射电镜下形态(×3500).

表 2 HBV慢性感染者DC回输前后生化指标单项应答比
较(mean±SD, IU/L)

     
分组                n               ALT                         AST                   

IFN-α-2b           41     60.40±31.43       54.29±31.07   

IFN-α-2b+DC    41     41.76±24.92       41.80±23.64

T值                                  2.976                   2.049

P值                                <0.01                  <0.05

10.42%
K

39

co
un

ts

CD83
100           101           102          103

A

29.7%

D
43
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CD83
100           101           102          103

B

■应用要点
目前研究表明, 机
体的B细胞和T细
胞介导的免疫反
应 是 由 D C 所 调
控 ,  从 而 激 发 免
疫反应, 使侵入机
体的病毒得以清
除. 因此应用自体
DC疫苗回输治疗
HBV慢性感染的
研究开辟了治疗
学的新方向, 应用
前景广泛. 
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HBV感染后慢性化的形成与发展是非常复

杂的过程, 其中宿主的免疫应答缺陷, 特别是细

胞免疫功能低下, 不能产生有效的细胞毒性T细
胞(CTL)反应, 导致了HBV的持续感染. 树突状

细胞作为功能最强的抗原提呈细胞和免疫反应

的启动者[8-15], 在HBV感染后可能成为决定急性

自限性感染或是慢性感染的标志. 随着对DC体
外分离、扩增和培养技术方面基础研究的进展, 
带动了临床治疗学研究的发展. 该研究在建立

了DC体外分离、扩增以及HBsAg致敏的实验研

究基础上, 对41例HBV慢性感染者进行自体回

输特异性DC疫苗同时联合抗病毒药物治疗, 以
自身前后对照设计模式, 作了临床观察. 依据慢

性乙型肝炎防治指南的标准[16], 采用单向应答标

准, 对其效应分析如下: 受试者41例均为HBV慢

性感染者, 经过IFN-α-2b治疗6 mo后, 在此基础

上停药6 mo后再继续IFN-α-2b治疗, 同时联合自

体特异性DC疫苗回输治疗. 实验结果显示, IFN-
α-2b联合DC回输的干预措施, 单项生化学应答

反应及单项病毒学应答反应均优于单纯IFN-α-
2b的干预措施. 其ALT, AST复常或下降, DC回
输前后比较有统计学意义(P <0.01, P <0.05). 病毒

学应答反应表现在HBV DNA载量下降或转阴, 
DC回输前后比较有统计学意义(P <0.05), 病毒学

总应答率53.7%. 以上结果表明了自体特异性DC
疫苗的治疗, 能够抑制病毒复制, 降低感染者的

血清病毒载量. 有可能在于DC体外试验可促使

其成熟和功能的完善, 回输体内后有利于促进

干扰素的抗病毒疗效, 而干扰素治疗又有诱导

HBV慢性感染者血源性DC产生的作用, 或增加

血源性DC的前体细胞, 使之易于向DC分化. 此
种联合治疗的临床研究较为鲜见. 特别针对慢

性携带状态的青年人群, 应采取积极的治疗措

施, 尽早消除升学、就业、婚姻等问题的困惑. 
研究还观察到自体DC回输次数与病毒学应

答反应无直线相关关系. 表明了随着DC回输次

数增加, 并不能改善病毒学应答反应. 当然这与

体外获得的DC状态是否典型(如树突明显, 且发

亮, 胞体折光性好, 有成簇的DC出现, 大量悬浮

等)和DC的数量应越多越好有直接关系[17-18], 并
考虑到回输后的DC在体内维持其活性的时间长

短等因素. 为此, DC疫苗的临床治疗效果与回输

次数之间无明显的直接关系. 该研究还观察到

了病毒学应答类型与HBV持续携带时间无量效

应关系, 经等级相关分析. 在此基础上拟进一步

扩大DC研究的范围, 从多学科、多因素、多中

心的角度探讨与治疗效应有关的因素, 及因素

与因素之间的交互作用的研究, 从而推进临床

治疗学的进展. 
总之, 针对HBV的免疫应答低下是病毒持

续存在, 感染慢性化的主要原因[19-26]. 因此, 重建

宿主细胞免疫功能将是治疗措施之一[27]. 但值

得注意的是目前的研究结果大多是以体外培养

扩增DC为研究重点, 而经体外培养扩增乃至用

HBsAg冲激的DC, 其性质有可能有别于体内自

然存在的微环境状态下的性质[28-32]. 因此, 要客

表 3 受试者DC回输前后病毒学单项应答反应比较(n  = 41)

     
                                      DC回输前后病毒学单项应答反应类型

                                        完全应答           应答             无应答                     

IFN-α-2b                         0                   0                  41                   0/41(0.0)

IFN-α-2b+DC                  4                 18                 19                 22/41(53.7)

显著性检验                  确切概率     χ2 = 21.45     χ2 = 26.45           χ2 = 26.45

                                    P = 0.058     P<0.005        P<0.005             P<0.005

分组                                                                                                          总应答率(%)

表 4 自体DC回输次数与病毒学应答反应的关系(n )

     
                             病毒学单项应答反应类型

                         完全应答       应答        无应答                     

1-3                       0               7              7                  14

4-6                       1             11              3                  15

>7                         3               0              9                  12

合计                      4             18            19                  41

回输次数                                                                         合计

表 5 HBV携带时间与病毒学反应的关系(n )

     
                                   病毒学单项应答反应类型

                               完全应答       应答        无应答                     

<10                           2               13             9             24

10-19                       1                 4             8             13

>20                           1                 1             2               4

合计                          4               18           19             41

持续时间(年)                                                                    合计

■名词解释
1  树 突 状 细 胞
(DC):  是起源于
骨髓的最强的专
职抗原提呈细胞
(APC), 具有启动
T细胞介导的免疫
应答功能, 因其形
态上具有许多突
起而得名 .  DC在
免疫应答中起了
举足轻重的作用. 
2  自身前后对照
设计: 是指研究对
象不分组, 将实验
分为前后两个阶
段, 第一阶段的治
疗结束后, 经过洗
脱期待药物残留
效果在体内完全
消失, 再开始第二
个阶段的治疗, 在
治疗结束后比较
两种措施的效果. 
此种设计可比性
好, 消除了不同个
体间的差异, 减少
了偏倚.
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观的对待体外DC研究的结果. 更应注意DC双重

性作用. 人体的免疫调节, 实为一个非常复杂的, 
多位点的调控系统, 对今后DC的制备和应用的

研究, 要进一步作出一套相适应的质控标准和

在临床应用方面的规范条件. 
致谢: 本文得到王锡育主任的大力帮助, 张明辉

副主任、马文波、解从君、张丽霞、刘静医师

的参加, 一并致谢. 
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Abstract
Hepatotropism is a prominent feature of hepati-
tis B virus (HBV). Cell lines of nonhepatic origin 
do not independently support HBV replication. 
In this review, we show that the nuclear hor-
mone receptors, hepatocyte nuclear factor 4 and 
retinoid X receptor plus peroxisome proliferator-
activated receptor, support HBV replication in 
nonhepatic cells by controlling pregenomic RNA 
synthesis, indicating that these liver-enriched 
transcription factors control a unique molecu-
lar switch restricting viral tropism. In contrast, 
hepatocyte nuclear factor 3 antagonizes nuclear 
hormone receptor-mediated viral replication, 
demonstrating distinct regulatory roles for these 
liver-enriched transcription factors.

Key Words: Hepatitis B virus; Transcription and 
replication; Liver-enriched transcription factors
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摘要
乙肝病毒具有明显的嗜肝性. 在非肝源乙肝病
毒复制体系中, 发现肝富集转录因子在HBV
肝特异性复制过程中起重要作用. 其中, 肝富
集转录因子HNF4和RXRα-PPARα是调节前
基因组RNA转录和病毒复制所必需, 是病毒
嗜肝性的重要决定因素之一, 而肝富集转录因
子HNF3对HNF4和RXRα-PPARα介导的HBV
转录和复制具有抑制作用. 从而揭示HBV的
嗜肝机制涉及HBV感染进入细胞和HBV基因
转录复制两个水平的调控.

关键词: 乙肝病毒; 转录与复制; 肝富集转录因子
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0  引言

HBV属嗜肝DNA病毒, 通过逆转录机制复制. 其
基因组全长3.2 kb, 具有Cp, PSlp, Sp和Xp 4个启

动子, 分别调控3.5, 2.4, 2.1和0.7 kb HBV mRNA
的转录, 并进而编码合成HBcAg、HBeAg、
DNA多聚酶、HBsAg及HBxAg, 且3.5 kb前基

因组RNA(pregenomic RNA)也是病毒逆转录复

制的模板. 因此, HBV基因组的转录是病毒复

制过程中最关键的步骤. 肝富集转录因子(liver-
enriched transcription factor)是一类具基因转录

调控作用的蛋白质分子, 主要存在于肝脏. 若干

种肝富集转录因子, 如肝细胞核因子(hepatocyte 
nuclear factor, HNF)1, HNF3, HNF4; 视黄醇X受

体α(retinoid X receptor α, RXRα)、过氧化物酶

增殖激活受体α(peroxisome proliferator-activated 
receptor α, PPARα)以及CCAAT增强子结合蛋白

(CCAAT/enhancer bingding protein, C/EBP)等, 能
与HBV基因组的4个启动子结合, 从而对HBV的
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■背景资料
肝富集转录因子
是一类具有基因
转录调控作用的
蛋白质分子, 主要
存在于肝脏. 研究
表明, 若干种肝富
集转录因子能与
HBV基因组的启
动子结合, 对HBV
的基因转录发挥
正性和负性调控
作用, 由于这一领
域对乙型肝炎发
病机制研究和抗
HBV药物作用靶
点的筛选均十分
重要, 故成为当前
的一个研究热点. 



基因转录发挥调控作用. 研究发现, 核心启动子

的激活有多种肝富集转录因子[1-5]共同参与, 从
而控制病毒3.5 kb前基因组RNA的转录和病毒

复制. 现将几种主要肝富集转录因子的生物学

特性及其在乙肝病毒基因转录与病毒复制中的

作一综述.

1  核激素受体-HNF4以及RXRα/PPARα

肝细胞核因子4(hepatocyte nuclear factor 4, 
HNF4)是核激素受体超家族配基激活型转录因

子的高度保守成员之一, 具有脂溶性激素受体

的特性, 能够直接进入细胞核调节基因转录, 从
而对机体的各种生理活动进行调控, 是糖及脂

类等能量物质代谢所必需的调控因子. HNF4通
常在肝、肾、肠高度表达, 而在胰腺则呈低水

平表达. 过氧化物酶体增殖激活受体(PPARs)是
核激素受体的亚科, 有PPARα, PPARg和PPARd 
3种亚型; 与另外一个亚科视黄醇X受体(RXRs)
形成二聚体复合物(RXRα/PPARα)而起作用[6]. 
PPARs的配基还不清, 但许多化学合成的过氧化

物酶体增生物如对氯苯氧异丁酸(clofibric acid), 
Wy-14643能起到配基的功能. 已证实9-顺式维

甲酸(9-cis -retinoic acid)是RXRs的配基. 研究显

示, HNF4和RXRα/PPARα等核激素受体能激活

乙肝病毒核心启动子. 
Tang et al [1-2]建立了非肝源细胞HBV复制体

系. 用非肝源性细胞(鼠成纤维细胞NIH3T3)作
为受体细胞, 利用复制型HBV重组质粒研究病

毒的转录和复制. 结果发现, 在未用共转染肝富

集转录因子时, 未见3.5 kb HBV RNA转录, 也
未检测到病毒复制, 但仍有2.1 kb HBV RNA转

录(研究表明其主要受泛嗜性转录因子调节); 共
转染HNF1α, HNF1b, HNF3α, HNF3b, C/EBPα, 
C/EBPb, C/EBPd和HNF6都不支持3.5kb HBV 
R N A转录和病毒复制 ;  而在共转染H N F4或
RXRα-PPARα时, 能刺激3.5 kb HBV RNA合成

和病毒复制. 由于3.5 kb HBV RNA水平与病毒

复制相关的, 因此, 核激素受体HNF4和RXRα-
PPARα是调节前基因组RNA转录的主要决定因

子, 并进而调节病毒复制. 提示HNF4和RXRα-
PPARα在HBV肝特异性转录复制中具有重要作

用. 对HBV在不同类型细胞复制水平的比较发

现, 在分化成熟的肝癌细胞株(huh7和hepG2)中, 
并不需要外来的核激素受体, HBV就能较强的

进行3.5 kb HBV RNA转录和病毒复制, 主要是

其已有各种肝富集转录因子. 而未分化成熟的
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肝癌细胞hepG2.1其转录因子水平较低, 非肝源

性3T3细胞在共转染RXRα-PPARα表达质粒, 显
示3.5 kb HBV RNA转录和病毒复制水平约为肝

癌细胞的三分之一. 在Hela, 293T, SW1353, CV-1 
和COS1等非肝源性细胞也证明了核激素受体调

节3.5 kb HBV RNA转录和病毒复制. 这表明, 核
激素受体主要在肝细胞内正性调节病毒复制. 

为研究核激素受体调节HBV复制的作用位

点和机制. Tang et al [1]构建在核心启动子近端的

HNF4结合位点(也是RXRα/PPARα的结合位点)
的4个碱基突变的突变型HBV HNF4mut重组质

粒. 结果发现, 该HNF4结合位点的突变, 阻碍了

HNF4与核心启动子近端的HNF4结合位点的结

合, 结果3.5 kb HBV RNA表达较野生株有轻微

的下降, 而病毒复制则明显下降. 说明核激素受

体对HBV的增强作用主要是通过该结合位点来

实现的. 由于该突变型重组质粒仍能在非肝源

性细胞复制体系中复制(只是水平较野生株低), 
提示该HNF4结合位点并非唯一的作用位点. 

有学者利用HBV转基因小鼠对PPARα在体

内的作用进行了研究, 发现PPARα能激活HBV
病毒复制, 从而证明在HBV复制周期中, PPARα
在体内的作用. Raney et al [4]用带有临床常见的

前C区突变(A1764T和G1766A)的HBV病毒株构

建转基因小鼠, 该突变发生在核心启动子核素

受体结合区(A1764T和G1766A), 该区的突变阻

断了RXRα-PPARα与核心启动子核素受体结合. 
结果显示, 与野生株转基因小鼠相比, 突变株转

基因小鼠肝脏中2.1 kb HBV RNA和3.5 kb HBV 
RNA合成呈低水平, 病毒复制明显下降. 因此, 
核激素受体(HNF4和RXRα-PPARα)为HBV前基

因组RNA合成和病毒复制所必需, 且是一个正

性(增强作用)的调控因子, 是病毒嗜肝性的重要

决定因素之一.

2  肝细胞核因子3(HNF3)

HNF3家族包括HNF3α, HNF3b和HNF3g 3个
成员 ,  具有一高度保守的D N A结合区即翼旋

(wingedhelix)区并以单体形式结合. 由于该DNA
结合区与果蝇叉脑(forkhead)基因相应区域高

度同源[9,18], 因此将HNF3α, 3b和3g的编码基因

称为Foxal, Foxa2和Foxa3. HNF3各成员的氨

基末端和羧基末端有长大约100个氨基酸的高

度保守, 参与转录激活作用. HNF3α, HNF3b和
HNF3g以不同的亲和性与相同DNA序列结合, 
不仅在肝细胞的成熟分化起重要的调控作用, 
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■创新盘点
本文提出肝富集
转录因子在HBV
的肝特异性复制
表达过程中起重
要作用. 其中, 核
激素受体HNF4和
RXRα/PPARα能
支持HBV在非肝
源细胞中的转录
与复制 ,  为HBV
前基因组RNA合
成和病毒复制所
必需, 是病毒嗜肝
性的重要决定因
素之一, 而肝富集
转录因子HNF3对
核激素受体介导
的HBV复制具抑
制作用. 提示HBV
复制不仅取决于
H N F 4和R X Rα /
PPARα的水平, 也
与HNF3的相对水
平和活性密切相
关.
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也参与胚胎的发育过程. 对其功能区在HBV转

录复制中的研究显示, HNF3b氨基末端转录激

活区对其抑制HBV复制的功能是非常重要的, 
而酸基末端的转录激活区对乙肝DNA合成无明

显影响. HNF3调节HBV转录复制的功能区位于

氨基酸残基的1-102和103-152[10,16-17]. 
利用报导基因的研究(reporter gene assay)

显示[10], HNF3b可以增强HBV核心启动子和PS1
启动子的活性. 由于HBV前基因组RNA是HBV 
DNA复制的模板, 其活性由C启动子调控, 因此

据此推测, HNF3应该能增强HBV前基因组RNA
转录和DNA复制. 但对HBV 3.5 kb mRNA由外

源的CMV启动子控制时发现, HNF3抑制HBV
前基因组RNA和病毒DNA的合成. 同时, 利用非

肝源性细胞鼠成纤维细胞NIH3T3病毒复制体系

的研究发现[10], HNF3对HNF4和RXRα/PPARα
介导的乙肝病毒复制具有抑制作用. HNF3α和
HNF3b能使3.5 kb HBV RNA转录水平下降2-3
倍, HNF3α使HBV复制中间体下降8倍, HNF3b
使HBV复制中间体下降25倍. 而当核激素受体

共转染HNF1时, 未显示其对HBV转录或复制的

调节作用. 提示HNF3能减少3.5 kb HBV RNA的

转录, 明显降低HBV复制中间体. 
Banks et al [11]在表达HNF3b的HBV转基因小

鼠同样证明, 过度表达HNF3b可明显减少病毒

复制中间体水平, 较不表达HNF3b乙肝转基因

鼠低6-23倍. 3.5, 2.4和2.1 kb HBV RNA转录产物

与对照比较降低2-4倍. 因此, HNF3抑制HBV的

转录和复制, 是一个负性调节因子. 同时研究表

明[10], HBV基因组上共有7个HNF3结合位点, 其
中在增强子I/X启动子(EnhI/Xp)和C启动子(Cp)
区各有2个, 多聚酶编码区(PORF)、PS1p和Sp区
各有1个, 因而, HNF3对HBV的转录和复制的调

节可能横贯整个过程. 同时在HBV复制体系中, 
也有HBsAg, HBeAg, HBxAg等病毒产物的表达. 
因而HNF3也可能通过病毒蛋白产物间接抑制

HBV的复制.

3  其他肝富集转录因子

肝细胞核因子1(hepatocyte nuclear factor 1, 
HNF1)分为HNF1α和HNF1b两亚型. HNFlα能
与肝特异表达基因如白蛋白、b纤维蛋白原、

α1-抗胰蛋白等基因的5'顺式调控元件结合, 受
HNFlα调控的基因都具有GGTTAAT这一保守

序列, 他们的编码产物参与糖代谢、解毒和血

浆蛋白合成的生理过程. 研究表明, 在HBV基因

组表面抗原含有两个串联的启动子-SpⅠ和SpⅡ
[7-8]. 其中, SpⅠ含有典型TATA盒序列, 其上游50 
bp处为HNF1结合位点[12]. 该结合位点是HBV转

录调节的重要组分. 对携带HBV DNA的转基因

小鼠及感染HBV的黑猩猩模型的研究表明, 表
面抗原主蛋白可在不同的组织中表达, 而表面

抗原大蛋白只在肝内特异发现, 这一结果提示: 
表面抗原大蛋白的表达具有肝特异性, SpⅠ在肝

特异性表达中起着重要作用. Chang et al [13]通过

应用短期转染、核酸酶保护分析技术等方法对

这一现象的原因进行了研究, 结果显示, HNFl与
SpⅠ的结合可能是主要原因. Raney et al [3]用转基

因小鼠发现, 表达和不能表达HNF1的转基因小

鼠, 对2.4 kb HBV RNA转录无明显的差别, 但不

表达HNF1的转基因小鼠其HBV复制中间体较

表达HNF1的转基因小鼠高2-4倍. 不表达HNF1
的转基因小鼠, 其肝细胞中有cccDNA的表达, 
而在表达HNF1的转基因老鼠的肝细胞中无表

达. 提示, 由于HNF1的表达缺失, 表面抗原大蛋

白表达下降, 病毒成熟障碍, 病毒使cccDNA重

新返回肝细胞核. 因而, HNF1对表面抗原大蛋白

的表达具有重要的调控作用. 进一步研究HNF1
是对核心启动子的调控作用, Zheng et al [14]研究

发现, HNF1对野生株核壳启动子无作用. 但在

HBeAg(-)/抗-HBc(+)自然突变型HBV(在核启动

子附近核激素受体RXRα/PPARα结合位点有两

个核苷酸替换A1764T, G1766A)时, 发现这种双

突变株抑制前核心RNA转录, 但创造了HNF1结
合区. Tang et al [2]在3T3细胞共转染pHBV 4.1 kb
双突变株和HNF1表达质粒发现, HNF1能轻微

增加3.5 kb RNA和病毒复制. 经核酸酶保护技术

分析HNF1能轻微调节前基因组RNA和前核心

RNA的比率, 且优先调节前基因组RNA. 因而增

加了病毒复制模板水平, 降低前核心RNA编码

的HBeAg水平. Cai et al [15]发现, 用Hela细胞复制

乙肝病毒, 在加入hB1F和HNF1, 发现其病毒增

加25倍. 同时发现hB1F和HNF1对增强子Ⅱ有协

同激活作用, 提示两种因子有协同作用. 
总之, HBV感染在全球范围广泛流行, 仅

HBV慢性携带者就达3.5亿人之多. HBV感染不

仅可引起急性、慢性和重型肝炎, 而且与肝硬

化、肝癌的发生密切相关, 是严重危害人类健

康的感染性疾病[19-21]. 肝富集转录因子对HBV的

转录和复制具有重要调节作用. 因而通过改变

各种肝富集转录因子的绝对和相对水平, 有可

能起到干扰病毒复制的作用, 这为寻找抗HBV

■应用要点
深入研究肝富集
转录因子不仅有
利于进一步澄清
HBV的嗜肝机制, 
而且为寻找可能
的抗病毒靶位点
提供理论依据.
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的治疗的新手段提供了新的思路和作用靶点.
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Abstract
MicroRNA (miRNA) is a kind of small non-cod-
ing RNA containin 21 to 23 nucleotides in length 
that down-regulates gene expression during 
various crucial cell processes such as develop-
ment, proliferation, differentiation and apopto-
sis. Recent studies supported an important role 
of miRNA in the initiation and progression of 
human malignancies. Some miRNAs may func-
tion as oncogenes or tumor suppressors. It is 
found that several miRNAs are directly involved 
in human cancers of digestive organs, including 
liver, colon, stomach, pancreas and bile duct. In 
addition, miRNA expression profiling of tumors 
in digestive organs has identified signatures as-
sociated with diagnosis, staging, progression, 
prognosis and response to treatment. Profiling 
has also been exploited to identify miRNA genes 
that might represent downstream targets of ac-

tivated oncogenic pathways, or target protein 
coding genes involved in cancer. Moveover, 
miRNA-mediated therapy may be a powerful 
tool for cancer prevention and therapy.

Key Words: MicroRNA; Expression profile; Tumor; 
Digestive organ
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摘要
microRNA (miRNA) 是一种大小约21-23个
碱基的、非蛋白编码单链小分子RNA, 下调
参与许多重要细胞活动(包括发育、增殖、

分化、凋亡)基因的表达. 近期的研究发现, 
m iRNA在肿瘤的发生和发展中起着重要的
作用, miRNA具有癌基因和抑癌基因的作用. 
已发现若干miRNA直接参与消化器官(包括
肝、结肠、胰腺、胃、胆管)肿瘤的发生和发
展, miRNA表达谱与消化器官肿瘤的诊断、

病理分级、临床分期、疾病进展、预后和对
治疗的反应性等相关. miRNA表达谱可以鉴
定能抑制下游活化的癌基因信号途径或作用
于与肿瘤发生和发展有关的蛋白编码基因的
miRNA靶基因, miRNA介导的治疗还可能用
于肿瘤的预防和治疗.

关键词: microRNA; 表达谱; 肿瘤; 消化器官
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0  引言

microRNAs (miRNAs)是动植物中基因组编码

的类似siRNA的、一种大小约21-23个碱基的非

蛋白编码单链小分子RNA, 是由具有发夹结构

的、约70-90个碱基大小的单链RNA前体经过

Dicer酶加工后生成, 通过与靶基因序列特异性

相互作用来调节基因表达水平. miRNAs表达模

式具有分化的位相性和时序性, 提示miRNAs有
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■背景资料
消化器官肿瘤 (包
括肝、结肠、胰
腺、胃、胆管)是
严重危害人民生
命健康的最主要
恶性肿瘤. 深入了
解miRNAs参与消
化器官肿瘤发生
和发展的机制, 将
有助于消化器官
肿瘤的“早期发
现、早期诊断、

早期治疗”. 



可能作为参与调控基因表达的分子, 因而具有

重要意义[1-4]. miRNAs参与生命过程中一系列的

重要进程, 包括早期发育, 细胞增殖、分化、凋

亡、死亡, 脂肪代谢. 近期的研究还发现, 不同

类型的肿瘤有不同组合的表达异常的miRNA表

达谱, 提示肿瘤miRNA表达谱具有组织特异性; 
肿瘤miRNA具有癌基因和抑癌基因的作用; 多
个miRNA与肿瘤的发生、病理分级、临床分期, 
肿瘤的激素状态及激素分泌, 肿瘤的耐药性及

预后等相关. 现将近年来miRNA表达谱与消化

器官肿瘤的相关研究进展作一综述.

1  miRNA表达谱和结肠癌

结直肠癌的发生和发展与其他肿瘤一样是一

个多阶段、多基因突变积累的过程, APC, p53, 
DCC, K-ras等参与其中; 这些基因中有些是结肠

癌特有的或多见的, 有些是多种肿瘤共有的[5]. 
新近的研究发现, miRNA在结肠癌中的表达也

有类似现象. 比较了miRNA在15株人结肠癌细

胞系、1株正常人结肠细胞系, 结直肠癌及其邻

近非肿瘤组织的表达后, 发现13个miRNA的表

达有差异[6]: miR-133b, -145, -129, -124a, -30-3p, 
-328, -19a, -20, -21, -183, -96, -31, -135b; 其中

miR-133b, -145, -183, -96, -31, -135b表达的差异

性最明显, miR-133b和-145的表达水平降低, 其
余4个miRNA的表达水平升高. miR-31在人结肠

癌细胞系、结直肠癌样本的表达水平高于非肿

瘤组织, miR-31在Ⅳ期结直肠癌的表达水平高

于Ⅱ期结直肠癌. 在人结肠癌和人结肠癌细胞

系均可检测到低水平的let-7表达, 将let-7a-1前
体miRNA转染入DLD-1人结肠癌细胞株细胞, 可
观察到剂量依赖性生长抑制作用, let-7a-1在翻译

水平明显抑制C-myc, RAS蛋白的表达[7]. 在结直

肠癌和其他器官肿瘤细胞中可检测到miR-143, 
-145的低表达[8]. 而let-7与RAS之间平衡被影响

的程度与肿瘤发生和肿瘤生存相关[9].

2  miRNA表达谱和胆管癌[10]

在3株来源不同的胆管癌细胞系、1株非肿瘤胆

管细胞系H69细胞系中表达均升高(或均降低)
的miRNA有: let-7a-1, -7c, -7f-2, miR-21, -320, 
-16-1(或let-7b, miR-326, -351, -373, -150). 这些

组织特异性miRNA可作为胆管细胞系列的标

记物. 由于以上4株细胞系的来源不同, 因此其

miRNA表达谱既有相同处, 也有不同处. 与H69
细胞系相比较, miRNA在3株癌细胞系的表达水
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平普遍较低, 有5个miRNA表达较高: miR-200b, 
-21, -23a, -141, -27a, 提示这些miRNA在恶性

转化过程中发挥作用; 表达较低的有: miR-125, 
-31, -95. 这些组织特异性miRNA也可能用于诊

断分析. miR-21, -200b还可能通过调节化疗药物

诱导的凋亡而导致肿瘤细胞耐药性. 并观察了

以上3个miRNA对各自预测靶基因的作用. 

3  miRNA表达谱和胰腺癌

比较了201个miRNA前体(代表222个miRNA)在
9株人胰腺癌细胞系、28例胰腺癌、15例邻近

非肿瘤组织、4例慢性胰腺炎组织中的表达, 发
现有112个miRNA前体表达异常. 在表达异常排

名前20位中表达升高的miRNA前体有: miR-221, 
-424, -301, -100, -376a, -125b-1, -021, -016-1, 
-181a, c, -092-1, -015b, -155, -212, -107, -024-1, 
2, let-7f-1, let-7d, 表达降低的miRNA前体有

miR-345, -142-p, -139[11]. 该结果与Volinia的结果

相近(表1)[12], 但Lu的结果提示, miRNA在胰腺癌

中的表达普遍降低[13]. 与胰腺癌发病相关的、

最常见的、表达异常的癌基因是K-ras和cyclin 
D1及抑癌基因是p53, p21, p16, p27和SMAD4/
DPC4[14], 也有人发现了一些与胰腺癌有关的新

基因[15]; 目前尚无这些基因与其上游miRNA在

胰腺癌发病中作用机制的研究报道.

4  miRNA表达谱分类和肿瘤分类

目前, 基因芯片技术已广泛应用于肿瘤研究中. 
应用基因芯片技术可发现与肿瘤有关的基因, 
对肿瘤进行分类, 分析肿瘤药物敏感性、耐受

性谱和与临床治疗的相关性, 可用于肿瘤的靶

向治疗[16]; miRNA芯片技术挑战了传统的DNA
和RNA芯片技术. 对来自6种器官(乳腺、结肠、

肺、胰腺、前列腺和胃)的共540个样本(363个
肿瘤样本/177个相应的正常组织样本)的miRNA
表达谱进行了分析, 所用的芯片可检测228个
miRNA[12]. 结果提示, 有137个(60%) miRNA
在近90%的样本中有表达; 43个miRNA的表达

有差异(肿瘤/相应邻近的正常组织), 其中26个
miRNA的表达水平升高, 17个miRNA的表达水

平降低; miRNA在结肠(肿瘤/相应邻近的正常

组织)的表达升高/降低为为21/1、胰腺为39/6、
胃为22/6. miRNA在以上6种肿瘤样本表达升高

的有: miR-21, 在5种肿瘤中表达升高的有: miR-
17-5p, -191, 在4种肿瘤中表达升高的有: mir-
29b-2, 223, 在3种肿瘤中表达升高的有: miR-
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■研发前沿
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器官肿瘤中的表
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生和发展的作用
机制. 
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128b, -199a-1, -24-1, -24-2, -146, -155, -181b, 
-20a, -107, -32, -92-2, -214, -30c, -25, -221, -106a; 
至少在3种肿瘤中表达升高的miRNA列于表1.

5  miRNA表达谱和肝癌

肝癌的发生与多个癌基因与抑癌基因及其产物

的表达及结构异常有关, 与肝癌有关的癌基因

有C-myc, N-ras, IGF-Ⅱ, C-erbB2, C-fos, Bcl-2, 
C-ets2等, 与肝癌有关的抑癌基因有p53, Rb, p16 
INK4, DCC, MCC, APC等. 与肝癌有关的癌基

因的激活是肝癌发生的关键步骤, 而癌基因的

激活是多种因素作用的结果. 其中的C-myc激活

与肝癌的发生直接相关, 并发现通过灭活C-myc
能逆转肝癌的癌变过程[17]. 近年来发现miRNA
在肝癌的表达也有异常. 与肝癌周边正常组织

相比较, miRNA在肝癌组织内表达水平升高的

有: miR-18, pre-miR-18, miR-224, 表达水平降

低的有: miR-199a*, -199a, -195, -125a, -200a. 
miR-92, -20, -18, pre-miR-18的表达水平在分化

良好的肝癌组织中最低, 在分化较差的肝癌组

织中最高; 而miR-199a的表达水平与分化程度

是正相关. miR-18, -20, pre-miR-18在肝癌组织

中的表达水平高于非肿瘤样本[18]. 同时, 比较

了12例慢性肝炎与14例肝纤维化的miRNA芯

片检测结果, miRNA在前者表达水平较高的有: 
miR-182, -224, -156, pre-miR-199b; 在后者表达

水平较高的有: miR-28, -342, -126, -199a, -145b, 
-434, -368, pre-miR-372; 这10个miRNA和2个前

体miRNA调控与感染和纤维化相关的基因. 乙
肝、丙肝患者miRNA的表达水平无差异性. 以
上信息可以帮助了解肝病发生、发展的分子

学机制, 可以作为原发性肝细胞癌的诊断工具. 
在此, miR-199a的表达水平在正常肝组织中较

高、在慢性肝炎中较低、在肝纤维化中较高、

在肝癌组织中较低, 且miR-199a的表达水平与

分化程度正相关[18]. 如同mRNA一样, 大多数的

miRNA的表达具有组织特异性, 有些miRNA在

某些组织中富集, 这与他们在这些组织的发育

中发挥着一定的作用有关. 给Fisher小鼠喂食缺

乏甲基的食物(FMD)36 wk后, Fisher小鼠肝脏

出现癌前病变; 喂食54 wk后, Fisher小鼠肝脏出

现癌变. 与正常肝组织相比, 在Fisher小鼠肝癌

组织中有9个miRNA (miR-101b-2, -130, -130a, 
-172a-2, -219-1, -23a, -23b, -24, -328-1)的表达水

平升高, 有3个miRNA(miR-122, -123, -215)的表

达水平降低. 在小鼠肝癌移植模型、50%人肝癌

样本(10/20)、人和小鼠肝癌细胞系中, miR-130, 
-23表达水平升高, miR-122的表达水平降低[19]; 
在FMD诱导的小鼠肝癌中, c-myc的表达亦升

高. miR-122是一个调节肝脏发育的“肝特异

性miRNA”. 在受精卵置入小鼠后12.5 d即可

检测到其表达; 其表达水平在出生前达到平台

期, 在出生后以一种相当缓慢的方式升高, 提示

miR-122还参与调节肝脏的分化. 应用miR-122
的反义寡聚核苷酸后, 肝脏功能受损, 胆固醇合

成降低, 提示miR-122在维持肝脏正常功能上起

着重要作用[20]. miR-122通过与丙肝病毒基因组

5'-非翻译区相互作用调节丙肝病毒的表达; 当
miR-122被灭活, 丙肝病毒复制及其蛋白表达明

显降低[21]. 
m i R N A s和M Y C的表达增加有着紧密联

系, 并可导致B细胞的恶性增殖. MYC可以诱导

E2F1和miR-17-92基因簇的转录, 而这些miR-
NAs可以抑制E2F1的翻译. 因此, 在MYC存在

的情况下, miR-17-92基因簇中的miRNAs限制

了E2F1的活性, 通过阻断MYC和E2F1的正反馈

循环削弱了MYC对于细胞增殖的影响. 在这一

模型中, miR-17-92基因簇所起的作用是抑癌基

因的作用[13], 这与He的发现是相反的[22]; 与这一

模型一致的是, 在肝癌中也有编码mir-17-92的
13q31位点的丢失. 然而, 尽管E2F1可以促进细

胞增殖, 但是当E2F1的表达水平超过一定的阈

值, 其也可以引起凋亡. 在此情况下, miRNAs对
于E2F1的负调控可能是通过阻断E2F1的诱导

凋亡活性, 促进MYC介导的细胞增殖, 支持了

He提出的模型[22]. 以上简明阐述了MYC, miR-
199a, miR-122和mir-17-92基因簇在慢性病毒性

■创新盘点
本 文 在 总 结 了
m i R N A 表 达 谱
与消化器官肿瘤
相 关 性 研 究 的
基础上归纳了结
肠癌、胰腺癌、

胃 癌 独 特 的 表
达 异 常 m i R N A
组 合 ,  提 示 肿 瘤
miRNA表达谱具
有组织特异性; 对
miRNA在肝癌发
生中的作用作了
较详尽的叙述. 

表 1 在结肠、胰腺、胃肿瘤中表达升高的miRNA

     
结肠       miR-21, -17-5p, -191, -29b-2, -223, -128b, -24-1, -24-2, -155, -20a, -107, -32, -30c, -221, -106a

胰腺       miR-21, -17-5p, -191, -29b-2, -223, -128b, -199a-1, -24-1, -24-2, -146, -181b-1, -20a, -107, 

              -32, -92-2, -214, -30c, -25, -221, -106a

胃           miR-21, -191, -223, -24-1, -107, -92-2 , -214, -25, -221
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肝炎、肝纤维化、肝癌中的作用. 
miR-17-92基因簇的抑癌基因和癌基因的多

重特点表明了肿瘤发生的复杂性和miRNAs调
控基因表达的复杂性. 这些结果也反映出单个

的miRNA可以控制许多不相关的靶基因, 导致

其可以控制细胞增殖和细胞分化等相反的细胞

活动. miR-17-92基因簇起抑癌基因和癌基因的

作用可能依赖于表达这些miRNA的细胞类型和

将受到调控的mRNA所位于的组织特异性靶基

因有关.

6  小结

6.1 miRNA表达谱与肿瘤发生[1-4,23] 肿瘤是在

多种外界致癌因素作用于多个基因、经多个

步骤而发生的. miRNA在肿瘤发生中的作用补

充、丰富了肿瘤的发生机制. miRNA在肿瘤组

织及其相应邻近正常组织的差异性表达是分析

miRNA表达谱的基础, 差异性表达升高者为癌

基因性miRNA, 差异性表达降低者为抑癌基因

性miRNA. 一个或多个抑癌基因性miRNA的表

达降低, 导致癌基因激活, 如低表达的let-7与高

表达的RAS, miR-15a, -16-1与BCL-2; 一个或多

个癌基因性miRNA的表达升高, 导致抑癌基因

灭活, 如高表达的miR-221, -222与低表达的Kit. 
提示异常的miRNA表达可能导致细胞去分化, 
引起肿瘤发生. miRNA与靶基因的相互作用不

是简单的一个miRNA调节一个靶基因或一个靶

基因受一个miRNA的调节. 应用生物信息学技

术预测在转录后或翻译水平, 一个miRNA可调

节数百个靶基因, 一个靶基因受数个或数十个

miRNA的调节(登录http://microrna.sanger.ac.uk/
cgi-bin/targets/v4/或http://www.microrna.org); 如
通过检索发现hsa-miR-509有561个靶基因, 其中

的靶基因SMAD2受34个miRNAs的调节. 这种作

用特点既非常有意义, 也极其复杂. 目前的研究

主要集中在分析miRNAs在消化器官及其他器

官肿瘤中的表达, 有关miRNA与其对应靶基因

作用关系的研究报道为数不多. 对miRNA的功

能分析(即miRNA作用于那个或那些癌基因或

抑癌基因)是以后的研究热点.
6 .2  m i R N A表达谱可能帮助肿瘤诊断 [1-4 ,24] 
miRNA表达特征被用来对肿瘤进行分类, 如本

文中的表1提示肿瘤miRNA表达谱具有组织特

异性; 这有助于肿瘤的诊断, 尤其有助于分化较

差的肿瘤、来源不明的肿瘤的鉴别诊断. 如应

用miRNA芯片对分化良好的11类、68例肿瘤样

本进行了miRNA表达的分类; 在此基础上, 用
miRNA芯片对17例分化不良的肿瘤进行了诊

断, 其正确例数为12/17; 而4 a前用含16 000个编

码蛋白基因的mRNA芯片分析了该17例分化不

良的肿瘤, 其表达谱分类正确的例数仅为1/17. 
以上提示miRNA芯片在肿瘤诊断上远远优于

mRNA芯片, 并能确定那些可以用来估计预后的

miRNA. 
6.3 miRNA表达谱与肿瘤治疗[25-28] miRNA相

关的肿瘤基因治疗不外乎引入(knock-in)抑癌

基因性miRNA, 敲除(knock-out)或敲减(knock-
down)癌基因性miRNA. 将来, 引入与具有癌基

因特性miRNA互补的合成反义寡聚核苷酸(抗
miRNA寡聚核苷酸, AMOs)可有效地灭活肿瘤

中的miRNAs, 延缓其生长. 使用antagomirs(与胆

固醇偶联的AMOs)注射小鼠后可以在不同器官

有效抑制miR-16, miR-122, miR-192和miR-194
的活性, 因而可能成为一种有希望的治疗药物. 
临床上, 可以通过经常的或者持续的2'-O-甲基

化或者锁定核酸(LNA)等修饰的反义寡聚核苷

酸给药使miRNA失活. 这些修饰使得寡核苷酸

更稳定, 比其他治疗手段毒性更低. 相反的, 过
表达那些具有肿瘤抑制基因作用的miRNAs, 如
le t-7家族也可以用于治疗某些特定的肿瘤. 利
用病毒或者脂质体的表达系统可以瞬时引入大

量miRNAs. 这些技术可以保证在某些组织特异

性的启动子控制之下, 表达pre-miRNA及其两侧

序列, 并且刺激内源性的miRNA加工, 产生正确

的miRNA, 抑制特定基因表达. 然而, 利用这种

类似于用于肿瘤治疗的siRNAs方法, 免疫反应

可能会限制miRNA的有效运送. miRNA治疗从

实验室到临床应用的过程中, 还需要进一步的

发展这些方法. 抑癌基因性miRNA或癌基因性

miRNA的寡聚核苷酸抑制剂与化疗(或放疗)联
合应用将能提高抗肿瘤疗效.
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Abstract
Hepatitis B virus (HBV) infection is a major 
global health problem. A complex combination 
of environment and virus, especially host genet-
ic factors, play a critical role in determining both 
susceptibility to HBV persistence and different 
clinical outcomes after HBV infection. In this 
review, we summarized the main relevant genes 
such as human leukocyte antigen (HLA), tumor 
necrosis factor (TNF), interleukins (ILs), inter-
ferons (IFNs), etc. However, in order to identify 
all the relevant polymorphisms that affect the 
outcome of HBV infection, alternative strategies 
such as genome-wide association studies with 
large sample sizes are required to define the ma-
jority of the related genes.

Key Words: Genetic factors; Hepatitis B virus; Ad-
vance

Cui JJ, Zeng Z, Tian GB, Tian D, Lu HY. Advance in 

genetic factors influencing hepatitis B virus infection. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(11):1246-1251

摘要
乙型肝炎病毒(HBV)感染是世界范围的严重
公共卫生问题之一. HBV感染后, 机体对病毒
的清除能力以及疾病的进展和不同临床转归, 
除了与病毒因素和环境因素有关外, 在很大程
度上取决于个体间基因组的差异. 本文就近年
来与乙型肝炎病毒感染相关的易感或拮抗基
因的研究进展及研究中存在的问题作一综述, 
主要包括影响机体免疫应答的基因、人类白
细胞抗原(HLA)、肿瘤坏死因子(TNF)、白细
胞介素(IL)、干扰素(IFN)等, 同时对这一领域
的研究前景作一展望.

关键词: 遗传基因; 乙型肝炎病毒; 研究进展
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0  引言

乙型肝炎病毒(H B V)感染是导致慢性乙型肝

炎、肝硬化和肝细胞癌的重要原因, 全世界慢

性HBV感染者约3.85亿, 其中每年约75万人死于

HBV感染相关的肝脏疾病. 乙型肝炎的发病除

了与病毒因素(病毒含量、基因型、亚型及病毒

变异造成的基因组[1]的差异等)、环境因素(如暴

露人群的整体卫生状况、疫苗接种状况等)有关

外, 宿主本身, 尤其是免疫遗传因素也发挥了相

当重要的作用[2-4], 也就是说宿主的抗病毒免疫

(或炎症)相关基因的多态性在很大程度上决定

了其感染HBV后的病情进展及结局. 近些年国

内外对此项的研究取得了一定的成果, 但也存

在一些问题, 下面就对其研究现状和发展前景

作一综述.

1  宿主遗传因素与HBV感染的关系

1.1 人类白细胞抗原 人类白细胞抗原(human 

®

■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(HBV)感染是世
界范围的严重公
共卫生问题, 感染
后, 疾病的发生、

发展及不同临床
转归除与病毒因
素、环境因素有
关外, 宿主的免疫
遗传因素, 即宿主
的抗病毒免疫(或
炎症)相关基因的
多态性发挥了重
要 作 用 ,  寻 找 所
有相关基因的多
态性对理解疾病
的发生机制及预
防、治疗有重要
意义. 
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leucocyte antigen, HLA)基因系统是迄今所知最

复杂、多态性最高及首个被发现与疾病有明

确关系的人类遗传系统[5], 位于第6号染色体短

臂(6p21.31), 约3.6 Mb. 主要由HLA-Ⅰ类基因

(HLA-A, B, C, E, F, G, H, J等)、Ⅱ类基因(HLA-
DR, DP, DQ, DM, DO等)及Ⅲ类基因(HLA-c2, 
Bf, c4A, c4B等)组成[6], 具有抗原递呈、活化淋

巴细胞、启动特异性免疫应答等功能. 某些位

点的等位基因超过300个, 具有高度的遗传多态

性, 这些多态性可能影响免疫应答和抗原肽的

呈递, 进而造成机体免疫功能状态的差异. 而
HBV感染后急性期病毒清除与机体强的特异性

免疫应答密切相关, 因此, HLA等位基因多态性

与HBV持续感染及清除过程密切相关. 
1.1.1 HLA-Ⅰ类基因 HLA-Ⅰ类分子以膜抗原

形式广泛存在于人体有核细胞表面, 编码糖蛋

白. 特异性CTLs(cytotoxic T lymphocytes, CTLs)
识别肝细胞表面与HLA结合的抗原多肽后, 通
过裂解或凋亡途径来清除感染的肝细胞[7]. 正常

人肝实质细胞基本不表达或仅微量表达HLA-
Ⅰ类分子, 在急性HBV感染者和抗-HBs血清阳

性者中表达明显增加, 而在慢性HBV感染者中

却很少检测到, 提示慢性HBV感染者的HLA-
Ⅰ类分子的表达可能和H B V的清除有关 .  对
Qatarian成人的小样本研究提示, D7基因是乙

型肝炎病毒的易感基因, 而D2基因则具有抵抗

作用[8]; A*0301与病毒的清除有关, B*08, B*44, 
CW*0501, CW*1601以及彼此组成的单体型B*44-
CW*1601, B*44-CW*0501, B*44-DRB1*0701, 
B*44-C W*1601-DRB1*0701, A*0101-B*08-
DQA1*0501-DQB1*0201-DRB1*0301与病毒持

续感染有关的结论则在对高加索人群的大样本

研究中发现[9]. 对中国不同地区汉族人口研究

显示, B*54[10]和B*35参与病毒的清除, 而B*55, 
B*71, B*74及A*02[11]则参与病毒的感染; 但关

于B*35的作用却和对台湾部分汉族人群的研究

结果存在分歧[12], 后者对422个患者的较大样本

进行研究, 得出B*35与病毒的感染密切相关, 产
生这种现象的原因与样本量及样本遗传背景本

身有关.  
1.1.2 HLA-Ⅱ类基因 表达于淋巴样组织中的

各种细胞表面, 参与外源性抗原呈递, 与CD4+T
细胞的活化有关. 与持续HBV感染相比, 急性

HBV感染后, CD4+T细胞增殖反应明显增强, 提
示HLA-Ⅱ类分子与HBV感染后的结局密切相

关. (1)HLA-DQ. 对非洲小样本的美国士兵研究

显示[13], HBV的持续感染不仅与DQA1*0501, 
D Q B1*0301密切相关 ,  而且与其组成的单

体型DQA1*0501-DQB1*0301, DQA1*0501-
DQB1*0301-DRB1*1102呈显著正相关(P <0.01). 
此结果与国内对重庆汉族52例慢性乙型肝炎

患者、30例急性乙型肝炎患者和106例健康

对照者的研究一致 [14],  并且后者研究还发现

DQA1*0301与慢性乙型肝炎的易感性呈负相

关, 此基因的抗性基础可能是因为其多态性能

够影响HLA分子、抗原和T细胞受体之间的相

互作用, 从而控制对外来抗原的免疫应答. 对
韩国HBV感染人群中HLA-DQB1等位基因多

态性与HBV感染之间关系的研究发现, HLA-
DQB1*0402、DQB1*0604等位基因对韩国人

群慢性HBV感染具有保护作用[15]. DQA1*0102, 
DQB1*0602是HBV的拮抗基因, 而DQA1*0201, 
D Q A1*0302,  D Q B1*0302,  D Q B1*0305, 
DQB1*0501对HBV的感染起促进作用, 这已由

对中国各地区人口的研究[16]给予证实; (2)HLA-
DR. HLA-DRB*1301/1302与HBV感染的自发

清除有关, 这首先由Thursz et al [17]对冈比亚人群

的研究发现, 随后这一结果在韩国[15]、德国[18]、

高加索 [9]以及中国人群的研究中陆续得到证

实. 体外研究显示[19], 和HLA-DR13-的个体相

比, HLA-DR13+个体的CD4+T淋巴细胞对乙肝

病毒HBcAg产生更强的免疫应答, 这种现象可

能是HLA-DR13分子本身具有较强的抗原提呈

能力, 或是HLA-DR13与其临近的某个免疫调节

性基因具有连锁不平衡. HLA-DR13可能赋予

个体较强的抗感染能力, 然而, HLA-DR13在东

方人中的分布频率比白种人和黑种人都低, 这
或许是东方人更易患慢性乙型肝炎的原因之一. 
在HLA-DRB1的研究中还发现[20], DRB1*0301, 
DRB1*06, DRB1*07, DRB1*08等能加速HBV的

感染, 而DRB1*0403, DRB1*12, DRB1*15等则

发挥拮抗作用. 其中也存在一些差异: 如Jiang 
et al [14]研究显示, HLA-DRB1*1101/1104和HBV
清除有关, 与对韩国人群的研究结果相反, 这种

现象进一步提示样本量和所选人群对研究有影

响[15]; (3)HLA-DP. HLA-DP同样是HLA-Ⅱ类基

因中的重要组成部分, 具有高度多态性, 但目前

国内外对其报道较少. 对广州地区乙型肝炎患

者研究发现[21], 广州地区HBV感染与HLA-DPB1
无相关性. 这一结果可能是DP与HBsAg抗原决

定簇的递呈无关, 或是DP的多态性对HBsAg抗
原决定簇的递呈无特异性.  

■研发前沿
近年来, 免疫相关
基因多态性与宿
主HBV感染易感
性或拮抗性方面
的研究一直是热
点, 研究范围也已
从经典的HLA(Ⅰ
类 和 Ⅱ 类 ) 、 细
胞 因 子 ( 如 T N F, 
IL-10等)和某些蛋
白(AGT, CTLA4, 
TAP, MxA等)等单
基因与疾病相关
性转到基因传导
通路(pathway)及
全基因组扫描大
规模研究.



www.wjgnet.com

1248                    ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志         2007年4月18日      第15卷      第11期

1.2 细胞因子 细胞因子是由各种细胞分泌的具

有介导和调节天然与特异性免疫应答、抗感

染、参与炎症等功能的小分子可溶性蛋白. 研
究表明[22], 细胞因子编码区、调节区或信号序列

的多态性可影响细胞因子的表达及功能.  
1.2.1 肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor, TNF) 
TNF是一种促炎因子, 具有介导多种炎症反应和

免疫调节等作用, 适量TNF-a在维持机体内环境

稳定以及抵抗外来微生物入侵中发挥重要作用. 
HBV感染后, TNF一方面调控HLA-Ⅱ类分子的

病毒抗原提呈作用, 另一方面则直接通过激活

NF-kB通路破坏HBV壳体的完整性而抑制HBV 
DNA的复制和蛋白表达[23]. TNF-a基因位于人类

第6号染色体HLA-Ⅲ类基因簇内(6p21.3), 其启

动子区存在5个典型的单核苷酸多态性(SNPs), 
分别是-1031T/C, -863C/A, -857C/T, -308G/A, 
-238G/A, 这些SNPs可能通过影响转录活性而使

其表达水平不同[24]. 对德国人群中TNF-a启动子

区多态性分析显示[25], -238位核苷酸变异(由G
变成A)与HBV感染慢性化有关, 而在日本人群

中研究[26]相同位点却未发现两者相关, 这或许

是由于两者选择的研究人种或是病例-对照组

设计的不同所致. 另外, 通过对韩国样本5个典

型SNPs位点研究表明[27], TNF-a-308位点A等位

基因的存在或-863位点A等位基因的缺失促使

HBV的长期携带, 这可能和TNF-a-308(G替换成

A后)更易和转录因子复合物结合有关(尽管G等

位基因也可与转录因子复合物结合). 还有研究发

现[28], TNF-a(-857T/T, -1031C/C)位点以及由5个
SNPs位点组成的单体型TNF-a(GGTAT), TNF-a 

(GGCAT)和乙型肝炎的感染密切相关, 提示在

研究疾病遗传因素过程中, 不仅是SNPs, 单体型

信息同样影响着疾病的发生和发展.  
1.2.2 白细胞介素(interleukin, IL) IL是一种多功

能免疫调节因子, 在免疫细胞的成熟、活化、

增殖和免疫调节等过程中发挥重要作用. 在以

日本人群为对象研究I L-10基因启动子-1082, 
-819和-592位点多态性过程中发现, 3个位点组

成的ATA单体型在无症状HBV携带者组中的频

率(77%)明显高于慢性乙型肝炎组(65%)和肝硬

化组(61%), 得出IL-10启动子基因位点多态性

直接关系到HBV感染后的病情严重程度[26]. 而
对韩国和中国的人群调查时, 共同得出: IL-10(-
592A)和(-592C)基因位点对HBV感染分别起促

进和抑制作用[29-30]. 除IL-10外, 还有研究发现IL-
1b-511(C/C)及白细胞介素-1受体拮抗基因(IL-

1RN)抑制HBV感染[31-32]; IL-2(-330T/G)对HBV
感染具有促进作用 [33].  研究中也有阴性结果 , 
Park et al [34]对IL-6基因-572 G/C基因型在慢性乙

肝患者与肝硬化患者之间, 以及HBV感染所致

的肝癌与慢性HBV感染的非肝癌患者之间分布

频率进行研究, 并未发现差异.  
1.2.3 干扰素-g(interferon-g, IFN-g) IFN-g已作

为临床治疗肝炎的常用药物, IF N-g通过经典

的JAK-STAT途径[35]、丝裂原激活的蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase, MAPK)途径[36]

以及磷脂酰肌醇-3激酶(phosphatidyl-inositol 
3-kinase, PI-3K)途径[37], 抑制病毒复制与扩散, 
并调动机体的免疫调节功能(如增强感染的肝细

胞表达被T淋巴细胞识别的蛋白质, 帮助T细胞

识别病毒感染的细胞等)发挥抗病毒作用. IFN-g
基因具有6个多态性位点, 通过改变转录因子结

合位点而影响IFN-g表达, 进而影响其抗病毒作

用. 其中, Ben-Ari et al [38]体外实验显示, 在IFN-g
第一内含子区+874位点携带A/A等位基因的个

体, IFN-g水平较低, 易发展为慢性HBV感染, 这
在我国多项研究[39-40]中都有证实(有些是和宫内

HBV感染有关). 而且, 对IFN-g启动子区(-183G/
T)和(-155A/G)位点多态性研究[41](367例)还发

现, IFN-g启动子(-183T)等位基因的存在, 促进

HBV感染(OR  = 4.5, P <0.01), 而且随着年龄的增

长, OR值增大.  
1 . 2 . 4  其他基因  研究显示 ,  雌激素受体 - a 

(ESR-a)[42-43]29 T/T基因型的个体与至少含一个

29C等位基因的个体相比, HBV持续感染显著

增加(P <0.001); 转化生长因子b1(TGFb1)的启动

子-509(C/C), 可以加速HBV感染, 而关于第10位
密码子变异导致的编码氨基酸转换造成的多态

性(codon10T/C)的作用, 国内外研究得出相反的

结论, 提示我们进一步考虑种族遗传因素[44-47]; 
钙依赖性的C型凝集素(MBL)作为一种影响天

然免疫的调理素存在于人体内, 其在第52, 54
位密码子的突变, 使机体HBV感染的结果不同, 
这在国内外都有研究[48-51]; 低分子量蛋白酶体

(LMP)基因位于HLA-Ⅱ类基因区, 编码的LMP2
和LMP7蛋白以二聚体形式进行抗原肽水解, 参
与HLA-Ⅱ类分子的抗原呈递, 在探讨LMP2和
LMP7基因多态性与HBV感染易感性的关联研

究[52]中, 发现LMP7-Codon145位点多态性在正

常人群与HBV感染者之间的分布频率差异有统

计学意义, 提示多态性可能限制了LMP的正常

作用, 而使HBV逃避免疫监视, 致使感染发生. 

■相关报道
由于选择人群的
种族、样本量大
小、病例-对照的
设计方案、研究
方法不同及是否
综合考虑病毒因
素等原因, 研究结
论不尽一致, 这在
对HLA-Ⅰ, HLA-
Ⅱ和TNF-a的研
究中都有相关报
道, 因此常见疾病
与宿主遗传因素
的关联研究需要
大样本及严格的
样本选择标准和
排除标准.
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目前, 关于遗传多态性的研究已经成为研究乙

肝发病机制的重点, 而且不断有新的细胞因子

发现, 维生素D[53-55]、趋化因子[56-57]、某些蛋白[58-63]

和酶[64-66]也列入其中, 为研究HBV感染的发病机

制开拓了思路.

2  问题及展望

近年来, 与HBV感染相关的基因位点不断被发

现, 但相同的位点, 常常得到不同甚至矛盾的结

果. 可能的原因有: (1)样本来源不同. 不同的基

因多态性及等位基因频率的分布与民族、种

族、生活习惯等密切相关, 易造成偏移, 研究时

应尽可能排除这些混杂因素的干扰, 因此选择

样本是研究的重中之重; (2)样本量的选取.  研究

中小样本量及人群中基因多态性流行数据的缺

失, 都会导致统计学上Ⅱ类错误. 正常人每1000
个碱基就有一个SNPs, 样本量的选择要尽量发

挥最大检出力; (3)病例组和对照组的设计. 患
者感染时的年龄(90%婴儿感染、20%-50%儿童

感染、5%-10%成人感染会发展为慢性肝炎)和
性别(由于雌激素[42]影响, 男性比女性更易感染

HBV)会导致不同结果, 因此疾病关联研究中对

照组的选择, 应考虑年龄、性别的匹配, 尤其是

对最早暴露于HBV的时间及感染途径的控制; 
(4)是否综合考虑病毒等因素. 各个因素与宿主

相互竞争, 相互影响, 并非孤立的发挥作用[67]; 
(5)基因分型方法不同. 不同的分型方法对等位

基因的鉴定会产生不同的结果. 目前, 常用的方

法有多聚酶链反应-序列特异性寡核苷酸反应

(polymerase chain reaction-sequence specific oli-
gonucleotide probing, PCR-SSO或PCR-SSOP)、
多聚酶链反应-序列特异性引物(p o l y m e r a s e 
chain reaction-sequence specific primer, PCR-
SSP)、多聚酶链反应-限制性片段长度多态性

(polymerase chain reaction-restriction fragment 
length polymorphism, PCR-RFLP)[68]等. 基因芯片[69]

由于高通量、自动化、无污染等特点, 使基因

分型更准确; (6)细胞因子基因多态性的改变可

能发生在转录、翻译和分泌等不同水平, 对体

内细胞因子表达状况的研究很有必要.  
总之, 乙肝的发生、发展是病毒、环境和

遗传因素相互作用的结果. 就遗传易感因素而

言, 每个多态性位点并不是孤立的发挥作用, 而
是存在一定的内在关联, 这种关联可表现为协

同或拮抗, 单体型则是最好的体现, 因此单体型

的研究更能揭示SNPs与疾病易感的关联. 目前, 

筛选HBV感染相关基因的工作已有一定进展, 
还应加快对已鉴定出的候选基因的功能研究, 
使之能尽快应用于临床. 鉴于以上问题, 最好进

行全国乃至更大范围的合作, 为HBV感染制定

免疫防治策略和实施基因干预治疗打下基础.  

致谢:  此课题全部或部分由美国国家卫生研

究院国家癌症研究所资助 ,  资助编号为N01-
CO-12400. 本文内容既不涉及公共健康与社会

福利部的方针政策, 也不涉及美国政府资助提

到的商家、商业产品或组织机构.
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Abstract
RNA interference (RNAi) is a new gene-silenc-
ing technique, which is a post-transcriptional 
gene silencing mediated by double-stranded 
RNA, resulting in the sequence-specific silence 
of target gene. RNAi technique has been applied 
widely in the research of various tumors, and 
most of the results have shown that it could spe-
cifically inhibited the expression of oncogenes, 
cancer-related genes and mutant genes, so as 
to suppress the occurrence and development of 
tumors. Meanwhile, explorations have also been 
performed on the therapy of gastric cancer, and 
some significant advances have been obtained. 
RNAi technique can not only act on the target 
genes directly, but also treat gastric cancer indi-
rectly by restraining the angiogenesis. Further-
more, RNAi technique can be used to resist the 
multi-drug resistance during chemotherapy.

Key Words: RNA interference; Gastric cancer; Gene 
therapy

Zhang J, Fang GE, Wang JF. Progress of RNA interference 
in the therapy of gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(11):1252-1256

摘要
RNA干扰(RNAi)是近几年发展起来的一种新
兴的基因沉默技术, 他是由双链RNA介导的
靶向基因序列特异性转录后沉默机制. 目前, 
RNAi技术已被广泛应用于各种肿瘤研究, 结
果发现其可特异地抑制癌基因、癌相关基因
或突变基因的过度表达, 从而抑制肿瘤的发
生、发展. 同时RNAi技术在胃癌治疗方面也
进行了许多积极的探索, 取得了一些突破性进
展. RNAi技术可直接作用于胃癌的靶向基因, 
也可通过抑制肿瘤血管新生间接治疗胃癌, 并
且他对胃癌化疗多药耐药也有作用.

关键词: RNA干扰; 胃癌; 基因治疗
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0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 其死亡率位居

我国恶性肿瘤的首位[1], 在世界范围居第2位[2]. 
胃镜的普及虽然有效的提高了胃癌的检出率, 
从而使得手术治愈率也得到了一定的提高, 但
对进展期胃癌来说, 由于手术切除率低, 放化疗

毒副作用大, 且常常面临肿瘤多药耐药的问题, 
其疗效仍难以令人满意, 5 a生存率仍徘徊在30%
左右[3]. 因此, 寻找一种新的治疗方法成为目前

胃癌研究的一个重要课题. 近年来, 随着胃癌的

分子生物学研究方面取得的进展, 人们认识到

胃癌的发生主要与癌基因的突变、扩增、过度

表达以及抑癌基因的突变、失活等密切相关, 
因此, 在基因水平治疗胃癌是未来的发展方向. 
RNA干扰(RNA interference, RNAi)是近年来发

展起来的一项新技术, 能特异而有效的阻断靶

基因的表达. 外源性或内源性双链RNA(double-
stranded RNA, dsRNA)在细胞内导致与其序列

同源的mRNA分子发生特异性降解, 从而干扰

相应基因的表达, 这种现象即为RNA干扰, 因基

因沉默现象发生在转录后水平, 故又称为转录

®

■背景资料
胃癌是我国最常
见的消化道肿瘤, 
其死亡率在我国
居于首位, 探索新
的治疗方法具有
重要的现实意义. 
基因治疗是当前
肿瘤研究的热点, 
RNA干扰作为当
前一种新的基因
治疗手段, 已经受
到越来越多的重
视, 其在胃癌治疗
方面的研究也得
到了较快的发展. 
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后基因沉默(post-transcriptional gene silencing, 
PTGS). RNAi技术具有特异、高效、快捷、

毒性小等特点, 可高效、特异的抑制癌相关基

因的过度表达, 从而达到抗肿瘤的目的. 目前, 
RNAi技术已被广泛的应用于各种肿瘤的研究

中, 为肿瘤的基因治疗带来新的希望. 现就近年

来RNAi技术在胃癌治疗方面的研究进展作一

综述.

1  RNAi概述

1.1 RNAi的特点 1998年, Fire et al [4]将正义RNA
与反义RNA以及一段与目的基因序列同源的反

义RNA和模板RNA复性退火后的双链RNA分

别注入到线虫体内, 结果发现, 注射双链RNA的

基因沉默效率比单独注射的正义R N A或反义

RNA至少高2个数量级. 他们将所观察到的这种

现象命名为“RNA干扰”. RNA干扰现象已证

实在一系列生物中存在, 包括植物[5]、真菌[6]、锥

虫[7]、囊虫[8]、果蝇[9]和哺乳动物[10]. RNA干扰于

2001和2002连续2 a被《Science》评为当年十大

科学成就之一, 并获得了2006年度诺贝尔医学

奖. 科学家们之所以对RNA干扰表现出如此大

的关注和兴趣, 就在于其在基因功能和相关方

面的研究具有许多传统方法无法比拟的特点和

优势: (1)高度特异性: RNAi具有严格的序列特

异性, 只降解与之序列相应的内源性mRNA, 对
无关基因的表达无干扰作用, 因此, 可用于单个

核苷酸突变基因的表达抑制[11]; (2)高效性: 即只

需微量的dsRNA分子就可有效抑制靶基因的表

达, 甚至达到剔除(Knock-out)的效果, 该过程是

以催化放大形式完成的[4]; (3)快速性: dsRNA进

入细胞后10 min即可产生siRNA分子, 30 min内
其靶mRNA的水平可下降30倍左右[12]; (4)可传

播性: RAN干扰具有细胞间的高穿透性, 可跨越

细胞界限, 在果蝇细胞中可见在细胞群落之间

传播[9]; Song et al [13]在实验鼠尾部血管注入旨在

“沉默”Fas基因的siRNA, 发现有90%的肝细

胞内存在这种RNA分子; (5)可遗传性: 研究发

现, dsRNA注入线虫性腺后, 其子代也出现了同

样的基因抑制现象, 说明RNAi效应具有可遗传

性[4]; (6)ATP依赖性: 在去除ATP的样品中RNA
干扰现象降低或消失, 显示RNA干扰是个ATP依
赖的过程 [14]; (7)长度、浓度依赖性、高稳定

性等. 
1.2 RNAi的作用机制 有两种途径可将dsRNA
导入生物体内 ,  一种是直接将合成的d s R N A

导入 ,  另一种是将D N A模板引入到细胞内后

通过转录的方式再产生dsRNA[15]. 目前公认的

RNAi作用机制为: (1)启动阶段: 当dsRNA导入

细胞后, 首先被一种dsRNA特异的核酸内切酶

Dicer(一种RNaseⅢ样的酶, 包含3个区域: 螺旋

酶区、dsDNA结合区和PAZ区[16])识别, 切割成

为21-23 bp(base pairs)的双链小干扰RNA(small 
interfering RNA, siRNA), 每个片段的3'端都有

两个碱基突出[17]和5'磷酸末端[14], 这一加工过程

需ATP提供能量; (2)效应阶段: siRNA和体内一

些酶(包括核酸内切酶、外切酶、解旋酶等)结
合形成RNA诱导的沉默复合物[18](RNA-induced 
silencing complex, RISC)或RNA诱导的转录基

因沉默起始复合物[19](RNA-induced initiation of 
transcriptional gene silencing complex, RITS). 在
RNA解旋酶的作用下, 由ATP提供能量, siRNA
被解链成正义链和反义链, 随后, 反义s iRNA
引导RISC和相应序列的mRNA特异性结合, 并
使得Argonaut 2蛋白切断靶mRNA[20], 切断部

位大约在距离s i R N A的3'端第12个碱基的位

置[21], 而后mRNA进一步降解, 最终阻断相应

基因的表达; (3)扩增阶段: s iRNA的反义链结

合到目的mRNA后, 不仅诱导RISC对该基因进

行降解, 同时还激活R N A依赖性R N A聚合酶

(RNA-dependent RNA polymerase, RdRp)介导

的以siRNA反义链为引物、靶mRNA为模板的

dsRNA的合成. 新合成的dsRNA再次被Dicer切
割, 产生大量的次级siRNA, 进入下一个RNAi的
循环, 这一过程称为RNAi的放大效应[22].

2  RNAi技术在胃癌治疗中的应用

2.1 RNAi直接作用于胃癌的靶向基因 胃癌的发

生是以癌基因的激活与抑癌基因的失活为基础

的多步骤、多阶段过程, 是遗传和环境因素相

互作用的结果, 通过其表达产物的作用, 改变和

扰乱细胞生长、分化及代谢等重要过程, 从而

导致细胞癌变. 因此, 寻找阻断癌基因激活与抑

癌基因失活的siRNA有可能抑制胃癌的发生. 传
统的基因敲除、反义核酸和核酶等基因治疗方

法往往不可能完全抑制或逆转肿瘤细胞的生长, 
而RNAi技术则不同, 他能够同时抑制多个不同

的基因, 而且抑制效果互不干扰. 大量实验研究

结果表明, RNAi技术可特异的抑制癌基因、癌

相关基因或突变基因的过度表达, 抑制肿瘤的

发生、发展[23], 并可快速鉴定新的肿瘤靶目标, 
所以这项技术在肿瘤的基因治疗上有光明的应

■研发前沿
当前, RNA干扰在
胃癌治疗中的研
究主要集中在针
对胃癌靶基因、

抗肿瘤血管治疗
及抑制肿瘤的多
药耐药性等方面. 
胃癌的肿瘤疫苗
研究及多基因联
合治疗是RNAi在
胃癌治疗方面亟
待研究的方向.
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用前景. 胃癌从组织学上被分成弥漫型和肠型

两种类型. 与肠型胃癌相比, 弥漫型胃癌具有发

病年龄轻、恶性程度高、预后差、死亡率高等

特点[24]. Jinawath et al [25]研究表明, 将核仁蛋白

NOL8特异性siRNA转染ST-4, TMK-1和MKN45 
3种不同的弥漫型胃癌细胞, 可以有效的降低

该基因的表达, 并能诱导这些细胞凋亡. 因此, 
NOL8可能成为弥漫型胃癌治疗性干预的一个

靶点. RhoC是Rho家族的一员, 与肿瘤转移密切

相关. 刘娜 et al [26]将RhoC特异性siRNA的真核表

达载体转染胃癌AGS细胞, 经Western印迹分析

发现, RhoC-siRNA转染细胞中的RhoC的表达水

平明显下降, 从而为进一步进行针对RhoC的胃

癌基因治疗的研究奠定了基础. 表皮生长因子

受体(EGFR)与胃癌的预后和转移相关, EGFR高
表达提示预后差, 肿瘤易发生转移[27]. EGFR能被

许多因子反式激活, 包括G蛋白耦联受体激动剂

和细胞因子等. 尽管有许多报道认为EGFR的这

种反式激活需要解离素和金属蛋白酶(adisinteg-
rin and metalloprotenase, ADAM)来屏蔽EGFR的
外功能区, 但具体机制尚不清楚. Tanida et al [28]

运用siRNA使ADAM1O沉默, 发现ADAM10的
降低能明显减少IL-8诱导的EGFR反式激活, 从
而揭示IL-8诱导的EGFR反式激活需要ADAM10
依赖性通道. 
2.2 通过抑制肿瘤血管新生间接治疗胃癌 肿瘤

内血管新生是肿瘤细胞得以不断分裂、生长和

转移的基础, 抑制血管的生成就能够抑制肿瘤

的生长. 血管内皮生长因子(VEGF)是目前发现

的诸多促血管生成因子中作用最强的, 在肿瘤

血管生成的各个环节均有重要作用且能特异性

的作用于血管内皮细胞的有丝分裂原, 而肿瘤

的淋巴结转移亦依赖于血管的形成[29], 故抑制

VEGF表达是当前抗肿瘤血管生成的最重要策

略之一. 徐文华 et al [30]应用VEGF-siRNA转染胃

癌细胞SGC-7901, 发现从mRNA转录到蛋白质

表达, VEGF均被明显抑制, 同时也在一定程度

上抑制了SGC-7901细胞的增殖. 研究表明, Rho
家族的小GTP酶和缺氧诱导的恶性肿瘤血管形

成密切相关. Rac1是Rho家族的一个主要成员, 
Xue et al [31]将特异于Rac1的siRNA表达载体转

染胃癌AGS细胞, 有效的抑制了高表达的Rac1
基因与蛋白, 促进了AGS细胞的凋亡, 同时发现, 
VEGF和缺氧诱导因子(hypoxia-inducible factor, 
HIF)-la表达下调, 而抑癌基因p53和血管形成抑

制因子VHL表达上调. 结果表明, Rac1是通过调

控血管形成相关因子的表达而在肿瘤血管形成

中起作用的. Meng et al [32]发现, Raf-1被RNA干

扰抑制后VEGF和(HIF)-1a也相应下降, 在抑制

胃癌血管生成的同时也促进了胃癌细胞的凋亡. 
2.3 RNAi在胃癌化疗多药耐药方面的研究 与
其他实体肿瘤一样, 多药耐药(multi-drug resis-
tance, MDR)是导致胃癌化疗失败的一个主要

原因. 有学者认为, 以每个患者基因分型为基础

的治疗是将来胃癌治疗用药的方向[33]. 而RNAi
对于基因的高度特异性决定了他必将在未来肿

瘤的化疗中扮演重要的角色. 化疗失败的主要

原因是肿瘤细胞获得了耐药性, 这种耐药性常

表现为肿瘤细胞对多种结构不同、作用靶位不

同、作用方式不同的抗肿瘤药物具有抵抗性, 
称为多药耐药(MDR). 研究发现, 这种耐药性与

肿瘤细胞的某些耐药基因相关, 主要的耐药基

因是多药耐药基因1(MDR1), 编码相对分子质

量为170 000的跨膜糖蛋白P-gp (P-glycoprotein), 
其过表达使肿瘤细胞具有MDR[34]. 这种糖蛋白

具有药泵的作用, 当其表达增高或功能异常增

强时, 能以耗能的方式将肿瘤细胞内的药物泵

出, 并抑制依赖caspases的细胞凋亡途径, 使细

胞能在高浓度的药物环境中生存[35]. 针对该基

因的RNAi可以使MDR1基因的水平下调而进

一步提高细胞内的药物浓度, 提高肿瘤细胞对

化疗的敏感性. 传统的MDR逆转剂都是作用在

P-gp水平, 效率低、副作用大. 为了克服这一障

碍, Stege et al [36]将针对MDR1的siRNA转染胃

癌细胞株EPG85-257RDB, 有效的抑制了MDR1
基因的表达及其表达产物(在RNA水平和蛋白

水平有效抑制率达9l%), 使EPG85-257RDB对

抗肿瘤药物柔红霉素的耐药性降低了58%. 表
明此种siRNA可逆转具有P-gp依赖的MDR表型

的肿瘤的治疗, 通过提高细胞对化疗药物的敏

感性来达到治疗肿瘤的目的. Hao et al [37]利用

RNA干扰技术干扰胃癌细胞的细胞因子诱导凋

亡阻遏物-1(cytokine-induced apoptosis inhibitor 
1, CIAPIN1)后发现P-gp下降, MDR-1和MRP-1
均下调, 细胞耐药性则相应降低. 肿瘤易感基因

(tumor susceptibility gene101, TSG101)与转录

调控有关, 在多药耐药的胃癌中表达上调. Shen 
e t a l [38]将体外构建的特异于TSG10l的s iRNA
真核表达载体转染于对长春新碱耐药的胃癌

SGC-7901细胞后发现, TSG101的表达显著下降, 
且增加了所转染细胞对长春新碱的敏感性. 结
果表明, TSG101可能在胃癌的多药耐药中起重

■应用要点
RNA干扰技术已
经在很多方面显
示出了其特异、

高效的优越性, 尽
管目前RNAi技术
在哺乳动物中的
应用还处于探索
阶段, 但他必将成
为疾病尤其是肿
瘤基因治疗中重
要的组成部分.
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要作用, 有望成为胃癌基因治疗的一个新的靶

点. Ning et al [39]发现, 在对阿霉素和足叶乙甙耐

药的胃癌SGC-7901细胞中, 端粒重复序列结合

因子2(telomeric repeat binding factor 2, TRF2)表
达上调, 使用RNAi干扰抑制TRF2后细胞耐药表

型减少, 表明TRF2不仅与细胞DNA损害反应有

关, 且能提高肿瘤细胞耐药性. 
总之, RNAi技术的应用已成为生命科学研

究中的新热点. 目前, 对RNAi技术已经有深入

的了解, 新的研究成果不断涌现, 但在其真正运

用于临床之前, 还有许多问题亟待解决. 相关

问题有siRNA分子的稳定性, 不同的mRNA对

RNAi的敏感性不同, 在人体内RNAi是否与在

体外以及动物模型中有相似的研究结果以及转

运siRNA的合适载体系统等. 在胃癌的研究方

面, RNAi的应用也还有很多可拓展的空间, 如胃

癌肿瘤疫苗的研究、寻找对抗胃癌淋巴结及腹

膜转移的途径、胃癌的多基因治疗实验探索等

方面. RNAi独特的作用机制以及其简便的操作

流程和对靶基因表达抑制的高效性使其在肿瘤

基因治疗方面显示出了广阔的应用前景[40]. 虽
然这一技术真正应用于胃癌的临床治疗尚不成

熟, 相信随着研究的广泛细致深入, 越来越多的

与肿瘤生长增殖密切相关的高特异性靶基因及

能使外源性治疗基因高效表达的载体的发现, 
RNAi技术会成为胃癌基因治疗的一种新手段. 
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第三届全军胃肠外科学术会议暨
2007 年普通外科高峰论坛征文通知

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

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

医学教育Ⅰ类学分.  

1   征文内容

(1)胃肠外科和普通外科的新进展、新技术、新手术、新经验; (2)实验研究; (3)腹腔镜手术; (4)围手术期肿瘤

放化疗; (5)围手术期营养支持; (6)围手术期护理等.  

2   征文要求

论文全文和摘要(600字左右)各一份, 并附拷贝软盘, 请寄: 100700北京市东城区南门仓5号 北京军区总医院全

军普通外科中心 李世拥 收; 电话: 010-66721188; 截稿日期: 2007-05-01.
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Abstract
Inflammatory myofibroblastic tumor (IMT) is 
a mesenchymal neoplasm composed of trans-
formed myofibroblastic spindle cells with infil-
tration of a large number of inflammatory cells 
and/or lymphocytes. The etiology of IMT re-
mains unknown. IMT occurs at various sites and 
often affects young adults and children. IMT of 
the liver mostly arises in the right lobe of liver. 
Biopsy, computed tomography (CT) and mag-
netic resonance imaging (MRI) are beneficial to 
diagnosis and differential diagnosis. Vimentin, 
smooth muscle actin (SMA), muscle-specific 
actin (MSA) are often positive by immunohis-
tochemistry. The prognosis of most patients is 
favorable after surgery. In this article, we re-
viewed the overseas and domestic literatures 
and summarized the advancement of research 
on the IMT of the liver about etiology, patho-
genesis, clinical presentations, imaging feature, 
histological appearance, immunohistochemical 
and electron microscopic feature, diagnosis, dif-
ferential diagnosis and therapy.

Key Words: Inflammatory myofibroblastic tumor; 
Liver

Fu XQ, Lin J. Advancement of research on inflammatory 
myofibroblastic tumor of the liver. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(11):1257-1260

摘要
炎性肌纤维母细胞瘤, 是指由分化的肌纤维母
细胞性梭形细胞组成, 常伴大量炎细胞和/或
淋巴细胞的一种间叶性肿瘤. 炎性肌纤维母细
胞瘤病因未明, 可见于身体各个部位, 发病年
龄多见于儿童和青少年. 肝脏炎性肌纤维母细
胞瘤多发于肝右叶, 组织活检、CT和MRI有
助于诊断和鉴别诊断, 且免疫组化常表达波形
蛋白(Vimentin), 平滑肌肌动蛋白(SMA), 肌特
异性肌动蛋白(MSA), 大部分患者经手术治疗
后预后良好. 本文复习国内外文献对发生于
肝脏的炎性肌纤维母细胞瘤的病因及发病机
制、临床表现、影像学特点、组织学形态、

免疫组织化学及电镜特征、诊断及鉴别诊
断、治疗等问题作系统综述, 以期提高对肝脏
炎性肌纤维母细胞瘤的认识.

关键词: 炎性肌纤维母细胞瘤; 肝脏

付雪琼, 林军. 肝脏炎性肌纤维母细胞瘤研究进展. 世界华人消
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0  引言

炎性肌纤维母细胞瘤 ( i n f l a m m a t o r y 
myofibroblastic tumor, IMT)是一种少见独特的

间叶性肿瘤, 近年来, 已逐渐得到病理及临床

的广泛认同. WHO定义为“由分化的肌纤维母

细胞性梭形细胞组成, 常伴大量浆细胞和/或淋

巴细胞的一种间叶性肿瘤”. IMT好发于青少

年, 多位于肺部[1-2]和眼部[3-4], 也可发生在胃[5-6]、

肠[7]、脾脏[8-9]、膀胱[10]、胰腺[11-12]、肝脏[13-15]、

中枢神经系统[16-17]等全身各处, 由于病因不清, 
起初命名较混乱, 国内外文献曾以多种命名报

道, 如: 炎性假瘤、浆细胞肉芽肿、纤维黄色肉

芽肿、肌纤维母细胞瘤、黏液样错构瘤、假肉

瘤、炎症性纤维肉瘤、组织细胞瘤、浆细胞瘤

www.wjgnet.com
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■背景资料
肝脏炎性肌纤维
母细胞瘤临床上
不多见, 临床医师
对此认识不深, 而
且诊断和鉴别诊
断比较困难, 容易
导致漏诊、误诊. 
因此, 本文综述了
国内外相关文献, 
以期提高认识, 对
临床诊断、鉴别
诊断和治疗带来
帮助. 



等. 1939年最早报道2例IMT发生于肺部, 肿瘤的

梭形细胞表现当时误认为是恶性, 经过多年的

临床与病理验证, 得出这些梭形细胞是炎症后

肿瘤的结论, 临床预后尚好; 其次, 该病变中常

可见大量淋巴细胞和浆细胞浸润, 因而“炎性

假瘤”的名称逐渐被广泛接受. 现在WHO软组

织肿瘤国际组织学分类专家已建议命名为IMT, 
从而结束了长期以来有关其命名混乱的状态. 
本文就肝脏IMT的概念、病因及发病机制、临

床表现、影像学特点、组织学形态、免疫组织

化学及电镜特征、诊断及鉴别诊断、治疗等问

题做系统综述, 以提高我们对肝脏炎性肌纤维

母细胞瘤的认识.

1  病因和发病机制

IMT的发病原因和机制尚不清楚. 细胞遗传学分

析揭示了一种好发于儿童和青壮年的IMT亚型, 
包含有2P23染色体的重排, 分子生物学研究表

明其含有恶性淋巴激酶(ALK); 腹腔内的IMT中
发现了SEC31L1/ALK的一种新的融合基因, G
带分析发现有染色体的易位t(2, 4)(p23, q21)[18]. 
Sirvent et al [19]在1例婴儿IMT中发现了t (2, 11, 2), 
(p23, p15, q31)的染色体易位. 还有学者认为, 发
生肝、脾及淋巴结的IMT可能与EBV感染有关, 
Arber et al [20]通过免疫组化和原位杂交的方法, 
在肝IMT的淋巴细胞和梭形细胞中发现了EB病
毒感染的证据, 而Tamsel et al [21]则报道了1例由

放线菌感染引起的肝IMT, Milne et al [22]通过荧

光原位杂交在IMT病例中发现了ALK/TPM3融
合基因, Fisher[23]也报道, 许多IMT病例中发现了

包含2p22-24的克隆性染色体异常, 在IMT的一

个亚型中还检测出tropomyosin 3 (TPM3-ALK)
或tropomyosin 4 (TPM4-ALK)的融合基因.

2  临床及影像学特点

IMT可发生于任何年龄, 以婴幼儿和青壮年居

多[24], 病灶可单发, 也可多发, 部位以右叶多见, 
左叶及肝门区也可发生. 发病尚无一定的规律, 
症状轻微或不明显. 主要临床表现包括右上腹

不适或疼痛、发热, 上腹部可扪及包块或肝肿

大, 体质量减轻等, 部分患者可有恶心、呕吐等

消化道症状. 当肝IMT位于肝门部, 若压迫、累

及胆道可发生胆汁瘀积性黄疸, 并发门静脉炎

及阻塞[25]. IMT呈取代周围结构的肿块, 可有/无
钙化, 肿块的形态随部位而异, 肠系膜或肝的

IMT表现为局限性实性团块[26]. 迄今肝脏IMT影
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像学检查的文献报道较多, 如B超、彩超、螺旋

CT、MRI等多种检查. IMT可发生于肝脏的任何

部位, 以肝右叶多见, B超可见IMT多呈不规则

形, 边界常较清楚且规则, 有时可见周边有淡的

低回声环围绕; 内部多以低回声为主, 分布不均, 
偶尔在低回声区中央可有较淡的增强光点出现, 
后方回声很少发生改变. 彩超示肝IMT大多无彩

色血流信号, 仅少数病灶可检出些许条状彩色

血流, 且多位于周边部. CT动态增强扫描可较好

反映病灶的血供和病理特征, 对肝IMT诊断和鉴

别诊断具有一定的价值. CT平扫肝IMT呈低密

度, 密度不均匀/均匀, 边界清楚/不清楚. MRI肝
IMT在T1加权相上多为低信号, T2加权相上为

中或高信号[15]; 门静脉期及延迟期均呈不同程

度强化, 其方式与CT增强扫描类似, 增强扫描动

脉期强化比CT多见.

3  组织学形态特征

3.1 巨检 常为局限性或者多灶性的实质性肿块

或呈息肉样肿物, 大小从<1 cm到>20 cm不等, 
有时有完整的包膜. 
3.2 镜检 主要为梭形细胞, 数量不等的胶原以及

由淋巴细胞、浆细胞组成的炎性成分. 这些细

胞或基质以及生长方式在不同的IMT中或在同

一肿瘤的不同区域中比例会有所不同. 纪小龙 
et al [26]提出3种主要组织学类型: (1)黏液样/血管

型, 以黏液、血管、炎症区域为主; (2)丰富梭形

细胞型, 梭形细胞夹杂炎性细胞, 类似纤维组织

细胞瘤. 当累及胃肠道时, 常被误认为平滑肌瘤

或间质瘤; (3)少细胞纤维型, 致密成片的胶原纤

维可类似疤痕或硬化性纤维瘤, 少部分病例出

现点状或大片的钙化和化生骨.

4  免疫组化研究

免疫组化常表达v i m e n t i n, s m o o t h m u s c l e 
actin(SMA), muscle-specific actin(MSA), 部分

病例desmin阳性, S-100, myoglobin, CD34阴性. 
文献[27]报道, 梭形细胞vimentin(15/18, 83%),  
actin(18/20, 90%), keratin(10/13, 77%)表达阳性, 
vimentin弥漫表达. 部分病例尚可表现为EMA、

CD68、CD30、α1-抗胰蛋白酶、α1-抗糜蛋白

酶或溶菌酶等阳性. 有文献报道, ALK阳性率可

达60%(44/73)[28]. 

5  电镜检查

电镜可观察IMT梭形细胞的肌纤维母细胞特征, 
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■研发前沿
炎性肌纤维母细
胞瘤的病因和发
病机制尚未明确, 
因此, 目前该研究
领域中的热点和
重点应该为探讨
和研究该疾病的
病因和发病机制, 
提高对该病的诊
断、治疗水平, 使
更多的患者得到
康复.
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梭形细胞内可见大量的粗面内质网、微丝束、

发育良好的高尔基复合体、细胞内胶原; 周围

伴有成熟纤维母细胞、胞外胶原、间充质细

胞、肥胖的内皮细胞及炎性细胞, 包括成熟的

浆细胞. 

6  诊断、鉴别诊断及治疗

IMT的诊断取决于肿瘤发生的部位以及组织表

现, B超、CT、MRI可以辅助诊断, 但是确诊应

该依赖于活组织病理学检查证实. 鉴别诊断主

要有以下几个: (1)肝细胞性肝癌. 肝细胞性肝癌

是肝脏最常见的恶性肿瘤, 在肝动脉期扫描时

病灶明显强化, 而门脉期和延迟期扫描时病灶

密度下降, 密度呈速升速降尖顶山峰型特点, 典
型病例不难鉴别. 而少血供型肝癌, 始终无强化

表现, 需和肝脏IMT鉴别, 根据门静脉和延迟期

有无强化, 病灶内有无纤维分隔, 有无肝炎肝硬

化病史及AFP的测定, 并结合临床病史、体征

等, 一般可做出明确诊断. 极少数仍鉴别困难, 
需经皮肝穿刺、术后病理及抗炎治疗后随诊, 
可明确诊断; (2)转移性肝癌. 肝脏是转移性肿瘤

的好发部位, 在门脉期扫描时也可见到边缘环

形强化表现, 但转移性肝癌一般为多发病灶, 典
型病例具有“牛眼征”表现, 结合临床病史, 一
般不难作出诊断; (3)肝脓肿. 典型病例有起病急, 
发热, 右上腹痛, 白细胞升高的表现, CT上常可

见到肝内病灶有典型的“环征”, 中心液化坏

死区无强化, 脓肿壁有强化, 而外周水肿带无强

化表现. 病灶也可以是多房的, 其分隔可有强化. 
不典型的肝脓肿不易和肝脏IMT鉴别, 有时需经

抗炎治疗后复查或经皮肝穿刺及术后病理检查, 
进一步明确; (4)肝血管瘤. 典型肝血管瘤为边界

清楚密度均匀的低密度影, 增强扫描周边首先

强化, 呈线状、环状或团块状, 强化较明显, 并
向内扩散, 延迟扫描可完全充盈, 密度等于或略

高于正常肝实质. 小血管瘤在增强早期可完全

强化. 所有血管瘤造影剂在病灶内停留时间较

长, 一般可以和IMT鉴别; (5)胆管细胞癌. 为原

发性肝癌的组织学亚型, 可早期强化, 且多可延

迟强化与IMT有类似特征, 但其多位于肝左叶, 
且直径常超过5 cm, 病灶内或周边常见到扩张的

胆管, T2WI 也多为不均匀高信号, 以资鉴别. 
肝IMT的治疗目前仍存在争议, 大多数学

者主张手术切除是最为有效的治疗方法. 如术

前难获确诊, 不能除外恶性肿瘤或有症状(如胆

道梗阻)、肿物增大以及对药物治疗无效, 则需

手术治疗. 而一些无法切除的患者则接受了肝

移植的治疗[25]. 亦有学者主张, 对无症状且已经

明确诊断, 或不能耐受手术者可以采用保守疗

法, 如抗生素、非类固醇类抗炎药物, 但其疗效

有待进一步观察. 少数病例未经特殊治疗, 几个

月后可能自行缓解[29-30]. 但有肝IMT复发的报道, 
Hussong et al [31]认为, 肿瘤的复发可能与肿瘤细

胞的异型性、出现节细胞样细胞、表达P53和
异倍体有关, 绝大部分肝IMT预后良好. 
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Abstract
Recent years, various new techniques, such 
as bioartificial liver system, hepatocyte trans-
plantation and tissue engineering, were being 
employed to fight against the liver diseases. 
However, the shortage of liver cells has become 
a prominent problem. This review focuses on 
the current research progress of the liver cell dif-
ferentiation source, and it also discusses the ad-
vantages and disadvantages of various hepatic 
stem cells and nonhepatic stem cells, expecting 
to provide a reference for liver cell source selec-
tion during tissue engineering, an adequate and 
suitable source for bioartificial liver and hepa-
tocyte transplantation and to help to treat liver 
diseases.

Key Words: Hepatocyte; Stem cell; Cell differentiation
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摘要
生物人工肝、肝细胞移植、组织工程等技术

的开展, 为肝病的治疗开辟了新的途径. 然而, 
肝细胞来源短缺已经逐渐成为一个突出的问
题. 本文着重论述了目前肝脏细胞的分化来源
研究进展情况, 并对各种肝源性和非肝源性干
细胞的优缺点进行了讨论, 以期为肝组织工程
选择细胞来源提供参考, 为生物人工肝、肝细
胞移植提供充足、合适的细胞来源, 协助治疗
肝脏疾病.

关键词: 肝细胞; 干细胞; 细胞分化
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0  引言

肝脏是一个结构和功能相当复杂的器官. 对于

各种终末期肝病, 肝移植是目前唯一理想的治

疗方法.  但这个方法同时也面临许多问题: 供体

缺乏, 手术和术后管理复杂, 费用高等, 限制了

其临床的开展. 因此, 一些其他治疗方法, 包括

生物人工肝, 细胞移植, 组织工程构建等有蓬勃

发展的趋势.  随着这些技术的开展, 肝细胞的临

床需求逐步扩大, 但肝细胞来源仍是个问题. 大
多数肝脏疾病都是由于“肝细胞功能异常”最

终导致肝功能衰竭, 用干细胞替代病态的肝细

胞成为目前肝脏导向的细胞治疗的主要目标. 
目前, 对于各种来源干细胞分化为肝细胞已有

很深入的研究, 有望给肝病治疗带来新的飞跃.

1  肝源性干细胞

1.1 成熟肝细胞 过去曾认为, 肝细胞是终末分化

细胞, 事实上他属于单向潜能的干细胞, 具有很

强的增殖能力, 平时处于静止期, 一定的刺激可

引起肝细胞激活与增殖. Se11[1]推测, 肝脏由3种
细胞系组成: 干细胞、前体细胞和成熟细胞. 肝
脏受到损害如部分肝切后门静脉和中央静脉周

围的肝细胞早期就通过自我复制来修复, 当受

到更严重的损伤后才会启动干细胞的分化, 这
说明肝细胞本身就是有功能的干细胞, 具有很
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强的再生能力, 即使切除肝脏的2/3, 剩余的细胞

只要通过2-3个细胞周期便可增殖达到术前水

平, 正常肝脏大约每年更新一次[2]. 然而, 成熟肝

细胞的体外培养有很大难度, 包括体外培养时

表型的丧失和增殖能力受限等[3], 因此其应用前

景受到一定限制.  
1.2 卵圆细胞 Fausto[4]发现, 当动物接触化学致

癌物时, 肝脏最早的细胞反应是位于门管区周

围的小细胞的增殖, 这种细胞胞质少, 胞核卵圆

形, 因此将其命名为“卵圆细胞(oval cell)”. 卵
圆细胞是分布在胆小管(称之为Hering管, 即小

叶间胆管)周围的肝干细胞, 具有双分化潜能: 
分化为肝细胞和胆管上皮细胞. 卵圆细胞表达

的标志物主要有中间丝波形蛋白(vimentin), 增
殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen, 
PCNA)、细胞角蛋白7(cytokeratin7, CK7)、
CK8、CK18、CK19、OV6等. He et al [5]采用特

异的酶消化法和Percoll液密度梯度离心后可获

得比较纯的、活力很高的卵圆细胞, 这些细胞

可以同时表达成熟肝细胞标记物白蛋白和胆

管上皮细胞标记物CK19、CK7, 表明其具有双

分化潜能. 严重的肝损伤(毒素、致癌物或手术

刺激)可以激活卵圆细胞, 分化为肝细胞和胆管

上皮细胞, 有趣的是这些细胞也表达c-kit, flt-3, 
Thy-1, CD34等造血细胞相关抗原[6]. 也有报道称

卵圆细胞还可以分化为非肝系细胞: 肠上皮和

胰腺上皮细胞[7].  
卵圆细胞已有理想的体外培养方法 ,  成

纤维细胞分泌的细胞外基质(层黏连蛋白、纤

维连接蛋白、Ⅰ和Ⅳ型胶原等成分)、干细胞

因子(stem cell factor, SCF)、白血病抑制因子

(leukaemia inhibitory factor, LIF)、表皮生长因子

(epidermal growth factor, EGF)、肝细胞生长因

子(hepatocyte growth factor, HGF)等对于维持卵

圆细胞的增殖和分化潜能都很重要[5].  
1.3 小肝细胞 Mitaka et al [8]在培养成年大鼠肝细

胞时发现, 一些单核细胞形成小的集落, 周围绕

以成熟肝细胞, 这些细胞的局部克隆呈低分化

表型, 免疫组化和超微结构观察均显示其有肝

细胞特征, 这种细胞只有成熟肝细胞的1/3-1/2
大小, 因此称之为“小肝细胞(small hepatocytes, 
SHs)”, 这种小细胞有很强的增殖能力, 在含有

表皮生长因子的培养基中培养, 每个小肝细胞

的克隆中出现胞质丰富的细胞, 含较多线粒体

和过氧化物酶体, 类似典型的成熟肝细胞, 因此

推测小肝细胞是一种干细胞, 可以分化为成熟
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肝细胞. 然而, 他们在肝脏内的确切定位尚不清

楚. 小肝细胞作为一种肝前体细胞可以从啮齿

类动物和人的肝脏中分离出, 将小肝细胞和新

鲜成熟肝细胞(primary fresh hepatocytes, FHs)移
植入大鼠体内对比, 植入细胞数SHs组少于FHs
组, 移植后12 wk检测受体组织及血清白蛋白水

平, 发现SH和FH有相似的肝再生功能, 白蛋白

水平接近, 这些结果表明, SH可以作为一种新的

细胞来源替代FH做肝细胞移植[9].  
Gordon et al [10]从倒千里光碱(retrorsine)处理

过的、部分肝切的大鼠模型中分离出小肝细胞, 
检测发现甲胎蛋白(alpha fetoprotein, AFP)阳性, 
OV6阴性, 再注射入同系大鼠肝脏内, 这些细胞

植入后可表达白蛋白、转铁蛋白, 不表达AFP, 
且部分肝切后可以发生增殖. 最近研究显示, 人
小肝细胞培养2 mo后仍可保持高增殖潜能, 克
隆细胞表达肝细胞和胆管上皮细胞的特异蛋

白[11], 表明其也有双向分化潜能, 并且较长时间

的深低温保存后仍可以保持其增殖能力和分化

能力, 可有60%的细胞存活, 并有分泌白蛋白的

功能[12]. 而成熟肝细胞体外增殖能力较差, 最多

存活2-3 wk, 而且1 wk后就会丧失其分化表型, 
并且肝细胞的深低温保存效果也不能令人满意. 
因此, 小肝细胞有逐渐替代成熟肝细胞移植的

趋势.

2  非肝源性干细胞

随着再生医学的发展, 许多研究者把目光转向

一些向肝脏分化的非肝源性细胞, 目前主要研

究有以下几种干细胞: 
2.1 骨髓间充质干细胞 骨髓中存在两种干细胞, 
造血干细胞(hemopoietic stem cells, HSCs)和间

质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs). 前者

在各种集落刺激因子作用下, 向红系、粒系、

淋巴系细胞分化, 维持体内造血功能; 骨髓间充

质干细胞是1987年由Friedenstein et al [13]发现的

一种可以贴附于塑料培养板表面的成纤维细胞

样细胞, 存在于骨髓基质, 又称“骨髓基质干细

胞(bone marrow stromal cells, BMSCs)”. 他有

两个重要功能: 分泌骨髓基质, 提供造血微环

境; 在合适的环境和诱导因子存在下, 分化为成

熟的间质细胞, 如成骨细胞、软骨细胞、脂肪

细胞、肌腱细胞、血管内皮细胞等. BMSCs主
要标记物有CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, 
S H-2和S H-3等, 不表达造血系特异的C D13, 
CD34, CD45, CD133等[14]. 研究MSC的细胞周期
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发现, MSC中有90%处于G0/G1期
[15], 说明MSC

具有很大的增殖潜能. Petersen et al [16]最先在小

鼠肝损伤模型中发现, 将♂鼠骨髓移植入致死

剂量照射的同系♀鼠体内可在供体肝内发现部

分肝细胞表达Y染色体基因. Theise et al [17]进行

了临床研究, 发现女性白血病患者接受男性骨

髓移植治疗后, 其肝脏中部分细胞同时表达肝

细胞标志及Y染色体; 男性严重肝病患者接受

女性全肝移植后, 移植的肝脏中部分细胞同时

表达肝细胞标志及Y染色体. Oh et al [18]最先将

HGF应用于体外诱导骨髓干细胞向肝系细胞的

转化, 并在诱导后的细胞中检测到了AFP、白

蛋白、CK8和CK18、c-met等肝系细胞的标志, 
说明HGF可作为体外诱导骨髓间质干细胞向肝

系细胞转化的诱导因子. Schwartz et al [19]报道, 
成纤维细胞生长因子(fibroblast growth factor-4, 
FGF-4)和HGF可以促进体外培养的成年小鼠、

大鼠及人的骨髓间质干细胞向肝细胞分化. 因
此, 骨髓干细胞已经被认为是肝脏再生除肝细

胞和肝干细胞外重要的细胞来源. 但是, 从患者

身上抽取骨髓是一种有创性操作, 此外, 细胞的

数量和分化潜能也会随着年龄的增长逐渐下

降[20].  
2.2 脂肪干细胞 脂肪组织像骨髓一样, 来源于胚

胎的间质, 含有一种容易分离的支持基质. Zuk 
et a l [21]发现, 在脂肪组织基质中也存在有干细

胞, 这种细胞群称之为脂肪组织提取细胞(pro-
cessed lipoaspirate cells, PLA cells), PLA细胞可

以从脂肪组织中大量分离, 并表现出稳定的生

长和增殖能力. 分离出单个PLA细胞形成的克

隆, 发现这些细胞像BMSc一样, 有自我更新和

诱导分化为各种间质组织的能力, 包括软骨细

胞、脂肪细胞、成骨细胞、肌细胞、上皮细胞

等. 为了证实脂肪组织含有干细胞, 对PLA细胞

群进行了分子和生化分析, 发现PLA细胞表达一

些与BMSCs相同的CD抗原: 表达CD13, CD29, 
CD44, CD71, CD90, CD105, SH2和SH3, 不表达

CD14, CD16, CD31, CD34, CD45, CD56, CD62e
和CD104, 此外, PLA细胞还表现出不同于MSCs
的特征, 包括一些不同的CD标记和基因表达, 如
PLA细胞表达CD49d, 不表达CD106, 与MSCs恰
好相反. PLA还可向神经细胞分化, 表明其还有

外胚层分化的潜能, 因此称这种细胞为脂肪干

细胞(adipose-derived stem cells, ADSCs). Seo 
et al [22]用HGF和OSM(IL-6家族成员, 有促肝细胞

生长、细胞分化、胆小管形成和白蛋白分泌作

用)体外诱导脂肪基质细胞hADSCs向肝系细胞

分化, 并用RT-PCR和免疫细胞化学均可检测到

AFP和ALB的表达, 分化细胞有摄取LDL和分泌

尿素的功能; 将hADSC移植于CCl4肝损伤SCID
小鼠模型体内也发现其可分化为肝细胞. 李绍青 
et al [23]从吸脂术所得的脂肪抽吸液中分离出干

细胞, 用含有HGF和FGF-4的条件培养基将其向

肝细胞样细胞诱导分化, 并利用RT-PCR及免疫

荧光的方法检测到了分化后的细胞表达肝系细

胞的标志物且具有一定的肝细胞功能.  
2.3 脐带血干细胞 有报道称, 脐带血较外周血

含有更多的造血祖细胞, 但是MSCs的存在仍然

没有定论, Erices et al [24]从脐带血细胞(umbilical 
cord blood cells, UBCs)中分离培养有核细胞, 这
些单核细胞呈成纤维细胞样, >85%的细胞处于

G0/G1期, 并且表达一些MSC相关抗原: CD13, 
CD29, CD49e, CD54, CD90, SH2, SH3, SH4和
ASMA(α-smooth muscle actin)等, 不表达CD14, 
CD34, CD45, CD49d, CD106和CD31等. 这些细

胞不仅可以分化为成骨细胞、软骨细胞、脂肪

细胞、而且可以分化为神经胶质细胞和肝细胞

样细胞[25], 因此称这种来源于UBCs的单核细胞

为间充质祖细胞(mesenchymal progenitor cells, 
MPC). 临床上, UBCs植入各种造血系统疾病患

者, 其疗效已经得到广泛的认可, 因此, UBCs
很有希望像BMSCs一样, 成为肝祖细胞来源. 
Teramoto et al [26]将来源于UBCs的有核细胞用含

HGF, FGF-1, FGF-2的条件培养基诱导培养1 wk
后, 可以检测到白蛋白mRNA, 3 wk后免疫染色

检测到ALB和CK19阳性细胞, 部分细胞双重表

达, 表明肝祖细胞的存在, 类似于卵圆细胞, 有
双向分化潜能. Di Campli et al [27]将UBCs移植于

SCID小鼠肝损伤模型, 发现UBCs表达肝细胞标

志物, 处理组和对照组死亡率为22%比67%.  
2.4 胚胎干细胞 胚胎干细胞(embryonic stem 
cel ls, ESCs)是来源于哺乳动物胚泡内细胞群

的一群未分化的有无限增殖能力和多向分化

潜能的细胞, 核质比高, 核仁丰富, 表达高水平

的端粒酶活性[28]. ESCs可被诱导分化为各种组

织, 有向3个胚层方向分化的潜能, 包括: 肠上皮

细胞(内胚层); 软骨细胞, 成骨细胞, 平滑肌细

胞, 横纹肌细胞(中胚层); 神经细胞, 鳞状上皮细

胞(外胚层). 人ESCs表达阶段特异性胚胎抗原

-3 (stage-specific embryonic antigen-3, SSEA-3), 
SSEA-4等特异抗原. 胚胎干细胞分化为肝细胞

样细胞已有很多报道, Teramoto et al [26]将培养
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的♂鼠胚胎细胞移植入♀鼠体内, 受体鼠肝脏

取出免疫组化染色白蛋白, 荧光原位杂交Y染

色体, 可以发现两者均为阳性的细胞在♀鼠肝

内表达, 因此认为这些表达白蛋白的肝细胞样

细胞是由♂鼠ESCs分化而来. Kuai et al [29]将维

甲酸(retinoic acid, RA)、HGF、神经生长因子

(β-nerve growth factor, β-NGF)加入细胞培养液, 
诱导后的细胞形态似肝细胞, 免疫细胞化学染

色显示AFP阳性表达, RT-PCR显示有白蛋白、

甲状腺激素结合蛋白、葡萄糖6磷酸酶、肝核

因子-4表达, 这些物质只有有功能的肝细胞才表

达. 尽管ES来源细胞有很强的组织再生功能, 是
一个很有效的细胞来源, 但是其临床应用确受

到伦理问题限制, UCB(umbilical cord blood)来
源细胞就不会受此影响, 因为收集细胞时, 他经

常是作为医疗废弃物, 而且对供体没有损害.  
总之, 当前细胞移植及组织工程已经成为

终末期肝病治疗的研究热点. 干细胞由于具有

自我更新能力强, 长期保持活性及多向分化潜

能的特点, 因而有很好的应用前景. 再生医学已

经成为本世纪医学的一个大热门, 虽然分化为

一个完整的器官还是个梦想, 但是各种干细胞

分化来的细胞移植已经变为现实. Ogawa et al [30]

将鼠小肝细胞和非实质细胞共同培养后制成单

层细胞板铺于肝损伤模型大鼠的大网膜上, 并
卷曲构造一个血管化的三维肝脏组织, 定期取

出移植物检测发现肝细胞层次明显增多, 并发

现有小胆管样结构生成. 因此, 将来构造出有功

能的组织工程化肝脏将不是没有可能.

3      参考文献
1 Sell S. Heterogeneity and plasticity of hepatocyte 

lineage cells. Hepatology 2001; 33: 738-750
2 Steiner JW, Perz ZM, Taichman LB. Cell population 

dynamics in the liver. A review of quantitative 
morphological techniques applied to the study of 
physiological and pathological growth. Exp Mol 
Pathol 1966; 5: 146-181 

3 Kim BK, Chung KW, Sun HS, Suh JG, Min WS, 
Kang CS, Sim SI, Shin WS, Kim CC. Liver disease 
during the first post-transplant year in bone 
marrow transplantation recipients: retrospective 
study. Bone Marrow Transplant 2000; 26: 193-197

4 Fausto N. Oval cells and liver carcinogenesis: an 
analysis of cell lineages in hepatic tumors using 
oncogene transfection techniques. Prog Clin Biol Res 
1990; 331: 325-334   

5 He ZP, Tan WQ, Tang YF, Zhang HJ, Feng MF. 
Activation, isolation, identification and in vitro 
proliferation of oval cells from adult rat livers. Cell 
Prolif 2004; 37: 177-187

6 Alison M. Hepatic stem cells. Transplant Proc 2002; 
34: 2702-2705

7 Thorgeirsson SS. Hepatic stem cells in liver 
regeneration. FASEB J 1996; 10: 1249-1256

8 Mitaka T, Mizuguchi T, Sato F, Mochizuki C, 
Mochizuki Y. Growth and maturation of small 
hepatocytes. J Gastroenterol Hepatol 1998; 13 Suppl: 
S70-77

9 Shibata C, Mizuguchi T, Kikkawa Y, Nobuoka 
T , O s h i m a H , K a w a s a k i H , K a w a m o t o M , 
Katsuramaki T , Mi taka T , Hira ta K . L iver 
repopulation and long-term function of rat small 
hepatocyte transplantation as an alternative cell 
source for hepatocyte transplantation. Liver Transpl 
2006; 12: 78-87 

10 Gordon GJ, Butz GM, Grisham JW, Coleman WB. 
Isolation, short-term culture, and transplantation 
of small hepatocyte-like progenitor cells from 
retrorsine-exposed rats. Transplantation 2002; 73: 
1236-1243

11 Hino H, Tateno C, Sato H, Yamasaki C, Katayama S, 
Kohashi T, Aratani A, Asahara T, Dohi K, Yoshizato 
K. A long-term culture of human hepatocytes 
which show a high growth potential and express 
their differentiated phenotypes. Biochem Biophys Res 
Commun 1999; 256: 184-191

12 Ikeda S, Mitaka T, Harada K, Sugimoto S, Hirata K, 
Mochizuki Y. Proliferation of rat small hepatocytes 
after long-term cryopreservation. J Hepatol 2002; 37: 
7-14

13 Friedenstein AJ, Chailakhyan RK, Gerasimov 
UV. Bone marrow osteogenic stem cells: in vitro 
cultivation and transplantation in diffusion 
chambers. Cell Tissue Kinet 1987; 20: 263-272

14 Lee KD, Kuo TK, Whang-Peng J, Chung YF, Lin 
CT, Chou SH, Chen JR, Chen YP, Lee OK. In vitro 
hepatic differentiation of human mesenchymal 
stem cells. Hepatology 2004; 40: 1275-1284

15 Conget PA, Minguel l J J . Phenotypical and 
functional properties of human bone marrow 
mesenchymal progenitor cells. J Cell Physiol 1999; 
181: 67-73

16 Petersen BE, Bowen WC, Patrene KD, Mars WM, 
Sullivan AK, Murase N, Boggs SS, Greenberger 
JS, Goff JP. Bone marrow as a potential source of 
hepatic oval cells. Science 1999; 284: 1168-1170

17 Theise ND, Nimmakayalu M, Gardner R, Illei PB, 
Morgan G, Teperman L, Henegariu O, Krause DS. 
Liver from bone marrow in humans. Hepatology 
2000; 32: 11-16

18 Oh SH, Miyazaki M, Kouchi H, Inoue Y, Sakaguchi 
M, Tsuji T, Shima N, Higashio K, Namba M. 
Hepatocyte growth factor induces differentiation 
of adult rat bone marrow cells into a hepatocyte 
lineage in vitro. Biochem Biophys Res Commun 2000; 
279: 500-504

19 Schwartz RE, Reyes M, Koodie L, Jiang Y, Blackstad 
M, Lund T, Lenvik T, Johnson S, Hu WS, Verfaillie 
CM. Multipotent adult progenitor cells from bone 
marrow differentiate into functional hepatocyte-
like cells. J Clin Invest 2002; 109: 1291-1302

20 D'Ippolito G, Schiller PC, Ricordi C, Roos BA, 
Howard GA. Age-related osteogenic potential 
of mesenchymal stromal stem cells from human 
vertebral bone marrow. J Bone Miner Res 1999; 14: 
1115-1122

21 Zuk PA, Zhu M, Ashjian P, De Ugarte DA, Huang 
JI, Mizuno H, Alfonso ZC, Fraser JK, Benhaim P, 
Hedrick MH. Human adipose tissue is a source 



www.wjgnet.com

张瑞, 等. 肝脏功能重建的细胞来源                                                                                                                                 1265

of multipotent stem cells. Mol Biol Cell 2002; 13: 
4279-4295

22 Seo MJ, Suh SY, Bae YC, Jung JS. Differentiation of 
human adipose stromal cells into hepatic lineage in 
vitro and in vivo. Biochem Biophys Res Commun 2005; 
328: 258-264

23 李绍青, 管利东, 王韫芳, 白慈贤, 岳慧敏, 闫舫, 南雪, 
施双双, 司徒镇强, 裴雪涛. 人脂肪来源的干细胞体外
培养特性及分化为肝细胞样细胞的研究. 自然科学进
展 2006; 16: 421-426

24 Erices A, Conget P, Minguell JJ. Mesenchymal 
progenitor cells in human umbilical cord blood. Br J 
Haematol 2000; 109: 235-242

25 Lee OK, Kuo TK, Chen WM, Lee KD, Hsieh SL, 
Chen TH. Isolation of multipotent mesenchymal 
stem cells from umbilical cord blood. Blood 2004; 
103: 1669-1675

26 Teramoto K, Asahina K, Kumashiro Y, Kakinuma S, 
Chinzei R, Shimizu-Saito K, Tanaka Y, Teraoka H, 
Arii S. Hepatocyte differentiation from embryonic 
stem cells and umbilical cord blood cells . J 

Hepatobiliary Pancreat Surg 2005; 12: 196-202
27 Di Campli C, Piscaglia AC, Pierelli L, Rutella S, 

Bonanno G, Alison MR, Mariotti A, Vecchio FM, 
Nestola M, Monego G, Michetti F, Mancuso S, Pola 
P, Leone G, Gasbarrini G, Gasbarrini A. A human 
umbilical cord stem cell rescue therapy in a murine 
model of toxic liver injury. Dig Liver Dis 2004; 36: 
603-613

28 Thomson JA, Itskovitz-Eldor J, Shapiro SS, Waknitz 
MA, Swiergiel JJ, Marshall VS, Jones JM. Embryonic 
stem cell lines derived from human blastocysts. 
Science 1998; 282: 1145-1147 

29 Kuai XL, Cong XQ, Li XL, Xiao SD. Generation of 
hepatocytes from cultured mouse embryonic stem 
cells. Liver Transpl 2003; 9: 1094-1099

30 Ogawa K, Ochoa ER, Borenste in J , Tanaka 
K, Vacanti JP. The generation of functionally 
differentiated, three-dimensional hepatic tissue 
from two-dimensional sheets of progenitor 
small hepatocytes and nonparenchymal cells. 
Transplantation 2004; 77: 1783-1789

             电编  张敏  编辑  王晓瑜

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R   2007年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                             
                • 消息 •

2007 年原位肝脏移植新技术及进展学习班通知

本刊讯 为促进国内肝脏移植领域的交流与合作, 为拟开展肝脏移植的同道提供技术支持, 提高我国肝移植的

技术水平, 推动肝移植的健康发展, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心将于2007-08-29/09-02与世界华人消

化杂志社合作举办“原位肝肝脏植新技术及进展”学习班, 由中山大学器官移植研究所所长陈规划教授主持, 

并邀请海内外肝移植知名专家授课, 就目前我国肝移植存在的重点和难点问题以及近几年来肝移植技术的新

进展进行学术讲座. 

中山大学附属第三医院肝脏移植中心是广东省器官移植研究所和中山大学器官移植研究所挂靠单位, 也

是广东省卫生厅重点专科和广东省器官移植学会主任委员单位. 目前, 已开展近1000例肝脏移植术, 术后1 a生

存率超过80%, 居国内领先水平. 本中心已举办三期肝脏移植技术学习班, 并协助国内60余家单位开展了肝脏

移植术. 本项目为2007年国家级继续医学教育项目, 项目编号为: 2007-04-10-024, 授予Ⅰ类学分14分. 授课内容

主要涉及肝脏移植手术技巧、高危受者的麻醉管理、重症感染病人的无肝素化持续血液净化治疗、个体化免

疫抑制方案、术后随访管理系统、抗乙肝病毒治疗新策略、西罗莫司及超声造影技术在肝脏移植中的应用等

方面. 学习对象为省级、地市级医院的医护人员. 

收费标准: 培训费900元/人(统一安排食宿, 费用自理)

    通讯地址: 广州市天河路600号, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心 邮编: 510630 联系人: 汪根树 电话: 

020-87595523 传真: 020-87595523 E-mail: chengying_827@163.com.
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Abstract
Under the imbalance between generation of 
reactive oxygen species and inadequate antioxi-
dant defense systems, oxidative stress can cause 
cell damage either directly or indirectly through 
altering signaling pathways. It is the etiopatho-
genisis and also the consequence of many dis-
eases. Oxidative injury plays an important role 
not only in the pathogenesis of acute pancreati-
tis (AP) but also in pancreatitis-induced dam-
ages of other organs such as heart, liver, lung, 
kidney, alimentary canal and so on. Oxidative 
stress can produce a higher level of reactive oxy-
gen species (ROS) and reactive nitrogen species 
(RNS), which induce inflammatory reaction and 
microcirculation disturbance, and cell necrosis 
or apoptosis, leading to pancreatic inflamma-
tion and multiple organ dysfunction syndromes. 
The antioxidants can decrease the production of 
oxygen free radicals (or directly scavenge them), 
protect the antioxidant enzyme activity, rein-
force the antioxidative capacity of bodies, and 
consequently play an obvious therapeutic effect 
on AP.

Key Words: Acute pancreatitis, Oxidative stress
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摘要
氧化应激是在机体内活性氧生成和抗氧化物
质失衡状态下, 直接或间接通过信号转导通路
引起细胞的损伤, 是许多疾病的病因, 同时又
是许多疾病发生、发展的结果. 研究表明, 氧
化应激在急性胰腺炎的发病中发挥重要作用, 
还与胰腺炎时胰腺外器官, 如心、肝、肺、

肾、消化道等的损伤有密切联系. 氧化应激产
生大量的活性氧和活性氮, 引起炎症反应及微
循环障碍, 通过不同途径引起细胞坏死或凋
亡, 造成胰腺及其他脏器的功能障碍甚至衰
竭. 抗氧化剂可减少氧自由基的产生或直接清
除机体产生的氧自由基, 并增强机体的抗氧化
能力, 对急性胰腺炎具有较好的治疗作用.

关键词: 急性胰腺炎; 氧化应激
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是由于多种

原因引起的胰腺自身消化性疾病, 急性重症胰

腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)由于并发多

脏器功能衰竭, 病情凶险, 常常危及患者的生命. 
氧化应激(oxidative stress)是在机体内活性氧生

成和抗氧化物质失衡状态下, 直接或间接通过

信号转导通路引起细胞的损伤[1], 是许多疾病的

病因, 同时又是许多疾病发生、发展的结果. 目
前研究表明, 氧化应激在AP的发病中发挥重要

作用 ,  还与胰腺炎时胰腺外器官的损伤有密

切的联系 [2].  本文就氧化应激对A P的影响作

一综述.

1  氧化应激的概念

氧化应激是由活性氧(reactive oxygen species, 

®

■背景资料
急性胰腺炎的发
病机制目前并不
十分清楚, 氧化应
激在急性胰腺炎
发病机制中的作
用以及抗氧化治
疗是当前研究的
热点, 因此探讨急
性胰腺炎与氧化
应激的关系具有
重要的临床意义. 
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ROS)和活性氮(reactive nitrogen species, RNS)的
大量生成, 或机体内源性抗氧化保护能力下降

引起的组织氧化损伤过程. 在很多危重疾病中, 
如脓毒血症、烧伤、AP、急性呼吸窘迫综合征

(acute respiratory distress syndrome, ARDS)、艾

滋病(AIDS)及肺损伤等, 都会出现ROS, RNS增
加和抗氧化能力下降[3]. ROS, RNS的大量产生

在炎症和休克方面起着重要作用[4]. 既往认为, 
ROS, RNS是有害物质, 但近来的研究指出, 这些

物质作为强大的信使分子与基因调节有关[3], 他
可以参与蛋白磷酸化、钙离子信息传递及转录

因子激活等过程[5], 可以广泛参与细胞生长、转

化、凋亡及衰老等途径的调节[6]. Martin et al [7]通

过研究表明, ROS具有双重作用, 低剂量可影响

细胞信号传递, 而大剂量可损伤 DNA, 因而认为

ROS剂量是决定细胞反应的关键指标, 用小剂量

ROS刺激细胞, 其信号传递系统被激活, 当ROS
浓度过高时, 会对生物大分子DNA、蛋白质和

脂质等造成损伤. 
生物膜中含有多不饱和脂肪酸, 极容易受

ROS的进攻发生脂质过氧化(lipid peroxidation), 
脂质过氧化是不饱和脂肪酸氧化降解的链反应

过程, 有启动、延伸、终止3个阶段. 脂质过氧

化过程的延伸阶段产生多种自由基, 如脂过氧

自由基、脂氧自由基和脂自由基. 终止阶段产

生多种小分子产物, 如丙二醛(malondialdehyde, 
MDA)等, 这些产物可以引起多种细胞功能的损

伤, 并且和多种疾病的发生、发展有密切关系, 
是疾病早期严重程度的一个重要的标志物[8]. 氧
化应激产生的大量ROS可通过不同途径引起细

胞坏死或凋亡: (1)引起线粒体功能紊乱, 类脂膜

及溶酶体膜破坏[9]; (2)破坏细胞质Ca2+内环境的

稳定[10], 引起细胞内Ca2+超载. 自由基引起的细

胞膜脂质过氧化增强, 使膜的液态性和流动性

减弱, 通透性增强, 细胞外Ca2+内流增加导致细

胞死亡[11]; (3)导致胰腺腺泡细胞线粒体膜上的

凋亡相关基因Bax基因[12]和p53基因[13]活化及细

胞色素C释放; (4)活化氧化应激敏感的转录因子

核因子-kB(nuclear factor kappaB, NF-kB)[14-18]; 
(5)激活c-Jun氨基末端激酶(JNK)和p38丝裂原

活化的蛋白激酶(p38 mitogen-activated protein 
kinase, p38MAPK)通路[19-20]; (6)激活CD95受体, 
诱导细胞凋亡[21]; (7)诱导炎症介质的产生.

2  氧化应激在AP中的作用

2.1 氧化应激对胰腺组织的影响 AP是一种炎症

反应所致的胰腺腺泡细胞损伤、间质水肿和出

血, 并且可以导致局部和全身并发症[14]. 各种因

素如胆结石、酒精、局部缺血、遗传等因素似

乎都首先影响胰腺腺泡细胞[22], 引起胰腺腺泡

细胞胰酶的激活, 随着胰蛋白酶原被激活转化

为胰蛋白酶, 诱发局部炎症反应, 炎性介质产生, 
多核中性粒细胞、巨噬细胞、淋巴细胞释放溶

酶体酶、氧自由基(oxygen free radicals, OFR)、
血管活性物质和促炎反应介质[9]. 在AP发展中, 
OFR及其衍生物作为分子起源在胰腺损害的过

程中起重要作用, 其中过氧化氢、超氧化物、

羟基及单态氧(singlet oxygen)是造成细胞损害

的主要因素, 这些高度的活化物质可通过脂肪

酸过氧化作用造成的类脂膜破坏及溶酶体膜破

坏. OFR可激活补体, 促进白细胞黏附、活化和

迁移[23], 能够损伤内皮细胞的完整性, 增加毛细

血管的通透性, 造成循环血量的丢失, 引起微循

环障碍, 加重胰腺损伤[24]. 循环中产生的OFR破
坏毛细血管内皮, 在加速AP的进程中发挥作用[9]. 
在AP的炎症应答过程中, 致炎因子和氧化应激

发挥协同作用, 致炎因子和氧化应激触发共同

的信号传导通路, 主要通过MAPK和NF-kB激

活, 导致了炎症的级联扩增[14]. Urunuela et al [25]

对胰胆管阻塞诱导的大鼠AP模型进行了研究, 
结果表明, 在AP早期, 胰腺腺泡OFR产生明显增

加, 同时胰腺谷胱甘肽(glutathione, GSH)明显减

少, 脂质过氧化反应在胰胆管阻塞6 h后明显增

强 ,  表明细胞的抗氧化作用减弱 .  R a m u d o 
et al [26]研究显示, 于胰胆管阻塞后6 h腺泡细胞

产生TNF-α, 此时胰腺发生的氧化应激反应最强

烈, 直到AP发生12 h后, 单核细胞才产生TNF-α, 
认为TNF-α是AP早期转录水平增加较早的细胞

因子, 能促进炎症部位白细胞聚集和活化, 活化

的白细胞又可产生大量OFR. 因此, 致炎因子特

别是TNF-α和氧化应激在AP中的相互作用形成

了一个恶性循环[14]. Keck et al [27]的研究发现, 在
AP存在器官灌注急剧减少及细胞间黏附分子-1 
(ICAM-1)表达增加, 通过氧自由基清除剂二甲

基亚砜(dimethylsulfoxide, DMSO)治疗后, 能明

显改善胰腺微循环, 减少了ICAM-1表达和随后

白细胞黏附. 在大鼠AP中通过电镜观察发现, 胰
腺腺泡细胞内空泡形成、线粒体损伤、内质网

膨胀、核染色质聚集, 向核膜靠拢, 其胰腺损伤

伴随着组织中MDA水平的增加, 以及过氧化氢

酶(catalase, CAT)、超氧化物歧化酶(superoxide 
dismutase, SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(gluta-

■创新盘点
本文从氧化应激
入手, 总结了近5 
a来国内外的研究
情况, 多方面探讨
氧化应激在急性
胰腺炎发病中的
作用机制和不同
抗氧化剂对急性
胰腺炎的治疗作
用.
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thione peroxidase, GPx)活力和总GSH水平下降[28]. 
因此可见, 氧化应激在AP的发病中有重要作用, 
通过测定氧化应激指标可以反映疾病的严重程

度. 此外, Yoo et al [29]通过对大鼠慢性纤维化胰腺

炎给予抗氧化剂DA-9601进行治疗后可以看出, 
氧化应激在慢性纤维化胰腺炎发病中也起着重

要的作用. 
2.2 氧化应激对胰腺外主要器官的影响 AP最
初局限在胰腺, 随着疾病的发展可导致局部和

全身并发症[14], 甚至多脏器功能衰竭(multiple 
organ dysfunction syndrome, MODS), 其中微循

环障碍和ROS生成是两个重要的发病机制. 早期

产生的炎性介质诱发胰腺局部和胰腺外器官的

细胞损伤, ROS是这些炎症介质的代表. 在胰腺

炎相关的MODS中, ROS直接造成细胞损伤, 并
调节细胞间的信号传导, 并与白细胞活化、细

胞因子产生、内皮功能障碍及微循环功能障碍

有关. ROS除了影响细胞间的信号传导外, 还影

响细胞内的功能, 激活转录因子NF-kB, 从而调

节炎症因子的表达[30]. 在SAP, 腹腔产生大量的

胰腺炎相关性腹水(pancreatitis-associated ascitic 
fluids, PAAF), 渗出物中含有多种被激活的酶类

和具有生物活性的有毒物质, 这些物质被吸收

入血, 激活单核巨噬细胞系统, 释放各种炎性介

质、细胞因子, 引起全身炎性反应综合征(sys-
temic inflammatory response syndrome, SIRS), 并
相继出现休克、ARDS、心、肝、肾、消化道

功能障碍甚至衰竭. (1)肝脏. 肝脏是人体清除

OFR的“门户”, 肝脏内产生大量的还原型GSH
发挥抗氧化作用. AP的多脏器损害以肝损害发

生较早、更常见, 肝损害的发生率和肝细胞受

损程度与胰腺炎病情的轻重呈正相关[31], 其原

因主要是胰腺与肝脏在解剖位置、生理功能和

血流动力学方面关系密切. 胰腺炎时, 释放的各

种炎症介质、毒性物质、OFR等均会导致肝细

胞变性坏死和肝小叶细胞内线粒体、溶酶体破

坏, 使ATP合成障碍, 磷酸化作用受阻, 造成肝

脏对营养物质、酶代谢和毒性产物清除等功

能异常. 临床上轻者可有胆红素和谷丙转氨酶

(ALT)、谷草转氨酶(AST)等酶的增高, 重者则

出现肝性脑病、低蛋白血症、凝血功能障碍甚

至肝功能衰竭等. Esrefoglu et al [2]的研究表明, 
在蛙皮素诱导的AP大鼠中, 胰腺和肝脏损伤与

组织中MDA水平明显升高和CAT, GPx活力显

著降低相关, 并可以看到肝细胞变性、细胞内

空泡形成、血管聚集、窦状扩张及炎性浸润. 

Folch-Puy et al [32]研究发现, 在AP中血浆TNF-α
水平增加, TNF-α mRNA在肝脏中严重过度表

达, 并伴有NF-kB的激活, 通过原位杂交法显示, 
TNF-α的过度表达主要集中在肝细胞, 另外胰

腺炎相关蛋白作为一种胰腺应激蛋白在AP中过

度表达, 通过他的释放可诱导肝脏TNF-α表达

及随后循环中TNF-α水平增加; (2)肺脏. ARDS
是SAP常见并发症, 其临床表现为低氧和呼吸困

难, ARDS与早期出现的循环衰竭将导致氧输送

障碍, 是患者死亡的重要原因. SAP因感染(内毒

素)、休克等活化补体, 激活分叶核细胞、单核

巨噬细胞、肺泡上皮细胞和内皮细胞等, 释放

一系列介质和酶, 包括OFR、血栓素A2(TXA2)、
白三烯、血小板活化因子(PAF)、IL-2、TNF-α
及溶酶体酶等, 导致肺泡上皮细胞和内皮细胞

损伤, 其中Ⅱ型肺泡细胞在ARDS早期即受损, 
致表面活性物质合成减少或功能降低, 导致肺

泡表面张力增高和肺顺应性下降, 发生肺泡水

肿, 这是SAP容易发生ARDS的机制之一. 此外, 
胰蛋白酶等溢出消化道, 可经门静脉、体循环

及淋巴途径进入肺循环, 直接损伤肺毛细胞管

和Ⅰ, Ⅱ型肺泡细胞, 大量炎性介质进入体循环, 
导致全身广泛性损伤, 最后出现MODS. Granell 
et al [33]研究表明, AP早期ARDS的发生与血液中

促炎介质释放有关, 在肺上皮细胞诱导P-选择蛋

白(P-selectin)表达, 这种表达与通过循环中的黄

嘌呤氧化酶(xanthine oxidase, XO)产生的超氧化

物自由基有关. 有实验证明OFR可以促进内源性

ICAM-1表达, AP时大鼠肺组织ICAM-1基因过

度表达, 且与AP合并急性肺损伤的严重程度具

有相关性[34], 生成大量的炎性因子和炎症递质, 
刺激肺血管内皮细胞表达黏附分子, 如P-选择素

(P-selectin)和E-选择素(E-selectin), 促进中性粒

细胞浸润, 造成胰腺和肺组织损伤[35-36]. 一方面, 
ICAM-1高表达可显著减少胰腺和肺毛细血管血

流量, 增加毛细血管通透性, 降低毛细血管血流

速度, 引起胰腺和肺脏微循环障碍[37]; 另一方面, 
ICAM-1高表达可诱导中性粒细胞在肺脏聚集, 
导致肺损伤[38]. Osman et al [39]通过兔胰管逆行注

射50 g/L鹅脱氧胆酸和导管结扎诱导AP, 能够

产生大量的IL-8, 30 min后给予IL-8 mAb WS-4
处理, 3-4 h后, 血清中IL-8和TNF-α明显下降, 肺
中CD11b和CD18阳性细胞数量和中性粒细胞浸

润显著减少, 认为IL-8在介导AP肺损伤中发挥

着重要的作用; (3)肾脏. SAP时胰腺外器官损伤

中肾功能障碍(胰性肾病)发生率约14%-43%, 发

■应用要点
目前对于急性胰
腺炎的抗氧化治
疗还主要集中在
动物实验上, 但其
临床疗效尚有待
于进一步证实, 抗
氧化治疗为今后
急性胰腺炎的临
床治疗提供了一
个新的思路.



www.wjgnet.com

王艳红, 等. 急性胰腺炎与氧化应激                                                                                                                                 1269

展至急性肾功能衰竭后死亡率高达71%-84%[40]. 
SAP肾损害的主要形态学表现为不同程度的肾

小管上皮细胞变性坏死、肾小球淤血缺血、肾

小管蛋白管型或红细胞管型, 以及中性粒细胞

浸润. Gilgenast et al [41]研究表明, 给予30 g/L和 
50 g/L牛磺胆酸钠胰胆管内注射诱导AP后, 肾
内MDA急剧升高, 说明氧化应激在SAP肾损伤

中发挥了重要作用. 肾脏氧供应丰富, ROS产生

机会较多, 和其他器官一样, 应激状态时肾脏内

抗氧化酶功能降低, 脂质过氧化物堆积, ROS生
成和清除平衡受到破坏. TNF-α在SAP发展过程

中, 可诱导IL-1b和IL-6的产生, 并作用内皮细胞

使其血栓调节蛋白(thrombomodulin, TM)活性降

低, 加重肾缺血和形成血栓, 还能激活炎症细胞

和一氧化氮(nitric oxide, NO)与OFR释放, 直接

造成肾组织损害; (4)肠道. AP早期由于应激反应

的发生, 为保证心脑等重要器官的血供, 肠壁血

供减少, 肠黏膜灌注降低, 导致黏膜缺血、绒毛

顶端细胞坏死脱落, 黏膜通透性增强, 免疫屏障

功能下降, 引起肠道黏膜功能损害、细菌过量

繁殖和大量内毒素产生, 发生肠道细菌移位, 激
发MODS和SIRS. 小肠易发生缺血再灌注损伤

是因为小肠血管内皮中的XO和黄嘌呤脱氢酶

(xanthine dehydrogenase, XD)活性在体内各脏器

中是最高的, 再灌注时易产生大量OFR, 造成肠

道的氧化性损害; (5)心血管. AP心血管损害包

括心功能改变、心律失常、休克、中毒性心肌

炎、心包炎、心肌梗死等, 由于血管通透性增

强, 胰腺区及腹腔广泛出血、渗出可导致有效

循环血量不足, 发生心功能不全或休克. ROS可
通过对Na+, K+-ATP酶本身直接的损伤及对Na+, 
K+-ATP酶所处微环境的改变, 导致Na+, K+-ATP
酶活力下降[42]. 细胞内产生的ROS所引起的继发

性氧化应激反应对心肌细胞凋亡的发生也起着

重要的作用[43]. OFR可以使细胞膜脂质过氧化、

蛋白质变性、酶失活、细胞内DNA链断裂, 从
而诱导细胞凋亡, 而抑制凋亡的基因Bcl-2主要

分布于线粒体内膜、细胞内膜表面、核膜等膜

结构, OFR使Bcl-2基因受阻, 进一步促进心肌细

胞的凋亡[44].

3  抗氧化治疗

AP氧化应激损害是OFR产生增加和抗氧化能力

减弱的结果, 抗氧化剂可减少OFR产生或直接清

除机体产生的OFR, 并增强机体的抗氧化能力. 
3.1 非酶性抗氧化剂 目前, 常用的非酶性抗氧化

剂有: 抗坏血酸维生素C、维生素E、甘露醇、

N-乙酰半胱氨酸(N-acetylcysteine, NAC)等. 他
们单用或联合应用能减少AP及其并发症的死

亡率, 减轻细胞损害, 改善微循环, 减少组织脂

质过氧化反应. 抗坏血酸维生素C和维生素E属
于阻断性抗氧化剂, 已广泛用于各种疾病的抗

氧化治疗. NAC作为一种黏液溶解剂, 在临床上

主要用于治疗呼吸系统疾病. 近年来, 在AP实验

动物应用N A C治疗 ,  可明显减轻胰腺组织

损害[2,28,45-46]及全身器官损伤. Sevillano et al [47]

在阻断胰管制备AP的研究中, 通过测量MDA水

平, 发现NAC可以在AP早期避免GSH降解, 防
止胰腺细胞过氧化损伤, 并保持胰腺细胞内Ca2+

内环境稳定, 防止胰腺的损伤. NAC还可以通过

抑制ROS生成来抑制NF-kB活性, 进而减轻胰

腺损伤[45]. Ramudo et al [46]通过建立大鼠AP的研

究, 显示胰腺腺泡细胞TNF-α产生明显增多, 6 h
后促炎反应减弱, 胰胆管阻塞3 h后, 腺泡细胞无

法产生IL-10, 而在NAC(50 mg/kg)治疗组, 维持

和提高了AP早期胰腺细胞产生IL-10的能力, 减
轻了腺泡细胞氧化性损伤. Esrefoglu et al [28]研究

表明, 抗坏血酸维生素C和NAC联合治疗, 可有

效的保护蛙皮素诱导的大鼠胰腺炎胰腺腺泡细

胞的结构和组织抗氧化酶活性, 从而减轻胰腺

损伤. 
3.2 褪黑激素(melatonin, MLT) MLT是由松果体

分泌的一种神经内分泌激素, 能有效清除羟自

由基, 是目前发现的最强的羟自由基清除剂, 早
期的实验证明, MLT清除羟自由基的能力高于

GSH、甘露醇, 清除过氧化基团的能力强于维

生素E. MLT还能通过改变SOD、GPx等酶活性, 
提高机体抗氧化能力. MLT可能因其自由基清

除和抗氧化活性, 包括对组织中性粒细胞浸润

的抑制起到保护作用[48], 已广泛用于实验性大

鼠胰腺炎的治疗. 在蛙皮素诱导的大鼠AP中, 应
用MLT治疗后, 能减少了局部PGs的生成, 且大

剂量比小剂量更有效[49]. Esrefoglu et al [50]研究

表明, 给予MLT治疗后, 通过观察脂质过氧化反

应数量改变和抗氧化物酶如SOD, CAT, GPx和
GSH水平变化, 认为MLT可有效减轻胰腺损伤. 
Munoz-Casares et al [51]研究了MLT腹腔注射对缺

血再灌注损伤造成大鼠AP的影响, 通过测定氧

化应激指标(SOD、CAT、GSH、脂过氧化物

等)及腺体外分泌功能(脂肪酶、淀粉酶等), 认
为MLT能够阻止氧化应激发生和组织损伤, 促
进胰腺功能恢复. 

■名词解释
1 活性氧(reactive 
oxygen species, 
ROS): 是指一组
含有化学性质活
泼的含氧功能基
团的化合物, 包括
含氧自由基、氢
过氧化物、脂质
过氧化物、脂质
过氧化物等 . 
2 活性氮(reactive 
nitrogen species, 
RNS): 正常代谢
产生的一氧化氮
(NO)和过氧亚硝
酸根(ONOO-), 因
分子中有氮又称
为活性氮分子, 在
细胞代谢过程中
具有重要意义. 
3  胰腺炎相关性
腹水(pancreatitis-
associated ascitic 
fluids, PAAF): 是
指含有胰酶的胰
液渗漏进入腹腔 ,
引起慢性炎症, 导
致大量液体在腹
腔内聚集.
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3.3 硫辛酸(lipoic acid, LA) LA是一个二硫化合

物, 为硫辛酸乙酰转移酶的辅酶, 具有氧化型(a-
lipoic acid, ALA)和还原型(dihy-drolipoic acid, 
DHLA). 近来研究发现, LA具有强效的抗氧化作

用, 可以直接清除OFR, 阻断脂质过氧化. LA诱

导GSH的合成, 恢复细胞氧化还原稳态, 减少细

胞氧化损伤[52]. LA可使氧化还原敏感性转录因

子NF-kB失活, 从而改善内皮细胞功能. LA还可

通过减少ROS, 抑制许多氧化还原敏感信号通

路. Park et al [53]实验研究表明, 给予ALA(1 mg/kg) 
ip后, 能够明显减轻胰腺重量/体质量及血清脂

肪酶和淀粉酶水平. 
3.4 硫氧还原蛋白-1(Thioredoxin-1, TRX-1) 
TRX-1是一种内源性氧化还原蛋白, 具有抗氧

化和抗炎作用, 对细胞具有保护作用. 血清中

TRX-1水平可以反映氧化应激状况[54]. Ohashi 
et al [55]通过ip胆囊收缩素类似物诱导AP, 给予重

组hTRX-1注射后, 能够抑制中性粒细胞浸润, 减
少了胰腺和肺脏炎症, 降低了死亡率. 
3.5 蛋白酶抑制剂 蛋白酶抑制剂MG132可以抑

制钙蛋白酶和组织蛋白酶活性, 通过阻断蛋白

酶体, 诱导热休克蛋白72的表达. Letoha et al [56]

在大鼠AP造模前给予MG132(10 mg/kg)预处理, 
显示MG132明显降低了血清淀粉酶、胰腺重量

/体质量、胰腺髓过氧化物酶(myeloperoxidase, 
MPO)的活化、致炎因子聚集及胰腺相关蛋白

表达, 胰腺和血清中GSH, MDA, SOD都得到了

改善, 能够明显抑制NF-kB的抑制物IkB降解和 
随后NF-kB活化, 增加了热休克蛋白72表达. 
3.6 DA-9601 DA-9601是一种具有抗炎和抗氧化

作用的植物化学物质. Yoo et al [29]通过反复ip蛙
皮素5 wk诱导大鼠慢性纤维化胰腺炎模型, 并
给予DA-9601进行治疗, 治疗后与对照组相比, 
MPO和诱导型一氧化氮合酶(inducible nitric ox-
ide synthase, iNOS)水平明显降低, 细胞保护蛋

白如热休克蛋白70、金属硫蛋白升高, 对慢性

纤维化胰腺炎的具有一定治疗作用. 
3.7 复合抗氧化治疗(mu l t i p l e an t i o x id an t, 
MAOX) 抗氧化剂可以有效抑制脂质过氧化, 从
而减少组织的氧化性损伤, 近来有人采用多种

抗氧化剂联合治疗, 起到更好的治疗作用. Hard-
man et al [57]采用硒(15 mg/kg)、维生素C(30 mg/kg)
和NAC(300 mg/kg)联合治疗L-精氨酸诱导的AP, 
结果表明, AP以组织水肿、中性粒细胞浸润、

腺泡细胞脱颗粒和血清淀粉酶升高为特点, 早
期给予MAOX治疗能够减少肺脏MPO和支气管

灌洗蛋白、腺泡膨胀、脱颗粒及胰腺实质炎症

细胞浸润, 说明早期应用MAOX治疗更能有效

改善胰腺和肺脏损伤.
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Abstract
AIM: To study the effects of carbachol on the 
H2O2-oxidative injury of intestinal epithelial cells 
(IEC).

METHODS: IEC were cultured with the pres-
ence of H2O2 in vitro to induce the oxidative 
injury. IEC were divided into 3 groups: control 
group, H2O2 (2.5 mmol/L) group and carbachol 
(100 μmol/L) group. The viability of IEC was 
measured by MTT assay. The level of lactate 
dehydrogenase (LDH) in culture media and the 
malondialdehyde (MDA) content in IEC were 
measured.

RESULTS: In compared with those in control 
group, LDH level (7.40 ± 2.10 vs 0.81 ± 0.12, P < 
0.01) and MDA content in H2O2 group were sig-

nificantly elevated, and the viability of IEC was 
obviously decreased (37.25% ± 0.80% vs 100% ± 
0.13%, P < 0.01). However, in carbachol group, 
LDH level (4.64 ± 1.31 vs 7.40 ± 2.10, P < 0.01) and 
MDA content were lower while IEC viability was 
obviously higher than those in H2O2 group (78.70% 
± 2.80% vs 37.25% ± 0.80%, P < 0.01).

CONCLUSION: Carbachol can protect rat IEC 
from the oxidative injury.

Key Words: Carbachol; Intestinal epithelial cell; 
Rat; MTT assay
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摘要
目的: 探讨卡巴胆碱对大鼠肠上皮细胞(intes-
tinal epithelia cell, IEC)过氧化损伤的影响.

方法: 将H2O2加入IEC培养液中制成IEC过
氧化损伤模型. 实验设对照组、H2O2组(2.5 
mmol/L)、卡巴胆碱组(卡巴胆碱100 μmol/L). 
用四甲基偶氮唑盐(MTT)实验检测IEC的存活
率, 测定培养液中测乳酸脱氢酶(LDH)和细胞
中丙二醛(MDA)含量.

结果: 与对照组相比, H2O2组LDH (7.40±2.10 
vs  0.81±0.12, P <0.01)、MDA水平显著增高
(P<0.01), 细胞活力明显降低(37.25%±0.80% vs  
100%±0.13%, P<0.01). 卡巴胆碱组与H2O2组相
比, LDH漏出MDA形成明显减少(4.64±1.31 vs  
7.40±2.10, P<0.01), 细胞的细胞活力显著增加
(78.70%±2.80% vs  37.25%±0.80%, P<0.01).

结论: 卡巴胆碱对大鼠IEC过氧化损伤具有保
护作用.

关键词: 卡巴胆碱; 上皮细胞; 大鼠; MTT法
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■背景资料
肠上皮细胞和细
胞间紧密连接是
构成肠黏膜机械
屏障的重要组成
部分, 与外界细菌
及毒素直接接触. 
严重应激状态下, 
肠上皮细胞的损
害使肠黏膜的通
透性增加, 造成细
菌及内毒素的移
位, 引起肠源性内
毒素血症和脓毒
症, 这与脓毒症和
MODS的发生有
密切关系 .  为此 , 
减轻肠上皮细胞
损害一直是临床
研究热点之一.

■创新盘点
本实验以往研究
表明, 体内卡巴胆
碱肠缺血再灌流
引起的肠上皮细
胞具有保护作用, 
但体外氧化应激
时, 卡巴胆碱是否
对肠上皮细胞具
有保护作用尚无
报道, 本文着重研
究了体外氧化应
激时卡巴胆碱对
肠上皮细胞的作
用.



0  引言

细菌和内毒素的移位是严重烧(创)伤后常见的

的过程, 也是引起严重严重烧(创)伤后多器官功

能障碍的重要原因之一, 而肠黏膜屏障功能损

害是其发生的关键[1,3]. IEC是肠黏膜屏障的重要

组成部分. 因此, 减轻IEC结构和功能损伤对严

重烧(创)伤的治疗具有重要意义. 前期研究表明, 
卡巴胆碱能显著减轻肠缺血再灌流损伤黏膜炎

症和病理损害[4,6], 但卡巴胆碱在体外对IEC是否

具有保护作用尚无研究. 故本实验H2O2产生•OH
攻击损伤正常IEC基础上, 观察卡巴胆碱对IEC
的氧化损伤有否具有保护作用, 为卡巴胆碱开

发应用提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 正常IEC株由协和细胞学中心提供. 卡
巴胆碱美国Sigma公司; MTT、DMEM(高糖)均
为天津天润善达生物科技有限责任公司产品; 
胎牛血清美国Gibico公司; 2.5 g/L胰蛋白酶美

国Hyclone公司; 中性短效胰岛素浙江万邦药业

股份有限公司; DMSO北京亚太精细化工公司; 
MDA检测试剂盒南京建成公司; 其他试剂均为

分析纯. 二氧化碳恒温孵育箱, 美国Queue System 
Company公司; 超净工作台中国上海半导体设备

一厂; 倒置生物显微镜日本Olympus公司; 日立

7170型全自动生化分析仪日本日立公司; 全波长

多功能酶标仪美国 Dynex Technoloes, Inc公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养和处理方法 细胞培养在含50 mL/
L胎牛血清和10 g/L胰岛素DMEM(高糖)培养液

中, 置37℃、饱和湿度含50 mL/L CO2和950 mL/L
空气的培养箱中无菌培养. 细胞培养至对数生长

期. H2O2组加入2.5 mmol/L H2O2(溶于无血清培养

基中), 卡巴胆碱组预先30 min给予卡巴胆碱(卡
巴胆碱100 μmol/L)然后加入2.5 mmol/L H2O2, 对
照组只给无血清培养液. 于处理后4 h收集细胞. 
1.2.2 细胞LDH漏出量的检测 取对数生长期肠

上皮细胞调整至108/L, 接种于24孔板上, 每孔0.3 
mL. 置37℃, 50 mL/L CO2培养24 h后, 弃原培养

液, 按上述方法处理各组, 每组设6个复孔. 到达

反应时间后, 留取上层培养液, 用生化分析仪测

LDH, 取6孔平均值. 
1.2.3 MTT检测 取对数生长期肠上皮细胞调整

至107/L, 接种于96孔板上, 每孔200 μL. 置37℃, 
50 mL/L CO2培养24 h后, 弃原培养液, 按上述方

法处理各组, 每组设6个复孔. 处理4 h后, 每孔
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加入无血清培养基200 μL和MTT溶液20 μL(5 
g/L)37℃继续培养4 h, 小心吸去上清, 每孔加入

DMSO 150 μL, 振荡10 min后, 使结晶物充分溶

解, 空白对照调零, 用酶标仪测定各孔波长在490 
nm(A 490)的吸光值(A ). 细胞生存率计算公式[3]: 
细胞的生存率 = 处理组A 490/正常组A 490×100%.
1.2.4 MDA检测 硫代巴比妥酸法检测细胞中

MDA含量.
统计学处理 所的数据用SPSS11.0软件进行

分析, 数据均以均数±标准差(mean±SD)表示, 
以数据不同进行方差分析和卡方检验.

2  结果

2.1 LDH漏出量和IEC生存率的的变化 H2O2组

细胞LDH漏出量显著高于对照组(P <0.01), 卡巴

胆碱组细胞LDH漏出量显低于H2O2组(P <0.01). 
通过MTT实验检测各组的OD值间接反映细胞

的生存率. H2O2组IEC生存率明显低于对照组

(P <0.01), 卡巴胆碱组IEC生存率明显高于H2O2

组(P <0.01)(表1).
2.2 氧化应激时卡巴胆碱对M D A含量的影响 
H2O2组细胞MDA含量显著高于对照组和卡巴胆

碱组(P均<0.01)(图1).

3  讨论

IEC的主要功能包括吸收营养物质、构成肠黏

膜屏障以及递呈抗原和分泌细胞因子等. IEC位
于肠机械屏障的最外层, 处于机体与外界抗原

和毒素接触的第一线, 时刻与外界抗原和毒素

接触 .  I E C损伤后必然导致黏膜屏障功能破

坏[7-8], 引起细菌和内毒素的移位, 同时启动肠道

局部和全身炎症及免疫反应, 而这一过程在烧

(创)伤后全身炎症反应和MODS的过程中起重

要作用. 因此, 减轻IEC的损害, 维持IEC的正常

结构和功能是临床上治疗烧(创)伤后全身炎症

反应和MODS的重要措施之一.

■名词解释
胆碱能抗炎通路: 
胆碱能抗炎通路
是最近提出的一
条新抗炎途径, 是
指中枢神经系统
通过胆碱能神经
及其递质乙酰胆
碱(Ach)调节或对
抗局部及全身炎
症反应的通路. 胆
碱能抗炎通路与
常规炎症反应的
速度(数小时到数
天)相比 ,  神经信
号极其迅速, 且定
位准确.

■应用要点
乙酰胆碱在体内
容易被胆碱酯酶
水解而失去其作
用, 难以应用临床
上. 卡巴胆碱是一
种胆碱能激动剂, 
作用于M和N胆碱
受体, 且N样作用
强于乙酰胆碱, 在
体内不易被水解, 
可应用临床, 发挥
其抗炎作用.

表 1 氧化应激时卡巴胆碱对IEC生存率和LDH漏出量的
影响(mean±SD, n = 6)

                                                       细胞生存率       LDH漏出量

                                                          (%)                    (U/L)

对照组            0.49±0.01        100±0.13      0.81±0.12

H2O2组      0.18±0.01b    37.25±0.80b    7.40±2.10b

卡巴胆碱组   0.38±0.02bd   78.70±2.80bd   4.64±1.31bd

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs H2O2组.

分组                       A 490
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胆碱能抗炎通路是最近提出的一条新的神

经-内分泌抗炎途径. Borovikova et al [9]研究发

现, 副交感神经主要递质乙酰胆碱在体外能有

效地抑制LPS刺激外周巨噬细胞释放致炎介质

TNF-α. 与常规炎症反应的速度(数小时到数天)
相比, 神经信号极其迅速, 这种调节特性对于维

持炎症反应早期关键阶段的免疫激活是有益的. 
神经系统对生理功能的控制是短暂的, 短期内

如果没有进一步的神经传入信号, 反应细胞将

恢复功能. 短暂抑制后免疫功能的恢复有助于

在严重威胁或感染时产生必要且有效的免疫反

应. 研究表明, 刺激迷走神经传出支可抑制大鼠

内毒素血症时的全身炎症反应[10]. 卡巴胆碱是

一种胆碱能激动剂, 作用于M和N胆碱受体, 在
体内不易被水解. 本实验室前期研究发现卡巴

胆碱在体内对肠组织具有保护作用. 研究表明, 
卡巴胆碱能抑制肠缺血再灌流损伤模型血浆

TNF-α水平, 全身炎症反应, 同时对肠上皮细胞

具有保护作用[11-12], 但体外氧化应激时卡巴胆碱

对IEC是否具有保护作用尚不清楚. 本实验设想

卡巴胆碱对IEC氧化应激损伤具有一定的影响.
氧化应激是机体活性氧的产生过多和或机

体抗氧化能力下降, 活性氧清除不足, 导致体内

活性氧增多并引起细胞氧化损伤的病理过程. 
在氧化应激过程中, 自由基所形成的氧化过度

具有重要影响, 且羟自由基对这种损伤起主要

作用[13]. 本实验中以H2O2处理体外培养的IEC, 
模拟体内氧化应激损伤IEC情况. LDH是细胞受

损时的敏感指标, 细胞受损时, 在细胞形态还没

有发生改变之前就出现明显的改变. MDA反映

细胞受氧化应激时脂质过氧化程度从而间接的

反映细胞损伤的程度. 结果显示H2O2可对IEC损

害作用, MDA含量升高并导致细胞生存率下降, 
预先给予卡巴胆碱可减轻H2O2对IEC损害作用, 
抑制MDA的形成, 减轻氧化损伤, 提高细胞生存

率, 从细胞水平证明体外氧化应激时卡巴胆碱

对IEC具有保护作用, 但卡巴胆碱抗氧化损伤的

机制有待进一步研究.
实验结果表明, 卡巴胆碱能减轻IEC氧化应

激损伤. 本研究为临床治疗严重烧(创)后常见的

肠屏障功能损害提供了新的有效途径, 对于防

治严重烧(创)后全身炎症反应和MODS具有一

定的意义.
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■同行评价
本研究的重点是
卡巴胆碱在体外
对肠上皮细胞是
否具有保护作用. 
该科研课题的设
计比较严谨, 实验
对照的设计也较
合理 ,  结果可信 , 
具有一定的临床
指导意义.

图 1 氧化应激时卡巴胆碱对MDA含量的影响(mean±SD, 
n  = 6). bP<0.01 vs 对照组和卡巴胆碱组.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of interferon-α on 
the early apoptosis of activated hepatic stellate 
cells (HSCs), and to further explore the anti-
fibrosis mechanism of interferon-α (IFN-α).

METHODS: Rat HSCs were cultured in vitro, 
and then treated with different concentrations 
of IFN-α for 24 hours. The viable cell count was 
measured by MTT assay, and the early apoptosis 
of HSCs was detected by flow cytometry using 
AnnexinV/PI-staining.

RESULTS: MTT assay showed a decrease of 
HSCs after IFN-α treatment, and the absorbency 
was significantly different from that of the con-
trol cells when 1 × 107 and 1 × 108 U/L IFN-α 
was used (t = 2.82, 5.44, both P < 0.05). Flow 
cytometry demonstrated that the early apoptosis 
rate of HSCs was increased with the elevation of 
IFN-α concentration, and the apoptosis rate was 
markedly different from that of the control cells 
when IFN-α was adopted at the concentrations 
of 1 × 107 and 1 × 108 U/L (t = 4.31, 5.07, both P 
< 0.05).

CONCLUSION: IFN-α can induce the early 
apoptosis of HSCs, which is probably one of the 

anti-fibrosis mechanism of interferon-α.

Key Words: Hepatic stellate cell; Interferon-α; Liver 
fibrosis; Early apoptosis

Che L, Ma L, Wu D, Li ZW. Effect of interferon-α on the 
early apoptosis of activated hepatic stellate cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(11):1276-1279

摘要
目的: 研究IFN-α对活化的大鼠肝星状细胞
(HSC)凋亡的影响, 进一步探讨IFN-α抗肝纤
维化的机制. 

方法: 将体外培养大鼠HSC分别给予不同浓
度的IFN-α作用24 h后, 采用四甲基偶氮唑蓝
实验(MTT)测定活细胞数及应用流式细胞仪
(flow cytometry)AnnexinV和PI双染方法将早
期凋亡与中晚期凋亡和死细胞区分开, 从而测
定HSC的早期凋亡情况. 

结果: MTT实验观察到IFN-α作用于大鼠活化
的HSC后, 作用组活细胞数目减少, 1×107及1
×108 U/L两个作用浓度组与对照组的A 值比
较有显著性差异(t  = 2.82, 5.44, 均P <0.05). 流
式细胞仪结果示HSC的早期凋亡率随干扰素
浓度的增加而提高, 1×107及1×108 U/L两个
作用浓度组与对照组比较早期凋亡率有显著
性差异(t  = 4.31, 5.07, 均P <0.05).

结论: 诱导肝星状细胞早期凋亡可能是IFN-α
抗肝纤维化的机制之一.

关键词: 肝星状细胞; α-干扰素; 肝纤维化; 早期凋

亡
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0  引言

肝纤维化(hepatic fibrosis)是大多数慢性肝病共

有的病理改变, 涉及到组织病理学, 细胞生物学

的多个环节, 并与细胞因子及分子水平的调节

®

■背景资料
目 前 ,  I F N - α 已
广泛应用于慢性
肝炎的抗病毒治
疗 中 ,  人 们 发 现
I F N - α具有不依
赖于抗病毒作用
的独立的抗肝纤
维化作用, 但其作
用机制尚不清楚. 
最近研究表明, 对
作为肝纤维化中
心环节的活化的
HSC的影响可能
是IFN-α抗肝纤维
化的主要机制之
一. 
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有密切关系[1], 是影响慢性肝炎预后的重要环

节. 在目前尚无有效病因治疗方法的情况下, 减
缓或阻止肝纤维化进程是一相当重要的治疗对

策. 近年来通过研究发现α-干扰素(interferon-α, 
IFN-α)除抗病毒作用外还具有独立的抗肝纤维

化的作用[2], 但目前尚未能完全阐明其作用机制. 
肝星状细胞(hepatic stellate cells, HSC)是产生细

胞外基质、参与肝纤维化形成的主要细胞. 既
往已有实验表明α-干扰素存在促进活化的HSC
凋亡的作用[3], 但对其作用于凋亡的哪个阶段未

见明确报道. 我们旨在通过体外条件下观察α-干
扰素在不同作用浓度对活化的HSC早期凋亡率

的影响, 进一步探讨α-干扰素在抗肝纤维化中的

作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 r-HSC99细胞系, 中国医科大学附属盛

京医院感染科实验室提供. IFN-α(500 MU/支)
购自天津华立达生物公司; MTT购自武汉博士

德生物公司; AnnexinV-FITC/PI凋亡检测试剂盒

购自北京宝赛生物公司; 酶标仪为Labsystems 
Dragon公司产品; 流式细胞仪为美国BD公司

产品. 
1.2 方法 复苏冻存细胞株, 用含有100 mL/L胎牛

血清的DMEM常规培养, 倒置显微镜下观察细

胞, 待细胞生长状态良好, 并且细胞数目在1×
109/L以上时, 将细胞传代. 
1.2.1 MTT检测活的HSC数目 将细胞生长状态

良好, 并且细胞数目在1×109/L以上的培养瓶中

的细胞接种在96孔板中, 在加入含IFN-α 1×105, 
1×106, 1×107, 1×108 U/L的DMEM培养液中培

养24 h后的各组HSC细胞(每组设有3个复孔)中
加入MTT液50 mL继续培养4 h后, 弃上清液, 加
入二甲基亚砜(DMSO) 100 mL, 震荡10 min, 上
酶标仪于492 nm波长处测吸光度值, 代表各孔

的细胞数. 
1.2.2 流式细胞仪测HSC凋亡 将细胞生长状态良

好, 并且细胞数目在1×109/L以上的培养瓶中加

入含IFN-α 1×107, 1×108 U/L的DMEM培养液

中培养24 h后, 调整待测细胞的浓度为1×109/L, 
取1 mL细胞, 1000 r/min 4℃离心10 min, 弃上清. 
加入1 mL冷的PBS, 轻轻震荡使细胞悬浮, 1000 
r/min, 4℃离心10 min, 弃上清. 将细胞悬于200 
mL Binding Buffer, 加入10 mL AnnexinV-FITC和
5 mL PI, 轻轻混匀, 避光室温反应15 min, 加入

300 mL Binding Buffer, 在1 h内上机检测.

统计学处理 所得结果采取均数±标准差

(mean±SD), 应用SPSS11.0统计软件对数据进

行t检验.

2  结果

2.1 MTT检测结果 分别应用IFN-α浓度为IFN-α 
1×105, 1×106, 1×107, 1×108 U/L作用于活化的

大鼠HSC, 应用MTT方法检测到的A值如表1. 给
予不同浓度组IFN-α作用于活化的HSC后, A值

逐渐降低, 经统计学分析结果表明, 1×107及1×
108 U/L两个作用浓度组与对照组的A值比较有

显著性差异, 分别为t  = 2.82和t = 5.44>t 0.05/2(4) = 
2.132, P <0.05有统计学意义, 其他浓度组无显著

性差异. 说明IFN-α在1×107及1×108 U/L两个浓

度组有明显的促进活化的HSC凋亡的作用, 而且

此作用随浓度的增加而增强.
2.2 流式细胞仪检测结果 应用1×107及1×108 

U/L两个作用浓度组的IFN-α作用于体外培养的

活化的HSC后, 经Annexin V和PI双染上流式细

胞仪检测结果(表2, 图1)IFN-α作用组的右下象

限中的红色标记点比对照组的右下象限中红色

标记点明显增多, 表明早期凋亡的细胞增多, 说
明IFN-α有促进活化的HSC早期凋亡的作用. 正
如表2显示, IFN-α作用活化的HSC后凋亡率及早

期凋亡率都随着浓度的增大而增加, 经统计学

分析表明, 1×107及1×108 U/L两个作用浓度组

与对照组比较早期凋亡率有显著性差异, 分别

t = 4.31和t = 5.07>t 0.05/2(4), P <0.05有统计学意义. 
说明IFN-α有诱导活化的HSC凋亡的作用, 并且

表 1 不同浓度组IFN-α作用于HSC后MTT检测A 值的结果
(n  = 3, mean±SD)

     
分组                                                               A 值

对照组                                                0.493±0.0518

IFN-α  1×105 U/L                              0.4497±0.0338

IFN-α  1×106 U/L                              0.4273±0.0566

IFN-α  1×107 U/L                              0.3657±0.0581

IFN-α  1×108 U/L                              0.2707±0.0387

表 2 不同浓度组IFN-α作用于HSC后流式细胞仪检测凋
亡率及早期凋亡率的结果(n  = 3, mean±SD)

     
分组                                早期凋亡率      凋亡率

对照组               0.0327±0.001652  0.0653±0.0108

IFN-α 1×107 U/L  0.0553±0.008921  0.0995±0.0093

IFN-α 1×108 U/L  0.0915±0.0200      0.1513±0.2396

■研发前沿
H S C 是 肝 脏 中
ECM主要的产生
细胞. IFN-α对活
化的HSC的影响
被认为是其抗肝
纤维化作用的重
要机制. 因此, 是
目前抗肝纤维化
研究的热点之一. 
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还表明主要促进活化的HSC的早期凋亡.

3  讨论

目前认为肝细胞外基质(extracellular matric, 
ECM)的过度增多和异常沉积是肝纤维化的主

要发生机制[4-6]. 当肝脏发生纤维化时有3个基本

现象值得重视: (1)肝细胞外基质的增加; (2)肝
星状细胞转变为肌纤维母细胞; (3)肝星状细胞

胞质内视黄醇减少. 这3个现象都与肝星状细胞

有关[7], HSC的活化被认为是肝纤维化形成的中

心环节. 因此清除活化的HSC成为抗肝纤维化

的研究热点. 凋亡不引起溶酶体等细胞器的破

坏, 凋亡细胞在数小时内被周围的细胞吞噬, 很
少引起微环境的炎症反应, 是一种理想的清除

活化HSC的方式[8]. 目前, IFN-α作为抗病毒的药

物已应用于肝炎的临床治疗中. 既往认为IFN-α
的抗病毒作用是因为能减轻肝细胞的炎症、坏

死, 改善肝脏所处的微环境, 减少对肝细胞和肝

脏非实质细胞(FSCs、Kupffer细胞和肝窦状内

皮细胞)的刺激, 使得胶原合成减少, 从而发挥

抗纤维化的作用[9]. van Zonneveld et al [10]通过对

1978-2002年165名应用α-干扰素平均治疗16 wk
的患者进行血清学和病理学的研究发现, 随着

病毒的抑制血清中谷丙转氨酶逐渐恢复正常, 
并且肝脏病理提示炎症及纤维化程度得到改

善. 随着对IFN-α研究的深入发现其具有不依赖

抗病毒作用而独立的抗肝纤维化作用. Guerret 
et a l [11]对用IFN-α短期治疗后无明显病毒应答

的24例CHC患者继续应用IFN-α治疗, 以观察其

对肝纤维化病变的影响. 将24例患者随机分为2
组: 甲组13例, 用IFN-α治疗不足1 a(平均疗程7.5 
mo, 剂量313 MU); 乙组11例, IFN-α治疗不少于

1 a(平均疗程21.8 mo, 剂量791 MU). 于治疗前和

治疗后1, 5 a分别作3次肝组织活检. 应用HAI评
分法和比色法评价检测结果发现, 在IFN-α治疗

开始后5 a, 2组肝组织纤维化均有轻度好转, 而

与治疗剂量和疗程并无显著相关性. 由此表明, 
IFN-α可能存在直接的抗肝纤维化作用, 而并非

是仅仅通过抗病毒所引起的间接作用抗纤维化. 
但对于I F N-α的抗肝纤维化的机制尚不完全

清楚. 
我们应用IFN-α作用于体外培养的活化的

大鼠肝星状细胞, 结果发现IFN-α作用组MTT
及流式细胞仪检测结果均发现HSC的凋亡率增

加, 并随浓度的增加而增加, 流式细胞仪检测结

果的散点图在右下象限增加比较明显, 即早期

凋亡率增加, 且具有统计学意义. 说明IFN-α对
HSC的凋亡有促进作用, 而且主要促进HSC的早

期凋亡, 即凋亡的启始阶段, 并具有浓度依赖性. 
Annexin V是一种Ca2+依赖性磷脂结合蛋白, 能
与细胞凋亡过程中翻转到膜外的磷脂酰丝氨酸

高亲和力特异性结合. 以标记了FITC的Annexin 
V作为荧光探针, 利用流式细胞仪可检测细胞

凋亡的发生. Propidium iodide(PI)是一种核酸染

料, 他不能透过完整的细胞膜, 但在凋亡中晚期

的细胞和死细胞, PI能够透过细胞膜而使细胞核

红染. Annexin V与PI匹配使用, 可将凋亡早期的

细胞和晚期的细胞以及死细胞区分开来[12]. 本实

验利用Annexin V与PI双染, 明确了IFN-α主要对

HSC的早期凋亡有促进作用. 
HSC位于Disse间隙, 胞质富含类维生素A脂

滴, 肝受损时被激活, 转化为肌成纤维细胞, 脂
滴丢失, 形态改变, 表达多种细胞因子及受体大

量增殖, 大量合成ECM, 表达平滑肌α-肌动蛋白

(α-smooth muscle atine, α-SMA), 并具有收缩功

能[13-14], 近年来研究表明, HSC还能生成少量基

质金属蛋白酶及其抑制剂参与EC M的产生和

降解[15-16]. 故HSC的激活是肝纤维化的关键细

胞. 所以促进HSC的凋亡具有重要意义, 一方面

HSC数量的减少使ECM分泌减少, 另一方面使

活化的HSC分泌的金属蛋白酶抑制剂减少, 促进

ECM的降解[17]. 因此, HSC的凋亡在肝纤维化的

图 1 流式细胞仪检测结果. A: 对照组; B: IFN-α 1×107 U/L; C: IFN-α 1×108 U/L.

■应用要点
慢性肝炎是我国
引起肝纤维化及
肝硬化的主要原
因, IFN-α是目前
慢性肝炎抗病毒
治疗的主要药物, 
已证实IFN-α具有
抗肝纤维化的作
用, 但作用机制尚
不清楚. 本研究通
过IFN-α对活化的
HSC早期调亡的
影响, 为IFN-α的
临床应用提供理
论依据.

A PI

100          101       102      103       104

Annexin V

B PI

100          101       102      103       104

Annexin V

C PI

100          101       102      103       104

Annexin V
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治疗中具有重要的作用. 通过基因芯片技术以

及其他技术筛选IFN调节基因的表达, 发现有多

种基因与凋亡有关, 除了IRF-1, STAT1, PKR, 还
有促凋亡家族成员BCL-2, 几种caspase酶, 肿瘤

坏死因子家族的受体以及受体的配体等, 这些

基因中有的含有IFN刺激反应元件(ISRE), IFN-α
可以通过依赖或非依赖于P53的途径, 抑制细胞

周期进程, 促进细胞凋亡[18]. 从本实验的研究中

发现, IFN-α对HSC的凋亡有着促进的作用, 进一

步证实了IFN-α具有独立的抗肝纤维化的作用, 
这与汪谦 et al [19]所报道的在电镜下观察到IFN-α
作用于活化的HSC后, 可使HSC发生凋亡的早期

形态学改变相符合. 并且本实验通过IFN-α作用

于体外培养的活化的HSC, 进一步阐明了IFN-α
主要促进HSC的早期凋亡. 说明IFN-α对HSC凋
亡的促进作用主要是在凋亡的启始阶段. 

总之, IFN-α所存在的促进HSC早期凋亡

的作用可能是其所具有抗肝纤维化的机制之

一. 我们从对HSC凋亡的影响角度出发, 揭示了

IFN-α抗肝纤维化的作用机制, 为临床上的应用

提供了可靠的理论依据.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficiency of gastroscopic 
epinephrine injection with heat probe coagula-
tion in the treatment of acute nonvariceal upper 
gastrointestinal bleeding (ANVUGIB).

METHODS: Forty-two cases of ANVUGIB (in-
cluding 13 cases of gastric ulcer, 25 cases of duo-
denal ulcer, and 4 cases of Dieulafoy’ disease) 
were treated with gastroscopic epinephrine in-
jection plus heat probe coagulation.

RESULTS: Bleeding was controlled in 38 (90.5%) 
of 42 cases. The rebleeding rate was 23.7% (9/38), 
and the surgery rate was 19.0% (8/42). No death 
occurred.

CONCLUSION: Epinephrine injection plus heat 
probe coagulation is an effective method for the 
treatment of acute upper gastrointestinal non-

variceal bleeding.

Key Words: Emergent gastroscopy; Epinephrine; 
Heat probe coagulation; Acute upper digestive tract 
active bleeding

Liu H, Bai JY, Wang L, Zhang PB. Emergent gastroscopy in 
the treatment of acute nonvariceal upper gastrointestinal 
bleeding: an analysis of 42 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(11):1280-1282

摘要
目的: 观察注射肾上腺素及热探头凝固疗法
对上消化道非曲张静脉破裂出血的治疗作用. 

方 法 :  对 4 2 例 上 消 化 道 活 动 性 出 血 患 者
(13例胃溃疡, 25例十二指肠球部溃疡, 4例
Dieulafoy's病)进行局部注射肾上腺素及热探
头凝固治疗. 

结果: 42例患者经首次治疗后, 有38例(90.5%)
出血停止(消化性溃疡35/38, D i e u l a f o y's
病3/4), 再出血率为23.7%(9/38). 手术率为
19.0%(8/42), 无死亡发生.

结论: 局部注射肾上腺素及热探头凝固法是
治疗上消化道非静脉曲张破裂出血的有效手
段.

关键词: 急诊胃镜; 肾上腺素; 热凝固法; 急性上消

化道出血

刘 辉 ,  柏 健 鹰 ,  王 雷 ,  张 朋 彬 .  急 诊 胃 镜 诊 治 急 性 上 消

化 道 非 曲 张 静 脉 破 裂 出 血 4 2 例 .  世 界 华 人 消 化 杂 志  
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0  引言

上消化道出血是消化系统常见的急症. 常用治

疗方法为内科保守疗法及外科手术治疗. 近年

来, 经内镜对上消化道出血进行诊治得到了广

泛应用. 我们对42例上消化道活动性非静脉曲

张破裂出血患者进行了注射肾上腺素及热探头

凝固治疗, 取得了较好的效果, 结果如下.

®

■背景资料
非静脉曲张破裂
出血是上消化道
出血的主要原因
之一, 主要治疗手
段包括内科保守
治疗及手术治疗. 
这类消化道出血, 
经内科保守治疗
后 ,  仍有1 /3患者
需要急诊手术治
疗. 而通过内镜进
行局部止血治疗, 
可明显减少患者
出血量及输血量, 
减少住院时间, 降
低死亡率. 
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1  材料和方法

1.1 材料 42例患者中 ,  男34例 ,  女8例 ,  年龄

18-54(平均26.5)岁. 其中胃溃疡13例, 十二指肠

球部溃疡25例, Dieulafoy's病4例. 上述疾病患者

均因呕血和/或黑便而就诊, 在行内镜检查时, 病
变处有鲜血渗出或呈喷射样, 即判断为活动性

上消化道出血并行内镜下治疗. 所有胃溃疡出

血患者均进行了组织活检, 以排除恶性溃疡.
1.2 方法 用注射针(NM-1K, Olympus)将1∶
10 000肾上腺液在出血灶周围及出血灶处进行

多点注射, 每点注射0.5-1 mL, 直至出血停止(图
1). 每例患者注射总量约6-15 mL, 平均9 mL. 注
射止血后, 用热探头(CD-202, Olympus)在出血

点处进行热凝固治疗, 电流25-30 W, 治疗2-3次. 
经上述治疗止血成功后, 每日给予患者洛赛克40 
mg静滴, 持续3 d, 后改为洛赛克20 mg口服. 经
内镜治疗止血治疗后, 若患者在住院观察治疗

期间再次出现呕血和(或)黑便, 内镜下发现原病

灶再出血, 则行第二次内镜下治疗. 若经上述处

理后不能止血, 或经第二次治疗后再次出血者, 
即行手术治疗.

2  结果

42例患者经首次治疗后, 有38例(90.5%)出血停

止(消化性溃疡35/38, Dieulafoy's病3/4), 再出血

率为23.7%(9/38). 手术率为19%(8/42), 无死亡发

生(表1).

3  讨论

目前, 对于非曲张静脉破裂性上消化道出血, 主
要治疗手段包括内科保守治疗及手术治疗. 这
类消化道出血, 经内科保守治疗后, 仍有1/3患
者需要急诊手术治疗[1-2]. 而通过内镜进行局部

止血治疗, 可明显减少患者出血量及输血量, 减
少住院时间, 降低死亡率[3-7]. 内镜下治疗非静脉

曲张破裂出血措施有多种, 主要包括热凝固疗

法、注射疗法及血管夹法[8]. 热凝固疗法主要应

用热探头及氩等离子电凝产生高温, 使局部血

液凝固而达到治疗效果[9-10]. 注射疗法主要注射

肾上腺素或凝血酶等通过压迫和收缩血管而达

到止血效果[11]. 在这些治疗方法中, 每个方法均

具有明显的治疗效果, 但是结合应用效果比单

个疗法效果好[12].  目前最常用而且最经济的方

法是内镜下注射肾上腺上素及热凝固疗法 [13]. 
肾上腺素常用浓度为1∶10 000, 于出血灶周围

及病灶处进行注射, 通过注射产生压迫作用及

肾上腺素的血管收缩作用而止血. 为提高止血

效果, 降低再出血率, 常在注射止血后采取进一

步措施使局部血管形成血栓, 热凝固疗法是其

中手段之一. Chung et al [14]发现注射肾上腺素止

血后, 加用热凝固治疗可使再出血率降低, 减少

了输血量及住院时间, 降低了手术率. 在本组治

疗中, 再出血率为23.7%, 与相关文献报道相当. 
Dieulafoy's病占上消化道非静脉曲张破裂

出血的1%-5.8%[15], 目前常用的内镜下治疗手段

表 1 内镜治疗上消化道非静脉曲张破裂出血效果

      
出血原因                                   n                 首次治疗止血率               再出血率         手术率 

胃溃疡                              13 84.6%(11/13)   27.3%(3/11)    23.1%(3/13)

十二指肠球部溃疡              25 96.0%(24/25)   20.8%(5/24)    12.0%(3/25)

Dieulafoy's病                4 75.0%(3/4)   33.3%(1/3)    50.0%(2/4)

A B C

图 1 十二指肠球部溃疡并出血治疗前后变化. A: 十二指肠球部溃疡喷射状出血; B: 十二指肠球部溃疡并出血注射治疗中; 

C: 十二指肠球部溃疡并出血注射治疗后, 出血停止, 局部可见少许血凝块.

■同行评价
本研究运用局部
注射肾上腺素及
热探头凝固治疗, 
取得了较好的疗
效 ,  与 国 外 的 相
关报道相一致. 该
方法具有操作方
便、价格低廉等
特点, 是治疗上消
化道非静脉曲张
破裂出血行之有
效的方法.
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包括注射肾上腺素及热凝固法、血管夹法及套

扎法. 在应用注射肾上腺素及热凝固疗法治疗

的4例患者中, 效果较差, 手术率达50%. 与常规

治疗上消化道出血相仿, 在内镜治疗活动出血

病灶后, 应静脉应用质子泵抑制剂, 抑制胃酸分

泌, 提高胃腔内pH值, 减少纤溶作用, 促进血小

板聚集, 从而降低再出血率, 减少输血量及手术

率[5,16-17]. 
内镜下注射肾上腺素及热凝固法治疗上消

化道活动性非静脉曲张破裂出血有较好效果, 
加用质子泵抑制剂能进一步降低再出血率, 提
高治疗效果.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between the 
methylation status of Runx3 gene and human 
primary gastric cancer.

METHODS: The methylation status of Runx3 
gene in 38 gastric carcinoma specimens, the cor-
responding normal gastric mucosa and lymph 
nodes was detected by methylation-specific 
polymerase chain reaction (MS-PCR).

RESULTS: Aberrant methylation of Runx3 gene 
was detected in 73.7% of gastric cancer speci-
mens, 65.8% of lymph nodes and 21.1% of the 
corresponding normal mucosa, and there were 
significant differences between the former two 
and the latter. Runx3 methylation was signifi-
cantly correlated with the tumor size (P = 0.021), 
but not with the general types, differentiation 
degree, invasion depth and growth style of gas-
tric cancer.

CONCLUSION: Aberrant methylation of Runx3 
gene is a common event in the occurrence and 
progression of gastric cancer, which may pro-
vide useful information for the early diagnosis 
and assessment of lymph node metastasis.

Key Words: Gastric cancer; Methylation-specific 
polymerase chain reaction; Methylation; Runx3
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摘要
目的: 探讨Runx3基因甲基化与胃癌的关系. 

方法: 采用MSP法检测38例配对胃癌组织、

癌旁正常组织和转移淋巴结中Runx3基因甲
基化的情况. 

结果: 73.7%的胃癌组织中存在Runx3基因异
常甲基化, 而相应的癌旁正常组织和转移淋巴
结中该基因的甲基化率分别为21.1%和65.8%. 
癌组织和转移淋巴结中Runx3基因甲基化的
发生率显著高于癌旁正常组织(P <0.05). 胃癌
组织中, 该基因甲基化与肿瘤大小显著相关(P  
= 0.021), 但与肿瘤大体类型、分化程度、浸
润深度及生长方式等临床病理特征无关.

结论: Runx3基因异常甲基化是胃癌发生、发
展过程中的频繁事件, 通过检测胃黏膜组织及
淋巴结中该基因的甲基化情况, 可能会对胃癌
的早期诊断及判断淋巴结的微转移提供一定
的参考价值.

关键词: 胃癌; Runx3基因; 甲基化
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0  引言

胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一 ,  其发

生、发展与多种肿瘤抑制基因和肿瘤相关基因

www.wjgnet.com

®

■背景资料
DNA甲基化是哺
乳动物细胞基因
表达调控的重要
方式之一, 研究发
现, 恶性肿瘤组织
中普遍存在着肿
瘤抑制基因启动
子高甲基化的现
象, 通过去甲基化
试剂干预, 一些胃
癌细胞株可以恢
复这些基因的功
能. 



的失活有关. 目前的研究发现, 胃癌中许多肿瘤

抑制基因和肿瘤相关基因的失活是由于基因启

动子区的异常甲基化引起的, 通过去甲基化试

剂干预, 一些胃癌细胞株可以恢复这些基因的

功能[1-3]. Runx3蛋白是TGF-β超家族信号传导通

路下游的一个转录因子, 介导TGF-β生长抑制的

功能, 在哺乳动物的发育及组织分化过程中发

挥重要作用, 对防止肿瘤的发生及遏制肿瘤的

发展具有重要意义[4]. 胃癌中, Runx3基因功能

缺失严重, 但突变率很低, 提示存在其他的失活

方式. 鉴于Runx3基因启动子区具有典型的CpG
岛序列, 我们采用甲基化特异性聚合酶链反应

(methylation-specific PCR, MSP)法检测了胃癌

原发灶、癌旁正常组织及转移淋巴结中Runx3
基因的甲基化状态, 以期揭示Runx3基因甲基化

与胃癌发生、发展以及与临床病理特征的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 收集中国医科大学附属第一医院肿瘤

外科2005-02/08手术切除的胃癌组织, 相应的

癌旁正常组织和转移淋巴结. 所取组织离体后

立即一分为二, 一份液氮中速冻10 min, 然后置

-70℃冰箱中保存. 另一份以40 g/L甲醛溶液固

定, 制作常规病理切片, HE染色, 确定病理诊断. 
所有胃癌患者术前均未行化疗或放疗, 男26例, 
女性2例, 年龄为36-80(中位57)岁. 所有癌旁组

织经病理检查未发现肿瘤细胞, 所取淋巴结组

织经病理证实存在癌细胞. 正常对照标本取自

无消化系统疾病及任意肿瘤的正常人外周血, 
EDTA抗凝. hydroquinone购自Fluka公司, sodium 
bisulfite购自Sigma公司, Wizard DNA Clean-Up 
System购自Promega公司, Taq酶购自大连宝生物

公司. 甲基化酶SssⅠ为New England公司产品, 
引物委托大连宝生物公司合成.
1.2 方法 常规酚/氯仿抽提法提取DNA, -20℃暂
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存. 取4 μg DNA, 去离子水稀释至90 μL, 按文

献[5]中的方法进行DNA预处理, 之后用Wizard 
DNA Clean-up Systerm纯化, 方法按说明书操作. 
用50 mL TE溶解DNA, -20℃贮存备用. 冰上配

制PCR反应体系(20 μL): 去离子水13.2 μL, 10×
Buffer 2 μL, dNTP (2.5 mmol/L) 1.6 μL, sodium 
bisulfite修饰后的DNA模本2 μL, 引物(0.01 mol/L)
各0.5 μL, Taq酶(5×106 U/L) 0.2 μL. 95℃预变性

5 min之后进行40个循环的反应: 95℃变性20 s, 
55℃复性20 s, 72℃延伸30 s. 最后一个循环后延

伸7 min. RUNX3甲基化特异性引物序列: 正向: 
5'-ATA ATA GCG GTC GTT AGG GCG TCG-3'; 
反向: 5'-GCT TCT ACT TTC CCA CTT CTC 
ACA-3'; 产物大小115 bp. Runx3非甲基化特异

性引物: 正向: 5'-ATA ATA GTG GTT GTT AGG 
GTG TTG-3'; 反向: 5'-ACT TCT ACT TTC CCA 
CTT CTC ACA-3'; 产物大小115 bp. GenBank 
Accession No. AL023096. 取5 μL PCR产物在25 
g/L琼脂糖凝胶上电泳, GeneFinder染料染色. 每
批标本均同时扩增甲基化酶SssⅠ修饰和未修

饰的正常人外周血DNA作为甲基化阳性和阴性

对照. 
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行Fisher's

精确检验, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

用Runx3甲基化特异性引物和Runx3非甲基化

特异性引物扩增甲基化酶SssⅠ修饰(甲基化阳

性对照)和未修饰(甲基化阴性对照)的正常人外

周血DNA时, 分别只有M引物和U引物得到预

期大小的扩增片段(图1), 提示实验技术及所用

引物和试剂正确, 实验结果可信. Runx3基因在

胃癌组织、癌旁正常组织和转移淋巴结中均存

在甲基化修饰, 其阳性率分别是73.7%, 21.1%, 
65.8%, 部分甲基化特异性PCR检测结果见图1. 

www.wjgnet.com

U   M    U    M   U    M   U    M    U   M    U    M         M   U    M    U   M   U    M   U    M    U    M   U
UP        MP        4          3          2          1       Ma     5          6         7          8           9         10

250 bp

100 bp

图 1 Runx3基因在胃癌组织中的表达. Ma: marker DL2000; MP: 甲基化阳性对照; UP: 甲基化阴性对照; 1-10: 实验标本; 

M: 甲基化产物; U: 非甲基化产物.

■创新盘点
淋巴结转移是胃
癌转移的主要途
径 ,  以 往 对 胃 癌
甲基化的研究主
要集中于胃癌组
织和癌旁正常组
织, 本研究首次采
用MSP法同时检
测了胃癌组织、

癌旁正常组织和
转 移 淋 巴 结 中
Runx3基因的甲
基化现象.
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结果表明胃癌组织与转移淋巴结中甲基化率无

差异(P >0.05), 两者与癌旁正常组织比较分别存

在差异(P <0.01). 原发灶中, Runx3基因甲基化与

癌灶大小相关(P  = 0.021), 但与肿瘤大体类型、

分化程度、浸润深度及生长方式等临床病理特

征无关(表1).

3  讨论

D N A甲基化是具有可逆性与遗传性的一种基

因修饰方式, 是指DNA双螺旋中, 胞嘧啶核苷

的嘧啶环第5位碳原子在DNA甲基转移酶(DNA 
methyltrasferases, DNMTs)介导下以S-腺苷蛋氨

酸作为甲基供体而发生甲基化[6]. 目前普遍认为, 
DNA异常甲基化改变是除缺失与突变之外导致

肿瘤抑制基因失活的第3种机制. Kang et al [7]研究

了一系列胃癌癌前病变组织和癌组织中12个基

因的甲基化状态, 发现平均每例胃癌组织中有

5.2个基因存在甲基化. 可见肿瘤抑制基因发生

甲基化是胃癌形成过程中的频繁事件, 其在肿

瘤的形成和发展中的作用及其作为分子治疗的

靶向的潜在价值不容忽视. Runx3蛋白是TGF-β
超家族信号传导通路下游的一个转录因子, Li 
et al [8]发现, 缺乏Runx3基因的小鼠胃黏膜上皮

细胞增殖加快, 而其凋亡受到抑制, 使黏膜明显

增厚, 并且细胞对生长抑制因子(例如TGF-β)表

现出拮抗效应, 表明Runx3基因是胃上皮细胞生

长和增殖的调控者. 大约一半以上的胃癌组织

和更高比例的胃癌细胞株中, Runx3基因表达明

显降低甚至缺失[9-12], 将外源性Runx3基因转入

Runx3缺失的裸鼠, 结果显示转基因组的胃癌细

胞集落大小和数目均明显少于对照组[10]. 与之

相比, 目前虽然已经发现多种与胃癌相关的肿

瘤抑制基因, 但他们与胃癌的相关性偏小, 因而, 
Runx3很可能是与胃癌发生相关的一个关键性

基因[7]. Guo et al [13]以化疗药物处理Runx3基因高

表达的胃癌细胞系, 发现其对化疗药物的敏感

性显著提高, 说明Runx3基因对胃癌的治疗也具

有重要的意义. 目前的研究发现, Runx3基因在

肿瘤中很少发生突变[8,14-15], 却存在很高的甲基

化率[16-17]. 我们采用MSP法检测了38例胃癌组织

中Runx3基因的甲基化情况, 发现73.7%(28/38)
的胃癌组织中, Runx3基因启动子存在高甲基

化, 这与先前报道的甲基化率基本相似[8-11,15]. 证
实Runx3基因启动子甲基化是胃癌中的频繁事

件. 我们研究发现, 胃癌组织中该基因甲基化与

肿瘤大小显著相关, 肿瘤长>5 cm者发生基因

甲基化的几率大于长径≤5 cm者. Waki et al [18]

认为, 就胃黏膜组织而言, Runx3基因甲基化具

有非常高的癌组织特异性. 在他们的实验中, 只
有年龄≥77岁的非胃癌个体的胃黏膜才存在

表 1 38例不同组织Runx3基因甲基化与胃癌临床病理特点的关系(%)

      
                                                           癌旁组织  原发灶          转移淋巴结

                                                              甲基化                 甲基化                  甲基化

肿瘤大小       

    ≤5 cm                        14        1(7.1)                   7(50.0)              7(50.0)

    >5 cm                        24        7(29.2)      21(87.5)a             18(75.0)  

Borrmann分型      

    Borrmann Ⅰ+Ⅱ          1        0(0)  1(100.0)              1(100.0)

    Borrmann Ⅲ        31        7(22.6) 23(74.2)            20(64.5)

    Borrmann Ⅳ          5        1(20.0)         4(80.0)              4(80.0)

生长方式      

    巢状+团状        15        3(20.0) 10(66.7)            10(66.7)

    弥漫性                        23        5(21.7)     18(78.3)              15(65.2)     

分化程度      

    高/中分化        13        3(23.1) 10(76.9)              8(61.5)

    低分化                        25        5(20.0)       18(72.0)              17(68.0)     

浸润深度      

    T1+2                        26        4(15.4) 19(73.1)            16(61.5)

    T3+4                        12        4(33.3)           9(75.0)                9(75.0)      

临床病理特征                      n

aP<0.05 vs  肿瘤大小≤5 cm者.

■应用要点
本 研 究 发 现 , 
Runx3基因甲基
化是胃癌发生、

发展过程中的频
繁事件, 通过检测
胃黏膜组织中该
基因的甲基化情
况, 有助于胃癌的
早期诊断, 而检测
胃癌相应淋巴结
中该基因的甲基
化情况有可能成
为发现胃癌微转
移的新方法.
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该基因甲基化, 即使在胃癌患者的癌旁正常组

织, Runx3基因甲基化率也仅为8%(7/93). 但在

我们的研究中, 癌旁正常组织Runx3基因甲基化

率却高达21.1%(8/38). 对于两项研究结果间的

差异, 我们认为主要是标本构成不同引起的. 在
Waki et al [18]研究发现, 35.5%(33/93)的患者为早

期胃癌, 而我们的患者中只有2.6%(1/38)是早期

胃癌, 绝大多数是进展期胃癌, 且已经出现淋巴

结转移. 我们推测, 一方面我们所检测的癌旁组

织的性质更接近癌组织, 其发生甲基化的可能

性要高. Kim et al [10]研究发现, Runx3基因在慢性

胃炎、肠化生和胃腺瘤、胃癌组织中的甲基化

率呈递增趋势(P <0.05). 遗憾的是我们无法得知

Waki et al [18]所检测的癌旁组织的病理性质, 因而

不能作出较为明确的比较. 另一方面, 虽然我们

所检测的癌旁组织经病理证实无癌细胞, 但可

能已经有形态学无法观察到的癌细胞发生或浸

润. 我们对癌旁正常组织的检测分析同时也说

明Runx3基因甲基化是胃癌发生的早期事件, 除
了检测癌组织和癌旁正常组织Runx3基因甲基

化情况外, 我们还首次检测了转移淋巴结中该

基因的甲基化情况. 由于转移淋巴结中存在与

原发灶同质的癌细胞, 因而转移淋巴结中Runx3 
基因的甲基化趋势与原发灶基本一致是容易理

解的. 另外, 不同于原发灶, 92.1%(35/38)转移淋

巴结标本都得到了Runx3非甲基化特异性引物

的扩增片段, 这可能是由于Runx3基因不仅在胃

黏膜细胞中表达, 他在T淋巴细胞的发育过程中

也具有重要作用[19]. 既然我们在存在癌细胞转移

的淋巴结中可以检测到Runx3基因的甲基化, 且
阳性率是如此之高, 那我们是否可以通过检测

淋巴结中Runx3基因的甲基化状态来判断癌细

胞的微转移呢? 这有待于我们进一步研究. 
我们的研究发现, Runx3基因甲基化与肿瘤

大体类型、生长方式、浸润深度等临床病理特

征无明显的相关性, 这可能与我们所采用的样

本量小有关, 有待于扩大样本量以进一步研究.
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Abstract
AIM:  To investigate the expression of CD44 and 
integrin β1 mRNA in peritoneal lavage fluid and 
their correlations with the peritoneal metastasis 
of gastric cancer.

METHODS: The samples of peritoneal lavage 
fluid were collected during operation from 50 
patients with gastric cancer. The expression of 
CD44 and integrin β1 was detected at mRNA 
level by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR), and the examination 
of peritoneal lavage cytology (PLC) was also 
performed. All the cases were divided into dif-

ferent groups according to the invasion depth 
of foci, serosal types, results of PLC, peritoneal 
metastasis and TNM stages. Then the expression 
of CD44 and integrin β1 mRNA was compared 
among various groups.

RESULTS: The expression of CD44 mRNA was 
closely related to serosal types (F = 4.59,  < 0.05), 
peritoneal metastasis (t = 2.655, P < 0.05), results 
of PLC (t = 3.126, P < 0.01) and TNM stages (t = 
3.453, P < 0.01). Integrin β1 mRNA expression 
was significantly higher in patients with perito-
neal metastasis than that without metastasis (t = 
2.241, P < 0.05).

CONCLUSION: The expression of CD44 and 
integrin β1 mRNA in peritoneal lavage fluid is 
related to the peritoneal metastasis-related fac-
tors and TNM stages of gastric cancer, detection 
of their levels is helpful to evaluate the progres-
sion, prognosis and early diagnosis of gastric 
cancer.

Key Words: Stomach neoplasm; Peritoneal metas-
tasis; CD44; Integrin β1
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摘要
目的: 探讨腹腔液中CD44和整合素β1 mRNA
表达与胃癌腹膜转移的关系.

方法: 收集50例胃癌患者的腹腔液标本, 用
RT-PCR法检测其中CD44和整合素β1 mRNA
的表达, 同时行腹腔液细胞学(PLC)检查. 按病
灶浸润深度、浆膜类型、PLC检查结果、腹
膜转移情况和TNM分期分组, 比较不同组之
间CD44和整合素β1 mRNA的表达水平.

结果: 腹腔液CD44 mRNA表达水平与浆膜类
型(F  = 4.59, P <0.05)、腹膜转移有关(t  = 2.655, 
P <0.05), 与PLC检查(t  = 3.126, P <0.01)和TNM

®

■背景资料
腹膜转移是胃癌
术后患者最常见
的复发形式, 是影
响患者预后的重
要 因 素 之 一 .  研
究腹膜转移的过
程、机制, 探寻其
早期诊断和治疗
方法, 对改善胃癌
的治疗效果具有
重要的理论和实
践意义.

■研发前沿
对黏附分子、蛋
白水解酶、肿瘤
转移相关基因等
在 腹 膜 转 移 发
生、发展过程中
作用的研究, 已经
成为目前学界的
热点, 但多数研究
以细胞株为对象, 
与临床实际情况
尚有距离.
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分期密切相关(t  = 3.453, P <0.01); 腹膜转移组
的整合素β1 mRNA表达明显高于未转移组的
水平(t  = 2.241, P <0.05).

结论: 腹腔液中CD44和整合素β1 mRNA表达
与胃癌腹膜转移相关因素及TNM分期密切相
关, 检测其水平有助于估计胃癌病程进展和
患者预后, 对腹膜转移的早期诊断也有一定价
值.

关键词: 胃肿瘤; 腹膜种植性转移; CD44; 整合素β1
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0  引言

胃癌术后腹膜转移是影响患者长期生存的重要

因素之一. 目前认为, 黏附分子CD44和整合素β1
在腹膜转移的早期阶段发挥了重要作用[1]. 我们

采用逆转录聚合酶链式反应, 即RT-PCR法检测

胃癌患者腹腔液中CD44和整合素β1 mRNA的

表达, 旨在探讨其表达水平与胃癌腹膜转移和

病程进展的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2004-08/2005-01中国医科大学第

一临床学院肿瘤外科50例胃癌手术患者的腹

腔液. 根据病灶浸润深度、浆膜类型[2]、腹腔

液细胞学(peritoneal lavage cytology, PLC)检查

结果、有无肉眼腹膜转移及TNM分期进行分

组. 细胞总RNA提取试剂TRIzol Reagent(Gibco 
BRL公司), 逆转录试剂盒Reverse Transcription 
System A3500、Taq DNA合成酶、PCR反应缓

冲液(Promega公司), CD44、整合素β1及内对照

β-actin的PCR引物(上海生工生物工程有限公司).
1.2 方法 
1.2.1 腹腔液收集和P L C检查 手术中开腹后, 
于直肠-膀胱凹陷(女性为直肠-子宫凹陷 ,  即
Douglas腔)置入一根导尿管, 注入无菌生理盐水

100 mL, 轻轻搅拌后抽出; 如有自然腹水则直接

抽取, 混血标本弃用. 将腹腔液送中国医科大学

第一临床学院细胞病理室, 以2000 r/min离心10 
min, 取少许沉渣涂片, 行巴氏(Papanicolaou)染
色, 在显微镜下行PLC检查. 结果由两名病理学

专家共同判定. 其余沉渣于-80℃冰箱中保存.
1.2.2 细胞总RNA提取 取出保存的沉渣, 按照

TRIzol试剂说明书进行细胞总RNA提取. 将提取

的RNA溶于10 μL的无RNA酶水中, 于-80℃冰箱

保存.
1.2.3 RT-PCR检测 取1 μL RNA溶解液, 参照逆

转录试剂盒说明书的比例加样, 进行逆转录反

应. 反应条件为: 42℃, 60 min; 99℃, 5 min; 4℃, 
5 min. 以cDNA为模板进行RCR扩增. CD44引
物序列: 5'-GACACATATTGCTTCAATGCTTC
AGC-3'和5'-GATGCCAAGATGATCAGCCATT
CTGGAA-3', 产物片段482 bp; 整合素β1引物序

列: 5'-GTGGAGAATGTATACAAGCAGG-3'和
5'-CTAATGTAAGGCATCACAGTC-3', 产物片

段486 bp; 内对照β-actin引物序列5'-TATCCAG
GCTGTGCTATCCC-3'和5'-CCATCTCTTGCTC
GAAGTCC-3', 产物片段320 bp. CD44 PCR反应

条件: 变性: 95℃, 1 min; 退火: 55℃, 1 min; 延
伸: 72℃, 1 min; 共30个循环; 整合素β1 PCR反
应条件: 变性: 95℃, 45 s; 退火: 57℃, 45 s; 延伸: 
72℃, 1 min; 共30个循环. 取PCR产物10 μL行15 
g/L琼脂糖凝胶电泳, 以GDS8000自动成像仪摄

下电泳图像; 采用Gel-work-ID软件, 分析图像, 
计算目的基因表达的相对定量值.

统计学处理 不同浸润深度、浆膜类型间的

比较用方差分析, PLC是否阳性、有无腹膜转移

及不同TNM分期间的比较用t检验.
  
2  结果

2.1 CD44和整合素β1 mRNA表达水平与腹膜转

移及其相关因素的关系 CD44 mRNA表达水平

与浆膜类型和腹膜转移有关, 与PLC结果密切相

关; 整合素β1 mRNA表达水平与腹膜转移有关

(图1, 表1).
2.2 CD44和整合素β1 mRNA表达水平与胃癌

TNM分期的关系 TNMⅢ+Ⅳ期病例腹腔液中

CD44 mRNA表达水平显著高于Ⅰ+Ⅱ期病例的

水平. 整合素β1 mRNA表达水平在两组间无统

计学差异(表2).

3  讨论

腹膜转移是进展期胃癌术后最常见的复发形式, 
其发生是一系列复杂过程的综合结果, 涉及黏

附、降解、移动、血管生成、免疫逃避等多方

面机制. 在转移发生的初始阶段, CD44和整合素

β1介导的黏附过程发挥了重要作用[1,3-4].
人类CD44基因位于第11号染色体短臂, 其

编码的黏附分子CD44是一种分布极为广泛的

■相关报道
徐惠绵、王夫景
et al 检测了胃癌
患 者 腹 腔 液 中
CEA mRNA的表
达 ,  发 现 腹 腔 液
CEA检测较传统
的细胞学检查更
加敏感, 对腹膜转
移的预测和早期
发现具有重要意
义, 从而为此方面
研究提供了新的
手段和思路.

■创新盘点
本文将RT-PCR等
先进研究手段应
用于临床标本的
检测, 使结论更接
近临床实际, 具有
明显的可操作性
和实践意义.
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图 1 CD44和整合素β1 mRNA RT-PCR电泳图. A: CD44; B: 整合素β1; 最左侧为DNA Marker.

表 2 CD44和整合素β1 mRNA表达与胃癌TNM分期的关
系(mean±SD)

     
TNM分期        n                   CD44                        整合素β1             

Ⅰ+Ⅱ期      19         0.667±0.129b           0.666±0.117

Ⅲ+Ⅳ期      31         0.890±0.262            0.735±0.141

bP<0.01 vs Ⅲ+Ⅳ期.

表 1 CD44和整合素β1 mRNA表达与腹膜转移及其相关
因素的关系(mean±SD)

     
项目                          n                CD44                 整合素β1             

浸润深度         

    黏膜+黏膜下      5       0.702±0.077    0.680±0.124

    肌层+浆膜下    31       0.793±0.265    0.682±0.122

    穿透浆膜          14       0.869±0.246    0.778±0.149           

浆膜类型

    正常+反应型      9      0.623±0.111a   0.648±0.130

    结节型              14     0.737±0.217     0.688±0.138

    腱状+多彩型     27     0.901±0.255    0.740±0.144           

PLC检查

    阴性                  31     0.726±0.189d   0.679±0.132 

    阳性                  19     0.934±0.282    0.757±0.151

腹膜转移

    阴性                  38     0.756±0.247e   0.686±0.125e

    阳性                  12     0.961±0.179    0.781±0.138

aP<0.05 vs  结节型、腱状+多彩型; dP<0.01 vs PLC检查阳性; 
eP<0.05 vs 腹膜转移阳性.

细胞表面透明质酸受体. 许多学者认为, CD44基
因和蛋白的异常表达与肿瘤的侵袭、转移行为

密切相关, 并可能是癌细胞获得浸润、转移能

力的决定因素之一[5]. CD44除了参与黏附过程

外, 还可通过促进肿瘤细胞释放蛋白水解酶, 协
助其逃避人体的免疫监视, 加速细胞迁移速率

等机制促进转移[3,6]. 体外实验证实, CD44在腹

膜转移进程中发挥着重要的促进作用[7-8], 通过

转染反义寡核苷酸或基因敲除等方式处理肿瘤

细胞, 可以明显地抑制其增生、转移潜能[9-10]. 本
研究显示, 腹腔液中CD44 mRNA的表达在PLC
检查阳性组明显高于阴性组(P <0.01), 并与浆膜

类型和腹膜转移等因素有关(P <0.05), 提示CD44 
mRNA表达水平与腹膜转移及其相关因素之间

存在着密切联系; 随着腹膜转移的进展, 腹腔液

中CD44 mRNA的表达水平逐渐增高.
整合素β1是整合素家族的主要亚基, 在许

多肿瘤细胞系和人类实体肿瘤中出现高表达, 
并与肿瘤的浸润性、低分化趋向和转移等恶性

表型密切相关[11-12]. 和CD44一样, 整合素β1能够

增强肿瘤细胞对间皮细胞和细胞外基质的黏附

能力, 还能促进肿瘤细胞对蛋白水解酶的释放

和活化, 促进肿瘤血管生成, 并加速肿瘤细胞迁

移[13-15]. 本研究中, 腹腔液整合素β1 mRNA表达

水平与腹膜转移有关(P <0.05); 此外, 随着病灶

浸润的加深、浆膜受侵的加重和PLC阳性结果

的出现, 其表达水平也有升高趋势, 但是没有统

计学意义. 由此, 我们认为, 腹腔液中整合素β1 
mRNA的表达与胃癌腹膜转移进程有关, 也是

促进腹膜转移发生的重要因素之一. 但与CD44 
mRNA相比, 整合素β1 mRNA的表达仅在形成

肉眼腹膜转移后才表现出与无转移组之间的差

异; 这表明, 在腹膜转移进程中, 整合素β1可能

比CD44更迟发挥作用.
在腹膜转移的早期诊断方面, PLC检查目

前被公认为最重要的手段, 但是由于细胞学诊

断本身的复杂性和结果判定时难以避免的主

观性, 其正确诊断率存在着较大波动, 一般仅为

40%-60%. 近来的研究将免疫细胞化学检查与

之结合起来, 提高了诊断的特异性. 应用新兴

的生物学技术, 在分子水平对腹膜转移进行预

测和早期诊断, 也是该领域的发展趋势之一. 已
有学者发现, 腹腔液中CEA mRNA的表达是诊

断、预测胃癌腹膜转移的一个良好指标[7,16]. 本
研究中, CD44和整合素β1 mRNA在所有腹腔液

中均有表达, 因此, 其单纯定性检测不能用于腹

膜转移的诊断; 主要原因在于, CD44和整合素β1

■名词解释
浆膜类型: 张文范
et al 提出, 根据胃
癌浆膜的大体形
态 不 同 ,  将 其 分
为正常型、反应
型、结节型、腱
状型和多彩弥漫
型, 各类型由轻到
重, 反映了胃癌病
灶侵袭浆膜的程
度.
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在腹腔液其他细胞成分中也有广泛表达, 不象

CEA那样, 在肿瘤细胞中的表达比较特异. 然而, 
如前所述, PLC阳性组的CD44 mRNA表达水平

明显高于阴性组的水平; 这表明, 用定量方法检

测腹腔液中的CD44 mRNA表达可能成为传统

PLC检查的一个有益补充, 对胃癌腹膜转移的早

期诊断和预测具有重要意义.
我们还发现, 随着胃癌TNM分期的进展, 腹

腔液中CD44和整合素β1 mRNA的表达均呈上

升趋势; TNMⅢ+Ⅳ期病例的CD44 mRNA表达

水平高于Ⅰ+Ⅱ期的水平(P <0.01). 这一结果提

示, 腹腔液中CD44 mRNA的表达水平在一定程

度上反映了胃癌的病程进展, 并可以作为估计

胃癌预后的一个重要指标.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of entecavir (ETV) 
on the function of dendritic cells (DC) derived 
from patients with chronic hepatitis B (CHB) in 
vitro.

METHODS: Peripheral blood mononuclear cells 
were isolated from CHB patients and healthy 
controls. After proliferation under induction, 
the cells were cultured by routine method. Then 
ETV was added to co-incubate with the cells on 
the 4th day. On day 8, DC were collected for the 
detection of phenotypes and mixed lymphocytic 
reactions.

RESULTS: After 8 days of cultivation, the dif-
ferentiation of DC in the healthy controls was 
better than that in ETV-treated group, while 
ETV-treated group had a better differentiation 
than CHB group. In comparison with those in 
the healthy controls, the levels of CD1a (35.73 ± 

3.12 vs 62.31 ± 5.22), CD80 (28.19 ± 1.64 vs 45.38 
± 3.10), CD83 (22.24 ± 2.14 vs 40.63 ± 7.21) and 
HLA-DR (36.74 ± 0.98 vs 56.05 ± 3.89) expression 
were significantly decreased in CHB group (all 
P < 0.01). However, the levels of CD83 (27.41 ± 
9.23 vs 22.24 ± 2.14, P < 0.05), CD80 (32.67 ± 7.82 
vs 28.19 ± 1.64, P < 0.05) and HLA-DR (40.84 ± 
5.57 vs 36.74 ± 0.98, P < 0.01) expression were 
markedly increased in ETV-treated group as 
compared with those in CHB group. The capac-
ity to stimulate proliferation of the allogeneic 
lymphocytes in ETV-treated group was higher 
than that in CHB group (1.53 ± 0.09 vs 1.45 ± 0.12, 
P < 0.05).

CONCLUSION: Entecavir can enhance the bio-
logical activity of DC derived from CHB patients 
and play an indirect antivirus function by regu-
lating the host's immune system.

Key Words: Chronic hepatitis B; Dendritic cell; En-
tecavir; Cell phenotype; Mixed lymphocytic reaction
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摘要
目的: 研究恩替卡韦(ETV)对慢性乙型肝炎
(CHB)患者外周血树突状细胞(dendritic cell, 
DC)功能的影响.

方法: 体外常规分离CHB患者及健康人外周
血单个核细胞, 诱导扩增后常规培养. 第4天将
其与一定浓度的恩替卡韦共培养, 第8天收获
DC进行细胞表型、同种异体混合淋巴细胞反
应等相关检测.

结果: 细胞培养8 d时DC形态分化健康对照组
优于CHB ETV处理组, CHB ETV处理组优于
CHB组; CHB组CD1a (35.73±3.12 vs  62.31±
5.22, P <0.01), CD80(28.19±1.64 vs  45.38±
3.10, P <0.01), CD83 (22.24±2.14 vs  40.63±
7.21, P <0.01)及HLA-DR (36.74±0.98 vs  56.05
±3.89, P <0.01)表达明显低于健康对照组, 而

®

■背景资料
D C 与 C H B 的 发
生、发展关系很
密 切 ,  通 过 上 调
DC介导的特异性
免疫反应来清除
体内的病毒从理
论上来说是可行
的 .  E T V 作为目
前临床上最强的
CHB抗病毒药之
一, 对于机体免疫
系统的影响未见
报道, 研究ETV对
于CHB患者DC影
响有助于更深入
的探讨核苷类似
物的抗病毒机制.
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ETV处理组与CHB组相比CD83 (27.41±9.23 
vs  22.24±2.14, P <0.05), CD80 (32.67±7.82 vs  
28.19±1.64, P <0.05)及HLA-DR (40.84±5.57 
vs  36.74±0.98, P <0.01)显著高表达; 淋巴细胞
增殖能力测定ETV处理组DC刺激同种异体T
淋巴细胞增殖能力较CHB组增强(1.53±0.09 
vs  1.45±0.12, P <0.05).

结论: 恩替卡韦作为治疗CHB的新一代核苷
类药物, 除了直接抑制乙肝病毒DNA合成外, 
也能够增强CHB患者外周血DC的功能, 通过
调节机体的免疫系统发挥间接抗病毒作用.

关键词: 慢性乙型肝炎; 树突状细胞; 恩替卡韦; 细

胞表型; 混合淋巴细胞反应
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0  引言

树突状细胞(dendritic cell, DC)是人体内抗原递

呈能力最强的细胞, 也是唯一能激活初始化T淋
巴细胞的抗原递呈细胞(antigen presenting cell, 
APC), 在抗病毒的细胞免疫中起重要作用[1]. 慢
性乙肝(chronic hepatitis B, CHB)形成的重要原

因之一是患者自身DC功能低下[2-3]; 恩替卡韦

(entecavir, ETV)为一新型口服核苷类药物, 在细

胞内经磷酸化后, 与脱氧胞嘧啶核苷(dCTP)竞
争进入病毒合成中的DNA链, 终止病毒DNA的

复制[4]. 本研究通过检测ETV对CHB患者外周血

DC功能的影响, 进一步探讨ETV治疗CHB的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 按"慢性乙型肝炎防治指南"[5]为标准, 
选择郑州大学第二附属医院消化科门诊和住

院患者25例, 年龄18-42(中位29)岁, 男23例, 女
2例. 血清学检查乙肝标记皆为HBsAg, HBeAg, 
HBcAb三项阳性, HBV-DNA>108 copies/L(PCR
方法), ALT 1550-7001 nkat/L. 所有患者在实验

抽血前3 m o内未接受干扰素、胸腺肽、拉米

夫定等抗病毒或免疫调节药物治疗, 未应用过

糖皮质激素等免疫抑制剂, 排除合并HCV, HIV
等病毒感染, 排除自身免疫相关的其他疾病. 10
名健康志愿者作为健康对照, 年龄中位数26岁. 
RPMI1640培养基为美国Gibco BRL公司产品; 
淋巴细胞分离液为天津市津脉基因测绘技术

有限公司产品; 重组人白细胞介素4(rhIL-4)、
重组人粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子(rhGM-
CSF)、荧光标记鼠抗人HLA-DR-FITC, CD80-
PE, CD83-PE, CDla-PE mAb, 对照抗体IgG-
FITC, IgG-PE为美国R&D公司产品; 胎牛血清

(FCS)为杭州四季青公司产品; ETV(商品名: 博
路定)由中美上海施贵宝制药有限公司提供, 完
全培养基成分含: 100 mL/L FBS的RPMI1640培
养基, 加入细胞因子rhGM-CSF和rhIL-4, 终浓度

均为10 μg/L.
1.2 方法 
1.2.1 标本采集与DC培养 参考相关文献[6-7]分别

采集CHB患者和健康志愿者抗凝外周静脉血20 
mL, 用淋巴细胞分离液分离外周血单个核细胞

(PBMC), 生理盐水洗涤(1000 r/min×10 min), 共
2次; 以无血清RPMI1640培养基悬浮沉淀细胞, 
调整细胞浓度至1×109/L-2×109/L; 按每孔1 mL
加入24孔细胞培养板中, 37℃, 50 mL/L CO2培养

箱中温育3 h后, 以37℃预热的RPMI1640培养基

轻轻洗去悬浮细胞, 所得贴壁细胞大部分即为

单核细胞. 每孔加入2 mL完全培养基, 置于37℃, 
50 mL/L CO2恒温培养箱中培养, 隔天半量换液, 
培养第4天, 按以下分组: (1)健康人对照; (2)CHB
阴性对照; (3)CHB患者DC+ETV(0.05 mg/L). 继
续培养.
1.2.2 DC形态观察及表型检测 通过倒置显微镜

进行细胞形态学观察; 第8天收集细胞(以下简称

DC8). 用流式细胞仪进行细胞表型分析.
1.2.3 同种异体混合淋巴细胞反应 取健康人外

周血, 如前法获得单个核细胞后置入24孔细胞

培养板, 37℃培养2 h, 取非贴壁细胞即为淋巴细

胞作为反应细胞; 上述收获的部分DC8用丝裂霉

素C(50 mg/L)孵育30 min后, 分别以1×104/孔加

入96孔平底培养板, 每组各3个复孔, 每组再加

入同种T淋巴细胞2×105, 终体积为200 μL, 培养

72 h, 于培养结束前4 h每孔加入MTT 20 μL, 终
止培养, 离心弃去孔内培养液, 每孔加入150 μL 
DMSO, 振荡10 min, 使结晶物充分溶解. 自动酶

联检测仪检测570 nm波长的A值, 结果用3孔均

值表示. 设单独DC, T细胞和培养基空白对照孔. 
并计算刺激指数(SI)表示增殖情况. SI = 实验组A
值/(反应细胞对照组A值+刺激细胞对照组A值).

统计学处理 数据采用均数±标准差表示, 
采用SPSS10.0统计软件包进行方差检验处理分

析, 组间两两比较采用LSD-t检验. 以α = 0.05为
检验水准.

■同行评价
本文进行了恩替
卡韦对慢性乙型
肝炎患者树突状
细胞功能影响的
体外研究, 文章立
意具有一定的新
颖性, 实验设计比
较合理, 采用方法
较为成熟, 有一定
的临床指导意义.
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2  结果

2.1 DC形态观察 倒置显微镜下, 培养24 h后可

见细胞呈集落生长, 3 d后细胞数目明显增多, 体
积开始逐渐增大, 胞体拉长; 8 d时健康对照组

可见培养液中漂浮着颜色较深、云雾状的细胞

团; ETV处理组细胞多方向长突起, 呈不规则状; 
CHB阴性对照组变形细胞较少(图1).
2.2 DC表型检测 收集培养第8天DC, 用FITC标
记的鼠抗人HLA-DR, CD80和用PE标记的CD83
和CD1a抗体, 用流式细胞仪分析显示, DC表型

分子CD1a, CD83, CD80和HLA-DR的表达水平, 
健康对照组最高, CHB阴性对照组最低, 三组间

差异具有统计学意义(P <0.01); 与CHB阴性对

照组相比ETV处理组DC高表达CD83, CD80和
HLA-DR(表1).
2.3 淋巴细胞增殖能力测定 淋巴细胞增殖能力

的高低反映了DC的功能状态. 健康对照组DC
刺激同种异体T淋巴细胞增殖能力最强(1.79±
0.10), ETV组其次(1.53±0.09), CHB对照组最

弱(1.45±0.12), 三组间比较差异有统计学意义

(P <0.01), 两两比较组间差异也具有统计学意义

(P <0.05).

3  讨论

乙型病毒性肝炎慢性化的重要机制之一是免疫

耐受, 感染乙肝病毒后首先启动一系列非特异

性早期应答, 包括干扰素, NK细胞及枯否氏细胞

的活化; 彻底清除病毒则有赖于HBV特异性T细
胞[8]. 体内CTL的激活需要未致敏的T淋巴细胞

同时接受两个信号, 一个信号是外源性抗原肽

经APC加工处理后与MHC I类分子结合并递呈

在APC表面, 被T淋巴细胞的T细胞受体所识别; 
另一个信号是APC表面表达的协同刺激分子, 即
B7分子(如CD80), 被T淋巴细胞的CD28分子所

识别. 只有T淋巴细胞同时接受APC所提供的这

样两个信号时, 才能被激活[9]. 正常情况下HBV
分泌的各种抗原可刺激机体产生多克隆的、

HBV抗原特异性的CTL应答, 杀伤携带HBV的

靶细胞. 慢性肝炎患者体内树突状细胞抗原递

呈功能缺陷, 不能把病毒抗原的信号传递给机

体的免疫系统, 患者仅产生弱的或检测不到的

针对HBV特异的CTL反应, 所以不能清除体内

的病毒, 造成感染的慢性化, 诱导机体内HBV抗

原特异性的CD8+ T细胞大幅度下降, 导致机体内

抗原特异性T细胞免疫耐受, 造成CHB的发生[10]. 
因此, 如果能增强APC的功能, 则可能有助于慢

性乙型肝炎的治疗, 我们应用树突状细胞免疫

治疗CHB已取得初步成效[11-12].
机体内的APC, 尤其是DC是特异性免疫应

答的关键细胞, 启动和介导特异性T细胞免疫应

答[13-14]. DC广泛分布于血液、肝、脾、淋巴结

以及其他非免疫组织器官中, 数量极微, 仅占所

表 1 培养第8天各组树突状细胞表型分子的表达(mean±SD, %)

     
分组                      CD1a                  CD83                    CD80                   HLA-DR

健康对照       62.31±5.22      40.63±7.21      45.38±3.10      56.05±3.89

CHB对照       35.73±3.12b     22.24±2.14b    28.19±1.64b     36.74±0.98b

ETV处理        38.34±6.22b     27.41±9.23bc   32.67±7.82bc    40.84±5.57bd

bP<0.01 vs  健康对照组; cP<0.05 vs  CHB对照组; dP<0.01 vs CHB对照组.

图 1 体外培养第8天树突状细胞形态(×400). A: 健康对照组; B: CHB对照组; C: ETV处理组.

A B C
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在器官全部细胞的1%以下, 但却是机体内最重

要的、功能最强的抗原递呈细胞, 能诱导免疫

应答的产生, 同时在诱导免疫耐受和参与免疫

应答的调节中也起着重要作用[15-16]. 一般来讲, 
外周血来源的DC前体细胞在GM-CSF/IL-4的刺

激下培养3-5 d后主要分化为未成熟DC, 摄取、

加工抗原或接受某些刺激因素后随之分化为成

熟DC[17]. 后者加工、处理抗原能力弱, 递呈抗

原能力强[18]. DC摄取抗原并将其处理成具有免

疫原性的多肽, 通过交叉递呈, 与MHC I类分子

结合后, 以MHC-抗原肽复合物的形式表达于细

胞膜表面, 其膜表面的协同刺激分子与T细胞表

面相应配体结合, 激活CD8+ T淋巴细胞, 进而激

活CTL, 产生免疫应答[19-20]. 若DC膜表面协同刺

激分子表达缺陷, 则影响其与T细胞表面相应配

体结合, 从而影响机体产生正常免疫应答; 本实

验结果表明, CHB患者DC表面低表达CD80、
CD83和HLA-DR等共刺激分子, 从免疫应答方

面阐明了乙肝病毒感染慢性化的部分机制.
核苷(酸)类似物是目前公认的治疗CHB的

药物之一, 能够在细胞内经磷酸化后, 与脱氧胞

嘧啶核苷(dCTP)竞争进入病毒合成中的DNA链, 
终止病毒DNA的复制, 拉米夫定是该类药物的

代表, 张冬云 et al [21]曾通过实验发现拉米夫定

具有促进CHB患者外周血DC分化成熟的功能; 
恩替卡韦作为治疗CHB的新一代核苷类药物, 
能够较快抑制乙肝病毒的复制, 降低患者外周

血中HBV DNA载量[22], 但其对于慢性乙肝患者

机体免疫功能的影响尚不太清楚. 我们通过研

究CHB患者的外周血DC发现ETV与DC共孵育

后提高了DC表面CD80、CD83、HLA-DR的表

达, 在本实验中, 为避免促成熟细胞因子如肿瘤

坏死因子α等对DC的成熟的影响, 我们未加任

何此类因子; DC表型分子表达上调可能与T淋
巴细胞形成共刺激通路而传递抗原信息, 继而

激活体内HBV特异性免疫反应; 而与适当浓度

恩替卡韦共孵育的DC刺激淋巴细胞增殖能力增

强, 也可部分证明这一点, 这初步提示ETV除了

直接抑制乙肝病毒DNA合成外, 也能够通过调

节机体的免疫系统发挥间接抗病毒作用. 为开

展DC免疫治疗和临床应用ETV治疗CHB提供了

更多理论依据.
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Abstract
AIM: To evaluate the ef f icacy of part ia l 
splenic embolization (PSE) in the treatment of 
patients with liver cirrhosis accompanied by 
hypersplenism and investigate the complications 
associated with PSE.

METHODS: Thirty-seven cases of liver cirrhosis 
accompanied by hypersplenism who had re-
ceived PSE (totally 39 times) were analyzed ret-
rospectively. The observation time was from 0.1 
to 60 months. The observation indexes included 
leukocyte count, hemoglobin, platelet count and 
side effects.

RESULTS: After PSE, leukocyte and platelet 
counts were higher than those before PSE (P 
< 0.05). No significant changes occurred in he-
moglobin after PSE (except 15 months). Larger-
area embolization produced a better efficacy 

than smaller-area one in short term, but not in 
long term. The side effects that happened most 
frequently were abdominal pain (94.9%) and 
fever (100%), and other ones included electro-
lyte disorder (12.8%), pleura effusion (30.8%) 
and peritonitis (30.8%). Severe side effects were 
fulminant hepatitis (7.7%) and splenic abscess 
(5.1%). The incidence rate of fulminant hepatitis 
was higher in patients with Child C stage than 
that in A and B stage (40% vs 2.9%, P < 0.05), and 
other side effects had no significant correlations 
with Child-Pugh classification and embolized 
area (P > 0.05). The common side effects were 
more severe in patients with gigantic spleen.

CONCLUSION: PSE is an effective method in 
the treatment of hypersplenism and the emboli-
zed area should be determined according to the 
liver function of patients.

Key Words: Hypersplenism; Splenic embolization; 
Embolization area; Efficacy; Complication

Li L, Zeng Z, Yin B, Lin XH, Wan H, Huo N, Xu JH, 
Xu XY. Partial splenic embolization for liver cirrhosis 
accompanied by hypersplenism: an analysis of 39 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(11):1297-1301

摘要
目的: 评价部分性脾动脉栓塞术(PSE)治疗肝
硬化脾功能亢进的疗效及其并发症. 

方法: 回顾性研究采用PSE治疗的37例患者
(共治疗39次), 观察时间为0.1-60 mo. 观察指
标主要为外周血WBC, Hb, PLT计数以及术后
各种不良反应. 

结果: 白细胞及血小板计数术后各个时期均
高于术前水平(P <0.05). 血色素值(除术后15 
mo外)无明显变化. 栓塞面积较大者近期疗效
好于栓塞面积小者, 远期疗效大致相同. 常见
的不良反应有腹痛(94.9%)和发热(100%), 其
他还有电解质紊乱(12.8%), 胸腔积液(30.8%), 
腹膜炎(30.8%), 严重的不良反应有重症肝
炎(7.7%), 脾脓肿(5.1%). 重症肝炎发生率在
Child C级组高于Child A, B级组(40% vs  2.9%, 
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■背景资料
自1973年Maddi-
son首先选用自身
血凝块经导管血
管栓塞脾动脉治
疗肝硬化脾功能
亢进, 随着介入医
学的发展, 部分脾
动脉栓塞术(PSE)
已 广 泛 运 用 于
治疗门脉高压、

Gaucher's病引起
的脾亢、重型地
中海贫血、原发
性血小板减少性
紫癜等, 并取得了
良好效果. 但是也
不乏引起严重并
发症的报道. 



P <0.05), 其余不良反应与Child分级及栓塞面
积无相关性(P >0.05). 巨脾者的常见不良反应
表现略重.

结论: PSE是治疗脾功能亢进的有效办法, 但
应根据患者肝功能的个体差异掌握合适的栓
塞面积.

关键词: 脾功能亢进; 脾栓塞术; 栓塞面积; 疗效; 并

发症
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0  引言

脾功能亢进是肝硬化门脉高压的常见并发症, 
易导致感染及出血, 而且影响了抗病毒药物(如
干扰素)的应用. 内科药物治疗效果甚微, 外科

脾切除术虽然能改善外周血细胞与血小板计数, 
但可以引起严重并发症, 如重症肺炎、败血症

等, 围手术期死亡率也较高, 这些缺点限制了其

在临床的应用[1]. 近年来, 随着介入医学的发展, 
部分脾动脉栓塞术(partial splenic embolization, 
PSE)已广泛运用于治疗门脉高压、Gaucher's病
引起的脾亢、重型地中海贫血、原发性血小板

减少性紫癜等, 并取得了良好效果. 这方面国内

外已有不少报道[2-3]. 我们旨在通过回顾性研究

PSE治疗肝硬化脾亢39例, 探讨PSE的有效性和

安全性.

1  材料和方法

1.1 材料 患者来自于2001-2006年我科行PSE的
肝炎肝硬化患者(表1). 全部病例均经胃镜或B超
及血常规化验证实为肝硬化所致脾大, 脾功能

亢进. 肝功能情况采用Child-Pugh分级评价.
1.2 方法 37例均采用Seldinger法经股动脉插管

至脾动脉近端达脾门或脾中、下极分支, 造影

了解脾血管及血流情况, 将小碎颗粒明胶海绵

与造影剂、部分合用庆大霉素8万U充分混合后

注入脾动脉及分支, 栓塞后行脾动脉造影, 目测

法估计栓塞范围在25%-75%, 拔管后穿刺点加

压包扎. 术后常规静脉滴注抗生素至少3 d, 根据

患者情况可酌情延长. 分别于术前及术后2 d, 1, 
2, 3 wk, 1, 3, 6, 9, 15 mo, 3, 5 a观察血象变化及

肝功能等. 观察体温变化、腹痛、胸腔积液、

腹膜炎、脾脓肿等不良反应的发生情况. 腹痛
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情况分为0级: 无痛; 1级(轻度疼痛): 虽有疼痛但

可忍受, 并能正常生活, 睡眠不受干扰; 2级(中度

疼痛): 疼痛明显不能忍受, 要求服用止痛药物, 
睡眠受干扰; 3级(重度疼痛): 疼痛剧烈不能忍

受, 需要镇痛药物, 睡眠严重受到干扰, 可伴有

植物神经功能紊乱或被动体位. 
统计学处理 采用SPSS12.0统计软件处理. 

P <0.05认为具有统计学意义. 观察5 a者仅1例, 
未纳入统计. 对病例采用自身前后对照. 术后各

个时期与术前外周血象比较采用Wilcoxon配对

秩和检验. 并用箱图显示动态变化. 栓塞面积与

术后各个时期WBC, Hb, PLT的变化值的关系采

用Spearman等级相关分析. 不同组栓塞面积(按
<50%和≥50%分为两组)术后并发症(包括电解

质紊乱、产生胸腔积液、腹膜炎、重症肝炎、

脾脓肿等)的发生率的比较采用χ2检验及Fisher
检验. 栓塞面积与其他并发症(包括发热持续时

间、疼痛程度)的关系采用Spearman等级相关分

析. 不同Child分级组(分为A, B级与C级两组)术
后并发症(包括电解质紊乱、产生胸腔积液、腹

膜炎、重症肝炎、脾脓肿等)的发生率的比较

采用χ2检验及Fisher检验. Child分级与其他并发

症(包括发热持续时间、疼痛程度)的关系采用

Spearman相关分析.

2  结果

2.1 PSE前后外周血细胞变化的长期观察结果 

www.wjgnet.com

■相关报道
脾血回流淤滞和
脾动脉血流增加
是肝硬化门脉高
压时脾大和脾亢
发生的主要原因. 
有研究证实, PSE
在纠正血液学指
标紊乱的同时也
改善了肝脏储备
功能, 可减少食管
静脉曲张破裂出
血的次数. 栓塞面
积的大小影响近
期疗效以及远期
复发, 但是也有报
道曾有术后发生
肝功能衰竭且死
于脓毒血症、重
症肺炎及脾脓肿
的患者. 

表 1 患者情况

      
特征                                                                          数据 

总例数                                                         37

脾栓塞次数                                                 39

    2次者                                                        2

    1次者                                                      35

年龄(岁) M (min, max)                                46.84(31, 70)

性别(男/女)                                                  27/10

合并肝癌者                                                   1

观察时间(mo) M (min, max)                          2(0.1, 60)            

诊断

    乙肝肝硬化                                             27

    丙肝肝硬化                                               3

    酒精性肝硬化                                            2  

    乙肝合并丁肝肝硬化                                 1

    乙肝合并酒精性肝硬化                              2

    隐源性肝硬化                                            2    

Child-Pugh  A/B/C                                      16/18/5

栓塞面积(%) M (min, max)                          40(25, 75)

<50%者/≥50%者                                       26/13
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依次记录患者PSE前后外周血WBC, 并对其进

行比较. 术后各个时期的WBC值与术前相比, 
P <0.05, 提示差异有统计学意义. 结合平均数, 可
以认为术后各个时期的WBC值均高于术前水

平. 从图1可以看出, 术后2 d左右WBC即明显升

高, 术后2 wk后趋于稳定(表2). 依次记录患者

PSE前后外周血Hb, 并对其进行比较. 术后2 d和
15 mo外周血Hb与术前相比P <0.05, 提示差异有

统计学意义. 可以认为术后2 d和15 mo外周血

Hb高于术前水平. 其他术后各期Hb与术前相比

P >0.05, 差异无统计学意义. 尚不能认为术后其

他各期Hb与术前相比有差异(表3). 依次记录患

者PSE前后外周血PLT, 并对其进行比较. 除术后

15 mo的PLT值与术前相比P >0.05外, 其余各个

时期PLT与术前相比P <0.05, 差异有统计学意义. 
结合平均数, 可以认为除术后15 mo外, 其余各

期PLT均高于术前水平. 从图2可以看出, PLT在

术后2 d左右即开始升高, 2 wk达到高峰, 此后逐

渐回落(表4).
2.2 栓塞面积对疗效的影响 我们对栓塞面积和

术后各个时期WBC和PLT较术前的变化值进行

Spearman相关分析(表5). 可以看出, 栓塞面积与

术后早期WBC和PLT的升高值存在相关关系, 与
长期WBC和PLT升高关系不大.
2.3 PSE术后并发症以及与Child分级和栓塞面

积的关系 严重并发症难治性腹水发生2例, 1例
为Child B级, 栓塞面积为45%, 另1例为Child C
级, 栓塞面积为30%. 发生重症肝炎3例, 两例为

Child C级, 栓塞面积分别为60%及40%, 且分别

于术后2 wk和2 mo后死亡, 1例虽为Child B级, 
但评分较高(11分), 栓塞面积为35%. 脾脓肿发

生2例, 1例为Child A级, 栓塞面积为40%, 1例为

Child B级, 栓塞面积为40%. 其他并发症的发生

情况见表6. 电解质紊乱多表现为低钾或高钾血

症, 低钠低氯血症. 未发现胰腺受损及门静脉血

栓形成.
Chi ld A, B级胸腔积液的发生率为29.4%, 

表 2 术后不同时期外周血WBC(×109/L)与术前比较的
Wilcoxon秩和检验结果

      
时期            n          M            Z 值                 P 值 

术前                 39         2.29  

术后2 d            29         7.20           -4.638          <0.001

术后1 wk         34         6.045         -4.924          <0.001

术后2 wk         29         4.800         -4.217          <0.001

术后3 wk         22         4.450         -3.458            0.001

术后1 mo         21         4.270         -3.528          <0.001

术后3 mo        12          3.470         -1.156            0.248

术后6 mo          7          3.800         -2.366            0.018

术后9 mo          6          4.380         -2.201            0.028

术后15 mo        6          3.460         -2.201            0.028

术后3 a             6          4.045         -1.992            0.046

表  3  术 后 不 同 时 期 外 周 血 H b ( g / L ) 与 术 前 比 较 的
Wilcoxon秩和检验结果

      
时期                    n               M            Z 值                  P 值 

术前                39            99.0

术后2 d           29          104.0         -2.090            0.037

术后1 wk        34          110.5         -1.287            0.198

术后2 wk        29          102.0         -0.887            0.375

术后3 wk        22            99.0         -0.761            0.447

术后1 mo        21          103.0         -0.296            0.768

术后3 mo        12          105.5         -1.159            0.247

术后6 mo          7          107.0         -0.314            0.753

术后9 mo          6          121.5         -0.944            0.345

术后15 mo        6          126.0         -1.992            0.046

术后3 a             6          109.0         -0.943            0.345

表 4 术后不同时期PLT(×109/L)与术前比较的Wilcoxon
秩和检验结果

      
时期            病例数(n )          M            Z 值                  P 值 

术前                39            41.0

术后2 d           29            48.0         -2.855            0.004

术后1 wk        34        75.0         -4.659          <0.001

术后2 wk        29        99.0         -4.595          <0.001

术后3 wk        22        76.0         -4.198          <0.001

术后1 mo        21        86.0         -3.946          <0.001

术后3 mo        12        63.0         -2.550            0.011

术后6 mo          7        88.0         -2.207            0.027

术后9 mo          6        79.5         -2.201            0.028

术后15 mo        6        82.0         -1.153            0.249

术后3 a          6        70.0         -2.201            0.028

表 5 栓塞面积与术后各个时期WBC和PLT变化值的
Spearman相关分析

                               术后     术后    术后      术后       术后       术后

                          2 d       1 wk     2 wk      1 mo      15 mo       3 a

WBC

    相关系数r  0.584   0.571  0.543  -0.109  -0.309  -0.309

    P值            0.001 <0.001  0.002    0.934    0.552    0.552

PLT

    相关系数r  0.488   0.356  0.329         -      0.772    0.370

    P值            0.007   0.039  0.081         -      0.072    0.470

■创新盘点
本研究显示, 栓塞
面积大者近期疗
效好于栓塞面积
小者, 但远期疗效
大致相当, 与其他
研究不甚一致. 此
外, 重型肝炎发生
率与术前Child分
级有关, 而与栓塞
面积无关, 其他并
发症与术前Child
分级以及栓塞面
积无相关性, 个案
分析中发现巨脾
者不良反应较多, 
但未出现严重致
死性的并发症.
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Child C级为40%, 使用F isher检验, P = 0.634. 
Child A, B级电解质紊乱的发生率为11.8%, Child 
C级为20%, 使用Fisher检验, P = 0.517. Child A, 
B级腹腔感染的发生率为29.4%, Chi ld C级为

40%, 使用Fisher检验, P = 0.634. Child A, B级重

症肝炎发生率为2.9%, Chi ld C级为40%, 使用

Fisher检验, P = 0.038. Child A, B级脾脓肿发生

率为5.9%, Child C级为0%, 使用Fisher检验, P = 
1.000. 可以看出, C级患者重型肝炎发生率高于

B, C级者, Child分级与重型肝炎的发生率有关. 
Child分级与其他并发症的发生关系不大. 

栓塞面积与术后发热持续时间的Spearman
相关系数r = 0.059, P = 0.723. 与疼痛程度的

Spearman相关系数r = 0.186, P = 0.257. 均无统计

学意义. 尚不能认为栓塞面积等级与上述并发

症等级有相关关系. 栓塞面积<50%组胸腔积液

的发生率为34.6%, ≥50%组为23.1%, 使用Fish-
er检验, P = 0.741. 栓塞面积<50%组电解质紊乱

的发生率为7.7%, ≥50%组为23.1%, 使用Fisher
检验, P = 0.310. 栓塞面积<50%组腹腔感染的发

生率为26.9%, ≥50%组为41.7%, 使用Fisher检
验, P = 0.486. 栓塞面积<50%组重症肝炎的发生

率为7.5%, ≥50%组为8.3%, 使用Fisher检验, P 
= 1.000. 栓塞面积<50%组脾脓肿发生率为8.3%, 
≥50%组为0%, 使用Fisher检验, P = 0.544. 说明

栓塞面积≥50%组与<50%组相比上述并发症的

发生率差别无统计学意义.

3  讨论

脾血回流淤滞和脾动脉血流增加是肝硬化门脉

高压时脾大和脾亢发生的主要原因[4]. 1973年
Maddison首先选用自身血凝块经导管血管栓塞

脾动脉治疗肝硬化脾功能亢进. 通过阻断部分

脾动脉血流, 减少脾内血流量, 使脾实质发生梗

死, 减少血细胞的破坏场所是其主要的治疗机

制. 此外Noguchi et al [5]报道, PSE术后血小板升

高还与免疫机制有关. 还有研究证实, PSE在纠

正血液学指标紊乱的同时也改善了肝脏储备功

能[6]. Palsson et al [7]报道, PSE可减少食管静脉曲

张破裂出血的次数(n = 25, 4.3±2.9 vs  1.1±1.3, 
P <0.001). 

我们的研究显示, 术后各期的WBC值较术

前相比均有升高. Hb值在术后2 d和15 mo时高

于术前水平, 其余术后早期及术后3 a与术前相

比均无明显升高. PLT值除术后15 mo的各期均

高于术前水平. 与其他研究结果大致相同. 提示

图 1 PSE前后外周血WBC的箱图.

表 6 PSE术后1 mo内并发症(n  = 39)

      
并发症                                                             发生人数 n (%) 

胸腔积液                                                       12(30.8)

    双侧                                                            8(20.5)

    单侧                                                            4(10.3)

一过性腹水增多                                            13(33.3)

胆红素一过性增高                                         18(46.2)

胆红素持续升高                                              3(7.7)

腹腔感染                                                       12(30.8)

长期发热1                                                        9(23.1)

疼痛                                                              37(94.9)

    1级/2级/3级                                              17/11/9

    电解质紊乱                                                5(12.8)

肾功能受损                                                    2(5.1) 

1发热时间超过2 wk.
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■同行评价
本文研究方法可
靠, 结果可信, 结
论对临床具有一
定的参考价值, 具
有一定的学术水
平.
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PSE是一种解决脾亢的有效方法. 
肝硬化门脉高压的持续存在和发展是术后

脾脏增生, 引起脾亢复发的主要原因. 文献报道, 
栓塞面积的大小对近期疗效以及远期复发的控

制发挥着重要作用. Palsson et al [7]对26例行PSE
的患者进行研究发现, 栓塞面积与PLT的升高值

存在相关性(r = 0.53, P = 0.003). Sangro et al [8]对

27例PSE患者进行随访(平均13.9±2.2 mo), 发
现7例患者出现复发(他们将WBC<3.5×109/L或
者PLT<100×109/L定义为复发). 平均复发时间

为5.1±1.1 mo, 复发的7例患者栓塞面积在均在

50%或以下. 差异具有统计学意义(P <0.01). 复
发组与未复发组年龄、性别组成、术前脾脏大

小、食管静脉曲张程度、腹水程度、血细胞计

数具有可比性. 复发者术后7 d的PLT值明显低于

未复发者[(140.174±11.515)×109/L vs  (198.000
±21.863)×109/L, P <0.01]. 提示术后7 d的PLT值
可大致推断治疗效果. 

我们的研究发现, 栓塞面积等级与术后2 d, 
术后1 wk, 术后2 wk的WBC变化值及术后2 d, 术
后1 wk的PLT变化值有相关关系. 提示栓塞面积

大者近期疗效好于栓塞面积小者, 但远期疗效

大致相当, 与其他研究不甚一致. 我们考虑这可

能与观察时间长的病例数少有关, 而且栓塞前

的脾脏体积不一, 仅用百分数来代表栓塞面积

大小以及栓塞面积通过目测法来估计也可能引

起偏倚. 
栓塞后综合征包括腹痛、发热、呕吐等

是PSE常见的并发症, 患者大多数可以耐受, 或
通过使用止痛剂、退热剂等缓解症状. 但是也

可见一些严重的并发症. Vujic和Lauver报道3例
PSE术后发生肝功能衰竭且死于脓毒血症、重

症肺炎及脾脓肿的患者[9]. Sakai et al [10]随访17例
PSE患者, 其中2例出现脾脓肿, 且伴有菌血症和

细菌性腹膜炎. 1例进展为肝功能衰竭及多器官

功能障碍, 术后2 mo死亡. 1例经过B超引导下脾

脓肿引流后逐渐好转. 此两例均为Child B级. 
我们的研究发现, PSE术后出现表5所列的

并发症. 3例胆红素持续升高者最终出现了肝功

能衰竭, 术后重症肝炎者3例均发生于肝功能为

Child C级以及Child B级评分较高者. 术后难治

性腹水2例发生于肝功能为B级与C级者. 但是2
例脾脓肿, 其中1例发生于A级, 另1例发生于B
级. 似不好解释, 可能与个体差异有一定关系. 
在所有病例中, 有2例患者为巨脾, 达到平脐水

平. 2例肝功能均为Child B级, 其中1例栓塞面积

为35%, 另1例为50%. 2例术后不良反应略重, 均
出现双侧胸腔积液和电解质紊乱, 发热时间超

过2 wk, 疼痛程度均在2级以上. 出现胸腔积液

者以双侧为多, 与文献报道不一致. 一过性腹水

增多可能与术后补液增多有关. 术后一过性胆

红素增高经过治疗后均回复至术前水平. 对并

发症与Child分级以及栓塞面积的关系我们做了

Spearman相关分析以及χ2检验, 发现并发症中重

型肝炎发生率与Child分级有关, 而与栓塞面积

无关. 其他并发症与Child分级以及栓塞面积无

相关性. 
基于以上结果, 我们认为对肝硬化脾亢的患

者, 不应盲目的追求栓塞效果而提高栓塞面积, 
而应根据患者的肝功能个体差异掌握合适的栓

塞范围. 对于巨脾的患者, 建议分次栓塞, 每次

栓塞应少于35%. 术前准备及术中无菌操作也很

重要. 对于Child C级患者, 最好先给予充分的支

持治疗, 使肝功能改善至Child B或者评分下降

后再行PSE. 对Child B级患者也应慎重.
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Abstract
AIM: To determine the expression of WW 
domain-containing oxidoreductase (WWOX) 
messenger RNA (mRNA) and protein, and 
evaluate its clinicopathological significance in 
human extrahepatic cholangiocacinoma (ECC).

METHODS: Real-time reverse transcription-
polymerase chain reaction and immunohisto-
chemistry (UIP method) were used to detect 
the expression of WWOX mRNA and protein 
respectively in 21 ECC patients and 5 cases of 
normal bile duct tissues. The results were com-
paratively analyzed with the clinicopathological 
characteristics.

RESULTS: The expression of WWOX mRNA 
was significantly lower in ECC than that in nor-

mal bile duct tissues (8.936 × 10-7 ± 3.253 × 10-7 
vs 1.079 × 10-6 ± 1.735 × 10-7, P < 0.001), and the 
loss of mRNA was observed in 47% of the cases 
(t = 10.145, P < 0.001). Loss of WWOX protein 
expression was found in 57% of ECC specimens. 
Both mRNA and protein expression had a sig-
nificant correlation with the histological grading, 
and the correlation coefficients were -0.583 and 
-0.840, respectively. However, WWOX expres-
sion had no correlations with other clinicopatho-
logical factors such as age, sex, clinical staging 
or the status of preoperative hepatic function (P 
> 0.05). Poorly differentiated ECC had markedly 
lower expression of WWOX than moderately or 
well differentiated one (P < 0.05).

CONCLUSION: Alterations of WWOX expres-
sion may be involved in the tumorigenesis of 
cholangiocarcinoma, which may serve as an in-
dicator for predicting the invasion of ECC.

Key Words: Extrahepatic cholangiocacinoma; 
WWOX mRNA; WWOX protein; Real-time reverse 
transcription-polymerase chain reaction; Immuno-
histochemistry

Gu J, Wang M, Wang YJ, Li YM, Yuan Y, Xue CY. 
Expression of WW domain-containing oxidoreductase 
gene in patients with extrahepatic cholangiocarcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(11):1302-1305

摘要
目的: 检测WWOX mRNA及其编码蛋白在肝
外胆管癌中的表达, 分析其临床病理学意义. 

方法: 用Real Time RT-PCR方法定量分析21
例胆管癌组织WWOX mRNA表达情况, 5例肝
移植的正常胆管组织作为对照; 采用UIP法染
色检测相应病理切片的蛋白表达情况, 并比较
mRNA和蛋白在不同分级组织中的表达差异. 

结果: WWOX mRNA在肝外胆管癌中的表达
显著低于正常胆管组织(8.936×10-7±3.253
×10-7 vs  1.079×10-6±1.735×10-7, P <0.001), 
47%表达缺失; 蛋白表达的缺失频率为57%, 
其mRNA及蛋白表达与组织学分级有显著相
关(r  = -0.583, -0.840, P <0.001), 而年龄、性

®

■背景资料
WWOX是位于染
色体脆性位点, 与
多种蛋白相互作
用, 调节凋亡, 在
多种肿瘤中表达
减低或缺失, 表达
恢复后可以抑制
肿瘤生长, 促进细
胞凋亡, 与多种肿
瘤特别是激素相
关肿瘤及消化道
肿瘤的预后相关. 
胆管癌预后恶劣, 
早期发现困难, 治
疗效果差, 对其分
子发病机制的研
究可以加深对胆
管癌的了解. 
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别、术前肝功能及临床分期无显著相关性. 低
分化胆管癌组织中的表达显著低于分化较好
的肿瘤组织(P <0.05).

结论: WWOX表达改变参与胆管癌的发病, 
可作为预测肝外胆管癌生物侵袭性的有效
指标.

关键词: 肝外胆管癌; WWOX; 实时RT-PCR; 免疫

组织化学
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0  引言

肝外胆管癌(extrahepatic cholangiocacinoma, 
ECC)是高度恶性的肿瘤, 其发病机制尚不明确, 
缺乏有效的早期诊断手段和分子生物学标记, 
有必要对其分子生物学改变进行研究[1]. WWOX
基因是近年鉴定出的新抑癌基因, 在多种肿瘤

的发生、发展中起重要作用, 已经成为研究热

点[2]. 通过对21例胆管癌组织和5例正常胆管组

织的WWOX基因的表达情况研究, 判定WWOX
基因在胆管细胞癌发病中所起的作用, 为基因

治疗寻找新的靶点打下基础.

1  材料和方法

1.1 材料 收集东方肝胆外科医院及长海医院

2004-01/11手术切除的21例胆管癌新鲜标本, 均
为腺癌. 其中男14例, 女7例, 平均年龄58.8岁. 组
织学分级: 高分化6例, 中分化6例, 低分化9例. 
分期:Ⅰ期2例, Ⅱ期8例, Ⅲ期10例, ⅣA期1例. 5
例正常胆管组织标本来自肝移植患者. 新鲜肿

瘤组织立即放入液氮4 h, 后转至-80℃冰箱储存; 
其余组织送病理科行病理诊断及组织学分级, 
所有患者切片用UIP法行免疫组化染色, 切片评

估由2位有经验的病理学家完成. 
组织总R N A快速抽提试剂盒购自华舜公

司, dNTPs, SYBR® Premix En TaqTM, miniBEST 
plasmid Purification kit Ver 2.0, pMD18®-T Easy 
Vector Systems均为TaKaRa公司产品, Power 
Script Reverse Transcriptase购自Clontech公司, 
2400型GeneAmp PCR system为GeneAmp公司

产品, LightCycler realtime PCR系统为Roche 
Diagnostics公司产品, 兔抗鼠WWOX (28-42)
多克隆抗体购自Calbiochem公司, Simple Stain 

MAXPO (MULTI)试剂盒购自Nichirei公司, 引物

由上海生工公司合成.
1.2 方法 
1.2.1 荧光定量RT-PCR 按照已经发表的WWOX
基因mRNA序列(GenBank ID: NM-016373), 
分析并选择其保守序列区段 ,  设计上游引物: 
5'-GAGAGGCTGATCCAAGAACG-3'; 下游引

物为5'-ACTCTTGCGGATCTGTGTTG-3', 预计

扩增产物152 bp, 在国际公用数据库检索无相似

序列. 100 mg组织常规抽提后, 取0.5 μg总RNA, 
按试剂盒说明组成10 μL反应体系, 42℃孵育60 
min, 70℃反应6 min灭活逆转录酶, 合成cDNA第

一链. 将cDNA一链产物1 μL分别加入PCR反应

液、dNTP、上下游引物和Taq酶, 94℃ 30 s预变

性, 随后94℃变性10 s, 62℃退火15 s, 72℃延伸

20 s, 共30个循环, 72℃延伸5 min. 产物经纯化、

回收并电泳鉴定, 操作按试剂盒说明.
纯化PCR产物1 μL加入pMD18-T载体中, 

16℃过夜连接; 将10 μL连接产物插入100 μL大
肠杆菌DH5a感受态细菌中, 常规蓝白斑筛选并

PCR扩增确认成功插入WWOX基因. 挑取菌落

白癍, Amp+LB液体培养基37℃、200 r/min过夜

培养, 取其上层菌液4 mL, 进行质粒DNA抽提

纯化并经PCR反应扩增、电泳鉴定, 计算出质

粒DNA含量为251.4 mg/L, 分别稀释为10-2, 10-3, 
10-4, 10-5, 10-6 mg/L, 作为标准品; 用GreenⅠ嵌合

荧光法检测, Tag反应液中分别加入WWOX上下

游引物、标准品或组织样品1 μL组成20 μL反
应体系. 预变性95℃, 10 s, 20℃/s, 1个循环, 然后

95℃变性, 5 s, 20℃/s, 60℃退火20 s, 20℃/s, 45
循环; 循环结束后自动进行熔解曲线分析. RUN 
Lingtcycler Version 5.32软件自动分析各项参数, 
计算模板的初始含量. 
1.2.2 免疫组化染色 采用UIP法染色, 石蜡切片

常规脱蜡至水, 热抗原修复, 抗WWOX多抗工作

浓度1∶200, 阳性着色定位于肿瘤细胞和(或)基
质细胞胞质内, 呈褐色颗粒. 阳性判断按文献标

准, 阴性对照以PBS代替一抗. 
统计学处理 应用SPSS11.5软件包进行统计

分析, 计量资料行方差分析, 计数资料用Fisher
精确检验, Spearman法检验相关性. 检验显著性

水准: P <0.05.

2  结果

2.1 荧光定量RT-PCR结果 根据标准品Ct值计

算直线回归方程: Y = 11.16-4.215X, X为样品的

■创新盘点
本研究用WWOX
表达质粒作为标
准品, 比用“管家
基因”作为内对
照标准品有一定
优 势 ,  其 定 量 准
确, 结论可靠, 对
定量低丰度基因
敏感性高 .  同时 , 
定量RT-PCR与相
应标本的免疫组
化对照, 可以明确
mRNA与蛋白表
达之间的差异, 对
进一步研究基因
的转录变体与蛋
白功能的关系提
供线索. 有关胆管
癌的分子发病机
制和分子预后指
标的研究较少, 本
研究证实WWOX
基因在胆管癌中
高频缺失, 且缺失
发生与组织分级
显著相关, 证明该
基因的改变在胆
管癌的分子发病
中起一定的作用, 
可预测肿瘤的侵
袭性.
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Ct值, Y为样品浓度的对数值, 正常胆管WWOX 
mRNA浓度为1.079×10-6±1.735×10-7 μg/L, 胆
管癌组织为8.936×10-7±3.253×10-7 μg/L, 14/21
例(66.67%)低于正常均值. 熔解曲线无明显杂

峰, 表明无引物二聚体和非特异扩增(图1). 
2.2 免疫组化染色结果 阳性染色为9例, 阴性为

12例, 阴性率为57.14%(12/21例), 其中高分化

表达阴性1例(1/6, 16.67%), 中分化3例阴性(3/6, 
33.33%), 低分化8例阴性(8/9, 88.89%). 腺癌细胞

胞质呈棕色颗粒, 部分间质细胞染色(图2). 
2.3 统计分析  14 /21例(66.67%)胆管癌组织

WWOX mRNA浓度低于正常均值, 比正常胆管

明显降低(t  = 10.145, P <0.001), 差异有统计学意

义. 用样本mRNA含量比正常均值降低30%作为

判断基因的表达缺失的标准, 10例(47.62%)表达

缺失. 高分化组比低分化组的mRNA含量更低, 
差异有统计学意义(P = 0.012), 但高分化组和中

分化组、中分化组和低分化组比较差异无统计

学意义, mRNA含量与年龄、性别、临床分期及

术前肝功能状况差异无统计学意义; 蛋白表达

亦与组织的分化有关(χ2 = 7.843, P = 0.020), 与
其他临床特征差异无统计学意义(表1). Spear-
man分析发现肿瘤组织的mRNA含量及蛋白表

达和胆管癌的分化程度呈负相关(r  = -0.583, P  = 
0.007; r  = -0.840, P <0.001).

3  讨论

众多研究发现 ,  含W W域的氧化还原酶基因

(WWOX)在多种肿瘤, 尤其是消化道肿瘤和激

素相关肿瘤中的启动和进展阶段起重要作用. 
作用机制是以Tyr33磷酸化的方式与P53协同诱

导凋亡, 是凋亡途径中的必需分子伴侣[2-5]. 如基

因缺失或Tyr33未磷酸化, S期未修复的DNA逃

逸细胞周期“检查点”, 启动实体细胞突变的

进程[6-7], 并促进bcl-2和bcl-xL表达, 抑制凋亡, 促
进肿瘤进展[8-9]. 

WWOX基因在消化道肿瘤中有高频的杂

合性缺失(LOH), 且与组织分化程度相关, 但胆

管癌中的表达程度尚未见报道. 本研究用Real 
Time RT-PCR法定量分析WWOX mRNA在胆管

癌中的表达, 发现正常胆管组织表达量基本恒

定, 胆管癌组织表达明显低, 差异有统计学意义; 
低分化组织其mRNA比高分化组织缺失更明显, 
差异有统计学意义(P  = 0.012), 与其他临床因素

差异无统计学意义, 说明WWOX基因的缺失与

分化程度相关, 与文献的结论相似[10-11]. 文献以

半定量PCR的电泳图片灰度扫描比对照低30%
为表达的缺失, 尤其是在判定LOH时[5-6,10-11]. 用
样本mRNA含量比正常均值降低30%作为判断

基因的表达减低或缺失的标准, 发现其与免疫

组化观察的蛋白表达情况基本一致, 14/21例表

达低于正常均值, 其中10例表达含量减低大于

30%. 免疫组化发现蛋白缺失12例, 其中高分化

组织1例, 低分化腺癌8例, 差异有统计学意义, 
与其他临床因素差异无统计学意义. 14例胆管

癌标本WWOX mRNA含量低于正常均值, 10例
超过30%; 而12例免疫组化阴性表达, 定量减低

30%以内的3个标本对应的染色阴性, 一例超过

30%的肿瘤标本免疫组化染色阳性, 表明蛋白表

达和mRNA水平还存在一些差异, 原因之一可能

图 2 不同分化亚型胆管癌免疫组织化学染色情况. A: 中

高分化胆管癌, WWOX染色阳性, ×100; B: 高分化胆管癌, 

WWOX胞质着色, ×400.

A

B

■应用要点
W W O X 蛋 白 与
p 5 3 基 因 及 众 多
核转录因子的相
互作用日益受到
重 视 ,  成 为 一 个
新 的 热 点 ,  针 对
恢复WWOX基因
功能的研究已经
在体内及体外显
示抑制肿瘤生长
的作用, 包括Ad-
WWOX、逆转启
动子高甲基化和
s iRNA等方法均
显示令人鼓舞的
结果, 临床研究也
发现与性激素相
关肿瘤的预后显
著相关, 有望成为
一个预后判断的
独立标记, 作为治
疗的靶基因有着
巨大的潜力.

图 1 WWOX质粒标准品和胆管癌样品扩增曲线.
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是肿瘤标本中包含痕量的正常组织RNA, 定量

检测高度敏感, 而免疫组化染色敏感性相对低; 
另外, 部分异常拼接的mRNA也可能不翻译成蛋

白[11]. 
本组研究结果证实WWOX基因在胆管癌中

高频缺失, 且缺失发生与组织分级显著相关, 证
明该基因的改变在胆管癌的分子发病中起一定

的作用, 可预测肿瘤的侵袭性. 目前研究已表明, 
该基因可以作为预后预测因子[12], 作为肿瘤基因

治疗或生物治疗目标基因.
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■同行评价
本 文 采 用 R e a l -
Time RT-PCR及
免 疫 组 化 分 别
探 讨 了 W W O X 
RNA和蛋白在肝
外胆管癌组织中
的表达, 内容比较
新颖 ,  设计合理 , 
有较好的理论意
义.

表 1 胆管癌患者临床病理情况和mRNA表达、免疫组化染色情况

      
                                                                  mRNA含量                                                           免疫组化                      

                                                 均数(10-7 μg/L)    标准误(10-7 μg/L)                                   阳性    阴性 

年龄分组 <50岁   7   7.326             3.165 1.675 0.11 1         6           3.5         0.159

 ≥50岁 14   9.741             3.092   8         6  

性别 女   7   8.038             2.029 0.889 0.385 3         4         0.01         0.676

 男 14   9.385             3.705   6         8  

疾病分期 I+II 期 10   8.724             3.665 0.974 0.764 4         6         0.064         0.575

 III+IV期 11   9.129             2.997   5         6  

分化程度 高分化   6 11.102             2.051 2.916 0.012a 5         1         7.843         0.02a

 中分化   6   9.351             3.807   3         3  

 低分化   9   7.215             2.789   1         8  

术前肝功 正常   9   8.179             2.394 0.919 0.369 6         3         3.646         0.087

 异常 12   9.533             3.775   3         9  

蛋白表达 阴性 12   7.334             3.221 2.065 0.053    

 阳性   9 11.072             1.789

aP<0.05 vs  低分化.

n                                                                       t 值           P 值                                        χ2               P 值
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Abstract
AIM: To investigate the expression of signal 
transducer and activator of transcription 5 
(STAT5) and target gene products including 
Cyclin D1 and Caspase-3 in human colorectal 
carcinoma (CRC), and to explore the mechanism 
in the tumorigenesis of CRC.

METHODS: Primary colorectal cancer and adja-
cent normal mucosal specimens were obtained 
from 60 patients undergoing CRC resection at 
Beijing Haidian Hospital from December 2003 to 
December 2005. Western blot analysis was used 
to measure the expression of STAT5, p-STAT5, 
Cyclin D1, and Caspase-3 in the cancerous and 
adjacent normal tissues.

RESULTS: The levels of p-STAT5, Cyclin D1, 
and Caspase-3 protein were increased in the can-
cer tissues as compared with those in the normal 
ones (P = 0.028, 0.035, 0.046). Over-expression of 

p-STAT5 was correlated with TNM staging (P 
= 0.026), and Caspase-3 expression was also as-
sociated with TNM staging in CRC (P = 0.041). 
Caspase-3 was in a positive linear correlation 
with p-STAT5 in tumor (r = 0.412, P < 0.05).

CONCLUSION: STAT5 signaling pathway may 
play an important role in the tumorigenesis of 
CRC, and detection of STAT5 and its target gene 
products may predict the malignant potential of 
CRC.

Key Words: Colorectal neoplasm; Signal transduc-
tion; Signal transducer and activator of transcrip-
tion 5; Cyclin D1; Caspase-3; Western blot

Ou YS, Ma XT, Yu LW. Constitutive activation of 
STAT5 pathway and overexpression of target gene 
products correlate with malignant potential in human 
colorectal carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(11):1306-1309

摘要
目的: 分析STAT5及其靶基因产物Cyclin D1与
Caspase-3在结直肠癌组织中的表达情况, 探
讨STAT5及其靶基因产物在结直肠癌发病机
制中的作用. 

方 法 :  收 集 北 京 海 淀 医 院 外 科 2 0 0 3 - 1 2 / 
2005-12经手术切除的结直肠癌标本60例, 应
用Western blot检测60例结直肠癌组织、正
常黏膜中STAT5及其靶基因产物Cyclin D1与
Caspase-3表达. 

结果: p-STAT5, Cyclin D1及Caspase-3表达水
平在结直肠癌组织中明显高于正常黏膜(P  = 
0.028, 0.035, 0.046); p-STAT5表达水平与分
期相关(P  = 0.026); Caspase-3与分期相关(P  = 
0.041). p-STAT5与Caspase-3在结直肠癌组织
中表达情况呈线性相关(r  = 0.412, P <0.05).

结论:  S TAT5信号转导通路可能在结直肠
癌发生过程中起重要作用, 检测结直肠癌中
STAT5及其靶基因产物的表达可以反映肿瘤

®

■背景资料
STAT5蛋白异常
激活与多种恶性
肿瘤发生、发展
及预后密切相关, 
但是关于STAT5
信号转导通路与
结直肠癌的研究
尚处于初期. 深入
研究STAT5信号
转导通路作用机
制有可能为治疗
结肠癌提供新的
理论和实验基础.
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0  引言

STAT5是转录信号转导子与激活子家族(signal 
transducers and activators of transcription, STATs)
的重要成员, 该通路接受生长因子、细胞因子

等细胞外信号刺激 ,  作用于细胞核内特异的

DNA片段, 调控靶基因转录, 影响细胞的增殖、

分化和凋亡[1-2]. STAT5蛋白异常激活与多种恶

性肿瘤发生、发展及预后密切相关, 但是关于

STAT5信号转导通路与结直肠癌的研究尚处于

初期[3-4]. 本研究应用Western blot检测STAT5(p-
STAT5)及其靶基因产物Cyclin D1与Caspase-3在
结直肠癌组织中的表达, 分析STAT5及其靶基因

产物与结直肠癌恶性潜能的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 收集北京海淀医院外科2003-12/2005-12
经手术切除的结直肠癌标本60例, 年龄27-81(中
位65)岁; 术后病理组织学类型包括: 高分化腺癌

16例, 中分化腺癌30例, 低分化腺癌14例; 肿瘤

分期按照国际抗癌联盟(UICC)的TNM分期, 分
为Ⅰ期1例、Ⅱ期30例、Ⅲ期19例、Ⅳ期10例. 
于手术切除肿瘤后15-20 min内采集结直肠癌组

织及癌旁肠黏膜组织作为对照(距肿瘤边缘大于

5 cm), 立即置于液氮中保存. 患者在手术前未接

收化疗或者放疗并且签署知情同意书. Western 
blot中用的PVDF膜购自美国Millipore公司, 显影

用的胶片购自美国Kodak公司. 所有抗体购自美

国Santa Cruz公司. 预染标准分子质量蛋白购自

美国GIBCO/BRL公司. ECL化学发光试剂盒购

自英国Amersham公司. 浓缩蛋白分析液购自美

国Bio-Rad公司. 其他试剂均为分子生物学纯度

购自美国Sigma公司.
1.2 方法 组织于裂解缓冲液中裂解(150 mmol/L 
NaCl; 10 g/L过氧胆酸钠; 10 g/L Triniton X-100; 
1 g/L十二烷基磺酸钠; 10 mmol/L Tris, pH7.2; 
1 mmol/L正钒酸钠; 1 mmol/L苯甲磺酰氟; 1 
mmol/L氟化钠; 0.1 mmol/L抑肽酶, 1 mmol/L亮

抑蛋白酶肽). 裂解液在4℃条件下13 000 g离心

30 min. 蛋白浓度测定Bradford法: 以牛血清蛋白

(BSA)作为标准品, 根据蛋白定量试剂盒(美国

Bio-Rad公司)说明绘制蛋白定量标准曲线, 用分

光光度计595 nm下测光密度值, 计算提取液蛋

白浓度. 
1.2.1 Western blot将蛋白提取物与2×十二烷

基磺酸钠(S D S) 上样缓冲液按1∶1混合(125 
mmol/L Tris·HCl, pH6.8; 40 g/L十二烷基磺酸

钠; 200 mL/L甘油; 100 g/L 2-巯基乙醇)后100℃
水浴下加热5 min. 取总蛋白50 μg, 100 g/L聚丙

烯酰胺凝胶电泳分离后电转移到PVDF膜上. 电
泳时在聚丙烯酰胺凝胶中加入预染标准分子

质量蛋白作为指示. 转膜后用TBST缓冲液(10 
mmol/L Tris·HCl, pH7.5, 150 mmol/L氯化钠, 5 g/L 
Tween-20)与50 g/L牛血清白蛋白封闭30 min. 
封闭后, 加入一抗STAT5, p-STAT5, Cyclin D1, 
Caspase-3, 工作浓度1∶1000, GAPDH作为内参

照, 于4℃条件下孵育过夜, 用TBST(每次5 min)
洗膜后, 与辣根过氧化物酶结合的二抗孵育30 
min, 工作浓度1∶1000. 然后用ECL化学发光试

剂盒检测杂交信号. 用PhosphoImager图像分析

仪(美国Molecular Dynamics公司)测定条带的吸

光度(A值), 以A值代表蛋白的相对表达量. 
统计学处理 用SPSS12.0软件完成. 采用独

立样本t检验、配对样本t检验, Pearson相关性分

析, P <0.05时表示差异有显著性. 

2  结果

结直肠癌组织中p-STAT5, Cyclin D1及Caspase-3
蛋白表达水平明显高于癌旁肠黏膜(图1, 表1). 
结直肠癌组织中p-STAT5与Caspase-3表达水平

与TNM分期相关(P <0.05). Pearson相关性分析显

示p-STAT5与Caspase-3在结直肠癌组织中表达

图 1 STAT5通路成员在结直肠癌及正常肠黏膜组织中的表
达. T: 结直肠癌组织; N: 正常肠黏膜组织.

STAT5

p-STAT5

Cyclin D1

Caspase-3

GAPDH

T1     N1     T2    N2    T3     N3    T4     N4 ■同行评价
STAT5蛋白异常
激活与多种恶性
肿瘤发生、发展
及 预 后 密 切 相
关 ,  本 文 进 一 步
研究了2 a内的60
例结直肠癌患者
STAT5及其靶基
因产物的表达情
况与临床病理的
关系, 有一定临床
和科学意义.
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情况呈线性相关(r = 0.412, P <0.05), 而p-STAT5
与Cyclin D1在结直肠癌组织中表达情况无相关

性(r = 0.127, P >0.05).

3  讨论

JAKs/STATs信号转导通路与细胞的增殖、分

化及凋亡关系密切, 该通路异常活化可导致细

胞异常增殖和恶性转化. 目前, 在哺乳动物中

发现STATs家族由7个成员组成: STAT1-STAT4, 
STAT5a, STAT5b及STAT6. STAT5最初被称为

泌乳素诱导的乳腺因子(mammary gland factor, 
MGF), 在乳腺上皮细胞增殖与分化中起重要作

用[5-6]. STAT5包括STAT5a与STAT5b两种异构体, 
结构上具有95%的同源性. STAT5表达与活化不

仅与乳腺癌发生、发展密切相关, 而且在髓样

白血病、前列腺癌及头颈部鳞状细胞癌中均发

现STAT5异常表达与活化[7-10]. 
STAT5作为上游酪氨酸激酶通过调控靶基

因而诱导某些关键产物的表达来影响肿瘤的发

生, 重要的靶基因产物包括Cyclin D1与Caspase
家族成员. Calo et al [11]发现, STAT5在卵巢癌细

胞系MDAH 2774与Caov-3中持续激活, 阻断

STAT5活化可以抑制CyclinD1表达. 胱冬肽酶

(Caspase)是一类天冬氨酸残基特异性的半胱氨

酸蛋白酶, 在细胞凋亡过程中起关键作用. 他们

对Bcl-2家族的蛋白质具有重要的酶解修饰作

用, 目前已发现的属于这类蛋白酶家族的成员

已有十余种, 包括Caspase1-10等, 而Caspase-3是
此家族的重要成员[12-14]. Yamashita et al [15]应用

STAT5显性负性异构体STAT5aDelta740转染乳

腺癌细胞系T47D与MCF7, 发现STAT5aDelta740
可以诱导C a s p a s e-3阳性的T47D细胞发生

凋亡, 而C a s p a s e-3阴性的M C F7细胞未受影

响 .  我们通过检测结直肠癌组织中活化状态

STAT5(p-STAT5)发现p-STAT5与分期晚(Ⅲ+Ⅳ)
相关(P <0.05); Caspase-3与分期晚(Ⅲ+Ⅳ)相关

(P <0.05), Pearson相关性分析显示p-STAT5与
Caspase-3在结直肠癌组织中表达情况呈线性

相关(r = 0.482, P <0.05). 本研究前期工作应用

STAT5反义寡核苷酸(20 μmol/L)转染结肠癌细

胞HCT116后, 可以阻断其内源性STAT5信号转

导通路, Caspase-3表达随STAT5活性受抑制而

表 1 p-STAT5, Cyclin D1与Caspase-3表达情况与结直肠癌临床病理特征的关系(mean±SD)

      
                                                                   p-STAT5                                Cyclin D1                              Caspase-3

                                                      平均倍数1            P 值                  平均倍数1             P 值                 平均倍数1              P 值

性别       

    男性              32 2.7±0.4         0.821 4.1±0.4          0.913 3.7±0.4           0.746

    女性              28 2.5±0.3                  4.3±0.5                  3.3±0.3 

年龄 (岁)       

    ≥65              26 2.8±0.4         0.736 4.8±0.3          0.825 3.4±0.3           0.870

    <65              34 2.4±0.2                  3.6±0.3                  3.6±0.4 

TNM       

    Ⅲ+Ⅳ              29 3.6±0.4         0.026 5.2±0.5          0.085 4.2±0.5           0.041

    Ⅰ+Ⅱ              31 1.8±0.2                  3.4±0.3                  2.1±0.2 

组织学分级       

    G1              16 2.3±0.4         0.778 4.7±0.4          0.732 3.9±0.4           0.894

    G2              30 2.4±0.3         0.645 4.2±0.3          0.627 3.3±0.3           0.771

    G3              14 3.4±0.4         0.530 3.6±0.4          0.565 3.6±0.3           0.832

远处转移       

    M1              10 3.8±0.4         0.418 5.5±0.4          0.211 4.4±0.4           0.162

    M0              50 2.6±0.3                  3.3±0.3                  2.9±0.2 

肿瘤大小       

    >5 cm              25 3.6±0.4         0.638 5.4±0.5          0.612 5.2±0.4           0.324

    ≤5 cm              35 2.5±0.2                  4.0±0.4                  3.3±0.3 

性别       

    男性              32 3.0±0.3         0.582 4.5±0.4          0.776 3.8±0.3           0.735

    女性              28 2.2±0.2                  3.9±0.3                  3.2±0.3

项目                          n

1 平均倍数为肿瘤/正常的平均值.
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下降, 凋亡细胞增加, 其可能机制是失活状态的

STAT5不能与Caspase-3启动子结合, 从而抑制

Caspase-3表达, 细胞出现凋亡[16-17]. 
总之, STAT5信号转导通路在结肠癌细胞中

的转录调控机制尚不清楚, STAT5的异常激活与

结肠癌细胞凋亡关系还有待于进一步明确. 实
验动物模型及临床观察中发现肿瘤细胞耐受化

疗与STAT5与Caspase成员异常增高有关, 阻断

STAT5通路可诱导耐药肿瘤细胞凋亡[18-19]. 深入

研究STAT5信号转导通路作用机制有可能为治

疗结肠癌提供新的理论和实验基础[20-21].
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Abstract
AIM: T o d e t e c t t h e e x p r e s s i o n o f h e m e 
oxygenase-1 (HO-1) in human esophageal 
mucosa with reflux esophagitis (RE), and to find 
out the role of gas messenger molecule carbon 
monoxide (CO) in the pathogenesis of RE.

METHODS: The distributions of HO-1 protein 
in the esophageal tissues of 77 RE cases and 20 
normal controls were detected by immunohisto-
chemistry (SP method).

RESULTS: HO-1 was expressed mainly in the 
esophageal mucosal epithelium. The expression 
of HO-1 in RE patients was significantly higher 

than that in the normal controls (0.2334 ± 0.0511 
vs 0.1776 ± 0.0164, P < 0.01).

CONCLUSION: Abnormal expression of HO-1 
exists in RE, suggesting that CO may play an 
important role in the pathogenesis of gastroin-
testinal motility disorders such as RE.

Key Words: Reflux esophagitis; Heme oxygenase-1; 
Immunohistochemistry; Carbon monoxide

Li JJ, Zheng Y, Sun K, Chang XY, Chen WG, Zhao J. 
Expression of inducible heme oxygenase-1 in the patiant’s 
mucous membrane of esophagus of reflux esophagitis. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(11):1310-1313

摘要
目的: 检测血红素氧合酶-1(HO-1)在反流性食
管炎(RE)患者食管黏膜中的表达, 以探讨气体
信使分子一氧化碳(CO)在RE发病机制中的作
用. 

方法: 采用免疫组化SP法结合血红素氧合酶
(HO-1)的免疫反应阳性产物的平均光密度图
像分析法检测77例RE患者(分4级组)及20例对
照组的食管黏膜HO-1蛋白的表达强度. 

结果: H O-1主要在食管黏膜上皮细胞中表
达, RE患者食管黏膜中表达明显强于对照组
(0.2334±0.0511 vs  0.1776±0.0164, P <0.01).

结论: HO-1在RE患者中的食管黏膜中的表达
异常, 表明CO在胃肠动力性疾病如RE的发病
机制中可能起重要作用.

关键词: 反流性食管炎; 血红素氧合酶-1; 免疫组

织化学; 一氧化碳
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0  引言

反流性食管炎(reflux esophagitis, RE)是指由于

®

■背景资料
反流性食管炎是
消化道常见的胃
肠动力性疾病, 随
着生活条件的提
高及生活方式的
改变, 我国反流性
食管炎的发病率
近年有增高的趋
势, 临床表现为反
酸、烧心、胸骨
后疼痛、嗳气等, 
因其反复发作, 严
重影响患者的生
活质量, 目前反流
性食管炎确切的
发病机制尚不明
确 ,  研 究 表 明 胃
肠激素及气体信
号分子(如一氧化
氮)在反流性食管
炎的发病中起重
要作用. 
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胃与食管交界处抗反流屏障功能障碍而导致的

胃或十二指肠内容物反流入食管, 引起食管组

织黏膜损害, 是临床常见病, 其发病机制尚未完

全清楚. 其中胃食管交界异常引发反流的机制

中一过性食管下段括约肌松弛(TLESR)是反流

性食管炎的最主要发病机制[1-6], 一些胃肠激素

和气体信号分子对食管下括约肌运动有调节作

用, 一氧化碳(carbon monoxide, CO)作为一种新

的胃肠道抑制性神经递质可介导平滑肌的松弛

效应, 我们试图通过对RE患者及对照组的食管

黏膜活检标本的血红素氧合酶1(HO-1)表达的免

疫组织化学研究, 探讨CO在RE发病机制中的可

能作用.

1  材料和方法

1.1 材料 (1)RE组实验对象来自2006-01/10就诊

于石河子大学医学院一附院门诊和住院患者, 
所有研究对象均行胃镜检查后诊断为RE的患

者共77例, 其中男55例, 女22例, 年龄22-72(平均

52.08±12.61)岁. RE的诊断按照洛杉矶分类标

准(世界胃肠病大会, 1994)共分4级, A级: 黏膜破

损局限于黏膜皱襞上, 且长度<5 mm; B级: 黏膜

破损局限于黏膜皱襞上, 其中至少一个黏膜破

损长度>5 mm; C级: 黏膜破损相互融合, 但小于

食管周径75%; D级: 黏膜破损相互融合, 至少侵

犯食管周径75%以上, 食管下端溃疡也列入D级. 
77例RE者中, A, B, C, D级分别为21, 25, 18和13
例. 将A和B级定为轻度RE, C级为中度, D级为

重度RE. RE患者均有一种或以上不同程度的反

流症状, 如反酸、烧心、反食、胸骨后疼痛, 部
分患者还伴有腹胀、嗳气、吞咽困难等, 既往

有糖尿病、神经性病变、硬皮病、恶性肿瘤、

上消化道手术史等病史者除外; (2)对照组标本

20例取自正常志愿者, 其中男13例, 女7例, 年龄

23-66(平均47.75±12.79)岁. 本组无临床上无反

酸、烧心、反食、胸骨后疼痛等反流的症状与

体征, 无免疫疾病、感染病史, 无近期服用药物

史, 内镜下无食管黏膜破损, 食管黏膜病理检查

证实, 食管黏膜组织无器质性病变. 以上5组受

检者, 均在电子胃镜(Olympus)直视下, 于食管下

括约肌处活检取黏膜, 立即以40 g/L多聚甲醛溶

液固定, 常规石蜡包埋, 3 μm连续切片, 进行免

疫组织化学染色. 正常对照组同部位取材, 做相

同处理. RE各组患者的年龄与对照组年龄比较

无显著性差异, 用LSD对各组年龄进行两两比

较, 结果均无统计学意义(P >0.05). 用SPSS软件

对所有入选者的性别进行χ2检验, 检验结果表

明, χ2 = 1.391, P  = 0.846, 可以认为入选的A, B, C, 
D及对照组在性别方面无统计学差异, 所有实验

数据无性别偏差; (3)实验试剂: 羊抗人HO-1多
克隆抗体IgG(Santa Cruz公司产品, 福州迈新生

物技术开发公司提供), 二抗工作液(Santa Cruz
公司产品, 北京中杉金桥生物科技有限公司提

供). DAB显色液(DAKO公司产品, 福州迈新生

物技术开发公司提供).
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色 石蜡组织切片3 μm厚, 
经脱蜡、脱二甲苯和水化后, 30 mL/L H2O2溶液

孵育10 min, 以阻断内源性过氧化物酶, 置0.01 
moL/L枸橼酸缓冲液中微波95℃ 15 min修复抗

原, 滴加封闭用正常兔血清工作液(A液)孵育10 
min, 滴加1∶100稀释的一抗(羊抗人多克隆抗体

HO-1), 4℃过夜; 加生物素化兔抗山羊二抗工作

液(B液)和辣根过氧化物酶标记链霉卵白素工作

液(C液)各孵育15 min; 滴加新鲜配制的DAB液
显色, 苏木精复染, 然后脱水、透明、中性树脂

封片, 光镜下观察并摄片. 上述抗体稀释和组织

切片漂洗均用0.01 moL/L, pH7.4的磷酸盐缓冲

溶液(TBS), 同时用TBS代替一抗作阴性对照. 
1.2.2 免疫组织化学结果判断 光镜下观察, HO-1
免疫阳性产物呈棕黄色颗粒为强阳性, 黄色颗

粒为阳性, 浅黄色颗粒为弱阳性, 与背景同色

呈蓝紫色为阴性 .  同时用计算机图像分析技

术半定量监测其蛋白表达的强弱. 应用Image-
Pro® Plus5.0彩色病理图文分析系统(美国Media 
Cybernetics公司)随机选取5个视野, 测定食管黏

膜HO-1免疫反应阳性产物平均光密度值. 平均

光密度越高说明表达越强, 反映细胞内蛋白表

达量越多. 以平均光密度值来进行量化后的统

计学分析. 
统计学处理 所有参数均采用SPSS11.0统计

软件分析处理, 测量指标以均值±标准差(mean
±SD)表示, 确定方差齐性后, 方差分析用于分

析组间均数差别, P <0.05表示两组差别具有显著

性意义.

2  结果

2.1 HO-1免疫组化染色结果 RE组HO-1蛋白主

要在食管黏膜上皮细胞中表达, 胞质呈黄色至

棕黄颗粒. 正常对照组, 大多样本没有HO-1阳性

细胞的表达, 少数病例在食管黏膜上皮细胞中

表达, 胞质呈浅黄色(图1).

■研发前沿
目前, 反流性食管
炎的发病机制中, 
食管动力、肥胖
等与反流性食管
炎的关系, 血管紧
张素Ⅱ与食管的
收缩运动, 促肾上
腺皮质激素释放
因子受体在食管
的分布等等均与
反流性食管炎的
发病有关. 研究热
点是食管下括约
肌松弛尤其是一
过性食管下括约
肌松弛的发生机
制, 导致食管下括
约肌松弛的离子
通道的研究; 一氧
化氮、一氧化碳
导致食管下括约
肌松弛的神经肌
肉传道通路及他
们的相互关系等. 

■创新盘点
目前, 血红素氧合
酶在食管黏膜中
的分布及作用的
研究较为少见, 且
大多在动物模型
上, 本文对血红素
氧合酶 -1在反流
性食管炎患者及
对照组食管黏膜
上皮细胞中表达
的差异进行了分
析, 探讨了气体信
使分子如一氧化
碳在反流性食管
炎发病机制中的
可能作用.
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2.2 食管黏膜组织中HO-1的表达强度 HO-1平
均光密度值: RE各组中A组与B组的平均光密

度值比值无差异(P  = 0.867), 但A, B组与对照

组比值均有差异(P <0.01), C, D及对照组和A, B
组比值均有差异(P <0.01), C, D组之间平均光密

度值比值均有差异(P <0.01), 随着RE炎症程度

的加重, HO-1平均光密度值越高, 蛋白表达越

高. 我们还发现, 总RE组患者HO-1平均光密度

值(0.2334±0.0511)明显高于对照组(0.1776±
0.0164)(P <0.01, 表1).

3  讨论

RE在西方国家是一种常见病和多发病, 约25%
的成年人有烧心症状[7]. 1999年潘国宗 et al [8]流

行病学调查显示, 北京、上海的流行病学调查

推测RE患病率为1.92%; 2005年李兆申 et al [9]对

RE的调查显示, 1990-1999 RE占内镜检查总数

的2.02%, 而2000-2004 RE的比率上升至5.11%. 
国内外学者对其日益关注, 研究不断深入, 但其

确切的病因及发病机制仍不十分清楚. 目前已

公认一过性食管括约肌松弛(TLESR)是导致RE
的最重要因素. 已有研究显示, 食管下括约肌

(LES)组织内的NO对维持其一定的张力起着重

要作用. 张力下降可导致TLESR频繁发生. 
内源性一氧化碳(carbon monoxide, CO)和

一氧化氮类似, 是近年研究证实的重要的生物

调节物质, 具有传递细胞间信息、调节细胞功

能的作用, 因而作为体内合成内源性CO的唯一

酶系统——血红素加氧酶(hemeoxygenase, HO)
也日益受到关注[10-16]. 血红素氧合酶是内源性

CO生成的限速酶, 目前已证实HO有3种同工酶: 
HO-1, HO-2, HO-3. HO-1为诱导型, 又被称为

热休克蛋白(HSP32), 主要分布于单核-吞噬细

胞系统及网状内皮细胞内, 参与血红素代谢, 在
多种诱导因素(如应激或损伤等)下均可表达并

产生CO. HO-2和HO-3为结构型, 在细胞处于生

理状态即有表达. 正常生理状态下除脾脏外, 健
康胃肠道极少表达HO-l[15], 当胃肠病变/损伤时, 
HO-1大量诱导产生, 有利于病变/损伤的修复. 
有研究发现, HO-1对动物结肠黏膜上皮细胞具

有保护作用[17-18], 然而, HO-1在人类食管组织中

的分布和作用尚不清楚, 在RE患者食管组织中

的表达还未见相关报道. HO-1具有抗炎症、抗

凋亡、抗增生作用, 可在应激或损伤条件下诱

导产生CO, CO是一种弥散的气体信使分子, 可
以传递生理学信息, 在HO-1的保护作用中可能

起重要作用[19]. 新近研究发现, CO可以调节胃

肠道平滑肌的电活动, 给于外源性的CO能刺激

犬空肠环行平滑肌细胞内cGMP生成, 激活平滑

肌细胞的K+通道, 增加整个细胞的外向电流, 引
起膜电位超极化, 舒张平滑肌[20-21]. HO基因缺失

可引起平滑肌持续痉挛, 外源性CO则能恢复平

滑肌的正常反应. 在本实验中我们发现, RE患者

食管组织中HO-1分布异常, 较正常对照组阳性

单位增高, 他的表达主要定位在食管黏膜上皮

细胞, 这提示RE患者食管HO-1的分布和表达异

常可能引起食管黏膜组织内、细胞内分布和量

的改变, 影响食管黏膜的生理信息传递, 出现异

常的平滑肌细胞膜电位, 引起食管平滑肌的收

缩、舒张障碍. 目前的研究表明, CO也是胃肠道

的信使, 可通过可溶性鸟苷酸环化酶-环磷酸鸟

苷(sGC-cGMP)通过胞内肌浆网钙离子的释放, 

表 1 RE各组与对照组平均光密度比较

      
分组                 HO-1平均光密度值                      P 值 

A级组                       0.2085±0.0307                    0.003

B级组                       0.2101±0.0320                    0.001

C级组                       0.2380±0.0322                    0.000

D级组                       0.3123±0.0500                    0.000

总RE组                     0.2334±0.0511                    0.000

对照组                      0.1776±0.0164               -

图 1 HO-1免疫组化染色结果(×400). A: 反流性食管炎患

者; B: 对照组.

A

B

■应用要点
一过性食管下括
约肌松弛是公认
的反流性食管炎
的最重要的发病
机制, 本研究显示
一些气体信使分
子如一氧化碳可
能在反流性食管
炎发病机制中起
重要作用, 通过对
其进一步的深入
研究将有助于阐
明反流性食管炎
的病理生理机制, 
为反流性食管炎
的的诊疗提供新
方案.
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使平滑肌细胞舒张, 肌肉松弛, 可以调节食管功

能. 我们的研究显示, 随着食管炎症程度的加重, 
HO-1阳性细胞及其蛋白表达呈一致性增强, 从
而发挥自身保护效应, 推测HO-1在食管损伤发

生时作为一种代偿性机制具有一定保护作用. 
我们应用免疫组织化学方法检测了HO-1在RE
患者和正常食管组织中的表达, 结果显示,  RE组
HO-1的表达主要集中在食管黏膜上皮细胞, 正
常对照组则少见HO-1的阳性细胞, 我们的研究

结果表明, HO-1在RE食管组织的异常表达可能

与食管下括约肌的功能失调有关, 他产生的CO
可能与食管疾病的发生和进程有关. 

总之, 本实验检测了HO-1在RE患者食管黏

膜中的分布和表达, 他异常表达与食管的功能

失调有关, 并初步探讨了CO在RE发病机制中的

可能作用. 但限于取材条件, 无法进深一步对人

食管黏膜下层、肌层、浆膜层HO-1分布和表达

作更深的研究. CO是消化道重要的信使分子, 在
食管的调节中起着重要作用, 对RE的病理生理

可能有重要影响. 但食管运动功能受许多因素

调节如胃肠道的神经体液支配、胃肠肽类激素

和气体信使分子(如一氧化氮)等的调节, 这些因

素之间的相互调控也错综复杂, 仅从HO-1分布

和表达变化来解释RE的发病机制很不全面, 有
关HO-1与RE的生理及病理生理关系, CO在消化

道疾病中所发挥的作用还有待于进一步深入研

究, 这必将为RE的诊治和预防提供新思路、新

方法.
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■名词解释
血红素氧合酶: 作
为体内合成内源
性CO的唯一酶系
统-血红素加氧酶
(hemeoxygenase, 
HO), 血红素氧合
酶是内源性CO生
成 的 限 速 酶 ,  目
前已证实HO有3
种同工酶: HO-1, 
H O - 2 ,  H O - 3 . 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of PTEN 
and P16 protein expression as well as their 
correlations with the pathobiological behaviors 
and prognosis of PGC.

METHODS: The protein expression of PTEN and 
P16 were observed in 56 cases of PGC and 26 cas-
es of gallbladder benign lesions were observed 
by immunohistochemistry (CAS method).

RESULTS: The positive rates of PTEN and P16 
expression in PGC were 46.4% and 42.9%, re-
spectively, significantly lower than those in gall-
bladder benign lesions (92.3%, 76.9%; P  < 0.05). 
PTEN and P16 expression were associated with 
the invasion, metastasis and prognosis (P  < 0.05), 
but not with the histological types and grades. 
There existed positive correlation between PTEN 
and P16 expression in PGC (r  = 0.8746, P  < 0.05).

CONCLUSION: Down-regulated PTEN and P16 
expression are involved in the occurrence and 
development of PGC, which may be useful in 
evaluating the pathobiological characteristics 

and prognosis of PGC.

Key Words: Gallbladder neoplasm; PTEN protein; 
P16 protein; Immunohistochemistry
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摘要
目的: 探讨PTEN、P16在原发性胆囊癌中的
表达与其病理生物学行为和预后的关系. 

方法: 采用免疫组化CSA法对56例胆囊癌进
行PTEN和P16蛋白的定位观察. 

结果: PTEN、P16在原发性胆囊癌中阳性表
达率为46.4%, 42.9%, 显著低于胆囊良性病
变(92.3%, 76.9%; P <0.05). PTEN、P16表达
与胆囊癌的组织类型、病理学分级无相关
(P >0.05), 与胆囊癌的浸润、转移和预后明显
相关(P <0.05), PTEN和P16基因蛋白表达存在
着明显的正相关(r = 0.8746, P <0.05).

结论: PTEN和P16基因蛋白低表达可能是胆
囊癌发生、发展中的分子事件, PTEN、P16
表达可作为评估胆囊癌病理生物学行为及预
后的参考指标.

关键词: 胆囊肿瘤; PTEN蛋白; P16蛋白; 免疫组织

化学
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0  引言

恶性肿瘤的发生、发展是一种复杂的多阶段过

程, 与多个基因和多种分子水平变化密切相关. 
PTEN(phosphatase and tensin homolog deleted in 
chromosome10)是一种新型抑癌基因, P16基因

®

■背景资料
恶 性 肿 瘤 的 发
生、发展是一种
复杂的多阶段过
程 ,  与 多 个 基 因
和多种分子水平
变 化 密 切 相 关 . 
PTEN是一种新型
抑癌基因, P16基
因在人类许多原
发肿瘤和细胞株
发生缺失, 并导致
肿瘤细胞无限制
生 长 ,  两 者 基 因
表达均与肿瘤的
侵袭和转移有关. 
本文应用免疫组
织化学方法检测
了胆囊癌组织中
PTEN和P16 基因
蛋白表达, 探讨其
与胆囊癌预后关
系, 为判断胆囊癌
患者预后提供客
观参考指标. 
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在人类许多原发肿瘤和细胞株发生缺失, 并导

致肿瘤细胞无限制生长, 两者基因表达均与肿

瘤的侵袭和转移有关[1-3]. 我们应用免疫组织化

学方法检测了胆囊癌组织中PTEN和P16基因蛋

白表达, 探讨其与胆囊癌预后关系, 为判断胆囊

癌患者预后提供客观参考指标.

1  材料和方法

1.1 材料 中国医科大学附属第一医院普通外科

1996-2001手术根治切除56例原发性胆囊癌标本, 
诊断明确, 随访完整. 男19例、女37例, 年龄(55.4
±8.9)岁, 26例胆囊良性病变(22例胆囊腺瘤、4
例胆囊腺肌症); 病理学分级为高、中、低分化

(包括未分化癌). 浸润深度分为未浸润浆膜和浸

润浆膜层. 淋巴结转移分为阴性、阳性两组. 标
本经40 g/L福尔马林固定, 石蜡包埋, 4 µm连续

切片, 其中一片常规HE染色, 以复查病理诊断. 
兔抗人PTEN多克隆抗体和小鼠抗人P16单克隆

抗体、生物素化酪胺盐(BT)和催化信号放大系

统(CSA)kit盒均购自丹麦Dako公司.
1.2 方法 采用CSA法 (1)石蜡切片脱蜡至水, PBS 
洗; (2)放30 mL/L H2O2 处理, 室温20 min, PBS洗
3 min×3次; (3)分别滴加PTEN和P16一抗, 37℃
温育1 h, PBS洗3 min×3次; (4)分别滴加生物

素化抗鼠IgG(1∶300) 37℃温育20 min, PBS洗
3 min×3次; (5)第1次Streptavidin-HRP(1∶500) 
37℃温育20 min, PBS洗3 min×3次; (6)BT(0.007 
mmol/L) 37℃温育12 min, PBS洗3 min×3次; (7)
第2次Streptavidin-HRP(1∶1000) 37℃温育20 
min. PBS洗3 min×3次; (8)0.05DAB加30 mL/L 
H2O2显色, 8-12 min; (9)流水洗, 苏木精衬染, 蓝
化, 常规封片. 结果判定: 实验用已知PTEN和

P16阳性大肠癌组织作为阳性对照, 用PBS代替

一抗作为阴性对照. PTEN阳性物质位于细胞膜

和细胞质, P16定位于细胞核. 随机选择10个高

倍视野, 计数1000个肿瘤细胞, 计算阳性细胞百

分率, PTEN、P16阳性细胞占肿瘤细胞≥25%为

阳性, <25%为阴性, 双盲法.
统 计 学 处 理  c 2检验 ,  相关分析采用

Spea rman等级相关检验, 术后生存率分析采

用Kaplan-Meier法计算生存率, 并用Gehan's 
Wilcoxon进行显著检验.

2  结果

2.1 PTEN, P16在胆囊良、恶性病变中的表达 免
疫组织化学染色显示, PTEN阳性产物表达于细

胞膜和细胞质、P16阳性产物表达于细胞核, 为
棕黄色或棕褐色颗粒(图1). PTEN、P16在原发

性胆囊癌中表达阳性率为46.3%和42.9%. 呈异

质性, 显著低于胆囊良性病变(P <0.05, 表1).
2.2 PTEN, P16与原发性胆囊癌病理生物学行为

及预后的关系 PTEN和P16蛋白表达阳性率与胆

囊癌的组织类型、分化程度无相关性(P >0.05); 
与浸润深度、淋巴结转移和预后有显著相关性

(P <0.05, 表2-3).
2.3 在原发性胆囊癌中PTEN、P16表达间的相

关性 采用Spearman等级相关分析发现, PTEN与

P16表达之间正相关(r  = 0.8746, P <0.05). 

3  讨论

PTEN是一种具有磷酸酯酶活性的肿瘤抑制基

因, 由于其对磷酸化的丝/苏氨酸和酪氨酸残基

■研发前沿
目前PTEN、P16
作为抑癌基因, 在
肿瘤发生、发展
的过程中其相互
作用的机制, 尚不
十分清楚, 是该领
域的研究热点.

BA

图 1 PTEN, P16在原发性胆囊癌中的阳性表达(SP×200). A: PTEN; B: P16.

aP<0.05 vs  胆囊良性病变.

表 1 PTEN, P16在胆囊良恶性病变中的表达

     
组织类型             n  

                                  PTEN                           P16

                                            +    阳性率(％)       +    阳性率(％)

   原发性胆囊癌    56      26       46.4a        24       42.9a

   胆囊良性病变    26      24       92.3         20       76.9 
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具有去磷酸化作用而对细胞增殖起负调节效

应, 其失活或突变与肿瘤的发生和发展密切相

关[1]. 另外, 体外基因转染实验显示, PTEN可选

择性的使局部黏附激酶(FAK)去磷酸化, 抑制

磷酸化的FAK对细胞迁移的促进作用, 从而对

肿瘤细胞的转移潜能有阻抑作用[4]. P16基因是

1994年分离鉴定出的一种新型抑癌基因, 因其

对多种肿瘤有抑制作用而被命名为多肿瘤抑制

基因(multiple tumor suppressor 1, MTS1). P16
基因定位于人染色体9p21区域, 全长8.5 kb, 由
2个内含子及3个外显子构成, 分子量为15.85 
kDa, 编码表达一个148个氨基酸残基的蛋白质

(P16INK4). 研究发现, P16基因及其产物在人类

许多原发肿瘤和细胞株发生缺失, 并导致肿瘤

细胞无限制生长[5]. 我们的免疫组化染色结果

显示, 胆囊良性病变组织PTEN、P16蛋白呈高

表达, 原发性胆囊癌组织的PTEN、P16蛋白表

达率显著低于胆囊良性病变组织. 表明PTEN、

P16蛋白低表达是原发性胆囊癌常见的分子事

件, 可能与原发性胆囊癌的发生、发展有关. 与
临床病理资料相关性分析发现, PTEN、P16蛋
白表达水平与胆囊癌的组织类型和分化程度没

有相关性, 但与浸润深度、淋巴结转移和预后

呈明显的负相关, 说明PTEN蛋白低表达病例肿

瘤恶性程度较高, 易出现浸润和转移, 且预后较

差. 表明PTEN和P16的表达在胆囊癌的转移过

表 2 PTEN和P16表达与原发性胆囊癌病理生物学行为的关系

aP<0.05 vs  浸润浆膜组; cP<0.05 vs  阳性组.

                                                                                  PTEN                                                               P16

                                                                    -                     +                阳性率                     -                      +                  阳性率

组织类型  

    管状腺癌                   21                   11                 10               47.6%                 12                   9                42.9%

    乳头状腺癌               18                   10                   8               44.4%                  11                  7                38.9% 

    黏液腺癌                   10                     5                   5               50.0%                   5                   5                50.0%  

    未分化癌                     7                     4                   3               42.9%                   4                   3                42.9%  

分化程度   

    高分化                      27                   14                  13               48.1%                 14                 13                48.1%    

    中分化                      19                   10                    9               47.4%                 13                   6                31.6% 

    低分化                      10                     6                    4               40.0%                   5                   5                50.0% 

浸润深度   

    未浸润浆膜               26                     6                  20              76.9%a                   7                 19                73.1%a  

    浸润浆膜                   30                   24                    6              20.0%                 25                   5                16.7%

淋巴结转移

    阴性                          18                     5                  13              72.2%c                  4                 14                77.8%

    阳性                          38                   25                  13              34.2%                 28                 10                26.3%

分组                                  n                     

程中起着重要的抑制作用, 在临床病理活检中, 
检测其基因蛋白表达可作为预测肿瘤转移潜能

和预后的参考指标.
有关PTEN和P16在胆囊癌中的表达相关性

研究, 文献中报道甚少. 我们研究发现, 在胆囊

癌中PTEN表达与P16表达呈正相关, 表明两种

基因在胆囊腺癌的发生和转移的过程中可能具

有协同作用, 其作用机制有待进一步探讨.
. 
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Today and Tomorrow, ASGE Annual Postgraduate 

Course at DDW 

23–24 May 2007 

Washington - DC 

tkoral@asge.org 

Meeting ESGAR 2007 18th Annual Meeting and 

Postgraduate Course  

12–15 June 2007 

Lisbon 

fca@netvisao.pt 

Meeting Falk Symposium 160: Pathogenesis and 

Clinical Practice in Gastroenterology 

15–16 June 2007 

Portoroz 

symposia@falkfoundation.de 

Meeting ILTS 13th Annual International Congress 

20–23 June 2007 

Rio De Janeiro 

www.ilts.org 

Meeting 9th World Congress on Gastrointestinal 

Cancer 

27–30 June 2007 

Barcelona 

meetings@imedex.com 

Meeting Falk Workshop: Mechanisms of Intestinal In-

flammation 

10 October 2007 

Dresden 

symposia@falkfoundation.de 

Meeting Falk Symposium 161: Future Perspectives in 

Gastroenterology 

11–12 October 2007 

Dresden 

symposia@falkfoundation.de 
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