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Abstract
I n a d d i t i o n t o s u r g e r y, r a d i a t i o n a n d 
chemotherapy, molecular targeted therapy has 
become the fourth approach in the treatment 
of colorectal cancer. There were a numerous 
therapeutic drugs that have been investigated, 
i nc lud i ng b evac i z u m ab, ce t u x i m ab a nd 
panitumumab, which have been approved 
to t reatment advanced and/or metastat ic 
colorectal cancer (mCRC) by Food and Drug 
Administration (DFA). This paper presents 
a series of recent phase-II and -III trials on 
these three agents as the second and first line 
treatment for mCRC, and their efficacy and 
safety are , especially discussed.

Key Words: Colon cancer; Rectal cancer; Molecu-
lar targeted treatment; Bevacizumab; Cetuximab; 
Panitumumab; Vascular endothelial growth factor; 
Epidermal growth factor receptor

Yu BM. Current status of moleculer targeted therapy for 
colorectal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(33): 3705-3712

摘要
分子靶向治疗已成为结直肠癌除外科手术、

放射和化疗的第四种治疗方法. 有许多分子靶
向药物在研究, 贝伐单抗、西妥昔单抗和潘尼
单抗是得到批准应用于治疗进展性和/或转移
性结直肠癌的三个药物. 本文即介绍这三种药
物在Ⅱ期和Ⅲ期二线和一线治疗转移性结直
肠癌的疗效和安全性. 

关键词: 结肠癌; 直肠癌; 分子靶向治疗; 贝伐单抗; 

西妥昔单抗; 潘尼单抗; 血管生成因子; 表皮生长因

子受体

郁宝铭. 结直肠癌分子靶向治疗药物研究现状.  世界华人消化

杂志  2008; 16(33): 3705-3712

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/3705.asp

0  引言

肿瘤的发生发展是一个多基因、多阶段的演变

过程, 细胞的恶变首先是分子水平的改变. 因此

从分子水平来修正和处理, 从而阻断细胞恶变

的基础和环境, 这是从根本上动摇和消灭肿瘤

的方法和策略. 但有许多基因, 从哪一个基因着

手, 这是从根本上来进行探索和研究的课题. 随
着分子生物学的不断发展, 人们进一步认识到

癌肿的发生发展是由一系列分子事件所构成, 
包括信号传导的异常、生长因子受体失调、血

管生长因子分泌的异常, 原癌基因和抑癌基因

的平衡失调以及基质金属蛋白酶的异常分泌等. 
因而当前针对这些分子事件作为靶点, 不断开

发研究靶向药物, 从而为肿瘤治疗带来了新的

曙光. 
1971年Suden Follman发现在鼠的角膜上种

植1个肿瘤10 d后周围有血管长入, 继而肿瘤迅

速长大. 如将这些血管无论用机械或化学方法

阻断, 使肿瘤得不到血液供应, 肿瘤生长停顿, 
肿瘤即萎缩. 这一现象给人们所提供了2个信息. 
一是肿瘤生长发展必须依赖有良好的血液供应; 
二是肿瘤在原本没有血管的角膜上、周围出现

大量新生血管, 表明肿瘤必然会产生一种促使

www.wjgnet.com
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■同行评议者
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血管形成的物质, 称为血管生成因子(vascular 
endothelial growth factor, VECF). 因而提出了

“饥饿疗法”, 即让肿瘤得不到血供营养而死

亡, 并寻找能够抑制对抗阻碍血管生长的物质. 
至1994年得到第1个具抑制血管生成的物质称

为“Angiostatin”. 然而在10年后第1个可应用

于临床, 对结直肠癌具有明确疗效的贝伐单抗

获得美国FDA批准, 至今相继已有10余种分子

靶向药物获准用于各种恶性肿瘤. 同时至少还

有20种药物被证实具有不同程度的抗血管生成

作用. 其中大约80%是针对VEGF, 即以VEGF作
为靶点. 因为不但在实体肿瘤, 甚至在白血病中

也发现VEGF是极为重要的、有效的治疗靶点. 
因此在2004年美国FDA官员Mc Clellan提出“抗

血管生成治疗可作为癌肿治疗除手术、放射和

化疗后第4种治疗方法”. 当前针对分子靶向治

疗的药物研究非常多, 下面仅就目前在治疗结

直肠癌中获得证实有效的研究作一简要介绍. 

1  贝伐单抗

贝伐单抗(Bevacizumab, BV; 商品名: Avastin)是
一种重组的人源化、人鼠嵌合抗VEGF的单克隆

体抗体. 在结直肠癌中约有50%以上患者肿瘤的

VEGF表达阳性而在正常结直肠黏膜上皮和良

性肿瘤中到几乎无表达. 贝伐单抗作为一种抑制

血管生长的药物, 直接作用于VEGF上, 阻碍其与

VEGFR的结合从而阻断VEGFR的活化, 发挥其

抗血管生成的作用. 最新对抗血管生成的作用只

了解他具有抑制新生血管形成和破坏已存在的

新生血管网(床)结构的作用. 最近更了解到并强

调他具有使肿瘤血管正常化(normalization)的作

用. 表面上看这一作用似乎具有改善肿瘤血供的

效果, 似乎与抑制肿瘤发展的要求相背道而弛. 
然而当与化疗相结合应用时为保证化疗药物可

有效地进入肿瘤从而发挥杀伤肿瘤细胞的作用

至关重要. 另一方面, 通过改变肿瘤血管床, 减少

血管渗出, 降低肿瘤间质中的已升高的压力, 使
化疗药可更容易地释放至肿瘤内发挥其细胞杀

伤作用. 同时改善肿瘤缺氧的环境可达到抑制和

减少对VEGF分泌的刺激; 此外还具有抑制内皮

干细胞的补充, 从而从源头上减少新生血管形成

的物质基础[1-2]. 
贝伐单抗在临床前研究中显示了针对

VEGF的鼠抗人的单克隆抗体对人肿瘤的异种

移植的生长具有抑制作用, 进而这种人源化的

单克隆抗体贝伐单抗(Avas t i n)在治疗各种肿
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瘤的临床研究中进行了评估. 在Ⅱ期转移中位

性结直肠癌的研究中证实与5-F U/LV联合应

用比5-FU/LV单药能提高有效率(response rate, 
RR)、疾病进展时间(time to progression, TTP)
和中位生存(duration of survival)[3]. 继之, 美国

的一个Ⅲ期临床研究, 比较了贝伐单抗和伊利

替康(innotecan, Iri)以及静脉注射氟嘧啶(FU)+
亚叶酸钙(leucovorin)(IFL)与单纯推注IFL一
线治疗转移性结直肠癌(mCRC)随即入组. 联
合治疗组402例, 单纯化疗组411例. 结果显示

联合治疗组中位生存期20.3 mo, 单纯化疗组

15.6 mo, P <0.001. 一年生存率74.3% vs  63.4%,  
P <0.001; 无进展生存期(progression free survival, 
PFS)分别为10.6 mo与6.2 mo(P <0.001); 总有效

率(overall responserate, ORR)分别为44.8%与

34.8%, P = 0.004; 中位有效时间分别为10.4 mo
与7.1 mo(P <0.001). 研究再次证明贝伐单抗联合

化疗与单纯化疗相比, 确能提高生存时间和总

的有效率[4]. 最近一项Ⅱ期研究探讨了采用静脉

滴注Iri+FU+LV(FOLFIRI方案)与BV结合在疗

效和安全性方面的情况. 通过41例502个周期的

使用结果显示, 中位无进展生存期(PFS)为12.6 
mo; 有效率62%; 疾病稳定33%; 3和4级毒副反

应包括发生2例3级粒细胞减少和3例腹泻, 其结

果比历史对照组好. 结论认为这一方案作为转

移性结直肠癌(mCRC)的一线治疗是一良好的优

选[5]. 贝伐单抗在mCRC中与标准化疗一线或二

线治疗结合的疗效和安全性的研究都已有报道. 
另一项至今最大的临床研究(AVIRI实验), 在世

界范畴内有31个中心, 209例患者入组, 采用BV
和FOLFIRI作为mCRC的一线治疗. 其有效率

(RR)44%, 疾病控制率(DCR)90%, 6 mo的PFS为
82%, 再次表明这个治疗方案的有效性和安全

性[6]. 最近报道了一项大组的贝伐单抗在第1次
进展后mCRC中的疗效(BRiTE实验), 总共入组

治疗1953例患者, 中位随访17.5 mo, 有1369例为

第1次疾病进展和839例死亡. 结果表明应用贝

伐单抗在第1次疾病进展后的mCRC患者中可获

得较长生存期的疗效, 从而支持进行前瞻性随

机临床研究来进行评估[7]. 
贝伐单抗在1项Ⅲ期前瞻性研究中已显

示与一线I F L化疗结合治疗转移性结直肠癌

(m C R C)可使总生存率(O S)提高30%, 那么

贝伐单抗与F O L F O X或X E L O X相结合时疗

效和安全性又如何呢? 在Ⅲ期随机一线治疗

mCRC的No. 16966研究中, 共有1401例入组, 
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随机分为FOLFOX、XELOX、FOLFOX+BV
和X E L O X + B V四组 .  研究的主要目标为

P F S, 结果显示加用B V后P F S明显延长(P = 
0.0023), FOLFOX和XELOX的PFS为8.0 mo, 
FOLFOX+BV和XELOX+BV的PFS为9.4 mo. 结
论是在奥沙利铂基础的化疗方案中加入BV可明

显提高PFS[8]. BEAT实验汇集了41个国家1927例
mCRC患者入组. 目前这一研究的最终结果尚未

完全获得. 从中期1914例可分析的病例中BV与

一线化疗FOFOX方案相结合者占28%, 一线化

疗方案为FOLFIRI者26%, XELOX方案占18%, 
一线为5-FU和卡培他滨(CAP)者16%. 882例的

中位PFS期10.4 mo, FOLFOX组中为10.5 mo, 
XELOX组10.3 mo, FOLFIRI组11.1 mo, 5-FU和

CAP组为9.1 mo. 805例的肿瘤进展时间(TTP)为
10.8 mo. BV在一线治疗mCRC中与各种化疗相

结合的初步结果与大组Ⅲ期随机研究的结果是

一致的[9]. 奥沙利铂基础的化疗方案与BV联合

具有可进一步提高化疗疗效的作用这一点已可

确定. 但从E3200实验和No. 16966实验中所看

到FOLFOX与BV联合应用所得到的PFS是有明

显差异的. 在进一步分析这二个研究时发现治

疗时限与PFS的改善程度具有一定相关性. 治疗

时限不但影响PFS, 对不良反应的发生率也有影

响. 如何在这二者间取得平衡以达到最高效益, 
这是未来临床研究中需要探索和解决的问题[10]. 
鉴于卡培他滨具有在疗效相当、不良反应轻、

使用方便等优点, 当前已取得取代5-FU的地位, 
在联合方案中广泛使用Capox. 那么当Capox与
BV联合应用时, 如何优化卡培他滨(Cap)的剂量

和应用方案是另一个值得探讨的问题. 对此最

近一个Ⅱ期研究A-ICOX方案的的初步报告已

显示当Cap剂量增加至3000 mg/m2,  分二剂连续

服用7 d, 休7 d OX 85 mg/m2和BV 5 mg/kg, 每2
周1次, 作为1个周期. 在40例入组36例可评估的

分析中, 中位应用周期为4周期10例(33%)达到

PR, 8例(27%)可行肝转移灶切除, 3/4级血液毒

副反应仅2例(7%), 其他3/4级毒副反应包括腹泻

10%、手足综合征7%、周围神经病7%、恶心

7%和呕吐7%. 目前对A-ICOX方案的Ⅲ期研究

正在进行中[11]. 
当前BV联合5-FU/LV以及Iri或OX已成为转

移性结直肠癌的标准治疗方案. 而最近在Ⅲ期

研究中亦已证明Cap可取代静脉注射的5-FU/LV
和Iri或OX以及BV联合其疗效是可信的. 那么安

全性如何? 最近另一个随机对照Ⅱ期研究证实

了Cap Iri+BV和CapOX+BV的疗效相仿, 毒副反

应除神经病变外也无明显差异[12]. 在证实Cap-
OX+BV在mCRC中的疗效与安全性的同时[11-13], 
人们自然关心为mCRC患者选用CapOX+BV方

案作为新辅助治疗时, 对肝切除的影响, 在可行

肝切除的患者中, 按6个周期治疗的计划, 当BV
用至手术前5周时不再给予, 那么不但手术可以

安全地进行, 手术和伤口愈合的并发症并不增

加, 出血严重性亦不增加, 而且肝切除的再生动

能也不变影响[14]. 此外最近还报道了一个BV与

放疗和5-FU联合作为局部进展期直肠癌新辅助

治疗的Ⅰ/Ⅱ期研究, 共有22例T3/T4期无转移的

直肠癌患者进行了这个实验. 通过手术标本的连

续切片, PET-FDG扫描监测和血尿标本中肿瘤标

志物如VEGF的分析测定, 初步结果表明在标准

放化疗中加入BV对局部进展期直肠癌是安全的

和有效的, 可产生良好的效果. 通过PET检测, 了
解FDG的摄取可判断对新辅助治疗的效应. 而且

血中肿瘤标志物的变化与最终病理变化是密切

相关的[15]. 虽然这仅仅是一个Ⅰ/Ⅱ期的研究结

果, 但从上述研究, 可反映和提示贝伐单抗在结

直肠癌综合治疗中的作用和地位将日趋重要, 应
用范围也在不断扩大. 

2  西妥昔单抗

近年来有越来越多证据表明表皮生长因子受体

(epithelial growth factor receptor, EGFR)与许多肿

瘤的发生和发展有关. 在各种实体肿瘤中EGFR
表达率最高的是头颈部肿瘤, 达95%-100%. 结
直肠癌则为第2位, 表达率高达72%-89%. EGFR
表达阳性的癌肿具有恶性度高、侵袭力强的特

点, 而且EGFR表达水平的高低与预后相关. 因
而同样成为当前肿瘤分子靶向治疗的一个重要

靶点. 
EGFR是一种跨膜生长因子受体, 跨膜糖

蛋白, 由原癌基因C-erb B1编码. EGFR是HER
家族的成员之一. 多种内源性配体包括EGF、
TGF-α、双向调节因子、肝素结合型EGF和B纤
维素都可激活EGFR. 当配体与受体在细胞外结

构区结合时, 可引起细胞膜构象的改变, 促进受

体二聚化, 活化蛋白激酶, 继而激活基因的表达, 
从而产生一系列细胞反应. 随着人们对EGFR作
为肿瘤治疗靶点的潜力的认识不断增强, 迅速

促进了抗EGFR药物的发展. 当前在进行研究的

EGFR抑制剂主要有二类, 一类是针对EGFR受
体胞外区的单克隆抗体(MAbS), 另一类是抑制

■相关报道
当 前 对 C - 2 2 5 的
研究已不止局限
在Ⅱ、Ⅲ期与各
种化疗方案结合
一、二、三线的
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局部进展期直肠
癌中与化放疗联
合的新辅助治疗, 
而且初步结论表
明都是安全有效, 
值得进一步探索
的
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EGFR胞内区酪氨酸激酶的小分子化合物. 
西妥昔单抗(Cetuximab, C-225; 商品名:名: 

Erbitux, 爱必妥)是一种以人EGFR作为靶点的

IgG1型MAb, 能特异地与EGFR结合, 其亲和力

高于内源性配体, 从而竞争性地与EGFR结合, 
发挥抑制EGFR的作用. 西妥昔单抗阻断EGFR
的生物效应是通过减少酪氨酸激酶的激活, 继
而影响与肿瘤生长和转移相关的所有细胞功能, 
包括细胞增值、存活、DNA复制、肿瘤血管生

长、以及细胞的迁移和侵袭等. 同时西妥昔单

抗可促使EGFR内化, 使细胞表面受体水平下调

和受体信号减少. 此外西妥昔单抗还可激活抗

体依赖细胞介导的细胞毒副作用. 在大量临床

前研究中, 西妥昔单抗显示了多种细胞系和动

物体内肿瘤模型中具有良好抗肿瘤作用, 并在

化疗和/或放疗抑制肿瘤上具有协同作用[16-17]. 
西妥昔单抗的临床研究始于1994年, 至2004年
终获美国FDA批准单药与CPT-11联合用于进展

期/转移性结直肠癌的二线治疗.
Saltz et al报道1组非随机Ⅱ期研究, 入组对

象为转移性结直肠癌对5-FU/LV+伊立替康已产

生耐药的患者给予西妥昔单抗与伊立替康, 伊
立替康的剂量与给药时间与原先治疗失败时

相同, 总共入组患者138例. 患者的中位KPS为
90%(60%-100%), 总的有效率(ORR)为13%, 疾
病控制(DCR)为53%, 中位疾病进展时间(mTTP)
为2.6 mo, 中位生存期达7.7 mo[18]. 继之Saltz et 
al又对57例同类患者, 入组时中位ECOG状况评

估为0(0-2). 入组患者从伊立替康失效至开始给

予西妥昔单抗治疗中位间隔时间为2(0.5-10.6) 
mo. 结果PR为5例(9%), SD21例(37%), DCR46%, 
mTTP和mOS分别为1.4 mo和6.4 mo[19]19].

欧洲B O N D研究是一项随机Ⅱ期临床研

究共有329例 ,  以往曾接受过多疗程治疗 ,  且
最近一次是以伊立替康(C P T-11)为基础的化

疗后出现病情进展的转移性结直肠癌患者, 以
2∶1随机分为C-225单药治疗组(n = 111)和
C-225+CPT-11联合治疗组(n  = 218). 结果显

示联合治疗组的RR  23%, 明显高于单药治疗

组11%, P  = 0.007; 疾病控制率分别为56%与

32%, P <0.001; mTTP分别为4.1 mo与1.5 mo, 
P <0.001; 但中位生存期分别为8.6 mo与6.9 mo, 
在统计学上无显著差异(P = 0.48). 值得注意的

是在单药治疗组中有56例疾病进展后又进行

C-225+CPT-11联合治疗, 其中4%达到PR, DCR

达到36%. 这些治疗结果纳入联合治疗组一并计

算. 鉴于这些病例单药治疗时的总生存期没有

数据, 只能从联合用药算起, 可能是影响最终统

计数的一个原因, 当然也不能排除二组确实没

有差异[20]. 
然而一项针对两个开放性多中心Ⅱ期临

床研究中24例患者的回顾性分析指出, 先后接

受C-225和CPT-11治疗的患者自一线治疗开始

的中位总生存期为32 mo, 对18例接受C-225和
CPT-11联合治疗的患者自一线治疗开始的中位

生存期则为35 mo, 而从未接受过C-225治疗的6
例患者生存期为23 mo, P = 0.58[21].

最近另一项Ⅱ期临床研究报道了EGFR表项Ⅱ期临床研究报道了EGFR表Ⅱ期临床研究报道了EGFR表

达阳性经5-FU, 草酸铂(OXA)和CPT-11治疗失

败后应用C-225的转移性结直肠癌患者共346例, 
治疗总的有效率(RR)为12.4%, 疾病稳定率(SD)
为32%, 疾病控制率(DCR)为46%, 无进展生存

1.4 mo, 总生存期6.6 mo[22]. 
来自意大利的一组资料评估了CPT-11/ce-

tuximab治疗对CPT-11和草酸铂(OXA)已出现耐

药的60例转移性结直肠癌患者, 结果显示达到

PR者12例(20%), DC达50%, PFS为3.1 mo, OS为
6 mo. 他们还发现CPT-11/cetuximab周方案可作

为门诊治疗方案, 患者耐受性良好.
西昔妥单抗在晚期结直肠癌的二线治疗中

显示出良好的疗效后, 目前已有多项Ⅱ期临床

研究显示C-225不论是单药或与CPT-11或OXA
联合在晚期结直肠癌的治疗中亦具有较高有

效率. Rougier et al报道C-225+FOLFIRI的有效C-225+FOLFIRI的有效

率为43%[23]; Holer et al报道FUFOX+C-225的FUFOX+C-225的
有效率为55%; Rosenberg et al报道C-225+IFLC-225+IFL
的有效率为44%[24];  D i a z R u b i c e t  a l 报道

C-225+FOLFOX4的有效率为81%[25]; Folprecht 
et al C-225+FOLFIRI以AIO方案给予的有效率

为67%. 其中特别在C-225联合AIO方案、FOL-
FIRI方案和FOLFOX4方案中肝转移瘤的切除

率分别为24%, 13%和21%. 这使原来不能切除

的肝转移瘤变为可切除的转移瘤, 从而为提高

治愈率提供了一条新的途径和希望[26]. 关于一

线治疗晚期结直肠癌的CALGB80203研究的结

果于2006年ASCO会议上已有初步报道. 不论

FOLFOX或FOLFIRI, C-225联合化疗组的有效

率均比单纯化疗组高, 分别为52% vs  38%(P  = 
0.029). 但其PFS与OS结果尚未报道.报道.. 

在最近报道的CRYSTALⅢ期研究结果中
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显示, 1217例随机对比C-225+FOLFIRI与单纯

FOLFIRI一线治疗转移性结直肠癌. 中位PFS
明显以加用C-225组优越, 8.9 mo vs  8 mo(P = 
0.036); RR分别为46.9% vs  38.7%, P = 0.005, 亦
以加用C-225组为优. 加用C-225后使疾病进展

的风险降低约15%. 不良反应是可以预期的, 腹
泻为中度, 皮肤反应加用C-225比单用FOLFIRI
组则明显增加[27]. 在Ⅱ期以C-225+XELIRI作为

一线治疗mCRC的研究中则取得RR  40%, DC 
80%, 中位有效时间8.8 mo, 无药物相关死亡. 结
论认为此方案可行、安全, 毒副反应可通过减

少剂量和延长间隔用药来处理[28]. 另一个随机Ⅱ

期OPUS研究结果, 比较C-225+FOLFOX4与单

用FOLFOX4一线治疗mCRC, 是欧洲70多个中

心参加有337例入组. 加用C-225组RR为49%, 单
用FOLFOX4组36.8%; 3/4级毒副反应加C-255组
皮肤红斑为9.4%, 其他反应并不增加; PFS和OS
结果尚未出来, 但至少有效率是增加的[29]. 据报

道, 在常用各化疗方案中加用C-225, 对mCRC不
但可提高其有效率, 对原本不能切除的转移性

病变还可增加其切除率[30]. 
皮肤反应是C-225所特有的不良反应, 而且

反应的轻重与最终的疗效有密切相关. 最近的

EVEREST研究结果显示了C-225在标准剂量下

无皮肤反应或仅轻微反应的患者在给予加大剂

量至每周500 mg/m2后总的有效率有所改善. 而
药代动力学品行则与以往经验一致, 患者对治

疗是能够耐受的. 加用C-225可明显提高各种

常用化疗方案的疗效, 这在上述Ⅱ、Ⅲ期研究

中均已获证明, 那么对患者生活质量的影响又

是如何呢? 一个有多国家参予的Ⅲ期研究EPIC
实验和在澳大利亚进行的NCIC CTG和AGITG和在澳大利亚进行的NCIC CTG和AGITG 
CO17实验对应用C-225后患者疗效与生活质量实验对应用C-225后患者疗效与生活质量对应用C-225后患者疗效与生活质量

两方面的情况进行了分析. 结论是加用C-225组方面的情况进行了分析. 结论是加用C-225组
的PFS和RR有明显提高, 在改善生存的同时也

提高了生活质量[31-32].
当前对C-225的研究已不止局限在Ⅱ、Ⅲ

期与各种化疗方案结合一、二、三线的治疗, 
还进行了在局部进展期直肠癌中与化放疗联合

的新辅助治疗, 而且初步结论表明都是安全有表明都是安全有都是安全有

效, 值得进一步探索的[33-34]. 另一个值得注意的

研究是对一线治疗将贝伐单抗、西妥昔单抗与

化疗结合在一起的联合方案的探索初步结果也

是可以的[35]. 总之分子靶向药物已成为当前结

直肠癌综合治疗中众所盼望能创造奇迹的一个

重要手段. 

3  帕尼单抗

帕尼单抗(Panitumumab)-人源EGFR单抗ABX-
EGF是一种针对EGFR的高亲和性和完全人源

化的单克隆抗体. 其作用抗制与C-225相似, 与
C-225不同的是Panitumumab是全人源化的表皮

生长因子受体IgG2单克隆抗体. 在一项Ⅱ期临

床研究中, 入组对象为一线治疗失败而EGFR
表达阳性的晚期结直肠癌患者共148例给予

Panitumumab方案治疗, 结果显示PR15, SD54
例. 其中EGFR表达水平与疗效呈正相关[37]. 最
近一项Ⅱ期临床研究结果显示Panitumumab单
药治疗以往治疗失败的转移性结直肠癌可以

降低46%肿瘤进展风险, PR达到8%. 90%患者

会发生皮疹, 且皮疹的发生率与患者的中位生

存期密切相关[38]. Peeters et al在2006年ASCD会

议上报道了一组Ⅲ期临床研究的结果, 在469
例对以往化疗包括5-FU, OXA和CPT-11治疗

失败的晚期结直肠癌患者随即分为二组, 一组

为支持治疗+Pani tumumab, 另一组单纯支持

治疗. 结果显示二组中位无进展生存期(P F S)
分别为90 d和60 d. 联合治疗组明显优于单纯

支持治疗P <0.001, 联合治疗组有8%的有效率. 
至治疗第32周时, 联合治疗组的的存活患者数

为支持治疗组2倍; Panitumumab的主要不良反

应为皮疹、乏力、腹痛、恶心和腹泻[39]. 鉴于

Panitumumab所取得的治疗效果, 因此美国FDA
于2006-09批准了Panitumumab可用于治疗对

5-FU, EXA和CPT-11已经失效的晚期结直肠癌

患者, 作为单药三线治疗. 最近Amado et al报道

一组Ⅲ期临床随机对照研究结果发现, 在比较

Panitumumab联合最佳支持治疗(BSC)与单纯

最佳支持治疗对化疗已失败的转移性结直肠癌

427例时, 同时对采用PCR检测KRAS状态. 结果

野生型KRAS占57%, 突变型KRAS占43%. 在联

合治疗组中野生型和突变型KRAS的mPFS分别

为12.4 wk和7.4 wk. BSC组的mPFS均为7.3 wk. 
二种治疗并无差异, 有效率(PR)分别为17%与

0%. SD分别为34%与12%. 联合分析时野生型

KRAS的总生存期(OS)比突变型KRAS长. 此外

对363例联合治疗(n = 188)和单纯治疗(n = 175
例)患者进行根据患者自诉临床转归(P R O)分
析, 在野生型KRAS患者中联合治疗组的结直肠

癌症状和健康相关生活质量(采用EQ-5D评分)
均显著优于单纯BSC组. 然而对突变型KRAS患
者, 二组治疗患者的结直肠癌症状或健康相关

生活质量均无显著差异. 该研究结果提示在进

■同行评价
本文结构清楚, 可
读性强, 具有较高
的学术价值.
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行靶向治疗前应先检测KRAS基因的分型, 而仅

对KRAS为野生型的患者才给予Panitumumab
的治疗. 而且这一检测甚至也适用妥昔单抗的

患者[40-41]. 2007-12, Panitumumab获欧盟EMEA
批准可用于KRAS基因野生型结直肠癌患者. 既
然Panitumumab的靶点是EGFR, 那么EGFR表
达的情况是否影响Panitumumab的疗效呢, 无
疑这是众所关注的一个问题. 最近Bertin et al和
Hecht et al分别对EGFR表达不同程度而对以往

各种化疗失效的转移性结直肠癌患者观察应用

Panitumumab的疗效. Berlin et al报道一项Ⅱ期

多中心研究, 计划入组300例中期结果分析, 91
例初步结论认为Panitumumab在标准化疗失败

的肿瘤表达EGFR≥10%的患者中具有抗肿瘤

的作用. 但研究还在进行最终结果尚有待以后

报道[42]. Hecht et al报道的是另一组Ⅱ期多中心

研究观察比较Panitumumab在对以往氟嘧啶、

伊利替康、奥沙利铂等化疗失败疾病进展患者

EGFR表达(<1%)或低表达1%-9%的疗效. 研究

计划为150例, 中期结果分析88例, 其结论是不

表达或低表达患者的疗效与高表达患者一样有

效[43]. 而这一组资料的最新报道中期分析91例
疗效和118例的安全性结论是结果再次证实了早

期所见, 在低表达和不表达EGFR的肿瘤患者中, 
Panitumumab照样具有抗肿瘤作用, 在安全性方

面痤疮性皮炎是最常见的不良反应, 其发生率

为72%, 3/4级占6%; 红斑的发生率为69%, 3/4级
占6%; 皮肤瘙痒65%, 3/4级4%; 低血镁53%, 3/4
级10%[44]. 关于安全性的最新报道, 欧洲汇集了

10个临床研究总共920例, 比较了3种不同剂量

与给药方法, 80%为6 mg/kg每2周1次, 17%为2.5 
mg/kg每周1次, 和3% 9 mg/kg每3周1次, 中位随

访时间21 wk总共滴注了7264次, 中位每例5次. 
94%患者有不良反应20%为3级. 最常见为皮肤的

不良反应和胃肠道不良反应. 皮肤不良反应导致

中断治疗的有2%患者, 总的皮肤不良反应发生

率为92%, 3级13%. 该组资料的结论是皮肤不良

反应最为常见, 但罕有限制治疗的, 而且绝大多

数不良反应属轻、中度, 很少导致停药. 6 mg/kg
每2周1次与2.5 mg/kg每周1次在10个临床研究中

的耐受性都是很好的. 9 mg/kg每3周1次的安全

性与其他剂量是相同的[45]. 但应用例数太少, 尚
需进一步评估. 目前此药在我国尚未上市供应. 

4  结论

随着肿瘤分子生物学的发展以及对肿瘤分子相
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互关系的了解. 对肿瘤分子靶向治疗的研究已

成为当前的热点, 并逐渐深化. 鉴于涉及参与肿

瘤发生发展的基因众多, 不同阶段起主导作用

的基因亦不相同. 分子靶向治疗同样存在多靶

点联合治疗的问题. 而现阶段可供临床选用的

药物种类毕竟有限, 因此, 这是一个有待进一步

开发, 并有巨大发展潜力的领域. 从结直肠癌现

有的治疗方法而言, 以往研究重点放在外科手

术和放射治疗上, 着重解决原发肿瘤的彻底清

除和局部复发的问题. 而现在已认识到光解决

手术彻底性和降低术后局部复发, 却无法避免

远处转移的问题. 近年来化疗的发展使综合治

疗的效果得到了进一步改善, 但远没有完全解

决远处转移的问题. 分子靶向治疗的问世, 出现

了如虎添翼的局面. 人们希望其发展能使结直

肠癌的治愈率、生存率以及生活质量都得到更

大的提高, 在结直肠癌的综合治疗中能发挥其

更强有力的作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effect of restin 
transfection on the growth of human gastric 
cancer BGC-803 tumor xenograft in nude mouse 
model with the localized expression of restin 
and to explore its effect on angiogenesis.

METHODS: Gastric cancer BGC-803 cell line 
was transfected with recombinant pEGFP-
restin through LipofectamineTM2000 mediation. 
The effect on BGC-803 growth was observed by 
enhanced green fluorescent proteins assay. The 
expression of restin gene was detected using re-
striction endonuclease analysis and RT-PCR; cell 
cycle was observed using flow cytometry (FCM). 

Through in vitro study, growth inhibition of the 
restin on the cancer was observed in nude mice. 
Microvessel density (MVD) and expression of 
vascular endothelial growth factor (VEGF) were 
assessed by immunohistochemistry.

RESULTS: The results of identification by 
restriction endonuclease analysis and RT-
PCR demonstrated that restin gene was stably 
expressed in BGC-803 cells transfected with 
pEGFP-restin and that significant expression of 
EGFP was observed in these cells with irregular-
ity. Slower growth speed and smaller volume 
were found in pEGFP-restin thansfecting cell 
group than in control group (P < 0.01). The 
inhibition rates of tumor in empty vector and 
pEGFP-restin thansfecting cell group were 3.60% 
and 29.02%, respectively. The MVD was lower 
in pEGFP-restin thansfecting cell group than in 
control group (4.25 ± 0.29 vs 9.79 ± 0.94, 10.34 ± 
1.22, both P < 0.05); the expression of VEGF was 
down-regulated compared with control group 
(12.24 ± 3.45 vs 44.52 ± 9.70, 39.76 ± 6.38, both P < 
0.05).

CONCLUSION: Restin transfection could inhibit 
BGC-803 cell growth in nude mice, which may 
be related to inhibition of angiogenesis in gastric 
cancer.

Key Words: Restin gene; Transfection; Stomach 
neoplasm; Microvessel density; Vascular endothelial 
growth factor

Zhang JY, Li JY, Li HY, Dai C, Ma CL, Wang XD. Effect 
of restin gene transfection on human gastric carcinoma 
xenograft growth in nude mice. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(33): 3713-3718

摘要
目的: 探讨rest in基因转染对胃癌细胞BGC- 
803裸鼠移植瘤生长抑制作用及对肿瘤血管生
成的影响.

方法: 将重组质粒pEGFP-restin转染BGC-803
细胞 ,  以绿色荧光蛋白示踪其对胃癌细胞
BGC-803生长的影响; RT-PCR鉴定目的基因
的表达; 通过裸鼠移植瘤实验比较restin对裸
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■背景资料
血管生成是目前
肿瘤治疗研究的
热点, 抑制肿瘤血
管生成从理论上
可抑制肿瘤的生
长和转移, 但是临
床实验表明, 肿瘤
患者血管抑制剂
应用与动物实验
理想效果相差较
远, 如果能将基因
靶向治疗技术应
用于临床, 就可在
肿瘤部分保持药
物的较高浓度, 增
强治疗效果.

■同行评议者
汪思应, 教授, 安
徽医科大学实验
动 物 中 心 ;  王 晓
艳, 副教授, 中南
大学湘雅三医院
消化内科



鼠移植瘤的生长抑制作用, 免疫组织化学染色
方法观察微血管密度(MVD)和血管内皮生长
因子(VEGF)的表达. 

结果: 重组质粒经RT-PCR扩增后在600 bp处
稳定表达; 将pEGFP-restin重组质粒转染胃癌
细胞BGC-803, 荧光显微镜下见转染组细胞发
出绿色荧光, 肿瘤细胞形态不一; 裸鼠移植瘤
实验显示, 与对照组(空载体组和未转染组)比
较, 转染组胃癌细胞生长速度缓慢, 肿瘤体积
小(P <0.01); 空载体组与转染组的抑瘤率分别
为3.60%、29.02%; 免疫组化显示, 转染组肿
瘤微血管密度减少(4.25±0.29 vs  9.79±0.94, 
10.34±1.22, 均P <0.05), 转染组VEGF表达降
低(12.24±3.45 vs  44.52±9.70, 39.76±6.38, 
均P <0.05).

结论: restin基因转染可抑制裸鼠移植瘤生长, 
影响肿瘤新生血管形成可能是其抗肿瘤作用
之一.

关键词: restin基因; 转染; 胃肿瘤; 微血管密度; 血

管内皮生长因子
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0  引言

1972年, Fo lkman[1]提出“抗肿瘤新生血管形

成”的设想, 通过抑制或破坏肿瘤新生血管形

成及生长, 切断肿瘤赖以生存的基础, 达到控制

肿瘤生长和转移的目的, 这一设想已被越来越

多的研究所证实. 人胶原XV的C末端非胶原结

构域(NC10 domain of α1 chain of collagen type 
XV), 由180个氨基酸组成. 1999年, Ramchandran 
et al [2]首先克隆并表达了人胶原XV的C末端非

胶原结构域, 并将其命名为restin. 序列分析表明, 
restin与内皮抑素(endostatin)同源, 可靶向抑制

血管内皮细胞的迁移和生长. 此前, 我们前期成

功构建了pEGFP-restin重组质粒, 并在细胞中稳

定表达[3], 为下一步工作奠定了基础. 本研究通

过绿色荧光蛋白, 并观察restin基因对胃癌裸鼠

移植瘤生长的影响, 观察其对胃肿瘤血管的抑

制作用, 初步探讨restin基因在肿瘤治疗中的作

用及可能机制.

1  材料和方法

1.1 材料 Balb/c-nu裸鼠由中国科学院肿瘤医院基
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础所提供. pEGFP-C1质粒由中国人民解放军军

事医学科学院庞博博士惠赠, pEGFP-restin质粒

由中国人民解放军武警总医院中心实验室构建, 
人胃癌BGC-803细胞系由北京肿瘤医院基础所

提供. 限制性内切酶Bam HⅠ和Eco RⅠ、DNA-
Marker购自天佑达生物工程科技有限公司, 脂质

体Lipofectamine购于美国Invitrogen公司, DNA
凝胶纯化试剂盒、TRIzol-RNA提取试剂盒、

Wizard Plus SV Minipreps试剂盒均购自北京全

式金生物技术有限公司, Reverse Transcription 
System试剂盒购自Promega公司. 兔抗人VEGF多
克隆抗体、鼠抗人CD34 mAb及即用型免疫组化

二步法试剂盒均购自北京百奥泰斯生物科技有

限公司.
1.2 方法 
1.2.1 质粒扩增和细胞转染: 将pEGFP-restin质粒

用热击法转化感受态细胞, 在含有氨苄青霉素

的LB培养基中培养, 筛选阳性克隆扩大培养, 提
取并纯化质粒DNA, 将获得的重组质粒DNA, 紫
外分光光度计测定其纯度, 用Bam HⅠ和Eco RⅠ
酶切鉴定, pEGFP-C1和pEGFP-restin经酶切电泳

后分别出现4.7 kb、4.7 kb和600 bp的条带. 选取

对数生长期的BGC-803细胞培养, 待细胞融合率

达90%-95%时, 按LipofectamineTM2000试剂盒说明

书, 将重组质粒DNA转染BGC-803细胞, 以转染

pEGFP-C1为空载体对照组, 并设未转染对照组,  
转染48 h后, 待其细胞融合率达80%时, 加入1  
g/L G418进行筛选, 使转染后的BGC-803细胞选

择性生长, 2 wk后未转染组细胞相继死亡, 转染

组和空载体组均出现肉眼可见的细胞克隆, 随
机挑选抗性克隆, 待扩增后备用. 转染后24, 48, 
72 h荧光显微镜观察细胞表达绿色荧光蛋白

(EGFP)情况, 判断细胞转染效率及转染后生长

状态.
1.2.2 RT-PCR检测restin的表达: 分别收集未转染

组、空载体组及转染restin组细胞进行RT-PCR
检测, 按照TRIzol试剂盒说明书提取总RNA, 设
计restin基因的上游引物: 5'-ggatccatttcaagtgcca
atcatgagaagcct-3', 下游引物: 5'-gaattcttacttcctagc
gtctgtcatgaaact-3', 反应体系50 μL, 反应条件为: 
94℃变性30 s, 60℃退火30 s, 72℃延伸60 s, 循环

30次; 72℃延伸5 min, 琼脂糖凝胶电泳分析.
1.2.3 裸鼠移植瘤实验: 24只SPF级裸鼠, 随机

分为未转染组、空载体(pEGFP-C1)组和转染

(pEGFP-restin)组, 每组8只, 按3×106/只在裸鼠

右侧腋窝皮下分别注射三组细胞, 观察肿瘤出

www.wjgnet.com

■研发前沿
restin基因与内皮
抑素同源, 有研究
表明其可抑制肿
瘤血管细胞生成, 
但其抗肿瘤的具
体机制及作用方
式不甚清楚, 如能
深入研究restin基
因对胃癌的作用, 
将会为胃癌的基
因治疗提供新的
途径和方法.
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现时间, 成瘤后每隔2 d测量肿瘤的长径(a)和短

径(b), 取平均值绘制肿瘤生长曲线, 瘤体积V  = 
(a×b2)/2(mm3), 连续14 d观察, 26 d处死裸鼠, 剥
离肿瘤称质量. 抑瘤率(%) = (未转染组平均瘤

质量-各组平均瘤质量)/未转染组平均瘤质量×

100%. 
1.2.4 免疫组化检测肿瘤微血管密度(MVD)及
VEGF的表达: 26 d处死裸鼠后, 将肿瘤组织以

甲醛固定, 制成石蜡切片, 常规HE染色光镜下观

察, 并进行免疫组化, 采用即用型二步法, 步骤

按试剂盒说明进行. 主要步骤: 载玻片防脱片处

理, 6 μm厚连续切片, 二甲苯脱蜡,  梯度乙醇脱

水, 微波修复20 min, 30 mL/L的H2O2室温孵育

5-10 min, 以消除内源性过氧化物酶的活性, PBS
洗三次, 分别滴加50 μL的一抗(CD34, 1∶200; 
VEGF, 1∶500); 4℃过夜, PBS漂洗3次, 每张切

片滴加50 μL过氧化氢酶-免疫球蛋白聚合物, 
37℃孵育15 min, PBS洗3次, 每张切片滴100 μL 
DAB, 显微镜下控制染色15 min. 蒸馏水洗, 苏木

精复染、脱水、透明、封片. 显微镜下读片、

摄影, 每张切片用0.01 mol/L PBS代替一抗作空

白对照,  用非免疫血清代替一抗作阴性对照. 参
照Weidner[4]和Maeda的方法, 即在低倍镜下(×
40)选择微血管密集区(hot spots), 再在高倍镜(×
200)下观察, 以3个热点区域CD34着色的平均血

管数为MVD. VEGF免疫组化结果判定. 观察棕

黄或棕褐色颗粒的分布情况, 有棕黄或棕褐色颗

粒且强度高于背景的非特异性着色为阳性细胞; 
细胞内无棕黄或棕褐色颗粒为阴性细胞.

统计学处理 采用SPSS16.0统计软件, 实验

数据用mean±SD表示, 计量资料采用单因素方

差分析和t检验, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 重组质粒扩增及转染 重组质粒扩增后, 酶切

鉴定正确后转染BGC-803细胞. 荧光显微镜下显

示, 转染重组质粒和空载体的细胞均有绿色荧

光蛋白表达, 48 h呈现明亮的绿色荧光, 转染组

约70%-80%的细胞发出绿色荧光. 肿瘤细胞形

态大小不一, 部分肿瘤细胞缩小变圆, 并未影响

生长速度. 表明带有restin的重组质粒在胃癌细

胞中分子水平上表达(图1).图1).).
2.2 restin基因mRNA的表达 胃癌细胞BGC-803
经质脂体法进行重组质粒转染后, 提取三组细

胞总RNA, 逆转录合成cDNA, 经RT-PCR扩增后,  
5%琼脂糖电泳显示, 转染组可见清晰的约600 
bp的restin目的基因条带(图2), 空载体组和未转

染组未见特异条带出现.
2.3 裸鼠体内成瘤实验 荷瘤后12 d至14 d裸鼠

皮下全部成瘤, 接种26 d后, 未转染组、空载体 d后, 未转染组、空载体后, 未转染组、空载体

组、转染组裸鼠移植瘤体积分别为2480.80±
302.52 mm3、2413.98±272.00 mm3、1817.88±
359.31 mm3(图3), 转染组肿瘤体积小于未转染

组和空载体组(均P <0.01), 未转染组与空载体组

间差异无统计学意义; 三组瘤质量分别为2.24±质量分别为2.24±分别为2.24±
0.35 g、2.16±0.31 g、1.59±0.39 g, 转染restin
组瘤重小于未转染组和空载体组(均P <0.01), 
未转染组与空载体组间差异无统计学意义; 转
染空载体组与转染r e s t i n组的抑瘤率分别为

■相关报道
自1972年Folkman
提出“肿瘤血管
生成疗法”以来, 
这一理论得到了
相关实验的证实
而逐渐被认可, 为
肿瘤的治疗提供
了新的思路和途
径.

A B

图  1  pEGFP-restin质粒转染后的细胞形态变化. A: 转染前BGC-803细胞(倒置显微镜×400); B: 转染后的BGC-803细胞(荧

光倒置显微镜×400).

M     1      2     3

700 bp
500 bp

restin

图  2  RT-PCR琼
脂 糖 凝 胶 电 泳 结
果. M: Marker; 1:

转染组; 2: 空载体

组; 3: 未转染组.
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3.60%、29.02%.
2.4 CD34和VEGF在裸鼠移植瘤组织中表达 光
学显微镜下观察, 可见CD34在血管内皮细胞膜

和细胞质染色, 为弥漫阳性, 呈现杂乱无章的微

血管网, 并出现管腔结构(图4), 转染组MVD值

低于未转染组和空载体组(4.25±0.29 vs  9.79±

0.94、10.34±1.22, P <0.05); 未转染组与空载体

组间的差异无统计学意义(P >0.05). VEGF阳性

染色为棕黄色, 定位于肿瘤细胞质内(图5), 转染

restin后, 裸鼠移植瘤组织中的VEGF表达较未转

染组和空载体组均降低(12.24±3.45 vs  44.52±
9.70、39.76±6.38, P <0.05), 未转染组和转染空

载体组间的差异无统计学意义(P >0.05).

3  讨论

肿瘤生长和转移具有明确的血管依赖性[5], 如
果没有新生血管的形成, 肿瘤细胞只能靠周围

组织的弥散获得氧气和养料, 其生长将受到明

显限制, 一旦在瘤灶内及周围形成新生血管, 肿
瘤细胞就可经新生血管运输获得充足的营养物

质而迅速生长; 并通过血液循环把肿瘤细胞运

输到他处, 抗肿瘤血管生成能抑制结肠癌[6]、肺 
癌[7]、鼻咽癌[8]等恶性肿瘤. 有研究表明, 肿瘤细

■应用要点
目前应用肿瘤血
管生成的基因治
疗有很多优点, 无
毒副作用, 无耐药
性, 浓度高等. 因
此对肿瘤血管抑
制因子的研究将
成为治疗的新热
点, 随着进一步的
深入研究, 有望成
为肿瘤治疗有效
的途径.

图  3  转染后肿瘤生长曲线.
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胞自身产生的VEGF是重要的促血管生长因子, 
可通过与其受体VEGFR1、VEGFR2结合, 胞内

信号传导, 诱导血管内皮细胞增殖和促进内皮

细胞迁移, 增加微血管通透性, 加速血浆蛋白外

渗, 最终导致新的基质及新生管腔形成. 因此应

用转基因方法将血管生成抑制因子转入靶细胞, 
可以在肿瘤组织周围创造抑制血管生成的微环

境[9], 使肿瘤病灶局部形成较高的药物浓度, 有
效抑制肿瘤生长[10-11].

1999年, Ramchandran et al首先发现了restin
是一种血管发生抑制因子, restin位于胶原XV的

羧端非胶原结构域, 分子质量为20 kDa, 广泛分

布于各种组织基底膜, 在结构序列上与内皮抑

素有61%的同源性, 研究发现, restin在体外可抑

制血管内皮细胞的迁移, 特别是抑制因VEGF刺
激引发的血管内皮细胞增长[12], 对肿瘤的发生、

发展及转移具有重要影响[2,12]. 在小鼠移植瘤实

验中, restin基因可使肝癌移植瘤体积缩小, 并抑

制肝癌转移灶的生长[13]; 人源restin片段能有效

地抑制鸡胚新生血管的形成[14].
绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, 

GFP)是一种能在细胞和分子生物学与临床检测

中较理想的报告基因, 具有荧光标记的细胞在

体内易于追踪, 可观察其在体内的生长情况, 与
目的基因构建成重组体还能检测目的基因的高

效转染和表达. GFP性能稳定, 具有能在活体内

连续检测的特性[15]. 我们通过绿色荧光蛋白, 示
踪重组质粒pEGFP-restin在胃癌细胞中的分子

表达情况, 发现转染后70%-80%的细胞发出绿

色荧光, 提示restin在胃癌细胞中稳定表达. 并观

察到转染restin基因的BGC-803细胞肿瘤细胞形

态不一, 部分肿瘤细胞缩小变圆, 但并未影响其

生长速度.
本实验将重组质粒pEGFP-res t in(由武警

总医院中心实验室构建 )扩增纯化后 ,  转染

BGC-803细胞, 经RT-PCR扩增, 得到600 bp片段, 
与预期相符, 表明重组质粒能够在BGC-803细胞

mRNA水平上表达相应的基因.
在实验中, 我们建立了裸鼠胃癌移植瘤动物

模型, 观察转染重组质粒对裸鼠胃癌移植瘤生

长抑制作用, 对其可能机制进行了初步探讨. 裸
鼠体内成瘤实验结果表明, 空载体组与转染组

的抑瘤率分别为3.60%、29.02%, 随着restin基因

表达的充分, 转染组肿瘤生长较对照组减缓, 裸
鼠移植瘤生长受到一定程度抑制, 这一结果与

Ramchandran et al报道的结果相符. 有研究表明, 

restin在体外可抑制血管内皮细胞的增殖[2], 这种

抑制作用是否与其抑制肿瘤新生血管生成有关. 
我们又进一步进行了研究.

接下来我们采用免疫组化方法 ,  观察了

restin基因对胃癌组织MVD和VEGF的影响, 目
前研究发现CD34抗体是最敏感的内皮细胞标志

物[16]. 本实验采用CD34染色方法检测肿瘤组织

的MVD, 光镜下可清晰显示肿瘤细胞间质中的

微血管, 有的呈现管腔结构. 研究结果发现, 基
因转染组肿瘤新生血管数少于未转染组和空载

体组(P <0.05), restin对肿瘤新生血管生成有一定

抑制作用. VEGF检测结果显示, 在未转染组和

空载体组VEGF表达较高. 转染组VEGF表达降

低, 肿瘤组织中VEGF阳性细胞数均高于转染组. 
表明restin转染抑制了肿瘤组织中VEGF的表达, 
这种抑制肿瘤血管作用可能与降低肿瘤组织中

VEGF表达相关.
我们的研究结果显示, restin基因与肿瘤血

管生长抑制相关, 影响肿瘤新生血管形成可能

是其抗肿瘤作用之一.
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Abstract
AIM: To observe inhibitory effects of tripeptide 
compound tyroservatide (YSV) on proliferation 
of human hepatocarcinoma cell SMMC-7721, 
and to apply cDNA microarray to analyze 
its influence on angiogenesis-related gene 
expression profile of SMMC-7721.

METHODS: a culture system of SMMC-7721 
in vitro was established. The inhibitory effects 
of tyroservatide on growth of SMMC-7721 was 
detected using 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT) colorimet-
ric assay. Gene expression profile of SMMC-7721 
was detected by Oligo angiogenesis microarray 
analysis. Semi-quantitative reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) was used 
to verify the results of the specific genes. 

RESULTS: YSV significantly inhibited the 
growth of SMMC-7721; the proliferative inhibi-
tion rate was 42.34%, when YSV was used for 72 
hours at concentration of 10 mg/L. The differ-
ence was significant compared with the control 
group (P < 0.05). After YSV treatment, 7 genes 
were down-regulated at least 0.667 fold among a 
total of 113 angiogenesis genes, compared with 
control group. YSV significantly inhibited the 
gene expression of angiogenesis factors such as 
vascular endothelial growth factor (VEGF) and 
interleukin-8 (IL-8) confirmed by RT-PCR. 

CONCLUSION:  YSV could significantly in-
hibit the growth of human hepatocarcinoma 
SMMC-7721 in vitro, and down-regulate expres-
sion of angiogenesis factors at genetic level. 

Key Words: Tyroservatide; cDNA microarray; 
SMMC-7721; Vascular endothelial growth factor; 
Interleukin-8

Zhang N, Wang L, Zhao YM, Liang Y, Wu WZ, Fan 
J, Tang ZY. Microarray analysis of tyroservatide-
regulated angiogenesis gene expression profile in human 
hepatocellular carcinoma cell SMMC-7721. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(33): 3719-3723

摘要
目的 :  观 察 小 分 子 三 肽 化 合 物 酪 丝 缬
肽(t y r o s e r v a t i d e, Y S V)对人肝癌细胞系
SMMC-7721的抑制作用, 并分析YSV对肿瘤
细胞血管生成相关基因表达的影响.

方法: 建立人肝癌细胞SMMC-7721的体外培
养体系, 采用四甲基偶氮唑蓝(MTT)比色法检
测YSV对体外培养的SMMC-7721的增殖抑制
作用, 应用功能分类基因芯片分析人肝癌细胞
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■背景资料
酪丝缬肽 (YSV)
可以通过诱导细
胞凋亡、坏死, 破
坏肿瘤细胞膜的
完整性来有效的
抑制肝癌细胞的
增殖活性, 而目前
尚无酪丝缬肽抗
肿瘤细胞血管生
成作用的相关报
道.

■同行评议者
李 涛 ,  副 主 任 医
师, 北京大学人民
医院肝胆外科



SMMC-7721经药物作用后血管生成相关基因
表达的差异变化, 同时应用RT-PCR方法验证
相关基因的表达. 

结果: YSV能显著抑制人肝癌SMMC-7721的
生长, 10 mg/L YSV作用72 h对SMMC-7721的
增殖抑制率为42.34%, 与对照组比较有统计
学意义(P <0.05). 在113个血管生成相关基因
中, YSV组相比对照组, 基因下调0.667倍以上
的有7个. RT-PCR在基因水平上证实YSV能
显著抑制血管内皮生长因子(VEGF)和白介素
8(IL-8)的表达.

结论: YSV在体外能够显著抑制人肝癌细胞
SMMC-7721的生长, 并能在基因水平上下调
肿瘤细胞血管生成相关因子的表达.

关键词: 酪丝缬肽; cDNA微阵列; SMMC-7721; 血

管内皮生长因子; 白介素8
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0  引言

原发性肝癌(主要为肝细胞癌, 以下简称肝癌)是
我国最常见的恶性肿瘤之一, 每年新发病例约

占全球新发肝癌总病例的55%, 病死率在国内男

性中排第二位, 女性中排第三位[1-2]. 外科手术切

除是主要的肝癌治疗方法, 但由于术后的高复

发率, 使得手术的效果并不能令人满意[3]. 且很

多患者明确诊断时已处于肝癌晚期, 具有手术

机会的患者只占30%左右, 传统的细胞毒性化

疗方法也并未表现出对肝癌的明显有效性[4]. 因
此对于多数肝癌患者, 寻找有效、低毒且针对

肝癌特异性高的新型药物仍是临床亟待解决的

问题. 小分子肽是一类有广泛生物学活性的肽

类化合物, 有多肽疫苗、多肽抗生素、抗病毒

多肽、心血管活性肽、细胞因子模拟肽和抗肿

瘤多肽等. 在抗肿瘤多肽研究方面, 已经发现一

个六肽在体内可以显著抑制腺瘤生长(包括肺、

胃及大肠腺瘤)[5]. 我们研究的小分子三肽化合

物酪丝缬肽(tyroservatide, YSV)由三个氨基酸

组成, 化学结构组成为L-酪氨酸-L-丝氨酸-L-缬
氨酸, 分子结构为C17H25N3O6, 相对分子质量为

367.40 Da. 我们观察YSV对体外培养的人肝癌

细胞SMMC-7721生长抑制作用, 并应用基因芯

片技术分析YSV对人肝癌细胞血管生成相关基
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因表达的影响, 为酪丝缬肽抗肿瘤作用机制的

研究提供新的思路.

1  材料和方法

1.1 材料 YSV由中国深圳康哲药业有限公司提

供, RPMI Medium 1640培养液及小牛血清均购

自Gibco公司, MTT购自SIGMA试剂公司. 细胞株

为复旦大学附属中山医院肝癌研究培养的人肝

癌细胞SMMC-7721.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人肝癌细胞SMMC-7721采用

含100 mL/L FBS的RPMI 1640培养基培养, 950 
mL/L湿度, 50 mL/L CO2, 37℃. 所用细胞在体外

培养均不超过5代, 选生长状态好, 处于对数生

长期的细胞进行实验. 
1.2.2 MTT测定: SMMC-7721用含100 mL/L FBS
的RPMI 1640培养基稀释成1×107/L, 分别接种

于96孔细胞培养板中, 2000个/孔, 每组四个复

孔, 细胞贴壁24 h后加入相应药物. 实验分组: 药
物干预组, 药物均使用含100 mL/L FBS的RPMI 
1640培养液稀释, 加入细胞培养板, 使YSV的终

浓度分别为0.01、0.1、1.0、10、100 mg/L, 每
孔0.2 mL. 阴性对照组, 加入等体积50 mL/L FBS
的RPMI 1640培养液. 50 mL/L CO2, 37℃条件下, 
药物作用24、48、72 h后进行MTT检测, 操作按

试剂盒说明书进行, 用酶标仪测定不同作用时

间下细胞的吸光度(A 490), 计算酪丝缬肽对人肝

癌SMMC-7721生长的影响和抑制情况. 抑制率 
= (对照组A 490-药物组A 490)/对照组A 490×100% . 
1.2.3 基因芯片的制备: (1)样本RNA的抽提: 选
取对照组及YSV(10, 100 mg/L作用72 h)的药物

干预组细胞, 每份样品约1×106-1×107细胞, 加
入1 mL的RNA抽提试剂TRIzol(Invitrogen, Inc. 
Carlsbad, CA, USA). (2)样本RNA质量检测: 使
用Nanodrop测定RNA在分光光度计260、280
和230 nm的吸收值, 以计算浓度并评估纯度. 
用甲醛电泳试剂进行变性琼脂糖凝胶电泳, 检
测R N A纯度及完整性. (3)制备生物素标记的

cRNA探针: 采用SuperArray公司的Truelabeling-
AMP TM线性RNA扩增试剂盒合成生物素标记

的cRNA探针, 包括: 样本RNA进行逆转录反应

合成cDNA; 在逆转录反应中加入RNA扩增缓

冲液, 生物素标记的UTP和扩增酶类混合液, 合
成生物素标记的cRNA探针; 使用Super Array 
Grade cRNA纯化试剂盒纯化cRNA探针. (4)芯
片杂交: 将纯化的cRNA探针在GEAhyb杂交液
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条件下与所选择的Oligo GEArray系列芯片杂交. 
(5)化学发光检测: cRNA探针与芯片杂交后, 加
入链亲和素耦联的碱性磷酸酶(AP)及化学发光

底物反, X射线胶片曝光在胶片上显示检测结果. 
(6)图像采集与数据分析: X-射线胶片曝光后, 将
胶片上的图象用扫描仪扫描并转换为灰度TIFF
格式的图片文件保存, 使用配套软件GEArray 
Expression Analysis Suite对原始数据进行完整的

芯片数据分析.
1.2.4 RT-PCR方法检测YSV对肿瘤细胞血管生

成相关基因表达的影响: 所选取细胞为YSV 10 
mg/L, 作用72 h的药物干预组及阴性对照组, RT-
PCR方法检测YSV作用后对肿瘤细胞血管生成

相关基因促血管生成因子(vascular endothelial促血管生成因子(vascular endothelial(vascular endothelialvascular endothelial 
growth factor, VEGF)及IL-8表达的影响. 使用及IL-8表达的影响. 使用

TRIzol(Invitrogen, Inc. Carlsbad, CA, USA)提取

肿瘤细胞中的总RNA, 用Reverse Transcription 
System(Promega, Inc. Madison, WI, USA)扩增

相关基因的mRNA, RT-PCR反应条件及引物序

列见表1. 应用20 g/L琼脂糖凝胶电泳PCR产物, 
100 mV恒压电泳40min, 在紫外灯下观察照相. 
以β-actin作为内参照, 以靶基因/β-actin灰度比值

作为mRNA的相对表达丰度. 
统计学处理 应用SPSS11.5统计软件进行

分析, MTT实验数据以mean±SD表示, 应用方

差分析方法统计各组数据, P <0.05为有统计学

意义, 使用芯片配套软件GEArray Expression 
Analysis Suite对基因芯片数据进行分析.

2  结果

2.1 YSV对人肝癌细胞SMMC-7721生长的影

响  不同浓度Y S V在不同时段对人肝癌细胞

SMMC-7721均有一定的抑制作用, 与对照组比

较有显著地差异(P <0.05); YSV作用72 h时各浓

度对肿瘤细胞的抑制作用最为明显, 尤其在剂

量10 mg/L时, 抑制率可以达到42.34%(表2).
2.2 血管生成相关基因芯片检测结果 使用综合

型GEArray表达分析配套软件(GEArray Expres-
sion Analysis Suite)将灰度TIFF格式图片的点

阵转换为数字数据以分析芯片结果. 三组细胞

血管生成相关基因芯片检测结果比较: YSV(10 
mg/L, 72 h)组与对照组相比较, 有7个基因下调

0.667以上(表3); YSV(100 mg/L, 72 h)组与对照

组比较, 有6个基因下调0.667倍以上(表4). 其中

VEGF与IL-8下调最为明显, 并进一步通过RT-
PCR得到了验证.
2.3 RT-PCR验证结果 为验证基因芯片的结果, 
选取VEGF和IL-8这两个差异显著的促血管生成

因子, 应用RT-PCR法进行验证. 与基因芯片结果

一致, YSV 10 mg/L, 作用72 h后可以明显地抑制

表  1  RT-PCR引物及反应条件

     
基因	                               引物(5'-3')	                                 退火温度(℃)         周期          大小(bp)

β-actin	      Sense: ATGGAAGAAGAAATCGCCGC	     55	          30	             287

	      Antisense: ACACGCAGCTCGTTGTAGAA		

VEGF	      Sense: GCAGAAGGAGGAGGGCAGAATC    	     60	          40	             149

	      Antisense: GGCACACAGGATGGCTTGAAG		

IL-8	      Sense: CAAACCTTTCCACCCCAAAT		      56	          30	             197

	      Antisense: CAAACCTTTCCACCCCAAAT

表  2  各浓度YSV对体外培养人肝癌细胞SMMC-7721的
抑制率 (%)

     
YSV (mg/L)	

 
      24 h	                    48 h	             72 h

0.01	   4.27±0.51        4.63±0.76        4.66±1.00

0.1	 13.43±1.48      15.73±1.08      19.53±1.63

1.0	 18.27±1.31      20.03±0.78      24.74±1.31

10.0	 27.62±1.15a     38.64±0.85a     42.34±1.93

100.0	 24.00±0.99      31.59±1.72      34.94±1.58

aP<0.05 vs  72 h.

表  3  YSV(10 mg/L)72 h时对人肝癌细胞SMMC-7721血管
生成相关基因表达的影响

     
Symbol	            YSV	                 对照组	       YSV/对照组

CCL11	        0.0881	 0.1387	          0.6350

FGF6	        0.0061	 0.0093	          0.6631

IL8	        0.0056	 0.0172	          0.3263

IL10	        0.0061	 0.0100	          0.6059

NUDT6	        0.0437	 0.1177	          0.3717

VEGF	        0.0188	 0.1121	          0.1684

VG5Q	        0.0936	 0.2055	          0.4557

使用配套软件GEArray Expression Analysis Suite分析, 以下调

0.667倍以上为差异标准.

■创新盘点
对于多血管实体
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的热点, 而肝细胞
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管肿瘤, 其中丰富
的血管是使其具
有生长快、转移
早及浸润广泛的
生物学特点的物
质 基 础 ,  抑 制 肝
癌组织中新生血
管的生长对于肝
癌的治疗具有特
殊的意义, 本研究
主要针对酪丝缬
肽对人肝癌细胞
SMMC-7721的抑
制作用并探讨对
其血管生成相关
基因表达的影响.
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肿瘤细胞VEGF和IL-8 mRNA表达(图1).

3  讨论

肝细胞癌是一种多血管实体肿瘤[6], 其中丰富的

血管成为肝癌具有生长快、转移早及浸润广泛

的生物学特点的物质基础. 促血管生成因子对

新生血管起着积极的正向调节的作用, VEGF被
认为是肿瘤组织中最主要的促血管生长因子, 
在肝脏由肝硬化向肝癌的转化及刺激肝癌血管

生成过程中发挥关键作用[7]. Poon et al [8]发现原

发性肝癌患者术前血清中高浓度VEGF和临床

病理特征中肿瘤包膜不完整、肝内转移、静脉

侵袭、肿瘤分期呈明显正相关. VEGF通过与其

在内皮细胞的受体VEGFR结合并相互作用激活

多条信号转到通路, 如Akt/PI3K/MAPK通路, 进
而诱导内皮细胞增殖、迁徙[9]. Li et al [10]发现肝

癌患者血清中VEGF mRNA表达水平与肿瘤组

织内微血管密度成明显正相关. 此外由于在新

生血管化中的重要作用, VEGF也在一定程度上

促进了肿瘤转移及复发[11].
IL-8是CXC趋化因子家族中的一员, 并被证

实在多种实体肿瘤中具有强烈的促血管生成的

作用[12]. 当肝癌侵犯血管及胆管, IL-8的表达上

调, 由肝细胞分泌的IL-8在体外同样可以刺激人

脐静脉内皮细胞的增殖[13]. IL-8可以直接提高内

皮细胞的生存能力, 促进内皮细胞增生并上调

基质金属蛋白酶的表达, 进而调节血管生成[14]. 
Ren et al [15]研究发现肝癌患者血清中IL-8高水平

可以反映出肿瘤组织中新生血管活动旺盛及肿

瘤生长迅速. Huang et al [16]发现一种以IL-8为靶

向目标的人源中和抗体对于黑色素瘤的生长、

转移和血管生长具有潜在的治疗意义.
生物活性多肽近来逐渐受到关注, 已有几

十余种多肽类药物进入临床研究, 多集中在多

肽疫苗、多肽抗生素、抗病毒多肽、心血管活

性肽和抗肿瘤多肽[17]. 相关文献报道酪丝缬肽

可抑制肝癌细胞BEL-7402裸鼠移植瘤的生长, 
通过抑制肿瘤增殖相关基因的表达, 增强抑制

肿瘤生长相关基因的表达发挥抗肿瘤活性 [18]. 
贾静 et al [19]研究发现YSV通过抑制人肝癌细胞

BEL-7402增殖、降低细胞代谢和破坏肿瘤细胞

细胞膜的完整性、诱导肿瘤细胞凋亡、坏死来

发挥抗肿瘤作用. 另外YSV能够促进PTEN, 并
抑制AKT、P21、P27的表达来抑制人肝癌细胞

BEL-7402裸鼠移植瘤的生长[20]. 本课题主要针

对酪丝缬肽对人肝癌细胞SMMC-7721的抑制

作用并探讨对其血管生成相关基因表达的影响. 
体外MTT实验结果显示酪丝缬肽能够显著抑制

肿瘤细胞的生长, 当用药剂量为10 mg/L, 作用时

间72 h时, 抑制率可达42.34%, 与对照组相比具

有统计学意义. 
在证实YSV对人肝癌细胞SMMC-7721药效

的基础上, 我们应用血管生成相关基因芯片筛

选YSV对人肝癌细胞SMMC-7721血管生成相关

基因表达的影响, 该基因芯片是美国SuperArray
公司生产的功能分类基因芯片, 是将微阵列技

术与特定生物学通路的最新知识有机结合, 可
以大大缩短发现诊治各种疾病的生物学标志物

的时间, 已成为生物学通路研究的重要工具. 他
与表达谱基因芯片的本质区别就在于剔除了基

因芯片上对研究对象毫无意义的基因, 我们可

以把功能分类基因芯片的结果比作对基因图谱

进行局部“放大”的分子图像. 基因芯片结果

显示, 在113个血管生成相关基因中, YSV组(10 
mg/L, 72 h)相对于对照组, 下调0.667倍以上的有

7个基因, 分别是CCL11、FGF6、IL-8、IL-10、
NUDT6、VEGF、VG5Q, 均为促血管生成相关

基因, 其中差异最显著的为VEGF与IL-8.
YSV能够在基因水平上抑制肝癌细胞血管

生成相关因子的表达, 为进一步探讨YSV抗肿
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表  4  YSV(100 mg/L)72 h时对人肝癌细胞SMMC-7721血管
生成相关基因表达的影响

     
Symbol	            YSV	                 对照组	       YSV/对照组

CCL11	        0.0680	 0.1387	          0.4903

CXCL2	        0.0901	 0.1567	          0.5750

IL8	        0.0072	 0.0172	          0.4201

IL10	        0.0065	 0.0101	          0.6442

NUDT6	        0.0580	 0.1177	          0.4901

VEGF	        0.0275	 0.1121	          0.2453

使用配套软件GEArray Expression Analysis Suite分析, 以下调

0.667倍以上为差异标准.

图  1  RT-PCR法验证YSV下调人肝癌细胞SMMC-7721 VEGF
与IL-8表达.

Control        100 mg/L       10 mg/L

β-actin

VEGF

IL-8

■应用要点
本文首次证实了
酪丝缬肽能够体
外抑制肝癌细胞
促血管生成相关
基因的表达, 为酪
丝缬肽治疗肝癌
的临床应用中提
供一些有意义的
实验基础.
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瘤机制提供了新的思路. 如上所述YSV对其他

肿瘤细胞的作用机制复杂, 其药效的发挥是多

通路、多环节共同作用的结果, 且体外实验无

法模拟体内复杂的生物学环境, YSV可能通过抑

制血管生成相关基因的表达并结合其他作用机

制来产生对SMMC-7721的抑制作用. 鉴于离体

实验的局限性, 因此YSV具体的抗血管生成作

用还有待于动物模型的证实.
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Abstract
AIM: To detect the expression of HBV pre-X and 
screen the different gene expression in HepG2 
cells transfected with HBV pre-X using gene 
chip technology.

METHODS: The expressive vector of pcDNA3.1-
myc-his-HBV pre-X was transfected into HepG2 
cell line. The expression of HBV pre-X protein 
was observed by western-blotting method. 
cDNA microarray technique was applied to de-
tect the differentially expressed genes in HepG2 
transfected either with pcDNA3.1-myc-his-HBV 
pre-X or with pcDNA3.1-myc-his.

RESULTS: The expressive vector was confirmed 

by restriction enzyme digestion. The expression 
of HBV pre-X protein was confirmed by west-
ern-blotting method. High quality mRNA and 
cDNA was prepared and successful microarray 
screening was conducted. Based on the scanning 
results, 200 genes were found to be up-regulated 
and 62 genes down-regulated in HepG2 cell line 
transfected with HBV pre-X.

CONCLUSION: cDNA microarray technology 
is successfully used to screen the genes differen-
tially expressed in HepG2 cell line transfected 
with HBV pre-X, which may bring some new 
clues for studying the molecular biology mecha-
nism of hepatitis B virus with metabolic diseases.

Key Words: HBV pre-X; HepG2 cell; Microarray; Dif-
ferential expression gene

Chai YY, Zhang JQ, Zhao LF, Wang Q, Cheng J. 
Screening of genes differentially expressed in HepG2 cells 
transfected with HBV pre-X. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(33): 3724-3728

摘要
目的: 检测H B V p r e-X在真核表达载体p c 
DNA3.1-myc-his -HBV pre-X转染的HepG2细
胞中的表达,并筛选其中的代谢相关差异表达
基因.

方法: 将构建的真核表达载体pcDNA3.1-myc-
his-HBV pre-X转染HepG2细胞后蛋白免疫印
迹检测; 将pcDNA3.1-myc-his-HBV pre-X和
pcDNA3.1-myc-his载体分别转染HepG2细胞
后, 提取mRNA后逆转录为cDNA, 运用基因表
达谱芯片技术分析差异表达基因. 

结果: 构建的真核表达载体经Apa Ⅰ、Bst Ⅺ
双酶切鉴定, 转染HepG2细胞后HBV pre-X表
达经蛋白免疫印迹证实; 经基因表达谱芯片
分析发现, 其中基因表达水平显著上调和下调
的分别是200个和62个.

结论: 筛选HBV pre-X转染HepG2细胞后的代
谢相关差异表达基因, 从而为乙型肝炎病毒合
并糖尿病、脂肪肝等代谢性疾病的分子生物

®

■背景资料
H B V 慢 性 感 染
可 引 起 胰 岛 素
抵抗、糖耐量降
低, 甚至并发糖尿
病、脂肪肝等代
谢 性 疾 病 ,  提 示
HBV和糖类、脂
类物质代谢密切
相关, 但其分子生
物学机制尚不明
确. 近年来, HBV
新的ORF即pre-X
的发现引人注目, 
但相关的深入研
究甚少.

■同行评议者
刘杞, 教授, 重庆
医科大学病毒性
肝炎研究所
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0  引言

HBV基因组划分出4个开放读码框架(ORF), 分
别命名为S、C、P、X区[1-2]. 4个ORF中表达的

氨基酸长度不同, 在X基因之前存在一个ORF, 
长度168 bp, 编码56个氨基酸残基(aa), 命名其为

前-X(pre-X)区[3]. 前-X与X基因之间没有终止密

码子, 前-X区编码氨基酸与X蛋白融合表达, 序
列为MGLGYWPSPPAWNLCGSSADPYCGTP
SSLFCSQPVWSETYRNRQLCCPLSQIHLLS[4]. 
将前-X+X基因称为全X, 全长约630 bp, 编码

210个氨基酸. 前-X区是一种HBV血清型特异性

编码区, 该编码序列仅在adr血清型中有编码表 
现[4]. 前-X基因的编码具有一定的HBV C基因型

倾向性, 但并不具有基因型特异性[5]. 在HBV基

因组中发现前-前-S和前-X基因序列的存在改写

了HBV DNA编码基因序列研究的历史[6]. 本研

究应用基因芯片技术, 筛选HBV pre-X对HepG2
细胞差异表达的代谢相关基因, 为进一步深入

研究HBV合并糖尿病、脂肪肝等代谢性疾病的

生物学机制提供重要依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 真核表达质粒pcDNA3.1-myc-his-HBV 
pre-X、HepG2细胞系本实验室保存; 细胞培养

相关试剂及总RNA提取试剂TRIzol均购自Gibco
公司; 小鼠抗人抗His标签单抗, 购自Simga公司. 
真核表达载体pcDNA3.1-myc-his-HBV pre-X系

本实验室保存.
1.2 方法 
1 .2 .1 H e p G2细胞的转染和筛选 :  细胞株用

DMEM培养基(含有100 kU/L氨苄青霉素的100 
mL/L小牛血清)常规培养, 待生长到50%-70%
融合时, 采用L i p o f e c t i n脂质体法(转染程序

参照Mani tsans方法)将pcDNA3.1-myc-h is及
pcDNA3.1-myc-his-HBV pre-X质粒转染细胞, 含
G418的培养基继续培养48 h, 裂解细胞后留取上

清, 用于表达产物Western blot检测.
1.2.2 HBV pre-X蛋白Western blot检测: 将上清

于SDS-PAGE胶电泳, 于50 g/L的脱脂奶粉室温

封闭2 h, 加入TBST稀释过的抗体(小鼠抗人抗

His标签抗体, 1∶500稀释), 4℃孵育1 h, 用TBST
液漂洗4-6次, 每次5 min, 再用TBST稀释的酶标

抗体(山羊抗鼠IgG-HRP, 1∶5000稀释)于30℃温

育60 min, TBST漂洗4-5次后滤纸吸干残余液体, 
加入ECL化学发光底物, 在X光片曝光, 显影、

定影后可见结果.
1.2.3 总RNA提取: 在35 mm培养皿中常规培

养H e p G2细胞 ,  细胞生长至对数期时分别将

pcDNA3.1-myc-his及pcDNA3.1-myc-his-HBV 
p r e-X转染HepG2细胞48 h后收获细胞. 使用

TRIzol试剂一步法提取细胞总RNA(对照组和实

验组), 样品经分光光度计检测吸光度A值, 并行

琼脂糖凝胶电泳检测. 
1.2.4 m R N A纯化, 探针标记和芯片制备: 以
Qiagen公司Oligotex mRNA Midi Kit纯化得

m R N A, 并行电泳检测常规方法逆转录标记

cDNA探针并纯化. Cy3-dUTP标记对照组细

胞mRNA(5 μg), Cy5-dUTP标记实验组细胞

mRNA(5 μg). 乙醇沉淀后溶解于杂交液中. 芯片

包含的20 000个cDNA由生物芯片上海国家工程

研究中心上海生物芯片有限公司提供, 包括原

癌基因和抑癌基因、免疫调节相关基因、细胞

凋亡和应激反应蛋白相关基因、信号转导相关

基因等. 以通用引物进行PCR扩增, 靶基因溶解

于3×SSC溶液中, 用Cartesian公司的Cartesian 7 
500点样仪及TeleChem公司的硅烷化玻片进行

点样. 玻片经水合(2 h)、室温干燥(0.5 h)、UV
交联, 再分别用2 g/L SDS、水及2 g/L的硼氢化

钠溶液处理10 min, 晾干备用.
1.2.5 杂交及洗涤: 将基因芯片和杂交探针在

95℃水浴变性5 min, 将混合探针加在基因芯片

上, 置于60℃杂交15-17 h. 以SSC洗涤10 min, 室
温晾干.
1.2.6 检测与分析: 用General Scanning公司的

ScanArray 3000扫描芯片. 用预先选定的内参照

基因对Cy3和Cy5的原始提取信号进行均衡和

修正. 用ImaGene3.0软件分析Cy3、Cy5两种荧

光信号的强度, 计算Cy5/Cy3比值. 阳性结果判

断: Cy5/Cy3>1.8, 红色荧光, 显示表达增强; Cy5/
Cy3<0.6, 为绿色荧光, 显示表达减弱.

2  结果

2.1 真核表达载体pcDNA3.1-myc-his-HBV pre-X 
真核表达质粒pcDNA3.1-myc-his-HBV pre-X, 转
染前ApaⅠ、BstⅪ双酶切鉴定(图1).  

■研发前沿
关于HBV pre-X基
因生物学功能的
相关机制研究热
点逐渐深入并涉
及到肿瘤发生、

细胞凋亡、细胞
信号转导、物质
代谢等领域, 而后
两方面的研究则
更为引人注目, 但
这些作用机制仍
不明确.

■相关报道
有关HBV pre-X
的研究发现, 在乙
型肝炎后肝细胞
癌患者中其表达
量明显高于慢性
乙型肝炎患者, 提
示pre-X基因可能
与肝细胞癌密切
相关; 通过酵母双
杂交技术可知乙
肝 病 毒 全 X 基 因
编码的蛋白质与
前-X基因编码的
蛋白质存在相互
作用.
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2 . 2  真核表达载体 p c D N A 3 . 1 - m y c - h i s 和

pcDNA3.1-myc-his-HBV pre-X分别转染HepG2
细胞后, 经蛋白免疫印迹检测结果 HepG2细胞

株用DMEM培养基培养, 待生长到50%-70%融

合时, Lipofectin脂质体法将pcDNA3.1-myc-his
及pcDNA3.1-myc-his-HBV pre-X质粒分别转染

到HepG2细胞, 培养48 h后裂解细胞后留取上清

于SDS-PAGE胶电泳, Western blot检测(图2).
2.3 总R N A提取:  在35  m m培养皿中常规培

养H e p G2细胞 ,  细胞生长至对数期时分别将

pcDNA3.1-myc-his及pcDNA3.1-myc-his-HBV 
pre-X转染细胞48 h后收获细胞, 使用TRIzol试剂

一步法提取细胞总RNA, 琼脂糖凝胶电泳可见

28S、18S及8S条带(图3).
2.4 差异表达基因分析 基因表达水平显著上调

和下调的分别是200个和62个, 摘取代谢相关重

要基因见表1-2.

3  讨论

大量的统计学资料表明: HBV感染人体后可导

致患者出现胰岛素抵抗、糖耐量降低、糖尿

病、脂肪肝等代谢性疾病, 这提示HBV与糖尿

病、脂肪肝等代谢性疾病的发生、发展密切相

关[7-9]. Custro et al [10]报道, 成人慢性乙型肝炎2型
糖尿病的发病率为25%, 是普通人群发病率的

4倍. 大量临床观察的病例资料提示2型糖尿病

患者HBV感染率超过普通人群, 而慢性乙型肝

炎患者2型糖尿病发病率也显著高于普通人群, 
表明HBV与糖尿病的发生有更强的相关性, 但
HBV导致糖尿病等代谢性疾病发生、发展的分

表  1  表达显著增强的蛋白基因

     
序号	       GenBank	                                    编码蛋白			                  Cy5/Cy3

1	 NM_000209.1	 Homo sapiens insulin promoter factor 1(IPF1)		  2.045

2	 BQ549626	 Human insulinoma Homo sapiens cDNA clone	  	 2.019

3	 NM_018690	 Homo sapiens apolipoprotein B48 receptor(apoB48R)	 2.693

4	 NM_005108.2	 Homo sapiens xylulokinase homolog(H.influenzae)(xylB)	 2.043

表  2  表达显著减弱的蛋白基因

     
序号	       GenBank	                                    编码蛋白			                  Cy5/Cy3

1	 NM_001506.1	 Homo sapiens G protein-coupled receptor 32(GPR32)	 0.318

2	 NM_007193.3	 Homo sapiens annexin A10(ANXA10)			   0.408

3	 NM_000860.3	 Homo sapiens hydroxyprostaglandin dehydrogenase 	 0.489

			   15-(NAD) (HPGD)

M                   1

250 bp

100 bp

图  1  pcDNA3.1-
m y c - h i s - H B V 
pre-X经双酶切鉴
定. M: Marker; 1: 

pcDNA3.1-myc-

his-HBV pre-X经

双酶切鉴定.

1                    2 图  2  pcDNA3.1-myc-
h i s 质 粒 及 p c D N A 3 . 1 -
myc-his-HBV pre-X质
粒 转 染 H e p G 2 细 胞 后 蛋
白免疫印迹检测确定. 1: 

pcDNA3.1-myc-his; 2: 

pcDNA3.1-myc-his-HBV 

pre-X.

图   3   p c D N A 3 . 1 -
m y c - h i s 质 粒 及
pcDNA3.1-myc-his-
HBV pre-X质粒分别
转 染 H e p G 2 细 胞 后
提 取 总 R N A 结 果 .  1 : 

pcDNA3.1-myc-his;  

2: pcDNA3.1-myc-

his-HBV pre-X.

18S

28S

8S

1                    2

■创新盘点
本 研 究 应 用 基
因 芯 片 技 术 筛
选HBV pre-X对
HepG2细胞差异
表达的基因, 发现
了与多种生物学
功能有关的多种
基因都存在明显
的表达差异, 其中
部分在国内外相
关的研究工作中
未见报道, 尤其与
物质代谢和信号
转导相关的基因
更加具有研究意
义.
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子生物学机制尚不明确. 研究表明: 乙肝病毒前

-X基因的存在与HBV病毒株的突变有关, 这种

突变在严重的肝脏疾病患者中可以检测到. 同
时, 前-X基因也存在不能编码的情况, 在HBV C
型基因型中不能编码前-X区的原因主要是A2608

→C/T替换突变或C/A2733→T替换突变单一突变; 
而B型、B/C型不能编码前-X区蛋白, 主要因为

双突变的存在[11-12]. 在已知基因型的HBV DNA
阳性的HCC患者体内普遍表达前-X基因, 同时, 
经过比较, 前-X基因在HCC患者中表达率明显

高于慢性乙型肝炎患者, 具有显著性差异, 说明

在疾病的不同阶段, 其前-X基因表达不相同, 提
示前-X基因可能与HCC的发生密切相关[13-15]. 进
一步研究证实: 前-X基因的编码在HCC患者中

具有普遍性, 其表达与患者的性别、年龄、乙

肝病毒复制指标(HBV DNA、HBeAg阳性率)、
ALT水平、AFP阳性率等临床相关指标无明显

关系[16]. 酵母双杂交系统研究表明: 乙肝病毒全

X基因编码的蛋白质与前-X基因编码的蛋白质

存在相互作用, 这为全X蛋白生物学功能的研

究提供了新的思路[17]. 因此, 进一步研究HBV 
pre-X转染HepG2细胞后的差异表达基因, 对深

入研究相关的作用机制具有十分重要的意义. 
本研究应用表达谱芯片技术筛选HBV pre-X转

染HepG2细胞中的差异表达基因, 并从20 000个
基因中筛选出262个差异表达的基因, 其中基因

表达水平显著上调和下调的分别是200个和62
个, 这些基因涉及细胞信号转导、物质代谢、

肿瘤发生、细胞凋亡等多个领域 ,  这与H B V 
pre-X的生物学功能密切相关. 

膜联蛋白是一类重要的钙结合蛋白, 参与

各种重要的生物学过程.  膜联蛋白A10(ANX10)
是此类蛋白中表达量很少的功能未知的新成

员. 在成人肝脏和原发性肝癌组织中可以检测

到ANX10的表达. ANX10的表达下调与原发性

肝癌(HCC)的发生、发展及预后不良等关系密

切, 这可能为原发性肝癌的基因治疗提供了一

条潜在的思路[18]. 我们研究发现: HBV pre-X在

HepG2细胞中可以下调ANX10的表达, 从而促

进HCC的发生、发展, 加重肝细胞损害. 有研究

表明: apoB48R与动脉粥样硬化、高胆固醇血症

等心血管疾病的发生密切相关, 其机制可能与

apoB48R基因核苷酸序列改变有关[19-21]. 我们研

究发现HBV pre-X在HepG2细胞中上调ApoB48
受体, 提示HBV pre-X可能参与载脂蛋白的表达

调控, 这可能与脂类代谢和脂肪肝密切相关. 我

们研究也发现HBV pre-X在HepG2细胞中上调

胰岛素促进因子1(IPF1)、木酮糖激酶(xylB)及
胰岛素瘤基因的表达, 说明HBV pre-X可能参与

了肝细胞对糖类代谢的调节. 同时, 本研究也发

现HBV pre-X在HepG2细胞中可以下调G蛋白耦

联受体32(GPR32)(与胰岛素等受体传导通路有

关)及羟基前列腺素脱氢酶15(HPGD)的表达, 其
表达下调可能与胰岛素抵抗、糖尿病等代谢性

疾病的形成有关, 这也说明HBV pre-X可能参与

了肝细胞对糖类代谢的调节. 以上结果为相关

研究提示了大量的研究方向和思路, 我们拟进

一步深入研究确定. 
由此, 可以推论: HBVpre-X转染肝细胞后

通过相应的信号转导通路可以导致某些重要功

能基因表达水平的改变(上调或下调), 导致基因

编码的蛋白功能的改变, 促进一系列代谢性疾

病的发生, 如: 胰岛素瘤, 糖尿病, 脂肪肝等. 但
HBV pre-X相关生物学过程及其信号转导机制

目前仍尚未明确, 有待深入研究. 
总之, 我们筛选了HBV pre-X转染HepG2

细胞的差异表达基因后发现, 参与多种生物学

过程的多种基因都存在明显的表达差异, 其主

要与细胞信号转导、细胞增殖与分化、能量代

谢、细胞凋亡和肿瘤发生等密切相关. 本实验

结果为进一步研究HBV pre-X在肝细胞中相关

生物学过程及其信号转导机制提供了坚实的基

础, 尤其在HBV pre-X与糖、脂类代谢相关性方

面则更具重要意义.
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Abstract
AIM: To explore the mechanism of glutamine 
(GLN) underlying maintenance of intestinal 
barrier permeability.

METHODS: Caco-2 cells were placed on Tran-
swell filters and grown in a culture medium 
composed of DMEM with indicated concentra-
tion of GLN (0, 0.1, 1, 4 mmol/L) for 21 days 
before treatment. Next, transepithelial electrical 
resistance (TEER) was measured. The localiza-
tion and expression of tight junction (TJ) protein 
occludin were measured under immunofluo-
rescence light microscopy. Cells were lysed into 
detergent-soluble and -insoluble protein frac-
tions and the expression of active or non active 
occludin protein were measured using western 
blot. 

RESULTS: Transepithelial electrical resistance 

was significantly raised following GLN supple-
mentation compared with 0 mmol/L GLN 
group (21.4 ± 0.1, 124.5 ± 0.3, 173.6 ± 0.2 vs 11.3 ± 
0.3, P < 0.05). Immunofluorescence test showed 
that occludin protein was localized in cytoplasm, 
with increasing GLN, positive occludin ap-
peared as continuous belt-like structures encircl-
ing the cells at the apical cellular junctions in 0 
mmol/L GLN group. GLN deprivation did not 
affect 65-kDa occludin expression, but 85- kDa 
occludin expression was down-regulated (1.04 ± 
0.03, 1.17 ± 0.04, 1.29 ± 0.03, 1.43 ± 0.06, P < 0.05). 

CONCLUSION: Deprivation of glutamine de-
creases active occludin protein expression and 
increases the intestinal barrier permeability, 
which is partially reversible with GLN supple-
mentation. 

Key Words: Glutamine; Intestinal barrier; Tight 
junction protein
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摘要
目的: 探讨谷氨酰胺保护肠黏膜屏障功能的
作用机制. 

方法: Caco-2细胞(20-30代)应用含有不同浓
度谷氨酰胺(0、0.1、1、4 mmol/L)的DMEM
培养液在Transwell上培养21 d, 检测跨上皮电
阻的变化. 免疫荧光染色检测紧密连接蛋白
occludin的定位、表达. 应用不同裂解液制备
NP-40可溶性及不溶性蛋白框架, 分别进行蛋
白印迹杂交检测活性和非活性occludin蛋白的
相对含量.  

结果: 与0 mmol/L GLN组比较, 补充GLN后, 
跨上皮电阻明显升高(21.4±0.1, 124.5±0.3, 
173.6±0.2 vs 11.3±0.3, 均P <0.05). 免疫荧
光染色可见0 mmmol/L GLN组occludin呈团
状分布于细胞胞质内, 随着GLN浓度的增加, 
occludin阳性荧光染色呈沿细胞膜分布的蜂巢
状线性荧光. GLN缺乏不影响65 kDa occludin
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■背景资料
谷氨酰胺是最重
要的肠黏膜保护
剂, 能够促进肠上
皮细胞更新, 减少
细菌穿透, 但是具
体的作用机制还
不十分清楚. 紧密
连接是肠黏膜机
械屏障的重要组
成部分, 紧密连接
的形成是否参与
谷氨酰胺的肠黏
膜保护功能还未
见报道. 因此, 本
文观察了谷氨酰
胺对体外肠上皮
细胞屏障通透性
和紧密连接形成
的影响. 

■同行评议者
王炳元, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院消化内
科



蛋白的表达, 但能降低85 kDa occludin蛋白的
表达(1.04±0.03, 1.17±0.04, 1.29±0.03, 1.43
±0.06, P <0.05). 

结论: 谷氨酰胺缺乏能够减少活性紧密连接
蛋白occludin的表达, 增加肠上皮细胞屏障通
透性, 补充GLN能够阻断这些改变. 

关键词: 谷氨酰胺; 肠黏膜屏障; 紧密连接蛋白
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0  引言

肠黏膜屏障是机体最重要的免疫防御屏障, 将
机体与肠道内的外源性物质隔离开来 .  肠黏

膜具有屏障功能最重要的解剖基础是肠上皮

细胞间具有完整的紧密连接, 封闭了细胞旁间

隙, 使得肠上皮细胞仅对离子、氨基酸等营养

物质选择性通过. 但在病理情况下(如败血症、

烧伤、急性重症胰腺炎等), 紧密连接破坏, 细
菌、毒素等有害物质通过肠黏膜屏障进入血

液系统, 引起全身炎症反应综合征(s y s t e m i c 
inflammatory response syndrome, SIRS)甚至多

器官功能衰竭[1-5]. 谷氨酰胺在保护肠黏膜屏障

功能方面发挥重要作用, 能够促进肠上皮细胞

更新, 减少细菌穿透[6-11], 但是具体的作用机制

还不十分清楚, 紧密连接的形成是否参与谷氨

酰胺的肠黏膜保护功能还未见报道. 因此, 本文

应用Caco-2细胞建立体外肠上皮细胞屏障模型, 
观察谷氨酰胺对肠上皮细胞屏障通透性和紧密

连接蛋白occludin形成的影响, 以探讨谷氨酰胺

肠黏膜保护作用的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 D M E M高糖培养基, F B S购自美国

Gibco-BRL公司, 非必需氨基酸购自美国Hyclone
公司, L-GLN购自美国Sigma公司, 兔抗occludin
多克隆抗体购自美国Zymed公司, FITC标记的羊

抗兔IgG购自北京中杉金桥公司. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及分组: Caco-2细胞来源于人大

肠癌细胞, 可分化成有极性的肠上皮细胞. 将
分化良好的Caco-2细胞接种于Transwe l l板上

(孔径3 μm, 有效膜面积0.6 cm2), 接种密度为5
×104/cm2. 实验分为4组, 每组细胞均应用含有

200 mL/L胎牛血清、10 g/L非必需氨基酸和青
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霉素-链霉素双抗液的DMEM培养液, 但是加

入不同浓度的谷氨酰胺(0、0.1、1、4 mmol/L)
在37℃、50 mL/L CO2条件下进行培养, 隔天换

液(Transwell上层加入100 μL培养液, 下层加入

600 μL培养液), 倒置显微镜下观察细胞生长情

况, 同时测定跨上皮电阻(transepithelial electrical 
resistance, TEER). 另将一部分细胞接种于六孔

细胞培养板中, 培养液同上, 生长7 d左右细胞达

到70%融合后进行免疫荧光和蛋白印迹杂交. 每
种实验均选取至少三组非同代细胞进行.  
1.2.2 跨上皮电阻的测定: 在细胞生长过程中, 每
日应用EVOM测定各组细胞的TEER值, 具体测

定方法参照文献[12]. 为保证数值的准确性, 整
个过程在恒定温度下(37℃)进行, 每个Transwell
均取不同方向的三个点, 重复测定3次, 取平均

值乘以Transwell的膜面积, 即为该样品的TEER
值, 以Ω•cm2表示; 因为Transwell膜本身也具有

一定的TEER, 因此标准TEER(Ω•cm2) = 样本实

测TEER-空白对照TEER.  
1.2.3 免疫荧光: 取同代细胞接种于盖玻片上, 加
入含不同浓度谷氨酰胺的DMEM培养液, 待细

胞生长融合达70%左右, 取出盖玻片, PBS漂洗3
次(每次10 min), 37 g/L甲醛固定15 min, PBS漂
洗, 加入0.5% Triton X-100处理10 min, PBS漂洗, 
100 mL/L小牛血清白蛋白封闭1 h, 加入浓度为

1∶50的多克隆兔抗occludin抗体, 4℃过夜, PBS
漂洗后加入用FITC标记的羊抗兔IgG抗体37℃ 1 
h, 再用PBS漂洗, 蒸馏水洗后用甘油封片, 荧光

显微镜下观察. 
1.2.4 NP-40可溶性及不溶性蛋白框架的制备: 
参照文献[13]各组细胞用冰P B S洗3遍 ,  然后

用NP-40蛋白裂解液(25 mmo l/L HEPES, pH 
7.4, 150 mmol/L NaCl, 4 mmol/L EDTA, 1% 
Nonidet P-40, 25 mmol/L NaF, 1 mmol/L Na3VO4, 
10 mmol/L sodium pyrophosphate, 1 mmol/L 
PMSF)冰上裂解细胞20 min, 4℃离心12 000 g  
30 min, 上清即为NP-40可溶性蛋白, 转移至新

的Microtube内. 剩余沉淀应用SDS蛋白裂解液

(25 mmol/L HEPES, pH7.4, 4 mmol/L EDTA, 10 
g/L SDS, 25 mmol/L NaF, 1 mmol/L Na3VO4, 10 
mmol/L sodium pyrophosphate, 1 mmol/L PMSF)
冰上裂解细胞20 min, 超声波粉碎5 s×5次, 4℃
离心12 000 g  30 min, 所得上清即为NP-40不溶

性蛋白, 采用BCA法对蛋白样品进行定量, 用蒸

馏水将蛋白样品调成相同浓度, 加入相同体积

上样缓冲液, 沸水煮5 min进行蛋白变性.  
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■相关报道
张媛莉 et al 证实
在 慢 性 酗 酒 大
鼠 中 ,  补 充 谷 氨
酰 胺 能 够 提 高
occludin、ZO-1等
紧密连接分子蛋
白和mRNA的表
达. 

■研发前沿
谷氨酰胺的肠黏
膜保护作用已经
证实, 但其发生机
制是目前研究的
热点, 尤其是分子
水平的研究是今
后的趋势. 
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1.2.5 Western blot: 每个样本取等量蛋白(约50 
μg)进行80 g/L SDS-PAGE凝胶电泳, 电压100 V, 
90 min; 电泳后将蛋白转至硝酸纤维素膜上, 电
压50 V, 2 h; 脱脂奶粉封闭2 h, 加入多克隆兔抗

occludin 抗体(1∶1000)4℃过夜; 然后加入辣根

过氧化物酶标记的羊抗兔-IgG抗体(1∶2000)室
温2 h, ECT显色. 以β-actin作为内参, 结果通过

天能图像分析系统进行分析, occludin蛋白含量 
= 样本occludin蛋白灰度值/同一样本β-actin灰
度值.  

统计学处理 以mean±SD表示, 应用SPSS10.0
对各组间数据进行分析. 采用单因素方差分析

(AVONA)的LSD方法对各组间数据进行比较.

2  结果

2.1 谷氨酰胺对肠上皮细胞屏障TEER的影响 0 
mmol/L GLN组Caco-2细胞随着培养时间的延

长, 细胞间隙没有消失, TEER值无明显升高(11.3
±0.3 Ω•cm2); 0.1 mmol/L GLN组Caco-2细胞培

养21 d后, 细胞间隙仍然存在, TEER值有所升

高(21.4±0.1 Ω•cm2, P <0.05), 1 mmol/L GLN组

Caco-2细胞培养21 d后, 细胞间隙消失, TEER值
达124.5±0.3 Ω•cm2, 与0 mmol/L GLN组比较有

统计学差异(P <0.0005);  4 mmol/L GLN组Caco-2
细胞培养21 d后, 细胞形成紧密单层, TEER值进

一步升高, 达到173.6±0.2 Ω•cm2, 与0 mmol/L 
GLN组比较差异有统计学意义(P <0.0005, 图1).
2.2 谷氨酰胺对紧密连接蛋白occludin定位的影

响 0 mmol/L GLN组可见细胞胞质内成团状的阳

性荧光染色, 细胞间连接处缺乏阳性荧光染色; 
0.1 mmol/L GLN组于细胞间连接处可见不连续

的线状荧光染色; 1 mmol/L GLN组细胞间连接

处出现沿细胞膜分布的蜂巢状线性荧光, 轮廓较

完整, 胞质内阳性荧光染色减弱; 4 mmol/L GLN
组细胞间连接处阳性荧光信号明显增强, 轮廓完

整, 胞质内可见少量极弱的荧光信号(图2).
2.3 谷氨酰胺对occ lud in蛋白表达的影响 各组

蛋白样品分为NP-40可溶性(S)与NP-40不溶性

(I)两个框架分别进行蛋白杂交, 结果发现NP-40
可溶性标本仅在65 kDa处见一特异性的蛋白

条带, 对各条带进行灰度分析发现各组occludin
蛋白的表达无明显差异(0.91±0.05, 0.85±0.09, 
0.87±0.06, 0.88±0.05, P >0.05). NP-40不溶性标

本可见两条蛋白条带, 分别在65 kDa和85 kDa, 
对各条带进行灰度分析发现, 随着谷氨酰胺浓

度的增加, occ lud in蛋白的相对含量明显增加

(1.04±0.03, 1.17±0.04, 1.29±0.03, 1.43±0.06, 
P <0.05), 提示谷氨酰胺能够影响occludin蛋白的

表达(图3).

3  讨论

肠道积极参与应激反应, 如反应失调可直接或

间接损伤肠黏膜屏障 ,  引起肠腔内细菌和内

毒素逸出肠壁, 导致肠源性全身感染及S I R S
甚至多器官功能障碍综合征(mu l t i p le o rgan 
dysfunction syndrome, MODS), 造成大量重症患

者死亡[14-19]. 目前已有研究表明在烧伤、重症胰

腺炎、暴发性肝衰竭等疾病引起的肠黏膜屏障

损伤中, 均存在肠上皮屏障的破坏[20-25], 表现为

紧密连接蛋白表达减少, 紧密连接完整性的破

坏, 因此推断在上述疾病中, 肠上皮紧密连接屏

障的损害是诱发全身炎症反应综合征的启动环

节, 阻断此环节对疾病的转归具有重要意义. 
GLN是目前应用非常广泛的肠黏膜保护剂, 

是维持肠道黏膜代谢、结构和功能的必须营养

成分, 对维护肠黏膜细胞的生长、分化和增殖

具有重要的意义[26-30]. 体内实验表明GLN缺乏可

使肠道黏膜萎缩, 绒毛变稀变矮, 屏障功能下降; 
补充GLN后能明显增加大鼠肠黏膜质量、恢复

绒毛高度、黏膜表面积和陷窝深度, 加快肠上皮

细胞更新速度, 阻止肠黏膜萎缩及炎症所致的通

透性增加, 从而恢复并维持肠黏膜屏障功能[31-32]. 
Potsic et al [33]利用胃造口术喂养大鼠发现, GLN
的缺乏可以引起肠上皮细胞间连接的破坏, 并
且与凋亡无关, 提示GLN可能对于肠上皮细胞

紧密连接的形成和功能维持有一定影响. 为了

验证这一推论, 我们应用研究紧密连接屏障的

经典细胞Caco-2细胞建立体外肠上皮细胞屏障, 
检测了不同浓度GLN对肠上皮屏障通透性和紧

密连接蛋白occludin表达的影响. 
我们首先利用TEER检测了GLN对肠上皮屏

障通透性的影响. TEER由离子经细胞旁间隙的流

动形成, 是检测细胞旁通透性的常用指标[12]. 我

图  1  GLN对TEER的影响. 可见随着GLN浓度的增加, TEER

值逐渐升高. aP<0.05, bP<0.01 vs  0 mmol/L GLN组.
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■创新盘点
目前国内关于谷
氨酰胺影响肠上
皮细胞间紧密连
接形成的文章尚
未见报道. 谷氨酰
胺肠黏膜屏障保
护功能的研究主
要集中在光镜下
肠组织结构的改
变以及肠上皮细
胞的凋亡. 

■应用要点
本研究证实谷氨
酰胺缺乏能够影
响紧密连接的形
成, 为临床补充谷
氨酰胺治疗肠黏
膜屏障损害提供
依据. 
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们的实验结果表明在GLN缺乏的情况下, Caco-2
细胞不能形成紧密单层, TEER值始终处于较低

水平; 而在补充1 mmol/L GLN后, Caco-2细胞

的细胞间隙消失, TEER值明显升高, 4 mmol/L 
GLN的这种作用更加明显, 说明GLN的含量能

够影响肠上皮细胞屏障的通透性. 
TEER值主要反映肠上皮细胞的细胞旁通

透性, 而肠上皮细胞的细胞旁转运主要受紧密

连接的限制. 有研究报道紧密连接蛋白occludin
是TJ的主要功能调节蛋白[34], 其表达量的多少直

接决定TEER的高低, 并且occludin缺失可引起肠

上皮屏障通透性的增高[35], 因此我们进一步检测

了GLN对紧密连接蛋白occludin表达的影响. 
Occ lud in存在两种形式, 磷酸化和非磷酸

化, 磷酸化是其活性形式. 非磷酸化occludin主要

存在于胞质内, 可溶解于去垢剂NP-40中, 而磷

酸化occludin定位于细胞间的紧密连接处, 不溶

于NP-40[13], 因此我们制备了NP-40可溶性和不

溶性蛋白成分, 分别进行蛋白印迹杂交. 结果表

明GLN缺乏能够明显减少NP-40不溶性occludin
蛋白的表达, 补充GLN后, NP-40不溶性occludin
蛋白的含量明显增加, 提示GLN缺乏能够引起

活性状态occludin蛋白表达的减少. 这一结论可

由免疫荧光进一步证实: 在GLN缺乏的情况下, 
occludin蛋白呈团块状分布于Caco-2细胞胞质

内, 不能定位在紧密连接处发挥功能; 补充GLN
后, occludin蛋白逐渐向细胞膜上转移, 定位于膜

尖端的紧密连接处, 形成完整的紧密连接.
总之, GLN缺乏能够通过减少活性紧密连

接蛋白occludin的表达, 影响紧密连接的完整性, 
进而增加肠上皮屏障通透性, 补充GLN是维护

紧密连接完整性, 降低肠上皮屏障通透性的有

效手段. 
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图  2  谷氨酰胺对紧密连接蛋白occludin定位的影响(免疫荧光染色×400). A: 0 mmol/L GLN组; B: 0.1 mmol/L GLN组; C: 

1 mmol/L GLN组; D: 4 mmol/L GLN组.
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图  3  谷氨酰胺对
occludin蛋白表达
的影响. S: NP-40
可溶性蛋白标本; I: 
NP-40不溶性蛋白
标本.
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Zo-3等, 在不同的
组织结构, 各种紧
密连接蛋白的表
达亦存在差别. 
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Abstract
AIM: To find the morphologic abnormalities, 
if any, of myenteric plexus in diabetic rats, to 
explore the expressive alteration of the Group 
Ⅰ mGluRs (mGluR1, mGluR5) and to explore 
the role of glutamic acid energic nerve in enteric 
nervous system of diabetic gastroenteropathy.

METHODS: Forty rats were randomly divided 
into diabetic group and control group. Gastric 
emptying and small intestine transit rate were 
measured, and the number of mGluR1 and 
mGluR5 receptors in diabetic rats was studied 
using fluorescence immunohistochemistry and 
RT-PCR. 

RESULTS: Eighteen weeks after the establish-
ment of the diabetic rats model, gastric emptying 

and gastrointestinal transit rate were delayed 
compared with control group. The number of 
ganglia and neurons was significantly decreased 
in diabetic rats compared with control group 
(mGluR1: 4.5 ± 3.1 vs 7.3 ± 2.4, 142.25 ± 28.24 vs 
175.34 ± 34.83, both P < 0.05; mGluR5: 4.3 ± 2.1 
vs 7.9 ± 2.8, 133.37 ± 35.73 vs 168.34 ± 32.66, both 
P < 0.05). The fluorescence intensity of the recep-
tors of mGluR1 and mGluR5 in the diabetic rats 
was weakened compared with control group 
(mGluR1: 145.23 ± 28.78 vs 167.72 ± 30.56, both P 
< 0.05; mGluR5: 141.54 ± 18.46 vs 172.53 ± 29.74, 
both P < 0.05), and mGluR1 and mGluR5 mRNA 
expressions were decreased in the diabetic rats 
(1.05 ± 0.27 vs 1.43 ± 0.47, 0.95 ± 0.30 vs 1.60 ± 0.39, 
both P < 0.01). 

CONCLUSION: Decreased glutamatergic gan-
glia and neurons and reduced receptor expres-
sion of mGluR1 and mGluR5 in myenteric plex-
us might be one of the mechanisms of diabetic 
gastroenteropathy in rats. 

Key Words: Enteric nervous system; Glutamate; 
mGluR1; mGluR5

Bai YH, Zhang J, Shi HY, Dai F, Li FW. Expression of 
metabotropic glutamate receptors mGluR1 and mGluR5 
in the myenteric plexus of the diabetic rat ileum. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(33): 3734-3739

摘要
目的: 了解糖尿病大鼠胃肠动力障碍时, 回肠
肌间神经丛有无形态学异常, 以及第Ⅰ组代谢
型谷氨酸受体mGluR1、mGluR5的表达变化, 
探讨谷氨酸能神经在糖尿病胃肠病变发生中
的作用. 

方法: 40只大鼠随机分为糖尿病组和对照组, 
给与高脂饮食结合腹腔注射STZ 30 mg/kg造
糖尿病模型. 运用肌间神经丛铺片观察谷氨酸
能神经的分布及形态特征, 并对其神经节和神
经元进行定量研究, 以及运用免疫荧光染色和
RT-PCR方法观察大鼠回肠肠神经系统肌间神
经丛的代谢型谷氨酸受体mGluR1、mGluR5
的表达变化.  

®

■背景资料
谷氨酸(Glu)是广
泛存在于中枢神
经系统的一种神
经递质 ,   与大脑
的认知、疼痛, 内
脏 感 觉 等 有 关 . 
Glu  激活两种类
型 的 受 体 .  离 子
型受体 ( iGluRs)
和 代 谢 型 受 体
(mGluRs). 最新的
分子生物学分析
发现,  Glu不仅作
用于中枢的一些
神经核团, 调节胃
肠功能, 而且还作
用于一些外周的
神经元组织和非
神经元组织直接
调节胃肠功能, 及
参与胃肠内脏感
觉的传入, 从而间
接调节胃肠功能. 

■同行评议者
姜春萌, 教授, 大
连医科大学附属
第二医院消化科
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结果: 糖尿病大鼠肠神经系统肌间神经丛的
谷氨酸能神经节和神经元的数目较对照组明
显减少(mGluR1: 4.5±3.1 vs  7.3±2.4; 142.25
±28.24 vs  175.34±34.83, 均P <0.05; mGluR5: 
4.3±2.1 vs  7.9±2.8, 133.37±35.73 vs  168.34
±32.66, 均P <0.05), 荧光强度较对照组减弱
(mGluR1: 145.23±28.78 vs  167.72±30.56, 
均P <0.05; mGluR5: 141.54±18.46 vs  172.53
±29.74, 均P <0.05), mGluR1、mGluR5受体
mRNA表达减少(1.05±0.27 vs  1.43±0.47, 
0.95±0.30 vs  1.60±0.39, 均P <0.01). 

结论: 糖尿病大鼠回肠肠壁的肌间神经丛的
神经节和神经元数目减少, 以及兴奋性递质受
体mGluR1、mGluR5的表达减少是导致胃肠
道肌层兴奋性降低, 肌层收缩减弱, 引起糖尿
病胃肠病变的一个重要机制. 

关键词: 肠神经系统; 谷氨酸; 代谢型谷氨酸受体

mGluR1; 代谢型谷氨酸受体mGluR5

白艳华, 张军, 史红阳, 戴菲, 李芳伟. 糖尿病大鼠回肠肌间神

经丛mGluR1及mGluR5的表达.  世界华人消化杂志  2008; 

16(33): 3734-3739

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/3734.asp

0  引言

糖尿病胃肠病变(diabetic gastroenteropathy)是糖

尿病的一种常见的并发症, 表现为消化不良、

恶心、呕吐、腹痛、腹胀、腹泻、便秘等多种

症状. 75%的门诊糖尿病病患者不同程度具有

这些症状, 严重地影响了患者的生活质量, 并削

弱了血糖的调控, 且妨碍药物的吸收, 干扰治疗, 
又可引起营养不良和水电解质紊乱, 可分为糖

尿病性胃轻瘫和糖尿病肠病两种[1-2]. 近年, 糖尿

病胃肠动力障碍已引起国内外学者和临床医生

的重视, 并成为研究热点. 　　

目前认为引起糖尿病胃肠病变的发病机制

包括神经病变(含自主神经病变和肠神经系统病

变)、Cajal间质细胞异常、高血糖、胃肠激素分

泌异常等等, 但确切的发病机制尚不完全清楚[3]. 
其中肠神经系统(enterie nervous system, ENS)病变

是较受关注的一种发病机制, 本研究通过建立糖

尿病大鼠模型, 研究代谢型谷氨酸受体mGluR1、
mGluR5的表达变化, 从而了解谷氨酸能神经的变

化在糖尿病胃肠神经病变发生中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠40只, 体质量100-160 g, 

由西安交通大学医学院动物中心提供. 
1.2 方法 
1.2.1 糖尿病模型的建立: 健康♂SD大鼠随机分

为实验组(30只)和对照组(10只). 对照组饲以标

准饲料, 糖尿病组予以高脂饲料. 高脂饲料的成

分为普通饲料占61.5%的基础上, 加熟猪油15%, 
蔗糖20%, 胆固醇2.5%, 胆酸盐1%. 8 wk后糖尿

病组, 一次性左下腹ip链尿佐菌素(streptozotocin, 
STZ)30 mg/kg[4], 对照组腹腔内只注射等量柠檬

酸盐缓冲液, 空腹血糖>7.8 mmol/L或葡萄糖耐

量实验血糖120 min>11.1 mmol/L并稳定者为糖

尿病大鼠. 成模后每2周固定时间测量体质量, 
每周测定2-3次血糖, 剔除死亡、未成模及血糖

恢复的大鼠, 18 wk ip过量100 g/L水合氯醛处死

大鼠.  
1.2.2 胃肠道动力指标检测: 大鼠胃排空和肠道

传输速度测定: 两组动物禁食24 h, 处死前, 经口

胃管灌入20 g/L亚甲兰0.4 mL, 30 min后处死动

物, 开腹取全部胃肠道, 自幽门括约肌处取胃, 沿
大弯侧剪开, 将胃内色素残留物充分洗于4 mL去
离子水中, 3500 r/min离心15 min, 取上清液, 以分

光光度计测吸光度为胃内色素残留量, 求出与对

照均值的百分比即为各样本的胃内色素相对残

留率. 同时量取幽门括约肌至小肠色素最前端及

至盲肠距离, 以二者百分比为小肠推进比.  
1.2.3 小肠肌间神经丛铺片标本制备: 动物处死

后, 剖腹, 取出取相同部位(距离回盲部10 cm处)
的一段回肠(长10 cm), 尽量剪掉肠系膜和脂肪

组织, 0.01 mol/L的PBS洗净内容物后, 用40 g/L
多聚甲醛充盈回肠, 两端用线结扎, 放入40 g/L
多聚甲醛中固定8 h, 再转入300 g/L蔗糖溶液脱

水. 将固定脱水后的肠管剪成长约6 mm×6 mm
大小的方块, 0.01 mol/L的PBS冲洗3次后用手术

刀片在肠管浆膜面轻轻划一切痕, 用钟表镊沿

切痕轻轻剥离, 得到一层透明的组织, 即纵行肌

与环形肌层组织, 将组织内侧面向上之置于解

剖显微镜下, 用钟表镊小心剥掉环肌层, 即得到

位于位于纵、环肌层之间的肌间神经丛铺片标

本, 放入0.01 mol/L的PBS溶液中保存(4℃). 
1 . 2 . 4  肌 间 神 经 丛 免 疫 荧 光 染 色 分 别 检 测

mGluR1、mGluR5的表达变化: 本实验采用漂

染法, 铺片经0.01 mol/L的PBS漂洗10 m in×3
次后, (1)0.3% trition x-100 37℃下孵育30 min; 
(2)0.01 mol/L的PBS漂洗10 min×3次; (3)正常

血清封闭, 37℃下孵育2 h后倾去, 不洗; (4)室温

下滴加一抗, (mGluR1 chemicon公司, 1∶200稀

■相关报道
在中枢神经系统
中, 当Glu的释放
异常时均可引起
的神经损伤和神
经元死亡这种作
用被称为兴奋性
毒性, 这在中枢神
经系统中已得到
公认, 兴奋性毒性
引起的损伤包括
坏死和凋亡, 通常
被认为是由离子
型受体和NMDA
受体介导的. 近年
来的研究认为代
谢型谷氨酸受体
(mGluRs)在兴奋
性毒性的发生机
制中起着重要的
作用. 



释, mGluR5 chemicon公司, 1∶200稀释)4℃下过

夜; (5)0.01 mol/L的PBS漂洗10 min×3次; (6)加
荧光二抗(FITC 1∶100稀释)4℃下过夜; (7)0.01 
mol/L的PBS漂洗10 min×3次; (8)将铺片裱于多

聚赖氨酸处理过的玻片上, 甘油/PBS封片; (9)荧
光显微镜和共聚焦显微镜下观察, 照相, 定量观

察mGluR1、mGluR5的荧光强度变化.  
1.2.5 计数肌层神经元和神经节的数目: 在200
倍荧光显微镜下对神经节及神经元计数, 每例

随机选取5个高倍镜视野进行神经节及神经细

胞计数, 取均值分别代表该标本神经节和神经

元密度.  
1.2.6 采用RT-P C R法检测胃肠道m G l u R1、
mGluR5 mRNA的表达变化: 取肠肌间神经丛

共50 mg, 用TRIzol试剂提取总RNA. 测定总 
RNA含量. A 260/A 280的比值在1.6-2.0时, 表明纯

度较好, 可用于逆转录合成cDNA, 逆转录试剂

盒购自Fermentas公司, 引物由北京三博远志公

司设计合成. 引物序列如下, mGluR1上游引物: 
5-AAA TCT ACA GCA ATG CTG GCGA-3, 下
游引物5-CTT CGA TGA CTT CTC TGTC-3, 扩
增产物长度207 bp; mGluR5上游引物: 5-GAGC
AGATCAGCAGCGTAGTG-3, 下游引物: 5-TCA 
GGT AGG AGG AGC AGA TTGG-3, 扩增产物

长度121 bp; β-actin上游引物: 5-CTA TCG GCA 
ATG AGC GGT TCC-3, 下游引物: 5-TGT GTT 
GGC ATA GAG GTC TTT ACG-3, 扩增产物长

度146 bp. 25 μL反应体系进行PCR反应, 反应条

件: 94℃预变性5 min, 94℃变性30 s, 60℃退火

30 s, 72℃延伸1 min, 循环30次, 末次循环后72℃
再延伸10 min, 4℃终止反应. 取PCR产物10 mL, 
在含0.5 mg/L溴化乙啶(EB)的20 g/L琼脂糖凝胶

上电泳(80 V, 20 min), 凝胶图像成像处理系统扫

描凝胶, 以目的条带与内参条带的光密度之比

(A 1/A 2)为标准评价结果. 
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统计学处理 各组数据用mean±SD表示, 两
组间比较采用t检验, P <0.05为差异显著, P <0.01 
为差异非常显著, 用SPSS13.0统计分析软件进

行数据处理. 

2  结果

2.1 糖尿病模型大鼠的一般状况 对照组大鼠在

实验全过程精神良好, 动作灵活, 进食正常, 休
质量逐渐增加, 毛色光泽, 未见感染病灶. 实验

组大鼠给予高脂饮食后, 体质量自第4周开始与

对照组比较有明显升高, STZ注射后, 糖尿病大

鼠体质量增长较注射前缓慢. 糖尿病组大鼠在

注射后1 wk内出现多尿、多饮、多食症状, 10 
wk后上述症状更加显著, 且较对照组大鼠明显

懒动, 精神倦怠, 无进攻性, 毛色干枯无光泽, 易
感染, 部分造模大鼠腹部出现溃疡. 
2.2 体质量和血糖 实验组大鼠在第4周后体质量

增长快于对照组(276.32±23.47 g vs  234±28.76 
g, P <0.05), 自第9周开始体质量增长放缓, 第
12-14周两组体质量无明显差异, 16 wk后糖尿病

大鼠体质量增长较对照组减慢, 差异有显著性

(458±35.75 g vs  508±28.46 g, P <0.05, 图1). 
糖尿病组大鼠在第9周后空腹血糖高于对

照组(8.34±2.35 mmol/L vs  5.33±1.03 mmol/L, 
P <0.05), 第10周后在血糖明显高于对照组(11.34
±3.36 mmol/L vs  5.34±1.07 mmol/L, P <0.01), 
以后每2周测一次空腹血糖. 大鼠18 wk处死前测

量血糖和体重(图2). 
2.3 糖尿病大鼠胃内色素残留率和小肠传输速

率 糖尿病组的胃内色素残留率与对照组比较显

著增加, 小肠传输速率减慢(表1). 
2.4 神经节、神经元计数、神经元计数神经元计数 荧光显微镜下, 大鼠回

肠肌间神经丛主要由神经结, 节间束和一些含

膨体的神经纤维纵横交织呈网格状分布, 神经

元胞体形态多样, 有卵圆形, 三角形及不规则形. 
正常大鼠回肠肌间神经丛中的神经纤维呈“树

■创新盘点
谷氨酸作为一种
新的外周神经递
质, 在消化系方面
的研究较少. 本文
首次研究其在糖
尿病胃肠病变中
的作用, 探讨其在
胃肠动力疾病发
生中的作用. 
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根状”分布, 神经节粗大, 其中可见大小不等的

神经元及突起, 节间束可见散在神经元, 通常每

个神经元胞体有1条或多条长突起伸入节间束,
但也可见到有的神经元胞体相互融合, 以及神

经元的短突彼此连接, 构成神经元回路. 此外, 
还可见神经元的短突末端分叉, 投射到附近神

经元的胞体上(图3). 

在200倍荧光显微镜下对阳性细胞计数, 每
例随机选取5个高倍镜视野进行神经节及神经

细胞计数发现实验组糖尿病大鼠回肠肌间神经

丛中谷氨酸能神经和氮能神经的神经节体积较

小, 散在分布的神经元少, 神经纤维较细. 差异

有统计学意义(P <0.05, 表2, 图3)
2.5 激光共聚焦显微镜检测mGluR1、mGluR5
荧光强度变化  糖尿病组较正常对照组回肠 
mGluR1、mGluR5阳性细胞数量减少, 表达减

弱, 荧光强度降低, 差异显著(P <0.05, 表3).  
2.6 RT-PCR结果 产物经20 g/L琼脂糖凝胶电

泳, 运用Bandscan软件计算各条带的积分光密

度比值, 结果显示糖尿病组回肠组织mGluR1 
mGluR5 mRNA的表达明显低于正常对照组

(P <0.01, 表4,  图4). 

图  3  各图均为大鼠荧光显微镜下FITC标记的mGluR1和mGluR5受体的回肠肌间神经丛. A: 正常大鼠的mGluR1受体的回肠

肌间神经丛, 可见呈网状结构(×200); B: 糖尿病组mGluR1受体的肌间神经丛结构(×200), 可见网状结构受到破坏, 神经节

和神经元数量与对照组比较明显减少; C: mGluR5受体的正常组肌间神经丛(×200); D: 糖尿病组mGluR5受体染色, 神经节

和神经元数量与对照组比较明显减少(×200); E: 正常组mGluR5肌间神经丛(×400); F: 糖尿病组mGluR5组间神经丛(×400), 

可见神经元数量减少.

A B

C D

E F

■应用要点
本研究可以为胃
肠动力疾病的研
究提供新的方向, 
帮助我们更深入
地了解一些胃肠
道动力疾病的发
病机制, 提供诊断
和治疗的新思路,
及提供新的药物
作用靶点和选择
用药的依据, 具有
较强生理学意义
和临床应用前景. 

表  1  糖尿病组与对照组的胃内色素残留率、小肠传输速
率比较 (mean±SD, %)

     
分组                       胃内色素残留率              小肠传输速率

糖尿病组	             127.96±11.93a              36.93±8.99a

对照组	               99.54±6.76                 44.87±6.95

aP<0.05 vs  正常对照组.
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ENS是由胃肠道壁内(包括胰和胆囊内)所含的

神经节及其间的网络组成的系统, 从食管到肛

门的管壁内, 有一系列的神经丛, 共同组成ENS, 
他是一个高度协调的神经集合, 具有明显的特

征性, 类似于中枢神经系统(CNS). ENS主要由

有神经节的神经丛和无神经节的神经丛这两个

互相联系的神经丛组成复杂的肠壁内神经网络, 
主要有肠肌间神经丛和黏膜下神经丛. 肠肌间

神经丛位于纵肌和环肌之间, 围绕整个消化管

的周围, 是由内部相互联系的小神经节组成的

神经网络. ENS是调节小肠收缩活动的重要组成

部分, ENS的神经元主要包括两部分: (1)胆碱能

神经元, 是兴奋性神经元, 主要的神经递质为乙

酰胆碱. (2)非肾上腺素非胆碱能神经元, 释放的

递质主要有NO, 血管活性肠肽, 生长抑素等[5]. 
谷氨酸(Glu)是广泛存在于CNS中的一种

兴奋性神经递质, Glu激活两种类型的受体, 离
子型谷氨酸受体(iGluRs)和代谢型谷氨酸受体

(mGluRs). 其中, mGluRs是一类和G蛋白偶联

的调节离子通道和第二信使生成酶的特异型受

体. 根据序列同源性、信号转导通路以及药理

学特性, mGluRs可以分为3组, 第Ⅰ组(Group Ⅰ
mGluRs)包括mGluR1和mGluR5[6]. 研究表明, 
mGluRs在中枢神经系统之外也有表达, 如在脊

髓背根神经节, 味蕾, 胸腺, 视网膜、胰腺等都

发现有其表达. 目前研究证实Glutamate也是存

在于胃肠道中的一种重要的兴奋性神经递质, 
谷氨酸受体在胃肠道ENS大量分布[7-8], 功能包

括调节胃肠运动、参与胃肠内脏感觉的传入, 
以及影响胃肠道的分泌等[9-10]. 

本研究选用♂大鼠, 运用高脂饮食加前腹

腔注射STZ法进行糖尿病造模, 从发病机制上更

接近临床上的2型糖尿病, 且造模成功率较高[4]. 
通过制作小肠肌间神经丛铺片, 进行mGluR1、
mGluR5受体免疫荧光染色发现, 在糖尿病大鼠

的肌间神经丛的神经节及神经元数目较对照组

明显减少, mGluR1、mGluR5受体表达降低, 荧
光强度减弱. RT-PCR方法观察发现肌间神经

丛mGluR1、mGluR5 mRNA表达较对照组减

少, 由于目前发现的mGluR1、mGluR5主要存

在于神经元上, 固可认为肌间神经丛mGluR1、
mGluR5 mRNA表达的减少, 系由于神经元上

的该物质减少所致. 以往研究发现, 肝硬化大鼠

空肠和结肠肌间神经从的氮能和胆碱能神经元

减少, 一氧化氮合酶和乙酰胆碱酯酶的活性均

下降, 其所对应的神经元的功能下降[11], 另外, 
雷亚宁 et al [12]用链脲佐菌素建立大鼠糖尿病模

型, 发现糖尿病大鼠回肠肌间神经丛内胆碱能

神经元的密度明显低于对照组, 而氮能神经节

和氮能神经元的密度则明显高于对照组. 龙庆

林 et al [13]用Karnovsky-Root直接法证明了糖尿

表  2  糖尿病组和对照组神经节和神经元 (mean±SD)

     
分组                      mGluR1	                mGluR5

	   神经节        神经元           神经节        神经元

糖尿病组     4.5±	    142.25±        4.3±      133.37±

	    3.1a	      28.24a	          2.1a	          35.73a

对照组	    7.3±	    175.34±        7.9±      168.34±

	    2.4	      34.83	           2.8	           32.66

aP<0.05 vs  正常对照组.

表  3  糖尿病组和对照组回肠部荧光强度平均吸光度值
(IA )比较

     
分组                             糖尿病组                          对照组

mGluR1               145.23±28.78a           167.72±30.56a

mGluR5	             141.54±18.46            172.53±29.74

aP<0.05 vs  正常对照组.

表  4  糖尿病组和对照组回肠部各基因mRNA的表达

     
分组                               糖尿病组                          对照组

mGluR1                    1.05±0.27                   1.43±0.47

mGluR5	                  0.95±0.30b                  1.60±0.39

bP<0.01 vs  正常对照组.

200 bp

100 bp

Marker  1        2         3      4        5       6

图  4  糖尿病组和正常对照组mGluR1、mGluR5 mRNA的表
达. A: 1: β-actin糖尿病组; 2: β-actin对照组; 3:mGluR1糖尿

病组; 4: mGluR1对照组; 5: mGluR5糖尿病组; 6: mGluR5对

照组.

■名词解释
肠 神 经 系 统
( E N S ) :  1 9 2 1 年
英 国 生 理 学 家 
Langley et al 在研
究哺乳动物胃肠
道的神经支配时, 
发现胃肠道有一
个独立于中枢神
经系统的神经结
构, 并将其称之为
ENS .   他包括大
量神经节和无数
神经纤维, 主要由
分布于黏膜下和
肌间神经丛的传
入神经元、中间
神经元和传出神
经元及神经纤维
组成, ENS中的肠
神经节神经元是
迷走神经和内脏
神经传出神经通
路的主要靶目标. 
这些神经节中的
运动神经元和感
觉神经元对胃肠
平滑肌细胞、腺
体细胞及血管等
效应器官活动起
作用. 
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病大鼠胃窦肌间神经丛胆碱能神经减少. 由于

Glutamate也是存在于胃肠道中的一种重要的兴

奋性神经递质, mGluR1、mGluR5与乙酰胆碱

共同表达, 与乙酰胆碱具有协同作用[14], 因此从

另一方面也证明糖尿病胃肠病变大鼠在胆碱能

神经元的密度减少的同时也存在着谷氨酸受体

的减少. 实验表明, 谷氨酸是重要的兴奋性神经

递质, 能使胃肠道平滑肌去极化, 激活mGluR1, 
mGluR5可引起胃肠道平滑肌收缩, 促进胃肠蠕

动[15], 因此肌间神经丛内谷氨酸能神经元减少

势必引起肠蠕动减慢, 胃肠传输速率延迟. 通过

本研究进一步证明糖尿病大鼠胃肠壁的肌间神

经丛由于兴奋性递质受体mGluR1, mGluR5的减

少, 导致胃肠道肌层兴奋性降低, 收缩减弱.
另外 ,  分子生物学研究表明m G l u R1、

mGluR5属于G蛋白偶联受体, 作用机制为通过

活化磷脂酶C(PLC), 将膜内的磷酸肌醇(P I)水
解为甘油二酯(DAG)和三磷酸肌醇(IP3), IP3
作为第二信使可引起内源性Ca2+的释放. 神经

元是一种可兴奋性细胞, 能迅速以一种可控制

方式传递电化学信号, 神经元内对化学和电信

号刺激做出反应的主要信使是Ca2+ [16]. 因此当

mGluR1、mGluR5受体表达减少, 使其配体作

用于神经元上谷氨酸受体的作用减弱, 使Ca2+

释放减少, 因此神经元的兴奋性降低, 从分子水

平上证实了第Ⅰ组谷氨酸受体在ENS上的调节

作用. 
总之, 糖尿病胃肠病变大鼠胃肠动力明显减

退, 其机制可能与肌间神经丛谷氨酸能神经损伤, 
mGluR1、mGluR5受体表达减少有一定关系. 
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Abstract
AIM: To investigate the distribution of H pylori 
infection in gastric cancer and precancerous 
diseases and the role of H pylori infection in the 
incidence and differentiation of gastric cancer, 
as well as the clinical value of H pylori infection 
detection using immunohistochemical method.

METHODS: Biopsy specimens of gastric muco-
sa in various diseases were randomly selected 
from 327 cases in Zhuanghe region in Liaoning 
Province, including 63 cases of superficial gas-
tritis, 62 cases of atrophic gastritis and 202 cases 
of gastric cancer. HE staining and immunohis-

tochemical staining were used to measure the 
density of H pylori infection in gastric mucosa 
and mucus. 

RESULTS: The H pylori colonization status 
was higher in superficial gastritis group or in 
atrophic gastritis than gastric cancer group (χ2 
= 96.998, 87.542, both P < 0.01), while the status 
was lower in gastric cancer group than peri-
cancer mucosa (χ2 = 5.378, P < 0.01), higher in 
the intestinal gastric cancer group than in dif-
fused gastric cancer (χ2 = 19.253, P < 0.01). When 
H pylori density score was ≤ 2, the H pylori free 
status in superficial gastritis and atrophic gas-
tritis were lower than that of gastric cancer (χ2 
= 6.526, 6.218, both P < 0.01), and when H pylori 
density score > 2,  it was higher in superficial 
gastritis group or atrophic gastritis group than 
in gastric cancer group (χ2 = 20.252, 46.248, both 
P < 0.01), it was higher in atrophic gastritis than 
in superficial gastritis (χ2 = 4.746, P < 0.05), and 
it was higher in the intestinal gastric cancer than 
in diffused gastric cancer (χ2 = 6.784, P < 0.01). 

CONCLUSION: The H pylori distribution is 
higher in superficial gastritis and atrophic gas-
tritis than in gastric cancer, lower in gastric 
cancer than in peri-cancer mucosa, higher in the 
intestinal gastric cancer than in diffused one. 
There is no significant difference in the free 
H pylori density score between gastric cancer 
tissue and peri-cancer mucosa. Immunohisto-
chemical detection of H pylori is better than HE 
staining. 

Key Words: Helicobacter pylori ; Immunohistochem-
istry; Situ detection; Gastric diseases; Distribution 
status

Yu XW, Dong NN, Gong YH, Xu Q, Yuan Y. In situ 
detection of Helicobacter pylori in gastric cancer and 
precancerous diseases and its significance. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(33): 3740-3745

摘要
目的: 探讨H pylori 感染在胃癌及癌前疾病中
的分布状态以及在胃癌的发生及分化中的作
用以及免疫组化法检测H pylori感染的价值.

®

■背景资料
H pylori 可以导致
胃炎、胃溃疡以
及增加胃癌的发
生风险 .目前 ,  诊
断H pylori 感染的
方法很多, 其中形
态学检查, 特别是
HE, 在常规病理
诊断的同时检测
H pylori 感染, 既
评价了组织学改
变状况, 又观察了
H pylori感染情况, 
故被学者广泛使
用.

■同行评议者
邹小明, 教授, 哈
尔滨医科大学附
属第二医院普外
二科
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方法: 随机选取辽宁省庄河地区不同胃疾病
胃黏膜活检标本327例, 包括慢性浅表性胃
炎63例、萎缩性胃炎62例, 胃癌202例, 常规
HE染色及免疫组织化学染色, 观察黏膜、黏
液H pylori 感染密度. 

结果: 不同胃疾病H pylori在胃黏膜定植状态
为浅表性胃炎、萎缩性胃炎高于胃癌(χ2 = 
96.998, 87.542, 均P <0.01), 胃癌组织低于癌周
黏膜(χ2 = 5.378, P<0.01), 肠型胃癌高于弥漫型
胃癌(χ2 = 19.253, P<0.01). 不同胃疾病H pylori
在胃黏液游离状态为H py lo r i 密度评分≤2
时, 浅表性胃炎、萎缩性胃炎低于胃癌(χ2 = 
6.526, 6.218, 均P <0.01), H pylori 密度评分>2
时, 浅表性胃炎、萎缩性胃炎高于胃癌(χ2 = 
20.252, 46.248, 均P <0.01), 萎缩性胃炎高于浅
表性胃炎(χ2 = 4.746, P <0.05), 胃癌与癌周黏
膜无统计学差异, 肠型胃癌高于弥漫型胃癌
(χ2 = 6.784, P <0.01).

结论: 不同胃疾病H p y l o r i 分布, 浅表性胃
炎、萎缩性胃炎高于胃癌, 胃癌低于癌周黏
膜, 肠型高于弥漫型. 黏液内游离H pylor i 密
度评分胃癌组织与癌周黏膜无差异. 免疫组化
染色检测H pylori 优于HE.

关键词: 幽门螺杆菌; 免疫组织化学; 原位检测; 胃

疾病; 分布状态
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螺杆菌原位检测及意义.  世界华人消化杂志  2008; 16(33): 

3740-3745
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylor i )是一种能运动的G-人类

致病菌, 他可以导致胃炎、胃溃疡以及增加胃

癌的发生风险[1]. 1994年世界卫生组织下属的

国际癌症研究机构(IARC)已将其列为人类胃

癌的Ⅰ类致癌物[2]. 目前, 诊断H pylori感染的方

法很多, 如细菌培养、形态学检查、快速尿素

酶实验(RUT)及末梢血抗H pylori -IgG检测等[3], 
其中形态学检查, 特别是苏木素-伊红(HE)染色, 
在常规病理诊断的同时检测H pylori感染, 既评

价了组织学改变状况, 又观察了H pylori感染情

况[4], 故被学者广泛使用. 但以往利用HE染色在

胃癌组织中很少发现H pylori感染[5]. 那么究竟

在胃癌发生过程中是否始终伴有H pylori感染? 
在胃癌组织中H pylori的分布状况如何? 其与

不同组织学分型胃癌关系如何? 目前尚不清

楚. 本研究同步利用H E及免疫组织化学方法

对不同胃疾病黏膜标本进行H pylori的原位检

测, 旨在探讨H pylori感染在胃癌及癌前疾病、

胃癌与癌周黏膜、胃癌不同组织学类型的分布

状态, 同时探讨免疫组化方法检测H pylori感染

的价值.

1  材料和方法

1.1 材料 随机选取辽宁省庄河地区1992-2007年
经胃镜取材的胃黏膜标本共327例, 男201例, 女
126例, 年龄32-77(平均年龄59.32)岁, 包括慢性浅

表性胃炎63例、萎缩性胃炎62例, 胃癌202例. 按
胃癌的Lauren's分型[6]: 肠型102例, 弥漫型100例. 
所有胃癌标本中有50例带有癌周黏膜(与癌不在

同一块黏膜, 无癌组织浸润).
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色及HE染色: 免疫组织化

学染色采用SP法(链酶卵白素-过氧化酶法). 一
抗为多克隆兔抗H pylori -IgG(DAKO, Denmark 
A/S)浓缩型抗体, 工作浓度为1∶25, SP试剂盒

(福州迈新生物技术有限公司)操作步骤按说明

书进行, 用0.01 mol/L柠檬酸缓冲液, pH6.0±0.1
进行微波H pylori抗原修复. 细菌培养的H pylori
进行涂片, 阳性染色的涂片作为阳性对照, PBS
代替一抗作阴性对照. HE染色即苏木素-伊红染

色: 胃黏膜活检组织经950 mL/L乙醇固定, 石蜡

包埋, 制成5 μm切片, HE染色, 镜下观察. 
1.2.2 结果判定: 免疫组织化学染色及HE染色

评分标准相同. H pylori感染的程度依据显微镜

下每个视野(×1000)所见的细菌数目进行4级
评分[7]: 0分: 0个; 1分: 1-9个; 2分: 10-29个; 3分: 
30-99个; 4分≥100个. 分别观察黏膜(胃黏膜小

凹上皮表面、腺腔内)、黏液(黏膜表面黏液及

远处黏液)H pylori , 每个部位观察2个视野, 取其

均数作为该部位H pylori感染的密度值, 对积分

进行4级综合判定: (-)为0分; (+)为0分<积分≤1
分; (++)为1分<积分≤2分; (+++)为积分>2分.

统计学处理 采用SPSS11.5软件进行χ2和

配对χ2检验, 所有统计检验均为双侧概率检验, 
P <0.05差异有统计学意义.

2  结果

2.1 免疫组化染色与HE染色判定H pylori感染密

度的比较 免疫组化阳性的H pylori呈黄色或棕

黄色, 而HE染色H pylori呈蓝色或紫蓝色, 单个

细菌为短杆状或弯曲状, 可散在、成簇或成片

排列. H pylori存在于胃黏膜小凹上皮表面、腺黏膜小凹上皮表面、腺膜小凹上皮表面、腺

■研发前沿
以往利用HE染色
在胃癌组织中很
少发现H pylori 感
染. 那么究竟在胃
癌发生过程中是否
始终伴有H pylori
感染？在胃癌组
织中H pylori 的分
布状况如何?  其
与不同组织学分
型胃癌关系如何? 
目前尚不清楚.
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腔内、黏膜表面黏液及远处黏液中. 免疫组化染黏膜表面黏液及远处黏液中. 免疫组化染膜表面黏液及远处黏液中. 免疫组化染黏液及远处黏液中. 免疫组化染液及远处黏液中. 免疫组化染黏液中. 免疫组化染液中. 免疫组化染

色与HE染色比较H pylori感染密度评分, 差异具

有统计学意义(P <0.01, 表1). 免疫组化染色在胃

黏液内发现大量成簇或成片状排列的液内发现大量成簇或成片状排列的H pylori , 
而HE染色呈阴性(图1-2).
2.2 慢性浅表性胃炎、萎缩性胃炎、胃癌组织

中H pylori 分布 不同胃疾病H pylori在胃黏膜黏膜膜

分布为浅表性胃炎、萎缩性胃炎高于胃癌(χ2 
= 96.998, χ2 = 87.542, P <0.01); 而不同胃疾病

H pylori在胃黏液分布为黏液分布为液分布为H pylori密度评分≤2
分时, 浅表性胃炎、萎缩性胃炎低于胃癌(χ2 = 
6.526, χ2 = 6.218, P <0.01), H pylori密度评分大

于2时, 浅表性胃炎、萎缩性胃炎高于胃癌(χ2 = 
20.252, χ2 = 46.248, P <0.01), 萎缩性胃炎高于浅

表性胃炎(χ2 = 4.746, P <0.05, 表2).
2.3 胃癌与癌周黏膜组织中黏膜组织中膜组织中H pylori分布 50例相

对应的胃癌及癌周组织H pylori在胃黏膜分布为黏膜分布为膜分布为

图  1  胃病理组织HE染色观(SP×400). A: 浅表性胃炎表面上皮及附近黏液内见少量H pylori ; B: 萎缩性胃炎肠化黏膜腺体及

黏膜表面未见H pylori .

A B

图  2  胃病理组织免疫组化染色观(SP×400). A: 浅表性胃炎表面上皮及附近黏液内见H pylori ; B: 萎缩性胃炎肠化黏膜腺体

及黏膜表面见H pylori ; C: 胃癌组织及表面见H pylori ; D: 胃癌组织黏膜远处黏液内见大量H pylori .

A B

C D

表  1  免疫组化染色与HE染色检测H pylori感染密度的比较

     
HE染色

                           免疫组化染色

	  -	  +	   ++	 +++	 总计

-	 33	 38	   37	   44	 152

+	   0	 37	   41	   29	 107

++	   0	   4	   17	   21	   42

+++	   0	   7	     7	   12	   26

总计	 33b	8 6	 102b	 106b	 327

bP<0.01 vs  HE.

■相关报道
Sarosiek et al 研
究发现萎缩性胃
炎伴有胃酸的降
低 ,  低 胃 酸 影 响
了H pylori的定植, 
但胃黏膜远端黏
液内仍有H pylori
的存在.
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胃癌18.0%(9/50)低于癌周黏膜54.0%(27/50)(黏膜54.0%(27/50)(膜54.0%(27/50)(χ2 = 
5.378, P <0.05), 而在胃黏液分布胃癌与癌周黏液黏液分布胃癌与癌周黏液液分布胃癌与癌周黏液黏液液

两者无统计学差异(P >0.05, 表3).
2.4 不同组织学类型胃癌组织中H pylori分布 肠
型、弥漫型胃癌组织H pylori在胃黏膜分布为黏膜分布为膜分布为

肠型高于弥漫型(χ2 = 19.253, P <0.01), 而在胃黏黏

液中分布亦为肠型胃癌高于弥漫型(χ2 = 6.784, 
P <0.01); 同一类型胃癌H pylori的分布为黏液高黏液高液高

于黏膜(黏膜(膜(P <0.01, 表4).

3  讨论

以往研究表明, H pylor i感染与慢性浅表性胃

炎、慢性萎缩性胃炎、胃及十二指肠溃疡、肠

化生和胃癌相关[8-10], 是胃癌发生的始动因素[11]. 
然而, 利用常规检测方法, 在慢性萎缩性胃炎、

胃癌组织中H pylori检出率较低[12]. 本研究同时

利用HE及免疫组织化学方法对不同胃疾病黏

膜组织进行H pylori的原位检测, 发现免疫组化

方法对H pylori的检出率高于HE, 此方法不仅能

检测到定植于胃黏膜的H pylori , 而且还能发现

大量隐藏在胃黏液内游离的H pylori , 而HE染色

则为阴性. 文献报道, 免疫组织化学方法是一种

特殊的检测H pylori感染的方法, 该方法观察结

果较稳定[13], 观察者间的一致率高达98%[14]. 本
研究免疫组化方法检测结果显示, 不同胃疾病

H pylori在胃黏膜分布为浅表性胃炎、萎缩性胃

炎高于胃癌(P <0.05), 在胃黏液分布为H pylori密
度评分≤2分时, 浅表性胃炎、萎缩性胃炎低于

胃癌(P <0.01), H pylori密度评分大于2时, 浅表

性胃炎、萎缩性胃炎高于胃癌(P <0.01), 萎缩性

胃炎高于浅表性胃炎(P <0.05)结果提示, 单纯检

测定植于胃黏膜的H pylori数量不能全面反映患

者H pylori感染的状况, 有必要对黏膜和黏液中

的H pylori密度进行综合检测. 本研究发现从慢

性浅表性胃炎-慢性萎缩性胃炎-胃癌发生过程

中, 定植于黏膜的H pylori逐渐减少, 而黏液内

H pylor i密度仍处于较高水平, 尤其在萎缩性

胃炎的黏液中可以检出大量H pylori . Sarosiek 
e t a l [15]报道萎缩性胃炎伴有胃酸的降低 ,  低
胃酸影响了H p y l o r i 的定植, 但黏液内仍有H 
pylori的存在, 游离的H pylori可以产生溶解黏液

的酶, 使黏膜层变薄, 黏蛋白成分发生变化[16-17], 
有利于H pylori通过黏液屏障与胃黏膜上皮细

胞发生黏附及定植. 黏附的H pylori可以产生一

些毒力因子, 如细胞毒素相关蛋白A(CagA)、
空泡细胞毒素(VacA)等, 直接损害胃黏膜或引

起炎症反应, 增加DNA损伤的机会, 导致胃黏膜

上皮细胞更新加速, 从而引起胃癌的发生[18-19]. 
提示, H pylori在癌前疾病及胃癌中是始终存在

的, 并处于较高水平. 那么在胃癌及癌周围组织

表  2  H pylori 在慢性浅表性胃炎、萎缩性胃炎、胃癌中的分布

     
	                                                           黏膜	 　	                                                     黏液

                                  浅表性胃炎                萎缩性胃炎             胃癌	 浅表性胃炎        萎缩性胃炎               胃癌

-		    8(12.7)b		  10(16.1)b 	        163(80.7)	     2(3.2)b	              2(3.2)b	      31(15.3)

+		  18(28.6)b		  16(25.8)b	           23(11.4)	     4(6.3)b	              2(3.2)b	      45(22.3)

++		  24(38.1)b		  23(30.1)b	             9(4.5)	   16(25.4)	             7(11.3)b	      59(29.2)

+++		  13(20.6)b		  13(30.0)b	             7(3.5)	   41(65.1)ab                 51(82.3)b	      67(33.2)

总计		  63(100)		  62(100)	         202(100)	   63(100)	            62(100)	    202(100)

aP<0.05 vs  萎缩性胃炎; bP<0.01 vs  胃癌.

H pylori 密度评分

表  3  H pylori 在胃癌与癌周黏膜分布

     
胃癌

	            癌周黏膜                            癌周黏液

	   H pylori(-)   H pylori(+)    H pylori (-)    H pylori(+)

H pylori (-)      22	         19	              6                 6

H pylori (+)        1	           8	              1 	              37

总计	       23	         27a	              7               43

aP = 0.00 vs  胃癌.

表  4  H pylori 在不同组织学类型胃癌组织中分布

     
	                        黏膜                           黏液

                                肠型       弥漫型        肠型         弥漫型

-	          70(68.6)b  93(93.0)    9(8.8)bd     22(22.0)d

+	          19(18.6)b    4(4.0)    27(26.5)     18(18.0)

++	            8(7.8)b      1(1.0)    30(29.4)     29(29.0)

+++	            5(4.9)       2(2.0)     36(35.3)     31(31.0)

总计	        102(100)  100(100)  102(100)    100(100)

bP<0.01 vs  弥漫型胃癌; dP<0.01 vs  黏膜.

H pylori 密度评分

■创新盘点
本研究发现, 黏膜
内定植H pylori 密
度浅表性胃炎、

萎缩性胃炎高于
胃 癌 ;  胃 癌 低 于
癌 周 黏 膜 ;  肠 型
高于弥漫型.黏液
内游离H pylori 密
度胃癌组织与癌
周黏膜无差异.免
疫组化染色检测
H pylori 优于HE
染 色 .  单 纯 检 测
定植于胃黏膜的
H py lo r i 数量不
能全面反映患者
H pylori感染状况, 
有必要对黏膜和
黏液中的H pylori
密度进行综合检
测. 
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H pylori分布如何呢? 本研究结果显示, 在胃癌

及癌周围组织均可检出H pylori , 胃癌及癌周组

织H pylori在胃黏膜分布为胃癌低于癌周黏膜

(P <0.05), 而在胃黏液内分布胃癌与癌周黏膜

两者无统计学差异(P >0.05). 从癌周组织到癌

组织定植H pylori数量逐渐降低, 但其却以游离

的方式存在于黏液内(76.0%), 与癌周正常组织

(86.5%)经配对χ2检验无统计学差异. 说明同一

患者体内癌组织及癌周围组织H pylori感染状

况是相同的, 通过检测癌周围组织H pylori能够

反映患者的感染状况.
目前研究表明, 肠型胃癌和弥漫性胃癌的发

生过程不同. 肠型胃癌经由H pylori感染胃炎→

腺体萎缩→肠上皮化生→异型增生→胃癌, 而
弥漫性胃癌则很少或不经历此过程[20]. 肠型胃

癌H pylor i检出率高于弥漫型胃癌(94.4% vs  
42.1%)[10]. 本研究显示, 在肠型及弥漫型胃癌中

均可检出H pylori , 肠型、弥漫型胃癌组织H pylori
在胃黏膜分布为肠型高于弥漫型(31.4% vs  7%, 
P<0.01), 在胃黏液分布亦为肠型胃癌高于弥漫型

(91.2% vs 78%, P <0.01). 即随着胃癌分化程度的

降低, 定植于黏膜的H pylori以及游离于黏液的

H pylori均减少. 文献报道[21]胃上皮细胞所分泌

的黏液主要分布在肠型胃癌的腺腔表面而散在

分布于弥散型胃癌的基质层, H pylori则恰恰依

赖于腺腔内的黏液而存活. 存活的H pylori可以不

定期的与胃黏膜相互作用, 并分泌大量的cagA、

vacA等毒素[22], CagA通过Ⅳ分泌系统激活某些信

号转导途径引起细胞的增殖和分化[23-25], 形成不

同类型的胃癌.
本研究采用免疫组化方法原位检测不同胃

疾病、胃癌及癌周围黏膜、不同组织学类型胃

癌H pylori在黏膜的定植状态及在黏液的游离状

态的分布, 为H pylori与胃癌的发生研究提供了

实验依据.
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Abstract
AIM: To explore the clinicopathological variation 
trend of gastric cancer from 1999 to 2006 in 
Yixing city and to provide information for 
gastric cancer prevention.

METHODS: A total of 1022 pathologically con-
firmed gastric cancer cases were subdivided into 
2 groups. Group A comprised cases from 1999 to 
2002, while group B consisted of cases from 2003 
to 2006. Statistical analysis were conducted on 

age, gender, tumor size, tumor location, patho-
logic-TNM stage and differentiation of tumor 
cells. 

RESULTS: In both groups, gastric cancer oc-
curred mainly at gastric body, cardia part and 
antyum. Interestingly, as compared with group 
A, there was a decreasing trend in the propor-
tion of gastric carcinoma at gastric body (χ2 = 
21.59, P < 0.05), and an increasing proportion at 
stomach angle (χ2 = 33.16, P < 0.05). The propor-
tion of poorly-differentiated adenocarcinoma 
was significantly lower in group B (χ2 = 46.11, 
P < 0.05) than in group A. The proportion of tu-
mor size and pathologic-TNM stage showed no 
significant difference between the two groups.  

CONCLUSION: There is an increasing trend in 
the incidence of gastric cancer, but the malig-
nance level of gastric cancer shows a decreasing 
trend in Yixing city. 

Key Words: Gastric cancer; Clinical characteristics; 
Tumor location; Cell differentiation

Zhou Y, Zeng JY, Bai J, Gong WD, Pan JQ, Tan YF, Li 
AP, Zhou JW. Clinical feature analysis of 1022 cases 
undergoing gastric cancer operation in Yixing city. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(33): 3746-3751

摘要
目的: 探讨江苏省宜兴市地区胃癌病例临床
特征的变化趋势, 为防治胃癌提供依据.

方法: 宜兴市人民医院1999-2006经病理证实
的胃癌手术患者1022例, 分析逐年收治病例的
临床病理特征及变化趋势, 按手术时间先后分
成两组: 1999-2002组(A组)和2003-2006组(B
组). 比较两组病例性别、年龄、肿瘤大小、

发生部位、分化程度、临床分期和术后辅助
化疗情况的差异 

结果: 两组患者发病部位均以胃体、贲门和
胃窦处为常见.与A组相比, B组胃癌发生于胃
体处患者比例明显下降(χ2 = 21.59, P <0.05), 
而发生于胃角的比例升高(χ2 = 33.16, P <0.05). 

®

■背景资料
近 年 来 ,  一 些 研
究显示胃癌的发
生年龄、发生部
位、临床特征、

组织学类型等都
有所改变, 提示一
些影响胃癌发生
发展的因素可能
因生活、工作环
境的改善、生活
方式的改善以及
医疗技术的进步
而发生了变化, 这
些变化可能对胃
癌的临床预防和
治疗有重要的意
义. 为了解宜兴市
胃癌发生发展的
变 化 趋 势 ,  现 将
宜兴市人民医院
1999-01/2006-12
经 病 理 证 实 的
1022例胃癌手术
病例的临床资料
进行分析, 以探讨
近八年来宜兴地
区胃癌临床病例
特点的变化趋势, 
为胃癌的防治提
供新的依据.

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
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两组胃癌患者肿瘤分化程度都以低分化及中
分化为主, B组低分化比例较A组明显下降(χ2 
= 46.11, P <0.05), 而中分化胃癌比例明显升高
(χ2 = 37.68, P <0.05). 两组病例的肿瘤直径和
pTNM分期构成比方面均无显著差异.

结论: 宜兴市胃癌发病人数呈逐年上升趋势, 
而其肿瘤细胞的分化呈逐步升高的趋势.

关键词: 胃癌; 临床特征; 发病部位; 细胞分化

周炎, 曾金艳, 白津, 龚伟达, 潘建强, 谈永飞, 李爱萍, 周建伟. 
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0  引言

在我国胃癌已经是继肺癌和肝癌之后的第三大

常见肿瘤, 胃癌仍然居消化系肿瘤发病率的首

位. 我国目前每年新发胃癌患者超过40万人, 因
胃癌死亡患者30万人, 患病率和死亡率超过世

界平均水平的2倍. 尽管近年来胃癌的诊治水平

不断提高, 早期胃癌的治愈率可达90%以上, 但
大多数患者就诊时已是晚期, 而晚期患者术后

生存率仍较低. 近年来, 一些研究显示胃癌的

发生年龄、发生部位、临床特征、组织学类

型等都有所改变[1-2], 提示一些影响胃癌发生发

展的因素可能因生活、工作环境的改善、生

活方式的改善以及医疗技术的进步而发生了

变化, 这些变化可能对胃癌的临床预防和治疗

有重要的意义. 宜兴市位于江苏省苏南太湖之

滨, 是经济较发达的县级市, 人口约106万, 也
是中国县级单位胃癌高发区(年发病率). 而该

市人民医院是该市最主要的医疗单位, 收治了

本市绝大多数胃癌手术病例. 为了解宜兴市胃

癌发生发展的变化趋势, 现将宜兴市人民医院

1999-01/2006-12经病理证实的1022例胃癌手术

病例的临床资料进行分析, 以探讨近八年来宜

兴地区胃癌临床病理特点的变化趋势, 为胃癌

的防治提供新的依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 宜兴市人民医院肿瘤外科手术后经病

理切片明确诊断的胃癌患者1022例, 所有病例均

为该市地区常住人口, 其中男781例(76.4%), 女
241例(23.6%), 男女比例为3.2∶1, 年龄31-83(平
均63.09±9.97)岁.
1.2 方法 复阅1022例病例的临床与病理资料, 分

析1999-2006每年收治的胃癌病例的病理特征构

成及变化趋势, 在此基础上进一步将所有病例

按手术时间分为两组A组(1999-01/2002-12)365
例; B组(2003-01/2006-12)657例, 比较两组病例

性别、年龄、肿瘤大小、发生部位、分化程

度、临床分期和术后辅助化疗情况的差异.
统计学处理 资料按确定的标准录入法由双

人独立录入, 数据库资料按100%的数量由第三

人抽检核对校正. 采用SPSS12.0软件进行统计

分析, 率的显著性检验进行χ2检验, 并以P≤0.05
为差异具有显著性意义.

2  结果

2.1 胃癌病例的构成特征 
2.1.1 病例数和年度变化趋势: 1999- 2006宜兴

市人民医院收治入院的胃癌病例数分别为81、
97、87、100、115、151、197、194例, 合计

1022例. 可见从2003年开始, 该市人民医院收治

的胃癌患者数明显增加, 在2006年仍保持较高患者数明显增加, 在2006年仍保持较高数明显增加, 在2006年仍保持较高

的水平(图1).
2.1.2 胃癌患者的年龄和性别构成: ≤40岁者

26人, 41-50岁者83人, 51-60岁288人, 61-70岁
357人, 71-80岁253人, 80岁以上者15人; 60岁
以上患者占多数(61.2%). 将年龄分成≤40岁、

41-60岁、60岁以上3组,  比较1999至2006年收

治入院的1022例胃癌患者年龄分布. 经χ2检验, 
1999-2006每年收治的胃癌病例年龄分布无统计

学差异(χ2 = 22.91, P  = 0.06, 图2). 1999-2006年
收治入院的1022例胃癌患者76.4%为男性, 且各

年收治的胃癌患者性别分布无统计学差异(χ2 = 
2.86, P  = 0.898). 
2.1.3 胃癌患者临床特征及术后辅助化疗变化

趋势: (1)肿瘤发生部位. 观察1022例患者肿瘤发

生部位的构成比, 从1999-2006每年胃癌发生部

位均以胃底及贲门、胃体为主, 且肿瘤发生部

位分布不全相同, (χ2 = 94.18, P  = 0.000). 发生于

胃角处的肿瘤逐年增加, 而胃体癌总体呈下降

的趋势, 胃窦及贲门癌每年收治的病例数则呈

波浪形起伏(图3A). (2)肿瘤大小. 将肿瘤直径按

大小归为2类[3], 一类为直径<5 cm, 另一类为直

径≥5 cm, 从1999-2006, 每年发生的胃癌, 肿瘤

均以直径<5 cm居多, 肿瘤大小的分布无统计学

差异(χ2 = 7.67, P  = 0.906). (3)肿瘤分化. 1022例
胃癌患者肿瘤分化程度以低分化和中分化为主. 
从1999-2006低分化肿瘤患者比例逐年下降, 而
中分化及中-低分化胃肿瘤患者成逐年递增的

■相关报道
青海省人民医院
1994-2003年10年
来胃癌临床病理
资料显示, 胃癌检
出人数有所增加, 
男性显著高于女
性, 胃癌的好发年
龄在60岁以上, 平
均56.62岁 ,  以中
老年人多见, 40岁
以下年青人比例
也略有上升. 

■研发前沿
近年研究显示胃
癌发病人数呈上
升趋势, 胃癌发病
年龄年轻化, 且胃
癌发生部位向近
端胃发展的趋势, 
因此与影响胃癌
患者术后生存的
主要因素和与胃
癌的早期诊断、

治疗和预后相关
的研究较为迫切. 
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趋势, 总体分布有统计学差异(χ2 = 127.46, P  = 
0.000, 图3B). (4)临床分期. 1022例胃癌患者肿

瘤临床分期以Ⅲ期为主, 从1999-2006每年收治

的胃癌患者肿瘤的临床分期分布无统计学差异

(χ2 = 22.63, P  = 0.364, 图3C). (5)术后辅助化疗. 
2003-2006收治入院的胃癌患者术后辅助化疗人

数明显高于1999-2002(χ2 = 75.75, P  = 0.000, 图
3D). Ⅰ期患者277人中238人(85.9%)未进行术后

化疗, Ⅱ期患者224人中138人(61.6%)未进行术

后化疗, Ⅲ期患者482人中299人(62%)未进行术

后辅助化疗. 
2.2 两组胃癌患者的临床特征比较 (1)性别构成. 
A组365例中男273例(74.8%), 女92例(25.2%), 
男女之比为2.97∶1. B组657例中男性508例
(77.3%), 女性149例(22.7%), 男女之比为3.4∶1. 
两组内男性构成比均明显高于女性(P <0.05), B
组女性构成比较A组略有下降, 但两组间男女构

成比无显著性差异(χ2 = 0.83, P >0.05). (2)年龄构

成. 两组内年龄在60岁以上的胃癌患者构成比

均比较高. B组40岁以下者比例较A组有显著下

降(χ2 = 10.17, P  = 0.001), 而60岁以上者比例较

A组略有上升, 但没有统计学意义. (3)发生部位. 
观察胃窦、胃底及贲门、胃体、胃角、两个区

域以上等部位的胃癌构成比, A组胃癌发生部位

以贲门及胃体居多, B组胃癌发生部位以贲门为

主, 其次为胃窦和胃体. B组胃癌发生于胃体处

患者比例较A组明显下降(χ2 = 21.59, P <0.05), 而
发生于胃角的比例明显升高(χ2 = 33.16, P <0.05). 
两组胃癌发生部位构成比有显著性差异(χ2 = 
49.52, df  = 4, P <0.05, 表1). (4)肿瘤大小. 将肿瘤

直径按大小归为2类, 一类为直径<5 cm, 另一类

为直径≥5 cm. 两组肿瘤均以<5 cm为主, 显著性

高于≥5 cm者(χ2  = 82.86, P <0.05). 两组肿瘤直

径的构成无差异(χ2  = 0.01, df  = 1, P >0.05, 表2). 
(5)组织分化程度. 将所有病例归为4种分化类型, 
可见两组低、中分化比例明显高于其他类型. A
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图  1  1999-2006年收治入院的1022例患者的分布.
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图  3  胃癌患者的临床特征以及术后辅助化疗分布变化趋势. A: 肿瘤发生部位; B: 肿瘤分化程度; C: 肿瘤临床分期; D: 是

否术后辅助化疗.
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■创新盘点
本 文 总 结 了
1999-2006年作者
所在医院收治的
胃癌病例的临床
特征, 可以反映当
地胃癌的一些临
床特点, 而且还按
时段(1999-2002
和2003-2006)并
分别按性别、年
龄、病变部位、

肿瘤直径、分化
程度、临床分期
探讨近八年来胃
癌病理特征的发
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组胃癌组织学类型低分化明显高于其他类型, 而他类型, 而类型, 而
B组低分化比例较A组比例明显下降(χ2 = 46.11, 
P <0.05), 中分化、中-低分化胃癌比例明显升高

(χ2 = 37.68, P<0.05). 两组胃癌组织分化程度的构

成有显著性差异(χ2 = 73.19, df = 4, P<0.05, 表3).0.05, 表3). 
(6)病理分期. 根据国际抗癌联盟(UICC)制定的

标准, 根据肿瘤浸润深度、淋巴结转移及有无

远处转移对所研究的肿瘤进行pTNM分期, 两组

胃癌均以Ⅲ期为主, 两组间胃癌分期构成无显

著性差异(χ2 = 3.27, df  = 4, P >0.05, 表4). 

3  讨论

回顾性分析宜兴市人民医院1999-1-1/2006- 
12-31间经病理证实的1022例胃癌手术患者的

临床资料, 总结其临床和病理构成特征及变化

趋势如下: (1)1999-2006收治的胃癌病例数呈逐

年上升趋势, 尤其是2003年起, 该院收治的胃癌

病例数明显地逐年增加, 与国内相关文献报道

的近年来胃癌检出数有所增加相一致[2,4]. 每年

收治病例数增加可能与受检人数的增加、胃镜

或病理诊断技术的提高有关. 然而近年来胃癌

在大多数国家已出现发病水平普遍下降的趋势, 
美国最早出现胃癌下降趋势[5], 从1930-1960, 下
降了2/3; 日本、智利等发病率高的国家, 至1950
年代才开始下降, 且下降速度较慢[6]. 由于本文

仅对1996年以来市人民医院的收治病例进行分

析, 尽管该院可能收治了本市绝大多数病例, 但
无法反映该市胃癌的发病率. (2)各年收治的胃

癌患者性别构成较为稳定, 均以男性为主, 与文

献报道一致[2,4,7-9]. 这可能与体内性激素差异以

及部分男性偏好烟酒、高盐饮食等不良生活习

惯有关系. 自1983年首次在胃癌中发现雌激素、

孕激素受体以来, 性激素受体在胃癌中的作用日

益受到关注. 现多数学者认为性激素受体在胃

癌中表达, 胃癌的发生发展可能与性激素受体

表达有关. 多数实验认为雌激素受体(estrogen 
receptor, ER)、孕激素受体(progensterone, PR)
阳性表达越高, 表明胃癌组织的分化越差, 浸
润越深, 越易转移, 预后越差[10-12]. 雄激素受体

(androgen receptor, AR)与胃癌的关系众说纷纭. 
有学者认为AR有中度抑癌作用, 也有学者认为

AR是胃癌的促发因素[13-14]. Kominea et al [15]用免

疫组化方法对86例胃癌标本进行了检测. 结果显

示有淋巴结转移者AR表达明显增高, AR阴性患

者平均存活9 mo, 较AR阳性者(平均存活24 mo)
预后差, 经多元化分析显示AR阳性表达可能是

不良预后的非依赖性因素. 但Kikuchi et al [16]发

现, AR的阳性表达与胃癌的组织学分级和淋巴

结转移呈明显负相关, 随组织学分级增高, AR
阳性率下降, 有淋巴结转移者AR阳性率低于无

淋巴结转移者, 提示胃癌中A R阳性者预后较

好. (3)每年收治的胃癌患者年龄构成无明显差

异, 均以60岁以上的老年人为主, 与国内外其他

报道一致[4,8-9,17], 其原因可能为: 人口老龄化导

致胃癌成高龄化趋势; 随着年龄的增长, 包括缺

氧及饮食在内的各种致癌因素的接触及积累增

加, 导致胃易发生生理和病理的改变等. 提示在

胃镜检查中宜将老年人作为重点关注对象. (4)每
年收治的胃癌患者肿瘤均以直径<5 cm居多, 肿
瘤大小的分布无统计学差异. 一般认为肿瘤较

小, 无淋巴结转移者预后较好. Shiraish et al [18]和

Maeda et al [19]研究报告肿瘤大小和淋巴结转移

与否与胃癌复发时间关系密切, 对于评估因复发

而死亡的时间是很重要的. (5)本研究中胃癌发

生部位以胃底及贲门、胃体处为最常见, 与马利

顺 et al报道的结果一致[7], 但与国内外其他的报

道不相符[20-21]. 本研究胃癌发生部位以近端胃为

主, 可能原因是: 与饮食习惯有关, 该市居民喜食

腌制的食品, 有害物亚硝酸盐的摄入增加, 致癌

表  1  两组胃癌发生部位的构成比 n (%)

     
分组            n                      胃窦		    胃底及贲门	        胃体		  两个区以上	      胃角

A组	 365	   80/365(21.9)	 111/365(30.4)	 131/365(35.9)a	 29/365(7.9)               14/365(3.8)a

B组	 657	 146/657(22.2)	 227/657(34.6)	 147/657(22.4)	 33/657(5.0)             104/657(15.8)

aP<0.05 vs  B组.

表  2  两组胃癌肿瘤直径的构成 n (%)

     
分组                 n                    <5 cm                       ≥5 cm

A组	     365	         224(61.4)a	        141(38.6)

B组	     657	         401(61.0)a	        256(39.0)

aP<0.05 vs  ≥5 cm.

■应用要点
进一步加强胃镜
检查的筛、普查
率放宽胃癌好发
部位可疑病变的
活检指标, 提高胃
镜操作者的诊断
及技术水平, 增强
中老年人保健意
识时于胃癌的早
期发现及诊断有
着现实而重要的
意义; 另外, 针对
该地区胃癌发生
部位的上移趋势
和分化程度提高, 
应考虑手术和术
后辅助化疗也应
作相应调整. 
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物质首先对贲门和胃体上部黏膜起破坏作用; 近
年来对H pylori的根除治疗, 减少了非贲门癌的发

病率, 使贲门癌的发病率相对增加以及胃镜诊断

技术的提高等因素有关[1,20]. 从1999-2006, 发生

于胃角处的肿瘤逐年增加, 而胃体癌总体呈下

降的趋势, 胃窦及贲门癌发病例数呈波浪形起

伏. (6)本研究胃癌分化程度均以低分化腺癌及

中分化腺癌比例显著高于其他类型, 且以低分

化为主, 与文献一致[22]. 从1999-2006低分化肿瘤

比例逐年下降, 中分化及中-低分化胃肿瘤成逐

年递增的趋势. 通常认为肿瘤的分化程度与恶

性程度呈反比, 即分化程度越高, 恶性程度越低, 
分化程度越低, 恶性程度越高. 该市人民医院从

1999-2006收治的病例胃癌分化程度呈逐渐上

升的发展趋势, 可能与近年来该地区经济发展

较快, 居民生活方式趋于健康, 营养状况的改善

可能使机体抵抗力不断增强, 生活和生产环境

质量的改善降低了环境中的危险因素及其危害

程度有关, 但确切的原因还有待进一步深入研

究. (7)pTNM分期涉及到肿瘤组织的浸润深度、

淋巴结受累程度以及是否有远处转移, 可综合

反映肿瘤的生物学行为和进展情况 .  总体来

看, 1022例胃癌患者肿瘤临床分期以Ⅲ期为主, 
1999-2006每年收治的胃癌患者肿瘤的临床分期

分布无统计学差异. 从该市胃癌病例pTNM分期

结果看, 该市还没有形成较好的早诊早治体系, 
就诊者大多已是晚期患者. 

为进一步研究该市人民医院收治胃癌患

者胃癌的演变趋势, 将所有病例按手术时间先

后分为两组1999-2002年(A组)和2003-2006年
(B组)前后两组, 两个时间段的患者术后辅助

化疗所采用的方案有明显的差异, 2003年以后

使用新的化疗药物较多, 不同方案对胃癌患者

术后生存的影响在另外的系列文章中阐述. 探
讨性别、年龄、肿瘤大小、发生部位、分化

程度、临床分期、术后辅助化疗情况的差异. 
2003-2006收治胃癌病例数明显增加; 胃癌的好

发年龄在60岁以上; 胃癌发生部位以胃体和贲

门为主, 2003-2006胃体癌有所下降, 胃角癌比例

上升; 2003-2006低分化腺癌比例下降, 而中分化

腺癌比例显著上升, 肿瘤的恶性程度降低; 但胃

癌的临床分期在两组间无显著差异. 
总之, 近年来该市人民医院收治的胃癌病例

数呈上升趋势, 胃癌的好发年龄在60岁以上, 提
示在胃镜检查中宜将老年人作为重点关注对象; 
胃癌发生部位以胃体和贲门为主, 近几年胃体

癌有所下降, 胃角癌比例上升; 本文胃癌以低分

化和中分化腺癌为主, 近年来低分化腺癌比例

下降, 而中分化腺癌比例显著上升, 肿瘤的分化

程度升高. 因此, 对重点人群开展有针对性的预

防性胃镜筛查意义重大, 必将提高胃癌的早期

检出率; 另外, 针对该地区胃癌发生部位的上移

趋势和分化程度提高, 应考虑手术和术后辅助

化疗也应作相应调整.
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Abstract
AIM: To investigate the distribution of hepatitis 
B virus (HBV) covalently closed circular DNA 
(cccDNA) in peripheral blood and liver tissues 
of liver cirrhosis patient with hepatitis B virus 
infection.

METHODS: DNA was extracted from serum and 

liver biopsy samples of 60 cirrhotic patients with 
hepatitis B virus infection. The serum samples 
were treated with Plasmid-Safe ATP dependent 
Dnase (PSAD), while the liver biopsy samples 
were digested with restriction enzymes MluI 
and PSAD to reduce non-HBV cccDNA; then the 
total HBV DNA and cccDNA were measured by 
the real-time PCR assay. 

RESULTS: HBV cccDNA was negative in all the 
serum samples, but positive in 40% (24/60) he-
patic biopsy samples. In HBeAg-positive, HBeAg-
negative plus HBeAb-negative, and HBeAb-pos-
itive hepatic tissues, HBV cccDNA positive rate 
was 66.7%, 52.9% and 26.5%, respectively. Mean-
while, the positive rate had significant difference 
between HBeAg-positive group and HBeAb-
positive group (P < 0.05). Intrahepatic cccDNA 
accounted for 0%-7.77% of total HBV DNA, and 
there was a significant correlation between intra-
hepatic cccDNA and total HBV DNA (r = 0.53, P 
< 0.01). Intrahepatic cccDNA had no correlation 
with the total HBV DNA in the serum samples, as 
well as with ALT and TBIL levels (r = 0.15, P = 0.25; 
r = 0.01, P = 0.94). 

CONCLUSION: HBV cccDNA can not be detect-
ed in peripheral blood of cirrhotic patients with 
hepatitis B virus infection. Intrahepatic cccDNA 
accounts for a small proportion of the total HBV 
DNA. Replication of HBV is the most active in 
HBeAg-positive patients. 

Key Words: Liver cirrhosis; Hepatitis B virus; Cova-
lently closed circular DNA; Real-time polymerase 
chain reaction

Li Y, Han T, Gao YT, Liu L, Wang YJ, Jing L, Zhang T, Du 
Z. Quantification of hepatitis B virus covalently closed 
circular DNA in peripheral blood and hepatic tissues of 
cirrhotic patients with hepatitis B. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(33): 3752-3758

摘要
目的: 研究乙型肝炎肝硬变患者HBV共价闭
合环状DNA(cccDNA)在肝组织和外周血中的

®

■背景资料
抗病毒治疗已成
为乙型肝炎肝硬
变患者一种重要
治疗手段, 对病毒
复制良好抑制利
于阻止病情进展, 
不合理停药会导
致病毒复燃、病
情恶化, 对乙型肝
炎肝硬变患者体
内病毒复制状态
详尽掌握对临床
有很好指导意义, 
目前研究多局限
于慢性乙型肝炎,
对乙型肝炎肝硬
变患者研究较少, 
而乙型肝炎肝硬
变患者体内病毒
复制和慢性乙型
肝炎并非完全一
致, 因此有必要进
行此项研究.

■同行评议者
成军, 教授, 北京
地坛医院传染病
研究所
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分布及临床应用.

方法: 选取60例乙型肝炎肝硬变患者肝组织
和外周血样本, 外周血样本以不降解质粒的
ATP依赖的DNA酶(PSAD)进行酶切, 肝组织
样本以限制性内切酶Mlu Ⅰ联合PSAD酶切, 
而后进行荧光定量PCR检测. 

结果: 60例乙型肝炎肝硬变患者外周血HBV 
cccDNA均阴性, 肝组织HBV cccDNA阳性24例
(40.00%), 在HBeAg(+)组、HBeAg(-)HBeAb(-)
组、HBeAb(+)组分布分别为66.67%、52.94%
和26.47%, 定量结果在3组呈递减趋势, 且
HBeAg(+)组与HBeAb(+)组差异存在统计学
意义(P <0.05). 肝组织HBV cccDNA占总HBV 
DNA 0%-7.77%, 肝组织HBV cccDNA与肝组
织总HBV DNA存在相关性(r  = 0.53, P <0.01), 
与外周血总HBV DNA无相关性(r  = 0.18, P  = 
0.18), 与ALT、TBIL均无相关性(r  = 0.15, P  = 
0.25; r  = 0.01, P  = 0.94).

结论: 乙型肝炎肝硬变患者外周血检测不到
HBV cccDNA, 肝组织HBV cccDNA占总HBV 
DNA比例较低, HBeAg(+)患者病毒复制最为
活跃.

关键词: 肝硬变; 乙型肝炎病毒; 共价闭合环状

DNA; 实时荧光定量PCR
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染影响全

球约35 000万人, 每年约100万人死于终末期肝硬

化或肝细胞癌[1-3]. 共价闭合环状DNA(cccDNA)
是HBV的重要复制中间体, 肝细胞核内存在稳

定的HBV cccDNA池[4], 对HBV的复制及感染

状态的建立具有十分重要的意义[5]. 大量实验表

明, 抗病毒药物对其影响甚微, HBV cccDNA很

难被彻底清除[6], 是停药后复发的主要原因[7-8], 
所以HBV cccDNA是彻底清除HBV的关键, 监
测HBV cccDNA可以辅助评价抗病毒疗效和预

后. 而目前尚无较理想的HBV cccDNA定量检

测方法, 消除非特异性扩增仍为一难题, 且HBV 
cccDNA在乙型肝炎肝硬变患者中研究较少, 我
们力求建立一种较为特异的HBV cccDNA定量

检测方法, 并在此基础上对我院60例HBV感染

肝硬变患者外周血及肝组织中HBV cccDNA的

存在状况进行检测分析.

1  材料和方法

1.1 材料 
1.1.1 病例资料及标本来源: 60份肝组织标本及

对应外周血标本, 均取自天津市第三中心医院

2003-12/2006-08住院患者, 男51例, 女9例; 年龄

最大75岁, 最小22岁, 平均53.4±11.5岁. 其中60
例均为乙型肝炎肝硬变患者, 按照病毒标志物

分为3组, HBeAg(+)组9例, HBeAg(-)HBeAb(-)组
17例, HBeAb(+)组34例. 没有HBsAg与抗-HCV
均(+)的患者. 诊断符合2000年病毒性肝炎防治

方案中的诊断标准[9]. 肝组织经肝穿刺活检取得

后立即移入-80℃冰箱保存, 外周血样本于肝穿

刺当日采集, 并保存于-80℃冰箱. 病毒标志物

和肝功能血清指标检测采用ELISA检测, 试剂

盒为华美生物工程公司产品. 限制性内切酶Mlu
Ⅰ(北京天根生化科技有限公司), 不降解质粒的

ATP依赖的DNA酶(PSAD, 美国Epioentre公司), 
ABI7000荧光定量PCR扩增仪(美国ABI公司) 
Realtime PCR(Toyobo公司).  
1.1.2 引物及探针: 依据GenBank选取HBV常见

B、C基因型菌株50株的全基因组序列, 结合

HBV rcDNA、cccDNA结构特点选择相对保守

序列设计引物/探针(表1). 引物/探针均由上海基

康生物有限公司合成. 
1.1.3 质粒标准品: 选取乙型肝炎病毒C基因型样

本应用276F进行PCR扩增, 得到369 bp扩增产物, 
将此片断连接至PGMT载体(北京天根生化科技

有限公司), 连接产物导入DH5α感受态细胞(北
京天根生化科技有限公司), 碱裂解法提取重组

质粒并纯化, 琼脂糖凝胶电泳鉴定, 紫外分光光

度计测量A值, 根据分子质量计算得出重组质粒

原始浓度. 
1.2 方法

1.2.1 核酸抽提: (1)肝组织总DNA提取: 采用常

规蛋白酶K消化、酚一氯仿抽提, 产物溶解于

100 µL TE缓冲液中. (2)外周血HBV DNA提取: 
取患者血清10 µL, 加HBV病毒裂解液10 µL混
匀, 37℃ 1 h, 加入中和液20 µL混匀, 取2 µL上清

液做PCR模板. 
1.2.2 限制性内切酶Mlu Ⅰ酶切: 5 µL(0.5 µg)肝
组织DNA样本, 加2 µL 10×MluⅠ缓冲液, 1µL 
MluⅠ(15 U/µL), 去离子水12 µL, 总体积20 µL; 
设置空白对照(用水代替DNA样品)和重组质粒

■相关报道
根 据 文 献 报 道 , 
HBV cccDNA定
量检测目前常用
方 法 有 选 择 性
PCR(普通PCR、

套式PCR、荧光
P C R ) 、 侵 入 者
探针法 ( I n v a d e r 
assaay)、嵌合引
物荧光PCR法.

■研发前沿
HBV cccDNA在
肝组织及肝外组
织如外周血、白
细胞等定量检测
始终是研究热点, 
同 时 研 究 H B V 
c c c D N A 与 疾 病
其他临床指标关
系 ,  以指导临床 . 
不同检测方法会
得到不同结果, 检
测结果不可靠会
误导临床治疗, 目
前缺乏一种快速
简便特异的HBV 
cccDNA定量检测
方法, 仍需深入研
究.
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阳性对照. 混匀后置于37℃水浴酶切4 h, 100℃
煮沸灭活内切酶. 
1.2.3 不降解质粒的ATP依赖的DNA酶切: 2 µL 
10×PSAD缓冲液, 0.8 µL 25 mmol/L ATP, 1 µL 
PSAD(10 U/µL), 去离子水11.2 µL, MluⅠ消化产

物或外周血DNA样本5 µL, 总体积20 µL. 与Mlu
Ⅰ一致同时设置空白对照及重组质粒阳性对照. 
样本混匀后置于37℃水浴酶切12-16 h. 于70℃水

浴30 min灭活PSAD.
1.2.4 荧光定量PCR检测: 应用ABI7000荧光定量

PCR扩增仪进行检测, 反应体系: 上游引物1 µL, 
下游引物1 µL, 探针1 µL, Realtime PCR Master 
Mix 20 µL, 模板2 µL, 总反应体积25 µL. 循环参

数: 1. 预变性37℃ 5 min; 2. 变性94℃ 2 min, 退
火94℃ 15 s, 延伸60℃ 40 s, 共45个循环. 每次荧

光定量检测均设空白对照(样本具体处理检测步

骤如图1). 
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计学

分析, 多组间比较采用ANOVA分析, 两组配对

数据比较采用配对t检验, 数据相关性分析采用

线性相关性分析.

2  结果

2.1 荧光定量PCR敏感性和特异性

2.1.1 敏感性: 取105-1014拷贝/L的重组质粒梯度

稀释产物, 用13、71F重复进行荧光定量PCR扩
增, 同时PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳. 重复3次
PCR扩增可以获得稳定一致结果, 且与琼脂糖凝

胶电泳结果对应性良好, 13、71F检测限为105拷

贝/L, 检测线性范围2.4×105-2.4×1014拷贝/L. 梯
度稀释扩增曲线如图2.
2.1.2 特异性: 酶切反应及每次荧光PCR反应设

置的空白对照定量检测结果均阴性, 排除酶切

样本操作和荧光PCR反应中存在污染的可能性. 
酶切反应设置的重组质粒平行阳性对照与未经

酶切处理的重组质粒定量检测结果无统计学差

异(P  = 1.0), 排除酶切反应体系对荧光PCR反应

抑制可能性. 基于上述基础我们得到60例乙型乙型

肝炎肝硬变患者外周血、肝组织D N A样本定肝硬变患者外周血、肝组织D N A样本定

量结果如表2, HBV cccDNA定量结果较总HBV 
DNA降低4-5个log值, 根据13、71F两对引物梯

度扩增曲线, 验证两对引物扩增效率一致, 说明

HBV cccDNA定量数值低并非由于可能存在的

扩增抑制或选择性引物扩增效率低等因素造

成的, 而更可能是此操作流程显著提高了HBV 
cccDNA荧光定量PCR检测的特异性.  
2.2 乙型肝炎肝硬变患者HBV cccDNA乙型肝炎肝硬变患者HBV cccDNA肝硬变患者HBV cccDNA 外周血

表  1  引物及探针序列

     
            	                 引物及探针	        序列(5'-3')		                位置(nt)

总HBV DNA检测	     13F	   AGAGGACTCTTGGACTCTCAGCAA	           1659-1682

引物/探针(简称13F)	     93R	   CCTCCCAGTCTTTAAACAAACAGTC	           1715-1739

		      38T	   FAM-TCAACGACCGACCTT-MGB	           1685-1699

HBV cccDNA检测    	    71F	   ATCTGCCGGACCGTGTGC		            1567-1584

引物/探针(简称71F)	     381R	   TTGGAGGCTTGAACAGTAGGA	           1857-1877

    		      96T	   FAM-GCACGTCGCATGGAGA-MGB	           1601-1616

重组质粒制备    	     276F 	   ACGGGGCGCACCTCTCTTTACG	           1521-1542

引物(简称276F)	     644R	   CAAGGCACAGCTTGGAGGCTTGAAC	           1864-1888

样本

外周血DNA
样本

肝组织DNA
样本

无酶切处理
组

PSAD酶切组 无酶切处理
组

MIuI+PSAD
处理组

13F扩增 71F扩增 13F扩增 71F扩增

总HBV DNA HBV cccDNA 总HBV DNA HBV cccDNA

图  1  外周血、肝组织DNA样本具体处理检测方法.

■创新盘点
H B V  c c c D N A 
Real-time方法定
量 检 测 中 ,  应 用
P S A D 消 化 肝 组
织 样 本 前 ,  加 用
了限制性内切酶
(HBV DNA无酶
切位点) ,  将人基
因组大分子DNA
切割为小片段, 利
于PSAD充分酶切
样本, 进一步提高
HBV cccDNA检
测特异性 ;  HBV 
cccDNA在乙型肝
炎肝硬变患者中
研究较少, 本研究
对60例乙型肝炎
肝硬变患者进行
研究, 所得结论对
临床有较好指导
价值.

表  2  外周血及肝组织DNA样本定量结果 (n  = 60, mean
±SD)

     	  	                乙型肝炎肝硬变患者

                                              总HBV DNA           HBV cccDNA    

肝组织(log拷贝/μg	           6.46±1.67         1.53±1.13

人基因组DNA)        

外周血(log拷贝/mL)	           4.23±1.38         01	       

1 为方便统计学分析, 定量结果未检出取值为0, 下表同.

分组
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HBV cccDNA检出率为0%; 肝组织总检出率

40.00%, 其中HBeAg(+)组、HBeAg(-)HBeAb(-)
组、H B e A b(+)组检出率分别为66 .67%、

52.94%、26.47%, 各组HBV cccDNA定量值

见表3, HBeAb(+)组低于HBeAg(+)组, 且存在

统计学意义(P  = 0.02), HBeAg(-)HBeAb(-)组
与HBeAg(+)组定量结果虽无统计学差异(P  = 
0.46), 但前者亦低于后者. 同时我们对上述三组

患者肝组织和外周血总HBV DNA亦分别进行比

较, 结果与肝组织HBV cccDNA比较结果一致, 
[肝组织总HBV DNA: HBeAg(+)组 vs  HBeAb(+)
组: 7.73±1.41 vs  6.03±1.45, P <0.01; HBeAg(+)
组 vs  HBeAg(-)HBeAb(-)组: 6.66±1.65 vs  7.73
±1.41, P  = 0.09; 外周血总HBV DNA: HBeAg(+)
组 vs  HBeAb(+)组: 5.54±1.08 vs  4.51±1.35, P  = 

0.03; HBeAg(+)组 vs  HBeAg(-)HBeAb(-)组: 4.73
±1.14 vs  5.54±1.08, P = 0.12, 图3]. 
2.3 肝组织中HBV cccDNA占总HBV DNA比

例 同一患者肝组织中HBV cccDNA占总HBV 
DNA比例0%-7.77%. 其中HBeAg(+)组比例范围

0%-7.77%, 均数0.88%; HBeAg(-)HBeAb(-)组比

例范围0%-3.72%, 均数0.45%; HBeAb(+)组比例

范围0%-4.66%, 均数0.38%, 三组比较无统计学

差异(P  = 0.59). 
2.4 HBV cccDNA与总HBV DNA相关性分析 肝
组织HBV cccDNA与其对应肝组织总HBV DNA
呈正相关(r  = 0.53, P <0.01), 与外周血总HBV 
DNA无明显相关性(r  = 0.18, P  = 0.18, 图4).
2.5 HBV cccDNA与ALT、TBIL的关系 肝组织

HBV cccDNA与其对应ALT、TBIL均无明显

表  3  HBeAg(+)、HBeAg(-)HBeAb(-)、HBeAb(+)各组总HBV DNA、HBV cccDNA定量比较

     	  	                      HBeAg(+)                                    HBeAg(-)HBeAb(-)	                              HBeAb(+)

                                        最大值     最小值     mean±SD      最大值    最小值     mean±SD      最大值    最小值    mean±SD

肝组织(log拷贝/μg人基因组DNA)    

    HBV DNA                10.40       6.24       7.73±1.41       9.42       3.81      6.66±1.65       8.75      2.41       6.03±1.45

    HBV cccDNA             5.96       0             2.96±2.38       6.87       0           2.33±1.41       5.47      0            1.06±0.79

外周血(log拷贝/mL)    

    HBV DNA                  7.80        4.57       5.54±1.08       7.17       2.40      4.73±1.14       7.33      2.07       4.51±1.35

    HBV cccDNA            0             0            0                       0            0           0                       0           0           0
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图  3  三组肝组织HBV cccDNA、肝组织和外周血总HBV DNA定量结果比较. A: 肝组织HBV cccDNA三组比较; B: 肝组织总

HBV DNA三组比较; C: 外周血总HBV DNA三组比较. “-”代表每组数据中位数.

图  2  荧光定量PCR梯度稀释扩增曲线. A: 13F梯度稀释扩增曲线; B: 71F梯度稀释扩增曲线.
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■应用要点
本 研 究 在 建 立
起 可 靠 的 H B V 
cccDNA特异性定
量检测方法基础
上 ,  深 入 研 究 了
HBV cccDNA在
乙型肝炎肝硬变
患者外周血和肝
组织中分布及临
床意义, 对于判断
乙型肝炎肝硬变
患者是否应用抗
病毒治疗、评价
抗病毒治疗疗效
以及预测停药后
复发提供了强大
的辅助手段.
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相关性, 如图5. 肝组织和外周血总HBV DNA
与ALT、TBIL亦无明显相关性(肝组织总HBV 
DNA与ALT: r = 0.02, P  = 0.89; 肝组织总HBV 
DNA与TBIL: r  = 0.06, P  = 0.67; 外周血总HBV 
DNA与ALT: r = 0.18, P  = 0.17; 外周血总HBV 
DNA与TBIL: r  = 0.21, P  = 0.11).

3  讨论

HBV cccDNA选择性引物能够优先扩增HBV 
cccDNA, 但对于rcDNA, 由于上下游引物均能延

伸生成部分片段, 积累至一定浓度后, 这些只包

含单侧引物的片段可自身退火并延伸, 形成含两

端引物的PCR模板, 从而产生非特异性扩增[10], 
因此, 选择性引物并无绝对的特异性. 我们在以

往工作基础上将HBV cccDNA定量检测系统进

行优化: (1)设计一对HBV cccDNA选择性扩增

引物, 并验证选择性引物与总HBV DNA引物扩

增效率一致. (2)扩增前外周血DNA先以PSAD
酶切, 肝组织DNA应用限制性内切酶MluⅠ联合

PSAD酶切, 选用MluⅠ作用在于, 肝组织DNA
分子量大空间结构复杂直接以PSAD酶切效率

较低, MluⅠ可将肝组织大分子DNA切割为小片

段, 充分发挥PSAD酶切效力, 更好的去除肝组

织内病毒整合DNA. 通过酶切处理样本尽可能

图  4  肝组织HBV cccDNA
与总HBV DNA相关性分析. 
A: 肝组织HBV cccDNA

与肝组织总HBV DNA相

关性分析; B: 肝组织HBV 

cccDNA与外周血总HBV 

DNA相关性分析.
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图  5  肝组织HBV cccDNA
与其对应肝功能血清学指
标(ALT、TBIL)相关性分析. A: 

肝组织HBV cccDNA与ALT

相关性分析; B: 肝组织HBV 

cccDNA与TBIL相关性分

析. 均无显著相关性.

肝组织HBV cccDNA(拷贝/μg人基因组DNA)

■名词解释
H B V c c c D N A : 
H B V 共 价 闭 合
环状DNA. HBV
脱去外膜进入胞
质 ,  又脱去核壳 , 
形 成 H B V 松 弛
环状DNA, HBV 
rcDNA解脱负链
5 ' 端连接的末端
蛋白、正链 5 ' 端
的RNA残段 ,  以
DNA聚合酶延长
正链, 将各链缺口
封 闭 ,  最 后 转 换
为cccDNA分子 , 
cccDNA是HBV的
原始复制模板.
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纯化cccDNA. (3)实验中设置一系列对照, 防止

酶切样本操作及荧光定量PCR反应中出现污染, 
保证酶切反应体系对荧光定量PCR反应无抑制

作用, 充分证明定量结果是由检测方法特异性

而得到. 结果显示HBV cccDNA定量值较总HBV 
DNA降低4-5个log值, 体现建立的HBV cccDNA
定量检测方法高特异性. 

抗病毒治疗已成为乙型肝炎肝硬变患者一

种重要治疗手段, 乙型肝炎肝硬变患者已处于

疾病较晚期, 对病毒复制的良好抑制利于阻止

病情的进展, 不合理停药会导致病毒复燃、病

情恶化, 目前乙型肝炎肝硬变患者抗病毒治疗

主张长期性, 对乙型肝炎肝硬变患者体内病毒

复制状态及其与其他临床指标关系详尽掌握对

临床有很好指导意义, 但目前对病毒复制研究

多局限于慢性乙型肝炎, 对乙型肝炎肝硬变患

者研究较少, 而乙型肝炎肝硬变患者体内病毒

复制情况和慢性乙型肝炎并非完全一致, 所以

我们进行了此项研究. 在60例乙型肝炎肝硬变

患者HBV cccDNA在外周血及肝组织中分布情

况研究中, 发现60例患者外周血样本均未检出

HBV cccDNA. 外周血中是否存在HBV cccDNA
始终存有争议, 有学者否认外周血中存在HBV 
cccDNA[11], 也有学者在外周血中检测到HBV 
cccDNA[12-13]. HBV cccDNA一般只存在于肝细

胞核中[14], 感染肝细胞HBV cccDNA通常维持在

30-50拷贝/细胞[15], 仅在肝细胞破坏时释放出来, 
能够到达外周血的HBV cccDNA含量微乎其微, 
且其在外周血中的稳定性也需考证[16], 所以在外

周血中很难检测到HBV cccDNA. 但不能除外外

周血中存在HBV cccDNA, 可能因含量甚微, 低
于检测下限不能检出. 肝组织HBV cccDNA占肝

组织总HBV DNA比例仅为0%-7.77%, 低于有些

学者研究结果[17], 提示乙型肝炎肝硬变患者病毒

复制状态与慢性乙型肝炎不同, 有待我们增加

疾病种类及样本量进一步研究. 
通过HBV cccDNA、总HBV DNA与肝功能

血清指标相关性分析发现, 肝组织HBV cccDNA
以及外周血、肝组织总H B V D N A与A LT、
TBIL均无相关性, 即变化不具有同步性, 并非

病毒活跃复制同时ALT、TBIL值升高, 肝功能

损害加重. 原因可能为, HBV本身并不会破坏肝

细胞, 肝细胞破坏发生在病毒激发了人体免疫

系统, 对病毒感染的肝细胞进行攻击, 从而导致

肝细胞的破坏[17]. 从病毒活跃复制到激发人体

免疫系统对感染肝细胞进行攻击破坏, 可能存

在一定的时间延迟, 最终导致HBV cccDNA与

ALT、TBIL变化的不同步性. 有研究显示HBV 
cccDNA的升高先于ALT、TBIL的升高[18], HBV 
cccDNA可能成为早期肝细胞破坏预警指标, 我
们的实验将对同一患者做动态检测进一步得出

结论. 
由于肝穿刺活检属于有创性检查, 患者不

易接受, 取材困难, 肝组织HBV cccDNA检测

的临床应用受到了极大限制, 许多学者在研究

肝组织HBV cccDNA与外周血总HBV DNA、

HBV cccDNA的关系[12,19-20], 探讨外周血总HBV 
DNA、HBV cccDNA是否可以间接反映肝组织

中病毒的复制状态. 我们的实验结果显示, 外周

血总HBV DNA与肝组织HBV cccDNA无相关

性, 单纯外周血总HBV DNA检测很难反映肝组

织HBV cccDNA情况, Chan et al持相同意见[21], 
肝组织HBV cccDNA检测尚不能被取代. 研究

中我们还发现肝组织HBV cccDNA与肝组织总

HBV DNA虽存在相关性(P <0.01), 但相关系数

仅为0.534, 二者变化并不完全一致, 提示肝脏

内病毒复制状态可能还与其他因素相关. 有研

究应用HBV cccDNA和pgRNA共同反映病毒复

制活性[19]. 将外周血DNA、肝组织cccDNA甚至

pgRNA等指标结合起来, 可能对患者抗病毒治

疗有更好的指导性. 
乙型肝炎肝硬变患者60例根据病毒标志物

分为三组: HBeAg(+)组, HBeAg(-)HBeAb(-)组, 
HBeAb(+)组. 我们建立的HBV cccDNA定量检

测方法, 通过引物设计较好地去除非病毒DNA
混杂因素对结果的影响, 通过限制性内切酶联

合PSAD共同消化样本尽可能减少总HBV DNA
中非cccDNA混杂因素对结果的影响, 保证实

验结果可靠. 在此基础上我们得到肝组织HBV 
cccDNA占肝内总HBV DNAd 比例在上述三组

间虽无统计学差异, 但HBeAg(+)组高于其他两

组, HBeAb(+)组最低. 同时总HBV DNA、HBV 
cccDNA定量结果HBeAg(+)组明显高于其他两

组(P <0.05), HBeAb(+)组仍为最低, 可以看出

HBeAg(+)组病毒复制最为活跃, HBeAb(+)组即

发生HBeAg血清学转换患者病毒复制受到很大

抑制, HBeAg转阴组虽低于HBeAg(+)组, 但病毒

复制活性仍高于发生HBeAg血清学转换组. 可
能由于一部分HBeAg转阴患者是病毒基因序列

变异而导致HBeAg检测不出, 并非病毒复制活 
性降低. 我们看到乙型肝炎肝硬变患者病毒复

制在上述三组中并不相同, 可进一步研究其机

制以指导临床.
总之, 我们在建立起可靠的HBV cccDNA特

■同行评价
本研究符合医学
伦理学规范, 采用
Real-time方法检
测HBV cccDNA
国内外已有报道, 
因此本文虽具有
一定科研与临床
价值, 但创新性略
有不足. 尤其是作
者选择肝硬化患
者作为研究对象, 
但意义并未充分
体现.
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异性定量检测方法的基础上, 深入研究了HBV 
cccDNA在乙型肝炎肝硬变患者外周血和肝组织

中分布及临床意义, 对于判断乙型肝炎肝硬变患

者是否应用抗病毒治疗、评价抗病毒治疗疗效

以及预测停药后复发提供了强大的辅助手段.
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Abstract
AIM: To find out effects of adefovir dipivoxil 
(ADV) on the function of dendritic cells (DCs) 
from peripheral blood of chronic HBV-infected 
patients in vitro.

METHODS: Monocytes (Mo) were purified 
from peripheral blood of healthy volunteers 
and HBV-infected patients with incubation of 
granulocyte/macrophage colony stimulating 
factor (GM-CSF), interleukin-4 (IL-4) and ADV 

at different concentrations (20, 100, 500 µg/L) 
added on day 6. DC’s morphology was observed 
under inverted microscopy and the expressions 
of CD1a, CD83, CD86 and MHC-DR on DCs 
were analyzed using FACS. The ability to stimu-
late the proliferation of allogenic T cells by DCs 
was detected using methyl thiazolyl tetrazolium 
(MTT). The levels of IL-12 p40+p70 in culture su-
pernatant of DCs were determined using ELISA. 

RESULTS: Compared with HBV-infected pa-
tient group, a better differentiation of DCs, 
enhanced proliferation of allogenic T cells and 
increased secretion of IL-12 p40+p70 were ob-
served in ADV treatment group. The DCs with 
100 µg/L ADV had the highest expression of 
CD1a, CD83, CD86 and MHC-DR, significantly 
higher than those of DCs without ADV treat-
ment (43.5 ± 5.7 vs 20.6 ± 2.8, 34.6 ± 1.9 vs 16.7 ± 
3.4, 40.9 ± 2.8 vs 25.8 ± 6.6, 66.9 ± 5.4 vs 40.7 ± 4.2, 
all P < 0.05), but all lower than the healthy con-
trols. Differences among the three groups were 
statistically significant (P < 0.05). 

CONCLUSION: ADV enhances the immune 
ability of DCs from peripheral blood of HBV-
infected patients, suggesting that ADV possibly 
participates in the immune response through 
modulation of function of DCs and plays an in-
direct antivirus role. 

Key Words: Chronic hepatitis B; Dendritic cell; Ade-
fovir dipivoxil; Cell phenotype; Antigen presentation

Chen Y, Chen HT, Wu SP, Yue HK, Ma Y, Fang AP. 
Effects of adefovir dipivoxil on the function of dendritic 
cells from chronic HBV-infected patients in vitro. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(33): 3759-3764

摘要
目的: 探讨体外阿德福韦酯(adefovir dipivoxil, 
ADV)对慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, 
CHB)患者外周血树突状细胞(dendritic cell, 
DC)功能的影响. 

方法: 分离CHB患者及健康自愿者外周血单
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■背景资料
CHB治疗的主要
困难是患者存在
不同程度的免疫
耐受, 很难彻底清
除HBV. 如何调动
机体免疫应答并
配合抗病毒药物, 
彻底清除或持续
抑制HBV复制, 是
亟待解决的问题. 
已证实 ,  DC是唯
一能活化初始型T
细胞的专职APC, 
在抗病毒的细胞
免疫中举足轻重. 
A D V 是 新 一 代
核苷类抗病毒药
物, 通过抑制HBV 
DNA复制而发挥
抗病毒作用, 具有
广泛的临床应用
前景. 国外研究发
现ADV在抗病毒
同时对DC也有一
定作用. 国内尚未
见相关报道. 

■同行评议者
杨林 ,  副研究员 , 
中山大学附属第
三医院感染病科; 
唐晓鹏, 教授, 中
南大学肝病研究
所/中南大学湘雅
二医院感染科



核细胞(Mo), 在含rhGM-CSF+rhIL-4及不同浓
度ADV(20、100、500 µg/L)培养条件下制备
单核细胞源DC(MoDC). 在倒置显微镜下观察
DC的形态; FACS分析DC的表型; MTT法测定
DC刺激同种异体T细胞增殖的能力; ELISA检
测DC培养上清中IL-12 p40+p70的含量.  

结果: 与CHB未处理组比较, CHB ADV处理
组DC形态分化明显, 激发初始T细胞增殖的
能力加强, 上清液中分泌的IL-12 p40+p70增
多; 在CHB ADV处理组(100 µg/L), CD1a+、

CD83+、CD86+和MHC-DR+DC的数量均最
多, 显著高于CHB未处理组(43.5±5.7 vs  20.6
±2.8, 34.6±1.9 vs  16.7±3.4, 40.9±2.8 vs  
25.8±6.6, 66.9±5.4 vs  40.7±4.2, 均P <0.05), 
但低于健康对照组, 三组间差异具有统计学意
义(P <0.05). 

结论: ADV可以增强CHB患者外周血MoDC
的免疫功能, 提示其可能通过调节DC的功能
而参与免疫应答, 发挥间接抗病毒作用.

关键词: 慢性乙型肝炎; 树突状细胞; 阿德福韦酯; 

细胞表型; 抗原提呈
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0  引言

慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)治疗

的主要困难是C H B患者存在不同程度的免疫

耐受, 很难彻底清除HBV. 造成CHB免疫耐受

的重要原因之一是患者树突状细胞(dendr i t ic 
cells, DC)功能低下[1-3]. 已证实, DC是唯一能活

化初始型T细胞的专职抗原提呈细胞(ant igen-
presenting cell, APC), 在抗病毒的细胞免疫中

起重要作用[4-5]. 阿德福韦酯(adefovir dipivoxil, 
ADV)是新一代核苷类抗病毒药物, 通过抑制

HBV DNA复制而发挥抗病毒作用, 对野生HBV
及拉米夫定、泛昔洛韦等耐药HBV变异株均有

显著抑制作用, 有望成为解决核苷类似物耐药

问题的有效药物, 具有广泛的临床应用前景[6-9]. 
国外研究发现ADV在抗病毒同时对DC也有一

定作用[10]. 国内尚未见相关报道, 因此, 本研究

通过检测体外ADV对CHB患者外周血单核细胞

(monocyte, Mo)源DC的作用, 进一步探讨ADV
治疗CHB的机制. 
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1  材料和方法

1.1 材料 选择我院门诊及住院的CHB患者15例
为实验组, 临床诊断标准均符合2000-09西安中

华医学会传染病与寄生虫学分会、肝病学分

会联合修订的《病毒性肝炎防治方案》慢性

乙型肝炎诊断标准, 并符合以下条件: (1)年龄

18-55岁; (2)HBsAg(+)、HBeAg(+)、HBcAb(+)
及H B V-D N A(+); (3)A LT升高达正常值上限

2-10倍; (4)全部研究对象均排除HAV、HCV、

HEV、HIV感染, 均无心脑肾及其他器官合并

症. 另以健康自愿者10例为对照组. FITC标记

的鼠抗人CD1a、抗MHC-DR mAb, PE标记的

鼠抗人CD83、抗CD86 mAb, 同型FITC-IgG1、
PE-IgG1阴性参照抗体均为eBioscience公司产

品. rhGM-CSF和rhIL-4, Pepro-Tech公司. RPMI 
1640, Gibco公司. 丝裂霉素C和MTT(四氮唑盐)
分别为Sigma和MDBio, Inc.产品. 阿德福韦酯, 
天津葛兰素史克公司. IL-12 p40+p70 ELISA试

剂盒为U-CyTch biosciences产品. 淋巴细胞分

离液(Ficoll, 密度1.077), 上海恒信化学试剂有

限公司. 新生牛血清(newborn calf serum, NCS), 
杭州四季青生物工程材料研究所. 美国BD公司

FACSCalibur流式细胞仪. 
1.2 方法 
1.2.1 DC的分离与纯化: 取研究对象(CHB患者

或健康自愿者)的外周血, 肝素抗凝后, 与等量

的RPMI 1640液混匀, Ficoll密度梯度离心法分

离单个核细胞(PBMC); 用含100 mL/L小牛血清

(NCS)的RPMI 1640液悬浮PBMC, 置于玻璃平

皿内, 在37℃、50 mL/L CO2孵箱内静置3 h, 单
核细胞(Mo)即黏附于平皿表面; 吸取悬浮的非

黏附细胞, 并以RPMI 1640液轻轻吹打, 再次吸

取悬浮细胞, 然后用细胞刮轻轻刮离黏附的Mo, 
收集Mo.  
1.2.2 DC的扩增: 用含100 mL/L NCS的RPMI 
1640调整M o密度为1×10 9个 /L ,  加入12孔
板, 0.002 L/孔, 加入rhGM-CSF(100 µg/L)和
rhIL-4(100 µg/L), 于37℃、50 mL/L CO2条件下

培养, 共培养9 d. 在诱导DC的过程中, 每3 d半量

换液并同时补充相应的细胞因子, 于培养第6 d
进行分组培养. CHB未处理组; CHB ADV处理组: 
CHB患者DC+ADV(20、100、500 µg/L); 健康对

照组. 倒置相差显微镜下动态观察DC形态变化, 
培养9 d后收集悬浮细胞和轻微贴壁细胞检测, 
并收集培养上清, 于-70℃冻存待测细胞因子.  
1.2.3 DC的表型分析: 用预冷PBS洗涤细胞并调
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■研发前沿
C H B 可 发 展 成
肝硬化和肝细胞
癌 ,  迄 今 尚 无 切
实有效的治疗方
法 .  HBV的彻底
清除, 依赖于有效
的抗病毒治疗和
充分调动机体的
细胞免疫应答. 对
CHB的治疗, 抗病
毒是关键, 免疫调
节是重点 .  C H B
治疗的主要困难
是CHB患者存在
不同程度的免疫
耐受, 很难彻底清
除HBV. 造成CHB
免疫耐受的重要
原因之一是患者
DC功能低下. DC
是目前发现的功
能最强的APC, 是
启动、调控并维
持免疫应答的中
心环节, 具有激发
CD4 +T辅助细胞
和CD8+CTL的能
力 ,  在 抗 病 毒 的
细胞免疫治疗中
起重要的作用. 因
此 ,  如何加强DC
的抗原提呈能力, 
发挥其免疫功能
已成为治疗CHB
急需解决的问题
之一. 
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整浓度为1×109个/L. 于100 µL细胞悬液中, 分
别加入两两组合的标记抗体, 即FITC-抗CD1a
和PE-抗CD83、FITC-抗MHC-DR mAb和PE-抗
CD86 mAb, 同时设PE和FITC标记的小鼠IgG1
抗体作为对照, 于4℃避光标记30 min后, 用预冷

的PBS洗涤2次. 最后用400 µL的PBS悬浮细胞, 
流式细胞仪分析DC的表型. 
1.2.4 同种异体混合淋巴细胞反应: 取健康人外

周血, 用Ficoll密度梯度离心法分离PBMC, PBS
洗去血小板, 于37℃贴壁3 h. 收集非贴壁的细

胞, 以含100 mL/L NCS的RPMI 1640悬浮, 注
入尼龙毛柱中, 于37℃反应1 h后, 洗出非黏附

的细胞即为T细胞. 用含100 mL/L NCS的RPMI 
1640悬浮培养9 d的DC并调整其密度为1×109

个/L, 加入丝裂霉素C 25 mg/L, 于37℃反应30 
min, 以RPMI 1640洗3次, 再用完全培养液悬浮. 
按1∶10、1∶20、1∶50及1:100的D C与T细
胞比例加入96孔圆底培养板中, 终体积200 µL, 
每组3复孔. 于37℃、50 mL/L CO2条件下培养

4 d, 1000 r/min离心5 min, 弃去100 µL上清, 每
孔加入MTT 10 µL(5 g/L), 继续培养4 h后, 1000 
r/min离心5 min, 弃上清, 每孔加入DMSO 100 
µL, 测A 570nm值, 结果以3孔均值表示.  
1.2.5 DC培养上清中细胞因子的检测: 按检测

试剂盒中的说明书, 用ELISA法测定各实验组

DC培养上清中IL-12 p40+p70的含量, 每组设3
个复孔. 

统计学处理 应用SPSS11.0软件包进行统计

处理, 结果以mean±SD表示, 采用单因素方差分

析方法, 组间进行q检验比较, P <0.05时具有显著

性差异. 

2  结果

2.1 DC的诱导 倒置显微镜下观察, 培养3 d后, 细
胞的形态出现不规则, 随着时间的延长, 悬浮细

胞逐渐增多, 异形突起明显. 培养诱导9 d, 健康

对照组和CHB ADV处理组(100 µg/L)中绝大部

分细胞呈半悬浮生长, 胞体较大, 可见胞膜向外

延伸出异样突起. CHB ADV处理组(20 µg/L和
500 µg/L)和CHB未处理组变形细胞较少(图1). 
在DC诱导过程中, ADV 100 µg/L的效果优于500 
µg/L, 可能是药物毒性作用所致, 镜下观察CHB 
ADV处理组(500 µg/L)可发现培养液中细胞数

量减少, 有细胞碎片样物质. 
2.2 ADV对DC表型的影响 流式细胞仪分析发

现, 在CHB ADV处理组(100 µg/L), CD1a+、

CD83+、CD86+和MHC-DR+ DC的数量均最多, 
显著高于CHB未处理组, 但低于健康对照组, 三
组间差异具有统计学意义(P <0.05); 而CHB ADV
处理组(20 µg/L和500 µg/L)与CHB未处理组

相比, 虽有差异但无统计学意义(P >0.05). 说明

CHB的DC体外与适宜浓度ADV(100 µg/L)共孵

育后, 其提呈抗原及刺激T细胞增殖能力相对增提呈抗原及刺激T细胞增殖能力相对增呈抗原及刺激T细胞增殖能力相对增

强(表1). 
2.3 培养细胞同种异体混合淋巴细胞反应 以培

养9 d的DC为刺激细胞, 按不同比例与同种异体

淋巴细胞混合, CHB ADV处理组(100 µg/L)DC
刺激同种异体淋巴细胞增殖的能力较高, 且随

效靶细胞比例的增加而增强, 优于CHB未处理

组, 低于健康对照组(P <0.05), 而CHB ADV处理

组(20、500 µg/L)与CHB未处理组相比较无显著

性差异(P >0.05, 图2). 
2.4 D C培养上清中I L-12 p40+p70的表达水

平 ELISA分析结果表明, DC培养上清液IL-12 
p40+p70水平在CHB ADV处理组(100 µg/L)较
高, 与CHB未处理组和健康对照组相比均有差

异(P <0.05), 明显高于CHB未处理组; 而CHB 
ADV处理组(20 µg/L、500 µg/L) IL-12 p40+p70
含量较低, 与CHB未处理组相比较无显著性差

异(P >0.05, 图3). 

图  1  倒置显微镜下培养9 d的DC形态(×400). A: 健康对照组; B: CHB ADV处理组(100 μg/L); C: CHB未处理组.

CBA ■相关报道
张冬云 et al 通过
实验发现LAM具
有促进CHB患者
外周血DC分化成
熟的功能; 卢高峰 
et al研究表明ETV
亦能够增强CHB
患者外周血DC的
功能. 近年来国外
有研究发现, ADV
治疗后 ,  C H B患
者 循 环 调 节 性 T
细 胞 减 少 ,  病 毒
特异性CD4+ T细
胞活性提高, 髓样
DC的数量增多且
功 能 增 强 .  这 提
示, ADV可能在对
HBV免疫应答和
免疫耐受的调节
中起重要作用. 
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3  讨论

乙型肝炎是一种世界范围的传染病, 我国的流

行情况尤甚, 而CHB可发展成肝硬化和肝细胞

癌, 其后果特别严重[11], 但迄今尚无切实有效的

治疗方法. HBV的彻底清除, 依赖于有效的抗

病毒治疗和充分调动机体的细胞免疫应答. 对
CHB的治疗, 抗病毒治疗是关键, 免疫调节是重

点. 因此, 如何调动机体免疫应答并配合抗病毒

药物, 彻底清除或持续抑制HBV复制, 是亟待解

决的问题[12]. 
D C是目前发现的功能最强的A P C, 是启

动、调控并维持免疫应答的中心环节, 具有激

发CD4+T辅助细胞和CD8+CTL的能力, 在抗病

毒的细胞免疫治疗中起重要的作用[13-14]. 因此, 
如何加强DC的抗原提呈能力, 发挥其免疫功能

已成为治疗CHB急需解决的问题之一. CHB的

发病机制十分复杂, 其发展和后果主要取决于

宿主的免疫应答. ADV、拉米夫定(LAM)和恩

替卡韦(ETV)都是核苷类药物, 均可明显抑制

HBV DNA的复制, 降低血清中HBV DNA水平, 
增加HBeAg血清转换率和HBeAg清除率. 张冬

云 et al [15]通过实验发现LAM具有促进CHB患

者外周血DC分化成熟的功能; 卢高峰 et al [16]研

究表明ETV亦能够增强CHB患者外周血DC的

功能. ADV是新一代核苷类抗病毒药物, 对其

耐药的患者少见, 目前他对CHB患者机体免疫

功能的影响尚不太清楚. 近年来国外有研究发

现, ADV治疗后, CHB患者循环调节性T细胞减

少, 病毒特异性CD4+T细胞活性提高, 髓样DC
的数量增多且功能增强[10,17-18]. 这提示, ADV可

能在对H B V免疫应答和免疫耐受的调节中起

重要作用. 我们依据ADV的临床用量, 以不同

浓度的ADV与培养第6天的外周血MoDC共孵

育, 第9天收获各组细胞进行检测, 观察ADV对

CHB患者DC功能的影响. 
DC独特的免疫学功能取决于其免疫状态, 

尤其是表面CD1a、CD83、CD86、MHC-DR等
免疫分子的表达水平, 这些免疫分子表达低下

或缺失将导致DC免疫功能低下或无免疫作用, 
因此是体外检测DC的重要标准[19]. 其中CD1a反
映DC的数量, CD83为DC的成熟标志, CD86是
DC表面重要的共刺激分子, MHC-DR主要参与

抗原提呈, DC通过MHC-Ⅱ类分子与抗原肽片

段结合后必须在共刺激分子的协同作用下才能

将抗原递呈给淋巴细胞, 启动免疫应答[20]. 本研

究结果表明, 经ADV(100 µg/L)孵育的CHB患者

DC表面CD1a、CD83、CD86、HLA-DR表达
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表  1  培养9 d的DC表面标志表达水平 (mean±SD, %)

     
分组                    		      CD1a		      CD83		      CD86		        MHC-DR

CHB未处理组		  20.6±2.8		 16.7±3.4		 25.8±6.6		     40.7±4.2

CHB ADV处理组

    20 μg/L			  23.5±3.1		 19.9±2.5		 28.2±5.1		     45.4±6.0

    100 μg/L		  43.5±5.7ae	 34.6±1.9ae	 40.9±2.8ae	     66.9±5.4ae

    500 μg/L		  25.8±1.2		 22.1±0.7		 29.3±4.4		     50.1±2.6

健康对照组		  61.3±5.1c	 48.2±3.3c	 57.5±7.2c	     85.2±1.5c

aP<0.05, cP<0.05 vs  CHB未处理组; eP<0.05 vs  健康对照组.

图  2  DC刺激同种异体T细胞增殖能力 (n  = 3). 
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图  3  DC培养上清中IL-12 p40+p70的表达水平(n  = 3). A: 

CHB未处理组; B: CHB ADV处理组(20 μg/L); C: CHB ADV

处理组(100 μg/L); D: CHB ADV处理组(500 μg/L); E: 健康

对照组.

■创新盘点
本实验首次以不
同 浓 度 A D V 与
CHB的DC共同培
养 ,  通 过 一 系 列
指标检测来观察
ADV对CHB的DC
功能的影响, 为从
免疫调节的角度
合理应用ADV和
提出新的免疫治
疗策略提供科学
依据. 



www.wjgnet.com

陈月, 等. 阿德福韦酯体外对慢性乙型肝炎患者树突状细胞功能的影响                                                		        3763

水平提高, 虽低于健康对照组, 但明显优于CHB
患者未处理组(P <0.05). T细胞在机体免疫系统

中占有极其重要的地位, 不仅有效应功能, 而且

是免疫调节的主要介导者. 在清除HBV中, Th
和CTL都起着至关重要的作用. T细胞的活化需

要两个信号: 第一信号来自T细胞受体(TCR)识
别APC表面的MHC-肽复合物; 第二信号是由协

同刺激分子相互作用提供的, 包括CD28/B7等, 
这两组信号均需DC参与作用[21-22]. 本实验表明

ADV(100 µg/L)孵育的DC淋巴细胞增殖能力增

强. IL-12为成熟DC所分泌, 活化NK细胞, 促进

Thl型细胞因子IL-2、IFN-γ的分泌, 刺激T细胞

活化增殖, 介导细胞免疫应答[23-24]. 本研究发现

ADV可影响DC分泌IL-12水平, 在CHB ADV处

理组(100 µg/L)细胞培养上清液中IL-12分泌水

平较高. 因此, 选择合适浓度ADV处理DC可促

使T淋巴细胞增殖能力增强并向Th1分化, 增强

其细胞免疫活性. 表明ADV除了直接抑制HBV 
DNA合成外, 还可作为免疫调节剂, 一定程度上

改善CHB的DC功能活性, 诱导DC分化成熟, 可
能通过调节DC的功能而参与获得性免疫应答. 
这为从免疫调节的角度合理应用ADV和提出新

的免疫治疗策略提供科学依据. 
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Abstract
Activation of hepatic stellate cells (HSCs) is the 
key factor in the formation of hepatic fibrosis, 
so in present research, it becomes a hotspot 
that how to maintain the quiescent phenotype 
of HSCs. Peroxisome proliferator-activated re-
ceptor γ (PPARγ) is a ligand-activated nuclear 
transcription factor, which can maintain the qui-
escent phenotype of HSCs by means of affecting 
the lipocytes, leptin, cytokines, transcription 
factors and cell cycle as well as by its synergistic 
action with Farnesoid X receptors. This paper 
discusses how PPARγ maintains the quiescent 
phenotype of hepatic stellate cells. 

Key Words: Hepatic stellate cell; Quiescent pheno-
type; Peroxisome proliferator-activated receptor γ

Hou YG, Zhang YY, Jia J, Hu Y, Wu S, Fang BW. Effects 
of peroxisome proliferator-activated receptor γ on the 
maintenance of quiescent phenotype of hepatic stellate 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(33): 3765-3768

摘要
肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)的激
活是肝纤维化形成的关键 ,  因此如何维持
HSC静止表型是当前的研究热点. 过氧化物
酶体增殖物激活受体γ是由配体激活的核转
录因子, 通过影响脂肪细胞及瘦素、细胞因
子、转录因子、细胞周期及与法呢醇X受体
的协同作用维持HSC静止状态, 本文就此作
一综述.

关键词: 肝星状细胞; 静止表型; 过氧化物酶体增殖

物激活受体γ
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0  引言

肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)曾名Ito细
胞、维生素A储存细胞等, 当肝脏受到外界因

素刺激时, 通常静止的储存维生素A的HSC经过

表型转化成为肌成纤维样细胞(myofibroblast, 
MFB)即活化的HSC, 具有增生、收缩、趋化功

能, 且维生素A消失, 细胞外基质生成增加, 导
致纤维化形成. HSC的激活是肝纤维化的中心

环节[1-2], 因此维持HSC的静止表型对防治肝纤

维化具有重要意义. 近年来研究发现, 过氧化物

酶体增殖物激活受体(peroxisome proliferator-
activated receptors, PPARs)在维持HSC的静止表

型中发挥重要作用, 其中PPARγ的作用尤著, 本
文拟就PPARγ对维持HSC的静止表型的作用进

行综述. 
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■背景资料
肝纤维化是肝硬
化发生的前奏和
必经环节, 其中肝
星状细胞(HSC)的
激活又是肝纤维
化形成的关健. 当
肝脏受到外界因
素刺激时, 静止的
HSC活化为肌成
纤维样细胞而大
量产生胶原等细
胞外基质, 因此维
持HSC的静止表
型对防治肝纤维
化具有重要意义. 
研究表明, PPARγ
通过多层次、多
途径维持HSC静
止表型, 不同途径
之间存在着多种
交互作用, 形成错
综复杂的信号调
节网络.

■同行评议者
高春芳 ,  研究员 , 
中国人民解放军
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属长征医院全军
医学免疫诊断中
心 / 实 验 诊 断 科 ; 
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝病科



1  PPARs概述

1.1 PPARs类型与分布 PPARs是一类由配体激活

的核转录因子, 1990年首先由Issemann et al从小

鼠肝脏克隆得到, 因被过氧化物酶体增殖物活化

后能诱导肝脏过氧化物酶体增殖而得名. PPARs
作用广泛, 参与体内多种生理和病理活动. 迄今

为止已发现3种PPAR亚型: PPARα、PPARβ(δ)、
PPARγ, 在不同组织中的表达存在差异. 其中

PPARβ促进HSC的激活, 而PPARα、PPARγ维持

其静止[3]. PPARγ表达的上调可引起HSC活化标

志物α平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle actin, 
α-SMA)表达的抑制和Ⅰ型胶原合成的下降[1]. 
1.2 PPARγ配体与激活物 目前已知PPARγ存在多

种配体和激活物, 可分为合成型配体和天然型

配体两大类. 在合成型配体中, 噻唑烷二酮类化

合物(thiazolidinediones, TZDs)是PPARγ选择性激

活物, 包括曲格列酮、罗格列酮、吡格列酮等, 
与PPARγ有高度亲和力, 在毫微克分子浓度水平

即可特异性激活PPARγ. 天然配体来源于饮食及

机体的代谢产物, 包括花生四烯酸系列产物如

15-脱氧12, 14-前列腺素J2(15d-PGJ2)、前列腺素

D2(PGD2)、白三烯B4(LTB4)、多不饱和脂肪酸

如亚油酸、氧化型LDL[4].

2  PPARγ与HSC静止表型维持

大量研究表明, PPARγ通过多层次、多途径维持

HSC静止表型, 不同途径之间存在着多种交互作

用, 形成错综复杂的信号调节网络. 
2.1 PPARγ对脂肪细胞及瘦素的作用

2.1.1 PPARγ对脂肪细胞分化的促进作用: 静止

期HSC贮存大量脂质, 包括脂溶性维生素A, 其
激活引起脂滴消失和转分化为MFBs. She et al
发现把原代大鼠HSC培养于促进前脂肪细胞向

脂肪细胞分化的培养液中, 可维持HSC保持静

止表型[5]. PPARγ是促进前脂肪细胞向脂肪细胞

分化的重要转录因子, 但必须与视黄醇X受体

(retinoic X receptor, RXR)结合成异二聚体, 并与

靶基因启动子中的PPAR反应元件(peroxisome 
proliferator responsive element, PPRE)结合才能

发挥作用. 他能抑制细胞周期蛋白依赖的蛋白

激酶(cyclin depended kinase, CDK)的活性, 阻止

细胞生长, 使前脂肪细胞向脂肪细胞分化; 又能

与脂肪细胞特异基因ap2的增强子和磷酸烯醇式

丙酮酸激酶(phosphoenolpyruvate carboxykinase, 
PEPCK)启动子结合, 调节这些基因的转录与

表达. PPARγ激动剂存在时, 转染性表达PPARγ
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的成纤维细胞N I H-3T3向脂肪细胞分化并伴

有脂质贮积. CCAAT增强子结合蛋白(CCAAT-
enhancer-binding protein, C/EBP)也参与脂肪细

胞分化的调控[6]. 若将其与PPARγ共同转染3T3
成纤维细胞, 则无需PPARγ激活物的存在即可使

3T3成纤维细胞向脂肪细胞转化. 在脂肪细胞生

成过程中, PPARγ的直接作用就是增加脂肪细胞

特异性标志物如LPL、FAT、ap2和乙酰辅酶A
合成酶基因的表达; 使细胞摄入脂肪酸、甘油

增多, 表现出脂肪细胞的表型特征[7-8]. 
2.1.2 PPARγ对瘦素的抑制作用: 瘦素(leptin)是
由肥胖基因编码、脂肪细胞分泌的一种蛋白

质, 是重要的代谢调节信号, 具有诱导HSC活

化和增殖作用, 必须与HSC膜上特异性肥胖受

体(obesity receptor, OB-R)结合后才能产生促

肝纤维化作用. Lee et al研究发现PPARγ配体可

下调OB-R基因表达, 从而抑制了HSC的活化[9]. 
JAK-STAT(janus kinase-the signal transducer and 
activator of transcription)途径是HSC内瘦素受

体后信号转导的主要途径, 始于JAK-2磷酸化, 
激活的JAK-2再激活JAK-1, 在JAK-1的作用下, 
STAT1和STAT2分别被激活, 前者形成同源二聚

体后须与协同活化因子CREB结合蛋白(cAMP 
response element binding protein, CBP)或p300结
合后才能转入细胞核内, 识别并结合到瘦素启

动子区的活化序列或相关序列, 调控瘦素的基

因转录[10]. 当PPARγ被配体激活后, PPARγ-RXR
异二聚体招募、结合数量有限的CBP及p300, 竞
争抑制STAT1的活化, 减少瘦素mRNA生成, 使
HSC维持于静止表型. 
2.2 PPARγ对细胞因子的影响

2.2.1 PPARγ对PDGF信号转导的阻断作用: 血小

板衍生生长因子(platelet-derived growth factor, 
PDGF)是最强大的促进HSC分裂和增生的细胞

因子. PDGF受体结构域与接头蛋白Grb2(growth 
factor receptor bound protein 2)结合后激活Ras, 
促使细胞外信号调节激酶(extracellular signal 
regulated kinase, ERK)激活, ERK转位至细胞核, 
使c-fos等转录因子表达增加, 启动HSC的增生. 
PDGF亦可通过蛋白激酶C等细胞内信号转导途

径改变HSC内细胞骨架的分布, 刺激HSC转化为

MFBs. 此外, PDGF诱导HSC合成TGFβ等细胞

因子, 促进HSC表达α-SMA与分泌细胞外基质. 
以上途径中, PDGF均可以正反馈的方式作用于

HSC, 形成放大效应, 进一步促进HSC的激活. 
PPARγ可干扰ERK的激活, 抑制TGFβ和α-SMA
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■研发前沿
PPARγ通过多信
号、多途径维持
HSC静止表型, 开
发其配体从而发
挥抗肝纤维化的
作用, 有望为肝纤
维化的临床治疗
带来新的希望. 但
是PPARγ分布及
作用广泛, 缺乏细
胞特异性, 因此如
何使该类药物主
要作用于肝脏, 维
持HSC静止表型, 
防治肝纤维化将
是今后研究的重
点. 



侯懿耕, 等. 过氧化物酶体增殖物激活受体γ在肝星状细胞静止表型维持中的作用				               3767

www.wjgnet.com

的表达, 从而阻断PDGF引起的HSC活化[11-13]. 
2.2.2 PPARγ对TGFβ-1信号转导的阻断作用: 
转化生长因子β-1(transforming growth factor 
beta-1, TGFβ-1)是最强的肝纤维化发生因子, 而
且诱导HSC转化为MFBs的作用显著. 他通过改

变HSC基因型及其表型, 使胞膜上细胞因子受体

的表达增加, 提高了HSC对细胞因子的敏感性. 
TGFβ-1主要通过细胞内(small mothers against 
decapentaplegic, Smad)通路介导其生物学活性, 
与TGFβ的Ⅱ型受体结合后, 激活TGFβⅠ型受

体的丝氨酸/苏氨酸激酶, 使Smad2、Smad3磷酸

化. 活化的Smad2、Smad3再与Smad4形成活性

复合物后入核, 激活血纤溶酶原激活物抑制物

-1(plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1)和胶

原蛋白1αⅠ转录, 引起纤维连接素、Ⅰ型胶原

沉积增加和α-SMA应力纤维加速组合, 直接介

导HSC向MFBs的转化. PAI-1也是HSC活化的标

志[14]. PPARγ配体通过激活PPARγ, 抑制Smad3
磷酸化, 阻断TGFβ-1介导的PAI-1的产生, 阻止

HSC向MFBs转化[15]; 还可抑制转录因子KLF6 
(kruppel-like factor 6)的表达, 从而在转录水平降

低其下游因子TGFβ-1的表达, 抑制HSC的激活[16]. 
2.3 PPARγ对转录因子的影响

2.3.1 PPARγ对NF-κB信号转导的阻断作用: 核
因子-κB(nuclear factor-kappa B, NF-κB)是由Rel
蛋白家族组成的同源或异源二聚体的转录因子, 
最常见的是RelA(p65)/NF-κB1(p50)异二聚体, 
参与细胞增殖调控和凋亡等过程[17]. HSC的活化

与NF-κB异常持续性激活有关. 在静息细胞中, 
NF-κB以无活性的潜在状态存在于细胞质中, 与
其抑制蛋白ⅠκB结合组成异源多聚体. 细胞表

面复杂的信号级联反应可导致ⅠκB降解, 因而

NF-κB被活化并从细胞质易位至细胞核内, 发挥

转录调控作用. 经PPARγ激活物15d-PGJ2处理后

HSC的NF-κB表达下调[18], 并且PPARγ可直接与

p65/p50结合, 形成转录抑制复合物, 降低了NF-
κB与DNA的结合活性, 进而抑制NF-κB的转录

作用, 使HSC维持在静止表型. 
2.3.2 PPARγ对AP-1信号转导的阻断作用: 激活

蛋白1(activator protein 1, AP-1)是在激活的HSC
中表达持续增加的一种核转录因子, 由Jun家族

和Fos家族组成. Jun家族成员包括c-Jun、Jun-B 
和Jun-D; Fos家族成员含有c-Fos、Fos-B、Fra-1
和Fra-2. Jun-D是激活的HSC中一种最重要的

AP-1蛋白. 研究表明, 在激活的HSC中, AP-1活

性升高, 多种蛋白表达增加. 早期主要是c-Fos、
Fra-1、c-Jun、Jun-B被诱导表达, 随后为Fra-2、
FosB、Jun-D等被诱导表达, 提示AP-1参与HSC
激活过程的基因表达. PPARγ通过和AP-1竞争与

协同活化因子CBP、p300的结合, 抑制AP-1信
号转导途径, 这一机制与PPARγ影响JAK-STAT
途径类似[19]. 
2.4 PPARγ对细胞周期的影响 静止期HSC多停

留在G0/G1期, 活化时细胞主要集中在G2期. HSC
体外培养活化时, 从培养第2天至第7天, G0/G1期

细胞逐渐减少, G2期细胞显著增多. G1/S调控点

是影响细胞周期的关键. 细胞周期调控因子可

分为三类: 细胞周期蛋白(Cyclin)、细胞周期蛋

白依赖的蛋白激酶(CDK)和细胞周期蛋白依赖

的蛋白激酶抑制物(CDK inhibitor, CDI)如p21、
p27、p18等. 单独的CDK亚基无激酶活性, 需与

相应的Cyclin结合, 进而作用于视网膜母细胞

瘤蛋白(retinoblastoma protein, pRb), 使之磷酸

化后释放转录因子E2F, 使细胞通过检测点, 启
动DNA复制, 进入S期. PPARγ通过降低Cyclin 
D1、Cyclin D2及Cyclin E水平、提高与Cyclin
结合的p21waf1/cip1和p27 kip1水平, 抑制CDK
的活性, 从而阻断细胞通过检测点向S期转化, 
维持HSC的静止表型[20]. 经15d-PGJ2处理的HSC
中处于G1期的细胞百分比高于非处理组, 差异

有统计学意义, 说明PPARγ的配体15d-PGJ2产生

了G1期阻滞作用. 
2.5 P PA R γ与F X R的协同作用 法呢醇X受体

(farnesoid X receptor, FXR)介导的信号途径可明

显减少HSC活化及肝纤维化相关分子表达. FXR
需要和RXR形成异源二聚体后才能直接与特定

DNA反应元件结合而调节基因表达. 使用FXR
的激动剂6-ECDCA(6-ethyl-chenodeoxycholic 
a c i d)可减轻动物模型的肝纤维化程度 ,  下调

HSC的TGF-β1、α-SMA、TIMP-1表达, 可能

是6-ECDCA作用于FXR后诱导转录抑制因子

SHP(Src-homology 2 domain phosphatase)表
达, 而SHP可抑AP-1与DNA的结合活性. 同时, 
6-ECDCA作用于FXR后, PPARγ表达升高达40
倍, 提示FXR通过其与PPARγ之间的协同作用而

抑制HSC的激活[21-22].

3  结论

PPARγ可通过维持HSC静止表型而发挥抗肝纤

维化的作用, 因此开发PPARγ配体, 如已用于治

疗Ⅱ型糖尿病的噻唑烷二酮类药物, 有望为肝

■创新盘点
本文突出了PPAR 
γ在肝星状细胞静
止表型维持中的
作 用 ,  分 析 其 影
响脂肪细胞及瘦
素、细胞因子、

转录因子、细胞
周期及与法呢醇
X 受 体 协 同 作 用
等多个环节, 阐述
其作用机制.
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纤维化的临床治疗带来新的希望. 但是目前在

此方面的研究仅限于细胞培养和动物实验, 尚
未见临床试验的报道; 并且PPARγ分布及作用广

泛, 缺乏细胞特异性, 因此如何使该类药物主要

作用于肝脏, 维持HSC静止表型, 防治肝纤维化

将是我们今后研究的重点. 
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Abstract
Fatty acid bile acid conjugates (FABACs) 
are synthetic lipid molecules designed to 
solubilize biliary cholesterol. FABACs were 
shown to delay, reduce, or prevent cholesterol 
crystallization in vitro and ex vivo in model 
bile solutions and in human bile. FABACs have 
also been shown to prevent the formation of 
cholesterol gallstones and to dissolve preexisting 
gallstones in experimental animal models. In 
addition to the beneficial effect on gallstone 
disease, FABACs have been demonstrated to be 
able to prevent diet-induced fatty liver, reduce 
atherosclerosis in C57Bl6 mice and increase 
faecal bile salt and neutral sterol secretion. 

Key Words: Fatty acid; Bile acid; Conjugate; Gall-
stone; Fatty liver; Atherosclerosis
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摘要
脂肪酸-胆酸结合物(FA B A C s)是由脂肪酸
与胆酸通过酰胺键偶联形成的一类化合物. 
FABACs在体外能够增加胆汁中胆固醇的溶
解度, 抑制人工胆汁和天然胆汁中胆固醇的
结晶; 仓鼠和小鼠po 给药后, FABACs能够预
防由高脂饮食所致的胆结石, 并且对已形成
的胆固醇结石有溶解作用; 在Wister大鼠、

仓鼠和多种小鼠模型上, FABACs口服给药
后能够预防由高脂饮食所致的脂肪肝; 进一
步的研究表明FABACs还能够预防高脂饮食
所致的动脉粥样硬化; 作用机制研究结果表
明, FABACs对肝脏中的胆固醇合成有抑制作
用, 对HMGCoA 活性有一定的降低作用, 对
CYP7A1活性有增强作用, 这些作用抑制了胆
固醇的合成, 促进了胆固醇的代谢和排出. 

关键词: 脂肪酸; 胆酸; 偶合物; 胆结石; 脂肪肝; 动

脉硬化

靳雪源, 王惠芬. 肝靶向胆酸-脂肪酸偶合物的研究进展.  世界

华人消化杂志  2008; 16(33): 3769-3774

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/3769.asp

0  引言

脂类物质在人体新陈代谢及细胞信号传递中具

有多种重要作用. 脂类代谢紊乱将导致胆固醇

结石、脂肪肝、肥胖、高脂血症、糖尿病及动

脉粥样硬化等病变. 肝脏是脂类代谢的中心, 对
调控脂质合成与脂蛋白分泌平衡起关键作用. 

将饱和脂肪酸与胆酸交联形成的的偶合物

(fatty acid bile acid conjugates, FABACs)能够利

用胆汁酸的转运能力将饱和脂肪酸转运进入胆

汁, 参与肝肠循环, 产生一系列药理作用. 体外

实验结果表明, FABACs能够增加胆汁中胆固醇

的溶解度, 防止人工胆汁及天然胆汁中胆固醇

的结晶; 动物实验结果表明, po给药后, FABACs
从肠道吸收, 被肝特异性摄取, 分泌进入胆汁; 
不但能够预防胆结石的形成, 而且对已形成的

胆固醇结石有溶解作用 ;  进一步的研究表明

FABACs能够防止动脉硬化, 预防由饮食引起的

脂肪肝, 还具有降血脂作用; 作用机制研究结果
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■背景资料
脂肪酸-胆酸偶合
物是一类新的化
合物, 能够通过调
节脂代谢预防胆
结石的形成, 溶解
已形成的胆结石; 
防止动脉硬化, 预
防由饮食引起的
脂肪肝, 还具有降
血脂作用, 有可能
成为胆结石、脂
肪肝及动脉粥样
硬化的新的治疗
药物. 
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表明, FABACs能够抑制胆固醇的合成, 促进了

胆固醇的代谢和排出; 一般药理学研究没有发

现FABACs的毒性. 因此, FABACs有可能成为

胆结石、脂肪肝及动脉粥样硬化的新的治疗药 
物[1-3]. 现将有关研究进展综述如下.

1  肝靶向性

通过肝靶向给药技术将化学治疗药物选择性的

投放于肝脏, 能够减轻或避免其全身的毒副作

用. 如将药物与含有半乳糖残基的糖蛋白或寡

肽偶联, 利用肝实质细胞上去唾液酸糖蛋白受

体对半乳糖残基特异性的识别和结合作用, 可
以将药物选择性投放于肝细胞. 但是, 以乳糖化

白蛋白或乳糖化多聚赖氨酸等大分子为载体的

肝靶向偶合物易被网状内皮系统清除, 载药量

小, 化学组成复杂, 需注射给药. 
胆酸是内源性的肝细胞特异性的天然配基, 

胆酸po后通过主动转运途径由肠道吸收进入肝

脏, 具有高度的器官特异性和较高的转运能力; 
因此, 以胆酸为靶向载体, 不但能够实现药物的

肝靶向性, 减少毒副作用, 而且能够提高药物的

po生物利用度; 作为内源性的天然配基, 胆酸具

有较好的生物兼容性好[4-5]. 如顺铂与胆酸偶联形

成的偶合物主要分布于肝脏, 在肾脏、心脏、骨

髓等其他组织中的分布很少, 而原型药物在肾脏

的浓度大大高于胆酸偶合物; 在等效治疗剂量下, 
顺铂治疗可引起神经毒性、肾毒性和骨髓毒性, 
而靶向偶合物不产生这些毒性[6-7]. 将熊去氧胆酸

与一氧化氮供体偶联形成的偶合物NCX-1000, 能
够有效抑制白介素、肿瘤坏死因子等多种炎性

因子, 对各种原因引起的肝损伤及炎症、肝纤维

化、肝硬化及门静脉高压均具有较好的治疗作

用[8-9]. 将糖皮质激素受体拮抗剂与胆酸偶联形成

的靶向偶合物能够选择性作用于肝脏, 产生特异

性的降糖作用, 而没有其他副作用[10-11]. 
同样, FABACs在动物体内也具有较高的肝

及胆汁靶向性. 仓鼠灌胃口服30 mg C-16及C-20
脂肪酸的FABACs后, 心脏血、门静脉血及胆汁

中均可检测到FABACs, 而以胆汁中浓度最高; 
胆汁中C-16脂肪酸偶合物的浓度在给药后2 h即
可达峰值, C-20脂肪酸偶合物在4 h达到峰值; 给
药后24-48 h, 胆汁中仍可检测到FABACs, 表明

存在一定程度的肠肝循环[12].

2  对胆结石预防和治疗作用

胆结石症是最常见的代谢性疾病之一, 发病率

高达15%; 从化学组成来看, 胆结石大多数为以
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胆固醇为主要成分的胆固醇结石[13-14]. 在临床上, 
胆结石的治疗方法主要分为手术疗法和非手术

疗法. 手术疗法即胆囊切除, 可以永久性去除结

石; 但是手术疗法使胆囊的功能丧失, 会对患者患者

机体造成损害, 且术后容易出现各种并发症[13,15]. 
非手术疗法包括po溶石药物、物理性排石、震

波碎石以及各种途径的取石术, 其中较为理想也

是最易被患者所接受的是po溶石药物. 但是, 目
前已知的胆结石溶解药物疗效欠佳. 

研究结果表明, 胆汁中的磷脂物质是促进

胆固醇溶解的主要成分[16-17]. 增加胆汁中的磷脂

浓度可以延长胆固醇的成核时间, 增加胆汁中

磷脂的比例或调节磷脂的组成可以防止胆固醇

结晶[17-18]; 组成磷脂分子的脂肪酸也具有抑制胆

固醇结晶的活性[17-19]. 但是饱和脂肪酸直接给

药很难到达胆囊. FABACs能够利用胆汁酸的

转运能力将饱和脂肪酸转运进入胆汁, 促进溶

石作用. 
在体外, FABACs能够延长模型胆汁中胆固

醇结晶时间, 减少胆固醇结晶量. 不同碳链长度

的脂肪酸组成的偶合物对胆固醇结晶的抑制作

用不同, 14-碳饱和脂肪酸的胆酸偶合物没有显

著抑制作用; 与对照组相比, C20-FABAC可以使

结晶时间延长400%; 加入15 mmol/L FABAC孵
育14 d后, C18-FABAC可使胆固醇结晶量降至

对照组的14%. 在人胆汁加入浓缩脂溶液形成的

过饱和胆汁溶液中, 加入5 mmol/L FABAC孵育

22 d, 从16碳到20碳的FABAC均能显著减少胆

固醇结晶量, 而相同摩尔浓度的胆酸没有作用. 
在新鲜的人胆汁中, 加入5 mmol/L C20-或C22-
FABAC, 孵育21 d, 可分别使胆固醇结晶的量减

少至对照组的1.9%和5.7%[12]. 
FA B A C还能够溶解已形成的胆固醇结

晶. 将饱和的人胆汁在37℃孵育21 d, 从第8天
起即观察到结晶的形成, 并随时间延长逐渐增

加, 达到平台. 在第21天, 加入30 mmol/L的C20-
FABAC, 观察结晶的变化; 加入FABAC后第10
天, 已观察不到胆固醇结晶的存在, 表明FABAC
对胆固醇结晶有溶解作用[12]. 

在动物体内, FABAC能够预防高脂饮食所

致的胆结石. 将18只仓鼠分组, 其中12只仓鼠以

成石性饮食喂养, 6只以常规饮食喂养; 在第5.5
周, 6只成石性饮食组动物和3只常规饮食组动

物po给与15 mg/d的C20-FABAC. 在第10周处死

所有动物, 检测胆汁中的胆固醇结晶. 常规饮食

组动物胆汁中无一例发现胆固醇结晶, 给与FA-
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BAC的所有成石性饮食组动物也均未见胆固醇

结晶, 而未给与FABAC的所有成石性饮食组动

物均可见胆固醇结晶[12]. 
胆结石易感性的纯系C57J/L小鼠给与成石

性饮食喂养2 mo, 然后部分给与正常饮食, 另
一部分ig给与C20-FABAC, 剂量为每只0.5或3每只0.5或30.5或3 
mg/d. 成石性饮食喂养2 mo后, 所有动物产生胆

固醇结石; 继续喂以常规饮食后2 mo, 3/4的动物

仍然有胆结石, 而3 mg/d FABAC的动物无一有

胆结石(P  = 0.033); 另一组实验中, 36只小鼠高实验中, 36只小鼠高中, 36只小鼠高

脂饮食喂养; 2 mo后, 取13只动物处死, 检测所

有动物均有结石; 剩余动物改以常规饮食喂养, 
同时分别ig给与0.5 mg/d、3 mg/d的FABAC, 或
给与蒸馏水作为对照组. 2 mo后, 处死所有动物, 
检测胆结石. 结果表明, 对照组100%有胆结石, 
而0.5 mg/d FABAC剂量组28%动物有结石(P  = 
0.007), 3 mg/d组12%的动物产生结石(P  = 0.001). 
在摩尔水平上, 0.5 mg剂量的FABAC相当于14 
mg/(kg·d)的胆酸, 与临床溶石治疗中所用的胆酸

量相当[20-21]. 
以上结果表明, FABAC不仅能够预防高脂

饮食所致的胆结石, 而且对已形成的胆结石有

溶解作用.

3  预防饮食引起的脂肪肝

脂肪肝(fatty liver)是由多种原因引起的肝细胞

内脂肪蓄积过多的肝脏疾病. 正常肝组织中脂

类总量约占肝湿质量的4%-5%; 当肝组织中脂

类含量超过肝湿质量的10%-15%时, 或在组织

学标本上超过50%时, 即为脂肪肝[22-23]. 
食物引起的非酒精性脂肪肝(nonalcoholic 

fatty liver, NAFL)是发达国家或地区的常见肝脏

疾病, 估计高达24%的人口患有NAFL[23]. 随着人

民生活水平的提高, 我国非酒精性脂肪肝的发

病率也逐年增高, 严重影响我国人民健康. 
尽管非酒精性脂肪肝大多数表现为无症状, 

但是约20%的患者可能发展为肝硬化. 非酒精性

脂肪肝通常与胰岛素抵抗、高血脂及其他代谢

异常相关[23-28]. 
长期和持续地减少能量的摄取, 可以减轻

NAFL, 但是这一点很少有人能够做到. 
在评价FA B A C s对小鼠体内胆结石形成

作用的实验中, 发现FABACs能够减少高脂饮

食组动物的肝脏脂肪沉集. 因此进一步考察了

FABACs对不同种属动物的脂肪肝预防作用. 这
些动物包括Wister大鼠、仓鼠和ICR系小鼠、

C57BL/6系小鼠、胆结石易感性的C57L/J6系小

鼠及C57BL/6系小鼠等4种小鼠. 所有动物以高

脂饮食喂养, 实验组动物ig给与150 mg/(kg·d)剂
量的FABAC, 对照组动物给与生理盐水.  

首先通过光显微镜观察, 测定实验动物肝脏

组织切片的脂肪浸润程度. 根据脂肪浸润程度

打分: 无脂肪浸润为0分, 脂肪浸润细胞数小于

5%为1分, 脂肪浸润细胞数介于5%-25%为2分; 
脂肪浸润细胞数介于25%-50%为3分; 脂肪浸润

细胞数超过50%为4分. C20-FABAC给药4 wk后, 
C57L/J6小鼠的组织学脂肪肝分数为0.4分, 而对

照组为1.5分; 类似地, 仓鼠给药10 wk后, 组织学

脂肪肝分数为0.3分, 而对照组所有动物(7只)的
脂肪肝分数均高达4分[29]. 

FABAC能够显著降低肝组织中脂肪的重量

比. 大鼠高脂饮食饲养14 d, 对照组脂肪/蛋白比

值为1.3±0.44; FABAC治疗组为0.66±0.04(P  = 
0.001); 对照组肝组织中脂肪的浓度296±41 mg/g
肝组织, FABAC治疗组为255±30 mg/g肝组织; 
仓鼠高脂饮食饲养21 d, 对照组脂肪/蛋白比值

为1.41±0.27; FABAC治疗组为1.11±0.20; 对
照组肝组织中脂肪的浓度119±30 mg/g肝组织, 
FABAC治疗组为57±12 mg/g肝组织(P  = 0.009). 
ICR小鼠高脂饮食饲养24 d, 对照组脂肪/蛋白比

值为0.34±0.13; FABAC治疗组为0.17±0.07;  对
照组肝组织中脂肪的浓度73±23, FABAC治疗组

为37±5(P  = 0.034); ♀C57BL/6小鼠, 以Western
饮食喂养16 wk, 对照组脂肪/蛋白比值为0.24±
0.04, FABAC治疗组为0.16±0.02(P  = 0.001); 对
照组肝组织中脂肪的浓度134±19 m g/g肝组

织, FABAC治疗组为115±17 mg/g肝组织(P  = 
0.003); ♂C57BL/6小鼠, 以高脂饮食喂养22 wk, 
对照组脂肪/蛋白比值为0.48±0.1, FABAC治疗

组为0.27±0.02(P  = 0.001); 对照组肝组织中脂

肪的浓度67±19 mg/g肝组织, FABAC治疗组为

51±16 mg/g肝组织(P  = 0.014)[29]. 
肝脏中脂含量的降低主要表现为甘油三酯

水平的降低. 对于仓鼠, 对照组甘油三酯浓度为

47.3±6.9 mg/g肝组织, FABAC治疗组为11.8±
2.5 mg/g肝组织; 在C57BL/6小鼠, 对照组甘油三

酯浓度为24.2±2.7 mg/g肝组织, FABAC治疗组

为8.4±1.5 mg/g肝组织; FABAC治疗也能降低

两种动物肝脏中的磷脂和胆固醇浓度, 而对脂

肪酸、甘油二酯和胆固醇脂的影响不大[29]. 
脂肪酸-胆酸偶合物中, 脂肪酸的碳链长度

不同, 对肝脏中脂肪含量的影响不同; C57L/J高
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脂饲养5 wk, 分别同时给与C16-FABAC、C20-
FABAC、C22-FABAC或生理盐水. 与对照组相

比, 3种FABAC均能降低肝脏的脂肪含量, 肝组

织中蛋白脂肪的含量比分别为0.11±0.06(P  = 
0.001), 0.25±0.10(P  = 0.005)和0.34±0.16(无显

著性), 对照组为0.70±0.25[29]. 
对常规饮食的动物, FABACs对肝脏所脂肪

浓度及脂肪/蛋白比没有显著影响. FABAC在所

有的动物模型中均可以预防或减少饮食引起的

脂肪肝. FABACs可能会作为治疗饮食或其他原

因引起的人体脂肪肝疾病的一种手段[29].

4  预防动脉粥样硬化

动脉粥样硬化是威胁人类健康的重大疾病, 以
血浆低密度脂蛋白和极低密度脂蛋白水平升高

为特征的高胆固醇血症是动脉粥样硬化的主要

致病因子. 
C57BL/6♀小鼠以致粥样化饮食喂养, 实验

组动物同时po C20-脂肪酸-胆酸偶合物, 每天po  
150 mg/kg, 15 wk后测定主动脉窦部分的动脉

动脉粥样硬化样脂肪斑块损伤面积. 结果表明, 
FABACs能够显著降低动脉动脉粥样硬化样脂

肪斑块损伤面积(P  = 0.019). 对照组和FABACs
给药组之间动物的体质量没有显著差异 ;  所
有实验组动物的血总胆固醇水平显著升高, 实
验开始前、实验8 wk及实验结束后, 对照组和

FABACs给药组之间动物的血胆固醇及甘油三

酯水平没有显著差异; FABACs给药组之间动物

的血胆固醇水平有降低的趋势; 肝脏中的胆固

醇及胆固醇酯的水平也没有差异. 通过凝胶过

滤色谱对血浆中脂蛋白进行了分析, VLDL胆固

醇和LDL胆固醇没有差异, FABAC组HDL胆固

醇有中等程度的降低. VLDL、LDL和HDL组分

中均含有FABAC; HDL中FABAC的水平显著高

于VLDL和LDL中的[30].

5  FABACs的安全性

仓鼠、大鼠和小鼠分别ig给与C20-FABAC, 测
定给药后血液和胆汁的生化指标, 考察器官的

组织学、动物行为及存活情况. 150 mg/(kg·d) 
FA B A C对所有实验动物没有任何不良反应 ; 
肝、肾、心、大肠及小肠的组织学检查结果显

示, 只有在成石性饮食组动物的肝中有脂肪沉

集. FABAC对小鼠胆汁中胆固醇、磷脂和胆盐

浓度没有影响; 对仓鼠胆汁的胆固醇浓度略有

降低, 但是对磷脂和胆盐没有明显的影响. 对部

分种系的小鼠, 转氨酶略有升高; 对仓鼠和大鼠, 

转氨酶没有影响, 甚至略有下降. 血浆碱性磷酸

酶、肌苷、白蛋白及葡萄糖水平没有改变. 所
有动物的器官均未见组织学改变[12,31].

6  作用机制

对FABACs的作用机制进行了研究. 首先考察

了C20-FABAC的脂类物质排泄的影响. 实验动

物为大鼠, 常规饲料喂养12 d后, 再po给与150 
mg/(kg·d)剂量的FABAC, 12 d. C20-FABAC给
药后, 4 d内粪便中天然甾醇的排出量, 由7.58±
0.76 mg增加到10.50±2.33 mg(P <0.004); 胆盐

的排出量由16.38±9.11 mg增加到35.23±10.85 
mg(P <0.002); 总的粪便甾醇排出量由23.96±
8.68 mg增加到45.74±12.96 mg(P <0.001). 给与

C20-FABAC前后, 胆汁流量没有改变, 胆汁中胆

固醇、胆盐及磷脂的排出量也没有显著区别[32]. 
动脉粥样硬化的病因学的一个重要因素

是反向胆固醇转运的过程, 即过量胆固醇从外

周细胞向肝脏的转运, 然后向胆汁分泌. 已知肝

脏中ATP-结合转运子A1(ATP-binding cassette 
transporter A1, ABCA1)的活性是控制此过程的重

要因素, 肝脏的ABCA1将载脂蛋白A-I磷酯化或

胆固醇酯化, 形成前-β-高密度脂蛋白, 前-β-高密

度脂蛋白通过ABCA1能够从外周摄取胆固醇. 
2 mg/L的C20-FABAC能够促进胆固醇从

人成胶原细胞流出, 流出量与孵育时间成正比. 
胆酸、C16脂肪酸、C20脂肪酸及C22脂肪酸

对胆固醇的流出没有影响. C16-FABAC、C20-
FABAC以及C22-FABAC对胆固醇的流出均有

促进作用, 但以C20-FABAC最有效. 但是, 对
ABCA1缺失的人成胶原细胞, FABAC不能引起

胆固醇流出, 说明FABAC所致的胆固醇流出是

ABCA1依赖性的[33]. 
在结石易感性的C57L/J小鼠, C20-FABAC

能够显著降低高脂饲料所致的血浆胆固醇的升

高, 降幅高达50%(P <0.001). FABAC降低肝脏中

胆固醇的合成, 增加胆固醇7α-羟基酶CYP7A1 
的活性和表达, 促进胆固醇代谢和排泄. 粪便中

胆汁酸/中性甾醇的比例增高, 总粪便胆固醇排

出增加. 这种降脂作用首先与肝脏胆固醇合成

的降低有关, 其次与HMGCoA活性的降低, 促进

胆固醇向胆酸的代谢有关; 也可能与CYP7A1活
性的增加有关. 这些作用增加了粪便中胆固醇

的排出[3,33].

7  结论

随着生活水平的提高, 胆结石、脂肪肝及动脉

■应用要点
脂肪酸-胆酸偶合
物能够通过调节
脂 代 谢 ,  为 胆 结
石、脂肪肝及动
脉粥样硬化的治
疗提供新的手段. 
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粥样硬化等发病率越来越高, 目前尚无有效治

疗药物. 脂肪酸-胆酸偶合物是一种具有全新结

构的化合物. 在体外能够增加胆固醇的溶解度, 
抑制胆固醇结晶; 进入体内后能够选择性进入

胆汁, 促进胆结石溶解. 脂肪酸-胆酸偶合物还能

够抑制胆固醇的合成, 促进胆固醇的代谢和排

出, 通过调节脂类代谢产生预防脂肪肝、防止

动脉硬化和降血脂的作用, 而且无明显的毒性, 
显示了较好的应用前景. 但是, 这些结果尚有待

临床验证. 通过对该类化合物进行进一步的作

用机理研究, 设计合成活性更高的衍生物是今

后的研究方向. 
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Abstract
Intrahepatic vascular resistance augmentation 
and portal blood f low increase are main 
mechanisms of portal hypertension. The 
former as an initial factor is mainly due to 
liver structure changes and motivity changes 
(reversible). It has been demonstrated that this 
reversible resistance can be reduced by 20%-30% 
with drugs. Portosystemic shunt or transjugular 
intrahepatic portosystemic shunt (TIPS) may 
induce many severe complications such as 
hepatic encephalopathy and stent re-obstruction. 
Therefore, researchers have performed plenty 
of experimental investigations about drug 
treatment of portal hypertension, and this article 
introduces their new advances in this field. 

Key Words: Portal hypertension; Drug; Treatment
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摘要
肝硬化门脉高压形成的机制主要是肝内阻力
增加和门脉血流量增多. 肝内阻力增加是始动

因素, 其原因主要分机械性和动力性因素; 机
械性因素是不可逆的, 而动力性因素是可逆
的. 近年来发现许多血管活性物质可以解除或
是减弱这种可逆性的梗阻. 而且目前的外科分
流术和经颈静脉肝内门体分流术可能引起许
多并发症如肝性脑病、支架再梗阻等. 于是, 
人们对门脉高压的药物治疗进行了大量的实
验研究并有了许多新的认识. 本文将主要阐述
门脉高压的药物治疗的新进展.  

关键词: 门静脉高压; 药物; 治疗
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0  引言

肝硬化在世界范围的高发病率及高死亡率早已

受到各国学者的重视, 尤其是门静脉高压形成

后出现的许多并发症, 如食管-胃底静脉曲张出

血、难治性腹水、肝肾综合征、肝性脑病等. 
其中, 食管-胃底静脉曲张出血是最常见的并发

症. 出血后最初6 wk死亡率约为20%, 而且出血

后短期(<6 wk)再出血发生率为30%-40%, 晚期

再出血率为32%-84%, 平均为59%. 可是目前临

床上推荐应用于降低门静脉高压的药物仅为β-
肾上腺素受体阻滞剂, 其可以降低一部分患者

门脉压力, 减小了肝硬化门脉高压患者1-2年内

出血的发生率. 但是β-肾上腺素受体阻滞剂存在

较多的禁忌症, 因此限制了其在肝硬化门脉高

压患者中广泛的应用. 为了减少门脉高压所致

的并发症的发生, 降低肝硬化患者的死亡率, 国
内外学者相继进行了众多的动物实验. 本文主要

阐述目前降低肝硬化门脉压力药物的研究进展. 

1  肝硬化门脉高压形成机制

目前学者认为肝硬化门静脉高压形成的机制可

以通过两个学说解释: “后向血流学说”和“前

向血流学说”. “后向血流学说”认为肝硬化门

脉高压始动因素是肝内阻力增加, 导致经门脉回

流入肝血液受阻, 门静脉压力增高. 而肝内高阻
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■背景资料
肝硬化门脉高压
形成的机制主要
是肝内阻力增加
和门脉血流量增
多. 肝内阻力增加
原因主要分机械
性和动力性因素; 
机械性因素是不
可逆的, 而动力性
因素是可逆的. 许
多血管活性物质
可以解除或是减
弱这种可逆性的
梗阻.
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力的形成有机械性因素和动力性因素. 机械性

因素指肝硬化肝小叶结构的改变, 假小叶的形

成, 肝窦毛细血管化等结构性因素导致肝血窦阻

力增加, 肝脏微循环障碍, 这种变化是不可逆的; 
动力性因素是指肝血窦周围的星状细胞(hepatic 
stellate cells, HSC)活化[1], 活化后的HSC有收缩血

管平滑肌的作用[2], 同时对缩血管物质的敏感性

增加, 且内源性血管活性物质的失衡, 都有助于

门脉高压的形成和维持[3]. 这种变化被认为是可

逆的. “前向血流学说”认为肝硬化门脉高压形

成之后全身扩血管物质代偿性增加导致高动力

循环, 表现为心输出量增加、外周血管扩张, 使
回流入门脉的血流量增多, 这被认为是维持和加

重门脉高压的主要机制. 目前学者们都是以上

述两种学说为理论基础, 以降低肝内阻力和减

少门脉血流为目的进行降低门脉压力药物治疗

的研究.

2  相关药物及其进展

2.1 降低肝内阻力的药物: 主要通过抑制HSC收
缩血管的活性或促进血管扩张来降低肝窦阻力, 
以达到降低门脉压力的作用. 研究较多的药物

有内皮素受体拮抗剂、硝酸酯、NO供体、血管

紧张素受体拮抗剂等等. 
2.1.1 内皮素系统: 内皮素-1(endothelin-1, ET-1)
是最强的缩血管物质之一 .  在1988年首先由

Yanagisawa et al [4]发现, 并发表在Nature杂志上. 
随后的研究表明肝硬化患者血浆中ET水平与肝

脏疾病和门脉压力的水平呈正相关[5-6], ET受体

的表达在HSC中是最多的[7], 所以ET-1受体表达

的增加和HSC的收缩作用关系密切. 而且近期有

研究表明, ET-1抑制肝窦内皮细胞窗Ca2+-Mg2+-
ATP酶活性和Ca2+泵活性减弱了细胞内Ca2+向

细胞间隙的移动, 增加胞内游离Ca2+, 最终使肝

窦内皮细胞窗收缩, 肝窦压力增高[8]. ET-1与受

体结合之后是通过磷脂酶C信号传导系统使细

胞内Ca2+浓度增加, 最终促使平滑肌细胞收缩. 
ET-1有2种受体, 分别是ETRA和ETRB, 而ETRB有

2个亚型ETRB1和ETRB2
[9]. ETRA主要存在于血管

平滑肌细胞中, 与ET-1结合后介导血管收缩; 而
ETRB存在于血管内皮细胞中, 与ET-1结合后介

导血管舒张. 但近期研究显示ETRB可以产生两

种不同的作用, 即ETRB1与ET-1结合使血管舒张, 
而ETRB2与ET-1结合使血管收缩. 尽管ET-1各种

受体发挥各种血管活性作用, 但是他们在肝硬

化门脉高压形成过程中所起到的作用仍存在争
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议. 因为学者们选择不同的受体拮抗剂进行实

验研究, 所得结论也并不一致. Cahill et al [10]通过

门脉结扎法制作大鼠肝硬化门脉高压模型后, 给
予大鼠BQ-123(ETRA拮抗剂)和IRL-1038(ETRB

拮抗剂)静脉注射, 分别观察其对门脉高压大鼠

的作用, 发现E T R A拮抗剂并不能降低门脉压

力, 而ETRB拮抗剂有降低门脉压力的作用. 随后

Kojima et al [11]使用胆总管结扎法制作大鼠肝硬

化模型发现了门脉高压形成后肝内ETRB mRNA
表达明显增加, 而ETRA mRNA表达并无变化, 从
而得出结论中ET B受体可能参与了肝硬化门脉

高压的形成. 随后也有国内外学者的试验也支

持Kojima的观点[12-13]. 但是, De Gottardi et al [14]在

门静脉结扎的大鼠肝硬化门脉高压模型中分别

使用ABT-627(ETRA拮抗剂)、A-192621(ETRB拮

抗剂)和A-182061(非选择性ETR拮抗剂)长期口

服治疗得出的结论可能与上述结论相反, 他们

的结论是ABT-627可以明显的降低门脉压力, 而
A-192621反而增加门脉压力, A-182061对门脉

压力的降低作用不明显. 张弛 et al [15]的研究也

表明ETRA在维持高动力循环作用起主要作用. 
Watanabe et al [16]研究ET-1受体拮抗剂对肝窦内

皮细胞窗和肝内微循环的作用时, 认为ET-1主
要是和ETRA结合后起到调节肝窦内皮细胞窗及

影响肝内微循环作用的. 有学者认为产生如此

矛盾结果可能是因为门脉高压的模型不同. Ca-
hill et al [10]认为在肝硬化不同时期ET-1的作用

是不同的, 早期ETRA受体起主导作用, 而后期

ETRB受体起主要作用. 虽然存在争议, 但国内

外许多学者通过复制不同的肝硬化门脉高压

模型后, 进行实验得出结论, 认为非选择性的

E T-1受体拮抗剂降低门脉压力的作用是可以

确定的[17-19]. 但是, 最近的一项随机双盲对照试

验得出结论是ET-1对早期肝硬化患者的门静脉

压力缺少急性作用, 所以对治疗静脉曲张出血

作用很有限[20]. 
2.1.2 NO与NOS系统: 一氧化氮(nitrogen mon-
oxidum, NO)是一种较强的扩血管物质, 普遍存

在于各系统中. 他由一氧化氮合酶(nitricoxide 
synthase, NOS)催化L-精氨酸转化为瓜氨酸时

产生的, 通过旁分泌的方式直接刺激鸟甘酸环

化酶, 引起CGMP水平增加, 致Ca2+内流, 血管扩

张. 肝硬化肝窦内皮细胞损伤导致NO减少, 血
管收缩因子和舒张因子的失衡表现为肝窦血管

收缩, 肝内阻力增加. (1)硝酸酯类扩血管药: 硝
酸甘油、5-硝酸异山梨酯等药物是通过释放
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■研发前沿
以HSC为治疗靶
点的药物主要是
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收缩过程的信号
传导途径或是增
加扩血管物质的
浓度等. 不良反应
是低血压、肾功
能损害. 因此, 如
何从根本上降低
肝窦阻力且减少
低血压等严重不
良反应是今后研
究的重点.
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NO, 发挥血管扩张作用. 但是因其导致循环血

量不足, 严重低血压, 甚至肾功不全等不良反不良反

应, 所以目前不推荐单独使用硝酸酯类预防首, 所以目前不推荐单独使用硝酸酯类预防首

次出血. Borroni et al [21]对纳多洛尔和硝酸异山

梨酯进行比较, 认为硝酸异山梨酯虽然不良反

应相对少, 但患者出血发生率较高. 有学者认为

可以联合应用β-肾上腺素受体阻滞剂和硝酸酯

类药物治疗门脉高压, 但是目前的随机对照实验

(randomized clinical trial, RCT)称其联合应用β-受
体阻滞剂在降低死亡率方面并不优于单用β-受
体阻滞剂, 并且联合治疗更易出现低血压不良反

应[22]. (2)NO供体制剂: 早在20世纪90年代初就

有学者使用NO释放剂来降低门脉压力, 尽管NO
可以舒张HSC, 但无论对动物还是门脉高压的患

者, 都会导致全身血管舒张, 血压下降; 同时增

加了内脏血流量, 所以非选择性的NO供体药物

进行全身给药目前在临床上没有应用价值. 因
此学者们把研究的重点转移到肝脏选择性的NO
供体. Fiorucci et al [23-24]使用NCX-1000(2-乙酰基

苯酸3-甲基苯酯, 他通过附加在熊去氧胆酸上, 
而熊去氧胆酸几乎全部在肝细胞中代谢, 所以

这种复合物具有肝内选择性)在不同的门脉高压

大鼠模型中进行实验, 证明其能够减低肝内阻

力, 拮抗去甲肾上腺素的缩血管作用; 后又有实

验证明上述观点[25]. 但是, 此实验缺少与全身应

用释放NO制剂的对照组比较. 其实在早期就有

学者使用NO-NSAIDs制剂释放NO从而降低门

脉压力. 近年Lalemana et al [26]使用硝基氟吡洛芬

(Nitroflurbiprofen)应用于肝硬化大鼠模型中, 亦
得到良好降压效果. (3)一氧化氮合酶(NOS)及相

关药物: NOS引起血管舒张主要通过两种机制: 
一是可以直接增加NO的浓度, 而NO通过CGMP
信号系统使细胞内Ca2+浓度减少引起平滑肌细

胞舒张; 二是引起肌球蛋白轻链磷酸脂酶(myo-
sin light chain phosphatase, MLCP)含量增加、活

性增强, 导致肌球蛋白轻链(myosin light chain, 
MLC)去磷酸化, 横桥与肌动蛋白解离, 引起平

滑肌细胞舒张. 目前有很多学者纷纷进行实验, 
分别将三种亚型的一氧化氮合酶(NOS)(iNOS, 
nNOS, eNOS)通过病毒质粒转染到肝硬化门脉

高压大鼠模型的肝脏中, 得出结论三种NOS均
可以产生明显的降低门脉压力的作用[27-30]. 但
是, 由于并无研究证明转染媒介(腺病毒)应用的

安全性, 所以这种治疗方法仍需要大量实验来

证明其在人体内应用的可行性. RhoA/Rho激酶

信号传导通路与CGMP信号系统作用相反, 可
以使肌球蛋白磷酸化引起平滑肌细胞收缩[2]. 而
且实验证明RhoA/Rho激酶与肝窦血管收缩有密

切关系, 其上调可以使肝窦阻力增加, 下调可以

使血管扩张、阻力下降[30-32]. Trebicka et al [33]制

作胆源性肝硬化大鼠模型(结扎大鼠胆管)使用

他汀类降脂药(阿托伐他汀, 15 mg/kg)治疗7 d, 
与非治疗组肝硬化大鼠对比, 结果显示阿托伐

他汀可以抑制RhoA/Rho激酶信号传导而活化

NOS/CGMP信号系统, 抑制HSC的收缩, 降低肝

内阻力及门脉压力, 而且不影响平均动脉压. 可
是他汀类降脂药物肝损害的不良反应是否会加

重肝硬化及门静脉高压, 现在仍不明确, 尚需实

验证明. (4)其他: 另有许多研究一些作用于NO
的药物试验, Fernando et al研究抗氧化剂(N-乙
酰半胱氨酸和硫辛酸), 能够增加增加血浆中亚

硝酸盐和硝酸盐的含量, 降低了门脉压力[34-35]; 
另有试验证明雌激素刺激窦内皮细胞产生NOS, 
舒张平滑肌, 降低门脉压力[36-37]. 

总之,  NO是明确的扩血管物质, 增加NO释

放的药物, 可以补充肝内NO的缺失, 明显地降

低肝窦阻力, 针对发病机制进行治疗, 但是其外

周血管扩张的作用对全身的影响是不可忽视的, 
尤其造成低血压、循环血量不足等严重后果. 
一项临床荟萃分析表明单独应用硝酸酯扩血管

药与β-肾上腺素受体阻滞剂对降低门静脉压力

的作用无差别, 而且不能改善长期生存率. 
2.2 肾素-血管紧张素-醛固酮系统(RAS系统) 自
从19世纪80年代初就发现RAS系统可以调节肝

内血管阻力, 他的激活与门脉高压有关系. 活化

的HSC表达血管紧张素Ⅱ受体, 血管紧张素Ⅱ

(AngⅡ)和其受体结合后导致肝窦收缩以及肝窦

内皮细胞基质增殖, 加重门脉高压[16]. 理论上认

为血管紧张素Ⅱ抑制剂(ACEI)和血管紧张素Ⅱ

受体拮抗剂(ARB)都可以降低肝内血管的阻力, 
可是ACEI和血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂是否能降

低门脉压力结论尚不统一[38-42]. Helmy et al [43]研

究认为AngⅡ在肝硬化早期对血管紧张性没有

明显作用, 所以认为肝硬化早期RAS系统尚未

激活, 使用ARB对外周血流动力学影响较小; 而
肝硬化晚期, 为了代偿外周血管的扩张和维持

动脉血压稳定, RAS系统激活, 并发挥收缩血管

的作用. Tripathi et al [44]随后的实验也证明了缓

慢给予氯沙坦对早期肝硬化患者没有作用. 最
近又有研究表明血管紧张素阻滞剂还可以抑制
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HSC活化和增殖, 减少胶原的生成, 可以抑制肝

脏纤维化[45-46]. 
目前认为ACEI和ARB主要的不良反应可能

会有肝、肾功能损害. Debernardi-Venon et al [47]给

予11名肝硬化门脉高压的患者厄贝沙坦(Irbesar-
tan)(300 mg/d)治疗8 wk, 发现HVPG明显下降, 
而且他认为厄贝沙坦不像氯沙坦那样完全在肝

中代谢, 所以可以使用正常剂量而无需考虑肝

损害. 但是ACEI类药物对外周血流动力学影响

较大, 尤其是肾脏血流, 研究表明卡托普利、依

那普利长期使用损害肾功能较明显. 另有研究

报道, 联合应用Irbesartan和β-受体阻滞剂可以明

显的降低患者的门脉压力, 而且没有明显的肾

功损害[48]. 
2.3 其他因子: 与HSC的收缩作用有关系的血管

活性物质还有: 环氧合酶-2(COX-2)[49-51]、5-羟
色胺(5-HX)[52-54]等. 理论上他们的受体拮抗剂是

能够通过抑制HSC的收缩作用从而降低门静脉

压力, 但现在相关的实验研究还很少.

3  减少门脉血流的药物

此类药物是通过减少心输出量或是直接收缩内

脏血管, 减少经门脉入肝血流量, 从而达到延缓

门脉高压的恶化甚至达到降低门脉压力的作用. 
目前研究较多有β-肾上腺素受体阻滞剂、NOS
抑制剂、垂体后叶素等. 
3.1 β-肾上腺素受体阻滞剂 非选择性的β-肾上腺

素受体阻滞剂是目前应用于临床的降低门脉压

力, 预防静脉曲张出血的主要药物, 如普萘洛尔

和纳多洛尔主要应用于中度-重度静脉曲张患者

的有效性已被众多实验证明[22,55-56]. 荟萃分析论

证了普萘洛尔或是纳多洛尔在跟踪随访2年里

能够使食管-胃底静脉曲张出血的发生率从25% 
降到15%. 但是非选择性的β-受体阻滞剂应用于

轻度静脉曲张患者, 是否可以防止曲张静脉进

展、预防曲张静脉破裂出血, 目前结论尚不统

一. 例如Merkal et al [57]对161名轻度静脉曲张患

者给予纳多洛尔(nadolol)和安慰剂治疗, 在随后

的5年里每年随访检查胃镜后, 得出结论认为那

多洛尔与安慰剂比较可以明显的抑制静脉曲张

的进展, 静脉曲张出血的发生率也明显下降(P  = 
0.03). 而随后Groszmann et al [58]对213名肝硬化

门脉高压(HVPG>6 mmHg)患者进行双盲对照研

究, 使用噻吗洛尔(timolol)治疗108名患者(使用

剂量从5 mg增加到患者能耐受最大剂量)或安慰

剂治疗103名患者, 结果表明噻吗洛尔治疗组并

没有明显减少出血发生率, 同时不良事件的发

生率较安慰剂组有所增加. Garcia-Tsao et al [59]的

研究也同样认为非选择性的β-受体阻滞剂不能

预防静脉曲张的发展而且同样会发生许多不良

事件, 所以目前不推荐大范围应用于临床. 目前

认为使用β-受体阻滞剂的禁忌证主要是: 窦性心

动过缓、支气管哮喘、慢性阻塞性肺气肿、心

力衰竭、低血压、Ⅱ度以上房室传导阻滞和胰

岛素依赖性糖尿病. Khuroo et al [60]在一篇对比曲

张静脉结扎和非选择性的β-受体阻滞剂治疗效

果的文章中指出: 在6项研究共264例患者应用

非选择性的β-受体阻滞剂148例(56.1%)出现主

要的不良反应: 低血压39例, 气促25例, 精神症

状13例, 心动过缓16例, 其他有支气管痉挛, 阳
痿, 雷诺现象等. 如果使用选择性的β2-受体阻滞

剂可以减少心血管系统的不良反应, 但是达不

到减少内脏血流的作用且对于支气管哮喘患者

仍然是禁忌证. 总之, β-受体阻滞剂的广泛使用

仍然受到限制. 其是否延长患者生存率, 也需要

进一步实验证实. 
3.2 NOS抑制剂 NOS抑制剂可以抑制外周NO
的产生, 增加外周血管的紧张性, 起到抑制高动

力循环的作用. La Villa et al [61]应用NOS抑制剂

L-NMMA(NG-甲基-L-精氨酸)对7名肝硬化代偿

期患者持续静点120 min, 进行随机对照研究, 结
果表明, L-NMMA可以明显的减少心脏指数, 增
加外周血管阻力, 减少经门脉入肝血流量, 从而

降低门脉压力. Spahr et al [62]的研究也支持上述

观点. 但是受试者人数过少, 而且是否会减少肝

内NO含量, 此实验都没有明确说明和解释. Ka-
lambokis et al [63]应用另一种NOS抑制剂亚甲蓝

(methylene blue)对肝硬化合并腹水的患者进行

治疗, 并没有观察到其有明显降低门脉压力的

作用. 
3.3 其他药物 α-肾上腺素受体激动剂(去甲肾上

腺素)和垂体后叶素以及生长抑素是治疗急性

曲张静脉出血的一线药物. 但是由于他们缩血

管作用强大且持续时间较短, 因此还没有临床

实验证明其可以长期应用来降低门脉压力. 可
喜的是生长抑素问世明显降低门脉压力[64-66], 降
低了门脉高压并发静脉曲张出血患者的死亡率. 
今年国内有报道使用长效生长抑素降低门脉压

力也取得良好效果[67]. 
总之, 无论是减少心输出量还是收缩内脏

血管, 最终目的都是减少经门静脉入肝血流量, 
从而达到降低门脉压力的作用. 但是, 这些药物

■应用要点
目前确切降低门
脉压力的药物寥
寥无几, 能够研发
一种禁忌症和并
发症都相对较少
的药物将对降低
肝硬化门脉高压
患者的死亡率有
很大帮助 .  而且 , 
临床应用的曲张
静脉结扎和外科
断流、分流术也
时暂时缓解门脉
高压所引起的并
发症-侧枝循环静
脉 曲 张 出 血 ,  所
以, 能从根本上降
低门脉压力将是
未来治疗手段.
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都并没有从根本上降低门脉压力, 肝内阻力仍

然存在, 长期使用是否会加重肝细胞的缺血和

乏氧, 目前还不确定.

4  结论

HSC在门脉高压形成中起到重要的作用. 以HSC
为治疗靶点的药物主要是抑制H S C的收缩特

性、针对HSC收缩过程的信号传导途径或是增

加扩血管物质的浓度等. 但是此类药物长期全

身应用最多见的不良反应是低血压、肾功能损

害. 而另一种降低门脉高压药物的机制是针对

高动力循环, 即减少心输出量从而降低门脉入

肝血流量, 最终达到降低门脉压力的目的. 但是

其没有从根本上降低肝窦阻力, 而且此类药物

大多数是缩血管物质, 长期大量应用其是否会

增加肝窦内缩血管物质的浓度, 加重肝窦压力

仍不明确. 所以, 如何从根本上降低肝窦阻力且

减少低血压等严重不良反应可能是今后研究的

重点. 
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Abstract
Pancreatic carcinoma is a highly malignant 
tumor in digestive tract, characterized by rapid 
progression, early metastasis, limited response to 
chemotherapy and radiotherapy, and an intense 
fibrotic reaction known as tumor desmoplasia. 
Carcinoma cells are surrounded by dense stroma 
consisting of myofibroblast-like cells, collagens, 
and fibronectin. Recent studies suggest that 
pancreatic stellate cells play an important role in 
this reaction and can stimulate pancreatic tumor 
cell proliferation, progression and metastasis. 
This review describes the discovery, activation 
pathway, interaction between pancreatic stellate 
cells and pancreatic tumor cells, and the role 
of pancreatic stellate cells in the process of 
pancreatic cancer initiation, progression, and 
metastasis.� 

Key Words: Pancreatic stellate cell; Pancreatic car-
cinoma; Stroma
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摘要
胰腺癌是一种恶性程度极高的消化系肿瘤, 其
生长速度快、转移早, 对放射和化学治疗不敏
感. 胰腺癌重要的病理特征是癌组织周围有大
量以成纤维细胞、胶原和纤维黏连蛋白等结
缔组织聚集. 目前已有文献报道, 活化的胰腺
星状细胞在其中起着重要的作用; 更有研究
认为, 胰腺星状细胞在胰腺癌的发生、发展和
转移中亦可能起到一定的作用. 本文就胰腺星
状细胞和胰腺癌细胞之间的相互关系及其在
胰腺癌发展和转移中的作用作一综述.

关键词: 胰腺星状细胞; 胰腺癌; 基质
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0  引言

胰腺癌是一种严重危害人类健康的消化系统疾

病, 在欧美国家, 其为恶性肿瘤死因的第4位, 其
发病率和死亡率相近, 5年生存率不到5%[1]. 胰
腺癌生长速度快, 在早期就有转移, 对放射和化

学疗法不敏感, 胰腺癌的病理特征是癌组织周

围有大量以成纤维细胞、胶原和纤维黏连蛋白

等结缔组织聚集[2-5]. 而近年的研究认为, 胰腺星

状细胞(pancreatic stellate cell, PSC)从静止状态

转化为活化状态, 并且通过和胰腺癌细胞相互

作用可能促进胰腺癌的发展[6-10].

1  胰腺星状细胞的发现

对胰腺星状细胞的早期认识, 是通过对肝星状

细胞(hpatic stellate cell, HSC)的不断实验和研究

中积累起来的, 肝星状细胞是由Karl von Kupffer
首先发现, 起初, 他被认为是巨噬内皮细胞[11]. 
除了肝和胰腺以外, 星状细胞也存在于肾和肺

等器官中[12-13]. 1982 年日本学者Watari et al [14]在

鼠和人的胰腺组织中发现了Vit A贮存细胞, 能
自发蓝绿色荧光; 在酒精性胰腺炎模型中, 观察

®
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织纤维化明显, 而
活化的胰腺星状
细胞在其中起着
重要的作用. 研究
胰腺星状细胞在
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作用可能会对胰
腺癌的治疗提供
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到该细胞位于胰腺纤维化区, 细胞形态与HSC
类似. 1990年Ikejiri[15]通过电子显微镜在正常人

和大鼠胰腺内识别出这种细胞. 1997年Saotome  
et al [16]在人胰腺腺泡周围发现类成纤维细胞, 当
时将该细胞命名为胰腺腺泡周围成纤维细胞

样细胞(periacinar fibroblast-like cell, PFC). 直
到1998年Bachem et al [17]从人和大鼠胰腺基质

中分离能产生Ⅰ、Ⅲ型胶原、纤维黏连蛋白

(fibronectin, FN)和成黏连蛋白(laminnin, LN)等
细胞外基质(extra cellular matrix, ECM)的细胞. 
该细胞位于胰腺小叶间和腺泡周围区, 围绕邻

近腺细胞基底部, 约占胰腺细胞数的3.99%, 与
胰腺纤维化区肌成纤维细胞(myofibroblast)类
似, 将该细胞命名为胰腺星状细胞(PSC). 现未见

文献报道在胰岛中发现胰腺星状细胞. 

2  胰腺星状细胞的生物学特性及其可能的活化

机制

与HSC相似, PSC也存在静止和激活两种状态. 
在正常的胰腺组织中, PSC呈静止状态, 胞内富

含Vit A脂滴和油脂酸视黄醇, 具有摄取和酯化视

黄醇的能力, 结蛋白(desmin)和神经胶质原酸性

纤维蛋白(glial fibrillary acidic protein, GFAP)染
色阳性. 当胰腺受损后, 发生细胞活化现象. PSC
发生了形态学和功能学的双重变化, 表现为: 细
胞体积变大, 增殖活跃; 脂质减少或丢失; α-平
滑肌蛋白(α-smooth muscle actin, α-SMA)表达

阳性; 对细胞因子如血小板源生长因子(platelet-
derived growth factor, PDGF)、转化生长因子

-β(transforming growth factor-β, TGF-β)反应性增

加; 分泌ECM, 尤其是Ⅰ、Ⅲ型胶原[18-21]. 目前, 
PSC已知的生物学特性如下: 细胞增殖、迁移、

合成和分泌ECM, 合成和分泌基质金属蛋白酶

(matris metallo proteinoses, MMP)和金属蛋白

酶的组织抑制物(tissue inhibitor of metallop ro-
teinases, TIMP), 表达细胞间黏附因子-1(intercel-
lular adhesion molecules-1, ICAM-1), 维持胰腺

的正常结构[22-23]. 活化的PSC表达多种其他细

胞所特有的蛋白, 比如肌细胞中的结蛋白(des-
min)、星形胶质细胞中的GFAP、白细胞中的波

形蛋白(vimentin)、神经上皮干细胞中的巢蛋白

(Nestin)等[24-25].

3  胰腺星状细胞和胰腺癌的相互作用关系

Yen et al [26]研究证明, 在胰腺癌中发现大量SMA阳

性的胰腺星状细胞位于胰腺癌周围. Apet et al [27]

研究发现胰腺癌中的胰腺星状细胞desmin、
SMA、GFAP染色阳性. 提示胰腺癌中存在胰腺

星状细胞, 在胰腺癌的病理发展过程中可能起一

定的作用. 研究证明胰腺癌细胞可以刺激胰腺星

状细胞增殖和TIMP-1的生成. 反过来, 在体内和

体外实验也经证明, 胰腺星状细胞可以促进胰腺

癌的生长和转移[28]. 有学者提出, 胰腺癌结缔组

织中的大量星状细胞, 可能是由胰腺癌细胞释放

的某些化学因子招募而来, 也可能是由癌细胞直

接刺激星状细胞增殖而来. 下面就以他们两者之

间的相互作用关系做一小结. 
3.1 胰腺癌细胞促进PSC迁移, 并招募PSC到癌

组织周围 Bachem et al [20]用“wound assay”法发

现, 用SW850、Mia-PaCa2、Panc1 3个胰腺癌细

胞株上清液和PSC共培养, PSC向创面迁移, 并
且几乎完全覆盖了创面. 进一步研究其中可能的

机制, 发现胰腺星状细胞PDGF受体、成簇黏附

激酶(focal adhesion kinase, FAK)和细胞外信号

调节激酶(ERK)发生了磷酸化. 用ERK的阻滞剂

PD-98059可以使PSC的移动明显受阻. 因此, 他
们认为癌细胞释放的PDGF及PDGF受体, 以及

FAK、RK的磷酸化在促进PSC的迁移过程中起

着重要作用. 同时运用癌细胞和PSC作共培养发

现, PSC向癌细胞方向移动, 运用PDGF的中和抗

体或者PDGF受体阻滞剂可以使PSC的迁移明显

受阻. 从而他们认为, 癌细胞是通过释放PDGF来
刺激PSC迁移, 并招募PSC到癌组织周围. 
3.2 癌细胞可以促进PSC活化增殖 Armstrong 
et a l [22]将胰腺癌细胞MIAPaCa-2、PANC1和
AsPC-1的培养上清液作用于原代培养的PSC, 
通过[H3]胸苷结合力判断PSC增殖情况. 培养

16 h后, [H3]胸苷结合力较常规培养的PSC增加6
倍, 并具有浓度依赖性. 另有研究发现SW850、
Mia-PaCa2、Panc1 3个胰腺癌细胞株上清液和

PSC共培养, 用BrdU法发现, 以上3种细胞株上

清液可以促进PSC增殖. 加入PDGF中和抗体

后, PSC增殖情况明显减少[20]. 另外, 已有实验证

实, 胰腺癌细胞还能分泌TGF-β1、结缔组织生

长因子(connective tissue growth factor, CTGF)、
I L-1、I L-6、I L-8、碱性成纤维细胞生长因

子(bFGF)、肿瘤坏死因子(TNF-α)等[22-27]. 而
TGF-β1、PDGF、CTGF、IL-1、IL-6、IL-8、
bFGF等均可刺激PSCs的增殖与活化[29-30]. 
3.3 癌细胞可以促进PSC合成ECM 研究表明, 胰
腺癌细胞可以在体内和体外生成Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ型

胶原纤维、层黏连蛋白以及表达基质金属蛋

■研发前沿
胰腺癌细胞促使
胰腺星状细胞的
活化并形成癌周
纤维化组织, 研究
胰腺星状细胞的
活化机制及其对
胰腺癌细胞的作
用, 已成为研究胰
腺癌及癌周基质
之间关系的一个
热点. 

■相关报道
目前有关活化胰
腺星状细胞在胰
腺炎中的作用报
道较多, 最近的研
究发现, 胰腺癌组
织中也存在胰腺
星状细胞的活化, 
但活化的胰腺星
状细胞在胰腺癌
中作用尚处于研
究之中.
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白酶诱导剂(emmprin)[20,31]. 但是现有研究认为

胰腺癌中的大量纤维化组织是由活化的PSC产

生, Bachem et al [20]用MiaPaCa2、Panc1和SW850
培养上清液与PSC作共培养, 并用免疫荧光和

RT-RCR测定PSC Ⅰ、Ⅲ型胶原的表达发现, 以
上3种培养上清液可以促进PSC生成Ⅰ、Ⅲ型

胶原. 并通过进一步研究发现, 癌细胞可能通

过释放FGF-2、TGF-β1来刺激PSC合成ECM. 
Luttenberger et al [21]也发现PDGF可以促进PSC合
成ECM, 而胰腺癌细胞本身即分泌PDGF. 
3.4 活化的P S C促进胰腺癌细胞生长及转移  
Bachem et al [32]通过体外实验发现, 与只注入胰

腺癌细胞所形成的肿瘤比较, 同时注入癌细胞

和P S C所形成的肿瘤与人类体内胰腺癌组织

结构更为相似, 并且具有更快的生长速度和更

大的体积. 提出PSC可能通过3种机制刺激癌细

胞增殖: (1)PSC释放某种生长因子刺激癌细胞, 
(2)PSC产生了癌细胞生长的微环境, (3)PSC可

以抑制癌细胞凋亡; 并通过实验数据推测第一

种机制更有可能. Vonlaufen et al [33]发现PSC通
过分泌PDGF促进胰腺癌细胞增殖. 腱糖蛋白

-C(tenascin C, TNC)由PSC表达, 是细胞外基质

糖蛋白中一类具有重要生物活性的蛋白质分

子; 肿瘤细胞表面有膜联蛋白-2(annexin Ⅱ), 他
是TNC的剪接变异体的高亲和力受体. Esposito 
et a l [34]报道, 胰腺癌组织中TNC和膜联蛋白-2 
mRNA表达水平远高于正常胰腺组织. 层黏连

蛋白及纤维连接蛋白的作用均通过其整合素受

体调节, 而整合素受体又由肿瘤细胞表达[28]. 此
外, 胶原蛋白-1可促进胰腺导管腺癌的恶性程

度增加[22]. Bachem et al [20]发现, 胰腺癌细胞表

达的EMMPRIN可以促进PSC合成MMP, 他可

降解ECM, 破坏基底膜的完整性, 有利于肿瘤

的侵袭和转移. Yoshida et al [35]发现PSC胞质表

达COX-2, 胰腺癌能刺激PSC中COX-2表达, 而
COX-2是胰腺癌独立的预后相关因子, 阳性表达

者预后差[36-37]. COX-2可调节细胞的凋亡, 使一

些致癌物质被氧化后激活具有致癌性或激活癌

基因, 促进血管内皮细胞增生, 也可由其参与合

成的前列腺素(PGs)产物进入核内调节细胞内其

他基因的转录, 活化癌基因, 抑制免疫监视, 利
于癌细胞的免疫逃逸, 促进恶性细胞生长、癌

栓形成和肿瘤转移[38-39]. 
新生血管是胰腺癌中的重要成分, 新生血

管可为肿瘤组织提供氧气和营养, 并利于远处

转移. 血管形成受血管内皮生长因子(VEGF)、

b F G F、P D G F、T G F-β、胰岛素样生长因

子(IGF-1)等因子调控, 而PSC可分泌TGF-β. 
Masamune et al [40]研究发现低氧可以刺激PSC诱
导胰腺癌新生血管的生成. 这些结果均提示在

胰腺癌的进程中, PSC不仅仅包绕肿瘤, 对于肿

瘤的发生、发展亦起促进作用. 
有研究发现, S W1990可表达半乳糖凝集

-3(GAL-3), 并且在与PSC培养上清液作共培养

时, GAL-3表达增多. PSC并不表达GAL-3, 但可

以与GAL-3共同作用来促进胰腺癌细胞的增殖

和侵袭[41]. Hwang et al [42]发现永生化的PSC的培

养上清液可以促进PANC-1和BXPC3增殖、迁

移、侵袭, 并且显示这些现象具有浓度依赖性. 
研究提示, PSC的培养上清液还可以抑制上述两

种细胞株对化疗(2, 2-二氟脱氧胞嘧啶核苷)和
放疗(100-Gy)射线的敏感性. Muerkoster et al [43]

通过研究显示, PSC通过释放NO上调T3M4、
PT45-P1合成白介素-1β(interleukin-1β, IL-1β), 
最终诱导上述两种细胞株对依托泊沙的耐受. 
并且提示IL-8可以促进PSC释放NO, 从而形成

环路来放大该效应. 
虽然大量研究表明活化PSC促进胰腺癌生

长及转移, 但也有研究表明PSC活化可能抑制胰

腺癌的生长. PSC可分泌核心蛋白聚糖(decorin), 
并是胰腺癌组织Decorin的主要来源[44]. 但研究发

现, Decorin在胰腺癌的生长过程中表现负性调控

作用, 通过控制基质聚集、胶原纤维形成, 与生

长因子结合而抑制肿瘤生长. Koninger et al [45]在

胰腺癌细胞培养瓶中加入100 mg/L Decorin, 所
有胰腺癌细胞株都发生生长抑制现象. 

4  结论

活化的PSC与胰腺癌细胞相互作用, 可能对胰

腺癌的发展和转移有推动作用, 然而对于PSC
的研究, 目前还有很多问题没有完全清楚. 比
如, 对于胰腺癌中PSC的活化机制没有完全清

楚. 首先, 慢性胰腺炎和胰腺癌中均有胰腺星状

细胞的活化, 但其分子机制有何不同目前并不

清楚; 其次, 活化的胰腺星状细胞在胰腺癌的发

生和转移中是否起促进作用及其分子机制, 这
些研究还处于起步阶段, 并没有一致肯定的结

论. 致力于对PSC的研究, 抑制PSC活化或促进

其凋亡, 或者阻止PSC和胰腺癌细胞间相互作用

的关键分子通路, 可能对阻断胰腺癌的发生起

到一定作用. 如, McCarroll et al [46]报道, 用Vit A
及其代谢产物全反式维甲酸促进活化的PSC转

■创新盘点
本文就胰腺星状
细胞的发现、活
化途径、其和胰
腺癌细胞之间的
相互关系及其在
胰腺癌发展和转
移中的作用作一
综述. 

■应用要点
阐明胰腺癌中胰
腺星状细胞的活
化机制及其对胰
腺癌发展和转移
的作用, 可能对胰
腺癌的治疗带来
新突破. 
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变为静止状态的PSC. 用CD95和TNF相关凋亡

诱导配体(TNF-related apoptotsis inducing ligand, 
TRAIL)诱导PSC凋亡[47]. 刘文滨 et al [48]的研究结

果表明, 血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)1型受体(AT1)拮
抗剂洛沙坦(losartan)对人胰腺星状细胞在体外

对PSC具有直接的促凋亡效应, Rickmann et al [49]

发现生育三烯酚类可以通过线粒体途径诱导

PSC凋亡, 从而可以阻断PSC与胰腺癌细胞的相

互作用. 目前, 已有针对基质细胞治疗肿瘤的报

道, 在胰腺癌中, 如能致力于其基质细胞PSC在
胰腺癌中作用的研究, 有望对胰腺癌的治疗提

供新的思路. 
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Abstract
Since tumor suppressor gene RUNX3 was found 
in gastric cancer, researches have focused on the 
relationship between the gene and malignancies 
in digestive track, especially gastric carcinoma, 
colorectal carcinoma, esophageal carcinoma and 
liver carcinoma. The methylation of RUNX3 
gene may correlate with the occurence of 
tumors. Silence of RUNX3 gene can suppress 
tumor growth, and methylated RUNX3 gene 
product in serum may be a sensitive tumor 
marker, which is of great significance in early 
diagnosis of digestive system neoplasm. � 
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gestive system neoplasm
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摘要
抑癌基因RUNX3在胃癌中被发现以来, 研究

便集中在该基因与消化系肿瘤发生发展的关
系, 尤其是在胃癌、结直肠癌、食管癌、肝癌
中. RUNX3基因甲基化可能与肿瘤发生相关, 
沉默的RUNX3基因重新表达能抑制肿瘤的生
长, 血浆中甲基化的RUNX3可能成为较敏感
的标志物, 对于提高消化系肿瘤的早期诊断率
将有一定的临床意义. 

关键词: 抑癌基因; RUNX3; 消化系肿瘤
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0  引言

消化系肿瘤是常见的恶性肿瘤, 且发病率逐年上

升并逐渐年轻化, 对消化系肿瘤的研究也日益广

泛. 从RUNX3基因作为抑癌基因首次在胃癌中

发现以来, 已经在多种肿瘤中发现, 尤其是在消

化系肿瘤中的研究更加深入. 下面将RUNX3基
因与消化系肿瘤关系的研究进展作一综述. 

1  RUNX3基因概述

1.1 RUNX3的结构和功能 RUNX3(runt-related 
transcription factor 3)是RUNT家族成员之一, 人
类RUNX家族是由RUNX1、RUNX2、RUNX3
三个成员组成, 他们都是重要的转录因子. 人
类RUNX3基因位于染色体1p36.1, 基因全长为

67 kb, 含有P1、P2两个启动子、6 个外显子和

1290 bp的开放阅读框. RUNX3 mRNA主要来

自P2启动子转录的产物[1], 因P2启动子中鸟嘌

呤(guanine, G)和胞嘧啶(cytosine, C)含量较高

(64%), 故在理论上其要比P1启动子易发生甲

基化[1-2]. 鼠RUNX3 基因位于4号染色体, 与人

类RUNX3高度相似[3]. 人类和鼠RUNX3基因

都有两个大的保守CpG岛, 其中一个位于外显

子2的附近, 另一个位于外显子6的起始部位[1]. 
人类RUNX3蛋白由415个氨基酸残基构成, 与
RUNX1、RUNX2 蛋白一样, 均是由α和β亚单

位构成的异二聚体[1,4]. α亚单位含有一个RD保
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守域, RD域位于RUNX蛋白的氨基末端, 由128
个氨基酸残基组成, 包含一个S型免疫球蛋白折

叠, 介导RUNX蛋白与DNA的结合以及与核心

结合因子(CBF)-β的相互作用; β亚单位由134个
氨基酸残基构成, 能增加α亚单位与DNA的结合

力, 对于维持其正常功能是必要的, RUNX蛋白

的羧基端在转录调控方面起重要作用[4-6]. 
1.2 R U N X3的抑癌机制  目前多数研究认为

RUNX3的抑癌机制与具有生长抑制和凋亡诱

导因子功能的TGF-β通路密切相关[7-8]. TGF-β是
多种细胞的生长抑制因子, 激活后与具有丝氨

酸/苏氨酸激酶活性的TGF-β受体Ⅰ和Ⅱ相结合, 
产生异四聚体复合物(TβRC), 触发细胞内信号

通路, 其中Smads蛋白的作用很重要. 与TGF-β信
号通路相关的Smads蛋白中Smad2和Smad3属于

受体调控型(receptor-regulated Smads, R-Smads), 
Smad4属于受体辅助型(common-partner Smads, 
Co-Smads), 他们均具有保守的N端和C端, 即
MH1和MH2域, Smad锚定受体激活物(SARA) 
优先结合Smad2、Smad3的MH2域, 并通过自

身的FYVE域将其固定在细胞膜上, Smad2/3复
合物被活性TβRC磷酸化激活后, 与Co-Smad结
合往返于细胞核和细胞质之间[9]. 研究表明[10], 
Smad复合物须在RUNX3等RUNX蛋白的协助

下才能从细胞质进入细胞核特定的靶位点, 而
RUNX3蛋白也需要在TGF-β的协助下才能由细

胞质进入细胞核. RUNX3蛋白在靶基因启动子

区可与众多转录因子相互作用, 从而增强或主

动抑制靶基因的转录激活; 对于转录沉默而言, 
RUNX3蛋白可募集转录辅助抑制因子如Sin3A
或TLE蛋白家族成员, 后者与羧基末端VWRPY
五肽基序相互作用. 目前已知的RUNX3靶基因

有防御素NP-3和MDR1等, 但具体的调控机制尚

不清楚[11]. 

2  Runx3与消化系肿瘤

2.1 RUNX3与胃癌 Homma et al [12]应用甲基化特

异性PCR(MSP)研究了10株胃癌细胞株和45例
胃癌标本和相应癌旁正常组织RUNX3启动子

CpG岛连续10个位点的甲基化状态, 结果显示启

动子CpG岛5'端甲基化阳性率, 细胞株为90.0%,'端甲基化阳性率, 细胞株为90.0%,端甲基化阳性率, 细胞株为90.0%,
胃癌标本和相应癌旁正常组织均为95.6%, 而在

转录起始点部位细胞株为40.0%, 胃癌标本为

53.3%, 相应癌旁正常组织为11.1%, 认为甲基化

最初可能发生在RUNX3基因启动子CpG岛的

5'端, 并逐渐向转录起始点方向演进, 最终引起'端, 并逐渐向转录起始点方向演进, 最终引起端, 并逐渐向转录起始点方向演进, 最终引起
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RUNX3 mRNA表达下调, 因此转录起始点附近

位点的甲基化对于RUNX3沉默的意义更大. 而
Feng et al [13]用不同浓度的5-氮-2-脱氧胞苷处理

胃癌细胞株SGC7901后, 认为尽管5-氮-2-脱氧胞

苷不能使失活的RUNX3基因重新表达, 但也不

能肯定RUNX3基因沉默不依赖DNA甲基化. 
Ito et al [14]应用抗RUNX3单克隆抗体免疫组

化方法检测了97例胃癌标本和21株胃癌细胞株

RUNX3蛋白的表达, 结果发现胃癌标本中56%
表达RUNX3蛋白, 其中38%定位于细胞质, 而
只有18%定位于细胞核. 研究表明TGFβ可协助

RUNX3进入细胞核, 作为抑癌基因的Runx3如果

在细胞质中失活, 胃癌中82%的RUNX3基因失活

是由于基因沉默或者是定位于细胞质. 最新的研

究主要围绕敲除RUNX3基因后, 由正常胃黏膜黏膜膜

向胃癌发展过程的机制. Fukamachi et al [15]在对

RUNX3-/-胃癌上皮细胞的体外研究颇受关注, 
最近有研究报道了血细胞可能影响胃癌形成, 
他们研究的目的就是要证实RUNX3-/-p53-/-的
胃上皮细胞在体外化生成肠型细胞是否与血细

胞有关. 实验分为3组, 分别是胶原胶组、胎鼠

胃间质组和基质胶组, 只有基质胶组的胃上皮

细胞不但形成了腺样结构而且一些细胞不同程

度的化生成肠型细胞. 经RT-PCR证实这些细胞

在培养期间, 时间越长胃特有基因的表达越少, 
相反肠特有基因的表达却逐渐增加. 研究结果

显示RUNX3-/-p53-/-的胃上皮细胞在体外化生

成肠型细胞与血细胞无关. 这就向RUNX3基因

沉默与胃癌形成机制的研究迈进了一步. 
2.2 Runx3与大肠癌 Goel et al [16]研究RUNX3在
微卫星不稳定性的散发性大肠癌中的表达时, 
研究了17株结肠癌细胞株和91例散发性结肠

癌. 结果表明21%(19/91)标本和65%(11/17)细胞

系发生了甲基化, 经过去甲基化剂5-氮杂-2'-脱
氧胞苷处理的SW48和HCT15细胞株, RUNX3
表达恢复. 同年, 另一篇关于Runx3基因对肠道

肿瘤的研究扩大到了32株结直肠癌细胞株. Ku 
e t a l [17]为了证实在大肠癌形成过程中RUNX3
基因的基因改变和甲基化状态, 分析了突变、

杂合性缺失、RUNX3启动子甲基化等. 用RT-
PCR的方法发现有16株细胞株呈现低表达或是

无表达, 用聚合酶链反应-单链构象多态性(PCR-
SSCP)方法没有发现RUNX3基因突变. 在这16
株细胞株中, 有12株细胞株的RUNX3启动子发

生甲基化, 其余4株细胞株既无表达也无甲基化. 
实验结果可能有助于认识RUNX3基因失活在结

www.wjgnet.com

■研发前沿
尽管RUNX3基因
是一种新近发现
的抑癌基因, 但是
其具体抑癌机制
仍然有待于在以
后的研究中解决. 
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直肠癌发病机制中的作用. 倪志倪志 et al [18]用5-Aza-
CdR处理胃癌Lovo细胞株发现他能逆转RUNX3他能逆转RUNX3能逆转RUNX3
启动子区甲基化状态, RUNX3基因的重新表达

能抑制Lovo细胞株的生长并能部分地诱导细胞

株的凋亡. 
RUNX3基因甲基化与临床病理也经常结合

起来, Imamura et al [19]对92例结直肠癌用MSP检
测, 其中31/92(34%)肿瘤中检测到了RUNX3甲
基化, 在有甲基化的肿瘤中, 低分化的肿瘤与其

他分化情况的肿瘤在组织学上有明显的差异性

(P = 0.028). 结果表明RUNX3甲基化在结直肠肿

瘤发挥了重要作用, 尤其是在低分化的肿瘤中. 
2.3 Runx3与食管癌 从RUNX3基因在胃癌中首

先被证实为抑癌基因起, 各种围绕RUNX3的研

究迅速开展起来, 尤其是人们设想RUNX家族基

因中, 除了RUNX3以外是否也有其他基因参与

了肿瘤的发生发展过程. Tonomoto et al [20]在对

61例食管鳞状细胞癌的研究中, 用实时RT-PCR
检测RUNX1、RUNX2、RUNX3的表达, 用免

疫组化检测Smad4的表达, 用MSP检测Runx3
的甲基化状态. 结果显示: 在早期肿瘤(T1和T2)
中, RUNX3阴性表达时肿瘤中淋巴道侵袭能力

和淋巴结转移数目均明显增高; RUNX3阴性表

达与肿瘤预后不良相关; 在Smad4阳性表达的

肿瘤中, RUNX3可能是影响预后的重要因素; 
RUNX3甲基化状态与Runx3表达缺失密切相关, 
即甲基化是RUNX3基因沉默的主要途径. Smith 
et al [21]关于Barrett食管和食管腺癌的研究中, 9个
基因中7个基因甲基化表达在各类型黏膜中的黏膜中的膜中的

表达无差异, 而RUNX3和CDKN2A甲基化程度

在食管腺癌中明显高于Barrett食管.
放疗针对某些食管癌是有效的治疗方法, 

但是分子机制和放射敏感性依然未知. Sakakura 
et a l [22]在研究食管鳞状细胞癌时, 选择了62例
标本经影像学诊断均为T3或T4期食管癌, 分为

2组, 其中一组为放疗前活检组织, 另一组为放

疗后手术切除标本. 结果显示, 处理前活检标

本的Runx3表达率为67.7%, 放疗后手术标本的

RUNX3表达率为96.7%, 在所有抗放射的肿瘤中

均检测到RUNX3下调和甲基化. 他们将食管癌

细胞在体外成功转染后, 虽然较弱的抑制细胞

的增生, 但是增强了TGF-β的抑制增生和促进凋

亡的作用. 另外, 诱导RUNX3的重新表达能增加

放射敏感性, 而处理前标本的RUNX3表达情况

可以预测放射敏感性. 由此将为今后治疗肿瘤

开辟新的思路, 使RUNX3重新表达、放疗和手

术充分结合起来.

R U N X3基因甲基化是R U N X3沉默的主

要机制, 但是Sugiura e t a l [23]最近的研究发现

RUNX3基因甲基化在食管癌中的检出率极低. 
他们研究了包括15株食管癌细胞株和70例食

管鳞状细胞癌标本以及对应的正常食管黏膜.黏膜.膜. 
Runx3在食管癌中的表达明显低于在正常黏膜黏膜膜

中的表达, T4期肿瘤的RUNX3 mRNA表达水平

明显低于T1-3期肿瘤. 但是RUNX3启动子区在食

管癌细胞株的检出率为1/15, 在70例食管癌标本

中仅有4例发生甲基化. 因此基于RUNX3表达降

低的机制, 有待进一步研究. 
2.4 Runx3与肝癌 研究已经证实了RUNX家族

基因中, RUNX3在胃癌形成中是重要的抑癌基

因, 在肝癌中也检测到定位于1p36的RUNX3基
因, Miyagawa et al [24]为了进一步研究RUNX家

族基因包括RUNX1、RUNX2、RUNX3以及

其辅助因子CBFβ在肝癌中的表达情况, 特选

择了35例肝癌, 以及相邻的肝硬化标本和正常

肝组织标本. 用RT-PCR检测, RUNX mRNA与

β-actin mRMA的比值如下: RUNX1(21.7±9.1, 
11.8±5.6, 5.5±2.5), RUNX2(0.7±0.7, 0.5±
0.4, 0.4±0.1), Runx3(23.7±7.6, 5.8±2.3, 1.9±
0.9), CBFβ(17.9±7.0, 8.9±3.1, 5.5±2.1), (正常

肝组织 vs  肝硬化 vs  肿瘤). 其中, RUNX2表达

微弱, 在肝癌组和其他组中表达量无明显差异; 
而RUNX1和RUNX3在肝癌中表达明显下调分

别是75%和92%, 在肝硬化中的表达分别是55%
和71%; CBFβ表达也明显下调, 但是不及前两

个基因明显. 结果表明RUNX3, 以及RUNX1和
CBFβ在肝癌形成过程中发挥了重要作用, 同时

在肝癌形成过程中对RUNX家族基因的认识也

得到了进一步的深入. Park et al [25]对RUNX3基
因甲基化在肝癌中的表达情况, 研究了73例肝

癌标本和11株肝癌细胞株, 其中30/73(41.1%)肝
癌标本RUNX3发生甲基化, 对应正常肝组织中

2/73(2.7%)发生甲基化, 肝癌细胞株中4/10(40%)
发生甲基化, 但是启动子甲基化和临床病理参

数间没有明显的差异性. RUNX3基因甲基化在

肝癌发展中是一个早期事件, 甲基化是肝癌中

RUNX3基因失活的主要机制. 
2.5 Runx3与其他肿瘤 Wada et al [26]对12株胰腺

癌细胞株进行研究, 9株(75%)细胞株经过RNA
印迹分析和RT-PCR证实了没有RUNX3表达, 但
是都存在甲基化. 而甲基化抑制剂5-氮杂-2'-脱'-脱-脱
氧胞苷处理后这9株细胞株的RUNX3基因重新

表达. 以上说明RUNX3基因在胰腺癌形成中发

挥了重要作用. TGF-β信号通路的改变是胰腺

■相关报道
Tan et  al 在肿瘤
患者血浆中检测
包括RUNX3基因
在内的肿瘤抑制
基因的甲基化状
态 发 现 R U N X 3
基 因 的 检 出 率
是 最 高 的 ,  乳 腺
癌 9 / 1 9 ( 4 7 % )、
非 小 细 胞 肺 癌
11/20(55%)、胃
癌4/4(100%)、胰
腺癌2/2(100%)、
结 直 肠 癌
11/17(65%)和肝
癌7/8(88%).
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癌发生的重要原因之一, 而RUNX3是该通路的

重要组成部分. Nomoto et al [27]对定位于1p36的
RUNX3基因的研究, 选择了32例胰腺癌标本, 分
别检测RUNX3启动子区甲基化状态和位于1p36
的杂合性缺失(loss of heterozygosity, LOH). 结合

临床病理资料, 甲基化的检出率为62.5%(20/32), 
经重硫酸盐处理的DNA测序证实, LOH检出率

为34.3%(11/32), 甲基化与胰腺癌预后不良相

关(P  = 0.0143). 胰腺癌中RUNX3的失活机制可

能是甲基化和LOH, RUNX3基因也成为与胰

腺癌相关的重要的肿瘤抑制基因. Wada et al [26]

对10株胆管癌细胞株研究中, 发现7株(70%)细
胞株经过RNA印迹分析和RT-PCR证实了没有

RUNX3表达, 但是都存在甲基化. 而甲基化抑制

剂5-氮杂-2'-脱氧胞苷核酸处理后这7株细胞株

的Runx3基因重新表达. 以上说明RUNX3基因

在胆管癌形成过程中发挥了重要作用. Takahashi 
et al [28]对50例胆囊癌的多基因进行甲基化研究

时, 选择了确定以及还存在争议的肿瘤抑制基

因24个. 结果表明胆囊癌中这些基因的甲基化

程度从0到80%不等, 甲基化程度在20%以上的

基因有10个, 其中包括RUNX3为32%, 研究认为

甲基化是胆囊癌的早期事件. 

3  讨论

Tan et al [29]在肿瘤患者血浆中检测包括RUNX3
基因在内的肿瘤抑制基因的甲基化状态发

现R U N X3基因的检出率是最高的 ,  乳腺癌

9/19(47%)、非小细胞肺癌11/20(55%)、胃

癌4/4(100%)、胰腺癌2/2(100%)、结直肠癌

11/17(65%)和肝癌7/8(88%). 研究结果表明血浆

中RUNX3甲基化可能成为较敏感的标志物, 在
恶性肿瘤的诊断中将比p16、RASSF1A和CDH1
更加敏感. 检测R U N X3基因甲基化程度对于

提高早期诊断率, 将有一定的临床意义. 总之, 
RUNX3作为抑癌基因与具有生长抑制和凋亡诱

导功能的TGF-β密切相关, RUNX3失活与肿瘤

的发展以及预后密切相关, RUNX3基因失活与

肿瘤的机制有待进一步研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the role of the c-Jun 
N-terminal kinase (JNK) signaling pathway 
i n  S W 4 8 0 c e l l  a p o p t o s i s  i n  r e s p o n s e 
t o 5 - a m i n o l e v u l i n i c a c i d ( A L A ) - b a s e d 
photodynamic therapy (PDT). 

METHODS: SW480 cells were divided into con-
trol group, laser irradiation group, ALA group 
and ALA-PDT group. Western blot was used to 
detect expression of JNK in each group. SW480 
cells in ALA-PDT group were preincubated with 
SP600125 (JNK inhibitor). Western blot was used 

to detect expression of PARP in each group.

RESULTS: JNK phosphorylation almost had no 
expression in control group, light group or ALA 
group. JNK phosphorylation of SW480 cells at 
30, 60 and 90 min after ALA- PDT was signifi-
cantly increased than that of control group, light 
group or ALA group (F = 12.314, P < 0.001). 
Phosphorylated JNK expression was signifi-
cantly higher at 60 min and 90 min after ALA-
PDT than at 30 min after ALA- PDT (F = 9.782, 
P < 0.001). The expression of total JNK of all 
groups had no significant difference. The activa-
tion of JNK inhibited apoptosis of SW480 cells in 
response to ALA-PDT. 

CONCLUSION: AActivation of JNK signaling 
pathway inhibits SW480 cell apoptosis after 
ALA-PDT. JNK signaling pathway may become 
a new target, which will enhance anticancer 
treatment of ALA-PDT for colon carcinoma. 

Key Words: Aminolevulinic acid; Photodynamic 
therapy; Colon carcinoma; Apoptosis; the c-Jun 
N-terminal kinase signaling pathway

Zheng JH, Chen K, Chen ZL. Role of the c-Jun N-terminal 
kinase signaling pathway in SW480 cell apoptosis in 
response to 5-aminolevulinic acid-based photodynamic 
therapy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(33): 
3792-3795

摘要
目的: 探讨 J N K信号通路在δ氨基酮戊酸
(ALA)-光动力疗法((PDT)诱导SW480细胞凋
亡中的作用. 

方法: 将SW480细胞分为空白对照组、激光
照射组、ALA组及ALA-PDT组, Western blot
检测各组细胞c-J u n氨基末端激酶(J N K)的
表达; 用SP600125(JNK抑制剂)预孵育ALA-
PDT组细胞, Western blot检测各组细胞的多聚
(ADP-核糖)聚合酶(PARP)的表达. 

结果: 磷酸化JNK在空白对照组、激光照射组

®

■背景资料
PDT是指光敏剂
选择性地聚集在
肿 瘤 组 织 中 ,  接
受光照后在细胞
内产生活性氧物
质, 而导致肿瘤细
胞凋亡或坏死的
一种治疗方法. 迄
今为止, 加拿大、
美国、法国、荷
兰、德国和日本
等国家已先后批
准PDT用于一些
恶性肿瘤.

■同行评议者
王志刚, 副主任医
师, 上海市第六人
民医院普外科 
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及ALA组几乎无表达, ALA-PDT后30-90 min
细胞表达显著高于空白对照组、激光照射
组及ALA组(F  = 12.314, P <0.001), 其中ALA-
PDT后60及90 min的磷酸化JNK表达显著高于
ALA-PDT后30 min(F  = 9.782, P <0.001), 各组
细胞总的JNK表达无显著差异. JNK的激活能
抑制ALA-PDT诱导SW480细胞凋亡. 

结论: JNK信号通路的激活抑制ALA-PDT诱
导SW480细胞凋亡; JNK通路可能成为增强
ALA-PDT治疗结肠癌的新靶点.

关键词: δ氨基酮戊酸; 光动力疗法; 结肠癌细胞; 细

胞凋亡; JNK信号通路
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0  引言

光动力疗法(photodynamic therapy, PDT)作为一

种新的肿瘤治疗方法近年来倍受重视, 迄今为

止, 加拿大、美国、法国、荷兰、德国和日本

等国家已先后批准PDT用于一些恶性肿瘤[1], 但
其作用的分子机制还不清楚. 研究表明PDT能激

活有丝分裂原蛋白激酶(mitogen activated protein 
kinases, MAPKs)[2], 然而PDT诱导MAPKs的生物

学作用存在争议, 这可能与光敏剂和/或细胞类

型相关[3]. MAPK家族主要包括3个成员: ERK、

JNK和p38MAPK. ERK主要介导生长、分化及

存活, JNK和p38MAPK主要介导细胞的应急反

应, 他们的激活促进细胞凋亡. 但是JNK激活方

式的不同也可产生不同的生物学效应, γ射线照

射Jurkat T细胞后, JNK被持续激活, 细胞发生凋

亡; 而CD28单抗加PMA处理后, JNK被迅速而短

暂的激活, 细胞并不出现凋亡, 而是被活化和增

殖[4], 提示JNK激活作用可能具有细胞和刺激物

的特异性. 有报道显示卟啉或卟啉衍生物-PDT
能诱导c-Jun表达[5], 并激活JNK信号通路[6], 但
JNK信号通路的激活与PDT诱导细胞凋亡的关

系还不清楚, 因此我们探讨ALA-PDT对JNK信

号通路的影响及其与细胞凋亡的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 δ氨基酮戊酸和Hepes为Sigma公司产

品, 培养液RPMI 1640和D-Hanks为Hyclone公
司产品, 胰蛋白酶(北京鼎国生物技术公司); 小
牛血清(成都哈里公司); JNK mAb、磷酸化JNK 

mAb及PARP mAb(Cell Signaling Technology); 
SP600125(Merck biosciences); β-actin抗体(北京

博澳森生物技术公司); PVDF膜(Roche); 蛋白质

分子Maker(MBI); RIPA(上海申能博彩生物科

技有限公司); DTT(Gibco); 二甲基亚砜(DMSO, 
Sigma公司); 结肠癌细胞株SW480细胞(中国人

民解放军第四军医大学动物实验中心提供).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 用含青霉素和链霉素分别为100 
kU/L, 含100 mL/L小牛血清RPMI 1640培养液培

养, 37℃, 50 mL/L CO2, 饱和湿度, 单层贴壁生长. 
1.2.2 细胞的PDT处理: 将增殖期SW480细胞按照

适当浓度接种于6孔培养板, 每组复4孔, 待其贴

壁后, 吸出含血清的培养液, D-Hanks液轻轻漂洗

后弃去, ALA组和ALA-PDT组在暗室按预定时

间加入ALA(40 mg/L), 严格避光条件下继续孵育

4 h, 弃去含有ALA的培养液; 在另外的ALA-PDT
组细胞中加入终浓度20 µmol/L的SP600125(JNK
抑制剂)预孵育2 h, D-Hanks液轻轻漂洗后, 加入

新鲜培养液, 空白对照组不加ALA且不受激光

照射, ALA组加入ALA不受激光照射. 激光照射

组、ALA-PDT组以及加有SP600125的ALA-PDT
组使用半导体激光仪(西南师范大学激光所, 波
长532 nm,  距光斑3 cm处输出功率12 mW, 能量

密度9 J/cm2)垂直照射培养板30 min, 然后将细胞

置于培养箱中继续培养到实验设计的时间, 再检

测各组细胞的蛋白表达[6]. 
1.2.3 Western蛋白印迹检测JNK和PARP蛋白表

达: 细胞培养48 h后经PDT处理, 按照设计时间

继续孵育或即刻抽提细胞总蛋白. 按照RIPA使

用说明, 每孔细胞加入300 µL RIPA提取细胞总

蛋白, 考马斯亮蓝250染色法测总蛋白浓度后

-20℃保存. 调整各组总蛋白浓度使每孔上样

量一致, S D S-聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳分离

后通过半干电转仪将蛋白转到PVDF膜. 用含

0.1% Tween-20的50 g/L脱脂奶粉室温下封闭

PVDF膜1 h后, 再用含0.1% Tween-20的Tris缓冲

液(TBS/T)洗3次, 每次5 min; 一抗1∶1000稀释, 
4℃过夜,  TBS/T洗3次, 每次5 min; 按照1∶2000
稀释浓度加入抗兔或小鼠的HRP-IgG 1 h, TBS/T
洗3次, 每次5 min; 加入DAB显色, 凝胶成像系

统上摄像并分析灰度值, 以积分吸光度A×面

积表示(A×mm2), 分别计算目的条带的积分吸

光度值(IA值). 
统计学处理  数据m e a n±S D表示 ,  采用

SPSS10.0统计软件处理数据, 行F检验. 检验水

■研发前沿
目前JNK信号通
路的激活与PDT
诱导细胞凋亡的
关系还不甚清楚.
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准α = 0.05.

2  结果

2.1 ALA-PDT后SW480细胞的JNK蛋白表达变

化 ALA-PDT造成SW480细胞JNK蛋白表达增

加. 磷酸化JNK在空白对照组、激光照射组及

ALA组几乎无表达, PDT后30-90 min细胞表达

显著高于空白对照组、激光照射组及ALA组(F 
= 12.314, P <0.001), 其中PDT后60及90 min的磷

酸化JNK表达显著高于PDT后30 min(F = 9.782, 
P <0.001), 各组细胞总的JNK表达无显著差异 
(图1-2).
2.2 SP600125对ALA-PDT作用SW480细胞后

PARP表达的影响 为了进一步研究JNK在ALA-
PDT后SW480细胞中的作用, 我们用JNK抑制剂

SP600125在激光照射前处理ALA-PDT组细胞, 
孵育2 h, 结果发现ALA-PDT后30-90 min PARP
裂解成85 kDa大小的片段逐渐增加, 说明JNK
的激活能抑制ALA-PDT诱导SW480细胞凋亡 
(图3-4). 

3  讨论

PDT是指光敏剂选择性地聚集在肿瘤组织中, 接
受光照后在细胞内产生活性氧物质, 而导致肿

瘤细胞凋亡或坏死的一种治疗方法[7-8]. 迄今为

止, 加拿大、美国、法国、荷兰、德国和日本

等国家已先后批准PDT用于一些恶性肿瘤[1]. 但
常规光敏剂不良反应重和需要较长时间避光等

缺点又限制了其进一步临床应用. δ氨基酮戊酸

(aminolaevulinic acid, ALA)是一种血红素生物合

成的前体物质, 在大多数类型的癌细胞中, 由于

胆色素原脱氨基酶活性增加而亚铁鳌合酶活性

降低[9], 导致原卟啉Ⅸ(protoporphyrin, PP Ⅸ)在
癌细胞内积累, PP Ⅸ具有极好的光敏特性, 用与

之吸收波段相应的光照射后将导致癌细胞的破

坏[10]. 因ALA代谢快、毒副作用小等优点, 所以

是一种很有前途的治疗癌症的方法[11], 但ALA-
PDT对结肠癌杀伤作用还不够强[12], 探讨其作用

的信号传导机制可能是提高ALA-PDT对结肠癌

疗效的重要研究方向之一. 
多项研究表明, JNK的激活与多种细胞的

细胞凋亡调控有关. 神经生长因子(NGF)可使

PC12细胞发生分化, 当NGF从培养基中被去除

后, JNK被激活, 出现细胞凋亡; 当PC12细胞被

转染了JNK上游激酶MEKK1的显性失活突变体

后, NGF撤除诱导的细胞凋亡可被阻断[13]. Jurkat
细胞经γ射线处理后JNK可被激活, 出现细胞凋

亡, 而当细胞被转染了显性失活JNK突变体后, γ
射线诱导的凋亡可以被阻断, 同样, 激活的JNK
过度表达可诱导细胞凋亡[14]. 以上研究均表明, 
JNK的激活可诱导细胞发生凋亡. 但是JNK激活

方式的不同也可产生不同的生物学效应, γ射线

照射Jurkat T细胞后, JNK被持续激活, 细胞发生

凋亡; 而CD28单抗加PMA处理后, JNK被迅速

而短暂的激活, 细胞并不出现凋亡, 而是被活化

和增殖[4], 提示JNK激活作用可能具有细胞和刺

激物的特异性. 有报道显示卟啉或卟啉衍生物

-PDT能诱导c-Jun表达[5], 并激活JNK信号通路的
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图  1  ALA-PDT作用SW480细胞后JNK的表达. 1: ALA-PDT

后90 min; 2: ALA- PDT后60 min; 3: ALA-PDT后30 min; 4: 

空白对照组; 5: 激光照射组; 6: ALA组.
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图  3  SP600125对ALA-PDT作用SW480细胞后PARP表达
的影响. 1: 空白对照组; 2: 激光照射组; 3: ALA组; 4: ALA-
PDT后30 min(加有SP600125); 5: ALA-PDT后60 min(加有
SP600125); 6: ALA-PDT后90 min(加有SP600125).
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图  2  ALA-PDT作用SW480细胞后JNK蛋白表达. 1: ALA-

PDT后90 min; 2: ALA-PDT后60 min; 3: ALA-PDT后30 

min; 4: 空白对照组; 5: 激光照射组; 6: ALA组.
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图  4  SP600125对ALA-PDT作用SW480细胞后PARP表达. 
1: 空白对照组; 2: 激光照射组; 3: ALA组; 4: ALA-PDT后30 
min(加有SP600125); 5: ALA-PDT后60 min(加有SP600125); 
6: ALA-PDT后90 min(加有SP600125).

PARPcleavage β-actin

■应用要点
本文探索了ALA-
PDT诱导结肠癌
细胞SW480凋亡
与JNK信号通路
的关系, 为结肠癌
光动力治疗的增
效作用提供新的
靶点, 也为结肠癌
光动力治疗和作
用机理提供理论
依据. 
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激活[6], 我们的实验结果显示ALA-PDT后SW480
细胞的JNK信号通路也快速激活. 但JNK信号通

路的激活与PDT诱导细胞凋亡的关系还不清楚, 
因此我们进一步探讨ALA-PDT对SW480细胞

JNK信号通路的激活与细胞凋亡的关系. 目前主

要有两种细胞凋亡途径: 死亡受体介导的凋亡

途径和线粒体介导的凋亡途径[15]. 死亡受体介导

的凋亡途径是指细胞表面的肿瘤坏死因子受体

(TNFR)超家族受到刺激后, TNFR1和TNF结合

导致TNFR1形成同三聚体, 随后他们的死亡结

构域交联, 再与Fas相关的死亡结构域蛋白(Fas-
associated death domain, FADD)结合, 激活始动

Caspase, 如Caspase-8, -9. 活化的始动Caspase进
一步活化效应Caspase, 如: Caspase-3, -6, -7等. 
从而诱导细胞凋亡[16]. 线粒体介导的凋亡途径是

指线粒体功能受到损害后, 细胞色素C释放进入

胞质, 在ATP的参与下细胞色素C结合并活化凋

亡活化因子-1(apoptosis activating factor, Apaf-1). 
随后, 活化的Apaf-1使Caspase-9剪切和活化, 从
而进一步活化效应Caspase, 最后细胞凋亡[17]. 
Caspase-3最主要的底物是多聚(ADP-核糖)聚合

酶(poly(ADP-ribose) polymerase, PARP), 该酶与

DNA修复、基因完整性监护有关. 在细胞凋亡

启动时, 116 kDa的PARP在Asp216-Gly217之间

被caspase-3剪切成31 kDa和85 kDa两个片段, 使
PARP中与DNA结合的两个锌指结构与羧基端

的催化区域分离, 不能发挥正常功能. 结果使受

PARP负调控影响的Ca2+/Mg2+依赖性核酸内切酶

的活性增高, 裂解核小体间的DNA, 引起细胞凋

亡. 因此我们用JNK抑制剂处理细胞, 观察ALA-
PDT后各组细胞PARP蛋白的裂解情况, 从而探

讨JNK信号通路的激活与PDT诱导细胞凋亡的

关系. 实验结果表明: 抑制JNK或p38MAPK后, 
116 kDa的PARP裂解成85 kDa片段逐渐增加, 说
明JNK通路的激活保护ALA-PDT后SW480细胞

免于凋亡. 
总之, ALA-PDT能诱导SW480细胞JNK通

路的快速激活, 阻断JNK通路可增强ALA-PDT
诱导SW480细胞凋亡.
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国和国际胃肠病
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Abstract
AIM: To investigate the clinical characteristic, 
gastroscopic manifestation and treatment of 
Mallory-Weiss syndrome (MWS).

METHODS: We retrospectively analyzed the 
clinical data of 78 MWS patients admitted to 
hospital from March 2003 to April 2008.

RESULTS: MWS was estimated to account for 
6.13% of patients with upper gastrointestinal 
bleeding. Vomiting after alcohol drinking was 
the main etiology. Under gastroscope, all tears 
were longitudinal and common in cardia. The 
manifestation was correlated with the intervals 
from pathogenesis to gastroscopic examination (P 
< 0.05), but not associated with H pylori infection 
and patients’ age. Eight of 78 cases were treated 
with endoscopic hemostasis and hemorrhage 
did not relapse; among the 70 cases with medical 
treatment, only 1 case was found with recurrence 
of bleeding, but after treatment with endoscopic 
hemostasis, the bleeding was stopped.

CONCLUSION: Both conservative and endo-

scopic treatment have favorable efficacy in stop-
ping the bleeding of MWS, and the latter can be 
performed when the former was of no effect.

Key Words: Mallory-Weiss syndrome; Gastroscopy; 
Treatment
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摘要
目的: 探讨食管-贲门黏膜撕裂综合征(Mallory-
Weiss syndrome, MWS)的临床特点、内镜下表
现和治疗. 

方法: 对2003-03/2008-04收治的78例MWS患
者的临床资料进行回顾性分析. 

结果: MWS占上消化道出血的6.13%, 饮酒
后呕吐是其主要发病原因. 内镜下均为线状
纵行撕裂, 以贲门撕裂多见, 裂伤表面状态与
发病至行胃镜检查的时间有关(P <0.05), 与 
H pylori感染和患者年龄无关. 78例MWS患者
8例给予内镜下止血治疗后均无再出血, 70例
给予保守治疗, 仅1例复发出血, 给予内镜下
止血治疗后出血停止.

结论: MWS保守治疗和内镜下止血治疗均取
得较好疗效, 对保守治疗无效者可考虑内镜
下止血治疗.

关键词: 食管-贲门黏膜撕裂综合征; 胃镜; 治疗
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0  引言

食管 -贲门黏膜撕裂综合征 (m a l l o r y-w e i s s 
syndrome, MWS)是上消化道出血的原因之一. 
MWS由于发生率低, 出血量少, 很少引起消化系

大出血, 而且大部分为自限性等原因, 常常被临

床医生忽视, 误诊率较高. 近几年由于胃镜检查

®

■背景资料
食管贲门粘膜撕
裂综合征(MWS)
是因剧烈干呕或
呕 吐 等 ,  腹 内 压
力或胃内压力突
然 增 大 ,  导 致 食
管与胃贲门连接
处的黏膜和黏膜
下层呈纵行撕裂, 
从而引起上消化
道出血为特征的
病 变 .  其 临 床 主
要表现为频繁剧
烈呕吐、呕血和
(或)黑便, 胃镜下
可见黏膜纵行撕
裂是其诊断要点. 
MWS是上消化道
出血的原因之一, 
其发病率较低, 多
数出血量少, 且为
自限性, 临床上容
易被忽视, 但是尚
有一部分MWS可
以引起消化系大
出血, 甚至导致出
血性休克和死亡. 

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪 钢 铁 ( 集 团 ) 有
限责任公司总医
院消化内科
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的普及以及急诊内镜的开展, 该病占上消化道

出血的比例有逐年上升趋势, 且随着MWS在意

外死亡中所占比例的升高[1], 临床上应提高对该

病的认识. 我院2003-03/2008-04共收治MWS患
者78例, 现将临床资料报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 我院2003-03/2008-04收治的MWS患
者78例 ,  占同期1273例上消化道出血原因的

6.13%, 占同期6 6440例胃镜检查者的0.12%, 年龄

24-93(平均53.38±18.86)岁, 其中男57例, 女21例.
1.2 方法 观察78例MWS患者的临床表现; 在内

镜下观察MWS表面的情况及分级. 裂伤表面状

态按参考文献[2]的方法分四级: Ⅰ级: 喷射性出

血; Ⅱ级: 渗出性出血; Ⅲ级: 突出的可见血管; 
Ⅳ级: 血凝块附着与瘢痕. 对不同年龄、发病至

行内镜检查的不同时间、H pylori感染情况与裂

伤表面状态进行分析. 
MWS有内科保守治疗和内镜治疗, 主要是

前者, 其包括禁食、输液或输血、应用H2受体

阻滞剂或质子泵抑制剂(PPI)等, 8例内镜下表现

为喷射性出血的患者给予内镜局部止血治疗, 
内镜下止血治疗包括局部喷洒去甲肾上腺素、

局部注射10 g/L肾上腺素或330 mg/L乙氧硬化

醇. 经内镜下止血治疗的患者均无再出血, 保守

治疗也取得较满意的疗效, 仅1例保守治疗无效, 
后给予局部注射10 g/L肾上腺素和330 mg/L乙
氧硬化醇硬化止血治疗后无再发出血.

统计学处理 两组有序变量资料采用Wilcoxon
秩和检验, 多组有序变量资料用Wruskal-Wallis秩
和检验, P<0.05为差别有统计学意义.

2  结果

2.1 患者发病年龄及性别患者发病年龄及性别 20-39岁22例占28.21%,占28.21%,28.21%, 
40-59岁25例占32.05%, 60-79岁24例占30.77%,占32.05%, 60-79岁24例占30.77%,32.05%, 60-79岁24例占30.77%,占30.77%,30.77%, 
80-100岁7例占8.97%. 各个年龄段男性均多于女占8.97%. 各个年龄段男性均多于女8.97%. 各个年龄段男性均多于女

性(表1).
2.2 临床表现及其呕吐诱因 78例MWS患者中, 
呕血33例, 黑便3例, 呕血+黑便24例, 呕吐未呕

血者9例, 上腹不适3例, 嗳气, 进食后堵闷感2
例, 腹痛2例, 胸痛1例, 腹泻1例. 有66例患者出

现呕吐, 呕吐诱因见表2. 呕血量为20-800 mL. 其为20-800 mL. 其20-800 mL. 其
中20例患者行H pylori检查, H pylori阳性13例,  
H pylori阴性7例.
2.3 内镜下表现

2.3.1 按撕裂部位分: MWS在食管、食管-贲门

和贲门的发病情况见表3. 裂伤按照四壁定位

法: 左侧壁31处为31/78(30.10%), 右侧壁24处为

24/78(23.30%), 后壁38处为38/78(36.89%), 前壁

10处为10/78(9.71%).
2.3.2 按撕裂的个数分: 内镜下观察MWS的撕裂

数目见表3, 共103处裂伤. 撕裂长度在0.2-3 cm
之间, 均为线状纵行裂伤.

内镜下观察到的MWS的裂伤表面状态受发

病至行胃镜检查时间的影响(H  = 6.06, P <0.05), 
行胃镜检测时间越早 ,  M W S的检出率越高 . 
MWS不受H pylori感染和患者发病年龄的影响. 
裂伤表面状态与发病至行胃镜检查的时间、 
H pylori感染和年龄与之间的关系分别见表4. 内
科保守治疗和内镜下止血这两种方法治疗MWS
再出血情况见表5, 对出血复发的患者给予局部

注射10 g/L肾上腺素和330 mg/L乙氧硬化醇后

出血停止, 无再出血.

3  讨论

Mallroy-Weiss于1929年首先提出MWS, 是指因

剧烈干呕或呕吐等, 腹内压力或胃内压力突然

■研发前沿
目前对MWS研究
的热点在于其诊
断和治疗. 胃镜为
其确诊的可靠手
段, 急诊胃镜的实
施可以提高MWS
的 检 出 率 ;  对 于
MWS的内镜下治
疗以及不同内镜
下治疗方法的疗
效比较是目前研
究的重点. 内镜下
治疗是否优于内
科保守治疗、内
镜下治疗哪种方
法安全有效是有
待进一步研究的
内容.

表  1  MWS患者发病年龄及性别 (n )

      
年龄                   男                 女          总例数       发病率(%)

20-	         18	             4	            22	           28.21  

40-	         19	             6	            25	           32.05 

60-	         14	           10	            24	           30.77 

80-100	           6	             1	              7	             8.97 

表  2  66例MWS的呕吐诱因 (n )

      
诱因                                                n                       发生率(%)

饮酒			   27	           40.90 

急性胃肠炎		    5	             7.58 

十二指肠溃疡		    4	             6.06 

肝硬化(食管胃底静脉曲张)	   3	             4.55 

食管裂孔疝                 	   3	             4.55 

急性胰腺炎		    2	             3.03 

食管溃疡			     2	             3.03 

胃腺癌			     2	             3.03 

幽门管溃疡		    1	             1.52 

胃溃疡			     1	             1.52 

胃息肉			     1	             1.52 

胃镜检查			     1	             1.52 

应用非甾体药物		    1	             1.52 

服用激素			     1	             1.52 

无明显诱因者		  12	           18.18 



www.wjgnet.com

3798                   ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2008年11月28日    第16卷   第33期

增大, 导致食管与胃贲门连接处的黏膜和黏膜

下层呈纵行撕裂, 从而引起上消化道出血为特

征的病变. 频繁剧烈呕吐、呕血和(或)黑便并胃

镜下黏膜纵行撕裂是其诊断要点. MWS占上消

化道出血原因的5%-15%[3], 本组占6.13%. 由于

胃镜检查的普及和人们生活方式的改变等原因, 
MWS发病率逐年增高.

该病男性较女性多见, 好发年龄在40-60岁, 
本组该年龄段占32.05%, 高于其他年龄段. 引起

腹内压或胃内压升高最常见的原因为剧烈的呕

吐, 本组有66例(84.62%)以呕吐为首发症状. 呕
吐时胃内压剧烈升高, 因贲门附近黏膜在组织

结构上较薄弱, 黏膜肌层伸展性较差, 周围缺乏

支持组织, 这种骤然升高的压力差, 极易造成

黏膜撕裂. 饮酒是MWS呕吐的主要原因, 在我

们的研究中饮酒占40.9%, 其他原因包括胃肠

炎、胃十二指肠溃疡、食管裂孔疝、胃腺癌、

急性胰腺炎等, 其中食管裂孔疝3例, 占MWS的
4.55%. Morales et al [4]认为食管裂孔疝与MWS
发生部位密切相关, 因在我们的研究中MWS合
并食管裂孔疝较少, 因此食管裂孔疝与M W S
发生部位之间的关系有待进一步研究. 值得注

意的是, 本研究中有两例胃癌呕血导致的贲门

撕裂, 1例为73岁老年男性, 胃绒毛状腺瘤, 局
部癌变; 1例为84岁老年女性, 胃腺癌. 因此, 对
于贲门撕裂的老年患者, 胃镜诊治的同时, 对
胃内可疑病变取活组织检查送病理是必要的. 
Sciumè et al [5]认为由内镜导致的MWS发生率

很低(0.0001%-0.04%),多为自限性, 并且报道1
例ERCP后出现MWS活动性出血, 硬化治疗无

效后给予止血夹治疗从而有效止血. 我们所研

究的78例患者中有1例为胃镜检查引起患者呕

吐导致的MWS, 给予保守治疗后止血, 故医生

在进行胃镜检查时尽量消除患者紧张情绪, 使
其配合检查, 同时医师操作应轻柔熟练. 此外, 

MWS还发生于经食管的超声心动显像术中[6]、

患有硬皮病的孕妇[7]和小麦引起的过敏反应导

致呕吐的患者[8].
本研究中MWS多发生于贲门部(73.08%), 

1处裂伤常见(75.64%), 多见于后壁, 均为纵行

撕裂. 对内镜下裂伤表面状态与发病至行胃镜

检查时间、H pylori感染情况和年龄之间的关

系进行分析, 结果发病至行胃镜检查的时间影

响了我们所观察到的裂伤表面状态(P <0.05), 
随着时间的延长, 裂伤逐渐趋于愈合, 因此胃镜

宜在MWS发病48 h内进行, 24 h内检出率更高. 
胃镜检查可直视病变部位和形态, 而且对可疑

病变还可以取活组织送病理, 对出血可行内镜

下止血治疗, 因此胃镜对MWS诊治价值高, 对
怀疑MWS的上消化道出血患者应尽早行胃镜

检查. 本研究中在所有发病24 h内进行胃镜检

查和内镜下止血治疗的患者, 无1例出现大出

血、窒息、休克甚至死亡, 说明胃镜不仅是确

诊M W S的重要手段, 同时胃镜下止血还是治

疗MWS安全、有效的治疗方法. MWS患者的

裂伤表面状态在H pylori阳性和H pylori阴性

的患者间无差别, 说明H pylor i感染与否并不

影响M W S的裂伤程度. 同时我们还认为不同

年龄段患者的裂伤表面状态亦无差异, M W S
的裂伤程度不因年龄的增加而加重. Kryshen 
et a l [9]研究认为胃黏膜微生物的多态现象加重

MWS的病程, 并导致MWS再出血, 由于本研

究中进行H pylori检测的病例数较少(20例), 对
于H pylori与裂伤表面状态和MWS再出血之间

的关系有待进一步研究.
因M W S出血有一定的自限性, 大多数内

科保守治疗有效, 对于保守治疗无效、凝血功

能障碍或严重活动性出血者, 可采用内镜下治

疗: 包括局部喷洒止血药物、注射肾上腺素和

乙氧硬化醇、应用止血夹和内镜下套扎、微

波和电凝等治疗. 乙氧硬化醇作用机制为引起

血管周围局部水肿, 血管收缩、血栓形成和局

部纤维化而起止血作用, 另外还有局部冷却麻

醉作用 .  内镜下钛夹止血是一种机械止血法 , 
是利用钛夹闭合产生的机械力, 将出血血管与

周围组织一并压紧, 从而阻断血流, 达到止血

目的, 其止血机制同外科血管缝合或结扎. 金
属止血夹止血主要适用于血管直径2-3 mm的

病灶出血, 经内镜金属夹止血对非静脉性活动

性出血可立即止血、对可见血管残端可预防

■相关报道
Park et al 认为内
镜下套扎治疗与
肾上腺素注射治
疗在疗效和安全
性方面无明显差
别; Huang et al 指
出MWS活动性出
血给予内镜下止
血夹止血与注射
肾上腺素两者疗
效和安全性无差
别.

表  3  内镜下MWS的发病部位和撕裂数目

     
项目                                               n                       百分比(%)

部位	     食管	                  5	               6.41

	     食管-贲门           16                         20.51

	     贲门	                 57                         73.08

撕裂个数 	     1	                 59           	             75.64

	     2	                 15          	             19.23

	     3	                   2           	               2.56

	     4	                   2          	               2.65
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再出血 [10], 研究显示应用钛夹治疗M W S止血

率高、再出血率低且并发症少[11], 对于喷血或

渗血的患者给与止血夹夹闭治疗安全有效, 且
止血夹不影响伤口愈合[5]. 对于内镜下套扎治

疗, Higuchi et al [12]认为是安全、有效且简便

易学的治疗M W S所致的上消化道出血技术 , 
而Park e t a l [13]认为内镜下套扎治疗与10 g/L
的肾上腺素注射治疗在疗效和安全性方面无

明显差别, Cho et al [14]认为内镜下套扎和止血

夹止血在控制MWS活动性出血方面的疗效相

同. 本研究中, 大部分MWS患者接受内科保守

治疗 ,  止血效果较好 ,  70例中仅1例保守治疗

无效, 后给予局部注射10 g/L肾上腺素和330 
mg/L的乙氧硬化醇后出血停止; 8例喷射性出

血患者行内镜下局部喷洒去甲肾上腺素、注

射10 g/L肾上腺素或330 m g/L乙氧硬化醇治

疗后均无再出血 .  有研究显示内镜治疗较保

守治疗24 h再出血发生率低、输血量少、住

院时间缩短[15]. 本研究中, 内镜下治疗MWS较
少, 内镜治疗是否优于保守治疗仍需进一步研

究. Pantsyrev et al [16]认为内镜下治疗可以使

M W S的手术率降低至0.4%.内镜治疗后继续

出血或再发大出血者, 可选择外科手术, 对不

适合手术者可考虑行腹腔动脉灌注血管加压

素或行胃左动脉栓塞术.
门脉高压和凝血障碍性疾病一直被认为是

MWS再出血的主要危险因素, 但是Kim et al [17]

研究认为发病时出现休克、内镜下有活动性出

血的表现是预测MWS再出血的独立性因素. 对
于影响MWS再出血的因素有待进一步研究.
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■创新盘点
本文对MWS内镜
下表面状态与发
病至行胃镜检测
的时间、H pylori
感染情况和发病
年龄之间的关系
首 次 做 总 结 ,  并
且得出内镜下表
面状态与发病至
行 胃 镜 检 测 的
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H pylori 感染和患
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年人MWS应警惕
胃癌的可能性.表  5  内科保守治疗和内镜下治疗再出血发生情况 (n )

     
治疗

                   	               再出血                            
合计

           		        无	           有

内科保守		       69	           1		   70

内镜下		         8	           0		     8

合计		       77	           1		   78

表  4  裂伤表面状态与发病至行胃镜检查的时间、H pylori 感染及发病年龄的关系

     
分级

	           内镜检查时间(h)	      H pylori 感染(n )	                         年龄(岁)

	  0-	 24-	 48-72	        +	       -	 20-	 40-	 60-	 80-100

Ⅰ级	   7	   1	     0	        0	       1	   3	   1	   1	     3
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Ⅲ级	   1	   2	     1	        1	       1	   0	   1	   3	     0

Ⅳ级	 19	 19	   11	        9	       5	 13	 14	 16	     6

		  aP<0.05		
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Abstract
AIM: To examine the expression and roles of 
Runx3 and Ki67 in the process of the intestinal 
metaplasia as well as their roles in gastric 
carcinogenesis.

METHODS: Immunohistochemical staining 
was used to examine the expression and cor-
relation of Runx3 and Ki67 in 92 cases of gastric 
specimens, including 15 cases of normal gastric 
mucosa, 30 cases of intestinal metaplasia and 47 
cases of gastric cancer. The relationship between 
their expressions and histological types or bio-
logical behavior was analyzed. 

RESULTS: Runx3 was expressed in all normal 
gastric mucosa. Compared with normal gas-

tric mucosa a significantly lower expression 
was found in chronic gastritis with intestinal 
metaplasia and in gastric cancer (26.7%, 10.6% 
vs 100%, both P < 0.01). The expression rate of 
Ki67 was higher in gastric cancer than in chronic 
gastritis with intestinal metaplasia (40%, 74.5% 
vs 2%, both P < 0.01). In gastric carcinoma, the 
expression of Runx3 was related to differential 
degree of tumor, serosal infiltration and metas-
tasis to lymph nodes (χ2 = 7.729, 7.661, 4.656, P = 
0.021, 0.006, 0.031). The expression of Ki67 was 
related to differential degree of tumor, serosal 
infiltration and histological types (χ2 = 6.758, 
4.019, 9.740, P = 0.034, 0.045, 0.002). There was a 
negative correlation between the Runx3 expres-
sion and Ki67 expression in chronic gastritis 
with intestinal metaplasia or in gastric cancer (r 
= -0.453, P < 0.01). 

CONCLUSION: Runx3 and Ki67 might be uti-
lized jointly to screen for high-risk population 
and early diagnosis of gastric cancer. 

Key Words: Runx3; Ki67; Intestinal metaplasia; 
Gastric cancer; Immunohistochemical staining
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摘要
目的: 探讨人类runt相关转录因子3(Runx3)和
Ki67分子在慢性胃炎胃黏膜肠化生和胃癌发
生、发展中的作用及二者的相互关系, 分析两
者在胃黏膜肠化生和癌变过程中的作用.

方法:  采用免疫组化S P法对92例正常胃黏
膜、胃黏膜肠化生及胃癌标本进行Runx3和
Ki67染色. 分析Runx3和Ki67在慢性胃炎胃黏
膜肠化生和胃癌中的表达, 以及与胃癌组织学
类型和生物学行为关系, 并分析Runx3和Ki67
表达的相互关系. 

结果: Runx3在胃黏膜肠化生和胃癌组织的
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■背景资料
Runx3是迄今为
止约10余种胃癌
相关基因中与胃
癌关系最密切的
抑 癌 基 因 ,  可 能
是 胃 癌 发 生 发
展中的关键性基
因, 目前研究表明
Runx3作用机制
与TGF-β信号转
导通路和细胞凋
亡密切相关; Ki67
与细胞分裂有关, 
是目前应用最广
泛的增殖细胞标
记之一, 检测两者
在胃癌发生发展
中的作用有助于
癌及其癌前病变
的早期发现, 对指
导临床治疗有一
定意义．

■同行评议者
秦成勇, 教授, 山
东省立医院消化
内科



表达明显低于正常胃黏膜(26.7%, 10.6% vs  
100%, 均P <0.01). 而Ki67分子在胃黏膜肠化
生与胃癌中的表达率明显高于正常胃黏膜
(40%, 74.5% vs  2%, 均P <0.01). Runx3的表达
与胃癌的分化程度、浆膜浸润、淋巴结转移
有关(χ2 = 7.729, 7.661, 4.656, P  = 0.021, 0.006, 
0.031), Ki67的表达与分化程度、浆膜浸润、

胃癌组织学类型有关(χ2 = 6.758, 4.019, 9.740, 
P  = 0.034, 0.045, 0.002). Runx3和Ki67在胃
黏膜肠化生和胃癌中表达呈显著负相关(r  = 
-0.453, P <0.01).

结论: 检测Runx3和Ki67表达可能有助于胃癌
高危人群, 尤其是慢性胃炎患者伴有肠化生-
胃癌演变过程的人群的筛查、早期诊断.

关键词: Runx3; Ki67; 胃黏膜肠化生; 胃癌; 免疫组

织化学染色

彭真, 赵治国, 刘占举, 索明果, 唐芙爱. Runx3与Ki67分子在慢

性胃炎胃黏膜肠化生及胃癌组织中的表达及相互关系.  世界华

人消化杂志  2008; 16(33): 3801-3804

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/3801.asp

0  引言

研究发现, Runx3是与胃癌关系较为密切的抑癌

基因, 在调控细胞生长发育和凋亡过程中发挥

重要的转录作用. 而Ki67是公认的全面反映细

胞群体增殖活性的可靠且客观的指标, 其表达

与细胞周期密切相连[1], 本课题采用免疫组织化

学SP法联合检测Runx3及Ki67在正常胃黏膜、

胃黏膜肠化生和胃癌组织中的表达及其相互关

系, 旨在探讨他们在肿瘤发生发展中的机制和

协同作用以及与胃癌临床病理特征的内在联系.

1  材料和方法

1.1 材料 收集郑州大学第二附属医院病理科

2005-01/2007-08存档石蜡标本92例, 包括胃镜下

正常胃黏膜石蜡标本15例; 病理证实肠化生性胃

炎肠化胃黏膜石蜡标本30例; 同期手术切除胃癌

组织石蜡标本47例(按分化程度: 高分化6例, 中
分化15例, 低分化26例), 要求有详细临床资料, 
患者术前均未行放疗及化疗, 标本经病理证实, 
胃癌组织学分型采用Lauren分型, 包括肠型胃癌

21例和弥漫型胃癌26例. 兔抗人Runx3单克隆抗

体购自北京博奥森生物技术有限公司, 兔抗人

Ki-67多克隆抗体, SP免疫组化试剂盒购自中杉

金桥生物技术有限公司.
1.2 方法 采用免疫组化SP法进行Runx3和Ki-67
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染色. 实验步骤严格按试剂盒说明书操作. 石蜡

切片脱蜡, 以微波枸橼酸盐进行抗原修复, DAB
显色, 苏木精复染, 脱水, 透明封片, 显微镜下观

察, 用已知标准的Runx3和Ki67表达阳性的胃癌

组织切片作为阳性对照, 用磷酸盐缓冲液(PBS)
代替Ⅰ抗, 作为阴性对照. 阳性结果判定: Runx3
阳性结果为细胞膜和(或)细胞质为棕褐色, Ki-67
阳性结果为细胞核为棕褐色, 每张切片均由两

位有经验的病理医师在400倍显微镜下观察5个
视野, 每个视野200个细胞, 然后计算阳性细胞

百分率. 判定标准: 阳性细胞数≤5%为阴性(-), 
阳性细胞数>5%为阳性(+).

统计学处理 统计学应用SPSS11.0软件包进

行统计学处理, 根据实验资料要求, 选用χ2检验

进行数据分析, 以P <0.05为差异具有显著性.

2  结果

2.1 Runx3和Ki67在慢性胃炎胃黏膜肠化生和胃

癌中表达 Runx3表达在正常胃黏膜(100%)、胃黏

膜肠化生(26.7%)和胃癌(10.6%)中的表达差异有

统计学意义(P <0.01). Ki67的表达在正常胃黏膜

(2%)、胃黏膜肠化生(40%)、胃癌(74.5%)中呈递

升趋势, 并在低分化胃癌组织中呈表达高峰(表1).
2.2 Runx3和Ki67与胃癌组织学类型和生物学行

为关系 胃癌组织学类型采用Lauren分型. 结果

表明, Runx3与组织学分型无关, Ki67在弥漫型

中的表达高于肠型(P <0.05); 肿瘤生物学行为按

有无浆膜浸润和淋巴结转移各分两组, Runx3在
有浆膜浸润组和淋巴结转移组的表达低于无浆

膜浸润组和无淋巴结转移组(P <0.05), Ki67在有

浆膜浸润组的表达高于无浆膜浸润组(P <0.05), 
Ki67表达与有无淋巴结转移无关(表2).
2.3 Runx3和Ki67表达相互关系 77例慢性胃炎

胃黏膜肠化生和胃癌组织, 13例Runx3表达阳

性, 47例Ki67表达阳性; 64例Runx3表达阴性, 30
例Ki67表达阴性; 统计学分析两者呈负相关(r  = 
-0.453, P <0.01).
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表  1  Runx3和Ki67与组织学分级的关系 (n )

     
分组                            n 

              Runx3	             Ki67

		               +            -            +          -

正常                       15          15           0            3          12

胃黏膜肠化生         30          8          22          12         18

高分化胃癌               6           2            4            2            4

中分化胃癌             15           3          12          11            4

低分化胃癌             26          0          26          22            4

■研发前沿
有关Runx3基因
表达调节的作用
机制是否与其他
癌 基 因 和 ( 或 ) 抑
癌基因存在相关
作用尚不十分清
楚. Ki67被认为是
能较可靠地全面
地反映细胞群体
增殖活性的客观
指标, 但国内外研
究Ki67与胃癌发
生、发展的报道
少见. 

■相关报道
郭长青 et al 研究
发现, Ki67核抗原
的表达与胃癌的
侵袭、低分化、

淋巴结转移显著
相关. 田丽峰 et al
研究表明Ki67表达
与胃不典型增生程
度、分化程度、组
织学类型有关, 与
EGFR有协同作用. 
徐佶 et al 研究发
现Ki67指数和浸
润深度、淋巴结
转移有关. 陈玉芳 
et al研究提示胃癌
恶性度低, Ki67指
数低, 反之则高.
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3  讨论

动物研究发现R u n x3选择性地表达在凋亡明

显的胃黏膜上皮细胞, 而在增生活跃的干细胞

带未发现有Runx3表达, 提示Runx3可能是与

T G F-β介导的细胞生长和凋亡调控有关的重

要抑癌基因[2-3]. TGF-β是许多细胞的有效抑制

因子(如上皮细胞、内皮细胞、淋巴细胞等), 
TGF-β信号紊乱将导致多种肿瘤的发生[4]. 在
TGF-β信号传导过程中, 被激活的Smad复合物

需在Runx蛋白(包括Runx3)指导下才能从胞质

内转入核内特定的靶位点, 并加强Smad蛋白与

靶位点的结合强度, Smad蛋白与Runx3转录因

子相互作用共同调控靶基因的转录, 因此Runx3
蛋白在TGF-β/Runx3/Smad信号传导通路中起

着非常重要的作用, Runx3功能的改变可以影

响TGF-β信号的活动, 进而在胃癌的发生过程

中起着重要的作用[5]. 宋军民 et al [6]应用Western 
blot法检测了26例胃癌及相应的癌旁正常组织

的Runx3蛋白表达, 结果表明胃癌组Runx3蛋白

表达明显低于癌旁组, 而且Runx3蛋白的表达

与肿瘤的分化程度有关. Runx3失活不表达蛋

白时, TGF-β凋亡传导通路受到影响, 胃黏膜凋

亡抑制, 胃黏膜无限制的增生, 发生胃癌.Runx3
除对胃黏膜上皮的异常增生有影响外, 还与其

肠化生有关. 曾有报道指出, 在人体胃组织中, 
Runx3+/+能诱导胃黏膜上皮肠化生[7]. 但近期又

发现Runx3-/-的胃黏膜上皮细胞可分化成肠型胃

黏膜(肠化生). Runx3-/-还诱导能促进胃黏膜肠化

生的Cdx2表达, 但在正常胃黏膜中Cdx2的表达

可被Runx3所抑制[8]. 本研究结果表明, Runx3在
正常胃黏膜中表达为阳性; 在胃黏膜肠化生、

胃癌组织中表达明显低于正常胃黏膜(P <0.01); 
Runx3与胃癌的分化程度、浆膜浸润、淋巴结

转移密切相关; Runx3基因缺失可能是胃癌发生

发展的重要机制之一, Runx3有望成为一个胃癌

发生的生物学标记和肿瘤基因治疗的靶点, 为
胃癌的诊断和治疗提供新的途径.

Ki67是一种核增殖抗原[9], 存在于细胞周期

的G1、S、G2、M期, G1后期开始出现, 在S期和

G2期逐渐升高, M期达到高峰. 有丝分裂结束后

迅速降解或失去其抗原决定簇. Ki67表达的高低

反映了细胞增殖状态, 是目前应用最广泛的增

殖细胞标记之一[10]. 研究发现, Ki67有可能作为

确定癌前人群高危个体的生物标志物[11]. Ki67
与胃癌关系的研究报道较多, 但结论并不完全

一致[12-13]. Czyzewska et al [12]研究证实Ki67表达

与肿瘤的分化程度、Lauren分型、淋巴结转移

等明显相关, 与年龄、肿瘤部位无关; Oshima 
e t a l [13]的研究表明Ki67表达与年龄、性别、

分期和预后等均无明显相关 .  本研究结果表

明, Ki67表达与胃癌的分化程度、浆膜浸润和

Lauren分型有关, 检测Ki67的表达水平, 有助于

胃癌恶性程度的判断, 对指导临床治疗有一定

意义.
胃癌的发生是一个多因素、多步骤、多基

因参与的过程[14-16], 胃癌中主要是腺癌, 研究表

明腺癌的发生是由正常黏膜-慢性炎症-萎缩-肠
化生-异型增生-癌变多步骤、逐渐进展的过程, 
众多基因及分子改变的累积与这一演变过程密

切相关[17]. 在胃癌发生的多因素形成方面, 肠化

生是一个非常重要的癌前病变, 虽然肠化生并

不是伴癌状态, 但因其能提高胃液pH, 利于细菌

生长而易致癌. 因此, 研究这一演变过程不同阶

段中众多基因表达谱的差异, 有助于揭示胃癌

的发生机制. 本研究认为胃癌中Runx3的低表达

和Ki67的表达密切相关相一致, 提示推测异常增

表  2  Runx3和Ki67与临床病理参数关系

     
	                                                               Runx3		                                    Ki67

                                                      +	 -	    χ2	    P 	     +	      -	          χ2	               P

Lauren分型										        

    弥漫型		 26	 2	 24	 0.531	 0.466	    24	      2	      9.740	           0.002

    肠型		  21	 3	 18			      11	    10		

浸润浆膜										        

    有		  34	 1	 33	 7.661	 0.006	    28	      6	      4.019	           0.045

    无		  13	 4	   9			        7	      6	

淋巴结转移										        

    有		  30	 1	 29	 4.656	 0.031	    22	      8	      0.056	           0.813

    无		  17	 4	 13			      13	      4		

                                      n         

■应用要点
检 测 R u n x 3 和
Ki67表达可能有
助于胃癌高危人
群, 尤其是慢性胃
炎患者伴有肠化
生-胃癌演变过程
的人群的筛查、

早期诊断.    
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殖的细胞中可能有Runx3抑癌基因的功能缺失, 
Ki67基因的表达活跃, 两方面对细胞恶变均有促

进作用. Runx3基因功能异常后, 其调节TGF-β凋
亡传导通路的作用受影响, 从而增强胃癌细胞的

增殖活性, 进而使Ki67抗原表达明显增加. 因此, 
免疫组化法检测胃组织中Runx3与Ki67蛋白的异

常表达, 有助于癌及其癌前病变的早期发现, 并
为开发新的抗瘤药物和寻找新的基因治疗的靶

基因提供线索和思路. 有关二者的分子和生物学

机制, 还有待进一步研究和证实.
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本研究设计合理, 
方法正确, 结论可
信, 具有较好的可
读性和科学性.
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Abstract
AIM: To investigate the effects and clinical 
value of argon plasma coagulation (APC) on 
gastric premalignant lesions under magnifying 
chromoendoscopy (MCE).

METHODS: A total of 90 cases with gastric pre-
malignant lesions underwent argon plasma co-
agulation under magnifying chromoendoscopy 
using Fujinon EG-590ZW magnifying endoscope 
in combination with methylene blue staining. The 
changes of microstructures after treatment were 
studied and compared with histopathology.

RESULTS: Six months after argon plasma co-
agulation treatment, microstructures of gastric 
mucosa in 90 cases with intestinal metaplasia 
and dysplasia were regenerated from type E, F 
to type C or D (86.7%, 6.7%), and the abnormal 
hyperplasia blood capillary disappeared. Histo-
pathological tissues changed into active inflam-

mation (85.6%) or atrophic inflammation (8.9%). 
The ablation rates of microstructures (type E and 
F) and histopathology (intestinal metaplasia and 
dysplasia) were 93.0% and 94.4%, respectively.

CONCLUSION: Argon plasma coagulation is 
a safe and effective method in the treatment of 
gastric premalignant lesions.

Key Words: Magnifying chromoendoscopy; Argon 
plasma coagulation; Gastric premalignant lesions

Yuan HF, Tang SB, Xi JY. Argon plasma coagulation 
under magnifying chromoendoscopy for gastric 
premalignant lesions: an analysis of 90 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(33): 3805-3809

摘要
目的: 探讨放大色素内镜下氩离子凝固术对
胃黏膜癌前病变的治疗效果及其临床应用
价值. 

方法: 应用Fujinon EG-590ZW型电子放大内
镜, 结合美蓝染色, 对90例胃黏膜癌前病变患
者进行氩离子凝固术治疗, 观察治疗前后病灶
细微结构形态学改变, 并结合其病理组织学改
变进行比较分析. 

结果: 90例伴随肠上皮化生及异型增生的胃
黏膜在进行氩离子凝固术治疗后6 mo, 胃小
凹形态由治疗前的E、F型再生为C、D型
(86.7%、6.7%), 异常增生微血管消失,其相应
病理组织学转变为慢性活动性炎症(85.6%)及
萎缩性炎症(8.9%), E、F型胃黏膜及肠上皮化
生、异型增生消融率分别为93.0%及94.4%.

结论: 氩离子凝固术是一种胃黏膜癌前病变
安全、有效的治疗方法.

关键词: 放大色素内镜; 氩离子凝固术; 胃黏膜癌前

病变
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■背景资料
胃癌在我国发病
率和病死率均居
恶性肿瘤的首位, 
手术切除是目前
主要的治疗手段
之一 .  报道显示 , 
我国胃癌的5年生
存率为20%-30%
左右, 决定胃癌患
者预后的关键在
于早期发现、早
期诊断和早期治
疗. 临床上, 放大
色素内镜(MCE)
的应用可对消化
系黏膜表面及黏
膜下血管等细微
结构进行细致观
察, 黏膜染色技术
更能显示病变轮
廓及范围, 也使得
放大色素内镜下
对胃黏膜癌前病
变的诊断成为可
能.

■同行评议者
程 英 升 ,  主 任 医
师, 上海交通大学
附属第六人民医
院放射科、上海
交通大学影像医
学研究所



0  引言

胃癌在我国发病率和病死率均居恶性肿瘤的首

位, 手术切除是目前主要的治疗手段之一. 早
期发现、早期诊断和早期治疗是决定胃癌患

者预后的关键. 萎缩性胃炎伴肠上皮化生及异

型增生是重要的胃黏膜癌前病变, 这种胃黏膜

的病变在普通内镜下多表现为病灶黏膜不同

程度的糜烂. 临床上, 放大色素内镜(magnifying 
chromoendoscopy, MCE)的应用可对消化系黏

膜表面及黏膜下血管等细微结构进行细致观察, 
黏膜染色技术更能显示病变轮廓及范围, 也使

得放大色素内镜下对胃黏膜癌前病变的诊断成

为可能. 氩离子凝固术(argon plasma coagulation, 
APC)是一种新型的非接触性凝固方法, 其与传

统的各种热凝固技术相比, 具有作用迅速、高

效、安全性高等特点. 本研究在放大色素内镜

下应用氩离子凝固术对胃黏膜癌前病变进行凝

固治疗, 追踪观察病灶治疗后的细微形态改变, 
并与其病理组织学进行对照, 探讨放大色素内

镜下氩离子凝固术治疗胃黏膜癌前病变的疗效

及其应用价值.

1  材料和方法

1.1 材料 2007-01/2007-12因上腹部闷胀、疼痛、

嗳气、反酸等上消化道症状在我科行放大色素

内镜及病理组织学检查, 明确存在萎缩性胃炎伴

肠上皮化生及异型增生的患者共90例. 其中肠上

皮化生66例, 轻度异型增生16例, 重度异型增生8
例; 男51例, 女39例; 年龄35-67(平均年龄41.5)岁; 
病灶以胃窦部为主(72%), 以胃角部(21%)及胃体

部(7%)为次; 所有病例共治疗观察病灶667处. 放
大内镜为Fujinon EG-590ZW型电子放大内镜, 既
可行普通内镜检查, 也可通过光学及电子变焦将

图像放大至100-200倍观察. 氩气高频电刀, 山东

玉华电气有限公司生产, AG9800型.
1.2 方法 
1.2.1 内镜观察: 检查前5 min po局麻药物和祛泡

剂, 选定病变区域予蒸馏水及二甲基硅油稀释

液充分冲洗祛除泡沫和黏液后, 5 g/L美蓝喷洒

染色, 3 min后用蒸馏水冲洗表面浮色, 启动放大

功能对病灶胃小凹及黏膜微血管进行观察及形

态学分类, 并于病灶处行多点病理取材. 本组病

例于氩离子凝固术治疗前及治疗后1、3、6 mo
分别接受内镜检查及复查.
1.2.2 病理组织学检查: 治疗前及治疗后1、3、
6 mo分别于病变区域取样行病理组织学检查. 
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将胃黏膜病理学改变定级为慢性活动性炎症、

萎缩性炎症、肠上皮化生及轻、重度异型增生. 
如同一病灶病理组织学诊断出现重叠者, 取较

重一级.
1.2.3 氩离子凝固术治疗: APC治疗前, 如有幽门

螺杆菌(H pylori )感染者均予1 wk质子泵抑制剂

联合阿莫西林、克拉霉素抗H pylori , 无H pylori
感染者仅予质子泵抑制剂治疗; APC治疗后所有

病例均继续使用质子泵抑制剂2 mo. APC治疗

时, 氩气流量2.0 L/min, 功率60 W, 在放大色素

内镜下确定病灶区域后, 经内镜活检孔道插入

氩离子喷射导管至病灶上方0.3-0.5 cm, 以每次

1-2 s的时间施以氩离子凝固治疗. 喷凝次数根据

病灶大小及治疗效果来决定, 治疗后以病灶黏

膜平坦或稍凹陷, 表面变白或深黄色为宜. 治疗

后1 mo复查, 发现残留病灶者行二次APC治疗.
统计学处理 所获资料以SPSS10.0统计软件

进行统计分析, 计数资料采用χ2检验, P <0.05为
差异具有显著性.

2  结果

2.1 形态学分类 将胃小凹及细微结构分为六大

基本类型: A型: 圆点状小凹; B型: 短小棒状小

凹, 可出现迂曲、延长或分支; C型: 较B型稀疏

而粗大的线状小凹; D型: 斑块状或网格样小凹; 
E型: 绒毛状、指状小凹; F型: 小凹结构模糊不

清或缺损区内呈现出颗粒状隆起及不规则粗乱

毛细血管. 如同一病灶形态学出现重叠者, 取较

重一型.
2.2 治疗前后胃黏膜细微结构与病理组织学对

照 本组90例胃黏膜癌前病变患者在接受APC
治疗前黏膜胃小凹分型为D型4.4%(4/90)、
E型68.9%(62/90)及F型26.7%(24/90), 部分伴

不规则粗乱微血管形成12.2%(11/90), 其组织

病理为肠上皮化生73.3%(66/90),  轻度异型

增生17.8%(16/90), 重度异型增生8.9%(8/90).
在接受A P C消融治疗后1 m o, 胃小凹分型为

C型81.1%(73/90)、D型13.3%(12/90)及E型

5.6%(5/90), 组织病理显示81.1%(73/90)为慢

性活动性炎症、11.1%(10/90)为萎缩性炎症、

7.8%(7/90)为肠上皮化生; 治疗后3 m o胃小

凹分型为C型87.8%(79/90)、D型7.8%(8/90)
及E型3.3%(3/90), 均未见不规则粗乱微血管

出现, 组织病理85.6%(77/90)为慢性活动性炎

症、11.1%(10/90)为萎缩性炎症及3.3%(3/90)
肠上皮化生 ;  治疗后6 m o胃小凹分型为C型

www.wjgnet.com

■相关报道
Familiari et al 在
研究中显示APC
能对Barrett's食管
进行消融并导致
鳞状上皮的完全
再生. Hage et al
在应用APC治疗
Barrett's食管肠上
皮化生和异型增
生中进一步指出, 
尽管内镜下消融
术可对76%患者
进行有效治疗, 但
分子畸变的存在
仍然是导致腺癌
发生的危险因素.
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95.6%(86/90)、D型2.2%(2/90)及E型2.2%(2/90), 
组织病理92.2%(83/90)为慢性活动性炎症、

4.4%(4/90)为萎缩性炎症及3.3%(3/90)肠上皮

化生.
治疗前、后胃小凹形态及病理组织学改变

差异具有显著性(P <0.05), 而治疗后1、3、6 mo
间比较差异无显著性(表1-2, 图1).

3  讨论

胃癌在我国发病率和病死率均居恶性肿瘤的首

位, 手术切除是目前主要的治疗手段之一. 报道

显示, 我国胃癌的5年生存率为20%-30%左右, 
决定胃癌患者预后的关键在于早期发现、早期

诊断和早期治疗. 正常胃黏膜表面由纵横交错

的浅沟分成许多胃小区, 小区内遍布点状或线

状的细小凹陷, 称胃小凹(gastric pit). 普通内镜

下难以观察到胃小凹的形态特征, 放大内镜可

将黏膜表面放大至接近实体显微镜的水平, 可
清晰观察到胃小凹甚至黏膜下血管形态. 镜下

染色是放大内镜检查的重要辅助手段, 根据不

同目的采用特殊染料对黏膜组织进行染色, 美
蓝染色属于细胞核染色, 由于病灶细胞内DNA
含量明显高于正常细胞核的含量, 所以经美蓝

染色后的病灶上皮与邻近上皮的分界十分清

楚, 可以更清晰地显示出病灶范围及表面情况. 
当胃黏膜发生病变时, 首先表现为胃小凹形态

的改变. 在前期研究中应用放大色素内镜观察

胃黏膜小凹及细微结构, 并将其分为六大基本

类型, 即A、B、C、D、E及F型, 结果显示胃

小凹的形态学改变与病理学改变呈正相关, 由
A-F型的转变可较为准确地反映胃黏膜从正常

黏膜-浅表性炎症-萎缩性炎症-伴存肠上皮化生-
异型增生的慢性炎症发展过程以及病变的严重

■应用要点
氩离子凝固术是
一种胃黏膜癌前
病变安全、有效
的治疗方法.

表  1  APC治疗前后胃黏膜细微结构对照 (n = 90)

     
小凹形态	     治疗前

		                 治疗后 

		              1 mo               3 mo         6 mo

C型		              73            	 79	 86

D型	         4	             12		   8              2

E型	       62	               5		   3              2

F型	       24			 

表  2  APC治疗前后病理组织学对照 (n = 90)

     
病理组织学改变	 治疗前

	                治疗后

			   1 mo         3 mo        6 mo

慢性活动性炎症		   73	 77	 83

萎缩性炎症		   10	 10	   4

肠上皮化生	    66	    7	   3	   3

轻度异型增生	    16			 

重度异型增生	      8			 

A B

C D

图  1  放大色素内镜下胃黏膜癌前病变色素观察及APC治疗. A: 胃窦美蓝染色后病灶清晰显示; B: F型(×120), 伴粗乱微血

管形成; C: E型(×100); D: 病灶美蓝染色后行APC治疗.
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程度[1-4]. Watari et al [5]研究认为, 胃小凹的形态

及病理组织学类型可随着胃黏膜炎症和活动度

而变化, 但当胃黏膜肠上皮化生形成后, 即使在 
H pylori感染被消除、炎症消退、萎缩程度改善

后仍然无法逆转其组织病理. 萎缩性胃炎伴肠

上皮化生及异型增生是重要的胃黏膜癌前病变, 
这种胃黏膜的病变常首先引起胃小凹形态学上

的改变, 应用放大色素内镜观察胃黏膜细微结

构, 并与其组织病理进行对照, 结果显示E、F型
黏膜的出现及异常微血管的形成, 提示着胃黏

膜肠上皮化生及异型增生癌前病变甚至早期胃

癌的发生[3,6-7]. 放大色素内镜下胃黏膜细微形态

学特征与其病理组织学类型的高度相关性, 使
得内镜下对胃黏膜癌前病变及早期胃癌的诊断

及治疗成为可能. APC是一种新型的非接触性

凝固方法, 其能量经电离的氩气传导至靶组织, 
使该组织产生凝固效应, 从而起到破坏病变组

织和止血的作用, 他的热效应深度仅限于使组

织失活、凝固和干燥的一个很小的范围内, 正
常操作下组织表面热凝固深度一般不超过0.3 
cm, 其治疗具有操作简便、高效、创伤小、并

发症少的优点[8-9]. APC自1991年被应用于内镜

下治疗术后, 已越来越广泛地应用于治疗消化

道出血、Dieulafoy病、胃窦毛细血管扩张症、

Barrett's食管、消化道肿瘤、息肉或息肉电切术

后残留及疣状胃炎等, 并且显示出其满意的疗

效[10-19]. 值得关注的是, Familiari et al [14]在研究中

显示APC能对Barrett's食管进行消融并导致鳞状

上皮的完全再生. Hage et al [15]在应用APC治疗

Barrett's食管肠上皮化生和异型增生中进一步指

出, 尽管内镜下消融术可对76%患者进行有效治

疗, 但分子畸变的存在仍然是导致腺癌发生的

危险因素.
本研究中, 在放大色素内镜下应用氩离子

凝固术对胃黏膜癌前病变进行凝固治疗, 追踪

观察病灶黏膜治疗后的细微形态及其病理组织

学改变. 结果显示, 在治疗前, 90例胃黏膜癌前

病变在放大色素内镜下呈现出特殊的E、F型黏

膜95.6%(86/90), 其中12.2%伴不规则异常微血

管形成. 病灶在进行APC治疗后的1 mo复查显

示, E、F型黏膜5.6%(5/90), 其病理组织学检查

肠上皮化生及异型增生为7.8%(7/90). 治疗后3 
mo复查, E、F型黏膜3.3%(3/90), 其病理组织学

检查肠上皮化生及异型增生为3.3%(3/90). 治疗

后6 mo复查, E、F型黏膜2.2%(2/90), 其病理组

织学检查肠上皮化生及异型增生为3.3%(3/90). 

本组90例胃黏膜癌前病变在接受APC治疗前、

后胃小凹形态及病理组织学改变差异具有显

著性(P <0.05). 治疗后6 mo, E、F型胃黏膜消融

率为97.6%, 肠上皮化生、异型增生消融率为

96.7%, 且治疗后1、3、6 mo间比较, 胃黏膜细

微结构及病理组织学改变差异无显著性. 既往

在对胃黏膜隆起糜烂APC治疗的观察中显示, 原
病灶在消融治疗后往往有不同程度残留并伴随

不同程度的疤痕组织形成, 这种疤痕组织的存

在可引起再生黏膜微循环的障碍, 进一步导致

新病灶的出现, 这与在同一部位的反复接触性

治疗, 消融范围未能覆盖整个病灶有关. 在放大

色素内镜下进行非接触性的消融治疗, 可避免

这一缺陷的出现, 不仅使整个病灶得以均匀喷

凝, 同时保证形成的再生黏膜更为稳定. APC治
疗中常见的不良反应主要为腹胀、腹痛, 而出

血、穿孔等严重并发症在本组病例未见, 前者

可于治疗过程中注意抽吸胃腔中过多气体而避

免. 在前期对胃黏膜隆起糜烂及癌前病变的色

素放大观察中, 伴随肠上皮化生及异型增生癌

前病变的胃黏膜经美蓝染色后常为深蓝或浅蓝

色, 放大后局部黏膜细微结构呈E、F型, 且镜

下界限清晰, 易于辨认[2-3]. 在病灶接受APC治疗

后1、3、6 mo进行色素放大内镜的复查中, 发
现遗留病灶分别为7例、3例及3例, 均为原病灶

周边组织, 可能与治疗范围未能完全覆盖病灶

有关, 而经充分喷凝治疗后的病灶中央区域, 均
未见遗漏病变. 本组病例中, 镜下观察、病理取

材、APC消融治疗及病灶治疗后的随访均在色

素放大内镜下进行, 效果满意.
总之, 我们认为氩离子凝固术对胃黏膜癌

前病变具有满意疗效, 能明显消除E、F型胃黏

膜及肠上皮化生、异型增生, 治疗后病灶黏膜

细微结构及病理类型均有明显改善. 放大色素

内镜在治疗过程中的应用, 不仅能清晰显示病

变范围, 指导治疗, 而且在治疗后的追踪观察中

亦具有重要应用价值.
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Abstract
AIM: To investigate the risk factors for H pylori 
infection in patients with chronic gastritis. 

METHODS: A total of 345 cases with chronic 
gastritis confirmed by gastroscopy completed 
a unified questionnaire survey. H pylori infec-
tion was assessed using the 14C-urea breath test. 
The 191 H pylori-positive cases were taken as 
case group while the 154 H pylori-negative cases 
were taken as control group. The univariable 
and multivariable analyses were carried out us-
ing the Chi-Square Tests and Logistic regression 
method. 

RESULTS: Single factor analysis showed that 
the H pylori infection was related to educational 
background, living areas, eating outside, eating 
speed, engorgement, vinegar use, preference of 
spicy food, food fried in oil, family history and 

mental stress (all P < 0.05). The multivariable un-
conditional Logistic regression analysis showed 
that the H pylori infection was related signifi-
cantly to the educational background, eating 
outside, engorgement, vinegar and preference 
of spicy food. H pylori infection was negatively 
associated with the educational background and 
vinegar use (β = -0.247, -0.510, both P < 0.05), 
but positively associated with eating outside, 
engorgement and preference of spicy food (β = 
0.617, 0.577, 0.190, all P < 0.05). 

CONCLUSION: Eating outside frequently, en-
gorgement and preference of spicy food increase 
the risk for H pylori infection, while increased d 
education and proper vinegar use decrease the 
risk for H pylori infection. 

Key Words: Chronic gastritis; Helicobacter pylori ; 
Risk factor

Su AP, Xu CP, Fang XF, Wang JC, Zhang TX. Risk factors 
for helicobacter pylori infection in patients with chronic 
gastritis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(33): 
3810-3813

摘要
目的: 探讨慢性胃炎患者幽门螺杆菌(H pylori )
感染的危险因素. 

方法: 对345例经胃镜确诊的慢性胃炎患者采
用统一调查表进行问卷调查, 14C-尿素呼气试
验检查H pylori , H pylori阳性191例列为病例
组, H pylori阴性154例列为对照组. 

结果: 单因素分析显示文化程度、居住地、

在外就餐、进餐速度、暴饮暴食、食醋、食
用辛辣食物、食用油炸食品、胃病家族史、

精神紧张与H pylori 感染的关系有统计学意
义(P <0.05). 多因素分析表明文化程度、在外
就餐、暴饮暴食、食醋及食用辛辣食物5个
因素有显著性差异. 其中, 文化程度、食醋与
H pylori感染呈负相关(β = -0.247, -0.510, 均
P <0.05), 外出就餐、暴饮暴食、食用辛辣食
物与H pylori感染呈正相关 (β = 0.617, 0.577, 
0.190, 均P <0.05).

®

■背景资料
慢性胃炎是一种
常 见 病 和 多 发
病, 反复发作, 迁
延 不 愈 ,  严 重 影
响人们的生活质
量 .  1983年幽门
螺杆菌(H pylori )
的 发 现 ,  人 们 认
识到慢性胃炎与 
H pylori 感染密切
相 关 .  大 量 研 究
证实, 80%-95%的
慢性活动性胃炎
患者胃黏膜中有 
H  p y l o r i 感 染 . 
因 此 明 确 引 起 
H pylori 感染的危
险因素, 对慢性胃
炎的防治有重要
作用.

■同行评议者
白爱平 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化内科; 
潘秀珍, 教授, 福
建省立医院消化
研究室
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结论: 经常在外进餐、暴饮暴食及食用辛辣
食物可显著增加H pylori感染的危险性, 提高
文化程度, 适量食醋可以减少H pylori感染的
风险.

关键词: 慢性胃炎; 幽门螺杆菌; 危险因素
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0  引言

慢性胃炎是一种多发病、常见病, 反复发作, 迁
延不愈, 严重影响了人们的生活质量. 1983年
澳大利亚学者Barry Marshall和Robin Warren首
次从人胃黏膜活检组织中分离出幽门螺杆菌 
(H pylori )后, 经过多年研究表明, H pylori感染为

慢性活动性胃炎的主要致病菌, 消化性溃疡的

重要致病因素, 也是胃癌重要的危险因素[1]. 大
量研究证实, 80%-95%的慢性活动性胃炎患者

胃黏膜中有H pylori i感染. 因此明确引起H pylori
感染的危险因素, 对慢性胃炎的防治有重要作

用. 本研究旨在寻找慢性胃炎患者与H pylori感
染相关的危险因素, 为预防慢性胃炎的发生提

供健康教育和干预靶点, 为减少慢性胃炎的复

发与提高慢性胃炎的疗效提供临床依据.

1  材料和方法

1.1 材料 山西医科大学第一医院消化科2007-11/ 
2008-02因上消化道症状就诊并经胃镜和(或)病
理检查确诊为慢性胃炎的门诊患者345例, 其中

H pylori阳性191例, H pylori阴性154例.
1.2 方法 
1.2.1 调查方法: 采用统一调查表, 对每个被调查

对象进行问卷调查. 调查内容主要包括一般情

况5个(性别、年龄、职业、文化程度、长期居

住地); 生活饮食习惯25个(饮水来源、吸烟、饮

酒、喜喝红茶还是绿茶、是否常喝浓茶、是否

常喝咖啡、是否经常外出就餐、进餐习惯是共

餐还是分餐、是否饮食规律、是否经常暴饮暴

食、进餐速度、是否常吃甜食、是否喜食醋、

是否常喝鲜牛奶、是否常吃新鲜蔬菜、是否常

吃新鲜水果、是否常吃豆制品、是否常吃肉制

品、是否常吃油炸食物、是否常吃熏烤食物、

是否常吃腌制食物、是否常吃霉变食物、是否

常吃生冷食物、是否常吃热烫食物、是否常吃

辛辣食物); 胃病家族史1个; 精神心理因素3个

(是否经常感觉精神紧张、是否工作生活的压力

大、是否工作生活满意)共34个变量. 
1.2.2 H pylori 感染的检测方法: 用14C-尿素呼气

试验检查H pylor i感染情况. 呼气试验药盒及

HTY1001 H pylori测试仪为深圳中核海得威生

物科技有限公司生产. 严格按照操作规程要求操

作. 阳性值判断: 14C-UBT≥100 dp m/mmol CO2

时, 可判定患者为H pylori阳性. 按照病例-对照

研究的分组原则, 以H pylori检测结果分组, 将阳

性受检者列入病例组, 阴性受检者列入对照组.
统计学处理 对34个变量用SPSS13.0软件包

进行单因素χ2检验和多因素Logistic回归分析, 
计算比值比(OR )及其95%可信区间.

2  结果

2.1 一般情况 病例组与对照组的性别和年龄差

异无统计学意义(P >0.05), 但在文化程度上, 差
异有统计学意义(P <0.05, 表1).
2.2 单因素χ2检验 本研究对34个变量逐项进行

单因素χ2检验, 发现文化程度、居住地、在外就

餐、进餐速度、暴饮暴食、食醋、食用辛辣食

物、食用油炸食品、胃病家族史、精神紧张与

H pylori感染的关系有统计学意义(P <0.05, 表2). 
其他因素均无统计学意义.
2.3 非条件多因素Logistic回归分析 本研究引

入年龄、性别及上述10个因素, 进行非条件多

因素Logistic回归分析(进入水准α = 0.05, 剔出

水准α = 0.10). 结果发现, 影响慢性胃炎患者

H pylori感染的主要因素有5个, 分别为文化程

度、外出就餐、暴饮暴食、食醋、食用辛辣食

物, 其中, 文化程度、食醋与H pylori感染呈负

相关, 外出就餐、暴饮暴食、食用辛辣食物与

■研发前沿
H py lo r i 是慢性
胃炎、消化性溃
疡、胃癌和胃黏
膜相关淋巴组织
淋巴瘤的重要致
病因素, 治疗和预
防H pylori 感染的
复发受到广泛重
视. 研究H pylori
感染的危险因素
并进行干预, 对防
治慢性胃炎、消
化性溃疡及胃癌
等消化系统疾病
有重要意义.

■相关报道
张群勇 et al 研究
发现饮食因素与 
H pylori 感染有很
大的关系, 按时进
餐、多吃豆制品
可以降低慢性胃
炎患者H pylori 感
染风险.

表  1  病例组与对照组的均衡性比较 n (%)

     
变量	                                    病例组	             对照组

性别	     男	             110(57.6)	           80(51.9)

                    女	               81(42.4)	           74(48.1)

年龄(岁)	     20-	               27(14.1)	           14(9.1)

                    30-	               42(22.0)	           37(24.0)

                    40-	               41(21.5)	           42(27.3)

                    50-	               54(28.3)	           39(25.3)

                    60-	               27(14.1)	           22(14.3)

文化程度	     文盲                   46(24.1)	           34(22.1)

                    小学	               44(23.0)	           15(9.7)

                    初中	               37(19.4)	           36(23.4)

                    高中(中专)          34(17.8)	           45(29.2)

                    大学及以上        30(15.7)	           24(15.6)
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H pylori感染呈正相关(表3).

3  讨论

研究报道H pylori感染是慢性胃炎的主要病因, 
根除H pylor i可使胃黏膜活动性炎症消失, 慢
性炎症程度减轻[2-3], 可以明显减缓癌前病变的

进展, 并有可能减少胃癌发生的危险[4-6]. 探讨 
H pylori感染的相关危险因素并进行干预, 将有

助于预防H pylori感染, 降低H pylori感染率, 对
防治慢性胃炎、消化性溃疡及胃癌等消化系统

疾病有重要意义.
现有研究表明H pylori感染与性别、年龄及

社会经济条件有关[7-8], 本研究显示345例慢性胃

炎患者H pylori总的感染率是55.4%, 其中男性 
H pylor i感染率高于女性, 但两者无统计学差

异, 这与国内外研究揭示男性是H pylori感染的

危险因素[9]不同. 许多研究证实年龄是H pylori
感染的危险因素, 本调查结果没有显示年龄与 
H pylori感染有密切关系, 这可能是由于病例组

和对照组在年龄分布上比较接近.
文化程度、居住地及经济收入等多因素

与H pylor i感染有关. 本研究发现文化程度与 
H pylori感染有统计学上的关联, 并且呈负相关

关系, 文化程度低者H pylori感染率高, 文化程度

高者H pylori感染率低. 这与徐顺福 et al [10]研究

结果一样, 提示可能是受教育程度较高者, 职业

相对较好, 收入也相对较高, 饮食卫生观念较强

和居住生活环境也较好, 由环境、水源污染造

成的感染机会相应就较少. 农村地区H pylori感
染率高于城市地区人群[11]. 本研究也显示农村

居民和城市居民H pylori感染率比较差异有统

计学意义(χ2 = 9.830, P  = 0.002), 提示和农村居

民卫生习惯及饲养家禽动物有一定的关系, 但 

H pylori的传播途径尚不明确, 可能与密切接触

有关.
个人的饮食生活习惯与H pylori感染有很大

的关系. 本文经单因素分析表明, 外出进餐、进

餐速度、暴饮暴食、食用辛辣食物、食用油炸

食品、食醋与H pylori感染密切相关, 差异有统

计学意义(P <0.05). 多因素分析发现经常外出进

餐、暴饮暴食、食用辛辣食品、食醋与H pylori
感染有较强的关联. 陈胜良 et al [12]报道外出就餐

是血清学H pylori  IgG抗体阳性危险程度最高的

因素. 本调查显示经常外出进餐与H pylori感染

呈明显正相关关系(OR  = 1.853, P  = 0.007). 这与

李富欢 et al [13]报道一致, 提示可能由于当前一些

小餐馆的食品卫生、进餐环境不佳, H pylori通
过不洁的餐具、食物或共同进餐的方式经由唾

液传播, 这也许是我国人群H pylori感染率普遍

较高的原因之一, 也更加支持了H pylori可通过

唾液传播[14]的理论. 长期暴饮暴食使胃肠道负担

过重, 食物在胃中停留时间过长, 刺激和损伤胃

黏膜, 胃液中的盐酸被稀释, 无力抵抗病菌的侵

袭, 容易发生H pylori感染. 本研究发现, 经常食

辣可以增加慢性胃炎患者H pylori感染的风险. 
这与郭智成 et al[15]研究发现喜欢食辣是H pylori
感染的危险因素结果一致. 原因与经常食辣刺

激和损伤胃黏膜, 而损害的胃黏膜更容易遭受 
H pylori的侵袭有关.

多因素分析还发现, 喜食醋是H pylori感染

的保护因素. 文献报道维生素C减少引起抗氧化

能力下降是H pylori感染的原因之一[16]. 本次调

查对象大部分来自山西省, 山西不仅盛产醋, 山
西人还喜食醋, 醋具有促进维生素C的吸收及保

护原料中维生素C不被破坏的作用, 而且能抑

制氧化物质的形成, 由此降低H pylori感染的风

险. 但大量食醋将改变胃液的pH值使胃环境中

酸性加强, 对胃黏膜造成损伤. 故食醋的食用应

适量. 有关食醋与H pylori感染关系的文献报道

较少, 还需进一步研究. 本次调查的部分结果与

■创新盘点
目前有关食醋与
H py lo r i 感染关
系的文献报道较
少, 本研究显示适
量食醋可以减少 
H pylori 感染的风
险.

■应用要点
本研究显示经常
在外进餐、暴饮
暴 食 及 食 用 辛
辣 食 物 可 增 加 
H pylori 感染的危
险性, 提高文化程
度, 适量食醋可以
减少H pylori 感染
的风险. 提示慢性
胃炎患者养成良
好的饮食生活习
惯 ,  有 助 于 预 防 
H pylori 感染, 降
低H pylori感染率, 
为减少慢性胃炎
的复发与提高慢
性胃炎疗效提供
依据.

表  3  慢性胃炎患者H pylori 感染危险因素的多因素
Logistic分析

     
变量	        β	  SE          P值         OR值         OR 95%CI

文化程度	- 0.247    0.092    0.007     0.781    0.652-0.935

喜食醋  	- 0.510    0.230    0.026     0.600    0.383-0.942

外出就餐	    0.617    0.230    0.007     1.853    1.181-2.908

暴饮暴食	    0.577    0.236    0.014     1.781    1.121-2.830

食辛辣物	    0.190    0.079    0.016     1.210    1.036-1.413

表  2  慢性胃炎患者H pylori感染危险因素的单因素χ2检验

     
变量	                                         χ2  	                     P

文化程度	                               14.464    	               0.006

居住地	                                 9.830    	               0.002

经常外出就餐	               10.931    	               0.001

进食速度	                                 7.687    	               0.021

经常暴饮暴食	                 6.425   	               0.011

食醋  	                                 5.445    	               0.020

食辛辣物	                               20.382   	               0.000

食油炸物   	               11.629    	               0.020

胃病家族史	                 4.504    	               0.034

精神紧张	                                 5.671   	               0.017
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以往文献报道不尽一致, 可能是由于不同地区

的人群其生活方式、经济状况、地理环境等因

素的差异而造成其主要致病因素的不同. 总之, 
H pylori感染不仅与社会综合经济状况有关, 还
与个人饮食生活习惯有关. 本研究提示改善饮

食卫生状况和居住环境, 培养良好的生活习惯, 
尽量避免在外就餐, 忌暴饮暴食, 少吃辛辣食物, 
适量食醋可以减少H pylori感染的风险.
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Abstract
AIM: To investigate effect of health educational 
intervention on life quality of patients with 
decompensated liver cirrhosis.

METHODS: A total of 58 patients with decom-
pensated liver cirrhosis were randomly divided 
into the intervention group (n = 30) and the con-
trol group (n = 28). The patients in control group 
only received medication treatment, while the 
patients in intervention group were given health 
educational intervention in addition to medica-
tion. Life quality of the patients was assessed 
before and after treatment according to SCL-90 
scale, health belief scale and quality of life scale.

RESULTS: There was statistically significant 
difference between the intervention group and 
control group with the scores in mental disorder 
(Anxiety, fear, depression, hostility and soma-
tization), health belief (Compliance behavior, 
healthy lifestyle, treatment satisfaction) and 
quality of life scale (physical, psychological, so-
cial and material functions and scores) (t = 4.23, 
5.31, 4.82, 5.01, 6.44; χ2 = 33.6, 13.72, 20.15, 24.92; 

t = 10.58, 6.61, 5.47, 4.85, 6.72, all P < 0.05).

CONCLUSION: Health educational intervention 
can improve the life quality of patients with de-
compensated liver cirrhosis.

Key Words: Health education; Decompensated liver 
cirrhosis; Quality of life

Zhang HY, Qu JE, Liu P. Effect of health educational 
i n t e r v e n t i o n  o n  l i f e  q u a l i t y  o f  p a t i e n t s  w i t h 
decompensated liver cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(33): 3814-3817

摘要
目的: 探讨健康教育干预对肝硬化失代偿期
患者生活质量的影响. 

方法: 选择我院2005-08/2007-07住院的肝硬化
失代偿期患者58例, 随机分为两组, 干预组(n  
= 30)除常规临床治疗外, 给予健康教育干预; 
对照组(n  = 28)常规临床治疗. 治疗前后两组
均用SCL-90量表、健康信念调查表和肝硬化
失代偿期患者生活质量表进行评估. 

结果: 健康教育干预后两组心理障碍(焦虑、

恐惧、抑郁、敌对、躯体化), 健康信念(遵医
行为、健康生活方式、治疗满意度、疾病重
视程度)和生活质量(躯体、心理、社会及物
质状态功能和总分)比较, 差异均具有统计学
意义(t  = 4.23, 5.31, 4.82, 5.01, 6.44; χ2 = 33.6, 
13.72, 20.15, 24.92; t  = 10.58, 6.61, 5.47, 4.85, 
6.72, 均P <0.05).

结论: 对肝硬化失代偿期患者实施健康教育
干预可以提高其生活质量.

关键词: 健康教育; 肝硬化失代偿期; 生活质量
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0  引言

肝硬化病程长、迁延不愈, 而且缺乏特效的治

®

■背景资料
肝硬化失代偿期
患者存在着各种
心 理 问 题 ,  尤 为
突出是焦虑、恐
惧 、 抑 郁 、 敌
对、躯体化、人
际关系敏感等. 其
中躯体化症状的
改善与治疗效果
直接相关. 本文探
讨健康教育干预
对肝硬化失代偿
期患者生活质量
的影响.
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■研发前沿
肝硬化病程长, 迁
延不愈, 而且缺乏
特效的治疗方法, 
治疗费用昂贵, 患
者缺乏治疗信心, 
担心给家庭带来
经济负担常常自
责、痛苦绝望, 而
这一负性情绪非
常影响治疗. 

疗方法, 治疗费用昂贵, 因此, 肝硬化患者易产

生很多心理问题, 导致躯体症状加重影响疗效

和生活质量[1-3]. 本文探讨健康教育干预对肝硬

化失代偿期患者生活质量的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2005-08/2007-07我院肝硬化失

代偿期患者58例(肝性脑病患者及肝功能处于

Child评分C级患者不纳入对象), 年龄26-70(平
均年龄47)岁, 其中男39例, 女19例. 文化程度: 初
中及以下32例(55%)、中专10例(17.2%)、高中

及以上16例(27.8%). 住院经济顾虑: 有顾虑50例
(86.2%)、无顾虑8例(13.8%). 病因类型: 病毒性

肝炎45例、酒精中毒5例、其他8例. 入院时将

患者随机分为干预组(30例)和对照组(28例), 两
组原发病因、病程、性别、年龄、文化程度比

较, 差异无显著性意义(均P >0.05).
1.2 方法 
1.2.1 健康教育方法: 两组患者均进行常规药物

治疗, 对照组行常规护理; 观察组在此基础上实

施健康教育干预. 针对患者存在的知识缺乏、

营养失调、潜在并发症等护理问题进行评估、

指导. (1)提供规范的治疗护理方案: 因人而异掌

握健康教育时机, 首先观察病情, 处理患者急需

解决的护理问题, 为患者创造安静舒适的环境, 
稳定患者情绪, 使其对自己有一定信任后, 再开

始健康教育效果会更好[4]. (2)接触感召: 我国古

代称“医本仁术”, 护理也是“仁术”. 护理学

是关怀、同情、照料患者的技术. 每当我们接

触或护理患者时可以看到患者或亲属总是用渴

望的眼神盯着我们, 因此, 我们应表情、语言、

技能、仪表和对护理工作的严格要求等影响患

者心态, 使患者信赖、积极配合各项治疗和护

理工作. 神圣的护理职业要求我们用良好情绪

感染他们, 因此我们把接触感召放在首位, 禁忌

消极暗示, 加强护患沟通与患者建立良好的信

任关系. (3)饮食指导: 既要遵守饮食限制又要

保证饮食营养是改善肝功能、延缓病情进展的

基本措施[5]. 以高热量、高蛋白质、高维生素

易消化食物为主. 忌坚硬刺激性食物、细嚼慢

咽, 避免过饱有食管胃底静脉曲张的患者以软

食为主. 有腹水者可进高蛋白低盐饮食, 有肝性

脑病先兆者, 应限制蛋白质摄入. 每周邀请营养

师护理查房1次, 指导患者或家属做好饮食记录, 
定期测量身高、体质量、腹围评估患者营养状

况. (4)心理指导: 肝硬化失代偿期是肝病进展的

最后阶段, 病情相对较重, 病情迁延不愈, 而且

无特效治疗方法. 患者会产生焦虑、恐惧、敌

对、人际关系敏感、轻生厌世、躯体化等心理

问题[6], 严重影响患者治疗效果, 并可导致肝硬

化患者生活质量下降. 因此, 护理人员用积极的

暗示, 激发患者潜能, 消除患者轻生厌世的心理, 
在与患者交流中, 通过列举病情恢复良好的例

子来激励患者的信心, 护士应理解并同情患者, 
耐心向患者讲解各种费用, 积极争取社会家庭

支持, 加强护理沟通, 保持乐观情绪, 鼓励患者

适当的参加一些娱乐活动如下棋、绘画、打扑

克、听音乐等, 增加探视和陪伴的次数, 让患者

不感到被遗弃. (5)活动指导: 肝硬化失代偿期患

者以卧床休息为主, 平卧可减少患者的体能消

耗, 减轻肝脏的负担, 注意生活有规律, 避免用

力排便和搬重物. 但过多的躺卧易引起消化不

良、情绪不佳, 故应视病情适量活动, 活动量以

不加重疲劳和其他症状为度. (6)用药指导: 教育

患者根据医嘱用药, 避免滥用药物、禁用损害

肝脏的药物, 应用利尿剂时不可过量, 以免引起

严重并发症. 详细向患者介绍药物的名称、剂

量、给药时间和方法, 教会其观察药物疗效和

不良反应. (7)健康教育方式: 85.3%的患者对健

康教育知识的需求形式是与医务人员交谈通过

医护人员的讲解示范, 直接获得更多的健康教

育知识[7]. 护士可根据患者年龄、性格、特征、

理解能力等不同情况选用聊天式、教导式、探

讨式教育形式进行针对性健康教育, 还可通过

发放健康教育手册、病房内宣传板报等人性化

的健康宣传, 利用每月3-4次的医患沟通会, 组织

患者交流经验, 畅谈感受、相互鼓励、增强信

心. (8)出院指导: 指导病情稳定患者每月定期复

查肝肾功能, 每周称体重、注意保持皮肤清洁, 
保持大便通畅, 及时发现并发症的出现, 医院每

周电话或书信、家庭访视1次, 建立护患联系, 
进行个别指导. 
1.2.2 效果评价: 两组患者均在健康教育干预

前及干预后1 mo填写以下各评定量表: (1)症状

自评量表(SCL-90)[8], 主要包括焦虑、恐惧、

敌对、抑郁、躯体化等5个因子, 采用5级评分

(0-4), ≥3分视为存在心理障碍. (2)健康信念调

查表(自行设计), 通过患者的遵医行为, 疾病

的重视程度、健康的生活方式、治疗满意度

来反映 .  (3)健康教育干预后两组患者生活质

量评分结果比较, 应用生活质量综合评定量表

(GQOLI-74)调查[9], GQOLI-74主要用于特定人

■相关报道
肝硬化是常见的
慢性进行性肝病, 
调查表明70%以
上的患者对肝硬
化的病因, 临床表
现缺少了解, 95%
以上的人对治疗
护理知识缺少了
解, 近98%的患者
生活方式方面存
在不同程度的问
题.
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群(如老年人、慢性患者)生活质量综合评定. 包
括躯体功能、心理功能、社会功能、物质生活

状态4个维度, 20个因子共计74个条目, 得分越

高, 提示生活质量越好, 被调查者自行填写或指

导填写. 发放问卷58份, 回收58份, 合格率100%.
统计学处理  健康信念比较采用χ 2检验 , 

S C L-90评分和生活质量评分比较采用t 检验 , 
P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 两组SCL-90评分比较 健康教育前, 两组患

者均不同程度存在焦虑、恐惧、敌对、抑郁等

心理障碍, 两组比较差异无显著性意义(P >0.05). 
健康教育干预后两组SCL-90比较, 差异具有统

计学意义(表1).
2.2 两组健康信念比较 通过发放健康信息调查

表, 在实施健康教育前两组健康信念差异无显

著性意义(P >0.05). 实施健康教育干预后, 两组

患者健康信念调查结果比较差异具有统计学意

义(表2).
2.3 两组生活质量比较 两组患者在实施健康教

育干预前均有不同程度的乏力、腹胀、厌食、

恶心、头晕、失眠、腹泻等症状, 两组患者在

心理功能、躯体功能、社会功能、物质状态功

能4个方面比较, 差异均无显著性意义(P >0.05). 
实施健康教育干预后, 两组生活质量比较差异

具有统计学意义(表3).

3  讨论

肝硬化失代偿期患者存在着各种心理问题, 尤
为突出是焦虑、恐惧、抑郁、敌对、躯体化、

人际关系敏感等. 其中躯体化症状的改善与治

疗效果直接相关. 肝硬化病程长, 迁延不愈, 而
且缺乏特效的治疗方法, 治疗费用昂贵, 患者缺

乏治疗信心, 担心给家庭带来经济负担常常自

责、痛苦绝望, 而这一负性情绪非常影响治疗. 
本研究发现实施健康教育可以更多地了解患者

的心理感受, 鼓励患者交流, 医护人员认真倾听

患者主诉, 帮助患者适应新的角色, 满足患者入

院后被尊重的心理需求, 并列举康复良好的病

例以缓解患者心理压力. 本研究表明, 干预组通

过健康教育后SCL-90各因子显著低于对照组

(P <0.01), 提示有针对性地对肝硬化失代偿期患

者进行心理护理, 消除不良情绪刺激, 增强战胜

表  1  教育干预后两组SCL-90因子分比较

     
分组            n              焦虑	             恐惧	         抑郁		          敌对	                    躯体化

对照组	 28       1912±3.60	     15.40±2.50	 13.18±1.92          13.12±2.15           24.57±2.51

干预组	 30      10.38±1.23a	       9.38±1.27c	   8.29±1.26e           7.20±1.12g          10.13±1.12i

t a = 4.23, t c = 5.31, t e = 4.82, t g = 5.01, t i = 6.44, �均P<0.05 vs  ����对照组.

表  2  教育干预后两组患者健康信念调查结果比较 n (%)

     
分组	  n

	       遵医行为	            健康生活方式		      治疗满意度	                疾病重视程度

		  能	 不能	     了解              不了解		 满意  	  不满意	           重视             不重视

对照组	 28         5(17.85)     23(82.14)	 10(35.71)      18(64.28)            8(28.57)      20(71.42)            6(21.42)      22(78.57)

干预组	 30       28(93.33)a      2(6.66)a	 25(83.33)c       5(16.66)c         26(86.66)e       4(13.33)e        26(86.66)g       4(13.33)g

χ2
a = 33.6, χ2

c = 13.72, χ2
e = 20.15, χ2

g = 24.92, �均P<0.05 vs  ����对照组.

表  3  健康教育干预后两组患者生活质量评分结果比较

     
分组            n            躯体功能	         心理功能	  社会功能	             物质状态功能           生活质量总分

对照组	 28       18.21±1.57	       39.1±3.21	 47.2±2.45            46.75±2.37           45.33±2.40

干预组	 30       77.41±2.52a	      75.4±2.58c	 68.7±1.58e           62.56±1.58g          71.03±2.62i

t a = 10.58, t c = 6.61, t e = 5.47, t g = 4.85, t i = 6.72, �均P<0.05 vs  ����对照组.

■应用要点
有针对性地对肝
硬化失代偿期患
者进行心理护理, 
消除不良情绪刺
激, 增强战胜疾病
的信心, 以最佳的
心理状态积极配
合治疗和护理, 能
有效地降低医疗
费用, 提高治疗效
果和生活质量.



www.wjgnet.com

张汉语, 等. 健康教育干预对肝硬化失代偿期患者生活质量的影响					               3817

疾病的信心, 以最佳的心理状态积极配合治疗

和护理, 能有效地降低医疗费用, 提高治疗效果

和生活质量. 
肝硬化是常见的慢性进行性肝病, 调查表

明70%以上的患者对肝硬化的病因, 临床表现

缺少了解, 95%以上的人对治疗护理知识缺少了

解, 近98%的患者生活方式方面存在不同程度的

问题[10]. 健康教育是肝硬化患者主要的护理干预

手段, 护理人员应有计划开展系统性和有针对

性的健康教育, 讲解肝硬化的病因、治疗、转

归以及生活饮食调理等, 使患者掌握相关知识

和履行遵医行为, 提高患者及家属对肝硬化的

认识, 消除紧张焦虑情绪, 提高患者心理应激能

力, 使患者主动积极配合治疗, 本研究结果显示

健康教育干预后患者能够重视疾病, 能够采取

健康的生活方式, 治疗满意度也大大提高, 患者

能积极配合治疗, 主动参与治疗. 健康教育提高

了患者的健康信念. 
由于肝硬化患者病程长症状不易改善, 预

后差, 所以医护人员通过实施健康教育与患者

建立良好的关系给患者提供心理支持. 主动多

接触患者, 鼓励患者倾诉, 尽量满足患者合理的

生理和心理需求. 在健康教育干预过程中, 由于

患者提高了对自己疾病的认识, 同时患者还有

机会相互交流对疾病的体验、消除了不必要的

担心和恐惧, 从而为改善患者的社会功能奠定

了基础. 实践证明, 良好的医患关系是提高患者

生活质量的关键, 调动支持系统给予医疗保障, 
以减轻患者心理压力和经济负担, 使患者能享

受到家庭的温暖, 树立治疗信心, 使肝硬化患者

能改变不良生活方式, 自觉采纳有益于健康的

行为和生活方式, 从而促进健康和提高生活质

量[11-13]. 
肝硬化是一种慢性常见、病死率高的疾病, 

病程长、并发症多, 在应用生物医学手段对症

治疗后, 如何进行控制症状, 预防并发症, 改善

患者的社会功能, 提高其生活质量已成为我们

今后工作努力的方向. 而健康教育干预正是根

据上述目标设计而成. 本次研究结果显示, 对肝

硬化患者实施健康教育可节省人力、时间、增

强健康教育的效率, 提高患者生活质量和满意度. 
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