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Abstract
Immunotherapy for tumor has been a hotspot 
in recent research. The peptide vaccines are now 
drawing extensive attention since it is chemically 
stable, easily prepared and devoid of oncogenic 
potential. Research showed that antitumor 
effect of peptide vaccines was closely related to 
its immunogenicity which can be enhanced by 
immunoadjuvant, multiple-antigen peptides, 
multiple-epitope peptides or combination 
with adjuvant, dendritic cells, Th epitopes or 
cell-penetrating peptides. Although peptide 
vaccines were somewhat effective for some 
malignant tumors, there existed such problems 
as unsatisfying immunogenicity, inconsistency 
between intensity of immune response and 
clinical results, and HLA type restriction, which 
require further investigation. 

Key Words: Tumor; Immunotherapy; Peptide vac-
cine; Immunogenicity
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摘要
近年来, 随着免疫学的不断发展, 肿瘤的免疫
疗法已成为当前研究的热点, 而多肽疫苗因其
化学性质稳定、易于制备、无潜在致癌性等
优点, 更是受到广泛关注. 研究发现, 应用免疫
佐剂、多抗原分支肽、全长或多表位叠加抗
原肽、融合穿膜肽, 增加Th表位及联合树突
状细胞等方法, 可提高免疫原性, 增强抗肿瘤
作用. 多肽疫苗临床治疗一些恶性肿瘤也已取
得一定效果, 但尚存在免疫原性欠佳、免疫应
答、临床疗效不尽一致及受HLA表型限制等
问题, 还需进一步深入研究解决.

关键词: 肿瘤; 免疫治疗; 多肽疫苗; 免疫原性
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0  引言

肿瘤传统治疗包括手术、化疗、放疗或是这些

方法的联合. 手术因无法彻底清除残存的肿瘤

细胞而致复发; 放疗和化疗在杀伤肿瘤细胞的

同时也杀伤正常细胞而致患者难以坚持. 随着

对肿瘤发生、发展分子机制研究的深入和生物

技术的迅速发展, 生物治疗已经成为肿瘤治疗

的第四种模式, 包括体细胞疗法与细胞因子疗

法、放射靶向治疗、基因治疗、分子靶向治疗

及肿瘤疫苗等[1]. 其中, 肿瘤多肽疫苗已成为近

年研究的热点, 与当前研究的另一大热点分子

靶向治疗相比, 两者均具有治疗特异性高、不

损伤机体正常细胞、毒副作用低、患者治疗依

从性好、生活质量高等优点, 但分子靶向治疗

也存在仅对靶分子表达阳性的部分肿瘤细胞有

效、肿瘤型别专一性强、临床有效率低、价格

昂贵等问题, 而肿瘤多肽疫苗则具有化学性质

稳定、制作方便、无需细菌病毒等载体、肿瘤

型别通用性强、有效率高、治疗费用相对较低

等优势[2-3]. 本文就多肽疫苗的作用机制, 增强疫

苗免疫原性的途径, 及其在临床肿瘤治疗中的

应用作一简要叙述. 

www.wjgnet.com
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■背景资料
随 着 对 肿 瘤 发
生、发展分子机
制研究的深入和
生物技术的迅速
发展, 生物治疗已
经成为肿瘤治疗
的第四种模式, 包
括体细胞疗法与
细胞因子疗法、

放射靶向治疗、

基因治疗、分子
靶向治疗及肿瘤
疫苗等.

■同行评议者
张凤春, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
肿瘤中心



1  T细胞抗肿瘤免疫的机制

T细胞的活化是多肽疫苗抗肿瘤免疫反应的关

键步骤(图1). 抗原特异性T细胞反应由抗原递

呈细胞(antigen presenting cell, APC)对抗原多

肽的递呈开始. 肿瘤抗原多肽必需经APC加工

处理后形成主要组织相溶性分子复合物(major 
histocompatibility complex, MHC), 才能被T细胞

受体(T cell receptor, TCR)识别, 产生抗原特异性

激发信号. 树突状细胞(dendritic cell, DC)是递呈

作用最强的APC, 大量表达诸如CD80、CD86等
共刺激分子和CD83等特异性标志物的MHC Ⅰ
类和Ⅱ类分子. DC吞噬多肽疫苗中的多肽后迁

移到外周淋巴结, 并将8-10个氨基酸长度的抗原

肽和MHC-Ⅰ类分子的结合物递呈给以CD8作
为细胞表面标志的细胞毒T淋巴细胞(cytotoxic T 
lymphocyte, CTL). 幼稚的T细胞在APC递呈的多

肽-MHC分子复合物和共刺激分子双信号的作用

下转化为成熟的效应细胞, 迁移到炎症、肿瘤部

位从而启动了有效的杀伤反应, 通过穿孔素/颗
粒酶和(或)Fas/Fas-L途径溶解靶细胞. 不同细胞

毒T淋巴细胞亚群的杀伤靶细胞机制略有不同: 
CD8+ CTL主要通过颗粒依赖性途径杀伤靶细

胞和病原, DN CTL(CD8-CD4-)主要是通过FasL-
Fas介导但无法杀伤病原体, 而CD4+ CTL则可通

过任一途径杀伤靶细胞. 
那些长度约为14-25个氨基酸的抗原肽

则和MHC-Ⅱ类分子结合, 然后递呈给以CD4
作为细胞表面标志的辅助T淋巴细胞(helper T 
lymphocyte, HTL, Th). Th细胞在激发和维持抗肿

瘤免疫的过程中起到了重要的作用. 许多研究已

经证实, CD4 Th细胞和DC的CD40-CD40L之间

的相互作用是激发和活化CD8 CTL的关键. CD4 
Th细胞通过CD40-CD40L信号途径和分泌IL-2的
方法激活幼稚DC以辅助CD8 CTL反应. CD4 Th
细胞识别了DC递呈的抗原后, 反过来激活载有

抗原的DC, 一旦被活化, 这些DC就可以有效的

激发CD8 CTL对肿瘤抗原做出反应. CD4 Th细胞

分为Th1和Th2两种类型. 活化的Th1 CD4细胞分

泌IL-2等细胞因子来激活CD8 CTL、自然杀伤

细胞(natural killer cell, NK)和巨噬细胞以作为抗

体依赖细胞介导的细胞毒作用的效应细胞. Th2 
CD4细胞分泌IL-4、I-L5、IL-6等细胞因子来激

活B细胞以介导体液免疫. 另外, 记忆性CD4 Th
细胞还在维持保护性免疫中起关键性作用. 同时, 
CD4 Th细胞还可以释放出如IFN-γ、TNF之类的

细胞因子来维持CD8 CTL的生长和增殖并协助

其发挥抗肿瘤的作用[4-6]. 
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2  肿瘤抗原

活化的T细胞对肿瘤细胞的杀伤始于机体的免

疫系统对肿瘤抗原性物质的识别. 肿瘤抗原是肿

瘤特异性免疫应答的重要靶抗原, 分为肿瘤特异

性抗原(tumor specific antigen, TSA)和肿瘤相关性

抗原(tumor-associated antigen, TAA)两种[7-8]. TSA
是只在肿瘤细胞表达, 而在正常细胞中不表达

的抗原分子, 因此不存在宿主免疫耐受和发生

自身免疫的可能. 这些抗原多来源于病毒抗原, 
变异蛋白或是融合蛋白. 相对于TSA, TAA在

正常组织和肿瘤组织中均有表达, 但肿瘤细胞

的表达量明显高于正常组织, 如CEA、AFP、
CA19-9等. 发生免疫耐受和自身免疫反应是此

类疫苗可能潜在的问题, 因此如何提高人体免

疫系统对TAA特异性CTL和HTL表位的识别是

多肽疫苗研究中的关键所在, 而肿瘤抗原表位

鉴定的发展使这个问题能得以有效的解决. 

3  多肽疫苗

肿瘤多肽疫苗因制作工序简单、费用低廉、化

学性质稳定、无致癌性等优点而成为肿瘤免疫

治疗的新方法. 理想的多肽疫苗免疫原性强, 能
激活抗原特异性CTL和HTL反应, 有效杀伤肿瘤

细胞而对正常细胞无毒害作用. 但是普通的多

肽抗原因其表位单一、分子量小易降解等原因

而致免疫原性弱, 只能激发低水平的CTL反应, 
不能获得理想的抗肿瘤效果. 故在多肽疫苗设

计过程中需重点解决提高免疫原性的问题. 

4  提高多肽疫苗免疫原性的方法

4.1 免疫佐剂 佐剂属于非特异性免疫原性增强

剂, 其本身不能引起有效的抗肿瘤免疫反应, 但
可以模拟病原体制造的危险信号, 刺激免疫系

统, 参与刺激淋巴细胞增殖与分化, 引起机体炎

症反应, 另外还可以保护抗原肽不被蛋白酶降

解, 并缓慢释放到细胞外. 佐剂包括福氏完全佐

剂(complete Freund's adjuvant, CFA)、福氏不完

全佐剂(incomplete Freund's adjuvant, IFA)、粒

巨噬细胞集落刺激因子(granulocyte macrophage 
colony-stimulating factor, GM-CSF)、IL-2、热

休克蛋白(heat shock protein, HSP)等[3,9]. 目前免

疫佐剂的使用没有一个特定的规则, 但其选择

可能和抗原肽种类、注射方法、肿瘤类型等有

关. Scheibenbogen et al [10]以GM-CSF和KLH作为

MHC-Ⅰ限制性酪氨酸酶多肽疫苗的佐剂对43
名高危黑色素瘤患者进行免疫接种实验以比较

不同佐剂对多肽疫苗作用的影响, 结果表明单
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独以GM-CSF为佐剂的9名患者中有4名出现特

异性T细胞反应, 单独以KLH为佐剂的患者中未

出现类似反应, 而GM-CSF和KLH联合作为佐剂

则可增强多肽的免疫原性. 说明不同的佐剂对

多肽产生不同的影响, 而联合使用佐剂可以增

强多肽的免疫原性. 
4.2 联合树突状细胞 DC是目前发现的体内功

能最强的T细胞刺激物, 其最大的特点是能显

著刺激初始型T-淋巴细胞增殖, 是机体免疫反

应的始动者. DC能高水平的表达与抗原递呈有

关的MHC-Ⅰ类和MHC-Ⅱ类分子, 摄取肿瘤相

关抗原后递呈给T细胞, 激活相应的CD4+ T细
胞和CD8+ T细胞, DC还可以借助表达的粘附分

子与T细胞膜表面的相应配体CD28和CTL A-4
的相互作用而活化Th细胞, 使Th细胞产生大量

的细胞因子, 进一步调节活化的Th细胞, 以增

强机体的细胞免疫和体液免疫功能, 发挥主动

免疫的抗肿瘤作用, 在抗肿瘤免疫中具有重要

的作用. 故把成熟的DC和多肽联合制成疫苗免

疫机体也是提高多肽疫苗免疫原性的一种有效

的方法[11-13]. 
4.3 多抗原分支肽 单体肽抗原表位成分简单, 引
发的免疫反应针对性强, 但其表位肽的分子量

小, 在体内易降解, 从而不能激发满意的保护

性免疫反应, 因而有免疫原性低的缺陷. 1988
年Tam实验室提出了多抗原肽(multiple antigen 
peptides, MAPs)的设计方案, 采用分子量小且免

疫原性弱的赖氨酸为核心基质, 将若干条(一般

为4条或8条)抗原表位相同的单体肽耦联在一

起, 形成树枝状结构. 这种设计模式在加强了抗

原优势表位的肽链结构特异性的同时还增大了

抗原的分子质量, 不但很好的模拟了天然表位

构象, 而且无需再耦联载体蛋白便能诱生高滴

度、高亲和力的抗体, 改善了其抗原抗体反应

的活性, 从而加强了抗原性, 在疫苗开发和肿瘤

免疫治疗上有着巨大的应用前景[14]. Ciesielski 
et al [15]以赖氨酸桥连接8条EGFRvⅢ单体肽形成

的八分枝肽来免疫恶性神经胶质瘤小鼠, 同时

用或不用GM-CSF作为佐剂, 结果表明MAPs联
合GM-CSF效靶比20∶1组杀伤率超过40%, 单
用MAPs组杀伤率10%, 未免疫组杀伤率为0%, 
各组间有显著差异(P <0.05). 
4.4 全长或多表位叠加抗原肽 当前研究的单表

位肽疫苗多是经过预测筛选的H L A表型限制

性疫苗, 只适用于特定HLA表型的患者, 应用

范围相对较窄. 全长抗原蛋白制成的疫苗或多

表位叠加的疫苗存在多个已知或未知的受不同

MHC限制的抗原表位, 他们负载DC后能以多抗

原表位的形式递呈到DC表面, 从而可以产生多

个克隆的CTL细胞, 针对不同HLA Ⅰ类和Ⅱ类

表型均能引起有效的T细胞反应, 其杀伤效果明

显高于单抗原表位疫苗[16]. Slingluff et al [17]在一

项前瞻性随机临床研究中比较了多表位肽疫苗

与单一表位肽疫苗应用于黑色素瘤患者时的免

疫原性. 多表位肽疫苗由12肽的黑色素细胞分

化蛋白和肿瘤-睾丸抗原混合而成, 而单一表位

肽疫苗仅含4肽的黑色素细胞分化蛋白, 结果显

示12肽的多表位肽疫苗在所有患者均产生了免

疫性, 并较对照组诱导出了更为广泛且更强烈

的免疫反应. 
4.5 增加Th表位 如前所述, CD4+ Th细胞在激发

和维持抗肿瘤免疫的过程中起到了重要的作用. 
单一表位多肽因主要组织相溶性复合物多态性

原因, 使其免疫应答因缺乏适当的辅助T淋巴细

胞而无法引导出充分的细胞毒性T淋巴细胞和

抗体反应. 故在多肽疫苗中增添Th表位成为提

高疫苗免疫原性、增强T细胞反应的又一个有

效的途径. Dechamma et al [18]在研究中以PPRV来

源的MAP1-MAP6等6条多分支肽为抗原, 分别

单独及联合通用Th表位免疫新西兰兔, 以研究

Th表位对多肽免疫原性的影响, 结果表明联用

Th表位免疫组抗体效价比单独免疫组明显增高. 
4.6 融合穿膜肽 一些多肽疫苗穿透力不强, 不易

进入APC细胞, 难以形成“抗原肽-MHCⅠ类分

子”复合物, 最终表现为弱免疫原性, 因而不能

有效的激发特异性免疫反应. 如何使免疫原有

效的进入APC细胞的MHC-Ⅰ类系统, 是肿瘤免

疫治疗研究中急需解决的一个难题. 近年来, 一
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图  1  T细胞抗肿瘤免疫的机制. 在多肽疫苗治疗中, T细胞

的活化是抗肿瘤免疫反应的关键. ADCC: 抗体依赖细胞介

导的细胞毒作用.
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些具有细胞膜穿透能力的多肽相继被发现, 他
们可穿过细胞膜进入细胞质甚至细胞核, 而细

胞膜却完好无损. 这些多肽具有水溶性、低裂

解性并通过非吞噬作用进入各种细胞膜, 称之

为穿膜肽(cell-penetrating peptides, CPP). 其可

介导如DNA、多胺类, 甚至比自身分子量大很

多倍的寡聚核苷酸进入细胞. 该分子可以作为

一种全新的载体, 他不需要能量, 可以挂载的分

子类型多且分子质量大. 有研究报道, 将肿瘤抗

原或CTL表位与一些可穿透细胞膜的短肽序列

融合后, 可以使其更快速、更有效地进入活细

胞胞质, 且明显增强其免疫原性[19-21]. 借助穿膜

肽的作用增强多肽疫苗的免疫原性及穿膜能力, 
在肿瘤疫苗开发及药物体内转运等方面具有诱

人的前景, 值得进一步的研究. 

5  多肽疫苗的临床应用

黑色素瘤通常对常规全身治疗耐受, 且被认为

是一种具有高免疫原性的肿瘤, 非常适合进行

免疫治疗, 因此目前大部分的肿瘤多肽疫苗临

床研究都集中于该疾病. Letsch et al [22]运用多肽

疫苗治疗9名至少进行过3次黑色素瘤切除术后

又再次复发的患者, 并进行长期随访, 其中2名
在随访期内(分别27 mo, 42 mo)未见复发, 另2名
仅出现单处或多处早期复发(均可经手术切除)
并在其后随访期内(分别18 mo, 65 mo)未见复发, 
且4名停止复发的患者均对疫苗产生了免疫应

答, 该研究小组认为应用多肽疫苗可以延长恶

性黑色素瘤复发间隔时间. Atzpodien et al [23]以黑

色素瘤抗原MelanA/MART1, MAGE-1, gp100及
酪氨酸酶联合GM-CSF构建多肽疫苗治疗24名
恶性黑色素瘤复发切除术后的患者, 结果显示2
年内未出现转移者占8.6%, 2年内未出现远处转

移者占68%, 2年总的生存率为85%, 且治疗过程

中患者耐受良好, 未见严重副反应. 
与黑色素瘤相比, 多肽疫苗应用于其他肿

瘤的临床研究报道相对较少. Yamanaka et al [24]

分析神经胶质瘤治疗的相关文献后, 认为基于

多肽的免疫疗法可以成功诱导抗胶质瘤免疫反

应, 且能延长神经胶质瘤患者的生存期而没有

明显的副反应. Noguchi et al [25]将个性化的多肽

疫苗用于局限性前列腺癌患者根治术(RRP)前
治疗, 以单纯行RRP的患者作为对照, 结果表明

多肽疫苗安全且无严重副作用, 实验组CTL反应

和抗多肽IgG滴度增加, CD45RO(+)浸润细胞的

强度明显高于对照组, 并且CD8(+)T细胞浸润仅

在实验组出现, 提示应用多肽疫苗后增强了免

疫反应. Bolonaki et al [26]以多肽TERT572Y免疫

22名进展期非小细胞性肺癌患者, 第2次免疫后

有16(76.2%)个患者出现TERT572Y特异性T细
胞反应, 而此比率在第6次免疫后上升到90.9%, 
整个实验过程中, 病情稳定率达36.4%(8/22). 并
且研究者在其后的随访中发现, 出现早期免疫

应答的患者比无应答的患者中位生存期明显延

长(分别为30.0 mo和4.1 mo), 提示免疫应答率和

生存时间成正相关. Sato et al [27]用多肽疫苗治疗

HLA-A24限制性进展期大肠癌患者, 每名患者

在14个候选肽中选择4种作为多肽疫苗进行免

疫治疗, 免疫应答监测使用不同的检测方法. 结
果用标准51Gr释放实验检测有56%的患者出现

特异性CTL反应, 用DTH反应检测有30%的患者

出现阳性反应, 用抗多肽抗体检测有70%的患者

出现血清抗多肽抗体. 然而临床反应和免疫应

答并不完全一致, 完成实验的10例患者中只有1
例部分缓解, 1例病情稳定, 而其他的病情继续

进展. 

6  结论

随着计算机模拟信息学和免疫学的发展, 各种

新的肿瘤相关抗原的CTL表位不断被预测和鉴

定并应用至临床, 使人工合成多肽疫苗治疗恶

性肿瘤的方法得以成为现实. 多肽疫苗因其合

成简单、成本低廉、无明显副作用、免疫针对

性强等优点而较其他治疗方法更具有竞争性, 
因而具有更广泛的应用前景. 但是其本身也存

在一些问题, 如人工合成多肽疫苗免疫原性欠

佳, 受HLA表型限制, 在一些临床研究中免疫应

答和临床反应不一致等, 需要进一步的研究以

不断完善和解决. 
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Abstract
A I M : T o s t u d y t h e p r o t e c t i v e e f f e c t o f 
acupuncturing at the acupoint ST 36 against 
co ld-res t ra int s t ress - induced u lcer and 
the express ion o f subs tance P (SP) and 
proopiomelanocortin (POMC) associated with 
stress in hypothalamus and adrenal in rats.

METHODS: Twenty-two rats were randomized 
into 3 groups: normal control group (n = 6), stress 
group (n = 8), acupuncturing group (n = 8). The 
rats in the acupuncutring group received acupunc-
ture at the acupoint ST 36 before cold-restraint 
stress. Ulcer index and serum cortisol level were 

used to evaluate the protective effect of acupunc-
turing at the acupoint ST 36; reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to 
detect the expression of SP and POMC in hypo-
thalamus and adrenal, and the images were ana-
lyzed with semi-quantitative method. 

RESULTS: The ulcer index and serum cortisol 
level in the acupuncturing group were signifi-
cantly lower than those in the stress group (9.75 
± 1.91 vs 26.25 ± 4.40, P < 0.01; 66.83 nmol/L ± 
12.25 nmol/L vs 104.38 nmol/L ± 8.31 nmol/L, 
P < 0.01). The expression of SP was up-regulated 
in hypothalamus (1.02 ± 0.42 vs 0.45 ± 0.12, P < 
0.05) but down-regulated in adrenal (1.88 ± 0.82 
vs 2.93 ± 1.08, P < 0.05) in the acupuncturing 
group as compared with that in the stress group. 
Acupuncturing at the acupoint ST 36 inhibited 
the sress-induced POMC expression in hypo-
thalamus (0.56 ± 0.14 vs 0.82 ± 0.19, P < 0.01). 
There was no POMC expression in adrenal in 
the rats with sress-induced ulcer.

CONCLUSION: Acupuncturing at acupoint 
ST 36 can protect gastric mucosa against cold-
restraint stress-induced ulcer by up-regulating 
SP expression in hypothalamus and down-reg-
ulating POMC expression in hypothalamus and 
SP expression in adrenal. 

Key Words: Stress ulcer; Substance P; Proopi-
omelanocortin; Reverse transcription polymerase 
chain reaction

S u n  J P ,  W a n g  L N ,  L i u  G F ,  Y i n  L .  E f f e c t  o f 
acupuncturing at the acupoint ST 36 on substance P and 
proopiomelanocortin expression in hypothalamus and 
adrenal in rats with cold-restraint stress-induced ulcer. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(15): 1602-1606

摘要
目的: 研究针刺足三里穴对冷应激性急性胃
溃疡的保护作用, 以及应激大鼠下丘脑和肾上
腺SP和POMC mRNA的表达情况. 

方法: 大鼠22只随机分成3组: 正常对照组(6

®

■背景资料
应激性溃疡(SU)
是指患者遭受各
类重伤或重病以
及其他应激情况
下, 出现胃、十二
指肠黏膜的急性
病变, 主要表现为
胃、十二指肠黏
膜的糜烂、浅溃
疡、渗血等. 在应
激性溃疡的发病
机 制 中 ,  除 有 消
化道局部胃黏膜
的保护屏障作用
减弱, 还有机体的
整体因素参与, 其
中最重要的是机
体的神经内分泌
功能失调. P物质
(SP)和POMC不论
在中枢还是在外
周的靶器官都参
与了应激性溃疡
的形成. 但目前对
于二者在中枢与
周围的作用并不
明确.

■同行评议者
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只)、单纯应激组(8只)、针刺预防应激组(8
只). 针刺预防组先给于针刺足三里穴, 再冷应
激. 胃黏膜溃疡指数和RT-PCR法研究针刺足
三里对大鼠的冷应激性溃疡的保护作用和下
丘脑、肾上腺的SP、POMC的表达, 经图像分
析系统照相并进行半定量.  

结果: 与单纯应激组比较, 针刺足三里穴可以
明显减少冷应激造成的溃疡指数(9.75±1.91 
vs  26.25±4.40, P <0.01), 抑制应激造成的皮
质醇分泌增加(66.83 nmol/L±12.25 nmol/L 
vs  104.38 nmol/L±8.31 nmol/L, P <0.01), 上调
下丘脑的SP的表达(1.02±0.42 vs  0.45±0.12, 
P <0.05), 下调肾上腺SP的表达(1.88±0.82 vs  
2.93±1.08, P <0.05); 下丘脑POMC在应激过
程中表达增高, 针刺能抑制POMC的表达, 刺
预防应激组与单纯应激组相比差异显著(0.56
±0.14 vs  0.82±0.19, P <0.01); 肾上腺中无
POMC表达, 不参与应激过程. 

结论: 针刺对冷应激溃疡具有保护作用, 该种
保护作用是通过对生理性上调下丘脑SP的表
达, 下调POMC的病理性表达及抑制肾上腺SP
而实现的. 

关键词: 应激性溃疡; P物质; 前阿黑皮素原; 逆转

录聚合酶链反应

孙锦平, 王路宁, 柳国芳, 尹岭. 针刺足三里穴对冷应激性胃溃疡

大鼠下丘脑与肾上腺SP和POMC表达的影响.  世界华人消化杂

志  2008; 16(15): 1602-1606
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0  引言

应激性溃疡(s tress ulcer, SU)是指患者遭受各

类重伤或重病以及其他应激情况下, 出现胃、

十二指肠黏膜的急性病变 ,  主要表现为胃、

十二指肠黏膜的糜烂、浅溃疡、渗血等. 损伤

多局限胃底部黏膜表层, 偶尔浸及黏膜下层. 临
床表现主要为上消化道出血, 很少发生穿孔. 在
应激性溃疡的发病机制中, 除有消化道局部胃

黏膜的保护屏障作用减弱, 还有机体的整体因

素参与, 其中最重要的是机体的神经内分泌功

能失调. 目前认为, 下丘脑在神经内分泌失调中

具有最重要的作用. 应激主要是中枢神经递质

及神经肽通过植物神经系统及下丘脑-垂体-肾
上腺轴影响胃肠, 进而引起胃肠黏膜的病理变

化, 造成溃疡的发生. 我们已经在前期报道了一

氧化氮合成酶在应激性溃疡中的作用机制及针

刺的调节作用[1]. 而中枢神经系统内的前阿黑

皮素原(preproopiomelanocortin, POMC)是β-内
啡肽、促肾上腺皮质激素(adrencocorticotropic 
h o r m o n e ,  A C T H)、和α -促黑素细胞激素

(α-melanocyte stimulating hormone, α-MSH)等的

共同的前体物质. β-内啡肽属于内源性阿片肽, 
主要参与机体对痛觉的调制、学习、记忆、生

殖内分泌、免疫调节等. 他也是机体的主要应

激激素之一, 主要功能是使机体在不同的应激

状态下保持稳态. 众多的研究结果也都说明, P
物质(substance P, SP)和POMC不论在中枢还是

在外周的靶器官都参与了应激性溃疡的形成. 
但目前对于二者在中枢与周围的作用并不明确, 
本研究的目的在于揭示二者在应激性溃疡形成

过程中的作用方式, 继续寻求应激性溃疡的神

经内分泌紊乱的基础及针刺对其保护作用的理

论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD♂大鼠22只(由中国人民解放军总医

院实验动物中心提供), 体质量200±50 g, 动物随

机分成正常对照组(6只)、单纯应激组(8只)、针

刺预防应激组(8只), 共3组. 冷应激组只给与冷刺

激; 针刺预防组先给与针刺足三里穴1 wk, 然后

给与冷应激; 正常对照组不给与任何刺激, 与其

他两组在相同条件下喂养. SD♂大鼠禁食24 h, 
可自由饮水, 活动不受限制. 实验前1 h禁水. 称质

量, 乙醚轻度麻醉, 四肢束缚于特制木板上, 待其

清醒后, 置于4±1℃冷室内, 经过3 h, 腺胃部出现

点状出血与线状或直径为1-2 mm的表浅性圆形

溃疡, 即制成冷束缚应激性溃疡模型. 
1.2 方法 将大鼠放置于特制的鼠笼内, 双后肢

充分暴露, 根据中国针灸学会实验针灸研究会

制定的“动物针灸穴位图谱”选取双侧足三里

穴, 每日上午9:00-10:00时给予电针刺激, 每次30 
min, 持续1 wk. 刺激仪选用WQ1002K型济生多

用治疗仪. 刺激参数: 疏密波, 频率2-20 Hz, 起始

强度为2 V, 每刺激10 min强度增加1 V. 将三组大

鼠处置后立即断头, 按大鼠脑解剖图谱取下丘

脑和肾上腺, 放入液氮冻存. 同时取胃黏膜, 采
用Guth[2]计算方法计算胃黏膜损伤指数: 斑点糜

烂计为1分; 糜烂长度<1 mm计为2分; 1-2 mm计

为3分; 2-3 mm计为4分;  >4 mm计为5分. 
采用TRIzol的一步法提取. RNA的定量及纯

度鉴定: 取出适量RNA稀释成一定倍数(10倍), 
应用分光光度计内置的RNA测定程序, 根据A 260

的值计算RNA浓度, 并根据A 260/A 280比值计算其

■相关报道
国内外众多的研
究都已表明, SP和
POMC不论在外
周的靶器官还是
在神经中枢内, 均
参与了应激性溃
疡的形成. 
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纯度, 要求为1.8-2.0. 比值低于1.7者弃去. 
RT-PCR: 取20 μg总RNA逆转录合成cDNA, 

逆转录体系共40 μL, 包括: Ol igo dT1.5 μL, 
25 mmol的dNTPs 2 μL, 加DEPC水至26 μL混
匀, P C R仪中加热至65℃持续5 m i n, 然后取

出置于冰上, 离心30 s加入5×buffer 8 μL, 0.1 
mmol DTT 4 μL, 42℃ 5 min后加SuperscriptⅡ
逆转录酶各2 μL, 42℃加热45 m in, 75℃加热

10 min以灭活逆转录酶, -20℃保存. PCR反应步

骤: 每个反应体系共30 μL, 包括: 10×buffer 3 
μL, dNTPs (2.5 mmol) 1.8 μL, sense primer(10 
mmol/L) 1.2 μL, antisense primer(10 mmol/L) 
1.2 μL, cDNA(per) 2 μL, MilliQ H2O 20.3 μL. 
反应体系预变性5 min, 加入Taq酶 0.5 μL, 94℃
变性30 s, 58℃复性30 s, 72℃延伸1 min, SP和
POMC均为32个循环. 大鼠组织中的SP的引物

序列为: rSP-sense: 5'>CCC GAG CCC TTT GAG 
CAT<3'; rSP-Antisense: 5'>CTG AGG AGG TCA 
CCA CAT<3'; 扩增片断长度为453 bp; rPOMC-
sense: 5'>TCA CCA CGG AAA GCA ACC<3', 
rPOMC-Antisense: 5'>TCT TCC TCC GCA CGC 
CTC TG<3', 扩增片断长度为208 bp; 扩增对照

选用β-actin, 引物序列为5'>AAC CCT AAG GCC 
AAC CTG GAA AAG<3'和5'>TCG TGA GGT 
AGT CTG TCA GGT<3', 扩增片断长度为241 
bp. 用RT-PCR方法分别扩增POMC、SP及内参

β-actin基因. PCR扩增用20 g/L琼脂糖凝胶电泳, 

溴化乙锭染色显示, 用凝胶图像分析系统进行

照相. 取电泳凝胶的底片, 应用Image-pro-plus图
像分析系统分析进行光密度扫描, 以目的基因

光密度值与内参照基因光密度值的比值作为该

样品中目的基因的相对转录量. 最后以目的基

因的相对转录量为参数进行统计分析, 对图片

进行半定量研究. 
放射免疫分析法观察血浆皮质醇含量的测

定: 测定大鼠颈动脉血的皮质醇含量, 放免试剂

盒由北京北方生物技术研究所生产. 
统计学处理 采用SPSS10.0软件包进行统

计分析及作图, 溃疡指数计算采用mean±SD
表示, 结果应用均数的t检验. RT-PCR数据采用

ANOVA单因素方差分析. 

2  结果

单纯应激组指数计算结果为26.25±4.40, 针刺

预防溃疡组的指数为9.75±1.91, 正常对照组

指数为0. 针刺预防溃疡组与单纯应激组相比

P <0.01, 统计学差异极显著. 
2.1 SP mRNA的表达 下丘脑SP mRNA的表达: 
对3组实验结果的半定量分析结果表明: 针刺预

防应激组下丘脑SP mRNA表达与β-actin mRNA
的吸光度比值(A比值)为1.02±0.42; 单纯应激组

A比值为0.45±0.12; 正常对照组A比值为0.38±
0.05; 针刺预防应激组与正常对照组相比, 有统

计学差异(P <0.05); 针刺预防应激组与单纯应激

组相比也有统计学差异(P <0.05); 应激组与正常

对照组相比, 无统计学差异(P >0.05, 图1A). 
肾上腺SP mRNA的表达: 针刺预防应激组

A比值为1.88±0.82; 单纯应激组A比值为2.93±
1.08; 正常对照组的A比值为1.08±0.44; 其中, 
针刺预防应激组与单纯应激组相比, 有统计学

差异(P <0.05); 应激组与正常对照组相比, 有显

著统计学差异(P <0.01); 针刺预防应激组与正常

对照组相比无统计学差异(P <0.01, 图1B). 
2.2 POMC mRNA的表达 下丘脑POMC mRNA
的表达: 针刺预防应激组大鼠下丘脑的POMC 
mRNA A比值为0.56±0.14; 单纯应激组A比值

为0.82±0.19; 正常对照组A比值为0.40±0.11; 
针刺预防应激组与单纯应激组相比有显著统计

学差异(P <0.01); 单纯应激组与正常对照组相比

有极显著差异(P <0.001); 针刺预防应激组与正

常对照组相比无统计学差异(P >0.05, 图1C). 肾
上腺POMC mRNA的表达:  有统计学差异. 
2.3 血浆皮质醇含量变化结果(nmol/L) 单纯应激

组皮质醇含量为104.38±8.31; 针刺预防应激组
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图  1  针刺足三里穴对冷应激性胃溃疡大鼠下丘脑与肾上
腺SP和POMC表达的影响. A: 下丘脑SP组; B: 肾上腺SP组; C: 

肾上腺 POMC组; 1-4: 针刺预防应激组; 5-8: 单纯应激组; 

9-11: 正常对照组.

■创新盘点
本研究从下丘脑-
肾 上 腺 - 胃 黏 膜 -
外周血这一完整
的应激过程中研
究了SP及POMC
的作用. 
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为66.83±12.25; 正常对照组为79.1±11.07. 针
刺预防应激组与单纯应激组相比统计学差异显

著(P <0.001). 针刺预防应激组与正常对照组相

比有统计学差异(P <0.05); 单纯应激组与正常对

照组相比有显著差异(P <0.001). 

3  讨论

SP作为重要的脑肠肽之一, 在中枢神经系统和

胃肠道中均有广泛的分布, 他不仅存在于内分

泌和旁分泌细胞, 发挥激素和局部递质作用, 也
存在于内源性和外源性神经元, 起到神经递质

的作用. SP在周围主要位于免疫功能重要的地

方, 如皮肤、胃肠道及呼吸道. SP的生理作用

是广泛而多样的, 他不但参与伤害性信息的传

递, 而且在外周释放后可使血管扩张, 增加血流

量及血管通透性, 使血浆蛋白外渗, 引起神经源

性炎症反应, 并与免疫调节及营养防御有密切

关系[3]. 
SP在消化系统主要是兴奋性肽能神经递质, 

可引起下食管括约肌(lower esophageal sphincter, 
LES)收缩. 有研究表明, 反流性食管炎(ref lux 
esophagitis, RE)患者LES局部组织内的SP明显低

于对照组, 提示SP参与了LES运动功能的调节并

对LES起到了保护作用[4]. 水浸束缚应激可引起

大鼠胃酸分泌增加, 应激1、2、4 h组壁细胞呈现

泌酸活跃状态, 并与胃黏膜损伤程度有明显相关

性. 提示胃酸在应激性溃疡的发生发展过程中具

有重要意义[5]. 
用盐酸刺激胃后, 可以导致大多数肠肌层

抑制性运动神经元(使肌肉舒张)的活化, 这些神

经元的活化部分是由辣椒素敏感的感觉传入神

经纤维介导的[6]. 有人在研究西曲酸酯治疗胃溃

疡的机理时发现, 该药po后能刺激感觉传入纤

维释放降钙素基因相关肽(calcitonin gene-related 
peptide, CGRP)和SP及提高胃黏膜局部血流量. 
服药后40-90 min能够提高血浆中SP的浓度, 提
示SP参与了胃黏膜的保护机制[7]. 在研究生长因

子α(transforming growth factor-alpha, TGF-alpha)
对酒精所致的胃黏膜损害的保护作用发现, 该
因子的保护作用亦通过感觉神经的激活和感觉

神经肽CGRP的释放实现的, 而另一种感觉神经

肽SP则与该种保护作用无关[8]. 
高巍 et al研究证明针刺足三里穴通过刺激

机体合成和释放SP增多而达到对胃肠道免疫的

调节,从而实现对胃肠道疾病及功能的调整作

用, 并通过淋巴系统从另一方面达到对全身免

疫系统的正向调节作用[9]. 

我们的研究结果显示: 在冷束缚应激过程

中, 下丘脑的SP表达并没有明显增强, 与正常对

照组见的比较未见统计学差异. 而针刺足三里

穴却明显增加了下丘脑SP的表达, 说明SP在下

丘脑不参与应激性溃疡这一病理过程, 而是参

与了针刺反应, 这可能是针刺足三里穴能够提

高机体免疫力的又一个佐证. 
肾上腺的神经支配来自胸8-11的交感节前

纤维, 经内脏大、小神经抵达肾上腺, 肾上腺接

受广泛的非经典递质: NO、NPY、CGRP、SP
神经支配, 表明肾上腺的神经支配, 尤其是肽能

神经支配十分丰富. 我们的实验也证明了肾上腺

确实接受SP的支配. 且SP参与了应激性溃疡这

一病理过程. 冷应激可以使肾上腺上SP的表达明

显升高, 针刺足三里后, 可以减低肾上腺SP因为

冷应激而造成的表达增高. 说明了针刺可以下调

SP的病理性反应增高对机体造成的损伤, 对其抑

制作用可以有效地保护胃黏膜因应激而造成的

损伤. 本实验结果也证明了在中枢神经系统, 尤
其是下丘脑, 和在外周肾上腺SP的作用是不相同

的, 这与SP的作用方式和作用机制有关. 
目前, 有关β-内啡肽与应激的关系研究颇

多, 报道的结果也不尽相同. Hollt et al报道用

间歇性足底电休克应激3 d后可以使垂体前叶

POMC mRNA水平增加近2倍, 同样处理7 d后仍

可见其升高, 但对垂体中叶的POMC mRNA水平

无显著影响. Hanger研究组发现, 急性冷暴可促

进垂体中叶POMC mRNA的表达, 慢性冷暴则相

反, 使中叶的POMC mRNA表达水平降低. 
现代研究证明, 内源性阿片肽分布于几乎

整个胃肠道, 主要为甲啡肽和亮啡肽, 存在于胃

肠道壁内神经、平滑肌和分泌细胞中. β-内啡肽

在胃肠道内含量较低, 主要存在于分泌细胞中. 
陈佩杰 et al研究发现, 给与大鼠6 wk过度负荷

的训练后, 下丘脑、垂体、外周血3个水平上神

经肽的变化是不一致的, 下丘脑和外周血中β-内
啡肽含量明显升高[10], 与颜军 et al [11]通过冷应激

训练得到的结果一致, 提示由于过度负荷造成

上述神经肽在合成、储存、运输和释放等众多

环节上出现不协调. 除参与应激时对疼痛、情

绪、胃肠黏膜的调节外, β-内啡肽还参与应激时

对血糖的调节[12]. 
实验中, 采用止血带压迫肢体局部, 造成组

织局部缺血, 研究在不同的乳酸盐和剩余碱浓

度下, 外周组织的POMC的释放情况. 实验结果

显示, 在缺血应激的第一时间, 就有非垂体组织

的β-内啡肽免疫复合物的释放[13]. 
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本实验的研究结果表明, 下丘脑内的β-内啡

肽参与了对冷应激溃疡的反应: 单纯的冷应激

可以造成下丘脑β-内啡肽表达的明显增高, 针刺

足三里穴后可以使冷应激造成的β-内啡肽表达

增高得到有效的抑制. 已有研究证明电针足三

里穴还能够使慢性应激致疲劳大鼠下丘脑内升

高的β-内啡肽含量趋于正常, 从而减轻β-内啡肽

对应激所致疲劳后脑组织的损伤, 起到调节心

理-神经-免疫网络和对慢性疲劳综合征治疗的

作用[14], 这与我们的实验结果是相符合的. 有研

究显示中枢或外周给与脑啡肽的类似物, 可以

减轻大鼠的应激性胃溃疡, 中枢给与β-内啡肽也

有该种保护作用. 这一结果与我们所得到的结

果不一致, 分析原因可能为机体对于急性应激

和慢性应激的反应程度不一致造成的. 在一定

的范围内, β-内啡肽的反应性增高是机体对伤害

性刺激和病理过程的一种保护性反应, 但是当

伤害的程度超过了机体所能够防御的范围, 机
体的过于强烈的反应也就成为了机体的损伤因

素. 另一方面, 外源性的β-内啡肽和机体自身合

成的内源性的β-内啡肽的作用也可能是不同的, 
因为外源性的β-内啡肽也要通过内源性的受体

才能发挥作用, 在受体无明显增加或减少的情

况下, 外源性β-内啡肽对机体影响的机制是不可

能完全一致的, 可能还有其他肽类、递质及受

体的参与. 有研究表明在整个应激过程中, 大鼠

血浆及胃黏膜中β-内啡肽含量稳定不变, 提示外

周β-内啡肽在应激过程中不起重要作用[15]. 本研

究也从周围的角度观察了β-内啡肽在应激性溃

疡过程中的表达, 得到了同样的结果: β-内啡肽

在肾上腺上无表达, 说明肾上腺上无β-内啡肽的

分布和支配, 当然与机体的应激过程无关. 
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院内分泌实验室主任母义明教授的亲自指导及
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Abstract
AIM: To establish fluorescent in situ zymography 
for gelatinase activity of liver and observe the 
feature of gelatinase activity in liver tissues with 
fibrosis and acute injury. 

METHODS: Hepatic fibrosis of rats was induced 
by administration of dimethylnitrosamine 
(DMN) intraperitoneally and acute liver injury 
of mice by injection of GalN and lipopolysaccha-
ride (LPS) intraperitoneally. Gelatin substrate of 
green fluorescence was mounted on cryostat sec-
tions of liver tissues from the above two models, 
incubated for 8-24 h, and then the nuclei were 
counterstained with Hoechst. The green fluo-

rescence of gelatinase and blue fluorescence of 
nuclei were observed under fluorescence micro-
scope, and the images were overlapped. 

RESULTS: Fluorescent in situ zymography for 
gelatinase activity was established successfully. 
With this method, a low level of gelatinase activ-
ity was detected in the sinus hepaticus of normal 
liver sections; however, it was enhanced in the 
sinus hepaticus of liver sections with fibrosis and 
acute injury. Gelatinase activity in the fibrous 
septum of liver fibrosis sections was strong.   

CONCLUSION: Flourescent in situ zymography 
is sensitive, directviewing and convenient in the 
detection of gelatinase activity level and posi-
tion and of great significance for the studies on 
pathology and pharmacology of liver.  

Key Words: Gelatinase activity; Fluorescent in situ 
zymography; Liver

Chen Q, Shen L, He QL, Tao YY, Liu CH. Detection 
for gelatinase activity of liver using flourescent in situ 
zymography. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(15): 
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摘要
目的: 建立荧光原位明胶酶谱法, 观察纤维化
和急性损伤肝组织明胶酶活性表达特点. 

方法: 复制二甲基亚硝胺大鼠肝纤维化模型
与N-乙酰半乳糖胺/脂多糖急性肝损伤模型, 
取其肝组织冰冻切片, 将绿色荧光明胶底物附
着于肝组织冰冻切片上, 置于酶反应缓冲液中
避光孵育8-24 h; 再以Hoechst液复染细胞核, 
在荧光显微镜下分别以蓝光激发拍摄明胶酶
绿色荧光和紫光激发拍摄细胞核蓝色荧光, 并
将图像重叠.   

结果: 成功建立荧光原位明胶酶谱法. 正常大
鼠肝组织仅在肝窦周围少量明胶酶表达, 纤
维化及急性肝损伤肝组织肝窦处明胶酶活性
增强, 纤维化肝组织纤维间隔处明胶酶活性也 
较强. 

结论: 荧光原位明胶酶谱法具有灵敏, 直观, 
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■背景资料
M M P s是参与细
胞外基质降解的
主要酶家族, 根据
其功能特点和底
物特异性, 分为间
质性胶原酶、基
底膜性胶原酶、

溶基质素、膜型
基质金属蛋白酶
和金属弹力蛋白
酶5大类. 明胶酶
是其中重要的一
类 ,  他 主 要 有 两
种 形 式 ,  一 种 被
糖 化 ,  分 子 量 为
92 kDa,  命名为
M M P - 9 ; 另 一 种
非 糖 化 ,  分 子 量
为72 kDa, 被称为
MMP-2. MMP-2/9
主要参与Ⅳ型胶
原、明胶和Ⅴ型
胶原等的降解代
谢, 在组织炎症、

纤维化与肿瘤转
移等诸多病理过
程中发挥重要作
用, 因此对明胶酶
活性进行分析具
有重要意义. 组织
明胶酶活性检测
方法有很多种, 其
中明胶酶谱法最
为常用.

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
分子医学中心



简便的优点, 可较好分析肝组织明胶酶活性水
平与表达位置, 对研究肝脏病理与药理具有重
要意义.

关键词: 明胶酶活性; 荧光原位明胶酶谱法; 肝脏
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0  引言

明胶酶, 亦称Ⅳ型胶原酶[1]、基膜性胶原酶[2]等, 
属于基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases, 
MMPs)的一种, 即MMP-2/9, 主要参与Ⅳ型胶

原、明胶和Ⅴ型胶原等的降解代谢, 在组织炎

症、纤维化与肿瘤转移等诸多病理过程中发挥

重要作用[2-7]. 因而分析明胶酶的功能变化即其

活性水平, 对于诸多疾病的病理机制、药物作

用机制等的研究具有重要意义. 组织明胶酶活

性测定有多种方法, 近期我们利用荧光标记的

明胶底物, 改良酶底物反应方法, 成功原位检测

肝组织明胶酶表达位置与活性水平, 用于急性

肝损伤与肝纤维化的病理研究.

1  材料和方法

1.1 材料 E n z C h e k明胶酶检测试剂盒, 购自

Molecular Probes公司. 包括: DQ-明胶(dye-
quenched-gelatin)(1 mg×5支), 10×反应液(50 
mL, 含0.5 mol/L Tris-HCl, 1.5 mol/L NaCl, 50 
mmol/L CaCl2, 2 mmol/L Sodium azide, pH7.6), 
Ⅳ型胶原酶(500 U). NaCl, 分析纯; KCl, 分析纯; 
KH2PO4, 分析纯;  Na2HPO4·12H2O, 分析纯; 琼脂

糖凝胶, 均购自上海国药集团. Hoechst染色液, 
购自Beyotime公司. 荧光显微镜为Olympus公司

生产. 
1.2 方法 
1.2.1 配制溶液: PBS缓冲液由NaCl 40.9 g,  KCl 
1.0 g, KH2PO4 1.35 g, Na2HPO4·12H2O 14.35 g, 
ddH2O定容至5000 mL, pH: 7.3-7.4; 1×反应液: 
取10×反应液2 mL, 加18 mL ddH2O配制成20 
mL, 充分混匀; 1 mg/mL DQ-明胶: 1 mg DQ明胶

溶解于1 mL H2O中, 充分混匀, 配制成1 mg/mL
浓度的DQ-明胶. 
1.2.2 制模: (1)肝纤维化模型: Wistar♂大鼠16
只, SPF级, 体质量160±10 g, 中科院上海实验动

物中心提供, 饲养于上海中医药大学实验动物

中心. 随机分为正常组(8只), 模型组(8只). 采取
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ip DMN 10 μg/kg, 隔天1次, 连续4 wk, 共14次. 
正常组注射等量生理盐水. (2)急性肝损伤模型: 
BABL/c♂小鼠20只, SPF级, 体质量22-24 g, 购
自中国人民解放军第二医科大学, 饲养于上海

中医药大学实验动物中心, 自由饮食. 随机分成

正常组(10只), 模型组(10只). 参照文献[8], 以N-
乙酰半乳糖胺(N-acetylgalactosamine, GalN)900 
mg/kg和脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)10 μg/
kg小鼠体质量的剂量, ip模型组小鼠, 诱导急性

肝损伤. 正常组ip以等量生理盐水. 6 h后处死小

鼠, 留取肝组织标本. 
1.2.3 明胶酶活性测定: (1)制备肝组织冰冻切片, 
厚度大约为6-8 μm. (2)称取1 g琼脂糖加入100 
mL PBS中, 微波炉加热至琼脂糖充分溶解, 4℃
放置备用. (3)使用前将10 g/L琼脂糖液置于恒温

水浴箱中100℃温浴至液体析出, 吸取琼脂糖析

出液于Eppendorf管中, 将1 kg/L DQ-明胶按1∶
10的比例溶解于10 g/L琼脂糖析出液中, 充分混

匀. (4)每片肝组织切片滴加50 μL DQ-明胶/琼脂

糖混合液, 4℃避光凝胶5 min. (5)将组织切片置

于1×反应液中, 37℃避光孵育8-24 h(根据拍摄

时荧光强弱调整孵育时间). (6)PBS充分洗涤, 5 
min×3次. (7)每片组织切片滴加50 μL Hoechst
复染细胞核, 室温避光静置10 min, PBS洗涤, 5 
min×3次. (8)荧光显微镜下进行检测, 蓝色光激

发拍摄明胶绿色荧光, 紫色光激发拍摄细胞核

蓝色荧光, DP Controller软件拍摄. 以10 g/L琼脂

糖液代替DQ-明胶/琼脂糖混合液作阴性对照[9]. 

2  结果

2.1 正常肝组织明胶酶活性表达的拍摄与特点 
蓝光激发后拍下绿色明胶荧光; 换成紫光激发, 
同一视野拍摄蓝色染核荧光, 将两张图片重叠, 
即可见肝组织明胶酶活性表达. 图1A依稀可见

组织结构, 大部分为本底自发荧光, 较为黯淡, 
明胶荧光呈较亮点状, 经重叠后的图1C可见本

底自发荧光部分已被图1B中的细胞核覆盖, 只
可见在肝窦部位表达的明胶荧光, 活性较微弱. 
图1D-F为阴性对照, 未见任何绿色荧光, 可见此

方法特异性强. 
2.2 纤维化与急性肝损伤肝组织的明胶酶活性

表达特点 正常大鼠仅少量散在荧光, 即肝窦周

围少量活性明胶酶表达(图2A). 肝纤维化大鼠肝

组织可见胶原纤维增生并形成纤维间隔, 绿色

荧光布满整个纤维间隔, 与正常肝组织比较, 肝
窦部位明胶酶活性增强, 荧光连成片状(图2B). 

www.wjgnet.com
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急性肝损伤小鼠肝组织的明胶酶也可见肝窦部

位明胶酶活性增强, 但肝组织结构破坏, 荧光部

分连接成片(图2C). 
2.3 常见问题及原因 实验中我们曾经为了更好

的凸现明胶酶的荧光亮度, 试想增加切片的厚

度, 但虽然有较好的荧光, 却由于组织过厚, 显微

镜下观察出现双层组织而影响拍摄观察(图3A). 
此外, 滴加Hoechst染细胞核后, 如果荧光显微镜

下拍摄时间过长, 或其他原因放置时间过长, 荧

光已经淬灭, 拍摄的核出现弥散(图3B). 

3  讨论

MMPs是一族参与细胞外基质降解的主要水解

蛋白酶[10-11], 目前已发现25个成员, 根据其功能

特点和底物特异性, 分为间质性胶原酶、基底

膜性胶原酶、溶基质素、膜型基质金属蛋白

酶和金属弹力蛋白酶5大类[12-13]. 自1962年发现

MMPs以来, 其生理病理意义得到广泛研究, 目

图  1  正常大鼠肝组织荧光原位明胶酶谱图(×200). A: 蓝色光激发后, 拍摄的明胶酶活性荧光; B: 紫色光激发后, 拍摄的核

染荧光; C: 明胶酶活性检测(图A)与核检测图片(图B)重叠后; D: 阴性对照明胶酶活性荧光; E: 阴性对照核染荧光; F: 图D和

图E重叠后. 

A B C

D E F

A B C

图  2  大鼠肝组织荧光原位明胶酶谱图(×100). A: 正常大鼠; B: 肝纤维化大鼠; C: 急性肝损伤小鼠.

A B

图  3  常见问题图例. A: 切片过厚; B: 荧光淬灭, 核弥散.

■应用要点
荧光原位明胶酶
普法具有灵敏, 直
观 ,  简便的优点 , 
可较好分析肝组
织明胶酶活性水
平与表达位置. 
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前认为其在生长发育、环境诱导与疾病原因引

起的组织生理适应与病理变化中均发挥重要作

用[14]. 基底膜性胶原酶包括明胶酶A(MMP-2或
称72 kDa Ⅳ型胶原酶)和明胶酶B(MMP-9或称

92 kDa Ⅳ型胶原酶)[15], 其作为MMPs的一类, 可
降解Ⅳ型胶原等基底膜成分, 在肝脏炎症、纤

维化、免疫、肿瘤转移等过程中均发挥着重要

作用[5,16-19]. 在炎性损伤时, 基底膜破坏, 肝组织

的稳态微环境破坏, 导致肝细胞凋亡[20]、肝星状

细胞活化[21]、肿瘤细胞转移等诸多病理变化, 有
研究表明, MMP-2/9活性与肿瘤预后明显相关, 
我们也发现MMP-2/9活性增加与肝细胞凋亡、

肝纤维化发生显著相关. 
目前明胶酶活性检测方法包括明胶酶谱

法、荧光明胶酶谱法、原位明胶酶谱法, 其中

明胶酶谱法最为常用[22-24]. 1994年Kleiner et al [25]

建立的明胶酶谱法是一种基于SDS-PAGE电泳

和反相凝胶染色的蛋白酶检测方法, 其原理在

于: 含明胶酶的样本可分解凝胶中的底物明胶, 
电泳后进行显色、脱色后可见蓝色背景下的

白色条带; 其具有以下特点: 半定量分析MMPs
活性, 可区分酶原和活化型酶两种形式. 而后

Molecular Probes公司2001年推出EnzChek荧
光明胶酶检测试剂盒, 用荧光胶体耦连物代替

普通明胶, 明胶酶分解荧光明胶, 释放荧光肽, 
荧光的增加与明胶酶的活性成正比. 该方法比

普通明胶酶谱法更为方便和直观, 但缺点在于

要经组织匀浆或血清分离等过程, 容易导致蛋

白降解及部分酶活性丢失; 无法进行组织定位

观察[26]. 
MMP-2/9活性定位检测具有重要意义. 肝组

织结构复杂, 具有多个功能结构区域, 如肝窦、

肝小叶等[27], 病变时常有不同部位的病理变化, 
如出现纤维间隔与假小叶等[28]. 因此观察特定部

位的MMP-2/9活性变化及其组织结构破坏, 对于

肝脏病理机制与药效作用研究等均具有重要意

义[29-30]. 而原位酶谱法在冰冻组织切片上进行酶

谱分析, 可组织定位, 既综合了上述两种方法的

优点, 又克服了形态定位缺乏之不足. 实验中我

们取荧光明胶酶谱法的直观与原位明胶酶谱法

的定位优点, 将这两种方法相结合并进行改良, 
利用荧光明胶底物, 成功进行荧光原位明胶酶

谱法检测, 组织切片上各部位明胶酶的活性一

目了然, 对研究肝脏组织病理等有重要意义. 该
方法具有灵敏, 直观, 简便的特点, 但需要注意

组织放血或冲洗干净, 冰冻切片应低温保存; 制

片厚薄适中、琼脂糖胶的浓度一定要适当, 过
稀无法粘住在切片上, 过稠则粘得太牢, 妨碍显

微镜下观察. 孵育时注意避光, Hoechst显色后注

意避光, 尽快拍摄. 同时实验时需要设立阴性对

照, 防止假阳性. 注意复染与图像重叠等, 以便

清晰的显示组织结构. 
此外, 本实验发现, 正常大鼠仅少量散在荧

光, 即肝窦周围少量活性明胶酶表达. 肝纤维化

大鼠肝组织可见胶原纤维增生并形成纤维间

隔, 绿色荧光布满整个纤维间隔, 与正常肝组织

比较, 肝窦部位明胶酶活性增强, 荧光连成片状. 
急性肝损伤小鼠肝组织的明胶酶也可见肝窦部

位明胶酶活性增强, 但肝组织结构破坏, 荧光部

分连接成片. 即不同的肝脏病变其明胶酶活性

与组织病变等具有不同的特点. 
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Abstract
AIM: To investigate the use of 1H magnetic 
resonance spectroscopy ( 1H-MRS) in the 
evaluation of nonalcoholic fatty liver model in 
rats. 

METHODS: Nonalcoholic fatty liver disease 
model in Wistar rats (n = 24) was induced with 
high-fat diet. Eight rats fed with normal diet 
were used as controls. 1H-MRS was performed to 
confirm fatty liver at 0, 4, 8 and 12 wk. Degrees 
of fatty liver were evaluated pathologically. 
Blood of the rats were collected before sacrifice 
to analyze the liver function and serum alanine 

aminotransferase (ALT), aspartate aminotrans-
ferase (AST), total cholesterol (TC), triglyceride 
(TG) and high-density lipoprotein cholesterol 
(HDL-C).  

RESULTS: Mild fatty liver was observed at 4 
wk with predominantly microvesicular steato-
sis. The degree of fatty liver progressed with 
the time, and moderate to severe fatty liver was 
induced at 12 wk. Except for 1 rat at 4 wk, fatty 
liver was successful induced in the rest 23 rats 
(grade 1 in 3, grade 2 in 14 and grade 3 in 6 rats 
according to the pathological grading system). 
Liver index, liver function and serum TC, TG 
and HDL-C were higher in experiment group 
than those in control group. Relative liver fat 
content measured by 1H-MRS in control group 
was 13.0% ± 7.1%, lower than 21%, and it was 
56.7% ± 16.4% in experiment group, higher than 
28%. There was significant difference between 
the above groups (t = 5.78, P < 0.001). 

CONCLUSION: Nonalcoholic fatty liver model 
can be induced with high-fat and high-cholester-
ol diet in rats, and 1H-MRS can be used to evalu-
ate the fatty liver noninvasively. 

Key Words: Nonalcoholic fatty liver; 1H magnetic 
resonance spectroscopy; Rat

Liu ZY, Liang CH, Wang QS, Liu YB, Xu L, Zheng JH. 
Evaluation of nonalcoholic fatty liver model in rats 
using 1H-proton magnetic resonance spectroscopy. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(15): 1612-1616

摘要
目的: 探讨1H-MRS在鉴定大鼠非酒精性脂肪
肝模型建立中的作用.

方法: 以高脂高胆固醇饮食喂养Wistar大鼠(n  
= 24)构建非酒精性脂肪肝模型, 正常饮食喂养
大鼠(n  = 8)作为对照组. 使用1H-MRS 第0、4、
8和12周检查肝脏的脂肪含量, 并对肝组织进
行脂肪肝病理分析. 在处死大鼠前收集大鼠血
液作血清ALT、AST、TC、TG和HDL-C分析. 

结果: 大鼠肝细胞内从第4周即出现脂滴空泡, 

®

■背景资料
随着饮食结构的
改 变 ,  非 酒 精 性
脂肪肝(NAFL)的
发病率逐渐增高. 
众多学者构建了
NAFL动物模型来
研究其发病机制
和评价治疗效果. 
过去判断构建模
型是否成功依赖
于病理学检查, 具
有一定的局限性, 
因此需要发展可
以在体、无创的
分析方法来判断
是否构建模型成
功. 

■同行评议者
张锦生, 教授, 复
旦大学上海医学
院病理学系
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程度较轻, 以小泡性脂滴为主, 随着时间的增
加, 脂肪肝程度明显加重, 第12周时多为中重
度脂肪肝, 细胞内出现较多大泡性脂滴空泡. 
24只实验大鼠中, 除1只在第4周时未造模成功
外, 其他均造模成功, 按照病理分级, 1级3只, 2
级14只, 3级6只. 实验组肝指数、肝功能及血
脂检查均高于对照组. 使用1H-MRS分析, 对
照组的脂肪相对含量为13.0%±7.1%, 均小于
21%, 实验组平均56.7%±16.4%, 均大于28%, 
两组间有统计学意义(t  = 5.78, P <0.001).

结论: 使用高脂高胆固醇配方饮食可成功构
建大鼠非酒精性脂肪肝模型, 1H-MRS在脂肪
肝模型建立的鉴定中有重要的价值.

关键词: 非酒精性脂肪性肝; 氢质子磁共振波谱; 

大鼠
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0  引言

随着生活水平的提高 ,  非酒精性脂肪肝

(nonalcoholic fatty liver, NAFL)在人群中的发病

率逐渐增高, 也受到越来越多的重视. 在不同

的国家, 人群的NAFL发生率约为10%-24%. 约
有67%的肥胖者存在单纯的肝脂肪变性 ,  有
90%的病态肥胖患者存在肝脂肪变性. 小孩的

发生率约为2.6%, 肥胖的小孩的发生率则高达

22.5%-52.8%[1-6]. 为此, 国内外研究者使用多种方

法构建了NAFL动物模型以满足对其发病机制和

临床干预实验的需要[7-12]. 但由于很多方法费时、

操作复杂、成本高, 限制了其在科学研究中的应

用. 并且传统判断模型是否构建成功的方法是随

机处死动物作肝脏病理学分析, 该方法既耗费动

物, 又不精确, 因此迫切需要一种新的模型鉴定方

法. 氢质子磁共振波谱(proton magnetic resonance 
spectroscopy, 1H-MRS)可以无创、在体分析组织

中代谢产物的含量[13-19]. 本研究拟采取改良高

脂高胆固醇饮食的方式构建NAFL模型, 并探讨
1H-MRS在判断模型是否构建成功中的价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♀清洁级Wistar大鼠32只, 由中山

大学北校区动物实验中心提供, 体质量150-180 
g, 平均165±15 g. 分笼饲养, 自然光照, 可自由

进食饮水. 适应性饲养1 wk后随机分为实验组(n  

= 24)和对照组(n＝8). 实验组以高脂高胆固醇配

方饮食喂养, 对照组以普通饮食喂养. 实验组饮

食配方: 基础饲料(875 g/kg)+猪油(100 g/kg)+胆
固醇(20 g/kg)+胆酸纳(50 g/kg). 其中, 基础饲料

由中山大学北校区动物实验中心提供, 猪油为

市售, 胆固醇及胆酸纳购至广州南方化波公司. 
1H-MRS采集仪器: GE 1.5 T超导核磁共振仪; 线
圈: 50 mm正交鸟笼动物线圈. 
1.2 方法 在喂养开始前(即第0周), 从对照组中随

机抽取2只进行肝脏1H-MRS脂肪定量分析和病

理分析. 于4、8、12 wk分别从对照组中随机抽

取2只、在实验组中分别随机抽取4、8、12只
大鼠进行肝脏1H-MRS脂肪定量分析和脂肪肝

病理分析. 波谱采集完毕, 称大鼠体质量, 然后

过量麻醉法处死大鼠, 抽取血液作肝功能ALT, 
GGT, AST和血清血脂水平(包括总胆固醇TC; 三
酰甘油TG; HDL-C)检查. 检验均用Bechman全
自动生化分析仪, 试剂由Bechman提供. 所有检

验均在我院中心实验室完成. 摘取肝脏并测量

质量, 计算肝/体质量指数. 
1.2.1 肝脏1H-M R S检查: 使用水合氯醛(0.3 
mL/kg)ip, 将大鼠俯卧位置于线圈内, 肝脏置

于线圈中心位置, 于大鼠周围适当填塞以固定

大鼠尽可能抑制呼吸动度. 扫描定位相, 序列: 
3-pl T2* SPGR(TR/TE: 84.7/1.6 ms, 层厚/层间

距: 5/2 mm), 并扫描轴位T2WI图像(FSE, TR/TE: 
3000/85.2 ms, ETL: 15; 层厚/层间距: 3/1 mm; 
FOV: 8 mm×8 mm; 矩阵: 192×160). 使用T2WI
轴位图像作为定位相, 结合3-pl T2* SPGR的冠

状位和矢状位图像, 在肝左叶上方层面放置感

兴趣容积(VOI), 大小: 5-6 mm×5-6 mm×5-6 
mm. 尽量避开皮下脂肪、肝裂和较为粗大的血

管及胆管. 在VOI上、下、左、右、前、后放

置饱和带, 以减少VOI外的组织的信号污染. 采
集序列为点分辩波谱法(PRESS), 参数: TR/TE: 
1500/35 ms; 点阵: 2048; 采集次数: 192; 自动匀

场及抑水. 1H-MRS波谱分析及脂肪含量定量分

析: 使用SAGE 7.3(GE Medical system). 步骤: 数
据零填充1倍→3 Hz的Gaussian函数处理→傅立

叶变换→谱线基线校正→谱线相位校正→确定

水和脂肪波峰位置→函数拟合积分得到水及脂

肪波峰下面积. 以水峰作为内参照, 定位于4.7
×10-6处, 其波谱下面积积分为s水; 脂肪峰则包

括位于1.3×10-6处的亚甲基峰、0.9×10-6处的

甲基峰、2.0×10-6和2.8×10-6处的邻近羧基和

烯属基团的亚甲基峰, 积分四者的面积和为s脂, 

■研发前沿
肝细胞内脂肪异
常蓄积往往与胰
岛素抵抗及各种
代谢综合征有十
分密切的关系. 准
确测量肝细胞内
脂肪含量的含量
对NAFL的各种研
究具有十分重要
的意义. 
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则肝脏的脂肪含量定义为: 脂% = s脂/(s脂+s水)×
100%[13,15].  
1.2.2 脂肪肝程度病理分级: 在肝左叶取组织

于40 g/L中性甲醛固定, 取样位置尽可能位于
1H-MRS的VOI区域, 石蜡包埋, 常规切片, 行HE
染色, 光镜下常规病理学观察. 观察脂肪浸润的

肝细胞数量占肝细胞总数的比例进行分级, 标
准为: 0级为<5%的肝细胞受累, 即正常肝组织; 
1级为5%-33%的肝细胞受累; 2级为34%-66%的

肝细胞受累; 3级为>66%的肝细胞受累.  
统计学处理 使用SPSS分析实验组和对照组

体质量、肝/体质量指数、肝功能和血清血脂水

平的差别(由于正常对照组大鼠在各时间点数量

较小, 因此在比较上述指标时, 不在各时间点分

别比较, 而是采取对照组和试验组总体均数之

间进行比较). P <0.05被认为具有统计学意义. 

2  结果

2.1 实验动物情况 实验组动物喂养2 wk后, 出
现皮毛蓬乱无光泽, 食欲减低, 但实验组和对照

组体重均增加, 二者间无统计学意义(t  = 1.21, 
P >0.05). 实验组肝/体质量指数、肝功能及血脂

检查均高于对照组(表1). 
2.2 肝脏病理观察 对照组大鼠肝脏色泽鲜红, 边
缘锐利(图1A); 实验组大鼠肝脏体积增大, 呈淡

黄色, 可见较明显的脂肪颗粒样物质(图1B). 光
镜观察实验组大鼠肝细胞内从在第4周检查时

即出现脂滴空泡, 程度较轻, 以小泡性脂滴为主, 
随着时间的增加, 脂肪肝程度明显加重, 第12周
时多为重度脂肪肝, 细胞内大泡性脂滴空泡增

多. 同时, 肝细胞索排列紊乱, 肝窦变窄, 并有少

量炎性细胞浸润(图2). 而对照组大鼠肝脏肝小

叶结构清晰, 肝细胞索排列整齐, 肝窦正常, 未
有炎性细胞浸润(图2).  实验组按照病理分级轻

度3只、中度14只、重度6只. 4 wk时检测1只造

模未成功(表2). 

2.3 肝脏1H-MRS 使用1H-MRS分析(图2), 对照

组的脂肪相对含量为13.0%±7.1%, 均小于21%, 
实验组平均56.7%±16.4%, 均大于28%, 两组间

有统计学意义(t  = 5.78, P <0.001).

3  讨论

NAFL模型的建立有多种方法, 包括营养法、药

物中毒法、高脂饮食加药物中毒法和物理刺激

法. 其中最常用的方法是营养法. 营养法中又以

高脂饮食配方常用, 主要是在基础饲料中增加

不同比例的猪油或其他植物油. 高脂饮食配方

法由于简单易行、构建成功率高、与人类饮食

结构接近等优点深得研究者青睐[7-12]. 在复习文

献的基础上, 本研究对配方作了改进. 食物中加

入较多的猪油, 摄入的过多脂肪堆积在细胞内, 
从而导致脂肪肝. 加入的胆固醇和胆盐易导致

细胞内发生过氧化反应, 产生自由基和醛类物

质, 产生的醛类物质又可与谷胱甘肽、过氧化

酶等抗氧化剂的活性部位结合, 减少对自由基

的清除, 会引起所谓的二次攻击, 会加速NAFL
的形成 [7]. 据文献报道, 使用高脂饮食法在12 
wk时可以成功构建脂肪肝[8-9]. 但我们添加了胆

固醇和胆盐, 故理论上会加速脂肪肝的形成, 因
此本组实验将实验组的检测时间点定为4、8、
12 wk. 预计到4 wk时脂肪肝可能程度很轻, 因
此在第4周只对4只实验组大鼠作相应处理, 而
在第8、12周分别为8和12只动物. 本研究结果

表明, 本配方可以成功构建不同程度大鼠脂肪

肝模型, 在本组中除了在第4周时1只大鼠没有

形成脂肪肝外, 其他均形成不同程度的脂肪肝, 
其中轻、中、重度脂肪肝分别为3、14、6只. 
同时, 实验组大鼠的肝/体重指数、肝功能和血

脂水平均高于对照组. 大体外观和光镜观察结

果均与文献报道类似[6, 8-11]. 
在NAFL的实验中, 确定造模成功与否对实

验进行具有重要的指导意义. 传统的方法是根

据经验, 在特定时间点随机抽取动物处死后对

肝脏作病理学检查[7,9,11,12]. 但此方法不能保证所

表  2  大鼠实验性脂肪肝构建组成表(n )

     
                       4 wk	           8 wk	             12 wk              合计

0级                  1                  0                  0                   1

1级                  2                  1                  0                   3

2级                  1                  5                  8                 14

3级                  0                  2                  4                   6

合计                 4                  8                12                 24 

表  1  鼠肝/体质量指数、肝功能及血脂变化

     
指标	                             实验组                       对照组

肝/体质量指数(%)	       3.37±0.40              1.96±0.20

AST(μkat/L)	     10.93±4.85              5.58±1.18

ALT(μkat/L)                    2.49±0.98              1.33±0.29

GGT(μkat/L)                   0.37±0.22              0.17±0.04

TC(mmol/L)                    2.07±0.63               1.22±0.36

TG(mmol/L)                   1.59±0.58               1.11±0.13

HDL-C(mmol/L)            1.13±0.33               0.63±0.16

■应用要点
1H - M R S 能 准 确
判断脂肪肝的程
度, 可以用来判断
NAFL模型是否构
建成功. 
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有的动物均造模成功, 不能对每个动物进行脂

肪肝程度的分级, 并且耗费试验动物. 从表2可
以看出, 在第8周和12周时均有中、重度模型构

建成功, 因此单纯依靠构建时间来判断是否构

建成功或者程度不够精确, 不能确保NAFL研究

的试验组和对照组具有可比性. 因而需要一种

无创、准确的方法来进行模型的鉴定. 研究证

实, 1H-MRS是一种功能强大的分析工具, 可以无

创、定量分析肝细胞中脂肪的含量(主要是三酰

甘油, TG), 因此非常适用于肝脏脂肪的活体定

量分析及纵向随访研究[13-19]. 
1H-MRS是医学影像学近年来发展的新的

检查手段, 作为一种无创伤性研究活体器官组

织的代谢、生化变化及化合物定量分析的方法, 
被众多学者用来进行脂肪肝的定量分析[13-14]. 其
基本原理是, 在同一外部磁场中, 各代谢产物中

的氢质子所处的局部化学环境却不同(核外电子

云密度不同和所受屏蔽作用的不同造成), 从而

图  1  大鼠实验性脂肪肝外观. 
A: 正常; B: 脂肪肝.

A B
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■名词解释
氢质子磁共振波
谱(1H-MRS): 磁共
振技术发展的新
应用, 其基本原理
是根据代谢物质
内氢质子所处的
局部化学环境不
同引该氢质子在
磁共振波谱中吸
收信号的位置不
同, 即化学位移来
判断组织中代谢
产物的性质和数
量. 该技术具有无
创、在体及动态
检测组织内代谢
产物浓度的优势. 

图  2  大鼠实验性脂肪肝组织病理(HE×200)和1H-MRS谱线. A, A': 轻度; B, B': 中度; C, C': 正常.
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引起相同氢质子在磁共振波谱中吸收信号的位

置差异, 通常用化学位移的大小(以磁共振频率

的百万分之一)来表示. 在MRS波谱中, 横坐标表

示化学位移, 纵坐标代表代谢产物的信号强度, 
波峰下面积则代表该代谢产物在组织中的含量. 
在肝脏的典型波谱谱线中, 可以见到位于4.7×
10-6处的水峰, 通常作为内参照标准来衡量肝内

脂肪的相对含量. 脂肪峰则根据脂肪中氢质子

所处的基团位置不一样出现4个不同的波峰, 包
括位于1.3×10-6处的亚甲基峰、0.9×10-6处的甲

基峰、2.0×10-6和2.8×10-6处的邻近羧基和烯属

基团的亚甲基峰, 通常以亚甲基峰最明显, 甲基

峰其次[17,20]. 在后处理波谱数据时, 分别积分水

峰(s水)和脂肪峰下面积(s脂), 根据公式: 脂% = s脂
/(s脂＋s水)×100%就可以得到肝脏脂肪的相对含

量[20]. 我们首次使用1H-MRS来判断脂肪肝动物

模型是否构建成功, 结果得到轻度脂肪肝的脂

肪相对比(脂%)均大于28%, 平均56.7%±16.4%. 
而对照组的相对含量则多小于20%, 平均13.0%
±7.1%. 从试验结果可以看出, 如果1H-MRS测
得的脂肪相对含量大于28%, 则可以大致判断脂

肪肝模型建立成功. 但是, 本研究中只有9例正

常大鼠肝脏, 轻度NAFL只有3例, 准确判断正常

肝脏和NAFL的分界线还需要扩大样本含量. 
总之, 采用本研究的饮食配方饮食, 在8-12 

wk时即可构建出中至重度大鼠NAFL模型, 且
1H-MRS可无创、准确判断构建NAFL模型是否

成功及其程度. 
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■同行评价
本文为非酒精性
脂肪肝动物模型
的研究提供了一
种新的非损伤性
评价方法, 内容新
颖, 具有一定的参
考价值.
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Abstract
AIM: To investigate the protective effect of 
matrine against ischemia and reperfusion injury 
in rats with partial liver transplantation.

METHODS: Using the 30% small-for-size liver 
transplantation (SLT) model, 322 male SD rats 
were randomly divided into sham operation 
group, SLT group, SLT+low-dose matrine (40 mg/
kg) group and SLT+high-dose matrine (80 mg/kg) 
group. Serum samples were collected to measure 
the levels of alanine aminotransferase (ALT), as-
partate aminotransferase (AST) and lactate dehy-
drogenase (LDH) at 2 h, 4 h, 1 d, 2 d, 3 d and 7 d 
after reperfusion of the portal vein. The one-week 
survival rate was observed in each group. Tissue 
samples were collected for observation of the mor-
phologic changes under optical and electron mi-
croscope and detection of interleukin-6 (IL-6) and 
tumor necrosis factor-α (TNF-α) expression using 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 

RESULTS: In comparison with those in the 
SLT group, the one-week survival rates were 
increased markedly in the low- and high-dose 
matrine treatment groups (80%, 70% vs 50%, 
both P < 0.05). The levels of ALT, AST and LDH 
as well as the expression of IL-6 and TNF-α were 
decreased significantly in the low- and high-
dose matrine treatment groups at 2 h, 4 h, and 
1 d post-transplantation. The rats in matrine-
treated groups showed reduced severity of ul-
trastructural changes in both hepatic cells and 
sinusoidal endothelial cells (SEC). 

CONCLUSION: Matrine can prevent hepatic 
cells and SEC from ischemia and reperfusion in-
jury during partial liver transplantation in rats, 
and the mechanism is associated with the release 
inhibition of inflammatory cytokines such as 
IL-6 and TNF-α. 

Key Words: Matrine; Partial liver transplantation; 
Ischemia and reperfusion injury; Enzyme-linked im-
munosorbent assay

Liu H, Qiu YD, Mao L, Zhu XH, Ding YT. Protective 
effect of matrine against ischemia and reperfusion injury 
in rat partial liver transplantation. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(15): 1617-1621

摘要
目的: 探讨苦参碱对大鼠小体积肝移植缺血
再灌注损伤的保护作用及机制. 

方法: 采用大鼠30%小体积肝移植模型, ♂SD
大鼠322只随机分为假手术组、小体积肝移
植对照组和高、低剂量苦参碱治疗组(60、
40 mg/kg). 观察术后1 wk生存率, 检测移植术
2h、4 h、1 d、2 d、3d、7 d后ALT、AST及
LDH值. 光镜及电镜下评估移植肝病理形态学
改变, ELISA法检测肝脏IL-6, TNF-α表达.  

结果: 与对照组比较, 苦参碱高、低剂量治
疗组术后1 wk生存率显著增加(80%, 70% vs  
50%, 均P<0.05), 术后2 h、4 h、1 d ALT、AST
及LDH明显降低(P <0.01). 苦参碱治疗组中肝
细胞和肝窦内皮细胞凋亡减少、细胞形态明
显改善, 苦参碱治疗组术后2 h、4 h、1 d肝脏
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■背景资料
肝移植作为治疗
终末期肝病的最
为有效的手段, 挽
救了大量重症肝
病患者的生命. 然
而, 供肝的匮乏已
成为制约肝移植
发展的重要因素, 
许多患者在等待
供体中死亡. 以劈
离式肝移植、活
体肝移植为代表
的部分肝移植技
术的成熟和推广, 
在一定程度上缓
解了供肝短缺的
矛盾. 

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



组织中IL-6, TNF-α水平明显降低(P<0.01). 

结论: 苦参碱可减轻肝细胞及肝窦内皮细胞
的损伤, 改善小体积肝移植术后缺血再灌注
损伤, 其机制可能与苦参碱抑制肝移植术后
IL-6、TNF-α等炎症因子的释放有关.  

关键词: 苦参碱; 小体积肝移植; 缺血再灌注损伤; 
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0  引言

近年来 ,  活体肝移植 (1 i v i n g  d o n o r  l i v e r 
transplantation, LDLT)技术逐渐成熟, 临床应用

日益广泛, 已经成为尸体全肝移植的重要补充. 
但由于供肝体积小于受体原肝, 他所承受的缺

血再灌注损伤(ischemia reperfusion injury, IRI)较
全肝移植更为严重, 并且直接影响到移植物和

患者的存活. 因此, 对小体积供肝IRI的保护已经

成为基础和临床研究的重要课题. 本研究选择

具有抗炎、抗氧化、免疫抑制和保肝等作用的

中药单体苦参碱(matrine)[1-2], 采用大鼠30%的小

体积肝移植模型[3], 探讨其对小体积肝移植IRI
的保护作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠322只购于南京军区总医院动

物实验中心, 体质量210-230 g. 苦参碱购自广州

明兴制药厂, 均选择同一批号的药物, ELISA试

剂盒购于博士德公司. 
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 实验大鼠随机分为假手术组

(46只)、对照组(92只)和苦参碱治疗组(184只). 
假手术组仅行单纯的开关腹手术, 对照组行30%
的小体积肝移植术; 苦参碱治疗组依据苦参碱

剂量不同治疗组又分为低剂量(40 mg/kg)苦参碱

治疗组(92只)、高剂量(60 mg/kg)苦参碱治疗组

(92只). 治疗组受体在术前30 min ip相应剂量的

苦参碱, 然后再行供肝植入术. 移植术后2 h, 4 h, 
1 d, 2 d, 3 d, 7 d共6个时间点, 每组每时间点设

6个样本行肝功能、光镜和电镜检查. 各组另设

10个样本用于观察1 wk生存率. 
大鼠小体积肝移植模型基本参照Man et al [3]

所采用的小体积肝移植方法进行. 应用规则性

肝切除技术, 切除大鼠肝脏的左叶和中叶, 保留

右叶和尾状叶作为供肝行小体积肝移植术. 整
个手术中, 供体手术时间约30 min, 后台时间约

30 min, 受体手术时间约为1 h. 手术无肝期约为

17-19 min, 模型稳定率为95%.  
1.2.2 生存率统计: 对假手术组(10只), 小体积肝

移植对照组、低剂量苦参碱治疗组(40 mg/kg)和
高剂量苦参碱治疗组(60 mg/kg)(各10对)小体积

肝移植后的1 wk生存率进行统计.  
1.2.3 肝功能测定: 各组分别于移植术后2 h, 4 
h, 1 d, 2 d, 3 d, 7 d经大鼠腹主动脉抽取1 mL血
液, 离心后取血清标本来测定大鼠ALT、AST、
LDH(生化测定在南京市鼓楼医院检验科使用多

功能生化分析仪进行). 
1.2.4 病理学检测: 各组分别于移植术后2 h, 4 h, 
1 d, 2 d, 3 d, 7 d各取20 g大鼠肝右叶组织, 置于40 
g/L的甲醛中, 再取10个1 mm3大小的大鼠肝右叶

组织置于电镜保存液中后, 制作成光镜和电镜标

本, 在光镜(BX-50)和透射电镜(JEM-1200EX)下
观察移植肝脏组织病理形态学改变的情况.  
1.2.5 肝脏IL-6, TNF-α的表达: 各组分别于移植

术后2 h, 4 h, 1 d, 2 d, 3 d, 7 d取10 g左右肝脏组

织冻存于液氮罐中, 取0.1 g的肝脏组织加入1ml
的PBS溶液中做成组织匀浆, ELISA法检测肝脏

IL-6, TNF-α表达水平. 
统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 多

组样本均数比较采用单因素方差分析, 先进行

方差齐性检验, 然后采用Student-Newman-Keuls
检验进行两两比较, 以双侧α = 0.05为检验水准, 
全部统计分析采用SPSS15.0软件实现. 

2  结果

2.1 1 wk生存率比较 小体积肝移植术后, 对照组

大鼠的1 wk生存率为50%. 与对照组比较, 苦参

碱低剂量治疗组术后的1 wk生存率为70%, 高剂

量治疗组术后的1 wk生存率为80%, 统计学差异

显著(P <0.05). 苦参碱治疗组之间比较, 无明显

统计学差异(图1). 
2.2 肝功能变化 术后2 h, 4 h和1 d的ALT、
AST、LDH值: 小体积肝移植各组与假手术组

比较均增高, 统计学差异极显著(P <0.01), 苦参

碱治疗组与对照组比较均降低, 统计学差异极

显著(P <0.01), 高剂量治疗组与低剂量治疗组比

较也有所降低, 统计学差异显著(P <0.05, 图2). 
2.3 病理学改变 小体积肝移植后, 光镜下观察发

现, 对照组可见以小叶中央静脉为中心的灶状

凝固性坏死, 伴大量炎性细胞浸润; 而小剂量苦

参碱治疗组可见肝小叶结构基本正常, 少数肝

www.wjgnet.com

■相关报道
本课题组前期研
究中发现, 苦参碱
可以在一定程度
上对全肝移植的
冷保存缺血再灌
注损伤有保护作
用. 
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细胞呈空泡变性, 很少有肝细胞坏死, 炎性反应

明显减少. 大剂量治疗组与小剂量组组织学改

变基本相似(图3). 
小体积肝移植后, 电镜下观察发现, 对照组

肝细胞核皱缩, 染色质浓集, 线粒体空泡化明显, 
粗面内质网扩张, 肝窦内皮细胞不连续, 高度肿

胀, 核膜不完整, 可见凋亡的内皮细胞; 而小剂

量苦参碱治疗组肝细胞膜完整, 细胞核圆居中, 
肝窦内皮细胞内皮轻度水肿, 血窦腔内炎性细

胞的浸润程度明显轻于对照组, 未见调亡的内

皮细胞. 大剂量治疗组与小剂量组组织学改变

相似(图4). 
2.4 IL-6和TNF-α的活性 与对照组比较, 苦参碱

治疗组术后各时间点IL-6和TNF-α值均降低, 统
计学差异极显著(P <0.01). 与低剂量治疗组比较, 
高剂量治疗组术后各时间点IL-6和TNF-α值也

有所降低, 统计学差异显著(P <0.05, 图5). 

3  讨论

当前, 肝移植已成为治疗终末期肝病的最为有

效的手段, 挽救了大量重症肝病患者的生命. 然
而, 供肝的匮乏已成为制约肝移植发展的重要

图  3  移植后1 d肝脏组织学切片光镜观察(HE染色,×400). 
A: 对照组; B: 低剂量苦参碱治疗组; C: 高剂量苦参碱治疗

组.
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■创新盘点
本研究采用保留
大鼠右叶和双尾
叶的方式成功建
立了30%的大鼠
小体积肝移植这
个肝衰模型. 

图  2  肝功能变化. A:  ALT; B:  AST; C:  LDH; aP <0.05, 
bP<0.01 vs  对照组.
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图  1  实验大鼠的1 wk生存率比较. aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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因素, 许多患者在等待供体中死亡. 以劈离式肝

移植、活体肝移植为代表的部分肝移植技术的

成熟和推广, 在一定程度上缓解了供肝短缺的

矛盾. 但是, 由于移植肝体积的减小, 他所承受

的门静脉高灌注压更高、遭受的IRI更严重[4-8], 
这在一定程度上增加了部分肝移植术后并发症

的发生率, 影响了治疗效果. 近年来, 人们进行

了大量的实验和临床研究, 采用了诸如缺血预

处理、药物干预、术式的改进等[9-10]方法预防和

治疗部分肝移植的IRI. 我们通过前期的研究, 建
立了大鼠30%小体积肝移植模型, 术后1 wk生存

率约为50%, 与梁廷波 et al [11]和叶晟 et al [12]报道

相类似. 在此基础上, 选择药物干预的手段, 初

步探讨了对大鼠小体积移植肝IRI的保护作用. 
苦参碱是从中药苦参中提取的具有苦参

次碱-15-酮基本结构的化合物, 具有抗炎、抗

氧化、保肝等作用, 已经广泛应用于各类项肝

病的临床治疗. 我们在前期的研究中发现苦参

碱可以在一定程度上改善全肝移植过程中的

IRI[13-15]. 本实验重点观察了苦参碱在小体积肝

移植中对移植肝的IRI有无保护作用, 以及不同

剂量苦参碱的疗效差别. 研究结果显示: 与对照

组50%的1 wk生存率相比, 苦参碱低剂量治疗组

术后1 wk生存率为70%, 高剂量治疗组术后的1 
wk生存率为80%, 苦参碱低剂量与高剂量治疗

组均未发生明显的毒性反应. 通过肝功能检测
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图  4  移植后1 d肝脏组织电镜观察(EM,×12 000). A: 对照组; B: 小体积肝移植组肝窦内皮细胞; C: 低剂量苦参碱治疗组肝细

胞; D: 低剂量苦参碱治疗组肝窦内皮细胞; E: 高剂量苦参碱治疗组肝细胞; F: 高剂量苦参碱治疗组肝窦内皮细胞.

■应用要点
本研究为进一步
研究苦参碱在小
体积肝移植“小
肝综合征”防治
中的应用奠定了
理论基础. 

图  5   IL-6和TNF-α的活性. A: IL-6; B: TNF-α; aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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发现, 苦参碱治疗组术后各时间点ALT、AST及
LDH值较对照组均显著降低, 提示治疗组术后

肝功能有明显的改善, 而高剂量治疗组肝功能

指标的改善更加明显. 病理学检测发现, 对照组

移植肝组织学标本在光镜下可见以多处灶状坏

死, 伴大量炎性细胞浸润; 而苦参碱治疗组的肝

小叶结构基本正常, 很少有肝细胞坏死, 炎性反

应明显减少. 电镜观察发现, 对照组肝细胞线粒

体空泡化明显, 内质网扩张, 肝窦内皮细胞肿胀, 
并可见凋亡的内皮细胞. 苦参碱治疗组肝细胞

膜完整, 肝窦内皮细胞内皮轻仅度水肿, 血窦腔

内炎性细胞的浸润程度明显轻于对照组, 未见

调亡的内皮细胞. 我们又通过ELISA法对炎症因

子IL-6, TNF-α表达水平的检测发现, 苦参碱治

疗组术后各时间点IL-6和TNF-α值较对照组均

显著降低, 提示治疗组术后IL-6和TNF-α的释放

减少, 而高剂量治疗组术后IL-6和TNF-α水平表

达减少得更加明显. 由此可见, 苦参碱在一定程

度上可以减轻肝内实质细胞和非实质细胞的损

伤, 对肝细胞、肝窦内皮细胞有较好地保护作

用. 初步的形态学检查发现肝细胞和内皮细胞

的调亡减少. 通过减轻肝窦内皮细胞的炎性损

伤, 可有效改善肝脏的微循环障碍, 减轻小体积

肝移植术后的IRI. 我们认为, 苦参碱可通过抑制

肝脏组织中IL-6, TNF-α等炎症因子的释放, 减
轻移植肝内细胞的炎性损伤, 降低肝脏的酶学

指标, 达到改善术后移植肝功能的目的, 最终提

高小体积肝移植的生存率. 以往有文献报道, 苦
参碱减轻移植物IRI可能通过IL-6、TNF-α通路; 
苦参碱还能作用于NO途径, 清除氧自由基、减

少钙超载从而保护细胞结构[16]. 而以上的研究为

我们进一步探讨苦参碱减少IRI、保护小体积移

植肝功能的具体机制提供了思路. 
总之, 本实验在大鼠30%的小体积肝移植模

型的基础上, 采用术前给予苦参碱药物干预的方

法, 通过1 wk生存率统计, 肝脏酶学指标和炎症

因子表达水平的检测以及光镜和电镜观察肝细

胞和肝窦内皮细胞形态, 阐明了苦参碱对于小体

积肝移植术后移植肝IRI具有良好的保护作用. 
实验结果为进一步研究苦参碱在小体积肝移植

“小肝综合征”防治中的应用奠定了理论基础. 
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Abstract
AIM: To construct and select procollagen type 1 
alpha 1 (COL1A1) short hairpin RNA (shRNA) 
expression plasmid that can inhibit COL1A1 
mRNA expression in rat hepatic stellate cell 
(HSC). 

METHODS: Rat COL1A1 cDNA sequence was 
obtained from NCBI website. Three small inter-
fering RNA sequences were selected through 
online design of the Whitehead Institute. The 
corresponding double-stranded DNA was 
used to construct pGPU6/GFP/Neo plasmids, 
namely pGPU6/GFP/Neo-shRNA-A, pGPU6/
GFP/Neo-shRNA-B and pGPU6/GFP/Neo-

shRNA-C. HSC-T6 cells were transfected with 
a green fluorescent protein (GFP)-labeled 
siRNA to assess the transfection efficiency. To 
get most effective and optimal dosage siRNA, 
the three plasmids (1, 2, 3, 4 μg) were trans-
fected into HSC-T6 cells with Lipofectamine 
2000 respectively, and the untreated HSC-T6 
cells were used as controls. The expression of 
COL1A1 mRNA was detected by reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
after the most effective and optimal dosage 
was used. 

RESULTS: The expression plasmids targeting 
on COL1A1 mRNA were successfully construct-
ed, and confirmed by agarose electrophoresis 
and sequence analysis. The transfection efficien-
cies at a dose of 1, 2, 3, and 4 μg were approxi-
mately 16.7%, 20.3%, 23.5%, and 22.3%, and 2 
μg was considered as the most optimal dosage 
in each group. The inhibitory rates of COL1A1 
mRNA levels in the HSC-T6 cells transfected 
with pGPU6/GFP/Neo-shRNA-A, pGPU6/
GFP/Neo-shRNA-B, and pGPU6/GFP/Neo-
shRNA-C were 16.6%, 63.3%, and 80.3%, respec-
tively, when 2 μg siRNA plasmid was used.  

CONCLUSION: The constructed expression 
plasmid pGPU6/GFP/Neo-shRNA-C can effec-
tively inhibit the expression of COL1A1 mRNA, 
providing a new method and material for the 
treatment of liver fibrosis.  

Key Words: Procollagen type 1 alpha 1; Hepatic 
stellate cell; RNA interference; Plasmid; Reverse 
transcription-polymerase chain reaction

Lu J, Zhao JM, Meng Y, Yu YH. Construction of COL1A1-
shRNA expression plasmid and screening of effective 
sequences to inhibit COL1A1 expression. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(15): 1622-1627

摘要
目的: 构建和筛选对大鼠肝星状细胞前Ⅰ
型胶原α1链(COL1A1)mRNA有抑制作用的
COL1A1短发夹RNA (shRNA)的表达质粒. 

®

■背景资料
肝纤维化发生机
制是肝损害持续
存在, 机体发生的
修复反应, 造成细
胞外基质合成, 降
解与沉积不平衡
的病理过程, 而胶
原是细胞外基质
得主要成分, 其中
尤以Ⅰ型胶原, 如
果能减少其合成, 
就能延缓肝纤维
化向肝硬化的转
变. RNAi技术是
一种新型发展起
来的技术手段, 能
高效、特异地阻
抑细胞内源或外
源性靶基因的表
达.

■同行评议者
冯 志 杰 ,  主 任 医
师, 河北医科大学
第二医院消化内
科
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方法:  从N C B I网站获得大鼠的C O L1A1 
cDNA序列, 根据Whitehead研究所的siRNA设
计软件设计3条理论上最佳的siRNA序列, 相
应的双链DNA被插入pGPU6/GFP/Neo质粒中, 
即pGPU6/GFP/Neo-shRNA-A、pGPU6/GFP/
Neo-shRNA-B和pGPU6/GFP/Neo-shRNA-C. 
为得到高效沉默COL1A1-siRNA, 以脂质体
LipofectAMINE2000, 将1、2、3、4 μg DNA
质粒转染至HSC-T6细胞中, 并观察转染效果. 
将最佳沉默siRNA导入HSC-T6细胞, RT-PCR
分析各组的COL1A1 mRNA表达水平. 

结果: 靶向COL1A1 mRNA的3个shRNA重
组质粒载体pGPU6/GFP/Neo-shRNA-A、

pGPU6/GFP/Neo-shRNA-B和pGPU6/GFP/
Neo-shRNA-C经测序分析, shRNA编码序列
与设计的片段完全一致, 经酶切凝胶电泳证
实载体构建成功. 1、2、3、4 μg组转染效率
分别为16.7%、20.3%、23.5%和22.3%, 以
2 μg siRNA为最佳剂量, pGPU6/GFP/Neo-
shRNA-A、pGPU6/GFP/Neo-shRNA-B和
pGPU6/GFP/Neo-shRNA-C对COL1A1 mRNA
的抑制率分别为16.6%, 63.3%和80.3%. 

结论: 筛选出的pGPU6/GFP/Neo-shRNA-C
表达质粒能高效地抑制转染细胞C O L1A1 
mRNA的表达, 从而为肝纤维治疗提供新的方
法和材料. 

关键词: 前Ⅰ型胶原α1链; 肝星状细胞; RNA干扰; 

质粒; 逆转录-聚合酶链反应
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0  引言

肝纤维化是各种病因引起的慢性肝病, 使肝脏

中胶原蛋白的增生和降解失衡 ,  进而导致肝

脏内纤维结缔组织异常沉积的病理过程 ,  最
终可导致肝硬化 .  在肝纤维化中细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)主要成分是胶原, 其
中Ⅰ型胶原为主要成分, 现已证明肝星状细胞

(hepatic stellate cell, HSC)激活是产生Ⅰ型胶原

导致纤维化发生发展的中心环节, 通过减少HSC
中前Ⅰ型胶原的产生, 逆转或减慢肝纤维化的

发展[1-2]. RNAi技术是一种新型发展起来的技术

手段, 现今被广泛应用到疾病治疗研究中. RNAi
是一种进化上保守的基因组水平的免疫监控

机制, 通过RNa seⅢ内切核酸酶Dicer的作用产

生小的(21-23 nt)短小扰性RNA(short interfering 
RNA, siRNA), 介导其互补同源mRNA序列的特

异性降解, 能高效、特异地阻抑细胞内源或外

源性靶基因的表达[3-5]. 本研究构建以U6启动子

控制下的能产生针对COL1A1的短发夹环状小

干扰RNA(short hairpin RNA, shRNA)表达质粒, 
shRNA能在RNA多聚酶Ⅲ(Pol H1)启动子的控

制下从DNA模板合成, RNA Pol HI能介导3端以

4-5个T结尾的小的、非编码的转录的合成. 拟用

构建质粒转染大鼠肝星转细胞, 筛选出能高效

沉默Ⅰ型胶原序列.

1  材料和方法

1.1 材料 主要试剂真核表达载体pGPU6/GFP/
N e o购自上海吉玛公司 ;  E.c o l i  J M109购自

Promega公司; E.coli  DH5α购自Invitrogen公
司; 质粒抽提试剂盒购自Qiagen公司; 逆转录

试剂盒购自Promega公司; TRIzol(r)试剂购自

Invitrogen公司; 限制性内切酶Bam HⅠ、Bbs
Ⅰ、T4连接酶、Ta q酶 ,  脂质体转染试剂盒

LipofectAMINE2000和DMEM购自宝生生物工

程有限公司; DNA2000Marker, G418(Gibco公
司); 小牛血清购自杭州四季青生物公司; 大鼠肝

星状T6细胞由中国肿瘤医院生物检测中心惠赠.
1.2 方法 
1.2.1 目的基因RNAi靶点设计和合成shRNA: 
在GenBank中找到大鼠HSC的α1(Ⅰ)mRNA
基因序列, 序列号为XM_001081230(GeneID: 
29393), 应用Whitehead研究所的siRNA设计软

件, 通过计算机网络(网站为http://jura.wi.mit.
edu/bioc/siRNA)辅助设计siRNA, 结合RNAi效
率预测公式进行评估, 包括分析自由能特性, 与
mRNA的空间可接触性, 排除偏靶(off-target)
效应等, 最终筛选出3条理论上最佳的siRNA序

列Col1a1-A: 5'-GAGTATGGAAGCGAAGGTT
CC-3', 3'-CTCATACCTTCGCTTCCAAGG-5'. 
Col1a1-B: 5'-ACAAGGTGACAGAGGCATAAA-
3', 3'-TGTTCCACTGTCTCCGTATTT-5'; Col1a1-
C:5'-TGATGGTTCTCCTGGCAAAGA-3', 3'-AC
TACCAAGAGGACCGTTTCT-5'; 同时设阴性对

照. 作为阴性对照的siRNA应和选中的siRNA序

列有相同的组成, 但和mRNA没有明显的同源

性. 将选中的siRNA序列打乱设计阴性对照序列

5'-GTTCTCCGAACGTGTCACGT-3', 5'-ACGT
GACACGTTCGGAGAA-3', 同样检查结果以保

■相关报道
有报道经门静脉
注射肝纤维化大
鼠CTGF s iRNA 
发 现 ,  治 疗 组 大
鼠 肝 组 织 C T G F 
mRNA及蛋白表
达显著下调, 肝组
织炎症、坏死及
纤维化显著减轻. 
Kim et al将TGFβ1 
siRNA用于CCl4

肝 损 伤 大 鼠 模
型 同 样 发 现 ,  肝
脏表达TGFβ1、
β-SMA、Ⅰ型胶
原含量均明显下
降.



www.wjgnet.com

1624                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志     2008年5月28日    第16卷   第15期

证和靶细胞中其他基因没有同源性. shRNA模

板中的loop结构选用了TTCAAGAGA以避免形

成终止信号, shRNA的转录终止序列采用T6结
构. 正义链模板的5'端添加了CACC, 与BbsⅠ酶

切后形成的黏端互补; 反义链模板的5'端添加了

GATC, 与Bam HⅠ酶切后形成的黏端互补; 如果

siRNA的第一个碱基不是G, 则在CACC后补加

一个G(以上正义链和反义链由上海吉玛生物公

司合成). 将DNA oligo分别用TE(pH8.0)溶解, 浓
度为100 μmol/L. 取相应的正义链和反义链oligo
溶液, 按照如下配比配置退火反应体系, 在PCR
仪上按照如下程序进行退火处理: 95℃ 5 min; 
85℃ 5 min; 75℃ 5 min; 70℃ 5 min; 4℃保存. 退
火处理后得到的shRNA模板, 用于连接反应. 
1.2.2 酶切和连接反应: 载体pGPU6/GFP/Neo经
Bam HⅠ, BbsⅠ双酶切, 37℃酶切1 h, 琼脂糖电

泳, 使用Agarose Gel DNA Purification Kit Ver2.0 
回收, 电泳检测估算浓度, 稀释浓度至50 mg/L. 
将退火片段与经酶切后的载体混和进行连接反

应, 置22℃水浴反应过夜过夜. 
1.2.3 重组质粒的转化、筛选和鉴定: 各取连接

产物5 μL接种到大肠杆菌DH5a感受态细胞中进

行转化, 分别接种于卡那霉素抗性的LB平板上, 
37℃恒温箱培养过夜. 分别挑取单克隆菌落接种

于LB培养液中(含卡那霉素终浓度为30 mg/L), 
37℃恒温摇床培养过夜, 用小提试剂盒小量提

取质粒, 并分别用Bam HⅠ, PstⅠ分别酶切鉴定. 
阳性重组载体应该可以被Bam HⅠ切开, 而不能

被PstⅠ切开. 收集酶切鉴定正确的重组质粒, 送
上海英骏生物技术有限公司进行测序鉴定. 将
构建成功的载体分别命名为pGPU6/GFP/Neo-
shRNA-A、pGPU6/GFP/Neo-shRNA-B、pGPU6/
GFP/Neo-shRNA-C、阴性对照载体pGPU6/GFP/
Neo-shRNA-N. 将鉴定证实的细菌扩增培养, 摇
至对数生长期, 每0.8 mL过夜培养细菌加0.2 mL
无菌甘油, 混匀后-70℃冰箱保存. 
1.2.4 HSC-T6细胞培养及转染: 将大鼠肝星状细

胞株(HSC-T6)细胞接种至225 cm2培养瓶中, 每
瓶加入15 mL DMEM混合培养液(含100 mL/L 
F B S及100 k U/L青霉素、100 g/L链霉素、4 
mmol/L谷氨酰胺及l mol/L HEPES), 置37℃, 50 
mL/L恒温CO2培养箱中, 细胞为贴壁生长, 每3天
以2.5 g/L胰蛋白酶消化传代. 转染前一天24孔板

培养细胞, 设定1、2、3、4 μg, 不同量的DNA
质粒, 每个四个复孔, 按照脂质体转染试剂盒

LipofectAMINE2000操作说明转染细胞, 质粒和

脂质体以1∶4配比, 转染后48 h, 消化细胞, 流式

细胞仪测定转染效率. 选取最佳剂量进行转染, 
转染后24 h传代, 加入G418进行筛选, G418浓度

为600 mg/L, 2 wk后挑取单克隆株扩大培养. 获
得稳定表达细胞系, 分别建立表达pGPU6/GFP/
Neo-shRNA-A、pGPU6/GFP/Neo-shRNA-B、
pGPU6/GFP/Neo-shRNA-C和阴性对照的单克隆

大鼠肝星状细胞株. 
1.2.5 半定量RT-PCR测不同pGPU6/GFP/Neo-
s h R N A表达质粒对C O L1A1的影响: 细胞总

RNA提取按TRIzol操作说明书进行, COL1A1 
mRNA和β-actin的引物用引物设计软件Primer 
Premier5.0设计, 其中β-actin为内参照. 引物由上

海闪晶生物技术有限公司合成, 分别为Col1a1 
F: CATAAAGGGTCATCGTGGC Col1a1 R:
TCAGGCTCTTGAGGGTAGTGT; β-Actin-F: 
5-T G A C C C A G AT C AT G T T T G A G A C C-3 
β-Actin-R: 5-CAGTGGTACGACCAGAGGCA-3. 
根据一步法RT-PCR试剂盒说明检测COL1A1. 
并摄影后应用计算机图像分析系统行灰度扫

描. 以与β-actin的PCR产物DNA条带灰度值之比

(COL1A1/β-actin)作为反映COL1A1 mRNA水平

的相对指标, 计算抑制率. 抑制率的计算为: 以
条带灰度代表DNA的含量. 干扰载体对COL1A1 
mRNA表达的抑制率采用下式计算: 抑制率(%) 
= (1-A1×A2c/A1c×A2)×100.  A1: 转染干扰

载体细胞的COL1A1 mRNA含量; A2: 转染干

扰载体细胞的β-actin mRNA的含量; A1c: 转染

shRNA-N细胞的COL1A1 mRNA含量.  A2c: 转
染shRNA-N载体细胞β-actin mRNA含量.

统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采
用SPSS.13软件分析数据, 组间比较采用多组单

因素方差分析(ANOVA), P <0.05为差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 质粒酶切鉴定  限制性内切酶P s t Ⅰ酶和

Bam HⅠ双酶切质粒pGPU6/GFP/Neo-shRNA 
(图1A), 然后各取5 μL酶切产物在10 g/L的琼脂

糖凝胶上进行电泳(图1B-C). 图1B中M为l amda/
E.co1 30Ⅰ; 左侧为pGPU6/GFP/Neo-shRNA-A 
(1-6)和pGPU6/GFP/Neo-shRNA-B(1-6)PstⅠ酶

切结果; 其右侧为pGPU6/GFP/Neo-shRNA-A和

pGPU6/GFP/Neo-shRNA-B(1-6)Bam HⅠ酶切结

果. 图1C中M为lamda/E.co1 30Ⅰ; 左侧为pGPU6/
GFP/Neo-shRNA-C(1-6)和pGPU6/GFP/Neo-

■创新盘点
本研究通过RNA
干扰的方法抑制
大鼠肝星状细胞
COL1A1 mRNA
的表达, 从而减少
Ⅰ型胶原的合成.
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■应用要点
利 用 R N A 干 扰
抑 制 C O L 1 A 1 
mRNA的表达, 为
进一步治疗肝脏
纤维化提供了方
法和途径.

shRNA-N(1-6)PstⅠ酶切结果; 其右侧为pGPU6/
GFP/Neo-shRNA-C(1-6)和pGPU6/GFP/Neo-
shRNA-N(1-6)Bam HⅠ酶切结果.
2.2 重组质粒的DNA测序鉴定和细胞转染效率

测定 重组质粒经自动基因测序仪测序(上海英

骏生物技术有限公司). 结果与设计序列完全相

符, 所含目的基因序列准确无误, 重组质粒构建

成功. 真核表达载体pGPU6/GFP/Neo-shRNA带

有一突变的绿色荧光蛋白的报告基因, 能发出

高亮度的绿色荧光, 应用流式细胞仪分析转染

效率显示, 1、2、3、4 μg不同量的DNA质粒转

染效率分别为16.7%±1%、20.3%±2%、23.5%
±2%、22.3%±3%, 以2 μg为最佳剂量. 
2.3 稳定转染的细胞株中COL1A1 mRNA表达的

检测 半定量RT-PCR检测HSC内COL1A1 mRNA
水平 ,  结果显示空白组和p G P U6/G F P/N e o-
shRNA-N无显著差异(P >0.05)pGPU6/GFP/Neo-
shRNA-A、B、C、N各组之间均有显著性差异

(P <0.001, 表1).  

3  讨论

肝纤维化是慢性肝病共有的病理改变, 其本质

是以胶原为主的ECM合成增多, 而降解相对减

少, 两者失去动态平衡, 致使过多ECM沉积于肝

内[6]. 研究表明ECM中主要成分是胶原, 正常肝

脏胶原蛋白占总蛋白5%-10%, 其中Ⅰ型胶原蛋

白占总胶原蛋白的40%-50%, Ⅲ型胶原蛋白占

总胶原蛋白的40%-50%, 肝纤维化时胶原蛋白

可占总蛋白的50%甚至更多, 其中Ⅰ型胶原蛋白

占总胶原蛋白升至60%-70%, Ⅲ型胶原蛋白降至

20%-30%. 可见肝纤维化时主要是肝脏中Ⅰ型胶

原过度增加的结果. 进一步研究发现HSC合成分

泌Ⅰ型胶原为主, 且整个肝脏胶原合成的数量以

HSC合成的胶原为主, 现已证明HSC激活是产生

Ⅰ型胶原导致纤维化发生发展的中心环节, 与肝

脏内细胞, 基质, 介质相互作用构成了复杂的网

络系统, 造成肝纤维化的发生发展[7-11]. 理论上,
如果设法能阻断HSC中α1(Ⅰ)链的合成, HSC中
缺少α1(Ⅰ)链, 而不能和α2(Ⅰ)链结合产生前Ⅰ

型胶原, 从而达到减少Ⅰ型胶原合成的目的, 有
效阻止肝纤维化进展. 

RNAi作为一种新型的基因研究手段和治

疗手段, 逐渐被广泛应用到生命科学当中. 在肝

纤维化基因研究和治疗中, Kim et al [12]利用以质

粒为载体的TGF-β1 siRNA注入到CCl4肝纤维化

大鼠体内, 结果发现Ⅰ型胶原蛋白和α-平滑肌

动蛋白(α-SMA)表达水平下降, 肝脏损害减轻. 
我们可以看出RNA干扰对于肝纤维化治疗是一

个很好的策略. 由于RNAi具有高度特异性、高

效性、高成功率和模板选择性、效果可预测并

且迅速、经济, 具有良好的应用前景. 有效的基

因沉默, 需要设计和筛选特异、高效的靶基因

RNAi序列, 以及通过有效方法把有效序列导入

目的细胞是RNA干扰试验成功的关键[13-15]. 我们

表  1  shRNA质粒干扰COL1A1-mRNA表达变化(目的基因
/β-actin灰度比)和抑制率

     
分组                                                   灰度比         抑制率(%)

空白组	                                 0.91±0.03    0.10±0.10

pGPU6/GFP/Neo-shRNA-N	 0.90±0.03    0.00±0.03

pGPU6/GFP/Neo-shRNA-A	 0.75±0.05    16.6±0.40

pGPU6/GFP/Neo-shRNA-B	 0.33±0.04    63.3±0.30

pGPU6/GFP/Neo-shRNA-C	 0.18±0.06    80.3±0.60 

pUC ori

HSV TK polyA

Kanamycin/Neomycin

SV40 promoter f1 ori
T7 promoter

hU6 promoter
BbsⅠ(1720)
BamHⅠ(1663)
T3 promoter
SV40 polyA

GFP

Pcmv IE

pGPU6/GFP/Neo
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图  1  质粒酶切鉴定. A: pGPU6/GFP/Neo-shRNA表达载

体结构结构示意图; B-C: 重组载体的酶切鉴定.

A

B

C

图  2  . M: DNA2000 marker; 1: 空白组; 2: pGPU6/GFP/

Neo-shRNA-N; 3: pGPU6/GFP/Neo-shRNA-A;4: 

pGPU6/GFP/Neo-shRNA-B; 5: pGPU6/GFP/Neo-

shRNA-C. 
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在设计RNA干扰有效序列是通过计算机网络进

行第一步设计, 然后根据Tuschl新算法的设计原

则既(N4)A(N6)T(N2)H(N5)W(N2), 其中N为任

意核苷酸,  A为腺嘌呤, T为胸腺嘧啶, H为不是

鸟嘌呤, W为是A而不是G或C(胞嘧啶), 选取和

上述原则相近的序列, 排除偏靶(off-target)效应, 
最终筛选出3条理论上最佳的序列, 结果和原则

最为相近的序列沉默效果最好, 而其他较差, 考
虑和序列作用靶点有关[16-21]. 通过实验我们可

以看到结合多种筛选方式选择有效序列, 能大

大提高筛选成功率, 节约实验成本, 节省实验时

间. 将siRNAs转入细胞是RNA干扰关键技术之

一, 常规方法有: 脂质体转染、电穿孔法、微注

射法[22-24]. 电穿孔法和微注射法操作复杂, 并且

细胞死亡率较高, 而且需要较好的设备, 虽然脂

质体(本课题使用LipfectamineTM 2000)转染试

剂介导的转染, 操作简单, 而且不需要复杂的设

备, 可以直接转染小的siRNA, 又可以转染质粒

DNA, 且适合多种细胞类型使用, 但也存在对于

不同细胞转染效率不一, 本课题转染细胞株效

率不高, 进行G418稳定筛选, 工作量加大, 实验

成本增加. 因此进一步研究高效导入HSC工具, 
是十分必要的, 近年来相关实验, 应用腺相关病

毒和慢病毒作为载体越来越多, 但腺病毒的免

疫效应需进一步改善, 而以慢病毒为载体, 目的

片段被整合到基因组当中, 这是否造成肿瘤的

发生需要进一步研究[25-27]. 
总之, 本实验的s iRNA设计是成功的, 除

pGPU6/GFP/Neo-shRNA-A抑制无明显效果外, 
pGPU6/GFP/Neo-shRNA-B和pGPU6/GFP/Neo-
shRNA-C均产生了很好的抑制效果, 在COL1A1 
mRNA水平均能较显著抑制COL1A1的表达, 而
且设计的shRNA-C靶点抑制效率达到80.3%, 表
明我们筛选出了具有高效沉默COL1A1的小干扰

RNA表达质粒, 为深入研究肝纤维化的RNAi靶
向基因治疗体内实验奠定了基础.
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Abstract
AIM: To develop a sensitive and less instrument-
dependent clinical microarray system, in which 
the microarray signal can be amplified in situ 
and identified by naked eyes.

METHODS: A group of capture probes for a 
specific target nucleic acid that was made ac-
cording to a specific region such as hepatitis B 
virus (HBV) YMDD motif were arrayed on a 
thin-film biosensor in a well. A set of detected 
probes labeled with Au nanoparticle were 
used to take the place of the fluorence labeled 
probes in classic microarray. The single-strand 
PCR product was reacted with the capture and 
detected probes and the deposition of capture-
biotin-streptin-Au nanoparticle compound ap-
peared on the surface of the microarray. After 
in situ amplification in this sensitive system, 
we could read the signal on this chips by na-
ked eyes or the digital camera. HBV YMDD 
mutation detection was applied to identify the 
sensitivity and specificity of the microarray 
system. 

RESULTS: The signal of the biosensor micro-
array could be acquired by common camera or 
naked eyes without instruments and we could 
determine the kind of mutation according to 
the place of the positive signal. The signal-
noise ratio were high enough to make the sig-
nal absolutely yes and no both in synthesized 
target oligos and serum samples. The microar-
ray could identify a single base change of se-
lected lamivudine resistance-related mutation 
as well as multiple mutations at the same time 
with a high stability, sensitivity, and specific-
ity. We used the biosensor system to test 23 
serum samples with YMDD mutation, and the 
result was coincident with the sequencing re-
sult and the signal could be aquired by naked 
eyes. 

CONCLUSION: The thin-film based microarray 
system which exploits nanoparticle material and 
biosensor technique can amplify the signal in 
situ that can be detected by simple instruments 
or even unaided eyes. Its attractive features are 

®

■背景资料
基因芯片技术是
1990年代发展起
来的一项高新生
物 技 术 ,  以 其 检
测时的高通量以
及平行分析的特
点, 一直为专家学
者所瞩目, 被越来
越多地应用于临
床诊断. 但传统的
芯片平台因基于
荧光标记技术, 应
用时需要昂贵的
扫描设备以及操
作复杂, 技术要求
高, 在临床应用中
一直难以推广普
及.

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室
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the nonintervention of instrumentation required 
to detect signal, as well as its high versatility and 
accuracy. 

Key Words: Biosensor; Microarray; In situ  amplifi-
cation; Nanoparticle

Song JW, Xin Z, Yao L, Li XF, Tang JX, Zhou XJ, Wu B, 
Sun AJ, Wu ZQ. Development of clinical highly sensitive 
biosensor-based microarray system. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(15): 1628-1633

摘要
目的: 在传统基因芯片技术基础上, 应用生物
传感器技术, 研制一种能将基因芯片信号原位
放大后达肉眼判读灵敏度, 无需专用基因芯片
检测仪器就可使用, 易于在基层医疗单位推广
的薄膜生物传感器基因芯片诊断系统. 

方法: 在薄膜生物传感器基片基础上, 经过表
面化学处理, 使特定的基因捕获探针在传感器
表面固定, 形成特定检测目的生物传感器基因
芯片. 并以乙肝病毒YMDD区的特异序列设
计为例, 通过特定的YMDD区的捕获探针, 以
矩阵的形式点样于传感器芯片表面来实现本
系统. 同时, 纳米金标记的检测探针取代了传
统芯片中的荧光标记探针. 扩增后的目的PCR
片段与捕获探针、生物素标记探针、链亲蛋
白纳米金探针进行反应, 最后得到探针-生物
素-链亲蛋白-纳米金复合物, 并在芯片表面经
生物传感器芯片将信号原位放大, 获得肉眼观
的芯片信号并进行分析, 完成芯片诊断. 以乙
型肝炎病毒YMDD突变为例, 观察该芯片系
统对临床诊断标本诊断的可靠性. 

结果: 基因芯片的检测信号经生物传感器原
位放大后能肉眼判读或借助普通数码照像机
或计算机扫描, 根据信号出现的特定位置即可
确定突变的类型. 且该生物传感器基因芯片系
统信噪比高, 在人工合成的寡核苷酸及临床血
清的检测中, 均可实现生物芯片阴阳性信号完
全的有或无的判读; 临床血清标本检测证实, 
使用该传感器芯片系统对前期经过测序确定
为YMDD突变的23份临床血清结果与测序结
果完全一致. 

结论:  薄膜生物传感器基因芯片集纳米材
料、生物传感器技术及原位放大技术为一体, 
实现了信号的肉眼判读, 具有通用性高, 准确
可靠, 无需大型设备, 易于在基层医疗单位推
广使用.

关键词: 生物传感器; 基因芯片; 原位放大; 纳米
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0  引言

基因芯片技术自问世以来[1], 以其基于核酸杂交

的检测高度特异性, 检测时的高通量以及平行

分析的特点[2-5], 1998年被美国科学促进会评为

当年十大科技进展之一[6], 并将为临床基因诊断

提供高效、高度特异的基因诊断技术, 为医学

诊断及治疗技术进步做出杰出的贡献, 解决传

统基因诊断技术所不能解决的系列难题[7-9].
传统的基因芯片技术, 无论是微阵列, 还是

原位合成的寡核苷酸基因芯片, 均使用荧光标

记探针技术[10-11], 应用时需要昂贵的激光扫描

设备[12], 此外, 传统技术不能完全消除阴性信号, 
阴阳性信噪比对比低, 存在人为判断其阴阳性

结果.这些因素严重制约了基因芯片技术在临床

中的广泛应用. 本款基因芯片在前期系列研究

基础之上[13-16], 应用金银纳米材料标记技术及生

物传感器技术, 将检测信号特异性原位放大, 肉
眼或只需简单光学设备和仪器就能实现信号的

准确判读, 较好地解决了基因芯片在临床应用

中的瓶颈问题.

1  材料和方法

1.1 材料 在直径约10-20 mm硅片上按真空气相

沉积法镀膜镀以一定厚度的氮化硅, 再用旋转

真空镀膜机将TSPS(T结构聚氨二甲基硅烷烃, 
UCT, Bristol, PA)的薄膜[17-18], 制备出相应的生物

传感器基片, 再镀以多聚苯丙氨酸-赖氨酸涂层, 
最后经1-10 fmol/L盐酸琥珀酰亚胺基肼烟酸盐

处理约20 min, 清水洗净供芯片制作.
1.2 方法 为实现对突变位点的特异性诊断, 我们

以乙型肝炎病毒L528M突变位点设计了2个位

点检测的的检测探针, 并在标记探针的3'端进行

生物素标记, 由美国(Invitrogen Life Tech)合成, 
HPLC纯化, 以便于与金纳米材料标记链亲蛋白

(streptavidin)商业化纳米金探针交联. 基因捕获

探针C1的设计: 经检索分析现有基因库(ww3.
ncbi.nih.nlm.gov)中所有乙型肝炎病毒(Hepatitis 
B virus, HBV)基因序列, 选择HBV高度保守的

P基因YMDD区附近区域片段, 设计相应的探

针并由美国合成(Invitrogen Life Tech)相应的探

针[13]. 上述高效液相色谱纯化的捕获探针, 由

■研发前沿
近年来, 芯片技术
的发展较快, 特别
是临床应用类芯
片, 成为各国竞相
发展的领域. 其突
破点主要是从改
变其基于荧光分
子的探针标记技
术及降低检测设
备成本入手.
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珠海赛乐奇生物技术有限公司按以下矩阵(图
1A)用德国Gisem Nanoplotter芯片点样仪进行点

样, 室温下与生物传感器芯片表面的化学涂层

进行化学反应, 形成共价结合的化合物, 经清水

漂洗, 干燥, 备用. 传统基因芯片的制备方法同

我们研究相同. 采用化学合成的含有L528M突

变的DNA寡核苷酸(表1)、我室保存的YMDD
突变质粒及长期使用拉米夫定的患者血清作为

阳性标准品[13-14]. 按以往文献报道方法[13-15], 制
备相应的传统基因芯片, 并将上述阳性标准品

及扩增的PCR产物进行检测. 目的基因片段的

PCR扩增按以下引物: L: 5'-GAT GTG TCT GCG 
GCG T-3', R: 5'-GTA AACTGA GCC AGG AGA 
AA(GenBank 4490408)为引物, 在50 μL的PCR
扩增体系中加入20 mmol/L Tris-HCl, 50 mmol/L 
KCl, 2 mmol/L MgCl2及0.2 mmol/L dATP, dGCT, 
dTTP和dCTP(Amersham, UK)及100 nmol/L引
物1 μL, 再加入Taq酶33.34 nkat, 经95℃ 5 min
预变性后, 再以 94℃ 30 s, 50℃ 30 s和72℃ 30 s
为一周期, 30个循环扩增. 扩增后的 PCR扩增产

物95℃加热3 min, 迅速置于冰上; 取10 μL PCR
扩增产物加入到25 μL 2×连接酶混合液, 加水

至50 μL(以上试剂由珠海赛乐奇生物技术有限

公司提供), 并据公司操作说明按以下步骤进行: 
将60℃预热连接酶混合液芯片上, 在60℃反应

10 min; 0.01 mol/L NaOH洗涤3×5-10 s; 再将芯

片置0.1×SSC中洗涤3×1-2 min; 空气干燥, 将
制备的streptoavidin金纳米探针每片3滴滴于芯

片表面, 常温反应5 min; 用0.1×SSC洗涤芯片

3次×1-2 min; 并在最后用干净空气吹干芯片

表面, 凉干后扫描或数码相机照相, 计算机判读 
结果.

2  结果

2.1 基因芯片可见光信号的实现 我们通过改变

传统的探针, 将特异性杂交探针3 '端标以生物

素分子, 该特异性杂交探针再与可见包被有纳

米金颗粒的链亲蛋白结合, 形成纳米金探针[19], 
该探针在可见光条件下, 即可实现信号的显示 
(图2), 成功实现了传统荧光探针至可见光探针

的转化, 为实现信号的肉眼判读奠定了基础.基
于纳米金探针有效地替代了传统芯片基于荧光

标记的探针, 但其灵敏度, 肉眼条件下的观察, 
与荧光探针标记的激光扫描仪下获得的检测信

号比较, 灵敏度较低, 不易形成稳定的阳性信号

(宋家武, 未发表资料). 而本芯片研究结果显示: 

生物传感器基因芯片能有效地在原位放大基因

芯片上杂交后的生物信号, 在肉眼条件下, 或借

助简单的数码相机, 获得清析的阳性和阴性信

号(图1B-C).
2.2 检测的灵敏度和阴阳性信号对比度 为研究

在肉眼可观察的条件下, 本芯片可检测的DNA
水平, 我们合成了L528M单链DNA, 分别稀释成

1、0.1、0.01、0.001 μmol/L, 取1 μL进行检测, 
其最低检测浓度为0.01 μmol/L, 即最低检测病毒

载量浓度为1×10-14 mol/L, 图2). 专用的生物传

感器基因芯片信号处理技术, 有效增强了信号

特异性; 显著增加阴阳性信号对比度, 并有效地

消除了背景信号. 我们在芯片系统中引入了珠

海赛乐奇生物技术有限公司的专利信号处理技

术[16], 在生物传感器芯片有效放大检测信号的同

时, 有效地降低了背景信号, 与传统基因芯片比

较, 真正实现了检测阳性信号与阴性信号有和

无的分辨(图3A-B).
2.3 检测YMDD突变的特异性 为了验证YMDD
突变检测基因芯片对YMDD突变检测的特异性, 
我们应用化学合成的含有YMDD突变位点的寡

核苷酸链作为阳性标准品及Y M D D突变质粒

对芯片以往经测序证实的23份血清, 对其中的

共46个次突变位点标本进行了检测, 结果如前

面图显示: 所有样本的突变均能实现完全有或

无显示, 阴阳性结果对比显著, 阴性结果完全无 
信号.

3  讨论

基因芯片技术是1990年代发展起来的一项高新

生物技术[1,6,20-21], 他可以实现一次检测全基因组

在特定条件下的基因表达或检测全基因组或特

定的核苷酸或序列的改变. 在各种基因相关性

疾病, 如传染病和遗传性疾病的诊断、基因多

态性分析等具有独特的应用前景[22-26].
基于荧光标记探针的基因芯片检测技术是

其使用时需要大型设备的根本原因[27]. 由于其

信号弱, 必须经过激发, 才能发光, 需要精密而

■创新盘点
本研究实现了基
因芯片生物检测
信号的原位放大, 
达到肉眼观水平.

图  1  距阵及杂交信号. A: 生物传感器芯片点样矩阵; B: 放

大照片; C: 实际结果.

A B

C
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■应用要点
本款基因芯片实
现了基因芯片信
号的肉眼判读, 集
高度的灵敏度、

特异性及可重复
性于一体, 背景清
晰, 能特异性鉴别
单个或多个基因
位点的突变, 操作
简单 ,  成本低廉 , 
是一种既经济又
可靠的新型基因
芯片技术, 具有广
阔的临床应用前
景.

昂贵的激光扫描设备. 在临床检测应用过程中, 
由于检测单位需要投资购置大的激光扫描设备, 
一方面, 显著增加了进行相关检测的投资成本, 
另一方面, 亦直接增加了应用的成本, 显著地限

制了该技术的应用范围, 并成为该技术在临床

推广中的瓶颈问题. 因此, 从技术上解决其需要

使用基因芯片扫描仪的必备条件是, 改变其基

于荧光分子的探针标记方法和技术. 早期Taton 
et al研究报告提示[28], 基因芯片的检测信号可望

通过纳米金材料技术的应用, 实现基因芯片检

测信号由传统的荧光信号转化为可见光判读, 
从而有望解决技术推广中需要荧光扫描仪的难

题. 本研究结果表明, 纳米金标记的探针技术, 
完全可以实现基因芯片信号的可见光判读. 然
而, 在现有临床检测条件下, 现有纳米材料可见

光探针技术在临床应用过程中, 存在着灵敏度

偏低, 普通光学设备判读时, 灵敏度不够和获得

信号欠稳定的问题(宋家武, 未发表资料). 因此, 
其检测信号有待更进一步的放大, 其技术有待

更进一步的完善.
生物传感器技术, 品种繁多, 对待检信号的

实现方法很多, 如光电传感, 压电传感, 化学传

感等传感器技术[29-31]. 本芯片平台引入了生物传

感器原位放大技术, 使临床检测用的基因芯片

信号, 转化为可见光信号, 并经原位放大, 达到

地肉眼观水平, 从而有效地解决了这一棘手的

推广问题, 为临床上广泛使用基因芯片诊断多

基因, 多位点突变疾病, 提供了一种全新的诊断

技术. 我们开发研制的该款基因芯片有效地整

合当前的多项高新技术, 特别是创造性地将生

物传感器技术与基因芯片技术、纳米材料技术

及通用纳米材料探针技术进行整合, 并充分利

表  1  特异性标记性探针序列

     
L528M位点突变检测捕获探针 	                    AAAAAAAAAACGCAAAATACCTATGGGAGTGGGCCTCAGTCCGTTTCTCT

                                                                     AAAAAAAAAACGCAAAATACCTATGGGAGTGGGCCTCAGTCCGTTTCTCA

L528M检测标记探针	                     TGGCTCAGTTTACTAGTGCC-biotin

乙型肝炎YMDD区PCR扩增引物	     TGCACCTGTATTCCCATCC

                                                                     TTTGTATTAGGAGGCTGTAG

L528M阳性单链寡核苷酸 	                     L528M A GGCACTAGTAAACTGAGCCAAGAGAAACGGACTGAGGCCC

                                                                     L528M T GGCACTAGTAAACTGAGCCATGAGAAACGGACTGAGGCCC

A B

图  3  生物传感器基因芯片与传统基因芯片信号. A: 传统基因芯片; B: 生物传感器基因芯片阴阳性信号的完全有和无效果. 

A B C D

图  2  不同浓度人工合成的L528M寡核苷酸在本基因芯片上的检测效果. A: 0.001 μmol/L; B: 0.01 μmol/L; C: 0.1 μmol/L; D: 

1 μmol/L.
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用了多项技术特点, 实现了基因芯片生物检测

信号的原位放大, 显著地提高了检测的灵敏度, 
实现了基因信号的肉眼判读或应用简单数字成

像设备如数码相机、CCD成像即可获取信号, 
从而从技术上解决了不需要荧光扫描仪等大型

设备的难题. 与传统的基因芯片相比, 本技术和

产品在灵敏度上, 较之传统的基因芯片技术, 将
信号放大了数个数量级, 灵敏度显著增加. 另一

方面, 由于杂交洗涤条件的革新, 在确保了特异

性阳性信号实现的条件下, 由于杂交洗脱条件

严谨, 非特异性信号降低至最低程度. 与传统的

基因芯片技术相比, 真正实现了阴阳性信号的

特异性检测. 同时, 该基因芯片开发出能基于高

温连接酶技术的特异性信号实现方式, 有效地

降低了背景, 使信噪比显著提高, 在信号上完全

实现了有和无的分辨.
总之, 本研究结果证明, 本款基因芯片集生

物传感器基因芯片技术与纳米材料技术为一体, 
实现了基因芯片信号原位特异性放大, 达到肉

眼判读的水平, 具有高度的灵敏度、特异性及

可重复性, 背景清晰, 能特异性鉴别单个或多个

基因位点的突变, 操作简单, 成本低廉, 有效地

解决了传统基因芯片在应用过程中, 需要大型

检测设备、不便于推广的瓶颈问题, 是一种既

经济又可靠的新型基因芯片技术.
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第八届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入
新技术研讨会征文通知

本刊讯 为满足全国专家、学者和临床一线医师对消化性病变介入/内镜新技术研究、探讨和交流的需求, 进
一步提升国内消化系疾病尤其是消化道恶性病变介入/内镜诊治的技术水平, 上海同仁医院联合福建省肿瘤医

院, 定于2008-11-7/12在福建省福州市举办第八届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术研讨会. 会

议由福建省抗癌协会、福建省消化内镜学会和福建省放射学会介入学组具体承办. 中华消化内镜学杂志、中

华放射学杂志、世界华人消化杂志和介入放射学杂志共同参与协办. 会议将着重介绍消化道病变内镜治疗、

介入放射学治疗、肿瘤内外科治疗的新理论、新技术和新方法, 为各相关交叉学科之间的相互交流和研讨搭

建一个平台. 本次会议拟安排相关学科的著名专家围绕食管、胆管和胃肠道等消化道管腔内支架治疗应用技

术和发生的问题, 以及消化道病变的消化内镜、介入放射和内外科治疗新进展等热点课题进行精彩演讲及深

入研讨. 会议中还将安排疑难案例讨论及手术操作演示, 内容精彩. 参会者将授予国家级一类继续医学教育学

分10分. 

1      征稿内容

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

病变(如: 门静脉高压、胆道结石和消化道出血等)的内镜及介入新技术应用; 消化病诊治边沿交叉学科与消化

介入诊治新技术相关的论著、文献综述、临床经验和个案报告等稿件.

2      征稿要求

(1)专题讲座由组委会约稿, 也可自荐, 需全文; (2)论著需1000字以内的标准论文摘要, 包括目的、方法、结果

和结论四要素. 经验交流、短篇报道等全文限1000字以内; (3)所有稿件内容应科学、创新、实用、数据准确, 

书写规范, 稿件应是未发表过的论文. 优秀论文将安排在国家级杂志上发表; (4)邮寄稿件要求Word格式打印, 

并附软盘, 特别鼓励E-mail投稿(以附件Word格式传送); (5)截稿日期: 2008-08-31.

3      联系方式

林海澜 ,  350014 ,  福州市福马路凤坂马路顶91号福建省肿瘤医院介入科 .  hailan@pub2 .fz.fj .cn;  手机: 

13850171973, 电话: 0591-83660063-8428, 8017, 传真: 0591-83546120

施宏, 350014, 福州市福马路凤坂马路顶91号福建省肿瘤医院内镜科. endoshihong@hotmail.com; 手机: 

13959105615, 电话: 0591-83660063-8428, 8017, 传真: 0591-83546120
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Abstract
AIM: To explore the expression of reversion 
inducing cysteine rich protein with kazal motifs 
(RECK) in esophageal squamous cell carcinoma 
(ESCC) and its correlations with the occurrence 
and development of ESCC.

METHODS: A total of 62 ESCC specimens, resect-
ed in Anyang Tumor Hospital of Henan Province 

from Februrary 26 to March 16, 2006, were col-
lected. All the cases didn’t receive chemotherapy, 
radiotherapy, and immunotherapy. SP immuno-
histochemical method and in situ hubridyzation 
were used to detect the expression of RECK pro-
tein and mRNA in the 62 carcinoma specimens, 
31 cancer-adjacent specimens (within 3 cm) and 
62 normal esophageal epithelial specimens.

RESULTS: The protein and mRNA expression 
of RECK were closely related with the tumor 
grades, infilatration and lymphatic metastasis 
in ESCC. The expression rates of RECK protein 
were increased ordinally in carcinoma speci-
mens, cancer-adjacent epithelium and normal 
esophageal epithelial specimens, and there 
was a significant difference in group com-
parison (RECK protein: χ2 = 10.331, P < 0.01; 
RECK mRNA: χ2 = 19.186, P < 0.01). There was 
a positive correlation between the protein and 
mRNA expression of RECK (r = 0.416, P < 0.01) 
in ESCC.

CONCLUSION: Lower expression of RECK has 
a correlation with the pathogenesis of and de-
velopment of ESCC, and RECK may be a new 
assistant index for early diagnosis and prognosis 
of ESCC.

Key Words: Reversion inducing cysteine rich protein 
with Kazal motifs; Esophageal squamous cell car-
cinoma; Immunohistochemistry; In situ  hubridyza-
tion

Gao DL, Li SL, Chen KS, Zhao ZH, Zhao QM, Liu ZW, 
Zhang YH. Expression and biological significance 
of matrix metalloprofeinase inhibitor RECK gene in 
esophageal squamous cell carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(15): 1634-1638

摘要
目的: 研究RECK基因在食管鳞癌组织中的表
达情况及其与食管鳞癌发生、发展的关系.  

方法: 2006-02-26/2006-03-16河南省安阳市肿
瘤医院食管癌手术切除标本62例, 所有病例术

®

■背景资料
R E C K 基 因 是
1998年发现的一
种新型转移抑制
基 因 ,  通 过 抑 制
MMP活性与肿瘤
血管生成从而阻
断肿瘤侵袭和转
移. 本研究对其在
食管鳞癌组织中
蛋白及mRNA表
达水平的检测有
助于研究 R E C K
基因与食管鳞癌
发生、发展的关
系. 

■同行评议者
王健生 ,  副教授 , 
西安交通大学医
学院第一附属医
院肿瘤外科
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前均无化疗、放疗及免疫治疗史. 全部病理组
织学证实均为鳞状细胞癌. 全部样本分别在癌
灶、癌旁3 cm以内及远端正常黏膜组织分别
取材62、31和62例. 采用免疫组化SP法和原
位杂交方法进行RECK蛋白及mRNA的检测. 

结果: 食管鳞癌组织中RECK蛋白及mRNA表
达均与癌的组织学分级、浸润深度及淋巴结
转移密切相关; 在食管鳞癌癌变过程中RECK
蛋白及mRNA表达在癌组织、癌旁不典型增
生组织及正常黏膜组织中的表达率依次增高, 
组间比较有明显差异(RECK蛋白: χ2 = 10.331, 
P <0.01; RECK mRNA: χ2 = 19.186, P <0.01); 
RECK蛋白与mRNA的表达呈正相关关系(r  = 
0.416, P <0.01).

结论: RECK低表达与食管鳞癌的发生、发展
有关, RECK可作为食管鳞癌早期诊断的辅助
指标. 

关键词: RECK; 食管鳞癌; 免疫组化; 原位杂交

高冬玲, 李晟磊, 陈奎生, 赵志华, 赵秋民, 刘宗文, 张云汉. 金属

蛋白酶抑制基因RECK在食管鳞癌中的表达及生物学意义.  世

界华人消化杂志  2008; 16(15): 1634-1638
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0  引言

食管癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一, 为
了寻找食管癌早期诊断的科学方法, 目前针对

侵袭及转移机制的研究已经进入了分子生物学

的水平. RECK(reversion inducing cysteine rich 
protein with kazal motifs, RECK)基因是日本科

学家Takahashi et al [1]于1998年发现的一种新型

抑癌基因, 该基因普遍存在于各种正常组织和

非肿瘤细胞系中, 而在一些肿瘤细胞系和肿瘤

基因转化的成纤维细胞中, 其表达被抑制. 目前的

研究表明, RECK基因的突变与缺失与食管癌、胰

腺癌、乳腺癌、肺癌等恶性肿瘤的密切相关[2-7]. 
我们采用免疫组化S P法及原位杂交方法检测

RECK基因在62例食管鳞癌组织、31例癌旁不

典型增生组织及62例正常食管黏膜组织的表达

情况, 以期探讨RECK的表达与食管鳞癌临床病

理特征的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 62例食管癌手术切除标本于2006-02-26/ 
2006-03-16取自食管癌高发区河南省安阳市肿

瘤医院, 所有病例术前均无化疗、放疗及免疫

治疗史. 其中男36例, 女26例, 年龄38-75(平均

60.6±9.5)岁. 全部病理组织学证实均为鳞状细

胞癌. 其中组织学分级Ⅰ级15例, Ⅱ级25例, Ⅲ
级22例; 伴淋巴结转移者20例, 无淋巴结转移

者42例. 浸润深度分3组, 浸达浅肌层者7例, 浸
达深肌层者14例, 浸达纤维膜者41例. 全部样本

分别在癌灶、癌旁3 c m以内及远端正常黏膜

组织3处取材, 经40 g/L多聚甲醛液固定, 常规

脱水, 石蜡包埋, 连续切片, 切片厚度4-6 μm, 分
别用于HE、免疫组化及原位杂交染色. 鼠抗人

RECK mAb购自美国Santa Cruz公司, SP免疫组

化试剂盒购自北京中杉金桥生物技术开发公

司. 原位杂交5'端生物素标记、全硫代修饰探针

由北京奥科生物技术有限公司合成, 探针序列: 
CTTGCCCTCTGTGTATTGCC.
1.2 方法 免疫组化采用SP法, RECK mAb稀释倍

数为1∶100, DAB显色, 苏木素复染. 染色步骤

严格按说明书进行; 原位杂交切片经新鲜配制

二甲苯脱蜡, 梯度酒精脱水后, 用新鲜配制的5 
mL/L H2O2室温处理30 min, 以灭活内源性过氧

化物酶; 30 g/L柠檬酸新鲜配制蛋白酶(0.01 g/L), 
37℃, 10 min, 消化标本DNA结合蛋白; 每张玻

片滴加20 mL不含RECK探针的预杂交液(42℃), 
预杂交4 h; 加含探针(1 mg/L)的杂交液, 42℃湿

盒内杂交12-16 h; 0.1×标准柠檬酸盐(SSC)42℃
洗后, 加SA-Bio-AP 37℃, 10 min; 漂洗后加

BCIP/NBT显色剂, 避光显色0.5-2 h. 免疫组化以

PBS液代替Ⅰ抗体作为阴性对照, 原位杂交以不

含RECK探针的标本作阴性对照. 阳性对照为已

知的RECK阳性的乳腺癌组织切片. RECK蛋白

阳性信号均呈棕黄色颗粒样物质, 位于细胞质

内. RECK mRNA阳性信号呈紫蓝色颗粒, 位于

细胞质内. 免疫组化结果判定: 高倍镜下随机选

取5个视野(每个视野观察细胞数不少于200个), 
按阳性细胞所占百分比及着色深浅进行结果判 
定[8-9]. (1)按切片中细胞着色深浅评分: 0分, 细胞

无显色; 1分, 浅黄色; 2分, 棕黄色; 3分, 棕褐色. 
(2)按阳性细胞数占同类细胞数的百分比, <30%
为1分, 30%-70%为2分, >70%为3分. 取(1), (2)两
项评分的乘积作为总积分, 0-1分为阴性(-), 2-3
分为弱阳性(+), ≥4分为阳性(++). 原位杂交结

果判定[10]: 在200倍显微镜下随机选择5个区域, 
计数每个视野阳性细胞的百分比, 再取其平均

值. 表达结果采用半定量评估: 阴性为阳性细胞

数<10%, 弱阳性为阳性细胞数10%-15%, 中度阳

性为阳性细胞数15%-50%, 强阳性为阳性细胞

数≥50%. 

■相关报道
国内外学者采用
RT-PCR、原位杂
交、Western blot
和免疫组织化学
等技术分别检测
了 R E C K 基因在
胃癌、肝癌、乳
腺癌等肿瘤中的
表达量, 以期揭示
R E C K 基因与肿
瘤发生、发展及
浸润、转移的关
系, 有学者构建了
R E C K 基因的真
核表达载体并转
染了恶性肿瘤细
胞株, 继而筛选出
了稳定表达该基
因的细胞株.



www.wjgnet.com

1636                       ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2008年5月28日    第16卷   第15期

统计学处理 应用SPSS11.0统计学软件, 采
用χ2检验, 检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 RECK蛋白在食管鳞癌组织中的表达及其与

临床生物学行为的关系 RECK蛋白阳性表达主

要位于肿瘤细胞的胞质中, 呈浅黄色至深黄色

(图1, 表1-2).
2.2 RECK mRNA在食管鳞癌组织中的表达及其

与临床生物学行为的关系 RECK mRNA阳性表

达主要位于食管鳞状上皮细胞的胞质中, 呈蓝

紫色颗粒(图2). 在食管鳞癌癌变过程中RECK 
m R N A表达在癌组织、癌旁不典型增生组织

及正常黏膜组织中的表达率依次增高, 分别为

59.7% (37/62)、71.0%(22/31)、85.5%(53/62), 
组间比较有明显差异(χ2 = 10.331, P <0.01, 表
1). RECK mRNA表达与食管鳞癌患者组织学

分级、浸润深度、淋巴结转移有关(χ2分别为

10.422, 8.550, 4.751, P均<0.05, 表2).
2.3 RECK蛋白及mRNA在食管鳞癌组织中表达

的相关性分析 RECK蛋白及mRNA在食管鳞癌

组织中的表达呈正相关关系, 在RECK蛋白表达

阳性的37病例中, 其mRNA表达阳性的占23例, 
而在RECK蛋白表达阴性的25病例中, 其mRNA

表达阴性的占20例, 两组之间比较有显著性差

异(r  = 0.416, P <0.01, 表3).

3  讨论

RECK基因是近年来发现的与肿瘤的恶性表型

有密切关系的一种新型的基因, 能够抑制肿瘤

的增殖和侵袭[11-16]. RECK基因编码大约110 kDa
的跨膜蛋白, 有多个表皮生长因子样的重复区

和丝氨酸蛋白酶抑制物相似区域. RECK基因普

遍存在于各种正常组织和非肿瘤细胞系中, 而
在一些肿瘤来源的细胞系和肿瘤基因转化的成

纤维细胞中, 其表达被抑制[17-20]. 当恢复RECK基

因表达则抑制了一些肿瘤细胞系的转移或恶性

表型, 同时抑制这些细胞分泌基质金属蛋白酶

MMP-9和MMP-2等[21-24]. 本研究应用原位杂交

技术和免疫组化技术系统的对比研究了食管黏

膜上皮癌变过程中RECK的变化规律及其与食

管鳞癌临床生物学行为的关系. 
本实验研究结果显示, RECK mRNA及其

蛋白在癌组织的表达均低于在正常组织和不典

型增生组织中的表达, 差异有统计学意义. 表明

RECK基因在食管鳞状细胞癌中无论转录水平

还是蛋白水平均有表达下调, 这就说明了RECK
低表达的肿瘤具有更强的侵袭能力, 提示RECK

■创新盘点
本研究首次采用
免疫组织化学及
原位杂交技术联
合 检 测 R E C K 基
因 食 管 鳞 癌 组
织、癌旁不典型
增生组织及正常
食管黏膜组织的
表 达 情 况 ,  探 讨
R E C K 在 食 管 癌
发生、发展中的
作用.

表  1  RECK在食管鳞癌组织、非典型增生及正常黏膜组织中蛋白及mRNA的表达

     
			   RECK蛋白		        

χ2	         P
	                     RECK mRNA	     

χ2	    P
	                    n          -          +        阳性率(%)        	                            -           +          阳性率(%)

正常黏膜上皮          62        9        53          85.5        	                        11        51           82.3       

非典型增生              31        9        22	    71.0	    10.331       0.006         12	    19	   61.3       19.186    0.000

鳞癌	                 62      25	      37	    59.7	                                         34	    28	   45.2

表  2  RECK蛋白及mRNA表达与食管鳞癌临床生物学行为的关系

     
		             RECK蛋白                               

χ2	      P
	                 RECK mRNA	     

χ2	 P
	            n             -             +       阳性率(%)			     -                +         阳性率(%)

组织学分级

    Ⅰ	          15         1           14	 93.3			      4	 11	 73.3		

    Ⅱ	          25        11          14	 56.0	 10.422	 0.005	  16	   9	 40.0	 6.799      0.033

    Ⅲ	          22        13            9	 40.9			    14	   8	 31.8		

浸润深度

    浅肌层	          7          0            7         100.0			      1	   6	 85.7		

    深肌层	        14          5            9	 64.3	   8.550	 0.014	    6	   8	 57.1	 7.862      0.020

    纤维膜	        41        20          21	 51.2			    27	 14	 34.1		

淋巴结转移

    无	         42        13          29	 69.0	   4.751	 0.029	  17	 25	 59.5	  9.121      0.003

    有	         20        12            8	 40.0			    17	   3	 15.0
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的低表达可能与食管癌的发生有关 .  R E C K 
mRNA及其蛋白的表达均与肿瘤的分化程度有

关, 分化程度越高, 其表达越高, 提示RECK的

表达对食管癌恶性程度的评估有一定的参考价

值. 食管癌组织中RECK mRNA与其蛋白的表达

密切相关, 提示RECK mRNA的表达情况可以

间接反映其蛋白表达水平, 食管癌组织中RECK 
mRNA的阳性表达率略低于RECK蛋白表达率, 
62例食管癌中仅发现14例R E C K蛋白阳性而

mRNA阴性, 提示可能存在RECK基因转录后调

节, 对于RECK mRNA和RECK蛋白同时无表达

的20例食管鳞状细胞癌, 推测可能为RECK基因

的纯合性缺失或启动子高甲基化所致. 
研究结果表明R E C K基因在正常食管组

织、癌旁不典型增生组织及癌组织中均有表达, 
但在食管癌组织中的表达水平显著降低, 提示

在食管鳞癌中RECK mRNA及蛋白表达量的变

化与高度潜在的侵袭和转移有较强的关系, 与
预后有关, 可作为判断预后的一项指标, 有利于

我们进一步了解食管癌的生物学行为, 为食管

癌的早期诊断和治疗提供一个新的途径.
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■同行评价
本研究方法设计
合理 ,  结果明确 , 
科学性和可读性
均能反映国内食
管 鳞 癌 中 R E C K
的相关研究水平.

1638                       ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2008年5月28日    第16卷   第15期

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

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

世界华人消化杂志网络版的发表前链接  

本刊讯 本刊即将开始实行网络版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包括首次提交的稿件, 同行评议

人报告, 作者给审稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况

发表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编者、同行评

议者、读者、作者互动的动态过程. (常务副总编辑: 张海宁 2008-05-28)



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年5月28日; 16(15): 1639-1644
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床研究 CLINICAL RESEARCH

人脐带间充质干细胞生物学特性及向类肝细胞的分化

闫俊卿, 韩 涛, 朱争艳

闫俊卿, 天津市人工细胞重点实验室 天津市 300170
韩涛, 天津市第三中心医院肝内科 天津市 300170
朱争艳, 天津市肝胆疾病研究所 天津市 300170
闫俊卿, 天津医科大学在读硕士, 主要从事肝病研究.
作者贡献分布: 此课题由韩涛及朱争艳设计; 研究过程由韩涛、
闫俊卿及朱争艳完成; 研究所用试剂及分析工具由闫俊卿提供; 
本论文写作由韩涛和闫俊卿完成.
通讯作者: 韩涛, 300170, 天津市河东区津塘路83号, 天津市第
三中心医院肝内科. yjqrr@163.com
电话: 022-84112604
收稿日期: 2008-01-17   修回日期: 2008-03-25

Biological characteristics and 
differentiation into hepatocyte-
like cells of human umbilical 
cord-derived mesenchymal 
stem cells 

Jun-Qing Yan, Tao Han, Zheng-Yan Zhu

Jun-Qing Yan, Tianjin Key Laboratory of Artificial Cell, 
Tianjin 300170, China
Tao Han, Department of Liver Diseases, Tianjin Third Cen-
tral Hospital, Tianjin 300170, China
Zheng-Yan Zhu, Tianjin Institute of Hepatobiliary Dis-
eases, Tianjin 300170, China
Correspondence to: Tao Han, Department of Liver Dis-
eases, Tianjin Third Central Hospital, 83 Jintang Road, He-
dong District, Tianjin 300170, China. yjqrr@163.com
Received: 2008-01-17    Revised: 2008-03-25 

Abstract
AIM: To investigate the biological characteristics 
of human umbilical cord-derived mesenchymal 
stem cells (MSCs), and to study the possibility of 
their differentiation into hepatocyte-like cells.

METHODS: MSCs were isolated from human 
umbilical cord; after serial subcultivation in 
vitro, surface immunological markers in MSCs 
were detected by immunocytochemical stain-
ing and flow cytometry. cell cycle and growth 
activity were also detected. Hepatocyte growth 
factor (HGF), fibroblast growth factor-4 (FGF-4), 
oncostatin M (OM) were adopted to effectively 
induce hepatic differentiation, and specific sur-
face phenotype of liver cells was detected by im-
munocytochemical staining. In vitro functions of 
the induced and uninduced cells were identified 
by glycogen staining.

RESULTS: MSCs were isolated from human 
umbilical cord sucessfully, presenting fibroblas-
tic morphology and long-term stability. These 
cells were positive for CD29, CD105, and Vi-
mentin, but were negative for CD34 and CD31. 
MSCs could be induced to differentiate into 
hepatocyte-1ike cells that were positive for albu-
min, alpha fetoprotein, cytokeratin 18, cytokera-
tin 19 and glycogen staining.

CONCLUSION: Human umbilical cord-derived 
MSCs are able to differentiate into functional 
hepatocyte-like cells, and may serve as a cell 
source for tissue engineering and cell therapy of 
hepatic diseases.

Key Words: Umbilical cord; Mesenchymal stem cell; 
Hepatocyte; Differentiation; Immunocytochemistry; 
Flow cytometry

Yan JQ, Han T, Zhu ZY. Biological characteristics and 
differentiation into hepatocyte-like cells of human 
umbilical cord-derived mesenchymal stem cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(15): 1639-1644

摘要
目的: 研究脐带间充质干细胞(umbilical cord-
mesenchymal stem cells, UC-MSCs)生物学的
特性及向肝细胞分化的可能性. 

方法: 从脐带中分离间充质干细胞, 体外行传
代培养, 检测脐带间充质干细胞表面免疫标
志、细胞周期和生长活性等, 利用肝细胞生长
因子、成纤维生长因子4和抑瘤素等细胞因子
诱导脐带间充质干细胞向肝细胞分化, 用免疫
细胞方法对诱导和未诱导的细胞进行免疫学
检测, 糖原染色进行功能鉴定. 

结果: 从人脐带中可分离到贴壁生长的间充
质干细胞 ,  细胞形态类似成纤维细胞 ,可在
体外进行长期稳定培养; C D29、C D105和
Vimentin表达阳性, 基本不表达CD34、CD31, 
经加入细胞因子可成功将间充质干细胞向肝
细胞诱导分化, 分化的细胞表达肝细胞表面标
志物ALB、AFP、CK18和CK19, 糖原染色呈
现阳性.
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■背景资料
目前肝细胞移植
用于治疗终末期
肝病被认为是一
种较为有效的治
疗手段之一, 肝细
胞的来源成为近
年来的研究热点, 
UC-MSCs易于获
得, 能够实现体外
大量扩增, 具有多
向分化能力, 是一
种较为理想的细
胞来源.

■同行评议者
任粉玉 ,  副教授 , 
延边大学附属医
院消化内科



结论: 人脐带中可成功分离到间充质干细胞, 
细胞可实现体外长期培养, 表达脐带间充质干
细胞的表面标志, 在体外脐带间充质干细胞诱
导分化为肝细胞, 有望成为细胞替代治疗的理
想来源之一.

关键词: 脐带; 间充质干细胞; 肝细胞; 分化; 免疫细

胞化学; 流式细胞术
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0  引言

间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)
是一类具有显著的自我更新和多向分化能力的

细胞, 他来源丰富, 主要有骨髓、脐血、脐带、

全身结缔组织和器官间质[1-3]. 目前骨髓是实验

和临床研究中MSCs的主要来源, 但骨髓存在有

自身局限性, 脐血中能否获得MSCs仍存在有争 
议[4-5]. 已有研究报道脐带中富含MSCs, 易于获

得, 分离成功率高, 具有多向分化的能力, 因此

选择脐带作为研究对象. 本实验旨在通过研究

其生物学特性及向肝细胞分化的能力, 为人工

肝、肝细胞移植等提供理想的种子细胞.

1  材料和方法

1.1 材料 脐带取自天津市第三中心医院住院的

健康足月产妇, 均征得父母授权同意及伦理委员

会批准. DMEM/F12培养基、胎牛血清(FBS)、
Ⅳ型胶原酶均为美国Gibco公司产品; 肝细胞生

长因子(HGF)、成纤维生长因子4(FGF4)、抑瘤

素(OSM)购自美国Properto; ITS(25 g/L 胰岛素、

25 g/L转铁蛋白、25 mg/L亚硒酸钠)、胰酶为美

国Sigma公司产品; 免疫组化用mAb和SABC试
剂盒为中山金桥公司产品; 荧光标记小鼠抗人抗

体: CD29-FITC、CD34-PE、CD90-PE、CD105-
FITC购自晶美生物有限公司; 红细胞裂解液;细
胞培养基:DMEM/F 12+50 mL/L FBS+100 kU/L
青霉素+100 kU/L链霉素.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 脐带自手术台取下后, 浸入PBS
内, 4℃保存, 在操净台内取出脐带, 用PBS冲洗

净脐动脉和脐静脉内的血液, 脐带剪碎后, 置于

恒温震荡仪内, 加入Ⅳ型胶原酶(1 g/L)60 min, 
胰酶(1.25 g/L)30 min, 经完全消化后, 滤网过滤

收集细胞, 加入适量红细胞裂解液进一步去除

红细胞. 细胞培养基重悬细胞, 调整细胞密度至
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5×106/L, 接种于T25培养瓶内, 孵箱内培养, 5 d
后换液, 每3 d换液1次, 待细胞生长至80%-90%
融合后进行传代培养.
1.2.2 细胞生长活性测定: 取脐带MSCs, 调整细

胞密度至5×103/L, 接种于96孔板内, 于接种后

1、3、5、7 d利用MTT法进行检测; 每组6孔, 同
时以无细胞培养液作为空白对照, 于490 nm处

分光光度计检测各组细胞的A值, 取均值绘制生

长曲线.
1.2.3 细胞周期分析: 取对数生长期细胞, 制备单

细胞悬液, 酒精固定48 h. 加入1 mL PI染液4℃避

光染色30 min. 流式细胞仪(美国Beckman公司)
检测, MultiCycle软件对该细胞周期DNA含量进

行分析, 确定细胞周期分布.
1.2.4 免疫细胞化学检测: 取培养脐带MSCs, 制
备细胞涂片, 用CD105、Vimentin、CD34 、
CD31 mAb对脐带MSCs进行免疫细胞化学染色, 
按SABC试剂盒要求操作, 置显微镜下观察染色

情况, 结果进行拍照.
1.2.5 流式细胞仪检测: 取脐带MSCs经胰酶消化

后, 充分吹打制备单细胞悬液, 加入待检测指标

CD29-FITC、CD34-PE、CD105-FITC, 流式细

胞仪进行检测.
1.2.6 诱导分化: 取第9代细胞接种于12孔板内, 
细胞浓度调整为5×107/L, 设置对照组和诱导组, 
无血清培养1 d后, 加入DMEM培养基、HGF(20 
μg/L)、FGF4(10 μg/L)、ITS(50 g/L)、地塞米

松(0.5 μmol)、烟碱(0.61 g/L)培养10 d后, 加入

DMEM培养基、OSM(50 mg/L)、地塞米松(0.5 
μmol)、ITS(50 g/L)培养18 d, 共培养28 d, 分别

于1、2、3和4 wk取细胞进行相关实验.
1.2.7 肝细胞的免疫细胞化学染色鉴定: 分别

于1、2、3和4 wk收集细胞进行检测, 观察不

同时间点细胞形态的变化, 细胞化学染色测定

肝细胞特异表面标志物ALB、AFP、CK18和
CK19(方法同上).
1.2.8 糖原染色: 取不同时间点对照组和诱导组

细胞, 中性福尔马林固定10 min, 10 g/L碘酸水溶

液5-10 min, 蒸馏水洗多次后晾干, Schiff液10-15 
min, 蒸馏水洗5 min, 苏木素复染细胞核1-3 min, 
蒸馏水洗5 min, 脱水, 透明, 封片.

2  结果

2.1 脐带MSCs的培养 人脐带MSCs经剪碎后加

入Ⅳ型胶原酶及胰酶, 可有效地分离到MSCs, 
细胞呈贴壁生长特性, 形态为长梭形, 类似于成

www.wjgnet.com

■研发前沿
MSCs的来源较为
广泛, 究竟何种来
源的MSCs能够成
为细胞治疗的理
想种子及其在多
向分化过程中的
调控机制成为目
前的研究热点、

重点和亟待解决
的问题.
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纤维细胞, 漩涡样生长. 细胞大小不一, 经10-15 
d培养后进行传代培养, 细胞增殖速度快, 约每

周传代1次, 传代次数已达到20次以上(图1), HE
染色可见细胞体积较大, 核浆比例大(图2), 细胞

生长80%以上处于G0/G1期(图3), MTT检测可见

细胞生长呈上升趋势, 具有良好的长活性(图4).
2.2 脐带MSCs的鉴定 细胞表达CD29、CD105
和Vimentin, 基本不表达造血细胞标志CD34和
内皮细胞标志C D31. 流式细胞仪检测示表达

CD29、CD105和CD90, 不表达CD34与免疫细

胞化学检测结果一致(图5-6).
2.3 脐带MSCs向肝细胞的诱导分化 通过实验

分别于光镜下观察诱导前和诱导后1、2、3、
4 wk细胞形态的变化, 诱导前细胞具有MSCs的
细胞形态, 呈长梭形, 不规则形, 贴壁生长. 在诱

导后1 wk可观察到少部分细胞突起逐渐消失, 
逐渐变圆, 随着诱导时间的延长, 圆形细胞逐渐

增多, 细胞形态似肝细胞(图7A-C). 于不同时间

点收集诱导后的细胞, 行免疫细胞化学染色观

察, 在诱导1 wk时细胞开始表达肝细胞表面标

志物AFP、CK18和CK19, 不表达ALB; 在诱导

3 wk时, 开始表达成熟肝细胞标志ALB, 同时观

察到AFP、CK18和CK19的表达下降. 在4 wk时, 
ALB表达增强(图7D-G). 对实验组和对照组细胞

进行糖原PAS染色, 4 wk时对照组细胞糖原染色

阳性, 说明经诱导后的细胞具有肝细胞功能特性

(图7H).

3  讨论

MSCs是中胚层来源的一类具有多向分化能力

的干细胞[6-7], 相比较各种来源的MSCs可发现脐

带更具优势, 他易于获得, 取材方便, 排除了伦

理道德方面的限制, 可用于广泛研究. 经多数研

究证实脐带来源的MSCs与骨髓来源的MSCs在
生物学特性方面极为相似, 且可进一步分化为

心肌细胞、脂肪细胞和神经细胞等[8-14], 关于他

向肝细胞分化能力的报道尚少.

■相关报道
研究发现脐带中
MSCs分离成功率
高, 在体外能够大
量扩增, 因而越来
越受到大家的关
注.

A B

图  1  MSCs形态学观察(×40). A: 原代培养7 d后; B: 第3代细胞生长达80%-90%融合.

图  2  培养MSCs HE染色结果(HE×100).
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图  3  细胞周期分析.

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0

A
值

1               3              5             7
观察时间(d)

图  4  第6代细胞生长曲线.



www.wjgnet.com

M S C s缺乏特异的细胞表面标志物 ,  表
达C D29、C D44、C D54、C D105、C D73和
CD166; 不表达CD3、CD34、CD45、CD117、
CD133、CD31和HLA-DR等[3,15-16]. 因此不宜用

流式、免疫磁珠等方法分离. 本实验通过其贴

壁生长的特性进行纯化, 经免疫细胞化学和流

式细胞仪检测得到细胞强表达CD29、CD105和
Vimentin;不表达CD34和CD31. 与文献报道相一

致[17-19].
MSCs向肝细胞的诱导分化突破了胚层的

限制, 实现了跨胚层分化, 是一个复杂的变化过

程, 需要模拟体内肝损伤后的肝细胞再生微环

境及众多的细胞因子参与才可实现, 目前体外

实验中用于肝细胞诱导的主要有HGF、FGF4、
EGF、OSM、ITS和地塞米松等, 其中肝细胞生

长因子可刺激肝细胞的增殖并参于肝脏的再生, 
是调节肝脏生长和功能的关键因子. 通过参考众

多文献及进行多次预实验后, 我们将文献所报道

的诱导方法进行优化改进, 调整诱导因子的用量

及作用时间, 实现MSCs向肝细胞的诱导[20-22].
实验中我们进行免疫细胞化学检测了肝细

胞特异标志AFP、ALB、CK18和CK19, 结果发

现在诱导的过程中细胞可表达上述指标, 本实

验中诱导组1 wk开始表达AFP, 到4 wk时已基本

不表AFP, 而ALB呈现阳性表达, CK18、CK19在
2 wk开始有表达, 初步分析得出MSCs向肝细胞

分化是一个逐渐变化的过程, 由未成熟到成熟

的过程. 肝脏是唯一能够生成和储存糖原的器

官, 成熟的肝细胞具有生成糖原的能力, 于4 wk
糖原染色呈现阳性, 说明诱导后细胞初步具有

成熟肝细胞的特性[23-27]. 这些研究结果与文献报

道相一致.
因此通过实验证明人脐带MSCs在一定条

件下可转化为类肝细胞, 然而这仅是一个最基

■创新盘点
本实验在总结以
往研究的基础上, 
进一步优化诱导
方案, 实现了UC-
MSCs向肝细胞的
诱导分化.

图  5  脐带MSCs(免疫细胞化学染色×100). A: CD105; B: Vimentin; C: CD34; D: CD31.
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图  6  第6代脐带MSCs流式细胞仪检测结果. A: CD105; B: CD29; C: CD34.
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本的研究, 我们对这种跨胚层的分化过程认识的

远远不够, 分化是如何启动、调控、终止仍是一

团迷雾, 所以欲使脐带MSCs成为细胞移植治疗

及组织工程的理想种子细胞仍有待研究[28-29].
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Abstract
AIM: To explore the pathogenic ro le o f 
macrophage migration inhibitory factor (MIF) in 
patients with inflammatory bowel disease.

METHODS: A total of 38 patients with ulcerative 
colitis (UC) at the active stage, 18 patients with 
Crohn’s disease (CD), 23 patients with other 
forms of colitis and 20 normal controls were en-
rolled in the study. The levels of MIF in the sera 
and intestinal tissue were detected by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) and im-
munohistochemistry, respectively. Meanwhile, 
the levels of high sensitivity C-reactive protein 
(hs-CRP) were measured by latex-enhanced im-
munoturbidimetry.

RESULTS: The levels of MIF in the sera were 

significantly higher in UC, CD and other forms 
of colitis than those in normal controls (10.599 ± 
1.895, 8.981 ± 1.409, 8.498 ± 2.242 μg/L vs 5.363 
± 1.841 μg/L; all P < 0.01). The serum MIF levels 
were significantly higher in the hs-CRP-positive 
cases with UC than those in the hs-CRP-negative 
cases (11.025 ± 1.863 μg/L vs 9.408 ± 1.485 μg/L, 
P < 0.05). However, the levels of MIF in CD pa-
tients were not significantly different from those 
levels in other forms of colitis. The rate of MIF 
express was significantly increased in colonic 
mucosa in UC than that in CD or other forms of 
colitis (100.00% vs 78.26%, 66.67%, 65.00%; P < 
0.001). 

CONCLUSION: MIF may play a role in the 
pathogenesis of UC. MIF may be used as a 
marker of disease activity in UC and control of 
MIF production may have therapeutic effects.

Key Words: Crohn’s disease; High sensitivity C-re-
active protoein; Macrophage migration inhibitory 
factor; Ulcerative colitis

Zhang QF, Qiu XF, Zhang CP, Yang JB, Chen ZL. 
Pathogenic role of macrophage migration inhibitory 
factor in inflammatory bowel disease. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(15): 1645-1648

摘要
目的: 探讨巨噬细胞移动抑制因子(macrophage 
migration inhibitory factor, MIF)在炎症性肠
病(inflammatory bowel disease, IBD)发病中的
意义.

方法: 2005-03/2007-11广西壮族自治区南
溪山医院及外院住院活动期溃疡性结肠炎
(ulcerative colitis, UC)患者38例, 克罗恩病
(Crohn's disease, CD)患者18例, 其他结肠炎患
者23例, 健康体检者20例. ELISA检测受试者
血清MIF含量, LAB-SA免疫组化测定肠黏膜
组织MIF蛋白表达. 采用胶乳增强免疫透射比
浊法检测超敏C-反应蛋白(Hs-CRP).

结果: UC、CD及其他结肠炎患者的血清MIF
水平均高于正常对照者(10.599±1.895, 8.981
±1.409, 8.498±2.242 μg/L vs  5.363±1.841 
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■背景资料
免疫因素参与炎
症性肠病(IBD)的
发病, 已得到多数
学者公认. 巨噬细
胞移动抑制因子
(MIF)是一种重要
的促炎细胞因子, 
在机体的炎症和
免疫反应中起重
要作用, 国内外均
有报道证实MIF
参与多种炎症性
疾病的发病, 然而
MIF在IBD发病机
制中的作用尚未
明确. 国内仅在大
鼠溃疡性结肠炎
模型中有所研究, 
尚缺乏相关的临
床研究资料.

■同行评议者
张锦生, 教授, 复
旦大学上海医学
院病理学系



μg/L; 均P <0.01); hs-CRP阳性的UC患者MIF水
平高于hs-CRP阴性的UC患者(11.025±1.863 
μg/L vs  9.408±1.485 μg/L, P <0.05), 而hs-CRP
阳性的CD患者MIF水平未见显著升高, CD
患者的血清MIF水平与其他结肠炎患者的血
清MIF水平比较无显著性差异. UC患者的肠
黏膜MIF表达与其他结肠炎、CD患者和正
常对照者比较, 均具有显著差异(100.00% vs  
78.26%, 66.67%, 65.00%; P <0.001).

结论: MIF参与溃疡性结肠炎的发病过程, 可
能是溃疡性结肠炎活动的指标, 控制MIF的产
生可能有治疗作用.

关键词: 克罗恩病; 超敏-C反应蛋白; 巨噬细胞移

动抑制因子; 溃疡性结肠炎
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0  引言

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

病(crohn's disease, CD), 其病因和发病机制至今

不明[1], 可能与免疫、感染、遗传和精神活动等

多因素有关, 目前免疫因素在IBD发病中的作用

已得到肯定且研究日益深入. 巨噬细胞移动抑

制因子(macrophage migration inhibitory factor, 
MIF)是一种重要的促炎细胞因子[2], 在机体的炎

症和免疫反应中起重要作用, Yamaguchi et al [3]

和张启芳 et al [4]报道证实MIF参与多种炎症性

疾病的发病, 然而MIF在IBD发病机制中的作用

尚未阐明, 国外Ohkawara et al已有MIF在IBD方

面的报道[5-7], 但是目前国内的报道甚少, 尤其是

临床研究罕见. 为探讨MIF在IBD发病中的作用, 
本研究检测了UC、CD和其他结肠炎患者血清

MIF的含量及肠黏膜组织中MIF的表达, 现报道

如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-03/2007-11广西壮族自治区南溪山

医院及外院住院活动期UC患者38例, 男22例, 女
16例, 年龄16-78(平均41.13)岁; CD患者18例, 男
10例, 女8例, 年龄20-49(平均30.78)岁. 全部病例

均符合2000年成都召开的全国炎症性肠病研讨

会制订的《对炎症性肠病的诊断治疗规范的建

议》所规定的诊断标准[8]. 其他结肠炎(包括慢
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性感染性结肠炎13例、缺血性肠炎6例、憩室

炎4例)共23例, 男12例, 女11例, 年龄22-68(平均

45.71)岁; 健康体检者20例作为正常对照, 男10
例, 女10例, 年龄20-46岁.
1.2 方法 
1.2.1 血清MIF浓度及超敏C-反应蛋白(hs-CRP)
的测定: 清晨空腹静脉采血, 静置后离心分离出

血清, -80℃保存待测. MIF采用ELISA检测, 试剂

盒为R&D公司产品, 实验操作严格按说明书进

行. hs-CRP采用胶乳增强免疫透射比浊法, 试剂

盒为上海复星长征医学科学有限公司产品. hs-
CRP浓度超过3 mg/L为hs-CRP阳性.
1.2.2 MIF蛋白检测: 肠道标本来源部位: UC患者

在乙状结肠和(或)直肠活检, CD患者在回肠末

段和(或)右半结肠活检、或来自外科手术中小

肠或右半结肠标本, 其他结肠炎在结肠和(或)直
肠炎症明显处活检, 正常对照者在乙状结肠和

(或)直肠活检. 应用LAB-SA免疫组化试剂盒测

定肠黏膜组织MIF蛋白表达. 一抗为兔抗MIF(美
国Zymed公司)1∶2000稀释. 用PBS代替一抗作

为阴性对照. 以胞质出现明显的棕黄色颗粒为

MIF阳性细胞, 以阳性细胞在同类细胞中的百

分比评判染色强度, 染色细胞<5%(-); 染色细胞

5%-25%之间(+); 染色细胞>25%(++)[9].
统计学处理 计算值以mean±SD表示. 血清

MIF数据两组间比较采用t检验, 多组间先采用

F检验分析, 然后再用q检验进行组间比较, 免疫

组化结果比较采用Ridit分析, P <0.05认为差异具

有显著性.

2  结果

2.1 血清MIF水平 UC、CD及其他结肠炎患者血

清MIF水平均高于对照组(P <0.001), 其中以UC
患者的升高最明显, 且UC组高于CD及其他结肠

炎组(P <0.05), 而CD组与其他结肠炎组比较无显

著性差异(表1).
2.2 不同hs-CRP水平IBD患者的血清MIF情况 
UC患者中hs-CRP阳性20例, 阴性18例, hs-CRP
阳性的UC患者MIF水平(11.025±1.863 ug/L)高
于hs-CRP阴性的UC患者MIF水平(9.408±1.485 
mg/L, P <0.05). CD患者中hs-CRP阳性的有12例, 
但这些患者的MIF水平与hs-CRP阴性患者的

MIF水平无显著差别(P >0.05, 表2).
2.3 MIF在不同患者肠黏膜中的表达 正常对照

者的肠黏膜有MIF弱表达, 主要位于黏膜表面

的上皮细胞, 固有层的腺体很少表达. 结肠炎时
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■研发前沿
MIF是目前国内
外医学专家研究
的 热 点 ,  M I F 在
I B D 发病机制中
的作用的报道尚
不多, 国内仅在大
鼠溃疡性结肠炎
(UC)模型中有所
研究, 尚缺乏相关
的临床研究资料.

■相关报道
Murakami et al 的
研究认为MIF参
与了溃疡性结肠
炎的发病 ,  是UC
活动的灵敏指标, 
MIF主要在人类
大肠黏膜的炎症
细胞表达, 而实质
细胞不表达.
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大肠的上皮细胞和炎症细胞均有表达, 轻度炎

症的病例, MIF表达较弱, 主要位于黏膜表面上

皮细胞, 固有层的腺体较少表达; 炎症程度越重, 
MIF表达愈强、愈广泛, 黏膜表面的上皮细胞、

固有层的腺体及炎症细胞均有强表达(图1). 其
中, UC患者的肠黏膜MIF表达率为100%、染色

明显增强, 与其他结肠炎、CD患者或正常对照

者比较均具有显著差异(P <0.001), 但是CD及其

他类型结肠炎患者的MIF表达与对照组比较无

显著差别(P >0.05).

3  讨论

MIF是一种115个氨基酸的蛋白质, 脑垂体前叶

和单核巨噬细胞是血MIF的主要来源(中枢和外

周来源), MIF能够抑制巨噬细胞的游走, 促进巨

噬细胞在炎症局部的聚集、增生、激活及分泌

一些细胞因子, 在炎症和内毒素血症中起重要

作用; MIF还能够对抗糖皮质激素的抗炎作用, 
两者共同调节机体的免疫和炎症过程[10-11]. 

CRP是由肝脏合成的一种急性蛋白质, 正常

血清中含量甚微, 在炎症急性期、风湿热、类

风湿性关节炎、恶性肿瘤、外伤等患者血清中

含量增高. 检测CRP对疾病的诊断虽无特异性, 
但其浓度上升是各种原因引起的炎症和组织损

伤的灵敏指标[12], 已有较多的研究[13-14]证实活

动期UC患者CRP的水平增高, 而hs-CRP比普通

CRP更灵敏、准确性更高. 本组资料hs-CRP阳
性UC患者的MIF水平高于hs-CRP阴性UC患者

的MIF水平, 可能提示UC患者炎症及组织损伤

愈严重, 则MIF的产生愈多, 血清MIF水平愈高. 
Ohkawara et al [15]的研究显示MIF在大鼠结

肠的上皮细胞及炎症细胞均有表达, 正常条件

下的大鼠结肠黏膜上皮细胞的MIF表达较弱, 在
硫酸匍聚糖钠(DDS)诱导的结肠炎中MIF表达则

明显增强. 本研究显示正常对照者肠黏膜有MIF
弱表达, 主要位于黏膜表面的上皮细胞, 结肠炎

表  1  各组患者血清MIF (mg/L, mean±SD)

     
分组            	        n               	          MIF

UC组		       38	              10.599±1.895ab

CD组		       18	                8.981±1.409a

其他结肠炎组	      23	                8.498±2.242a

对照组		       20	                5.363±1.841

aP<0.05 vs  CD组, 其他结肠炎组; bP<0.01 vs  对照组.

表  2  不同hs-CRP水平IBD患者的血清MIF水平 (mg/L, mean±SD)

     
UC组

                                 UC	                       CD

	                n             MIF               n             MIF

hs-CRP(+)UC组    28  11.025±1.863a    12   9.152±1.325

hs-CRP(-)UC组    10    9.408±1.485       6     8.64±1.635

aP<0.05 vs  hs-CRP(-)UC组.

表  3  各组患者肠黏膜的MIF表达

     
分组                     n

                     大肠黏膜的MIF表达

		       -          +          ++         阳性率(%)

UC组	         38	 　 0          6        32          100.00b

CD组	         18	      6        11          1            66.67

其他结肠炎组   23	      5        16          2            78.26

对照组	         20	 　 7        13           0            65.00

bP<0.01 vs  其他三组.

A

B

C

图  1  肠黏膜MIF表达(免疫组化S-P法). A: 正常肠黏膜(×

400); B: 轻度炎症的UC患者肠黏膜(×200); C: 炎症较重的

UC患者肠黏膜(×200).

■创新盘点
本研究首次在国
内从临床角度探
讨了MIF在人类
IBD发病中作用. 
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时上皮细胞和炎症细胞均有MIF表达, 炎症程度

越重, MIF表达愈强、愈广泛, 黏膜表面的上皮

细胞、固有层的腺体及炎症细胞均表达, 本研

究结果与Ohkawara et al的动物实验研究结果基

本一致, 但是与Murakami et al [6]研究结果有差别: 
Murakami et al认为MIF主要在炎症细胞表达, 而
实质细胞(parenchymal cell)不表达, MIF表达的

结果主要根据炎症细胞的数目. 
本组资料显示UC患者的血清MIF水平高于

CD及其他结肠炎患者的血清MIF水平, hs-CRP
阳性UC患者的MIF水平高于hs-CRP阴性UC患
者的MIF水平; UC患者的肠黏膜MIF表达率为

100%、染色明显增强, 与CD、其他结肠炎患者

及正常对照者比较具有显著差异(P <0.01), 提示

MIF参与UC的发病过程, 可能是UC活动的指标, 
控制MIF的产生可能达到治疗UC的效果, MIF可
作为临床上判断疾病活动程度和观察疗效的灵

敏指标. CD患者的血清MIF水平与其他结肠炎

患者比较无显著差别, hs-CRP阳性CD患者的血

清MIF水平无显著升高, CD患者肠黏膜的MIF表
达与其他结肠炎患者及正常对照者的MIF表达

也无显著差别, 提示MIF可能不是CD发病的主

要因素. 
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Abstract
H e p a t i t i s B v i r u s ( H B V ) i n f e c t i o n i s a 
worldwide public health problem. Especially 
in China about 120 million are estimated to be 
HBV chronic carriers. For those infected with 
HBV, there has been no curable treatment. 
However, biotherapy provides a new clue for 
future treatment. An appropriate vector is 
the essential factor in determining efficiency 
of biotherapy. Owe to its own properties, 
Adenoviral vector has gained increasing 
interest in the biotherapy of HBV infection 
resently. This review focused on the progress 
in the biotherapy of HBV infection using 
adenoviral vector.
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摘要
乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染是
一个严重的公共卫生问题, 特别是在我国, 约
有1.2亿人为慢性HBV携带者. 对已感染HBV
者, 目前治疗效果尚不理想, 生物治疗为其提
供了新的思路. 理想的载体系统是决定生物治
疗效率的重要因素. 腺病毒载体由于自身的优
势在乙型肝炎生物治疗研究中受到越来越多
的重视. 本文就腺病毒载体在乙型肝炎生物治
疗研究中的应用作一综述.  
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染所致

的乙型肝炎是一种严重威胁人类健康的传染病, 
不仅感染人数众多[1-2], 且持续HBV感染易导致

肝硬化和肝细胞癌等的发生[3-5]. 我国约有1.2亿
人为慢性HBV携带者, 对已感染乙型肝炎病毒

HBV者, 目前常用的化学药物及免疫疗法效果

尚不够理想. 生物治疗的问世及其迅速发展为

乙型肝炎的治疗提供了新的思路, 基因治疗是

其最重要的一个方面. 理想的载体系统是决定

生物治疗效率的重要因素. 腺病毒载体由于包

装容量大、感染效率高、外源基因表达水平较

高及相对安全等优点已成为目前最常用的生物

治疗载体之一. 由于腺病毒本身具有一定的嗜

肝性[6], 肝脏又是重组腺病毒基因表达的主要器

官[7], 腺病毒载体在乙型肝炎生物治疗研究中受

到越来越多的重视. 腺病毒载体用于抗HBV生

物治疗的研究必将促进乙型肝炎生物治疗向临

床应用的深入发展. 本文就腺病毒载体在乙型

肝炎生物治疗研究中的应用作一综述. 

1  腺病毒载体

腺病毒的毒粒无包膜, 基因组为dsDNA, 长约
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■背景资料
生物治疗已成为
癌症治疗的第四
模式, 正试用于严
重威胁人类健康
的病毒性疾病的
治疗. 腺病毒载体
作为目前最常用
的生物治疗载体
之一, 在乙型肝炎
生物治疗研究中
受到越来越多的
重视. 
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36 kb, 外包被二十面体对称的蛋白质衣壳. 早期

转录基因有6个: ElA、ElB、E2A、E2B、E3和
E4, 大多编码基因表达调节蛋白, 与病毒复制及

晚期基因表达的活化有关. 晚期转录基因有5个: 
L1-L5, 大多编码结构蛋白. 人类腺病毒已发现49 
个血清型, 分为A-F 6个亚群. 目前应用的腺病毒

载体主要是在病原性较低的人类腺病毒C亚群

Ad2和Ad5的基础上构建的. 
腺病毒载体作为目前最常用的生物治疗载

体之一具有包装容量大、感染效率高、外源基

因表达水平较高且相对较安全等优点[8], 但也存

在一些不足[9]: 如免疫原性较强, 用量较大时有一

定的毒性, 不能持续表达所需产物及需重复给药

等, 从而在一定程度上制约其临床应用. 因此, 各
国学者正在通过不同方式对腺病毒载体进行改

造, 以降低其免疫原性, 增加外源基因表达. 
第一代腺病毒载体[10]去除E1区(为病毒复制

所必需)和E3区(与逃避宿主的免疫反应有关), 为
复制缺陷型腺病毒, 需辅助细胞反式补偿E1区
功能才能包装出病毒颗粒. 但在宿主细胞内仍有

低水平的病毒蛋白表达, 二次应用时宿主强烈的

免疫反应使外源基因的表达迅速消失, 且高滴度

时有一定的细胞毒性. 为降低免疫反应, 一种方

法是尽量去除腺病毒的基因. 第二代腺病毒载

体[9]在去除E1、E3的基础上进一步敲除E2、E4 
区. 近年来又出现一种叫“无肠腺病毒(gutless 
adenovirus)”又名辅助病毒依赖型腺病毒(help-
dependent adenovirus, HD-Adv)的第三代腺病毒

载体[11-12], 他一般是由两端反向末端重复序列、

包装信号和末端结合蛋白等组成. 他几乎完全去

除腺病毒基因, 不仅大大降低免疫反应, 而且使

可插入的外源基因长度达36 kb, 这样就可以插入

调控序列, 使外源基因的表达具有可调控性, 但
这种载体需依赖辅助病毒反式提供才能够复制

和包装, 故存在病毒滴度不高、辅助病毒污染等

缺点, 尚需更进一步改进. 亦有学者对腺病毒载

体的纤维结构进行改造[13-15]使其靶向转导以降

低免疫反应, 或者构建携带器官特异性启动子的

重组腺病毒[16]实现目的基因的靶向转录表达, 使
其更安全、有效. 

利用人端粒酶逆转录酶(human telomerase 
reverse transcriptase, hTERT)基因启动子替代野

生型腺病毒E1A自身启动子构建肿瘤特异性增

殖型腺病毒载体AdhTERT. 在AdhTERT载体上

插入外源抗肿瘤基因[17], 在肿瘤细胞中病毒复制

发生溶瘤作用, 另一方面hTERT基因启动子调控
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外源插入基因特异表达, 产生抗肿瘤作用. 

2  在乙型肝炎生物治疗研究中的应用

2.1 介导核酶对HBV基因表达的抑制作用 核酶

(ribozyme)是具有裂解活性的RNA分子, 能特异

地结合并切割靶RNA分子. 通过设计针对HBV
基因编码区不同位点的锤头状核酶, 可特异性

识别并切割HBV特定基因编码区mRNA, 从而

抑制HBV表达. 在证实核酶对HBV表达有抑制

作用的基础上, 为进一步提高核酶的表达效率

及向应用过渡, 李谨革 et al [18]将针对HBV C区
(1942-1944、2029-2031、2063-2065位点)的多

位点核酶克隆入腺病毒载体中, 将重组腺病毒

RAdCMV-Rz123感染2.2.15细胞, 可表达出目的

核酶, 并发挥核酶的剪切作用, 对HBeAg表达的

抑制率最高达87.1%, 比他们[19]在前期实验中应

用的其他载体表达的多位点核酶对HBV C基因

表达的抑制率都高(其中, pDCTRZA-Rz123即
由表达核酶的理想启动子tRNA所启动表达的

多位点核酶对HBV C基因表达的抑制率最高, 
为81%). 证实重组腺病毒表达的多位点核酶对

HBV表达有明确的抑制作用, 提示核酶可能是

一种有效的抗病毒手段, 也说明了腺病毒载体

的实用性, 为将来用于临床治疗乙型肝炎提供

了一定的理论依据. 
2.2 介导RNA干扰在抗HBV研究中的应用 RNA
干扰(RNA interference, RNAi)[20]是短片断双链

小干扰RNA(small inter-fering RNA, siRNA)诱
导序列高度同源的mRNA降解的转录后基因沉

默机制. 在应用RNAi抗HBV感染的研究中, 在
体外细胞和动物体内均已证实siRNA对HBV具

有较强的抑制作用[21-23]. 质粒载体构建方便, 在
筛选有效siRNA靶位时被广泛采用. 但是, 质粒

载体也存在一些不足, 如转染效率低、目的基

因表达时间短暂. 体内试验目前普遍采用小鼠

尾静脉高压注射质粒, 通过快速注射大量液体

的方法引起小鼠一过性右心衰使质粒进入肝脏, 
这种方法有一定的技术难度且对小鼠影响较大, 
显然不适合用于以后的临床治疗. 为克服质粒

载体上述缺点, Uprichard et al [24]构建了携带针对

HBV基因组重叠区域的polⅢ-siRNA表达框的

重组腺病毒AdEasy-shRNA, 在体外HBV阳性肝

细胞株中, 表达shHBV546和shHBV765, 均显著

抑制了HBV mRNA的表达. 尾静脉注射2×109 
pfu重组腺病毒将HBV shRNA导入复制型HBV
转基因小鼠体内, 结果肝内HBV RNA转录水

www.wjgnet.com

■研发前沿
乙型肝炎生物治
疗是近年来研究
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进了乙型肝炎生
物治疗更深入的
研究. 
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平、血清HBsAg和HBeAg分泌水平均明显下降. 
在干扰素受体缺陷的HBV转基因小鼠, 同样观

察到shRNA对HBV RNA转录、HBsAg和HBeAg 
分泌直接特异的抑制作用, 排除了腺病毒感染

诱发机体非特异的干扰素抗病毒反应. 可能是

由于第一代腺病毒载体潜在的毒性作用, 第20
天时90%的重组腺病毒被清除. 尽管如此, 该研

究用腺病毒载体介导siRNA肝靶向运输, 首次验

证了siRNA对已存在的HBV基因转录和表达特

异的抑制作用, 对RNAi将来用于临床治疗慢性

HBV感染具有指导意义. 
Carmona et al [25]利用RNA polⅢ的启动子U6

合成了一系列靶向HBx保守序列的shRNA, 将
shRNA 5、shRNA 6表达框分别克隆至腺病毒

载体构建了重组腺病毒ADV shRNA 5和ADV 
shRNA 6, 尾静脉注射5×109 pfu重组腺病毒将

shRNA导入HBV转基因小鼠, 二者均显著降低

了小鼠血清中HBsAg和HBeAg的含量, 血清中

HBV DNA也有明显下降. 表明腺病毒载体介导

的靶向HBx特异序列的shRNA能够较显著地抑

制HBV复制, 有望成为应用RNAi治疗慢性HBV
感染的候选靶位, 具有一定的临床应用前景. 
2.3 治疗性乙肝疫苗研究中的应用 乙肝疫苗

能比较有效地预防HBV的感染. 随着基因重组

技术及免疫学的发展, 不仅使得常规疫苗实现

了优化组合, 而且出现了免疫复合物性疫苗、

DNA疫苗、DC疫苗等新型疫苗, 为利用乙肝

疫苗来防治H B V感染提供了新思路. D N A疫 
苗[26]是把编码某种免疫原的外源基因克隆到真

核表达载体上, 再以重组体免疫机体, 引起特异

性的免疫应答, 从而达到预防和治疗疾病的目

的. DNA疫苗虽然比常规疫苗具有明显的优势, 
既安全又可持续诱导体液免疫和细胞免疫 [27], 
但是, 由于质粒转导效率低, 体内只有十分有限

的DNA分子被抗原递呈细胞尤其是树突状细胞

(dendritic cell, DC)摄取, 影响了其免疫效果. 为
了提高DNA疫苗的免疫应答需改善DNA的运输

或/和使用有效的免疫佐剂, 或者更为有效的是

活化DC, 以恢复和增强DC的抗原递呈功能. 
腺病毒载体已被证实较质粒载体有更高的

基因转移效率[28-32,34]和诱导更强的保护性免疫

(尤其是特异性CTL细胞免疫)[29-32], 作为疫苗载

体具有明显的优势, 已被广泛应用于新型抗病

毒基因疫苗的研究中[31-33]. Isogawa et al [34]研究发

现, 肌内免疫100 mg表达HBV中分子包膜蛋白的

质粒pCMV-S2.S和静脉感染2×109 pfu携带1.3倍
HBV基因组的复制缺陷型重组腺病毒Ad-HBV, 
二者诱导均产生了针对包膜蛋白的特异性CTL 
免疫应答, 但有不同的分布: 前者优先聚集于脾

脏, 也存在于引流淋巴结和外周血; 而后者主要

存在于肝脏. 表明iv Ad-HBV可产生靶向肝脏的

特异性CTL免疫应答, 这对主要依赖细胞免疫以

清除肝内HBV的乙型肝炎的治疗尤为有效. 提
示腺病毒载体是一种具有前途的抗HBV 基因疫

苗载体. 
He et al [35]构建了携带HBsAg及共刺激因子

B7-1编码基因的重组腺病毒RAd1310和仅携带

HBsAg编码基因的重组腺病毒RAd1312, 分别免

疫BALB/c小鼠, 在小鼠体内都观察到了HBsAg
的有效表达, 都产生了针对HBsAg特异性的CTL 
应答及特异性抗体, 而共表达HBsAg及B7-1的
重组腺病毒RAd1310获得了较强的CTL应答及

抗体滴度, 提示重组腺病毒能诱导强而有效的

细胞免疫, 共刺激因子B7-1可增强特异性细胞

免疫和体液免疫. 周智 et al [36]构建了共表达HB-
sAg及B7-2的重组腺病毒rAdv-HBs-B7-2, 免疫

小鼠亦产生了有效的免疫应答, 且在低剂量时

未观察到明显副作用. 以上研究利用腺病毒载

体介导HBsAg与共刺激因子共表达, 成功地诱

导了有效的细胞免疫及体液免疫, 这正是疫苗

发展的方向, 为研制具有预防和治疗双重作用

的新型疫苗提供了新思路. 
在病毒感染和肿瘤发生中, 存在DCs抗原递

呈功能缺陷. 提高DCs抗原递呈功能, 诱导强而

有力的特异性细胞免疫已成为抗病毒和肿瘤免

疫治疗的新途径. 目前提高DCs抗原递呈功能的

方法有两种: 抗原多肽冲击致敏DC疫苗和基因

修饰DC疫苗. 其中, 基因修饰DC疫苗能诱导出

更强而持久的CTL细胞免疫[37-39]. 已有研究证明

腺病毒载体能介导目的基因高效转染DC[40-43,46], 
而并不影响DC的表型、抗原递呈功能和诱导特

异性的免疫应答[43-45,47], 是介导基因修饰DC理想

的载体系统. 黄茵 et al [46]在成功构建携带HBsAg
编码基因的重组腺病毒Ad-S, 并观察到能高效

转染小鼠骨髓DC和表达HBsAg的前期实验基础

上, 他们最近的研究表明[47], Ad-S转导的DC能诱

导比HBsAg蛋白冲击DC及DNA疫苗更强的Ⅰ

型免疫应答和针对HBsAg的特异性CTL细胞免

疫, 对HBV转基因小鼠血清HBsAg、HBV DNA
水平和肝内HBcAg和HBsAg表达均有较迅速和

■相关报道
Gong et al 构建了
linker介导的乙型
肝炎靶向核糖核
酸酶(TR)重组腺
病毒RAd/TRL, 与
pcDNA3.1载体相
比, 证实了腺病毒
载体的有效性.
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明显的抑制作用. 腺病毒载体介导抗原基因修

饰的DC疫苗显示了更强的抗HBV的潜力, 有可

能成为慢性乙型肝炎免疫治疗的新的有效手段. 
2.4 在细胞内干涉性蛋白抗HBV研究中的应用 
细胞内抗体是指将所需抗体的编码基因导入靶

细胞, 在其内表达出具有生物活性的抗体并与

相应抗原结合, 以达到治疗的目的. 单链抗体

ScFv是细胞内抗体技术最常用的抗体形式. 汤
正好 et al [48]利用AdEasy系统构建了表达抗-HBc 
ScFv重组腺病毒Ad-ScFv, 获得了较高的病毒滴

度, 感染真核细胞后高效表达抗-HBc ScFv, 且
表达的抗-HBc ScFv具有HBcAg特异性结合活

性, 为ScFv的进一步研究及开展乙型肝炎基因

免疫治疗提供了一定的实验基础. 另外, 在抑

制性多肽、自杀基因抗HBV的研究中, 腺病毒

载体亦常被用来介导其转基因表达. Scaglioni  
et al [49]构建了携带HBV核心蛋白显性失活突变

体(dominant negative mutant)编码基因的重组腺

病毒AdHBV DN, 感染HepG2.2.15, 2 d感染率

达90%-95%, 明显地抑制HBV的复制, 抑制率

达90%. 与逆转录病毒相比, 腺病毒载体介导的

HBV DN显示了更高的抗病毒效率. Gong et al [50]

构建了l inker介导的乙型肝炎靶向核糖核酸酶

(HBV targeted ribonuclease, TR)重组腺病毒RAd/
TRL, 与pcDNA3.1载体相比, 证实了腺病毒载体

的有效性.

3  结论

生物治疗是一种前景十分好的抗HBV治疗手段, 
但要真正实现生物治疗的临床应用还需要许多

相关方面更深入的研究. 腺病毒载体由于转导

效率高、外源基因表达水平较高、相对较安全

等优点被广泛应用于生物治疗的研究中, 又由

于其具有一定的嗜肝性亦被肝病研究者青睐. 
腺病毒载体还有很多技术问题需要解决, 最迫

切的是如何降低免疫原性及细胞毒性. 随着对

腺病毒分子生物学研究的进一步深入及乙型肝

炎发病机制的全面了解, 开发出能够应用于临

床治疗乙型肝炎的重组腺病毒制剂的前景十分

乐观.
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Abstract
The liver diseases remain major causes of 
death all over the world. Although orthotopic 
liver transplantation is an effective treatment 
f o r e n d - s t a g e l i v e r d i s e a s e s . H o w e v e r , 
shortage of healthy livers for transplantation 
worldwide have urgently limited the use of 
liver transplantation for acute and chronic liver 
diseases. Stem cells play an important role in the 
concert of liver regeneration. Hepatic stem cells 
have been shown experimentally to participate 
in liver proliferation. Furthermore, it has been 
postulated that hepatic stem cells are able to 
transdifferentiate into both hepatocytes and 
bole duct cells. These data indicate a possible 
role and therapeutic potential of hepatic stem 
cells in liver diseases. In this paper, we reviewed 
the application of stem cells in liver diseases. 

Key Words: Hepatic stem cells; Liver injury; Liver 
disease

Yao P, Li SY. Advance in hepatic stem cells and liver 
injury. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(15): 
1655-1660

摘要
肝脏疾病是影响人类健康的严重疾病, 目前尚
没有令人满意的治疗措施, 肝移植技术由于供

体的数量、昂贵的价格等因素使其应用受到
限制. 近年来, 越来越多的研究对干细胞进行
了探索, 研究表明, 肝干细胞在一定条件下可
以分化为肝实质细胞, 并在肝损伤修复中起重
要作用, 本文就干细胞在肝脏疾病中的应用研
究作一综述.  

关键词: 肝干细胞; 肝脏损伤; 肝脏疾病
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0  引言

肝功能严重衰竭, 目前还没有特效的治疗措施, 
尽管肝移植为肝衰竭患者提供了有效的治疗方

法, 但是由于其费用高昂, 供体肝源有限, 从而

使肝移植的广泛应用受到了限制. 最近几年关

于肝再生机制和干细胞的可塑性研究发现, 在
严重肝损伤的动物模型实验、供受者性别不同

的人类肝移植、骨髓移植等研究中证实, 干细

胞向肝细胞转化和参与了肝脏功能重建, 体外

诱导分化研究也证实, 干细胞具有向肝细胞转

化的潜能[1], 最近也有人在人体治疗实验中发现

骨髓干细胞参与肝脏再生[2], 这些结果均提示

干细胞可能在肝脏结构与功能重建中发挥治疗

作用. 

1  肝干细胞与肝

1.1 肝干细胞的定义 干细胞是指具有无限或可

被延长自我修复能力的细胞, 按分化能力而言分

为: 原始干细胞, 具有多种分化能力[3], 可以自我

更新, 并参与有机体的一生组织修复; 前体细胞, 
存在于有机体某一组织器官内, 仅向有限的几种

组织细胞分化; 成熟组织中的分化细胞, 不能自

我修复, 不具有分化能力. 肝干细胞属于前体细

胞, 来源于肝脏Herring(汇管区和终末小胆管的

连接部分)狭隙和肝内胆管[4-5], 具有双向分化潜

能, 能够分化为肝实质细胞和胆管上皮细胞[6-8]. 
这种细胞具有特殊的形态特征: 形态较小、核质

比率高, 具有卵圆形细胞核, 故又称卵圆细胞[9]. 
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1.2 肝干细胞的主要功能 早在1958年Wilsion  
et al就提出假说: 在肝组织中可能存在干细胞[10]. 
之后人们在龌齿类动物的肝组织中发现了双向

分化潜能的卵圆细胞[11-12], Haruna et al [13]证实在

人的肝组织中也存在这种双潜能的肝祖细胞. 
科学家进一步对卵圆细胞进行了克隆和鉴定, 
发现其在体外培养能够大量增殖, 细胞移植后

在形态和功能上可分化为肝细胞和胆管上皮细

胞, 这种具有强大增殖能力和分化潜能的细胞

即为肝干细胞. 肝干细胞及其生物功能的确认, 
使肝干细胞的研究进入了一个新的时代. 以后

大量的实验证实了肝干细胞的分化潜能. 体外

实验培养的肝干细胞经诱导可分化为肝实质细

胞[13-14], 植入动物体内肝干细胞也可分化为肝实

质细胞及胆管上皮细胞, 含肝干细胞的肝细胞

悬液移植动物脾内可获得大量的由干细胞分化

而来的肝实质细胞[14-15], 并能够提高实验性肝衰

竭动物的存活率; 肝干细胞在正常情况下处于

静止状态, 但在肝再生能力受到毁灭性打击时, 
可以观察到肝干细胞的激活、增殖并向肝细胞

等分化[15]. 此时肝干细胞的增殖与分化可能对肝

损伤修复具有极为重要的意义.
1.3 肝干细胞的确认标志 肝干细胞是一族异源

细胞群, 表达肝细胞系及胆系不同的细胞形态

标志. 根据其形态特征及定位将其分为3个细胞

型. Ⅰ型细胞, 具有原始的形态, 定位于增生的

胆管附近并且围绕肝细胞呈腺状排列; Ⅱ型细

胞, 与Ⅰ型细胞具有相似的共同形态特征, 但只

定位于胆管增生区, 与胆小管细胞毗邻; Ⅲ型

细胞, 具有Ⅰ型细胞的共同特征, 并具有成熟

肝细胞的形态, 即突出的细胞核和丰富的细胞 
质[16]. 在大鼠也发现了类似的3种具有不同免疫

学特性的细胞群: 原始的卵圆细胞, 不表达甲胎

蛋白(AFP), 角蛋白19(CK19), OV-6或谷胱甘肽

S-转移酶(p-GST); 肝细胞样卵圆细胞, 表达AFP, 
但不表达OV-6或p-GST; 胆管样卵圆细胞, 不表

达 AFP但表达CK19, OV-6和p-GST. 大多数卵圆

细胞表达胚胎和胆管特异的细胞标志, 只有少

数细胞共同表达胚胎和成熟肝细胞标志[17-20].
1.4 肝干细胞的来源 肝干细胞的存在, 最初是在

2-乙酰氨基芴(2-AAF)处理的小鼠肝内[20], 发现

有卵圆细胞的诱导增殖, 表达AFP, 推测卵圆细

胞可能来自肝内定位的前体细胞. 进一步研究

显示, 增殖及分化为肝细胞的前体细胞首先发

现在Hering管, 因此认为, Hering管是肝祖细胞

及其子代卵圆细胞的来源. 
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Suzuki et al [21]在发育的小鼠肝脏分离出一

种肝干细胞群, 具有多向分化潜能及自我更新

能力. 然而, 不像卵圆细胞, 他们不表达肝细胞

及胆管细胞特有的细胞标志. 他们能够在体外

扩增并且在体内重构肝细胞、胆管细胞、胰岛

及肠上皮结构, 这种细胞可能代表定居肝内的

肝祖细胞. 
另外, 从胰腺分离的胰岛前体细胞体外培

养也可分化为肝样细胞[22-23], 这是否提示在胚胎

发育过程中, 一些原始的多能干细胞一直保持

着未分化状态, 滞留在机体组织内. 无论怎样, 
研究肝干细胞的起源是一个十分重要的课题, 
对于肝干细胞的进一步基础及临床应用研究具

有重要意义.

2  骨髓干细胞是肝细胞的重要来源

骨髓内存在大量的成体干细胞, 被称为自体损

伤细胞修复库. 研究表明骨髓干细胞具有向一

些成体细胞分化的潜能, 可以分化为包括神经

细胞[24]、心肌细胞[25]、血管内皮细胞[26-27]、软

骨细胞[28]以及肝实质细胞[29]. 在体外诱导剂的作

用下, 骨髓干细胞可以向肝实质细胞转化. 在体

内, 肝脏微环境诱导骨髓干细胞向肝实质细胞

转化也得到研究的证实. 
1999年Petersen et al [30]发现肝干细胞和一

些肝细胞可能部分来源于骨髓或与骨髓相关. 
他们进行了以下研究: (1)将♂大鼠的骨髓移植

到致死量照射的同源♀大鼠, 用DNA探针检测

受鼠肝内有无雄性来源的Y染色体; (2)用表达

MHCⅡ类抗原L21-6的Lewis大鼠作为受体, 不
表达L21-6的Brown-Norway大鼠作为供体进行

全肝移植, 以确定肝外来源的L21-6阳性细胞是

否能够定位于移植的肝脏; 他们发现, 在骨髓移

植后13 d, 在肝内检测到了Y染色体信号, 在这一

时间卵圆细胞开始分化为肝细胞. 如果分化为

肝细胞的卵圆细胞来自肝脏, 将不会有肝细胞

表达Y染色体信号, 但结果显示, 一些肝细胞表

达明显的Y染色体信号, 表明他们来源于骨髓供

体细胞. 同样, 他们在全肝移植后发现, 在移植

的肝脏内发现有明显的L21-6阳性细胞, 这表明

一些卵圆细胞来源于肝外. 实验表明, 骨髓中含

有能够分化为肝细胞潜能的干细胞, 一些卵圆

细胞可能来源于骨髓. 
骨髓干细胞可以分化为肝细胞, 这种现象

是也可发生在人类. 2000年英国科学家Theise  
et al [31]报道, 在接受男性骨髓移植的女性患者肝
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脏标本中检测到了Y染色体阳性信号, 接受来自

女性肝脏的男性肝移植患者也发现了Y染色体

阳性的骨髓来源细胞, 来自骨髓的细胞分化成

了肝细胞并表达肝细胞的表面标志. 实验表明, 
人类骨髓干细胞确实可以转移定位于肝脏并分

化为成熟的肝实质细胞, 而部分肝干细胞也来

源于骨髓细胞. 这种现象被称为“转移分化”

现象, 多在肝损伤时发生, 分化发生的刺激可能

是多方面的, 包括细胞因子、内环境的改变、

肝损伤等. 
科学家还发现在新鲜的骨髓细胞中检测到

表达AFP的肝前细胞, 表达AFP的肝前细胞能够

被旁分泌的HGF诱导分化. 骨髓干细胞能够分

化为多种细胞, 包括骨[32-33]、肌肉、脂肪、心肌

细胞等. 上述研究表明骨髓干细胞同样可能分

化成为肝实质细胞. 骨髓中的肝前细胞可以用

于肝衰竭的移植治疗而不必考虑组织相容性抗

原(major histocompatibility, MHC)的配型问题[34], 
因为患者自身的骨髓细胞就可以用于移植. 此
外HGF[35-36]也可以通过促进包括骨髓干细胞的

肝前细胞分化用于肝硬化治疗, 血液病[37-39]治

疗, 肌肉损伤修复[40], 神经系统疾病[41]及心血管

疾病[42-43]已应用于临床, 并取得了良好效果. 自体

骨髓干细胞移植治疗肝损伤将为肝脏疾病的治疗

提供新的途径. 

3  肝干细胞与肝再生

3.1 肝干细胞的增殖分化 在对肝细胞损害的反

应中, 肝脏启动一种免疫应答机制[44-46], 分泌一

系列复杂的细胞因子和化学增活素, 这些信号

将促进Kupffer细胞和星状细胞浸润到损害区. 
肝干细胞可能通过诱导趋化因子如干细胞因子

(stem cell factor, SCF)[47-48], 从骨髓中募集而来. 
肝干细胞迁移到肝脏并且通过Hering管浸润到

肝小叶. 此外, 肝内定居的原始细胞可能是肝干

细胞的另一来源. Kupffer细胞和星状细胞释放

一系列细胞因子, 包括EGF[49], aFGF, TGF-a、
HGF和TNF, 刺激卵圆细胞的增殖、分化[50], 参
与肝损伤的修复及肝细胞再生. 最后, Kupffer细
胞和星状细胞释放的TGF-a触发卵圆细胞的凋

亡机制[51-53], 并且最终导致卵圆细胞介导的肝再

生停止. 这样, Kupffer细胞、星状细胞和卵圆细

胞释放的细胞因子协同作用, 调控卵圆细胞的

增殖和肝实质的重构.
3.2 肝损伤诱导肝干细胞增殖分化 不论肝干细

胞来源如何, 有一点已证实, 肝干细胞的增殖发

生在肝细胞的增殖能力和功能受到损害时侯[54-56]. 

他们增殖并迁移到损坏的肝小叶替代损失的实

质. 在包括HBV/HCV感染[57-58]、药物和酒精性

肝病[16,59-61]等病理过程中, 均可见到卵圆细胞的

出现. 对调控这一过程的因子和激活卵圆细胞

机制的阐明, 将有助于理解卵圆细胞的生物功

能, 并且了解骨髓来源干细胞和卵圆细胞之间的

联系, 将促进对干细胞介导肝再生机制的研究.

4  干细胞在肝病治疗中的临床应用前景

肝脏疾病是影响人类健康的严重疾病, 目前尚

没有理想的治疗方法. 干细胞研究具有广泛前

景, 在发育生物学、基因功能、细胞治疗和组

织细胞替代治疗等领域发挥重要作用, 干细胞

本身及诱导分化产生的肝实质细胞可以广泛应

用于基因治疗、细胞移植及生物人工肝等方面. 
4.1 干细胞移植治疗肝脏疾病 干细胞移植是将

干细胞植入体内, 分化为有功能的实质细胞, 以
替代因退变、损伤、基因缺陷或自身免疫而受

损的细胞, 重构组织器官的结构和功能. 细胞移

植已具有较为完备的实验及理论基础, 在理论

与技术方面均为干细胞在肝脏疾病中的应用提

供了保障, 蕴涵着巨大的潜能. 骨髓干细胞可直

接来源于成人的骨髓或外周血, 采集方便, 不存

在伦理上的争议, 使其有成为干细胞移植的理

想选择[62]. 
Shi et al [63]将胚胎干细胞经脾脏进行移植, 

治疗Wilson's病模型鼠, 移植后在肝内可见胚胎

干细胞来源的肝细胞增殖, 说明脾脏内移植的

胚胎干细胞有分化为成熟肝细胞的能力. 苏娟  
et al [64]用人胎肝干细胞在小鼠脾内移植, 移植后

发现胎肝干细胞能在损伤肝脏中增殖并分化为

肝细胞. Kushida et al [65]也通过门静脉进行干细

胞移植治疗Wilson's病小鼠. 
 我们成功地采用患者自体骨髓分离纯化骨

髓干细胞, 经肝动脉方式移植入肝脏治疗慢性

肝功能衰竭[66]. 初步临床应用结果显示, 患者接

受自体骨髓干细胞移植治疗后肝功能改善且临

床症状有所改善. 然而, 由于该项目开展的时间

较短, 病例数有限, 对于其疗效和副作用的准确

评估还需要进一步观察.
4.2 在生物人工肝中的应用前景 人工肝支持系

统是终末期肝病患者度过危险期或肝移植等待

治疗的手段之一[67-69], 然而, 获取足够数量的肝

细胞供临床应用十分困难, 猪肝细胞作为肝细

胞源已广泛应用[70-73], 但尚存争议. 干细胞具有

很强的的再生能力及定向分化潜能, 将干细胞

在一定条件下培养扩增, 诱导分化成为成熟肝
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细胞, 作为肝细胞源, 将具有很好的应用前景. 
4.3 肝病基因治疗 对于遗传性代谢障碍方面的

肝脏疾病, 可以利用转基因技术将缺陷基因转

入干细胞, 筛选出阳性细胞移植入患病肝脏, 纠
正代谢机能障碍.

总之, 干细胞的研究已挑战了传统的细胞

生物学理论 ,  为疾病的治疗开辟了新的领域 . 
相信在不久的将来, 干细胞会在肝病的细胞治

疗、组织工程和基因治疗方面发挥越来越重要

的作用, 为肝病的治疗开辟崭新的途径[74].  
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Abstract
Fas/FasL–mediated apoptosis is involved 
acute pancreatitis-associated liver injury. It up-
regulates proapoptotic pathways in the liver 
and promotes hepatocytic injury as well as 
hepatocytic apoptosis during acute pancreatitis. 
The signal of the production of FasL and 
the expression of FasL were up-regulated in 
kupffer cells during acute pancreatitis. Then, 
FasL activates Fas-associated death domain 
(FADD) and unmasks its death effector domain 
(DED) followed by subsequent activation of 
the Caspase cascade and downstream effector 
Caspases, ultimately resulting in DNA cleavage 
and hepatocytic apoptosis. This review aimed 
to elucidate the construction, distribution 
and function of Fas/FasL, and to highlight 
mechanism of acute pancreatitis-associated liver 
injury mediated by Fas/FasL.  

Key Words: Fas/FasL; Acute pancreatitis; Liver in-
jury; Apoptosis

Zhang XH, Yuan BS, Zhu RM. Role of Fas/FasL in acute 
pancreatitis-associated liver injury. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(15): 1661-1665

摘要
Fas/FasL介导的凋亡参与急性胰腺炎肝损伤
的发生发展, 急性胰腺炎上调肝内的促凋亡通
路并且促使肝细胞损伤和肝细胞凋亡. 急性胰
腺炎时通过上调Kupffer细胞内FasL生成的信
号使FasL表达增加, FasL激活Fas相关的死亡
域和暴露死亡效应结构域, 随后活化Caspase
级联反应和下游的效应Caspases, 最终导致
DNA裂解和肝细胞凋亡, 从而介导肝损伤. 本
文就Fas/FasL结构、分布、功能及介导急性
胰腺炎肝损伤的机制作一综述.  

关键词: Fas/Fas配体; 急性胰腺炎; 肝损伤; 凋亡

张晓华, 袁柏思, 朱人敏. Fas/FasL在急性胰腺炎肝损伤中的作

用.  世界华人消化杂志  2008; 16(15): 1661-1665
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0  引言

Fas, 即Apo-1/CD95, 属于肿瘤坏死因子受体

(tumor necrosis factor receptor, TNFR)家族的一

种细胞表面蛋白, 自1989年发现以来, 已证实他

参与多种病理生理过程[1-4]. 1993年Suda et al [5]

从细胞毒T细胞杂交瘤分离到Fas/Apo-1配体

(Fas/Apo-1ligand, Fas/Apo-1L), 属于TNF家族

的成员之一, 由激活的淋巴细胞(如T细胞和NK
细胞)产生, 其功能是作为这些细胞毒细胞的效

应子来清除被病毒及细菌感染的细胞或新生

物细胞. FasL与Fas阳性靶细胞结合时可诱导

细胞凋亡[6-8]. 有报道表明FasL介导的凋亡在肝

病、急性肾衰竭和甲状腺炎的实质细胞损伤中

起重要的作用[9-15], 但是有关急性胰腺炎(acute 
pancreatitis, AP)时Kupffer细胞中FasL表达及其

在肝细胞损伤中的作用却少见详细阐述. 本文

就Fas/FasL介导AP肝损伤的机制作一综述. 

1  Fas/FasL结构、分布及功能

Fas和FasL分子均是由胞外区、跨膜区、胞内区

三个部分所组成. Fas分子质量约为36 kDa. Fas蛋
白属于Ⅰ型跨膜糖蛋白, 其N端在膜外, C端在膜

内. 跨膜区由17个aa组成, 胞内区为145个aa, 其

www.wjgnet.com
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■背景资料
肝损伤是急性胰
腺炎(AP)病情严
重程度判断及预
后的重要指标, 已
有研究表明AP时
枯否细胞生成的
细胞因子TNF介
导肝细胞损伤, 而
Fas配体(FasL)是
TNF家族成员之
一, FasL介导的凋
亡在肝细胞凋亡
中起重要作用.
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中含有70个aa的保守序列, 在细胞凋亡的过程

中发挥信号传导的作用, 称为死亡结构域(death 
domain, DD)[16-17]. Fas抗原有4个重要区域与死亡

信号传导有关: 胞外2个, 即死亡信号激发域和诱

导程序性细胞死亡的抗Fas mAb作用域, 前者是

特异性FasL与Fas抗原结合并诱导程序性细胞死

亡的部位; 胞内2个, 即死亡抑制域和死亡域, 死
亡域氨基酸发生突变就阻止凋亡信号传导. Fas
分布于多种细胞上, 如胸腺细胞, 外周活化T、B
淋巴细胞、NK细胞, 内皮细胞, 某些组织在一定

条件下也可诱导Fas表达. Fas主要以膜受体的形

式存在, 当编码细胞膜Fas(membrane-binding Fas, 
mFas)跨膜区的DNA外显子缺失突变时, 改变的

mRNA选择性剪接可产生可溶形式的Fas(soluble 
Fas, sFas), 存在于外周血中. sFas与FasL有很高的

亲和力, 可通过与mFas分子竞争结合FasL而阻断

Fas介导的细胞凋亡[13]. 
FasL是Fas在体内的天然配体, 分子质量31 

kDa, 糖基化后分子质量36-43 kDa, 分子C端位

于胞膜外, 与TNF家族蛋白很相似, 是典型的Ⅱ

型膜蛋白, 属于TNF家族成员. FasL以膜结合蛋

白和可溶性蛋白两种形式存在, 在人体的分布相

当局限, 只有睾丸组织基质细胞、角膜、虹膜和

视网膜上皮细胞持续表达FasL, 静息的T淋巴细

胞不表达, 受抗原或丝裂原刺激后活化的T淋巴

细胞快速表达Fas, 通过Fas/FasL结合而介导细胞

凋亡[8,13,18-20]. 可溶性FasL(sFasL)分子是通过金属

蛋白酶介导的FasL胞外段蛋白溶解而从细胞表

面释放, 并以三聚体形式存在, 能诱导细胞凋亡, 
sFasL三体能与1个Fas单体结合, 也能与3个Fas单
体交叉联结. 

2  Fas/FasL、细胞凋亡与AP肝损伤

2.1 Kupffer细胞FasL生成的信号调节 AP时释放

的炎症介质经血液循环到达肝脏, 通过Kupffer
细胞内信号转导通路的激活来介导一系列生

物学效应[21-23]. 丝裂原活化蛋白激酶(mi togen 
activated protein kinases, MAPKs)是一类存在

于大多数真核细胞内, 转导胞外信号引起细胞

反应的丝/苏氨酸蛋白激酶, 是细胞内一类重要

信号系统. 其中, p38MAPK信号通路是MAPKs
家族的重要组成部分, 他经外界刺激应激而激

活, 故又称为MAPK应激信号通路, 其在全身炎

性反应、细胞分化及凋亡等方面具有十分重要

的作用[24-28], 被认为是细胞信息传递的交汇点

和共同通路. 细胞受到刺激后通过下述信号传
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导路线激活p38MAPK: 胞外信号→MEKK5→
MKK3/MKK6→p38MAPK, p38MAPK受到磷

酸化激活后通过级联反应作用于下游的转录

因子而使FasL mRNA表达上调和FasL蛋白增 
加[29-31]. NF-κB是由MAPK超家族的应激调节

蛋白激酶激活的, 这些上游的NF-κB调节物质

包括p38MAPK、ERK1/2和SAPK/JNK, 受到不

同的胞外刺激导致磷酸化, 激发级联反应调节

多种转录因子作用于NF-κB[32-33]. 胰弹性蛋白

酶作用于Kupffer细胞介导p38MAPK、ERK1/2
和SAPK/JNK的磷酸化和激活NF-κB, 这些物

质的活化都是时间依赖性的; Kupffer细胞抑制

剂氯化钆能通过减弱NF-κB和上游的调节物质

(ERK1/2和SAPK/JNK)的激活来抑制胰弹性蛋

白酶介导的FasL mRNA的上调, 提示FasL来源

于Kupffer细胞并且FasL和NF-κB的活化是通过

MAPK的各条不相互依赖的通路激活的[34]. 
2.2 FasL介导AP肝损伤 肝损伤是AP进程中全身

炎症反应的临床表现之一, 肝功能损害已成为评

估AP严重程度的Ranson评分和急性生理和慢性

健康评估Ⅱ(APACHEⅡ)系统的独立指标[35-39], 
对预测AP临床预后尤为重要. Gallagher et al [40]

体内实验研究表明, 雨蛙素诱导小鼠AP后, 肝
损伤的标志物-血清AST、LDH水平随时间依

赖性的增高, 并和血清FasL水平增高相平行, 同
时小鼠肝脏中FasL mRNA及其蛋白表达亦同时

上调; 而且FasL表达增加与肝脏凋亡通路中重

要的调节酶p38MAPK磷酸化和Caspase-3激活

相关, 提示雨蛙肽诱导AP激活肝脏内凋亡前通

路, 促进肝细胞损伤和死亡. 用Kupffer细胞抑制

剂氯化钆预处理能够降低预期升高的AP小鼠

血清FasL水平及肝脏中FasL mRNA及FasL的表

达. 类似的结果同样出现在体外试验中, Kupffer
细胞和肝细胞共同培养时, 胰弹性蛋白酶(其在

体外能够模拟AP的体内效应)处理的Kupffer细
胞培养液中肝细胞损伤的标志酶AST、LDH呈

时间依赖性的明显增加, 并使肝细胞的存活力

明显下降; 同时胰弹性蛋白酶也上调Kupffer细
胞内FasL基因及其蛋白表达, 并明显增加上清

液中FasL水平, 而且Kupffer细胞中Fas也在同一

时间里上调, 这些物质的上调都呈时间依赖性, 
而用氯化钆处理后则明显降低上述各物质的水

平, 并且减少p38MAPK磷酸化和Caspases-3的活

化. 用FasL单独作用于肝细胞能够降低肝细胞

存活力和明显增加肝细胞的凋亡数目, 并增加

p38MAPK的磷酸化和Caspase-3的活化, 而FasL 
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■研发前沿
AP肝损伤的发病
机制中FasL/Fas
介导的肝细胞凋
亡致肝损伤是热
点研究问题, 需要
更进一步的实验
和临床研究去阐
明其机制.
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mAb能减弱FasL介导的对肝细胞的上述作用[41]. 
另有研究表明[42]: 胆碱缺乏的乙硫氨酸饮食诱

导的小鼠AP肝脏FasL、Fas和p38MAPK表达明

显上调, 从而诱导肝细胞凋亡, 而在FasL和Fas基
因缺陷小鼠的肝脏p38MAPK表达明显减少, 并
减少肝细胞凋亡. 上述研究均表明, AP通过上调

Kupffer细胞产生Fas/FasL导致肝损伤, FasL在肝

细胞凋亡中起着关键性作用. 最近研究表明, AP
相关性肝损伤的严重程度取决于Kupffer细胞上

调Fas/FasL表达与其自身凋亡之间的平衡[43]. 
2.3 Caspases级联反应介导肝细胞凋亡 Caspases
级联反应是细胞凋亡执行的重要步骤[44-46]. 凋亡

信号传导途径有两条: 一条是死亡受体传导途

径, 另一条是线粒体传导途径[47-50]. 细胞膜表面

存在死亡受体超家族, 当Fas和相应的配体FasL
结合后将引起受体聚集, Fas和FasL结合形成

死亡诱导信号复合物, 复合物的胞内结构将和

胞质中的结合器分子-Fas相关死亡结构域(fas-
associated death domain, FADD)结合, FADD末

端的死亡效应器结构域(death effector domain, 
DED)再和Caspase-8前体结合, 使Caspase-8前
体水解活化, 再作用于下游底物Caspase-3前体, 
将其水解成活性Caspase-3并最终引起细胞凋 
亡[51-53]. 当细胞外和细胞内的损害信号传导到

线粒体上后, 在线粒体表面存在由对凋亡起相

反作用的蛋白因子组成的Bcl-2家族, 他们竞争

调节细胞色素C的释放, 如果促使凋亡的一方大

于另一方, 线粒体将释放细胞色素C[54], 后者和

胞质中的凋亡激活因子1(Apaf-1)及Caspase-9前
体结合形成凋亡酶体(apoptosome), 使Caspase-9
前体水解活化, 再进一步水解Caspase-3前体而

最终诱发凋亡[55-56]. 以上两条途径是经典的凋

亡传导途径, 其中Caspase-8和Caspase-9作为起

始Caspase, 而Caspase-3作为效应器Caspase[57]. 
Caspase-3的作用底物是β-淀粉样前体蛋白(amy-
loid precursor protein, APP), 其产物是淀粉样β肽

(Aβ), Aβ将最终触发凋亡[58]. 有研究发现, 内质

网可能是凋亡的新途径, 参与此途径的是Cas-
pase-12, 内质网在应激作用下将Caspase-12前体

激活, Caspase-12是否直接触发凋亡尚不清楚, 
但Aβ引起凋亡必须有Caspase-12的参与, 目前此

途径的具体细节有待进一步研究[59]. 
许多研究表明, 肝细胞凋亡是通过线粒体

传导途径[60-65]. 通过转基因小鼠对Fas信号研究

显示: FADD和Caspase-8是介导凋亡所必需, 而
Bcl-2或Bcl-x(L)并不能阻滞FasL介导的肝细

胞凋亡, 提示Fas诱导的细胞死亡信号和Bcl-2
家族对凋亡调节的通路是不同的[66]. 最近Imao  
et al [67]研究表明, Fas可能依赖Caspase-8(外部途

径)和线粒体(内部途径)两条途径激活Caspase-3, 
如果线粒体依赖途径被阻滞, 另一途径能够代

偿; 而TNFR则主要单独通过线粒体介导的Cas-
pase-9激活途径, 进而激活Caspase-3, 导致肝细

胞凋亡.

3  结论

Fas/FasL系统介导的肝细胞凋亡在AP相关的肝

损伤中发挥着重要作用, 他参与AP肝损伤的发

生发展过程. AP上调肝内促凋亡通路并且促使

肝细胞损伤和肝细胞凋亡, 即通过活化的TNFR
受体家族成员Fas, FasL激活Fas相关的死亡域和

暴露死亡效应结构域, 随后活化Caspase级联反

应和下游的效应Caspases, 最终导致DNA裂解和

肝细胞凋亡, 从而介导肝损伤. 因此, 以Fas/FasL
为靶目标, 阐明其在AP肝细胞损伤中的作用机

制, 将为AP临床治疗提供理论和实验依据. 由此

提示我们如果能抑制枯否细胞Fas/FasL的表达, 
或是用相应的抗体中和其作用, 或是通过RNA
干扰技术干扰Fas/FasL的表达, 将有可能达到防

治AP肝损伤的目的.
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Abstract
γ-Synuclein with strong tissue specificity, a 
member of the synuclein family, is mainly located 
in nervous system. Recently, elevated levels of 
γ-Synuclein was detected in various types of 
cancers, such as breast, ovarian, liver, gastric 
cancers, etc., especially in their advanced stages, 
which indicated loss of tissue specificity in cancer 
development and also suggested that γ-Synuclein 
might serve as a new tumor marker. Additionally, 
multiple pathways influence the regulation of 
γ-Synuclein expression. γ-Synuclein has also 
been shown to promote invasion and metastasis 
of breast and ovarian cancers and enhance 
caners’ tolerance to some chemotherapies . 
Overexpression of γ-synuclein also interferes with 
drug-induced apoptotic responses, which makes 
it a potential target for treatment. 

Key Words: γ-Synuclein; Tumor marker; Regulation; 
Invasion; Metastasis
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摘要
目的: γ-Synuclein是神经突触核蛋白(synuclein)
家族的一员. 在生理状态下, 它主要分布于神
经系统, 具有明显的组织特异性. γ-Synuclein
最早发现于人乳腺癌cDNA文库, 近来在肝
癌、胃癌和胰腺癌等消化系肿瘤中也发现
γ-Synuclein的异常高表达, 在晚期肿瘤中表达
尤其升高, 提示其在肿瘤的发生发展过程中丧
失了原先的组织特异性, 有望成为一个有效的
肿瘤标志物. 同时, 多种途径介导了γ-Synuclein
表达的调控, γ-Synuclein的过表达能够增加乳
腺癌、卵巢癌细胞的侵袭转移能力以及对某
些化疗药的耐受性, 也使得其成为潜在的治疗
靶点. 

关键词: γ-Synuclein; 肿瘤标志物; 调控; 侵袭; 转移
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0  引言

神经突触核蛋白(synuc le ins)是一个广泛分布

于中枢神经系统突触前成分内的小分子可溶

性蛋白质家族, 由α-Synuclein、β-Synuclein和
γ-Synuclein 3个成员组成. 他们是一组氨基酸序

列及结构高度同源的天然伸展蛋白. 目前, 对于

他们的生物学功能还未充分了解. 已有研究显

示他们与神经系统的发育及某些神经变性疾病

相关. 近来研究发现γ-Synuclein在多种肿瘤特别

是晚期肿瘤中异常高表达, 过度表达γ-Synuclein
的肿瘤细胞丧失有丝分裂检查调控能力 ,  导
致染色体非整倍体 .  在体内和体外试验发现

γ-Synuclein能够增加肿瘤细胞的侵袭转移能力

及对某些化疗药耐药. γ-Synuclein作为肿瘤标志

物已经在乳腺癌中被广泛的研究, 与其他多种

肿瘤包括肝癌、胃癌、胰腺癌等消化系肿瘤的

关系也逐渐受到关注, 使得γ-Synuclein作为新的

肿瘤标志物和治疗的靶点成为可能[1].

1  γ-Synuclein基因及编码蛋白的结构特点

1997年, Ji et al [2]通过直接差异cDNA序列(direct 

®
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的丧失使其有望
成为肿瘤诊断的
标志物和生物治
疗的靶点.

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
分子医学中心



叶青, 等. γ-Synuclein与肿瘤发生发展的研究进展                                                                                                     1667

www.wjgnet.com

diferential cDNA sequencing)方法从人乳腺癌

cDNA文库中分离出BCSG1; 1998年, Lavedan 
et al [3]从脑基因组文库和脑cDNA文库中克隆出

γ-Synuclein(SNCG); 同年, Ninkina et al [4]报道了

一个新的基因persyn. GenBank比较3者的序列极

为相似, 只有5个核苷酸的差异, 且3'非编码区无

差异, 被认为是同一基因, 因此γ-Synuclein基因

又称为BCSG1或persyn. γ-Synuclein位于染色体

l0q23.2-q23.3, 长约5.0 kb, 有5个外显子和4个内

含子. 外显子1区域包含一个CpG岛, 基因序列中

存在4个SNP(single nucleotide polymorphism), 分
别为起始密码子-l9(C→A); 第3个外显子密码子

65(G→C); 第4个外显子密码子(T→A), 并导致

氨基酸的改变, Val 110 Glu; 3'非编码区终止密

码子后122 bp处(C→T). 转录产物mRNA长约1.0 
kb, 编码蛋白有127个氨基酸. γ-Synuclein与α、

β-Synuelein序列分别有55.9%和54.3%的同源

性. Synuclein家族的N末端序列高度保守, 由5-6
个KTKEGV重复序列组成, 易于形成若干个周

期性的双极性α螺旋结构. 每一个α螺旋的极性

侧与非极性侧的交界处各有两个Lys残基. 这种

双极性α螺旋的结构和载脂蛋白的双极性α螺旋

极为相似, 因此可能同样具备可交换性的脂结

合能力. γ-Synuclein C末端的酸性功能域与α、

β-Synuelein差异较大, 导致其具有相对不同的组

织及亚细胞定位[1,5]. 

2  γ-Synuclein的组织分布、亚细胞定位及功能

特点

γ-S y n u c l e i n表达组织特异性较高, 主要位于

外周神经系统的背侧基底神经节与三叉神经

节以及中枢神经系统的黑质、海马、丘脑和

尾状核等处 .  在胚胎及新生儿的大脑组织中

γ-Synuc lein表达缺失, 而随着年龄的增加逐渐

升高;  在胚胎的的第10-11天 ,  三叉神经节发

育成型, γ-S y n u c l e i n的表达也逐渐达到成人

水平[1]; 在神经组织内, γ-Synuc le in高表达的

区域神经微丝H(neurofilament H, NF-H)、神

经微丝L(neurofi lament L, NF-L)、神经微丝

M(neurofilament M, NF-M)的含量显著降低, 提
示γ-Synuclein可能在神经系统的发育及神经微

丝网络构建过程中起重要作用[4,6]. α-Synuclein
大量存在于Parkinson病(PD)的Lewy小体内, 同
时还是A t z h e i m e r病(A D)淀粉样变性的成分

中为非β淀粉样蛋白(non-amyloid Aβ protein 
component of AD amyloid, NAC)的前体, β、

γ-Synuclein在相应区域内的代偿性升高可能抑

制α-Synuclein蛋白的异常聚集, 起神经保护作

用, α、β、γ-Synuclein蛋白表达的平衡失调可

能导致神经变性疾病[1]. 此外, 视网膜、视神经

及外周循环的淋巴细胞中也能检测到中等程

度的表达[7]. 在卵巢、睾丸、结肠、心脏、乳

腺、肾脏、肝脏、前列腺、肺脏、胸腺和胎盘

等组织表达量极低或不表达[1-4]. 在亚细胞水平, 
γ-Synuc lein主要定位于胞质, 但也存在动态变

化, 在有丝分裂的后期及末期定位于中间体及

纺锤体极端, 并与中心体蛋白相互作用, 提示其

与有丝分裂及细胞周期调控可能具有密切联系. 
而在应激状态下, γ-Synuc lein从核周胞质向细

胞核移动, 可能调控某些基因在应激情况下的

表达[8].

3  γ-Synuclein与肿瘤的关系

3.1 γ-Synuc le in在肿瘤中的表达 肿瘤的进程

中, γ-Synuclein的分布逐渐丧失组织特异性. Ji  
e t a l [2]首先发现γ-Synuc l e in的mRNA和蛋白

在乳腺癌组织中高表达 ,  且与乳腺癌分期相

关 :  在正常乳腺组织中无表达 ,  在早期乳腺

癌中低表达 (15%),  而在晚期乳腺癌中高表

达(74%). 通过Northern blot检测人乳腺癌细

胞株S K B R-3M、M C F-7、H3396、N D A-
MB-231、T47D、H3922、H3914、ZR-75-1
的mRNA, 除MCF-7和H3396, 其余细胞株均

表达γ-Synuc lein, 尤以乳腺浸润导管癌细胞株

H3922表达最高. 在卵巢癌细胞系和组织中同

样发现γ-Synuclein异常高表达[9], γ-Synuclein
作为肿瘤标志物逐渐引起了人们的重视 . 
G u o e t a l [10]用免疫组化检测了438例乳腺癌

中γ-S y n u c l e i n蛋白的表达, 发现在肿瘤分期

(P <0.0001)、肿瘤大小(P  = 0.004)、淋巴结转

移(P <0.0001)方面有显著的统计学意义, 在Ⅲ

/Ⅳ期、肿瘤直径>2 c m或有淋巴结转移的病

例, γ-Synuc lein的表达都较之其他临床病理类

型显著升高. 随访发现γ-Synuc lein阳性患者的

3年及5年生存率和无瘤生存率都明显低于阴

性患者(P <0.05), 提示γ-Synuc le in可以作为乳

腺癌的预后因子. Bruening et al [11]用免疫组化

和Western blot检测发现45例的卵巢癌有33例
γ-S y n u c l e i n高表达, 未分化癌、子宫内膜样

癌、黏液癌、浆液乳头状癌的阳性率分别为

55%、50%、67%、85%, 且20%的癌前病变形

态, 包括: 卵巢上皮囊肿、上皮肥大增生, 形成

■研发前沿
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假复层及乳头状结构的标本有γ-Synuc l e in阳
性染色, γ-Synuc lein可能参与了卵巢癌变的早

期事件. Zhao et al [12]用免疫组化在肝癌组织检

测γ-Synuc lein的表达, 阳性率为65.7%(46/70), 
Ⅲ/Ⅳ期(44/50, 88%)明显高于Ⅰ/Ⅱ期(2/20, 
10%)(P <0.0001), 有远处转移的(15/15, 100%)
明显高于无转移的(31/55, 56.4%)(P <0.002). 此
外, 在部分肿瘤患者的血清和尿液中检测到了

γ-Synuclein的存在. Li et al [13]通过Western blot
在38%(21/56)的胰腺癌患者血清中直接检测

到了γ-S y n u c l e i n的表达, 而与之对应的正常

人血清中未能检测到γ-S y n u c l e i n, Ⅰ→Ⅲ期

的阳性率分别为22%、38%、50%. 部分研究

也证实了在乳腺癌患者血清中也可以检测到

γ-Synuclein的表达[14]. lwaki et al [15]利用蛋白质

组学技术, 在膀胱癌患者尿液中找到差异表达

蛋白γ-Synuclein. 此外, 在胃癌、肺癌、前列腺

癌等肿瘤的研究中亦发现γ-Synuclein的异常高

表达[16], 而Zhou et al的研究却发现γ-Synuclein
在59.3%(16/27 )的食管鳞状癌中低表达 [17 ], 
γ-Synuclein与这些肿瘤临床病理特征的关系尚

须进一步研究. 
3.2 γ-Synuclein表达的调控 在乳腺癌的基因组

中未发现γ-Synuclein基因的突变及扩增现象, 故
γ-Synuclein的异常高表达可能源于转录水平[18]. 
Lu e t a l [18]用亚硫酸氰盐修饰乳腺癌和卵巢癌

细胞的基因组DNA, 发现在乳腺癌细胞系中, 
γ-Synuclein阳性细胞的CpG岛的15个CpG位点

完全没有甲基化, 而在γ-Synuc lein阴性细胞中

则呈现高度且不均一的甲基化, 低甲基化程度

和γ-Synuc lein的表达呈正相关. 卵巢癌细胞也

有类似的低甲基化程度与γ-Synuclein表达的正

相关效应, 不同的是, γ-Synuclein阴性的卵巢癌

细胞系15个CpG位点呈现均一的高度甲基化, 
提示γ-Synuclein基因的甲基化水平具有组织特

异性. 用脱甲基化剂5'氮杂-2'-脱氧胞苷(5'-Aza-
2'-deoxycytidine)处理γ-Synuclein阴性的乳腺癌

和卵巢癌细胞, 均能恢复γ-Synuclein的表达[18]. 
Yanagawa et al [19]用甲基化PCR检测105例胃癌组

织发现, 发现有40例(38.1%)呈现明显的去甲基

化状态. 其中, 有淋巴结转移的显著高于无淋巴

结转移(51% 26/51, 26% 14/54, P <0.05), Ⅱ-Ⅳ期

显著高于Ⅰ期(48% 27/56, 27% 13/49, P <0.05). 
Zhao et al [12]在70例肝硬化标本中发现64.3%的组

织存在γ-Synuclein基因CpG岛的部分或完全去

甲基化, 黄曲霉毒素B1和二甲亚硝胺等致肝癌

毒素能够诱导肝癌细胞HepG2的γ-Synuclein基
因CpG岛去甲基化, 从而提高γ-Synuclein的表达. 
Liu et al [20]发现香烟中提取物能够通过降低甲基

转移酶3B(DNMT3B)的含量使得γ-Synuclein基
因CpG岛无法甲基化, 从而提高γ-Synuclein的表

达并增加肺癌A549细胞的侵袭转移能力. 通过

检测γ-Synuclein去甲基化水平在肿瘤的早期诊

断及预后评估中可能具有潜在的应用价值. 
AP-1(acrivator protein 1)通过与DNA序列中

的AP-1元件特异结合而介导许多基因的转录激

活. AP-1主要由c-jun同二聚体和c-jun/c-los异二

聚体组成. γ-Synuclein基因的两个AP-1元件: 内
含子1内的(+)612-(+)618(TGACTCA)和其相反

链上的(+)605-(+)598(TGACCTC), 其中任何一

个突变或缺失都会明显降低γ-Synuclein启动子

的活性[1,18,21]. Lu et al [22]选用AP-1激活剂佛波酯

(12-O-tetradecanoylphorhol-13-acetate, TPA)处理

SKBR-3、T47D、HepG2等细胞, 免疫沉淀实验

显示TPA刺激c-jun与含有内含子AP-1位点的染

色质区域结合, 同时, γ-Synuclein启动子的活性

和γ-Synuclein mRNA的表达增强. T47D细胞转

染c-jun显性失活突变的TAM67后, γ-Synuclein 
mRNA和蛋白的表达明显减少. 由于AP-1元件

是许多细胞间信号通路的汇集点, 一些细胞因

子如: OM、TGF-β、TGF-α及EGF等也可能通

过AP-1元件调控γ-Synuclein的转录[18]. 
γ-Synuclein内含子1的5'端还存在一抑制转

录活性的调控序列RE1(+)293-(+)499, RE1结合

蛋白与RE1结合可抑制γ-Synuclein转录, 肝脏可

表达RE1结合蛋白, 但乳腺癌组织和正常乳腺

上皮细胞不表达RE1结合蛋白; 在γ-Synuclein基
因的启动子上游存在富含GC序列(-)202-(-)176
的区域, 转录因子Spl可以与该区域特异结合, 
若该区域缺失或突变, 则降低γ-Synuc lein启动

子活性[1,21]; 反式转录因子CREB蛋白(cyc l i n 
AMP-responsive element binding protein)的
丝氨酸位点被cAMP依赖性蛋白激酶(cAMP-
dependent protein kinase)或钙/钙调蛋白激酶

(calcium/calmodulin(CaM)-dependent protein 
kinase)磷酸化激活后, 能够结合于γ-Synuclein
基因5'端启动子区的同源启动子元件CRE—回

文序列TGACGTCA(-)1098-(-)1090, 从而增加

γ-Synuclein的转录活性. 转染突变的编码CREB
蛋白的基因后, 乳腺癌细胞γ-Synuclein基因的转
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录活性明显降低[21]. 
3.3 γ-Synuc lein的生物学功能与肿瘤的发生发

展 研究已证实转染γ-Synuc le in的乳腺癌细胞

停泊依赖及非依赖性细胞生长能力增强[19,23-24]. 
Lu et al [22]发现用反义γ-Synuclein能够抑制乳腺

癌T47D细胞的非停泊依赖性生长能力. Gupta  
et al [25]用酵母双杂交技术发现了与γ-Synuclein
相互作用的蛋白质—有丝分裂控制点蛋白

BubR1, γ-Synuc le in能够通过26S蛋白酶体降

解BubR1蛋白, 使得肿瘤细胞跨过有丝分裂控

制点的限制而持续性增长, 也造成了染色体非

整倍体现象. Inaba et al [26]研究提示γ-Synuclein
并不降低B u b R1蛋白的量 ,  而是通过结合于

BubR1竞争性抑制了BubR1与微管动力蛋白—

着丝粒蛋白E(centromeric protein E, CENP-E)
的结合, 从而抑制了有丝分裂控制点的信号通

路. 因此γ-Synuclein的过表达不仅导致BubR1
功能的丧失, 也抑制了caspase3和caspase9的
活性, 使肿瘤细胞对噻氨酯哒唑(nocodazole)
耐药[27]. Jiang et al [28-30]研究发现, γ-Synuclein
能够作为伴侣蛋白参于热休克蛋白为基础的

雌激素受体E R-α蛋白复合物的组装, 从而增

加E R-α的转录以及与配体雌激素的结合能

力, 似乎γ-S y n u c l e i n增加乳腺癌增殖能力是

ER-α依赖性的, 然而Inaba et a l [26]发现, 过度

表达γ-Synuc le in的ER-α阳性或阴性的乳腺癌

细胞的增殖能力都显著增强 ,  也伴随有丝分

裂阻滞的标志物—细胞分裂调控蛋白2(Cdc2)
激酶活性和组蛋白H3磷酸化水平的降低 .  此
外, γ-S y n u c l e i n在细胞有丝分裂的后期及末

期定位于中间体及纺锤体极端 ,  并与中心体

蛋白相互作用 ,  中心体功能失调常造成染色

体不稳定性、非整倍体以及多重纺锤体极

等现象, γ-S y n u c l e i n在其中所起的作用尚不 
明了[8]. 

Surgucheva et al [31]在视网膜母细胞瘤的研

究中发现转染γ-Synuclein的细胞的基质金属蛋

白酶MMP9、MMP2表达增强, 从而通过降解

及重塑细胞外基质, 以利于肿瘤细胞的迁移穿

过细胞基质、基底膜、血管及淋巴管而向远处

侵袭. γ-Synuclein可能通过激活MAPK信号通路

磷酸化激活AP-1, 而导致MMP9、MMP2基因

转录活性的增强; MAPs(microtubule-associated 
protein, MAPs)主要参与微管的装配并增加微

管的稳定性. γ-Synuclein通过和MAPs作用调节

细胞骨架的结构和装配动态, 增强细胞的运动

性, 现已认识到细胞骨架重组可能导致肿瘤细

胞具有更大的侵袭性[24]; Pan et al [32]研究发现

过表达γ-Synuclein能够激活小G蛋白RHO家族

成员, 包括: RHO/RAC/CDC42等的GTP结合的

激活型, 从而增强乳腺癌及卵巢癌细胞的迁移

及侵袭能力. 如果用RHO/RAC/CDC42等抑制

剂C. difficile Toxin B则能够抑制转染及未转染

γ-Synuclein的乳腺癌及卵巢癌细胞的迁移及侵

袭能力; Jia et al [24]实验用γ-Synuclein转染乳腺癌

MDA-MBA-435细胞, 发现转染后的细胞在体外

具有更强的迁移侵袭能力, 接种于裸鼠后, 转染

后的细胞成瘤后体积更大, 免疫组化提示淋巴

结转移及肺转移的情况更明显. 
Pan et al [33]发现转染γ-Synuclein的乳腺癌及

卵巢癌细胞对紫杉醇和长春碱等化疗药耐药性

增强, 伴随JNK信号通路及下游的Caspase3活性

的减弱, 同时ERK1/2激酶的活性增强, 如果用

ERK通路的抑制剂U0126先处理细胞, 能够缓解

抗微管形成和有丝分裂的化疗药紫杉醇和长春

碱的耐药, γ-Synuclein的过表达对DNA损伤化

疗药依托泊甙的作用则没有影响. Singh et al [34]

的研究证实γ-Synuclein与有丝分裂控制点蛋白

BubR1的相互作用可能增强肿瘤细胞的耐药. 他
们设计了一个能与γ-Synuclein相互作用的多肽

片段ANK, 向转染γ-Synuclein后的乳腺癌MCF-7
细胞注射ANK, 能够达到与抗微管化疗药噻氨

酯哒唑对未转染的MCF-7细胞一样的杀伤效果. 
同时还发现ANK使转染γ-Synuclein的MCF-7细
胞对紫杉醇的耐药性下降了3.5倍. 免疫共沉淀

证实了ANK竞争性抑制了γ-Synuclein与有丝分

裂控制点蛋白BubR1的结合; 流式细胞仪证实了

细胞周期G1期的DNA含量增加, 组蛋白H3磷酸

化水平增加, 提示ANK恢复了转染γ-Synuclein的
MCF-7细胞对紫杉醇的的敏感性, 有丝分裂阻滞

作用增强. 
总之, 生理状态下, γ-Synuclein的分布具有

很高的组织特异性, 主要表达于神经组织, 而
在病理状态下, 特别是在肿瘤的发生发展过程

中, γ-Synuclein的分布丧失了组织特异性, 在原

先不表达或低表达γ-Synuc lein的组织中, 如乳

腺、卵巢、肝、胃、胰腺等异常高表达, 具备

了作为一个有效的肿瘤标志物的条件 .  目前 , 
γ-Synuclein作为乳腺癌诊断的标志物及影响预

后的因子已进行了广泛的研究, 而γ-Synuclein的
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生物学功能, 包括对消化系肿瘤的侵袭转移、

凋亡、化疗耐药的影响尚未明了. 对γ-Synuclein
的生物学功能及相关机制的深入研究, 以及作

为血清及体液肿瘤标志物和化疗耐药判断的运

用价值在临床上的进一步检验, 使其有望成为

一个新的肿瘤诊断标志物及治疗的靶点.
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键的进展, 更重要的是这些进展会为本领域的医务工作者和研究者服务, 为他们的患者及基础研究提供进一步

的帮助.

除了公开存取之外, 《世界华人消化杂志》的另一大特色是对普通读者的充分照顾, 即每篇论文都会附

带有一组供非专业人士阅读的通俗易懂的介绍大纲, 包括背景资料、研发前沿、相关报道、创新盘点、应用

要点、名词解释、同行评价.

《世界华人消化杂志》报道的内容包括食管、胃、肠、肝、胰肿瘤, 食管疾病、胃肠及十二指肠疾病、

肝胆疾病、肝脏疾病、胰腺疾病、感染、内镜检查法、流行病学、遗传学、免疫学、微生物学, 以及胃肠道

运动对神经的影响、传送、生长因素和受体、营养肥胖、成像及高科技技术.

《世界华人消化杂志》的目标是出版高质量的胃肠病学和肝病学领域的专家评论及临床实践和基础研

究相结合具有实践意义的文章, 为内科学、外科学、感染病学、中医药学、肿瘤学、中西医结合学、影像

学、内镜学、介入治疗学、病理学、基础研究等医生和研究人员提供转换平台, 更新知识, 为患者康复服务. 

(常务副总编辑: 张海宁 2008-05-28)
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Abstract
Dachengqi decoction was documented and 
applied widely since the ancient time, and at 
present it still has been used widely, usually in 
acute abdomen, acute hepatitis, acute nephritis 
and diabetes, etc. This paper reviewed Dachengqi 
decoction from perpectives of clinical and 
experimental research. For clinical research, its 
healing effects on acute ileus, acute pancreatitis, 
postoperative gastrointestinal disorder, delayed 
gastric emptying, gastrointestinal floating 
caused by mechanical ventilation as well as 
its influence on multiple organ dysfunction 
syndrome (MODS) were reviewed; experimental 
research confirmed that Dachengqi decoction 
can enhance experimental rats’ antibacterial 
capability, effectively regulate gastrointestinal 
motility and reduce antiperistalsis, promoting 
the recovery from digestive disorders. And 
it is effective in treatment and prevention of 
Endotoxemia and multiple organ failure and 
promote the immunological function of severely 
injured patients. 

Key Words: Dachengqi decoction; Clinical research; 
Experimental research
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Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(15): 1672-1676

摘要
大承气汤自古时起即有记载及广泛应用, 目前
临床上应用较为广泛, 最常应用于腹部外科急
腹症、急性肝炎、急性肾炎和糖尿病等. 本文
就临床研究及实验研究两方面加以综述. 临床
研究阐述了其在治疗急性肠梗阻、急性胰腺
炎、治疗术后胃肠功能障碍、治疗胃排空障
碍, 治疗机械通气所致胃肠胀气、对MODS的
影响等六方面的研究及应用; 实验研究证实
了大承气汤可提高试验用小鼠的抗菌能力, 并
且可有效调节胃肠动力, 减少胃肠逆蠕动的发
生, 从而促进消化障碍性疾病的康复, 同时大
承气汤可以有效防治内毒素血症和多器官功
能损害的发生, 并可提高严重创伤感染患者的
免疫功能. 

关键词: 大承气汤; 临床研究; 实验研究

李桂, 马军宏, 尚海涛, 周振理. 大承气汤在腹部外科的应用举

隅.  世界华人消化杂志  2008; 16(15): 1672-1676

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/1672.asp

0  引言

大承气汤为苦寒攻下峻剂, 原为阳明腑实, 热结

旁流, 里热实证之热厥、痉病或发狂者而设. 目
前, 临床将该方常用于急腹症、急性肝炎、急

性肾炎和糖尿病等, 且对于该方的研究已取得

了明显的进展. 现将2000年以来对该方的研究

综述如下. 

1  临床研究

1.1 治疗急性肠梗阻 大承气汤治疗急性肠梗阻

一直是临床上研究的课题, 贺立群[1]以大承气汤

为主, 中西医结合治疗术后早期炎性肠梗阻30
例, 结果全部治愈; 王维钊[2]用大承气汤及足三

里穴位注射VitB1治疗术后早期炎性肠梗阻, 结

®

■背景资料
大承气汤古时即
有记载及广泛应
用, 目前临床上应
用也较为广泛, 最
常应用于腹部外
科急腹症、急性
肝炎、急性肾炎
和糖尿病等.

■同行评议者
许玲, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学长征
医院中医科
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果显示32例全部治愈; 张宇 et al [3]对46例术后早

期炎性肠梗阻患者随机对照观察, 结果两组差

异有显著意义(P <0.05), 均证明中西医结合治疗

术后早期炎性肠梗阻是一种满意而有效的治疗

方法[4]. 为了探讨术后早期炎性肠梗阻非手术疗

法的疗效, 王永勤[5]采用生大黄及复方大承气汤

保留灌肠, 发现上述方法可协同保护胃肠屏障

功能[6-9], 促使肠管蠕动[10-12], 有加速炎性粘连吸

收的作用. 杨湘跃 et al [13]以大承气汤为主的中

西医结合非手术治疗单纯性肠梗阻82例, 总有

效率91.46%, 明显高于对照组. 叶新民[14]以复方

大承气汤治疗粘连性肠梗阻78例, 78例均于用

药后2-4 h自觉肠蠕动增强, 听诊肠鸣音活跃, 但
无气过水音, 继之排便, 排气直至痊愈, 均于第

一次用药1-2 h后, 患者即可有肛门排气, 或排便, 
于第2次药后0.5-1 h出现排稀水样便, 随之腹痛

腹胀消失或明显缓解. 轻者用药1剂的占52例, 
中等者用药2剂占14例, 重者用药3剂占12例, 无
1例中转手术. 赵园 et al [15]将117例患者随机分为

2组. 对照组52例, 予西医保守治疗; 治疗组65例, 
在对照组治疗基础上予复方大承气汤(胃管注

入, 并予大承气汤滴注灌肠, 治疗组总有效率、

治愈率分别为90.77%、75.38%, 对照组对应分

别为71. 15%、55.77% . 
1.2 治疗急性胰腺炎 中医学认为, 急性胰腺炎

主要由于肝郁气滞, 脾胃实热进而转化为湿热

郁滞引起[16-17], 治疗应给与疏肝理气、通里攻

下[19-22]、清热利湿为主. 西医认为应该限制患者

饮食, 让患者胃肠充分休息, 以避免胰腺组织的

过渡分泌, 戴勇 et al [23]将78例急性胰腺炎患者

随机分成两组, 对照组采用西医常规治疗同时

给与大承气汤等低位灌肠, 结果发现在24-48 h
内, 对照组的腹痛腹胀缓解率为17.5%, 治疗组为

28.9%. 3 d以内, 对照组缓解率为62.5%, 治疗组

为89.4%. 两组患者血清淀粉酶化验结果比较5 d
后, 结果有显著性差异(P <0.01), 提示用大承气

汤分次低位灌肠治疗急性胰腺炎, 利于毒素的排 
出[24-26], 纠正了由于毒素所引起的肠麻痹[27-29], 
又避免了胰腺可能引起的胰腺分泌亢进[30], 能
明显缩短疗程、减少并发症 [31-32]、提高治愈 
率[33-34]、减少住院时间. 欧宏宇[35]采用大承气汤

及清胰汤治疗重症急性胰腺炎43例, 结果以治

愈, 好转, 无效表示(治愈: 腹部体征消失, 血、尿

淀粉酶等实验室检查正常, 无假性胰腺囊肿形

成, 无慢性胰腺炎症状. 好转: 腹部体征减轻、

血尿淀粉酶降低, 腹腔内无渗出液, 转为慢性胰

腺炎及有假性胰腺囊肿形成. 无效: 腹部体征未

消失, 较治疗前加重, 根据Ranson氏指标评估预

后差), 结果43例中18例中转手术治疗, 其余均

中西医结合非手术治疗, 并且明显降低了病死

率, 减少或避免术后并发症. 李志新 et al [36]对6例
重症胰腺炎合并腹腔间隔室综合征(abdominal 
compartment syndrome, ACS)患者采用大承气汤

通腑攻下为主的中西医结合综合治疗, 结果5例
患者成功缓解病情, 大便通畅, 腹胀明显缓解, 呼
吸减慢, 心率下降, 血压降低, 避免进展为典型的

ACS[37], 体现了通腑攻下法的恰当应用对ACS的
预防作用[38]. 李俊达 et al [39]用加味大承气汤治疗

急性胆源性胰腺炎29例, 治疗组有效率为93.1%, 
对照组有效率为79.3%, 认为加味大承气汤可能

有利于十二指肠乳头炎症水肿的消退[40], 促使细

小结石和胆汁胰液的排出, 降低胰胆管内压, 而
起治疗作用, 所以取得较好的疗效. 
1.3 治疗术后胃肠功能障碍 王庆才 et al [41]用大承

气汤加味治疗肠癌术后或腹盆腔灌注化疗药后

所致粘连性肠梗阻(燥屎内结型)取得了较好的

临床效果. 龚发军 et al [42]用大承气汤灌胃观察对

腹部术后胃肠动力障碍的影响, 结果治疗组肠鸣

音恢复、肛门排气及排便时间明显早于对照组

(P <0.01), 证明大承气汤有明显改善腹部术后动

力障碍的作用[43], 可促进术后胃肠功能的恢复[44]. 
为了探讨复方大承气汤治疗胃癌术后功能性胃

排空障碍的疗效, 李保东[45]将22例患者分成中

西医结合及西药两组, 治疗组加服复方大承气

汤, 结果治疗组进食的恢复时间、每日平均胃

液量与对照组比较有显著性差异(P <0.01). 刘吕 
敏[46]以大承气汤治疗48例机械通气所致胃肠胀

气时发现, 大承气汤加味对机械性所致胃肠胀

气具有良好的疗效[47-48]. 李辉[49]以大承气汤加减, 
观察腹部术后47例患者腹胀缓解情况, 结果显

效35例, 好转12例, 总有效率为100%[50]. 杨利群  
et al [51]采用莱菔承气汤灌肠的方法, 对急腹症术

后127例患者进行分组观察, 结果治疗组术后显

效率、有效率和无效率分别为70.7%、23.9%、

5.4%, 对照组术后显效率、有效率和无效率分

别为45.7%、20.0%、34.3%[52]. 
1.4 对MODS的影响 武若君 et al [53]观察了大承

气汤灌肠对多脏器功能障碍综合征(mu l t ip l e 
organ dysfunction syndrome, MODS)的影响, 结
果两组对比, 治疗组肠鸣音恢复时间、肛门排

气时间、腹胀消退时间、MODS好转及恢复时

间差异具有显著意义, 说明该方可改善MODS患

■研发前沿
目前, 大承气汤在
临床及试验研究
方面已取得明显
成绩, 其发展还将
需要大量的临床
研究和实验探索. 



www.wjgnet.com

1674                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志     2008年5月28日    第16卷   第15期

者的器官功能[54]. 陈海龙 et al [55-56]对SD大鼠进行

ip无菌酵母多糖A制备大鼠MODS模型, 结果显

示MODS时大鼠肠道细菌微生态出现明显变化, 
发生肠源性内毒素血症和细菌易位; 从而说明

大承气汤可以调整肠道菌群, 恢复肠道微生态

平衡, 增加机体定植抗力, 防治细菌易位和内毒

素血症.

2  实验研究

2.1 大承气汤或其组分大黄对小鼠抗菌能力的

影响 胡萍 et al [57]分别对小鼠ip大承气汤或大黄

煎预防治疗2 d后, 再ip大肠杆菌(1011/L)或变形

杆菌(109/L)建立腹膜炎模型, 继续用药治疗2 d, 
发现模型治疗组小鼠死亡数及相应菌血症发生

率明显低于对照组(P <0.05), 大承气汤和大黄煎

对大肠杆菌和变形杆菌感染的小鼠均有良好保

护作用, 预防加治疗组和模型组治疗后存活鼠

进行心脏血涂片, 血培养细菌呈阴性, 而死亡鼠

呈阳性结论, 证实大承气汤[58]及大黄[59]有良好的

抗菌作用. 
2.2 有效调节胃肠动力, 促进消化障碍性疾病康

复 齐清会 et al [60]应用消化道灌注测压、胃电图

描记、胃动素的放免测定、口-盲传输时间测定

等手段, 直接观察大承气冲剂对人体消化道运

动功能的影响, 结果发现大承气冲剂可显著改

善术后胃电节律的紊乱, 提高移动性运动复合

波(migratingmotorcomplex, MMC)Ⅲ期的幅度和

时间, 减少胃肠逆蠕动的发生, 增加血中胃动素

水平[61], 减少口-盲传输时间, 促进胃肠运动功能

的恢复[62], 结果显示大承气冲剂是有效的胃肠

动力药, 能有效治疗消化道运动障碍疾病. 许继

德 et al [63]观察小、中和大剂量大承气汤在内毒

素血症中对小鼠炭末推进率和湿粪计数的影响. 
结果显示中剂量大剂量大承气汤组均能显著增

加炭末推进率(P <0.05和P <0.01). 提示大承气汤

可增强内毒素血症小鼠胃肠运动. 
2.3 抑制血清内毒素 万幸 et al [64]选用酵母多糖

诱导小鼠全身性炎症反应综合征模型, 给予大

承气汤后, 分别在6、12和24 h等时点用鲎试

剂微量法测定小鼠血清内毒素含量, 用放射免

疫法测血清肿瘤坏死因子-a(TNF-a)和白介素

-6(IL-6)含量, 结果证实SIRS状态下模型小鼠血

清内毒素、TNF-a、IL-6均升高, 与同时点模型

组比较, 大承气汤6、12 h时点可以明显抑制血

清内毒素的升高(P <0.05或P <0.01); 大承气汤6 h
组TNF-a水平降低(与造模后6 h组相比, P <0.05); 

血清IL-6水平方面, 大承气汤各组比正常组升

高的幅度均较模型各组低, 在24 h时点, 大承气

汤组与模型组相比显著降低(P <0.05), 说明大

承气汤在治疗SIRS过程中, 可以有效抑制内毒

素的转移[65]和TNF-a、IL-6等炎症反应性细胞

因子的产生[66]. 李红[67]将大白鼠作为实验对象, 
制成4组模型, 分别用加味大承气汤、大承气

汤、甲硝唑和生理盐水对大鼠进行治疗并检测

24、72 h、给药后6 d血清中ET及TNF含量, 结
果提示清、下、益、活四法并用的加味大承气

汤组能血清中ET及TNF的浓度迅速地降低. 给
药6 d后内毒素减毒率达50%, 与另3组比较有

显著性差异, 并且大鼠组织器官的病理损害较

轻, 提高了大鼠的生存率, 说明加味大承气汤可

有效防治内毒素血症和多器官功能损害的发 
生[68]. 
2.4 对严重创伤感染患者免疫功能的影响 邢迎

红 e t a l [69]将严重创伤感染患者45例随机分为

两组, 治疗组应用大承气汤鼻饲治疗24例, 对
照组采用常规治疗21例, 观察患者外周血核细

胞表面人白细胞抗原DR(HLA-DR)表达变化及

MODS发生情况, 结果对照组HLA-DR恢复缓慢, 
治疗组HLA-DR恢复迅速, 对照组MODS发生率

为66.67%, 治疗MODS发生率为29.17%(P <0.05), 
提示大承汤可调节患者的免疫功能[70], 降低严重

创伤感染MODS的发生率. 唐文富 et al以承气汤

加减治疗急性胰腺炎, 结果显示能改善SAP患者

受损的细胞免疫功能, 改善病情[71].
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Abstract
AIM: To determine the effects of gastrin and 
its receptor antagonist proglumide on the 
proliferation of hepatoma cell lines, and to 
evaluate the possibility of non-cytotoxic therapy 
for liver cancers.

METHODS: The vitality and cycle distribution 
of 4 liver cancer cell lines treated with gastrin 
and proglumide were analyzed using MTT colo-
rimetric assay and flow cytometry. 

RESULTS: Gastrin significantly stimulated the 
proliferation of QGY-7701 and Bel-7402 at a 
concentration approximate to physiological lev-
els, and shifted G0/G1 phase to S, G2/M phase 

of Bel-7402 ,which could be blocked by gastrin 
receptor antagonist proglumide. And excessive 
gastrin exerted inhibitory effect on QGY-7701. 
However, Gastrin had no effect on HepG2 and 
SMMC-7721 cell lines. Proglumide at a high con-
centration significantly inhibited all cell lines.  

CONCLUSION: Gastrin can promote prolifera-
tion of liver cancer cells and DNA synthesis 
while Proglumide inhibit gastrin. Gastrin recep-
tor antagonist may become a new endocrine ap-
proach to some liver cancers. 

Key Words: Liver cancer; Gastrin; Proglumide; Cell 
proliferation; Cell cycle; Human hepatoma cell lines

Jiang CP, Kong C, Ding YT. Effects of gastrin and its 
antagonist proglumide on proliferation of human 
hepatoma cell lines. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(15): 1677-1680

摘要
目的: 研究胃泌素及胃泌素受体拮抗剂丙谷
胺对肝癌细胞株的增殖的影响, 并探讨肝癌患
者非细胞毒内分泌治疗的可能性.

方法: 采用MTT比色分析法研究在不同浓度
胃泌素和其受体拮抗剂丙谷胺的干预下, 4种
人肝癌细胞株的增殖情况, 选取1种细胞株, 用
流式细胞仪分析在胃泌素及丙谷胺作用下的
周期分布. 

结果: 胃泌素在接近生理浓度下促进QGY-7701
和Bel-7402的增殖, 丙谷胺对胃泌素的作用有
抑制作用. 过量的胃泌素对QGY-7701有抑制效
果. 胃泌素对HepG2和SMMC-7721无明显促增
殖作用. 丙谷胺在高浓度下对所有细胞株皆有
明显的抑制作用. 胃泌素可促使Bel-7402 G0/G1

期细胞向S、G2/M期转化, 加用丙谷胺后胃泌
素的上述作用消失. 

结论: 胃泌素对肝癌细胞株有促增殖作用及
促进DNA合成, 丙谷胺对其有抑制作用, 可能
成为肝癌内分泌辅助治疗的一个新的途径. 

关键词: 肝癌; 胃泌素; 丙谷胺; 细胞增殖; 细胞周期

www.wjgnet.com

®

■背景资料
近10多年来, Gas
和 C C K - 2 R 与肿
瘤的关系引起关
注. 大量体外研究
表明, Gas可刺激
胃、结肠、小细
胞肺癌、甲状腺
髓样癌等肿瘤细
胞侏生长, 细胞株
过表达或异位表
达CCK-2R, 在加
有Gas的培养基中
其细胞增殖加快, 
DNA、蛋白质合
成旺盛. 在过表达
G a s 基 因 小 鼠 及
Gas基因敲除小鼠
的体内研究也充
分证实Gas能调节
肿瘤细胞增殖、

迁移、分化. 

■同行评议者
李方儒, 教授, 天
津市南开医院(天
津市中西医结合
医院)内科 ;  戴朝
六, 教授, 中国医
科大学第二临床
学 院 ( 盛 京 医 院 )
肝胆外科



江春平, 孔诚, 丁义涛. 胃泌素及其受体拮抗剂丙谷胺对肝

癌细胞株生长的影响.  世界华人消化杂志  2008; 16(15): 

1677-1680

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/1677.asp

0  引言

胃泌素是一种多肽激素. 主要由胃窦和十二指

肠黏膜的G细胞分泌, 与胃泌素受体特异性结

合 ,  具有刺激胃酸分泌和营养胃肠黏膜的作

用. 近年发现, 胃泌素对消化系肿瘤及胰腺癌具

有生长促进作用, 这种作用可被其受体拮抗剂

所阻断. 而在肝癌中胃泌素是否具有类似的促

增殖作用文献报道较少. 为进一步了解胃泌素

及其受体拮抗剂对肝癌生长的影响, 我们选取

SMMC-7721、HepG2、QGY-7701和Bel-7402 4
种人HCC细胞株, 研究胃泌素及其受体拮抗剂

丙谷胺对肝癌细胞株增殖活性的影响, 并观察

胃泌素及丙谷胺对Bel-7402细胞周期的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 17肽胃泌素(G17)购自AnaSpec公司. 丙
谷胺购自Sigma公司. MTT(四甲基偶氮唑盐)与
DMSO, 南京大治生物科技有限公司. 碘化丙啶

RNA酶试剂盒, 联科生物技术有限公司. 4种人肝

癌细胞株HepG-2、SMMC-7721、QGY-7701、
Bel-7402购自南京凯基生物公司. RPMI 1640培
养基,  GIBCO公司. 新生牛血清, 民海生物工程

有限公司. 2.5 g/L胰蛋白酶(trypsin), Gibco公司. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: HepG-2、QGY-7701、Bel-7402、
SMMC-7721均采用含100 mmol/L新生牛血清的

RPMI 1640培养基(添加2 mmol/L L-谷氨酰胺)在
37℃, 50 mL/L CO2, 饱和湿度条件下细胞常规培

养, 隔天换液, 2-3 d传代, 采用2.5 g/L胰酶消化贴

壁细胞.  
1.2.2 细胞增殖实验: MTT比色分析法, 选择对数

生长期细胞, 经2.5 g/L胰蛋白酶消化后, 用RPMI 
1640培养基调整细胞浓度为1×108个/L, 接种于

96孔板. 每孔加细胞悬液90 μL(本底对照组加无

血清培养基90 μL), 采用无血清培养基培养24 h, 
以使细胞周期同步化后分组进行以下实验: (1)本
底对照组, 不含细胞. 加无血清培养基10 μL; (2)
细胞对照组, 不含药物. 加无血清培养基10 μL; 
(3)胃泌素组, 加RPMI 1640培养基配制胃泌素溶

液(下同)10 μL, 使其终浓度为10-5-10-10 mol/L, 设
6个浓度段; (4)丙谷胺组, 加丙谷胺溶液10 μL, 
使其终浓度为10-2-10-4 mol/L, 设3个浓度段; (5)
胃泌素+丙谷胺组, 加胃泌素和丙谷胺溶液各10 
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μL, 使其终浓度为分别为10-7和10-3 mol/L. 每个

浓度5个复孔, 继续培养48 h后每孔加MTT液(5 
g/L)15 μL, 继续孵育4 h. 去上清, 每孔加入150 μL 
DMSO, 振荡, 30 min内在酶标仪上测定A 490 nm值. 
每种细胞重复3次以上.  
1.2.3 细胞周期分析: 选取Bel-7402的单细胞悬液, 
调整细胞浓度为5×108/L, 接种于24孔培养板, 每
孔500 μL, 每组设3个复孔, 无血清培养24 h, 以同

步化. 待细胞贴壁, 弃去培养基, 每孔加含5 mol/L
小牛血清的培养液450 μL, 对照组加无血清的培

养液50 mL, 胃泌素组加胃泌素液50 μL, 使其终

浓度为10-7 mol/L, 丙谷胺组加丙谷胺液50 μL, 使
其终浓度为10-2 mol/L, 胃泌素加丙谷胺组加胃

泌素液及丙谷胺液各25 μL, 使其终浓度为分别

约为10-7 和10-2 mol/L. 置37℃, 50 mL/L CO2恒温

培养箱中培养,  每日换液. 培养48 h后以1 g/L的
胰蛋白酶消化, 收集细胞, PBS洗涤2次后用2 mL 
PBS制成细胞悬液, 充分打匀, 缓慢加入1.5 mL冷
乙醇固定24 h, RNA酶孵育15 min, 碘化丙啶染色, 
流式细胞仪测定细胞各周期分布. 

统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 经
student-t检验或ANOVA, P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 胃泌素、丙谷胺及胃泌素+丙谷胺对肝癌细胞

株增殖的影响 Bel-7402显示出胃泌素在10-7和10-8 

mol/L时, 具有明显的刺激增殖作用. QGY-7701中, 
胃泌素在较高浓度10-5、10-6、10-7 mol/L时, 具有

抑制生长作用, 在接近生理浓度10-9和10-10 mol/L
时, 具有促增殖作用. 对于HepG2、SMMC-7721, 
未观察到胃泌素有明显的促增殖作用. HepG2、
QGY7701、SMMC-7721、Bel-7402四种肝癌细胞

株, 在丙谷胺浓度为10-2 mol/L时, 皆有显著的抑制

作用, 但10-3 mol/L和10-4 mol/L时, 丙谷胺未观察到

明显的抑制作用. Bel-7402在胃泌素(10-7 mol/L)+
丙谷胺(10-3 mol/L)联合用药组与同浓度单用胃泌

素组相比, 增殖作用明显变小, 显示丙谷胺对胃

泌素促增殖作用有拮抗作用. QGY7701在胃泌素

(10-7 mol/L)+丙谷胺(10-3 mol/L) 联合用药组相对于

同浓度单用胃泌素组, 其抑制作用得以逆转, 显示

丙谷胺对胃泌素在较高浓度下的抑制增殖作用亦

有拮抗作用. HepG2、SMMC-7721在胃泌素(10-7 
mol/L)+丙谷胺(10-3 mol/L)联合用药组未观察到与

相同浓度胃泌素组有明显的差别(图1). 
2.2 胃泌素及丙谷胺对Bel-7402细胞周期的影响 
应用流式细胞仪进行Bel-7402细胞各周期分析. 
结果显示, 胃泌素组G0期细胞比例明显减少, S
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■研发前沿
针对Gas或CCK-
2R的靶向治疗已
成为开辟肿瘤新
治疗途径中充满
希望的方法之一. 
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期及G2/M期细胞比例增加, 表明胃泌素可促进

细胞DNA合成, 使G0/G1期细胞向S、G2/M期转

化, 加丙谷胺后胃泌素的上述作用消失(图2). 

3  讨论

对于肝癌细胞株Bel-7402, QGY-7701, 胃泌素在

生理浓度或接近生理浓度的条件下, 是一种营养

性的多肽, 可以显著性促进肝癌的生长. 已经知

道, G17是通过GR起作用的, 两者结合通过磷脂

酶C[1-2], 非受体络氨酸激酶[3-4], 蛋白络氨酸磷酸

化[4-5], 细胞分裂素活化蛋白激酶[5-6]等重要信号

传导途径最终调节基因转录表达. 我们同时也观

察到在QGY-7701细胞株中过高的胃泌素的浓度, 

导致细胞生长的抑制, 可能因为负反馈作用使得

GR基因的下调表达有关[7]. 而观察到的胃泌素受

体拮抗剂丙谷胺对胃泌素的增殖效果的抑制作

用, 则是通过竞争性结合胃泌素受体, 或阻断了

支配性的胃泌素自分泌途径所导致的. 
在进行MTT增殖实验及流式细胞分析细胞

周期前都对细胞进行周期同步化处理, 这可以

增加细胞短期增殖的敏感性[8]. 流式细胞周期分

析显示了胃泌素明显减少Bel-7402 G0/G1期细

胞比例, 使G0/G1期细胞向S、G2/M期转化. 联合

应用胃泌素受体拮抗剂丙谷胺后细胞增殖减慢, 
G0/G1期细胞比例增加. 可见胃泌素起到类似生

长因子的作用. 而丙谷胺对其作用有拮抗作用. 
本研究显示, 在SMMC-7721和HepG2细胞

株中, 没有显示出胃泌素的促进作用, 可能的

解释有: (1)两种细胞株均为我科一直培育传代

的细胞株, 在细胞株反复传代过程中, 可能丧

失某些生物特性. (2)非酰胺化形式的胃泌素在

SMMC-7721和HepG2细胞中可能是更重要的受

体激动剂. 文献也表明, 非酰胺化形式的胃泌素

可能是更重要的促有丝分裂剂, 甘氨酸延展胃泌

素[9-11]以及前胃泌素多肽[12-13]可以促进肿瘤生长. 
(3)在肝癌细胞系中胃泌素的促生长作用可能通

过GR的突变体CCK-C受体作用, 这种突变体的

■应用要点
Gas/CCK-2R靶向
治疗可为原发性
肝癌的内分泌及
基因治疗提供新
的思路. 

图  1  胃泌素+丙谷胺对4种肝癌细胞株的影响. A: Bel-7402; B: HepG2; C: QGY-7701; D: SMMC-7721, aP<0.05 vs  细胞对

照组, cP<0.05 vs 胃泌素组, eP<0.05 vs  细胞对照组.
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图  2  胃泌素及丙谷胺对Bel-7402细胞周期的影响. aP<0.05 

vs  细胞对照组; cP<0.05 vs  胃泌素组.

对照组  胃泌素组
(0.1 μmol/L)

丙谷胺组
(10 mmol/L)

胃泌素+
丙谷胺组

90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

细
胞

百
分

数
(%

)

G1 S G2/M
c

a

Bel-7402



www.wjgnet.com

作用与GR没有关联. 有文献报道CCK2受体的突

变存在在胰腺、结直肠和胃癌[14-16], 在这些肿瘤

中已经被检测到的CCK2受体的一种错剪接形式

具有组成性的活性和营养性的效果[14-15]. (4)在胃

肠道肿瘤中, 不同形式的胃泌素是以自分泌的方

式来促进肿瘤生长的[17-19], 并且已达最大激活效

力[20], 可能不依赖于循环中的胃泌素[21-22]. 
近年来, 小分子多肽靶向治疗为肿瘤的内

分泌治疗提供的新的思路. 放射标记或细胞毒

多肽结合受体蛋白可用于过表达相应受体的肿

瘤的诊断和靶向治疗. 体外GR在肝癌发生发展

中发挥促进作用的证实, 暗示了未来GR可能的

应用价值: 检测相应蛋白或因子表达用于肿瘤

的诊断, 利用配基受体的高亲和力, 高特异性的

结合, 给予GR特异性拮抗剂或抗胃泌素抗体, 或
干扰下游相关位点, 阻断胃泌素受体作用途径, 
用于肝癌的分子靶向治疗(包括预防性干预治

疗). 鉴于此类药物相对于化疗药物副作用较小, 
可以长期较大量使用, 具有一定的临床应用潜

力. 胃泌素及其特异性的拮抗剂将来有可能作

为肝癌综合治疗的辅助性药物[23-24]. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of berberine on the 
expression of hepatocyte nuclear factor-4a (HNF-
4a) in rats with fructose-induced insulin resistance.  

METHODS: SD rats were given high-fructose 
diet for 6 wk, All rats were divided into 4 
groups: control group, common diet + berberine 
group, high-fructose diet group and high-fruc-
tose diet + berberine group. Berberine was given 
(187.5 mg/kg per day). After the experimental 
period of 10 wk, Plasma glucose, insulin and tri-
glyceride levels were measured. HOMA insulin 
resistance index (HOMA–IR) was assayed. Fur-

thermore, RT-PCR and Western Blot were used 
to detect and analyze the expression of HNF-4a 
and protein in liver. 

RESULTS: Compared with control diet, fruc-
tose feeding induced hyperinsulinemia, higher 
HOMA–IR and raised triglyceride (all P < 0.01). 
Compared with fructose-fed rats, indicators 
above decreased significantly in the high-fruc-
tose diet + berberine group (51.62 ± 5.68 vs 64.91 
± 7.87, P < 0.01; 12.40 ± 1.76 vs 16.06 ± 3.32, P < 
0.01; 11.16 ± 1.58 vs 14.46 ± 2.99, P < 0.05). The 
mRNA and protein expression of HNF-4a was 
decreased in the fructose-fed rats, while berber-
ine promoted its expression. 

CONCLUSION: Berberine improves fructose-
induced insulin resistance probably by increas-
ing HNF-4a expression. 

Key Words: Insulin resistance; Berberine; Liver; 
Hepatocyte nuclear factor-4α; High fructose

Gao ZQ, Lu FE, Leng SH, Xie MJ, Xu LJ, Wang KF, Zou 
X. Effects of berberine on the expression of hepatocyte 
nuclear factor-4α in rats with fructose-induced insulin 
resistance. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(15): 
1681-1684

摘要
目的: 探讨小檗碱对高果糖饲养诱导胰岛素
抵抗大鼠肝细胞核因子(hepatocyte nuclear 
factor-4α, HNF-4α)表达的影响以及其改善胰
岛素抵抗的分子机制. 

方法: 高果糖饲料喂养SD大鼠6 wk, 建立胰岛
素抵抗模型; 大鼠分为4组: 正常对照组(普通
饮食)、普通饮食+小檗碱处理组、高果糖饮
食组及高果糖饮食+小檗碱组; 小檗碱按187.5 
mg/(kg·d)灌服4 wk; 测定血糖、血清胰岛素、

胰岛素抵抗指数及甘油三酯的变化; 用RT-
PCR法及免疫印迹法观察肝脏HNF-4α基因及
蛋白的表达.   

结果: 高果糖饮食组胰岛素、胰岛素抵抗指

www.wjgnet.com
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■背景资料
HNF-4α具有脂溶
性激素受体的特
性, 能够直接进入
胞核调节基因转
录, 从而对机体的
各种生理活动进
行调控, 是糖及脂
类等能量物质代
谢所必需的调控
因子, 其基因突变
可诱发青少年发
病型成人糖尿病.

■同行评议者
周 霞 秋 ,  主 任 医
师, 上海瑞金医院
感染科



数H O M A及甘油三酯水平较正常对照组均
明显升高(均P <0.01), 而高果糖饮食+小檗碱
组与高果糖饮食组比较上述指标明显下降
(51.62±5.68 vs  64.91±7.87, P <0.01; 12.40±
1.76 vs  16.06±3.32, P <0.01; 11.16±1.58 vs  
14.46±2.99, P <0.05), 小檗碱可促使肝脏表达
下降的HNF-4α恢复. 

结论: 小檗碱可改善胰岛素抵抗, 其机制可能
与促进HNF-4α的表达有关.

关键词: 胰岛素抵抗; 小檗碱; 肝脏; 肝细胞核因子

4a; 高果糖
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0  引言

肝细胞核因子4α(hepatocyte nuclear factor-4α, 
HNF-4α)是一种具有锌指结构的转录因子, 在肝

脏高水平表达, 参与糖脂代谢及胰岛素分泌的

调控[1]. HNF-4α与2型糖尿病关系密切, 且胰岛

素抵抗(insulin resistance, IR)大鼠肝脏HNF-4α
表达减少[2]. 小檗碱又名黄连素, 是一类异喹啉

类生物碱, 作为抗菌药用于临床多年, 近年发现

他还有降压、降血糖、调脂及改善IR等药理作

用, 而受到医学界的重视, 但对其改善IR作用机

制研究尚少, 本实验拟在前期实验的基础上进

一步研究其对肝组织HNF-4α表达的影响[3-6].

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级SD大鼠, ♂, 32只, 周龄6 wk, 体
质量180±10 g, 购自华中科技大学同济医学院

实验动物中心. 小檗碱购自中国药品生物制品

检定所(批号: 1107132200218), 用5 g/L羧甲基纤

维素的PBS溶液配制的混悬液溶解成含药混悬

液, 果糖为美国ADM公司产品(批号: IL62525); 
猪油为市售; 酪蛋白、蛋氨酸、维生素及矿物

质等购自武汉医药公司, 血糖与血脂测定试剂

盒均购自南京建成生物工程研究所; 胰岛素试

剂盒购自北京原子能生物研究所. Tri Reagent试
剂购自Molecular Research Center, RT-PCR试剂

为Fermentas公司产品. 免疫印迹主要试剂: HNF-
4α多克隆抗体(Santa Cruze, USA), Rabbit anti 
Goat IgG-HRP(武汉博士德生物工程有限公司), 
GAPDH多克隆抗体(北京博奥森科技发展有限

公司), Goat anti mouse IgG-HRP(武汉博士德生
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物工程有限公司), ECL试剂盒(Sigma, USA). 
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 大鼠适应性饲养1 wk后, 随机

分为普通饮食组和高果糖饮食组, 每组16只, 喂
以普通饲料(碳水化合物60%, 粗蛋白20%-21%,
粗脂肪5%, 质量比); 后者喂以高果糖饲料(果糖

60%, 酪蛋白20%, 脂肪5%, 质量比, 造模方法参

考文献[7]), 第7周后, 普通饮食组随机分为正常

对照组(C组)和小檗碱处理组(B组), 继续普通

饮食; 高果糖饮食组分为高果糖饮食组(F组)和
小檗碱处理组(FB组)继续高果糖饮食. 以上每

组均8只. 所有大鼠均全程自由饮水. 所有小檗

碱处理组均以小檗碱187.5 mg/(kg·d)(配制成10 
mL/kg体质量)ig; 所有对照组均按体质量以同等

体积5 g/L羧甲基纤维素PBS溶液ig. 第11周, 禁
食12 h后以10 g/L戊巴比妥钠45 mg/kg体质量ip
进行麻醉, 腹主动脉取血, 分离血清, 用于检测

各项生化指标, 另取肝脏迅速冻存于液氮中, 24 
h后置于-80℃冰箱以待测其他指标, 并处死所有

大鼠. 
1.2.2 血糖、胰岛素及甘油三酯检测: 血糖(Glu)
用葡萄糖氧化酶法测定, 血清胰岛素(Fins)用放

免法测定, 甘油三酯(TG)用酶学方法检测, 具体

操作步骤按试剂盒说明书严格操作. 胰岛素抵

抗指数[8]: HOMA-IR = 空腹血糖(mmol/L)×空

腹胰岛素(mIU/L)/22.5. 
1 .2 .3  RT-P C R:  取大鼠肝脏标本 ,  使用T r i 
Reagen t试剂盒, 一步法提取总RNA, 以紫外

分光光度仪检测RNA含量与纯度, 取A 260/A 280

在1 .8 -2 .0之间的R N A进行实验 .  引物由上

海生物工程公司合成 ,  序列设计如下: H N F-
4α上游5'G G T G C C A A C C T C A A C T C A 3'; 
下游5'A G G C T G C T G T C C T C G TA G 3', 扩
增片段长度为3 1 4  b p .  为相对定量m R N A
的表达量 ,  采用G A P D H为内参照 ,  上游 :  5 ' 
GATCCCGCTAACATCAAAT 3'; 下游: 5' 
ATCAAAGGTGGAAGAATGG 3', 扩增片段

长度为648 bp. 取1 μg RNA经逆转录合成单链

cDNA后, 继以PCR, HNF-4α扩增条件为94℃变

性5 min后进行30个循环, 每个循环94℃变性1 
min, 57℃退火50 s, 72℃延伸50 s, 72℃终末延伸

10 min. GAPDH扩增条件为94℃变性5 min后进

行28个循环, 每个循环94℃变性1 min, 54℃退火

1 min, 72℃延伸1 min. 72℃终末延伸10 min. 扩
增产物以20 g/L琼脂糖电泳, 紫外透射分析仪观

察结果, 凝胶成像分析系统进行光密度扫描. 结
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■研发前沿
小檗碱具有多重
生物学功能, 但其
机制尚不清楚. 在
分子水平对转录
因子HNF-4α的研
究, 有望将目前国
内外研究成果与
其功能进行一定
的衔接.

■相关报道
国外Daphna et al
报道, HNF-4α基
因变异患者常伴
发高脂血症, 糖耐
量 异 常 和 ( 或 ) 胰
岛素抵抗; 国内吴
静 et al报道, 胰岛
素抵抗大鼠存在
肝脏HNF4α表达
降低, 充分提示了
HNF4α在胰岛素
抵抗病理生理学
机制中的重要地
位.
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果以HNF-4α/GAPDH mRNA灰度比值为指标进

行统计分析. 
1.2.4 免疫印迹法: 组织蛋白提取与蛋白定量: 参
照Santa Cruz公司提供的方法, 应用三去污裂解

液裂解组织, 提取蛋白行考马斯亮蓝G-250染色

法定量; 每例标本经120 g/L聚丙烯凝胶电泳分

离后, 根据预染Marker指示按LIF和GAPDH分

子量大小分别取相应凝胶电转移至硝酸纤维素

膜膜上, 置于5%脱脂奶粉封闭液, 室温摇床温育

2 h, 再相应分别置于HNF-4α多克隆抗体稀释液

(工作浓度1∶1000)和GAPDH多克隆抗体稀释

液(工作浓度1∶300)4℃孵育过夜, 次日TBS-T洗
膜后分别置于Goat anti rat IgG-HRP二抗(工作浓

度1∶5000)和Goat anti mouse IgG-HRP二抗(工
作浓度1∶5000)摇床温育2 h和进行杂交ECL化
学发光, 活体凝胶成像系统分析每条带的吸光

度值, 将HNF-4α/GAPDH的比值作为HNF-4α蛋
白的相对表达量. 

统计学处理 采用SPSS11.0统计软件进行分

析, 各组计量资料以mean±SD表示.

2  结果

2.1 血清Glu, Fins, HOMA-IR和TG水平比较 各
组之间G l u差异没有显著性意义 ,  F组F i n s、
HOMA-IR及TG均比C组显著增高; B组及FB组
上述指标比F组显著降低; B组与C组比较, 各指

标差异无显著性(表1).
2.2 HNF-4α的基因表达 C组、B组、F组及FB组
的HNF-4α吸光度值比分别为: 1.39±0.27, 1.25
±0.12, 0.68±0.24, 1.04±0.14; F组mRNA表达

水平明显低于C组(P <0.01), FB组明显高于F组
(P <0.05, 图1). 
2.3 HNF-4α/GAPDH灰度值 F组HNF-4α的蛋白

表达水平低于C组, FB组高于F组(图2).

3  讨论

利用高果糖饮食诱导大鼠IR的造模方法被国外

实验室广泛应用, 模型稳定, 被国外同行所接受. 

该方法诱导的大鼠具有显著的高胰岛素血症与

高甘油三酯血症, 外周胰岛素敏感性明显下降, 
是研究药物改善IR机制的良好实验模型[9-13]. 本
实验证实果糖组大鼠具有明显的高胰岛素血症, 
HOMA-IR较正常对照组明显升高, 血清TG显著

增加, 成功复制出IR模型, 为研究小檗碱作用机

制提供可靠的基础. 
HNF-4α属类固醇激素受体超家族的孤儿

受体, 其特征是含有2个高度保守的区域, 即位

于氨基端的含2个“锌指基序”的DNA结合区

和位于羧基端的配体结合区, 分子量约54 kDa, 
在肝脏、肾脏、消化道上皮均有较多表达, 在
胰岛较低水平表达. HNF-4α是肝脏最重要的转

录因子之一, 具有脂溶性激素受体的特性, 直接

进入细胞核, 调节基因转录, 从而调控机体的各

种生理活动. 他是葡萄糖转运蛋白2、醛缩酶

B、丙酮酸激酶基因表达所必需的; HNF-4α还
可与糖异生途径中限速酶之一的丙酮酸羧激酶

基因启动子区的糖皮质激素反应单元相互作

用; HNF-4α可抑制肝糖异生, 促进葡萄糖摄取以

及促进糖酵解等作用参与血糖调节. 成人体内

HNF-4α的缺乏还影响脂类合成, 且与血清TG和

脂蛋白水平改变有关. 故HNF-4α在肝脏IR的发

生机制中有重要的作用[14-17]. 肝脏作为调节血糖

平衡的主要外周器官, 研究HNF-4α在肝脏的表

■创新盘点
本实验以高果糖
饲养诱导胰岛素
抵抗 ,  模型稳定 , 
国际认可度高. 重
点研究小檗碱对
HNF-4α的作用 , 
能较好的解释其
改善胰岛素抵抗
效应. 

表  1  各组Glu, Fins, HOMA-IR和TG比较 (mean±SD, n  = 8)

     
        Glu(mmol/L)    Fins(mIU/L)	  HOMA-IR	      TG(mmol/L)

C    5.21±0.63   44.47±8.25  10.31±2.34     1.23±0.46 

B    5.14±0.58   49.13±5.48   11.26±2.10    1.13±0.48  

F    5.63±0.72   64.91±7.87b  16.06±3.32b    2.50±0.74b 

FB  5.40±0.45   51.62±5.68d  12.40±1.76d  1.62±0.79c

bP<0.01 vs  C组, cP<0.05, dP<0.01 vs  F组.

■应用要点
对小檗碱分子改
善胰岛素抵抗机
制的深入研究, 有
助于彻底阐明其
作用机制, 对推动
中医药的发展具
有重要意义.

图  1  RT-PCR法检测肝脏HNF-4α mRNA表达. 

bp          M         C        B         F        FB

1200
900

700

500

300

100

GAPDH
(648 bp)

HNF4
(314 bp) 

图  2  免疫印迹检测肝脏HNF-4α蛋白表达. 
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达具有科学意义. 
本实验首次研究HNF-4α在小檗碱改善IR中

的作用. 实验数据显示, 长期高果糖饮食诱导实

验大鼠产生IR; 同时伴有HNF-4α在肝脏mRNA及

蛋白水平的表达明显降低, 这与文献报道IR大鼠

HNF-4α表达降低相一致[2,18-19]. 而小檗碱可增强

IR大鼠肝脏HNF-4α mRNA及蛋白表达, 改善IR
大鼠的高胰岛素血症, 胰岛素抵抗指数明显降低, 
提示了HNF-4α是小檗碱的药理效应中的重要一

环, 有资料表明, 小檗碱能上调或下调大鼠多种

肝脏代谢相关基因表达变化[20-21], 故推测HNF-4α
很可能是小檗碱直接作用的一个新靶点. 

有文献报道小檗碱可进入细胞核内[22], 与靶

因子结合, 产生生物学效应, 至于小檗碱在细胞

核内的具体作用方式, 从而引发诸如增强外周

胰岛素敏感性, 抗氧化、清除自由基的功能, 尚
有待进一步研究.
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抵 抗 大 鼠 肝 脏
HNF-4a表达, 可
能是其改善胰岛
素抵抗的主要机
制, 是其药理作用
研究的新进展, 有
较好的学术价值. 
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Abstract
AIM: To ana lyze the menta l hea l th and 
determine psychological intervention of elderly 
patients with gastroesophageal reflux diseases. 

METHODS: One hundred and fifty-seven el-
derly patients with gastroesophageal reflux dis-
eases admitted to our hospital during May 2007 
and December 2007 were enrolled. Symptom 
check list-90 (SCL-90) were completed twice by 
patients before and after the intervention.

RESULTS: Final score of SCL-90 and number of 
symptomatic items were higher than that of do-
mestic norm (t = 2.61, t = 2.57, both P < 0.01). Except 
psychotic factors, hostility and phobic anxiety, 
scores in other factors of SCL-90 were higher than 
that of domestic norm. There was a significant score 
difference before and after the psychological inter-
vention (t = 1.99, P < 0.05) with a significant score 
decrease in  anxiety, depression and somatization. 

CONCLUSION: Mental health of elderly pa-

tients with gastroesophageal reflux diseases is 
significantly lower than that of normal popula-
tion. Psychological intervention is effective in al-
leviating psychological disorders and improving 
subjective clinical symptoms.

Key Words: Gastro esophageal reflux diseases; 
Mental health; Psychological intervention; Elderly 
patients
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gastroesophageal reflux diseases: an analysis of 157 cases. 
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摘要
目的: 分析老年胃食管反流病患者的心理状
况, 并探讨干预措施. 

方法: 2005-05/2007-12我院住院和门诊老年
胃食管反流病患者157例, 对其采用症状自评
量表和国际上通行的ABC认知疗法进行心理
干预. 

结果: 老年胃食管反流病患者干预前SCL-90
总分, 阳性项目数显著高于国内常模(t  = 2.61, 
t  = 2.57, 均P <0.01), 除精神病性及敌对、恐
怖外, 其余因子均高于国内常模, 心理干预
后SCL-90总分与干预前有显著差异(t  = 1.99, 
P <0.05), 其中焦虑、抑郁及躯体化 水平均明
显降低. 

结论: 老年胃食管反流病患者的心理健康水
平显著低于正常人群, 心理干预可减轻心理障
碍并缓解患者主观临床症状.

关键词: 胃食管反流病; 心理健康; 干预; 老年患者
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0  引言

胃食管反流病(gastro esophageal reflux disease, 
GERD)是消化系常见疾病之一, 已经证实该病
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■背景资料
近年来, 胃食管反
流病的发病率有
所上升, 在老年人
群中更是明显, 躯
体和心理因素的
影响, 明显降低了
患者的生活质量.
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二医院消化内科; 
潘秀珍, 教授, 福
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患者工作效率[1]、生活质量下降[2], 且伴有明显

的心理因素[3]和食管外表现[4]. 而老年患者还具

有发病率高、病变程度重, 复发率高的特点[5], 
生物、心理和社会因素的综合影响, 使老年患

者承受着不同程度的心理和生活压力, 极大的

影响疾病的治疗和预后, 因此了解老年GERD患

者心理健康状况, 寻找可行的干预措施对疾病

的防治具有重要的临床意义. 我们采用症状自

评量表(symptom check list-90, SCL-90)随机对

157例住院和门诊的老年GERD患者进行神经心

理调查, 并使用国际通行的ABC认知疗法进行

干预, 以了解该类患者的心理状况及干预后的

心理变化, 为医疗和康复工作提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-05/2007-12我院住院和门诊老年

GERD患者157例, 男118例, 女39例, 年龄66-84(平
均76.1±3.7)岁, 大专以上24例, 中专39例, 中学64
例, 小学 21例, 文盲及半文盲9例, 均无精神病史.
1.2 方法 采用症状自评量表SCL-90在患者入院

初期或初诊时完成首次评定工作, 评定前向患

者详细解释填表方法及注意事项, 受检者独立

完成, 不得受他人影响, 文盲、半文盲采用提问

式, 随后进行ABC心理干预, 时间为4-5 d, 每天

60-90 min, 本文采用的具体干预方法为: (1)在患

者系统治疗前进行; (2)为患者提供轻松的就医

环境; (3)给患者及家属详细介绍GERD的基本知

识, 包括发病因素、症状、治疗方案及预后, 有
意识增强患者信心; (4)纠正患者对该病的错误

认知; (5)建立正确对待疾病的心理行为理念; (6)
干预过程中有针对性的采取心理治疗(如暗示疗

法、音乐疗法、行为疗法等); (7)个别辅导与集

体治疗相结合; (8)介绍医学治疗对以后生活的

重要意义, 使患者打消顾虑和增强治疗决心, 第
6天进行SCL-90量表的复测并开始系统治疗.

统计学处理 统计患者SCL-90中阳性项目

数(2分以上), 同时计算每个患者的总分和总均

分(AT, AT = 总分/90), 并确定为1级(无症状, AT 
= 1), 2级(轻度, 1<AT≤2, 3级(中度, 2<AT≤3), 4
级(重度, AT>3). 计算躯体化、强迫、人际关系

敏感、抑郁、焦虑、敌对、恐怖、偏执和精神

病性共9项因子的得分并于国内常摸进行比较[6]. 
复测后得分与干预前得分进行比较. 统计分析

采用t检验.

2  结果

2.1 SCL-90总分 老年GERD患者总分最高307分, 
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最低90分, 平均136.03±29.10分, 阳性项数目平

均为28.54±17.21, 与国内常摸(24.9±18.4)比
较, 具有显著性差异(t  = 2.61, P <0.01). 所有老年

GERD患者中, SCL-90总均分1级4人, 占2.53%; 2
级145人, 占92.4%, 3级8人, 占5.1%, 无4级(重度)
患者. 老年GERD患者SCL-90评分同国内常模比

较, 除精神病性及敌对、恐怖外, 其余因子及阳

性项目数均显著高于国内常模(P <0.1-0.5, 表1).

3  讨论

症状自评量表SCL-90是用来衡量患者的自觉症

状及其严重程度的精神症状自评表, 包括90个
项目, 采用5及评分制, 分别为1分(没有症状)、2
分(轻度)、3分(中度)、4分(偏重)和5分(极严重), 
涉及到感知觉、情感、思维、意识、行为以及

生活习惯、人际交往、甚至饮食、睡眠等内容, 
能充分反映出患者的病情及相应的精神心理状

态, 对临床医疗及护理工作均有重要的指导意

义[7]. 调查结果表明, 老年GERD患者在SCL-90
上出现阳性症状项的数目及大部分因子得分均

显著高于正常人群. 由此可见该类患者的心理

健康水平显著低于正常人群, 其中在躯体化、

抑郁, 焦虑3种症状表现的最为显著. 
认知-行为干预是1980年代末国际上发展起

来的心理治疗的新方向, 是针对经典的认知治

疗和行为干预的欠缺而发展起来的疗法. ABC
技术是其中一种临床常用的认知疗法. A(acting 
stimulus)指与情感有关的激发事件B(beliefs)指
信念, 包括理性或非理性的信念C(emotion and 
behavioral consequences)代表情绪和行为的结

果, 通常临床工作中强调A与C之间的关系, 甚至

认为A和C间存在必然关系, 而忽视B在其中的

调节作用. 事实上A与C之间有B的中介因素. 不
合理甚至是错误的个人认知观念是导致疗效欠

佳的重要原因之一. 
国外研究发现, 心理因素和GERD患者的躯

体症状相关[8], 且心理干预可减轻此类患者的的

症状[9], 国内有报道对该病进行精神药物及心理

辅导联合治疗对减轻症状有效[10], 但未见有老

年人群的相关报道. 本研究发现, ABC认知干预

可缓解患者的多种心理压力, 在焦虑、抑郁和

躯体化上均可收到良好的效果, 有效减轻患者

心理障碍和主观临床症状, 证实心理干预措施

在治疗中可以起到积极作用. 
对GERD患者来说, 躯体症状和心理障碍是

互相影响的. 疾病的慢性化, 进一步加重了患者

www.wjgnet.com

■研发前沿
在生物治疗的基
础上提高老年胃
食管反流病患者
的身心健康, 是目
前研究热点之一. 

■应用要点
得当的心理干预
措施可以减轻老
年胃食管反流病
患者心理障碍及
临床主观症状, 对
提高临床诊治水
平有较好的参考
和应用价值. 
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的心理负担[11]. 作为临床工作人员, 全面掌握该

类患者的躯体和心理状况十分重要. 治疗方案

中, 既要有针对个体症状表现的医疗措施, 也要

针对个体的心理障碍采取合适的心理干预, 减
轻其心理负担, 增强对疾病的了解和对医生及

治疗的信任感, 提高患者自我调节水平, 即可缓

解患者主观临床症状, 又可改善其生活质量, 起
到提高疗效的作用.
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■同行评价
本研究立题依据
充分 ,  设计严谨 , 
方法成熟, 结果可
靠, 论点明确, 是
一篇实用性文章.

表  1  老年GERD患者心理干预前后及国内常模SCL-90量表对比

     
	                                                     本组患者     	                       

国内常模
                  干预前与            干预前

		              干预前		      干预后		                                       常模比较(t )         后比较(t )

总分	                    136.03±29.10	             130.11±23.18            129.96±38.76	       2.61	              1.99

阳性项目数	      28.54±17.21	               25.03±15.28	  24.92±18.41	       2.57	              1.91

阳性均分		         2.71±0.52	                 2.57±0.59	    2.60±0.59	       2.65	              2.65

躯体化		         1.57±0.49	                 1.47±0.39	    1.37±0.48	       5.11	              2.00

强迫		         1.71±0.45	                 1.69±0.47	    1.62±0.58	       2.50	              0.38

人际关系		         1.73±0.42	                 1.69±0.46	    1.65±0.51	       2.39	              0.81

抑郁		         1.58±0.39	                 1.47±0.51	    1.50±0.59	       2.68	              2.15

焦虑		         1.51±0.42	                 1.40±0.39	    1.39±0.43	       3.58	              2.40

敌对		         1.53±0.55	                 1.49±0.51	    1.48±0.56	       1.10	              0.67

恐怖		         1.29±0.41	                 1.27±0.43	    1.23±0.41	       1.83	              0.42

偏执		         1.55±0.59	                 1.51±0.53	    1.43±0.57	       2.55	              0.63

精神病性		         1.32±0.33	                 1.40±0.39	    1.39±0.43	       1.31	              0.76
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Abstract
AIM: To determine the intra-oesophageal 
varices pressure (IOVP) after a gastric balloon 
tamponade is inserted in cirrhotic patients with 
esophageal varices.

METHODS: Before sclerotherapy, IOVP was 
continuously measured in eight cirrhotic pa-
tients with esophageal varices through a sclero-
therapy needle. We got the primitive pressure 
right after the puncture. A gastric-balloon tam-
ponade was inserted and IOVP was measured 
again. Bleeding was monitered. Changes of the 
pressure before and after scherotherapy were 
compared and analyzed. 

RESULTS: The IOVP was significantly differ-
ent before and after a gastric balloon tampon-
ade is inserted (t = 5.55, P < 0.005). Further-
more, after sclerotherapy, no surge of blood 
occurred, and blood infiltration appeared in 

2 cases. No bleeding was found in the other 
patients. 
 
CONCLUSION: Pulling a gastric-balloon tam-
ponade can reduce IOVP effectively. Endoscopic 
sclerotherapy under the press of the modified 
gastric-balloon tamponade is a relatively safe 
and effective procedure in treatment of lethal 
bleeding esophagogastric varices. 

Key Words: Gastric-balloon tamponade; Intra-
oesophageal vaices pressure; Gastro-esophageal 
varices; Endoscopic variceal sclerotherapy

Lu F, Liu BR, Liu HX, Zheng SG. Pressure changes in 
intra-oesophageal varices during sclerotherapy using a 
gastric-balloon tamponade. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(15): 1688-1691

摘要
目的: 研究肝硬化食管静脉曲张患者在放置
三腔单囊管压迫胃底静脉前、后食管曲张静
脉压力的变化.

方法: 8例肝硬化食管静脉曲张患者在单胃囊

三腔管牵引下, 采用50 g/L鱼肝油酸钠行食管

静脉内注射. 在单胃囊三腔管牵引前、后测

曲张静脉的压力变化情况, 并观察注射后针

孔出血情况.  

结果: 单胃囊三腔管压迫胃底静脉前、后食

管曲张静脉内的压力改变有显著性差异(t  = 
5.55, P <0.005). 经单胃囊三腔管压迫后再予以

硬化剂注射治疗后, 未发生涌血, 2例为少量

渗血, 其余无出血. 

结论: 硬化治疗时, 改良的三腔单胃囊管牵引

可有效降低食管曲张静脉内的压力, 使硬化

治疗的疗效更确切、简便、安全. 

关键词: 三腔单囊管; 测压; 食管静脉曲张; 硬化治疗

芦菲, 刘冰熔, 刘红霞, 郑善国. 三腔单囊管压迫胃底静脉前后

食管曲张静脉压力的变化.  世界华人消化杂志  2008; 16(15): 

1688-1691
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■背景资料
食管静脉曲张破
裂出血是肝硬化
最严重的并发症
之一, 其死亡率较
高. 传统应用三腔
二囊管压迫治疗
经济、方便, 有效
率可达60%. 但过
程较痛苦, 且不能
长时间压迫, 一旦
解除气囊压迫又
易再次发生出血. 
目前, 内镜下硬化
剂注射治疗被认
为是较有效的方
法, 急诊止血率可
达90%以上, 并可
以反复治疗, 提高
患者存活率. 

■同行评议者
董蕾, 教授, 西安
交通大学第二附
属医院消化内科
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0  引言

食管静脉曲张出血是肝硬化最严重的并发症之

一, 病死率较高. 部分患者三腔二囊管压迫止血

无效, 除众多并发症外, 三腔管不能长时间压迫, 
而一旦解除气囊压迫又易发生再出血. 目前, 急
诊内镜治疗是行之有效的方法, 可以反复治疗, 
提高患者存活率. 但由于大量出血期间食管内充

满血液造成视野不清而无法看清出血灶; 插镜诱

发恶心可引起呕血涌入气管等情况发生, 以致紧

急内镜止血治疗成功率不高. 而择期治疗时, 往
往因为曲张静脉内压力很高, 硬化剂注射后退针

时穿刺处经常发生明显喷血或涌血, 影响视野及

操作, 甚至由于大量出血而被迫中止治疗. 为避

免以上情况的发生, 可以在内镜硬化治疗时联合

给予三腔单胃囊管(简称改良三腔管)牵引压迫胃

底静脉, 以降低食管曲张静脉内的压力, 有临床

应用表明此种方法是有效的、安全的. 但究竟能

使静脉压力下降幅度达到多少仍无人涉及. 因此

我们就三腔单囊管压迫前、后食管曲张静脉内

压力的变化情况作了前瞻性临床研究, 在内镜直

视下对曲张静脉进行穿刺测压, 以期进一步证实

此种方法的临床应用价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院2006-10/2007-10在我院住院的肝硬

化食管静脉曲张出血后择期硬化剂治疗术前志

愿行静脉内测压者8例. 均为男性. 年龄43-70(平
均57)岁. 乙肝肝硬化合并食管静脉曲张6例, 酒
精性肝硬化2例. 肝功能Child分级:  A级7例, B
级1例. 根据国内食管静脉曲张内镜下诊断分

级标准[1]重度食管静脉曲张6例, 中度2例. 日本

OlympusCV260型电子胃镜, COOK公司生产的

23G内镜注射针, 硬化剂系国产50 g/L鱼肝油酸

钠, 改良三腔管(将三腔二囊管去掉食管囊保留

胃囊), L形腰穿脑脊液测压玻璃管、延长管、三

通器、生理盐水溶液. 
1.2 方法 
1.2.1 压力测定: 予以心电、血压监护, 吸氧, 保
持静脉输液通路. 电子胃镜常规检查食管、胃

及十二指肠球部, 观察食管静脉曲张的程度, 有
无糜烂、溃疡等情况. 退出电子胃镜, 常规经鼻

送入只保留胃囊的三腔单囊管, 确定胃囊进入

胃腔后向胃囊内注入200 mL气体. 将硬化剂注

射针与测压装置相连接, 使生理盐水充盈整个

注射针管及测压导管, 以形成一个无泡的液性

封闭导管系统. 再次送入电子胃镜至食管下段, 
并由活检孔道送入硬化注射针, 选择食管下段

较粗大的曲张静脉作穿刺, 利用物理连通器液

压原理, 玻璃测压管的液面静止不动时, 可读出

曲张静脉内压力(cmH2O). 由助手牵拉已充气的

三腔单囊管(约1 kg的拉力)以完全或部分阻断流

向食管静脉的血流, 并再次观察玻璃测压管中

水柱的升降情况. 当液面再次静止不动时读出

三腔单囊管压迫后的曲张静脉内的压力. 测压

完毕后硬化剂注射针与测压装置分离, 与充满

50 g/L鱼肝油酸钠的注射器相连, 进行常规硬化

剂注射治疗.  
1.2.2 注射部位: 食管贲门区静脉丛的供血主要

来自胃左静脉穿过浆膜肌层黏膜下层, 其位于

齿状线下2-4 cm小弯侧, 是发生大出血的重要

区域. 本组中胃食管交界处及其上方2-5 cm范围

为静脉曲张破裂的特定部位, 准确地选择该部

位行硬化剂注射治疗(EIS), 注射点遵循沿食管

壁自下而上呈螺旋形分布的原则, 选择出血部

位曲张静脉下方, 快速准确进针, 斜向刺入曲张

静脉内, 快速、足量推注硬化剂. 如无法明确出

血部位, 可在贲门附近不同平面采用静脉内快

速、足量注射, 同样达到止血效果. 每次注射3-5
点, 每点4-6 mL, 硬化剂平均用量35 mL.  
1.2.3 治疗后观察: 次注射拔针后观察针孔的出

血情况(喷血、涌血、渗血或是基本无出血). 硬
化治疗结束退出胃镜后继续牵拉三腔单囊管15 
min, 观察无其他不良反应后可撤出三腔单囊管. 

统计学处理 所得数据采用配对t检验的统

计学方法分析. 

2  结果

8例肝硬化患者所测得的食管下段曲张静脉内

的压力范围为32-60 cmH2O(23.52-44.10 mmHg, 
3.14-5.98 kPa)不等, 平均为41.63±6.76 cmH2O 
(30.60±4.97 mmHg, 4.08±0.66 kPa). 经单胃

囊三腔管牵拉后压力下降至30.25±5.05 cm-
H2O(22.23±3.71 mmHg, 2.96±0.49 kPa), 平均

下降幅度27%. 单胃囊三腔管压迫胃底静脉前、

后食管曲张静脉内的压力改变间的差异有非常

显著性(t  =5.55, P <0.005). 经单胃囊三腔管压迫

后再予以硬化剂注射治疗后, 未发生涌血, 2例
为少量渗血, 其余无出血. 4例患者于治疗后出

现中上腹不适感, 3例感到胸骨后疼痛, 1例右肋

下疼痛, 经制酸、保护胃黏膜等对症治疗后症

状消失. 未发现术后远处栓塞的患者. 

3  讨论

食管静脉曲张破裂出血是肝硬化患者常见的严

■研发前沿
对于肝硬化食管
静 脉 曲 张 患 者 , 
E I S 已 被 广 泛 应
用. 但由于患者食
管曲张静脉的压
力较高, 对于大量
出血期间的内镜
急诊治疗, 食管内
充满血液导致视
野不清, 无法看清
出血灶; 而对于择
期治疗的患者, 因
曲张静脉内压力
较高, 硬化剂注射
治疗时易造成注
射针孔的涌血、

喷血而影响操作. 
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重并发症, 其死亡率较高, 需立即抢救. 传统应

用三腔二囊管压迫有效率可达60%, 关于他的效

果应当说是有效的, 但又不能令人满意. 近期再

出血率仍高约42%[2]. 由于以往使用三腔管时食

道囊也注入气体, 因食管囊压力较高[3], 严重影

响食管黏膜的局部血液供应, 出现胸痛、胸闷, 
患者难以耐受, 多不能坚持, 从而影响效果[4-5]. 
胡季平 et al [6]认为根据门静脉高压时侧支循环

的血流情况, 只要行胃囊压迫, 就能阻断或部分

阻断食管静脉血流. 目前有报道一些医院仅采

用单纯胃囊充气压迫止血, 止血成功率达77%[7], 
并且免除了食道囊注气后的窒息感, 避免了食

管囊压迫所引起的食管黏膜糜烂、溃疡、出血. 
但是鉴于近年药物治疗[8]和内镜治疗的进步, 目
前已不推荐气囊压迫作为首选止血措施. 但气

囊压迫仍可为药物止血、硬化、结扎治疗及手

术治疗做好准备, 以争取更多的时间. 
    目前, 多主张肝硬化患者在发现食管静脉曲

张后及时给予预防性的硬化剂注射治疗(EIS), 
以减少曲张静脉破裂出血的危险性. 对于食管

静脉曲张破裂大出血而言硬化治疗更是行之有

效的方法[9], 明显优于外科急诊分流术、断流

术或TIPS, 且不受胸腹水限制, 适应症较外科

急诊手术宽[9-12]. 文献报道经双囊三腔管和加压

素暂时止血后数小时行EIS, 可提高止血率, 减
少并发症[11]. 因此, 在硬化治疗前先采用单胃囊

的三腔管牵引, 压迫胃底静脉, 使活动性出血暂

时停止或减轻, 视野变清晰, 从而快速而准确地

完成EIS, 为抢救赢得时间. 其操作简便, 可以在

床边进行, 大大增加了EIS的安全性. 有报道称

三腔单囊管牵引下联合硬化治疗急诊止血率为 
96.2%, 并发症发生率8.5%, 与EIS直接相关的死

亡率1.7%[13]. 而三腔单囊管压迫下联合硬化和

套扎治疗的止血成功率更达100%[14]. 我们认为

此操作应尽量使患者在麻醉下进行, 可以减少

经鼻放置三腔单囊管所引起的不适感和恐惧感; 
而且在全麻下, 胃镜刺激所引发的恶心会减轻, 
从而减少食管蠕动, 使硬化治疗过程免受干扰. 
若使用改良导丝法置管可使插管的成功率有所

提高[15]. 另有报道称[16]在施行单胃囊压迫联合硬

化治疗时曾有患者自己强行拉拔已充气的三腔

管而导致食管穿孔, 所以在操作时应格外注意. 
吴云林 et al [17]曾采用液压传感原理, 其测得

的10例肝硬化患者食管下段曲张静脉内的压力

范围为10-70 mmHg(1.33-9.33 kpa), 平均为36.8
±2.48 mmHg(4.91±0.33 kpa). 在本次实验中

所测得的曲张静脉内的基础压力较高, 平均为

41.63±6.76 cmH2O(30.60±4.97 mmHg, 4.08±
0.66 kPa). 在此次实验中, 经三腔单囊管压迫胃

底静脉后, 食管曲张静脉内的压力降低至30.25
±5.05 cmH2O(22.23±3.71 mmHg, 2.96±0.49 
kPa), 平均下降幅度为27%. 本次研究进一步证

实了经单胃囊的三腔管压迫胃底静脉可有效降

低食管曲张静脉内的压力. 
此外, 我们曾在动物实验中作过前期研究. 

通过远端不完全结扎大耳白兔的下腔静脉以

模拟食管静脉曲张时三腔单囊管压迫胃底静

脉, 观察到不完全结扎前后静脉压力及血流速

均有明显变化: 下腔静脉原始压力为12.3±2.09 
cmH2O(9.04±1.54 mmHg), 不完全结扎后压力

下降为9.86±2.0 cmH2O(7.25±1.47 mmHg), 
P <0.05; 未结扎时血流速为7.06±1.59 mL/min, 
不完全结扎后血流速降为4.76±1.47 mL/m in, 
P <0.05. 单纯硬化治疗后的血流速为3.19±2.4 
mL/min, 先结扎再给与硬化治疗后的血流速为

1.68±0.69 mL/30 s, P <0.05; 且两组硬化治疗

后血栓病理损害比较经统计学分析有差异(χ2 = 
4.859,  P <0.05). 以上数据表明: 当人为干预使血

管变窄后, 血管内压力和血流速均明显下降, 并
且在压迫后行硬化治疗与单纯硬化治疗相比较, 
血流速亦下降明显. 因此, 动物实验从侧面证实

了对于食管静脉曲张患者, 在治疗前若先给与

压迫胃底静脉可使血管内压力降低, 血流速减

慢, 对治疗是有益的. 
我们总结单胃囊压迫联合硬化治疗有以下

优点: (1)单囊管压迫后使局部血流减慢、停滞. 
硬化剂不易消散, 与血管接触时间延长, 更易形

成血栓, 使疗效更确切. (2)压迫后胃腔内的血液

和胃液不会反流入食管, 故视野清楚, 内镜治疗

操作更准确. (3)压迫后食管静脉血流压力减低, 
注射后针孔出血机会减少. (4)血管内压力和血

流速的降低可减少硬化剂向远处游移的可能性, 
可大大减少硬化剂栓子发生远处栓塞的危险性. 
(5)改良去掉食道囊后, 只对贲门、胃底静脉进

行有效压迫, 而对气管、心脏、胸主动脉无严

重的压迫症状, 患者无极度不适感. (6)在治疗中

间, 可随时放松牵引, 以寻找有无其他活动性出

血灶. 放松牵引后, 疝入食道贲门部的胃囊立即

滑入胃腔, 以利于贲门小弯部位的观察和治疗. 
同时, 急诊EIS救治致死性食管静脉曲张破裂大

出血出现以下情况时: (1)肝硬化患者活动性大

出血不止, 循环功能不全, 已出现休克; (2)由于

■相关报道
目前, 已有文献报
道在硬化治疗前
先采用单胃囊的
三腔管牵引压迫
胃底静脉, 以降低
曲张静脉内的压
力, 使活动性出血
暂时停止或减轻, 
视野变清晰, 从而
快速准确地完成
EIS. 
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出血量大, 内镜下视野相当不清楚; (3)内镜下食

管下段曲张静脉多处破裂出血, 或当完成一处

EIS后, 无法继续其余出血部位的EIS; (4)大出血

者为夜间由外院转来, 急诊入院时已插入三腔

管, 仍出血不止, 可在改良三腔管的牵引下给予

硬化剂注射等积极治疗. 
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■同行评价
本研究有一定的
风险 ,  难度较大 , 
具有较好的实用
价值, 可指导临床
操作.
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Abstract
AIM: To investigate the characteristics of 
autofluorescence, absorption coeff ic ient 
spectrum and scattering coefficient spectrum for 
human gastric adenocarcinoma tissues.

METHODS: Twenty-eight samples of human 
gastric adenocarcinoma taken from tumorous 
regions and non-tumorous regions were used. 

Autofluorescence, absorption coefficient and 
scattering coefficient spectra for gastric wall tis-
sues were measured.

RESULTS: Peak value of autofluorescence spec-
trum for gastric adenocarcinoma was signifi-
cantly lower than that for non-tumorous gastric 
wall tissues and double-peak was present. Ab-
sorption coefficient for gastric adenocarcinoma 
tissues with a spectral range of 300-720 nm 
wavelength, was significantly lower than that 
for non-tumorous gastric wall tissues (P < 0.01). 
Scattering coefficient for gastric adenocarcinoma 
tissues, with a spectral range of 480-1100 nm 
wavelength, was significantly lower than that 
for non-tumorous gastric wall tissues (P < 0.01).

CONCLUSION: Autofluorescence, absorption 
coefficient and scattering coefficient spectra can 
differentiate gastric adenocarcinoma tissues 
from non-tumorous gastric wall tissues effec-
tively.

Key Words: Gastric adenocarcinoma; Autofluores-
cence; Absorption coefficient; Scattering coefficient
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摘要
目的: 探讨人胃腺癌组织的自体荧光强度及
吸收、散射特性. 

方法: 测定28例人胃腺癌标本的肿瘤及非肿
瘤区域组织的自体荧光强度及吸收系数光谱
和散射系数光谱. 

结果: 人胃腺癌组织自体荧光光谱的峰值明
显低于非肿瘤胃壁组织自体荧光光谱峰值并
出现双峰; 人胃腺癌组织吸收系数在300-720 
nm光谱范围内明显低于非肿瘤胃壁组织, 有
显著性差异(P <0.01), 散射系数在480-1100 nm
光谱范围内也明显低于非肿瘤胃壁组织, 有
显著性差异(P <0.01).

®

■背景资料
胃癌是人类最常
见消化系肿瘤, 手
术切除是目前唯
一的根治性措施, 
其疗效关键与早
期诊断有关, 光谱
检测有望在胃癌
早期和其他影像
学手段未能查出
前作出正确判断.

■同行评议者
郝 纯 毅 ,  主 任 医
师, 北京肿瘤医院
肿瘤外科
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结论:  人胃腺癌组织的自体荧光强度及吸
收、散射特性光谱可有效识别人胃腺癌组织
与非肿瘤胃壁组织.

关键词: 胃腺癌; 自体荧光; 吸收系数; 散射系数
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收、散射特性.  世界华人消化杂志  2008; 16(15): 1692-1695
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0  引言

胃癌是人类最常见的消化系肿瘤, 早期发现及

治疗能从根本上改变胃癌患者的预后. 激光技

术已逐渐成为消化系统肿瘤诊断和治疗的重要

手段, 配合内镜技术可实现在体、原位、可视

化和实时探测. 癌组织与正常组织的组成成分

不同, 分子结构不同, 他们所对应的荧光光谱、

吸收系数光谱和散射系数光谱也不相同. 关键

问题是肿瘤组织与正常组织之间是否存在组织

光学特性的差异及确定诊断的光谱范围. 我们

测定28例胃腺癌标本的肿瘤及非肿瘤区的组织

的自体荧光光谱、吸收系数光谱和散射系数光

谱, 并对其进行了分析和对比, 报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 实验用组织样品来自28例外科手术切

除的人胃腺癌标本. 本实验全过程除生理盐水

外, 未使用其他任何试剂. 所有组织块在光学检

测后送广东药学院附属第一医院作病理检查, 所
用试剂、材料不详. 荧光光谱测定采用PE公司

的LS-55荧光光谱仪(Perkin-Elmer, USA, model: 
LS-55), 吸收系数光谱和散射系数特性的测量

Lambda 35紫外/可见分光光度计(Perkin-Elmer, 
USA, model: Lambda 35)及附件中的积分球

(Labsphere, USA, model: RSA-PE-20).
1.2 方法 
1.2.1 样品的制备: 实验用组织样品来自28例外

科手术切除的人胃腺癌标本, 切除后立即用生

理盐水冲洗掉表面的血液及分泌物, 在肿瘤中

心区域取20 mm×20 mm以上全层组织块(光学

检测后作病理检查证实全部均为胃腺癌), 同时

在肿瘤可见边缘30 mm以外区域取20 mm×20 
mm以上胃壁全层组织块(光学检测后作病理检

查证实全部均未见肿瘤浸润), 将样品置于装有

冷生理盐水(4℃以下)的器皿中, 3 h内在自然状

态及室温为20℃环境下分别完成自体荧光光谱

的测量. 然后尽快将样品用生理盐水保存于超

低温(-75℃)冰箱速冻冷藏. 吸收系数光谱和散

射系数检测前, 将组织样品用冰冻切片机切割, 
生成面积为12 mm×12 mm含胃壁全层的人胃

腺癌组织样品及非肿瘤胃壁组织样品. 然后分

别将组织样品在自然状态及室温为20℃环境下

分别进行吸收系数光谱和散射系数特性的测量, 
从手术切除到样品准备和测量全过程在24 h内
完成. 
1.2.2 光学检测: 将组织样品固定在样品支架

上(黏膜面向上), 荧光光谱测定采用PE公司的

LS-55荧光光谱仪. 设置狭缝宽度为2.0 nm, 分
别用360 nm和390 nm波长激光激发组织发出

自体荧光并测定其荧光强度, 扫描的波长范围

设置在400-700 nm, 所有样品重复测量10次. 实
验数据由荧光光谱仪配套软件采集及作统计学

处理, 并自动生成荧光光谱曲线. 吸收系数光谱

和散射系数特性的测量采用具有积分球附件的

Lambda 35紫外/可见分光光度计, 该附件中的积

分球内部直径为50 mm. 设置分光光度计的狭缝

宽度为2.0 nm, 扫描的波长范围设置在300-1100 
nm, 测定方式设置为反射. 在积分球的样品反射

窗处放置角度为0度的样品支架, 将组织样品固

定在样品支架上(黏膜面向上), 使得入射光入射

到组织的黏膜面平面上的入射角为0度, 积分球

所测量的反射率(不包括镜面反射)为组织样品

的漫反射率Rs, 移去组织样品并在样品反射窗

处放置硫酸钡反射板做参比, 积分球所测量的

反射率(不包括镜面反射)为100%漫反射率R100, 
移开样品反射窗处放置的硫酸钡反射板, 积分

球所测量的反射率为零漫反射率R0. 人胃腺癌

组织样品和非肿瘤胃壁组织样品在同样的实验

条件下测量各项漫反射率, 每个组织样品的测

量都使用同一块硫酸钡标准板作R100的定标, 
每个组织样品分别按照上述过程在300-1100 nm
光谱范围内重复测量10次, 获取的图像信号输

送到电子计算机进行图像分析和数据处理.

2  结果

2.1 自体荧光光谱曲线 用360 nm波长激光激发

的胃腺癌自体荧光光谱曲线与非肿瘤胃壁自体

荧光光谱曲线相比, 两者曲线形状差异非常明

显, 非肿瘤胃壁自体荧光光谱曲线为较平滑的

单峰曲线, 而胃腺癌荧光光谱曲线则呈明显的

双峰, 峰值明显低于非肿瘤胃壁自体荧光光谱

曲线的峰值. 用390 nm波长激光激发的胃腺癌

自体荧光光谱曲线与非肿瘤胃壁自体荧光光谱
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曲线相比, 两者曲线形状差异非常明显, 非肿瘤

胃壁自体荧光光谱曲线为较平滑的单峰曲线, 
而胃腺癌荧光光谱曲线则呈不规则的多峰, 峰
值明显低于非肿瘤胃壁自体荧光光谱曲线的峰

值, 峰值所处波长位置前移. 用不同波长激光激

发的非肿瘤胃壁自体荧光光谱曲线的形状基本

一致, 均为较平滑的单峰曲线, 而胃腺癌自体荧

光光谱曲线的形状各异, 呈现双峰或多峰形状, 
随着激发波长增大而变得更不规则, 无论胃腺

癌还是非肿瘤胃壁自体的自体荧光光谱曲线峰

值所处波长位置随激发波长增大而前移(图1).
2.2 吸收系数光谱 胃腺癌组织及非肿瘤胃壁组

织对不同波长的激光的吸收系数均随着激光波

长的增大而明显改变(图2). 最大值都在波长460 
nm, 非肿瘤胃壁组织为(13.52±0.54)/mm, 胃腺

癌组织值(6.12±0.25)/mm, 两者比值达2.2, 差异

非常显著(P <0.01), 而最小值在波长1100 nm, 非
肿瘤胃壁组织为(0.8±0.06)/mm, 胃腺癌组织值

(0.72±0.05)/mm, 两者非常接近, 差异无显著性

(P >0.05). 在波长300-720 nm范围, 胃腺癌组织

及非肿瘤胃壁组织的吸收系数有显著性的差异

(P <0.01), 在波长720-1100 nm范围, 胃腺癌组织

及非肿瘤胃壁组织的吸收系数无显著性的差异

(P >0.05), 其中在波长860-1100 nm范围, 胃腺癌

组织及非肿瘤胃壁组织的吸收系数渐趋一致.
2.3 散射系数光谱 胃腺癌组织及非肿瘤胃壁组

织对不同波长的激光的散射系数均随着激光波

长的增大而明显减小(图3). 在波长300-480 nm
范围, 胃腺癌组织及非肿瘤胃壁组织的散射系

数无显著性的差异(P >0.05), 在波长480-1100 nm
范围, 胃腺癌组织的散射系数明显低于非肿瘤

胃壁组织的散射系数, 有显著性的差异(P <0.01).

3  讨论

胃癌是人类最常见的消化系肿瘤, 严重威胁人

类的健康和生命. 目前临床上诊断胃癌的主要

手段仍是胃镜和上消化系造影检查. 上消化系

造影检查只能检测到较大的肿瘤, 对于体积小

的肿瘤无法识别, 且对肿瘤病理性质无法判断. 
胃镜检查能较直观地观察肿瘤但仍需取组织进

行活检方可判断其病理性质. 术界人士希望能

在胃镜检查中在体、实时探测观察肿瘤并判断

组织的病理性质. 通过测量生物组织光学特性

从而判断组织的病理性质[1-3], 有望实现. 
目前, 对肿瘤组织光学特性的研究主要集

中在肿瘤荧光光谱研究, 已有较多的实验结果

表明, 正常组织和肿瘤组织发出的荧光光谱存

在差异[4-6]. 人体组织内有许多能发出荧光的生

物分子. 由于癌组织的分子结构、代谢的改变

导致荧光光谱的不同[7-9], 本文的荧光光谱曲线

也清楚地显示人胃腺癌组织自体荧光光谱与非

肿瘤胃壁组织自体荧光光谱有显著性差异, 容
易根据荧光光谱曲线识别胃腺癌与非肿瘤胃壁

组织. 生物分子有各自的最佳激发波长, 不同生
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图  1  激光激发胃腺癌组织与非肿瘤胃壁组织的自体荧光光谱曲线. A: 360 nm波长; B: 390 nm波长.
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图  2  胃腺癌组织与非肿瘤胃壁组织的吸收系数光谱.
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图  3  胃腺癌组织与非肿瘤胃壁组织的散射系数光谱.
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物分子的荧光激发效率不同, 当激发激光波长

变化时, 发出的荧光存在差异, 我们选用360 nm
和390 nm波长激发的胃腺癌自体荧光光谱曲线

与非肿瘤胃壁自体荧光光谱曲线也是随着激发

波长变化而变化, 两者在荧光光谱曲线的形状

的差异、峰值的差异及峰值所处波长位置的差

异亦非在所有波长激发的荧光光谱曲线都具有

显著性. 
在生物医学光子学的研究及其应用, 测量

组织的漫反射率和透射率也是组织光学特性非

入侵法测量的一个重要组成[10-11], 对于特定的生

物组织以及特定的激光波长, 其吸收系数和散

射系数是确定的[12], 光在生物组织中传输与生

物组织的光学特性密切相关[13], 在生物组织中

由光辐射所产生的空间分辨漫反射和透射特性

含有组织的组份和结构等信息, 通过测量生物

组织的空间分辨反射率能够定量地反映生物组

织的吸收和散射特性, 从而判断组织的病理性

质[14-15]. 胃腺癌组织及非肿瘤胃壁组织吸收系数

光谱和散射系数光谱在较大的波长范围内有显

著性差异, 吸收系数在波长300-720 nm范围, 散
射系数在波长480-1100 nm范围; 吸收系数最大

值的差异更显著, 非肿瘤胃壁组织吸收系数最

大值与胃腺癌组织的比值达2.2. 值得注意的是, 
临床上常用于胃肠道诊治的激光波长(488 nm, 
514.5 nm, 532 nm, 630 nm和632.8 nm)均在该有

显著性差异的波长范围; 这有利于将吸收系数

光谱和散射系数光谱的检测推广应用于胃腺癌

的临床诊断. 
本文所提供数据因样品数有限, 尚不足以

此确立以自体荧光光谱、吸收系数光谱及散射

系数光谱检测诊断胃腺癌的标准, 希望能为胃

肠道肿瘤光谱诊断数据库的建立提供有意义的

参考数据.
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Abstract
AIM: To investigate the clinical efficacy and 
technique skills of metallic stent placement for 
malignant gastric outlet obstruction.

METHODS: Nine advanced gastric cancer pa-
tients with obstruction of digestive tract were 
included in this study, and 2 methods were 
adopted. The first, stents were placed under en-
doscope by straight sight (stent pusher: 140 mm 
in length and 4-6 mm in diameter). The second, 
duodenal stents were placed under endoscope 
by straight sight via biopsy channel (3.2 or 4.2 
mm in diameter).

RESULTS: All the patients received stent place-
ment successful at the first try. Among the pa-

tients, 3 received stents of 2 cm×10 cm, and 6 
received stents of 2 cm×8 cm. Pylorus stents, duo-
denal stents, and esophageal stents were placed 
in 2 cases, 6 cases and 1 case, respectively. The 
first method was used in 7 cases, while the sec-
ond was used in 2 cases. Stents were expanded 
about 90% under X-ray 24-48 h after operation, 
and the patients could take in liquid food 24 h 
after operation. The common complications in-
cluded nausea, vomiting, upper digestive tract 
hemorrhage and upper abdominal pain, etc. 
Obstructive jaundice was found in 1 case. After 
3-mo following up, no stent migration, breaking 
off and obstruction occurred. Of the 9 cases, 3 
survived 10-15 d and 2 survived 1-2 mo. The rest 
5 cases had survived 3 mo. The mean unimpeded 
time was 53.4 d. 

CONCLUSION: Technique skills should be 
stressed when metallic stent placement is used 
in the treatment of malignant gastric outlet 
obstruction. The efficacy of metallic stent place-
ment depends on the location of metallic stents 
and disease indications. 

Key Words: Gastric cancer; Malignant gastric out-
let obstruction; Metallic stent placement; Efficacy; 
Technique skill
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摘要
目的: 探讨内镜下放置金属支架治疗胃出口
恶性梗阻的效果及技术技巧.  

方法: 进展期胃癌幽门梗阻患者9例, 采用两
种方法治疗: (1)经内镜直视下放置支架(支架
推送器直径4-6 mm, 长度约140 mm); (2)经内
镜直视下放置经钳道(可通过3.2 mm或4.2 mm
的活检孔)的十二指肠支架.  

结果: 本组9例支架放置皆1次成功, 其中放置
2 cm×10 cm支架3例, 放置2 cm×8 cm支架6
例; 放置特制幽门支架2例, 放置十二指肠支架

®

■背景资料
胃癌是最常见的
恶性肿瘤之一, 其
发病率及死亡率
仅次于肺癌, 多见
于胃窦, 胃窦癌晚
期常致幽门梗阻, 
即胃出口恶性梗
阻, 内镜下放置金
属支架解除胃癌
所致胃出口恶性
梗阻的报道较少.

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室
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6例, 放置食道支架1例. 采用方法1放置7例, 采
用方法2放置2例. 术后24-48 h摄片示支架膨
胀约90%,术后24 h恢复进流食. 常见并发症是
恶心、呕吐, 上消化道出血和上腹疼痛等, 1例
支架术后出现进行性黄疸. 随访3 mo, 无支架
移位, 脱落及梗阻. 生存10-15 d者3例, 生存1-2 
mo者2例, 已生存3 mo者4例, 平均通畅期为
53.4 d. 

结论: 内镜下放置金属支架治疗胃出口恶性
梗阻应采用一定的技术技巧, 治疗疗效取决于
支架位置是否合适以及病变范围. 

关键词: 胃癌; 胃出口恶性梗阻; 金属支架; 疗效; 技

术技巧
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0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 其发病率及死亡

率仅次于肺癌, 多见于胃窦, 胃窦癌晚期常致幽

门梗阻, 即胃出口恶性梗阻, 外科手术虽是解除

梗阻的方法, 但由于病程晚期, 患者一般情况差, 
常已无手术指征, 而维持生命所需的胃肠减压, 
静脉内营养或经皮小肠置管营养难以提高患者

的生活质量. 金属支架置入技术是近年来国内外

开展的一项新技术[1-18], 主要用于解除食管及贲

门等部位的严重狭窄, 但内镜下放置金属支架解

除胃癌所致胃出口恶性梗阻的报道较少, 且支架

置入方法与常规的食管支架置入有所不同, 按照

常规的食管支架置入方法往往难以成功, 我们成

功为9例胃出口恶性梗阻患者放置金属支架, 摸
索出一些技术技巧, 现总结如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-04/2007-08我院经内镜及病理确

诊的进展期胃癌幽门梗阻患者9例, 胃窦癌2例, 
胃窦幽门浸润癌5例, 胃体窦幽门浸润癌2例; 病
理类型: 腺癌4例, 胃体腺鳞癌1例, 印戒细胞癌2
例, 腺癌部分为印戒细胞癌2例; 9例患者插入内

镜见胃腔有大量潴留物, 术前进食情况按stooler
标准分级: Ⅳ级8例, Ⅲ级1例; 术前B超、CT、
MRI等或体检明确有远处转移4例, 其中1例腹

腔转移, 大量腹水形成; 不能行根治性手术或患

者及家属拒绝开腹手术, 或全身情况极差, 经短

期营养治疗无效, 或伴有严重的心肺等内科疾

患, 不能耐受开腹手术. 男性4例, 女性5例, 年龄

46-88(平均年龄75)岁. 
采用Olympus XQ-240型电子内镜. 所用支

架为MTN型形状记忆钛镍合金肠道支架(南京

微创), 直径20-22 mm, 长80-100 mm. 幽门支架

的设计: 测量幽门及胃窦恶性狭窄的长度, 狭
窄宽度, 支架口侧端设计为大漏斗型和碟盘型, 
支架肛侧端设计为球状, 支架直径一般设计为

20-22 mm, 支架长度为测量幽门及胃窦恶性狭

窄的长度加30-40 mm. 支架推送器选用: (1)一
次性使用腔道支架置入器MTN-CR-(4-6)/(1000-
1400)-L(南京微创), 直径为4-8 mm, 长度为140 
mm. 导丝为直径0.38 mm的萨氏扩张器配套带

弹簧头的金属导丝. (2)经内镜直视下放置经钳

道(可通过3.2 mm或4.2 mm的活检孔)的十二指

肠支架推送器(南京微创), 直径2 cm气囊扩张器

(南京微创). 
1.2 方法 按常规胃镜检查进行术前准备, 患者取

左侧卧位, 插胃镜, 先对食管胃进行常规检查. 
我们采用两种放置方法:  
1.2.1 经内镜直视下放置支架: 胃镜在进入胃窦

部时可见幽门被肿瘤阻塞, 进入狭窄段, 内镜先

端部通过狭窄部至十二指肠降部中下段, 确定

狭窄部的长度和其上缘距门齿的距离, 经活检

钳道插入金属导丝, 保留金属导丝并防止滑出, 
退出胃镜, 沿导丝插入带支架推送器尽可能接

近胃窦恶性狭窄及幽门位置, 再从支架推送器

下方插入胃镜并右旋转镜身90度, 同时推送支

架推送器, 镜身的旋转使得镜身上方的支架推

送器远离胃大弯侧沿小弯方向到达十二指肠降

部上端, 确认支架在梗阻段的位置合适后直视

下释放支架. 
1.2.2 经内镜直视下放置经钳道的十二指肠支

架: 经内镜钳道放置的十二指肠支架推送器, 由
于是非治疗用的内镜, 十二指肠支架推送器不

能经钳道通过, 我们将斑马导丝经内镜活检钳

道插入至头端再插入到装置支架的十二指肠支

架推送器的腔道穿出, 拉紧斑马导丝两端, 将装

置支架的十二指肠支架推送器和内镜一起插入

至十二指肠降部, 然后将斑马导丝拉出, 再退出

内镜, 释放支架. 支架释放后如位置不佳可调整. 
观察支架膨胀良好后退镜, 9例患者中1例患者

狭窄部位镜身难以通过, 先予直径2 cm气囊扩张

后沿导丝置入支架.  
1.2.3 疗效判定: 患者治疗后症状消失分为5级: 0
级为能进普食, Ⅰ级为能进软食, Ⅱ级为能进半

流质, Ⅲ级为能进流质, Ⅳ级为完全梗阻不能进

■研发前沿
内镜下放置金属
支架解除胃癌所
致胃出口恶性梗
阻的报道较少, 且
支架置入方法与
常规的食管支架
置入有所不同, 按
照常规的食管支
架置入方法往往
难以成功. 
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食. 进展期胃癌合并幽门梗阻内镜治疗的疗效

分为: (1)显效(CR): 症状消失达0级或Ⅰ级, 疗效

稳定超过1 mo; (2)有效(PR): 症状明显好转达Ⅱ

级, 可少于1 mo; (3)微效(MR): 症状好转达Ⅲ级, 
可持续4 wk; (4)无效(NR): 症状无好转或恶化, 
评级为Ⅳ级, 病情恶化或死亡. 

2  结果

9例患者中, 其中3例放置2 cm×10 cm支架, 6例
放置2 cm×8 cm支架; 放置特制幽门支架2例, 
放置十二指肠支架6例, 放置食管支架1例. 术后

24-48 h摄片示支架膨胀约90%, 术后24 h恢复进

流食, 术后进食改善情况: Ⅰ级1例, Ⅱ级3例, Ⅲ
级4例, Ⅳ级1例; 疗效: 显效4例, 有效1例, 微效

1例, 无效3例. 无穿孔及大出血等, 6例患者术后

出现恶心, 呕吐, 2-3 d后缓解, 4例患者出现上腹

隐痛, 2例患者伴黑便, 1例患者出现肠道感染, 1
例并发黄疸及电解质紊乱, 10 d后死亡. 2例患者

恶心呕吐明显, 予胃肠减压, 每天引流液约1800 
mL, 15 d后由于全身状况差及难以纠正的电解

质紊乱家属放弃治疗, 1例胃窦癌胃体受浸润患

者支架后恶心, 呕吐, 15 d后予内镜下再次置入

第2个支架. 随访3 mo, 无支架移位, 脱落及梗阻. 
生存10-15 d者3例, 生存1-2 mo者2例, 已生存3 
mo者4例, 平均通畅期为53.4 d(图1). 

3  讨论

我国是胃癌高发国家之一, 由于经济因素及传

统观念等的影响, 大部分患者出现临床症状方

才就诊, 内镜检查发现的肿瘤大部分为进展期, 
由于发生周围及远处转移, 绝大多数患者已失

去手术机会, 部分老年患者患有严重的心、肺

及糖尿病等疾病, 不能耐受手术打击, 只能应用

各种保守疗法, 特别是术后复发转移的患者, 只
能行空肠造瘘维持营养, 患者不能经口进食, 带
引流管, 非常痛苦, 生活质量很差. 已有许多应

用记忆合金支架成功解除消化道梗阻的报道.  
Janusdhowski[2]、Pinto[3]、Nevitt et al [4]首先报道

了胃、十二指肠内支架置入. 国内首先是1998
年李天晓 et al [5]作了临床应用的报道. 而Scott-
M a c k i e[1]利用硬质导丝和特制的推送系统改

良了传送系统, 从而提高了经口十二指肠内支

架置入的成功率, 为胃肠道内远距离内支架置

入的应用奠定了基础. 由于十二指肠经口距离

远、弯道多, 同时胃囊又有屯积缓冲作用,及至

出现症状并引起重视时往往梗阻已较严重,并使

肠管走向变异度增大, 这使内支架安置困难. 此
外, 支架放置困难与发送装置太短及患者的解

剖位置变异有关, 已有报道对支架发送装置进

行改进以克服这些困难. Feretis et al [6]应用可固

定延长管防止发送装置在胃内打圈. 近年来由

韩国引进的用于血管的分体式内镜下直视支

架放置(EMS)和其置放技术, 由于具有不少突

出的优点, 如克服了裸支架和覆膜EMS的各自

缺点, 细长柔顺性好的输送装置易于通过迂曲

的胃肠道, 已被引用于胃、十二指肠恶性梗阻

的治疗. 支架置入的方法: (1)经体外解剖开口

或手术造瘘道口于X线导引下支架放置: 茅爱

武 e t al [7]报道在X线监视下通过递送导管或胃

镜经口送入超滑导丝并使之过狭窄、阻塞段; 
经交换导管替换软头特硬导丝后由硬导丝引入

输送器将支架送入狭窄段释放. 对完全阻塞使

用胃镜仍不能将导丝送入者则在X线监视下经

胃镜用微波或热极烧灼形成小通道后再送入导

丝引入支架. 支架释放后根据狭窄段扩张情况

酌情用球囊导管行内扩张或适当调整支架位置. 
(2)内镜下直视支架放置: 能准确了解病变部位

及周围性质, 有利于正确选择支架的类型、尺

寸, 遇到出血、移位、穿孔等并发症时能及时

发现和处理. 钟霞 et al [8]报道在导引钢丝的头端

系一根长约3 cm的黑线并打结, 将活检钳由内镜

图  1  胃出口恶性梗阻支架 . A: 胃出口恶性梗阻; B: 胃出口恶性梗阻支架近端; C: 胃出口恶性梗阻支架远端.

A B C■应用要点
本研究探讨内镜
下放置金属支架
治疗胃出口恶性
梗阻的效果及技
术技巧; 同时, 对
胃出口恶性梗阻
患者放置支架的
适应症和相应并
发症也十分关注, 
有利于临床医生
参考和借鉴. 
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的活检孔道插入并用活检钳夹住导丝头端的黑

线结, 使导丝贴附于内镜镜身与内镜同时插入

并通过梗阻狭窄段, 进入十二指肠, 放置支架是

将导丝贴附于内镜镜身与内镜同时插入狭窄部

位, 使得导丝轻易而准确地通过狭窄部位. 我们

经内镜下为9例胃出口恶性梗阻患者成功放置

金属支架, 有效改善患者进食情况, 提高患者生

活质量, 总有效率为66.7%, 本组6例胃窦癌及胃

窦幽门浸润癌放置支架后效果明显, 2例胃体窦

幽门浸润癌及腹腔转移, 大量腹水形成, 放置支

架后效果差, 认为治疗疗效取决于支架位置是

否合适以及病变的范围等. 并摸索了一些内镜

下放置幽门支架的方法[9]: 首先根据术前胃镜检

查测量的门齿距胃出口恶性梗阻的距离选择支

架及支架推送器型号, 有厂家定做支架及足够

长度的支架推送器. 由于胃出口恶性梗阻距离

门齿较远和管腔直径较大, 支架置入时其活动

性大, 导丝和支架推送器常因无良好的支撑点而

在胃内打圈, 带导丝的支架推送器往往沿胃大弯

到达胃的一定部位便无法继续推进, 我们采用从

支架推送器下方插入胃镜, 当胃镜进入胃底体后

向右旋转镜身90度, 同时推送支架推送器, 镜身

的旋转使得镜身上方的支架推送器远离胃大弯

侧沿小弯方向进入十二指肠. 其中1例患者胃出

口恶性梗阻严重, 镜身无法通过, 因此无法放置

导引钢丝, 我们采用直径2 cm的气囊扩张器先行

扩张, 后进镜, 置入导丝, 沿导丝成功置入支架. 
另外支架释放位置宁低勿高, 偏低时可收紧支架

缘的回收线上调支架, 支架过高难以下调, 往往

需取出支架重新放置. 本组9例病例支架置放皆

1次成功, 采用全程内镜下放置支架术, 只要置管

前定位准确, 操作方法得当, 可以不用在X线定

位以及监视下进行, 操作简便、直观、避免X线

照射, 所用时间缩短, 减少患者痛苦. 
另外, 胃出口恶性梗阻患者放置支架的适

应症和相应并发症[10-16]也是值得我们关注的, 我
们通过对9例胃出口恶性梗阻患者放置支架观

察, 最常见的并发症是恶心、呕吐, 上消化道出

血, 上腹疼痛等, 本组患者支架术后6例出现恶

心、呕吐, 但一般2-3 d后就能自行缓解, 其中2
例胃体窦幽门浸润癌患者(1例85岁高龄, 另1例
腹腔转移, 大量腹水形成)支架术后恶心、呕吐

明显, 予胃肠减压, 每天引流液约1800 mL, 认为

可能由于胃癌病变广泛, 胃肠功能紊乱, 胃液产

生过多, 胃蠕动功能下降及失去幽门的防反流

的作用, 导致肠内容物逆流等有关. 因此, 我们

认为胃体窦幽门广泛浸润癌及有腹腔转移, 腹
水形成的患者不是放置支架的适应征, 由于病

例数有限有待进一步观察; 1例支架术后出现腹

痛和进行性黄疸, 认为可能是支架远端位置过

低, 支架下缘压迫十二指肠乳头导致胆汁排泄

受阻所致, 应重新上调整支架位置, 但该患者放

弃治疗. 因此, 需要总结大量的临床资料, 明确

胃出口恶性梗阻支架置入的适应症, 提高疗效, 
防止严重并发症的发生. 
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Abstract
AIM: To evaluate therapeutic effects and 
p r o g n o s i s o f l a m i v u d i n e t h e r a p y a f t e r 
transcatheter arterial chcmoemholization 
(TACE) in pat ients wi th hepatoce l lu lar 
carcinoma(HCC) complicated by hepatitis B 
virus (HBV).

METHODS: Sixty patients with advanced HCC 
complicated by HBV and cirrhosis were ran-
domly divided into 2 groups: TACE + lamivu-
dine treatment group (n = 30) and TACE control 
group (n = 30). HBV-DNA, Child-pugh score 
and 2-year survival rate were measured. 

RESULTS: After one or two years’ treatment, 
Rate of HBV-DNA of treatment group was sig-
nificantly lower than that of the control group 
(χ2 = 9.788, P = 0.002, χ2 = 3.962, P = 0.047). 
Child-pugh scores of treatment group were sig-
nificantly lower  than those of the control group 
(7.13 ± 1.30 vs 8.44 ± 1.79, 7.40 ± 1.35 vs 9.09 ± 1.76 
respectively, both P < 0.05). 1-year and 2-year 

survival rates were 66.67% and 36.67% respec-
tively (P < 0.05). 

CONCLUSION: Lamivudine therapy after TACE 
can inhibit duplication of HBV, protect liver 
functions and improve survival rate in patients 
with HCC complicated by HBV. 

Key Words: Lamivudine therapy; Hepatocellular 
carcinoma; Hepatitis B virus; Transcatheter arterial 
chemoembolization

Li Y, Kan ZC, Han T. Lamivudine therapy after 
transcatheter arterial chemoembolization for patients 
with Hepatocellular carcinoma complicated by hepatitis 
B virus: an analysis of 30 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(15): 1700-1703

摘要
目的:  探讨拉米夫定联合肝动脉化疗栓塞
(TACE)治疗HBV DNA阳性合并肝硬化的肝
细胞癌(HCC)患者的疗效和预后. 

方法: 将60例HBV DNA阳性合并肝硬化中、

晚期HCC患者随机分为TACE+拉米夫定治疗
组(30例), 单纯TACE对照组(30例), 观察比较
两组患者HBV DNA定量、Child-pugh积分及
2年生存率.  

结果: 治疗1年及2年后，治疗组HBV DNA阳
性率均显著低于对照组(χ2 = 9.788, P  = 0.002, 
χ2 = 3.962, P  = 0.047), 肝功能Child-pugh积分
治疗组明显小于对照组 (7.13±1.30 vs  8.44±
1.79, 7.40±1.35 vs  9.09±1.76, 均P <0.05). 治
疗组和TACE组2年生存率分别为66.67%和
36.67%(P <0.05). 

结论:  TA C E联合应用拉米夫定治疗H B V 
DNA阳性合并肝硬化的HCC患者, 可抑制乙
型肝炎病毒复制, 保护患者肝功能, 提高患者
生存率. 

关键词: 拉米夫定; 肝细胞癌; 乙肝病毒; 经动脉化

疗栓塞术

李岩, 阚志超, 韩涛. 拉米夫定联合TACE治疗原发性肝癌合并肝
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■背景资料
TACE对原发性肝
癌有较好的疗效, 
但需要多次重复, 
且 对 于 肝 功 能 C
级的患者不适合
进行. 合并肝癌的
肝硬化患者中, 乙
型肝炎病毒如果
仍然有复制, 常伴
有明显的肝细胞
坏死和炎症. 对这
部分患者进行有
效的抗病毒治疗
可以降低肝组织
的炎症坏死, 改善
肝功能,延长生存
期. 
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师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院肝病消化科
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0  引言

原发性肝癌是我国常见的恶性肿瘤, 多伴有慢

性肝炎病毒的感染, 其中以乙型病毒(hepatitis B 
virus, HBV)感染最为多见, 早期肝癌一般没有临

床症状, 只能通过查体发现, 一旦出现症状多为

晚期, 失去手术机会. 而且多因为肝硬化基础肝

功能储备不佳, 影响了进一步的治疗. 拉米夫定

是核苷类似物, 能有效抑制病毒复制, 从而改善

肝功能, 为肝癌的栓塞化疗创造良好的条件, 延
长生存时间. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-05/2007-05于我院住院的原发性

肝癌伴有乙型肝炎肝硬化且HBV DNA阳性的住

院患者60例, 排除其他重叠性病毒感染. 年龄从

30-70(平均年龄46)岁. 肝癌诊断符合肝癌诊断标

准. 其中Child-pugh A级12名, Child-pugh B级48
名. 
1.2 方法 
1.2.1 分组及给药: 按性别、年龄及Child-pugh分
级、肿瘤Clip分期匹配原则将患者分成对照组

和治疗组, 对照组给予常规TACE治疗后, 以后

根据肝功能条件每1-2月, 重复TACE治疗, 同时

给以保肝、对症、支持治疗; 治疗组除上述治

疗外, 给予拉米夫定100 mg/d, 疗程2年. 观察治

疗前后Child-pugh评分、HBV DNA定量和病毒

变异及生存率等情况. 
1.2.2 TACE治疗: 采用Sedinger技术经皮穿刺股

动脉插管至肝固有动脉, 造影成功, 确立肿瘤供

血动脉, 给以丝裂霉素(MMC)10 mg/m2, 氟尿嘧

啶脱氧核苷(FUDR)1000 mg/m2, 顺铂40 mg/m2

行化疗术, 栓塞剂为超液化碘化油, 肿瘤体积较

大时加用明胶海绵颗粒混合注入, 间隔4-6 wk
行第2次插管化学栓塞, 以后根据肝功能及肿瘤

情况重复进行TACE治疗. 
1.2.3 检测方法: 肝功能检侧采用T B A120全
自动生化分析仪和配套试剂检测;  血清H B V 
DNA的检测采用实时荧光定量PCR方法检测, 
试剂为荧光定量PCR试剂, 荧光定量PCR仪为

A B I7000; Y M D D突变检测采用基因芯片法, 
试剂盒由天津市第三中心医院医院肝病研究

所提供.
统计学处理 采用SPSSl1.5统计软件进行计

量资料的t检验和计数资料的卡方检验. 

2  结果

2.1 临床转归 治疗结束时, 在60例患者中死亡29
例. 对照组19例, 5例死于上消化道出血, 4例死

于肝癌破裂出血, 4例死于肝肾综合征, 6例死于

肝功能衰竭; 治疗组10例, 4例死于上消化道出

血, 3例死于原发性肝癌肺转移, 2例死于肝功能

衰竭, 1例死于肝性脑病. 
2.2 两组患者治疗前后肝功能比较 在治疗前, 两
组患者Child-pugh评分无显著性差异; 治疗后1
年和2年时, 治疗组肝功能Child-pugh评分明显

小于对照组有显著性差异(P <0.05). 
拉米夫定组治疗1年和2年后,患者肝功能

稳定, Child-pugh评分与治疗前比较无明显变

化(P >0.05). 而对照组中1年时, Child-pugh评分

与治疗前比较无明显变化(P >0.05); 但2年后, 
Child-pugh评分与治疗前比较明显变大(P <0.05), 
提示肝功能恶化(表1). 
2.3 带瘤生存时间 1年生存率治疗组为80%, 对
照组为60%, 但无统计学意义; 2年生存率治疗组

为66.7%, 对照组为36.7%, 两组生存率比较差异

有统计学意义(P <0.05, 表2). 
2.4 治疗前后病毒复制指标的比较 治疗前治疗

组HBV DNA与对照组比较无显著性差异, 而治

疗后1年和2年, 治疗组HBV DNA均显著低于对

照组及治疗前(均P <0.01, 表3). 
2 .5  Y M D D突变及其对患者转归的影响  治
疗组患者治疗 1年时Y M D D突变率分别为

12.5%(3/24). 其中均为YIDD突变, 均出现ALT, 
T B I L一过性升高, 继续服用拉米夫定加阿德

福韦酯治疗后, 2例病情稳定, 另外1例患者出

现肝功能衰竭, 肝昏迷消化道出血死亡. 2年时

YMDD突变率为25%(5/20), 其中3例为YIDD突

变, 另外2例为YVDD突变, 出现肝功能恶化, 经
改用恩替卡韦1 mg治疗后, 肝功能逐渐好转. 

3  讨论

原发性肝癌在我国是常见恶性肿瘤之一, 在我

国肿瘤发病率排在前列. 在肝癌病因学方面, 目
前倾向于多因素、多步骤发生且各因素间有交

互作用的观点. 其中在病毒病因中, 国内外研究

结果一致认为, HBV持续感染是肝癌最重要的

病因之一, 在发展中国家尤为突出[1-2]. WHO肝

癌预防会议指出: HBV与肝癌相关性高达80%. 
    原发性肝癌其恶性程度高, 死亡率在消化

■研发前沿
失代偿期乙肝肝
硬化的患者, 核苷
类似物类抗病毒
药物可明显改善
疾病的预后, 并且
降低肝癌的发生
率, 但是长期使用
该类药物后出现
的病毒耐药是值
得注意及进一步
研究的课题.
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系统恶性肿瘤中居第3位. 手术切除是本病的

首选治疗方法, 但大多数患者确诊时已失去手

术切除的最佳治疗时机, 而且切除后的复发率

高, 内、外科医师此时的注意力大多忽视了抗

HBV治疗. 由于肝癌、肝硬化、慢性乙型肝炎

患者存在细胞免疫功能受抑现象, 这使HBV在

体内长期存在, 难以清除, 有利于肝癌的发生和

发展[3]. 
    TACE对原发性肝癌有较好的疗效, 但TACE
属于姑息性治疗方法, 需要多次重复, 且对于肝

功能C级的患者不适合进行. 肝癌一旦出现症

状多为晚期, 多合并肝硬化, 常常出现转氨酶升

高、黄疸、腹水、肝性脑病、上消化道出血

等并发症, 预后很差. 失代偿性肝硬化患者中, 
HBV如果仍然有复制, 常伴有明显的肝细胞坏

死和炎症. 对这部分患者进行有效的抗病毒治

疗可以降低肝组织的炎症坏死, 使病情得到一

定的改善. 
    拉米夫定作为核苷类抗病毒药物, 主要抑

制HBV DNA聚合酶活性, 从而阻止病毒复制, 
减轻肝脏组织炎症, 进而实现肝功能的持续稳

定 [4].  而长期口服拉米夫定降低体内HBV载量, 
减少HBV-DNA在肝细胞核内的整合机会, 可降

低HBsAg 阳性原发性肝癌的发生率[5]. 我们的研

究发现, 对于原发性肝癌同时HBV DNA阳性的

患者, 加用拉米夫定治疗后, 1年的HBV DNA阴

转率为87.5%, 2年HBV DNA阴转率为75%, 明显

高于未用药组. 
     已有几项开放的对照或非对照临床研究表

明, 在HBV DNA阴转和ALT改善方面, 肝硬化患

者应用拉米夫定可以获得与慢性乙型肝炎患者

同样的效果, 并且是安全的, 显著延缓疾病的进

展, 大多数患者接受拉米夫定治疗1年之后会出

现肝脏组织学改善, 并降低失代偿和肝癌的发

生[6-8]. 在我们的研究中, 1年和2年时治疗组肝功

能积分明显好于对照组, 生存率也是明显高于

对照组. 
     TACE治疗需要重复多次进行, 且对肝功能有

较高要求, 肝功能好的患者, 一般营养条件较好, 
TACE后恢复快, 能耐受多次治疗, 故肝癌控制

好, 生存时间长, 并发症少. 对于原发性肝癌的

治疗, 我们发现除了针对肿瘤的措施以外, 保持

肝功能稳定也是十分重要的. 
    拉米夫定治疗慢性乙型肝炎的主要问题是

HBV聚合酶基因区YMDD的变异. 一般慢性乙型

肝炎患者在拉米夫定治疗后1、2和3年的YMDD
变异率分别为17.0%, 39.0%和57.0%, 在失代偿

性乙型肝炎肝硬化患者中1年和2年的变异率为

11.0%和27.2%[9-11]. 在本研究中我们观察到1年和

2年变异率分别为12.5%和25%, 与上述资料近似. 
尽管出现了变异, 但是很多患者还是可以保持用

拉米夫丁带来的肝功能的改善[12-13]. 同时, 也有

部分患者因为病毒变异后出现肝功能失代偿甚

至死亡[14-15]. 出现病毒变异后, 经过加用阿德福

韦或换用恩替卡韦治疗后, 大部分患者获得了临

时的肝功能好转, 延长了患者生命. 根据以上研

究结果我们认为, 对于乙肝肝硬化合并原发性肝

癌的患者, 如果HBV呈阳性结果, 使用拉米夫定

长期治疗对患者是有好处的, 但需要监测HBV的

变化, 一旦出现病毒变异, 应尽早换药或联合用

药以防肝功能衰竭. 
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Abstract
AIM: To investigate the diagnosis of human 
cytomegalo virus (HCMV) infection in infants 
with jaundice.

METHODS: Urine specimens were collected 
from 248 infants with jaundice and 50 control 
infants without jaundice to detect HCMV DNA 
using fluorescence quantitative polymerase 
chain reaction (FQ-PCR). Blood samples were 
collected from infants with jaundice to detect 
HCMV IgM antibody using chemi-luminescent 
immunoassay(CLIA). Among HCMV DNA pos-
itive infants, quantitative levels of HCMV DNA 
were compared between HCMV IgM positive 
group and the negative group.

RESULTS: The FQ-PCR positive rate of the 
infants with jaundice (41.5%) was significantly 
higher than that of control infants (2.0%)(P < 
0.01). CLIA positive rate of the infants with jaun-
dice was 19.8%. HCMV DNA of the HCMV IgM 
positive group were significantly higher than 

that of the negative group (t = 5.51, P < 0.01).

CONCLUSION: FFQ-PCR is a sensitive and ef-
fective test for early diagnosis of HCMV infec-
tion in infants.

Key Words: Infants; Jaundice; Fluorescent quanti-
tative polymerase chain reaction; Chemi-lumines-
cent immunoassay; Human cytomegalovirus

Ma YP, Ji YH, Liu Q, Wang JD, He R, Qi Y, Sun ZR, Ruan 
Q. Detection of human cytomegalo virus in infants with 
jaundice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(15): 
1704-1707

摘要
目的: 探讨黄疸婴儿HCMV感染的诊断. 

方法: FQ-PCR检测248例黄疸婴儿和50例对
照组患儿尿液中HCMV DNA, 化学发光免疫
分析法(CLIA)检测黄疸婴儿血清HCMV IgM
抗体, 在尿液HCMV DNA阳性黄疸婴儿中, 比
较血清HCMV IgM抗体阳性与阴性组HCMV 
DNA拷贝数的差异. 

结果: 黄疸婴儿尿液HCMV DNA的阳性率为
41.5%, 对照组患儿阳性率为2.0%, 两者有统
计学意义(P <0.01). CLIA检测黄疸婴儿血清
HCMV IgM抗体的阳性率为19.8%. 在尿液
HCMV DNA检测阳性的黄疸患婴儿中, IgM
抗体阳性组的尿液HCMV DNA拷贝数显著高
于阴性组(t  = 5.51, P <0.01).

结论: FQ-PCR检测尿液HCMV DNA是早期
诊断婴儿HCMV感染的敏感有效的方法.

关键词: 婴儿; 黄疸; 荧光定量PCR; 化学发光免疫

分析法; 人巨细胞病毒
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0  引言

婴儿黄疸根据发生的机制和部位分为肝前性

®

■背景资料
人巨细胞病毒可
造成感染患儿的
多器官、多系统
受累. 黄疸是消化
系统受累的最常
见的临床表现, 抗
病毒治疗可以有
效地改善病情. 因
此检测黄疸患儿
的人巨细胞病毒, 
对于临床治疗具
有重要意义. 
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张明辉, 副主任医
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第一医院肝病中
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黄疸、肝细胞性黄疸和肝后性黄疸. 后两者主

要是肝细胞和肝内外胆管的病变, 造成直接胆

红素或间接胆红素增高[1]. 临床上多种因素引

起婴儿黄疸, 研究表明, 人巨细胞病毒(human 
cytomegalo virus, HCMV)可侵犯肝细胞和肝内

外胆管系统, 是婴儿黄疸的重要病原之一[2-4], 因
此早期诊断黄疸患儿是否为HCMV感染, 是正

确实施治疗, 减轻黄疸症状的前提. 本研究采用

荧光定量PCR方法检测婴儿尿液HCMV DNA含

量, 结合血清HCMV IgM抗体检测, 探讨黄疸婴

儿HCMV感染的诊断. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-07/2007-06中国医科大学附属盛京

医院住院的黄疸患儿248例, 50例来自小儿外科

无黄疸症状的住院患儿作为对照, 所有患儿年龄

为3 wk-12 mo. HCMV DNA荧光定量试剂盒为中

山医科大学达安基因诊断公司产品, 包括DNA
提取液, 单人单管反应液, HCMV标准阳性模板, 
阴性对照. 荧光定量检测仪(PE-7700)为美国PE
公司生产. 化学发光免疫分析法(CLIA)试剂为意

大利Sorin公司原装进口. 意大利Sorin公司生产

Liaison化学发光免疫分析仪.
1.2 方法 
1.2.1 标本采集: 在知情同意的情况下, 采集所

有被检验者静脉血2 mL, 离心分离血清, 4℃保

存, 24 h内进行HCMV IgM检测. 同时, 留取所有

被检验者尿液5-10 mL, -20℃保存, 24 h内进行

HCMV DNA检测.
1.2.2 化学发光免疫分析法: 异鲁米诺-抗体复合

物与结合在固相载体上的HCMV IgM反应. 加入

启动试剂, 引发化学发光反应, 产生光信号. 异
鲁米诺-抗体数量和光单位成正比. 通过计算, 得
到校准品、样品或质控品中HCMV IgM的浓度.
1.2.3 FQ-PCR测定: 选用HCMV AD169株基因组

中编码即刻早期转录调节蛋白的IE1基因的一段

高度保守的非编码区为扩增靶序列, 长度为86 
bp. 引物: P1 5'TGGGCTAACTATGCAGAGCA 
3', P2 5'AGCCATTGGTGGTCTTAGGG3'. 在
PCR反应中, 利用Taq酶5'-3'外切酶活性将荧光

探针切断, 通过荧光值的变化, 利用阳性标准品

制成的标准曲线进行定量. 反应体系50 µL, 同
时设置不加模板的阴性对照. 扩增条件: 93℃ 2 
min, 93℃ 45 s, 55℃ 1 min, 10个循环; 93℃ 30 s, 
55℃ 45 s, 30个循环. 计算机对整个PCR反应过

程中荧光量进行实时检测, 当反应结束时自动

绘制出每个被检对象的PCR扩增曲线, 通过与标

准品的扩增曲线比较进行定量.
统计学处理 SPSS13.0软件进行χ2检验, 偏

态分布中位数、四分位数比较和正态分布t 检
验, P值取0.01.

2  结果

248例患儿尿液中HCMV DNA定量检测阳性

103例, 阳性率为41.5%. 50例对照组患儿尿液中

HCMV DNA定量检测阳性仅有1例, 阳性率为

2.0%. 两组患儿阳性率比较具有显著差异(χ2 = 
30.51, P <0.01). 248例患儿血清中HCMV IgM抗

体检测阳性49例, 阳性率为19.8%. HCMV IgM
抗体检测阳性患儿中有47例尿液HCMV DNA定

量检测阳性, 2例阴性. 根据血清HCMV IgM抗体

结果, 将FQ-PCR方法检测尿液HCMV DNA阳性

的103例患儿分为IgM阳性组与阴性组. IgM阳性

组患儿47例, 尿液HCMV DNA拷贝数为1.00×
103-95.78×106, 中位数(P50)为1.23×105, 下四分

位数(P25)为1.72×104, 上四分位数(P75)为5.41
×105, IgM阴性组患儿56例, 尿液HCMV DNA
拷贝数为1.00×103-6.04×106, 中位数P50为9.43
×104, P25为1.11×103, P75为5.94×104. 与IgM
阴性组比较, IgM阳性组患儿尿液HCMV DNA
拷贝数分布在较高水平(图1). 两组尿液HCMV 
DNA拷贝数对数值log10X呈正态分布, IgM阳

性组均值为5.04±1.01, IgM阴性组均值为4.23
±0.99. 两组对数值均值比较具有显著差异(t  = 
5.51, P <0.01, 表1).

3  讨论

本研究采用FQ-PCR法检测黄疸婴儿尿液中的

HCMV DNA. 结果在248例黄疸婴儿中103为阳

性, 阳性率达到41.5%. 而来自对照组患儿的阳

性率仅为2%, 两者比较具有非常显著的统计学

差异(P <0.001), 从而进一步支持CMV感染是婴

儿黄疸的重要病因之一. 

■研发前沿
人巨细胞病毒在
感染患儿中的致
病机制一直是该
研究领域的热点. 
病毒的基因及编
码产物的功能以
及与致病性的关
系尚在研究当中. 
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由于HCMV感染后在体内长期存在, 具有

潜伏和再活化的生物学特性[5]. 因此区分HCMV
潜伏感染与活化感染临床治疗和判断预后至关

重要. 目前我国主要以间接ELISA法检测血清 
HCMV IgM抗体为实验室诊断指标[6-7]. IgM阳

性提示近期有HCMV活动性感染或潜伏的病毒

可能被激活. 本研究采用的CLIA方法检测血清

HCMV IgM抗体, 阳性率为19.8%, 敏感性高于

ELISA法[8]. 但是, HCMV抗体的产生有一段“窗

口期”, 由于IgM抗体产生本身具有滞后性, 当
患者被病原体感染约2 wk后IgM抗体才能达到

被检测到的水平, 而依据患者机体免疫力的不

同, 此时病原体有可能已被机体免疫反应抑制

而处于潜伏感染状态. 另一方面, 有些患者, 尤其

是部分婴幼儿, 免疫系统发育尚不完善, 不能产

生被测数量的特异性IgM抗体或滞后产生IgM抗

体, 易造成假阴性结果. 因此, 不能单独依靠血清

IgM抗体检测判断是否存在HCMV活动性感染. 
FQ-PCR是目前最为准确和快速的微生物

定量方法[9-10], 能更早检测到病毒感染, 甚至比

出现临床症状的时间提前3-10 d[11]. 有研究采

用定量P C R技术检测外周血细胞和脑脊液中

HCMV DNA含量, 能够从HCMV DNA水平的

多少来鉴别潜伏性感染和活动性感染, 对诊断

活动性HCMV感染及潜伏性HCMV感染有确

诊意义[12-15]. 而HCMV感染后, 局部排毒量与机

体内病毒量密切相关, 检测尿中HCMV量可很

好反映机体内HCMV病毒量[11-13], 而且取材方

便, 无创, 易为家长和小儿接受. 在本研究, 49例
患儿HCMV IgM检测阳性, 表明存在HCMV活

动性感染, 期中47例患儿FQ-PCR检测尿HCMV 
DNA为阳性, 说明FQ-PCR检测对于HCMV活动

性感染的诊断具有很好的敏感性; 2例阴性可能

与HCMV尿液间歇排毒有关, 也可能感染已被

抑制, 而抗体消除滞后. 有56例患儿尿液HCMV 
DNA检测阳性, 而血清HCMV IgM抗体检测阴

性. 其中有3例患儿2 wk后复查IgM抗体结果转

为阳性. 由于IgM阴性组存在较低水平的HCMV 
DNA, 排除个别免疫应答异常者外, 这些患者中

大多数尚处于感染早期, 说明FQ-PCR检测对于

HCMV感染的早期诊断和HCMV性疾病预防具

有重要意义. 两组患儿尿HCMV DNA拷贝数对

数值呈正态分布, 对数值的均值比较具有统计

学意义, IgM阳性患儿显著高于IgM阴性患儿, 
符合活动性HCMV感染者的病毒量显著高于非

活动性感染者这一事实. 但是, 由于两组患儿尿

HCMV DNA拷贝数重叠范围很大, 尚不能确定

明确的DNA拷贝数界限来预测HCMV活动性感

染. 本研究结果显示血清HCMV IgM阳性患儿中

75%的患儿大于1.72×104, 血清HCMV IgM检测

阴性患儿中75%的患儿小于5.94×104, IgM阳性

患儿尿HCMV DNA拷贝数分布在较高水平. 因
此, FQ-PCR检测尿液中HCMV DNA量对于判

断是否为HCMV活动性感染能够具有一定意义. 
对于血清HCMV IgM抗体检测阴性而尿HCMV 
DNA拷贝数较高的黄疸患儿, 应间隔一段时间

重复检测血清HCMV IgM抗体, 或根据临床症状

判断是否存在HCMV活动性感染. 
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Abstract
Transverse colon involvement of malignant 
lymphoma is rare in clinic. It has peculiar 
manifestations, and is easy to be misdiagnosed. 
We report a patient who has been misdiagnosed 
with pyogenic peritonitis, intestinal perforation, 
and intestinal tuberculosis. He was confirmed 
w i t h n o n - H o n d g k i n ' s l y m p h o m a i n a 
superior hospital after focuses were found 
by colonoscopy. Clinicians should be broad-
minded, patients should be transferred to a 
superior hospital if necessary. 

Key Words: Transverse colon; Lymphoma; Misdiag-
nosis

Dai SL, Wang M, Yang QN, Wan Q. One-case analysis 
of misdiagnosis for transverse colon lymphoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(15): 1708-1709

摘要
恶性淋巴瘤在横结肠受累, 临床少见, 表现特
殊, 易造成误诊, 本例患者曾被误诊为化脓性腹
膜炎、肠穿孔和肠结核等疾病, 经肠镜检查才
发现病灶, 转上级医院最终确诊. 临床医生要拓

宽思路, 若条件有限时尽快转上级医院确诊. 

关键词: 横结肠; 淋巴瘤; 误诊

代时莉, 王敏, 杨秦南, 万群. 横结肠淋巴瘤误诊1例.  世界华人

消化杂志  2008; 16(15): 1708-1709
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0  引言

恶性淋巴瘤累及胃肠道部位以小肠为多, 其次

为胃, 结肠很少受累[1], 现将我院1例以腹膜刺激

征为首发症状的横结肠淋巴瘤报道如下.

1  病例报告

患者为20岁男性, 因发热1 wk(39-41℃), 持续腹

痛2 d, 院外输氨苄青霉素不缓解, 于2006-11-16 
入我院普外科. 体查: 体温40.3℃, 血压100/50 
mmHg, 急性病容, 浅表淋巴结不大, 腹平, 肌卫, 
全腹压痛, 以下腹为主, 有反跳痛, 肝脾不清, 移
动性浊音(±), 肠鸣音正常. 做诊断性腹腔穿刺

抽出脓性分泌物, 涂片白细胞4+, 红细胞2-4; 血
常规: WBC 8.4×109/L, 中性74.9%, Hb 127 g/L, 
血小板237×109/L, 肝肾功能、电解质、淀粉

酶、凝血四项正常, 诊断为肠伤寒并穿孔. 急诊

剖腹探查, 术中见脓性分泌物200 mL, 小肠充血

水肿, 反复查找均未见肠穿孔灶及肠管包块, 后
关腹, 予头孢派酮和氟罗沙星抗感染1 wk, 仍发

热, 体温波动在38-40℃, 伴盗汗. 转至感染科, 作
胸片正常, 血培养及肥达反应阴性, 继头孢派酮

和甲硝唑抗感染及支持治疗, 1 wk后病情同上, 
但患者渐进性消瘦. 2006-11-28因心率减慢(心
率50 次/分)转至我科, 查体: 体温38℃, 脉搏50 
次/min, 恶病质, 浅表淋巴结未及肿大, 心肺(-), 
舟状腹, 腹中一长约10 cm手术切口愈合好, 减张

线未拆, 左上腹压痛, 肝脾未及, 神经系统(-). 查
血钾3.1 mmol/L, 考虑系低钾引起, 予补钾后心

率很快升至70-80 次/min. 因病情诊断未明, 停
抗生素监测热型, 做胸腹盆腔CT平扫正常, 心脏

彩超正常, 血、大便及骨髓培养阴性, PPD阴性, 

®

■背景资料
恶性淋巴瘤起源
于淋巴结和淋巴
组织, 而淋巴结和
淋巴组织遍布全
身 ,  且 与 血 液 系
统相互沟通, 故淋
巴瘤可发生在身
体 任 何 部 位 ,  其
中, 淋巴结、扁桃
体、脾及骨髓是
最易受累的部位. 
由于每个患者的
病变部位和范围
不同, 故淋巴瘤的
临床表现具有多
样性. 恶性淋巴瘤
的发病率, 在西方
国家占癌肿的第8
位, 在我国占恶性
肿瘤的第9位 (男
性 )和第11位 (女
性) ,  其中非何奇
金淋巴瘤 (NHL)
的发病率每年以
3 % 的 速 度 增 长 , 
并且有逐年增加
的趋势.

■同行评议者
丁 惠 国 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院肝病消化科
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尿常规正常, 血常规: WBC 9.94×109/L, 中性粒

细胞74%, 血红蛋白106 g/L, 血小板178×109/L
之间, 血涂片未找到疟原虫, 血沉53 mm/h, C反
应蛋白228 mg/L, 骨髓提示感染征象, 请全院会

诊倾向伤寒和肠道结核. 监测体温为不规则热

(36-39℃), 患者仍诉左上腹痛, 盗汗明显, 未解血

便, 无咳嗽、咯血. 做结肠镜检查见横结肠中段

及结肠脾曲两处巨大溃疡面, 基底污秽, 覆盖厚

白苔及大量坏死物质, 溃疡边缘不规则, 隆起增

生样改变, 局部肠腔狭窄(图1), 并做活检恶性细

胞生长, 未分型(图2). 追问病史, 发热前2 mo患者

开始有盗汗, 再次体检在腋下扪及一花生米大小

的淋巴结. 转上级医院, 最后诊断为非霍奇金氏

淋巴瘤, 后因经济困难出院返家, 未治疗.

2  结果

淋巴瘤是一组原发于淋巴结或淋巴组织的恶性

肿瘤, 部分原发于结外的淋巴瘤由于侵犯部位

不同, 其表现复杂多样, 尤其是在疾病早期缺乏

特异性, 少数患者可仅表现为急腹诊而误诊[2]. 
本例因发热后出现腹痛, 有腹膜刺激征, 诊断性

腹穿抽出脓性腹腔积液, 而本地伤寒常年流行, 
入院时血象不高, 根据本地常见病种诊断为伤

寒肠穿孔是有依据的, 在剖腹探查时见腹腔脓

液, 未发现穿孔肠管及包块, 未想到溃疡型. 因

此辗转于外科、感染科、内科之间, 造成诊断

延误. 主要原因: (1)没仔细询问病史, 仅围绕常

见病、多发病诊治, 导致患者在多科之间辗转, 
病情迁延加重时才做进一步检查而确诊. (2)临
床医师思路狭窄, 对不明原因的发热、腹痛未

能及时作相关的骨髓检查及结肠镜检查也是导

致延误诊断的原因之一. (3)淋巴瘤是恶性血液

病, 以结肠受累临床少见, 加之本患者骨髓象改

变不明显, 易造成误诊. 通过此次教训, 我们体

会到: (1)临床工作中详细询问病史, 仔细体格检

查, 仍然是基本功, 是作出正确诊断的重要依据. 
(2)患者出现发热、盗汗、腹痛及腹膜刺激征时, 
除考虑常见病外, 亦要想到少见的血液系统恶

性疾病, 及时进行相关检查以求及时正确诊断, 
防延误病情. (3)基层医院医生也要通过在临床

实践中不断学习, 拓宽思路, 要考虑到少见病的

特殊表现, 如果条件有限尽早转上级医院, 以求

明确诊断.
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图  1   纤维结肠镜检
结果.

图  2  病理检查结果.
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