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Abstract
Angiogenesis provides nourishment for tumors, 
promoting tumor to grow rapidly while making 
tumor cells enter blood circulation, which en-
hances tumor metastasis. Suppression of tumor 
angiogenesis can inhibit the growth and metas-
tasis of tumors significantly, and it has initially 
exhibited a satisfactory application perspective 
in various kinds of treatment experiment for 
gastric cancer. Tumor angiogenesis inhibitor will 
be hopeful for the treatment of gastric cancer.
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摘要
血管生成为肿瘤生长提供了营养, 促进了肿瘤
迅速增长, 同时也使肿瘤细胞进入血液循环, 
促进了转移. 抑制血管生成能显著抑制肿瘤的
生长及转移, 在胃癌的各种治疗实验已初步显

示良好的应用前景, 有望成为胃癌治疗的新方法.
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0  引言

目前, 胃癌的治疗仍是以根治性手术切除为主, 
辅以术前术后化疗的常规治疗模式. 虽然早期

胃癌的治疗效果较为乐观, 但对进展期胃癌而

言, 大多有血行和淋巴转移, 相当一部分患者确

诊时已失去手术时机, 且胃癌对化疗不甚敏感, 
化疗本身又有许多毒副作用, 故上述治疗方案

难以取得满意疗效. 因此, 探讨胃癌生成及转移

机制, 寻找新的治疗途径有着重要意义. 大量研

究表明, 肿瘤的生长、转移和预后均与血管生

成相关[1]. 肿瘤生长具有明确的血管依赖性, 肿
瘤通过新生血管从宿主获取营养成分, 又经过

血管向宿主输送肿瘤细胞, 增强肿瘤灶的远处

转移能力[2]. 肿瘤血管生成是一个多因子参与

的多步骤过程, 基本步骤包括: 肿瘤组织释放血

管生成刺激因子; 血管周围细胞外基质重塑, 基
膜降解; 内皮细胞增殖迁移; 新生血管形成. 阻
断其中任何一步, 都将阻止肿瘤血管生成, 因此

肿瘤的血管系统已成为一个崭新的抗肿瘤治疗

靶点. 肿瘤血管生成抑制剂(tumor angiogenesis 
inhibitor, TAI)作用于肿瘤内皮细胞, 阻止其增

殖, 迁移、出芽及形成新生血管, 并诱导不成熟

内皮细胞趋向凋亡, 抑制肿瘤生成和转移, 具有

良好的特异性和针对性. 近年来, 这类抑制剂的

研究已取得新的进展, 有望成为抗肿瘤治疗的

新方法, 也是目前胃癌治疗的研究热点之一, 本
文就此方面作一综述. 

1  血管生成因子与胃癌

1.1 血管内皮生长因子(vascular endothel ia l 
growth factor, VEGF) VEGF是目前所知作用最

强的促血管内皮生成的细胞因子[3]. 在血管生

www.wjgnet.com

®

■背景资料
1971年Folkman博
士首次提出了关
于肿瘤血管形成
以及通过抗血管
形成抑制肿瘤生
长的假设, 认为早
期肿瘤生长可以
不依赖于新生血
管的生长, 当肿瘤
直径大于1-2 mm
时, 简单扩散方式
已经不能保证其
生长所需要的氧
和营养供应, 这时
肿瘤细胞可以分
泌多种刺激因子
引起周围的血管
内皮细胞增殖、

迁移、血管基底
膜及内皮细胞胞
外基质的降解和
毛细血管的形成
等, 在肿瘤内形成
新的毛细血管网
为其提供重要的
养料和氧气, 以保
证肿瘤继续生长
和 转 移 .  肿 瘤 新
生血管形成的所
有这些过程都可
以成为血管生成
抑制剂作用的靶
点. 抑制肿瘤血管
生成治疗具有高
效、抑瘤谱广、

不易产生耐药和
无明显毒副作用
等优点. 目前有多
种抑制血管生成
的药物进入临床
研究中.



成与胃癌的研究中发现, VEGF能增加血管通透

性, 有利于肿瘤细胞通过循环系统播散, 因此对

肿瘤血管内皮细胞的增殖和迁移发挥重要作用[4]. 
VEGF可增加组织因子的产生, 直接改变内皮细

胞基因表达, 进而调控蛋白水解, 并参与细胞间

的黏附, 促进细胞浸润, 有利于血管形成. 同时

VEGF能诱导蛋白水解酶、组织因子、基质胶

原酶等的表达, 改变并降解细胞基质, 介导内皮

细胞迁移和浸润, 有利于血管生成. 研究发现, 
VEGF在Ⅲ期及Ⅳ期胃癌中表达明显增高, 微血

管密度(microvessel density, MVD)也明显增

加[5], MVD与肿瘤生物学行为密切相关, 肿瘤生

长到2-3 mm大小时, 即需要通过微血管获得营

养, 在无血管时期肿瘤很少发生转移, 新生的微

血管是肿瘤浸润和转移的第一站, 肿瘤微血管

数量越多, 肿瘤细胞进入血液循环的机会越大. 
肿瘤新生血管结构缺乏完整性, 管壁薄, 仅排列

一层内皮细胞, 使他们比正常成熟的血管更容

易被肿瘤细胞穿透[6-9]. Kakeji et al [10]通过对118
例早期胃癌患者及125例进展期胃癌患者的研

究发现, 与肿瘤组织VEGF表达阴性的胃癌患者

相比, 表达阳性者其肿瘤细胞浸润程度较深, 病
理分期较晚, 更容易发生转移, 与Maeda et al [11], 
Chaudhry et al [12]最近报道的胃癌组织中VEGF
表达情况相近, 而且癌肿浸润前缘VEGF蛋白表

达较其他部位明显, 微血管密度也高, 血管生成

活跃, 说明VEGF蛋白表达与血管生成部位的一

致性. 丰富的血管不仅增加了肿瘤细胞进入血

液循环的机率, 而且肿瘤细胞还可以通过小静

脉连接进入淋巴管, 促进淋巴转移. 因此, 在众

多反映胃癌生物学行为的指标中, VEGF表达和

MVD与胃癌浸润转移密切相关[13].
1.2 促血管生成素(angiopoietin, Ang) Ang是新

近克隆的与血管生成有关的一个家族, 其中以

Ang-1和Ang-2的研究较为深入. Ang及其受体酪

氨酸激酶家族(Tie-2)参与新生血管的成熟, 维
持血管的稳定性, 是与血管生成及重塑密切相

关的分子[14]. 近年来, Tie-2及其配体Ang在血管

生成中的作用日益受到重视. Ang-1是Tie-2受
体的分泌性激活配体, 可促使肿瘤血管生芽, 迁
移, 促进血管延长和肿瘤血管与供体血管间形

成联系, 调节促进血管内皮分化. 动物实验证实, 
Ang-1参与了胃癌组织的血管生成, 促进了胃癌

细胞在裸鼠体内的成瘤性[15]. Ang-2由激活的淋

巴细胞和巨噬细胞分泌, 在有VEGF存在的情况

下, 可使血管处于不稳定状态, 促进新生血管形
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成, 有利于肿瘤的转移. 当其强表达时, 血管的

生成使局部缺氧得到缓解, VEGF表达水平降低, 
导致血管的退化[16]. 因此推测Ang-2对肿瘤血管

生成可能具有双向调节作用[17]. Etoh et al [18]研究

发现, 胃癌Ang-2表达量与肿瘤性血管数量和肿

瘤发展阶段呈正相关, Ang-2高表达者生存时间

缩短. 国内陈林莺 et al [19]研究也表明, Ang-1激活

Tie-2, 促进血管成熟, 保持血管稳定; 而Ang-2拮
抗Ang-1的功能, 对血管生成具有双向调节作用, 
并呈VEGF依赖性. Ang-1可抑制胃癌血管生成

的主要原因在于Ang-1能拮抗VEGF诱发的血管

生成, 以及Ang-1的血管稳定作用能募集管周细

胞包绕内皮细胞, 使其不能对促血管生长因子

反应, 从而抑制内皮细胞的出芽、迁移[20]和基

底膜的降解[21]. 张真真 et al [22]认为, Ang-2/Ang-1
蛋白的比值与胃癌MVD呈正相关, 其比值可能

是决定胃癌血管生成和肿瘤生长的最终因素, 
当Ang-2高表达而Ang-1低表达时, 促进胃癌的

血管生成; 反之, 则抑制胃癌的血管生成. 并进

一步推测Angs及其受体系统在胃癌血管生成中

的调节作用是以Ang-2的作用为主导的. 
1.3 酶类及体液因子 目前研究表明, 多种酶类及

体液因子与胃癌的血管生成有关. 已确定的有

碱性成纤维细胞生成因子(basic fibroblast growth 
factor, bFGF)[23]、基质金属蛋白酶(MMP)、表

皮生长因子(EGF)、转化生长因子(TGF)、血小

板反应素(thrombospondin, TSP-1)[24]等. 新近还

发现, 诱导性一氧化氮合酶(inducible nitric oxide 
synthase, iNOS)、环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, 
COX-2)、尿激酶型纤溶酶原激活物(urokinase-
type plasminogen activator, uPA)等也可促进胃癌

血管生成[25]. 此外, Ribatti et al [26]报道胃癌组织

中内皮细胞和肿瘤组织促红细胞生成素(EPO)
受体表达增高, 认为EPO可通过对消化道血管的

营养作用而促进血管生成. Yasuda et al [27]认为, 
EPO是一种内源性促血管生成因子, 他可促进肿

瘤血管生成并抑制肿瘤细胞凋亡, 使肿瘤细胞

在缺氧环境中存活下来. 国内研究发现, EPO受

体水平与胃癌患者血管生成及病情发展高度相

关, 并进一步指出EPO在胃癌进展过程中可能是

一种通过自分泌和(或)旁分泌作用环发挥作用

的内源性促血管生成因子[28].

2  抑制血管生成治疗

阻止新生血管形成中的任何一步均可抑制肿瘤

生长, 根据此理论, 抗血管生成疗法的策略包括: 
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■研发前沿
目前, 多数抑制血
管形成的干预治
疗还处于实验室
研究阶段, 部分进
入临床实验阶段. 
鉴于肿瘤血管与
正常组织血管在
形态结构、特异
性蛋白分子含量
等方面的差异, 具
有治疗针对性、

靶向性更强的免
疫治疗方法成为
研究热点. 目前存
在的问题有 :  (1)
对自发性人类肿
瘤的疗效是否与
实验性动物肿瘤
的疗效相似 ;  (2)
长期应用是否对
人体产生毒副作
用 ;  (3)由于肿瘤
血管生成受多种
因子的调控, 针对
单一因子或其受
体进行治疗的效
果有限, 甚至不够
理想 ;  (4)抗血管
生成治疗的疗效
评价尚无统一标
准 ;  (5)抗血管治
疗肿瘤的最佳时
间 及 剂 量 ,  与 化
疗、放疗及多种
分子靶向药物的
联合应用尚待解
决.
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阻断血管生成因子的合成及释放并拮抗其作用; 
阻断内皮细胞降解细胞外基质的能力; 阻断内

皮细胞表面整合素作用; 直接抑制内皮细胞增

殖和(或)诱导其调亡. 目前, 治疗胃癌的抑制血

管生成剂主要有以下几类. 
2.1 血管内皮细胞增殖抑制剂 O(氯乙酰-氨甲

酰基)烟曲霉醇, 简称TNP-470, 是一种半合成

的烟曲霉素衍生物, 通过不可逆抑制蛋氨酸氨

肽酶阻碍新血管的生长, 该酶在内皮细胞增殖

中起关键作用, 体内实验证明, TNP-470可完全

抑制bFGF诱导的血管生成, 显示了强大的抑制

内皮细胞生长的能力. 与传统的化疗效果比较

TNP-470有以下几个显著优点: (1)基本无毒副

作用; (2)不产生耐药; (3)抑制肿瘤的转移复发. 
Ma et al [29]实验表明, TNP-470对内皮细胞及实体

瘤的生长均有抑制作用. 研究发现, 他不仅能抑

制胃癌动物模型原发灶的生长, 而且能有效治

疗肿瘤肝脏和腹膜的转移[30]. 内皮细胞抑制素

(endostatin)是1997年O'Reilly et al [31]发现的强力

内皮细胞增殖抑制剂, 可有效的抑制血管形成, 
使原发肿瘤缩小到1 mm3以下, 肿瘤凋亡速度比

治疗前快7倍, 他可特异性的抑制内皮细胞增

殖并明显的抑制肿瘤的生长和转移 .  王天宝 
et al [32-33]发现, 人重组内皮抑素(rhES)可明显抑

制人胃癌荷瘤裸鼠肿瘤的生长, 并认为他是通

过抑制微血管内皮细胞的迁移、增殖, 减少实

体肿瘤内血管生成, 使肿瘤缺氧, 营养匮乏, 增
加肿瘤细胞凋亡, 从而“杀灭”肿瘤细胞, 抑制

肿瘤血管生成和肿瘤的生长. rhES抑制肿瘤生长

具有广谱性, 目前尚未发现耐药性和毒副作用.
2.2 血管抑素(angiostatin) 血管抑素是一种肿瘤

源性血管生成抑制物, 最早由O'Reilly et al [34]在

1994年从荷瘤小鼠的血清和尿液中提炼纯化后

得到, 他是大分子物质血浆纤溶酶原(Pgn)的一

个片段, 能致内皮细胞凋亡, 并在不影响细胞进

入S期的情况下, 减少内皮细胞的数目, 故Lucas 
et al [35]推测其抗血管生成作用可能部分通过细

胞毒来实现. 血管抑素毒副作用小, 能长期应用

来抑制肿瘤的生长和转移, 其重组片段已完成, 
即将应用于临床研究.
2.3 基质金属蛋白酶抑制剂(MMPI) MMP能降

解细胞外基质和血管基底膜 ,  在肿瘤血管生

成、转移和侵袭中起关键作用. 迄今已发现了

26种, 其中以明胶酶(MMP-2和MMP-9)与肿瘤

生长关系密切. 实验证实, MMP-9是一种加速

肿瘤浸润、转移的蛋白水解酶, 其表达程度的

增加, 使得原本均匀、稳定的基底膜和细胞外

基质结构被降解和破坏, 产生肿瘤细胞迁移浸

润的通路[36]. 因此, 以这些靶点设计可选择性抑

制明胶酶的药物, 已成为抗肿瘤治疗很有前景

的一类. 目前, MMPs的几个合成抑制剂已进入

临床, 包括: (1)Marimastat: 又名BB2516, 是第Ⅱ

代人工合成的MMP抑制剂, 可抑制多种MMP; 
(2)BMS275291: 能抑制与肿瘤生长扩散相关的

MMPS, 如MMP-1, MMP-2, MMP-9, 现仍处于

试验阶段, 预期其顺应性比Marimastat好; (3)新
伐司他(Neovastat): 又名AE-941, 是一种从鲨鱼

软骨中提取的天然MMPI, 抑制MMP-2, MMP-9, 
MMP-12的活性, 并拮抗血管内皮细胞生长因子

受体(VEGFR), 为一多功能抗肿瘤血管生成药, 
目前尚处于Ⅲ期临床试验阶段.
2.4 非甾体类抗炎药物(non-steroidalanti-inflam-
matorydrugs, NSAIDs) 环氧合酶-2(cyclooxygen-
ase-2, COX-2)在人类多数肿瘤的发生、发展过

程中起重要作用, 多数胃癌及其癌前病变常表

现为COX-2的过度表达[37]. 近年来众多研究表

明, COX-2参与了癌症的发生和进展[38-39]. 体外

实验发现, 胃癌组织中MVD与肿瘤的TMN分期

和淋巴结转移密切相关; COX-2表达和MVD呈

显著正相关, 因此, COX-2过度表达不但促进细

胞增殖、抑制细胞凋亡, 而且可能通过促进肿

瘤新生血管形成的机制参与胃癌的发生和发展

过程[40]. 吕晓君 et al [41]研究显示, COX-2表达与

胃癌胃壁浸润深度呈正相关, 其过度表达与胃

癌的侵袭转移能力密切相关. COX-2抑制剂舒

林酸和塞来昔布可明显减少胃癌种植瘤的血管

数, MVD较未用药组降低, 提示COX-2除了抑制

抗凋亡基因Bc l-2表达, 还通过减少胃癌血管生

成, 影响肿瘤的营养供应, 进而抑制胃癌细胞增

殖, 诱导其凋亡, 实现抗胃癌效应[42]. COX-2特
异抑制剂SC-236通过前凋亡蛋白Bak的上调, 细
胞色素C的释放及最后激活caspase-3诱导胃癌

细胞凋亡[43], NS-398则对体外培养的胃癌细胞

株SGC-7901中COX-2, VEGF的表达有抑制作

用, 能同时降低移植瘤组织中COX-2, VEGF及
MVD, 从而抑制胃癌血管生成和增殖[44]. 目前研

究较多的药物西乐葆是一种选择性COX-2抑制

剂, 近年发现其不但能抑制胃癌细胞增殖, 而且

能抑制胃癌血管形成, 明显降低胃癌细胞的侵

袭能力[45-46].
2.5 以VEGF为靶点的抗血管生成剂 由于VEGF
是目前发现的诱导肿瘤血管形成作用最强和最

■应用要点
作为一种新的治
疗方法, 血管生成
抑制剂疗效的好
坏决定于选择合
理的治疗时机和
治疗方案. 与传统
化疗、放疗的联
合使用, 将是其发
展方向 .  一方面 , 
血管生成抑制剂
有可能提高传统
化疗、放疗的疗
效; 另一方面, 传
统治疗后处于肿
瘤消退期的患者, 
应用血管生成抑
制剂有可能使微
小转移灶处于休
眠状态, 从而控制
肿瘤的转移和复
发. 尽管血管生成
抑制剂在肿瘤治
疗中的临床应用
价值仍有待进一
步验证, 但随着对
肿瘤转移分子机
制的逐步深入了
解, 可供选择的作
用靶点越来越多, 
为研制更有效的
血管生成抑制剂
开辟了广阔的前
景.
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特异的生长因子, 故VEGF/VEGFR信号转导通

路被认为是最有前途的靶点. 根据作用靶点的

部位不同分为以下几类: (1)与内源性VEGF竞争

结合VEGF受体细胞外区的mAb; (2)对抗细胞外

VEGFR的抗体IMC–ICII; (3)针对VEGFR细胞内的

酪氨酸激酶抑制剂(SU6668和ZD6474). 现对研究

较为深入的几种药物做一简介: 贝伐单抗[47](Be-
vacizumab, 商品名: 阿瓦斯丁, Avastin)是一种基

因工程mAb药物, 主要通过抑制VEGF发挥作用, 
2004年获美国批准上市, 是第一种采用“饿死肿

瘤”技术的抗癌新药, 在转移性结肠、直肠癌中

配合化疗作为一线药物. 王宁 et al [48]在人胃癌裸

鼠原位移植的研究中发现, Avastin通过抑制新

生血管生成, 阻断肿瘤血供, 进而诱导肿瘤细胞

凋亡, 并认为这样的治疗效果更加符合生理性

细胞的死亡过程, 减少了传统化疗药物的毒副

作用. SU5416化学名为3-[( 2, 4-dimethylpyrrol-
5-yl)methylidene]-in-Dolin-2-one, 是一种新合成

的V E G F受体F l k - 1 / K D R酪氨酸激酶抑制

物[49]. 他可明显抑制胃癌血管生成, 阻断其血供, 
进而诱导肿瘤细胞凋亡, 使肿瘤从大到小, 处于

休眠状态[50], 目前Ⅲ期临床试验正在进行中[51]. 
SU6668是一种具有多靶点的新血管生成抑制

剂, 为VEGF, bFGF, PDGF受体的小分子抑制剂, 
从而阻断血管生成因子的合成和释放并拮抗其

作用, 可有效抑制肿瘤血管生成; 还能诱导内皮

细胞和肿瘤细胞的凋亡, 达到抗肿瘤作用[52-53]. 
蒋晓婷 et al [54]研究发现, SU6668可有效抑制活

体内胃癌的生长和转移, 并认为其机制与抗血

管生成及诱导肿瘤细胞调亡有关.Ⅰ期临床试验

认为其安全有效[55]. IMC-ICII: VEGF的生物学作

用需通过两个酪氨酸激酶受体VEGFR-1(Flt-1)
和VEGFR-2(KDR)实现, IMC-ICII是一个嵌合性

阻断KDR的抗体, 能避免配体与受体结合并且

抑制VEGF诱导的内皮细胞增生. 此外, 有研究

表明肝素除了抗凝作用外, 还可抑制肿瘤血管

生成, 具有抗肿瘤转移的作用[56]. 陈金联 et al [57]

利用N-去硫酸肝素(经过化学修饰的肝素,抗凝

作用明显减弱)对重度联合免疫缺陷(SCID)小鼠

的人胃癌血管生成进行了研究, 发现肿瘤细胞

中VEGF明显被抑制, MVD明显低于对照组, 认
为N-去硫酸肝素抑制VEGF和肿瘤新生血管的

形成, 进而对胃癌等肿瘤具有抑制作用.
2.6 EGFR通路抑制剂 EGFR家族由4种结构类

似的受体酪氨酸激酶蛋白组成 ,  之所以称作

受体酪氨酸激酶蛋白是因为他们除了作受体

外, 均有内在酪氨酸激酶活性, 每种受体均含

有细胞外、跨膜和细胞内功能区; 当配体存在

并结合到受体的细胞外区时, 受体便发生构型

改变, 经跨膜区激活胞内区的激酶后, 胞内的

底物便出现酪氨酸自身磷酸化, 从而启动该信

号通路引起一系列分子级联反应, 导致细胞生

长分化、肿瘤增长、转移、血管生成及凋亡

抑制等. 自1980年代, 已研制出两类针对EGFR
通路的阻断剂 .  第一类是避免配体与受体细

胞外区结合的mAb, 代表药物有: 西妥昔单抗

(Cetuximab)(IMC-C225, Erbitux)、曲妥珠单抗

(Trastugumab)(Herceptin, 赫赛汀). 第二类便是

抑制细胞内区酪氨酸激酶蛋白自身磷酸化的小

分子酪氨酸激酶抑制剂(TKI), 代表药物有: 吉非

替尼(Gefitinib)(ZD1839, Iressa): 是一个口服的

选择性EGFR细胞内区酪氨酸激酶抑制剂, 对结

肠癌和胃癌等细胞的生长抑制作用有剂量和时

间依赖性, 并在发挥作用的同时伴随其他类生

长因子(如VEGF, bFGF和TGF-a)的降低. 伊马替

尼(Imatinib)(ST1571, Gleevec, Glivec格列卫): 是
一种口服的特异性酪氨酸激酶跨膜受体抑制剂, 
除了对慢性髓性白血病(CML)高度有效外, 对胃

肠间质肿瘤(GIST)也有显著的临床和放射学效

应. 这两类抑制剂代表了两种抑制下游信号转

导的不同策略, 目前, 上述几种EGFR通路抑制

剂正在临床进行胃肠肿瘤治疗的研究.
2.7 阻止内皮细胞与细胞外基质结合类药物  Vi-
taxin是整合蛋白(integrin) avβ3人源化mAb, 由av
亚型整合素介导的内皮细胞与胞外基质的相互

作用是血管生成的必要环节, avβ3抗体在动物

试验中有很好的抗肿瘤生长和转移作用. 在Ⅰ

期临床试验中, 14例晚期癌症患者接受了治疗, 
8例病情没再发展或肿瘤减小, 未发现毒副反应,  
目前, 正在进行Ⅱ/Ⅲ期临床试验, 这是一类机制

独特的抗血管生成药物, 值得注意[58]. 

3  问题及展望

目前, 肿瘤血管生成抑制剂的研究已从实验室

阶段进入临床试验. 虽然从理论上分析, 抗血管

生成治疗克服了肿瘤治疗中最棘手的问题——

耐药性和组织毒性, 但血管生成抑制剂的临床

实验结果显示, 其并非想象中的那样有效. 在美

国癌症研究协会(AACR)1999年会上, 有关专家

们一致认为, 目前应该清醒和理性地看待肿瘤

血管生成抑制疗法. 肿瘤血管生成的复杂性和

异时性使单一药物疗效有限, 肿瘤血管生成是

■名词解释
1 IMC-ICII: 是针
对人KDR的一种
鼠嵌和性的IgG1
单克隆抗体, 他与
细胞表面的KDR
有高亲和力, 能与
放射性核素标记
的 V E G F 竞 争 结
合到表达KDR的
人内皮细胞表面, 
IMC-ICII能够强
有力的阻断VEGF
诱导的KDR磷酸
化, 并抑制VEGF
诱导的人类内皮
细胞的有丝分裂.
2 内皮抑素: 大分
子物质胶原蛋白
X, Ⅷ的羧基末非
胶原区片段, 而胶
原蛋白X, Ⅷ则主
要存在于血管周
围, 内皮抑素可特
异性的抑制内皮
细胞增殖并明显
的抑制肿瘤的生
长和转移, 在体内
能抑制原发癌和
转移癌的生长; 持
久使用内皮抑素
就能使原发肿瘤
消退并抑制肿瘤
的复发.
3 贝伐单抗: 第一
个由FDA批准用
于肿瘤治疗的抗
VEGF单抗, 他是
一个人源化单抗, 
含有93%人IgG骨
架及7%鼠源结合
区域, 人源化有利
于延长半衰期及
减少免疫原性, 抗
体的分子量大约
1 4 9  0 0 0道尔顿 , 
此抗体对VEGF的
识别和结合有高
度特异性, 不识别
其他类型的生长
因子. 
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一个多因素多步骤复杂调控的过程[59], 多种调控

因素参与调节血管生成过程, 并且在肿瘤血管

生成的不同阶段发挥主导调控作用的因素不同, 
如VEGF在血管生成早期发挥主导作用, 整和素

avβ3在血管内皮细胞增殖迁移的中期地位重要; 
Tie2受体在血管成熟期发挥主要作用[60], 因此单

纯阻断血管生成某个环节所产生的抑瘤作用必

定有限[61]. 目前, 抗血管生成药物研究多采用皮

下种植同系或人类肿瘤的免疫缺陷动物肿瘤模

型, 这种动物模型与临床实际有一定的差距, 而
且夸大了血管生成抑制剂的疗效[1]. 血管生成过

程是人体内许多正常生理活动的基础, 抑制血

管生成在治疗肿瘤的同时不可避免的干扰和破

坏许多正常生理过程, 近来发现血管生成和凝

血过程有关, 所以抗血管治疗可能会引起出血

/凝血异常, 在老年患者中可能还会引起或加剧

心血管疾病[62], 其他如伤口愈合、成年妇女正常

的月经周期、胎儿的生长发育也会受到血管生

成抑制剂治疗的影响[63]. 
以肿瘤新生血管作为治疗靶点, 从而抑制肿

瘤的生长、浸润、转移, 是胃癌治疗理论上的

突破, 为胃癌治疗提供了一条新思路, 丰富了胃

癌综合治疗体系. 但目前大多数抑制血管生成

药物尚处于Ⅰ, Ⅱ期临床试验阶段, 在应用于临

床之前还要克服许多问题. 从理论上讲, 目前抗

血管生成治疗不可能彻底治愈肿瘤, 当肿瘤直

径小于2 mm时, 处于肿瘤生长的血管前期, 可直

接从组织间液获得足够的养分, 对血管依赖性

不大[64], 此时抑制血管治疗对这部分细胞基本无

效, 故难以达到根治的目的. 因此与传统化疗、

放疗及手术等治疗手段的联合应用, 将是血管

生成抑制剂的发展方向. 作为新的治疗方法, 抗
血管生成治疗还不成熟, 还需要在基础理论、

药物筛选、临床前期药理研究、临床应用等方

面进行更深入的研究.
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Abstract
AIM: To investigate the biological effects of 
NS-398, a cyclooxygenase-2 (COX-2) selective 
inhibitor, on esophageal carcinoma cell lines and 
the possible mechanism.

METHODS: Esophageal carcinoma cell lines 
Eca-109 and TE-13 were cultured by routine 
method, and then treated with different concen-
trations of NS-398 (5, 10, 20, 40, and 80 μmol/L) 
for 24, 48 and 72 hours. The growths of Eca-109 
and TE-13 cells were measured by MTT assay. 
The expression of COX-2, Bcl-2 and Bax in the 
cells were detected by flow cytometry (FCM). 
TUNEL and FCM methods were also used to 

detect the NS-398-induced apoptosis of the cells. 
The content of prostaglandin E2 in the superna-
tants of cell culture was measured by radioim-
munoassay (RIA).

RESULTS: NS-398 inhibited the proliferations 
of Eca-109 and TE-13 cells in concentration- and 
time-dependent manners, and also decreased 
the production of PGE2. Meanwhile, NS-398 
treatment resulted in an increase of G0/G1-phase 
cells and a decrease of S-phase ones in both 
kinds of cells (Eca-109: F = 22.39, P < 0.01; TE-13: 
F = 46.99, P < 0.01). The apoptosis of Eca-109 
and TE-13 cells was also obviously increased 
after NS-398 treatment. COX-2 and Bcl-2 protein 
expression were down-regulated, while Bax 
protein expression was up-regulated in Eca-109 
and TE-13 cells after NS-398 treatment. There 
was a positive correlation between COX-2 and 
Bcl-2 expression in the two cell lines (Eca-109: r 
= 0.925, P < 0.01; TE-13: r = 0.925, P < 0.01), but a 
negative correlation between COX-2 and Bax ex-
pression (Eca-109: r = -0.937, P < 0.01; TE-13: r = 
-0.703, P < 0.01) as well as between Bax and Bcl-2 
expression (Eca-109: r = -0.926, P < 0.01; TE-13: r 
= -0.753, P < 0.01).

CONCLUSION: COX-2 selective inhibitor 
NS-398 may inhibit the proliferation and induce 
the apoptosis of esophageal carcinoma cell lines 
through the inactivation of COX-2, down-reg-
ulation of Bcl-2 expression, and up-regulation 
of Bax experssion. It may be used in the chemo-
prevention or adjuvant treatment of esophageal 
carcinomas.

Key Words: Esophageal carcinoma; Eca-109 cell 
line; TE-13 cell line; Apoptosis; Proliferation; Cy-
clooxygenase-2; MTT assay; Flow cytometry; Ra-
dioimmunoassay

Jin CT, Lu B, Li HJ, Li YZ, Wu X, Fan J, Zhang LX. 
Effects of cyclooxygenase-2 selective inhibitor NS-398 
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■背景资料
食管癌是我国常
见恶性肿瘤之一, 
且食管癌的分布
具有明显的地区
差 异 ,  寻 找 有 效
的化学预防药物
是食管癌防治的
重 要 任 务 之 一 , 
COX-2选择性抑
制剂对食管癌细
胞的生长抑制及
诱导癌细胞凋亡
使其用于食管癌
等肿瘤的预防及
临床辅助治疗成
为可能.
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摘要
目的: 探讨NS-398对食管癌细胞的生物学效
应及可能的作用机制. 

方法: 常规方法培养食管癌Eca-109和TE-13
细胞 ,  以不同浓度N S-398(5,  10,  20,  40, 
80 μmol/L)处理24, 48, 72 h. 采用四甲基唑蓝
法(MTT)检测NS-398对Eca-109和TE-13细胞
生长的抑制作用; 流式细胞仪(FCM)检测细胞
凋亡及COX-2, Bcl-2, Bax蛋白的表达; TUNEL
法检测2种细胞凋亡情况; 用放射免疫分析
(RIA)检测培养液上清中前列腺素E2(PGE2)
含量. 

结果: NS-398可抑制2种细胞的生长, 并随药
物浓度的增高及作用时间的延长抑制率逐
渐增高, 并使2种细胞产生的PGE2明显降低. 
NS-398使2种细胞G0/G1期细胞显著增多, S
期细胞显著减少(Eca-109: F  = 22.39, P <0.01; 
TE-13: F  = 46.99, P <0.01), 并引起了明显的细
胞凋亡. NS-398使2种细胞COX-2和Bcl-2表
达显著减少, 而Bax表达显著增高. COX-2和
Bcl-2的表达呈显著正相关(Eca-109: r  = 0.925, 
P <0.01; TE-13: r  = 0.925, P <0.01), COX-2和
Bax表达呈显著负相关(Eca-109: r  = -0.937, 
P <0.01; TE-13: r  = -0.703, P <0.01)、Bax和
bcl-2表达呈显著负相关(Eca-109: r  = -0.926, 
P <0.01; TE-13: r  = -0.753, P <0.01).

结论: NS-398可抑制食管癌细胞的增殖并可
诱导其凋亡, 应用COX-2选择性抑制剂对食管
癌进行化学预防或辅助治疗具有可能性.

关键词: 食管癌; Eca-109细胞; TE-13细胞; 凋亡; 

增殖; 环氧化酶-2; 四甲基唑蓝法; 流式细胞术; 放

射免疫分析 
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0  引言

环氧化酶(cyclooxygenase, COX)是前列腺素

(prostaglandin, PG)合成过程中的重要限速酶, 在
哺乳动物至少有2种同工酶: COX-1和COX-2. 
COX-1在多种细胞中呈常规保守性表达, 其产物

PG在肾的血流调节及胃黏膜上皮细胞保护中可

能有重要作用; 而COX-2在正常情况下绝大多

数组织中检测不到, 但可被许多因素如细胞因

子、癌基因、促癌剂、胆汁酸等诱导表达[1], 参

与多种病理生理过程. 研究发现, COX-2在食管

癌[2-6]中表达显著增高. 在人及动物实验性肿瘤

中发现, PGE2含量增高[7-9], 而PGE2是由COX产

生的. 提示可应用COX-2抑制剂对食管癌进行

预防及辅助治疗. 关于应用非类固醇类抗炎药

(nonsteroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs)
预防食管癌变的机制仍不清楚. 我们采用COX-2
选择性抑制剂NS-398对2个食管癌细胞株进行

研究, 试图探讨COX-2选择性抑制剂对食管癌细

胞的生物学效应及可能的作用机制, 为NSAIDs
对食管癌高发区人群进行化学预防奠定理论

基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 COX-2为兔IgG多抗、Bax, Bcl-2为小

鼠IgG单抗; 羊抗兔FITC-IgG、羊抗鼠FITC-IgG
购自Santa Cruz公司. NS-398为Cayman Chemical
公司产品. 原位细胞凋亡检测试剂盒购自华美

生物工程公司; H-PGE2放射免疫(RIA)检测试剂

盒购自解放军总医院放免研究所.
1.2 方法 食管癌细胞株Eca-109购自第四军医

大学实验动物中心; TE-13由河北医科大学第四

医院科研中心惠赠. Eca-109和TE-13分别用含

100 mL/L胎牛血清(FBS)的RPMI1640培养液在

37℃含50 mL/L CO2及950 mL/L空气饱和湿度温

箱中常规培养. 取对数生长期的单层培养细胞, 
用2.5 g/L Trypsin+0.2 g/L EDTA对单层细胞进

行消化、分离成单细胞悬液, 进行正常传代、

收获细胞做相关实验. 应用NS-398分别对2个细

胞株进行实验. 观测3个作用时间点即24, 48和
72 h. 药物浓度依次为: 5, 10, 20, 40, 80 μmol/L. 
在给予不同浓度的NS-398对培养细胞作用一

定时间(24, 48及72 h)后, 分别收获细胞. 首先吸

取培养液进行离心, 1200 r/min离心5 min, 然后

吸取培养液上清1 mL至无菌Ep管中, 立即密封

-20℃冰箱冻存, 留取做PGE2放射免疫分析. 离
心管底部的细胞与收获的贴壁细胞收集到一起

后, 洗涤、固定并送检. 
1.2.1 NS-398对人食管癌细胞生长的影响 细胞

增殖抑制实验, 采用四甲基唑蓝(MTT)法. 单细

胞悬液常规接种96孔板. 细胞贴壁生长后, 同时

换液并施加不同浓度NS-398. 每浓度重复6孔. 
同时设滴加单细胞悬液而不加药物的正常对照

及只滴加培养液的空白对照. 3个培养板分别于

药物作用24, 48及72 h时终止培养. 在酶标仪上

选择490 nm滤光片测定A值, 并记录结果. 生长

■研发前沿
近年流行病学研
究发现, 长期服用
阿司匹林、消炎
痛等非类固醇类
抗炎药(NSAIDs)
可降低食管、胃
及 结 肠 等 部 位
癌 的 危 险 性 .  但
是 ,  关于COX-2
与癌变的关系及
NSAIDs对癌细胞
的作用机制还不
太清楚, 是近年的
研究热点之一.
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抑制率(IR)(%) = (实验组A 490值-对照组A 490值)/
对照组A 490值×100%
1.2.2 细胞周期及凋亡的FCM检测 20 μmol/L 
NS-398对培养细胞作用一定时间(24, 48及72 h)
后, 分别收获细胞. 对收获的细胞用碘化丙啶一

步插入性DNA荧光染色方法进行DNA染色, 具
体步骤见文献[10]. 应用相关软件对细胞周期及

凋亡进行分析. 在二倍体细胞(G0/G1)峰前出现一

个亚二倍体峰位判定为凋亡细胞峰, 以凋亡指

数(apoptotic index, AI)表示凋亡状态, 公式为: AI 
= [细胞总数-(G0/G1+S+G2/M)各时相细胞数]/细
胞总数×100%
1.2.3 COX-2, Bcl-2, Bax基因蛋白表达的FCM检

测 对上述收获的细胞同时进行COX-2, Bcl-2, 
Bax表达的定量检测. 具体操作见参考文献[10]. 
1.2.4 原位细胞凋亡检测 对培养液进行离心, 收
集已经悬浮的细胞, 再常规消化收获贴壁细胞, 
合并后离心成细胞团块进行石蜡包埋. 具体方

法根据文献[11]进行操作. 细胞凋亡检测采用

TUNEL试剂盒. 对于细胞蜡块切片, 先进行脱蜡

至水化, 然后按试剂盒说明书进行. DAB显色, 
显微镜下控制显色, 自来水终止显色, 苏木精对

比染色, 常规脱水、封片. 以细胞核呈显著棕黄

色颗粒状为阳性凋亡细胞, 在光镜下(×400)随
机选取5个视野对凋亡细胞进行计数, 并以AI表
示凋亡细胞的多少, 即100个完整细胞中平均凋

亡细胞数的百分数表示. 
1.2.5 PGE2放射免疫法测定 对Eca-109和TE-13 

两个细胞株培养液中PGE2含量进行测定. 应用

NS-398进行药物干预实验, 在药物分别作用24, 
48及72 h后收集培养液. 具体操作步骤如下: 吸
取培养瓶中培养液入离心管中, 1200 r/min离心

5 min, 吸取上清液1.5 mL入无菌Ep管中, 立即放

入-20℃冰箱中冻存. 测定时按放免检测试剂盒

说明书进行操作, 液体闪烁计数器进行检测.
统计学处理 采用SPSS11.0统计软件进行

统计分析. 对流式细胞仪检测细胞周期分布、

凋亡及COX-2, Bax和Bcl-2的表达的统计分析, 
采用单因素方差分析及组间的两两比较. 并对

COX-2, Bax和Bcl-2的表达进行相关性分析.

2  结果

2.1 细胞形态学观察 Eca-109细胞和TE-13细胞

常规培养下呈单层贴壁生长. Eca-109细胞给予

NS-398后继续培养24 h, 20 μmol/L培养瓶中细

胞增殖不明显, 少量细胞变圆呈球形; NS-398作
用48 h后, 20 μmol/L培养瓶中较多细胞呈球形, 
贴壁生长细胞较少. 对于TE-13细胞的形态改变

与Eca-109细胞相似. 
2.2 NS-398对细胞生长的影响 NS-398对Eca-109
细胞和TE-13细胞的生长抑制作用都比较显著. 
随NS-398浓度的增高, 其细胞生长抑制作用逐

渐增强, 对Eca-109细胞10 μmol/L NS-398作用

24 h后其抑制率为26.99%, 40 μmol/L NS-398
作用24 h后其抑制率为40.14%. 随药物作用时

间的延长, 其抑制率也不断增高, 如对TE-13细

表  1  NS-398对Eca-109细胞和TE-13细胞的生长抑制作用(MTT法)(mean±SD, n  = 6)

     
药物浓度	                             24 h	                                                      48 h	                                                 72 h

(μmol/L)                       A 490	           IR(%)	                            A 490	                   IR(%)	                     A 490	          IR(%)

Eca-109						    

      0                0.289±0.012		                  0.363±0.041		           0.689±0.028	

      5                0.269±0.011          -6.92	 0.352±0.021          -3.03	          0.492±0.022        -28.59

    10                0.254±0.027        -12.11	 0.291±0.034        -19.83	          0.293±0.031        -57.47

    20                0.211±0.019        -26.99	 0.245±0.033        -32.51	          0.154±0.017        -77.65

    40                0.173±0.014        -40.14	 0.107±0.046        -70.52	          0.102±0.023        -85.20

    80                0.129±0.033        -55.36	 0.093±0.031        -74.38	          0.088±0.012        -87.23

TE-13						    

      0                0.380±0.020		                  0.624±0.016		           0.860±0.073	

      5                0.319±0.015        -16.05	 0.567±0.024          -9.13	          0.748±0.062	       -13.02

    10                0.304±0.036        -20.00	 0.334±0.027        -46.47	          0.226±0.027	       -73.72

    20                0.097±0.018        -74.47	 0.029±0.005        -95.35	          0.016±0.005	       -98.14

    40                0.065±0.008        -82.89	 0.048±0.007        -92.31	          0.027±0.007	       -96.86

    80                0.069±0.006        -81.84	 0.075±0.011        -87.98	          0.052±0.007	       -93.95

■创新盘点
本文用多种方法
对2个食管癌细胞
株进行研究, 对细
胞生长、细胞周
期、细胞凋亡及
凋亡相关蛋白等
多指标、多方法
进行检测. 并应用
RIA(放射免疫分
析)法检测培养液
中PGE2含量. 
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胞10 μmol/L NS-398作用24 h后其抑制率为

20.00%, 48 h后其抑制率为46.47%, 72 h后其抑

制率为73.72%(表1). 
2.3 细胞周期及凋亡分析 NS-398使Eca-109细
胞和TE-13细胞G0/G1期细胞显著增多(Eca-109
细胞: F  = 28.85, P <0.01; TE-13细胞: F  = 191.62, 
P <0.01); 而S期细胞显著减少(Eca-109细胞: F  = 
22.39, P <0.01; TE-13细胞: F  = 46.99, P <0.01). 
20 μmol/L NS-398分别对2种细胞都引起了显

著的细胞凋亡(Eca-109细胞: F  = 229.29, P <0.01; 
TE-13细胞: F  = 191.62, P <0.01). 由于NS-398作
用时间的不同, 凋亡率范围为8.18%-11.57%(表2). 
2.4 COX-2, Bax, Bcl-2表达的FCM检测 Eca-109
及TE-13在正常生长时都有较强的COX-2表达, 
NS-398作用一定时间后, COX-2表达显著减少

(Eca-109细胞: F  = 79.72, P <0.01; TE-13细胞: F  
= 60.06, P <0.01); 2种细胞在正常生长情况下

Bax表达很接近, NS-398作用一定时间后, Bax
表达显著增高(Eca-109细胞: F  = 76.96, P <0.01; 
TE-13细胞: F  = 46.87, P <0.01); 而Bcl-2在正常生

长时都有较高表达, NS-398作用不同时间后, 其
表达显著减少(Eca-109细胞: F  = 208.77, P <0.01; 
TE-13细胞: F  = 65.97, P <0.01)(表3). 
2.5 FCM检测COX-2, Bax和Bcl-2表达的相关

性分析 对于2个细胞株, COX-2和Bcl-2的表达

呈显著正相关(Eca-109细胞: r  = 0.925, P <0.01; 
TE-13细胞: r  = 0.925, P <0.01), COX-2和Bax表达

呈显著负相关(Eca-109细胞: r  = -0.937, P <0.01; 
TE-13细胞: r  = -0.703, P <0.01)、Bax和Bcl-2
表达呈显著负相关(Eca-109细胞: r  = -0.926, 
P <0.01; TE-13细胞: r  = -0.753, P <0.01). 
2.6 原位细胞凋亡检测结果 常规培养的Eca-109
细胞及T E-13细胞H E染色可见癌细胞呈单层

贴壁生长(图1A-B). 原位细胞凋亡检测显示, 
40 μmol/L NS-398对Eca-109作用24 h后只有少

数细胞发生凋亡, 48 h后HE染色可见部分癌细

胞固缩呈球形、浓染(图1C), 凋亡细胞数目明显

表  2  20 μmol/L NS-398对食管癌细胞周期分布及凋亡的影响(mean±SD, n  = 6)

     
                                                                       细胞周期分布

                                          G0/G1	                              S	                          G2/M

Eca-109细胞株				  

    对照	                66.46±1.33b	 17.64±1.73b	 15.91±1.46b	 1.40±0.53b

    24 h	                73.89±2.27	 12.52±1.13	 13.60±1.21	 8.97±0.46

    48 h	                76.00±1.94	 11.22±0.64	 12.78±1.44	 8.61±0.34

    72 h	                72.90±1.83	 13.25±1.91	 13.85±0.26	 8.37±0.88

TE-13细胞株				  

    对照	                61.08±4.27b	 21.03±2.65b	 17.89±2.37	 1.80±0.35b

    24 h	                68.38±4.39	 13.04±2.23	 18.58±2.20	 8.18±0.79

    48 h	                74.09±1.72	   9.60±0.69	 16.31±1.77	 8.88±1.05

    72 h	                74.75±2.06	 10.54±1.13	 14.71±1.40           11.57±0.54

bP<0.01 vs 24, 48和72 h各组.

分组	                                                                                                                                        AI

表  3  20 μmol/L NS-398作用后细胞COX-2, Bax和Bcl-2
表达的FCM检测(mean±SD, n  = 6)

     
分组	                   COX-2	        Bax	            Bcl-2

Eca-109细胞株				  

    对照	             7.34±0.33b  4.14±0.31b  7.03±0.23b

    24 h	             5.00±0.32	 7.07±0.15    4.65±0.22

    48 h	             4.96±0.41	 7.11±0.26    4.74±0.24

    72 h	             5.12±0.16	 6.85±0.68    4.35±0.12

TE-13细胞株				  

    对照	             8.26±0.93b	 4.22±0.22b   6.37±0.34b

    24 h	             5.10±0.28	 5.99±0.39    4.86±0.15

    48 h	             5.09±0.18	 5.18±0.17    4.84±0.21

    72 h	             4.52±0.42	 5.11±0.20    4.75±0.20

bP<0.01 vs 24, 48和72 h各组.

表  4  40 μmol/L NS-398对Eca-109和TE-13细胞作用后
的凋亡指数(mean±SD, n  = 5)

     
                                                          时间

                                   24 h	      48 h	              72 h

Eca-109	             4.2±1.3	 17.9±2.7	       36.7±3.3

TE-13	             2.9±1.8	 15.9±2.3	       36.5±3.8

细胞株

■同行评价
本文探讨了NS-398
对食管癌细胞的
生物学效应及可
能 的 作 用 机 制 , 
关于NS-398对肿
瘤的生物学效应
及凋亡已有较多
的 报 道 ,  但 本 文
应用多种方法就
NS-398对多个细
胞株的生物学效
应进行研究, 少见
报道 ,  方法新颖 , 
结果可靠, 具有一
定的指导意义.
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增多, 药物作用72 h后可见有较多细胞发生凋亡

(图1D). NS-398分别对Eca-109和TE-13两细胞株

的凋亡情况见表4. 
2.7 PGE2放射免疫分析结果 NS-398对Eca-109
及TE-13细胞在生长过程中产生的PGE2都有明

显的抑制作用. 随着NS-398浓度的增高, PGE2产

量明显减少, 尤其是当浓度≥20 μmol/L时; 随着

药物作用时间的延长, 与正常生长癌细胞相比, 
PGE2产量也显著减少(表5).

3  讨论

食管癌的形成是一个多步骤、多阶段过程, 在
其形成及浸润进展过程中, 可有多种基因发生

突变或表达异常, 其中发现多数食管癌组织中

有COX-2基因表达增高[12-16], COX-2基因作为诱

导表达基因 ,  可能参与食管癌早期阶段的形

成[17-19], 而COX-1基因呈常规低水平表达, 可能

不参与食管癌的形成. 因此, COX-2基因可作为

食管癌化学治疗或进行有效预防的一个新靶点, 
应用COX-2选择性抑制剂有可能延缓或阻断食

管癌的形成及进展. 目前, 关于COX-2选择性抑

制剂对食管癌等癌细胞的作用机制还不清楚. 
本研究应用COX-2选择性抑制剂NS-398在2个
食管癌细胞系中进行了研究. 研究发现, NS-398

能够显著的抑制2个细胞株的增殖活性, 呈药物

剂量依赖模式和时间依赖模式, 即随药物浓度

的增加其抑制作用逐渐增强及随药物作用时间

的延长而抑制作用明显加强. 从细胞形态上可

见, 原来呈多边形贴壁生长的细胞部分变为圆

形, 不再进行分裂增殖. 对细胞周期的分析发现, 
经NS-398作用一定时间后, 2种细胞株G0/G1期细

胞显著增多, 而S期及G2/M期细胞明显减少. 可

图  1  正常生长的Eca-109细胞和TE-13细胞及40 μmol/L NS-398对Eca-109作用后的形态改变. A: Eca-109细胞呈单层克隆

性生长(HE×100); B: TE-13细胞HE染色可见癌细胞呈单层贴壁生长(HE×100); C: 40 μmol/L NS-398对Eca-109作用48 h

后HE染色可见部分癌细胞固缩呈球形、浓染(HE×400); D: 40 μmol/L NS-398对Eca-109细胞作用72 h后可见有较多细胞

发生凋亡(TUNEL×400).

表  5  细胞培养上清液中PGE2含量的RIA检测(ng/L)

      
药物浓度(μmol/L)	    24 h	            48 h                72 h

Eca-109细胞株				  

      0	                    2011	          5967              8104

    10	                    2009	          2518              1606

    20	                    1963	          1802              1596

    40	                    1475	          1802              1236

    80	                      803	          1502                765

TE-13细胞株				  

      0	                    4195	          5647              7634

    10	                    1244	            715              1011

    20	                    1030	            503                592

    40	                      653	            500                585

    80	                      547	            464                488

A B

C D
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见NS-398使食管癌细胞的生长停滞于G0/G1期. 
这与Zhi et al [17]的研究结果一致. 

人食管癌细胞系Eca-109和TE-13都是食管

鳞状细胞癌. Eca-109及TE-13正常生长情况下

都有明显的COX-2表达, 20 μmol/L NS-398作用

一段时间后, COX-2表达都显著降低. 对细胞培

养液中PGE2含量的检测发现, PGE2产量随药物

浓度的增高而显著降低. 提示, NS-398对癌细

胞生长的抑制可能是通过对COX-2酶活性的抑

制, 从而使PGE2产量明显减少[20-21], 使较多癌细

胞停滞于G0/G1期, 从而抑制细胞的生长. 关于

COX-2选择性抑制剂对食管癌细胞的作用多有

报道[22-24], 但结果不一. 本研究中, NS-398对2个
细胞株不但有明显的生长抑制, 还可诱导癌细

胞发生凋亡. 凋亡细胞的多少随药物作用时间

的延长而增多. 关于COX-2抑制剂可诱导食管

癌细胞发生凋亡已有报道[20,25-26], 但其作用机制

仍不清楚. Eca-109及TE-13在正常生长时都有明

显的Bcl-2表达, Bcl-2可以抑制由多种因素引起

的细胞凋亡. 2种细胞由于其COX-2酶活性可以

产生较多的PGE2. 在给予一定浓度的NS-398作
用一段时间后, PGE2产量明显减少, Bcl-2表达

也显著降低, 部分细胞发生了凋亡. 同时, Bax表
达显著增高, 其自身能够形成同源二聚体诱导

细胞凋亡[27]. Tsujii et al [28]对上皮细胞的研究发

现, COX-2高表达细胞中有Bcl-2水平的升高, 而
无COX-2表达的细胞中则没有发现Bcl-2表达; 
Sheng et al [29]发现, PGE2可以抑制由SC-58125
诱发的结肠癌细胞凋亡并诱导Bcl-2表达, 说明

PGE2可通过Bcl-2抑制细胞凋亡. 提示NS-398诱
导食管癌细胞凋亡可能是通过对COX-2酶活性

的抑制而起作用的, 同时使抗凋亡蛋白Bcl-2表
达降低, 而促凋亡蛋白Bax表达上调, 促进了癌

细胞凋亡. 
应用C O X - 2抑制剂对甲基苄基亚硝胺

(NMBA)诱发的大鼠食管癌模型中的肿瘤形成

有明显预防作用已有报道[30-31]. 因此, 有可能应

用COX-2选择性抑制剂对食管癌的形成进行有

效的化学预防或辅助治疗, 探索出对我国食管

癌防治的新途径. 
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Abstract
AIM: To construct the eukaryotic expression 
vector of RNA interference specific for glucose-
regulated protein Grp78, and to observe 
silencing effect on Grp78 expression in human 
gastric cell line 7901.

METHODS: Gene sequences of human Grp78 
were obtained from GenBank. A couple of Grp78 
gene hairpin oligonucleotide was designed, 
whose sequence met the need of psiSTRIKETM 

U6 small interfering RNA (siRNA) expression 
vector. The designed oligonucleotide was in-
serted into plasmid psiSTRIKETM, which was an 
eukaryotic expression vector controlled by the 

U6 promoter of RNA polymerase Ⅲ, and then 
human gastric cell line 7901 was transfected 
with the recombinant plasmid by Lipofecta-
min2000. The expression of Grp78 was detected 
both at mRNA and protein level by reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
immunofluorescent assay, respectively, before 
transfection, 24, 48, and 72 hours after transfec-
tion.

RESULTS: The recombinant plasmid of RNA 
interference specific for Grp78 was successfully 
constructed, named as psiSTRIKETM/Grp78. 
The expression of Grp78 was obviously down-
regulated both at mRNA and protein level by 
psiSTRIKETM/Grp78 transfection. The analysis 
for the relative level of Grp78 mRNA showed a 
gradual and stable decrease with the prolong-
ing of time. The expression of Grp78 mRNA was 
1.069, 0.972, 0.662, 0.408, and 0.420, respectively, 
in the cells of negative control, before transfec-
tion, 24, 48, and 72 hours after transfection, and 
it was significantly lower in the cells after trans-
fection than that before or without transfection 
(P < 0.01). There was no difference between the 
negative control group and pre-transfection 
group (P > 0.05). Immunofluorescent assay 
showed that the protein expression of Grp78 
had been significantly decreased in the cells 
after transfection than that before transfection 
(P < 0.001), and it was also markedly different 
between 48 and 24 hours after transfection (P < 
0.00714).

CONCLUSION: The siRNA eukaryotic expres-
sion vector psiSTRIKETM/Grp78 specific for 
Grp78 is constructed successfully, which can 
evidently inhibit the expression of Grp78 both at 
protein and mRNA level.

Key Words: Gastric cancer; RNA interference; 
Glucose-regulated protein; Reverse transcription-
polymerase chain reaction; Immunofluorescent as-
say
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■背景资料
胃癌是威胁人类
生命的严重疾病, 
是消化道系统最
常见的恶性疾病. 
其发生、发展是
涉及到多基因、

多因素的复杂过
程, 先前的研究认
为内质网应激产
物 G r p 7 8 在胃癌
组织中呈高表达
状态, 并且与其生
物学特性有关. 因
此, 抑制Grp78表
达可能起到治疗
作用, 本实验即是
通过RNA干扰方
法抑制胃癌细胞
Grp78表达, 以期
达到治疗效果.



摘要
目的: 观察Grp78靶向RNA干扰质粒载体对人
类胃癌细胞株7901 G r p78基因表达的抑制
作用. 

方法: 设计1对Grp78基因发卡寡核苷酸, 并
与psiSTRIKETM质粒载体连接, 构建受控于人
RNA聚合酶Ⅲ启动子U6的真核表达载体, 将
重组质粒导入人类胃癌细胞株7901内, 分别在
转染前、转染后24, 48和72 h通过RT-PCR、
免疫荧光技术检测Grp78 mRNA及蛋白水平
的表达情况. 

结果: 成功构建R N A干扰质粒载体 ,  靶向
Grp78干扰质粒载体命名为p s iSTRIKE TM/
Grp78. 将上述质粒转染到人类胃癌细胞株后, 
观察到Grp78 mRNA及蛋白水平的表达明显
下调, 随着时间的延长Grp78在实验组中的表
达逐渐降低, 并随着时间推移稳定存在. 阴性
对照组, 转染前组, 转染12, 48, 72 h组Grp78的
mRNA相对表达量分别为1.069, 0.972, 0.662, 
0.408, 0.420. 转染后组较转染前组及阴性对照
组分别具有显著性差异(P <0.01), 转染前与阴
性对照组无显著性差异(P >0.05). 转染前后组
免疫荧光表达结果统计学差异明显(P <0.001), 
其中转染后48 h同转染后24 h相比较Grp78蛋
白表达明显减少(P <0.00714).

结 论 :  构 建 的 R N A 干 扰 真 核 表 达 载 体
psiSTRIKETM/Grp78能明显抑制Grp78 mRNA
及蛋白的表达.

关键词: 胃癌; RNA干扰; 葡萄糖调节蛋白; 逆转录

-聚合酶链反应; 免疫荧光技术 

张新晨, 杨维良, 徐华锋, 吴德全, 杨宝峰. 小干扰RNA抑制胃

癌细胞株葡萄糖调节蛋白Grp78的表达.  世界华人消化杂志  

2007;15(5):447-452

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/447.asp

0  引言

葡萄糖调节蛋白(glucose regulative proteins, Grp)
是一种内质网分子伴侣, 是细胞为了适应内质

网应激状态所产生的一类应激蛋白, 与热休克

蛋白(heat shock proteins, Hsps)有高度的同源性, 
因而被认为是热休克蛋白的一种. Grp的生理

功能主要是协助蛋白质的正确折叠和装配, 此
外还具有其他多种生物学功能. 近期的研究认

为, Grp类在某些肿瘤细胞中呈高表达趋势, 对
于肿瘤细胞的抗药性、抗原表达有重要意义[1-2]. 
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在Grp种族中, Grp78是目前研究较多且重要成

员, 在多种肿瘤细胞中都呈过表达趋势, 以此为

靶点而开展的肿瘤基因治疗及免疫治疗已成

为国内外研究的热点. 我们先前研究已经证明, 
Grp78在胃癌细胞中呈过表达趋势, 并揭示这种

过表达与胃癌的发生、发展及预后有密切关

系[3]. 抑制Grp的表达有可能对胃癌的生长及抗

药性有重要影响. 本研究的目的就是在体外通

过siRNA抑制胃癌细胞中Grp78蛋白的表达, 为
下一步实验打下坚实基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人类胃癌细胞株7901(中国科学院上

海细胞库), siSTRIKETMU6载体(Promega), 限
制性内切酶Ps tⅠ(Promega), 质粒小量提取试

剂盒(Promega), 凝胶回收试剂盒(上海华舜生

物工程有限公司), LipofectamneTM 2000转染试

剂(Invitrogen), 总RNA提取试剂盒(Invitrogen), 
Access RT-PCR A1250试剂盒(Promega), RPMI 
1640培养基(Gibco), 山羊抗人Grp78抗体(Santa 
Cruz), FITC-兔抗山羊IgG(北京中山).
1.2 方法 

1.2.1 Grp78特异性siRNA的设计 选择GenBank
中人类Grp78基因编码区序列作为分析序列, 依
据siRNA表达载体siSTRIKETMU6的要求, 采用

Promega公司网站(http://www.promega.com)提
供的siRNA Target Designer-Version 1.51设计软

件设计出1对Grp78基因发卡寡核苷酸序列, 序
列符合siRNA表达载体siSTRIKETMU6的要求: 
经BLAST数据库分析, 与其他分子无同源序列; 
G+C含量接近50%; 不含TTT或GGG序列. 每对

符合上述要求的60 nt的单链寡核苷酸, 每条单

链寡核苷酸内都包含两段20 nt的寡核苷酸, 他
们互为反转重复序列, 中间以CTTCCTGTCA间

隔, 使寡核苷酸内部可形成发夹结构. 两对寡核

苷酸的核心序列反向互补, 两端分别带有Ps tⅠ
酶切位点, 3'末端有转录终止信号DNA序列片段

TTTTT. DNA序列片段由上海生物工程公司合

成. Grp78: 5'-ACCGCAAGAATTGAAATTGAG
TTTCAAGAGAACTCAATTTCAATTCTTGCTT
TTTC -3'; 5'-TGCAGAAAAAGCAAGAATTGA
AATTGAGTTCTCTTGAAACTCAATTTCAATT
CTTG -3'.
1.2.2 Grp78 siRNA表达载体的构建 1 g/L人工

合成单链核苷酸在退火缓冲液中, 90℃ 3 min后
缓慢降到室温, 与5 μL快速连接缓冲液、1 μL 
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G r p 类 在 很 多 肿
瘤细胞中都呈高
表达趋势, 对于肿
瘤细胞的形成、

抗 药 性 、 抗 原
表达都有重要意
义, 在Grp种族中,  
Grp78是目前研究
较多且重要成员, 
以此为靶点而开
展的肿瘤基因治
疗及免疫治疗已
成为国内外研究
的热点.
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psiSTRIKETM载体(50 mg/L)、2 μL Nuclease-
Free水和1 μL T4 DNA连接酶(5.0×107 nkat/L)
配制成连接反应液, 室温培养1 h. 加入到100 μL 
E.coli  JM109感受态细胞中, 冰浴, 加入400 μL
室温的L B培养液 ,  37℃振荡培养(50  r/m i n) 
45 m in. 200 μL转化液涂在在LB/氨苄西林平

板上铺板, 37℃过夜培养. 挑取菌落, 小量提取

质粒, 经Ps tⅠ酶切鉴定正确的重组质粒命名为

psiSTRIKETM/Grp78, 于-20℃保存备用. 
1 .2 .3  基因转染  胃癌细胞接种于6孔板 ,  置
于37℃、50  m L/L的二氧化碳培养箱中 ,  待
细胞生长融合达90%时, 采用Invi t rogen公司

LipofectamneTM 2000转染试剂进行转染. 实验

分为二组: 实验组: 每孔分别加入4 μL脂质体和

psiSTRIKETM/Grp78重组质粒2 μg; 阴性对照组: 
加2 μL LipofectamneTM 2000转染试剂; 分别于转

染前、转染后24, 48, 72 h后收获细胞检测Grp78
的表达水平. 
1.2.4 RT-PCR检测目的基因的表达 分别检验阴

性对照组、转染后24, 48, 72 h时Grp78 mRNA的

表达, 应用TRIzol试剂盒提取细胞总RNA, 采用

Promega公司Access RT-PCR(A1250)系统进行一

步法RT-PCR检测Grp78的mRNA表达. 以b-actin
为内对照, RT-PCR扩增Grp78目的基因. 引物序

列及预计扩增片段如表1所示. 50 μL反应体系

为: 10×Buffer 5 μL, MgSO4(终浓度1 mmol/L) 
dNTP(终浓度0.35 mmol/L), 目的基因及b-actin
各自上下游引物(终浓度0.3 μmol/L), AMV逆转

录酶83.35 nkat/L, Tfl DNA聚合酶16.67 nkat/L, 
RNA模板4 μg. RT-PCR反应参数: 48℃孵育

50 min, 94℃ 预变性2 min, 94℃变性30 s, 56℃
退火40 s, 70℃延伸80 s, 35个循环, 最后70℃ 
7 min. 每一RT-PCR反应均重复3次. 取2 μL RT-
PCR产物, 加上样缓冲液1 μL, 15 g/L琼脂糖凝胶

电泳, 凝胶呈像系统照相, 用Totallab2.01软件分

析条带的积分吸光度, 计算Grp mRNA相对表达

水平. Grp mRNA相对表达水平计算公式如下: 
Grp mRNA相对表达水平 = 样品Grp扫描值/样
品b-actin扫描值.
1.2.5 间接法免疫荧光检测目的基因的表达 分
别将转染后24, 48, 72 h的细胞消化, 均以1×105

细胞于24孔中爬片, 24 h后吸去上清, PBS冲洗

标本3次, 40 g/L多聚甲醛室温固定30 min; PBS
冲洗10次, 50 g/L BSA室温封闭30 min; 加入1∶ 
200稀释的Grp78抗体, 覆盖已知抗原标本片, 将
玻片置于湿盒内, 4℃过夜; PBS冲洗10次后滴加

1∶100稀释的FITC-兔抗山羊IgG抗体, 将玻片

平放在湿盒内, 室温2 h后在荧光显微镜高倍视

野下观察. 每一观察时间点选取3张图片, 每张

图片在40倍视野下随机选择200个细胞, 计算其

荧光细胞数和阳性率.
统计学处理 应用SPSS12.0软件分析, 结果

以均数±标准差(mena±SD)表示, RT-PCR实

验数据组内比较和组间比较用方差分析及t 检
验, 免疫荧光实验数据组内比较和组间比较采

用χ2检验, 组内数据或组间数据两两比较采用

χ2分割法. P <0.05为有统计学意义, χ2分割法时

P <0.00714为有统计学意义.

2  结果

2.1 重组质粒的鉴定结果 psiSTRIKETM载体包含

一个PstⅠ位点, 重组质粒将会形成第2个PstⅠ位

点, 经过限制性PstⅠ内切酶消化后, 成功的重组

质粒将会产生2个DNA片段. 靶向Grp78 RNA重

组质粒psiSTRIKETM用限制性PstⅠ内切酶酶切

后, 可清楚地看到重组载体被切为两个片段, 证
明重组质粒构建成功. 将由Grp78序列片段构建

的靶Grp78 RNA干扰质粒载体命名为psiSTRIK-
ETM/Grp78(图1).
2.2 RT-PCR结果 用RT-PCR方法分析Grp mRNA 
相对表达水平显示, 发现随着时间的延长Grp78
在实验组中的表达逐渐降低, 转染后12, 48, 72 h 
Grp78的mRNA相对表达量较转染前分别具有显

图  1  psiSTRIKETM/Grp78重
组质粒鉴定结果. M: D2000 

marker; 1-2: psiSTRIKETM/

Grp78.

表  1  RT-PCR引物序列及预计扩增片段大小

     
目的基因	                         引物序列	            片段大小

Grp78     5' TGGGTCGACTCGAATTCCAAAG3'   513 bp

               5' GTCAGGCGATTCTGGTCATTGG3'

β-actin   5' GTTTGAGACCTTCAACACCCC3'      320 bp

               5' GTGGCCATCTCTCTTGCTCGAAGTC3'

M   1    2

900 bp

■创新盘点
本实验通过RNA
干扰方法抑制胃
癌细胞中Grp78表
达并获得成功, 国
内外尚无相关报
道, 因此具有一定
的创新性.
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著性差异, 转染前与阴性对照组无显著性差异

(图2-3, 表2).
2.3 免疫荧光结果 每一观察时间点选取3张图

片, 每张图片40倍视野下随机选择200个细胞, 
计算其荧光细胞数和阳性率. 由图4和表3可见

psiSTRIKETM/Grp78组在转染前后免疫荧光表

达结果统计学差异明显(P <0.001), 其中转染后

24 h同转染前相比较Grp78蛋白表达明显减少

(P <0.00714); 转染后48 h同转染后24 h相比较

Grp78蛋白表达明显减少(P <0.00714); 而转染

72 h后的荧光细胞数少于转染48 h后的荧光细

胞数, 但二者没有统计学意义(P >0.00714).

3  讨论

胃癌是一种常见疾病, 严重威胁人民生命健康. 
随着手术技术及综合治疗的不断完善, 胃癌患

者的生存率有所提高, 但目前仍未根本解决肿

瘤转移及复发的问题, 基因治疗或许是其治疗

图  2  psiSTRIKETM/Grp78 mRNA RT-PCR结果. M: D2000 

Maker; 1: 转染前; 2; 转染后24 h; 3: 转染后48 h; 4: 转染后

72  h; 5: 空白对照.

M     1       2      3      4      5 

图  3  psiSTRIKETM/Grp78  RT-PCR相对表达量趋势图.

A

B

C

D

图  4  psiSTRIKETM/Grp78表达免疫荧光结果. A: 转染前; B: 

转染后24 h; C: 转染后48 h; D: 转染后72 h.

表  2  psiSTRIKETM/Grp78 RT-PCR相对表达量

     
                                      相对表达量	               P 值

阴性对照                         1.069                        1P<0.001

转染前                             0.972                        2P>0.05

转染24 h                          0.662                       3P<0.001

转染48 h                          0.408                       4P<0.01

转染72 h 	                        0.420	        5P>0.05

1整体比较; 2阴性对照与转染前比较; 3转染前与24 h比较; 424  h

与48 h比较; 548 h与72 h比较.

■应用要点
通过RNA干扰方
法成功抑制胃癌
细胞中Grp78的表
达, 为进一步的实
验打下坚实基础, 
可进一步检验在
胃癌中Grp78过表
达对细胞生长、

抗药性形成及肿
瘤免疫的作用.
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的希望所在[4]. 应激反应是机体的重要保护措施, 
如果肿瘤一但形成, 应激反应就会变成肿瘤的

保护机制. 这种保护机制对于肿瘤细胞的抗免

疫原性、抗化疗药物性、抗凋亡性有重要作用, 
也是目前肿瘤化疗、基因治疗、免疫治疗效果

不佳的重要原因之一. 应激反应主要以两种形

式存在, 其一为热休克蛋白(Hsp)介导的细胞质

内的应激反应及Grp介导的细胞核内的内质网

应激. 现在已经明确, Hsp族在胃癌中呈过表达

并在肿瘤的发生、发展及多药耐药方面有重要

作用, 在此方面研究中我国学者处于世界领先

地位[5-6]. 另一种则为Grp介导的细胞核内的内质

网应激. 
Grp是一种内质网分子伴侣, 是细胞为了适

应内质网应激状态所产生的一组应激蛋白, 主
要包括Grp78, Grp94及Grp170等. 传统观点认为, 
Grps可在维持细胞稳态方面发挥多种功能. 作为

内质网(ER)分子伴侣, Grps参与内质网蛋白的转

运、蛋白质量控制及ER相关蛋白降解、ER应

激调节及ER钙绑定等活动[7-9]. 其中, Grp78是研

究及应用最多的Grp, 被认为在肿瘤增殖、抗药

性等方面起重要作用[10]. 早有研究证实, Grp78在
纤维肉瘤的增殖中有重要作用[11]; 应用大鼠模型

可发现在肿瘤的生长过程中体内激活了Grp78
的启动子[12]; 在正常组织转化为腺瘤或腺癌的

过程中, 细胞质内Grp78也呈相应的过表达趋

势[13]. 尚有研究证实乳腺癌标本的Grp78表达显

著高于癌旁组织[14]; Grp78在结肠癌及肺癌等也

存在着过表达[13,15]. 抑制Grp78的表达可以抑制

肿瘤细胞增殖, 促进肿瘤细胞凋亡[16-17]. Grp78已
被证实为肿瘤转移的重要因子, 有报道称在转

移癌细胞系中Grp78蛋白水平增高[18-21], 并在抗

药性形成方面发挥重要作用[22-24]. 作者课题组已

首先证实Grp78及Grp94在胃癌中呈过表达[3,25], 
并与胃癌的多种生物学特性有关, 国内外已有

多名学者证实这个结果[26-28]. 因为在已有的文献

中证实Grp78在内质网应激及肿瘤形成、抗药

性形成过程中起主导作用, 作者设想通过RNA
干扰方法抑制胃癌细胞中Grp78蛋白的表达. 

在抑制方法方面, RNA干扰(RNAi)是一种

在进化上保守的机制, 是用由dsRNA前体剪切

产生的短的反义RNA靶向对应的mRNA然后进

行剪切. RNAi可以高效、特异的阻断体内特定

基因的表达, 促使mRNA降解, 诱使细胞表现出

特定基因缺失的表型的过程, 是基因沉默的理

想工具, 可以直接用于疾病相关基因的抑制, 从
而达到疾病治疗或预防的目的[29-30]. 

本实验采用设计重组质粒表达载体持续表

达siRNA的方法, 能较长时间内保持干扰作用. 
将siRNA以折叠的茎环结构表达, 成功地克隆了

靶向胃癌细胞Grp78的重组质粒, 并将其转染到

人胃癌细胞株中, 来观察其对Grp78表达的抑制

作用. 实验结果显示, 在转染24 h后, 人胃癌细胞

株Grp78表达呈现明显抑制, 并随着时间的推移

继续抑制, 在48 h时达到高峰, 到72 h时仍稳定存

在. 本实验的结果证明, 体外通过siRNA抑制胃

癌细胞中Grp78蛋白的表达是十分有效和稳定

的, 可以为进一步的实验研究提供有效的工具, 
为进一步应用抗化疗药物和其他药物进行对比

实验打下坚实基础. 
在检测手段方面, 本实验采用了RT-P C R

及免疫荧光法从m R N A和蛋白两个水平检验

Grp78的表达水平, 多方面证实了抑制的有效性. 
免疫荧光检测方法简便、特异性高, 可以代替

Western blot, 是检测蛋白有效的方法. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of aquaporin-1 
(AQP-1) in acute lung injury induced by severe 
acute pancreatitis (SAP) in rats, and to explore 
the relationship between AQP-1 expression and 
acute lung injury (ALI).

METHODS: Adult Wistar rats were randomly 
divided into 3 groups: sham operation (SO) 
group, ALI group and dexamethasone (DEX, 2 
mg/kg via caudal vein) group. Sodium deoxy-
cholate was (15 g/L) injected inversely into the 
biliopancreatic duct of rats to make the model 
of SAP-induced ALI. Eight rats of each group (n 
= 8) were killed 4, 8, 12 h respectively after SAP 
model was established, and blood samples and 
lung tissues were collected. Serum amylase, par-

tial pressure of oxygen, lung wet-to-dry weight 
ratio (W/D) and pulmonary homogenate were 
measured to evaluate the degrees of pancreatic 
inflammation and ALI. Serum level of tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) was also measured. 
Reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) was used to quantify AQP-1 mRNA 
changes and immunohistochemistry was used to 
detect AQP-1 protein expression in lung tissues.

RESULTS: As compared with those in SO 
group, the levels of serum amylase, TNF-α, the 
value of W/D, and the pathological changes of 
lung tissues were obviously increased in ALI 
group, while the partial pressure of oxygen, the 
expression of AQP-1 mRNA (4 h: 0.403 ± 0.018 
vs 0.794 ± 0.015, P < 0.01; 8 h: 0.382 ± 0.025 vs 0.812 
± 0.032, P < 0.01; 12 h: 0.361 ± 0.016 vs 198 ± 5, 
P < 0.01) and AQP-1 protein (4 h: 104 ± 4 vs 193 
± 8, P < 0.01; 8 h: 96 ± 5 vs 201 ± 7, P < 0.01; 12 
h: 94 ± 3 vs 198 ± 5, P < 0.01) were significantly 
decreased. However, DEX treatment elevated 
the partial pressure of oxygen, the expression of 
AQP-1 mRNA (4 h: 0.681 ± 0.031 vs 0.403 ± 0.018, 
P < 0.05; 8 h: 0.763 ± 0.013 vs 0.382 ± 0.025, P < 
0.05; 12 h: 0.784 ± 0.032 vs 0.361 ± 0.016, P < 0.05) 
and AQP-1 protein (4 h: 145 ± 6 vs 104 ± 4, P < 
0.05; 8 h: 152 ± 8 vs 96 ± 5, P < 0.05; 12 h: 154 ± 4 
vs 94 ± 3, P < 0.05) in lung tissues while lowered 
the levels of serum amylase, TNF-α, the value of 
W/D and the pathological changes of lung tis-
sues. The level of serum TNF-α was negatively 
correlated with the expression of AQP-1.

CONCLUSION: AQP-1 may play an important 
role during ALI induced by SAP. The expression 
of AQP-1 is probably adjusted by TNF-α. DEX 
can decrease the pulmonary edema by increas-
ing the expression of AQP-1.
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■背景资料
急性胰腺炎可引
起以肺水肿为主
要病理表现的急
性肺损伤, 其发病
机制复杂. 以往的
研究提示肺损伤
的发生与炎症介
质和细胞因子的
过度释放有关, 如
TNF-α等. 而对于
和肺水转运密切
相关的AQP-1与
肺损伤的关系, 以
及肺AQP-1的表
达与炎症介质的
关系尚未见报道.



摘要
目的: 研究水通道蛋白-1(AQP-1)在急性胰腺
炎大鼠肺组织中的表达及其功能, 探讨其表达
与肺损伤的关系. 

方法: 将Wistar大鼠分为假手术组(n  = 24)、
肺损伤组(n  = 24)、地塞米松治疗组(n  = 24). 
采用逆行胰胆管注射15 g/L去氧胆酸诱发大
鼠急性胰腺炎肺损伤模型, 地塞米松组于造
模后立即于尾静脉注射地塞米松2 mg/kg. 每
组分别于造模后4, 8, 12 h剖杀, 取血及肺组织. 
通过检测血淀粉酶、血气、肺干/湿比值和肺
组织病理切片判断胰腺炎及肺损伤的严重程
度, 放免法测血清TNF-α水平, RT-PCR检测肺
组织AQP-1 mRNA的表达, 免疫组化法检测肺
组织AQP-1的表达. 

结果: 与假手术组相比, 胰腺炎肺损伤组血
清淀粉酶、肺干 /湿比值、T N F-α、肺组
织病理损害程度明显升高 ,  血氧、A Q P-1 
mRNA(4 h: 0.403±0.018 vs  0.794±0.015, 
P <0.01; 8 h: 0.382±0.025 vs  0.812±0.032, 
P <0.01; 12 h: 0.361±0.016 vs  198±5, P <0.01)
和AQP-1蛋白(4 h: 104±4 vs  193±8, P <0.01; 
8 h: 96±5 vs  201±7, P <0.01; 12 h: 94±3 vs  
198±5, P <0.01)表达显著下调. 与肺损伤组相
比, 地塞米松组血清淀粉酶、TNF-α、肺干
/湿比值、肺组织病理损害程度明显降低, 血
氧、AQP-1 mRNA(4 h: 0.681±0.031 vs  0.403
±0.018, P <0.05; 8 h: 0.763±0.013 vs  0.382±
0.025, P <0.05; 12 h: 0.784±0.032 vs  0.361±
0.016, P <0.05)和AQP-1的蛋白(4 h: 145±6 vs  
104±4, P <0.05; 8 h: 152±8 vs  96±5, P <0.05; 
12 h: 154±4 vs  94±3, P <0.05)表达则明显升
高, 且与TNF-α的水平呈负相关性.

结论: 水通道蛋白-1表达与急性胰腺炎的肺
损伤密切相关, 其表达可能与TNF-α有关, 地
塞米松可上调其表达而减轻肺水肿.

关键词: 急性重症胰腺炎; 肺损伤; 水通道蛋白-1; 
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0  引言

急性重症胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
发病急剧, 病情凶险, 早期合并以肺水肿为主要

表现的急性肺损伤(acute lung injury, ALI)而加重
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病情[1]. 以往的研究多认为其损伤机制与炎症介

质和细胞因子的过度释放有关[2], 而对水通道蛋

白在肺损伤中的作用研究甚少, 其对肺水肿形

成的影响尚不清楚. 本实验观察急性胰腺炎大

鼠肺组织中水通道蛋白-1(aquaporin-1, AQP-1)
表达的变化以及地塞米松对其表达的影响, 从
新的角度探讨急性胰腺炎时肺损伤的发病机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年Wistar大鼠, 雌雄不限, 体质量

200-250 g, 由大连医科大学实验动物中心提供;  
TNF-α放免试剂盒、AQP-1抗体、免疫组化试

剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司; RT-
PCR试剂盒购自大连宝生物工程公司.
1.2 方法 

1.2.1 动物模型及分组 大鼠随机分3组: 假手术

组(SHAM组), 胰腺炎肺损伤组(ALI组)和地塞米

松治疗组(DEX组), 每组24只. ALI模型制备: 以
15 g/L的熊去氧胆酸钠逆行注入胰胆管诱发胰

腺炎肺损伤模型; SHAM组只在剖腹后翻动胰

腺; DXE组在造模后立即于股静脉注射地塞米

松2 mg/kg. 在造模后4, 8, 12 h每组随机选取8只
(n = 8), 腹主动脉及下腔静脉采血, 动脉血立即

行血气分析, 静脉血离心后血清置-70℃冰箱保

存备用. 
1.2.2 肺干/湿比值测定 动物放血致死后取左肺

叶称湿质量, 置60℃烤箱连续烘烤24 h, 去除水

分后称干质量. 
1.2.3 肺组织病理形态观察 取右肺部分组织甲

醛固定、石蜡包埋, 切片5 μm, HE染色观察. 
1.2.4 血清淀粉酶测定 采用酶法, 由HITACHI自
动生化分析仪测定. 
1.2.5 血清TNF-a水平测定 采用放免法, 按试剂

盒操作程序进行. 
1.2.6 肺组织中AQP-1免疫组化检测 取右肺组织

常规脱水、包埋制成蜡块, 用于免疫组化染色. 
采用SP法, PBS代替一抗作为阴性对照, 按免疫

组化试剂盒说明书操作. 结果判定: 每只大鼠取
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■研发前沿
目前关于AQP-1
与肺水转运以及
肺水肿性疾病的
关系是众多学者
研究的热点, 现已
证实其与多种肺
损伤性疾病有关, 
但对于AQP-1在
肺组织表达的调
控机制还没有完
全明确. 对于其是
否参与急性胰腺
炎肺损伤的形成
过程也亟待明确.

■相关报道
我 国 学 者 焦 广
宇、谢艳萍 et al
通 过 实 验 证 实
AQP-1在肺组织
中有明确表达, 并
且参与了内毒素
血症引起的肺损
伤过程, 为本实验
研究的立题提供
了重要依据.

表  1  肺组织镜下病理评分结果(n  = 8)

     
分组	               4 h	     8 h	             12 h             

SHAM组        0.33±0.58b     0.34±0.46b     0.41±0.58b

ALI组             1.50±0.84      1.90±0.74       2.08±0.64

DEX组           0.96±0.62b     0.87±0.48b      0.91±0.70b

bP<0.01 vs  ALI.
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3张切片进行图像分析, 求其平均灰度. 
1.2.7 肺组织中AQP-1 mRNA表达检测 取右肺

组织, 提取总RNA. RT-PCR采用一步法. AQP-1
引物设计: 上游为5' ATGGCCAGCGAAATCAA 
GAAG 3'; 下游引物为5'GATATCATCAGCAT 
CCAGGTC 3'. b-action作为内参照, 其引物设计: 
上游为5' GATATCGCTGCGCTCGTCGTC 3'; 下
游为5' CATGAGGTAGTCTGTCAGGTC 3'. PCR
反应条件: 94℃预变性5 min, 98℃变性10 s, 55℃
退火30 s, 72℃延伸10 s, 循环30次, 72℃延伸1 
min, 最后降至4℃结束反应. PCR产物在琼脂糖

凝胶中电泳后采用凝胶成像系统记录分析.
统计学处理 所有数据用mean±SD标准差

表示, 通过SPSS11.0统计软件, 采用单因素方差

分析对各组均数进行显著性检验, P <0.05具有显

著性差异.

2  结果

2.1 肺组织病理形态学改变 光镜下SHAM组肺

组织正常. ALI组4, 8, 12 h可见肺间质高度充

血、水肿, 大量炎性细胞浸润, 可见广泛的肺泡

出血, 肺间隔增厚, 部分肺泡腔融合形成肺大泡. 
随着时间延长, 上述表现呈逐渐加重趋势. 按雷

文章肺组织病理评分标准[3], 组织学评分显著高

于SHAM组(P <0.01), 而DEX组肺组织炎症反应

明显减轻, 组织学评分显著低于ALI组(P <0.01). 
肺组织学评分见表1. 
2.2 血清淀粉酶水平 SHAM组血清淀粉酶水平

处于低水平, ALI组明显升高(P <0.01), 而DEX组

较ALI组显著降低(P <0.05)(表2). 
2.3 血清TNF-α水平 ALI组显著升高, 并随时间

延长逐渐升高; 而SHAM组及DEX组明显低于

ALI组(表2). 
2.4 肺干/湿比值测定 ALI组肺干/湿比值明显增

加, DEX组与其相比显著性降低(P <0.05)(表2). 
2 .5  肺组织中A Q P-1 m R N A表达结果分析 
ALI组AQP-1 mRNA表达较SHAM组显著下

调(P <0.01),  而D E X组则较A L I组明显上调

(P <0.05)(表2, 图1). 
2.6 肺组织中AQP-1免疫组化分析 SHAM组可见

AQP-1表达, 而ALI组AQP-1表达明显下调, 随着

时间推移, 肺水肿逐渐加重, 伴随肺干/湿比值、

血清TNF-α水平的升高, AQP-1表达下调逐渐加

剧, DEX组较ALI组呈显著上调(表2, 图2).

3  讨论

SAP发病急剧, 病死率高. 早期死亡的主要原因

是由于合并出现了ALI[1], 因此在SAP早期采取

有效的治疗措施, 减少ALI的发生, 会大大提高

SAP的生存率. 对于ALI的发病机制, 以往的研

究认为炎症介质和细胞因子的过度激活与释放

有关[2]. 其中TNF-α作为SAP早期即出现的炎症

图  1  各组大鼠造
模后8 h时肺组织
AQP-1 mRNA表达
结果. 1: SHAM组; 

2: ALI组; 3: DEX

组.

■创新盘点
本文通过动物实
验证实AQP-1参
与了急性胰腺炎
肺 损 伤 的 病 理
过 程 ,  同 时 证 实
AQP-1的表达受
TNF-α的影响, 地
塞米松可通过上
调AQP-1的表达
而减轻急性胰腺
炎肺损伤的程度.

表  2  各组大鼠检测指标比较(n  = 8)

     
分组	 时间(h)     Amy(μkat/L)        Po2(mmHg)               W/D                  TNF-α(ng/L)           AQP-1 mRNA     AQP-1免疫组化             

SHAM组	     4	 15.2±1.5         12.6±0.5         5.28±0.32          71.25±5.25         0.794±0.015          193±8

	     8	 17.5±0.7         11.3±0.7         6.31±0.25          74.31±6.43         0.812±0.032          201±7

	   12	 16.0±1.6         11.8±0.4         6.12±0.31          78.28±5.26         0.782±0.021          198±5

ALI组	     4	 68.7±6.0b          8.7±0.8b        9.52±0.71b       143.47±29.00b     0.403±0.018b         104±4b

	     8	 75.7±7.3b          7.9±1.1b      10.45±0.47b       234.20±13.23b     0.382±0.025b           96±5b

	   12	 69.2±8.9b          7.4±0.8b      11.72±0.68b       273.86±14.21b     0.361±0.016b	          94±3b

DEX组	     4	 20.5±2.3d        10.6±0.2c	  6.82±0.28c         98.32±27.00c     0.681±0.031c	        145±6c

	     8	 21.9±2.8d        10.1±0.3c	  6.72±0.34c       110.48±32.12c     0.763±0.013c	        152±8c

	   12	 18.8±3.6d          9.8±0.5c	  6.12±0.52c       108.72±27.42c     0.784±0.032c	        154±4c

bP<0.01 vs  SHAM; cP<0.05 vs  ALI; dP<0.01 vs  ALI.

M   1   2   3

AQP-1

b-actin
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介质, 被认为是引起ALI的关键性物质, 其出现

及水平的高低已经成为判定SAP发病严重程度

及预后的早期指标[4-5]. ALI后肺水肿是导致急性

呼吸功能衰竭的病理基础, 虽然涉及的因素较

多, 但主要是肺内液体渗出与清除失衡的结果. 
以往人们一直侧重研究血管内皮细胞的通透性, 
而对病理条件下肺组织水通道蛋白的作用认识

不足. 
AQP是1990年代早期人们发现的、存在哺

乳动物细胞膜上的一类疏水性蛋白, 是一种可

调节进出细胞膜的水通道同源蛋白质大家族

的总称, 他的存在很好解释了水分子的快速转

运[6-7]. AQPs不仅参与生理状态下液体的转运, 
可能还与病理状态下液体的转运失衡有关. 目
前已证实肺组织中存在AQP-1, AQP-3, AQP-4, 
AQP-5等, 并参与了多种肺水肿性疾病的发生, 
尤其是AQP-1被证实参与了高氧肺损伤、内毒

素肺损伤等多种病理生理过程[8-10]. 而对于SAP
继发ALI的病理过程中AQP-1作用目前研究甚

少. 本实验结果证实, 在SAP继发ALI的过程中, 
随着肺水肿的出现, AQP-1在肺组织中的蛋白

表达及mRNA水平出现下调, 与SHAM组相比

有显著差异(P <0.01), 其下调水平与肺水肿的程

度成正比. 而在DEX组, 肺水肿程度较ALI组减

轻, AQP-1在肺组织中的蛋白表达及mRNA水平

相应出现显著上调(P <0.05), 证实了AQP-1确实

参与肺水肿的形成. 同时本实验结果提示在ALI
组, TNF-α水平显著高于SHAM组(P <0.01), 随着

时间的推移、TNF-α水平逐渐升高, 肺损害逐渐

加重, 表现为低氧血症逐渐加重, 肺水肿逐渐加

重, 与此同时AQP-1蛋白表达及mRNA水平出现

下调, 下调程度与TNF-α的升高水平存在负的

线性关系, 提示AQP-1在肺组织的表达与TNF-α
密切相关. Towne et al [11]证实TNF-α可能通过

与TNF-α受体1结合激活了NF-kB途径下调了

AQP-5的蛋白表达和mRNA水平, 推测TNF-α也
可能通过同样途径下调了AQP-1的蛋白表达和

mRNA水平. 
由于激素作为非特异性免疫抑制剂, 具有

抑制多种炎症介质及细胞因子的合成与释放, 
所以地塞米松(DEX)很早即被应用于治疗SAP, 
以减轻ALI的严重程度. 本实验中, DEX组肺损

伤程度、TNF-α升高水平等指标均好于ALI组
(P <0.01). DEX同时上调了AQP-1在肺组织中的

蛋白表达及mRNA水平, 具体机制可能与DEX降

低了TNF-α水平有关, 另外King et al [12]在AQP-1
启动子中发现糖皮质激素反应元件, 提示DEX
可调节AQP-1的表达. 

本实验初步证实AQP-1确实与SAP合并ALI
的形成有关, AQP-1的表达与TNF-α等因素有关, 
DEX可调节AQP-1的表达. 关于AQP-1参与AP
时ALI形成的确切机制、AQPs的表达与AP类型

■应用要点
本研究为今后治
疗急性胰腺炎肺
损伤中寻找能够
调整AQP-1表达
的治疗方法提供
参考.

图  2  各组大鼠造模后8 h时肺组织AQP-1免疫组化结果. A: 阴性对照; B: SHAM组; C: ALI组; D: DEX组.

A B

DC

■名词解释
AQP-1: 水通道蛋
白-1, 是水通道家
族的一个亚型, 在
肺组织中分布, 是
肺水转运的快速
通道, 与多种肺水
肿性疾病的形成
有关.
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和时间的关系及寻找有效调节AQP-1表达的措

施还有待进一步深入研究. 
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■同行评价
研 究 水 通 道 蛋
白-1(AQP-1)在急
性胰腺炎大鼠肺
组织中的表达及
其功能, 探讨其表
达与肺损伤发生
机制的关系, 对于
探讨急性胰腺炎
重症化和多器官
功能障碍的发病
机制具有重要意
义 .  文 章 选 题 新
颖, 立题有据, 结
果 准 确 ,  结 论 可
信, 有重要理论价
值和临床意义.
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Abstract
AIM: To observe the alterations of interstitial 
cells of Cajal (ICC) and stem cell factors (SCF) 
in colon tissues with slow transit motility of 
diabetes mellitus, and study their roles and 
possible regulatory mechanism.

METHODS: A total of 54 male Sprague-Dawley 
rats were randomly and averagely divided into  
diabetes group and control group. Diabetes 
model was induced by intraperitoneal injec-
tion of streptozotocin. Nine rats of the above 
two groups were killed respectively 6, 8 and 10 
weeks after injection. The alterations of ICC and 
membrane-bound SCF (M-SCF) in the proximal 
colon tissues were analyzed by immunohisto-
chemistry, transmission electron microscopy and 
Western blot, and the serum concentration of 

soluble SCF (S-SCF) were examined by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA).

RESULTS: The level of blood glucose was el-
evated while the intestinal propulsive rate was 
lowered with the prolonging of time (P > 0.05). 
Immunohistochemistry showed that the num-
ber of myenteric ICC was significantly higher 
in diabetic rats than that in the controls, and the 
expression of proximal colon ICC was decreased 
with the time prolonging. Electron microscopy 
exhibited damaged microstructures of colonic 
ICC such as swelling, vacuole-like degenera-
tion of mitochondria and obvious decrease of 
organelles. Meanwhile, the serum concentration 
of S-SCF was remarkably lower in diabetic rats 
than that in the controls (6 wk: 0.93 ± 0.53 μg/L 
vs 1.87 ± 0.92 μg/L, P < 0.05; 8 wk: 0.78 ± 0.21 μg/L 
vs 1.76 ± 0.94 μg/L, P < 0.05; 10 wk: 0.73 ± 0.20 μg/L 
vs 1.82 ± 0.96 μg/L, P < 0.05), but the content of 
M-SCF in the colon tissues had no significant 
difference between the diabetic and normal rats 
(P > 0.05). The alteration trend of S-SCF concen-
tration was in accordance with that of ICC num-
bers.

CONCLUSION: Decrease of colonic ICC quan-
tity and serum S-SCF concentration, and dam-
aged microstructures of ICC are demonstrated in 
diabetic rats with slow transit motility of colon, 
and these changes and their successive regula-
tion may contribute to the pathogenesis of slow 
transit motility.

Key Words: Interstitial cells of Cajal; Stem cell fac-
tor; Colon with slow transit motion; Diabetes mel-
litus

Luo Y, Lin L, Zhang HJ, Li XL, Wu GJ, Wang MF. 
Alteration of Cajal interstitial cells and stem cell factors in 
colon with slow transit motility of diabetes mellitus. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(5):458-463

摘要
目的: 了解Cajal间质细胞(ICC)、干细胞因子
(SCF)在糖尿病大鼠结肠慢传输运动模型中的
变化, 探讨其作用及可能的调控机制. 

®

■背景资料
糖尿病胃肠动力
障碍作为糖尿病
常见并发症, 严重
影响着患者的生
活质量和各种治
疗性药物的吸收, 
直到目前其发病
原因仍不甚清楚. 
随着对Cajal间质
细胞功能的不断
认识, 使人们看到
了解决这个问题
的曙光.
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方法: 54只♂SD大鼠分为糖尿病和正常对照
组, 经腹腔注射链脲佐菌素建立糖尿病大鼠
模型, 于造模后6, 8, 10 wk各组分别处死9只大
鼠, 以免疫组化、透射电镜研究近端结肠组
织中ICC的变化, 以Western blot方法检测近端
结肠组织中膜结合型干细胞因子的表达, 以
ELISA测定血清中可溶型SCF的浓度, 分析他
们之间的相关性. 

结果: 糖尿病大鼠血糖随时间增加而升高, 而
胃肠推进率却降低(P >0.05). 免疫组化结果显
示, 6, 8, 10 wk时的糖尿病大鼠肌间ICC表达
较对照组明显减少(P <0.05), 且糖尿病大鼠近
端结肠ICC数量随时间推移有逐渐降少的趋
势. 透射电镜显示糖尿病大鼠结肠ICC线粒体
肿胀、空泡样变, 细胞器数量明显减少. 与对
照组相比, 糖尿病大鼠血清中可溶型SCF显著
降低(6 wk: 0.93±0.53 μg/L vs  1.87±0.92 μg/
L, P <0.05; 8 wk: 0.78±0.21 μg/L vs  1.76±
0.94 μg/L, P <0.05; 10 wk: 0.73±0.20 μg/L vs  
1.82±0.96 μg/L, P <0.05), 而结肠组织中的膜
结合型SCF无明显差异(P >0.05), 且可溶型干
细胞因子与ICC具有相同的变化趋势.

结论: 糖尿病胃肠动力障碍大鼠存在血清中
可溶性干细胞因子浓度下降以及结肠组织中
ICC数量减少和结构破坏, 这些变化及其可能
存在的序贯性调控作用可能是糖尿病出现结
肠慢传输变化的基础.

关键词: 干细胞因子; 糖尿病; 结肠慢传输运动; 

Cajal间质细胞 
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0  引言

糖尿病胃肠动力障碍是糖尿病最常见的并发症

之一, 但其发病机制目前尚不十分清楚, 研究已

经发现, 这可能与糖尿病胃肠道中对胃肠运动

起重要作用的Cajal间质细胞(interstitial cells of 
Cajal, ICC)的数量和结构异常有关[1-9], 但引起

ICC异常的调控因素却知之甚少. 有关研究已

经发现: K i t受体(蛋白)是ICC的特异性标记物, 
其天然配基干细胞因子(stem cell factor, SCF)
与Kit受体结合形成SCF-KIT系统, 参与机体所

有含K i t受体细胞的发育、增殖及分化[10-16], 而
干细胞因子又有两种形式 :  可溶型干细胞因

子(soluble stem cell factor, S-SCF)及膜结合型

干细胞因子(membrane-bound stem cell factor, 
M-S C F), 目前对S C F的研究报道主要集中在

S-SCF, 而对M-SCF的生物学作用知之相对为少. 
两者都有生物学活性, 均可影响髓系和红系造

血, 且S-SCF可能指导造血祖细胞的迁移和精原

细胞、黑色素细胞(均为Kit阳性细胞)在胚胎发

育中的生成或皮肤黑色素细胞的存活; 而对于

同样拥有Kit受体的ICC, 其调控作用尚不明确. 
糖尿病胃肠动力障碍时胃肠道ICC表达异常是

否与SCF改变有关, 本实验拟对此作出研究-观
察两种SCF和ICC在糖尿病胃肠动力障碍机体肠

道中的变化情况, 并探讨SCF对ICC可能的调控

作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年♂SD大鼠(上海, 斯莱克公司)54
只, 体质量180-200 g, 随机分为: 实验组(糖
尿病组)27只;  正常对照组27只 .  链脲佐菌素

(streptozotocin, STZ, Sigma, USA), 印度墨水(南
京晚晴化玻仪器有限公司), c-K i t抗体(sc-168, 
兔多克隆抗体, Santa Cruz, USA), SCF抗体

(Peprotech, 羊多克隆抗体, USA), 兔抗羊二抗

(Santa Cruz, USA), 免疫组化SP法试剂盒(福州迈

新生物有限公司), SCF ELISA试剂盒(RapidBio 
Lab, California, USA), 透射电镜等.
1.2 方法 

1.2.1 糖尿病大鼠模型的建立 实验组大鼠腹腔

内一次性注射STZ 60 mg/kg[17-18]; 正常对照组

腹腔内注射等量柠檬酸注射液. 3 d后测定血糖, 
糖尿病组大鼠以血糖≥16.7 mmol/L(300 mg/dl)
者为糖尿病模型建立, 血糖<16.7 mmol/L者剔

除实验[17]. 所有大鼠在无特定病原体(spec i f ic 
pathogen free, SPF)级环境饲养, 监测大鼠血糖等

一般情况. 
1.2.2 糖尿病胃肠动力障碍模型的形成和确认 
所有大鼠均记录(1)日平均粪便重量和性状; (2)
胃肠推进率: 于造模后6, 8, 10 wk各组分别处死

9只大鼠, 所有大鼠于处死前均给予印度墨水

(10 μL/g体质量)灌胃, 30 min后颈椎脱臼处死大

鼠, 剖腹取出全部胃肠道, 测量并计算无张力下

胃肠推进率(胃肠推进率 = 墨汁推进距离/肠道

全长×100%)[19]. 根据张亚萍 et al [6]报道方法, 具
备以上任一种显著变化情况时, 则可认为糖尿

病胃肠功能紊乱大鼠模型建立成功. 
1.2.3 免疫组化(SP法)分析ICC表达情况 剪取大

■研发前沿
Cajal间质细胞作
为胃肠道起搏细
胞, 当前研究证实
他与多种胃肠动
力性疾病相关, 已
成为此领域研究
的一个热点.
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鼠近端结肠长约0.5 cm, PBS冲洗、40 g/L多聚

甲醛固定, 常规包埋、切片、脱蜡、水化、抗

原修复. 滴加c-Kit一抗(1∶50稀释)50 μL, 37℃
孵育1 h后4℃过夜, 先后滴加生物素标记的二抗

C及链霉素抗生物素蛋白-过氧化酶D各50 μL, 
室温孵育15 min, DAB显色1-10 min, 苏木素衬

染细胞核, 冲洗、脱水透明、封片、显微镜观

察. 阳性结果判断: 显微镜下胞质出现棕黄色片

状或颗粒状物为阳性反应. 
1.2.4 电镜观察 取近端结肠长约1 cm, 清洗吸干

后, 立即放入50 g/L戊二醛中固定. 经前固定、

漂洗、后固定、漂洗、块染、脱水、浸渍后包

埋成块, 60℃恒温箱36 h, 光镜下半薄切片定位, 
确定组织分层后, LKB-Ⅱ超薄切片机切片, 行透

射电镜观察、照相. 
1.2.5 酶联免疫吸附实验(ELISA)检测血清中

SCF(S-干细胞因子)的浓度 血清按1∶10 000稀
释, 依照试剂盒要求步骤操作, 最后在酶标仪上

450 nm波长处读取A值并换算成浓度. 
1.2.6 Western blot法检测结肠组织中M-干细胞

因子的含量 近端结肠组织研磨后提取蛋白并定

量, 150 g/L SDS-PAGE凝胶40 μg蛋白/孔, 恒流

40 mA电泳, 恒压100 V电转膜2 h, 将蛋白转印至

PVDF膜. 50 g/L脱脂奶粉于室温封闭2 h, 加入稀

释的SCF羊抗鼠多克隆抗体(0.1 mg/L)37℃孵育

1 h后4℃过夜. TBST洗膜后, 加1∶3000 HRP标
记二抗, 28℃孵育90 min, TBST洗膜, 加入化学

发光试剂至膜上1 min, 最后曝光、显影.
统计学处理 所有数据录入SPSS10.0软件包

分析, 采用成组t检验和方差分析, 以均数±标准

差表示, P <0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 空腹血糖 饲养6, 8, 10 wk后, 糖尿病组血糖

明显高于相应对照组(P <0.05)(图1), 且随病程延

长糖尿病组血糖有逐渐升高的趋势(F = 1.156, 
P >0.05). 
2.2 胃肠推进率 在6, 8, 10 wk时, 糖尿病组均较

对照组显著降低, 有统计学差异(P <0.05)(图2), 
且胃肠推进率随时间推移有逐渐降低的趋势(F 
= 2.201, P >0.05). 
2.3 免疫组化结果 ICC主要位于结肠肌间、黏

膜下及肌内, 尤以肌间表达丰富. 6, 8, 10 wk时
的糖尿病大鼠肌间ICC表达较对照组明显减少

(P <0.05), 且糖尿病大鼠近端结肠ICC表达随时

间推移有逐渐降少的趋势(图3). 

2.4 透射电镜结果 正常大鼠结肠ICC主要分布于

环肌层与纵肌层之间、环肌细胞之间、环肌层

内表面, 常与神经纤维末梢及神经束平行分布, 
可见散在缝隙连接, 核不规则, 胞质少, 有较完

整的基膜, 胞质内富有细胞器, 以线粒体最丰富, 
紧密排列在胞质里, 游离核糖体与多聚核糖体

亦多见, 偶有粗面内质网、滑面内质网及高尔

基体等. 糖尿病大鼠结肠ICC线粒体肿胀、空泡

样变、甚至溶解, 胞质、基膜部分溶解, 细胞器

数量较正常明显减少, 细胞内大量空泡形成, 内
质网明显扩张, 部分粗面内质网脱颗粒, ICC之
间、与平滑肌细胞、神经末梢之间的缝隙连接

结构破坏并减少. 此变化随时间延长有愈发严

重的趋势(图4). 
2.5 血清SCF浓度 血清中S-SCF, 6 wk时糖尿

病组和对照组分别为0.93±0.53 μg/L和1.87
±0.92 μg/L(P <0.05); 8 w k时分别为0.78±
0.21 μg/L和1.76±0.94 μg/L(P <0.05); 10 wk时分

别为0.73±0.20 μg/L和1.82±0.96 μg/L(P <0.05); 
均存在统计学差异, 且糖尿病各组S-SCF随时间

图  1  正常及糖尿病组空腹血糖值. aP<0.05 vs  正常组.

■创新盘点
本研究通过在体
大鼠实验, 在验证
糖尿病胃肠动力
障碍Cajal间质细
胞的变化基础上, 
从其配基干细胞
因子方面探讨其
可能的调控因素, 
此在国内尚无报
道, 而国外仅见个
别通过离体培养
在此方面作出的
相关研究.
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推移有逐渐下降的趋势(F = 0.593, P >0.05). 
2.6 结肠组织SCF的Western blot结果 近端结

肠组织中M-SCF, 经Western blot检测发现6, 8, 
10 wk时糖尿病组与对照组之间, M-SCF均无明

显差异(P >0.05)(图5).

3  讨论

胃肠动力障碍是糖尿病常见并发症, 随着对ICC
是胃肠道起搏细胞并传导肌电信号理论[20-23]的

不断认识, 愈来愈多的证据[1-9]表明胃肠道组织

内ICC数量减少及结构破坏导致胃肠功能紊乱

发生, 由于ICC数量减少和结构破坏, 导致胃肠

起搏功能减弱及电兴奋传导衰减, 平滑肌产生

异常的不规则慢波、收缩运动障碍、蠕动减少

或不能产生有效的推进性收缩运动, 临床上出

现胃肠动力障碍症状. 本实验中, 糖尿病大鼠模

型, 经胃肠通过指数检测筛选出胃肠动力障碍

大鼠(主要为胃肠转运减慢). 免疫组化和透射电

镜发现糖尿病大鼠近端结肠肌间丛ICC数量明

显减少, 超微结构破坏, 且随时间推移ICC数量

■应用要点
阐明糖尿病胃肠
动力障碍的致病
原因及可能的调
控因素, 可为临床
治疗和开发相关
用药提供理论基
础.

A B C

D E F

图  3  正常及糖尿病组肌间ICC免疫组化结果(×400). A-C: 正常组; D-E: 糖尿病组; F: 糖尿病组近端结肠组织; A, D: 6  wk; 

B, E: 8  wk; C, F: 10 wk.

A B C D

图  4  正常及糖尿病组肌间ICC电镜结果. A: 正常组(×15 000); B: 6 wk糖尿病组(×25 000); C: 8 wk糖尿病组(×20 000); D: 

10  wk糖尿病组近端结肠组织(×15 000).

图  5  近端结肠组织中膜结合型SCF的Western blot结果. 1, 

3, 5: 糖尿病组; 2, 4: 正常组; 6: 正常组近端结肠组织; 1-2: 

6  wk; 3-4: 8 wk; 5-6: 10 wk.
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进一步减少、超微结构破坏加重, 与文献报道

相符, 提示胃肠道ICC数量减少和结构改变可能

是导致糖尿病胃肠动力障碍的机制之一, 且随

病程延长这种改变愈加明显. 由于ICC数量减少

和结构破坏, 导致胃肠起搏功能减弱及电兴奋

传导衰减, 平滑肌产生异常的不规则慢波、收

缩运动障碍、蠕动减少或不能产生有效的推进

性收缩运动, 临床上出现胃肠动力障碍症状. 本
实验结果还提示, ICC数量减少和结构破坏与糖

尿病的病程有关, 有随病程延长而改变愈加明

显的的趋势. 
SCF作为ICC的特异性标志物Kit受体的天

然配基, 他参与机体发育中的多种细胞生长的

调控, 是一种多功能细胞生长因子, 在细胞增

殖、分化和迁移过程中发挥重要的调控作用[24]. 
天然的SCF存在两种类型: S-SCF和M-SCF, 两者

都有生物学活性, 他们是通过蛋白水解酶位点

的相互剪切而产生(6位外显子编码一种蛋白水

解酶, 含有可产生S-SCF, 否则产生M-SCF). Kit
受体被其配体SCF活化后, PI3激酶活化, 导致磷

酸肌醇的肌醇环O-H位点磷酸化, 产生3, 4, 5-三
磷酸磷脂酰肌醇, 使多个信号途径活化, 此对于

ICC的分化、发育、增殖及表型维持具有重要

作用[16]. 另有文献报道, 造血干细胞和胰岛组织

等含有Kit受体的细胞, 在其发育及分化过程中

亦需要SCF-Kit信号的持续刺激[11-14], 可见SCF-
K i t的信号通路在所有K i t阳性细胞的形态和功

能维持方面具有重要的意义. 有关ICC受SCF-
K i t系统的调控作用, 先前多数研究均集中于

Kit受体方面(如ACK2受体阻滞)[20,25], 而理论上

SCF的改变将可能同样影响ICC的存在及功能 ,  
B a t t a g l i a  e t  a l [8 ]的报道及 I C C离体培养实

验[15,26]均支持此种推测. 究竟糖尿病胃肠动力障

碍时有无SCF表达下调、何种亚型表达异常并

发挥作用, 目前尚无明确结论. 本实验显示: 糖
尿病大鼠血清中S-SCF显著降低, 且随病程延长

有愈加明显的趋势; 而在糖尿病病程的不同阶

段, 均未见M-SCF的表达与正常组存在差异. 此
与Horvath et al [27]关于糖尿病时胃肠道S-SCF-
RNA表达下调报道相一致. 作为Kit受体的功能

性配基, S-SCF表达的降低, 将导致SCF-Kit信号

传导功能减弱, 影响ICC发育、增殖、分化及表

型维持[15-16]. 
文献报道, SCF变异及降低后可见ICC的数

量减少[28-29],  Horvath et al [30]亦提出, 胰岛素及胰

岛素样生长因子-Ⅰ刺激SCF的表达, 对于维持

ICC的长期存在是必需的, 糖尿病胃肠动力障碍

时可能由于胰岛素分泌减少, 使SCF表达下降, 
导致ICC异常改变而致病. 本实验中作为信号通

路的一方面, S-SCF的降低将影响ICC的表达, 结
合糖尿病大鼠血清中S-SCF呈渐进性的降低, 与
ICC随糖尿病病程的延长逐渐减少具有相同的

变化趋势, 更加提示血清中SCF降低与结肠组织

ICC异常改变具有一定相关性, SCF浓度降低可

能是糖尿病胃肠慢传输运动时ICC表达下调的

动因之一. 至于实验结果中糖尿病大鼠结肠组

织M-SCF在病程的不同阶段改变均不明显, 是
否与实验模型和检测部位有关, 或有其他作用

途径, 尚需进一步实验加以证实. 
ICC异常改变可能是糖尿病胃肠动力障碍

的重要发病因素之一, SCF-Kit系统下调可能是

其上游调控因素, 但糖尿病时血清中SCF表达下

调的机制, 他是否影响ICC的存在及功能, 糖尿

病胃肠动力障碍时ICC的改变是否受存在其他

调控途径, 都有待于进一步研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the differentiation of 
bone marrow stromal stem cells (BMSCs) into 
hepatocytes in vitro and the reparation of liver 
cells after BMSCs transplantation in mice with 
liver injury.

METHODS: BMSCs were induced by hepatic ex-
tract fluid (HE) to differentiate into hepatocytes 
in vitro, which was identified by immunocyto-
chemistry and Indocyanine green (ICG) stain-
ing. The BrdU-labeled BMSCs were transplanted 
into the mice through caudal vein, and then the 
their distributions were detected by immunohis-
tochemistry. The concentration changes of as-
partate aminotransferase (AST, nkat/L), alanine 

aminotransferase (ALT, nkat/L) and alkaline 
phosphatase (AKP, nkat/L) were observed by 
serum enzymology test on the 7th, 14th, 28th day 
after transplantation.

RESULTS: BMSCs were differentiated into 
hepatocytes under the induction of HE in vitro, 
but the expression levels of α1-antitrypsin (4 d: 
52.5 ± 3.9 vs 76.8 ± 4.5, P < 0.05; 14 d: 60.3 ± 6.1 
vs 85.4 ± 7.6, P < 0.05; 21 d: 80.5 ± 8.0 vs 105.7 ± 
8.6, P < 0.05) and albumin (4 d: 43.2 ± 6.5 vs 71.6 
± 7.6, P < 0.05; 14 d: 61.5 ± 10.4 vs 93.6 ± 13.9, P < 
0.05; 21 d: 80.6 ± 17.1 vs 128.3 ± 22.2, P < 0.05) in 
the HE-induced cells were significantly higher 
than those in the hepatic growth factor-induced 
ones. It was found that the transplanted BMSCs 
slowly transferred from the portal area to liver 
parenchyma, and fused with liver cells. The se-
rum concentration of ALT (7 d: 493.43 ± 120.02 
vs 696.81 ± 140.03, P < 0.01; 14 d: 558.45 ± 130.03 
vs 780.16 ± 151.7, P < 0.01; 28 d: 583.45 ± 138.36 
vs 880.18 ± 170.53, P < 0.01), AST (7 d: 1521.97 ± 
186.7 vs 2342.14 ± 208.38, P < 0.01; 14 d: 1590.32 ± 
200.04 vs 2692.21 ± 238.38, P < 0.01; 28 d: 1625.33 
± 208.38 vs 2872.24 ± 281.72, P < 0.01) and AKP (7 
d: 1.24 ± 0.22 vs 1.78 ± 0.18, P < 0.01; 14 d: 1.21 ± 
0.21 vs 2.00 ± 0.19, P < 0.01; 28 d: 1.32 ± 0.19 vs 2.27 
± 0.20, P < 0.01) were lower in the transplanted 
group than those in liver-injury group, but still 
higher than those in the normal controls.

CONCLUSION: BMSCs can differentiate into 
hepatocytes under the induction of HE in vitro, 
and the transplantation of BMSCs can be helpful 
in the repair of injured liver in mice.

Key Words: Bone marrow stromal stem cell; Hepa-
tocyte; Differentiation; Transplantation

Guo FF, Liu XP, Gao SL, Feng ZH. Differentiation 
into hepatocytes and transplantation of bone marrow 
stromal stem cells.  Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(5):464-470

摘要
目的: 研究骨髓基质干细胞(BMSCs)在体外向
肝细胞的定向分化和体内移植后对小鼠受损
肝脏的修复作用. 

®

■背景资料
骨髓基质干细胞
(BMSCs)是骨髓
内的一种非造血
干细胞, 他既有自
我复制和高度增
殖的能力, 又有多
向分化的潜能. 利
用BMSCs的可获
得性、可扩增性
及可多向分化性, 
可将BMSCs应用
于细胞替代及组
织器官再造等治
疗方法, 具有非常
重要的理论研究
意义和临床应用
价值.
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方法:  在体外培养体系中用肝细胞提取液
(HE)模拟体内肝脏微环境, 诱导BMSCs向肝
细胞定向分化, 以免疫细胞化学和吲哚靛青绿
(ICG)染色检测其分化程度. 将5-溴脱氧尿嘧
啶核苷(BrdU)标记的BMSCs移植入小鼠体内, 
免疫组织化学方法显示BMSCs在肝脏的分布, 
血清酶学检测肝脏受损小鼠移植后7, 14, 28 d
谷草转氨酶(AST, nkat/L)、谷丙转氨酶(ALT, 
nkat/L)和碱性磷酸酶(AKP, nkat/L)的含量
变化. 

结果: 在体外BMSCs可由HE诱导分化成肝
细胞, 但HE诱导组α1-抗胰蛋白酶(4 d: 52.5
±3.9 vs  76.8±4.5, P <0.05; 14 d: 60.3±6.1 vs  
85.4±7.6, P <0.05; 21 d: 80.5±8.0 vs  105.7±
8.6, P <0.05)和白蛋白(4 d: 43.2±6.5 vs  71.6
±7.6, P <0.05; 14 d: 61.5±10.4 vs  93.6±13.9, 
P <0.05; 21 d: 80.6±17.1 vs  128.3±22.2, P < 
0.05)表达量少于H G F诱导组; 体内移植后
BMSCs整合于肝实质内; 肝脏受损小鼠移植
BMSCs后, 血清中ALT (7 d: 493.43±120.02 vs  
696.81±140.03, P <0.01; 14 d: 558.45±130.03 
vs  780.16±151.7, P <0.01; 28 d: 583.45±
138.36 vs  880.18±170.53, P <0.01)、AST (7 d: 
1521.97±186.7 vs  2342.14±208.38, P <0.01; 
14 d: 1590.32±200.04 vs  2692.21±238.38, 
P <0.01; 28 d: 1625.33±208.38 vs  2872.24±
281.72, P <0.01)和AKP(7 d: 1.24±0.22 vs  1.78
±0.18, P <0.01; 14 d: 1.21±0.21 vs  2±0.19, 
P <0.01; 28 d: 1.32±0.19 vs  2.27±0.2, P <0.01)
比损伤组小鼠相应值均有下降, 但仍高于正常
对照组.

结论: BMSCs在体外可由HE诱导分化成肝细
胞, 在体内移植后可促进小鼠受损肝脏的修复.

关键词: 骨髓基质干细胞; 肝细胞; 分化; 移植 
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0  引言

骨髓基质干细胞(bone marrow stromal stem cells, 
BMSCs)是骨髓内的一种非造血干细胞[1], 他既

有自我复制和高度增殖的能力, 又有多向分化

的潜能[2-4]. 利用BMSCs的可获得性、可扩增性

及可多向分化性, 可将BMSCs应用于细胞替代

及组织器官再造等治疗方法, 具有非常重要的

理论研究意义和临床应用价值. 现已有大量研

究证实, 在体外培养条件下BMSCs可由HGF等
细胞因子诱导向肝细胞分化, 并可释放多种肝

细胞因子[5], 但体内移植后BMSCs对受损肝脏是

否有修复作用则鲜见报道. 本实验从小鼠骨髓

中分离BMSCs细胞, 以肝细胞提取液(HE)模拟

体内微环境, 体外诱导BMSCs向肝细胞分化; 然
后将标记的BMSCs通过尾静脉移植入肝脏损伤

小鼠体内, 检测BMSCs移植后在肝实质内的分

布, 并检测移植后小鼠肝脏损伤修复程度. 以期

摸索一种慢性肝脏损伤治疗的新途径, 为临床

上应用BMSCs细胞移植治疗慢性肝脏疾病提供

理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 D M E M-L G培养液 (G i b c o公司 ) ; 
100 mL/L新生牛血清(奥地利PAA); 肝细胞生长

因子(HGF, Sigma公司); AAT抗体(北京中杉金桥

生物技术有限公司); ALB抗体(丹麦Dako公司); 
ICG(吲哚靛青绿, Sigma公司); BrdU(Sigma公
司).
1.2 方法 健康昆明种小鼠(♂, 体质量18-22 g)
脊椎脱臼处死, 无菌条件下取股骨和胫骨. 用含

100 mL/L新生牛血清的DMEM-LG培养液冲洗

骨髓腔. 将收获的骨髓反复吹打成为细胞悬液, 
离心后重新悬浮, 调整密度为1×1010个/L, 放至

37℃、50 mL/L CO2、饱和湿度的CO2培养箱中

培养. 于24, 72 h换液, 以去除未贴壁的造血细

胞, 之后每3 d换液一次. 培养至12-14 d时, 当细

胞汇合80%时, 加入2.5 g/L胰蛋白酶和1 mmol/L 
EDTA混合消化液0.1 mL/cm2, 消化1-2 min. 离心

弃上清后重新悬浮, 以1∶2比例接种, 此为第一

代细胞. 在首次传代细胞汇合之前即再行传代. 
1.2.1 体外诱导小鼠BMSCs向肝细胞分化 取新

生小鼠肝脏, 称质量后加入D-hanks液匀浆, 调
整浓度为1 g/L. 将此溶液4℃下5000 r/min离心

20 min, 取其上清液, 过滤除菌制备肝细胞提

取液(HE). 将培养第二代的BMSCs按2×108/L
密度接种于预先置有小盖玻片的6孔板中, 分3
组进行诱导实验, 未诱导组: 不加任何诱导剂; 
肝细胞生长因子: 50 mg/L; 肝细胞提取液(HE): 
500 mg/L. 每组均3 d换液一次, 诱导组需重新加

入上述剂量的诱导剂. 用倒置显微镜观察诱导

组和未诱导组细胞分布及形态改变. 
分别于诱导的第4、14、21天从诱导组和

对照组的各个孔中取出一张小盖玻片, 40 g/L多
聚甲醛固定. 常规免疫细胞化学方法检测α1-抗

■研发前沿
现已有大量研究
集中在体外培养
条件下BMSCs向
肝 细 胞 的 分 化 , 
但 体 内 移 植 后
BMSCs对受损肝
脏是否有修复作
用则鲜见报道, 如
何调控BMSCs向
肝细胞分化及分
化后在肝脏修复
中的作用是现在
研究的热点.



www.wjgnet.com

466                      ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志         2007年2月18日       第15卷       第5期

胰蛋白酶(AAT)的表达. 一抗为1∶100兔抗AAT
抗体, DAB显色, 中性树胶封片. 免疫细胞化学

法检测白蛋白(ALB)的表达: 步骤同上, 一抗为

1∶200的ALB抗体. 采用MIAS-300型图像分析

系统(pcvision85 plus, 美国)对AAT和ALB表达的

免疫细胞化学结果进行灰度分析. 
BMSCs诱导后ICG摄取检测: 诱导21 d后, 

将非诱导组和两个诱导组的培养液吸弃, 加入

ICG溶液, 37℃孵育30 min[6]. 用PBS缓冲液轻洗3
遍, 倒置显微镜下观察细胞颜色和分布. 
1.2.2 小鼠体内注射BMSCs治疗慢性肝损伤 72
只小鼠, 随机分为正常对照组(A组)、CCl4损伤

组(B组)和CCl4损伤+BMSCs移植组(C组), 每组

24只. 
将CCl4溶液按0.1 mL/kg给B组和C组小鼠腹

腔注射, 每7 d注射2次, 共28 d[7], 制备慢性肝损

伤模型. 第二代BMSCs细胞培养3 d后, 在培养

瓶中加入10 μL BrdU溶液(BrdU, 50 mg; 二甲基

亚砜, 0.8 mL; 双蒸水, 1.2 mL)标记BMSCs 72 h. 
慢性肝损伤模型制备完毕后, 将C组小鼠选其

尾部左右两侧粗大静脉注入105个BrdU标记的

BMSCs, 在尾静脉注射后继续按原剂量腹腔注

射CCl4
[7]. 

免疫组织化学法检测受体肝脏内移植细胞

的分布: 分别于尾静脉注射BMSCs 7, 14和28 d
后取C组小鼠肝脏, 入40 g/L多聚甲醛固定24 h, 
梯度乙醇脱水, 二甲苯透明, 浸蜡包埋, 石蜡切

片. 免疫组织化学法检测受体肝脏内移植细胞

的分布. 
于BMSCs移植后7, 14和28 d将3组小鼠眼球

摘除取血, 离心获得血清, 全自动生化仪检测谷

丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)和碱性磷酸

酶(AKP)的含量[8-9].
统计学处理 数据资料以mean±SD表示并

进行双因素方差分析, 以P <0.05为有统计学差

异, P <0.01为有显著性差异. 应用统计软件SPSS 
11.0分析数据.

2  结果

2.1 体外诱导BMSCs向肝细胞分化 体外培养的

BMSCs细胞在HE或HGF诱导后形态逐渐发生

变化: 贴壁细胞聚集成簇状分布, 细胞突起回缩, 
细胞变圆, 并逐渐增多; 21 d后部分BMSCs呈肝

细胞样圆形, 有的可见双核. 而无诱导组BMSCs
大部分保持梭形, 带有长的胞质突起, 细胞核较

大, 扁圆形, 呈成纤维细胞样形态(图1).  
应用免疫细胞化学方法检测HGF或HE诱导

后BMSCs细胞中AAT和ALB的表达量, 图2为免

疫细胞化学法显示诱导14 d后AAT, ALB的表达

情况. HGF或HE诱导组细胞在诱导4, 14和21 d
后AAT和ALB在细胞中的表达量明显高于未诱

导组, 差异有统计学意义(P <0.01); 并且HE诱导

组与HGF诱导组的AAT和ALB表达量间存在统

计学差异(P <0.05)(表1). 另外从表1中可见, 无论

有无诱导剂3组细胞中AAT和ALB的表达量都表

现出随时间而递增的趋势.

■相关报道
目前多篇实验报
道已证实BMSCs
在体外可转化为
肝细胞, 诱导分化
方法主要有细胞
因子诱导, 共培养
和转基因3种, 其
中最常用的是在
培养液中添加细
胞因子的方法. 图  1  体外诱导BMSCs向肝细胞分化的形态(10×20). A: 诱导前; B: HGF诱导21 d; C: HE诱导21 d.

A B C

表  1  诱导后的骨髓基质干细胞AAT和ALB的表达(mean±SD, n  = 10)

     
                                              AAT(灰度值)	                                                             ALB(灰度值)

                        4 d	                 14 d	         21 d	                     4 d	             14 d	        21 d

对照	 33.8±5.1          37.4±7.5          43.2±9.1          13.6±3.4           18.2±4.5            23.9±7.4

HGF	 76.8±4.5b         85.4±7.6b	  105.7±8.6b         71.6±7.6b         93.6±13.9b       128.3±22.2b

HE	 52.5±3.9ab        60.3±6.1ab        80.5±8.0ab        43.2±6.5ab        61.5±10.4ab        80.6±17.1ab

aP<0.05 vs HGF组; bP<0.01 vs 对照组.
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诱导14 d后, 在整个视野中HE组约有20%的

BMSCs细胞形态变成卵圆形, 并能摄取ICG, 在
显微镜下观察呈现绿色(图3A); HGF组细胞约

50%可摄取ICG, 并成簇状排列, 细胞形态也由

卵圆形变为肝细胞样圆形(图3B); 而对照组细胞

则不能摄取ICG(图3C). 
2.2 小鼠体内注射BMSCs治疗慢性肝脏损伤 在
BMSCs细胞经尾静脉移植一定天数后, 将肝脏

损伤小鼠处死, 观察BrdU标记BMSCs细胞在肝

脏内的分布: 7 d后在肝脏汇管区周围的肝实质

内可见BMSCs细胞(图4A); 14 d后BMSCs细胞向

肝实质内转移(图4B); 28 d后BMSCs细胞在肝脏

内散在分布, 并与肝细胞紧密结合, 呈索状排列

(图4C). 
BMSCs细胞体内移植7, 14和28 d后分别检

测3组小鼠的血清中ALT, AST和AKP的变化, 损
伤组和损伤+BMSCs移植组ALT, AST和AKP值

明显高于正常对照组(两组均为: P <0.01), 损伤

+BMSCs移植组ALT, AST和AKP值与损伤组之

间差异有显著统计学意义(P <0.01). 另外, 损伤

组和损伤+BMSCs移植组ALT, AST和AKP值随

损伤时间的延长逐渐增大(表2).

3  讨论

骨髓中存在两种干细胞: 造血干细胞和BMSCs, 
有实验证实, BMSCs诱导后可向多种方向分化, 
包括神经细胞、肝细胞、成骨细胞、脂肪细

胞、胰岛细胞等, 这些分化过程需要多种不同

的细胞因子参与诱导[10-11]. Miyazaki et al [12]采用

不同浓度的HGF诱导BMSCs分化, BMSCs在用

较高浓度的HGF诱导时分化比较低浓度时好, 
细胞形成了类似成年大鼠肝细胞的结构; O h 
et al [13]及张刚庆 et al [14]的研究也有同样的结果. 
在单独或联合应用FGF, SCF, HGF和EGF的条件

■创新盘点
目 前 ,  关 于 干 细
胞转化为肝细胞
的研究集中在对
分化条件及分化
机 制 的 探 索 上 , 
本实验以肝细胞
提取液(HE)为培
养 微 环 境 ,  体 外
诱导BMSCs向肝
细 胞 分 化 ;  并 将
BMSCs移植入小
鼠体内, 检测移植
后小鼠肝脏损伤
修复程度, 为诱导
干细胞向肝细胞
分化以及人工肝
研究提供了一个
新的思路.

图  3  BMSCs细胞诱导14 d后ICG摄取(10×10). A: 未诱导组; B: HGF诱导组; C: HE诱导组.

A B C

图  2  BMSCs诱导14 d后AAT, ALB的表达(10×20). A, B, C: AAT; A: 未诱导组; B: HGF诱导组; C: HE诱导组; D, E, F: ALB; A: 

未诱导组; B: HGF诱导组; C: HE诱导组.

A B C

D E F
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下, 骨髓来源的多能干细胞可分化为肝细胞样

细胞 ,  并可以分泌白蛋白等肝细胞特异性物

质[15-17]. 还有报道将BMSCs与肝细胞共同培养

可诱导BMSCs分化成为肝细胞[18-19], NGF也可

成功诱导干细胞分化成为肝细胞[20]. 这就证明

BMSCs分化并不是受单一因子的调控, 而具体

调控分化的机制目前还不明确. 动物或人体内

环境复杂, 多种因素共同发挥作用维持体内稳

态, 所以体内不可能存在单纯一种或几种细胞

因子发挥作用的环境. 本实验脱离以前单独某

种因子作用的模式, 以肝细胞提取液(HE)模拟

肝脏内微环境. HE是由新生小鼠肝脏匀浆离心

后获得, 包含了多种新生小鼠肝细胞成熟所需

的细胞因子和肝细胞自身分泌的多种因子, 既
有促进肝细胞再生的因子, 又有抑制肝细胞增

生过度的因子, 所以HE可很好的模拟新生小鼠

肝脏内微环境, 为下一步体内移植BMSCs打下

良好的基础. 
从光镜下观察HE, HGF诱导的BMSCs形态

都发生了变化, 即细胞贴壁伸出的长触角回缩,
有由成纤维型逐渐变圆的趋势, 部分BMSCs细
胞形成胞质少、核呈卵圆形的小细胞, 而对照

组则无此变化. 目前研究认为, 卵圆细胞是一种

肝前体细胞, 具有分化为肝细胞和胆管上皮细

胞的双向分化能力[21-25]. 为进一步鉴定这种分化

细胞的性质, 我们用免疫细胞化学染色和细胞

摄取ICG验证. α1-抗胰蛋白酶(AAT)和白蛋白

(ALB)是常用的肝细胞检测标志, 在体内主要由

成熟肝细胞分泌; 能摄取ICG的细胞具有肝细

胞特异性的标志如ALB, AFP, HNF3b, LST-1等, 
可以推论ICG的摄取是肝细胞特异性的[6,26]. HE
诱导组与HGF诱导组在诱导后细胞形态变化、

免疫细胞化学染色和ICG摄取实验结果均显示: 
HE诱导组细胞分化明显高于未诱导组而比HGF

诱导组弱, 这也很好的说明了HE作用的复杂性. 
随着体外培养时间的延长, 未诱导组和诱导组

免疫细胞化学反应都有AAT和ALB阳性细胞, 并
且表达逐渐增强, 提示了在没有外源性细胞因子

存在的情况下BMSCs细胞也可由原始干细胞分

表  2  ALT, AST和AKP在3组小鼠血清中的表达(mean±SD, n  = 10)(nkat/L)

     
                                        ALT                                                                 AST	                                                     AKP

                 7 d	    14 d	         28 d	                7 d                  14 d                 28 d                7 d               14 d            28 d

A         275.06±      300.06±	     291.73±       503.43±       525.11±       515.10±       0.55±        0.57±       0.56±

           106.69          101.69           98.35           130.03           135.03          133.36           0.12            0.13          0.13 

B         696.81±      780.16±      880.18±     2342.14±     2692.21±     2872.24±       1.78±        2.00±       2.27±

           140.03b               151.70b              170.53b                208.38b                 238.38b                281.72b                0.18b                 0.19b                 0.20b

C         493.43±      558.45±      583.45±     1521.97±     1590.32±     1625.33±       1.24±        1.21±       1.32±

           120.02bd             130.03bd            138.36bd              186.70bd               200.04bd              208.38bd              0.22bd                0.21bd              0.19bd

bP<0.01 vs 组B; dP<0.01 vs 组A.

分组

■应用要点
本 研 究 诱 导
BMSCs向肝细胞
分化, 为临床上应
用干细胞的再生
和分化治疗肝脏
疾病提供有价值
的实验依据.

图  4  BMSCs体内移植后在肝脏内的分布. A: 7 d(10×20); 

B: 14 d(10×20); C: 28 d(10×10).

A

B

C
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化为肝细胞, 这可能与BMSCs细胞能够分泌多种

细胞因子如TNF, HGF, GM-CSF, IL-6等[27]有关.  
Okumoto et a l [18], 张刚庆 e t a l [19]分别将

BMSCs与肝细胞共同培养, 观察到BMSCs细胞

形态变成圆形, PCR和免疫细胞化学结果显示

分化后细胞能够表达白蛋白、HNF1α、CK8、
AFP及CK-18等肝细胞特异性蛋白. 本实验采

用肝细胞提取液作为诱导剂, 与将BMSCs和肝

细胞共培养的方法类似, 都使其培养环境中含

有多种因子, 可更好地模拟肝内微环境. 两种实

验比较发现, 分化后的细胞形态、数量和免疫

细胞化学结果相似, 说明肝细胞提取液中诱导

BMSCs分化的有效物质主要来之于肝细胞. 上
述共培养的实验研究未对分化后的BMSCs作功

能性检测, 无法与本实验中BMSCs体内移植后

的功能性研究作进一步的比较. 
本实验中BrdU标记的BMSCs细胞经尾静

脉注射入慢性肝脏损伤的小鼠体内后, 由汇管

区向肝实质内扩散. 在此过程中, BMSCs细胞不

断分化成肝细胞, 并在肝脏微环境下与成熟的

肝细胞紧密结合呈索状排列. Terada et al [4]证实

BMSCs细胞可以和其他种类的细胞发生自发性

融合, 接受来自外源细胞的表型, 包括与胚胎干

细胞, 脾细胞, 骨细胞等融合, 并表达其表型. 本
实验中BMSCs细胞进入肝脏也可能与肝细胞发

生一定程度的融合, 从而可以在短期内发挥修

复受损肝脏的作用; 同时还按原肝细胞的生长

方式排列, 避免了细胞异常增生可能造成的胆

管或血管的阻塞.  
我们在肝脏受损小鼠体内移植BMSCs细

胞后, 肝功能指标与未治疗组相比有明显好转, 
Takeda et al [27]发现BMSCs可通过分泌细胞因子

IL-6刺激肝细胞修复和再生, 由此推测可能是

BMSCs细胞分泌的多种细胞因子发挥了促进受

损肝脏功能恢复的作用, 这有待我们进一步通

过实验进行研究. 
BMSCs移植后在体内微环境、细胞生长因

子、基质细胞、细胞外基质等多种因素的共同

作用下, 不仅可以分化为肝细胞, 还有对受损肝

细胞的修复功能[28-29], 这为以后临床上治疗慢性

肝损伤提供了一个新的选择. 干细胞诱导后能

否具有肝细胞完整的功能且无致癌性将是我们

今后研究的重点. 
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■同行评价
目前, 国内外学者
多采用HGF为主
的多个细胞因子
组合来进行诱导
分化. 本研究在上
述基础上首先提
出用新生小鼠肝
细胞悬液做为诱
导剂, 成功的使骨
髓基质干细胞向
肝细胞样细胞定
向分化, 并具有一
定的功能, 且优于
HGF诱导组. 这是
本文的新颖和独
到之处, 为诱导干
细胞向肝细胞分
化以及人工肝研
究提供了一个新
的思路.
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Abstract
AIM: To prepare a highly specific and efficient 
egg yolk immunoglobul in ( IgY) against 
recombinant neutrophil activating protein (Nap) 
of Helicobacter pylori from the yolk of hen’s eggs.

METHODS: Recombinant bacteria of pQE30-
NapA-DH5α were cultured in large numbers 
to collect Nap protein. The recombinant protein 
was purified by Ni2+-NAT chromatography, 
and its protein concentration was detected by 
Bradford method. After laying hens were immu-
nized with recombinant Nap, IgY was isolated 
by water-dilution (WD) combined chloroform 
precipitation method. The relationship between 
IgY titer and immune time was assessed by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 

High-titer IgY was purified and concentrated by 
ammonium sulphate precipitation. The Nap-IgY 
titer and protein concentration were measured 
by indirect ELISA and Bradford method, respev-
tively, and the activity of Nap-IgY was identified 
by Western blot.

RESULTS: SDS-PAGE result showed that the 
recombinant protein was mainly expressed as 
inclusion bodies. After purification, the protein 
concentration was 0.37 g/L. The recombinant 
protein could be recognized by egg yolk extrac-
tion. The antibody titer became higher as the 
increase of immune time, and reached the high-
est value on the 110th day. The titer and protein 
concentration were 1∶12800 and 23.67 g/L, re-
spectively.  

CONCLUSION: Nap-IgY with high concentra-
tion, purity and specificity is successfully pre-
pared.

Key Words: Helicobacter pylori ; Recombinant pro-
tein; Neutrophil activating protein; Egg yolk immu-
noglubin

Deng Y, Yang ZB, Huang W, Lin SS, Huang J, Ye CL. 
Preparation of egg yolk immunoglobulin against 
recombinant neutrophil activating protein in Helicobacter 
pylori. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(5):471-475

摘要
目的: 制备高效价的抗Nap蛋黄抗体(IgY).

方法: 大量诱导、培养重组菌pQE30-NapA-
DH5α获得重组蛋白Nap, 经Ni2+-NTA树脂纯
化后, Bradford法测定蛋白浓度. 用纯化的Nap
蛋白免疫鸡, 水稀释结合氯仿有机沉淀法提取
IgY. ELISA法测定抗体产生的时间-效价变化. 
将效价高的Nap-IgY用硫酸铵沉淀法纯化浓
缩, 间接ELISA法检测效价, Bradford法测定蛋
白含量. Western blot检测制备的Nap-IgY的抗
体活性. 

结果: Nap重组蛋白主要以包涵体形式表达, 
蛋白含量为0.37 g/L. 免疫鸡的蛋黄提取物可
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■背景资料
随着研究的深入,
幽门螺杆菌已被
确定为慢性胃炎
的一个重要的致
病因素, 同时又是
消化性溃疡及胃
癌发生的危险因
素, 1994年国际癌
症研究机构已将
其 列 为 1 类 致 癌
原, 蛋黄抗体应用
研究十分活跃, 其
最基本又最重要
的生物学功能与
IgG相似, 具有中
和病毒、抑杀细
菌和中和毒素等
抗病防御作用, 是
消化道传染病的
有效治疗和预防
药物.
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与Nap发生特异性反应, IgY效价随免疫时间
增加而升高, 在110 d达最高效价. 经纯化浓缩
后, Nap-IgY的效价为1∶12800, 蛋白浓度为
23.67 g/L.

结论: 成功制备了高浓度、高效价的Nap特异
性IgY.

关键词: 幽门螺杆菌; 重组蛋白; 中性粒细胞激活蛋

白; 蛋黄抗体
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )在全球

范围内流行, 是引起人类慢性活动性胃炎、消化

性溃疡的重要致病因子, 并与胃腺癌和胃淋巴瘤

的发生密切相关[1-2]. H pylori是一种多致病物质

引起病理损伤的细菌, 该菌的致病物质主要有细

胞空泡毒素(vacuolating cytotoxin A,VacA)、细

胞毒素相关蛋白(cytotoxin-associated proteinA, 
C a g A ) 、尿素酶、过氧化氢酶、黏附素

(Helicobacter pylori  adhesin A, HpaA)、中性粒

细胞激活蛋白(neutrophil activating protein, Nap)
等. H pylori感染引起的胃黏膜损伤是以中性粒

细胞和单核细胞浸润为特征, 其损害程度与中性

粒细胞浸润密切相关. 近年的研究表明, Nap在H 
pylori引发的炎性细胞浸润所造成的胃黏膜损伤

及其转归中起重要的作用,已被认为是H pylori导
致损伤的新的致病因子[3]. 

被免疫的鸡蛋黄中含大量来源于血清的

IgG, 远高于血清中的浓度, 因该抗体从蛋黄中

提取, 故名蛋黄抗体(egg yolk immunoglubilin, 
IgY). 蛋黄抗体具有化学性质稳定、产量高、成

本低等优势, 适合工业化生产特异性抗体, 可以

用于抗病毒和细菌性疾病, 具有开发功能性食

品和新药的潜能[4]. 现在已有许多学者将其制成

口服制剂以防治龋齿、轮状病毒引起的腹泻和

其他胃肠道感染性疾病, 并取得满意效果[5-9]. 本
研究旨在制备高效价的抗Nap蛋黄抗体(IgY)为
研制幽门螺杆菌防治性抗体制剂奠定基础.

1  材料和方法

1.1 材料 DH5α菌株和pQE30质粒, 源于重庆医

科大学病毒性肝炎研究所, 本室保存. 重组菌

pQE30-Nap-DH5α, 本室研究生构建并保存[10]. 
206日龄立克次体产蛋母鸡, 西南大学荣昌分校

生物中心提供. HRP标记羊抗鸡IgY为Promega
公司产品. 蛋白质Marker为晶美公司产品. Ni2+-
NTA亲合层析柱为QIAGEN公司产品. 琼脂粉

为日本公司产品. IPTG、SDS、DTT、EDTA、

丙烯酰胺、N, N'-亚甲丙烯酰胺、考马斯亮蓝

R250、考马斯亮蓝G250均为Sigma公司产品. 胰
蛋白胨、酵母抽提物均为Ddifco公司产品. NC
膜与DAB显色试剂盒为武汉博士德公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 重组蛋白Nap的表达、纯化和蛋白定量

挑取一个含有重组质粒pQE30-Nap的阳性克隆

DH5α菌落接种于5 mL LA培养基中, 同时以含

空pQE30质粒的DH5α为对照, 37℃ 150 r/min
振摇过夜培养 .  按1∶20比例 ,  吸取菌液转种

于盛有100 mL LA培养基的培养瓶中, 于37℃
培养至A  = 0.6时, pQE30-Nap加入终浓度为

0.5 mmol/L的IPTG, 诱导表达5 h; 收集菌液, 
4℃, 5000 r/min离心10 min, 弃上清, 沉淀物

按3  m L/g湿菌的比例加入超声破碎缓冲液

(50 mmol/L NaH2PO4, 300 mmol/L NaCl)碎菌. 
然后4℃ 10 000 g离心20 min, 分别收集沉淀

与上清. 120 g/L SDS-PAGE分析重组蛋白的表

达形式. 在细菌破碎物的沉淀中加入包涵体裂

解液(50 mmol/L NaH2PO4, 300 mmol/L NaCl, 
8 mol/L尿素), 4℃过夜裂解, 然后4℃, 12 000 g
离心15 min, 收集上清, 用Ni2+-NTA树脂亲和

层析进行纯化. 120 g/L SDS-PAGE分析纯度, 
Bradford法测定蛋白含量. 
1.2.2 母鸡免疫和IgY的分离 用纯化的重组Nap
和等量完全弗氏佐剂混合, 并充分研磨乳化作

为抗原免疫206日龄立克次体产蛋母鸡, 第1次
免疫剂量为100 μg/只;  15 d后进行第2次免疫, 
剂量为200 μg/只; 之后每隔1 mo进行第3次免

疫和加强免疫, 剂量均为300 μg/只. 免疫方式

均为胸部肌肉多点注射. 第2次免疫后1 wk开始

收集鸡蛋于4℃保存备用. 采用水稀释法结合氯

仿有机沉淀法. 基本步骤为: 取出蛋黄液, 加入

等体积生理盐水稀释, 加入适量的氯仿然后离

心留上清, 上清即含有IgY, 4℃保存备用. 
1.2.3 检测Nap-IgY的间接ELISA法 用重组蛋

白Nap作为抗原进行包被. 用包被液稀释为6.0, 
8.0, 10.0, 15.0, 20.0, 30.0 mg/L, 每孔100 μL包
被聚苯乙烯反应板; 酶标羊抗鸡IgY用酶稀释液

作1∶5000, 1∶10000, 1∶20000, 1∶40000稀
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疫保护作用, 常山 
et al (2001)报道了
抗白色念珠菌IgY
的应用研究, 王忠
泽 et al (2002)报
道了抗大肠杆菌
O157: H7鸡蛋黄
抗体的制备及被
动保护作用.



释; Nap-IgY用样品稀释液作1∶20, 1∶50, 1∶
100, 1∶200稀释. 方阵滴定法确定最佳抗原包

被浓度, 酶标二抗工作浓度和一抗的工作浓度. 
测定5份免疫前的鸡蛋提取的IgY的A 450值, 并计

算平均值作为阴性对照. 测定免疫后提取的IgY, 
以免疫后与免疫前IgY的A 450值之比大于2.1判
为阳性. 将未免疫和第一次免疫后不同时间提

取的IgY用样品稀释液稀释成一定浓度, 用所

建立的ELISA法测定其效价. 将免疫后效价较

高的IgY分别混合, 用常规饱和硫酸铵法纯化. 
用已建立的检测IgY的ELISA法测定IgY效价; 
Bradford法测定蛋白含量. 
1.2.4 Nap-IgY抗原性的Western blot鉴定 以诱导

表达的全菌进行150 g/L SDS-PAGE电泳, 将凝

胶上的蛋白质点转移到硝酸纤维素(NC)膜上. 
用封闭液作用2 h封闭非特异性位点. PBS洗膜

后分别加上1∶200的Nap-IgY作为一抗, 室温转

摇2 h, 再用PBS洗膜. 然后加入1∶5000稀释的

HRP标记羊抗鸡IgY, 室温作用2 h, 去出后再用

PBS洗膜, 最后用DAB显色. 
2  结果

2.1  重组蛋白N a p的表达 ,  纯化和蛋白定量 
SDS-PAGE分析表明破碎菌的沉淀物可见明显

特异蛋白表达带, 占96%, 上清液中无明显表达

带(图1). 将收集的破碎菌的沉淀洗涤后变性溶

解, 以NI2+-NTA柱纯化, 经SDS-PAGE和图像分

析表明, 纯化产物主要存在于前2管洗脱液中, 
纯度为92.8%(图2). Bradford法测定蛋白含量

为0.37 g/L.
2.3 检测IgY的间接ELISA结果 方阵滴定法确定

的最佳工作浓度是; 抗原包被浓度为15 mg/ L, 
样品稀释度为1∶50, 酶标羊抗鸡IgY的稀释度

为1∶10000. 阴性IgY平均值为0.112. 在上述实

验条件下, A 450>0.235时, 判为阳性, A 450≤0.235
判为阴性. ELISA法检测结果发现, 免疫时间和

抗体效价的变化总体上呈现上升趋势. 在第一

次免疫重组蛋白Nap后30 d(PID30)左右抗体效

价达到1∶800,  随后虽A值呈现出一定的升降变

化, 但抗体效价基本维持在1∶1600, 在第一次

免疫后75 d(即PID75)时效价则上升到1∶3200, 
第1次免疫后110 d左右(PID110)达到1∶6400, 并
可维持一定时间(表1). Nap-IgY纯化浓缩后的效

价为1∶12800, 蛋白浓度为23.67 g/L.
2.4 Western blot鉴定 NC膜显色后在相对分子量

约17 000处出现相应的条带, 大小和预期的一致

(图3), 说明Nap-IgY具有良好的抗原性.

3  讨论

大量研究表明, H pylori与慢性、活动性胃炎和

消化性溃疡密切相关, 同时也是胃肿廇的危险

因素. 我国普通人群中的感染率为50%-60%, 并
以每年1%-2%的速度增加[11]. 预防H pylori感染

具有重要的现实意义. 对已感染者的大量研究

表明, 多种抗生素和铋剂的联合应用是清除H 
pylori的有效方法, 但10%-15%的病例由于细菌

产生耐药性而治疗失败. 而且随着抗生素的应
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图  1  重组蛋白表达形式的鉴定. 1, 2: pQE30-NapA-
DH5α无IPTG的诱导; 3: pQE30-NapA-DH5α经IPTG诱导
的上清; 4, 5: pQE30-NapA-DH5α经IPTG诱导的包涵体.

18.4 kDa

14.4 kDa

  1       2      3      4       5        6   1  2  3  4  5  6  7  8

18.4 kDa

14.4 kDa

图  2  重组蛋白纯化后的SDS-PAGE结果. 1: 无诱导的
DH5α; 2: 有诱导的DH5α; 3: 无诱导的DH5α(pQE30); 4: 有
诱导的DH5α(pQE30); 5-7: 纯化后的蛋白质; 8: 蛋白质标准
条带.

■应用要点
制备H pylori 融合
蛋白的IgY, 可成
为集预防、治疗
为一体的口服特
异 抗 体 制 剂 ,  也
可制成冲剂和加
入 饮 料 中 服 用 , 
具有广泛的应用
前景和重大的经
济效益.

                        

表  1  免疫时间与抗体效价变化

PID30    0.389   0.246    0.215     0.167	 0.103    1∶800
PID45    0.439   0.392    0.245     0.125	 0.120    1∶1600
PID60    0.578   0.451    0.256     0.202	 0.098    1∶1600
PID75    0.598   0.426    0.401     0.269	 0.158    1∶3200
PID100  0.857   0.802    0.567     0.427	 0.235    1∶6400
PID110  0.908   0.725    0.513     0.402	 0.240    1∶6400

                           IgY 在不同稀释浓度下的A 450 值

            1∶400 1∶800  1∶1600  1∶3200  1∶6400
免疫
时间(d)

IgY
滴度
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用, 耐药菌株不断增加. 随着对H pylori致病机制

和基因组结构与功能认识的逐步深入, 免疫疗

法被认为是防治H pylori感染最有效最有前景的

方法之一[12-17].  
H pylori感染的胃黏膜损伤主要表现为炎症

反应[18], 而H pylori的中性粒细胞激活蛋白NAP
可以诱导中性粒细胞黏附于内皮细胞上, 这种黏

附作用与中性粒细胞表面的CDb/CD18整合素

的表达量呈正相关. Satin以纯化重组的H pylori  
-Nap口服免疫10只小鼠, 结果80%个体获得了保

护性免疫, 高于CagA(70%), 低于H pylori超声裂

解物(90%), 此结果也提示Nap作为H pylori主要

的毒力因子, 可以作为有效的保护性抗原用于H 
pylori感染的疫苗防治. 

IgY是抗胃肠道感染的有效制剂. Mine et al [19]

总结了IgY的治疗作用后表明口服特异性IgY抗

体的被动免疫替代抗生素可以成功的治疗许多

胃肠道感染性疾病. 故本实验选择Nap作为抗原

来免疫产蛋母鸡获得特异性的IgY. H pylori培养

物制备的IgY的抗感染作用虽有报道[9], 但用重

组Nap制备的IgY国内外尚未见报道. IgY是一种

免疫球蛋白(Ig), 提纯方法与提纯IgG相似, 纯化

的方法很多, 采用浓度为25%-40%的硫酸铵来

沉淀IgY, 可得到较纯的IgY, 费用也低, 适合于

标准化的大规模生产IgY , 这也是现在大量粗提

IgY最常用的方法. 当然, 进一步纯化IgY的最好

的方法是亲和层析, 得到的IgY纯度更高, 但在

洗脱过程中可能会造成IgY变性, 产率也低. 本
实验用水稀释法结合氯仿有机沉淀法提取IgY, 
用不同浓度硫酸铵沉淀法纯化并浓缩IgY, 取得

了良好的效果: 纯度较高; ELISA和Western的结

果显示制备的IgY能与Nap发生反应, 表明其具

有相应的抗原性;  而且保证了其抗体活性, 可满

足本实验要求. 
I g Y抗体不仅安全性好, 而且鸡蛋来源丰

富、抗体含量高、稳定性好、提取方法简便, 作
为口服药物防治H pylori感染将具有广阔的前

景. 本实验成功制备了高浓度、高效价的特异性

IgY, 为进一步制备抗H pylori感染的口服IgY制

剂和食品添加剂奠定了基础.

4      参考文献
1	 Christian Prinz, Susanne Schwendy, Petra Voland. 

H Pylori and gastric cancer:shifting the global 
burden. World J Gastroenterol  2006; 12: 5458-5464

2	 Karolin Trautmann, Manfred Stolte, Stephan 
Miehlke. Eradication of H Pylori for the prevention 

of gastric cancer.  World J Gastroenterol  2006; 12: 
5101-5107  

3	 Barbara S, Giuseppe DG, Vittorina DB, Stefano D, 
Carlo L, Fiorella, T, Dermot, K, Rino R, Cesare M, 
Filippo R. The Neutrophil-activating Protein(Hp-
NAP) of Hp is a Protective Antigen and a Major 
Virulence Factor. J.Exp  2000: 1467-1476  

4	 Rudiger S, 张小莺, 郑礼. IgY技术及其医药应用: 理
论基础. 中国药理学通  2004; 20: 491-495 

5	 Nomura S, Suzuki H, Masaoka T, Kurabayashi 
K, Ishii H, Kitajima M, Nomoto K, Hibi T. Effect 
of dietary anti-urease immunoglobulin Y on 
Helicobacter pylori infection in Mongolian gerbils. 
Helicobacter  2005; 10: 43-52

6	 Suzuki H, Nomura S , Masaoka T, Goshima 
H, Kamata N, Kodama Y, Ishi i H, Kita j ima 
M, Nomoto K, Hibi T. Effect of dietary anti-
Helicobacter pylori-urease immunoglobulin Y on 
Helicobacter pylori infection. Aliment Pharmacol Ther  
2004; 20: 185-192

7	 Shin JH, Nam SW, Kim JT, Yoon JB, Bang WG, Roe 
IH. Identification of immunodominant Helicobacter 
pylori proteins with reactivity to H pylori-specific 
egg-yolk immunoglobulin. J Med Microbiol  2003; 52: 
217-222

8	 Horie K, Horie N, Abdou AM, Yang JO, Yun SS, 
Chun HN, Park CK, Kim M, Hatta H. Suppressive 
effect of functional drinking yogurt containing 
specific egg yolk immunoglobulin on Helicobacter 
pylori in humans. J Dairy Sci  2004; 87: 4073-4079

9	 陈翠萍, 杨朝晖, 王永谦. IgY抗体在体外和体内对
幽门螺杆菌作用的研究. 中华微生物和免疫学杂志  
2002; 22: 37-40 

10	 林姗姗, 杨致邦, 吴利先. 幽门螺杆菌中性粒细胞激活
蛋白的基因克隆与表达. 中国生物制品学杂志  2004 ; 
11: 344-347

11	 Pounder RE, Ng D. The prevalence of Helicobacter 
Pylori infection in different countries. science  1995; 
267: 17

12	 Micbetti P. Oral Immunization against Helicobacter 
pylori-a future concept. J Gastroenterol  1998; 33: 66-72

13	 宁云山, 李妍, 龙敏, 董文其, 李明. 幽门螺杆菌5种候
选疫苗抗原基因的克隆、表达及抗原性的鉴定. 世界
华人消化杂志  2006; 14: 2605-2609

14	 Andreas Leodolter, Matthias P Ebert, Ulrich Peitz, 
Kathlen Wolle, Stefan Kahl, Michael Vieth, Peter 
Malfertheiner. Prevalence of H pylori associated 
“high risk gastritis” for development of gastric 

图  3  Nap-IgY的Western blot鉴定. 1: 无诱导的对照; 2: 
Nap与Nap-IgY反应后的条带; 3: 蛋白质标准条带.

  1   2    3     

97.4 kDa

66.2 kDa

43.0 kDa

31.0 kDa

14.4 kDa

■名词解释
IgY: 蛋黄抗体即
蛋黄中的免疫球
蛋白, 是母禽血清
中的IgG经受体介
导主动转运到卵
黄中富积形成.



邓颖, 等. 幽门螺杆菌重组中性粒细胞激活蛋白蛋黄抗体的制备                                                                                        475

www.wjgnet.com

cancer in patients with normal endoscopic findings. 
World J Gastroenterol  2006; 12: 5509-5512

15	 徐智民, 张万岱, 周殿元. 幽门螺杆菌的研究进展. 世
界华人消化杂志  2003; 11: 635-639

16	 米宏杰, 王瑞华, 徐冰. 幽门螺杆菌菌苗及免疫相关
问题研究进展. 中华临床医学研究杂志  2006; 12 : 
2383-2383

17	 陈洁, 陈文湖, 朱森林, 于君, 梁伟强, 陈为, 胡品津, 沈

祖饶. 重组幽门螺杆菌疫苗免疫保护机制的研究. 中华
消化杂志  2002; 22: 80-83

18	 Bourke, Billy MD; Jones, Nicola L. MD, PhD.
Pathogenesis of Helicobacter pylori infection. 
Gastrointestinal infections  2001; 17: 24-29

19	 Mine Y, Kovacs-Nolan J . Chicken egg yolk 
antibodies as therapeutics in enteric infectious 
disease:a review. J Med Food  2002; 5: 159-69

                                                电编  李琪  编辑  张焕兰

■同行评价
根 据 蛋 黄 抗 体
的 特 点 ,  制 备 的
抗H pylor i  IgY
更 能 有 效 的 防
治H pylori 感染 , 
H pylori 的IgY将
为H pylori 感染的
防治开辟新的途
径. 国内已有研究
H pylori -Nap基因
重组减毒鼠伤寒
沙门菌口服DNA
疫 苗 ,  但 用 重 组
Nap制备的IgY国
内外尚未见报道. 
本研究具有创新
性及良好的应用
前景.

   

   

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2007年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

2005 年内科学类期刊总被引频次和影响因子排序表 1
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G275     WORLD JOURNAL OF                     2665                        1                1.062                  5
              GASTROENTEROLOGY
G803     肝脏                                                      369                      17                0.428                15
G257     临床内科杂志                                      383                      16                0.289                22
G855     临床消化病杂志                                      173                      24                0.163                28
G261     临床心血管病杂志                                      589                      13                0.289                22
G293     临床血液学杂志                                      256                      22                0.340                19
G662     内科急危重症杂志                                      134                      27                0.172                27
G190     世界华人消化杂志                                    2079                        4                0.485                14
G800     胃肠病学                                                      271                      20                0.324                20
G326     胃肠病学和肝病学杂志                      292                      19                0.282                24
G083     心肺血管病学杂志                                      154                      25                0.192                26
G419     血管病学进展                                      297                      18                0.238                25
G260     心脏杂志                                                      394                      15                0.355                17
G610     胰腺病学                                                      137                      26                0.589                11
G234     中国动脉硬化杂志                                      670                      12                0.662                10
G267     中国实用内科杂志                                    1167                        8                0.312                21
G444     中国体外循环杂志                                        68                      28                0.354                18
G203     中国心脏起博与心电生理杂志      415                      14                0.563                12
G633     中国血液净化                                      229                      23                0.391                16
G231     中华肝脏病杂志                                    2014                        5                1.573                  1
G155     中华内分泌代谢杂志                    1249                        7                0.981                  6
G156     中华内科杂志                                    2409                        3                0.903                  7
G161     中华肝脏病学杂志                                    1003                        9                1.077                  4
G211     中华糖尿病学杂志                                      859                       11                1.209                  3
G285     中华消化内镜杂志                                       934                      10                0.782                  9
G168     中华消化杂志                                    1645                        6                0.798                  8
G892     中华心律失常学杂志                      269                       21                0.514                13
G170     中华心血管病学杂志                    2622                        2                1.272                  2
              平均值                                                      849                                 0.593

1中国科技期刊引证报告/潘云涛, 马峥著. 北京: 科学技术文献出版社, 2006. 10
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摘要
胃、结直肠癌根治性切除术复发转移是严重
影响术后5 a生存率提高的重要原因. 以手术
为主综合治疗已成为新的趋势, 其中术前区
域性动脉化疗(preoperative regional-arterial 
chemotherapy, PRAC)尤为值得重视. 本文介绍
了术前PRAC的概念、作用机制和影响区域
性动脉化疗疗效的相关因素, 并就术前区域性
动脉化疗在胃、结直肠癌综合治疗中的评价
进行讨论.

关键词: 胃癌; 结、直肠癌; 动脉化疗; 转移; 复发 

邹寿椿, 陶厚权.  胃、结直肠癌术前区域性动脉化疗几个相关

问题. 世界华人消化杂志  2007;15(5):477-481

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/477.asp

0  引言

胃、结直肠癌是我国常见的恶性肿瘤, 约占整

个消化道肿瘤的50%以上. 20世纪以来, 人们对

胃、结直肠癌手术治疗的研究已取得了很大的

进步, 尤其是扩大范围区域性淋巴结清扫的各

种根治性切除术(包括全直肠系膜切除术)的实

施, 使术后5 a生存率有了较大的提高, 但近10 a
中术后5 a生存率始终徘徊在40%-50%左右, 难
以再有新突破, 究其原因除就诊病期较晚外, 复
发转移率高是其主要原因. 因此, 研究分析复发

病例中结构的变化, 对今后的治疗方向, 很有

指导性的意义. 我国台湾学者Wu et al [1]报道的

611例胃癌根治术后245(40.1%)例复发病例中, 
单灶性复发与多灶性复发约各占半数; 复发部

位以腹膜复发率最高(53.5%, 131/245), 血行转

移居次(43.3%, 106/245), 远处淋巴结复发最低

(28.6%, 70/235). 另据国外报道[2], 15%-25%的

结直肠癌患者在检出原发病时已有肝转移; 另

有20%的患者在原发肿瘤治疗后, 会继续发生

肝转移. 上述报告提示: 胃、结直肠癌的各种

根治性手术, 均只能切除肉眼所见的肿瘤病灶

及相关区域性淋巴结, 但对早已存在的微小转

移癌、亚临床癌灶及已处于脱落、游离、移动

状态中的癌细胞是无效的, 势必尚需应用其他

的治疗手段来弥补其不足. 因此, 以手术为主的

综合治疗已成为新的趋势, 其中近年倡用的术

前区域性动脉化疗(preoperative regional-arterial 
chemotherapy, PRAC)尤为受到重视. 我们根据

我院近年的相关研究, 结合文献和临床实践作

一介绍, 供同道参考. 

1  PRAC的概念和作用机制

P R A C是指在肿瘤供血血管未遭手术破坏前, 
采用Seldinger插管技术, 在数字减影血管造影

(DSA)经股动脉插管, 将导管插入供血动脉, 以
高浓度的化疗药物经其注入肿瘤内部, 使药物

与肿瘤细胞充分接触, 杀死癌细胞, 降低瘤负

荷, 减少术中医源性播散, 防止术后复发转移. 
PRAC治疗胃、结直肠癌的作用是多方面的. 
1.1 药代动力学的优势 众所周知, 化疗药物对肿

瘤细胞的作用, 具有很强的浓度依赖性, 一般认

为, 药物浓度提高1倍, 杀伤力可提高10倍以上. 
动物实验证明[3], 化疗药物经胃左动脉灌注后, 
无论是化疗药物作用的峰值浓度(Cmax)、消除

半衰期值(T ½)或浓度时间曲线下面积(AUCD), 
PRAC组测得的腹腔内各脏器组织内的药物质

量浓度均高于全身静脉化疗组的1-7倍以上; 其
中胃窦、胃体、胃小弯及胃左动脉旁淋巴结等

区域的药量、浓度更明显, 可达静脉化疗组的

2.68-16.63倍不等, 且化疗药物作用于癌组织的

时间延长, 组织对药物的利用率也有较大的提

高, 起到直接杀死癌细胞的作用. 
1.2 诱导细胞凋亡 细胞凋亡是一种程序性的细

胞死亡, 是在基因调控下主动清除多余细胞或

缺陷细胞的正常现象. 传统的观点认为, 化学治

疗效果均是由化疗药物直接杀伤肿瘤细胞所致, 
但近年的研究证实[4], 化疗药物还可通过诱导癌
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细胞凋亡来清除肿瘤细胞, 使肿瘤缩小或退变. 
遗传及生物化学的研究证明, 诱发细胞凋亡的

中心成分为死亡基因的同源酶——白介素-1β-
转化酶(ICE). ICE可参与某些化疗药物(顺铂等)
诱导的凋亡. 经研究后认为, PRAC后可以显著

加速结直肠癌肿瘤细胞的凋亡, 抑制细胞增殖, 
并且化疗药物可能通过刺激肿瘤细胞ICE的表

达, 进而诱发肿瘤细胞凋亡的发生. 我院对50例
大肠癌行PRAC的病例, 进行了术前、术后肿瘤

细胞凋亡密度的检测对照[5], 结果显示, 肿瘤细

胞凋亡密度动脉化疗组, 术前化疗前为31.47±
5.58个/网格, 术后、化疗后为76.69±17.12个/网
格, 而瘤旁正常肠黏膜为8.01±3.39个/网格, 凋
亡细胞密度PRAC后明显高于PRAC前(P <0.01), 
差异性十分显著. 并发现肿瘤细胞凋亡与病理

组织学疗效是一致的. 组织学疗效越显著, 肿瘤

细胞凋亡也越明显. 此外, 我院还对110例胃癌手

术切除标本进行了研究[6], 其中PRAC组68例, 术
前未行化疗组42例, PRAC组肿瘤细胞凋亡指数

(AI)为12.5‰±4.33‰, 术前未行化疗组为7.1‰
±3.43‰, PRAC组明显高于未化疗组(P <0.01). 
Inada et al [7]也得到了同样的研究结果, 并认为诱

导肿瘤细胞凋亡可作为判断化疗药物抑制肿瘤

生长能力的重要标志之一. 
1.3 肿瘤细胞增殖的抑制及周期的调节 肿瘤细

胞的倍增主要取决于肿瘤细胞的增殖速率与细

胞丢失(细胞凋亡和病理性死亡)之比. 研究发

现, PRAC对胃、结直肠癌的肿瘤细胞增殖也

具有抑制作用. 有人通过测定增殖细胞核指数

(PCNA)来了解细胞增殖状况[8], 发现PRAC后

48 h内PCNA明显低于治疗前水平, 7-12 d后复

又进入增殖活跃期. Cyclin D1是一种较为明确

的细胞周期蛋白, 是细胞周期中G1期过渡到S期
的关键调节物[9]. Cyclin D1的过渡表达与结直肠

癌的发生有关. 有人研究发现[10], 接受PRAC的
患者与未接受PRAC的患者相比, Cyclin D1表达

显著降低. 因此认为, PRAC可能通过抑制结直

肠癌中Cyclin D1的表达, 阻抑了癌细胞由G1期
向S期过渡, 从而抑制了肿瘤细胞的增殖. 
1.4 抑制肿瘤细胞分泌VEGF 肿瘤血管的生成是

肿瘤不断生长、增大的必备条件, 也是肿瘤细

胞转移的重要途径. 彭亦凡 et al [11]观察了PRAC
对结直肠癌组织的微血管密度(MVD)和血管内

皮生长因子(VEGF)的影响, 结果发现, PRAC组
的MVD值为19.2±5.2, 未化疗组为42.4±18.4, 
化疗组明显低于未化疗组; PRAC组的VEGF表
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达也明显低于未化疗组, 两组间差异十分显著

(P <0.01). 研究者认为, PRAC可通过抑制肿瘤

细胞分泌VEGF蛋白, 或直接作用于肿瘤的血管

内皮细胞, 减少肿瘤血管生成, 减少血供来促进

肿瘤细胞坏死, 诱导肿瘤细胞凋亡, 缩小肿瘤体

积, 消灭肿瘤周缘的微小浸润灶和转移灶, 防止

肿瘤细胞从新生血管中漏出或转移到其他器官, 
从而为根治性手术创造条件, 改善患者的治疗

效果和预后. 
1.5 促进肿瘤的病理性坏死 众多的研究证明, 各
种化疗的治疗作用都是通过增加肿瘤的病理性

坏死来实现的. 但在区域性动脉经化疗药物的

作用后, 90%以上的手术标本内都有小动脉炎存

在; 75%以上的病理切片中小血管内有血栓形

成, 血栓形成可使肿瘤产生缺血性坏死, 这也是

动脉性化疗与静脉化疗区别所在. 有人经对照

研究发现[12], 区域性动脉化疗组Ⅱ-Ⅲ级坏死率

为67.7%, 而静脉化疗组只有36.8%, 两组间差异

显著. 同时, 动脉灌注化疗药物后, 肿瘤组织内

可出现细胞间质水肿, 纤维增生以及大量炎性

细胞浸润, 炎性细胞浸润可提高局部的免疫功

能, 加强局部的抗肿瘤效应[13].

2  影响区域性动脉化疗疗效的相关因素

区域性动脉化疗应用于胃、结直肠癌的辅助治

疗已有近20 a历史, 但对其疗效报道并不一致. 
目前, 多数报道仅限于临床、病理学疗效等观

察, 而对影响其疗效的相关因素的研究尚不多见. 
2.1 胃、结直肠癌的血供与疗效的关系 我院对

42例进展期胃癌在DSA下, 行选择性腹腔动脉

造影后进行了血供观察[14], 发现胃癌的供血动

脉主要是胃左动脉(35例, 83.3%); 其次为胃十二

指肠动脉(11例, 26.2%), 胃后动脉(6例, 14.28%), 
左膈下动脉(4例, 9.5%), 胃右动脉(4例, 9.5%); 
其中两根动脉同时供血者18例. 根据造影后肿

瘤染色量的多少分为无染色、少量染色、中量

染色、大量染色4级, 又将无染色和少量染色归

为少血管型, 中量染色、大量染色归为多血管

型, 并对染色量的多少与30例行PRAC后手术

切除标本的病理组织学疗效间的关系进行了分

析, 结果见表1. 由表1可见, 随着染色量的增多, 
疗效不断提高; 少血管型组中病理疗效评定全

部在Ⅰ级以下, 而多血管型组中, 不仅有效率达

94.7%, 而且Ⅱ级以上疗效者6例, 占38.3%. 同时, 
我院还对51例大肠癌的肿瘤染色量情况与术后

手术切除标本的血供情况及病理组织学疗效间
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的关系进行了分析比较[15]. 结果显示, 51例中少

血供4例, 中等血供10例, 多血供37例; 同胃癌术

前区域性化疗后的结果一样, 大肠癌的多血供

组的组织学有效率: Ⅱ+Ⅲ级为67.6%; 中等供血

组: Ⅱ+Ⅲ级为40.0%; 而少血供组的组织学疗效

无1例达到Ⅱ级以上.
2.2 插管动脉、供血动脉一致性与疗效的关系 
从对胃癌的血供研究来看, 胃癌的血供均来自

腹腔动脉分支, 主要有: 胃左动脉、胃右动脉、

胃网膜左动脉、胃网膜右动脉, 此外尚有胃短

动脉、胃十二指肠动脉参与供血, 胃后动脉来

自脾动脉, 其出现率为37.5%[16], 各动脉分支均

在胃壁内相互吻合, 因此胃癌的血供丰富, 多支

动脉同时供血多. 所以, 仔细观察腹腔动脉造影

结果, 寻找肿瘤供血动脉再进行超选择插管后

灌注化疗药物是提高疗效的关键. 我们对30例
行PRAC后再手术切除的胃癌标本, 根据插管动

脉与供血动脉的一致与否, 分为两组, 并统计分

析其与病理组织学疗效、根治性切除率之间的

关系[14], 结果见表2-3. 与胃癌的血供情况不同, 
结直肠癌供血主要来自腹主动脉发出的肠系膜

上和肠系膜下动脉的分支, 腹段直肠主要由肠

系膜下动脉分出的直肠上动脉供血, 直肠下段

主要由髂内动脉发出的直肠中、下动脉供血. 
因此可根据肿瘤所在部位超选择相应的动脉插

管(表4). 由于结直肠癌血供变异少, 解剖位置固

定, 两根动脉同时供血者少. 因此术后病理组织

学疗效高, 总的有效率可达98%, 根治性切除率

达92.1%[15], 提示结直肠癌行PRAC的疗效可能

更优于胃癌. 
2.3 瘤体大小与疗效的关系 从我院42例胃癌和

51例大肠癌行PRAC的疗效评定结果分析[14-15], 
瘤体大小与疗效评级呈负相关, 瘤体越小、效

果越好, 尤其是组织学疗效达到Ⅲ级的7例患

者(胃癌2例, 大肠癌5例), 其共同特点是瘤体直

径均<2 cm, 而与肿瘤细胞分化程度无关, 提示

PRAC具有瘤体愈小, 疗效愈佳的倾向.
2.4 PRAC次数与疗效的关系 根据我院胡庭扬 
et al [15]对51例大肠癌PRAC的病理组织学疗效的

相关性分析, 51例中术前行1次PRAC者44例, 其
组织学疗效达Ⅱ, Ⅲ级者为54.5%; 行2次PRAC
者7例, 其组织学疗效达Ⅱ, Ⅲ级者为71.4%, 两
组间差异显著, 提示增加术前化疗次数有助于

提高疗效, 尤其是对于瘤灶较大者, 增加PRAC
次数是提高PRAC疗效的有效措施. 
2.5 化疗药物与疗效的关系 近半个世纪以来, 人
们一直在研究除手术以外治疗胃、结直肠癌的

方法, 化疗是其中研究最早、范围最广的一种

治疗方法. 据统计, 许多抗癌药物单药应用时

对胃、结直肠癌的近期有效率均在15%-30%左

右, 而两药联用则近期有效率可>30%; 三药联

用则可>40%[17]. 1980-1990年代常用的FAM(5-
FU+表阿霉素+丝裂霉素)、FMP(5-FU+丝裂霉

素+顺铂)、FAP(5-FU+表阿霉素+顺铂)等方案

对胃、结直肠的反应率约在28%-42%之间. 近
年来, 由于四氢叶酸(leuconvorin, LV), 奥沙利铂

表  1  染色量与疗效的关系

     
病理组织学                                              有效       有效率

疗效评级(n )                                                (n )             (%)

少血管型(无)     1       1                           7      63.6(7/11)

              (少)      3      6

多血管型(中等)        11       3       1       18      94.7(18/19)

              (大量)   1     1       1       1  

0级  Ⅰ级  Ⅱ级  Ⅲ级

两组疗效差异有显著意义(c2 = 8.75, P<0.05).

表  2  插管动脉与供血动脉一致性与疗效的关系

     
组织学          0级  Ⅰ级  Ⅱ级  Ⅲ级         有效        有效率

疗效               (n )      (n )     (n )      (n )             (n )              (%)

一致组	      1      15      4       2            22       95(21/22)

不一致组       4        4

两组根治切除率差异有显著意义(c2 = 17.7, P<0.01).

表  3  插管动脉与供血动脉一致性与根治性切除的关系

     
术式           根治(n )  非根治(n )  合计例数(n )  根治切除率(%)

一致组	     20	    2	      22	     90.8(20/22)

不一致组        1	    7	        8	     12.5(1/8)

表  4  大肠癌介入化疗超选插管的动脉选择

     
病变部位	          动脉主干       主选动脉	      次选动脉

升结肠	     肠系膜上动脉  右结肠动脉      回结肠动脉

横结肠	     肠系膜上动脉  结肠中动脉	    右支或左支

降结肠	     肠系膜下动脉  左结肠动脉      乙状结肠动脉

乙状结肠	     肠系膜下动脉  乙状结肠动脉  直肠上动脉

直肠中上段  肠系膜下动脉  直肠上动脉      髂内动脉

直肠下段      髂内动脉         直肠中动脉      阴部动脉
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(oxaliplatin, L-OHP, 第3代铂类抗癌药)、紫杉醇

(paclitaxal, PCT)等新抗癌药物的问世, 新的联合

用药方案亦相继产生, 使胃、结直肠癌对化疗

的反应率已提高到50%或接近60%左右[17]. 这些

联合用药的共同特点是均在5-FU+L-OHP的基

础上, 再加用抗肿瘤抗生素或植物类抗肿瘤药

物. 不少学者认为含有LV的联合用药方案, 是目

前胃、结直肠癌化疗中较为理想的方案.

3  术前区域性动脉化疗在胃、结直肠癌综合治

疗中的评价

1989年, Wilke et al报道了34例剖腹探查无法切

除的进展期胃癌, 经EAP(依托泊甙+表阿霉素+
顺铂)方案化疗后, 33例实施第2次R0和R1的手

术切除, 为了有别于传统的术后化疗而提出了

新辅助化疗这一概念. Wang et al则对60例进展

期胃癌术前化疗后的形态学及基因改变进行了

研究, 结果显示, 术前化疗组在瘤体缩小、细胞

退变、脉管内癌栓的坏死以及5 a生存率等方面, 
均明显优于单纯手术组. 因此, 新辅助化疗近

年来越来越受到人们的关注. 新辅助化疗提出

时, 给药途径是以静脉给药为主的, 但根据WHO
化疗评定标准的要求[17], 实体瘤的增殖周期为

40-60 d, 故新辅助化疗的整个疗程至少需2-3个
周期以上. 术前化疗时间过长, 患者常难以接

受. 此外, 静脉化疗的全身毒副反应较重, 尤其

是骨髓抑制如一时得不到缓解, 可延误手术时

机. PRAC的特点是术前经肿瘤主要供血动脉靶

向性给药, 使肿瘤组织中的药物浓度较静脉给

药高出10-20倍, 使之能最大限度的杀伤癌细胞, 
并能抑制肿瘤细胞增殖, 诱导肿瘤细胞凋亡, 降
低细胞活力, 防止转移; 同时能使瘤体局限缩小, 
从而提高根治性切除率; 此外, PRAC后, 化疗药

物均经伴行静脉流向门静脉, 再经肝代谢降解, 
故在门脉系统内抗癌药物浓度高而持久, 对预

防血行转移(肝转移)有较好的效果, 其毒副反应

亦较静脉化疗为轻, 因此, 化疗作为一种手术治

疗的辅助措施, PRAC具有浓度高、见效快、毒

副反应少、与手术间隔时间短(14 d/次)等优点, 
因此较静脉化疗更符合临床和患者的要求. 应
该说PRAC是在新辅助化疗基础上的一次新的

发展和提高. 
尽管众多的研究已经表明, PRAC能使肿瘤

坏死缩小、TNM分期提前、血行转移减少、并

能提高根治性切除率等, 但对能否改善终极预

后学界仍有人持有不同意见. 如Braun et al [18]认

为, PRAC虽能取得较好的病理组织学疗效, 但
并不能提高术后生存率. 我院Zhang et al [19]对91
例进展期胃癌进行随机分组、对照分析, 结果

显示, PRAC组(37例)于化疗1-2次进行手术, 术
后并发症率为5.4%, 5 a生存率为52.55%; 而单

纯手术组(54例), 术后并发症率为5.5%, 而5 a
生存率仅为39.8%; PRAC组明显优于单纯手术

组, 并认为PRAC是影响预后的一个独立因素. 
Shchepotin et al [20]则对一组已被证实未能切除的

晚期胃癌, 分别进行PRAC(25例), 静脉化疗(23
例)及对症治疗(26例), 结果PRAC组中2例行再

次手术切除, 全组平均生存期为401 d, 而静脉化

疗组中无再次手术切除者, 平均生存期为96 d, 
对症治疗组为91 d. PRAC在结直肠癌病例中的

应用研究亦显示了相同的效果. 顾晋 et al [21]对

44例结直肠癌患者行PRAC治疗, 经长期随访及

生存分析后, 发现PRAC组1, 3 a生存率分别为

93.0%和71.8%; 而对照组仅为80.78%和40.76%, 
两组间差异显著(P  = 0.023). Thompson et al [22]

对107例晚期直肠癌患者作了回顾性研究, 结果

PRAC组(52例)的5 a生存率为64.8%, 而单纯手

术组仅为38.2%. 上述研究结果, 均说明PRAC不
仅能提高胃、结直肠癌患者的远期生存率, 对
晚期病例也能起到延长生存时间的作用. 为了

探讨胃癌术后复发的形式及影响复发的独立因

素, 我们曾对225例胃癌根治术后84例肿瘤复

发情况及可能影响术后复发的15个临床因素

和治疗措施先进行单因素分析 ,  再行多因素

分析[23], 结果显示, 胃癌术后复发以腹膜复发

(47.6%, 40/84)、血源性复发(33.3%, 28/84)最为

常见, 术后早期腹腔化疗为影响胃癌术后复发

的独立因素, 术前区域性动脉化疗为影响术后

血源性转移复发的独立因素, 表明PRAC对减少

术后血源性转移复发及EPIC对减少术后腹膜复

发均具有重要意义. 
我院于1989年设计并提出了“胃癌围手

术期三联序贯综合治疗方案”(sequential triple 
therapeutic scheme, STTS), 即“术前区域性动

脉化疗, 2 wk后行根治性手术, 术毕时行腹腔化

疗”. 经对134例胃癌的观察, 术后5 a生存率、

根治性切除率、腹膜复发率和肝转移率均明显

优于单纯手术组, 显示了这一治疗方案的合理

性和有效性[24]. 
胃、结直肠癌的综合治疗方法是多种多

样的, 如区域性动脉化疗、术中腹腔化疗、免

疫治疗、基因治疗、静脉化疗等, 但纵观我国
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胃、结直肠癌术后生存率不断提高的过程, 手
术术式的不断改善, 根治程度的不断提高, 无疑

起着最关键的作用, 手术仍是其他治疗手段不

能取代的主要治疗方法.
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摘要
介入治疗方法是一种微创手术, 具有损伤小、

近期疗效显著、并发症少、易于重复等特点, 
愈来愈得到国内外学者的重视. 目前, 肝动脉
栓塞化疗、瘤内无水酒精注射等介入治疗已
经得到了广泛应用, 各种新技术不断应用于转
移性肝癌介入治疗, 并显示了较好的治疗效果. 
转移性肝癌的介入治疗方法多种, 主要包括经
皮的局部消蚀法和经血管的介入方法两大类.
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0  引言

肝脏是人体最大的实质性器官, 有肝动脉、门

静脉双重血供, 故许多脏器的恶性肿瘤易发生

肝脏转移. 10%-25%的结直肠癌患者在确立诊

断时即已存在肝转移, 另有20%-25%的患者在

肠癌术后发生肝转移, 因此消化道肿瘤肝转移

的发生率可高达50%, 而能获得手术切除者仅占

10%-20%[1-3]. 介入治疗方法是一种微创手术, 具
有损伤小、近期疗效显著、并发症少、易于重

复等特点, 愈来愈得到国内外学者的重视. 目前

肝动脉栓塞化疗(TACE)、瘤内无水酒精注射等

介入治疗已经得到了广泛应用, 各种新技术(如
射频治疗、冷冻治疗)不断应用于转移性肝癌介

入治疗, 并显示了较好的治疗效果. 转移性肝癌

的介入治疗包括经皮的局部消蚀法和经血管的

介入方法两大类, 前者主要是在超声引导下的

各种经皮的治疗方法. 

1  超声引导下的介入治疗

超声介入治疗是近年来应用广泛的局部治疗方

法, 具有创伤小、并发症少、恢复快和可反复

应用等优点. 方法包括无水酒精注射、射频消

融、氩氦刀冷冻和微波等. 目前认为, 针对转移

性肝癌超声引导下的各种介入治疗的适应症包

括: (1)直径<5 cm的单个或多个转移癌, 尤其是

位置深在, 手术困难者; (2)转移性肝癌术后复发

不宜再次手术者; (3)作为TACE后的补充治疗; 
(4)由于其他原因而无法手术者. 
1.1 瘤内无水酒精注射(PEI) 1983年Sugiura首先

报道在超声导引下经皮无水酒精瘤内注射治疗

肝癌的临床应用. 其原理是酒精在肿瘤组织内

弥散, 使肝癌细胞发生凝固性坏死, 从而达到杀

灭肿瘤细胞的目的. 主要适用于直径<3 cm, 结节

在5个以下的小肝癌, 肿块有包膜者效果佳. 但
对有肝衰竭倾向的患者、病变广泛或结节数超

过5个或已有肝外转移, 以及对无水酒精过敏者

均不宜采用本法治疗. Livraghi et al [4]报道酒精

注射治疗15例肝转移灶<2 cm的患者, 其中13例
得到缓解: 5例肝转移灶在2-3 cm的患者中4例缓

解, 肝转移灶>4 cm的患者均无缓解, 认为影响疗

效的主要因素为肿瘤的大小和数目. 其原因包

括酒精扩散的不均质性及扩散范围的相对局限, 
肿瘤周边常有癌细胞残存, 易原位扩散或转移. 
操作前常规测定患者的肝肾功能、凝血机制. 
在超声导引下经皮注射无水酒精于肝脏肿瘤内. 
注射的量随肿瘤大小而定, 以10-15 mL/cm计算, 
但一般不应超过30 mL. 应在肿瘤内多点、多方

向、多层面注射, 每个注射点注入酒精0.5-1.0 mL
左右. 通常每周1-2次, 一个疗程为4-6次, 也可根

据每个患者的耐受情况及反应而定. 注射后的

副反应为短暂发热、腹部不适或疼痛. 严重并

发症罕见, 国外报道针道种植的发生率为3%, 严
重胆道损伤率为1%[5-8]. 
1.2 射频消融(RFA) 射频(radiofrequency, RF)治
疗用于直接使组织凝固坏死已有70余年的历史, 
治疗肝癌的历史也已有10 a. 射频治疗除了射频

发生器和插入肿瘤组织的电极针之外, 还需要

在接受治疗者的体表垫置分散电极板以构成回

路. 当射频范围内(460-500 kHz)的交流电在向回

®
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路电极板传输时, 激发了电极针周围组织细胞

的离子震荡和相互撞击继而产生热能, 其热能

随时间逐渐向外周传导, 从而使局部组织细胞

发生热凝固性坏死和变性[9]. 
早期使用普通的单电极针, 靠近电极的组

织一旦被高温凝固发生干燥或炭化, 局部阻抗

增高, 致使电流传导受阻, 消融坏死区直径仅

1.5 cm左右, 实用价值有限. 近来RF技术的显著

进步主要体现在电极针的改进, 如在中空的电

极针内滴注生理盐水或电极尖端附设冷却装置, 
都可延缓阻抗增高使消融范围扩大. 还有一种

多电极的消融针(在我国俗称多弹头), 由4-10支
记忆合金材料的细电极组成, 平时收拢在针鞘

里, 穿刺进入瘤内后伸展开来呈伞骨状排列, 结
果是大大增加了电极针的表面积和拓宽了电流

传导的空间, 1次治疗可获得横径3.5-5.0 cm的扁

球体状凝固区. 
目前, 临床中采用的射频消融仪器有3种, 

均由美国制造. 他们均采用相同的工作原理, 仅
电极的设计, 监测的指标和RF消融仪器的功率

有差别. 最常用的产品是美国的RITA射频消融

系统(RITA medical system, Inc., Mountain View, 
CA), 其主机的能量设置为50-150 W, RF发生器

的频率为460 kHz. 电极针产品系采用一根15 G
的套针(starbust电极针), 配有多个电极导线; 当
套针刺入肿瘤内后, 推进内套针, 其顶端有4-7
根球形空间分布均匀的细针呈伞状展开, 可覆

盖或包绕肿瘤. 细针的顶端配有热敏电偶并与

RF电极系统相连. 通电后, 电极针不仅能将RF
热能通过电极均匀播散到肿瘤组织内, 同时可

显示各个电极周围组织内的温度, 从而, 具备

监控温度与凝固参数的功能. 最新型的电极针

(starbust XL)可一次性产生达5 cm直径的凝固

灶, 而计算机系统可实时描绘射频发射能量、

组织阻抗以及病灶内温度的曲线. 另一种常被

应用的RF系统是Radionics公司生产的500 kHz
单极RF发生器(Radionics, Boston, MA). 其电极

产品是使用带有冷循环系统的中空冷却射频针

(cooled-tip电极), 由一根或一簇直形的电极针和

200 W RF主机构成. 在治疗过程中冷却的纯净

水通过专用的动力泵在中空针内循环, 这样可

防止由于温度过高使电极周围组织炭化而增加

阻抗. 因为阻抗过高将降低RF能量的释放、热

传导以及凝固坏死作用. 第3种产品是RTC公司

生产的RF2000型RF消融仪(RadioTherapeuticus 
Corporation, Mountain View, CA), 装置与RITA系

统相似, 主机为100 W的射频交流电机, 治疗针

为可伸缩性15 G套管针. 展开内套针, 顶端为10
支可弯曲的爪状细电极针. 研究报道多爪型电

极可产生较为均匀的热损伤区域. 
以RF2000(Mountain View, CA)射频仪为例. 

射频治疗的方法为: 用尖刀在皮肤戳一小口作

穿刺通路, 电极针鞘进入瘤内后将多电极弹出

展开, 此时可见荧光屏上数个强回声点排列近

似“一”字, 注意这些电极针的位置. 治疗开始

先用20-40 W的功率, 以后每分钟加10 W, 最大

功率勿超过90 W, 治疗时间15 min. 治疗中视具

体情况可调整功率、时间或多电极针的伸展程

度, 也可在功率输出停止后稍等片刻开始下一

次能量释放或移动电极重新发射. 应依据肿瘤

的位置、大小、深浅和数目等安排射频电极针

的顺序. 由于在治疗中经常需要多点位的射频

治疗, 前点位的射频消融产生组织高温、微气

泡等. 使靶区组织出现强回声. 干扰后点位射频

消融的超声显像的定位和治疗. 所以, 在肿瘤治

疗中应遵循先深部后浅部, 先疑难部位后容易

部位, 先主要病灶后次要病灶的原则, 以达到安

全、有效、彻底的治疗目的.
RF是现时欧美国家采用消融疗法的主要手

段, 被认为众多肿瘤消融治疗中最具前景的方

法之一, 且较多的运用于转移性肝癌特别是消

化道肿瘤肝转移的治疗. 结果亦令人鼓舞[6-7]. 除
了超声引导下经皮介入外, 还可于开腹术中, 或
腹腔镜下进行治疗. 目前射频治疗的目的包括

两方面: (1)使肿瘤病灶全部凝固坏死达到根治

性治疗的目的. 对于一些小肿瘤大小约3 cm的转

移性肝癌患者, 由于肝功能不佳不能耐手术, 射
频治疗使肿瘤组织发生凝固性坏死, 既根治性

治疗肿瘤又不致患者出现手术后的肝功能衰竭. 
另外, 肿瘤位于门脉区使得瘤灶难以彻底切除

时也亦选用射频治疗; (2)缩减肿瘤负荷, 对肝内

多发肿瘤或不能手术的大肝癌, 通过射频治疗

使肿瘤组织部分坏死, 缩小肿瘤范围, 以期二期

手术. 对肝功能C级, 有严重出血倾向、大量腹

水或严重黄疸以及合并门脉癌栓者应列为手术

禁忌. 射频治疗的局限性在于: (1)由于对多电极

下热场还缺乏具体研究, 在三维上可能出现漏

空现象造成凝固不完全, 特别是直径>5 cm的病

灶, 体积大, 生长不规则, 治疗时各分区间不能

完全排除留有残余癌组织; (2)肿瘤的位置: 靠近

大血管的肿瘤, 由于血流带走热量, 降低治疗温

度导致肿瘤易于残留; (3)定中心点不准确: 穿刺
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点偏移等导致部分肿瘤残存; (4)肝转移癌患者

是否存在其他部位的隐性转移灶, 均影响射频

消融术的疗效. 故目前提出需结合其他方法进

行综合治疗才能收到更佳的效果. 
1.3 冷冻治疗(CSA) 冷冻导致肿瘤细胞死亡的

原理可能是细胞内冰晶形成和冰晶的机械性损

伤、细胞脱水和皱缩、细胞膜脂蛋白成分变性

以及血流淤积微血栓形成的综合作用. 最初的

方法是将液氮直接倾倒在肿瘤部位或肝断面上. 
由于这种方法可控性差, 并发症多, 近年来已不

常被采用. 目前冷冻治疗肝癌的方法有单纯局

部液氮冷冻和局部冷冻-加温治疗(氩氦刀)两类. 
单纯局部液氮冷冻使用的是液氮冷冻机, 其冷

冻头有不同形状、大小, 以适合不同部位的肝

癌治疗. 常用的液氮冷冻头有3-5 cm直径的盘形

冷冻头和5-10 mm粗的单针和多针冷冻头. 直径

3.5 cm的盘形冷冻头接触冷冻, 其冷冻区表面积

最大直径为7 cm, 产生的半球状冷冻区深度与表

面直径比为1∶2; 直径5 mm的单根针冷冻头插

入冷冻, 其冷冻最大直径达6 cm, 其冷冻深度随

冷冻头插入深度而定. 局部冷冻-加温治疗(氩氦

刀)是美国恩多凯尔公司采用太空火箭制导技术

研制成功的超导手术系统. 其独特的温度及定

位监控系统, 可使医务人员更精确定位和准确

摧毁肿瘤细胞而又不损伤病灶周围的正常组织. 
氩氦刀系统有4或8个能单独控制的热绝缘中空

超导刀, 可输入高压常温氩气(冷媒)或高压常温

氦气(热媒). 其降温及升温的速度, 时间和温度, 
冰球尺寸与形状是完全可控和精确设定的. 更
重要的是, 氩氦刀制冷或加热只局限在超刀尖

端, 刀杆有很好的热绝缘, 不会对穿刺路径上的

组织产生损伤, 还可在超声等的引导下经皮穿

刺冷冻治疗, 加上其配有2 mm的超细刀, 可大大

降低患者损伤, 减少出血. 氩氦刀比旧式液氮冷

冻仪冷冻快速及冷冻温度更低, 可控性好, 可即

时停止冷冻并急速加热处于超低温状态的病变

组织, 此种冷热逆转疗法, 对病变组织的摧毁尤

为彻底, 并可解决超低温对正常组织的冷冻伤

害. 国外报道氩氦刀冷冻治疗即使在大血管周

边也是安全有效[8], 且较多的运用于转移性肝癌

行冷冻治疗[9-10]. 
对肝转移癌病灶进行C S A的适应证如下: 

(1)发生在双叶肝脏的不可切除性转移; (2)肝转

移癌病灶贴近门静脉、肝静脉、腔静脉等大血

管; (3)外科手术切除术后肿瘤切缘可见肿瘤细

胞或切缘“安全距离”不足l cm; (4)对于可切除

的肝转移癌, 肝功能不良或患有其他伴随疾病

而外科手术存在危险及拒绝手术者, 对于处于

肝脏较深部位且直径较小的肝转移癌病灶, 采
取CSA更有利于保护正常肝组织, 此为CSA治

疗肝转移癌的最佳适应证. 经CSA后, 局部肿瘤

控制率可达85%, 肝转移癌患者平均生存时间为

23 mo, 2 a和3 a生存率分别为47%和29%. 在结

直肠癌肝转移患者, 平均生存时间为27 mo, 2 a
和3 a生存率分别为53%和33%, 术后肿瘤复发率

为8%-60%[11]. Korpan et al [12]报道, 冷冻治疗123
例肝转移癌, 5 a, 10 a生存率分别达44%, 19%, 与
手术切除疗效近似. CSA与其他介入疗法相比, 
术后并发症的发生率较高(约24%), 包括肝脏出

血、肝脓肿、胸腔积液、肺炎等.
1.4 微波固化法(MCT) 肝癌的经皮MCT始创于

1994年, 现在主要在中国和日本开展. 他主要是

利用微波的热效应和肿瘤不耐热的特点, 在极

短的时间内在肿瘤局部产生高温, 使肿瘤组织

凝固性坏死, 达到原位灭活肿瘤的目的. 在B超

引导下将穿刺针经皮插入肝癌组织内, 然后将

微波电极通过穿刺针植入癌灶内, 在一定的外

加磁场作用下, 微波能转变成热能. 各医疗设施

使用的微波装置和治疗方法不完全相同, 现以

国产UMC-Ⅰ型微波凝固治疗仪为例叙述该疗

法的特点: 微波发生器频率2450 MHz, 输出功率

1-100 W, 连续可调, 通过电缆与经防黏处理的电

极(微波天线)相连. 电极长30 cm, 外径16 G, 先
端为长2.7 cm的微波辐射芯线. 单电极穿刺一次

辐射可形成横径2.5 cm、长径3.7 cm左右的椭

球体状凝固区, 天线周围半径1.5 cm范围内最低

温度达50-60℃. 具体操作方法: 先根据肿瘤的大

小制定辐射方案. 对直径≤2.0 cm的结节, 单针

穿刺、单点辐射能够达到完全毁灭病灶的要求; 
2.0 cm以上的肿瘤则需要多针组合穿刺辐射, 针
距2.5 cm, 最多可布5-7针. 必要时每针实行两点

辐射, 即1次辐射后将电极针上提3.0 cm作另1次
辐射. 单针穿刺辐射可采用局麻, 穿刺点全层组

织必须充分浸润麻药, 多针穿刺辐射者如有条

件最好在全麻或硬膜外麻醉下进行. 治疗操作

先用14 G引导针经皮经肝穿刺至肿瘤底部, 尔
后拔出针芯导入微波天线施行辐射, 输出功率

60 W, 辐射时间300 s, 间隔3-4 d后再追加治疗

1次. 微波辐射中产生的高热使肿瘤组织内的水

分发生汽化, 形成高回声团伴后方多重反射, 会
模糊瘤体的显像, 妨碍下一针的穿刺定位. 因此

实行多针穿刺辐射方案时, 最好先完成所有的
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预定穿刺, 然后再逐个辐射. 
微波固化的适应证包括: (1)单个病灶直径

<6 cm, <3 cm更佳; (2)肝内病灶少于5个, 每个直

径不超过3 cm; (3)无肝外病灶或肝外原发病灶

已切除; (4)无外科手术指征或需延迟手术及拒

绝手术者; (5)凝血酶原活性≥50%, 血小板计数

≥70×109/L; (6)对于合并肝硬化者, 若无顽固性

腹水且肝功能为Child A级或B级, MCT亦行之

有效. 文献报道[11,13], 对直径约3 cm的肝转移癌

进行MCT治疗, 患者平均3 a和5 a生存率分别为

46%-62%和l8%-29%, 疗效与外科手术相似. 微
波固化常见的并发症有: (1)局部中度疼痛; (2)发
热, 多考虑为肿瘤坏死后的吸收热; (3)转氨酶一

过性升高. 其他少见的并发症有: 胸水、腹腔少

量出血或腹水、肝脓肿、针道种植、门静脉血

栓形成、低血压(迷走神经反射引起), 并发症发

生率类似于RFA. 
目前认为微波治疗对于直径在5 cm以下的

肝癌有望达到完全灭活, 而对于直径>5 cm者, 
虽然治疗后肿瘤大部分坏死, 肿瘤缩小, 但存活

的肿瘤细胞可能出现耐热, 或受热刺激后处于

增生活跃状态, 导致肿瘤的复发和转移. 对于较

大肿瘤应结合其他方法如肝动脉化疗栓塞, 或
先行肝动脉化疗栓塞使肿瘤缩小, 再行微波凝

固治疗以提高疗效. 
1.5 激光治疗(LITT) 1990年代中期, Vogl et al [14]

首次证实激光热能可在肝转移癌患者肝脏深处

产生局部定位热损伤而导致肿瘤坏死, 同时不

影响周围邻近组织. 此后, LITT技术不断得到改

进和发展, 包括采用弥散型激光头装置和带有

冷却装置的穿刺针等, 明显扩大了肿瘤的治疗

范围. LITT的基本原理是: 把一个激光头放在肝

癌组织内, 通过光纤把低能激光(3-15 W)传输给

激光头, 利用光能转变为热能, 把肝癌组织连续

加热(3-30 min)到一定温度范围内(45-95℃)使
其凝固坏死, 而正常肝组织不受损伤. 由于Nd∶ 
YAG穿透组织能力强, 可通过植入光纤传输等

特点, 故常被选用于治疗恶性肿瘤. 通常应用Nd∶
YAG激光低功率(1-5 W)连续加热数分钟, 肝癌

被凝固坏死直径达40 mm. 
局麻下或全麻下B超、CT或MRI引导经皮

穿刺或开腹直视下LITT治疗肝癌都有报道. 全
麻下治疗好处是有利于控制呼吸, 防止患者不

舒适和移动; 有利于MRI实时监测; 有利于经皮

穿刺、气囊阻断门静脉血流而增强LITT治疗肝

癌疗效. 局麻下B超引导16 G-20 G套管针经皮穿

刺LITT优点是经济、安全、方便、微创、可反

复治疗, 故被广泛应用. 直视下LITT肝癌优点是: 
可准确植入激光探头, 针道出血可直视下止血, 
肝脏可游离暴露后位肿瘤, 并且可增加光纤直

径便于凝固较大体积肝癌, 可阻断肝门增强疗效. 
在监测方面, 超声: 能使导管准确放置到肿

瘤内, 但治疗区域实时监测则欠准确(在凝固期

观察到的回声区域与凝固损伤不相关, 这个影

像是由组织水蒸发发泡所产生的). CT: 在治疗

后增强螺旋CT被认为是评价的“金标准”. 理
想时机是1-4 d, 这与实验产生的凝固损伤有最

大直径时间相一致, 但术中不能及时反映组织

热损伤变化MRI: 形态学: 优质的软组织成像质

量及直接三维成像能力. 更重要的是: 对温度敏

感, 使操作者准确估计热损伤的真实程度, 增加

了治疗过程中组织变化的直观性, 因此MRI是一

个好的实时监测工具. 
LITT治疗肝肿瘤的适应证包括: (1)病灶数

目不超过5个, 最大直径不超过5 cm; (2)肿瘤病

灶发生于双肝叶; (3)无肝外转移; (4)外科部分切

除术后转移癌复发; (5)正在接受全身或局部化

疗的转移癌患者; (6)不适合于外科手术或拒绝

外科手术治疗的患者; (7)原先不适于外科手术

治疗, 经LITT后转变成可手术治疗的患者(如左

右肝均有转移癌者), 直径<2 cm的肿瘤经LITT
治疗后6 mo, 肿瘤复发率为1.9, 直径>4 cm的肿

瘤, 其复发率为4.4. 采用Kaplan Meier方法统计

肝转移癌患者的平均生存时间为4.4 a, l, 2, 3, 5 a
生存率分别为94%, 77%, 56%和37%[15]. LITT的
并发症诸如胸腔积液(0.8%)、肝脓肿(0.7%)、
胆道损伤(0.2%)、腹腔内出血(0.05%)均不严重, 
通常情况下毋需特殊处理[16]. 

磁共振术控制下LITT技术被公认为是介入

治疗肝转移癌的一种理想方法, 具有微创性、

定位准确、监控性好、并发症少、肿瘤复发率

低、简便易行等优点. 与其他局部治疗方法相

比较, 该疗法不足之处是: (1)治疗费用相对较

高; (2)对于直径较大, 形态不规则的肿瘤, 需要

多个激光发射器, 并且需多次照射. 治疗、效果

仍不理想, 对冷却装置的要求也提高, 需要一个

能及时减少炭化与气化且热沉积能覆盖并超过

整个肿瘤的方法; (3)MR温度监控技术目前只是

半定量技术; (4)肝血流变化、激光能量与组织

病理学结构改变3者之间的关系有待进一步确定. 
1.6 超声引导下的介入治疗的注意点 随着超声

介入治疗的成熟, 已部分取代手术而成为首选
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治疗方法, 且治疗效果不亚于手术切除. 但在治

疗中仍应注意以下几点: (1)定位准确是保证肿

瘤完全坏死的前提, 损坏的范围必须大于瘤体

直径; (2)瘤体不能太大, 否则难以保证肿瘤周边

都被损毁. 一般而言, 肿瘤直径在3 cm以下, 予以

微波、无水酒精注射; 瘤体直径在5 cm以下, 射
频、氩氦刀均能达到肿瘤完全坏死; (3)与TACE
结合应用可提高疗效, 并且应先行TACE, 再行

超声介入治疗; (4)超声介入治疗的主要并发症

是穿刺针道出血和腹腔脏器灼伤穿孔, 故对位

于肝脏边缘、紧贴胆囊或胃肠的肿瘤治疗时应

慎重. 拔针前针道内应注入止血剂, 并加压包扎; 
(5)不能替代手术切除、对多发转移灶手术切除

结合术中射频或冷冻治疗可提高疗效.

2  肝血管的介入治疗

肝血管的介入治疗包括肝动脉栓塞治疗

(TAE)、肝动脉栓塞化疗(TACE), 门静脉栓塞治

疗(PVE)及肝动脉和门静脉双路径治疗等. 严格

的说, 除了碘过敏外, 各期转移性肝癌均是肝血

管介入治疗的适应症, 无绝对的禁忌证. 但一般

认为严重的肝肾功能不全, 重度腹水, 重度门高

压; 肿瘤巨大占肝脏体积的80%以上; 或者门静

脉被广泛浸润, 癌栓造成门静脉主干完全闭塞; 
全身广泛转移或临终期不适合血管的介入治疗. 
2.1 肝动脉栓塞治疗和肝动脉栓塞化疗 正常肝

脏接受肝动脉和门静脉双重血液供应, 肝动脉

供血占25%, 门静脉占75%. 尸检资料说明, 当转

移癌结节直径小于200 μm时, 并无血管形成, 供
血来自肝血窦, 稍大的癌结节由肝动脉供血, 但
血供量变化较大, 多血供者占77%, 少血供者占

23%. 尽管肝动脉供血占优势, 但85%的癌结节

同时接受门静脉供血, 主要分布在癌组织的外

周部分[17]. 因此肝转移癌通常由肝动脉、门静

脉双重供血且大部分由肝动脉供血. 这为肝动

脉栓塞治疗提供了理论依据. 因此经导管肝动

脉栓塞术及栓塞化疗术是目前治疗不能手术切

除的转移性肝癌的首选方法. 
用于阻断肿瘤血供栓塞剂目前常用的有碘

油、带药微球、微囊以及明胶海棉. 碘油可作

为化疗药物的载体, 由于能滞留在肝癌组织内, 
故可较长时间保持药物浓度和生物活性, 有效

的杀伤癌细胞, 增强局部的栓塞化疗作用, 是目

前最常用的栓塞剂. 带药微球、微囊是将化疗

药物包埋在可降解的基质中, 这种基质可选择

性地进入肝癌的肿瘤小血管后, 发挥栓塞作用, 

当包埋药物的基质降解时又释放出化疗药物, 
继续起到靶向抗癌作用. 明胶海棉使用也较广

泛, 通常用于近端肿瘤血管栓塞. 碘油等栓塞肿

瘤内小血管后再用明胶海棉栓塞近端供血动脉, 
两者有相互增强作用. 近端肿瘤血管栓塞, 使肿

瘤内及周围的血流中断或减少, 减少了对肿瘤

内碘油乳剂的冲刷作用. 
由于转移性肝癌多数血管少, 血供不丰富, 

以少血管型为主, 文献[18]报道高达92%(未统计

肝癌肝内转移病例), 故目前认为栓塞化疗较单

纯栓塞更适合于肝转移癌的治疗. 但仍有以下

问题:  (1)对肝功能的影响, 首次治疗后总胆红素

及GPT明显升高, 多于1.5-3 mo后才能恢复. 如重

复施行TACE, 肝功能则进行性损害; (2)插管成

功率受一定的限制, 尤其是多次插管后肝动脉

血管内膜受到刺激加上化疗药物的刺激, 导致

管腔狭窄; (3)可发生胆囊血管栓塞, 急性胰腺炎, 
胃十二指肠糜烂或溃疡; (4)仅单纯型肝动脉栓

塞作用, 能同时对门脉产生栓塞者极少; (5)在化

疗栓塞中, 最适合的碘油用量、理想的细胞毒

性药物的选择, 以及治疗的间隔时间和治疗次

数尚无统一标准. 
2.2 肝动脉插管灌注化疗(TAI) 应用Seldinger插
管技术, 将导管置于肝动脉, 通过灌注大剂量化

学抗癌药, 使到达肝癌组织内的药物浓度比一

般周围静脉给药或口服给药要高出10-30倍, 全
身副作用明显减少, 因此对肝癌治疗更为有效. 
TAI具有以下优点: (1)肿瘤组织局部化疗药物

浓度高, 而体循环中血药浓度低, 降低了化疗药

物的全身性副反应, 局部脏器反应相对较重; (2)
局部灌注所用的化疗药物的剂量比全身用药者

明显提高; (3)化疗药物的联合作用, 使疗效明显

提高. 常用的化疗药物包括5-氟尿嘧啶、丝裂

霉素、顺铂和阿霉素等, 目前常采用大剂量联

合用药. TAI在临床上的应用越来越广泛, Copur 
et al [19]对43例无法手术切除的肝转移癌症患者

行肝动脉插管化疗, 有效率41%, 中位生存期

13 mo, 疗效优于口服化疗. Kemeny et al [20]分析认

为, 结直肠癌肝转移手术切除后辅助HAI, 可显

著提高术后2 a生存率, 并减少肝脏转移癌的再发. 
2.3 肝动脉和门静脉双路径治疗 尽管TACE是目

前公认的对不能切除的转移性肝癌首选的治疗

方法之一, 但仍有相当一部分患者疗效不佳, 原
因之一是未能解决肿瘤细胞完全坏死, 而门静

脉参与肿瘤血供是重要因素. 肝转移癌的血供

都有相当一部分是来源于门脉. 单纯TACE术后
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仅有20%-50%的肿瘤组织呈完全性坏死, 即使

多次重复治疗仍有癌细胞残存, 因而其远期疗

效不够理想. 经皮肝穿刺门静脉造影, 能使直径

在6-7 cm以上的原发性与继发性肝癌、直径小

于6 cm的原发性小肝癌及直径为1-2 cm的转移

性肝癌显影[21], 提示门静脉灌注药物可到达肿瘤

组织. 由此可见通过门静脉给药或同时加上肝

动脉插管进行双途径给药对治疗肝脏肿瘤有重

要意义. 
Ji et al [22]报道47例行肝细针穿刺的患者, 副

作用包括不同程度的肝区疼痛(80%, 38例), 低
热(57.4%, 27例), 恶心呕吐(19.1%, 9例), 未出

现异位栓塞、局部出血、胆漏等严重并发症. 
P V E术后2-4 w k绝大多数患者束栓塞叶出现

30%-50%的肥大和栓塞叶相应程度的萎缩[23], 故
PVE可导致未栓塞叶内的肿瘤加速生长, 一般未

栓塞叶内有肿瘤的患者为栓塞禁忌症, 下列情

况不宜行PVE术: 恶病质; 严重肝功能或心、肾

功能损害; 严重肝硬化门静脉高压凝血功能障

碍; 门静脉主干内大量瘤栓.

3  联合治疗

转移性肝癌的介入治疗方法多种, 各种方法各

有优缺点, 由于单一的介入治疗往往不能使肝

癌细胞彻底死亡, 很容易导致复发, 因此目前采

用联合治疗来弥补各种方法的不足并提高治疗

效果. 术中切除可与射频或冷冻相结合, 提高切

除率, TACE加超声介入可提高后者治疗效果. 目
前认为对肿瘤直径在3 cm以下, 结节在3个以下

的患者, 可应用瘤内无水酒精注射或射频治疗; 
对于肿瘤直径在3-5 cm, 肿瘤结节在3个以下, 可
采用TACE及PEI治疗; 对于肝功能在Child A或B
级者, 肿瘤直径在10 cm以下的患者, 可采用放射

治疗或合并用TACE治疗.

4  预防性血管介入化疗

4.1 术前肝动脉化疗 Kemeny e t a l发现直径

>0.5 mm微转移灶转移癌, 即见肝动脉供血这

为肝动脉预防性化疗提供了理论依据. 同时导

管置于腹腔干, 肠系膜血管等, 通过静脉回流入

肿瘤部位, 对门脉供血的微转移灶也有一定作

用. 化疗药物进入体循环, 对全身临床或亚临床

转移灶产生一定的作用. 因此术前应用肝动脉

预防性介入化疗具有疗效确切, 操作方便等优

点. 但也有认为肝动脉化疗由于动脉血流快, 在
肝脏停留时间短, 不利于肿瘤细胞的杀灭. 另外, 

对其他器官副作用较大且目前仍缺乏大样本的

随机对照研究. 
4.2 门静脉预防性化疗 消化道肿瘤易通过门静

脉发生肝转移, 部分肿瘤术前肝内已有癌细胞

存在, 亚临床癌灶已经形成; 而B超、CT、MRI
等检测手段尚不能检出, 术中亦难发现. 另外, 
手术后个别微小和隐蔽的癌细胞、癌组织仍可

能存在于原发区, 在适当的条件下, 仍可通过血

运和淋巴系统向肝转移. 手术过程挤压肿瘤可

能导致癌细胞进人门静脉, 从而增加肝转移的

危险性. 研究证实, 大肠癌Dukes A, B, C, D期患

者的门静脉血中, 分别有28.6%, 62.5%, 90.5% 
和100.0%患者可查出癌细胞[24-25]. 体积微小尚未

在肝脏正式着床的肿瘤转移灶通常对化疗药物

敏感性较高, 因此, 及时进行预防性门静脉的介

入化疗, 是十分有必要的. 
门静脉化疗具有以下优点: (1)全身不良反应

轻; (2)药物剂量可相对增加; (3)5-FU, MMC在肝

脏中有较高的摄取率; (4)辅助化疗应在手术后肿

瘤负荷最小时开始, 由于经门静脉灌注化疗全身

毒副反应轻, 术后可立即进行; (5)术中置管, 简便

易行. 操作时应注意以下几点: (1)导管插入深度

要适中, 过深易打折, 过浅易脱落. (2)导管结扎松

紧要适宜, 固定要确切. (3)贮药泵周围皮下积液

易导致感染. (4)化疗药物浓度不能太高, 注射速

度不能太快、太猛．要均匀缓慢注入, 有条件者

可用微量泵缓慢泵人. (5)注射完毕一定要再注入

肝素稀释液, 以防血栓形成

4.3 常用药物 目前最常用的预防性化疗药物为

5-FU. 研究表明[26], 5-FU全身化疗间歇给药预防

肝转移作用有限, 这是因为5-FU只对DNA合成期

癌细胞有效. 是时间依赖性抗癌药物. 其活性代

谢产物半衰期仅约10 min, 故5-FU间歇给药对大

部分癌细胞不起作用, 而应以持续灌注方式给药. 
另一方面, 5-FU经全身给药在肝脏浓度相当低. 
而不利于肝转移的预防, 为了研究全身化疗与门

静脉化疗的作用. Zalcberg et al [27]将450例大肠癌

随机分为3组. (1)对照组: 根治术后未化疗; (2)全
身化疗组: 根治术后5-FU 600 mg/(m2·d)静点连用

7 d; (3)门静脉化疗组: 同全身化疗组, 经门静脉

给药7 d. 结果门静脉化疗组较对照组明显降低肝

转移发生率, 降低死亡率, 而全身化疗组作用并

不肯定. 另外, 门静脉5-FU化疗应在术后早期进

行为宜, 最迟不宜超过术后6 h.  因为癌细胞在血

液循环中存在5 h上, 即可存活发生转移. 所以强

调术后早期至少应进行几天门静脉5-FU化疗.
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5  中药介入治疗

由于化学药物大多对骨髓抑制明显, 使免疫功

能低下等副作用较大, 对于晚期患者, 由于一般

情况较差, 不能胜任化疗灌注等治疗, 为了寻找

提高对晚期患者的疗效, 提高生活质量延长患

者的生存期, 诸多的学者从中医药方面着手. 目
前认为中药介入治疗优势在于: (1)与西药相比,
中药具有多靶点抗肿瘤的优势; (2)具有常规西

药不可比拟的提高机体非特异性免疫功能的作

用, 能延长患者生存期; (3)中医药在围介入手术

期的应用可以较有效的减少肝脏介入治疗后的

毒副反应及并发症, 改善患者生存质量. 常用的

方法有中药瘤内注射, 中药肝动脉灌注及栓塞

等法常用的中药有华蟾素针, 鸦胆子乳剂、白

芨油、喜树碱、中药复方针剂等.
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摘要
肝癌合并门静脉癌栓(PVTT)的治疗仍是医
学难题, 既往一直被视为手术禁忌, 近年随着
介入医学的进步, 发展了多种微创治疗方法, 
取得了可喜的疗效, 使肝癌并PVTT由不可治
变为部分可治, 展现了介入方法治疗肝癌并
PVTT的乐观前景. 本文就当前针对门静脉癌
栓的介入治疗方法, 技术要点及各种介入治疗
方法的初步疗效进行了综述. 为进一步的临床
规范化综合治疗肝癌并门静脉癌栓提供参考.
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0  引言

门静脉癌栓(portal vein tumor thrombosis,  PVTT)
是肝癌肝内播散、远处转移, 术后复发及影响

预后的重要因素, PVTT的发生率文献报道大体

在20%-70%之间[1-2]. 1987年国际抗癌联盟规定, 
侵犯门静脉或肝静脉的主要分支的肝癌, 其分

期均在T4N0M0以上, 如不经治疗, 其中位生存

期在3 mo左右[3]. 门脉癌栓在促使门脉高压进展, 
癌灶扩散, 机体衰竭死亡的病理过程中起到关

键作用[4]. 肝癌侵犯门静脉后, 大多已失去手术

治疗的机会, 既往多采取保守治疗或中医药治

疗, 甚至放弃治疗, 近来针对门脉癌栓采取积极

主动的介入治疗不同程度的收到了解除门脉阻

塞、延缓门脉高压、控制顽固性腹水、降低上

消化道出血率的目的, 从而提高了生存质量, 延
长了生存期. 

1  肝动脉化疗栓塞术(TACE)

动物实验, 影像检查及手术病理均证实, PVTT

主要接受动脉性肿瘤血管及胆管周围毛细血管

从供血, 门静脉为出瘤血管, 而非营养血管[5-8]. 
传统的TACE不仅能引起主瘤的坏死, 亦能引起

PVTT的坏死. 1995年Chung et al [9]报道110例肝

癌合并PVTT的患者, 主干癌栓48例, 其中15例
主干完全阻塞, 右支36例, 左支26例分别以碘油

加阿霉素行节段性栓塞, 结果显示, 31例瘤体和

癌栓完全或部分消失, 部分病例术后癌栓内可

见碘油沉积, 徐爱民 et al [10]报道, 124例肝癌并门

静脉癌栓患者, 采用肝动脉碘油栓塞加化疗灌

注, 77例采用肝动脉灌注化疗加碘油栓塞加明

胶海绵颗粒栓塞, 结果门脉癌栓的缩小率及消

失率为: 33.9%, 8.9%和33.8%, 16.9%. 但是, 为了

防止术后发生肝功能衰竭等严重后果, 需根据

门静脉血流方向, 癌栓的类型, 患者肝功能储备

情况, 有无动门脉瘘等严格把握适应症. 一般认

为[11-12], 当门脉主干癌栓形成时, 又无侧支循环

形成是动脉栓塞禁忌证; 门脉左或右干癌栓不

伴动门脉瘘时, 可行超选择供血动脉内栓塞; 门
脉二级分支癌栓可行常规栓塞; 门脉三级分支

癌栓由于癌栓的“门脉自家栓塞”作用, TACE
实际上起动门脉联合栓塞作用, 不影响TACE的
效果. 此外, 门脉主干或一级分支的癌栓的患者

不适于用明胶海绵颗粒、钢圈等栓塞剂作主干

栓塞 ,  可采用较温和的碘油化疗药物乳化剂

栓塞.

2  经皮经肝门静脉化疗栓塞术(SPVE)

此方法是在TACE的基础上, 同时行门静脉化疗

灌注或化疗栓塞. 不同于外科的肿瘤切除及门

静脉取栓术后门静脉置管, 皮下埋泵化疗, 介入

治疗主要是在B超或DSA机(数字减影血管造影)
引导下经皮经肝穿刺选择性门静脉化疗栓塞. 
具体的方法: 一是单纯B超引导下直接穿刺荷瘤

侧门静脉分支, 然后进行化疗栓塞, 可以刺入癌

栓内注入化疗药物碘油乳剂[13]; 二是B超引导下

是穿刺健侧门静脉分支, 在DSA下行直接门静

脉造影, 了解癌栓类型, 然后选择性插管至荷瘤

侧门静脉分支注入化疗药物及栓塞剂[14]. 门静
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原发性肝癌的介
入治疗正在走向
深入, 介入治疗门
静脉癌栓的方法
学研究具有重大
的临床意义, 是当
前的研究热点之
一, 很多专家开展
了这方面的研究, 
并形成了多种治
疗方法, 取得了一
定的疗效.



脉化疗栓塞可对肝肿瘤及PVTT的双重血供均

起到阻断作用. 同时可使PVTT暴露于高浓度的

抗癌药物环境中, 达到控制肿瘤、消除癌栓的

目的. 此外, 研究表明, 患侧门脉分支的栓塞, 可
促进健侧肝容积的增大, 从而提高肝功能的储

备[15-16]. 司芩 et al [17]报道38例肝癌合并门脉癌栓

的患者采用SPVE后, PVTT消失率23.7%, 缩小

率44.7%, 肿瘤缩小率76.3%, AFP转阴率66.6%, 
9例获Ⅱ期手术切除, 术后病理证实癌栓坏死率

达100%.

3  门脉癌栓经皮无水酒精注射治疗(PEI)

在超声引导下穿过正常肝实质刺入PVTT内, 然
后注入无水酒精, 实时观察无水酒精弥散情况, 
待酒精弥散至整个癌栓实体后拔针. 采用PEI治
疗门静脉癌栓的报道不多, Chan et al [18]报道1例
48岁中年男性患者, 主瘤灶采用TACE, 门脉癌

栓采用无水酒精注射, 随访18 mo, 未见肿瘤复

发征象, 但发生了胆道狭窄. 国内林礼务 et al [19]

报道, 18例肝PVTT行超声引导注射无水酒精治

疗, 每周1-2次, 连续5-7次为一疗程. 随访6-12 mo
发现, 18 例肝PVTT经超声引导肝门静脉穿刺注

射无酒精后, 15例(83.3%)有不同程度改善, 其中

7例(38.9%)注射4-5次后癌栓消失, 8例(44.4%)
表现为癌栓缩小或停止发展, 3例无效者, 因肝

内肿瘤较大, 其中2例左右支癌栓伴较严重腹水, 
病情严重, 体质过于虚弱, 仅注射2-3次后无法

继续治疗. 另1例肝门脉癌栓经注射酒精后缩小, 
但因脑内与脊柱转移中断治疗. 治疗中除疼痛

与发热(体温最高达39℃)外无其他重大并发症

发生, 发热患者一般于1-3 d后自行退烧, 体温达

39℃的患者可给予降温处理, 治疗前后肝功能

检查结果无明显变化. 提示, PEI治疗门脉癌栓可

取得一定得效果. 

4  激光消融术(laser ablation, LA)

LA治疗PVTT是利用高功率半导体激光仪光纤

头爆破, 气化的作用使癌组织热凝固坏死[20]. 由
于激光本身具有杀伤分界性好的特点, 正常组

织的热耐受性又比肿瘤细胞高, 所以通过调节

所释放的激光功率大小, 时间长短可以控制杀

伤范围的大小. 激光消融形成的隧道可以让血

流通过, 治疗后坏死的癌栓组织可被机体逐渐

吸收, 最终达到既杀灭了癌栓中的肿瘤细胞, 又
使阻塞的门静脉再通的目的. 国内陆正华 et al [21]

报道, 24例患者30支PVTT行LA治疗前, 经彩色

490                      ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志         2007年2月18日       第15卷       第5期

多普勒检查均无血流信号; 行LA后第1天, 28支
门静脉可观察到彩色血流信号; 行LA后第7天30
支门静脉均可观察到彩色血流信号; 行LA后第

30天, 12支可观察到连续但不稳定的彩色血流

信号, 16支可观察到连续且稳定的再通血流信

号; 术后第90天, 18支可观察到连续且稳定的再

通血流信号. 在随访期内, 生存时间≥10 mo者
4例, ≥7 mo者2例, ≥4 mo者6例, ≥1 mo者8例; 
仍然生存的20例患者中, 尚无或呈轻度腹胀、

腹痛、腹泻等临床表现者15例, 肝功能Child A
级者19例. 提示PVTT的激光消融治疗有望成为

一种疗效可靠, 技术安全的门静脉癌栓治疗新

方法.

5  内放射治疗

采用介入的方法将放射性物质经肝动脉注入或

直接植入瘤体内进行靶向性放疗, 不仅可以杀

死肿瘤周边靠门静脉供血区残存的癌细胞, 对
瘤区门静脉分支癌栓也可直接杀伤, 同时内放

射治疗起栓塞作用, 可阻断部分癌栓血供. 133I
是临床上常用的一种放射性核素, Raoul et al [22]

对有癌栓的14例进行内放射治疗, 从肝动脉注

入133I标记的碘化油, 3, 6, 9 mo的生存率分别为

71%, 48%和7%, 而对照组分别为10%, 0和0. 目
前研究表明, 32P玻璃微球是较理想的内放射剂, 
其优点为: (1)高纯度β射线源, 无g射线, 无须隔

离患者, 对人体无毒; (2)单位核素能在局部产

生较大的辐射能量, 且不会累及邻近器官; (3)
肿瘤剂量率大, 32P所释放的β射线最大射程可达

1 cm, 其能量为133I所产生的β射线能量的2倍, 
杀伤力强; (4)玻璃微球理化性质稳定, 半衰期长

(14.3 d), 在肿瘤内不被溶解和吸收, 可使肿瘤受

到较高的辐射剂量 ,  可永久性栓塞 .  严律南 
et al [23]采用32P-玻璃微球肝动脉灌注, PVTT术后

缩小或消失占42.19%(6/14).

6  金属内支架置入

金属内支架置入主要是为了缓解癌栓引起的肝

脏供血不足 ,  门脉高压症等继发性病理生理

变化. 
6.1 经皮经肝门静脉支架置入 支架置入的门脉

通路可通过穿肝、穿脾两种方式建立, 后者的

难度和风险明显增大[24]. 大多数学者认为, 支架

开通的是正常肝组织的血流, 因此, 支架应跨

过狭窄段, 远端位于正常肝侧门脉分支, 近端

位于门脉主干. 门静脉金属内支架置放后, 闭

www.wjgnet.com

■应用要点
本文较为全面的
介绍了当前介入
治疗门静脉癌栓
的各种方法及其
初步疗效, 并对各
种方法的治疗原
理, 技术要点进行
了阐述, 具有一定
的临床指导意义.
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塞的门脉再通, 文献报道[24-29], 门静脉压力可下

降约100-150 mm H2O2, 从而有利于食管胃底

静脉曲张、腹水的好转; 改善正常肝组织的门

静脉血供, 改善肝功能, 增加肝功能储备, 降低

肝功能衰竭、肝性脑病及上消化道出血的几

率, 有利于进一步的化疗栓塞等其他治疗, 使肿

瘤得到更好的控制. 关于支架置入后的通畅率, 
Yamakado et al [25]报道, 1组21例患者15例在生存

期内支架通畅, 1 a累计通畅率为53.6%, 平均通

畅期为12.4 mo. 2例未抗凝者发生血栓形成和内

膜增生. 6例发生支架堵塞, 其中2例因肝功能衰

竭死亡. 龚高全 et al [26]采用门静脉支架治疗门脉

癌栓患者19例, 其中16例获得随访, 支架通畅期

为1-20 mo, 中位通畅期仅为4 mo. 肿瘤沿支架网

格或两端长入, 血栓形成及内膜增生均可导致

支架再狭窄, 尤其是肿瘤的继续生长, 被认为是

支架发生再狭窄的主要原因, 因此支架置入后, 
尚需配合抗肿瘤, 抗凝等治疗. 
6.2 经颈静脉肝内门腔分流术(T I P S) 姜在波 
et al [30]报道了TIPS治疗门脉癌栓性门脉高压的

手术方法: 常规术前准备, 右颈内静脉入路, 按
常规TIPS方法穿刺门脉右支, 回抽有门脉血液

后(由于癌栓引起门脉闭塞, 狭窄变形并继发门

脉海绵样变等, 不一定穿刺到门脉右支的合适

位置, 即便穿刺到分支中亦可继续进行手术; 如
果门脉回血不畅, 常需造影指示), 引入黑泥鳅

导丝, 通过黑泥鳅导丝钻入门脉主干, 引入导

管, 造影证实导管在门脉主干或肠系膜上静脉

后, 更换为超硬导丝, 进行球囊扩张并按狭窄段

长度及肿瘤侵犯程度选择内支架的型号及个

数. 放置支架时, 支架一定要覆盖癌栓. 球囊扩

张前后测量门脉压力变化. 术前设计穿刺路径

时, 尽量避免穿刺道经过肿瘤组织. 他们报道的

14例终末期肝癌合并PVTT及门静脉高压症患

者, 平均年龄53.6岁, 8例门静脉主干完全堵塞, 6
例门静脉主干及分支有不同程度栓塞, 5例合并

门静脉海绵样变, 1例单纯上消化道大出血, 3例
单纯顽固性腹水, 10例上消化道大出血合并顽

固性腹水. 结果14例中10例患者成功行TIPS治
疗, 平均门静脉压力从术前37.2 mmHg (1 mmHg 
= 0.133 kPa)降至术后18.2 mmHg, 平均降低

19.0 mmHg, 腹水减少或消失, 消化道出血、腹

胀、腹泻等症状缓解, 平均生存132.3 d, 4例失

败, 此4例均伴有严重肝硬化, 彩色多普勒提示

门脉海绵样变, 放弃手术. 此组病例显示, TIPS
技术是治疗肝癌合并PTVV引起的上消化道大

出血和顽固性腹水的有效方法. 
目前, 各种针对PVTT的介入疗法均取得了

一定的效果, 采用与肝内主瘤灶联合治疗的方

法不同程度的延长了患者的生存期, 但是更确

切的疗效仍需更多的临床实践及经验总结, 以
便制定规范的治疗方案.
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中国科学技术信息研究所情报方法研究中心关于
2005年世界华人消化杂志指标检索报告

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

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

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

率0.66, 地区分布数26, 基金论文比0.43, 国际论文比0.02,学科影响指标0.46. (世界胃肠病学杂志社2006-10-27) 
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CT结肠成像在结肠癌防治中的应用
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摘要
近年来, 结肠癌的发病率呈明显上升趋势, 传
统的检查方法包括大便潜血试验、结肠双对
比造影和结肠内镜等在结肠癌的防治中具有
十分重要的作用, 但仍不能完全满足临床要
求. CT结肠成像(CT Colonography, CTC)随着
其技术的进步, 临床应用明显增加, 逐渐从一
种研究方法变成切实可行的应用技术. 显然, 
CTC因其丰富的后处理技术, 全方位的观察手
段, 可能对结肠癌的防治起到积极的促进作
用, CTC不但可观察肠腔内结构, 还可清晰显
示肠壁、肠腔外情况以及邻近脏器, 提供大量
的影像学信息, 因此有可能成为结肠癌高危人
群筛查的有效方法.

关键词: 结肠癌; 体层摄影术; X线计算机; 结肠成像 
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0  引言

结肠癌是常见恶性肿瘤之一, 近年来其发病率

呈明显上升趋势, 全世界每年新增病例超过50
万[1]. 结肠癌是美国第2大死亡原因, 约占癌症死

亡率的10%[2]. 中国人的结肠癌发病率在恶性肿

瘤中居第4位, 占癌症总发病数的13%. 传统的

检查方法包括大便潜血试验(fecal occult blood 
testing, FOBT)、结肠双对比造影(double contrast 
barium enema, DCBE)和结肠镜等在结肠癌的防

治中具有十分重要的作用, 但FOBT阳性率低, 
不能区分胃、小肠还是结肠来源; DCBE对小病

灶敏感性低, >5 mm息肉敏感性仅26%[3]. 结肠镜

(colonoscopy)是结肠癌诊断“金标准”, 同时可

进行活检和息肉摘除术, 但属侵入性检查, 有潜

在穿孔和出血可能[4]. 过去10余年间, CT结肠成

像(computed tomographic colonography, CTC or 
virtual colonography, VC)被越来越广泛用来检查

结肠肿瘤[5-12]. 随着CT技术的进步, 特别是多层

螺旋CT(multi-slice CT, MSCT)的发展, CTC逐渐

从单纯的研究转变为临床应用. 显然, CTC不但

可观察肠腔内结构, 还可清晰显示肠壁、肠腔

外情况以及邻近脏器, 提供大量的影像学信息, 
因此有可能成为结肠癌防治的重要检查手段. 

1  CT结肠成像技术

CTC是一种无创性成像技术, 他依靠薄层全结

肠扫描进行二维和三维成像. 尽管有不同的报

道, 多数学者认为, CTC对结肠和直肠肿块的

评价十分满意, 对10 mm以上息肉的敏感性是

75%-100%[13], 特异性>95%[14]. 
1.1 患者准备 主要是肠道准备, 方法很多但何

者最佳仍无定论. 目的是易于实施并使肠管充

分舒张, 有利于检出病变, 可较好的鉴别病灶、

皱壁或是食物残渣. 经济实用的肠道清洁法包

括泻药如柠檬酸镁、磷酸苏打和清洁剂如聚

乙二醇, 也可选择专用的“经济套餐”[15]. 但上

述方法可引起患者的不适, 并有少量患者肠道

清洁不够充分. 最近有学者采用一种更为简便

且有效的肠道准备技术——饮食标记法(feca l 
tagging, FT)[13,16-17]. FT就是在检查前患者食物中

加入少量钡剂或碘剂, 高密度对比剂和食物残

渣混合有利于与病灶区分, 对>10 mm结肠息肉

的检出敏感性和特异性分别达到100%和80%[18], 
其息肉检出率和结肠镜一致[19]. 舒张结肠: 通过

结肠内注入一定量的气体(空气或二氧化碳)形
成对比并使肠腔舒张, 但会引起患者不适. CTC
要求结肠充分舒张, 因此操作时请患者忍耐尽

可能纳入多量气体. 通常感到不适时说明结肠

已经舒张良好. 
1.2 数据采集 多层螺旋CT(MSCT, 球管一次旋

转就可获得4-64层断面图像)的使用显著降低曝

光剂量, 改善CT断面图像质量和缩短扫描时间. 
MSCT可保证1次屏气采集到大范围的各向同性
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数据. 使用16层CT时, 取层厚0.75 mm, 螺距1.5, 
扫描腹腔和盆腔需要15-20 s. 而采用64层螺旋

CT, 腹腔和盆腔扫描一般少于10 s. 多数作者采

用仰卧和俯卧位2个体位扫描, 可改变残渣、残

液的位置, 便于区分息肉和残渣. 单体位扫描图

像中部分肠管会被残渣、残液掩盖, 因此, 仰卧

和俯卧位扫描提高了息肉的检出率, 但将增加

辐射剂量. 
1.3 辐射剂量 单层螺旋CT常规扫描有效剂量可

达18 mSv[20], 通过增加螺距、层厚或降低峰值

电压、mAs可减少辐射剂量. 由于气体与结肠壁

的对比非常好, 因此降低曝光量并不会影响病

灶的检出率. 最近的研究显示[21], 其有效剂量男

性为1.8 mSv, 女性2.4 mSv而不影响病灶检出率. 
1.4 图像分析 主要有二维(2D)和三维(3D)2种
基本技术, 可以单独使用. 但因各自的优势, 结
合2D和3D图像分析技术, 可更有效区分肠壁皱

折、残渣和病灶 ,  其缺点是增加图像分析的

时间.

2  结肠癌的影像学诊断

2.1 影像学表现 结肠癌原发病灶大体形态学表

现分为溃疡型、浸润型和肿块型, 与结肠镜、

手术结果一致. 溃疡型的CTC特征表现为肿瘤周

边呈不规则的环行隆起或多结节状、凹凸起伏, 
中心呈不规则凹陷, 中心区域较周边隆起略灰

暗, 参考2D轴位、矢状位、冠状位可测量肿瘤

大小及溃疡中心凹陷深度与溃疡口部宽径. 浸
润型CTC可见环肠壁部分或全部生长的多结节

形态不规则的肿块影, 肠腔明显狭窄, 部分呈细

小间隙通过, 结合2D轴位、矢状位、冠状位图

像可见肿瘤沿肠壁生长, 肠壁增厚侵及浆膜层. 
肿块型在CTC腔内呈息肉状或无蒂菜花状突向

腔内, 形态多不规则, 其中心密度较高, 而周缘

呈环状暗带, 肿瘤周围可有散在的子结节. 借助

CT 2D图像可观察结肠癌周围浸润、淋巴结肿

大和远处转移等情况. 
2.2 结肠癌分期 近年来随着CT设备的发展和软

件的升级, 在结肠癌术前分期中的优势已很明

显. 对照国际TNM分期法可综合观察肿瘤的原

发灶(T)、淋巴结转移(N)和远处转移(M)情况. 
TNM分期法中, Tis: 原位癌, T1: 肿瘤位于黏膜

下层, T2: 侵犯肌层, T3: 侵犯浆膜层或肠系膜

脂肪, T4: 侵犯邻近器官. N0: 无局部淋巴结转

移, N1: 转移淋巴结1-3个, N2: 转移淋巴结4个以

上. M0: 无远处转移, M1: 远处转移. CT对肿瘤
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的肠壁浸润、肠腔周围淋巴结肿大以及腹部脏

器转移等均有独到的应用价值, 但由于CT对结

肠壁的3层结构较难显示, 也即在区分癌肿瘤浸

润肠壁深度有一定的限度, CT对淋巴结转移的

判定也有一定的难度. 因此, Filippone et al [22]根

据TNM分期制定的CT诊断标准为: ≤T2: 结肠

壁增厚, 外侧边缘光整, 周围脂肪层清晰; T3: 肿
瘤呈圆形或结节状突起, 肿块突入邻近脏器间

脂肪层; T4: 肿瘤向外浸润, 肿块与邻近脏器间

脂肪层消失. N1: 至少1个长径>1 cm的1-2个淋

巴结, 或任何大小的3个淋巴结; N2: 任何大小的

3个以上淋巴结; N3: 长径>1 cm后腹膜多个肿大

淋巴结. 该研究[22]对原发病灶的敏感性和特异

性分别为88%和94%, 其诊断准确率分别是: ≤
T2, 93%; T3, 90%; T4, 98% . 由于CTC尚不能分

辨结肠的黏膜下层和肌层, 因此无法区分原发

肿瘤的T1和T2期. 淋巴结转移的敏感性和特异

性分别为: N0, 81%和90%; N1, 73%和87%; N2, 
89%和94%. M: 远处转移, M0无远处转移, M1有
远处转移. 远处转移以肝脏最多(75%), 其次是

肺、肾上腺和骨骼等. 
2.3 结肠癌梗阻性病变近端结肠的评价 结肠癌

中约5%可同时出现两个以上病灶, 有时肿块引

起梗阻妨碍内镜评价他近端的情况[23], CTC检查

对评价同时性病灶所在的位置以及结肠周围情

况十分有效. 另外, 对梗阻性癌肿、放射性狭窄

病例均会妨碍结肠镜检. 有报道[23]结肠镜检失

败病例CTC均可提供高质量图像以供研究, 但对

于完全梗阻病例应慎用, 因为这种病例肠道清

洁是禁忌症. 
2.4 局限性 CTC诊断结肠癌具有较大的优越性, 
但也存在一定的局限性. (1)不能观察黏膜的颜

色改变, 缺乏组织特异性, 如除借助于轴位图像

可以明确脂肪瘤的定性诊断外, 尚难对其他病

变做定性诊断; (2)对浅表型的病变和黏膜下浸

润为主的病变显示差; (3)影响病变检出的敏感

性和准确性的干扰因素较多, 如肠道准备, 扫描

参数等; (4)无法进行活检和治疗.

3  CTC结肠癌筛查

尽管存在争议, CTC筛查已有较多临床研究[24-26]. 
结肠癌发病与下列因素有关: 结肠癌或大腺瘤

样息肉患者(<60岁)的直系亲属, 肠炎性病变, 家
族性腺瘤样息肉病或遗传性非息肉性大肠癌综

合征以及腺瘤病前期或结肠癌前期病变等[27]. 文
献报道的结肠癌筛查均针对结肠息肉, 而筛查
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中直接发现结肠癌的情况尚未见报道, 因此, 结
肠息肉的检测成为结肠癌防治工作的重要内容. 
与DCBE和结肠镜对同样大小息肉检测比较, CT
对>10 m m的息肉敏感性超过90%, 优于前两

者[14,24]. 另1项研究显示[28], 大肠癌的CT敏感性是

100%, >10 mm息肉是91%, 6-9 mm的是82%. 但
并不是所有的研究对>10 mm息肉检测都有相

似的敏感性. Fletcher et al [29]对180例>10 mm息

肉检测敏感性是85%. 这一特点也出现在近来的

多中心多层螺旋CT结肠成像和传统内镜的评价

中, 该研究中总的CT结肠成像对>10 mm息肉的

检出率仅为55%, 然而对于有CT结肠成像检查

经验医生而言诊断息肉的敏感性接近90%, 但对

于小息肉(<5 mm)敏感性略低. 
对高危人群筛查的不同意见来自C o t t o n 

et al [30]的多中心研究, 该研究对703例高于平均

危险因素人群的同一天CTC和结肠镜检查进行

对照研究, 3位有经验的阅片医生对>10 mm的息

肉检出率分别为34%, 32%和73%, 即使采取两

人阅片的方法这些息肉的发现率也仅为63%. 这
一研究结果受到较多放射和内镜学家们的质

疑[31]. 随后的许多研究均认为, CTC对结肠息肉

的检测有较高的敏感性[25-26]. 因此, CTC在高危

人群的筛查中可能具有积极的意义. 
总之, CT结肠成像随着软硬件技术的不断

发展, 尤其是多层螺旋CT的使用, 其临床应用价

值已愈来愈受到重视. CTC对结肠癌原发病灶、

淋巴结转移和邻近脏器转移等的观察比传统的

检查技术有明显优势, 对结肠癌术前分级有较

高的准确率, 对高危人群的筛查有较高的敏感

性. 因此, CTC有望成为结肠癌防治的重要检查

方法.
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摘要
区域动脉灌注抗癌药物, 肿瘤组织中高浓度的
抗癌药物高度抑制肿瘤细胞的活性, 最大限
度的杀伤癌细胞, 除了提高肿瘤局部化疗药物
浓度外, 较高浓度的化疗药经门静脉回流到肝
脏, 对预防肝转移起到非常重要的作用. 结直
肠经术前区域动脉灌注化疗, 肿瘤组织学疗效
显著, 肿瘤细胞凋亡明显, 能提高手术根治切
除率, 减少术后转移和复发, 提高长期生存率, 
而且并发症少, 几无痛苦, 为一种微创和安全
的治疗方法, 可以作为一种有效的结直肠癌综
合治疗方案.

关键词: 区域动脉灌注化疗; 结直肠癌; 价值
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0  引言

结直肠癌是我国常见恶性肿瘤, 在恶性肿瘤的

发病中居第3位, 近年来有增加趋势. 早期大肠

癌的预后较好, 根治切除的5 a生存率约为80%
以上. 但临床上确诊为大肠癌时常为进展期, 约
30%已发生转移[1], 手术根治率和生存率低. 经
动脉灌注化疗药物治疗恶性肿瘤是近年来临床

应用最广的介入治疗方法之一, 结直肠癌术前

区域动脉灌注化疗(preoperative regional intra-
arterial chemotherapy, PRAC)和手术联合应用已

有许多报道. 我院自1992年以来开展结直肠癌

PRAC, 术后12 d左右手术切除肿瘤, 对结直肠癌

PRAC后组织学疗效、肿瘤细胞凋亡等进行了

评介, 手术根治率和生存率有所提高. 

1  区域动脉灌注化疗的概念和方法

传统的化疗为静脉化疗或口服化疗, 区域动脉

灌注化疗是相对于全身化疗而言的一种化疗方

法, 采用介入方法, 通过导管在肿瘤供血动脉内

直接灌注化疗药, 药物直接经导管注入肿瘤供

血动脉, 在到达肿瘤组织前, 抗癌药物与血浆蛋

白结合率较经静脉给药要低得多, 而且, 经动脉

灌注的抗癌药物浓度常常较静脉滴注要高得

多. 许多抗癌药物的效价与药物浓度呈正比, 在
一定浓度范围内, 抗癌药物浓度越高, 疗效越

好. 同静脉化疗比较, 消化道肿瘤经区域动脉灌

注抗癌药物, 肿瘤边缘抗癌药物浓度是全身化

疗时的9-68倍[2]. 经区域动脉灌注抗癌药物, 肿
瘤组织中高浓度的抗癌药物高度抑制肿瘤细胞

的活性, 最大限度的杀伤癌细胞, 启动肿瘤细胞

的凋亡机制. 根据肿瘤部位, 右半结肠癌采用肠

系膜上动脉插管造影和经导管灌注化疗, 左半

结肠癌采用肠系膜下动脉、直肠癌采用肠系膜

下动脉及髂内动脉插管造影和经导管灌注化疗. 
肿瘤供血动脉条件允许, 应尽可能将导管超选

择性插入动脉分支. 常用化疗方案选用5-氟脲

嘧啶0.75-1.0 g或脱氧核苷0.75-1.0 g; 丝裂霉素

10 mg或阿霉素类抗癌药物30-40 mg; 顺铂类抗

癌药物60-80 mg. 通常3组中各选1种联合灌注化

疗, 每种药物稀释成50 mL, 0.5 h内灌注完毕. 近
年来新的抗癌药物卡培他滨、依立替康、奥沙

利铂等相继投入临床应用, 疗效有所提高.

2  动脉灌注化疗对肿瘤组织的影响

结直肠癌经区域动脉灌注化疗后, 病理检查表

现为癌细胞不同程度的坏死、核变性、肿瘤血

管血栓形成、间质纤维增生等, 说明动脉灌注

抗癌药物治疗大肠癌疗效确切. 参照胃癌组织

学疗效评定标准[3], 0级: 无效, 未见癌细胞和组

织因治疗引起的变性坏死损害;Ⅰ级: 轻效, 2/3
以下癌细胞发生变性坏死和溶解; Ⅱ级: 轻显效, 
2/3以上癌细胞发生变性坏死和溶解; Ⅲ级: 显
效, 癌细胞全部变性坏死和溶解或消失, 有时可

见癌组织为肉芽组织或纤维组织所代替. 我院

对其中50例结直肠癌介入治疗后进行了组织学

疗效评定, 组织学疗效Ⅰ级20例, Ⅱ级21例, Ⅲ
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级9例. 而且对病理分期Dukes A期、B期和C期
各期均有效, 有效率达到100%, 不同分期之间

疗效并无差异[4]. 邢安堂 et al [5]报道56例结肠癌

PRAC后, 组织学疗效0级2例, Ⅰ级24例, Ⅱ级28
例, Ⅲ级2例, 总有效率达96.4%. 肿瘤的发生、

生长、转移与肿瘤新生血管的生成密切相关, 
微血管的数量是估计实体肿瘤发展的重要生物

学特性. 林清 et al [6]报道, 28例大肠癌PRAC后, 
大肠癌组织中心、癌黏膜表面及癌旁组织的微

血管密度与对照组比较, 癌黏膜表面的微血管

密度明显降低, 差异有显著性.

3  动脉灌注化疗对细胞凋亡的影响

细胞凋亡是一种程序性细胞死亡, 是在基因严

密控制下主动清除多余细胞或缺陷细胞的正常

现象, 与肿瘤的发生、发展和治疗密切相关. 细
胞凋亡的形态学和生化特征与细胞坏死不同, 
表现为细胞核皱缩、失去细胞间连接、胞质浓

集、胞核固缩、染色体边缘胞膜突起、缢断, 
形成凋亡小体. 传统化疗药物治疗效果被认为

是其对肿瘤细胞的直接杀伤作用, 近年来研究

表明化疗药物还可通过诱导癌细胞凋亡来清除

肿瘤细胞, 使肿瘤缩小或退变. 区域动脉灌注化

疗诱导癌细胞凋亡是一持续过程, 由于介入化

疗后凋亡细胞增加使肿瘤生长减慢而产生治疗

作用[7]. p53基因在化疗药物诱导的癌细胞凋亡

过程中发挥重要作用, 化疗药物可以阻碍DNA
的合成, 通过p53基因而诱导癌细胞凋亡[8-9]. 介
入化疗除了化疗药物产生小动脉炎、动脉血

栓、引起血管周围癌组织病理性坏死外, 通过

诱导肿瘤细胞凋亡, 使肿瘤缩小或退变. 残存肿

瘤细胞的大量凋亡, 无疑对提高肿瘤手术根治

率, 降低肿瘤复发和转移有积极的临床意义. 我
院66例结直肠癌中, 22例介入治疗前肠镜活检

标本的癌细胞凋亡细胞密度为31.47±5.58个/网
格, 介入治疗后为76.69±17.12个/网格, 通过介

入治疗癌组织细胞凋亡密度显著增加, 两者有

显著性差异. 肿瘤细胞凋亡与组织学疗效对照, 
组织学化疗反应越明显者, 肿瘤细胞凋亡也越

明显[4]. 代志军 et al [10]对照45例直肠癌术前介入

化疗患者和47例单纯手术治疗患者, 癌细胞凋

亡指数术前介入化疗组明显高于单纯手术治疗

组; 局部复发和肝转移发生率明显低于单纯手

术治疗组; 术后5, 10 a生存率也显著高于单纯手

术治疗组. 近来研究提示, 细胞凋亡的失控与肿

瘤的发生、发展密切相关, 但我院大肠术后标
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本正常段肠黏膜的凋亡细胞密度明显低于结直

肠癌的凋亡细胞密度. 孙保存 et al [11]观察32例大

肠绒毛状腺瘤和33例大肠乳头状腺癌的凋亡细

胞, 大肠腺癌和腺瘤的细胞凋亡密度均显著高

于非肿瘤黏膜, 腺癌的细胞凋亡密度高于腺瘤

的细胞凋亡密度, 与我院结果相类似. 所以, 癌
组织的发生和发展是否与癌组织的凋亡减少有

关尚不能做满意解释. 

4  区域动脉灌注化疗对手术根治切除率、生存

率的影响

结直肠癌手术前进行介入化疗的目的是期望

提高手术根治切除率, 降低术后肿瘤转移和复

发, 提高生存质量和生存率. 我院66例结直肠癌

经介入化疗后, 手术根治58例, 根治率为87.9%, 
我院同期结直肠癌单纯手术根治切除率仅为

72.9%(70/96)[12]. 结直肠癌手术根治切除率的

提高必然提高生存率, 本组获得随访结果的病

例中, 1, 3和5 a生存率分别为95.1%, 71.1%和

48.5%. 顾晋 e t a l [13]报道44例结直肠癌术前经

区域动脉灌注化疗, 1, 3 a生存率分别为93.05%
和71.80%, 同期单纯手术的1, 3 a生存率分别为

80.78%和40.76%, 两组对比有明显差异. Braun 
et al [14]对107例晚期直肠癌患者作了回顾性研究, 
其中52例术前动脉内联合化疗, 结果动脉内化

疗组5 a生存率(64.76%)较单纯手术组(38.23%)
明显提高. 大肠癌术前经导管区域动脉灌注化

疗对提高手术根治切除率, 提高生存率确有积

极的临床意义.

5  区域动脉灌注化疗对不同病理分期、不同组

织学类型肿瘤的作用

我院66例结直肠癌, 不同病理分期的结直肠癌

经过介入化疗均获得较好的组织学反应, 不同

病理分期的组织学反应相互间无显著性差异. 
Dukes氏病理分期A, B, C各期的结直肠癌经过

介入化疗, 肿瘤细胞均发生明显的凋亡, 不同病

理分期肿瘤的细胞凋亡相互间无显著性差异[4], 
说明经动脉灌注化疗, PRAC对不同病理分期

的结直肠癌均有效, 除了对可以手术切除的大

肠癌提高手术根治切除率、提高生存率外, 对
不能手术根治切除的结直肠癌也不失为一种有

效的姑息治疗手段. 顾晋 et al [13]对一组结直肠

癌患者应用COX回归分析方法, 对所有患者的

性别、年龄、肿瘤的大体类型、大小、生长方

式、分化程度、Dukes分期以及是否行PRAC等

www.wjgnet.com

■研发前沿
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药物选择、药物
浓度和药物灌注
时间、是否超选
择性肿瘤供血动
脉插管或留置导
管化疗、动脉灌
注化疗和外科手
术的最佳间隔时
间、手术前的多
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临床病理因素对患者生存的影响进行多因素风

险分析, 结果发现患者的性别、年龄、肿瘤的

病理类型、生长方式、分化程度对于患者的生

存影响较小, 而是否行术前区域动脉灌注化疗

和肿瘤分期对于患者的生存有明显影响. 
肝脏是结直肠癌血行转移的重要靶器官, 

约20%Ⅱ期和50%Ⅲ期的结直肠癌根治术后发

生肝脏转移, 其中, 肝转移灶无法手术切除的患

者中位生存期只有6.9 mo[15]. 而许多结直肠癌

患者术前常常已经有肝脏转移. 结直肠癌区域

动脉灌注的化疗药物除了提高肿瘤局部化疗药

物浓度外, 较高浓度的化疗药经门静脉回流到

肝脏, 对预防肝转移起到非常重要的作用. 许剑

民 et al [16]将110例结直肠癌术前肝动脉联合区域

动脉灌注化疗, 112例作为对照组, 随访提示, 术
前肝动脉联合区域动脉灌注化疗组和对照组的

3 a肝转移率分别为10.0%和19.6%; 3 a无瘤生存

率、总生存率、中位生存期, 术前肝动脉联合

区域动脉灌注化疗组均较对照组明显提高, 其
中Ⅲ期的结直肠癌差异有显著性. 

结直肠癌PRAC, 肿瘤组织学疗效显著, 肿
瘤细胞凋亡明显, 能提高手术根治切除率, 减少

术后转移和复发, 延长生存时间, 并发症少, 为
一种微创和安全的治疗方法. 化疗药物选择、

药物浓度和药物灌注时间、是否超选择性肿瘤

供血动脉插管或留置导管化疗、动脉灌注化疗

和外科手术的最佳间隔时间、手术前的多次

介入化疗能否进一步提高疗效等, 值得进一步

研究.
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Abstract
AIM: To construct a yeast two-hybrid cDNA 
library of hydroxycamptothecin-resistant human 
colon cancer cell line SW1116/HCPT in yeast 
cells.

METHODS: The total RNA of SW1116/HCPT 
cells was extracted using TRIzol method. Clon-
tech SMART (switching mechanism at 5′end 
of RNA transcript) technique and homologous 
recombination mediated approach were used to 
construct cDNA library of SW1116/HCPT cells.

RESULTS: The ratio of A 260 to A 280 value of the 
extracted RNA was 1.98. A total of 3 bands (28S 

rRNA, 18S rRNA and 5S rRNA) were exhibited 
by agar gel electrophoresis, and the ratio of 28S 
rRNA and 18S rRNA was about 2. The ds cDNA 
smear in cDNA library was between 0.1-5 kb in 
length, with high expression at the 1–kb region. A 
total of (1.2-1.9)×106 recombinants were obtained 
from the cDNA library, and the recombination 
rate was 93.7%. The amplified polymerase chain 
reaction (PCR) fragments were between 0.2 and 5 
kb in length.

CONCLUSION: The yeast two-hybrid cDNA li-
brary of SW1116/HCPT is successfully construct-
ed by Clontech SMART technique in yeast cell.

Key Words: Yeast cell; Clontech SMART technique; 
Yeast two-hybrid cDNA library; Homologous recom-
bination

Jin XF, Ran ZF, Chen X, Xiao SD. Construction and 
characterization of yeast two-hybrid cDNA library of 
hydroxycamptothecin-resistant human colon cancer cell 
line SW1116/HCPT in yeast cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(5):500-504

摘要
目的: 构建羟基喜树碱耐药结肠癌细胞株
SW1116/HCPT细胞的酵母双杂交cDNA文库. 

方法: 用TRIzol从SW1116/HCPT细胞提取总
RNA, 采用CLONTECH SMART (switching 
mechanism at 5'end of RNA transcript)技术和
同源重组(homologous recombination)的方法
构建SW1116/HCPT细胞的cDNA文库. 

结果: 提取的RNA的A 260/A 280为1.98, 甲醛变性
琼脂糖凝胶电泳示出28S rRNA、18S rRNA
及5S rRNA 3条特异性带, 28S与18S带浓度及
亮度比值约为2. 文库ds cDNA smear较长分
布在0.1-5 kb, 成长瀑布条带, 而且在接近1 kb
的区域有密集的带子, 为高丰度表达基因. 依
据生长菌落计数, 共获得(1.2-1.9)×106个转
化子, 重组率达93.7%, 文库插入片段大小为
0.2-5 kb.

■背景资料
肿瘤的多药耐药
性(MDR)是一个
十分复杂的生物
学 过 程 ,  影 响 因
素、参与机制众
多 ,  也 是 造 成 化
疗失败的重要原
因. 为了更好的探
讨MDR现象和机
制 ,  本 文 构 建 了
SW1116/HCPT细
胞的酵母双杂交
cDNA文库. 

®
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结论: 成功构建了SW1116/HCPT cDNA文库.

关键词: 酵母细胞; SMART技术; 酵母双杂交cDNA

文库; 同源重组
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0  引言

肿瘤的多药耐药性(multidrug resistance, MDR)
是一个十分复杂的生物学过程 ,  影响因素、

参与机制众多 ,  也是造成化疗失败的重要原

因 .  本研究组前期通过药物浓度递增诱导

法 ,  建立了人结肠癌羟基喜树碱耐药细胞株

(hydroxycamptothecin-resistant human colon 
cancer cell line SW1116/HCPT)[1]. 为了更好的探

讨MDR现象和机制, 我们构建SW1116/HCPT细
胞的酵母双杂交cDNA文库, 为进一步阐明羟基

喜树碱耐药结肠癌细胞内的耐药蛋白之间的相

互作用提供坚实的基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 HCPT耐药细胞株SW1116/HCPT为
本课题组前期建立 ,  c D N A文库构建试剂盒

(含酵母菌A H109, 质粒p G A D T7-R e c)购自

Clontech公司. 其中含SMART ⅢTM Oligo寡
核苷酸: 5'-AAGCAGT GGTATCA ACGCAG 
A G T G G C C AT TAT G G C C G G G-3' ;  C D S
Ⅲ 引物: 5'-AT T C TA G A G G C C G A G G C G 
GCCGACATG-d (T)30VN-3'; LD-PCR上游引

物: 5'-TTCCACCCAAGC AGTGGTAGAGGC
CGAGGCGGCCGACA-3'和LD-PCR下游引物: 
5'-GTATCGATGCCCACCCTCTAGAGGCCGA
GGCGGCCGACA-3'. 文库扩增的上游引物5'-A
GCAGTGGTATCAACGCAGAG-3'和下游引物: 
5'-GCGGGGTTTTT CAGTATCTACGA-3'由上海

生工合成. TRIzol购自Invitrogen公司. 酵母质粒

抽提试剂盒购自Omega公司. 此外, YPDA培养基

和SD/-Leu营养选择性培养基分别购自Oxford和
Clontech公司. 
1.2 方法 
1.2.1 SW1116/HCPT细胞培养 用含100 mL/L胎牛

血清的RPMI1640(Gibco BRL)完全培养液, 细胞

置于含50 mL/L CO2、950 mL/L空气的CO2孵箱

中, 在37℃、95%湿度条件下培养. 取对数生长

期的细胞提取总RNA. 

1.2.2 细胞总RNA提取 按照TRIzol提供的操作说

明书进行, 提取的总RNA用30 μL DEPC水溶解. 
从样品中取2 μL稀释成400 μL, 以DEPC水作对

照, 在Ultraspec 2000型紫外/可见分光光度计上

测定A 260和A 280比值, 另取2 μL样品进行甲醛变性

琼脂糖凝胶电泳. 同时进行RNA保温试验以验证

RNA溶液中有无RNA酶污染. 
1.2.3 cDNA第一链的合成 在无菌的0.25 mL PCR
薄壁管中加入1 μL 总RNA, 1.0 μL 10 μmol/L的
CDSⅢ引物, 去离子水加至4 μL混匀, 稍离心, 
72℃孵育2 min, 冰浴2 min. 轻轻混匀, 在室温下

加入2.0 μL 第一链缓冲液, 1 μL 20 mmol/L DTT, 
1.0 μL 10 mmol/L dNTP混合物, 1.0 μL的MMLV
逆转录酶, 混匀, 稍离心, 42℃反应10 min, 加入

1.0 μL 10 μmol/L SMART Ⅲ, 于42℃反应1 h. 
75℃, 10 min终止第一链合成, 冷却至室温, 再加

入1.0 μL RNase H, 37℃温育20 min, 以消化RNA. 
1.2.4 LD-PCR合成 在无菌的0.5 mL PCR薄壁管

中按操作说明书依次加入: 第一链cDNA, 无菌

双蒸水, 10×Advantage 2 PCR 缓冲液, 10 μmol/L
的50×dNTP, PCR上、下游引物, 10×GC-Melt 
Solution, 50×Advantage 2 polymerase Mix. 在
PTC240型PCR仪上进行: 95℃ 30 s先变性后再进

行95℃ 10 s, 68℃ 6 min(后一次循环的延伸时间

在前一次循环时间上加5 s)二温度PCR反应, 共
20个循环: 最后一循环68℃ 5 min. 取5 μL产物进

行12 g/L琼脂糖凝胶电泳. 
1.2.5 双链cDNA(ds cDNA)的纯化 纯化方法依

照BD CHROMA SPINTM+T E-400 Columns 
(Clontech公司)说明书进行. 纯化柱颠倒数次以

完全重悬凝胶基质, 纯化柱保持直立, 断去break-
away端, 放入一灭菌的1.5 mL离心管中, 去掉顶

盖. 1864 r/min离心5 min, 以平衡缓冲液, 重建基

床, 纯化柱放入一新的1.5 mL离心管中, 将cDNA
加到其内胶床平面的中心. 1864 r/min离心5 min, 
离心管中即为纯化的ds cDNA. 
1.2.6 AH109感受态的制备 PEG/LiAc法制备酵

母感受态. 大致如下: 刮取少量酵母AH109贮存

液接种于YPDA琼脂平板上, 30℃倒置培养直

至克隆长出(2-3 d). 接种一个克隆(直径2-3 mm)
于装有3 mL YPDA的15 mL无菌离心管中, 剧
烈振荡以完全分散菌落, 30℃振荡孵育8 h. 将
100 μL培养物转移到50 mL的YPDA培养基中, 
30℃, 230-250 r/min振荡孵育16-20 h, 待A 600

为0.15-0.3时, 室温1864 r/min离心5 min收获

酵母. 弃上清, 重新悬浮沉淀于100 mL YPDA, 

■相关报道
全 长 c D N A 文 库
的构建是功能基
因组研究的一种
经 济 、 快 速 、

有 效 的 途 径 ,  目
前 国 内 外 构 建
cDNA文库的方法
主要有括Oligo-
Capping, CAPture, 
S M A RT,  C A P -
trapper, CapSelect
和CAPjumping等. 
本文采用SMART
技术构建cDNA文
库, 节省了基因克
隆和功能鉴定的
时间, 同时也为后
续的研究奠定了
坚实的基础.
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30℃孵育3-5 h (A 600为0.4-0.5), 室温1864 r/min
离心5 min. 弃上清, 重新悬浮沉淀于60 mL三
蒸水, 室温1864 r/min离心5 min. 弃上清, 重新

悬浮沉淀于3 mL 1.1×TE/LiAc溶液, 分装在两

个1.5 mL离心管(每管1.5 mL), 高速离心15 s. 
弃上清, 重新悬浮沉淀于600 μL 1.1×TE/LiAc
溶液. 
1.2.7 同源重组及转化 在7 mL离心管中加入ds 
cDNA (20 μL)、pGADT7- Rec (0.5 g/L 6 μL), 鲑
鱼精DNA(取20 μL鲑鱼精DNA于离心管中100℃
加热5 min, 置于冰上冷却, 在加样前重复几次, 
使其变性彻底). 加入600 μL经上述处理的酵母

AH109感受态细胞, 轻轻混匀. 加入2.5 mL PEG/
LiAc溶液, 轻轻混匀, 30℃孵育45 min, 每15 min
混匀一次. 加入160 μL DMSO, 混匀, 于42℃水浴

20 min, 每10 min混匀一次. 1864 r/min离心5 min, 
弃上清, 重新悬浮于3 mL YPD Plus溶液, 30℃振

荡孵育90 min. 1864 r/min离心5 min, 弃上清, 重
新悬浮于1 mL 9 g/L NaCl溶液. 然后分涂在10个
直径为100 mm的SD/Leu选择性平板上. 30℃倒

置培养3-6 d. 
1.2.8 文库质粒DNA的评价 取共转化产物按

1∶10、1∶100、1∶1000、1∶0000稀释, 分别

涂100 μL稀释液至100 mm SD/-Leu平板, 30℃倒

置培养3-6 d. 计数平板菌落. 依据公式计算转化

效率: 克隆数目(cfu)×总转化混合物体积(μL)/稀

释混合物涂板体积×稀释系数×转化所用质粒

量(μg). 随机挑取16个生长在上述SD/-Leu平板上

的克隆分别接种于5 mL SD/-Leu液体培养基中, 
30℃振荡培养16 h, 直至培养物饱和. 使用Yeast 
Plasmid Mini Kit (Omega公司)提取质粒DNA, 用
文库扩增引物扩增插入片段, 并计算重组率.

2  结果

2.1 SW1116/HCPT总RNA纯度及完整性分析 提
取的RNA之A 260/A 280为1.98. 甲醛变性琼脂糖凝

胶电泳示, 28S rRNA、18S rRNA及5S rRNA 3
条特异性带, 28S与18S带浓度及亮度比值约为2, 
而且保温试验后RNA电泳结果如图1所示, 因此

RNA质量较优可用于后续研究. 
2.2 ds cDNA琼脂糖凝胶电泳 可见文库ds cDNA 
smear较长分布在0.1-5 kb, 成长瀑布条带, 而且

在接近1 kb的区域有密集的带子, 为高丰度表达

基因(图2).
2.3 文库质粒DNA评价 依据生长菌落计数, 共获

得(1.2-1.9)×106个转化子. 从平板上随机挑取16
个单克隆, 提取质粒, 用文库扩增引物扩增插入

片段, 该文库的cDNA插入片段在0.2-5 kb之间, 
其中泳道3, 4, 5, 7, 12有2或3条带子, 可能是挑

取单克隆时菌落不纯所致, 亦可能是由于质粒

中插入了不同的片段所致, 由菌落PCR推算得知

重组率为93.7% (图3). 

3  讨论

目前, 构建全长cDNA文库的方法主要有以下

几种: Oligo-capping法[2], CAP ture法[3], SMART
法[4-5], Cap-Select法[6], Cap-jumping法[7]以及Cap 
-trapper法[8]等. 所有的这些方法都着眼于真核

生物mRNA 5'端的帽子结构, 但又各有其独到

之处. 总的说来, cDNA文库构建大致经分离总

RNA, 纯化mRNA, 反转录成cDNA, 然后与两端

带有限制性酶切位点的人工接头相连接, 并将其

插入到载体中, 转染大肠杆菌, 得到cDNA文库. 
而本课题组直接选用SMART技术构建耐药细

16 15 14 13  12  11 10  9  8    7   6  5  4   3  2  1   M   bp
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图  3  SW1116/HCPT cDNA文库质粒PCR扩增电泳结果. M: 
DNA 250 plus Marker; 1-16: cDNA文库质粒PCR扩增片段.

■创新盘点
本文在国内外首
次构建了结肠癌
羟基喜树碱耐药
细胞cDNA文库 , 
目的是通过酵母
双杂交技术寻找
可能与耐药蛋白
相关蛋白相互作
用的蛋白质, 并探
讨其作用方式.

图  1  RNA电泳图.
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图  2  dsRNA电泳图.
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胞株cDNA文库. Clontech公司提供的SMART[9]

技术在构建cDNA文库时, 不需对总RNA中的

mRNA进行分离纯化, 可以直接以微量的总RNA 
(50 ng)作为反转录的模板, 从而可避免因mRNA
在分离纯化时的多步骤所造成mRNA的降解作

用, 可以有效保证cDNA的完整性. 而且利用此

方法所获得的cDNA全长比例较高. 
在构建cDNA文库时, 将两端带有与线性

穿梭表达质粒pGADT7-Rec (该质粒含L EU2筛
选标志)两端相同序列的cDNA一起共转化酵母

细胞, 即可在细胞内发生同源重组, 从而形成完

整的环状文库质粒, 在相应的营养缺陷培养基

中很容易筛选得到文库质粒. 与传统的cDNA
文库构建方法相比, SMART方法省去了酶切、

纯化、连接等环节, 减少了工作量, 提高了建库

的效率. 但是, SMART方法也有其自身明显的

缺点: PCR扩增具有偏性, 不利于长片段序列的

扩增, 使得一些长片段全长基因丢失, 很难得

到大于4 kb片段和低丰度全长基因, 造成了文

库冗余性强. 另外一个缺点是: 寡聚脱氧鸟嘌

呤核苷酸(dG)加尾效率低, 导致文库中基因信

息丢失, 文库缺乏代表性. 因此, 人们采用Little-
cycle SMART 和Large-size SMART这两种基

于SMART改进的技术构建出质量较好的文库. 
Large-size SMART[10]在进行LD-PCR扩增合成ds 
cDNA前, 先将第一链产物按片段大小分出3-6 
个等级, 再分别PCR 扩增和克隆. 这样就避免了

PCR 扩增和载体连接对片段大小产生偏爱性的

缺点, 使长片段的基因也能得到等效扩增和克

隆. 而Little-cycle SMART技术是将PCR循环数

减少, 因此减小了PCR扩增对长片段的不利影

响, 提高了克隆长片段全长基因的可能性, 使得

文库的代表性大大提高[9]. 
酵母菌是遗传工程中用于表达真核细胞基

因较理想的受体细胞, 用酵母菌作为受体菌克

隆真核基因比大肠杆菌有许多优点, 因此本研

究采用酵母细胞来构建cDNA文库. 利用其具有

较高的同源重组酶活性, 且酵母细胞用LiAc处
理后, 其转化效率大大提高, 酵母细胞往往具有

不同的可用来筛选的表型标志(营养缺陷表型), 
易于将转化子筛选. 而且, 酵母细胞没有质粒不

相容性, 一次转化时几个具有相同复制起始点

的质粒可以同时转入一个酵母细胞中[11]. 为后

续的酵母双杂交技术筛选[12-14]目的蛋白奠定了

坚实的基础. 哺乳动物细胞含有10 000-30 000种

不同的mRNA. 按丰度可分为低丰度、中丰度和

高丰度3种, 其中低丰度mRNA占总mRNA 30% 
左右, 每一细胞拥有的拷贝<14, 要克隆低丰度

mRNA, 可按Clarke和Carbon公式[15]对文库大小

进行估计: N = ln (1-P)/ln (1-1/n)(P为克隆到特定

cDNA的概率, n为一种稀有mRNA在总mRNA中

所占的比例, N = 所需克隆数), 若要求以99%概

率得到一低丰度的克隆, 所需的文库克隆数为

1.7×105. 我们所建文库已达到这一标准, 因此

用此文库筛选目的基因是适当的, 可以用于后

续研究. 
肿瘤细胞的多药耐药性是造成化疗失败的

主要原因, 各种耐药相关蛋白的表达和相互作

用是肿瘤发生多药耐药现象的直接基础, 其确

切机制尚不清楚. 本文构建SW1116/HCPT全长

cDNA文库目的是利用酵母双杂交技术筛选与

结肠癌羟基喜树碱耐药相关的蛋白质、探讨耐

药蛋白质间的相互作用及其作用方式, 另外也

可测表达序列标签ESTs (Expressed Sequcence 
Tags), 丰富SW1116/HCPT基因数据库, 同时也

可以制作基因芯片. 
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第十九届全国中西医结合消化会议征文通知
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3 联系方式

(1) 黑龙江省哈尔滨市南岗区学府路45号 解放军第211医院中医科(中国中西医结合学会消化系统疾病专业

委员会), 邮编: 150080, 联系人: 李春雷, 贾云,  联系电话: 0451-57752440或86632450, 传真: 0451-86603878或
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Abstract
AIM: To explore the preventive and therapeutic 
effects of Jinghua Weikang Jiaowan (JWJ) on 
ethanol-induced acute gastric mucosal injury 
and the related mechanisms.

METHODS:  Eighty-four rats were averagely 
randomized into 7 groups: null control group (I), 
prevention group (Ⅱ), treatment control group 
(Ⅲa), talcid treatment group (Ⅲb group), JWJ 
treatment groups (treated with 10, 20, and 30 
mg/kg; named as Ⅲc, Ⅲd, Ⅲe, respectively). 
After 1, 3 and 7 days, the rats were killed to 
measure the injury index and the tissue con-
tents of prostaglandin E2 (PGE2) and epidermal 
growth factor (EGF). Histological changes were 
observed at the same time.

RESULTS: JWJ resisted gastric mucosal injury 
and increased the tissue contents of PGE2 and 
EGF in dose- and time-dependent manners (P < 
0.01 or P < 0.05). The inflammatory degree was 
obviously alleviated in group Ⅲb, Ⅲc, Ⅲd, and 
Ⅲe than that in group Ⅲa. Besides, the swelling 

and degeneration of mucosal cells were relieved 
and the number of inflammatory cells was de-
creased. The contents of mucosal PGE2 (3  d: 
190.73 ± 12.20 pg/g vs 158.46 ± 11.44 pg/g, P < 
0.05), EGF (3 d: 5.60 ± 0.46  ng/g vs 4.56 ± 0.70  ng/
g, P < 0.05), and the ethanol-induced injury index 
(3 d: 10.50 ± 2.08 vs 18.25 ± 1.50, P < 0.05) were 
significantly decreased in group Ⅱ as compared 
with those in group Ⅲ(the same concentration as 
pretreatment).

CONCLUSION: JWJ can prevent and resist gas-
tric mucosa against injury by increasing the con-
tents of PGE2 and EGF in gastric mucosa.

Key Words: Jinghua Weikang Jiaowan, Gastric mu-
cosal injury; Prostaglandin E2, Epidermal growth 
factor

Zhu GQ, Shi RH, Shen J, Zhou QQ, Hao B. Protective 
effect of Jinghua Weikang Jiaowan on gastric mucosa 
of rats and its mechanism. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(5):505-508

摘要
目的: 研究中药制剂荆花胃康胶丸对大鼠乙
醇性急性胃黏膜损伤的预防和治疗作用并探
讨其作用机制. 

方法: 将84只SD大鼠随机分为7组, 每组12只. 
Ⅰ组为空白对照组, Ⅱ组为预防组, Ⅲa组为
治疗对照组, Ⅲb为达喜对照组, Ⅲc, Ⅲd, Ⅲ
e分别为荆花胃康胶丸10, 20, 30 mg/(kg•d)治
疗组. 于治疗1, 3, 7 d分别处死大鼠, 检测黏膜
损伤指数, 刮取胃黏膜测定组织中前列腺素
E2(PGE2)和表皮生长因子(EGF)的含量, 并作
组织学观察. 

结果: 荆花胃康胶丸的不同剂量组可不同
程度的减轻无水乙醇对大鼠胃黏膜的损伤
(P <0.05, P <0.01), 增加组织中PGE2和EGF的含
量(P <0.05, P <0.01), 效应与剂量及治疗时间成
正比. 达喜及荆花胃康胶丸治疗组在治疗同一
时间段的黏膜炎症程度明显轻于Ⅲa组, 黏膜
细胞水肿、变性减轻, 炎性细胞减少. 同时预
先给予一定剂量的荆花胃康胶丸与同样浓度

www.wjgnet.com

■背景资料
胃黏膜损伤是最
常见的消化道疾
病之一, 中医中药
在治疗胃黏膜损
伤方面具有独特
的 疗 效 ,  但 绝 多
数机制都不明确.  
本文主要通过胃
黏膜损伤的大鼠
模型研究荆花胃
康胶丸治疗胃黏
膜损伤的相关机
制, 利用测定局部
血流调控和黏膜
修复相关因子在
治疗过程中的含
量变化分析可能
治疗机制, 这将有
助于认识该中药
复杂的治疗效应, 
为改进剂型和成
分提供帮助. 

®



的治疗组相比, 能明显增加黏膜中PGE2(3 d: 
190.73±12.20 pg/g vs  158.46±11.44 pg/g; 
P <0.05)和EGF(3 d: 5.60±0.46 ng/g vs  4.56±
0.70 ng/g, P <0.05)的含量, 减轻无水乙醇对大
鼠胃黏膜的损伤程度(3 d: 10.50±2.08 vs 18.25
±1.50, P <0.05).

结论: 荆花胃康胶丸对乙醇所致大鼠急性胃
黏膜损伤有预防及修复治疗作用, 其作用机制
可能与增加胃黏膜中PGE2和EGF有关.

关键词: 荆花胃康胶丸; 胃黏膜损伤; 前列腺素E2; 

表皮生长因子
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0  引言

荆花胃康胶丸是在经典验方的基础上, 以现代

医学理论为指导, 研制开发的一种新型中药. 该
药由土荆芥和水团花组成. 已有文献[1]表明荆花

胃康胶丸对急慢性胃炎、消化性溃疡有较好的

治疗效果, 但关于其对胃黏膜保护、修复的机

制方面的研究还少有报道. 高浓度乙醇可直接

腐蚀胃黏膜组织, 引起胃黏膜急性炎症,黏膜出

现充血、水肿、出血、糜烂及溃疡形成等[2]. 本
研究通过建立无水乙醇所致大鼠急性胃黏膜损

伤模型, 探讨中药荆花胃康胶丸对损伤大鼠胃

黏膜的修复作用及其保护机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 由上海实验动物中心提供的Sprague 
Dawley大鼠84只, 体质量180-210(平均198) g, ♂
♀各半, 清洁级. 荆花胃康胶丸(天津天士力制

药股份有限公司提供), 80 mg/粒, 配成1, 2, 3 g/L 
3种浓度, 达喜(拜耳医药保健有限公司提供), 
500 mg/粒, 配成10 g/L浓度, 表皮生长因子(EGF)
放免试剂盒(北京华英生物技术研究所), 前列腺

素E2(PGE2)放免试剂盒(北京北方生物技术研究

所), 无水乙醇、氯化钠(南京化学试剂有限公

司), Tris-base(美国R&D公司提供), 蔗糖(上海化

学试剂有限公司), EDTA-2Na(南京Sunshine公
司). 玻璃匀浆器, 华利达WH-861Vortex Shaker, 
AnkeTGL-16B系列离心机, SCIENTZ JY96-II超
声波细胞粉碎机, DHAUS Adventure电子天平, 
ZEISS荧光显微镜. 
1.2 方法 大鼠禁食24 h(期间可自由饮水)后, 以无

水乙醇1 mL/只灌胃[3], 1 h后即建立起急性胃黏
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膜损伤模型. 84只SD大鼠随机分为7组, 每组12
只. Ⅰ组为空白对照组, 每次灌以1 mL的生理盐

水. Ⅱ组为预防组, 给2 g/L荆花胃康胶丸1 mL, 每
天上下午各一次, 给药3 d后给无水乙醇1 mL/只
灌胃, 后用药同Ⅲd组. Ⅲ组为治疗组, 急性胃黏

膜损伤模型建立后分为5个亚组：Ⅲa组为治疗

空白对照组, 即给予等容量的生理盐水; Ⅲb组
为达喜治疗组, 给10 g/L的达喜1 mL, 每天上下

午给一次; Ⅲc为荆花胃康胶丸10 mg/(kg•d)治疗

组, 给予1 g/L荆花胃康胶丸1 mL; Ⅲd为荆花胃

康胶丸20 mg/(kg•d)治疗组, 给予2 g/L荆花胃康

胶丸1 mL; Ⅲe为荆花胃康胶丸30 mg/(kg•d)治疗

组, 给予3 g/L荆花胃康胶丸1 mL. 以上给药均为

每天上下午各一次. 
预防组大鼠分别于给予无水乙醇后用药第

1, 3, 7天拉颈处死, 每次各5只. 其他组大鼠亦分

别于用药第1, 3, 7天拉颈处死, 每次每组各5只. 
剖腹后切下全胃, 沿胃大弯剪开, 用冰PBS缓冲

液轻轻冲洗胃黏膜表面的污物, 继而将胃平铺

在冰块上, 用滤纸吸干、除净胃黏膜表面的黏

液等. 肉眼观察各组大鼠胃黏膜变化, 按Guth标
准[4]评定损伤指数(UI), 点状糜烂1分, <1 mm 2
分, 1-2 mm 3分, 3-4 mm 4分, >4 mm 5分. 剪取

1小块胃黏膜组织固定于甲醛溶液中, 制成石蜡

切片供组织学观察, HE染色, 电镜下观察评定黏

膜炎症程度. 刮取胃黏膜组织, -70℃低温冷冻保

存, 采用放免法测定表皮生长因子(EGF)、前列

腺素E2(PGE2)用.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 组间差

异比较采用t检验, P <0.05表示差异有显著性. 

2  结果

2.1 损伤指数变化 乙醇致大鼠胃黏膜损伤后UI
显著升高, 荆花胃康胶丸预防、治疗均不同程

度地减低UI (表1). 
2.2 胃黏膜刮取物各项指标的变化 各组胃黏膜

刮取物重量无显著差异(P >0.05). 无水乙醇致大

鼠胃黏膜损伤后, PGE2和EGF含量显著下降, 荆
花胃康胶丸和达喜治疗后均使其含量升高(表1). 
2.3 组织病理学结果 治疗对照组大鼠胃黏膜出

血、充血明显, 灶性胃黏膜上皮脱落、糜烂, 失
去完整性和连续性, 表面有渗出物覆盖, 有炎性

细胞浸润, 浆膜充血、淤血明显; 荆花胃康胶丸

组细胞水肿、变性、出血、淤血减轻, 炎性细

胞减少, 尤其是大剂量组, 除个别黏膜表层有浅

层糜烂和充血外, 其余黏膜及黏膜下层基本正

www.wjgnet.com

■同行评价
本文探讨了中药
荆花胃康胶丸对
大鼠胃黏膜的保
护机制, 实验目的
明确, 结论对临床
有些帮助, 但方法
比较简单.
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常, 未见明显出血、炎症等改变; 达喜阳性对照

组与中等剂量组基本相同; 正常组胃黏膜层、

固有层、肌层结构完整清晰、依次排列, 腺体

排列紧密, 无炎性细胞浸润, 未见明显异常.

3  讨论

众所周知, 胃黏膜屏障的破坏、黏膜损伤及溃

疡形成是由于损害因素和防御因素的失衡, 而
胃黏膜自身对损伤因素具有很强的防御功能, 
其防御因素通常包括黏液-碳酸氢盐屏障、黏

膜血流、诸多的胃肠道激素(如PGE2,  EGF等)
和适应性细胞保护作用等. 近年来内源性前列

腺素[5]在增强胃黏膜防御功能方面的作用受到

广泛重视. 前列腺素可由多种细胞分泌, 被认为

是一种局部激素, 其不仅有抑制胃酸分泌的作

用, 更主要是对胃黏膜有保护作用. 前列腺素的

保护机制[6-8]包括：(1)增加胃黏膜血流; (2)促进

胃黏液和碳酸氢根的分泌; (3)刺激胃基地细胞

向表面迁移, 促进细胞更新, 加快胃黏膜修复; 
(4)提高胃黏膜磷脂含量, 防止水溶性攻击因子

对黏膜的损害; (5)可介导适应性细胞保护作用. 
EGF[9-10]是由53个氨基酸残基组成的小分子多肽

类生长因子, 其能抑制胃酸、胃蛋白酶的分泌

及其对黏膜的破坏作用; 能增加胃黏膜黏液及

糖蛋白的合成和分泌, 还能刺激RNA和DNA的

合成从而介导其对胃黏膜营养、保护、促进上

皮修复的作用. 他通过与其受体EGFR结合, 发
挥以上作用[11-12]. 另外EGF可以刺激多种其他细

胞保护因子如PGs、巯基化合物等的释放, 共同

发挥其细胞保护作用. 

荆花胃康胶丸[13]是从土荆芥和水团花中提

取的挥发油按一定比例组成的复方制剂, 土荆

芥具有健胃止痛作用, 水团花有清热利湿、散

寒化淤功效, 是一种治疗消化性溃疡及慢性浅

表性胃炎的新型中成药. 临床研究表明其对慢

性胃炎和消化性溃疡有很好的疗效, 对胃炎临

床症状的总体改善在用药7 d可达78.9%, 用药

14 d达95.8%[14], 治疗4 wk十二指肠溃疡愈合率

达83.7%[15]. 本实验表明, 乙醇所致大鼠胃黏膜

损伤后, 组织中PGE2和EGF明显减少, 而荆花胃

康胶丸治疗组的PGE2和EGF显著增加, 胃黏膜

损伤指数亦明显低于治疗对照组, 提示荆花胃

康胶丸对乙醇所造成的大鼠胃黏膜损伤有较好

的修复作用. 其机制可能与增加PGE2和EGF有
关, 从而抑制胃酸分泌, 增加胃黏膜血流量, 刺
激胃黏液和碳酸氢根的分泌, 进而促进上皮修

复. 并且随荆花胃康胶丸浓度的增加, 黏膜修

复更快. 与达喜相比, 中等浓度的荆花胃康胶

丸[20 mg/(kg•d)]即能达到达喜的治疗效果, 而
30 mg/(kg•d)剂量组的荆花胃康胶丸治疗效果

明显优于达喜. 另外, 在乙醇损伤胃黏膜之前, 
预先给予一定浓度的荆花胃康胶丸, 与同等浓

度、相同时间的治疗组相比, 损伤程度又有明

显的降低. 同时病理组织学检查亦显示荆花胃

康胶丸治疗组为黏膜的炎症及损伤程度较治疗

对照组轻微. 以上结果提示, 荆花胃康胶丸对乙

醇所致的大鼠胃黏膜损伤有明显的预防和治疗

作用, 且高浓度的治疗效果优于达喜组. 故考虑

荆花胃康胶丸对乙醇所致大鼠急性胃黏膜损伤

aP<0.05, bP<0.01 vs  Ⅲa组(治疗对照组);  cP<0.05, dP<0.01 vs  I组; eP<0.05 vs  Ⅲd组; 治疗1, 3, 7 dⅢc, Ⅲd, Ⅲe各组间两两比较均
有显著性差异.

表  1  各组大鼠不同用药时间后胃黏膜UI, PGE2, EGF的变化(mean±SD)

                            损伤指数(UI)	                                  PGE2含量(ng/kg)	                                  EGF(mg/kg)

    0.50±     0.25±       0.75±          253.29±        256.50±         254.25±        6.45±       6.35±            6.40±
    0.58        1.32           1.63                  9.40            15.09                21.99            0.56          0.76                0.69
  20.25±   10.50±       1.75±          151.71±        190.73±         241.42±        4.08±       5.60±            6.12±
    3.30e       2.08e          1.71                  9.51e             12.20e            10.45            0.44e         0.46e                          0.50
  57.50±   36.25±       6.50±            35.46±          98.38±         174.44±        1.17±       2.47±            4.13±
    3.69         2.22          2.65                  5.59                8.68                9.67            0.24          0.66                0.70
  31.50±   19.25±       2.50±          105.66±        162.30±         221.35±        2.98±       4.71±            5.89±
    4.51b       1.29b         1.26a               15.91bd             11.68bd             7.96b          1.09ad         0.86ac                       0.83b

  42.50±   25.75±       3.00±            76.15±        132.62±         203.42±        2.14±       3.83±            5.66±
    2.38b        0.96b          0.82a               7.02bd              5.99bd                        8.05bc          0.49ad        0.74ad                       0.95a

  34.25±   18.25±       2.75±          102.56±        158.46±         226.35±        2.84±       4.56±            5.91±
    2.63b        1.50b               0.50a                         14.22bd                       11.44bd                  12.35b                  0.87ad              0.70ad                      0.62b

  26.25±   13.75±       2.00±          143.03±        191.33±         224.81±        4.03±       5.57±            6.09±
    1.26b        1.71b         2.16a                            6.53bd                           8.62bd                11.76b           0.30bd        0.77b                         0.51b

1 d	   3 d	    7 d	             1 d	                   3 d	         7 d	              1 d              3 d	     7 d
分组 

 I

Ⅱ

Ⅲa

Ⅲb             

Ⅲc

Ⅲd

Ⅲe
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的预防和治疗作用是通过增加胃黏膜前列腺素

和EGF的含量来实现的. 
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Abstract
AIM: To study effects of enteral econutrition 
on the function of intestinal mucosal barrier in 
wounded rats.

METHODS: A total of 30 Wistar rats were ran-
domly and averagely divided into 3 groups, 
which received common forage (CF), enteral 
nutrition (EN) and enteral econutrition (EEN), 
respectively, for 7 days. The ileal membrane 
morphology and the numbers of IgA+, CD3+, 
CD4+ and CD8+ cells were examined.

RESULTS: The villus height (205.4 μm vs 177.7 μm, 
P < 0.05), crypt depth (99.4 μm vs 77.7 μm, P < 
0.05), mucosal thickness (299.9 μm vs 267.0 μm, 
P < 0.05) and villus surface area (10 321.5 μm2 vs 
8927.6 μm2, P < 0.05) of ileum were increased in 
EEN group as compared with those in control 
group, but there was no significance between 
EN and EEN group (P > 0.05). The quantities of 
IgA+ (21.2 vs 17.5, 19.4, P < 0.05), CD3+ (24.2 vs 
20.2, 22.1, P < 0.05), CD4+ (13.4 vs 8.9, 11.0, P < 

0.05) and CD8+ (18.7 vs 12.6, 15.4, P < 0.05) cells 
were increased in EEN group as compared with 
those in control and EN group (P < 0.05).

CONCLUSION: Enteral econutrition can restore 
and improve the function of intestinal mucosal 
barrier in wounded rat.

Key Words: Enteral nutrition; Econutrition; Intesti-
nal mucosal barrier; Wistar rat

Yu LJ, Xu L, Yao H, Wei RZ, Qi XL. Effects of enteral 
econutrition on intestinal mucosal barrier function 
in wounded rats .  Shi j ie  Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 研究肠内生态营养对创伤后大鼠肠道
屏障功能的影响. 

方法: 将30只Wistar大鼠随机分为3组, 即对照
组、普通肠内营养组和肠内生态营养组. 胃造
瘘术后分别给予普通饲料、肠内营养剂和肠
内生态营养剂7 d, 检测小肠黏膜形态学参数
和黏膜IgA+, CD3+, CD4+和CD8+细胞数量. 

结果: 肠内生态营养组的小肠绒毛高度(205.4 μm 
vs  177.7 μm, P <0.05)、肠腺隐窝深度(99.4 μm 
vs  77.7 μm, P <0.05)、黏膜厚度(299.9 μm vs  
267.0 μm, P <0.05)以及绒毛表面积(10 321.5 
μm2 vs  8927.6 μm2, P <0.05)均高于对照组, 肠
内生态营养组和普通肠内营养组比较差异无
显著性(P >0.05). 肠内生态营养组大鼠小肠黏
膜中IgA+细胞(21.2 vs 17.5, 19.4, P <0.05)和
CD3+(24.2 vs  20.2, 22.1, P <0.05), CD4+(13.4 
vs  8.9, 11.0, P <0.05)、CD8+(18.7 vs  12.6, 15.4, 
P <0.05)细胞数均高于对照组和普通肠内营
养组.

结论: 肠内生态营养能较好的改善创伤后大
鼠的小肠机械屏障功能, 促进小肠黏膜屏障功
能的恢复, 增强其肠道免疫功能.

关键词: 肠内营养; 生态营养; 肠黏膜屏障; Wistar

大鼠 
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■背景资料
近几十年通过对
肠内营养的研究
发 现 ,  其 不 仅 可
以为机体提供营
养, 而且可以改善
肠黏膜屏障功能, 
起到阻止SIRS和
多器官功能障碍
的发生和发展. 而
随着肠内营养剂
的商品化生产, 肠
内营养的运用范
围逐渐扩大, 对围
手术期的肠内营
养成为研究热点, 
人们早就发现手
术、创伤对肠道
菌群有着较大的
影响, 单纯的肠内
营养并不完全符
合生理状态, 故对
于改善肠道菌群
的生态营养的研
究应运而生.



余利坚, 徐亮, 姚晖, 魏仁志, 綦晓龙. 肠内生态营养对创伤后大

鼠肠屏障功能的影响.  世界华人消化杂志  2007;15(5):509-512

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/509.asp

0  引言

随着对肠道微生态结构与功能研究的不断加

深, 肠道菌群对机体健康的重要性逐步被认识. 
Bengmark[1-2]根据多年临床观察和研究结果分

析, 同时考虑到生态制剂在维护肠道正常功能

的独特作用, 提出生态营养的概念, 即在传统肠

内营养的基础上补充肠道有益菌群, 利用肠道

内有益菌群的生物拮抗作用, 减少致病菌的过

度生长. 同时提高肠道细菌的酵解效能以改善

肠道内环境, 最终达到维护肠道微生态及肠道

屏障功能, 改善机体营养状态及抗病力, 减少创

伤、危重患者感染率的目的. 

1  材料和方法

1.1 材料 选用清洁级Wistar大鼠30只, 体质量

190-270 g, 雌雄各半, 由泸州医学院动物科提

供, 随机分为3组: 对照组(control)、普通肠内营

养组(EN)、肠内生态营养组(EEN), 每组各10只. 
瑞素(Fresubin)购于Fresenius Kabi-华瑞公司. 金
双歧片(口服双歧杆菌、乳杆菌、嗜热链球菌

三联活菌片), 规格为0.5 g/片, 主要成分: 内含长

型双歧杆菌活菌不低于0.5×107 CFU, 保加利亚

乳杆菌活菌和嗜热链球菌活菌不低于0.5×106 

CFU, 购于内蒙古双奇药业股份有限公司, 国药

准字S19980004. 小鼠抗大鼠CD3+, CD4+, CD8+

单克隆抗体试剂均购于Serotec公司, 山羊抗大

鼠IgAα重链特异性单克隆抗体购于Rockland公
司, SP系列试剂盒和相关的二抗购于北京中杉

生物技术公司.
1.2 方法 大鼠适应性喂养2 d后, 手术造大鼠胃

造瘘模型, 术后置于室温22-26℃, 湿度40%-70%
的安静、通风良好的环境中单笼饲养, 除对照

组给予大鼠专用饲料外, EN, EEN组分别给予不

同成分的肠内营养剂(等氮等热量), 经胃造瘘管

给予喂养, EN组给予瑞素, EEN组给予瑞素添加

金双歧片(每只大鼠所用活菌数量大约为1×108 

CFU/d), 制成混悬液均现配现用. 所有营养剂配

置后均存放于冰箱中, 但不得超过24 h. 各组能

量供应均为1037 kJ/(kg·d), 于大鼠术后开始喂

养, 第1天注入全量的1/2, 第2天注入全量的2/3, 
第3天开始注入全量. 喂养7 d后处死大鼠, 距回

盲部5 cm切取3 cm长的末段回肠, 清洗后立即置
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于40 g/L中性甲醛中固定约12 h后, 然后常规石

蜡包埋. 
1.2.1 肠黏膜形态学参数 HE染色后, 显微镜下观

察大鼠小肠黏膜形态结构. 每只动物取5张不连

续的切片, 每张切片顺次取奇数视野观测10个
绒毛, 并测量: 绒毛高度、肠腺隐窝深度、黏膜

厚度以及绒毛表面积. 
1.2.2 肠黏膜IgA+, CD3+, CD4+和CD8+细胞数量

检测 免疫组织化学染色后镜下观察, 每张切片

观察不相邻的5个视野, 计算出每张切片平均每

个高倍视野IgA+和CD3+, CD4+, CD8+细胞数.
统计学处理 实验结果计量资料以均数±标

准差(mean±SD)表示, 均数的比较用方差分析, 
均采用SPSS11.0统计软件包进行分析, 按检验水

准a = 0.05, P <0.05为有统计学意义.

2  结果

30只大鼠中, EN组1只于术后6 h死亡, 原因不详. 
EN, EEN组各有1只大鼠因术后胃造瘘管脱出或

堵塞而退出实验, 其余27只大鼠完成实验. 
2.1 小肠黏膜形态参数测定结果 显微镜下观察, 
各组大鼠小肠肠壁层次清楚, 黏膜上皮结构完

整, 无明显充血和炎性细胞浸润. 对照组的肠黏

膜萎缩, 绒毛矮而稀疏. 而EN组和EEN组肠黏膜

绒毛高而密集, 其肠黏膜绒毛高度、腺隐窝深

度、黏膜厚度和绒毛表面积均明显高于对照组

(除EN组黏膜厚度), EN组和EEN组间差异无显

著性(表1). 
2.2 小肠黏膜中IgA+, CD3+, CD4+和CD8+细胞

的数量 通过免疫组织化学染色后, IgA+, CD3+, 
CD4+和CD8+细胞胞质被染成均匀的棕黄色, 细
胞核被染成深蓝色, 绝大部分阳性细胞局限于

黏膜层内, 计算出平均每高倍视野下阳性细胞

数(表2).

3  讨论

胃肠道不仅具有消化吸收的功能, 而且还具有

肠道屏障功能, 其主要包括: 机械屏障、化学屏

障、免疫屏障和生物屏障等4部分. 结构完整的

肠黏膜上皮及细胞间的紧密连接构成机械屏障; 
肠黏膜上皮细胞分泌的黏液、消化液和肠道寄

生菌产生的抑菌物质为化学屏障; 肠黏膜上皮

细胞分泌的sIgA, IgM等抗体及黏膜T淋巴组织

组成黏膜免疫屏障; 肠道内正常共生菌对致病

菌的定植抵抗作用及其菌间聚集构成了生物屏

障. 以上任何一部分受损, 均可导致肠道屏障功

www.wjgnet.com

■创新盘点
本研究对普通手
术创伤后的大鼠
术后早期应用肠
内营养, 比较普通
的肠内营养和肠
内生态营养对肠
道黏膜和肠道免
疫屏障功能的影
响, 此类动物实验
现阶段还较少.
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能损害, 导致细菌移位, 增加相关并发症. 大手

术、创伤等应激状态下, 全身血流动力学改变

可导致肠道的低灌注状态, 损害肠道黏膜屏障

功能, 引起肠通透性升高, 在周围血中可检出内

毒素[3]或肠道常驻菌的特异DNA[4]就是直接证

据, 并与创伤程度成正比. 而正常人周围血中不

能检测到肠腔内的常驻细菌特异DNA, 这是由

于正常肠道屏障阻止了肠腔内常驻菌的入侵[5]. 
肠上皮70%的营养供应来自肠腔内的直接

营养吸收, 如果缺乏肠内营养的吸收将使肠黏

膜处于病理状态[6-7]. 本实验发现, 对照组的肠黏

膜萎缩, 绒毛矮而稀疏, EN组和EEN组的小肠绒

毛高度、肠腺隐窝深度、黏膜厚度、绒毛表面

积均高于对照组(P <0.05), 表明肠内营养均可以

避免应激状态下大鼠肠道绒毛的损害, 促进肠

道绒毛的更新和修复, 增加了绒毛高度、腺隐

窝深度和黏膜厚度, 增大了肠道绒毛表面积. 这
与肠内营养对肠黏膜的营养作用密不可分. EN
组和EEN组之间比较并没有显著差异(P >0.05), 
表明肠内生态营养同普通肠内营养一样均能起

到营养肠道上皮的作用, 促进肠道黏膜修复, 维
护肠道黏膜屏障. 我们将延长生态营养给予的

时间、增加剂量进行继续观察, 研究生态制剂

对肠黏膜结构的持续影响. 
肠道免疫屏障与肠黏膜中各种淋巴细胞

的免疫功能有关, 即与肠相关淋巴样组织(gut-
associated lymphoid tissue, GALT)和分泌型

IgA(sIgA)有关. sIgA其相对分子质量为36 kDa, 
是肠道分泌物中含量最丰富的免疫球蛋白,是肠

道免疫的第一道防线, 在预防细菌黏附和移位

上发挥重要的作用[8]. CD3是构成T细胞抗原受

体(TCR)的膜抗原, 主要分布于成熟T细胞、胸

腺细胞和末梢T细胞等. CD4是辅助T细胞(helper 
T cell)的代表性的膜抗原, 他主要分布于大部分

胸腺细胞和末梢T细胞, 可以辅助由TCR识别抗

原-MHC复合体的同时, 规定T细胞的MHC class
Ⅱ限制性. CD8是杀伤T细胞(killer T cell)抑制T
细胞(suppressor T cell)迟发性超敏反应(delayed 
type hypersensitivity, DTH)T细胞(DTH T cell)的
共同标记, 辅助由TCR识别抗原-MHC复合体, 
是选择的MHC classⅠ限制性T细胞的重要分

子[9]. T淋巴细胞亚群不仅对于维护肠黏膜免疫

屏障功能起着重要的作用[10], 而且其对于全身

免疫功能尤其是T淋巴细胞功能的改善也十分

有益[11]. EEN的黏膜IgA+, CD3+, CD4+和CD8+细

胞高于对照组和EN组(P <0.05), 表明肠内生态营

养比普通肠内营养更能促进术后大鼠肠道IgA
的产生和肠黏膜GALT的增生, 从而促进了肠道

免疫屏障恢复, 进而影响全身免疫状态, 减少细

菌移位, 减少手术并发症, 促进创伤后大鼠恢复. 
益生菌对于肠道防御的作用可能机制是: (1)在
肠黏膜表面形成一层生物菌膜, 对致病菌起着

生物拮抗作用, 起到占位性保护作用; (2)中和或

减少肠道内某些有毒物质对肠黏膜造成的损害, 
减少内毒素水平, 拮抗细菌毒素, 降低炎症反应; 
(3)细菌代谢为肠黏膜上皮细胞提供能量, 改善

肠黏膜组织的局部血供, 促进损伤的肠上皮修

复, 抑制致病菌繁殖; (4)激活肠道免疫系统活性, 

表  1  各组大鼠小肠黏膜形态参数

      
分组                n          绒毛高度(μm)    腺隐窝深度(μm)    黏膜厚度(μm)	 绒毛表面积(μm2)

对照组         10         177.7±24.1         77.7±6.2         267.0±20.5         8927.6±1214.1

EN                 8         197.9±16.8a        88.5±8.7a        286.4±23.8a        9941.2±842.1a

EEN               9         205.4±11.4a        99.4±11.9a      299.9±24.0a      10321.5±573.4a 

aP<0.05 vs  对照组.

表  2  小肠黏膜中IgA+, CD3+, CD4+, CD8+细胞的数量(mean±SD个/高倍视野)

      
分组                 n                     IgA+	       CD3+	                    CD4+	               CD8+

对照组          10            17.5±2.0             20.2±1.0              8.9±1.2             12.6±2.1

EN                  8            19.4±1.3a            22.1±2.6a           11.0±2.0a            15.4±2.6a

EEN                9            21.2±2.0ac           24.2±2.4ac          13.4±1.9ac          18.7±2.9ac 

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  EN.

■名词解释
1 肠内生态营养: 
又称为肠内微生
态营养, 即通过在
肠内营养中添加
益生菌, 从而改善
肠道微生态, 进而
更好的保护肠道
屏障功能, 减少细
菌和内毒素移位, 
促进机体的康复. 
2 益生菌: 对维护
人体健康有重要
功能作用, 但无或
较低致病性的自
然活微生物为益
生菌. 他对于肠道
黏膜免疫的发生
和成熟是极为重
要的, 又可以为肠
道黏膜细胞提供
某些营养成分, 对
于维护肠道功能
起着重要的作用.
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促进GALT的增生, 增加sIgA等抗体的分泌, 增
强肠道免疫功能; (5)激活单核巨噬细胞系统, 促
进了巨噬细胞的吞噬和消化功能[12-15]. 

总之, 肠内生态营养能保护创伤后大鼠肠

道黏膜, 使肠道黏膜屏障功能和肠道免疫屏障

功能改善, 提高了抗病能力和耐受手术应激的

能力. 
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Abstract
AIM: To investigate the changes of cellular Fas 
associated death domain-like IL-1β-converting 
enzyme-inhibitory protein (c-FLIP) expression 
after the inhibition of protein kinase B (PKB/
Akt) activation.

METHODS:  Human colon cancer cell line HT-29 
was treated with 10, 20 and 40 nmol/L wort-
mannin (a specific inhibitor for Akt activation) 
for 0, 3, 6, 12 and 24 hours. MTT assay was used 
to detect the proliferation of HT-29 cells. After 

HT-29 cells were treated with 40 nmol/L wort-
mannin, the levels of phosphorylated Akt (pAkt) 
and c-FLIP protein were determined by Western 
blot, and the transcription of c-FLIP gene was 
detected by reverse transcriptase-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) at the 0, 3rd, 6th, 12th and 
24th hour.

RESULTS: Wortmannin suppressed the prolifer-
ation of HT-29 cells in a concentration- and time-
dependent manner (P < 0.01 or P < 0.05). With the 
prolonging of treatment time, the level of pAkt 
protein expression was obviously decreased, 
while the expression of c-FLIP protein was also 
down-regulated, with decreased rates of 82% and 
91% at the 24th hour, respectively. After wortman-
nin for 3 hours, the mRNA expression of c-FLIP 
was decreased to 40% of the control cells, and for 
24 hours, it was decreased to 25% of the control 
ones.

CONCLUSION: Wortmannin, a specific inhibi-
tor for Akt activation, may inhibit the prolifera-
tion of HT-29 cells in vitro by down-regulation of 
c-FLIP gene.

Key Words: Colon cancer; Cellular Fas associated 
death domain-like IL-1β-converting enzyme-inhibi-
tory protein; Protein kinase B

Zhou XD, Chen HX, Lv NH, Zhu X, Xu P, Chen YX, Yu 
HG, Yu JP. Inhibition of Akt activation down-regulates 
the expression of cellular Fas associated death domain-
like IL-1β-converting enzyme-inhibitory protein in 
human colon cancer cell line. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(5):513-517

摘要
目 的 :  探 讨 结 肠 癌 细 胞 中 抑 制 蛋 白 激 酶
B(PKB/Akt)的活化对c-FLIP基因表达的调控
作用. 

方法: 取对数生长期的HT-29细胞系, 分别采
用10、20和40 nmol/L的Akt活化特异性抑制
剂wortmannin对其进行干预, 运用MTT法检测
不同干预时间点的细胞增殖抑制情况. 采用
40 nmol/L的wortmannin干预HT-29细胞0, 3, 6, 

www.wjgnet.com

■背景资料
细胞FLICE抑制
蛋白(c-FLIP)亦称
caspase-8抑制蛋
白, 是新近发现的
抗凋亡蛋白, 他能
抑制死亡受体介
导的凋亡. 目前已
发现在多种人类
肿瘤组织细胞中
存在c-FLIP的过
表达, 并发现其与
肿瘤的发生、发
展密切相关, 本文
课题组近期的研
究亦发现, c-FLIP
亦 过 表 达 于 胃
癌、结肠癌及子
宫内膜癌组织中, 
但有关c-FLIP表
达的调控机制尚
未阐明. 多种肿瘤
中的研究结果表
明, 蛋白激酶B经
过磷酸化而活化
后可促进c-FLIP
的表达而抑制细
胞凋亡. 然而, 在
结肠癌细胞系中
有关c-FLIP表达
与Akt信号通路的
关系还不明了. 

®



12, 24 h后,  采用Western blot检测磷酸化Akt和
c-FLIP蛋白表达水平, 逆转录PCR检测c-FLIP
基因的转录水平. 

结果: 三个浓度的wortmannin都对HT-29细胞
的生长具有抑制作用, 随着浓度、时间的递
增, 其抑制效应逐渐增强(P <0.01或0.05), 而对
照组未见明显变化(P >0.05). 随着wortmannin
的干预时间延长, 磷酸化Akt蛋白的表达水平
明显降低, 同时c-FLIP蛋白的表达水平也随之
下降, 24 h后二者表达水平分别下降了82%和
91%. wortmannin干预HT-29细胞3 h后, 与对照
组相比其c-FLIP mRNA表达水平已明显下降
到40%,  24 h后其表达水平下降到25%.

结论: Akt活化的特异性抑制剂wortmannin
可抑制体外培养的结肠癌HT-29细胞的生长, 
结肠癌中可能存在Akt/c-FLIP信号通路调节
c-FLIP基因的表达.

关键词: 大肠癌; FLICE抑制蛋白; 蛋白激酶B
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0  引言

细胞FLICE抑制蛋白(cellular FLICE inhibitory 
protein, c-FLIP)亦称caspase-8抑制蛋白, 是新近

发现的抗凋亡蛋白, 他能抑制死亡受体介导的

凋亡[1-2]. 已有研究表明, c-FLIP在多种人类肿瘤

如肺癌、恶性黑色素瘤、非霍奇金淋巴瘤及肝

癌等组织细胞中过表达, 并发现其与肿瘤的发

生、发展密切相关[3-5], 我们近期的研究亦发现, 
c-FLIP亦过表达于胃癌及结肠癌组织中[6-9], 但有

关c-FLIP表达的调控机制尚未阐明. 多种肿瘤

中的研究结果表明, 蛋白激酶B(protein kinase 
B, PKB/Akt)经过磷酸化而活化后可促进c-FLIP
的表达而抑制细胞凋亡. 然而, 在结肠癌细胞

系中有关c-FLIP表达与Akt信号通路的关系还

不明了. 本实验采用Akt活化的特异性抑制剂

wortmannin进行干预, 旨在探讨结肠癌细胞中

Akt对c-FLIP表达的调控作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人大肠癌细胞株HT-29购自湖南湘雅医

学院肿瘤研究所, 为中分化大肠腺癌. RPMI1640
培养基干粉和胎牛血清为Gibco公司产品, 青霉

素、链霉素为华北制药有限公司, 胰蛋白酶为
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Sigma公司产品, wortmannin为Alexis Biochemical
公司产品, 兔抗人c-FLIPL/S多克隆抗体为Santa 
Cruz公司产品, 鼠抗人Akt Ser473磷酸化mAb、
HRP-羊抗兔IgG和HRP-羊抗鼠IgG、预染色

的蛋白M a r k e r及增强化学发光显色试剂盒

(LumiGLOTM)购自Cell Signaling技术公司, TRIzol
试剂为Invitrogen公司产品; MMLV逆转录酶为

Promega公司产品; Taq酶、dNTP、RNasin为
Takara公司产品;  PCR引物及寡聚核苷酸由上海

生物工程公司合成. 
1.2 方法 HT-29细胞株在含100 mL/L的小牛血

清, 100 U/mL青霉素, 100 mg/L链霉素的RPMI 
1640培养基中, 于37℃、50 mL/L CO2、饱和湿

度条件下培养、增殖、传代、扩增以备用. 
1.2.1 MTT法检测wortmannin的干预对HT-29
细胞增殖活性的影响 取对数生长期的HT-29细
胞, 2.5 g/L胰蛋白酶消化, 通过血球计数板计

数, 用培养液制成单细胞悬液, 调整细胞密度为

5×107/L. 接种细胞于96孔培养板, 每孔200 µL, 
含1×104细胞, 另取1孔加入不含细胞的培养

液作为空白调零孔, 置于37℃, 50 mL/L CO2

的培养箱中培养24 h后换无血清的RPMI1640
培养液培养, 再孵育24 h使细胞同步化后分组

进行实验. 细胞培养24 h后, 更换培养液. 实验

组: 加不同浓度的wortmannin, 使其终浓度分

别为10 nmol/L, 20 nmol/L, 40 nmol/L; 对照组: 
培养液不加wortmannin. 每组均为5孔, 于37℃、

50 mL/L CO2的培养箱中继续培养. 呈色及比色: 
培养第0, 3, 6, 12, 24 h后, 在每孔加入MTT溶液

(5 g/L)20 µL, 37℃继续培养4 h后, 小心吸弃上清, 
每孔加入DMSO 150 µL振荡10 min, 使结晶物充

分溶解, 以空白孔调零, 在酶标仪中检测490 nm
波长处每孔吸光度值(absorbance, A值), 吸光度值

取平均值, 以均数±标准差(mean±SD)表示, 重复

试验3次. 按下式计算细胞存活率: 细胞存活率(%) 
= (实验孔A值/对照孔A值)×100%.
1.2.2 wortmannin干预后HT-29细胞pAkt(Ser473)
及c-FLIP蛋白的检测 将细胞悬浮液接种到底面

积为50 cm2的培养瓶中, 待细胞生长到对数生

长期, 用不含血清的RPMI1640培养液处理细胞

24 h, 使细胞同步化后, 做如下分组: A组, 用不

含小牛血清的RPMI1640培养液作为对照; B组: 
无血清的RPMI1640培养液中加入40 nmol/L的
wortmannin, 作用时间分别为0, 3, 6, 12, 24 h.  每
组收集等量细胞(2×105), 提取细胞总蛋白, 用考

马斯亮蓝法测定蛋白浓度; 以β-actin的水平作为

www.wjgnet.com

■研发前沿
有关凋亡的研究
一直是肿瘤研究
的热点问题, 诱导
肿瘤细胞的凋亡
是肿瘤治疗的思
路之一. 多种化疗
药物都是通过诱
导肿瘤细胞的凋
亡而发挥作用的. 
死亡受体介导的
凋亡是参与肿瘤
细胞凋亡的重要
机制之一, 也是药
物的重要作用靶
之一. 然而, 死亡
受体介导凋亡的
机制和上下游信
号通路还不明确. 
c-FLIP因具有强
大的抗死亡受体
介导凋亡的作用
而倍受人们关注, 
有关c-FLIP抗凋
亡的机制也成为
研究热点之一.

■创新盘点
既往国外的和我
们的研究已发现, 
在结肠癌组织中
存在c-FLIP基因
的上调表达. 本文
首次提出, 在结肠
癌细胞中, Akt可
促进c-FLIP基因
表达, 从而进一步
抑制肿瘤细胞凋
亡, 这一发现必将
丰富肿瘤生物学
理论.
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等量蛋白质上样对照, 每个样本至少重复3遍, 取
50 μg蛋白质样品进行SDS-PAGE电泳, 并转至硝

酸纤维膜(PVDF)上, 加入100 g/L脱脂奶粉室温

封闭2 h后, 加入一抗工作液(兔抗人c-FLIPL/S多
克隆抗体和鼠抗人Akt Ser473磷酸化mAb的稀释

度皆为1∶1000)后4℃过夜, 加入辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔或鼠IgG二抗(1∶2000), 室温摇

床孵育2 h, 增强化学发光显色系统显色, 暗室内

X光底片感光成像. 
1.2.3 wortmannin干预后HT-29细胞中c-FLIP的转

录水平检测 收集HT-29细胞, 每5×106-10×106

个细胞加入1 mL TRIzol提取总RNA, 每例取总

RNA 2 μg用MMLV逆转录酶进行逆转录, PCR扩
增c-FLIP, 同时扩增β-actin作为内参照, 每个标本

至少重复3遍, c-FLIP引物序列(512 bp):  5'-TGT 
TGC TAT AGA TGT GG-3'(sense), 5'-AAG GAT 
CCT TGA GAC TCT-3'(antisense); β-actin引物序

列(475 bp):  5'-TGA CGG GGT CAC CCA CAC 
TGT GCC-3'(sense), 5'-CTG CAT CCT GTC GGC 
AAT GCC AG-3'(antisense). 95℃ 3 min 预变性后

开始循环: 95℃ 30 s, 53℃ 30 s, 72℃ 45 min, 共
30个循环, 最后于72℃延伸7 min. 扩增产物在

15 g/L琼脂糖凝胶上电泳分离, 并在凝胶成像系

统中计算每个样本所测得的c-FLIP与β-actin的积

分光密度比值. 

2  结果

2.1 wortmannin对HT-29细胞增殖的影响 用终浓

度10 nmol/L, 20 nmol/L, 40 nmol/L的wortman-
nin分别处理生长良好的HT-29细胞0, 3, 6, 12、
24 h, 采用MTT法检测其对细胞增殖的影响. 3
个浓度的wortmannin都对HT-29细胞的生长具

有抑制作用, 随着浓度、时间的递增, 其抑制效

应逐渐增强(P <0.01或P <0.05), 而对照组未见明

显变化(P >0.05)(图1).
2.2 wortmannin对pAkt及c-FLIP蛋白表达的影响 
wortmannin是PI3'K特异性抑制剂, PI3'K的活性

抑制后可导致Akt不能磷酸化而活化. 本实验通

过在结肠癌细胞株HT-29中加入wortmannin干预

不同的时间, 以观察磷酸化Akt蛋白水平的变化

及其对c-FLIP蛋白表达的影响. 经与β-actin的相

对积分光密度分析表明, 随着wortmannin的干预

时间延长, 磷酸化Akt蛋白的表达水平明显降低, 
干预24 h后下降到基础水平的18%; 同时, west-
ern blot亦显示c-FLIP蛋白的表达水平也随之下

降, 3 h后其表达水平已明显降低, 至24 h则降至

基础水平的9%(图2)
2.3 wortmannin对c-FLIP基因转录水平的影响 
wortmannin干预3 h后, c-FLIP mRNA表达水平

已明显下降到40%, 24 h后其表达水平下降到

25%(图3). 

3  讨论

大肠肿瘤的发生、发展过程中包含了一系列的

基因突变(如p53, APC, DCC, ras), 随着基因突变

的不断累积最终导致正常肠腺上皮转变为腺瘤

乃至恶性转化为腺癌. 其中凋亡失衡在这一过程

中起着重要的作用, 结肠腺癌细胞可通过不同

的机制逃逸受体介导的凋亡, 使肿瘤细胞继续生

长. c-FLIP基因是最近发现的抗凋亡基因, c-FLIP
蛋白能抑制caspase-8的活化从而阻断死亡受体

Fas, TNF-R1, DR3及TRAIL-R介导的凋亡. 
我们在前期的研究中发现, c-FLIP基因过

高表达于胃癌、子宫内膜癌中, 并且与细胞凋

亡的抑制密切相关, 另外, 我们同样发现在结
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图  1  不同浓度及作用时间的wortmannin对HT-29细胞体
外生长的影响.
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图  2   wortmannin干预后HT-29细胞c-FLIP和pAkt蛋白表达
水平变化.
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图  3   wortmannin干预后HT-29细胞c-FLIP mRNA表达水平
变化.

■应用要点
本文的研究证实
在结肠癌细胞中
存在Akt/c-FLIP
信 号 通 路 调 节
c-FLIP基因的表
达, 这一成果可进
一步指导基于死
亡受体凋亡通路
的抗肿瘤研究, 必
将为以后肿瘤的
活学和基因治疗
提供有益的思路
和线索.
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肠癌组织亦存在c-FLIP基因的上调表达. 然而, 
有关c-F L I P在肿瘤中表达的调节机制还不明

了, 尤其是促其表达上调的上游分子事件还知

之甚少. 已知, 在一系列生长因子的刺激下, 活
化的Akt可通过磷酸化作用于不同的下游分子

(如Forkhead转录因子家族、核转录因子κB及

Erk等)而抑制凋亡, 最近有研究表明, Akt可促进

c-FLIP的表达而抑制细胞凋亡, 这在肝癌[10]、卵

巢癌细胞系[11]、肾细胞癌细胞系[12]、甲状腺癌

细胞系[13]、内皮细胞[14]、乳腺癌及黑色素瘤细

胞系中都得到了证实[15]. 然而, 在结肠癌中Akt对
c-FLIP的表达有否调控作用还不明了. 我们通过

检测结肠癌HT-29细胞系中Akt的活化与c-FLIP
基因表达的关系, 以初讨在结肠癌中是否亦存

在Akt/FLIP调节通路, 从而进一步了解c-FLIP表
达的调节机制. 

既往研究表明, 非磷酸化A k t蛋白不具备

生物学活性, 然而Akt可经PI3K/Akt信号途径的

磷酸化作用生成磷酸化Akt(phosphorylated Akt, 
pAkt)而活化, 其后pAkt能够通过两种不同的机

制促进细胞转化: (1)促进细胞增殖, 使肿瘤细

胞通过正常的细胞周期阻滞; (2)抑制细胞凋亡, 
使肿瘤细胞免于机体自身所诱导的死亡, 延长

其生存时间[16]. wortmannin是PI3'K特异性抑制

剂, PI3'K的活性抑制后可导致Akt不能磷酸化

而活化. 本实验在体外培养的HT-29细胞中加入

wortmannin后其生长明显受到抑制, pAkt表达水

平明显降低, 同时伴有c-FLIP蛋白的显著下调表

达, 故此我们推测, 在结肠癌中存在Akt/FLIP信
号通路调节c-FLIP基因的表达. 

为了进一步考察wortmannin对c-FLIP蛋
白表达的抑制效应是否伴随有c-F L I P基因转

录水平的下调 ,  我们采用了逆转录P C R检测

wortmannin干预不同时间点及对照组中HT-29的
c-FLIP mRNA表达水平, 结果显示wortmannin干
预3 h后, c-FLIP mRNA表达水平已明显下降达

40%, 24 h后其表达水平下降达75%. 由此我们

认为, 在HT-29细胞系中, wortmannin通过抑制

Akt的活化而下调c-FLIP基因转录水平, 进一步

导致c-FLIP蛋白表达的下调. 
总之, 本研究表明在结肠癌细胞中, c-FLIP

基因的表达水平依赖于Akt蛋白的活化, 存在一

条Akt/FLIP信号通路调节FLIP基因的表达, 然
而, 其确切的机制还不明了. 既往的研究表明, 
Akt能够磷酸化多种转录调控因子(如叉头转录

因子和核因子-κB等), 而这些转录调控因子大多

参与凋亡相关基因的表达. 核因子-κB在结肠癌

等消化系疾病中扮演着重要角色[17-18], Micheau
等发现H e L a细胞中核因子-κ B的活化可诱导

FLIP基因的转录[19], 在胰腺癌细胞和卵巢癌中

同样存在此现象最新的研究表明, 在结肠癌细

胞系Caco-2中, 核因子-κB能够调控FLIP基因的

表达[20], 故此, 我们推测, 结肠癌中Akt可能通过

活化核因子-κB后而进一步促进FLIP基因的转

录, 当然, 这还有待于深入的研究验证. 
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Abstract
AIM: To study the clinical and pathological 
features of malignant fibrous histiocytoma 
(MFH) in the stomach.

METHODS: The clinical and pathological data 
of 2 patients with primary malignant fibrous 
histiocytoma of the stomach were analyzed, and 
the related literatures were reviewed.

RESULTS: The first case was a 71-year-old man 
with epigastralgia and dark stools. The second 
case was a 34-year-old man with epigastralgia 
and vomiting. The tumors in both cases were big 
in size, offwhite in color and located in the sub-
mucosal layer of posterior wall of gastric corpus. 
Histologically, it was composed of a mixture of 
pleomorphic fibroblast-like spindle cells, focally 
arranged in a storiform pattern, oval or round 
histiocyte-like cells and inflammatory cells. Im-
munohistochemically, the tumor cells expressed 

vimentin, CD68, lysozyme and alpha-1-antitryp-
sin, but were negative for other markers.

CONCLUSION: MFH of the stomach is rare, 
and its pathological feature is similar to MFH of 
the soft tissue. The diagnosis of gastric MFH de-
pends on immunohistochemical labeling.

Key Words: Neoplasm of the stomach; Malignant 
fibrous histiocytoma; Clinical and pathological fea-
tures

Bai CG, Ke RB, Yang L, Ma DL. Primary malignant 
fibrous histiocytoma of the stomach: 2-case reports and 
review of the literatures. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(5):518-521

摘要
目的: 探讨原发于胃的恶性纤维组织细胞瘤
(MFH)的临床病理学特征. 

方法: 报道2个胃M F H病例, 描述其临床表
现、组织学及免疫组化特征, 并复习国内外
文献. 

结果: 2例均为男性, 年龄34及71岁. 肿物体积
大, 均位于胃体后壁. 切面灰白色, 编织状, 质
韧, 肿物位于黏膜下, 累及胃壁全层, 黏膜面形
成溃疡. 镜下示: 梭形纤维母细胞样肿瘤细胞
呈交织状及束状排列, 胞质红染, 核卵圆形, 大
而异型, 并见较多单核及多核瘤巨细胞, 其间
见组织细胞样瘤细胞散在分布, 可见数量不等
的炎细胞散在分布. 免疫表型: Vimentin弥漫
阳性, A1-ACT、CD68及Lysozyme部分细胞
阳性.

结论: 胃MFH是一种罕见的肿瘤, 病理特征和
软组织MFH相同, 鉴别诊断有赖于免疫组化
标记.

关键词: 胃肿瘤; 恶性纤维组织细胞瘤; 临床病理  

白辰光, 柯儒斌, 杨蕾, 马大烈. 胃恶性纤维组织细胞瘤临床病理

特征.  世界华人消化杂志  2007;15(5):518-521

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/518.asp

®

■背景资料
目前认为胃原发
性间叶源性肿瘤
大多为胃肠道间
质瘤(GIST), 而原
发于胃的MFH极
为 少 见 .  最 新 版
WHO肿瘤分类对
MFH进行了重新
定义, 将其与未分
化多形性肉瘤视
为同义词, 变为一
种排除性诊断.
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0  引言

恶性纤维组织细胞瘤 (m a l i g n a n t  f i b r o u s 
histiocytoma, MFH)是一种间叶源性恶性肿瘤, 
好发于四肢软组织和体腔, 偶见于内脏器官[1-2]. 
原发于胃的MFH极为少见, 国内外罕有报道[3-9]. 
我们在总结胃间叶源性恶性肿瘤时发现2例胃

MFH, 现作一报道, 并复习文献总结其临床病理

特征. 

1  材料和方法

1.1 材料 例1: 患者男性, 71岁. 2004-03因“头

晕、乏力1 mo, 上腹不适、黑便1 wk”入我院

治疗. 入院检查: 血色素5.0 g, 胃镜示胃体肿物. 
术中见: 肿物位于胃体后壁, 黏膜面溃疡, 侵及

浆膜, 大小7.5 cm×4.5 cm, 侵犯胰体尾. 遂行姑

息性全胃切除术. 例2: 患者男性, 34岁. 2004-10
因“上腹不适伴进食呕吐”入当地医院治疗. 
当地诊断: 胃窦部占位伴幽门梗阻. 后行手术, 
但未能切除肿物. 12 mo以“胃饱胀, 进食呕吐

4 mo, 腹部巨大肿物术后1 mo余”入我院治疗. 
入院检查: 触诊发现剑突下及一6 cm×2.5 cm包

块. MRI示胃体肿物. 术中见: 肿物位于胃体后

壁, 侵及浆膜, 大小10 cm×10 cm, 侵犯胰体尾及

脾脏, 累及肝十二指肠韧带. 遂行根治性全胃切

除术加胰体尾、脾脏切除术.
1.2 方法 标本经40 g/L甲醛固定, 常规脱水, 石
蜡包埋, 4 μm厚切片, 光镜观察. 免疫组化染色

采用EnVision微波二步法, 所用一抗均购自福州

迈新生物技术有限公司, EnVision试剂盒为丹麦

DAKO公司产品.

2  结果

2例均为全胃切除标本, 肿物均位于胃体后壁, 
大小分别为8 cm×4.5 cm×4 cm及12 cm×8 cm
×8 cm. 切面灰白色, 编织状, 质韧, 肿物位于黏

膜下(图1A), 累及胃壁全层, 黏膜面形成溃疡. 镜
检梭形纤维母细胞样肿瘤细胞呈交织状及束状

排列, 胞质红染, 核卵圆形, 大而异型, 并见较多

单核及多核瘤巨细胞, 其间见圆形及卵圆形组

织细胞样瘤细胞散在分布(图1B), 肿瘤组织累及

胃壁全层, 可见数量不等的炎细胞散在分布(图
1C). vimentin, PDGFRA弥漫阳性, α1抗糜蛋白

酶(α1ACT), CD68及溶菌酶(lysozyme)部分细胞

阳性, CD34, CD117, desmin, SMA, S-100, CD57, 
NSE, PCK(AE1/AE3), EMA, MCA和CR均阴性, 
P53高水平表达, PCNA低水平表达.

3  讨论

MFH来源于原始间叶细胞, 以往认为是由组织

细胞和成纤维细胞组成的高度恶性肿瘤, 在软

组织恶性肿瘤中发病率居首位[1,10], 又称纤维组

织细胞肉瘤或恶性纤维黄色瘤、软组织恶性巨

细胞瘤、恶性黄色肉芽肿和恶性组织组织细胞

瘤. 1963年Ozell et al [11]首次报道该肿瘤, 1970年
代初期被公认[12]. 随着免疫组织化学和电镜技

术的应用, 诊断为MFH的病例越来越少, 其作为

一个独立疾病类型的地位受到质疑[12-15]. 2002
年, 最新版WHO分类[16]将MFH和未分化多形性

肉瘤视为同义词, 变成一种排除性诊断, 占成人

肉瘤的5%以下. MFH好发于中老年人的四肢、

躯干及腹膜后, 也见于肺、肝、骨等处. 原发于

消化道, 特别是胃的MFH则非常罕见, 国内外仅

A

B

C

图  1  胃MFH组织学特征. A: 肿物位于黏膜下(HE×100); B: 

肿瘤细胞呈交织状及束状排列, 核明显异型, 见较多单核及

多核瘤巨细胞(HE×200); C: 肿瘤组织间见数量不等的炎细

胞散在分布(HE×200).

■应用要点
本 文 采 用 最 新
M F H 定 义 报 道
了 2 例 胃 原 发 性
MFH病例 ,  有助
于规范胃肠道间
叶源性肿瘤, 特别
是MFH的诊断.
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见10余例报道[3-9]. 
复习文献及我们报道的病例(表1)发现, 胃

M F H发病年龄较大 ,  多为中老年男性 ,  年龄

21-78(平均51.9)岁, 与软组织MFH相似[2]. 肿瘤

大多位于黏膜下, 常见溃疡形成, 个别呈息肉

样突入胃腔(病例6, 12). 肿瘤一般较大, 最大径

3.5-20 cm, 中位数5.0 cm. 临床症状多为上腹部

不适, 贫血和黑便也较常见, 部分病例有持续发

热或无明显症状. 因临床症状没有特异性, 术前

主要依靠胃镜和影像学检查发现, 但确诊困难, 
只能依靠术后病理检查. 

原发于胃的MFH病理特征与软组织MFH
相同, 肿瘤细胞多样化. 纤维母细胞样肿瘤细胞

呈梭形, 细胞呈特征性的束状或轮辐状排列, 可
见其向纤维细胞过渡. 组织细胞样肿瘤细胞, 胞
质丰富, 体积较大, 有吞噬现象, 可吞噬脂质、

细胞碎片、含铁血黄素颗粒等. 并可见多核巨

细胞及单核瘤巨细胞, 核大而形态不规则, 染色

深. 上述各种细胞都有不同程度的异型性, 核分

裂像多见. 病理学依据瘤体中肿瘤细胞的主要

成分将MFH分为多形性型、巨细胞型和炎症

性型[16], 其中多形性MFH最多见, 约占总病例的

75%[10]. 本文报道的病例形态学均符合多形性

型, 即肥大的梭形纤维细胞样肿瘤细胞呈特征

性的束状或轮辐状排列, 组织细胞样肿瘤细胞

散在分布, 并见少量炎细胞灶性或散在分布. 文
献报道的病例也均为多形性型(表1). 该肿瘤易

复发和转移, 10例中2例复发[6-7], 转移多通过血

道途径, 2例发生肺转移[3,9], 1例发生脑转移[5], 但

也有1例报道胃周淋巴结转移[7]. 
免疫组化标记有助于胃的M F H的诊断和

鉴别诊断. 该肿瘤Vimentin恒定弥漫阳性, 过去

认为α1-抗胰蛋白酶(α1AT)、α1ACT、溶菌酶

(lysozyme)和CD68是恶性纤维组织细胞理想

的标记物, 现在认为对MFH诊断无帮助[16]. 原
发于胃的MFH主要需与以下肿瘤鉴别诊断: 胃
肠道间质瘤(CD34和C-Kit阳性)、平滑肌肿瘤

(desimin和SMA阳性)、神经源性肿瘤(S-100阳
性)、间皮肿瘤(MCA和CR阳性), 恶性黑色素瘤

(S-100和HMB45阳性)和梭形细胞癌(EMA和CK
阳性). 以上各类肿瘤均有特异性标志物, 因此通

过免疫组化标记较易鉴别. 本文报道的病例免

疫组化标记结果已排除上述肿瘤, 符合MFH的

诊断标准[1]. 
同时, 免疫标记发现肿瘤细胞PDGFRA阳

性, 与Yamamoto et al [17]报道一致, 提示PDGFRA
及其相关因子在MFH的发生和发展中可能起着

重要作用. 但是, 因为PDGFRA在间叶组织的发

育过程中广泛发挥作用, 在多种类型的间叶肿

瘤中均有不同程度的表达, 所以其抗体不能作

为MFH的诊断标记物. 有报道显示P53蛋白在

MFH中多呈较高水平表达, 且存在P53基因的突

变, 提示P53基因在MFH的发病中可能起关键作

用[18-20], 本文病例P53蛋白也均呈高水平表达. 
胃MFH应尽早手术切除, 并辅以放化疗[1]. 

由于原发于胃的MFH病例数有限, 有关预后研

究资料不足. 综合文献及我们报道的病例(表1)
发现, 有随访的11个病例中8例在手术后1 wk-4 a

表  1  12例胃MFH临床特点

     
序号	 性别     年龄(岁)	          临床症状	                  部位                 最大径(cm)       组织类型	           预后              
  11[3]	   男	 21          上腹部胀, 便血、贫血       胃小弯高位前壁	           4.5             多形性型      术后2 a肺转移

  2[4]	   男	 35          上腹部胀痛                       胃小弯近贲门	          20	              未描述	  未提供
  23	   男	 71          上腹不适、黑便、贫血     胃体后壁近小弯	           8	              多形性型	  术后13 mo死亡
  24	   男	 34          上腹不适伴进食呕吐	        胃体后壁	          12	              多形性型	  术后5 mo存活

  5[7]	   女	 60          -	                        -	                            3.5	             未描述	  术后7 mo死亡

  6[5]	   男	 60          上腹不适、黑便	        胃窦大弯	            4.5	             多形性型	  术后3 mo死亡

  7[6]	   男	 42          黑便、贫血                        贲门、胃底后壁           5.0	             多形性型	  术后17 mo死亡

  8[7]	   男	 51          -	                        -	                            -                多形性型	  术后1 wk死亡

  9[7]	   男	 78          上腹痛, 体质量减轻	        胃体后壁	            5.0	             多形性型	  术后2 a存活

10[7]	   男	 77          贫血、发热、上腹痛	        胃窦前壁近大弯	           4.0	             多形性型	  术后4 a死亡

11[8]	   女	 37          孕期贫血	                        胃后壁	          10.0	             多形性型	  术后38 mo存活

12[9]	   男	 57          上腹疼痛伴黑便	        胃角后壁	            7.5	             多形性型	  术后6 mo死亡

1该病例为国内首次报道, 但未经免疫组化证实; 2为本文报道病例.
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内死亡, 其中7例在手术后2 a内死亡, 提示原发

于胃的MFH预后不良. 但也有2例随访2 a以上良

好生存. 
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Abstract
AIM: To observe the prospective efficacy of 
integrated internal and external application of 
Yigan Sanhao (YGSH) in the treatment of liver 
fibrosis resulted from chronic hepatitis B (CHB).

METHODS: A total of 240 inpatients with CHB-
induced liver fibrosis were randomly divided 
into group A (n = 58), B (n = 62), C (n = 63) and 
D (n = 57). External, internal and integrated 
external and internal treatments of YGSH were 
performed on the patients of group A, B, and C, 
respectively. The patients of group D served as 
controls. The clinical symptoms, liver function, 
fibrosis and PGA parameters, and hemodynamic 
changes were observed 3 months after treat-
ment.

RESULTS: The clinical symptoms were im-
proved, especially in group C. The liver func-
tion, fibrosis and PGA parameters were also 

ameliorated 3 months after treatment in all the 
groups, especially in group C (t = 6.1201, P = 
0.000; t = 20.8201, P = 0.000; t = 20.5154, P = 0.000). 
Hemodynamic examination showed that the 
diameters of splenic and portal vein as well as 
the blood flow were decreased in all the groups 
(t = 3.6153, P = 0.0004; t = 6.8052, P = 0.000), es-
pecially significant in group C (t = 6.3969, P = 
0.000). A 12-month following-up demonstrated 
that combination of external and internal appli-
cation had the most favorable effect. However, 
the anti-viral efficacy was not markedly different 
between the four groups.

CONCLUSION: Integrated internal and exter-
nal application of YGSH has a favorable long-
term efficacy, and it is superior to the single use. 
Three-month course is considered the most optimal.

Key Words: Chronic hepatitis B; Liver fibrosis; Tra-
ditional Chinese medicine; Combined treatment

Xing YF, Zhang X, Shao L, Wang LN, Tong GD. Long-
term efficacy of combined internal and external 
application of Ganyan Sanhao in treatment of liver 
fibrosis resulted from chronic hepatitis B. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(5):522-527

摘要
目的: 观察乙肝Ⅲ号内外合用治疗慢性乙型
肝炎后肝纤维化的远期疗效. 

方法: 随机选择乙肝肝纤维化患者240例, 分
为乙肝Ⅲ号外用膏组(n  = 58), 内服组(n  = 62), 
内外合用组(n  = 63), 对照组(n  = 57). 治疗后
3 mo, 观察各组临床症状、肝功能、肝纤维
化指数、PGA参数、血液动力学等. 

结果: 4组皆能改善临床症状, 但以内外合用
组为著; 4组改善肝功能、肝纤三项、PGA
参数, 治疗后3 mo以内外合用组疗效显著(t  = 
6.1201, P  = 0.000; t  = 20.8201, P  = 0.000; t  = 
20.5154, P  = 0.000); 血液动力学检测显示, 各
治疗组治疗后门、脾静脉血管直径、血流量
皆有下降(t  = 3.6153, P  = 0.0004; t  = 6.8052, 
P  = 0.000), 内外合用组血流量下降明显(t  = 

®

■背景资料
抗纤维化的治疗
目前主要包括两
个方面: 针对原发
病的病因治疗, 如
抗肝炎病毒等; 其
次是抑制炎症反
应 和 E C M 沉 积 , 
针对抗肝纤维化
本身的治疗, 如抑
制HSC的激活、

抑 制 胶 原 的 增
生、促进胶原的
降解等. 但是, 除
了抗病毒以外, 目
前临床抗纤维用
药多处于试验阶
段, 尚未取得重大
性突破进展. 中医
药抗肝纤维化近
年来显示较好的
疗效, 包括中药单
味、复方等, 但这
些研究样本量小, 
方法单一, 疗效不
一, 缺乏远期疗效
观察.
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6.3969, P  = 0.000). 随访12 mo后仍是内外合用
组疗效为优. 但各组在抗病毒指标上, 无统计
学意义.

结论: 乙肝Ⅲ号内外合用治疗乙肝后肝纤维
化有一定远期疗效, 且较单一方法疗效明显, 
疗程以3 mo为优.

关键词: 慢性乙型肝炎; 肝纤维化; 中药; 内外合用  
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0  引言

肝纤维化(hepatic fibrosis)是指肝脏内弥漫性

的、过量的细胞外基质(ECM)沉积, 他不是一个

独立的疾病, 而是许多慢性肝病的共同病理过

程[1]. 目前仍认为肝星状细胞(HSC)在肝纤维化

发生、发展中起主导作用[2-3]. 抗纤维化的治疗

目前主要包括两个方面: 针对原发病的病因治

疗, 如抗肝炎病毒等; 其次是抑制炎症反应以及

ECM沉积, 针对抗肝纤维化本身的治疗, 如抑制

HSC的激活、抑制胶原的增生、促进胶原的降

解等. 除了抗病毒以外, 目前临床抗纤维化用药

多处于试验阶段, 尚未取得重大性突破进展. 
中医药抗肝纤维化近年来显示较好的疗效, 

包括中药单味、复方等[4-5], 但这些研究样本量

小, 方法单一, 疗效不一, 缺乏远期疗效观察. 我
科10余年来长期使用乙肝Ⅲ号方(批准文号: 粤
药制字Z03030167)内外合用治疗慢性乙型肝炎

后肝纤维化, 即在原内服的基础上加穴位外敷[6], 
试图采用多途径干预乙肝肝炎肝纤维化的形成. 
现将我科于2002-11/2005-11, 运用乙肝Ⅲ号内外

合用防治慢性乙型肝炎后肝纤维化, 临床资料

总结如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2002-11/2005-11在我科住院治疗的乙

型肝炎肝纤维化患者240例, 将患者随机分为4
组(随机号由SAS软件编制), 包括外用膏组, 内
服组、内外合用组、对照组. 其中外用膏组58
例, 男49例, 女9例, 年龄(39.8±6.4)岁, 平均病程

(6.5±1.3)年; 内服组62例, 男48例, 女14例, 年龄

(40.9±7.2)岁, 平均病程(5.8±2.2)年; 内外合用

组63例, 男55例, 女8例, 年龄(42.9±5.8)岁, 平均

病程(6.0±3.4)年; 对照组57例, 男51例, 女6例, 

年龄(41.4±7.0)岁, 平均病程(5.5±3.8)年. 4组患

者入院时的肝功能以及相关指标如肝纤三项及

一般情况(年龄、性别、职业、文化程度、原

发疾病、病程等)经统计学检验, 无显著性差异 
(P >0.05), 具有可比性. 观察期间所有的患者, 不
使用其他抗病毒治疗. 

乙肝Ⅲ号外用膏(1)组成: 醋制鳖甲20 g, 黄
芪、半枝莲各15 g, 炮穿山甲、桃仁、白术、茯

苓、郁金、三七、五味子各10 g, 丹参、广东叶

下珠、枳壳各15 g; (2)制剂: 黄芪、醋制鳖甲、

桃仁、茯苓、半枝莲、广东叶下珠, 加水煎煮

2次, 浓缩为比重为1∶1的稠膏; 炮穿山甲、丹

参、白术、枳壳、五味子、三七、郁金, 粉碎

后, 制成80目的细粉, 与稠膏混合, 制成10目的

颗粒, 烘干, 加入赋形剂做成3 cm×3 cm巴布贴, 
置入密封袋, 4℃冰箱保存; (3)质量控制[7]: 药材

来自深圳市中医院中药房, 按《中华人民共和

国药典》要求的品系, 用薄层色谱法对黄芪、

丹参、三七、白术等中药进行药品质量定性鉴

别, 所用的药品薄层色谱必须与标准品一致.   
乙肝Ⅲ号内服方(1)组成 :  乙肝Ⅲ号内服

组成同外用膏; (2)制剂: 醋制鳖甲、炮穿山甲

打碎先煎0.5-1 h, 其余中药加水500 mL, 浸泡

20-30 min, 文火煎煮0.5-1 h, 取汁服用; (3)质量

控制: 同外用膏. 
1.1.1 诊断标准 2000-09中华医学会传染病及寄

生虫学会, 肝病学会联合制定的《病毒性肝炎

防治方案》[8]予以确诊: (1)慢性病毒性乙型肝炎

病变; (2)B超检查表现: 肝实质回声增强, 肝表面

不光滑, 边缘变钝, 肝脏、脾脏可增大, 肝表面

尚无颗粒状, 实质尚无结节样改变; (3)其中肝纤

三项: 透明质酸(HA)、层黏蛋白(LN)、Ⅳ型胶

原(IV-C)指标异常或任意一项指标高于正常值

的2倍以上. 
1.1.2 排除标准 有下列之一者, 不作选择: (1)合
并酒精性肝硬化; (2)合并心血管、肾脏和造血

系统等严重原发性疾病, 精神病患者; (3)不符合

纳入标准, 未按规定用药, 无法判断疗效或资料

不全等影响疗效者.
1.2 方法 
1.2.1 分组治疗 对照组: 单用基础治疗[第1个
月, 甘利欣(甘草酸二胺)30 mL+凯西莱(硫普罗

宁)0.3 g, 1次/d; 第2, 3个月, 单用五酯胶囊(五味

子甲素), 2片/次, 3次/d]; 外用膏组: 外用膏+基础

治疗; 内服组: 内服方+基础治疗; 内外合用组: 
外用膏+内服方+基础治疗. 

■研发前沿
采用益气活血化
瘀抗乙肝肝炎后
肝纤维化是目前
中医药抗肝纤维
化研究的热点, 而
使用多途径, 多靶
点、多成分的给
药, 如内服加穴位
外敷联合使用, 以
提高疗效的研究
尚未见报道.
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1.2.2 用法、用量和疗程 (1)用法、用量: 外用巴

布贴, 选用期门、日月、足三里穴, 可辨证加减: 
腹胀加中脘, 腹水加神阙、水分, 下腹痛加气海, 
虚弱加关元, 每日外敷1次, 每次4-12 h, 其中每

外敷7 d, 停用2 d; 内服方日1剂, 分2次服; (2)疗
程: 使用1 mo为1个疗程, 检测各项指标, 连续使

用3个疗程; 随访12 mo, 每3 mo复查1次. 
1.2.3 疗效观察 (1)临床症状与体征: 临床症状主

要包括疲劳、胁痛、腹胀、尿黄等; 体征主要

包括肝大、脾大、肝区叩击痛、墨菲征阳性等; 
(2)肝功能: 主要包括丙氨酸转氨酶(ALT) 、天冬

氨酸转氨酶(AST)、γ-谷氨酰转肽酶(γ-GGT)、
总胆红素(TB)等, 用Olympus2700型全自动生化

仪检测; (3)乙肝两对半: 采用ELISA方法, 试剂

由上海科华生物工程股份有限公司提供. HBV 
DNA定量: 采用实时荧光定量PCR法, 试剂由深

圳市匹基生物工程股份有限公司提供, 仪器采

用美国ABI PRISM 7000荧光定量PCR仪; (4)肝
纤3项: HA, LN, IV-C用放射免疫法测定, 试剂由

上海海研生物医学中心提供; (5)血液动力学检

测: 采用美国泰索尼公司生产的Fynergy型彩色

双功能多普勒, 探头频率35 mHz, 常规测量门静

脉主干(PVD, cm)、脾门处脾静脉的内径(SVD, 
cm), 最大血流速度(Vp, cm/s), 根据血管截面积

和平均血流速度计算血流量, 用公式[Vmean×
(D/2)2π×60](D: 表示血管直径, Vmean表示平均

血流速度), 计算门、脾静脉血流量(PVQ和SVQ, 
mL/min)[9]; (6)PGA参数[10]: PT, 用凝血仪检测, 
γ-GGT, Apo-A1, 用全自动生化仪测定. 根据PGA
参数的判断标准, 每例患者根据3项指标的积分

之和得出PGA指数, 其值为0-12. 
统计学处理 采用SAS6.12版统计分析软件

进行统计学处理, 计数资料采用c2检验、计量资

料采用F检验.

2  结果

2.1 临床表现 4组临床症状改善情况见表1. 各组

患者临床症状在治疗后第2周、第4周均有改善; 
治疗后第4周, 内外合用组与外用膏药组、内服

组、对照组比较, 差异有显著性(P <0.01).
2.2 肝功能 4组患者治疗前后ALT, AST, γ-GGT, 
TB改变情况分别见表2. 各组治疗前后1 mo ALT, 
AST, γ-GGT, TB比较, 差异皆有显著性(P <0.01
或P <0.05). 但组间无显著性(P >0.05); 至治疗后

3 mo, 内外合用组与其他各组比较, 差异有显著

性(P <0.01或P <0.05), 但其他各组间无统计学意

义(P >0.05).
2.3 乙肝两对半和HBV DNA定量 各组治疗前

后HBsAg, HBV DNA均无阴转; 各组治疗前后

HBeAg血清学转换率、HBV DNA定量(正常值

<5.0×102 copies/mL)结果见表3, 治疗组HBeAg
血清学转换率以及HBV DNA定量值与对照组相

比, 无统计学意义(P >0.05).
2.4 肝纤三项 4组患者治疗后3 mo血清肝纤维化

指标变化见表4. 3治疗组治疗前后皆有统计学

意义, 而对照组只有HA差异有显著性(P <0.05), 
内外合用组与其他各组比较指标变化明显, 差
异有显著性(P <0.01).
2.5 血液动力学检测 4组治疗后3 mo门、脾静

脉血流量比较见表5. 各治疗组治疗后门、脾静

脉D, Q值皆有下降、差异具有显著性(P <0.01
或P <0.05), 各治疗组与对照组比较D, Q值差异

具有显著性(P <0.01), 内外合用组与其他各组

比较Q值有统计学意义(P <0.05); 对照组治疗后

D, Q值无明显变化, 差异无显著性(P >0.05); 对
照组与各治疗组治疗前后门、脾V p皆无差异

(P >0.05).
2.6 PGA参数 4组治疗前后PGA指数变化见表6. 
治疗组治疗前后1 mo差异无显著性(P >0.05), 治
疗后3 mo皆有显著性(P <0.05); 对照组差异均无

显著性(P >0.05). 对照组与治疗组治疗后1 mo比
较, 差异无显著性(P >0.05); 但治疗后3 mo, 对照

组与治疗组比较, 差异有显著性(P <0.01), 治疗

组间比较, 内外合用组与外用膏药组、内服组

比较, 差异有显著性(P<0.05), 以内外合用组为优.
2.7 不良反应与随访结果 不良反应主要发生在

乙肝Ⅲ号外用膏药组和内外合用组, 121例患者

有9例局部出现有少许的丘疹, 皮肤红肿, 搔痒

等, 局部涂抹皮炎平膏后, 可以继续使用, 未发

现全身过敏与其他不良反应. 随访共12 mo, 每
3 mo检测肝功、肝纤三项、PGA指数等指标, 

表  1  4组临床症状改善情况(n , %)

    
                                                                   症状消失者

                                                          2 wk后	             4 wk后              

乙肝Ⅲ号外用膏组	       58	    25(43.1)	         33(56.9)b  

乙肝Ⅲ号内服组	       62	    29(46.8)	         39(62.9)b  

内外合用组	       63	    39(61.9)	         55(87.3)

对照组	                       57	    16(28.1)	         22(38.6)b 

分组                                     n

bP<0.01 vs  内外合用组.

■创新盘点
本研究采用多环
节、多靶点、多
成分的中药内服
外加穴位敷贴治
疗慢性乙肝后肝
纤维化的新方法. 
并采用较大样本
的随机、多组对
照, 以及远期疗效
随访, 为中医药防
治肝纤维化提供
循证医学依据.
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彩色双功能多普勒, 结果如下, 见表7. 肝功能、

肝纤三项、PGA指数等指标, 乙肝Ⅲ号内外合

用组与对照组、内服组、外用膏组比较, 差异

有显著性(P <0.05或P <0.01); 血液动力学检测: 
门、脾静脉D, Q值下降值比较, 乙肝Ⅲ号外用膏

组、对照组、内服组各组间比较, 差异无显著

性(P >0.05), 而与内外合用组比较, 差异有显著

性(P <0.05或P <0.01).

3  讨论

中医学则认为肝纤维化属“积聚”、“臌胀”

等范畴, 其病机主要湿、热、郁、瘀、虚所致

肝经脉络瘀阻[11]. 所以肝纤维化的治则多以活

血化瘀为主, 兼以疏肝理气, 益气养血柔肝或滋

补肝肾等. 目前研究表明, 中药抗肝纤维化的分

子机制可能是促进或抑制某些关键基因的表达, 
抑制肝纤维化病变的种种异常生物效应, 延缓

表  2  4组治疗前后肝功能指标(mean±SD)

      
分组                       时间	        ALT(nkat/L)	             AST(nkat/L)	                γ-GGT(nkat/L)	    TB(mmol/L)

乙肝Ⅲ号       治疗前	                1876.38±809.66          1745.52±862.51          1628.93±756.15           47.35±25.68

外用膏组       治疗后1 mo        1388.11±623.12b         1309.10±637.46b         1153.73±625.79b          27.28±15.34b

(n  = 58)         治疗后3 mo        1488.13±675.30bd        1377.61±692.64ad        1255.25±670.97bc        29.31±18.67bc

乙肝Ⅲ号       治疗前	                1821.20±838.67          1815.53±617.79          1686.00±713.98           49.50±23.54

内服组          治疗后1 mo        1189.24±676.47b         1153.73±588.12b          1039.21±645.63b         28.42±18.52b

(n = 62)         治疗后3 mo        1257.58±723.48bd        1209.58±641.80bc        1162.73±608.46bd        31.20±17.33bd

内外              治疗前                 1890.38±758.65          1837.38±678.87          1657.33±654.30           50.10±20.88

合用组          治疗后1 mo        1173.90±697.14b         1055.88±612.12b            920.68±530.77b         22.73±17.38b

(n = 63)         治疗后3 mo          820.66±585.45b           873.17±494.10b           755.15±461.43b         18.44±9.85b

对照组           治疗前                 1840.03±774.65          1789.36±673.13           1726.01±654.30          46.58±23.61

(n = 57)         治疗后1 mo        1427.29±689.14b         1256.58±675.30b         1174.07±627.13b         30.51±18.74b

	      治疗后3 mo        1506.47±642.13ad        1490.63±627.46ac        1422.29±615.96ad        37.33±19.24ad 

aP<0.05, bP<0.01 vs  治疗前; cP<0.05, dP<0.01 vs  内外合用组.

表  3  4组治疗前后HBeAg血清学转换率、HBV DNA定量结果比较(n )

      
                                                           HBeAg(+)	                                            HBV DNA(+)

                                      治疗前(n )     治疗后(n )     阴转率(%)     治疗前(n )      治疗后下降2lgcopy(n )      有效率(%)

乙肝Ⅲ号外用膏组           51              49               3.9               50                            3                         6.0

乙肝Ⅲ号内服组               53              51               3.8               48                            3                         6.2

内外合用组                      50              48               4.0               52                            5                         9.6

对照组                             48              46               4.2               46                            3                         6.5 

分组

■同行评价
本文研究了乙肝
Ⅲ号内外合用治
疗慢性乙型肝炎
后肝纤维化远期
疗效, 有一定的科
学性、创新性和
可读性, 能较好的
反映本领域基础
研究的水平.

表  4  4组治疗后3 mo血清肝纤维化指标(mean±SD)

      
分组                              时间	                HA(mg/L)	                   LN(mg/L)	                    IV-C(mg/L)

乙肝Ⅲ号外用       治疗前                 391.23±69.57           154.38±42.16           185.53±51.26

膏组(n  = 58)         治疗后3 mo         155.36±75.91bd         131.57±33.29bd         144.82±46.11bd

乙肝Ⅲ号内服       治疗前                 346.82±91.34           167.21±34.52           179.54±58.27

组(n = 62)            治疗后3 mo         142.67±35.25bd         135.39±29.61bd         139.45±48.23bd

内外合用组          治疗前                  366.19±89.53            160.97±39.23            190.18±49.71

(n = 63)                治疗后3 mo        109.11±47.38b          105.41±25.28b         106.22±32.48b

对照组                  治疗前                  356.24±75.36            149.58±45.61           180.33±48.47

(n = 57)                治疗后3 mo         325.39±65.72ad         138.63±39.78d          160.32±42.51d 

aP<0.05, bP<0.01 vs  治疗前; dP<0.01 vs  内外合用组.
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或阻止肝纤维化的发展[12]. 
乙肝Ⅲ号方是我科治疗肝病的院内制剂, 方

中炮穿山甲、醋制鳖甲、丹参、桃仁、三七以

化瘀软坚, 白术、茯苓、黄芪、五味子以健脾

化湿、益气补阴, 枳壳、郁金以疏肝止痛, 半枝

莲、广东叶下珠以清热解毒. 诸药相配, 共奏疏

肝健脾、益气活血之效, 对消除胁痛、纳差、

乏力、腹胀等诸症有较好的疗效[6]. 其后, 我科

将乙肝Ⅲ号制成外用膏, 局部辨证穴位敷贴, 观
察结果, 对消除胁痛与降低门脉血流量也有一

定的疗效[13]. 为了提高疗效, 增加肝脏的药物浓

度, 观察其远期疗效, 我们设计将乙肝Ⅲ号制成

内外剂合用, 并与单用组作对照研究. 
我们知道 ,  乙肝纤维化是H B V所致的肝

脏炎症的病理结果, 临床上有胁痛、乏力、纳

差、腹胀等症. 观察结果显示, 在消除临床症状

方面各组皆有一定的疗效, 但以内外合用组疗

效更为显著; 在肝功能改善方面, 各治疗后组

间虽然差异不明显(P >0.05), 而治疗后3 mo结
果提示内外合用组比其他各组皆优(P <0.01或
P <0.05). 

由于肝穿有创伤性, 患者的依从性差, 近年

来, 学者们多从血清学和影像学寻找对肝纤维

化有意义的诊断研究, 以评估肝纤维化疗效. 其

表  5  4组治疗后3 mo门、脾静脉血流量比较(mean±SD)

      
	                                                             PV(门静脉)	                                                   SV(脾静脉)

                                                         D(cm)	         Vp(cm/s)           Q(mL/min)	             D(cm)            Vp(cm/s)	     Q(mL/min)

乙肝Ⅲ号外用   治疗前           1.43±0.15    14.19±3.13   1251.4±418.4      1.21±0.23   15.19±4.07   892.7±313.2

膏组(n  = 58)     治疗后3 mo   1.23±0.30a   14.83±3.37     902.3±342.5bc   1.05±0.19b  15.21±3.82   603.7±210.5bc

乙肝Ⅲ号内服   治疗前           1.42±0.18    14.21±3.28   1263.3±427.2      1.18±0.22   14.85±4.13   898.6±309.1

组(n = 62)        治疗后3 mo   1.19±0.22a  14.71±3.21     897.6±311.7bc  1.06±0.17b  15.12±3.65   595.2±207.5bc

内外合用组      治疗前            1.41±0.19    14.23±3.19    1258.2±409.4      1.20±0.18   14.94±4.09   889.2±315.7

(n = 63)            治疗后3 mo   1.13±0.11b  15.13±3.35    831.2±283.6b    1.02±0.21b  15.14±3.97  503.7±198.3b

对照组              治疗前             1.44±0.21   14.30±2.98    1247.6±410.9      1.21±0.24    14.86±2.94   897.4±317.6

(n = 57)            治疗后3 mo    1.39±0.31d  14.37±3.15   1228.9±393.6d     1.18±0.23d  15.01±3.42   877.3±320.1d 

aP<0.05, bP<0.01 vs  治疗前; cP<0.05, dP<0.01 vs  内外合用组.

分组                           时间

表  6  4组治疗前后PGA指数(mean±SD)

      
	                                                                    PGA指数

                                                          治疗前            治疗后1 mo	    治疗后3 mo

乙肝Ⅲ号外用膏组	 58	 4.54±0.75        3.91±0.67        2.83±0.54ac

乙肝Ⅲ号内服组	 62	 4.63±0.82        3.84±0.79        2.91±0.61ac

内外合用组	 63	 4.77±0.89        3.64±0.57        1.79±0.52a

对照组	                 57	 4.42±0.63        3.96±0.83        3.85±0.58d 

aP<0.05 vs  治疗前; cP<0.05, dP<0.01 vs  内外合用组.

分组                              n

表  7  随访12 mo后4组各项指标对比

      
	                                                                   肝功能	       肝纤三项	     PGA指数             门、脾静脉D, Q值

分组                               随访(n )    脱漏(n )       明显改       有效       明显改       有效       明显改       有效         明显下       有效

                                                                            善(n )         率(%)        善(n )         率(%)         善(n )        率(%)          降(n )         率(%)

外用膏组(n = 58)	        56           2             20	    34.5a	    22	  37.9a	   18          31.0b	   12          20.7b

内服组(n  = 62)	        60           2             23	    37.1a	    25	  40.3a	   22          35.5a	   15          24.2a

内外合用组(n  = 63)	        59           4             35	    55.6	    37	  58.7	   36          57.1	   27          42.9

对照组(n  = 57)                52           5             11	    19.3b	      8	  14.0b	     9          15.8b	     5            8.8b 

aP<0.05, bP<0.01 vs  内外合用组.
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中血清HA, LN, PC联合监测能很好地反映肝脏

损伤病变的严重程度及肝脏纤维化的活动程

度[14], PGA指数有研究证明与肝纤维化严重程度

相一致[15]. 肝脏具有3条血流通道, 即肝动脉、门

静脉和肝静脉, 正常状态下, 入肝血流量和出肝

血流量维持着生理性的动态平衡. 超声波用于

检查肝脏血管, 不仅可观察其形态, 而且可进行

血流的测量, 具有一定的诊断和研究价值[16]. 本组

观察结果表明, 治疗后3 mo各组肝纤维化指标内

外合用组与其他各组比有统计学意义(P <0.01或
P <0.05); PGA指数的检测表明, 治疗后1 mo各组

差异无显著性(P >0.05), 但治疗后3 mo, 内外合

用组与其他各组比较, 差异均有显著性(P <0.01
或P <0.05); 各组在血液动力学检测中, 治疗组

治疗后3 mo门、脾静脉D, Q值皆有下降, 差异

具有显著性(P <0.05或P <0.01), 治疗组与对照组

比较D, Q值差异具有显著性(P <0.01), 内外合用

组与外用膏组、内服组比较Q值有统计学意义

(P <0.05). 随访是Mete统计学的重要内容, 被研

究者随访是否完整对研究结果的可靠性是十分

重要的, 本研究失访率7.5%, 通过随访12 mo可
以发现, 内外合用组无论在改善肝功能、肝纤

指标、PGA指数还是在血液动力学方面, 均明

显高于对照组、内服组和外用膏组, 差异具有

显著性(P <0.05或P <0.01). 各组治疗疗程来看, 治
疗后3 mo明显优于治疗后1 mo. 

另外, 各组治疗前后HBsAg, HBV DNA
均无阴转, 治疗组H B e A g血清学转换率以及

HBV DNA定量值与对照组相比, 无统计学意义

(P >0.05), 提示乙肝Ⅲ号无抗病毒作用, 其降低

肝纤维化与抗病毒无关, 其主要机制可能为: 通
过乙肝Ⅲ号方内外合用, 既可以从内调理脏腑

功能, 又可以从外通过经络渗透作用, 到达疏肝

理气、活血化瘀、软肝散结之功效, 从多方位

作用于肝脏, 直接有效地改善肝脏血液循环, 加
速肝脏代谢, 减轻肝内炎性坏死, 抑制肝星状细

胞(HSC)的激活, 抑制胶原的增生, 促进胶原的

降解, 从而阻断及逆转肝纤维化[17]. 
通过本研究提示, 中药抗肝纤维化的主要

环节是抑制炎症与ECM形成阶段, 如需从病因

上治疗, 还需要与抗病毒药物联合使用, 以提高

疗效. 
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Abstract
AIM: To observe the changes of dendritic cells 
separated from patients with chronic hepatitis 
B (CHB) after treatment of sodium selenite in 
order to find out an effective way for improving 
the function of dendritic cells.

METHODS: The peripheral blood was collected 
from 28 CHB patients, and each share of blood 
sample was assigned into 2 shares, one of which 
was treated with sodium selenite (group A) 
and the other served as positive control (group 
B). The blood from healthy individuals was 
used as normal control (group C). The effect of 
dendritic cells on the proliferation of allogeneic 
lymphocytes was examined by MTT assay using 
mixed lymphcyte reaction, and the secretion of 
interleukin-12 (IL-12) was measured by enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA). Colorim-
etry was used to detect glutathione peroxidase 
(GSH-Px) activity, malondialdehyde content and 
membrane fluidity.

RESULTS: In comparison with those in group C, 
the level of IL-12 secretion (12.46 ± 0.17 ng/L vs 
21.43 ± 0.43 ng/L, P < 0.05) and the proliferation 
of lymphocytes were significantly decreased 
in group A; however, as compared with those 
in group A, the level of IL-12 secretion (16.93 
± 0.32 ng/L vs 12.46 ± 0.17 ng/L, P < 0.05) and 
the proliferation of lymphocytes were increased 
in group B. The activity of GSH-Px in group A 
was markedly lower in group A (65.35 ± 5.37 
U/106 cells vs 94.73 ± 4.81 U/106 cells, P < 0.05) 
than that in group C, and it was also remark-
ably higher in group B than that in group A or 
C (107.13 ± 3.42 U/106 cells vs 65.35 ± 5.37, 94.73 
± 4.81 U/106 cells, P < 0.05). MDA content was 
notably higher in group A than that in group B 
or C (1.75 ± 0.21 U/106 cells vs 1.09 ± 0.17, 0.82 ± 
0.13 U/106 cells, P < 0.05). The membrane fluid-
ity was relatively maintained in group B as com-
pared with that in group A.

CONCLUSION: Dendritic cells treated with so-
dium selenite can effectively stimulate the pro-
liferation of lymphocytes, enhance the secretion 
of IL-12, maintain the membrane fluidity, and 
increase the resistance of tissues to free radical-
induced injury.

Key Words: Chronic hepatitis B, Dendritic cell; So-
dium Selenite
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摘要
目的: 探讨慢性肝炎患者经过亚硒酸钠作用
前后树突状细胞(DC)功能的改变及机制, 寻
求改善DC功能的途径. 

■背景资料
HBV感染所形成
的免疫功能低下
是HBV感染慢性
化的因素之一, 因
此打破HBV感染
后的免疫低下状
态是治疗慢性乙
型肝炎的关键. 目
前认为 ,  DC是至
今发现的抗原呈
递细胞中功能最
为强大的一类, 慢
性乙型肝炎患者
外周血的DC功能
往往是有缺陷性
的 ,  DC功能的缺
陷是造成慢性病
毒性肝炎感染者
体内缺乏有效的
CTL应答. 
   

®
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方法: 慢性乙肝患者28例外周血, 每份血分成
2份, 不加亚硒酸钠处理的为A组, 加亚硒酸钠
者为B组. 健康献血者12例为对照组(C). 采用
MTT法通过MLR检测DC对同种异体淋巴细
胞的增殖能力及ELISA法检测细胞因子IL-12
的分泌. 用比色法检测3组DC内GSH-Px活
性、MDA含量和膜流动性. 

结果: A组与C组相比 ,  D C分泌I L-12水平
(12.46±0.17 n g/L v s  21.43±0.43 n g/L, 
P <0.05)和刺激自身淋巴细胞反应能力明显降
低; B组比A组相比显著升高(16.93±0.32 ng/L 
vs 12.46±0.17 ng/L, P <0.05). DC细胞内GSH-
Px活性A组明显低于C组(65.35±5.37 U/106细
胞 vs 94.73±4.81 U/106细胞, P <0.05), B组高
于A组和C组(107.13±3.42 U/106细胞 vs  65.35 
±5.37, 94.73±4.81 U/106细胞, P <0.05). MDA
含量A组明显高于B组和C组(1.75±0.21 U/106

细胞 vs  1.09±0.17, 0.82±0.13 U/106细胞, 
P <0.05). B组膜流动性与A组相比保持良好.

结论: 体外经亚硒酸钠作用后的乙肝患者的
DC可有效的刺激淋巴细胞增殖反应, 并可提
高IL-12分泌水平, 保持膜流动性, 增强对自由
基损伤的抵抗能力.

关键词: 慢性乙型肝炎; 亚硒酸钠; 树突状细胞
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0  引言

慢性乙型肝炎是乙肝病毒(HBV)持续感染造成

的, 机体免疫功能低下是造成HBV持续感染的

原因之一. 研究发现, 乙肝患者外周血单核细

胞来源的树突状细胞(dendritic cells, DC)在数

量、成熟状态和免疫功能上存在缺陷, 与HBV
特异性的T细胞耐受形成有关[1]. 我们比较慢性

乙型肝炎患者外周血单核细胞经常规细胞因

子诱导的DC经硒处理后在免疫功能及丙二醛

(MDA)、谷光甘肽过氧化物酶(GSH-PX)含量等

方面的差别. 初步探讨慢性乙型肝炎患者DC功
能缺陷的机制, 为以后基于DC的慢性乙型肝炎

的免疫治疗提供理论基础. 硒又称抗肝细胞坏

死因子, 在保护肝细胞、抗病毒、抗肿瘤等方

面研究很多, 但对DC的保护和功能影响方面国

内外尚未见公开报道. 

1  材料和方法

1.1 材料 本院附属医院、州传染病医院就诊慢

性乙型肝炎患者28例, 年龄21-45(平均38.1)岁, 
男17例, 女11例. 慢性乙型肝炎诊断符合2000年
西安中华医学会传染病与寄生虫病学分会、

肝病学分会联合修订标准[2], 排除HAV, HCV, 
HDV, HEV等病毒及其他原因(药物、酒精、中

毒)造成的急慢性肝损伤. 健康自愿者12例, 年龄

23-37(平均29.2)岁, 男8例, 女4例. 研究对象均无

心脑肾等疾病, 及其他器官合并症. 所有患者及

健康志愿者血液采集均经本人知情同意. 人重组

粒细胞-单核细胞刺激集落因子(rhGM-CSF)、人

重组白细胞介素4(rhIL-4)、干扰素α(IFN-α)、无

血清培养基AIM-V购自美国Gibco公司, 淋巴细

胞分离液(1.077 kg/L)购自天津TBD公司. 鼠抗

人CD80(FITC)、CD86(PE) mAb, IL-12p70ELISA
试剂盒购自晶美公司. 亚硒酸钠购自北京中联试

剂公司AR级试剂. MDA, GSH-PX试剂盒购自南

京建成公司. 荧光探剂DPH购自Sigma公司. 
1.2 方法 把乙肝患者外周血来源的DC分成2份, 
一份直接培养诱导为乙肝组; 另一份加入亚硒酸

钠(0.3 mmol/L)共培养为加硒组, 健康人外周血

DC为对照组. 从外周血单核细胞中分离培养DC, 
具体方法参照Romani et al [3]方法.
1 .2 .1  D C功能测定  同种混合淋巴细胞反应

(MLR): 每一标本均取同一个体淋巴细胞, 调整

细胞浓度. 将收获的DC细胞, 用AIM-V悬浮, 先
用丝裂霉素25 mg/L处理45 min, Hank's洗3遍, 调
整浓度为1×108/L, 加入效应细胞孔中, 淋巴细

胞: DC数量分别为10∶1, 20∶1, 50∶1, 阴性孔

不加DC, 每组设5个复孔, 培养3 d.  MTT法检测

细胞活性: 加入MTT(5 g/L) 20 μL, 培养4 h, 吸去

上清加入150 μL二甲亚砜(DMSO), 振荡10 min, 
使结晶充分溶解, 用酶联免疫检测仪于570 nm
处, 测A值并记录结果, 用5孔均值表示DC刺激淋

巴细胞增殖能力表示. IL-l2P70检测: 采用IL-12P70 
ELISA试剂盒检测, 严格按照说明书操作, 酶标

仪读数, 作标准曲线, 确定含量. 
1.2.2 MDA和GSH-Px活力测定 第7天培养的

DC调整细胞浓度为1×109/L. 取100 μL加入

900 μL的PBS缓冲液, 置-70℃冰箱中反复冻融

2次, 致细胞完全破裂, 然后于4℃下8000 g离心

15 min, 去胞核碎片, 取上清液分别按MDA和

GSH-Px试剂盒说明书操作, 分别532 nm(MDA)
和412 nm(GSH-Px)波长下测光密度(A值), 计算

GSH-Px活力单位(GSH-PX活力 = (非酶管A值-
酶管A值)/(标准管A值-空白管A值)×标准管浓

度 × 稀释倍数 × 样本测试前稀释倍数). GSH-

■同行评价
DC如何打破HBV
感染后的免疫低
下状态是治疗慢
性乙型肝炎的研
究课题之一, 本研
究认为补硒可以
提高DC的抗氧化
损伤的作用, 从而
改 善 D C 的 功 能 . 
结果可信, 结论较
科学. 
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Px活力单位规定为: 1×105个DC细胞的上清液

在37℃反应5 min, 扣除非酶反应, 使GSH浓度降

低1 μg分子为一个酶活力单位. 
M D A的值表示为1×105个D C细胞的上

清液的含量. MDA含量计算公式: MDA含量 
(μm o l/L) = (测定管吸光度-测定空白管吸光

度)/(标准管吸光度-标准空白管吸光度)×标准

品浓度×样本测试前稀释倍数.
1.2.3 D C膜流动性的测定 收集各组细胞, 用
B e c c e r i c a[4]法测定膜流动性. 各组细胞悬于

AIM-V培养基中, 细胞浓度为1×109/L. 加等量

2×106 mol/L的荧光探剂DPH(Sigma产品), 于
25℃温育30 min, 在MPF-4型荧光分光光度计

上, 432 nm(发射光)/362 nm(激发光)条件下, 测
定荧光偏振度(ρ), 并计算成微黏度(η). η值与膜

流动性呈反比.
统计学处理  用SAS9.0程序进行方差分析, 

结果以均数±标准差(mean±SD)表示, P <0.05表
示差异显著, P >0.05表示无显著差异.

2  结果

2.1 DC形态学观察 倒置显微镜下观察诱导的

DC呈悬浮生长, 于培养的1-2 d可见细胞呈单

层均匀分布, 于3-4 d, 可见细胞呈积聚趋势, 簇
状生长, 形成大小不等的DC细胞集落, 形态较

不规则, 可见DC细胞表面有许多“毛刺”. 培
养至7 d, 可见到大量具有树突状突起的悬浮

细胞. 并随着培养时间的延长, 细胞变大, 突起

更明显. 同时观察到贴壁拉长的“巨噬细胞”, 
同样也随培养时间的延长, 细胞逐渐变大. 透
射电镜观察到成熟的DC表面有多量突起, 胞核

偏位, 核内染色质疏松, 常染色质多, 异染色质

少, 附于核膜下及核仁周围, 核仁明显. 胞质有

丰富线粒体和粗面内质网. 扫描电境观察到DC
表面呈沟回状, 具有较多的细长突起. Wright-
Giemsa染色见DC细胞大小不一、细胞体有明

显突起, 细胞核较大, 形态各异, 细胞核内染色

质疏松程度不一(图1). 
2.2 慢性乙型肝炎患者DC分泌IL-12及刺激同

种异体淋巴细胞增殖作用 同种混合淋巴细胞

25 kV AMRAY
10 mm

A B

图  1  DC形态学观察. A: 扫描电镜×4500; B: 瑞氏染色×400.

    
分组      n

 
表  1  DC分泌IL－l2P70的水平及其对同种异体淋巴细胞刺激作用

乙肝    28      0.127±0.025     0.202±0.021       0.365±0.038         12.46±0.17
加硒    28      0.168±0.013b    0.273±0.017b      0.471±0.012b       16.93±0.32b

对照    12      0.173±0.016b    0.287±0.015b      0.487±0.022b       21.43±0.43b

                              A 值 

   1∶10                 1∶20                   1∶50 
 IL－l2P70 (ng/L) 

    分组            n     MDA(nkat/106 cells)   GSH-PX(nkat/106 cells) 

 表   2   乙 肝 组 、 加 硒 组 、 对 照 组 细 胞 内 G S H - P x 和
MDA的活性比较

乙肝          14         29.17±3.50           1089.38±89.52
加硒          14         18.17±2.83           1785.86±57.01 
对照          12         13.67±2.17           1579.15±80.18

aP<0.05 vs 乙肝组; cP<0.05 vs  对照组.

    分组            n                 ρ/106 cells             η/106 cells 

表  3  亚硒酸钠对DC膜流动性的影响

对照组      14        0.196±0.018         0.139±0.009
乙肝组      14        0.241±0.017b        0.172±0.008b

加硒组      12        0.201±0.014c        0.151±0.012c

bP<0.01 vs 对照组; cP<0.05 vs  乙肝组.

bP<0.01 vs 乙肝组.
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反应时, 少量的D C即可刺激自身淋巴细胞增

殖, A值明显高于未加DC组. 乙肝组在在不同

的比例下(1∶10、1∶20、1∶50)刺激自身淋

巴细胞增殖的能力比对照组明显降低, 加硒组

明显高于乙肝组(P <0.01). 乙肝组DC分泌的IL-
l2P70的水平明显低于对照组, 加硒组IL-l2P70的

水平高于乙肝组(P <0.01)(表1).
2.3 DC细胞内GSH-Px和MDA的活性 乙肝组

D C细胞内的G S H-P x的活性明显低于对照组

(P <0.05); 加硒组高于乙肝组(P <0.05). MDA
的活性乙肝组明显高于加硒组、对照组

(P <0.05)(表2).
2.4 亚硒酸钠对DC膜流动性的影响 DC经亚硒

酸钠预作用后, 可明显对抗脂质过氧化损伤, 保
持较好的膜流动性(表3).

3  讨论

我国是HBV感染的高发区, 约3千万为慢性乙型

肝炎患者. HBV感染所形成的免疫功能低下是

HBV感染慢性化的因素之一, 因此打破HBV感

染后的免疫低下状态是治疗慢性乙型肝炎的关

键[5]. 目前认为, DC是至今发现的抗原呈递细胞

中功能最为强大的一类, 且是一种专职的抗原

提呈细胞, 能对抗原进行捕获、加工、处理, 并
通过外周血或淋巴管从淋巴组织中迁徙至靶器

官中, 诱导活性T淋巴细胞的增殖, 进而形成有

效的免疫保护力[6]. 研究发现, 慢性乙型肝炎患

者外周血的DC功能往往是有缺陷性的, DC功能

的缺陷是造成慢性病毒性肝炎感染者体内缺乏

有效的CTL应答[7-8], 其DC在增殖数量和刺激淋

巴细胞增殖能力上较正常人明显降低, 产生的

IL-12水平亦下降, 认为DC功能损害是造成免疫

反应低下、HBV持续感染的重要原因之一[9-10]. 
Arima et al [11]原位杂交PCR和原位RT-PCR

检测发现慢性乙型肝炎患者约占20%-40%DC中
含有HBV DNA和HBV RNA. HBV DNA在DC中
定位表明, 在慢性乙型肝炎患者体内DC是HBV
的肝外储存场所之一; DC中HBV RNA的定位则

表明, DC可能也是HBV相关蛋白质合成场所. 病
毒性肝炎的发病机制非常复杂, 自由基及其引发

的脂质过氧化反应也是其分子病理学基础之一. 
自由基参与了机体生理活动的某些有益环节, 如
参与吞噬细胞杀菌过程以及核糖核苷的还原等, 
但过多的自由基会导致细胞、亚细胞和分子结

构的破坏, 并随着破坏层次逐渐扩展造成功能损

伤, 因此构成很多疾病的病理学基础[12]. 大量研

究发现, 自由基可诱导巨噬细胞、T细胞、B细

胞凋亡. 影响Th1细胞产生IL-2; 而对Th2细胞产生

的IL-4, IL-10则影响不大[13]. 慢性肝炎患者血中脂

质过氧化物(LPO)含量明显升高, 外周血单个核细

胞(PBMC)产生IL-2活性水平及其膜上IL-2受体表

达能力下降, 而自由基攻击、脂质过氧化损伤可

能是产生上述现象的原因之一[13-14]. 我们在实验

中发现, 乙肝组DC细胞内脂质过氧化产物-丙二

醛与对照组比较明显升高, 与上述观点相符. 另有

文献报道硒可以改善肝脏的过氧化状态, 提高DC
的抗氧化能力, 提示过量自由基与DC功能下降有

一定的联系. 临床流行病学研究表明, 各型肝病患

者均不同程度缺硒或血硒水平低下, 并与病情相

关[14]. 有学者提出HBV、HCV存在及表达硒蛋白

GSH-PX基因的理论[15-16], 进一步从基因及蛋白质

水平证明HCV、HBV感染DC细胞后, 改变硒蛋

白GSH-PX表达, 与硒结合蛋白相互作用从而干

扰脂质过氧化作用, 影响DC的功能. 硒既能通过

GSH-PX活性降低分解过氧化物及利用谷胱苷肽

的还原作用发挥抗氧化作用, 又能增强维生素E
的抗氧化功能, 从而阻止过氧化物对细胞膜、线

粒体、及溶酶体膜上的脂质产生破坏性的过氧

化反应, 保护细胞膜的完整性、稳定性及细胞的

正常生理功能. 
本实验显示 ,  慢性乙肝患者D C细胞内的

GSH-PX活性降低, 从而进一步印证了HBV感染

DC存在过氧化损伤及抗氧化损伤的能力减弱; 
体外加入适当剂量的硒后GSH-PX活性升, 高提

示补硒可以提高DC的抗氧化损伤的作用, 从而

改善DC的功能. 我们在体外培养慢性乙型肝炎

患者外周血DC中加硒后, 结果显示, 经硒作用

后的乙肝患者的DC在刺激自身淋巴细胞增殖

反应的中显示硒能够明显提高DC对淋巴细胞

的增殖反应. 同时经硒作用后的DC分泌的细胞

因子IL-12的量也明显升高. 提示硒在一定程度

上能够恢复DC的功能. 有关硒的作用机制目前

尚不清楚, 有研究认为, 硒通过改善免疫功能(如
NK细胞活性, 细胞毒性、细胞活性及抗体形成)
增加宿主的抵抗力,主要通过以下两个方面影

响免疫细胞的功能[17-18]: 一方面, 硒可能直接在

mRNA转录水平影响免疫活性细胞表面某些受

体, IL-2R、转铁蛋白受体等表达; 另一方面与硒

的抗氧化作用有关,硒和含硒酶可抑制细胞膜脂

质过氧化损伤, 保护细胞的结构及膜的流动性, 
维护细胞的功能表达. 

近年来硒与免疫的关系日益受到大家重视. 
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硒对机体的非特异性免疫、细胞免疫和体液免

疫均存在重要影响. 硒的摄入量如果不足时可损

坏机体免疫系统的发育和功能. 补充适当剂量的

硒可使细胞免疫, 体液免疫, 非特异性免疫功能得

到改善, 有利于细胞毒性T淋巴细胞(CTL)的诱导, 
并明显加强CTL的细胞毒活性, 能刺激蛋白质及

抗体的产生, 还可以影响吞噬细胞的杀菌活力, 显
著提高吞噬过程中吞噬细胞的存活率和吞噬率. 

此外, 国内外有研究发现反转录病毒含有编

码硒蛋白的UGA密码子, 提示硒与病毒复制有

关[19]. 在病毒复制过程中, 硒的需要量增加导致

硒缺乏时细胞的抗氧化作用降低, 并产生过量的

毒害宿主细胞的氧自由基. 同时硒缺乏导致病毒

基因组的氧化性损害, 诱导病毒致病性的突变. 
认为补硒可预防某些病毒的复制, 还可能预防或

调节病毒性疾病的病程[20]. 
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Abstract
AIM: To investigate the association between 
the genetic polymorphism of glutathione 
S-Transferase T1 and the susceptibility to 
ulcerative colitis.

METHODS: Polymerase chain reaction (PCR) 
was used to study the genetic polymorphisms 
of GSTT1 gene, then the discrepancies of GSTT1 
gene polymorphism between the patients with 
ulcerative colitis and the healthy controls were 
analyzed using chi-square test.

RESULTS: The frequency of null genotype for 
GSTT1 was significantly higher in the patients 
with ulcerative colitis than that in the controls 
(64.7% vs 47.1%, P = 0.007, OR = 2.050, 95%CI: 
1.208-3.480). Further analysis showed that the 
frequency of GSTT1 null genotype was also 
higher in the patients with distal colitis than that 

in the cases with total colitis (71.8% vs 31.3%, P 
= 0.002, OR = 5.408, 95%CI: 1.698-17.231). There 
was no correlation between the frequency of 
GSTT1 null genotype and the severity degree of 
ulcerative colitis (P > 0.05).

CONCLUSION: GSTT1 genotype is closely cor-
related with the incidence of ulcerative colitis in 
Han Chinese of Zhejiang Province.

Key Words: Glutathione S-transferase T1; Geno-
type; Ulcerative colitis; Susceptibility
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摘要
目的: 探讨谷胱甘肽转硫酶(GST)T1基因型与
中国浙江汉族人群溃疡性结肠炎(UC)易感性
的关系. 

方法:  应用聚合酶链反应技术检测99例溃
疡性结肠炎(UC)患者和140例健康对照中的
GSTT1基因型, 采用χ2检验, 分析比较GSTT1
基因型在UC患者和健康人群中的分布差异. 

结果: GSTT1(-)基因型频率在UC组和对照组
分布有显著性差异(64.7% vs  47.1%, P  = 0.007, 
OR  = 2.050, 95%CI: 1.208-3.480); 根据UC临
床特征进一步分层分析, GSTT1(-)基因型在远
端UC中的分布频率高于广泛结肠UC(71.8% 
vs  31.3%, P  = 0.002); GSTT1(-)基因型与UC病
情严重程度无关(P >0.05).

结论: GSTT1基因型与中国浙江汉族人群UC
相关.

关键词: 谷胱甘肽转硫酶; 基因型; 溃疡性结肠炎; 
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■背景资料
炎症性肠病(IBD)
是一组病因至今
不明的慢性肠道
非特异性炎症, 主
要包括溃疡性结
肠炎(UC)和克罗
恩病(CD), 其病因
主要涉及环境、

遗传、免疫等因
素的综合作用, 这
些因素导致肠黏
膜免疫反应过度
而 损 伤 肠 黏 膜 . 
谷胱甘肽转硫酶
(GST)是一组同工
酶, 可催化一些外
源性致癌物和体
内正常代谢产生
的亲脂性物质与
谷胱甘肽 (GSH )
结合, 从而增强这
些物质的极性, 有
利于被灭活或清
除, 从而提高机体
对外来化合物的
解毒作用.



0  引言

毒物代谢酶谷胱甘肽转硫酶 ( g l u t a t h i o n e 
s-transferase, GST)是一组同工酶, 是外源性化

合物代谢过程中一种重要的Ⅱ相代谢酶, 能催

化多种Ⅰ相酶代谢活化产生的具致癌活性的亲

电性或亲脂性致癌物质与谷胱甘肽(GSH)巯基

(-SH)共轭结合, 形成亲水性物质排出体外, 从而

提高机体对外来化合物的解毒作用. GST几乎广

泛存在于人体所有的细胞和组织, 尤其在生殖

腺、肝脏、结肠中表达较高. GSTT1是θ类GST, 
在人群中存在遗传多态性, 这种多态性与人体

对环境中毒性物质的解毒能力相关, 从而影响

到个体对疾病尤其是对肿瘤的易感性. 炎症性

肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是一组病

因至今不明的慢性肠道非特异性炎症, 主要包

括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩

病(Crohn'disease, CD). IBD的病因主要涉及环

境、遗传、免疫等因素的综合作用, 这些因素

导致肠黏膜免疫反应过度而损伤肠黏膜. 国内

外尚未见GST基因多态性与IBD相关性的研究

报道, 本研究通过比较GSTT1基因型在中国浙

江汉族正常人群和UC患者之间的分布差异, 旨
在阐明UC的遗传易感性. 

1  材料和方法

1.1 材料 UC病例99例来自2000-01/2006-05在温

州医学院附属二医院以及温州市其他大型综合

性医院住院或门诊患者, 诊断标准参照2001年
中华医学会关于“对炎症性肠病诊断治疗规范

的建议”[1], 经临床、实验室、放射学、内镜及

组织学综合性诊断确立. 其中男56例, 女43例, 
发病年龄16-68(平均36.2±1.3)岁. 病变范围: 单
纯累及直肠40例、累及直肠乙状结肠26例、累

及左半结肠17例、累及全结肠16例(将累及直肠

和/或乙状结肠归为远端组; 累及左半结肠或全

结肠归为广泛结肠组). 所有UC病例按照临床症

状及纤维结肠镜下表现分为: (1)轻度58例: 全身

情况好, 无发热贫血, 腹泻<4次/d, 病变主要在直

肠和/或乙状结肠, 镜检见黏膜充血水肿或表面

呈现颗粒状, 质脆. (2)中度29例: 食欲正常或减

少, 体质量下降, 腹泻5-9次/d, 脓血便明显, 镜检

见肠黏膜除充血水肿外尚有糜烂溃疡或渗出物, 
病变累及左半结肠、右半结肠或全结肠. (3)重
度12例: 全身衰竭、消瘦、发热或体温正常、

贫血脉速、血沉快、腹泻>10次/d, 黏液血便明

显, 镜检肠黏膜表面充血、糜烂、溃疡形成或
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伴有黏膜坏死、脱落, 右半结肠或全结肠受累. 
对照组140例, 系同期我院门诊健康体检者, 其
中男78例, 女62例, 年龄20-65(平均43.8±6.7)岁. 
全部研究对象均为无血缘关系的浙江汉族人.
1.2 方法 取静脉血5 mL, EDTA抗凝, 蛋白酶

K消化, 酚/氯仿法抽提DNA. 紫外分光光度计

定量 ,  4℃保存备用 .  采用聚合酶链反应技术

扩增GSTT1目的基因. β球蛋白(268 bp)作为内

对照(由上海生物工程有限公司合成PA G E纯
化). 参照文献[2-3]设计基因扩增引物序列如下: 
GSTT1: 上游5'TCACCGGATCATGGCCAGCA3'; 
下游5'TTCCTTACTTGGTCCTCACATCTC3'; 
β球蛋白引物: 5'CAACTTCATCCACGTTCAC
ATCC3'; 5'GAAGAGCCAAGGACAGGTAC3'. 
50 mL PCR反应总体系中含10×PCR缓冲液

10 mL; 2.5 mmol/L Mg2+, 200 mmol/L dNTPs, 
引物各100 pmol, DNA聚合酶2.5 U, 模板DNA 
40 ng. 反应条件, 95℃预变性7 min, 然后94℃ 
30 s, 60℃ 40 s, 72℃ 60 s, 共35个循环, 最后72℃
延伸10 m in. 用50 g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳及

1.8 g/L硝酸银染色检测PCR产物, GSTT1扩增

后产物长度分别为480 bp. 若有480 bp片段者为

GSTT1(+), 而无相应的扩增产物者为GSTT1(-).
统计学处理 所有数据输入SPSS11.5统计软

件包, 采用χ2检验分析数据, 计算OR值和95%可

信区间, P <0.05有显著性差异.

2  结果

空白G S T T1基因型在U C患者组中的分布频

率均高于正常对照组 ,  有显著统计学差异

(64.7% vs  47.1%, P  = 0.007, OR = 2.050, 95%CI: 
1.208-3.480). 在UC组中以病变部位、病情严

重程度进一步分层分析, 采用χ2检验, 分析空白

GSTT1基因型在不同临床特征的UC患者中的分

布差异. 结果发现空白GSTT1基因型在远端UC
中的分布频率高于全结肠UC(71.8% vs  31.3%, P  
= 0.002, OR = 5.408, 95%CI: 1.698-17.231), 有显

著统计学差异; 根据临床症状及结肠镜下表现

将UC病情分为轻、中、重三度, 并分成轻型(包
括轻、中度患者)、重型两组, 发现空白GSTT1
基因型在两组中分布无差异(P >0.05), 表明空白

GSTT1基因型与UC病情严重程度无相关性(表
1). GSTT1(-)基因型在UC患者中出现频率显著

高于正常组, 并且GSTT1(-)基因型虽与UC的病情

严重程度无关, 但与发生部位相关, 表明GSTT1
基因型多态性与中国浙江人群UC明显相关.

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文研究了谷胱
甘 肽 转 硫 酶 T 1
基因型与中国浙
江汉族人群溃疡
性结肠炎易感性
的 相 关 性 ,  表 明
GSTT1基因型多
态性与中国浙江
人群UC明显相关, 
空白GSTT1基因
型与UC病情严重
程度无相关性.
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3  讨论

目前认为, IBD属自身免疫性疾病范畴, 主要包

括UC和CD, 在病理组织学上共同表现为肠黏膜

的慢性非特异性炎症. IBD具有遗传易感性, 主
要表现为IBD患者一级亲属发病率增高, 单卵

双生子发病率高于双卵双生子以及犹太人发病

率高于其他人种等[4]. UC发病机制涉及环境、

遗传、免疫、肠黏膜屏障功能等因素, 这些因

素综合作用于遗传易感者, 导致肠黏膜免疫反

应异常, 引起肠黏膜损伤, 其中遗传免疫因素在

UC发病机制中的作用最为肯定[5-7]. UC有癌变倾

向, 其发生肠癌的危险性与疾病持续时间和病

变范围有关. GSTs是人体内重要的毒物代谢酶, 
能催化多种Ⅰ相酶代谢活化产生的毒性致癌物

与GSH巯基(-SH)结合, 增加其水溶性, 从而促进

毒性物质的排出. GSTs家族包括四个主要成员: 
GSTsα(GSTA), GSTsm(GSTM), GSTsp(GSTP), 
GSTsq(GSTT), 均具有遗传多态性[8]. GSTs在人

体内广泛存在, 不仅对毒性代谢产物起解毒作

用, 而且在保护人体DNA避免损伤及促进DNA
修复方面也有重要影响[9]. GSTs酶的活性降低或

缺失能增加正常细胞的突变, 促进肿瘤形成[10]. 
GSTs在人体中的重要生理作用与GSTs活性密切

相关, 而GSTs的活性是由GST基因多态性所决

定, GST基因多态性使不同人群GSTs对毒性代

谢产物清除能力发生差异, 从而影响人体对多

种疾病尤其是肿瘤的易感性[11]. 
人类GSTs编码基因易缺失, 表现为GST空

白基因型[GSTM1(-), GSTT1(-), GSTP1(-)], 携
带G S T空白基因型的个体 ,  肝脏中不能表达

相应的G S Ts蛋白, 导致对化学致癌物解毒能

力的下降, 增加对肿瘤等疾病的易感性. 空白

GSTT1基因型频率在不同人群中存在分布差异: 
12%-62%[12-13]. GSTT1酶主要参与人体对烟草

中所含毒物的代谢, 如甲烷、氧化乙烯等. 空白

GSTT1纯合子基因型者由于体内所有组织缺乏

GSTT1酶, 导致人体对某些疾病的易感性增加. 
现有关于空白GSTT1基因与疾病相关性的研究

报道, 其结果都不尽相同: Kelsey et al [14]发现空

白GSTT1基因型者发生少突神经胶质细胞瘤的

危险性增加. 另有报道, 空白GSTT1基因型者中

发生脑脊髓膜瘤和星型细胞瘤的频率增高 [15]; 
也有研究发现空白G S T T1基因型与大肠癌和

肺癌的发病相关[8], 而与乳腺癌无相关性[16]. 而
Trizna et al [17]在研究中发现空白GSTT1基因型频

率在神经胶质细胞瘤患者与正常对照组之间分

布无差异. 分析造成上述研究结果不同的原因

可能与人种、样本的大小、实验方法等因素有关. 
本研究发现, 浙江汉族正常人群中, 空白

GSTT1基因型频率为47.1%, 与已有的流行病学

调查结果[18](49%)相符. 而UC患者中空白GSTT1
基因型频率明显增高, 为64.7%. 采用χ2检验, 发
现空白GSTT1基因型频率在UC组和正常对照组

之间存在统计学差异(P <0.05), 表明GSTT1基因

多态性与中国人群UC存在相关性. 根据临床特

征, 进一步对UC进行分层分析, 发现空白GSTT1
基因型在远端UC中的分布频率高于广泛结肠

UC(P <0.05), 有显著统计学差异. 根据临床症状

结合结肠镜下表现将UC病情分为轻、中、重

三度, 并分成轻型(包括轻、中度患者)、重型两

组, 发现空白GSTT1基因型在两组中分布无差

异(P >0.05), 表明空白GSTT1基因型与UC病情严

重程度无关. 在我们的前期研究工作中, 曾经探

讨过N-乙酰转移酶2(NAT2)基因与UC的相关性, 
研究没有发现NAT2基因多态性与中国人群UC
有相关性, 但却发现慢型乙酰化基因型患者服

用SASP(柳氮磺胺吡啶)后, 比快、中型乙酰化

基因型者容易出现SASP相关性副反应, 因此通

过对UC患者NAT2基因型进行检测, 可以预见该

患者服药后发生副反应的几率[19]. 谷胱甘肽转硫

酶和N-乙酰转移酶都是人体内重要的毒物代谢

酶, 两类酶的活性分别受GST基因和NAT基因多

态性的影响. 由于毒物代谢酶的活性在不同种

族和个人之间存在差异, 结果将导致不同人群

对多种疾病的易感性有所不同. 本研究结果发

现, 空白GSTT1基因型与中国汉族UC明显相关, 
空白GSTT1基因型者中发生UC的易感性增加. 
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Abstract
AIM: To assess the therapeutic efficacy of spleen 
activation and intestine moistening for solw-
transit constipation as well as its effect on the 
levels of gastrointestinal neurotic mediators 
such as serum nitric oxide (NO) and plasma 
substance P (SP).

METHODS: A total of 90 patients with slow-
transit constipation were divided into group A (n 
= 60) and B (n = 30), treated with Mitong (a Chi-
nese medicine for spleen activation and intestine 
moistening) and mosapride, respectively. An-
other 30 healthy individuals served as controls. 
Radioimmunoassay was used to examine the 
levels of serum NO and plasma SP before and 
after treatment.

RESULTS: The total efficacy rate for clinical 
symptom was significantly higher in group A 
than that in group B (93.3% vs 73.3%, P < 0.05), 
and the cure rate was also significantly higher in 
group A (20% vs 0%, P < 0.05). Before treatment, 
the serum level of NO was higher while the 
plasma level of SP was lower than that group 
C. After treatment, NO and SP levels in group 
B were still significant different from those in 
group C (NO: 70.53 ± 9.48 μmol/L vs 62.56 ± 
10.01 μmol/L, P < 0.05; SP: 30.15 ± 5.25 μmol/L 
vs 34.55 ± 4.39 μmol/L, P < 0.05), but they were 
not markedly different between group A (NO: 
66.24 ± 14.09 μmol/L; SP: 34.36 ± 6.35 μmol/L) 
and C.

CONCLUSION: The therapy of spleen activation 
and intestine moistening is effective for slow-
transit constipation, and it can regulate the lev-
els of serum NO and plasma SP.

Key Words: Spleen activation; Intestine moistening; 
Slow-transit comstipation; Nitrc oxide; Substance P

Jiang GP, He L, Huo LX, Hu K, Xu YM. Effect of spleen 
activation and intestine moistening on gastrointestinal 
hermone in slow-transit constipation. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(5):537-540

摘要
目的: 观察中医运脾润肠法治疗慢传输型便
秘(slow-transit constipation, STC)的临床疗效
及对血清一氧化氮(NO)、血浆P物质(SP)水平
的影响. 

方法: 选择确诊为STC患者90例随机分为2组, 
应用秘通治疗60例, 莫沙必利治疗30例, 并设
正常对照组30例, 采用放射免疫法(RIA)测定
中药治疗组及西药对照组治疗前、后空腹状
态血清NO和血浆SP水平. 

结果: 中药治疗组临床症状总有效率为93.3%, 
西药对照组为73.3%, 两组对比有显著性差异
(P <0.05), 且前者临床痊愈率为20%, 明显高
于西药对照组0%(P <0.05). 治疗前, 中药治疗
组和西药对照组血浆SP水平低于正常组, 血
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■背景资料
功能性胃肠病是
目前国内外研究
的热点及难点, 其
中功能性便秘是
临床常见病, 慢性
传输型便秘占功
能性便秘总发生
率的45.5%, 目前
其病因及发病机
制尚不完全明了, 
治疗也较为棘手, 
尚无安全有效的
西药, 探索中医药
治疗有非常重要
的价值. 



清NO水平高于正常组. 治疗后, 西药对照组
NO及SP与正常组对比仍有显著性差异(NO: 
70.53±9.48 μmol/L vs  62.56±10.01 μmol/L, 
P <0.05; SP: 30.15±5.25 μmol/L vs  34.55±
4.39 μmol/L, P <0.05), 而中药组(NO: 66.24±
14.09 μmol/L; SP: 34.36±6.35 μmol/L)与对照
组无显著差异(P >0.05).

结论: 采用中医运脾润肠法治疗STC患者疗
效显著, 能调节血清NO和血浆SP浓度, 推动
肠道蠕动, 促进肠道排空, 从而改善患者临床
症状.

关键词: 运脾润肠法; 慢传输型便秘; 一氧化氮; P
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0  引言

功能性便秘(functional constipation, FC)是临床

常见病. 慢传输型便秘(slow-transit constipation, 
STC)为FC的一型, 是指肠内容物从肠近端到结

肠和直肠远端的通过时间较正常减慢, 其发病

率约占FC总发病率的45.5%[1]. STC的病因及发

病机制尚不完全明了, 肠神经元病变、平滑肌

变性、中枢神经病变、胃肠激素异常等都只能

做出部分解释; 目前国内外统一认为, 肠神经系

统(ENS)中肠神经递质的异常是STC发病的重要

机制之一. 目前, 在其治疗方面仍存在较大困难, 
现代医学采用分级治疗, 首先是药物治疗, 但西

药副作用大, 复发率高, 最终求助于手术, 但手

术属有创疗法, 患者一般难以接受, 且其疗效尚

不完全肯定. 所以, 探索中医药治疗STC无疑是

有价值的. 

1  材料和方法

1.1 材料 入选病例90例来源于江西中医学院附

属医院消化内科门诊及住院患者, 所有病例均

符合1999-06罗马国际胃肠大会制定的RomeⅡ
标准[1]及2003-09在南昌召开的全国便秘专题讨

论会制订的“慢性便秘的诊治指南”制定的标

准. 将90例患者按2∶1比例随机分为中药治疗

组60例和西药对照组30例, 其中中药治疗组男

16例, 女44例, 平均年龄50.30岁, 西药对照组男

10例, 女20例, 平均年龄47.90岁. 另设正常对照
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组30名[无任何胃肠、肝、胆、胰等消化系统

疾病及其他任何下腹部不适的健康志愿者, 仅
空腹抽血查一氧化氮(NO)及血浆P物质(SP)]. 
各组性别、年龄比较, 经统计学处理, 无显著

差异(P >0.05); 中药治疗组和西药对照之间, 病
程、症状积分比较, 经统计学处理, 无显著差异

(P >0.05). SP试剂盒为北京海科锐生物技术中心

提供, N O试剂盒为南京建成生物工程研究所

提供. 
1.2 方法 

1.2.1 治疗方法 中药治疗组口服秘通, 基本药物

有生白术、枳实、炙黄芪、玄参、郁李仁、杏

仁、桃仁、生车前子、炒莱菔子、蜂蜜等, 制
成煎膏剂, 规格为500 mL/瓶, 由江西中医学院附

属医院制剂室提供, 30 mL/次, 2次/d, 早晚空腹

服用; 西药对照组给予枸橼酸莫沙必利5 mg, 3
次/d, 饭前30 min服用. 
1.2.2 检测方法 临床疗效观察: 两组均治疗4 wk, 
停药后分别观察其临床痊愈、显效、有效、

无效的患者数及总有效率, 疗效判定标准参照

1993年卫生部主编《中药新药治疗便秘的临床

研究指导原则》[2]制订的标准. 检测严格按照药

盒规定方法进行. 
1.2.3 诊断标准 西医诊断标准符合1999-06罗马

国际胃肠大会制定的RomeⅡ标准及2003-09在
南昌召开的全国便秘专题讨论会制订的“慢性

便秘的诊治指南”制定的标准; 中医诊断标准

符合1993年卫生部主编《中药新药治疗便秘的

临床研究指导原则》的诊断标准(表1).
1.2.4 临床疗效标准 临床痊愈: 大便正常, 或恢

复至病前水平(疗效指数在90%以上, 保持2 wk
以上), 其他症状消失; NO和SP水平恢复到正

常水平. 显效: 便秘明显改善(90%>疗效指数≥

70%, 保持2 wk以上), 其他症状大部分消失; NO
和SP水平接近正常水平. 有效: 便秘有所缓解

(70%>疗效指数≥30%, 保持2 wk以上), 其他症

状均有好转; NO和SP水平有明显趋向正常水

平. 无效: 便秘及其他症状均无改善(疗效指数

<30%); NO和SP水平无明显变化或偏离正常范

围方向改变.
统计学处理 指出均数、标准差, 结果用均

数±标准差表示. 等级资料用R id i t分析, 计数

资料用c2检验, 分组资料中计量资料及治疗前

后配对资料用t检验及F检验. 采用SPSS11.5 for 
Windows进行统计处理. P <0.05者将被认为所检

验的判别有统计意义.

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文采用具有运
脾润肠作用的中
药治疗本病, 探索
其作用机制是否
与调节胃肠激素
有关. 
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2  结果

2.1 临床疗效比较 治疗后中药治疗组明显优于

西药对照组, 差异有显著性意义(P <0.05, 表2). 
2.2 NO, SP的变化 治疗前中药治疗组、西药对

照组的血清NO均高于正常对照组, 血浆SP均
低于正常对照组, 差异有显著性意义(P <0.05), 
中、西药组之间无显著差异(P >0.05, 表3), 治疗

后中药治疗组、西药对照组的血清NO均明显

降低, 血浆SP均明显升高, 但中药治疗组血清

NO、血浆SP水平与正常对照组之间无显著性

差异(P >0.05), 而西药对照组与正常对照组之间

仍有显著性差异(P <0.05, 表4).
2.3 临床症状变化 治疗前后各组积分均明显改

善, 但中药治疗组积分改善优于西药对照组, 差
异有显著性意义(P <0.05, 表5).

3  讨论

STC属中医“便秘”、“阴结”等范畴, 与虚

秘较为相近, 常见于中老年人. 中医认为脾运无

力、阴寒凝滞、热灼津液、气滞不行、风气壅

滞、下元虚冷、血虚津枯、肾阳失煦, 以及情

志不舒、嗜食精良厚味、久坐少动、久病卧床

等都是引发此类便秘的原因[3]. 其发病与大肠、

肺、脾、肾等脏腑有关 ,  其中以脾、大肠为

主, 关键病机在于脾虚, 且虚实夹杂, 以虚为主. 
《伤寒论》提出: “小便利而大便硬不可攻下, 
脾约丸润之”及《医学入门》中记载“气虚者, 
参仁丸”, 都是指脾气虚而便秘的治法. 总之, 
我们认为: 虽然导致STC发病的因素较多, 但脾

失健运、大肠传导无力是STC发病的根本原因, 
而脾虚为其发病之本, 大肠传导无力为其发病

之标. 广州中医药大学发现, 脾气虚便秘患者餐

后常不出现收缩性复合肌电, 提示推进性结肠

运动减弱、肠腔内容物传送延缓, 属结肠无力

型便秘[4]. 在STC与NO, SP关系方面, 郑雪平 
et al [5]研究表明, STC患者肠肌间从NOS密度增

加, 其血清NO含量明显高于正常人, 且与便秘程

度呈线性相关. 尤汉宁 et al [6]用放免法测定慢性

便秘患者胃肠激素变化时发现, 慢性便秘患者

血清SP水平较对照组明显降低. 杜立峰 et al [7]应

表  1  临床症状分级

     
分级                       排便间隔时间	                     便质                                      排便费力情况                    每次排便时间              

0级(各0分)      正常或病前水平                  正常或病前水平                     正常或病前水平	                 正常或病前水平

1级(各1分)      超过自己习惯1 d或             先干后软                                费力伴不适感或排便不尽感,         15-20 min

                       每3 d排便1次                                                                    但只在劳累后发生

2级(各2分)      超过自己习惯1 d或             干结成块似腊肠状                  费力伴不适感或排便不尽感,         21-30 min

                       每4 d排便1次                                                                     时有发生

3级(各3分)      超过自己习惯3 d以上或      干结如羊屎状或大便带血       费力伴不适感或排便不尽感,         >30 min

                       每5 d排便1次                                                                     经常发生

■同行评价
功能性便秘是临
床上较为棘手的
一种疾病, 本文探
讨了运脾润肠法
对慢传输型功能
性便秘胃肠激素
的影响, 有较高的
临床参考价值, 可
在更多病例中试
用来验证其确切
的疗效.

表  2  治疗后两组疗效比较

     
分组 　　　    n     临床痊愈  显效   有效   无效  总有效率              

中药治疗组   60    12(20%)     24     20       4       93.3%a

西药对照组   30      0(0%)         9     13       8       73.3% 

aP<0.05 vs  西药对照组.

表  3  治疗前各组NO, SP比较(μmol/L, mean±SD)

     
胃肠神经递质  中药治疗组     西药对照组          正常组              

NO                 89.37±8.76a  88.20±9.91a  62.56±10.01

SP                  24.91±5.98c  22.40±6.17c  34.55±4.39

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  正常组.

表  4  治疗后各组NO, SP比较(μmol/L, mean±SD)

     
胃肠神经递质  中药治疗组     西药对照组         正常组              

NO                66.24±14.09  70.53±9.48a  62.56±10.01

SP                 34.36±6.35    30.15±5.25c  34.55±4.39

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  正常组.

表  5  治疗前后两组积分比较

     
积分                          中药治疗组    　　          西药对照组              

治疗前      　         14.80±1.67 　　　　   14.50±1.57

治疗后　　　　      4.30±3.01a　　　         6.33±3.54

aP<0.05 vs  西药对照组.
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用放射免疫方法测定了22名健康志愿者、28名
慢传输患者血浆及结肠组织中的SP和血管活性

肠肽(VIP)质量浓度, 发现, STC患者血浆及结肠

组织中SP和VIP的质量浓度较正常者低. 以上所

得结果与本研究基本相符. 
目前, 西医治疗STC采用分级治疗[1]. 首先

是药物治疗, 首选促动力药, 常用5-HT4受体激

动剂, 如西沙必利、莫沙必利等. 但西沙必利疗

程较长, 停药易复发, 且其副作用也有较多报

道[8], 莫沙必利、普卡必利较西沙必利副作用小, 
但疗效尚不尽人意, 张晓慧 et al [9]用莫沙必利治

疗STC 56例, 总有效率89.5%. 其他药物如渗透

性泻剂聚乙二醇4000(福松)据报道[10]有较好疗

效, 但只适于轻型STC患者; 而一些刺激性泻剂

及含蒽醌类药物对结肠的损害作用已被公认. 
因此, 探索中医药治疗STC无疑是有价值的. 

秘通方用枳术丸合五仁丸加减而成, 方以

健脾行气药为主, 润肠通便之剂为辅. 其中白

术、枳实二者共为君药, 既健脾益气, 又行气除

胀, 消补并施, 主治脾虚不运致食积不消、脘腹

胀满. 桃仁、杏仁、郁李仁三者均富含脂肪油, 
能润肠通便, 尽《世医得效方》之五仁丸意, 亦
为君药. 炙黄芪助枳术运气补脾肺二脏, 是为佐

药; 车前子、莱菔子二者含较多的脂肪油, 能润

滑肠道, 合玄参“增水行舟”, 三者共助润肠通

便之功, 亦为佐药. 蜂蜜调补脾胃、润肺止咳、

润肠通便, 是为使药. 全方以健脾益气、行气除

胀、润肠通便为主, 兼顾理肺, 共奏运气健脾, 
润肠通便之功效. 其作用机制, 可能与其调节血

浆SP和血清NO有关. 
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