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Abstract
Colorectal and gastric cancers are very common 
disease entities in China. Postoperative chemo-
radiotherapy has become the standard of care 
for treatment of colorectal and gastric cancers, 
mainly because most diagnoses are at late or 
advanced stages. Based on statistics from large 
sample studies and because of the heterogeneity 
among patients having the same site of cancer, 
there are variations in the effects and toxicity 
among those receiving standard chemotherapy. 
Tailored chemotherapy based on pharmaco-
genetics and pharmacogenomics has received 
much attention and has shown predictive poten-
tial. The present paper focuses on advances in 
tailored chemotherapy in colorectal and gastric 
cancers to determine the potential value of the 
drug-associated genes.
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摘要
大肠癌和胃癌是我国常见的肿瘤, 由于我国大
多数大肠癌和胃癌患者确诊时已属中晚期, 因
此, 化疗作为全身性内科治疗手段成为患者的
主要选择. 目前肿瘤的“标准化疗”仍然是以
大样本统计学结果为基础选择化疗药物的治
疗. 由于肿瘤本身以及个体之间异质性的存
在, 同一部位的肿瘤对“标准化疗”的敏感性
和毒副作用差异很大. 以药物基因组学及药物
遗传学为基础的“个体化疗”受到广泛关注, 
并显示出其潜在的应用前景. 本文着重论述大
肠癌和胃癌领域“个体化疗”的研究进展, 初
步探索各种有药物相关基因的应用价值.
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0  引言

大肠癌和胃癌的化疗是临床最常采用的治疗

方式 .  大肠癌公认的化疗方案由5-氟尿嘧啶

(5-FU)与草酸铂或开普拓组成, 有效率不超过

50%. 胃癌的化疗自从1980年代获得应用以来, 
化疗方案经历了诸多演变. 大样本随机对照研

究表明, 迄今最常采用的药物主要有5-FU类、

蒽环类、铂类和紫杉类, 但是任一组合的方案

有效率也不超过50%[1-5]. 提高大肠癌和胃癌化

疗疗效、减少无效化疗是临床迫切需要解决

的难题. 最近3-5 a的研究证实, 药物基因组学

(pharmacogenomics)/遗传学(pharmacogenetics)
指导下“个体化疗”是提高化疗效果的必然 
选择.

1  个体化疗是提高疗效的必然选择

个体化疗是指通过对肿瘤自身药物敏感性的检

查, 选择敏感的药物进行化疗的方法[6-7]. 在理
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■背景资料
近年来的研究表
明, 以药物遗传学
或药物基因组学
为基础的“个体
化疗”在提高化
疗疗效方面起着
重要作用. 通过检
测患者自身的药
物相关基因的表
达或变异水平, 初
步预测患者对化
疗药物的敏感性, 
从而指导临床化
疗药物的选择, 具
有潜在的应用前
景. 



念上, 个体化疗显然较当前的常规化疗(以大样

本统计学资料为依据选药)有明显优势. 在实践

中, 个体化疗经历了漫长的体外肿瘤细胞敏感

实验、体内肿瘤组织药物敏感实验等过程, 终
因检查技术复杂、耗时漫长、质控困难及肿瘤

自身的复杂性等因素, 临床治疗效果评价不肯

定. 最近3-5 a, 药物遗传学/药物基因组学在化疗

药物作用机制等方面的研究获得了突破性进展, 
发现化疗药物对肿瘤细胞的杀伤效应与特定的

一种(1组)基因的多态性和/或表达显著相关. 通
过相关基因的检查, 预测该化疗药物的疗效, 选
择合适的药物进行化疗, 已经成为提高疗效、

减少无效治疗的合理选择. 事实上, 在2004年美

国临床肿瘤大会(ASCO)上就有专家推测: 未来

5-10 a的肿瘤化疗可能会由目前的常规标准化

疗向个体化疗过渡; 2005年ASCO会议将个体化

疗誉为化疗的革命性变化; 2006年ASCO会议

鉴于个体化疗在肺癌治疗上获得肯定的最新资

料, 指出肺癌已经迎来了个体化疗的时代(comes 
of age)[8]. 2006-09美国《新英格兰医学杂志》

发表了肺癌个体化疗里程碑式的文章: 761例非

小细胞肺癌中, 只有核苷酸切除修复酶(excision 
repair cross-complementing 1, ERCC1)表达阴性

者标准化疗(含铂方案, 迄今国内外广泛采用)才
能延长生存时间; 而表达阳性者标准化疗与不

化疗相比对生存时间毫无贡献[9]. 该报道已引起

广泛关注, 强烈提示个体化疗比目前广泛采用

的标准化疗更合理、更科学, 个体化疗对于肺

癌而言, 开始日趋成熟.

2  大肠癌的个体化疗

大肠癌也是美欧发达国家的常见肿瘤, 其个体

化疗的相关研究近来逐渐增多, 但是主要集中

于以下著名研究机构: 美国Massachusetts Gener-
al Hospital/Dana-Farber/Harvard Cancer Center、
美国Southern California University和德国Univ. 
of Hamburg. 综合欧美国家研究结果, 发现铂类

相关基因研究较为深入, 其中肿瘤组织ERCC1 
m R N A水平已经被证实与铂类药物的敏感性

显著相关; 大肠癌外周血细胞的XPD , XRCC1 , 
ERCC1 , GSTP1等基因的SNPs也与铂类敏感性

相关. 2004年Univ.of Hamburg和Univ.of Southern 
California在BJC杂志公布了他们的发现: 上述4
种铂类相关基因SNPs的联合检查结果与铂类药

物治疗后患者生存时间存在显著相关性: 大肠

癌患者这4个基因变异与否, 铂类化疗后平均生
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存差异竟然为17.4 mo和5.4 mo之大[10]. 最近, 来
自日本的报道对5-FU疗效与相关基因的关系进

行了较为深入研究, 发现传统的5-FU体内代谢

途径的几个酶基因的价值有限, 采用基因芯片

筛出的多种基因组合较一种基因更具价值, 并
提出了疗效指数(response index)的概念[11]. 虽然

大肠癌5-FU相关基因筛选的研究刚刚开始, 涉
及的临床病例数也很少难以获得肯定性结论, 
这种多基因组合及疗效指数的模式预计更具有

科学性与实用价值.

3  胃癌个体化疗

胃癌的个体化疗相关研究与肺癌和大肠癌相比

显得明显滞后, 国外仅有一些零散的文献报道. 
文献涉及到的基因有铂类相关的XPD , ERCC1 , 
GST和GADD45A ; 5-FU类相关的TS , DPD , TP  
和OPRT等已知基因. 胃癌例数超过50例的5-FU
相关文献只有5篇, 其中基因表达者2篇, 基因多

态性3篇[12-16]: 来自日本59例胃癌5-FU代谢途径

4个基因(TS , OPRT , TP和UP )的表达结果显示

OPRT mRNA高表达与TS mRNA低表达者5-FU
化疗易获得疗效; 来自德国61例胃癌5-FU相关

基因(TS , DPD和TP )mRNA表达结果却发现TS 
mRNA水平与疗效无明显相关性; TS的基因型

却与胃癌5-FU疗效及预后有相关性. 胃癌例数

超过50例的铂类相关文献仅有3篇[13,15-16]: 其中

德国61例胃癌组织的GADD45A mRNA表达水

平与疗效及生存时间有一定的相关性, 52例胃

癌GST多态性与疗效及生存时间相关. 从以上文

献中可以看出胃癌的个体化疗相关研究还处于

起步阶段, 例数不多、深入不够, 主要是研究已

知基因, 不同人种结果还不尽一致, 缺乏类似肺

癌和大肠癌那样的大样本多基因研究. 
我们从2004年开始就在南京从事胃癌的药

物遗传学/基因组学研究. 在建立了稳定的从石

蜡组织扩增微量mRNA等技术的基础上, 先后

开展了多项本项目相关研究, 发现: (1)胃癌组织

ERCC1 mRNA水平的高低与铂类化疗生存时间

存在显著相关性, TS mRNA水平与5-FU疗效关

系不肯定; (2)胃癌XRCC1多态性与疗效相关, 而
XPD和GST基因多态性未能够显示与铂类化疗

疗效的相关性, 该结果与欧洲文献报道有所不

同. 此外, 我们还紧密联系临床需求, 分别以恶

性腹水上清和肿瘤细胞为研究对象, 探讨了胃

癌实时个体化治疗的可能性, 发现: (1)腹水上清

中可以检查出游离mRNA的存在, 且可以定量检
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■创新盘点
本文总结了我国
常见消化系肿瘤
( 大肠癌和胃癌 )
个体化疗方面的
研究进展, 并结合
我国的研究现状, 
提出在我国开展
“个体化疗”尚
需完善的工作.

■研发前沿
目前的“个体化
疗”领域, 仅非小
细胞肺癌有前瞻
性的临床研究报
道, 其他领域主要
为回顾性研究. 而
这领域在非小细
胞肺癌领域所取
得的成绩令人瞩
目.
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查; (2)腹水肿瘤细胞表达的某些药物疗效相关

基因水平与实时药物敏感结果具有统计学的相

关性. 以上结果为后续进一步深入研究奠定了

基础. 相关内容将在国内外杂志陆续报道. 根据

我们掌握的信息, 以腹水为对象开展个体化疗

或实时个体化疗相关研究, 在国外国内均尚属

首次.

4  个体化疗尚待完善之处

根据药物遗传学/药物基因组学知识开展的个体

化疗研究是肿瘤化疗的最受瞩目的内容, 代表

了肿瘤化疗的进一步精细化和发展方向, 且已

在肿瘤界获得广泛肯定. 但是, 该领域毕竟是最

近3-5 a才快速发展起来的年轻的学术分支, 除
了对非小细胞肺癌铂类化疗(ERCC1 mRNA及

蛋白水平)有临床大样本多中心研究结果以外, 
尚有很多问题有待明确与回答. 
4.1 种族差异 基因的多态性在不同种族人群常

常表现出明显差异. 现有文献资料中铂类和紫

杉类相关基因几乎均源于美欧人种, 5-FU类相

关基因主要源于日本. 这些已发现的基因对中

华民族的价值显然不会完全等同于国外的结果, 
需要逐一验证. 我们的前期研究也证实了种族

差异不可忽视. 
4.2 肿瘤类型 肿瘤类型不同, 如肺癌、大肠癌和

胃癌等, 肿瘤发生及生物学行为相关的基因谱

不尽相同. 
4.3 药物基因谱 迄今的发现均提示任一药物的

疗效都有多种基因参与. 发现每一种化疗药物

的疗效相关基因谱, 建立数学模型, 以疗效指数

(response index)为参考点, 无疑更为合理. 目前

这一思路见诸于文献仅有半年的时间(为5-FU相

关、22例大肠癌), 有大量基础和临床性工作需

要完善[12]. 
4.4 实时个体化疗 目前的个体化疗相关文献, 均
集中于初次化疗前肿瘤组织某一基因的表达与

疗效的关系. 事实上, 基因表达水平是随着漫长

的药物的干预而不断发生变化的. 因此, 努力寻

找具有临床可操作潜力的技术, 开展实时个体

化疗的研究, 更符合临床需求, 潜力更大. 由于

个体化疗本身就是近年来刚刚兴起的肿瘤化疗

的新领域, 我们查阅国内外文献, 尚未发现涉及

“实时个体化疗”的报道. 
大肠癌和胃癌是我国人群高发的肿瘤. 在

国内系统开展大肠癌和胃癌的个体化疗及实时

个体化疗的研究, 既有鲜明的科学性, 又具有潜

在的实用价值. 根据我们的前期工作基础, 相信

经过深入研究, 会对提高大肠癌和胃癌治疗效

果、减少无效化疗作出相应的贡献.
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R, Vincenzi B, Giordani P, Cascinu S, Giustini L, 
Tonini G, Magnani M. Pharmacogenetic profiling 
and clinical outcome of patients with advanced 
gastric cancer treated with palliative chemotherapy. 
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■同行评价
本文评论了肿瘤
个 体 化 化 疗 ,  尤
其是胃肠癌的个
体化化疗的现状
与 展 望 ,  行 文 流
畅, 有条理, 很有
见地, 引用文献较
新、较全面, 有很
好的借鉴价值.
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功能性胃肠病诊治进展通知

本刊讯 经卫生部批准, 由甘肃省人民医院消化科主办的2007年国家级继续医学教育项目“功能性胃肠病诊

治进展”(项目编号: 2007-0-0-02), 定于2007-09-01/05在甘肃兰州举行. 学习班期间将邀请国内及省内知名消

化专家, 讲授功能性胃肠病诊治进展. 

1      授课内容

功能性胃肠病罗马Ⅲ分类及诊断标准的核心内容, 有消化道症状的抑郁及焦虑症状的判定评分标. 伴有抑郁及

焦虑症状的功能性胃肠病患者的心理治疗, 便秘及腹泻型IBS、功能性腹胀、功能性便秘等, 功能性烧心、食

管源性胸痛、功能性吞咽困难, 食管压力测定的临床意义; 糖尿病人食管压力测定结果与正常人群食管压力测

定结果对比分析; 功能性消化不良、反刍综合征等; 胆囊及Oddi括约肌功能紊乱的诊断和治疗; 功能性大便失

禁、功能性肛门直肠疼痛、功能性排便障碍; 功能性腹痛的诊断标准及治疗, 兰州地区50例健康成人食管PH

测定结果分析; 食管PH监测的临床意义; 胃食管反流病人反流程度不同伴有不同的症状积分; 治疗功能性胃肠

道疾病新方法疗效的临床试验设计; 学习班结业时授予国家级继续医学教育项目学分12学分. 学习班费用(含

资料及证书费): 680元. 食宿统一安排. 费用自理. 有意参加者请于2007-07-25前将回执寄至甘肃省人民医院消

化科, 以便预定房间并发第二轮通知.

2      联系方式

730000, 兰州市东岗西路160号, 甘肃省人民医院消化科. 联系人: 陈翔; 电话: 0931-8281140; 8281141



 
wcjd@wjgnet.com 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of arsenic trioxide 
(As2O3) on apoptosis and migration of the 
human liver cancer cell BEL-7402 under normal 
and hypoxic conditions.

METHODS: A hypoxic environment was in-
duced by CoCl2. The effect of As2O3 was deter-
mined by MTT assay. Electron microscopy, laser 
scanning confocal microscopy and flow cytom-
etry (FCM) were used to study apoptosis of the 
human liver cancer cell BEL-7402. Expression of 
the multidrug resistance 1 (mdr1) and Hypoxia-
inducible-factor-1α (HIF-1α) genes was detected 
by reverse transcriptase-polymerase chain reac-
tion.

RESULTS: Different concentrations of As2O3 

can inhibit growth and induce apoptosis of the 
human liver cancer cell BEL-7402 during hy-
poxia. After being induced by 4.0 μmol/L As2O3 
for 48 hours in hypoxia, the BEL-7402 cell had 
morphological features of apoptosis as observed 
by electron and laser scanning confocal micros-
copies. Concentrations of 0.5-4.0 μmol/L As2O3 
down-regulated the mRNA expression of HIF-
1a and mdr1 under hypoxic conditions, with 
the strongest effect being from 4.0 μmol/L. The 
mRNA contents of HIF-1a and mdr1 treated 
with 4.0 μmol/L As2O3 for 48 hours under hy-
poxic conditions were 0.60 ± 0.07 and 0.59 ± 0.09, 
respectively. This was significantly different 
compared with the hypoxia control group (P < 
0.01).

CONCLUSION: As2O3 inhibited growth and in-
duced apoptosis in the human liver cancer cell 
line BEL-7402 during hypoxia. The mechanism 
probably was related to the inhibition of the ex-
pressions of HIF-1a and mdr1.

Key Words: Arsenic Trioxide; Hypoxia; Apoptosis; 
Hypoxia-inducible-factor-1α; multidrug resistance 1
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摘要
目的: 探讨不同浓度三氧化二砷(As2O3)对人肝
癌细胞株BEL-7402生长及凋亡的影响及机制. 

方法: 应用化学缺氧剂二氯化钴(CoCl2)诱导
人肝癌细胞BEL-7402缺氧. 不同浓度As2O3对
BEL-7402进行干预后, 应用MTT法测定缺氧
条件下的生长抑制作用; 应用电镜, 激光共聚
焦显微镜及流式细胞术观察其对细胞凋亡的
影响; 应用逆转录聚合酶链式反应检测缺氧
诱导因子HIF-1α, 耐药基因mdr1的表达水平. 

结果: As2O3具有抑制人肝癌细胞株BEL-7402

www.wjgnet.com
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■背景资料
我国是世界上原
发性肝癌发病率
最高的国家之一. 
原发性肝癌的大
多数病例在确诊
时已失去手术根
治机会, 诊断时不
能切除的病例占
80%以上. 缺氧作
为恶性实体瘤的
特征之一, 不仅改
变了肿瘤细胞的
生物学特性, 导致
肿瘤细胞的遗传
不稳定性及恶性
选择, 而且也是肿
瘤对放、化疗产
生抗性的主要原
因. 



缺氧条件下生长的作用, 并呈剂量-效应依赖
性; 4.0 μmol/L As2O3干预48 h后, 缺氧条件下
的细胞呈现典型的凋亡形态学特征; 缺氧时, 
0.5-4.0 μmol/L As2O3下调HIF-1a, mdr1基因表
达水平, 其中4.0 μmol/L As2O3组作用最强, 基
因相对表达量分别为HIF-1a 0.60±0.07, mdr1 
0.59±0.09, 各剂量组As2O3作用后与缺氧对照
组比较差异有显著性(P <0.01).

结论: 不同浓度的As2O3在由CoCl2诱导的化
学缺氧条件下能够抑制人肝癌细胞BEL-7402
的生长及诱导凋亡, 其机制可能与As2O3下调
HIF-1a, mdr1的基因表达水平有关.

关键词: 三氧化二砷; 缺氧; 凋亡; 缺氧诱导因子1α; 

耐药基因1
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0  引言

三氧化二砷(As2O3)近年来在抗肿瘤治疗方面取

得了肯定的疗效, 其主要机制为诱导肿瘤细胞

凋亡. 许多研究证实其对多种消化系肿瘤细胞

的生长有抑制作用. 而实体肿瘤大多存在内部

缺氧的报道也被很多研究所证实. 究竟As2O3在

缺氧微环境下对实体肿瘤的生长有无抑制作用

还鲜有报道. 本实验将就As2O3在缺氧时对人肝

癌细胞的生长抑制、诱导凋亡及作用机制方面

作进一步研究.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株BEL-7402由哈尔滨医科

大学附属一院刘连新教授惠赠. RPMI1640培养

基购自Gibco公司, As2O3, CoCl2, MTT购自美国

Sigma公司. Annexin V-FITC试剂盒购自深圳晶

美生物. TRIzol及ThermoScript RT-PCR试剂盒购

自美国Invitrogen公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养 肝癌细胞BEL-7402于含100 mL/L
胎牛血清及100 kU/L双抗的RPMI1640培养液中

培养. 化学缺氧剂CoCl2加入培养液的终浓度为

150 μmol/L[1], 用于模拟肿瘤内缺氧微环境.
1.2.2  MTT法测定常氧及缺氧条件下As2O3对

细胞增殖活性的影响 实验分常氧组及缺氧组; 
将处于对数生长期的细胞以5×107个/L浓度接
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种于96孔板中, 每孔200 μL, 在0.5-32 μmol/L的
As2O3作用下培养48 h, 每个药物浓度设3个复孔, 
培养终点前4 h每孔加入MTT(5 g/L) 20 μL, 继
续培养4 h, 吸出培养液, 每孔加入150 μL二甲基

亚枫, 震荡10 min酶标仪波长570 nm处测吸光值

(A值). 实验重复3次, 计算细胞增殖抑制率, 以
As2O3浓度对数为横轴, 细胞存活率为纵轴做图, 
并用作图法求出As2O3半数抑制浓度(IC50). 
1.2.3 透射电镜观察细胞凋亡形态学变化 取对

数生长期细胞接种于培养瓶中, 细胞贴壁后更

换为缺氧培养基并加入4.0 μmol/L As2O3培养

48 h后消化、离心, PBS洗涤, 2000 r/min离心10 
min, 弃上清, 0.3 g/L戊二醛固定, 送电镜室.
1.2.4 激光共聚焦显微镜观察细胞凋亡改变 取
对数生长期细胞接种于6孔板行细胞爬片, 细
胞贴壁后更换为缺氧培养基并加入4.0 μmol/L 
As2O3培养48 h. PBS洗涤, 按试剂盒说明, 行
Annexin-V染色, 激光共聚焦显微镜下观察结果.
1.2.5 流式细胞术检测细胞凋亡率 实验分为常

氧对照组、常氧As2O3(4.0 μmol/L)组、缺氧对

照组、缺氧A s2O3作用组. 各组细胞分别处理

48 h后, 2.5 g/L胰酶消化, 离心收集1×106个细

胞, 4℃ PBS洗2次后重悬, 按试剂盒说明, 进行

Annexin-V染色, 上流式细胞仪收集10 000个活

细胞检测细胞凋亡率, 凋亡率(%) = (Annexin-V+ 
P I+细胞数+Annex in-V+ P I-细胞数)/10 000×
100%. 其中Annexin-V+ PI+细胞为晚期凋亡细胞, 
Annexin-V+ PI-细胞数为早期凋亡细胞, 实验重

复3次.
1.2.6  RT-P C R半定量法检测H I F-1α及m d r1 
mRNA含量 实验分为常氧对照组、缺氧48 h
对照组、不同浓度A s 2O 3缺氧条件下处理

组. (1)T R I z o l法提取细胞内总R N A: 按试剂

操作说明书进行, 电泳检测RNA质量, 测A值; 
(2)cDNA合成: 在0.2 mL的PCR反应管中加入

10 pg-5 μg RNA, dNTPs并加入DEPC处理水

和1.0 μL oligo (dT)引物, 总体积为12 μL, 65℃
变性5 min; 置于冰上; 加入5×Reaction Buffer 
4.0 μL, DTT (0.1 mol) 1.0 μL,  RNaseOUTTM 1.0 
μL, ThermoScriptTM 1.0 μL, DEPC处理水1.0 μL, 
50℃反应60 min; 85℃加热5 min, 停止cDNA合

成反应; 加入1 μL RNase H, 37℃反应20 min, 
cDNA合成完成后, -20℃保存或立即用于PCR实
验; (3)PCR法检测HIF-1a和mdr1的mRNA含量: 
以逆转录所得cDNA为模板进行PCR扩增, 总体

积为25 μL. 反应体系为: 10×PCR Buffer Minus 

www.wjgnet.com

■研发前沿
实体肿瘤的缺氧, 
已经成为影响肿
瘤化疗敏感性的
关键问题, HIF-1
则是肿瘤缺氧过
程中的关键影响
因 子 ,  并 成 为 目
前攻克肿瘤治疗
的重要分子靶点. 
国内外研究目前
主要集中于研究
HIF-1的调控、小
分子s iRNA的基
因治疗和HIF-1抑
制 剂 的 研 发 .  但
HIF-1的抑制剂多
具有较大毒性作
用, 使其临床应用
受到限制. 
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Mg 2.5 μL, 50 mmol/L MgCl2 1.0 μL, 10 μmol/L 
dNTP Mixture 0.5 μL, 10 μmol/L sense primer 1.0 
μL, 10 μmol/L antisense primer 1.0 μL, Taq DNA 
polymerase 0.2 μL, RT Products 2.0 μL, DEPC处
理水16.8 μL; 目的基因HIF-1a的扩增: 95℃ 2 
min, 94℃ 1 min, 58℃ 45 s, 72℃ 45 s, 25个循环

后74℃延伸10 min; 目的基因mdr1的扩增: 95℃ 
2 min, 94℃ 1 min, 55℃ 1 min, 72℃ 45 s, 25个循

环后72℃延伸10 min; 内参b-actin的扩增: 95℃ 2 
min, 94℃ 1 min, 58℃ 1 min, 74℃ 1 min, 25个循

环后74℃延伸10 min; 15 g/L琼脂糖电泳鉴定扩

增产物, 凝胶图像扫描分析系统观察条带位置, 
灰度, 扫描凝胶得到内参对照b-actin与目的基因

的电泳条带光密度, 通过目的基因/b-actin的光

密度比值做相对定量分析. 引物序列见表1.
统计学处理 数据均用统计软件包SAS11.5

分析, 配对组间比较采用t检验, 多组间比较采用

方差分析.

2  结果

2 . 1  常 氧 和 缺 氧 组 A s 2O 3对 人 肝 癌 细 胞 株

BEL-7402增殖活性的影响 不同浓度的As2O3在

常氧及缺氧条件下对BEL-7402的生长均有抑制

作用, 并呈剂量-效应关系, 常氧组和缺氧组不

同浓度As2O3对BEL-7402的生长抑制作用相似

(表2), 无统计学差异(P >0.05). 常氧和缺氧组48 h 
As2O3 IC50值分别为17.56 μmol/L和17.24 μmol/L, 
差异无显著性(P >0.05).
2.2 缺氧时As2O3对人肝癌细胞株BEL-7402凋亡

的影响 (1)透射电镜观察细胞凋亡形态学改变, 
未加药组细胞48 h电镜像显示胞膜完整, 表面微

绒毛丰富, 细胞器结构正常, 核仁较大, 染色质

均匀, 常染色质丰富. 经As2O3作用48 h后呈现典

型凋亡改变, 可见染色质边聚于核膜下, 细胞表

面伸出空泡样的质膜突起, 游离核糖体解聚, 凋
亡小体形成; 细胞核固缩, 细胞表面微绒毛减少, 

甚至消失(图1); (2)激光共聚焦显微镜Annexin-V
染色结果: 凋亡早期细胞仅细胞膜被染成绿色, 
中期以后胞膜胞质均为绿色, 凋亡小体形成, 绿
红双染为凋亡晚期细胞, 红色单染为死亡细胞

(图2); (3)流式细胞术Annex inV标记染色结果: 
150 μmol/L CoCl2诱导的缺氧48 h细胞与正常细

胞对照相比, 无明显凋亡出现, 差异无显著性. 
常氧和缺氧条件下相同浓度As2O3 (4.0 μmol/L)
作用48 h后 ,  常氧组早期凋亡率为18 .46%±

4.69%, 晚期凋亡率为4.86%±2.24%, 总凋亡率

为23.33%±3.10%; 缺氧组早期凋亡率为14.56%
±2.82%, 晚期凋亡率为8.52%±4.29%, 总凋

亡率为22.74%±3.01%, 两组间总凋亡率比较, 
P >0.05, 差异无统计学意义.
2.3 半定量RT-PCR检测常氧、缺氧及不同浓度

As2O3作用后HIF-1α, mdr1 mRNA基因表达水

平的变化 常氧组HIF-1α, mdr1 mRNA基因表

达均为较低水平, 缺氧诱导48 h后, 两种基因表

达水平与常氧组比较都有显著升高,  两组之间

比较有统计学意义(HIF-1α: t  = 17.457, P <0.01) 
(mdr1: t = 12.742, P <0.01); 缺氧条件下应用不同

浓度As2O3作用48 h后HIF-1α及mdr1基因表达水

平与缺氧48 h对照组相比有明显下降, 有统计学

意义(P <0.01, 图3, 表3).

3  讨论

近年的研究表明, 实质性肿瘤发生过程中, 血管

生长的相对滞后和肿瘤细胞的快速增殖导致肿

瘤细胞缺氧[2]. 缺氧介导肿瘤细胞的恶性筛选, 
导致缺氧肿瘤细胞对放、化疗耐受性的增加[3]. 缺
氧还可以使肿瘤细胞内参与解毒和药物代谢的

酶类表达增加, 从而使进入细胞内的化疗药物

迅速被代谢而丧失效应[4-5]. Tan et al [6]研究发现, 
CoCl2诱导的体外缺氧可以减缓SW480细胞的生

长速度, 并降低SW480细胞对氟尿嘧啶的敏感

性, 其机制可能与HIF-1α及HO-1的表达上调有

■创新盘点
为了进一步探讨
As2O3抗实体瘤的
作 用 机 制 ,  本 实
验设计应用化学
诱导缺氧的条件
下应用As2O3对肝
癌细胞株进行干
预, 观察其对肝癌
细胞生长及凋亡
的 影 响 ,  检 测 与
缺氧及肿瘤化疗
敏感性相关的分
子指标, 发掘其于
传统抗肿瘤药物
相比的优势, 完善
As2O3抗肝癌治疗
的作用机制, 为临
床联合应用药物
提供科学的理论
基础. 此方面问题
国内外尚未见报
道.

表  1  HIF-1α, mdr1, b-actin引物

      
扩增基因        预期产物                                            引物                         　                       　 T

HIF-1α              459          上游引物   5'-TCAAAGTCGGACAGCCTC-3'   　　         58℃

                                          下游引物   5'-CCCTGCAGTAGGGTTTCTGCT-3'         

mdr1                  501          上游引物   5'-AGAGGCTCTATGACCCCACA-3' 　　      55℃

                                           下游引物   5'-CCACAATGACTCCATCATCG-3'

b-actin   　        500   　   上游引物   5'-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3'  　　    58℃

                                          下游引物   5'-CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3'
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关. 而本实验研究结果显示, As2O3对由CoCl2诱

导的化学缺氧条件下的人肝癌细胞株BEL-7402
仍具有良好的生长抑制这用, 同常氧组比较差

异无显著性. 缺氧组应用小剂量As2O3处理后, 电
镜下观察人肝癌细胞株BEL-7402出现典型凋亡

形态学改变; 流式细胞术AnnexinV-FIFC染色提

示, As2O3在缺氧时仍能发挥较好的诱导肿瘤细

胞凋亡的作用, 与常氧组比较作用相近. 因此, 
同传统的化疗药物相比, As2O3缺氧时可能发挥

更好的抗肿瘤作用.
那么, As2O3在缺氧时是通过何种机制发挥

其抑制肿瘤细胞生长及诱导凋亡作用的? 宗建

春 et al [7]报道在缺氧时, As2O3明显抑制乳腺癌

细胞株MDA-MB-435S VEGF mRNA及VEGF
蛋白的表达, 且随As2O3浓度的增加其抑制作用

更明显. VEGF mRNA的表达下降提示As2O3的

作用靶点发生在VEGF的上游调控因子. Hideo  
et al [8]认为VEGF增强子区域存在数个转录因子

结合位点, 如AP-1, AP-2, SP-1和缺氧诱导因子-1 
(HIF-1). 常氧条件下VEGF的表达主要由SP-1蛋
白调节, 在缺氧条件下, 肿瘤细胞内AP-1, AP-2, 
SP-1蛋白水平相对常氧增高并不明显, 而HIF-1 
获得大量表达, 说明缺氧时肿瘤细胞内VEGF大
量表达主要是由HIF-1调控[9]. 因此, 我们推测, 

■应用要点
本 实 验 结 果 中 , 
A s 2O 3对 由 缺 氧
诱导的HIF-1α和
mdr1基因表达水
平的下调, 提示我
们小剂量As2O3具
有不易产生肿瘤
治疗中常出现的
多药耐药性的优
点. 因此在临床治
疗过程中, 可考虑
将小剂量As2O3与
常规化疗药物联
合应用, 提高实质
肿瘤细胞在缺氧
微环境下对化疗
药物的敏感性, 发
挥化疗药物的最
佳作用.

bP<0.01 vs  各自细胞对照组.

表  2  不同氧条件下As2O3对人肝癌细胞株BEL-7402细胞的抑制率

      
浓度                                   常氧组                                                       缺氧组

(μmol/L)                  A                         抑制率(%)                         A                         抑制率(%)

对照组        2.109±0.042                   -                  2.126±0.023                   -

  0.5            1.949±0.044           7.59±0.32b         1.953±0.092            8.14±1.03b

  1.0            1.814±0.063         13.99±0.93b         1.816±0.049          14.47±1.66b

  2.0            1.628±0.067         22.81±1.42b         1.657±0.065          21.85±2.33b

  4.0            1.443±0.058         31.58±2.06b         1.499±0.046          29.49±1.45b

  8.0            1.290±0.087         38.83±1.38b         1.320±0.048          37.91±2.32b

16.0            1.132±0.034         46.33±1.98b         1.105±0.042          47.93±2.88b

32.0            0.548±0.027         74.02±2.02b         0.516±0.081          75.70±1.64b

A B 图   1   缺 氧 条 件 下
As2O3作用48 h电镜
下观察. A: 早期凋亡

细胞, 核染色质边聚

(×5000); B: 细胞凋

亡小体形成(×8000).

A B

图  2  缺氧条件下As2O3作用48 h激光共聚焦显微镜Annexin-V染色. A: 绿色单染早、中期凋亡细胞(×

40); B: 红、绿色双染凋亡晚期细胞(×25).
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As2O3在缺氧时可能通过抑制HIF-1表达发挥其

抗肿瘤作用.
缺氧诱导因子HIF-1最先由Semenza et al [11]

在研究缺氧诱导的基因表达时发现. 他是缺氧

反应中的中心调控因子, 缺氧时与缺氧反应基

因的缺氧反应元件(HRE)上的HIF-1结合位点[12]

结合, 促进缺氧反应基因的转录, 引起细胞对缺

氧的一系列适应性反应. 目前已发现有60多个

基因受其调[13]. HIF-1由α和b两个亚基组成, 其
中α亚基是主要的功能亚基, 对HIF-1的转录活

性起关键作用. 大量研究资料表明, HIF-1α在缺

氧条件下对肿瘤细胞凋亡具有明显的影响. 应
用RNA干扰技术高效特异性地抑制人血管内皮

细胞上HIF-1的表达后, 在缺氧/复氧条件下培养

发现, 使用RNA干扰的人血管内皮细胞凋亡明

显比未用RNA干扰的多, 说明HIF-1有抗细胞凋

亡的作用[10]. Piret et al [14]也发现缺氧或CoCl2可

以诱导HIF-1α的表达, 进而抑制肝癌细胞凋亡. 
Zaman et al [15]的实验结果则为HIF-1抗细胞凋亡

的作用提供了直接证据, 他们证明铁离子螯合

剂能阻止氧化压力诱导的凋亡. Erler et al [17]发现

在结肠癌细胞, 肝癌细胞中, 缺氧条件下促凋亡

分子Bid呈HIF-1依赖性下调, 从而成为细胞存活

的原因.
H I F-1可诱导M D R1/P-g p的表达增加 [18].

md r1基因表达产物P-gp除从细胞内逆浓度梯

度排出一系列的疏水性抗癌药物, 降低细胞内

药物浓度, 无法构成对肿瘤细胞的有效杀伤而

引起耐药外, 还通过抑制Caspase-3和Caspase-8
的激活而抑制依赖Caspases激活途径的细胞凋 
亡[16,19]. Wei et al [20]采用0.5-5 μmol/L As2O3对阿

霉素耐药的慢性粒细胞白血病K562/A D M细

胞分别作用48和96 h, 证实As2O3逆转其耐药性

与抑制P-gp功能有关. 张亚莉 et al [21]研究发现, 
As2O3降低mdr1和Survivin基因表达, 进而解除

P-gp和Survivin对Caspases的抑制效应而促进细

胞凋亡.

本实验结果提示, 化学缺氧48 h对照组与常

氧对照组相比, HIF-1α和mdr1基因表达水平有

明显增加, 具有统计学意义. 说明缺氧可以诱导

HIF-1α和mdr1基因水平表达. 应用小剂量As2O3

后(0.5-4.0 mmol/L), HIF-1α和mdr1的基因表达

水平明显下调, 且在一定范围内随As2O3剂量的

增加下调更加明显, 与缺氧对照组相比具有统

计学意义, 这可能是As2O3在缺氧时仍能发挥其

对人肝癌细胞株BEL-7402的生长抑制和诱导细

胞凋亡的机制之一. HIF-1也是导致肿瘤细胞对

化疗药物耐受的重要因素, 降低化疗药物对肿

瘤细胞的杀伤作用; 缺氧时HIF-1可启动mdr1基
因的转录; 本实验结果中, As2O3对由缺氧诱导的

HIF-1α和mdr1基因表达水平的下调, 提示我们

小剂量As2O3具有不易产生肿瘤治疗中常出现的

多药耐药性的优点. 因此在临床治疗过程中, 可
考虑将小剂量As2O3与常规化疗药物联合应用, 
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图  3  不同氧条件不同浓度As2O3作用48 h后. A: HIF-1α基

因表达水平; B: mdr1基因表达水平; C: b-actin基因表达水

平.

■同行评价
本文研究了缺氧
时 三 氧 化 二 砷
对 肝 癌 细 胞 株
BEL-7402生长及
凋亡的影响, 对癌
细胞在缺氧情况
下, 药物的耐药性
及内科治疗的敏
感性都有临床指
导意义. 同时, 对
其中的机制也做
了初步研究, 具有
先 进 性 ,  值 得 参
考.

bP<0.01 vs  缺氧对照组HIF-1α基因水平; dP<0.01 vs  缺氧对照组mdr1基因水平.

表  3  缺氧48 h As2O3作用后人肝癌细胞株BEL-7402 HIF-1α和mdr1基因表达

      
                                                                          缺氧组(μmol/L)                                                               常氧对照组                 

                           对照                     0.5                        1.0                        2.0                       4.0                   (μmol/L)

HIF-1α       1.31±0.07       0.95±0.03b       0.86±0.09b       0.77±0.05b       0.60±0.07b       0.51±0.06

mdr1          1.19±0.06       0.84±0.09d       0.79±0.07d       0.65±0.06d       0.59±0.09d       0.40±0.04

基因
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提高实质肿瘤细胞在缺氧微环境下对化疗药物

的敏感性, 发挥化疗药物的最佳作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of peroxisome 
proliferator-activated receptor-g-coactivator–1 
(PGC-1) in the liver of metabolic syndrome mice.

METHODS: Ten female C57BL/6J mice (control 
group) were fed a normal diet, Fifteen were fed 
a high fat and sugar diet (metabolic syndrome 
mice model), made up of 5 fed a high fat and 
sugar diet for 8 weeks (experimental group: A 
subgroup) and 10 fed the same diet for 16 weeks 
(experimental group: B subgroup). Abdominal 
fat mass, total cholesterol (TC), triglycerides (TG), 
high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), 

fasting blood glucose (FBG), insulin (INS), liver 
function and liver weight were measured. The 
lipid content and the protein expression of 
PGC-1 in liver were detected by Western blot.

RESULTS: In the B subgroup mice, abdominal 
fat mass, serum TC, and FBG were significantly 
higher than those of the control mice (abdomi-
nal fat mass: 3.63 ± 0.62 vs 2.99 ± 0.31, P < 0.01; 
TC: 2.31 ± 0.16 mmol/L vs 2.04 ± 0.15 mmol/L, 
P < 0.01; FBG: 6.90 ± 1.84 mmol/L vs 5.11 ± 1.86 
mmol/L, P < 0.05). The B subgroup mice had 
lower levels of serum TP, ALB and A/G com-
pared with the control animals (ALB: 18.12 ± 2.63 
g/L vs 21.64 ± 3.38 g/L, P < 0.05; A/G: 0.89 ± 0.15 
vs 1.06 ± 0.18, P < 0.05). The metabolic syndrome 
mice had higher levels of serum ALT, ALP and 
AST than normal controls, the ALP level was 
significantly differente from the controls (103.80 
± 8.72 U/L vs 64.60 ± 10.67 U/L, P < 0.05). The 
TG and TC contents in the liver of the metabolic 
syndrome mice were more than 2 times higher 
than the controls (TC: 0.0582 ± 0.0251 mmol/
g dry weight vs 0.0275 ± 0.0114 mmol/g dry 
weight, P < 0.01; TG: 0.1566 ± 0.0166 mmol/g dry 
weight vs 0.0631 ± 0.0232 mmol/g dry weight, P 
< 0.01). The expression of PGC-1 protein in the 
liver was higher than in the normal controls, with 
the experimental B subgroup mice being higher 
than the experimental A subgroup.

CONCLUSION: The C57BL/6J mice, fed a high 
fat and sugar diet and showing dyslipidmia and 
fatty liver, presented a kind of metabolic syn-
drome mice model. The expression of PGC-1 pro-
tein in the liver of these metabolic syndrome mice 
was higher than that of normal mice and may 
have contributed to the formation of fatty liver.

Key Words: Metabolic syndrome; Nonalcoholic fatty 
liver disease; Peroxisome proliferator-activated 
receptor-g-coactivator–1; Western blot
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■背景资料
非酒精性脂肪性
肝炎与代谢综合
征及糖尿病密切
相 关 ,  但 其 发 生
的机制尚不清楚. 
PGC-1是核受体
家族基因转录的
共同作用因子, 参
与葡萄糖, 脂肪等
能量的代谢, 在肝
脏表达丰富, 因而
其与糖尿病和胰
岛素抵抗的关系
受到人们的关注. 



摘要
目的: 探讨代谢综合征小鼠肝脏过氧化物增
殖体受体g共同作用因子-1(PGC-1)表达. 

方法: 进正常食C57BL/6J小鼠10只、进高脂
高糖食8 wk小鼠5只及16 wk小鼠10只. 测定血
脂、血清胰岛素(INS)及空腹血糖、肝功、肝
脏重质量、腹部瘦肉及瘦肉含量, 肝脏脂质含
量及PGC-1蛋白表达采用Western blot免疫印
迹, 并做肝脏病理. 

结果: 进高脂高糖食16 wk的小鼠腹部脂肪
量、血清甘油三酯(TC)和空腹血糖(FBG)均
明显高于正常小鼠(腹部脂肪量: 3.63±0.62 
vs  2.99±0.31, P <0.01; TC: 2.31±0.16 mmol/L 
vs  2.04±0.15 mmol/L, P <0.01; FBG: 6.90±
1.84 mmol/L vs  5.11±1.86 mmol/L, P <0.05). 
高脂高糖食的动物血清TP、ALB及A/G低于
正常动物, 其中进食16 wk的动物ALB及A/G
有显著差异(ALB: 18.12±2.63 g/L vs  21.64
±3.38 g/L, P <0.05; A/G: 0.89±0.15 vs  1.06
±0.18, P <0.05). 血清ALT, ALP及AST高于正
常动物, 其中进食16 wk的动物的ALP有显著
差异(103.80±8.72 U/L vs  64.60±10.67 U/L, 
P <0.05). 高脂高糖食小鼠肝脏有明显脂肪变
性, 16 wk重于8 wk的小鼠. 16 wk进高脂高
糖食的小鼠肝脏的TC和TG含量显著高于正
常动物, 达到正常的2倍以上(TC: 0.0582±
0.0251 mmol/g干重 vs  0.0275±0.0114 mmol/g
干重, P <0.01; TG: 0.1566±0.0166 mmol/g干
重 vs  0.0631±0.0232 mmol/g干重, P <0.01). 高
脂高糖食小鼠肝脏PGC-1表达高于正常动物, 
16 wk强于8 wk的小鼠.

结论: 高脂高糖食C57B L/6J小鼠可作为代
谢综合征动物模型, 其存在脂肪肝, 肝脏的
PGC-1蛋白表达量高于正常食小鼠, 可能其参
与脂肪肝的形成.

关键词: 代谢综合征; 非酒精性脂肪肝; 过氧化物增

殖体受体g共同作用因子-1; 免疫印迹
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0  引言

代谢综合征是21世纪全球重大卫生问题, 日益

引起世界各国的广泛关注. 代谢综合征的主要

表现是肥胖、糖尿病、血脂异常及胰岛素抵抗, 
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他不但与糖尿病心血管病变和心血管事件密

切相关, 也与非酒精性脂肪性肝炎(nonalcoholic 
steatohepatitis, NASH)密切相关. NASH是由于

肥胖、糖尿病、血脂异常及胰岛素抵抗等导致

肝脂肪变性和细胞损伤后出现的炎症和纤维化

状态[1-4]. 其病因及发病机制比较复杂, 至今尚

未完全阐明. 过氧化物增殖体受体g共同作用因

子-1(peroxisome proliferator-activated receptor-g 
coactivator-1, PGC-1)是一种过氧化物增殖体受

体g(peroxisome proliferator-activated receptor-g, 
PPARg)及其他核受体家族基因转录的共同作用

因子. 他对机体的能量代谢起着关键的调节作

用, 是调节能量代谢基因的辅转录激活物, 在肝

脏表达丰富, 参与糖代谢[5-9]. 目前关于代谢综

合征及脂肪肝的肝脏PGC-1表达情况报道较少.  
本实验通过对代谢综合征小鼠血脂、肝脏变化

及肝脏PGC-1表达的观察, 探讨代谢综合征血

脂、脂肪肝及肝脏PGC-1间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 ♀6-8周龄的SPF级C57BL/6J小鼠, 购
于北京维通利华实验动物技术有限公司. PGC-1
多克隆抗体购自美国Chemicon生物工程公司. 
PGC-1表达采用GIS-700D数码凝胶图像处理

系统扫描分析结果. 腹部瘦肉及脂肪应用美国

NORLAND XR236双能X线骨密度仪测定.
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组 对照组C57BL/6J小鼠, 喂以正

常饮食(每100 g食物中, 含4 g脂肪、24 g蛋白、

4.5 g粗纤维), 共10只, 喂养16 wk. 实验组未经处

理的小鼠, 其中5只喂以正常食8 wk, 之后喂以高

糖高脂食8 wk, 为A亚组; 其中10只喂以高脂高

糖食16 wk, 为B亚组. 高糖高脂食(每100 g食物

中, 含35.5 g脂肪, 主要是猪油、36.6 g碳水化合

物, 主要是蔗糖). 
1.2.2 测如下各指标 (1)腹部瘦肉及脂肪测定; (2)
测定血脂、血清胰岛素(INS)及空腹血糖(FBG). 
禁食12 h后, ip水合氯醛(4 mL/kg体质量)麻醉

动物, 眼眶取血法采血, 分离血清, 采用日本

HITACHI日立7600-020全自动生化分析仪, 选
择性遮蔽法测定血清总胆固醇(TC)、甘油三酯

(TG)、高密度脂蛋白(HDL); 酶法测定FBG; 测
定血清总蛋白(TP)、白蛋白(ALB)、白蛋白/总
蛋白(A/G)、碱性磷酸酶(ALP)、谷草转氨酶

(AST)、谷丙转氨酶(ALT); 放免法测定INS(试
剂购于北京原子能研究所); (3)测定肝脏重质量

www.wjgnet.com

■相关报道
国内外研究表明, 
PGC-1位于染色
体4p15.1, 在印第
安 比 马 人 中 ,  该
区域与人空腹胰
岛 素 浓 度 相 关 . 
PGC-1基因多型
性可能与糖尿病
及代谢综合征有
关. PGC-1对机体
的能量代谢起着
关键的调节作用. 
在线粒体脂肪酸
β -氧化酶基因的
转录调控中, 他起
着重要的作用. 同
时, 他也是葡萄糖
摄取和肝糖异生
及葡萄糖转运的
重要作用因子. 
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和脂质含量. 将动物肝脏洗尽血迹, 测定肝脏质

量. 取少量剪成小块, 置110℃烘至恒定重质量, 
精确称取干燥后的肝脏. 磨成细粉, 加氯仿∶甲

醇(2∶1, V/V), 再按上述测定血清脂质的方法测

脂质含量; (4)肝脏病理检查: 取肝脏一部分40 g/L
甲醛固定后, 做石蜡切片, HE染色; (5)Western 
blot方法测定肝脏SR-B1的表达. 取-70℃保存

的各组动物肝组织100 mg, 提取细胞膜蛋白, 经
SDS-聚丙酰胺凝胶电泳, 采用兔抗小鼠的PGC-1
多克隆抗体(购自美国Chemicon生物工程公司), 
测定小鼠肝脏的PGC-1蛋白水平.

统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 采
用t检验.

2  结果

2.1 各组体质量、腹部脂肪及瘦肉含量 实验组

体质量与对照组相似, 但腹部瘦肉量显著低于

对照(P <0.01), 脂肪量显著高于对照(P <0.01), 
脂肪与瘦肉量的比值显著高于对照组(P <0.01) 
(表1). 
2.2 各组血清TC, HDL, TG, INS及FBG水平 高脂

高糖食小鼠血清TC高于正常小鼠, B亚组低于A
亚组, B亚组与正常小鼠间有显著差异(P <0.01); 
血清HDL-C及TG低于正常小鼠, A亚组与正常

动物间有显著差异(P <0.01, P <0.05); 血清FBG及

INS高于正常小鼠, B亚组高于A亚组, B亚组的

FBG与正常小鼠间有显著差异(P <0.05)(表2). 
2.3 各组血清肝功水平 高脂高糖食的动物血清

TP, ALB及A/G有下降的趋势, 并且与对照组比

较B亚组的ALB及A/G有显著差异(P <0.05). 血清

ALT, ALP及AST有升高的趋势, 与对照组比较B
亚组的ALP有显著差异(P <0.05)(表3).
2.4 各组肝脏的病理改变 高脂高糖食小鼠肝脏

有明显脂肪变性, 肝细胞排列紊乱, 肝细胞增大, 
核大小不等, 胞质内有大的脂肪空泡(图1). 
2.5 各组肝脏重量及脂质含量 高脂高糖食小鼠

肝脏的TC和TG含量显著高于正常动物, B亚组

高于A亚组(表4). 
2.6 各组肝脏PGC-1表达水平 与对照组比较, 进
高脂高糖食8 wk的小鼠肝脏PGC-1蛋白表达增

加了1.78倍(P <0.05), 进高脂高糖食16 wk的小鼠

肝脏PGC-1蛋白表达增加了2.13倍(P<0.01)(图2).

■创新盘点
有关PGC-1与血
糖及能量代谢关
系虽有部分文献
报道, 但PGC-1与
高脂高糖食诱导
的代谢综合征小
鼠的非酒精性脂
肪性肝炎相关性
的研究, 国内外报
道较少.

表  1  各组的体质量、腹部瘦肉量、脂肪量及脂肪量/瘦肉量

      
分组	                      体质量(g)	   瘦肉量(g)	  脂肪量(g)	               脂肪量/瘦肉量

对照组	                   20.2±1.2	 7.95±0.80	 2.99±0.31	 0.38±0.06

实验组A亚组	   20.6±1.2	 6.30±0.80b	 3.43±0.29b	 0.55±0.07b

实验组B亚组	   20.5±1.3	 6.27±1.24b	 3.63±0.62b	 0.59±0.11b

bP<0.01 vs  对照组.

表  2  各组血清TC, HDL-C, TG, FBG及INS水平

      
分组	                   TC(mmol/L)              HDL-C(mmol/L)	 TG(mmol/L)                FBG(mmol/L)	   INS(mIU/L)

对照组	                 2.04±0.15	 0.97±0.08	 0.57±0.07	 5.11±1.86	 10.83±3.97

实验组A亚组	 4.13±0.31b	 0.53±0.17b	 0.46±0.09a	 5.43±1.73	 11.75±2.74

实验组B亚组	 2.31±0.16b	 0.92±0.16	 0.50±0.16	 6.90±1.84a	 12.49±4.25

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

表  3  各组肝功情况

      
分组	                      TP(g/L)	             ALB(g/L)	        A/G	              ALT(U/L)	       ALP(U/L)	   AST(U/L)

对照组	               42.25±5.23      21.64±3.38      1.06±0.18      22.26±2.50      64.60±10.67      101.03±10.61

实验组A亚组          37.56±4.31      18.16±1.77      0.95±0.15      24.40±8.00    105.80±13.35      102.54±15.20

实验组B亚组          38.82±5.65      18.12±2.63a     0.89±0.15a     24.57±3.48    103.80±8.72a       108.35±11.43

aP<0.05 vs  对照组.
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3  讨论

研究表明, 用高脂高糖食喂养C57BL/6J小鼠后, 
可使其出现2型糖尿病[10]. 我们发现, 进高脂高

糖食后C57BL/6J小鼠出现腹部脂肪增多、血清

FBG及INS升高、血清HDL-C降低, 符合2001年
ATP(adult treatment panel)报告Ⅲ中关于代谢综

合征的诊断标准. 
代谢综合征作为21世纪全球健康问题, 正

日益引起世界的关注. 代谢综合征不但增加2型
糖尿病大血管并发症, 心肌梗塞和中风的绝对

风险, 也与脂肪性肝病相关. 代谢综合征的每一

项指标如肥胖、糖耐量异常和糖尿病、血脂异

常、高血压、高胰岛素血症和胰岛素抵抗(IR)
均与脂肪性肝病密切相关. 研究表明, 代谢综合

征指标每增加一项脂肪肝的危险性增加1-99倍. 
糖尿病或糖耐量异常者肝纤维化的发生率增加

7倍[11-15]. 同时, 非酒精性脂肪性肝病也增加了2
型糖尿患者发生心血管并发症的风险[16].   

本研究中, 与对照组比较, 进高脂高糖食的

小鼠血清TC显著增高; 血清HDL-C及TG显著降

低; 血清FBG显著增高. 提示在小鼠, 进食高脂高

糖饮食可以导致代谢综合征. 高脂高糖食导致

代谢综合征的机制可能是: (1)高脂高糖饮食可

刺激鼠胰岛素的分泌和肝葡萄糖的输出, 从而

导致肥胖和胰岛素抵抗; (2)高脂高糖饮食通过

损害线粒体的呼吸导致胰岛素抵抗. 研究表明, 
用高脂高糖饮食喂大鼠1 wk后, 可使♂Wistar大
鼠肝糖原含量增高, 并通过损害线粒体的呼吸

导致胰岛素抵抗. Schreyer et al [10]的研究也表明, 
高脂高糖饮食可刺激鼠胰岛素的分泌和肝葡萄

糖的输出, 从而导致肥胖和胰岛素抵抗. 本研究

中进高脂高糖食小鼠血清TC显著高于正常小

鼠. 其肝脏重质量高于正常小鼠, 进食16 wk的
小鼠每克干燥的肝脏中TC和TG的含量显著高

于正常鼠(P <0.01), 均大于正常小鼠的2倍; 病理

检查亦显示实验组肝脏出现明显的脂肪肝表现; 
血清A/G低于正常小鼠, 血清ALT, ALP及AST高

于正常小鼠, 符合脂肪肝表现. 提示高脂高糖食

在诱导小鼠出现IR的同时, 也能导致脂肪肝. 同
时也提示, 脂肪性肝病与IR关系密切, 可能是IR
的一部分. 

脂肪性肝炎(steatohepatitis)是一种继发于肝

脂肪变性和细胞损伤的炎症和纤维化状态. 按
其病因分为非酒精性脂肪性肝炎(NASH)和酒

精性肝炎(AH). 其病因及发病机制比较复杂, 至
今尚未完全阐明. 流行病学研究显示, NASH与

肥胖、糖耐量异常和糖尿病、血脂异常、高血

压、高胰岛素血症和IR等密切相关. IR时, 肝摄

取游离脂肪酸(FFA)增加, 肝细胞内FFA氧化或

利用减少, 使细胞内酯化形成TG增多, 同时肝细

胞将脂肪转运出肝脏的能力受损, 结果使肝细

胞内脂质沉积, 形成脂肪肝. 此外, IR尚可诱导

活性氧形成和TNF-α等表达增加, 进一步介导

脂肪化的肝脏发生炎症、坏死和纤维化[17-19]. 反
过来, NASH患者亦存在肝脏胰岛素的敏感性降

低, 对葡萄糖和脂质的代谢作用降低、导致血

■应用要点
总结此文章在实
际 应 用 中 的 价
值, 或对应用的指
导、改进作用, 以
及在将来应用中
的前景. 对PGC-1
的深入研究有利
于进一步了解代
谢综合征发生非
酒精性脂肪性肝
炎的分子机制, 为
非酒精性脂肪性
肝炎的治疗提供
一定的理论依据.

图  1  实验组小鼠肝脏的病理改变(HE×200).

表  4  各组肝脏重量及脂质含量

      
分组	                  肝脏重量(g)             TC(mmol/g干重)            TG(mmol/g干重)

对照组                     0.96±0.04           0.0275±0.0114	 0.0631±0.0232

实验组A亚组           0.95±0.07           0.0370±0.0075	 0.1480±0.0724a

实验组B亚组           1.02±0.11           0.0582±0.0251b           0.1566±0.0166b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

 lane   1                         2                           3

图  2  各组小鼠肝脏PGC-1蛋白的表达. lane 1-3: 正常食小

鼠、进高脂高糖食8及16 wk小鼠.
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脂异常、向心性肥胖、血糖升高等代谢综合征

表现. 但代谢综合征时NASH产生的分子机制, 
目前尚不清楚, 可能与多种因素有关[18-20], 其中

PGC-1的作用受到人们的重视. PGC-1是由染色

体4p15.1区域的基因编码的一种核受体家族基

因转录的共同作用因子, 他参与葡萄糖, 脂肪的

代谢, 因而也是能量代谢的因子, 在肝脏表达丰

富[21-22]. 在亚洲印度人, PGC-1的Thr394Thr基因

多型性与2型糖尿病相关[23]; 而在代谢综合征青

少年中, PGC-1的Gly482 Ser基因多型性与高血

压有关[24]. 我们研究中, 高脂高糖食小鼠在血TC, 
FBG增高,  HDL-C降低及肝功能改变的同时, 
PGC-1蛋白表达量, 进高脂高糖食8和16 wk的小

鼠约为正常小鼠的1.78及2.13倍, 此结果与培养

的肝细胞对葡萄糖的反应一致, 提示PGC-1可能

与代谢综合征及脂肪性肝炎的发生、发展有关. 
代谢综合征小鼠肝脏PGC-1蛋白表达的增高的

原因尚不清楚, 可能是对代谢紊乱的代偿, 并参

与脂肪肝的形成. PGC-1表达增加可能与肝脏血

糖及血清TC水平升高有关, 研究表明, PGC-1能
通过HNF4α起始肝脏脂肪酸b氧化的限速酶肉

毒碱棕榈酰基转移酶(L-CPTⅠ)基因的转录而影

响脂代谢. 同时, PGC-1还可通过诱导胆固醇7α
羟化酶基因的表达来调节体内胆固醇的平衡[25]. 
在与脂肪细胞分化的关系中, PGC-1作为PPARg
的辅激活因子可激活决定棕色脂肪细胞主要表

型的基因, 如解偶联蛋白1、核受体因子等的

表达, 提示PGC-1可促进棕色脂肪形成[26]. 另外, 
PGC-1与糖异生关系密切. PGC-1能诱导糖异生

的基因, 磷酸烯醇丙酮酸激酶, G-6-P及1, 6二磷

酸果糖酶的mRNA水平的增高, 从而使糖异生增

强, 血糖增高. 血清中INS水平是否与PGC-1有关

还需进一步研究[27]. 本实验中肝脏的脂质含量的

改变比血清中TC和TG变化大, 可能肝脏的脂质

含量受餐后脂质水平影响更大. 由于条件所限, 
本研究仅测定了空腹血脂, 而未测定餐后血脂, 
尚需进一步研究餐后血脂与肝脏脂质含量的关

系. 另外2型糖尿病致肝脏的TG含量增高的机制

已较清楚, 肝脏中胆固醇含量增高还未受到重

视, 胆固醇性脂肪肝的形成机制还不清楚. 
总之, 高脂高糖食C57BL/6J小鼠可作为代

谢综合征动物模型, 高脂高糖食可致非酒精性

脂肪肝, 肝脏的PGC-1蛋白表达量高于正常食小

鼠, 并可能参与了代谢综合征和脂肪肝的形成. 
本实验仅对进高脂高糖食所致的代谢综合征小

鼠进行研究, 还需要进一步观察血脂正常后和

/或血糖正常后肝脏PGC-1的表达改变, 并明确

其主要影响因素. 
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Abstract
AIM: To explore the expression and purification 
of hepatitis B virus L particles in eukaryotic cells 
and to analyze their physical properties and 
antigenicity. 

METHODS: COS-7 cell lines were transiently 
transfected with recombinant eukaryotic expres-
sion vector pSVsigLM-S-. The products were 
purified from cell culture supernatants after 48 
h culture by a combination of CsCl isopycnic 
ultracentrifugation, density gradient ultracen-
trifugation in sucrose, and enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA). Molecular sizes 
and antigenicity of the purified protein were de-
termined by SDS–PAGE and Western blotting, 
respectively. The physical properties of samples 
were characterized by transmission electron mi-
croscopy (TEM). 

RESULTS: L particles were successfully puri-
fied from transfected COS-7 cell medium by 
ultracentrifugation combined with ELISA. Cscl 
isopycnic ultracentrifugation showed that the 

area where density was 1.21 g/cm3 was rich in 
S-antigenicity. L particles exclusively consisted 
of glycosylated 42 kDa proteins that had S and 
PreS1 antigenicity. TEM showed that HBsAg 
produced by COS-7 cells had physical properties 
very similar to the 22 nm particles derived from 
human plasma and recombinant yeast cells. 

CONCLUSION: L protein can translocate into 
ER lumen and form subviral particles after bud-
ding by fusing a secretion signal sequence to the 
N terminus of the L gene. L particles can be effi-
ciently purified by ultracentrifugation and retain 
their biochemical activity and physical appear-
ance. 

Key Words: Hepatitis B virus; COS-7 cell lines; Re-
combinant plasmid; Large protein; Ultracentrifuga-
tion; Enzyme-linked immunosorbent assay; West-
ern blotting; Transmission electron microscope

Zeng JP, Yi JL, Yang ZF. Expression and purification of 
large hepatitis B virus surface antigen particles produced 
in eukaryotic cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(18):1995-1999

摘要
目的: 真核细胞中表达和纯化乙肝病毒L蛋白
颗粒, 并初步分析其物理特性与抗原性.  

方法: 真核表达质粒pSVsigLM-S-瞬时转染
COS-7细胞, 收集48 h后的培养上清采用CsCl
等密度平衡离心、蔗糖密度梯度超速离心和
酶联免疫吸附试验(ELISA)3者结合的方法纯
化L蛋白, 获得的纯化产物行Western blotting
鉴定和透射电镜(TEM)观察. 

结果: 采用超速离心结合ELISA法可以纯化
L蛋白，C s C l等密度平衡离心显示在密度
约1.21 g/cm3处富含S抗原性. SDS-PAGE证
实产物主要由一种42 kDa的蛋白分子组成, 
Western blotting证实这种蛋白为同时具有S与
PreS1抗原性的L蛋白. 透射电镜显示分泌的L
蛋白自行组装成约23 nm的球形颗粒. 

结论: 融合外源性信号肽能有效的引导L蛋白
的组装和分泌. CsCl和蔗糖超速离心能高效纯

www.wjgnet.com

■背景资料
疫苗是预防HBV
感染的重要手段, 
然而约10%的接
种者对目前的商
业化疫苗出现不
反应或者低反应
的现象. 最近有关
PreS1抗原抗体系
统在阻止乙肝病
毒感染过程中的
作用得到广泛的
关注, 越来越多的
研究者试图采用
各种方法将PreS1
多肽融合到传统
疫苗中以增强疫
苗的免疫原性.
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化L颗粒并保持其完整的抗原性及颗粒形态.

关键词: 乙型肝炎病毒; COS-7细胞系; 重组质粒;

超速离心; 酶联免疫吸附试验; L蛋白; 免疫印迹; 透

射电镜
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0  引言

乙肝病毒表面抗原由3种分别命名为L蛋白(large 
protein)、M蛋白(middle protein)、S蛋白(small 
protein)的跨膜蛋白组成, 其中S蛋白为表面抗原

的主要成分, M蛋白包含整个的S蛋白序列以及

由55个氨基酸组成的PreS2多肽, L蛋白则包含

整个的M蛋白序列以及由约109或168个氨基酸

组成的PreS1区[1]. 来源于血清或酵母细胞的传

统乙肝疫苗主要是由S蛋白或M蛋白组成的颗粒

抗原, 然而约10%的接种者对这种疫苗出现不反

应或者低反应的现象[2-3]. 基于PreS1抗原抗体系

统在阻止乙肝病毒感染过程中的重要作用, 越
来越多的研究者试图采用各种方法将PreS1多肽

融合到传统疫苗中以增强疫苗的免疫原性[4-10]. 
理论上将包含整个PreS1和PreS2区的L蛋白作为

免疫原能最大程度上激发机体对乙肝病毒的清

除能力, 然而与S和M蛋白不同的是, 无论是在哺

乳细胞还是酵母细胞, L蛋白虽然能插入到细胞

的内质网膜但是不能出芽到内质网腔组装成颗 
粒[11]. 最新的研究发现通过基因工程方法将外源

性信号肽融合到PreS1区的氨基端能清除这种出

芽阻滞作用[12]. 本实验的目的在于利用一种融合

了β内酰胺酶信号肽(β-lactamase signal)部分编

码序列的真核表达质粒pSVsigLM-S-, 通过CsCl
和蔗糖密度梯度超速离心技术, 纯化并鉴定L蛋
白颗粒.

1  材料和方法

1.1 材料 真核表达载体pSVsigLM-S-由德国Bruss
教授惠赠(pSVsigLM-S-包含全部的乙肝表面抗

原编码基因序列(a d w2), 编码基因中S和M蛋

白的起始密码子ATG通过点突变为ACG, 以阻

止S和M蛋白的同期表达, PreSk区的氨基端融

合β-内酰胺酶信号肽的5'端32个氨基酸编码序

列[12]). COS-7细胞系由华中科技大学同济医学

院免疫教研室提供; DMEM培养基为Gibco公
司产品、胎牛血清为Hyc lone公司产品; 鼠抗

HBsAg(ad/ay)、鼠抗PreS1(a.a.132-a.a.137)mAb
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购自ViroStat公司; ELISA试剂盒购自上海科华

公司, 其余试剂均为国产或进口分析纯试剂.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养与蛋白表达 COS-7细胞系常规

培养于DMEM培养基, 质粒pSVsigLM-S-采用

DEAE-葡聚糖法瞬时转染, 48 h后收集细胞培养

上清. DEAE-葡聚糖法参照分子克隆实验指南(第
3版). 
1.2.2 蛋白颗粒的超离心纯化  细胞培养上清 
1200 r/min离心10 min以去除细胞碎片, 澄清后

的上清缓慢加入终浓度为100 g/L的PEG6000
粉末, 室温下搅拌30 m i n后4℃过夜. 混合物

10 000 g离心30 min, 沉淀重新融解于10 mL离心

缓冲液(10 mmol/L Tris-HCl, pH 7.5, 150 mmol/L 
NaCl, 1 mmol/L EDTA), 20 000 g离心30 min去
除未溶解的物质, 样本做进一步的连续超离心 
纯化. 

CsCl粉末加入样本溶液至终浓度为250 g/L 
(w/w), 随后转入Ultra-c lear离心管160 000 g、
10℃离心16 h(Beckman SW-41). 从上往下以每

管500 μL收集样品, 共收集20管. ELISA法确定

并收集富含HBsAg的样品, 4℃透析过夜. 
超离心管依次加入浓度为600, 500, 400, 

300, 200, 100 g/L各1.5 mL的蔗糖溶液(离心缓冲

液配制, w/w), 顶端加入初步纯化的样品1 mL, 
120 000 g、4℃离心16 h(Beckman SW-41). 从
上往下以每管500 μL收集样品, 共收集20管. 
ELISA法确定并收集富含HBsAg的样品, 4℃透

析(PBS)过夜后冻干保存. 
1.2.3 纯化产物的SDS-PAGE和蛋白印迹 纯化蛋

白电泳前加等体积2×SDS加样缓冲液, 100℃
水浴10 min, 冰浴冷却后20 µL加样行120 g/L 
SDS-PAGE. 蛋白分离后经考马斯亮蓝染色, 脱
色液脱色后JS-300凝胶图像分析仪分析结果. 行
Western blotting时蛋白分离后, 电转至硝酸纤维素

膜, 一抗(鼠抗PreS1 1∶200、鼠抗S 1∶200)4℃
过夜, 二抗室温反应2 h, 增强化学发光法(ECL)
显影, 暗室压片. 
1.2.4 纯化产物透射电镜 取少量纯化的样品滴

于铜网, 20 g/L磷钨酸复染, 透射电子显微镜(FEI 
Tecnai G2 12型)下观察颗粒形态.

2  结果

2.1 表达产物的纯化 S细胞培养上清中的表面抗

原颗粒能选择性的被PEG沉淀, 这种沉淀方法

被认为能最大程度上回收表面抗原, 最少程度

上减少杂质污染[13]. 随后的样品进行CsCl密度

www.wjgnet.com

■研发前沿
提高疫苗的免疫
原性是目前乙肝
疫苗研制的热点, 
虽然一些研究者
已经成功表达各
类包含多种病毒
蛋白多肽的融合
疫苗, 然而如何提
高新型疫苗的产
量和纯度, 使之能
安全有效的应用
是目前疫苗研究
普遍遇到的难题. 
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梯度离心, 形成典型的梯度片段, ELISA法证实

片段12和13富含HBsAg抗原性, 提示此区段存

在密度约1.21 g/cm3的颗粒(图1). 将12, 13管片

段合并后透析除去CsCl, 样品继续进行蔗糖密

度梯度离心, 分管收集的片段如前行ELISA检测

HBsAg抗原性, 证实13-16片段存在S抗原性, 合
并片段后透析过夜.
2.2 纯化产物的鉴定 纯化产物行SDS-PAGE后
以考马斯亮蓝染色, 证实主要由一种分子量约 
42 kDa的蛋白分子组成(图2A), Western证实这

种蛋白为同时具有PreS1和S抗原性的L蛋白(图
2B-C). 进一步采用Braford法和RIA法分别检测

总蛋白浓度和L蛋白浓度, 表明L蛋白纯度>90%.
2.3 纯化产物的TEM电镜观察 超离心纯化的产

物主要由一种颗粒直径约23 nm的球形中空性

颗粒构成, 其结构类似于天然HBsAg颗粒(图3).

3  讨论

PreS1抗原抗体系统在阻止乙肝病毒感染的过

程中的作用主要基于以下一些发现: (1)乙肝患

者血浆中抗PreS1抗体出现在抗S、抗HBc、抗

HBe抗体之前[14-15]; (2)PreS1抗原aa21-47被证

实是病毒与肝细胞特异性结合的位点[16-17]; (3)
针对P r e S1抗原的抗体能有效清除H B V的感 
染[18-20]. 目前包含有PreS1区段的乙肝病毒疫苗

主要有2种, 一种如疫苗HepageneTM, 只融合部分

的PreS1片段(aa21-47), 因而可能丧失了部分潜

在的PreS1区抗原表位[4,10]. 另一种如来源于中国

仓鼠卵巢细胞的重组S颗粒(Bio-Hep-BTM), 虽然

包含含量很低(<3%)的完整L蛋白, 但是其免疫

潜能高于任何其他主要由S或M颗粒构成的传统

疫苗[5,21-23]. 因此, 纯化一种主要由L蛋白组成的

颗粒抗原无疑是具有前景的第4代疫苗. 
蛋白工程中常常使用外源性的信号肽以引

导目的蛋白的胞外分泌, 德国的Bruss教授通过

在PreS1的氨基端融合β内酰胺酶信号肽以试图

使PreS1区段正确的易位到内质网腔, 结果显示

融合了外源性信号肽的质粒能有效的分泌L蛋
白到细胞培养上清, 而没有融合外源性信号肽

的质粒其合成的L蛋白大量积聚在细胞的分泌

组件附近[12]. 虽然Bruss教授并没有检测上清中

L蛋白的物理特性, 然而进入宿主细胞分泌组件

的L蛋白, 可能与S及M蛋白类似, 具有自行组装

成颗粒性分子的功能. 因此使用这种质粒可能

纯化出主要由L蛋白组成的颗粒. 为了避免破坏

蛋白本身的免疫原性以及颗粒形态, 我们采用

连续的密度梯度超速离心技术来纯化细胞培养

上清中的表面抗原. 转化后的细胞培养上清经

过包括澄清、蛋白沉淀、连续的超速离心等一

系列过程纯化. 
纯化后的样本采用SDS-PAGE和Western 

b l o t t i n g方法鉴定目的蛋白分子量及抗原性, 
SDS-PAGE显示纯化样本主要由一种分子量约

42 kDa的蛋白组成, Western blotting则证实这种

蛋白为同时具有PreS1和S抗原性的L蛋白分子, 
这种L蛋白与天然的糖基化L蛋白分子量相同[1], 
提示经真核细胞表达的L蛋白能被正确的修饰

化. 与此同时, 在理论上S和M蛋白的显色区均未

■创新盘点
基于PreS1多肽的
出芽阻滞作用, 无
论是在哺乳细胞
还是酵母细胞, L
蛋白虽然能插入
到细胞的内质网
膜但是不能出芽
到内质网腔组装
成颗粒. 本研究使
用外源性信号肽
引导L蛋白的胞外
分泌, 通过CsCl和
蔗糖密度梯度超
速离心技术, 纯化
出一种主要由L蛋
白组成的颗粒抗
原.100 kDa
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图  2  SDS-PAGE及Western blotting鉴定纯化蛋白. A: SDS-

PAGE显示纯化蛋白分子量约42 kDa; B: S抗原性; C: PreS1

抗原性.
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图  1  采用超速离心结合ELISA法纯化L蛋白, CsCl等密度平
衡离心显示在密度约1.21 g/cm3处富含S抗原性. 
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图  3  纯化产物的TEM电镜.   
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见明显的条带, 表明样品中不含有S或M蛋白的

表达, 其结果与质粒的S蛋白编码启动子突变相

符合. 基于这种发现我们认为通过在L蛋白编码

基因的氨基端融合外源性信号肽能有效引导L
蛋白的胞外分泌. 电镜观察显示这种L蛋白能自

行组装成约23 nm的颗粒, 在CsCl中的浮力密度

约1.21 g/cm3. 这种物理特性与天然的HBsAg颗
粒以及经酵母来源的S及M颗粒类似[24-25], 因此

进入到正常分泌途径的L蛋白与S及M蛋白一样

可组装成颗粒型抗原. 进一步通过测定总蛋白

浓度与L蛋白浓度, 我们证实纯化的样品中L蛋
白的纯度>90%. 表明密度梯度离心能很好的分

离纯化分泌的L蛋白, 并能保持其本身的免疫原

性和颗粒构型. 
这些结果表明通过在PreS1的氨基端融合

外源性的信号肽能有效的消除PreS1区段对L蛋
白的分泌阻滞作用, 而采用简单的超速离心技

术即能获得高纯度的L蛋白颗粒, 这种颗粒包含

整个的乙肝病毒包膜多肽表位, 理论上能同时

激发抗PreS1和PreS2的抗体, 从而具有更强的免

疫原性和病毒清除能力. 然而目前这种系统仍

然存在较大的缺陷. 例如无法大量制备L颗粒, 
其次培养血清中的异种蛋白可能污染疫苗导致

临床应用时激发非特异性免疫反应. 一种可行

的办法是构建含无血清培养基的稳定表达系

统. 如Deml et al [26]利用来源于果蝇的Drosophila 
Schneider-2稳定转染细胞系, 采用无血清培养基

加CuSO4诱导, 成功提取高纯度的HBsAg颗粒[26]. 
此外甲醇营养型酵母(Pichia pastoris )是一种新

型的外源蛋白表达系统, 不仅具有原核生物生

长快, 操作简便的特点, 而且具备哺乳类细胞翻

译后加工和修饰的功能[27-28]. 利用甲醇营养型酵

母获得高产量乙肝表面抗原颗粒的实验已经获

得成功, 并且证实能被很好的修饰, 能诱发高滴

度的抗体形成[29-32]. 因此未来可以构建能在甲醇

营养型酵母中表达L颗粒的表达系统以获得高

批量、高质量的疫苗.
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Abstract
AIM: To evaluate the effects of the human fragile 
histidine triad gene on cell proliferation and 
apoptosis of the Hep3B human hepatocellular 
carcinoma line.

METHODS: A recombinant pcDNA3.1 (+)/FHIT 
including functional region of human fragile 
histidine triad gene (FHIT) was constructed for 
transfer into human hepatocellular carcinoma 
cells in vitro. mRNA and protein expressions of 
the gene in the transfected cells were detected 
by reverse transcriptase-polymerase chain reac-
tion and Western blot, respectively. MTT [3-(4, 
5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide] assay was used to assess the effects of 
FHIT on proliferation. Cell cycle changes and 
apoptosis were measured by flow cytometry.

RESULTS: Hep3B cells expressed high levels of 

FHIT-mRNA and FHIT protein after infection 
with pcDNA3.1 (+)/FHIT. The growth of Hep3B 
cells treated with pcDNA3.1 (+)/FHIT was sig-
nificantly inhibited. pcDNA3.1 (+)/FHIT-infect-
ed Hep3B cells showed a significant increase in 
G0-G1 phase and FHIT-induced apoptosis com-
pared with controls (72.23 ± 0.84 vs 54.36 ± 0.78 
and  53.17 ± 0.52, P < 0.05, respectively).

CONCLUSION: Transfer of the FHIT gene in-
hibited the growth of human hepatocellular car-
cinoma cells and induced cell apoptosis.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Gene thera-
py; Fragile histidine triad gene

Xu RH, Zheng WP, Meng J, Xia LP, Yi JL. Effects of fragile 
histidine triad gene transduction on growth of Hep3B 
human hepatocellular carcinoma cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(18):2000-2003

摘要
目的: 研究外源性人脆性组氨酸三联体(FHIT)
基因的高表达对人肝癌细胞Hep3B生长的影响. 

方法: 构建一个包含FHIT基因的真核表达载
体pcDNA3.1(+)/FHIT, 体外转染人肝癌细胞
Hep3B, 逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR), 蛋白
印迹(Western blot)分别检测目的基因不同水
平的表达, 通过细胞生长试验、流式细胞仪分
析技术检测细胞转染前后的细胞增殖、细胞
周期和细胞凋亡的变化. 

结果: 转染pcDNA3.1(+)/FHIT后Hep3B细胞
的FHIT-mRNA, FHIT蛋白表达阳性, 转染后
对Hep3B细胞的生长有抑制作用, 早期细胞凋
亡增加, 与对照组比较差异有显著性(72.23±
0.84 vs  54.36±0.78, 53.17±0.52, P <0.05).

结论: FHIT基因通过诱导肿瘤细胞发生凋亡
并导致其发生G1期阻滞, 在肿瘤基因治疗方
面发挥作用.

关键词: 肝癌; 基因治疗; 脆性组氨酸三联体

许荣华, 郑武平, 孟津, 夏立平, 易继林. 外源性导入抑癌基

®

■背景资料
研究表明 ,  FHIT
基因是一重要的
肿瘤候选抑癌基
因. 而许多肝癌细
胞系包括Hep3B
存在FHIT基因的
染色体、mRNA
和蛋白的异常.  
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0  引言

1996年O h t a e t a l [1]采用外显子捕获法(e x o n 
trapping)于染色体3p14.2上克隆出FHIT基因. 随
后许多学者发现在绝大多数肿瘤中存在FHIT基
因的异常, 认为FHIT基因是一重要的肿瘤候选

抑癌基因[2-7]. 且肝癌细胞系Hep3B存在FHIT基
因的染色体、mRNA和蛋白的异常[8]. 由此我们

自行构建一个包含人脆性组氨酸三联体(FHIT)
基因的真核表达载体pcDNA3.1(+)/FHIT, 体外

转染人肝癌细胞Hep3B, 以探讨FHIT基因在肝

癌细胞增殖或凋亡中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 菌株E.c o l i  D H5α和真核表达载体

pcDNA3.1(+)为本室保存. PBluescript SK FHIT
质粒含FHIT基因全长cDNA(由美国Duke大学

Xiaofan Wang教授惠赠). Hep3B细胞株购自上海

中科院细胞库. 逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)
试剂盒购自日本TaKaRa公司, FHIT Ab购自美

国Zymed公司, 细胞周期检测试剂盒购自美国

Becton Dickinson公司.
1.2 方法 
1 . 2 . 1  质粒的构建及鉴定  酶切鉴定正确的

PBlue sc r ip t SK FHIT质粒交由上海生工进

行D N A序列测定 .  在E p管中建立酶切反应 : 
pcDNA3.1(或PBluescript SK FHIT)、Bam HⅠ, 
XbaⅠ,  37℃水浴酶切2 h. 取上述酶切产物电泳,  
将大小为1.0 kb的FHIT基因片段和5.4 kb线性化

的pcDNA3.1用电泳凝胶回收试剂盒回收. 拟构

建pcDNA3.1(+)/FHIT, 在Ep管中建立质粒重组

反应体系: FHIT基因片段; 线性化的pcDNA3.1; 
T4连接酶, 16℃水浴12 h, 转化感受态菌DH5α, 
挑取克隆进行培养和鉴定. 
1.2.2 细胞培养和转染 Hep3B细胞用含100 mL/L
特优级胎牛血清(Gibco公司), 加1.0 mmol/L丙
酮酸钠, 0.1 mmol/L非必须氨基酸, 在37℃, 50 
mL/L CO2饱和湿度下培养. 将生长旺盛的Hep3B
细胞接种于6孔板中, 当细胞密度为70%左右

时, 按Lipofectamine2000(脂质体转染试剂盒)
说明书进行pcDNA3.1(+)/FHIT的转染, 转染后

用G418(500 mg/L)进行筛选, G418(250 mg/L)
维持筛选. FHIT基因、空载体转染Hep3B细胞

分别命名为Hep3B-FHIT和Hep3B-C, 亲本细胞

Hep3B作为未转染对照. 
1 . 2 . 3  R T- P C R  取G 4 1 8筛选后的H e p 3 B -
F H I T细胞 ,  用引物扩增F H I T基因外显子5-
外显子9(P1: 5 '-AT G T C G T T C A G A-3 ' ; P2: 
5'-CTGAAAGTACAC-3')[9], 采用TRIzol法抽提

细胞总RNA, 先行反转录, 后进行PCR反应, 产
物10 g/L琼脂糖凝胶电泳. PCR反应参数: 94℃
预变性5 min; 94℃变性1 min、44℃退火1 min、
72℃延伸45 s, 30个循环后72℃再延伸7 min. 
1.2.4 Western印迹法 取筛选后的Hep3B-FHIT细
胞, 细胞裂解液处理细胞, 离心后取上清, 考马

斯亮蓝法测定蛋白浓度, 120 g/L SDS-聚丙烯酰

胺凝胶电泳, 将蛋白转至硝酸纤维膜上, 封闭液

封闭, 与FHIT抗体结合, 后用辣根过氧化物酶结

合的二抗结合, 增强化学发光法(ECL)显色后照相. 
1.2.5 噻唑蓝(MTT)比色法检测转染前后细胞

增殖能力 1×104细胞(每孔200 mL)接种于96孔
培养板, 每组细胞接种6孔, 设3个平行孔, 加入

MTT(5 g/L)液后继续孵育4 h, 终止培养再加

DMSO. 酶联免疫检测仪上测定各孔光密度值

(波长为570 nm). 每隔24 h同样以上测定, 连续测

定6 d, 观察3组细胞增殖能力变化. 
1.2.6 流式细胞仪分析细胞周期及凋亡 检测前

以胰酶消化细胞, 用磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤2
次, 用预冷的700 mL/L乙醇固定, 4℃过夜. 以
PBS洗脱乙醇, 并用PBS制备单细胞悬液, 碘丙

锭(PI)染色后, 用流式细胞仪(FCM)分析细胞周

期变化及凋亡率.
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件进行t

检验. 数据以mean±SD表示, P <0.05表示有显著 
差异.

2  结果

2.1 质粒的鉴定 质粒PBluescript SK FHIT送上

海生工生物工程公司测序, 与GenBank的FHIT 
mRNA序列相符(登陆号: NM_002012). 质粒

PBluescript SK FHIT经双酶切Bam HⅠ和XbaⅠ
后, 琼脂糖凝胶电泳可见1.0和2.7 kb的两条DNA
条带(图1). 质粒pcDNA3.1(+)/FHIT经内切酶

Bam HⅠ和XbaⅠ后, 琼脂糖凝胶电泳可见1.0和
5.4 kb的两条DNA条带(图1), 说明pcDNA3.1(+)/
FHIT构建成功. 
2.2 质粒转染前后细胞FHIT-mRNA的表达 转染

pcDNA3.1(+)/FHIT后, Hep3B-FHIT细胞FHIT-
mRNA阳性, 为400 bp条带, 而空载体转染细胞

■创新盘点
本文的创新之处
在于将重要的肿
瘤候选抑癌基因
FHIT,  转染于存
在 F H I T 基 因 的
染色体、mRNA
和 蛋 白 异 常 的
Hep3B肝癌细胞. 
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Hep3B-C和亲本细胞Hep3B未见此条带的表达

(图2). 
2.3 质粒转染前后细胞FHIT蛋白的表达 转染

pcDNA3.1(+)/FHIT后, Hep3B-FHIT细胞中有

17 kDa的FHIT蛋白表达, 而空载体转染细胞

Hep3B-C和亲本细胞Hep3B未见FHIT蛋白表达

(图3). 
2.4 噻唑蓝(MTT)比色法检测转染前后细胞增殖

能力的变化 FHIT基因转染细胞Hep3B-FHIT较
空载体转染细胞Hep3B-C和亲本细胞Hep3B的

生长速度明显减慢, 尤其是达到对数生长期后

更加明显, 差异有显著性(P <0.05)(图4). 
2.5 Hep3B细胞转染前后生长周期及凋亡率的变

化 Hep3B-FHIT细胞G2/M期及S期比例明显下

降, G0/G1期比例明显增加, 凋亡细胞率也明显高

于对照组和空质粒转染组(P <0.05, 表1).

3  讨论

目前普遍认为, FHIT是第一个将脆性位点和肿

瘤联系起来的抑癌基因, 并且FHIT基因异常是

肿瘤发生和发展过程中的早期事件[10]. 脆性位点

发生断裂会使包含脆性位点的FHIT基因发生断

裂、变异和失活而导致细胞异常增生. 与许多

其他肿瘤相似, 肝癌中存在FHIT基因的高度变

异或缺失. Yuan et al [8]发现64.3%(9/14)的肝癌细

胞系存在FHIT基因表达下调, 其中4个出现FHIT 
mRNA下调的肝癌细胞系均不表达FHIT蛋白; 
原位杂交发现29.4%(10/34)的肝癌组织中存在

FHIT基因第5外显子的缺失, 61.5%(8/13)的肝癌

细胞系中存在LOH或染色体转位; 免疫染色发

现50%(5/10)的肝癌细胞系中无FHIT蛋白的表

达. Gramantieri et al [10]对28例HCC患者的癌组织

和非癌组织、10例正常肝组织研究发现, 异常

FHIT转录为46.4%(11例发生于肝癌组织、2例
发生于HCC患者的非肝癌组织), 而10例正常肝

组织未发现异常转录. 最近的研究表明, 在多种

因素诱导的大鼠肝癌发生和发展中也发现有明

显的FHIT基因异常[11]. 
FHIT可能主要通过使APnA水解为ATP和

AMP来参与调节体内APnA量的变化. APnA是

信号转导分子, 由于发生FHIT基因变异, 肿瘤

细胞失去或减弱了FHIT将APnA降解为AMP和
ATP的能力, 导致细胞内APnA发生积累. 细胞

内大量的APnA积累能够加强生长信号转导, 阻
断抑制生长途径或凋亡通道而导致癌变. 另外

FHIT蛋白能作用于mRNA帽类似物, 影响重要

基因mRNA的翻译, 脱帽功能的丧失也可能引起

肿瘤[9]. Siprashvil et al [12]将野生型FHIT和通过定

M1     1      2    M2

5.4 kb

1.0 kb

图  1  质粒pcDNA3.1(+)/
FHIT酶切鉴定. M1: Marker 

λ/DNA/Eco RⅠ+Hin d

Ⅲ; M2: Marker DL2000; 

1 :  质粒pcDNA3.1(+)/

FHIT; 2: 酶切后的质粒

pcDNA3.1(+)/FHIT.

M             1              2              3

400 bp
b-actin

图  2  转染前后Hep3B细胞FHIT mRNA表达. M: 1000 bp 

Marker; 1: Hep3B-FHIT细胞; 2: 空载体转染细胞Hep3B-C; 

3: 亲本细胞Hep3B.

17 kDa

b-actin

1                   2                   3

亲本细胞        转染细胞      Hep3B-FHIT
Hep3B            Hep3B-C     细胞

图  3  转染FHIT后Hep3B细胞的Western结果.

图  4  人肝癌细胞的生长曲线. 
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■应用要点
本 研 究 自 行 构
建 一 个 包 含 人
脆 性 组 氨 酸 三
联体(FHIT)基因
的 真 核 表 达 载
体pcDNA3.1(+)/
FHIT,  重点观察
体外转染人肝癌
细胞Hep3B后细
胞生物学性状的
变化, 有利于探讨
FHIT基因在肝癌
细胞增殖或凋亡
中的作用, 为肝癌
的基因治疗提供
一个有效途径.
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位突变技术制成的没有Ap3A水解酶活性的突

变型FHIT转染到缺少FHIT的肿瘤细胞中, 发现

FHIT基因异常并不能使细胞获得生长优势, 而
可能只是使细胞获得克隆扩增的选择优势, 同
时发现他们在抑制成瘤性上差异无显著性. 因
此, 认为FHIT蛋白与其底物结合抑制肿瘤发生

可能比Ap3A水解酶的活性更重要, 有关FHIT蛋
白的功能及作用机制有待进一步研究. 在本实

验中, 我们向人肝癌细胞系Hep3B转染含有全长

FHITcDNA的真核表达载体, 实验性干预肝癌细

胞系Hep3B的基因表达, 以观察转染后肝癌细胞

系Hep3B生物学性状的改变. 结果表明, 转染成

功的Hep3B细胞, 其FHIT基因的mRNA、蛋白表

达阳性. 而空载体转染细胞Hep3B-C和亲本细胞

Hep3B未见FHIT基因的mRNA、蛋白表达. 进一

步检测转染成功的Hep3B细胞的生物学性状的

变化, 我们发现, 成功转染FHIT基因的肝癌细胞

其体外增殖能力下降, G2/M期及S期比例明显下

降, G0/G1期比例明显增加, 凋亡细胞率也明显高

于对照组和空质粒转染组. 初步证实了FHIT基
因有诱导肝癌细胞凋亡的作用. 

通过本实验研究, 我们认为FHIT基因可能

通过使细胞阻滞于G1期, 在其他凋亡诱导因子

的协同作用下, 诱发肿瘤细胞发生凋亡. 本实验

也证明了这一点, 为临床治疗肝癌提供了一种

方法. 
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表  1  FHIT基因对人肝癌细胞Hep3B的细胞周期和凋亡的影响(mean±SD)

      
细胞类	                         G0/G1	                             S	                         G2/M	                细胞凋亡率(%)

Hep3B	                 54.36±0.78	 17.40±1.32	 28.01±1.12	 3.78±0.36

Hep3B-C	                53.17±0.52	 18.23±2.51	 28.55±0.55	 3.52±0.33

Hep3B-FHITa	 72.23±0.84	 12.57±0.42	 15.12±1.31	 9.74±0.43

aP<0.05 vs  Hep3B和Hep3B-C.

■同行评价
本文通过研究外
源性导入抑癌基
因FHIT,  对肝癌
细胞Hep3B生长
的影响, 了解了肝
癌的发生机制, 有
一定参考意义. 文
章总体思路明晰, 
研究目的明确, 方
案 设 计 合 理 ,  结
果、结论较可靠.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年6月28日; 15(18): 2004-2008
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

SV40T抗原胃壁细胞特异性表达载体的构建与鉴定

陈 辉, 侯艺芳, 乐晓平, 金 辉, 马慧洁, 张钦宪

陈辉, 郑州大学基础医学院细胞生物学与医学遗传学教研
室; 河南省分子医学重点实验室 河南省郑州市 450052
乐晓平, 金辉, 马慧洁, 张钦宪, 郑州大学基础医学院组织胚
胎学教研室 河南省郑州市 450052
侯艺芳, 郑州大学第一附属医院妇产科 河南省郑州市 
450052
陈辉, 1990年武汉大学生物系本科毕业, 在读博士研究生, 副教
授, 主要从事遗传病诊断与分子遗传学研究.
河南省重大科技攻关计划资助项目, No. 0623031400
通讯作者: 张钦宪, 450052, 郑州市大学路40号, 郑州大学基础
医学院组织胚胎学教研室. qxz53@zzu.edu.cn
电话: 0371-66658153  传真: 0371-66658153
收稿日期: 2007-01-11   接受日期: 2007-03-23

Construction and identification 
of a specific expression vector 
for SV40 large T antigen in 
gastric parietal cell 

Hui Chen, Yi-Fang Hou, Xiao-Ping Le, Hui Jin, 
Hui-Jie Ma, Qin-Xian Zhang

Hui Chen, Department of Cell Biology and Medical Ge-
netics, College of Basic Medicine Sciences of Zhengzhou 
University; He’nan Provincial Key Laboratory of Molecular 
Medicine, Zhengzhou 450052, He’nan Province, China
Xiao-Ping Le, Hui Jin, Hui-Jie Ma, Qin-Xian Zhang, 
Department of Histology and Embryology, College of Ba-
sic Medical Sciences, Zhengzhou University, Zhengzhou 
450052, He’nan Province, China
Yi-Fang Hou, Department of Obstetrics and Gynecology, 
First Affiliated Hospital of Zhengzhou University, Zheng-
zhou 450052, He’nan Province, China
Supported by: He’nan Provincial Key Technologies R & 
D Program, No. 0623031400
Correspondence to: Dr. Qin-Xian Zhang, Department of 
Histology and Embryology, College of Basic Medical Sci-
ences of Zhengzhou University, Zhengzhou 450052, He’nan 
Province, China. qxz53@zzu.edu.cn
Received: 2007-01-11    Accepted: 2007-03-23 

Abstract
AIM: To construct and identify a eukaryotic 
specific expression vector of SV40 large T 
antigen in gastric parietal cell.

METHODS: Genome DNA was extracted from 
liver cells of Kunming mice by a phenol-chloro-
form method. The H+/K+ ATPase β subunit pro-
moter gene was amplified by polymerase chain 
reaction (PCR) and the product was named as 
HK. This was then ligated with the pMT18-T 
vector after purification. A cloning vector of 

pcDNA3.1 (-)/HK was constructed by ligating 
the H+/K+ATPase β subunit promoter and the 
eukaryotic vector pcDNA3.1 (-). SV40 large T 
genes were digested by restricted enzymes from 
PLITAg recombinant and then inserted into the 
prokaryotic expression vector pcDNA3.1 (-)/
HK. Thus, an expression vector specific for pcD-
NA3.1 (-)/HKSV was constructed and identified 
in gastric parietal cell.

RESULTS: Three DNA bands were seen when 
pcDNA3.1(-)/HKSV was digested by XbaⅠand 
BamHⅠ, which were the 1 kb H+/K+ ATPase β 
subunit promoter gene, the 2.7 kb SV40T gene 
and the 5.4 kb pcDNA3.1(-) vector. Two DNA 
bands, 3.7 kb and 5.4 kb were seen when pcD-
NA3.1(-)/HKSV was digested by XbaⅠ and Kpn
Ⅰ. Another two DNA bands, 2.7 kb and 6.4 kb,  
were seen when pcDNA3.1(-)/HKSV was di-
gested by BamHⅠ. One DNA band, 9.1 kb, was 
seen when pcDNA3.1(-)/HKSV was digested 
by EcoRⅠ. All electrophoresis results were con-
sistent with the design. The sequencing results 
showed that H+/K+ ATPase β subunit promoter 
and SV40 large T gene had been successfully 
cloned into pcDNA3.1(-) eukaryotic vector.

CONCLUSION: The recombinant plasmid pcD-
NA3.1 (-)/HKSV which is specially expressed in 
gastric parietal cell, is a stable and valuable mo-
lecular tool for establishing transgenic mice and 
animal models of gastric carcinoma.

Key Words: SV40 virus; T antigen; Eukaryotic ex-
pression; Vector construction
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摘要
目的: 构建在胃壁细胞中特异性表达SV40T抗
原的真核表达载体并进行鉴定. 

方法: 采用酚-氯仿法从昆明小鼠肝细胞中提
取基因组DNA, 聚合酶链式反应(PCR)扩增

®

■背景资料
转 基 因 肿 瘤 动
物 模 型 可 为 肿
瘤 发 生 机 制 的
研 究 提 供 十 分
有 用 的 实 验 动
物 ,  近 年 来 其 研
究越来越受到关
注. SV40(simian 
virus 40)属乳多
空病毒科多型瘤
病毒属中的一种
小DNA肿瘤病毒,
具有转化动物细
胞和诱发肿瘤的
特性. SV40T转基
因小鼠模型的发
瘤 效 率 很 高 ,  利
用SV40T基因已
建立了小鼠乳腺
癌、脑脉络丛乳
头状瘤、胰腺癌
等转基因动物模
型. 建立在特定细
胞中表达SV40T
的转基因小鼠将
可能诱发特定肿
瘤的产生, 提供相
应的肿瘤动物模
型. 
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H+/K+ATPase β亚基启动子, 产物命名为HK. 
将P C R产物纯化回收后与p M T18-T载体相
连, 并将其克隆至真核表达载体pcDNA3.1(-), 
构建pcDNA3.1(-)/HK; 从含SV40T基因片段
的质粒pLITAg中酶切回收SV40T基因, 与
pcDNA3.1(-)/HK相连, 构建胃壁细胞特异性
表达载体pcDNA3.1(-)/HKSV, 并测序鉴定. 

结果: pcDNA3.1(-)/HKSV用XbaⅠ、Bam HⅠ
双酶切可得到1 kb H+/K+ATPase β亚基启动
子, 2.7 kb SV40T基因与5.4 kb pcDNA3.1(-)载
体3条DNA条带. 用Xba Ⅰ、Kpn Ⅰ双酶切电
泳, 可见到约3.7与5.4 kb的两条DNA条带; 用
Bam HⅠ单酶切电泳, 可见到2.7与6.4 kb的2条
DNA条带; 用Eco R Ⅰ单酶切, 只见到约9.1 kb
的1条DNA条带, 酶切电泳结果均与设计一致. 
测序结果显示, H+/K+ATPase β亚基启动子与
SV40T基因成功构建于pcDNA3.1(-)真核表达
载体中.

结论: 构建在胃壁细胞中特异性表达SV40T
基因的真核表达载体, 为进一步转基因小鼠及
胃癌动物模型的建立提供了稳定、可靠的分
子工具.

关键词: SV40病毒; T 抗原; 真核表达; 载体构建
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0  引言

SV40(simian virus 40)是1960年代初发现分离的

猿猴肾细胞病毒, 属乳多空病毒科多型瘤病毒

属中的一种小DNA肿瘤病毒, 具有转化动物细

胞和诱发肿瘤的特性. SV40病毒的细胞转化特

性主要是与早期蛋白T抗原有关, 国外诸多研究

证实了SV40T转基因小鼠模型的发瘤率很高, 可
用于肿瘤发病机制的研究与转基因动物模型的

建立, 如利用SV40T基因已建立了小鼠乳腺癌、

脑脉络丛乳头状瘤、胰腺癌等转基因动物模型. 
胃壁细胞是胃底腺的主要细胞类型之一, 能合

成和分泌盐酸, 从而刺激胃肠道内分泌细胞和

胰液的分泌. H+/K+ATP酶基因在胃壁细胞中特

异性表达, 和胃酸的合成与分泌有着直接的关

系. Gordon建立了在胃壁细胞中特异性表达人

生长因子(hGH)、内在因子(INF)的转基因动物

模型, 研究了胃黏膜上皮细胞的发生、演化过

程, 构建的HKATP/SV40T胃癌转基因小鼠动物

模型, 为胃癌的诊断、治疗提供了十分有用的

实验材料. 但此方面的研究在国内未见报道, 我
们拟构建在胃壁细胞中特异性表达SV40T基因

的真核表达载体, 为转基因小鼠及胃癌动物模

型的建立提供稳定、可靠的分子工具.

1  材料和方法

1.1 材料 昆明小鼠由河南省实验动物中心提供, 
PLITAg由美国Jeffrey I. Gordon 惠赠, 克隆载体

pcDNA3.1(-)由中南大学生殖与干细胞工程研究

所刘永波博士惠赠, 载体pMD18-T由郑州大学

公共卫生学院宋春花博士惠赠. 大肠杆菌DH5α
为本室保存. T4 DNA连接酶、DL15000 DNA 
Marker、限制性内切酶Bam HⅠ、Eco R Ⅰ、

KpnⅠ和XbaⅠ为TaKaRa公司产品; 蛋白酶K、

RNA酶A购自Sigma公司; 胰蛋白胨、酵母提取

物购自Oxoid公司; 凝胶回收试剂盒购自TaKaRa
公司.
1.2 方法 采用酚-氯仿法从昆明小鼠肝细胞中提

取基因组DNA, 紫外分光光度计测定DNA的浓

度和纯度, 置-20℃保存备用. 
1.2.1 PCR扩增 以小鼠基因组DNA为模板, 设计

引物扩增H+/K+ATPase b亚基启动子片段, P1: 
5'-TCTAGAGCTCTTTCCTCTGGGTC-3'(含Xba
Ⅰ位点), P2: 5'-CTCGGATTCGTCCTCTCCTG
CTT-3'(含Bam HⅠ位点). 反应条件为: 94℃预变

性3 min; 94℃ 45 s, 60℃ 45 s, 72℃ 60 s, 共35个
循环, 最后72℃延伸10 min, PCR产物命名为HK. 
将PCR产物纯化回收后与pMT18-T载体相连, 转
化感受态E.coli  DH5α细胞, 从转化平板上随机

挑取8个单菌落, 37℃摇菌过夜培养, 取菌液提

取质粒DNA, XbaⅠ、Bam HⅠ双酶切鉴定出阳

性克隆, 命名为pMT/HK, 送北京三博远志生物

工程公司测序. 
1.2.2 构建pcDNA3.1/HK质粒 将pMT/HK用Xba
Ⅰ、Bam HⅠ双酶切, 琼脂糖凝胶电泳, 切胶回

收约1060 bp的DNA片段, 将回收产物与用Xba
Ⅰ、Bam HⅠ双酶切的pcDNA3.1(-)质粒连接, 
目的片段与载体分子摩尔比为3∶1, 45℃水浴

5 min, 16℃连接16 h后, 按常规方法转化感受态

DH5α细胞, 从转化平板上任意挑单菌落, 提取

质粒DNA, 限制性内切酶消化鉴定出阳性重组

克隆, 记作pcDNA3.1/HK. 
1.2.3 构建pcDNA3.1/HKSV质粒 将PLITAg(含
SV40T基因片段)质粒用Bam HⅠ酶切, 琼脂糖

■创新盘点
H+/K+ATP酶基因
在胃壁细胞中特
异性表达, 我们构
建在H+/K+ATPase 
β基因启动子调控
下的SV40T特异
性表达载体将为
转基因小鼠及胃
癌动物模型的建
立提供稳定、可
靠的分子工具.
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凝胶电泳, 切胶回收约2700 bp的DNA片段, 将
回收产物与用Bam HⅠ酶切的pcDNA3.1/HK连

接, 目的片段与载体分子摩尔比为3∶1, 反应体

积为10 mL, 连接反应体系16℃连接过夜, 取2 mL
连接产物转化至E.coli  DH5α细胞中, 从转化平

板上挑取单菌落, 37℃摇菌过夜培养, 取菌液提

取质粒DNA, 酶切鉴定重组体, 并送北京三博

远志生物工程公司测序鉴定SV40T基因插入的

方向及DNA序列, 插入方向正确的重组体记为

pcDNA3.1/HKSV.

2  结果

2.1 pMT/HK质粒构建与鉴定 H+/K+ATPase β亚
基启动子扩增产物用10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 结
果可见约1060 bp的DNA条带(图1), pMT/HK质

粒用XbaⅠ、Bam HⅠ双酶切电泳, 可见到1与2.6 
kb的两条DNA条带, 与预期结果一致(图2). 
2.2 pcDNA3.1/HKSV质粒构建与鉴定 pcD-
NA3.1/HKSV用XbaⅠ、Bam HⅠ双酶切电泳, 
可见到约1, 2.7与5.4 kb的3条DNA条带; 用Xba
Ⅰ、KpnⅠ双酶切电泳, 可见到约3.7与5.4 kb的

两条DNA条带; 用Bam HⅠ单酶切电泳, 可见到

2.7与6.4 kb的2条DNA条带; 用Eco RⅠ单酶切, 
只见到约9.1 kb的1条DNA条带, 酶切电泳结果

均与设计一致(图3). 
2.3 DNA测序结果 pMT/HK测序显示, PCR扩

增的H+/K+AT P a s e β亚基启动子长度为1057 
bp(-1057～-1), 测序结果与Canfield et al [1]发

表序列经NCBI网站的Blas t 2 sequences 对
比分析 ,  发现在文献起始密码子上游764与
765 bp之间有AC碱基的插入; -501与-634 bp
之间存在碱基重复序列 ,  并且不同小鼠扩增

产物测序以及与文献序列之间比对发现存

在1 - 2个重复序列的不同 ,  推测此段序列可

能为多态性位点, H+/K+ATPase β亚基启动子

测序结果如下: TCTAGAGCTCTTTCCTCT-
GGGTCTGTTTGGTGGAACACACAGTTCT-
GTGTTCTCACACAGTAGAGAAACAGCCT-
CAGCCCTCCTCCCACAGACACACGAT-
CAGGTCATGCTGACAATCCATGTATGGTC-
CAGACCCTACTCATGCTTCCAGAACCT-
CAGAGGTGGAGTTAGGGAAATGGAGCTT-
TAAAAAGCTCAGTAATAACTCAGCATTTT-
GTTCACACATGGAGCGCCTCCATGCT-
C A C T G A G A G A C A AT G G C T G T G A C T C-
TA A G ATA C C T T C AT G C T C T T G G T T G C-
CAGACCCCAGGCTTGGGTTTGCATACA-
C A A G C TA G C T C TA A C C A C C C A G G TA-
ATTTCAGGTGCCCAGACCTCTGACTC-
CAGGCCTACAGGCAATTTCCAGGCCCT-
GAATACCTAGATCCAGGTTTGTCTAA-
CATGCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTA-
AATATATATATATATATATATATATGTGTGT-
GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT-

图  1  PCR电泳结果. 1: PCR产物; 2: PCR产物纯化; M: DL 

15 000 DNA Marker.

1              2              M

10 000 bp
5000 bp

2500 bp

1000 bp

500 bp

图  2  pMT/HK酶切鉴定. 1: T载体; 2: PCR产物; 3-4: pMT/

HK质粒酶切后产物; M: DL15 000 DNA Marker.

1        2         3        4        M

10 000 bp

5000 bp

2500 bp

1000 bp

500 bp

图  3  pcDNA3.1/HKSV酶切鉴定. 1: Xba Ⅰ、Bam HⅠ双酶

切; 2: XbaⅠ、KpnⅠ双酶切; 3: BamHⅠ单酶切; 4: EcoRⅠ

单酶切; M: DL15 000 DNA Marker.

M         1         2          3          4

10 000 bp
5000 bp

2500 bp

1000 bp

500 bp

■名词解释
转基因动物(trans-
genic animals): 是
指用实验方法导
入外源基因在其
染色体基因组内
稳定地整合并可
以表达和传与后
代的一类动物.
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GTGTGTATATATATATATATATATATATATA-
TATATATATATATATATACACATGGGTATG-
CATATCTCCACAGGAGAATACTGAGGA-
CAGGGCTGTGGGGCCACTCCAGGTAGTT-
G TA G G C A C A C T T TA A G C A C C T T C T C-
CACCATCTTGAGGAGGAGGGGAGTCTC-
C A G G A A G C A G T T C G A G G T C C C A G G
GACCTGAGTGGTGAGGTGGCAGGTCTCAG-
GCCTAGGGCATTTGACCTAGAAGCTGC-
CAGTATGTGTTTTCCCTCCTGAAGGGCAG-
GTGAGGCACAACCCAGAGGCTGTTCA-
CATCAGACATGCTTCCCTTCAGCTAA-
C AT C A G G G TA G AT G A A G T T G C C A G C-
C A A G G G C A C C C C A A G G A C C A A C T-
GACTTCTGGGACAGCGGAGGGCAGATAG-
CAAGCAAGCTCCAACCCTCCCTTGTGTTT-
GTAGAGGCGATAGTAGAGAACTGATAGCC-
GGTTCTGATGCCTTTGGCCTCACACAGAG-
GAGACTATAAGCCCTAGAGGACGCTTCCT-
GGGCCCAGTCCAGGCAAGCAGGAGAGGAC
注: 下划线为引物序列, 黑色区示AC碱基插入

部位, 灰色区示重复碱基序列. pcDNA3.1/HKSV
质粒中S V40T基因测序结果与N C B I公布的

NC_001669序列完全一致.

3  讨论

SV40病毒属乳多空病毒科(papovaviridae)多瘤

病毒属(polyomavirus), 其基因组包括5224 bp, 为
双股环状DNA, 在病毒DNA复制前编码2种转

化蛋白, 即大T抗原(Tag)和小T抗原(tag). 野生

型SV40T基因全长2473 bp, 2个外显子连接编码

序列长为2127 bp. Tag是一种磷酸化蛋白, 具有

ATP酶和DNA解旋酶活性, 能使蛋白质丝氨酸、

苏氨酸残基磷酸化、ADP核糖基化和乙酰基化, 
另外还有活化宿主细胞核糖体基因、诱导DNA
合成、修饰蛋白质合成起始因子等作用, 在细

胞转化中起决定性作用, 为细胞转化所必需[2-9]. 
tag是非磷酸化蛋白, 对细胞转化并非必需, 但可

起加强转化作用[10]. SV40T基因除用于细胞转化

之外, 还发现与细胞增殖及多种肿瘤的产生相

关, 并被广泛应用于转基因动物肿瘤模型的建

立研究[11-20]. 如Kim et al [21]构建的共表达SV40T/
抗利尿激素2转基因小鼠产生了脑瘤与淋巴瘤; 
Sun et al [22]将SV40T基因导入小鼠受精卵建立了

前列腺癌的转基因鼠系; Nabarra et al [23]建立的

在L丙酮酸激酶启动子调控下的SV40T转基因

小鼠首先发生胸腺增生, 进而出现恶性胸腺瘤; 
Thompson et al [24]建立的CEA promotor/SV40T转
基因小鼠后代在幽门处100%产生肿瘤, 37 d在
小鼠胃黏膜层可观察到细胞萎缩, 50 d肿瘤可至

黏膜下层, 100-130 d小鼠皆因幽门阻塞而死亡, 
但由于CEA promotor/SV40T转基因小鼠基因表

达的随机性, 在5000多只子鼠中仅发现一只胃

癌转基因小鼠, 因此建立在胃组织特异细胞中

表达的SV40T基因真核表达载体, 将为转基因小

鼠及胃癌动物模型的建立提供稳定、可靠的分

子工具.  
胃癌是消化道恶性肿瘤中最多见的癌种, 

死亡率居恶性肿瘤之首位, 建立胃癌肿瘤动物

模型可为胃癌的早期诊断、治疗和发病机制的

研究提供非常有用的实验动物模型[25-28]. Gordon 
et al研究了H+/K+ATPase β亚基在胃组织中的

作用, 并建立了在胃壁细胞中特异性表达hGH, 
INF, SV40T的转基因动物模型[29-30], 证实了在

H+/K+ATPase β亚基启动子作用下, hGH, INF, 
SV40T仅在小鼠胃壁细胞中表达, 在小肠、肝、

幽门、贲门、大肠等处均不表达, 为胃组织特

异性表达载体的构建提供了直接的理论依据. 
我们成功构建了在小鼠胃壁细胞中特异性表达

SV40T基因的真核表达载体, 为进一步转基因肿

瘤动物的建立与研究奠定了基础. 
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Abstract
AIM: To establish a cisplatin-induced human 
gastric cancer drug-resistant cell line and study 
changes in its resistance.

METHODS: A resistant gastric cancer cell line 
(SGC7901/DDP) was established by gradually 
increasing the dose of cisplatin with intermit-
tent, monthly administration. Drug sensitivity 
was detected by MTT assay. Changes in biologi-
cal characteristics were determined using light 
microscopy, electron microscopy, cell counting 
by MTT assay, and flow cytometry.

RESULTS: The SGC7901/DDP cell line was 
developed after 4 mo, with stable resistance to 
cisplatin. The resistance index for each month 
was 2.13, 5.32, 12.60 and 12.93, respectively. 

SGC7901/DDP cells exhibited cross-resistance 
to many other chemotherapeutic agents (e.g., 
5-fuorouracil and mitomycin C). The morphol-
ogy of SGC7901/DDP cells gradually changed; 
doubling time was gradually prolonged, and the 
cell numbers in S- and G2/M-phases gradually 
decreased, while that in G0/G1 phase gradually 
increased, compared with parent cells.

CONCLUSION: The SGC7901/DDP cell line 
showed a typical and stable resistant phenotype, 
multiplication of the SGC7901/DDP cell line 
gradually decreased, and MTT assay and elec-
tron microscopy determined the resistance of the 
SGC7901/DDP cell line.

Key Words: Gastric cancer; SGC7901/DDP cell line; 
Cisplatin; Drug resistance
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摘要
目的: 建立人胃癌顺铂耐药细胞系. 

方法: 采用逐步递增顺铂浓度, 间歇作用体外
诱导法建立人胃癌顺铂耐药细胞系SGC7901/
DDP, 每月作相关检测; MTT法测定药物敏感
性; 光镜、电镜、MTT法计数活细胞、流式
细胞仪等方法观察其生物学特征的改变. 

结果: 历时4 mo建成人胃癌顺铂耐药细胞系
SGC7901/DDP, 1, 2, 3, 4 mo的耐药指数分别
为2.13, 5.32, 12.60, 12.93, 并且与5-氟尿嘧
啶、丝裂霉素等多种抗癌药有不同程度的交
叉耐药性; SGC7901/DDP的细胞形态逐渐发
生改变; 体外群体倍增时间较亲代细胞逐渐
延长; 细胞周期分析发现其S期与G2/M期细胞
逐渐减少, G0/G1期细胞逐渐增多.

结论: SGC7901/DDP细胞具有耐药表型特征, 
耐药性能稳定, 增殖能力逐渐下降.

关键词: 胃癌; SGC7901/DDP; 顺铂; 药物耐受性
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■背景资料
肿瘤细胞的耐药
机制十分复杂, 肿
瘤多药耐药现象
是肿瘤化疗研究
的热点. 在体外建
立多药耐药细胞
系是研究肿瘤产
生多药耐药性的
重要手段. 
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0  引言

顺铂(cisplatin, DDP)抗瘤谱广, 对睾丸肿瘤、卵

巢癌、肺癌、鼻咽癌、淋巴瘤、膀胱癌等有效, 
是周期非特异性药物, 目前临床大量使用. 但是

由于耐药性的产生使其不能发挥应有的治疗作

用, 导致化疗的失败. 肿瘤细胞发生耐药的机制

是十分复杂的, 在体外建立多药耐药细胞系是

研究肿瘤产生多药耐药性(multidrug resistance,  
MDR)[1-2]的重要手段. 鉴于目前国内外尚缺乏人

胃癌SGC7901耐DDP的细胞模型. 我们采用逐步

递增DDP的浓度、间歇作用体外诱导法, 建立

了人胃癌SGC7901顺铂耐药细胞系, 研究耐药过

程中的变化, 为深入研究人胃癌SGC7901顺铂耐

药的机制和筛选耐药逆转剂提供理想的模型.

1  材料和方法

1.1 材料 DDP山东齐鲁制药厂生产; 5-氟尿嘧

啶(5-F U)上海旭东海普药业有限公司 ;  长春

新碱(VCR)上海华联药业有限公司生产; 丝裂

霉素(MMC)日本Kyowa Hakko公司生产; 阿
霉素(ADM)澳大利亚F. H. Faulding公司生产; 
RPMI1640由Gibco/BRL公司提供; MTT试剂盒

购自上海华舜生物工程有限公司. SGC7901为
人胃癌细胞系, 亚盛集团博士后科研(北京)工
作站提供. 细胞培养在经过0.22 µm滤膜过滤的

RPMI1640培养液中(含100 mL/L热灭活胎牛血

清, 2 g/L NaHCO3, 青霉素100 U/mL和链霉素

100 mg/L), 在37℃, 50 mL/L的CO2, 饱和湿度下

培养, 用PBS配制的1.5 g/L的胰蛋白酶(含有0.2 
g/L的EDTA)消化细胞传代.
1.2 方法 采用逐步递增DDP浓度间歇作用的方

法诱导细胞耐药. 取对数生长期的细胞SGC7901
细胞接种于含有RPMI1640培养液中, 从低浓度

0.06 mg/L作用48 h后弃去含药的培养液, 加入新

鲜的培养液, 继续培养, 待其恢复正常生长, 消
化传代后继续用0.06 mg/L的药物浓度处理48 h, 
如此反复换液、传代逐步提高DDP浓度间歇诱

导细胞, 最终获得一株能耐受0.6 mg/L的细胞

系, 命名为SGC7901/DDP, 并且将其培养在含有

DDP 0.1 mg/L的完全培养液中. 
1.2.1 细胞生长曲线 将5×107个/L细胞接种于8
块96孔培养板中, 每孔200 µL, 一种细胞设3个复
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孔, 37℃, 50 mL/L的CO2孵箱内培养. 每天取1块
培养板, 弃培养液, 加入无血清培养液180 µL, 每
孔加入5 g/L MTT 20 µL, 继续培养4 h, 终止培养, 
弃培养液, 加入二甲基亚砜150 µL, 振荡5 min, 
用自动酶标仪(Bio-Bad E2550型, USA)测定570 
nm光密度. 以空白对照孔调零, 时间为横坐标, 
光密度为纵坐标, 绘制细胞生长曲线, 求出群体

倍增时间, 分析生长曲线.
1.2.2 MTT法测定抗癌药物的细胞毒性 在96孔
培养板内每孔加入5×107个/L单细胞悬液200 
µL, 并且加入倍比稀释成5种浓度的各种抗癌

药物各20 µL, 每一种浓度重复3个孔, 对照组加

入等体积的PBS, 并且设立空白对照组, 放置于

37℃, 50 mL/L CO2孵箱中培养68 h后吸去上清

液, 每孔中加入无血清的培养液180 µL及5 g/L 
MTT 20 µL, 继续培养 4 h后小心吸去上清液, 每
孔加入二甲基亚砜150 µL, 置于微量振荡器上

振荡5 min, 自动酶标仪(Bio-Bad E2550型, USA)
测量各孔的吸光度A值, 检测波长为570 nm[3]. 按
抑制率 = (1-A 用药组/A 细胞对照组)×100%计算每一

种浓度的抑制率, 并根据中效方程式[4]计算出各

种抗癌药物的半数抑制浓度(IC50)及其耐药指数

(resistance index, RI), RI = IC50(耐药细胞)/IC50 

(亲本细胞). 
1.2.3 细胞形态和周期 将5×107个/L单细胞悬液

接种于内铺小玻片的24孔培养板内, 置于37℃,  
50 mL/L CO2孵箱内培养72 h后用PBS洗涤2次, 
瑞氏染液染色10 min, 在用PBS洗涤2次, 室温干

燥, 中性树胶封片, 光镜下观察. 用含有胰蛋白

酶和EDTA的消化液处理细胞, 收集1×107个细

胞, 用25 g/L的戊二醛固定, 继续用20 g/L的四氧

化锇固定, 脱水、包埋、切片和染色按常规处

理, 透射电镜(HITACHI-600型, 日本)观察. 再收

集1×109个/L细胞, PBS洗涤2次, 700 mL/L冷乙

醇固定过夜, PBS洗涤2次, PI染液冰浴30 min, 在
流式细胞仪上(FACS  Calibur  BD, USA)分析细

胞周期分布.
统计学处理 实验数据用SAS统计软件处理, 

采用c2检验进行分析.

2  结果

2.1 MTT法检测结果 SGC7901/DDP细胞对DDP
的1, 2, 3, 4 mo耐药指数分别是2.1, 5.3, 12.6,  
12.9, 并且对另外4种临床常用的抗癌药物也有

不同程度的耐药(表1). 
2.2 细胞形态学观察 光镜下SGC7901细胞与

www.wjgnet.com

■名词解释
1 多药耐药性: 指
肿瘤细胞对某种
抗肿瘤药物出现
耐药性的同时, 对
其他多种结构不
同、作用靶位点
不同的抗肿瘤药
物也有耐药性. 
2 P-糖蛋白: 是一
种能量依赖性转
移泵, 这种跨膜糖
蛋白由mdr1基因
编码, 翻译为1280
个氨基酸残基, 氨
基端与羧基端两
段氨基酸序列对
称, 同源性达78%, 
每 一 部 分 各 有 6
个α-螺旋横跨细
胞膜和一个胞内 
ATP结合点, 分子
量为170 kDa.
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SGC7901/DDP细胞均呈单层排列, 细胞大小不

一, 为多角形; SGC7901细胞边界清楚, 核大, 圆
形或椭圆形; SGC7901/DDP细胞随着药物剂量

的逐渐加大, 时间逐渐延长, 与加药4 mo出现边

界不清, 体积略增大, 核不规则, 出现巨细胞(图
1). 透射电镜下, 顺铂加入药物1 mo后SGC7901
与SGC7901/DDP细胞微绒毛依然丰富, 顺铂加

入药物2 mo后SGC7901与SGC7901/DDP线粒

体数目没有差别, 顺铂加入3 mo后SGC7901与
SGC7901/DDP糖原减少, 顺铂加入药物4 mo后
SGC7901与SGC7901/DDP线粒体数目减少, 可
见到假性包涵体. 
2.3 细胞生长曲线和群体倍增时间 SGC7901细胞

与SGC7901/DDP细胞的增殖速度不同, 两者的群

体倍增时间1 mo为57.36和53.76 h; 2 mo为44.88
和56.16 h; 3 mo为47.04和68.88 h; 4 mo为54.48和
77.52 h; 耐药细胞较亲代细胞在相同的时间条件

下分别延长了3.36, 11.28, 21.84和23.04 h, 可以发

现细胞的群体倍增时间是逐渐延长的(图2).
2.4 细胞周期分布 SGC7901细胞经过DDP诱导

后细胞对数生长期的增殖速度减慢, FCM显示

SGC7901/DDP细胞周期发现G0/G1期细胞增多, 
S期, G2/M期减少(表2).

3  讨论

肿瘤细胞产生耐药的机制是很多的. 在体外建

图  1  SGC7901与SGC7901/DDP细胞形态变化(Wright×400). A: 对照组; B: 1 mo; C: 2 mo; D: 3 mo; E-F: 4 mo.

表  1  SGC7901与SGC7901/DDP细胞的耐药性

      t                                             细胞                    DDP	  5-FU 	  MMC	  VCR	  ADM

0 mo IC50(g/L)	 SGC7901	                0.244	 0.432	 0.149	 0.196	 0.102

	                 SGC7901/DDP	 0.279	 0.421	 0.157	 0.210	 0.096

         RI		                                  1.1	 1.0	 1.0	 1.0	 0.9

1 mo IC50(g/L)	 SGC7901	                0.265	 0.551	 0.163	 0.091	 0.213

	                 SGC7901/DDP	 0.564	 0.954	 0.213	 0.098	 0.256

         RI		                                  2.1	 1.7	 1.3	 1.1	 1.2

2 mo IC50(gL)	 SGC7901	                0.255	 0.562	 0.143	 0.101	 0.250

	                 SGC7901/DDP	 1.356	 1.151	 0.421	 0.133	 0.621

         RI		                                   5.3	 2.0	 2.9	 1.3	 2.5

3 mo IC50(g/L)	 SGC7901	                0.199	 0.466	 0.244	 0.221	 0.332

	                 SGC7901/DDP	 2.521	 1.596	 0.658	 0.253	 0.724

         RI		                                 12.6	 3.4	 2.7	 1.1	 2.2

4 mo IC50(g/L)	 SGC7901	                0.231	 0.324	 0.196	 0.354	 0.168

	                 SGC7901/DDP	 2.986	 1.624	 0.965	 0.413	 0.814

         RI		                                 12.9	 5.0	 4.9	 1.2	 4.8

A B C

D E F

■同行评价
本实验研究发现
化疗药物 ( 顺铂 )
的耐药特征, 对于
指导临床用药、

发现耐药菌株有
一定的临床意义.
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立理想的细胞系仍是研究肿瘤耐药产生的生物

学和细胞生物学变化的前提和基础. 目前国内

外建立肿瘤MDR细胞系的方法通常是药物浓

度递增持续法[5](stepwise continuous selection)
和大剂量间歇诱导法[2](high dose intermittent 
selection). 研究表明, MDR产生是与癌细胞表

面过剩表达一种P糖蛋白(P-glycoprotein, P-gp)
有关[8], P-gp, M r 1.7×105[6]. 他具有将抗癌药泵

出细胞, 使细胞内药物浓度降低的功能. 最近发

现多药耐药基因相关蛋白(multidrug resistance-
associated protein, MRP)[7]与非P-gp介导的MDR 
有关[8]. 引起耐药机制可能是P-gp和MRP的作

用底物不同所造成. DDP的转运主要由MRP完 
成[9]. 尽管MRP基因的过度表达在胃癌的多药耐

药机制中起非常重要的作用, 但不能解释全部

多药耐药现象. 我们采用逐步递增顺铂浓度, 间
歇作用体外诱导法, 历时4 mo建成人胃癌顺铂耐

药细胞系SGC7901/DDP. 光镜下观察SGC7901/
DDP细胞与其亲本SGC7901细胞存在差异, 体积

略增大, 并且伴有巨细胞的形成, 巨细胞的出现

表明细胞受到损伤和细胞分裂减少. 在肿瘤的

超微结构中, 可以见到细胞核大畸形, 假性包涵

体, 细胞表面微绒毛减少, 表明细胞代谢、分裂

活动减弱. 通过绘制细胞生长曲线测定[10]群体倍

增时间发现, 1,  2,  3,  4 mo耐药细胞较亲代细胞

延长分别为3.36, 11.28, 21.84, 23.04 h. 关于肿瘤

倍增时间与化疗疗效的关系, 目前认为肿瘤的

倍增时间越短, 对化疗越敏感, 疗效越好; 反之, 

肿瘤的倍增时间越长, 对化疗的敏感性就下降

了. 此研究中SGC7901/DDP细胞的倍增时间延

长, 则对化疗的敏感性下降, 治疗耐药胃癌就很

棘手. 另外FCM显示SGC7901/DDP细胞周期发

现G0/G1期细胞增多, S期和G2/M期减少(P <0.01), 
也证实SGC7901/DDP细胞增殖速度减慢.

体外建立的耐药细胞对DDP的相对耐受度

较亲代细胞1, 2, 3, 4 mo分别提高的指数是2.13, 
5.32, 12.60, 12.93. 表明SGC7901细胞耐药的产

生是逐渐发生的, 一般是持续作用3 mo就已经

使细胞耐药了, 但是为了使细胞的耐药性能稳

定下来, 就应该在持续1 mo加入较大的剂量的

药物, 使细胞总是处于一个较大的剂量的药物

环境中, 耐药性能方可以稳定下来. SGC7901/
DDP细胞脱离DDP作用后2 mo后其对DDP的耐

药指数有所下降, 但是仍然保持在65%以上, 表
现出较为稳定的耐药性, SGC7901/DDP细胞冻

存后复苏后仍然可以稳定生长、增殖. 同时该

图  2  SGC7901与SGC7901/DDP细胞生长曲线. A: 1 mo; B: 2 mo; C: 3 mo; D: 4 mo.

表  2  SGC7901与SGC7901/DDP细胞的周期分布(%)

      
细胞系	                                G0/G1	 S             G2/M

SGC7901                             49.6           26.5          23.9

SGC7901/DDP 1 mo            50.2           25.3          22.1

SGC7901/DDP 2 mo            52.7           25.4          20.8

SGC7901/DDP 3 mob           59.6           24.9          14.6

SGC7901/DDP 4 mob            61.5           24.7          13.8

bP<0.01 vs  SGC7901.
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细胞系不仅对DDP产生耐药, 而且对从未接触

的5-FU, MMC, VCR, ADM等多种抗癌药物也产

生了耐药性, Snow et al [11]认为耐药指数小于5是
低度耐药, 耐药指数5-15是中度耐药, 耐药指数

大于15是高度耐药. 按照此标准, SGC7901/DDP
细胞DDP,  MMC,  5-FU,  ADM属于中度耐药, 对
VCR属于低度耐药, 说明SGC7901/DDP细胞系

耐药性能稳定, 是研究DDP的耐药机制以及为

筛选逆转剂建立理想的耐药细胞模型. 
总之, 实验中细胞生长曲线、MTT药物敏

感性实验、电镜、细胞周期等检测方法是逐渐

改变的, 其中MTT药物敏感性实验和电镜与其

他的检测相比可以较早地反映出细胞耐药的特

征, 但由于电镜成本较高, 建立耐药细胞系的过

程中M T T药物敏感性实验仍然是首选的检测 
方法. 
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• 消息 •

关于2006年度山西省期刊质量评估结果的通报

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

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

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

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

科期刊4种, 科技期刊1种.  (中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅 2007-01-30)
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Abstract
AIM: To determine correlations between 
macrophage metalloelastase (MME), microvessel 
angiogenesis and cyclooxygenase-2 (COX-2) 
expression in the angiogenesis of colon cancer.

METHODS: A cDNA fragment coding for do-
mainsⅠand Ⅱ of MME was transfected into 
MME deficient murine CT-26 colon cancer cells. 
The enzymatic activity of recombinant MME 
was confirmed by cleavage of native substrate 
in vitro. An orthotopic implantation model was 
established using MME-transfected and control 
cells. Tumor samples were subjected to Western 
blot to detect expressions of MME and COX-2. 
Microvessel counting was used to assess angio-
genesis of murine colon tumors.

RESULTS: Primary tumors with volumes and 
microvessel formation carrying pcDNA3.1-

transfected and nontransfected cells were larger 
than that in the group implanted with MME-
transfected (1151.07 ± 35.91 mm3 and 1201.13 ± 
42.15 mm3 vs 384.83 ± 4.76 mm3, P < 0.001; 21.87 
± 0.47 and 22.56 ± 0.71 vs 8.48 ± 0.53, P < 0.001, 
respectively). The expression of COX-2 protein 
was significantly lower in the MME-transfected 
group than that in the controls by Western blot 
analysis (2.766 ± 1.22 vs 5.77 ± 1.08 and 5.84 ± 0.95, 
P < 0.01, respectively).

CONCLUSION: The MME gene when transfect-
ed into murine colon cancer cells can effectively 
suppress the growth of orthotopic tumors by 
inhibiting vascularity and COX-2 expression.

Key Words: Mouse macrophage metalloelastase; 
Gene cloning; Colon cancer; Cyclooxygenase-2; 
Animal model
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cyclooxygenase-2 expression of murine orthotopic 
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摘要
目的: 探讨巨噬细胞金属弹力酶(MME)对小
鼠原位结肠癌生长、微血管生成及环氧合酶
-2(COX-2)表达的影响. 

方 法 :  扩 增 编 码 M M E 基 因 结 构 域 Ⅰ 和
Ⅱ的c D N A片段 ,  构建真核细胞表达载体
pcDNA3.1-MME并转染小鼠CT-26结肠癌细
胞. 建立MME转染组及对照组小鼠原位结肠
癌种植模型, 观察重组MME对结肠癌生长的
影响, 采用Western blot方法检测肿瘤组织中
的COX-2表达和微血管密度(MVD). 

结果: 4 wk后, 小鼠原位结肠癌的平均体积和
微血管密度, 空质粒转染组小鼠和未转染组
显著高于MME转染组(1151.07±35.91 mm3, 
1201.13±42.15 mm3 vs  384.83±4.76 mm3, 
P <0.001; 21.87±0.47, 22.56±0.71 vs  8.48±

®

■背景资料
结肠癌是最为常
见的消化道恶性
肿瘤之一, 易于发
生 肝 转 移 ,  预 后
差, 迄今尚无令人
满意的生物学治
疗措施. 在绝大多
数实体肿瘤中有
聚集浸润的巨噬
细胞, 这类细胞可
以特异性地表达
巨噬细胞金属弹
力酶(MME), 是巨
噬细胞穿透基底
膜和浸润肿瘤组
织必不可少的一
种活性产物. 近年
来的研究显示, 与
其他MMPs不同 , 
MME具有独特的
抗肿瘤生长转移
的作用. 在所有的
MMPs中, MME诱
导生成血管抑素
(angiostatin)的能
力最强 .  MME在
肿瘤浸润性巨噬
细胞抗肿瘤血管
生成活性中具有
重要作用, 值得进
一步研究其独特
的抗肿瘤效应及
机制. 
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0.53, P <0.001). COX-2蛋白水平在MME转染
组中均显著低于对照组(2.766±1.22 vs  5.77±
1.08, 5.84±0.95, P <0.01).

结论: 转染入小鼠结肠癌细胞的MME基因通
过抑制新生血管的生成和COX-2表达, 从而起
到抑制原位结肠癌生长的作用.

关键词: 巨噬细胞金属弹力酶; 基因克隆; 结肠癌; 

环氧合酶-2; 动物模型
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0  引言

巨噬细胞金属弹力酶(macrophage metalloelas-
tase, MME)是基质金属蛋白酶(matrix metallo-
proteinase, MMP)家族成员之一, 也称MMP-12. 
与其他MMPs成员不同, MME可以分解纤溶酶

原, 产生具有抑制血管内皮细胞增殖作用的血

管抑素(angiostatin), 进而抑制体内肿瘤细胞的

生长, 在抗肿瘤血管生成中具有重要作用[1-6]. 国
外研究发现, MME可抑制结肠癌生长, 并与结肠

癌的临床病理特征关系密切[7-8]. 然而, 尚未见到

在结肠原位移植瘤中探讨MME抗肿瘤活性的报

道. 环氧合酶是催化花生四烯酸转化为前列腺

素的限速酶, 可分成在许多正常组织中恒定表

达的原生性COX-1和在炎症组织中增强表达的

诱生性COX-2. 特异性COX-2抑制剂的抑制肿瘤

效果更优于非选择性非甾体抗炎药, 提示COX-2
与消化肿瘤的发生、发展密切相关[9-10]. 因而, 
COX-2蛋白表达状况与胃肠道肿瘤的关系备受

关注. 为了探讨MME在结肠原位移植瘤生长和

微血管生成过程中所起的作用, 以及与COX-2
表达的关系, 我们选择无MME基因表达的小鼠

CT-26结肠癌细胞作为研究对象[7], 将MME基因

转染CT-26细胞, 建立结肠癌小鼠原位移植模型, 
以期探讨MME的抗肿瘤活性及其作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 pUC9-MME全长cDNA及pcDNA3.1(+)
质粒由美国俄亥俄州辛辛那提大学医学院董钟

云博士惠赠; XL1-blue、DH5α菌株及CT-26结肠

癌细胞株由安徽医科大学病原微生物教研室提

供; pGEM-T载体、T4DNA连接酶、TaqDNA聚

合酶、DNA纯化试剂盒、Bam HⅠ内切酶、Xba

Ⅰ内切酶均购自Promega公司; 引物合成及G418
由上海生工生物工程技术服务有限公司提供; 
DMEM培养基购自Gibco公司; 6周龄♀BALB/C
小鼠80只购自上海西普尔 -必凯实验动物有

限公司[动物合格证号: SCXK(沪)2003-0002]; 
M M P-12羊抗鼠多克隆抗体、C O X-2羊抗鼠

多克隆抗体及羊抗鼠CD34多克隆抗体均购自

Santa Cruz公司; 免疫组化SP试剂盒购自福州迈

新公司.
1.2 方法 构建及鉴定pcDNA3.1-MME重组质粒

的具体方法参见以前的研究报道[11]. 
1.2.1 细胞培养与转染 CT-26细胞用含100 mL/L
胎牛血清的DMEM及抗生素在37℃、50 mL/L 
CO2条件下培养. 将指数生长期CT-26细胞(5×
105)于转染前1 d接种于6孔培养板中, 以含100 
mL/L胎牛血清的DMEM培养. 采用磷酸钙共沉

淀法转染细胞[12]. 转染后再用含800 mg/L G418
的选择性培养基进行稳定转染克隆的筛选, 挑
取单个稳定转染克隆于含200 mg/L G418的培养

基中继续培养, 用于下一步实验. 
1.2.2 免疫细胞化学染色 采用SP法. 让细胞爬于

盖玻片上生长过夜, 取出爬有CT-26细胞的盖玻

片, 用预冷的PBS冲洗3次, 再用冰预冷的丙酮固

定10 min, 置-20℃保存, 用于免疫细胞化学染色. 
1∶100稀释MMP-12羊抗鼠多克隆抗体, 免疫细

胞化学染色步骤按SP法试剂盒操作说明书进行, 
DAB显色(棕黄色). CT-26细胞质呈明显的棕黄

色判定为MME阳性表达. 
1.2.3 CT-26细胞裂解上清和原位结肠癌组织中

COX-2表达的Western blot分析 实验细胞分为3
组, 分别为MME转染组和对照组(空质粒转染组

及未转染组). 各组培养的CT-26细胞于检测前48 
h换用不含胎牛血清的DMEM培养, 留取细胞裂

解上清. 取大约-80℃冻存的结肠癌组织200 mg, 
剪碎后置于1 mL冰预冷的TBS缓冲液中融化, 
然后匀浆5 min, 4℃ 14 000 r/min离心20 min, 留
取上清. 将含有大约40 μg总蛋白的各组样品与

等体积的2×SDS-PAGE上样缓冲液混合, 煮沸

5 min. Western blot按常规方法进行[1], DAB显色, 
标准分子量蛋白用氨基黑10B染色. 
1.2.4 重组蛋白酶活性鉴定 首先, 采用超声波破

碎细胞法, 分别裂解转染及非转染的3组细胞, 
再与不含变性剂的上样缓冲液混合, 不煮沸. 再
采用明胶酶谱法[1]进行酶活性鉴定. 
1.2.5 原位移植结肠癌模型建立 用1.25 g/L胰蛋

白酶溶液收获处于指数生长期的转染及非转染

■研发前沿
M M E 在 疾 病 发
展过程中的作用
还处于探索研究
阶 段 .  虽 然 对 于
MME的研究报道
已不少 ,  但MME
对肿瘤生长、转
移及预后意义的
研究结果还存在
分歧, 仍有待于大
量的基础实验研
究加以论证, 还需
要更深入地研究
MME在肿瘤等疾
病中的确切作用
机制(可能不止一
种作用机制) .  因
此 ,  通过对MME
在多种疾病中作
用机制的进一步
深 入 研 究 ,  可 以
预期不久的将来
MME可能成为治
疗包括肿瘤在内
的多种疾病的靶
分子, 为进一步开
展基因治疗打下
理论基础. 
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CT-26细胞, 吹打成单细胞悬液, 用Hank's平衡盐

溶液(HBSS)洗涤并重悬. 用台盼蓝(trypan blue)
清除试验鉴定, 具有90%以上活力的单细胞悬液

用于下一步实验. 对照组(各15只)及MME转染

组小鼠(15只)用30 mg/kg戊巴比妥钠ip麻醉, 固
定后在下腹中线做一切口, 暴露盲肠. 将CT-26
细胞(1×109/L HBSS)注射到盲肠穹窿部肠壁内, 
950 mL/L乙醇轻擦注射部位, 关闭切口. 4 wk后
处死或随时处死濒死的荷瘤小鼠, 留取肿瘤标

本. 濒死小鼠的标本仍计为有效标本. 原发肿瘤

体积用公式(宽度2×长度)/2计算, 同时称瘤体重

量. 瘤组织常规石蜡包埋, 另外一部分在液氮中

速冻后, -80℃保存, 留做Western blot检测, 方法

见上. 
1.2.6 免疫组织化学染色检测MVD、MME和

COX-2表达 采用SP法. 羊抗鼠CD34多克隆抗体

稀释150倍, 羊抗鼠MME多克隆抗体稀释100倍, 
羊抗鼠COX-2多克隆抗体稀释100倍. 免疫组化

步骤按SP法试剂盒操作说明书进行, DAB显色

(棕黄色). MVD计数按文献[13]报道进行.
统计学处理 肿瘤体积和MVD值采用t检验, 

数据以mean±SD表示; 分类变量统计采用c2检

验. 所有统计分析均在SPSS12.0统计软件上完成.

2  结果

2.1 真核表达载体的构建及鉴定 PCR扩增产生

一编码MME结构域Ⅰ和Ⅱ的840 bp的cDNA片

段. 该片段与载体pGEM-T连接后, 经DNA序列

分析, 与GenBank中小鼠MME cDNA序列完全

一致. p G E M-T-M M E及p c D N A3.1-M M E的
Bam HⅠ和XbaⅠ双酶切鉴定结果见图1. 
2.2 稳定转染的小鼠CT-26结肠癌细胞中MME表

达的鉴定 pcDNA3.1(+)-MME转染CT-26细胞的

免疫细胞化学染色呈阳性反应, 细胞胞质呈棕

黄色(图2). 
2.3 重组MME蛋白酶活性鉴定 pcDNA3.1-MME
转染的CT-26细胞裂解后, 经明胶酶谱电泳, 可
以清楚地看见一条大小约22 ku的明胶分解透亮

条带(图3), 与成熟的有酶活性的MME分子量大

小一致(结构域Ⅱ). 
2.4 MME对小鼠原位结肠癌生长的影响 采用细

胞悬液进行结肠癌模型的建立, 共造模67只, 22
只未见明显肿瘤生长, 成瘤率为67.16%(45/67). 
未转染组小鼠7/15(46.7%)于种植后4 wk内因衰

竭而濒死, 空载体转染组小鼠有9/15(60.0%)于
种植后4 wk内因衰竭而濒死, 而MME转染组小

鼠仅有4/15(26.7%)濒死. MME转染组结肠癌平

均瘤重为2.35±0.24 g, 空质粒转染组及未转染

组平均瘤重分别为8.08±0.79 g和8.76±0.92 g 
(P <0.01). pcDNA3.1空质粒转染组瘤体大小平均

为1151.07±35.91 mm3; 未转染组瘤体大小平均

为1201.13±42.15 mm3; pcDNA3.1-MME转染组

瘤体大小平均为384.83±4.76 mm3. MME转染

组结肠癌体积明显小于空质粒转染组及未转染

组(P <0.001), 而两对照组之间差异无显著性(P  = 
0.374). MME转染组结肠癌平均体积明显小于空

■创新盘点
虽然国外有研究
发 现 M M E 表 达
与结肠癌细胞生
长转移呈负相关, 
MME可以通过产
生血管抑素的作
用机制而抑制结
肠癌生长 ,  然而 , 
迄今尚未见到有
关巨噬细胞特异
性MME原位种植
肿瘤模型建立的
报 道 ,  也 未 见 有
关MME对原位移
植肿瘤生长影响
及与肿瘤模型中
COX-2表达关系
的文献报道.

1            2            3            4

21 227 bp
5140 bp
3530 bp

2027 bp

947 bp
831 bp

图  1  真核表达载体pcDNA3.1-MME的PCR鉴定和双酶切鉴
定结果. 1: Lambda DNA/EcoRⅠ+HindⅢ digest marker; 2: 

Bam HⅠ和Xba Ⅰ双酶切pGEM-T-MME的产物(大约分别

为3.0 kb和830 bp); 3: Bam HⅠ和Xba Ⅰ双酶切pcDNA3.1-

MME的产物(大约分别为5.4 kb和830 bp); 4: pcDNA3.1-

MME的PCR鉴定产物.

A

B

图  2  各组CT-26细胞的免疫细胞化学染色(×200). A: 

pcDNA3.1-MME稳定转染细胞; B: 未转染组CT-26细胞.
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质粒转染组及未转染组(P <0.001), 而两对照组

之间差异无显著性(P = 0.374, 图4). 
2 .5 M M E对原位结肠癌组织中M V D的影响 
MME转染组MVD值(8.48±0.53)明显低于pcD-
NA3.1空质粒转染组(21.87±0.47)和未转染组

(22.56±0.71) (P <0.001). 两对照组之间相比差异

■应用要点
本研究显示MME
具有抑制原位结
肠 癌 生 长 转 移
的 作 用 ,  并 且 在
小 鼠 原 位 结 肠
癌模型中探讨了
MME与COX-2表
达 的 关 系 ,  证 实
M M E 可 能 具 有
抑制COX-2表达
的作用 ,  MME和
COX-2都与结肠
癌血管生成密切
相关, 为阻断肿瘤
血管生成的靶向
基因治疗提供了
实验依据.

图  4  MME抑制小鼠结肠原位种植肿瘤的生长. A: MME转

染组; B: pcDNA3.1空质粒转染组; C: 未转染组; 黑箭头指示

为原发肿瘤灶, 黄箭头指示为肿瘤腹膜转移灶.

图  3  明胶酶谱电泳. 1: pcDNA3.1-MME稳定转染细胞; 2: 

pcDNA3.1空质粒转染细胞; 3: 未转染细胞. 每孔上样40 mg

总蛋白.

1                     2                     3

22 ku

A

B

C

图  5  三组原位结肠癌组织中MVD计数结果比较(SP法×
200). A: MME转染组; B: 空质粒转染组; C: 未转染组.

A

B

C

→

→

→

→

无显著性(P  = 0.423). MME转染组MVD值明显

低于对照组(P <0.001), 两对照组之间相比差异

无显著性(P = 0.423, 图5). MME转染组肿瘤组织

中, 棕黄色染色见于大片肿瘤细胞胞质中; 空载

体转染组和未转染组肿瘤基质中可见MME蛋白

表达, 而肿瘤细胞中未见棕黄色染色. 3组肿瘤

组织中COX-2的免疫组化染色结果见图6. 
2.6 MME对COX-2表达的影响 对CT-26细胞裂

解上清和肿瘤组织进行Western blot检测发现, 3
组均可见一条分子量大约为72 ku的免疫印迹条

带. 计算机图像分析软件测定MME转染组细胞

培养上清条带的平均密度为2.54±0.64, 而空载

体转染组和未转染组COX-2条带的平均密度分

别为5.77±1.08和5.84±0.95; MME转染组肿瘤

组织中条带的平均密度为2.76±0.66, 而空载体

转染组和未转染组COX-2条带的平均密度分别

为7.31±1.22和6.42±1.03(P <0.01, 图7).
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3  讨论

实质性肿瘤的生长和转移离不开丰富的血管网

提供营养成分, 而肿瘤中的血管生成是受内源

性血管生成刺激物(例如VEGF等)和内源性血

管生成抑制物(例如血管抑素、内皮抑素等)双
重调控的, 他们之间的平衡决定了肿瘤内血管

生成的状况[14-16], 近些年抗肿瘤血管生成研究

成为抗肿瘤研究的热点之一. 与MMPs其他家族

成员的促进肿瘤浸润和转移作用不同, MMP-12 
(M M E)具有很强的分解纤溶酶原而产生血管

抑素(angiostatin)的作用, 这种作用在Lewis肺
癌小鼠皮下移植模型及体外实验中都得到证 
实[1-2]. 另外, 肿瘤细胞分泌的粒细胞-巨噬细胞

集落刺激因子(GM-CSF)可以引起巨噬细胞大

量分泌MME, 从而产生更多的血管抑素, 抑制

肿瘤生长和转移[17-18]. 目前, 对于MMP-12的研

■同行评价
本文通过构建真
核细胞表达载体
pcDNA3.1-MME, 
并把鼠结肠癌细
胞的MME基因转
入小鼠CT-26结肠
癌细胞系, 探讨了
MME基因对新生
血管生成的抑制
作用, 为阻断肿瘤
血管生成的靶向
基因治疗提供了
实验依据.

图  7  Western blot检测CT-26细胞裂解上清和原位结肠癌
组织中COX-2的表达. A: CT-26细胞裂解上清中COX-2的

表达: 1: 空载体转染组; 2: 未转染组; 3: MME转染组; B: 原

位结肠癌组织中COX-2的表达: 1: 空载体转染组; 2: 未转染

组; 3: MME转染组. 每孔上样40 μg总蛋白.

A

B

C

图  6  三组原位结肠癌组织中COX-2的免疫组化染色结果
(SP×200). A: MME转染组; B: pcDNA3.1空质粒转染组; C: 

未转染组.

A           1                     2                    3

COX-2

COX-2

B

究逐渐增多, 但研究显示, 他在不同部位肿瘤及

不同疾病的发展过程中扮演不同的角色[19-27]. 在
研究人巨噬细胞金属弹力酶(human macrophage 
metalloelastase, HME)生物学作用中发现, 肝细

胞癌患者HME的表达与肝癌组织中血管抑素

的产生和肿瘤血管网的丰富程度密切相关 [28]. 
HME过表达结肠癌患者其肿瘤浸润深度、淋巴

管及血管浸润程度均好于HME阴性表达者[8]. 以
上这些研究都证实MME通过产生血管抑素而在

抗肿瘤和抗血管生成方面起着重要作用. 然而, 
尚未见有关MME对原位移植肿瘤生长影响及与

肿瘤模型中COX-2表达关系的文献报道. 因而本

研究对深入研究MME在结肠癌生长、转移过程

中的生物学作用及机制具有重要意义. 
在本项研究中, 我们首先成功构建了真核

细胞表达载体pcDNA3.1-MME, 证实这种真核

表达载体可稳定转染至小鼠CT-26细胞, 其成熟

的重组MME蛋白(结构域Ⅱ)具有酶活性. 在随

后进行的小鼠原位结肠癌动物研究发现, 高水

平表达的MME具有明显的抑制原位结肠癌生长

的作用, 同时, MME表达与结肠癌组织中MVD
值密切相关. 本研究的结果进一步证实了, MME
具有重要的抗肿瘤血管生成作用, 这可能是通

过分解循环血液中的纤溶酶原, 生成血管抑素, 
从而抑制了肿瘤血管内皮细胞增殖而起作用的. 
这些研究结果与国外报道的小鼠黑素瘤皮下

移植模型研究[29]和小鼠结肠癌皮下移植模型研 
究[7]的结果相似. 但本项研究在结肠原位移植瘤

模型中探讨了MME的抗肿瘤作用. 与皮下移植

瘤模型研究比较, 结肠原位种植肿瘤模型的实

验结果可以从“土壤”和“种子”学说的角度, 
更清晰地探讨MME抑制结肠癌生长转移的体内
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作用机制. 
肿瘤组织中平均微血管密度(MVD)是衡量

肿瘤血管生成的重要指标, 在目前难以测定血

管抑素的情况下, 检测肿瘤MVD值, 可以间接反

映MME的作用机制. COX-2与肿瘤血管生成密

切相关, COX-2作为一种刺激因子在肿瘤发生中

能促进肿瘤血管生长, 为肿瘤生长和转移提供

必需的营养[30-31]. 本项研究发现, 在MME转染组

中, 不仅原位结肠癌组织中MVD明显降低, 而且

COX-2的表达亦明显下降, 提示MME也可能具

有调节COX-2表达和生成的作用, 其作用机制

尚待进一步探讨. 总之, 我们研究显示,  MME和
COX-2与结肠癌血管生成密切相关, 为阻断肿瘤

血管生成的靶向基因治疗提供了实验依据. 
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Abstract
AIM: To investigate whether Trichostatin A 
(TSA) possesses anti-tumor activity against 
human colon cancer cells.

METHODS: The human colon cancer cell line 
Caco2 was treated with different concentrations 
of TSA, a potent and specific histone deacetylase 
inhibitor, for 0 to 5 d. The growth of Caco2 cells 
was observed by MTT assay before and after 
TSA treatment. The Caco2 cell cycle was ana-
lyzed by flow cytometry. The expression of ID4 
mRNA was observed by reverse transcription-
polymerase chain reaction.

RESULTS: Trichostatin A in a dose-dependent 
fashion significantly inhibited the proliferation 
of colon cancer cells at 100 μg/L (P < 0.05). The 
inhibition rate increased sharply from day 3 to 
5 (57.3% to 70.2%). TSA treatment induced cell 

cycle arrest at the G1 phase but did not increase 
apoptotic cell death as shown by flow cytometry. 
ID4 mRNA was expressed in Caco2 cells after 
20 μg/L TSA treatment, but it was only weakly 
detectable before treatment.

CONCLUSION: Our results demonstrated that 
TSA inhibited colon cancer cell growth in vitro, 
possibly through G1 cell cycle arrest and re-
expression of the ID4 gene. This study suggested 
that TSA may be a potential therapeutic agent 
for the treatment of colon cancer.

Key Words: Histone deacetylase inhibitor; Colon 
cancer; ID4 gene
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摘要
目的: 研究组蛋白去乙酰酶抑制剂曲古菌素A 
(TSA)对结肠癌细胞Caco2增殖的影响和机制. 

方法: 5-500 μg/L TSA处理结肠癌Caco2细胞
0-5 d, 在药物处理前及36 h后用MTT法检测细
胞增殖状况. 流式细胞仪检测细胞周期的改
变. RT-PCR检测ID4 mRNA的表达. 

结果: TSA在100 μg/L浓度以上可以明显抑制
结肠癌Caco2细胞的增殖(P <0.05), 但在5和20 
μg/L浓度时抑制作用不明显. 100 μg/L TSA可
导致细胞G1期阻滞, 但没有诱导明显的细胞
凋亡. RT-PCR显示20 μg/L TSA作用36 h后ID4 
mRNA表达增强(P <0.05), 在100 μg/L其表达
显著增强(P <0.01).

结论: TSA可以通过阻滞Caco2细胞的G1期和
重新表达ID4来发挥抑癌作用.

关键词: 组蛋白去乙酰酶抑制剂; 结肠癌; ID4基因
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■背景资料
遗传突变的累积
是结直肠癌发病
的 主 要 机 制 ,  但
对散发型结直肠
癌, 肿瘤抑制基因
的表观遗传沉默
也是肿瘤发生的
关键机制. 组蛋白
去乙酰酶抑制剂
曲 古 菌 素 A 可 明
显抑制结直肠癌
C a c o 2 细胞的增
殖, 并诱导ID4基
因的重新表达, 提
示组蛋白修饰也
是抑癌基因功能
失活的重要机制. 
这种可逆性的表
观遗传修饰为结
直肠癌的治疗提
供了新的契机. 
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0  引言

核小体中心组蛋白的乙酰化(acetylation)和去乙

酰化(deacetylation)是调节染色体结构和基因转

录的重要修饰方法[1]. 具有转录活性的基因其中

心组蛋白的乙酰化程度非常高, 相反转录抑制

的基因则乙酰化程度很低. 组蛋白乙酰转移酶

(histone acetyltransferase, HAT)和组蛋白去乙酰

酶(histone deacetylase, HDAC)是调节染色体结

构和基因表达的关键激酶[2-3]. HAT通过组蛋白

乙酰化提高一些转录因子的活性, 以协助启动

子区域进入转录复合体; HDAC则起着相反的作

用[4-5]. 曲古菌素A(trichostatin A, TSA)是一种抗

真菌药物, 也是强大的HDAC抑制剂, 研究显示

他可以抑制一些肿瘤细胞的生长[6-9]. 我们探讨

TSA调节结肠癌Caco2细胞增殖的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 Caco2细胞于含100 mL/L胎牛血清、

100 kU/L青霉素、100 g/L链霉素的DMEM培养

基(Gibco公司)中, 置含50 mL/L CO2, 37℃的培

养箱. Trichostatin A (Sigma公司)溶解于二甲基

亚砜(DMSO), 配制成1×104 μg/L的储存液, 在
培养基中稀释成终浓度为5, 20, 100和500 μg/L
的工作液.
1.2 方法 
1.2.1 MTT法检测细胞增殖活性 以每孔1×103个

细胞接种于96孔板, 各组设6个复孔. 对照组细

胞以常规DMEM培养, 药物处理组以含有5, 20, 
100和500 μg/L TSA的DMEM中培养. 待细胞贴

壁后, 每隔24 h检测1次. 每孔加入5 g/L MTT 20 
μL, 置培养箱内温育4 h, 小心吸去培养基, 加入

DMSO 150 μL, 37℃水平摇床振摇15 min, 待晶

体充分溶解后, 置全自动酶标仪于490 nm波长处

读取吸光度(A ). 细胞增殖能力以平均吸光度(A )
值分析, 以A值为纵坐标, 时间(d)为横坐标, 绘制

生长曲线. 细胞生长抑制率% = (1-实验组平均A
值/对照组平均A值)×100%, 以抑制率%为纵坐

标, 时间(d)为横坐标, 绘制抑制率曲线. 
1.2.2 细胞周期的检测 5, 20和100 μg/L TSA处

理的细胞及对照组细胞均以1×106个接种于

60 mm培养皿中, 各组设平行实验3个. 36 h后用

胰蛋白酶消化分别收集对照组和处理组细胞, 
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PBS洗涤细胞2次, 700 mL/L乙醇固定. 检测前

离心弃乙醇, PI溶液(含1.5 g/L碘化丙锭, 10 g/L 
RNase A)于37℃避光染色3 h, 以流式细胞仪(BD
公司)进行细胞周期检测. 
1.2.3 RT-PCR检测ID4基因的表达 细胞总RNA的

提取参照RNAiso试剂盒(TaKaRa公司)操作. 逆
转录反应体系10 μL含5 mmol/L MgCl2, 1 mmol/
L dNTPs, 167 nKaT RNase抑制剂, 42 nKaT AMV
逆转录酶, 25 pmol随机引物及样本RNA, 逆转

录反应条件: 30℃ 10 min, 42℃ 30 min, 95℃ 5 
min. PCR反应体系50 μL含Taq酶21 nKaT, 特异

性上下游引物各25 pmol. ID4基因PCR反应条件: 
95℃ 15 min; 94℃ 30 s, 58℃ 30 s, 72℃ 30 s, 5个
循环; 再将退火温度降至57℃进行32个循环. 扩
增产物于25 g/L琼脂糖凝胶电泳分离. 目的基因

ID4及内对照b-actin的引物由Primer5.0软件自行

设计, 由Invitrogen公司合成. 引物序列如下: ID4 
5'-ACTACATCCTGGACCTGC-3', 5'-GAATGCT
GTCGCCCTGCT-3'(665-844), 产物片段长度180 
bp. b-actin 5'-CGAAACTACCTTCAACTCCAT
CA-3', 5'-CGGACTCGTCATACTCCTGCT-3', 产
物片段长度272 bp.

统计学处理 多样本均数比较采用单因素方

差分析, SPSS10.0统计软件进行处理, P <0.05为
统计学上差异有显著性.

2  结果

2.1 Caco2细胞生长曲线和抑制率曲线 5和20 
μg/L的TSA处理结肠癌Caco2细胞5 d后, 与对照

组比较细胞生长速度无显著性差异(P >0.05); 而
100和500 μg/L TSA作用2 d后即明显抑制了细

胞的生长(P <0.05). 100和500 μg/L组间比较, 细
胞生长的抑制没有随着剂量的增加和时间的延

长而更显著, 即在100 μg/L浓度以上没有出现剂

量和时间的依赖性(图1). 5和20 μg/L组的细胞生

长抑制率没有显著改变; 而100 μg/L组的抑制率

在2-5 d分别为37.4%, 57.3%, 68.7%, 70.2%, 500 
μg/L组的抑制率分别为48.8%, 67.4%, 76.7%, 
81.8%. 
2.2 Caco2细胞周期的变化 TSA处理前结肠癌

Caco2细胞处于G1, S和G2期的百分比分别为: 
47.6%, 48.3%和4.2%; 5 μg/L TSA处理36 h后, 处
于G1, S和G2期的百分比分别为: 48.5%, 41.9%
和9.6%; 20 μg/L TSA处理36 h后, G1, S和G2期的

百分比分别为: 51.2%, 41.0%和7.8%; 100 μg/L 
TSA处理36 h后, G1, S和G2期的百分比分别为: 

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文采用MTT法
和RT-PCR方法研
究了组蛋白去乙
酰酶抑制剂对结
肠癌细胞增殖和
ID4基因表达的影
响, 为结肠癌的诊
断和治疗提供了
新的途径.
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55.6%, 25.6%和18.9%. 即100 μg/L TSA使结肠癌

Caco2细胞周期出现G1期的阻滞, 而5和20 μg/L 
TSA与对照组比较没有影响Caco2的细胞周期. 
各浓度组都没有显著的诱导Caco2细胞的凋亡

(图2). 
2.3 Caco2细胞ID4基因mRNA的表达 20, 100和
500 μg/L TSA分别处理结肠癌Caco2细胞36 h, 
对照组细胞ID4基因mRNA表达很弱, 20 μg/L 
TSA作用36 h后ID4基因的mRNA表达稍微增强, 
而100 μg/L TSA使ID4基因的表达显著增强; 100
和500 μg/L TSA组间比较无显著差异. b-actin的
表达水平在各种浓度的TSA作用前后无显著改

变(图3).

3  讨论

结肠癌是全球第3大恶性疾病 ,  其发病率在

35-50/10万人, 在发达国家尤其显著, 发病率平

均每年增长4.2%. 常见的高危因素有低纤维、

高脂肪饮食, 家族史, 肥胖和炎性结直肠疾病 
等[10-11]. Vogelstein et al [12-13]证实的遗传突变累积

学说是公认的结直肠癌发病的主要机制, 即前

癌基因的激活和肿瘤抑制基因的失活所累积的

遗传缺陷, 使结直肠腺瘤向结直肠癌进展的过

程. 然而, 这些被证实的遗传缺陷不足以解释绝

大多数的散发型结直肠癌的发病机制[14-15]. 近年

研究发现表观遗传机制是调节一些重要基因功

能的关键机制. 表观遗传是指通过DNA自身化

学修饰方式从转录水平影响基因表达, 但不存

在DNA序列改变的遗传改变. 表观遗传修饰包

含3个方面: 组蛋白修饰, DNA甲基化和小RNA
干扰[16-17]. 也就是说, 细胞可以只有一种遗传密

码, 但由于表观遗传修饰的存在使蛋白质表达

多种多样, 呈现出细胞分化后的不同形态. 核小

图  1  TSA对Caco2细胞增殖的影响.
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图  2  TSA对Caco2细胞周期的影响. A: 对照组; B: 5 mg/L组; 

C: 20 mg/L组; D: 100 mg/L组.

■同行评价
本文设计合理可
靠 ,  结论较明确 , 
实验证据充足, 有
一定的创新性和
可读性, 较好地反
映我国胃肠病学
临床和基础研究
的先进水平.
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体是人类染色体的基本组成单位, 由146个碱基

对环绕组蛋白的十聚体构成. 组蛋白的共价修

饰可以改变染色体的构象由紧密型变为松弛型, 
包括乙酰化、甲基化、磷酸化和泛素化[18-19]. 这
些可逆性的共价修饰使得基因的表达受到严格

控制. HDAC通过调节核小体的构象改变, 在调

节基因表达方面起着重要的作用. 在多种肿瘤

中HDAC与细胞周期、细胞分化的调控密切相

关[20-23]. 
ID蛋白(inhibition of DNA binding, ID)家族, 

是一种独特的HLH(helix-loop-helix)蛋白家族成

员. HLH是转录因子的基本结构, 以调节组织特

异性基因的表达, 在细胞分化和胚胎发育过程

中起着重要作用[24-25]. HLH蛋白必需通过同类或

异类二聚化才具有DNA结合活性. ID蛋白含有

HLH二聚化功能域, 但缺乏DNA结合功能域, 因
此ID蛋白可以和HLH蛋白形成异类二聚体, 并
抑制HLH蛋白与DNA的结合及转录[26]. 较早的

研究发现ID4基因与少突胶质神经细胞的生长

和分化相关[27], 最近的研究显示在30%的原发胃

癌中, ID4基因的启动子区域被甲基化, 并导致

该基因的低表达[28]. Umetani et al [29]发现, 在53%
的原发性结直肠癌和73%的有肝转移的结直肠

癌中, ID4基因的启动子区域被甲基化; 而在正

常结肠组织和结直肠腺瘤中该基因启动子没有

被甲基化. 同时这种异常的高甲基化可以通过

甲基转移酶抑制剂逆转. 我们的研究发现, TSA
在体外可以明显抑制结直肠癌Caco2细胞的增

殖, 在100 μg/L浓度以上才表现出明显的生长抑

制作用, 但在500 μg/L浓度时(数据没有显示)细
胞出现明显的死亡趋势, 这说明TSA的抑制作用

具有剂量依赖和相应的毒性作用. 为了寻找TSA
抑癌作用的可能机制, 我们用流式细胞仪检测

了不同浓度的TSA对细胞周期的影响, 结果发

现100 μg/L TSA使该细胞出现G1期阻滞, 而100 
μg/L浓度以下没有明显改变, 各浓度组均没有

出现显著的细胞凋亡. 这提示TSA的抑癌作用与

调节G1到S期转移的相关蛋白密切相关. 
既然TSA与组蛋白乙酰化相关, 而组蛋白乙

酰化和DNA异常甲基化是紧密相关的表观遗传

修饰, 我们假设TSA也可以逆转一些表观遗传

改变, 从而调节肿瘤相关基因的表达. ID4基因

是新发现的候选抑癌基因, 其异常低表达与结

直肠癌和乳腺癌的恶性进展有关. 我们发现100 
μg/L浓度以上的TSA可以使Caco2细胞中ID4基
因的表达恢复, 因而可以推测TSA恢复肿瘤抑制

ID4

b-actin

0               20            100            500   TSA (mg/L)

图  3  TSA对Caco2细胞ID4 mRNA表达的影响.

基因重新表达的作用, 可能是其发挥抑癌作用

的关键. 值得进一步研究的是, TSA恢复ID4基
因的表达是直接通过乙酰化作用, 还是间接通

过去甲基化作用实现的. Ou et al [30]最新的研究

发现, TSA可以广泛的诱导特定基因去甲基化并

重新表达, 并证实组蛋白乙酰化和DNA去甲基

化之间通过甲基结合蛋白(methyl-CpG binding 
proteins, MBDs)实现相互作用(crosstalk). 

总之, 抑癌基因表观遗传沉默(epigenet ic 
silencing)是其功能失活的第3种机制, 组蛋白去

乙酰酶抑制剂TSA能够有效的逆转表观遗传沉

默的抑癌基因重新表达, 这为结直肠的诊断和

治疗提供了新的途径[31].
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Abstract
AIM: To invest igate the express ion and 
correlation of VEGF-C and CXCR4 in gastric 
cancer tissue.

METHODS: Semi-quantitative reverse transcrip-
tase-polymerase chain reaction was performed 
to detect the expression of VEGF-C and CXCR4 
according to cancer stage in cancer and adjacent 
tissues in 50 cases of gastric cancer.

RESULTS: The expression index of VEGF-C in 
gastric cancer stage pN1 (0.34 ± 0.08) was signifi-

cantly higher than that in gastric cancer stage 
pN0 without regional lymph node metastasis 
(0.28 ± 0.09, P < 0.05). Significance differences in 
the expression indexes of VEGF-C and CXCR4 
were found between stage pN1 (0.34 ± 0.08, 0.31 
± 0.08) and stage pN2+pN3 (0.40 ± 0.10, 0.43 ± 
0.14; P < 0.05, P < 0.01, respectively). Signifi-
cance differences were also found in the expres-
sion indexes of VEGF-C and CXCR4 between 
those with or without lymph node metastasis 
(0.36 ± 0.10 vs 0.28 ± 0.09, P < 0.01; 0.35 ± 0.12 vs 
0.26 ± 0.09, P < 0.05). The expression indexes of 
VEGF-C and CXCR4 between stage pN0 (0.28 ± 
0.09, 0.26 ± 0.09) and adjacent tissue (0.21 ± 0.12, 
0.20 ± 0.11) showed no significant difference. 
There was a significant correlation between ex-
pression of VEGF-C and CXCR4 (rs = 0.341, P < 
0.05).

CONCLUSION: Our results suggest that the 
expression indexes of VEGF-C and CXCR4 are 
associated with progression of lymph node me-
tastasis, and the indexes appear useful for clini-
cal evaluation of lymphatic invasion in patients 
with gastric cancer.

Key Words: Gastric carcinoma; Lymph node me-
tastasis; Vascular endothelial growth factor C; CXC 
chemokine receptor 4

An LW, Liu YJ, Zhao DY, Xu HM, Guan YF. Correlation 
of VEGF-C and CXCR4 expression with lymph node 
metastasis in gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(18):2026-2030

摘要
目的: 探讨胃癌组织VEGF-C和CXCR4的表达
与淋巴道转移的关系以及两者的相关性.

方法: 用半定量RT-PCR方法检测50例胃癌组
织和相应癌旁组织中VEGF-C和CXCR4的表
达水平.

结果: 在淋巴结转移阴性组(pN0)胃癌组织(n  
= 12)中VEGF-C的表达指数为0.28±0.09, 与
pN1组(0.34±0.08, n  = 35)比较差别有显著意
义(P <0.05); VEGF-C和CXCR4在pN1组中的表

®

■背景资料
胃癌死亡率居我
国 恶 性 肿 瘤 第 1
位, 其居高不下的
原因是复发和转
移. 淋巴结转移是
胃癌最常见的转
移方式, 因此寻找
胃癌淋巴结转移
的分子指标, 探讨
其分子机制对胃
癌分期、手术和
放化疗均有重要
意义, 并将提高胃
癌生存率. 
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达指数(0.34±0.08, 0.31±0.08)与pN2+pN3组
(0.40±0.10, 0.43±0.14)比较差别均有显著意
义(P <0.05, P <0.01); 在淋巴结转移阳性的胃癌
组织(n  = 38)中VEGF-C和CXCR4的表达指数
(0.36±0.10, 0.35±0.12)高于无淋巴结转pN0 
组(0.28±0.09, 0.26±0.09, n  =12), 差别有显
著意义(P <0.01, P <0.05). VEGF-C和CXCR4在
pN0组中的表达指数(0.28±0.09, 0.26±0.09)
与相应癌旁组织比较(0.21±0.12, 0.20±0.11)
差别均无显著意义. 经Spearman等级相关分析
VEGF-C和CXCR4在胃癌组织中表达之间存
在显著相关性(r s = 0.341, P <0.05).

结论: VEGF-C和CXCR4的表达指数随胃癌淋
巴结转移的增加而增加, 两者之间存在一定相
关性, 对预测淋巴结转移有重要的临床价值.

关键词: 胃癌; 淋巴结转移; 血管内皮细胞生长因子

C;  CXC趋化因子受体4
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0  引言

胃癌发病率居世界上恶性肿瘤中的第2位[1], 在
我国, 胃癌死亡数占全部恶性肿瘤死亡总数的

23.93%, 居恶性肿瘤死亡第1位[2]. 胃癌死亡率

居高不下的主要原因是复发和转移, 而淋巴结

转移是胃癌最常见的转移方式之一, 但其分子

生物学机制仍不十分清楚, 因此寻找胃癌淋巴

结转移的分子指标, 探讨胃癌淋巴结转移的分

子机制对肿瘤分期、手术和放化疗均有重要意

义[3], 并将最终提高胃癌的生存率. 血管内皮生

长因子C(vascular endothelium growth factor C, 
VEGF-C)是诱导淋巴管生成的生长因子, 与其

受体VEGFR3相互作用构成的调控系统在肿瘤

间质淋巴管生成及淋巴道转移中起关键作用[4]. 
CXC趋化因子受体4(CXC chemokine receptor 
4, CXCR4)是趋化因子受体家族成员, 通过与

其配体CXCL12可诱导靶细胞趋化性迁移, 与
肿瘤转移靶器官性有关, 是近年研究热点[5]. 胃
癌癌旁及癌灶中VEGF-C、CXCR4 mRNA表达

水平及其与胃癌淋巴结转移的关系目前尚鲜

见报道. 我们采用RT-PCR(reverse transcription-
polymerase chain reaction)方法对50例经手术

治疗的胃癌组织和配对癌旁组织进行VEGF-C 
m R N A和C X C R4 m R N A表达水平半定量检

测并比较, 对两者相关性进行分析, 旨在探讨

VEGF-C和CXCR4与胃癌淋巴结转移的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 2006-06/2007-01中国医科大学附属第

一医院肿瘤外科胃癌患者50例, 男35例, 女15例, 
年龄35-72(平均57.4)岁. 病理分期按1997年国际

抗癌联盟(UICC)标准, 所有病例术前均未行化

疗、放疗和其他抗癌治疗, 均进行胃癌标准根

治术, 并经术后系统病理学检查确诊. 在手术间

切取胃标本新鲜癌组织(去除坏死组织)和正常

黏膜组织(相距癌组织5 cm以外, Borrmann Ⅳ在

癌旁10 cm以外), 切下标本后马上投入液氮中冷

冻0.5 h后转入-80℃冰箱中保存. TRIzol试剂购

自Invitrogen公司, RT-PCR试剂盒(RNA PCR Kit 
AMV Ver.3.0)、引物均由TaKaRa公司提供. 采用

TRIzol一步法提取组织总RNA, 用紫外分光光度

仪检测其纯度, 电泳检测其完整性, 并将RNA稀

释至500 mg/L.
1.2 方法 半定量RT-PCR反应体系依照试剂盒

说明, 反转录得cDNA后行PCR扩增, 检测标本

VEGF-C和CXCR4 mRNA表达水平. PCR反应选

择处于指数生长期的循环数为反应条件, 以确

保PCR产物量能够反映最初的模板量; 引物以

Primer 3(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/
primer3_www.cgi)进行设计, 并行生物信息学对

比分析; 以无菌双蒸水为阴性对照, 以GAPDH
为内对照 ,  以试剂盒提供的对照R N A样品及

其特异性引物的扩增产物为阳性对照. 引物序

列、扩增产物大小及PCR反应条件(表1). PCR产
物经80 g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳, 10 mg/L EB染
色, 凝胶成像系统(美国Alpha FluorChem)成像, 
Image J软件分析灰度值, 计算条带的积分吸光

度(积分吸光度 = 平均吸光度×面积)结果判定: 
以同一模板CXCR4或VEGF-C与GAPDH基因产

物积分吸光度的比值作为CXCR4或VEGF-C的
表达指数.

统计学处理 在SPSS10.0统计软件包中完

成, 所得数据计量资料用mean±SD表示, 比较用

t检验; 相关性用Spearman等级相关分析. P <0.05
为有统计学意义.

2  结果

2.1 VEGF-C和CXCR4的表达 在癌旁组织中

VEGF-C的表达指数为0.21±0.12, 与无淋巴结

转移的胃癌组织pN0组(0.28±0.09)比较差别无

显著意义(P >0.05); 依照UICC分期标准其pN1

■相关报道
国外研究已证实, 
V E G F - C在食管
鳞状细胞癌和口
腔鳞状细胞癌的
表达与淋巴管生
成、肿瘤淋巴结
转移、预后密切
相关 ;  CXCR4的
表达与宫颈癌患
者的年龄、肿瘤
大小、浸润程度
正相关, 并与淋巴
结转移程度显著
相关.
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组(0.34±0.08)与p N0组比较差别有显著意义

(P <0.05), 与pN2+pN3组(0.40±0.10)比较差别

有显著意义(P <0.05); VEGF-C在有淋巴结转移

的胃癌组织中的表达指数(0.36±0.10)高于无

淋巴结转移pN0组(图1, 表2), 差别有显著意义

(P <0.01). 在癌旁组织中CXCR4的表达指数为

0.20±0.11, 与无淋巴结转移的胃癌组织pN0组

(0.26±0.09)比较差别无显著意义(P >0.05); 依照

UICC分期标准其pN1组(0.31±0.08)与pN0组比

较差别无显著意义(P >0.05), 与pN2+pN3组(0.43
±0.14)比较差别有显著意义(P <0.01); CXCR4在
有淋巴结转移的胃癌组织中的表达指数(0.35±
0.12)高于无淋巴结转移pN0组, 差别有显著意义

(P <0.05).
2.2 VEGF-C和CXCR4表达的相关性 经Spear-
man等级相关分析表明在胃癌组织中两者之间

存在显著相关性(r s = 0.341, P <0.05).

3  讨论

V E G F-C是血管内皮细胞生长因子家族成员

之一 ,  与相应受体V E G F R3结合促进淋巴内

皮细胞增殖和淋巴管生成[6]. Mobius et al [7]和

Siriwardena et al [8]的研究分别显示, VEGF-C在
食管鳞状细胞癌和口腔鳞状细胞癌的表达与

淋巴管生成、淋巴结转移、预后密切相关. 我
们应用RT-PCR方法对胃癌组织和配对癌旁组

织中VEGF-C mRNA表达水平进行检测并行

半定量比较, 结果显示, pN1组胃癌中VEGF-C 

mRNA表达指数高于pN0组, 提示VEGF-C在转

录水平发生了表达上调, 而pN0组胃癌与癌旁组

织VEGF-C mRNA表达指数无显著差异, 提示

VEGF-C可能是特异的参与胃癌淋巴道转移, 而
与癌变及瘤细胞生长无关. 本研究结果还显示

在人胃癌组织中VEGF-C的表达指数与有无淋

巴结转移以及TNM分期中淋巴结分级正相关, 
有统计学意义. Hirakawa et al [9]通过转基因小鼠

动物模型研究发现, VEGF-C不能增加原发癌灶

的生长, 而是在肿瘤淋巴结转移前在前哨淋巴

结通过和VEGFR3构成的调控网络为肿瘤转移

营造微环境, 肿瘤一旦转移到前哨淋巴结, 该部

位淋巴管数目就迅速增加, 从而增加远处淋巴

结和器官转移机会. 可见, VEGF-C的改变是转

移的早期事件. Su et al [10]在非小细胞肺癌研究发

现, VEGF-C/VEGFR3生物轴有促进肿瘤细胞运

表  2  胃癌组织VEGF-C和CXCR4的表达(mean±SD)

     
组织来源	          n 	          VEGF-C                  CXCR4 

癌旁	        50	      0.21±0.12	 0.20±0.11

癌            

    pN0	        12	      0.28±0.09a	 0.26±0.09

    pN1	        25	      0.34±0.08	 0.31±0.08

    pN2+pN3     13	      0.40±0.10a	 0.43±0.14b

淋巴结转移    

    -	        12	      0.28±0.09	 0.26±0.09

    +	        38	      0.36±0.10d	 0.35±0.12c

aP<0.05, bP<0.01 vs  pN1; 
cP<0.05, dP<0.0 vs  无淋巴结转移.

1	 2	 3	 4	 5	 6	 7           8
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图  1  胃癌组织中GAPDH, 
VEGF-C和CXCR4的表达. 1, 

3, 5, 7: 癌旁组织; 2, 4, 6, 8: 

胃癌组织.

■创新盘点
本文采用RT-PCR
方法对胃癌组织
和 配 对 癌 旁 组
织中V E G F - C和
CXCR4 mRNA表
达水平进行半定
量检测. 实验结果
表明两者表达随
胃癌淋巴结转移
增加而增加, 两者
之间存在一定相
关性, 提示两者在
胃癌发生、发展
过程中具有协同
作用 .  关 于 这 方
面的研究尚未见
报道.

表  1  引物序列、扩增产物大小及PCR反应条件

     
基因	            引物序列                                	    退火温度(℃)   产物大小(bp)   循环数

GAPDH	   F 5'-AGGGGTCTACATGGCAACTG-3'           63                   234             28

	   R 5'-CGACCACTTTGTCAAGCTCA-3'

VEGF-C	   F 5'-GGAAAGAAGTTCCACCACCA-3'           61                   248             32

	   R 5'-TTTGTTAGCATGGACCCACA-3'	

CXCR4	   F 5'-GGAAAAGATGGGGAGGAGA-3'            57                   159             34

	   R 5'-GCACTTCCAATTCAGCAAGCA-3'	
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动、增加其侵袭性、促进肿瘤细胞转移的效应, 
肿瘤组织中VEGF-C的表达与临床转移发生正

相关和生存率负相关. 这些研究与我们的研究

结果共同提示, VEGF-C是预测淋巴道转移的早

期敏感指标. 
趋化因子是一类最早发现控制免疫细胞向

炎症定向迁移的细胞因子[11]. 趋化因子的功能由

相应受体介导, 作用后可产生诱导靶细胞趋化

性迁移等多种生理功能[12]. 近来研究显示, 趋化

因子及其受体在某些肿瘤细胞呈高表达, 且不

同肿瘤中差异很大, 与肿瘤转移潜能[13]和转移靶

器官性如淋巴结转移[14]密切相关. 其中CXCR4
与其配体CXCL12构成CXCR4/CXCL12生物轴

传导特定信号, 在肿瘤发生发展过程中, 促进

肿瘤细胞生长、恶性转化、促进血管生成, 抑
制免疫系统, 参与肿瘤转移[15]. Muller et al [16]报

告, CXCL12/CXCR4共同决定了乳腺癌转移模

式: 人乳腺癌原发灶高表达CXCR4, 而在乳腺

癌最常见的转移部位如淋巴结、肺、肝脏和骨

髓则高水平地表达其配体CXCL12; 并观察到

CXCR4与CXCL12的结合可引起癌细胞内骨架

蛋白的聚合与再分布, 调节细胞运动和迁移, 且
直接呈剂量依赖性诱导癌细胞定向迁移和侵

袭. 使用CXCR4拮抗剂T140或通过RNA干扰

技术抑制CXCR4基因均可抑制乳腺癌细胞在

体外的迁移反应[17-18]. Kodama et al [19]研究表明, 
CXCR4的表达与宫颈癌患者的年龄、肿瘤大

小、浸润程度正相关, 并与淋巴结转移程度显

著相关(P <0.0001). Hao et al [20]研究显示, 联合检

测乳腺癌组织中CXCR4, VEGF和MMP9(matrix 
metalloproteinase 9, 基质金属蛋白酶9)可预测乳

腺癌淋巴结转移. 关于CXCR4在胃癌组织的表

达情况鲜有报道. 本研究结果显示, CXCR4的表

达指数与有无淋巴结转移以及不同转移程度的

各组中存在统计学差异, 提示CXCR4可能与胃

癌淋巴结转移机制有关, 推测可能通过CXCL12/
CXCR4途径促进肿瘤细胞迁移至淋巴结有关. 
这与同行在乳腺癌[21]、结肠直肠癌[22]、食管癌[23]

中的有关报道一致.
我们研究了胃癌组织中VEGF-C和CXCR4

表达的相关性, 实验结果经Spea rman等级相

关分析表明两者表达指数正相关(r s = 0.341, 
P <0.05), 提示两者在胃癌发生、发展过程中具

有协同作用, 关于这方面的研究尚未见报道.进
一步研究探索VEGF-C和CXCR4在胃癌淋巴道

转移机制的作用及其相互关系, 将有助于阐明

胃癌淋巴道转移机制, 提供候选胃癌转移特异

标志物、基因治疗靶点, 为制备预测胃癌转移

潜能的基因芯片提供实验基础.
淋巴结转移是胃癌最常见的转移方式之

一, 由于肿瘤(特别是胃癌)早期常发生淋巴结

的转移, 这提示了淋巴管在肿瘤的转移过程中

起着重要作用. 目前TNM分级中淋巴结分级依

靠术后手工剪取, 耗时且结果与剪取者经验有

关, 而且准确的分级只能在术后获得, 联合检测

VEGF-C、CXCR4将为评价胃癌淋巴道转移提

供新思路. 综上所述, VEGF-C、CXCR4表达水

平与胃癌淋巴结转移正相关, 在胃癌活检组织

中定量检测VEGF-C、CXCR4的mRNA水平对

预测胃癌淋巴结转移具有重要的临床价值.
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召开. 届时将邀请日本及国内肝胆胰领域知名专家进行讲座和学术交流, 会议将对活体肝移植供受体手术、肝

脏手术、血管技术在肝胆胰手术中的应用、如何提高胰十二指肠手术切除率以及生物人工肝脏等技术的新进

展进行深入讨论, 学习该领域国内外先进技术和理念, 促进学术交流和学科发展. 与会者将被授予国家I类继续

教育学分12分. 欢迎各位肝胆胰及相关领域同仁参加. 

通讯地址: 150001, 黑龙江省哈尔滨市南岗区邮政街23号, 哈尔滨医科大学附属第一医院肝胆胰腺外科. 联

系人: 吴祥松 电话: 0451-53643849-5721, 13633621389. E-mail: wxs417@yahoo.com.cn

收费标准: 500元(含资料费及午间工作餐, 统一安排食宿, 费用自理). 报到日期: 2007-08-02.
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Abstract
AIM: To detect expression of E-cadherin (E-cad), 
β-catenin (β-cat) and matrix metalloproteinase-7 
(MMP-7) in hereditary non-polyposis colorectal 
cancer (HNPCC) and sporadic colorectal cancer 
(CRC), and to analyze its relationship to the 
biological behavior of HNPCC.

METHODS: Protein expression of E-cad, β-cat 
and MMP-7 in 30 specimens of HNPCC, 30 of 
sporadic CRC and eight of normal colorectal tis-
sues was detected by SP immunohistochemistry. 
Their corresponding clinical data were analyzed 
retrospectively.

RESULTS: The positive expression rates of 

E-cad and membrane β-cat in HNPCC patients 
were higher than those in sporadic CRC (E-cad, 
86.7% vs 60.0%; membrane β-cat, 83.3% vs 50.0%, 
all P < 0.05). The positive expression rates of 
cytoplasm β-cat and MMP-7 in HNPCC patients 
were lower than those in sporadic CRC patients 
(cytoplasm β-cat, 46.7% vs 80.0%; MMP-7, 46.7% 
vs 86.7%; both P > 0.05). Positive rates of E-cad, 
β-cat and MMP-7 in the two groups were signifi-
cantly related to depth of invasion and lymph 
node metastasis (r = 0.732, P < 0.05), but not to 
sex or the size or position of the tumor. Protein 
expression of E-cad was positively correlated 
with expression of membrane β-cat (r = 0.477, P 
< 0.05), however, expression of membrane β-cat 
was negatively correlated with expression of 
cytoplasmic β-cat (r = -0.419, P < 0.05), while ex-
pression of cytoplasm β-cat was positively cor-
related with expression of MMP-7 (r = 0.380, P < 
0.05).

CONCLUSION: There are remarkable differ-
ences in expressions of E-cad, β-cat and MMP-7 
between HNPCC and sporadic CRC. This could 
be the reason that HNPCC tumors are less inva-
sive and have less metastatic potential compared 
to sporadic cancers.

Key Words: Hereditary non-polyposis colorectal 
cancer; Sporadic colorectal cancer; E-cadherin; 
β-catenin; Matrix metalloproteinase-7; Histopathol-
ogy; Immunohistochemistry

Gu GL, Wei XM, Wang SL, Ren L, Zhou XW, Li DC, 
Hu YY. Expression of E-cadherin, β-catenin, matrix 
metalloproteinase-7 and its correlation to invasion/
metastasis of hereditary non-polyposis colorectal cancer. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(18):2031-2036

摘要
目的: 探讨上皮钙黏附蛋白(E-cad)、β-连接素
(β-cat)和基质金属蛋白酶-7(MMP-7)在遗传性
非息肉病性大肠癌(HNPCC)和散发性大肠癌
(sporadic CRC)的表达及与遗传性非息肉病性
大肠癌(HNPCC)侵袭转移间的关系. 
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■背景资料
W n t / β - c a t 信 息
通 路 、 M M P 和
HNPCC均是目前
肿瘤学的研究热
点 .  Wnt/β-cat信
息通路在肿瘤的
发生、发展、侵
袭、转移中起着
非常重要的作用. 
β-cat在肿瘤的侵
袭转移中却起着
双重作用; 其既可
与胞膜上的E-cad
结合介导上皮细
胞黏附、保持肿
瘤 组 织 的 完 整
性、阻止肿瘤细
胞转移, 又可在胞
质和胞核中的积
累和异常表达、

启动Wnt/β-cat信
息通路的下游靶
基因 .  MMP-7就
是Wnt/β-cat信息
通路的一个靶基
因 产 物 .  其 可 以
直接参与降解细
胞外基质(ECM), 
从而参与肿瘤的
侵 袭 转 移 .  研 究
发现E-cad, β-cat, 
MMP-7与大肠癌
的侵袭转移密切
相关. 



方法: 应用免疫组化SP法检测HNPCC (n  = 
30)、散发性大肠癌(sporadic CRC) (n = 30)和
正常大肠黏膜(n = 8)中E-cad, β-cat和MMP-7
的表达情况. 

结果: E-cad和胞膜表达β-cat在HNPCC中的阳
性表达率高于其在sporadic CRC中的表达率
(E-cad: 86.7% vs  60.0%; 胞膜β-cat: 83.3% vs  
50.0%, 均P <0.05). 而胞质表达β-cat和MMP-7
则相反(胞质β-cat: 46.7% vs  80.0%; MMP-7: 
46.7% vs  86.7%; 均P >0.05). 两组中E-cad, 胞
膜表达β-cat, 胞质表达β-cat, MMP-7的阳性表
达率与患者的性别和肿瘤的大小、部位及分
化类型均无关; 而与肿瘤的侵犯深度和转移
与否密切相关(r = 0.732, P <0.05). E-cad与胞膜
表达β-cat呈正相关(r = 0.477, P <0.05), 胞膜表
达β-cat与胞质表达β-cat呈负相关(r = -0.419, 
P <0.05), 而胞质表达β-cat与MMP-7呈正相关
(r = 0.380, P <0.05).

结论: E-cad, β-ca t和MMP-7在HNPCC和
sporadic CRC中的阳性表达率差异显著. 可能
是HNPCC在获得诊断时侵袭弱、转移少和预
后较好的原因之一.

关键词: 遗传性非息肉病性大肠癌; 散发性大肠癌; 

上皮钙黏附蛋白; β-连接素; 基质金属蛋白酶-7; 

病理; 免疫组化
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0  引言

遗传性非息肉病性大肠癌(hereditary nonpolyposis 
colorectal cancer, HNPCC)又称Lynch综合征, 
是一种由错配修复基因(mismatch repair gene, 
MMR)突变引起的常染色体显性遗传病[1]. 作
为大肠癌(colorectal cancer, CRC)的一个临床

亚型, HNPCC的遗传病因特殊、临床病理特

点突出[2-4]. 研究发现, HNPCC虽然具有发病年

龄早、病理分化类型差、多原发癌多见的特

点, 但其预后却明显好于散发性大肠癌(sporadic 
colorectal cancer, sporadic CRC)[2-6]. 原因在获得

诊断时, HNPCC比sporadic CRC的侵袭更弱、转

移更少[6]. 诸多因素参与CRC的侵袭和转移, 其
中肿瘤旁分泌和/或自分泌的上皮钙黏附蛋白

(E-cadherin, E-cad)、β-连接素(β-catenin, β-cat)
和基质金属蛋白酶-7(matrix metalloproteinase-7, 
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MMP-7)是重要的因素[7-9]. E-cad是一种Ca2+依

赖性细胞黏附分子, 介导上皮细胞黏附, 保持肿

瘤组织的完整性, 阻止肿瘤细胞脱离原发灶, 从
而抑制肿瘤转移. E-cad需与β-cat结合才能发挥

上述生物作用. β-ca t除参与细胞间黏附外, 也
是Wnt/β-cat信息通路的关键因子[10]. 而MMP-7
则是Wnt/β-cat信号通路的下游靶基因产物, 其
直接参与分解基底膜和细胞外基质造成肿瘤

侵袭和转移[11]. 因此, E-cad, β-cat和MMP-7的突

变或表达异常直接影响肿瘤的侵袭和转移, 并
与生存和预后密切相关. 目前, 综合研究3者在

CRC病变中表达的报道不多, 而3者在HNPCC
中表达及相互关系的研究尚未见报道. 我们采

用免疫组化SP染色法检测E-cad, β-cat和MMP-7
在HNPCC和sporadic CRC中的表达, 探讨其与

HNPCC上述生物学行为之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 1980-05/2005-06收治HNPCC 30例(男
23例, 女7例; 年龄18-68岁; 结肠21例, 直肠9
例; Dukes A2, B19, C7, D2), 全部病例均符合

AmsterdamⅡ标准[12]. 同期收治年龄≥60岁、

没有家族遗传倾向和多原发癌的sporadic CRC
患者30例(男20例, 女10例; 年龄60-89岁; 结肠

19例, 直肠11例; Dukes A1, B11, C15, D3)和正

常大肠组织8例(男6例, 女2例; 年龄45-70岁; 结
肠6例, 直肠2例). 标本石蜡固定. 全部肿瘤病例

术前均未行放化疗. 均经HE染色确诊. 3组的年

龄差异明显(46.0±10.6 vs  70.3±7.2, 57.8±8.1, 
P <0.01, P <0.05). E-cad鼠抗人mAb(ZM-0092), 
β-ca t鼠抗人mAb(ZM-0442), MMP-7鼠抗人

mAb(ZM-0334), SP试剂盒, DAB显色试剂盒均

购自北京中杉金桥生物公司. 试验由LAB vision 
Autostainer360自动染色仪系统(福建迈新公司)
程控完成、镜下图像以Olympus Dp70图像采集

分析仪进行采集、分析.
1.2 方法 实验按产品说明书操作. 切片常规脱

蜡至水, E-cad和β-cat组微波修复5 min, MMP-7
组不需抗原修复. 30 mL/L H2O2孵育10 min, 蒸
馏水冲洗, PBS浸泡5 min, 滴加正常兔血清工作

液, 孵育10 min后倾去, 不洗; 滴加一抗37℃孵育

2 h, PBS冲洗3 min×3次. 滴加二抗, 孵育15 min, 
PBS冲洗3 min×3次. 滴加三抗, 孵育15 min, 
PBS冲洗3 min×3次, DAB显色, 苏木素复染, 脱
水, 透明, 封片. PBS代替一抗作阴性对照, 正常

大肠黏膜上皮表达情况作阳性对照. 在200倍的

www.wjgnet.com

■创新盘点
目前HNPCC的研
究集中在基因和
临床两端, 研究蛋
白水平这个中间
环节的报道很少, 
本文应用免疫组
化方法对E-cad , 
β-cat, MMP-7在
H N P C C 和 散 发
性大肠癌组织的
表达进行了研究, 
分析其表达与临
床病理的关系及
其表达的相关性
和 意 义 ,  初 步 探
讨Wnt/β-cat信息
通路、MMP-7在
HNPCC侵袭转移
中可能的作用, 希
望为以后深入研
究打下基础.
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视野下随机选取10个视野, 计数每个视野中正

常黏膜或肿瘤细胞的染色情况, 取平均值. E-cad
表达定位于细胞膜; 胞膜阳性细胞数≥70%记为

E-cad阳性. 从胞膜、胞质两方面观察β-cat的表

达[2]. β-cat在胞膜阳性细胞数≥70%记为β-cat胞
膜表达, β-cat在胞质阳性细胞数>30%记为β-cat
胞质表达. MMP-7定位于胞质. 依据染色强度和

阳性细胞率综合计算评分. 染色强度: 0为无染

色; 1为染色弱; 2为中等染色强度; 3为染色强. 
阳性细胞率: 0为<5%; 1为<25%; 2为<50%; 3为
<75%; 4为≥75%. 以染色强度与阳性细胞率之

和计算评分, 0-2分为阴性(-), 3-5分为阳性(+), 
6-7分为强阳性(++). 两名高年资病理科医生双

盲法读.
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件包进行

统计分析. 计数资料采用两个或多个样本率比

较的c2检验, 正态分布计量资料采用随机设计的

两总体均数的t检验, 偏态分布计量资料采用两

组完全随机设计的Mann-Whitney秩和检验. 积
分相关性采用Spearman等级相关分析, P <0.05为
差异有统计学意义.

2  结果

2.1 E-cad, β-cat, MMP-7的表达 E-cad和β-cat呈
棕黄色细颗粒状主要表达于上皮细胞-细胞接

触侧的胞膜上, β-cat也可在胞质和胞核中异常

表达; 肿瘤间质不染色或浅染. MMP-7主要表

达在胞质, 呈棕黄色颗粒状, 部分胞膜染色, 肿
瘤间质不染色. Sporadic CRC组中E-cad, β-cat, 
MMP-7的表达与HNPCC组和正常黏膜组差异

显著(表1). E-cad, β-cat, MMP-7的阳性表达率

与患者的性别及肿瘤大小、部位无明显关系

(P >0.05), 而与肿瘤的侵犯深度和是否转移密切

相关, 即与CRC的Dukes分期密切相关, 胞质表

达β-cat和MMP-7在侵犯浆膜外组织和有转移者

的阳性表达率明显高于侵犯限于浆膜和无转移

者(P <0.05). 而E-cad和胞膜表达β-cat结果则相反

(表2). 
2.2 E-cad, β-cat, MMP-7表达的相关性 HNPCC
和sporadic CRC两组中E-cad和胞膜表达β-cat的
表达均呈正相关, 而胞膜表达β-cat和胞质表达

β-cat呈明显的负相关, 胞质表达β-cat和MMP-7
呈明显正相关. 其中HNPCC组E-cad与胞膜表

达β-cat的r  = 0.438, P  = 0.015; 胞膜表达β-cat与
胞质表达β-cat的r  = -0.449, P  = 0.013; 胞质表达

β-cat与MMP-7的r  = 0.393, P  = 0.031; 而sporadic 
CRC组中E-cad与胞膜表达β-cat的r  = 0.516, P  
= 0.004; 胞膜表达β-cat与胞质表达β-cat的r  = 
-0.389, P  = 0.034; 胞质表达β-cat与MMP-7的r  = 
0.367, P  = 0.046(表3).

3  讨论

在肿瘤的发生、发展过程中存在着多种基因结

构或功能改变, 先发生改变的上游基因可能是

其下游基因改变的原因. 因此, 上游基因在肿瘤

的发生、发展中可能起着更关键的作用[13]. 在
肿瘤的发生、发展、侵袭、转移中, Wnt/β-cat
信息通路起着非常重要的作用[14-16]. β-cat是Wnt/
β-cat信息通路的关键因子. 研究显示, β-cat在
肿瘤的侵袭转移中却起着双重作用; 在胞膜正

常表达的β-cat与Ca2+依赖性细胞黏附分子——

E-cad结合参与介导上皮细胞黏附, 保持肿瘤组

织的完整性, 阻止肿瘤细胞脱离原发灶, 从而抑

制肿瘤转移[11,13-16]. 而进入胞质中的β-cat如不能

被APC分解将造成β-cat在胞质和胞核中的积累

和异常表达. 异常表达的β-cat启动Wnt/β-cat信
息通路的下游靶基因, 而MMP-7就是Wnt/β-cat
信号通路的一个靶基因产物. MMP-7在MMP
家族中分子质量最小, 而且是唯一在肿瘤细胞

表达、不在肿瘤间质表达的M M P. 因其分子

结构中缺乏与组织抑制因子(tissue inhibitor of 
metalloproteinase, TIMP)相互作用的C末端区

域, 使MMP-7具有强大的基质降解功能和广泛

的底物特异性, 同时受TIMP的负调节作用较小. 

表  1  大肠癌组织E-cad, β-cat, MMP-7的阳性表达n

      
分组	                     n            E-cad       β-cat胞膜       β-cat胞质           MMP-7 

HNPCC	                 30	 26a	   25a	         14	                 14

sporadic CRC	 30	 18	   15	         24	                 26

正常大肠黏膜	   8	   8a	     8a	           0a	                   0a

aP<0.05 vs  sporadic CRC组.

■应用要点
E - c a d ,  β - c a t , 
MMP-7有可能成
为判断大肠癌侵
袭能力及预后的
一 个 指 标 .  目 前
MMP和β-cat的化
学合成的抑制剂
已开始用于肿瘤
的临床治疗, 本研
究为新药物的应
用提供了一些有
益的参考.
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因此, 在CRC的侵袭转移过程中MMP-7的作用

比其他MMP成员更重要. MMP-7可直接参与分

解基底膜和细胞外基质造成肿瘤侵袭、转移; 
同时MMP-7也参与胞膜中的E-cad和β-cat的分

解, 加速胞质表达β-cat的积累表达. 因此, E-cad, 
β-cat和MMP-7与CRC的侵袭、转移密切相关. 

本研究结果显示, E-cad和胞膜表达β-cat在CRC
中的表达较正常组织减少; 且随肿瘤侵袭深度

加深、出现淋巴结转移而表达明显降低, 差异

显著; 而胞质表达β-cat和MMP-7的表达则相反. 
这说明β-cat的表达异常不但参与了CRC的早期

发生, 而且还影响到CRC的侵袭、转移. 目前认

 

表  2  大肠癌E-cad, β-cat, MMP-7阳性表达与临床病理的关系n (%)

      
分组                                      项目	                    n                 E-cad              β-cat胞膜          β-cat胞质            MMP-7 

HNPCC	                 性别              男	                 23	 21(91.3)	          20(87.0)	   9(39.1)	          11(47.8)

	                                      女	                   7	   5(71.4)	            5(71.4)	   5(71.4)	            3(42.9)

	                 大小              <4 cm	                16	 14(87.5)	          13(81.3)	   8(50.0)	            7(43.8)

	                                      ≥4 cm	                14	 12(85.7)	          12(85.7)	   6(42.9)	            7(50.0)

	                 部位              右半结肠	 18	 16(88.9)	          16(88.9)	   9(50.0)	          10(55.6)

	                                      左半结肠	   3	   3(100)	            2(66.7)	   1(33.3)	            1(33.3)

	                                      直肠	                   9	   7(77.8)	            7(77.8)	   4(44.4)	            3(33.3)

	                 侵袭              浆膜内	                21a	 21(100)	          20a(95.2)	   7(33.3)	            7(33.3)

	                                      浆膜外	                  9	   5(55.6)	            5(55.6)	   7a(77.8)	            7(77.8)

	                 淋巴结转移   无	                 21	 21a(100)	          20a(95.2)	   7(33.3)	            6(28.6)

	                                      有	                   9	   5(55.6)	            5(55.6)	   7a(77.8)	            8(88.9)

sporadic CRC	 性别              男	                 20	 11(55.0)	          10(50.0)	 17(85.0)	          18(90.0)

	                                      女	                 10	   7(70.0)	            5(50.0)	   7(70.0)	            8(80.0)

	                 大小              <4 cm	                13	   8(61.5)	            7(53.8)	 11(84.6)	          10(76.9)

	                                      ≥4 cm	                17	 10(58.8)	            8(47.1)	 13(76.5)	          16(94.1)

	                 部位              右半结肠	 14	   9(64.3)	            9(64.3)	 12(85.7)	          13(92.9)

	                                      左半结肠	   5	   3(60.0)	            2(40.0)	   3(60.0)	            4(80.0)

	                                      直肠	                 11	   6(54.5)	            4(36.4)	   9(81.8)	            9(81.8)

	                 侵袭              浆膜内	                14	 12a(85.7)	          10a(71.4)	   9(64.3)	          10(71.4)

	                                      浆膜外	                16	   6(37.5)	            5(31.3)	 15a(93.8)	          16a(100)

	                 淋巴结转移   无	                 12	 10a(83.3)	            9a(75.0)	   7(58.3)	            8(66.7)

	                                      有	                 18	   8(44.4)	            6(33.3)	 17a(94.4)	          18a(100)

aP<0.05.

表  3  HNPCC和sporadic CRC组织E-cad, β-cat, MMP-7阳性表达的相关性n

                 
分组	                                                         n                  E-cad          胞膜β-cat         胞质β-cat

HNPCC             胞膜β-cat       (-)	   5	         5			                          

                                                (+)	 25	       21			 

                         胞质β-cat       (-)	 16	       12	            15		

                                                (+)	 14	       14	            10		

                         MMP-7          (-)	 16	       12	            15	                     2

                                                (+~++)	 14	       14	            10	                   12

sporadic CRC   胞膜β-cat       (-)	 15	         6			 

                                                (+)	 15	       12	

                         胞质β-cat       (-)	   6	         3	              5	

                                                (+)	 24	       15	            10	

                         MMP-7          (-)	   4	         0	              0	                     3

                                                (+~++)	 26	       18	            15	                   21

■名词解释
遗传性非息肉病
性大肠癌 (HNP-
C C ) :  是 一 种 由
错 配 修 复 基 因
(MMR)种系突变
造成的常染色体
显 性 遗 传 病 ,  约
占全部大肠癌的
5%. 国际上多采
用AmsterdamⅡ
标准 ,  即 :  ( 1 )家
系 中 至 少 有 3 例
HNPCC相关肿瘤
(包括大肠癌、子
宫内膜癌、小肠
癌、肾盂输尿管
癌)患者; (2)大肠
癌至少连续2代发
病; (3)至少1例在
50岁之前被诊断. 
国内2003年杭州
会议制定了中国
人HNPCC筛检标
准. 其临床诊断标
准涵盖范围较广, 
同时也兼顾了小
家系和我国肿瘤
谱的特点. 比较符
合临床需要. 
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为肿瘤的发生、发展、侵袭、转移属于肿瘤整

个生物学进程的不同阶段, 从基因突变意义上

可以认为在肿瘤的起源阶段已决定了肿瘤的转

移现状[17]. 本研究结果显示, β-cat蛋白表达异常

贯穿了CRC从早期发生直至晚期转移的全过程, 
与这一理论相吻合. 

本研究显示, 在HNPCC和sporadic CRC中
E-cad, β-cat和MMP-7表达的差异显著. 因为3者
都与CRC的侵袭、转移密切相关. 所以, 这可能

是HNPCC在获得诊断时侵袭弱、转移少的一个

可能的原因. 分析产生上述结果的原因: HNPCC
是由于MMR的种系突变引起, 而sporadic CRC
则多是由APC基因的突变引起[18-20], HNPCC中
的APC基因突变明显少于sporadic CRC. 突变

失活的APC蛋白无法分解胞质中的β-ca t复合

物, 从而造成浆表达β-cat在胞质中的积累并启

动MMP-7的表达, 因此加速了肿瘤的侵袭转移; 
MMR在引起HNPCC发病的同时, 也造成了其

下游基因转化生长因子βⅡ型受体(transforming 
growth factor β receptor type Ⅱ, TβRⅡ)的突变失

活[21]; 这将使转化生长因子β(TGFβ)通过Smad7
的介导参与降解胞膜中E-cad和胞膜表达β-cat
的能力减弱[22-24], 因此导致HNPCC中E-cad和胞

膜表达β-cat的表达较sporadic CRC增加. 这有待

我们进一步研究. Johnson et al [25]报道HNPCC中
β-cat的第3外显子突变较sporadic CRC明显增多, 
但此种突变产生的β-cat蛋白仍有其生物活性. 

目前化学合成的β-ca t抑制剂和MMP抑制

剂已开始进入临床并成为肿瘤治疗领域的热 
点[26-27]. 但目前该类药物价格较昂贵. 我们的研

究结果为临床应用选择性β-cat抑制剂和MMP抑
制剂治疗CRC的侵袭转移提供了一个有益的参

考. 我们认为如同乳腺癌内分泌治疗前需进行

雌激素受体(ER)、孕激素受体(PR)等检测一样, 
在应用β-cat抑制剂和MMP抑制剂药物对大肠癌

患者进行治疗前可能对患者肿瘤组织和/或血清

样本进行相应的β-cat, MMP检测是适宜的. 以免

造成药物的浪费和增加患者的经济负担. 因此, 
本研究结果为临床应用β-cat抑制剂和MMP抑制

剂选择性治疗CRC的侵袭转移提供了一个有益

的参考. 
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全国消化及消化内镜诊断与治疗进展学术研讨会征文启事

本刊讯 为提高我国消化内镜诊疗技术的整体水平, 《中华消化内镜杂志》编辑部拟于2007-08在新疆乌鲁木

齐市召开“全国消化及消化内镜诊断与治疗进展学术研讨会”, 邀请消化和消化内镜专家作有关专题学术报

告. 会议将出论文汇编, 并授予继续教育Ⅰ类学分, 《中华消化内镜杂志》将择优刊登应征论文. 

1       征文内容

征文内容包括消化系统疾病的内镜(食管镜、胃镜、十二指肠镜、小肠镜、大肠镜、肠道镜、腹腔镜、超声

内镜等)诊疗技术; 内镜外科的临床应用及进展; 食管、胃、肠、肝胆、胰腺疾病的基础研究、临床诊治及其

进展(炎症、溃疡、出血、肿瘤、异物等); 消化系统疾病的中医、中西医结合治疗及其进展; 消化内镜消毒及

护理技术, 消化系统疾病的急诊护理. 

2      征文要求

应征文章按《中华消化内镜杂志》稿约要求撰写打印, 并寄3000字以内全文及500字以内的论文摘要各一

份; 已投《中华消化内镜杂志》尚未发表的稿件, 请注明稿号. 应征文章经单位推荐盖公章后, 寄南京市紫竹

林3号《中华消化内镜杂志》编辑部卜小乐、赵在文同志收. 邮编: 210003. 信封左下脚注“征文”字样, 同

时汇寄审稿费10元. 请自留底稿, 恕不退稿. 截稿日期2007-05-31. 有关会议的具体事项另行通知. 联系电话: 

025-83472831, 86086091.
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Abstract
Gastric carcinoma can be divided into two types 
by the Lauren classification: intestinal and dif-
fuse-type carcinoma. Intestinal-type carcinoma 
is thought to develop from normal mucosa, 
intestinal metasplasia and dysplasia, ultimately 
leading to gastric cancer. Caudal-related homeo-
box transcription factor 2 (CDX2), an intestinal-
specific transcription factor, is a member of the 
caudal- related homeobox gene family and plays 
an important role in the development and dif-
ferentiation of intestinal epithelium, and in the 
maintenance of intestinal phenotype. In normal 
adults, CDX2 is expressed in mucosa from the 
duodenum to the distal colon. Recent studies 
have found that aberrant expression of CDX2 
plays a crucial role in intestinal metaplasia for-
mation and intestinal carcinoma.

Key Words: Caudal-related homeobox transcription 
factor 2; Dysplasia; Intestinal metaplasia; Gastric 
carcinoma

Wu Y, Xin Y. Expression of caudal-related homeobox 

transcription factor caudal-related homeobox transcrip-
tion factor 2 in intestinal-type carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(18):2037-2041

摘要
根据Lauren分型, 胃癌分为肠型和弥漫型胃癌
两种. 肠型胃癌经历了正常胃黏膜、肠上皮
化生到异型增生再到肠型胃癌的多步骤、多
阶段逐渐发展的过程. 肠道特异性转录因子
(caudal-related homeobox transcription factor 2, 
CDX2), 对肠黏膜上皮的发育及保持其形态起
着重要作用. 正常情况下其产物特异的表达于
小肠和结肠上皮中. 迄今的研究发现, CDX2
基因的异常表达与胃黏膜肠上皮化生和肠型
胃癌的发生密切相关.

关键词: 果蝇相关同源异型框转录因子2; 异型增

生; 肠化生; 胃癌
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消化杂志  2007;15(18):2037-2041

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/2037.asp

0  引言

果蝇相关同源异型框转录因子2(caudal-related 
homeobox transcription factor 2)即CDX2最早由

Mlodzik于果蝇体内分离, 是人体终身在肠道特

异性表达的核转录因子, 在肠黏膜上皮细胞的

发育及保持形态、结构特征中起着重要作用. 
肠型胃癌被认为经历了由正常胃黏膜、肠上皮

化生到异型增生再到肠型胃癌的多步骤、多阶

段逐渐发展的过程. 迄今越来越多的研究发现[1], 
CDX2基因的异常表达与胃黏膜肠上皮化生和

异型增生以及胃癌的发生密切相关. 本文将近

年关于CDX2基因与胃黏膜癌前病变及肠型胃

癌的关系以及相关分子机制的研究进展作一

介绍.

1  CDX2基因的结构与功能

CDX2为果蝇同源异型框基因家族成员之一. 同
源异型框基因及相关蛋白是以核转录调节因

www.wjgnet.com

®

■背景资料
关 于 C D X 2 在 肠
型胃癌中的表达
的研究中Bai et al
及Kaimaktchiev 
et al 发现CDX2在
肠化生及胃癌组
织中高表达, 肠型
胃癌高于弥漫型. 
Mizoshita et al 也
认为CDX2表达改
变更多地出现于
分化型胃癌(即肠
型胃癌)的早期阶
段. 本文以肠型胃
癌的发生、发展
为一主线, 将近年
关于CDX2基因与
肠型胃癌的关系
的研究进展及其
相关分子机制的
研究作一简要概
述. 



子的形式调节生物结构及细胞分化, 在生物体

的不断演化过程中决定着生物体正常结构, 并
始终保持相对的保守性. 根据基因序列及染色

体分布区域的异同, 同源异型框基因及相关蛋

白可分为两大家族: HOX及PARAHOX家族. 前
者包括HOX-A, HOX-B, HOX-C及HOX-D 4
类, 后者包含GSH, PDX和CDX(CDX1, CDX2, 
CDX4)[2].
1.1 CDX2基因及编码蛋白的结构特征 CDX2基
因及编码蛋白与PARAHOX家族呈高度的同源

性[3]. 近年来人染色体研究表明CDX2基因位于

染色体13q12-13, 全长22-23 kb, 由3个外显子和

2个内含子构成. CDX2蛋白包含311个单氨基酸, 
通过螺旋-环-螺旋的方式结合于DNA的相应区

域, 以转录因子的形式调节DNA的表达[4].
1.2 CDX2的功能 CDX2在哺乳动物中的表达决

定器官发生、前后极性形成和细胞分化的一致

性. CDX2的存在是受精卵种植的必需条件之

一. 正常生物体发育过程中CDX2为肠特异性转

录因子, 调节着肠上皮细胞的增殖、分化及肠

表型的维持. 对消化道特别是结肠和小肠上皮

的发育起着关键的作用. Beck et al [3]研究发现

CDX2可对肠道特异基因的转录进行调节并作

为一种肿瘤抑制基因, 人为敲除小鼠CDX2将导

致错构的息肉和管状腺瘤的发生. 此外人们在

体外细胞系的研究中发现CDX2具有显著的诱

导细胞向肠上皮分化的作用[5].
1.3 CDX2在正常组织中的表达 CDX2最初在胎

儿期广泛表达, 但从新生儿早期开始表现出明

显的组织表达特异性, 渐定位于小肠, 结肠和胰

腺小导管上皮, 在整个成年期仅在肠道腺上皮

中表达[6]. 在人体正常上皮细胞中CDX2可表达

于内胚层来源的肠道上皮及胰腺的导管和腺泡

上皮, CDX2在小肠和盲肠中表达较高, 远端结

肠表达降低. 但CDX2在其他器官组织如食管、

肺、胃、肾、膀胱、乳腺、肝、前列腺和胆总

管上皮中没有表达[7], Kaimaktchiev et al [8]也观察

到了类似的结果, 表明CDX2在正常肠道上皮中

具有较高的特异性.
1.4 C D X2在肿瘤中的表达  2003年We r l i n g  
et al [7]观察了476例人消化道肿瘤CDX2蛋白的

表达情况, 发现食管、胃、十二指肠、结肠、

胰腺、胆囊等消化道上皮肿瘤中均可不同程

度检测到CDX2表达, 其中结肠和十二指肠表

达最强. 然而CDX2并非特异性在消化道肿瘤

中表达, Werling et al [7]在较高比例的黏液性卵
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巢癌及膀胱癌中也发现了CDX2的高水平表达. 
Kaimaktchiev et al [8]发现约10%的子宫内膜组织

样癌中有CDX2表达, 但在肺, 乳腺, 肾等各个器

官的上皮性肿瘤中均无表达. 有学者报道, 消化

道的类癌可出现CDX2的阳性表达, 认为CDX2
可能与消化道神经内分泌癌的起源有关[9].

2  CDX2与肠型胃癌的关系

2.1 胃黏膜肠上皮化生 研究表明CDX2蛋白在正

常胃黏膜中无表达, 在绝大多数胃黏膜肠化生

中呈阳性表达, 提示CDX2蛋白在胃黏膜细胞中

的异位表达是发生胃黏膜肠化生的重要起始事

件, 而CDX2蛋白诱导MUC2等肠道特异性基因

的表达最终导致胃上皮细胞转分化为肠型上皮

细胞[10]. Eda et al [11]研究发现在鸡胚胎中胃上皮

细胞向小肠表型细胞的转化过程中, 存在CDX2
的诱导表达, 提示CDX2可特异性诱导肠黏膜上

皮分化. Eda et al [11]首次报道了CDX1和CDX2的
mRNA在胃黏膜肠化生中的表达. 他们在对人类

胃组织标本进行分析时发现CDX2的表达不仅

仅是肠化生的结果, 更是启动肠化生的触发器. 
Silberg et al [12]也发现CDX2异位表达可诱导转

基因小鼠胃黏膜肠化生. 利用Foxa顺式调控元

件对转基因小鼠进行CDX2导入, 发现小鼠胃黏

膜出现肠上皮化生: 出现阿辛蓝阳性的肠型杯

状细胞[13]. CDX2的异常表达使胃黏膜上皮转变

为肠上皮, 那么其间质是否也由胃型转变为肠

型呢? Mutoh et al [14]利用CDX2转基因小鼠研究

在肠化生中胃黏膜间质是否有腺周成纤维细胞

(PCFS)的存在, 以此来检查肠化生中间质的改

变情况. 正常情况下PCFS仅存在于肠的小隐窝

内, 在正常胃腺中不存在. 研究发现在CDX2转
基因小鼠胃的肠化生上皮的基底膜周围有PCFS
的存在, 在肠化生隐窝基底的周围也有PCFS的
存在, 而在肠型腺癌中完全没有PCFS的存在. 因
此Mutoh认为在CDX2诱导的胃黏膜的肠上皮

化生中其上皮和间质都由胃表型转变为肠表型. 
在胃黏膜肠化生中, 由于化生细胞由胃表型逐

渐转化为肠表型, 具有了肠上皮的特征, 因此推

测CDX2在该表型转换过程中可能起重要作用. 
Mizoshita et al [12,15-16]先后发现CDX2在胃黏膜的

肠化生中呈高水平表达, 在胃癌发生的早期阶

段也有表达, 并认为其表达与胃表型向肠表型

的转换相关联.
2.2 CDX2与胃黏膜异型增生 胃黏膜的异型增生

与CDX2的异常表达有关. Rugge et al [17]发现在
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一些异型增生(尤其是重度)中有CDX2蛋白表达

的缺失, 提示随着异型增生的发展CDX2的表达

可呈递减趋势. Bai et al [18]的研究中也发现CDX2
基因的异常表达与异型增生的形成有关. 但是

同时也发现CDX2基因在轻度和中度异型增生

中表达较低, 提示部分异型增生的形成及其癌

变机制可能有其他的机制或多种机制共同参与. 
在一项应用免疫组织化学方法已经诊断为胃癌

或非浸润性肿瘤的160例病例中研究CDX2基因

的表达情况, 按照Padova分型标准分为60例低

度异型增生, 55例高度异型增生和45例肠化生

病例. 结果显示CDX2基因在73.3%低度异型增

生、85.5%高度异型增生和91.1%的肠化生病

例中的表达为阳性. 这个结果意味着CDX2基因

可能为胃癌发生的早期事件, 也可以是胃癌进

一步发展的一个指标, 还有待进一步的研究[19]. 
Woodland et al [20]与大多数学者的研究结论不一

致, 他应用免疫细胞化学染色和HE染色对已有

组织蜡块的回顾性研究发现,随着异型增生的发

展, CDX2的表达逐渐增高, 但是与异型增生的

伴随程度之间无统计学意义.
2.3 CDX2与胃癌 1965年Lauren根据组织形态

及组织化学, 将胃癌分为肠型和弥漫型胃癌. 两
者不仅形态与组织化学所见不同, 预后和流行

病学上也不相同. Ko et al [21]在一组胃癌和非胃

癌的病例对照研究中也发现在胃腺癌中CDX2
表达较高, 尤其在组织结构为管状腺癌, 且分

化较好的肠型胃癌中, 而作为对照的正常胃黏

膜上皮却为阴性. 同时人们也已经在CDX2转
基因小鼠模型中成功诱导出胃黏膜上皮的肠

上皮化生并进一步演变成胃腺癌. Bai et al [18]及

Kaimaktchiev et al [22]发现CDX2在肠化生及胃癌

组织中高表达, 且其表达与胃癌组织类型独立

相关, 肠型胃癌高于弥漫型. Mizoshita et al [23]也

认为CDX2表达改变更多地出现于分化型胃癌

(即肠型胃癌)的早期阶段. 分析原因可能与不同

组织类型胃癌其细胞来源不同有关. 但Almeida  
e t a l [24]则认为在2种类型胃癌中CDX2表达其

实并无差异. Mutoh et al [25]的研究发现胃黏膜

CDX2异位表达之后发生的胃黏膜肠上皮化生, 
伴有P53, APC基因突变, 提示在CDX2异位表达

后合并发生其他分子事件是导致肠化生进展为

胃癌的重要原因. 另一方面, CDX2蛋白表达在

肠型胃癌和弥漫型胃癌中的差异提示CDX2蛋
白异位表达似与肠型胃癌的发生更为相关, 而
CDX2蛋白表达后进一步诱导MUC2等肠道特异

性表达基因的表达是肿瘤细胞呈现肠型表型的

重要原因[10]. Groisman et al [26]和Werling et al [7]的

研究中发现胃癌肠转移病例中CDX2表达阳性, 
Barbareschi et al [27]在胃癌的肺转移中也发现有

CDX2的表达. 而Tornillo et al [28]的研究显示在胃

癌的卵巢转移中CDX2表达为阴性, Jaffee et al [29]

在胃癌的肝转移中也发现CDX2的阴性表达. 目
前在CDX2与胃癌转移的关系方面的研究不是

很多, 对于其关系还有待进一步的研究.

3  CDX2在肠型胃癌发生中的作用及相关机制

胃癌的发生、发展是多基因异常引起的渐进性

过程. 从正常胃黏膜-肠化生-异型增生再向胃癌

的发生、发展中有多种基因的参与, 其中CDX2
在肠上皮化生过程中的表达要早于CDXl, S I
以及其他肠特异性基因, 可能是肠型胃癌的形

成中的早期事件, 他的作用机制涉及同源分子

间、细胞内外分子间相互作用的各个方面.
3.1 CDX2与OCT-1 同源域(homeodomain)蛋白

是一大类DNA结合蛋白, 代表性的成员有Pit-1, 
OCT-1, OCT-2和unc-86, 他们都有共同的结构

式样, 称为POU结构域, 包括2个亚结构域及其

连接区, N端是75氨基酸的POU特异性结构域

(POUS), C端60氨基酸为POU同源域结构(POUH). 
根据POUH氨基酸序列和连接区的保守性, Oct-1
的POUH和POUS有相似的立体构象, 对八聚体

元件ATGCAAAT有高亲和性. Almeida et al [30]的

研究中发现OCT-1在慢性胃炎尤其是邻近肠化

生的区域表达为阳性, 在87%的肠化生中为阳

性. 此外74%的胃癌中也表达为阳性, 在肠型胃

癌中阳性率更高. 结果还显示OCT-1可能束缚了

CDX2的启动, 但是对于OCT-1对CDX2转活的直

接效应还有待于进一步证实.
3.2 CDX2与肝肠钙黏连蛋白(LI-钙黏连蛋白) 肝
肠钙黏连蛋白(liver intestin-cadherin LI-钙黏连

蛋白)作为钙黏连蛋白家族的一员与经典的钙

黏连蛋白分子虽具有相同的作用机制, 但是结

构却不同. 分子生物学研究表明CDX2可特异性

作用于LI-钙黏连蛋白的5端与LI-钙黏连蛋白直

接结合, 从而促进LI-钙黏连蛋白的表达. Hinoi 
et al [31]的研究表明CDX2阳性表达的黏膜上皮中

80%可以检测到LI-黏连蛋白; CDX2阴性表达的

黏膜上皮中LI-黏连蛋白的表达基本为阴性, 二
者的表达显示高度的一致性. Ko et al [21]发现在

胃的肠化生和肠型胃癌中CDX2与LI-钙黏连蛋

白的表达也存在高度的联系. 此外, LI-钙黏连蛋
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白可能是调节CDX2功能的关键因素, 并以此来

决定肠化的细胞命运.
3.3 CDX2与CDX1 CDX2与CDX1同属CDX家族, 
在结构上具有高度的同源性. 虽然在胃肠道上

皮发育的某些阶段(8.5-12 wk)可同时检测到二

者的存在, 但CDX2与CDX1的分布及功能有许

多不同之处. 作为核转录因子, CDX1产物主要

负责肠道上皮细胞的增殖, 而CDX2产物则负责

调控肠型上皮细胞的分化. CDX1基因与生物体

的神经系统发育密切相关, 在CDX1基因敲除的

小鼠中可以观察到神经系统的发育畸形. CDX2
基因的表达可显著诱导未分化细胞向肠上皮分

化, 而CDX1则无此作用[29]. Mizoshita et al [32]对70
例胃癌标本分别用RNA印迹法和免疫组化法对

CDX1/2mRNA和蛋白的表达, 得出CDX1/2对于

肠表型的维持起重要作用, 在肠型胃癌的发生

中起主要的作用, 但是在肠化生的发生中CDX2
的表达要早于CDX1, 但是对于CDX1和CDX2表
达的分子机制仍不是很清楚.
3.4 CDX2与MUC6 MUC6基因是Kim于1993年
从人胃黏膜上皮cDNA文库中所克隆的基因, 他
编码一种分泌性黏蛋白, 与其他黏蛋白基因一

样, 存在可变数目的重复序列, 该重复序列所指

导的氨基酸重复序列中富含苏氨酸、丝氨酸、

脯氨酸. MUC6基因在胃黏膜的癌变过程中是下

调表达的, 尤其是在肠上皮化生和胃癌组织中

更明显、正常黏蛋白基因表达的大量丢失, 与
胃癌发生过程可能有关, 至少提示胃癌的恶变

过程中涉及黏蛋白基因表达的改变. Hamamoto 
et al [33]研究39例非小细胞肺癌(13例腺癌、18例
鳞癌和8例大细胞癌)中CDX2和MUC6的表达, 
得出MUC6的表达在异体嫁接(xenograft)腺癌中

表达最高, 其次为异体嫁接非小细胞肺癌, 在鳞

癌中表达最低. 异体嫁接腺癌在分子形态学属

于胃癌的类型, 在异体嫁接腺癌中MUC6基因

的表达与CDX2基因的表达紧密相关, 并因此得

出在肺癌中CDX2的表达归因于胃癌特征性的

MUC6的异常表达.
3.5 CDX2与PTEN PTEN为第一个被发现具有

磷酸化酶活性的抑癌基因. PTEN位于10q23, 此
区域在乳腺癌及前列腺癌中经常缺失. PTEN编

码产物在从正常胃黏膜至肠型胃癌中表达下降, 
提示与CDX2相似, PTEN基因的异常遗传学改

变可能也参与了从正常胃黏膜至肠型胃癌的恶

性转变过程, 可成为胃癌形成早期事件中新的

标志物. Kim et al [34]的实验发现在结肠癌细胞系

中抑癌基因PTEN可以通过刺激CDX2启动子转

录活性增强CDX2的表达, 因此提示在肠上皮化

生至肠型胃癌的转变中PTEN对CDX2的表达可

能起到一定的调节作用, 成为PTEN胃癌抑制作

用的新途径. 但在不同类型肠化生中虽然小肠

型肠化生中CDX2水平明显高于结肠型肠化生, 
而PTEN在不同类型肠上皮化生中的表达没有

显著性差异. 表明对于CDX2的表达存在着复杂

的调节机制, PTEN只是影响因素之一.
总之, 肠道特异性转录因子CDX2, 在肠黏

膜上皮细胞的发育及保持其形态、结构特征中

起着重要作用, 在胃黏膜癌前病变研究中受到

极大的重视. CDX2基因的异常表达, 可造成胃

黏膜肠上皮化生和异型增生, 并与胃癌(尤其是

肠型胃癌)的发生、发展有关. 肠型胃腺癌被认

为经历了由正常胃黏膜-肠上皮化生-异型增生-
胃癌的发展过程, 然而, 对其演变过程的分子机

制所知尚少. 目前虽对CDX2在肠化生、异型增

生及肠型胃癌中的表达有一定的研究, 但是对

于其机制仍不是很清楚, 因此, CDX2基因对肠

上皮化生, 异型增生及肠型胃癌的作用机制有

待于更深入的研究和探索.
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Abstract
One of the most common yet difficult to resolve 
problems in clinical tumor chemotherapy is 
multidrug resistance (MDR). It is also the major 
factor leading to tumor recurrence, even to me-
tastasis. Hence, investigations into multidrug 
resistance of tumors have recently become very 
common. New therapeutic targets have been 
discovered based on molecular research into 
tumor lesions as ErbB-2. These should provide 
possibilities for reversing tumor MDR by devel-
oping new types of antitumor drugs that have 
higher performance and are less harmful than 
existing treatments.
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Zhang H, Gao Q. Progress in research into the relation-
ship of ErbB-2 and multidrug resistance. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(18):2042-2045

摘要
肿瘤细胞多药耐药是临床肿瘤化疗失败最常
见和最难克服的问题之一, 亦是复发、转移的
主要原因. 因此肿瘤耐药逆转成为当今肿瘤研
究中的热点之一. 近年来, 基于对肿瘤病灶部

位的分子水平的研究, 发现了许多新的治疗靶
点, 如ErbB-2, 为开发新型的高效低毒的新药
从而逆转肿瘤多药耐药提供了可能.

关键词: 肿瘤; ErbB-2; 多药耐药
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0  引言

目前, 化疗是恶性肿瘤治疗中除手术、放疗以

外最重要的手段, 肿瘤对化疗药物产生耐药性

是目前肿瘤治疗失败的一个重要原因, 已经发

现很多机制参与肿瘤耐药性的产生. ErbB受体

家族成员在多种人类恶性肿瘤中有表达或高

表达, 已知在60%的肿瘤中存在1个或多个ErbB
受体过度表达, 尤其在实体瘤中, 如肺癌、乳

腺癌、胃癌、前列腺癌、卵巢癌、头颈部肿瘤

等, 人们逐渐发现EerB-2参与耐药的形成. 现就

EerB-2与肿瘤多药耐药的研究作一综述.

1  EGFR酪氨酸激酶家族

又称E r b B受体家族 ,  包括4个成员 :  E G F R, 
ErbB-2, ErbB-3, ErbB-4. 他们定位于细胞膜上, 
结构相似, 均由胞外的配体结合区、单链跨膜

区和胞内的蛋白酪氨酸激酶区3部分组成.
1.1 ErbB-2受体 人的ErbB2基因又称neu基因, 在
染色体上定位于17q21. 编码一种具有酪氨酸蛋

白激酶(TPK)活性的物质, 其表达产物是一种分

子量为M r 185 000的细胞膜受体, 即ErbB-2受体, 
简称P185蛋白. ErbB-2至今仍未发现高亲和力配

体. 但是“孤儿受体”ErbB-2却是最优先或最佳

二聚化伙伴, 他与家族其他成员形成的异二聚

体具有相对较强的信号转导能力, 因此可以说

ErbB-2在整个ErbB家族信号网络中处于中心位

置. 其重要功能是作为辅助受体蛋白, 以异源二

聚体的形式参与信号转导. 在过量表达的情况

下他也可以形成不依赖配体的同源二聚体, 继
而激活下游信号通路[1].

®

■背景资料
肿瘤细胞多药耐
药是临床肿瘤化
疗失败最常见和
最难克服的问题
之一, 亦是复发、

转移的主要原因. 
因此肿瘤耐药逆
转成为当今肿瘤
研究中的热点之
一. 近年来, 基于
对肿瘤病灶部位
分子水平的研究, 
发现了许多新的
治 疗 靶 点 ,  为 开
发新型的高效低
毒的新药从而逆
转肿瘤多药耐药
提 供 了 可 能 .  以
ErbB受体酪氨酸
激酶为靶点的药
物广泛用于治疗
C-erbB-2扩增或
过表达的转移性
乳腺癌, ErbB-2与
肿瘤多药耐药中
p-gp, p53的关系, 
作用机制及其应
用引起人们的关
注. 但ErbB-2作为
一种新的肿瘤治
疗耙点, 其逆转耐
药机制尚不十分
明确, 需要进一步
的研究.
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2  MDR机制及其逆转

2.1 MDR的发生机制与多个因素相关 肿瘤细胞

耐药相关蛋白过度表达, 酶介导的多药耐药. 其
他相关因素还有葡萄糖甲基化神经酰胺的变化; 
激素受体亲和力改变; HSP90, ZNRD1人转录

相关蛋白[2], MGrl-Ag[3], occludin mRNA, HLH, 
IR21, CCT5, Tx-P-1和Prota表达增加; COX-2[4-5] 
高表达等 .一些新的相关因素 (1 )核糖体蛋白

RPL6基因过表达[6]; (2)脘病毒蛋白(prion protein, 
PrPc)[7]; (3)核糖体蛋白RPS13, L23高表达[8]; (4)
信号分子Stat3活性降低[9]. 近来人们越来越关注

的相关因素: 凋亡抑制, 凋亡途径异常. 甚至有

人认为肿瘤的多药耐药与经典的耐药机制关系

不大, 而与原癌基因的表达有很大的关系.
2.2 MDR的预防 及时、规范、足量、联合使用

化疗药物十分重要. Suzuki et al [10]最近报道, 对
紫杉醇耐药的胃癌在给予联合使用紫杉醇和5-
氟尿嘧啶明显提高了其敏感性. 
2.3 MDR的药物逆转治疗 针对P-gp的逆转剂, 先
后有3代P-gp的逆转剂问世[11]. 但是西药逆转剂

的毒副作用限制了在临床的广泛应用, 低毒的

中药逆转剂的研究, 近几年成为新的热点之一. 
如三氧化二砷[12], 喜树碱(CPT)等都表现出良好

的前景, 新的CPT类似物的研发为耐药的人类肿

瘤提供了新的化疗方法[13].
2.4 MDR的基因逆转治疗[14] 目前研究较多的

技术有M D R l基因的反义寡聚脱氧核糖核酸

(AOD), MDRl基因的反义RNA, 切割MDR1 
mRNA的核酶外源性基因植入等技术. 近几年, 
siRNA介导的基因干扰技术又为多药耐药基因

治疗研究提供了一个全新的技术平台[15].

3  ErbB-2作用于肿瘤多药耐药逆转

3.1 ErbB-2与MDR的关系 ErbB-2在肿瘤的发生

及其演变过程中有重要的角色, C-erbB-2基因

蛋白高表达者往往提示预后较差[16]. Yu et al [17]

将ErbB-2全长导入乳腺癌MDA-MB-435细胞中, 
ErbB-2表达增加后, 引起Taxol的耐药, 在没有

ErbB-2表达时, Taxol可激活P34cdc2/cyclinb, 从
而启动凋亡途径; 但一旦细胞中HER-2表达增

加, 可通过激活P21 Cipl(周期素依赖性激酶CDK
抑制剂), 阻断P34cdc2/cyclinb的活性, 引起凋亡

抗性, 提示HER-2的抗凋亡作用与其介导的多药

耐受有关. 丁渭 et al [18]用MCF-7/HER2细胞高度

耐受的Taxol, MMC, VP-16, 5-FU分别处理. 其耐

药细胞较对照组细胞的凋亡率明显降低的结果

也充分说明凋亡抗性与药物抗性的关系.
另外越来越多的试验证实E r b B-2参与了

肿瘤的多药耐药机制, 与MDR1/P-gp有着密切

的关系, 但具体机制尚不十分明确, C-erbB-2与
多药耐药的关系目前国内的研究较少, 有待进

一步的试验探讨. C-erbB-2是一种癌基因, 阳性

表达者预后不良, 但作为单项指标, 其对肿瘤

的诊断、预后判断尚无积极的指导意义. 所以

现在人们更关注于HER-2与经典多药耐药因子

的共同表达及其之间的关系. Wang et al [19]运用

曲妥珠单抗(主要成分为trastuzumab, 为针对胞

外区的人源性单抗, 商品名为赫赛汀)联合白细

胞素-2(IL-2)作用于肾癌细胞株, 并用SP法对

HER-2, MRP1表达进行测定发现曲妥珠单抗联

合IL-2对肾癌细胞的生长抑制及耐药性呈时间

和剂量依赖性. 药物处理后, HER-2, MRP1表达

明显下降(P <0.05). 从而证实了曲妥珠单抗能有

效地抑制肾癌细胞的生长, 对瘤细胞的耐药性

也有一定的逆转作用. 进一步证实抑制信号转

导因子HER-2, 可同时抑制肿瘤细胞的生长, 促
进其凋亡, 降低耐药, 减少药物剂量, 降低药物

不良反应, 为临床治疗肿瘤设计靶点、合理用

药提供了一条有效的途径. 有研究结果显示, 在
胃腺癌中C-erbB-2表达与P-gP表达亦呈正相关

(P <0.05)[20], 因此, 我们认为C-erbB-2与P-gP联
合检测, 可作为胃腺癌预后判断和抗药耐药判

断的指标. 徐晓妹 et al [21]也报道, 在乳腺癌细胞

的检测中发现基因扩增/P-gp蛋白阳性表达与

C-erbB-2蛋白过表达呈高度相关(P <0.01), 说明

乳腺癌中存在MDR1/P-gP和C-erbB-2共表达, 但
其共表达在乳腺癌耐药方面的作用及确切机制

尚有待进一步研究阐明. 亦有文献[22]报道在

胃腺癌中缺失PTEN而过表达HER2对预后有

着显著的影响, 从而为我们打开寻找新的胃癌

治疗耙点的途径. Misra et al [23]研究发现透明质

烷, 磷酸肌醇激酶和ErbB-2在加强MDR1的表达

和调节细胞耐药敏感性起正反馈作用. 赵文辉  
e t a l [24]通过构建TA M抵抗的细胞系M C F-7/
TAMR,并用C-erbB-2 mAb herceptin对其干预, 
发现MCF-7/TAMR细胞中C-erbB-2的mRNA和

蛋白水平是MCF-7/MT细胞中的2倍, 进一步说

明C-erbB-2参与TAM耐药的形成. 上述研究证实

了HER-2与多药耐药中MDR1/P-gp途径有着密

切的关系, 从而影响了肿瘤对化疗药物敏感性, 
增加了其药物抗性. 
3.2 ErbB-2受体酪氨酸激酶信号转导干预及以

■相关报道
以ErbB受体酪氨
酸激酶为靶点的
药物近几年有了
突破性的进展, 已
进入临床试验阶
段, 具有广阔的应
用前景, 目前关于
ErbB-2与肿瘤多
药耐药的研究正
处于探索中.

■创新盘点
国内外关于ErbB- 
2与肿瘤多药耐药
的研究鲜为报道, 
本文对ErbB-2的
结构, 表达, 作用
机制及其应用作
了详尽的阐述, 并
探讨了与肿瘤多
药耐药的作用.
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C-e rbB-2为靶点的肿瘤治疗进展 肿瘤细胞中

ErbB受体的持续激活能够促进细胞不断增殖,
而很多研究表明, 对ErbB受体信号的干扰能够

阻断肿瘤细胞的增殖作用[25]. 当ErbB-2受体活

性被抑制后, 胞内的促有丝分裂信号减弱, 从而

影响核内的效因子如Myc, Cyclin D, Cyclin E和
p27Kipl等, 表现出抗细胞增殖的作用[26].

ErbB-2作为一种酪氨酸激酶受体, 主要是通

过自身磷酸化或者与EGFR家族的其他成员结

合形成异源二聚体[27], 活化内部的酪氨酸激酶, 
从而激活下游信号通道, 参加调节细胞的增殖,
分化, 凋亡等生物学效应. ErbB-2参与调节的下

游信号通道主要有PI3K/AKT途径和MAPK激酶

途径等, 其信号转导通路中许多分子在化疗耐

受的产生中也发挥着一定的作用.
由于E r b B受体信号网络在多种肿瘤的发

生、发展中起着非常重要的作用 ,  通过干预

ErbB受体酪氨酸激酶信号转导进行肿瘤治疗

成为近年来肿瘤治疗研究的热点. 这些靶点药

物具有高效、低毒、特异性强的优点, 目前已

有多个针对ErbB受体的抗肿瘤药物进入了临

床试验, 另有近百种药物还在实验室研究之中. 
抑制ErbB受体信号主要有以下几种途径: (1)阻
断ErbB配体、受体的结合; (2)应用反义核苷酸

直接抑制ErbB受体表达; (3)应用特异性的抗体

抑制ErbB受体功能; (4)应用小分子化合物抑制

ErbB受体酪氨酸激酶活性. 由于ErbB配体和受

体的结合作用非常复杂, 很难用一个小分子进

行阻断, 而且有些突变的受体不需要结合配体

就保持活化状态, 所以第一种途径的可操作性

相对较差.
以E r b B受体酪氨酸激酶为靶点的药物

近几年有了突破性的进展 ,  目前已经被美国

食品和药品管理局 ( F D A )批准上市的药物

有: 针对ErbB-2胞外区的人源化单抗Herceptin 
(trastuzumab, 1998年)、针对EGFR酪氨酸激酶

的小分子抑制剂Iressa(gefitinib, 2003年)、针

对EGFR酪氨酸激酶的mAb Erbitux (cetuximab, 
2004年)和针对EGFR酪氨酸激酶的小分子抑制

剂Tarceva(eflotinib, 2004年). 这类靶点药物在

临床应用中常常与化疗联合用药, 表现为协同

作用, 具有显著的疗效. Pertuzumab、酪氨酸激

酶抑制剂、C-erbB-2肽疫苗、腺病毒E1A基因

治疗等亦已进入临床试验阶段, 具有广阔的应

用前景. 其中最为成功的例子是针对C-erbB-2
胞外区的人源化mAb Hereptin. Herceptin主要

成分为trastuzumab, 1998年被美国FDA批准用

于治疗C-e r b B-2扩增或过表达的转移性乳腺

癌, 另一个获得广泛关注的抗C-erbB-2 mAb是
pertuzumab(Omnitarg, 2C4). Pertuzumab的抗原

结合点位于ErbB-2胞外区的亚区, 主要作用机制

是干扰ErbB-2与其他ErbB成员形成二聚体从而

阻断细胞信号传递, 而且无论是否存在C-erbB-2
过表达 ,  他均能发挥抗瘤作用 .  由于他与

trastuzumab的抗原结合位点及作用机制不同, 联
合两者进行乳腺癌靶向治疗较之单药治疗将更

为有效. 近几年, 用于C-erbB-2检测的新技术不

断涌现, 其中比较突出的有CISH (chromogenic 
in situhybridization), ELISA, RT-PCR(real-time 
polymerase chain reaction)等. 从而更好的为研究

ErbB-2的表达和耐药机制提供了新的手段. 
3.3 HER-2 siRNA对肿瘤多药耐药的作用 目前

运用小干扰RNA(siRNA)影响ErbB-2受体的表

达来研究多药耐药机制, 越来越受到人们的关

注. RNAi转录后基因沉默, 也称为RNA干扰, 是
指双链RNA(double-stranded RNA, dsRNA)分子

阻断或者降低同源基因表达的现象, 细胞内很

少的dsRNA分子就可触发有效特异的基因阻断

效果. RNAi作为一种新的治疗手段治疗某种疾

病, 这种疾病与已知基因的表达增高有关, 如肿

瘤、病毒性疾病以及炎症性疾病. 下面是RNAi
技术用于各种肿瘤, 从而逆转肿瘤的多药耐药

的几项研究报道: 鲁艳明 et al [28]试验证实体外

转录合成的siRNA能有效抑制SKOV-3细胞中

HER-2的表达, 提高细胞对顺铂的敏感性; RNA
干扰技术为卵巢癌的治疗提供了一种新策略; 
ErbB-2原癌基因在大约30%的卵巢癌和乳腺癌

中高表达, 并且这种高表达提示预后不良. 运用

逆转录病毒介导的小干扰RNA技术, 通过影响

多信号途径能够抑制肿瘤的生长[29].

4  展望

目前对于肿瘤的多药耐药仍是化疗方案失败的

主要因素, 如何逆转肿瘤的多药耐药, 提高肿瘤

细胞的药物敏感性, 成为人们越来越关注的话

题. ErbB-2作为酪氨酸激酶家族中的一员, 虽然

国内外关于ErbB-2与肿瘤多药耐药的研究鲜为

报道, 但目前仍有研究发现ErbB-2与MDR1/P-gp
有密切关系, 且体外合成ErbB-2 siRNA转染卵

巢癌, 乳腺癌耐药细胞株, 能够明显提高其药

物敏感性, 一定程度上逆转了肿瘤的多药耐药. 
ErbB-2作为一种新的肿瘤治疗耙点, 其逆转耐药

■名词解释
1  肿瘤多药耐药
(MDR): 是指肿瘤
细胞在接触一种
抗肿瘤药产生耐
药性后, 对未接触
过的 ,  结构不同 , 
作用机制各异的
其他抗肿瘤药物
也具有交叉耐药.
2  E r b B - 2 受 体 :  
人的E r b B 2基因
又称neu基因, 在
染色体上定位于
17q21. 编码一种
具有酪氨酸蛋白
激酶(TPK)活性的
物质, 其表达产物
是一种分子量为
M r185 000的细胞
膜受体, 即ErbB-2
受体, 简称P185蛋
白.
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机制尚不十分明确, 需要进一步的研究, 但我们

相信ErbB-2作为逆转耐药的新耙点有着美好的

前景.
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■同行评价
本文对ErbB-2受
体与肿瘤多药耐
药的关系进行了
综述, 目前国内这
方面的文章比较
少见 ,  立题新颖 , 
具有很好的参考
价值.
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Abstract
AIM: To study the effects of rosiglitazone, a 
peroxisome proliferator-activator receptor 
(gamma) ligand, on serum levels of matrix 
metalloproteinase-2 (MMP-2) and the tissue 
inhibitor of metalloproteinase-2 (TIMP-2), along 
with the hepatic expression of MMP-2 and 
TIMP-2 mRNA in mice with liver fibrosis caused 
by Schistosoma japonicum infection.

METHODS: Fifty mice were divided into five 
groups: one uninfected group (A), and four 

schistosomiasis groups (B-E): without any treat-
ment (B), praziquantel treatment (C), rosigli-
tazone treatment (D), and rosiglitazone and pra-
ziquantel treatment (E). Serum levels of MMP-2 
and TIMP-2 were measured by ELISA. Hepatic 
expression of MMP-2 and TIMP-2 mRNA were 
determined by real-time quantitative PCR.

RESULTS: Serum level and hepatic mRNA 
expression of MMP-2 were markedly higher 
in groups D and E [306.0 ± 62.3 mg/L, 312.0 ± 
54.3 mg/L; –19.123 ± (–5.965), –20.375 ± (–6.189)] 
than in group A [221.3 ± 39.2 mg/L, –26.324 ± (–
5.314); P < 0.05], but were lower than in group B 
[411.3 ± 57.5 mg/L, –12.227 ± (–4.426), P < 0.05] 
and group C [402.9 ± 57.2 mg/L, –12.804 ± (–
4.036), P < 0.05]. Serum level and hepatic mRNA 
expression of TIMP-2 was markedly increased 
in the four schistosomiasis groups compared to 
the normal group [209.3 ± 60.5 mg/L, –20.516 ± 
(–4.716); 213.5 ± 66.0 mg/L, –19.944 ± (–5.052); 
223.6 ± 65.3 mg/L, –18.767 ± (–5.509); 224.5 ± 64.4 
mg/L, –19.676 ± (–4.320) vs 150.4 ± 46.5 mg/L, –
27.186 ± (–5.985), P < 0.05]; however, there was 
no significant difference among the schistoso-
miasis groups (P > 0.05).

CONCLUSION: MMP-2 plays a role in promot-
ing liver fibrosis. Rosiglitazone can relieve liver 
fibrosis because it down-regulates the expres-
sion of MMP-2 in mice with schistosomiasis and 
liver fibrosis.

Key Words: Peroxisome proliferator-activator recep-
tor gamma; Fibrosis; Matrix metalloproteinase-2; 
Tissue inhibitor of metalloproteinase-2
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摘要
目的: 研究PPARγ配体罗格列酮治疗小鼠血吸
虫病肝纤维化, 血清MMP-2与TIMP-2的变化

®

■背景资料
PPARg是一类由
配体激活的核转
录 因 子 ,  其 功 能
改变与一些肝脏
疾 病 有 相 关 性 . 
PPARg与配体结
合后被激活, 在肝
纤维化形成中的
作用已成为肝纤
维化研究领域里
的一个新热点. 我
们在以往的研究
中已证实PPARg
配体罗格列酮有
抗血吸虫病肝纤
维化作用. 为进一
步探讨其可能的
作用机制, 本实验
研究罗格列酮对
血吸虫病肝纤维
化基质金属蛋白
酶-2的影响. 
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及肝组织MMP-2与TIMP-2的基因表达. 

方法: 昆明小鼠50只, 随机分为正常对照组
A、感染对照组B、吡喹酮治疗组C、罗格列
酮治疗组D及罗格列酮加吡喹酮治疗组E. 除
正常对照组外, 其余各组均建立血吸虫病肝纤
维化小鼠模型. 用ELISA法检测血清MMP-2及
TIMP-2的含量, 实时荧光定量PCR反应观察
小鼠肝组织MMP-2 mRNA及TIMP-2 mRNA
的表达. 

结果: D, E组血清M M P-2的含量(306.0±
62.3 mg/L, 312.0±54.3 mg/L)及肝组织MMP-2 
mRNA的表达[-19.1±(-6.0), -20.4±(-6.2)]
高于A组[221.3±39.2 mg/L, -26.3±(-5.3); 
P <0.05], 但明显低于B组[411.3±57.5 mg/L, 
-12.2±(-4.4), P <0.05]和C组[402.9±57.2 mg/
L, -12.8±(-4.0), P <0.05]. B, C, D和E组血清
TIMP-2的含量及肝组织TIMP-2 mRNA的表
达均显著高于正常对照组[209.3±60.5 mg/L, 
-20.5±(-4.7); 213.5±66.0 mg/L, -19.9±(-5.1); 
223.6±65.3 mg/L, -18.8±(-5.5); 224.5±64.4 
mg/L, -19.7±(-4.3) vs  150.4±46.5 mg/L, -27.2
±(-6.0), P <0.05], 但这4组间TIMP-2值无显著
性差异(P >0.05).

结论: MMP-2在血吸虫病肝纤维化形成中起
促进作用, PPARγ配体罗格列酮的抗肝纤维化
机制与其下调MMP-2的表达有一定关系.

关键词: 过氧化物酶体增殖物激活受体γ; 肝纤维

化; MMP-2; TIMP-2
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2007;15(18):2046-2049

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/2046.asp

0  引言

在肝纤维化形成过程中 ,  基质金属蛋白酶 -2 
(matrix metalloproteinase-2, MMP-2)的表达与活

性增高[1]. 激活的MMP-2因能降解肝窦状隙内

皮下正常基底膜基质而促使肝星状细胞(HSC)
活化. 因而在肝纤维化的形成过程中起促进作

用 .  有文献报道过氧化物酶体增殖物激活受

体γ(peroxisome proliferators activator receptors 
gamma, PPARγ)的配体, 有较好的抗肝纤维化作

用[2]. 我们以往的研究也证实了这一点[3]. 但其具

体机制尚不完全清楚, 我们研究PPARγ配体罗格

列酮治疗小鼠血吸虫病肝纤维化, 血清MMP-2

与基质金属蛋白酶组织抑制因子 -2 ( t i s s u e 
inhibitor of metalloproteinase-2, TIMP-2)的变化

及肝组织MMP-2与TIMP-2的基因表达, 探讨

PPARγ配体抗血吸虫病肝纤维化的可能作用及

机制.

1  材料和方法

1.1 材料 昆明小鼠50只, 体质量16-22 g, 购于华

中科技大学同济医学院动物实验中心. 随机分

为5组, 每组10只, 除正常对照组外, 模型组均经

皮感染日本血吸虫尾蚴40条. 罗格列酮片为葛

兰素史克有限公司产品. MMP-2及TIMP-2引物

购自上海博亚生物技术有限公司, SYBR Green
Ⅰ荧光染料购自美国Biotium公司, TRIzol溶液

购自美国Gibco公司. PCR仪: 上海枫岭生物技

术有限公司生产的FTC-2000型实时荧光定量 
PCR仪.
1.2 方法 正常对照组: 常规喂养4 wk后灌服等量

的生理盐水至10 wk末; 感染对照组: 感染尾蚴4 
wk后灌服等量的生理盐水至10 wk末; 吡喹酮治

疗组: 感染尾蚴4 wk后每天用吡喹酮500 mg/kg
灌胃, 杀虫治疗2 d后改为等量的生理盐水灌胃

治疗至10 wk末; 罗格列酮治疗组: 感染尾蚴4 wk
后用每天罗格列酮4 mg/kg灌胃治疗至10 wk末; 
罗格列酮加吡喹酮治疗组: 感染尾蚴4 wk后用

吡喹酮灌胃(剂量同前)治疗2 d, 每天用罗格列酮

4 mg/kg灌胃治疗至10 wk末. 最后断颈法处死小

鼠, 取血清置于-20℃冰箱中保存待检, 取部分肝

组织置液氮中保存备检. 
1.2.1 血清MMP-2及TIMP-2检测 采用ELISA方

法, MMP-2及TIMP-2诊断试剂盒为美国R&D 
Systems公司产品. 
1.2.2 肝组织MMP-2及TIMP-2表达 每份标本取

组织100 mg加入玻璃匀浆器中, 加入TRIzol溶
液1 mL提取总RNA, 以总RNA为模板, 逆转录

合成cDNA. 应用SYBR GreenⅠ荧光染料技术

行实时定量PCR反应, 以适量cDNA为模板, 以
磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)为内参照, PCR扩
增MMP-2 mRNA及TIMP-2 mRNA基因片段. 
MMP-2引物设计: MMP-2引物: 上游: 5'-TGGGT
GGAAATTCAGAAGGTGC-3', 下游: 5'-ATCTA
CTTGCTGGACATCAGGGGG-3'. TIMP-2引物: 
上游: 5'-GAGATCAAGCAGATAAAGATG-3', 
下游: 5'-GACCCAGTCCATCCAGAGGC-3'. 
GAPDH引物: 上游: 5'-GAGCTCACCGGGTTG

■创新盘点
目前国内外尚未
见PPARγ配体与
血吸虫病肝纤维
化的关系进行研
究. 本文首次研究
PPARγ配体对小
鼠日本血吸虫病
肝纤维化MMP-2
及TIMP-2的影响.
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GTTTTG-3', 下游: 5'-TACCTGGTTGATCCTG
CCAG-3'. PCR反应参数: 预变性94℃ 5 min, 然
后94℃变性30 s, 53℃退火30 s, 72℃延伸30 s, 
共30个循环, 最后72℃延伸10 min. 在延伸的过

程中搜集荧光信号. 于每次扩增的同时设置无

cDNA的阴性对照, 将PCR产物做熔解曲线, 65℃ 
Touch-Down PCR, 每个循环温度上升0.2℃, 150
个循环, 证实以上PCR反应产物特异性良好. 计
算方法: 待测样品相对值 = 2△△Ct; △△Ct = △Ct
待测样品-△Ct β-actin; Ct = Ct阴性对照-Ct待测

样品. 统计△△Ct值以比较各组MMP-2 mRNA
及TIMP-2 mRNA的表达.

统计学处理 采用SPSS11.5软件分析. 计量

资料结果以mean±SD示, 采用方差分析, P <0.05
为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 血清MMP-2和TIMP-2 感染对照组和吡喹

酮治疗组血清MMP-2的含量显著高于正常对

照组(P <0.05), 罗格列酮组及罗格列酮加吡喹酮

组MMP-2的含量高于正常对照组, 但明显低于

感染对照组和吡喹酮治疗组(P <0.05). 感染对照

组, 吡喹酮治疗组, 罗格列酮组及罗格列酮加吡

喹酮组血清TIMP-2的含量显著高于正常对照

组(P <0.05), 但这4组间TIMP-2值无显著性差异

(P >0.05)(表1). 
2.2 肝组织MMP-2 mRNA和TIMP-2 mRNA表

达 感染对照组和吡喹酮治疗组肝组织MMP-2 
mRNA的含量显著高于正常对照组(P <0.05), 罗
格列酮组及罗格列酮加吡喹酮组MMP-2 mRNA
的含量高于正常对照组, 但明显低于感染对照

组(P <0.05). 感染对照组, 吡喹酮治疗组, 罗格

列酮组及罗格列酮加吡喹酮组肝组织TIMP-2 
m R N A的含量显著高于正常对照组(P <0.05). 
这4组间TIMP-2 mRNA的表达无显著性差异

(P >0.05)(表1).

3  讨论

肝细胞外基质(ECM)的合成与降解处于动态平

衡之中, 各种病因引起肝细胞发生坏死和炎症

刺激时, 导致ECM合成与降解平衡破坏, ECM合

成增多和/或降解减少, 沉积在肝内引起肝纤维

化[4]. MMPs是一组蛋白酶类, 具有降解ECM作

用. 其活性受基质金属蛋白酶抑制剂(TIMPs)调
节[5]. TIMPs是MMPs活性组织抑制物, TIMPs与
等比例的MMPs以非共价键可逆性结合形成复

合体, 从而抑制MMPs的活性. 目前认为, 肝纤维

化是一个可逆的动态过程, 该过程反映出ECM 
代谢的变化, 而MMPs和TIMPs间的平衡决定了

ECM的代谢. 因此, MMPs和TIMPs生成、活化

及表达的变化是决定肝纤维化进展和消退的关

键因素[6-7].
MMP-2又称Ⅳ型胶原酶, 能降解明胶和Ⅳ, 

Ⅴ, Ⅶ, Ⅹ型基底膜胶原. 一旦激活, 即可降解细

胞周围的基底膜成分如Ⅳ型胶原、层黏连蛋

白等, 打破细胞与ECM之间正常的关系, 破坏

维持HSC于静止状态所必须的基底膜样的基质

环境, HSC会被激活并向成纤维细胞转化, 同时

大量产生包括Ⅰ, Ⅲ型胶原在内的ECM, 促进

肝纤维化的发生和发展[8]. MMP-2的表达与酶

活性在肝纤维化的逆转过程中是逐渐降低的, 
说明MMP-2与肝纤维化的发生、发展密切相 
关[9]. TIMP-2主要由肝细胞、HSC等产生, 可
在原位抑制MMP-2活力, 使ECM降解减少[10]. 
MMP-2和TIMP-2的动态变化是决定肝纤维化

的关键因素之一. PPARγ是一类由配体激活的核

转录因子, 是重要的肝脏代谢功能调节分子, 其
功能改变与一些肝脏疾病有相关性[11-13]. PPARγ
及其配体在肝纤维化形成中的作用已引起人们

的关注, 但其具体机制尚不完全清楚. 目前认为

■应用要点
本 实 验 显 示 P P -
ARγ配体罗格列
酮能下调日本血
吸虫病肝纤维化
M M P - 2 的 表 达 , 
为PPARγ配体与
血吸虫病肝纤维
化的关系提供新
的依据.

表  1  小鼠MMP-2和TIMP-2含量和MMP-2和TIMP-2 mRNA的表达(mean±SD, n  = 10)

      
                                                           血清(mg/L)                                                    肝组织

                                             MMP-2                   TIMP-2                MMP-2 mRNA         TIMP-2 mRNA

正常对照                      221.3±39.2	  150.4±46.5         -26.3±(-5.3)        -27.2±(-6.0)

感染对照                      411.3±57.5a         209.3±60.5a        -12.2±(-4.4)a       -20.5±(-4.7)a

吡喹酮                          402.9±57.2a         213.5±66.0a        -12.8±(-4.0)a       -19.9±(-5.1)a

罗格列酮                      306.0±62.3ac        223.6±65.3a        -19.1±(-6.0)ac      -18.8±(-5.5)a

罗格列酮加吡喹酮        312.0±54.3ac        224.5±64.4a        -20.4±(-6.2)ac      -19.7±(-4.3)a

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  感染对照组和吡喹酮组.

分组
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PPARγ配体作为PPARγ的激活剂, 可抑制肝星状

细胞的增殖, 减少肝内胶原积聚和增加肝内胶

原酶活性[14]. 但其对在肝纤维化形成中起作用的

MMPs是否亦可发挥作用尚不清楚.
我们用日本血吸虫尾蚴感染小鼠建立肝

纤维化模型, 并检测血清及肝组织M M P-2和
TIMP-2的表达, 发现感染对照组血清MMP-2的
含量及肝组织MMP-2 mRNA的表达显著高于正

常对照组; IMP-2的含量及表达也较正常对照组

升高, 但其表达相较于MMP-2过于低下. 从而使

MMP-2的活性得不到抑制而增高, 促进了肝纤

维化的形成与发展. 肝纤维化时, TIMP-2表达相

对或绝对下调, 而MMP-2表达增多, 结果是除间

质胶原外的大部分ECM可及时降解, 这也可能

是肝硬化组织和正常肝组织ECM成分存在质和

量的不同及组织结构不同的原因. 在肝纤维化

早期采用PPARγ配体罗格列酮治疗, 观察血清及

肝组织MMP-2和TIMP-2的表达. 发现罗格列酮

治疗后MMP-2血清含量及肝组织mRNA表达较

感染对照组明显降低, 而TIMP的血清含量及肝

组织mRNA表达变化不大, 提示PPARγ配体罗格

列酮可通过下调MMP-2的水平, 减轻MMP-2对
肝脏正常基底膜的破坏, 从而间接抑制了HSC的
激活, 阻止肝纤维化的发展.

一般说来, MMPs是以非活性的酶原形式

分泌的, 然后再在细胞外激活, 因此, MMPs可
以在血循环中检测到. 由于尚未发现外周血细

胞有MMP2的表达, 故认为MMP2是肝脏特异

的, 亦即血循环中MMP2水平与肝内MMP2表达

密切相关[9]. 我们也发现, 血清MMP-2含量与肝

组织MMP-2 mRNA表达基本一致. 本实验显示

PPARγ配体罗格列酮的抗日本血吸虫病肝纤维

化机制与其下调MMP-2的表达有一定关系. 
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■同行评价
本文用PPARγ配
体罗格列酮干预
治疗肝纤维化动
物模型, 结果显示
罗格列酮抗日本
血吸虫病肝纤维
化机制与其下调
MMP-2的表达有
关 .  文 章 设 计 合
理, 有一定的参考
价值.
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Abstract
AIM: To explore the mechanism of decreased 
cellular immune function and the effect of 
Jinhong Tablets, a Chinese herbal medicine, 
during the course of obstructive cholangitis.

METHODS: An obstructive cholangitis model 
was induced in 24 male Sprague–Dawley rats 
that were randomly divided into model (n = 8), 
Jinhong Tablet-treated (n = 8) and simple ob-
structive cholangitis (n = 8) groups. Four days 
after modeling, all rats were sacrificed and the 
interleukin (IL)-2, CD3

+, CD4
+ and CD8

+ levels 
in plasma were measured by enzyme liked im-
munosorbent assay (ELISA). The endotoxin con-
tent was detected by a reagent kit. The index of 
apoptosis was determined by Tdt-mediated flu-

orescein-dUTP nick end labeling (TUNEL), and 
ultrastructure changes of the thymus and apop-
tosis were observed by electron microscopy.

RESULTS: Plasma IL-2, CD3
+, and CD4

+ levels 
and the thymus mass index in the untreated 
group were significantly lower than those in 
the Jinhong Tablet-treated and simple ligation 
groups (IL-2: 28.5 ± 3.0 ng/L vs 33.9 ± 3.6 ng/L, 
39.6 ± 2.2 ng/L, P < 0.05, P < 0.01; CD3

+: 54.5% ± 
5.5% vs 70.7% ± 4.8%, 66.3% ± 7.1%, both P < 0.01; 
CD4

+: 34.5% ± 8.3% vs 44.2% ± 3.3%, 44.5% ± 4.2%, 
both P < 0.01; thymus index: 0.89 ± 0.18 vs 1.10 
± 0.13, 1.12 ± 0.24, both P < 0.05). There were no 
significant differences among the three groups 
with regard to the level of plasma CD8

+, while 
plasma endotoxin and the thymus apoptosis 
index in the untreated group were significantly 
higher than in the Jinhong Tablet-treated and 
simple ligation groups (endotoxin: 0.85 ± 0.14 
EU/mL vs 0.53 ± 0.10 EU/mL, 0.49 ± 0.11 EU/
mL, both P < 0.01; thymus index: 25.7 ± 5.1 vs 
15.8 ± 5.5, 9.0 ± 3.1, P < 0.05, P < 0.01). More typi-
cal apoptosis cells were seen in thymus tissue 
than in the untreated group. The results dem-
onstrated that intervention by traditional Chi-
nese medicine improved the immune function, 
endotoxemia and thymus cell apoptosis, even 
approaching the levels in the simple obstructive 
cholangitis.

CONCLUSION: Decreased cellular immune 
function and abnormal apoptosis of thymus 
cells exists in rats with obstructive cholangitis; 
Jinhong Tablets significantly improve the regu-
lation and maintenance of immune function.

Key Words: Jinhong Tablet; Obstructive cholangitis; 
Thymus gland; Cellular immune; Apoptosis; En-
zyme-linked immunosorbent assay; Tdt-mediated 
fluorescein-dUTP nick end labeling

Zhang XL, Zhang JZ, Gu HG, Ma EW, Zhu PT. Mechanis-
ms of decreased cellular immune function and the impact 
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■背景资料
梗阻性胆管炎是
外科常见危急重
症, 常并发多脏器
功能损害, 给治疗
带来困难, 甚至因
多脏器功能衰竭
而造成死亡. 应用
中医药防治急性
胆道感染已近半
个世纪, 积累了丰
富的经验. 其中具
有代表意义的经
验方锦红片是名
老中医顾伯华、

徐长生教授创立
的具有清热通下
作用、对急性胆
道感染有显著疗
效的经验方, 主要
由大黄、红藤、

蒲公英等中药组
成. 
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摘要
目的: 探讨梗阻性胆管炎大鼠细胞免疫功能
降低的发生机制及清热通下中药锦红片的 
影响. 

方法: ♂SD大鼠24只建立急性梗阻性胆管炎
模型, 随机分为模型组(n = 8)、锦红片治疗
组(n = 8)和单纯胆管梗阻组(n = 8), 检测血浆
IL-2, CD3

+, CD4
+, CD8

+, 内毒素, 胸腺指数, 胸
腺细胞凋亡指数及电镜下观察胸腺的超微结
构及凋亡. 

结果: 模型组IL-2, CD3
+, CD4

+和胸腺指数显
著低于治疗组和单纯胆管梗阻组(IL-2: 28.5
±3.0 ng/L vs  33.9±3.6 ng/L, 39.6±2.2 ng/L, 
P <0.05, P <0.01; CD3

+: 54.5%±5.5% vs  70.7%
±4.8%, 66.3%±7.1%, 均P <0.01; CD4

+: 34.5%
±8.3% vs  44.2%±3.3%, 44.5%±4.2%, 均
P <0.01; 胸腺指数: 0.89±0.18 vs  1.10±0.13, 
1.12±0.24, 均P <0.05), CD8

+ 3组间没有统计学
差异, 血浆内毒素和凋亡指数明显高于治疗组
和梗阻组(内毒素: 0.85±0.14 EU/mL vs  0.53
±0.10 EU/mL, 0.49±0.11 EU/mL, 均P <0.01; 
凋亡指数: 25.7±5.1 vs  15.8±5.5, 9.0±3.1, 
P <0.05, P <0.01), 模型组胸腺可见较多典型的
凋亡细胞, 结果显示经中药干预治疗后, 免疫
功能、内毒素血症和胸腺细胞凋亡有所改善, 
接近单纯胆管梗阻组水平.

结论: 梗阻性胆管炎大鼠存在免疫功能降低, 
胸腺细胞异常凋亡. 锦红片对维持免疫机能的
稳定有积极的意义.

关键词: 中药锦红片; 梗阻性胆管炎; 胸腺; 细胞免

疫; 凋亡; 酶联免疫法; 末端脱氧核苷酸转移酶缺口
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0  引言

梗阻性胆管炎是外科常见危急重症, 常并发多

脏器功能损害, 给治疗带来困难, 甚至因多脏器

功能衰竭而造成死亡. 免疫功能降低是梗阻性

胆管炎的基本病理生理改变[1-2], 然其形成机制

尚未十分明了; 临床上清热通下中药锦红片对

急性胆管炎的治疗有相当的疗效, 但中药的作

用机制有待阐明. 为此, 我们进行了以下研究.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级SD(Sprague Dawley, SD)♂大

鼠24只, 10 wk, 体质量160-180 g, 由上海中医

药大学实验动物中心提供. 随机数字方法分为

模型组、中药锦红片治疗组(治疗组)、单纯胆

管梗阻组(梗阻组)3组. 每组8只. O111B4大肠

杆菌由上海市微生物研究所提供标准菌种, 上
海中医药大学附属龙华医院中心实验室负责

培养、计数. IL-2ELISA试剂盒, 深圳美晶生

物工程有限公司产品. CD3
+, CD4

+, CD8
+ mAb, 

美国QharMingen公司产品, 异硫氰酸荧光素

(fluorescein isothiocyanate, FITC)标记. 鲎试剂

内毒素定量检测试剂盒, 由上海市医学化验所

提供. TUNEL(Tdt-mediated fluorescein-dUTP 
nick end labeling, TUNEL)试剂盒, Boethringer 
Mannheim产品.
1.2 方法 模型组与治疗组参照龚建平法建立

梗阻性胆管炎模型[3]. 胆管近端注射5×1012/L 
O111B4大肠杆菌1 mL/kg, 梗阻组胆管近端注射

无菌生理盐水1 mL/kg, 自术后第1天开始, 模型

组、梗阻组灌喂生理盐水10 mL/kg, 治疗组灌喂

浓度为110 g/L的锦红片(由大黄、红藤、蒲公

英组成)悬液10 mL/kg, 每天2次, 连续3 d. 第4天
取材, 处死大鼠. 血浆IL-2测定采用酶联免疫法

(enzyme liked immunosorbent assay, ELISA). 肝
素抗凝血40 µL, 加入CD3, CD4, CD8 mAb, 混匀, 
洗涤, 固定, 流式细胞检测, 每样本检测10 000个
细胞, Cell Quest软件测定T细胞亚群. 内毒素测

定按鲎试剂盒使用说明进行检测. 完整取出胸

腺后, 电子天平称质量, 计算胸腺指数. 胸腺指

数 = 胸腺质量(mg)/体质量(g). TUNEL标记按原

位细胞凋亡检测试剂盒(POD法)说明操作. 根据

显色情况对细胞凋亡定量分析, 每张切片随机

选取3个视野(×400), 计数阳性细胞数和细胞总

数, 凋亡指数 = 阳性细胞数/细胞总数×100%. 
全自动图像分析系统测定凋亡细胞平均光密度, 
每张切片随机取5个视野, 计算均值. 另取1 mm
×2 mm的胸腺组织, 用25 g/L戊二醛固定, 梯度

脱水, 包埋, 超薄切片, 醋酸铅染色, 电镜下观察

细胞凋亡改变.
统计学处理 数据用mean±SD表示, 输入电

脑, 用SPSS10.0统计软件进行方差分析.

2  结果

2.1 血浆IL-2和T细胞亚群 血浆IL-2含量以模型

组最低, 治疗组显著高于模型组(P <0.05), 接近

■研发前沿
中药治疗梗阻性
胆管炎的研究报
道不少, 具有潜在
优势, 但大多停留
在疗效总结阶段, 
作用机制亟待深
入研究, 疗效尚待
提高. 对内毒素的
直接破坏作用可
能是中药与抗生
素作用机制的重
要区别. 
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梗阻组. CD3
+, CD4

+含量模型组显著低于治疗组

和梗阻组模型组(P <0.01), CD8
+各组间无明显差

异(表1). 
2.2 血浆内毒素含量模型组显著高于治疗组和

梗阻组(P <0.01), 而胸腺指数明显降低, 胸腺凋

亡指数和吸光度明显升高(P <0.05, P <0.01, 表2).
2.3 电镜观察 模型组胸腺可见较多典型的凋亡

细胞, 特征为染色质浓缩、边聚、核膜皱缩, 微
绒毛消失, 凋亡小体形成, 部分呈新月形, 细胞

膜完整, 细胞器存在(图1).

3  讨论

梗阻性胆管炎常并发全身炎症反应综合征

(systemic inflammatory response syndrome, SIRS), 
由此发展为脓毒血症、多器官功能障碍综合征

(multiple organ dysfunction syndrome, MODS)而
危及患者生命. 尽管新的抗感染药物不断问世

并被广泛应用, 但该病的临床疗效并没得到明

显改善. 有学者认为, 机体的免疫功能降低可能

是制约感染控制的重要原因[4]. IL-2是一种主要

由辅助性T淋巴细胞分泌的淋巴因子, 其主要功

能是促进T细胞生长及其他细胞因子的产生, 促
进自然杀伤细胞(natural killer cell, NK)的生长分

化和B细胞的增殖与抗体的合成, 具有广泛的生

物学效应. Th细胞分子表型为CD3
+CD4

+CD8
-, 主

要分泌IL-2等细胞因子, 能促进B细胞、T细胞

和其他免疫细胞的增殖与分化, 协调免疫细胞

间的相互作用, 诱导和增强免疫应答. Ts细胞分

子表型为CD3
+CD4

-CD8
+, 主要分泌抗原特异及

非特异抑制因子, 抑制T细胞、B细胞的功能, 起
免疫调节的负反馈作用. 我们发现, 模型组CD3

+, 
CD4

+含量显著低于治疗组和梗阻组. 同时, 模型

组血浆IL-2含量也显著低于梗阻组和治疗组. 这
一结果提示, 梗阻性胆管炎大鼠存在着免疫机

能的降低, 而中药锦红片对降低的免疫功能有

一定程度的改善, 这可能是清热通下中药治疗

胆道感染的独特优势[5]. 

图  1  胸腺细胞凋亡电镜照片. A: 治疗组(TEM×5000); B: 

模型组.

■创新盘点
本文从细胞免疫
中枢胸腺细胞凋
亡角度阐述梗阻
性胆管炎的病理
生理改变及中药
经验方锦红片的
作用机制, 视角新
颖, 对保护胸腺、

维持机体免疫功
能的稳定起着非
常重要的作用.

表  1  大鼠梗阻性胆管炎血浆IL-2和T细胞亚群(means±SD, n  = 8)

      
分组	                  IL-2(ng/L)	                     CD3

+(%)	                     CD4
+(%)	                     CD8

+(%)

模型组	                28.5±3.0	                 54.5±5.5	                34.5±8.3	                28.5±3.3

治疗组	                33.9±3.6a	                70.7±4.8b	 44.2±3.3b	 25.7±3.2

梗阻组	                39.6±2.2b	                66.3±7.1b	 44.5±4.2b	 26.9±4.2

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组.

表  2  梗阻性胆管炎血浆内毒素含量、胸腺指数、凋亡指数及吸光度(n  = 8)

      
分组	              内毒素(EU/mL)            胸腺指数(mg/g)          凋亡指数(%)                  吸光度

模型组	               0.85±0.14	               0.89±0.18              25.7±5.1	             0.59±0.013

治疗组	               0.53±0.10b               1.10±0.13a             15.8±5.5a 	            0.33±0.017a

梗阻组	               0.49±0.11b               1.12±0.24a	 9.0±3.1b 	            0.23±0.021a

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组.

A

B
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梗阻性胆管炎的发病基础是胆道梗阻和

感染, 可导致体内高胆盐、高胆红素、高胆汁

酸、高肿瘤坏死因子血症、肠道细菌移位以及

内毒素血症等病理生理学变化, 并由此而引起

机体强烈的全身炎性反应. 本结果显示, 模型组

外周血浆内毒素显著增高, 其形成原因是注入

胆道系统内的大量O111B4大肠杆菌释出的脂多

糖经受损的肝血窦进入血循环、肠道细菌大量

增殖及肠黏膜屏障损害, 细菌移位及胆管炎时

肝脏清除内毒素功能降低[6]. 而锦红片治疗组外

周血浆内毒素有一定程度降低, 显著低于模型

组, 同单纯梗组相近, 提示中药锦红片能降低内

毒素含量, 推测其机制可能在于具清热通下功

效的锦红片有较强的通便和一定的抑杀细菌作

用, 能缩小内毒素池. 并且锦红片可能也具备如

文献报道的直接破坏内毒素的中药功效[7]. 胸腺

是机体对应激刺激最敏感的器官, 内毒素、严

重创伤、应激等均可引起胸腺细胞的凋亡[8-9]. 
我们发现, 模型组胸腺指数较单纯梗阻组显著

降低, 凋亡指数增高. 电镜观察发现, 无论是模

型组还是梗阻组, 都较易发现典型的胸腺凋亡

细胞(图1), 而未见明显胸腺细胞坏死, 提示梗阻

性胆管炎大鼠胸腺发生明显的萎缩性改变, 其
萎缩主要是通过细胞凋亡形成的. 胸腺是机体

的细胞免疫中枢, 大量产生短命细胞, 未成熟的

T淋巴细胞通过在胸腺内的分化、发育, 成熟后

释放入血, 以维持外周T淋巴细胞池的衡定, 大
多数胸腺淋巴细胞未发育成熟即已凋亡[10]. 脂多

糖iv能引起胸腺细胞凋亡, 并且伴有血浆TNF-α
含量显著升高[11]. 我们发现, 外周血浆内毒素升

高同胸腺萎缩、胸腺细胞凋亡呈正相关, 表明

梗阻性胆管炎大鼠免疫功能降低的机制在于高

内毒素血症引起胸腺细胞超正常大量凋亡. 有
效控制内毒素血症, 对于维持机体免疫功能, 保
护机体有重要意义.

锦红片是名老中医顾伯华、徐长生教授创

立的具有清热通下作用、对急性胆道感染有显

著疗效的经验方, 主要由大黄、红藤、蒲公英

等中药组成[12]. 我们发现, 锦红片治疗组血浆内

毒素含量、胸腺凋亡指数显著低于模型组、胸

腺指数和血浆IL-2, CD+3, CD+4含量均明显高于

模型组, 这些都说明中药锦红片在干预梗阻性

胆管炎中可能发挥了诱导机体内毒素耐受作用, 
这对保护胸腺、维持机体免疫功能的稳定起着

非常重要的作用, 但具体作用环节有待进一步

探讨. 
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■同行评价
本文研究了中药
锦红片对梗阻状
胆管炎细胞免疫
功能的影响, 目的
比较明确, 方法可
靠, 对阐明中药的
作用机制有一定
的帮助, 总体上有
一定的指导意义.
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Abstract
AIM: To study the relationship between the 
expression and distribution of CD4

+ and CD8
+ T 

lymphocytes and disease severity in liver with 
occult HBV infection.

METHODS: Sixty-three in-patient cases with-
out clinical syndromes or signs but shown to be 
HBV infected by pathological diagnosis of liver 
tissue obtained by needle aspiration biopsy were 
studied. CD4

+ and CD8
+ were detected by immu-

nohistochemical staining, and HBV DNA was 
detected by in situ hybridization in formalin-
fixed and paraffin-embedded sections.

RESULTS: CD4 positive cells showed increased 
expression in liver of patients with occult HBV 
infection in the areas having mononuclear mac-
rophages. CD4 and CD8 positive cells were sig-
nificant among pathological types (χ2 = 12.709, P 
< 0.05). There was no obvious difference of CD4

+ 
between chronic hepatitis and occult hepatitis B 
virus infection.

CONCLUSION: Mononuclear macrophages 

were seen in areas of piecemeal and bridging ne-
crosis in portal areas and their circumference. As 
liver damage developed, more CD4

+ and CD8
+ 

cells were expressed.

Key Words: Occult Hepatitis B; Pathobiology in live 
tissue; Immunohistochemical staining; In situ  hy-
bridization; CD4

+; CD8
+

Xiao YQ, Zhang P. Expression of CD4
+ and CD8

+ in liver 
of patients with occult hepatitis B virus infection. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(18):2054-2058

摘要
目的: 研究隐匿性乙型肝炎患者肝穿组织中
CD4

+和CD8
+表达与慢性肝病病变活动的相关

分析. 

方法: 收集HBV感染临床发病隐匿、经肝穿
病理诊断的住院病例63例, 用免疫组化法检测
CD4

+和CD8
+, 原位杂交法检测HBV DNA, 镜下

观察. 

结果: CD4
+和CD8

+在隐匿性乙型慢性肝炎患
者肝内单个核细胞浸润区中随着肝损害程度
加重, 表达增加, CD4

+表达显著增加, CD4
+和

CD8
+表达与病理类型间的关系具有显著性差

异(χ2 = 12.709, P <0.05), 在慢性肝炎与隐匿性
肝炎中CD4

+表达无显著性差异(P >0.05).

结论: 随着肝损害程度加重, 在隐匿性乙型慢
性肝炎患者的单个核细胞浸润区中CD4和CD8

阳性细胞数都增加, 且CD4阳性细胞增加更为
显著.

关键词: 隐匿性乙型肝炎; 肝组织病理; 免疫组化; 

原位杂交; CD4
+; CD8

+

肖影群, 章萍. 隐匿性慢性乙型肝炎肝内CD4
+和CD8

+的表达与相

关分析.  世界华人消化杂志  2007;15(18):2054-2058
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0  引言

隐匿性慢性乙型肝炎是指血清HBsAg阴性, 但
血清和(或)肝组织中HBV DNA阳性, 并有慢

®

■背景资料
隐匿性慢性乙型
肝 炎 是 指 血 清
HBsAg阴性, 但血
清和 ( 或 ) 肝组织
中H B V D N A阳
性, 并有慢性乙型
肝炎的临床表现. 
另约有20%隐匿
性慢性乙型肝炎
患者除HBV DNA
阳性外, 其余HBV
血清学标志均为
阴性. 由于长期持
续感染, 病变活动
潜隐, 进展常较难
完全预料. 易导致
重度肝炎和肝硬
化, 严重威胁人类
健康. 



肖影群, 等. 隐匿性慢性乙型肝炎肝内CD4
+和CD8

+的表达与相关分析                                                                              2055

www.wjgnet.com

性乙型肝炎的临床表现 .  患者可伴有血清抗

-HBs、抗-HBe和(或)抗-HBc阳性. 另约有20%
隐匿性慢性乙型肝炎患者除HBV DNA阳性外, 
其余HBV血清学标志均为阴性. 诊断需排除其

他病毒及非病毒因素引起的肝损害[1]. 隐匿性

HBV感染的发病机制尚不清楚, 他可以导致肝

硬化和原发性肝癌[2]. 近年来, 隐匿性HBV感染

的发病机制及干预性研究是国内外肝病研究领

域的热点之一. 我院的临床病理资料发现, 在一

些HBsAg阴性慢性HBV感染者以及经抗病毒治

疗的乙型肝炎患者中, 血清HBV DNA定量(-)(即
<106 copies/L), 临床症状无或轻, 肝功能基本正

常或长期低水平的范围内(血清ALT, AST水平一

般低于100 U/L)反复异常. 经肝穿病理组织检查, 
发现多数患者已进展到重度慢性肝炎或肝硬化, 
进行肝组织HBV DNA原位杂交, 阳性信号定位

于少数或多数肝细胞的胞核和/或胞质, 免疫组

化亦有HBsAg或HBcAg的表达. 目前, 对于这部

分患者的肝组织病理变化及HBV低水平复制状

态下细胞免疫应答激发病变活动的相关研究较

少. 我们的目的是对63例隐匿性乙型肝炎患者

肝穿组织中CD4
+, CD8

+表达与慢性肝病病变活

动进行相关分析, 旨在为探讨隐匿性乙型肝炎

的发病机制和防治应用提供新的思路.

1  材料和方法

1.1 材料 收集我院2002-05/2006-05, HBV感染、

临床发病隐匿, 经肝穿病理诊断的住院患者63
例, 其中男56例、女7例, 年龄18-51(平均32)岁. 
全部病例均是血清HBV DNA定量阴性(<106 

copies/L), HBsAg阴性, 而在肝穿组织中有HBV 
DNA阳性信号定位和HBsAg或HBcAg的表达, 
病程在6 mo以上, 最长病程18 a, 均排除甲、

丙、丁、戊、庚型肝炎及自身免疫性肝炎. 所
有病例的诊断均符合2000年全国第十次传染病

寄生虫病学术会议(西安)所制定的诊断标准[3], 
其中轻度和中度慢性肝炎12例, 重度23例, 活动

性肝硬化28例. 慢性乙型肝炎73例作对照组[4].
1.2 方法 
1.2.1 组织标本的制备 肝穿刺标本经40 g/L中
性甲醛固定, 固定时间>4-6 h, 但不超过20 h. 石
蜡包埋连续切片, 厚4 μm, 分别行HE和网状纤维, 
Masson, VG三项特染及免疫组化、原位杂交观察. 
1.2.2 HBV DNA原位杂交检测 原位分子杂交采

用福建泰普生物科学有限公司生产的超敏检测

HBV DNA生物素探针试剂盒, HBV探针为随机

引物Dig标记的全基因测序, 操作步骤严格按产

品说明书进行. 阴性对照液代替探针作阴性对

照, 已知阳性片作阳性对照. 
1.2.3 HBsAg, HBcAg免疫组化检测 HBsAg 
mAb (MAB-0234), HBcAg mAb (RAB-0090)和
Envison试剂盒均购自Maixin-Bio公司. 一抗稀释

度均为1∶50, 步骤均按Envison 2步法进行, PBS
代替一抗作阴性对照, 已知阳性片作阳性对照.
1 . 2 . 4  T细胞亚型免疫组化检测  C D 3  m A b 
(MAB-0030), CD45RO mAb (MAB-0039), CD20 

mAb (MAB-0020), CD79a mAb (MAB-0258), CD4 

mAb (MAB-0251), CD8 mAb (RMA-0514)和
Envison试剂盒均购自Maixin-Bio公司. 一抗的稀

释度均为1∶50, 步骤按Envison 2步法进行, 正
常肝组织和PBS代替一抗作阴性对照, Maixin-
Bio公司提供的标准阳性片为阳性对照. 阳性结

果判断: CD3, CD45RO, CD79a, CD4表达定位于细胞

膜和细胞质, CD20, CD8表达定位于胞膜. 镜下观

察到CD3, CD45RO着色的单个核细胞占65%-70%
以上, 而CD20, CD79a着色的单个核细胞仅占20%
以下 .  以每一标本的炎症活动度高 [5-6]的汇管

区、桥接坏死区和小叶内点、灶状融合坏死区

进行CD4
+, CD8

+计数. 判断标准: CD4阴性(-): 不
显色; 阳性(+): 每高倍视野棕色单个核细胞<20
个; 强阳性(++): 每高倍视野棕色单个核细胞≥

20个. CD8阴性(-): 不显色或个别极少数显色; 阳
性(+): 每高倍视野棕色单个核细胞<30个; 强阳

性(++): 每高倍视野棕色单个核细胞≥30个[4]. 
统计学处理 分析63例隐匿性慢性乙型肝炎

患者肝功能ALT指标, 采用t检验; 分析肝内CD4
+, 

CD8
+表达与病理类型的关系, 资料统计采用有

序分组资料的线性趋势χ2检验; 分析CD4
+表达情

况与慢性肝炎和隐匿性肝炎类别的关系, 资料

统计采用四格表资料χ2检验; 分析35例隐匿性肝

炎肝内CD4
+表达与病理类型的关系, 资料统计

采用四格表资料的Fisher确切概率.

2  结果

2.1 肝组织病理检查及肝功能ALT指标结果 63
例隐匿性HBV感染患者肝组织检查结果中, 轻
和中度慢性肝炎12例(占19.05%), 重度23例(占
36.51%), 活动性肝硬化28例(占44.44%), 重度肝

炎和活动性肝硬化(占80.95%). 提示隐匿性慢

性肝炎患者由于长期持续感染, 病变活动常潜

隐, 进展常较难完全预料. 本研究组63例患者肝

组织原位杂交HBV DNA均有阳性信号(图1A), 

■研发前沿
对于隐匿性慢性
乙型肝炎的肝穿
组织病理变化及
H B V D N A低水
平复制状态时, 进
行肝内HBV特异
细 胞 毒 性 T 细 胞
CD4

+, CD8
+表达的

分析, 和细胞免疫
应答病变活动的
相关研究. 

■相关报道
本 文 作 者 曾 在
2 0 0 5 年 研 究 过
“慢性乙型肝炎
肝 组 织 T 淋 巴 细
胞亚型与病变关
系”、“慢性乙
型肝炎肝组织T淋
巴细胞亚型与病
变关系的病理临
床研究”, 研究慢
性乙型肝炎患者
肝内CD4

+、CD8
+

的表达、分布与
病 变 关 系 ,  并 探
讨了CD4

+、CD8
+

分布与肝功能改
变、HBV DNA载
量的相关性. 该项
病理研究为肝病
的免疫学病理检
查, 提供了一种新
的方法, 同时对慢
性乙型肝炎临床
疗效观察, 预后判
断、免疫调节治
疗, 具有重大的指
导意义. 
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是HBV感染及复制的重要依据. 其病理诊断结

果、肝内HBsAg, HBcAg阳性检出率(图1B-C)、
肝功能ALT指标统计见表1.
2.2 隐匿性慢性肝炎患者肝组织中CD3, CD45RO, 
CD20, CD79a的表达 CD3, CD45RO对T细胞有较高

的特异性表达, CD20, CD79a常见于B细胞表达. 本
研究组63例肝组织中, CD3

+ CD45RO
+细胞为炎症

浸润的单个细胞中的主要成份, 而CD20
+ CD79a

+

细胞占极少数. 
2.3 肝组织C D4

+, C D8+表达类型及分布特征    
CD4, CD8在肝组织中的染色显棕色, 呈散在、弥

漫或片状分布, 表达于肝内炎症坏死活动区浸

润的单个核细胞中(图1D-E).
2.4 肝组织CD4

+, CD8
+表达与肝组织病变损伤的

关系 63例患者肝穿刺标本切片中, CD4
+表达阴

性的有17例, 表达阳性(+)的有24例, 阳性(++)的
有22例; CD8

+表达阴性的12例, 表达阳性(+)的有

26例, 阳性(++)的有25例. 63例隐匿性慢性肝炎

患者肝内CD4表达与病理类型的关系, 三者差异

有统计学意义(χ2 = 12.709, P <0.05, 表2-3).
2.5 C D4

+在慢性肝炎与隐匿性肝炎中的表达 
结果表明二者差异无统计学意义(χ2 = 0.637, 
P >0.05, 表4).
2.6 35例隐匿性肝炎肝内CD4

+表达与病理类型

的关系(表5) 二者差异有显著意义(P <0.05).

3  讨论

隐匿性H B V的发生机制仍不十分清楚 ,  目前

认为可能有多种机制[7-8]. (1)HBV低水平复制; 
(2)HBV与宿主染色体整合; (3)机体免疫状态; 
(4)HBV基因变异, HBV基因S区突变和相关区的

基因重排, 致HBsAg抗原性发生改变[9]; (5)HBV
的免疫复合物[10]. 

HBV低复制状态与隐匿性慢性肝炎的相关

性. 本研究组资料提示HBsAg阴性、肝功能长

期低水平的范围内反复异常的患者中, 存在较

■创新盘点
本文就隐匿性慢
性乙型肝炎HBV
感染的诊断和在
HBV低水平复制
状态下, 仍有针对
H B V的特异性T
淋巴细胞免疫应
答, 导致感染肝细
胞的损伤.

■应用要点
有必要对HBsAg
阴性的HBV感染
引起重视, 虽然大
部分隐匿性HBV
感染患者的HBV 
DNA水平低 ,  仍
病变活动程度较
严重, 结合实际考
虑抗病毒治疗.

图  1  隐匿性乙型肝炎肝组织(A: 原位杂交; B-E: Envision法, 高倍放大). A: HBV DNA; B: HBsAg; C: HBcAg; D: CD4; E: CD8.

A B

DC

E
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高的隐匿性HBV感染. 这可能是由于病毒复制

和表达水平过低, 体内HBV复制正处于低谷期, 
因而血清中HBV载量很低, 约为105-6 copies/L,每
个肝细胞含有0.01-0.1 copies[2]. 说明病毒隐匿于

细胞中与肝细胞核整合, 肝组织感染HBV的阳

性表达机会多于血清, HBV血清标志呈阴性的

肝病患者, 采用原位杂交技术[10], 能从肝细胞中

检出极为微量的HBV DNA, 有利于提高对HBV
感染的诊断, 弥补检测血清HBV标志的不足. 同
时表明HBV低复制状态时, 大部分肝细胞内仍

有病毒抗原表达, 表达S抗原多见(表1), 可能和S
基因位线型HBV DNA分子中部区域, 在整合过

程中不易被破坏有关, 说明HBsAg, HBcAg均有

可能作为对肝细胞引起免疫攻击的靶抗原, 激
发免疫应答引起肝细胞凋亡, 造成肝细胞损害, 
虽然肝功能正常或长期低水平的范围内反复异

常, 仍有部分患者进入重度肝炎、肝硬化或肝癌. 
机体免疫应答失调与隐匿性慢性肝炎的相

关性. 隐匿性慢性肝炎的HBV低复制状态时, 仍

有针对HBV的特异性T淋巴细胞免疫应答. 说
明, 肝细胞内HBV低复制状态下, 仍产生HBsAg
颗粒和病毒体, 这两种类型的颗粒均被抗原递

呈细胞捕获, 经处理后递呈给结合了主要组织

相容性抗原(MHC)Ⅰ或Ⅱ类分子的细胞表面, 这
些特异的抗原可以分别被CD4

+或CD8
+ T细胞识

别[11]. 在CD4
+ T细胞的协助下, 促发病毒特异性

CD8
+ T细胞、识别感染的肝细胞MHCⅠ链上呈

现出来的病毒抗原, 导致感染的肝细胞直接溶

解. 所以, 特异性T淋巴细胞在慢性损伤性免疫

应答中亦发挥重要作用[12]. 
本研究结果表明, (1)隐匿性乙型肝炎患者

肝内单个核细胞浸润区CD3
+ T细胞数显著增高

(占65%-70%以上), 但因病理类型不同, T细胞

亚群CD4, CD8的表达情况不同; (2)在汇管区、

桥接坏死和程度不同的小叶内坏死的单个核细

胞浸润区, 随着肝损害程度加重, 除有CD8阳性

细胞逐渐大量表达外, CD4阳性细胞表达数量

增加, 并且各病理类型间比较, 差异具有显著性

表  1  63例肝组织原位杂交HBV DNA阳性的隐匿性慢性肝炎患者病理诊断结果, HBV标志和ALT

      
病理类型	                                          n (%)	                 HBsAg阳性n (%)      HbcAg阳性n (%)      ALT(mean±SD, U/L)

轻度和中度慢性肝炎	 12(19.05)	                  11(91.67)	 10(83.33)	             64.00±27.44

重度慢性肝炎	                 23(36.51)	                   19(82.61)	 15(65.22)	             65.22±28.33

活动性肝硬化	                 28(44.44)	                   25(89.29)	 11(39.29)	             53.29±20.85

表  2  63例隐匿性慢性肝炎患者肝内CD4表达与病理类
型的关系

      
	                                           CD4

+          

                                                -	         +           ++

轻度和中度慢性肝炎           8           2           2           12

重度慢性肝炎	            6	       12	      5	   23

活动性肝硬化	            3	       10	    15	   28

合计	                          17	       24	    22	   63

病理类型                                                                          合计

χ2 = 12.709, P<0.05.

表  3  63例隐匿性慢性肝炎患者肝内CD8表达与病理类
型的关系

      
	                                           CD8

+          

                                                -	         +           ++

轻度和中度慢性肝炎           2           8           2           12

重度慢性肝炎	            5	         8	    10	   23

活动性肝硬化	            5	       10	    13	   28

合计	                          12	       26	    25	   63

病理类型                                                                          合计

χ2 = 1.110.

表  4  CD4
+在慢性肝炎与隐匿性肝炎中的表达

      
	                           CD4

          

                                     -            +~++

慢性肝炎	                 23	 50	 73           68.5

隐匿性肝炎              14	 21	 35           60

合计	                 37	 71          108           65.7

病理类型                                                         n            阳性率

χ2 = 0.637.

表  5  隐匿性肝炎肝内CD4
+表达与病理类型的关系

      
	                                            CD4

          

                                                     -             +~++

轻型和中度慢性肝炎	 8	 4	 12

重度慢性肝炎	                 6             17	 23

合计	                               14             21	 35

病理类型                                                                            n

P<0.05.

■名词解释
隐匿性慢性乙型
肝 炎 :  是 指 血 清
HBsAg阴性, 但血
清和 ( 或 ) 肝组织
中H B V D N A阳
性, 并有慢性乙型
肝炎的临床表现. 
患者可伴有血清
抗-HBs、抗-HBe
和(或)抗-HBc阳
性 .  另 约 有 2 0 %
隐匿性慢性乙型
肝炎患者除HBV 
DNA阳性外 ,  其
余HBV血清学标
志均为阴性. 诊断
需排除其他病毒
及非病毒因素引
起的肝损害.
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(P <0.05), 说明CD4
+辅助性T细胞可以促进肝内

细胞炎症反应, 介导肝细胞损伤引起严重的免

疫病理反应, 造成肝脏炎症持续性存在. 但是肝

内CD8
+的表达, 虽然随病变的加重而数量增加, 

但差异无显著意义(P >0.05). 以上统计学结果与

本作者的“慢性乙型肝炎肝组织T淋巴细胞亚

型与病变关系”研究结果基本一致. 说明研究

CD4
+, CD8

+在隐匿性HBV感染的慢性肝病中表

达与相关分析同样很重要[4]; (3)由于肝脏炎症浸

润的单个核细胞中CD8
+的表达, 虽然随病变的

加重亦数量增加, 但统计学上差异无显著意义, 
认为与肝脏病理损伤严重程度并不一致. 所以

进行CD4
+表达情况的比较. 在慢性肝炎与隐匿

性肝炎类别的关系比较中(P >0.05), 说明还不能

认为两组CD4阳性率有差别. 而35例隐匿性肝炎

肝内CD4
+表达与病理类型的关系(P <0.05), 说明

肝内CD4
+的表达, 随病变的加重而数量增加, 主

要是肝组织内后期大量增生的巨噬细胞可以表

达高水平的MHCⅡ类分子, 他们能高效地呈递

病毒抗原给HLA-Ⅱ类分子限制的CD4
+ T细胞, 

促进其释放自身一系列的细胞因子, 典型的迟

发型变态反应在感染的肝细胞中也是激活状态

的, 即通过淋巴因子来发挥其免疫效应[13], 因此

过高的CD4
+导致免疫过强引起免疫损伤, 更加

重肝损害. 
所以, 在隐匿性慢性肝病时, 病变活动隐匿

性进展过程中, 机体免疫调控异常起了重要作

用, 导致了长期慢性感染. 需要进行适当的免疫

调节治疗, 以减轻免疫性肝损伤, 使其临床过程

趋向缓解与稳定[14-15]. 
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性乙型肝炎肝内
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+,  CD 8
+的表

达研究显示, CD4, 
C D 8在 阴 匿 性 乙
型肝炎发展的重
要性 ,  选题合理 , 
实验方法可信, 有
一定的参考价值.
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Abstract
AIM: To review common inducing drugs 
and their clinical manifestations, to discuss 
the grouping and prognosis of acute drug 
induced liver disease (ADLD) in the elderly, 
and to enhance the diagnosis capabilities and 
management of ADLD. 

METHODS: A retrospective-study to 30 cases of 
ADLD, chosen according to diagnosis standards.

RESULTS: The types of drugs inducing ADLD 
were as follows: 9 cases of traditional and herbal 
drugs (30.3%); 5 of antibiotics (16.7%); 3 each 
of nonsteroidal anti-inflammatory, iodized oil 
roentgenograph, and anti-hyperthyroidism 
drugs (30.0%); and 7 others (23.3%). Manifesta-
tions were: acute hepatocellular lesions, 20 cases 
(66.7%); acute cholestasis, 3 cases (10.0%); mixed 
type, 7 cases (23.3%). Curative effects were: 18 
cases of a cure (60.0%), 8 improvements (26.7%), 
2 deteriorations (6.7%), and 2 deaths (6.7%). 

CONCLUSION: The elderly are more sensitive 
and have less reserved organ functions than 
younger age groups. Thus it is easier for acute 
drug induced liver disease to occur in the el-
derly, especially in patients with other chronic 

diseases. As side-effects can be very serious, cli-
nicians need to pay attention to ADLD and exer-
cise great care regarding drug use in the elderly.

Key Words: Elderly; Acute drug inducing liver dis-
eases; Side-effect

Lin J, Wang YL, Wang HY. Review of 30 cases of acute 
drug induced liver disease in the elderly. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(18):2059-2062

摘要
目的: 探讨老年人急性药物性肝病的常见诱
发药物、临床表现、分型及预防, 以提高对该
病的诊断水平.

方法: 对符合诊断标准的30例急性药物性肝
病患者的临床资料进行回顾性分析. 

结果: 诱发老年人急性药物性肝病的药物中, 
中草药9例(30.3%), 抗生素5例(16.7%), 解热镇
痛药, 碘油造影剂和抗甲亢药均3例(10.0%), 
其他7例(23.3%). 临床表现为急性肝细胞型20
例(66.7%), 急性胆汁淤积型3例(10%), 混合型
7例(23.3%). 其中治愈18例(60.0%), 好转8例
(26.7%), 恶化2例(6.7%), 死亡2例(6.7%). 

结论: 老年人对药物敏感性增加, 容易引起急
性药物性肝损伤和不良反应, 临床医生必须加
以高度重视, 谨慎用药.

关键词: 老年; 急性药物性肝病; 不良反应
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0  引言

随着人口的老龄化, 老年人用药机率的增加, 各
种药物对老年人肝脏的不良反应和毒副作用日

益显现出来, 已经成为肝脏疾病中发病较高, 需
临床高度重视的一种疾病, 我科近5 a来已收治

因药物导致的肝损伤的老年患者30余例, 我们

对临床资料进行总结回顾性分析如下.

www.wjgnet.com
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■背景资料
目前, 随着人口的
老龄化, 老年人用
药不断增多, 药物
性肝损伤的发病
率也越来越高. 认
识这方面疾病的
发生发展特点, 使
之得到有效的预
防和治疗, 显得尤
为重要.



1  材料和方法

1.1 材料 2000-01/2004-12在我院住院的肝病患

者30例, 其中男16例, 女14例, 年龄60-79(平均

69.5)岁.
1.2 方法 通过本院病案管理软件, 以关键词“药

物性肝病”检索出相关病例, 根据诊断标准剔

出不相符的病例后, 共收集30份病历, 分别记录

一般资料、既往史、用药史、临床表现、实验

室检查和治疗方案等, 并进行数据分析. 根据

1997年MARIA et al [1]提出的“药物性肝病损害

的诊断标准”进行评分, 总分>14分者, 同时符

合江绍基 et al [2]提出的药物性肝病诊断标准者

入选. 按照世界卫生组织所属医学科学国际组

织委员会制定的急性肝损伤诊断标准[3], 肝功能

异常持续时间不超过3 mo. 临床分析标准参照

国际药物性肝损伤分型标准[4]分为3型: ALT(谷
丙转氨酶)升高>2倍, ALT/碱性磷酸酶(ALP)≥
5为肝细胞型, ALT/ALP≤2为肝内胆汁淤积型, 
ALT和ALP均升高, ALT和ALP在2-5之间为混合

型. 治疗效果判断标准: (1)治愈: ALT、AST、总

胆红素恢复至正常上限的2倍以内; (2)好转: 上
述指标有所恢复, 但仍超过正常上限的2倍; (3)
恶化: 上述指标恶化, 临床表现加重或出现新的

并发症; (4)死亡: 在住院期间死亡.

2  结果

2.1 诱发急性药物性肝病的药物 其中中草药所

占比例最大, 为30%, 其次为抗生素等(表1).
2.2 肝功能情况 停用导致肝损伤的药物, 并应用

保肝药物后, ALT、AST等酶学指标明显下降, 
但总胆红素(TBiL), 直接胆红素(DBiL)下降缓慢

(表2).
2.3 急性药物性肝炎的临床表现 多不典型, 纳
差、腹胀、黄疸为常见的表现, 部分患者出现

腹水和肝性脑病(表3).
2.4 合并其他肝病 除有4人乙肝抗体阳性, 1人
丙肝抗体阳性外, 余者肝脏病毒学检查均阴性, 
5人做了免疫学检查, 其中4人抗核抗体(ANA) 
1∶160, 1人抗线粒体抗体(AMA)1∶160, 1人
AMA 1∶80, 1人抗胃壁细胞抗体1∶320, 余均

阴性.
2.5 急性药物性肝病的临床分型 急性肝细胞型

20例, 占66.7%; 急性胆汁淤积型3例, 占10%; 混
合型7例, 占26.7%.
2.6 治疗及预后 本组病例一经临床确诊, 立即停

用可能导致肝损害的相关药物, 静脉给予甘草
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酸二胺、还原型谷胱甘肽、维生素C, 口服水蓟

飞制剂. 治愈18例(60%), 好转8例(26.7%), 恶化2
例(6.7%), 死亡2例(6.7%).

3  讨论

从本组临床资料分析来看, 老年人急性药物性

肝损伤以急性肝细胞损伤为主, 其次是混合型, 
单纯胆汁淤积型占少数. 老年人对药物反应敏

感性增加, 不良反应出现率高, 肝损害频率也高. 
究其原因主要是由于老年人胃肠道血流量降低, 
蠕动减慢, 药物在体内滞留时间延长; 老年人机

体内水分相对减少, 脂肪比例增加, 脂溶性高的

药物在脂肪组织积蓄, 作用时间延长; 老年人肝

血流量低下, 肝重量减少, 肝内药物代谢酶活性

低下, 酶亚群变异增加; 老年人肾血流量降低, 
肾滤过率低下, 肌酐清除率下降, 对主要由肾脏

排泄的药物作用缓慢; 随年龄增加, 某些药物(如
钙通道阻滞剂、苯二氮卓类)与药物的靶细胞或

靶器官的药效学反应性发生变化, 敏感性增强[5]; 
老年人合并有心脏、肝、肾等慢性疾病多, 运
动减少, 联合应用多种药物的概率增加, 更易出

现药物间的相互作用, 使血药浓度明显升高. 因
此, 临床上对于老年人用药应注意根据药物动

态特征来给药, 且有必要加以监控, 给药时应注

意小量、简单和短程原则, 合用药物最好不要

超过5种以上[6], 这样才能有效地避免药物性不

良反应, 尤其是药物性肝病的发生. 在本组引起

肝脏损伤的药物中, 抗心律失常药、降糖药、

调脂药、冠脉碘油造影剂引起者占了一定的比

例. 在降糖药物中, 二甲双胍是基础、常用药物, 
价格低廉, 作用肯定, 但因药物在肝脏中降解, 
对于年龄>65岁患者应谨慎用药, 用量应减少. 
碘油造影剂是诊断血管性疾病常用药物, 其主

要不良反应是过敏反应, 但对于糖尿病患者, 因
其本身可能潜在有肝、肾功能不良, 碘剂显影

后, 尤其是造影剂量偏大时, 也可以出现肝功损

伤. 本组这3例患者均为糖尿病患者造影后出现

了肝功异常.
本组患者中比例较大的是应用各种中草药

制剂引发了不良反应的患者. 由于中药受安全

和无毒性传统观念的影响, 许多老年人患病后

不到正规医院看病, 而是听广告宣传自行选择

各种中草药治疗. 特别是一些糖尿病患者, 服用

各种降糖茶、降糖秘方后引起肝脏损伤者不断

增多. 目前国内报道的引起肝脏损伤的单味中

药有50种之多[7-8], 如黄药子、马兜铃、贯众、

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文结合老年人
药物代谢的特点, 
认真分析总结了
老年人在服用不
同药物后出现急
性肝损伤的各方
面特点.
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黄芩、首乌等. 另外, 中成药内包含了西药被禁

用的化学制剂, 以便加大治疗作用, 但在说明书

中未注明, 误导患者服用等[9]. 我们应当教育患

者, 部分中药及其代谢产物可直接损害肝脏, 亦
可引起过敏反应. 中药炮制不当, 服用时间过久, 
剂量过大, 种类过多, 更易出现肝损害.

他巴唑是治疗甲状腺机能亢进症的基础用

药, 肝损伤的发生率为37.7%, 大多发生于服药

后1 mo内(92.9%). 肝损害类型以肝内胆汁淤积

为主. 本组3例肝损害中, 有两例是发生在服药

1 mo内, 而另一例是发生在服用他巴唑维持量

5 mg/d, 10 a后出现了严重的混合型肝损害. ALT
升至1365.4 U/L, AST 1357.7 U/L, GGT 420.3 
U/L, ALP 156.9 U/L, TBiL从入院时387.2 μmol/L, 
3 d后升至547.7 μmol/L, DBiL 从312.2 μmol/L升
至413.5 μmol/L, 曾一度出现肝性脑病, 血氨高

达400.7 U/L, 出现腹水. 甲、乙、丙、戊型肝炎

病毒学检查均阴性, 肝穿病理提示, 肝细胞弥漫

性灶状变性坏死, 伴毛细胆管胆栓形成, 肝细胞

内有胆色素沉着, 部分汇管区有少数慢性炎细

胞浸润. 此患者经各方面积极抢救治疗, 3 mo后
病情恢复. 在抗生素应用中容易出现肝损伤的

是喹诺酮类药物. 本组5例患者中, 其中一女性

患者在服用氟哌酸0.2 tid, 3 d后出现急性肝细胞

损伤表现, 另外4例出现了胆汁淤积肝损害. 其
中较重一人是在静脉点滴左氧氟沙星0.4 qd, 3 d
后出现了严重黄疸. TBIL最高达536.6 μmol/L, 
DBIL 374.8 μmol/L, ALT1227.5 μ/L, AST 676.2 

U/L, GGT 131.9 U/L, ALP 185.9 U/L, 曾一度出

现腹水, 肝性脑病, 查甲、乙、丙、戊、庚型肝

炎病毒学检查均阴性, 经治疗4 mo后病情恢复.
本组病例从肝功能情况分析, 在停用导致肝

损伤的药物, 应用保肝药物后, 急性药物性肝细

胞损伤在3 d后ALT、 AST有了明显下降, 1 wk
后部分患者降至正常. 但胆汁淤积型和混合型

肝损伤, ALT、AST下降较慢, TBiL, DBiL, GGT
及ALP 3 d后还会继续升高, 1 wk后仍在较高水

平, 严重者持续升高3 wk后才会缓慢下降. 另外, 
药物性肝损害一是由于药物的直接毒性作用所

为, 二是由于免疫介导引起, 由免疫介导引起的

肝损害有不可预测性, 仅发生在某些人或人群

(特异体质), 或有家族集聚现象, 与用药剂量和

疗程无关, 具有免疫异常指征. 本组病例中有4
例ANA 1∶160, 1例AMA 1∶160, 1例AMA 1∶
80, 1例抗胃壁细胞抗体1∶320. 而4例均有轻度

发热, 关节痛, 皮疹等肝外表况, 血液学检查嗜

酸性粒细胞增多, 病情好转后复查以上指标均

表  1  30例急性药物性肝病的诱发药物统计

分类                         药名                    n (％)       服药时间(d)

抗心律失常药      心律平	      1(6.6)	        15－20

	            黄杨宁	      1		

中草药			        9(30)	        10－30

碘油造影剂		       3(10)	

降糖药                二甲双胍	      2(6.6)	        14－30

抗甲亢药	            他巴唑	      3(10)	        30－360

抗生素                诺氟沙星	      2(16.7)	         2－5

	            左旋氧氟沙星     3(10)

解热镇痛药         安乃近 	      2(10)	        10－15

	            感冒通	      1  

抗结核药	            利福平

	            吡嗪酰胺	      2(6.7)	         15－90

调脂药	            辛伐他汀	      1(3.3)	          30

中草药包括参芪降糖粉、太极通天液、感康胶囊、通心络、腰

痛宁、皮肤止痒剂各1例. 其余为中药汤剂, 用药不详.

■应用要点
通过此篇文章提
醒同行, 在对老年
人, 尤其是患有各
种慢性疾患的老
年人, 药物治疗一
定要谨慎小心, 要
防止急性药物性
肝损伤的发生. 如
果已经发生肝损
伤, 要及时给予正
确的诊断和治疗, 
避免延误病情.

表  2  各项肝功能检查情况

     
肝功能

	        
入院时	   3 d后              1 wk后

ALT	    (135.2-1743.3)       (86-804)        (34-198)

(U/L)	     808.8 	                     345.7             193.9

AST	    (63.1-1357.7)         (51-461.2)     (28.1-278.5)

(U/L)	     631.8 	                   195.0             162.7

GGT	    (57.5-443.2)         (35.1-278.5)    (35.1-131.9)

(U/L)	     253.7 	                 237.1               79.5

ALP	    (73-270.6)            (105-362)         (105-125.4)

(U/L)	     214.4 	                 139.6                106.4

TBiL	    (23.8-452.6)         (52.7-547.7)    (30.8-429.6)

(μmol/L)	     181.0                     260.2               223.1

DBiL	    (12.6-364.1)         (33.6-413.5)     (5.8-407.1)

(μmol/L)	     148.8 	                  184.4                146.1

表  3  各种临床表现情况

     
临床表现	                                          n (%)

黄疸	             		  16(53.8)

腹胀	             		  17(63.3)

纳差	             		  25(83.3)

腹痛	             		  10(33.3)

肝大	              		    8(26.6)

脾大	              		    7(23.3)

腹水	               		    6(20.0)

肝性脑病	               		    3(10.0)
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转为正常. 其中1例是上述的甲亢患者, 用他巴

唑5 mg/d, 10 a后出现了严重的药物性肝损伤, 以
上抗体均呈阳性反应, 这说明循环中免疫复合

物阳性不是器官特异性的自身抗体, 而是由药

物过敏产生的相关自身抗体, 在这方面ANA没

有特异性, 抗线粒体抗体AMA是原发性胆汁淤

积性肝硬化的特异指标, 但在药物性肝损伤中

也可能出现, 应注意两者的鉴别诊断. 
药物性肝损伤的转归与患者原来的一般状

况及肝脏是否合并有其他疾病密切相关. 在本

组死亡的二者病例中, 一例是79岁的女性, 肥胖, 
高血压心脏病, 重度脂肪肝及糖尿病, 在服用参

芪降糖中药后, 患者迅速出现黄疸, 肝功能恶化, 
肝衰竭死亡. 另一例患者是丙型肝炎患者, 男, 
69岁, 在确诊为糖尿病服用二甲双胍后, 迅速出

现肝功恶化而死亡. 但在一般状况良好, 没有基

础肝病的其他人, 虽然有的严重者肝功能衰竭, 
肝性脑病发生, 但经积极抢救治疗, 全部好转, 
恢复健康. 因此, 临床上对于老年人主要器官功

能不良, 患有基础肝病如病毒性肝炎、糖尿病

非酒精性脂肪肝, 酒精性肝病者, 选用药物需更

加小心谨慎, 以免发生严重不良后果.
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■同行评价
本文探讨老年人
急性药物性肝病
的 常 见 诱 发 药
物、临床表现、

分型及预防, 以提
高对该病的诊断
水平, 在较多的同
类研究中有一定
的创新性和先进
性, 而且为老年人
药物性肝病提供
了一些有价值的
信息, 对临床认识
老年人药物性肝
病有一定的应用
价值.
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Abstract
AIM: To study correlations of psychological and 
autonomic nerve changes and gastric electrical 
activity in functional dyspepsia (FD). 

METHODS: Eighty FD patients and 30 healthy 
normal individuals were tested using the Ham-
ilton Depression (HAMD), Hamilton Anxiety 
(HAMA) and SCL-90 scales and heart rate vari-
ability and electrogastrography.  

RESULTS: The FD patients showed some ab-
normalities in psychology, autonomic nerve 
and gastric electrical activity, demonstrating 
more obvious changes than normal people (P < 
0.01). The influence of psychological change on 
the autonomic nerve was greater and had more 
oscillation (P < 0.01, C = 0.4908) than that of the 

autonomic nerve on psychological state (P < 0.05, 
C = 0.2519). The influences of  autonomic nerves 
and gastric electric activity were equal (P < 0.01, 
C = 0.4279). There was no relationship between 
psychological change and gastric electric activity 
(P > 0.05, C = 0.1866). 

CONCLUSION: FD patients were more influ-
enced by psychological changes affecting the 
autonomic nerve than were healthy normal in-
dividuals. Changes of the autonomic nerve and 
gastric electric activity were related, whereas 
psychological changes and gastric electric activ-
ity were not directly related.

Key Words: Psychology; Autonomic nerve; Gastric 
electric activity; Functional dyspepsia

Li YC, Zhao BL, Zhou H, Wang J, Wang P, Wang 
JH. Correlations of psychological and autonomic 
nerve changes and gastric  electr ical  act ivity in 
functional dyspepsia. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(18):2063-2066

摘要
目的: 探探讨在功能性消化不良(funct ional 
dyspepsia, FD)患者中心理状态变化, 自主神
经功能改变和胃电节律紊乱之间的相互关系.

方法: 按罗马Ⅲ标准前瞻性分析F D患者85
例和正常人30例的H A M D他评抑郁量表 , 
HAMA他评焦虑量表及SCL-90项症状自评量
表, 同步检测自主神经功能变化及胃电节律紊
乱情况. 

结果: FD患者普遍存在心理状态异常及自主
神经功能损害和胃电节律紊乱, 与正常人相
比均有显著性差异(P <0.01); 心理状态变化对
自主神经功能改变有关且影响很大(P <0.01, 
C = 0.4908), 后者对前者的改变及影响程度较
低(P <0.05, C = 0.2519); 自主神经功能改变与
胃电节律紊乱有关且相关性相同(P<0.01, C = 
0.4279); 心理状态异常与胃电节律紊乱相关
性无统计学意义(P >0.05, C = 0.1866).
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■背景资料
功能性消化不良
是临床常见病, 病
因及发病机制未
明确, 现有研究多
从各个侧面对FD
进行研究, 割裂了
疾病之间的联系, 
故临床治疗局限
于某个方面入手, 
效果并不理想.



结论: FD患者心理状态异常与自主神经功能
改变的关系最密切, 自主神经功能变化与胃电
节律紊乱之间有一定关系, 心理状态异常与胃
电节律紊乱之间无直接关系.

关键词: 心理状态; 自主神经; 胃电节律; 功能性消

化不良  
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0  引言

功能性消化不良(functional dyspepsia, FD)是临

床常见的胃肠功能性疾病之一, 病因及发病机

制尚未明确. 对FD患者的心理状态, 自主神经

功能及胃电节律进行同步系统的研究较少报道, 
本研究通过前瞻性和同步系统的检测FD患者85
例和正常人30例, 从临床角度探讨心理状态异

常, 自主神经功能变化及胃电节律紊乱之间的

关系和影响程度, 为探讨病因和提高临床治疗

效果提供依据.

1  材料和方法

1.1 材料 2003-06/2005-12在我院消化内科就诊, 
符合罗马Ⅱ诊断标准并纳入研究对象的患者的

临床检测资料, 重新按照罗马Ⅲ标准[1]进行判断, 
分析符合FD新标准的85例临床资料(FD组), 其
中男31例, 女54例, 年龄19-70(平均38.4)岁, 病程

为3-49 mo. 正常对照组: 随机抽取同期来我院

体检的健康成年人30例, 男12例, 女18例, 年龄

20-59(平均36.8)岁. 两组在性别, 年龄, 职业, 文
化程度等方面无统计学差异.
1.2 方法 
1.2.1 心理状态测评 对入选者进行汉密尔顿抑

郁他评量表(HAMD), 汉密尔顿焦虑他评量表

(HAMA), 90项症状自评量表(SCL-90)评定. 各
量表均有2名专业医务人员联合检查评定并独

立评分, 一致性>90%.
1.2.2 自主神经功能测定 采用较为客观的心率

变异性(heart rate variability, HRV)分析法[2]间接

定量地评价自主神经功能, 分析交感和副交感

神经的张力及平衡状态. 专人操作Cardiosee 99
型心电工作站对入选人员进行心率变异性的检

测, 由计算机自动进行HRV短时程频域分析. 记
录低频功率(LF, 主要反映交感及副交感神经的

双重活性)、高频功率(HF, 只反映副交感神经
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活性)、低频功率与高频功率的比值(LF/HF, 反
映自主神经系统的平衡状态)、总功率(TP, 反映

HRV大小)参数.
1.2.3 胃电节律检查 专人操作WDL-2000型胃电

图诊断治疗仪(江西维格科技有限公司), 按胃电

图检查及其评判标准[3-4]对入选人员进行检查. 
检测胃电正常慢波节律百分比(N%)及胃电节律

紊乱的百分比(胃动过缓B%和胃动过速T%).
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 两

大样本(组间)均数采用u检验. 计数资料采用χ2

检验, 相互关系的密切程度计算Pearson关联系

数C. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 FD组与正常对照组的心理状态变化、自主

神经功能改变和胃电节律紊乱的比较 FD组85
例中, 心理状态异常83例, 其中单纯抑郁32例
(37.6%), 单纯焦虑30例(35.3%), 抑郁焦虑均有

21例(24.7%). 无抑郁无焦虑2例(2.4%). 对照组

无抑郁或焦虑. FD组HAMA抑郁量表和HAMD
焦虑量表的各项指标参数与正常对照组比较均

有显著差异(P <0.01), 具体u值为HAMA的躯体

和精神分别为13.80和13.12. HAMD的焦虑9.81, 
体质量4.00, 认知障碍9.38, 日夜变化8.79, 迟缓

8.36, 睡眠障碍6.84和绝望感9.92. SCL-90症状评

分: 躯体化9.67,  强迫8.47, 人际关系5.43, 抑郁

9.71, 焦虑13.15, 敌对3.69, 惊恐3.83, 偏执2.14, 
精神病理3.69和其他7.90. FD组85例患者中, 副
交感神经张力降低85例, 其中79例交感神经张

力降低或增高致自主神经平衡状态发生变化失

平衡, 占92.9%; 6例交感副交感神经张力保持平

衡状态, 占7.1%. 正常对照组30例只有2例(6.7%)
失平衡, 28例(93.3%)平衡, 两者之间有显著差

异(χ2 = 79.26, P <0.01). FD组HRV各项参数与正

常对照组比较均有显著差异(P <0.01), 具体u值: 
LF8.84, HF8.38, LF/HF7.96和TP12.42. FD组85
例中胃电正常慢波节律N%10例; 胃电节律紊乱

75例, 其中胃动过缓B%57例, 胃动过速T%18例; 
FD组餐前和餐后的N%, B%和T%与正常对照组

比较均有显著差异(P <0.01), 具体χ2值N%(餐前

66.68和餐后71.32), B%(32.37和31.1), T%(6.01
和8.54).
2.2 FD组心理状态变化与自主神经功能改变及

胃电节律紊乱之间关系及密切程度 研究结果显

示: (1)临床上FD患者普遍存在心理状态变化(抑
郁、焦虑情绪, 表现为精神和躯体两方面的症

www.wjgnet.com

■创新盘点
1  方法上采用切
实可行的、依从
性好的、客观的
检测手段.
2  时间上采用实
时、同步检测, 排
除干扰因素, 较真
实地反映ＦＤ的
病理生理变化.
3  选题的角度从
临床出发, 以系统
论 做 指 导 ,  用 联
系的方法分析了
FD患者的心理状
态、自主神经功
能及胃电节律紊
乱之间的相互影
响关系和密切程
度 ,  对认识FD产
生的原因及指导
临床治疗有一定
意义.
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状), 自主神经功能改变(副交感神经功能障碍及

交感副交感神经张力失平衡)和胃电节律紊乱. 
(2)其中心理状态变化和自主神经功能改变有关

且对后者影响最大, 后者对前者的影响程度较

低; 自主神经功能改变与胃电节律紊乱有关且

相互影响的程度相同; 心理状态变化与胃电节

律紊乱关系不密切. 总之三者间相互作用并相

互影响(表1-3).

3  讨论

本研究采用HAMD和HAMA他评量表方法并结

合SCL-90症状自评量表, 排除文化差异等干扰

因素, 能较客观的反映患者心理状态. 心率变异

性检测自主神经功能已得到公认[2], 能准确的反

映受检测者的自主神经功能状态. 胃电图检测

与胃浆膜下胃电活动有较好的相关性, 能反应

胃电节律和胃的收缩活动[3-4]. 我们对FD患者采

用上述客观、依从性好的检测方法, 同步系统

地检测自主神经功能、胃电节律及心理状态, 
排除了既往研究中由于功能性疾病临床表现缺

少稳定性而带来的干扰, 可实时并真实的反映

其病理生理变化情况.
FD的发病机制虽尚未阐明, 现有从不同侧

面的研究分别提示FD可出现多方面的异常, 如
胃肠动力障碍[5-6], 胃肠激素的变化[7], 内脏感知

过敏, 胃肠内病原菌(如幽门螺杆菌)感染及心理

障碍[8-10], 自主神经功能异常[11-12]等, 罗马Ⅲ标准

认为功能性胃肠疾病(FGID)是一类独立的临床

表  1  FD组的心理状态变化与胃电节律紊乱、自主神经功能改变三者间的关系 n(%)

     
                         		             胃电节律                      	                     自主神经张力

心理状态                  	       n 	        过缓            正常        过速                   失平衡         平衡

      	   	      	       n = 57          n = 10       n = 18                n = 79          n = 6

抑郁和焦虑    	    83             56(67.5)      9(10.8)    18(21.7)           79(95.2)     4(4.8)

非抑郁和焦虑 	      2   	       1(50.0)      1(50.0)      0                      0              2(100.0)

χ2             		      3.07                               	                              26.97

P                                  >0.05                             	                              <0.01

C                	      0.19                                		                 0.49

表  2  FD组的自主神经功能改变与胃电节律紊乱、心理状态变化三者间的关系 n(%)

     
                         		           胃电节律                      	                    心理状态

自主神经张力           n                     过缓            正常        过速            抑郁和焦虑    非抑郁焦虑

	               	                     n = 57         n = 10      n = 18                n = 83                 n = 2

失平衡  	              79                56(70.9)      6(7.6)    17(21.5)          78(98.7)             1(1.3)

平衡 	                6  	    1(16.7)      4(66.7)    1(16.7)            5(83.3)             1(16.7)

χ2                          19.05                                                                    5.76

P                            <0.01                             	                        <0.05

C                             0.43                                	                           0.25

表  3  FD组的胃电节律紊乱与自主神经功能改变、心理状态异常三者间的关系 n(%)

     
                         		           自主神经张力                                     心理状态

胃电节律                 n                      失平衡              平衡                 抑郁和焦虑         非抑郁焦虑                        	

	                                       n = 79                n = 6                 n = 83                      n = 2

过缓      	            57                 56(98.2)             1(1.7)             56(98.2)                 1(1.8)

正常                    10                   6(60.0)             4(40.0)             9(90.0)                 1(10.0)

过速                    18                 17(94.4)             1(5.6)             18(100)                  0

χ2             		                 19.05                                         3.07

P                	                 <0.01                                      >0.05

C                	                   0.43                                         0.19

■应用要点
此 文 的 方 法 简
便、易行, 所用设
备基层医院均有, 
便于在临床推广
应用, 对提高综合
性医院对功能性
胃肠病的诊断和
治疗水平, 有实际
的意义.
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疾病, 在发病机制上强调了胃肠功能和动力、

感知, 中枢神经系统(CNS)、脑肠轴及肠神经系

统(ENS)网络的关系. 现代神经胃肠病学认为, 
胃肠运动是在CNS, 自主神经系统和ENS的共同

参与下进行的. 中枢神经活动与胃肠道运动与

感知之间的相互联系构成脑肠轴. 外界的刺激

或内部的信息等通过脑肠轴影响到胃肠道的感

知、运动和分泌; 同样自主神经本身的损害或张

力的变化也会对胃肠的运动产生影响. 心理状态

异常加上各种因素对中枢神经系统的不断刺激, 
可能通过降低迷走神经张力为中间机制影响胃

肠动力, 并可导致机体各器官功能改变[13-14]. 本
文研究的结果与上述报道相一致, 并进一步系统

地明确了FD患者心理状态变化与自主神经功能

改变及胃电节律紊乱之间的相互影响关系及密

切程度.
我们认为: (1)FD的发病与多因素及多方面

的病理生理变化有关; (2)在FD的病因和发病机

制中, 自主神经功能状态为较重要的中间环节, 
自主神经功能损害与心理状态异常及胃电节律

紊乱之间相互影响; 心理状态异常为较重要的

因素之一, 心理状态异常影响自主神经功能的

密切程度最高, 也可通过自主神经功能的变化

进而影响胃电节律; (3)临床治疗方面, 在针对不

同的病理生理变化进行个体化治疗的同时, 要
提高对患者心理状态变化的认识和识别, 考虑

到心理及自主神经功能等多方面因素的影响, 

进行综合性治疗, 以提高疗效.
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本文分析和探讨
了在功能性消化
不良中心理, 自主
神经, 胃电节律三
者之间的关系, 为
该病的临床治疗
提供了理论基础
和指导作用.
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Abstract
AIM: To explore the relationships among 
depression, the degree of immunosupressive 
acidic protein (IAP), and the percentage of 
CD3, CD4, CD8, and NK in elderly patients 
with advanced digestive tract cancers; and to 
determine the effects of antidepressant therapy.

METHODS: Forty-three elderly patients with 
advanced digestive tract cancers were randomly 
enrolled in the study and divided into two 
groups. The degree of depression was evaluated 
by the Zung self-rating depression scale (SDS). 
IAP was examined by simple agar diffusion. Im-
munological parameters such as the percentage 
of T-lymphocyte subsets and natural killer (NK) 
cells in peripheral blood were determined and 
compared between the two groups of patients 
by flow cytometry. Patients who were depressed 
according to the scores of the SDS took antide-
pressant therapy. After patients were assessed 
as normal, the immunological parameters were 

again determined.

RESULTS: The depression rate was 44%. SDS 
was positively correlated with the level of IAP 
(r = 0.549, P < 0.01), negatively correlated with 
the percentages of CD3 and CD4 (r = -0.163, P 
< 0.001 and r = -0.163, P < 0.001), and had no 
relationship with the percentages of NK or CD8 
(r = 0.262, P > 0.05 and r = 0.611, P > 0.05). The 
two groups showed significant differences of 
IAP, CD3 and CD4 (IAP: 908.33 ± 275.75 mg/L 
vs 537.60 ± 282.64 mg/L, P < 0.01; CD3: 67.05 ± 
13.12 vs 73.27 ± 8.03, P < 0.05; and CD4: 36.68 ± 
11.29 vs 43.72 ± 9.16, P < 0.05) between the de-
pressed and non-depressed groups. The change 
of IAP before and after antidepressant therapy 
was statistically significant (P < 0.01). The levels 
of CD3, CD4, CD8, and NK between the two 
groups showed no obvious changes (P > 0.05).

CONCLUSION: There is a high rate of depres-
sion in elderly patients with cancers of the diges-
tive tract. Antidepressant treatment was found 
to improve immune function.

Key Words: Depression; Immunosupressive acidic 
protein; Simple agar diffusion; Flow cytometry; Im-
munity; Neoplasm; Elderly

Li R, Xu Q, Guo J, Qian JX, Gu XQ, Wu Q, Yuan LY, 
Wang JJ. Relationship between depression and serum 
immunosuppressive acid protein in patients with 
advanced digestive tract cancers. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(18):2067-2070

摘要
目的: 研究晚期消化道癌症患者抑郁与免
疫抑制酸性蛋白(immunosupressive acidic 
protein, IAP)等之间关系, 并观察抗抑郁治疗
后上述指标的变化, 探讨抑郁与免疫功能之间
关系. 

方法: 采用Zung量表对晚期消化道癌症患者
43例行抑郁测评的同时采用单向免疫琼脂扩
散法检测外周血IAP含量, 采用流式细胞仪检
测外周血CD3, CD4, CD8和NK细胞百分比, 
根据Zung测评结果, 以百忧解对抑郁患者进
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■背景资料
免疫抑制酸性蛋
白(IAP)是首先由
Tamura et al  1981
年于晚期胃癌患
者腹水中分离出
的一种与正常血
清成份α1酸性糖
蛋白的糖链结构
不同的糖蛋白, 在
肿瘤性疾病和非
肿瘤性疾病患者
血清内都会有所
升高. 



行干预, 抑郁纠正的同时再次检测上述指标. 

结果: 本组患者抑郁的发生率为44%; 抑郁
评分与IAP呈正相关(r  = 0.549, P <0.01), 与
CD3, CD4呈负相关(r  = -0.163, P <0.001; r  = 
-0.163, P <0.001), 与NK, CD8无相关(r  = 0.262, 
P >0.05; r  = 0.611, P >0.05); 抑郁组与非抑郁
组数据分析表明IAP, CD3和CD4有显著差异
(IAP: 908.33±275.75 mg/L vs  537.60±282.64 
mg/L, P <0.01; CD3: 67.05±13.12 vs  73.27±
8.03, P<0.05; CD4: 36.68±11.29 vs  43.72±9.16, 
P <0.05); 抗抑郁治疗后IAP变化明显(P <0.05), 
CD3, CD4, CD8, NK无明显变化(均P>0.05).

结论: 老年晚期消化道癌症患者抑郁与免疫
功能相关, 伴发抑郁的患者免疫功能低下, 抗
抑郁治疗后免疫功能改善.

关键词: 抑郁; 免疫抑制酸性蛋白; 免疫; 单向免疫

琼脂扩散法; 流式细胞仪; 癌症; 老年人
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0  引言

随着中国步入老龄化社会, 老年人的身心健康

倍受关注. 而在老龄化社会进程中, 消化道肿瘤

发病率逐年增高, 抑郁的发生率也呈现攀升趋

势. 研究老年晚期癌症患者抑郁与免疫功能的

关系对提高患者生活质量进而改善肿瘤患者的

预后具有深远意义.

1  材料和方法

1.1 材料 2003-08/2005-04第二军医大学附属长

征医院肿瘤科收治的癌症患者. 入组标准: (1)病
理确诊的Ⅳ期消化道癌症患者; (2)年龄≥60岁; 
(3)入组前半个月未接受化疗、放疗和手术治疗; 
(4)既往无精神病史、家族中无抑郁症病史, 无
严重认知障碍, 自愿合作, 共入组43例, 胃癌16
例, 大肠癌24例, 食管癌3例, 其中男27例, 女16
例. 年龄60-85(平均67±6.5)岁; IAP试剂盒购自

中科院上海细胞生物研究所, T细胞亚群及NK细

胞检测试剂购自晶美生物工程有限公司, 流式

细胞仪为CytomicsTM FC500系列, 美国Beckman 
Coulter公司.
1.2 方法 
1.2.1 抑郁自评量表的填写 由入组患者在完全
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安静状态下填写Zung氏抑郁自评量表(Zung's 
self-rating depression scale, SDS). 按照国内常

规结果, SDS评分大于或等于42分者为抑郁组. 
SDS评分小于42分者为非抑郁组. 抑郁组和非抑

郁组的患者在第2天晨起抽取静脉血进行检测. 
1.2.2 抑郁组 在患者知情同意的情况下从第2天
早晨开始给予百忧解(20 mg)进行干预, 2 wk后, 
再次填写Zung氏抑郁自评量表, 对于SDS评分

变为小于42分者为抑郁情绪纠正, 停止干预, 抽
血检测. SDS评分依然大于42分者, 为抑郁情绪

未纠正, 继续干预. 在第4周再次填写量表, 如果

SDS评分小于42分, 则停止干预的同时采血检

测. 在干预4 wk后仍未纠正者出组. 
1.2.3 外周血液中IAP, NK, CD3, CD4, CD8的检

测 采取患者空腹静脉血, 严格按照试剂盒说明

书, 采用单向免疫琼脂扩散法检测IAP; 采用免疫

荧光法, 在上海市长征医院基因治疗中心实验室

应用流式细胞仪检测NK细胞, T淋巴细胞亚群. 
统计学处理 所有结果均输入计算机来用

SPSS 11.5统计软件处理.

2  结果

2.1 抑郁测评结果 非抑郁组(SDS评分<42分), 共
24例, 占56%. 抑郁组(SDS评分≥42分)19例, 占
总数的44%, 共有18例患者接受了干预治疗, 抑
郁纠正的共11例. 
2.2 SDS评分与免疫检测指标之间的相关性 SDS
评分与IAP呈正相关(r  = 0.549, P <0.000), 与CD3 
(r  = -0.163, P <0.001), CD4(r  = -0.163, P <0.001)呈
负相关, 与NK(r  = 0.262, P >0.05), CD8(r  = 0.611, 
P >0.05)无相关(表1). 
2.3 免疫检测指标 抑郁组I A P高于非抑郁组, 
CD3, CD4低于非抑郁组, 差别有显著统计学意

义, 而NK, CD8之间差别无显著统计学意义(表2). 
2.4 抑郁患者干预前后免疫功能变化 肿瘤患者

抑郁情绪纠正后IAP的变化有显著统计学差异

(P <0.05), 而CD3, CD4, CD8, NK的变化无显著

www.wjgnet.com

■研发前沿
本研究以IAP与肿
瘤合并抑郁之间
的关系为锲入点, 
以老年消化道癌
症患者为研究对
象, 通过分析认为
二者之间存在密
切联系, 但仍待大
样本量研究的进
一步验证.

表  1  SDS评分与免疫检测指标之间相关性分析

      
                              CD3          CD4         NK       CD8        IAP

抑郁评分	

    Pearson      -0.449b   -0.481b   0.170   0.221   0.572b

      Correlation

    Sig.(2-tailed) 0.002      0.001    0.274   0.153   0.000

bP<0.01.



李荣, 等. 老年消化道癌症患者抑郁与免疫抑制酸性蛋白的关系                                                                                      2069

www.wjgnet.com

统计学意义(P >0.05)(表3).

3  讨论

年龄是影响抑郁发病率的重要因素之一, 抑郁

的发病率随年龄的不同而变化, 30岁左右的患

者抑郁发病率开始增高, 中年发病率下降, 60岁
后又逐渐升高, 80岁后老年人的发病率直线上

升[1]. 肿瘤患者更容易罹患抑郁, 合并抑郁的肿

瘤患者预后差[2], 对这种现象的解释是抑郁情绪

通过下丘脑-垂体-肾上腺素轴影响免疫功能. 但
是关于抑郁与免疫功能之间关系研究的结果不

一, 有报道认为合并抑郁者的免疫功能低下, 主
要表现为细胞免疫功能的下降, 相反, 有些研究

发现合并抑郁者的免疫功能激活, 主要表现为

细胞因子的分泌及急性期蛋白的增多[3]. 考虑这

种研究结果的不一致性除了与研究方法不同有

关外, 也与纳入研究对象的标准不同有关. 根据

Walford的衰老自身免疫学说, 随着人体的衰老, 
T细胞的免疫功能明显下降. 而且, 不同部位、不

同分期的肿瘤患者免疫功能的差异显著[4]. 因此

在研究抑郁与免疫功能之间关系时, 应该排除

年龄、不同部位肿瘤、肿瘤的不同分期等混杂

因素的影响. 但是, 至今未见以晚期老年消化系

统肿瘤为研究对象的报道. 
在既往研究抑郁与免疫功能之间关系时, 

最常采用的免疫检测指标是体现细胞免疫的T
淋巴细胞亚群. 在本实验中, 除采用了常用的T
淋巴细胞亚群外, 还采用了在研究肿瘤预后方

面常用的监测指标-IAP. IAP是首先由Tamura  
et al [5]于1981年从晚期胃癌患者的腹水中分离出

的一种糖蛋白, 是由肝细胞、巨噬细胞、粒细

胞、T淋巴细胞、B淋巴细胞及肿瘤细胞合成和

分泌的. Nakashima et al [6]通过体外实验证实IAP
可抑制植物血凝素诱导的淋巴细胞的增殖, 并
对NK细胞活性有抑制作用. Shibata et al [7]通过

动物实验证实IAP可延缓变态反应的发生, 还可

以抑制抗体产生. 大量文献报道肿瘤患者体内

IAP呈不同程度增高, 并与肿瘤的进展呈负相关, 

不同研究通过对食管癌[8]肾癌[9]的分析表明IAP
可在一定程度上提示患者的预后, IAP高的往往

预后差. 但是, 未见关于IAP与抑郁之间关系的

报道. 通过采用双变量相关分析癌症患者抑郁

评分与IAP、T细胞亚群、NK细胞之间的关系, 
发现本组癌症患者抑郁发生率为44%, 国内马博 
et al [10]对消化系统癌症患者抑郁情绪进行调查

的研究结果与此相似. 
我们还发现伴随抑郁评分的增高, IAP升

高, CD3, CD4降低, 进一步分析表明抑郁组和非

抑郁组IAP, CD3, CD4的差别有显著统计学差

异, 经抗抑郁治疗后IAP变化显著(P <0.01), 提示

老年肿瘤患者抑郁与免疫功能密切相关, 合并

抑郁的患者免疫功能低下, 抗抑郁治疗后免疫

功能改善. 研究中发现抑郁组与非抑郁组CD3, 
CD4阳性前T细胞亚群差别有意义, CD8, NK并

没有差别, Zhou et al [11]的研究结果与此不一致. 
在国内外采用T细胞亚群作为免疫检测指标研

究肿瘤患者抑郁与免疫功能之间关系的研究结

果并不完全一致, 除了与不同实验方法有关外, 
也与T细胞亚群的不同功能有关. 同样表达CD3
表面抗原的T细胞亚群的免疫细胞既可以发挥

免疫辅助作用(CD3CD4), 也可以发挥免疫抑制

作用(CD3CD32), 由此导致检测T细胞亚群的结

果并不完全一致. 
目前抑郁的诊断主要依靠主观判断, 没有客

观的实验室指标, 给抑郁的诊断和治疗带来不

便, 可能也是目前抑郁识别率低的原因之一[12]. 
本研究发现IAP不仅与抑郁评分密切相关, 而且

表  3  抑郁患者干预前后自身对照

      
                                           t 	      df	   Sig. (2-tailed)

IAP-干预后IAP	   2.583	     10	        0.027

NK-干预后NK	   0.499	     10	        0.629

CD3-干预后CD3	   0.544	     10	        0.598

CD4-干预后CD4	 -0.590	     10	        0.568

CD8-干预后CD8	   1.022	     10	        0.331

■相关报道
大 量 研 究 发 现 , 
IAP既可以抑制细
胞免疫, 也可以抑
制体液免疫, 并在
肿瘤的筛查、诊
断、分期、评定
肿瘤治疗效果以
及协助选择治疗
方法等方面具有
重要的价值. 但是
关于IAP与抑郁之
间关系的报道, 至
今未见. 

表  2  2组患者IAP, CD3, CD4, CD8, NK的比较(mean±SD)

      
抑郁与否	           CD3(%)	       CD4(%)	                      NK(%)	                  CD8(%)	             IAP(mg/L)

抑郁            67.05±13.12a       36.68±11.29a       16.99±13.11        31.69±6.49       908.33±275.75b

非抑郁        73.27±8.03          43.72±9.16          13.81±7.34          29.85±5.96       537.60±282.64

aP<0.05, bP<0.01.
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抑郁组与非抑郁组IAP水平有明显差别, 抗抑郁

治疗后IAP的变化有显著意义, 提示在晚期老

年消化系统癌症患者中IAP与抑郁密切相关. 由
此, 作者推测, 在晚期老年消化系统肿瘤患者中, 
IAP可以作为作为评价抑郁的客观指标, 但有待

大样本量的临床试验的验证. 
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Abstract
AIM: To improve diagnosis and treatment of 
abdominal cocoon.

METHODS: Four patients with primary abdomi-
nal cocoon who were admitted to our hospital 
from January to December 2006 were analyzed. 
All patients were diagnosed with an acute in-
testinal obstruction. Unilateral undescended 
testicle was found in all patients during physical 
examination, and all underwent emergency op-
eration.

RESULTS: The diagnosis of abdominal cocoon 
was confirmed after the operation. Partial or 
total capsule resection, lysis of any intestinal 
adhesion, and internal stenting was adopted in 
all four cases. All recovered uneventfully after 
surgery.

CONCLUSION: As patients with abdominal 
cocoon present with no specific clinical features, 
preoperative diagnosis is difficult. The possibil-

ity of abdominal cocoon should be considered 
when a patient with an intestinal obstruction has 
an undescended testicle. Laparotomy is an effec-
tive treatment for abdominal cocoon.

Key Words: Abdominal cocoon; Undescended testi-
cle; Intestinal obstruction; Laparotomy
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摘要
目的: 提高腹茧症的诊治水平. 

方法: 我院2006-01/12收治的原发性腹茧症患
者4例临床资料, 以急性肠梗阻入院, 查体发现
均合并单侧隐睾, 全部病例行剖腹探查. 

结果: 术中证实腹茧症诊断, 手术方案采取全
部或部分包膜切除、肠黏连松解、肠排列术
等, 均痊愈出院.

结论: 腹茧症临床表现无特异性, 术前诊断困
难, 对合并隐睾的肠梗阻应考虑到腹茧症的可
能, 手术治疗是腹茧症有效的治疗方法.

关键词: 腹茧症; 隐睾; 肠梗阻; 外科手术
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0  引言

原发性腹茧症是一种少见的腹部疾病, 由Foo  
et al [1]于1978年首先报道并命名, 其特点是全部

或部分腹腔脏器被一层致密、灰白色的纤维膜

所包裹. 由于腹茧症少见、且缺乏特异性临床

表现, 因此术前确诊困难. 我院2006-01/12收治

伴有单侧隐睾的原发性腹茧症患者4例. 现结合

文献资料分析如下.
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■背景资料
原发性腹茧症是
一种少见的腹部
疾病, 缺乏特异性
临床表现, 多以急
慢性肠梗阻就诊,  
术前确诊困难. 并
且病因不明, 可能
与大网膜发育不
良有关, 可与其他
发育异常并存, 如
大网膜缺如、左
肝缺如、隐睾、

小肠或结肠旋转
不良等. 手术治疗
是腹茧症有效的
治疗方法, 术中应
尽可能的松解黏
连, 不强调同时行
阑尾切除. 是否行
肠排列术还有争
议.



1  材料和方法

1.1 材料 原发性腹茧症4例, 均男性, 年龄37-55 
(平均45)岁. 因阵发性腹痛伴有恶心、呕吐及停

止排气排便1-3 d入院. 无腹部外伤、手术史, 无
长期服药史, 无其他慢性病史. 其中2例既往有

慢性腹痛史多年. 查体: 腹略膨隆, 全腹压痛, 以
脐周明显, 触之饱满, 但无明显包块, 无腹肌紧

张及反跳痛, 肠鸣音活跃, 无高调肠鸣音及气过

水声. 其中3例伴有左侧隐睾, 1例右侧隐睾. 立
位腹平片可见小肠轻度扩张, 散在气液平, 无明

显肠袢. 入院诊断为急性肠梗阻. 给予持续胃肠

减压、中成药补益通理合剂灌肠、补液、抗炎

等对症治疗, 患者腹痛、腹胀无明显缓解, 遂行

手术探查.
1.2 方法 取右侧中上腹旁正中切口, 打开腹膜

后见全部小肠黏连包裹成团, 表面由一层乳白

色、质韧包膜覆盖, 与腹壁黏连, 进腹困难(图1). 
打开包膜, 探查发现均为大网膜缺如, 其中1例
部分十二指肠及升结肠、横结肠缺如, 内脏旋

转不良, 十二指肠降部直接与空肠相连, 无屈氏

韧带, 回肠在左上腹与降结肠相连, 阑尾正常存

在. 肝、胆、脾及胃、膀胱等均未被包裹, 1例
出现结肠部分包裹. 手术切除包膜, 分离肠间及

肠系膜间黏连, 见黏连疏松, 呈透明状, 易于分

离, 分离后小肠浆膜完整, 无明显血运障碍, 未
见明显折叠成角, 充分游离小肠直至肠系膜根

部, 反复冲洗腹腔. 其中3例行肠内排列术, 术后

2 wk拔除肠排列管. 4例均经手术证实为腹茧症. 
术后予全身营养支持, 持续胃肠减压及抗炎治

疗, 患者生命体征平稳.

2  结果

3例于术后3-5 d排气排便, 肠功能恢复, 但少量

进食后又出现腹痛及剧烈呕吐, 以30%泛影葡

胺口服行消化道造影示胃蠕动减弱、排空障碍, 
小肠造影剂通过缓慢. 给予行肠外营养支持、

继续胃肠减压, 静脉滴注红霉素, 同时用胃复安

封闭足三里, 中成药补益通理合剂灌肠等治疗, 
术后10-14(平均12.5)d, 胃肠功能恢复. 另1例(部
分十二指肠及结肠缺如、术中行肠排列术者)术
后一直不排气排便, 胃液每天1500-2000 mL, 持
续11 d后胃肠功能恢复正常. 所有病例均治愈出

院. 随访3 mo, 未有肠梗阻及腹痛症状发作.

3  讨论

腹茧症少见, 其病理解剖特点是部分或全部小
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肠被一层灰白、致密、坚韧的纤维膜包裹, 形
似蚕茧可致小肠梗阻. 腹茧症分为原发性与继

发性两种, 后者多有相对清楚的致病原因[2]. 发
病原因不明, 无腹部手术外伤史者为原发性腹

茧症, 推测在胚胎发育过程中, 由于大网膜发育

不良, 膜状的大网膜沿横结肠下行将小肠包裹

形成纤维包膜和分隔[3]. 也有人认为纤维包膜由

腹膜、小肠系膜或大网膜畸变而成[4]. 腹膜的变

异可与其他发育异常并存, 如大网膜缺如、左

肝缺如、隐睾、小肠或结肠旋转不良等[2]. 本组

4例患者均伴有隐睾及大网膜缺如, 同时1例患

者伴有部分十二指肠及结肠缺如, 支持上述观

点. 另外病毒感染[5]、性别及地域因素、药物

影响、血源性亚临床型腹膜炎(原发性腹膜炎) 
等[6], 也可能是致病因素.  

腹茧症术前诊断困难, 本组病例术前皆未

获明确诊断. 但有共同特点: (1)中青年男性, 以
肠梗阻就诊, 查体全腹压痛, 无肌紧张及反跳痛, 
未及明显包块, 肠鸣音活跃. 都有隐睾症存在, 
可以提示腹茧症的诊断; (2)立位腹平片无特征

性表现, 仅有小肠轻度扩张、积气. 可能因为小

肠被包裹固定, 不能充分扩张或移动. 虽然有人

认为可行消化道钡餐造影, 显示菜花征[7]可提示

诊断, 但因在肠梗阻存在的情况下进食钡剂有

加重肠梗阻的危险, 因此应慎重选用消化道钡

餐造影检查; (3)术中见小肠无明显血运障碍, 无
明显转折成角, 黏连易于分离. 手术是腹茧症主

要治疗方法[8]. 主张非手术治疗的作者认为, 在
腹茧症当中的肠管黏连不同于其他机械性肠梗

阻, 前者似乎较符合生理, 较少引起完全性或绞

窄性肠梗阻[6]. 是否行肠排列术还有争议[9]. 本
组3例行肠内排列术患者与未行肠排列术患者

在术后恢复时间上无明显差别; (4)腹茧症术后

恢复缓慢, 不同于一般肠梗阻患者. 本组患者均

有短期内胃肠功能恢复后又出现肠梗阻症状, 
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图  1  全部腹腔脏器被一层致密的纤维膜包裹.

■创新盘点
腹茧症术后恢复
缓慢, 不同于一般
肠梗阻患者. 本组
患者均有短期内
胃肠功能恢复后
又出现肠梗阻症
状, 表现腹痛, 大
量呕吐, 行泛影葡
胺口服造影表现
为胃蠕动减慢, 排
空障碍. 治疗上采
用静脉滴注红霉
素、胃复安封闭
足三里及中成药
补益通理合剂灌
肠治疗对胃肠功
能恢复有一定的
作用.

■应用要点
作为临床少见的
腹膜病变, 腹茧症
术前诊断困难. 对
于病因难以明确
的急慢性肠梗阻
病例, 尤其是男性
患者, 如果伴有隐
睾, 应考虑到腹茧
症可能. 
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表现腹痛, 大量呕吐, 每天胃肠减压量大于1500 
mL. 行泛影葡胺口服造影表现为胃蠕动减慢, 排
空障碍. 出现这种症状的原因可能与手术创伤

激活抑制性交感神经反射系统, 使胃肠交感神

经系统活动增强, 并通过抑制胃肠神经丛的兴

奋性神经元抑制胃动力; 同时交感神经末梢释

放的儿茶酚胺直接与胃平滑肌细胞膜上的α和

β受体结合抑制平滑肌收缩; 也可能与胃的神经

网发育不良, 致胃电活动异常, 胃电节律紊乱使

胃产生逆向移行性慢波, 胃收缩运动减弱或缺

乏, 干扰胃肠道对内容物的清扫运动有关; 另外, 
术后再次肠黏连, 致胃肠运动的不协调以及应

激状态等都是胃瘫的可能因素. 治疗上采用静

脉滴注红霉素、胃复安封闭足三里及中成药补

益通理合剂灌肠治疗对胃肠功能恢复有一定的

作用; (5)预后良好. 所有患者术后生命体征平稳, 
出院后随访未有明显肠梗阻症状发作. 

总之, 作为临床少见的腹膜病变, 腹茧症术

前诊断困难. 对于病因难以明确的急慢性肠梗

阻病例, 尤其是男性患者, 如果伴有隐睾, 应考

虑到腹茧症可能. 手术治疗是腹茧症有效的治

疗方法, 术中应尽可能的松解黏连, 不强调同时

行阑尾切除[10]. 术后出现的肠梗阻、胃瘫等, 经
积极的保守治疗多能治愈, 避免急于再次手术, 
增加小肠损伤的机会. 
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重症急性胰腺炎并胃溃疡穿孔1例
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摘要
报道1例重症急性胰腺炎并发的胃溃疡穿孔, 
较为罕见, 临床症状体征不典型, 容易误诊. 此
例患者通过手术获得治愈.

关键词: 急性胰腺炎/重症; 胃溃疡/穿孔; 上消化道

出血

谢守勇, 张颖, 黄宗文. 重症急性胰腺炎并胃溃疡穿孔1例.  世界

华人消化杂志  2007;15(18):2074-2075
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0  引言

急性胰腺炎是一种常见的急腹症, 其中重症急

性胰腺炎容易导致全身各个器官的损害. 胃肠

道损害以肠麻痹, 上消化道出血较为常见, 而发

生胃溃疡穿孔则较为罕见. 在此报道1例重症急

性胰腺炎并发的胃溃疡穿孔.

1  病例报告

患者为49岁女性, 因“腹痛13 d”入院. 13 d前, 
患者无明显诱因出现中上腹疼痛伴恶心, 呕吐

入当地医院; B超示胆囊颈部结石嵌顿、胰腺

肿大; 血淀粉酶增高、HGB 150 g/L; 给予胃肠

减压、补液、防治感染、制酸、中药及硫酸镁

口服治疗后腹痛无缓解, 并出现双下肢水肿而

转入院. 既往有30 a支气管哮喘史, 但近年未发

作, 10 a前发现胆囊结石, 1 a前曾患胆囊炎, 无返

酸、打呃、腹部隐痛史. 入院查体: T 37.1℃、P 
102次/min、R 24次/min, BP 16.2/10.0 kPa; 急性

病容, 贫血貌, 神清合作, 皮肤巩膜无黄染, 双下

肺略叩浊, 双肺少量湿鸣; 腹膨隆, 左上腹及剑

下压痛及反跳痛, 肝浊音界存在, 双腰肋部轻度

肿胀, 双膝关节以下轻度凹陷性水肿. 辅查: TP 
53.8 g/L, ALB 29.2 g/L, LIP 62.2 IU/L, Ca 1.60 

mmol/L, RBC 2.18×1012/L, HGB 63 g/L, PLT 
464×109/L, WBC 18.7×109/L; 大便、小便常规

正常; 胸片示双胸腔少量积液, 双肺片状阴影; B
超示胆囊结石, 小网膜囊区局限性积液伴坏死

组织形成, 左胸少量积液; CT示胰腺体积无明

显增大, 胰周肿胀, 小网膜囊, 双肾旁前间隙, 左
肾旁后间隙积液, 双肾筋膜肿胀, 左胸少量积液. 
入院后经输人血蛋白、脂肪乳、氨基酸支持, 
雷尼替丁制酸, 头胞他啶防止感染等治疗患者, 
一般情况好转. 复查肝功及血常规示ALB 37.9 
g/L, RBC 2.41×109/L HGB 72 g/L, HCT 0.226, 
PLT 406×109/L 2, WBC 12.2×109/L. 后无诱因

突然解柏油样稀便400 mL后出现休克, 未觉腹

痛, 查: 上腹部局限性膨隆, 压痛, 肝浊音界存在. 
急查血RBC 1.56×109/L, HGB 48 g/L, PLT 391
×109/L, WBC 12.73×109/L, 给予输血、络赛

克、善宁、凝血酶等治疗, 患者继续出血, 予血

管造影未发现出血点, 转外科急诊手术, 术中见

(1)胃体前壁一巨大溃疡型病变区, 面积约6 cm
×6 cm, 中央穿孔, 穿孔区约2 cm×2 cm, 该区被

大网膜黏贴覆盖, 打开胃体, 见胃内积血约2000 
mL, 溃疡壁黏膜消失. 余黏膜水肿明显; (2)肠道

内积血; (3)胰腺水肿, 胰周多量坏死组织, 以胰

尾部为甚, 并有脓液样分泌物; (4)胆囊内多发结

石, 胆总管内未扪及异常; (5)上腹部组织器官黏

连明显. 术后病理显示: 溃疡穿孔, 溃周大量中

性白细胞浸润, 复性肉芽组织形成, 伴大片脂肪. 
术后第2天体温39℃, 脓液培养为真菌与细菌的

混合感染, 给予支持, 抗感染等治疗患者痊愈 
出院.

2  结果

该患者在急性胰腺炎的基础上合并上消化道大

出血, 胰腺脓肿, 因此诊断重症急性胰腺炎明确. 
急性胰腺炎合并上消化道出血比较常见, 而合

并胃溃疡穿孔则罕见. 该患者既往无消化性溃

疡的历史, 在外院入院时血红蛋白也正常, 因此, 
患者的贫血和胃溃疡穿孔与此次急性胰腺炎发

作有明显的关系. 急性胰腺炎导致胃溃疡穿孔

®

■背景资料
急性胰腺炎是一
种常见的急腹症, 
其中的重症急性
胰腺炎容易导致
全身多器官/系统
的损害, 胃肠道损
害以肠麻痹, 上消
化道出血较为多
见, 而胃溃疡穿孔
较为罕见, 并且症
状和体征不典型, 
再加之基础疾病
本身的影响, 使得
诊断较为困难. 
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的可能与以下因素有关: (1)应激时内脏血流量

减少, 胃、肠黏膜缺血, 胃腔内H+向黏膜内的反

向弥散致应激性溃疡的形成[1]; (2)肿大的胰腺压

迫致胃壁血运障碍; (3)大量胰酶的释放对胰周

组织特别是对胃壁的损伤作用[2]; (4)胰腺炎诱

发的全身炎症因子的释放可能在溃疡的发生中

发挥了作用[3-4]. 一旦溃疡穿孔发生, 死亡率高[5]. 
及时的发现和外科干预是关键. 但胰腺炎并发

胃肠道穿孔时可由于穿孔处被大网膜黏贴覆盖, 
且有胰腺炎病情的掩盖, 而使胃穿孔的临床症

状体征不典型, 腹部平片亦不能发现太少的和

隐蔽的胃肠外游离气体. 此时, 螺旋CT常能帮助

作出早期的诊断, 且能揭示病变周围组织的情

况(如周围炎、脓肿等)[6-7]. 
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急性胰腺炎并发
胃溃疡穿孔的病
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2007 年原位肝脏移植新技术及进展学习班通知

本刊讯 为促进国内肝脏移植领域的交流与合作, 为拟开展肝脏移植的同道提供技术支持, 提高我国肝移植的

技术水平, 推动肝移植的健康发展, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心将于2007-08-29/09-02与《世界华人

消化杂志》合作举办“原位肝肝脏植新技术及进展”学习班, 由中山大学器官移植研究所所长陈规划教授主

持, 并邀请海内外肝移植知名专家授课, 就目前我国肝移植存在的重点和难点问题以及近几年来肝移植技术的

新进展进行学术讲座. 

中山大学附属第三医院肝脏移植中心是广东省器官移植研究所和中山大学器官移植研究所挂靠单位, 也

是广东省卫生厅重点专科和广东省器官移植学会主任委员单位. 目前, 已开展近1000例肝脏移植术, 术后1 a生

存率超过80%, 居国内领先水平. 本中心已举办3期肝脏移植技术学习班, 并协助国内60余家单位开展了肝脏移

植术. 本项目为2007年国家级继续医学教育项目, 项目编号为: 2007-04-10-024, 授予Ⅰ类学分14分. 授课内容主

要涉及肝脏移植手术技巧、高危受者的麻醉管理、重症感染病人的无肝素化持续血液净化治疗、个体化免疫

抑制方案、术后随访管理系统、抗乙肝病毒治疗新策略、西罗莫司及超声造影技术在肝脏移植中的应用等方

面. 学习对象为省级、地市级医院的医护人员. 收费标准: 培训费900元/人(统一安排食宿, 费用自理)

通讯地址: 510630, 广州市天河路600号, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心. 联系人: 汪根树 电话: 

020-87595523  传真: 020-87595523  E-mail: chengying_827@163.com.
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