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摘要

功能基因组学是指应用整体的研究技术阐明基因和蛋白的

生物学功能. 因此 需要发展一些强大的分析技术 对基

因和蛋白质的功能进行研究. 这必将为肝脏病学的研究提供

了一个前所未有的发展机遇. 本文主要论述功能基因组学的

先进技术在肝病领域的应用.
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0   引言

人和模式生物的基因组序列测定完成之后 今后基因

组学(genomics)主要的工作就转移到基因组的结构与功

能 表达调控 生物学意义和医学意义等研究领域

即从结构基因组学(structural genomics)研究转向功能基

因组学(functional genomics)研究[1]. 面对庞大的核苷酸序

列数据库 强烈感到应用传统的理论和技术来解决这

么庞大的数据库资料 显得力不从心. 因此 要开拓功

能基因组的研究 从理论和技术上必须进行革命性的

变革. 功能基因组学的建立和发展 同时也为肝脏病学

的研究提供了一个前所未有的发展机遇. 随着功能基因

组学研究理论和技术的不断进步 必将进一步推动肝

脏病学的研究进展[2].

1   功能基因组学的定义和内涵

随着人和各种模式生物基因和基因组测序的完成 生

物学和医学正处在一个深刻变革的时代. 1986年美国科

学家Thomas Roderick提出了基因组学 又称为后基因

组学(postgenomics) 是指对所有基因进行基因组作图

(包括遗传图谱 物理图谱 转录图谱) 核苷酸序列

分析 基因定位和基因功能分析的一门科学. 基因组学

可以分为结构基因组学和功能基因组学 功能基因组

学是指应用整体的研究技术阐明这些基因和蛋白的生

物学功能. 各种生物系统是一个复杂的系统 基因组中

基因的序列是一个庞大的数据库 因此 需要发展一

些强大的分析技术 代替传统的分析技术 对这些基

因和蛋白质的功能进行研究.

        基因是DNA中的一些具有功能的单位 在遗传信

息的流向中 首先由DNA转录生成中间产物RNA 然

后再翻译成具有生物学功能的蛋白质. 蛋白质是执行生

命活动的基本成分. 作为基因的一段DNA 一般包括

调节基因序列和编码基因序列. 功能基因组学的主要任

务就是阐明这些基因及其编码产物的结构与功能 表

达与调控. 主要内容包括: 第一 人类不同个体之间基

因序列的区别; 第二 决定疾病状态和疾病的易感性的

人和人之间的基因差别; 第三 引起疾病的各种病原

体 还有包括大肠杆菌 酵母 果蝇 线虫等所有

生物合成的每一种蛋白的功能; 第四 不同蛋白协同

完成生命活动的机制; 第五 在特定细胞类型和特定时

间段内 并不是所有基因都具有表达活性 决定基因

选择性表达和活动的机制; 第六 在多细胞生物中

不同的基因表达在形成不同细胞和组织中的作用. 对于

一种特定的基因或蛋白来说 功能基因组学的任务就

是阐明调节他复制与表达的因素 与之结合蛋白的类

型及功能 对于其他基因类型表达的调节作用 还要

阐明这一基因或蛋白的生物学和医学意义. 这些都是功

能基因组学研究的重要内容.

2   启动子DNA结合蛋白的研究

cDNA文库的构建及其应用这一功能基因组的研究技术

在启动子DNA结合蛋白的研究中具有十分重要的地位.

表达型cDNA文库的构建及其合适的筛选技术是功能基

因组学的重要研究途径之一. 因为一个质量较高的表达

型cDNA文库 代表了一种生物的各种各样的基因表

达类型. 表达型 cDNA文库的筛选 不是针对个别的

或者是少数基因的分析技术 而是针对全基因组表达

的基因范围的分析技术.

        例如 乙型肝炎病毒(HBV)是一种典型的嗜肝DNA

病毒 但是目前关于决定其嗜肝特性的分子生物学机

制还不十分清楚[3-5]. 一般认为 肝细胞膜上的特异性

受体以及肝细胞中存在的HBV基因启动子特异性的转

录调节因子是决定HBV嗜肝特点的决定因素. HBV表
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面抗原基因启动子 (SP )是典型的肝细胞特异性的启

动子 因此考虑肝细胞中应该存在特有的HBV SP 的

结合蛋白 而且对于SP 的转录活性具有调节作用. 国

内洪源 et al 首先应用酵母单杂交(yeast-one hybrid)技术

对于SP 的结合蛋白进行筛选. 从肝细胞的cDNA文库

中筛选得到数种SP 结合蛋白 其中之一是未知功能

蛋白 命名为SP 结合蛋白1(SBP1) 这一与C/EBP β
同源的转录因子蛋白的表达对于SP 的转录活性具有

显著的负调节作用 共转染试验结果表明 SBP1蛋白

的表达对于SP 的转录活性的抑制率达到65-73 % 从

而为HBV SP 的分子生物学调节机制开辟了新的研究

方向. 酵母单杂交技术是应用表达型文库的筛选技术

发现 鉴定启动子DNA结合蛋白的重要技术类型之一.

        噬菌体展示(phage display)技术与表达型cDNA文库

技术相结合 也为启动子DNA结合蛋白的筛选提供了

很有前途的功能基因组学研究技术[6-13]. 应用噬菌体展示

技术筛选启动子DNA 结合蛋白 首先如何使启动子

DNA固相化 曾经是一个难以解决的问题. 经过认真设

计 我们率先利用一端引物的生物素化修饰以及链亲

和素的酶联免疫板包被技术 巧妙地解决了多聚酶链

反应(PCR)技术扩增的启动子DNA片段固相化的难题

然后结合噬菌体展示 表达型cDNA文库的筛选 建立

了启动子DNA结合蛋白的筛选技术途径. 张忠东et al设

计合成了HBV核心启动子(CP)DNA序列特异性引物

其中一条引物进行生物素化修饰 以含有HBV全基因

组的DNA 为模板进行PCR 扩增 链亲和素包被 并

使CP DNA片段固相化 然后进行3-5轮的肝细胞T7

噬菌体表达型cDNA 文库的 黏附-洗脱-扩增 的

淘洗 获得了特异性噬斑. 提取噬斑中的表达载体 对于

插入片段进行序列分析 意外地发现羧肽酶N(CPN)可以

结合CP DNA 报告基因表达载体以及细胞的共转染实验

研究结果表明 CPN的表达可以显著提高CP的转录表

达活性. 因此 经过改进的噬菌体展示技术 结合表达型

cDNA文库的筛选技术 为启动子DNA结合蛋白的筛选

增添了又一个功能基因组研究策略和技术途径.

3   蛋白与蛋白分子之间的结合

研究蛋白-蛋白分子之间的相互结合作用 是目前功

能基因组学研究的重要内容 同时也是蛋白质组学

(proteinomics)的重要研究内容. 高通量筛选一种已知蛋白

的结合蛋白 较为常用的技术是酵母双杂交(yeast-two

hybrid)技术 双向电泳(two-dimensional electrophoresis)

技术 质谱分析技术(mass spectrometry)等. 利用酵母细

胞的转录调节机制设计的蛋白-蛋白之间相互作用的

研究技术 结合表达型cDNA文库的筛选 成为目前

研究蛋白-蛋白之间结合的重要的功能基因组学研究

技术. 特别是近年来增加了报告基因多重缺陷性培养基

的筛选 提高了真阳性率; 通过可以配合的 α和a型单
倍体酵母宿主细胞的引入 提高了工作效率 促进了酵

母双杂交技术的应用和发展[14-23]. 李克 et al构建了以丙

型肝炎病毒(HCV)核心蛋白为诱饵的酵母表达载体

对于肝细胞表达型cDNA文库进行筛选 获得了一系

列的与HCV 核心蛋白的结合蛋白类型 从而为阐明

HCV核心蛋白这种具有多种生物学功能的蛋白的作用

机制研究. 奠定了坚实的基础[15]. 陆荫英et al对于HBV的

各种蛋白的结合蛋白进行了系统的筛选 王琳et al对于

肝细胞表达的蛋白类型 如肝再生增强因子(augmenter of

liver regeneration ALR)等的结合蛋白进行了文库级的

筛选 为阐明这些肝炎病毒蛋白以及人的蛋白的结合

蛋白 奠定了坚实的基础. 对于未知功能基因来说 阐

明其生物学功能具有很大的挑战性 往往觉得无从下

手. 利用功能基因组学的研究技术 如利用酵母双杂交

技术首先对其在细胞内结合的蛋白类型进行筛选 则

对于其细胞内定位和功能的预测具有很大的帮助. 例

如 我们曾经利用酵母双杂交技术对于丙型肝炎病毒

核心蛋白的结合蛋白进行筛选 获得了一种从未报道

过的新基因 命名为HCBP6 对于这一新基因的功

能进行研究 首先我们应用同样的酵母双杂交技术

对HCBP6蛋白在细胞内结合的蛋白类型进行筛选研究.

筛选结果显示HCBP6蛋白与Ran结合蛋白2(RanBP2)

以及RanBP2样蛋白能够结合. 对RanBP2蛋白的亚细胞

定位以及生物学功能进行分析 发现RanBP2 蛋白是

负责细胞质 细胞核之间的大分子运输有关的核孔蛋

白成分 因而推测HCBP6蛋白的亚细胞定位在细胞核

膜的胞质侧 这一推测已经被免疫组织化学染色以及

HCBP6与绿色荧光蛋白(GFP)的融合蛋白表达策略所证

实. 从其结合蛋白的性质来看 HCBP6可能与生物大

分子在细胞质和细胞核之间的运输过程有关. 因此 研

究蛋白与蛋白之间的相互作用 也是功能基因组学的

重要内容和策略[24-32].

4   差异显示研究技术

细胞甚至完整的生物表现出很大的差别. 这种差别肯定

也是由基因及其表达的不同来决定的. 因此对于不同表

型的2个系统的基因表达类型进行比较 是发现和阐明

表型相关基因的重要的研究策略. 目前研究中这种差异

显示新的高通量表达分析方法包括微点阵(microarrary)

基因表达序列分析(serial analysis of gene expression

SAGE) DNA芯片(DNA chip) 抑制性消减杂交技术

(SSH) 代表性差异显示技术(RDA) 随意引物差异显

示逆转录多聚酶链反应技术(AP-DD-RT-PCR)等. 目前

较为常用的技术是基因芯片技术. 基因芯片技术由于具

有高通量筛选的优势 因此受到人们的广泛关注. 但

是 目前商业化途径的基因芯片的容量毕竟有限 只

是人体基因组中很少的一部分基因序列 因而具有很

大的局限性. 另外 基因芯片中绝大多数是已知基因

因此不能据此发现很多新的 未知功能的基因. 相对之

下 SSH是目前较为成熟的克隆与发现反式激活新基



成军. 功能基因组学与肝脏疾病研究         3

因的不可替代的技术途径. 利用SSH 可以筛选得到肝

炎病毒蛋白反式激活的靶基因 不仅可以筛选得到功

能已知的基因 而且还能筛选到功能未知的基因类型.

因此 抑制性消减杂交技术在相当一段时间内具有广

泛的应用前景.

         肝炎病毒蛋白具有反式激活作用早已被人们广泛认

识到. 肝炎病毒蛋白对于肝细胞基因组表达的反式调节

作用 是肝炎病毒感染与肝细胞癌发生发展密切相关

的重要的分子生物学机制[33-35]. 分子生物学技术的发

展 为研究和克隆肝炎病毒蛋白反式激活基因的克隆

化提供了前所未有的机遇. 乙型肝炎病毒和丙型肝炎病

毒都编码一些具有反式激活作用的肝炎病毒蛋白[36-44].

HBxAg的反式激活作用早已为人熟知 近年来关于乙

型肝炎病毒表面抗原截短型中蛋白(MHBst)的反式激活

作用也逐渐受到重视. MHBst的编码基因首先是在肝细

胞癌(HCC )组织中发现的 由于基因整合的缘故

HBsAg基因片段不完整地整合到肝细胞基因组中 从

而产生了这种MHBst. 最近 我们在慢性乙型肝炎患者

外周血中也发现了MHBst的存在 因此 关于MHBst

的作用有了更为细致的认识[45-49]. 如果这种MHBst在

HCC的发生发展过程中起作用 那么不仅仅是整合的

HBV DNA编码这种反式激活肝炎病毒蛋白 而且非整

合型HBV DNA也具有编码这种反式激活剂的功能. 从

而认为MHBst在HCC的发生发展过程中具有更为广泛

的作用. HCV病毒的核心蛋白 非结构蛋白NS3和NS5A

都是明确的反式激活蛋白  在HCV相关性的HCC发展

过程中具有十分重要的作用. HBV是一种DNA病毒 在

复制周期中通过前基因组RNA的逆转录机制 而HCV

是一种RNA病毒 是RNA-RNA的复制过程. 因此 这

两种肝炎病毒的致病机制不完全相同. 但是 共同的一

点是这两种肝炎病毒的基因组都编码一些具有反式激活

功能的蛋白质 与HCC 的形成机制有关.

         我们利用基因芯片技术和SSH对于肝炎病毒蛋白的

反式激活作用的靶基因进行了研究[50-59]. 研究的结果既

有已知功能的基因 也发现了一些功能未知的基因类

型. 例如 我们在MHBst的反式激活研究中 首先构

建了MHBst的表达载体 利用细胞的共转染技术 证

实这种MHBst具有反式激活SV40早期即刻启动子的作

用. 然后 利用SSH 对于转染表达MHBst表达载体

的Hep G2细胞以及转染pcDNA3空白载体的Hep G2细

胞的基因表达谱进行分析. 结果发现了一些MHBst反式

激活的靶基因. 已知功能基因包括原癌基因 c-myc这种

具有复杂功能的肿瘤相关基因. 我们不但利用SSH筛选

得到这种反式激活的现象 而且利用Western blot杂交

技术证实了MHBst的表达对于c-myc基因表达的反式激

活效应. 利用 SSH 我们不但得到一些功能已知基因

而且还发现了一些肝炎病毒反式激活的未知功能基

因 为进一步研究和阐明肝炎病毒感染引起HCC的分

子生物学机制 开创了新的可能的研究方向. 与此同

时 我们利用基因表达谱基因芯片技术 对于HCV

核心蛋白转染的Hep G2细胞系与转染空白载体的相同

细胞系的基因表达谱进行了分析 证实了HCV核心蛋

白对于一部分功能已知基因的反式激活作用 同时也

发现了一些HCV核心蛋白反式激活的未知功能的新基

因. 因此 基因芯片技术和SSH是目前进行差异表达

分析的有效工具[60].

5   功能缺失表型分析策略

功能缺失表型(loss of function phenotype)的研究策略又称

为反向功能基因组学(reverse functional genomics)策略

是功能基因组的重要的研究策略之一. 功能缺失表型技

术包括细胞系或动物的基因敲除(gene knock-out)技术

反义(antisense)技术 RNA干扰(RNA interference

RNAi)技术等.

       细胞系或整体动物的基因敲除技术 目前虽然在

操作上有一定的差别 但都是利用了细胞内的同源基

因重组的技术原理. 为了提高细胞内同源重组 或者说

基因打靶(gene targetting)的效率 近年来逐步建立了一

系列的正性 负性选择系统和技术 进一步提高了基因

打靶的效率. 从目前的发展来看 细胞系的基因敲除和

细胞核移植技术的结合逐步成熟 将是基因敲除研究

的主流发展方向.

       反义分子包括反义寡聚脱氧核苷酸(ODN oligod-

eoxynucleotide) 反义RNA 核酶(ribozyme)以及多靶

位的核酶(multi-target ribozyme)技术等. 反义ODN和

RNA分子主要是通过与靶RNA分子的结合 形成杂种

复合物分子 激活 诱导内源性的蛋白酶类 对于这类

杂种分子进行消化 反义分子与靶RNA 分子同归于

尽 抑制靶RNA分子的作用. 核酶和多靶位核酶技术作

用的原理 不仅包括反义技术的作用原理 而且还利用

核酶RNA 分子的酶学催化作用 即分子剪刀对于靶

RNA分子的剪切 一分子的核酶RNA可以剪切多个分

子的靶RNA 因此更加有效率. 目前根据核酶作用的

基本原理 构建了核酶活性中心两侧的侧翼序列为随

机序列的核酶文库 在功能基因组学研究中具有十分

重要的应用前景. 利用随机核酶文库的构建 对于抗-

Fas 抗体诱导的细胞凋亡(apoptosis)的相关基因进行研

究 也取得了很好的效果.

         RNA干扰现象从低等生物到人都是广泛存在的. 实

验研究证明 RNA干扰策略是功能缺失表型研究的有

力工具. Kamath et al [61]构建了针对美丽隐杆线虫(C.

elegans)16 757个基因的特异性RNAi表达菌株 占美

丽隐杆线虫全部预测的19 427个基因的86 % 通过喂

食含有RNAi 表达载体的菌株 在美丽隐杆线虫体内

表达不同的RNAi 并对于RNAi表达导致的功能丧失

表型进行分析. 其中最为常见的一种表型就是死胎 共

929种RNAi 占 5.5 % 估计是占美丽隐杆线虫死胎

相关基因的75 % 因此这一研究结果对于研究美丽隐



杆线虫的胚胎发育具有十分重要的意义 是一个很好

的研究起点. 第二位的功能缺失表型是运动失调 这些

基因的缺失导致神经肌肉系统的损害. 根据不同种属生

物基因序列的保守性 还鉴定出33个与人的疾病相似

的功能缺失表型. 进一步表明了RNAi策略在人类疾病相

关基因研究中的重要意义. RNAi研究策略中 可以根据

基因的序列 体外化学合成21-23 nt的双链RNAi 利

用表达载体的构建以及体外转录制备RNAi 也可以构

建RNAi的表达载体 在体内进行表达. 由于RNAi是相

互配对的双链RNA分子 因此必须采用2种表达载体进

行共转染 配对的双链分别从不同的载体上表达 然后

以碱基配对方式结合成具有功能的RNAi分子. 为了简化

RNAi表达载体的构建 Yu et al [62]构建了 发夹 RNAi

(hairpin RNAi) 利用引物的特殊设计 在一个表达载

体上表达一段RNA 可以反折形成发夹RNAi. RNAi的

有效性对于其序列的长度有严格的要求. 为了避免体内

转录产物恰好在需要处结束 减少不必要的RNA序列

干扰RNAi的生物学功能 Yu et al采用了小鼠的U6基

因启动子 这种III 型基因启动子 在III 型RNA聚合

酶的催化作用下 模板序列的3 -末端只要存在2-4个

U 就可以停止转录 利用这样的启动子选择和模板

DNA的设计 就可以保证有效的转录以及在特定位置的

转录终止 保证RNAi的转录水平和RNAi的长度.

6   生物信息学技术

生物信息学是以生物大分子为研究对象 以计算机为

工具 运用数学和信息科学的观点 理论和方法去研

究生命现象 组织和分析呈指数级增长的生物信息数

据的一门科学. 研究重点体现在基因组学和蛋白质两个

方面. 首先是研究遗传物质的载体DNA及其编码的大分

子量物质 以计算机为工具 研究各种学科交叉的生

物信息学的方法 找出其规律性 进而发展出适合他

的各种软件 对逐步增长的DNA 和蛋白质的序列和结

构进行收集 整理 发布 提取 加工 分析和

发现. 由数据库 计算机网络和应用软件三大部分组

成 其关注的研究热点包括: 序列对比 基因识别和

DNA序列分析 蛋白质结构预测 分子进化 数据库中

知识发现 [63, 64]. 这一领域的重大科学问题有: 继续进行数

据库的建立和优化; 研究数据库的新理论 新技术 新

软件; 进行若干重要算法的比较分析; 进行人类基因组的

信息结构分析; 从生物信息数据出发开展遗传密码起源

和生物进化研究; 培养生物信息专业人员 建立国家生

物医学数据库和服务系统. 1990年代生物学数据的大量

积累将导致新的理论发现或重大科学发现. 生物信息学

是基于数据库与知识发现的研究 对生命科学带来革命

性的变化 对肝脏疾病的研究将产生巨大的影响.
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Abstract
AIM: To determine the most effective means of treating
liver metastases from gastric cancer.

METHODS: We retrospectively examined 26 patients with
liver metastases, but without peritoneal dissemination, who
had received synchronous hepatic resection and curative
gastrectomy, and noncurative gastrectomy.

RESULTS: The median survival times of patients given curative
gastrectomy and noncurative gastrectomy were 398 and
202 days, respectively. The patients given curative gas-
trectomy survived significantly longer than those noncurative
gastrectomy (P =0.0 072). One patient survived for more
than 8 years without any signs of recurrence. 1-year, 2-
year and 3-year survival rates of patients who underwent
curative gastrectomy were 51.2%, 44.9% and 18.2%,
respectively. Those with noncurative gastrectomy were
14.6%, 0% and 0%, respectively.

CONCLUSION: Curative gastrectomy is best indicated for
gastric cancer patients with solitary metastastic nodule or
nodules limited in one lobe of the liver, which may improve
the patients’ prognosis and extend their survival.

Chen JQ, Zhan WH, He YL, Peng JS, Huang YH, Chen ZX, Cai SR.
Surgical treatment for synchronous hepatic metastases from gastric
cancer: A report of 12 cases.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(1):6-8

摘要

目的: 确定胃癌肝转移有效的治疗方法.

方法: 我们回顾性研究了具有同时性肝脏转移而没有腹膜播

散的接受根治性胃切除 肝转移灶切除(根治性胃切除)和非

根治性胃切除治疗的26例患者.

结果: 根治性胃切除组和非根治性胃切除组患者的中数生

存期分别是398 d和202 d 两组生存时间有显著性差异

(P =0.0072). 根治性胃切除组1 a 2 a 和 3 a 生存率分别

为 51.2% 44.9%和 18.2% 而非根治性胃切除组1 a

2 a 和 3 a生存率分别为14.6% 0%和 0%.

结论: 单个或局限于一侧肝叶的孤立性肝转移灶的肝切除可

改善患者的预后 延长生存时间.

陈俊强, 詹文华, 何裕隆, 彭俊生, 黄奕华, 陈正煊, 蔡世荣. 胃癌同时性肝转

移手术治疗12例. 世界华人消化杂志  2004;12(1):6-8

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/6.asp

0   引言

肝转移是晚期胃癌患者死亡的最主要原因之一[1, 2]. 胃癌肝

转移的治疗尤其是肝切除的治疗的意义仍存在争议[3-13].

1981-03/2002-12中山大学附属第一医院经胃镜 钡

餐 B超 CT等共诊断胃癌合并同时性肝转移105例

其中对12例肝转移者行根治性胃切除术同时切除肝转

移灶(根治性胃切除) 14例仅行胃癌切除术而对肝转移

灶未作特殊处理(非根治性胃切除) 如下.

1   材料和方法

1.1 材料  根治性胃切除组12例 肝脏转移灶均为孤

立性转移灶(H1转移: 单个转移灶8例 局限于一叶肝

内的2个或 3个转移灶分别为3例和 1例; 右肝 3 例

左肝 9 例) 转移癌直径为 1.5-5.5 cm 男 8 例 女

4例 年龄30-73 岁(平均 59.8 岁) 肝转移灶均经病

理学检查证实. 非根治性胃切除组14例  肝脏转移灶

为H2或H3 男 14 例 女 0 例 年龄 36-74 岁(平均

58.5 岁) 经手术探查活检病理证实肝转移. 这些患者

术前均经胃镜检查诊断为胃癌 均有活检组织病理诊

断 均经B超 CT 或MRI 检查诊断为肝内转移病灶

但无腹腔其他脏器转移 术前无手术禁忌证 术中探查

无其他部位的转移.

1.2 方法  根治性胃切除组行远端胃癌根治术8例 全

胃根治性切除4例 均为 2术式; 肝转移灶行不规则

肝部分切除 7 例 肝左外叶切除 4 例 左半肝切除 1

例. 有2例术后应用FAM方案进行了6个疗程的全身性



化疗. 非根治性胃切除组仅对原发癌灶行根治性切除

其中远端胃大部切除术 10 例 全胃切除术 4 例 术

后无放疗化疗.

        统计学处理  根据Kaplan-Meier方法计算累积生存

率 使用Log rank test比较各组间生存时间有无显著差

异 P <0.05有显著意义. 统计计算借助于SPSS10.0完成.

2   结果

根治性胃切除组12 例获随访 中数生存期是398 d

1例生存时间达8 a以上 目前仍存活. 非根治性胃切

除组14例中12例获随访 中数生存期是202 d. 根治

性胃切除组与非根治性胃切除组的生存时间有显著差

异(P =0.0072). 根治性胃切除组1 a 2 a和 3 a生存率

分别为51.2% 44.9%和18.2% 而非根治性胃切除组

1 a 2 a和 3 a生存率分别为14.6% 0%和 0%(图 1).

图1  根治性胃切除 非根治性的胃切除患者的生存曲线.

3   讨论

胃癌肝转移约占5-8% 不包括癌灶直接浸润而累及

肝脏者. 胃癌肝转移的特点是多发性转移者居多 并且

常常伴有腹膜转移等. 仅 10-20%的胃癌肝转移患者适

宜肝切除术[3-8]. 在我院收治的105例胃癌合并同时性肝

转移的患者中 除本研究中列出的病例外 其余都是

伴有腹膜转移 盆腔转移等的病例 大多数都是多发

转移. 关于胃癌肝转移的机制目前公认的理论是通过血

源性途径转移. 陈峻青[9]的研究显示 胃癌微静脉内癌

栓与发生肝转移有密切关系 有微静脉癌栓者术中

术后发生肝转移者达56.3% (13/23) 无微静脉癌栓者

仅为5.2%. Maehara et al [10]注意到肝转移者常伴随淋巴

结转移. Burn [14]发现 当淋巴管受阻时可出现淋巴及

静脉交通的现象 作者因而假设当癌细胞转移到淋巴

结或淋巴管并且妨碍淋巴管内淋巴液流动时就出现淋

巴及静脉交通现象 并因此提出胃癌肝转移是通过淋

巴途径转移的可能性. Kumagai et al [15]的研究初步证实

了这一设想.

         由于胃癌肝转移往往是多发的并且常常伴有其他的

肝外病变 因此只有10-20 的胃癌肝转移患者适宜

肝切除术. 相对于结直肠癌肝转移肝切除术而言 胃癌

肝转移肝切除术仍然是一个有争议的临床问题 [2-7, 14-20].

Morise et al [21]报道1例63岁晚期胃癌患者行全胃切除

术后由于复发肝转移 先后3次行肝转移灶的切除 而

在初次术后6.5 a 初次肝转移灶切除术后5.8 a未再发

现转移灶 说明肝转移灶的手术切除对于某些患者是

可以获得满意疗效的. 然而 也有研究认为肝转移灶切

除并不能改善胃癌肝转移患者的预后. Kunieda et al [22]回

顾性调查了具有肝脏转移但是没有腹膜播散的接受各

种治疗的43例患者 结果显示经受胃切除术和完全的肝

转移灶切除术(根治性胃切除术)的患者和非根治性的胃

切除术和没有胃切除术患者的5 a存活率分别是33.3

3.7 和 0 . 根治性胃切除术组存活率最高 但统计学

上无显著性差异. Ambiru et al [23]利用单变量和多变量分

析了40例胃癌肝转移行肝切除患者 认为同时性肝转

移的肝切除术没有价值. 大部分数据表明 胃癌肝转移

肝切除后中数生存期5-24 mo[21] ;1 a 5 a存活率分别

为15-50%和5-19%[2-9]. 本研究中胃癌肝转移肝切除后

中数生存期为398 d 1 a 2 a和3 a生存率分别为51.2%

44.9%和18.2% 与大部分研究者的数据基本一致. 影

响胃癌肝转移肝切除术预后的因素很多 主要有单个

的和异时的转移 肿瘤周围存在纤维假包膜和转移性

结节分化良好的组织学类型 原发肿瘤部位位于胃远

端 是否有淋巴结转移等[22-31].
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Abstract
AIM: To unravel the functional status of dendritic cells (DCs)
in the tissue of gastric cancer (GC) and precancerous
lesions, and to explore the possibility of treating and pre-
venting gastric carcinoma with activated DCs and their
exosomes.

METHODS: The tumor-bearing mice were treated with DCs
sensitized by mRNA of gastric cancer cells and their
exosomes, and efficacy of the immunotherapy was observed.

RESULTS: The indices such as the production rate of as-
cites of mice (75%), the metastasis rate of tumor (25%),
the survival rate of animals (75%) and the average mass
of tumor (2.04±0.33 g) showed that the condition of the
mice treated with DCs was better than that in the control
group (P <0.01). The level of gene expression of IL-12,
IFNγ and IL-18 in local tumor tissue was significantly risen
(P <0.01), the local CD4

+ and CD8
+ cells were increased

(P <0.05) and the cytotoxicity of TIL was remarkably
enhanced. After immunotherapy of the tumor-bearing mice
by using exosomes from DCs transfected with mRNA isolated

from murine tumor cells, the indices were as good as those
of sensitized DCs. However, DCs transfected with mRNA
isolated from mouse tumor cells could effectively inhibit
the growth of tumor and ameliorate the symptoms, showing
a certain therapeutic efficiency for mice carrying tumor.

CONCLUSION: DCs-derived exosomes sensitized by RNA
of gastric carcinoma cells can not only intensify the local
immunologic function of GC but also make a better survival
quality of the tumor-bearing host. Being a new type of
therapeutic vaccine, exosomes is an important investigative
value and a prospect of development.

Luo ZB, Xu CP, Wang D, Wang G, Xiao SQ, Zhu GY, Fang DC. Immu-
notherapy of dendritic cells and its exosomes transfected with mRNA of
gastric cancer cells in tumor -carried mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2004;12(1):9-12

摘要

目的: 了解胃癌组织中DC的功能状态 探讨DC及其所分

泌的亚细胞成分exosomes用于防治胃癌的可能性 旨在为

胃癌的治疗探索一条新的途径.

方法: 利用致敏DC及其所分泌的亚细胞成分exosomes对

荷胃癌小鼠进行治疗 观察其免疫治疗效果.

结果: 荷胃癌小鼠经胃癌细胞RNA致敏的DC及其所分泌

的亚细胞成分exosomes治疗后 小鼠腹水产生率 肿瘤转

移率 动物的存活率 瘤体平均质量等指标均明显优于对

照组(P <0.01) 局部组织中 IL-12 IFNγ 和 IL-18 的基
因表达水平都明显升高(P <0.01) 肿瘤局部CD4+ CD8+

细胞数量增加(P <0.05) TIL 细胞毒活性明显增强.

结论: 胃癌RNA致敏的DC及其所分泌的亚细胞成分exoso-

mes 能促进胃癌抗原的提呈 并启动和增强局部的抗瘤免

疫功能 改善临床症状和宿主的生存质量 对荷胃癌小鼠

具有一定的免疫治疗效果.

罗治彬, 徐采朴, 王东, 王阁, 肖世全, 朱高友, 房殿春. 致敏树突细胞及其亚

细胞成分对荷胃癌小鼠的免疫治疗作用研究. 世界华人消化杂志  2004;12

(1):9-12

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/9.asp

0   引言

树突状细胞(dendritic cells DC)是体内最有效的抗原提

呈细胞(antigen-presenting cells APC) 是 T细胞依赖

性免疫应答的重要辅助细胞. 癌前状态胃黏膜中DC数
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量显著增多 功能增强; 而胃癌患者胃黏膜中肿瘤浸润

DC(tumor infiltrating dendritic cells TIDC)数量随分化程

度的降低而减少 TIDC提呈胃癌抗原引起宿主免疫抵

抗的能力较弱 胃黏膜中DC细胞功能的抑制是导致胃

黏膜免疫功能低下和癌前状态发生癌变的重要原因之

一[1-5]. DC除了细胞间直接接触和通过分泌细胞因子参

与机体免疫调节的作用方式之外 还可通过分泌或外

排具有Ag提呈能力的亚细胞成分exosomes来诱导T细

胞免疫反应[6]. Exosomes 能表达MHC分子和CD86 能

在体外刺激Ag 特异性CD8+ T 细胞增生; 肿瘤来源的

exosomes带有相关的肿瘤抗原信息 能够像DC一样向

T细胞提呈肿瘤抗原[7]. 我们利用致敏DC及其所分泌的

亚细胞成分exosomes对荷瘤小鼠的肿瘤进行治疗.

1   材料和方法

1.1 材料  -80 低温冰箱Nuaire公司; 低温高速离心机

Biofuge 22R Heraeus;低温超速离心机Chimac CR-21E;
60Co射线放射源 本院放射科; PCR循环仪 2400型

Perkin-Eler; 凝胶成像仪 Gel Doc 2000 Bio-Rad; 图像

分析仪 Tiger920型; MFC(mouse forestomach carcinoma):

小鼠的前胃癌细胞系 从中国科学院上海细胞所引进;

IFNγ L-18 primer: 上海生工生物工程公司合成; Cy-
totoxicity Detection Kit(LDH)及 Lipotectimin DOTAP:

Boehringer Mannheim; Purified rat anti-mouse CD8 α(Ly-2)
mAb: cat#01041D Phamingen; Access RT-PCR System:

cat# A1250  Promega; Exosome提取缓冲液(pH7.4). 615小

鼠 SPF级  6-8周龄 购自第三军医大学实验动物中

心(川实动管使第015号 川实动管质第058号).

1.2 方法

1.2.1 MFC RNA冲击DC对小鼠的免疫治疗作用  MFC

RNA冲击DC对小鼠的免疫治疗作用研究分3组: RNA-

DC1  PBS1 灭活MFC 各 8只 615 小鼠;Exosomes

对胃癌的治疗作用研究分 3 组:  RNA-DC2 DC

PBS2 各 8只615小鼠. RNA提取选用生长期MFC细

胞 加入TripureTM分离试剂按其说明书进行分离操作

用紫外分光光度计定量后备用. 从小鼠骨髓的CD34+细胞

中扩增 分离出大量纯化DC 在15 mL的聚丙烯试管

中洗涤DC 2次 重悬 细胞浓度调为5.0 109/L 移

入另一支15 mL聚苯乙烯试管中; 将 25 µg MFC RNA
(250 µL)与 50 µg DOTAP (250 µL 培养基配制)混匀
20 孵育10 min; 将上述混合物加入5.0 109/L DC中

37 培养40 min (间断晃动). 洗涤后重悬于无菌磷酸盐

缓冲液(PBS)中(2.0 108/L) 30 Gy灭活备用. 各组615

小鼠腋窝皮下注射2 108/L  MFC 500 µL/ 鼠; 第 7 d分
别给各组615小鼠腹腔注射已制好的30 Gy灭活MFC

RNA致敏DC(RNA-DC1组) PBS(PBS1组) 30Gy灭活

的2 108 /L MFC(灭活MFC组)各 500 µL/ 鼠; 3 d后复
种1次 以后每天观察小鼠肿瘤的生长情况及其存活率;

第21 d处死小鼠 取肿瘤组织分离TIL(tumor infiltrating

lymphocyte)以检测其细胞毒活性; 取肿瘤组织分别进行

CD4+ CD8+细胞的免疫组化染色 用RT-PCR和原位

杂交染色检测细胞因子 IL-12 IL-18 IFNγ.
1.2.2 Exosomes对胃癌的治疗作用  参照文献[4 8-10]

改良提取exosomes. DC MFC RNA致敏DC细胞500 g

离心10 min  2次; 细胞上清37  培养24 h;  20 000 g 离

心20 min; 上清150 000 g离心 90 min; 沉淀(即exosomes)

重悬于缓冲液中; 紫外分光光度计定量. 各组615小鼠腋

窝皮下注射1 108 /L MFC 500 µL/鼠; 第 7 d分别给各
组615小鼠皮下注射来自MFC RNA冲击DC(RNA-DC2
组)和DC (DC 组)的 exosomes 各 10 µg 对照组为PBS
(PBS2组) 隔4 d重复1次; 每天观察小鼠肿瘤的生长

情况及其存活率; 第 21 d 处死小鼠 取肿瘤组织分离

TIL以检测其细胞毒活性; 取肿瘤组织分别进行CD4+

CD8+细胞的免疫组化染色 用RT-PCR和原位杂交染

色检测细胞因子 IL-12 IL-18 IFNγ.
1.2.3 细胞毒活性检测  无菌条件下将新鲜肿瘤组织剪

碎 匀浆 过滤 离心 不连续密度梯度离心 收集界

面细胞用RPMI 1640培养液调浓度为1 109 /L 加入

rIL-2  100 µg/L在 5% CO2 37 培养 每天观察1次
每3 d换液 1次(当密度大于2 109/L 时补充 rIL-2并

调整细胞浓度); 用前 500 g离心 3 min 生理盐水洗涤

1次 计数后备用. 效-靶细胞混合物(effector-target cell

mix E-T)及效应细胞(effector cell EC)各 12孔 另设

背景对照 自发(Low)对照 最大释放(High) 对照 分别

设3个复孔; 按说明书进行操作 ELISA机测读A490 nm

值. 细胞介导的细胞毒活性计算公式如下: 细胞毒活性

(%) = [(效-靶细胞混合物 背景对照) 自发对照] (最

大释放对照 自发对照) 100%.

1.2.4 RT PCR SP和原位杂交  根据GenBank中检

索的小鼠IL-18 IFNγ 的完整cDNA序列 利用PRIMER
软件设计PCR成对引物. IL-18:上游引物5 -ACTGT

ACAACCGCAGTAA TA C-3 下游引物5 -AGTGAA

CATTAC AG ATTTATCCC-3 (扩增产物片段长度434 bp

退火温度56 ); IFNγ:上游引物5 -AAC GCTACACAC
TGCATCTTGG-3 下游引物 5 -GACTTCAA

AGAGTCTGAGG -3 (扩增产物片段长度237 bp 退火

温度56 ). 在PCR管中加入: 5 buffer 5.0 µL dNTP
2.0 µL ddH2O (DEPC) 11 µL specific Primer 1.5 µL
GAPDH Primer 1.5 µL MgC12 1.0 µL Totel RN A 2.0 µL
AMV 0.5 µL Tf1 DNA 0.5 µL (Totel 25 µL) 48  45 min;
94  2 min; 94  40 s 退火 40 s  68  120 s  35 个循

环  68  10 min; 20 g/L琼脂糖电泳后凝胶照像记录. 免

疫组化染色(SP法)和原位杂交检测IL-12 P40 mRNA按

文献[1] 介绍方法进行.

         统计学处理  采用第三军医大学数学教研室编制的

数理统计程序包SPRm作单因素方差分析 二维列联表

统计 结果以 sx ± 表示 P <0.05 为相差显著.
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2   结果

2.1 小鼠肿瘤的生长情况及其存活率  RNA-DC1组

RNA-DC2组小鼠经治疗后肿瘤生长相对减慢 未见大

范围的转移 腹水量少 动物精神状况稍有好转. 而

PBS1组 PBS2组小鼠肿瘤生长仍然快 精神食欲差

嗜睡 明显衰竭;全身皮下可见大小不等的多个转移灶

和新旧不一的出血斑 腹水明显 呈蛙腹状 小鼠死亡

率高. 灭活MFC组和DC组情况介于二者之间(表1).

表1  小鼠肿瘤的生长情况及其存活率 (n = 8, sx ± , %).

分组 瘤质量(g)         转移率          腹水率    生存率

RNA-DC1 2.04±0.33a  25%b            75%       75%b

RNA-DC2 1.37±0.19a     0            50%a     100%b

MFC 4.96±0.58 100%          100%       50%b

DC 5.24±0.72 100%          100%              38%

PBS1 4.71±0.77 100%          100%       38%

PBS2 5.18±0.83 100%          100%       38%

aP <0.05,  bP <0.01 vs PBS.

2.2 肿瘤TIL细胞毒活性检测  RNA-DC1 RNA-DC2组的

细胞毒活性明显高于相同效靶比的相应PBS组 (P <0.05

或 P <0.01 图 1). CD4+ CD8+细胞散在分布 阳性产

物主要呈现在细胞膜上. RNA-DC1组CD4+ CD8+细胞

数量分别为0.71±0.25/µm2和0.67±0.22/µm2 RNA-DC2
组CD4+ CD8+细胞数量分别为1.15±0.33/µm2和0.98±
0.16/µm2 均明显高于相应的PBS组(P <0.05); MFC组
DC组CD4+ CD8+细胞数与PBS组无显著差异(P >0.05).

图1  各组肿瘤TlL的细胞毒活性(%)与细胞效靶比的关系.

2.3 原位杂交染色及RT-PCR 检测  RNA-DC1组

RNA-DC2组IL-12 p40 mRNA阳性产物的面积比率显著

高于相应PBS组(P <0.01); 而其阳性产物的平均吸光度

与PBS组均无差异(P >0.05). 用四星图形分析软件半定

量 以各自GADPH条带设定本底值 测定目的片段的

PCR 产物的积分吸光度. 结果显示: RNA-DC 1组

RNA-DC2组IL-18 mRNA IFNγ mRNA阳性产物的平

均吸光度显著高于PBS 组 (P <0.05); 而 DC组 MFC

组与PBS组相比则无差异(P >0.05).

3   讨论

DC网络是体内能提呈抗原给未致敏或静息T细胞的特

异系统 除了DC细胞间直接接触和通过分泌细胞因

子参与机体免疫调节的作用方式[11-17]之外 还可通过

分泌或外排具有Ag提呈能力的exosomes [7-9]来诱导T细

胞免疫反应. 病毒 细菌和肿瘤抗原致敏DC诱导特异

CTL 可作为新型疫苗研制的基石. Boczkowski et al [18]

发现RNA抗原比肿瘤洗脱肽抗原能更高效地致敏DC

用含OVA抗原的肿瘤细胞来源的RNA致敏的DC能更

有效地激活OVA特异性CTL的产生 并且完全能够保

护宿主不再受表达OVA的肿瘤细胞的攻击. 研究表明:

若同时用CD4+ mAb和CD8+ mAb去除CD4+和CD8+ T细

胞 可完全抑制DC接种后所诱导的免疫作用; 因此 DC

接种后诱导免疫应答的发生同时需要CD4+和CD8+T细

胞的存在. 我们发现: RNA-DC接种后 肿瘤局部CD4+

CD8+细胞的数量均有一定程度的增加 局部肿瘤组织

中TIL细胞的细胞毒活性也明显增强 说明DC诱导的

免疫应答与CD4+ CD8+  T细胞密切有关. 我们还发现:

给RNA-DC2组荷瘤小鼠注射exosomes 后 肿瘤局部

CD4+ CD8+细胞的数量明显增加 TIL 细胞的细胞毒

活性也有了明显提高 并且其细胞毒活性随着效靶细

胞比值的增加而增加; 同时 细胞因子IL-12 IL-18和

IFNγ的基因表达较对照组明显增多. 这都表明 RNA致
敏DC分泌的exosomes能和RNA致敏DC一样 能通过

有效提呈胃癌抗原 诱导局部组织Thl型细胞因子表达

增加 进一步促进了CTL的成熟和抗体的合成和分泌

加上局部TIL和NK细胞的细胞毒作用 这都成了其杀

灭肿瘤细胞 控制肿瘤生长和转移的分子免疫基础. 我

们的结果与文献[11, 19-22]报道是一致的.

       但是 我们尚末发现一例小鼠的肿瘤有明显缩小

或完全消退 只是发现exosomes治疗后肿瘤生长明显减

慢 治疗组小鼠的精神食欲等状况相对较好 没有明显

的转移灶和大量腹水生成 这与文献[23]报告的注射

exosomes一次(5 µg)即可治愈的结果尚有不小的差距. 我
们认为 这可能与致敏DC时所用RNA的含量 转导效

率 以及exosomes的纯度等多种因素的影响有关; 也可

能与他们治疗用的瘤体直径太小有关(0.1 cm). 从这个角度

看 exosomes治疗实体瘤尤其是中晚期肿瘤仍然有一段很

长的路要走 他对治疗较早期的肿瘤效果较好 可以很好

地控制肿瘤的生长 甚至可以完全治愈. 致敏exosomes

的确起到了比DC更好的作用 有更强的抗瘤效果. 这种

有抗原提呈功能的亚细胞成分 一旦获得即可长时间

保存 省却了长期培养肿瘤抗原致敏DC的困难 而且

实际使用中的可操作性和可控性更强. 因此我们有理由

认为 肿瘤抗原致敏DC分泌的亚细胞成分exosomes作

Effector:target cell ratio
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为一种新型的抗肿瘤药物 对肿瘤的预防和治疗都有

很好的研究价值 具有广阔的开发前景.
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Abstract
AIM: To probe into the possibility of dendritic cells (DC) in
preventing solid carcinomas such as gastric cancer (GC).

METHODS: Immunotherapy was proformed by DC sensi-
tized by mRNA of gastric cancer cells.

RESULTS: The indices such as the production rate of as-
cites of mice (75%),  the metastasis rate of tumor (25%),
the survival rate of animals (75%) and the average weight
of tumor (2.04±0.33 g) showed that the condition of the
mice treated by DC was better than that in the control group
(P <0.01). And the level of gene expression of IL-12, IFNγ
and IL-18 in local tumor tissue was significantly raised
(P <0.01) and the amount of local CD4

+ (0.71±0.25/µm2)
and CD8

+ (0.67±0.22/µm2) cells was increased (P <0.05)
and the cytotoxicity of TIL was remarkably enhanced.

CONCLUSION: DC transfected with mRNA isolated from
mouse tumor cells may effectively control the growth of tumor
and ameliorate the symptoms, suggesting that a certain thera-
peutic efficiency for mice carrying tumor can be realized.

Luo ZB, Xu CP, Zhu GY, Zhang PB, Guo CH, Luo YH, Fang DC, Luo CJ.
Immunotherapy of dendritic cells transfected with mRNA of gastric cancer
cells in carried-tumor mice.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(1):13-15

摘要

目的: 了解DC在胃癌胃黏膜中的功能状态 探讨DC用于

胃癌等实体瘤防治的可能性 旨在为胃癌的治疗探索一条

新的途径.

方法: 利用致敏DC治疗胃癌 以观察其对荷胃癌小鼠的

免疫治疗效果.

结果: 荷胃癌小鼠经胃癌细胞RNA致敏的DC治疗后 小

鼠腹水产生率 肿瘤转移率 动物的存活率 平均瘤体质量

等指标分别为75% (6/8) 25% (2/8) 75% (6/8) (2.04±
0.33 g) 均优于对照组(P <0.01); 局部组织中IL-12 IL-18

和 IFN γ的基因表达水平都明显升高(P <0.01); 肿瘤局部
CD4+ CD8+细胞数量分别为0.71±0.25/µm2和0.67± 0.22/µm2

P <0.05)  TIL细胞毒活性明显增强.

结论: 胃癌RNA致敏的DC 能促进胃癌抗原的提呈并启

动和增强局部的抗瘤免疫功能 改善临床症状和生存质量

对荷胃癌小鼠具有一定的免疫治疗效果.

罗治彬, 徐采朴, 朱高友, 张朋斌, 郭朝华, 罗元辉, 房殿春, 罗成基. mRNA致敏

树突细胞对胃癌的免疫治疗作用研究. 世界华人消化杂志  2004;12(1):13-15

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/13.asp

0   引言

树突状细胞(dendritic cell DC)是体内最有效的抗原提

呈细胞(antigen-presenting cell) 是 T细胞依赖性免疫

应答的重要辅助细胞[1-3]. 癌前状态胃黏膜中DC数量显

著增多 功能增强; 而胃癌患者胃黏膜中肿瘤浸润性

树突状细胞(tumor infiltrating dendritic cell TIDC)数量

随分化程度的降低而减少 TIDC 提呈胃癌抗原引起

宿主免疫抵抗的能力较弱 胃黏膜中DC 细胞功能的

抑制是导致胃黏膜免疫功能低下和癌前状态发生癌变

的重要原因之一[4-8]. 因此 我们利用致敏DC对荷胃癌

小鼠的免疫治疗效果如下.

1   材料和方法

1.1 材料  60Co 射线放射源 本院放射科提供; 台式低

温冷冻离心机 MR1812  Jouar公司生产 USA; PCR

循环仪 2400型 Perkin-Eler生产; 凝胶成像仪 Gel
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Doc 2000 型 Bio-Rad 生产 USA; 图像分析仪 Ti-

ger920 型 Germany 生产. 小鼠的前胃癌细胞MFC

(mouse forestomach carcinoma) 细胞系: 从中国科学院上

海细胞所引进;  IFNγ IL-18 primer: 上海生工生物工
程公司合成; Cytotoxici ty  Detect ion Kit  (LDH)和

Lipotect imin:  脂质体(DOTAP) 宝灵曼公司生产

Germany; Purified Rat anti-mouse CD8 α (Ly-2) mAb:
cat#01041D Phamingen 公司生产; Access RT-PCR

System: cat# A1250  Promega公司生产.  615小鼠 SPF

级 购自第三军医大学实验动物中心(川实动管使第

015 号 川实动管质第 058 号) 6-8 周龄 雌雄各

半 体重为23.2±1.5 g 随机分为分3组: RNA-DC
PBS 灭活MFC 每组 8 只 各组间质量无统计学

差异.

1.2 方法  采用粒细胞巨噬细胞集落刺激因子从小鼠骨

髓的CD34+细胞中扩增 分离出大量纯化DC. 选用生长

期小鼠的前胃癌细胞系MFC细胞 加入TripureTM分离

试剂按其说明书进行RNA提取分离操作 取样品适当

稀释 用紫外分光光度计定量后备用. 从小鼠骨髓的

CD34+细胞中扩增 分离出大量纯化DC 在 15 mL的

聚丙烯试管中洗涤DC 2次 重悬 细胞密度调为5.0

109/mL 移入另一支15 mL聚苯乙烯试管中; 将 25 µg
MFC RNA (250 µL)与50 µg 脂质体 (250 µL 培养基配制)
混匀 20 孵育10min; 将上述混合物加入5.0 109/mL

DC中 37 培养40 min (间断晃动). 洗涤后重悬于无菌

磷酸盐缓冲液(phosphate buffered saline PBS)中(2.0

108/mL) 3 000 cGy灭活备用.

1.2.1 MFC RNA冲击DC对小鼠的免疫治疗作用  各组

615小鼠腋窝皮下注射2 108 /mL MFC 500 µL/鼠; 第7 d
分别给各组615小鼠腹腔注射已制好的3 000 cGy灭活

MFC RNA致敏DC (RNA-DC组) PBS(PBS组) 3 000

cGy灭活的2 108/mL MFC (灭活MFC组)各500 µL/鼠;
第3 d后复种1次 以后每天观察小鼠肿瘤的生长情况

及其存活率; 第 21 d 处死小鼠 取肿瘤组织分离肿瘤

浸润性淋巴细胞(tumor infiltrating lymphocyte TIL)以检

测其细胞毒活性; 取肿瘤组织分别进行CD4+ CD8+细

胞的免疫组化染色 用RT-PCR(reverse transcriptase

polymerase chain reaction)和原位杂交染色检测细胞因子

IL-12 IL-18 IFNγ .
1.2.2 细胞毒活性检测  无菌条件下将新鲜肿瘤组织剪

碎 匀浆 过滤 离心 不连续密度梯度离心 收集界

面细胞用RPMI1640培养液调浓度为1 109 /mL 加

入 rIL-2 100 KU/mL在50 mL/L CO2 37 培养 每天观

察1次 每3 d换液1次(当细胞密度大于2 109/mL时

补充rIL-2并调整细胞浓度); 用前500 g离心3 min 生

理盐水洗涤1次 TIL计数后备用. 按说明书进行细胞毒

活性检测操作 设孔: 效-靶细胞混合物(effector-target

cell mix E-T)及效应细胞(effector cell EC)各 12孔

另设背景对照 自发(Low)对照 最大释放(High) 对

照 分别设3个复孔;  ELISA机测读A 490 nm值. 细胞

介导的细胞毒活性(%) = [(效 -靶细胞混合物 背景对

照)-自发对照] (最大释放对照-自发对照) 100%.

1.2.3 RT-PCR  SP法免疫组化染色和原位杂交  根据基

因库GenBank (htlp://www.ncbi.nih.gov/Entrez/ necleotide.htlm)

中小鼠 IL-18 IFNγ 的完整cDNA序列 利用PRIMER
软件设计PCR成对引物. IL-18:上游引物5 -ACTGTA

CAACCGCAGTAATAC-3 下游引物5 -AGTGAA

CATTACAGA T TTATCCC-3 (扩增产物片段长度434 bp

退火温度56 ); IFNγ:上游引物5 -AACGCTACACAC
TGCATCTTGG-3 下游引物5 -GACTTCAAAGA

GTCTGAGG -3 (扩增产物片段长度237 bp 退火温度

56 ). 在PCR管中加入: 5 buffer 5.0 µL dNTP 2.0 µL
ddH2O(DEPC) 11 µL specific Primer 1.5 µL GAPDH
Primer 1.5 µL MgC12 1.0 µL Totel RNA 2.0 µL AMV
0.5 µL Tf1 DNA 0.5 µL (Totel 25 µL) 48  45 min; 94 
2 min; 94  40 s  退火 40 s  68  120 s  35 个循环

68  10min; 20g/L琼脂糖电泳后凝胶照像记录. 免疫组

化和原位杂交染色按文献[7 9]介绍方法进行.

         统计学处理  采用第三军医大学数学教研室编制的

数理统计程序包作单因素方差分析 二维列联表统计

结果以 sx ± 表示  P <0.05为相差显著.

2   结果

RNA-DC组小鼠经治疗后肿瘤生长相对减慢 未见大

范围的转移 腹水量少 动物精神状况稍有好转. 而

PBS组小鼠虽经治疗 但肿瘤生长仍然很快 精神食

欲很差 嗜睡  不活动 动物明显衰竭;全身皮下可

见大小不等的多个转移灶和新旧不一的出血斑 腹水

明显 呈蛙腹状. 灭活MFC 组介于二者之间.(表 1).

表1 小鼠肿瘤的生长情况及其存活率( sx ± , n=8)

项目           RNA-DC组 PBS组           灭活 MFC组

瘤体质量(g)           2.04 0.33a         4.71 0.77        4.96 0.58

转移率 25% (2/8)b 100% (8/8) 100% (8/8)

腹水率 75% (6/8) 100% (8/8) 100% (8/8)

生存率 75% (6/8)b         37.5% (3/8)   50% (4/8)b

aP <0.05, bP <0.01 vs PBS group.

表2   各组肿瘤TIL细胞毒活性的检测结果 ( sx ± , %)

效-靶比     PBS 组     MFC 组 RNA-DC 组
 0.39   2.00 0.13   5.80 1.60      11.59 2.98
  0.78   3.60 1.01   8.00 4.22      15.30 4.28a

 1.56   4.70 2.18 11.80 2.82      21.30 6.55a

3.125   6.00 3.11 15.80 5.17      30.00 4.17a

  6.25   9.00 6.10 20.70 4.10      38.00 8.42a

  12.5 11.50 2.48 27.60 7.18      48.30 6.75b

    25 15.10 6.10 35.10 6.41a     59.00 7.44b

    50 18.30 2.07 40.90 5.74a     68.50 9.83b

   100 20.80 3.55 43.00 5.00a      70.50 14.29b

aP <0.05, bP <0.01 vs  PBS group.
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2.1 肿瘤TIL细胞毒活性检测  RNA-DC组的细胞毒活性

明显高于相同效靶比的PBS组 (表2 P <0.05或P <0.01).

2.2 免疫组化 原位杂交染色和RT-PCR  PBS组CD4+ 细

胞数为0.18 0.01/ µm2 CD8+ 细胞数为0.21 0.06/ µm2

MFC组CD4+ CD8+细胞数分别为0.37 0.18/ µm2和
0.34 0.17/ µm2 与PBS组无显著差异(P >0.05). RNA-
DC组CD4+ CD8+细胞数量分别为0.71 0.25/ µm2和
0.67 0.22/ µm2 均明显高于PBS组(P <0.05);而各组
平均吸光度则无显著差异(P >0.05). RNA-DC组IL-12 p40

mRNA阳性产物的面积比率显著高于PBS组(P <0.01); 而

其阳性产物的平均吸光度与PBS组均无差异(P >0.05).

RNA-DC组 IL-18 mRNA IFNγ mRNA阳性产物的平
均吸光度显著高于PBS组 (P <0.05); 而灭活MFC组与

PBS组相比则无差异(P >0.05).

3   讨论

胃癌发病率高 其免疫治疗在国内外已经有不少研究[10-21].

我们发现 胃癌细胞RNA致敏的DC接种后 局部肿

瘤组织中 IL-12 IL-18和 IFNγ等因子的基因表达水
平都有明显的升高 TIL细胞在致敏DC的诱导下其细

胞毒活性均有了明显增强(并且其细胞毒活性随着效靶

细胞比值的增加而增加); 小鼠的精神食欲状况 腹水

的产生 肿瘤生长和转移的发生率 动物的存活率和

瘤体的重量等指标均优于各自的对照组小鼠. 表明RNA

致敏 DC 接种后 由于促进了胃癌抗原的有效提呈

并在自身和周围组织分泌的细胞因子IL-12 IL-18和

IFNγ作用下 CD4+ CD8+细胞活化 使局部肿瘤组
织中NK TIL等效应细胞的细胞毒活性和抗体产生细

胞功能增强. RNA-DC接种后 肿瘤局部CD4+ CD8+

细胞的数量有一定程度的增加 局部肿瘤组织中TIL

细胞的细胞毒活性增强. 说明 DC 诱导的免疫应答与

CD4+ CD8+  T细胞密切有关. Boczkowski et al [22-23]研究

也发现RNA 抗原比肿瘤洗脱肽抗原能更高效地致敏

DC 用含OVA抗原的肿瘤细胞来源的RNA致敏的DC

能更有效地激活OVA特异性CTL的产生 并且完全能

够保护宿主不再受表达OVA的肿瘤细胞的攻击. 我们的

结果与Boczkowski et al [23]的结果是一致的.

        用胃癌细胞RNA致敏的DC接种对小鼠的免疫保护

和免疫治疗 这种方法从根本上讲至少可以部分地重

建或强化胃癌局部的免疫功能 对改善荷瘤宿主的生

存状况有一定的帮助. DC网络是体内能提呈抗原给未致

敏或静息T细胞的特异系统 他在诱导T B 淋巴细

胞免疫中起着关键性作用 在肿瘤的免疫调控中有着

相当重要的地位.
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Abstract
AIM: To identify a set of genes involved in the development
of intestinal-type gastric carcinoma.

METHODS: Pure mRNAs from 6 cases of intestinal-type
gastric carcinoma and corresponding noncancerous mu-
cosae were reversely transcribed into cDNAs labeled with
Cy5 and Cy3 dyes for probes, then mixed and hybridized
with the cDNA microarray consisting of 4 096 genes, and
the fluorescent signals were scanned.

RESULTS: Among total genes, 333 were up-regulated and
333 down-regulated in intestinal-type gastric cancer
tissues. Within altered expression of those genes, cell-
cycle regulators and growth factors were up-regulated,
and the promoter genes of apoptosis were down-
regulated; Oncogenes and cell-adhesion molecules were
more up-regulated; The cancer progression genes were
up-regulated, while the anti-cancer progression genes were
down-regulated.

CONCLUSION: The quick and high-throughout method of
gene expression profile by cDNA array provides us with an
overview of gene changes that may involved in intestinal-
type gastric cancer development, and will open up new
possibilities to identify novel molecular targets for diagnosis
and therapy. Several genes are altered in intestinal-type

gastric cancer, which need to be further investigated.

Li XH, Zhang WD, Wang BT, Xiao B, Zhang ZS. Gene expression
profiling in intestinal-type gastric carcinoma by cDNA microarray.Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(1):16-19

摘要

目的: 研究肠型胃癌发生发展的基因表达变化.

方法: 利用肠型胃癌和相应非癌组织的mRNA通过逆转录

方法 将Cy3和Cy5两种荧光分别标记到两种cDNA上制

成探针 然后与表达谱芯片(含4 096条基因)进行杂交后扫

描 通过计算机辅助判别基因的差异表达.

结果: 肠型胃癌和相应非癌组织组织中差异表达的基因有

666条 上调表达333 条 下调表达333 条. 参与细胞增

生 凋亡 分化和转移调控的多种基因的表达水平发生了

明显改变.

结论: 高通量 高灵敏度的cDNA微阵列芯片技术提供了

全面了解肠型胃癌基因表达谱的新思路 一些与肿瘤发生

相关的差异表达基因有可能发展成为生物标记物或肿瘤早

期诊断和治疗的靶点.

李新华, 张万岱, 王波涛, 肖冰, 张振书. 肠型胃癌基因表达的cDNA微阵列

分析. 世界华人消化杂志  2004;12(1):16-19
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0   引言

胃癌是我国目前发病率和死亡率最高的恶性肿瘤之一[1-6]

在胃癌的形成过程中 常伴有多个抑癌基因的失活

(p53 APC  DCC等)[7-12]及多个原癌基因的扩增(k-RAS

C-MET  K-SAM和C-ERBB2)[13-17] 以及DNA修复

基因异常等. 但是以上基因的变化没有一种存在于所有的

胃癌 而且不同类型的胃癌其发病机制也不尽相同. 因

此从基因组整体水平系统地分析胃癌的基因表达谱[18]

系统地揭示基因在疾病发展中表达上的时空差别信

息 为全面了解正常胃黏膜到癌前变再到胃癌过程基

因表达谱的变化及最终揭示胃癌的发病机制并提供诊

断和治疗的靶点前进一步.

1   材料和方法

1.1 材料  第四军医大学西京医院和第一军医大学南方

医院普外科的肠型胃腺癌组织标本6例 对照为其自

身萎缩性胃炎或肠上皮化生的非癌黏膜组织. 术前患者



均未接受过放疗或化疗. 全部标本均经病理切片及AB/

PAS黏液组织化学染色证实. 胃癌切除手术中 组织离

体后立即在癌灶生长旺盛处取癌组织 并剔除其他组

织类型 迅速切成多个1 cm3小块; 非癌黏膜组织为刮取

所得. 在RNase-Free 生理盐水中漂洗 以去除污渍或

血渍 用冷冻管迅速置入液氮中保存备用 此过程在组

织离体后30 min内完成. 用Trizol (GIBCO公司)试剂一步

法抽提胃癌和非癌黏膜组织的总RNA 样品经紫外分光

光度计检测吸光度值 并进行热稳定实验 于-20 和

70 保温 1 h后电泳检测28 s 18 s条带无降解.

1.2 方法  以 Qiagen公司Oligotex mRNA Midi Kit 纯化得

mRNA. 按说明书操作与紫外分析其质量. 将6例胃癌患

者的癌组织及非癌组织总RNA 分别等量混合 参照

Schena et al [Science 1995;270:467]方法逆转录标记

cDNA  用Cy3-dUTP标记非癌组织mRNA Cy5-dUTP

标记癌组织mRNA .用逆转录酶以RNA为模板反转录为

单位cDNA 乙醇沉淀后将探针混合溶解在20 µL杂交
液中. 所用含4 096个靶基因的cDNA microarray为复旦

大学 上海博星基因芯片公司提供(型号为H40s). 以通

用引物进行PCR扩增 以Cartesian Pixsys 7 500点样

仪(Cartesian公司)在硅化玻片(TeleChem公司)上进行点

样; 玻片经水合 室温干燥 UV交联 再分别用2 g/

LSDS 水及2 g/L硼氢化钠溶液处理10 min 凉干备用.

将芯片和标记cDNA探针分别在95 水浴变性5 min

将混合的标记探针加在芯片上 用盖玻片封片 置于

60 杂交 15-17 h. 解开盖玻片 依次以2×SSC+2 g/L
SDS 1 g/L SSC+2 g/L SDS 1 g/L SSC洗涤 10 min

室温凉干. 用ScanArray4000扫描仪(General Scanning公司)

扫描芯片 观察杂交结果 用GenePix3.0软件分析Cy3

和Cy5荧光信号强度 用40个管家基因均衡后 计算Cy5/

Cy3值. 判定基因差异转录的标准: (1) Cy3和Cy5信号值

二者皆必须大于200  或Cy3和Cy5信号值之一必须大于

800; (2)Cy5/Cy3大于2或小于0.5. (3)PCR结果良好.

2   结果

癌与非癌组织抽提的总RNA中A260/A280值为1.972-

2.06 电泳显示28 s 18 s 条带无明显降解(图 1).

图1  肠型胃癌和非癌组织总RNA电泳图. (Cy3). 1 2: 非癌组织3
4: 肿瘤组织.

2.1 基因差异表达的芯片杂交  肠型胃癌组织表达谱(Cy5)

扫描结果与非癌组织表达谱(Cy3)扫描结果经计算机数

据叠加后产生的图像(图2) 为单个基因在2种组织中

表达丰度的比值 反应了两种组织基因表达的差异. 黄

色点表示该基因在2种组织中接近; 绿色点表示Cy3信

号较强 代表该基因在非癌组织中高表达 而癌组织

低表达或不表达; 红色点代表Cy5信号强 说明基因有

上调表达趋势. 将上图经软件处理后制成杂交信号强度

散点图(图3). 每个点的X轴和Y轴分别表示Cy3和Cy5

荧光信号的相对强度. 若数据点为红色 则代表Y值与

X值在0.5-2.0之间 属非差异表达; 黄点代表Y值与

X值在0.5-2.0 之外 可能属于差异表达. 由图可以看

出芯片上绝大多数基因在2种组织中的表达丰度一致.

图2  肠型胃癌组织(Cy5)与相应非癌组织(Cy3)的基因差异表达杂交扫
描结果.

图 3  肠型胃癌组织与相应非癌组织基因表达杂交信号强度.

2.2 芯片的生物信息分析  按照阳性标准 我们所用芯

片上含有4096个人类基因 在实验中一共检测到3 840
个基因在胃癌和非癌组织中有表达 其中333 个在癌

组织中高表达 333个在癌组织中低表达. 差异表达的基
因被分为如下几类: 癌基因和抑癌基因 离子通道和运

输蛋白类 细胞周期蛋白类 细胞骨架和运动类 细胞
凋亡相关蛋白类 DNA合成和修复蛋白类 DNA合成和

转录因子类 细胞受体类 免疫相关类 细胞信号和传

递蛋白类 代谢类 蛋白翻译合成类 发育相关类等.

3   讨论

人类基因组测序草图的公布 为疾病的诊断 新药物

的研制和新疗法的探索带来一场革命[19]. cDNA微阵列技
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术提供了高通量(high throughout)或平行监测基因表达变

化和功能的新方法 有可能成为未来生物学研究和临

床诊断的通用手段. 目前该技术已应用于包括人肝癌

食管癌 结肠癌等消化系肿瘤在内的基因差异性研究

中[20] 但尚罕见于正常胃黏膜到癌前变再到胃癌过程

基因变化的研究 为此我们应用cDNA微阵列同时分析

4 096种细胞基因的表达 筛选与肠型胃癌相关的已知

基因 对其进行研究将有助于了解肠型胃癌发生机制

的概貌 为诊断和治疗提供必要的理论基础.

       由于遗传背景和环境因素的差别 患同一种肿瘤

的不同患者的癌细胞基因表达模式可能不尽相同[21]. 为

寻找肠型胃癌患者基因表达的共同规律 我们将6例肠

型胃癌组织和相应萎缩性胃炎或肠上皮化生组织总

RNA分别等量混合 使每例样品对基因表达改变的贡

献相同 使在多数样品中呈上 / 下调的基因在结果中

显示明显的上/下调 结果反映了多数患者的共同趋势.

我们一共检测到666 个基因在癌及非癌组织有差异表

达 其中在肠型胃癌组织中表达上调的基因333个 表

达下调的基因333 个 进一步分析显示 在胃癌组织

中 多数对细胞增生起促进作用的基因表达上调 起抑

制作用的基因表达下调 抗凋亡基因上调 而促凋亡基

因表达下调 异常分化及侵袭相关基因上调 与上细胞

发育分化相关的多种蛋白酶类表达明显改变 一些基

因在胃癌中的表达变化明显不同于其他恶性肿瘤 这

些改变既构成肠型胃癌细胞特异的基因表达谱 也是

其增生失控 去分化 转移与侵袭等恶性表型的基础.

我们的结果 胃癌组织中表达上调的有生长因子 生

长因子受体信号转导通路组分及细胞周期调控因子等

多种对细胞增生起正调控作用的基因(如 CDC25 B

EGF CDK 多种泛素结合蛋白等) 而表达下调的

有抑癌基因 生长抑制因子等 (如 P21 growth in-

hibitory factor MT3 TGF-β) 显示了癌细胞明显的生
长失控 而该生长调控的缺陷发生在多个层面上.其中

表皮生长因子在癌组织中表达上调与Karameris et al [22]

对63例胃癌组织的研究结果相似.

         调节细胞程序性死亡或凋亡的基因明显与肿瘤的发

展有关. 本结果中介导 γ-TNF诱导的细胞凋亡的基因
DAPK1表达下调. 而对凋亡起抑制作用的基因NM23-

H6/IPIA-ALPHA和BAG5表达上调. DAPK1是新型的钙

离子依赖的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶家族成员 他们的

结构中含重复锚定序列和死亡结构域 与细胞骨架蛋

白关联. DAP激酶的高度甲基化导致了癌细胞躲避凋亡

而生长和侵袭[23]. DAPK1在胃癌细胞凋亡中的网络关系

尚未见报道. 基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinase

MMP)已有 25 个成员 他们可以降解多种细胞间质成

分[24]. 在胃癌组织中 MMP1 MMP2 MMP12 呈明

显高表达 其中MMP2在胃癌中高表达与Monig et al [25]

的结果相似 且在有淋巴结转移的肿瘤中呈显著高表

达. 目前 MMP的抑制剂用作抗侵袭药物已进入临床试

验[26] 了解胃癌细胞中MMP的种类为应用MMP抑制

剂进行治疗提供了基础. CD44是作为一种细胞与细胞相

互作用的重要的细胞黏附蛋白因子 所有的胃癌组织

和他的转移瘤都含有CD44剪接重组子的过度表达[27, 28].

有趣的是MMP和CD44蛋白的过度表达在分化程度好

的和低分化的胃癌之间不相同 提示肠型胃癌与扩散

型胃癌的发生可能有不同的遗传学途径. 由以上讨论可

以看出 胃癌细胞中基因表达的改变是非常复杂的

决定了恶性表型的各个方面 是多种基因共同运作的

结果. 因此 利用基因芯片高通量多角度系统地进行基

因特征分析 为我们从一个全新的视角认识胃癌的病

因和发病机制提供了一个可用的方法.
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Abstract
AIM: To study the incidence and its tendency of gastric
malignant tumors during the past 20 years in Tianjin and
to provide information for clinicians and pathologists.

METHODS: The data of gastric malignant tumors were
collected from the General Hospital and the Second Hospital
of Tianjin Medical University. The data from 1981/2000
were stored in Excel. The tendency of gastric malignant
tumors during the past 20 years was showed by statistical
graph. Tthe proportion and average ages of every type of
malignant tumors were calculated and analyzed by T-test
or ANOVA.

RESULTS: The incidence of gastric malignant tumors was
increasing in both male and female during the past 20
years and reached the top in 2 000. The cases of male
were 3121 and female, 1323. The relative ratio of male to
female was 2.36 1. The cases in the previous 10 years
were 1 923 and the latter 10 years were 2 542. The relative
ratio was 0.76 1. Gastric cancer was 96.19%, its pro-
portion was the highest and the average age was also
oldest (58.3 years). Adenocarcinoma was the main histo-
logical type. The average ages of male and female pa-
tients were different.

CONCLUSION: The pathogenesis of gastric malignant tu-
mors is associated with aged population and environmental
pollution. Early diagnosis and treatment is critcal to the
patients’ prognosis.

Liu T, Wang XY, Song WJ, Zhu CZ, Li Y. Incidence of gastric malignant
tumors during the past 20 years in Tianjin. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi

2004;12(1):20-22

摘要

目的: 为探讨天津市近20 a胃恶性肿瘤的发病趋势及特点

为临床和病理医生提供有价值的诊断思路.

方法: 材料来自天津医科大学总医院及第二医院病理科

1981/2000年外科病理检查胃恶性肿瘤资料 以Microsoft

excel表格形式存储. 列统计图表显示胃恶性肿瘤20 a检出

趋势. 并分别计算各型恶性肿瘤的构成比和平均确诊年龄

对不同类型 不同性别的胃恶性肿瘤患者年龄进行方差分

析(ANOVA)和t 检验(或u 检验).

结果: 20 a来胃恶性肿瘤无论男 女检出数均呈逐年递增

趋势 2000年达到顶峰; 检出男3 121例 女1 323例 男

女之比为2.36 1. 前 10 a为1 923例 后10 a为2 542例

前后10 a之比为0.76 1. 其中胃癌所占比例最大96.19%

确诊年龄也最大(58.3岁). 组织学类型中以腺癌最多; 男女两

性确诊年龄不同 男性(59.8 岁) 高于女性(54.5岁).

结论: 胃恶性肿瘤尤其胃癌的发生与环境危险因素的增多和

人口老龄化等有关 所以 做好早期防治工作任重而道远.

刘婷, 王新允, 宋文静, 朱丛中, 李艳. 天津市20 a间胃恶性肿瘤发病分析. 世

界华人消化杂志  2004;12(1):20-22
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0   引言

近 20 a 来 肿瘤发病率不断上升 尤其恶性肿瘤已

成为威胁人类健康最大的敌人. 由于地理环境 经济发

展 生活习惯及生活水平不一致 肿瘤的好发部位差异

很大. 但是胃的恶性肿瘤尤其是胃癌在很多国家和地区

发病率都很高. 为探讨天津市近20 a胃恶性肿瘤的发病

趋势及特点 我们统计了天津医科大学总医院及第二

医院病理科20 a的胃恶性肿瘤外科病理检查资料 对

其进行回顾性分析 希望能为临床和病理医生提供有

价值的诊断思路.

1   材料和方法

1.1 材料  来自天津医科大学总医院及第二医院病理科

1981/2000年外科病理检查胃恶性肿瘤标本 两所医院

均为三级甲等医院 故统计数据在天津地区具有一定

的代表性. 全部标本经甲醛固定 石蜡包埋 切片

HE染色 并经认真复查 根据WHO肿瘤国际组织学

分类[1]重新进行审核 分型. 以Microsoft Excel 表格形

式存储. 列统计图表显示胃恶性肿瘤20 a检出趋势. 并



分别计算各种恶性肿瘤的构成比和平均确诊年龄 对

不同类型 不同性别的胃恶性肿瘤患者年龄进行方差

分析(ANOVA)和t 检验(或u检验). 显著性检验水准为а =

0.05 双侧.

2   结果

2.1 胃恶性肿瘤发病特点  20 a间检出肿瘤47 626 例

胃恶性肿瘤4 465例 占9.38 . 表 1显示胃恶性肿瘤

20 a的检出情况: 无论男 女检出数均呈逐年递增趋势

2000年达到顶峰. 检出男3 121例 女1 323例 男女之

比为2.36 1. 前 10 a为 1 923例 后10 a为 2 542例

前后10 a 之比为0.76 1 (表 1).

表1  胃恶性肿瘤20 a的检出情况

年代          1981/1985    1986/1990    1991/1995   1996/2000          合计

男性 637        766 761      957            3 121

女性 243        265             322      493            1 323

性别不详     4              8    7           2                 21

合计 884      1 039         1 090   1 452            4 465

表2  天津市胃恶性肿瘤的男女两性平均确诊年龄(岁)

      男性      女性
年份                u  P

n         年龄( sx ± )   n 年龄( sx ± )

1981/1990        1 403          58.2±11.1     508     52.4±13.1       8.808     <0.0005

  (20-89)   (14-83)

1991/2000        1 718 60.8±12.5    815  55.8±13.5       9.008     <0.0005

  (13-89)   (20-88)

合计               3 121 59.7±11.9  1 323   54.5±13.5       21.81    <0.0005

  (14-88)   (13-89)

2.2 胃恶性肿瘤的类型及性别和年龄  20 a来男性的平

均确诊年龄(59.7 岁)高于女性(54.5 岁) 相差约 5岁

经统计学检验有意义(P <0.0005); 此外 前后10 a的确

诊年龄不同 无论男女后10 a的确诊年龄均大于前10 a

(P <0.01 表 2). 胃癌所占比例最大96.19% 肉瘤最小

0.65%; 其中肉瘤患者平均确诊年龄最低(50.4岁) 淋巴

瘤居中(55.3岁) 胃癌患者平均确诊年龄最高(58.3岁)

经方差分析(ANOVA)三者之间有统计学意义. (F =9.117

P <0.01)  经 q检验 胃癌与淋巴瘤平均确诊年龄比

较无统计学意义(q 2.232 P >0.05) 而胃癌与肉

瘤 淋巴瘤与肉瘤平均确诊年龄比较均有统计学意义

(q=5.510 P <0.01; q =2.865 P <0.05).

2.3 胃癌的性别 构成比和年龄  胃恶性肿瘤中以胃癌

检出最高. 胃癌的主要组织学类型为腺癌 其次为印戒

细胞癌 鳞癌 腺鳞癌及未分化癌较少. 符合胃癌的

特点. 各型胃癌检出数均是男性多于女性. 从年龄上看

男性确诊年龄高于女性 腺癌与印戒细胞癌两性年龄

之比有统计学意义(P <0.01 表 4). 但鳞癌 腺鳞癌及

未分化癌无统计学意义(P >0.05).

表3  天津市胃恶性肿瘤的类型构成比和平均确诊年龄

类型     n 构成比%            年龄( sx ± 岁)

胃癌 4 295    96.19  58.3±12.5

   (13-89)

淋巴瘤     63      1.41  55.3±16.4

   (23-84)

肉瘤                  29      0.65  50.4±15.4

   (16-74)

其他     78      1.75  54.9±12.0

   (29-87)

合计 4 465  100.00  58.1±12.6

   (13-89)

F : 9.117 , P <0.01.

表4  各型胃癌的性别 确诊年龄及构成比

        年龄范围( sx ± , 岁)
病理类型     男    女 男 女 合计           构成比%                        两性年龄比较 t

       男         女

腺癌 2 739 1 081 2.53 1 3 820 88.94 60.1 11.4 55.0 13.4 11.004b

   (20-85)    (13-88)

印戒细胞癌   186   150 1.24 1    336   7.82 56.6 13.5 51.6 12.4   3.545b

   (20-81)    (24-78)

鳞癌     72     19 3 .79 1      91   2.12 64.2 10.2 58.9 14.7   1.493

   (38-89)    (13-78)

未分化癌      11        4 2 .75 1      15   0.35 63.5 9.0 56.5 7.0   1.406

   (53-75)    (50-66)

腺鳞癌        3       -      -         3   0.07 65.7 11.2          -        -

                (53-74)

性别 年龄不详   -       -      -     30   0.70          -          -        -

合计 3 011 1 254 2.40 1 4 295            100.00 59.8 11.8 54.5 13.4  12.091b

   (20-89)     (13-88)

bP <0.01
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3   讨论

胃部是恶性肿瘤的好发部位 但在不同国家和地区相

差悬殊.尤其胃癌 以美国 加拿大 新西兰和热带

国家发病率较低[2-6] 而日本 中国 智利发病率较

高 其中以日本胃癌死亡率最高. 但近年来胃癌在大多

数国家已出现发病水平普遍下降的趋势 美国最早出

现胃癌下降趋势[7] 从1930-1960 年间 下降了三分

之二 日本 智利等发病率高的国家 至1950年代才

开始下降 且下降速度较慢[8]. 我国既无统一的癌症发病

报告制度 且癌症又非法定报告的病种 因而得不到全

国平均的胃癌发病率 仅能获得少数报告制度健全的

城市或地区的有限资料[9-12]. 总体上看 胃恶性肿瘤尤

其是胃癌发病呈上升趋势 我们收集的天津市两所三

级甲等医院的病理资料显示呈同样趋势. 究其原因:一方

面是人口老龄化加剧 城市化进程的加快 以及工业污

染和食物农药残留的增多 另一方面  医疗诊断水平

的提高 家庭经济状况的改善 使较多恶性肿瘤能及时

发现和手术治疗 因此胃部恶性肿瘤尤其是胃癌的绝

对人数有所增长[13, 14].

       从总体上看 20 a来胃恶性肿瘤的确诊年龄无论男

女 后10 a 均高于前 10 a 这可能与近10 a 来的变

化有关: 一是随着人民生活水平的提高 机体抗癌机能

有所增强[15-16]; 二是医疗卫生条件有较大改善 使城乡

居民的预期寿命有了较大增长[17] 所以发病时间有一

定的延迟. 从胃部恶性肿瘤的确诊年龄上看男性(59.7岁)

高于女性(54.5岁). 各型胃部恶性肿瘤的确诊年龄不同

癌症患者平均确诊年龄最高(58.3岁) 肉瘤患者平均确

诊年龄最低(50.4岁) 淋巴瘤居中(55.3岁).

       胃恶性肿瘤中以胃癌所占比例最大 从发病年龄上

看 胃癌的发病年龄符合于癌肿的一般规律 即大多数

发生在中年以后 多见于50-70 岁 平均 60 岁[18-20];

以性别而论 胃癌在男性较女性常见 本资料与国内

外报道的相同 国外男女胃癌的发病比例不到2 1 而

我国胃癌男性患者远较女性患者为多 其比例约为3 1.

从组织学类型上看 腺癌所占比例最大 印戒细胞癌

次之 有报道鳞癌发病呈上升趋势 因本资料鳞癌例

数较少 尚不能得出以上结论.

        从以上分析可见胃恶性肿瘤的发生与环境恶化 人

口老龄化有密切关系 要降低他的发病率 需要多方

面的努力 这是一项任重而道远的工作.
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Abstract
AIM: To study the distribution and stability of VEGF ASODN
in Walker-256 cells and to explore the distribution of VEGF
ASODN in rat’s liver, lung and kidney after mixed with
lipiodol for hepatic artery infusion.

METHODS: The 5’-FITC labeled VEGF ASODN was given
into Walker-256 cell culture media. The cellular distribution
was observed by fluorescent microscope. Walker-256
carcinosarcoma was transplanted into Wistar rat liver to
establish the liver cancer model. 5’-FITC labeled VEGF
ASODN mixed with (mixed group, n =6) or without (TAI
group, n =6) ultra-fluide lipiodol was administrated via
hepatic artery. The frozen samples of rats’ liver, lung and
kidney tissues were collected at 1, 3, and 6d after ASODN
administration. The distribution of ASODN was determined
under fluorescent microscope.

RESULTS: ASODN could enter the cytoplasm within 2 h
and enter the nuclei within 4 h. Accumulation of the ASODN
reached the high point in the nuclei at 6h. After that, they
began to disappear. No fluorescence could be seen in cells

at 48 h. At 1d and 3d, the fluorescence stained stronger in
the liver in the mixed group than that in TAI group. More
fluorescence could be detected in lung and kidney in TAI
group than that in the mixed group. At 6 d, no fluorescence
could be detected in TAI group tissues, but a little flores-
cence could be seen in the mixed group tissues. ASODN
could be seen in cancer cells and normal hepatic cells.

CONCLUSION: VEGF ASODN can transfect Walker-256
cells. VEGF ASODN stays longer in the liver, is transfected
more into hepatic and cancerous cells and distributes less
in other tissue when mixed with lipiodol. VEGF ASODN
mixed with lipiodol via hepatic artery is an ideal way treating
liver carcinoma.

Wu HP, Feng GS, Tian Y. Feasibility of VEGF ASODN mixed with
lipiodol transfecting liver cancer via hepatic artery infusion in rats.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(1):23-26

摘要

目的: 探讨反义VEGF寡核苷酸(antisense oligodeoxynucleotides

ASODN)转染Walker-256瘤细胞及其与碘油混合后肝动脉

注入转染鼠肝癌及在鼠肝 肺 肾组织的分布情况.

方法: 将异硫氰酸荧光素(5 -FITC)标记的VEGF ASODN

加入培养的Walker-256瘤细胞培养液中 不同时间用荧光

显微镜观察细胞内ASODN的分布. 12只Walker-256移植

性大鼠肝癌模型 一组肝动脉内注入荧光标记的VEGF

ASODN(TAI组 n =6) 另一组肝动脉内注入荧光标记的

VEGF ASODN与超液态碘油的混合液(混合组 n =6) 两

组分别于术后1 d 3 d 6 d取动物的肝 肺 肾组织行冰

冻切片 荧光显微镜观察各组织内ASODN的分布情况.

结果: 荧光标记的ASODN与Walker-256瘤细胞共同培养

后2 h时可见瘤细胞胞质内有点状荧光染色 6 h胞核内有

荧光染色 12 h荧光染色最强 胞核及胞质中均可见荧光染

色 24 h荧光物质减少 48 h完全消失. 1 d和 3 d时混合

组肝癌组织及肝组织内荧光染色强于TAI组 而肺 肾组

织荧光染色弱于TAI组; 6 d时TAI组肝 肺 肾组织内荧

光染色基本消失 而混合组肝 肺 肾组织仍有少许荧光

染色. ASODN可以进入肝癌细胞及瘤周肝细胞.

结论: VEGF ASODN可以转染Walker-256细胞 其与碘

油混合后可以延长ASODN在肝内的停留时间 增加对肝
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癌组织的转染率 减少其在肝外组织的分布. 与碘油混合

后肝动脉注入是VEGF ASODN反义基因治疗肝癌的理想给

药方法.

吴汉平, 冯敢生, 田元. 反义VEGF 寡核苷酸与碘油混合肝动脉注入转染鼠肝

癌的可行性. 世界华人消化杂志  2004;12(1):23-26

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/23.asp

0   引言

抗血管生成是肿瘤治疗的热点 血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor VEGF) 是目前公认

主要促进血管形成的因子之一[1-9] 针对VEGF的反义

基因治疗可以抑制肿瘤血管生成[10-14]. 反义寡核苷酸

(antisense oligodeoxynucleotides ASODN)由于合成简

便 序列可依据不同的靶基因序列的要求进行变换

具有较大的适应性 是反义基因治疗中最为方便的一

种方法[15-18]. 实验表明VEGF ASODN可以抑制肿瘤细胞

VEGF 的表达[19-24] 但ASODN 的临床应用大多是全

身给药 靶向性差 转染率低 治疗效果差. 器官的靶

向性给药是介入治疗的优势之一 能否采用介入的方

法来提高ASODN在活体反义治疗中的疗效 目前尚未

见报道 特设计以下实验.

1   材料和方法

1.1 材料  Walker-256瘤细胞株购自武汉大学中国典型

物保藏中心; 荧光标记的VEGF ASODN(序列为: 5 -GC

AGTAGCTGCGCTGATAGCGC-3 全长硫代修饰

5 端FITC荧光素标记)由上海生工生物公司合成; 

Wistar 大鼠由华中科技大学同济医学院实验动物部提

供; 荧光显微镜(日本Olympus公司); 超液态碘油(法国

Guerbet公司).

1.2 方法

1.2.1 体外实验  取接种Walker-256 瘤细胞 3-5 d 后

Wistar大鼠癌性腹水0.2 mL接种于含50 mL/L小牛血清

RPMI 1640 培养液培养瓶内 置 37 饱和湿度

50 mL/L CO2的培养箱中培养 每2 d传代1次. 取第3

代培养的Walker-256 瘤细胞 接种在24孔板上 每

孔100 µL 含细胞总数为1×103个 加入荧光密度为
10 kA/L ASODN 20 µL 置37 饱和湿度 50 mL/L
CO2的培养箱中培养. 分别在荧光ASODN加入后2 h

6 h 12 h 24 h 36 h和 48 h收集细胞 用无血清的

培养液冲洗3次 最后将洗涤后的细胞滴在玻片上 盖

上盖玻片 置于荧光显微镜下观察.

1.2.2 体内实验  取接种Walker-256 瘤细胞 3-5 d 后

Wistar 大鼠癌性腹水0.5-1 mL 无菌条件下注射至健

康大鼠皮下 7-10 d可以长出直径约1-2 cm肿瘤 切

取新鲜鱼肉样瘤组织剪成1 mm3组织块. 预接种大鼠用

1 g/L戊巴比妥钠30 mg/kg腹腔麻醉后 剑突下正中小

切口切开腹腔 挑出肝左外叶 用眼科镊在肝实质内

刺一小隧道 将1 mm3瘤组织块种植到隧道内 并用

明胶海绵小块填塞隧道口部. 将肝左外叶送回腹腔 关

腹. 饲养1 wk后即可长出直径为0.5-1 cm的肝左叶肿瘤.

荷瘤大鼠随机分为2组 每组6只. TAI组: 肝动脉内缓

慢注入荧光ASODN 1A (生理盐水稀释至0.2 mL) 注

药同时阻断肝动脉20 min; 混合组: 荧光ASODN 1A与超

液态碘油0.2 mL混合后肝动脉注入 VEGF ASODN分

子质量为6 766 u 1A质量为165 µg. 荷瘤大鼠于接种
后10 d 腹腔麻醉后 仰卧固定于实验台上. 上腹部消

毒铺巾后 行正中切口打开腹腔 暴露肝门及肝十二指

肠韧带. 在手术显微镜下游离出肝总动脉 胃十二指肠

动脉 肝右动脉 用丝线打活结法暂时阻断腹腔动脉

结扎胃十二指肠动脉远段 用显微剪在结扎处的近肝

端剪一小口 将PE-50管逆行插入胃十二指肠动脉近

端 并结扎固定导管 再暂时阻断肝右动脉 经PE-50

管注入实验药物. 实验完后拔出PE-50管 结扎胃十二

指肠动脉近端 松开肝总动脉及肝右动脉 逐层缝合

消毒 分笼饲养. 于术后 1 d 3 d 6 d 每组各处死

2只动物 取肝左叶肿瘤组织及瘤周肝组织 肺 肾

组织 -70 保存. 上述组织行5 µm厚冰冻切片 在
荧光显微镜下观察荧光ASODN分布情况.

2   结果

2.1 体外实验  Walker-256瘤细胞呈悬浮方式生长 圆

形. 荧光标记的ASODN在荧光显微镜下显示为黄绿色.

荧光ASODN与Walker-256瘤细胞作用后2 h胞体中即

可见清晰的点状荧光聚集 胞核荧光聚集不明显; 6 h

时胞质荧光着色加浓 部分细胞胞核核膜周围及核内

可见点状荧光; 12 h时胞质荧光着色最浓 呈黄色颗粒

状 小片状 大部分细胞胞核内可见点状荧光着色

(图 1); 24 h时胞质荧光物质开始减少 36 h 细胞内荧

光着色进一步减退 呈散点状(图2) 48 h细胞内荧光

完全消失.

2.2 体内实验  混合组术后1 d时肝脏荧光染色主要见于

肿瘤区 部分瘤周区域也可见到 荧光染色强 呈深黄

色 大片状 细胞界限不清(图3); 肺 肾组织有轻度染

色 其中部分肺组织可见较强的片状荧光染色. 3 d在肝

脏肿瘤区及瘤周区域可见较多的荧光染色 染色强度

减弱 呈星芒状分布 主要位于肿瘤区域 大多数的癌

细胞内有点状黄色荧光; 肺 肾组织仅有弱染色. 6 d时

肝组织内荧光染色减少 呈簇状分布 部分癌细胞及肝

细胞内可见荧光物质(图4); 肺 肾组织仍可见较弱的荧

光染色.

        TAI组术后1 d时肝脏肿瘤及瘤周区内肿瘤细胞及

肝细胞见浅黄色的荧光染色 簇状分布(图5); 肺 肾组

织有较强的染色. 3 d在肝细胞及癌细胞仅见散在的荧光

染色(图6) 肺 肾组织仅有弱染色. 6 d时肝内几乎无

荧光染色 肺 肾组织无染色.
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图1  12 h, 胞质荧光呈黄色小片状, 最浓, 胞核内见点状荧光着色×200.

图 2  36 h, 细胞内荧光着色进一步减退, 呈散点状 ×100.

图 3  混合组, 1 d肝癌组织见大量的荧光染色, 成片状 ×100.

图 4  混合组, 6 d肝组织仍有较强的荧光染色 ×100.

图 5  TAI 组, 1 d肝癌组织较强荧光染色 ×100.

图 6  TAI 组, 3 d肝癌细胞见散在的荧光染色 ×100.

3   讨论

ASODN 在基因治疗实验中有较好的疗效 但价格昂

贵 有毒性作用 对靶器官及组织的转染效率较低 增

加转染效率有多种方法 如用阳离子脂质体包裹 肿瘤

局部注射等. 经导管动脉内灌注(TAI)化疗和碘油与化疗

药混合动脉栓塞已成为治疗中晚期实体肿瘤的重要方

法. 与全身给药相比 TAI可使药物直接进入靶器官而

不受血流量的影响 这样使局部药物浓度显著增加 减

少剂量及全身副作用. 采用TAI方法可以增加外源治疗

基因在靶组织内的浓度及持续的时间 提高基因转染

率. 郝强et al 研究肝动脉注入重组腺病毒介导的标记基

因(LacZ) 结果发现LacZ基因在肝脏表达有器官特异

性 并可以持续21 d以上. 碘油经肝动脉注入后可以选

择性在肝癌组织中存积数月甚至1 a以上 碘油与化疗

药混合后行肝癌的栓塞可以使化疗药在肿瘤局部缓慢释

放 长期发挥作用. 鉴于碘油在肝癌介入栓塞治疗中的

特殊作用 将外源基因与碘油混合肝动脉注入能否进

一步增加其对肝癌的转染效果 目前国内外尚未见类

似的报道.

       我们采用的肝癌模型为富血管性肿瘤 碘油肝动

脉灌注后主要积聚在肿瘤组织. 肝动脉注入ASODN与碘

油混合物后 ASODN在肝脏中的分布以肿瘤区为主

可以进入肝细胞及癌细胞内 且可以维持达5 d以上;

而肝动脉单纯灌注时 ASODN在肝脏的肿瘤区及非肿



瘤区分布差不多 分布的范围及感染的细胞数目明显

少于混合组 且仅在肝脏维持3 d左右. 就ASODN在肺

肾组织的分布而言 两组均在第1 d染色最强 但混

合组弱于TAI组 第 3 d肺 肾组织ASODN均较少

第5 d时 TAI 组几乎没有荧光染色 而混合组还有少

量的荧光染色. 这可以得出以下结论: (1)ASODN对肝细

胞和肿瘤细胞的转染没有选择性; (2 )碘油可以携带

ASODN进入肿瘤区域内; (3)与单纯肝动脉注入相比

ASODN与碘油混合后肝动脉注入可以在肿瘤内缓慢释

放 延长与肿瘤细胞作用时间 增加转染率 减少肝外

组织的分布. 我们发现荧光ASODN在肝细胞及瘤细胞中

为点状黄色颗粒 但混合组第1 d荧光染色呈片状 细

胞界限分辨不清 这可能是因为ASODN与碘油混合后

致使ASODN大量停留在肿瘤局部 某些尚在血窦内

未从碘油中分离出来 加之冰冻切片较厚 荧光显微镜

下主要显示荧光物质 细胞及组织结构显示相对较差

致使难以看清细胞结构. 混合组第1 d部分肺组织中可

见到较强的片状荧光染色 这可能和少量碘油与

ASODN混合物进入肺组织沉积所致. 一般而言 VEGF

主要在肿瘤组织内高表达 在正常肝 肺 肾组织表达

较少 由于设计的VEGF ASODN对VEGF具有高度的特

异性 因此注入的ASODN对非肿瘤组织的作用较小.

         ASODN与碘油混合后肝动脉注入ASODN进入肿瘤

细胞的机制并不十分清楚 我们推测其可能的机制为:

(1)ASODN 分子量较小 渗透力强 细胞可以主动摄

取; (2)肿瘤血管发育不成熟 缺乏弹力层和肌层 内

皮细胞间隙较大等为ASODN进入肿瘤细胞外间隙提供

了条件; (3)有研究表明碘油肝动脉栓塞后病理检查发现

在肝癌细胞胞质及部分胞核内可以有碘油存在 推测

肝癌细胞可以主动摄取碘油 ASODN可伴随碘油进入

癌细胞内.

      总之 我们认为碘油可以作为ASODN的一种载

体 使其主要集中在肿瘤组织内 缓慢释放 同时可以

减少在肝外组织中的分布 达到增加基因转染效率 减

少全身副作用的目的 明显优于单纯肝动脉灌注.
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Abstract
AIM: To explore the effects and mechanisms of anti-vas-
cularization of arsenic trioxide (As2O3) injection on the
human hepatocellular carcinoma (HCC) cells.

METHODS: Human umbilical vein cell line ECV304 and the
nude mice with the high metastastic human HCC trans-
planted in situ LCI-D20 were used. The growth of ECV304
was analyzed by MTT assay. The inhibitory effect of As2O3
on tumor neo-vascularization was investigated by the
method of chick chorioallantoic membrane (CAM). The
changes of VEGF’s expression in the transplanted HCC
tissue were investigated by using immunohistochemical SP
staining.

RESULTS: As2O3 could inhibit the growth of ECV304 cell
line, and down-regulate VEGF’s expression. As2O3 could
also inhibit the vascularization in the CAM, and electron
microscopy showed that As2O3 could damage primitive mes-
enchymal cells and vascular endothelial cells, and inhibite
neovascular gemmation. The expression of VEGF was
down-regulated in vivo studies.

CONCLUSION: As2O3 injection can inhibit the tumor
neovascularization by supressing the growth of vascular
endothelial cell, down-regulating the expression of VEGF,

damaging the primitive mesenchymal cells and inhibiting
neovascular fromation.

Hua HQ, Qin SK, Huang JH, Cheng HY. Effect of arsenic trioxide on
vascularization of tumor. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(1):27-31

摘要

目的: 探讨三氧化二砷(As2O3)注射液抗肿瘤血管形成的作用

及其相关机制.

方法: 采用MTT比色法 鸡胚绒毛尿囊膜(CAM)血管形成

实验和免疫组化等方法观察As2O3对内皮细胞株ECV304

增生 CAM 血管形成以及对裸鼠肝癌移植瘤LCI-D20表

达血管内皮生长因子(VEGF)的影响.

结果: As2O3有显著抑制内皮细胞增生作用; 能抑制CAM血

管形成 其机制与损伤形成血管的原始间充质细胞 破坏

血管形成中的内皮细胞的结构和功能有关; As2O3并能降低

裸鼠人肝癌转移模型肝移植瘤VEGF的表达.

结论: As2O3注射液有明显的抗肿瘤血管形成作用 其机制

可能与破坏内皮细胞结构和功能 抑制内皮细胞增生以及

抑制肿瘤组织表达VEGF有关.

华海清, 秦叔逵, 王锦鸿, 陈惠英. 三氧化二砷抗肿瘤血管形成研究. 世界华

人消化杂志  2004;12(1):27-31

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/27.asp

0   引言

近年来 有关肿瘤血管形成的研究已成为肿瘤研究的

热点[1-15]. 肿瘤的生长 扩散与转移离不开肿瘤血管的

形成 肿瘤细胞通过新形成的血管吸取营养而无限制

的生长 使肿瘤不断增大 同时又可通过不健全的血

管进入血液循环而向远处扩散和转移 因此 如何应

用药物来阻断肿瘤新生血管的形成已是控制肿瘤生长

和转移的关键措施之一[16-22]. 三氧化二砷(As2O3)注射液已

获得我国SDA和美国FDA批准上市. 研究表明 As2O3具

有诱导和促进肿瘤细胞凋亡和细胞毒等作用 是否具有

抗肿瘤血管形成作用尚未见报道. 我们通过观察As2O3对

内皮细胞 肿瘤组织表达血管内皮生长因子(VEGF)的影

响以及对鸡胚绒毛尿囊膜(CAM)新生血管形成的作用 意

在阐明As2O3抗肿瘤的作用机制 为临床用药奠定基础.

1   材料和方法

1.1 材料  人类肝癌细胞株SMMC-7221和建株人脐静脉
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内皮细胞(ECV304) 均引自中国科学院上海细胞生物

研究所; As2O3注射液(亚砷酸注射液)为哈尔滨伊达药业

有限公司产品; 胰蛋白酶为美国Difco公司产品; 小牛血

清系杭州四季青生物工程公司产品. MTT 试剂为美国

Fluka公司产品; M-450甲基纤维素为南京化工原料公司

产品. 鼠抗人VEGFmAb 鼠抗人CD34mAb及超敏SP

(鼠)试剂盒为美国 Maxim  Biotech Inc. 公司产品; 液体

DAB酶底物显色试剂盒为福建迈新生物技术开发公司产

品; 受精鸡胚购自中牧集团南京小行药械厂动物繁殖场.

ECV304细胞接种于无菌培养瓶中 加入适量RPMI1640

培养液(含 100 mL/L的小牛血清 青霉素100 ku/L 链

霉素100 mg/L) 于 37 50 mL/L CO2及饱和湿度

的培养箱中培养. 细胞呈单纯贴壁生长 每3-5 d传代

1次. 传代时用2.5 g/L胰蛋白酶消化2-3 min 用培养

液吹打制成细胞悬液 按需要的浓度接种. 甲基纤维素

碟制备: M450甲基纤维素0.5 g 加双蒸水100 mL 高

压灭菌. 取上述溶液120 µL 分 6次加入自制的直径为
4 mm 深 0.5 mm的塑料板圆形小槽中 超净台内吹

干 将膜取下 无菌保存备用.

1.2 方法

1.2.1 抑制细胞生长  取3 107/L的ECV304细胞接种于

96孔培养板中 每孔100 µL 设 4复孔 待细胞贴壁
后(4-5 h) 加入浓度分别为2 mg/L 4 mg/L 8 mg/L的

As2O3注射液100 µL /孔 对照孔加入100 µL培养液
置于37 50 mL/L CO2的培养箱中培养至预定时间

每孔加入5 g/L 的MTT20 µL 继续培养4 h 弃去全
部上清 每孔加入0.04 mol/L盐酸异丙醇100 µL 微
型振荡器振荡5-10 min使结晶完全溶解 在酶联仪波

长570 nm处测出用药后24 h 48 h 72 h各孔吸光度

值(A) 按下列公式计算细胞生长抑制率: 抑制率( )

(1-加药孔平均A值/对照孔平均A值) 100 . 实验共

重复3次.

1.2.2 鸡胚尿囊膜[CAM]新生血管形成  取繁殖场孵化的

9 d龄受精鸡卵 在照卵灯下寻找胚头右下方血管稀少

区(约胚头右下方0.5-1 cm处) 划定 1 1 cm开窗位

置 在鸡胚气室端钻1 mm小孔并穿透壳膜. 用 75 乙

醇消毒开窗部位 用手术剪轻轻揭去蛋壳及壳膜 暴露

出鸡胚尿囊膜 将甲基纤维素碟轻轻放置于尿囊膜上

血管较少的部位 用微量进样器将浓度分别为40 mg/L

20 mg/L 10 mg/L的As2O3注射液20 µL滴入甲基纤维
素碟中 阳性对照组用人参皂甙Rg3溶液(用无菌等渗

盐水配制) 浓度为250 mg/L 阴性对照组用生理盐

水 滴入量同As2O3组 用无菌透明胶带封窗后放入孵

化箱 37.8 继续孵化 3 d 后揭去透明胶带 加入

若干甲醇 丙酮等量混合固定液 在室温下固定15 min

待绒毛尿囊膜血管中的血液凝固后 以纤维素小碟为

中心剪下直径约3 cm的尿囊膜 放入盛有水的平皿内

展开 然后平铺于滤纸上 解剖显微镜下观察用药区血

管形成情况. 甲基纤维素碟覆盖区及周围血管形成正常

为( ); 甲基纤维素碟覆盖区无血管或血管明显稀少且直

径大于或等于4mm为阳性(+); 直径大于6 mm为强阳性

(++). 根据这一评定标准 计算出20个经药物作用的

鸡胚尿囊膜血管受到抑制(+)的百分率.

1.2.3 SMMC-7721细胞诱导新生血管形成   9 天龄鸡胚

45只 随机分为3组 每组15只 按上述方法暴露鸡

胚尿囊膜 在相对无血管处接种对数生长期的SMMC-

7721细胞 每只5 109/L 共接种2组. 接种24 h后

以甲基纤维素碟为载体 As2O3组每只给予40 mg/L的

As2O3注射液20 µL 对照组及未接种SMMC-7721 细
胞的空白组给予等量的生理盐水 用无菌透明胶带封

窗后放入孵化箱 37.8 继续孵化 3 d后 CAM用

40 g/L 多聚甲醛原位固定15 min 以接种区为中心取

膜 常规石蜡包埋 切片 HE染色 光镜下观察接种

区新生血管的分布 数量等情况.

1.2.4 透射电镜观察  取 9 天龄鸡胚24 只 随机分为

As2O3用药1 d组 2 d组 3 d组及生理盐水对照组

共4组 每组6只 按上述方法暴露鸡胚尿囊膜 在相

对无血管处放入甲基纤维素碟 As2O3各组每只给予40

mg/L的As2O3注射液 20 µL 对照组给予等量的生理盐
水 用无菌透明胶带封窗后放入孵化箱 37.8 继续

孵化 As2O3 1 d组于第 1 d 2 d组于第 2 d 3 d组

及对照组于第3 d取 CAM 40 g/L 戊二醛固定  PBS

缓冲液漂洗 10 g /L 锇酸后固定 梯度酒精脱水

Epon812 包埋 超薄切片 醋酸铀和柠檬酸铅双染

色 透射电镜观察CAM 超微结构变化.

1.2.5 免疫组化检测  将已构建的裸鼠人肝癌转移模型

(LCI-D20) 21 只裸鼠 随机分为As2O3高剂量治疗组

(As2O3注射液每日3.5 mg/kg 组) 低剂量治疗组(As2O3
注射液每日2.0 mg/kg组)和生理盐水对照组各7只 于

肝移植瘤块后第11 d开始用药 均腹腔注射 1次 /d

连续3 wk 于停药后次日解剖裸鼠 完整剥取肝移植瘤

100 g/L甲醛固定 石蜡包埋 切片 二甲苯中脱蜡

高温高压组织抗原修复 按说明滴加一抗和二抗

DAB显色 苏木素复染 中性树胶封固 镜检. 采用已

知阳性切片作阳性对照 用PBS代替一抗作阴性对照.

观察裸鼠人肝癌转移模型肝移植瘤表达VEGF基因蛋白

的情况. 阳性判断标准: 以胞质呈棕黄色为阳性细胞. 表

达情况根据细胞染色强度(A)和染色细胞所占面积(B)二

者积分之积来判断. 染色强度积分为: 不染色=0 轻度染

色(浅黄色)=1 中度染色(棕黄色)=2 强染色(棕褐色)=3;

染色面积分为: 小于25%细胞染色=1 大于或等于25

细胞染色=2. 若两种积分之积(A B)大于 2 则为表

达阳性 小于或等于2则为表达阴性. CD34 所表达的

MVD的计数方法: 采用Weidner的校正技术 先在低倍

镜(100倍)下寻找新生血管最密集区即 热点 (hotspot)

然后在高倍镜下(200倍)观察被染成棕黄色或棕褐色的

新生血管数目及分布情况.

        统计学处理  应用SPSS10.0统计软件进行相关资料



华海清, 等. 三氧化二砷抗肿瘤血管形成研究                                                                  29

处理 统计变量以均数 标准差( sx ± )表示 用 t检
验和 χ2检验 P <0.05表示有显著性差异; P <0.01表示
有非常显著性差异.

2   结果

2.1 As2O3对ECV304细胞生长的影响  As2O3对ECV304

细胞有显著的抑制作用 各剂量组随着作用时间的延

长 其抑制作用增强 特别是As2O3 1 mg/L 组差异显

著(P <0.05); 相同时间 不同浓度 除24 h和48 h As2O3
1 mg/L组与2 mg/L组 2 mg/L组与4 mg/L组差异不显

著外 其余均有显著性差异(P <0.05) 但与阳性对照

组5-Fu比较 相同时间与相应浓度其抑制率低于5-Fu

(P <0.01 表 1).

表1  As2O3和5-Fu对ECV304细胞生长的抑制率( sx ± , )

        mg/L       24 h       48 h       72 h

As2O3               1   8.0 3.7 20.9 1.7 38.0 3.1

              2 15.7 0.5 28.2 3.1 45.3 1.0

              4 22.9 3.3 34.7 3.1 49.5 1.1

5-Fu        62.5 27.1 3.7 30.7 5.6 46.9 2.1

                     125 32.8 5.5 36.3 1.6 52.6 2.0

        250 40.0 3.3 44.4 3.2 65.1 3.9

图1  CAM新生血管解剖显微镜观察. A: 生理盐水组毛细血管丰富; B:
As2O3 40 mg/L组CAM血管形成受到明显抑制.

2.2 As2O3对CAM新生血管形成的影响  As2O3各个剂量

组对CAM 新生血管的形成均有抑制作用 用药后新

生血管得到完全抑制或明显减少 而生理盐水对照组

(阴性对照)则新生血管正常 毛细血管丰富 经统计学

处理 用药各组与生理盐水组比较 均有非常显著性差

异(P <0.01) 与人参皂甙Rg3 250 组比较 则差异不明

显(P >0.05) 抑制率以As2O3 40 组为最高 达60.0

(表2 图1). 透射电镜观察: 生理盐水对照组见到胚外中

胚层间充质细胞向毛细血管分化 部分新形成的毛细

血管腔中可见红细胞 亦可见单个间充质细胞胞质突

起围成的单细胞血管腔. 毛细血管内皮细胞结构完整

未见明显改变. As2O3 40 mg/L 用药后1 d 2 d 血管

内皮细胞和间充质细胞的改变与对照组基本相同 未

见明显改变. 用药后3 d 部分间充质细胞出现程度不

同的退行性改变 胞膜断裂 胞质中线粒体嵴消失

空泡化 出现髓样小体; 毛细血管内皮细胞出现大小不

一的空泡; 新生毛细血管内皮细胞空泡化 线粒体基质

电子密度增高 部分血管壁缺损; 有些单细胞血管芽的

细胞核常染色质部分溶解 胞质内线粒体空泡化(图2).

图2  CAM新生血管EM观察. A: 生理盐水组毛细血管内皮细胞结构
完整 4 500; B: As2O3组新生毛细血管内皮细胞空泡化 10 500.

图 3  CAM接种SMMC-7721细胞后新生血管光镜观察 200. A:生
理盐水组新生血管明显增多; B: As2O3组新生血管明显减少.

A B

A

B

A

B



2.3 As2O3对CAM接种SMMC-7721细胞后新生血管形

成的影响  CAM 接种7721肿瘤细胞后 生理盐水对照

组可见瘤细胞弥漫分布 有些地方呈团状 诱生的新生

血管较未接种7721肿瘤细胞组明显增多 而As2O3组则

肿瘤细胞较少 分布稀疏 新生血管较生理盐水对照组

明显为少 说明As2O3具有抑制肿瘤细胞诱导新生血管

生成的作用(图3).

表2  As2O3对鸡胚尿囊膜新生血管形成的影响

     新生血管

分组             鸡胚数(个) 剂量(µg/ 鸡胚) 抑制率(%)

     ++      -

生理盐水组         20          20 µL  0       0       20          0

As2O3 40 mg/L组         20         0.8 µg  8       4        8    60.0a

As2O3 20 mg/L组         20         0.4 µg  7       2       11    45.0a

As2O3 10 mg/L组         20         0.2 µg  7       1       12    40.0a

Rg3 250 mg/L组         20         5.0 µg  8       1       11    45.0a

aP <0.01 vs 生理盐水组.

2.4 As2O3对裸鼠人肝癌转移模型肝移植瘤表达VEGF的

影响  生理盐水组VEGF表达率为83.3 而As2O3高

低剂量治疗组则分别为28.6 和42.9 经统计学处理

有显著性差异(P 0.05). 免疫组化实验表明 用CD34

标记的裸鼠移植瘤血管内皮细胞生理盐水组血管密度

较高 血管杂乱无序 而As2O3高剂量组及低剂量组则

肿瘤血管密度明显低于生理盐水组 血管结构较为规

则 血窦样结构少.

3   讨论

As2O3是中药砒霜的主要成分 研究表明该药对肿瘤细

胞有一定的细胞毒作用 并可促进和诱导肿瘤细胞凋

亡 对APL有突出疗效[23]. 我们发现该药对肝癌亦有较

好的作用 能诱导肝癌细胞凋亡 抑制肝癌细胞端粒酶

活性 并有一定的抗肝癌细胞浸润与转移作用[24-35]. 本

结果表明 As2O3的抗转移作用可能与其有一定的抗肿

瘤血管形成作用有关 不同浓度的As2O3均能抑制建株

人脐静脉内皮细胞ECV304的增生 且其抑制作用与时

间和剂量呈一定的相关性 即随着时间的延长 剂量的

增加 其抑制作用不断增强. 鸡胚尿囊膜的实验显示

无论是正常鸡胚绒毛尿囊膜的血管生长还是接种肿瘤

细胞后的血管生长 As2O3均有较显著的抑制作用 且

疗效略优于目前认为有抗肿瘤血管形成作用的国家一

类新药人参皂甙Rg3 其机制与As2O3能损伤形成血管

的原始间充质细胞 使新生毛细血管内皮细胞空泡化

等有关 这提示As2O3抗肿瘤血管形成作用可能是通过

破坏内皮细胞的结构和功能实现的.

        VEGF是血管生成因子和相关因子中特异性最强

作用最大的一种. 我们选择复旦大学肝癌研究所(原上海

医科大学肝癌研究所)孙昉宪 et al [36]所构建的裸鼠人肝

癌高转移模型 LCI-D20 为研究对象 观察As 2O 3对

VEGF基因蛋白表达的影响. 该模型转移率高(100 )

表现为肝内播散 淋巴结和肺转移 类似于临床肝癌患

者 是目前研究人肝癌转移机制及抗转移治疗较为理想

的模型. 本结果显示 As2O3能抑制裸鼠肝移植瘤表达

VEGF As2O3 每日2.0 mg/kg 组和As2O3 3.5 mg/kg组表达

率分别为42.9 和28.6 而生理盐水组表达率为83.3

(P均 0.05) 提示As2O3抑制肿瘤血管形成的作用还

可能与调节VEGF的表达有关.

         As2O3是我国从传统有毒中药砒霜中自主开发的抗

肿瘤新药 自发现该药对肿瘤细胞有诱导分化和促进

凋亡作用以来 围绕其抗癌机制进行了大量的研究 特

别是抗实体肿瘤的研究目前仍是方兴未艾. 本结果提示

As2O3可作为抗肿瘤血管形成药物用于抗肿瘤治疗 特

别是抗肿瘤转移的治疗 但其临床实际疗效如何 尚

待进一步验证.
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Abstract
AIM: To study the synergistic anti-hepatoma efficacy of
arsenic trioxide (As2O3) and matrine in the treatment of
experimental rat hepatocellular carcinoma (HCC) induced
by 2-acetamidofluorene (2-FAA) and to elucidate the pos-
sible mechanisms.

METHODS: SD rats (2 months old) were fed with 2-FAA
for 8 weeks to induce HCC, then treated with As2O3 and
matrine. On day 29, we weighed the liver and counted
liver tumors. The histological changes of the liver were
observed under microscope, and the cellular dynamic
parameters were studied by flow cytometry. Immunohis-
tochemistry (two-step method) was used to observe the
expression of vascular endothelial growth factor (VEGF)
and to show micro-vessel density (MVD) on consecutive
sections. The pathological parameters were analyzed at
the same time. The levels of serum AST, ALT, TBi and DBi
were also investigated.

RESULTS: The number of liver tumors decreased signifi-
cantly in groups treated with As2O3, especially in middle-
dose (1 mg/kg) group (P <0.01). Treatment with As2O3

caused HCC cell death via apoptosis. Necrosis was seldomly
found and apoptosis was common when the dose was
appropriate (1 mg/kg). Proliferation index (PI) decreased
sharply in middle-dose (1 mg/kg) group (P <0.01), but not
in another (0.2 mg/kg) group (P >0.05). However, S phase
fraction (SPF) decreasd dramatically in the two groups, it
reached the top only when the dose (1 mg/kg) was
appropriciate (P <0.01), and it was obviously accompanied
with accumulation of cells in G0/G1 (G0/G1 restriction). The
inhibitory effects of As2O3 on HCC cells were not signifi-

cantly enhanced by matrine. Comparied with single treat-
ment with As2O3 1 mg/kg or 0.2 mg/kg, G0/G1 phase cells
in the group of combination treatment with As2O3 1 mg/kg
or 0.2 mg/kg and matrine 4.2 g/kg did not increased, and
apoptostic cells with fractional DNA content did not in-
creased either. The expression of VEGF and MVD was
significantly lower in middle-dose (1 mg/kg) group (P <0.01)
than that in normal saline group. In comparison with normal
saline group, administration of As2O3 or/and matrine lowered
the levels of AST in serum (P <0.05), but had no effect on
the amount of serum AST, TBi and DBi (P >0.05).

CONCLUSION: Arsenic trioxide inhibits growth of experi-
mental hepatocellular carcinoma in rats induced by 2-
acetamidofluorene, but As2O3 has no obvious effect on the
normal hepatic cells. The mechanisms may involved in
decreasing cell mitosis, accumulating cells in G0/G1 phrase,
inducing apoptosis of tumer cells, and having inhibitory
effects on the angiogeninase through inhibiting vascular
endothelial growth factor. Matrine with As2O3 has not sig-
nificantly synergistic anti-hepatoma effects.

Tan B, Huang JF, Wei Q, Zhang H, Ni RZ. Anti-hepatoma effect and its
mechanism of arsenic trioxide on experimental liver cancer. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(1):32-37

摘要

目的: 研究三氧化二砷(As2O3)对大鼠体内实验性肝癌的治疗

作用及其作用机制.

方法: 选择健康成年封闭群 SD大鼠(2月龄) 以含0. 5 g/L

2-乙酰氨基芴(2-FAA)进行喂饲制备大鼠肝癌模型. 治疗组

以两种浓度的As2O3溶液与复方苦参分别注射于大鼠腹

腔 1次 /d 2 wk 后改为2次 /wk 总给药时间为4 wk;

同时设生理盐水对照组(NS). 治疗4 wk末处死大鼠 获取

肝脏组织和血清; 称肝湿重; 记录肝表面肿瘤结节分布情况;

肝肿瘤组织HE染色后在光镜下观察肝脏组织形态学变化;

流式细胞仪检测肿瘤细胞动力学变化; 并分别应用VEGF多

克隆抗体和F RAg多克隆抗体染色的免疫组化方法检测

致癌组织的血管内皮生长因子(VEGF)和微血管密度(MVD)

表达情况; 并测定血清丙氨酸氨基转移酶(ALT) 谷丙转氨

酶(AST)及总胆红素(TBi)和结合胆红素(DBi)水平.

结果: As2O3治疗组 肝肿瘤结节明显少于生理盐水对照

组 尤以中剂量As2O3治疗组表现最为显著(P <0.01). 免疫

组化显示As2O3治疗组VEGF表达强度及相应的MVD明显

低于生理盐水对照组(P <0.001). 复方苦参和生理盐水对照

组上述各项指标相比差异无显著性(P >0.05). 各治疗组的血

清AST活性明显低于生理盐水对照组(P <0.05) 但各组之



间无显著性差异(P >0.05); 血清ALT TBi 及DBi 水平

各组之间以及与生理盐水对照组差异均无显著性(P >0.05).

结论: As2O3对大鼠肝细胞肝癌生长具有明显抑制作用 并

且对肝功能又无明显毒副作用. 作用机制可能与抑制VEGF

合成间接抗肿瘤血管形成有关. 复方苦参无明显治疗作用.
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0   引言

肝细胞肝癌(hepatocellular carcinoma HCC)是消化系统

常见的肿瘤[1-10] 其恶性程度高 预后差[11-16]. 近年来

已证实砷剂(主要成分三氧化二砷 As2O3)可通过诱导肿

瘤细胞凋亡达到治疗的目的[17-22] 肿瘤生长 转移依

赖于新生血管的形成 而血管内皮生长因子(vascular

endothelial growth factor VEGF)与肿瘤新生血管的形成

有关 但As2O3对实验性HCC  VEGF的表达和微血管密

度(micro-vessel density MVD)的影响的研究国内尚未

见报道. 我们通过建立大鼠肝癌模型并给予As2O3治疗

后分别应用VEGF多克隆抗体及F RAg多克隆抗体染

色的免疫组化方法检测HCC的MVD 研究As2O3对体

内HCC的治疗作用及其作用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  选取 封闭群SD大鼠(2月龄)100 只 体重

140-180 g (由南通医学院实验动物中心提供) 喂饲的

颗粒饲料中拌入浓度为0.5 g/kg的致癌剂2-乙酰氨基芴

(2-FAA 购自美国Sigma公司) 所有SD大鼠均以恒

环境饲养. 致癌3-5 wk大鼠死亡较多 其中4 wk开始

死亡的大鼠尸体解剖均发现肝脏表面有肉眼可见的白色

结节 病理证实呈明显的异型性改变 并且随造模时间

的延长结节数量及大小亦呈增加趋势. 8 wk末100只大

鼠仅50只存活. 9 wk开始所有大鼠均喂饲正常颗粒饲料.

1.2 方法  将上述50只致癌大鼠按体重大小均衡地分为

四组: A组 用中剂量As2O3 (1 mg/kg)(亚砷酸注射液

哈尔滨伊达药业有限公司生产)治疗 按1 4与生理盐

水的体积稀释后腹腔注射 1次/d 2 wk后改为2次/wk;

B组 用小剂量As2O3 (0.2 mg/kg)治疗; C组 应用复方

苦参(山西金晶药业有限公司惠赠)治疗 剂量为4.2 g/kg

质量 给药途径和给药时间同上; D组 以生理盐水

1.5 ml/kg质量 治疗方法同上. 治疗开始后每日观察大

鼠用药后情况及反应 每周称体重并按体重变化调整

用药剂量. As2O3治疗剂量的选择以As2O3治疗人白血病

的剂量为依据(10 mL/d) 按人与大鼠间体表面积折算的

等效剂量等值表[23]计算得出 以此为中等剂量(1 mg/kg)

并同时得出小剂量(0.2 mg/kg). 复方苦参剂量的选择根据

药理实验小鼠化疗剂量(6.4 g/kg) 按小鼠与大鼠体表

面积折算的等效剂量比[23]值表计算得出. 治疗满 4 wk

时 分别处死大鼠 尽量手术获取肝肿瘤结节 肿

瘤结节固定于40 g/L中性甲醛中 进行形态学和免疫

组化检查.

1.2.1 病理组织学检查  取 40 g/L甲醛液前固定后的肝

组织 再以150 mL/L酒精甲醛后固定 经无水酒精脱水

浸蜡 包埋 机器切片4 µm 烘干 二甲苯脱蜡 蒸
馏水洗涤后进行常规HE染色. 光镜标本在光镜下观察肝

脏组织学变化. 观察肝组织内肿瘤形成情况及细胞凋亡

形态学变化 并用OLYMPUS BH2BHS-313显微摄影显

微镜进行摄像.

1.2.2 免疫组化检测  分别应用VEGF多克隆抗体和F

RAg多克隆抗体染色的免疫组化方法检测致癌肿瘤组织

的VEGF和MVD表达情况. Vascular Endothelial Growth

Factor (VEGF)Ab-1兔多克隆抗体(购自Neomarkers 公

司) 二步法免疫组化检测试剂PV-9000(北京中山生

物技术有限公司). F RAg多克隆抗体(北京中山生物

技术有限公司). 冰冻切片机(购自LEICA CM3050S) (1)

VEGF 免疫组化学染色 按北京中山生物技术有限公

司二步法免疫检测试剂盒的操作步骤执行 每次染色

过程 均以PBS代替一抗作阴性对照 已知阳性切片

作阳性对照. VEGF以肿瘤细胞胞质内出现棕黄色颗粒

为阳性 参照王影 et al [24]标准 每张切片分别观察10

个高倍视野(200 ) 每个高倍视野计数100个细胞的

免疫染色阳性细胞数 计算出每张切片的阳性细胞百

分数并分为五个等级 低于10%为阴性( ) 高于或

等于10%为阳性 其中10-25%为 + 26-50%为 ++

51-75%为 +++ 76%以上为++++; 再将阳性细胞所

占百分比打分: 0 分为小于或等于 10 1 分为 10-

25% 2 分为 26-50% 3 分为 51-75% 4 分为大于

或等于76%. 每张切片有2名病理医师双盲观察. (2)MVD

免疫组化学染色 按北京中山生物技术有限公司二步法

免疫检测试剂盒的操作步骤执行 每次染色过程 均以

PBS代替一抗作阴性对照 已知阳性切片作阳性对照.

MVD的计数参照Weidner (Am J Pathol 1995;147:9-15)报

道的方法 先在低倍镜(100 )下观察切片以确定肿

瘤内血管密度最高处为检测区 再在高倍镜 (400

0.1885 mm2/视野)下 以与周围肿瘤细胞和结缔组织成

分明显区别的任何一个棕黄色染色的内皮细胞或幼稚

内皮细胞(核不规则或无)形成的或细胞丛作为 一个

血管 只要结构不相连 其分支结构也作为 一

个血管 计数 有肌层及明显管腔的血管均不计数.

记录3个视野内的微血管数 取其平均数作为标本的

MVD值.

1.2.3 血清酶学检查血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)活性测

定  采用 2 4二硝基苯腙显色法(赖式法)检测. 主要试

剂: 丙氨酸氨基转移酶(ALT)测定试剂盒(购自上海玉兰

生物技术研究所). 血清谷丙转氨酶(AST)活性测定:  采用

比色法检测. 主要试剂: 谷丙转氨酶测定试剂盒(购自上

海玉兰生物技术研究所). 血清总胆红素和结合胆红素测
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定 采用卫生部临检中心推荐方法(J-G法). 主要试剂: 血

清总胆红素和结合胆红素测定试剂盒(购自上海玉兰生

物技术研究所).

        统计学处理  实验数据用 sx ±  表示 采用EXELL
和STATA7.0统计分析软件进行数据处理 采用单因素

方差分析等 P <0.05 被认为差异具有显著性.

2   结果

在中剂量三氧化二砷治疗的第1 wk 有个别 SD大鼠

有一过性呼吸急促 心跳加快 四肢末梢紫绀 约6 h-

1 d后自行恢复. 另外各治疗组及对照组腹腔注射的局部

出现皮肤硬结 每天更换腹腔注射部位可避免皮肤硬

结的形成.

2.1 形态学改变  致癌大鼠的肝脏与正常大鼠相比较

颜色偏灰白 肝脏质地变硬 切面结节内偶有出血坏死;

体积和重量均明显增加 肝表面呈多发结节样改变 大

小不一 直径多在1-6 mm之间 其中生理盐水对照组

有一个结节直径达9 mm; 部分肝叶上结节呈弥漫分布

生理盐水对照组中表面弥漫分布的结节多为粗颗粒状

且累及叶数多; 相比而言 As2O3治疗组中结节弥漫分布

于肝叶的数量少 范围小 且多呈细颗粒状; 其他各组

界于二者之间(表1).

表1  肝脏表面肿瘤结节数量的变化

                直径2-4 mm结节数  直径>4 mm结节数  弥漫性分布肝叶数

分组     n    (平均结节数 /只)    (平均结节数 /只)    (平均肝叶数 /只)

A组      8         0 (0)                   1 (0.13)                        0 (0)

B组      9             50 (5.56)                   9 (1.00)               17.5 (1.94)

C组      8          137 (15.22)                 13 (1.44)                  29 (3.22)

D组      8          223 (24.78)                 49 (5.44)                  39 (4.33)

        在治疗4 wk末 A组有5只大鼠肝脏表面未找到

肉眼可见的结节 D组有3只大鼠肝脏表面未找到肉眼

可见的结节 而同期生理盐水对照组肝脏表面均见有

结节分布 可见弥漫分布于肝叶的结节 仅1只大鼠肝

结节呈散在分布(图1 2). 各治疗组治疗4 wk末 A组

大鼠肝表面肿瘤结节数及弥漫性分布肝叶数与B C组

相比差异具有显著性(P <0.05) B 组与C组相比差异

无显著性(P >0.05)  A组与F组相比差异具有极显著性

(P <0.01). 各组2-FAA致癌的SD大鼠肝脏组织显微镜

下可见肝细胞变性 卵圆细胞增生 汇管区炎症细胞浸

润 结缔组织增生 有大小不等的再生结节和癌巢结节

形成. 其中生理盐水对照组有较广泛炎症细胞浸润和假

小叶形成 肝细胞癌变形成较多的癌巢结节. A组治疗

组病理改变明显轻 汇管区炎症细胞浸润少 再生结节

相对较多 部分细胞出现异型性改变 但癌巢结节少或

偶见(图 3). 治疗组中部分肝癌细胞呈现凋亡特征 凋

亡细胞与周围细胞分离 呈圆形或卵圆形 胞膜完

整 核染色质固缩 边集或碎裂 形成大小不等的

胞内小体 胞质皱缩 嗜酸性增加 周围无炎性细

胞浸润(图4). 复方苦参治疗组病理改变界于二者之间.

2.2 免疫组化检测结果

2.2.1 VEGF表达的分布及强度  组 例中VEGF表达

阳性 例(4/8 50 ) 多为+ 4例阴性(图 7 8) 积

分与D组相比有显著性差异(P <0.05) 但与其他各组

相比差异无显著性(P >0.05); 在生理盐水对照组则全部

阳性 多为++ - +++(图9 10); 其他各组界于二者之间

各组之间及与D组相比无显著性差异(P >0.05 表 2).

阳性表达的癌细胞多见于浸润到间质的癌巢中 呈灶

性或弥漫分布. 在组织附近的血管内皮细胞也可见阳性

反应.

表2  VEGF MVD表达强度

         VEGF
分组 n     积分       MVD
             +      ++ +++ ++++

8       4       3       1      0      0       0.63 0.74a       15.75 3.99bd

9       1       5       2      1      0       1.33 0.87        28.22 9.28b

8       1       1       3      3      0       2.00 1.07        41.13 7.70

8       3       4       0      1      0       2.44 0.88        47.44 13.41

aP <0.05 bP <0.01, vs D组; dP <0.01, vs C组.

2.2.2 MVD的检测结果  F RAg免疫染色定位于肝癌

组织中微血管内皮细胞. 癌区组织中微血管形态不规

整 分布不均 癌灶边缘血管最密集 呈簇状 部分呈

分芽状(图11 12). As2O3治疗4 wk后 肝组织中微血

管管腔相对规则 中剂量As2O3治疗组所得组织中则分

布较少而均匀. 除 组差异无显著性(P >0.05)外 其他各

组均明显低于生理盐水对照组(P <0.001); A和 组

和 组(P >0.05); 极显著低于 组(P <0.001) 组也

较 组明显低下(P <0.001 表 2).

2.3 肝功能改变情况  在 4 wk的治疗过程中 各治疗组

与生理盐水对照组相比 ALT TBi DBi的差异均无显

著性(P >0.05) AST均低于生理盐水对照组(P <0.05)

AST ALT TBi DBi 在各治疗组差异均无显著性

(P >0.05 表 3 ).

表3  AST ALT TBi DBi 的变化( sx ± )

分组       AST(µ/L)         ALT(µ/L)           TBi(µmol/L)      DBi(µmol/L)

A组   61.46 9.46a 31.65 9.25    0.52 0.11  0.35 0.15

B 组   63.75 20.40a     34 12.58        0.62 0.27      0.40 0.24

C 组   61.18 13.00a 33.45 16.44        0.51 0.14      0.30 0.12

D组 108.98 29.86       40 16.12        0.47 0.13      0.60 0.28

aP <0.05, vs D组.
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图1  实验4 wk末生理盐水对照组肝脏大体观.

图2  实验4 wk末中剂量三氧化二砷治疗组肝脏大体观.

图3  实验4 wk末生理盐水对照组的组织学改变(HE×10).

图 4  实验4 wk末中剂量三氧化二砷治疗组的组织学(HE×10).

图 5  实验4 wk末生理盐水对照组VEGF强阳性表达(×10).

图 6  实验4 wk末生理盐水对照组VEGF强阳性表达(×20).

图 7  实验4 wk末中剂量三氧化二砷治疗组VEGF弱阳性表达(×10).

图 8  实验4 wk末中剂量三氧化二砷治疗组VEGF弱阳性表达(×20).
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图9  实验4 wk末生理盐水对照组FVIIIRAg强阳性表达(×10).

图 10 实验4 wk末生理盐水对照组FVIIIRAg强阳性表达(×20)

图 11 实验4 wk末中剂量三氧化二砷治疗组FVIIIRAg弱阳性表达(×10).

图12 实验4 wk末中剂量三氧化二砷治疗组FVIIIRAg弱阳性表达(×20).

3   讨论

对于不能手术切除的HCC 的药物治疗的有关报道很

多 治疗效果都不太理想 常由于严重的毒副作用 患

者耐受性差. 目前认为血管生成与实体肿瘤的发生 发

展有着密切联系. 从血管新生的角度探讨肿瘤的发生和

发展规律 将有可能阐明肿瘤的发病机制 并为肿瘤的

治疗开辟新的途径. HCC与所有实体肿瘤一样 肿瘤细

胞旺盛的代谢 增生需要充足的血液供应 肿瘤新生血

管形成与肿瘤发生 发展及预后密切相关. 肿瘤血管生

成是一个非常复杂的过程 他是有多种血管生成因子

(包括正 负调节因子)间相互协调的结果. 目前 已识

别的新生血管形成因子较多 VEGF是其中最重要的一

种 他能增加血管通透性 促进内皮细胞增生 对活体

血管形成有强烈的诱发作用. 在肿瘤的生长过程中 肿

瘤细胞分泌血管生长因子的急剧增加 能够显著增加肿

瘤血管形成 加速肿瘤演进过程 表现出转移特征[25, 26].

实验从VEGF 和MVD 的检测结果可以看出经中剂量

As2O3作用后VEGF和MVD的表达强度均明显减弱 即

表明As2O3能通过抑制VEGF合成间接抗肿瘤血管形

成 以中剂量As2O3治疗组降低为著. 本实验还表明单

用复方苦参对HCC无明显抑制VEGF合成间接抗肿瘤

形成作用.

        本实验中As2O3对大鼠形态学上改变亦能用其在细

胞动力学方面的作用得到合理解释. 大体观察发现As2O3
治疗组肝脏表面平均结节数及平均弥漫分布肝叶数少

于生理盐水对照组 以中剂量As2O3治疗组表现为著. 我

们发现 各治疗组的HCC大鼠血清AST活性低于生理

盐水对照组 各组HCC大鼠血清ALT活性差异无显著

性 说明As2O3和复方苦参对肝细胞无明显毒副作用.

        总之 人们对As2O3的抗肿瘤作用机制的认识已进

入一个崭新的阶段. As2O3因其对HCC增生的有效抑制

以及诱导凋亡的作用 又可通过抑制VEGF合成间接抗

肿瘤血管形成 加之中剂量又无明显的毒副作用 故有

望成为治疗HCC的一个依从性较好的有效药物 这为

肝癌的综合治疗有开辟了一个新的领域.
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Abstract
AIM: To study the damage to liver function after transcatheter
arterial chemoembolization (TACE) with use of low-dose
and conventional-dose of anticancer drugs in patients with
hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: One hundred and twelve patients with unresectable
HCC were randomly divided into two groups to receive
superselective TACE. Patients in group A (n =52) received
low-dose anticancer drugs: 2-4mg mitomycin C (MMC) was
used when the tumor was less than 5cm in size, while 4-
6 mg MMC and 10 mg epirubicin (EPI) were given if tumors
were between 5 cm and 8cm in diameter, and 6-8 mg
MMC, 10 mg EPI and 100 mg CBP were employed when
tumors were larger than 8 cm. Patients in group B (n =60)
were given conventional-dose of anticancer drugs (10 mg
MMC, 40 mg EPI and 300 mg CBP). Lipiodol-anticancer-
drugs emulsion was injected into the feeding arteries of
tumors followed by gelfoam or polyvinyl alcohol (PVA)
particles embolization. Liver function was evaluated with
Child-Pugh scores, total bilirubin levels (TBIL), albumin
(ALB) and alanine aminotransferase (ALT) before TACE, 3
days, one-week and 4 weeks after procedures.

RESULTS: There was no significant difference between
groups A and B in all baseline parameters (Child-Pugh

scores, TBIL, ALT and ALB) before TACE (t =0.722, 0.962,
0.725 and 0.872 respectively, P >0.05). In group A, Child-
Pugh scores, TBIL and ALT increased significantly 3 days af-
ter TACE (t = 5.319, 6.707 and 7.355 respectively, P <0.01)
and significant difference were exhibited between baseline
and parameters 1 wk after TACE (t =2.243, 4.774 and
2.568 respectively, P <0.05, P <0.01 and P <0.05
respectively). ALB was found significant decrease 3 days
and 1 wk after TACE in group A (t =2.704 and 7.120
respectively, P <0.01). The difference between the param-
eters obtained 4 weeks after the procedure and baseline
parameters was not significant in group A (t =1.890,
0.167, 0.396 and 1.273 respectively, P >0.05). In group B,
statistical differences exhibited between the four baseline
parameters and those 3 d after TACE (t =8.859, 8.203,
9.820 and 3.463 respectively, P <0.01), and baseline param-
eters versus those 1 wk after the procedures (t =4.645,
6.774, 8.747 and 9.798 respectively, P <0.01). The difference
between the parameters (Child-Pugh scores, TBIL, ALB)
obtained 4 weeks after TACE and baseline parameters
was significant (t =2.603, 2.361, 8.881; P <0.05, P <0.05,
P <0.01 respectively), while no significant difference was
observed in ALT(t =1.596, P >0.05).

CONCLUSION: Superselective TACE with use of low-dose
anticancer drug(s) induces transient impairment to liver
function, but it can cause lasting, more serious worsening
of liver function with use of conventional-dose of anticancer
drugs.

Lu W, Li YH, He XF, Chen Y, Zhao JB. Changes of liver function after
transcatheter arterial chemoembolization with use of different dose of
anticancer drugs in hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(1):38-41

摘要

目的:  探讨肝癌患者经导管肝动脉栓塞术(TACE)中化疗药

物用量对肝功能的影响

方法: 112例肝癌患者随机分为两组行选择性TACE A组

(n =52)给予小剂量化疗药物: 肿瘤瘤径小于5 cm者给予丝裂

霉素(MMC) 2-4 mg 在5-8 cm之间者给予MMC 4-6 mg

表阿霉素(EPI) 10 mg; 大于 8 cm者给予MMC 6-8 mg

EPI 10 mg 卡铂(CBP) 100 mg; B组(n =60)给予常规剂量

化疗药物(丝裂霉素10 mg 卡铂300 mg 表阿霉素40 mg)

经导管向供血动脉内注入碘油-化疗药物乳化剂 随后用

明胶海绵粒或聚乙烯醇(PVA)微球栓塞供血动脉 TACE术

前 术后3d 1 wk 4 wk分别行肝功能检查 比较总胆红

素(TBIL) 白蛋白(ALB) 谷丙转氨酶(ALT)及Child-Pugh

评分的变化情况



结果: 两组术前各指标(Child 评分 TBIL ALT ALB)

均无显著差异(t 值分别为0.722 0.962 0.725和 0.872

P均>0.05) A 组术后3 d Child 评分 TBIL ALT 均

显著升高(t 值分别为5.319 6.707 7.355 P均<0.01)

A组术后1 wk Child 评分 TBIL ALT与术前比较有

显著差异(t 值分别为2.243 4.774 2.568 P分别<0.05

P <0.01 和 P <0.05) A组术后3 d和 1 wk ALB较术前

显著下降(t为2.704 和 7.120 P均<0.01) 术后 4 wk

A 组所有参数均与术前没有显著差异(t值分别为 1.890

0.167 0.396和 1.273 P均>0.05); B组术后3 d和 1 wk

Child 评分 TBIL ALT和ALB与术前相比均显著差异

( t 值分别为 8.859 8.203 9.820 3.463 和 4.645

6.774 8.747 9.798 P均<0.01) 术后 4 wk B 组

除ALT 与术前没有显著性差异(t =1.596 P >0.05)外

Child-Pugh TBIL和ALB仍与术前有显著差异(t分别为

2.603 2.361  和 8.881 P分别<0.05 P <0.05 P <0.01)

结论: HCC超选择TACE中 使用小剂量化疗药物引起短

暂的 一过性肝功能损害 而应用常规剂量化疗药物可导

致更为持久 严重的肝功能损害

卢伟, 李彦豪, 何晓峰, 陈勇, 赵剑波. 肝癌患者不同剂量化疗药物经导管动脉
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0   引言

众所周知 肝动脉TACE在控制肿瘤生长的同时 又

不可避免地带来肝功能的损伤. 尽管许多患者TACE后

肝功能损伤是短暂的 短期内(4 wk)可以恢复到术前水

平 但仍有相当多的患者出现不可逆肝功能损伤 少数

甚至出现急性肝功能衰竭 尤其经过多次TACE后肝功

能损伤明显 肝硬化加重 许多患者最终死于肝衰竭或

肝硬化的并发症[1]. 经导管动脉内化疗栓塞(TACE)中使

用小剂量化疗药物 可取得很好的疗效[2, 3]. 为了进一

步减少肝功能损害 提高患者远期疗效 我们研究小剂

量化疗药物TACE旨在比较TACE中使用小剂量和常规

剂量化疗对肝功能的影响

1   材料和方法

1.1 材料  肝癌患者 112 例 男 107 例 女 5例. 平均

年龄49.6 (20-76)岁. 其中经手术病理或穿刺细胞学证实

者39例 其余均经症状 体征 AFP 增强CT或MRI

动脉造影诊断. 肝功能: Child A级 96例 B级16例. 病

期Okuda 87例 25例 摒除小肝癌或可以通过手

术切除的患者 肝功能严重异常如 Child 分级C级或

Okuda 期的患者

1.2 方法  动脉造影后随机分两组行肝动脉TACE治疗

A组(n =52)给予小剂量化疗药物: 肿瘤瘤径小于5 cm者

给予丝裂霉素(MMC) 2-4 mg; 在5-8 cm之间者给予MMC

4-6 mg 表阿霉素(EPI)10 mg; 大于 8 cm者给予MMC

6-8 mg EPI 10 mg 卡铂(CBP)100 mg; B组(n =60)给予

常规剂量化疗药物(MMC 10 mg CBP 300 mg EPI 40 mg).

均超选择插管至肿瘤供血动脉(必要时使用微导管)内注

入碘油-化疗药物乳化剂 必要时再用明胶海绵或聚

乙烯醇(PVA)微球做供血动脉栓塞直到动脉血流停滞. 是

否再次行TACE治疗根据CT AFP和肝功能检查. 两

组患者一般情况 栓塞方法 碘油用量以及治疗次数

二者间一般资料和治疗措施没有明显差异 具有可比

性(表 1). TACE 术前 术后3 d 1 wk 4 wk 分别行

肝功能检查 包括总胆红素(TBIL) 白蛋白(ALB) 谷

丙转氨酶(ALT) 凝血酶原时间(PT)等 并根据TBIL

ALB PT 腹水和脑病情况评定Child-Pugh 分级和评

分 比较两组患者TACE前后各时间点肝功能变化情

况 以及两组间治疗前 后的差别

表1  HCC患者112例的基本情况

项目 小剂量组(n =52) 常规剂量组(n =60)

性别(男 /女)          50/2      57/3

年龄(岁)    48.5 11.4 50.6 12.3

肿瘤大小(cm)    8.29 2.97 8.42 2.76

肿瘤数目(单个 /多个)             47/5      54/6

Child-Pugh分级(例)

   (A/B/C)        47/5/0     54/6/0

Okuda分期(例)

    ( / / )        43/9/0    48/12/0

总胆红素(µmol/l) 16.89 7.38 17.78 6.83

白蛋白(g/l) 36.95 4.82 37.52 3.87

门脉分支癌栓(有 / 无)        48/4        55/5

AFP(正常 /升高)        8/44       13/47

碘油用量 /次(ml)  11.6 4.9  10.7 5.5

栓塞物(PVA/GF)        36/16        40/20

平均栓塞次数(次)   2.05 0.97   2.12 0.76

2   结果

肝癌患者112例共行234次 TACE治疗(42例经过1次

治疗 37 例 2 次 19 例 3 次 9 例 4 次 5 例 5 次)

两组术前肝功能各指标(Chi ld 评分 TBIL ALT

ALB)均无显著差异(t 值分别为0.722 0.962 0.725和

0.872 P均>0.05). 表 2所示两组TACE前后各指标的

变化情况 小剂量组(A组)TACE后 3d Child-Pugh评分

明显升高 由术前的5.8 1.1升至7.0 1.6 二者比

较差异有显著性 (t =5.319 P <0.01). 术后1 wk后Child-

Pugh 评分明显下降 术后4 wk 基本恢复到术前水平

(t=1.890 P >0.05). 常规剂量组(B组)TACE后3 d Child-Pugh

评分明显升高 术后1 wk后Child-Pugh评分逐渐下降

但术后4wk仍与术前有显著性差异(t =2.603  P <0.05)

        无论是A组还是B组 TACE后Child评分升高的

主要原因均为TBIL的升高和ALB的减低. 早期TBIL升

高明显 术后3 d达到高峰 随后下降. A组下降速度
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较快 4 wk可恢复到术前水平(t =0.167 P >0.05); 而

B组术后 4 wk TBIL 仍高于术前 差异有显著性意义

(t =2.361 P <0.05) ALT的变化规律大致与TBIL一

致 术后 4 wk 两组均接近术前水平

        ALB的变化虽然变化较为迟缓 但持续时间较长.

两组术后ALB均下降明显 小剂量组术后1 wk降到最

低(t =7.120 P <0.01) 术后 4 wk虽然明显回升 接

近术前水平(t =1.273 P >0.05). B 组呈持续性下降趋

势 术后4 wk仍保持在较低水平(t =8.881 P <0.01)

        A组 2例患者由Child A级转为Child B级 1例由

Child B级转为C级 B组有5例Child A级变为Child

B级 3例患者由Child B级变为Child C. B组 1例患者

出现严重肝功能恶化 黄疸加深 腹水加重 ALT明显

升高或保持低水平(胆酶分离) Child评分由术前8分升

为11分 随后出现肝性脑病 肝肾综合征 酸碱平衡

紊乱 于TACE后1 mo内死亡. A组未见急性肝衰发生

表2  两组 TACE 前后Child 评分 TBIL ALT ALB 的变化

      Child-Pugh评分 TBIL(µmol/L)       ALT (µkat/L)                ALB(g/L)

小剂量组 术前 5.8 1.1 16.9 7.4        0.96 0.85 37.0 4.8

术后3d 7.0 1.6 b 30.3 19.3 b        3.43 2.59b 35.1 5.2 b

n=107 术后1wk 6.2 1.4 a 24.7 15.2 b        1.97 1.68a 34.1 4.5 b

术后4wk 6.2 1.5 17.6 9.9        1.00 0.53 36.1 4.8

术前 vs 术后3 d  t =5.319   t =6.707            t =7.355   t =2.704

术前 vs 术后1 wk  t =2.243   t =4.774            t =2.568   t =7.120

术前 vs术后4 wk  t =1.890   t =0.167            t =0.396   t =1.273

常规剂量组 术前 5.7 1.0 17.8 6.8        0.89 0.57 37.5 3.8

术后3 d 7.3 1.6b 42.1 32.3b        2.79 2.11b 34.8 4.1b

n =127 术后1 wk 6.7 1.2b 37.7 15.2b        1.64 0.78b 33.2 3.2b

术后4 wk 6.6 1.4a 27.6 18.8a        1.08 0.65 33.5 3.1b

术前 vs 术后3 d  t =8.859    t =8.203            t =9.820    t =3.463

术前 vs 术后1 wk  t =4.645    t =6.774            t =8.747    t =9.798

术前 vs 术后4 wk  t =2.603    t =2.361            t =1.596     t =8.881

aP <0.05, bP <0.01 vs 术前.

3   讨论

经导管注入碘油-化疗药物乳化剂 然后用明胶海绵

颗粒栓塞该动脉是治疗肝癌最常用TACE方法 碘油

选择行沉积在肿瘤血窦 组织间隙及25-150 µm的小
动脉 抗癌药物混在碘油内 使药物能以高浓度并长

时间贮留于肿瘤内缓慢释放 增强了药物的抗癌作用.

光镜和电镜观察发现 碘油大部分以颗粒的形式存在

于癌细胞胞质甚至细胞核内 使癌细胞坏死. 但是

TACE对周围正常肝组织也产生损伤. 研究发现 TACE

后肝功能损伤是影响远期疗效的重要因素. 目前减少肝

功能损伤的方法除了超选择插管行肿瘤供血动脉栓塞

外 还可适当减少碘油及化疗药物用量和延长治疗间

隔时间 减少治疗次数等. 已知许多药物可以造成不同

程度的肝损害 在爆发性肝功能衰竭的患者中 有相

当高的比例(20-50%)与药物有关[4]. TACE后自碘油内释

放的高浓度化疗药物作用于病灶周围肝组织造成肝细

胞变性 坏死. 化疗药物可通过抑制ATP 酶活性 破

坏细胞超微结构(细胞骨架 毛细胆管) 干扰DNA

RNA代谢等 使肝细胞大量坏死 小叶结构紊乱 纤

维组织增生 最终使肝硬化加重 有关TACE中化疗

药物用量存在较大差异 国内常为大剂量的联合应用:

如顺铂(60-80 mg)或 CBP(100-300 mg) 多柔比星(40-

60 mg)或EPI(40-80 mg) MMC(10-20 mg) 5- 氟尿嘧

啶(1 000 mg)等[5, 6]. 人们现已认识到大剂量化疗TACE可

以加重肝功能损伤 使免疫功能下降 因此小剂量化疗

药物成为一种趋势[7]. 小剂量化疗TACE同样可以取得较

好疗效 我们的研究[3]发现 TACE中采用小剂量和常规

剂量化疗药物 其肿瘤细胞坏死和凋亡程度均没有显著

差异. Kamada et al [2]报道TACE中使用小剂量顺铂(41 mg)

的1 a 3 a 5 a和 7 a生存率分别为81% 41% 19%

和13%.因此我们主张TACE中采用小剂量化疗药物

         化疗药物剂量对肝功能的影响研究较少. Caturelli et

al [8]使用小剂量阿霉素(40 mg)行 TACE 结果111例患

者术前与术后4 mo Child-Pugh评分没有明显差异 未

见肝功能分级下降者 但作者并未行对照研究 也未观

察近期肝功能变化 笔者通过随机对照研究在TACE中

化疗药物用量对肝功能的影响 结果显示TACE中使用

小剂量化疗药物可以明显减轻肝功能的损伤 能缩短

肝功能恢复的时间 而常规大化疗剂量肝功能损伤重

持续时间长 不易于恢复甚至会出现肝功能衰竭. 说明

大剂量化疗药物可以明显损伤正常肝组织而使肝储备

功能减退. 尽管常规肝功能检查如TBIL ALB ALT
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PT以及Child-Pugh等可以反应肝功能损伤的情况 但

是对早期肝储备功能损伤的反应仍不够敏感. 因此本研

究发现 虽然两组患者经过首次TACE后肝功指标大

多可以短期恢复 但是经过多次(2-4次)TACE后 大

剂量组的肝功能损伤较小剂量组明显 一部分患者的

损伤是不可逆的 说明化疗药物对肝功能的损伤有累

积效应. Huang et al [1] 报道单乙基甘胺酰二甲苯胺(MEGX)

试验对TACE后的肝功能损伤较常规肝功能检查敏感

可检测有正常功能的肝细胞总数 是预测TACE后是

否出现肝衰竭的显著性因素. 朱顺康 et al [9]发现TACE

后肝硬化血清学指标(透明质酸 人三型前胶原 四

型胶原 层粘蛋白)明显升高 认为大剂量化疗药物可

以造成肝组织的直接损伤 启动肝纤维化 加重肝硬

化 所以为了减少肝组织损伤 保护肝储备功能 延缓

肝硬化进程 应采用小剂量化疗药物 在肝硬化严重

脾功能亢进 腹水 黄疸 ALT升高 白细胞记数偏

低者 减少化疗药物用量尤其重要

        常规剂量组1例患者TACE后出现急性肝功能衰竭

而死亡 该例患者术前Child-Pugh评分为8分 术前

TBIL 22.3 µmol/l ALT 86 u/l ALB30 g/L 有明显
腹水及有较大肿瘤(15 cm). 术后TBIL 211.5 ALT 93

出现腹水加重 肝昏迷 肝肾综合征等 因此术前要选

择适当的病例行TACE 对基础肝功能较差的患者特

别Child-Pugh>8 分 有明显腹水 ALT 升高及肿瘤

巨大者 应尽量避免行TACE 仅在超选择插管的情

况下 使用小剂量化疗行TACE 否则勉强行TACE

将导致急性肝功能衰竭 造成患者早期死亡
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Abstract
AIM: To identify a hypervariable region or a hyperconservative
region in hepatitis B virus (HBV) genome and to study the
pre-X region and the pre-pre-S region.

METHODS: Full-length of HBV genomes deposited in GenBank
were searched and compared for their identity and
homology. According to their sequences, the HBV genomes
of adr or adw serotypes were selected. The Vector 6.0
software was used to compare the identity and difference
among the strains of HBV genomes.

RESULTS: Twenty-eight strains of HBV genome in GenBank
belong to adr serotype HBV genome, and 22 strains belong
to adw serotype. After being compared, the total identity
rates were 76.6% and 73.9%, respectively. There might
be a hypervariable region and a hyperconservative region
in adr serotype HBV genome, with the regional identity
rate of 54.5% and 92.1%, respectively. There might be a
hyperconservative region in adw serotype HBV genome,
with the regional identity rate of 85.0%. Region coding pre-
pre-S gene was popular in the strains. Pre-X region might be
a serotype-specific gene. A2608 C/T and/or C/A2733 T replace-
ment mutation resulted in disability of coding pre-X gene.

CONCLUSION: There may be a hyperconservative region
in HBV genome. Pre-pre-S gene and pre-X gene are wor-
thy of further study.
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摘要

目的: 探讨乙型肝炎病毒(HBV)基因组是否存在高保守区或

高变区 并探讨前-前-S基因和前-X基因的存在方式.

方法: 自GenBank中按血清型搜索符合要求的HBV全基因

组序列 并应用Vector 6.0版软件进行核苷酸序列同源性

的分析和比较.

结果: GenBank中搜索出28个adr血清型和22个adw血清

型HBV病毒株全基因组 比较后发现2种血清型的核苷

酸序列总一致率分别为76.6%和73.9%; adr血清型病毒株

存有高度变异区和高度变异区 一致率分别为54.5%和

92.1%; adw血清型基因组内部含有高度保守区 一致率为

85.0% 不含有高度变异区. 前-前-S区的存在是较为普遍

的现象 而前-X区的编码具有adr血清型特异性特点 在

某些病毒基因组中 因为存在A2608 C/T和C/A2733 T替

换突变 导致其前-X基因编码区起始密码子突变 因此部

分HBV基因组无前-X基因结构区.

结论: HBV基因组内部可能存在高度保守区 前-前-S区

的存在是一个重要的现象 而前-X编码区具有adr血清型

特异性的特点.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)基因组全长在3 200个核苷酸(nt)左

右 为部分双链的DNA病毒. Galibert et al [1-2]于1979年

发表了HBV基因组的第一个全长核苷酸序列 长度为3

182 nt 为 ayw血清型 我国学者[3-4]于1984年报道了

中国大陆流行的adr血清型全基因序列. Gelibert et al最初

的研究将HBV基因组划分出4个开放读码框架(ORF)[5]

分别命名为 S C P X 区 之后又先后发现两个

直接重复序列(DR I和DR II )[6] 四个启动子区和两个

增强子[7-8]. 1993年 Blum et al [9]和Carman et al [10]提出

HBV在患者体内是以准种(quasispecies)形式存在. 多年

来 世界各地对于HBV基因组的一些热点突变区进行

了研究 并部分阐明了这些突变的生物学意义和临床

医学意义. HBV基因组的各个区段的变异速度和程度可

能是不同的. 但是 从整个基因组水平来讲 目前还不

清楚HBV基因组各个区段的保守或者变异是否是一致

的. 随着对HBV全基因组序列的测定以及核苷酸数据



库的积累 使得我们对于HBV全基因组的比较成为可能.

本文参考丙型肝炎病毒(HCV)和人免疫缺陷病毒(HIV)高变

区(hypervariable region HVR)的研究方法[11-13] 对于我们

克隆的5株HBV全基因组 以及GenBank中收录的HBV

全基因组序列进行分析 比较 试图阐述HBV基因组

内是否存在基因序列高变区或保守区.

1   材料和方法

1.1 HBV全基因组的克隆的选择  进入美国国立卫生院

(NIH)网站 在GenBank中搜寻HBV基因组序列 之后

进一步限定血清学分型为adr和adw血清型 将搜寻结

果下载备用 其中也包括本研究组以往报告[14-15]的全基

因组序列.

1.2 核苷酸序列一致性分析  应用Vector 6.0版软件对下

载的存储于GenBank中不同血清型的HBV核苷酸序列

进行比较. 比较前将原存储于GenBank中的HBV基因组

序列进行了初步处理 即参考Gunther et al [16]报告的

HBV排列顺序和我们以前的报告[14-15]的全基因组序列

的排列方式 自DR I(5 -TTC ACC TCT GC-3 )上游3

个核苷酸(TTT)为起始点 以第一个T为记数1 之后将

所有参加比较的序列重新排列 即各序列均以5 - TTT

TTC ACC TCT GC-3 为开始 统一排列 保证了各序

列之间的可比较性.

        该软件比较后提供两个数据: 阳性率和一致率 阳

性率是选定区域推定序列的核苷酸序列数目与区域总

长度之比 推定序列是软件自动比较所有序列 参考每

个核苷酸位点上每个克隆的编码方式 由大多数克隆

(多于70%)编码的核苷酸组成的一致性序列 阳性率用

于展示区域内部的插入突变或/和缺失突变 以及较少

见的单一位点多种核苷酸编码方式; 一致率是选定区域

全部克隆均为一致的核苷酸数目与最长的单一克隆核

苷酸序列数目之比 表示该段区域核苷酸序列一致

性 用于展示区域内部的替换突变或 /和缺失突变. 各

区段之间的划分是在计算机软件比较的基础上 人为

划定的 最短的分区至少大于200 nt 不选择阳性率小

于97%的区域 因为这提示该段内有较长的缺失突变.

1.3 前-X区及前-前-S区开放读码框架(ORF)的判读

将本研究组最近发现的前-X区[17]和前-前-S区[18]基因

序列加入到上述比较序列中 主要用于筛检出新的编

码前-X区和前-前-S区已知克隆.

2   结果

2.1 在GenBank中搜寻的HBV基因组结果  以往的研究[14-15]

我们获得了5个HBV全基因组克隆 分别命名为G683-

A1 G683-A2 G683-A3 G376-A6和G376-A7 测序

结果在NIH GenBank 中的序列号分别为AF363961

AF363962 AF363963 AF384371 和 AF384372 均

为adr血清型. 经过在GenBank中按不同血清型进行搜寻

获得的adr血清型28个克隆 最长的克隆长度为3 215 nt;

另 23个克隆序列号如下: D12980 D00630 X14193

D16665[19] AY123041[20] AB033550[21] AF458665

AF411412 AF458664 AF411410 AF411409

AF411408 AB042285 [22] AB042284 AB042283

AB026815 [23] AB026814 AB026813 AB026812

AF286594 M38636 AF068756 V008676 其中来

自中国大陆11例 日本13例 韩国3例 泰国1例.

       adw血清型搜寻结果共22个克隆 最长的克隆长

度为3 221 nt 其克隆号如下: AY152726 AB059661

X51970 D00331[24] D00330 AB033553[21] AB033552

AB033551 M57663[25] AB033557 M54923 AB033555

AB033554 AF282918 AF282917 AF100309 AF100308

X98077 AB059660 AF537372 AY034878 AF536524

其中 来自中国大陆4例 美国6例 日本7例 瑞士1

例 印度尼西亚3例 Goettingen 1例.

2.2 核苷酸序列的一致性分析  按克隆G683-1(AF363961)

为比较的参照标准 即以5 - TTT TTC ACC TCT GC-3

为开始 各ORF的位置如下: 前-C/C基因位置为3 209-

3 215 nt和 1-632 nt P基因位置为487-3 018 nt 前 -

S1 前-S2和S基因位置为1028-2230 nt X基因为2 769-

3 215 nt和1-18 nt; 另前-X区基因位于2 601-2 768 nt

前 -前-S区基因位于893-1 027 nt. 按不同血清型进行

的一致性比较结果见表1和表2 所选择序列群组中

adr 血清型的病毒株总一致率为76.6% adw血清型的

病毒株总一致率为73.9%; adr 血清型1 451-1 883 nt 区

域的阳性率为100% 一致率为92.1% 提示为高保守

区 相应的 adw血清型1 585-2 165 nt 区域的阳性率

为99.7% 一致率为85.1% 相对于总一致率的73.9%

该段相对较为保守.

表1  HBV adr 血清型基因组序列一致性比较结果

阳性率(%) 一致率(%)

      1-782      100      80.2

   783-1 450      99.9      54.5

1 451-1 883      100      92.1

1 884-3 012      99.2      83.4

3 013-3 218      100      67.0

总计      99.7      76.6

表2  HBV adw血清型基因组序列一致性比较结果

阳性率(%) 一致率(%)

     1-221      100      80.5

  222-1 584     97.9      67.8

1 585-2 165     99.7      85.0

2 166-2 539     98.9      69.3

2 540-3 217     99.3      77.0

总计     98.8      73.9

        adr血清型783-1 450 nt 区域阳性率为99.9% 一
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致率为54.5% 较总一致率76.6%明显为低 我们初

步将此区定义为HBV adr 血清型的高变区; adw血清型

222-1 584 nt 区域阳性率为97.9% 一致率为67.8%

较总一致率73.9%略低.

2.3 前-前-S区和前-X区比较结果  将文献[17]和[18]

中推断的前-前-S和前-X区基因序列输入软件中进

行编码分析 结果发现: adr血清型28个克隆中 27个

克隆在前-前-S区起始密码子处编码为ATG 仅有来

自泰国的克隆AF068756在起始密码子编码为ATA; 这

27个克隆之后自起始密码子ATG至前-S1基因起始密

码子ATG之间的区域共135 nt 中间无终止密码子 提

示27个克隆均编码前-前-S基因. adr血清型28个克

隆中 25个克隆在前-X区起始密码子处编码为ATG

中国上海Wen et al报告的6个HBV全基因组病毒株中

2个病毒株(AF458665和AF41108)编码CTG 泰国病毒

株AF068756 在此位点的编码为TTG 即此位点发生

A2608 C/T替换突变; 前-X区起始密码子处编码为ATG

的25个病毒株中 14株自起始密码子ATG至X基因起

始密码子ATG之间的区域的168 nt 中无终止密码子

提示这14个克隆均编码前-X基因; 另11株克隆在2733

位点表现为C/A2733 T的替换突变 导致编码终止密

码子TGA. adr血清型28个克隆中前-前-S区的阳性率

为100% 一致率为85.2%; 前 -X区阳性率为99.4%

一致率为81.5% 比 adr 血清型总一致率的76.6%高.

        adw血清型22个克隆中 16个克隆在前-前-S区

起始密码子处编码为ATG 来自美国的6个病毒株中

有4株(AY152726 AY034878 AF537372和AF536524)

在该位置编码子为AGG 来自Goettingen 的病毒株

(X51970)编码AGG 来自日本的一株(AB033557)编码

ATA. 16个前-前-S区起始密码子处编码为ATG的病

毒株在之后的135 nt 中无终止密码子 提示16个克隆

均编码前-前-S基因. adw血清型22个克隆中前-前

S区的阳性率为98.5% 一致率为 74.8% 与 adw 血

清型总一致率的73.9%极为相近. adw血清型22个克隆

中 在前-X区起始密码子处均不表现ATG 13个病

毒株编码CTG 9 个克隆编码TTG 提示前-X 区可

能是adr血清型特异性的一种表现.

        根据本研究分析结果 将HBV基因组结构图重新

定义如图1.

图1  HBV基因组基因结构修正示意图. 其中adr血清型含有前-X基因, 而
adw血清型不含有前-X编码区; 这两种血清型多包含前-前-S编码区.

3   讨论

本研究组在以往的研究中着重研究了HBV准种现象[14, 15,

26-37] 研究的结果提示HBV在慢性乙型肝炎患者体内是以

准种群形式存在的. 借鉴关于HCV和HIV准种研究的成

果 随之提出的新问题是HBV是否也象HCV和HIV基

因组序列一样存在有序列高保守区或/和高变区 本文

应用新的序列分析软件 利用GenBank中的信息资源

对来自多家实验室的关于HBV基因组的数据进行了比

较分析 结果提示HBV存在有高保守区域.

       目前在美国国立卫生院的GenBank中 存储了200

多个HBV全基因组序列 本研究初始以限定条件搜索

出符合条件的HBV基因组序列共50株 其中adr血清

型28株 adw血清型22株 经过比较发现 28株 adr

血清型的病毒株总一致率为76.6% 22株adw血清型的

病毒株总一致率为73.9% 提示近四分之一的序列位点

表现为编码的多样性 基因位点包括替换 缺失和插入

突变等多种突变形式. 我们又进一步分析了HBV两种血

清型的节段差异性 在计算机软件分析的基础上 人工

的分段展示各区域的一致率 条件是: (1)选择区域至少

大于200 nt; (2)避免选择区域为某一克隆株发生完全缺

失突变的部位; (3)根据一致率最大法或最小法确定区域.

结果发现adr血清型的病毒株可被分为3类区域: (1) 局

部区域一致率远高于总一致率的区域 1 451-1 883 nt

之间的一致率高达92.1% 可将该区域定义为高度保守

区; (2)局部区域一致率与总一致率相近的区域 如1-

782 nt 1 884-3 012 nt 和 3 013-3 218 nt 等区域 一

致率分别80.2% 83.4%和67.0% 与总一致率的差距

在10%以内; (3)局部区域一致率远低于总一致率的区

域 如783-1 450 nt 该段区域的一致率仅为54.5%

可将该区域定义为高度变异区.

        为了解上述在adr血清型病毒株比较的过程中所定

义出的高度保守区和高度变异区 我们又搜索出22株

adw血清型病毒株进行比较 结果未发现上述的高度变

异区 但有区域的一致率远大于总一致率 即1 585-

2 165 nt区 一致率为85.0%; 其余的区域一致率与总一

致率的差异不超出10%. 初步分析认为adw血清型病毒

株不包含基因高度变异区 高度变异区可能是adr血清

型病毒株的一种特异性表现. 结合HBV基因组的ORF

分区 adr血清型的病毒株的高变区涵盖了HBV前-前-

S 区和前 -S 区[38] P 基因的末段结合蛋白和间隔区

而高保守区位于前-S区后半部分和S基因主蛋白的N

端部分 以及P基因的部分间隔区编码基因. adw血清

型病毒株高保守区位于S基因主蛋白的大部分和P基因

的间隔区和逆转录酶区N端部分.

        我们以往的研究[17]在分析所获得的5个克隆[14-15]的

过程中 在X区之前发现还存在一个ORF 长度168 bp

编码56 aa 该多肽分子量约为6.2 kD 有15个疏水氨

基酸 命名该区为前-X区. 早期有学者[39-41]报告了前-

X区的存在 但不认为该现象是一种广泛存在的情况.
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我们针对这50个病毒株的研究揭示: adr血清型28个克

隆中 25个克隆在前-X区起始密码子处编码为ATG

前-X区起始密码子处编码为ATG 的 25 个病毒株中

14株自起始密码子ATG至X基因起始密码子ATG之间

的区域的168 nt 中无终止密码子 提示这14个克隆均

编码前-X基因 另11株克隆发生C/A2733 T的替换

突变 导致前-X区表达被提前终止. adw血清型22个

克隆中 在前-X区起始密码子处均不表现ATG 提

示前-X区可能是adr血清型特异性的一种表现. 不表达

前-X多肽的病毒株均是因为在前-X区起始密码子发

生替换突变 突变形式为A2608 C/T. adr血清型28个

克隆中前-X区阳性率为99.4% 一致率为81.5% 比

adr血清型总一致率的76.6%高 提示此段相对还是比

较保守的. 来自多个研究组的HBV病毒株基因组中均编

码前-X 基因 我们认为这说明前-X 基因是事实存

在 是被忽视的一段重要序列. 被忽略的主要原因在

于: (1)获得的HBV基因组序列的数目尚少 不足以展

示HBV序列的多样性; (2)前 -X区为adr血清型特异性

现象 在既往的研究中缺少对adr血清型HBV基因组

的深入研究; A 2608 C/T 替换突变(AF458665

AF068756等) C/A2733 T替换突变(D12980 D00630

等)以及上述2个位点的双替换突变(AF411408)导致前-

X区多肽表达被终止 HBV编码的X蛋白自然自下一

个ATG开始. 因此针对前-X区域的替换突变的研究仍

需要进一步加强.

        我们以往的研究[18]在分析所获得的5个克隆[14-15]的

过程中 在前-S1区之前发现还存在一个ORF 长度

135 bp 编码45 aa 命名为前-前-S区. 关于前-前-

S基因的存在 本文较以前又进一步进行了分析 发现

研究的50个病毒株中 一共有43个克隆编码前-前-

S基因 不表达的7个克隆中5个克隆在前-前-S区起

始密码子编码ATG处编码AGG 而另2个克隆编码ATA.

adr血清型28个克隆中前-前-S区的阳性率为100%

一致率为85.2% 高于 adr 血清型病毒株的总一致率

76.6%; adw血清型22个克隆中前-前-S区的阳性率为

98.5% 一致率为74.8% 与 adw 血清型总一致率的

73.9%极为相近. 这些数据说明adr血清型病毒株在前-

前-S区(893-1 027 nt)是接近高度保守的 是在高度变

异区(783-1 450 nt)中的高保守区; adw血清型病毒株前-

前-S区的一致率为74.8% 高于该区域(222-1 584 nt)

的一致率 67.8% 也提示前-前 -S 区是相对保守的.

        重新定义S基因和X基因的范围是由于这2个基因

产物在病毒的生活史中起重要作用 而且早先的研究发

现S基因产物[42-43] 截短型S基因产物[44-45]和X蛋白[46-47]

具有反式激活作用 这种作用可能通过激活癌基因导

致肿瘤的发生[48]. 重新定义基因区域的一项重要工作是

确定基因的启动子区域 杨倩 et al [49-50]的研究发现前-

前-S区和前-X区之前的核苷酸序列具有启动子作用

这些研究结果为证实前-前-S区和前-X区的存在提

供了具有说服力的直接证据.

       总之 我们应用现有的计算机软件对GenBank中

存储的50个HBV病毒株全基因组进行了深入分析 结

果发现adw血清型病毒株存有高度变异区和高度保守

区 adr 血清型病毒株基因组内部不含有高度变异区

高度变异区一致率仅54.5% 较总一致率76.6%明显为

低. 围绕前-前-S区和前-X区的研究发现前-前-S区

的存在是较为普遍的现象 而前-X区的编码具有adr

血清型特异性特点 A2608 C/T和C/A2733 T替换突变

是导致前 -X 基因编码失败的主要原因. 结合上述结

果 我们修正HBV 基因结构图见图 1 进一步的分

子生物学和前-前-S区和前-X区抗体流行病学研究

正在进行之中.
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Abstract
AIM: To identify the protein which has unknown function
binding with the preS1 promoter of hepatitis B virus, and
to clone its coding sequence.

METHODS: Yeast one-hybrid system was employed to
screen a human liver cDNA library using 3 copies of SP I
core sequence as a bait, and one unknown gene was
obtained. The coding sequence of the preS1 promoter of
hepatitis B virus specific DNA-binding protein 1 (SBP I) was
cloned by bioinformatics methods.

RESULTS: The coding sequence of SBP1 was cloned
successfully.

CONCLUSION: SBP1 has a complete open reading frame,
and biological functions by binding with SP I. The sequence
similarity results indicate that the human SBP1 is a new
member of transcription factor C/EBPβ.

Hong Y, Cheng J. Cloning of the gene of preS1 promoter of hepatitis B
virus specific DNA-binding protein 1. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;
12(1):47-50

摘要

目的: 发现了与乙型肝炎病毒表面抗原基因启动子 (HBV-

SP )结合的未知功能蛋白 并克隆了他的全长基因.

方法: 以SP 核心序列为 诱饵 应用酵母单杂交技

术对人肝细胞 cDNA文库进行筛选 得到了一个未知基

因 命名为乙型肝炎病毒表面抗原基因启动子 结合蛋白

1(SBP1).结合生物信息学技术 应用分子生物学技术 克

隆了SBP 1的基因编码序列.

结果: 经酶切和测序鉴定 结果正确 成功克隆了SBP 1

的基因编码序列.

结论: SBP 1具有完整的开放读码框 可能通过与SP 的

结合发挥生物学作用.

洪源, 成军. 乙型肝炎病毒表面抗原基因启动子 结合蛋白1的基因克隆化

研究. 世界华人消化杂志  2004;12(1):47-50

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/47.asp

0  引言

乙型肝炎病毒(HBV)一种严重危害人类健康的致病因子[1].

他感染人体除引起急慢性乙型肝炎和肝硬化外 还与

肝癌的发生有密切关系[2-10]. HBV属嗜肝DNA病毒 其

基因组为3.2 kb部分双链的环状DNA. 目前在HBV基因

组中已发现并鉴定的顺式元件有四个启动子 两个增

强子和糖皮质激素应答元件. 其中表面抗原基因含有两

个串联的启动子-SP I和 SP . SP I (2 219-2 780 nt)的

主要作用是调节2.4 kb mRNA的转录 编码表面抗原大

蛋白.研究证实 SP I 含有典型TATA盒序列[11] 其上

游50 bp处为肝细胞特异性核因子1(hepatocyte nuclear

factor 1 HNF1)结合位点[12]. 该结合位点是HBV转录调

节的重要组分 也是HBV嗜肝性的重要原因之一; 另有

证据[13]表明这一位点可能还有其他肝特异因子与之结

合 从而调节2.4 kb mRNA的转录. 为了寻找与SP I结

合的肝特异性转录作用因子 进一步探讨SP I的转录

调节机制. 我们应用酵母单杂交体系[14] 以3重复的SP

I 核心序列为 诱饵 对人肝细胞 cDNA 文库成功

进行了筛选 得到了一个未知基因 命名为SBP1. 结

合生物信息学方法 应用分子生物学技术 克隆了

SBP1的基因编码序列.

1   材料和方法

1.1 材料  大肠杆菌DH5α 肝母细胞瘤细胞系HepG2



48                ISSN  1009-3079   CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 1月 15 日  第 12 卷  第 1 期

为本室保存. 人肝细胞cDNA文库购自clontech 公司

Taq DNA 聚合酶购自鼎国生物公司 限制性内切酶购

自Takara公司. 质粒DNA提取试剂盒及逆转录扩增试剂

盒(Promega公司) 玻璃奶DNA回收试剂盒(博大公司).

引物合成 核苷酸序列测序由上海博亚公司完成.

1.2 方法

1.2.1 饵 载体及酵母报告菌株的构建  根据HBV

ayw全基因组序列以表面抗原前S1区翻译起始点上游

90-64 nt 设计靶序列5 -AGTTAATCATTACTTCCAA

ACTAGACA-3 和 5 -TGTCTAGTTTGGAAGTAATG

ATTAACT-3 的串联三聚体 其片段两端分别加入

EcoR 和Xba 或EcoR 和Sal 限制内切酶识别序

列. 将退火的靶序列分别与各自的载体相连接. 转化大肠

杆菌感受态细胞 挑取在Amp平皿上生长的菌落提取

质粒 构建成重组质粒pHISi-sp1 和 pHISi-1-sp1 和

pLacZi-sp1 经酶切及DNA测序鉴定. 将 pHISi-sp1和

pHISi-1-sp1以Xho I酶切 参照氯化锂酵母转化方案

转化酵母菌株YM4271 取多个克隆转涂于添加了0-

60 mmol/L 的 3-AT SD/-His 平板 30 培养 7 d.

pLacZi-sp1 以 Nco I酶切线性化后 转化酵母菌株

YM4271 培养于SD/-Ura 缺陷平板 30 培养 7 d.

1.2.2 以酵母报告菌株筛选人肝cDNA文库  以碱裂解

法提取人肝细胞文库质粒. 参照氯化锂酵母转化方案

转化文库质粒入YMSP1-HIS菌株 铺板于含30 mmol/L

3-AT的 SD/-Leu/-His(亮氨酸和组氨酸)缺陷平板上

30 培养7 d后 挑选直径大于2 mm的阳性克隆. 将

阳性克隆以玻璃珠法提取酵母质粒. 转化入大肠杆菌

JM109 感受态细胞 以碱裂解法提取质粒后转化入

YMSP1-LacZ菌株 铺板于SD/-Ura/-Leu (尿嘧啶和亮

氨酸)缺陷平板上.按 clontech克隆提取滤膜反应方案验

证阳性克隆是否有激活酵母报告株 β- 半乳糖苷酶(β-
gal)的活性.

1.2.3 阳性 cDNA 序列的测定及分析  提取阳性克隆

质粒后 以双脱氧终止法测定DNA序列 并将所得

到的序列与GenBank提供的数据库进行同源性比较

拼接.

1.2.4 从人肝癌细胞cDNA中扩增SBP1  肝母细胞瘤细

胞系HepG2以完全DMEM培养基培养 于55 mm培

养皿中100%融合后 提取总RNA 并进行逆转录扩

增. 以该逆转录产物为模板 设计引物5 -ATG CCA

ACA GGC CTG GTC AG-3 和 5 -TCT CCC CTG CAT

GGC AAG TC-3 (设计长度为470 bp) 进行聚合酶链

反应(PCR) 反应产物经10 g/L 琼脂糖凝胶电泳 并

进行测定DNA序列测定.

1.2.5 人 SBP1基因和蛋白质序列的生物信息学分析  利

用在线软件 对于克隆的人SBP1基因序列和蛋白质序

列进行生物信息学分析[15].

2   结果

2.1 酵母报告株的制备  线性化的pHISi-sp1和 pHISi-

1-sp1 质粒转化入YM427l 酵母后 发现有些克隆在

45 mmol/L 3-AT存在下仍能生长 而有些在30 mmol/L

3-AT存在下不能生长 说明不同的报告酵母his3渗漏

表达水平并不一致. 选取在30 mmol/L 3-AT存在下不能

生长的克隆为报告株 命名为YMSP1-HIS. 线性化后的

pLacZi-sp1转化入YM427l酵母 培养于SD/-Ura缺陷

平板. 挑取能在其上生长的克隆作为报告株 命名为

YMSP1-LacZ.

2.2 cDNA文库的筛选  取人肝 cDNA文库质粒20 µg
转化入酵母报告株YMSP1-HIS 铺于20块 150 mm含

30 mmol/L 3-AT的 SD/-Leu/-His缺陷平板上. 30 培

养7 d后 挑选其中直径大于2 mm阳性克隆(共24个)

提取酵母质粒后转化入YMSP1-LacZ酵母报告株 涂

于SD/-Ura/-Leu缺陷平板 30 培养 7 d 进行克隆

提取滤膜反应 3 h内菌落变蓝者即为双阳性克隆. 从24

个单阳性克隆中得到12个双阳性克隆.

2.3 双阳性克隆的测序及计算机拼接  对双阳性克隆进

行测序 并根据GenBank数据库进行Blastn 同源性搜

索和比对 选择其中1个未知基因进行了拼接 发现

其开放读码框长279 bp 编码 93 aa 的蛋白质(图 1).

        ATG CCA ACA GGC CTG GTC AGG CCG CCT GGC ACC TTC CCT CCA TGG
         M    P          T    G    L   V    R    P    P    G    T    F   P    P    W
        GTG CTG TGG AAG AGC TTG GCA CCC GTC TTC CCC TGT GGG CCC   AGC
       V    L   W    K    S    L    A    P    V    F    P    C    G    P    S
        TGC TAT TCG GCA CTG GCG GCG GGC CAG GGC CCC TCG GGG TGC TTT
         C   Y    S    A    L    A    A   G   Q    G    P    S    G    C    F
        AAG GAT GTC GAT GTC AGC ACC AAA CCC TTG TTC TCA ATT AGC GTG
         K    D    V    D    V    S    T    K    P    L    F    S    I    S   V
       TCA CAA ACC CTG GAT TTG ATG CAG CTG GGA AAC CAG CCC ACT   AAC
         S   Q    T    L    D    L    M   Q    L    G    N    Q    P     T   N
       AGA GGC TGC CTC ATC TTC ATG CAG GCA CTG CCA GAT GCA GAA   GAG
            R    G    C    L    I    F   M    Q   A    L    P    D    A    E    E
           GAT GTC TAG
            D    V    *

图 1  乙型肝炎病毒SPI 结合蛋白1(SBP1)的编码序列.
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2.4 获得SBP1全长编码序列  以HepG2细胞系cDNA文

库为模板 PCR反应后经10 g/L琼脂糖凝胶电泳 可

见长度为470 bp 的电泳条带(图 2). PCR产物送测序

结果完全符合SBP1的拼接序列.

图 2  以HepG2 cDNA为模板, PCR扩增SBP1启动子序列.

2.5 SBP1 基因及蛋白的生物信息学分析  将克隆的人

SBP1基因序列 在www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTN同源

序列的比对中 发现本文克隆的人SBP1 基因序列与

clone RP11-6B20 on chromosome 6 基因序列完全同源

因此 可以将人SBP1的染色体基因序列定位于6号染色

体上. 通过同源序列的比对 没有发现内含子(intron)序列.

        应用www.ncbi.nlm.nih.gov/ 中 Swissprot 数据库同源

蛋白质序列的比对 发现本文克隆的人SBP1蛋白质序

列与鸡的CCAAT/增强子结合蛋白 (CCAAT/enhancer

binding protein β C/EBP β)(图 3)的 145-183 aa之间的
序列高度同源. 这一结构同源性序列的比对提示本文克

隆的SBP1 蛋白可能是一种转录调节因子 而且属于

C/EBP β. 因为人的核苷酸序列的数据库中目前还没有
登录的相关序列 因此可以认为本文克隆的人SBP1基

因可能是一种新型的C/EBP β 是这一转录因子蛋白
家族的一个新成员.

>gi|729096|sp|Q05826|CEBB_CHICK CCAAT/ENHANCER BINDING PROTEIN BETA

      (C/EBP BETA) (TRANSCRIPTION FACTOR NF-M) (CCR PROTEIN) Length = 328 aa

     Score = 28.1 bits (61)  Expect = 3.0

   Identities = 15/39 (38%)  Positives = 18/39 (46%)  Gaps = 4/39 (10%)

      SBP1:               9 PGTFPPWVLWKSLAPVFPCGPSCYSAL----AAGQGPSG    43

PG   FPP ++           + PVF            SC    AG   GP  G

      CCR PROTEIN: 145 PGCFPPQIVETKVEPVFETLDSCKGPRKEEGGAGPGPGG 183

图3  人 SBP1蛋白质序列同源性比对结果.

3   讨论

真核生物的转录起始需要转录因子的参与. 结构上 这

些转录因子通常由一个DNA结合结构域和一个或多个

与其他调控蛋白相互作用的激活结构域组成. 酵母GAL4

蛋白即是一种典型的转录因子 研究[16]表明GAL4 的

DNA结合结构域可结合酵母半乳糖苷酶的上游激活位

点(UAS); 而转录激活结构域可与RNA聚合酶或转录因

子TFIID相互作用 提高RNA聚合酶的活性. 在这一

过程中 DNA结合结构域和转录激活结构域可完全独

立地发挥作用. 酵母单杂交系统正是基于这一理论 将

GAL4的DNA结合功能域置换为文库蛋白 当他与我

们导入的 饵 基因结合后 就照常可以通过DNA

激活结构域激活RNA聚合酶 从而启动对下游报告基

因的转录. 这样 只要对酵母细胞内报告基因表达的筛

选 我们就可以对DNA与细胞内蛋白质的相互作用进

行分析. 应用这一系统 既可以寻找DNA结合位点

对DNA结合位点进行分析; 也可以直接从基因文库中得

到编码DNA结合蛋白质的核苷酸序列 无需复杂的蛋

白质分离纯化操作. 本实验采用Clontech 公司首创的

MATCHMAKER酵母单杂交系统[17] 以组氨酸和 β-gal
为报告基因 进行双阳性筛选. 即首先以his3报告酵母

对人肝cDNA文库进行大规模初筛 从中提取阳性克

隆质粒 在大肠杆菌中扩增后 再转入LacZ 报告酵

母 验证 β-gal 的活性 从而使假阳性的可能性尽可
能降低.

        SP I是HBV的一个重要转录元件 调节HBV表面

抗原大蛋白的表达. 对携带HBV DNA的转基因小鼠及

感染HBV的黑猩猩模型的研究[18-27]表明 表面抗原主

蛋白可在不同的组织中表达 而表面抗原大蛋白只在

肝内特异发现 这一结果强烈提示:  表面抗原大蛋白的

表达具有肝特异性 SP I在肝特异性表达中起着关键作

用[28-38]. Chang et al [39]通过应用瞬时转染分析 体外

RNase保护分析等方法 对这一现象的原因进行了研

究 结果显示 HNF1与SP I的结合可能是主要原因. 将

该因子去除后 SP I的转录活性下降了20倍. 同时可

能还有其他肝特异因子参与调节[39-40]. 为了寻找新的肝

特异结合蛋白 了解SP I嗜肝性的原因. 我们以3重复

的 SP  I 核心序列为 诱饵 整合入酵母基因组

构建了酵母报告株; 经加入人肝cDNA文库进行筛选

得到了12个双阳性克隆 其中有3个为未知基因. 经

用计算机分析 拼接后 得到了其中一个未知基因的

编码序列 命名为SBP1. 根据这一序列设计引物 从

人肝癌细胞cDNA文库中PCR扩增得到了SBP1基因序

列. 反应产物经测序完全符合计算机分析结果 这表明



我们已顺利得到了SBP1编码序列. 这一结果为我们下

一步继续研究SP I的转录调控机制及验证SP I和 SBP1

的体内 外结合作用打下了良好的基础. 但目前新基因

的生物学作用和在HBV致病机制中的作用和地位尚不

明确 需要进一步对其进行生物学功能的研究 以阐

明新基因的生物学意义.
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Abstract
AIM: Human gene 5 transactivated by nonstructural protein
5A of hepatitis C virus (NS5ATP5) is a kind of protein with
unknown function from the study with suppression sub-
tractive hybridization (SSH). To investigate the biological
function of NS5ATP5, we performed yeast-two hybrid to
seek for proteins in leucocytes interacting with NS5ATP5.

METHODS: NS5ATP5 bait plasmid was constructed by li-
gating the gene of NS5ATP5 into pGBKT7, then transformed
into yeast AH109 (a type), the transformed yeast mated
with yeast Y187 (α type) containing leucocyte cDNA library
plasmid in 2×YPDA medium. Diploid yeast was plated on
synthetic dropout nutrient medium (SD/-Trp-Leu-His-Ade)
containing x-α-gal for selection and screening. After ex-
tracting and sequencing of plasmids from blue colonies,
we underwent sequence analysis by bioinformatics.

RESULTS: Ten colonies were sequenced. Among them, 8
colonies were genes with known functions and two colonies
were new genes.

CONCLUSION: The preliminary successful cloning of gene
of protein interacting with NS5ATP5 paves the way for
studying the physiological function of NS5ATP5 and asso-

ciated protein.

Zhang J, Cheng J, Wang L, Shao Q, Lu YY, Liang YD, Li Q, Liu M.
Screening and cloning of human gene 5 transactivated by nonstructural
protein 5A of hepatitis C virus. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(1):
51-53

摘要

目的: 采用酵母双杂交体系寻找与NS5ATP5相互作用的白

细胞蛋白 以探讨NS5ATP5 的生物功能.

方法: 应用酵母双杂交系统3 构建NS5ATP5 诱饵质粒

转化酵母AH109 与含人白细胞cDNA文库质粒的酵母

Y187进行配合 于涂有x-α-gal营养缺陷型培养基上筛选
生长 挑选蓝色克隆 提取此酵母克隆的质粒转化大肠杆菌

提取质粒DNA后进行测序 然后进行生物信息学分析

结果: 筛选出10个与NS5ATP5特异性相互作用的克隆 其

中1个为金属硫蛋白 1个为热休克蛋白HSP60 1个为

主要组织相容性复合体II淋巴细胞抗原DQB 5个为人类

重排免疫球蛋白 - 轻链 2 个是未知功能基因

结论: 初步克隆了NS5ATP5 与白细胞结合蛋白基因 对

NS5ATP5的功能研究有一定的提示作用; 为以后研究这些

能与NS5ATP5相互作用的基因在白细胞中的生理功能奠定

了基础

张健, 成军, 王琳, 邵清, 陆荫英, 梁耀东, 李强, 刘敏. 白细胞中与NS5ATP5

蛋白结合的蛋白基因的筛选与克隆. 世界华人消化杂志  2004;12(1):51-53

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/51.asp

0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)感染 与肝纤维化和肝细胞癌发

生发展过程密切相关. HCV感染机体后可形成病毒的持

续感染 导致肝脏的慢性化损伤. 另外 目前许多研

究发现 丙型肝炎患者易发生肝外疾病如糖尿病 肾脏

疾病 淋巴瘤等. 多数HCV慢性感染时的肝外症状为自

身免疫性的 HCV病程的慢性化与此类疾病密切相关.

这提示我们HCV可能与人类免疫系统有相互作用[1-13].

        本实验室已经应用抑制性消减杂交技术(suppression

subtractive hybridization  SSH)构建HCV NS5A作用于肝母细

胞瘤细胞系HepG2细胞后反式调节的cDNA消减文库 筛

选差异表达的基因片段 并应用生物信息学(bioinformatics)

技术对所得片段进行序列同源性分析 获得其全长基

因序列 筛选到了一系列未知功能基因 并把其中一个
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命名为丙型肝炎病毒非结构蛋白 5A 反式激活蛋白 5

(human gene 5 transactivated by nonstructural protein 5A of

hepatitis C virus NS5ATP5). 为进一步研究NS5ATP5

是否与免疫系统存在着某种关系 本实验采用酵母双杂

交系统3寻找与NS5ATP5相互作用的白细胞蛋白 通过

相互作用蛋白的研究探讨NS5ATP5可能的功能与作用

1   材料和方法

1.1 材料  酵母双杂交系统及筛选培养基pGBKT7-BD克

隆载体 pGADT7-AD克隆载体 pGBKT7-53对照质粒

pGBKT7-Lam 对照质粒 Saccharomyces cerevisiae

AH109酵母株 Y187酵母株(K1612-1) 预转化入酵

母的对照质粒pGBKT7-53(AH109) 编码DNA-BD/鼠

p53 融合蛋白 pTD1-1 (Y187) 质粒 pACT2 中编码

AD/SV40大T抗原融合蛋白 酵母YPDA培养基 SD/-

Trp培养基 SD/-Leu培养基 SD/-Trp/-Leu培养基

SD/-Trp/-Leu/-His培养基 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade培

养基 X-α-半乳糖苷酶(Gal)等购自Clontech 公司; 半
硫酸腺苷 醋酸锂购自Sigma公司. cDNA白细胞文库

(Y187)为本室自行转化.

1.2 方法  诱饵质粒载体的构建及酵母配合实验  NS5ATP5

的酵母表达载体pGBKT7-NS5ATP5由本室构建 用醋

酸锂[14]法转入酵母细胞AH109后 在SD/-Trp/-Leu/-

His/-Ade培养基上培养 无集落生长 排除其自身激

活作用. 挑取在SD/-Trp培养基上的转化子-即GBKT7-

NS5ATP5(AH109)(计数大于1 109细胞/mL) 与白细胞

文库混合 30 轻摇配合过夜 24 h后铺板SD/-Trp/-

Leu/-His 25块 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 25块. 同时

进行阳性对照实验及文库滴定. 生长6-18 d后把长出的

大于2 mm的酵母集落 在铺有 X-α- 半乳糖苷酶的
SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade上检查 α- 半乳糖苷酶活性
认为在SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade培养基上生长且出现

蓝色菌落的配合为阳性集落. 挑取真正的阳性集落按照

试剂盒提供的Lyticase法提取酵母质粒. 提取的质粒以

复杂冰冻高效感受态方法转化大肠杆菌 于含有氨苄

青霉素的SOB平板培养 所获得的菌落酶切鉴定后测

序. 阳性克隆DNA测序后 提交GenBank分析 所获

新的基因存入GenBank数据库.

2   结果

2.1 部分筛选克隆 Bgl 酶切鉴定结果  因质粒pACT2

内含有两个 Bgl 酶切位点 分别位于多克隆位点两

侧 故使用该内切酶消化将释放出所筛选到的肝细胞

文库的基因片段(图 1). 图 1 中出现的各个大小不同的

DNA片段证实我们筛选的克隆为阳性克隆 而非配合后

在SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade培养基生长的假阳性克隆.

2.2 cDNA测序与同源性分析初步结果  挑选10个克隆

测序 与GenBank数据库进行初步比较. 其中2个克隆

为新基因 其余8个均与已知基因的部分序列高度同

源(94-99%) 这 8个已知基因包括金属硫蛋白2A 热

休克蛋白HSP60 主要组织相容性复合体II淋巴细胞

抗原DQB 人类重排免疫球蛋白 -轻链共4种(表1).

表1  NS5ATP5结合蛋白筛选结果

序号 已知的同源序列编码蛋白 相同克隆数 同源性(%)

1 金属硫蛋白2A          1       99

2 热休克蛋白HSP60          1       98

3 主要组织相容性复合体 II          1       98

淋巴细胞抗原DQB

4 人类重排免疫球蛋白 -轻链          5    94-96

5 未知功能基因          2    97-98

图1  部分不同的克隆Bgl 酶切鉴定.

3   讨论

HCV 基因组含有单一的开放读码框架 编码 3 010-

3 033个氨基酸残基的多蛋白前体 两侧是5 -非翻

译区及3 -非翻译区. 多蛋白前体至少被加工为10种

结构蛋白和非结构蛋白 其中非结构蛋白NS5A具有多

种生物学功能 HCV NS5A是病毒编码的一种功能广

泛的蛋白质 参与许多重要的调节过程[15-20]. 基于对

HCV复制子亚基因组的研究 Blight et al [21]发现NS5A

与RNA的复制有关 当对该序列进行多种突变实验时

他们均可不同程度的增强病毒的复制能力. 除了参与

HCV多蛋白的成熟和RNA的复制过程外 还具有多种

调控细胞 病毒基因表达 细胞生长 凋亡以及免疫调

节等功能. 近年研究发现 NS5A是转录反式激活因子

其羧基末端富含酸性氨基酸及脯氨酸 这是真核细胞

转录因子特有的结构特征[22-24]. 尽管NS5A蛋白存在于细

胞质中 但其具有功能性核定位信号(nucleic localization

signal NLS)序列 即PPRKKRVV(354-362 aa) 因此有

核信号转导功能. Ghosh et al [25 - 26]研究发现 NS5A蛋

白可以抑制细胞周期调节基因p21/WAF1的转录 而后

者是介导细胞凋亡的p53的下游效应基因 说明NS5A

对细胞凋亡有抑制作用 对细胞生长有促进作用. 通过

酵母双杂交筛选试验发现NS5A蛋白可以和一种新近被

确认的细胞转录因子SRCAP的C末端相互作用. HCV

NS5A位于HCV多蛋白的羧基末端 是丝氨酸磷酸化蛋

白质 依磷酸化程度的不同而产生两种不同分子量大

小的多肽p56和 p58. 另外 NS5A表现出对抗干扰素α

2000 bp

500 bp
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(IFNα)的治疗效应也引起人们广泛的关注 NS5A能够
与肝细胞中的 IFN 刺激蛋白 - 双链RNA 依赖的激酶

(PKR)相互作用 抑制PKR的功能 从而下调IFN刺激

的抗病毒效应. NS5A蛋白中央包括一段干扰素敏感决定

区(ISDR) 该区被认为是介导NS5A与 IFNα诱导的双
链RNA依赖的蛋白激酶(PKR)结合的部位 后者是IFNα
诱导的早期细胞内抗病毒合成反应. 同时NS5A显示出

诱导CXC趋化因子 白介素-18(IL-18) 可抵消IFNα
抗病毒效应[27-28].

        本实验室利用SSH技术筛选出HCV NS5A反式激活

基因差异表达的cDNA消减文库 对挑选的克隆进行

分析 发现其中一个新基因与GenBank中注册的已知

功能基因序列没有同源性. 电子拼接推定该基因的开放

读码框架获得相应的全长编码基因 将该未知功能基

因命名为NS5ATP5. 为进一步验证NS5ATP5与白细胞

蛋白的相互作用 本实验采用了酵母双杂交技术筛选

NS5ATP5与白细胞文库中有相互作用的蛋白. 酵母双杂

交系统是近年来新发展起来的分析真核细胞中蛋白-

蛋白 蛋白-DNA 蛋白-RNA相互作用的一种有效

的基因分析方法 他的产生为研究蛋白在体内生理情

况下的相互作用提供了一种新的遗传学方法. 本次实验

共筛选出金属硫蛋白2A 热休克蛋白HSP60 主要

组织相容性复合体II淋巴细胞抗原DQB 人类重排免

疫球蛋白 -轻链4种已知基因及2个未知功能基因

对NS5ATP5功能的研究有一定的提示作用 并为以后

研究这些能与NS5ATP5相互作用的基因在白细胞中的

生理功能奠定了基础
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Abstract
AIM: To clone and identify human genes transactivated by
NS5ATP6 by constructing a cDNA subtractive library with
suppression subtractive hybridization technique.

METHODS: Suppression subtractive hybridization (SSH)
and bioinformatics techniques were used for screening and
cloning of the target genes transactivated by NS5ATP6
protein. The mRNA was isolated from HepG2 cells trans-
fected pcDNA3.1(-)-NS5ATP6 and pcDNA3.1(-) empty
vector, respectively, and SSH method was employed to
analyze the differentially expressed DNA sequence between
the two groups. After restriction enzyme Rsa I digestion,
small sizes of cDNAs were obtained. Then tester cDNA
was divided into two groups and ligated to the specific
adaptor 1 and adaptor 2, respectively. After tester cDNA
was hybridized with driver cDNA twice and underwent two
times of nested PCR and then was subcloned into T/A
plasmid vectors to set up the subtractive library. Amplifi-
cation of the library was carried out with E. coli strain

JM109. The cDNA was sequenced and analyzed in GenBank
with Blast search after PCR.

RESULTS: The subtractive library of genes transactivated
by NS5ATP6 was constructed successfully. The amplified
library contained 33 positive clones. Colony PCR showed
that these clones contained 200-2 000 bp inserts. Sequence
analysis was performed in 33 clones, and the full length
sequences were obtained with bioinformatics method. Al-
together 26 coding sequences were obtained, which con-
sisted of 24 known and 2 unknown ones.

CONCLUSION: The obtained sequences may be target
genes transactivated by NS5ATP6, among which some
genes coding proteins involve in cell cycle regulation, signal
transduction, tumor immunity and development, and apop-
tosis. Advanced experiments need to be done to prove
those findings.

Wang JJ, Liu Y, Cheng J, Yang Q, Ji D, Dang XY, Wang CH. Screening
and cloning of target genes transact ivated by human gene 6
transactivated by nonstructural protein 5A of hepatitis C virus using
suppression subtractive hybridization technique. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(1):54-57

摘要

目的: 筛选与克隆NS5A反式激活的新型靶基因NS5ATP6

的反式激活基因 探讨其可能存在的调节功能.

方法: 应用抑制性消减杂交(SSH)技术及生物信息学(bioin-

formatics)技术筛选并克隆NS5ATP6反式激活的新型靶基

因.以NS5ATP6 表达质粒pcDNA3.1(-)-NS5ATP6 转染

HepG2细胞 以空载体pcDNA3.1(-)为平行对照 制备

转染后的细胞裂解液 提取mRNA并逆转录为cDNA 经

Rsa I酶切后 将实验组cDNA分成两组 分别与两种不

同的接头衔接 再与对照组cDNA进行两次消减杂交及两

次抑制性聚合酶链反应(PCR) 将产物与T/A载体连接

构建cDNA消减文库 并转染大肠杆菌进行文库扩增 随

机挑选克隆PCR扩增后进行测序及同源性分析.

结果: 成功构建人NS5ATP6反式激活基因差异表达的cDNA

消减文库. 文库扩增后得到33个阳性克隆 进行菌落PCR

分析 均得到200-2 000 bp插入片段. 对插入片段测序

并通过生物信息学分析获得其全长基因序列 结果共获得

26种编码基因 包括24种已知基因和2种未知基因.

结论: 筛选到的cDNA全长序列 包括一些与细胞生长调

节 信号转导 肿瘤免疫发生及细胞凋亡密切相关的蛋



白编码基因 推测了NS5ATP6可能存在的调控机制的线

索 尚需进一步的实验证明.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)非结构蛋白5A(NS5A)是HCV基因

组编码的一种最为重要的具有多种生物学活性的非结

构蛋白质[1-3] 是HCV基因组编码的一种具有反式激

活作用等多种生物学活性的非结构蛋白质. 其基因序列

的变异 决定部分HCV病毒株对于干扰素 α(IFNα)治
疗的疗效应答. HCV NS5A蛋白还具有结合双链RNA激

酶(PKR)的生物学活性 与HCV感染的靶细胞的细胞

周期和细胞凋亡的分子生物学调节机制密切相关 [ 4 ] .

NS5A蛋白是一种作用很强的转录激活因子 能够影响

细胞信号转导途径 激活多种病毒及细胞基因启动子

调控着细胞基因的转录 推测NS5A蛋白的这种反式激

活作用 可能是HCV感染与肝细胞癌(hepatocellular

carcinoma HCC)发生发展密切相关的重要分子生物学

机制[5-6].

         本室利用抑制性消减杂交技术(suppression subtractive

hybridization SSH) 对于表达HCV NS5A载体转染的

HepG2细胞进行研究 结合生物信息学技术(bioinformatics)

克隆了NS5A 蛋白反式激活作用的新靶基因 命名为

HCV NS5A蛋白反式激活基因6(NS5ATP6)[7]. 并继续应用

抑制性消减杂交技术筛选与克隆NS5ATP6反式激活的

基因 推测其在体内可能存在功能的线索 为研究HCV

的致病机制及探索未知基因的功能提供了新的方向.

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2细胞及感受态大肠杆菌JM109 (本室保

存) pcDNA3.1(-)真核表达载体(Invitrogen); FuGENE6 转

染试剂(Roche) mRNA Purification 试剂盒(Amersham

Pharmacia Biotech) PCR-Select cDNA Subtraction试剂

盒 50×PCR Enzyme Mix Advantage PCR Cloning试剂
盒(Clontech) High Pure PCR Product Purification试剂盒

(Boehringer Mannheim) T7 SP6 通用引物及pGEM-

Teasy载体(Promega).

1.2 方法

1.2.1真核表达载体及细胞转染  HCV NS5ATP6核表达

质粒pcDNA3.1(-)-NS5ATP6 由本室构建. 用 FuGENE6

转染试剂将2 µg pcDNA3.1(-)-NS5ATP6及pcDNA3.1(-)
空载体分别转染35 mm平皿HepG2 细胞 48 h后收获

细胞.

1.2.2 细胞mRNA提取  使用mRNA Purification试剂盒

直接提取转染了核心表达质粒及空载体的HepG2细胞

mRNA 经琼脂糖凝胶电泳及分光光度计进行定性

定量分析.

1.2.3 双链cDNA(dscDNA)合成  用Clontech公司的PCR-

SelectTM cDNA Subtraction Kit 中的试剂 以获得的

mRNA为模板逆转录合成cDNA.

1.2.4 消减杂交文库的建立  采用Clontech公司的PCR-

SelectTM cDNA Subtraction Kit[3] 常规SSH方法按说明

书进行: 转染了核心表达质粒及空载体的HepG2 细胞

cDNA分别标记为Tester和Driver 经Rsa  (一种识别4

碱基序列的内切酶)消化 产生相对较短的平端片段 纯

化酶切产物.将Tester的 cDNA分为两份 分别连接试剂

盒提供的特殊设计的寡核苷酸接头adapter 1和adapter 2

然后与过量的Driver cDNA进行杂交; 合并两种杂交产物

后再与Driver cDNA作第2次杂交; 然后将杂交产物做选

择性PCR扩增 使Tester cDNA中特异性表达或高表达

的片段得到特异性扩增.

1.2.5 克隆鉴定分析  扩增产物与pGEM-Teasy载体连接

转化JM109感受态细菌 在含氨苄青霉素的LB/X-gal/

IPTG培养板上 37 培养18 h. 挑取白色菌落 增菌

以pGEM-Teasy载体多克隆位点两端T7/SP6引物进行菌

落PCR扩增 证明含有插入片段后(100-2 000 bp) 测

序(上海申友公司). 应用生物信息学将测得序列与GenBank

数据库进行同源性分析.

2   结果

2.1 mRNA的定性 定量分析  使用高质量的mRNA是

保证cDNA高产量的前提. 紫外分光检测显示 转染了

pcDNA3.1(-)-NS5ATP6 质粒及空载体的HepG2 细胞

mRNA分别为4.64 µg和4.38 µg  A260/A280=1.87.10 g/L琼
脂糖凝胶电泳见 mRNA为大于0.5 kb清晰慧尾片状条带.

2.2 dscDNA两端连接效率检测  dscDNA与接头连接效

率的高低是决定抑制性消减杂交成败的最关键步骤. 将

连接有adaptor l和adaptor 2的两组dscDNA分别用不同

的特异性引物(看家基因甘油三磷酸脱氢酶G3PDH引

物)进行28个循环扩增 产物用20 g/L琼脂糖凝胶电泳

鉴定.结果显示两组dscDNA扩增产物浓度相当 说明

dscDNA已与接头高效率连接.

2.3 cDNA消减文库消减效率的鉴定  分别取l µL抑制性
及非抑制性PCR产物为模板 用看家基因G3PDH引物进

行PCR扩增 分别在18 23 28 33次循环结束时从体

系中吸取5 µL进行电泳鉴定. 结果显示: 与非抑制性PCR
产物相比 抑制性PCR产物中G3PDH基因产物大大减

少 说明所构建的消减文库具有很高的消减效率(图1).

2.4 差异表达cDNA片段的扩增及克隆  杂交产物经两

轮PCR扩增后 菌落PCR扩增结果显示为200-2 000 bp

大小不等的插入片段 所获得的 33 个克隆中几乎均

含有插入片段 这些条带可能代表差异表达的基因片

段(图2).
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图1  消减效率分析结果. 1-4: 消减组, 引物为G3PDH3 5 , PCR
循环次数分别为18 23 28 33; 5-8: 未消减组, 引物为G3PDH3
5 ,  PCR 循环次数分别为18 23 28 33.

图 2  部分克隆菌落PCR鉴定电泳图.

2.5 cDNA测序与同源性分析初步结果  全部克隆测序

与GenBank数据库进行初步比较. 其中有2个克隆未检

索到任何对应的相似序列 可能代表了某些新基因 进

一步的分析和功能鉴定正在进行中. 有31个克隆与已知

基因的部分序列高度同源(96-100%)(表 1).

表1  阳性克隆与GenBank 同源序列比较结果

序号 同源序列编码蛋白                             相同克隆数        同源性

1 核糖体蛋白质      6 99%

2 尿苷二磷酸氨基半乳糖基转移酶                1 97%

3 甲硫氨酸腺苷基转移酶 II      1            100%

4 磷脂酶A2      1            100%

5 线粒体单倍型      2            100%

6 丝氨酸 /苏氨酸激酶17a      1 97%

7 细胞色素C氧化酶 III      1 97%

8 肿瘤蛋白翻译调控因子1      1            100%

9 微粒体氨肽酶      1 99%

10 肿瘤排斥抗原1      1 99%

11 抗胰蛋白酶      1            100%

12 桥粒斑蛋白      1            100%

13 含有TCP1亚单位5的伴侣蛋白      1 99%

14 脂肪酸结合蛋白1      1 99%

15 短小杆菌素类似物1      1 96%

16 转铁蛋白      2            100%

17 白蛋白      1 99%

18 鸟嘌呤核苷酸结合蛋白     1                  100%

19 环孢素A受体      1            100%

20 醛脱氢酶7家族A1      1 99%

21 黄体酮受体膜结构1      1 97%

22 磷酸核糖酰氨基咪唑羧化酶      1 99%

23 甘露糖苷酶      1 98%

24 肌动蛋白 γ      1            100%

3   讨论

丙型肝炎病毒的NS5A 蛋白是转录反式激活因子 其

羧基末端富含酸性氨基酸及脯氨酸 这是真核细胞转

录因子特有的结构特征 但是其参与细胞转录调节的

机制仍不十分清楚[7-9]. 一般来说 转录的反式激活因

子是在细胞核中起作用的 而NS5A定位于细胞内质网

(ER) 因此推测NS5A可能参与了细胞信号传导途径.

NS5A能够反式激活核转录因子NF-κB及 STAT3 在
细胞炎症反应 肿瘤发生及转移过程中起重要作用[8].

Ghosh et al [9]研究发现 NS5A蛋白能够抑制细胞周期

调节基因p21WAF1 激活人肝癌细胞中增生的细胞核

抗原基因(PCNA) 从而调节细胞凋亡 促进细胞增生.

NS5A cDNA能够使转染的小鼠成纤维细胞NIH 3T3具

有转化特性 且转化细胞移植入裸鼠体内可形成纤维

肉瘤灶 这一证据直接证明了HCV NS5A蛋白的恶性转

化潜能. 可见 HCV非结构蛋白NS5A的反式激活功能

在HCV致病中发挥了重要作用. 本室利用SSH对表达

HCV NS5A载体转染的HepG2细胞进行研究 结合生物

信息学技术克隆了NS5A 蛋白反式激活作用的新靶基

因 命名为HCV NS5A蛋白反式激活基因6 (NS5ATP6),

并构建其真核表达载体pcDNA3.1(-)-NS5ATP6 [7]. 继续

应用SSH筛选与克隆NS5ATP6反式激活的基因 推测

其在体内可能存在功能的线索.

       SSH 方法是近年发展起来的一项新的基因克隆技

术 与传统的方法比较 具有实验周期短 易操作 可

靠性高 假阳性率低等特点 能有效地分离扩增低丰度

特异表达的基因 可以在较短的时间内获得较理想的实

验结果[10]. 我们将真核表达载体pcDNA3.1(-)-NS5ATP6

转染肝母细胞瘤细胞系HepG2 并以转染空白载体的

相同细胞系作为对照 以2 种转染的细胞系中提取的

mRNA为起始材料 应用SSH方法成功地构建了NS5ATP6

反式激活相关基因差异表达的cDNA消减文库 挑选33

个克隆测序分析 结果主要包括2种类型 第一种是已

知基因的序列 共31个克隆 与GenBank中数据高度同

源(96-100%). 这些克隆大致可分三类: (1)与细胞的结构

代谢相关 如线粒体蛋白 核糖体蛋白编码基因 肌动

蛋白基因 细胞色素C氧化酶 III(CO III) FABP1

桥粒斑蛋白(DSP)和白蛋白与细胞的转录 代谢功能及

维持细胞结构相关[11-13] 微粒体氨肽酶可影响血清白蛋白

活性[14]. (2)与肿瘤的发生 免疫等相关 如GalNAc-T2

常常与上皮细胞鳞状细胞癌相关[15-17] 甲硫氨酸腺苷

基转移酶II和TPT1可上调肿瘤蛋白的表达[18-20] TRA1

和环孢素A受体和体内的抗肿瘤机制有关[21-22] 而有报

道醛脱氢酶的过表达可抑制环磷酰胺的抗癌作用[23]

抗胰蛋白酶也有报道在肝癌早期升高[24].(3)与细胞周期

生长调节及信号转导途径密切相关基因 如G- 蛋白

可参与细胞内信号传导 PCA2 也与信号传导系统相

关 并且近来的研究发现其在体内的升高具有一定的

抗微生物感染 抗肿瘤的作用[25-30]. 丝氨酸 /苏氨酸激

56                ISSN  1009-3079   CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 1月 15 日  第 12 卷  第 1 期

 M     1      2     3      4                   5        6      7     8

  M     1       2     3       4      5      6      7      8       9     10

2 000 bp

500 bp



酶被认为可调节c-fos 和 p27基因的表达[31] 并且参与

对细胞凋亡的调节 可以抑制前调亡蛋白的活性 抑

制T细胞的活性[32]. 第二种是未知基因序列 共获得2

个差异表达的未知序列.我们采用生物信息学方法对其

中的 2 个序列分析 获得了其全长基因序列 已被

GenBank收录.

        通过对NS5ATP6的上述反式激活基因的分析 我

们发现他有可能参与体内肿瘤蛋白的表达与免疫的调

控 对于细胞内信号转导系统及细胞凋亡也可能有一

定作用. NS5ATP6是正常人体存在的基因 在病毒蛋

白NS5A的存在下其功能可能被进一步激活. 本文所研

究的 仅仅是其在体内可能上调的基因的功能 这是由

于SSH实验本身的特点决定的. 关于其在体内是否存在

下调某些基因的功能及与各种活性因子的具体调节机

制 仍需进一步实验来研究.
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Abstract
AIM: To study the biological functions of a novel hepatitis
B virus preS2 antigen binding protein S2-29, and to analyze
the gene expression profiles of HepG2 cell transfected with
S2-29 gene.

METHODS: S2-29 gene was screened and identified by
using yeast two-hybrid system 3 and coimmunoprecipita-
tion technique. Full-length encoding frame S2-29 and its
amino acid sequences were identified by using bioinformatics
method and the recombined eukaryotic expression plasmid
pcDNA3.1(-)-S2-29 was constructed and transfected into
HepG2 cells. Total mRNA was isolated from the HepG2
cells transfected with pcDNA3.1(-) and pcDNA3.1(-)-S2-29,
respectively. cDNA microarray was employed for detecting
and analysing of mRNA from the HepG2 cells.

RESULTS: S2-29 cDNA sequence was obtained and identi-
fied by yeast two-hybrid screening and the bioinformatics
analysis. Among 1 152 genes, there were 10 differences,
of which 9 genes were upregulated and 1 gene were
downregulated in HepG2 cells transfected with S2-29 protein

expression plasmid. These genes differentially down-regu-
lated by S2-29 protein included eukaryotic translation
elongation factor 2, MAP-kinase activating death domain,
glutathione peroxidase 5, gelsolin-like capping protein (actin
filament), NDRG family member 2, prosaposin, SUMO-1 ac-
tivating enzyme subunit 1, insulin receptor and a novel protein.

CONCLUSION: Microarray technique is successfully used
to screen the genes trans-regulated by S2-29, which brings
some new clues for studying the trans-regulation and bio-
logical function of S2-29.

Lu YY, Liu Y, Cheng J, Ling YD, Chen TY, Shao Q, Wang L, Zhang LX.
Genes trans-regulated by a novel hepatitis B virus preS2 antigen binding
protein S2-29 by cDNA microarray. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;
12(1):58-61

摘要

目的: 应用基因表达谱芯片技术 研究未知功能的乙型肝

炎病毒(HBV)前-S2(preS2)抗原肝细胞结合蛋白基因S2-29

过表达 对HepG2细胞的基因表达的影响.

方法: 应用酵母双杂交技术筛选并验证HBV 前-S2的肝细

胞结合蛋白基因. 反转录聚合酶链反应(RT-PCR)技术从

HepG2细胞中扩增S2-29蛋白编码基因片段 经测序鉴定

后构建表达载体 pcDNA3.1(-)-S2-29 应用基因表达谱芯

片技术对pcDNA3.1(-)-S2-29转染的人肝母细胞瘤细胞系

(HepG2)细胞和转染空载体的相同细胞的差异表达mRNA

进行检测和分析.

结果: 筛选出肝文库中HBV 前-S2结合蛋白S2-29的编码

基因 构建的表达载体经过限制性内切酶分析和DNA序列

测定鉴定正确.  提取转染细胞的总mRNA并进行逆转录成

为cDNA 进行DNA芯片技术分析. 在1152个基因表达谱

的筛选中 发现有9个基因表达水平显著下调 包括真核

翻译延伸因子2 MAP激酶激活的死亡域 谷胱甘肽过氧

化物酶 肌动蛋白 NDRG Prosaposin SUMO-1激活酶

亚基1 胰岛素受体和1个未知功能蛋白. 1个未知蛋白编

码基因的表达上调.

结论: 应用基因表达谱芯片成功筛选了HBV 前-S2结合蛋

白S2-29蛋白的反式调节基因 为进一步阐明S2-29蛋白

对细胞表达调控的影响提供了新的依据.

陆荫英, 刘妍, 成军, 梁耀东, 陈天艳, 邵清, 王琳, 张玲霞. 应用表达谱芯片技

术对乙型肝炎病毒前-S2抗原结合蛋白S2-29反式调节基因的研究. 世界

华人消化杂志  2004;12(1):58-61

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/58.asp



0   引言

基因表达谱芯片技术(cDNA microarray)是将大量目的基

因片段有序 密集地固定于固相载体上而制成 将两

组组织或细胞的mRNA逆转录成cDNA 掺入荧光标

记 同时与芯片杂交 通过扫描分析每一位置的荧光

信息可以快速有效地检测到二者间差异表达的基因[1-5].

为从不同角度对HBV 前 -S2结合蛋白S2-29的生物学

功能进行了解 探索HBV致肝细胞损伤发生的分子生

物学机制 我们应用基因表达谱芯片技术检测肝癌细

胞系在S2-29 基因转染后差异表达的基因谱的变化

有望对这一未知蛋白功能的深入研究提供有价值的线

索和依据.

1   材料和方法

1.1 HBV 前-S2肝细胞结合蛋白S2-29的酵母双杂交

筛选及鉴定  应用酵母双杂交技术筛选HBV 前 -S2核

心蛋白结合的肝细胞蛋白的研究原理 方法 操作步骤

以及S2-29基因真核表达载体的构建等参考相关的研

究论文[6-16].

1.2 细胞培养及转染  在35 mm培养皿中常规培养HepG2

细胞 细胞生长至对数期时 分别以脂质体转染试剂

FuGENE将2 µg pcDNA3.1(-)-S2-29和空载体pcDNA3.1
(-)转染HepG2细胞 48 h后收获细胞 每5×106个细
胞加入1 mL Trizol 试剂 立即于液氮中保存.

1.3 总RNA及mRNA的提取和纯化  使用Trizol试剂一

步法提取S2-29蛋白表达质粒pcDNA3.1(-)-S2-29和空

载体pcDNA3.1(-)转染的HepG2细胞总RNA(分别标记

为实验组和对照组) 样品经分光光度计检测吸光度A

值 并行热稳定实验 于-20 和 70 保温 1 h后

经琼脂糖凝胶电泳检测28 S 18 S 条带变化 mRNA

主要集中在0.9-4.0 kb间.

1.4 探针标记及芯片制备  逆转录标记cDNA探针并纯化.

Cy3-dUTP标记对照组细胞mRNA(5 µg) Cy5-dUTP标
记实验组细胞mRNA (5 µg). 乙醇沉淀后溶解在20 µL
5×SSC+0.2% SDS杂交液中. 芯片包含的1 152个 cDNA
由上海联合基因有限公司提供 包括原癌基因 抑癌基

因 免疫调节相关基因 细胞凋亡和应激反应蛋白相关

基因 信号转导相关基因等. 以通用引物进行PCR扩增

PCR产物长度为1 000-3 000 bp. 靶基因以0.5  µg/ µL溶
解于3 SSC溶液中 用Cartesian公司的Cartesian 7 500

点样仪及TeleChem公司的硅烷化玻片进行点样. 玻片经

水合(2 h) 室温干燥(30 min) 紫外线交联 再分别

用0.2% SDS 水及0.2% 的硼氢化钠溶液处理10 min

晾干备用.

1.5 杂交及洗涤  将预杂交液放入95 水浴锅内变性2 min

将待预杂交的芯片放入95 水浴锅内变性30 sec 芯

片取出后即放入无水乙醇中30 sec 晾干. 将已变性的

预杂交液加到芯片的点样区域内 盖上盖玻片 放入杂

交箱内42 预杂交5-6 h. 将探针置于95 水浴中变

性2 min; 芯片置于95 水浴中变性30 sec 芯片取出

浸无水乙醇30 sec 探针取出后迅速置于冰上. 将探针

置于芯片上 用盖玻片覆盖 置于杂交舱中 用Parafilm

密封 放入42 杂交箱内杂交过夜(16-18 h). 依次以

2×SSC+0.2% SDS 0.1×SSC+0.2% SDS 0.1% SSC 洗
涤10 min 室温晾干.

1.6 扫描与分析  用 General Scanning公司的ScanArray

3 000扫描芯片. 用预先选定的内参照基因(24条管家基

因 每个基因点2个点 共48 个点)对 Cy3 和 Cy5 的

原始提取信号进行均衡和修正. 用ImaGene 3.0软件分析

Cy3 Cy5 两种荧光信号的强度 计算Cy5/Cy3 比值.

阳性结果判断: Cy5/Cy3 >2.0 红色荧光 显示表达增

强; Cy5/Cy3<0.5 为绿色荧光 显示表达减弱.

2   结果

2.1 以HBV 前 -S2 为 诱饵 对于肝细胞文库酵母

双杂交筛选及鉴定结果  以 HBV 前 -S2为 诱饵 与

肝细胞cDNA文库的杂交 筛选出HBV 前 -S2结合蛋

白新基因S2-29[17] 并用免疫共沉淀技术再次证实.

2.2 总RNA的定性 定量分析  总RNA的吸光度A260/

A280>1.92 热稳定实验70 保温1 h与 -20  1 h的

电泳条带比较 显示28 S条带无明显降解 电泳结果

证实已抽提高纯度的总RNA.

2.3 芯片杂交体系验证及结果分析  在芯片上共有1 152

个 cDNA. 为了监控芯片杂交体系 在芯片上设置了阴

性对照 (8条水稻基因 共8个点) 这些点的杂交信号

均很低 证实了数据的可靠性. 由于实验组探针标记

Cy5 荧光素(呈红色) 对照组探针标记Cy3 荧光素(呈

绿色) 红绿颜色的差异就显示该基因在实验组和对照

组中基因表达水平上的差异 黄色代表表达水平无差

异. 按阳性标准 从1 152个基因中筛选出差异表达基

因共37 条 占 3.7 % 其中 14 条基因表达增强 23

条基因表达降低.

2.4 差异表达基因分析  在差异表达的10个基因中 有

9个基因的表达被下调 包括与细胞合成代谢 生长

分化 凋亡及信号转导相关的一些基因; 1个未知蛋白

基因(GenBank号: NM007211)表达被上调 见表1.

表1  受 S2-29影响表达下调的蛋白质编码基因

编码蛋白质        GenBank号

真核翻译延伸因子2 001967

MAP 激酶激活的死亡域 003682

谷胱甘肽过氧化物酶 001509

肌动蛋白 001747

NDRG 016250

Prosaposin 002778

SUMO-1激活酶亚基1 005500

胰岛素受体 000208

未知蛋白         AB023160
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3   讨论

HBV 前 -S2 蛋白作为HBV包膜蛋白的组成之一 功

能复杂 不仅能与PHSA结合介导肝细胞的黏附及入

侵 能引起中和抗体和保护性免疫的发生 用于构建新

型的乙型肝炎疫苗外 近年来还有报道前-S2蛋白N末

端I区可能是截短性中蛋白发挥反式激活作用的重要部

分 可能参与HBV慢性化及HCC的发生过程[18-23]. 为弄

清HBV 前 -S2蛋白在肝细胞中到底与那些蛋白质因子

相互作用 如何作用 我们应用酵母双杂交技术筛选出

了一个与前-S2蛋白有相互作用的新蛋白基因S2-29

使对前-S2蛋白的研究又有了新的主题.为明确S2-29

的生物学功能以及在HBV感染肝细胞过程中所起的作

用 我们应用表达谱芯片技术研究受其过表达影响出

现表达异常的基因 以期能从中寻找到有价值的线索

为进一步的研究奠定基础.

        我们用基因表达谱芯片对新蛋白S2-29作了初步的

研究 构建pcDNA3.1(-)-S2-29真核表达载体 将空

载体作为对照共同转染HepG2细胞 48 h后提取2组

细胞的mRNA进行分析 发现S2-29的表达能使9种

基因表达水平下调 一种未知功能蛋白基因的表达上

调. 下调的基因中包括有丝分裂素激活的蛋白(MAP)激酶

激活死亡域(MADD)蛋白 MADD通过自身的C末端区

域与肿瘤坏死因子I受体(TNFR1)相互作用 激活有丝

分裂素激活的蛋白激酶 是TNFR1信号通路复合物中

关键的成分. MADD的过表达可激活MAP蛋白激酶细胞

外信号调节激酶(ERK) 刺激ERK和 c-JUN的N末端

激酶-MAP蛋白激酶 诱导细胞磷脂酶A2的磷酸化.

MADD将TNFR1与MAP蛋白激酶的活化与花生四烯酸

的释放连接起来[24-28]. Prosaposin是有单拷贝基因编码的

一种多功能分泌型的膜蛋白质 含有4个saposin区域

saposin是一种小的热稳定蛋白 是特异性的溶酶体水

解酶分解鞘磷脂所必需的成分. 存在于多种组织和体液

中 有A B C D四种 由共同的前体蛋白Prosaposin

分解而来 推测其在体内可能是神经节苷脂的结合和

运送蛋白[28-29]. Sentrin-1/SUMO-1是一种小的遍在蛋白

类似物 能够共价结合并修饰一些蛋白质 包括Ran

GTP酶活化蛋白1 IκBβ PML等 使这些蛋白改变
其亚细胞靶定及稳定性 从而影响这些因子介导的基

因转录[30-31]. N-Myc 下游调节子(NDRG1)在机体中遍在分

布 在细胞生长停止及细胞分化过程中起作用 可能作

为一种信号蛋白穿梭于胞质与胞核间 在细胞分化过

程中被上调 在胚胎细胞中可以被N-myc c-myc抑

制 在部分肿瘤细胞中受限制[32-33]. 谷胱甘肽过氧化物

酶(GPX5)是氢过氧化物清除系统中的成员 保护细胞免

受脂质过氧化损伤[34]. S2-29能下调上述基因的表达

提示S2-29可能与细胞信号转导 细胞生长分化及氧化

还原过程相关. 另外 结合临床上HBV感染的患者部分

合并有肝源性糖尿病 在发病机制中胰岛素受体及受

体后缺陷是其中关键的因素之一 S2-29 能下调胰岛

素受体的表达 且能与HBV前 S2 蛋白结合 推测其

间的作用可能是肝源性糖尿病发病中重要的一环.

       随着越来越多的新基因的发现 研究新基因及其

表达产物的生理 病理学功能已逐渐成为今后科研工

作的热点 但如何从千变万化的蛋白质功能中找出某

一新基因的所属 并明确其具体的一种或多种生物学

功能 是一项艰难而有极具挑战性的工作.利用基因表

达谱芯片能进行大规模筛选的优点 我们从1 152中基

因中选出被S2-29影响表达的10条基因 基于上述结

果的提示 使我们可以设计相应的实验去进行更深入

的研究 为更加全面地了解新基因S2-29的功能作铺

垫 也为更多新基因功能研究工作积累了经验.
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Abstract
AIM: To study the biological function of a novel hepatitis B virus
core antigen binding protein C-12, and to analyze the gene ex-
pression profiles of HepG2 cell transfected with C-12 gene.

METHODS: C-12 gene was screened and identified by using
yeast two-hybrid system 3 technique. Full-length encoding
frame C-12 and its amino acid sequences was identified
using bioinformatics method and the recombined eukaryotic
expression plasmid pcDNA3.1(-)-C-12 was constructed.
cDNA microarray technology was employed to detect the
mRNA from HepG2 cells transfected with pcDNA3.1(-)-C-
12 and pcDNA3.1(-), respectively.

RESULTS: According to yeast two-hybrid screening and the
bioinformatics analysis results, C-12 cDNA sequence was
identified. Among 1152 genes, there were 17 differences,
of which 16 genes were upregulated and 1 gene were
downregulated in HepG2 cells transfected with C-12 protein
expression plasmid. These genes differentially regulated
by C-12 protein included human genes encoding proteins

involved in cell signal transduction, cell proliferation and
differentiation, and cell growth regulation.

CONCLUSION: Overexpression of C-12 affects the expression
profile of HepG2 cells. The results prove some clues for
further clarifying the molecular biology processes of hepa-
tocytes during the interaction between HBV core protein
and C-12.

Lu YY, Liu Y, Cheng J, Ling YD, Chen TY, Shao Q, Wang L, Zhang LX.
Gene expression profile of HepG2 cell transfected with a novel gene C-
12 coding for HBcAg binding protein. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2004;12(1):62-65

摘要

目的: 为研究未知功能的乙型肝炎病毒(HBV)核心抗原(HBcAg)

结合蛋白C-12的生物学功能 我们应用基因芯片技术对

于C-12转染的HepG2细胞的基因表达谱进行分析 探索

该基因表达对细胞基因表达的影响.

方法: 应用酵母双杂交技术筛选并验证HBcAg的肝细胞结

合蛋白基因. 反转录聚合酶链反应(RT-PCR)技术从HepG2

细胞中扩增C-12蛋白编码基因片段 经测序鉴定后构建

表达载体 pcDNA3.1(-)-C-12. 以脂质体技术转染肝母细胞

瘤细胞系HepG2 提取总mRNA 逆转录为cDNA 与

转染空白表达载体pcDNA3.1(-)的HepG2细胞进行DNA芯

片分析并比较.

结果: 筛选出肝文库中HBcAg结合蛋白新基因C-12 构

建的表达载体经过限制性内切酶分析和DNA序列测定鉴定

正确. 提取转染细胞的总mRNA并逆转录成为cDNA 进

行DNA芯片技术分析. 在 1 159 个基因表达谱的筛选中

发现有16 个基因表达水平显著下调 包括胰岛素受体

丝氨酸/半胱氨酸蛋白酶抑制剂 SUMO-1活化酶亚基1

肿瘤易感基因101 磷酸硒合成酶2 (SPS2) caspase 4凋

亡相关半胱氨酸蛋白酶4 急性淋巴细胞性白血病易位子

T 谷胱甘肽过氧化物酶4(GPX4) DEAD box蛋白多肽

21 前折叠素5 (Prefoldin 5) 丝氨酸棕榈酰转移酶 G

蛋白通路抑制剂 肿瘤坏死因子受体相关蛋白 转化生

长因子β1 ADP-核糖基转移酶及1个未知蛋白基因; 1个
未知功能蛋白编码基因的表达水平显著上调.

结论: C-12基因的表达对于肝癌细胞基因表达谱有显著影

响 基因表达谱芯片技术是探索基因功能的有效技术途

径 实验结果为进一步阐明C-12与HBcAg结合后的肝



细胞生物学变化提供了有力的依据.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)核心蛋白(HBcAg)具有保护病毒

mRNA 防止其被RNA酶降解的作用 对于乙肝病毒

前基因组RNA的装配 基因组DNA的合成具有重要

的作用 还参与介导机体的免疫反应 在病毒致病过程

中起着重要的作用[1-6]. 肝炎病毒蛋白与宿主蛋白相互作

用 是病毒感染导致肝细胞损伤 肝纤维化和肝细胞癌

发生 发展的重要原因 研究HBcAg与肝细胞蛋白之间

的相互作用 有助于更好地理解HBV的致病作用.我们

采用酵母双杂交系统3 以HBcAg作为 诱饵 从肝

细胞cDNA文库 钓 出一未知蛋白C-12. 为进一步

探索该基因的功能 我们应用基因表达谱芯片技术

(cDNA microarray)筛选C-12表达质粒转染HepG2细胞

后的差异表达基因 并进行分析 为全面了解C-12基

因在肝细胞中的生物过程提供理论基础.

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2细胞及感受态大肠杆菌JM109 (本室保存)

Taq DNA 聚合酶 T4 DNA连接酶 EcoR I BamH I和

Pst I等限制性内切酶购于Takara生物公司 pcDNA3.1(-)

真核表达载体(Invitrogen);  Lipofectamine PLUS 转染试剂

(Gibco) mRNA Purification试剂盒(Amersham Pharmacia

Biotech) PCR-Select cDNA Subtraction试剂盒 50×PCR
Enzyme Mix Advantage PCR Cloning试剂盒(Clontech)

High Pure PCR Product Purification 试剂盒(Boehringer

Mannheim) T7 SP6通用引物及pGEM-Teasy载体(Promega)

新基因E-36扩增引物(P3 5 - GAATTCATGTCCTATCCA

GCCCTTCACCAG-3 P4 5 -GGATCCTCAGCAGC

AGGCGGAAA CGCTCGTC-3 )由合成及DNA测序由上

海博亚公司承担.

1.2 方法

1.2.1 HBcAg结合蛋白的酵母双杂交筛选  应用酵母双

杂交技术筛选HCV核心蛋白结合的肝细胞蛋白的研究

原理 方法 操作步骤以及C-12基因真核表达载体的

构建等参考基因治疗研究中心相关的研究论文[7-13].

1.2.2 总RNA提取及mRNA纯化  在 35 mm培养皿中

常规培养肝母细胞瘤细胞系HepG2细胞 细胞生长至

对数期时 分别以脂质体转染试剂Lipofectamine PLUS

将 2 µg pcDNA3.1(-)-C-12和空载体pcDNA3.1(-)转染
HepG2 细胞 48 h 后收获细胞 每5×106个细胞加入
1 mL TrizolRNA提取试剂. 立即于液氮中保存. 使用Trizol

试剂一步法提取pcDNA3.1(-)-C-12和空载体pcDNA3.1

(-)转染的HepG2细胞总RNA (分别标记为实验组和对

照组) 样品经分光光度计检测吸光度 A 值 并行热

稳定实验 于-20 和 70 保温 1 h 后 经琼脂糖

凝胶电泳检测28 S 18 S 条带变化. 以 Qiagen 公司

Oligotex mRNA Midi Kit 纯化得Mrna(操作按说明书进

行) 并行电泳检测.

1.2.3 探针标记及芯片制备  逆转录标记cDNA探针并纯

化. Cy3-dUTP标记对照组细胞mRNA(5 µg) Cy5-dUTP
标记实验组细胞mRNA(5 µg). 乙醇沉淀后溶解在20 µL
5 SSC+2 g/L SDS杂交液中.芯片包含的1 152个cDNA

由上海联合基因有限公司提供 包括原癌基因和抑癌

基因 免疫调节相关基因 细胞凋亡和应激反应蛋白相

关基因 信号转导相关基因等. 以通用引物进行PCR扩

增 PCR产物长度为1 000-3 000 bp. 靶基因以0.5 µg / µL
溶解于3 SSC溶液中 用Cartesian公司的Cartesian

7 500 点样仪及TeleChem公司的硅烷化玻片进行点样.玻

片经水合(2 h) 室温干燥(30 min) UV 交联 再分

别用2 g/L SDS 水及2 g/L 的硼氢化钠溶液处理10 min

晾干备用.

1.2.4 杂交及洗涤  将基因芯片和杂交探针95 水浴变

性5 min 将混合探针加在基因芯片上 置于60 杂交

15-17 h. 依次以2 SSC+2g/L SDS 0.1 SSC +2 g/L

SDS 0.1 SSC 洗涤 10 min 室温晾干.

1.2.5 检测与分析  用 General Scanning公司的ScanArray

3 000扫描芯片. 用预先选定的内参照基因(24条管家基

因 每个基因点2个点 共48个点)对Cy3和Cy5的原

始提取信号进行均衡和修正. 用 ImaGene3.0 软件分析

Cy3 Cy5两种荧光信号的强度 计算Cy5/Cy3比值. 阳

性结果判断: Cy5/Cy3>1.8 红色荧光 显示表达增强;

Cy5/Cy3 <0.7 为绿色荧光 显示表达减低.

2   结果

2.1 以HBcAg为 诱饵 对肝细胞文库酵母双杂交筛

选及鉴定结果  以 HBcAg 为 诱饵 与肝细胞cDNA

文库的杂交 筛选出HBcAg结合蛋白新基因C-12 [14-15]

并经回交实验再次证实.

2.2 总RNA及mRNA的定性 定量分析  提取pcDNA

3.1(-)-C-12和空载体pcDNA3.1(-)转染的HepG2细胞

总RNA 测得吸光度 A260/A280>1.90 热稳定实验

70 保温 1 h与 -20   1 h电泳条带比较 显示28 S

条带无明显降解 电泳结果证实已抽提高纯度的总

RNA. mRNA主要集中于0.9-4.0 kb的连续条带.

2.3 芯片杂交体系验证及结果分析  在芯片上共有1 152

个 cDNA. 为了监控芯片杂交技术体系的整个过程 在

芯片上设置了阴性对照 (8条水稻基因 共8个点) 这

些点的杂交信号均很低 证实了数据的可靠性.由于实

验组探针标记Cy5 荧光素(呈红色) 对照组探针标记

Cy3荧光素(呈绿色) 红绿颜色的差异就显示该基因在

实验组和对照组中基因表达水平上的差异 黄色代表

表达水平无差异.按阳性标准 从1 152 个基因中筛选
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出差异表达基因共 20 条 其中 13 条基因表达增强

7条基因表达降低.

2.4 差异表达基因分析  在 1152个基因中筛选出17个

差异表达的基因 除一个未知基因表达上调外 其余16

种基因的表达下调 提示C-12的过表达对HepG2细

胞中的这些蛋白表达有抑制作用.这些差异表达基因大

多与细胞信号转导 细胞增生分化 肿瘤发生等生物

过程密切相关 如相关肿瘤发生相关基因如肿瘤易感

基因101 急性淋巴细胞性白血病易位子T等;  细胞生

长调节及细胞信号转导相关基因 如G蛋白通路抑制

剂 丝氨酸 /半胱氨酸蛋白酶抑制剂 caspase 4 肿

瘤坏死因子受体相关蛋白 转化生长因子 丝氨酸棕

榈酰转移酶等及DNA复制及翻译相关基因如DEAD box

蛋白多肽21等;  过氧化酶相关基因如ADP-核糖基转移

酶 谷胱甘肽过氧化物酶4 磷酸硒合成酶2 等(表 1).

表1  C-12影响表达减低的基因

GenBank号(NM) 编码蛋白

000208 胰岛素受体

005500 SUMO-1活化酶亚基1

006292 肿瘤易感基因101

012248 磷酸硒合成酶2 (SPS2)

006217 丝氨酸 /半胱氨酸蛋白酶抑制剂

033306 caspase 4凋亡相关半胱氨酸蛋白酶4

L04731 急性淋巴细胞性白血病易位子T

002085 谷胱甘肽过氧化物酶4(GPX4)

004728 DEAD box蛋白多肽21

002624 Prefoldin 5

006415 丝氨酸棕榈酰转移酶

004127 G蛋白通路抑制剂

016614 肿瘤坏死因子受体相关蛋白(TTRAP)

000660 转化生长因子(TGFβ1)

006437 ADP-核糖基转移酶

AK027136 未知蛋白

3   讨论

基因表达谱芯片技术是近年来新发展起来的一项研究

差异基因表达的分子生物学前沿技术 通过将大量的

基因特异的探针或其cDNA片段固定在一块固相载体

上 与待测样品杂交后用激光共聚焦荧光检测系统进

行结果扫描 检测 对来源不同的个体 组织 发育阶

段 分化阶段 病变及刺激条件下的细胞内的mRNA或

cDNA进行分析 获得大量有价值的生命信息[16-20]. 该

技术解决了传统核酸杂交技术操作复杂 检测目的基

因少 低通量的缺点 能一次进行大量的信息分析 在

各种的疾病的诊断 基因突变分析 病原体检测 治疗

药物筛选 疾病发生发展的分子生物学机制研究等方面

具有广泛的应用价值.本研究应用基因表达谱芯片技术

对肝细胞cDNA文库中未知功能的HBcAg结合蛋白新基

因C-12表达质粒pcDNA3.1(-)-C-12和空载体对照分别

转染的HepG2细胞差异表达的mRNA进行检测 通过分

析二者之间基因表达的差异信息 寻找C-12反式调节

的基因.在1152个基因中筛选出17个差异表达的基因

其中 16 个是表达减低的基因 与细胞信号转导 细

胞增生分化 肿瘤发生及氧化还原有关.

        在受C-12表达影响下调的基因中 SUMO-1活化

酶能催化 SUMO-1(一种泛素的类似物)结合并修饰

RanGAP1  PML  Sp200 及 I kappa B alpha等转录因子[21-23].

DEAD box蛋白因含有保守的Asp-Glu-Ala-Asp (DEAD)

序列 是一种推定的RNA 解旋酶 与许多细胞过程

有关如改变RNA二级结构包括转录起始 细胞核及线

粒体的分裂 核糖体和剪接体的聚合等 影响着诸如

胚胎发育 精子发生 细胞生长 分化等活动. 该蛋

白可以使双链RNA解旋 使单链RNA折叠 并在核

糖体RNA的产生 RNA编辑 RNA转运以及普通转

录过程中发挥重要作用[24]. 前折叠素(Prefoldin)是分子伴

侣家族中的一员 是伴侣蛋白(chaperonin)介导的蛋白质

折叠过程中一个重要的中间物质 他能捕获并转运胞

质中未折叠的目的蛋白 使其特异性地与伴侣蛋白结

合 介导蛋白质的正确折叠和成熟[25-29].

         肿瘤易感基因(TSG101 tumor susceptibility gene)在纤

维母细胞中的表达产物的失活可以引起细胞发生转化

导致裸鼠发生转移性肿瘤. 而人的TSG101基因位于11

号染色体的15.1-15.2长臂上 该区域被推断含有肿瘤

抑制基因 有研究证实在乳腺癌组织中发现TSG101的

等位基因有缺失突变 而正常的乳腺组织中则没有[30].

急性淋巴细胞性白血病基因(ALL-1)位于第11号染色体

的23号长臂上 在急性白血病时该基因出现中间缺失

突变或与第 1 4 6 9 10 19 号染色体的相应

区域发生交互转位 且该基因的异常变化可以引起一

些特殊的肿瘤融合蛋白的产生[31]. 抑制过氧化酶相关基

因如ADP- 核糖基转移酶 谷胱甘肽过氧化物酶 4

磷酸硒合成酶2 等 可以干扰细胞的能量代谢 引起

细胞炎症坏死. C-12新基因的表达可抑制以上基因的表

达 提示 C-12 蛋白可能参与细胞转录和蛋白合成

肿瘤发生及细胞的能量代谢等多方面的作用.

        总之 利用基因表达谱芯片对C-12蛋白差异调节

基因的表达研究表明 细胞内C-12蛋白的过表达引起

的生物过程涉及许多不同基因表达的变化 这些基因

与细胞增生与分化 肿瘤发生 能量代谢及生物转化

等生物过程密切相关 结果为深入了解C-12 基因的

生物学功能及其与HBV相互作用过程中致病(癌)的分

子生物学机制提供重要的线索.
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Abstract
AIM: To investigate the biological functions of a novel hepa-
titis B virus e antigen (HBeAg) binding protein E-36, and to
screen genes regulated by E-36.

METHODS: The E-36 coding DNA fragment was amplified
by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)
technique from HepG2 cell. The expressive vector of pcDNA
3.1-E-36 was constructed by routine molecular biological
methods. The HepG2 cells were transfected by pcDNA3.1(-)
and pcDNA3.1-E-36, respectively by using lipofectamine. The
total RNA was isolated and reverse transcribed. The cDNAs were
subjected to microarray screening with 1 152 cDNA probes.

RESULTS: The expressive vector was constructed and con-
firmed by restriction enzyme digestion and DNA sequenc-
ing analysis. High quality mRNA and cDNA of transfected
HepG2 cells were prepared and successful microarray
screening conducted. From the scanning results, 20 genes
were found to be up-regulated, including PTH-responsive

osteosarcoma B1 protein, slit homolog 2, nuclear factor of
kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1, interleukin
3 receptor, caspase 2, angiotensin I converting enzyme,
Low density lipoprotein 1, interkeukin 6, T-cell receptor
rearranged beta chain gene V-region, activator of NFκB,
tumor suppressing subtransferable candidate 1, cyclin-de-
pendent kinase-like 2, sialyltransferase 8, glutamate
receptor, metabotropic 7, and 5 novel genes. Expression
of the gene of eukaryotic translation elongation factor 2
could be down-regulated by E-36 protein.

CONCLUSION: The expression of E-36 protein affects the
expression spectrum of HepG2 cell. The microarray is an
important technique for the study of transactivating effects
for viral proteins.

Lu YY, Liu Y, Cheng J, Ling YD, Chen TY, Shao Q, Wang L, Zhang LX.
Screening and identification of genes trans-regulated by a novel HBeAg
binding protein E-36 with cDNA microarray assay. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(1):66-69

摘要

目的: 为了研究未知功能的HBeAg结合蛋白E-36的生物学功

能 我们应用基因芯片技术对于pcDNA3.1(-)和pcDNA3.1

(-)-E-36分别转染的HepG2细胞的基因表达谱进行分析

筛选能被E-36反式调节的靶基因.

方法: 应用反转录聚合酶链反应(RT-PCR)技术从HepG2细

胞中扩增E-36蛋白编码基因片段 以常规的分子生物学

技术构建表达载体 pcDNA3.1(-)-E-36. 以脂质体技术转染

肝母细胞瘤细胞系HepG2 提取总mRNA 逆转录为

cDNA 与转染空白表达载体pcDNA3.1(-)的HepG2细胞

进行DNA芯片分析并比较.

结果: 构建的表达载体经过限制性内切酶分析和DNA序列

测定鉴定正确. 提取转染细胞的总mRNA并进行逆转录成

为cDNA 进行DNA芯片技术分析. 在 1 159个基因表达

谱的筛选中 发现有20个基因表达水平显著上调 包括

甲状旁腺激素应答的骨肉瘤B1蛋白 SLIT2 核因子κB
白介素受体 3 白介素 6 血管紧张素 转换酶 急性

髓细胞性白血病1b caspase 2 低密度脂蛋白1 T 细

胞受体重组 β链 肿瘤坏死因子受体 肿瘤抑制亚转化
因子 细胞周期相关激酶-2 亲代谢性谷氨酸盐受体-7

唾液酸转移酶-8及5个未知蛋白; 真核细胞翻译延伸因子

2基因的表达水平显著下调.

结论: E-36基因的表达对于肝细胞基因表达谱有显著影响.
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0   引言

乙型肝炎病毒e抗原(HBeAg)是由HBV DNA前C区编码

的一种非颗粒性的分泌蛋白 临床上将其作为判断

HBV活动性复制的指标之一[1, 2] 现普遍认为他是一种

免疫耐受因子 调节乙型肝炎的免疫发病机制[3, 4]. 但

HBeAg与肝细胞之间是通过那些环节发生作用 如何

作用以及作用后产生何种效应 在此方面的研究较少

且没有明确的结果 因此寻找HBeAg与肝细胞间的相互

作用蛋白 并进一步明确其间的作用机制 作用效应

可望能发现有价值的HBV感染防治途径. 前一阶段我们

用酵母双杂交技术筛选出了一个未知功能的HBeAg结

合蛋白基因E-36 并进一步用体外免疫共沉淀技术进

行再次验证[5-13] 为研究其具体生物学功能 用基因

表达谱芯片技术筛选能被E-36反式调节的蛋白基因

为全面深入了解E-36 的功能及其在HBV致肝细胞损

伤中的作用研究铺垫了道路.

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2细胞及感受态大肠杆菌JM109(本室保

存) pcDNA3.1(-)真核表达载体(Invitrogen); Lipofectamine

PLUS 转染试剂(Gibco) mRNA Purification 试剂盒

(Amersham Pharmacia Biotech) PCR-Select cDNA Sub-

traction试剂盒 50×PCR Enzyme Mix Advantage PCR
Cloning 试剂盒(Clontech) High Pure PCR Product Pu-

rification试剂盒(Boehringer Mannheim) T7 SP6通用

引物及pGEM-Teasy载体(Promega) Taq DNA 聚合酶

T4 DNA连接酶 EcoR I BamH I和 Pst I等限制性内

切酶购于Takara生物公司 新基因E-36扩增引物(P3

5 - GAATTCATGTCCTATCCAGCCCTTCACCAG-

3 P4 5 -GGATCCTCAGCAGCAGGCGGAAA CGCT

CGTC-3 )由合成及DNA测序由上海博亚公司承担.

1. 2 方法

1.2.1 真核表达载体及细胞转染  E-36蛋白真核表达质

粒pcDNA3.1(-)-E-36 由本室构建. 用 Lipofectamine

PLUS 转染试剂将2 µg pcDNA3.1(-)-E-36及 pcDNA3.1
(-)空载体分别转染35 mm平皿HepG2 细胞 48 h 后

收获细胞.

1.2.2 细胞mRNA提取  使用mRNA Purification试剂盒

直接提取转染了E-36表达质粒及空载体的HepG2细胞

mRNA 经琼脂糖凝胶电泳及分光光度计进行定性定

量分析.

1.2.3 探针标记  逆转录标记cDNA探针并纯化. Cy3-

dUTP标记对照组细胞mRNA (5 µg) Cy5-dUTP标记实

验组细胞mRNA(5 µg).乙醇沉淀后溶解在 20 µL 5×
SSC+2g/L SDS杂交液中.

1.2.4 芯片制备  包含的1 152个 cDNA由上海联合基因

有限公司提供 包括原癌基因和抑癌基因 免疫调节

相关基因 细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因 信号

转导相关基因等. 以通用引物进行PCR扩增 PCR产

物长度为1 000-3 000 bp. 靶基因以0.5 µg/ µL溶解于3
SSC溶液中 用Cartesian公司的Cartesian 7 500点样仪

及TeleChem公司的硅烷化玻片进行点样. 玻片经水合

(2 h) 室温干燥(30 min) 紫外线(uv)交联 再分别用

2 g/L SDS 水及2 g/L的硼氢化钠溶液处理10 min 晾

干备用.

1.2.5 杂交及洗涤  将基因芯片和杂交探针在95 水浴

变性5 min 将混合探针加在基因芯片上 置于60 杂

交15-17 h. 依次以2 SSC+ 2g/L SDS 0.1 SSC +2 g/L

SDS 0.1 SSC 洗涤10 min 室温晾干.

1.2.6 检测与分析  用 General Scanning公司的ScanArray

3 000扫描芯片. 用预先选定的内参照基因(24条管家基

因 每个基因点2个点 共48个点)对Cy3和Cy5的原

始提取信号进行均衡和修正. 用 ImaGene 3.0 软件分析

Cy3 Cy5两种荧光信号的强度 计算Cy5/Cy3比值. 阳

性结果判断: Cy5/Cy3>2.0 红色荧光 显示表达增强;

Cy5/Cy3<0.5 为绿色荧光 显示表达减弱.

2   结果

2.1 E-36蛋白的表达载体构建  E-36蛋白真核表达质

粒pcDNA3.1(-)- E-36构建成功 经相应的限制性内切

酶消化鉴定正确.

表1  E-36蛋白影响表达上调的基因

差异表达基因     GenBahk Nunmber

甲状旁腺激素应答的骨肉瘤B1 蛋白 014451

SLIT2 004787

核因子 κB 003998

白介素受体3 000600

白介素6 032982

血管紧张素 转换酶 021804

急性髓细胞性白血病1b D43968

caspase 2 002183

低密度脂蛋白1 004525

T 细胞受体重组 β链            M11952

肿瘤坏死因子受体 003839

肿瘤抑制亚转化因子 003310

细胞周期相关激酶-2 003948

亲代谢性谷氨酸盐受体-7 000844

唾液酸转移酶-8 003034

未知蛋白         BG171632

未知蛋白 007211

未知蛋白         AK025638

未知蛋白         AB020676

未知蛋白 014887
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2.2 总RNA及mRNA的定性 定量分析  总 RNA的

吸光度A260/A280>1.89 热稳定实验70 保温1 h与

-20  1 h电泳条带比较 显示28 S条带无明显降解

电泳结果证实已抽提高纯度的总RNA. mRNA主要集中

于0.9-4.0 kb的连续条带.

2.3 E-36蛋白调节的基因表达  在基因芯片的扫描分析

中 如果荧光染料的Cy5/Cy3比值在2.000以上 就判

断为E-36蛋白的上调基因. 在本研究中发现有20种基

因的表达水平上调(表1) 1种真核细胞翻译延伸因子2

基因表达下调.

3   讨论

普遍认为HBeAg一种免疫调节因子 可调节宿主的免

疫应答 与HBV感染形成的免疫耐受有关. 当HBeAg发

生突变时 失去血清中HBeAg的调节 可导致病情加

重; 血中抗 -HBe 长期阳性的患者 发生肝硬化 肝

癌的几率较高 原因不清 是研究有效防治乙型肝炎病

毒(HBV)感染的难点之一[14-18]. 前一阶段通过酵母双杂交

技术和体外免疫共沉淀技术 我们发现并验证了肝细

胞中与HBeAg有相互作用未知蛋白E-36 为深入研

究HBeAg的生物学功能迈出了可喜的一步. 但是 对

于一个新蛋白来说 由于人们以往对其没有认识 需

要对他的表达调控 翻译后修饰 生物学功能以及相

互作用等方面进行研究 这是一项艰巨而有挑战性的

工作 有望对HBV 感染的诊断 预后及疗效判断等

提出新的参考[19-21].

        我们用基因表达谱芯片对新蛋白E-36作了初步的

研究 构建pcDNA3.1(-)-E-36真核表达载体 将空载

体作为对照共同转染HepG2细胞 发现E-36的表达

可使HepG2细胞中20种基因的表达水平上调 1种真

核细胞翻译延伸因子2基因表达下调. 在上调中有肿瘤

相关基因如急性髓细胞性白血病1b 肿瘤抑制亚转化

因子 甲状旁腺激素应答的骨肉瘤B1蛋白等; 有细胞

信号转导 细胞凋亡相关的基因如细胞周期相关激

酶-2 caspase 2 核因子 κB 及一些酶.
         其中SLIT2是一种分泌型的富含亮氨酸重复区的蛋

白质 有明确的肿瘤抑制作用 SLIT2转染COS-7细胞

的培养液能延缓细胞的生长和诱导SW48结肠癌细胞凋

亡 SLIT2的过表达可以抑制70%的体外培养乳腺癌

细胞的集落化生长 在发生肺癌及乳腺癌时 由于其

启动子的甲基化或等位基因的丢失而导致其失活[22-25].

转录因子NF-κB在缺乏引导信号时主要存在于细胞质
中 受一些炎性因子如肿瘤坏死因子-α(TNF-α) 白
介素1(IL-1)等的刺激细胞后发生降解 抑制 使NF-κB
能够在胞核内沉积 从而调节一些特殊基因的表达[26, 27].

唾液酸转移酶-8是糖基转移酶家族中的成员 存在于

高尔基体中 具有催化细胞黏附分子-神经节甙酯聚

唾液酸化的功能 神经节甙酯是一类膜结合的含唾液

酸的鞘糖脂 是细胞黏附和体外培养恶性细胞生长的

重要因子. 白介素3受体 α链有促进髓样分化的作用
在急性髓样白血病患者中的高表达可导致白血病细胞的

爆发增生 缩短完全缓解期及存活期 使病情恶化[28, 29].

E-36 能上调这些基因的表达 说明E-36可能在介导

HBeAg参与肿瘤的发生过程中起作用.

         半胱氨酸蛋白酶(caspases-2)是细胞死亡基因(CED-

3)/白介素1β转化酶蛋白酶(interleukin-1beta-converting
enzyme (ICE) protease)家族中的一员 定位于细胞核

中 是细胞凋亡早期过程中一个非常重要的蛋白酶 被

细胞因子激活后产生分解细胞的作用 导致细胞凋亡.

caspases-2还是线粒体渗透必需的酶 各种细胞因子

通过不同途径活化caspases 或通过聚合形成受体复

合物直接激活caspases 引起线粒体渗透扩大而不是

起始caspases的活化来加速细胞分解[30, 31]. 亲代谢性谷氨

酸盐受体-7(metabotropic glutamate receptor) 是G蛋白

耦合受体家族III 与环磷腺苷(cAMP)级联途径的抑制

有关 谷氨酸盐在中枢神经系统中是一类主要的兴奋

性神经递质 他可激活亲离子性和亲代谢性谷氨酸盐

受体. E-36 能上调这些基因的表达 提示其可能参与

细胞信号转导途径.

       随着后基因组时代的到来 越来越多的未知功能

蛋白质被发现 对新蛋白的生物学功能 与其他蛋白质

间的相互作用以及他们在疾病发生 发展 转化过程中

的变化规律的研究成为今天生命科学最重要的热点之

一 同时由于新技术的不断创新 使一系列的研究成为

可能.我们应用基因表达谱芯片技术对E-36新基因的功

能进行了初步的研究 并获得一些有价值的结果 为下

一步的深入研究奠定了基础[32, 33].
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Abstract
AIM: To study the difference in gene expression profile in
human lymphoma cell line Jurkat cells treated with glycyr-
rhizin (GL), and to further elucidate the molecular immune
mechanism of glycyrrhizin against T lymphocyte.

METHODS: cDNA microarray technology was employed to
detect the mRNA from Jurkat cells treated with GL and 0.9
percent sodium chloride, respectively.

RESULTS: The results indicated that among 1 152 genes
which were obtained from gene expression profile analysis,
there were 30 genes different from those in GenBank in
which 12 genes were up-regulated and 18 genes were
down-regulated in Jurkat cells treated with GL, compared
to those treated with 0.9 percent sodium chloride. These
genes differentially regulated by GL included human genes
encoding proteins involved in immune regulation, cell signal
transduction, cell proliferation and differentiation.

CONCLUSION: cDNA microarray technology is successfully
used to screen the genes differentially expressed in Jurkat

cells treated with GL, which brings some new clues for
studying the immune regulation mechanism of GL.

Liu Y, Cheng J, Yang Q, Wang JJ, Ji D, Wang CH, Dang XY, Xu ZQ.Cloning
of genes differentially expressed in Jurkat cells treated with glycyrrhizin
using cDNA microarray. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(1):70-73

摘要

目的: 应用基因芯片技术 阐明甘草甜素作用于T淋巴细

胞之后 甘草甜素对于T淋巴细胞基因表达谱的影响.

方法: 应用基因表达谱芯片技术 对甘草甜素诱导的Jurkat

细胞和以生理盐水处理的相同细胞的mRNA进行差异显示

分析 研究甘草甜素诱导人T淋巴细胞系Jurkat细胞后的

差异表达基因.

结果: Jurkat细胞经甘草甜素诱导后 所检测的1 152条目

的基因中有30条产生差异表达 其中12条基因表达增强

18条基因表达降低. 表达增强的基因主要有: 胸腺素及促胸

腺生成素蛋白编码基因; 白介素-18(IL-18); 细胞代谢相关

酶类. 表达降低的基因主要有 细胞信号转导相关基因(如

血清/糖皮质激素调节激酶 丝裂素活化的蛋白激酶激酶

激酶2 磷脂酶2调节亚基 β 鸟嘌呤核苷结合蛋白 神
经营养的酪氨酸激酶3型受体等); La自身抗原.

结论: 应用基因表达谱芯片成功筛选了甘草甜素诱导T淋巴

细胞后差异表达基因 为进一步阐明甘草甜素的免疫调节

机制及深入了解甘草甜素用于防治病毒性肝炎的药理作用

机制提供依据.

刘妍, 成军, 杨倩, 王建军, 纪冬, 王春花, 党晓燕, 徐志强. 应用基因表达谱芯

片技术克隆甘草甜素诱导Jurkat细胞后的差异表达基因. 世界华人消化杂志

2004;12(1):70-73
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0   引言

从甘草的根茎提取的甘草甜素(glycyrrhizin GL) 是

由2分子的葡萄糖醛酸与甘草酸组成的复合物 具有抗

炎症及抗过敏作用 曾作为过敏性皮肤病的治疗药被

广泛使用. 自1958年首次用于慢性肝病患者以来 作为

肝病的治疗药物引起人们的关注. 研究表明 甘草甜素

在乙型肝炎和丙型肝炎抗病毒治疗 保护肝细胞 避免

肝损害中具有重要应用前景 并且具有潜在的抑制肝

细胞肿瘤增生的作用[1]. 进一步研究发现 甘草甜素能



诱导小鼠血清中细胞因子干扰素 γ(IFNγ)的产生 对巨
噬细胞及NK细胞活性有显著增强作用[2] 并且选择性

刺激小鼠肝内T细胞的增生[3]. 这些初步的研究结果表

明 甘草甜素可能具有免疫调节作用 但是具体的调节

机制目前还不十分清楚.

        基因芯片技术(cDNA microarray)是由大量目的基因

片段有序 密集地固定于玻片或尼龙膜上而制成芯片

将两组组织或细胞的mRNA逆转录成cDNA 掺入荧

光标记 同时与芯片杂交 通过扫描分析每一位置的荧

光信息可以快速有效地检测到二者间差异表达的基因.

本项研究应用基因芯片技术 筛选甘草甜素作用于T

淋巴细胞系 Jurkat 细胞后差异表达的免疫调节基因

并应用生物信息学(bioinformatics)技术初步获得其基因

全长序列. 甘草甜素免疫调节靶基因的研究 为深入了

解其免疫调节作用机制及在肝炎病毒的清除过程中的

作用机制提供理论依据.

1   材料和方法

1.1 主要试剂及取材  T淋巴细胞系Jurkat细胞由本室保

存 细胞培养相关试剂及总RNA提取试剂Trizol 均购

自Gibco公司 GL由深圳健安医药公司提供. 在35 mm

培养皿中常规培养 Jurkat 细胞 细胞生长至对数期时

分别将GL及0.9% NaCl加入细胞培养液中 使终浓度

达到1.0 mM 24 h 后收获细胞 每5 106个细胞加

入1 mL Trizol 试剂. 立即于液氮中保存.

1.2 总RNA提取及mRNA纯化  使用Trizol试剂一步法

提取甘草甜素及0.9% NaCl处理的Jurkat细胞总RNA(分

别标记为实验组和对照组) 样品经分光光度计检测吸

光度 A值 并行热稳定实验 于-20 和 70 保温

1 h后 经琼脂糖凝胶电泳检测28 S 18 S条带变化. 以

Qiagen公司Oligotex mRNA Midi Kit纯化得mRNA. 操作

按说明书进行 并行电泳检测.

1.3 探针标记  常规方法逆转录标记cDNA探针并纯化.

Cy3-dUTP标记对照组细胞mRNA(5 µg) Cy5-dUTP标
记实验组细胞mRNA(5 µg). 乙醇沉淀后溶解在20 µl 5
SSC+0.2% SDS杂交液中.

1.4 芯片制备  芯片包含的1 152个 cDNA由上海联合基

因有限公司提供 包括原癌基因和抑癌基因 免疫调节

相关基因 细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因 信号转

导相关基因等. 以通用引物进行PCR扩增 PCR产物长

度为1 000-3 000 bp. 靶基因以0.5 µg/µl溶解于3 SSC
溶液中 用Cartesian 公司的Cartesian 7 500 点样仪及

TeleChem公司的硅烷化玻片进行点样. 玻片经水合(2 h)

室温干燥(0.5 h) UV 交联 再分别用0.2% SDS 水

及0.2% 的硼氢化钠溶液处理10 min 晾干备用.

1.5 杂交及洗涤  将基因芯片和杂交探针在95 水浴变

性5 min 将混合探针加在基因芯片上 置于60 杂交

15-17 h. 依次以 2 SSC+ 0.2% SDS 0.1% SSC+

0.2% SDS 0.1% SSC洗涤 10 min 室温晾干.

1.6 检测与分析  用 General Scanning公司的ScanArray

3 000扫描芯片. 用预先选定的内参照基因(24条管家基

因 每个基因点2个点 共48个点)对Cy3和Cy5的原

始提取信号进行均衡和修正. 用 ImaGene3.0 软件分析

Cy3 Cy5 两种荧光信号的强度 计算Cy5/Cy3 比值.

阳性结果判断: Cy5/Cy3>1.8 红色荧光 显示表达增强;

Cy5/Cy3<0.6 为绿色荧光 显示表达减弱.

2   结果

2.1 总RNA及mRNA的定性 定量分析  实验组和对照

组总RNA的吸光度比值A260/A280分别为1.988和2.007

热稳定实验70 保温1 h与 -20  1 h电泳条带比较

显示28 S条带无明显降解 电泳结果证实已抽提高纯度

的总RNA(图1). mRNA主要集中于0.9-4.0 kb的连续条带.

图1  总RNA 1%琼脂糖凝胶电泳. 1, 2: 实验组; 3, 4: 对照组.

2.2 芯片杂交体系验证及结果分析  在芯片上共有1 152

个 cDNA. 为了监控芯片杂交技术体系的整个过程 在

芯片上设置了阴性对照(8条水稻基因 共8个点) 这

些点的杂交信号均很低 证实了数据的可靠性. 由于实

验组探针标记Cy5 荧光素(呈红色) 对照组探针标记

Cy3荧光素(呈绿色) 红绿颜色的差异就显示该基因在

实验组和对照组中基因表达水平上的差异 黄色代表

表达水平无差异. 按阳性标准 从1 152个基因中筛选

出差异表达基因共30条 占 2.62% 其中 12 条基因

表达增强 18 条基因表达降低.

表1 部分表达显著增强的基因

  GenBank
序号 编码蛋白           Cy5/Cy3
   登录号

1 NM_004525 低密度脂蛋白相关蛋白2 1.804

2 NM_000560 CD53抗原 1.864

3 NM_003276 促胸腺生成素 1.955

4 AK055976 胸腺素 β-4 1.968

5 NM_001562 白介素18 1.998

6 NM_003129 鲨烯环氧酶 2.463

7 NM_014762 24- 胆固醇脱氢还原酶 2.807

2.3 差异表达基因分析  表达增强的基因主要有: 胸腺素

及促胸腺生成素蛋白编码基因; 白介素-18; 细胞代谢相

关酶类. 部分表达显著增强的基因见表1. 表达降低的基
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因主要有: 细胞信号转导相关基因(如血清/糖皮质激素

调节激酶 丝裂素活化的蛋白激酶激酶激酶2 磷脂

酶2调节亚基 β 鸟嘌呤核苷结合蛋白 神经营养的
酪氨酸激酶3型受体等); La自身抗原. 部分表达显著降

低的基因见表2.

表2   部分表达显著降低的基因

GenBank
序号 编码蛋白         Cy5/Cy3
登录号

1 NM_001762 含 TCP1的伴侣蛋白           0.374

2 NM_004728 DEAD/H 盒 21多肽           0.438

3 NM_003142 La 自身抗原           0.453

4 NM_001961 真核翻译延伸因子2           0.473

5 NM_005627 血清 / 糖皮质激素调节激酶           0.551

6 NM_006609 丝裂素活化的蛋白激酶激酶激酶2       0.554

7 NM_002719 磷酸脂酶2调节亚基 β           0.560

8 NM_006098 鸟嘌呤核苷结合蛋白           0.577

9 NM_002530 神经营养的酪氨酸激酶3型受体          0.579

3   讨论

日本米诺发(Minophagen)制药公司生产的甘草甜素注射

液 具有广泛的药理作用 在抗炎 抗溃疡 抗过

敏反应 皮肤病治疗等方面具有很好疗效. 自首次用于

慢性肝病患者以来 越来越多的临床和流行病学研究

显示 甘草甜素在治疗慢性乙型 丙型肝炎病毒感染

预防肝硬化 肝细胞癌方面同样具有明显疗效[1-7]. 众所

周知 免疫调节作用在抗乙型 丙型肝炎病毒治疗中

发挥着十分重要的作用. 干扰素 核苷类似物 免疫

调节剂 天然药物对于肝炎病毒的清除 都离不开机体

免疫系统的参与. 虽然甘草甜素在慢性病毒性肝炎治疗

中有一定的作用 但应用甘草甜素之后 究竟是甘草甜

素对于免疫系统直接的作用 还是由于甘草甜素的抗

肝炎病毒作用 抑制病毒复制过程 使病毒载量降低

对于机体免疫系统的抑制减轻 机体免疫功能的自然

恢复等 目前都不十分清楚. 因此关于甘草甜素免疫调

节机制的研究 对于深入阐明甘草甜素的药理作用机

制 提高甘草甜素在慢性病毒性肝炎中的疗效 都具有

十分重要的意义.

       基因表达谱芯片是将大量的基因特异的探针或其

cDNA 片段固定在一块基因芯片上 对来源不同的个

体 不同组织 不同细胞周期 不同发育阶段 不同分

化阶段 不同病变 不同刺激(包括不同诱导 不同治

疗手段)下的细胞内的mRNA或逆转录产物cDNA进行

检测 从而大规模对这些基因表达的个体特异性 组织

特异性 发育阶段特异性 分化阶段特异性 病变特异

性 刺激特异性进行综合分析和判断[8-12]. 本研究应用基

因表达谱芯片对甘草甜素诱导的Jurkat细胞和以生理盐

水处理的相同细胞系的基因表达进行检测 通过分析

二者之间基因表达的差异信息 寻找甘草甜素刺激后

的差异表达基因. 在1 152个基因中筛选出30个差异表

达的基因 从表1 2列出的部分表达变化显著的基因

中 看出这些基因涉及细胞信号传导 免疫调节 炎症

反应 能量代谢等生物过程 说明甘草甜素与免疫调

节 细胞增生 分化等密切相关.

       分析表达增强的基因 促胸腺生成素和胸腺素

为广泛使用的免疫增强剂 由此可以推测甘草甜素通

过上调机体的促胸腺生成素及胸腺素的表达水平 增

强机体的免疫力 发挥其抗病毒感染的作用[13-17]. 已知

IL-18是一种强有力的 γ干扰素(IFN-γ)诱导因子 能够
诱导各类白细胞产生IFN-γ 甘草甜素通过上调IL-18
的表达 发挥其抗感染 抗肿瘤 介导炎症反应

诱发靶细胞凋亡等多种生物学活性[18-23]. 胆固醇脱氢还

原酶是黄素腺嘌呤二核苷酸依赖的氧化还原酶家族成

员 降低胆固醇生化合成过程中间产物水平. 鲨烯环氧

酶是胆固醇生物合成过程中重要的限速酶 甘草甜素

通过上调两酶的表达水平 从而影响胆固醇的生物合

成[24, 25].

         表达降低的基因主要有: 与信号传递相关基因: 如丝

裂素活化的蛋白激酶激酶激酶2 鸟嘌呤核苷结合蛋

白 神经营养的酪氨酸激酶3型受体等基因在甘草甜素

诱导后表达降低 提示甘草甜素可能通过负调控细胞

信号传递途径 而抑制某些与细胞转录调节密切相关

的基因 间接抑制癌基因的转录 在抗病毒治疗及抑制

肿瘤发生中发挥作用. 已知 La 自身抗原能够与HBV

RNA结合 对HBV RNA的稳定起决定性作用 能够干

扰细胞因子对HBV RNA转录后水平的下调作用 甘草

甜素通过下调La自身抗原的表达水平 降低了La-HBV

RNA之间的相互作用 促进了HBV RNA的降解 抑制

病毒的增生 推测这是甘草甜素治疗HBV感染的另一

重要分子机制[26-28]. DEAD/H盒多肽是核糖体RNA合成

及加工过程中重要的酶 真核翻译延伸因子2是蛋白质

合成过程中必不可少的 甘草甜素下调上述两基因表

达水平 提示甘草甜素可能在调控肝细胞生长过程中

起一定的作用[29-31]. 此外 甘草甜素下调磷酸脂酶2调

节亚基 β的表达 蛋白磷酸酶2A是细胞内主要的丝氨
酸/苏氨酸磷酸脂酶 对细胞的生长及代谢具有广泛的

调节作用 推测甘草甜素间接调节细胞的生长过程[32].

       总之 利用基因表达谱芯片对甘草甜素免疫调节

基因的表达研究表明 甘草甜素能够上调或下调Jurkat

细胞中许多不同基因表达的变化 这些基因与细胞信

号转导 细胞增生与分化 免疫调节等生物过程密切相

关. 本实验结果对于阐明甘草甜素免疫调节机制及其在

清除肝炎病毒感染中的作用具有重要意义.
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Abstract
AIM: To explore the new target genes transactivated by
HBx, suppression subtractive hybridization (SSH) method
and to pave the way for elucidating the pathogenesis
mechanism of HBV infection.

METHODS: The mRNA was isolated from HepG2 cells trans-
fected with pcDNA3.1(-)-X and pcDNA3.1(-) empty vector,
respectively, using SSH and bioinformatics technique, and
the differentially expressed DNA sequence between the
two groups was analyzed. The obtained sequences were
searched for homologous DNA sequence from GenBank,
one of which was a novel gene with unknown function.
The new gene with no homology with known genes in this
database was confirmed and electric polymerase chain re-
action (PCR) was conducted for the cloning of the full-length
DNA for the new gene and in conjunction with Kozak role and
the exist of polyadenyl signal sequence. The reverse tran-
scription PCR (RT-PCR) was used to amplify the new gene,
named as XTP5, from the mRNA of HepG2 cells transfected.

RESULTS: The new gene was cloned in combination of
molecular biological and bioinformatics methods.

CONCLUSION: HBx is a potential transactivator. A new gene
has been recognized as the new target transactivated by
HBx protein. These results pave the way for study on the
transactivation of HBx protein.

Wang L, Li K, Cheng J, Zhang J, Liu M. Cloning and identification of
human gene 5 transactivated by hepatitis B virus X protein. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(1):74-77

摘要

目的: 为了阐明乙型肝炎病毒(HBV)感染相关疾病的发病机

制 筛选并克隆丙型肝炎病毒非结构蛋白HBx反式激活新

型靶基因.

方法: 以HBV X蛋白(HBx)表达质粒pcDNA3.1(-)-X转染

HepG2细胞 以空载体pcDNA3.1(-)为平行对照 提取

mRNA并进行SSH分析. 对于所获基因片段序列分析表明

其中之一为新型基因片段 与GenBank中注册的已知功能

基因序列没有同源性 利用表达序列标签(EST)序列的搜索

和比对 确定新型基因序列并命名为XTP5. 从HepG2细胞

提取总RNA 以逆转录多聚酶链反应(RT-PCR)技术扩增获

得该新基因的全长序列.

结果: XTP5 基因的编码基因序列全长为1 527 个核苷酸

(nt) 编码产物由508个氨基酸残基(aa)组成.

结论: HBx是一种由病毒基因组编码的具有反式激活作用的

蛋白. 应用SSH技术发现了HBx反式激活作用的新的靶基

因 这一发现 为阐明HBx蛋白的反式激活作用及其机制

开辟了新的研究方向.
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0   引言

哺乳类嗜肝DNA病毒的X基因编码一个小的(17 kD)多

功能蛋白HBx 他的表达除了为HBV自然感染的建立

所必需 还影响宿主的多种细胞内过程 包括真核细胞

转录因子的反式激活 DNA损伤后的修复 细胞周期检

查点的调控 信号转导通路组分的干扰等 是HBV感

染后引起急 慢性肝炎 肝纤维化和肝癌的重要分子生

物学基础. 本研究利用抑制性消减杂交技术(suppression

subtractive hybridization SSH) 对于表达HBx载体转

染的HepG2细胞进行研究 阐明了HBx蛋白反式激活

作用的部分靶基因 同时我们结合生物信息学技术

(bioinformatics)克隆了HBx蛋白反式激活作用的新靶基

因 即HBx蛋白反式激活基因5(XTP5) 从而为HBx

反式激活作用的研究提供新的方向.

1   材料和方法

1.1 HepG2细胞及感受态大肠杆菌  JM109为本室保存

pcDNA3 .1 (- )真核表达载体购自 Inv i t r o g en 公司;

Lipofectamine PLUS 转染试剂购自Gibco 公司 mRNA

Purification 试剂盒购自Amersham Pharmacia Biotech



PCR-Select cDNA Subtraction试剂盒 50×PCR Enzyme
Mix Advantage PCR Cloning试剂盒购自Clontech High

Pure PCR Product Purification 试剂盒购自Boehringer

Mannheim公司 T7 SP6通用引物及pGEM-Teasy载体

购自Promega公司. 乙型肝炎病毒X蛋白真核表达质粒

pcDNA3.1(-)-X由本室构建[1]. DNA序列测定由上海博亚

公司完成.

1.2 方法

1.2.1 消减杂交文库的建立及克隆分析  分别将pcDNA3.1

(-)-X及 pcDNA3.1(-)空载体转染HepG2细胞 48 h后

提取mRNA 以此mRNA为模板逆转录合成双链cDNA

(dscDNA) 并分别标记为Tester和Driver 经Rsa  (一

种识别4碱基序列的内切酶)消化后将Tester cDNA分为

两份 分别连接特殊设计的寡核苷酸接头Adapter 1和

Adapter 2 与过量的Driver cDNA进行2次消减杂交和

2次抑制性PCR 使Tester cDNA中特异性表达或高表

达的片段得到特异性扩增. 扩增产物与pGEM-Teasy载体

连接 转化JM109感受态细菌 在含氨苄青霉素的LB/X-

gal/IPTG培养板上 37 培养18 h. 挑取白色菌落 增

菌 以pGEM-Teasy载体多克隆位点两端T7/SP6引物进

行菌落PCR扩增 证明含有插入片段后(200-1 000 bp)

测序. 对于每一条基因片段的序列提交GenBank进行同

源基因序列的搜索 确认所得基因片段的独特性 然后

依据GenBank数据库中的同源基因片段进行电子拼接

根据Kozak规则和终止密码子下游的多聚腺苷酸信号序

列 确定完整的编码基因序列.

1.2.2 新基因的PCR扩增与序列分析  根据电子拼接序

列的新基因序列 设计新基因的序列特异性的引物 利

用转染了pcDNA3.1(-)-X的HepG2细胞来源的mRNA

经过RT-PCR扩增与克隆技术 获得阳性克隆并进行

序列分析.

2   结果

2.1 mRNA的定性 定量分析  使用高质量的mRNA

是保证cDNA高产量的前提. 紫外分光检测显示 转染

了真核表达质粒及空载体的HepG2 细胞mRNA分别为

4.54 µg 和 4.23 µg A260/A280=1.7. 10 g/L琼脂糖凝胶
电泳见 mRNA为大于0.5 kb 清晰慧尾片状条带 证实

mRNA质优量足.

2.2 消减杂交文库的构建与分析  dscDNA两端连接效率

检测结果显示两组dscDNA已与接头高效率连接. 消减

效率的鉴定结果显示: 与未消减组PCR产物相比 消减

组PCR产物中看家基因甘油三磷酸脱氢酶G3PDH基因

产物大大减少 说明所构建的消减文库具有很高的消

减效率. 对差异表达基因片段进行菌落PCR扩增 结果

显示为200-1 000 bp大小不等的插入片段[6]. 挑选克隆

测序并与GenBank数据库进行初步比较.

2.3 新基因的序列分析及全长基因的获得  利用美国国

立卫生院(NIH)国立医学图书馆(NLM)国立生物工程中心

(NCBI)建立的核苷酸序列数据库(GenBank)及其同源基

因序列的搜索(BLASTN) 发现其中的1个克隆序列与

GenBank中注册的已知功能基因序列没有同源性. 电子

拼接推定该基因的开放读码框架 设计引物 从表达

HCV NS5A蛋白的HepG2细胞提取总RNA后 进行RT-

PCR 扩增出约1 500 bp 左右片段(图 1) 经过测序

克隆出全长基因片段 获得HCV NS5A蛋白反式激活

作用的新型靶基因 命名为XTP5. 新基因的开放读码

框架(ORF)长度为1 527个核苷酸(nt) 编码产物由508

个氨基酸残基(aa)组成(图 2).

图1  XTP5反转录PCR扩增结果.

3   讨论

像多数病毒一样 HBV基因表达的调节主要是在转录

水平上的多水平调控 病毒借助宿主细胞的一些复制

表达元件完成其生活周期及致病过程. HBx是病毒编码

的主要调节成分 参与HBV基因在肝细胞中的表达

增生和再感染[2-5]. 由于HBx不与双链DNA发生结合

M   W   E   I    L    R   R   K   D   C    D   K   E    K   R   V   K

    1 ATG TGG GAG ATT TTA AGA AGA AAA GAC TGT GAC AAA GAA AAA AGA GTA AAG

L   M    S    D    L    Q    K    L    I    Q    G    K    I    K    T    I    A

   52 TTA ATG AGT GAT TTG CAG AAG TTG ATT CAA GGG AAA ATT AAA ACT ATT GCA

F   A    H   D    S    T    R    V    I    Q    C    Y    I    Q    Y    G    N

  103 TTT GCA CAC GAT TCA ACT CGT GTG ATC CAG TGT TAC ATT CAG TAT GGT AAT

E   E    Q   R   K   Q   A   F    E    E    L    R   D   D   L    V   E

  154 GAA GAA CAG AGA AAA CAG GCT TTT GAA GAA TTG CGA GAT GAT TTG GTT GAG

 L    S    K    A    K    Y    S    R    N    I    V    K    K    F    L    M    Y

  205 TTA AGT AAA GCC AAA TAT TCG AGA AAT ATT GTT AAG AAA TTT CTC ATG TAT
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2 000 bp

1 000 bp
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G    S    K    P    Q    I    A    E    I    I    R    S    F    K    G    H   V
  256 GGA AGT AAA CCA CAG ATT GCA GAG ATA ATC AGA AGT TTT AAA GGC CAC GTG
R   K   M   L    R   H   A   E    A   S    A   I    V   E    Y   A   Y

  307 AGG AAG ATG CTG CGG CAT GCG GAA GCA TCA GCC ATC GTG GAG TAC GCA TAC
N   D   K   A   I    L    E    Q   R   N   M   L    T    E    E    L    Y

  358 AAT GAC AAA GCC ATT TTG GAG CAG AGG AAC ATG CTG ACG GAA GAG CTC TAT
G   N   T    F    Q   L    Y   K   S    A   D   H   R   T    L    D   K

  409 GGG AAC ACA TTT CAG CTT TAC AAG TCA GCA GAT CAC CGA ACT CTG GAC AAA
V   L    E    V   Q   P    E    K   L    E    L    I    M   D   E    M   K

  460 GTG TTA GAG GTA CAG CCA GAA AAA TTA GAA CTT ATT ATG GAT GAA ATG AAA
Q   I    L    T    P    M   A    Q    K    E    A    V    I    K    H   S    L

  511 CAG ATT CTA ACT CCA ATG GCC CAA AAG GAA GCT GTG ATT AAG CAC TCA TTG
V   H   K   V   F    L    D   F    F    T    Y   A   P    P    K   L    R

  562 GTG CAT AAA GTA TTC TTG GAC TTT TTT ACC TAT GCA CCC CCC AAA CTC AGA
S   E    M   I    E    A    I    R    E    A    V    V    Y    L    A    H   T

  613 TCA GAA ATG ATT GAA GCC ATC CGC GAA GCG GTG GTC TAC CTG GCA CAC ACA
H   D   G   A   R   V   A   M   H   C   L    W   H   G   T   P    K

  664 CAC GAT GGC GCC AGA GTG GCC ATG CAC TGC CTG TGG CAT GGC ACG CCC AAG
D   R   K   V   I    V   K   T    M   K   T    Y   V   E    K   V   A

  715 GAC AGG AAA GTG ATT GTG AAA ACA ATG AAG ACT TAT GTT GAA AAG GTG GCT
N   G   Q   Y   S    H   L    V   L    L    A   A   F    D   C    I    D

  766 AAT GGC CAA TAC TCC CAT TTG GTT TTA CTG GCG GCA TTT GAT TGT ATT GAT
D   T    K    L    V    K    Q    I    I    I    S    E    I    I    S    S    L

  817 GAT ACT AAG CTT GTG AAG CAG ATA ATC ATA TCA GAA ATT ATC AGT TCA TTG
P   S    I    V    N    D    K    Y    G    R    K    V    L    L    Y    L    L

  868 CCT AGC ATA GTA AAT GAC AAA TAT GGA AGG AAG GTC CTA TTG TAC TTA CTA
S   P    R    D    P    A    H   T    V    R    E    I    I    E    V    L    Q

  919 AGC CCC AGA GAT CCT GCA CAT ACA GTA CGA GAA ATC ATT GAA GTT CTG CAA
K   G   D   G   N   A   H   S    K   K   D   T    E    V   R   R   R

  970 AAA GGA GAT GGA AAT GCA CAC AGT AAG AAA GAT ACA GAG GTC CGC AGA CGG
E   L    L    E    S    I    S    P    A    L    L    S    Y    L    Q    E    H

 1021 GAG CTC CTA GAA TCC ATT TCT CCA GCT TTG TTA AGC TAC CTG CAA GAA CAC
A   Q   E    V    V    L    D    K    S    A    C    V    L    V    S    D    I

 1072 GCC CAA GAA GTG GTG CTA GAT AAG TCT GCG TGT GTG TTG GTG TCT GAC ATT
L   G    S    A    T    G    D    V    Q    P    T    M   N    A    I    A    S

 1123 CTG GGA TCT GCC ACT GGA GAC GTT CAG CCT ACC ATG AAT GCC ATC GCC AGC
L   A   A   T    G   L    H   P    G   G   K   D   G   E    L    H   I

 1174 TTG GCA GCA ACA GGA CTG CAT CCT GGT GGC AAG GAC GGA GAG CTT CAC ATT
A   E   H   P    A   G   H   L    V   L    K   W   L    I    E    Q   D

 1225 GCA GAA CAT CCT GCA GGA CAT CTA GTT CTG AAG TGG TTA ATA GAG CAA GAT
K   K   M   K   E   N   G   R   E   G   C   F    A   K   T    L    V

 1276 AAA AAG ATG AAA GAA AAT GGG AGA GAA GGT TGT TTT GCA AAA ACA CTT GTA
E   H   V   G   M   K   N   L    K   S    W   A   S    V   N   R   G

 1327 GAG CAT GTT GGT ATG AAG AAC CTG AAG TCC TGG GCT AGT GTA AAT CGA GGT
A   I    I    L    S    S    L    L    Q    S    C    D    L    E    V    A    N

 1378 GCC ATT ATT CTT TCT AGC CTC CTC CAG AGT TGT GAC CTG GAA GTT GCA AAC
K   V    K    A    A    L    K    S    L    I    P    T    L    E    K    T    K

 1429 AAA GTC AAA GCT GCA CTG AAA AGC TTG ATT CCT ACA CTG GAA AAA ACC AAA
S    T    S    K    G    I    E    I    L    L    E    K    L    S    T    *

 1480 AGC ACC AGC AAA GGA ATA GAA ATT CTA CTT GAA AAA CTG AGC ACA TAG

图2  HBx 反式激活靶基因XTP5核苷酸及其编码产物序列.
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其发挥作用的普遍规律是对宿主细胞和病毒启动子转

录的反式激活. 作为一个有力的转录激活子 HBx可使

HBV其他基因产物转录活性增加数倍. 大量体内研究证

明 HBx可激活多种基本转录因子以及RNA聚合酶包

括RNA 聚合酶 1 2 3 NFκB NF-AT AP-1
ATF/CREB 抑癌基因p53[6-22]. 在体外研究中HBx还可

以结合一些转录元件 包括 TATA 结合蛋白(TBP)

TFIIB  TFIIH RNA聚合酶亚单位RPB5[23-26]. HBx细

胞内定位通常在胞质 他还具有激活胞质内信号转导

通路的活性 特别是Ras-Raf-MAPK途径[27, 28] 细胞应

激介导的MEKK1-p38-JNK通路和Src酪氨酸激酶. HBx

可影响早期细胞周期的调控点 通过激活内源性细胞

周期素A和周期素A依赖的胞质Src 转导通路 使细

胞越过G1期而停滞在S期 这一时期对病毒的复制是

至关重要的. 而对于肝细胞的分化 增生 凋亡和肝

肿瘤的转化具有重要意义.

        本实验将真核表达载体pcDNA3.1(-)-X 转染肝母

细胞瘤细胞系HepG2 并以转染空白载体的相同细胞

系作为对照 以两种转染的细胞系中提取的mRNA为起

始材料 应用SSH方法成功地构建了HBxAg反式激活

相关基因差异表达的cDNA消减文库 随机挑选克隆

测序并与GenBank数据库进行同源性比较分析 结果

主要包括两种类型 第一种是已知基因的序列 与

GenBank 中数据高度同源 其中包括一些已知的看家

基因序列和一些与细胞生长调节密切相关的基因序

列 第二种是未知基因序列 共获得9个差异表达的

未知序列[1]. 对其中的一个未知功能基因序列 我们采

用生物信息学方法进行电子拼接分析 获得了其全长

基因序列 命名为XTP5 是存在于肝细胞内HBx反式

激活的新的靶基因 我们已构建其哺乳动物细胞和酵

母细胞表达载体 为进一步研究该基因的生物学功能

和对X蛋白的致病作用提供线索.
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Abstract
AIM: To screen and clone the target genes transactivated
by hepatitis C virus (HCV) nonstructural  protein 5A (NS5A)
and to pave the way for elucidating the pathogenesis of
HCV infection.

METHODS: Suppression subtractive hybridization (SSH)
technique and bioinformatics were used. mRNA from HepG2
cells transfected pcDNA3.1(-)-NS5A and pcDNA3.1(-) empty
vector, respectively, was isolated, and SSH method was
employed to analyze the differentially expressed DNA sequence
between the two groups. The coding gene transactivated by
HCV NS5A was cloned by bioinformatics methods.

RESULTS: The obtained sequences were searched for ho-
mologous DNA sequence from GenBank, one of which was
a new gene with unknown function. The new gene with no
homology with known genes in this database was con-
firmed and electric polymerase chain reaction was con-
ducted for the cloning of the full-length DNA for the new
gene and in conjunction with Kozak role and the exist of
polyadenyl signal sequence. The reverse transcription PCR
(RT-PCR) was used to amplify the new gene, named as
NS5ATP1, from the mRNA of HepG2 cells transfected.

CONCLUSION: HCV NS5A is a potential transactivator.
Suppression subtractive hybridization is an efficient and
convenient method for identification and separation of ex-
pressed genes in hepatocytes. These results pave the way

for the study of the molecular mechanism of the transactivating
effects of HCV NS5A protein and the development of new
therapy for chronic hepatitis C.

Liu M, Cheng J, Wang L, Zhang SL, Shao Q, Zhang J, Liang YD. Cloning
and identification of human gene 1 transactivated by nonstructural protein
5A of hepatitis C virus. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(1):78-81

摘要

目的: 应用抑制性消减杂交技术(SSH)及生物信息学技术

(bioinformatics)筛选并克隆丙型肝炎病毒(HCV)非结构蛋白

NS5A反式激活新型靶基因 进一步阐明HCV感染相关疾

病的发病机制

方法: 以HCV NS5A蛋白表达质粒pcDNA3 1(-)-NS5A

转染HepG2细胞 以空载体pcDNA3 1(-)为平行对照 提

取mRNA并进行抑制性消减杂交分析 应用分子生物学技

术 结合生物信息学技术 分析并克隆HCV NS5A反式激

活作用的新的靶基因

结果: 对于所获基因片段序列分析表明 其中之一为新型

基因片段 从转染pcDNA3 1(-)-NS5A的HepG2细胞提

取总RNA 以逆转录多聚酶链反应(RT-PCR)技术扩增获得

该新基因的全长序列 并测序证实 命名为NS5ATP1

NS5ATP1基因的编码序列全长为1011个核苷酸(nt) 编码

产物由336 个氨基酸残基(aa)组成

结论: HCV NS5ATP1是一种典型的病毒基因组编码的具有

反式激活作用的蛋白 而SSH是一种鉴定 分离组织细胞

中选择性表达基因的技术 通过这种技术 发现了HCV

NS5ATP1反式激活作用的新的靶基因 这一发现 为进一

步研究HCV NS5ATP1蛋白反式激活作用的分子生物学机

制和探索新型治疗技术奠定了基础
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)是一种单股正链RNA病毒 基因

组含有惟一的开放读框(ORF) 可以分成结构基因区

和非结构基因区[1-4]. NS5A是非结构蛋白的一种 哺乳

动物细胞表达的NS5A蛋白以两种形式存在 分子量

分别为56 KD和 58 KD. HCV NS5A是HCV基因组编码

的一种重要的具有多种生物学活性的非结构蛋白质

在HCV多蛋白的成熟和RNA的复制过程中具有十分重



要的作用[5-7]. NS5A还是一种作用很强转录激活因子

调控着细胞内许多病毒及细胞基因的转录 与感染

HCV细胞发生恶性转化的过程有关[8, 9]. 我们利用抑制性

消减杂交技术(suppression subtractive hybridization

SSH)及生物信息学技术(bioinformatics)筛选并克隆了

NS5A 蛋白反式激活作用的新靶基因 命名为丙型肝

炎病毒NS5A蛋白反式激活基因1(NS5ATP1) 为HCV

NS5A蛋白反式激活作用及HCV相关疾病发病机制的

研究奠定了基础

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2细胞及感受态大肠杆菌JM109为本室

保存 pcDNA3 1(-)真核表达载体购自 Invitrogen 公

司; Lipofectamine PLUS 转染试剂购自Gibco公司 mRNA

Purification 试剂盒购自Amersham Pharmacia Biotech

PCR-Select cDNA Subtraction试剂盒 50 PCR Enzyme

Mix Advantage PCR Cloning试剂盒购自Clontech High

Pure PCR Product Purification 试剂盒购自Boehringer

Mannheim公司 T7 SP6通用引物及pGEM-Teasy载体

购自Promega公司 丙型肝炎病毒非结构蛋白真核表达

质粒pcDNA3 1(-)-NS5A由本室构建 DNA测序由上

海博亚公司完成

1.2 方法

1.2.1 消减杂交文库的建立及克隆分析  分别将pcDNA3.1

(-)-NS5A及pcDNA3.1 (-)空载体转染HepG2细胞 48 h

后提取mRNA 以此mRNA为模板逆转录合成双链cDNA

(dscDNA) 并分别标记为Tester和Driver 经Rsa (一种

识别4碱基序列的内切酶)消化后将Tester cDNA分为两

份 分别连接特殊设计的寡核苷酸接头Adapter 1 和

Adapter 2 与过量的Driver cDNA进行2次消减杂交和

2次抑制性PCR 使Tester cDNA中特异性表达或高表

达的片段得到特异性扩增. 扩增产物与pGEM-Teasy载

体连接 转化JM109感受态细菌 在含氨苄青霉素的

LB/X-gal/IPTG培养板上 37 培养18 h. 挑取白色菌落

增菌 以pGEM-Teasy载体多克隆位点两端T7/SP6引物进

行菌落PCR扩增 证明含有插入片段后(200-1 000 bp) 测

序. 对于每一条基因片段的序列提交GenBank进行同源

基因序列的搜索 确认所得基因片段的独特性 然后依

据GenBank数据库中的同源基因片段进行电子拼接 根

据Kozak 规则和终止密码子下游的多聚腺苷酸信号序

列 确定完整的编码基因序列

1.2.2 新基因的PCR扩增与序列分析  根据电子拼接的

新基因序列(1 011 bp) 利用生物软件Vector NTI 设计

新基因的序列特异性的含有特异性核酸内切酶(EcoR

/BamH )的引物 利用转染了pcDNA3.1 (-)-NS5A

的HepG2细胞来源的mRNA 经过RT-PCR扩增 并

与pGEM-Teasy 载体连接 转化 JM109 感受态细菌

在含有氨苄青霉素的LB/X-gal/IPTG培养板上 37 

培养 18 h. 挑取白色菌落 增菌 使用碱裂解法提质

粒后进行双酶切(EcoR /BamH )鉴定 证明目的基

因约1 011 bp后测序 进一步鉴定正确后获得阳性克隆.

2   结果

2.1 mRNA的定性 定量分析  纯化高质量的mRNA是

获得 cDNA高产量的前提. 紫外分光检测显示 转染了

NS5A表达质粒及空载体的HepG2 细胞mRNA分别为

4.64 µg和 4.38 µg A260/A280=1.97. 10 g/L琼脂糖凝
胶电泳见 mRNA为大于0.5 kb清晰慧尾片状条带 证

实获得高质量mRNA

2.2 消减杂交文库的构建与分析  dscDNA两端连接效率

检测结果显示两组dscDNA已与接头高效率连接. 消减

效率的鉴定结果显示: 与未消减组PCR产物相比 消

减组PCR产物中看家基因甘油三磷酸脱氢酶(G3PDH)基

因产物大大减少 说明所构建的消减文库具有很高的

消减效率. 对差异表达基因片段进行菌落PCR 扩增

结果显示为200-1 000 bp大小不等的插入片段. 挑选克

隆测序并与GenBank 数据库进行初步比较

2.3 新基因的序列分析及全长基因的获得  利用美国国

立卫生院(NIH)国立医学图书馆(NLM)国立生物工程中心

(NCBI)建立的核苷酸序列数据库(GenBank)及其同源基

因序列的搜索(BLASTN) 发现其中的1个克隆序列与

GenBank中注册的已知功能基因序列没有同源性. 电子

拼接推定该基因的开放读码框架 设计引物 从表达

HCV NS3蛋白的HepG2细胞提取总RNA后 进行RT-

PCR 扩增出约1 011 bp 片段(图 1) 经过测序克隆

出全长基因片段 获得HCV NS5A反式激活作用的新

型靶基因 命名为NS5ATP1. 新基因的开放读码框架

(ORF)长度为1 011个核苷酸(nt) 编码产物由336个氨

基酸残基(aa)组成(图 2)

图 1  HCV NS5A蛋白反式激活靶基因NS5ATP1的PCR扩增电泳图.

M   A   A   S    L    R   L    L    G   A   A   S    G   L    R

    1 ATG GCA GCC TCC TTA CGG CTC CTC GGA GCT GCC TCC GGT CTC CGG

Y   W   S    R    R   L    R    P    A    A   G   S    F    A    A

   46 TAC TGG AGC CGG CGG CTG CGG CCG GCA GCC GGC AGC TTT GCA GCG

刘敏, 等. 丙型肝炎病毒非结构蛋白NS5A反式激活基因1的克隆                                                     79
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3   讨论

HCV感染是引起慢性肝炎的主要原因 与肝纤维化及

肝细胞癌(HCC )的发生密切相关 其中病毒编码的

NS5A 蛋白起着重要的作用. NS5A 是反式转录激活因

子 其羧基末端富含酸性氨基酸及脯氨酸 这是真核

细胞转录因子特有的结构特征  但是其参与细胞转录

调节的机制仍不十分清楚[9-11]. 一般来说 反式转录激

活因子是在细胞核中起作用的. 尽管已有明确证据显示

NS5A 蛋白全长定位于细胞内质网 但在细胞核内仍

可以检测到NS5A的N-末端定位信号[12-16] 提示NS5A

V   C    S    R    S    V    A    S    K    T    P    V    G    F    I

   91 GTG TGT TCT AGG TCA GTG GCT TCA AAG ACT CCA GTT GGA TTC ATT

G   L    G   N   M   G   N   P    M   A   K   N   L    M   K

  136 GGA CTG GGC AAC ATG GGG AAT CCA ATG GCA AAA AAT CTC ATG AAA

H   G    Y    P    L    I    I    Y    D    V    F    P    D    A    C

  181 CAT GGC TAT CCA CTT ATT ATT TAT GAT GTG TTC CCT GAT GCC TGC

K   E    F    Q   D   A   G   E    Q   V   V   S    S    P    A

  226 AAA GAG TTT CAA GAT GCA GGT GAA CAG GTA GTA TCT TCC CCA GCA

D   V   A   E    K   A   D   R   I    I    T    M   L    P    T

  271 GAT GTT GCT GAA AAA GCT GAC AGA ATT ATT ACA ATG CTG CCC ACC

S   I    N    A    I    E    A    Y    S    G    A    N    G    I    L

  316 AGT ATC AAT GCA ATA GAA GCT TAT TCC GGA GCA AAT GGG ATT CTA

K   K    V    K    K    G    S    L    L    I    D    S    S    T    I

  361 AAA AAA GTG AAG AAG GGC TCA TTA TTA ATA GAT TCC AGC ACT ATT

D   P    A   V   S    K   E    L    A   K   E    V   E    K   M

  406 GAT CCT GCA GTT TCA AAA GAA TTG GCC AAA GAA GTT GAG AAA ATG

G   A   V   F    M   D   A   P    V   S    G   G   V   G   A

  451 GGA GCA GTT TTC ATG GAT GCC CCT GTT TCT GGT GGT GTA GGA GCT

A   R   S    G   N   L    T    F    M   V   G   G   V   E    D

  496 GCA CGA TCT GGG AAC CTC ACG TTT ATG GTG GGA GGA GTT GAA GAT

E   F    A   A   A   Q   E    L    L    G   C    M   G   S    N

  541 GAA TTT GCT GCT GCC CAA GAG TTG CTG GGG TGC ATG GGC TCC AAC

V   V   Y   C    G   A   V   G   T    G   Q   A   A   K   I

  586 GTG GTG TAC TGT GGA GCT GTT GGG ACT GGG CAG GCG GCA AAG ATC

C   N    N    M   L    L    A    I    S    M   I    G    T    A    E

  631 TGC AAC AAC ATG CTG TTA GCT ATT AGT ATG ATT GGA ACT GCT GAA

A   M   N    L    G    I    R    L    G    L    D    P    K    L    L

  676 GCT ATG AAT CTT GGA ATC AGG TTA GGG CTT GAC CCA AAA CTA CTG

A   K   I    L    N    M   S    S    G    R    C    W   S    S    D

  721 GCT AAA ATC CTA AAT ATG AGC TCA GGA CGG TGT TGG TCA AGT GAC

T   Y   N   P    V   P    G   V   M   D   G   V   P    S    A

  766 ACT TAT AAT CCT GTA CCT GGA GTG ATG GAT GGC GTT CCC TCG GCT

N   N   Y   Q   G   G   F    G   T    T    L    M   A   K   D

  811 AAT AAC TAT CAG GGT GGA TTT GGA ACA ACA CTC ATG GCT AAG GAT

L   G    L    A    Q    D    S    A    T    S    T    K    S    P    I

  856 CTG GGA TTG GCA CAA GAC TCT GCT ACC AGC ACA AAG AGC CCA ATC

L   L    G   S    L    A   H   Q   I    Y   R   M   M   C    A

  901 CTT CTT GGC AGT CTG GCC CAT CAG ATC TAC AGG ATG ATG TGT GCA

K   G   Y    S    K    K    D    F    S    S    V    F    Q    F    L

  946 AAG GGC TAC TCA AAG AAA GAC TTC TCA TCC GTG TTC CAG TTC CTA

   R        E      E       E       T        F        *

  991 CGA GAG GAG GAG ACC TTC TGA

图2  NS5ATP1基因序列及编码产物一级结构序列.
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的部分结构可进入细胞核内并成为转录激活因子的一

部分. 缺失N-末端146 aa和DNA结合区域在GAL4(一

种酵母细胞转录激活因子)的HCV NS5A蛋白可强烈的激

活酵母和哺乳动物细胞的转录活性. 结合到GAL4 DNA结

合区域的全长HCV NS5A蛋白并没有激活转录的作用

NS5A片段转录激活作用最强的位点定位于2 135 和 2

331 aa之间. NS5A的转录激活区域包括两个酸性氨基酸区

(2 143-2 184 aa 2 220-2 273 aa)和一个脯氨酸富集区

(2282-2327 aa)  酸性氨基酸区的酸性氨基酸残基的数

量与NS5A的反式激活活性相关 2个酸性氨基酸区是

NS5A 的转录激活作用的核心区域 因此酸性氨基酸

区2的一些氨基酸的突变可明显影响NS5A的转录激活

作用 但是这些突变更多的是引起蛋白二级结构的改

变. 脯氨酸富集区被认为对NS5A的转录激活作用只有

一定的加强作用 相对而言并不特别重要

        Gong et al [17]研究发现 NS5A能够反式激活核转录

因子NF-κB 及 STAT3 在细胞炎症反应 肿瘤发生
及转移过程中起重要作用  NS5A在细胞质内通过氧化

应激作用激活NF-κB和 STAT-3转录因子. NS5A引起
细胞内钙离子的紊乱  Ca2+作为第二信使激发线粒体内

的活性氧簇水平 使NF-κB和 STAT-3易位入细胞核
内  有证据表明STAT-3的激活部分有NS5A的作用.

在抗氧化剂N-乙酰-L-半胱氨酸(NAC)或者Ca2+拮抗

剂(EGTA-AM  TMB-8)作用下 NS5A诱导的NF-κB
和STAT-3的反式激活作用消失. 这些结果说明NS5A可

引起细胞内与病毒感染相关的病理改变的发病机制.

Ghosh et al [18]研究发现 NS5A蛋白能够抑制细胞周期

调节基因p21WAF1 激活人肝癌细胞中增生细胞核抗原

(PCNA)基因 从而调节细胞凋亡 促进细胞增生. NS5A

cDNA能够使转染的小鼠成纤维细胞NIH 3T3具有转化

特性 且转化细胞移植入裸鼠体内可形成纤维肉瘤灶

直接证明了HCV NS5A 蛋白的恶性转化潜能 由于

NS5A表现出对抗干扰素 α(IFNα)的治疗效应而引起人
们广泛的关注 NS5A 能够与肝细胞中的 IFN 刺激蛋

白-双链RNA依赖的激酶(PKR)相互作用 抑制PKR

的功能 从而下调 IFN 刺激的抗病毒效应[19]

         本项研究中发现了HCV NS5A蛋白反式激活的新的

靶基因 为研究HCV NS5A蛋白的反式激活作用及其后

果提供了新的研究方向和思路  由于目前对于新克隆的

NS5A 蛋白反式激活的靶基因的结构与功能 表达与

调控 以及新基因的生物学作用和在丙型肝炎致病机

制中的作用和地位不明 需要进一步研究 以阐明新

基因的研究意义
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Abstract
AIM: To screen and clone the target genes transactivated
by nonstructural protein 5A (NS5A) of hepatitis C virus
(HCV) using suppression subtractive hybridization (SSH)
technique and bioinformatics technique.

METHODS: The mRNA was isolated from HepG2 cells which
were transfected with pcDNA3.1(-)-NS5A and pcDNA3.1
(-) empty vector, respectively, and SSH method was em-
ployed to analyze the differentially expressed DNA sequence
between the two groups. The obtained sequences were
searched for homologous DNA sequence from GenBank,
one of which was a new gene with unknown function. The
new gene with no homology with known genes in this
database was confirmed and electric polymerase chain
reaction (PCR) was conducted for the cloning of the full-
length cDNA for the new gene and in conjunction with Kozak
role and the exist of polyadenyl signal sequence. The
reverse transcription PCR (RT-PCR) was used to amplify
the new gene, named NS5ATP7, from the mRNA of HepG2
cells. The sequence for the NS5ATP7 gene was deposited
into GenBank, and the accession number was AF529368.

RESULTS: The full-length DNA sequence for the NS5ATP7
gene was of 894 nucleotides (nt), and its coding product
consisted of 297 amino acid (aa) residues.

CONCLUSION: These results will pave the way for the study
of the molecular mechanism of the transactivating effects
of NS5A protein of HCV and the development of new
therapy for chronic hepatitis C.

Zhang J, Liu Y, Cheng J, Wang L, Shao Q, Liang YD, Liu M. Cloning and
identification of human gene 7 transactivated by nonstructural protein
5A of hepatitis C virus. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(1):82-85

摘要

目的: 应用抑制性消减杂交(SSH)技术及生物信息学技术筛

选并克隆丙型肝炎病毒(HCV)非结构蛋白5A(NS5A)反式激

活新型靶基因.

方法: 以HCV NS5A表达质粒pcDNA3.1(-)-NS5A转染

HepG2细胞 以空载体pcDNA3.1(-)为平行对照 提取

mRNA并进行SSH分析. 对于所获基因片段序列分析表明

其中之一为新型基因片段 与GenBank中注册的已知功能

基因序列没有同源性 利用表达序列标签(EST)序列的搜索

和比对 进行电子拼接 根据基因起始密码子的Kozak规

则和终止密码子下游保守的多聚腺苷酸信号序列 确定新

型基因序列. 从HepG2细胞提取总RNA 以逆转录多聚酶

链反应(RT-PCR)技术扩增获得该新基因的全长序列 并测

序证实 命名为NS5ATP7 在GenBank中注册 注册号为

AF529368.

结果: NS5ATP5基因的编码序列全长为894个核苷酸(nt)

编码产物由297个氨基酸残基(aa)组成.

结论: HCV NS5A反式激活新型靶基因NS5ATP5的筛选与

克隆 为进一步研究HCV NS5A反式激活作用的分子生物

学机制和探索新型治疗技术奠定了基础.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)的感染 不仅能够引起急慢性病

毒性肝炎 且与肝脏纤维化(liver cirrhosis LC)和肝

细胞癌(hepatocellular carcinoma HCC)的发生密切相



关. 值得注意的是 HCV 感染具有较高的慢性化比

例 有时高达80%以上. 目前我国一般人群的感染率

达3.2% 因而具有很大的危害性[1-14]. 丙型肝炎病毒是

单股正链RNA病毒 全长约9 500个核苷酸 含有一

个大的开放读码框架(ORF) 编码 3 010-3 033个氨基

酸残基的多肽前体 多肽前体至少被加工为10种结构

蛋白和非结构蛋白. 其中 HCV非结构蛋白5A(NS5A)

基因(位于6 258-7 601 bp之间)编码的56 kD的NS5A蛋

白(448 aa)除了参与HCV多蛋白的成熟和RNA的复制过

程外 还具有多种生物学功能. 目前 不同磷酸化形

式的NS5A 蛋白具有反式激活作用是国内外学者关于

NS5A生物学功能研究的热点. NS5A蛋白是一种作用很强

的转录激活因子 能够影响细胞信号转导途径 激活多

种病毒及细胞基因启动子 调控着细胞基因的转录 推

测NS5A蛋白的这种反式激活作用 可能是HCV感染与

肝细胞癌发生发展密切相关的重要分子生物学机制[15, 16].

        本研究利用抑制性消减杂交技术(suppression sub-

tractive hybridization SSH) 对于表达HCV NS5A载体

转染的HepG2细胞进行研究 阐明了NS5A蛋白反式激

活作用的部分靶基因 同时我们结合生物信息学技术

(bioinformatics)克隆了NS5A蛋白反式激活作用的新靶基

因 即HCV NS5A蛋白反式激活基因7(NS5ATP7) 从

而为HCV NS5A反式激活作用的研究提供新的方向.

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2细胞及感受态大肠杆菌DH5α为本室
保存 pcDNA3.1(-)真核表达载体购自Invitrogen 公司;

Lipofectamine PLUS 转染试剂购自Gibco 公司 mRNA

Purification 试剂盒购自Amersham Pharmacia Biotech

PCR-Select cDNA Subtraction 试剂盒 50 PCR En-

zyme Mix Advantage  PCR Cloning 试剂盒购自

Clontech High Pure PCR Product Purification试剂盒购

自Boehringer Mannheim 公司 T7 SP6 通用引物及

pGEM-T vector载体购自Promega公司. 丙型肝炎病毒非

结构蛋白NS5A真核表达质粒pcDNA3.1(-)-NS5A由本

室构建[17]. DNA测序由上海博亚公司完成.

1.2 方法

1.2.1 消减杂交文库的建立及克隆分析  分别将pcDNA3.1

(-)-NS5A及pcDNA3.1(-)空载体转染HepG2细胞 48 h

后提取mRNA 以此mRNA为模板逆转录合成双链cDNA

(dscDNA) 并分别标记为Tester和Driver 经Rsa (一

种识别4碱基序列的内切酶)消化后将Tester cDNA分为

两份 分别连接特殊设计的寡核苷酸接头Adapter 1和

Adapter 2 与过量的Driver cDNA进行2次消减杂交和

2次抑制性PCR 使Tester cDNA中特异性表达或高表

达的片段得到特异性扩增. 扩增产物与pGEM-T载体连

接 转化DH5α感受态细菌 在含氨苄青霉素的LB/
X-gal/IPTG培养板上 37 培养18 h. 挑取白色菌落

增菌 以pGEM-T载体多克隆位点两端T7/SP6引物进

行菌落PCR扩增 证明含有插入片段后(2 00-1 000 bp)

测序. 对于每一条基因片段的序列提交GenBank进行同

源基因序列的搜索 确认所得基因片段的独特性 然后

依据GenBank数据库中的同源基因片段进行电子拼接

根据Kozak规则和终止密码子下游的多聚腺苷酸信号序

列 确定完整的编码基因序列.

1.2.2 新基因的PCR扩增与序列分析  根据电子拼接序

列的新基因序列 设计新基因特异性引物 利用转染了

pcDNA3.1(-)-NS5A的HepG2细胞来源的mRNA 经过

逆转录多聚酶链反应(RT-PCR)扩增与克隆技术 获得

阳性克隆并进行序列分析.

2   结果

2.1 mRNA的定性 定量分析  使用高质量的mRNA是

保证 cDNA 高产量的前提. 紫外分光检测显示 转染

了真核表达质粒及空载体的HepG2 细胞mRNA分别为

4.54 µg和 4.23 µg A260/A 280=1.7. 10 g/L琼脂糖凝胶
电泳见 mRNA为大于0.5 kb清晰慧尾片状条带.

2.2 消减杂交文库的构建与分析  dscDNA两端连接效率

检测结果显示两组dscDNA已与接头高效率连接. 消减

效率的鉴定结果显示: 与未消减组PCR产物相比 消减

组PCR产物中看家基因甘油三磷酸脱氢酶G3PDH基因

产物大大减少 说明所构建的消减文库具有很高的消

减效率. 对差异表达基因片段进行菌落PCR扩增 结果

显示为200-1 000 bp大小不等的插入片段. 挑选克隆测

序 并与GenBank 数据库进行初步比较.

2.3 新基因的序列分析及全长基因的获得  利用美国国

立卫生院(NIH)国立医学图书馆(NLM)国立生物工程中心

(NCBI)建立的核苷酸序列数据库(GenBank)及其同源基

因序列的搜索(BLASTN) 发现其中的1个克隆序列与

GenBank中注册的已知功能基因序列没有同源. 电子拼

接推定该基因的开放读码框架 设计引物 从表达HCV

NS5A蛋白的HepG2细胞提取总RNA后 进行RT-PCR

扩增出约1 000 bp片段(图1) 经过测序克隆出全长基因

片段 获得HCV NS5A蛋白反式激活作用的新型靶基因

命名为NS5ATP7. 新基因的开放读码框架(ORF)长度为894

个核苷酸 编码产物由297个氨基酸残基组成(图2). 新基

因的核苷酸序列被GenBank收录 收录号为AF529368.

图1  NS5ATP7 逆转录PCR扩增结果.
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M    S    N    R    V    V    C    R    E    A    S    H    A    G    S

    1 ATG TCC AAC CGA GTG GTC TGC CGA GAA GCC AGT CAC GCC GGG AGC

W    Y    T    A    S    G    P    Q    L    N    A    Q    L    E    G

   46 TGG TAC ACA GCC TCA GGA CCG CAG CTG AAT GCA CAG CTA GAA GGT

W    L    S     Q   V    Q    S    T    K    R    P    A    R    A    I

   91 TGG CTT TCA CAA GTA CAG TCT ACA AAA AGA CCT GCT AGA GCC ATT

I    A    P    H    A     G    Y    T    Y    C    G    S    C    A    A

  136 ATT GCC CCC CAT GCA GGA TAT ACG TAC TGT GGG TCT TGT GCT GCC

H    A    Y    K    Q    V    D    P    S     I    T    R    R     I     F

  181 CAT GCT TAT AAA CAA GTG GAT CCG TCT ATT ACC CGG AGA ATT TTC

I     L    G    P    S    H    H    V    P    L    S    R    C    A    L

  226 ATC CTT GGG CCT TCT CAT CAT GTG CCC CTC TCT CGA TGT GCA CTT

S    S    V    D    I     Y     R    T    P    L    Y    D    L    R    I

  271 TCC AGT GTG GAT ATA TAT AGG ACA CCT CTG TAT GAC CTT CGT ATT

D    Q    K     I     Y    G    E    L    W    K    T    G     M    F   E

  316 GAC CAA AAG ATT TAC GGA GAA CTG TGG AAG ACA GGA ATG TTT GAA

R    M    S    L    Q    T    D     E    D     E    H    S    I     E    M

  361 CGC ATG TCT CTG CAG ACA GAT GAA GAT GAA CAC AGT ATT GAA ATG

H    L    P    Y    T    A    K    A    M     E    S    H    K    D    E

  406 CAT TTG CCT TAT ACA GCT AAA GCC ATG GAA AGC CAT AAG GAT GAG

F    T     I    I     P    V    L    V    G    A    L    S    E     S    K

  451 TTT ACC ATT ATT CCT GTA CTG GTT GGA GCT CTG AGT GAG TCA AAA

E    Q     E     F    G    K    L    F    S    K    Y     L    A    D    P

  496 GAA CAG GAA TTC GGA AAA CTC TTC AGT AAA TAT CTA GCG GAT CCT

S     N    L    F    V    V    S   S    D    F    C    H    W    G    Q

  541 AGT AAT CTC TTT GTG GTT TCT TCT GAT TTC TGC CAT TGG GGT CAA

R    F    R    Y    S    Y    Y    D    E     S    Q    G    E    I     Y

  586 AGG TTC CGT TAC AGT TAC TAT GAT GAA TCC CAG GGG GAG ATT TAT

R     S    I    E    H    L    D    K    M    G    M    S     I     I    E

  631 AGA TCC ATT GAA CAT CTA GAT AAA ATG GGT ATG AGT ATT ATA GAA

Q     L    D    P    V    S    F    S    N    Y    L    K    K    Y    H

  676 CAA TTA GAC CCT GTA TCT TTT AGC AAT TAC TTG AAG AAA TAC CAT

N    T     I     C    G    R    H    P    I    G    V    L    L     N   A

  721 AAT ACT ATA TGT GGA AGA CAT CCC ATT GGG GTG TTA TTA AAT GCT

I     T     E    L    Q     K    N    G    M    N    M    S    F    S   F

  766 ATC ACA GAG CTC CAG AAG AAT GGA ATG AAT ATG AGT TTT TCG TTT

L    N     Y    A    Q    S     S    Q    C     R    N    W    Q   D   S

  811 TTG AAT TAT GCC CAG TCG AGC CAG TGT AGA AAC TGG CAA GAC AGT

 S       V       S       Y       A      A       G       A       L       T       V       H       *

  856 TCA GTG AGT TAT GCA GCT GGA GCA CTC ACG GTC CAC TGA

的羧基末端 是丝氨酸磷酸化蛋白质 依磷酸化程度

的不同而产生两种分子量不同的多肽p56 和 p58 分

子量分别为56 kD和 58 kD p58被认为是p56的超级

磷酸化产物 目前认为NS5A 蛋白是在细胞蛋白激酶

作用下发生磷酸化修饰后发挥生物调节作用的[24]. 不同

磷酸化形式的NS5A蛋白具有反式激活作用是目前关于

NS5A生物学功能研究的热点. 研究发现 NS5A片段转

图2  HCV NS5A反式激活靶基因NS5ATP7核苷酸及其编码产物序列.

3   讨论

HCV基因组的翻译是在有关酶的作用下合成一个长约

3 011氨基酸的多蛋白前体 然后在宿主信号肽酶和病

毒编码的蛋白酶作用下裂解为各种蛋白 即: 结构蛋白

C E1 E2 p7 和非结构蛋白NS2 NS3 NS4A

NS4B NS5A 和NS5B[18-23]. NS5A 是非结构蛋白的一

种 哺乳动物细胞表达的HCV NS5A位于HCV多蛋白
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录激活作用最强的位点定位于2 135和2 331 aa之间. NS5A

的转录激活区域包括两个酸性氨基酸区(2 143-2 184

2 220-2 273 aa)和一个脯氨酸富集区(2 282-2 327 aa). 酸性

氨基酸区的酸性氨基酸残基的数量与NS5A的反式激活

活性相关 两个酸性氨基酸区是NS5A的转录激活作用

的核心区域 因此酸性氨基酸区2的一些氨基酸的突变

可明显影响NS5A的转录激活作用 但是这些突变更多

的是引起蛋白二级结构的改变. 最近的研究表明缺失N-

末段146个氨基酸残基和DNA结合区域在GAL4(一种

酵母细胞转录激活因子)的HCV NS5A蛋白可强烈的激

活酵母和哺乳动物细胞的转录活性. 结合到GAL4 DNA

结合区域的全长的HCV NS5A蛋白并没有激活转录的

作用. 尽管已有明确证据显示NS5A蛋白全长定位于细

胞质内 在细胞核内仍可以检测到NS5A的N-末段的

具有功能性核定位信号(nucleic localization signal NLS)

序列 即PPRKKRVV(354-362 aa) 因此NS5A蛋白具

有核信号转导功能 这就提示这部分结构可进入细胞

核内并成为转录激活因子的一部分. Gong et al 研究发

现 NS5A能够反式激活核转录因子NF-κB及 STAT3
在细胞炎症反应 肿瘤发生及转移过程中起重要作用.

通过反式激活作用 NS5A 还可抑制细胞周期调节基

因p21WAF1的表达 抑制p53介导的对转录的反式激

活作用和细胞凋亡作用. 此外 由于NS5A表现出对抗

干扰素 α(IFNα)的治疗效应而引起人们广泛的关注
NS5A能够与肝细胞中的IFN刺激蛋白-双链RNA依赖

的激酶(PKR)相互作用 抑制PKR的功能 从而下调

IFN刺激的抗病毒效应. 位于NS5A蛋白中央包括一段干

扰素敏感决定区(ISDR) 该区被认为是介导NS5A 与

IFNα诱导的双链RNA依赖的蛋白激酶结合的部位 后
者是 IFNα诱导的早期细胞内抗病毒合成反应. 同时
NS5A显示出诱导CXC趋化因子 白介素-18(IL-18)

可抵消 IFNα抗病毒效应.
       本研究建立了真核表达载体pcDNA3.1(-)-NS5A

转染肝母细胞瘤细胞系HepG2 以转染空白载体的肝

母细胞瘤细胞系HepG2作为对照 将2种转染的细胞

系中提取的mRNA做为起始材料 应用SSH方法成功

地构建了HCV NS5A 反式激活相关基因差异表达的

cDNA消减文库 挑选90个克隆测序 并与GenBank数

据库进行同源性比较分析 结果主要包括2种类型 第

一种是已知基因的序列 与GenBank中数据高度同源

其中包括已知的看家基因序列和与细胞生长调节密切

相关的基因序列 第二种是未知基因序列 共获得15

个差异表达的未知序列[6]. 对其中的一个未知功能基因

序列 我们采用生物信息学方法进行电子拼接分析 获

得了其全长基因序列 被GenBank收录. 本项研究中发

现的HCV NS5A 蛋白反式激活的新靶基因 命名为

NS5ATP7 为研究HCV NS5A蛋白的反式激活作用及

其作用机制提供了新的研究方向和思路.
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Abstract
AIM: To investigate the binding protein of hepatitis C virus
core protein (HCVcore).

METHODS: The HCVcore gene was amplified by poly-
merase chain reaction (PCR) and HCVcore bait plasmid
was constructed by using yeast-two hybrid system 3, then
transformed into yeast AH109. The transformed yeast
mated with yeast Y187 containing leucocyte cDNA library
plasmid in 2×YPDA medium. Diploid yeast was plated on
synthetic dropout nutrient medium (SD/-Trp-Leu-His-Ade)
and synthetic dropout nutrient medium (SD/-Trp-Leu-His-
Ade) containing x-α-gal for selecting two times and
screening. After extracting and sequencing of plasmid from
blue colonies, we underwent analysis by bioinformatics.

RESULTS: Six colonies were sequenced, among which,two
colonies were golgi complex associated protein 1 (GOCAP1),
one colony was Ran binding protein M (RanBPM), one
colony was pellino homolog 2 (PELI2), and two colonies

were KIAA1949 protein (KIAA1949).

CONCLUSION: Genes of HCV core interacting proteins in
leucocyte are successfully cloned and the results bring some
new clues for studying the biological functions of HCVcore
and associated proteins.

Shao Q, Cheng J, Bai XF, Wang L, Zhang J, Liang YD, Liu M, Li Q.
Screening of the genes of HCV core interacting proteins from human
leucocyte cDNA library by yeast two-hybrid system. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(1):86-88

摘要

目的: 用酵母双杂交技术筛选白细胞中与丙型肝炎病毒

(HCV)核心蛋白结合蛋白的基因.

方法: 用多聚酶链反应(PCR)法扩增HCV核心蛋白基因

连接入酵母表达载体pGBKT-7中构建诱饵质粒 转化酵母

细胞AH109并在其内表达 然后与转化了人白细胞文库质

粒的酵母细胞Y187进行配合 在营养缺陷型培养基上进行

双重筛选阳性菌落 增菌后提取质粒 转化入大肠杆菌 提

取质粒并测序 进行生物信息学分析.

结果: 成功克隆出核心蛋白基因并在酵母细胞中表达 配

合后选出在四缺( SD/-Trp-Leu-Ade-His)培养基和铺有X-

α-半乳糖(X-α-gal)的四缺培养基上均能生长并变成蓝色的
真阳性菌落共6个 其中 2个高尔基复合体关联蛋白1 1

个Ran结合蛋白M 1个 pellino同族体2 2个未知功能

蛋白基因(KIAA1949).

结论: 成功克隆出丙型肝炎病毒核心蛋白的结合蛋白 为

进一步研究HCV的作用提供了新线索.

邵清, 成军, 白雪帆, 王琳, 张健, 梁耀东, 刘敏, 李强. 酵母双杂交技术筛选白

细胞中HCV核心蛋白结合蛋白基因.世界华人消化杂志  2004;12(1):86-88
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0   引言

丙型肝炎病毒(hepatitis C virus HCV)于 1989年被发

现 是输血后病毒性肝炎的重要病原体 可引起急 慢

性病毒性肝炎 慢性肝炎迁延不愈 导致肝纤维化

(LC) 甚至肝细胞癌(HCC)[1-5]. 丙型肝炎病毒是单股正链

RNA病毒 全长约9 500个核苷酸(nt) 含有一个大的

开放读码框架(ORF) 编码3 010-3 033 个氨基酸残基

(aa)的多肽前体 多肽前体至少被加工为10种结构蛋白



和非结构蛋白 其中结构蛋白核心蛋白基因(1-573 nt)编码

的 21kD HCV 核衣壳蛋白(191 aa)是一种多功能蛋白

质 在HCV致病过程中可能起着重要的作用[6-10] 我

们曾用酵母双杂交技术筛选了肝细胞中与丙型肝炎病

毒(HCV)核心蛋白结合蛋白的基因[11] 为探讨HCV致

病的分子生物学机制提供了重要线索 为进一步研究

HCV 核心蛋白与免疫系统的关系 我们用酵母双杂交

技术筛选白细胞中HCV 核心蛋白结合蛋白基因.

1   材料和方法

1.1 材料  Saccharomyces cerevisiae AH109酵母株 Y187

酵母株(K1612-1) cDNA淋巴文库 酵母YPDA培养

基 SD/-Trp SD/-Leu SD/-Trp/-Leu SD/-Trp/-

Leu/-His SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade  X-α-半乳糖苷
酶(Gal)等购自Clontech公司. 半硫酸腺苷 醋酸锂购自

Sigma公司. 复杂高效感受态(FSB) 本室自制. 大肠杆

菌(DH5α) 本室保存[12].
1.2 方法

1.2.1 诱饵质粒的构建及表达  HCV 核心蛋白的酵母表

达载体pGBKT7- HCV core 用醋酸锂法转入酵母细胞

AH109 由本室构建[11].

1.2.2 酵母白细胞文库的构建  cDNA白细胞文库进行增菌

后 提取质粒 转化入酵母细胞(Y187) 经文库滴定 确

定文库细胞计数大于1 109细胞/mL 由本室构建[13-16].

 1.2.3  诱饵与白细胞文库的酵母配合  挑取在SD/-Trp选

择培养基上生长转化子(计数大于1 109细胞/mL)与淋

巴文库混合 30 轻摇配合过夜 24 h后铺板SD/-Trp/

-Leu/ -His 25块 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 25块. 同时

进行阳性对照实验及文库滴定. 生长16  d后把长出的大

于3 mm的酵母集落 在铺有 X-α-半乳糖苷酶的QDO
上检查 α- 半乳糖苷酶活性 认为在QDO培养基上生
长且出现蓝色菌落的配合为阳性集落.

1.2.4 阳性质粒的克隆和分析  挑取真正的阳性集落

按照试剂盒提供的操作指南Lyticase法提取酵母质粒.

提取的质粒以复杂冰冻高效感受态方法转化大肠杆菌

于含有氨苄青霉素的SOB平板培养 所获得的菌落酶

切鉴定后测序. 阳性克隆DNA测序后 提交GenBank

比对 进行生物信息学分析.

表1  丙型肝炎病毒核心蛋白结合的白细胞蛋白的筛选结果

序号 筛选出的目的基因  同源性   相同克隆数

1 高尔基复合体关联蛋白1 99-100% 2

2 Ran结合蛋白M        99% 1

3 1个 pellino同族体2        99% 1

4 未知功能蛋白基因(KIAA1949) 99-100% 2

2   结果

cDNA测序与同源性分析初步结果配合后筛选出在4缺

(SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade)培养基和铺有X-α-gal 的4缺

培养基上均能生长并变成蓝色的真阳性菌落6个克隆测

序 与GenBank数据库进行初步比较. 2个为未知功能

蛋白基因 其余4 个均与已知基因的部分序列高度同源

(99-100%)表 1.

3   讨论

酵母双杂交系统是近年来新发展起来的一种分析真核

细胞中蛋白-蛋白 蛋白-DNA 蛋白-RNA相互作

用的一种有效的基因分析方法 他的产生为研究蛋白

在体内生理情况下的相互作用提供了一种新的遗传学

方法. 酵母双杂交系统通过将两个推定有相互作用的蛋

白X和Y分别融合到一酵母转录激活因子的BD和AD

上 X与Y的相互作用重构了激活因子 从而导致下游

报告基因 的转录 产生容易探测到的表型[17-21]. 我

们使用的是酵母双杂交系统3(Clontech公司商品化的双

杂交系统) 由于有3个表达基因用来筛选及严格的对

照 其阳性率达95%以上 假阳性率5%以下. 实验

中我们在真核表达载体 pGBK-T7 中构建 pGBKT7-

HCVNS3 诱饵质粒并在酵母菌株 AH109 中表达了

HCVcore 基因[7] 与人白细胞cDNA文库的酵母菌株

Y187进行配合 配合后选出在四缺( SD/-Trp-Leu-Ade-

His)培养基和铺有X-α-半乳糖(X-α-gal)的四缺培养基
上均能生长并变成蓝色的真阳性菌落共6个 其中 2个

高尔基复合体关联蛋白1 1个Ran结合蛋白M 1个pellino

同族体2 2个未知功能蛋白基因(KIAA1949).

        Ohda et al [22]研究表明高尔基复合体关联蛋白1是高

尔基体的外围结构 通过与高尔基体的巨大端的相互

作用来保持高尔基体的结构 影响从内质网到高尔基

体的蛋白质运输.

        Rao et al [23] 研究表明RanBPM与类固醇受体相互作

用并选择性地改变其活性 类固醇受体包括雄激素受

体 糖皮质激素受体 盐皮质激素受体和黄体酮受体.

Nakamura et al [24]研究表明RanBPM与微管成核作用有

关 Ran通过RanBPM调节细胞中心体. Wang  et al [25]

报道MET是肝生长因子(HGF)的蛋白酪氨酸激酶受体

是1个控制细胞生长 形态发生和运动性的多功能细胞

因子. 在人类多种肿瘤发生时均可查到MET的过表达.

RanBPM的功能是MET酪氨酸激酶区域的衔接蛋白 可

增大HGF-MET信号传导途径 RanBPM的过表达可导

致Ras信号传导途径的组成部分激活. Shimotohno et al [26]

研究表明HCV 核心蛋白影响细胞增生主要通过两个机

制 即激活Ras/Raf 的活性和抗凋亡作用.

       通过以上结果提供的这些线索 我们可以进行更

深入的研究 进一步弄清各种蛋白与HCV核心蛋白的

相互作用及HCV 核心蛋白确切的作用 为寻找阻断

HCV感染及HCC发生的有效方法探索新道路[27-32]. 当

然 这些结合蛋白的发现只是研究病毒蛋白功能的一

个起点 在极其复杂的体内环境中 需要更多的实验证

据来揭示这种结合的生物学意义[33-44].
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Abstract
AIM: To study the inhibitory effect of oxymatrine on HBsAg,
HBeAg, and HBcAg expression in the liver tissue of HBV
transgenic mice, and to further expound the mechanisms
of oxymatrine anti-HBV.

METHODS: HBV transgenic mice models were established
by microinjecting methods, and detected by HBV DNA in-
tegration and replication. Replicating HBV transgenic mice
were divided into three groups: injected with normal
saline (n=9), 50 mg/kg (n=8) and 100mg/kg (n=9)
oxymatrine intraperitonealy once a day for 30 days,
respectively. After treatment, detection of HBsAg and
HBeAg by ELISA, HBsAg and HBcAg by immunohis-
tochemistry in the liver tissues was conducted.

RESULTS: Compared with group normal saline, HBsAg con-
tent in 50 mg/kg and 100 mg/kg oxymatrine decreased,
but there was no statistic significance (F =1.29, P >0.05).
Compared with normal saline group, HBeAg content in
50 mg/kg and 100 mg/kg oxymatrine groups obviously
decreased(F =9.09, P <0.01), but there was no obvious
significance between 50 mg/kg and 100 mg/kg oxymatrine
groups (F =1.58, P >0.05). The number of HbsAg-positive
cells in the normal saline group, 50 mg/kg and 100 mg/kg
oxymatrine had no changes in the liver tissues (χ2=1.61,
P >0.05). The number of HBcAg-positive cells in the liver

tissues was significantly lower in the group of 100 mg/kg
oxymatrine than that in the group of normal saline (χ2=4.73,
P <0.05), but the number between normal saline group and
50 mg/kg oxymatrine group, and between the groups of
50 mg/kg and 100 mg/kg oxymatrine had no obvious significance.

CONCLUSION: There is an inhibitory effect of oxymatrine
on expression of hepatitis B virus in HBV transgenic mice.

Lu LG, Zeng MD, Mao YM, Li JQ, Qiu DK, Shen ZH, Song YL, Cao AP.
Inhibitory effect of oxymatrine on expression of hepatitis B virus in HBV
transgenic mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(1):89-92

摘要

目的: 研究氧化苦参碱对HBV 转基因鼠表达HBsAg

HBeAg HBcAg的抑制作用 探讨氧化苦参碱抗HBV的

机制.

方法:用显微注射法建立HBV转基因鼠动物模型 并进行

HBV整合和表达鉴定. 获得的HBV复制型转基因鼠随机

分成3组 分别用生理盐水(9只) 氧化苦参碱50 mg/kg

(8 只)和 100 mg/kg (9 只)腹腔注射 1次 /d 30 d 后处

死 取肝组织定量测定HBsAg和HBeAg的量 免疫组织

化学观察肝组织表达HBsAg和HBcAg.

结果: HBV 转基因鼠经氧化苦参碱治疗后 与生理盐水组

相比 肝脏组织HBsAg的量有所降低 但统计学无显著差

异(F =1.29  P >0.05);而HBV 转基因鼠经氧化苦参碱高和

低剂量组治疗后 肝脏组织HBeAg量明显降低(F =9.09

P <0.01) 但在氧化苦参碱高和低剂量组之间无显著性差

异(F =1.58  P >0.05). 肝脏组织免疫组化HBsAg和HBcAg

检测结果显示生理盐水组 氧化苦参碱低和高剂量组肝组

织内HBsAg阳性细胞数变化不明显 统计学无显著性差异

(χ2=1.61  P >0.05). 氧化苦参碱高剂量组肝组织内HBcAg
阳性细胞数明显低于生理盐水组(χ2=4.73  P <0.05) 而
生理盐水组与氧化苦参碱低剂量组 氧化苦参碱低和高剂

量组之间均无显著性差异.

结论: 氧化苦参碱对HBV转基因鼠HBV的表达有抑制作用.

陆伦根, 曾民德, 茅益民, 李继强, 邱德凯, 沈朝晖, 宋育林, 曹爱平. 氧化苦参

碱对HBV转基因鼠HBV抗原表达的抑制作用. 世界华人消化杂志  2004;12

(1):89-92
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0   引言

目前对慢性乙型病毒性肝炎尚缺少特效治疗方法 所
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以寻找新的有效抗病毒药物 仍为当务之急[1-12]. 大量

基础和临床研究证实 氧化苦参碱能抑制柯萨基病毒

(一种RNA病毒)的蛋白合成 从而具有直接抗病毒作用.

体外实验表明 氧化苦参碱对HBV DNA 转染的细胞

株2.2.15细胞分泌HBsAg和HBeAg有抑制作用. 临床研

究发现其可用于治疗慢性乙型病毒性肝炎及其引起的

肝纤维化[13-24]. 因此 氧化苦参碱具有抗乙型肝炎病毒

的作用 有较好的临床应用前景. 我们研究氧化苦参碱

对HBV转基因HBV抗原的表达影响 为氧化苦参碱抑

制乙型肝炎病毒提供实验依据.

1   材料和方法

1.1 材料  质粒 p1.0HBV由中国科学院生物化学研究所

吴祥甫教授惠赠 3.2 kb的 adr型HBV全基因组DNA

克隆在pUC18载体BamHI酶切位点上. 试验用小鼠购自

扬州大学实验动物室8周龄以上的性成熟ICR小鼠 饲

养环境为清洁级动物房. HBV转基因鼠的制备方法按文

献[南京师范大学学报自然科学版1995;18(增刊):129]所

述. HBV转基因鼠于4周龄剪尾0.1-0.5 cm 以组织消

化液消化 饱和苯酚 / 氯仿抽提DNA 行 PCR 扩增

PCR所用引物为I: 5 -AGAGTCTAGACTCGTGGTGG

ACTT-3 和 II:5 -TACGAACCACTGAACAAATGGC

AC-3 扩增片段位于HBcDNA区域 长度为470 bp.

反应循环如下: 93 变性 60 s 60 退火45 s 72 

延伸60 s 35次循环 最后72 延伸增加10 min. 取

1/10扩增产物进行电泳鉴定. Amplicor HBV Monitor检测

试剂盒购自Roche Diagnostic Systems Inc. HBV转基因

鼠的表达鉴定的具体步骤按说明书推荐的方法进行. 从

HBV转基因整合阳性的鼠取血 用后眼眶静脉丛取血

法收集血清 抽取DNA后 行PCR. 上游引物序列如

下:5 -GTTGCCCGTTTGTCCTCTAC-3 下游引物

5 端以生物素标记 序列如下:5 -Biotin-GATGAT

GTGGTATTGGGGGC-3 . PCR扩增条件为 94 变

性 5 min; 94 变性 30 s 57 退火 30 s 72 延伸

45 s 30 次循环 最后72 延伸增加5 min. 扩增产

物经琼脂糖凝胶电泳证实存在目的条带 再行产物杂

交鉴定. 实验用药物为氧化苦参碱注射液(博尔泰力注射

液) 由宁夏博尔泰力药物有限公司宁夏药物研究所提

供 批准文号:宁卫药准字(1994)第 000029 号 批号:

20001214.

1.2 方法  取鉴定的8-12周龄HBV转基因鼠26只 雌

雄不分随机分为3组 生理盐水组(9只) 氧化苦参碱

低剂量组(8只)和氧化苦参碱高剂量组(9只) 分别予生

理盐水 氧化苦参碱50 mg/kg和氧化苦参碱100 mg/kg

腹腔注射 1次 /d. 治疗30 d后处死小鼠 分别取肝脏

组织进行匀浆抽提蛋白 测定组织中HBsAg和HBeAg

量 肝组织固定后免疫组化检测HBsAg和HBcAg. (1)

ELISA检测肝组织中HBsAg和HBeAg.取HBV转基因小

鼠肝脏组织1-2 g置于蛋白抽提液匀浆抽提蛋白质. 运

用紫外分光光度仪测定蛋白抽提液中的蛋白质浓度

分别测定样品在260 nm 和 280 nm 的光密度值 计算

二者的比值 并且按照如下公式计算蛋白质浓度:蛋白

质浓度(g/L)=F×OD280×稀释倍数(F为校正因子). 检测
HBsAg和HBeAg的ELISA试剂盒购自上海华美生物工

程公司 具体检测方法按试剂盒推荐的方法进行. 为使

检测结果有较强的可比性 每孔所加的总蛋白的量基本

相同. (2)免疫组织化学检测肝组织中HBsAg和HBcAg.兔

抗人HBsAg 生物素化的羊抗兔 羊抗人HBcAg 生物

素化的兔抗羊均购自福州迈新生物工程公司. 每次实验

均设阳性对照和阴性对照 阳性对照以人肝组织

HBsAg和HBcAg阳性作为阳性对照 结果显示为阳性;

阴性对照以PBS代替一抗 结果显示阴性.

         统计学处理  测定值以均数±标准差 ( sx ± )表示. 用

SAS软件包Dunnett s 检验和秩和检验进行统计学处理.

P <0.05为差异有显著性.

2   结果

我们所用的396 只HBV 转基因鼠中 共检测到HBV

DNA整合转基因鼠137只 占34.6% 其中血清中复

制HBV DNA的转基因鼠共26只 占6.6%.

        ELISA检测肝组织匀浆中HBsAg和HBeAg 氧化苦

参碱治疗后HBV 转基因鼠肝脏组织匀浆HBsAg(A: 2.18±
0.47 和 2.12±0.42) 与生理盐水组相比(A:2.46±0.55)
虽有所降低 但统计学无显著差异(F =1.29 P >0.05).

氧化苦参碱治疗后HBV 转基因鼠肝脏组织匀浆HBeAg

(A: 0.52±0.13和0.42±0.19) 与生理盐水组相比(A: 0.74 ±
0.15) HBV 转基因鼠经氧化苦参碱高和低剂量组治疗

后 肝脏组织HBeAg量明显降低(F =9.09 P <0.01) 但

在氧化苦参碱高和低剂量组之间无显著性差异(F =1.58

P >0.05).

        免疫组织化学检测肝组织中HBsAg和HBcAg HBsAg

和HBcAg阳性在肝细胞内呈棕黄色 依据肝组织内阳

性细胞数可分为三级: 肝组织内仅有个别散在的阳性细

胞为+ 除了散在的阳性细胞外 可见少数成群的阳

性细胞为++ 出现多数成堆的阳性细胞为+++. 生理盐

水组  氧化苦参碱低和高剂量组肝组织内HBsAg阳性细

胞数变化不明显 统计学无显著性差异(χ2=1.61 P >0.05).
生理盐水组 氧化苦参碱低和高剂量组的HBcAg检测

0 + ++ + + + 分别为 0 1 4 4 ;  3 3 2

0和4 4 1 0例. 氧化苦参碱高剂量组肝组织内HBcAg

阳性细胞数明显低于生理盐水组(χ2=4.73 P <0.05)
而生理盐水组与氧化苦参碱低剂量组 氧化苦参碱低

和高剂量组之间均无显著性差异.

3   讨论

Chisari et al [25] 通过受精卵显微注射法 建立的能表达

HBsAg的转基因小鼠模型 为抗HBV药物的筛选研究

开辟了新的途径. Morrey et al [26, 27]利用已知对HBV感染
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有明确疗效的拉米呋啶和无效的zidovudine对高水平复

制HBV转基因小鼠进行干预试验 证实了这种小鼠作

为抗病毒药物筛选模型的可行性. 我们用显微注射法建

立的HBV转基因鼠进行实验 结果显示HBV基因组

DNA已整合至小鼠基因组 且能有效表达 证明获得

了携带HBV全基因组小鼠 本实验396只HBV转基因鼠

中 共检测到HBV DNA整合转基因鼠137只 占34.6%

(137/396) 其中血清中复制HBV DNA的转基因鼠共26

只 占6.6%(26/396). 血清中HBV DNA的存在 说明

HBV 基因在小鼠体内有复制 表明本实验所建立的

HBV转基因小鼠可用于观察药物对HBV表达的影响. 然

而 该模型的制备技术要求高 设备昂贵 成功率低

推广应用有一定的难度 且同人乙型肝炎的复杂表现尚

有些差异 因此在研究药物疗效时需考虑及注意[28-34].

        氧化苦参碱是从苦参及苦豆子中提取的生物碱 国

内学者通过氧化苦参碱的基础和临床研究发现氧化苦

参碱有抗HBV作用[14, 16, 20, 21] 因此开发和应用我国中

草药资源治疗慢性乙型病毒性肝炎 将有十分重要的

社会和经济意义. 体外实验表明[14, 20] 氧化苦参碱对

HBV DNA转染的细胞株2.2.15细胞分泌HBsAg和HBeAg

有抑制作用 在一定范围内随着药物浓度增加及作用

时间延长 抑制率逐渐增高 在同一浓度和同一作用时

间下 都表现为对HBsAg的抑制率高于对HBeAg的抑

制率. HBV转基因鼠体内研究发现[21] HBV转基因鼠分

别用氧化苦参碱100 mg/  kg 200 mg/  kg 300 mg/  kg

1次 /d腹腔注射30 d后 肝内HBsAg和HBeAg的量与

对照组相比均有明显的下降 在各剂量组之间无显著

性差异. 我们的临床研究显示[16]氧化苦参碱可用于治疗

慢性乙型病毒性肝炎 对HBeAg和 HBV DNA阴转率在

40.0%左右 与 -干扰素等转阴率相比较差异不显著

表明氧化苦参碱是治疗慢性乙型病毒性肝炎比较理想

的药物. 我们发现HBV 转基因鼠经氧化苦参碱治疗后

肝脏组织HBcAg或HBeAg量明显降低 但氧化苦参碱

对肝组织中HBsAg表达影响较少 这可能与氧化苦参

碱治疗疗程较短以及对HBV仅是抑制作用等因素有关.

这些实验结果说明 氧化苦参碱有抑制HBV复制及抗

HBV作用. 至于氧化苦参碱确切的抗HBV机制尚不十

分明确 从不多的研究推测其机制可能为: (1)氧化苦参

碱诱导细胞内某种物质(如干扰素等细胞因子)的产生

从而加强了HBV基因产物的降解; (2)氧化苦参碱的化

学结构与嘌呤的结构类似 其在细胞或体内可干扰

HBV核酸的合成. 但其确切抗HBV机制还有待于深入

探讨研究.
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• 消息 •

国家自然科学基金重点学术期刊专项基金资助工作

中期检查暨交流座谈会会议纪要

    由国家自然科学基金委员会科学基金杂志部主办 西北有色金属研究院稀有金属杂志社承办的 国家自然科学基金重点学术期

刊专项基金资助工作中期检查暨交流座谈会 于2003-11-25~26日在西安举行. 国家自然科学基金会管理科学部副主任黄海军和

数理科学部 生命科学部代表共40人出席会议.

中国物理快报 世界胃肠病学杂志 和 计算机科学技术学报 三刊的负责人介绍了各自网站的开发过程 功能及

特点. 对于科学基金杂志部提出的建立重点学术期刊综合网站的构想 与会代表反响热烈 认为此举对进一步提升重点学术期刊

在国内 外的知名度 扩大国际影响将起到积极作用.

     会上32个受资助期刊就本刊2002-2003年的工作进展分别进行了汇报 并就目前存在的问题和下一步的改革设想等进行介绍与交

流. 主要体现在以下四个方面.

1   加快期刊的国际化进程

为适应期刊发展 大部分期刊的编委会进行了换届或改选 使一批年富力强活跃在国际科技前沿的青年学者充实进来 不仅使编

委会的平均年龄有所下降 而且带来新的学术思想和管理理念. 如 中国科学 采用国际流行的编委责任制 真正做到由科学

家直接掌握办刊方向和标准.

2   期刊质量逐步提高

受基金资助的学术期刊在科研工作者中的影响力大大增强 稿源扩大 来稿量增加 稿件质量也明显提高 使期刊能够保持较高退

稿率 从而保证了期刊质量. 期刊质量的提高又在SCI影响因子和被引频次上得以体现 更进一步扩大了期刊的影响 增强了期刊

的吸引力 形成了良性循环. 1999年  "重点学术期刊专项基金" 刚开始实施时 国内受资助的科技期刊的影响因子只有两刊在0.5

以上 被引频次最高只有853 次 没有一刊超过1000 次. 而到目前 影响因子超过1的期刊已经达到5个 最高的已经超过2.

532; 被引频次超过1000次的已经有8刊. 国内检索系统的情况则更好.

3   开发使用网络办公系统

不少期刊认识到实现办公自动化是提高工作效率 缩短出版周期的基础. 两年前 大部分期刊利用基金资助款添置电脑 传真机 扫

描仪等设备. 在此基础上 许多编辑部已投资开发了自己的网络办公系统 在统一化 规范化 标准化的界面内 实现了作者投稿

编辑加工 专家审稿 作者查询及签发的网络化 并在实践中不断改进和完善 大大提高了工作效率.

4   建立并完善期刊网站

随着信息技术的迅猛发展 不仅编辑出版业告别传统的模式 进入 光与电 的时代 整个科技期刊界都面临一场新的革命 即计

算机网络所创造的新的资源架构,科技期刊将走进数字化与网络时代. 许多期刊早已意识到这一发展趋势 纷纷投入资金和人力着力

搞好期刊网站建设. 据统计 32个重点学术期刊中 已有26个建立了自己的主页或网站 另有2个正在筹建当中 其中18个期刊

实现了期刊目次 摘要及全文上网 有些期刊电子版的检索和查询功能已达到国际水平.   (莫京 武长白整理)
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Abstract
AIM: To observe the effects of H pylori on cyclinD1 and
PCNA mRNA expression in a human hepatoma cell line
HepG2.

METHODS: H pylori was co-cultured with HepG2 for 1, 3,
6, 12 and 24 hours. The cyclinD1 and PCNA mRNA expression
was detected by semi-quantitative RT-PCR.

RESULTS: When HepG2 cells were cocultured with H pylori
CagA+ strain, the amount of cyclinD1 mRNA was increased
4.0-fold by 3 hours and PCNA mRNA was increased 2.0-
fold by 6 hours, compared with that of uninfected control.
Neither cyclinD1 mRNA nor PCNA mRNA of the HepG2 cells
was increased after incubation with H pylori CagA- strain.

CONCLUSION: H pylori can induce increasing expression
of cyclinD1 and PCNA mRNA in HepG2, which may play
some roles in the development of hepatocellular carcinoma.

Zhang Y, Fan XG, Tian XF, Huang Y. Influence of H pylori on cyclinD1
and PCNA mRNA expression in HepG2 cell line. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(1):93-96

摘要

目的: 研究幽门螺杆菌(H pylori)处理对肝细胞系HepG2

cyclinD1 PCNA mRNA 表达的影响.

方法: 将H pylori与HepG2共同培养1 h 3 h 6 h 12 h

和 24 h 采用半定量RT-PCR方法分析共培养不同时间

后HepG2 cyclinD1 PCNA mRNA的表达水平.

结果: CagA+ H pylori与HepG2细胞共同孵育1 h后 即

可见cyclinD1 mRNA表达升高 3h达高峰 约为对照的

4.0倍(P <0.01); 共同孵育3 h后即可见PCNA mRNA表达升

高 6 h达高峰 约为对照的2.0倍(P <0.05). 而CagA- H pylori

和HepG2细胞共同孵育后 未见两基因的表达升高.

结论: CagA+ H pylori能诱导HepG2 cyclinD1 PCNA

mRNA表达升高 提示其在肝癌的发生中起一定作用.

张艳, 范学工, 田雪飞, 黄燕. 幽门螺杆菌对肝细胞系HepG2 cyclinD1

PCNA mRNA表达的影响. 世界华人消化杂志  2004;12(1):93-96

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/93.asp

0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori H pylori)在胃十二指肠

疾病中的病因作用已得到人们的广泛共识[1-17]. 近年的若

干研究发现 H pylori与某些肝脏疾病的发生相关[18-23].

我们新近的工作证实 肝癌患者肝组织存在螺杆菌感

染 通过测序表明 该螺杆菌16SrDNA 与 H pylori

16SrDNA具有99%的同源性[24]. 我们采用体外肝细胞和

H pylori共培养 并测定H pylori作用后肝细胞系细胞

周期素D1(cyclinD1)和增生细胞核抗原(PCNA)mRNA的

表达 以进一步探讨H pylori在肝癌发生中的可能作用.

1   材料和方法

1.1 材料  ATCC49503(CagA+)为本室保存的H pylori国

际标准株 CC020821为临床株 由本室鉴定为CagA-.

人肝细胞系HepG2购自上海细胞生物研究所. H pylori

菌株培养按我室建立的H pylori培养方法进行[25]. 3 d后收

集细菌 用0.01 moL/L PBS洗下菌落 紫外分光光度仪

测定细菌浓度(1A660 1 1011CFU/L) 用含20 mL/L胎

牛血清的DMEM培养基(不加双抗)调H pylori终浓度为

1 1011CFU/L. HepG2 采用含 100 mL/L 胎牛血清的

DMEM培养基于37 50 mL/L CO2温箱培养 2-4 d

更换培养基 1 次 1 3 常规传代培养 取对数生长

期细胞进行实验.
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1.2 方法  H pylori与HepG2的共同孵育. 细胞以1 106/

孔密度接种至6孔细胞培养板 置于37 50 mL/L

CO2环境中培养24 h 弃去原有细胞培养液 加入DMEM

培养基稀释的H pylori菌液 使细菌与细胞数之比为

100 1. 对照孔不加细菌 只加含20 mL/L 胎牛血清

的DMEM. 分别于 1 h 3 h 6 h 12 h 24 h 收集

细胞 收集之前用预冷PBS洗 3次. 每个时间点重复4

孔. 细胞总RNA的提取按Trizol(Gibco)RNA提取试剂盒

说明进行操作 紫外分光光度计测定总 RNA 浓度

A260/A280 比值均在1.8-2.0 之间 -70 冰箱保存.

PCR引物根据GenBank中人cyclinD1 PCNA β-actin
cDNA序列进行设计 由上海Sangon生物工程公司合成

(表1). 逆转录合成cDNA第一链: 每个反应管加2 µg总
RNA Oliga(dT)

15
 1  µL 用DEPC水补至总体积12 µL后

70  5 min 冰上骤冷后加入5×buffer 4 µL 20 MU/L
RNA酶抑制剂1 µL 10 mmoL/L dNTP 2 µL 200 MU/L M-
MuLV 1 µL 200MU/L 37 保温1 h后 94 灭活5 min

冰上骤冷后进行PCR或-20 保存. PCR扩增反应总体积

50 µL 其中10×Buffer 5 µL 4种dNTP各200  µmoL/L
Tag酶 1 U cyclinD1 及 β-actin PCNA及 β-actin 引
物各 0.5 µmoL/L 模板 cDNA5 µL 余下体积用无菌
双蒸水补足. 在DNA扩增仪(PE480)上94 预变性4 min

后进行扩增 最后72 延伸5 min. 取PCR产物5 µL在
15 g/L琼脂糖凝胶(含0.5 mg/L溴化乙锭)上电泳 紫外

照相 应用美国Stralagene公司Eagle Eye 图像分析处

理系统对电泳带密度进行扫描 获各条带光密度 然后

算出每一种基因的相对表达水平. 计算式如下: 某基因的

相对表达水平=该基因RT-PCR产物电泳条带的密度/

β-actin RT-PCR产物电泳条带的密度.
       统计学处理  实验数据 sx ± 表示 多样本均数比
较用单因素方差分析(one-way ANOVA) 多个实验组与一

个对照组的两两比较用最小显著差法(the least significant

difference LSD)分析. 全部资料上机经SPSS软件包处

理 P <0.05 为统计学上差异有显著性.

表1  PCR 引物序列 反应条件及扩增的目的片段大小

基因 引物序列 PCR反应条件 目的片段大小

cyclinD1 TGGATGCTGGAGGTCTGCGAGGAA 94  1 min, 55  1 min, 72  1 min 573 bp

GGCTTCGATCTGCTCCTGGCAGGC 35 cycle

PCNA GCTGACATGGGACACTTA 94  1 min, 56  1 min, 72  1 min 610 bp

CTCAGGTACAAACTTGGTG 35 cycle

β-actin CCAGCCATGTACGTTGCTATC 94  1 min, 55 或 56  1 min, 72  1 min 150 bp

CAGGTCCAGACGCAGGATGGC 35 cycle

2   结果

2.1 cyclinD1 mRNA表达  未经H pylori处理时 HepG2

cyclinD1 mRNA有较弱表达. 将每一泳道中cyclinD1及

β-actin基因PCR扩增条带进行凝胶扫描后图像分析发
现 加入CagA+H pylori与细胞共同孵育1 h后 即可

见cyclinD1 mRNA表达升高 3 h达高峰 约为对照的

4.0倍( sx ± 分别为0.98±0.04 0.24±0.02 P <0.01). 而
CagA- H pylori菌液和HepG2细胞共同孵育后 未见

cyclinD1 mRNA表达升高(图 1 3).

图1  RT-PCR扩增HepG2 cyclinD1 mRNA表达结果. M: 100 bp相对
分子质量参照标准; 1: 阴性对照; 2-6:CagA+H pylori 处理后24 h
12 h 6 h 3 h 1 h; 7:CagA-H pylori 处理; 8: 未处理HepG2细胞.

2.2 PCNA mRNA表达  未经H pylori处理时 HepG2

PCNA mRNA有表达. 将每一泳道中PCNA及 β-actin基
因PCR扩增条带进行凝胶扫描后图像分析发现 加入

CagA+H pylori与细胞共同孵育3 h后 即可见PCNA

mRNA表达升高 6 h达高峰 约为对照的2.0倍( sx ±
分别为 1.04±0.06 0.54±0.02 P <0.05). 用 CagA-

H pylori 处理后未见PCNA mRNA表达升高(图 2 4).

        随着处理时间的延长 cyclinD1 PCNA mRNA表

达量呈一下降趋势.

图2    RT-PCR扩增HepG2 PCNA mRNA表达结果.  M: 100 bp相对
分子质量参照标准; 1: 阴性对照; 2: 未处理HepG2细胞; 3: CagA-

H pylori处理; 4-8: CagA+H pylori 处理后1 h, 3 h, 6 h, 12 h, 24 h,

M        1       2       3       4        5       6        7      8

600 bp

100 bp

PCNA

β-actin

M    1     2      3      4     5     6      7     8

CyclinD1

β-actin

600 bp

100 bp
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图3  H pylori对HepG2 cyclinD1 mRNA表达的影响.

图4  H pylori对HepG2 PCNA mRNA表达的影响.

3   讨论

近年来 螺杆菌感染与人和动物胃 肝 肠疾病的

关系愈来愈引起相关领域学者们的兴趣和重视. H pylori

作为人消化性溃疡 慢性胃炎的主要病因已被确认

其与胃癌的密切关系亦为许多研究所肯定. H pylori与肝

脏疾病是否有关以及是否引起肝细胞损伤亦引起了研究

者们的关注. Ponzetto et al [20, 26]研究发现 HBV HCV感

染者H pylori IgG抗体阳性率明显高于对照组. Dore et al [27]

报道肝硬化患者H pylori血清IgG阳性率比无症状的献

血者要高. 我们曾报道 慢性乙型肝炎患者的H pylori

感染率要显著高于一般人群 且感染H pylori的乙肝

患者HBV DNA复制水平明显增高[28]. 国外学者在慢性胆

囊炎 原发性硬化性胆管炎(PSC) 原发性胆汁性肝硬

化(PBS) 原发性胆管癌和原发性肝癌患者的胆汁

胆囊和肝组织中均检测到了螺杆菌16SrDNA 测序证

明与H pylori有97-99%同源性[18-23]. 新近 我们亦从

9 例(9/15)原发性肝癌患者的肝组织中发现了螺杆菌

16SrDNA 测序证明与H pylori 16SrRNA有 99%同源

性[24]. Wadstrom et al [29]还用电镜和免疫组化方法在原发

性硬化性胆管炎(PSC)患者的肝组织中观察到似H pylori

形态的弯曲状细菌. de Magalhases Queiroz et al [30]从1例肝

豆状核变性患者的肝硬化标本中分离出的1株螺杆菌菌

株的16SrRNA与H pylori有99.38%的同源性 并且经

过形态特征 生化反应等鉴定认为该菌株就是H pylori

推测定植于胃部的H pylori可能会从十二指肠逆行转移

到肝脏或从肠腔迁移到门脉循环. 新近 瑞典学者在用

3种不同的H pylori菌株感染C57BL/6 和Balb/cA 小鼠

诱发胃MALT淋巴瘤的同时 发现感染后23 mo有1例

C57BL/6小鼠诱发出了肝癌[31]. 肝组织螺杆菌感染是部

分病因不明慢性肝病患者的病因亦或重叠螺杆菌感染?

迄今为止 有关人类螺杆菌感染与肝胆疾病的因果关

系尚缺乏系统和肯定的报道.

        cyclinD1是细胞周期G1/S期监控点重要的正向调控

因子 cyclinD1的作用是使Rb蛋白磷酸化而导致他与

转录因子E2F的解离 而发挥E2F转录因子的作用 使

细胞周期通过G1限制点进入S期 导致细胞增生. 近年

来 有不少研究表明cyclinD1基因参与肿瘤的发生 发

展 并认为是一种原癌基因 在进展期肝癌中发现有

cyclinD1的过量表达 提示cyclinD1的过量表达与肝癌

进展有关. PCNA是DNA多聚酶的一种辅助蛋白 在静

止期细胞中 其量很少 于G1晚期开始增加 S期达

到高峰 G2 M期明显下降 他的出现与细胞增生有

关 是反映细胞增生状态 评价肿瘤恶性潜能的主要生

物学指标. 我们发现 CagA+H pylori对HepG2细胞的

cyclinD1 和 PCNA mRNA 的表达有明显的上调作用.

CagA+H pylori作用1 h后 HepG2 cyclinD1 mRNA表达

升高 3 h达高峰 约为正常的4.0倍 在CagA+H pylori

作用3 h后HepG2 PCNA mRNA表达增加 6 h达表达

高峰 约为正常的2.0倍 而CagA- H pylori未显示这一

作用. 这些结果表明 CagA+H pylori确能促进HepG2

cyclinD1和PCNA mRNA的表达. 由于cyclinD1和PCNA是

肿瘤发生 发展的重要生物学指标 因而我们认为H pylori

的CagA毒力因子在肝癌的发生上可能起一定作用.
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Abstract
AIM: To evaluate the effects of H pylori eradication with
liaowei decoction on pathologic changes and COX-2 ex-
pression of H pylori-associated chronic gastritis in rats.

METHODS: A total of 80 grade-II male Wister rats weighing
80-100 g were given H pylori and MNNG to prepare H pylori-
associated chronic gastritis model with 4 mice dead. Among
them, 54 rats with H pylori serum antibody positive were
randomly divided into 4 groups: H pylori eradication with
liaowei decoction (14 rats); H pylori eradication with
Maizilin (positive control, 14 rats); spontaneous recovery
(negative control, 13 rats); and simple H pylori eradication
therapy (13 rats). After treatment, both Gram staining of
gastric antrum mucosal smear and rapid urease testing
were made to detect the H pylori colonization of the gastric
mucosa and to assess the histological indexes of gastric
antrum mucosa. Immunohistochemical staining was also
performed to detect COX-2 expression.

RESULTS: The colonization of gastric mucosa by H pylori
was found in rats from spontaneous recovery group, as
an indication of long-term continuous H pylori infection,
while no colonization was found in rats from other groups.
Pathological changes of gastric antrum mucosa included
moderate gastric mucosal atrophy in rats from spontaneous
recovery group (pathologic integration 2.0±0.20 points),

associatded with moderate acute or chronic gastric mucosal
inflammation (pathologic integrations were 2.0±0.20 points
and 1.90±0.39 points, respectively). In comparison with
spontaneous recovery group, treatment effectiveness in
the group of H pylori eradication with liaowei decoction
was remarkably different (P <0.05). The gastric mucosal
atrophy in the combination group (pathologic integration
1.25±0.44 points) was less severe, while acute gastric
mucosal inflammation (pathologic integration 0.3±0.47
points) was extincted, and chronic inflammation (pathologic
integration 1.05±0.22 points) was less severe; For the
group of H pylori eradication and “Maizilin”, pathologic
integration of gastric mucosal atrophy was 2.0±0.43 points.
In comparison with spontaneous recovery group, there
was no remarkable difference, however, acute inflammation
was extincted and chronic inflammation was the same as
before. Gastric mucosal atrophy and chronic inflammation
were more severe in simple H pylori eradication group
than those in spontaneous recovery group, while active
inflammatory changes extincted. COX-2 expression of gastric
antrum mucosa in the group of simple H pylori eradication,
group of H pylori eradication with liaowei decoction, group
of H pylori eradication and Maizilin as well as spontaneous
recovery group were 14±3.7%, 10±3.8%, 13±4.0% and
19±10.2%, respectively. In comparison with spontaneous
recovery group, COX-2 expression of the treatment groups
were greatly decreased as an indication of remarkable
difference (P <0.05).

CONCLUSION: COX-2 expression and acute inflammation can
be greatly decreased by applying H pylori eradication
therapy in the treatment of H pylori-associated chronic
gastritis, but the therapy cannot do much to chronic patho-
logic changes, especially to atrophic changes. Application
of the combined therapy of H pylori eradication with “liaowei
decoction” for 12 weeks will have better treatment effec-
tiveness on chronic pathologic changes, especially atrophic
changes.

Yao XX, Zhang L, Wang N, Yao DM, Bai WY, Feng LY. Effects of H
pylori eradication with liaowei decoction on pathology of H pylori-
associated chronic gastritis in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12
(1):97-100

摘要

目的: 评价根除H pylori加疗胃煎剂对大鼠H pylori相关性

慢性胃炎病变的影响. 同时观察治疗前后环氧合酶 -2

(Cyclooxygenase-2 COX-2)表达的变化.

方法: 体质量80-100 g二级 Wister 大鼠 80 只 采用

H pylori及MNNG综合方法制备大鼠H pylori相关性慢

性胃炎模型 76 只 血清 H pylori抗体阳性 54只随机分

为 4组: H pylori根除与疗胃煎剂组(14只) H pylori根

除与 麦滋林 组(阳性对照组)(14 只) 自然恢复组
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(阴性对照组)(13 只) 单纯 H pylori根除组(13 只). 治疗

结束后 行胃窦黏膜涂片Gram染色和快速尿素酶试验 检

测H pylori的定植情况 并对胃窦黏膜组织学各项指标

进行评定; 采用免疫组化染色方法 检测胃窦黏膜的

COX-2的表达.

结果:自然恢复组大鼠均有H pylori定植 其他各组大鼠胃

黏膜均未发现H pylori定植; 自然恢复组的大鼠表现中度萎

缩病变(2.0 0.20 分) 伴有中度急性 慢性炎症(2.0

0.20 分 1.90 0.39 分); 而 H pylori根除联用疗胃煎剂

组 与自然恢复组比较 萎缩病变(1.25 0.44分)轻度改

善 伴急性炎症(0.3 0.47 分)消退 慢性炎症(1.05

0.22 分)轻度改善 差异显著(P <0.05); H pylori根除与麦

滋林组胃窦黏膜层萎缩病理积分为2.0 0.43分 较自然

恢复组无明显差异 但急性炎症消退 慢性炎症无改善. 单

纯 H pylori根除组 与自然恢复组比较 萎缩病变和慢

性炎症未见改善 但活动性炎症消退 单纯根除H pylori

组 根除H pylori与联用疗胃煎剂组 H pylori根除与麦

滋林组 自然恢复组COX-2表达率分别为14.0 3.7%

10.0 3.8% 13.0 4.0% 19.0 10.2% 治疗组与自

然恢复组比较 胃窦黏膜COX-2表达率明显下降 差异

显著(P <0.05).

结论: 对H pylori相关性慢性胃炎 根除H pylori可明显

降低COX-2表达 明显改善急性炎症 但对慢性病变尤其

萎缩病变无明显影响. 根除H pylori的基础上应用疗胃煎剂

治疗12 wk有较好的疗效.

姚希贤, 张琳, 王娜, 姚冬梅, 白文元, 冯丽英. H pylori根除加中药疗胃煎剂对

鼠慢性胃炎病变影响. 世界华人消化杂志  2004;12(1):97-100
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0   引言

慢性萎缩性胃炎(CAG)为临床多发病 其重症不典型

增生被公认为癌前病变 迄今对之尚乏有效治疗方法.

H pylori为慢性胃炎的重要病因 但根除H pylori对慢

性胃炎病变有无治疗作用 对慢性胃炎的肠化 不典型

增生等萎缩性病变有无影响尚乏定论. 我们采用H pylori

及N甲基N硝基N亚硝基胍(MNNG 胃癌诱导剂[1-2] )综

合方法制备大鼠H pylori相关性慢性胃炎模型 对根

除H pylori 联用疗胃煎剂对慢性病变的治疗作用及根除

H pylori后胃黏膜COX-2表达的情况进行观察.

1   材料和方法

1.1 材料  体质量80-100 g二级 Wister大鼠80只 采
用H pylori及MNNG综合方法制备大鼠H pylori相关性
慢性胃炎模型 制模实验结束后 除去死亡的4只大鼠
检测存活大鼠H pylori血清抗体 阳性54只 随机分
为4组: H pylori根除与疗胃煎剂组(14只)  前 2 wk采用
传统三联疗法根除H pylori 继之灌胃疗胃煎剂12 wk.
H pylori根除与麦滋林组(阳性对照组)(14只) 前2 wk采

用传统三联疗法根除H pylori 继之灌胃麦滋林12 wk
自然恢复组(阴性对照组)(13只) 予蒸馏水灌胃 正常
饮食14 wk 单纯H pylori根除组(13只) 采用传统三联

疗法根除H pylori 持续2 wk 之后予正常饮食12 wk.

1.2 方法  根除H pylori药物: 德诺40 mg/kg 阿莫西林

166.7 mg/kg  甲硝唑66.7 mg/kg 每天灌胃1次 疗

程 2 wk; 疗胃煎剂(以党参为君 补脾养胃 生津养

血 健运中气.  白术 云苓益气健脾 丹参活血化

瘀 改善胃部血液循环与供养情况 促进病变恢复 木

香 川朴 砂仁行气 除满): 50 mg/kg 疗程 12 wk;

麦滋林: 50 mg/kg 每天灌胃1次 疗程12 wk. 实验

结束时 采取颈椎脱位的方法处死动物后 取出鼠胃

沿大弯剪开胃腔 用生理盐水洗净 取一半胃黏膜组织

做快速尿素酶实验 黏膜涂片Gram染色; 取另一半胃

黏膜组织 用40 g/L多聚甲醛固定24 h后 经石蜡切

片 HE染色后 分别进行病理组织学检测和免疫组化

染色检测COX-2的表达. 观察动物的死亡情况 体质量

精神状态 活动情况 毛发光泽度及食欲. 处死动物后

取其胃窦黏膜进行快速尿素酶试验 并行胃窦黏膜涂片

Gram染色检查 两项检查均阳性判定H pylori阳性.

1.2.1 胃黏膜病理组织学检查  参照2000年全国慢性胃

炎研讨会制定的标准对胃窦黏膜组织学各项指标进行

评定. 组织切片由专人采取盲法阅片. 对慢性炎症 活

动性 萎缩和肠化等形态学变量分成无 轻度 中度和

重度4级(或0 + ++ +++) 其对应分值为0 1 2

3分. 分级的具体方法: (1)慢性炎症  根据慢性炎症细胞

密集程度和浸润深度分级 以前者为主. 正常: 单个核

细胞每高倍视野不超过5个 如数量略超正常而内镜

无明显异常时 病理可诊断为无明显异常. 轻度: 慢性炎

症细胞较少并局限于黏膜浅层 不超过黏膜层的1/3. 中

度: 慢性炎症细胞较密集 超过黏膜层的1/3 达到2/3.

重度: 慢性炎症细胞密集 占据黏膜全层. 计算密度程

度要避开淋巴滤泡及其周围的淋巴细胞区. (2)活动性慢

性炎症背景上有中性粒细胞浸润. 轻度: 黏膜固有层少数

中性粒细胞浸润. 中度: 中性粒细胞较多存在于黏膜层

并在表面上皮细胞间 小凹上皮细胞间或腺管上皮间

可见. 重度: 中性粒细胞较密集 或除中度所见外还见

小凹脓肿. (3)萎缩指胃的固有腺体减少 幽门腺萎缩是

幽门腺减少或由肠化腺体替代 胃底(体)腺萎缩是指胃

底(体)腺假幽门腺化生 肠上皮化生或腺体本身减少. 萎

缩程度以胃固有腺减少各1/3来计算. 轻度: 固有腺体数

减少不超过原有腺体的1/3 大部分腺体仍保留. 中度:

固有腺体数减少超过1/3 但未超过2/3. 残存腺体不规

则分布. 重度: 固有腺体数减少超过2/3 仅残留少数腺

体 甚至完全消失. 标本过浅未达到黏膜肌层的不可能

诊断萎缩 要剔除. 胃窦部少数淋巴滤泡不算萎缩

但胃体黏膜层出现淋巴滤泡要考虑为萎缩. (4)肠腺化生

肠化部分占腺体和表面上皮总面积1/3以下的为轻度

1/3-2/3 的为中度 2/3 以上为重度.
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1.2.2 免疫组化染色检测COX-2的表达  仅胃窦部的标本

进行免疫组化检测 采用链霉卵白素蛋白-过氧化物酶

连结法(streptavidin-peroxidase conjugated method). COX-2

多克隆抗体购自美国Stanta Cruz公司 SP 免疫染色试

剂盒购自北京中山生物技术公司. 石蜡切片(3-5 µm)常
规脱蜡 梯度水化后 切片置30 mL/L过氧化氢孵育

5-10 min 清除内源性过氧化物酶活性. 蒸馏水冲洗

PBS浸泡5 min. 置电炉煮沸进行抗原修复15-20 min. 冷却

室温后滴加封闭用血清15 min 倾去血清 滴加1 100

稀释COX-2 多克隆抗体 4 过夜 PBS 冲洗 3次

每次3 min 滴加生物素化二抗 37 孵育 15 min

PBS冲洗3次 每次3 min 滴加辣根酶标记链霉卵白

素 37 孵育15 min PBS冲洗3次 每次3 min DAB

显色5 min 自来水充分冲洗 苏木精复染 中性树脂封

片. 以PBS替代一抗作为阴性对照 用已知强阳性的结

肠癌切片作为阳性对照 对每个标本中胞质阳性的黏膜

表面上皮和固有腺上皮进行记数 以阳性细胞率即阳

性细胞数占总细胞数的比例进行比较 记数10个高倍

视野细胞 取其平均值.

       统计学处理  采用成组设计 计量资料用 sx ± 表
示 用 t检验 多个样本均数间两两均数比较 采用

方差分析和 q检验 当 P <0.05 时有显著差异.

2   结果

自然恢复组一般情况差 被毛松散蓬乱 毛色偏黄无

光泽 两眼无神 活动迟钝 食量仍小 形体瘦小 多

数大鼠有便溏和拉尾现象. H pylori根除与疗胃煎剂组较

自然恢复组改善 食量较前增加 体重渐回升 粪便成

型. 单纯H pylori根除组及H pylori根除与麦滋林组仅略

改善. 自然恢复组大鼠均有H pylori定植 提示H pylori

长期持续感染. 其他各组大鼠胃黏膜均未发现H pylori

定植 提示H pylori已被根除.

2.1 病理变化  自然恢复组动物胃窦黏膜呈慢性胃炎改

变. 胃窦黏膜色偏白 未见血管显露 少数大鼠有糜烂及

溃疡. 其他各组未见糜烂及溃疡 其他表现与自然恢复组

相似. 自然恢复组: 胃窦黏膜固有层有较多淋巴细胞和中

性粒细胞浸润 腺体中度减少 无肠化及不典型增生.

活动性炎症 慢性炎症 萎缩的病理积分分别为2.0

0.20分 1.90 0.39分 2.0 0.20分(表 1). H pylori

根除与疗胃煎剂组胃窦黏膜层几乎无中性粒细胞浸润

故急性炎症消退 较自然恢复组明显改善 慢性炎症

和萎缩病理积分分别为1.05 0.22分 1.25 0.44分 较

自然恢复组轻度改善(P <0.05). H pylori根除与麦滋林组胃

窦黏膜层几乎无中性粒细胞浸润 故急性炎症消退 较

自然恢复组明显改善; 慢性炎症病理积分为1.70  0.40

分 较自然恢复组略有改善 但 P >0.05. 萎缩性病变

在少数动物表现轻度改善 但病理积分为2.0 0.43分

较自然恢复组无明显差异. 单纯H pylori根除组胃窦黏膜

基本无中性粒细胞浸润 固有层较多量淋巴细胞浸润

腺体中度减少. 提示除活动性炎症明显改善轻度改善

外 与自然恢复组比较萎缩和慢性炎症未见改善.

2.2 COX-2免疫组化染色  治疗结束时 各组的COX-2

阳性细胞率如下: 单纯H pylori根除组为14.0 3.7 %;H

pylori根除和应用疗胃煎剂组为10.0 3.8%; H pylori根除

与麦滋林组(13.0 4.0)%; 自然恢复组为19.0 10.2%. 单

纯H pylori根除组 H pylori根除与疗胃煎剂组与自然恢

复组比较  胃黏膜表面上皮和固有腺上皮细胞胞质

COX-2表达明显下降 差异显著 (P <0.05).

表1  胃窦黏膜病理组织学改变( sx ± )

组别  n(只) 活动性炎症(分) 慢性炎症(分) 萎缩(分)

自然恢复组     13     2.0 0.20     1.90 0.39    2.0 0.20

Hp根除与疗胃煎剂     14   0.30 0.47a    1.05 0.22a  1.25 0.44a

单纯Hp根除     13   0.29 0.40a    1.80 0.20b  2.07 0.22b

H pylori根除与麦滋林组    14   0.30 0.48a    1.70 0.40b   2.0 0.43b

aP <0.05 vs 自然恢复组比较; bP >0.05 vs 自然恢复组比较.

3   讨论

根除H pylori 可消除或明显改善H pylori相关性慢性胃

炎急性活动性炎症 此已为学者所共识. 但根除H pylori

对慢性病变有无影响 是否需要对之进行治疗 以及

如何治疗 目前尚乏明确结论 相关临床结果并不

一致[3-10]. 多数学者认为H pylori 相关性慢性胃炎的发生

发展与H pylori密切相关 但单纯根除H pylori 对治

疗萎缩性病变无效[11-18]. 动物实验方面 胡品津 et al [19]

报道单纯使用SS1感染小鼠12 mo 造成轻度CAG之

后根除 H pylori 可明显消除黏膜的炎症反应 降低

细胞的高增生状态 但萎缩病变并未消失. 本实验结果

显示: 单纯根除H pylori后 大鼠急性活动性炎症消失

或明显改善 慢性炎症无明显改善; H pylori根除和应用

疗胃煎剂急性炎症消退 慢性炎症轻度改善; H pylori根

除与麦滋林组急性炎症消退 慢性炎症略有改善 后者

与自然恢复组比较 无显著性差异(P >0.05). 同时本实

验采用免疫组化的方法检测COX-2的表达变化 发现

COX-2表达率的下降与慢性活动性炎症改善一致. 其中

自然恢复组COX-2表达率为(19.0 10.2)% 单纯根

除H pylori组为(14.0 3.7)% H pylori根除与麦滋林

组(13.0 4.0)% 根除H pylori与疗胃煎剂组为10.0

3.8% 治疗组胃窦黏膜COX-2表达率较自然恢复组有明

显下降. 实验结果与相关的临床研究结果相似 提示

COX-2的表达可能参与H pylori相关性慢性胃炎病变产

生和演变过程[20-22]. 故根除H pylori 可改善慢性活动性

炎症 降低COX-2表达率. 但单纯根除 H pylori 萎

缩病变(2.1 0.32)分较自然恢复组(2.0 0.2)分并无明显

变化.

        Correa et al [23]追踪调查了780例具有正常胃黏膜或

慢性浅表性胃炎的患者 平均5.1 a重复1次胃镜检查



有284例患者发展成萎缩性胃炎 每年7.5%的转变率.

根除H pylori后进行长达6 a随访研究证实 患者的萎

缩性病变得到了改善. 如能延长实验时间 进行更深入

的研究 对回答单纯根除H pylori能否改善或逆转萎

缩性病变这一问题将更有意义.

          近年来中医中药在治疗慢性胃炎方面显示了可喜的

势头 [24-30]. 姚希贤 et al 报道采用健脾益气活血方剂治疗

H pylori相关性慢性胃炎 除能明显改善症状 对慢性

胃炎的萎缩性病变有一定治疗作用. 我们在根除H pylori

后 继续采用疗胃煎剂治疗慢性病变 调节胃功能

经治12 wk 萎缩病变轻度改善 病理积分较自然恢

复组的(2.2 0.2)分下降 为(1.25 0.44)分 差异有显

著性 而H pylori根除与麦滋林组萎缩性病变较自然恢

复组并无明显改善. 提示疗胃煎剂治疗H pylori相关性

慢性胃炎具有良好的前景.
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Abstract
AIM: To investigate the significance of laboratory detection
for PERV in primary porcine hepatocytes.

METHODS: Porcine hepatocytes was isolated and cultured
with a two-stage perfusion method. Polymerase chain re-
action (PCR) were used to detect PERV previrus sequences
and reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR) assays were used to detect PERV RNA sequences by
using specific primers in primary porcine hepatocytes and
culture supernate, controlled with no RT-PCR.

RESULTS: All these PCR assays gave positive results in
tissue and serum samples from 2 HCV patients, 1 rabbit
and 1 rat. Observation showed the persistent releasing of
PERV in the culture supernate in different time points without
the stimulation of mitogen by the established method and
could last till cell death.

CONCLUSION: The method is rapid, cheap and safe, and
it will be helpful to the further study of PERV infection and
biosafety. The releasing of PERVs in the culture model
demonstrates the existence of PERV security in the
bioartificial liver support system.

Guo HT, Wang YJ, Liu HL, Wang HH, Liu J, Huang YP, Wang YM.
Detection and significance of PERV in primary porcine hepatocytes.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(1):101-104

摘要

目的: 探讨猪肝细胞内源性逆转录病毒(PERV)检测方法

及意义.

方法: 采用体外二步灌流法获取猪肝细胞 使用特异性引

物对其前病毒序列进行观察; 以未逆转录PCR为对照 采

用 RT-PCR 方法检测原代猪肝细胞 PERV 携带及释

放情况 并用套式 RT-PCR 对扩增产物进行鉴定.

结果: 原代猪肝细胞基因组中可检测到PERV 前病毒序

列 肝细胞中亦可检测到特异性的PERV RNA序列. 在

缺乏有丝分裂原刺激的情况下 猪肝细胞普通培养的不同

时段均可检测到病毒释放 并可持续至细胞死亡.

结论: 中国实验小型猪肝细胞携带PERV 病毒序列 猪

肝细胞普通培养时可释放该病毒 其感染性及生物安全性

尚需进一步研究.

郭海涛, 王英杰, 刘鸿凌, 王海慧, 刘俊, 黄艳萍, 王宇明. 原代猪肝细胞

PERV 检测及其意义. 世界华人消化杂志  2004;12(1):101-104

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/101.asp

0   引言

由于同种细胞来源有限 且肝癌细胞株具有潜在危险

性 猪器官 组织和细胞逐渐成为异种移植使用较多的

生物材料之一. 包括体外生物人工肝 肝细胞移植及肝

移植的广义生物人工肝对终末期肝病患者的支持作用

已经得到了国内外学者的共识 其中 以培养猪肝细胞

为基础的生物人工肝成为研究热点之一. 采用猪或转基

因猪肝细胞已成为生物人工肝的主要细胞来源 具有

良好的应用前景[1-7].  但自报道猪内源性逆转录病毒

(porcine endogenous retrovirus PERV)感染体外培养人细

胞来[8-12] 跨种族间感染越来越引起人们的重视. 为检测

原代培养猪肝细胞PERV携带以及病毒释放情况 我们

选用了PERV特异性引物进行PCR及RT-PCR检测 以

为进一步研究PERV感染及其安全性研究奠定基础.

1   材料和方法

1.1 材料  健康1-7日龄中国实验型小型猪由第三军医

大学动物所提供; Collagenase DMSO 台盼蓝等由

Sigma公司提供; 离心管为Nuculon公司产品; 胎牛血清

(FBS) DMEM培养液等购于Gibco 公司; 参照 PREV

RNA gag区的序列合成2对引物 由上海生工合成 上

游引物序列P1: 5 -GCGACCCACGCAGTTGCATA-3 ;
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下游引物序列P2: 5 -CAGTTCCTTGCCCAGTGTCCT

T-3 目的片断为 662 bp. 套式 PCR 上游引物序列

为P3: 5 -TGATCTAGTGAGAGAGGCAGAC-3 ; 下游

引物序列P4: 5 -CGCACACTGGTCCTTGTCG-3 扩

增目的片断为262 bp. 加样缓冲液购自FMC 公司(美

国) PCR Markers 购自华美生物工程公司; 扩增仪为

iCyclerPCR 仪 (美国 Bio-Rad 公司); Protanase K

DEPC Taq 酶 10 PCR Buffer 和 25 mmoL/L MgCl2
RT-PCR试剂盒购自Promega公司 10 mmoL/L dNTP购

自 Sigma 公司  Trizol 试剂购自 Roche 公司 GET

DOC2000型凝胶成像仪购自Bio Rad公司(美国).

1.2 方法  常规消毒后采用改良Seglen 体外二步胶原酶

灌注法分离肝细胞 双层消毒纱布过滤 然后50 g

3 min离心3次 获取肝细胞[13-20]. 从获取猪肝细胞中提

取基因组DNA 8 mL消化缓冲液重悬 50 温育12-

16 h 等体积酚/氯仿/异戊醇 1 700 g离心10 min 取

上清 加入1/2体积7.5 moL/L乙酸铵和2体积无水乙

醇 1 700 g离心2 min 700 mL/L乙醇洗涤制成PCR模

板. 分别于培养第1 d 3 d 5 d 7 d 9 d留取1 mL培

养上清, 200 g离心10 min以去除脱落细胞 3 500 g离

心10 min 10 000 g离心30 min以去除细胞碎片 按Trizol

试剂操作说明提取血清及培养上清总RNA. 略作改动

取血清50 µL 加入150 µL Trizol试剂 震荡混匀 静
置后加入氯仿60 µL 离心后取上清液50 µL加入等体积
异丙醇 静置离心去上清并加入750 mL/L乙醇450 µL
洗涤 离心 干燥 沉淀作逆转录. PCR扩增 100 µL
反应体系中含0.5 µmoL/L 引物 200 µmoL/L dNTP
1.5 mmoL/LMgCl2 1 µL模板 扩增条件: 95 10 min;
95 1 min; 55 1 min; 72 1 min; 72 1 min;

共 35个循环. RT-PCR扩增按Promga公司试剂盒进行

稍作变动. 提高镁离子浓度为1.5 mmoL/L 逆转录温度不

变 以未行逆转录PCR作对照. 产物经15 g/L琼脂糖凝胶

电泳 溴化乙锭染色后于凝胶成像仪上拍照. 参照DNA

Marker 在 662 bp处出现特异性扩增核酸带为阳性. 使

用套式PCR鉴定扩增产物 取扩增产物5 µL 加入内
循环引物按上述条件进行再次扩增 在262 bp处出现

特异性扩增核酸带为阳性.

2   结果

2.1在6例中国实验香猪肝脏标本中均可检测出PERV

前病毒序列 阳性率为100 而在兔 鼠 正常人及

HCV感染患者肝脏中均未检测出其前病毒序列(图 1).

在中国实验香猪血清标本中均可检测出PERV RNA序

列 而在正常人 HBV HCV感染患者血清以及其他

动物血清中均未检测出其病毒序列(图2).

2.2 在原代猪肝细胞普通培养的早期 未检测到PERV

RNA序列 在培养3-5 d时 上清中可检测到262 bp的

扩增产物 并可持续至细胞死亡(图3).

图1  原代猪肝细胞前病毒PCR检测. 图A  1: 猪肝细胞; 2: 兔肝细胞;
3: Marker. B 1: 正常人肝组织;  2: Marker;  3:  HCV阳性肝组织;  4:  猪
肝细胞PCR. C 1:  Marker;  2:  阴性对照;  3:  猪肝细胞.

图2  中国实验小型猪血清PERV检测. 1: 正常成人; 2: HBV阳性; 3:
HCV阳性; 4: 兔; 5: 猪套式PCR产物; 6: HCV阳性; 7: 猪未RT的PCR;
8: 猪RT-PCR; 9: Marker.

图 3  普通培养上清PERV检测. 1: day 1未RT的PCR; 2: day 1 RT-
PCR; 3: day 3 RT-PCR; 4: day 3 套式PCR; 5: Marker; 6:  day 5 RT-
PCR; 7:  day 7 RT-PCR; 8:  day 9 RT-PCR; 9:  day 9未RT的PCR.

3   讨论

近年来的研究显示 以培养猪肝细胞为生物材料的广

义生物人工肝系统可为急性肝衰竭患者提供可靠的过渡

支持治疗 但自报道PERV感染体外培养人细胞系[8]

并建立该病毒感染SCID鼠的动物模型以来[21-22] 当猪

的细胞 组织或器官植入处于高度免疫抑制状态(如: 肝

衰竭或肝移植)患者体内时 是否会突破种间屏障而造

成感染 因此 PERV跨种族间感染及异种移植的生物

安全性越来越受到重视[23-31].

       当前 在对猪源性细胞材料进行病毒安全性评估的

诸多研究中 多采用猪PK-15 细胞系作为 PERV 来

源细胞. 要全面 准确地了解中国实验小型猪PERV
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携带情况 不仅需要可靠 特异的PERV 检测方法

同时还需要对病毒释放情况进行观察. 本研究采用体外

两步灌流法获取中国实验小型猪肝细胞 选用特异性

引物 对原代细胞 血清及培养上清进行了PERV检

测.  结果发现 中国实验小型猪原代细胞均携带有

PERV前病毒序列 血清及培养上清中亦可检测到该

病毒释放 且培养上清中所检测到的病毒属新产生病

毒 不是血清残留或是脱落细胞所致 其理由在于:

(1)体外分离获取的猪肝细胞经3-4次洗涤留取的最后

一次洗液 经RT-PCR检测证实为阴性; (2)根据Specke

et al 所使用的检测方法 基本可以排除脱落细胞对实

验结果造成的干扰. (3)对培养第3 d 5 d 7 d培养上

清的检测均得到相同的结果 也对此作了佐证. 在培养

的初期 病毒释放量较少; 培养中后期 病毒释放量

比较恒定 并可持续至细胞死亡. 据此可初步认为

中国实验小型猪肝细胞能够作为PERV来源细胞 应

对其进行生物安全性评估 此外 还需对病毒分型

病毒复制的动态定量分析等工作进行深入研究.

       免疫抑制剂的使用 病毒重叠感染以及细胞毒疗

法等诸多因素均可增加逆转录病毒被动激活的可能性

虽然在对使用胎猪神经细胞治疗Pakinson s Huntington

s病 移植猪胰岛细胞治疗糖尿病以及使用猪肾进行透

析治疗患者的实验研究中 均未发现PERV感染的直

接证据 但Van der Laan et al [21]将猪的胰岛细胞移植

入SCID 鼠的肾囊下 使用定量RT-PCR 方法检测到

PERV特异性mRAN的存在 证实了PERV在体内能

感染SCID 鼠 再次表明异种移植存在病原安全性问

题. 正当猪源性生物材料应用逐渐增多[32-38] 并取得一

定临床疗效之时 对异源性生物材料的潜在感染性问

题应引起足够的重视.

         猪肝细胞被公认是目前生物人工肝较好的细胞材料

之一 由于暂无更好的细胞来源 猪肝细胞在今后一段

时期内仍会继续使用 故需进一步建立和完善生物人

工肝病毒安全性的评估系统. 随着对PERV的分子生物

学以及免疫学特性研究的不断深入 对其转录 翻译及

感染机制将会更加清楚 从而逐步完善异种移植安全

性的评估体系 进而推动猪源性生物材料临床应用的

广泛开展.

4     参考文献
1 Secheser A, Osorio J, Freise C, Osorio RW. Artificial liver sup-

port devices for fulminant liver failure. Clin Liver Dis  2001;5:
415-430

2 李俊刚, 陈耀凯. 生物人工肝细胞材料研究进展. 世界华人消化
杂志  2002;10:699-701

3 Tsiaoussis J, Newsome PN, Nelson LJ, Hayes PC, Plevris JN.
Which hepatocyte will it be? Hepatocyte choice for Bioartificial
liver support systems. Liver Transplantation  2001;7:2-10

4 Boudjema K, Bachellier P, Wolf P, Tempe JD, Jaeck D. Auxiliary
liver transplantation and bioartificial bridging procedures in treat-
ment of acute liver failure. World J Surg  2002;26:264-274

5 Eguchi S, Kawazoe Y, Sugiyama N, Kawashita Y, Fujioka H,
Furui J, Sato M, Ishii T, Kanematsu T. Effects of recombinant

human hepatocyte growth factor on the proliferation and func-
tion of porcine hepatocytes. ASAIO J  2000;46:56-59

6 Bain VG, Montero JL, de La Mata M. Bioartificial liver support.
Can J Gastroenterol  2001;15:313-318

7 Chen Z, Ding Y, Zhang H. Morphology, viability and func-
tions of suckling pig hepatocytes cultured in serum-free me-
dium at high density. Dig Surg  2002;19:184-191

8 Patience C, Takeuchi Y, Weiss RA. Infection of human cells by
an endogenous retrovirus of pigs. Nature Med  1997;3:282-286

9 Weiss RA. Xenografts and retroviruses. Science  1999;285:1221-
1222

10 Birmingham K. FDA subcommittee finds no evidence of PERV
transmission. Nature Med  1999;5:855

11 Tacke SJ, Kurth R, Denner J. Porcine endogenous retroviruses
inhibit human immune cell function: risk for xenotransplantation?
Virology  2000;268:87-93

12 Akiyoshi DE, Denaro M, Zhu H, Greenstein JL, Banerjee P,
Fishman JA. Identification of a full-length cDNA for an en-
dogenous retrovirus of miniature swine. J Virology  1998;72:
4503-4507

13 王英杰, 刘国栋, 刘俊, 李梦东. 大量分离乳猪肝细胞的方法. 世
界华人消化杂志  1999;7:661-662

14 陈钟, 丁义涛, 张鹤云. 无血清培养基培养乳猪肝细胞的效果. 世
界华人消化杂志  2002;10:320-323

15 刘俊, 王英杰, 王宇明, 刘国栋. 分离人肝细胞的超低温保存. 第
三军医大学学报  2001;23:487-488

16 Morsiani E, Brogli M, Galavotti D, Bellini T, Ricci D, Pazzi P,
Puviani AC. Long-term expression of highly differentiated
functions by isolated porcine hepatocytes perfused in a ra-
dial-flow bioreactor. Artificial Organs  2001;25:740-748

17 Chen Z, Ding Y, Zhang H. Cryopreservation of suckling pig
hepatocytes. Annals Clin Laborat Sci  2001;31: 391-398

18 Benoist S, Sarkis R, Chafai N, Barbu V, Honiger J, Lakehal F,
Becquemont L, Baudrimont M, Capeau J, Housset C, Nordlinger
B. Survival and differentiation of porcine hepatocytes encapsu-
lated by semiautomatic device and allotransplanted in large num-
ber without immunosuppression. J Hepatol  2001;35:208-216

19 陈钟, 丁义涛, 张鹤云. 乳猪肝细胞的低温保存. 世界华人消化杂
志  2002;10:173-176

20 Unger JK, Catapano G, Horn NA, Schroers A, Gerlach JC,
Rossaint R. Comparative analysis of metabolism of medium-
and plasma perfused primary pig hepatocytes cultured
around a 3-D membrane network. Int J Artif Organs  2000;23:
104-110

21 Van der Laan LJ, Lockey C, Griffeth BC, Frasier FS, Wilson
CA, Onions DE, Hering BJ, Long Z, Otto E, Torbett BE,
Salomon DR. Infection by porcine endogenous retrovirus af-
ter islet xenotransplantation in SCID mice. Nature  2000;407:
90-94

22 Deng YM, Tuch BE, Rawlinson WD.Transmission of porcine
endogenous retroviruses in severe combined immunodeficient
mice xenotransplanted with fetal porcine pancreatic cells.
Transplantation  2000;70:1010-1016

23 Switzer WM, Shanmugan V, Chapman L, Heneine W. Poly-
merase chain reaction assays for the diagnosis of infection
with the porcine endogenous retrovirus and the detection of
pig cells in human and nonhuman recipients of pig xenografts.
Transplantation  1999;68:183-188

24 Blusch JH, Pjatience C, Matin U. Pig endogenous retroviruses
and xenotransplantation. Xenotransplantation  2002;9:242-251

25 Tucker A, Belcher C, Moloo B, Bell J, Mazzulli T, Humar A,
Hughes A, McArdle P, Talbot A. The production of transgenic
pigs for potential use in clinical xenotransplantation:  micro-
biological evaluation. Xenotransplantation  2002;9:191-202

26 Kuddus R, Patzer JF 2nd, Lopez R, Mazariegos GV, Meighen
B, Kramer DJ, Rao AS. Clinical and laboratory evaluation of
the safety of a bioartificial liver assist device for potential
transmission of porcine endogenous retrovirus. Transplantation
2002;73:420-429



27 Clemenceau B, Jegou D, Martignat L, Sai P. Microchimerism
and transmission of porcine endogenous retrovirus from a
pig cell line or specific pathogen-free pig islets to mouse tis-
sues and human cells during xenografts in nude mice.
Diabetologia  2002;45:4-23

28 Specke V, Schuurman HJ, Plesker R, Coulibaly C, Ozel M, Langford
G, Kurth R, Denner J. Virus safety in xenotransplantation:  first
exploratory in vivo studies in small laboratory animals and non-
human primates. Transplant Immunol  2002;9:281-288

29 Bartosch B, Weiss RA, Takeuchi Y. PCR-based cloning and
immunocytological titration of infectious porcine endogenous
retrovirus subgroup A and B. J General Virol  2002;83:2231-2240

30 Argaw T, Ritzhaupt A, Wilson CA. Development of a real
time quantitative PCR assay for detection of porcine endog-
enous retrovirus. J Virol Meth  2002;106:97-106

31 王宇明. 重视我国生物人工肝的研究与开发. 中华传染病杂志

2001;12:1-2
32 杨继震. 生物人工肝的研究现状. 世界华人消化杂志  1999;7:

185-187
33 徐小平, 高毅, 杨继震. 人工肝生物材料人肝细胞系CL-1的微载
体培养. 世界华人消化杂志  1999;7:197-199

34 向德栋, 王英杰, 王宇明. 人工肝生物反应器研究进展. 世界华人
消化杂志  2003;11:598-600

35 陈耀凯, 王宇明. 体外生物人工肝支持系统的疗效. 世界华人消
化杂志  2002;10:234-236

36 胡还章, 徐小平, 高毅, 杨继震. 生物人工肝治疗猪实验性急性肝
衰. 世界华人消化杂志  2001;9:139-143

37 薛国柱, 刘冰艳, 高毅, 杨继震, 黄祖汉. 体外培养肝细胞合成微
量人清蛋白测定方法. 世界华人消化杂志  2000;8:473-474

38 胡还章, 徐小平, 高毅, 杨继震. 猪急性肝衰模型的建立. 世界华
人消化杂志  2001;9:144-148

104                ISSN  1009-3079   CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004年 1月 15 日  第 12 卷  第 1 期

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2004年版权归世界胃肠病学杂志社

• 消息 •

国科技论文产出世界第五 医药卫生期刊竞争力强劲

健康报  记者张荔子2003-12-10报到: 这是一连串枯燥的数字 却是大量科研人 员辛勤一年的收获. 12月 9

日 中国科学技术信息研究所在京发布的2002年度中国科技论文统计结果显示 我国科技论文产出由2001年全

世界第六位上升为第五位 在世界论文总数中首次超过5 . 论文数据统计取自3种在国际上颇具影响的检索工具

科学引 文索引 (SCI) 工程索引 (EI)和 科学技术会议录索引  (ISTP). 2002年我国科技论文产出比2001年增

长19.9 达 77395 篇 占世界论文总数的5.37 . 排在前四位的国家依次是美国 日本  英国和德国. 我国国

际论文被引用数和被引用次数也分别增长31.6  和 33.3 其中临床医学国内论文数量和被引用次数居各学科

第一  基础医学论文在国内被引用次数排名第四. 临床医学和基础医学论文 较以前都显示出更多的国际合作. 分

类统计还排列出高等院校 科研机构 医疗机构各类机构论文 产出和被引用情况前20位 其中解放军总医院连

续3年获国内科技论 文被引用数量全国医疗机构第一名 第四军医大学西京医院连续3年 获国内科技论文数量

全国医疗机构第一. 10位国际论文高产作者和高 引用作者中有3位是来自上海第二医科大学的沈志祥 陈国强

和牛超  他们因在 血液 发表的论文被广泛引用而分别名列第三 六 九. 共有387种医药卫生类期刊进入今

年的影响因子分类排序 其中影响 因子超过1的期刊有12种 除 世界华人消化杂志 和 世界胃肠病 学杂

志 外 其余10种均为 中华牌 期刊. 此外 刚选出的第二届 中国百种杰出学术期刊中 19种医药卫生类期

刊及其主编榜上有名. 纵观2002年中国科技论文各项统计 可以看到中国科技论文数量 和影响力水平继续保持

上升趋势 但中国与世界科技强国还有很大差 距. 据 国际竞争力度报告 评价 中国科技竞争力在49个被评

价的 国家和地区中处于中等偏下的水平. 据 SCI 统计 中国论文平均被引 用率低于世界平均水平.
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Abstract
AIM: To investigate dynamic changes of free radical of
liver and intestine in premature infant with hyperoxia-
induced chronic lung disease (CLD).

METHODS: Superoxide dismutase (SOD) activity, concen-
tration of malondialdehyde (MDA) in the liver, intestine
and lung specimen on days 1, 3, 7, 14 and 21 in 40 pre-
mature rat with hyperoxia-induced CLD and 40 control pre-
mature rats were assayed with double wavelength scan-
ning by spectrophotometer.

RESULTS: In model group, level of MDA in the liver and
intestine was increased on day 14 (122±9 µmoL/g vs 68±7
µmoL/g, 117±9 µmoL/g vs 68±9 µmoL/g, P <0.01), and
then was decreased but still maintained at a higher level
than that in control group at day 21 (P <0.05). Level of MDA
in the lung was increased on day 3, and reached a peak
level on day 7 (94±12 µmol/ g vs 24±5 µmol/g, P <0.001),
and still maintained at a higher level than that in control
group at day 21 (P <0.01), but there was no significant dif-
ference in SOD activity among any groups (P >0.05).

CONCLUSION: Damage of free radicals in the liver and
intestine can be induced by CLD in premature infant, but
the time of occurrence is very delayed in the lung.

Fu JH, Xue XD. Changes of free radical of liver and intestine in prema-
ture rat with hyperoxia-induced chronic lung disease. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(1):105-107

摘要

目的: 探讨高氧致早产鼠慢性肺疾病(CLD)发生中肝肠组织

的自由基变化.

方法: 采用高浓度氧致早产鼠CLD模型为研究对象 应用

分光光度计比色法动态测定肝及肠组织超氧化物岐化酶

(SOD)活性及脂质过氧化产物丙二醛(MDA)的含量变化

并同步观察肺组织上述指标的改变.

结果: 实验组MDA水平 肝及肠组织7 d内无差异 14 d

明显高于对照组(分别为122 9 µmoL/gvs 68 7 µmoL/g
117 9 µmoL/g vs 68 9 µmoL/g P <0.01) 21 d 仍
高于正常水平(P <0.05); 而肺组织早期即明显升高 7 d达

高峰(94 12 µmoL/g vs  24 5 µmoL/g P <0.001)
持续 1 wk后逐渐下降 21 d时仍高于正常水平(P <0.01).

两组肺 肝及肠组织SOD的活性均无差异(P >0.05);

结论: 高氧肺损伤时 肝及肠组织同样发生自由基损伤

但其发生时间明显滞后于肺组织.

富建华, 薛辛东. 高氧诱导慢性肺疾病早产鼠肝肠组织的自由基变化. 世界华

人消化杂志  2004;12(1):105-107

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/105.asp

0   引言

近年来 随着早产极低体质量儿抢救存活率的提高

因吸入高浓度氧而导致早产儿慢性肺疾病(chronic lung

disease  CLD)的发生率也逐渐上升. 虽CLD的发生机制

尚不清楚 但肺部氧化应激反应而介导肺组织损伤的

理论已被公认 并成为影响CLD预后的关键因素之一.

而源于高氧肺损伤的CLD是否可启动其他器官的自由

基损伤 目前尚未见报道. 我们以高氧诱导CLD的早

产鼠为研究对象 探讨高氧致CLD 早产儿肝 肠组

织自由基变化.

1   材料和方法

1.1 材料  将孕21 d的 SD大鼠(由中国医科大学实验动

物部提供)行剖宫产 新生的早产鼠(足月孕22-23 d)

依据吸氧浓度(FiO2) 随机分为实验组(FiO2 0.90)和对

照组(FiO2 0.21). 每组均为40只. 实验组将早产的SD大

鼠生后即置于氧箱中 持续输入氧气 维持FiO2>0.90

(用测氧仪监测) CO2浓度<0.5%(用钠石灰吸收CO2)

温度 25-27 湿度 50-70% 每天定时开箱 1 h
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添加水 饲料及更换垫料 并与对照组交换母鼠以避

免因氧中毒致喂养能力下降[1-3]; 对照组FiO2为0.21(空

气) 具体方法及实验控制因素同实验组.

1.2 方法  每组分别于实验的 1 d 3 d 7 d 14 d

21 d 随机处死 8只后 分离肺 肝肠组织. 分别用预

冷的生理盐水洗净残血 吸干水分 称1 g湿质量组

织煎碎 于冰盒内超声粉碎匀浆 制成100 g/L的组织

匀浆 低温离心后取上清液 分别按照SOD和MDA测

定试剂盒(南京建成生物工程研究所提供)要求 应用

紫外 /可见分光光度计(法国500-P型) 测定SOD活性

及MDA含量.

        统计学处理  应用SPSS 10.0统计软件进行统计学处

理 所有数据均以 sx ± 表示 组间比较采用Dunnet t
检验.

2    结果

2.1 肝组织 SOD活性和MDA含量  随吸氧时间的延

长 两组肝组织SOD的活性无差异(P >0.05); 而MDA的

含量 吸入高氧7 d时 虽有所增高 但与对照组比

较无差异(P >0.05) 14 d明显高于对照组(P <0.01) 21 d

时虽有下降 但仍高于对照组(P <0.05 表 1).

表1  肝组织SOD活性和MDA含量的动态变化( sx ± , n=8)

          SOD(kNU/g)        MDA(µmoL/g)
吸氧时间(d)

实验组 对照组 实验组           对照组

  1              157 13 155 24 55 6           56 5

  3 176 13 171 11 65 10           62 3

  7 169 15 160 14 69 18           64 7

14 178 18 173 26           122 9a                68 7

21 183 31 182 15 97 8b           63 5

aP <0.01, bP <0.05 vs对照组.

2.2 肠组织 SOD活性和MDA含量  随吸氧时间的延

长 两组肠组织SOD的活性无差异(P >0.05); 而MDA的

含量 吸入高氧14 d时 高于对照组(P <0.01) 21 d时

虽有下降 但仍高于对照组(P <0.05 表 2).

表2  肠组织SOD活性和MDA含量的动态变化( sx ± , n=8)

          SOD(kNU/g)        MDA(µmoL/g)
吸氧时间(d)

实验组 对照组 实验组         对照组

  1 133 21 131 18 67 7         66 9

  3 125 22 122 15 65 13         62 10

  7 129 17 127 23 70 16         64 6

14 127 30 127 21          117 9a          68 9

21 133 21 132 11 81 11b        63 8

aP <0.01, bP <0.05 vs 对照组.

2.3 肺组织 SOD活性和MDA含量  随吸氧时间的延

长 实验组肺组织SOD 的活性虽有逐渐增高的趋势

但与对照组比较无差异(P >0.05); 而MDA的含量 吸

入高氧 3 d即明显高于对照组(P <0.01) 7 d达高峰

(P <0.001) 并持续至14 d 21 d 时虽有下降 但仍

高于对照组(P <0.01 表 3).

表3  肺组织SOD活性和MDA含量的动态变化( sx ± , n=8)

          SOD(kNU/g)        MDA(µmoL/g)
吸氧时间(d)

实验组 对照组 实验组           对照组

  1 27 3 28 5 33 13           26 5

  3 30 3 29 3 55 5b           22 4

  7 69 9 70 11 94 12a                           24 5

14 74 11 72 6 86 10 a                          24 3

21 84 7 82 6 48 7b           24 6

aP <0.001,  bP <0.01 vs 对照组.

3   讨论

近年来 有关氧自由基及其介导的脂质过氧化反应在

组织损伤中的作用倍受关注 并把组织SOD活性下降

及MDA含量增高作为评价氧自由基损伤组织程度的重

要指标[4-6]. 大量的临床及动物实验已证实 新生儿缺

氧 缺血可引起肝 肠组织的自由基损伤 而吸入

高浓度氧后 除局部的肺组织病变外 能否引起其他

器官(如肝 肠组织)的自由基损伤至今尚未见报道.

        虽高氧致早产儿CLD的发生机制尚未清楚 但肺

部氧化应激反应的程度已成为影响CLD发生及其预后

的重要因素之一. 有研究表明[5-11] AOE功能不足的早

产儿 若长时间暴露于高氧环境中 氧自由基和活性氧

(ROS)在肺组织内大量生成 超过抗氧化系统的清除能

力 即氧化 / 抗氧化失衡 ROS可通过损伤肺组织细

胞的 DNA 脂质 蛋白质及糖类大分子等化合物

引起氧化应激性肺损伤; 还发现最终发展成CLD的早产

儿 生后最初几天内 其支气管肺泡灌洗液(BALF)中

MDA 的水平明显增高. 我们的结果亦证实 吸高氧

后 SOD的活性与对照组无差异 而MDA水平早期即

明显升高 7 d达高峰 持续1 wk后逐渐下降 21 d时

仍高于正常水平 与上述报道相类似. 在此基础上

我们观察了肝 肠组织的氧化应激状态 并发现SOD的

活性与对照组无差异 而MDA水平 吸高氧后7 d内

仍无明显变化 14 d时却明显增高 21 d虽有下降趋

势 但还高于正常水平 该结果提示 高氧肺损伤时

肝 肠组织同样存在自由基损伤 但其发生时间明显滞

后于肺组织 与文献报道衰老大鼠急性肺损伤诱导肝

功能受损的研究结果相类似[12]. 高氧肺损伤时 肝 肠

组织自由基损伤的原因何在 目前还不清楚 推测可能

与下列因素有关[13-17] : (1)肺部的氧化应激反应 MDA大

量生成并释放入血 继而引发肝 肠组织的自由基损伤;

(2)高氧可促发肺部炎症反应 IL-6 IL-8 及 TNF-α
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等细胞因子释放入血 并激活PMN 通过呼吸暴发

脱颗粒 释放氧自由基而损伤肝 肠组织; (3)高氧肺

损伤后 肺组织通气或换气功能障碍而导致低氧血症

肝 肠组织可因供氧不足而发生自由基损伤. 上述的一

种或多种因素相互作用 从而介导肝 肠组织的自由基

损伤. 但肝 肠组织的自由基损伤是否引起组织的病理

生理变化 尚需进一步深入研究.

       总之 吸入高浓度氧后 肺组织首先发生氧化应

激性反应 而滞后的肝 肠组织的自由基变化使我们意

识到: 源于吸入高氧而致的早产儿CLD是否可启动多器

官的功能障碍 如证实该假设 对阐明CLD的发生机

制 新防治措施的提出及降低早产儿CLD的发生率和

致残率均具有重要临床意义和社会价值.
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Abstract
AIM: To study the effects of sodium ferulate on acetic
acid-induced rat colitis and its mechanism.

METHODS: The colitis model of rats was produced by
intracolon enema with acetic acid. The experiment animals
were divided into 5 groups: normal group, model group,
SF groups (200 mg/kg, 400 mg/kg, 800 mg/kg), and
treated intracolonically with saline and SF respectively once
per day for 7 days. At the end of the experiment, the colon
mucosa damage index (CMDI) and the occult blood test
(OBT) were evaluated.The contents of MDA, NO, PGE2, and
TXB2 , the activities of myelopexoxidase (MPO) and SOD,
the expression of COX-2 and NF-κBp65 in the rat colon
were detected. Platelet agglutinability was also measured.

RESULTS: The extents of CMDI and OBT, the contents of
MDA, NO, PGE2  and TXB2, the activity of  MPO, the expression
of COX-2 and NF-κBp65 in the colon and the platelet
agglutinability in the model group were higher than those
in normal group, while the activity of SOD was lower than
that in normal group. SF could alleviate the CMDI and OBT,
and ameliorate the abnormity of these detected indexes in
a dose-depended manner.

CONCLUSION: Treatment with SF intracolon can relieve
the inflammation reaction, attenuate the colon mucosal
damage in the rat colitis through resisting oxidative stress,
restraining arachidonic acid metabolism, platelet activation
and the expression of NF-κB.

Liu SP, Dong WG, Luo HS, Yu BP, Yu JP. Protective effects of sodium
ferulate on injury in acetic acid-induced rat colitis. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(1):108-111

摘要

目的: 研究SF对大鼠乙酸性结肠炎的作用及其机制.

方法: 利用乙酸灌肠制备大鼠结肠炎模型. 实验设正常对照

组 模型对照组 SF 给药组(200 mg/kg 400 mg/kg

800 mg/kg) 每天灌肠给药1次 用药7 d. 实验结束后

评价大鼠结肠黏膜损伤指数(CMDI)与粪便隐血实验(OBT)

检测结肠组织MDA NO PGE2 TXB2含量; MPO

SOD活性; COX-2  NF-κBp65表达水平及血小板聚集率.

结果: 模型组大鼠CMDI OBT 评分显著增加; MDA

NO PGE2 TXB2含量 MPO 活性 COX-2 与 NF-

κBp65表达水平及血小板聚集率显著升高; 而SOD活性显
著降. SF灌肠改善模型组大鼠CMDI OBT评分; 使结肠组

织MDA NO PGE2 TXB2含量 MPO活性 血小板

聚集率不同程度降低 SOD活性升高 同时下调COX-2与

NF-κBp65的过度表达. SF用药呈一定量效关系.

结论: SF 通过抗氧化 抑制血小板活化 花生四烯酸代

谢及NF-κB表达 缓解大鼠乙酸性结肠炎炎症反应 减
轻结肠黏膜损伤.

刘少平, 董卫国, 罗和生, 余保平, 于皆平. 阿魏酸钠抗大鼠乙酸性结肠炎损
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0   引言

阿魏酸钠(sodium ferulate SF)是传统中药当归的主要

药性成分之一 具有抑制花生四烯酸(AA)代谢 拮抗组

胺 降低血管通透性 清除自由基 抑制脂质过氧化 改

善血液循环 抑制血小板聚集活化及血栓形成 抑制巨

噬细胞活化等广泛药理作用[1-5]. 炎症性肠病(inflammatory

bowel disease IBD)中花生四烯酸代谢紊乱 氧自由基损

伤 血小板活化 微循环障碍等均是重要的致病环节[6-10].

为探讨SF是否通过作用于以上环节对 IBD产生抗炎

抗损伤保护作用及其机制 我们在建立大鼠乙酸性结

肠炎模型的基础上灌肠给药 观察SF对其氧自由基水

平 血小板活化 花生四烯酸代谢及NF-κB 表达的
影响 并评价结肠损伤程度.

1   材料和方法

1.1 材料  健康 Sprague-Dawley 大鼠 兼用 体

质量(250 30 g) 由湖北预防医学科学院实验动物中

心提供; SF(注射用当归素)由武汉大学中南医院制药厂



生产 批号 2011219; 分析纯乙酸 武汉生化试剂厂

产品; SOD MDA NO MPO 检测试剂盒均购于南

京建成生物研究所;  PGE2 TXB2放免试剂盒由解放军

总院科技开发中心放免研究所提供;  COX-2兔 IgG多

抗 NF-κBp65 兔 IgG 多抗及 S-P免疫组化试剂盒均
由北京中山生物技术有限公司提供 余试剂均为国产

分析纯.

1.2 方法  参照文献[11]制备动物模型 乙醚麻醉固定

大鼠 橡胶输液管由肛门轻缓插入结肠内约8 cm 推

入8 mL/L 乙酸 2 mL 作用20 s 后 立即注入生理盐

水 5 mL 冲洗 2 次. 实验设正常对照组 模型对照

组 SF给药组(200 mg/kg 400 mg/kg 800 mg/kg)

每组 8 只 均灌肠给药 每日 1 次 给药时间从制

备模型后24 h开始 用药7 d. 正常对照组及模型对照

组均给予等量生理盐水灌肠. 实验完成后用OB试纸检

测粪便隐血实验(OBT) 显色评分标准按OB试纸说明

进行; 大鼠摘眼球取血2 mL 肝素抗凝 2 h内采用SH-

93型智能血液凝聚仪(上海生化仪器厂产品)检测血小板

聚集率; 处死动物评价结肠黏膜损伤指数(CMDI) 评分

标准为: 0 = 无损伤; 1 = 轻度充血 水肿 表面光滑

无糜烂或溃疡; 2 = 充血水肿 黏膜粗糙呈颗粒状 有

糜烂或肠粘连; 3 = 高度充血水肿 黏膜表面有坏死及

溃疡形成 溃疡最大纵径小于1 cm 肠壁增厚或表面有

坏死及炎症; 4 = 在3分基础上溃疡最大纵径大于1 cm

或全肠壁坏死. 在距肛门 7-9 cm处取适量结肠新鲜标

本 快速置于液氮中速冻 供检测SOD MDA NO  MPO

PGE2 TXB2 检测操作按相应试剂盒说明进行; 另取

结肠组织约10 mg 制成石蜡切片 COX-2与NF-κBp65
免疫组化检测步骤严格按试剂盒说明进行 均以非免疫

性山羊血清封闭非特异性抗原 一抗分别为1 120

1 200 的 COX-2 与 NF-κBp65 兔 IgG 多抗 二抗均
为生物素化羊抗兔 IgG工作液 以PBS代替一抗做阴

性对照 以细胞核蓝色为阴性 胞质内或核膜上呈棕

黄色为阳性. 每张切片选取10个 400倍视野 采用全

自动图像分析仪与HPIAS-2000 图像分析软件 分别

扫描记录阳性细胞的吸光度 A值 取其平均值 作为

此切片COX-2  NF-κBp65的相对含量.
        统计学处理  所有数据以( sx ± )表示 采用SPSS医
学统计软件处理 两组间均数差异的比较采用 t 检验.

2   结果

2.1 结肠组织损伤和炎症反应程度  模型组大鼠反映结

肠损伤与炎症反应程度的指标CMDI OBT与MPO活

性显著升高(P <0.01) SF 灌肠剂量依赖性使三者降

低 中 大剂量组三者变化有显著性差异(P <0.05 或

P <0.01 表 1); 结肠标本HE染色显示 模型组黏膜

充血水肿 溃疡形成 大量炎性细胞浸润 腺体中杯状

细胞显著减少而大剂量SF用药组以上病理组织表现明

显缓解(图 1) 这些表明SF 对大鼠乙酸性结肠炎具有

明显抗炎 抗损伤作用.

2.2  结肠组织氧自由基水平与血小板功能   模型组大鼠

NO与OFR代谢的主要产物MDA含量及血小板聚集率显

著升高(P <0.01) 清除OFR的主要酶SOD活性显著降低

(P <0.01) SF灌肠使MDA  NO含量及血小板聚集降

低 SOD活性升高 呈现一定量效关系 中 大剂量组

各指标变化均有显著性差异(P <0.05 或 P <0.01 表2).

2.3 结肠组织花生四烯酸代谢与NF-κB p65表达   模型
组大鼠PGE2  TXB2含量及COX-2  NF-κBp65表达均
显著升高(P <0.01) SF 灌肠剂量依赖性降低前二者的

含量 下调COX-2 NF-κBp65的表达水平 用药各组
各指标变化均有显著性差异(P <0.05 或 P <0.01 见

表3 图2 3).

表1  大鼠CMDI, OBT及结肠组织MPO活性 ( sx ± , n = 8)

分组       剂量(mg/kg)   CMDI            OBT   MPO(nkat/g)

正常对照 - 0.0 0.0b          0.0 0.0b            413 192b

模型对照 - 2.9 0.6           3.8 0.8           1 635 448

SF 200 2.0 0.8a          3.0 0.9           1 325 640

400 1.8 0.8b          1.9 0.8a          1 064 508a

800 1.6 0.9b          1.1 0.7b              603 237b

aP <0.05, bP <0.01, vs  模型对照组.

表2  大鼠结肠组织氧化指标及血小板聚集率 ( sx ± , n = 8)

分组       剂量       SOD          MDA          NO   血小板聚集率(%)

(mg/kg)  (ukat/g)       (nmol/g)    (nmol/g)        1 min          最大

正常对照  -      602 32b    9.2 3.8b    176 45b  15.7 5.4 b 32.8 .6.1b

模型对照  -     472 20  57.5 12.4  331 92  43.2 7.5  51.3 6.8

SF  200    527 64a  43.3 13.5a 256 54  37.1 7.8   46.2 5.4

 400     536 71a  41.8 10.6a 247 42a  35.5 4.9a  43.8 4.6a

 800    554 62b 37 .3 8.6b   216 33b  30.6 5.2b 40 .6 4.8b

a P < 0 .05   bP < 0.01  vs 模型对照组.

表3  大鼠结肠组织PGE2, TXB2含量及COX-2, NF-κB表达 ( sx ± , n = 8)

分 组         剂量       PGE2        TXB2              COX-2              NF-κBp65

  (mg/kg)       (ng/g)         (ng/g)              (A)                        (A)

正常对照    -         43 33b       9 4b        0.042 0.013b       0.039 0.012b

模型对照    -       186 96    34 14     0.296 0.028             0.314 0.026

SF     200       91 52a      23 12     0.147 0.021b        0.279 0.022a

    400        77 27b       18 15a        0.064 0.018b                 0.215 0.019b

    800        58 24b        16 9b            0.056 0.014b          0.189 0.016b

aP <0.05,  bP < 0.01, vs 模型对照组.
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图1  大鼠结肠组织病理表现HE 400. A: 模型组; B:  大剂量SF 组.

图2 COX-2在大鼠结肠组织表达S-P 400. A: 模型组; B: 大剂量
SF 组.

图3  NF-κBp65在大鼠结肠组织表达  S-P 400. A: 模型组; B: 大剂
量SF 组.

3   讨论

乙酸诱导大鼠结肠炎的主要机制与结肠黏膜化学损

伤 血管通透性增加 炎症递质激活 溶解纤维蛋

白活性增加及凝血机制受干扰相关.  这种大鼠结肠炎模

型因其发病机制和病理表现与人类 IBD相似而常用于

IBD治疗药物的筛选与评价[11-12]. IBD肠黏膜中氧自由基

(OFR )水平明显升高 抗氧化系统存在缺陷 大量

OFR 对自身组织产生攻击作用 且可激活炎性递质

加重炎症反应[13-16]. 弱氧自由基NO不仅趋化中性粒细胞

和单核细胞 且可与炎性细胞产生的超氧阴离子反应

生成具有高度细胞毒性的过氧亚硝酸盐 破坏细胞结

构与功能; 过量的NO还可使血管扩张 通透性增加

有助于炎症的始动与发展[17-18]. 本研究显示模型组大鼠

氧自由基大量生成 SF灌肠用药明显降低其结肠组织

MDA NO 含量 升高 SOD 活性 表现出较强的抗

OFR损伤致炎作用.

       IBD患者血小板处于激活状态 直接参与IBD致病

过程. 活化的血小板不仅促进血小板栓塞性疾病发生与

肠系膜血管多灶性微梗死形成 还可释放多种炎症递

质 如血小板活化因子 血栓素等 亦能产生氧自

由基[19-22]. 血小板聚集率升高是血小板激活化的代表性

指标[23]. 本研究显示模型组大鼠血小板明显处于活化状

态 SF 灌肠用药降低血小板聚集率 表明其可通过

抑制血小板活化 减轻模型组大鼠炎症反应 同时改

善微循环. AA代谢异常是IBD致病的重要环节[7, 24]. 作为

AA 代谢生成重要炎症递质PGE2  TXB2 的主要限速酶

COX-2在 IBD肠组织中迅速大量增加 合成大量病理

性PGE2 TXB2 . TXB2亦是强烈的血管收缩剂 其含

量增加可导致组织循环障碍 进一步加重炎症反应 抑

制AA代谢可明显缓解IBD炎症程度[25-26]. 本研究中模型

组大鼠结肠组织COX-2表达显著升高 AA代谢过度

PGE2 TXB2显著增加 SF灌肠用药明显减少二者含

量 有效缓解炎症反应 机制可能为SF 显著下调了

COX-2过度表达 从而抑制AA代谢.

        本研究进一步显示 SF的抗炎症损伤作用可能与

影响NF-κB表达相关. 大量研究表明NF-κB在 IBD炎
症反应中占有核心地位 其激活表达可促进多种炎性
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因子 趋化因子 黏附分子的生成 亦可启动分别

是合成NO与PGE2的重要限速酶iNOS  COX-2的过度

表达; NF-κB还可直接活化TNF受体相关基因(TRAF1
TRAF2) Bcl-2同源体(A1/Bfl-1  IEX-1L)等抗细胞

凋亡基因 抑制IBD中多种炎性细胞的凋亡 导致其功

能周期延长 加重组织炎症损伤. 抑制NF-κB可成为
治疗IBD 的有效靶点[27-34]. NF-κB家族成员中 p65亚
单位是含有活性转录区域的主要促炎亚单位 其活化

与氧化剂 细胞内Ca2+水平升高密切相关[32, 35-36]. 本研

究中模型组大鼠NF-κBp65 表达显著增加 可能是结
肠组织中大量生成的OFR对其产生激活作用 进而上

调iNOS COX-2表达 促进NO生成与AA代谢.  SF灌

肠明显抑制NF-κBp65 过度表达 削弱其多途径致炎
损伤作用 有效缓解炎症反应. SF抑制NF-κB的分子
机制可能为SF具有浓度依赖性Ca2+通道阻滞作用 可

抑制细胞Ca2+内流 降低胞内Ca2+浓度 呈现NF-κB
活化抑制作用; SF亦可能通过其较强抗氧化与直接清除

羟自由基作用 抑制氧自由基对NF-κB的激活[1-2, 35].
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Abstract
AIM: To set up a new model of constipation-predominant
irritable bowel syndrome (C-IBS) in rats and to study the
possible  pathogenesis of IBS.

METHODS: Wistar rats of postnatal four weeks were divided
into three groups: group A (stomach irritation with 0-4 
cool water), group B (stomach irritation with room tem-
perature water) and group C (control group). Both of rats
in groups A and B received stomach irritation daily for four-
teen days. In these fourteen days, the feces of rats in three
groups were collected and the feces granules were
counted, moisture contents of the feces were calculated
daily during 0 to 3 hours and 3 to 24 hours, respectively.
After suspending the irritation of cool water, the granules
and moisture contents of feces in corresponding periods
were observed for the following fourteen days continu-
ously in order to evaluate the degree of constipation. Then
perception thresholds and the number of abdominal with-
drawal reflexes (AWR) were recorded during rectal balloon
distention in order to evaluate bowel sensitivity. The ileocecal
junction and colon samples were stained by haematoxylin-
eosin (HE) for routine pathologic examination and the im-
proved toluidine blue method for mast cells, respectively.
The expression of 5-hydroxymetryptamine (5-HT) on bowel
was showed by immunohistochemical staining, and ana-
lyzed semi-quantitatively by computer color image analyzer.

RESULTS: The granules and moisture contents of feces
during 0 to 3 hours after cool water irritation were signifi-
cantly higher in group A than in groups B and C (P <0.05),
but the differences disappeared after suspending irritation
(P >0.05). The granules and moisture contents of feces
during 3 to 24 hours  after cool water irritation were signifi-
cantly lower in group A than in groups B and C (P <0.05).

After suspending stomach irritation with cool water, the
tendency lasted at least for fourteen days. The perception
threshold of group A was slightly higher than that of group
C during rectal balloon distention, but there was no signifi-
cant difference (P >0.05). The number of AWR to the
lower balloon content (1.0 mL) was much lower in group A
than in group C (P <0.05), but the AWR to the balloon dis-
tention at 1.5ml and 2.0ml were similar between these two
groups. In group A, the number of mast cells (MCs) in the
ileocecal junction and colon were significantly higher than
those of group C (P <0.05), and the areas of 5-HT positive
cells were markedly higher than those of group C (P <0.05).

CONCLUSION: The model of C-IBS induced by stomach
irritation with cool water is stable for constipation and char-
acterized by decreased bowel sensitivity, increased MCs
and 5-HT immunoreactive positive cells, which satisfactorily
imitates the bowel features of C-IBS patients and shows a
new concept model for IBS.
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摘要

目的: 以肠易激综合征(IBS)模型新概念建立一种便秘型IBS

大鼠模型 为 IBS的研究提供新的条件.

方法: 出生后4 wk Wistar大鼠 随机分为冰水灌胃组 常

温水灌胃组及正常对照组. 前两组每日分别给予冰水及常温

水灌胃14 d 观察灌胃期间三组大鼠灌胃后3 h内和 3-

24 h 间的大便粒数及含水量变化 停止灌胃后继续观察

14 d对应时间段的大便粒数及含水量变化以评价其便秘. 28 d

观察结束后给予直肠内球囊扩张 测定引起腹部收缩反射

的最小容量阈值及直肠内球囊不同容量扩张时腹部收缩反

射的次数 评价其肠道对扩张刺激的敏感性. 各组动物回

盲部及结肠肥大细胞(MC)研究应用甲苯胺蓝染色 计数.

5-羟色胺(5-HT)在肠道的表达应用免疫组织化学染色及彩

色病理图像分析系统进行半定量分析.

结果: 冰水灌胃组大鼠灌胃后3 h内大便粒数及含水量较常温

水灌胃组和正常对照组明显增加(P  <0.05); 停止灌胃后三组

大鼠对应时间段3 h内大便粒数及含水量无明显差异(P  >0.05).

冰水灌胃组前14 d灌胃后3-24 h间的大便粒数及含水量

均较常温水灌胃组和正常对照组明显减少(P <0.05); 停止灌

胃后 此趋势继续保持至第28 d实验结束. 直肠内球囊扩

张时 冰水灌胃组引起腹部收缩的最小容量阈值略高于正

常对照组 但统计学比较无明显差异(P >0.05). 直肠球囊

体积1.0 mL低容量扩张时冰水灌胃组3 min内腹部收缩反



射次数明显低于正常对照组(P <0.05); 球囊体积1.5 mL

2.0 mL高容量扩张时两组无明显差异(P >0.05). 冰水灌胃组

回盲部和结肠MC计数均明显高于正常对照组(P <0.05). 冰

水灌胃组回盲部 结肠黏膜层5 HT阳性细胞的面积均明

显高于正常对照组(P <0.05).

结论: 采用冰水灌胃法建立了大鼠便秘模型 该模型具有

肠道敏感性降低 回盲部及结肠MC增多 5-HT阳性内

分泌细胞增多 较好地模拟了人的C-IBS特征 显示了IBS

动物模型的新概念.
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0   引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome IBS)是以腹痛

或腹部不适伴大便异常为特征的一种功能性肠病[1-6]

尽管近年的一些研究发现IBS患者可能存在肠道肥大细

胞(mast cell MC)数目及活性的改变 血中5-羟色胺

(5-hydroxymetryptamine 5-HT) 胃动素等胃肠激素

淋巴细胞以及肠道内分泌细胞等的变化 但目前一般认

为IBS尚缺乏确切的形态学和生化指标的异常[7-14]. 由于

IBS 被认为是一种功能性疾病 要研究其功能异常的

物质基础如肠道或神经系统的组织或细胞等均十分困

难 严重阻碍了对其发病机制的研究和认识. 因此

建立恰当的 IBS 动物模型对于研究其发病机制具有十

分重要的意义. 我们模拟人IBS危险因素-冷水饮用 用

冰水灌胃法诱导大鼠便秘 并评价其肠道敏感性改变

肠道MC及5-HT阳性内分泌细胞的变化 旨在建立一

种较为理想的具备IBS模型新概念的C-IBS大鼠模型.

1   材料和方法

1.1 材料  AY220型托盘电子分析天平 日本导津制作

所制作. Olympus CX40光学显微镜 日本奥林巴斯公司

制作. 8F导尿管 导管直径2 mm 球囊最大容量3 mL

最大直径2 cm 用作直肠内球囊扩张导管 德国Braun

公司制作. 直径 6 cm鼠固定器 日本 ICM株式会社制

作. 兔抗人5 HT多克隆抗体 生物素标记羊抗兔IgG

SABC免疫组化试剂盒及DAB显色剂均购自北京中山

生物技术有限公司. 出生 4 wk 的 Wistar 大鼠 30只

质量120-150 g 军事医学科学院实验动物中心提供.

1.2方法  30只大鼠随机分为3组 A组10只 为冰水

灌胃组 给予冰水(0-4 生理盐水) 2 mL/ 只 1次 /d

灌胃 共 14 d;  B 组 10 只 为常温水灌胃组 给予

常温水(26-28 生理盐水) 2 mL/ 只 1次 /d灌胃 共

14 d; C组 10只 为正常对照组 不灌胃 正常饲食

饮水. A B两组除灌胃外也给予正常饲食 饮水. 每只

大鼠分笼独立饲养 为消除生物节律的影响 均于上午

08: 00 开始灌胃. 停止灌胃后各组继续正常饲食 饮

水 观察14 d 至第28 d实验结束. 分别收集灌胃14 d

期间3组每只大鼠灌胃后3 h内及3-24 h间的大便 计

大便粒数 电子天平称湿质量 微波烘烤8 min后称干

质量 计算大便含水量百分比. 含水量百分比=(湿质

量-干质量)/湿质量 100%. 停止灌胃后各组继续观察

14 d 同样方法测定对应时间段每只大鼠大便粒数及

含水量百分比(以下简称含水量)至第28 d实验结束 以

评价其便秘.

1.2.1 肠道敏感性测定  灌胃停止后14 d 3 组大鼠分

别于清醒状态下放入鼠固定器内 限制大鼠的各向活

动 但可观察到腹部收缩反射. 将 Braun 8F导尿管外

涂石蜡油后经肛门插入 气囊末端距肛门1 cm. 用4号

手术缝线在导尿管平肛门外缘水平打结固定于鼠尾

相隔2 cm处同样方法固定. 15 min后大鼠适应环境呈安

静状态 经导尿管外口向球囊内注入常温水(26-28

生理盐水) 扩张. 记录引起大鼠腹部收缩反射的最小注水

量为最小容量阈值. 重复扩张3次 每次间隔15 min

以3次扩张测得的最小容量阈值的均值为该鼠直肠扩张

引起腹部收缩反射的最小容量阈值. 测定阈值后第2 d

分别测定注水量为1.0 mL 1.5 mL 2.0 mL时 3 min

内大鼠腹部收缩反射的次数 每次间隔30 min. 用引起

大鼠腹部收缩反射的最小容量阈值和直肠内球囊不同

容量扩张时3 min内大鼠腹部收缩反射的次数评价大鼠

对直肠内扩张刺激的敏感性.

1.2.2 组织形态学检查及MC计数  3组大鼠直肠内球囊

扩张结束1 h后 给予大鼠腹腔内注射200 g/L乌拉坦

2 mL/ 只处死动物 剖腹分离各组大鼠的回盲部及结

肠 立即用生理盐水冲洗 分别取动物的回盲部 距肛

门3 cm处的结肠各0.5 cm 40 g/L甲醛固定 常规石蜡

包埋切片 苏木素-伊红 (haematoxylin-eosin HE)染色

Olympus CX40光学显微镜下观察各组大鼠胃 回盲部及

结肠组织学表现. 石蜡标本连续切片 片厚2 µm 隔5
张取1张 每例每部位取2张 采用甲苯胺蓝改良染色

法(toluidine blue improved method  TBI)行MC染色. 每例

切片随机选择2个视野 应用放大倍数 100观察各组

动物回盲部及结肠MC数目 取其均数.

1.2.3 5-HT在肠道的表达  取 3组大鼠回盲部及结肠石

蜡标本连续切片 片厚2 µm 隔 5张取 1张. 每例每
部位取2张. 裱于经APES防脱片剂处理的载玻片上 置

烤箱56  60 min 以使切片紧密黏附. 应用 1 100稀

释的兔抗5-HT抗体 按ABC免疫组化法进行标记 操

作步骤按试剂说明. DAB室温显色5-10 min 镜下控制

反应时间. 以着棕色者为染色阳性. 应用计算机病理图像

分析系统对5-HT免疫染色阳性细胞的面积(阳性染色

部位像素数总和)进行半定量分析.

        统计学处理  计数资料用 sx ± 描述 组间变量比较
用单因素方差分析及带有一个重复测量的单因素方差

分析 设 P <0.05 为差异显著.
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2   结果

大鼠灌胃后 3 h 内大便增加 大便明显变软 变稀

部分大鼠可出现糊状便. 经含有重复测量的单因素方差分

析 结果显示 前 14 d 灌胃期间 冰水灌胃组大鼠

灌胃后3 h内大便粒数和含水量均明显多于常温水灌胃

组和正常对照组(P <0.05). 15-28 d 停止灌胃期间 冰

水灌胃组大鼠对应时间段3 h内大便粒数和含水量无显

著差异(P >0.05). 前 14 d灌胃期间 冰水灌胃组灌胃后

3-24 h间的大便粒数由49.4 7.5粒降至39.9 6.2粒

(常温水灌胃组由48.9 6.5 粒降至41.4 7.6 粒 正

常对照组由49.5 7.2粒升至50.8 8.7粒). 第 28 d实

验结束时3组大鼠对应时间段3-24 h间的大便粒数分

别为冰水灌胃组42.9 6.7 粒 常温水灌胃组43.9

7.9粒和正常对照组49.5 5.8粒. 经含有重复测量的单

因素方差分析 冰水灌胃组前14 d灌胃后3-24 h间的

大便粒数及15-28 d停止灌胃后对应时间段3-24 h间

的大便粒数均较常温水灌胃组和正常对照组明显减少

(P <0.05); 以28 d期间作为总体进行比较 3组大鼠3-24 h

间的大便粒数存在显著差异 冰水灌胃组3-24 h间的大

便粒数明显少于常温水灌胃组和正常对照组(P <0.05)

见图1. 大鼠灌胃后3-24 h间的大便逐渐由灌胃后3 h内

的糊状便 软便转为较干燥的成形便; 随实验天数的增

加 伴随大便粒数逐渐减少的同时出现大便性状逐渐

干硬. 前 14 d灌胃期间 冰水灌胃组大鼠灌胃后3-24 h

间的大便含水量由45.2 5.8%降至40.3 6.5%(常温

水灌胃组由43.0 6.5%升至44.7 6.4% 正常对照组

由46.2 8.0%降至42.5 9.4%) 第 28 d实验结束时3

组大鼠对应时间段3-24 h间的大便含水量分别为冰水

灌胃组39.9 6.5% 常温水灌胃组46.6 4.4%和正常

对照组47.1 8.6%. 经含有重复测量的单因素方差分

析 冰水灌胃组大鼠灌胃后3-24 h间的大便含水量及

停止灌胃后对应时间段3-24 h间的大便含水量均较常

温水灌胃组和正常对照组明显减少(P <0.05); 以 28 d期

间作为总体进行比较 3组大鼠3-24 h间的大便含水量

存在显著差异 冰水灌胃组3-24 h间的大便含水量明

显少于常温水灌胃组和正常对照组(P <0.05) 图 2.

图1  大鼠3-24 h间的大便粒数变化趋势.

图2  大鼠3-24 h间的大便含水量变化趋势.

2.1 大鼠肠道敏感性  冰水灌胃组直肠扩张引起腹部收

缩的最小容量阈值为0.59 0.09 mL 常温水灌胃组为

0.54 0.07 mL 正常对照组为0.57 0.13 mL. 冰水灌

胃组略高于正常对照组和常温水灌胃组 但统计学比

较3组无明显差异(P >0.05). 3组大鼠直肠内球囊 1.0 mL

低容量扩张时 3 min内腹部收缩反射次数存在显著差

异(P <0.05); 冰水灌胃组3 min内腹部收缩反射次数为

10.3 3.3 次 明显低于正常对照组的 18.3 5.5 次

(P <0.05) 表 1; 常温水灌胃组与正常对照组无明显差

异(P >0.05). 直肠球囊体积1.5 mL 2.0 mL高容量扩张

时 3 组大鼠 3 min 内腹部收缩反射次数无明显差异

(P >0.05).

表1  直肠内球囊不同容量扩张时大鼠腹部收缩反射次数( sx ± )

分组     1.0 mL    1.5 mL    2.0 mL

冰水灌胃组 10.3 3.3a 18.8 7.3 25.1 6.5

常温水灌胃组 13.9 3.7 18.7 6.2 22.9 5.5

正常对照组 18.3 5.5 23.1 11.0 29.3 12.9

aP <0.05 vs正常对照组.

表2  回盲部及结肠黏膜层5-HT阳性细胞的面积( sx ± )

分组         回盲部           结肠

冰水灌胃组 695 230  99 970a 803 289 234 897a

常温水灌胃组 453 060 148 103 556 315 178 836

正常对照组 284 751 107 230 436 037 202 346

aP <0.05 vs 正常对照组.

2.2 胃肠道组织学和MC计数  3 组大鼠胃 回盲部及

结肠均未见异常病理改变. 冰水灌胃组回盲部及结肠MC

计数分别为12.6 4.8/视野和10.2 3.0/视野 较常温

水灌胃组(9.2 3.2/视野 7.4 2.8/视野)及正常对照组

(7.9 3.4/视野 5.0 2.1/视野)均明显增多(P <0.05).

2.3 大鼠回盲部及结肠黏膜5-HT的表达  5-HT阳性细

胞在正常大鼠回盲部及结肠黏膜层分布广泛 黏膜上

皮细胞 固有层腺体均可见阳性反应 着色部位均在
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胞质(图3). 冰水灌胃组大鼠5-HT的表达部位与正常大

鼠一致 但 5-HT 阳性细胞面积(即细胞数目)明显增

多(图 4). 3组大鼠回盲部及结肠黏膜层5-HT阳性细胞

面积的比较见表2. 3组大鼠回盲部及结肠黏膜层5-HT

阳性细胞面积均存在显著差异(P <0.05); 冰水灌胃组回

盲部 结肠黏膜层5-HT 阳性细胞面积显著高于常温

水灌胃组及正常对照组(P <0.05).

图3  5-HT在正常大鼠肠道黏膜层的表达(×200).

图 4  5-HT在 IBS模型大鼠肠道黏膜层的表达(×200).

3   讨论

IBS 的发病机制目前认为有运动异常机制 内脏过敏

机制 脑-肠相互作用机制 以及近年来提出的神经-

免疫-内分泌网络调控机制等. 由于 IBS被认为是一种

功能性肠病 要研究其肠道或神经系统的生理生化或

细胞的异常等均十分困难 因此 IBS 发病机制的研究

一直未取得显著的进展. 我们应用人类IBS比较公认的

一种危险因素-冷饮刺激 用冰水灌胃法诱导大鼠IBS

模型. 实验发现 经过14 d 的冰水灌胃刺激能够诱发

大鼠的大便粒数和含水量减少 类似于便秘型IBS的肠

道运动异常 并且此趋势在停止灌胃刺激后仍能持续

存在 保持稳定. 实验中我们发现常温水灌胃组也能出

现一定程度的肠道运动异常 可能是反复抓取及灌胃

动作的刺激诱发的应激反应 这也从一个侧面说明IBS

的诱因是多方面的 精神心理因素也在其中起一定作

用. 但冰水灌胃组与常温水灌胃组的比较显示 冰水灌

胃建立的模型比常温水灌胃更显著 稳定 表现为肠

道运动异常持续的时间更长 与正常对照组的差异更

明显 提示冷饮危险因素中温度是引起肠道运动异常

的关键因子. 实验中我们还发现 灌胃后3 h内的大便

粒数及含水量增加 而灌胃后3-24 h间的大便粒数及

含水量减少; 停止灌胃后 对应的3 h内大便粒数及含

水量的差异消失 而对应的3-24 h间的大便粒数及含

水量减少趋势依然存在. 这一现象产生的原因可能是灌

胃后3 h内的大便粒数及含水量反映的是大鼠对急性刺

激的一种反应 在停止急性刺激后 这种反应消失;

而灌胃后3-24 h的大便粒数及含水量反映的才是冰水

灌胃这一因素反复 慢性刺激对肠道运动产生的影响

这种影响具有稳定的后续效应. 国外有文献报告急性

慢性刺激对大鼠直肠敏感性的影响也是不同的 提示

急性 慢性刺激对肠道运动和感觉的作用机制可能存

在差异[15]. 桂先勇 et al [16]发现持续6 h的寒冷束缚应激

期间及应激后大便粒数明显减少 而含水量却明显增

加 且这一现象在解除应激后60 h仍未恢复 提示持

续一定时间和一定强度的应激可导致结肠动力持续异

常 且具有后续效应. 我们的实验较上述实验延长了刺

激时间和停止刺激后的观察时间 观察了冰水灌胃14 d

期间及停止灌胃后14 d期间大鼠的大便粒数及含水量

变化 较以往的研究更确切地反映出动物在反复接受

冷刺激时对肠道运动的持续影响和远期效应. 这种效应

表现为类似于C-IBS的肠道运动异常 而非单次冷刺

激引起的类似D-IBS的肠道运动异常. 以往的 IBS动物

模型如束缚应激模型 旋毛虫感染模型[17]等多为D-IBS

的模型 对于C-IBS 的动物模型少见报道. 我们用冰

水灌胃法成功地诱导了大鼠大便粒数和含水量的减少

并且这种趋势能稳定存在至少14 d 这种现象类似于

C-IBS的肠道运动异常. 该模型为C-IBS的研究提供了

新的条件.

       在肠道敏感性或内脏敏感性的研究中 人们多采

用直肠内球囊定量扩张的方法评价其敏感性变化. 对于

C-IBS 患者的内脏敏感性报道不一 有报告认为C-

IBS患者的初始感觉阈值 疼痛阈值 排便阈值高于正

常人 即C-IBS患者内脏敏感性降低 但也有学者认

为C-IBS患者存在内脏高敏感[18-26]. 我们发现冰水灌胃

后的大鼠引起腹部收缩反射的最小容量阈值有增高趋

势 在低容量(1.0 mL)扩张时冰水灌胃组腹部收缩反射

次数明显少于正常对照组 提示冰水灌胃组大鼠存在

对直肠内球囊扩张刺激的敏感性降低; 而在高容量时其

内脏敏感性与正常对照组无明显差异 是否因为冰水

灌胃组大鼠存在内脏感觉异常 但直肠平滑肌对于球

囊扩张刺激的牵张反应是不同的. IBS患者对于直肠球

囊扩张刺激以外的不同种刺激的敏感性是否也存在差

异尚不清楚.

        近年来 一些研究发现IBS患者肠道MC增多. 1993

年Weston et al [27]首先报道IBS患者回肠末端MC明显增多

推测MC与IBS的内脏感觉异常有关. 国内杨云生 et al [28]
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李兆申et al [29]也相继报道IBS患者回盲部MC增多 MC

与无髓神经纤维密切相邻 并进一步发现肠道浆细胞

数目增多. 另外 Monica et al [30]还报道IBS患者乙状结

肠黏膜中5-HT阳性细胞明显增多. 人体90%的 5-HT

来源于胃肠道 主要由胃肠道腺腔基底部的神经内分

泌细胞合成 分泌并重摄取. 研究证实 各种刺激如

肠腔内压力增加 迷走神经刺激 过敏反应 十二

指肠酸化 暴露于去甲肾上腺素 乙酰胆碱和多种化

学物质 均可促使神经内分泌细胞释放5-HT 与其

受体结合 传递信号给肠肌间神经丛 调节肠道的蠕

动反射. 因此 本研究用5-HT阳性细胞数目代表肠道

内分泌细胞的数目. 结合最新的研究进展 国际上一些

学者提出理想的 IBS 动物模型的新概念应反映肠道运

动 敏感性改变 肠道MC 变化 甚至肠道内分泌

细胞的变化. 本研究建立的大鼠C-IBS模型不仅表现有

肠道运动 敏感性改变 而且存在回盲部 结肠MC

及 5-HT 阳性细胞明显增多 反映了 IBS 动物模型的

新概念. 该模型的建立为今后深入研究IBS的发病机制

等提供了新的基础或条件.
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Abstract
AIM: To construct the replication-deficient recombinant
adenoviruses-AdAChET inserted both cat acetylcholinest-
erase (AChET) and green fluorescent protein (GFP) cDNA
drived by CMV promoter using homologous recombination
in bacteria provided by AdEasy system and to investigate
the effect of AChET on cat smooth muscle cells.

METHODS: The AChET cDNA was obtained from the plas-
mids-pEFbos/AChET by digestion, and the shuttle plasmid-
pAdTrack-CMV- AChET in which the AChET cDNA was in-
serted into the downstream of CMV promoter was estab-
lished by ligation. Then the linearized shuttle plasmid was
co-transformed into bacteria with backbone vector AdEasy-
1 to obtain the recombinant adenoviral plasmids-pAd AChET

by homologous recombination. After packed in 293 cells,
the recombinant adenoviruses-Ad AChET were generated.
The expression of AChET in cat smooth muscle cell was
detected by RT-PCR and total AChE activity was determined.

RESULTS: The recombinant plasmid pAdAChET was estab-
lished by homologous recombination and confirmed by re-
striction endonuclease digestion and sequencing. GFP ex-
pression could be observed on the third day after packing
of the linearized pAdAChET in 293 cells and 4×1010 efu/mL
titer of Ad AChET was obtained by CsCl gradient purification.
When the cat smooth cells were infected by the viruses
for 3 days, expression of AChET and AChE activity in smooth
cells increased significantly.

CONCLUSION: AChET can be simply and rapidly generated
by using the AdEasy system. The infection of cat smooth
muscle cells by Ad AChET can result in the high expression
of AChET. Ad AChET may serve as a new tool for gene
therapy of achalasia.

Xu EB, Zhang ZB, Xie WF, Ning SB, Lin Y, Cai HP. Construction of
recombinant adenoviruses carrying AChET and its effect on smooth
muscle cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(1):117-120

摘要

目的: 利用AdEasy 系统构建乙酰胆碱酯酶催化亚单位

(AChET)重组腺病毒(AdAChET) 并观察其对平滑肌细胞

细胞的影响.

方法: 将质粒pEFbos/AChET扩增 酶切获得AChET cDNA

片段插入腺病毒穿梭载体质粒pAdTrack-CMV的巨细胞病

毒(CMV)启动子下游 构建重组穿梭载体 pAdTrack-

CMV- AChET 线性化后与骨架载体AdEasy-1 在细菌

BJ5183内同源重组得到腺病毒质粒pAd AChET 经293

细胞包装后得到复制缺陷型重组腺病毒Ad AChET; 将Ad

AChET体外感染猫平滑肌细胞 以RT-PCR检测AChET
在平滑肌细胞的表达; 同时测定胆碱酯酶活力.

结果: 连接 重组后通过酶切和测序法筛选出pAd AChET;

经293细胞包装 3 d后观察到绿色荧光蛋白(GFP)明显表

达 氯化铯梯度离心纯化最终获得约4 1013efu/L滴度的

重组病毒; Ad AChET体外感染平滑肌细胞3 d后 AChET
表达明显增加 乙酰胆碱酯酶活力较Ad GFP感染组和阴

性对照组明显增加(0.546±0.048 vs 0.495±0.039 0.546±
0.048 vs 0.501±0.037) (P均<0.01).

结论: 利用新型腺病毒载体AdEasy系统可在短期内制备同

时表达GFP和AChET 的重组腺病毒Ad AChET; Ad AChET
体外感染平滑肌细胞可显著提高AChET的表达 这将为

基因治疗贲门失弛缓症提供新的手段.
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0   引言

贲门失弛缓症是一种食管运动障碍性疾病 以食管缺



乏蠕动和食管下括约肌(lower esophageal sphincter

LES)松弛不良为特征. LES松弛是VIP和NO共同作用

的结果[1-3]  LES收缩和张力升高是由外源性胆碱能神

经控制的[4-6]; 而乙酰胆碱的酶解是主要由乙酰胆碱酯酶

参与完成. 复制缺陷型重组腺病毒(replication-deficient

recombinant adenovirus)是目前基因治疗最常用的载体之一

He TC[7-8]建立了AdEasy系统 我们利用AdEasy系统构建

了外源插入乙酰胆碱酯酶催化亚单位(acetylcholinesterase

AChE T)AChE T cDNA 片段的复制缺陷性腺病毒Ad

AChET 并观察Ad AChET在猫食管平滑肌细胞中的表

达 为贲门失弛缓症基因治疗提供新的手段.

1   材料和方法

1.1 材料  AdEasy系统: 穿梭质粒pAdTrack-CMV 骨

架质粒pAdEasy-1 仅插入GFP的对照重组腺病毒质

粒pAdGFP 大肠杆菌BJ5183 由He TC 博士惠赠[8];

AChET表达质粒pEFbos/AChET由Legay教授(The Journal

of Neuroscience 1999;19: 8252-8259)惠赠; 293细胞购

自中科院细胞所 传代数不超过50代; E. coli JM109

DH5α购自华舜公司; 5 5- 二巯基 -3- 硝基苯甲酸
(DTNB) 由中科院生化所提供.

1.2 方法  将E.coli JM109和BJ5183置于37 生长至A550
约为0.8时 收集细菌 分别用100 mL/L的冷甘油洗

2次 500 倍浓缩后以20 µL/ 管分装 置-80 冰箱
保存. 取含AChET cDNA 的质粒pEFbos/AChET 2 µL用
氯化钙法转化感受态菌 JM109 选择阳性克隆 用

DNA抽提纯化试剂盒(Qiagen)抽提 纯化质粒 并作酶

切鉴定. 将扩增后的pEFbos/AChET 5 µg用Xba  Hind
III (NEB)酶切后 于10 g/L琼脂糖凝胶电泳. 将AChET
cDNA片段割胶 凝胶抽取试剂盒(Qiagen)纯化 并委托

上海联合基因科技集团有限公司测序. 将回收的AChET
cDNA片段与质粒pAdTrack-CMV分别用限制性内切酶

Xba  Hind III(NEB)酶切后 14 连接过夜. 取5 µL
连接物氯化钙法转化感受态菌JM109. 小抽质粒并作酶

切鉴定 筛选已携带AChET cDNA 片段的穿梭质粒

pAdTrack-CMV- AChET 并委托上海联合基因科技集

团有限公司自动测序. 将测序正确的穿梭质粒pAdTrack-

CMV-AChET抽提 纯化 取1 µg 先后用限制性内切
酶Pme (NEB)酶切线性化 CIP(NEB)去磷酸化后用

QIAquick PCR纯化试剂盒(Qiagen)回收. 取0.4 µg线性化
质粒与0.1 µg超螺旋pAd Easy-1质粒在电压2 500V
电容 25 µFD 电阻 200 Ohms 条件下电穿孔共转化
BJ5183感受态细菌. 37 摇床孵育30 min 卡那霉素

LB培养基平板涂板 于37 培养24 h后挑选20个最

小克隆 小抽质粒并作酶切鉴定. 选择重组腺病毒质粒

pAd AChET 氯化钙法转化感受态菌JM109大量扩增.

1.2.1 包装腺病毒Ad AChET和对照病毒AdGFP  将 293

细胞以2 106/ 孔接种于60 mm培养皿 24 h后细胞

密度生长至60-80%时 将10 µg pAd AChET用限制性

内切酶Pac (NEB)酶切回收后 取4 µg线性化的pAd
AChET以脂质体-DNA复合物的形式加入293细胞中

24 h后更换含100 mL/L小牛血清(HighClone)的新鲜培

液 3 d后通过荧光显微镜观察GFP的表达. 7 d 后收

集293细胞 于液氮和37 水浴中反复冻融4次 以

3 mL/ 皿病毒上清再次感染293细胞进行扩增 5 d后

收集细胞 1 500 r/min 离心 7 min 小心弃上清 以

2 mL PBS/皿重悬 反复冻融4次; 重复感染 收集步骤

将最终收集的PBS重悬病毒上清用氯化铯(CsCl)梯度离心

纯化. 以同样方法在293细胞内包装对照病毒AdGFP 并

作CsCl梯度离心. 将 293细胞以5 105/孔接种于六孔

板(Nunc) 于次日待细胞生长约90%后 将病毒上清

倍比稀释分别感染细胞 72 h后荧光显微镜下计算表达

GFP细胞个数 测定Ad AChET和AdGFP滴度(表达形

成单位 / 升 efu/L).

1.2.2 检测Ad AChET在猫平滑肌细胞中的表达  原代猫

平滑肌细胞的分离按Bitar et al (Am J Physiol  1982; 242:

G400-G407)报道的方法加以修改. 原代培养的平滑肌细

胞以5 105/ 皿接种于60 mm培养皿 将病毒以MOI

10-20 感染细胞 3 d后观察GFP表达; 以 Trizol 试剂

盒(Qibco)抽提总RNA后 逆转录反应1 h 取 2 µL逆
转录产物为模板进行PCR扩增 95  30 s 50  30 s

72  2 min 30个循环; 10 g/L琼脂糖凝胶电泳后测定

AChET表达. 乙酰胆碱酯酶活力采用微量DTNB法测定.

应用UV-754型分光光度计于414 nm处测吸光度值(A

值) 以实验管A值减去对照管A值来表示酶反应速度.

        统计学处理  所有数据用 sx ± 表示 组间差异应用
t  检验.

2   结果

将pAdTrack-CMV 经Xba Hind III酶切后与割胶回

收获得的AChET cDNA片段连接 获得质粒pAdTrack-

CMV- AChET 酶切鉴定获得9.335 kb的载体片段和

2.161 kb 大小AChET cDNA片段(图1) 测序并作同源分析.

图1  重组产物pAd AChET酶切鉴定. 1: pAd AChET + Xba Hind
III;  2: 1 kb Marker; 3: pAdTrack-CMV- AChET + Xba Hind III.

2.1 制备腺病毒Ad AChET  将Pme 酶切线性化的

pAdTrack-CMV- AChET与 pAdEasy-1 质粒共转化

BJ5183 感受态细菌 筛选获得pAd AChET Pac 酶

1    2    3

2.161 kb

9.335 kb
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切获得约30 kb 大小的腺病毒基因组片段和3.0 kb 或

4.5 kb的 ori及卡那霉素抗性编码基因片段(图2). Pac

酶切线性化的pAd AChET转染293细胞3d后 荧光显

微镜下见约10%的细胞表达GFP 7 d后可见大量GFP

表达(图 3). 反复感染 冻融293细胞 CsCl 梯度离心

纯化后测定Ad AChET滴度约为4 1013efu/L. 以同样方

法获得对照病毒AdGFP 滴度约为3 1013efu/L.

图2  Pac 酶切重组产物pAd AChET. 1: pAd Easy-1+ Pac ; 2:10 kb
Marker; 3: pAd AChET  + Pac .

图 3 pAd AChET转染293细胞3 d(A)及 7 d(B)绿色荧光蛋白表达.

2.2 Ad AChET在原代培养人平滑肌细胞中的表达  Ad

AChET感染原代培养的猫平滑肌细胞3d后 荧光显微

镜下可见GFP表达. RT-PCR检测Ad AChET在平滑肌细

胞中表达明显增强(图4). Ad AChET感染的平滑肌细胞的

乙酰胆碱酯酶活力(A: 0.546±0.048)明显高于Ad GFP感
染组(A: 0.495±0.039) (P <0.01)和阴性对照组(A:0.501±
0.037) (P <0.01) 而Ad GFP感染组与阴性对照组比较

无显著差异(P >0.05).

图4  RT-PCR法检测Ad AChET在平滑肌中的表达. 1: 100 bp Marker;
2: Ad AChET感染; 3: Ad GFP感染; 4: 阴性对照.

3   讨论

重组腺病毒在一些疾病基因治疗中有着很好的治疗效

果和应用前景[9-22]. 腺病毒不仅能够高效感染多种增生细

胞 而且也能感染静息哺乳类细胞 且不与细胞的基因组

发生整合 不引起基因突变 可以携带较大片段的外源基

因 是一种比较理想的用于基因治疗的表达载体[12, 15, 22-23].

乙酰胆碱酯酶是胆碱能突触的必需成分 他通过快速

地水解乙酰胆碱精密地控制胆碱能神经递质[24-28]. 在电鳐

和哺乳动物 他可产生多种类型的亚型 AChET是其主

要亚型之一 AChET是存在于脊椎动物的胆碱酯酶中的

惟一的催化亚单位 主要在大脑和肌肉中发挥作用[29-31].

将 AChET cDNA转入COS细胞 可产生AChE的G1型

单体和G4型四聚体 其中G4分子在细胞表面表达[32].

平滑肌细胞是组成胃肠道最重要的组织细胞之一 是

引起胃肠运动的效应细胞 平滑肌膜上的毒蕈碱受体

与胆碱能神经元释放的乙酰胆碱结合后引起平滑肌收

缩. 抑制平滑肌收缩是治疗贲门失弛缓症 先天性巨结

肠等疾病的方法之一 其中构建携带AChET基因的重组

腺病毒转染至平滑肌细胞表达 进而提高乙酰胆碱的

酶解效率 是调控平滑肌收缩的主要方案之一.

         为构建外源插入AChET cDNA片段的复制缺陷性腺

病毒并应用于贲门失弛缓症的基因治疗 我们利用细

菌内同源重组机制构建腺病毒质粒的AdEasy系统. 首先

通过体外连接构建插入AChET cDNA片段的穿梭质粒

pAdTrack-CMV- AChET. 通过Pme 酶切线性化后 将

线性的pAdTrack-CMV- AChET 质粒左臂和右臂的同源

区分别与骨架载体pAdEasy-1上的腺病毒基因组在大

肠杆菌内进行同源重组 同时利用抗生素筛选 2 wk内

即可得到重组腺病毒质粒pAd AChET. 通过Pac 内切

酶线性化 去除质粒上的ori和卡那霉素抗性编码基因

并暴露其ITR序列后 直接转染至293细胞内包装便得

到了所需的重组腺病毒Ad AChET. 由于在同源重组时整

合了GFP 可在包装和扩增的同时直接观察转染和感

染的效率 大大缩短了基因治疗的构建和鉴定过程 克

服了传统方法步骤周期长 效率低的缺点[33-34].

        为进一步将新构建的Ad AChET 应用于贲门失弛缓

症的基因治疗 我们将一定滴度的Ad AChET体外感染

A

B

1        2        3

4.5 kb

30 kb

 1         2        3         4

AChET 片段 (670 bp)

β-actin
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原代培养的猫平滑肌细胞. RT-PCR和乙酰胆碱酯酶活

力检测结果提示 Ad AChET的表达不仅稳定高效 同

时大量瞬时表达AChET的平滑肌细胞乙酰胆碱酯酶活

力增高 从而可提高乙酰胆碱的分解 抑制机体平滑

肌的收缩.
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Abstract
AIM: To investigate genetically diagnostic method of lymph
node micrometastasis in patients with esophageal cancer
and to evaluate its prognostic significance

METHODS: Using assays of reverse transcriptase-poly-
merase chain reaction (RT-PCR), three hundred and sixty-
six regional lymph nodes obtained from sixty-three pa-
tients with squamous cell cancer of the esophagus with-
out invasion confirmed by routine histopathologic analysis
(pN0) were studied  to further detect mRNA for Mucin1
(myc1) gene and determine micrometastasis. All the pa-
tients were followed up. Survival difference was compared
by χ2 test. Logistic regressive analysis was performed to
determined independent prognostic factors.

RESULTS: Specificity of genetic diagnosis for lymph node
micrometastasis was 100% (30/30); Sensitivity of genetic
diagnosis for lymph node micrometastasis was 97% (27/30).
myc1 mRNA was identified in thirty lymph nodes (8.2%)
from twenty-two patients (34.9%). Lymph node microme-
tastasis was diagnosed in these patients. Survival rate at
3-year in patients with nodal micrometastasis (54.5%) was
lower than that in patients without nodal micrometastasis
(80.5%) (P <0.01). In logistic analysis nodal micrometastasis
(P <0.05, OR=3.71) and T3 tumor (P <0.05, OR=7.17) were
independent prognostic factors.

CONCLUSION: Nodal micrometastasis can be genetically
diagnosed by the detection of expression of myc1 mRNA
in lymph node of patients with pN0 esophageal carcinoma;
Poorer prognosis after radical surgery in the patients may

be correlated with nodal micrometastasis.

Wang Z, Liu XY, Liu FY, Chen JH. Lymph node micrometastasis in
patients with esophageal cancer: diagnosis and a prospective study of
impact on prognosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(1):121-124

摘要

目的:  探索食管癌淋巴结微转移的基因诊断方法并评价其

预后意义.

方法: 应用逆转录聚合酶链式反应法(RT-PCR) 对 63例

食管鳞癌患者手术后病理诊断阴性的区域淋巴结(pN0)进行

进步研究 检测其Mucin1 (myc1)基因mRNA表达 对淋

巴结微转移进行基因诊断. 对患者随访 应用χ2检验比较
患者的生存差别; 采用Logistic 多因素回归分析 判定独

立的预后因素.

结果:  淋巴结微转移基因诊断的特异度为100%(30/30); 淋

巴结微转移基因诊断的灵敏度为90%(27/30). 366枚pN0淋

巴结中 22例患者 (34.9%)的 30 枚淋巴结(8.2%)检测到

myc1 基因mRNA的表达 诊断为淋巴结微转移. 淋巴结

微转移者3a生存率为54.5%(12/22) 无转移者3 a生存率

为80.5%(33/41) 两组相比较差别显著(P<0.01). 多因素回

归分析结果显示 T3肿瘤(P <0.05 OR=7.17) 淋巴结微

转移(P <0.05 OR=3.71)是独立的预后因素.

结论: 应用RT-PCR法检测食管癌区域淋巴结中myc1基因

mRNA的表达 可以诊断淋巴结微转移; 淋巴结微转移与

pN0患者预后不良有关.

王洲, 刘相燕, 刘凡英, 陈景寒. 食管癌淋巴结微转移的诊断及预后的前瞻性

研究. 世界华人消化杂志  2004;12(1):121-124

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/121.asp

0   引言

食管癌在我国常见[1-4]. 区域淋巴结转移 (N1) 是食管癌重

要的不利预后因素 手术后5 a生存率约10% 多数患

者死于手术后肿瘤转移复发; 无淋巴结转移(N0)的食管癌

患者 根治切除后5 a生存率可达70% 但也仍有部分

患者发生肿瘤的早期转移复发[5-8]. N0食管癌患者( -

A期) 手术后肿瘤的早期转移复发可能与常规病理检

查漏诊的淋巴结微转移有关[9-11]. 粘蛋白 1 (Mucin1

myc1)基因是上皮组织特异性标志物 在上皮组织及起

源于上皮组织的恶性肿瘤中有广泛表达 但是正常淋

巴结中无该基因的表达[12-15, 18] 如果在食管癌患者的



区域淋巴结中检测到MUC1基因的表达 就可以诊断

为淋巴结转移癌[12]. 我们应用逆转录聚合酶链反应法

(RT-PCR ) 检测病理阴性的食管癌区域淋巴结中

myc1基因mRNA的表达 诊断食管癌淋巴结微转移并

对其预后意义进行探讨.

1   材料和方法

1.1 材料  我院胸外科1999-01/2000-01根治切除后病

理诊断为无淋巴结转移(pN0)的食管鳞癌患者63例 男

48例 女15例 年龄47-71(平均58 5岁)(表1). TNM

分期依照AJCC1997年标准[5]. 食管癌根治性切除采用

Ivor-Lewis 术式 即右胸及上腹部切口 食管大部切

除. 依照食管癌淋巴结分布图[5]清扫区域淋巴结 右胸

顶部食管-胃吻合器(美国强生公司)机械法吻合. 本组病

例手术后病理检查食管上 下断端无残留癌. 共清扫区

域淋巴结366 枚 将摘除之淋巴结沿长轴切开 标号

后随机选取一半送常规病理检查 另一半用锡箔纸包

裹后浸入液氮中1 min 速冻 然后置于-80 冰箱内

保存 用于RT-PCR. 对照组淋巴结取自本科同期手术

治疗的食管疾病患者 其中阴性对照组为食管良性病

变的食管旁淋巴结30枚 阳性对照组为食管鳞癌术后

病理诊断淋巴结转移癌的区域淋巴结15枚 癌组织标

本15个. 本组患者无严重的围手术期并发症 手术后

对患者随访3 a 随访率100% 本组病例未经手术后

辅助放 化疗. 每年对患者至少进行两次复查 监测有

否手术后肿瘤复发或转移. 复查包括全面体检 上消化

道造影检查 胸部CT 扫描 腹部超声检查 必要时

纤维食管镜检查. 记录肿瘤复发或转移的部位和时间

死于肿瘤复发或转移的患者纳入预后分析中.

表1  入选病例临床资料一览表

临床特征  n        3 a 生存(%)

性别

男 43           31 (72.1)

女 20 14 (70)

肿瘤位置

胸下段 25 19 (76)

胸中段 38           34 (89.5)

病变长度

<3 cm   8            7  (12.8)

3-5 cm 23           17 (73.9)

>5 cm 32           21 (65.6)

TNM分期

 (T1) 11             9 (81.8)

A(T2) 35           29 (82.9)

A(T3) 17             7 (41.2)

1.2 方法  淋巴结微转移的诊断方法参照相关的报道[12, 13]:

按 Trizol 试剂(GIBCOBRL公司)说明书 提取每枚淋巴

结标本的总RNA; 使用RT-PCR试剂盒(Takara shuzo公
司) 按操作说明将其反转录成cNDA 然后在下列条件
下进行PCR: 94  2 min 50  1 min 72  1.5 min
共 30次循环; PCR产物电泳 应用数码凝胶图像分析
系统记录结果 在287 bp处显带者为myc1基因mRNA
阳性(选用的myc1基因上 下游引物可以扩增287 bp
的cDNA片段) 诊断为淋巴结微转移. PCR阳性产物提
纯 由宝生物工程(大连)有限公司完成cDNA测序.
        统计学处理  应用χ2检验比较有 无淋巴结微转移
患者的生存差别 P <0.05为有显著差别; 应用SPSS10.0
软件进行Logistic多因素回归分析 判定独立的预后因素.

2   结果

2.1 基因诊断的灵敏度和特异度  阳性对照组的15枚淋
巴结中 12枚检测到了myc1基因mRNA的表达. 15个
癌组织标本均为myc1基因mRNA阳性. 对myc1基因
mRNA阳性电泳标本测序 结果显示该287 bp的cDNA
片段与人类MUC1基因100%同源. 阴性对照组的30枚
淋巴结均无myc1基因mRNA的表达. 以病理诊断作为
金标准 基因诊断的灵敏度为90%(27/30) 特异度为
100%(30/30). 基因诊断的特异度高表明 对myc1基因
mRNA阳性淋巴结 提示有淋巴结转移癌存在.
2.2 淋巴结微转移与预后的关系  实验组63例患者的366
枚淋巴结中 22例患者(34.9%)的 30枚淋巴结(8.2%)检
测到myc1基因mRNA的表达 诊断为淋巴结微转移. 根
据基因诊断分期 这些患者的TNM分期由 - A期上
调为 B- 期. PCR产物凝胶电泳照片见图1 myc1基

因mRNA阳性患者临床资料见表2.

表2  myc1基因mRNA阳性患者临床资料

编号    肿瘤位置        pTNM分期   阳性淋巴结站 a   基因再分期  预后

  1 胸下段   I  (T1) 8M IIB        健在

  2 胸下段   I  (T1) 8L IIB        健在

  3 胸下段   I  (T1) 8M IIB        健在

  4 胸下段  I  (T1) 8M 1 7 IIB        死亡

  5 胸中段 IIA (T2) 8L (2枚) IIB        死亡

  6 胸中段 IIA (T2) 8M 8 L IIB        死亡

  7 胸中段 IIA (T2) 8L IIB        健在

  8 胸下段 IIA (T2) 8M IIB        死亡

  9 胸中段 IIA (T2) 8L IIB        死亡

10 胸中段 IIA (T2) 8M IIB        死亡

11 胸中段 IIA (T2) 8M 8 L IIB        健在

12 胸中段 IIA (T2) 8L IIB        死亡

13 胸中段 IIA (T2) 8L IIB        健在

14 胸中段 IIA (T2) 8L IIB        健在

15 胸下段 IIA (T2) 8L, 17(2枚) IIB        健在

16 胸中段 IIA (T3) 8L         死亡

17 胸中段 IIA (T3) 8M, 7         健在

18 胸下段 IIA (T3) 8M         健在

19 胸中段 IIA (T3) 17         健在

20 胸中段 IIA (T3) 8M         健在

21 胸下段 IIA (T3) 8M(2枚)         死亡

22 胸中段 IIA (T3) 8M         死亡

a依照Korst 修订的食管癌淋巴结分布图[1]: 8M胸中段食管旁淋巴结; 8L

胸下段食管旁淋巴结; 7 隆凸下淋巴结; 17 胃左动脉旁淋巴结.
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图1  PCR产物凝胶电泳图. 1: 阳性对照; 2: 阴性对照; 3-8: 区域淋巴
结(3 myc1阳性); M: 分子标准(bp).

       手术后3 a随访期内 63患者中有22例发生肿瘤

复发或转移(34.9%) 其中的 18 例患者随访终结时死

亡 3 a生存率为71.4%. 18例的死亡患者中 淋巴结

微转移者占10例 无微转移者占8例. 有淋巴结微转移

患者的3 a生存率为54.5%(12/22) 无转移者3 a生存率

为80.5%(33/41) 两组相比较差别非常显著(χ2 = 4.72
P <0.01). 对年龄(连续变量) 性别 肿瘤位置 病变

长度 肿瘤T分期及有无淋巴结微转移进行Logistic多

因素回归分析(表3) 结果显示肿瘤的T分期和淋巴结

微转移是pN0食管鳞癌患者独立的预后因素(P <0.05)

患者的3 a死亡率随T分期增加和淋巴结隐匿性微转移

的发生而增高. T3患者死亡的概率是T1患者的7.1 倍

(OR=7.175); 淋巴结隐匿性微转移患者死亡的概率是无

转移患者的3.7倍(OR=3.716).

表3  Logistic多因素回归分析结果

预后因素               回归   S.E.   Wald   P 值  OR值      95%CI
              系数           统计量

肿瘤T分期:        T3  vs T1   1.971  0.970  4.130  0.042  7.175   1.073-47.990

淋巴结微转移:   有 vs 无  1.313  0.648  4.102  0.043  3.716  1.043-13.234

S.E. 标准误; OR 优势比; CI 可信区间.

3   讨论

pN0( - A期)食管癌患者 虽然病变比较局限 无

淋巴结转移 但是手术切除后 也仍然有部分患者发生

肿瘤转移 复发. Raja et al [9]研究发现 pN0食管癌患

者根治性切除手术后 肿瘤的转移 复发率可高达30-

50%. 目前 HE染色常规病理检查是诊断淋巴结转移

癌的标准方法 临床通常仅对淋巴结标本的一张或几

张切片进行病理检查 这种做法对淋巴结微小转移病

灶的漏诊高达20%[16]. 常规病理检查漏诊的微小转移病

灶称为淋巴结微转移[17] 淋巴结微转移导致了对TNM

分期的低估. 许多研究认为 pN0食管癌患者根治性切

除手术后 肿瘤的早期转移 复发可能与淋巴结微转移

有关[9-11]. 淋巴结标本连续切片及免疫组化检查可降低淋

巴结微转移的漏诊率[17-18] 提高TNM分期的准确性. 但

是 对淋巴结进行连续切片病理检查 工作烦琐 费时

费力 一般情况下在日常工作中不能常规应用. 近年

来 有一些应用分子生物学技术诊断淋巴结微转移的

研究报道 与连续切片和免疫组化方法相比较 具有更

高的灵敏度[9-10, 17].

        myc1基因是一种上皮组织特异性标志物 位于染

色体1q21-24 编码上皮组织细胞膜上粘蛋白的核心

蛋白 起源于胚胎前肠的大部分胃肠道组织和食管鳞

状上皮 均有myc1基因的表达 但正常的淋巴结组织

中则无该基因的表达[12-13, 15, 18]. 起源于鳞状上皮的食管鳞

癌亦保留myc1基因的表达[14] 如果在食管癌患者的区

域淋巴结中检测到myc1基因的表达 就可以诊断为淋

巴结转移癌[12]. Salerno et al [18]应用RT-PCR方法检测

myc1基因mRNA表达 诊断非小细胞肺癌淋巴结微转

移 显示出该方法具有较高的灵敏度 107个细胞中混

有1个myc1基因阳性细胞即可检测到myc1 基因mRNA

的表达.

        我们通过对照组的myc1 基因mRNA检测 显示了

该方法诊断食管癌淋巴结转移有较高的特异度 30枚

阴性对照淋巴结中均无myc1 基因mRNA的表达 这表

明对myc1 基因mRNA阳性淋巴结 临床上可以诊断为

淋巴结转移癌. 但是 在以病理结果作为 金标准

时 诊断灵敏度不理想 阳性对照组标本在中 3个

淋巴结标本未能检测到myc1基因 mRNA的表达. 分析

其原因可能与取材方法有关. 因为由于病理检查的要求

实验只能对淋巴结部分取材 进行RT-PCR检查 由

于转移病灶较小 检测的半枚淋巴结中可能并未包括

转移癌病灶在内. 本组中有22例患者的30枚淋巴结检

测到myc1基因mRNA的表达 诊断为淋巴结微转移

这些患者的TNM分期由 - A期上调为 B 期. 随

访统计结果表明 有淋巴结微转移者3 a生存率低于无

转移的患者. 本组病例均为T3以内的患者 肿瘤未侵

及其他器官 施行了肿瘤及胸部食管大部切除 胸及腹

部淋巴结清扫 手术后病理检查上 下断端无残留癌

基本达到了根治切除的目标; 而且 为了排除其他与预

后相关的混杂因素对统计分析的影响 例如手术方式

手术后的辅助治疗等 增加可比性 我们采用前瞻性研

究来控制混杂因素 减少了偏倚 研究结果更具客观

性. Logistic多因素回归分析结果亦显示 淋巴结微转移

是独立的预后因素 淋巴结微转移患者死亡的概率是

无转移患者的3.7倍. 因此 我们初步认为 根治切除后

的pN0食管癌 患者预后不良与淋巴结微转移有关. 我

们同意Hosch et al [11] 的观点 淋巴结微转移是食管癌

的独立预后因素 建议食管癌TNM分期系统中要包括

淋巴结微转移这一要素.
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Abstract
AIM: To study the relationship between gastroesophageal
reflux symptoms and esophageal motility in elderly gas-
troesophageal reflux disease (GERD).

METHODS:  Esophageal manometry and 24-hour pH moni-
toring were performed in 40 elderly and 42 non-elderly
patients of GERD, in which 21 cases were with reflux esoph-
agitis (RE) and 21 with non-erosive reflux disease (NERD)
confirmed by endoscopy.

RESULTS:  Elderly RE and NERD patients had lower LESP
(1.0±0.79 and 1.16±0.90 kPa) than elderly control group
(1.72±0.58 kPa) and non-elderly control group (1.96±
0.49 kPa), respectively (P <0.01). The pressure of lower
esophageal peristalsis wave (LEPP) and upper esophageal
peristalsis wave (UEPP) were (4.94±2.23 kPa) and (4.20±
1.75 kPa) in elderly RE, and (2.64±3.32 kPa) and (4.58±
2.33 kPa) in elderly NERD. They were lower than elderly
control group (10.22±4.55 kPa) and (6.86±2.11 kPa) (P <0.01).
In elderly RE and NERD, the frequency of non-conductivity
and reverse peristalsis wave was higher than that in control
group (P <0.01). The seven parameters of pH monitoring
were significantly higher in elderly RE and NERD than control
group (P <0.01).

CONCLUSION: There is some disturbance of esophageal
motility in elderly RE and NERD. The disturbance of esoph-
ageal motility in elderly RE and NERD is more severe than
that in non-elderly patients.

Guo RB, Peng LH, Cheng LF, Wang WF. Alteration of esophageal
motility in elderly patients with gastroesophageal reflux disease. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(1):125-128

摘要

目的: 探讨老年人反流性食管炎(RE)与非糜烂性反流病

(NERD)这两组临床症状相似而内镜下表现不同的患者 在

食管运动功能及24 h pH监测的特点.

方法: 1998-10/2002-04因反酸 烧心伴胸骨后不适等症

状的患者 根据我国对老年人界定的年龄标准 将观察对

象分成大于或等于60岁组(即老年组)和小于60岁组(对照组).

再按内镜检查结果阳性和阴性分为RE组和NERD组. 老年

RE组20例 男15例 女5例 平均年龄68 7岁; 老年

NERD组20例 男16例 女4例 平均年龄66 6岁. 均

经血生化及影像学检查除外糖尿病 进行性系统性硬化 心

源性胸痛等全身慢性疾病. 老年对照组20例 男13例 女

7例 平均年龄66 5岁 仅有轻度腹胀 无任何反流症

状. 非老年RE组21例 平均年龄43 8岁; 非老年NERD

组21例 平均年龄44 6岁; 非老年对照组28例 年龄

18-57岁 来自本院工作人员. 食管测压及pH监测分别采

用美国Sandhill公司BioLab胃肠动力学检测系统及pH监

测系统.

结果: 老年RE组及老年NERD组的LESP分别为(1.0 0.79

kPa)和(1.16 0.90 kPa) 明显低于老年对照组的(1.72

0.58 kPa)和非老年对照组的(1.96 0.49 kPa) (P <0.01); 食

管体部的动力学参数LEPP UEPP在老年RE组为(4.94

2.23 kPa) (4.20 1.75 kPa) 老年NERD组为(2.64

3.32 kPa) (4.58 2.33 kPa) 均显著低于老年对照组的

(10.22 4.55 kPa) (6.86 2.11 kPa)和非老年对照组的

(9.13 3.50 kPa) (6.20 2.08 kPa)(P <0.01); 两疾病组

食管体部顺行性蠕动波出现的频率百分比均显著低于对照

组 而非传导性蠕动波及反向蠕动波出现的频率百分比则

明显高于对照组(P  <0.01); 24 h pH监测的7项指标均显著

高于对照组(P <0.01).

结论: 老年RE及NERD患者均存在明显的胃食管反流现

象 与食管运动功能失调有关 主要表现为LESP及食管

体部压力降低 蠕动波运动形式紊乱 且老年组食管运

动功能减退重于非老年组 尤以老年RE组为著.

郭荣斌, 彭丽华, 程留芳, 王巍峰. 老年胃食管反流病患者食管运动功能改变.
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0   引言

胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease  GERD)是



由多种因素引起的酸相关性疾病 其发病率近年来呈逐

渐上升趋势. 根据内镜下阴性或阳性即食管黏膜破损或不

破损而分为反流性食管炎(reflux esophagitis  RE)及非糜烂

性反流病(non-erosive reflux disease  NERD). 二者临床症状

相似 患者大多具有烧心 反酸 反食及胸骨后疼痛等

反流症状 其发病具有随年龄增长而上升的趋势. 我们探

讨老年人RE与NERD这两组临床症状相似而内镜下表现

不同的患者 在食管运动功能及24 h pH监测各自的特点.

1  材料和方法

1.1 材料  1998-10/2002-04因反酸 烧心伴胸骨后不

适等症状而来我院就诊的患者 根据我国对老年人界

定的年龄标准 将观察对象分成大于或等于 60 岁组

(老年组)和小于60岁组(对照组). 再按内镜检查结果阳性

者和阴性者分为RE组和NERD组 其中RE组20例

男 15 例 女 5 例 平均年龄68 7 岁; NERD 组 20

例 男 16 例 女 4 例 平均年龄 66 6 岁. 该两组

患者均经血生化及影像学检查除外糖尿病 进行性系

统性硬化 心源性胸痛等全身慢性疾病. 食管炎内镜及

活检诊断标准见文献[1, 2]. 老年对照组20 例 男 13

例 女 7 例 平均年龄 66 5 岁 仅有轻度腹胀

无任何反流症状. 非老年RE组 21例 平均年龄43

8岁; 非老年NERD组21例 平均年龄44 6岁. 非老

年对照组28 例 年龄 18-57 岁 来自本院工作人员.

1.2 方法  食管测压仪器采用美国Sandhill公司BioLab胃

肠动力学检测系统. 检查前先用压力定标仪对4导固态

式压力微传感器探头进行定标. 患者空腹取坐位 经鼻

孔插入导管至胃腔(探头至鼻距55-60 cm) 记录基线.

采用定点牵拉法 将探头固定于 LES压力最高处 嘱

患者咽水6-10次 5 mL/ 次 两次吞咽间隔时间大于

30 s 观察指标: 下食管括约肌(LES)的静息压(LESP)

LES松弛压(LESRP) LES 松弛率(LESRR) LES 松弛

持续时间(LESRT). 然后将探头置于食管体部 分别记录

各项动力学指标: 食管体部下段蠕动波压力(LEPP) 体

部上段蠕动波压力(UEPP) 各段蠕动波传导速度和持

续时间 观察各测量点蠕动波的协调性 计算出顺行性

蠕动波 非传导波及反向蠕动波出现频率所占的百分

比. 24 h pH监测仪器采用美国Sandhill 公司BioStar pH

监测系统. 检查前停止服用抑酸药及胃肠动药72 h以上

检查当日禁食水. 清洁胸部皮肤 将心电监护电极贴于

胸骨中段皮肤并将导线与记录仪连接. 在 pH4和pH7的

标准缓冲液中标定探头. 患者取坐位 将探头经鼻孔插

入胃内. 用 pH定位法 缓慢向外牵拉探头至pH突然显

著升高即为LES处 再继续向外牵拉5 cm 加以固定. 按

下记录键 启动记录仪. 当患者出现烧心 反酸或疼痛等

症状时 按记录仪上的专用按钮进行标记. 监测24 h后

终止记录 将采集到的信号经BioLink红外传输装置传

入计算机 经分析软件进行数据分析 打印出监测报告.

2   结果

老年RE组及老年NERD组的LESP均明显低于老年对

照组(P <0.01); 老年RE组的LESRP既低于老年对照组

(P <0.01) 亦低于老年NERD组(P <0.05). 非老年RE组

及非老年NERD组的LESP 均明显低于非老年对照组

(P <0.01) 两疾病组之间的LESRP差异不显著(P >0.05)

但老年NERD组的LESRP低于非老年NERD组(P <0.01

表1). 老年RE组及NERD组的LEPP及UEPP均明显低

于老年对照组(P <0.01); 两疾病组的顺行性蠕动波出现频

率百分比均显著低于对照组 而非传导性蠕动波及反向

蠕动波出现的频率百分比则明显高于对照组(P 均<0.01)

在食管体部下段表现尤为突出. 食管体部上段的反向

蠕动波出现频率以RE组较多 而食管体部下段的反

向波出现频率则以NERD组为著. 非老年疾病组的食

管体部压力变化呈现出与老年组相同趋势 两疾病组

的LEPP UEPP均低于对照组 其程度较老年组略轻

(P <0.05); 运动形式的异常与老年组相似. 老年RE组

与非老年RE组之间进行比较 各项参数差异不显著

(P均>0.05) 但老年NERD组与非老年NERD组比较

食管体部下段4项参数均显示出明显差异 前者LEPP显

著降低 顺行波出现频率明显减少 异常波出现频率显

著增多(P <0.01 表2).

表1  各组下食管括约肌测压结果( sx ± )

分组      n LESP(kPa)  LESRP(kPa)    LESRR(%)  LESRT(s)

老年对照组            20    1.72±0.58     0.13±0.32         88.4±10.9    4.7±3.5

老年RE组             20      1.0±0.79b  -0.41±0.51b        90.8±18.8    5.3±3.4

老年NERD组        20     1.16±0.90b  -0.06±0.30c         93.2±9.8      4.5±3.4

非老年对照组        28     1.96±0.49     0.09±0.28         89.7±8.1      5.1±1.8

非老年RE组         21     1.12±0.75f      0.0±0.33d         93.6±11.0    6.5±3.8

非老年NERD组    21     1.31±0.71f    0.01±0.44          87.3±18.7    5.3±3.6

测压参数以胃内压力作为基线 食管各部位的压力变化值以基线为

参照 故松弛压低于基线时即为负值. bP <0.01 vs 老年对照组; cP <0.05,

dP <0.01 vs 老年RE组; fP <0.01 vs 非老年对照组.

       老年RE组和老年NERD组24 h食管pH监测各项指

标均明显高于老年对照组 具有显著性差异(P <0.01

P <0.05). 而老年两疾病组之间比较 各项参数无统计

学意义(P <0.05). 非老年RE组的各项pH监测指标均明

显高于非老年对照组 而非老年NERD组仅在最长反流

持续时间 pH <4的反流次数及总计分3项指标与正常

参考值相比具有显著性差异(P <0.05) .  另外 老年

NERD组的反流次数明显高于非老年NERD组(P <0.01

表 3).
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3   讨论

胃食管反流包括生理性反流和病理性反流 病理性胃

食管反流即GERD. 临床上GERD主要包括RE和未见组

织学改变 而客观证实有症状性反流的异常现象. 食管

胃的运动功能调节十分复杂 生理学 解剖学研究食管

动力产生的机制 认为其支配为神经源性 主要通过神

经肌肉收缩机制完成蠕动及传导过程. 生理状态下 胃

内压力高于位于胸腔内的食管内压 食管下段括约肌

在静息状态呈收缩状态 维持一定的压力 是抗反流的

重要屏障 起着阻止胃肠内容物反流 保护食管黏膜的

作用[3-6]. 老年人由于生理状况发生改变 食管运动功

能也随之受到一定影响. 李兆申 et al [7]对10 a间大宗样

本的调查结果显示 58.6%的原发性RE患者年龄超过

50岁 提示我国人群中RE的发病有随年龄增高而上

升的趋势 李泽民 et al [8]的临床观察也证实了这一点.

Stalet al [9]发现随着年龄增大 食管裂孔疝的发病率也

增高 并增加了胃食管反流发生的频率. Avidanet al [10]

在对644例GERD患者经多元线性回归分析后 发现食

管裂孔疝的存在及其引起的酸反流是RE致病因素中一

个强力因子 食管黏膜酸暴露促进了糜烂性食管炎的

发展. 但也有学者[11]持反对态度 认为食管裂孔疝在

GERD患者中并不构成影响RE严重性的危险因子. 为了

探究此种现象的实质 Kahrilaset al [12]通过研究发现

裂孔疝压力可分为独立的两部分 一部分由食管内在

的括约肌弹性收缩力组成 另一部分为食管裂孔外来

压力组成. 因此 食管下括约肌可看成是由膈肌脚横纹

肌与LES平滑肌协同作用共同形成的一个复合式括约

肌 LESP 可看成是由食管内在括约肌弹性收缩力和

膈肌脚外来压力组成的复合性压力. 推测老年GERD患

者复合性LESP中食管下括约肌内在弹性压力所占比例

相对较低 故容易发生胃食管反流现象. 王虹 et al [13]

研究发现老年人重度RE患者中65%伴有食管裂孔疝.

吴道宏 et al [14]的研究支持以上观点 并观察到老年

GERD伴食管裂孔疝的比例更高. 本组老年患者中 RE

组65%(13/20)伴有食管裂孔疝 NERD患者中55%(11/20)

伴有食管裂孔疝 与国内报道相近似.

      RE和NERD的发生与食管运动功能失调密切相关

LESP降低是GERD的病因之一[15-19]. 我们观察到老年及

非老年两疾病组的LESP均明显低于对照组(P <0.01); 以

老年RE组的LESP和LESRP为最低 但两疾病组之间

压力变化不显著 提示LES的动力障碍及功能失调 使

其抗反流机制受到损害 导致反流物对食管黏膜的攻

击作用增强 是两组患者共同的病理基础 且老年RE

患者下食管括约肌功能障碍的严重程度明显重于非老

年患者.

         食管体部的正常压力和顺行性运动功能是及时清除

反流物的主要力量[20]. 生理状态下 食管体部在吞咽后

会出现由近端向远端的顺行性蠕动. 遇有反流时 食管

的扩张可通过神经反射出现继发性蠕动 达到容量清

除作用[21-23]. 因此 食管体部蠕动波的运动形式对于维

表2  各组食管体部运动功能检测结果( sx ± )

           食管体部下段 食管体部上段
分组  n

         LEPP(kPa)  顺行波(%) 非传导波(%)  反向波(%)  UEPP(kPa)  顺行波(%)  非传导波(%) 反向波(%)

老年对照组 20         10.22±4.55 94.3±12.9   4.9±12.6 0.7±3.8 6.86±2.11 89.1±21.9   9.8±21.6   1.2±4.2

老年RE组 20 4.94±2.23b 65.6±32.3b 34.4±32.3b      0 4.20±1.75b 81.9±27.0 15.6±25.5  24.4±7.0b

老年NERD组 20 2.64±3.32b 42.7±39.0b 59.8±42.6b  18.3±7.8b 4.58±2.33b 77.5±25.3 17.4±23.6     5.2±10.4d

非老年对照组 28 9.13±3.50 97.2± 7.1   2.8±7.2      0 6.20±2.08 98.2±5.4   1.3±4.9     0.5±2.6

非老年RE组 21 6.93±4.14e 71.7±36.6f 25.5±36.4f 2.9±8.0 5.00±2.66 77.1±30.0f 21.3±29.4f   1.6±5.1

非老年NERD组 21 7.31±2.78e 86.1±14.7f 11.2±13.5f 2.8±7.1e 5.11±1.57e 79.1±20.5f 17.6±17.9f    3.4±11.6

bP <0.01 vs 老年对照组; dP <0.01 vs 老年RE组; eP <0.05 fP <0.01 vs 非老年对照组.

表3  各组食管24h的pH监测结果( sx ± )

分组  n 立位pH<4  卧位pH<4   pH<4         反流>5 min        最长反流  pH<4 总计分

时间(%)  时间(%) 总时间(%)     次数    持续时间(min) 反流次数

老年对照组 20   5.4±4.2   1.4±2.1   3.9±3.0 2.0±1.6 11±8   85±74 18±13

老年RE组 20 21.0±20.7b 13.6±15.8b 17.6±17.3b 9.2±9.7b 36±38b 181±131b 85±76b

老年NERD组 20 13.0±15.1a 11.2±16.6b 12.8±12.0b 6.4±6.4b 34±33b 158±107b 68±60

正常参考值      < 6.3     < 1.2      < 4.2     <3   <9.2               <50   <22

非老年RE组 21 21.7±23.6d 22.6±21.7d 22.6±21.9d         13.2±12.1c 44±35d 190±113d         115±99d

非老年NERD组 21  8.9±15.3   5.4±12.3   7.4±14.3 3.1±5.9 25±46c   67±39c 38±65c

正常参考值为仪器所用分析软件内部设置. aP <0.05, bP <0.01 vs老年对照组; cP <0.05, dP <0.01 vs 正常参考值.
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持正常的食管运动功能是一个不容忽视的重要因素. 本

文老年及非老年两疾病组的LEPP及UEPP均明显低于

对照组(P <0.01) 顺行性蠕动波出现频率百分比均显

著低于对照组 而非传导性蠕动波及反向蠕动波出现

的频率百分比则明显高于对照组(P均<0.01) 这些现

象在食管体部下段表现尤为突出 提示由于该两组患

者食管体部的廓清能力减弱 反流物不能得到及时清

除 导致食管黏膜与反流物接触的时间延长 加重了反

流物对食管黏膜的损害. 我们还观察到老年NERD组的

LEPP比非老年NERD组显著降低 顺行波出现频率明

显减少 异常波出现频率明显增多(P <0.01) 提示年

龄的增长可能加重原本已经存在的食管体部运动功能

障碍 与国内报道[24]一致.

        动态24 h pH监测能客观地反映生理状态下食管内

pH 的变化[25] 了解胃食管反流与症状间的关系 鉴

别反流现象的严重程度. 大量研究[26-30]表明 NERD患

者反流症状的严重程度与食管炎患者相近似 酸暴露

是其病因之一. 本文老年两疾病组及非老年RE组的各

项pH监测指标均明显高于对照组(P <0.01). 而三组间的

反流次数 pH <4 的时间百分比 最长反流持续时

间 超过5 min 的反流次数及总计分等指标则无统计

学意义(P >0.05). 提示老年RE NERD及非老年RE患

者都存在明显的胃食管反流现象. 与食管运动功能失调

有关 主要表现为LESP LEPP UEPP降低 食管体

部蠕动波运动形式紊乱.
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Abstract
AIM: To study the effects of dachengqitang and acupuncture
at zusanli and neiting on disorders of the gastrointestinal
motility and to elucidate the mechanism.

METHODS: The patients after abdominal surgery (n =34),
diabetes mellitus with gastroparesis (n =29) and habitual
constipation (n =27) were selected to study the effects of
dachengqitang and acupuncture of zusanli and neiting on
disorder of the gastrointestinal motility with gastroduo-
denojejunal manometry, electrogastrography (EGG), radio-
immunity measurement of motilin, orocecal transit time
test and 99mTc-labeled scintigraphic gastric emptying.

RESULTS: Dachengqitang was able to obviously correct
gastric electric dysrhythmia and increased the contractical
period and contractical power of migrating motor complex
(MMC) phase III, prevent gastroparesis, increased the motilin
content in serum and improved postoperative motility dys-
function of gastrointestine. Dachengqitang could shorten
orocecal transit time and improve the motility of gastrointestine
in patients with diabetes mellitus and habitual constipation;
acupuncture on the points of zusanli and neiting could improve
rhythm of gastria in patients with dyspepsia, and improve
the power of EGG and the gastric emptying.

CONCLUSION: Dachengqitang can improve recovery of the
gastrointestinal motility in patients after abdominal surgery
and treat patients of diabetes mellitus with gastroparesis
and habitual constipation. Acupuncture of zusanli and neiting
has the advantages of using easy and reliable curative

effect and can be used in the treatment of the disorders of
gastrointestinal motility.

Qi QH, Wang J, Hui JF, Jing L, Wu XZ. Effects of dachengqitang and
acupuncture on human gastrointestinal motility disorder. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(1):129-132

摘要

目的: 观察大承气汤和针刺足三里 内庭穴对某些消化道

运动功能障碍性疾病的治疗作用 阐明机制.

方法: 选择腹部手术后 糖尿病和习惯性便秘等胃肠运动

障碍性疾病患者为观察对象 应用消化道灌注测压 胃电

图描记 胃动素 口-盲传输时间 胃排空测定等手段

观察大承气汤和针刺对消化道运动功能的影响.

结果: 大承气汤可显著改善术后胃电节律的紊乱 减少胃

肠逆蠕动的发生 增加血中胃动素水平 促进胃肠运动功

能的恢复; 改善糖尿病和习惯性便秘患者的胃肠运动功能;

针刺足三里和内庭穴可改善手术后消化不良患者的胃电节

律 增加胃电幅度 加速胃的排空.

结论: 大承气汤是显效的胃肠动力药 针刺足三里和内庭

穴具有双向调节功能且无副作用 方法简便 可用于消化

道运动障碍疾病的治疗.

齐清会, 王简, 回建峰, 江力, 吴咸中. 大承气汤和针刺治疗胃肠运动功能障

碍疾病的研究. 世界华人消化杂志  2004;12(1):129-132

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/129.asp

0   引言

近些年来 消化道运动功能的研究方兴未艾 消化道

测压和消化道电生理测试手段的更新以及计算机和各

种处理软件的研制使其成为当前医学研究中发展最

快 涉及领域最广的领域之一[1-6]. 我们本研究选择了

人体为观察对象 应用先进的消化道测压 胃肠生物电

描记 消化道激素的放免测定 口 - 盲传输时间测

定 99锝同位素描记测定胃排空等手段 直接观察中

药下法常用方剂大承气汤的新剂型-大承气颗粒剂和

针刺足阳明胃经的足三里 内庭穴对消化道运动功能

的影响. 现报告如下.

1   大承气汤对腹部手术后胃肠运动功能恢复的作用

1.1 实验对象  择期腹部手术患者13例为大承气汤治疗

组 男5例 女8例 年龄51.9±14.3 岁. 全部行手术



前后胃电图描记 其中11例还行胃肠压力测定. 选择

20例择期腹部手术患者为对照组 男12例 女8例

年龄47.5±10.6 岁. 全部行手术前后胃电图描记 其中
8例行压力测定. 大承气颗粒剂是大承气汤的提取物

每包3 g 6 g相当于一付原药剂量. 由天津南开医院中

药制剂室提供. 治疗组在手术前1 d的午饭和晚饭前各

给予大承气颗粒剂6 g 分别用50 mL温水冲服. 手术

当日在手术结束后立即给予大承气颗粒剂6 g保留灌肠

(溶于50 mL温水中); 术后1 d于晨起再次给予大承气颗

粒剂6 g保留灌肠; 术后2 d 3 d在清晨分别向胃内注

入大承气颗粒剂6 g (溶于50 mL温水中) 然后关闭胃

减压腔90min. 对照组不给予大承气颗粒剂 而给予等

量的生理盐水 其他治疗和治疗组完全相同.

1.2 方法  胃电图描记和消化道灌注测压采用瑞典CTD-

SYNECTICS公司生产的高分辨率消化道压力和胃电图

综合监测系统. 治疗组患者分别于手术前空腹 手术后

当日和术后 1 d 2 d 3  d 应用大承气汤 3 h后记录

胃电图一次 每次 1 h以上. 对照组记录手术前 手

术结束后3 h和术后1 d 2 d 3 d 清晨胃电图. 测压

管为自行设计的具有胃减压 测压和介入治疗三种功

能的聚乙烯六腔导管. 内径最大的腔为胃减压腔; 开口于

导管的最前端为注药腔 可直接向肠道内注药 4个测

压孔分别距导管顶端0.5 cm 15 cm 30 cm 45 cm.

手术前将测压管经鼻腔放入胃内 腹部手术操作结束后

将导管前端放入距Treitz韧带8-10 cm的空肠上段 使第

一个测压孔在空肠内 第 个 第 个在十二指肠 第

个在胃窦. 治疗组分别在手术后当日和术后第1 d 2 d

3 d向空肠内注入大承气颗粒剂溶液后3 h进行压力测定

对照组在术后3 h和术后第1 d 2 d 3 d清晨向空肠内

注入等量生理盐水后进行压力测定 每次测定时间5 h.

详细记录手术后患者腹胀情况和肛门排气 排便时间.

1.3 结果  治疗组患者手术后腹胀程度和持续时间较对

照组明显减轻. 排气时间治疗组为2.54 1.20 d较对照

组的3.69 1.38 d明显缩短(P <0.05). 胃电的频率以低

频波(0-2次 /min) 正常波(2-4.5次 /min) 高频波(4.5-

10次/min)分别与术前相比较的比值表示. 治疗组患者正

常波 低频波和高频波手术后当日及术后 1 d 2 d

3 d与术前无明显差异(P >0.05). 对照组患者手术后当日

正常波明显低于术前(P <0.001); 手术后当日低频波明显高

于术前(P <0.01); 手术后当日高频波明显高于术前(P <0.01).

治疗组与对照组相比较 手术后当日治疗组正常波明

显高于对照组(P <0.05); 而低频波 高频波明显低于对

照组(P <0.05 表 1). 治疗组患者手术后当日和术后

1 d 2 d 3 d 平均波幅与术前相比较均无明显差异.

对照组手术后当日和术后1 d 2 d 3 d平均波幅较术

前均有明显降低(P <0.01). 治疗组与对照组相比较 术

后2 d 3 d治疗组胃电图平均波幅较对照组明显升高

(P <0.05 表 2). 治疗组各部位胃肠运动复合波(MMC)

期数目占总数的百分比较为平均 而对照组则分布不均.

治疗组记录到正蠕动波55个 逆蠕动波7个; 对照组记录

到正蠕动波31个 逆蠕动波23个. 治疗组与对照组相比较

治疗组正蠕动波的百分比明显高于对照组(P <0.01) 治疗

组逆蠕动波的百分比明显低于对照组(P <0.01).

2   大承气汤对特发性便秘和糖尿病患者口-盲传输时

间的影响

2.1 对象  选择门诊特发性便秘患者27例 男 10例

女17例. 年龄44.3±18.5岁. 病史平均6.4±6.1年. 大便间
隔时间为3.7 1.6 d. 选择住院及门诊因糖尿病引起的

便秘患者29例 其中 型糖尿病12例 型糖尿病17

例. 男 13例 女16例. 年龄47.8±18.2岁. 病史9.1±6.5
年. 大便间隔时间为3.1 1.5 d. 对照组选择健康志愿者

共23名 男13名 女10名 年龄46.9±13.7岁.
2.2 方法  特发性便秘组清晨禁食刷牙后洗必泰溶液漱

口 用集气袋收集空腹末段呼气 3 次 抽出 1 mL 注

入QSP-13 型医用氢呼吸气敏色谱仪(北京市高宝城电

子传感技术研究所). 取3次的平均值作为空腹氢浓度. 将

乳果糖1 5g 加温开水至100 mL 快速饮服 于服糖

后每隔10 min用同样方法收集平静末段呼气标本1份

测定氢气浓度 连续4 h以上. 如果氢气浓度连续 次

超过空腹氢气浓度10 ppm (part per million)以上 则表

示乳果糖已经小肠传输抵达盲肠 这一时间间隔即为

口-盲传输时间(orocecal transit time OCTT). 于测试后

2 d 中午及晚上各服大承气颗粒剂 3 g. 3 d 晨再次行

OCTT测试. 记录服药后1 wk的大便次数和消化系统症

状. 糖尿病组: 测试顺序同对照组 测试当日清晨停用

胰岛素及口服降糖药. 对照组: 按常规行OCTT测试.

2.3 结果  特发性便秘患者大便时间间隔为2-11 d (平

均3.7±1.6 d) 对照组为1.1 0.3 d 二者有明显差异
(P <0.01). 便秘组测得的OCTT为 108.8±27.5 min. 服药后
OCTT为82.3 21.8 min 较服药前明显缩短. 服药后1 wk

内大便间隔时间明显缩短. 糖尿病患者29例大便时间间

隔在2-7 d (平均3.1±1.5 d) 较对照组明显延长(P <0.01).
测得的OCTT为105.9±23.7 min. 服大承气颗粒剂后绝大
多数患者的便秘症状在1 wk内得到不同程度的改善. 服

药后OCTT为75.7 25.7 min 较服药前明显缩短.

3  胆囊切除术后患者血浆胃动素改变及大承气汤对其

影响

3.1 对象  择期胆囊切除术患者36例. 按入院时间分为

大承气颗粒剂治疗组21例 治疗对照组15例. 两组患

者的年龄 性别 病史长短均无明显差异.

3.2 方法  全部患者均在静脉复合麻醉下行择期胆囊切

除术 两组患者手术术式及手术人员配备均保持一致.

中药治疗组患者于手术后 8 h即服大承气颗粒剂3 g 并

从术后 1 d 开始 每日早 晚各服药 3 g 直至消化

道运动恢复后停药. 对照组服等量生理盐水.全部患者均

于手术前2 h 术后 2 h及术后1 d 2 d 3 d和 8 d
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空腹采静脉血做胃动素的放免测定.

3.3 结果  两组患者术前血浆胃动素水平无明显差别

术后血浆胃动素浓度的变化规律也极为相近 但中药治

疗组术后胃动素浓度峰值出现的平均时间为48 h 明显

短于对照组的72 h 二者有显著差异(P <0.01 表 3).

4   针刺对腹部手术后消化不良患者胃电图及胃排空的

影响

4.1 对象  腹部手术后患者20 例 男 6例 女 14 例

年龄54.4 15.4岁. 于术后恢复饮食后出现不同程度的

消化不良表现. 全部行针刺足三里 内庭穴前后胃电图

描记 其中5例还行针刺前后99mTc核素扫描胃排空试验.

4.2 方法  于胃电图检查前1 d 行基础胃排空测定. 清晨

空腹 嘱患者于3 min 内服完试餐(40 g 袋装红枣莲子

羹加水搅拌成糊状约 300  mL 加入放射性同位素
99mTc- 树脂 37 MBq 混匀). 进食后 患者平卧 将 γ
照相机对准患者腹部测定放射性计数. 进食后即刻采取

1 min放射性计数作为基础值 以后每隔5 min采取一

幅图像 每次采取1 min 计数 共持续45 min. 作为

针刺治疗前的基础对照. 第 2 d行针刺治疗 取双侧足

三里及内庭穴. 针刺得气后接电针仪(北京东华电子仪器

厂生产的WQ-F 型电针仪) 电针输出为锯齿状脉冲

波 频率为 2 次 /s 输出电压为 20 v. 治疗 30 min

同时记录针刺前后胃电图变化. 第 3 d晨针刺后行胃排

空测定. 用人工划定胃ROI (感兴趣区)区域 计算各时

相ROI区放射性计数与基础值之比作为胃排空指标.

4.3 结果  针刺后患者消化不良表现得到不同程度的改

善; 针刺前空腹胃电图的平均波幅为46.7 36.4 µV
针刺后胃电图的平均波幅为69.5 42.0 µV 较针刺前
明显增高(P <0.01). 针刺前胃电图频率正常波的百分比

为60.0 19.1% 针刺后为79.8 10.2%. 针刺后较针

刺前比明显提高(P <0.01) 节律过缓的百分比针刺后为

13.6 11.3%较针刺前31.1 19.5%明显降低(P <0.01).

针刺后胃电主要频率变异因子为36.0 10.3与针刺前

43.0 15.5比较有明显差异(P <0.05). 针刺后胃电频率变得

规整. 针刺后胃排空缓慢得到改善. 自进食后25 min开始胃

内放射性计数与基础值之比明显减低(P <0.05 表4).

表4  针刺前后胃ROI区放射性计数与基础值之比(%, sx ± )

t /min 针刺前(%) 针刺后(%)

  5 min 93.5 2.5 93.2 5.0

15 min 89.2 7.7 83.0 7.2

25 min 93.1 10.1 81.2 5.5a

35 min 88.7 12.5 72.8 5.2a

45 min 82.9 9.6 67.8 5.0a

 aP <0.05 vs针刺前.

表1  胃电图频率手术前后比较( , sx ± )

分组          术前                     手术后当日                       术后1 d                          术后2 d                         术后3 d

治疗组 低频波         1.000                     1.114±0.696a                     0.886±0.361                     1.118±0.533                     0.991±0.780

正常波         1.000                     1.077±0.385a                     1.256±0.496                     0.970±0.338                     1.109±0.460

高频波         1.000                     1.323±1.177a                     1.404±1.103                     1.156±0.963                     1.275±1.201

对照组 低频波         1.000                     2.040±1.388b                     1.796±1.991                     1.539±1.365                     1.471±0.894

正常波         1.000                     0.656±0.215b                     0.950±0.292                     0.906±0.238                     0.906±0.283

高频波         1.000                     2.454±2.897b                     1.911±1.545                     1.947±1.028                     1.746±1.479

aP <0.05 vs对照组; bP<0.01,vs术前.

表2  手术前后胃电图平均波幅比较(µV, sx ± )

分  组        术前 手术后当日   术后1 d   术后第2 d                     术后第3 d

治疗组 166.3 191.4 140.1 135.1 88.6 65.3 201.1 146.1a                 183.5 172.3a

对照组 160.2 90.7   72.3 32.7b 75.0 47.9b   74.8 34.4b                    86.1 39.8b

aP <0.05 vs对照组; bP <0.01 vs术前.

表3  两组手术前后胃动素浓度( sx ± , pg/mL)

组 别  n       术前    术后2 h    术后1 d     术后2 d    术后3 d   术后8 d

中药治疗组 21 95.5 27.3 61.0 15.3 94.9 26.3a 146.4 29.6b   98.1 22.0b 90.7 0.2

治疗对照组 15 91.9 28.2 62.1 17.6 58.6 19.1   63.1 18.5 128.9 25.2 91.3 0.2

aP <0.05 vs治疗对照组; bP <0.01 vs 治疗对照组.
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5   讨论

胃肠运动障碍性疾病是常见病 多发病 严重影响人

类的生活质量. 目前虽然开发了西沙比利和吗叮啉等药

物 但副作用较大 疗效不满意且价格昂贵[7-9]. 寻找

有效的 无副作用的药物和治疗方法是当前消化系统

疾病领域内的重要课题.

         祖国医学在治疗胃肠运动障碍性疾病积累了不少的

经验. 祖国医学认为 胃肠运动功能与 脾 胃 的

状态密切相关. 脾升胃降 是脾胃系统内气血津液的

运动规律. 脾胃气机紊乱则可导致脾病和胃病 或脾胃

同病. 胃气不降 则糟粕不能下行 表现脘腹胀痛或

便秘 胃不降反升则发生呕吐 嗳气和反胃. 脾气虚

可导致脾升不足或不升反降 表现为脾失健运 出现

脘胀和泄泻. 近些年来 国内很多学者对中药治疗胃肠

运动障碍性疾病做了不少的尝试[10-14]. 主要采用通腑攻

下法 益气健脾法和理气开郁法[15-18]. 同时应用胃肠动

力学理论和技术进行了某些中药和针刺疗效机制的研

究[19-28].

       大承气汤由大黄 芒硝 厚朴和枳实组成 是下

法的代表方剂. 动物实验的结果表明 大承气汤有增强

胃肠运动功能 改善微循环和抗炎抑菌等作用[18, 28-30].

大承气汤还用于围手术期的治疗 并取得了满意的效

果[31-32]

         本项研究围绕大承气颗粒剂对人消化道运动功能的

影响进行了较深入的研究. 应用的检测手段除了消化道

灌注测压 胃电图的描记和血清消化道激素测定外 还

应用医用氢敏色谱仪观察了口-盲传输时间 应用99锝

进行胃排空实验. 除了观察外科患者外 还测试了内科

患者. 结果显示 大承气颗粒剂可促进腹部手术后胃肠

运动功能的恢复 有利于减少手术后并发症 增加手术

的成功率. 大承气颗粒剂还可以通过加快口-盲传输时

间等方式有效地治疗特发性便秘和糖尿病胃肠运动功

能障碍患者. 针刺足阳明胃经的足三里和内庭穴可通过

改善胃电节律和幅度等方式促进腹部手术后消化不良

患者消化道运动功能的恢复. 本结果扩大了大承气汤的

适应证 使其不仅适用于外科里实证的患者 还可用于

腹部外科的肠道准备和内科特发性便秘和糖尿病胃肠

运动功能障碍患者的治疗. 这些为大承气颗粒剂这种新

剂型走向市场提供了科学依据.
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Abstract
AIM: To improve the diagnoses and treatment for submu-
cosal tumors of gastrointestinal tract.

METHODS: Endoscopic ultrasonograpy (EUS) was con-
ducted in 136 patients with submucosal tumors (SMT) in
gastrointestinal tract. Endoscopic therapy or surgical op-
eration was taken according to the different layers of SMT.

RESULTS: A total of 33 cases of stromal tumors derived
from mucosa; 2 cysts, 8 lipomas, 12 etopic pancreases in
stomach and 5 varics in gastric fundus from submucosa;
60 benign stromal tumors and 16 malignant stromal tumors
from muscularis; 24 benign stromal tumors from mucosa,
6 benign stromal tumors from muscularis, 4 gastric lipomas,
2 cysts, 6 etopic pancreas in stomach were resected by
endoscopy; 28 cases of benign stromal tumors derived
from muscularis, 15 malignant stromal tumors, 2 lipoma
and 2 etopic pancreas were removed by surgery. 97.7%
of SMTs diagnosed by EUS were confirmed further by
pathology.

CONCLUSION: Different layers of gastrointestinal tract with
SMTs can be distinguished clearly by EUS, leading to definite
diagnosis of SMTs. EUS is important to select treating
methods of SMTs in gastrointestinal tract. Endoscopic
therapy is an effective method for submucosal tumor of
gastrointestinal tract.

Peng GY, Fang DC, Li XH. Endoscopic diagnosis and treatment of
submucosal tumors of gastrointestinal tract. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2004;12(1):133-136

摘要

目的: 提高对消化道黏膜下肿瘤的诊断及治疗水平.

方法: 2000/2003年对136例消化道黏膜下肿瘤用超声内镜

进行诊断 并根据其起源层次不同 采用内镜治疗或手

术治疗.

结果: 33 例良性间质瘤起源于黏膜肌层; 脂肪瘤8例 异

位胰腺12例 胃底静脉曲张5例 囊肿2例起源于黏膜

下层; 60例良性间质瘤及16例恶性间质瘤起源于固有肌层.

24例源于黏膜肌层及6例源于固有肌层的良性间质瘤 5

例脂肪瘤及6例异位胰腺经内镜切除 2例囊肿行内镜下

穿刺治疗; 28例源于固有肌层的良性间质瘤 15例恶性间

质瘤 2例脂肪瘤及2例异位胰腺经手术切除. 病理符合率

为97.7%.

结论: 超声内镜能够对消化道黏膜下肿瘤进行起源和定性诊

断 对黏膜下肿瘤治疗方案的选择具有重要的指导意义 内

镜治疗是黏膜下肿瘤治疗的有效手段.

彭贵勇, 房殿春, 李向红. 消化道黏膜下肿瘤的超声内镜诊断及治疗. 世界华

人消化杂志  2004;12(1):133-136
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0   引言

常规内镜对黏膜下肿瘤很难做出明确的诊断. 由于超声

内镜能够显示消化道壁的层次结构 故能够明确黏膜

下肿瘤的起源 并根据其起源层次及回声特点 初步明

确病变性质 在消化道黏膜下肿瘤的诊断和治疗中具

有重要价值[1-8]. 下面对我院消化道黏膜下肿瘤的内镜诊

断及治疗进行总结.

1   材料和方法

1.1 材料  我科2000/2003年胃肠镜发现隆起性病变并行

超声内镜检查诊断为消化道壁内病变 136 例 男 73

例 女63例. 年龄 25-76(平均 48.9岁). 其中位于食管

51 例 胃 69 例 十二指肠 8 例 大肠 8 例.

1.2 方法  首先进行消化内镜检查 发现隆起性病变后

再行超声内镜检查. 超声内镜为Olympus UM-200 型

超声频率为7.5 MHz和 12 MHz UM-3R超声小探头

超声频率为12 MHz和 20 MHz. 检查前准备同胃镜 扫

描时采用脱气水充盈+水囊法.  患者左侧卧位 将超

声内镜送入消化道腔内 抽尽腔内空气后 注脱气水



100-500 mL 在内镜光学系统的指导下将超声探头置

于隆起型病变处 注水填充水囊 采用注水法和水囊

法进行超声检查. 部分黏膜下肿瘤行内镜下治疗 治疗

方法包括高频电凝切除术 黏膜切除术 黏膜剥离

术 穿刺硬化治疗 部分黏膜下肿瘤行手术切除 并行

病理检查.

2   结果

2.1 超声内镜诊断  超声内镜诊断消化道黏膜下肿瘤136

例. 其中良性间质瘤93例(68.4 %) 直径0.5-3 cm 60

例位于固有肌层 33例位于黏膜肌层; 恶性间质瘤16

例(11.8%) 直径 2.5-5 cm 均起源于固有肌层; 脂肪

瘤8例(5.8%) 直径1.2-2 cm 均起源于黏膜下层; 异

位胰腺12例(8.8%) 直径0.8-2 cm 均起源于黏膜下

层; 胃底静脉曲张5例(3.7%); 囊肿2例(1.5%). 见表1.

2.2 治疗结果  位于固有肌层良性间质瘤60例 行内

镜下高频电凝切除 6 例 行手术切除 28 例 内镜定

期随访26例; 位于黏膜肌层33例 行内镜下高频电凝

切除6例 行黏膜切除术切除18例(图 1); 恶性间质瘤

16例 行手术切除15例; 脂肪瘤8例 手术切除2例

内镜黏膜下电凝切除3例(图 2) 黏膜剥离术切除1例;

异位胰腺 12 例 内镜黏膜下电凝切除 6 例 行手术

治疗2例; 囊肿行内镜下穿刺治疗2例(表2). 内镜治疗中

起源于固有肌层的良性间质瘤未能完全切除6例 其余

均完全切除 无任何并发症. 标本行病理检查 结果

1例超声内镜诊断异位胰腺者手术证实为病灶壁外粘连

所致 1例内镜切除的异位胰腺 病理诊断为胃憩室 其

他与超声内镜诊断一致 病理符合率为97.7%.

图1  食管良性间质瘤(1.5×2.0 cm), 源于黏膜肌层  黏膜切除术切除.

图2  胃脂肪瘤(1.5×1.5 cm), 源于黏膜下层, 高频电切除.
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3   讨论

在常规内镜下可较容易地发现消化道的黏膜下肿瘤. 但

肿瘤生长于壁内 活检不易获得病理组织 对其起源

发育方式 组织学特征 良恶性鉴别尚存在困难[9]. 超声

内镜由于使用高频探头 能区分消化道管壁的各层结

构 将消化道壁分为五层 从内到外依次为黏膜层(高

回声) 黏膜肌层(低回声) 黏膜下层(高回声) 固有

肌层(低回声)和浆膜层或外膜层(高回声). 该层次结构与

组织学结构及超声回声特点有明显的对应关系[10-11]. 在

内镜光学系统的指导下超声内镜能准确定位 将探头

置于隆起处进行超声检查 可以显示病变与腔壁的关

系. 据隆起性病灶与消化道壁的层次结构的关系 可较

准确地判断出其起源的层次结构 还可根据其内部回

声特点对病灶进行定性诊断[12-16]. 本组中136例黏膜下

肿瘤 超声内镜均显示了病灶与消化道壁各层结构的

关系 明确了黏膜下肿瘤的起源 并根据其起源层次及

回声特点 初步明确了病变性质. 其中 87例获病理组

织者 85例病理结果证实了超声内镜的诊断 准确率

为97.7%. 有 2例超声内镜诊断为异位胰腺者 手术及

病理未证实. 说明超声内镜对多数黏膜下肿瘤具有极高

的定性及定位诊断价值. 超声内镜是诊断黏膜下肿瘤的

最有效手段[1, 5]. 但对异位胰腺 超声影像尚缺乏特异

性 也说明以往胃镜下诊断异位胰腺的表现: 局部隆起

表面黏膜光滑 顶部脐窝样改变也非特异性改变. 以

往 对黏膜下肿瘤多采取手术治疗. 超声内镜可为黏膜

下肿瘤的治疗方案选择提供重要依据. 一般认为起源于

1-3层的病变可进行消化内镜治疗[17-20] 而起源于4-

5 层的病变由于消化内镜不易彻底切除 且容易造成

穿孔等并发症 多采用手术或腹腔镜治疗[21-29]. 我们对

24例起源于黏膜肌层的良性间质瘤 6例向腔内生长

的固有肌层良性间质瘤和起源于黏膜下层的4例脂肪瘤

及6 例异位胰腺进行了内镜下切除 2 例囊肿行内镜

下穿刺治疗取得了较好的效果 并且无并发症发生. 我

们认为 对常规内镜诊断黏膜下肿瘤者 应进行超声内

镜检查以进一步明确肿瘤的起源及性质. 对囊肿采用内

镜直视下穿刺抽液 然后注入少量硬化剂治疗. 对黏膜

下实质性肿瘤 根据其起源层次和生长方式不同采用

不同的内镜治疗方法: 对起源于2 3层并向腔内生长

者 直接采用高频电切术切除. 对隆起不明显并且圈套

有困难者 如果起源于黏膜肌层 我们主张采用黏膜

切除术切除 这样可以使肿瘤隆起更明显以方便圈

套 另外黏膜下层注入生理盐水增加了肿瘤与固有肌

层的距离 减少了电切时损伤固有肌层造成出血和穿

孔的可能; 如果起源于黏膜下层 我们主张采用黏膜剥

离术摘除; 对起源于固有肌层者 由于消化内镜治疗容

易造成穿孔 并且不易完全切除 因此 我们主张手术

治疗 但对少数不愿手术治疗 发生在食管并引起吞咽

梗阻者 为了改善症状 可采用高频电切术切除突出于

腔内的肿物.

       我们的实践证明超声内镜检查 对黏膜下肿瘤治

疗方案的选择具有重要的指导意义 在超声内镜指导

下 采用内镜治疗黏膜下肿瘤是一项简单 有效 方便

快速 经济 损伤小 较安全的治疗手段.
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Abstract
AIM: To evaluate the effectiveness of consecutive screening
of colorectal carcinoma (CRC) in raising survival rate and
lowering morbidity from a natural population with sequential
fecal occult blood test (SFOBT).

METHODS: From 1987 to 2002, we made annual screening
of CRC for 3002 individuals aging from 51 to 92 years in a
natural population with SFOBT.

RESULTS: The total of 2251 persons received the screening
(Group A), but 751 persons did not submit to the screening
(Group B). The screening rate was 74.98%. 44 new cases
with CRC were found during the 16 years. The incidence
of CRC in the population was 91.61/105. In Group A 21
cases with CRC were detected and 6 cases were lost in
the screening. The incidence and detecting rate of CRC
were 74.97/105 and 58.31/105 respectively in Group A. In
Group B, 17 cases with CRC were found. Its incidence was
141.478 /105. 94.44% of the cases of CRC in Group A and
29.42% in Group B were in the relative early stage of CRC
respectively. 75% of cases with CRC in Group A survived
over 5 years, but only 33.33% in Group B. 497 adenomas
were detected, and removed colonoscopically in Group A.
Of them, only one became malignant during 16 years of
follow-up. The positive detecting rate of SFOBT for CRC
was 77.77%. Its false negative rate and positive predictive
value were 7.69% and 2.52% respectively.

CONCLUSION: The most of CRC detected by the consecutive
screening are in the early or relatively early stages, and
eventually lead to a higher survival rate. The removal of
adenomatous polyps followed by colonoscopic surveillance
significantly reduces the morbidity of CRC. Although SFOBT
is an effective way for CRC screening, its false positive
rate remains to be an important defect.

Li SR, Tian SL, Wu ZT, Han Y, Sheng JQ, Gao G, Xia CH, Cao JB,
Chen ZM, Wang ZH, Li YJ. Application of sequential fecal occult blood
test in consecutive screening of colorectal carcinoma for natural population.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(1):137-139

摘要

目的: 评价序贯粪隐血试验 自然人群连续性大肠癌普查在

提高大肠癌患者长期存活率和降低大肠癌发病率的作用.

方法: 1987/2002 年 我们应用序贯粪隐血试验(SFOBT)

对 3 002名 51-92自然人群进行1次 /a的大肠癌普查.

结果: 该人群中2 251人接受了普查(A组) 751人未能接

受普查(B组) 普查率为74.98%. 16 a中共发现大肠癌44

例 年平均大肠癌发生率为91.61/105. A组检出21例大肠

癌 漏检 6 例大肠癌 大肠癌发生率为 74.97/10 5 大

肠癌检出率为58.31/105  B组发现17例大肠癌 大肠癌

发生率为141.478/105. A组中94.44%的大肠癌为Dukes

A B 期 B组中 29.42%为Dukes A B 期. 两组大肠

癌患者的5 a存活率分别为75%和33.33%. A组中检出497

例大肠腺瘤 均在肠镜下切除 16 a随访中仅1例恶变.

SFOBT的大肠癌阳性检出率为77.77% 假阴性率为7.69%

阳性预示值为2.52%.

结论: 高龄自然人群普查可检出大部分早期和较早期大肠

癌 普查出的患者有较高的5 a存活率; 切除普查发现的大

肠腺瘤 并进行肠镜随访 可明显降低大肠癌的发生; 序贯

粪隐血试验虽可以获得很好的普查效果 然而假阳性率过

高仍是该方案的缺陷.
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0   引言

近年 我国大肠癌的发病率明显上升[1] 而大肠癌患

者手术后存活率却大大低于经济发达国家[2]. 寻找有效

的筛检方法 提高早期癌的检出率 延长患者存活时



间. 遏制发病率上升是当前一个重要而紧迫的任务. 连续

性自然人群普查是提高患者生存率 降低发病率的有

效途径[3-4]. 粪隐血试验是国际上公认的 行之有效的

大肠癌筛检技术. 根据我国人口多 医疗经费不足的实

际情况 我们设计了序贯粪隐血大肠肿瘤初筛方案 并

从大肠肿瘤患者和自然人群普查等不同角度[5-7]论证了

序贯粪隐血试验在我国大肠癌防治工作上的意义. 本研

究在上述工作的基础上 进一步探讨连续性普查在大

肠癌防治工作中的有效性和可行性.

1   材料和方法

1.1 材料  1987/2002年 每年5-6 mo对一组3 000名

固定的中 老年人群进行一次大肠癌普查 至今已16 a.

每 1-2 a 接受普查1次 连续16 a 者为普查组(A组)

凡连续因各种原因3 a或 3 a以上未参加普查者均计入

未普查人群(B组).

1.2 方法  采用序贯粪隐血大肠癌初筛方案(中华老年医

学杂志 1990; 9: 152-154). 即首先进行化学法粪隐血试

验(化学法粪隐血试剂为广东白云山药业公司生产)

隐血阴性者不再进入下一步检查 阳性者进行免疫粪

隐血试验(免疫粪隐血试剂盒为中-美万华普曼公司生

产) 若免疫隐血阴性 不再进入下一步检查 阳性

者进行全结肠镜检查. 肠镜阴性者第2 a重复上述筛查.

肠镜发现腺瘤时 择期在肠镜下切除 发现恶性肿瘤

时 镜下或剖腹手术治疗. 以上肿瘤患者每1-3 a接受

临床或内镜随访. 绝大部分普查发现的大肠癌患者在我

院手术 少数患者确诊后拒绝手术治疗 或在外院手

术 由于不了解其疾病分期和预后状况 从生存期的

统计中剔除. 部分患者手术后不足 5 a 死于其他疾

病 也从统计中剔除.

2   结果

年龄范围51-92 岁 中位年龄62 岁. 男性 2 260 人

女性742人. 平均普查率74.98% 年平均2 251人参加

了普查(A组); 751人未参加普查(B组). 16 a内全组人群

个体变动(死亡和新加入)约7%.

2.1 大肠癌发生率和检出率  16 a中该人群共发生大肠

癌44例 平均年发生大肠癌2.75例(44/16) 大肠癌年

发生率为91.61/105(2.75/3 002). A组共普查出大肠癌21

例 平均年检出大肠癌1.3 125例(21/16) 年检出率为

58.31/105(1.3 125/2 251). 该组人群中 因各种原因普查

漏诊 其后 因有自觉症状而确诊 6 例. A组实际发

生大肠癌27例 平均年发生大肠癌1.6875例(27/16)

大肠癌年发生率为74.97/105(1.68 75/2 251). B组因本人

出现症状 到医院看病而确诊的大肠癌共17例 平均

年发生大肠癌1.0 625 例(17/16) 大肠癌年发生率为

141.478/105(1.0 625/751). 在普查出的21例大肠癌患者

中 18例在我院手术. 其中Dukes A期 5例 Dukes B

期 12例 Dukes C期 1例 3例失访. B组中 5-10 a未

参加普查 后因有症状确诊大肠癌者6例; 16 a从未参

加普查 因有症状确诊大肠癌者 7例. 在这些患者中

Dukes B 期 2例 Dukes C 期 9例 Dukes D 期 2 例

4例患者失访.

2.2 人群大肠癌患者的生存率  A组 18例可获得随访结

果的大肠癌患者中 生存5 a以上者12例 生存不足

5 a 者 4 例 (有 2 例患者在手术后不足 5 a 中死于心

肺和脑血管疾病 不在统计之内). 5 a生存率75%(12/16).

B组可获得随访结果的大肠癌患者中 生存5 a以上者

4例 生存不足5 a者8例(有1例患者在手术后不足5 a

中死于心 脑血管疾病 不在统计之内) 5 a 生存率

33%(4/12).

2.3 在A组中发现大肠息肉773例(表 1) 其中腺瘤497

例 占64.3%. 普查人群的腺瘤发生率22.08%(497/2 251).

切除所发现的腺瘤 16 a 随访 497例腺瘤患者中 有

1例发生大肠癌 大肠癌发生率0.2%(1/497).

2.4 序贯粪隐血试验结果  在 16 a内 平均年序贯粪隐

血阳性例数为52例 占每年参加普查人数的2.31%(52/

2 251). 16 a 中 A组共检出大肠腺瘤497例 大肠癌

21例 平均每年检出大肠肿瘤(包括癌和腺瘤)32.38例

(518/16) 占年平均隐血阳性例数的62.26%(32.38/52).

普查人群实际发生大肠癌27例 平均每年发生大肠癌

1.6 875例. 其中序贯粪隐血试验检出21例大肠癌 平

均每年普查检出大肠癌1.3 125例. 序贯粪隐血试验年平

均大肠癌阳性检出率为77.77%(1.3 125/1.6 875). 普查漏

诊病例6例 占应检出大肠癌的22.22%(6/27) 其中

因粪隐血假阴性漏诊的2例 占应检出大肠癌的7.4%

(2/27). 虽粪便隐血阳性 但患者拒绝接受肠镜检查而漏

诊者4例 占应检出大肠癌的14.8%(4/27). 序贯粪隐血

试验年平均大肠肿瘤阳性预示值为62.27%(32.38/52)

年平均大肠癌阳性预示值2 .52%(1.3 125/52).

表1  中 老年人群普查检出的大肠息肉

息肉     管状   绒毛状      伴中 重度       增生性  炎性    无病理

大小(cm)   腺瘤     腺瘤     异型增生的腺瘤      息肉    息肉      诊断

< 0.5      220      16      0  7       178         19

0.6-0.9        95      18    11  4         29         12

1.0-1.9        41       14    16  1         18          5

>2.0        20        23    23  0 2           1

总计      376        71                   50                   12       227         37

3   讨论

国外几个长期的随机对照研究表明 自然人群普查可

以明显提高大肠癌患者的长期存活率 降低大肠癌的

发病率[8-10]. 研究现阶段我国大肠癌普查工作的有效性和

可行性有很大意义.

        本研究显示 A组中Dukes A B期大肠癌患者占

94.44% 5 a存活率为75%. 虽然该人群的大肠癌普查

并非随机对照 参加普查和未参加普查的人群无法进
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行统计比较 但从本组自然人群16 a普查 监测结果

大致可看出 未参加普查的人群中确诊的大肠癌大部分

是中\晚期癌 Dukes A B 期患者仅占该人群的29.42%

他们的 5 a存活率仅为33.33%. 结果提示 自然人群普

查检出的大肠癌患者有更好的长期存活率.

        Stryker et al 对226例 1 cm以上的息肉患者进行了

长期观察 随访 发现这些患者在5 a 10 a 和 20 a

大肠癌的累积发生危险分别为 4% 14% 和 35% [11]

提示腺瘤是明确的大肠癌癌前病变 不进行干预性治

疗 恶变率很高. 在我们普查的人群中 切除检出的大

肠腺瘤497 例 其中仅1例发生大肠癌 大肠癌的发

生率为0.2% 大大低于上述文献报告. 此外 A组中

大肠癌年发生率74.97/105 B组中大肠癌年发生率达

到141.478/105. 这些结果也在某种程度上反映出 切除

普查中发现的腺瘤 减少了普查组大肠癌的发生.

        本次普查人群半数以上为65-70岁的老年人 其

大肠癌检出率为58.31/105 明显高于本市相对年轻人

群的检出率(36.57/105)[5] 提示从50岁开始进入普查

可能会收到更好的效果 与文献[12-13]报告相同. 此

外 既往人群普查的效/价比分析也显示 一般人群

的普查年龄确定为50岁以上 采用序贯粪隐血试验可

获得较好的效/价比 而 高危人群 则采用直接肠镜

检查有更好的效/价比[14-15]. 疑为遗传性大肠癌家系的成

员 则应从青少年时期开始筛检[16].

       在没有发现更可靠的筛检手段以前 粪隐血试验

仍然被认为是有效的大肠癌筛检方法 广泛用于大肠

癌普查[17]. 但是由于化学法隐血试验特异性差 假阳

性率高 增加了肠镜检查数量 不但使不应该进行肠镜

检查者承受了一定痛苦和风险 也增加了整体普查费

用. 免疫隐血试验虽有较高的特异性和敏感性 但隐血

试验本身价格较贵 用于大量人群普查 同样有一个经

费过高的问题. 为解决上述粪隐血试验存在的缺陷 我

们于1987年设计了序贯粪隐血大肠癌筛查方案. 经临床

和人群验证结果显示 化学隐血试验与免疫隐血试验

的敏感性没有统计学差异 而后者的特异性却显著高

于前者(中华老年医学杂志 1990; 9: 152-154). 根据上述

结果自1987年开始将该方案用于自然人群普查. 从既往

多次横断面大肠癌普查结果证明序贯粪隐血大肠癌筛查

方案检出的早期和较早期大肠癌显著多于临床检出的大

肠癌[5]. 本组多年连续性大肠癌普查结果再次表明 序贯

粪隐血试验的大肠癌阳性检出率可达到77.77% 其假

阴性率仅 7.4% 全部大肠肿瘤的阳性预示值为 62.

27% 提示了该方案在提高大肠癌患者生存时间和预

防大肠癌发生上的作用. 1996年Allison 对比了愈创木脂

试验 水化愈创木脂试验 免疫化学试验和序贯粪隐

血试验的敏感性和特异性. 他们验证的结果是: 序贯粪隐

血试验的大肠癌检出敏感性和特异性分别为65.6%和

97.3% 认为是最佳的筛检方案[18]. Robert在评论Allison

的结果时指出 水化愈创木脂试验虽然提高了敏感性

但特异性很低 导致普查中许多不必要的肠镜检查 而

序贯法可以得到相对高的敏感性 特异性也增加了

10% 是一个效 /价比较好的方法[19]. 由于粪便中的隐

血并非大肠肿瘤的特异产物 故不可能同时获得很高的

敏感性和理想的特异性. 我们的研究结果也显示 序贯

粪隐血试验对大肠癌的阳性预示值仅为2.52% 也就是

说 对于大肠癌患者来说 序贯粪隐血大肠癌筛查方案

也还存在假阳性率过高的缺陷 需要寻找特异性更高

的筛检指标 改进现有筛检技术[20-21].
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编者按  乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)感染肝细胞之后 首先要借助肝细胞中的一些成分

完成其复制和表达的生活周期 主要是肝细胞中的一些调节蛋白与这2种肝炎病毒调节基因序列之间

的结合 并对于肝炎病毒的复制和表达过程进行调节 肝细胞中一些特有的调节蛋白在肝炎病毒的生

活周期中具有十分重要的调节作用 这也是肝炎病毒相对嗜肝细胞特性的分子生物学基础. 同样 肝炎

病毒的蛋白 或者通过与肝细胞蛋白之间的直接结合 或者通过与DNA的结合以及肝细胞的信号转导

途径影响肝细胞的基因表达类型和基因表达水平 或者改变肝细胞基因表达谱的时空规律 影响肝细

胞的细胞周期 细胞凋亡 生长分化 信号转导 恶性转化等过程. 这是HBV和HCV感染肝细胞之后

引起慢性肝脏疾病的重要的分子生物学基础 一直是人们关注的焦点.

       中国人民解放军第302医院传染病研究所基因治疗研究中心 在成军博士 教授 主任医师

博士生导师的领导下 建立了筛选肝炎病毒调节基因结合蛋白的酵母单杂交技术 筛选肝炎病毒蛋白

肝细胞蛋白的结合蛋白的酵母双杂交技术 筛选肝炎病毒蛋白反式调节肝细胞基因的抑制性消减杂交

和表达谱基因芯片研究技术等 系统研究肝炎病毒与肝细胞相互作用的分子生物学机制 并有新的发

现. 本专题研究中所发表的这些重要文章 对于进一步深入探索和研究肝炎病毒与肝细胞之间相互作用

的分子生物学机制 将产生重要推动作用.
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0   引言

新基因新蛋白质的发现和鉴定 以及他们之间相互作

用的研究 赋予分子生物学以永不衰竭的生命力. 启动

子DNA结合蛋白的研究是从转录水平上研究基因表达的

调节 以寻找新的蛋白质为手段 以了解其对转录调节

作用为目的. 为阐明某些疾病的发病机制及基因治疗打下

基础[1]. 现就启动子DNA结合蛋白研究策略综述如下.

1   启动子的结构及启动子DNA结合蛋白研究策略

启动子是一段位于结构基因5 -端上游区的DNA序

列 能活化RNA聚合酶 使之与模板DNA准确地结合

并具有转录起始的特异性. 基因的特异性转录取决于酶

与启动子能否有效地形成二元复合物. 启动子分三类: 启

动子 启动子 启动子 . 只有启动子 指导mRNA

的转录. 真核生物启动子 由两大部分组成: 上游元件

(upstream element)和启动子核心(core promoter). 上游元件

与转录的效率有关; 启动子核心包括3部分: TATA盒

起始子(initinator)及下游元件(downstream element). TATA

盒为转录调控因子包括各种调节蛋白的结合区 与转

录起始位点的精确选择及转录有关 起始子是转录起

始所必须 下游元件作用尚不清楚. 原核生物启动子区

范围较小 包括TATAAT 区(Pribnow 区)及其上游的

TTGACA区[2, 3].

        基因转录实际上是RNA聚合酶 转录调控因子和

启动子区各种调控元件相互作用的结果. 启动子DNA结

合蛋白作为转录调控因子通过与启动子DNA结合以调

节基因转录. 犹如抗原-抗体特异性结合一样 蛋白质

与DNA的结合也是特异的 这是研究启动子DNA结合

蛋白的前提. 对启动子DNA结合蛋白的研究方法可分为

2大类 第1类是细胞内方法 以已知启动子DNA序列

筛选出与其相结合的蛋白编码基因 通过生物信息分

析来确定该蛋白质的名称 由于是细胞内筛选 因此更

符合生理状态 且操作简便 适合大通量筛选 用于寻

找未知基因及蛋白质. 不足之处有二 一是只能筛选可

与启动子DNA特异性结合的蛋白质(如为筛选蛋白质这

已足够了) 但不能检查出精确的蛋白质结合位点. 二

是特异性有时略差. 这类方法包括酵母单杂交技术 噬

菌体表面展示技术等. 第二类是细胞外法 即在体外用

重组的已知蛋白质与启动子DNA 结合 该法特异性

好 且能够在启动子DNA 序列上找到精确的蛋白质结

合位点 但这种方法效率低 操作复杂 一般不用

于寻找未知基因及蛋白质 这类方法包括凝胶阻滞试

验(gel retardation assay) DNase 足迹试验(DNase 

Foot-printing assay )等. 研究者可根据研究目的选用其中

一种或二者结合 以达到既找到未知基因及蛋白质

又能够找到该蛋白质的精确的结合位点及证实二者结

合的特异性.

2   研究方法

2.1 酵母单杂交技术  酵母单杂技术是1993年由Li et al [4, 5]

从酵母双杂交技术发展而来的 其基本原理为: 真核生

物基因的转录起始需转录因子参与 转录因子通常由

一个DNA 特异性结合功能域和一个或多个其他调控蛋

白相互作用的激活功能域组成 即DNA 结合结构域

(DNA-binding domain BD)和转录激活结构域(activation

domain AD). 用于酵母单杂交系统的酵母GAL4蛋白是

一种典型的转录因子 GAL4的DNA结合结构域靠近羧

基端 含有几个锌指结构 可激活酵母半乳糖苷酶的上

游激活位点(UAS) 而转录激活结构域可与RNA聚合酶

或转录因子TFIID相互作用 提高RNA聚合酶的活性.

在这一过程中 DNA结合结构域和转录激活结构域可

完全独立地发挥作用. 据此 我们可将GAL4的DNA结

合结构域置换为文库蛋白编码基因 只要其表达的蛋

白能与目的基因相互作用 同样可通过转录激活结构

域激活RNA聚合酶 启动下游报告基因的转录. 其基本

操作过程为: (1)设计含目的基因(称为诱饵)和下游报告

基因的质粒并将其转入酵母中; (2)将文库蛋白的编码基

因片段与GAL4转录激活域融合表达的cDNA文库质粒

转化入同一酵母中; (3)若文库蛋白与目的基因相互作用

可通过报告基因的表达将文库蛋白的编码基因筛选出

来. 在这里作为诱饵的目的基因就是启动子DNA片段

文库基因所编码的蛋白就是启动子基因结合蛋白. 酵母

单杂交技术广泛用于DNA与蛋白相互作用的研究[6, 7]

洪源 et al 应用该技术成功筛选出乙型肝炎病毒表面抗

原启动子SP 的结合蛋白[8] .

2.2 噬菌体展示技术  噬菌体属于单链DNA病毒[9] 其

DNA 长约7 000bp 基因组编码11种蛋白质 其中5种

为结构蛋白 与噬菌体展示技术相关的是结构蛋白p

和p p 前体由73个氨基酸残基组成 其中信号肽

为23个残基 根据构成外壳的功能可分四个区 6-24

氨基酸残基区域占据噬菌体表面的大部 25-35氨基酸

残基区域具有高度疏水性 C端与DNA相结合 构成

完整的内壁 N端为可活动的 外露在噬菌体表面的肽

段 是插入外源基因的最佳位置. p 前体由424个氨
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基酸残基组成 位于噬菌体的尾部 由四个功能区组

成 即信号肽区 受体结合区 C 端的疏水区及穿

膜区 穿膜区是最外露的区域 是插入外源基因的最

佳位置. 噬菌体展示技术是一种基因表达产物和亲选择

相结合的技术 基本原理及操作过程为: 以改构的噬菌

体为载体 把待选基因片段定向插入噬菌体外壳蛋白

基因区 如在噬菌p 和 p 衣壳蛋白基因区的N端

插入外源基因 形成的融合蛋白表达在噬菌的表面 不

影响噬菌体的生活周期及天然构型 且易被相应的抗

体或受体分子识别 外源蛋白或多肽表达于噬菌体的

表面 与固定或固相支持物结合 通过适当的淘洗 洗

去非特异性结合的噬菌体(即亲和富集法) 选出目的噬

菌体 而编码基因作为病毒基因组的一部分可通过分

泌型噬菌体的单链DNA测序得知. 在这一过程中 外

源基因是编码启动子DNA结合蛋白的文库基因 而固

定或固相支持物分子则为启动子DNA片段. 噬菌体展示

技术是一种经济高效的研究生物大分子相互作用的技

术 如构建噬菌体随机多肽文库可用来筛选包括抗体

小分子 细胞表面受体等多种分子[10-14]. Cicchini et al [13]

用噬菌体展示技术筛选出肝富有的转录因子HNF1a启

动子结合蛋白.

2.3 DNA迁移率变动试验  DNA迁移率变动试验(DNA

mobility shift assay) 又叫凝胶阻滞试验 是一种体外

研究DNA与蛋白质相互作用的特殊的凝胶电泳技术. 基

本原理为: 在凝胶电泳中 由于电场的作用 小分子

DNA片段比其结合了蛋白质的DNA片段向阳极移动的

速度快 因此 可标记短的双链DNA片段 将其与蛋

白质混合 对混合物进行凝胶电泳 若目的DNA与特

异性蛋白质结合 其向阳极移动的速度受到阻滞 对凝

胶进行放射性自显影 就可找到DNA结合蛋白[15, 16]. 将

该实验改进 DNA与更多的蛋白结合 移动速度进一

步减慢 这种方法又称超级迁移率变动试验(supershift

assay). 由于其特异性好 DNA迁移率变动试验常用来

鉴定其他方法筛选出的结果[17-18]. 显而易见 克隆启动

子DNA片段并标记 用该实验就可找到相应的结合蛋

白. Garuti et al [19] 用该试验证实肝细胞核因子3a (HNF3a )

能与乙型肝炎病毒核心启动子特异性结合.

2.4 DNase 足迹试验  足迹试验不仅能找到与特异性

DNA结合的目标蛋白 而且能告知目标蛋白结合在哪

些碱基部位 足迹试验的方法较多 常用的有DNase 

足迹试验 硫酸二甲酯足迹试验(dimethylsulfate DMS)

二者原理基本相同. DNase 足迹试验的原理为: 蛋白结

合在DNA片段上 保护结合部位不被DNase破坏 这

样 蛋白质在DNA片段上留下了 足迹 在电泳凝胶

的放射性自显影图片上 相应于蛋白质结合的部位没

有放射性标记条带.技术流程为[15]: (1)待检双链DNA分子

用P32作末端标记 通常只标记一端; (2)蛋白质与DNA

混合 等二者结合后 加入适量的DNase 消化DNA

分子 控制酶的用量 使之达到每个DNA分子只发生

一次磷酸二酯键断裂 同时设未加蛋白质的对照; (3)从

DNA上除去蛋白质 将变性的DNA加样在测序凝胶中

作电泳和放射性自显影 与对照组相比后解读出足迹

部位的核苷酸序列.足迹试验特异性好 定位精确 使用

广泛[20, 21]. Raney et al应用DNase 足迹试验确定转录因

子Sp1在HBV表面抗原启动子的结合位点为-49 -29

核苷酸序列之间 [11].
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0 引言

1989年应用分子生物学技术发现了丙型肝炎病毒(hepatitis

C virus HCV) 并证实可导致肝脏慢性疾病[1, 2] 是

输血后肝炎的主要病因. 全世界有1.7亿人感染HCV 面

临肝硬化和肝细胞癌的威胁[3-6]. 研究表明HCV感染及其

所致慢性肝病与糖尿病(diabetes mellitus DM)有明显的相

关性 糖尿病的类型主要是2 型糖尿病[7-12] 尚未发

展为糖尿病的患者其糖耐量是减低的[13-15] 同时糖尿

病患者中的HCV感染较高[16-19]. 应用干扰素治疗丙肝也

是糖代谢紊乱的危险因素之一[20-22].

1   2型糖尿病的病理机制

非胰岛素依赖型糖尿病的产生是重要的胰岛素敏感细

胞(肝脏 肌肉和脂肪)对胰岛素产生抵抗 以及胰岛β-
细胞胰岛素产生相对不足的联合作用的结果. 尽管大多

数2型糖尿病患者中 至少于患病的早期阶段 可以产

生正常数量的胰岛素或者甚至有较高的胰岛素分泌

但是这还不足以克服组织对胰岛素的抵抗. 胰岛素抵抗

是2型糖尿病病理生理的基本组成成分. 但是 他不是

2型糖尿病惟一的缺陷 他同样可以以较轻的程度存在

于其他疾病中 如肥胖 高血压 动脉硬化性疾病. 2型

糖尿病胰岛素抵抗的特征性表现是: 降低了胰岛素刺激

肌肉和脂肪组织对葡萄糖进行摄取的能力 同样也抑

制了肝脏产生糖原的能力. 产生胰岛素抵抗的机制牵涉

到了体内一定数量生物化学组成成分 如在靶细胞上

的arf-2-HS-糖蛋白 PC-1和RAD 或者在血液中的

肿瘤坏死因子-α. 这些物质降低了胰岛素受体的生化功
能. 这就意味着细胞内糖原 脂肪 蛋白质合成的降

低 并且将导致对胰岛素敏感的葡萄糖转运子(GLUT)

向细胞表面转运的不足. 胰腺 β-细胞产生胰岛素相对
不足的机制 牵涉到了 β-细胞膜表面称为GLU2的葡
萄糖转运子组成成分下调节的异常 这样导致了 β-细
胞对葡萄糖失去了敏感性. 尽管在这方面积累起来的有关

知识越来越多 但是我们现在还不能确切地了解2型糖

尿病基本发病机制中的分子和遗传学机制.

        2型糖尿病患者的胰岛素分泌有以下特点: (1)大部分

2型糖尿病患者中 在葡萄糖输入之前 其基础胰岛素

水平高于正常人. (2)在2型糖尿病患者中 迅速的胰岛素

分泌阶段缺失 这就导致不能对抗血糖水平的升高 这

些表明 在2型糖尿病患者中存在有靶细胞(肝脏 肌肉

脂肪)对胰岛素的抵抗 以及对葡萄糖敏感的 β-细胞的
下调节 在血糖水平升高时反馈机制不足 这二者之间

的相互作用 引起了葡萄糖调控方面出现动态缺陷.

        胰岛素抵抗是2型糖尿病早期的缺陷 存在于大

多数葡萄糖耐量减低的个体中. 他基本存在于所有的2

型糖尿病患者中. 胰岛素抵抗是1种状态 机体对胰岛

素的应答降低 最主要受累的是肝脏和肌肉.

2   HCV和 2型糖尿病

研究表明HCV感染及其所致慢性肝病与糖尿病(diabetes

mellitus DM)有明显的相关性 糖尿病的类型主要是2型

糖尿病[7-11] 尚未发展为糖尿病的患者其糖耐量是减低

的[12 -14].

2.1 HCV感染与2型糖尿病发病率的流行病调查  Arao

et al [7]对日本866例慢性病毒性疾病患者进行了丙型肝

炎病毒(HCV)与糖尿病(diabetes mellitus DM)相关性的回

顾性研究. 其中707例丙肝和159例乙肝患者 肝硬化

的比例分别是33%和32% 同时调查459例糖尿病患

者的丙肝感染率作为对照. 结果: 丙肝患者DM的发生率

20.9% (P <0.02) 高于乙肝患者的11.9% 肝硬化患者

DM的发生率在丙肝患者和乙肝患者分别为30.8%和

11.8%(P < 0.01). 多变量分析显示II型糖尿病主要与男性

和肝硬化相关. 由丙肝导致的肝硬化DM的发生几率是乙

肝的3.2倍. 结果显示丙肝与DM的相关性比乙肝更大.

        Mehta et al [8]报道丙肝可以促进糖尿病的发展 之

间的关联在总体水平尚未进行研究 其生物学机制亦

未明. 作者调查了1988-1994年 9841名 20岁以上的美

国成年人 结果8.4%的人有2型糖尿病 2.1%的人丙

肝抗体阳性. 2型糖尿病发生多的较年长 非白人 高

体重指数和较低的社会经济地位 在确认先前非正规

用药的人发生率低. 40岁以上的丙肝患者2型糖尿病的

发生率是同年龄非丙肝患者的3倍以上.

2.2 HCV感染与2型糖尿病  Caronia et al [9] 非胰岛素依

赖糖尿病(NIDDM)可能与慢性丙肝病毒感染相关. 研究

结果提示丙肝病毒相关肝硬化糖尿病的发生率较乙肝

病毒相关肝硬化高 并与Child分级和年龄相关 丙肝

患者胰岛素水平检测结果显示其胰岛素抵抗 急性胰

岛素反应结果提示 β细胞功能受损 因此丙肝病毒感
染与NIDDM具有明确的相关性.

        Perseghin et al [32] 认为外周胰岛素抵抗和肝细胞功

能受损是肝硬化中导致糖尿病的2个主要因素 (受体的

或受体后的)胰岛素抵抗的机制不清 但在肝病的病理
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和病程中他是1个重要的并发症. 为避免糖尿病的发生

而校正胰岛素抵抗状态时 β细胞的储备是极端重要
的 肝硬化患者中许多因素可导致β细胞功能的还原作
用. 有一些是发展为糖尿病的倾向性因素如与肝病无关

的遗传或环境; 其他一些因素(肝和胰岛过量铁沉积 丙

肝病毒感染 肝细胞癌的存在)是肝病依赖的 并且由

于对先前情况的促进 因此是至关重要的. 肝硬化中糖

尿病的高发生率是由发病早期严重的胰岛素抵抗和肝

病相关因素使 β细胞功能受损共同作用的结果.
          尽管有许多报道是关于慢性肝病患者糖尿病和糖耐

量减低的发生率升高 但此现象的机制并没有被阐明.

Paraschiv et al [13]研究了30个口服糖耐量试验有变化的

丙肝患者的胰腺内分泌特点 同时研究了20个诊断肝

病后发展为糖尿病的丙肝患者. 发现丙肝患者的血浆胰

岛素和C肽是降低的 提示胰岛素分泌功能的缺损是导

致糖耐量减低和进展为明确糖尿病的主要机制.

        Konrad et al [15] 为研究丙肝病毒感染和糖耐量减低

之间的关系 通过糖耐量试验检测非肝硬化丙肝患者

的胰岛素敏感性 糖的有效性和 β细胞的分泌. 结果丙
肝患者的胰岛素敏感性和糖的有效性均降低 胰岛素

敏感性与丙氨酸转移酶和天冬氨酸转移酶关系不大. 多

元回归分析显示肝纤维化分值和组织活性指数(HAI)与

胰岛素敏感性明显相关. 丙肝患者的胰岛素分泌明显增

强. 结论为正常糖耐量丙肝患者有胰岛素和葡萄糖抵抗.

糖耐量减低与丙肝所致肝病的严重程度有关.

        Mason et al [16] 报道了慢性肝病和糖尿病之间的关

系 其中丙型肝炎病毒感染患者21%有糖尿病 多变

量分析显示HCV感染与糖尿病具有强相关性 糖尿病

特别是2型糖尿病患者HCV感染率增高 除慢性肝病

因素外 丙型病毒感染是发展为糖尿病的另1危险因

素. Picerno et al [18] 证明2型糖尿病是HCV感染的1个

危险因素.

        血液中的肿瘤坏死因子-α(TNFα)降低了胰岛素受
体的生化功能 是产生胰岛素抵抗的原因之一 是有效

的胰岛素作用的抑制因素. 研究表明HCV感染后患者

TNFα水平升高 并可导致肝病加重[23-30]. Gochee et al [31]

用实时聚合酶链式反应(PCR)检测18个丙肝患者的胶原

I TNFα 细胞色素P450 2E1(CYP 2E1) 转化生长
因子和CD14的mRNA 结果显示50%具有肝脂肪变性

的患者TNFα mRNA表达增加. TNFα涉及慢性丙肝肝
脂肪变性的肝损伤及肝纤维化进程.

       目前治疗HCV感染的主要方案是 α干扰素合用利
巴韦林. 研究[19-21]表明应用 α干扰素治疗丙肝可导致糖
尿病的发生和糖耐量的减低. Uto et al [20]报道了1例慢性

丙肝患者在干扰素治疗期间发生的多种自身抗体相关

联胰岛素依赖型糖尿病(IDDM). 此患者57岁有慢性甲状

腺炎 治疗期间甲状腺功能受到监控. 治疗 15 wk 后

干扰素总量530 百万单位 空腹血糖488 mg/dL 尿

C肽免疫反应降低 糖尿病确诊 查自身抗体包括抗胰

岛素受体抗体(AIRA) 抗核抗体(ANA) 抗 DNA 抗

体 并且甲状腺自身抗体效价升高. 但没有胰岛素细胞

抗体和抗谷氨酸脱羧酶抗体. 停用干扰素并开始胰岛素

治疗 但血糖控制欠佳 2 mo 后 AIRA 转阴 18 mo

后胰岛素抗体(IA)阳性. 自从干扰素治疗开始 血清转氨

酶持续正常 血清HCV RNA曾转阴 有可能是干扰素

治疗引起免疫紊乱导致多种自身抗体和IDDM的发生.

Chen et al [14]调查了中国人丙肝患者糖耐量下降及这些

患者干扰素治疗与糖耐量下降之间的关系. 34.6%的丙

肝患者有糖耐量下降 并且比空腹血糖正常的患者明

显年龄长 体重指数高 遭受肥胖症的痛苦 有家族糖

尿病史和以前曾接受干扰素治疗. 逐步多因素ogistic回

归显示: 57岁以上 肥胖症 干扰素治疗史和糖尿病家

族史是丙肝患者糖耐量降低倾向的危险因素 根据作

者的了解 这是第一个以总体为基础报告干扰素治疗

是糖耐量下降的独立影响因素.

        HCV感染可引起肝脏的慢性疾患 并可引起多系

统损伤. HCV与糖代谢的研究使我们进一步了解了HCV

的致病作用 为防治丙肝提供了一定的线索 为今后的

研究提供了帮助.
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摘要

乙型肝炎病毒(HBV)的感染 不仅引起急 慢性病毒性肝

炎 而且与肝纤维化 肝细胞癌(HCC)的发生密切相关. 真

核细胞转录因子NF-κB在慢性HBV感染及致HCC发生过
程中发挥重要作用 本文对核转录因子Rel/NF-κB的分
子生物学特征 活化和转录调控机制 参与HBV编码蛋

白致病及在细胞凋亡发生过程中的机制进行了简要综述.

刘妍, 成军, 王建军, 杨倩. 核转录因子Rel/NF-κB与乙型肝炎病毒. 世界华
人消化杂志  2004;12(1):145-148
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)的感染 不仅引起急 慢性病毒

性肝炎 而且与肝纤维化 肝细胞癌(HCC)的发生密

切相关. 虽然HBV感染与肝细胞癌之间的关系已经得到

确定 但是具体的分子生物学机制还有许多工作要做.

其中肝炎病毒编码蛋白对于肝细胞基因组表达的反式调

节作用 即肝炎病毒蛋白与肝细胞基因组启动子DNA

结合 对于肝细胞基因表达谱产生影响 从而调节肝

细胞的生长 代谢 凋亡及恶性转化 在HBV感染致

病机制中起着重要作用[1-2]. 真核细胞转录因子NF-κB
(nuclear factor kappa B)能够广泛调节机体的免疫应答和

炎症反应. 自 1980年发现NF-κB以来 人们对其分子
生物学特征 作用机制及与疾病的关系作了广泛研究

近年研究发现NF-κB在慢性乙型肝炎病毒感染及致肝
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细胞癌发生过程中发挥重要作用[3, 4].

1   NF-κB的结构与功能
1.1 NF-κB与Rel蛋白质家族  NF-κB是真核细胞转录
因子Rel蛋白质家族成员 作为一种DNA结合蛋白质

因子 最初是在研究B淋巴细胞免疫球蛋白κ轻链基因
调控时发现的 可以和增强子 κB序列特异性结合 促
进 κ轻链基因的表达 因而得名[3]. 后来研究发现多种
与NF-κB 结构相关的 能与DNA特定区域结合而发
挥转录调控作用的蛋白质 包括p50/p105 p52/p100

RelA(p65) RelB 和 c-Rel 等 称为Rel 蛋白质家族.

他们之间可以形成多种形式的同源或异源二聚体 如

κBF1(p50 亚基同源二聚体) p50 和 p52 的前体蛋白
p105和 p100分别称为NF-κB1和NF-κB2 而起主要
调控作用的是p50和RelA亚基组成的异源二聚体 这

就是通常所说的NF-κB[5].
        Rel蛋白质家族分子结构氨基末端(N端)约300个氨

基酸残基(aa)区域具有共同特征 称为Rel同源区 包

括DNA结合功能域 二聚体化功能域 核定位序列(NLS)

及潜在的cAMP依赖性的蛋白激酶A(PKA)磷酸化位点

与其浆内定位 激活后迁移入核以及DNA结合功能有

关. 而羧基末端(C端)却有显著的差异 据此可将Rel蛋

白质分为2类: 1类含有锚蛋白(ankyrin)重复序列 如

p105和 p100; 另 1类含有反式激活(transactivation TA)

功能域 如RelA RelB c-Rel.

1.2 NF-κB抑制因子及与NF-κB间的作用  研究发现[6]

NF-κB活性只出现在某些细胞核抽提物中 而在静止
期的细胞 他是以无活性的潜伏状态定位于胞质中

原因是NF-κB与其抑制因子相互结合而存在. 这些抑制
因子包括 IκB 蛋白质家族(α β ) NF-κB
前体分子p105 和 p100 以及原癌基因bcl3 的产物 其

中最重要的是 IκBα和 IkBβ 他们具有特征性的锚蛋
白重复序列 能与RelA亚基DNA位点结合 覆盖p50 NLS.

他们的主要作用有: 阻止NF-κB向核内转移; 阻止NF-
κB与DNA κB位点结合; 促进NF-κB与DNA复合物解
离. NF-κB与其抑制因子之间的结合存在一定的特异性.
1.3 NF-κB的活化及转录调控  定位于胞质的NF-κB
p50-RelA二聚体 要进入胞核发挥转录调控作用 首

先必须使RelA亚基与 IκB或 p105 p100 分离 以解
除对p50 NLS的覆盖. 只有在多种因素的作用后 NF-

κB才能被活化. 能够激活NF-κB的因素很多 包括各
种应激刺激 细菌黏多糖 多种细胞因子 病毒 促细

胞分裂剂及氧自由基等都能够激活NF-κB. 在这些因素
作用下 IκB 抑制因子降解 NF-κB p50-RelA 二聚
体释放并向核内转移. IκB的降解失活需经磷酸化和蛋
白降解的过程 并受细胞氧化势的影响[7]. 有报到肿瘤坏

死因子TNF-α(tumor necrosis factor)激活NF-κB的机制
是: TNF-α与靶细胞表面受体结合 经第二信使二乙
酰甘油(DG)途径生成N-磷脂酰鞘氨醇 调控特异性蛋

白激酶和磷酸酶 作用于 IκB 后引起其构象发生改
变 被泛素-蛋白酶体(ubiquitin-promeasome)途径识

别而降解. 同时一些刺激因子可通过激活肿瘤坏死因子

受体相关因子TRAF(TNF-receptor associated factor)2

5 或 6 继而活化NF-κB 诱导激酶NIK(NF-κB in-
ducing kinase) NIK 将 IκB激酶 IKKα/β (IkB kinase)
磷酸化 IKK 又将 IκBα磷酸化 导致 IκB 降解. 活
化的NF-κB可上调IκB的基因转录 反馈调节IκB迅
速合成 使NF-κB 再度失活 终止转录 NF-κB 被
运回胞质重新利用. 另外 NF-κB蛋白还可调节其自身
亚基的转录 因为这些基因启动子内也存在NF-κB [8].
        进入核内的NF-κB形成由两个p50和两个RelA亚
基组成的活性异源四聚体分子 其中两个p50亚基识别

靶基因启动子和增强子中的 κB位点 RelA亚基TA功
能域发挥转录激活功能. κB位点一般由10 bp组成 基
础碱基的保守性不同决定了NF-κB对该基因转录激活
作用的大小.

1.4 NF-κB激活的病理生理意义  多种器官和组织(包括
肝脏)都表达核转录因子NF-κB. 研究发现 κB位点存
在于多种细胞和病毒的基因组中 因而NF-κB能够调
控众多基因转录. 早期研究主要集中在NF-κB调控机体
细胞黏附 免疫应答 细胞程序性死亡 炎性细胞的趋

化作用 细胞分化 细胞外基质的降解等. NF-κB 诱
导表达IL-2 与T细胞增生有关 还可诱导表达MHC-

类抗原 巨噬细胞炎症蛋白MIP-1α 干扰素 IFN-
β 血管紧张素原 IL-6 细胞集落刺激因子等. 近
年发现NF-κB还是与细胞存活密切相关的基因 对细
胞程序性死亡起抑制作用 可抑制TNF诱导的细胞凋

亡. 在一些病毒感染中 如免疫缺陷病毒(HIV-1)Tat蛋

白 EB病毒(EBV)潜伏膜蛋白(LMP-1) HBV X蛋白

人T细胞白血病病毒-1(HTLV-1)Tax 蛋白 鸟逆转录

病毒肿瘤蛋白v-Rel 等能够通过NF-κB桥接作用 促
进其自身复制 某些原癌基因的激活 抑癌基因的失活

而致感染的靶细胞恶性转化 在这些病毒慢性感染及

致肿瘤发生过程中起重要作用[9].

2   NF-κB与乙型肝炎病毒感染
2.1 NF-κB 与乙型肝炎病毒X蛋白  乙型肝炎病毒
(HBV)X蛋白可在多种真核细胞中反式激活同源或异源

病毒和细胞基因的转录调控区 促进靶基因的表达. X

蛋白反式激活作用的机制主要有两个方面 1是核内通

过某些DNA结合蛋白激活转录因子或通过基本转录机

制起作用; 另 1机制是胞质中X蛋白通过细胞信号转导

途径激活各种类型的转录因子 包括活化蛋白AP-1

AP-2 AP-3 NF-κB 环AMP应答元件CRE Oct-
1等. 其中AP-1的作用是依赖蛋白激酶C(PKC)的第二

信使DG途径. 研究认为NF-κB在X蛋白激活机制中起
重要作用 经NF-κB的X蛋白反式激活作用是非PKC
依赖的 而是通过一些细胞因子 dsRNA 活性氧
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等发挥作用. 与之相反的结论是NF-κB同AP-1一样
是依赖PKC的Ras/Raf/MAPK(mitogen activated protein

k inase )连锁反应 一方面 IkB 磷酸化 蛋白水解

NF-κB活化入核; 另一方面使前体蛋白p105 磷酸化
降解 RelA 释放增加. NF-κB 活化后 一方面作用
于病毒基因促进病毒复制 另一方面作用于原癌基因的

κB 位点 使原癌基因过表达 加之多种因素综合作
用 可致肝细胞转化和肝细胞癌(HCC)的发生[10-20]. 研究

发现 HBV X蛋白能反式激活可诱导的一氧化氮合酶

(inducible nitric oxide synthase iNOS)基因启动子而上调

iNOS的基因表达. 一系列基因缺失突变分析显示 iNOS

基因启动子近端的NF-κB 结合位点 是X 蛋白激活
iNOS基因的结构基础. 细胞质中的X蛋白表达是其反式

激活iNOS基因启动子的必要条件 如果强制性地在细

胞核中表达X蛋白则失去其激活iNOS基因表达的活性.

表明X蛋白的亚细胞定位与其诱导iNOS基因表达水平

的作用密切相关[21-22].

2.2 NF-κB与截短型乙肝病毒表面抗原中蛋白  近年研
究发现 从肝癌细胞系或肝癌组织中亚克隆出截短型

PreS2/S基因表达产物(truncated middle surface proteins

MHBst) 这种变异的病毒表面中蛋白 缺失了位于

C-末端的膜定位信号 使MHBst具备内质网(ER)定位

功能 未能进入分泌途径而在内质网滞留 其前-S2

区指向胞质区 从而有机会与胞质蛋白相互作用 发

挥其广泛的反式激活效应. 全长的MHBs蛋白的前-S2

区指向 ER 腔 进入高尔基复合体而分泌.  所以说

MHBst的反式激活功能依赖于其N-末端前-S2区的胞

质定位功能. MHBst的前S2区发生PKC依赖的磷酸化

反应 前S2区域与PKC α/β结合 触发PKC依赖的
c-Raf-1/MAP2-激酶信号传递链式反应 结果激活了

转录因子如AP-1 NF-κB AP-2 SRE Sp1 和
c-myc c-fos 启动子 参与病毒感染后的炎症反应和

HCC的发生. 这种反式效应并不具有宿主细胞特异性

MHBst 在不同来源细胞中均具有反式激活作用 而并

非肝细胞特异的转录激活因子[23-32].

2.3 NF-κB与乙肝病毒表面抗原大蛋白  研究发现乙肝
病毒表面抗原大蛋白(large HBV surface protein LHBs)

独特的拓扑结构决定其具有反式激活作用 LHBs 的

前-S1和前-S2区有一个与翻译不同步的转位过程 在

横跨内质网膜时是指向内质网的胞质侧 这种在胞质

滞留的前-S2区 有机会与细胞中信号转导相关因子相

互作用 发挥其反式激活作用. LHBs前 S2区在翻译后

初期定位于ER的胞质侧 与MHBst相似 能够激活多

种启动子元件 具有同样的转录激活功能. LHBs的转

录激活是依赖PKC的AP-1 和NF-κB活化途径 下游
c-Raf-1激酶抑制剂能够明显阻断LHBs对AP-1和NF-

κB的激活 提示功能性的c-Raf-1激酶是该途径的先
决条件. 慢性HBV感染的患者体内LHBs持续过表达

转录反式激活病毒的启动子元件与病毒复制密切相关[33].

2.4 NF-κB与乙肝病毒核心抗原  研究发现 乙型肝炎
病毒核心抗原(HBV core protein HBc)对 HBV 前基

因组启动子具有转录激活功能. 对HBV 前基因组启动

子一系列的缺失突变分析显示 负责转录激活的位点

是位于HBV增强子 II/ 前基因组启动子上游的NF-κB
结合位点(GGGACGTACT  核苷酸1 408-1 417). 对转染

HBc的HepG2细胞核提取物进行电泳泳动度迁移率实

验 结果显示HBc具有正性激活剂的作用 能够增强

NF-κB 的DNA结合活性 促进肝细胞病毒复制[34].
2.5 NF-κB与肝癌细胞程序性死亡  有学者研究了HBV
X 蛋白与NF-κB 在细胞程序性死亡中的作用 用与
NF-κB抑制因子 IκB 降解有关的蛋白酶抑制剂ALLN
处理人肝癌细胞 抑制 IκB的降解 从而阻断HBV X
蛋白对NF-κB的活化. 然后用阿霉素诱导处理的肝癌
细胞 研究发现 同等剂量阿霉素在相同实验条件下

当NF-κB被阻断于非活性状态时的细胞程序性死亡率
明显高于NF-κB 处于活性状态时的细胞程序性死亡
率. 即HBV X蛋白通过活化核转录因子NF-κB抑制肝
癌细胞程序性死亡. NF-κB是一种细胞存活基因 是细
胞死亡信号因子传递过程中的负反馈调节机制 许多死

亡信号在传递过程中同时可激活细胞的存活机制 NF-

κB的活化就是其中的机制之一. NF-κB氨基端约有300
aa与病毒癌基因v-Rel同源 与细胞存活相关. 切除2/3体

积肝的小鼠在术后30 min 肝核转录因子NF-κB迅速增
加 1 h达高峰. NF-κB p65亚基基因敲除的转基因小
鼠在胚胎15-16 d死亡 伴随大量肝细胞程序性死亡 导

致肝功能衰竭. 同时发现抑制NF-κB活化可诱导小鼠发
生程序性死亡. HBV X蛋白通过对核转录因子NF-κB
的活化而激活细胞的存活机制 对细胞程序性死亡产生

抗性 使肝细胞呈克隆性增生[35, 36].

        研究发现肿瘤坏死因子(TNFα)与 TNFR结合后可
通过信号转导途径诱导细胞凋亡 同时通过另一条途径

激活与细胞存活相关基因NF-κB 而核转录因子NF-
κB抑制TNFα诱导的细胞凋亡  即TNFα诱导细胞凋
亡的同时活化NF-κB 建立细胞防御机制 在凋亡启
动阶段就阻断死亡信号的传递 NF-κB可激活TNFR相
关因子TRAF1 TRAF2 IAP (inhibitor of apoptosis)1和

IAP2. 这些基因产物可相互协同在早期抑制TNFα诱导
的细胞凋亡. 同时核转录因子NF-κB 对凋亡相关因子
caspase 8有直接阻断作用 而由此抑制一系列caspase的

活化 这也是NF-κB抗细胞凋亡的重要机制[37, 38].
        此外 表达HBV X 蛋白的细胞系可以抵抗抗-

Fas抗体诱导的细胞凋亡 而且与NF-κB的激活有关.
X蛋白对于NF-κB的激活能力与内源性的IκBα mRNA
的表达水平有关. HBV X蛋白的表达伴随着NF-κB介导
的基因转录活动. 应用特异性抑制剂抑制NF-κB 或者
表达 IκBα的表达载体进行转染并抑制NF-κB 可显
著促进细胞凋亡 但是对没有转染X蛋白基因的细胞没

有影响. 可见 HBV X蛋白的表达及其对于NF-κB的激
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活是X蛋白调节肝细胞凋亡的重要的信号转导机制[39, 40].

        另一方面 重要的细胞调控蛋白cyclin D1是NF-

κB的靶基因 NF-κB可启动cyclin D1 的转录 促进
G1/G0期向 S 期转化 细胞过度增生 在其他协同因

素下恶性转化 发生癌变[41]. 在肝细胞癌治疗过程中在

常规化疗药物治疗的同时 可以选择性的阻断NF-κB
活化 从而促进肝癌细胞的程序性死亡 有助于提高疗

效. 随着NF-κB研究的不断深入 进一步阐明其在肝
炎病毒蛋白致病中的作用 一方面可设想用NF-κB拮
抗剂从NF-κB水平上阻断X蛋白的作用 减轻病毒复
制 损伤及慢性感染的致癌性; 另一方面在病毒蛋白水

平 用肝炎病毒蛋白抑制剂或基因工程技术来阻断肝

炎病毒蛋白的表达 达到同样的目的. 有望为乙型和丙

型肝炎病毒的基因治疗打开一个新思路.
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0   引言

在病毒感染真核细胞的过程中 干扰素(IFN)诱导细胞

的抗病毒机制是机体防御感染的第一道防线. 在病毒感

染过程中 分泌的干扰素主要用于保护邻近细胞免受

感染 限制病毒扩散[1]. 型 IFN由 IFN-α IFN-β两
种亚型组成 IFN-α主要由白细胞分泌产生 IFN-β
主要由成纤维细胞 上皮细胞产生. 型 IFN与相应的

受体结合 激活信号级联反应 从而调节至少30个基

因的转录翻译水平 其中包括双链RNA激活的蛋白激

酶(double-stranded RNA-activated protein kinase PKR)

和 -5 寡聚腺苷酸合成酶( -5 oligoadenylates

synthesis) 这两种酶的激活均需要病毒复制过程中产

生的双链RNA[2, 3]. PKR参与机体的抗病毒机制 与细

胞凋亡密切相关 从而受到越来越多的关注.

1   PKR的结构与生物学特点

PKR是经典的IFN诱导产物 参与IFN的抗病毒机制.

PKR 又称为DAI 或 p68 由 551 个氨基酸残基组成

其N端为调节区(1-265 aa) 具有两个与dsRNA结合的

部位 分别位于55-75 aa 及 145-166 aa 区域内 其

中前一个区域是必需的; 其C端(266-551 aa)为催化部位.

PKR分子量为68 kDa 属于保守双链RNA结合分子家

族 该家族还包括大肠杆菌RNA酶 III 等[4]. Jiménez-

García et al [5]通过比较腺病毒2感染和未感染的HeLa细

胞发现 在未感染的细胞中 PKR 分布在细胞质 同

时也发现PKR 在核浆中也有散在分布 感染细胞与

未感染细胞有相似的细胞分布.  研究表明低浓度的

dsRNA具有激活作用 然而高浓度的dsRNA却阻止该

活化作用. 目前认为dsRNA对PKR的激活与双链RNA

长度有关 而与序列结构无关 激活PKR 最少需要

30 bp dsRNA 随着dsRNA的延长激活能力逐渐增强.

但有学者发现含有双链长度不超过20 bp的单链Tm1-

3RNA 亦能激活PKR 提示 PKR 的激活可能存在多

种形式. PKR与 dsRNA结合后 形成二聚体 随后进

入自主磷酸化和随后的不依赖dsRNA 的底物磷酸化

PKR的N端有两个保守的dsRNA结合基点(motif) 第

一个基点含有与dsRNA结合的高度保守性氨基酸序列;

C端为催化活性结构域 但这一活性在dsRNA结合前

是封闭的 当N 端基点上结合 dsRNA 后 可能通过

蛋白质构型的改变 使C端的酶活性表现出来[6-10].

        活化的PKR能够识别蛋白质合成的起始因子真核

翻译起始因子-2( eukaryotic initiation factor-2 eIF-

2) 并使 eIF-2 的 α亚基51位丝氨酸磷酸化. 异源二
聚体的eIF-2能够结合GTP和tRNA 形成三元复合物.

该复合物与40 s 核糖体亚单位结合形成一个43 s 的复

合物[11]. 43 s的聚合物参与识别mRNA起始密码子 结

合60 s核糖体亚单位同时伴随GTP的水解转变为GDP.

在下一个同样的循环开始前 与eIF-2结合的GDP在

eIF-2B催化作用下由GTP替代. eIF-2α亚基51位丝氨
酸磷酸化将大大提高GDP对eIF-2的亲和性 使GDP与

GTP的交换受到阻滞. 虽然eIF-2-GDP与eIF-2B能够形

成稳定复合物 但由于在细胞中eIF-2的含量远远高于

eIF-2B 因此比例较少的eIF-2磷酸化即可阻断细胞中

eIF-2B的催化作用. PKR催化eIF-2α 51位苏氨酸磷酸
化 改变eIF2功能 阻止eIF2B发挥作用 从而降低eIF2-

GTP的水平 使蛋白合成和病毒复制水平下降[12-15].

        最近研究还发现在肿瘤坏死因子-α dsRNA 病
毒感染等刺激下 激活的PKR可以诱发凋亡. 这一发现

提示PKR除了阻断病毒蛋白合成外 还可以通过诱发

凋亡发挥抗病毒作用. PKR诱发凋亡机制与其磷酸化

eIF-2α 激活NF-κB和 p53有关[16-18]. 实验发现: 表达
51 aa 发生丝氨酸 丙氨酸替换的 eIF-2α变异体的
NIH3T3细胞可以抵抗血清缺失和肿瘤坏死因子-α诱
导的凋亡[19]; 在HeLa细胞中同样变异体的表达亦可保护

细胞由PKR大量表达诱发的凋亡[20];  51 aa发生丝氨酸

天冬氨酸替换的eIF-2α变异体功能与磷酸化eIF-2α相
似 表达该变异体的COS-1细胞可以诱导凋亡发生[21].

这些研究结果显示eIF-2α可以直接诱发凋亡产生. 机
制可能与磷酸化eIF-2α诱导一些与凋亡相关的mRNA
优先表达相应蛋白有关 这与酿酒酵母氨基酸缺乏反

应相似 Bcl-2家族中的Bax的表达可能与此有关[22]. 此

外 PKR 还可以激活与炎症 凋亡密切相关的NF-

κB p53及 IRF1. NF-κB异源二聚体与Iκb结合时处于
无活性状态 当与激活因子发生反应时 磷酸化Iκb发
生遍在蛋白依赖的蛋白酶体降解 使得NF-κB转位核
内. PKR在细胞内促使Iκb磷酸化和激活NF-κB 目前
认为是通过直接磷酸化 Iκb 磷酸激酶复合物而发挥作
用 缺乏PKR的细胞不能对dsRNA产生抑制[23-25].

       PKR可以激活p53 具体机制尚不明确 PKR磷

酸化p53 蛋白392 位丝氨酸可能与其调节p53 功能有

关 在缺乏PKR 的细胞p53 的功能受到损伤.

2   PKR与丙型肝炎的关系

在病毒感染机体的过程中 病毒常常发生变异抵抗
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PKR 介导的抗病毒机制 主要表现为以下几种方式:

(1)产生拮抗dsRNA的RNA或蛋白 阻止PKR的活性;

(2)产生dsRNA结合蛋白 隔离与PKR结合; (3)产生蛋

白阻止PKR二聚体化; (4)产生蛋白干扰PKR与 eIF2的

结合; (5)激活磷酸酶使PKR和 eIF2 去磷酸化; (6)阻止

PKR的表达或诱导PKR降解[26-28].

        丙型肝炎病毒(HCV)属黄病毒属家族 可引起机体

的持续性感染 导致慢性肝炎和肝硬化 并与肝细胞

癌 淋巴细胞增生紊乱密切相关. 目前惟一有效的治疗

途径是运用干扰素 但是大多数患者对治疗无明显反

应[29-31]. 其中病毒发生变异逃避PKR抗病毒作用 是其

抵抗干扰素治疗的主要机制之一. NS5A和E2两种蛋白

参与调节机体对dsRNA的反应 研究表明这两种蛋白

能够与PKR结合 并阻止其发挥抗病毒作用. 同时分

子流行病学研究发现NS5A或 E2序列 特别是与PKR

结合的区域 与病毒的持续感染 对干扰素治疗的反

应有紧密的联系[32]. 这些发现表明病毒的持续感染机制

之一 可能与NS5A和E2阻止激活的PKR引发的抗病

毒作用有关. E2是病毒的包膜蛋白 参与病毒与靶细

胞的结合 在丙肝病毒不同株之间E2 具有高变的特

点 Taylor et al [33]研究E2在干扰素抵抗中的作用发

现 来自不同病毒分离株E2均含有一个12氨基酸的序

列 该序列与PKR 自磷酸化位点 eIF2磷酸化位点相

似 该序列在不同株之间高度保守. 实验证实PKR与E2

能够在体外结合 体内 外实验均证实E2可以阻断PKR

的活性; Pflugheber et al [34]构建包含HCV复制子的

Huh7细胞系 将其中一个命名为10A 包含的病毒复

制子编码氨基酸(aa)序列中于2 040位插入赖氨酸 该

位点靠近的氨基末端; 另一个命名为H27 包含的病毒

复制子于2 198位发生亮氨酸(L)与丝氨酸(S)的替换 该

位点邻近PKR结合区域; 细胞培养结果表明10A复制

水平超过H27的 倍. 为了进一步明确病毒复制水平与

NS5A PKR之间的关系 Pflugheber et al利用免疫

共沉淀技术发现与Huh7 细胞相比 H27 细胞产生的

PKR水平升高显著; 当在这两种细胞系中加入dsRNA

后 PKR的活性明显升高; 而在 10A细胞系中PKR呈

现出低度的活性 对 dsRNA 刺激无明显反应 当加

入NS5A抗体后PKR活性恢复. PKR与NS5A在10A细

胞中的亚细胞定位相互重叠 而在H27细胞中却无此现

象出现. 由此研究者认为由10A细胞病毒复制子编码的

NS5A能够与PKR结合并且抑制其活性. 同时研究者也注

意到在两种不同的病毒复制子中都包含有64个aa组成

的PKR结合域 但发生L2198S替换或其他紧邻PKR结

合区域的aa替换 可能会改变NS5A对PKR结合 调节.

        PKR的激活在不同的病毒 不同的宿主之间将产

生截然不同的结果. 进一步对PKR作用机制及其信号传

导通路的研究 明确其抗病毒的具体机制 为发展新的

治疗策略提供新的方向.
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0   引言

病毒性肝炎流行范围非常广泛 就我国而言 其发病

率之高 危害性之大 堪称传染病之魁首. 以乙型肝

炎为例 全球约有3.5 亿慢性病毒携带者 其中至少

20-30%患有不同程度的肝脏损害. 我国人群中乙型肝

炎病毒(HBV)的感染率高达 60% 其中约 1.2 亿为

HBsAg携带者. 此外 慢性HBV和丙型肝炎病毒(HCV)

也是引起肝硬化和肝细胞癌(HCC)的重要原因 对人

类健康造成极大危害 至今缺乏有效的控制. 肝炎病毒

在肝细胞中的长期存在 复制 扩散是肝炎病毒慢性

感染的关键 这两种病毒在体内感染的分子生物学机

制一直是研究者们关注的重点 许多研究越来越显示

TATA盒结合蛋白(TBP TATA box binding protein)与其

关系密切 本文简要介绍近年来在这方面的研究进展.

1   TATA结合蛋白的结构和功能

在细胞和生物体生长 分泌 细胞系定向等过程

中 基因表达的转录水平调控是非常重要的一个环节.

过去10 a中 对细胞特异性的转录因子与特定基因调

节区(如启动子和 /或增强子)的DNA元件(或称反应元

件)结合 抑制或刺激转录起始的研究 取得了重大进

展. 例如由DNA聚合 酶转录的基因 由数个转录因

子组成一个转录复合体 其基本成分包括TBP和TBP

相关因子(TBP-associated factor TAF) 必需经聚合

酶 正确定位于特定的DNA后方能启动转录. 有趣的

是 有些转录因子能直接与TBP作用 刺激或抑制基

因的转录.

1.1 TATA盒子  启动子是一段特定的直接与RNA聚合

酶及其转录因子相结合 决定基因转录起始与否的

DNA序列. 不同的启动子对RNA聚合酶的亲和力不同

所结合的反式作用因子(trans-acting factors)也不同 因

此 基因转录活性也很不相同. 真核生物有3类RNA聚

合酶 负责转录3类不同的启动子. (1)由 RNA聚合酶

I负责转录的rRNA基因 启动子(I类)比较单一 由转

录起始位点附近的两部分序列构成. (2)由RNA聚合酶

负责转录的是5S rRNA tRNA和某些核内小分子RNA

(snRNA) 其启动子( 类)组成较复杂 又可被分为三个

亚类. 5S rRNA 和 tRNA 基因的启动子是内部启动子

(internal promoter) 位于转录起始位点的下游 都由两

部分组成. 第三亚类启动子由三个部分组成 位于转录

起始位点上游. (3)由RNA聚合酶II负责转录的 II类基

因包括所有蛋白质编码基因和部分snRNA基因 后者

的启动子结构与 III 类基因启动子中的第三种类型相

似 编码蛋白质的 II 类基因启动子在结构上有共同的

保守序列. 以RNA聚合酶 的启动子结构为例 人们
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比较了上百个真核生物RNA聚合酶 的启动子核苷酸

序列后发现; 在-25/-30区有TATA盒 又称为Hogness

盒或Goldberg-Hogness盒. 其一致序列为T28A97A93A

85A63T37A83A50T37 基本上都由A T碱基所组成

其与转录起始点一起组成核心启动子元件 是RNA聚

合酶起始转录所必需的最小的DNA序列 核心元件单

独起作用时只能确定转录起始位点和产生基础水平的

转录. 离体转录实验也表明 TATA盒决定了转录起点

的选择 天然缺少TATA盒则可能从多个位点开始转录.

1.2  TATA结合蛋白  TATA结合蛋白是与RNA聚合酶

共同组成转录起始复合物 存在于所有真核细胞中

的一种普遍转录因子[1-4]. 以反式作用影响转录的因子可

统称为转录因子(transcription factors TF). 在真核细胞中

RNA聚合酶通常不能单独发挥转录作用 而需要与其

他转录因子共同协作. 与RNA聚合酶 相应的

转录因子分别称为TF TF TF 对TF 研究

最多. 以前认为与TATA 盒结合的蛋白因子是TF -

D 后来发现TF -D实际包括两类成分: 与 TATA盒

结合的蛋白是TBP 是惟一能识别TATA盒并与其结合

的转录因子 是三种RNA聚合酶转录时都需要的; 其

他称为TBP相关因子TAF 至少包括8种能与TBP紧

密结合的因子. 转录前先是TF -D与TATA盒结合; 继

而TF -B以其C端与TBP-DNA复合体结合 其N端

则能与RNA聚合酶 亲和结合; 接着由两个亚基组成的

TF -F 加入装配 TF -F 不仅能与RNA 聚合酶

形成复合体 还具有依赖于ATP供给能量的DNA解旋

酶活性 能解开前方的DNA双螺旋 在转录链延伸中

起作用. 这样 启动子序列就与TF -D B F及RNA

聚合酶 结合形成一个有转录功能基础的 最低限度

转录前起始复合物(pre-initiation complex PIC) 转录

mRNA. TF -H是多亚基蛋白复合体 具有依赖于ATP

供给能量的DNA解旋酶活性 在转录链延伸中发挥作

用; TF -E 是两个亚基组成的四聚体 而可能与TF

-B联系不直接与DNA结合 能提高ATP酶的活性;

TF -E和TF -H的加入就形成了完整的转录复合

体 能转录延伸生成长链RNA. TF -A能稳定TF -

D与TATA盒的结合 提高转录效率; 但不是转录复合体

一定需要的.

        可见任何与细胞内TBP作用的因素都可间接作用

于TATA盒子 从而影响整个细胞内基因活动. 目前所

知TBP至少参与构成了三种不同的蛋白复合物 SL1

TF D TF B 其通过与不同的TBP相关因子结合

在RNA聚合酶 启动子转录中各自发挥特殊

的作用[2]. TBP复合物通过TBP直接与DNA相互作用

直接募集到含有TATA元件的启动子上 否则在缺少

TATA元件的启动子 是TBP通过蛋白与蛋白的相互作

用而聚集的. Wang et al [5]报道细胞内TBP含量增多能增

强昆虫和哺乳动物细胞依赖RNA 聚合酶 的核糖体

DNA启动子. 对RNA聚合酶 依赖的启动子 TBP的过

量表达会因启动子的结构不同而有不同的调控作用: 在

果蝇细胞中TBP的过量表达均能不同程度地促进含有

TATA元件启动子 并且是限速步骤 而对缺少TATA

元件的启动子起抑制作用或没有影响[6]. 在哺乳动物中

TBP既能增强某些转录激活因子的作用 例如病毒蛋白

16 (VP16) 也能起抑制作用 例如Sp1或NF-1[7]. 对

RNA聚合酶 依赖的启动子 TBP的过量表达能充分诱

导其活性[8-9]. TBP与 3种RNA聚合酶关系密切 而肝

炎病毒在体内的转录翻译都离不开RNA聚合酶 受此

启发在这方面已有大量的研究 许多证据支持肝炎病毒

直接或间接与TBP作用 从而调控基因表达[10-15].

2   TBP与乙型肝炎病毒的关系

HBV 为含有一段单股区的双链环状DNA病毒 属嗜

肝DNA 病毒科 其基因组结构紧密 可分为结构基

因序列和调节基因序列两部分 二者可具有相互重叠

的特点. HBV基因的负链核苷酸序列中 至少有4个

开放读码框(open reading frame ORF) 包括编码外膜

蛋白的S基因区 编码核衣壳蛋白的C基因区 编码

聚合酶的P基因区和调节病毒基因转录水平的X基因

区 4种ORF分别有各自的启动子[16].

        HBV pX是存在于哺乳动物肝DNA病毒的一种转录

激活因子. X开放读码框架是HBV DNA中最小的一个开

放读框 编码145-154个氨基酸残基的HBxAg蛋白[17].

X蛋白的功能一直是研究关注的焦点 被认为具有广泛

的反式激活作用 能激活多种病毒及细胞基因调控

子 是HBV致原发性肝细胞癌(PHC)的主要原因之一.

在动物宿主中X蛋白对于病毒的复制是必需的[18-19] 其

表达与病毒复制密切相关[20] 而TBP作为一种功能明

确的普遍转录因子 很多证据表明其与X蛋白关系密切.

        Wang et al [9]曾经报道在哺乳动物和昆虫细胞内HBV

X蛋白的表达能增加细胞内TBP水平. 由于X蛋白已被

证实是一种功能复杂的反式转录因子 其引起的TBP

含量升高可能有助于X蛋白作用于大量各种各样的病

毒和细胞的启动子. Trivedi et al [8]已发现Pol 依赖的三

类启动子均可受到升高的TBP的刺激 无论是原发的

TBP升高还是继发的由X蛋白[9]或佛波醇酯激活蛋白激

酶C[21]引起的. 有资料表明这是由于这些启动子上功能

性的包含TBP的TF B复合物增多所致[8-9]. Aufiero et

al [22]在1990年就提出pX 能反式激活RNA聚合酶 依

赖的启动子:其认为X蛋白的一个新的特性是 类基因

的强效转录反式激活因子. 在X基因瞬时转染并稳定整

合其内的肝细胞中 RNA聚合酶 (Pol )转录启动的

频率提高20-40倍 并且Pol 转录起始复合物形成的

速率加快. 由于转录因子TFIIIC限速Pol 转录起始复

合物 认为TFIIIC 很可能是X蛋白的靶位. Wang et al
[5]也报道X蛋白依赖的TBP升高 能增强昆虫和哺乳

动物细胞依赖Pol 的核糖体DNA启动子活性. 目前的

研究认为TBP的过量表达加强了依赖RNA聚合酶 和
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的启动子活性 而对RNA聚合酶 依赖的启动子

如前所述TBP的过量表达会因启动子的结构不同而有

不同的调控作用.

       X蛋白已被广泛证实是一种转录激活因子 现有资

料认为基于其亚细胞定位而明显不同的两种机制分别

调控基因活性[23]. 许多X蛋白响应性的依赖Pol 的启

动子 包含AP-1和NF-B位点者 都可被X蛋白诱导

调控 此作用是通过Ras-Raf-MEK(MAP kinase kinase)-

MAP(Mitogen-activated protein)激酶途径和Jun末端激酶

途径完成的[24-26]. Wang et al [5, 27]在1997年和1998年也

先后揭示了X蛋白介导TBP增多及其诱导RNA聚合酶

启动子都依赖于Ras信号途径的激活. 这些功能

是X蛋白定位于细胞质中完成的[24]. 然而 有证据同样

支持X蛋白可直接与核内的某些转录元件相互作用 作

为一种转录共激活因子诱导特定细胞内启动子.

        Qadri et al [28]研究发现HBx蛋白(pX)在体外直接特定

结合到普遍转录因子TBP 阐明了通过与其相互作用

pX调节转录调控机制的基本原理 该结论有助于解释

pX对细胞内多种启动子反式激活的复杂行为. 并发现当

TBP 羧基端高度保守区域截断后就失去了结合能力

而氨基端缺失未有影响; 缺失体分析显示TBP羧基端高

度保守的含有71个氨基酸的区域对其与pX相互作用必

不可少. pX与TBP作用的最小结合域包括110-143氨基

酸. 不同种的TBP包括酵母属 果蝇属 块茎茄属(土豆)

均与pX结合. ATP非水解类似物能抑制TBP-pX相互作

用 暗示其结合需ATP参与.

        Wang et al [5, 27]研究已证明在表达HBV X蛋白的细

胞中通过Ras信号途径的激活 引起普遍转录因子TBP

明显增多 此作用是通过增强RNA聚合酶 依赖

的启动子活性而实现的. 为进一步探讨调控TBP的作用

机制是否在转录水平上 Johnson et al [29]设计了核连续

分析(nuclear run-on assays)揭示X蛋白能增加TBP基因

转录激活复合物的数量; 对转化和原代肝细胞瞬时转染

分析 发现X蛋白的表达能通过激活Ras信号途径诱导

TBP基因启动子 此机制同时还需要Ral鸟嘌呤核苷酸

分裂刺激因子(RalGDS)和Raf信号参与; 受此启发继续研

究了在原代鼠肝细胞中调控TBP基因启动子的由Ras介

导的下游信号途径. 通过对最具代表性的Ras 效应器

RalGDS Raf和3-磷酸肌醇激酶(PI-3 kinase)的研究发

现 RalGDS Raf任一个激活都能充分诱导TBP启动子

活性 除PI-3激酶外并需要MEK的活化. 另外 明显

不同于Ras激活途径 且不需MEK的另一激活途径 似

乎也能诱导TBP启动子活性. 通过对TBP启动子转录调

控必需区的DNA序列分析得到三块不同的结构域 他

们通过调控RalGDS Raf和依赖Ras不依赖MEK的3种

激活途径而调节TBP启动子活性.Johnson et al [29]的结论

提供了新的证据 即TBP能在转录水平被调控 并鉴

定出3条由Ras介导激活的调控真核细胞调控普遍转录

因子的途径.

3   TBP与丙型肝炎病毒的关系

丙型肝炎病毒(HCV)是正链RNA 病毒 是慢性肝炎

肝纤维化 肝癌的病因[30]. HCV直接与黄病毒属中的

黄病毒和瘟病毒相关 由10 kb 基因组构成 含一个

大的开放读码区 编码3 010-3 033氨基酸多聚蛋白前

体和5 -与 3 - 末端非译码区. HCV 基因组的结构

是从 5 - 非编码区 3-4 个结构蛋白(C E1 E2/

p7) 6个非结构蛋白(NS2 NS3 NS4A NS4B NS5A

NS5B)和 3 -非译码区.

        P53是肿瘤抑制因子  P53蛋白直接诱导基因的表

达并参与细胞周期的调节. 肝炎病毒编码的蛋白也作用

于肝细胞 引起肝脏的损害. 肝炎病毒与P53互相作用

导致肝细胞病变 特别是肿瘤的发生. P53不论是野生

型还是突变型 都可以影响转录 其与 TBP 关系密

切认为是可能的转录调控机制之一. Martin et al [31]报道

从人和酵母克隆的TBP都能与人的P53相互作用. 当与

P53 特异的单克隆抗体和蛋白A- 琼脂糖共孵育时

TBP与野生型或突变型的P53均出现免疫共沉淀反应.

野生型鼠P53也能与人TBP相互作用. 蛋白印迹分析表

明P53和TBP相互作用是直接的. 通过凝胶滞留分析发

现TBP 和野生型或突变型P53 的复合物都能结合到

TATA盒子上. Chang et al [32]通过缺失体分析显示P53的

转录激活域(transcriptional activation domain TAD)能被

分为两个亚单位 分别为1-40和 43-73个氨基酸. 体

外谷胱甘肽S转移酶(GST)Pull-down分析在P53 TAD介

导的体内反式激活和体外P53 TAD与TBP结合活性之

间建立了线性相关. 其研究暗示对于P53 TAD而言至少

TBP是其中一种直接靶体. P53 TAD与TBP(TF D)结

合度是一项控制P53 TAD活性的重要参数. Chen et al [33]

也证实P53既能与TBP也能与部分纯化的TF D协作

结合到含有特定P53结合位点和TATA盒的DNA片段

中 并认为更稳定的P53-TF D(TBP)启动子复合物的

形成可能是P53激活转录的机制.

       由此不难看出 凡能与P53相互作用的因素都会间

接通过TBP而调控基因的表达. 病毒蛋白的功能 有的

抑制P53功能[34-39] 有的增强其功能[40-45]. 目前的研究

发现倾向于HCV编码蛋白多间接或直接通过与P53相

互作用而调节普通转录因子TBP. 如HCV编码非结构

蛋白5A(NS5A) 是一个 56-58 kD磷酸蛋白 产生于病

毒多聚蛋白过程. Qadri et al [46]在研究中阐明了NS5A的

功能特性. 体内免疫共沉淀提示NS5A与TATA结合蛋白

和P53形成异源复合物. TBP和P53突变证实与NS5A结

合减少. 确定功能关系的相关性发现 在体内NS5A抑制

P53和TBP结合到DNA一致的结合序列. 在HCT116P53

(+/+)细胞系 NS5A也抑制P53-TBP和P53切除修复交

叉互补因子3(ERCC3)蛋白与蛋白复合物构成 而且

NS5A抑制P53调节p21(WAF1)启动子和抑制合成启动

子(含多个P53反应DNA元件结合位点).总之 NS5A通

过与P53和TBP功能关系影响细胞的关键过程. 这是解
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释NS5A能产生影响细胞基因表达和细胞生长调节机制

之一. Otsuka et al [47]研究HCV蛋白是否影响P53功能

提示非结构蛋白抑制P53功能 而核心蛋白增加P53 DNA

结合亲和力和转录能力而增强P53功能. Otsuka et al [47]发

现在HCV的7种蛋白中(核心 NS2 NS3 NS4A NS4B

NS5A NS5B) 只有核心蛋白增强了P53转录活性和p21

(waf1)蛋白表达 他可能是P53主要靶基因. 电泳泳动度

迁移率分析(EMSA)认为核心蛋白既增强P53结合DNA的

亲和力又提高了P53自身转录能力. 在GST融合蛋白结

合分析中发现核心蛋白与P53的羧基端相互作用. 另外

核心蛋白也能与hTAF(II)28组成体内外的转录因子复合

物的一种元件. 这些结果表明HCV核心蛋白在HCV感染

期间与P53相互作用并能调节依赖P53的启动子活性.

       TBP 是体内一种重要的普遍转录因子 肝炎病毒

可以直接与其相互作用 或者通过信号转导途径 借助

其他转录因子等机制间接与TBP相互作用 此为肝炎

病毒感染宿主细胞 复制扩散和致病的重要机制之一.

但是 肝炎病毒和TBP的关系还没有完全阐明 还需

要进一步研究.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV) 丙型肝炎病毒(HCV)的感染是世

界范围内导致肝细胞癌(HCC)发生的主要危险因子

HCC在慢性病毒携带者中的危险性增加了100倍. 像所

有肿瘤的发生一样 病毒诱导HCC的发生是多步骤过

程 宿主因素作为始动因素增加肝细胞的增生 随后恶

性化. 信号分子在信号转导过程中起到不可缺少的作

用 常成为外源性蛋白的靶作用目标引起细胞正常生

理活动的改变 如有丝分裂原激活蛋白激酶(MAPK)系

统的干扰往往引起细胞分化 增生 死亡的紊乱. 目前

所知MAPK 超家族包含三条平行的MAPK 级联反应:

ERK JNK/SAPK P38MAPK 途径 以高度保守的

三级激酶级联的形式(MAPKKK-MAPKK-MAPK)转导信

号 他们拥有各自的底物和调节蛋白激酶 接受不同

的信号刺激引起特异的细胞效应 这些信息流之间的

交谈 构成信号转导的网络 使细胞察觉到细胞外

环境的变化做出适当的应答. JNK/SAPK信号转导途径主

要对毒素 炎性细胞因子 紫外线照射 渗透压等

应激信号进行转导 肝炎病毒蛋白作用于 JNK/SAPK

可对细胞的分化 增生等产生影响.

1   JNK/SAPK通路的构成

JNK/SAPK最早作为一个新的54 kDa MAPK蛋白从放线

酮处理的大鼠肝脏中分离出来 由三个分隔的基因 α
β γ相互接合产生的8-10 种同功型蛋白组成 存在
于人类细胞中的 JNK 形式为 JNK1 JNK2 JNK3

(JNK1 2). 在静止的细胞中 JNK通常定位在细胞质

内的微管结构上 一旦被激活即转位核内发挥激酶活

性[1-3]. JNK的部分底物已被鉴定: 结合并磷酸化c-JUN第

63 和 73 位丝氨酸残基 活化后的c-JUN 与核内蛋白

c-FOS 异二聚体化形成AP-1转录因子复合物 使得

c-FOS获得DNA结合能力 增加AP-1驱动基因的表

达. 其中AP-1启动的目标之一就是 c-jun基因本身 所

以c-jun基因的反式激活将引发一个正反馈环[4]. JNK的

同功型蛋白酶还可以激活另外一些AP-1转录因子家族

成员JUNB JUND 转录因子2(ATF2) 与这些转录

因子不同的亲和力可能是产生专一性信号转导的基础.

其他核内靶目标包括三元复合因子ELK-1 血清反应

副蛋白1a(SAP-1a) 他们的活化可致使c-FOS 蛋白

表达的激增[5-6]. JNK/SAPK 具有核转位性质 但不是

所有底物都定位于核内. JNK/SAPK可磷酸化胞质内定

位的T细胞活化核因子(NF-AT4 和 NFATc) 阻碍其

核内的转位及激活. 因此 JNK 在胞质中很可能作为

调节成分影响表达和转录过程[7].

         蛋白质的磷酸化和去磷酸化是蛋白质活性调节的一

种重要方式 普遍存在于细胞的信号转导过程中. 像其

他MAP激酶一样 JNK的活化也是通过上游激酶的磷

酸化来实现的. MAPKK类激酶SEK1(MKK4和MKK7)磷

酸化JNK酪氨酸和苏氨酸位点 因此也称为双特异蛋
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白激酶(DSP)[8]. DSP本身的激活也依赖于磷酸化作用

主要通过两类丝氨酸/苏氨酸激酶: MEKKs和混合系激

酶(MIKs). MLK酶类含有SH3结合域 亮氨酸拉链和小

GTP酶结合域 与这些区域的结合 MLKs 可以汇集

上游多种调节信号到JNK/SAPK通路[9]. 最新报道发现

MLK3可在体内外磷酸化MEK-1 但是MEK的活化并

不伴有ERK的激活 而是引起SEK-1-JNK-JUN的级

联反应. JNK通路持续不断的激活可导致丝裂原激活的

ERK通路信号转导的衰退[10].

        在MAPKKK上游参与构成JNK/SPK信号转导途径

的信号分子包括Ras相关的Roh小GTP酶家族成员 如

Rac1 和 Cdc42 炎性细胞因子如TNF 原癌基因

bcr-abl tpl 2 met her 2/neu ret 和 mas 神

经酰胺 紫外线 丝裂酶素等.

2   JNK/SAPK的生物学功能

JNK参与广泛的生物学过程 包括胚胎发育 细胞凋

亡 / 存活 癌基因表达细胞的转化 血管生成 T 细

胞激活 B细胞增生 细胞因子的产生和炎症的发生.

值得强调的是JNK在这些系统中的作用依赖于细胞系

的类型和相关功能.

2.1 细胞凋亡/存活  在神经生长因子(NGF)诱导分化的

PC12细胞中 MEKK1的表达可激活JNK/SAPK 并导

致ERKs的抑制和细胞的凋亡. 表达 c-JUN的显负性突

变体封闭JNK/SAPK通路可致存活细胞增多 因此JNK/

SAPK被认为介导凋亡事件[11]. 目前已经证实电离辐射

氧化应激 细胞外液渗透压变化及热休克可导致神经

细胞 上皮细胞 血管内皮细胞 多种肿瘤细胞凋

亡的发生 细胞对这些刺激因素的应激反应中均有

JNK/SAPK的激活 并多伴有Bad Bax表达的上调与

Bcl-2 Bcl-xL的表达受抑. 而在一些系统中JNK/SAPK

与凋亡没有一对一的关系 在一些特定的情况下

JNK/SAPK 具有细胞保护剂的活性 促进细胞的存活

和增生. 对于某些导致细胞凋亡的有害刺激的应答 需

要JNK/SAPK的激活以诱导基因转录的改变[12].

2.2 细胞转化  在许多系统中 细胞的转化与 ras/Raf/

MEK/ERK的活性有关 但是JNK/SAPK对细胞表型的

转化同样发挥作用. 研究证明 转染显负性SEK1可阻

碍癌基因ras诱导的JNK/SAPK活性和 ras诱导的转化

在没有EKR参与的情况下野生型SEK1的转染可增加

ras的转化能力[13]. JNK/SAPK促进细胞转化与其作用于

细胞周期元件相关 SV40小T抗原通过刺激细胞周期

素 D1 启动子诱导细胞转化 此事件可被显负性的

SEK1所阻断 说明JNK/SAPK通路具有促进细胞转化

的功能[14]. c-jun的反式激活可能对这种效应非常重要

对应于细胞内的 c-jun病毒癌基因 v-jun可结合JNK/

SAPK 的 区域 该区域介导其自身的转化 并下调

TPA应答元件[15].

2.3 免疫系统的活化  JNK/SAPK通路在T细胞介导的特

异性免疫应答中担任重要的角色. JNK作用于白介素-

2(IL-2)的启动子和增强元件诱导IL-2的表达 进一步

促进T细胞的分化 JNK2以 Th1特异的方式被诱导

并在干扰素 γ (IFNγ )的产生中发挥作用. JNK 可作为
NFATc激酶并磷酸化其蛋白的两个丝氨酸残基 其中

之一为钙调磷酸酶结合位点 JNK1抑制钙调磷酸酶的

结合 导致转录因子NFATc核内转位的丧失 而Th2的

分化依赖于此过程 因此JNK可能在胞质内充当一个调

节成分 负性调节Th2 的分化[16].

2.4 炎症  急性炎症是机体对于微生物入侵和组织完整

性破坏的一种多方面应答 包括血管通透性的改变 炎

性因子的募集 免疫细胞的活化 活性氧的产生 细胞

间基质的消化和修复等许多程序将被启动. 应激活化蛋

白激酶级联对于多种炎性因子 趋化因子的产生及受

体的活化是必需的 如TNFγ 白介素-8(IL-8)和白
细胞趋化因子受体5(CCR5)等. 其他炎性递质如氧化氮

合成酶 基质金属蛋白酶 尿激酶纤溶酶原激活剂的表

达也经此通路得到增加. 环氧化酶 2 的表达也依赖于

JNK/SAPK 的活性 并生成炎性产物前列腺素. 另外

在内皮细胞内的激活可以上调细胞粘连分子如E-选择

素 可能引起炎性细胞募集到炎症区域[17].

2.5 发育  在细胞培养皿中抑制或缺失JNK/SAPK组分

细胞可以继续生存 细胞正常的生长和分化不受影响.

在多细胞的有机体发生 JNK/SAPK组分缺失 将导致

严重的缺陷. 果蝇属的c-JUN同系物DJUN JNK/SAPK

同系物DJNK NKK7同系物HEP的缺失突变 致使早

期胚胎死亡[18]. JNK/SAPK通路对哺乳动物的发育同样重

要 缺失SEK1的小鼠死于子宫内第12.5 d 特别是肝

原性的缺陷不适于进一步的发育[19]. JNK/SAPK通路还参

与哺乳动物免疫系统的发育和分化. SEK1的缺失发生在

淋巴细胞中时 将导致T细胞发育和外周淋巴细胞补给

的缺陷[20].

2.6 肝细胞功能  一些证据指出JNK/SAPK通路对肝脏生

长调节十分重要. 在刺激DNA合成的因素如肝细胞生长

因子 高渗葡萄糖和TNFα作用下 JNK/SAPK将被激
活[21]. 肝细胞的另一激活剂凝血酶作为肝细胞丝裂原在

肝再生中起作用. 由于失去对肝细胞生长因子的反应

SEK1 的缺失导致肝源性缺陷使胚胎发育停止. JNK/

SAPK还参与诱导化学性 代谢性解毒酶的合成[22] 以

及肝移植后的缺血 /再灌注损伤过程.

3   JNK/SAPK与肝炎病毒

HBV是导致肝细胞癌的主要病原体 多种因素包括炎

症因子引起的损伤 肝再生期间的突变累积 DNA修

复的缺陷 病毒 DNA 的整合 细胞癌基因的激活

以及细胞生存通路的诱导涉及肝癌的发生. HBV X蛋白

(HBx)的表达及其肝细胞中多种不同基因表达的异常调

节被认为是HBV感染引起肝细胞癌的重要分子生物学

机制之一. HBx 最早被描述为多种启动子的反式激活
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剂 但其胞质内定位的属性决定该蛋白对包括信号转

导分子的胞质内组分的调节作用. 在细胞质内 HBx表

现为刺激Ras-Raf-MAPK 系统 该系统对转录因子

AP-1的激活作用十分重要. HBx对 JNKs的激活作用导

致由HBx活化的JNK执行的c-JUN氨基端磷酸化作用

引起的AP-1 DNA结合过度的产生和活化 包括瞬时

的c-FOS蛋白从头合成和c-JUN的持续合成. 新的 c-

JUN合成可被共表达的MAP激酶致活酶(MEKK-1)所阻

断 这就证明HBx通过激活JNK信号途径促进c-JUN

的合成. HBx对 JNK途径的活化作用导致c-JUN二聚体

复合物积累[23].

        JNK/SAPK 通路被证明是Fas介导凋亡的细胞存活

通路 JNK/SAPK 激活 c-fos/c-jun引起的转录 有利

于G0/S 细胞周期的转变 保护细胞在血清饥饿时的存

活[24]. 有实验证实HBV慢性毒株的X蛋白通过上调JNK/

SAPK途径抑制Fas介导的凋亡 Fas介导的凋亡被认

为是导致肝脏疾病时肝细胞损伤的主要机制之一. 酶学

分析显示JNK/SAPK在细胞内的活性被HBx高度上调

在正常小鼠纤维母细胞 人类原代培养肝细胞和p53

缺乏小鼠红白血病细胞中表达HBx 可防止细胞死亡

而在JNK通路上游激酶SEK1 缺失的细胞中 无论有

无HBx的存在都将形成Fas介导的凋亡. 说明HBx的抗

凋亡作用并不依赖于p53 SEK1相关的JNK/SAPK途

径为HBx拮抗Fas 介导的凋亡所需要 HBx直接或间

接抑制caspas3 8 活性及细胞色素C从线粒体中的释

放. 免疫共沉淀和共聚焦免疫荧光显微镜观察到HBx与

胞质内蛋白MEKK1 SEK1 JNK/SAPK 蛋白共同定

位 HBx的存在可能在不影响SAPK/SEK1转录表达水

平的基础上提高这种激酶复合物的活性[25].

        MAPK/ JNK及其介导的细胞内信号转导也是HCV

蛋白作用的重要靶位. 在四环素诱导的 Tet 缺失的

HepG2系统中核心表达激活JNK有丝分裂原激酶诱导

MAPK磷酸酶MKP1的表达 细胞发生增生. 此过程伴

有c-Jun和ATF2而非ELK-1和 c-Fos 的激活 AP-1

的激活也并不依赖于c-Fos 全长或N末端截短的HCV

核心蛋白发挥相同的效应 促进HCV感染的肝细胞瘤

性转化[26].
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0   引言

在病毒性肝炎的发病机制中 病毒蛋白对肝细胞信号转

导通路的影响是病毒感染以后形成慢性感染 肝纤维

化 肝细胞癌的重要的分子生物学机制 对于慢性肝炎

的预后也有重要意义[1-3]. 细胞外信号调节激酶(extracellular

signal-regulated kinase ERK)是丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase MAPK) 亚族之一. MAPK

是生物体内重要的信号转导系统之一 参与介导生长

发育 分裂 分化 死亡以及细胞间的功能同步等多

种细胞过程. 在哺乳动物细胞中已发现和克隆了ERK

JNK/SAPK p38/RK ERK5/BMK1 四个MAPK亚族.

这些MAPK能被多种炎性刺激所激活  并对炎症的发

生 发展起重要调控作用. MAPK对细胞从整个G1期到

S期起决定性作用. 具有双重特异性的MAP激酶的激酶

(MEK1 和 MEK2) 磷酸化和激活后 可以激活ERK1 和

ERK2. 激活的ERK可使许多效应蛋白磷酸化 这些效

应蛋白包括细胞进展至S期所必需的蛋白表达的转录因子
[4]. MAP激酶系统很明显在细胞周期的G1期起作用 也可

能在G2/M期起作用. 已经证明细胞进入有丝分裂期后

内源性ERK1和ERK2生化活性降低[5-6] 也有人认为正

常的MEK/ERK活性对细胞进入有丝分裂期是必需的[7-8].

1   ERK与乙型肝炎病毒

乙型肝炎病毒(HBV)对肝细胞信号转导系统的影响

不仅是HBV蛋白对肝细胞中信号转导的影响 还包括

肝细胞蛋白与HBV DNA调节序列的结合及调节. 但是

HBV 蛋白对于肝细胞信号转导通路的影响是HBV 感

染以后形成慢性病毒感染 肝纤维化及肝细胞癌的重

要的分子生物学机制. 乙型肝炎病毒X(HBx)蛋白是一种

具有双重作用的转录激活因子 在培养细胞中表达后

可在细胞质刺激信号转导途径和细胞核内的转录因子

中起到转录激活作用. 在细胞质内 HBx 表现为刺激

Ras-Raf-MAPK系统 HBx与MAPK信号转导系统的

作用在HBV的各种蛋白中表现十分明显 这可以部分

解释其转录激活作用机制[9].

        Benn et al [10]发现HBx蛋白对ERKs和 c-Jun氨基端

激酶(JNKs)有刺激作用. JNK被HBx活化后  c-Jun氨基

端发生磷酸化 引起AP-1 DNA结合活度的产生和活

化 包括瞬时的 c-Fos蛋白的从头合成和 c-Jun的持

续合成. 新的 c-Jun合成可被共表达的MAP激酶致活酶

(MEKK-1)所阻断 这就证明HBx通过激活JNK信号途

径促进c-Jun的合成. c-fos基因与Raf-C4共表达  Raf-

C4发生接触反应突变后可阻断 c-fos的活性 表明HBx

通过作用于Ras-Raf途径产生c-Fos. HBx对 ERK和JNK

途径的活化作用导致AP-1-c-Jun二聚体复合物积累.

        Nijhara et al [11]通过研究发现 伴随病毒核蛋白颗

粒介导的HBV DNA的传递 很大一部分肝细胞以剂量

依赖性方式表达HBx蛋白 进而导致肝细胞的ERK活

性明显增强. HBx诱导的ERK活性可持续30d.有趣的

是 发现 c-Jun 氨基末端激酶(JNKs)活性也可以持续

30d.这种构成的ERK和 JNK激活作用作为HBx持续表

达的结果也导致更下游元件刺激作用的持续 例如 c-

Jun和 c-Fos蛋白水平的增高伴随激活蛋白1结合活性

的持续诱导.

        HBx也可通过刺激细胞内的信号转导途径调节转录

作用. Henkler et al [12]研究了HBx对MAP激酶(Erk)和

JNK/SAPK激活作用的效率 证实在静止细胞中对Erk/

MAP激酶有刺激作用. 然而 在分离的细胞中 AP-1独

立的Erk激活作用和c-Jun (丝氨酸-63)的磷酸化作用

可被HBx诱导 而对Erk-2则不同. 这些证据提示HBx

杂乱的激活Erk和JNK应答途径 这种对信号系统的全

面作用可能受外部丝裂原刺激素影响.

2   ERK与丙型病毒性肝炎

丙型肝炎病毒(HCV)是一种正链RNA病毒 其致病机

制与DNA病毒和逆转录病毒有明显的区别. MAPK/ERK

及其介导的细胞内信号转导是HCV蛋白作用的重要靶

位.通过与ERK的作用 HCV核心蛋白与MEK相互作

用影响细胞的有丝分裂过程. 在有丝分裂期间MEK与

ERK有活性分离现象. 有丝分裂的MEK1活性和其与

ERK活性的分离作用依赖于细胞周期蛋白B-Cdc2的激

活. 这种分离作用有许多机制. MEK1 的氨基末端区域

包含一个ERK 结合区 这个区域的突变 由于炭疽
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毒素致死因子或胱冬肽酶引起的蛋白分解缺失 导致

MEK1 激活ERK 的能力消失[13-14]. 不论在何种细胞

ERK结合区的缺失都可以完全抑制细胞质ERK的活性

但是对MEK1DN51激活的细胞膜结构的ERK来说 ERK

结合区并不是必需的. 这种现象可能的机制为由于支架蛋

白(例如MP-1)可同时结合MEK 和 ERK 因此可从

MEK1DN51补偿ERK结合区缺失的影响[15]. 然而 截短

型的MEK1DN51在有丝分裂期激活膜结合ERK的能力

消失 说明抑制MEK对ERK激活能力的还有另外的有

丝分裂特异性机制. 由于ERK可以上调细胞周期蛋白B-

Cdc2抑制剂WEE1激酶 因此可以延长进入有丝分裂期

的时间[16-17]. 可以推测膜相关的有丝分裂激活因子MEK1

除了ERK之外还可能调节其他因子.

        HCV核心蛋白具有致瘤特性 但是其具体机制仍

不很清楚. 为阐明HCV核心蛋白激活MEK-ERK途径的

确切机制 Fukuda et al [18]在一些细胞系中瞬时表达HCV

蛋白 并且应用Gal4-Elk1萤虫素酶测定法 体内MAPK

激酶测定及斑点杂交分析研究信号转导途径. 结果发现

当面对丝分裂素信号时 HCV核心蛋白在MEK下游增

强Elk1的激活作用 而对ERK活性和Elk1的磷酸化作

用并无影响. 这些证据表明 HCV核心蛋白可能通过作

用于典型的磷酸化作用过程中激活Elk1. Giambartolomei

et al [19]发现在表达HCV核心蛋白的稳定细胞系中响应

EGF 的Raf/MEK/Erk 途径的持续激活.HCV基因型1和

3的核心蛋白激活MEK1 和Erk1/2 MAP激酶 并且在

血清缺乏条件下通过体外激酶测定内源性的Raf1 和免

疫检测过磷酸化的Erk1 和 Erk2 发现HCV核心蛋白

的表达引起Raf1和MAP激酶基础活性增高. 此外 Erk1/

2和下游转录因子Elk-1的响应有丝分裂刺激物EGF的

活性显著延长. HCV核心蛋白直接激活MAP激酶系统

的能力和延长其响应有丝分裂刺激物的活性可能促成

HCV感染的肝细胞致瘤性转化.

        Yao et al [20]发现HCV核心蛋白通过抑制ERK和MEK

的磷酸化作用抑制补体依赖的调节途径的人T淋巴细

胞应答. 补体蛋白参与对抗病原体的早期先天的免疫应

答 并且在清除宿主血液循环内的病毒抗原起到重要

作用. 当感染HCV后 个体首先在血液循环中表达的是

HCV核心蛋白 他可以通过与补体C1q受体的球状区

域(gC1qR)的相互作用抑制人T 细胞的增生. 为研究

HCV核心蛋白/gC1qR诱导的对T细胞增生的抑制作用

的机制 Yao et al检测了在T细胞激活早期阶段核心蛋

白的作用. HCV核心诱导的ERK/MEK有丝分裂素激活

蛋白激酶的功能缺陷导致IL-2 和 IL-2Rα基因转录抑
制 这种抑制作用会导致白介素2(IL-2)产生和白介素

2受体(IL-2R)表达的抑制. 重要的是 抗- gC1qR抗体

处理后具有逆转HCV核心诱导的抑制ERK/MEK磷酸

化作用的能力 这就提示HCV核心和gC1qR的相互作

用可以干扰ERK/MEK丝分裂素激活蛋白激酶的活化.

这些结果说明HCV核心诱导的以补体依赖方式对T细

胞活化的阻碍作用对病毒感染后HCV的持续存在起到

主要作用.

         Zhu et al [21]通过研究发现白介素-1(Interleukin-1

IL-1)在慢性丙型肝炎患者体内的产量下降 说明IL-1

与丙型肝炎病毒的清除有关. 应用亚基因组复制细胞系

他们发现IL-1可以有效的抑制亚基因组RNA复制及病

毒蛋白表达 这种抑制效应与ERK的激活作用有关.

         MAPK/ERK与细胞的增生和组织的增生过程密切相

关. 赵兰娟 et al [22]应用人肝癌细胞系HepG2进行了研究.

HepG2细胞中MAPK/ERK蛋白在受到HCV E2蛋白的

刺激以后发生磷酸化修饰 而且MAPK/ERK的磷酸化

与作用的HCV E2蛋白的浓度有关 是一种剂量和时间

依赖性的效应. MAPK/ERK在HepG2受到HCV E2蛋白

的刺激后被激活 表明HCV E2参与了细胞内信号转

导 而且可能在HCV感染的致病过程中发挥重要作用.
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0   引言

在慢性病毒性肝炎的发病机制中 病毒蛋白对肝细胞

信号转导通路的影响是病毒感染以后形成慢性感染

肝纤维化 肝细胞癌的重要的分子生物学机制 对于

慢性肝炎的预后也有重要意义. 激活蛋白1(AP-1)对于

病毒性肝炎的发病机制有重要意义 他最先被发现作

为一种转录因子通过佛波酯肿瘤启动子乙酸盐( TPA)介

导金属硫蛋白 II 基因的产生 因此他的识别位点被称

为TPA响应元件(TRE)[1]. 之后发现AP-1活性可被许多

其他的刺激剂包括生长因子 细胞因子 T细胞活化

剂 神经递质和紫外线诱导产生[2]. 病毒性肝炎的病毒

蛋白通过与AP-1的相互作用可以部分解释病毒感染发

病的分子生物学机制.

1   AP-1参与转录调控的分子生物学机制

诱导AP-1活化可通过提高AP-1组分的丰度和激活其

活性. AP-1 是Jun和Fos家族序列特异性转录激活剂. 通

过使Jun和Fos DNA结合蛋白互相结合成同二聚体或异

二聚体结合到一个通用的位点而发挥转录激活作用. 一

些顺式元件响应一系列细胞外刺激素的刺激介导c-fos

的产生[3].  一种 cAMP 响应因子响应神经递质和应用

cAMP或Ca作为第二信使的多肽激素刺激分别激活蛋

白激酶A(PKA)或钙调素依赖的蛋白激酶[4]. 一种血清响

应因子(SRE)介导生长因子 细胞因子和其他刺激丝裂

原激活蛋白激酶(MAPK)活化因子诱导的c-fos产生 和

Sis通过刺激激活JAK的蛋白激酶活性诱导增强子产生[5].

综合上述 不难理解几乎任何可能的细胞外刺激物可

诱导c-Fos 的快速产生.

        AP-1组分通过他们的磷酸化作用来调节翻译后的

调控形式已在c-Jun c-Fos和ATF2中证实 在其他Jun

和 Fos 蛋白中也有类似的调控方式. 对于 c-Jun 紧靠

其基序的磷酸化作用位点通过c-Jun同型二聚体而不是

通过c-Jun/c-Fos异二聚体抑制DNA结合[6]. 另一方面

c-Jun 在反式激活区域Ser-73和 Ser-63的磷酸化作用

使其同型二聚体和与c-Fos形成的异二聚体都具有转录

激活作用[7]. 这些不能影响DNA结合活性的氨基酸残基

被新发现的MAPK家族成员Jun或 JNKs磷酸化[8]. 到目

前为止 JNKs是可以有效的磷酸化c-Jun氨基末端的

惟一的蛋白激酶 ERK1 或ERK2都不能磷酸化c-Jun

氨基末端刺激位点 相反可以磷酸化靠近DNA结合区

羧基末端的抑制位点[9]. 被 PKA代替 JNK磷酸化c-Jun

的特异性突变体(Ser-73 磷酸化而Ser-63 很少)有直接

的反式激活功能[10]. 磷酸化作用可以通过CREB结合蛋

白(CBP)的募集来使c-Jun具有转录激活活性 CBP由

于其结合到磷光体 CREB 另一种被 PKA 激活的

bZIP 转录因子而得名[11].  伴随着氨基端位点的磷酸

化 c-Jun 可以结合 CBP  并且CBP使其具有转录激

活作用[12]. CBP连接CREB或 c-Jun的磷酸化活性区域

到基本转录激活结构.

2   AP-1与乙型肝炎病毒

乙型肝炎病毒(HBV)感染为慢性病毒性肝炎的常见原因.

Lee et al [13]研究发现HBV基因增强子1(Enh I)上有特异

的AP-1结合位点. 病毒蛋白和一些其他的激活因子可

通过与AP-1结合位点的作用调控HBV的转录与表达.

与 Jun和Fos家族的相互作用也是影响AP-1功能的重

要方式.
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        整合的HBV DNA可编码两种转录激活因子: HBxAg

蛋白和前-S2激活剂. 前 -S2激活剂的激活功能基于其

细胞质内前-S2 区定位. 前 -S2 区有PKC依赖的磷酸

化作用.前-S2区可结合蛋白激酶C(PKC)α/β并且激发
PKC依赖的c-Raf-1/MAP2激酶信号转导系统的活化

最终导致转录因子如AP-1和NF-κB的激活. 此外 通
过这种信号系统的激活 前-S2激活剂引起肝细胞增生

率增加. 依据致癌作用的二步方式(起始和加速) 前-S2

激活剂可以通过激活PKC/c-Raf-1/MAP2激酶信号级

联系统起到类似肿瘤启动子的功能. 这样一种多阶段的

进程在肝细胞癌(HCC)的潜伏期内可能长期起作用[14].

         HBxAg蛋白引起的不同细胞基因的转录激活作用是

HBV相关的肝细胞癌发生机制之一[15]. HBxAg蛋白是一

种具有双重作用的转录激活因子 在培养细胞中表达

后 他可在细胞质刺激信号转导途径和细胞核内的转

录因子起到转录激活作用. 在细胞质内 HBxAg表现为

刺激Ras-Raf-MAPK系统 这个系统对转录因子AP-1

的激活作用十分重要[16]. Lee et al研究了HBxAg与潜在

的致癌物和反式激活病毒早期蛋白如Ad5 E1A HPV-

16 E6和 SV40 T的相互作用. 在HBxAg存在下 只有

HPV-16 E6对EnI有明显的的协同反式激活作用. 进一

步应用EnI 启动子的缺失 异种启动子和突变来分析

HPV-16 E6的功能 结果显示这种协同效用由EnI上

的E因子的AP-1位点介导 通过直接激活AP-1的活

性来实现 这就证明了HBV 感染的细胞伴随其他病

毒感染如HPV-16能够增强HBV和其他癌基因在增强

子的AP-1位点的转录激活作用. HBxAg也可通过刺激

细胞内的信号转导途径调节转录作用. Henkler et al [17]

研究了HBxAg对MAP激酶(Erk)和 JNK/SAPK激活作

用的效率 证实在静止细胞中对Erk/MAP激酶有刺激

作用. 然而 在分离的血细胞中 AP-1独立的Erk激活

作用和c-Jun(丝氨酸-63)的磷酸化作用可被HBxAg诱

导 而对Erk-2则否. 这些证据提示HBxAg杂乱地激活

Erk和 JNK 应答途径 这种对信号系统的全面作用可

能受外部的丝分裂原刺激素影响.

        HBxAg启动子被认为是可被HBxAg蛋白本身自动调

节 也可以与许多细胞调节蛋白相互作用. Choi et al [18]

应用X启动子氯霉素乙酰基转移酶质粒与转录激活因

子2(ATF2)表达载体共转染HepG2 细胞研究了ATF2

对X启动子的作用. HBxAg在HBV E区活化AP-1介导

的转录作用 这种转录活性在ATF2存在时被抑制 提

示ATF2 通过抑制AP-1 介导的HBxAg 基本转录位点

抑制X启动子的自活化. 由于AP-1和ATF2的结合位

点在HBV E区有重叠 ATF2对X启动子的抑制作用

通过ATF2-Jun异二聚体与AP-1因子竞争结合位点来

实现. 然而 少部分X启动子有一个ATF2结合位点

可以被ATF2 激活. 这些证据提示 X 蛋白的合成被

ATF2 特异性的调节.

        Choi et al [19]应用氯霉素乙酰转移酶(CAT)系统发现

胰岛素以剂量依赖作用刺激HBV X启动子的转录活性.

一种阻止AP-1结合到E位点的突变可以去除胰岛素对

HBV X启动子的激活作用. 另外 在HepG2细胞中 胰

岛素通过作用于HBV的E位点和与AP-1相同的结合

位点激活极少量的胸腺嘧啶核苷激酶(tk)基因启动子的

活性. 应用胰岛素处理的HepG2细胞核提取物移动迁移

率电泳分析(EMSA)发现 胰岛素实际上增强核蛋白结合

到HBV E位点和同样的AP-1结合位点. HBV E和AP-1

的低聚核苷酸是这种结合作用的有效竞争剂. 这些结果

说明胰岛素通过HBV EnI的AP-1结合位点提高HBxAg

蛋白的表达. 因此推测胰岛素可能通过与其他细胞癌基

因相互作用增大 HBV 感染细胞发展为肝癌过程中

HBxAg的作用. Banerjee et al [20]发现在HBV感染细胞

中 应用黄曲毒素B(AFB)和苯并芘(BP)处理 24 h 后

HepG2细胞中AP-1升高5-10倍 同时HBsAg也增加.

提示一些致癌物质诱导的转录激活因子可能影响病毒

的致癌作用 引起细胞癌变.

3   AP-1与丙型肝炎病毒

丙型肝炎病毒(HCV)感染后 进展为慢性病毒性肝炎

和HCC的频率相对较高. 但是他的分子生物学机制还不

是很清楚. 既往研究发现 持续表达HCV核心蛋白的

转基因小鼠经常发展为HCC 提示核心蛋白在HCC形

成过程中可能起到重要作用. HCV核心蛋白核包含定位

信号区类似序列 并且对细胞的新陈代谢有多种作用

在转录调控 细胞凋亡和恶性转换中扮演重要角色[21].

         Meng et al [22]应用报道基因测定显示极少量的MCP-

1启动子翻译起始位点上游128个核苷酸对HCV介导

的活化作用是最佳的. 应用EMSA分析和抗-AP-1抗体分

析发现HCV诱导在这一区域的AP-1结合活性. 转染的全

长HCV-S1上调AP-1结合活性和的转录. Kato et al [23]研

究了7种HCV蛋白(核心蛋白 NS2 NS3 NS4A NS4B

NS5A和NS5B)和 4种HBV蛋白(前-C C 聚合酶 X

蛋白). 发现在这11种蛋白中 HCV核心蛋白对细胞内

信号系统影响最强 尤其是NF-κB AP-1 SRE 相
关信号途径 其水平较这些信号途径公认的反式作用因

子HBxAg蛋白要强. 此外 HCV核心蛋白通过NF-κB和
AP-1激活IL-8启动子. HCV核心蛋白与JNK和MAPKK

有协同激活作用 而JNK和MAPKK可以调节AP-1的

活性 这就提示HCV核心蛋白可能通过JNK和MAPKK

共同激活AP-1[24]. Tsutsumi et al [25]研究发现在HCV感

染相关HCC 中 c-Jun 氨基末端激酶 AP-1 的活性

及下游的效应因子活性均升高 因此 体内细胞因子的

表达伴随AP-1 的激活和核心蛋白的表达可能在持续

HCV感染的肝细胞恶性转化中可能有重要作用.

        许多研究提示HCV非结构蛋白5A(NS5A)与HCV感

染后对干扰素 α(IFN-α)治疗的抵抗作用有关. Polyak et
al [26]研究发现 NS5A在人细胞内的表达诱导白介素-

8(IL-8) mRNA和蛋白的产生 并且这种效用与在体外
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检测到的抑制IFN的抗病毒作用有关. NS5A诱导由IL-

8启动子诱导的报告基因的复制 并且 IL-8启动子的

最初的133 bp是NS5A反式激活作用所必须的最小片段.

NS5A- N110 和 NS5A- N222刺激IL-8启动子的产

生比NS5A全蛋白水平更高. 另外 IL-8启动子的诱发

突变提示NF-κB 和 AP-1 对肿瘤坏死因子 α存在下
NS5A- N222的反式激活有重要意义 并且NF-IL-6

可以抑制这种作用. 这就提示AP-1在HCV感染后对

IFN-α治疗的抵抗作用方面起到一定的作用.
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0   引言

磷酸化和去磷酸化是蛋白质调节其功能 活性的一种

重要方式 有些蛋白质在磷酸化状态时具有活性 而在

非磷酸化状态时没有活性 如丝裂原激活蛋白激酶

(MAPK)等 而有些蛋白质则相反 在磷酸化状态时没

有活性 而在非磷酸化状态时具有活性 如转录因子

IκBα的抑制活性.蛋白质通过磷酸化-去磷酸化调节功
能 活性并进而影响细胞的很多生命过程. 哺乳类动物

的蛋白激酶可以分为两个主要家族: 磷酸化丝 /苏氨酸

残基的丝/苏氨酸激酶或者磷酸化酪氨酸残基的酪氨酸

激酶. 激酶的主要功能是通过细胞对外部信息功能性反

应来参与信号转导过程 在所有的激酶中 MAPK 系

统介导细胞的生理 病理改变 在细胞增生 恶性转化

和应激应答的调节中具有重要作用[1-2] 其在进化过程

中具有高度保守性 并且对许多细胞功能都是必需的[3].

MEKK1 是MAPK 信号转导系统中的一员 他可以激

活其下游的细胞外信号调节激酶(ERK)MAPK途径 c-

Jun氨基端激酶 /应激活化蛋白激酶(JNK/SAPK)MAPK

途径 还可以激活NF-κB JAK-STAT 途径 从而
使细胞各信号转导系统互相影响 调节. 另外 MEKK1

可以与乙型肝炎病毒(HBV)以及丙型肝炎病毒(HCV)相

互作用 在他们的致病(癌)过程中具有重要作用 对

MEKK1 及整个MAPK 信号转导系统的理解将有助于

进一步明确病毒性肝炎的发病机制 以及开辟新的抗病

毒治疗方案 为提高病毒性肝炎的诊疗水平铺平道路.

1   MEKK1的功能

MEKK1 属于MAPKKK (MAPK 激酶激酶)家族成员

1993年由于其与酵母MEKK酶Ste11p序列具有相似性

而被克隆 鉴定出来 全长cDNA分析说明MEKK1是

195 kD的蛋白 其羧基端为催化区 可以磷酸化与其结

合的蛋白 氨基端为调节区 介导了蛋白-蛋白相互

作用并影响其行为与功能. 他的出现说明除了Raf 还有

其他的途径激活ERK途径 MEKK1对细胞的生存 凋

亡的调控相当重要 可以调节转录因子 死亡受体及其

配体的表达[4]. Bonvin et al [5]通过对比全长MEKK与

MEKK结构域介导的反应的观察 发现MEKK与其结

构域在激活NF-κB ERK MAPK 途径 JNK/SAPK
MAPK途径的模式 甚至在细胞增生 凋亡方面都截然

不同 缺失突变说明MEKK的氨基端结构域决定了不

同的细胞内信号转导途径及细胞反应的特异性及力度.

        MEKK1的激活物有许多 从而可以与许多信号转

导途径相联系. Kim et al [6]报道了糖原合酶激酶3β(GSK3β)
结合蛋白阻断了GSK3β对于MEKK1 的激活 从而介
导了MEKK1的激活而启动了相应的信号转导途径 说

明了GSK3β是MEKK1天然的激活剂.MEKK1受到刺激
以后被激活 通过一系列级联反应导致了细胞骨架及细胞

形状的改变. MEKK1磷酸化激活MKK(MAP/ERK激酶)

1和MKK4(SEK1) 导致了ERK1/2 和 JNK/SAPK 的激

活 其中MEKK1亚结构域X的残基对于其介导的MKK4

的激活是非常关键的[7]. MEKK1有一个植物同源性结构

域(PHD) 为一环指样结构 具有雌三醇(E3)连接酶活

性 位于PHD内的半胱氨酸441突变为丙氨酸(C441A)后

抑制了MEKK1的广泛分布 从而影响了MEKK1酶活

性的激活 抑制了其下游一系列的级联信号转导途径

使得MEKK1具有阴性调节ERK1/2的机制[8-10].

       JNK/SAPK MAPK途径参与了多种应激反应 诸如

缺氧 冷休克 高渗所介导的反应.在哺乳细胞内有3个

JNK/SAPK 编码基因 许多不同的 JNK/SAPK 蛋白是

通过不同的剪切产生的. 调节 JNK/SAPK的一个重要的

上游激酶是MEKK1 他直接与 JNK/SAPK 结合 说

明其与这个途径有着重要的调节关系. MEKK1受其上

游 MAPKKK 激酶所调节 如 Nck- 相互作用激酶

(NcK)和生发中心激酶(GCK)等 主要与MEKK1 的氨

基端相互作用.MEKK1 的调节相当复杂 因为他与众

多的蛋白相互作用 如MKK4 人类T细胞亲淋巴病毒

型(HTLV-1)产生的一种变形蛋白 14-3-3蛋白 Raf-

1 p115 RhoGAP Rac和Cdc42小GTP酶等 其中一些

可以介导MEKK1 催化区的去抑制或启动自激活[ 11 ].

MEKK1 在其活化状态时 仍然具有大量的可磷酸化

位点 MEKK1 催化区核心激活环内的两个苏氨酸残

基对于酶活性的激活是必需的. Gallagher et al [12]提出

了MEKK1 介导的 JNK/SAPK 激活模型: MEKK1 与

MKK4 结合 形成了复合体 MKK4 与 MEKK1 的

酶结构域结合 而当MEKK1 被激活后MKK4 就与

之分离 JNK/SAPK 与MEKK1 距离氨基端约62-70

残基的D结构域(由疏水氨基酸残基组成)结合. p21激活

激酶(PAK)1 能够磷酸化MEKK1的 JNK/SAPK结合结

构域D的丝氨酸67残基 从而改变了D结构域的状态

降低了MEKK1 与 JNK/SAPK 的亲合力 因此 JNK/

SPAK未被激活.而当 JNK/SAPK 未与MEKK1结合时

MKK4 会磷酸化自身的视黄醛X受体 从而使丝氨酸

67 去磷酸化 恢复了 JNK/SAPK 与MEKK1 的结合.

        MEKK1 还可以激活NF-κB JAK-STAT 途径.
Janus激酶-信号传导与转录活化因子信(JAK-STAT)负

责细胞外多肽或细胞因子刺激信号通过跨膜受体的转

导 直接作用于细胞核中的基因的启动子序列 不需要

第二信使进行转录调节 从进化角度看 从低级的真核

细胞到人类 这一信号转导通路都是高度保守的[13]. 到

目前为止 在哺乳动物细胞中共鉴定了7种STAT蛋白

其中STAT3可以被MAPK家族所激活 (磷酸化STAT3的

丝氨酸-727) 说明了MAPK级联与 JAK-STAT途径

存在着交互作用. Lim et al [14]研究说明MEKK1介导了

STAT3内的酪氨酶-705和丝氨酸-727的双磷酸化 从

而激活了STAT3. Zhou et al [15]研究表明Ras通过激活AP-

1途径和增加NF-κB 转录功能来调节TNFα趋化因子
的表达 而MEKK1 对AP-1 和NF-κB都具有激活作
用. IKK(IκB 激酶 是NF-κB 激活的一个关键激酶
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IKK 激活后 磷酸化 IκB(NF-κB 的抑制剂) 去除
IκB 对NF-κB 的抑制 使NF-κB 易位于核内并引起
了免疫反应 病毒感染和凋亡过程中大量基因表达. 而

瞬时转染活化的MEKK1 可以磷酸化并激活 IKK

进一步激活NF-κB. 另外Purcell et al [16]还发现HBV X
蛋白可以不通过 IKK 而激活NF-κB.

2   MEKK1与慢性病毒性肝炎

凋亡(apoptosis) 又称为程序化细胞死亡(programmed

cell death PCD) 是多细胞有机体为调控机体发育

维护内环境稳定 由基因控制的细胞主动死亡过程 其

形态学特征: 细胞核的变化为染色质凝聚 核碎裂; 细

胞质的变化为细胞质浓缩 细胞器肿胀 膜皱褶 凋亡

小体形成. 在慢性肝炎病毒致病的过程中 凋亡起着重

要的作用.

        Boldt et al [17]使用MEKK1的酶切片段来激活JNK

用Raf-1的Ras结合结构域(RBD)来抑制Ras-ERK途径

另外还设计了RBD-MEKK1 融合蛋白来激活 JNK 途

径 同时阻断ERK途径 他们发现MEKK1蛋白以及

RBD 单独都能够减少细胞系的克隆生成 而RBD-

MEKK1 融合蛋白介导凋亡的效率却很低 其原因是

RBD-MEKK1酶活性较低 运用Ras 和Raf-1的突变

形式说明RBD-MEKK1融合蛋白酶活性低是由于与Ras

蛋白的结合. MEKK1过度表达导致了三个MAPK家族

JNK ERK p38的强烈的激活 而通过协同表达MKK4

的阴性突变形式或是MEK p38的抑制剂都不能阻断凋

亡 从而说明MEKK1 介导的凋亡是通过下调所有的

MAPK 信号途径 而不是激活单独的途径.

       凋亡的诱导开始于线粒体上 使其渗透性发生变

化从而释放凋亡蛋白进入胞质内 进一步发生凋亡的

生化和形态学改变. MEKK1也涉及了这过程 Gibson et

al [18]通过实验说明了MEKK1引起的渗透性改变是因为

其开放了渗透性转换孔(PT pore) 而抑制PT孔的开放

和活性氧簇产生可以有效的减少MEKK1介导的调亡.

然而 MEKK1的过度表达却不能引起线粒体释放细胞

色素 C或激活caspase 9. 既然Bcl 2调节了线粒体内的

变化并且阻断了MEKK1介导的凋亡. 他的激活可以介

导死亡受体 如Fas和死亡受体4 5表达的增加 进

一步激活转录因子 如NF-κB 从而导致了caspase
激活的凋亡. MEKK1诱导的凋亡涉及了MEKK1被剪切

为一个91 kD 的酶片段 依赖于 caspase 3 样的分子.

MEKK1剪切型的过度表达相对于其全长来说更加有利

于激活caspaes 介导凋亡. MEKK1通过SEK1激活SAPK

他被前凋亡蛋白酶caspase 3 (CPP32)在D68(DTVD68/G)

位点上所剪切 剪切型的MEKK1改变了蛋白的分布状

态 caspase 3可以阻断由Fas配体激活的SAPK和MEKK1

途径 却不能阻断细胞快速的应激反应 应激因子介导

的SAPK信号不依赖于caspase 3的功能. Deak et al [19]认

为MEKK1 的激活存在着两种途径 一种为快速途径

不依赖于蛋白酶.另一种为慢速激活 涉及了剪切型

MEKK1的释放和caspase 3 的激活.

        HBV持续性感染是导致人类肝脏疾病的主要因素

之一 并且与原发性肝癌(HCC)明显相关 目前世界约

有4亿人感染了HBV. HBV x基因编码17 kD(154 aa)的

HBx蛋白(HBxAg) 他具有多种活性 包括反式激活病

毒 宿主细胞基因 与p53结合 抑制DNA的修复 刺

激信号转导途径等 在HBV致病过程中发挥重要的作

用. 凋亡是HBV感染导致慢性疾病的重要机制之一. 在

病毒复制期间 HBxAg可以使得细胞对凋亡非常敏感

而不依赖于其他的HBV基因. 细胞对于高剂量的肿瘤坏

死因子 α(TNFα)介导的凋亡的耐受 由于HBx的表达
而变得非常的敏感. HBxAg 表达可以抑制细胞受到抗-

Fas 诱导的 caspase 3 和 8的活性 抑制线粒体细胞色

素c的释放. 共沉淀和共聚焦荧光显微图像分析结果表

明HBxAg 与细胞质中含有MEKK1 SEK1 SAPK

14-3-3蛋白复合体的共同分布. HBxAg是一个多功能的

蛋白 可以激活Ras-Raf-MAPK和蛋白激酶C转导途径

延迟性激活MEKK1/JNK途径 刺激RNA多聚酶II III

的转录以及结合 激活一些转录因子 而且HBx可以刺

激静止细胞进入细胞周期. Su et al [20]研究显示HBxAg介

导的凋亡是通过迟发性激活N-myc和MEKK1的途径产

生的 而不是通过上调肿瘤坏死因子(TNF)受体  抑制

HBx激活N-Myc或MEKK1可以使细胞死亡受到阻断.

       丙型肝炎病毒(HCV)是一种正链RNA病毒 其致

病机制与DNA病毒和逆转录病毒有明显的区别[21-23].

MAPK/ ERK及其介导的细胞内信号转导是HCV蛋白

作用的重要靶位. HCV核心蛋白的表达可以激活ERK

和 p38 MAPK 诱导MAPK 的磷酯酶MKP-1 的表达

和细胞增生[24].  HCV 基因型 1 和 3 的核心蛋白激活

MEK1 和 ERK 1/2 MAPK 在血清饥饿条件下 通过

体外激酶测定内源性Raf-1和过磷酸化的ERK 1 /2 的

免疫检测 发现HCV 核心蛋白的表达引起Raf-1 和

MAPK基础活性增高. 此外 ERK 1/2和下游转录因子Elk-

1的响应有丝分裂刺激物EGF的活性显著延长. HCV核

心蛋白直接激活MAPK系统的能力和延长其响应有丝分

裂刺激物的活性可能促成HCV感染的肝细胞致瘤性转

化[25]. HCV可以激活MAPK系统 但对于HCV直接与

MEKK1的关系目前研究尚少 需要进一步研究明确.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)的感染 不

仅引起急 慢性病毒性肝炎 而且与肝纤维化 肝细胞

癌(HCC)的发生密切相关. 虽然HBV和HCV感染与HCC

之间的关系已经得到确定 但是要阐明其具体的分子

生物学机制还有许多工作要做. 由于肝炎病毒可以影响

细胞信号转导 引起细胞的病变及恶性转化[1] 而激活

转录因子-2 ( activating transcription factor-2 ATF-2)

是重要的细胞信号转导途径中的转录因子 因此深入

研究二者的相互关系对肝炎病毒的发病机制会有进一

步的了解.

1   ATF-2的结构和功能特点

1.1 碱性-亮氨酸拉链  ATF-2是具有碱性 亮氨酸拉

链结构的ATF/CREB家族的一种活性转录因子. 碱性-

亮氨酸拉链(basic leucine zipper bZIP) 家族结构的特点

是蛋白质分子的肽链上每隔6个氨基酸就有一个亮氨酸

残基 结果就导致这些亮氨酸残基都在 α螺旋的同一
个方向出现. 两个相同结构的两排亮氨酸残基就能以疏

水键结合成二聚体 该二聚体的另一端的肽段富含碱

性氨基酸残基 借其正电荷与DNA双螺旋链上带负电

荷的磷酸基团结合. 若不形成二聚体则对DNA的亲和结

合力明显降低. 亮氨酸拉链是最简单的二聚作用界面之

一. 他能够介导有高度选择性的 非常重要的蛋白质结

合作用. 他最早是作为C/EBP和 GCN4中的序列模体以

及许多转录因子相互作用的界面而被鉴定和认识的.

        这些蛋白质可以识别两类DNA元件: AP-1/TRE和

ATF /CRE  序列模体.  AP- 1 / TRE 元件有保守的

TGACTCA 他是一个拟二元对称. 与这个位点结合的蛋

白质包括Fos和Jun家族 他们可以被促进有丝分裂的

诱导分化的和神经原专一的刺激所诱导. 但是 来自活
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性转录因子(ATF )家族 和来自与 cAMP 响应元件

(CRE) 结合的蛋白质(CREB)家族的转录因子虽然也有亮

氨酸拉链 却不与DNA中的AP-1结合位点相互作用

而与 DNA 序列中的 ATF / CRE 元件结合 其含有

TGACGTCA保守序列 他是一个二元对称. 与这个位

点结合的蛋白质基因的表达与cAMP 钙和病毒所诱

导的反应有关. 不仅如此 这两个家族之间的成员还可

以通过亮氨酸拉链相互作用 形成混合的异源二聚体.

可是 这些异源二聚体却又有完全不同的DNA结合专

一性. 比如 ATF-4 与 Fos/Jun 形成的二聚体优先结

合CRE. 这可以解释为什么Fos /Jun也有一定的CRE结

合活性. 所以 由于细胞内各种组分的数量 比例和

他们相互作用形成的异源二聚体等的差别 就可以在

细胞核内造成非常复杂的基因表达调节格局 并在各

种信号转导通路之间形成自由对话的局面.

1.2 ATF家族  ATF是一种参与许多腺病毒E1A和cAMP

诱导的启动子转录调节的细胞转录因子 这是一类与

DNA结合特异性和免疫交叉反应性相关的蛋白质家族[2].

Horikoshi et al [3]发现ATF能通过结合到大量上游启动子

和增强子元件而促进腺病毒E4启动子的转录. DNA酶

印迹分析表明当ATF和 TFIID(哺乳动物TATA相关因

子)同时结合到启动子上时能发生协同作用 而促进

RNA聚合酶 和普通转录起始因子TFIIB和TFIIE对启

动子的识别. 并且即使ATF 从该完整的前起始复合物

上解离后 TFIID 和其他的普通转录因子的复合物也

是稳定的.该实验表明ATF 是 TFIID 的直接靶目标

这种相互作用有利于完整的转录前起始复合物的组

装 并且 ATF 的作用是瞬时的.

       ATF/CREB都可以结合到CRE元件上 区别在于

磷酸化激活机制不同. CREB在将细胞外刺激所诱发的

细胞内信号传入细胞核的过程中起着重要的作用. 细胞

外的信号(配体) 与细胞表面的信号接受装置-受体相互

作用 激活了AMP环化酶 使细胞内cAMP的量大为

增加. cAMP与蛋白激酶A(PKA) 的调节亚基结合 PKA

的催化亚基则将向细胞核移行的CREB蛋白磷酸化. 这

时 CREB的第133位丝氨酸残基被磷酸化 CREB也

因而活化 并促使他的靶基因表达[4-7]. 而 ATF则还需

要其他的胞质蛋白激酶的磷酸化作用.

        早在1988年Lin et al [8]认为ATF在体内可被两种明

显不相关的诱导物所诱导: 腺病毒E1a 蛋白和 cAMP.

ATF可作为E1a和cAMP信号传导通路中的一个环节而

参与许多E1a和 cAMP诱导的启动子的转录表达. 而后

1990年 Liu et al [9]进一步研究了E1a的作用机制 发

现E1a蛋白包含转录激活域当结合到启动子上时就能发

挥作用 但是E1a不是一种序列特异性DNA结合蛋白

许多病毒早期启动子都有一个或更多个ATF家族的结合

位点 E1a就是通过与特异性ATF蛋白即ATF-2作用而

将其激活域定位于病毒启动子上进而调节基因的表达.

1.3 ATF-2的结构和功能  ATF-2分子量为54.5 kD 作

为ATF/CREB家族中的一员 同样具有碱性-亮氨酸

拉链结构 以同型二聚体或异源二聚体的形式结合到

CRE 元件上[10] 所以又称为CRE 结合蛋白-1(CRE-

binding protein-1 CRE-BP1) 在埃希氏大肠杆菌中

表达的CRE-BP1不仅可以结合到生长抑素和纤维连接

蛋白基因的CRE 元件上 还可以结合到腺病毒E4基

因的CRE元件上 这也暗示着CRE-BP1与腺病毒的

转录因子ATF是不可区分的[11]. ATF-2在细胞广泛表达

但在脑组织中含量最高[12].

        ATF-2包含两个功能结构域 氨基端反式激活域

和羧基端DNA结合域. DNA结合域中具有碱性亮氨酸拉

链基序; 反式激活域又分为两个亚区: 氨基端亚区具有与

通常存在于DNA结合域中知名的锌指基序相似的结构

包含一个反平行的 β-片层和一个 β-螺旋. 锌原子四周
并列着两个半胱氨酸和两个组氨酸残基[13]. 羧基端亚区

呈现高度灵活的无序结构 包含两个能被SAPK( stress-

activated protein kinases) 磷酸化的苏氨酸位点 当

ATF-2特异性结合到靶蛋白上时 其可能会发生构象

的改变.

         Livingstone et al [14]在Liu  et al [9]实验的基础上设计了

蛋白缺失实验发现ATF-2的氨基端对于ATF-2与E1a

之间的相互作用是必不可少的; 并且在缺少E1a的情况

下 当与异源DNA结合域融合后 ATF-2的氨基端仍

能激活转录. 在完整蛋白中此激活结合域被遮盖了. 激活

所必需的氨基端残基对于介导E1a的刺激也是必需的

特别是69和71位的两个苏氨酸残基必不可少 这些残

基在体内 外都可被MAPK家族的JNK/SAPK 亚家族有

效地磷酸化. ATF-2可通过氨基端不同磷酸化位点的结

构域结合到UV诱导激酶 这个结合域对于体外JNK/

SAPK 的磷酸化和体内的转录激活都是必需的. UV的辐

射激活了JNK/SAPK 信号传导通路 进而促进了氨基端

的活性. 由此推测尽管ATF-2能结合到E1a蛋白上 但

氨基端的激活域对于这种结合是不起作用的 E1a本身

具有激活域 其与ATF-2的结合只是借助其DNA结合

域定位于启动子上而发挥其激活作用. ATF-2与DNA结

合蛋白ATF/CREB 家族的其他成员一样 其激活域是

通过特定的信号传导途径来调节的.

        关于ATF-2参与的特殊的信号传导途径已有陆续

的报道. Shuman et al [15]研究报道ATF可在肝组织中表达

并且其特定碱基被MAPK/P38 MAPK/JNK磷酸化后表

现出明显增加的DNA结合和转录活性. Sano et al [16]也报

道ATF-2是转化生长因子(TGF)介导的两条信号传导途

径的共同靶位; 经典的TGF-Smad 途径中 Smad3 和

Smad4 形成异源二聚体 此复合物经由Smad 蛋白的

MH1结构域与ATF-2的亮氨酸拉链区域相结合并激活

ATF-2的转录活性. 此外还发现TGF通过激活TGF激活

激酶 -1(TAK-1)(此为MAPKKK 家族中的一员)激活

MAPK/P38 而间接磷酸化ATF-2.认为在TGF介导的

Smad和Tak-1两条信号传导途径中ATF-2作为一种共
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同的靶目标而发挥重要作用.

       MAPK家族是一种丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶家族

其通过磷酸化ATF-2的特定碱基而激活其转录活性

作用于靶基因 引起转录响应. 但ATF-2在MAPK信号

调节和细胞增生过程中的作用知之较少 Crowe et al [17]

在此方面作了深入研究 ATF-2在人类肝癌细胞系中

过量表达 能抑制细胞周期中G1/S 期的转换 降低

细胞的增生速率; 减弱的增生与细胞周期有关 并且不

依赖于MAPK/ERK1的表达抑制. 遗传学和药理学均表明

ERK1活性抑制足以修复ATF-2在细胞周期进程和细胞

增生中的作用. 该研究发现在肝癌细胞增生中ATF-2具

有新的功能 并且暗示存在一种可能的反馈机制调节

MAPK信号传导途径.

        Woo et al [18]认为ATF-2不仅参与了大量的细胞内信

号传导途径 还猜测作为一种抑癌蛋白发挥作用. 他们

发现ATF-2 基因存在于人类2q32 染色体上 此区域

也是人类肺癌LOH共同的定位区域. 在成神经细胞瘤和

肺癌中 在2q染色体上可以检测到LOH表现出高发生

率; 并且ATF-2基因变异的杂合鼠中肺癌的发生率较高.

受此启发猜测ATF-2基因可能作为一种候选的2q染色

体上抑癌基因而在人类致癌机制中发挥作用. 经深入研

究发现ATF-2基因不是2q染色体上主要的抑癌基因

但可能ATF-2突变参与了一小亚类肺癌的发生.

2   乙型肝炎病毒与ATF-2的关系

乙型肝炎病毒的慢性感染是引发肝细胞癌的主要危险

因子 HBV诱导细胞恶性化的发病机制还未完全弄清.

HBV基因组的X 开放读码框(ORF)编码一条145-154个

氨基酸残基的蛋白 分子量17 kD左右. 乙型肝炎病毒

X蛋白(HBxAg) 对于土拨鼠的嗜肝病毒感染和其他哺乳

动物嗜肝DNA病毒在体内复制是必不可少的. HBxAg对

多种增强子及启动子有反式激活作用.

       自从1987年Spandua et al [19]报告了HBxAg的表达能

反式激活劳氏肉瘤病毒(RSV)和 SV40中的氯霉素乙酰

转移酶(CAT)报告基因以来 很多实验室很快证实了

HBxAg对多种同源或异源病毒或细胞的基因转录调节

区有反式激活作用 如HBV增强子 / 核心启动子 S

基因启动子 SV40的增强子及早期启动子 单纯疱疹

病毒胸腺嘧啶核苷激酶(HSV-TK)启动子; 人T淋巴细胞

I型病毒(HTLV-1)的长末端重复序列(LTR) 人免疫缺

陷病毒 I 型(HIV-1) RSV 及 β- 干扰素等的启动子.
HBxAg也可反式激活聚合酶(pol)I II III启动子[20, 21]

很多顺式作用元件也随之被报道与X蛋白有相互作用

被定义为X 应答元件(XRE) 包括AP-1 AP-2 c/E NF-

κB SRF BP Ets ATF1 及 CREB. HBxAg 可以
作为转录的反式激活因子 也可以与其他反式激活因

子相互作用而起作用[22-24]. bZip家族 Egr1的反式激活

因子都被报道与HBxAg有结合作用.

       HBxAg虽然没有对基本转录起作用 但他能激活

转录; 但其对启动子的选择机制不清楚 pX不能独立

结合到核酸分子上 HBxAg可能需要一系列的转录激活

因子才能发挥其协同转录激活因子的作用. Haviv et al  [25]

提出一种可能的解释 HBxAg一旦加入转录作用 就

可与一些反式激活因子如bZip家族相互作用.

        Williams et al [26]证实了这种猜测 通过设计体外重

组蛋白和DNA结合试验探讨了CREB/ATF与pX蛋白-

蛋白相互作用的机制 报道发现pX能与CREB/ATF家

族的碱性亮氨酸拉链区域相结合 而非酵母反式激活

蛋白Gal4 的 DNA 结合域 虽然这种结合不能改变

CRES/ATF 形成二聚体的速率 但能增加CREB/ATF

与CRE元件的亲和性 在pX转染PC12细胞系时 受

叉头蛋白刺激后生长抑素启动子的转录活性增加 15

倍 这个结果有力支持了X-CREB/ATF蛋白-蛋白相

互作用具有重要意义的观点.

        进一步的研究 [27] 发现 pX不但能增加ATF的亲和性

还能与细胞内转录因子CREB和ATF-2形成蛋白-蛋

白复合物并能改变他们的DNA结合特异性. 尽管单独的

CREB 和ATF-2 不能结合到HBV 增强子上 但pX-

CREB或pX-ATF-2复合物却能结合到HBV增强子元

件上. 因此 pX通过与细胞因子相互作用而扩宽了这

些调节蛋白的DNA结合的特异性 并且为pX提供了

一条能参与转录调节的机制 该结论提供了一种在病

毒感染时被转录因子调控了的基因修复策略 即可通

过改变其DNA结合的特异性来实现.

        pX与ATF-2[28]相互作用是pX在体内许多重要反式作

用机制的重要途径之一. 例如 磷酸烯醇丙酮酸羧基激酶

(PEPCK) 基因就受到pX经由两个不同的启动子区域而调

节其转录水平 其中之一就是通过pX与C/EBP α和ATF-
2相互作用形成复合物而作用于近端启动子的cAMP反应

元件位点(CRE-1) 从而介导了PEPCK基因的反式激活.

3   丙型肝炎病毒与ATF-2的关系

丙型肝炎病毒基因组含有单一的开放读码框架 编码3

010-3 033个氨基酸残基的多肽前体 两侧是5 -非翻

译区及3 -非翻译区.多肽前体至少被加工为十种结构

蛋白和非结构蛋白 其中核心区(1-573 nt)编码的21 kD

HCV核衣壳蛋白(191 aa)是一种多功能蛋白质 在HCV

致病过程中可能起着重要的作用[29-30] 最近研究发现其

与HCV感染后脂肪肝的形成有一定关系[31-33].

        HCV核衣壳蛋白可以与许多病毒和细胞内的蛋白和

启动子相互作用 其与ATF-2作用机制也有相关报道.

Erhardt et al [34]利用四环素调节系统创建了HepG2 Tet-off

细胞系来研究全长的(191 aa)和氨基端截短型 (160 aa) 核

衣壳蛋白的表达调节. 在该系统中HCV核心蛋白的表达

激活MAPK家族的3个亚族ERK JNK和p38激酶 诱

导MAP激酶磷酸酶(MKP-1)的表达 促进了细胞的增生.

此过程伴随着c-Jun和ATF-2的激活 而不是E1k-1和

c-Fos. 并且全长型和氨基端截短型核衣壳蛋白作用类似.
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0   引言

增生细胞核抗原(proliferation cell nuclear antigen

PCNA)位于真核细胞中 为一环形发夹样蛋白结构

与复制因子和细胞周期蛋白p21(Cip1/Waf1)相互作用

是DNA延长的 分子开关 . 他不仅对于DNA的复制

而且对于细胞的许多功能都是必需的 因此对于PCNA

调节DNA复制及阐明蛋白相互作用的确切机制的理解

是非常重要的.

1   增生细胞核抗原的结构特点

PCNA是一种酸性蛋白质 含有216个氨基酸残基(aa)

环形结构 由3个亚单位组成 每个亚单位由2个结

构域组成. PCNA存在于细胞核中 是DNA聚合酶 的

辅助蛋白. PCNA基因存在6个外显子 定位于第20号

染色体. PCNA基因的表达与细胞的增生状态相关 其

启动子序列包含了一些转录因子的结合位点 其转录

由一定数量的生长因子所刺激 所以在静止期细胞内

PCNA的表达水平很低[1-2]. PCNA蛋白是增生细胞合成

DNA所必需的核蛋白 在细胞增生周期的G1后期表达

并开始升高 G1/S期交界处表达为高峰 S期持续高水

平 G2 期明显下降.

       环形发夹结构蛋白存在于所有生物体中 在原核

生物中称之为 β发夹 在真核生物中称之为PCNA. 虽
然二者存在着不同 并且缺乏其序列同源性的检测

但二者功能上很相似 都可以围绕在DNA周围 并沿

DNA滑动 使DNA复制得以快速进行. 细胞中的PCNA

有可溶性和不可溶性两种形式 后者是DNA复制所必

需的[3]. PCNA 与 DNA多聚酶 相互作用 在染

色体复制中发挥作用[4]. 通过对PCNA与p21(Cip1/Waf1)

复合体的研究 发现PCNA不仅仅与DNA相互作用 而

且还与蛋白相互作用 这个相互作用具有一种复制中

的调节角色 因为p21阻断了PCNA的作用 [5-8].

        很长时间内 PCNA的功能被描述为保持DNA多

聚酶与DNA相黏附的发夹样作用 并且在DNA复制过

程中加速DNA合成的速度. 但之后大量研究都报道了

PCNA可以与许多蛋白结合 这些蛋白在细胞周期控

制 DNA复制 核苷酸切除修复 复制后的错配修复

碱基切除修复 凋亡以及胞核嘧啶甲基化等过程中起

作用. 这些蛋白包括: 多聚酶 β 发夹负荷体复制因子
C(RFC) 结构特异性核酸内切酶Fen1 细胞周期蛋白

激酶抑制因子p21 DNA连接酶 I 人DNA-(胞嘧啶 -

5)甲基转移酶(MCMT) 核苷酸切除修复核酸内切酶

XPG DNA错配修复蛋白MSH3 MSH6 PMA2 hMYH

染色质集合因子1(CAF-1) MyD118 等[9-11] 提示了

PCNA在核苷酸切除修复 错配修复 碱基切除修复以

及在冈崎片段的成熟或是在包括了5 - 末端修剪或

DNA缺口填补的过程中起作用.

         PCNA蛋白是决定细胞生存与否的重要分子. PCNA

基因由p53诱导 在决定细胞命运的过程中 PCNA蛋

白与p53控制蛋白Gadd45 MyD118 CR6以及最重

要的p21相互作用. 如果细胞中PCNA蛋白过多而P53

缺乏时 DNA 开始复制. 另一方面 如果细胞中P53

存在并且 PCNA 蛋白水平高 DNA 修复开始. 如果

PCNA蛋白无功能或者是量的缺少 就发生凋亡[12].

       在高级真核生物中 碱基切除修复可以通过两个

途径进行: DNA多聚酶 β依赖途径和PCNA依赖途径.
Matsumoto et al [13]使用6个人类纯化蛋白重新构建了

PCNA依赖的无嘌呤嘧啶位点(AP site)修复反应 这些

蛋白包括AP核酸内切酶 复制因子C(RFC) PCNA

Pen1核酸内切酶 DNA多聚酶β(polβ)和DNA连接酶I.
在这一体系中 修复反应过程中核苷酸替换数目大约

为2个. PCNA 能够直接与RFC polβ Fen1 和DNA
连接酶I相互作用. PCNA作为分子衔接子将这些因子带

到DNA修复位点.

         从原核生物到真核生物的进化过程包含了PCNA从

简单的DNA多聚酶复合体中的环形发夹蛋白转变为一

种控制细胞关键性发展途径的执行分子的过程. 多细胞

有机体的进化导致了多细胞过程的发展 如分化 衰老

和调亡. PCNA在单细胞生物中已经是必需的蛋白 在

多细胞生物体的生存中也是关键性蛋白.

2   PCNA与肝脏疾病

PCNA为细胞增生特征性蛋白. 核分裂相一直是组织学

上研究细胞增生活性的基本方法 PCNA 免疫组化染

色方法为疾病机制的研究及临床诊断提供了一个相当

客观 可信的指标[14].

2.1 PCNA对于慢性肝炎发病机制的意义  慢性肝炎的

一个主要的组织形态学上的特点就是由大量肝细胞坏死

以及与之相关的肝细胞增生所致的肝细胞再生. Han et al [15]

通过PCNA标记指数(PCNA-LI)的免疫组织化学技术和

电子显微镜技术进行了研究多种乙型肝炎患肝细胞的

增生活性的试验 结果说明具有AFH(囊泡形成肝细胞)

的重型肝炎患者的增生活性明显下降 提示了增生活

性的差异与肝细胞坏死和AFH有关 有助于进一步研

究慢性肝炎的发病机制.

2.2 PCNA对肝细胞癌(HCC)的意义  PCNA是细胞周期

G1/S相合成的细胞核蛋白 与细胞增生活性有关. 最近

发现 HCC的PCNA研究有病理和临床意义 而且与

癌基因有关. (1)病理意义: PCNA-LI与肝癌大小 组织

学分级 核分裂相计数和转移密切相关 提示PCNA可

能是反映肝癌侵袭能力的一项重要指标 对肝癌转移

和预后有着辅助意义. Ikeguchi et al [16-17]研究表明 肿

瘤细胞的增生活性与肿瘤细胞的分化及预后密切相关.

肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一 对癌细胞增生活性

的评价对临床有指导意义. (2) 临床应用: Donato et al [18]对

208例代偿期肝硬化患者的随访观察 并进行腹部B超

及血清甲胎蛋白(AFP )检查 以及肝活检标本进行

PCNA检测 经长期观察及统计学分析后得出结果 代
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偿期肝硬化患者可以进展为肝细胞肝癌. 通过肝细胞的

增生状态(通过PCNA标记指数 PCNA-L)可进行可靠

的预测.(3 )与癌基因的关系 资料表明 [ 19 ] HCC 中

PCNA与p53基因表达密切相关. p53是最常见的抑癌基

因之一 具有阻断细胞增生引起细胞凋亡的作用

p53与 DNA有很高的亲和力或能抑制 DNA的复制 或

能阻断各种生长因子基因的转录 或能激活抗增生基

因的翻译 从而限制细胞增生 起抑制作用. p53在

多种肿瘤中存在基因突变 被认为是多基因变化的基

础. 野生型 p53抑制细胞转化 是一种抑癌基因 而

突变型 p53则诱使细胞转化 癌变 与恶性肿瘤的进

展和预后有明显关系. 突变型P53或野生型P53蛋白形

成复合体 使结合DNA 的能力减弱 或由于P53 本

身构象改变获得一种新的功能 或中和了少量野生型

P53的负调节作用 最终引起细胞生长失控与转化. 肝

癌中P53阳性率显著增高 并与癌分化相关 一般认

为 p53基因在不同外显子的不同方式的突变和突变型

P53蛋白在组织中的表达是一致的.p53基因在肝硬变时

期可发生突变 P53 蛋白和PCNA的过量表达在肝硬

变的增生结节向HCC发展的过程中起着重要的作用

与肝细胞的异常增生和癌变有关 在HCC发展的早期

阶段是重要的分子生物学标记. 总之 PCNA与HCC的

发生 分化 大小 侵袭 复发和预后等密切相关

且与原癌基因的表达和抑癌基因突变呈正相关 提示

深化研究PCNA有可能在HCC防治上取得重大进展.

2.3 PCNA对于肝母细胞瘤(hepatoblastoma  HB)的意义

肝母细胞瘤是小儿常见的胚胎性肝脏恶性肿瘤. 近年来

随着分子生物学的发展 对肿瘤的发生机制有了新的

认识. 大量研究资料表明正常细胞内基因组在外来因素

的参与下发生改变 原癌基因被激活和(或)抑癌基因

失活 细胞生长发育的正负调控 平衡发生紊乱 最

终导致细胞癌变. 现已发现多种基因与原发性肝细胞癌

的发生 发展关系密切 有研究提示了肝母细胞瘤细

胞的PCNA表达明显强于对照组 其阳性细胞也仅分

布在肝窦髓外造血细胞及中央静脉周围肝细胞 表明

在肝母细胞瘤中细胞增生能力明显增强. 在P53蛋白阳

性者中PCNA的强阳性明显增高 也说明突变型P53抑

制细胞增生能力减弱 使细胞获得增生和分裂的优势

细胞分化越差 细胞增生能力越强 预后越差. 野生

型P53属抑癌基因 突变型P53抑制细胞增生能力减弱

使细胞向恶性转化 P53蛋白阳性表达间接反应P53基

因突变. 肝母细胞瘤的发生 发展与 p53基因突变有关.

在混合型中间叶性肿瘤成分的阳性表达也提示其具有多

向分化的恶性潜能. PCNA的合成和表达与细胞增生能力

相平行. 故在肝母细胞瘤中检测P53蛋白及PCNA作为

判断肿瘤细胞的生物学行为具有一定的实用价值[20].

3   PCNA与肝炎病毒的关系

可以引起慢性疾病的肝炎病毒主要为乙型肝炎病毒(HBV)

及丙型肝炎病毒(HCV). 其中以丙型肝炎病毒感染更易

转为慢性过程 之后再进一步发展为肝硬化 肝细胞

肝癌. 由于其高流行性 隐匿的病程和持续感染的诊断

不足使得其成为严重的医学和社会经济学问题. 其致病

机制及诊断 治疗都是研究热点. PCNA蛋白定位于细

胞核 是评价细胞增生的指标. 由于肝硬化是肝细胞

纤维支架增生所致 肿瘤的发生和细胞异常增生密切

相关 而且肿瘤的恶性程度也主要是由肿瘤细胞的增

生活性决定的 故明确PCNA与肝炎病毒之间的关系

非常重要.

HBV 复制与肝细胞增生 分化的相互关系在HBV 感

染致病机制上有着重要作用. Ozer et al [21]进行了评价肝

细胞增生对HBV复制效应的研究 结果显示了在肝细

胞内HBV DNA与PCNA成负相关 HBV的复制具有细

胞周期依赖性 这也支持了在静止期肝细胞病毒复制

增加的观念 这也可以解释在细胞再生过程中病毒复

制减少的机制.

         HCV核心蛋白在其致癌作用中具有重要作用.Wang

et al [22]研究显示核心蛋白可与p21Waf1/Cip1/Sdi1(p21)细

胞周期调节剂形成复合体 核心蛋白的氨基端(24-52 aa)

与 p21的羧基端(139-164 aa)参与了复合体的形成. p21

在其147 149和150残基的点突变可以减弱p21与PCNA

的作用 但这并不影响复合体的形成 这可以将核心结

合序列与PCNA结合序列相区别. 由于核心蛋白 PCNA

与p21的结合位点非常接近 所以核心蛋白与PCNA可

以竞争性与p21相互作用. 核心蛋白与p21的独特性相互

作用可以提供研究HCV致病机制的新方向.
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摘要

流行病学研究表明一部分肠易激综合征(IBS)患者发生在急

性肠道感染之后 也有少数研究报道小肠细菌滋生与IBS

的症状发作有一定联系 这部分患者在抗生素治疗后症状

好转. 这些研究提供了采用肠道菌群调节药物治疗IBS的可

能性. 益生菌是一类具有调整宿主肠道微生物群生态平衡而

发挥生理作用的微生物制剂 已用于包括IBS在内的多种

疾病的治疗 取得了一定的效果. 但有关益生菌治疗IBS的

研究设计还存在不少问题 难以提供益生菌治疗肠易激综

合征的循证医学依据. 本文从 (1)正常肠道菌群和益生菌防

治策略的概念 (2) 益生菌用于 IBS治疗的流行病学基础

(3) 益生菌在IBS治疗中的应用及(4)益生菌治疗IBS的问题

和展望4个方面总结了相关研究进展.

王伟岸, 胡品津. 益生菌和肠易激综合征. 世界华人消化杂志  2004;12(1):

172-176

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/172.asp

0   引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome IBS)是一种常

见的以结肠症状为主要表现的功能性肠病 临床上以

不能用结构或生化异常来解释的腹部不适和(或)腹痛伴

排便习惯改变为特征[1].由于病因和发病机制不清 临

床上缺乏非常有效的治疗药物[2-5]. 近年来 随着研究的

深入 对IBS病因和病理生理有了新的认识 针对某一

病理生理特征的治疗成了IBS治疗药物开发的方向[3-5].

流行病学相关研究显示至少一部分 IBS 患者的发病与

肠道菌群紊乱有关[6-9]. 因此 根据微生态学理论采用

益生菌(probiotics)恢复正常肠道菌群来预防和(或)治疗

这类IBS的发病具有可行性[10-13].

1   正常肠道菌群和益生菌防治策略

人类肠道栖息着大约400多种细菌 这些胃肠道正常

菌群主要由厌氧菌 兼性厌氧菌和需氧菌组成 其中

专性厌氧菌占99%以上 其中仅类杆菌及双歧杆菌就

占细菌总数90%以上[14-16]. 正常情况下 由于胃酸 胆

汁作用及小肠液流量大 肠道蠕动快 胃 十二指肠

空肠细菌的种类及数量极少 细菌浓度小于103/ mL

主要为革兰氏阳性需氧菌 如链球菌 葡萄球菌和乳

酸杆菌. 而回肠未端由于肠液流量少 蠕动减慢 细

菌数逐渐增加到105-108/mL 主要为乳酸杆菌 大肠

杆菌 类杆菌和梭状芽孢杆菌等.在结肠 细菌数明

显增加(109-1012/mL) 主要为厌氧的双歧杆菌 类杆

菌 乳酸杆菌 而潜在的致病性梭状芽孢杆菌和葡萄球

菌很少[6-7]. 人在出生前 肠道是无菌的 出生后几个

小时肠道即可检测到来自母体阴道和粪便的细菌 在

随后发育过程中 肠道菌群与喂养方式关系密切 但在

断奶后 人类肠道的菌群在一生中相对稳定 以至于某

些菌株始终可从收集自胃肠道标本中检测到 不过每

个人之间的肠道菌群又有个体化差异[13-18].

        正常人的胃肠道微生物菌群的稳定性是几种因素包

括胃液酸度 胃肠动力 胆盐 免疫防御因素 结

肠pH 和微生物之间竞争营养和肠道结合位点的结果[14].

这些一起提供了一道抵御微生物菌群破坏的屏障 即

定植抗力[14-16]. 在长期的进化过程中 人类肠道菌群通

过其间的共生 互生 共养 助生 中立以及偏生 寄

生 竞争 吞噬等相互作用保证了肠道菌群的相对稳

定 同时通过与宿主之间的动态性生理性作用建立了

微生物与宿主 非生物环境因素相互依赖 相互作用的

高度有序的统一体 即达到了微生态平衡. 这一状态是

保证胃肠正常功能发挥的基础[13-16]. 正常肠道菌群在某

种程度上是 被忽视了的营养库 不但对上消化道传

输下来未被消化吸收的食物残渣进行发酵 获得自身

生存需要的能量 而且还可合成B族维生素和维生素K

以及肠道上皮细胞的营养物质.人体结肠内细菌生长的

基本底物来自上消化道未消化的碳水化合物.食物中的

碳水化合物约为10-60 g/d可到达结肠 除了食物提供

的底物外 机体本身也产生可酵解的碳水化合物. 酵解

的终产物是短链脂肪酸 同时还产生大量的气体如

H 2 CO 2 CH 3 H 2S 等 H 2可由细菌进一步分解

或排出.短链脂肪酸可降低肠道微环境的pH值 对致

病菌的生长有抑制作用. 肠道菌群还可通过代谢作用使

致癌原失活 使前药转化为活性药物等; 肠道菌群还有

助于正常肠道黏膜免疫应答形成和维持 参与机体的

免疫体防御功能[14-21].

       一旦由于外部或内在因素 正常的肠道微生态平

衡被破坏 即可出现暂时或持久的菌群失调 肠道功能

发生障碍 甚至表现出明显的临床症状[7, 10, 14, 15] 即

为微生态失衡[14]. 随着人类生活方式的跨越式变化 人

类肠道菌群的进化程度在一定程度上已难以适应现代



的生活方式 各种应激 膳食结构和进食习惯的改变

都对肠道微生态平衡直接产生了不良作用 进而影响

肠道正常功能. 抗生素的大量应用也是破坏胃肠道微生

物菌群平衡的重要因素[14, 22-25]. 这些因素作用的结果是导

致胃肠道微生物菌群平衡偏离了潜在的有益或促进健

康的细菌 如乳酸杆菌和双歧杆菌 而转向有害细菌或

病原菌增加[12, 14, 16, 23-29]. 这一过程是可逆的 临床可通

过改善肠道微生态环境 增强宿主的适应性 进行合理

的营养调整 短期应用抗生素 提高益生菌群的定植能

力或生态制剂来恢复微生态平衡 达到防治疾病的目

的 即微生态防治理论的核心内容[25-29].

     所谓益生菌 又称 益生素 或 益生剂 主

要是指通过调整宿主肠道微生物群生态平衡而发挥生

理作用的微生物制剂[30-32]. 益生菌能通过宿主消化道屏

障而存活下来 并能定植在宿主消化道而发挥相当的

生理作用 因此益生菌必须是活的具有一定保存期的

微生物制剂 其作用特征是其临床应用价值超出了其

本身的营养价值.目前主要的菌种类型有乳酸菌类和双

歧杆菌 还包括肠球菌属 芽孢杆菌属 大肠杆菌和酵

母菌等[33-36].

        益生菌作用的机制还不十分清楚.一般认为有生物

化学性抑制或促进 营养竞争 免疫清除和黏附受体竞

争等[15, 16, 21-24]. 生物化学抑制作用表现在一种细菌可通过

分泌细菌素(bacteriocin)抑制另外的细菌. 双歧杆菌和乳

酸杆菌都有这种作用[23, 25, 26, 28]. 乳酸杆菌和双歧杆菌的终

末代谢产物是短链脂肪酸 可降低肠腔pH值和氧化还

原电势 而对其他微生物产生拮抗作用 还可通过与其

他细菌竞争有限的特殊营养物直接抑制有害和病原菌

的生长.益生菌是形成宿主定植抗力的重要因素. 定植抗

力是拮抗致病菌和条件致病菌在宿主黏膜定植的重要

生理作用 这种定植抗力的形成与双歧杆菌和乳酸杆

菌的定植和参与膜菌群的构成有关. 益生菌通过自身细

胞壁上多糖结构黏附于宿主黏膜上皮细胞 形成肠黏

膜菌群为第一道生物屏障 这就是定植 占位 营养争

夺 膜菌群和生物屏障拮抗的作用机制. 益生菌还具有

免疫刺激因子的作用 通过刺激免疫器官发育 促进红

细胞免疫功能 作为免疫佐剂提高黏膜免疫水平 进

而提高人体总的免疫水平 增强机体抗病力[14-16, 22, 31-36].

此外 益生菌通过改变肠道微环境 促进肠蠕动 从而

使外源菌难以与黏膜表面接触而排出体外[14, 33, 34].

         国内商品化的常用的益生菌制剂包括: 丽珠肠乐(双

歧杆菌) 整肠生(地衣芽胞杆菌) 促菌生(蜡样芽胞

杆菌) 米雅 (酪酸菌) 培菲康(三联菌制剂 主

要含双歧杆菌 嗜酸乳杆菌及肠球菌) 金双歧(含长双

歧杆菌 保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌) 威特四联

活菌片(由双歧杆菌 乳杆菌 肠球菌和蜡杆芽孢杆

菌构成)等.

       近年来 基于这些作用特征 益生菌已用于包括

与肠道菌群改变有关的一些疾病的治疗 取得了一定

效果 这些疾病包括炎性肠病 遗传性过敏症 食

物变态反应 血液渗析 肝性脑病[37-47] .同时 还发

现对儿童和妇女的健康有重要意义[48-50].

2   益生菌用于 IBS治疗的流行病学基础

2.1 肠道菌群紊乱与IBS发病的流行病学研究  细菌性胃

肠炎在IBS 症状发作中的作用已被广泛研究. Neal et al [6]

对544 例经实验室检查证实的细菌性胃肠炎患者进行

的队列研究发现 胃肠炎6 mo后25%的患者仍有排便

习惯改变. Rodriguez et al [7]对胃肠炎患者的随访研究发

现 1 a后 303例 胃肠炎患者 IBS发病率 l 000 人年数

为39.7; 相对危险 11.9 而 575 169 例对照组的IBS发

病率 /l 000 人年数为3.5.这些数据说明至少某一类型的

IBS是由细菌感染引起的. 新近 Gwee et al [9] 报道 接

受问卷调查的70 例急性胃肠炎住院的患者中 22 例

后来出现了符合IBS的症状 并且6 mo后这些患者症

状仍然存在.

       抗生素广泛用于人类疾病的预防和治疗 但抗生

素能够通过影响肠道固有的细菌种群以及特定种群而

对人类和动物胃肠道微生物菌群生态平衡产生不利地

作用 是一种最可能的(而不是潜在的) 胃肠道正常微

生物菌群破坏因素 因此认为抗生素可能参与了IBS的

发病机制[14]. 2组前瞻性研究评价了抗生素在 IBS病因

中可能的作用. 对 300例子宫切除后预防性给予甲硝唑

或安慰剂治疗的患者进行前瞻性双盲对照研究 发现

抗生素预防组 IBS 症状的发生率高于安慰剂组 [ 1 4 ] ;

Mendall et al [51]对 421例普通门诊患者进行调查 符合

曼宁标准的48例IBS患者症状发作与抗生素关系密切

优势率 (OR )为 3.7 (95 % CI: l.80 7.60).同时也有报道

采用抗生素治疗可减轻IBS患者的症状[8]. 这些研究固然

存在研究设计的问题 但至少说明IBS患者存在肠道细

菌紊乱和(或)病原菌滋生两种可能性.

2.2 IBS患者粪便菌群特征  采用常规微生物学技术对IBS

患者肠道菌群进行研究的报道很多. 1982年Balsari et al [52]

对20例 IBS患者的粪便微生物进行了观察 发现与正

常人相比 IBS患者粪便中大肠菌(coliforms)明显减少 并

且乳酸杆菌和双歧杆菌的数量也显著降低. 这说明尽管

IBS患者粪便微生物在性质上和正常人很相似 但在一

些细菌种类上有相当大的数量差异.1987年Brad1ey et al [53]

对1例与食物有关的IBS患者粪便微生物的检测发现

在随访的18 mo内 该患者粪便总的细菌数量变异很大

(每克粪便干重细菌数1.3 -59 1011cfu(菌落形成单位

colony forming unit) 以链球菌 大肠埃希氏杆菌和变

形杆菌为主的兼性微生物的比例高 优势厌氧性微生

物是梭菌属而不是通常的双歧杆菌.Wyatt et al [54]让2例

发作与食物有关的 IBS 患者服用可诱发症状的食物

观察食物刺激前后粪便微生物的变化 发现尽管1例患

者食物刺激后双歧杆菌和乳酸杆菌从21%增至43% 但

在食物刺激过程中主要细菌种类变化不大. 有人对6例
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符合罗马 II 标准的 IBS患者进行盲肠活检标本 盲肠

腔和粪便微生物的研究 并与6例正常人对照. 发现与

正常人相比 IBS患者粪便中厌氧菌的数量显著减少.

IBS 患者盲肠黏膜和盲肠腔有乳酸杆菌 但在粪便中

检测不到. 5例 IBS 患者盲肠黏膜有需氧性生物生存

而在正常人中只有2例[14].

2.3 结肠发酵异常的证据  食物耐受不良可能是 IBS发

病中的重要因素[55]. 所谓食物耐受不良 可定义为非免

疫机制介导的对食物的不良反应 这一反应可通过膳

食成分剔除疗法(dietary elimination)而缓解 通过食物

刺激而诱发[56-57]. 约 50%的 IBS患者经膳食成分剔除疗

法后症状好转 Nanda et al [56]对200例IBS患者进行3 wk

的膳食成分剔除疗法试验 189例完成研究的患者中

91例 (48.2%)症状改善 50 %有 2-5种可诱发症状的

食物 但这些患者无食物变态反应的证据. 随后几项研

究也有类似的发现[21-22]. King et al [58]通过标准饮食和膳

食成分剔除疗法的交叉对照试验对6例女性IBS 患者和

6 例女性对照者进行研究 发现正常饮食下 IBS 患

者的最大气体排出率高于对照组(2.4 mL/min IQR 1.7-

2.6 vs 0.6 0.4-1.1); 尽管 IBS患者总的产气量并不比对

照组高 (中位值为 527 mL/24 h IQR 387-660 vs 412 234-

507) 但氢产量明显增加(332 318-478 vs 162 126-

217 P =0.009). 膳食成分剔除疗法后 IBS患者症状

减轻 最大气体排出率降低(0.5 mL/min IQR 0.3- 0.7).

这些可能由从小肠进入盲肠的食物残渣的发酵功能障

碍引起 以致发酵产气过多 尤其是氢. 细菌对碳水

化合物和蛋白质的厌氧性分解过程即为发酵. 因此

IBS患者结肠气产量的变化可能与耗氢-细菌的活性有

关 发酵异常产生的过量气体是 IBS 症状的重要诱

因 加上 IBS 患者对肠道气体的转运和耐受也发生异

常 因此患者的症状加重.所以 IBS患者的食物耐受

不良与结肠发酵功能障碍有关 发酵异常可能是 IBS

发病的重要因素.

          尽管上述流行病学相关研究尚不足以说明肠道菌群

紊乱与 IBS 之间的因果关系 但 IBS 症状发作期间肠

道菌群紊乱是可能的[14, 59].

3   益生菌在 IBS治疗中的应用

虽然在 IBS 的治疗策略中 饮食调整一直被推崇 但

严格限制饮食成分是非常困难的 难以实施[55]. 基于上

述流行病学相关研究和 IBS 患者的食物耐受不良可能

源自结肠异常发酵的假设 通过对肠道菌群进行调控

治疗IBS就有了一定的理论基础和事实依据.

        有关益生菌治疗IBS的经验报道不少 但严格的临

床研究报道却很有限[14].这可能是因为 IBS是一种多因

素的疾病 研究同质性患者是困难的. 乐托尔(lacteol

fort) 是一种每个胶囊含有5 1010 热灭菌的嗜酸乳酸菌

的益生菌制剂. Halpern et al [60]1996年报道了采用随机

双盲 交叉试验方法用乐托尔治疗18例 IBS 的结果

每例患者随机先给予 6 wk 治疗 在 2 wk 清洗期后

交叉到另外的治疗组再治疗6 wk 发现乐托尔对总体

胃肠功能的改善具有统计学上意义(P =0.018). 几组采用

植物乳酸杆菌 299v 治疗 IBS 的试验结果差异很大.

Niedzielin et al [61] 观察了植物乳杆菌299V (LP299v) 对

IBS患者的影响 治疗4 wk后 与对照组相比 LP299v

治疗组患者的腹痛明显减轻(P =0.0012) 便秘患者的

排便频率趋于正常 (P =0.17).95%的LP299v治疗组患者

总的IBS症状改善 而安慰剂组仅15% (P <0.0001);并

且发现以活性形式补充益生菌 不管是否采用其他药

物 症状改善均比单独给予失活的益生菌或其他药物

明显. Nobaeck et al [62]发现服用含有2 1010 cfu 植物乳

酸杆菌 (DSM 9843)的野玫瑰果饮料4 wk后 40%以上

的治疗组IBS患者肠胃气胀减轻在50%以上 而安慰

剂组仅为 18%; 治疗后12 mo随访时 治疗组患者肠功

能仍好于对照组. 新近 Sen et al [63] 采用双盲对照交叉

方法研究植物乳酸杆菌299v对12例 IBS患者症状和结

肠发酵的影响 发现患者服用6.25 109 cfu/d 的植物

乳酸杆菌299v后  尽管治疗组在摄取乳果糖后l20 min

时呼气氢水平显著减少 (P =0.019) 但氢总产量和症状

并无明显改变.

       O Su1livanet al [64]通过随机 双盲交叉试验观察

干酪乳杆菌菌株(lactobacillus casei) GG (LGG)治疗IBS患

者的疗效 符合罗马标准的24例患者随机给予 1 1010

cfu/d 肠衣LGG或安慰剂 发现尽管LGG组可减轻患

者的腹泻 但两组间其他症状(疼痛 排便急迫感和腹

胀)的变化并无显著差异.因此 单独给予干酪乳杆菌

GG 菌株治疗 腹泻型 肠易激综合征亚群的价值值

得进一步研究. 张达荣et al [65]采用酪酸菌制剂的对21例

IBS 患者进行治疗 治疗后腹泻次数明显减少 总有

效率为83.4% 并且双歧杆菌和乳酸杆菌明显升高.益

生菌制剂VSL-3 含有婴儿双歧杆菌(bifidobacterium

infantis)Y1 和短双歧杆菌(bifidobacterium breve )Y8菌株.

Brigidi et al [66]发现VSL-3 可改善肠易激综合征或功能

性腹泻患者临床症状 并改变粪便微生物组成和生物

化学特性 VSL-3治疗后粪便乳酸杆菌 双歧杆菌和

嗜热链球菌(streptococcus thermophilus)显著增加 而肠

球菌 大肠菌 拟杆菌和产气荚膜梭菌无显著变化. 另

外 粪便 β-半乳糖苷酶增加 尿尿素酶活性降低. 新
近 胡品津 et al [67]报道一组多中心随机双盲双模拟对

照试验显示 采用双歧杆菌(丽株肠乐)治疗符合罗马II

标准的 60例患者 4 wk 后 患者的总体症状评分和腹

泻症状评分均明显降低(P <0.01) 并且随疗程延长

疗效呈增加趋势. Kim et al [68]  新近报道益生菌VSL#3可

有效缓解腹泻型 IBS 患者的腹部气胀 但这种作用与

胃肠道动力改变无关.

4   问题和展望

在严格意义上 益生菌是一种具有健康促进作用的功
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能食品 已用于多种肠道疾病的辅助治疗 取得了一

定的疗效[32-35, 70]. 但总体而言 益生菌用于 IBS的治疗

还主要限于试验研究阶段[14, 69]. 一方面 目前肠道菌群

紊乱与IBS的因果关系还不明确[71, 72]; 另一方面 现有

的益生菌治疗试验结果还不一致 缺乏支持采用益生

菌治疗IBS的可靠循证医学证据[14, 73-75].

        总结文献有关益生菌治疗IBS的报道 可发现如下

几个可能影响试验结果的主要问题[14, 73-76]: (1) 采用的研

究方法多是随机双盲的安慰剂交叉试验研究 而非罗

马标准委员会推荐的随机双盲的安慰剂平行试验研究

这种临床试验设计不适合临床症状波动很大的疾病

如 IBS; (2)IBS本身是一种临床表现复杂 病因多样的

异质性症状群 而目前报道的研究所包含的样本量偏

少 难以对这些患者按症状学或病理生理特征进一步

分层 说明不同亚型与益生菌效果的关系 尽管有研究

表明益生菌对IBS患者的腹泻症状有一定的效果; (3)益

生菌剂型的标准化问题也是值得重视的问题 目前国

内外益生菌生产厂家很多 每种制剂的活菌数量和种

类千差万别 尽管有关临床经验性报道很多 也很难

通过临床试验资料的荟萃分析来证实益生菌治疗 IBS

的疗效; (4)即使 IBS患者存在肠道菌群紊乱 换言之

IBS 的发生确实与肠道菌群紊乱有关 但由于每个人

的生活环境不同 正常情况下肠道菌群的组成肯定存在

个体化差异. 这种差异是否能够延续到疾病状态还不清

楚 不过采用同一益生菌治疗可能存在不同种类肠道菌

群紊乱的 IBS 患者 其结果相互矛盾就不足为奇了.

      因此 在未来的研究中 应通过对不同症状亚型

和(或)病理生理亚型 IBS患者粪便和(或)肠道菌群进行

定量和定性研究 为益生菌用于IBS治疗奠定基础. 然

后 在预先设置病例入选标准和终效评价指标的基础

上 通过多中心 大规模的随机双盲安慰剂对照平行试

验针对性地研究不同益生菌制剂对各型 IBS 患者临床

症状甚至肠道菌群的影响 确立益生菌治疗IBS的循证

医学依据. 总之 目前所能预期的 益生菌概念的提

出及相关制剂的临床应用为 IBS 的临床治疗提供了新

的思路; IBS发病与肠道菌群紊乱和结肠发酵异常有一

定关联的研究表明 对那些急性胃肠炎或其他原因造

成肠道菌群紊乱而存在发生肠功能紊乱如IBS的高危人

群进行益生菌预防治疗具有一定的合理性; 益生菌可作

为 IBS 治疗的辅助手段 但作为主要治疗药物加以推

荐还需要更扎实的临床证据.
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摘要

炎症性肠病(inflammatory bowel disease IBD) 主要指

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis UC)和 Crohn s 病

(crohn s disease CD) 是胃肠系疾病的重要病征之

一. 免疫反应异常是IBD发生的基本病理生理改变 本文

对免疫反应介导肠道炎症的最新认识 进行了理论上的总

结和回顾. 讨论了遗传因素对IBD发展的意义和肠腔菌群在

IBD病程中表现的重要作用.
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0   引言

炎症性肠病(IBD) 被准确定义已近10 a 其发病是世界

范围的 每年的发病率为4-10/10 万人; 流行率为40-

100/10万人. 通常 IBD的患病年龄为30-40岁 无男女

性别差异. 发病率的日益增加 使该病的研究受到广泛

的重视 发病机制的认识日臻完善 从免疫 遗传 和

病原学三方面 本文对近期的研究进展进行了综述.

1   IBD的免疫致病机制

1.1 经典的免疫致病过程  IBD的病理特点为黏膜的炎

症 是由抗原启动的一系列过程和步骤的累积 这种反

应会针对未知的病原体 也可能不恰当的对无害抗原

产生反应. 现有的资料至少有两种机制支持肠上皮细胞

参与黏膜细胞的初始免疫反应: 1 通过释放细胞因子

化学因子和其他炎性前因子来传导炎症进入细胞[1];  2具

有抗原提呈细胞(APC)功能[2]. 通常 抗原被吸收后

APC将其和主要组织相容性抗原复合体 (MHC) 一起提

呈 T细胞通过T细胞受体结合相应的MHC分子来识

别特异的抗原多肽. 依 APC 是否经典 如经典的巨噬

细胞 或非经典的APC 如肠细胞 最终所产生的免

疫反应有所不同. 正常情况下 T细胞会对肠细胞参与

的抗原提呈产生耐受[3]. 可是 在 IBD患者 肠细胞参

与的抗原提呈可活化T细胞[4]. 由MHC II 抗原结合APC

和 T细胞受体CD4的复合物产生抗原特异的T细胞活

化 但还不足以起始免疫反应[5]. T细胞活化所必须的

是非抗原特异的第二个共刺激信号  即在APC表面的

B7分子结合到T细胞表面的CD28时 T细胞活化. 没

有这些第二信号 T细胞会发生耐受和凋亡. 经几天的

活化后 T细胞表达第二个B7配体CTLA-4(cytotoxin

tell lymphocyto-associated molecular-4) 可抑制白介

素-2(IL-2)的表达和进一步的T细胞增生 因此免疫

反应受挫[6-7]. CD40和 CD40的配体相互作用提供另一

共刺激信号[8]. 抗原的特异性和第二信号决定着是否细

胞介导的免疫或机体体液免疫占优势[9]. 研究表明CD患

者的辅助性T细胞Th1反应明显 UC的机体免疫显著

增高. 巨噬细胞参与了黏膜免疫的发生 活化的T细胞

产生干扰素-γ(IFN-γ)激活巨噬细胞 活化的巨噬细
胞产生 IL-12 和 IL-18 而促使Th1细胞分化[10]. Th1

细胞分泌的 IFN-γ也抑制Th2 细胞的分化[10]. 相反
Th2细胞的产物 IL-10会抑制Th1细胞反应. 活化的巨

噬细胞产生的炎性前细胞因子 包括IL-1 肿瘤坏死

因子(TNF)和化学细胞因子 IL-8  特别是TNF在 IBD

发生中有广泛的炎性前作用 TNF 的产物通过自分

泌方式活化其他巨噬细胞. 结合到细胞表面的TNF提供

共刺激信号 进一步阻碍T细胞反应. TNF诱导血管内

皮表达黏附因子 使得新产生的炎性细胞流进黏膜.

TNF也具血管内的前凝聚作用 并可促使一氧化氮 血

小板活化因子 前列环素的释放. TNF激活颗粒状细胞

通过: (1) 诱导颗粒状细胞表面的整合素黏附到内皮细胞

随后血细胞渗进黏膜; (2)由颗粒内产生超氧自由基产物

为反应作准备; (3)诱导颗粒释放[11]. 最后 TNF可升高

金属蛋白酶的产物 直接参与局部组织降解.

         从机体循环补充炎性细胞是炎症反应扩大的关键步

骤. 这是一个完善协调的过程 涉及整合素和选择素

在白细胞表面的表达 免疫球蛋白超家族的膜和选择素

的相互作用 如细胞间黏附分子1(Intercellular adhesion

molecule 1  ICAM-1) 和血管细胞间黏附分子1 (vascular

cellular adhesion molecular 1  VCAM-1) 在内皮细胞

的表达. 循环中的淋巴细胞 单核细胞和颗粒细胞表面

的选择素会致这些细胞对血管内皮细胞的初次接触

随后结合在免疫球蛋白超家族膜上的整合素加强这种

接触 白细胞活化 血细胞渗入黏膜. α4β1 整合素与
IBD 的关系尤为密切. 多数的单核细胞和淋巴细胞有

α4β1 并结合与VCAM-1. 而 α4β7 选择性作用于肠
组织 结合于黏膜性细胞黏附分子( mucosal addressin

cell adhesion molecular 1 MAdCAM1)[12]. ICAM-1主要



结合于单核细胞和中性粒细胞 需要 β2 整合素. 然
后 白细胞沿化学因子梯度和化学黏附作用进入黏膜

和黏膜下层. 随即细胞产生大量的非特异性的炎性物

质 主要为花生四烯酸的代谢产物 如血栓素 白

三烯 自由基 前列腺素 也包括氧反应代谢物和

一氧化氮 终致组织炎性损伤. 相关的其他细胞因子有

IL-15 其是具有多种生物活性的细胞因子 在炎性

部位能刺激T细胞的增生和移行. CD的固有层T淋巴细

胞产生 IL-15 水平升高. 据报道 UC患者的固有层T

淋巴细胞分泌大量的 IL-5.

1.2 自身免疫现象  特别是UC 炎症反应损伤自身抗

原 如黏液蛋白 高雪氏细胞 结肠细胞或其他细胞

被认为是IBD发生的基础. 在大部分UC患者 发现抗

中性粒细胞抗体. 可是 抗体的滴度与UC的活动程度

不太相符. 有些研究认为 UC患者的抗人肠原肌球蛋

白抗体升高. 另外 在肠腔上皮表面 发现有伴随抗

结肠抗体的活性补体成分聚集. 有些微生物多肽 具有

和人体自身抗原相同的免疫决定簇时 会导致阻断对

固有肠道抗原的免疫耐受. 如有些研究发现 分枝杆菌

的热休克蛋白HSP65与人的HSP60有交叉识别. 乞今

导致炎症反应的固有抗原和致病过程尚不明确.

2   遗传因素

许多临床研究发现遗传因素增加了IBD的易感性. 理由

是 CD和UC在不同人群表现出不一样的发病率和流

行率; 罕见遗传病患者的远亲有IBD相关的现象; 更进一

步 IBD存在家庭聚集性. 同时发现 发生 IBD患者的

第一代亲属罹患 IBD的危险性较背景人群高4-20 倍

IBD的绝对危险性为7%[13-14]. 特别是CD患者 单合子

(单卵)的双胞胎与双合子(双卵)的双胞胎相比 IBD的

发病率有一致性[13]. 这些发现均提示易感性是遗传的

而且对CD的发病作用更显重要. 由于 在 IBD的遗传

因素研究中未见简单孟德尔遗传表现 说明IBD的遗传

危险性为多基因产物造成. 经广泛的候选基因研究 最

相关的发现是MHC位点. 最近 通过小片段广泛基因

组微卫星DNA标志的筛选方法 获得一定的进展. 在

多发疾病的亲戚成员作DNA筛选 证实CD患者的亲

戚间有一个连锁于16号染色体的区域[15-16]. 尽管危险性

同这个假定区有关 命名为 IBD1 但不太高. 这些研

究也发现IBD连锁于其他几个基因组区域. 这些位点多

数均同CD和UC相关 提示CD和UC可能有共同的

遗传特征. 经过对16号染色体的详细图谱分析 确认

一基因连锁位点 这个基因编码胞质蛋白名为NOD2(也

称CARD15) 表达于巨噬细胞 作为细菌脂多糖型识别

受体 调节核因子 κB(NF-κB) 的活性和巨噬细胞的调
亡. 欧洲和北美的CD患者更多见NOD2 突变体. 这些

NOD2突变体可能抑制巨噬细胞NF-κB对细菌脂多糖
的活化反应. 具纯合子NOD2突变的人易患CD要高20

倍 病变常见于回肠[17-18]. 杂合子NOD2突变者的危险

也升高 约少于20% CD患者会有纯合子NOD2突变. 另

外 5 号染色体附近基因编码一些细胞因子受体 是

与CD发作早期相关的一个位点[19].

3   环境和疾病的相互作用

无论遗传因素如何增加IBD 的易感性 疾病的发生仍

依赖致病因子的参与. 已明确的致病因子有非甾体类抗

炎药的使用 可损伤肠上皮黏膜而致病; 吸烟可能改变

基因的表现型 尽管可防止UC 但提高CD 的危险

性[20]. 逐渐多的证据表明肠腔菌群为 IBD发病所必需

甚至起中心环节的作用. 相关依据为 在IBD相关的肠

黏膜 发现细菌抗原增多和细菌的核酸序列; 作基因改

造后的鼠结肠炎模型研究发现 如敲除IL-10基因的鼠

若将这些鼠放在无菌环境 不发生结肠炎 殖入共生菌

后则快速发生结肠炎[21]. 临床上 多数抗生素和原生素

(Probiotic)治疗 IBD有效. 研究也发现IBD患者的结肠上

皮出现表面黏附性的和细胞间的细菌增加. 现有研究仍

未明确正常黏膜与肠腔菌群的相互作用机制 和他们的

改变与IBD的关系 而成为现研究的热点. 尽管尚未发

现任何IBD特异性致病菌 但一些研究发现 UC易感

染志贺氏菌和弯曲菌; CD则多与厌氧菌如类细菌和艰难

梭菌相关. 细菌成分如脂多糖 鞭毛蛋白多具有强烈的

炎性前作用 可能参与炎症的起动 尤其细菌脂多糖会

活化NOD2 的信号传导 有可能成为CD发病因素.

      总之 最近对IBD发病机制的深入研究 对免疫介

导肠炎症反应的系统认识 为临床治疗提供了新的策

略和方法. 在 IBD 的发生中 遗传因素会导致患者的

黏膜免疫反应失调. 虽然 肠腔菌群的确切致病作用还

不清楚 但相信随研究的进展 将会有更多发现.
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摘要

核因子-κB(NF-κB)是一类具有多向活性的转录调控因子
参与多种基因的表达和调控 在炎症及免疫反应 细胞生

长增生 凋亡及感染等方面起着重要作用. 本文重点介绍核

因子-κB结构和激活机制 及其在炎症性肠病中的表达及
可能的作用机制; NF-κB抑制剂在炎症性肠病治疗上的应用.
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0   引言

1986年 Sen 和 Baltimore[1]首次从B淋巴细胞核提取

物中检测到一种转录调控因子 他能与B淋巴细胞中免

疫球蛋白κ轻链基因增强子κB序列(GGGACTTTCC)特异
性结合并具有转录调节活性 故被命名为核因子-κB
(nuclear factor-κB NF-κB). 研究表明 NF-κB同样
以无活性的形式广泛存在于其他细胞胞质中; 激活的

NF-κB 与核内相关基因的 κB 基序特异结合 启动或
调节相关基因转录 在免疫和炎症反应 细胞生长 病

毒感染及某些疾病急性期反应等方面起着重要作用[2-11].

近年研究显示 NF-κB 与炎症性肠病(inflammatory
bowel disease IBD)关系密切[12-14]. 本文就此方面作一综述.

1   NF-κB/IκB结构及活化
NF-κB是NF-κB/Rel 家族的一员; 该家族的特征是其
肽链亚基均存在约300 bp 组成的Rel 同源结构域(Rel

homology domain RHD) 内含二聚体化区 DNA结合

区和核定位序列 分别介导Rel蛋白间的二聚体化 Rel

蛋白和DNA特异性结合及与IκB(inhibitor of κB)家族成员
相互作用. NF-κB/Rel家族包括[15-16] : NF-κB1(p50/p105)
NF-κB2(p52/p100) p65(RelA) RelB及 C-Rel 其中
大多亚基均可相互结合成同源或异源二聚体 NF-κB
最常见的形式是由p50或p52与p65亚基组成的异二聚

体[16]. 根据结构和功能等方面的差异Rel家族成员可分

为两类: 一类是前体蛋白p105和 p100 其C端具有锚

蛋白重复序列(ankyrin repeat motif) 但无反式激活区

可水解为成熟的p50和p52 p52 p50同源二聚体对转

录起抑制作用[17]; 另一类由p65(RelA) RelB和 C-Rel

组成 其C端含有一个或多个反式激活区 具有激活

基因转录的功能.

       静息状态下 NF-κB二聚体与 IκB单体偶联 以
无活性的形式存在于细胞质中[18-19]. IκB与NF-κB结合
具有以下意义: IκB可与NF-κB亚基的RHD结合 覆
盖核定位序列 使NF-κB不能发生核易位; 在核内阻
止NF-κB与DNA结合; 解离NF-κB与DNA结合的复合
体. IκB 家族包括 IκBα IκBβ IκB γ/p105 IκB /
p100 IκB 和Bcl-3[20-22]. 所有已知的 IκB均有一由
30-33氨基酸组成的重复序列(ankyrin) IκB蛋白籍此与
NF-κB的RHD作用 不同的 IκB分子对NF-κB各亚
基具有不同的调节活性 已证实 IκBα与NF-κB 的
瞬时活化有关 而 IκBβ则参与了NF-κB 的持续活化
过程. IκBα对p50-p65异二聚体的抑制作用强于对p50
同源二聚体的作用 而IκBβ对p50-p65异二聚体的抑
制作用强于p50-C Rel 复合体 但 IkBα对二者的抑制
作用无差异[16].

        细胞质中的NF-κB/IκB复合体可被多种因素激活:
如细胞因子(TNF-α IL-1β) 氧化剂 病毒 抗原
佛波醇酯(PMA) 放射线等.其激活机制是一个复杂的过

程 尚未完全阐明 但至少包括以下步骤: (1) IκB从NF-
κB/IκB复合物中解离并降解 暴露NF-κB的核定位序
列; (2)NF-κB易位至核内与特定的κB序列结合. 研究表
明 IκB 激酶(I-κB kinases IKKs)在此过程中起着
重要的作用. IKKs可特异性磷酸化IκB N端 32和 36位
丝氨酸 磷酸化的 IκB 通过泛素连接酶与多个泛素分
子结合后发生构象改变 被 26S 蛋白酶识别并降解

NF-κB得以释放并移入核内[18, 23-27]. NF-κB 在核内与
新合成的 IκB 结合后出核 在胞质中失活.

2   NF-κB在 IBD中的表达及调控
众多资料显示 溃疡性结肠炎(UC)和克罗恩(CD)患者

肠黏膜组织活检中NF-κB p65亚单位表达明显上调
且在CD患者中尤为明显[12, 28-29]. 免疫组织化学染色表明

CD中活化的NF-κB 主要定位于黏膜固有层单核细胞
(LPMC)及巨噬细胞内 但黏膜下表皮细胞和内皮细胞

中亦可见阳性染色. 双重免疫荧光染色进一步发现活化

的NF-κB几乎存在于所有主要的单核细胞亚群中 包
括CD3+ T淋巴细胞 CD20+ B淋巴细胞和CD68+ 的

单核吞噬细胞/巨噬细胞. 几乎所有NF-κB的阳性染色



都表现在核内 而仅有少量的NF-κB 阳性细胞表现
为胞质着色[12, 28]. Schreiber et al [12]采用 western blot 及

电泳迁移率改变法(EMSA)发现在CD和UC患者肠活检

组织核提取物中的NF-κB p65蛋白水平明显增高 但
在总的组织提取物中NF-κB p65蛋白水平与正常对照
组并无差别 提示 IBD 中NF-κB 是由胞质转位胞核
活化后而发挥生物学功能的.

        Thiele et al [28]同时观察了CD患者中NF-κB p50和
NF-κB-C Rel 亚单位的水平变化. EMSA显示仅有少量
的p50从胞质转位至胞核 而经激素治疗后转位至胞核的

p50明显增多; western blot发现转位至核内的NF-κB-C Rel
有轻度增高 同时用抗-C Rel抗体进行的Supershift实

验表明C-Rel 并非NF-κB的主要成分. Neurath et al [29]

的研究表明IBD中p50和C Rel亚单位表达升高 但p65

表达上升更显著 进一步说明在IBD中起主要作用的是

p65亚基; p50在炎症过程中并不活化 甚至可能参与封

闭NF-κB p65的 κB结合序列的过程[12].
       有关IBD中 IkB的报道不一 Yang et al [30]在IL-2缺

陷鼠结肠炎发现除NF-κB活性升高外 还伴有IκBa表
达上调 但大多数人认为IBD患者肠组织中IκB水平与
正常人并无不同[12, 28]. 实验方法及观察时段的不同是导致

结果相异的可能原因之一 在体外实验中发现TNF-α等
刺激后IκB可在短时间(约10 min)内快速反应性地降解或
消失 但60-90 min后再现 恢复到刺激前水平[12, 31].

由于IκB和p50是参与NF-κB胞内负反馈调节的主要成
分 这可能提示IBD中NF-κB的自身调节过程存在异常.

3   NF-κB在 IBD发病中可能的作用机制
CD和UC都是非特异性的慢性肠道炎性疾病 目前病

因 发病机制尚不十分清楚  可能与感染 免疫异常

遗传及精神等多种因素有关[32-41] 但肠道局部炎性损

伤是其病理基础 以大量炎性细胞浸润和持续存在 肠

道炎性损伤为特征表现. NF-κB 通过对细胞因子 黏
附分子 趋化(化学)因子及其他炎性递质的调控在IBD

炎症反应中起着关键作用.

         很多证据均表明了循环和肠道局部细胞因子表达异

常是 IBD发病的重要机制之一[42-48] 目前发现许多与

此密切相关的细胞因子基因启动子或增强子部位均有

κB位点 NF-κB在核内与 κB序列结合促进多种炎性
细胞因子如 IL-1β IL-2 IL-6 IL-8 TNF-α及
TNF-β等的基因转录[2, 16]. 在 IBD复杂的细胞因子网络
失调中 NF-κB 活化可能是一中心环节. 已有资料表
明 IBD 中 NF-κB 活性增高的同时伴有 IL-1 IL-6
TNF-α等水平上升[12, 28, 29]. IL-1 TNF-α可促进NF-
κB 进一步活化 后者通过正反馈使 IL-1 TNF-α分
泌更加增多 同时使其他细胞因子IL-6 IL-8等表达

也增加 产生级联反应 使炎症过程得到放大和持续.

        有研究表明在炎症性肠病患者肠浆膜组织纤维母

细胞中NF-κB和 ICAM-1的表达有明显增强[49] Jobin

et al [31]在鼠肠上皮细胞系CEI-6细胞中发现TNF-α可
以激活NF-κB 而促使 ICAM-1 mRNA 和蛋白表达上
升 且采用蛋白酶抑制剂MG-132或ALLN阻断TNF-

α诱导的 IκB 降解过程可以明显降低NF-κB 活性和
ICAM-1基因表达. NF-κB 同时可增强VCAM-1 选
择素等黏附分子转录[50-55] 这些黏附分子在白细胞与

血管内皮细胞 上皮细胞的稳定黏附 炎性细胞向炎

症部位移行 活化过程中起重要作用.

        NF-κB 活化还可促进诱生型一氧化氮合酶
(iNOS) 环氧化酶-2(COX-2)和 5-脂氧化酶等多种酶

类表达[56-62].Conner et al [63]发现NF-κB抑制剂MG-341
可明显降低肽聚糖诱导的鼠结肠炎中iNOS的上升水平;

Nakase et al [64]的研究显示NF-κB抑制剂地塞米松可减
轻TNBS 诱导的大鼠结肠炎中COX-1 COX-2表达

提示NF-κB对这些炎性酶类的调节可能是其参与 IBD
发病的机制之一.

        NF-κB同时可增强巨噬细胞炎性蛋白-1α 单核细
胞趋化蛋白-1 3(MCP-1 3)等其他炎性递质表达[52, 65- 66]

但NF-κB对这些炎性递质的调控是否参与了IBD炎症
损伤过程 目前的研究尚不能十分肯定.

4   NF-κB抑制剂与 IBD治疗
NF-κB在肠道炎症过程中的中心调控作用 使其逐渐
成为引人注目的新的炎症性肠病治疗靶点. 已证明 许

多IBD临床治疗用药如糖皮质激素 柳氮磺胺吡啶的药

理作用均与抑制NF-κB活性有关. 体外实验发现糖皮质
激素可通过以下途径抑制NF-κB活化: (1)通过与糖皮质
激素受体(GR)结合 使其活化后在核内与NF-κB p65
相互作用 抑制NF-κB 功能. (2)活化的GR激活糖皮
质激素反应元件(GRE) 上调 IκB表达 从而影响NF-
κB活化[12, 28]. 糖皮质激素对NF-κB的抑制正是其发挥广
泛抗炎作用的基础. Weber et al [67]证实柳氮磺胺吡啶对

NF-κB的抑制作用是通过对IKK-α IKK-β的直接抑
制而实现的. 有人发现 在CD患者肠活检组织LPMC和

外周血单核细胞(PBMC)中 丁酸盐降低前炎性细胞因

子IL-1β IL-6等的产量 同时发现此作用与阻止IκB
降解 抑制NF-κB核转位过程及转录活性有关[68]. 此
外 其他许多免疫抑制剂 抗氧化剂如N-乙酰半胱胺

酸(NAC) 抗坏血酸等均可阻断NF-κB活化的信号途
径从而抑制NF-κB 功能 但在 IBD 中的应用和疗效
观察尚需进一步的研究.

        Neurath et al [69-70]在TNBS诱导和IL-10基因敲除导

致的大鼠结肠炎模型中局部给予NF-κB p65亚单位的
反义寡核苷酸治疗后发现 大鼠组织学表现和症状明

显改善 其疗效优于单独使用糖皮质激素 为临床上运

用NF-κB特异性抑制剂治疗IBD提供了实验依据.
        随着对IκB激酶在NF-κB活化过程中作用了解的不
断深入 目前很多研究都围绕着如何阻断IκB激酶活化
及活化后导致NF-κB 激活的信号传导途径这一问题
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以期寻找到新的更安全有效的NF-κB抑制剂. 这些抑
制剂具有高度选择性 可减少或避免传统用药如糖皮

质激素的许多毒副作用 在 IBD中具有广阔的治疗前

景.但值得注意的是 NF-κB 在机体正常免疫反应和
细胞生长调节等方面具有重要作用 如p65 缺失可导

致胚胎致命性损害及肝脏退行性变; p50或RelB缺失可

出现免疫缺陷[16] 过度抑制NF-κB 活性可能会导致
肝功能衰竭及免疫缺陷.

5   存在的问题及展望

在IBD患者和动物模型中 NF-κB活性增高 提示NF-
κB与IBD关系密切. 但NF-κB在IBD中的具体作用机制
尚不十分清楚 如NF-κB在 IBD中的活化及调节过程
NF-κB活性改变与疾病复发的关系等 此外 NF-κB
对细胞生长和凋亡的调节作用是否参与了 IBD的发病

过程等也有待进一步的研究. NF-κB在其他免疫性疾病
如风湿性关节炎和支气管哮喘中的作用已有广泛研究

有理由相信 深入探讨炎症性肠病中NF-κB激活的信
号传导途径和自身调节过程 寻找和研究阻断NF-κB
活化的特异性抑制剂 将为阐明IBD的发病机制及IBD

的临床治疗带来新的希望.
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摘要

生长抑素(SS)普遍存在于人体正常组织 具有广泛 抑制

性生理功能 目前已用于内分泌肿瘤的诊断及治疗. 越来越

多的学者对SS对非内分泌性 实体性肿瘤是否具有抑制

作用深感兴趣 本文就近年来SS对消化道常见肿瘤的生长

调控作用 可能的作用机制 以及SS在消化道肿瘤诊断和

治疗中的作用作一综述.
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0   引言

生长抑素(somatostatin SS)是 Brazeau et al于1973年从

羊下丘脑分离提纯的一种生长激素释放控制因子 为

环状多肽 有14肽(SS-14)和 28肽(SS-28)两种天然形

式. 已经人工合成多种SS类似物 八肽类似物有奥曲

肽(octreotide) lanreotide (BIM2304) vapreotide(RC-

160) 七肽类似物有TT-232 六肽类似物有 seglitide

(MK-678)等. SS有广泛的抑制作用 SS可以抑制肿瘤

的增生 肿瘤组织自身分泌表达的SS可能与肿瘤的发

生 发展和预后有密切的关系 本文就SS对消化道肿

瘤的调控作用作一综述.

1   概述

1.1 SS  SS 由神经内分泌细胞 炎症细胞 免疫细胞

产生 主要分布于中枢和周围神经系统 胰腺及胃肠

道 少量分布于甲状腺 肾上腺 肾脏 前列腺 颌下

腺及胎盘等各种人体组织. 其合成和释放受多种因素影

响 消化道腔内刺激物(酸 食物等) 神经递质和多

肽类激素可诱导SS释放 腺苷酸环化酶/cAMP依赖系

统和蛋白激酶C/Ca2+依赖系统等细胞内信号传递系统参

与 SS 释放的调控. SS 可抑制多种生理功能 如抑制

胃 胰腺 肝 唾液腺的外分泌功能; 抑制胃泌素 胆

囊收缩素 胰泌素等几乎所有胃肠肽类激素的分泌释

放; 抑制胃肠道和胆道运动; 抑制肠道对水电解质和营养

成分的转运; 抑制消化道血流及上皮细胞增生.

1.2 SS受体(SSR)  人们通过分子生物学技术已克隆出5

种SS受体亚型 他们是由不同染色体上的独立基因编

码 与G蛋白偶联的细胞膜受体 是具有7个跨膜 α-
螺旋结构的受体(somatostatin seven-transmembrane-

domain receptor). 其中 SSR1主要分布于大脑皮层 杏

仁核 胃肠道; SSR2主要分布于大脑皮层 垂体 肾

上腺; SSR3 分布于小脑 垂体; SSR4 分布于大脑 心

脏 胰腺; SSR5分布于下丘脑和垂体. Ammon et al [1]发

现SSR3位于细胞膜上 SSR1位于胞内囊泡 他们构

成SSR3和SSR1复合受体 SSR3的氨基末端引导该复

合体定位于细胞膜上. SSR各亚型的基因序列在跨膜区

最为接近 同源序列为55-70% 而整个基因序列的

同源性为39-57%. 根据结构相似性及对SS类似物(SSA)

的亲和性不同 SSR可分为两类: 与 SSA亲和力较强的

受体和与 SSA 亲和力较弱的受体 前者包括 SSR2

SSR3 SSR5  后者包括SSR1 SSR4. 受体亚型不同 与

配体的亲和力不同 所发挥的生理作用也不完全相同:

如SSR2抑制胰高血糖素释放 而SSR5抑制胰岛细胞分

泌胰岛素[2].奥曲肽(octreotide) lanreotide (BIM2304)

vapreotide (RC-160) seglitide(MK-678)只与 SSR2

SSR3 SSR5 结合 其中与SSR2 SSR5 的结合力较

强 与SSR3结合力较弱. 近年许多学者对SSR的激动

剂感兴趣 最近开发的CH275是 SSR1 SSR4特异性

激动剂[3]; 在已知肽类激动剂的分子模型基础上一系列

SS 的非肽类类似物也已诞生 其中 L-797591 L-

779976 L-796778 L-803087 L-817818 分别对

SSR1 SSR2 SSR3 SSR4 SSR5 有高亲和力[4]. 而

Tyr(0)-(cyclo-D-Dab-Arg- Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-

Phe) (KE108)对所有SSR亚型均表现出极高的亲和力

在治疗表达几种SSR亚型的肿瘤上 SSR非特异性兴

奋剂具有极可观的商业和临床应用价值[5].

       目前关于SSR基因突变的研究较少 胰腺癌细胞株

SSR2编码序列虽未缺失 但很少表达SSR2 主要原

因系SSR2基因启动子-83A突变为G 为核因子1创

造了特异性结合位点 从而抑制SSR2基因转录[6]. 如

果鼠SSR3氨基端Asn18 Asn31(天门冬酰胺)同时突变

为Thr(苏氨酸) 则与配体的亲和力及抑制腺苷酸环化

酶的作用均明显减弱[7]. Sharma et al [8]认为SSR5的截头

去尾突变体导致的抗增生信号丢失与删除长度呈比例

由SSR5介导的细胞生长抑制信号可使细胞周期素依赖

性激酶抑制剂p21微量增加 该信号是G蛋白依赖性



的 而且需要蛋白质酪氨酸磷酸化酶(protein tyrosine

phosphatase PTP)介导 奥曲肽可使PTP向膜移动

但当其直接加入膜时并不能加强 PTP 的作用 说明

SSR5的C末端区域对PTP依赖的细胞周期停滞是必需

的 该区域可以诱导低磷酸化的Rb和G1期停滞. 人

SSR1的C端缺失突变体丧失了内化能力 SSA亦无法

诱导其表达上调[9]. Petersenn et al [10]认为SSR5基因上游

启动子的激活具有组织特异性.

2   SS及其受体在消化道肿瘤组织中的表达

人胃的SS大部分局限于胃体和幽门部胃黏膜D细胞

在幽门螺杆菌感染 消化性溃疡等状态下 胃D细胞的

数量 功能及SSR可能发生一定的变化. 正常成人幽门

窦黏膜存在着能共同表达胃泌素和SS mRNA及相关肽

的细胞[11]. Zhang et al [12]发现胃癌组织SS mRNA表达明

显增加 分化差的组织表达更高 临床分期中

期SS mRNA较 期显著增加;但不少研究发现胃癌

组织中SS水平明显降低[13, 15-16] 贲门癌组织中SS的阳

性率和表达强度都比胃窦癌 胃体癌低 细胞增生活性

较强 患者手术后容易复发 生存期短 可能与胃底贲

门部SS 水平较低 SS 对肿瘤演进过程中调控作用减

弱有关[13]. Le Romancer et al [14] 利用RT-PCR技术首次在

人胃癌细胞株HGT1上探测到SSR1-5 mRNA表达. 癌前

状态 萎缩性胃炎和胃癌组织的SSR2明显降低 分化

差的胃癌组织SSR2表达更低[15]; 胃癌组织的SSR2低表

达可能与胃癌的腹腔淋巴结转移有关[16]  但亦有研究

发现在胃癌 胰腺癌周围的静脉SSR过度表达 而在

动脉却未能检测出SSR[17].

       除Miapaca-2外 SW-1990 Panc-1 Capan-1

CFPAC-1 Capan-2 胰腺癌细胞株均表达 SSR 如

SW1990 表达 SSR3 SSR5;  Panc-1 Capan-1

CFPAC-1 Capan-2表达 SSR2 SSR3和 SSR5. SS类

似物AN-238 可显著抑制这些细胞株的生长 抑制率

与SSR表达率成正比[18]; 但目前很多学者认为胰腺癌

SSR2表达明显减少[20]. Fisher et al [19]证实SSR2的表达明

显减少胰腺癌细胞分裂 这一作用并不依赖SS 可能

通过上调肿瘤抑制蛋白的表达. TGF-β上调鼠SSR2启
动子的转录激活 Smad-4参与这一反式激活  Smad-

4的缺失可能与胰腺癌SSR2表达减少有关[20].

        正常结肠和病变结肠组织中表达最频繁的SSR mRNA

亚型是SSR5 SSR1和 SSR2 SSR5 mRNA在左结肠

癌的表达频率明显高于正常结肠黏膜 但肿瘤的Dukes

分期与 SSR mRNA 的表达无关 进展期结肠癌都有

SSR2 SSR5表达 左右结肠组织SSR mRNA的表达

频率存在明显不同[21]; 随后的研究证实人结肠肿瘤中

SSR5 mRNA高表达 是最主要的SSR蛋白亚型[22]. 而

有研究认为结直肠肿瘤SSR2 mRNA并没有明显过度表

达 相反 术前CEA浓度升高的患者SSR2 mRNA明

显减少[23]. 结直肠癌患者SS的表达程度与肿瘤分化程

度 预后成正相关[24].

       研究表明胆囊腺癌 肝胆管细胞癌[25-26]和原发性肝

癌[25]都可以表达SSR 原发性肝癌癌组织中SSR2 和

SSR3 mRNA的阳性率分别为81.5%和66.7% 癌旁组

织阳性率分别为96.3%和51.9%[27]. SS六肽类似物MK-

678 对人胆管细胞癌上的SSR2有特异性 高亲和力

而且SS-14和奥曲肽在体内或体外均能抑制胆管细胞癌

的生长 其机制并非通过改变细胞周期腺苷单磷酸和

Ca2+水平的变化[26]. 也有学者发现八肽类似物lanreotide

对胆囊腺癌和肝胆管细胞癌并没有明显的治疗反应[25].

        文献报道的消化系统恶性肿瘤中SSR分布情况差别

比较大 这可能与受体检测技术的准确性 研究样本

的选取和样本纳入标准不同等有关. 目前常用的受体检

测技术有酶联免疫分析 DCC 放射免疫分析 RT-

PCR 免疫组化 流式细胞术等 规范化 标准化的检

测技术是获得激素受体表达及其生物活性的真实信息的

关键. 目前 激素受体的异位表达机制及受体功能特征

的研究还比较薄弱 激素生物效应网络中的许多其他

活性分子(如中间分子 效应分子 效应协同或拮抗

剂)还了解不多 尚需进行深入细致的研究.

3   SS对肿瘤的抑制作用机制

3.1 直接抗增生作用 SSR  与配体结合后被激活 5个

亚型的SSR的信号传导通路是相同的.SS可以通过下列

途径实现直接抗增生作用: (1) SSR与腺苷酸环化酶结

合 降低细胞内 cAMP 浓度[28]; (2)激活 PTP 调节有

丝分裂激活蛋白激酶MAKP 导致细胞分裂停止 并

诱导Rb抑癌蛋白和P21的产生; (3)抑制Ca2+内流 降

低细胞内Ca2+浓度; (4)磷酯酰肌醇-3-激酶途径: SSA可

以抑制磷酯酰肌醇-3-激酶 提高p21(cip)和 p27(kipl)

的表达 抑制pRb 磷酸化 抑制E- 细胞周期素依赖

激酶-2复合体(Cyclin-E-cdk2)的活性[29] 从而抑制肿

瘤细胞增生; (5)SS与SSR2结合后激发胞内SHP-1(酪氨

酸磷酸酶)活性上调  SHP-1可使nNOS(神经元NO合

酶)酪氨酸迅速去磷酸化而激活 产生大量NO 后者

激活鸟苷酸环化酶而抑制细胞增生[30] 该作用是与肽

类有丝分裂原受体有关的酪氨酸的逆向作用 因为

SSR2几乎见于所有人类常见肿瘤 故这种机制近年来

得到广泛重视; Douziech et al [31]甚至认为SS对人胰腺癌

细胞株的不同作用取决于SHP-1的存在与否.

3.2 间接抗增生作用  SS 与非肿瘤细胞表面的SSR结

合 通过抑制其自分泌 旁分泌作用 减少各种促肿瘤

生长的激素或生长因子的释放而起到抗肿瘤增生作用.
3H-胸腺嘧啶核苷掺入实验证明胰腺癌细胞DNA的合

成率在EGF刺激后增加45.0 5.6% 奥曲肽作用后

DNA合成率降低11.6 2.6% SS对基础和EGF刺激

的胰腺癌生长均有抑制作用 EGF+奥曲肽联合作用可

以使 3H-TDR掺入明显减少[32]; SS 抑制bFGF的增生效

应 也可增强bFGF对MAPK的刺激作用 二者协同
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作用引起细胞周期素依赖激酶抑制剂p21cip/WAF1过

度表达 从而发挥抗增生作用[33]; 许多研究亦表明胃泌

素可促进肿瘤细胞增生 SS 对其有拮抗作用 此外

G细胞的功能受D细胞分泌的SS旁分泌调控 D细胞

可通过释放NO调控G细胞凋亡[34].

3.3 促进肿瘤细胞凋亡  肿瘤细胞无限增生的很大原因

在于凋亡减少 细胞凋亡机制复杂 研究手段尚不完

善 国内外学者运用流式细胞分析 凋亡细胞的原位末

端标记(TUNEL) 形态学观察等方法 普遍认为SS可

促进肿瘤细胞凋亡. SS可通过抑制各种生长因子的分泌

而发挥作用 SS抗增生作用涉及的传导通路因细胞受

体亚型不同而不同 SSR1 SSR4 SSR5调整MAP激

酶通路 诱导细胞周期停滞于G1期 SSR3 SSR2分别

通过p53依赖和非依赖性机制促进凋亡[35]. 在 SS介导的

凋亡中 SHP-1和Caspase-8介导的细胞内酸化发生于

原位而非线粒体 且酸化先于线粒体功能失调 推测SS

诱导的凋亡并不依赖于线粒体的功能破坏和Caspase-9

的活化[36]; SSR2也可以通过上调TRAIL(TNF相关的凋

亡诱导配体)和 TNF-α受体 DR4 TNFRI 的表达
使细胞对死亡配体诱导激活剂 caspase-8 的激活敏感

化 并下调抗凋亡线粒体蛋白bcl-2 的表达 从而促

进凋亡[37]; 研究发现Octreotide还可显著下调bcl-2蛋白

表达 上调bax 蛋白的表达[38] 或者通过激活JNK(c-

Jun氨基端激酶)和阻断ERK2(胞外信号调节激酶)激活

而诱导细胞凋亡[39]; 此外 奥曲肽可抑制SGC-7901细

胞株PCNA的表达 减少 3H-TDR的掺入 DNA合成

减少 从而抑制细胞增生[40]; SS对体内体外胃癌c-fos 和

ERK1/ERK2的表达均有抑制作用 并可以抑制激活蛋

白AP-1 的结合活动[41];奥曲肽可以诱导肝癌细胞株

BEL-7402染色质浓缩 凋亡小体形成 凋亡率与奥曲

肽浓度呈正相关[42]; 或者通过抑制DNA合成 诱导肝癌

细胞株SMMC-7721凋亡[43]; 还可以明显诱导肝切除术后

种植性肝癌细胞凋亡 且对术后肝再生无影响[44].

3.4 抑制肿瘤血管形成  血管内皮生长因子(VEGF)是一

种内皮细胞特异性致分裂原 在新生血管形成中起关

键作用 对于正常组织修复 肿瘤细胞增生及细胞基质

浸润和血源性转移都是必需的. 奥曲肽能降低肝癌细胞

种植瘤的VEGF表达 使种植瘤的血管密度明显降低[45].

肿瘤周围血管有SSR分布 且越靠近肿瘤的血管SSR

的表达密度越高 当奥曲肽与SSR特异性结合后 可

引起肿瘤周边血管强烈收缩 并能抑制新生血管形成

从而减少肿瘤血供 导致肿瘤局部缺血坏死. 奥曲肽可

降低结直肠癌患者VEGF-1水平[46].

3.5 其他可能机制  SS 可刺激人体NK细胞和网状内皮

细胞系统 淋巴系统 提高整个机体免疫功能 从而抑

制肿瘤细胞增生. 令人惊奇的是Dalm et al [47] 发现人体

免疫系统均表达SSR 但仅胸腺组织表达SS 而淋巴组

织和免疫细胞均表达CST (cortistan) mRNA 且CST可

以和 SSR2 结合 说明人体免疫系统中 CST 可以代

替SS成为SSR的内源性配体. SS 与 SSR1-3结合 抑

制carbachol诱导胰腺AR42J细胞的c-fos mRNA表达[48].

Boros et al [49]体外研究发现SSA可抑制胰腺癌细胞葡萄

糖 6- 磷酸脱氢酶 使糖耐量减低 抑制戊糖循环中

的转酮醇酶活性(此酶与胰腺癌细胞的核糖合成直接相

关) 增强转酮醇酶抑制剂oxythiamine诱导肿瘤细胞凋

亡作用的活性 使胰腺癌对葡萄糖中碳的再利用发生

障碍.奥曲肽或RC-160可加强胃癌细胞株HGT1上DNA

依赖的蛋白激酶(DNA-PK)活动[50]. 此外 奥曲肽可以

通过翻译后修饰诱导肝癌和肠癌细胞株P53蛋白C端裂

解 产生分子量为40 KD的裂解产物 且这一活动并

不依赖蛋白激酶级联反应[51]. SS 可缓解疼痛 减轻化

疗药物引起的胃肠道副作用 如恶心 腹泻 腹痛等.

SS治疗5-Fu化疗引起的腹泻比loperamide更有效[52]; SS

还抑制内脏运动 分泌功能 抑制内脏血流 用于

治疗癌症患者恶液质 腹水和恶性肿瘤引起的难治性

上消出血 肝癌 胃癌合并上消化道出血时奥曲肽治疗

可明显提高抢救成功率[53].

4   SS对消化道肿瘤诊断治疗的研究及临床应用进展

SS 及其类似物已用于治疗胰岛细胞瘤 急慢性胰腺

炎 急性上消化道出血 倾倒综合征 肠外瘘等多种疾

病 也是肿瘤诊断 治疗的辅助方法.

        现已采用SSR放射自显影技术对几乎所有SSR阳性

的肿瘤进行实验或临床研究 原理是肿瘤组织SSR密度

和对 SS 亲和力远高于正常组织 结合放射性 SS 后

通过放射自显影成像 肿瘤区域扫描信号与正常组织

扫描信号形成对比 即肿瘤 / 背景比 根据这个比值

可以对肿瘤进行定位和诊断.有些放射性SS与肿瘤SSR

的某些亚型结合后 通过受体内化机制将放射性带入

细胞内起到靶向放疗作用 可以减少常规外放疗毒性

和副反应.近年已合成多种放射性SS 衍生物 如 123I-

Tyr-3- 奥曲肽 125I-Tyr-3- 奥曲肽 125I-BIM-23027

等 用于体外组织的SSR受体放射配基分析或进行体

内瘤体SSR放射自显影定位.目前其放射性核素治疗已

进入一期临床试验 SSA靶向放疗是目前治疗SSR阳性

肿瘤最具前景的治疗方式[54]. 定位于SSR阳性细胞上的

放射性同位素的交叉放射作用可以杀伤SSR阴性肿瘤

细胞 但同样也可以杀伤周围正常组织 应尽可能浓聚

射线 保护正常组织结构免受损伤. De Jong et al [54]应

用[117Lu-DOTA Tyr-3]-奥曲肽治疗18例神经内分泌

肿瘤患者 经CT评估 其中6%患者的肿瘤缩小了25-

50% 39%患者缩小50-100% 11%肿瘤进展 44%

无变化. 肾脏吸收 111In-DTPA- octreotide 的量是限制
111In-DTPA-octreotide 肽受体放射性核治疗(peptide receptor

radionuclide therapy PRRT)用量的关键 LysArg 和
111In-DTPA-octreotide 联合灌注 可明显减少肾吸收

减轻肾毒性 提高患者对 111In-DTPA-octreotide PRRT

的耐受能力 改善效果[55]. 对于 SSR阴性肿瘤 PRRT
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无效[56]. 但Mearadji et al [57]发现SSR阴性的结肠癌细胞

转染SSR2基因后 经门脉注入老鼠肝脏 形成肝转移

灶 予[177 Lu-DOTA0 Tyr3] octreotate PRRT治疗后

肝转移灶数目明显减小 且呈剂量依赖性. 原发和转移

的胰腺癌经转染SSR2 基因后 肿瘤凋亡增加 细胞

增生减少[58]. 运用[(18)F]FP-Gluc-TOCA进行SSR PET

成像 肿瘤和非肿瘤影像学对比明显 有助临床识别[59].
111In-DTPA(0)-octreotide PRRT对部分肝切除老鼠肝内

SSR阴性肿瘤生长具有抑制作用 而对假性肝切除老

鼠SSR阴性肿瘤无效 可能因肝再生过程中 SSR阴

性肿瘤缩小[60].

       目前应用的SSA主要与SSR2 5结合 大剂量时

也与SSR3结合 SSA主要通过直接抑制肿瘤的激素分

泌而发挥作用 可使30-70%患者的临床症状缓解 其

对外周靶器官的间接非肿瘤介导作用也使部分患者症

状改善.奥曲肽持续滴注可使晚期原发性肝癌患者肿瘤

供应血管管径迅速缩小 血管阻力指数下降 8%患者

肿瘤缩小 67.7%无变化 25%进展 但同时可能因

拮抗生长激素而使血清白蛋白下降[61] 奥曲肽可以显

著增加中位生存期 增加累积生存率 AFP 下降[62];

Dimitroulopoulos et al [63]运用LAR治疗进展期原发性肝

癌 生存时间延长 生存质量有所改善 但AFP 无

下降 肿瘤体积亦无缩小.但也有报道认为不仅治疗前

后AFP无变化 生活质量也无改善[64]. TT-232在体内

外对分化 未分化 药物敏感和多药耐药的肝癌细胞株

都显示了强大的抗增生作用 而且不会抑制生长激素

的释放[65]. 也可以诱导结肠癌细胞HT-29凋亡[66]. 几个多

中心双盲随机对照研究支持奥曲肽或SS可以预防胰腺

癌切除术后并发症的发生[67] Burch et al [68]认为奥曲

肽200-500 µg tid 治疗进展期胰腺癌 在延缓肿瘤生
长及延长生存期方面并不比5-Fu 或 5-FU+ 叶酸更有

效. TT-232通过激活PTP酶 在体内体外对胰腺癌均

有生长抑制作用 这一作用可被PTP酶抑制剂sodium

orthovanadate逆转[69]. 奥曲肽或奥曲肽和 tamoxifen合用

可以抑制N-nitrosobis (2-oxopropyl) amine诱导的鼠胰腺

癌生长 肝转移灶的数目和大小亦明显减少 且联合治

疗并不比单一用药优越[70]. RC-160 100 µg s.c qd 连用
4-5 wk 对裸鼠MKN45 胃癌移植瘤具有明显抑制作

用 抑制效果与SMS201-995相当 移植瘤有丝分裂细

胞数目明显下降 血清胃泌素 生长激素水平降低

EGF(表皮生长因子)结合点下调[71]. 奥曲肽和阿司匹林

合用可显著抑制体内体外胃癌的生长 机制是通过调

节SSR2 和 SSR3表达 抑制环氧化酶-2的表达[72]. 奥

曲肽尚有助于食管癌患者食管-支气管瘘的闭合[73]. SSA

用在消化道肿瘤临床应用意见不一 原因有: (1)肿瘤的生

物学特性不同 受体表达不同及受体变异 都影响对SSA

的反应. (2)治疗剂量不同 奥曲肽的血浆浓度低于1 200

µg/L(相当于1.2 ×10-6 mol/L)时作用不明显 临床上皮下
注射奥曲肽至少应200 µg tid方有可能达到这一浓度.

(3)治疗方案不同 间歇使用奥曲肽 可以避免持续使用

出现的去敏感现象 临床疗效可能会提高. 近来使用药

物长效储存作用模式(月贮积模式) 使患者的生存质

量得到显著提高. 最优给药方式及剂量的研究 新的缓

慢释放药物模式的发展 大剂量SSA治疗的潜在价值

及开发新的SSR亚型特异性类似物都是未来SS类似物

应用的重要方向.

       总之 消化道肿瘤是严重威胁我国人民健康的重

要杀手 目前治疗方案尚不尽人意 SSA抗肿瘤特性的

发现 为消化道肿瘤的治疗带来一线曙光 但目前治疗

特异性不高 价格昂贵 所需剂量大 患者依从性差

临床应用受限 随着对其抗肿瘤机制的进一步阐明 对

肿瘤生物学行为的深刻了解及生物工程技术的提高

SSA 可能成为一种广谱 高效的抗肿瘤药物.
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摘要

uPA/RAG-2小鼠的发现为异种肝细胞移植研究提供了一个

有效的动物模型. 在 uPA/RAG-2 转基因小鼠脾内注入大

鼠 土拨鼠 人肝细胞后 均能部分或完全取代小鼠肝细胞.

文章主要介绍了大鼠 土拨鼠 人肝细胞在uPA/RAG-2转

基因小鼠内的增生 对肝功能影响等情况 同时探讨了

该模型体系存在问题及应用前景.
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0   引言

异种肝细胞移植动物模型的成功建立对肝脏细胞生物

学理论的建立和发展具有重大推动作用 为肝炎病毒

感染动力学及病毒性肝炎的演变研究提供了坚实的技

术支持 也为异种肝细胞移植用于治疗重型肝炎肝衰

竭患者提供了理论基础 更为生物人工肝的肝细胞来

源提供了可靠的途径保障. 尽管动物模型对肝脏生物学

的理解和发展发挥了关键作用 然而并不是所有从动

物模型中获得的观察结果都可直接用于人类肝脏生物

学. 为了研究人类嗜肝病毒的黏附 复制和转录 研

究人员已经尝试使用组织培养系统. 不幸的是 人肝细

胞并不能像在肝脏原位的肝细胞一样维持相同的遗传

程序. 许多不同的功能 包括细胞色素基因表达和病毒

进入及复制等必要的功能在植入组织培养体系中短期内

都丢失了. 因此 培养人肝细胞通常还不能完全代替灵

长类大体动物. 研究中使用灵长类动物在伦理和经济上都

有许多限制. 缺乏可靠的观察人肝细胞行为的模型已经成

为人类病毒性肝炎 肝脏直接基因治疗 药物遗传学

和许多其他领域研究中的主要障碍. 继多年前Kamel-Reid

et al [1]和Lapidot et al [2]在多伦多儿童医院率先成功开展将

人造血细胞植入免疫缺陷小鼠建立了含大部分人骨髓

的嵌合鼠之后 肝脏学家也尝试将人肝细胞植入免疫

缺陷小鼠. 但直到最近 才有人肝细胞在小鼠体内成功

植入的报道. Alb-uPA(albumin urokinase-type plasmi-

nogen activator 白蛋白-尿激酶型血浆素原激活剂)转

基因小鼠的出现为肝细胞的异种移植提供了可能.

1   Alb-uPA转基因小鼠

Alb-uPA 转基因小鼠是将肝毒性基因Alb-uPA 转入

B6SJLF1/J 小鼠构建成转基因小鼠. 该小鼠大部分肝细

胞中含有Alb-uPA基因 该基因表达可导致肝细胞功

能缺陷 进行性死亡 小鼠凝血时间延长 血浆尿激酶

型血浆素原激活剂(PLAU)活动度增高 而少数不含

Alb-uPA基因肝细胞会发生慢性增生 形成少量 红

色结节 (red nodules).从大体观察 相应的肝脏组织呈

灰白色或接近白色 3-5周龄时红色结节直径从1 mm

到 1 cm 点缀在肝组织间; 8-12周龄时肝脏有较多红

色结节 最终不含Alb-uPA基因的正常肝细胞完全重

建肝脏 使整个肝脏呈现红色 同时凝血时间和血浆

PLAU活动度随着不含Alb-uPA基因肝细胞的大量增生

而逐步恢复 至1-2 月龄时达到完全正常[3]. 肝细胞移

植一般应用于10 天龄Alb-uPA 转基因小鼠 移植后

肝细胞经过12次以上的分裂增生 可占全肝细胞的80%

以上. 该品系小鼠来自Jaxson实验室  由宾夕凡尼亚大学

Brinster et al [4]构建 其基因型为半合子(Hemizygote)

分为 a A p Tyr c和Pde6b rdl 等类型. 喂以 NIH-

36%脂肪饮食(Lab Diet 5K52). 一般通过冷藏胚胎保

种 活体保种时通过将半合子携带者与B6SJLF1/J 小

鼠交配保种 子代中近50%的半合子后代于生后4 d

内死于出血 一般每窝小鼠中6-8只子鼠可存活至断

奶期 这些存活子鼠中仅部分是uPA基因半合子携带

者 3 wk 龄断奶 4 wk 龄确定基因型 5-6 wk 龄将

Alb-uPA基因型小鼠配对. 妊娠周期通常为18-21 d [5-6].

Nicolet et al [7]报道了应用组织学和免疫组织化学方法研

究uPA 和非转基因小鼠的肝再生差异 以5- 溴 -2

脱氧尿苷(BrdU)和增生细胞核抗原(PCNA)为细胞增生标

志. 结果第14 d即可见增生结节 之后结节继续生长 融

合 至第8 wk完全构成整个肝脏. 第 7 d时半定量显示

BrdU和PCNA达最大量. 结节出现时 60-80%的增生

细胞呈现BrdU和PCNA标志 之后增生下降 uPA小

鼠肝增生可持续到第56 d 明显长于非转基小鼠(28 d)

且增生细胞比例高于非转基因小鼠. Currier et al [8]报道

了血浆素原在肝损伤和修复过程中引导uPA产生多向

性效应 即肝损伤效应和修复特性. Locaputo et al [9]报

道了尿激酶转基因小鼠肝再生过程中基因表达的带状

调节. uPA小鼠肝脏出现的再生结节与病变周围的再生

不同 肝细胞再生因子(HGF)mRNA表达则明显低于



病变周围部分 但肝再生反而更丰富 疾病周围的肝

再生抑制因子明显增高 细胞表现为凋亡. 结论是肝损

伤时基因表达呈带状特异性调节 病变微环境对再生

过程中肝细胞的命运起重要作用. Weglarz et al [10]报道了

用建立的uPA小鼠研究移植肝细胞重新入住的过程. 结

果经脾注入的肝细胞平均21%灌输到肝实质 灌入肝

脏的肝细胞约1/3 增生 增生点的移植细胞倍增时间

为28 h 平均持续增生12个细胞倍增时间. 从幼龄和

老龄鼠分离的肝细胞有相似的重新入住动力学. 重新入

住肝实质的程度在受体鼠一生中保持稳定 四倍体和

八倍体肝细胞支持克隆增生.

2   异种肝细胞移植进展

肝脏学工作者多年来尝试着将人肝细胞植入免疫缺陷

小鼠以构建含人肝细胞的人鼠嵌合肝动物模型. 早期将

人肝细胞通过脾内注射 使注入的人肝细胞通过门静

脉进入肝脏而植入免疫缺陷小鼠肝内 可能由于人与小

鼠肝脏微环境不同 未能成功. 改变植入位置从小鼠肾囊

内进行移植 部分肝细胞存活. 继 uPA转基因小鼠出现

后 通过将uPA小鼠与nu/nu小鼠或RAG-2(recombinase

activating 2 gene 重组激活因子2)敲除小鼠交配后构

建出既有uPA转基因表达又有免疫缺陷小鼠模型 先后

将大鼠或北美土拨鼠等与小鼠亲缘关系较近的异种肝细

胞移植入该小鼠模型 获得成功. Funkhouser et al [11]报

道了用人互补于 α1- 抗胰蛋白酶基因为引物的 实
时 PCR方法检测人肝细胞移植入免疫耐受RAG-1 -/-

小鼠的灌输入效应. PCR循环与人细胞百分比呈线性关

系. 结果稳定. 可检出10 000个鼠细胞中的1个 100 ng

DNA样本的人肝细胞. 人肝细胞移植入RAG-1 -/- 小鼠

脾脏的百分比在移植后1 d为0.23 %. Guo et al [12]报道了

用逆千里光碱和四氯化碳处置小鼠进行细胞移植后的

肝重新入住. 结果发现移植后1-7 mo内肝细胞重新入住

率平均为20% 而只用一次剂量四氯化碳处置小鼠的

肝细胞重新入住率仅为10% 单用逆千里光碱或四氯

化碳处置小鼠的肝细胞重新入住率则分别为0.5% 和

1% 对照组小鼠则仅有0.05%.结论是细胞周期抑制剂

和化学性肝损伤为移植细胞提供了增生优势.最近将人

肝细胞植入该小鼠模型构建人鼠嵌合肝动物模型已取

得初步成功.

2.1 大鼠肝细胞植入小鼠体内  1995-05 Rhim et al [13]

首次报道了将大鼠肝细胞移植至Alb-uPA nu/nu小鼠肝

内获得成功 Alb-uPA nu/nu 小鼠表达Alb-uPA基因

肝细胞出现功能减退并呈进行性死亡 表达nu基因而

具有免疫耐受性 结果植入的大鼠肝细胞增生并完全

重建了小鼠肝脏 大鼠源性肝细胞基因表达高达100%.

植入的大鼠肝细胞的表面蛋白能够对Alb-uPA小鼠肝

脏微环境(如相似的可溶性小鼠因子 细胞外基质和其

他小鼠肝细胞表面蛋白等)产生反应 其生成的大-小

鼠嵌合肝与小鼠对照组肝脏大小相似 大-小鼠嵌合

肝小鼠和纯合子转基因小鼠的肝功能均正常 大小鼠

嵌合肝动物总血清蛋白和血清白蛋白水平与小鼠对照

组相似 提示了大小鼠嵌合肝其他重要的肝细胞功能

如介导代谢 器官废物的解毒均能发挥正常作用 大鼠

肝细胞分泌的蛋白在小鼠体内也能发挥其功能. 该实验

证明移植异种肝细胞可以建立功能性肝脏 提示Alb-

uPA小鼠肝脏可以用于广泛物种肝细胞的重建 也为

人肝细胞进行小鼠嵌合肝脏动物模型构建提供了有力

的实验依据.

2.2 土拨鼠肝细胞植入小鼠体内  继大鼠肝细胞植入小

鼠肝脏成功后 1998-01 Petersen et al [14]成功地将

北美土拨鼠肝细胞植入uPA/RAG-2转基因小鼠肝脏内.

uPA/RAG-2转基因小鼠系Alb-uPA转基因小鼠与RAG-2

基因敲除小鼠杂交而成 uPA基因表达导致小鼠肝细

胞进行性死亡 形成肝细胞增生需求 RAG-2 基因

敲除导致不能启动V(D)J重排 小鼠体内不能形成成熟

的T细胞及B细胞 因而处于免疫缺陷状态 对异种细

胞不产生排斥反应.通过脾内注射北美土拨鼠肝细胞植

入受体小鼠 发现土拨鼠肝细胞在受体小鼠肝内以微型

结节克隆样生长 并能恢复成肝脏的正常索状结构 正

常成熟北美土拨鼠肝细胞增生并重建uPA/RAG-2小鼠

肝脏的90%. 用肝炎病毒(woodchuck hepatitis virus

WHV)感染已植入受体小鼠的正常北美土拨鼠肝细胞而

形成的嵌合肝小鼠显示WHV复制持续至少10mo 外

周血病毒浓度达1 1011病毒体/mL[15]; 用慢性携带WHV

的北美土拨鼠肝细胞植入受体小鼠而形成的嵌合肝小

鼠 经8-12 wk 病毒血症期后也能建立起持续感染动

物模型.

        通过将异种基因土拨鼠肝细胞移植入具有免疫耐受

性的uPA/RAG-2小鼠体内建立起肝炎病毒小鼠模型. 该

实验系统具有用于研究肝DNA病毒属感染和发病机制

动物模型的理想特征. 土拨鼠动物模型使我们可以在遗

传学上相对难达到的异种动物体内完全清除病毒的自

然宿主模式中进行WHV感染研究. 尽管转基因HBV小

鼠已经提供了关于病毒发病机制的重要新信息 但在

其肝细胞核内检测不到cccDNA 表明其已耐受HBV

编码抗原并且不能完全再现病毒生活周期.

       由于uPA/RAG-2嵌合小鼠是研究B和T细胞介导免

疫反应缺乏下自然宿主肝细胞内病毒持续存在机制的

惟一的模型 该模型的建立能够加深对肝DNA病毒复

制的了解 进行静止期和增生期肝细胞内肝DNA病毒

感染和复制动力学研究 为将来预防和治疗持续感染

提供依据.

2.3 人肝细胞植入小鼠体内  人体细胞异种移植已有很

多成功范例. 人体许多部位的细胞都能够稳定植入免疫

缺陷动物中. 多年来 一些研究小组一直尝试将人肝细

胞植入免疫缺陷小鼠肝内 但未取得成功 故不能将失

败原因归结为对人肝细胞的免疫排斥反应. 目前其他种

属如大鼠 北美土拨鼠均成功地开展肝细胞异种移
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植 推测失败原因可能和小鼠肝脏微环境与人肝细胞

间不相容相关. 已有研究者将人肝细胞植入微环境更适

于人肝细胞生长的肝外位置 1992年 Sacci et al [16]将

人肝细胞植入SCID(severe combined immunodeficiency 严

重联合免疫缺陷)小鼠肾囊中用于疟疾的研究; 1999年

Ilan et al [17]将人肝切片植入肾囊下也有肝细胞存活 进

而将感染乙型肝炎病毒(hepatitis B virus HBV)的人肝

组织碎片植入免疫缺陷小鼠肾囊内 1 mo后 85%的受

体小鼠体内有人肝细胞存活 这一模型目前用于HBV

复制研究; 2000年 Ohashi et al [18]将人肝细胞植入免疫缺

陷小鼠肾囊中获得少量肝细胞存活 用于丁型肝炎病毒

(HDV)生物学特性研究. 最近 将人肝细胞移植到异种动

物体内研究取得了实质性进展 2000年 Sierra et al [19]

报道了胎儿肝细胞移植入无白蛋白血症小鼠(突变影响

白蛋白mRNA)体内的肝基因表达和白蛋白合成增加. 移

植后24 h受体鼠脾脏红髓中仅有少量肝细胞簇 移植后

肝细胞立即移入肝脏 并可在门静脉分支中看到. 15 d后

受体鼠肝内即可检测到白蛋白mRNA 并在3 mo研究

期持续表达 未检测到AFP 细胞增生不明显 但增

生率有增加倾势. 结论是胎肝细胞移植入脾脏后可移行

到肝脏 并定植于肝脏 获得成年表型且没有恶性转化.

2001-01 Dandri et al [20]报道将成人肝细胞植入uPA/

RAG-2转基因小鼠脾脏内 2 mo后经免疫组化及人特

异性DNA基因组分析显示 植入的成人肝细胞已嵌合

入小鼠肝组织内 其数量占小鼠肝细胞的15% 形成

所谓 人鼠嵌合肝 . 这是高度分化的正常成人肝细胞

成功植入异种动物肝内的首次报道 也是迄今惟一的

研究报道. 该报道中人肝细胞能够嵌合入小鼠正常肝结

构中 说明细胞-细胞接触和解剖学定位功能是部分

保存的 这与人肝细胞移植入肝外位置和生长因子刺

激下构建动物模型有着显著差异. 资料中没有显示鼠肝

微环境与人肝细胞间存在着不相容性(incompatibility). 进

一步研究显示采用HBV阳性人血清感染该模型 植入

的人肝细胞能被人类HBV感染 该模型也能用于人类

嗜肝病毒致病机制研究. Cantz et al [21]通过定量实时逆转

录聚合酶链反应动态观察了植入uPA/RAG-2转基因小

鼠的胎肝祖细胞在体内向成熟肝细胞分化过程 进一

步了解了肝祖细胞分化的分子生物学机制.

3   应用前景和存在的问题

目前人肝细胞异种移植重组体的应用前景是广泛的: (1)

进行人类嗜肝病毒 病毒性肝炎研究 建立肝炎病毒

感染模型; (2)进行基因治疗研究 避免肝细胞种属不同

造成药效差异. 例如腺病毒5对小鼠肝细胞亲和性低于

对人肝细胞亲和性; (3)构建人类遗传性肝脏疾病转基因

动物模型 如将因UDP- 半乳糖基转移酶缺陷所致半

乳糖血症(galactosemia)或Z-等位基因α1 抗胰蛋白酶缺
陷患者肝细胞植入该种小鼠内; (4)比较人和啮齿类动物

肝细胞在代谢途径 速度 代谢产物上的差异 评估人

源性鼠肝的代谢状况; (5)研究药物代谢; (6)研究人类肝

干细胞的生物学 例如人造血干细胞向肝细胞转变.由

于在这种人鼠嵌合肝模型中 现在报道移植成功的肝

细胞比例最大为15% 我们需要进行的下一步工作是

提高嵌合肝中人肝细胞的比例 产生足够实验用的异

种肝内人肝细胞群.

       尽管相关研究工作取得了较大进展 但肝细胞移

植研究仍存在在诸多问题: (1)目前研究中采用人肝细胞

或肝组织块来源于成人肝脏 细胞处于高度分化状态

增生能力有限 移植成功率不高 移植成功者人肝细胞

数量在小鼠嵌合肝实质内所占比例不高; (2)在Alb-uPA

转基因小鼠肝脏内 部分肝细胞会发生转基因缺失

这些转基因缺失的小鼠肝细胞同样会增生 与植入的

异种肝细胞形成竞争性生长 客观上抑制了植入肝细

胞的生长优势; (3)在 人鼠嵌合肝 中仅有人类肝实

质细胞存在而无人类肝非实质细胞嵌入 后者对肝细

胞特异性功能表达是至关重要的.

       因此 利用肝干细胞替代成熟肝细胞进行肝细胞

移植工作似乎更有优势: (1)以成熟肝细胞重建肝脏 必

须有广泛肝损害 肝实质减少或自身肝细胞增生缺陷

从而使外来肝细胞处于优势地位 而不少肝病并不具

备此条件; (2)相对而言 肝干细胞植入体内后增生能力

更强; (3)动物实验证实 细胞移植后植入的成熟肝细胞

可长期(长达1 a)维持活性 但此结果尚未能在人类再

现; (4)将外源性基因导入成熟肝细胞较为困难 而利用

肝干细胞则较容易 经基因工程改造的肝细胞就可用

于纠正某些肝代谢缺陷疾病.

       总之 人鼠嵌合肝模型在肝脏学的许多方面具有

广泛应用前景 从该研究领域目前的发展水平看 改进

实验设计 提高人肝细胞在 人鼠嵌合肝 中的比例

甚至完全以人肝细胞在小鼠体内重建人肝组织将是今

后研究重点.
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摘要

如何利用基因载体选择性转移治疗基因 并促使治疗基因

在靶细胞中充分表达是自杀基因治疗恶性肿瘤的关键所在.

随着研究的深入发展 各种基因载体的多方面特性逐渐展

现在人们面前 其携带外源基因进入靶细胞 并在靶细胞

中表达的过程也逐步被更清楚了解. 这些新认识指导科学者

们在选择及改造载体 调整各种影响因素等方面作了大量

尝试 取得诸多新认识 大大加强了自杀基因针对肿瘤细

胞的靶向性 高效性表达.

杨文宇, 黄宗海. 自杀基因治疗恶性肿瘤的载体效率及基因表达. 世界华人消
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0   引言

随着临床试验的深入开展 基因治疗显然没有显示出

当初人们所预期的高效神奇的疗效 理论与实践的差

距使这一技术在临床应用中仍然不能成功的满足实际

需要 相当程度上归因于载体应用上所面临的困难. 外

源基因进入靶细胞基因组中须经历多个步骤: 体内传递

至靶细胞 进入细胞 细胞内传递 进入细胞核; 因

此也有多道屏障: 细胞外各种反应成分 细胞膜 细

胞内环境以及核包膜. 理想载体要求能顺利高效的通过

各道障碍 在各个步骤中保持稳定 不激起不良反应

且最有利于外源基因的高效 稳定或可控性表达. 对于

应用自杀基因治疗恶性肿瘤来说 载体的基因转移效

率与外源基因的表达显得尤为重要. 正因为如此 这一

领域的研究近几年来在各国学者的努力下 开展得如

火如荼 取得了丰富的经验与成果.

1   载体的基因转移能力

病毒载体基因转移能力与其滴度及转染率有关. 常用的

载体中 逆转录病毒载体转染率高 但滴度不高(106-

108) 而且只能感染分裂期细胞; 腺病毒载体滴度比较

高(108-1010) 但转染率中等; 腺相关病毒滴度较低

各家报道不一致 大致为104-105cfu/mL 但具有较

高的转染率: Fukui et al [1]应用腺相关病毒载体体外转运

自杀基因治疗口腔鳞状细胞癌时观测到: 当 MOI=10

时 该载体对LacZ 基因的转移效率为 20-50 当

MOI =100时 几乎为100 . 慢病毒(lentivirus)载体仍

是具有争议的一种载体 但其高效的基因转移能力却

是非常可观的: Barry et al [2]采用鼠逆转录病毒(murine

retroviral)载体对T细胞进行CD40配基基因转染 在采

用巨细胞病毒启动子等强启动子的情况下 转染效率仍

然很低 相同条件下 低MOI (0.5-2)的lentivirus载体即

可取得40-93 的靶细胞被转染的效果. Loimas et al [3]比

较了多种不同的病毒载体携带TK基因 绿色荧光蛋白

基因融合基因转染 3 种人前列腺癌细胞系(DU-145

LNCaP PC-3)的有效性 结果表明: 腺病毒载体和

lentiviral 载体对所有3种细胞系均具有高效转染作用

而塞姆利基森林病毒载体(semliki forest virus vectors)和

辛德毕斯病毒载体(sindbis virus vectors)仅产生百分之几

的转基因阳性细胞.

       一般认为非病毒载体的转移效率低 限制了其在

实际操作中的应用 Wright et al [4]比较了裸DNA DNA/

阳离子脂质体 DNA/ 转铁蛋白 阳离子脂质体 腺

病毒载体重组子 腺相关病毒载体重组子 单纯疱疹病

毒载体重组子对心肌的基因转移能力 结果也证实了

这一点. 但也有报道[5]指出: 在转载TK基因体内治疗腹

膜恶性肿瘤动物试验中 DNA/脂质体复合体与逆转录

病毒产生细胞的基因转移效率没有显著差异; 在转运TK

基因体内治疗胶质母细胞瘤动物试验中 脂质体与腺

病毒载体具有效果相当但优于逆转录病毒的杀瘤作用[6].

各种阳离子脂质体 分子共轭聚合物具有相对较高的

基因转移能力; 裸 cDNA在进入胞质后易被胞质核酸酶

消化[7] 转化能力较低.

2   载体效率的提高

载体携带外源基因 在一定的反应环境中作用于靶细

胞 完成基因转移 这一过程中 无论是载体 环

境因素还是靶细胞的改变都影响基因转移效率.

2.1 通过载体的改变  改良载体的某些特征可以大大提

高基因转移效率. 研究者们在这方面作了大量的工作

相关报道也最多.

2.1.1 病毒载体

2.1.1.1 特殊糖蛋白包裹  某些病毒包膜蛋白对肿瘤具有

特殊的亲和力 取之包被载体 载体便也被赋予了这种

特性. 如 Galipeau et al [8]利用水泡性口炎病毒G蛋白



(vesicular stomatitis virus G  VSV-G)包装逆转录病毒载

体 产生的新载体既具有非常广泛的亲嗜性又能被超

速离心浓聚而不变性 达到2.3 1010 cfu/mL 用之携

带TK基因和绿色荧光蛋白基因瘤内转染脑胶质瘤大鼠

模型 随后系统注射GCV 10 d 对照组(不用GCV)大

鼠全部死亡 平均存活38 d. 尸检发现巨大肿瘤被逆转

录病毒高效转染 荧光局限于肿瘤组织.  实验组12只

大鼠中8只存活大于120 d. Howard et al [9]在构建了这种

VSV-G假型逆转录病毒载体(VSV-G-pseudotyped retrovirus

vector)的基础上还构建了两种其他病毒糖蛋白包裹的逆

转录病毒载体: Moloney 鼠白血病病毒 4070A (MLV

4070A)和猫内源病毒RD114 (CEV RD114)假型载体 对

胰腺癌细胞的体外以及动物体内试验表明 这类假型

逆转录病毒载体的确大大增强了转染效率 提高了自

杀基因对肿瘤的疗效 而其中尤以VSV-G假型逆转录

病毒载体显著.

2.1.1.2 改变其配基特性  许多病毒载体通过自身配基与

肿瘤细胞表面相应的受体结合而进入肿瘤细胞 但这

一作用受肿瘤细胞表面受体表达情况影响. 改变载体的

配基特征 使之能与肿瘤细胞表面高表达的受体结合

则能很好的解决这一问题. Nakamura et al [10]的研究证实:

腺病毒的低转染效率与其主要受体柯萨奇-腺病毒受

体(coxsackievirus-adenovirus receptor  CAR)缺乏具有高

度相关性 因此对决定腺病毒基因改变方向的腺病毒

5型纤维蛋白(Adenovirus type 5 fiber protein)进行了改

造 在其结区(knob domain)HI环插入一段含Arg-Gly-

Asp(RGD)的肽序列 使病毒在进入细胞时能利用整合

素受体 改造后的载体对整合素高表达的肿瘤细胞转

染力大大增强.

2.1.1.3 辅以特异的配基或抗体  恶性肿瘤细胞往往表现

出受体表达异常. 因此 不难理解 将与其高表达或

特异表达的受体相对应的配基与载体相连 能有效的

提高病毒载体的转染效率. 转铁蛋白(transferrin)[11-12]是常

用的配基 再如胰岛素[13] 叶酸盐(folate) [11] 血管内

皮生长因子[14] 雌激素[15] 4- 羟基他莫昔芬[16] 成

纤维细胞生长因子[17]等. 同样 肿瘤细胞往往也表达特

异的肿瘤抗原 将对应的抗体连接到载体上 既有利

于自杀基因的靶向转导 也无疑能增加转染效率. 抗肿

瘤相关抗原抗体[18] 抗转铁蛋白受体抗体[19]等为常用

的抗体.

2.1.1.4 保留复制能力  采用具有复制能力的腺病毒载体

可以显著的提高其基因转移能力[20-21]. 但也报道认为: 保

留腺病毒载体的复制能力在体外试验中明显地增强了

目的基因的转移作用 在应用于体内时和传统腺病毒

载体并没有显著性差异[22]. Puhlmann et al [23]应用携带萤

光素酶 具有复制能力的TK-VV重组子载体进行体外

及动物体内多种肿瘤细胞系或皮下 腹腔 肝内多种移

植瘤 转移瘤的转染试验 并采用腹腔内 静脉内 瘤

体内注射等多种方法 结果表明这种保存了复制能力

的载体具有高效的基因转移及表达能力 若灭活其复

制能力 瘤内外源基因的转染与表达则甚微.

2.1.1.5 载体小型化  载体的大小是否也影响转染效率?

理论上应该是这样 近年来有人构建删除了TK基因的

VV载体(thymidine kinase-deleted  recombinant vaccinia

virus  TK-VV)[23-25] 这种小型化的VV载体突变体不

仅具有高效的外源基因转移效率 而且其转染的外源

基因在靶细胞内具有高效的表达能力. Mangeot et al [26]构

建的小型 lentivirus 载体 Cui et al [27]构建的能自我失

活型 lentivirus载体等 在转染试验中都取得了非常良

好的效果. 但这只是经验与猜测 重组子大小与转染效

率之间的确切关系仍待进一步研究.

2.1.1.6 提高载体滴度  提高载体滴度一直是研究者们努

力的方向 其对载体基因转移的影响是不言而喻的. 纯化

载体也不失为提高滴度的一种有效方法: 如Kruse et al [28]使

用纯化Re.TK 颗粒进行脑瘤治疗动物试验 取得了可

观的效果.

2.1.2 非病毒载体

2.1.2.1 载体的选择  一般来说 带电荷的阳离子脂质

体 多聚体比普通脂质体 裸DNA质粒基因转移效率

高; 低分子量的多聚体比对应的高分子量多聚体效率

高 如: 低分子壳聚糖转运效率高于高分子壳聚糖[29];

低分子量 分支程度低的分支聚氮丙啶载体的转移效

率更高[30]. 壳聚糖由于其天然的高电荷性 且在特定条

件下可以浓缩DNA 形成不连续小颗粒[31] 因此具有

较高的效率; 线形聚氮丙啶也被认为是和裸DNA 分

支氮丙啶 脂质体GL-67/DOPE DOTAP/ 胆固醇相

比效率最高的一种[32].

2.1.2.2 辅以多种有效成分  可以与特异性配基 抗体

相连 也可以表面包被特种糖蛋白包膜提高肿瘤细胞

亲嗜性 或电中性物质以减少阳离子载体在血液中的

非特异性反应[33-34]; 同时 最好既具有阳离子成分又有

油脂成分 前者使DNA凝缩 有利于减少胞质内DNA

酶解 提高核膜透过能力; 后者能提高细胞膜亲嗜性

有利于穿过细胞膜.

2.1.2.3 合适的DNA/多聚载体比例  DNA/多聚体分子

摩尔比与DNA转化效率也有明显关系. 如Dizhe et a [35]

报道: 聚赖氨酸半乳糖[poly(L-Lys)Gal]d的基因转移效率

有赖于复合物内DNA/半乳糖基聚赖氨酸摩尔比.

2.1.2.4 DNA的大小和构型  线性DNA的广泛微注射研

究显示 大小是影响其胞质内移动 进入胞核的主要因

素[36]. 但是质粒DNA和经载体复合物运送的DNA是否也

受其大小限制仍不清楚. 如果质粒DNA和载体复合物-

DNA进入细胞核是一个被动的弥散过程 则显然DNA

大小是重要的影响因素; 但超过1.5 kb的DNA片断很

难透过核膜[37-38] 大分子DNA进入细胞核主要是通过

主动摄取而不是被动渗透. 另一方面  我们知道: 阳离子

等促使DNA凝缩的物质能提高DNA转化效率 环状和

超螺旋的DNA也被认为具有更高的转化效率 因此

杨文宇, 等. 自杀基因治疗恶性肿瘤的载体效率及基因表达                                                   195



DNA的构型影响其转染效率则是显然的.

2.1.2.5 与病毒载体联合构建融合载体  将非病毒载体和

某些病毒联合构建的融合载体具有良好的基因转运性

能: 如HJV-脂质体融合载体[39];  HJV-阳离子脂质体[39];

EBV复制子 /PAAD融载体[40-41].

2.2 通过反应环境因素的改变  载体的基因转移效率与

多种转染环境因素有关. 如壳聚糖的转运效率与血清

pH 值等因素有关[42 31]; 聚赖氨酸半乳糖[poly(L-Lys)

Gal]d的基因转移效率有赖于DNA-聚赖氨酸半乳糖复

合物在不同离子强度下形成的结构[35]等. 因此 可以

通过调整这些因素来增强转染效率. 另外 采用什么样

的给药方式使体外制备的重组子载体进入肿瘤瘤体内

也是不可忽视的影响因素 具体的临床考虑应涉及多

方面问题(如载体的靶向性如何 毒副作用如何 在体

液内的稳定性如何 肿瘤的解剖位置 血运状况 转

移情况 瘤体大小以及个体特征等). 单就基因转移的效

率而言 则与弥散丢失 非特异反应失活以及整合入

非肿瘤细胞等相关. 一般来说 越是精确地 小范围地

局部注射越能减少丢失 提高效率. 若重组载体具有良

好的靶向性与在体液环境中的稳定性 则这一效应有

所缓解.

2.3 通过靶细胞的改变  理论上 既然外源基因的转染

与靶细胞膜表面受体 蛋白质及多糖分子等的分布

胞质内环境 核膜 染色体等的状态有关 则可以

通过调整这些物质的性状来增强转染效率. 体外试验中

也经常利用各种物理或化学方法来实现这一目的 但

临床试验中这方面的报道较少.

3   自杀基因的表达

自杀基因作为一种外源基因 在肿瘤细胞中的表达

既与其本身特点 如与之相连并共转染的载体类型

自身所带顺式作用元件的数量及在肿瘤细胞中的活性

等相关 也与被转染的肿瘤细胞的数量 肿瘤细胞类

型等相关. 为了增强自杀基因在肿瘤细胞中的表达 除

了针对不同的肿瘤细胞选择最佳载体外 还常通过插

入在肿瘤细胞中具有高活性的启动子 增强子以及可

诱导性元件等实现这一目的.

3.1 载体本身对外源基因表达的影响  载体对所转运的

外源基因的表达具有重要影响 各种载体转导的外源

基因具有不同的表达特性(表1). 如逆转录病毒可整合宿

主染色体 外源基因可在宿主内稳定表达 并随细胞分

裂而传代. 而且 Narita et al [43]报道多腺苷酸信号(polyA)

能增强定位于逆转录病毒长末端重复序列反方位的内

源增强子介导的外源基因的表达: 他们将3种自杀基因

置于midkine 基因增强子的调控下 内源转录单位的方

向设计得与病毒长末端重复序列相反 每种自杀基因

在带有polyA的重组载体感染的包装细胞中的表达比在

不带有polyA的重组载体感染的包装细胞中的表达明显

增加 由这种逆转录病毒携带TK基因转染后的肺癌细

胞对GCV的敏感性获得显著的提高 较之野生型载体

转染的肺癌细胞也有显著性差异. 一般来说 腺病毒不

能整合染色体 外源基因较难长期表达 不利于遗传病

的治疗 对自杀基因治疗也有不利影响. 可同时应用两

个腺病毒重组载体来增强外源基因的表达[44]; 同时应用

腺病毒和逆转录病毒载体重组子 也有相似效果[45]. 腺

相关病毒载体能整合入染色体 外源基因能稳定表达.

Xiao et al [46]在小鼠基因转移试验中 将腺相关病毒载

体注射入骨骼肌组织后 外源基因在小鼠体内 1 a之

后仍有表达 . 据 Qing et al [47]的报道 三羟(基)异黄酮

能促进其所介导的外源基因在转染细胞内的表达. 痘苗

病毒载体不能整合染色体 外源基因不能长期稳定表

达 且本身具有免疫原性 不能多次反复使用.   小型化

的 TK-VV 载体 在减小免疫原性 提高外源基因

稳定性与高效性上有明显效果[24-25, 48]. 经 Lentivirus载体

转运的外源基因也能在宿主细胞中长期高效的表达[49, 27].

3.2 插入启动子 增强子 可诱导性元件  基因表达

受多级调控 因此外源基因的表达调控可以通过多途

径 多环节的干预实现. 其中 利用特异性启动子 增

强子等转录调控元件增强外源基因在肿瘤中的表达是

最常用的方法. 在外源基因中插入肿瘤中普遍高表达的

基因启动子 如端粒酶基因启动子[50]; 或某一肿瘤特异

表达的基因启动子 如前列腺特异性膜抗原启动子[51]

卵巢肿瘤的OSP1启动子[52]; 或易在特定肿瘤环境中激活

的可诱导性元件 如在实体瘤高热瘤体中高活性的热

休克蛋白70启动子[53]; 或特定人工条件下激活的可诱导

性元件 如放射敏感性 c-IAP2 启动子[54]等 既加强

表1 各种载体基因转移特点

    逆转录病毒载体       腺病毒载体      腺相关病毒载体     痘苗病毒载体 慢病毒载体 非病毒载体

滴度   低   高   低 高      中等         -

基因导入效率 *   高 中等   高 高        高        低

稳定性 稳定            不稳定 稳定         不稳定      稳定     不稳定

基因表达水平 可变 可变 可变 高        高      可变

特点          只转染分        免疫原性强      需要辅助病毒       具有溶细胞性   安全 容量大生产经济

         裂期细胞       滴度难以提高         免疫原性强

*因细胞类型及反应条件而变化; +基因表达与多种相关作用元件及反应因素有关.
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了自杀基因的靶向性 又大大增强自杀基因在肿瘤细

胞中的表达.

         整个转基因的过程是为了自杀基因在肿瘤细胞中表

达 但能否让自杀基因长期稳定表达往往并不是应用

自杀基因治疗恶性肿瘤所考虑的重点 适当时期内的

高效表达却至关重要. 大部分载体转染的外源基因的表

达 来不及走向衰减 其导致的细胞毒性作用便已经将

宿主细胞灭活. 因此 载体及其转移的自杀基因的细胞

毒性往往成了影响表达持续时间的最重要因素 由于

自杀基因对肿瘤细胞的杀伤作用 除了对转基因细胞

的直接细胞毒性作用外 更主要的往往有赖于旁杀伤

作用 载体的细胞毒性便直接影响着自杀基因治疗恶

性肿瘤的最终疗效[55].

       如上所述 近些年来 研究者们在如何提高自杀

基因针对肿瘤细胞的基因转移 基因表达效率上做了

大量的工作 并取得了丰硕的经验与成果. 尽管如此

目前的技术离人们所期望的还有一定距离 还存在大

量问题有待解决 主要表现在: (1)机制不清  对于重组

载体在细胞内的转运 进入细胞核等知之甚少 而这些

过程中也许包含基因转移的某些关键点; (2)有待标准化

载体构建细节 培养环境各参数值 各反应条件参数

值 数据获取及分析的程序等的量化和统一 以及标

准化构建和培养的各型载体在明确有针对性的细胞分

型和标准化反应环境 统计方式等条件下各方面性能

的比较和量化; (3)应以临床应用为目标 各实验室都能成

功的完成体外 体内试验 但临床应用却久滞不前 体

外实验 动物实验与临床应用之间存在显著差别 这要

求我们更多的着眼于直接的临床数据而非单纯的实验

室结果等.

       在解决自杀基因的转移与表达效率的问题上 还

存在大量的工作要做. 再有与之密不可分的靶向性问

题 安全性问题 免疫原性问题等 若这些问题都合理

解决了 自杀基因便能普遍应用于临床肿瘤的治疗 造

福于广大恶性肿瘤患者.
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摘要

自膨式金属内支架置入术治疗胃十二指肠梗阻的适应证有:

无法手术切除的胃十二指肠原发肿瘤与邻近器官恶性肿瘤

浸润 局部淋巴结肿大压迫造成的胃十二指肠梗阻 还

包括胃十二指肠恶性肿瘤术后吻合口狭窄及不能手术的良性

胃出口部狭窄等病因造成的胃十二指肠梗阻. 治疗不仅安全

有效 而且能免除手术创伤 并发症有疼痛 出血 假性和

真性再狭窄 支架移位或脱落 支架误入旁道及穿孔等.
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0   引言

胃十二指肠恶性梗阻病因包括: 胃十二指肠原发肿瘤

恶性肿瘤的浸润与转移 局部肿大的淋巴结压迫等.

40%的胃癌及80-95%的胰腺癌不能手术切除. 十二指

肠梗阻是胰腺癌常见并发症之一 也是患者加速死亡

的原因. 外科分流并发症较多 发生率达20-30%. 姑

息性胃空肠吻合术或胃空肠造瘘术是最常见的缓解梗

阻症状的方法. 然而 对于有广泛转移及短期预后差的

患者来说 外科手术不是首选的方法. 其他姑息性疗法

包括腔内照射放疗 激光消融 化学药物灌注等 这些

方法通常只适用于腔内隆起型病例 而且需多次重复治

疗 可能引起严重的并发症. 鼻胃插管 静脉补液等姑

息性治疗方法 由于患者痛苦大 护理人员负担重 代

价高 不适用于大多数患者 [1-3]. 自1993年Song et al [4]报

道使用金属内支架治疗胃出口部梗阻的经验以来 自

膨式金属内支架置入术已成为非手术治疗胃十二指肠

梗阻方法中不可缺少的一部分.

1   适应证和禁忌证

1.1 适应证  胃十二指肠原发肿瘤中 手术无法切除者

所致胃出口部位梗阻. 这类患者多因不能耐受手术或已

处终末阶段 而不能接受手术治疗. 自膨式金属内支架

置入术能非常有效地缓解这类胃出口部位梗阻. 胃十二

指肠邻近器官恶性肿瘤浸润(如胰腺癌 肝癌)所致胃

出口部位梗阻. 主要有胰头癌和胃癌 一旦出现胃十二

指肠梗阻 绝大多数患者已丧失根治性治疗(胃大部切

除术 全胃切除术)的机会. 自膨式金属内支架置入术

能有效缓解梗阻. 局部淋巴结肿大压迫引起的胃出口部

位梗阻(如恶性淋巴瘤). 自膨式金属内支架置入术与放化

疗联合运用有助于改善患者一般情况 提高疗效和患者

生存质量. 胃十二指肠恶性肿瘤切除术后吻合口狭窄

胃出口部良性狭窄但因患者合并有心肺功能障碍 不

能接受外科手术的患者. 自膨式金属内支架置入术同样

适用 能有效解除梗阻 使患者避免手术痛苦 节省医

疗费用.

1.2 禁忌证  存在胃十二指肠穿孔是自膨式金属内支架

置入术的主要禁忌证 [5-8] .

2   方法和并发症

2.1 方法  术前检查或活检明确诊断及完成术前准备. 过

度充盈扩张的胃腔不利于手术操作 需放置胃肠减压

管行胃肠减压引流. 在X线电视监视下或/和经内镜引

导下 经口将直径0.97 mm (0.038 in)的超长超滑导丝

插送过十二指肠狭窄段至远端小肠 如不能通过狭窄

段 则在X线监视下经胃镜行微波烧灼 形成小通道

后再将导丝插至远端 还是不能通过可考虑行经皮胃

造口术. 导丝插人后引人双腔导管造影观察狭窄段情况

以选择适宜长度的支架 支架长度应较狭窄段长30-

40 mm. 将导管进一步深人至小肠并替换软头硬导丝 借

助硬导丝引人推送器 使支架远端超过狭窄段约20 mm

左右缓慢释放 并逐步调整使支架处于适当位置. 支架

释放完毕后退出推送器 最后退出导丝及扩张导管. 术

后口服庆大霉素16万U(Bid/d×2 d) 观察梗阻改善情
况及有无并发症发生 3 h后可少量饮水 缓慢进食少

量流质 [9-13].

2.2 并发症  由于消化道管腔具有特殊的组织结构和功

能特点 因而消化道支架治疗中并发症类型较多 发生

率也相对较高. 其中较为常见的并发症包括: 疼痛 出

血 假性(食物或异物嵌顿)和真性(肉芽或肿瘤组织增

生)再狭窄 支架移位或脱落 支架误入旁道等 但

发生穿孔的概率不大[13]. 发生并发症的主要原因包括: 选

用支架的构型和管径 患者心理因素以及原发病变和

胃肠动力因素的影响. 手术医师操作经验不足 支架选

择不当或放置不到位 狭窄严重 邻近肠袢盘曲多

成角大 导丝导管等难以通过等因素都直接影响治疗

效果[9-11]. 因此 术前应进行详细的消化道造影检查

必要时在胃镜下直视观察 弄清狭窄程度 长度以及
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远端肠袢开通情况 以初步确定支架类型 长度和直

径. 带膜支架可以防止肿瘤继续向腔内生长造成的再发

梗阻 比较适合肠袢弯曲少而小或已形成瘘道的病

例 但稳定性和硬度欠佳 不仅推送困难 而且置入后

容易发生滑动. 不带膜支架柔软性好 置入后不易滑动

但是随时间延长由于肿瘤继续向腔内生长易再发梗阻.

发生食物嵌顿只需用探条 球囊或扩张管疏通. 应嘱患

者进食细嚼慢咽 以液体和固体食物伴饮则可避免和

减少食物嵌顿. 支架误入气道一般发生在非X线监视下

的内镜引导时发生. 另外 消除患者心理顾虑并配合病

因治疗及应用胃肠动力药剂可有助于减少并发症的发

生率[12-13].

3   临床应用

在技术操作成功率 症状缓解率 并发症发生率及临

床应用范围和治疗效果等方面 自膨式金属内支架置

入术治疗恶性胃十二指肠梗阻明显优于外科分流术与

其他姑息性治疗方法. 1992年 Song et al报道经皮胃

造口术放置带膜金属内支架姑息性治疗1例胃窦恶性梗

阻获得成功[4]. 十多年来随着投送系统不断改近及临床操

作经验的积累 自膨式金属内支架置入术受到越来越

多的介入放射 内镜和外科医师的青睐.

        程英升et al [12]在293例良恶性消化道狭窄或阻塞病

例中安放带膜或部分带膜金属支架金属支架与暂时性

部分带膜金属支架共301只. 所有病例支架置入成功率

100%. 并发症发生率为疼痛27.6%(81/293) 反流15.7%

(46/293) 出血 15%(44/293) 支架移位4.4%(13/293).

茅爱武 et al [13]报道62例胃十二指肠梗阻病例中3例支

架放置未成功 余59例共放置支架78枚. 59例胃十二

指肠支架置入者中55例恢复正常饮食 4例梗阻症状减

轻仅可维持进食流质 技术成功率及临床有效率为95%.

        Lee et al [14]在X线透视下 对13例不宜手术切除

肿瘤和7例外科术后胃肠吻合口复发胃癌造成的胃出

口梗阻患者行自膨式金属内支架置入术. 18(90%)例技术

操作成功 2例失败是因联合运用X线透视和内镜引导

也无法使导丝通过狭窄部位. 自膨式金属内支架置入术

后 15例患者呕吐发生率显著降低可进流食 临床有

效率75%. 在平均6 wk的随访中除1例发生两枚支架发

生移位外 所有患者未发生如支架再狭窄及危及生命

的严重并发症. Jeong et al [15]在X线透视下应用带膜支架

治疗18例不能手术切除的肿瘤导致的胃出口梗阻获得

成功. 所有患者均伴有严重的恶心和呕吐症状 支架置

放术均获成功 2例同时应用胃造口术 3例应用球囊

扩张术. 支架置入后除1例患者因存在近端回肠另一处

狭窄外 所有患者的症状均获缓解. 在连续2-7 wk的随

访中 3例患者在1-41 d内发生支架移位(16.7%) 均应

用另一枚带膜支架治疗获得成功. 2例在随访超过30 wk

后因支架机械原因发生再狭窄 其中1例同轴释放另一

枚带膜支架治疗后 获得满意的临床效果. Park et al [16]

应用支架姑息性连续治疗22例胃出口部位与2例十二

指肠梗阻患者. 14例晚期贲门或幽门癌 8例胃结肠吻

合口处梗阻. 利用直径6 mm和 8 mm导入器 24例中

在18例患者体内共放置21枚支架 支架释放技术成

功率为75%. 平均随访时间3.4 mo(1 wk-9 mo) 12 例

(67%)术后症状缓解 5例患者症状无改善 1例加重.

20例患者在随访期中死亡 中位生存时间4.3 mo. 6例

发生并发症 占患者总人数的25% 其中5例发生支

架移位 2例支架断裂. Aviv et al [17]回顾性研究分析了

自1998-03/1999-12接受支架置放术的恶性上消化道梗

阻患者的临床资料共15例 共放置21枚支架 技术

成功率及临床有效率为93%(14/15). 其中1例胃癌术后

胃空肠吻合口处肿瘤复发 需在内镜协助下释放支架.

2例在术后2 wk 5 wk 分别因支架移位和肿瘤向支架

内生长而需再次干预. 18枚支架经口 2枚经肝 1枚

经胃壁释放. 2例术后3d内发生疼痛 后期并发症包括

肿瘤向支架内成长 肿瘤生长过度 支架移位等.中

位存活时间2.4 mo.

       自膨式金属内支架置入术以非外科手术的方法 应

用微创技术使狭窄阻塞的消化道管腔再通 方便 安

全 有效和快速地缓解胃十二指肠恶性梗阻 为不能手

术的胃十二指肠恶性梗阻的姑息性治疗开辟了一条新

的途径 也为治疗部分良性胃十二指肠梗阻的治疗提

供更多的选择[18-20]. 总体看 该方法治疗胃十二指肠梗

阻近期疗效满意 但术后生存时间有限是单纯支架置

入治疗胃十二指肠恶性梗阻的主要缺陷. 如何选择有效

的治疗方法抑制恶性肿瘤快速扩展 有效控制恶性肿

瘤其他相关并发症以进一步延长患者的生存时间 提

高胃十二指肠恶性梗阻自膨式金属内支架置入术的综

合疗效 是一个亟待解决的问题[21-25].
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5 第二军医大学长海医院 811 15         第二军医大学长征医院 521

6 华中科技大学同济医院 782 16         中南大学湘雅二医院 514

7 第一军医大学南方医院 741 17         上海第二医科大学瑞金医院 505

8 中南大学湘雅医院 673 18         武汉大学人民医院 483

9 中国协和医科大学北京协和医院 582 19         第三军医大学大坪医院 480

10 南京军区南京总医院 581 20         复旦大学华山医院 466
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摘要

肌电图指导下的生物反馈训练技术对肛直肠动力异常所致

的便秘 便失禁及肛门疼痛等具有较好的治疗效果; 该技

术可以改善盆底肌的耐受力 压力及肌电活动异常等达到

治疗目的 国外报道有较高的成功率和很低的复发率 并

做为一种常规方法逐渐取代了外科手术及药物 国内有少

数学者应用EMG-生物反馈治疗仪治疗慢性功能性便秘取

得了初步的临床效果及相应肛直肠动力学指标改善 我们

初步的研究观察亦取得了相近的结果. 该方法为非侵入性

无痛苦的 对于长期依赖药物维持正常排便的患者来说 不

仅避免了药物的副作用和耐药性 同时又节省药费 值得

应用和探讨.
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0   引言

在发展中国家 消化系统胃肠功能障碍性便秘人群中

发病率为30-40%[1]. 直肠肛门运动疾患导致的排便异

常 通常表现为慢性便秘(chronic constipayion CC)和

功能性排便失禁(functional incontinence FIC) 且随

年龄增加而增加[2]. 严重影响人们的正常生活 特别是

老年人. 肌电图指导下的生物反馈对直肠动力异常所致

的排便障碍进行治疗在目前是一种新的诊疗手段; 国外

在这方面的研究已积累了丰富的经验 并逐渐取代了外

科手术及药物的一种常规方法[3-10]. 美国产Bio-LAB动力

学参数监测系统及 SANDH I L L 胃肠道监测系统 -

OrionPC/4EMG生物反馈治疗仪 是采用纵向插入式肛

管电极及腹壁电极进行直肠肌电和盆底肌(EMG)电描记

分析 评估肌电活动 是非侵入性 无痛苦的 对于长

期依赖药物维持正常排便的患者来说 不仅避免了药

物的副作用和耐药性 同时又节省药费. 国外报道有较

高的成功率和很低的复发率 值得应用和探讨[11-20].

1   肛直肠运动病理生理与临床

1.1 粪便排出机制  肛直肠运动功能主要是维持自制和

排便 并通过以下机制来完成: (1)肛管高压带对控制

粪便起重要作用. 肛门内括约肌(IAS)对抗直肠肠内压的

压差 称肛管静息压(IASP). 阻止稀便和肠腔内气体在

非排便状态下外溢. 当腹压增加时 IAS 关闭 起机

械屏障作用; 当粪便刺激直肠扩张时 直肠括约肌反射

使IAS松弛. (2)肛门外括约肌(EAS)由3个分别独立的U

形肌襻组成(肌束方向相反和不同神经支配) 各自交

替收缩引起蠕动性排便. (3)肛门内括约肌抑制反射和直

肠收缩反射. 排便时直肠收缩 IAS 松弛 随后EAS

松弛 粪便排出; 随意终止排便时 EAS随意收缩 压

缩松驰的 IAS 反射性抑制直肠收缩 粪便停留. (4)

肛管直肠角为直肠下端与肛管二者轴线向前形成的夹

角 约80-90o 距肛门上方3-4 cm 对粪便下降起

机械屏障作用和活瓣作用 排便时此角度变大(正常人

约137o). 排便是由神经反射引起的复杂的协调动作来完

成 是直肠重要的生理功能.

1.2 功能性排便异常的病理与临床  引起排便异常有器

质性 继发性和功能性三种. 器质性病变致排便异常

有先天性如肛门闭锁 继发性如周围神经病变  脊髓

神经中枢神经损害 产科挫伤致肌肉撕裂 息肉和肿瘤

致机械性梗阻等. 这些属原发性直肠运动障碍或功能失

调导致的排便异常 不在本研究范围内.

1.2.1 功能性失禁(FIC)  指持续性或反复发作性排便失

控至少1 mo以上 且无明显的神经原结构异常. 主要

由以下几方面影响: (1)EAS协调运动异常:由于EAS收

缩强度随腹压增加而增加 帮对节制粪便仅起一定作

用 而排便时EAS的这种收缩被抑制. 当 EAS的这种

协调性运动缺乏或障碍时可导致大便失禁. (2)耻骨直肠

肌无力:由于耻骨直肠肌无力 使肛门直肠角无论静息

状态或腹压增加时 均呈钝角 失去其屏障及活瓣作

用 使大便失禁. (3)直肠顺应性降低. (4)肛直肠感觉运动

功能失调(5)肛管静息压(IASP)降低 不能维持正常的肛

管高压带 致大便失禁. (6)肛管自发性松弛频率增加.

1.2.2 功能性肛直肠疼痛(FAP)  频发性或间歇性发作的

肛门钝痛 由盆底肌痉挛引起 包括提肛综合征和肛门

疼痛两种类型.

1.2.3 排便困难  指粪便排出困难或排便不畅或需用手

指挤压肛门等协助排便 症状持续3 mo以上 排除肠

壁神经节细胞缺如或直肠脱垂 肿瘤等器质性肛直肠

病变. 包括盆底肌协调障碍和 IASP 功能障碍两类型

心理障碍也是发病原因之一.  (1)盆底肌协调障碍(PFD):

是由于盆底肌的不协调收缩 主要是EAS呈反向性收



缩或松驰不良 盆底肌电活动增加导致排便困难或排

便不畅. (2)肛门内括约肌功能障碍(IASD): 由于IAS抑制

反射缺失或不完全 IASP持续增高不松弛 或二者同

时存在导致排便困难 但需排除神经节细胞缺失所致

的IASP.

2   生物反馈疗法与功能性排便异常

生物反馈是通过两个非损伤性电极分别置于体表腹前

斜肌和肛门外括约肌内 就可在系统的显示屏上实时

地显示在排便过程中的肌电信号变化的波形 使患者

可以直观地从电视屏幕上看到自己排便时肌肉收缩与

舒张顺序是否正确 收缩和舒张的幅度是否合适 进而

在医生指导下调整和训练排便的动作和过程 从而达

到治愈功能性排便异常之目的. 特点是该疗法将肌肉活

动转变成易于理解和识别的信号图形 再自我调节 最

终改变肌肉的力量和协调性.

2.1 治疗对象的选择  (1)功能性排便失禁; (2)功能性肛门

直肠疼痛; (3)排便困难.

2.2 动力学检查  (1)IAS抑制反射缺失或不完全 伴有

或不伴有IASP增高. (2)IASP增高 伴有正常的IAS抑

制反射(3)排便时PAS呈反向性收缩或松弛不良.  盆底肌

电活动: 盆底肌EMG增加. 做电子结肠镜检查除外器质

性疼痛.

2.3 方法及步骤  肌电图生物反馈治疗设备包括 个直

径12 mm 长 45 mm的肛管内肌电感受器 一个腹前

斜肌的体表电极 和与之相连的生物反馈治疗主机 计

算机屏幕可显示及测量腹前斜肌 耻骨直肠肌和肛门

外括肌的电活动 并将其作为患者反应变化的指标.

        首先向患者解释治疗过程及目的 指导患者学会收

缩和放松肛门肌肉 学会观察屏幕显示的肌电活动

然后指导患者排便时放松肛门肌肉 同时收缩腹肌. 理

想的盆底肌收缩为向心性收缩(向头的方向收缩) 而

腹肌极少活动 进行向心性收缩后指导患者 挤压和提

高收缩肌 并鼓励其用力 再用力 然后嘱其保持力

度 再慢慢放松(离心性收缩). 值得注意的是盆底肌通常

不如肢体的随意肌那样曲伸灵活. 生物反馈治疗仪也能

观察到肌肉的松驰状态 在生物反馈帮助下 应用此项

技术能改善肌痉挛所致的某些排便困难. 现代的肌电图

指导下的生物反馈治疗仪能提供每组肌肉用力训练时

应达到的指标以得到患者的配合 同时鼓励患者反复

进行较长时间的肌收缩锻炼 以提高肌肉的耐力. 生物

反馈治疗通常在门诊进行 1 h/ 次 1-2 次 /wk 并

要求患者治疗期间回家再练习同样动作. 4-12 wk不等.

2.4 疗效评估方法  治疗前后功能评估可分为主观感觉

(症状和粪便情况记录)和客观检查两大类 症状记录

包括每周自发排便次数 药物辅助排便次数及灌肠排

便次数 也可将患者的满意程度作为一种主观评估方

法. 客观检查中常用的有肛门直肠测压 肌电 图 结

肠转运时间等 并由医护人员进行治疗后随访.

3   生物反馈技术应用现状及评价

生物反馈治疗在国外已进行了数十年的研究 并且作

为功能性排便异常的首选的可接受的有效治疗方法[21].

1985年欧美一些国家地区的外科医生取得共识: 应先使

用EMG肌电生物反馈系统训练患者放松肛门括约肌来

治疗便秘 既往处理这类 出口梗阻 性肛门括约肌异

常收缩问题只能采用外科手术的方法. 同时在针对那些

肛门括约肌松驰导致的大便失禁病例采用同样手段进

行训练及自我调节 同样可达到增强盆底肌力量而治

愈大便失禁. 应用于先天性肛门闭锁的小孩在外科手术

后引起的便失禁也非常有效[5]. 在这方面积累了丰富的经

验. 同样机制应用生物反馈技术可以治疗尿失禁.

       美国佛罗里德州学者Ferrara et al于1992-10/1997-

10对 188例患者进行生物反馈治疗 其中116例为慢

性便秘患者或盆底肌功能障碍患者 年龄从28个月-

88 岁不等 进行了平均8 wk 的训练; 72 个便失禁患

者 年龄从29 mo-83 岁不等 进行了平均7 wk的训

练. 经治疗后 84%的便秘患者和85%的便失禁患者症

状得到了明显的改善 患者感觉非常满意. 便秘组患者自

主大便次数由原来平均0.8次 /wk提高到6.5次 /wk 便

失禁患者便失禁次数由11.8次/wk降至2次/wk. 该州的

另一学者Spat et al 亦于1993-07/1995-07对 55例患者

进行生物反馈治疗 其中 30 例为慢性便秘患者 年

龄从33-86 岁不等 25例为便失禁患者 年龄从34-

85 岁不等 进行平均7 wk 的训练. 经治疗后 55 例

患者有53例主观感觉症状明显改善 所有病例盆底肌

的耐受时间均明显延长 其中便秘组的耐受力时间由

原来的6.39 s延长至10.77 s 便失禁组的耐受力时间

由原来的7.5 s延长至13.06 s. 由此可见生物反馈治疗通

过提高盆底肌的耐受性来起作用.

       国内近年来已引进该技术并应用于临床 并取得了

初步的可喜的效果. 南京医科大学第一附属医院赵志泉

报道 20 例慢性功能性便秘患者 用生物反馈训练治

疗 从临床症状观察: 18例显效 5例有效 1例无效

1例未能坚持训练 有效率达90%; 从EMG评估: 20例

患者EMG显示盆底肌与腹前斜肌的矛盾运动消失 且

运动幅度增加 有效率达100%; 从肛直肠感知试验观

察: 有 16例感知阈值或最大容积耐受量均有所下降. 李

爱萍 et al [22]对40例CIC患者进行肛门直肠压力测定

并与40例正常人进行对比 观察CIC患者肛门直肠动

力学改变的特点及生物反馈训练的作用. 结果: 便秘组肛

管静息压 最大缩榨压 最大缩榨间期及缩榨指数均低

于对照组(P <0.05 P <0.05 P <0.01 P <0.01); 模

拟排便动作时肛管剩余压高于对照组(P <0.001) 肛管

松弛率 排便指数均低于对照组 具有显著性意义. 有

73%(29/40)的患者直肠收缩无力 42%(17/40)的患者直

肠收缩压低于肛管剩余压 28%(11/40)的患者出现反

常的肛管括约肌收缩;生物反馈治疗可以调整便秘患者

肛门直肠的协调性运动. 认为慢性特发性便秘患者存在
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肛门直肠的动力学异常 直肠收缩无力 肛管松弛不

良和肛门括约肌的反常收缩导致排便功能的障碍 生

物反馈训练可以调整这些异常的动力改变. 对肛痉挛

小儿便失禁 尿失禁及肠套叠等治疗也取得了一定的

疗效[23-30]; 我院从1999-08至今已为200例患者进行评

估及治疗 功能性便秘的检出率达62% 生物反馈

治疗有效率达 79% .

       总之 肌电图指导下的生物反馈训练对直肠肛门

动力异常所致的排便障碍进行治疗是一种新的医疗模

式. 国外报道有较高的成功率和较低的有效率 而且比

其他疗法更经济. 目前国内只有少数医疗单位拥有这种

技术. 初步的临床应用及效果已令人鼓舞. 尽管目前对这

种技术的应用已经成熟 但是对国人的治疗观察 还没

有统一的指标 如疗效 疗程 适应证 禁忌证等方面.

加强多中心的 大样本的协作观察 探索出一套适合我

国人群特点的较完善的治疗方案是下一步研究的方向.
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摘要

成体干细胞有多向分化潜能 可以横向分化为不同类型的

特化细胞 甚至逆分化为更原始的干细胞. 本文介绍了近年

来成体干细胞 横向分化 潜能 分化机制 对成体干细

胞横向分化为肝脏细胞的研究进展及存在问题进行了讨论.
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0   引言

干细胞研究因其在理论和实践上的重要意义 近年来

成为生物医学领域研究的热点. 干细胞是一种未分化细

胞 其基本特性为: 具有自我复制能力 产生出与自己

完全相同的子细胞; 分化为超过一种以上的功能细胞. 根

据分化阶段不同可分为来源于受精束 胚胎内细胞团

细胞或早期胚胎原始的胚胎干细胞(embryonic stem cell

ESC)和来源于成年动物或未成年动物组织的成体干细

胞(adult stem cells ASC). 目前ESC的研究由于受伦理学

争议 免疫排斥 实验技术限制以及其本身的成瘤性等

影响 阻碍了其在临床治疗中的应用. 同时ASC的研究

异军突起 成为近年来研究的热点 本文介绍了ASC

可塑性 分化机制 关于ASC向肝脏细胞分化的研

究进展及其在肝脏疾病方面的潜在应用 并对目前研

究中存在问题进行了讨论.

1   ASC的可塑性

ASC普遍存在于人体的各种器官 如造血干细胞(hem-

atopoietic stem cells HSC) 肝干细胞 神经干细胞

(neural stem cells NSC) 肌肉干细胞 骨髓间质干细胞

(marrow mesenchymal stem cells MMSC)和表皮干细胞

等. 这类细胞在自然条件下倾向于分化成所在组织的各

种细胞 但最近一些研究结果显示 即使干细胞已经定

向分化 在某些条件下 ASC仍有多向分化潜能 甚

至可以打破胚层界限 横向分化(transdifferentiation)为

无关类型的成熟细胞或在特定环境下发生逆分化 也

称为ASC的可塑性(plasticity). 1999年Bjornson et al [1]将

从成年小鼠前脑分离出的NSC输入丧失了造血功能的

小鼠体内可以产生造血细胞; HSC可以进入脑内 分

化为神经细胞 进入肌肉组织中可以分化为具有成熟

肌肉细胞表型的细胞; 2001年Toma et al [2]从鼠皮肤分离

获得的皮肤干细胞可转化为神经元细胞 神经胶质细

胞 平滑肌细胞和脂肪细胞等; 2002年 Fukuda et al [3]

报道MMSC 除了分化为肌细胞 肝细胞 成骨细胞

软骨细胞 神经细胞 脂肪细胞等 在一定条件下

还可以分化为HSC 形成肌小管和肌腱.

      ASC横向分化实验中也可能存在的错误. 2000年

Wagers et al [4]将取自绿色荧光蛋白(green fluorescent

protein GFP)转基因小鼠纯化的骨髓HSC(c-kit+Thy1.1

low Lin- Sca-1+)输给受照射受体鼠 使受体鼠造血重

建 造血细胞为供体标志. 但在肌肉 肺 小肠 上

皮细胞 肾及脑中没有发现来源于供体的特异性细胞

如肌肉中的 GF P + 细胞不表达肌肉特异性标记 α -
actin 肾组织中发现的GFP+细胞不表达WGA 脑

组织中GFP+细胞不表达神经元标记MAP-2等. 2002年

Morshead et al [5]报道了他重复Bjornson et al [1]关于神经

干细胞具有向HSC分化实验的情况 将培养的C57BL/

6-ROSA26lac Z转基因鼠的神经干细胞输给C57BL/5小

鼠 经检查104只小鼠31 990个造血集落 未发现有

lacZ+的造血集落. 再将从C57BL/6J-Gpila/a小鼠制备的

神经干细胞注入C57BL/6J-Gpila/b 小鼠 亦未发现受

体鼠造血细胞带有供体标记. 这些资料表明ASC是否具

有可塑性分化的特性 尚有待更多的论证.

2   ASC可塑性的机制

由于ASC发育分化的基因机制还不清楚 当一类ASC

跨谱系分化产生另一类组织细胞时 究竟是先去分化

(de-differentiation)进入一个更加原始可塑的状态 然

后再分化(re-differentiation) 还是不经历去分化而直

接通过横向分化(trans-differentiation)变为另一类细胞

目前尚无定论. 干细胞分化的过程包括多重复杂的反馈

调节和细胞间的相互作用 内部信号和外部信号都可

以调节干细胞的分化 其中一些信号现已被识别. 目前

有关ASC可塑性调控机制主要有细胞融合学说和基因

程序重组学说两种观点.

2.1 细胞融合学说  细胞融合可能导致ASC具有横向分

化潜能 向其他类型细胞分化. Terada et al [6]报道小鼠

骨髓细胞与ESC融合后具有多系分化的能力. 骨髓细胞

来自 TgN(GFPU)5Nagy 转基因鼠 与 来源的ESC
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共培养 培养体系中加入全能HSC集落刺激因子(IL-3)

和白细胞抑制因子(LIF) 分别支持HSC和 ESC 生长.

第 7 d 撤去 IL-3 使HSC的生长失去支持 加入嘌啉

霉素 杀死ESC. 3 wk后 分离出GFP+ 抗嘌啉霉素

的ESC样细胞. 这些细胞在体外可分化为心肌细胞 注

入重症联合免疫缺陷(severe combined immunodeficiency

SCID)小鼠可形成畸胎瘤 检查DNA倍体型时 11/13

个类似ESC细胞系显示大约四倍体DNA 其他两个显

示近似六倍体DNA基因型. 认为HSC与ESC融合后

使HSC具有向非造血细胞分化的能力. Pells et al [7]证明

来自大脑的ASC与ESC共处于同一培养皿时会发生融合.

Ying et al [8]将NSC与小鼠ESC共同培养. NSC来自ZIN40

转基因小鼠[结构性表达 lacZ基因和新霉素(neo)抗性基

因]和oct4-GiP转基因小鼠(在多能干细胞和生殖系细胞

中 oct4作启动子时选择性表达GFP基因和嘌啉霉素抗

性基因). ESC含有通过同源重组插入oct4位点的潮霉素

抗性- 单纯疱疹病毒胸腺嘧啶激酶融合基因. 在含有

G418或嘌啉霉素(pac)的选择性培养基中培养2-4 wk后

杀死ESC 其他细胞表达 lacZ (neo) 或 GFP(pac). 进一

步研究显示细胞对潮霉素耐药 可见到四倍体或近似

四倍体核型. 这些研究提示NSC去分化回到类ESC状态

是通过融合细胞自然发生的 而不是通过固有的信号

通道激活所致. Wang et al [9]进行了一系列骨髓移植重建

肝脏的实验 通过DNA印迹分析证实移植前供体细胞

独有的等位基因为纯合子 而重建的受体肝脏内肝细

胞是杂合子; 通过细胞遗传学分析显示从 鼠供体骨髓

移植重建的 鼠受体肝细胞核型为80 XXXY(二倍体

和二倍体的融合)和120 XXXXYY(二倍体和四倍体的

融合)核型 证实重建肝脏细胞是供体和受体细胞融合

后分化而来. 上述研究提示移植的成体细胞可能通过与

体内原位组织细胞融合 表现出靶组织的表型.

2.2 基因程序重组学说  Reik et al [10]认为细胞分化过程

是基因按程序的开放与关闭的过程: 胚胎向前发育的每

一个阶段 都关闭了前一个发育阶段的一批基因 开放

了新发育阶段的一批基因. 结果是像囊胚内细胞团这样

的未分化细胞 最后分化为肌细胞 B细胞等特化细胞.

Surani et al [11]用ASC在特定的微环境下背离其既定分化

方向而横向分化为其他特化细胞时 成体细胞核内诸

多基因的程序 也存在关和开的调节 以便逐步表达特

化细胞的基因 引进计算机术语 就是基因的程序重组

(reprogramming).

       ASC移植后对环境中外部信号产生反应 通过基

因程序重组而激活相应的分化通路 产生出与植入部

位相称的特定结构和代谢的细胞. 2000年Yan et al [12]从

第6 d的鸡胚中分离的视网膜色素上皮细胞在neuroD诱

导下发生程序重排转录光感受器基因 表达光感受器

视黄醛结合蛋白 视蛋白基因编码的视紫红质 视色素

等 从而分化为感光细胞; Kondo et al [13]发现少突胶质

细胞的前体在体外特定培养条件下可发生重新程序化

而形成多能神经干细胞 后者则可分化成为神经元细

胞 星形胶质细胞和少突胶质细胞; 2002年Beerheide et

al [14]发现将人脐带血干细胞移植入严重联合免疫缺陷

(SCID)小鼠肝脏后发生程序重排 下调作为主要组织

相容性复合物(MHC)的重要组成部分β2-微球蛋白的表
达 使宿主免疫耐受 从而存活下来; Petrova et al [15]

在血管内皮细胞内将基因重新编程 使转录因子

prox-1过度表达可诱导淋巴管内皮细胞特异基因的转

录 同时抑制将近40%的血管内皮细胞特异基因的表

达 使其向淋巴管内皮细胞分化.

         最近Dean et al [16]研究认为: 程序重组是通过对基因

组的修饰实现的. 一系列复杂的修饰包括DNA甲基化

染色质修饰(如核小体核心组蛋白广泛改变: 在组蛋白和

其他染色质蛋白的氨基酸尾端进行特殊氨基酸残基修

饰 影响转录) 组蛋白共价修饰(乙酰化 甲基化 磷

酸化作用). 通过上述修饰调节染色质结构 对基因组程

序重组 对组织特异基因的表达起决定性作用. Li et al [17]

研究发现染色质修饰的失败能导致发育过程调节障碍

(如X染色体失活 基因组印迹)和各种疾病.

3   ASC向肝细胞横向分化的研究进展

ASC的横向分化潜能为肝脏疾病的治疗提供了一条新

的思路. 多种供体细胞被用于肝脏重建移植试验或在体

外诱导向肝细胞分化 如胰腺上皮祖细胞 HSC 骨

髓细胞 多潜能成人祖细胞(multipotent adult progenitor

cells MAPCs) MMSC等. 尽管迄今的研究结果表明

这种转化后的细胞增生能力有限 尚不具备实际应用

价值 但却提供了一条重建肝细胞功能的重要思路.

3.1 胰腺上皮祖细胞  1997年Dabeva et al [18]首次报道采

用不同来源的上皮细胞分化为肝细胞 从Fischer大鼠胰

腺中分离上皮祖细胞 移植至近亲大鼠肝脏 以二肽二

酰酶 (DPP  )及白蛋白基因的表达作为鉴定指标 发

现来自胰腺的上皮祖细胞在肝内分化成肝细胞 并可整

合到肝小叶结构中表达特异性蛋白. 2001年Shen et al [19]

在体外采用地塞米松 制瘤素M将分泌性胰腺肿瘤细

胞诱导为表达肝细胞表型的细胞. 2002年Tosh et al [20]将

小鼠胚胎期胰腺细胞或者分泌胰多肽的胰腺细胞系

AR42J-B13诱导分化为肝细胞 后者表达白蛋白 运

铁蛋白 甲状腺运载蛋白等肝细胞标志.

3.2 骨髓/血液干细胞  大量研究显示骨髓细胞或纯化后

的HSC均可在体内转化为肝细胞. 1999年Petersen et al [21]

将 染色质Sry 标志的 供体骨髓细胞 移植给经2-

乙酰氨基芴和四氯化碳处理后的 大鼠 或以二肽二

酰酶 (DPP )为鉴定标志 将阳性的骨髓细胞移植

给DPP 缺损的受体大鼠 在其肝中可见供体来源的

肝卵圆细胞和肝细胞. 2000年Theise et al [22]分别将 小

鼠骨髓细胞和纯化的CD34(+)lin(-) 的HSC移植入经致

死剂量射线照射后的B6D2F1 小鼠体内 在肝内均

可找到Y染色体阳性的供体细胞分化来的肝细胞 新
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生肝脏中供体来源的细胞占2. 2%. 同年Lagasse et al [23]

也分别将骨髓细胞和纯化的HSC通过静脉注入 I型酪

氨酸血症FAH(-/-)小鼠体内 从而重建肝脏功能 并可

见供体来源的肝细胞再生 在6 mo后供体来源的重建部

分达到30%以上. 同年Theise et al [24]和Alison et al [25]在人

体内进行了类似研究 给予男性骨髓细胞后可在女性

患者肝内检测到Y 染色体阳性的肝细胞 分析表明

他们是由捐赠骨髓中的HSC发育而成的 同样在男性

患者移植入女性供体肝脏后 可在肝内检测到由自体

HSC发育来的Y染色体阳性肝细胞 同时也发现了供

体来源的胆管细胞 其中1例由HSC来源的肝细胞高

达5-40%. 2001年Krause et al [26]移植纯化HSC给小鼠

后在肝脏胆管中还发现受体来源的上皮细胞.

       现已从动物体内分离出骨髓细胞 在体外定向分

化培养发育成肝细胞. 2000年 Oh et al [27]分离成年大鼠

骨髓细胞 在含表皮细胞生长因子(EGF)的无血清DF

(DMEM/F12)培养基中培养 前5 d加入剂量达1 µg/mL
的肝细胞生长因子(HGF)诱导分化 共培养21 d 后采

用RT-PCR可检测到分化后的类肝细胞内AFP Alb和

HGF的受体c-met 的mRNA表达 组化染色亦可见到

细胞内AFP Alb CK8和CK18的表达. 2 a后Miyazaki

et al [28]改用优化后的更适于向肝细胞分化的HGM培养

基代替Oh et al [27]采用的DF培养基培养Wistar 大鼠骨

髓细胞 再次诱导出类肝细胞 且分化程度较诱导的肝

细胞更成熟 RT-PCR监测到肝细胞分化终末阶段标志

色氨酸-2 3-二氧合酶(tryptophan-2 3-dioxygenase)

和酪氨酸氨基转移酶(tyrosine aminotransferase)的mRNA. 最

近Yamazaki et al [29]改用氮胞苷刺激小鼠骨髓细胞12 h后

再置于肝脏非实质细胞的滋养细胞层上培养 并以肝

衰竭患者血清 制瘤素M 地塞米松 50 ng/mL肝细

胞生长因子刺激诱导 2 wk后对细胞进行组化染色和

RT-PCR 均显示类肝细胞集落中可见肝细胞白蛋白

CK8 CK18 和 CK-19 的表达.

         此外将流产胎儿体内的MMSC干细胞植入人为诱发

病变的实验鼠肝脏内 发现干细胞在实验鼠体内生长

为肝细胞 病鼠肝脏恢复正常功能.

3.3 多潜能成人祖细胞  随着研究的深入 美国明尼苏

达大学医学院Reyes et al [30]领导的实验室于2001年首

先报道从人和小鼠骨髓中纯化和扩增出多潜能成人祖

细胞(multipotent adult progenitor cells MAPCs) 该细

胞具有如下特点: (1)数量少 状态原始; (2)增生能力

强 可长期稳定传代; (3)更强的分化潜能. 可分化为间

充质来源的细胞(骨 软骨 脂肪 基质细胞 肌

肉) 也可诱导分化为神经外胚层表型和功能细胞

也可以分化为具有功能的血管内皮和肝细胞. 2002年

Schwartz et al [31]报道在体外成功地将MAPCs诱导分化

为肝细胞 将MAPCs 接种于以纤维结合素 胶原蛋

白  Matrigel 为基质的无血清培养基 (600 mL/L 低糖

DMEM 400 mL/L MCDB-201)中 先给予20 mL/L

FCS EGF L IF 和血小板衍生生长因子(PDGF-

BB)培养 8-12 h 后换液 再加入5-50 ng/mL HGF

酸性成纤维细胞生长因子(aFGF) 碱性成纤维细胞

生长因子( b F G F ) 纤维母细胞生长因子( F G F -

4) FGF-7 或者制瘤素M DMSO 丁酸钠等诸

多细胞因子 化学药品协同作用下诱导培养 最后约

60%细胞有上皮细胞样表型 先后表达不同分化时期

的肝细胞标志 还具有成熟肝细胞的功能. 第 7 d时表

达肝细胞核因子-3β  (hepatocyte nuclear factor-3β
HNF-3β ) 锌指转录因子家族成员(a family member
of zinc finger transcription factors)-GATA4 细胞角蛋白

19(CK19) 甲状腺运载蛋白(transthyretin) 甲胎球蛋

白(AFP); 第 14-28 d 时细胞表达CK18 HNF-4 和

HNF-1α. MAPCs诱导后 定量的RT-PCR分析显示诱
导后细胞的早期分化标志( H N F - 3 β G A T A 4
CK19 AFP)和后期标志(CK18 HNF-4和HNF-1α
细胞色素P450) 都证明了MAPCs向肝细胞分化. 诱导分

化的肝细胞 可以合成和分泌尿素 具有细胞色素P450

的活性 可以摄取低密度脂蛋白 合成糖原和糖异生等

功能. 2002年Jiang et al [32]将MAPCs植入致死剂量射线照

射的受体内可重建造血并分化为肝脏上皮组织.

4   ASC横向分化潜能在肝脏疾病治疗中的应用

ASC诱导分化产生肝实质细胞的研究具有广阔的应用

前景 对于我们这样一个病毒性肝炎高发的国家更具

有特殊的意义. 对肝硬化 肝坏死疾病的治疗采用生物

人工肝辅助治疗或者对病变部位实行细胞替代 对遗

传性肝脏疾病采用基因转移治疗是新发展起来并极有

前景的肝脏病学治疗战略. ASC诱导分化产生肝实质细

胞为肝脏疾病的细胞治疗提供了另一个选择.

         适合肝脏疾病细胞治疗的供体细胞应具有以下特点:

(1)易于获得 培养 增生 或建立细胞系; (2)能定向

分化为所需的肝细胞或胆管上皮细胞; (3)具有成熟细胞

所有的代谢功能 移植入体内能长期存活; (4)人源性

表型正常 不诱发免疫反应 对宿主无害; (5)如果用于

基因治疗 目的基因可高效转染供体细胞. 对于不易获

得同类干细胞来源的组织 假若能从存在于自身其他

部位的成体细胞分化为受损部位的细胞 是一种十分

令人鼓舞的前景. 从患者或供者的骨髓 脐带血或外周

血中分离MMSC HSC MAPC 等干细胞比获取肝干

细胞相对要容易得多 因此具有多向分化潜能的骨

髓 脐带血 外周血等来源的干细胞将为肝细胞移植

和生物人工肝提供一种新的干细胞来源 同时借助现

有脐带血库 骨髓库等可在肝脏疾病的治疗中发挥更

大的作用.

       我们也应注意到 虽然ASC的研究已经取得较大

进展 但在临床上应用还有许多问题: 目前的多数实验

结果来自动物体内实验 而且许多是群体细胞研究 并

未在克隆细胞水平得到证实; 有些ASC是多能干细胞



ASC分化的可塑性 还需要有更多的论证和深入研究;

人ASC的特性是否与动物一致 体外结果是否与体内

一致还不知道; ASC的分化潜能到底有多大; 干细胞横向

分化时微环境中生长因子 细胞周期动力学 细胞黏

附和基因表达的改变 启动横向分化的遗传和细胞机

制还不十分清楚; ASC的应用研究刚刚起步 在临床上

应用还存在体外分离 扩增 诱导及移植后增生调控

等技术问题. 但现代生物技术在ASC相关研究中的应用

必将加快其在临床移植修复治疗中的应用进程.
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摘要

树突状细胞(dendritic cell DC)是功能最强的抗原呈递细

胞 他可以有效地处理和呈递抗原的结构 是免疫系统

的哨兵.  然而近年发现的表达于DC表面的特异性细胞间黏

附因子3结合非整合素分子(dendritic cell-specific ICAM-

3-grabbing nonintegrin DC-SIGN) 则可能通过其对靶

细胞的捕捉 将病毒直接带到靶细胞附近 增加感染机会

使DC成为病毒的传播者.  阻断DC-SIGN捕获和呈递HCV

病毒有望成为HCV传播感染的较有前景的治疗策略.

冯志华, 卢丙仑, 李军, 张岩, 贾战生, 白宪光. DC-SIGN对丙型肝炎病毒扩

散的影响. 世界华人消化杂志  2004;12(1):209-211

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/209.asp

0   引言

丙型肝炎病毒(hepatitis C virus HCV)的感染 不仅能

够引起急 慢性病毒性肝炎 而且能够引起肝纤维化

和肝细胞癌 严重危害人民的生命健康. 与其他病毒性

肝炎感染的结局不同 HCV感染具有较高的慢性化比

例 有时高达80 以上 因而具有更大的危害性[1]. 目前

尚无有效的预防和治疗措施. 主要是由于对HCV感染路

径及慢性化机制的研究相对滞后[2]. 虽然有较多关于丙型

肝炎慢性化机制研究的报道 但除了病毒变异外 其他

因素了解甚少. 最近发现的树突状细胞表面特异性细胞

间黏附因子3结合非整合素分子(dendritic cell-specific

ICAM-3-grabbing nonintegrin DC-SIGN 已命名为

CD209)介导的艾滋病病毒(HIV)传播机制[3-4] 可能为

揭示HCV体内扩散路径提供了新的思路.

1   DC-SIGN生物学特点

DC-SIGN是由美国斯坦福大学科学家于2000年首先发

现的[4] 他们在了解HIV 如何攻击细胞时查明 HIV

患者毛细血管表层和淋巴结中树突状细胞(dendrit ic

cell DC)的表面具有一种特异性HIV-1结合蛋白 这

种蛋白由于自身结构的特点很容易使病毒渗入 从而

将这种蛋白命名为DC-SIGN.

        业已证实 DC-SIGN是一种具有外源C型植物凝

集素的 型膜蛋白 他专一地 大量地表达于成熟与未

成熟的DC表面 在免疫系统DC识别模式中起重要作

用. DC-SIGN的天然配体为 ICAM-3[5-6] 因此T淋巴

细胞上表达的ICAM-3为早期的DC-T细胞相互作用奠

定了基础 使加工提呈的抗原可以被大量的T细胞受体

(TCR)所识别. 同时他也与ICAM-2 HIVgp120和埃博

拉病毒的受体发生功能上的相互作用 从而介导DC

通过血管内皮细胞. DC-SIGN包含一个Ca2+依赖性的碳

水识别结构域 他与ICAM-3的结合是Ca2+依赖性的

能被甘露糖抑制 这是C型植物凝集素的特点.

        DC-SIGN的基因组结构定位于染色体19p13.  DC-

SIGN具有胞质尾的内化基序 当其与可溶性配体结合

后 迅速内化 表明是一种胞内受体 具有选择性识别

各类抗原并将其提呈T细胞的功能.

        成熟和非成熟单核细胞源性及CD34+骨髓细胞源性

DC都表达DC-SIGN DC强大的抗原呈递功能除了与

其独特的抗原处理功能有关 还与他们通过DC-SIGN

与静止 / 初始T细胞接触的功能有关. 原位检测发现

DC-SIGN表达于扁桃体 淋巴结和脾的T细胞亚群 与

其作为一个重要的DC-T细胞结合中介及激活T细胞的

功能有关; DC-SIGN在易暴露于HIV-1的黏膜组织如直

肠 子宫和阴道高表达 处于防御病毒和抗原的第一防

线. DC-SIGN是一种特异性表达于IL-4刺激单核细胞

的分子 其表达受许多细胞因子和生长因子的调节.

       与此相同 有学者发现了表达于肝窦状隙 胎盘

毛细血管及淋巴结内皮细胞表面的DC-SIGN 的受体

DC-SIGNR 且与DC-SIGN是同源异构体. DC-SIGNR

在氨基酸序列上与DC-SIGN有77%相似 也定位于染

色体19p13. 2-3的 30kb区域内. 鼠类DC-SIGN类似物

为DC-SIGNR1 DC-SIGNR1表达于皮肤和脾 编码

C型植物凝集素 与人DC-SIGNR和DC-SIGN高度相

关. 恒河猴 Mac-DC-SIGN与人DC-SIGN有 92%同源

性 具有人DC-SIGN的病毒传播功能.

       众所周知 DC是功能最强的抗原呈递细胞 他可

以有效地处理和呈递抗原的结构 是免疫系统的哨兵[7-22].

DC表面分子DC-SIGN则提示: DC是一把双刃剑 一

方面可以呈递抗原 诱导免疫应答 清除病毒; 另一

方面 通过DC-SIGN对靶细胞的捕捉 将病毒直接带

到靶细胞附近 增加感染机会 成为病毒的传播者[4].

因此有人评论 假若DC是皇冠的话 DC-SIGN就是

皇冠上的明珠[23].
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业已证实 DC-SIGN参与了DC的迁移和与T淋巴细

胞的相互作用. DC-SIGN是HIV-1膜蛋白gp120与DC

结合的受体 能特异性捕获HIV-1 病毒 增强表达

CD4和辅受体的靶细胞被感染 在HIV-1感染中起着

非常重要的作用. HIV-1 感染启动位置的DC 可通过

DC-SIGN有效捕获抗原gp120[24] 并在体内起库存HIV

的作用 使HIV在转移并寻找 细胞的旅途中不受免

疫系统的任何盘查和打击. DC对HIV-1的捕获完全是

DC-SIGN依赖性的 DC-SIGN抗体可以阻断这一过程

的发生 从而抑制HIV-1 感染.

        DC-SIGN再通过一种IN TRANS机制 将捕捉到

的HIV传递给允许病毒复制的靶细胞 表达ICAM-3的

T细胞[3 25].  DC-SIGN与HIV gp120和T细胞表面ICAM3

的结合不在同一位点上. 而且 在病毒滴度较低的条件

下 只有DC-SIGN存在时T细胞才被感染. 这一发现

解释了以前报道的 对感染的敏感性与DC摄取病毒

能力之间的矛盾[26]. DC捕获黏膜部位的HIV-1病毒颗

粒并将其呈递给CD4+ Th细胞的过程涉及DC-SIGN与

HIVgp120的高亲和性相互作用及病毒内化.

        研究还发现 表达于胎盘毛细血管内皮细胞的DC-

SIGN受体(DC-SIGNR) 也能与HIV膜蛋白gp120结合

因此 能使HIV很容易由母体传给胎儿 可有效地促

进病毒感染T细胞. DC-SIGN也可与CMV 登革热病毒

埃波拉病毒等结合[27-31] 在这些病毒的传播中起重要

的作用.

2   DC-SIGN与HCV感染

值得注意的是 2003年 2月法国科学家Lozach et al [32]

的最新研究发现 DC-SIGN也是HCV的受体 即HCV

E2 蛋白可通过其甘露聚糖成分与DC-SIGN 结合. 而

DC-SIGN的受体(DC-SIGNR)是在肝脏 毛细管和淋巴

结中的内皮细胞的表面发现的[3]. 表明这些受体可能与

负载病毒的DC-SIGN相互作用 促进该病毒感染靶细

胞和 /或通过毛细管穿越母婴界限. Bain et al [33]先前的

研究也发现DC本身可能储存病毒. 这些均提示: 在HCV

感染中 可能也存在通过DC-SIGN进行的病毒保护 病

毒转运以及促进病毒感染靶细胞的路径. DC也可能是

HCV感染的传播者. DC的这种通过DC-SIGN或类似

DC-SIGN的分子将其他病原体传递给靶细胞的作用是以

前所没有考虑到的. 弄清上述问题 将有助于阐明HCV

感染靶细胞的路径和慢性化的机制 可望为丙型肝炎的

防治提供新的思路和理论依据.

        近期 美国学者Gardner et al [34]也在肝脏淋巴结内

发现了与DC-SIGN同源的细胞内黏附分子3结合整合

素(L-SIGN). 他们进一步的实验表明 L-SIGN和DC-

SIGN能够地与HCV感染者血清特异性结合 这种结合

由HCV外膜糖蛋白E2介导 能被特异性抑制因子阻断

如: 甘露聚糖 钙螯和剂以及针对SIGN分子的外源凝

集素决定簇抗体等. 因此 L-SIGN代表HCV肝内特异

性受体 L-SIGN 和DC-SIGN 可能在HCV 感染和免

疫中起重要的作用.

        与此同时 美国宾夕法尼亚大学Pohlmann et al [35]

也证实DC-SIGN和DC-SIGNR是两个有关联的C型凝

集素相关膜分子 DC-SIGN表达在一些DC上 DC-

SIGNR通常存在于某些内皮细胞 包括肝脏窦状间隙

内皮细胞. 他们还发现: 可溶性HCV E2 糖蛋白和表达

HCV E1 E2嵌合形式的假型逆转录病毒可与表达DC-

SIGN和DC-SIGNR的细胞系和最初的人内皮细胞有效

结合 但不与其他C型凝集素结合. 而且可溶性E2可与

人类成熟或未成熟单核细胞来源的树突状细胞(monocyte-

derived dendritic cells MDDCs)结合. E2 与未成熟的

MDDCs 的结合依赖于DC-SIGN的存在 而与成熟的

MDDCs的结合不完全依赖于DC-SIGN. 这些结果支持:

其他细胞表面分子可能也与HCV糖蛋白(E1 E2)相互

作用. 从而他们推测 可能通过DC-SIGN DC-SIGNR

捕捉并传递病毒到肝脏以及调整DC功能 促进了HCV

感染的持续存在.

       总之 DC-SIGN是DC研究领域中又一新热点 也

是HCV感染机制研究的一个意外收获. 有关DC-SIGN

的基础研究已很深入 DC-SIGN单抗被研制开发 这

些研究将有助于进一步阐明DC-SIGN在HCV传播和感

染病理中的作用. DC-SIGN为HCV治疗措施和预防性

疫苗的研究提供了新的思路 针对DC-SIGN的抗HCV

治疗尚处于实验室研究阶段 阻断DC-SIGN捕获和呈

递HCV病毒有望成为HCV传播感染的较有前景的治

疗策略.
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摘要

幽门螺旋杆菌(Hp)和非甾体抗炎药(NSAID)是两种重要的胃

黏膜损害因子. 他们是造成消化性溃疡及其并发症的主要原

因. 临床上二者经常同时存在. 因此阐明二者间可能的相互

关系和相互作用有很重要的临床价值. 然而 以往的研究

并没有得出一致的结论; 有关二者关系的研究还存在着矛盾.

Hp与NSAID共用某些相同的机制造成胃肠黏膜的损伤

但是无证据表面二者间有明显的协同作用. 如果没有考虑其

他因素的影响而将二者的关系简单地总结为无关 相加 协

同或拮抗是不切实际的 因为有关研究在方法学 包括

NSAID使用者的定义及其种类 剂量 疗程和适应证都

存在着差异; 并且在试验终点 消化不良的定义和根除Hp

的治疗方案等诸多方面都有不同; 这可能是造成相关研究结

果不一致的原因. 尽管如此 从相关研究的结果大致可以

得出一些结论. 第一 正在应用NSAID的十二指肠溃疡现

患或既往有十二指肠溃疡者 应检测Hp并对阳性者予以根

除 因为临床上不能判定溃疡是Hp 或NSAID或二者共

同所致. 如果患者需继续应用NSAID 则应用PPI 或选

择性COX-2 NSAID以预防溃疡的复发. 对现患胃溃疡或既

往有胃溃疡病史且正应用NSAID者 应用铋剂为中心的

根除Hp的治疗方案较以PPI为中心的根除方案在NSAID

相关性胃溃疡的治疗和预防中有更好的疗效. 第二 对Hp

阳性的有胃肠症状的阿司匹林应用者 如果需要继续应用

阿司匹林 根除Hp会减少患者溃疡出血的危险性; 如果无

消化不良症状或无溃疡病史 则没有必要检测Hp或根除Hp

治疗. 第三 如果患者即将应用NSAID 检测并根除Hp

将肯定会减少溃疡的危险性. 第四 应用选择性COX-2

NSAID的患者 有关Hp根除的建议与未应用NSAID者相

同. 第五 毫无疑问 在长期应用NSAID 者 根除 Hp

和随后的PPI预防疗法将肯定减少溃疡的发生和复发 促进

溃疡的愈合. 未来有关Hp与NSAID相互关系相互作用的研

究必须要考虑以下几个重要问题: 有关二者间相互作用机制

的深入研究; Hp相关性胃肠损伤及NSAID所致损伤的特点

以及二者间的区别等等; 所有这些进展将有助于我们更好地

理解Hp或NSAID或二者共同引发溃疡及其并发症的细节;

评估新一代的NSAID 选择性COX-2 NSAID 更好的

阐明其作用机制; 他们能完全取代传统的NSAID吗 他们

能改变Hp与NSAID间的相互关系吗 必须采用多中心

大样本 实行统一方法学标准的随机双盲对照的临床研究

才会帮助我们得出一致的客观的结论.
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0   引言

Hp与NSAID 是两种相互独立的胃黏膜损害因子 二

者主要通过不同的机制造成胃黏膜的损害. 越来越多的

学者认识到Hp与NSAID之间的相互作用 相互影响

以及由此导致的其在消化系疾病的发生 发展 治疗

及预后中的重要作用.

       任何弥漫性组织损害均与Hp有关 而NSAID不会[1];

Stolte et al [2] 评估了病理组织学NSAID/阿司匹林病损诊

断标准 认为当均质性嗜酸细胞性缺血性坏死进入邻

接的黏膜固有层时被认为是NSAID相关性黏膜损害的

特点 其敏感性为72% 特异性为79.6%. Lauwer et al [3]

对比细胞骨架的变化和不同的增生方式可以区分

NSAID 与Hp所致胃病理损害的不同 有可能反应出

不同的损伤途径. Menges et al [4]发现MMP-1表达与胃

溃疡病因有关 在NSAID 相关溃疡中 MMP-1的合

成会因NSAID相关性前列腺素浓度的下降而受到抑制.

所有这些都预示也许在不远的将来我们会有更好的方

法将Hp与NSAID相关性胃肠黏膜损害区分开来. 虽然

NSAID 与Hp共享一些病理机制 但无公认的证据表

明两个危险因子之间有协同作用[5]. 那么 Hp与NSAID

在胃肠黏膜损伤中到底是协同 相加 拮抗还是没有

相互作用 各家的观点不一. 十多年的研究与实践并没

有确立一致的意见; 有的研究甚至得出相反的结论.

1.1 支持Hp与NSAID没有相互作用的证据  一些流行

病学的调查发现NSAID的使用不影响患者对Hp的易感

性[6-8]. 在 NSAID使用者中 Hp感染者与非感染者的消

化不良症状的发生率无明显区别[9]. 血清Hp阳性与阴性

相比 应用阿司匹林无更多的胃肠不适[10]. 有些相关的

基础研究表明NSAID不影响Hp的定植[11]. Hp的感染不

影响应用阿司匹林前后胃黏膜对蔗糖的渗透性. 临床也

有证据支持Hp感染不影响NSAID急性胃黏膜损害的程

度和类型[7, 12]; Hp感染不增加长期应用NSAID患者消化



性溃疡的危险性[9]. NSAID也不增加Hp感染患者的胃肠毒

性作用[13]. 持以上观点者大多认为Hp与NSAID之间无相

互作用; 不主张NSAID使用者均做Hp筛查与根除治疗[14];

对待NSAID使用者的Hp感染应与不使用者一致[15].

1.2 支持Hp与NSAID有协同作用的证据  有更多的研

究支持Hp与NSAID的相互作用. 在没有应用NSAID的

患者中 NUD 男性 年龄 贫血和Hp均是PUD的独

立的危险因子; 而在NSAID使用者中 Hp是PUD惟一

的独立危险因子[16] Hp在有明显胃黏膜损害者的检出

率要比无黏膜损害者高 Hp感染的频率随病理改变的

严重程度而明显增加 Hp与慢性活动性胃炎相关 这

提示Hp可能是NSAID相关性胃黏膜病变的危险因子[17].

NSAID的应用使Hp阳性者的PUD危险性增加了3倍

使Hp阴性者的PUD危险性增加了5倍[16]. 有研究表明

应用NSAID前根除Hp可以减少溃疡的发生[7, 18]; 而有

Hp感染的NSAID使用者的十二指肠溃疡更易复发[19].

当 Hp阳性胃炎存在时 与 Hp阴性胃炎相比 长期

小剂量阿司匹林的应用会导致更严重的胃黏膜损害[20].

流行病学的资料显示 消化性溃疡更易在有黏膜糜烂

或Hp感染或二者均有的长期使用NSAID者发生[21]. 还

有许多研究资料支持Hp与NSAID在胃黏膜损伤中的协

同作用. 持这一观点者大多主张对NSAID使用者及即将

使用者给予积极的Hp筛查和根除治疗; 这将会减轻Hp

及NSAID对胃肠黏膜的进一步损害.

1.3 支持Hp与NSAID有拮抗作用的证据  就目前的理

论而言 Hp感染能够刺激胃黏膜COX-2的高表达 进

而促进前列腺素的合成 从而增强胃黏膜的修复机制;

在理论上Hp似乎可以拮抗NSAID对前列腺素合成的抑

制. 也有一些基础与临床的研究支持这一理论. Hawkey [22]

就提出Hp与NSAID通过不同的机制导致胃黏膜损害

是各自独立的危险因子; 二者之间无协同作用; 相反

Hp感染减轻了NSAID相关性溃疡和损害以及并发症的

发生率 这可能是二者对前列腺素的相反作用或其他

原因所致. 有研究表明 续用NSAID的Hp阳性的PUD患

者根除Hp后会导致胃溃疡的愈合不良 根除后6mo内

并没有减少溃疡和消化不良的发生率[23-24]. 相关的动物实

验也观察到Hp与NSAID共同作用比单独应用NSAID有

更轻的胃黏膜炎症反应 前者的炎症积分低于后者 二

者间差异有显著性[25]. 且有数据显示 在NSAID使用者

中 其胃黏膜前列腺素的合成在Hp阳性者显著高于Hp

阴性者[26-27]; Hp的定植减轻了NSAID对前列腺素合成的

抑制. 以上证据表明Hp可能是NSAID相关性胃肠损害的

拮抗与保护因子[27]; 持这一观点者大多主张对NSAID使

用者或NSAID相关性胃肠损害不做Hp的根除治疗.

1.4 Hp与NSAID关系需进一步明确  有些学者回顾分

析了自己与他人的研究结果 对比分析了各自实验与

研究的异同 结果发现这方面研究在定义与方法上的

诸多不同[5]. 这包括 实验对象或调查人群的背景不同;

Hp感染的菌株各异 确诊的方法不同 如: BUT排除

Hp感染并不理想[29]; NSAID的种类 剂量 剂型 用

法 疗程不同; 根除Hp的方案不同; 随访复诊的期限

条件不同; 还未阐明的机制等等. 所有这些都可能造成研

究结果结论的不一致. 因此Hp与NSAID在PUD中的相

互作用还值得进一步探讨; Hp是否加重NSAID使用者

的消化不良症状还不清楚; 对NSAID使用者根除Hp并

不能证明有利于溃疡的愈合 其在溃疡发生中的保护

作用还值得怀疑[28]. 有些实验条件等各方面相仿的研究

却得出相矛盾的结果 这些不一致的结果可能反应了

Hp感染与NSAID在胃肠疾病中的复杂关系.

2   Hp与NSAID相互作用的临床意义

2.1 关于治疗的困惑  由于对Hp与NSAID在胃肠黏膜

损害中的相互作用的争论 那么关于NSAID使用者的

Hp是否需要根除自然也存在许多不一致的意见. 有人认

为感染Hp的NSAID使用者的溃疡发生中 无法确定

其溃疡是 Hp NSAID 还是二者共同造成的 因此给

予Hp的根除治疗是符合逻辑的[28]. 但另有研究表明根除

Hp后6 mo内并不能预防NSAID相关溃疡的复发 对

消化不良的预防作用也不能被证实[30]. 无明显证据说明

意在保护胃肠损害的Hp根除治疗是有效的[28].

        PPI被证明是Hp阳性的NSAID使用者溃疡出血的

有效二级预防[31] 其在Hp阴性NSAID使用者中预防

溃疡并发症的有效性有待进一步验证[32]. 抑酸治疗对Hp

阳性NSAID使用者较Hp阴性者更有效 因为Hp的存

在加强了PPI对NSAID相关损害的抑酸效果[31] 但这

并不能说明Hp在NSAID相关胃肠黏膜损害中的保护作

用[33]. 有证据表明 感染Hp的应用小剂量阿司匹林的

上消化道出血者 奥美拉唑与根除Hp预防复发性出血

的疗效一致; 在其他非阿司匹林的NSAID使用者 奥

美拉唑的预防疗效比根除Hp的效果好[34]; 有人应用潘托

拉唑40 mg 1次 /d 连续1 mo比PPI三联1 wk根除Hp

更有效地防止了Hp阳性的NSAID使用者的胃肠黏膜损

害[35]; 这提示对需继续应用NSAID者 根除Hp后还是

需维持PPI的预防治疗. 有资料显示Hp感染的NSAID

使用者 抑酸治疗对其十二指肠溃疡的预防效果显著

高于胃溃疡[19]; 而铋剂方案比PPI方案根除Hp能更好地

防止NSAID相关胃溃疡的发生和复发[36].

        有人主张根除Hp会使阿司匹林的使用者和开始应

用NSAID受益; 而对长期应用NSAID者 根除Hp并未

表现出加速溃疡愈合 减少复发或预防溃疡并发症的

目的 而这些都能通过长期的PPI维持治疗而达到[37].

由于对Hp与NSAID致病机制认识的不断深入以及新型

NSAID研究的发展 应用选择性COX-2抑制剂代替传

统的NSAID表现出了相同的疗效以及非常小的胃肠副

作用; 那么其是否能够或是否有必要完全替代传统的

NSAID 以及其在心血管和肾脏方面的副反应也是值

得我们注意与继续探讨的问题[38].

2.2 现在的观点  我们通过动物实验证实了Hp与吲哚美
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辛在Balb/c 小鼠胃黏膜损伤中有协同作用. Hp与吲哚

美辛共同作用下所造成的胃黏膜损害炎症积分显著高于

Hp或吲哚美辛单独作用组 二者间差异有显著性[39].

而就Hp与NSAID的相互作用而言 NSAID不影响群

体对Hp的易感性及其定植 但先在的Hp感染对NSAID

相关性胃黏膜损害有一定的保护作用. 其机制可能是Hp

引发COX-2的高表达与相应升高的黏膜前列腺素拮抗

了部分NSAID对前列腺素合成的抑制; 可能的其他机制

有待进一步明确. 尽管如此 Hp的这种保护作用与其

造成的危害相比还是微不足道的.

2.3 当今对Hp与NSAID相互作用的处理意见[40]  (1)对

有症状的感染Hp的阿司匹林的使用者 如续用阿司

匹林 给予根除Hp治疗会减少溃疡出血的危险性; 如

无症状和溃疡史 无需根除Hp [41-42]; (2)既往有胃溃疡

病史 感染Hp现需长期应用NSAID者 铋剂为中心

的根除治疗能更好地防止NSAID相关胃溃疡的发生与

复发[36]; (3)既往有十二指肠溃疡病史 现感染Hp需长

期应用NSAID PPI 为中心的根除治疗及随后的抑酸

治疗对防止十二指肠溃疡的复发效果更显著[41, 43]; (4)现

患十二指肠溃疡的感染Hp的NSAID使用者 无论是

否续用NSAID 根除Hp会预防十二指肠溃疡的复发;

如续用NSAID 应予PPI 预防胃肠黏膜的损害或改为

选择性COX-2 抑制剂[41]; (5)现患胃溃疡的感染Hp的

NSAID使用者 铋剂为中心的根除治疗能更好地预防

NSAID相关性胃溃疡的发生与复发[41]; 如续用NSAID

应给予PPI维持治疗或换用选择性COX-2抑制剂以预

防溃疡及其并发症的发生[41]; (6)对于应用选择性COX-2

抑制剂者的Hp应与非使用者一样 其Hp的根除不应

普遍进行 而应遵行现行的Hp根除适应证[41]; (7)将要使

用NSAID者 检测并根除Hp感染可能会减少潜在溃

疡出血的危险性[37, 41]; (8)长期应用NSAID者 根除Hp

并给予PPI 的维持治疗将会肯定地促进溃疡的愈合

减少复发及预防其并发症的发生[37].

3   研究方向

有关Hp与NSAID致病机制的更加全面更加深入的阐明

将会帮助我们更好地分析Hp与NSAID 之间的相互作

用 找到更好的实验与分析方法. 用多中心大样本的基

础与临床研究 将Hp与NSAID相互作用研究的方法

定义等统一化 标准化 使其具可比性. 定Hp与NSAID

在胃肠疾病中二者所占比重 进一步分析Hp与NSAID

相关性胃肠黏膜损害特点性质的不同 找到辨别二者

的客观指标 以利于区分胃肠黏膜损害的病因. 如有关

细胞骨架的变化和不同的增生方式的研究 MMP-1表

达的病因学阐述 等等这些均使辨别病因成为可能 从

而有利于进一步评价Hp与NSAID在胃肠黏膜损害中的

地位和作用. 开发并评估新一代NSAID 减少或消除其

副反应的发生 积累基础与临床数据以确立其在临床

病理生理过程中的意义.
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摘要

目的: 建立MRI CT三维重建肝脏管道系统的灌注和铸型

的模型, 研究灌注管道肝脏的薄层CT MRI 扫描.

方法: 取肝门部保留完好的完整肝脏 经预处理后 分别

以不同配方的灌注材料对各管道灌注 再经固定和铸型 置

于模拟腹腔模具内 在接近肝脏的解剖位置状态下 行

CT MRI薄层扫描 所得图像和数据进行肝脏管道结构

的三维重建.

结果: 肝脏标本灌注 铸型方法科学 灌注材料不影响标

本的扫描. 肝脏标本CT扫描的层面管道结构清晰 三维重

建 各管道的立体感强 在标本扫描的中间部位 分别可

见肝右﹑肝中和肝左静脉 左﹑右肝段的门静脉分支.

结论: 肝脏管道系统的灌注和铸型是研究肝脏管道结构的较

理想的方法.

方驰华, 钟世镇, 吴坤成, 张刚庆, 虞春堂, 王兴海. MRI CT 三维重建肝脏

管道系统的灌注和铸型的建模. 世界华人消化杂志  2004;12(1):216-217

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/216.asp

0   引言

肝脏外科学 现代肝癌(尤其是巨块复杂型)外科和肝

移植的发展是以肝脏的管道结构为基础的[1]. 但传统的肝

脏解剖学研究主要针对尸体固定标本 由于肝脏管道

塌陷 肝脏本身的立体结构和空间构象的改变 所获得

的管道数据与活体肝脏管道不符 有时是一种误导.为

此我们在世界上首次建立了MRI CT三维重建肝脏管

道系统的灌注和铸型的模型, 研究了灌注管道肝脏的薄

层CT MRI 扫描.

1   材料和方法

1.1 材料  肝脏标本来自第一军医大学临床解剖研究所.

灌注材料[2]:自凝牙托粉; 自凝牙托水; 过氯乙烯; 乙酸乙

酯; 1 000 g/L银珠粉; 180-220 mL/L邻苯二甲酸二丁酯;

油画颜料.

1.2 方法

1.2.1 材料的采集[3]  取肝脏时 首先剪断肝圆韧带

镰状韧带 左 右冠状韧带 左 右三角韧带 肝

肾韧带. 于十二指肠球部水平切断肝动脉 门静脉

胆总管 于右肾静脉水平之上切断肝下下腔静脉 切开

膈肌腔静脉裂孔 切断肝上下腔静脉 将肝脏连同肝

上 下下腔静脉 肝动脉 门静脉 胆总管完整取下.

1.2.2 标本预处理[3]  肝脏取出后立即用生理盐水或洁清

水经门静脉灌注 直到肝脏颜色发生变化 或部分变

白. 连续锁边缝合肝脏下下腔静脉的断端. 选择小口径的

插管入肝动脉和胆总管 直接用线结扎 门静脉和肝

上下腔静脉则用大口径的插管 结扎. 将肝门部区域的

小血管用丝线结扎 以免灌注时灌注液外漏.

1.2.3 灌注方法[4]  (1)肝动脉灌注: 过氯乙烯 乙酸乙酯

加1 000 g/L银珠粉和红色油画颜料适量 调和均匀. 经

肝动脉插管注入肝内动脉. (2) 胆道灌注: 过氯乙烯填充

剂 1 000 g/L 银珠粉和黄色油画颜料适量 调和均

匀  经胆总管插管注入胆道系统. (3) 下腔静脉灌注(先

经标本固定): 自凝牙托粉和自凝牙托水按1 1方法配

制 自凝牙托粉60 g,自凝牙托水60 mL,银珠粉12 g 邻

苯二甲酸二丁酯12-15 mL 加蓝色油画颜料适量. 先将

自凝牙托水 银珠粉 邻苯二甲酸二丁酯 蓝色油画颜

料搅拌均匀 再将自凝牙托粉加入一起搅拌均匀 进行

下腔静脉灌注. (4) 门静脉灌注(先经标本固定): 将油画颜

料换为棕色 其他成分及配制同下腔静脉灌注液的配

制 然后进行门静脉灌注.

1.2.4 标本的固定和铸型[3]  (1)标本的固定: 将肝脏放入盛

水的容器里 用大块湿纱布从不同部位 不同方向支

撑 固定 容器中盛水量以能将肝脏浮起为宜. 经门静

脉灌注100-200 mL/L甲醛 直至肝脏变硬为止. (2) 肝

脏的铸型: 实际上是下腔静脉和门静脉的灌注过程.

1.2.5 CT MRI 薄层扫描  采用美国GE公司Hispeed

CT  Advantage Window s 2.0三维工作间处理图像和美

国GE公司1.5T超导磁共振扫描仪. 将已灌注的肝脏标

本置于模具内 模拟腹腔状态下肝脏的解剖位置进行

扫描 螺距1.2-1.3 kV: 120 mA: 150. MRI采用2.5 mm

薄层扫描. 根据CT MRI薄层扫描的图像和数据 进行

肝脏管道结构的三维重建.

2   结果

肝脏管道灌注顺利 管道充盈良好 灌注材料不影响

肝脏的CT MRI扫描. 肝脏标本CT扫描的层面管道结

构清晰 在标本扫描的中间部位 分别可见门腔静脉

肝右 肝中和肝左静脉 左 右肝段的门静脉分支.
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3   讨论

肝脏外科的发展得益于肝脏管道结构的研究 现代影

像技术(螺旋CT MRI)的出现 将肝脏外科推向了一

个新的阶段 许多累及第一 二 三肝门和门静脉 下

腔静脉癌栓的巨块复杂性肝癌获得手术治疗[5]. 右半肝或

扩大右肝的活体肝移植获得成功[6]. 但肝脏管道的复杂性

和变异性仍然是肝癌手术大出血和肝脏移植术后管道

并发症的关键. 因此 本文用肝脏管道灌注铸型技术

进行螺旋CT MRI 薄层扫描 采用图像技术进行管

道分析和对肝动脉 门静脉 胆管进行三维重建.

       肝动脉和胆道系统的管径相对细小 灌注时应用

较低浓度的填充剂 第一次灌注时 应先将胆汁从胆总

管开口处挤出 然后进行灌注. 肝动脉 胆道系统的

填充灌注一次不一定就灌注好 可在第2-3 d补灌注.

防腐固定十分重要 应维持好肝脏的自然外形 避免受

压变形. 在铸型大管道灌注时以粗疏为佳. 防腐时注意肝

脏周围的血管是否有灌注液外漏 如果发现应用止血

钳或用线结扎. 由于门静脉和下腔静脉管道比较粗 在

铸型灌注时应选用较硬的填充剂 以便于支撑肝脏的

重力 我们选用自凝牙托粉 自凝牙托水作为填充

剂 铸型效果十分满意.

       肝脏标本的位置不同 可获得各种各样的肝脏管

道结构 我们采用玻璃钢纤维制作人体模型 膈肌

腹腔 将肝脏放入腹腔 近似人体肝脏位置 进行

薄层CT MRI 扫描获得清晰的肝脏管道结构 各种

管到三维重建的立体感强烈.
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摘要

目的: 观查4组复方中药对四氯化碳 (CCl4) 所致肝损伤大鼠

肝病理状态的影响.

方法: 40%CCl4油溶液注射于大鼠皮下对其肝脏进行损害

中药灌服 观查中药对大鼠的肝保护作用.

结果: 各组中药对大鼠肝病理状态均有影响 与模型组比

较 均能在一定程度上减轻肝损害 减轻肝纤维化程度 但

各组间在在护肝效果上有差异. 另外 与模型组比较 中

药对转氨酶ALT降低的影响不明显 但对AST有一定降

低作用.

结论: 中药多种组方 均能达一定程度的减轻肝纤维化效

果 阻止肝组织进一步损害.但应进一步研究各组中药对肝

脏保护差异的原因.

王育强, 蒋书勤, 李茹. 四组复方中药对实验性肝损伤大鼠肝纤维化状态的影

响比较. 世界华人消化杂志  2004;12(1):217-220

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/217.asp

0   引言

为观察按不同中医机制和不同药物组方的4组复方中药

对CCl 4所致肝损伤大鼠的肝保护作用 比较药物疗

效 为临床合理选药提供借鉴 我们观察了按中医 活

血化瘀 养血柔肝 组方的两组药物 人参四物汤 桃

红四物汤 和一组按 清热解毒 行气散结 理论组方

的药物 复方鳖甲四黄丸 及市售治肝中药 益肝草

对CCl4所致肝损伤大鼠肝纤维化状态的影响 现报告

如下:

1   材料和方法

1.1 材料  药物组成: 方 1人参四物汤含 白人参 丹参
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熟地 当归 赤芍 川芎; 方 2 含桃仁 红花 熟地 当归

赤芍 川芎; 方 3  含麝香 当归 鳖甲 黄芩 枝子

神曲 龙胆草 黄连 大黄 柴胡 砂仁 青黛

芦荟 丹皮 黄柏 由大枣 生姜 核仁 黑豆

等调其性味; 方4市售中成药  益肝草 贵洲特色药业有限

责任公司生产 批号: 960815. 动物分组: SD大鼠56只

随机分为4组 模型组8只; 正常对照组8只; 实验1组

10只; 实验2组10只; 实验3组10只; 实验4组10只; 药

物配制: 方 1和方 2药物每10付水煮 制成600 mL浓缩

药液 冰箱贮藏. 方 3中 麝香 鳖甲研成细粉 余药

温火熬制 去渣 将药溶合制成3 1药液 即20 g溶

质配成60 mL药液.方 4按说明每袋5 g加水10 mL配成

药液应用.

1.2 方法  大鼠分组后 除正常对照组外 其余动物给

40  CC14油溶液皮下注射2次 /wk 注射CC14时精确

计算剂量. 同时实验各组均分别灌服各自药物 即1 mL

原液 /100 g 体重.每 3 d根据鼠体重变化调整1次给予

CC14的量和灌服药物的剂量. 8 wk 后处死动物 测定

肝功能 剖取大鼠肝脏做病理检查.

2   结果

2.1 40 CC14油溶液皮下注射8 wk后各组动物之间肝

功能的比较(表1)

表1  实验各组动物8 wk时肝功能指标与正常对照的比较( sx ± )

分组    n ALT(µg/L) AST (µg/L)

正常对照组   8   18.7 7.3 73.3 17.2

模型组   8 178.4 45.4a            262.0 162.4a

人参四物汤 10 213.6 133.2a            120.4 25b

桃红四物汤 10 190.4 59.9a            184.8 74.72b

鳖甲四黄丸 10 161.6 31.5a            145.5 50.6b

益肝草 10 240.8 49.4a  160 48.72b

aP <0.01 vs 对照组; bP <0.05 vs 模型组.

2.2 40 CC14油溶液皮下注射8wk后各组动物与正常对

照组的肝病理状态比较 见表2.

表2  各组动物肝脏外观及镜下病理状态比较

项目 n 肝脏外观 周围组织粘连 镜下病理改变

正常对照 8 红润光滑 无周围组织粘连 肝细胞未见变性坏死 肝小叶结构正常 见图1-2.

 模型组 10 质灰暗, 有结节 和周围组织粘连较重 肝细胞呈灶 片状坏死 广泛的纤维组织增生

部分或全部的肝小叶结构被破坏 假小叶形成 见图3-4.

实验1 2组 20  润滑有光泽,无结节 有周围组织粘连且4只  肝细胞中心性脂肪变性

出现腹水 轻度肝坏死纤维组织增生较重但无假小叶形成 见图5-6.

实验3 4组 20 质红滑有光泽 无周围组织粘连 肝细胞中心性脂肪变性轻度肝坏死 一般纤维组织增生, 无假小

无结节 无腹水 叶形成, 见图7-8

图1  正常对照低倍镜肝切片.

图2  正常对照中倍镜肝切片.

图3  模型组低倍镜肝病理.

图4  模型组中倍镜肝病理.
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图5  服方 1药物的大鼠中倍镜肝病理.

图6  服方 2药物的大鼠中倍镜肝病理.

图7  服方 3药物的大鼠中倍镜肝病理.

图8  服方 3药物的大鼠高倍镜肝病理.

3   讨论

近些年 中药治疗肝纤维化的研究较多[1-29] CC14动

物肝纤维化模型的建立较简便 病变典型 被广泛应用.

本文所述的4 组药物 前2 组为古方药 第3 组为中

医经验方 第4组是随机选取的1个成药. 4组药物均

曾在临床上用于病毒性肝损害患者 各家报道认为有

减轻肝损害作用. 本次实验显示 各实验组动物在用中

药予以保护后转氨酶仍很高 这可能是CC14对肝脏的

破坏作用较强而呈急性损害 中药难以逆转CC14造成

的肝细胞破坏 但AST较模型组降低 也在一定程度

上说明中药对阻止肝细胞进一步损害有作用. 模型组大

鼠肝脏有广泛的纤维组织增生甚至部分或全部的肝小

叶结构被破坏 有假小叶形成或形成趋势 说明造模成

功.用中药的各治疗组大鼠肝脏多数仅见肝细胞的中心

性脂肪变性及轻度的肝坏死 纤维组织增生较模型组

明显减轻 肝脏未见假小叶形成. 这提示 中药对阻

断肝损伤动物的肝脏纤维化有一定作用. 但从病理切片

看各组中药组方的合理与否对动物肝保护作用还是有

较大差别.因此 选择有效的方剂 进行长期观察和

改进 并就其机制进行分析是以后中药治疗肝病的一

项任务.
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摘要

目的: 探讨CA19-9在胰腺癌诊断及随访中的价值.

方法: 检测胰腺癌及结直肠癌患者血清CA19-9的水平 并

比较胰腺癌患者术前和术后血清CA19-9水平的变化 在

术后随访中再定期进行检测.

结果: 胰腺癌与结直肠癌患者血清CA19-9水平具有显著差

异(t =3.297 P =0.003); 胰腺癌患者术后血清CA19-9水

平较术前有显著降低(t =7.175 P =0.001); CA19-9越高

的胰腺癌患者预后越差; 而术后CA19-9下降越明显的胰腺

癌患者预后越好.

结论: CA19-9可作为胰腺癌辅助诊断的一个比较特异和敏

感的检测指标 对其检测和随访有助于判定胰腺癌患者的

预后.

薛刚, 程莹, 孙志勇, 周庆贤, 姚榛祥. CA19-9在胰腺癌诊断与随访中的价

值. 世界华人消化杂志  2004;12(1):221-222

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/221.asp

0   引言

检测胰腺癌 结直肠癌患者血清中CA19-9 的水平

评价CA19-9在胰腺癌诊断和随访中的价值.

1   材料和方法

1.1 材料  2000-03/2001-10我科收治的胰腺癌患者16例

男11例 女5例 年龄35-72岁 平均56.38岁 其中

手术10例(包括胰头十二指肠切除 肿瘤姑息切除+术中

多弹头射频治疗 单纯开腹多弹头射频治疗) 占62.50%;

同期收治的结直肠癌患者12例 男11例 女1例 年

龄38-77岁 平均59.83岁.

1.2 方法  试剂盒购自中国医学科学院核医学技术中心

以免疫放射分析法(immunoradiometric assay IRMA)进行

检测 测定值大于或等于37 U/mL为阳性.经手术治疗的

10例胰腺癌患者 术后15d复查CA19-9 以后每月复

查1次 同时行腹部B超检查 必要时作腹部CT检查.

        统计学处理  所有数据以 sx ± 表示 用SPSS10.0统
计软件处理 各组之间的比较均用成组设计资料 t 检验.

2   结果

胰腺癌与结直肠癌患者就诊时平均年龄分别为56.38

10.37 岁和 59.83 12.74 岁 经检验二者之间的差异

无显著性意义(t =0.792 P =0.436); 术前胰腺癌患者的

血清CA19-9水平为154.16 148.69 U/mL 而结直肠

癌患者为11.81 8.38 U/mL 二者之间的差异具有显

著性意义(t =3.297 P =0.003); 手术治疗的胰腺癌患者

术前血清CA19-9水平平均为298.18 111.04 U/mL

而术后15 d复查为93.81 57.65 U/mL 经检验二者

之间的差异有显著性意义(t =7.175 P =0.001).

3   讨论

细胞表面的糖脂或糖蛋白在细胞的信息传递 生长和

分化中起着重要的作用. 细胞在恶变时 由于糖基转化

酶的失活或某些胚胎期活跃而成熟期趋于静止的转化酶

被激活 引起了细胞表面糖类的变化 CA(carbohydrate

antigen)类抗原被认为是这些变化的结果 它们以神经

节糖苷或结合于糖蛋白中的形式出现在细胞上 并可

由肿瘤进入血液 因此 测定血液中这些肿瘤结合抗原

可作为恶性肿瘤的辅助诊断指标.

        1979年Koprowski et al 以体外培养的人结肠癌细胞

系SW116为免疫原 经杂交瘤技术制备出了抗消化道

肿瘤的单克隆抗体CA19-9 其抗原决定簇为唾液酸

化乳-N-岩藻戊糖 能识别血中Lewis α族的唾液多
聚己糖. Hamori et al [1]检测胰腺癌和慢性胰腺炎患者血

清中CA19-9 CEA CA125三种肿瘤标记物的水平 发

现CA19-9对胰腺癌最敏感 其敏感性为77.4% 而

有一半的慢性胰腺炎患者血清中CEA和CA125的水平均

升高 它们均不能作为胰腺癌的敏感标记物. 我们发现

胰腺癌患者血清CA19-9水平明显高于结直肠癌患者 并

且CA19-9在胰腺癌中的阳性率为68.75% 而在所检测

的12例结直肠癌患者中无1例大于或等于37 U/mL 说

明CA19-9在胰腺癌的诊断中是一个具有较高特异性和

敏感性的检测指标. 经手术治疗的10 例胰腺癌患者

术后15 d 复查CA19-9较术前有明显下降 平均下降

了68.54% 下降幅度为204.37 U/mL 进一步证实血清

CA19-9的升高与胰腺癌有关.

        我们对手术治疗的10例患者进行随访 有3例在术

后8 mo内死亡 其术前血清CA19-9水平均超过310 U/mL

其中有1 例患者在术后3 mo 死亡 该患者术后15 d

CA19-9 仅下降了43.62% 术后45 d 再度明显升高

并超过术前水平. 术后存活期超过8 mo的患者 其术前

CA19-9水平均低于310 U/mL 其中有2例已存活16 mo
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其术前CA19-9水平均低于170 U/mL 并且术后15 d

复查CA19-9水平下降超过了80%. 另有1例患者术后

4 mo血清CA19-9水平再度明显升高 同时B超和CT

均发现肝门部出现复发包块 肠系膜上动脉根部也发

现明显肿大的淋巴结 以后在随访中发现其CA19-9水

平持续上升 肝门部包块和肿大淋巴结也进行性增大.

综上所述 我们认为 CA19-9可作为胰腺癌患者一个

重要的预后指标 其测定值越高 则患者预后越差;

术后 CA19-9 水平下降越明显 则患者存活期越长.

Gattani et al [2]研究发现 在 期胰腺癌中 CA19-9水

平低于或等于2 000 U/mL者 中位生存时间为12.8 mo

而高于此值者的中位生存时间仅为8 mo. Katz et al [3]发

现 通过治疗(包括术前放疗+手术切除 术前放疗+姑

息切除 手术切除+术后放疗 单纯放疗) CA19-9水

平下降超过 75% 的患者 其中位生存时间明显超过

CA19-9水平下降低于或等于75%的患者 分别为23 mo

和 8 mo. 这些研究结果均证实CA19-9在判断胰腺癌患

者预后中起着重要的作用.

        影响胰腺癌预后的潜在因素有很多 包括: 年龄

性别 患者体重下降的程度 肿瘤的部位 大小

TNM 分期 血管浸润 瘤体倍增时间[ 4 ] 能否切除

等等.但我们认为 检测患者血清中CA19-9的水平不

失为一种更加简单 直接 独立和客观的胰腺癌辅助

诊断指标及预后判断因子 也可作为判断胰腺癌手术

疗效的一种指标.

4     参考文献
1 Hamori J, Arkosy P, Lenkey A,Sapy P. The role of different

tumor markers in the early diagnosis and prognosis of pan-
creatic carcinoma and chronic pancreatitis. Acta Chir Hung
1997;36:125-127

2 Gattani AM, Mandeli J, Bruckner HW. Tumor markers in pa-
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摘要

目的:  探讨经导管动脉栓塞术在急性消化道大出血急救中的

疗效和操作要点.

方法: 回顾性分析急性消化道大出血患者12例 男8例

女 4 例 其中上消化道出血 7 例 下消化道出血 5 例

所有患者经内科常规治疗或/及内镜下止血治疗无效 出

现休克症状. 急诊行动脉栓塞治疗.以聚乙烯醇微球(PVA)

明胶海绵为栓塞材料.

结果: 12例中11例栓塞成功 即时止血成功率91.7% (11/12).

随访未出现严重栓塞并发症.1例经留置导管小剂量泵入善

宁止血成功.

结论: 应用PVA或明胶海绵对急性消化道大出血栓塞是急

诊抢救中安全 有效的方法 对于即时不能发现的出血

灶予留置动脉导管药物注入可以作为补充治疗措施 靶血

管的选择及栓塞剂的用量是栓塞成功及避免严重栓塞并发

症的关键.

张秋丽, 贾云英. 经导管动脉栓塞术在急性消化道大出血急救中的临床应用.

世界华人消化杂志  2004;12(1):222-223

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/222.asp

0   引言

急性消化道大出血是临床常见的急症 尽管现代药

物及治疗内镜的发展能够使绝大多数的上消化道及结

肠出血得到控制 但仍有一小部分效果不佳; 而小肠

出血因部位及性质不易诊断 治疗更为棘手. 随着血

管介入治疗的广泛应用 一些难治的消化道大出血患

者得到了有效救治. 我们自 1999-04 以来采用经导管

对出血动脉进行栓塞治疗12例患者 疗效满意 总结

报道如下:

1   材料和方法

1.1 材料  急性消化道大出血患者12例 男8例 女4例.
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年龄37-72 岁 平均46.3 岁. 5例表现为呕血及便血

7例单纯为便血 出血量均在1 000 mL以上 均有不

同程度的血压下降 3例入院时即处于休克状态. 急诊

胃镜检查 确诊为Mallory-Weiss 综合征2例 胃癌1例

胃Dieulafoy 病 1例 十二指肠Dieulafoy 病 3例 2例

在球腔 1例在降段. 5例为下消化道出血. 所有病例均

给予止血药物 补液 输血治疗 个别病例经内镜下注

射肾上腺素治疗 血压继续下降 临床出现休克表现

在治疗休克的同时 急诊行动脉栓塞术.

1.2 方法  采用Seldinger技术行股动脉穿刺插管 因术

前出血部位基本明确 分别以5F Cobra导管针对预先

估计的出血动脉进行造影 12例患者中11例有对比剂

外溢 位于胃左动脉食管支2 例 胃左动脉胃体支2

例 胃十二指肠动脉 3 例 肠系膜上动脉 4 例. 上消

化道出血的供血血管栓塞剂为PVA加明胶海绵 导管

尽可能深入出血动脉近端 缓慢注入栓塞剂 直至造影

无对比剂外溢时止. 下消化道先以5F导管行肠系膜上下

动脉造影 共发现4例对比剂外溢 均为肠系膜上动

脉供血. 采用微导管技术 将其插入末级弓状动脉内造

影 如显示远端仅有直动脉方以明胶海绵微粒进行栓

塞 栓塞剂用量至无对比剂外溢为止 尽可能少用.术

后处理及随访: 密切观察生命体征 继续予抗休克治

疗 血压平稳 24 h 后 有手术指征的转外科 并进

行跟踪随访.

2   结果

本组共进行12 例次造影 11 例可见明显动脉期对比

剂外溢 外溢处静脉期显示不清. 如上述 均给予相

应剂量的栓塞剂栓塞 即时止血成功率100% 手术时

间均在1 h之内 2 h内即可见血压逐渐回升 呕血

便血停止. 1例患者经腹腔动脉 肠系膜上下动脉 肾

动脉造影 均未见对比剂外溢 临床存在进行性血压下

降 连续便血 术前已检查上消化道正常 估计出血部

位仍在小肠 给予肠系膜上动脉近端留置导管 经导管

缓慢泵入善宁0.4 µg/min 1 h后血压稳定 便血次数
明显减少至停止 临床治愈 随访2 a未再出血 亦

无其他症状. 2例肠系膜上动脉造影时可见肿瘤血管

手术证实为空肠淋巴瘤 另1例经肠镜证实为回肠末端

Dieulafoy 病. 所有患者无近期再发出血 也无肠穿孔

肠坏死并发症.

3   讨论

急性消化道大出血是内科临床常见的急症 血容量在

短时间内急骤减少致使患者出现血压下降甚至休克

危及生命. 尽管静脉曲张破裂 急性胃黏膜病变 溃

疡出血占绝大多数 止血药物及内镜下治疗措施一般

对上述疾病有效 但动脉出血更凶险 出血速度更

快 内镜下往往可见血呈水注样喷射 这种情况药物

及内镜治疗往往难以凑效.对于小肠出血 因内镜一般

难以观察到 为盲区 诊断治疗更加困难. 而介入栓

塞治疗急性消化道大出血创伤小 效果迅速可靠 对

此类患者往往可以起到挽救生命的作用[1]. 一般来说

动脉出血患者有大部分可见到对比剂外溢 栓塞治疗

的关键是迅速 准确. 超选择性栓塞具有直接阻断出血

动脉血流 避免误栓其他动脉而引起并发症的优点

故如操作顺利应优先选用. 但出血动脉往往有痉挛 插

管困难.上消化道血供丰富 侧支循环多 故也不必

强求严格超选择性栓塞以免延长手术时间.卢武胜et al [2]

认为以5F Cobra导管在出血动脉近端栓塞是安全 有

效的.下消化道大出血栓塞治疗应为首选 但栓塞时应

采用微导管技术 要求准确定位到末级弓状动脉[3]. 本组

4例下消化道出血均按此原则栓塞.栓塞剂均采用明胶海

绵颗粒. 有报道明胶海绵不是永久性栓塞剂 易再发出

血[4]. 本组 4例无1例再出血 这可能与2例患者于短

期内手术有关. 上消化道我们选用PVA加明胶海绵作

为栓塞材料 因其对血管畸形栓塞更可靠 又无栓塞并

发症风险. 为了避免栓塞并发症加之肿瘤最终要外科切

除 下消化道我们仅给明胶海绵进行栓塞 未出现肠坏

死栓塞并发症. Guy et al [5]报道PVA颗粒栓塞下消化道

是安全的 我们还有待进一步尝试.
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摘要

目的: 总结在本院住院的溃疡性结肠炎(ulcerative colitis

UC)患者的临床特点 误诊情况及抗菌药使用状况 供临

床参考.

方法: 分析1991-01-01/2002-12-31在本院住院确诊为UC

患者的各类临床资料 比较不同病情程度分型患者的临床

特点.

结果: 126例UC有4.8%在病程中出现了UC的肠外表现

16.7%患者伴有其他重要伴发病. 被误诊的病例达到48.4%.

本组轻型病例占11.9% 中型占54.8% 重型占33.3%

此三型患者在误诊例数 结肠镜下的病变分布和抗菌药使

用情况方面分别具有统计学差异(P <0.05).

结论: UC患者的临床表现无特异性 导致误诊率较高 以

轻型病例较容易误诊; 结肠镜下的病变分布可影响UC的病

情程度分型; 本院趋向于对中 重型UC患者给予抗菌药

辅助治疗 以甲硝唑和喹诺酮类抗菌药为主.

林王莹, 朱兆华, 夏忠胜, 洪华. 溃疡性结肠炎126例. 世界华人消化杂志  2004;

12(1):224-225

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/224.asp

0   引言

目前溃疡性结肠炎(ulcerative colitis UC)的病因及发病

机制尚未完全明确 使用各种手段治疗本病仍存在一

定的失败率和复发率 因此 识别本病临床特点对于病

因的探索将有重要意义. 本文拟对在本院住院的126例

UC 患者的临床特点 误诊率以及抗菌药使用状况作

回顾性总结和分析 以供今后临床参考.

1   材料和方法

1.1 材料  依据我国 溃疡性结肠炎的诊断及疗效标准  [1]

收集1991-01-01/2002-12-31在本院住院经临床 结肠镜及

病理活检诊断为UC患者的病历 共126份.

1.2方法  登记每例患者的一般资料 主要症状 体征

入院诊断 实验室检查结果 结肠镜及病理活检结

果 并发症和伴发病 按Edwards 和 Truelove 综合分

类法[2] 将患者的病情程度分为轻 中 重三型. 记录

每例患者的治疗方案和手术情况.

        统计学处理  计量资料以 sx ± 表示 计数资料以率
或构成比表示. 组间计量资料比较采用 ONE-WAY

ANOVA检验或Kruskal-Wallis 秩和检验 组间计数资

料比较采用R×C表 c2检验 以 P =0.05为显著性水平.
统计学计算使用SPSS for Windows 10.0软件包完成.

2   结果

126例UC患者的平均年龄为44.4±14.9岁 最小15岁 最
大78岁. 其中男58例 女68例 平均住院日26.7±8.5 d.
       首发症状为血便或黏液脓血便的有83.3% 腹泻

73.0% 腹痛61.9% 消瘦50.8% 发热32.5% 里急

后重22.2%.

        本组患者有6例(4.8%)在病程中出现了UC的肠外表

现 其中骶髂关节炎 强直性脊柱炎 肝硬化 慢性丙

型肝炎各 1 例 口腔复发性溃疡 2 例.

       根据综合分类法[2] 轻型患者有15例(11.9%) 中

型 69例(54.8%) 重型 42例(33.3%). 其中病变分布与

轻 中 重型溃疡性结肠炎的关系详见表 1.

表1  UC患者的病情程度分型与临床特点

病情程度分型    轻型           中型       重型 P

n      15 69         42

年龄(岁) 47.1±14.1      45.5±14.3      42.6±15.8      >0.05

性别(男 女) 0.88 1       0.56 1    0.82 1      >0.05

误诊例数      12 30         19          <0.05

确诊时中位病程(mo)        5           16.5         12          >0.05

结肠镜下病变分布(例)

直肠        7 15            5

直肠 + 乙状结肠        5 27            9

左半结肠 a        2 21         12

右半结肠 b        1           1          <0.05

横结肠             1

全结肠   5         14

末段回肠+右半结肠                  1

抗菌药治疗例数        5 38         39          <0.05

a左半结肠指结肠肝曲以下部位的结肠, 包括横结肠 降结肠和乙状结肠
b右半结肠指结肠肝曲以上部位的结肠,包括盲肠和升结肠

        有 21例(16.7%)患者伴有其他重要伴发病 包括原

发性高血压 3 例 冠心病 2 例 糖尿病 3 例 胆囊

结石 4 例 十二指肠溃疡 2 例 以及慢性支气管炎
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肾结石 单纯性甲状腺肿 肝吸虫病 反流性食管

炎 食管贲门黏膜撕裂综合征 系统性红斑狼疮各1

例. 轻 中 重型患者伴发病的例数之间无统计学差

异(P >0.05).

       126例UC患者中 被误诊的有61例 其中82.7%

被误诊为痔疮 菌痢 急性胃肠炎 大肠癌 肠结

核 其余17.3%被误诊为克隆病 结肠淋巴瘤 肛裂

结肠息肉病 缺铁性贫血 钩虫病.

       本组患者确诊时的病程最长20 a 最短1 d 中位

病程12 mo.

        在病程经过分型方面 属于初发型的占19.8% 慢

性复发型55.6% 慢性持续型21.4% 急性暴发型3.2%.

        本组UC患者的治疗基本沿用传统治疗方案 其中

使用抗菌药的有82例 主要是甲硝唑和喹诺酮类抗菌

药 占81.4% 其他还有头孢类 青霉素类 大环内酯

类 氨基糖甙类和万古霉素. 轻 中 重型病例使用抗

菌药治疗的例数之间有显著性差异(P <0.05 表 1).

        在本组126例UC患者中 分别有1例中型和1例

重型患者发生肠穿孔 1例中型患者并发了结肠癌变并

广泛转移. 上述2例并发肠穿孔的患者进行了手术治疗.

126例患者在住院期间均无死亡.

3   讨论

UC 是一种病因未明的慢性肠道炎症性疾病 可发生

于任何年龄 多见于中年人 男女发病率无明显差别.

本组病例平均住院26.7 d 较本院消化科患者总体平

均住院日19 d长 1 wk 提示本病相对于消化科其他常

见疾病具有一定的难治性.

        值得注意的是 本研究126例UC患者有4.8%在

病程中出现了肠外表现 与传统认为我国患者肠外表

现罕见不一致 可能与近年对UC的关注进一步提高有

关. 本组患者 16.7% 伴有其他重要伴发病 但在轻

中 重三型患者伴发病的例数之间并无显著性差异

因此认为伴发病不影响病情的轻重. 此外 本组UC患

者的首发症状并无特异性 而多种肠道炎症性疾病亦

可出现与UC相似的内镜表现 这可能是造成误诊率较

高的原因. 在本组病例中 以轻型UC患者的误诊率较

高 达80% 与中 重型的误诊率有显著性差异(P <0.05)

可能与轻型患者临床表现较轻 难以与一般胃肠道疾

病区分有关.

      由于本组是住院病例 因此多以中 重型病例为

主. 在不同的病情程度分型的病例组中 结肠镜下的病

变分布具有显著性差异(P <0.05) 提示病变的分布可

影响病情程度分型.

       UC的发病一直被认为与免疫 感染 遗传等因素

有关. 许多细菌 病毒所致的肠炎能产生与UC相似的

症状和病理变化 因此多年来研究者们一直致力于寻

找感染性致病因子 并尝试使用多种抗菌药治疗本病.

值得一提的是 本组病例使用抗菌药治疗的占65.1%

而且轻 中 重型病例使用抗菌药治疗的例数之间具

有显著性差异(P <0.05). 由此可见 本院对于中 重型

UC患者 尤其是重型患者 趋向于使用抗菌药辅助治

疗. 这与近期一个关于抗菌药辅助治疗UC疗效的Meta

分析[3]结果相对应. 在抗菌药的选择方面 有学者[4-5]提

出最好选择作用于肠道 且不被肠道吸收的口服抗菌

药治疗本病. 而本组病例主要选择甲硝唑和喹诺酮类抗

菌药 采用口服和静脉两种途径给药. 由于本研究是一

个病例回顾分析 故未能对本组病例抗菌药辅助治疗

UC的疗效作进一步追踪.
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0   引言

早在1950年 美国学者Alexander提出心身疾病的概念

时 就将消化性溃疡列为典型的7个心身疾病之一[1]. 作

为一种公认的心身疾病 半个多世纪以来国内外学者

对消化性溃疡与个性及心理因素之间的关系进行了大

量的研究. 尽管绝大数学者普遍认可心理因素在消化性

溃疡发生发展中的作用 但心理因素在消化性溃疡发

病中的病因学地位仍难定论[2]. 而且由于国内外学者在研

究时采用的心理评估手段不同 所以研究结果也不尽

相同. 本研究采用国内外应用广泛 且经大量研究证实

具有良好信度与效度的艾森克人格问卷(EPQ)和症状自

评量表(SCL-90)作为人格与心理状态评定工具[3] 以

提高研究的可比性与一致性 进一步探讨国人消化性

溃疡患者与个性及心理因素之间关系.

1   材料和方法

对经胃镜及病理证实为胃溃疡或十二指肠溃疡 排除

脑器质性病变和智能障碍的门诊/病房患者及健康志愿

者进行艾森克人格问卷(EPQ)和症状自评量表(SCL-90)

测试. EPQ 由四个量表组成 主要调查内外向(E) 神

经质或情绪的稳定性(N) 精神质(P)三个个性维度.

SCL-90 包含 90 个项目 按5级分对精神症状进行评

定. SCL-90 有 10 个因子 其定义及所含项目为躯体

化 强迫症状 人际关系敏感 忧郁 焦虑 敌

对 恐怖 偏执 精神病性及其他. 溃疡组与对照组

进行配对 共检测46对 其中男性28对 女性1对

年龄42 3.8 a. 两组检测者在性别 年龄 职业上相

比较 差异无显著意义(P >0.05).

        采用第四军医大学航空航天医学系生产的DXC系

列心理测评议 对所有测试者进行检测. 由一位特殊培

训的医师利用计算机操作程序直接询问患者 进行评

定和记录 最后采用SPSS 10.0软件进行 t 检验统计学

分析.

2   结果

2.1 消化性溃疡患者SCL-90测试结果  见表1.

表1  消化性溃疡患者和对照组SCL-90测试结果

测试因子    溃疡组       对照组         t值  P

躯体 2.74 0.62     1.37 0.48         2.71         <0.05

强迫 1.78 0.53     1.62 0.58       1.708         >0.05

人际 1.67 0.55     1.65 0.61         1.71         >0.05

抑郁 1.56 0.52       1.5 0.59         1.68         >0.05

焦虑 2.58 0.68     1.39 0.42         2.68         <0.05

敌对 1.66 0.48     1.46 0.55         1.62         >0.05

恐怖 2.32 0.49     1.23 0.41         2.89         <0.05

偏执 1.47 0.45     1.43 0.57         1.58         >0.05

精神 1.42 0.37     1.29 0.42         1.52         >0.05

阳性数 43.9 20.53     24.9 18.41         2.76         <0.05

均分 1.96 0.48     1.36 0.59         2.08         <0.05

2.2 消化性溃疡患者EPQ测试结果  见表2.

表2  消化性溃疡患者和对照组EPQ测试结果

测试因子      检测组    对照组 t值    P

        P 48.37 5.07 46.37 4.91 1.44      >0.05

        E 37.51 6.53 47.29 7.37 2.47      <0.05

        N 49.48 4.29 40.08 4.77 2.19      <0.05

        L 48.17 4.50 46.38 5.12 1.54      >0.05

3   讨论

本研究结果显示 研究组与对照组不论在个性特征还

是在心理反应上均有所不同 存在着明显的差异.

        消化性溃疡患者很早即被认为是一组具有一定人格

特征的群体[1, 4] 但由于研究者采取的人格评定工具不

同 故而研究显示的人格特征也不一致. 如有学者使用

明尼苏达多项人格调查表(minnesota multiphase person-

ality inventory MMP)测评 结果显示消化性溃疡患者存

在压抑 抑郁与自我中心的人格特征[5]. 近年来国内学

者使用EPQ进行人格测定的几项研究结果均显示[2, 6-7]

消化性溃疡患者具有的一个共同的人格特征是 内-

外项(E 量表)分值低于正常人 而神经质(N量表)分值

高于正常人. 本研究EPQ测定结果也显示 研究组患者

的E量表分值明显低于正常对照组 而N量表分值则明

显高于正常对照组 且差异具有显著性意义(P <0.05)

与国内学者的研究结果一致. 目前认为在EPQ人格测定

中 E 量表与高级神经活动的兴奋与抑制过程有关

量表分值低表明中枢神经抑制过程占优; N量表与植物

神经系统活动有关 量表分值高表明植物神经系统稳
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定性较差[8]. 这种个性特征使得个体在对事件的评价

反应与对应方式均与正常人有所不同 评价趋于消

极 反应更加压抑 常常缺乏积极有效的对应方式[1,

8]. 由此 在通常情况下较常人更易遭受应激. 实验心理

学研究已经证实 紧张 焦虑 过分压抑等心理应

激反应 可通过下丘脑-垂体-肾上腺通路而影响消

化系统功能 与消化性溃疡的发生高度相关[1, 2, 6, 9-10].

        本研究SCL-90评定结果显示 研究组在躯体化

焦虑 恐怖三个因子上分值明显高于对照组 差异具有

显著性意义(P <0.05) 且分值的均数均大于2分 即

达到中等严重程度以上[3] 表明研究组患者存在明显

的心理问题. 此外 阳性项目数与总均分也明显高于对

照组(P <0.05) 说明研究组患者的心理健康水平低于

正常对照组. 在对消化性溃疡患者心理状况的研究中

比较一致的观点和研究结果是 消化性溃疡患者存在

着较多心理问题[1-7]. 此与本研究结果相同. 但在心理问

题的种类上则结果不尽相同 有些研究显示患者存在

焦虑 抑郁障碍[2, 4]; 有些研究则显示患者存在敌对

猜疑 人际关系敏感 甚至强迫症状[6, 7]. 在本研究中

研究组存在有三方面的心理问题 一是躯体化障碍 由

于本研究的研究对象为躯体疾病患者 本身即存在着

大量的躯体症状 因此 此结果意义不大. 另二个症

状是焦虑和恐怖 心理学研究证明 焦虑和恐怖情绪有

其共同的心理学与病理心理学基础 恐怖可以看做是

一种具有特定指向的严重焦虑反应[1, 8, 11]. 因此 本研究

结果显示 患者的心理问题突出表现为焦虑障碍. 结合

EPQ结果分析 N量表分值高者本身即较易体验到焦

虑与紧张情绪. 那么 在消化性溃疡的患者中 其表

现出的心理问题是人格因素所致 还是患者对躯体疾

病的心理反应 抑或是二者相互影响相互作用的结

果 尚难以定论. 其实 这也正是在消化性溃疡与心

理因素之间的关系研究中需要澄清的问题.

       总之 仅就本研究结果而言 似乎更倾向于消化

性溃疡有其特定不良人格基础 这种人格使患者易遭

受应激 产生不良的情绪反应 进而影响消化系统功

能 诱发或促进溃疡的发生 患病后又使患者再次经历

应激反应 形成恶性循环. 此种理论推测是否成立 仍

需更多试验 更大样本的前瞻性研究来证实.
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摘要

目的: 探讨肠套叠的发病原因及声像图特征

方法: 回顾性分析了31例肠套叠的发病原因 类型及声像

图表现

结果: 31 例肠套叠患者中儿童24 例 成人7例 继发性

肠套叠13例 儿童占6例 7例成人肠套叠均为继发性

肠套叠的病理原因是良恶性肿瘤 炎症等. 肠套叠的类型以

回结型最多. 油炸面圈征  或  靶环征  是肠套叠的特征性超

声表现. 本组 31例中有28例得到确诊

结论: 肠套叠以儿童多见 成人肠套叠多有病理因素存在.
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超声是诊断超套叠较好的方法

文晓蓉, 邱逦, 张梅. 肠套叠的超声诊断31例. 世界华人消化杂志  2004;12

(1):227-229

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/227.asp

0   引言

随着超声在临床的广泛应用 超声在某些胃肠道疾病

方面的应用已得到认可 本文复习了31例肠套叠患者

的资料 对其病因及声像图特征进行分析 提示了超声

检查是诊断肠套叠的一种较为可靠的无创方法

1   材料和方法

1.1 材料  本组31例患者均为1995/2001我院经超声检

查后非手术治疗失败再手术证实的患者 男22例 女

9例 年龄3 mo-65 岁 儿童 24 例 其中小于 2 岁

的20 例 病程最短的几个小时 最长的几年. 本组患

者中有腹痛或哭闹的占77 血便占68 39 的患

者有呕吐 55 的患者腹部可扪及包块 同时具有腹

痛 血便 腹块者占55

1.2 方法  患者取仰卧位 采用RTFINO (探头频率3.5 MHz)

及 DIAOSONICS (探头频率5-12MHz)等仪器 在腹部

横向及斜向连续扫查 了解有无肠梗阻  梗阻的大约

位置及肿块的范围等

2   结果

2.1 本组资料中大部份是儿童(儿童24例 成人仅7例)

肠套叠的类型如下: 回盲型 2 例 回盲结型 4 例 回

结型18 例 小肠型3 例 回回型3 例 结结型1 例

从资料显示 回结型最多 占58 以上 小肠型及结

肠型较为少见 引起肠套叠的病因 病理及相应的部位

见表 1

表1  31 例肠套叠的病因 病理及相应部位

病因病理   空肠 回肠 结肠

良性淋巴组织增生         1

阑尾炎术后回盲部粘连         1

肠系膜淋巴节炎         2

乳头状腺瘤性息肉     1

恶性淋巴瘤         5

多发P-J 息肉     1

恶性黑色素瘤     1

回肠脂肪瘤         1

无明显病因      18

2.2 声像图表现  本组 31例中 仅 1例漏诊 有28例

超声明确诊断肠套叠 2 例由恶性肿瘤引起者超声仅

提示肠道肿瘤 未提示肠套叠 沿着与肠道纵轴垂直

方向扫查 大多数患者在右下腹或右上腹结肠肝曲区

域可见肠套叠所致的 油炸面圈征 或 靶环征

图像 见图 1 图 2 肠套叠鞘部呈一个完整的大圆

轮廓 其内侧是一层较厚的水肿肠管壁的环形低回声

在该低回声带的中心部 又包绕一个呈高低相间混合

回声或者较高回声的圆形结构. 沿着与肠道纵轴平行的

方向扫查 肠套叠呈 套筒征   (图 3)或 假肾征

(图 4)图像 靶环 的上段肠管可以有扩张 积气

积液等 有少数病例腹腔内有少许渗出液.由肿瘤引起

者 当肿瘤较大 累及范围较广 肠管壁增厚粘连较重

声像图特征不典型 仅呈 假肾征

图 1  小儿肠套叠 靶环征 .

图 2  成人肠套叠 靶环征 .

图 3  成人肠套叠 套筒征 .

图 4  小儿肠套叠 假肾征 .
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3   讨论

肠套叠为一段肠管套入其远端的肠腔内 使该段肠壁

重叠并拥塞于肠腔引起的肠道梗阻 其发生常与肠管

壁的解剖学特点(如盲肠的活动度过大) 病理因素(如

息肉 肿瘤)以及肠功能失调 蠕动异常有关

       按病因可分为原发性与继发性肠套叠 肠套叠多

见于婴幼儿[1-3]. 成人肠套叠较少 且多为继发性. 本组

31例肠套叠中儿童有24例(77 ) 其中继发性有6例;

成人有7例(23%) 全部为继发性肠套叠. 引起肠套叠

的病理因素是良性肿瘤 恶性肿瘤 炎性损伤等 本组

原因见表 1

       按发病的部位 肠套叠分为回肠-结肠型 回肠

盲肠-结肠型 小肠-小肠型 结肠 结肠型等 其

中以回结型最多(本组 16 例)

        肠套叠在声像图上有较为特征性的声像图表现 尤

其是水肿的肠管壁及套入的系膜及肠管的  油炸面圈征

或  靶环征  强弱交错排列的环带图像 而  假肾征  则

不为其专有的声像图表现 肠道肿瘤 肠道明显炎性水

肿均可导致肠管壁增厚回声减弱 肠腔内容物为强回

声 就形如肾脏的回声 肠套叠的声像图具有特征性

但在其病因的判断方面还较困难 这可能与肠气干扰

使一部份较小的肠道肿瘤漏诊有关; 此外超声在判断肠

套叠的发生部位方面也有待提高. 目前国内普遍采用X

线监视下空气或钡剂灌肠诊治肠套叠 但X线对复位

时间长的患者有一定的影响,在国外超声这种无创的检

查不仅用来诊断肠套叠 还可在超声引导下钡剂或水

灌肠治疗肠套叠[4-15]. 总之 超声在肠套叠方面的进一

步应用还有待我们去探讨
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摘要

目的: 探讨和总结肝内胆管结石的系统化治疗的方法和经验.

方法: 系统化治疗即外科手术+术中或术后纤维/电子胆道

镜检查取石+术后中药对结石复发的预防/治疗 我们对

1993-01/2003-03间应用系统化治疗的110例肝内胆管结

石患者进行总结并随访10 a. 同时用胆道镜对结石局部胆管

的胆管炎和对服用中药排石的效果进行观察.

结果: 系统化治疗使术后肝内胆管结石的取净率99.09%. 残

石率降至0.91% 再手术率为 3.75% 结石复发率为8.75 %

疗效优良率为92.5 %. 胆道镜观察到有结石发生的胆管壁同

时存在胆管炎且会存在一段较长时间 甚至数月. 胆道镜

观察到服用中药排石汤可使胆管炎减轻 结石松动和小结
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石排出. 肝内胆管结石术后患者不存在全身性意义上胆管

炎 但可能存在局部性意义上胆管炎.

结论: 重视局部胆管炎和净化肝胆道的感染 采用系统化

的治疗方案 发挥各自优势 能有效提高肝内胆管结石的

治疗效果.

吴一武, 周志伟, 梁建深, 梁辉, 殷放. 肝内胆管结石的系统化治疗110例. 世

界华人消化杂志  2004;12(1):229-232

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/229.asp

0   引言

1993-01/2003-03我们采用系统化方案治疗肝内胆管结

石110例并随访10 a 取得了较好的疗效.

1   材料和方法

1.1 材料  本组 110例 男34 例 女76 例 年龄18-

79 岁. 急诊手术8例 择期手术102 例.

1.2 方法  择期手术患者除了作术前常规作各项实验室

检查 B超检查外 还作ERCP或PTC或CT检查 外

科手术术式是根据术前检查 术中胆道探查和术中纤

维/电子胆道镜检查情况而决定. 我们应用日本olympus

CHF-P10型纤维胆道镜和PENTAX ECN-1530电子胆

道镜 在手术中或手术后配合治疗. 手术中或手术后胆

道镜应用方法作者已有论述 这里不再赘述[1-2]. 术后每

月服肝胆结石片或消炎利胆片5-7 d 或服中药排石

汤3-5剂 持续1-3 a 同时每6 mo-1 a 定期作B超

检查 若发现肝内胆管有泥沙样结石或小结石及时采用

中药排石治疗. 定期追踪随访10 a 疗效判断标准[3]

优:无任何症状 能从事正常工作或劳动者; 良: 有时上

腹痛 可有发冷发热 经一般治疗有效 尚能坚持一般

工作或劳动者; 差: 急性胆管炎症状较重或发作频繁 需

住院治疗或再次手术者.

2   结果

本组110例 行胆总管切开取石T管引流术72例 肝

左外叶切除 16 例 肝右后叶切除 1 例 行左 右肝

管或肝门部胆管切开整形 胆肠吻合16例 肝左外叶切

除加胆肠吻合5例 全部病例都进行术中或术后纤维/电

子胆道镜检查或取石 治疗后仅1例肝内胆管结石未取

净 肝内胆管结石取净率99.09%(109/110) 残石率0.91%

(1/110). 经系统化治疗获得随访80例(随访率72.73%)

随访6 mo-10 a 平均随访5 a 疗效优良率92.5%(74/

80例) 差 7.7%(6/80) 结石复发8.75%(7/80) 再手术

率3.75%(3/80).

        肝内胆管结石患者残留胆管结石在手术后3-4 wk体

温和血常规正常的情况下进行胆道镜取石 我们观察

到没有结石的肝内胆管无胆管炎的表现 而有结石的

肝内胆管有胆管炎的表现 表现为胆管壁的充血 水

肿 溃疡 同时可见胆管开口的狭窄和狭窄后的胆管

扩张 如果该段胆管内的结石塞得越多 胆管炎和胆

管的狭窄和扩张就越严重. 当我们将该段胆管的结石取

净 在 1 wk 后进行第 2 次胆道镜取石时 我们可以

发现取净结石的该胆管的胆管炎会有所减轻 我们曾

经给1例患者做6次术后胆道镜检查历时两个多月 在

最后一次取石时发现最早取净结石的胆管仍存在胆管

炎的表现 只是胆管炎程度的不同. 我们观察到 最先

一次进行胆道镜取石时当有结石的胆管其胆管炎较严

重时 该处的胆汁偏绿色较浑浊 随着取石次数增多胆

管炎减轻 胆汁逐渐变清成金黄色 而在其他无结石的

正常胆管内的胆汁是比较清呈金黄色.

        我们对肝内胆管残石多而取石困难需多次取石的患

者 每次取石后服中药排石汤3-5剂(主要中药是柴胡

木香 桔壳 茵陈 鸡内金 金钱草 大黄 青皮 陈

皮 黄芩等) 在隔1 wk进行第2次胆道镜取石时发现

胆汁较上次取石时清了 胆管内结石会有所松动 小结

石会排到较大的胆管甚至一部分排出体外 原有结石的

胆管的胆管炎的表现会较未服中药的病例减轻得更明显.

3   讨论

肝内胆管结石病是胆道外科的难题. 文献[4]报道其手术

死亡率为5.24% 残石率为30.7% 再手术率高达37.1-

74%. 目前治疗方法主要归纳为三方面:  非手术治疗手

术治疗及胆道镜治疗; 开始我们提出 外科手术和纤维

胆道镜联合治疗肝内胆管结石 [5] 外科手术和胆道镜

联合治疗大大降低了残石率 提高了治疗的效果[5-6]

但是 外科手术和胆道镜只解决了部分结石形成和发

展的局部因素 消除了那些导致症状发作 痛苦的机械

因素 而原已存在的代谢 生理病理基础及改变还在

使得肝内胆管结石术后的复发率高可达27.13%[7] 手

术后对结石复发的预防和治疗十分重要. 因此 我们在

总结外科和内镜治疗肝内胆管结石的基础上 根据我

们应用胆道镜对肝内胆管结石并存胆管炎和对中药排

石效果的观察结果 我们主张对肝内胆管结石的治疗

采取 系统化 治疗的方案 即外科手术 + 术中或

术后纤维 /电子胆道镜+术后中药预防 /治疗 三种治

疗方法互补 发挥各自优势 以达到降低手术死亡

率 残石率和再手术率及复发率的目的 提高了肝内

胆管结石治疗的近远期效果.

3.1 外科手术  肝内胆管结石的治疗目前仍以手术治疗

为主 遵从 取净结石 去除病灶 解除狭窄和通畅引

流 的手术原则 手术术式归纳为肝外胆管切开探查取

石术; 肝部分切除术和肝胆管狭窄切开整形胆肠吻合术

三类. 在众多的术式中 没有一种术式能够同时满足上

述原则要求 临床应用中需选一组或一套手术 才能

完成治疗上的要求. 肝叶(段)切除术已成为外科治疗肝内胆

管结石同时清除病灶的最主要手段[8] 对肝左外叶结石

几乎已成为常规手术 优良率达80-90% 但肝叶(段)切

除主要是左肝病灶 右肝病灶的切除率只有27-38%
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左右肝内胆管结石的切除率只有0-3%[9]. 因此 还有一

半以上的肝内胆管结石患者需要寻求其他有效的治疗方

法. 我们对右肝内胆管的结石多倾向于胆总管和肝内胆

管切开取石并配合术中或术后纤维胆道镜取石将结石取

净 对左肝内胆管的结石则多考虑采用肝叶(段)切除术.

3.2 术中和术后纤维/电子胆道镜的检查和取石  纤维 /

电子胆道镜能直视肝内 I-IV 级胆管的全貌 鉴别胆

管内的血块 蛔虫 肿物 气泡 结石等 哪里有结石

和胆管狭窄就能到达哪里取石和进行胆管扩张治疗

起到外科手术所起不到的作用[10-11]. 尤其电子胆道镜 他

是胆道镜制造技术上划时代的进步 他是用被称为电子

眼睛的固体摄像器件代替纤维胆道镜的导像束 他显著

提高了胆道镜的技术性能和操作性能以及图像的清晰度

亮度 利于提高胆道疾病的诊断和治疗及科研水平. 胆道

镜的应用 可大大降低肝内胆管结石的残留率 还为手

术术式的选择提供指导. 而术后胆道镜的优点是不需住

院 可多次反复取石 取石疗效高 结石取净率达97%-

99.23%[2, 10]. 胆道镜还可对肝内胆管的狭窄进行微波治疗[12].

3.3 术后结石复发的预防和治疗措施  肝内胆管结石术

后除应用胆道镜取净残石和治疗胆管狭窄外 我们认

为应重视局部胆管炎和净化肝胆道的感染 应强调术

后中药对结石复发的预防 / 治疗 这是提高肝内胆管

结石远期治疗效果的关键.

3.4 重视局部胆管炎  急性胆管炎[13]是指由细菌感染所

致的胆道系统的急性炎症 主要表现为发热 畏寒 腹

痛 有或无黄疸等. 患者术后体温 血常规正常 无

腹痛在临床诊断方面是表明未存在胆道感染(胆管炎)

这是一个全身性意义上的胆管炎的概念. 我们为患者在

手术后3-4 wk体温 血常规正常和无腹痛的情况下进

行胆道镜取石时发现 没有结石的肝内胆管无胆管炎

的表现 而有结石的肝内胆管有胆管炎的表现(图1). 胆

道镜所见的胆管炎是局部性意义上胆管炎的概念[14]. 胆

道镜观察证明: 肝内胆管结石术后患者不存在全身性意

义上的胆管炎 但可能存在局部性意义上胆管炎. 我们

将这种胆管炎称为局部胆管炎 与全身性意义上的胆

管炎分开 使同行引起对局部胆管炎的重视 认识术后

抗感染治疗以净化肝胆道的感染的重要性和必要性.

图1  胆道手术3 mo 后体温 血常规正常 无腹痛,行电子胆道镜
取石,见结石处胆管壁明显充血 水肿 糜烂- 局部胆管炎.

3.5 重视净化肝胆道的感染  对于净化肝胆道的感染的

新观点 目前国内外还未引起足够的重视[15] 对肝内

胆管结石的术后患者需较长期时间的抗感染治疗很多

学者都会提出质疑 目前国内外都没有这方面的研究

观察报告作理论依据和指导. 我们应用胆道镜对胆管炎

的观察研究结论是有结石发生的胆管存在胆管炎且会

存在一段较长时间 甚至数月. 众所周知 胆道感染

(胆管炎)是肝内胆管结石发生和复发的主要原因 因

此 我们认为有必要对术后患者进行较长时间的抗感

染治疗 以达到净化肝胆道的感染的目的和要求.

3.6 强调术后中药对结石复发的预防与治疗  由于结石

的成因至今仍未完全阐明 所以 目前也就没有预防

结石复发的特效方法 根据我们研究结果 在现阶段

对肝内胆管结石术后结石复发的预防与治疗方面应重

视局部胆管炎和要对术后患者进行较长时间的抗感染

治疗. 抗生素只有抗感染作用无利胆作用 且较长时间

服用副作用大. 中药排石汤 肝胆结石片等既有抗感染

也有利胆排石作用 且较长时间服用的副作用较小. 根

据实验观察 中药排石汤具有明显增加排石频率 松

弛oddis括约肌及促进十二指肠蠕动的作用 以达到消

炎和促进排胆功能. 在胆道手术前后应用 有利于排出

残留的小结石和防止结石再形成. 同时还可起到调节术

后胆道功能 减少复发及后遗症等作用[16] 我们通过

胆道镜对服用中药排石汤效果的观察结果也证明了服

用中药排石汤的上述作用. 我们要求术后患者每月服肝

胆结石片或消炎利胆片5-7 d 或服中药排石汤3-5剂

持续 1-3 a 同时每 6 mo-1.0 a 定期作B超检查 若

发现肝内胆管有泥沙样结石或小结石及时采用中药排

石治疗 以提高肝内胆管结石治疗的远期效果.
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摘要

目的: 对肝豆状核变性24例临床误诊进行分析.

方法: 24例肝豆状核变性患者(男16例 女8例 年龄4-

27 岁 平均16.3 岁) 分析找出误诊原因.

结果: 24例患者中均有误诊 起病至确诊时间为6 mo-18 a.

结论: 肝豆状核变性临床容易误诊.

周兰, 孙桂华, 黄小让, 宋鸿. 肝豆状核变性临床误诊24例.  世界华人消化杂

志  2004;12(1):232-233

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/232.asp

0   引言

肝豆状核变性(又称Wilson病)是一种可治的铜代谢障碍

引起脑 肝病变为主的全身性疾病 系一种常染色体隐

性遗传性疾病. 本病少见 多为隐匿起病 临床表现多

样 诊断困难 易漏诊 误诊 为加深对本病的认识

现将我院1990-1997年收治的肝豆状核变性24例临床

资料分析如下

1   临床资料

本组共24例 占同时期住院人数的11.2人 /10万 其

中男 16 例 女 8 例 男 女 =2 1 发病时年龄

4-27(平均16.3)岁其中41.7%的发病在15岁前. 有肝豆

状核变性家族史14例(58.3%) 其中有一患者姐姐及其

2个儿子均患本病. 主要临床表现包括高热19 例 震

颤和肌强直17例 眼黄尿黄15例 共济失调12例 行

走不稳 10 例 腹胀 腹水 8 例 双下肢水肿 6 例

血尿 尿少13例 脾大5例. 儿童神经系统症状少见

而成人以神经症状为主 神经症状主要是震颤和肌强

直 语言障碍 精神症状. 根据 Scoh 与 lange 分型为:

脑神经型或称肝状型8例(33.3%)肝型或腹型6例(25.0%)

神经型或假性硬化型10例(46.6%). 首发症状为神经系

统 锥体外系统12例(50%) 肝功异常者9例(33.3%)

另 3例以浮胀尿常规改变为首发. 角膜色素环(Kayser-

Feisches环): K-F环阳性20例(83.3%). 仅4例未见到. 实

验室检查: 尿异常17例(66.6%) 肝功能异常12例(50%)

有 4例出现异常的脑电图 2例患者头颅CT有脑萎缩

改变 B超或CT示肝大的有4例. 所有病例均作2次以

上血铜蓝蛋白检查 均明显低于正常值(0-13 mg/dl)

平均值为7.4+0.3 mg/dl. 1.7起病至确诊时间: 6 mo-18 a

中位确诊时间5.5 a 超过 10 a者 7例(29.9%). 误诊主

要疾病: 震颤麻痹11例 肝炎 肝硬化10例 共济失

调4例 急慢性肾炎3例 癫痫及植物N功能紊乱各1

例 肾结石 IgA肾病 乙肝肾 蛛网膜炎及恶性淋巴

瘤各1例 甲状脉机能亢进症2例.

2   讨论

各地发病率差异较大 本组为11.2/10 万人 德国为

3/10 万人 英国为2/10 万人 美国为1/10 万 我国

缺乏流行病资料 北京协和医院53 a 间(1921-1980

1942-1948除外)收治80例 占同时期住院患者0.02%

和神精科住院患者0.52% 而后10 a即 1980-1990年

收治56例. 可能与医师诊治水平提高有关. 以往认为本

病系肝-基底神经节-角膜三联征. 近来随着人们对本

病认识的不断深入 现在已认识到本病几乎可累及全

身各个系统 所以临床表现复杂 尤其是早期症状多

样化 缺乏特异性易致误诊 本组中期误诊时间为5.

5 a 说明本病的早期确诊比较困难 误诊的主要疾

病可归纳以下 3类: 锥体外系疾病 最为常见 其中

以震颤麻痹及共济失调最为多见; 其次为肝脏疾病 包

括肝炎和肝硬化; (3)泌尿系统及其他系统的病. 包括癫

痫 植物神经功能紊乱 恶性淋巴瘤 甲亢 蛛网

膜炎等. 误诊的主要原因: (1)本病为少见病 医生对本

病认识不足; (2)本病早期临床表现多样化 例如本组1
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例以腹痛为首发症状的患者 被误诊为肾结石 以肝
脏损害为首发症状因精神 神经疾病出现较晚而长期
被误诊为肝炎 肝硬化 部分患者合并肝炎 肝硬
化更容易被误诊. 本组1例因合并肝硬化长期被误诊为
肝硬化长达18 a 直至出现共济失调后才被确诊. 还有
1例因反复癫痫大发作为主要临床表现长期被误诊 直
至出现肝硬化腹水才被确诊. (3)询问病史不祥细. 本组3
例肝硬化患者均伴有神经或精神症状 而且均有角膜
K-F环 血铜蓝蛋白均低于正常 由于医生临床经验
不足 尽管出现较为典型的临床表现 但仍被多次误诊.
所以我们认为青少年肝损害 锥体外系或精神症状者应
警惕本病的可能 若有本病家族史者 应高度怀疑本
病 及时查角膜K-F环及血清铜蓝蛋白等. 目前国内

研究已达到基因诊断水平 可以早期诊断 早期治疗.
        本病治疗包括3个方面: (1)低铜饮食; 1961年以来
schouwink 报道用硫酸锌200 mg 3 次 /d 口服 治疗肝
豆状核变性的患者 收到良好效果 主要作用是降低

胃肠道吸收铜 并使铜从粪便中排除 长期服用可使

体内铜达到负平衡. 此种方法已被多数学者认可 长期

服用 无明显副作用; 目前与D-青霉胺是可供选择的

两种有效方法. (2)排铜治疗; 二硫基丙醇 二硫基丙磺

酸纳; (3)对症治疗. 目前仍以D-青霉胺效果最佳为首先

药. 应予以长期治疗 中途停药可能导致病情恶化

以至死亡. 本组1例患者坚持服药6 a后自行停药 结果

病情恶化 于次年死亡. 对本药过敏者 不应轻易放弃

此药 可予脱敏疗法. 若因严重的付作用而不能坚持治

疗的患者可改用乙烯四胺或乙烯二胺四醋酸治疗[1-3].

3    参考文献
1 王丽娟, 刘萍. 应用PCR-SSCP技术检测肝豆状核变性基因突变

及多变. 中华神经内科杂志  1997;30:8
2 许月芳, 张琳. PCR直接测序在wilson病基因第8外显子检出一

个突变热点. 中华医学遗传学杂志  1978;15:284
3 梁扩寰. 肝脏病学. 第 3版. 北京: 人民卫生出版社,  1994:P907
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田   耕, 张泰昌, 杨惠青

田耕, 张泰昌, 杨惠青, 首都医科大学宣武医院消化内科  北京市  100053
项目负责人: 田耕, 100053, 北京市长椿街45号, 首都医科大学消化内科.
tg3030330@sina.com
电话: 010-63013355-2432
收稿日期: 2003-08-07    接受日期: 2003-09-24

摘要

目的: 探讨老年SARS患者消化系统损害的临床特点 加

深对该疾病的认识.

方法: 我院2003-05-06/2003-06-26 住院SARS患者215

例 对患者的基础疾病构成 消化系统临床症状和体征

实验室检查的肝功能 并发症和预后进行统计.

结果: 老年SARS患者消化系统损害的主要表现为腹泻(19.5%)

腹痛(7.3%) 较中青年组腹泻(15.5%) 腹痛(5%)常见

部分老年患者表现为恶心 呕吐 呕血和血便. 在老年组

ALT(764 730 nka+/L) AST(563 813 nka+/L) TBIL

(7.3 14.8 umol/L) DBIL (6.9 6.9 umol/L)和 TBA

(3.9 3.2 umol/L)和中青年组ALT(959 813 nka+/L)

AST(583 578 u/L) TBIL(12.6 7.2 umol/L) DBIL

(4.8 4.6 umol/L)和TBA(4.9 6.1 umol/L)水平无显著性

差异 其中两组患者ALT均数水平高于正常. 老年SARS

患者的并发症为MODS(17.1%) 感染(17.1%)高于中青年

组患者MODS(1.72%)和感染(4.02%). 老年组SARS患者的

死亡率为26.8% 中青年患者的死亡率为4%(P <0.0005).

结论: 老年SARS患者存在消化系统的损害且有自身的特

点 而老年患者较高的死亡率可能与SARS病毒的直接作

用 其基础疾病和并发症有关.

田耕, 张泰昌, 杨惠青. 老年SARS患者41例消化系统损害的临床分析. 世

界华人消化杂志  2004;12(1):233-235

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/233.asp

0   引言

严重急性呼吸道综合征(severe acute respiratory syndrome
SARS)由一种新的冠状病毒引起[1-3] 主要以近距离空
气飞沫和密切接触传播 其传染性强 病情较重 进展
快[4-6] 在家庭和医院有显著的聚集现象. 老年SARS患
者消化系统损害的临床特点国内外少有报道 我们对
2003-05-06/2003-06-26在我院诊治的SARS病例215
例进行回顾性分析 探讨老年SARS患者消化系统损害

的临床特点如下.

1   临床资料

在215例 SARS患者中 老年(大于或等于60岁)41例
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占19.1%; 男 19例 女22例 年龄61-86(平均71岁).

中青年患者174例 男85例 女89例 年龄15-58(平

均35岁). 两组伴发高血压24.4%(n =10)和 3.5%(n  =6)

冠心病29.3%(n =12)和 0% 糖尿病19.5%(n =8)和4.0%

(n  =7) 脑血管病 14.6%(n  =6)和 0.6%(n  =1) 其他

24.4%(n =10)和 5.2%(n =9).

        统计学处理  数据以 sx ± 表示 使用SPSS10.0统
计处理软件 对数据进行 t或 χ2检验 P <0.05为差异
有显著性.

2   结果

老年患者中消化系统损害主要表现为腹泻(19.5%)和腹

痛(7.3%) 明显高于中青年患者(腹泻 15.5% 腹痛

5%). 老年患者中表现为呕血 血便的患者各1例 恶

心 呕吐3例.

     老年组与中青年组患者反映肝功能的指标ALT

AST TBIL DBIL及 TBA无显著性差异. 但老年组患

者ALT(764 730 nka+/L) 中青年组患者ALT(959

813 nka+/L) 高于正常水平. 老年组患者常见的并发症

为感染7例(17.1%) MODS(17.1%); 较中青年组感染7

例(4.0%) MODS3例(1.7%)高 ARDS两组各1例. 老

年组治愈率70.7% 较中青年组治愈率84.2%低 而

老年组患者的死亡率为26.8%较中青年组患者死亡率

4% 明显增高 两组的治愈率和死亡率均存在显著差

异(P <0.0 005).

3   讨论

老年SARS 患者除呼吸道和肺部表现之外 消化系统

损害也有其特点 主要表现为腹泻 腹痛 部分患者还

表现为恶心 呕吐 呕血和血便有报道. Timothyet al [7]

发现 发热 寒战 全身不适 腹泻和颈部疼痛在确诊

的97例SARS患者表现较呼吸道症状显著. Zhao et al [8]

发现 24%的患者出现腹泻症状. Peiris et al [9]发现55/

75例存在腹泻症状 且在发病7.5 d后出现. 老年SARS

患者出现腹泻 腹痛等胃肠道症状 可能与冠状病毒

侵入肠道黏膜上皮有关. 流行病学的研究发现SARS病

毒在粪便中至少存活2 d 在腹泻患者的粪便中 由

于PH值较高该病毒可以存活4 d 在塑料物品的表面

可以存活48 h[10-11].

        老年SARS患者肝功能各项检测指标与中青年SARS

患者无显著差异 但两组中ALT的均数水平均高于正

常. Tsang et al [12]发现多数SARS患者转氨酶水平增高

在SARS 死亡患者的尸检中 除发现存在肺部的病变

外 还存在肝细胞的脂肪变性 浑浊肿胀 凋亡和点状

坏死 同时伴有Kuffer细胞的增生和中央静脉周围淋巴

细胞的浸润 以及肝内小血管壁淋巴细胞浸润[13]. 用

SARS病毒感染乳鼠 乳鼠发生肝损害 但在肝细胞内

并没有发现类似冠状病毒颗粒[14, 15]. 提示SARS病毒致肝

损害可能通过其他途径 而非病毒的直接作用 但确切

的机制仍需进一步研究.

        老年SARS患者的死亡率显著高于中青年组患者

这可能与老年患者较多的基础疾病及并发症有关. 而老

年SARS患者消化系统损害的严重程度可能与其疾病的

严重程度有关 深入认识其机制和特点 对提高老年

SARS 患者的治愈率 降低死亡率是有益的.
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摘要

目的: 研究肝硬化门静脉高压症患者行门奇静脉断流术前后

血中胆囊动力相关激素水平的变化 探讨切断迷走神经对

肝硬化患者胆囊运动的影响.

方法: 肝硬化门静脉高压症患者14 例 行脾切除 贲门

周围血管离断术 术中切断迷走神经前后干. 用放射免疫

法检测术前及术后7 d清晨空腹血中胆囊收缩素(CCK) P

物质(SP) 胃泌素(Gas) 血管活性肠肽(VIP) 生长抑素(SS)

胃动素(MTL) 同时检测正常对照组10例.

结果: 与对照组比较 肝硬化患者CCK(6.7±3.9对2.0±0.5

pmol/L P <0.01), SP(73.3±10.5对43.3±15.1 ng/L P <0.01),

Gas (85±41 对 27±17 ng/L P <0.01) VIP (39.2±8.9 对

29.2±5.6 ng/L P <0.05)显著增高 门奇静脉断流术的术

前与术后比较差异无显著性; 肝硬化患者SS和MTL水平与

对照组相比略有升高 但差异无统计学意义 门奇静脉断

流术的术前与术后比较差异无显著性.

结论: 肝硬化患者CCK SP Gas VIP 水平高于正常

人 门奇静脉断流术对上述激素无明显影响.  肝硬化患者

迷走神经在消化间期对胆囊动力相关的激素影响不大.

金红旭, 吴硕东, 陈宪英. 门奇静脉断流术前后血中胆囊动力相关激素的水平.

世界华人消化杂志  2004;12(1):235-237

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/235.asp

0   引言

肝硬化患者胆囊结石的发病率明显增加[1]. 研究发现肝硬

化患者有明显的胆道动力学异常 目前认为胆囊运动功

能异常是胆囊结石形成的重要因素之一[2-6]. 胆囊运动功能

的调节因素很多且相互影响 机制尚不十分清楚[3, 6-11].

我们首次利用肝硬化患者行门奇静脉断流术时切断迷

走神经这一特点 用放免法测定手术前后血中胆囊收

缩素(CCK) P物质(SP) 胃泌素(Gas) 血管活性肠肽

(VIP) 生长抑素(SS)及胃动素(MTL)等与胆囊动力相关

的激素水平 为揭示人迷走神经及激素在调节胆囊运

动过程中的相互作用提供佐证.

1   材料和方法

1.1 材料  肝硬化门静脉高压症患者14例 男9例 女

5例 平均年龄50 岁. 明确诊断为肝硬化门静脉高压

症 术前肝功能Child 分级均为A级. 行脾切除 贲

门周围血管离断术 即Hassab 手术. 方法为行脾切除

后离断及结扎上自贲门上6 cm 下至胃大小弯上1/2

的周围动静脉 游离食管下段时切断迷走神经前后干.

对照组10例 符合下列条件: 无肝胆疾病病史; 排除肝

胆疾病和门静脉高压症; 无影响肝胆胃肠运动的全身性

疾病; 无严重的心 肺及肾疾病.

1.2 方法  肝硬化患者均在术前及术后7 d清晨空腹抽静

脉血 分别分离血清及血浆 -20 保存待检测. 用放

射免疫法检测 试剂盒由北京华英生物技术研究所提

供 具体测定方法分别按各说明书进行 所有标本一次

检测.

        统计学处理  术前与对照组进行 t检验 术前术后

进行配对 t检验 全部统计分析用SPSS11.5 软件完成.

2   结果

肝硬化患者CCK SP Gas水平显著高于对照组(P <0.01)

门奇静脉断流术的术前与术后比较差异无显著性; 肝硬

化患者VIP水平显著高于对照组(P <0.05) 门奇静脉

断流术的术前与术后比较差异无显著性; 肝硬化患者SS

和MTL水平与对照组相比略有升高 但差异无统计学

意义 门奇静脉断流术的术前与术后比较差异无显著

性(表1).



3   讨论

肝硬化患者胆囊结石的发病率明显增加与肝脏病变时胆

色素代谢异常有关[1]. 随着对胆道动力学研究的深入[12-13]

发现肝硬化门静脉高压症患者有明显的胆囊充盈速率减

慢 胆囊排空指数下降 而且与肝功能损伤程度有关[2].

因此认为胆囊动力的异常也是胆囊结石形成的重要因

素之一. 调节胆囊动力的因素很多 除神经调节外

CCK SP Gas VIP SS MTL等激素均与胆囊动力

有关[13-14]. CCK无疑是胆囊收缩最重要的激素 脂餐

后胆囊收缩的同时血中CCK水平升高 静脉持续灌注

CCK时胆囊持续收缩 停止灌注后胆囊收缩停止[13]. 肝

硬化患者有胆囊运动功能障碍 但血浆CCK浓度显著

升高 可能与肝硬化时胆囊充血水肿 导致CCK受体

减少等有关[15]. 也有学者推测肝硬变时CCK调节胆囊运

动的神经通路可能发生异常 导致CCK不能正常发挥

作用[16]. 在肝硬化患者空腹血清中SP与Gas水平显著升

高 且与肝功能下降 门体分流增大成正相关[17-21]. 其原

因可能为肝硬化时肝脏清除能力下降和门体分流增大

使SP与Gas肝脏灭活减少. VIP对基础情况下和由CCK

引起的胆囊运动具有强烈的拮抗作用 肝硬化时血中

VIP 水平明显升高 可能与门静脉高压使胃肠道黏膜

血流量降低 引起VIP释放增加有关[22]. SS可显著降低

胆囊压力但不能对抗CCK及迷走神经的作用[13] 有报

道肝硬化时血中SS显著增高[18] 本研究结果显示肝硬

化患者与对照组无显著差异 与徐军全 et al [23]的报道

相符. 报道肝硬化患者血中MTL显著升高的且与肝功能

状态有关者较多[20, 21] 与本研究结果不符 可能与本

组病例均为肝功能Child A级有关.

       迷走神经在胆囊运动中起着重要的调节作用 电

刺激狗变性迷走神经外周段能引起胆囊收缩 完全切

断两侧迷走神经出现胆囊收缩弛缓 胆囊容积增大[24].

在切断迷走神经引起胆囊张力减低的基础上给予脂餐

仍能引起胆囊收缩 因此认为迷走神经在维持胆囊的

张力的过程中起主要作用 而胆囊的收缩主要受激素

调节[25]. 胆囊的运动是神经和激素共同参与的结果 但

神经与激素之间的相互作用研究很少 大多为推测. 本

组病例在手术过程中均切断迷走神经 测定空腹血中

与胆囊动力相关的激素水平 结果术前与术后无明显

变化. 说明迷走神经在消化间期对胆囊动力相关的激素

影响不大 二者的调节可能是相对独立的机制. 迷走神

经在消化间期可能是通过释放乙酰胆碱等神经递质直

接作用于胆碱能受体来维持胆囊的张力[26-27] CCK

诱发平滑肌收缩可能也不通过胆碱能受体介导[28]. 当胆

囊失去迷走神经的作用时 仍能够通过激素的调节维

持部分动力 但切断迷走神经后消化间期激素水平变

化不大 因此会出现胆囊容积增大等表现.
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摘要

目的: 分析肝海绵状血管瘤的MRI征象以明确MRI在肝海

绵状血管瘤中的诊断价值.

方法: 使用美国GE公司0.5T signa contour 型磁共振成像

仪对80例肝海绵状血管瘤患者进行MRI检查 扫描序列

为SE序列T1WI FSE序列T2WI PDWI T2*WI 并对

56例患者进行了动态及一般增强检查.

结果: 80 例病例共发现112 个病灶 其中108 个病灶在

T1WI上为低信号 4个为稍低信号; T2WI上病灶均有高信

号表现 并且随着回波时间的延长 病灶的高信号越来越

强 形成所谓的 灯泡征 ; 56例进行了增强检查的病例中

37个病灶强化不均匀 且有自边缘向中央推进的强化特点

余小病灶为均匀强化.

结论: 肝海绵状血管瘤在MRI 图像中有其特征性表现

MRI是诊断肝海绵状血管瘤不可缺少的方法.

廖翠薇, 孙清荣, 梁开运. MRI在肝海绵状血管瘤诊断中的应用. 世界华人消

化杂志  2004;12(1):237-239

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/237.asp

0   引言

海绵状血管瘤是肝脏最常见的良性肿瘤 临床上多无

症状 其发生率约为0.4-7.3%[1] 过去对肝海绵状血管

瘤的诊断主要依靠超声和CT 而磁共振成像(magnetic

resonance imaging MRI)技术以其优良的组织分辨率

多参数 多方位 多层面成像的特点为肝海绵状血管

瘤的诊断提供了一种重要的新方法.本文通过收集总结经

手术病理或介入检查证实的80例肝海绵状血管瘤的MRI

表现特点 探讨MRI对肝海绵状血管瘤的诊断价值.

1   材料和方法

1.1 材料  收集了1996年以来经手术病理或介入检查证

实的80例病例 男33例 女47例. 年龄32-75岁 平

均46岁. 临床表现有不同程度的上腹疼痛 不适及腹胀

的39例(48.8%) 无症状体征通过体检B超发现的35例

(43.8%) 6例可扪及肝区包块. 本组资料中3例甲胎蛋

白检查为阳性 16例乙肝五项检查为阳性. 所有病例均

进行了MRI平扫 56例进行了MRI增强检查.

1.2 方法  采用美国GE公司生产的signa contour 0.5T超

导型磁共振成像仪 并使用体部线圈 配合呼吸门控

和预饱和技术 常规进行MRI轴位扫描 用自旋回波

(spin echo SE)序列获得T1加权像 TR/TE=600/10 ms

用快速自旋回波(fast spin echo FSE)序列获得T2加权

像和质子加权像 TR/TE=5 000/105 15 ms 层厚

为 8 mm 间隔 2 mm 矩阵为 256 160 采集次数

为4次 所有病例在常规轴位扫描结束后均进行了重

T2加权成像 TR/TE=5 000/120 150 180 ms. 同时

对 32 例进行了冠状位扫描 获得了T2 加权像 TR/

TE=5 000/105 ms. 56例进行了动态及一般增强检查 获

取T1加权像 所用造影剂为Gd-DTPA 剂量为12 mL

肘静脉手动团注. 动态扫描前先选取病灶明显的相邻两

层面 再在注药的同时进行扫描 连续扫描3 min 后

进行全肝的一般增强检查.



238                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2004年 1月 15日  第 12卷  第 1期

2   结果

在MRI图像中共发现80例患者的112个病灶 单发57

例(71.3%) 多发23例(28.7%) 多发病例中病灶最多有

6个. 病灶形态多为圆形或类圆形 余13例表现为不规

则形. 位于肝右叶的病灶有75个(66.9%) 肝左叶37个

(33.1%). 所有病灶边界清楚锐利 其周围未见异常信号

影. 病灶大小不一 最大者约为10.3 6.5 cm 最小者

约0.7 cm.

        112个病灶中108个在T1WI上呈低信号 4个为稍

低信号 信号均匀. 质子加权像上所有病灶均表现为稍

高于肝组织的信号 常规T2WI上107个病灶为明显高

信号 5个为较高信号 13个(11.6%)病灶信号不均匀

其内可见条索状 小片状低信号影或更高信号影. 在多

回波扫描中 随着回波时间的延长 瘤灶的高信号越来

越强 形成所谓的 灯泡征  (图1 2) . 在56例进行了

增强检查的病例中 较小病灶呈均匀一致性强化 较大

者约37个强化不均匀 先出现边缘结节状强化 并逐

渐向中央推进直至整个病灶强化.增强检查比平扫多发

现7个病灶.

图1  肝左叶海绵状血管瘤, 轴位像 FSE序列T2WI(TR/TE=5 000/120 ms),
病灶为高信号, 边界清楚, 周围未见异常信号影.

图2  同 1病例, TR/TE=5 000/180 ms, 病灶的高信号越来越强, 形成
灯泡征 .

3   讨论

肝脏血管瘤在组织学上分为海绵状血管瘤 硬化性血

管瘤 血管内皮细胞瘤和毛细血管瘤4型[2]. 以海绵状血

管瘤最多见 约占肝血管瘤的95-98%. 海绵状血管瘤

又可分为厚壁型及薄壁型两类[3] 厚壁型的壁内有较多

的胶原纤维和纤维细胞 血管腔很小 甚至呈缝隙状; 薄

壁型的壁内只有少量胶原纤维和纤维细胞 血管腔隙很

大. 在病理上肝海绵状血管瘤主要由血池或血窦组成

血液在其中缓慢流动 多由瘤体边缘向中心流动.

       MRI作为一种新型的检查技术 以其优良的组织

分辨率 多方位 多参数成像的特点 为肝海绵状血管

瘤的诊断提供了不可缺少的影像检查方法. 文献报道

MRI 对肝海绵状血管瘤的诊断敏感性为100% 特异

性为93% 准确性为 95% [4] 而CT 扫描对其诊断敏

感性为87.5% 特异性为84.6% 准确性为86.9%[5]

从某种意义上讲MRI可替代尸体解剖. 肝海绵状血管瘤

形态多规则 边界清楚 其周围无异常信号影 临床可

无症状 因而常漏诊.MRI能检出的最小病灶约为0.3-

0.5 cm 我们发现的最小病灶为0.7 cm 与文献报道

基本一致. 肝海绵状血管瘤主要由扩大 充盈血液的血

管腔隙即血窦构成[2] 而血液含水量高(约 81%) 因

此海绵状血管瘤的 2值很长 本组病例所有病灶在

2加权像上均呈明显高信号 并且随着回波时间的

延长 病灶的信号强度越来越高 形成所谓的 灯泡

征 据此可同肝癌等占位性病变鉴别 这也是MRI的

优越性所在. 在T1WI上肝海绵状血管瘤表现为低信号.

少数瘤灶内可因出血 坏死 钙化 纤维化及血栓形成

等而信号不均匀 本组13个(11.6%)病灶有此表现. 由

于肝海绵状血管瘤瘤体内血液是从边缘向中心缓慢流

动 故增强扫描很有特征性 表现为边缘结节样强化

并逐渐向中心推进 直至完全强化 这是本病的另一重

要征象 据此可与其他实质性病变鉴别 但如果病灶较

小 增强扫描则呈均匀一致强化 以上两种增强形式在

我们统计的病例中均有表现. 由于瘤体内血流缓慢 对

造影剂的清除较慢 因而延时扫描病灶信号仍比肝组

织高 此征象与肝癌的增强表现有明显不同.

       在肝海绵状血管瘤的诊断中 还应注意其与原发

性肝癌 肝囊肿及肝转移瘤等肝占位性病灶的鉴别诊

断. 原发性肝癌是肝脏最常见的恶性肿瘤 在MRI平扫

中也可表现为T2WI上的高信号和T1WI上的低信号 多

回波扫描及增强检查对他们的鉴别诊断具有非常重要的

意义. 肝海绵状血管瘤随着回波时间的延长病灶的信号越

来越亮 而肝癌无此征象; 增强扫描中肝海绵状血管瘤

可出现边缘结节状强化并逐渐向中央推进 且强化消

退慢 而肝癌强化均匀 消退也快; 小的血管瘤也可出

现均匀强化 但其强化时间比肝癌长. 肝囊肿也是较为

常见的良性肿瘤 他的T1值及T2值比血管瘤更长 因

而T1WI上信号更低 T2WI上信号更亮; 同时肝囊肿没

有强化征象 借此二者不难鉴别. 肝转移瘤常为多发病

灶 多出现中心坏死及囊变 故其信号不均, 呈现为

牛眼征 或 靶征 而海绵状血管瘤常信号均匀.

增强扫描时肝转移瘤依强化方式可分为动脉期强化型和

静脉期强化型 其强化方式常不同于海绵状血管瘤
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多回波扫描对二者的鉴别诊断也有一定的作用.

       总之 MRI以其成像上的优越性在肝海绵状血管

瘤的诊断中起着不可替代的作用.
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摘要

目的: 探讨内镜下治疗癌前病变的方法 适应证 手术操

作和并发症 评价其科学意义.

方法: 根据内镜检查发现的癌前病变形态及大小 选择内

镜下治疗方法如内镜下息肉套扎术 内镜下电凝电切术 内

镜下射频消融术.

结果: 完成内镜下息肉套扎术56例 内镜下电凝电切术55

例 内镜下射频消融术 19 例 无并发症发生.

结论: 内镜下微创黏膜切除法创伤小 效果好 安全 可

靠 是治疗癌前病变的重要方法 积极早诊早治癌前病变

具有重要的科学意义.

赵保民, 姜慧玲, 赵曙光, 张少玲, 黄裕新, 闻勤生. 内镜下微创黏膜切除术治

疗消化道癌前病变. 世界华人消化杂志  2004;12(1):239-241

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/239.asp

0   引言

2000年以来 我院开展内镜下微创黏膜切除治疗术治

疗130例癌前病变 取得了一些体会和经验. 在此 对

其治疗方法 适应证 并发症等问题予以讨论.

1   材料和方法

1.1 材料  130例癌前病变患者均来自我院日常门诊工作

中经内镜检查发现的住院患者. 其中男80例 女50例.

年龄分布: 小于39岁者10例 40-49岁者41例 50-59

岁者 35例 60-69岁者 29例 大于70岁者15例. 全

部病例均采用Olympus EVIS 240电子内镜诊疗系统. 依

据内镜下观察到的病变大小及形态 选择不同的切除

方法. 对于直径小于1.0 cm隆起性无蒂病变 采用四川

锦阳立德电子有限公司生产的LDRF50型射频治疗仪治

疗. 直径大于1.5 cm采用Olympus PSD-20型高频电凝电

切仪治疗. 直径在1.0-1.5 cm之间的病变 采用内镜下

橡皮圈套扎术 仪器为天津医用硅胶二厂研制和生产

的内镜牵拉式套扎器和日本产空气驱动式套扎器.

1.2 方法

1.2.1 术前准备  全部病例均行术前准备 包括查血常

规 出凝血时间 血型 交叉取血 备血 心电图等. 血

小板及出凝血时间异常者 给予纠正后方可实施手术.

如有心肌缺血性改变 须经改善心肌供血等治疗. 术前

禁食12 h 监测并记录血压 脉搏等生命体征 征得家

属同意并签字.

1.2.2 操作方法  本组共用3种内镜下黏膜切除法. (1)内

镜下射频消融术(ERF). 在上述术前准备的情况下 选定

输入功率为50 W 时间3 s (脚踏开关控制) 从内镜活

检孔插入射频天线治疗电极探头 直接对准病变顶部进

行点射 使病变组织凝固变白 消失. (2)内镜下橡皮圈

套扎术(EPL). 使用牵拉式套扎器 先由胃镜确定息肉部

位和大小 同时置入食管套管 再退镜安装套扎器 将

装有套扎器的胃镜沿套管送入胃内 直视下使套扎器

口与息肉或正面充分接触 并踩动吸引器 使息肉全部

吸入套扎器内 此时视野呈红色 立即拉动预先经活检

孔道插入的牵引丝 使 O 形橡皮圈从内套管前端边

缘脱落并自然结扎在病灶底部. 结扎成功后可见病灶呈

环形隆起并发绀 检查无出血后退镜. 使用空气驱动式

套扎器: 胃镜观察确定病变部位及大小 套入外套管

再退镜安装套扎器 注气管固定于内镜表面 将装有

套扎器的胃镜沿套管送入胃内 直视下使套扎器口与
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病变成正面充分接触 并踩动吸引器 使息肉吸入套

扎器内 视野变红 助手立即通过注气管注入空气2 mL

橡皮圈即脱落并自然套扎在病灶底部 套扎成功退出

胃镜. (3)内镜下高频电凝电切术(EHCC) 术前常规肠

道准备(禁用甘露醇) 内镜经肛门插入 循腔进镜达回

盲部 退镜中发现病变后 再进镜5 cm 在此处充分换

气 5次后退至病变处 再换气5次 将圈套器经内镜

活检孔道送达病变处 套住病变 勿过紧 先充分电

凝后电切 使病变脱落 检查无出血 退镜.

2   结果

2.1 病灶分布  130例中病灶位于食管14例(10. 8%) 胃

57例(43. 8%) 十二指肠3例(2. 3%) 直肠17例(13. 1%)

结肠39例(30%).

2.2病变形态及大小  胃息肉51例 食管息肉9例 胃

黏膜白斑2例 Barrett食管2例 大肠息肉57例 食管

黏膜白斑2例 食管乳头状瘤2例 胃疣状变3例. 病灶

小于1. 0 cm 19例 1. 0-1. 5 cm 56例 大于1. 5 cm 55例.

2.3 病理诊断  130例中78例病检结果: 腺瘤40例 不

典型增生10例 乳头状瘤2例 Barrett 食管2例 增

生性改变 10 例 炎性改变 14 例.

2.4 病灶切除情况  本组病灶全部切除或消融.

2.5 并发症  无 1例发生任何并发症.

2.6 随访情况  术后1 wk 复查胃镜者50例 均见溃疡

形成; 术后2 wk复查者25例 全部愈合; 术后1 a复查者

48例均未见复发.

3   讨论

3.1 及早发现及早治疗癌前病变的科学意义  恶性肿瘤

是严重危害人类健康和生命的常见病 多发病. 尽管科学

界不断追求防治肿瘤 然而科学与社会选择仍存在较大

差距 大量的财力用于治疗中晚期患者. 改变这种状态一

是要预防 二是要早诊早治. 业已发现 C-Ha-ras和K-ras

基因突变[1-3] 和 c-myc C-met [4-5] MUC 2[6] P53[7-8]基

因表达异常多出现于癌前病变[9]中. 胃癌组织微卫星不

稳定性(MS1)的检出率为16-39 不典型增生和肠上

皮化生的检出率分别为42 和33 [10-12]. 胃癌组织端粒

酶活性阳性率为85 不典型增生和肠上皮化生的阳

性率分别为33. 3%和16. 7 正常胃黏膜为阴性[13-14].

由于肠上皮化生和不典型增生两种病理变化 在抗原性

方面表现为多种肿瘤相关抗原 生物学标志物的检出率

增高 在细胞遗传特性上表现为遗传物质DNA含量的异

常增加 具有与胃癌相类似的生物学性状 因此 称为

癌前病变[15-20]. 食管癌前病变从轻度不典型增生 到重度

不典型增生发现率分别为12-24% 9-16% 3-5%

而癌变率分别为5% 25%和65%[21]. 通过内镜活检技术

可以检测上述指标 有可能成为胃癌预防和早期诊断

的有用手段.

3.2 内镜下微创黏膜切除的适应证  通常认为创伤小

并发症少 可根治 即可称为内镜下微创切除治疗.

并不限制病灶的平面范围. 但须指出浸润深度应在黏膜

肌层以上 因此黏膜内癌 原位癌和癌前病变均可行

内镜下微创治疗[22]. 对于个体病灶能否做微创治疗取决

于经验技术和设备. 判断病灶的范围依赖于内镜观察

活检和钡透. 某些情况下需要超声内镜检查. 内镜观察可

以大致判断范围 包括长度 宽度及深度. 活检可以

帮助确定深度. 钡透有助于区分外压或内压及其与肌层

的关系. 超声内镜是术前准确判断早期消化道肿瘤最有

效的方法. 借助高分辨率的腔内超声探头可以精确地显

示肿瘤浸润的深度和累及的层次. 对于病变仅累及黏膜

层以及局限于黏膜下层上1/3层内 可以采用微创切除

治疗[23]. Giovannini et al [24]对21例经超声内镜诊断为早期

胃肠道肿瘤的患者施行黏膜切除术 完全切除率达到

90. 4% 显示了超声内镜判断的准确性及其指导下的安

全性和有效性. 但是黏膜下病变转移机会在15-40%[25]

黏膜下层是微创切除的切像 所以黏膜下浸润癌是微

创切除术的禁忌证.

3.3 微创黏膜切除的方法及手术操作  内镜下微创切除

的方法很多 本组采用的微创切除方法 主要依据病变

的形态和大小而定 部分参考了活检结果. (1)射频消融

通过极性变换率很高的射频电流使病变组织升温 细

胞内外水分蒸发 干燥 固缩 以致蛋白变性而无菌性

坏死[26]. 术中靶对病灶中心 并同时去除周边部分正常

黏膜 因此可达到完全彻底. 术前无需麻醉 患者无

不适感觉 不引起出血. (2)橡皮圈套扎术[27] 是在吸

入病灶的同时 也吸入周边部分正常黏膜 部分黏膜下

组织也被吸入 扎紧病变组织 1 wk 后病变组织坏死

脱落形成溃疡 术中可能造成局部黏膜渗血. (3)电凝电切

术 是常用的息肉切除方法 技术已趋完全成熟 切除

病灶完全彻底 且切除的病变可回收送病检. 而前二者不

易回收病变组织. 三种方法的共同特点是术后形成溃疡

需要一段时间抑制胃酸分泌 消炎 保护创面等治疗.

3.4 内镜下微创切除的并发症  除了有内镜检查相关的

并发症之外 微创黏膜切除的主要并发症有出血 穿

孔 黏膜损伤 咽喉痛 肠壁气肿 腹胀 肠腔内气体

爆炸等. 由于镜下治疗采用的方法及仪器不同 并发症

的发生有所区别. 单纯橡皮圈套扎 一般无并发症 但

病变坏死脱落后创面如不及时治疗 溃疡面易感染及

出血. 圈套电凝电切术中电凝不充分或机械摘除 易导

致出血: 套扎组织过多 电凝过强易出现穿孔. 术前肠道

准备用甘露醇易发生肠腔气体爆炸. 微波 射频电凝等

接触性电凝技术治疗时易引起组织粘连和术中出血. 而

激光 氩等离子治疗不粘连 无碳化 无冒烟等现象.

手术安全可靠.

3.5 微创黏膜切除方法进展  除了本组采用的三种微创

黏膜切除术之外 尚有其他方法如: (1)TADA通常内镜

黏膜切除法  经内镜双活检道 一侧插入异物钳 钳起

黏膜; 另一侧插入圈套器 收紧圈套器接通高频电切
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除. (2)INOUE黏膜吸入切除术[28]  将病灶吸入圈套器后

缚住靶病灶使形成人工息肉 然后通高频电切除. (3)黏

膜咬除术  用电热活检钳按顺序分块咬除全部病灶黏

膜 此法优点是安全 缺点是不能提供完整标本. 对

于较小病灶 术前需作碘染或电灼 标记病灶 并

从病灶上向病灶黏膜注射1 20 000 的肾上腺素盐水

5-10 mL 使黏膜与肌层分离 减少切除黏膜损伤肌

层的机会 增加安全性 减少出血. 近年来 德国发

明了一种非接触式的电凝技术[29] 较之接触式的电凝

固技术安全性更高. 其原理是当高频电压达到一定程

度 高频电极与肌体组织之间距离适当时 氩气流中

将产生导电的氩离子束 从而使高频电流能够在电极

与组织之间移动 到达组织上的高频电流可产生凝固

效应. 适用于小息肉 扁平隆起性病变 溃疡出血

肿瘤狭窄再通等[30]. 由于微创黏膜切除术创伤小 并发

症少 易操作 术后生活质量不受影响 给患者带

平很大利益 因此 内镜微创黏膜切除术将是今后治

疗早期癌和癌前病变的发展方向.
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摘要

目的: 研究皮下通道型胆囊肝胆管成型术(STHG)与皮下

盲襻型胆管空肠吻合术(CJ)术后肝内胆汁成分变化及结

石复发情况 了解其对肝胆管结石的治疗效果.

方法: 选择1994-12/2000-12在我科行STHG及CJ手术

治愈的肝胆管结石患者231例 术后4 wk抽取肝内胆

管胆汁进行胆汁培养及成分测定 随访术后胆管炎发

生率及胆管结石复发率.

结果: STHG术后肝内胆管胆汁培养阳性率 K+ Na+

糖蛋白含量及 β- 葡萄糖醛酸苷酶(β-G)活性显著低于
CJ组 总胆汁酸 总胆红素及胆固醇含量显著高于CJ

组 非结合胆红素及Ca2+含量与CJ组无显著差异.平均

随访4.5 a STHG组术后胆管炎发生率及胆管结石复发

率显著低于CJ组.

结论: STHG术后肝内胆汁成分变化有利于抑制结石生

成 对胆囊及Oddi 括约肌功能正常的肝胆管结石患

者 STHG 手术疗效优于CJ 手术.

陈涛, 田伏洲, 张小进, 蔡忠红. 两种肝门整形术对肝内胆汁成分及结石复发

的作用. 世界华人消化杂志  2004;12(1):242-243
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0   引言

肝内胆管结石是腹部外科常见疾病 以往多采用手术

取石 胆管-空肠Roux-Y吻合进行治疗 但术后结石

复发率高 是影响手术远期疗效的重要因素[1]. 由于胆

管-空肠Roux-Y吻合破坏了胆道及消化道正常解剖结

构 使得反流性胆管炎等并发症常难以避免 而胆道

• 临床经验 •

两种肝门整形术对肝内胆汁成分及结石复发的作用

陈   涛, 田伏洲, 张小进, 蔡忠红

的反流感染又进一步促进了结石的复发. 因此 我们从

1994年以来 设计并应用了皮下通道型胆囊肝胆管成

型术(subcutaneous tunnel and hepatocholangioplasty with the

use of gallbladder STHG) 对预防肝胆管结石术后复

发取得了良好的效果 并对其与同期的皮下盲襻型肝胆

管空肠吻合术(cholangio-jejunostomy CJ)术后肝胆管

胆汁成分及结石复发情况进行了研究.

1   材料和方法

1.1 材料  1994-12/2000-12在本中心因肝胆管结石行手

术治疗者 共231例 根据手术方式不同分为STHG组

及CJ组. STHG组69例 男31例 女38例 平均年龄

42.3 岁(15-74 岁); CJ 组 162 例 男 70 例 女 92 例

平均年龄41.4岁(19-72岁).

1.2 方法

1.2.1 STHG选择标准及具体手术方法见文献[2]报道.

1.2.2 胆汁成分测定  术后 4 wk在无菌操作下由T管抽

取肝内胆管胆汁进行细菌培养及胆汁成分测定 包括:

总胆汁酸(TBA)和胆固醇(酶终点法) 总胆红素(TB)和非

结合胆红素(UCB)(重氮试剂法) K+ Na+ Ca2+离子(离

子选择电极直接测定法) 糖蛋白(改良PAS法) β-葡萄
糖醛酸苷酶(β-Glucuronidase β-G)活性(ELISA).
1.2.3 随访  研究对象定期复查B超 通过面询或问卷

调查 收集结石复发资料.

        统计学处理  结果以均数 标准差( sx ± )表示 采
用SPSS10.0 软件进行 χ2检验 t检验 以 P <0.05 为
差异有显著意义.

2   结果

2.1 胆汁培养  STHG组有4例胆汁培养出大肠杆菌 其

余无菌生长 阳性率5.8%; CJ组76例胆汁培养有细菌生

长 其中大肠杆菌59例 肠球菌7例 金黄色葡萄球菌

5例 其他菌种5例 阳性率46.9%.

2.2胆汁成分变化  (1)STHG组胆汁中总胆汁酸 总胆红

素及胆固醇浓度显著高于CJ组; (2)STHG组胆汁中K+

Na+ 糖蛋白及β-G活性显著低于CJ组; STHG组胆汁
中非结合胆红素及Ca2+离子浓度较CJ组无显著差异(表1).

表1  STHG与CJ术后肝内胆汁成分变化( sx ± )

组别              TBA(mmol/L) 胆固醇(mmol/L)   TB(mmol/L)     UCB(mmol/L)      K+ (mmol/L)              Na+(mmol/L)         Ca2+(mmol/L)    糖蛋白(mg/dl)  β-G (µg/L)

STHG组        70.3 22.6        3.7 1.1       0.74 0.09         0.37 0.07      5.73 0.41      144.5 12.6       7.9 1.2       3.02 0.67      97.1 12.6

CJ 组        19.1 5.7        2.7 0.8       0.39 0.08         0.32 0.10      9.17 0.98      203.1 46.6       6.3 0.9   6.14 1.58     242.9 29.3

P             <0.01            <0.05             <0.05                  >0.05               <0.05                 <0.05      >0.05             <0.01               <0.01
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2.3 随访结果  231例患者中共有178例获得随访(含5例

死亡患者 其中3 例死因为急性化脓性胆管炎 另2

例其他原因死亡) 随访率77.1%; 平均随访时间4.5 a

(2.2-8.2 a). 其中STHG组61例 CJ组 117例. STHG组

和CJ组术后胆管结石复发率分别为6.6%(4/61)和20.5%

(24/117) 胆管炎的发生率分别为8.2%(5/61)和 23.1%

(27/117) STHG术后胆管结石复发率及胆管炎的发生

率显著低于CJ组(P <0.05).

3   讨论

胆管-空肠Roux-Y吻合广泛应用于肝内胆管结石的治

疗 但由于该术式破坏了胆道及消化道正常解剖结构

特别是Oddi括约肌功能的丧失 因此为了防止远期吻

合口狭窄施行大口吻合使得术后反流性胆管炎常难以

避免. 胆道感染后 β-G 含量显著升高 以及在胆道繁
殖的细菌产生的大量以糖蛋白为主要成分的粘泥在胆

管结石的形成中发挥了重要作用[3-5]. STHG手术的优点则

在于保留了正常Oddi括约肌的结构及功能 从而减少

了胆管反流感染的发生. 由本研究可见STHG术后胆汁

细菌培养阳性率 糖蛋白含量及 β-G活性显著低于CJ
组; 在术后随访过程中 CJ组胆道结石复发率为20.5%

与周泽民 et al [6]研究结果相似 但STHG组胆道结石

复发率及胆管炎发生率均显著低于CJ组.说明STHG术

式保留了正常的Oddi括约肌结构及功能 明显优于CJ

组依靠延长空肠肠襻的抗反流作用 对预防肝内胆管

结石复发具有重要作用.

         STHG手术将胆囊作为术后远期结石复发再处理的

预留通道 术后肝内胆管胆汁总胆汁酸浓度显著高于

CJ 组 Na + K +等无机盐离子浓度显著降低 说明

胆囊黏膜仍具有正常的浓缩功能 胆囊收缩时胆囊内

部分高浓度的胆汁酸进入肝内胆管 与非结合胆红素

竞争结合Ca2+离子形成可溶性钙盐 肝内胆管胆汁成

分总体向抑制成石的方向变化 使得结石复发率降低.

        STHG手术由于保留了胆囊 肝外胆管及Oddi括

约肌的功能 不改变胆汁的正常生理流向并有效防止了

胆道反流感染的发生 从而降低了反流性胆管炎发生率

及胆道结石复发率 对于胆囊和Oddi括约肌功能正常

的患者是一种较为理想的治疗肝胆管结石的新术式.
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摘要

目的: 探讨肝细胞癌易伴门静脉癌栓形成与肝脏供血方式的

关系.

方法: 1998-01/2001-12 疑有门静脉癌栓形成的肝癌患者

231 例行肝动脉DSA血管造影 造影全程录像 分析门

静脉癌栓与瘤内外动静脉漏 门静脉反流 有无肝硬化

等关系 结果用 χ2检验进行统计处理.

结果: 全部231例都发现瘤内存在肝动脉-门静脉漏(HAPVF).

伴门静脉癌栓形成201例 其中伴有肝硬化184例 无明

显肝硬化17例. 伴有明显瘤外HAPVF者31例门静脉主干均

在动脉造影早期显影 无门静脉主干癌栓.  肝内肿瘤单发占

94% 肝外转移占9.7%. 无明显瘤外HAPVF者170例门静

脉主干癌栓占22.5% 肿瘤多发占21%, 肝外转移占3.5%.

结论: 肝脏的特殊血供是HAPVF形成的基础 瘤内HAPVF

是门静脉从肿瘤供应血管之一变为出瘤血管从而形成门静
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脉癌栓的重要原因 肝硬化重者常伴明显瘤外动静脉漏

与无硬化者相比肝内转移率高而肝外转移率低.

吴志全, 樊嘉, 邱双健, 周俭, 沈忠培, 马爱英, 汤钊猷. 门静脉癌栓形成与肝脏
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0   引言

肝细胞癌伴门静脉癌栓(PVTT)的发生率高达62.9-90.0%[1].

门静脉癌栓形成造是肝癌血行播散 转移复发的主要

病理基础. 肝细胞癌易形成门静脉癌栓的因素很多 作

者等认为伴门静脉癌栓肝癌患者行数字减影(DSA)肝血

管造影时发现肝脏的特殊供血方式可能是肝癌易伴门

静脉癌栓形成的重要原因之一.

1   临床资料

1998-01/2001-12连续对CT或超声疑有门静脉癌栓的

患者常规行肝动脉数字减影血管造影 后经病理证实为

肝细胞癌者231例; 男214 例 年龄31-67(中位44.8岁);

女 17例 年龄34-69(中位48.4岁). AFP(+)210例 HBV

(+)225例 伴肝硬化211例 其中肝脏严重硬化萎缩者

148例 无肝硬化20例. 用unipeque为造影剂 1-2 mL/

kg 注射3.5 mL/s 在注射造影剂开始至肝脏实质显影

结束整个肝血管显影过程用录像法记录 术后仔细分

析录像并将典型图像摄片保存 供汇总分析.

        统计学处理  χ2检验

2   结果

DSA肝血管造影证实231例中201例伴门静脉一 二

级分支或主干癌栓 其中伴肝硬化184例 无肝硬化

17 例. 231 例都发现瘤内明显存在肝动脉- 门静脉漏

(HAPVF) 瘤体越大HAPVF 越多 而且在动脉造影

早期即已显示. 有明显瘤外HAPVF31例伴 其中伴肝

硬化 30 例 无肝硬化 1 例 门静脉主干均在动脉造

影早期显影 严重者肠系膜上静脉 胃冠状静脉及肝

门部曲张的门静脉侧支均显影 门静脉主干内无造影

剂填充缺损.  肝内肿瘤单发29例 占94% 3例有肝

外转移 占9.7%. 无瘤外HAPVF者 170例中有门静脉

主干癌栓45例 占22.5%(P <0.05) 其中有肝硬化29

例 无肝硬化16例. 肝内肿瘤多发42例 占21%, 伴

肝外转移7例 占3.5% 与有明显瘤外HAPVF者相

比差异显著(P <0.05). 有明显瘤外HAPVF者中门静脉主

干癌栓形成比例明显低于无瘤外HAPVF者(P <0.05).

3   讨论

形成门静脉癌栓的基本条件为肿瘤侵入血管腔和其内

血流动力学适合肿瘤寄居与增生. 本组资料显示所有患

者瘤内都有明显的 HAPVF 瘤体越大 HAPVF 越

多 部分伴有明显的瘤外HAPVF 且瘤外HAPVF

越明显门静脉反流越严重 肝内转移也越多 但门静

脉主干癌栓形成反而较少 明显不同于其他类型的肝

脏肿瘤 这是与肝细胞肝癌的供血方式有关.

        肝血窦由肝动脉和门静脉双重供血并由肝静脉回心

后经小循环入肺. 肝动脉和门静脉在伴行途中有广泛的

动静脉吻合 抵达血窦前更甚 终以动静脉混合血形式

进入血窦从而使其内压力保持平衡 这种吻合就是微

小的HAPVF[2]. 肝脏发生广泛弥漫性病变使肝血窦或其

前后阻力增高时促使肝动脉自动调节增加流速 流

量 迫使这些吻合扩大 形成了肝血窦外HAPVF. 肝细

胞与肝血窦间既无严密屏障 肝细胞癌灶结构又疏松

故癌组织极易脱落进入肝血窦. 较大癌块进入血窦即可

将毛细肝静脉入口堵塞造成肝静脉血液回流障碍从而

使肝血窦内压力增高 当血窦内压超过终末门静脉压

时其内的血液和癌组织必将倒流入终末门静脉并逐渐

向分支和主干推移 于是门静脉由供应血管变成了出

瘤血管. 癌组织在富营养 高黏度 低压力 低流速的

门静脉内得以快速增生形成癌栓并可不断扩大延伸. 明

显瘤外HAPVF 使门静脉近端压力异常升高 既阻止

癌栓向主干延伸又使出瘤门静脉血流向邻近属支从而

造成肝内转移.

4     参考文献
1 汤钊猷. 肝癌转移复发的基础与临床. 第 1版. 上海: 上海科技教
育出版社, 2003:346

2 吴志全, 夏景林, 邱双键. 正常肝脏微循环及研究进展. 中国微循
环  1999;3:10-12
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摘要

目的: 探讨环氧合酶-2(COX-2)表达与幽门螺杆菌(Helicobacter

pylori Hp)相关性胃十二指肠疾病的关系 并通过抗菌治

疗评价根除H pylori 感染对胃窦黏膜中COX-2表达的影响.

方法: 用免疫组化方法半定量检测264例经胃镜和组织病理

学检查患有十二指肠球部溃疡 胃溃疡 复合性溃疡 胃

癌 单纯性慢性胃炎及胃黏膜正常者的胃窦黏膜COX-2

蛋白的表达 比较H pylori感染与非感染者之间的差异. 对

检出的35例Hp+的单纯慢性胃炎进行H pylori 抗菌根除治

疗 比较根除前后胃窦黏膜COX-2蛋白的表达变化. 根据

2000-05全国慢性胃炎研讨会共识意见(江西. 井冈山)对胃

黏膜炎症 活动性 异型增生 肠化生和H pylori密度进

行半定量测定.

结果: 胃黏膜表面上皮 腺上皮细胞和固有层间质细胞的

胞质中可见COX-2蛋白表达 但阳性染色细胞多集中在

表层上皮. 253例患者中 143例Hp+者(56.5%) COX-2平

均阳性细胞率显著高于110例Hp- 者(43.5%, P =0),各疾病

组Hp+患者的COX-2平均阳性细胞率均显著高于Hp -者

(P =0),各疾病组Hp-患者COX-2平均阳性细胞率也均显著

高于正常对照组(P <0.05). 27例H pylori根除后的胃黏膜

COX-2平均阳性细胞率明显下降(P =0),但仍明显高于正常

对照组(P =0). 不同程度胃炎间 以及活动性胃炎与非活动

性胃炎之间胃窦黏膜COX-2平均阳性细胞率均有显著差异

(P =0) 与正常对照组比较 慢性胃炎仅伴有活动性75例

异型增生5例 肠化生13例的胃窦黏膜COX-2阳性细胞率

明显增加 并以异型增生组最高. COX-2表达与H pylori 感

染密度和慢性炎症程度密切相关,分别为(rs =0.780 P <0.01;

rs =0.686 P <0.05).

结论: H pylori感染导致胃黏膜COX-2表达升高 且与H

pylori 感染密度 炎症程度密切相关. 根除 H pylori后

COX-2明显下降 但仍明显高于正常对照组 Hp -的各

种胃十二指肠疾病的胃黏膜COX-2表达也较正常对照组高;

肠化生和异型增生的COX-2表达均明显升高 推测COX-

2表达升高与良恶性胃十二指肠病的发生发展有密切关系.

宋家锋, 严荣华. 环氧合酶-2表达与幽门螺杆菌相关性胃十二指肠疾病. 世

界华人消化杂志  2004;12(1):245-246

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/245.asp

0   引言

探讨环氧合酶-2(COX-2)表达与幽门螺杆菌(Helicobacter

pylori Hp)相关性胃十二指肠疾病的关系 并通过抗

菌治疗评价根除H pylori感染对胃窦黏膜中COX-2表

达的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  2001-08/12因上腹不适来医院内镜中心作胃

镜检查并同时行病理活检者264例. 其中有病变者253例

男171例 女82例 年龄14-82(46 15)岁 包括十二

指肠溃疡(DU)61例 胃溃疡(GU)63例 复合性溃疡(CU)

28例 胃癌(Gca)46例 单纯性慢性胃炎(CG)55例. 快速

尿素酶和组织学美蓝染色检测均阳性者为H pylori感染

(Hp+) 两项均阴性者非H pylori感染(Hp-). 另 11例为正

常对照组 男8例 女3例 年龄22-61(36 11)岁 胃

镜未见异常 Hp-和胃窦黏膜组织学正常. 253例患者中

Hp+143 例 其中单纯CG35 例 DU38 例 GU31 例

及CU21例 Gca18例; Hp-110例 其中单纯CG20例

DU23例 GU32例及CU7例 Gca28例. 在所有207例胃

黏膜慢性炎症(含溃疡)患者中 轻度CG54例 中度CG123

例 重度CG30例; 活动性93例 非活动性114例. 35 例

Hp+的单纯CG患者按照说明书给以为期2 wk的丽珠胃三

联根除H pylori治疗 治疗结束后4 wk进行内镜复查

快速尿素酶试验和组织学检测均阴性者为H pylori根除.

1.2 方法  内镜检查时均于胃镜直视下在距离幽门2-3 cm

范围内大小弯或前后壁共取4块活检标本. 1块用于快

速尿素酶试验 另3块行组织切片(GU及Gca患者先在

病灶外胃窦部取 4 块活检标本 再取溃疡或癌组织

分瓶装入送病理学检查). 内镜活检标本经甲醛固定 石

蜡包埋 切片备用 病理学检查用HE染色 H pylori检

查用美蓝染色 COX-2蛋白表达按照说明书采用免疫

组化二步法染色. 根据2000-05全国慢性胃炎研讨会共

识意见(中华消化杂志  2000;20:199) 将慢性炎症 活

动性 萎缩 肠化 异型增生 H pylor i 密度分别

分成 0 1 2 3 级.

       统计学处理  应用 SPSS软件统计包对数据进行处

理 采用正态性检验 方差齐性检验Student t 检验 t

检验 方差分析 Wann-Whitney U 检验  Sperarman

秩相关检验 P <0.05为差异有显著性.

2   结果

胃黏膜表面上皮 腺上皮细胞和固有层间质细胞的胞

质中可见COX-2蛋白表达 但阳性染色细胞多集中在
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表层上皮. 在 253例患者中 Hp+者COX-2平均阳性细

胞率(50.0 13.7%)显著高于Hp-者(17.0 7.0%, P =0)

各疾病组Hp+者的COX-2平均阳性细胞率均显著高于

Hp-者(P =0) 各疾病组Hp-者COX-2平均阳性细胞率

也均显著高于正常对照组(8.1 5.7% P <0.05). 27例

H pylori根除后的胃黏膜COX-2平均阳性细胞率明显下

降(54.9 11.6% 27.7 12.7% P =0) 但仍明显

高于正常对照组(P =0). 不同程度胃炎间 以及活动性胃炎

(48.0 16.1%)与非活动性胃炎(31.8 19.9%)之间胃窦黏膜

COX-2平均阳性细胞率均有显著差异(P =0) 与正常对照

组比较 慢性胃炎仅伴有活动性75例(48.4 16.4%) 异

型增生5例(52.8 18.3%) 肠化生13例(29.8 16.6%)

的胃窦黏膜COX-2阳性细胞率明显增加,并以异型增生组

最高. COX-2表达与H pylori感染密度和慢性炎症程度密

切相关,分别为(rs=0.780 P <0.01; rs=0.686 P <0.05).

3   讨论

COX是一膜结合蛋白 目前发现有两个同工酶-COX-

1和COX-2. COX-1为原生型 而COX-2为诱生型. 本

结果表明 所有Hp+者 COX-2蛋白表达明显高于Hp-

对各疾病分析也证明 Hp+高于Hp-; 根除H pylori后

COX-2表达明显下降,并且COX-2表达增加与慢性炎症

的程度相关 提示H pylori感染增加COX-2表达. Sung

et al [1]研究显示根除H pylori 1 a后随着胃黏膜炎症的消

退,固有层的单核细胞 成肌纤维细胞 内皮细胞的

COX-2表达明显下降 而胃黏膜上皮细胞的COX-2表

达只是中度减少 提示上皮细胞的COX-2持续增加不

是由炎症因素单独引起 根除H pylori后胃内环境的

其他因素也起作用. 一般认为 抑制COX-1活性可致

正常胃黏膜损害; 而抑制COX-2活性很少引起胃黏膜损

害. 我们发现COX-2表达增加与慢性炎症程度密切相

关; 随着H pylori的根除 活动性胃炎消除 慢性炎症

程度减轻 胃黏膜COX-2的表达也明显减少; 近年来研

究表明 COX-2 在肿瘤中表达升高. 动物实验发现

COX-2的表达增加了PGE2的合成 后者诱导细胞增生

并刺激Bcl-2蛋白表达 从而抑制细胞凋亡; 另外COX-

2增加并与核内凋亡 /自身免疫相关蛋白nucleobindin

(Nuc 核结合素)相作用 使COX-2 保留于内质网促

进细胞有丝分裂 使细胞增生加速 增加肿瘤形成的

机率. 癌细胞中由COX-2合成的PGE2能抑制肿瘤细胞

的局部免疫反应; 对细胞外基质的黏附增强; 调节肿瘤细

胞相关的新生血管的形成; 增加癌细胞的侵袭性; 激活基

质金属蛋白酶-2降解细胞外基质 通过产生的促血小

板凝集的血栓烷有利于肿瘤的转移 COX-2可催化花

生四烯酸代谢产生丙二醛,从而直接激活原癌基因或引

起P53等抑癌基因的突变.

致谢: 本文承蒙广西医科大学第一附属医院消化内科陈

振侬,洪瑞香和唐国都等教授的热忱支持和大力协助

在此 谨致以衷心的感谢!
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摘要

目的: 对幽门螺杆菌(Hp)粪便抗原(HpSA)快检卡在Hp根除

治疗后感染检测中的临床应用价值进行评价.

方法: 以快速尿素酶试验及组织学检查两项阳性作为诊断

Hp标准 采用HpSA法和C14-尿素呼气试验(C14-UBT)同

时对102例Hp阳性并行根除治疗后患者进行检测 从Hp

感染检测的特异性 敏感性 准确性方面 将HpSA 与

C14- UBT进行比较与评价.

结果: 根除治疗后4 wk随访 14C-UBT和Hp SA的敏感性

分别为95.2 81.0 特异性分别为100 98.7 准

确性分别为99.0 95.1 .

结论: 虽然HpSA快检卡检测根除后Hp感染的准确性稍低

于 14C-UBT 但HpSA快检卡仍是一种操作简便 准确
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非侵入性的诊断Hp感染的方法.
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0   引言

随着幽门螺杆菌(Helicobacter pylori Hp)感染在胃十二

指肠疾病中作用认识的提高 根治Hp感染已经成为治

疗慢性胃炎和消化性溃疡的重要环节 但经过根除治疗

后Hp感染的复发率或再感染率呈上升趋势 因此 Hp

根除治疗后随访检测十分必要. 目前 临床检查Hp感染

的方法较多 快速尿素酶试验 组织学检查等侵入性

检测方法容易给患者带来痛苦 13C或 14C尿素呼气试验

(13C/14C-urea breath test 13C/14C-UBT)等非侵入性的检测

方法因各自的局限作为临床常规检测受到一定限制

而国内外所报道的检测粪便Hp抗原(Hp stool antigen

HpSA)的一种非侵入性新方法 具有快速 简便 标

本易收集等优点. 目前 关于HpSA的检测国内有报道.

近期 Merid ian 公司推出了一种更为简易的检测方

法 HpSA免疫快检卡(ImmunoCard STAT HpSA) 现

国内暂无相关报道. 本研究采用HpSA免疫快检卡检测

法对 Hp根除治疗后患者进行随访检测 以快速尿素

酶试验及组织学检查作为诊断标准 将HpSA快检卡

与C14- UBT进行比较 以评价HpSA快检卡在Hp检

测根除治疗后感染检测中的临床应用价值.

1   材料和方法

1.1 材料  因上消化道症状在我院门诊及住院就诊的患者

102例 其中男63例 女39例 年龄19-68岁 4 wk

内未服用抗生素 铋剂 H2受体抑制剂 质子泵抑制

剂者以及常规服用激素或非甾体类抗炎药者等 同时无

严重肝病或肾病者. 其中慢性胃炎50例 消化性溃疡52

例 均为 Hp 阳性.

1.2 方法  所有病例在胃镜下取出胃窦部黏膜行快速尿

素酶试验和组织学检查. Hp阳性临床诊断标准: 在快速

尿素酶试验 Hp组织学检查中均阳性者则判定为Hp阳

性. 其后 Hp阳性者接受三联根除治疗(奥美拉唑 阿

莫西林或甲硝唑 克拉霉素 疗程1 wk) 完成上述方

案后4-6 wk 行胃镜检查(快速尿素酶试验 组织学检

查) 14C-UBT检查和HpSA检测. Hp阳性临床诊断标

准同上.

1.2.1 HpSA快检卡检测  患者于胃镜检查当日早晨留取

粪便标本 采用一步法快检卡检测粪便中Hp抗原. 检

测试剂盒由Meridian公司提供 参照试剂盒说明书进

行操作 简要步骤如下: 取少量粪便标本至专门的样本

稀释液瓶中并混匀 在已用抗体包被的微孔板中加入

稀释的粪便4滴 室温5 min 后读取结果. 此实验与胃

黏膜活检标本的快速尿素酶试验 组织学检查由不同

检查者承担 结果互盲.

1.2.2 14C-UBT 患者于胃镜检查后2 h口服 14C-尿素胶

囊一粒 25 min后收集呼气样本 于HTY1001 Hp测试

仪(深圳市海得威生物科技有限公司)上行样本14C放射性

活度测定 14C-UBT 100dpm/mmoL CO2时为Hp阳性.

      统计学处理  以快速尿素酶试验 组织学为标准

分析HpSA和 14C-UBT在根除治疗后诊断Hp感染的敏

感性和特异性.

2   结果

102例患者完成疗程后4-6 wk接受胃镜检查 14C-UBT

和HpSA 平均根除率达到79.4 (81/102例). 根除治疗

后 14C-UBT和HpSA结果一致者为96例 其中均为阴性

者80例; 均为阳性者16例; 二者结果不一致者为6例 其

中UBT阳性 HpSA阴性者4例; UBT阴性 HpSA阳性者

2例. 以Hp阳性临床诊断标准为金标准 此6例中真阳

性者为5例 真阴性者为1例. 根除治疗后(n =102)14C-UBT

和HpSA的敏感性分别为95. 2 (20/21) 81.0 (17/21) 特

异性分别为100 (81/81) 98. 7 (80/81) 准确性分别

为99. 0 (101/102) 95. 1 (97/102).

3   讨论

随着 Hp的发现 与其相关的胃十二指肠疾病的研究

已取得了很大进展 现已确认Hp是慢性胃炎和消化性

溃疡的主要致病因子 并且是胃腺癌与淋巴瘤的诱发

因素之一 国际癌症研究中心(IARC)已将其列为 类致

癌因子. 因此 临床上对于有Hp感染的患上消化道疾

病的患者常规行Hp根除治疗是非常必要的. 目前临床

上用于诊断Hp感染的方法分为侵入性和非侵入性两大

类 如尿素酶试验 组织学检查 培养 血清学试验

尿素呼气试验 PCR等方法. 但由于侵入性检查必须行

胃镜下取活检标本 但该项检查对于不能耐受胃镜检

查的患者及Hp根除后的随访患者难以接受; 而血清学

检查在Hp根除后血中抗体可长时间维持在阳性水平

故其阳性不能完全肯定患者有活动性感染 阴性也不

能排除初期的感染 故只能用于流行病学筛检; 总之在

Hp根除后的随访中难以进行. 13C/14C-UBT具有很高的

准确性 且能反映Hp的活动性感染 但 13C-UBT 检

测仪器昂贵 14C-UBT 有放射性 故而应用都受到一

定限制.

       1997年 国外开发出非侵入性Hp粪便抗原检测方

法 采用抗Hp多克隆抗体检测粪便中的Hp抗原 国

内外均报道其检测结果具有很高的准确性和可靠性[1]; 与
14C-UBT 相比 二者的敏感性和特异性均接近95

且可重复性好; 虽然二者在根除后随访中的评价尚存在

不同的观点 但仍被认为是评价 Hp根除后惟一可靠

的非侵入性评价标准[2]. Meridian公司提供的HpSA快检

卡是一种基于横向流动的色谱技术 使用高效的单克

隆抗体在5 min内分析检测人粪便中的Hp抗原. 本研究
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比较了Hp根除治疗后14C-UBT和HpSA快检卡检测的敏

感性和特异性 结果表明14C-UBT和HpSA快检卡的敏感

性分别为95.2 81.0 特异性分别为100 98. 7

准确性分别为99.0 95. 1 ; 与欧洲的多中心 大

样本(458例)的结果相似[3]. 提示 HpSA快检卡在Hp根

除后随访方面的准确性稍低于 14C-UBT 可能是由于

UBT较HpSA的敏感性更高导致. 但在临床上 在选择

何种实验作为监测根除治疗后Hp感染的最好方法之

前 除了考虑实验方法的准确性以外 其他因素如患者

的依从性 费用 可行性 地区性等也应考虑在内.

HpSA 留取标本容易 且有专门的样本稀释液易于滴

加 操作简便 省时 无创 具有很强的适时性 适合

常规检查 尤其适合幼儿 孕妇 年老体弱者的Hp感

染的诊断及Hp根除后的随访 值得临床推广应用[4-5].
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摘要

目的 : 了解贵阳兰州两城市儿童幽门螺杆菌(Hp)感染状况.

探讨儿童幽门螺杆菌感染与儿童疾病间关系.

方法: 采用金标免疫斑点法对1 388例儿童进行血清抗Hp-

IgG 抗Hp-IgM检测.

结果: (1) IgG及 IgM总阳性率分别为: 44.0%和26.2%. 其

中贵阳地区IgG及IgM阳性率分别为: 40.7%和25.0%. 而

兰州地区分别为: 52.3%和29.0%. (2)两地区儿童IgG阳性

率随年龄增加而增加(P  <0. 01). 贵阳地区与兰州地区儿童在

6 10岁儿童IgG阳性率有差异(P <0.05); 有消化道症状儿

童与体检健康组儿童IgM阳性率比较有显著差异(P  <0.05).

(4) 两地区男女儿童及各民族间儿童IgG及IgM阳性率无显

著差异(P >0.05).

结论: (1)贵阳 兰州两地区儿童Hp感染率较高 且随年

龄增长而增加; 兰州地区Hp感染高于贵阳地区; 兰州地区

儿童3-6岁年龄段Hp感染明显高于贵阳地区同年龄组段

Hp感染. (2)有消化道症状 荨麻疹 贫血儿童与Hp感染

有关. (3)男女儿童Hp感染无显著差异. 在儿童中民族间Hp

感染无显著差异.

朱键, 周力, 陈晓琴, 谭玉洁, 陈玉梅, 李淑惠, 张华, 保铭. 贵阳兰州地区儿童

幽门螺杆菌流行病学调查. 世界华人消化杂志  2004;12(1):248-251

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/248.asp

0   引言

1983年澳大利亚学者Warren和Mashall 报告了从人胃

黏膜中分离了幽门螺杆菌(Hp) 各国学者对该菌在基

础与临床研究方面取得了重大进展. 从成人中获得流行

病学资料显示:人的一生中感染Hp最主要年龄阶段在儿

童期[1]. 可见 儿童是受Hp侵袭的最危险因素. Hp感

染与胃癌和胃淋巴瘤的发生有密切关系 1994年世界

卫生组织已将其确定为I类致癌因子. 因此为了解Hp在

胃癌低发区(贵阳)及胃癌高发区(兰州)[2]儿童Hp感染情

况及与儿童疾病间关系 2001-09/2002-11我们采用

快速金标斑点免疫试验对1 388例疾病和健康儿童进行

Hp流行病学调查 报道如下:

1   材料和方法

1.1 材料  被调查儿童1 388例来源于医院门诊患儿 住

院患儿及体检儿童 其中体检儿童归为无症状体检儿
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童(即为对照组) 年龄为0-14岁. 贵阳儿童为988例

男性儿童571例 女性儿童417例; 兰州儿童为400例

男性儿童212例 女性儿童188例. 有消化道症状组主

要表现为慢性腹痛 腹泻 恶心 呕吐 厌食 上

消化道出血等.

1.2 方法  采集肘静脉血2 mL 经离心机1 000转 /min

离心 5 min 后获得血清 立即放入-20 保存 分 5

批应用快速金标免疫斑点法检测抗 Hp-IgG 及抗 Hp-

IgM. 试剂盒由福建蓝波公司提供 检测敏感性>95%

特异性>85%. 抗Hp-IgG阳性表示Hp感染 抗Hp-IgM

阳性表示Hp现感染.

        统计学处理  Hp阳性率由百分数表示 将所测的

结果输入586计算机. 应用SPSS10. 5版统计软件包进行

统计学处理 方法 χ 2检验 χ 2趋势检验.

2   结果

2.1 在1 388 例受检儿童中 血清抗Hp-IgG 阳性610

例 总阳性率为44.0%; 血清抗 Hp-IgM阳性363 例

总阳性率为26.2%. 贵阳地区儿童血清抗Hp-IgG与抗

Hp-IgM阳性率分别为40.7% 25.0%; 兰州地区儿童血

清抗Hp-IgG与抗Hp-IgM阳性率分别为52.3% 29.0%.

兰州地区儿童Hp感染明显高于贵阳地区儿童Hp感染

差异有显著性(P <0. 01); 而现感染两地区无显著性差异

(P >0. 05).

2.2 将两地区0-14 岁儿童分别分为5个年龄段 即小

于 1 岁 3 岁 6 岁 10 岁 14 岁 应用 χ 2趋势
检验; 贵阳 兰州两地区儿童不同年龄段血清抗Hp-

IgG 抗Hp-IgM结果(表 1)显示: 在大于1岁后抗Hp-

IgG阳性率随年龄增长而增长(P <0. 01). 其中贵阳地区

小于1 岁组 IgG 抗体阳性 68 例均为小于6 月龄乳儿

兰州地区<1岁组抗体阳性12例均为小于6月龄乳儿

提示婴儿期抗体可经胎盘由母体获得.  两地区间同年龄

段儿童Hp-IgG抗体阳性率对比 在6岁和10岁年龄段

有显著差异(P <0. 05). 贵阳地区儿童抗Hp-IgM抗体阳性

率随年龄增加而增长(P <0. 01) 而兰州地区儿童除小于

1岁年龄段抗Hp-IgM抗体阳性率低以外 其他年龄段

组抗Hp-IgM抗体阳性率无显著性差异(P >0. 05); 在年龄

段组儿童两地区间比较中兰州地区儿童3岁 6岁年龄

段组抗Hp-IgM抗体阳性率高于贵阳同年龄段组(P <0. 05);

而贵阳地区儿童14岁年龄段组抗Hp-IgM抗体阳性率

高于兰州地区同年龄段组(P <0. 05).

2.3 两地区儿童无症状体检组与疾病组抗Hp-IgG及抗

Hp-IgM 结果(表 2 3):

        结果表明:有消化道症状 缺铁性贫血 荨麻疹儿童

Hp感染率与无症状体检组儿童Hp感染率有差异(P <0.05);

兰州地区儿童有消化道症状者Hp感染率(62.1%)高于贵

表1  贵阳 兰州两地不同年龄段儿童抗 Hp-IgG Hp-IgM 阳性率

        贵阳地区     兰州地区

年龄组(岁)

           检测(n)          IgG阳性 n (%)                 IgM阳性 n (%)          检测(n)                IgG阳性 n (%)                IgM阳性 n (%)

  <1 175 68 (38.9%)    9 (5.1%) 22 12 (54.5%)  1 ( 4.5%)

    3 188 33 (17.6%) 28 (14.9%) 55 16 (29.1%) 15 (27.3%)a

    6 197 48 (24.4%) 44 (22.3%)            149 63 (42.3%)a 49 (32.9%)

  10 235            120 (51.1%) 81 (34.5%) 80 53 (66.2%)a 22 (27.5%)

  14 193            133 (68.9%) 85 (44.0%) 94 65 (69.1%) 29 (30.9%)

合计 988            402 (40.7%)            247 (25.0%)            400            209 (52.3%)            116 (29.0%)

aP<0.05 示两地区同年龄段组比较.

表2  贵阳地区儿童无症状体检组与疾病组抗Hp-IgG及抗Hp-IgM阳性率

       抗Hp-IgG结果      抗Hp-IgM结果

分组

           检测(n)         IgG阳性率(n)   IgG阳性率(%)           检测(n)        IgM阳性率(n)      IgM阳性率(%)

无症状体检组 334 124 37.1 334 77 23.1

    消化症状组 148   77 52.0a 148 56  37.8b

       荨麻疹组   33   19 57.6b  33 10 30.3

缺铁性贫血组   24   15 62.5b  24   7 29.2

           发热组   56   20 35.7  56 17 30.4

   过敏紫癜组   20     7 35.0  20   6 30.0

   其他疾病组 373 130 34.8 373 74 19.8

aP <0.01 vs 无症状体检组对比; bP <0.01 vs 无症状体检组对比.
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阳地区儿童有消化道症状者Hp感染率(52.0%) 比较无

显著性差异(P >0. 05). 调查还表明仅有消化道症状儿童

现感染与无症状体检组儿童现感染有显著差异(P <0.05).

2.4 贵阳地区及兰州地区男女儿童抗Hp-IgG阳性率分别

为: 40.6% 40.8%; 51.9% 52.0%; 抗Hp-IgM阳性率分

别为:23.5% 27.1%; 28.3% 29.8%. 两地区均显示Hp感

染及现感染在儿童期性别间无显著性差异(P >0.05).

2.5贵阳地区汉族 苗族 布依族儿童抗 Hp-IgG 阳

性率分别为: 40.4% 48.5% 37.5%; 抗Hp-IgM阳性

率分别为:24.7% 33.3% 25.0%. 兰州地区汉族 回

族儿童抗Hp-IgG阳性率分别为: 52.1% 54.5%; 抗Hp-

IgM阳性率分别为: 29.4% 22.7%. 两地区均显示Hp感

染及现感染在儿童期民族间无显著差异(P >0.05).

3   讨论

Hp是世界范围内最常见感染性细菌之一 各国及各地
区感染情况不一. 近年来 成人流行病学分析 人一生
中感染Hp主要年龄阶段是儿童期[1] 尤其在发展中国
家及地区有着非常高的感染率[3-4] 因此儿童是研究Hp
感染流行病学的理想人群.  而Hp确诊需经胃镜活检组织
学培养 会给儿童带来较大痛苦 并且家长也不易接受
C13呼气试验费用较高 不利于大范围的流行病学调查.
因此进行血清学检测在儿童流行病学调查中尤为适合.

        Hp是慢性活动性胃炎的病原菌 是消化性溃疡及

胃MALT淋巴瘤的致病因子 是胃癌的I类致癌原 其

与胃癌的发生有着密切关系.  而贵阳地区为胃癌低发

区 兰州地区为胃癌高发区 因此对于两地区儿童Hp

感染状况调查及比较有着切实可行的意义.

3.1 IgG及 IgM在Hp感染中的意义  IgM是个体发育过

程中最早出现的抗体 胚胎晚期已能合成 他也是感

染后体液免疫应答早期阶段产生的主要抗体 因此可

作为Hp感染早期及宫内感染的敏感性指标.  但 IgM维

持时间不长 因此我们可考虑将其用来检测Hp现感

染 用以调查Hp的现感染率. IgG是Hp感染后体液免

疫应答出现较迟的抗体 且维持时间长 可作为调查

Hp感染率的指标; 且该抗体可通过胎盘 对胎儿及6-

8 mo乳儿有一定保护作用.  本次调查 贵阳地区小于

1岁年龄组中抗Hp-IgG阳性率为38. 9%; 兰州地区小于

1岁年龄组中抗Hp-IgG阳性率为54. 5% 而且两地区
阳性者均为小于6月龄乳儿 可考虑此 IgG 由胎盘从

母体获得 因在小于1岁年龄组中有少数儿童显示抗
Hp-IgM 阳性 故也不能除外该组儿童早期获得感染

的可能 或两种因素混杂.

3. 2 Hp感染与年龄间关系  Rotbenbacber et al [5]对生

活在德国的180位土耳其儿童进行粪便Hp抗体检测

发现儿童在出生后2 a内即有Hp感染 而且2岁年龄

组感染率高达36.4%; Yilmaz et al [6]对346名土耳其东部

儿童Hp流行病学调查发现Hp感染在儿童早期获得且

感染率随年龄的增大而增加.  本次调查也显示同样现象:

两地区儿童在早期即有Hp感染 3岁年龄段组:贵阳地

区感染率为17.6%; 兰州地区感染率为29.1% 而且随年

龄的增大而感染率增加; 在现感染的调查中 小于1岁

年龄组两地区均显示有Hp感染现象 其中贵阳地区

该组儿童抗Hp-IgM阳性率为5.1%; 兰州地区该组儿童

抗Hp-IgM阳性率为4.5%.  在抗Hp-IgM调查中发现

贵阳地区儿童现感染率随年龄增加而增加(P <0.01)

而兰州地区儿童现感染率除<1岁年龄组低外 其余各

年龄段现感染率无显著性差异.  考虑兰州地区儿童现感

染趋势不同于贵阳地区儿童 其原因可能因为兰州地区

儿童受家庭因素影响大于贵阳地区儿童; 而贵阳地区儿

童现感染率出现随年龄增高趋势 可能是因为随年龄增

加与社会接触日渐增多而引起现感染率增加. 许多资料

已表明[1, 7-8]:家庭内家长与孩子亲密接触 母亲喂养方

式 低社会经济地位等都是儿童Hp感染的高危因素.

3.3 儿童Hp感染与胃癌发生间关系  国内学者张万岱 et al [9]

对胃癌高发区福建省长乐县 中发区安徽省蚌埠市怀

远县 低发区广东省广州市从化县自然人群Hp感染的

血清学流行病学调查中发现高发区感染率及抗体水平

明显高于低发区 且感染的年龄早.  Blecker [1]认为儿童

期的Hp感染是成人期患胃癌的重要因素.  我们此次调

查也显示:胃癌高发区兰州地区儿童感染率为52.3%

胃癌低发区贵阳地区儿童感染率为40.7% 两地区比

表3  贵阳地区儿童无症状体检组与疾病组抗Hp-IgG及抗Hp-IgM结果

       抗Hp-IgG结果      抗Hp-IgM结果

分组

            检测(n)          IgG阳性(n)        IgG阳性率(%)         检测(n)            IgM阳性(n)            IgM阳性率(%)

无症状体检组 148 64 43.2            148 39      26.4

    消化症状组   87 54 62.1a 87 34      39.1b

        荨麻疹组   29 20 69.0b 29   8      27.6

缺铁性贫血组   27 18 66.7b 27   7      25.9

           发热组   17   7 41.2 17   5      29.4

    过敏紫癜组     8   3 37.5   8   2      25.0

    其他疾病组   84 43 51.2 84  21      25.0

aP <0.01 vs 无症状体检组对比; bP <0.05 vs 无症状体检组对比.
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较有显著性差异(P <0. 01).  在年龄段比较中发现 3-

6 岁年龄段两地区感染率有显著性差异 兰州地区该

年龄段组感染率(42.3%)明显高于贵阳地区(24.0%). 在抗

Hp-IgM 调查中 我们对两地区同年龄段组儿童现感

染率进行比较 发现在1-3 3-6 岁年龄段组 兰州

地区儿童现感染率高于贵阳地区同年龄段组(P <0.05);

而在 10-14 岁年龄段组贵阳地区儿童感染率高于兰州

地区同年龄段组(P <0.05) 提示胃癌高发区兰州幽门

螺杆菌感染高峰出现早于胃癌低发区贵阳 可推测Hp

早年感染是胃癌高发区Hp感染的一个重要特点 早年

Hp感染容许慢性胃炎有足够长的时间发展成胃癌; 更重

要的是 据认为早年Hp感染 因为儿童期酸分泌功能

尚未发育健全 此时感染Hp易引起慢性全胃炎 而胃

体胃炎特别是发展到萎缩阶段又会进一步导致胃酸分泌

的减少 进而加重胃体Hp感染及慢性胃炎的发展形成

恶性循环 使发展为胃癌的危险因素明显增高[10]

3.4 Hp感染与胃肠外疾病间关系  Hp感染不但与胃肠

道疾病相关 而且与胃肠外疾病相关.  此次调查发现:

荨麻疹与缺铁性贫血Hp感染率高于无症状体检组Hp

感染率(P <0. 05). 机制可能为:荨麻疹:Hp 抗原与宿主组

织抗原结构相似 从而引起自身免疫反应 同时Hp感

染引起的炎症反应也参与病变. 缺铁性贫血:Hp在生长

过程中需要消耗铁 增加铁的需要量 成人的储存铁多

于儿童 因此很少出现缺铁性贫血 而在发展中国家的

儿童 本身可能存在营养不良 每天铁的摄入量低于感

染所致铁的丢失时 就引起缺铁性贫血. 另外 Hp含

有一个类似血清铁蛋白的铁结合蛋白 他对红细胞中

的血红蛋白有亲和力; 还发现Hp细胞膜外侧存在铁抑

制蛋白 他们干扰了人体内铁的正常代谢[11].  从而使

儿童出现缺铁性贫血.

3.5 Hp-IgM与消化道症状间关系  两地区儿童抗Hp-

IgM调查结果显示一个共同特点: 有消化道症状儿童的IgM

阳性率高于无症状体检组儿童的IgM阳性率(P <0. 05) 而

疾病组中荨麻疹及缺铁性贫血儿童的 IgM阳性率与无

症状体检组儿童的IgM阳性率无差异(P >0.05). 这可能

与 Hp早期感染引起急性胃黏膜病变 导致患儿出现

消化道症状; 然而疾病组中荨麻疹及缺铁性贫血儿童

可能是由于 Hp感染后 在胃黏膜上皮定植长期慢性

作用的结果. 此时 IgM已从体内消失 而 IgG仍存在

因此在该类患儿的IgG阳性率高于无症状体检组儿童的

IgG 阳性率 在我们的调查结果也显示这一点.

3.6 无消化道症状儿童的Hp感染  在调查中发现两地区

无消化道症状儿童也有较高的Hp感染率 其原因可

能有3点: (1) 受感染儿童对Hp感染后耐受性较强 出

现症状阈值较高 因此Hp感染后不出现症状; (2) 感染

者感染Hp的数量较少 虽然可引起受感者机体免疫反

应 但还不能引起症状; (3)由于不同的Hp菌株其毒力

及动力强弱有差异 而且有的菌株可产生细胞毒素

应用毒素基因分型 H p 又可分为 Ca g A +V a c A +

CagA+VacA- CagA-VacA+ CagA-VacA-4 种亚型[12]

无消化道症状儿童可能因感染了毒力较弱或无毒力的

Hp 因此表现为仅出现机体免疫反应 而无症状出现.

3.7 Hp感染与性别 民族间关系  本次调查结果显示:

贵阳 兰州两地区儿童Hp感染在性别上无显著性差异

(P >0.05) 结果与欧洲胃肠病研究组[13]对17组人群共

3 194例无症状受检者进行流行病学调查和David et al 对

美国无症状人群Hp流行病学调查一致. 两地区儿童Hp

感染民族间无显著性差异(P >0.05) 此调查结果与国

内云南云县彝族 汉族 及新疆维吾尔族 汉族感染比较

报道一致. 考虑这可能由于两地区汉族与该地少数民族长

期混居 从而形成基本相同的生活习惯 在经济条件 卫

生状况 饮用水源 教育文化等也基本相同 导致两地区

儿童在Hp感染上无明显差异; 贵阳地区苗族儿童抗Hp-

IgG和抗Hp-IgM均高于该地区汉族及布依族儿童 但其

无显著性差异(P >0.05) 这可能与样本量太小有关.

       总之 儿童Hp感染不但可引发胃肠道疾病 而且

可引起胃肠外疾病 例如儿童常见的荨麻疹 缺铁性贫

血等 对于经久不愈的上述疾病应做有关Hp检查; 对

Hp阳性者可抗Hp治疗 也许可成为难治性荨麻疹

缺铁性贫血的一条有效治疗措施.  在胃癌高发区 对

于学龄前儿童应进行血清 Hp抗体或粪便 Hp抗体普

查 对有消化道症状儿童应积极抗Hp治疗.
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摘要

目的: 通过对该患者的误诊提示人们对少年胃黏膜相关组织

淋巴瘤的重视.

方法: 免疫组织化学检查确诊.

结果: 为少年胃黏膜相关组织淋巴瘤B细胞源性淋巴瘤.

结论: 胃黏膜相关组织淋巴瘤多见于中老年人 罕见于青

少年.

舒筱灿, 谭常兰, 沈滨, 杨月香, 孙亮, 曾春玲. 少年胃黏膜相关组织淋巴瘤1

例. 世界华人消化杂志  2004;12(1):252

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/252.asp

1   病例报告

女 16岁 中学生 腹痛 腹胀 呕吐9 d于 2002-

01-09入院. 患者4 mo前无诱因出现上腹持续胀痛 隐

痛 无放射痛 进食后腹胀明显 口服雷尼替叮 丽珠

得乐 硫糖铝等药物 腹胀 腹痛稍有好转. 入院前9 d

无诱因出现呕吐而行胃纤维镜检查 以胃癌收住院. 查

体:发育正常 营养较差 中度贫血貌 神志清醒 全身

浅表淋巴结无肿大 咽部扁桃体无肿大 甲状腺无肿

大 心肺未见异常 上腹部隆起 可触及肿物约8×6 cm
压痛 活动度差. 胸部X线: 心肺正常. B超:胃占位性病

变 肝 脾无肿大. 血常规:WBC 9.5×109 /L LYM 26.6%
MON 69.9% 临床诊断 胃癌 . 病理检查:次全胃

已剖开 约19×14.5×5 cm 胃壁广泛增厚 变硬 无

胃的正常形态 胃内多个不规则溃疡 互相融合 共

约10×8×0.2 cm 胃皱襞消失 胃壁切面厚约5 cm. 镜

下观察:瘤细胞弥漫成片 明显异形性 核膜厚 染色

质颗粒粗 可见较大的核仁及花冠状大细胞 可见核

分裂 血管内见瘤栓. 肿瘤侵犯胃壁全层. 胃右淋巴

结 大网膜及肝总动脉旁淋巴结受累 远处淋巴结未

见受累. 免疫组织化学检查: LcA(+) L26(+) ueHL-

l(-)  CEA(-) EMA(-). 病理诊断:胃黏膜相关组织淋

巴瘤. B细胞源性. 中心母细胞型.

2   讨论

原发性胃淋巴瘤是指肿瘤仅发生于胃 可伴有或不伴

有局部淋巴结病变. 近年来 由于免疫病理学的进展

形成了黏膜相关淋巴组织淋巴瘤的新概念. 胃MALT淋

巴瘤多见于中老年人 发病平均年龄为55岁 罕见于

青少年 男性多于女性 临床症状与胃癌相似 胃纤维

镜下见胃窦部溃疡单个或多个 巨大 边缘不规则. 其

误诊率为89.3%. MALT淋巴瘤多见于胃窦及胃体 有溃

疡型(最常见) 浸润型 结节型 息肉状或蕈状型. 组织

学类型大多数为B细胞性 T细胞少见. 诊断要点:胃淋

巴瘤要排除转移性的可能: (1)全身无浅表淋巴结肿大; (2)

外周血白细胞计数正常; (3)无纵隔淋巴结肿大; (4)手术

时除局部淋巴结肿大外无其他部位病灶; (5)肝脾无病灶.

此例患者3 mo前曾到门诊就诊 胃纤维镜为霉菌性溃

疡 3 mo后为胃癌.
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