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摘要

五羟色胺(5-HT)是参与调节胃肠道运动和分泌功能的重要

神经递质, 95％来源于肠道黏膜层的嗜铬细胞. 胃肠道主

要有5-HT1、5-HT2、5-HT3、5-HT4、5-HT7受体. 5-HT在

发挥生理作用后通过肠黏膜上皮细胞膜上的5-HT转运体

(SERT)再摄取至细胞内灭活. SERT基因5’启动子区存在多

态性位点5-HTTLPR, 形成L/L、L/S、S/S三种等位基因类型, 
S型较L型转录效率降低.胃肠道通过肠神经系统自主、协

调地完成蠕动、分泌反射. 肠嗜铬细胞释放5-HT, 激活黏膜

下传入神经纤维, 通过肠神经系统, 调节局部的兴奋和抑制. 
5-HT信号系统异常可导致胃肠道动力及分泌功能异常、内

脏高敏感性, 与慢性便秘、肠易激综合征、腹泻及功能性消

化不良等胃肠道功能性疾病密切相关. 对SERT表达在肠易

激综合征发病机制中作用的研究是目前的热点. SERT基因

多态性与肠易激综合征各型间可能存在联系.

关键词: 五羟色胺; 五羟色胺受体; 五羟色胺转运体; 胃肠道

功能性疾病
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0  引言

五羟色胺(serotonin, 5-HT)是参与调节胃肠道运动和分

泌功能的重要神经递质和旁分泌信号分子. 近年来, 大
量的基础及临床研究使我们对5-HT调控胃肠道功能的

复杂机制有了深入的认识, 同时推动了胃肠道功能性疾

病发病机制及药物治疗的研究.

1  5-HT及其受体

人体5-HT 95％来源于肠道, 主要是黏膜层的肠嗜铬细

胞(enterochromaffin cells, EC), 它含有合成5-HT所需要

色氨酸羟化酶. 此外, 少数也来源于肠神经元. EC细胞

对肠腔内压力和化学刺激非常敏感, 一旦肠腔内压力

升高即可分泌5-HT, 作用于黏膜下传入神经神经元上

的5-HT受体, 激发蠕动反射, 并调节肠道分泌功能[1].
根据分子结构、作用机制及功能不同, 5-H T受

体家族包括7个成员(5-HT1-5-HT7), 共15个亚型, 是
神经递质受体中最复杂的家族之一 .  在胃肠道主要

有5-H T1、5-H T2、5-H T3、5-H T4、5-H T7受体, 
调节胃肠道功能 [2-5]. 其中分布于肠神经元上的包括

5-HT1A(抑制性)、5-HT3、5-HT4(兴奋性)受体, 调控

神经递质的释放; 分布于肠平滑肌上有5-HT2A(收缩

作用)、5-HT4、5-HT7(舒张作用)受体, 直接调控平滑

肌的运动. 此外, 在肠神经元上还发现了5-HT1P受体, 
介导慢速兴奋性突触后电位, 但在国际药理学协会提

出的5-HT受体分类中未包括该受体, 因此被称为“孤

独”受体[6]. 5-HT受体家族的复杂性表明, 5-HT可通过多

种途径产生多种作用. 而针对5-HT信号系统研发的各种

药物也因此产生多种药理作用. 

2  5-HT转运体（serotonin transporter, SERT）

5-HT在发挥生理作用后必须灭活, 以免产生中毒反应

及5-HT受体的脱敏. 代谢5-HT的单胺氧化酶和其他酶

均位于细胞内, 而5-HT在生理pH下带有高电荷及亲水

性, 不能穿过细胞膜. 因此, 5-HT必须通过载体转运至

细胞内以灭活. 这个过程主要依靠肠黏膜上皮细胞膜

上的5-HT转运体来完成, 5-HT能神经元也可表达5-HT
转运体将5-HT再摄取[7]. 研究表明, 抑制5-HT转运体可

导致内在初级传入神经元对5-HT反应增强, 如果反应

过强或时间较长即引起5-HT受体脱敏[7,8]. Chen et al [9]

研究了SERT基因敲除大鼠, 其肠道未见SERT mRNA, 
缺乏正常大鼠肠道具有的很强的摄取5-HT至上皮细胞

和肠神经元中的能力. 但SERT基因敲除大鼠也有能转

运5-HT的分子表达, 包括多巴胺转运体和阳离子转运

体, 但结合力和选择性显著低于5-HT转运体. 
SERT基因位于17q11.2, 长37.8 kb, 由14个外显

子组成, 编码630氨基酸的蛋白. SERT基因的两个多

态性位点正日渐得到关注. (1)内含子2的17 bp重复

片段VNTR(variable number tandem repeats), 形成三

个等位基因: S Tin2.9, S Tin2.10, S Tin2.12. (2)另一

多态性位点为5’启动子区44 bp的插入/缺失, 称为

5-HTTLPR(SERT gene-linked polymorphic region), 形成

长型(L)和短型(S)两种等位片段, 从而产生L/L、L/S、
S/S三种等位基因类型. 偶尔有超长片段(super-long, 
XL 和 XXL)[10]. VNTR的功能尚不清楚, 但5-HTTLPR
调节SERT基因的转录. S型较L型转录效率降低, 5-HT



结合及重摄取减少, 5-HT能活动延长[10, 11]. 

3  5-HT对胃肠道功能的生理调节机制

胃肠道是唯一在无中枢神经系统支配情况下, 能自主、

协调地完成复杂的蠕动、分泌反射的器官 .  这归功于

其内在神经支配－肠神经系统(enteric nervous system, 
ENS). 肠神经系统具有内在传入神经元和中间神经元, 使
胃肠道不需要外在神经支配而能接受刺激信号, 产生反

射. 然而, 肠神经系统对胃肠道的调控作用需要其感受到

肠腔内压力和化学刺激因素, 但无内在或外在神经纤维

达黏膜上皮. 因此, 神经元感受肠腔内刺激是一种经上皮

现象[8, 12]. 这个过程即由肠嗜铬细胞介导, 这些细胞感受

肠腔内刺激后释放大量5-HT, 后者激活黏膜下初级传入

神经纤维[8].
5-HT刺激内在初级传入神经元后, 该神经元在肌间

神经丛中与上行、下行中间神经元形成突触, 从而调节

局部的兴奋和抑制[8]. 上行性中间神经元通过释放P物质

和Ach作用于兴奋性运动神经元, 引起环行肌收缩. 下行

性中间神经元通过释放5-HT、血管活性肠肽、生长抑

素、速激肽、NO、Ach等神经递质作用于抑制性神经元, 
引起环行肌松弛. 由此形成了胃肠道由近端向远端的蠕

动反射[13, 14]. 此外, 5-HT也可直接作用于一些肠神经元及

肌细胞等效应器来发挥作用. 研究表明[15], 参与蠕动反射

的5-HT受体主要为5-HT4受体, 在这个蠕动反射中的内在

初级传入神经元是CGRP能神经元, 由5-HT作用于5-HT4
受体而激活. 体外研究证明, 5-HT4受体激动剂可引起结

肠近端收缩和远端松弛. 而由此引起的蠕动反射又可由

CGRP拮抗剂阻断. 虽然未发现人5-HT3受体在结肠蠕动

反射中有明显作用, 但其介导了胃结肠反射[16].

4  5-HT和胃肠道功能性疾病

最近愈来愈多的研究发现, 5-HT信号系统异常可导致胃

肠道动力及分泌功能异常和内脏高敏感性, 这与慢性便, 这与慢性便这与慢性便

秘、肠易激综合征(IBS)、腹泻及功能性消化不良等胃肠

道功能性疾病密切相关.
在慢传输型便秘患者的结肠黏膜中, 5-HT阳性细胞

数量明显多于正常对照组[17]. MiwaMiwa et al [18]研究了健康人

和IBS便秘型、腹泻型患者结肠黏膜, 发现IBS便秘型结

肠黏膜中5-HT含量显著高于健康人及腹泻型IBS患者.对
结肠无力症患者结肠黏膜、黏膜下及肌层的5-HT进行

的免疫组织化学观察和半定量分析发现, 结肠无力症患

者结肠黏膜5-HT显著增高, 黏膜下及肌层无明显变化[19].    
这种5-HT升高的原因及与这些疾病的关系尚不清楚, 可
能的解释: (1)结肠动力障碍引起的5-HT反应性升高; (2)
某些因素引起5-HT反常升高使5-HT受体脱敏, 参与了结

肠动力障碍; (3)5-HT受体亚型存在表达及分布异常, 与
5-HT共同参与了结肠动力障碍. 随后一项对. 随后一项对随后一项对5-HT受体

在结肠无力症患者左半结肠中表达的研究发现: 总体上,  
5-HT受体在结肠无力症患者左半结肠黏膜肌层、环肌层

和纵肌层中的表达均呈下调趋势. 但在环肌层中. 但在环肌层中但在环肌层中5-HT受
体水平越高, 结肠传输速度却越慢, 提示5-HT受体在结肠

无力症结肠壁各层中均存在表达异常, 而且某些特定的均存在表达异常, 而且某些特定的存在表达异常, 而且某些特定的

或功能变异的受体亚型存在着表达上调[20].
有关SERT表达的模式在IBS的发病机制中作用的研

究是目前的热点. 对SERT基因敲除大鼠研究发现. 对SERT基因敲除大鼠研究发现对SERT基因敲除大鼠研究发现[9], 其
肠道虽然可通过多巴胺转运体和阳离子转运体转运部分

5-HT, 但其效率明显下降, 大鼠能存活、生长, 但其肠功

能出现异常, 其大便水分较正常大鼠明显增多, 结肠动

力增加, 也有一小部分大鼠出现动力下降、便秘及腹泻

便秘交替情况, 症状与IBS患者一致. 前者可由大量未回. 前者可由大量未回前者可由大量未回

收的5-HT引起肠蠕动反射和分泌反射增强引起, 而对便

秘和腹泻便秘交替的解释, 可能由于一方面大量5-HT作
用导致受体脱敏引起暂时性便秘, 另一方面神经间隙的

长期放大的5-HT能活性导致5-HT受体下调, 从而降低了

5-HT效应. Liu. LiuLiu et al [21]发现SERT敲除大鼠肠壁5-HT3受
体出现了适应性变化, 表现为对5-HT结合力下降和脱敏..  
5-HT受体激动剂的药理研究也证实, 随着5-HT受体激

动剂在神经间隙的作用延长, 5-HT1、5-HT2受体表达

下调[22]. 这些研究支持上述假设. Bellini. BelliniBellini et  al [23]研究了

IBS腹泻型患者血小板SERT, 并与正常人和5-HT3受体阻

断剂阿洛斯琼治疗前后比较, 发现腹泻型IBS患者血小板

膜上表达的SERT密度低、结合力低, 推测其引起5-HT重
摄取能力下降, 与IBS腹泻型症状有关. 阿洛斯琼治疗后,. 阿洛斯琼治疗后,阿洛斯琼治疗后, 
虽然SERT转运功能无改变, 但症状明显缓解. 由于SERT. 由于SERT由于SERT
蛋白在体内所有细胞中具有同样的分子特性, 可以认为

这种5-HT再摄取能力的改变也发生在肠道中, 因此, 肠壁

大量5-HT残留在突触间隙, 作用于突触后受体, 产生过多

生理作用、延长作用时间, 引起肠动力、分泌、感觉异

常, 而表现出IBS腹泻型的临床症状. 同时该研究显示, 临. 同时该研究显示, 临同时该研究显示, 临
床症状的严重性与5-HT摄取能力改变的程度有关. 血小. 血小血小

板膜上SERT密度越低, 症状越重. 其他研究也发现,. 其他研究也发现,其他研究也发现, IBS
和炎症性肠病中结肠黏膜mRNA SERT表达均下降[24]. 临临
床上, 5-HT3受体拮抗剂阿洛斯琼能有效治疗IBS腹泻型

也已形成共识. 因此,. 因此,因此, 5-HT灭活不足、过多的5-HT作用于

受体可能是IBS的发病机制.
如前所述, SERT基因转录控制区(5-HTTLPR)存在多

态性, 以此调控SERT基因的转录, 如S型较L型转录效率

降低. 因此在. 因此在因此在IBS的研究中, SERT基因多态性分析越来越

受到重视. Pata. PataPata et al [25]对54例IBS患者和91例健康对照组

SERT基因的两个多态性区域VNTR和5-HTTLPR进行了

比较, 发现SERT多态性在健康人和IBS患者中无显著差

异. IBS分成腹泻型、便秘型、交替型, 将三组进行组间. IBS分成腹泻型、便秘型、交替型, 将三组进行组间IBS分成腹泻型、便秘型、交替型, 将三组进行组间将三组进行组间三组进行组间

比较发现, 5-HTTLPR等位基因S/S在便秘型中较其他两

组明显高(P <0.05), 而与健康组比较无差异, 但S/S的出现
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频率在腹泻型和便秘腹泻交替型中较健康对照组低; L/S
型在腹泻型(88％)中较便秘型、交替型和对照组明显高; 
L/L型各组间无差异. VNTR基因在各组间无差异. 因此未. VNTR基因在各组间无差异. 因此未VNTR基因在各组间无差异. 因此未. 因此未因此未

发现IBS和SERT基因多态性间有联系, SERT不是决定是

否患IBS的因素. 但如果患者有IBS, 而患者为S/S型, 则更. 但如果患者有IBS, 而患者为S/S型, 则更但如果患者有IBS, 而患者为S/S型, 则更

可能为便秘型, 而L/S型更易患腹泻型. 此后, Yeo. 此后, Yeo此后, Yeo et al [26]

研究了194例北美腹泻型I B S女性患者和448例正常女

性对照, 发现两组间L/L型无差异, 但S/S和L/S在对照组

(17.2％、47.8％)和腹泻型IBS(31.4％、31.9％)间有差异.. 
因此, 作者认为SERT启动子区基因多态性与女性腹泻型

IBS有关, 可能是腹泻型IBS的候选基因. 此外, SERT基因. 此外, SERT基因此外, SERT基因

多态性情况也影响了阿洛斯琼对腹泻型IBS患者的疗效, 
Camilleri et al [27]对30例腹泻型IBS患者(男女各15例)予阿

洛斯琼1 mg 2/d口服共6 wk, 服药前后分别测定结肠运

输功能, 并测定患者的SERT基因多态性. 结果L/L型疗效. 结果L/L型疗效结果L/L型疗效

优于L/S型. 结论: SERT启动子区的基因多态性影响腹泻. 结论: SERT启动子区的基因多态性影响腹泻结论: SERT启动子区的基因多态性影响腹泻

型IBS患者对5-HT3受体拮抗剂的治疗反应, 影响药物的

效应风险比. 可能原因为L/S型有较多5-HT残留于突触间. 可能原因为L/S型有较多5-HT残留于突触间可能原因为L/S型有较多5-HT残留于突触间

隙, 对突触后受体的过度刺激可引起其部分脱敏, 影响了

药物的疗效. 综上可见, SERT基因多态性与IBS各型间可. 综上可见, SERT基因多态性与IBS各型间可综上可见, SERT基因多态性与IBS各型间可

能存在联系, 然而由于不同的人群中SERT基因多态性分

布并不一致, 一种多态性在一个人群中与某种疾病有关, 
但在另一人群中未必. 这可能部分导致了各研究结果的不. 这可能部分导致了各研究结果的不这可能部分导致了各研究结果的不

一致, 尚有待多中心、大样本的SERT基因多态性、IBS及
其对药物治疗反应的研究, 以进一步揭示其中的复杂关系.. 

总之, 随着研究的不断深入, 5-HT信号系统在胃肠道

功能的生理及病理生理中的复杂作用正不断得到解析. 
事实上, 由于5-HT是中枢神经系统中重要的信号分子, 与
情绪、食欲、睡眠、记忆、学习等许多生理心理功能相

关, 有关5-HT信号系统研究更为深入的是在神经精神性

疾病中, 5-HT及SERT表达改变可引起焦虑、抑郁、强

迫症、恐惧症、甚至精神分裂症[28]. 临床上, 慢传输性便

秘、IBS、功能性腹胀等胃肠功能性疾病患者常伴有明

显的情绪精神状态异常, 而一些针对5-HT信号系统的抗

抑郁药、抗焦虑药也能有效缓解IBS[29], 这又从另一个

侧面提示了5-HT在胃肠道功能性疾病中扮演了重要角

色, 需要我们进一步探索. 相信对5-HT、5-HT受体亚型、

SERT及其基因多态性的深入透彻研究, 将有助于我们认

识慢传输性便秘、IBS等胃肠道功能性疾病的发病机制, 并
为临床药物治疗提供重要依据.
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Abstract
AIM: ��� �������� ���� ����������� ����������  �����������  ����To explore the inhibitory effect of Allicin on the 
G2/M phase of human gastric cell line SGC-7901 and 
BGC-823 and its mechanism. 

METHODS: The proliferation inhibition rate and IC50 of 
Allicin (72 h) to SGC-7901 and BGC-823 cells were 
examined by MTT assay. The cycles of the cells were 
measured by flow cytometry when IC50 concentration of 
Allicin was adopted. The expression of CDC2 and Cy-
clinB protein were detected by immunohistochemistry. 

RESULTS: Allicin inhibited the proliferation of SGC-7901 
(IC50 = 23 mg/L) and BGC-823 (IC50 = 35 mg/L) 
cells and the inhibition rate was elevated with the in-
crease of Allicin concentration. After treatment with 
IC50 concentration of Allicin, the percentage of G0/G1 
phase cells was decreased, but that of G2/M phase 
ones was significantly increased for both SGC-7901 
(24, 48 h vs  control: 26.47±2.54%, 28.88±2.75% vs  
24.30±2.74%, P  <0.01) and BGC-823 (24, 48 h vs  

control: 22.78±1.45%, 24.87±1.61% vs  20.32±1.34%, 
P  <0.01). CDC2 and CyclinB proteins were positively 
expressed in SGC-7901 and BGC-823 cells without Al-
licin treatment.  After treatment, the comparative rates 
of CDC2 and CyclinB expression were 87.2% and 
59.3% in SGC-7901 cells, respectively, and 84.4% and 
62.8% in BGC-823 cells, respectively (all P  <0.01).  

CONCLUSION: Allicin causes arrest of SGC-7901 
and BGC-823 cells in G2/M phase, and the mechanism 
is related to the down-regulation of CDC2 and CyclinB 
expression. 

Key Words:  ��������� ���������� ��������� �Allicin; SGC-7901; BGC-823; G2/M phase 

inhibition; CDC2; CyclinB 

Liu X, Ma R, Chen W, Bai XL, Yuan Y. Inhibition of Allicin on G2 
/M phase of human gastric cell line SGC-7901 and BGC-823. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(20):2409-2412

摘要
目的: 研究大���人��细胞SGC-7901及BGC-823 G2/
M �����及其调节机制.

方 法 :  应 � M T T 法� 测 定 大 � � � 人 � � 细 胞 株
SGC-7901和BGC-823细胞增殖抑制率及72 h�IC50.
通过��细胞�检测IC50浓度�大���SGC-7901
和BGC-823细胞���影响. 应�免疫组化染色检测
大����前后SGC-7901和BGC-823细胞CDC2和
CyclinB蛋白表达.

结果: 不同浓度�大��可以抑制人��细胞株
SGC-7901和BGC-823�增殖, 且随着大��浓度�
增大, 抑制率逐渐增高. 大��抑制SGC-7901细胞
增殖50%�药物浓度(IC50): 72 h为23 mg/L; 大��
抑制 B G C - 8 2 3 细 胞 增 殖 5 0 % � 药 物 浓 度 ( I C 5 0) : 
72  h为35 mg/L. 大����于两种细胞, 其细胞�
�均发�了明显�变化, 主要表现为G0/G1�细胞减
少, G2/M�细胞增多(SGC-7901细胞24, 48 h vs  �
照: 26.47±2.54%, 28.88±2.75% vs  24.30±2.74%, 
P <0.01;  BGC-823细胞24, 48 h vs�照: 22.78±1.45%, 
24.87±1.61% vs  20.32±1.34%, P <0.01), S�细胞无明
显变化. 未经大��处理�两种细胞, CDC2和CyclinB
蛋白表达均为阳性, 大��处理后, CDC2和CyclinB



蛋白表达下降. SGC-7901细胞经23 mg/L大��处理
后, CDC2蛋白相�阳性表达率为87.2%; CyclinB蛋白
相�阳性表达率为59.3%. BGC-823细胞CDC2蛋
白在35 mg/L大����后, 相�阳性表达率为84.4%; 
CyclinB蛋白相�阳性表达率为62.8%, 与�照组相比
均有显著性差异(P <0.01).

结论: 大��使人��细胞株SGC-7901和BGC-823停
�于G2/M�, 其机制是通过CDC2和CyclinB蛋白表达
下降实现�.

关键词: 大��; SGC-7901; BGC-823; G2/M���; CDC2; 
CyclinB
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0  引言

细胞周期有3个调控点, 分别是G0/G1, G1/S和G2/M, 其
中G1/S和G2/M最为重要. G2期向M期的转变涉及到细

胞分裂, 完成一个细胞向两个细胞的转化, 故G2/M期

阻滞显得更为重要. 目前G2/M期阻滞的机制不完全清

楚. 在真核细胞中, 正常细胞G2/M进程由细胞周期蛋白

B(CyclinB)-P34CDC2复合物调控. 大蒜素是从大蒜球

茎中分离出的一种化合物, 抗肿瘤机制为阻断致癌物

的合成、抗突变、抗畸变; 直接杀伤; 抑制肿瘤细胞增

殖; 诱导细胞周期特异性阻滞; 诱导凋亡; 调节机体免

疫功能; 对抗肿瘤药物的增敏作用和抗耐药等, 是通过

多个途径完成的. 国内外对大蒜素抑制肿瘤细胞周期, 
使之停滞于G2/M期的报道虽然很多, 但是从机制方面

探讨大蒜素如何使肿瘤细胞停滞于G2/M期, 目前罕见

报道. 我们应用MTT法及流式细胞仪, 深入研究大蒜素

对肿瘤细胞的抑制作用以及对肿瘤细胞周期的影响. 
并通过免疫组化等技术, 检测在G2/M期调控中起重要

作用的CDC2蛋白和CyclinB蛋白的表达水平, 探讨大

蒜素对肿瘤细胞周期阻滞的作用机制.

1  材料和方法

1.1  材料  人胃癌转移淋巴结细胞系SGC-7901, 人胃

低分化腺癌细胞系BGC-823由中国医科大学细胞生

物学教研室提供. MTT(Sigma公司); 碘化丙啶(PI), 
Rnase(Fluka公司); 即用型鼠mAb P34CDC2, SP试剂盒, 
DAB试剂盒, 抗原修复液Ⅱ, 胰酶消化液(福州迈新公

司); 即用型鼠mAb CyclinB(武汉博士德公司); 大蒜素

注射液(30 mg/支)(上海禾丰制药有限公司); 流式细胞

仪型号: FACScan(B.D USA);   
1.2 方法�  将两种细胞用含有100 m L/L小牛血清的

RPMI 1640培养液, 于37℃, 50 mL/L CO2培养箱中培

养, 每2-3 d传代1次, 取对数生长期细胞用于实验.
1.2.1  MTT法测定细胞增殖抑制率 将两种细胞密度分

别调整至5×107/L, 接种于96孔板. 用不同浓度大蒜素

处理细胞, 设立不加任何处理因素的对照组. 每个浓度

3个复孔. 用酶标仪在570 nm处测定每孔吸光度. 以大

蒜素浓度为横坐标, 以细胞抑制率为纵坐标, 绘制细胞

增殖抑制曲线, 并测定药物半数抑制浓度(IC50). 以下式

计算实验组细胞增殖抑制率, 细胞增殖抑制率=(1-实
验组吸光度值/对照组吸光度值)×100%. 
1.2.2  �����������流式细胞仪分析细胞周期 取生长状态良好的

细胞, 接种在大方瓶中, 培养至密度达60-70%时, 加入

MTT法测得的72 h IC50浓度大蒜素, 培养24 h后, 收集

细胞. 采用cellQuest进行细胞周期各期的百分比分析,   
每组实验重复5次.
1.2.3  CDC2和CyclinB蛋白表达 培养细胞分别加入

MTT法测得的72 h IC50浓度的大蒜素, 作用24 h后收

集细胞, 同时设立不加处理的对照组. 应用细胞爬片方

法制成细胞涂片, 行常规SP免疫组化染色, 苏木素复

染, 显微镜下观察结果. 判断标准: 以细胞核、细胞质

呈清晰棕黄色颗粒为阳性细胞. 高倍视野下查200个细

胞, 分别计算阳性细胞百分比, 并换算成治疗组占对照

组的阳性细胞的相对百分比.
         统计学处理  两样本比较采用χ2检验.

2  结果

2.1 ���������������大蒜素对胃癌细胞生长的抑制作用 对照组细胞

呈正常的对数生长, 大蒜素对SGC-7901和BGC-823两
种细胞的生长均有明显的抑制作用, 且呈浓度依赖性

(图1). 大蒜素抑制SGC-7901细胞增殖50%的药物浓度

(IC50): 72 h为23 mg/L; 大蒜素抑制BGC-823细胞增殖

50%的药物浓度(IC50): 72 h为35 mg/L.
2.2 �������������大蒜素对细胞周期的阻滞作用 SGC-7901细胞和

BGC-823细胞在IC50浓度大蒜素诱导24, 48 h后收集, 
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图 1  大蒜素对SGC-7901和BGC-823细胞增殖抑制的作用.
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流式细胞仪检测, 结果显示两种细胞的细胞周期均发

生了明显的变化, 主要表现为G0/G1期细胞减少, G2/M
期细胞增多, S期细胞无明显变化, 提示两种胃癌细胞

经大蒜素处理后细胞周期阻滞于G2/M期(P <0.01,表1).

2.3 CDC2和CyclinB蛋白的表达 未经大蒜素处理的两

种细胞, CDC2和CyclinB蛋白表达均为阳性表达. 经大

蒜素处理后, CDC2和CyclinB蛋白表达下降. SGC-7901
细胞经23 mg/L大蒜素处理后, CDC2蛋白相对阳性表

达率为87.2%; CyclinB蛋白相对阳性表达率为59.3%. 
BGC-823细胞CDC2蛋白在35 mg/L大蒜素作用后, 相
对阳性表达率为84.4%; CyclinB蛋白相对阳性表达率

为62.8%(P <0.01,图2-3).

3  讨论

大蒜素是从大蒜球茎中分离出的一种化合物 [ 1 ] . 
Filomeni et al [2]发现大蒜素能使神经母细胞SH-SY5Y

停滞于G2/M期. Wu et al [3]亦发现大蒜素能使人肝癌

细胞(J5)阻滞于G2/M期, 并呈明显的时间、剂量依赖

性. Wong et al [4]从大蒜等植物中提取的有机硫化物

(OSCs)能阻滞人类白血病细胞于G2/M 期. 本结果显示, 
不同浓度的大蒜素可以抑制人胃癌细胞株SGC-7901, 
BGC-823的增殖, 且随着大蒜素浓度的增大, 抑制率逐

渐增高, 浓度为0.19 mg/L的大蒜素对SGC-7901的抑

制率为12.1%, 当浓度提高到200 mg/L时抑制率则达

88.6%. 同样浓度的大蒜素对BGC-823的抑制率分别是

6.5%和84.8%, 表现出对胃癌细胞的抑制呈大蒜素浓度

依赖性. 通过流式细胞仪的检测, IC50浓度的大蒜素使

人胃癌细胞株SGC-7901, BGC-823停滞于G2/M期, 与
对照组相比, 两种胃癌细胞株G2/M期比例增高, G0/G1

期比例下降, S期比例无明显变化. 
细胞周期能否启动进行细胞增殖 ,  主要的调控

表 1  大蒜素对SGC-7901和BGC-823细胞周期的影响 (%, mean±SD, n = 5)

t/h G0/G1期 S期 G2/M期            

SGC-7901 对照(0) 62.47±2.02 13.23±1.64 24.30±2.74          

24 58.21±2.03b 15.32±1.60b 26.47±2.54b          

48 57.54±2.31b 13.58±1.88b 28.88±2.75b       

BGC-823 对照(0) 61.14±1.77 34.54±1.92 20.32±1.34     

24 59.04±1.91b 28.18±1.76b 22.78±1.45b    

48 56.53±1.58b 18.60±1.91b 24.87±1.61b 

   
bP＜0.01 vs 对照组.
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图 3  胃癌细胞CDC2和CyclinB蛋白表达 (SP×400). A: SGC-7901细胞对照组CDC2阳性表达; B: SGC-7901细胞大蒜素处理后CDC2蛋白表达

下降; C: BGC-823细胞对照组CyclinB阳性表达; D: BGC-823细胞大蒜素处理后CyclinB蛋白表达下降.
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点在G1期, 它决定细胞能否通过G1期, 进入S期, 它是

细胞周期的驱动机制 [5].  G1期检测点能防止DNA受

损的细胞进入S期的复制. G2/M期是细胞周期的监控

机制[5], 其能确保细胞复制的忠实性[6,7], G2期检测点

能防止受损的DNA和未完成复制的DNA进入有丝分

裂. G2期向M期的转变涉及到细胞分裂, 包括胞质分裂

和核DNA分裂[8], 完成一个细胞向两个细胞的转化. 在
肿瘤细胞, 其会以几何倍数增长, 故G2/M期阻滞显得更

为重要. 目前G2/M期阻滞的机制不完全清楚.在真核细

胞中, 正常细胞G2/M进程由CyclinB-P34CDC2复合物

调控. P34CDC2是CDC2基因编码的34 ku的周期蛋白

依赖激酶, CyclinB是调节亚基. 在G2后期, 二者结合形

成有丝分裂促进因子(MPF), 然后CDC2蛋白N端Thr14
和Tyt15脱磷酸化, Thr161磷酸化, 从而被活化而具激酶

活性, 进而诱导一系列底物磷酸化, 引导核膜崩解、染

色质凝聚等有丝分裂所具有的变化. 目前对G2/M期阻

滞的研究主要集中在CyclinB和P34CDC2上. 本结果提

示, 未经大蒜素处理的两种细胞, CDC2和CyclinB蛋白

表达均为阳性表达.经大蒜素处理后, CDC2和CyclinB
蛋白表达下降. SGC-7901细胞经23 mg/L大蒜素处理

后, CDC2蛋白相对阳性表达率为87.2%; CyclinB蛋白

相对阳性表达率为59.3%. BGC-823细胞CDC2蛋白

在35 mg/L大蒜素作用后, 相对阳性表达率为84.4%; 
CyclinB蛋白相对阳性表达率为62.8%. 结果提示大蒜

素作用于胃癌细胞株, 下调CDC2和CyclinB蛋白表达

水平, 从而抑制了MPF活性, 阻止细胞进入有丝分裂

期, 最终发生G2/M期阻滞. 如果大蒜素协同G2/M期特

异性化疗药物治疗肿瘤, 可望更好地抑制和杀死肿瘤

细胞.
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Abstract
AIM: To construct and express a eukaryotic expression 
plasmid containing human CD40 ligand (CD40L) in 
human hepatocellular carcinoma cell line HepG2 for 
the biological function study of CD40L on HepG2 cells.

METHODS: Human CD40L cDNA was synthesized 
by reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) with the specific primers from the RNA 
of human peripheral blood monocyte (PBMC) and 
directly ligated into the eukaryotic expression vector 
pcDNATM3.1/myc-His(-)A through digestion with 
specific restriction endonuclease. The recombined 
plasmid was transformed into the E. coli  DH5a to 
amplify CD40L gene. Then HepG2 cells were divided 
into 4 groups. The cells in group A were transfected 
with the recombined plasmid, and group B with the 
blank plasmid (not containing CD40L cDNA). The cells 

in group C were just normally cultured, and the ones 
in group D weren’t transfected but added G418 as 
the control for transfection. The expression of CD40L 
and CD40 were detected by RT-PCR and fluorescent 
activated cell sorter (FACS) in HepG2 cells, and the 
apoptosis, cell cycle, as well as Fas expression, were 
measured by FACS.

RESULTS: The full- length human CD40L cDNA 
was successfully cloned into the eukaryotic vector 
pcDNATM3.1/myc-His(-)A. The recombinant plasmid 
was stably transfected into group A and the rate of 
CD40L expression was 39.7%. There was no CD40L 
expression in group B and C. The rates of CD40 
expression in group A, B and C were 15.4%, 31.7% 
and 28.5%, respectively. The apoptotic rate of group 
A was 45.0±0.3%, but neither group B or C showed 
obvious apoptosis (P  <0.01). Compared with group C, 
a larger proportion of cells in group A was restrained 
at G0/G1 phase (90.4±1.3% vs  60.6±1.5%, P  <0.01), 
while the proportions of the cells in S phase (6.32±1.0% 
vs  12.0±0.7%) and G2/M phase (3.3±0.7% vs  27.3±
1.2%) were reduced (both P  <0.01). The expression of 
Fas in group A showed marked increase as compared 
with that in group B and C (27.8±1.5% vs  3.2±0.8%,  
4.2±1.0%, respectively, both P  <0.01).

CONCLUSION: The eukaryotic expression plasmid 
pcDNATM3.1/myc-His(-)A can be stably expressed in 
HepG2 cell line. CD40L-induced apoptosis of HepG2 
is correlated with the increased expression of Fas and 
cell cycle arrest.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; CD40 ligand; 
Plasmid; Eukaryotic expression vector

Xu Z, Shen SN, Qian XP, Yu LX, Liu BR. Construction and expression 
of a eukaryotic expression plasmid containing human CD40 ligand 
in human hepatocellular carcinoma cell line HepG2 and its effect on 
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摘要
目的:  构建含人CD40 l igand(CD40L)基因的真核表
达载体, 并使之在人肝癌细胞H e p G2中表达, 研究
CD40L稳定表达对HepG2细胞的影响. 
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方法: 从人外周血单个核细胞总RNA中经RT-PCR扩
增出人CD40L基因, 经过酶切连接进入真核表达载
体pcDNATM3.1/myc-His(-)A制备重组质粒. 重组质粒
经酶切及测序证实人CD40L基因成功克隆进入真核
表达载体pcDNATM3.1/myc-His(-)A, 并进一步转入
大肠杆菌(E. col i  DH5α)大量扩增. 实验分4组, A组
HepG2细胞转染重组质粒, B组HepG2细胞转染不含
CD40L cDNA的空质粒, C组HepG2细胞正常培养, D
组HepG2细胞加入G418作为转染对照. RT-PCR及流
式细胞术鉴定A, B, C 3组细胞表面CD40L和CD40
的表达后, A, B, C 3组细胞分别设6个复孔培养72 h
后, 流式细胞术检测细胞凋亡、细胞周期分布和Fas
表达. 

结 果 :  测 序 结 果 显 示 人 C D 4 0 L 基 因 真 核 表 达 质
粒CD40L-pcDNATM3.1/myc-His(-)A构建成功. 流
式细胞术检测A组H e p G2细胞表面C D40L表达为
39.7%, CD40表达为15.4%; B和C组细胞表面仅有
CD40表达, 分别为31.7%和28.5%. A组细胞凋亡率
45.0±0.3%, B, C组均未发生明显凋亡(P <0.01). 与C
组细胞比较, A组细胞周期分布主要阻滞在G1期(90.4
±1.3% vs  60.6±1.5%, P <0.01), S期(6.32±1.0% vs  
12.0±0.7%)和G2/M期分布(3.3±0.7% vs  27.3±1.2%)
均有减少(P <0.01). A组细胞Fas表达率(27.8±1.5%)较
B组(3.2±0.8%)和C组(4.2±1.0%)明显上调(P <0.01). 

结论: 我们构建的人CD40L基因真核表达质粒CD40L-
pcDNATM3.1/myc-His(-)A可以在人肝癌细胞HepG2中
稳定表达, CD40L对于HepG2细胞具有促凋亡的作
用, 这可能与CD40L-CD40作用后导致HepG2细胞Fas
表达上调和细胞周期阻滞有关. 

关键词:  肝癌;  CD40L;  质粒;  真核表达载体
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0  引言

原发性肝癌(H C C)是最常见的恶性肿瘤, 除手术切

除外对放疗和化疗多不敏感 .  日本临床研究发现

CD3mAb激活的淋巴细胞治疗手术后HCC患者与手

术后未行免疫治疗的患者相比, 无病生存时间获得显

著延长[1]. 提示免疫基因疗法(immunogenetic therapy)
在肝癌的治疗中具有潜力. CD40 ligand(CD40L), 属
于肿瘤坏死因子(TNF)基因超家族, 主要在活化的T淋
巴细胞表面表达. 转基因表达CD40L的细胞联合其他

细胞因子可刺激B细胞体外大量扩增, 使之成为丰富

的抗原递呈细胞(APC), 在B细胞瘤苗制备及特异性

免疫治疗领域发挥重要作用[2-5]. 我们在肝癌特异性B

细胞瘤苗的制备中, 构建了含有人CD40L的真核表达

载体, 并使其在人肝癌细胞HepG2中稳定表达, 发现

CD40L对于HepG2细胞有促进凋亡的作用, 并对这一

作用机制进行探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌HepG2细胞株、大肠杆菌E.coli DH5α
由本实验室提供 ;  健康人外周血来源于南京市血

液中心; 淋巴细胞分离液(F i c o l l, 上海生化试剂二

厂); pcDNATM3.1/myc-His(-)A、RPMI 1640培养液、

Trizol试剂盒和LipofectamineTM 2000(Invitrogen公
司); 小牛血清(FCS, 杭州四季青公司); M-MLV RTase 
cDNA Synthesis试剂盒、DL 2000 marker、Bam HⅠ、

Eco RⅠ、BglⅡ和Hin dⅢ(Takara公司); Taq酶和T4连

接酶(P romega公司); 小量胶回收试剂盒(上海华舜

生物公司); 鼠抗人FITC-CD40LmAb, 鼠抗人FITC-
CD40mAb, 鼠抗人PE-FasmAb, Annexin V:PE Apop-
tosis Detection KitⅠ和CycleTEST PlusTM试剂盒(BD公

司). 引物合成和测序由上海博亚生物公司完成.   
1.2 方法 使用淋巴细胞分离液常规分离人外周血单个

核细胞(PBMC). RPMI 1640, 100 mL/L FCS, 4 mg/L
植物血凝素培养PBMC 12 h后收集细胞, 用Trizol抽
提总RNA, M-MLV RTase cDNA Synthesis试剂盒制备

cDNA文库. PCR扩增cDNA文库中CD40L cDNA. 引
物f:CG GAA TTC GCC ACC ATG ATC GAA ACA TAC 
AAC C, r:CCG GGA TCC TCA GAG TTT GAG TAA 
GCC AAAG. 反应条件: 95℃ 5 min, 94℃ 30 s, 64℃ 
45 s, 72℃ 1 min, 循环35次, 72℃ 10 min. 扩增后

的CD40L cDNA和pcDNATM3.1/myc-His(-)A分别经过

Eco RⅠ和Bam HⅠ酶切后使用琼脂糖电泳, 小量胶

回收试剂盒回收带有Bam HⅠ和Eco RⅠ酶切位点的

CD40L cDNA和pcDNATM3.1/myc-His(-)A, T4连接酶

连接回收片断获得重组质粒. 重组质粒转化大肠杆

菌E.coli  DH5α, 在50 mg/L氨苄青霉素LB培养板上培

养并筛选阳性克隆细菌. 挑取10个阳性克隆细菌经

SDS碱裂解法抽提重组质粒后分别行Eco RⅠ和Bam H
Ⅰ, BglⅡ和Eco RⅠ以及Hin d Ⅲ酶切鉴定. 3种酶切

结果均与预计相符的重组质粒通过ABI 3730自动测

序仪测序鉴定. 使用LipofectamineTM 2000转染HepG2
细胞, 实验分4组: A组: 测序正确的重组质粒CD40L-
pcDNATM3.1/myc-His(-)A转染HepG2细胞; B组: 不含

CD40L的空质粒pcDNATM3.1/myc-His(-)A转染HepG2
细胞; C组: HepG2细胞单纯培养; D组: HepG2细胞加

入G418. 待细胞生长融合达90%后转染, 按4 mg质粒

和10 mL LipofectamineTM 2000的比例制备脂质体DNA
复合物转染细胞, 转染后24 h更换含100 mL/L FCS
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E-FasmAb经流式细胞仪检测凋亡, 细胞周期分布和

Fas表达, 实验按说明书操作. 
统计学处理 使用方差分析和t检验. 

2  结果

CD40L cDNA接入在pcDNATM3.1/myc-His(-)A多克

隆位点E c o RⅠ和B a m HⅠ之间 ,  E c o RⅠ和B a m H
Ⅰ酶切结果显示p c D N AT M3.1/m y c-H i s(- )A长约

5.5 kb, CD40L cDNA长约800 bp; BglⅡ和Eco RⅠ为

CD40L-pcDNATM3.1/myc-His(-)A内在唯一限制性内切

酶位点, BglⅡ和Eco RⅠ之间约为1.7 kb, 其余约为

4.5 kb; Hin d Ⅲ为CD40L cDNA和pcDNATM3.1/myc-
His(-)A内部各含有的一个限制性内切酶位点, 之间

长度约为300 bp, 其余约为6 kb(图1). 测序结果显

示CD40L cDNA序列与NIH公布的CD40L cDNA序列

的RPMI 1640完全培养液, 48 h后1∶10稀释A, B, D
组细胞并加入300 mg/L G418加压筛选, C组细胞继

续单纯培养. 10 d后, D组细胞完全死亡, A, B组细

胞形成具有G418抗性基因的克隆, 继续在96孔板中培

养单克隆细胞并扩增. 使用Trizol抽提A, B, C组细胞

中总RNA, 经RT-PCR扩增后琼脂糖电泳PCR产物. 引
物使用f和r, 反应条件同上. A, B, C组细胞各取1×组细胞各取1×细胞各取1×
105个, 分别混合鼠抗人FITC-CD40LmAb和鼠抗人

FITC-CD40mAb各10 mL, 室温避光孵育30 min, PBS
洗涤2遍, 流式细胞仪(FACS)检测CD40L和CD40表
达. 3组细胞各以2×105个/孔接种在6孔板内, 每组设6
个复孔, 100 mL/L FCS RPMI 1640培养液在50 mL/L 
CO2, 37℃培养箱中培养72 h, 48 h后换液. 培养72 h
后的3组细胞各复孔分别使用Annexin V:PE Apoptosis 
Detection KitⅠ, CycleTEST PlusTM试剂盒和鼠抗人

图  1  酶切检测各克隆质粒结果．A: EcoRⅠ�和BamHⅠ酶切结果; B: Bgl  Ⅱ和EcoRⅠ酶切结果; C: Hind Ⅲ酶切结果; M: DL 2  000 marker (下同)．

M

800 bp

A
M

1.7 kb

B
M

300 bp

C

图  ２  测序检测重组质粒结果．

cC T CTAG G  T CCGCCACCA TG AT CGAAACATACAACCAAAC T T CTCCCC GA TCTG CGGCCAC TGG ACTG CCCAT CAGCATG AAAATT TT T AT GTA TTT ACT T ACT GT TT TTC T TA TCACCCAG AT GAT T GGG TCAGC ACT T T TTG CTG TGTA TC T TCA TAGAA
1                      15                      29                      43                        57                      71                      85                      99                      113                     127                    141                      155

GG TTGG ACAAGA TAGA AGAT GAAAGG AAT CT TCA TG AAGAT TT TGT AT TCA TGAAAACGA TACAG AG ATGCA ACACAGG AGAAAGATCC TT AT CC TT ACT GAACTG TG AGGAGA TTAAAAGCC AG TTT GAAGGC TTTG TG AAGGATA TAA TG TT AAACAAA
169                    183                      197                    211                     225                    239                      253                      267                    281                      295                     309                    323

GAGGAGACG AAGAAAGAAAACAGCT T TGAAATGC AAAAAGGTG AT CAG AATCC TCAAA TT GCGGCACA TG TCAT AAGT GAGGCC AGCAG TAAAACAACA TCTG TG TT ACAGT GGGC TGAAAAAGGAT ACT ACACCA TG AGCAACAACT T GGTAA CCC TGGAA
337                    351                     365                    379                    393                      407                     421                      435                      449                      463                    477

AAT GGG AAACAGCT GACCG T TAAAAGACAA GGACT CT AT T AT AT CT AT GCCCAAGT CACC T TCT GTT CCAA TCGGG AAGCTT CG AGT CAAGCTCCA TTT  AT AGCCA GCC TC TGCC T AAAGT CCCCC GGTAG AT T CGAGAGAAT C TT ACT CAG AGCTGCAAA
491                      505                      519                    533                      547                      561                      575                    589                      603                     617                     631                     645

T ACCCACAG TT CC GCCAAACC T T GCGGGCAACAA T CCA TTC ACT T GGGA GGAGT AT TT GAAT T GC AACCAGG TGCTT CG GTG TTT G TTAA TGT GAC TGA TCC AAG CCAAG TG AGCCA TGGC ACT G GCTT CA CG TCC TTT GG C TT ACTC AAAC TCTAAC
659                      673                    687                      701                      715                      729                      743                      757                     771                      785                       799
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图  5  FACS检测3组细胞凋亡结果．
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图  4  FACS检测3组细胞CD40和CD40L结果．
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图  3  RT-PCR检测3组细胞CD40L mRNA表达结果．1: 重组质粒CD40L-
pcDNATM3.1/myc-His(-)A转染的HepG2细胞; 2: 空质粒pcDNATM3.1/
myc-His(-)A转染HepG2细胞; 3: HepG2细胞(下同)．

M          1    2    3

2  000 bp
1  000 bp

750 bp
500 bp
250 bp

100 bp

一致, 并且接入方向正确(图2). RT-PCR后电泳结果

显示所得PCR产物长度约为800 bp, 与CD40L cDNA
长度一致, 而转染空质粒和未转染的HepG2细胞总

RNA经RT-PCR后没有CD40L cDNA(图3). A组HepG2

表 1  3组细胞凋亡率 (%, mean±SD)

	                     A	                     B	                     C
凋亡率	             45.0±0.3b	               0.1±0.1	               0.1±0.0

bP<0.01 vs  B, C组.

细胞表面有C D40L和C D40稳定表达, 其中C D40L
表达为39.7%, C D40表达为15.4%; B, C组细胞表

面仅有CD40表达, 分别为31.7%和28.5%(图4). A组

细胞凋亡率45.0±0.3%, B和C组均未发生明显凋亡

(P <0.01)(图5和表1). A组细胞周期G0/G1, S和G2/M
分别为90.4±1.3%, 6.32±1.0%, 3.3±0.7%, C组分别为

60.6±1.5%, 12.0±0.7%, 27.3±1.2%(图6). A组与C组相

比, 细胞周期主要阻滞在G0/G1期(P <0.01), S和G2/M
期分布减少(P <0.01)(表2). A, B, C组细胞Fas表达率

分别为27.8±1.5%, 3.2±0.8%和4.2±1.0%(图7), A组表
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图  6  FACS检测A，C组细胞周期分布．A: A����������   组���������   ; B: C��� 组��  ．

BA

图  7  FACS检测3组细胞Fas结果．
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表 2  细胞周期分布 (%, mean±SD)

	                     	  A	                                    C
G0/G1	                           90.4±1.3b	                             60.6±1.5
S	                           6.32±1.0d	                             12.0±0.7
G2/M	                             3.3±0.7f	                             27.3±1.2

bP<0.01, dP<0.01, fP<0.01 vs  C组.

表 3  3组细胞Fas表达率 (%, mean±SD)

	                           A	                        B	                    C
Fas表达率	   27.8±1.5b	  3.2±0.8               4.2±1.0

bP<0.01 vs B, C组.

达率明显高于B, C组(P <0.01)(表3). 

3  讨论

C D40L是35 k u的Ⅱ型膜蛋白 ,  属于肿瘤坏死因子

(T N F)家族 ,  可以短暂表达在成熟的C D4+T细胞、

CD8+T细胞亚群、γδT细胞、肥大细胞、IL-2激活的

NK细胞等多种细胞表面. CD40L与CD40胞外区结合

后, CD40形成多聚体复合物激活NF-κB(nuclear fac-
tor kappa of B cells)或经过TRAF家族分子、JAK3、
S TAT3等信号途径活化第二信使, 进一步调控核内

基因转录 [6].  在正常B细胞中 ,  C D40L-C D40通过

N F-κ B上调I L-6、黏附分子(C D54)和抗凋亡蛋白

(cIAP1, cIAP2, Bcl-xL, A1等)表达[7,8], 促使B细胞增

殖活化. 在T细胞中, CD40L-CD40上调TRAF1表达进

而抑制CD8+T细胞凋亡[9]. 目前CD40L-CD40对肿瘤细

胞生长调控机制尚未明确: 对于Hodgkin淋巴瘤, 低
分化B细胞恶性肿瘤(如滤泡细胞淋巴瘤)等, CD40L-
CD40可以导致肿瘤增殖、耐受化疗; 对于HIV相关淋

巴瘤, CD40L-CD40活化的NF-κB促进病毒复制, 加
速肿瘤的生长; 对于非HIV淋巴瘤, CD40L-CD40导
致TRAF的活化促使其他TNFR家族成员(如Fas等)表
达, 诱导细胞进入凋亡相关级联反应途径, 抑制肿瘤

细胞生长[10-13]. 
我们发现, 转染重组质粒的HepG2细胞与对照组

细胞(转染空质粒和未转染的HepG2细胞)相比CD40的
表达发生下调, 推测这一变化可能与CD40L-CD40相
互作用有关, 或由于CD40L基因在转录过程中产生了

影响CD40转录的信号分子. CD40L在HepG2细胞中

表达后对CD40表达影响的具体调控机制尚有待进一

步研究. 我们构建的CD40L-pcDNATM3.1/myc-His(-)A可

以在人肝癌细胞HepG2中稳定表达, 转染重组质粒的

HepG2在表达CD40和CD40L的同时出现凋亡现象, 而
对照组细胞在相同培养条件下均未出现凋亡, 说明

pcDNATM3.1/myc-His(-)A对于HepG2细胞本身并不具

有促凋亡作用, 而是由于CD40L-CD40相互作用而导

致凋亡发生. 目前研究显示CD40L可以通过细胞周期

阻断和/或诱导凋亡对多种肿瘤细胞(如乳腺癌、非小

细胞肺癌、宫颈癌、膀胱癌、胶质细胞瘤等)产生生
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长抑制效应, 但是对于其相应的正常细胞并没有明

显的副作用[14-21]. 本研究结果表明稳定表达CD40L的
HepG2细胞, Fas表达上调, 细胞周期主要阻滞在G0/
G1期, S期和G2/M期分布减少, 推断CD40L对HepG2
的生长调控机制可能是通过CD40L-CD40作用促使

TNFR家族成员Fas表达并阻断细胞生长周期, 诱导凋

亡的发生. 
目前已有研究证实将稳定表达CD40L的NIH3T3

细胞作为刺激源活化DC与既往使用GM-CSF和IL-4
培养方法相比, CD40L活化的DC MHCⅡ类分子、

C D80和I L-12的表达更高, 可以在体内产生更强的

激活C T L能力 [22-27]. 另有研究报道C D40L可以持续

扩增B细胞达56 d之久, 使之高表达MHCⅠ, MHC
Ⅱ, CD80, CD86等抗原递呈必需的分子, 并有效提呈

肿瘤细胞裂解物、抗原肽、抗原cDNA甚至RNA, 诱
发特异性细胞免疫反应 [28-30].  我们构建的稳定表达

CD40L的HepG2细胞是否具有同样活化DC或B细胞

的能力, 同时CD40L作为细胞免疫应答中关键的共

刺激分子, 能否增强HepG2细胞作为抗原的免疫原

性, 这些表达CD40L的HepG2细胞和凋亡细胞可否

成为更有利于A P C提呈的抗原, 将是我们深入研究

的方向. 总之, 人CD40L基因真核表达质粒CD40L-
pcDNATM3.1/myc-His(-)A可以在人肝癌细胞HepG2中
稳定表达, CD40L的稳定表达引起HepG2细胞CD40表
达下调、Fas表达上调和细胞周期阻滞在G1期, 产生

促凋亡作用. 以上结果将有助于今后对CD40L在肝癌

免疫治疗中的应用进行深入研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the differentially expressed genes in 
rat liver cancer induced by diethylnitrosamine (DEN), and 
to explore mechanism in DEN-induced carcinogenesis. 

METHODS: The model of liver cancer was induced 
by DEN. The RNA was extracted purified from the 
cancer cells with routine methods. Affymetrix Rat 230A 
GeneChip and technique were used to detect the dis-
crepancies of gene expression between tissues of nor-
mal control and liver cancer.

RESULTS: Of 15 710 genes in the GeneChip, the positive 
expression covered a percentage of 84.54% in liver 
cancer. There were 509 genes whose expression levels 
in liver cancer were about 5 times as high as those in 
the normal controls, of which 325 were EST fragments. 
Of the 325 genes, 184 ones were with known function, 
of which 168 had been reported in relevant references. 

Of the 168 genes, 100 ones were associated with the 
tumor (36 with liver cancer), 4 with liver, and the other 
64 had no relation with tumor and liver.

CONCLUSION: DEN-induced up-regulations of genes 
in liver cancer are fairly complicated, of which 168 
ones need paying more attention to.

Key Words: Liver cancer; Gene; GeneChip; Rats; Di-

ethylnitrosamine

Kan WB, Fang ZQ, Guan DY, Zhao XZ, Wu ZH, Sheng XS, Gao BF. 
Up-regulated genes in diethylnitrosamine-induced liver cancer in 
rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(20):2420-2426

摘要
目的:  首次大范围地观察二乙基亚硝胺(DEN)诱导的
大鼠肝癌组织基因表达的差异, 探索DEN诱发肝癌的
分子机制.

方法:  DEN诱导大鼠肝癌, 常规抽提和纯化RNA, 采
用Affymetrix Rat 230A GeneChip及技术比较肝癌组织
与正常大鼠肝组织基因表达的差异. 

结果:  在芯片的15 710个基因中, 肝癌有84.54%的基
因阳性表达, 肝癌基因表达在正常肝脏5倍以上的有
509个, 其中325个为EST片段, 已知基因184个, 其中
的168个基因可以检索到有关文献的报道. 在这168个
基因中, 有100个基因被发现与肿瘤有关, 其中有36个
与肝癌有关; 有4个基因与肝脏有关; 另有64个基因与
肿瘤和肝脏无关. 

结论:  DEN诱发大鼠肝癌的后基因组变化中168个基
因值得优先关注. 

关键词:  肝癌;  基因;  基因芯片;  大鼠;  二乙基亚硝胺 
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0  引言

原发性肝癌是我国常见的恶性肿瘤, 其发病隐匿、恶

性程度高、预后差, 严重威胁到人类的身心健康. 因

World Chin J Digestol  2005 October 28;13(20):2420-2426
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而探求肝癌的发病机制, 寻求有效的治疗方法, 一直

是基础医务工作者努力的方向. 二乙基亚硝胺(DEN)
诱发大鼠肝癌涉及到多基因的改变[1-8], 为更广泛地

揭示DEN诱发大鼠肝癌肝组织基因表达的差异, 上
海中医药大学与美国科罗拉多大学医学院联合采用

Affymetrix Rat 230A GeneChip芯片对大鼠肝组织进行

了基因检测. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂wis tar大鼠, 24只, 体质量100-120 g, 随
机分为2组, 正常与模型组各12只, 常规饲养, 模型

组大鼠自由饮用80 µg/L DEN水溶液, 至20 wk处死

动物. 取出肝脏立即进行RNA抽提. 采用GIBCO公司

Trizol试剂盒及其方法抽提肝(含肝癌)组织总RNA, 采
用RNeasy Mini试剂盒及其操作手册方法纯化RNA. 纯
化后 ,  R N A的A 260和A 280的比值在1.9-2.1之间 .  用
Agilent 2100 Bioanalyzer检测总RNA并确认其完整

性. 每组动物随机取5份纯化后的RNA, 混匀、合并成

一份样本, 定量. 将总RNA转录为双链cDNA, 用基因

芯片纯化模块(Affymetrix)净化和复原双链cDNA. 
1.2 方法 以双链cDNA为模板, 用RNA转录标记试剂

盒在生物素标记核糖核苷酸混合物中进行转录, 转
录产生生物素标记的c R N A. 用基因芯片纯化模块

(Affymetrix)净化生物素标记cRNA. 将cRNA在94℃
断裂缓冲液(在10 mL/L Tween 20中添加100 mol/L 
MES、1 mol/L Na+、20 mol/L EDTA)中孵育35 min使
其变为50-200个碱基的片段. cRNA片段的最终浓度定

量为0.05 g/L. 每样本取200 µL和Affymetrix Rat 230A 
GeneChip® arrays芯片在GeneChip® Hybridization 
Oven 640(Affymet r ix)杂交箱中, 45℃下杂交孵育

1 6  h .  杂交完成后 ,  去除杂交液 ,  冲洗芯片 ,  用
GeneChip® Fluidics Station 450(Affymetrix)对芯片行

抗生蛋白链菌素-藻蓝蛋白染色. 用分辨率为2.5-3 µm
的GeneChip Scanner 3000(Affymetrix)扫描读取芯片

信息. 
统计学处理 详细步骤和灵敏度问题以及定量的方

法参考Affymetrix genechip网站的技术手册. 

2  结果

DEN诱发大鼠肝癌成功, 造模至20 wk时, 模型组大

鼠均出现肝癌. Affymetrix Rat 230A GeneChip检测

结果, 肝癌组织有84.54%(每张芯片含有15 710个基

因)的基因有表达, 芯片杂交后扫描图见图1, 其中肝

癌组织基因表达大于正常基因(大于2倍)计2 796个
(图2). 将肝癌组织与正常肝组织所测的读数数值比

较, 求出比值, 按比值由高到低排序, 剔除比值小于5
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图 1  芯片杂交后扫描图. 

图 2  正常大鼠肝脏与肝癌基因表达比较. 图2中纵坐标为肝癌表达基

因读数, 横坐标为正常肝脏表达基因读数; 图2中红色表示表达阳性的

基因, 蓝色为疑似表达的基因, 黄色为接近阴性表达的基因; 为了在绘

图中能够更好的体现杂交后数值的差异性, 图2采用Log2数值作图以描

述其差异.

倍的, 以及肝癌组织表达值读数在50以下的基因, 共
得到509个基因, 其中325个基因是EST(未知基因)片
段, 184个为已知基因. 通过PubMed先后采用基因名

称加Liver cancer、基因名称加cancer, 以及基因名称

加L iver的检索方法, 对186个基因的20 a内的国外文

献检索后, 统计表明: 已知基因中有16个基因在国外

文献报道较少或无报道, 168个基因中有100个基因与

肿瘤有关(其中有36个基因与肝癌有关), 4个基因与肝

脏有关, 64个基因与肿瘤和肝脏无关(在文章中只是涉

及到肿瘤和肝癌, 而非专门探讨的也归于此类). 兹将

比值最高的前168个基因, 依据正常肝脏表达与否(表
达读数小于50者计为不表达)依次归类如下. 
2.1 肝癌组织表达大于正常肝脏的基因 这类基因, 在
正常肝脏中有一定数量的表达 ,  大多表达数量很

少. (1)肝癌组织表达大于(30倍以上)正常肝脏的基

因, 3个基因在肝癌期间出现非常高的表达, 大于正常

肝脏表达的30倍以上(表1). (2)肝癌组织表达大于(30
倍以下)正常肝脏的基因(表2). 
2.2 肝癌独特表达的基因 这类基因, 按照Affymetrix芯
片数据处理, 正常肝脏所表达均为阴性, 其芯片读数

大多在50以下. 这类基因共有107个. (1)肝癌组织表达
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大于正常肝脏30倍以上的基因(表3). (2)肝癌组织表达

表 1  肝癌组织表达大于 (30倍以上) 正常肝脏的基因

Genbank编号	                                                    基因名称英文 (缩写和中文)	                                                    芯片读数 肝癌/肝脏         比值

56335	                      Glutathione-S-transferase, placental enzyme pi type(GST-pi, 谷胱甘肽-S-转移酶pi)	           2 1 055/555                37

3817620	                     Aldose reductase-like protein (ARL-1, 醛糖还原酶相似蛋白)                                                          12 703/121	          104

1177817	                     UDP-glucuronosyltransferase (UGT, 尿苷二磷酸-葡糖醛酰转移酶)	                                             9 203/114	            8 0

表 2  肝癌组织表达大于 (30倍以下) 正常肝脏的基因

Genbank编号	                                              基因名称英文(缩写和中文)	                                                   芯片读数 肝癌/肝脏          比值

7106239	               aflatoxin B1 aldehyde reductase (AFAR, 黄曲毒素B乙醛还原酶) 	                                           18 598/1 813	             10

6978470	               Alpha-fetoprotein (Afp, 甲胎蛋白) 	                                                                                            11 241/518	             2 1

18183584               metallothionein-2 and metallothionein-1(金属硫蛋白2金属硫蛋白1)	                                          11 211/1 603	               6

13994165	               Cytochrom P450 15-beta gene (Cyp2c12, 细胞色素P450β15) 	                                           10 270/524	             19

6012070	               dithiolethione-inducible gene-1 (DIG-1)	                                                                                             9 839/1 672	               5

6978636	               CD74 antigen	                                                                                                                              7 646/1 257	               6

533123	               lipid-binding protein(脂质结合蛋白)	                                                                                             6 922/593	             11

14389298	               vimentin (Vim, 房肽素) 	                                                                                                             5  655/481	             11

204281	               gamma-glutamylcysteine synthetase(γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶)	                                            5 2 61/881	               6

9506444	               carbonic anhydrase 2 (Ca2, 碳酸酐酶2) 	                                                                                              4 349/187	             2 3

6978504	               Annexin V (Anx5)	                                                                                                                             3 747/358	              10

13929189               lectin, galactose binding, soluble 3 (Lgals3)	                                                                             3 590/456	               7

8659576	               thioredoxin reductase (硫氧还蛋白还原酶)                                                                                             3 089/555	               5

8393380	               Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6pd, 葡糖-6-磷酸脱氢酶) 	                                             2  950/295	                9

18959233	               glycoprotein (transmembrane) nmb (Gpnmb, 糖蛋白nmb) 	                                                             2 8 61/201	             14

6981203	               Matrix Gla protein (Mgp)	                                                                                                             2 8 35/296	               9

3104998	                Glutathione-S-transferase, alpha type (谷胱甘肽-S-转移酶α)	                                                            2  719/268	              10

6981031	               Heme oxygenase (Hmox1, 血红素加氧酶)	                                                                             2  302/393	               5

13592078	               S-100 related protein, clone 42C (S100A10)	                                                                             2 5 38/287	               8

4133939	               annexin Ⅶ	                                                                                                                                              1 917/266	               7

6978562	                ATPase inhibitor (Atpi, ATP酶抑制因子) 	                                                                                              1 852/237	               7

3152927	               mama	                                                                                                                                              1 681/293	               5

6978424	               Alpha-2-macroglobulin (A2m, 巨球蛋白α2) 	                                                                              1 662/65	             25

16758695               gamma-glutamyl transpeptidaseg (谷氨酰胺转肽酶)	                                                                             1 588/155	              10

16905066	               Crystallin, alpha polypeptide 2 (Cryab, 晶体蛋白α多肽2) 	                                                              1 535/154                   9

18188890	               procollagen, typeⅠ, alpha 2 (Ⅰ型前胶原, α2)	                                                                             1 476/133	             11

16757993	               Pyruvate kinase 3 (Pkm2, 丙酮酸激酶3) 	                                                                                              1 397/181	               7

13929207	               stearoy l-Coenzyme A desaturase 2 (Scd2)	                                                                             1 356/55	             2 4

11560084               connective tissue growth factor (Ctgf, 结缔组织生长因子) 	                                                              1 326/152	               8

13928849	               3-phosphoglycerate dehydrogenase (Phgdh, 3磷酸甘油酸脱氢酶)	                                             1 256/85	              14

13506724               calcium binding protein (S100A6, 钙结合蛋白) 	                                                                              1 211/183	               6

14010868               Aldehyde dehydrogenase class 3 (Aldh3a1, 醛脱氢酶3) 	                                                              1 083/59	             18

9910397	               Ly6-C antigen gene (Ly6c)	                                                                                                              1 056/190	               5

6981229	               Avian myelocytomatosis viral (v-myc)	                                                                                              1 004/127	               7

1565293	               interferon inducible protein 10 (IP-10, 干扰素诱生蛋白10) 	                                                                 956/149	               6

13540651               norvegicus gro (Gro1)	                                                                                                                 954/147	               6

19424349	               guanylate binding protein 2, interferon-inducible (Gbp2)	                                                                941/89	             10

11761540	               Pituitary tumor transforming gene (Pttg1, 垂体瘤转化基因) 	                                                                 900/112	               8

16758363               S100 calcium-binding protein A9 (calgranulin B) (S100a9, 钙粒蛋白B) 	                                                8 73/85	              10

3127192	                kidney-specific protein (KS, 肾特殊蛋白) 	                                                                                                 8 49/163	               5

16758851	               matrix metalloproteinase 12 (Mmp12, 基质金属蛋白酶12) 	                                                                 8 47/81	             10

16758665	               tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (Timp1, 金属蛋白酶的组织抑制因子1) 	                                8 08/99	               8

9506466	               carbonyl reductase (Cbr, 碳酰还原酶) 	                                                                                                  783/135	               5

9506952	                procollagen C-proteinase enhancer protein (Pcolce)	                                                                                 667/114	               5

460632	                asparagine synthetase (天冬酰胺合成酶)	                                                                                                 648/115	               5

10120485	               glutathione S-transferase Yb4 gene (GstYb4, 谷胱甘肽S-转移酶Yb4) 	                                                5 72/105	               5

19745193               thymic stromal-derived lymphopoietin, receptor (Tslpr)	                                                                5 68/80	               7

432480	               tyrosine kinase receptor (Ptk-3, 酪氨酸激酶受体) 	                                                                                  465/59	               7

12018329	               leucocyte specific transcript 1 (Lst1, 白细胞特殊转录物) 	                                                                  391/68	               5

大于正常肝脏30倍以下的基因(表4). 
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9507122	                factor-responsive smooth muscle protein (SM-20)                    	                                                389/51	                7

8393732	                Lysyl oxidase (Lox, 赖氨酰氧化酶) 	                                                                                                 379/70	                5

313807	               cyclin B (细胞周期蛋白)	                                                                                                                376/58	                 6

19173783	               BCL2-related protein A1 (Bcl2a1, BCL2关联蛋白A1) 	                                                                363/63	                5

6978826	               Fatty acid binding protein 2 (Fabp2, 脂肪酸结合蛋白2) 	                                                                354/60	                5

9845260	               beta-galactoside-binding lectin (Lgals1)	                                                                                                347/64	                5

497993	               polo like kinase (plk)	                                                                                                                                316/51	                6

6978608	                Calcium-binding protein, intestinal, vitamin D-dependent (Calb3, 钙结合蛋白维生素D依赖型)                313/59	                5

7230611	               small rec (srec)	                                                                                                                                2 91/54	                5

表 3  肝癌独特表达的基因 (表达大于正常肝脏30倍以上)

Genbank编号	                                              基因名称英文 (缩写和中文)	                                                   芯片读数 肝癌/肝脏          比值

13937374	               Insulin-like growth factorⅡ(Igf2, 胰岛素样生长因子2)	                                                             2  158/14	            153

14939371	               procollagen  typeⅠ, alpha 1 (Ⅰ型前胶原α1)	                                                                             1 708/39	              43

16758127	               p75NTR-associated cell death executor (NADE, p75NTR关联细胞死亡执行子)	                             1 530/25	               61

13300509               solute carrier family1 member3 (SLC1A3, 溶质载体家族1成员3)	                                             1 372/15	               91

8393822	                Neurofilament protein, middle polypeptide (NF-M, 神经丝蛋白中等多肽)	                                                826/10	              8 0

4251655	                Phosphofructokinase, liver, B-type (PFKL, 肝型磷酸果糖激酶)	                                                                88 9/14	              62

3283976	               ABC-type transporter MRP3 (多药耐药相关蛋白MRP3)	                                                                784/12	               62

6980975	                Glypican 3 (Gpc3)	                                                                                                                                 779/11	              67

6981339	               Purkinje cell protein 4 (Pcp4, 浦肯野细胞蛋白4)	                                                                                665/8	               79

13929097	               neurofilament, light polypeptide (NfL, 神经丝轻链多肽)	                                                               606/10	              60

3366931	               beta defensin-1(b防御素-1)	                                                                                                                5 68/12	               47

16758093	               Adipocyte fatty acid binding protein (A-FABP, 脂肪型脂肪酸结合蛋白)	                                               5 61/5	             110

18644703	               p16Ink4a (细胞周期依赖性激酶抑制基因)	                                                                                                5 33/2	             190

13928713	               Small inducible gene JE (Scya2)	                                                                                                479/8	              5 6

12958612	               regulator of G-protein signaling 2 (RGS2, G蛋白信号2调节因子)	                                               379/10	              35

6978856	               Follistatin (Fst, 滤泡素抑制素)	                                                                                                                369/10	              34

11596856	               mink-related peptide 2 (Kcne3)	                                                                                                                331/10	              30

790632	                macrophage inflammatory protein-1 alpha (MIP-1α, 巨噬细胞炎症蛋白1α)	                               306/5	              5 4

13303079	               t-cell receptor active beta-chain C-region (T细胞受体b链恒定C区)	                                               2 76/6	              40

6978806	               Epithelial membrane protein 1 (Emp1, 上皮膜蛋白1)	                                                                2 73/8	               31

11560134	               brain acidic membrane protein (Basp1, 脑产酸膜蛋白)	                                                                2 47/7	              31

6981331	               plasminogen activator inhibitor  type 1(PAI-1, Ⅰ型纤溶酶原激活剂抑制因子)	                               2 40/7	              30

16758073	               chemokine orphan receptor 1 (Rdc1, 趋化因子孤儿受体)	                                                               156/4	              34

16758835	               interleukin 1 receptor typeⅡ(IL-1RⅡ, Ⅱ型白细胞介素1受体)                                                                 118/3	              35

5263284	               glutamate receptor subunit 3 (mGLUR3, 代谢型谷氨酸受体亚单位3)	                                               115/2	               39

18959247	               Oxidized low density lipoprotein receptor1(LOX-1, 氧化低密度脂蛋白受体1)	                               103/2	              5 4

6981705	                Very low density lipoprotein receptor (Vldlr, 极低密度脂蛋白受体)	                                                 92/2	               36

表 4  肝癌独特表达的基因 (表达大于正常肝脏30倍以下)

Genbank编号	                                              基因名称英文 (缩写和中文)	                                                    芯片读数 肝癌/肝脏          比值

16758619	               androgen regulated vas deferens protein (Avdp, 雄激素调节输精管蛋白) 	                             1 006/41	              2 4

10863918               thymosin, beta 10 (Tmsb10, 胸腺激素β10) 	                                                                                885 /37	              2 3

17105345	               phospholipid scramblase 1 (Plscr1)	                                                                                                55 4/40	              13

9506474	               Cell division cycle control protein 2 (Cdc2a)	                                                                                5 44/40	              13

8496160	               insulin-like growth factor binding protein 5 (胰岛素样生长因子结合蛋白5)	                               437/44	                9

8393182	                Carboxypeptidase A1 (pancreatic), (Cpa1, 羧肽酶A1) 	                                                                 336/21	              15

6978540	               Activating transcription factor 3 (Atf3, 活化转录因子3)  	                                                                 312/12	              2 4

19424307               lectin, galactoside-binding, soluble, 2 (galectin 2) (Lgals2)	                                                                307/17	              17

11024651	               transforming growth factor, beta-1 (Tgfb1, 转化生长因子β1)  	                                                                 305/16	              18

13928927	               kidney-derived aspartic protease-like protein (Kdap)	                                                                                305/44	                6

11067378	               G alpha interacting protein (Gaip)	                                                                                                2 99/16	              18

19923702	               Cell surface glycoprotein CD44 (Cd44)	                                                                                                2 96/12	              2 3

11559930	               Homeobox gene Pem (Pem, 同源基因Pem) 	                                                                                25 1/24	              10

13929055	               Lutheran blood group (Lu, 吕德兰血型基因) 	                                                                                2 46/33	                7

8504695	                Discoidin domain receptor	                                                                                                                2 41/36	                6

8394182	                regulator of G-protein signaling 4 (Rgs4, G 蛋白信号4调节因子) 	                                               2 40/12	               18
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16758941	               MHC classⅡtransactivator (C2ta, MHCⅡ类反式作用子) 	                                                               2 39/31	                7

13592080	               secretin receptor (Sctr, 糜蛋白酶受体) 	                                                                                                2 18/12	               17

9506846	               probasin (LOC54  193)	                                                                                                                2 08/30	                6

205247	               Ly6-B antigen	                                                                                                                                199/7	              25

202845	                aldehyde dehydrogenase (醛脱氢酶)	                                                                                                199/29	                6

13928813               phospholipase A2, groupⅡA (Pla2g2a, 磷脂酶A2, ⅡA组) 	                                                                193/10	              18

14949700	               nucleolar phosphoprotein p130 (核仁磷蛋白p130)	                                                                                195/7	              2 6

9665228	                espin	                                                                                                                                                184/35	                5

18959245	               adaptor-related protein complex 3, mu 2 subunit (Ap3m2)	                                                               165/20	                7

6981305	                tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b (Tnfrsf11b, 肿瘤坏死因子11b) 	                165/29	                5

8505375	                Insulin-like growth factor-binding protein 5 (胰岛素样生长因子结合蛋白5)	                               162/23	                7

4090268	                GAS-7 protein	                                                                                                                                161/28	                5

13592086	               acyl-coenzyme A:cholesterol acyltransferase (Soat1)	                                                               155/18	                8

5672675	                salt-inducible protein kinase (盐诱导蛋白激酶)	                                                                               155/23	                6

4063710	               melanocyte-specific gene 1 protein (msg1, 黑素细胞特殊基因1蛋白) 	                                                155/27	                5

1785998	                neogenin	                                                                                                                                                153/28	                5

4559279	               defensin-5 precursor (防御素5前体细胞)	                                                                                                152/23	                6

13928735	               Adenosine monophosphate deaminase 3 (Ampd3, 磷酸腺苷脱氨酶3) 	                                                150/10	              14

20302072	               cadherin 13 (Cdh13, 钙黏蛋白13) 	                                                                                                 147/27	                5

4131769	               Very low density lipoprotein receptor (极低密度脂蛋白受体)	                                                               144/17	                8

1654376	               calcium-dependent tyrosine kinase (钙依赖型酪氨酸激酶)	                                                               138/20	                6

8393483	               Glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate 1 (Grin1)	                                               133/18	                 7

204322	                glucose-dependent insulinotropic peptide (GIP, 糖依赖性胰岛素释放肽) 	                                               130/24	                5

16758167	               fibroblast growth factor 13 (Fgf13, 成纤维细胞生长因子13) 	                                                                123/11	              10

9506448	                carbonic anhydrase 4 (Ca4, 碳酸酐酶4) 	                                                                                                 123/20	                6

13928725	               CD8 antigen, alpha-chain (Cd8a)	                                                                                                122/5	              2 4

16647985	               synaptojanin 2B2	                                                                                                                                 121/4	              2 6

13183122	               prostaglandin transporter subtype 2 (Pgt2)	                                                                                120/17	                6

13928873	               forkhead box M1 (Foxm1)	                                                                                                                119/15	                 7

16758103	               peptidoglycan recognition protein (Pglyrp)	                                                                                116/10	              11

16758681	               nuclear pore complex protein (Nup107, 核孔复合体蛋白) 	                                                                116/13	                8

7709997	               CD3 antigen delta polypeptide (Cd3d)	                                                                                                112/11	              10

17737277	               transmembrane domain protein regulated in adipocytes 40 kDa (Tpra40-pending)	                               112/18	                 6

1816432	                Naglucose cotransporter	                                                                                                                109/13	                8

13888554	               Myelin basic protein (髓磷脂碱蛋白)	                                                                                                108/20	                5

13929019	               secretory carrier membrane protein 5 (Scamp5)	                                                                               105/17	                5

13929053	               Shank1	                                                                                                                                                104/16	                6

6978700	               Carboxypeptidase E (Cpe, 羧肽酶E) 	                                                                                                103/4	              22

16075338	               G-protein coupled receptorG (蛋白结合受体)	                                                                               103/8	               12

8917586	               integrin beta 2 alpha subunit (整合素β2α亚单位)	                                                                               101/9	              10

6978652	                Cholinergic receptor, muscarinic 3 (Chrm3, 胆碱能受体毒蕈碱3) 	                                                 98/12	                 7

8393983	               phospholipase C, gamma 2 (Plcg2, 磷脂酶Cγ2) 	                                                                                 96/14	                6

19526760	               caveolin 1 alpha	                                                                                                                                 92/11	                8

9957243	               3-O-sulfotransferase	                                                                                                                                 89/10	                8

9967140	               CINC-2 alpha	                                                                                                                                 8 9/12	                 6

12711687	               intermediate conductance calcium-activated potassium channel (Kcnn4)	                                88 /8	               10

6978506	               Adrenomedullin (Adm)	                                                                                                                 8 6/8	                 9

16758815	               endothelial differentiation, lysophosphatidic acid G-protein-coupled receptor, 2 (Edg2)	                8 4/3	              25

13540657	               bone marrow stromal cell antigen 1 (Bst1)	                                                                                 8 3/5	               14

440381	               receptor for pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP receptor)	                                8 3/11	                7

8394099	               Parathyroid hormone (Pth, 甲状旁腺激素) 	                                                                                 8 3/13	                6

1228945	                protein tyrosine phosphatase epsilon C	                                                                                                 8 3/14	                5

8393708	                lactate dehydrogenase 3, C chain, spermspecifi (乳酸脱氢酶3 C链)	                                                 8 0/8	                 9

14581684               Mg1	                                                                                                                                                  79/14	                5

13676840	               Alpha1,2-fucosyltransferase a (Fut1, 墨角藻糖基转移酶α2) 	                                                                  78/5	               14

4324681	               late gestation lung protein 1 (Lgl1)	                                                                                                 73/12	                 6

6981645	                Transforming growth factor, alpha (Tgfa)	                                                                                                 73/13	                5

14974738	               cell cycle protein p55CDC	                                                                                                                 71/8	                 7

1669582	                eosinophil cationic protein	                                                                                                                 68/9	                7

13540542	               neuronal pentraxin receptor (Npr)	                                                                                                 65/11	                5

206470	               pancreatic secretory trypsinⅠ(胰蛋白酶Ⅰ)	                                                                                 62/4	              15
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6978544	               ATPase, Na+K+ transporting, alpha 2 polypeptide (Atp1a2)	                                                                62/8	                7

207535	                thyrotropin-beta-subunit (促甲状腺素β亚单位)	                                                                                60/6	               9

13929101               amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family A, member 2 (Apba2)	                               5 0/9	               5

3  讨论

在以上的众多基因中, 以胰岛素样生长因子2(IGF-2)、
p75NTR关联细胞死亡执行子(NADE)、细胞周期依赖

性激酶抑制基因(p16Ink4a)三个基因与肿瘤的关系尤

为突出, 现将这三个基因的最新研究以及与肿瘤的关

系进行简单的阐述. 
3.1 IGF-2 人类的IGF-2是肝细胞自分泌和/或旁分泌

的生长因子之一. Lee e t a l [9]用黄曲毒素B1(AFB1)
诱导的p53基因突变体p53m t249肝细胞癌, 发现肝

癌形成中p53m t249通过I G F-2启动子4显著增加了

IGF-2的转录表达, 使胎儿型IGF-2积累. IGF-2启动

子4可以被野生型的p53和p53mt249所识别, 野生型

p53抑制转录因子Sp1和TBP在启动子4上的结合; 而
p53mt249在野生型p53不在的情况下, 可以刺激转录

因子Sp1的磷酸化, 从而增加转录因子结合在启动子4
上. p53mt249转染被HBV-X蛋白和TNF-α诱导凋亡的

肝细胞, 可以通过增加IGF-2的产量而阻滞该细胞凋

亡. 这个结果解释了诱变剂AFB1诱导的p53mt249突
变体诱发肝细胞癌的分子机制. Fan et al [10]发现在正

常的成年肝组织中IGF-2和IGF-2R是很少表达的, 而
其mRNA在慢性肝炎, 肝细胞癌, 肝硬化中分别约有

33.3%, 66.7%, 72%的病人是高表达的. IGF-2和IGF-
2R在肝细胞癌Ⅰ- Ⅲ级(Edmondson 分级)的阳性率分

别为0.25%, 76.2%, 100%. 另一研究发现[11], 乙型肝

炎X病毒蛋白(HBx)在诱导肝细胞瘤形成过程中, 通过

被蛋白激酶C或分裂活化蛋白激酶(MAPK)磷酸化的

Sp1刺激IGF-2表达. PTEN在肝细胞瘤细胞株中的表

达, 使Sp1被去磷酸化, 诱导Sp1与DNA结合的降低, 阻
滞HBx激活IGF-2的转录. PTEN阻断了PKC、MAPK
和MAPK激酶对Sp1磷酸化作用, 在肝细胞瘤形成过程

中下调了IGF-2的表达. Scharf et al [12]也观察到IGF-2和
IGF-2受体在肝细胞癌和肝细胞瘤细胞株中高表达. 此
外, IGF-2在胃癌的发病机制中也起到重要作用, 而血

浆IGF-2水平的升高与肺癌、乳腺癌、结肠癌、前列

腺癌的严重程度呈正相关[13,14]. 
3.2 NADE NADE最初是从人类卵巢卵泡细胞cDNA文

库克隆出来的, 作为不明蛋白命名为pHGR74, 调节神

经生长因子诱导的凋亡. Mukai et al [15]通过酵母双杂交

系统筛选了p75NTR联合蛋白, 并命名为p75NTR关联

细胞死亡执行子(NADE). 鼠的NADE与人类的HGR74
蛋白具有显著同源性, NADE特定结合在p75NTR的

细胞死亡结构域, 在293T细胞中两者共同表现诱导

激活caspase-2、caspase-3和细胞核DNA断裂. 在缺失

p75NTR时, NADE不能诱导凋亡. 在PC12、nnr5细
胞株和少突胶质细胞得到同样的结果. 在被神经生长

因子诱导的包含p75NTR介导的凋亡中, NADE是第

一个信号衔接分子, 它在神经遗传学的发病机制中扮

演一个重要角色. Mukai et al [16]报道NADE是p75NTR联
合蛋白, 通过和p75NTR死亡结构域的结合响应NGF
介导凋亡. NADE有4个亚型: NADE2、 NADE3、
NADE4/Bex1和NADE5/Bex2. NADE在NGF诱导的少

突胶质细胞凋亡和锌离子诱导的神经元死亡中起到重

要作用. Tong et al [17]从乳腺癌细胞株中分离出人类的

NADE(pHGR74). 研究还发现NADE在人类的内分泌

器官和鼠的胚胎组织是高表达的. NADE在中国仓鼠

卵巢细胞株和人类MDA-MB-231乳腺癌细胞株中表

达, 对细胞有抑制生长的作用. 
3.3 p16Ink4a 该基因是细胞周期依赖性激酶抑制基

因, 其表达的蛋白可直接与CDK4和CDK6结合而阻

止其与cyclinD结合, 也可与cyclin-CDK复合物结合抑

制其活性, 从而抑制pRb蛋白磷酸化和转录调节因子

E2F的释放, 借此参与细胞周期调节, 促成细胞周期

停滞. Pang et al [18]对68例肝细胞癌进行了研究, 证实

p16Ink4a甲基化率为61.7%. 认为该基因的甲基化在

肝硬化向肝癌的转变中起到重要作用. J a r m a l a i t e 
et al [19]研究了64例与吸烟有关的肺癌, 发现肿瘤组织

中p16Ink4a的甲基化约34%. 认为p16Ink4a基因启动

子的CpG-岛的甲基化, 是导致抑癌基因失活的重要

原因. Lee[20]对8个正常的骨髓、3个反应性粒细胞增

多的病人和21个恶性血液病的病人p16Ink4a mRNA
的表达进行了研究, 发现p16Ink4a在正常的骨髓仅有

少量的表达, 而在血液恶性肿瘤病人中表达异常增高

(P <0.05), 认为该基因高表达可能与血液学恶性肿瘤

的发病机制有关. 
在正常和肝癌两张芯片的看家基因中 ,  包括同

一基因的上、中、下游的片段, 芯片读数具有一致

性, 高表达的均高, 低表达的均低. 说明该芯片的技

术以及本次检测的技术和结果均是可靠的, 假阳性

率是非常低的 ,  同时也说明整个实验的各环节 ,  包
括RNA的抽提、cDNA的转录等方法均是成功的. 在
DEN诱发大鼠肝癌所表达大于正常肝脏5倍的509个
基因中, 325个基因是EST未知基因片段, 占63%！而

且这些EST片段中的大部分无论是从芯片的绝对读

数, 还是从相对比值上, 都比国内外研究肝癌所涉及
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的已知基因变化更为明显. 这揭示了肝癌基础研究的

广阔未知领域. 变化最为明显的168个已知基因中有

68个(占40%)是国内外研究肿瘤中所未涉及的, 在肿

瘤有关基因中所涉及到肝癌数目更少. 这进一步表

明, 肿瘤(尤其是肝癌)的基础研究尚有广阔的未知领

域, 而借助大通量的基因芯片技术检测, 得以充分展

现出那些变化显著的基因, 这对于今后有重点和有选

择性的研究是十分必要和有帮助的. 基因芯片的结果

分析方法有很多, 基因读数比值排序分析法未必是最

好的, 但是是行之有效的方法. 通过对这种方法整理

出的基因结果分析, 我们发现比值越大、排序越靠前

的基因, 其于肿瘤和肝癌的关系越明显, 并且一些基

因是人类在肿瘤的发生中认识比较早和研究比较多的

基因, 例如比值最高的前两个基因p16Ink4a, IGF2. 因
此, 我们对以上168个基因中比值最高、肝癌中上调

最显著的前30个基因进行文献检索, 总结分类. 我们

的研究还表明, 在这些上调的基因中, 清热、健脾、

活血和3者组方等不同的中医处方、西药喃氟啶具有

选择性的调节作用(另文报道), 而有些基因则不受调

控. 提示其中一些基因可能是这些治疗方法的靶基

因, 而那些不能被调节者, 一旦今后研究证实是肝癌

发生发展的关键基因, 可以用于中西药新药筛选的参

考基因. 
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Abstract
AIM: To isolate the variable fragments of heavy chain 
(VH) against the terminal protein (TP) region of hepatitis 
B virus (HBV) polymerase (Pol) with protein fragment 
complementation assay (PCA). 

METHODS: The plasmid pPNL6, which contained scFv 
antibody library, was extracted from Yeast Display scFv 
Antibody Library to amplify the VH antibody fragment. 
The HBV DNA secreted by HepG2.2.15 cells was used 
as the template to amplify HBV DNA TP. Then the VH 
antibodies were selected with PCA using the TP region 
as the antigen.

RESULTS: After amplification, TP region with a length 
of 540 bp were obtained. Three TP antigen-specific 
VH antibodies were amplified by PCA, and then they 
were translated into amino acids according to the DNA 
sequences and Werner Müller databank.

CONCLUSION: TP region antigen-specific VH antibodies 

can be directly selected from HBV DNA Pol with PCA.

Key Words: HBV; Terminal protein; Variable fragments 

of heavy chain; Protein fragment complementation 

assay

Yu JY, Lan L, Wang YM. Isolation of the variable fragments of 
heavy chain against the terminal protein region of hepatitis B virus 
polymerase with protein fragment complementation assay. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(20):2427-2430

摘要
目的:  用PCA方法选择HBV DNA多聚酶TP区VH抗体.

方法:  从Yeast Display scFv Antibody Library中提取
包含scFv抗体库的质粒pPNL6, 扩增VH抗体片段. 以
HepG2.2.15细胞分泌的HBV DNA为模板, PCR扩增
HBV DNA末端蛋白(TP). 以TP区作为抗原, 用PCA方
法进行VH抗体选择. 

结果:  PCR扩增的TP区共540 bp. 对HBV DNA多聚酶
TP区进行抗体选择, 用PCA方法从抗体库中选择出3
个对应抗体, 根据DNA序列和Werner Müller数据库可
标明3个抗体. 

结论:  对HBV DNA多聚酶TP区进行抗体选择, 用PCA
方法可以从抗体库中较为简便的选择出对应抗体.

关键词:  乙型肝炎病毒;  末端蛋白;  VH抗体;  PCA方法
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0  引言

P C A方法的原理 [1 ]是大肠杆菌中的二氢叶酸还原

酶(D H F R)可以特异地被甲氧苄氨嘧啶(T M P)所抑

制 ,  从而阻止嘌呤、胸苷酸、蛋氨酸、泛酸盐的

生物合成 ,  导致细菌裂解 .  而鼠的二氢叶酸还原酶

(mDHFR)对低浓度的TMP并不敏感, 如果细菌中存

在mDHFR就可以恢复以上物质的生物合成, 细菌得

以存活. 在PCA方法中, mDHFR基因被分割成两部

分: mDHFR(1)和mDHFR(2), 分别与抗原和抗体基

因相连. 当编码mDHFR的两个载体被共转化进细菌
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时, 如果特异性抗原、抗体相互识别, 那么分别与他

们相连的mDHFR(1)和mDHFR(2)就会接触而恢复完

整的mDHFR酶活性, 细菌得以存活. 抗原或抗体与

mDHFR之间的Linker[(Gly4Ser)n]可长可短, 不同的抗

原/抗体需要不同的长度, 但是较长的Linker可能产生

较高的结合率. 

1  材料和方法

1.1 材料 Yeast Display scFv Antibody Library(抗
体库)(http://www.biomolecular.org/resources/index.
html)由Michael Feldhaus赠送, 抗体载体pBluescript/
SK(+)-mDHFR(1)及抗原载体pBluesc r ip t/SK(+)-
mDHFR(2)由Stephen W. Michnick(加拿大蒙特利尔

大学Stephen Michnick实验室: http://michnick.bcm.
umontreal.ca/index_en.php)赠送, 限制性内切酶均购

自新英格兰公司, BD In-FusionTM PCR Cloning Kit购
自BD Biosciences Clontech, BL21(DE3)pLysS购自

Promega, HepG2.2.15细胞由第三军医大学西南医院

感染病研究所引进并保存. 引物及测序由上海生物

工程公司完成. HepG2.2.15细胞在含10 mL/L胎牛

血清的RPMI 1640培养基中(含青霉素100 kU/L, 链
霉素100 k U/L), 37℃ ,  50 m L/L C O2的孵箱中用

24孔培养板培养. 收集细胞培养液, 加入P E G8000
至终浓度为100 g/L, 冰浴放置4 h, 12 000 g 离心

30 min, 将沉淀溶解于原培养液体积10 g/L的TNE
缓冲液中(10 mmol/L Tris-HCl, pH 7.5; 100 mmol/L 
NaCl; 1 mmol/L EDTA). 加入SDS至终浓度为10 g/
L, 蛋白酶K至终浓度为1 g/L, 50℃孵育2 h. 经酚

-氯仿抽提 ,  乙醇沉淀 ,  将D N A溶解于T E缓冲液中

(10 mmol/L Tris-HCl, pH 8.0; 1 mmol/L EDTA). 作为

PCR扩增HBV DNA末端蛋白的模板. 
1.2 方法

1.2.1 建立抗体库 从Yeast Display scFv Antibody 
Library中提取包含scFv抗体库的质粒pPNL6, 扩增VH
抗体片段, 正义引物: 5'-ACCGCGGTGGCGGCCGC
ATGGGTGGTGGTGGTTCTGCTAGC-3', 反义引物: 
5'-GCCACCAGAGCGGCCGCCACCGGATCCTAGA
ATTCC-3'. PCR反应体系: MgCl2 2.0 mmol/L, dNTP 
0.2 m m o l/L, p f u酶6 U, 引物1 μm o l/L, 总体积

50 μL. PCR反应条件: 95℃ 5 min, 95℃ 30 s, 58℃ 
45 s, 75℃ 45 s, 循环35次, 75℃ 10 min. PCR反应产

物做琼脂糖凝胶纯化. 
1.2.2 建立TP区抗原载体 以HepG2.2.15细胞分泌的HBV 
DNA为模板, PCR扩增HBV DNA末端蛋白(terminal 
protein, TP), 正义引物: 5'-ACCGCGGTGGCGGCCG
CGACCACCAAATGCCCCTATC-3', 反义引物: 5'-AC

2428                           ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R               世界华人消化杂志     2005年10月28日    第13卷   第20期

CACCGCCACCAGAACCCTTGTTCCCAAGAATATG
GTGAC-3', PCR反应体系: MgCl2 2.0 mmol/L, dNTP 
0.2 m m o l/L, p f u酶6 U, 引物1 μm o l/L, 总体积

50 μL. PCR反应条件: 95℃ 5 min, 95℃ 45 s, 55℃ 
1 min, 75℃ 1 min, 循环35次, 75℃ 10 min. PCR扩
增LinkerⅠ, 模板即为引物, 正义引物: 5'-GGTTCTG
GTGGCGGTGGTTCTGGTGGTGGCGGTTCTGGTG
GCGGCGGCTCC-3', 反义引物: 5'-CTACTTTACTTC
CGGAAGAACCACCACCGCCAGAACCACCGCCAC
CAGAGCCACCACCACCGGAGCCGCCGCCACC-3', 
PCR反应体系: MgCl 2.0 mmol/L, dNTP 0.2 mmol/
L, pfu酶6 U, 引物1 μmol/L, 总体积50 μL. PCR反
应条件: 95℃ 5 min, 95℃ 45 s, 65℃ 1 min, 75℃ 
1.5 min, 循环35次, 75℃ 10 min. 以TP区、LinkerⅠ
为模板, 用TP区正义引物和LinkerⅠ反义引物以PCR
扩增TP-LinkerⅠ. PCR反应体系: MgCl2 2.0 mmol/L,  
dNTP 0.2 mmol/L, pfu酶6 U, 引物1 μmol/L, 总体积

50 μL. PCR反应条件: 95℃ 5 min, 95℃ 45 s,  55℃ 
1 min, 75℃ 1 min, 循环35次, 75℃ 10 min. PCR
反应产物做琼脂糖凝胶纯化 .  用B D I n-F u s i o n T M 
PCR Cloning Kit做连接反应(具体按试剂盒手册进

行操作), 把TP-LinkerⅠ插入抗原载体pBluescript/
SK(+)-mDHFR(2), 即pBluescript/SK(+)-TP-LinkerⅠ
-mDHFR(2).
1.2.3 建立抗体载体 PCR扩增LinkerⅡ, 模板即为引

物, 正义引物: 5'-ACCGCGGTGGCGGCCGCTCTGGT
GGCGGCGGCTCC-3', 反义引物: 5'-GTCGAACCATT
CCGGAAGAACCACCACCGCCAGAACCACCGCCA
CCAGAGCCACCACCACCGGAGCCGCCGCCACC-3',
PCR反应体系: MgCl2 2.0 mmol/L, dNTP 0.2 mmol/
L, pfu酶6 U, 引物1 μmol/L, 总体积50 μL. PCR反
应条件: 95℃ 5 min, 95℃ 45 s, 65℃ 1 min, 75℃ 
1.5 min, 循环35次, 75℃ 10 min. 用BD In-FusionTM 
PCR Cloning Kit做连接反应, 把LinkerⅡ插入抗体载

体pBluescript/SK(+)-mDHFR(1), 即pBluescript/SK(+)-
LinkerⅡ-mDHFR(1). 再用BD In-FusionTM PCR Cloning 
Kit做连接反应, 把抗体VH插入载体pBluescript/SK(+)-
LinkerⅡ-mDHFR(1), 即pBluescript/SK(+)-VH-Linker
Ⅱ-mDHF(1).
1.2.4 选择抗体 用化学法把抗原载体pBluesc r ip t/
SK(+)-TP-LinkerⅠ-mDHFR(2)转化入大肠杆菌菌株

BL21(DE3)pLysS, 即BL21(DE3)pBluescript/SK(+)-
TP-LinkerI-mDHFR(2), 用电击转化法把抗体载体

pBluescript/SK(+)-VH-LinkerⅡ-mDHFR(1)转化入感

受态细胞BL21(DE3)pBluescript/SK(+)-TP-LinkerⅠ
-mDHFR(2). 转化条件: Cuvette Gap: 0.1 cm; Voltage: 



图 1  HepG2.2.15细胞 (×200). 图 2  TP区PCR扩增产物. 

图 3  HBV DNA TP区测序图 (从92位开始到631位结束). 
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GAGCGGA  TAACAAGTC CC C  TC T AGA A ATAA T T T TGT T TAACT T T AA GAA GG A GA TA TA CA T A TG GC TA G CA TG AC T G GTG GA C AG CA A A TG G GT C GGG A TCC G

TC T GG T GG CGG CGG C T CC GG T GG TG GT GGC T CT GG T GG C GGT GG T TC T GG C GG TGG T GG T TC T TCC GG  T AT GG T TC GA CC A T TG A AC T GC A TC GT C G CC

CG TG T CC CA AA A T A TGG GG A T TG GC AA G AA C GGA G ACC T A CC C TG GC C TC CG C T CA GG AA CG A GT CC AA G TA C T TC CA A AG A AT GA C CA CA A CC T C T TC A

AG T GGA A G GT AAA C AG A A TC T GG TG A T T A T GGG T AG GA A AA CC T GG T TC T CC A T T CC TG A GA A GA A TC G A CC T T TAA A GG A CA GA A T TA A TA T A GT TC T

TC AG T AG AG A AC TC A AA G AA CC A CC AC GA GG A GC T C AT T T TC T TG C CA A AA G T T T GGA T GA T GCC T T A AG A CT TA T TG A A CA AC C GG AA T TG G GT AC CT

A AG A TC C GG CT G CT A AC AA A GC C CG A AAG G AA GC T GA GT T G GCT G CT GC C AC C GC T GA G CA A T AA CT A GC A T AA CC C CT T G GGG C C TC TA A A CG G GTC T

T TG A GG GGT T T T T T GC T G AA AG GA GG A AC T AT AT C C GG AT A TC C CGC A AG A GG CC CGG C AGT  A CCGG CA  TAAC

1.5 k V; F i e l d S t r e n g t h: 15 k V/c m; C a p a c i t o r: 
25 uf; Resistor: 200 Ω; Time Constant: 4.0 ms. 共
转化20次以完成抗体库的转化. 用PCA方法进行阳

性克隆选择: M9选择培养基的制备, 标准M9培养基

中含100 mg/L Ampicillin, 1 mmol/L IPTG, 10 mg/L 
TMP. 把电击转化的细胞转入SOC培养基孵育30 min
后, PBS洗涤2次, 以彻底清除SOC培养基. 铺板于M9
选择培养基上进行30℃ 24-72 h培养, 存活细菌即为

阳性克隆. 对存活细菌进行PCR扩增VH片段, 并对

PCR产物进行测序. 

2  结果

HepG2.2.15细胞培养见图1. 以HepG2.2.15细胞分泌的

HBV DNA为模板, PCR扩增TP区, 共540 bp(图2). 测
序结果见图3. 用TP区正义引物和LinkerⅠ反义引物

以PCR扩增TP-LinkerⅠ, 其中LinkerⅠ长96 bp. PCR



图 4  TP区特异性VH抗体氨基酸序列. 
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扩增与抗体相连的LinkerⅡ, 长63 bp. 在抗体库中

共选择出3个TP区相关抗体, 根据DNA序列和Werner 
Müller数据库(http://www.dnaplot.de/input/human-v.
html)标明了3个抗体(图4). 

3  讨论

H B V共有4个开放阅读框架(o p e n r e a d i n g f r a m e,  
ORF), 编码至少7个病毒蛋白, 其中HBV DNA多聚

酶(DNA polymerse, Pol)在病毒复制周期中起着核心

作用. 它分为4个功能区, 从氨基端起依次是: 末端

蛋白区(1-178 aa)、空隔区(179-336 aa)、逆转录区

(337-680 aa)和RNase H区(681-832 aa). HBV多聚酶

是一个多功能酶[3], 在病毒的复制周期中发挥着关键

作用. 末端蛋白(TP)作为HBV多聚酶的组成部分, 具
有多种功能, 主要是由前基因组RNA反转录负链DNA
时作为引物; HBV多聚酶虽然在细胞质中合成, 其全

部或其裂解形成的TP区可移行至细胞核内, 以完成反

转录中的功能. Pol上共有4个抗原表位, 分别位于TP
区8-20 aa和20-30 aa、空隔区的225-250 aa和RNase 
H区的800-832 aa. Putlitz et al [2](1999)报道: 抗TP区
的单抗对病毒的前基因组RNA逆转录的作用最强. 因
此 ,  P o l的T P区是一个很好的抗原表位 ,  中和其功

能, 将会干扰病毒的复制. 
细胞内抗体通常指的是scFv(single chain variable 

fragments, scFv), 但scFv几乎不能在细胞内发挥作

用. 因为scFv在细胞内质网成熟, 而细胞内的还原环

境使scFv不能形成二硫键, 这对抗体的正确折叠至关

重要, 从而影响scFv的可溶性与稳定性. 而VH抗体不

存在这样的缺陷[3], VH抗体不需要链内二硫键也同

样具有活性. VH抗体可在原核细胞或真核细胞内表

达, 已证明它们有很强的中和抗原的作用[4], 如在抗肿

瘤蛋白RAS的三种抗体中: scFv、VH和VL(轻链可变

区抗体), VH的活性是scFv的五倍, 而VL实验证明无

活性. 还有一点, 在选择特异性抗体中, VH抗体库的

多样性要比scFv抗体库的多样性小的多. 
从抗体库中选择有效抗体目前有很多方法, 如噬菌

体展示技术, 核糖体展示技术, 酵母双杂交技术等[5]. 这
些方法各有利弊, 但从我们的实验中可以看出PCA方

法在抗体选择中显示出很多优点. 比如作为与抗体结

合的抗原不需要表达与纯化, 只需要抗原的基因, 这
大大减少了实验难度; 由于抗原抗体的结合是在细

胞内自然环境下发生, 所以选择出的抗体特异性最

强; 整个实验工作量不大、费时少, 少有假阳性, 在
任何实验室都可以开展. 

用PCA方法选择出的抗体与抗原的亲和性有待进

一步鉴定. 选择出的抗体对HBV DNA复制的抑制作

用, 我们将在后续论文中发表. 
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DIWGQGTMVTVSS
DVWGQGTTVTVSS
DSWGQGTLVTVSS

Translation of VH1 QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVS  GGSISSGSYF WSWIRQPAGKGLEWIGR    –IYTSGST
Translation of VH2 EVQL－ESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSS-- YI MNWVRQAPGKGLEWVSS   .ISSSSSYI
Translation of VH3 QVQLVESEAEVKKPGSSVKVSCKAS  GDTFNT-- YA ISWVRHAPGGGLEWMGG    IIPIVATT
                                                                             CDR1 VH                                            CDR2 VH

TYNPSLKSRITISLDTSKNQFSLKLTSVTAADTAVYYC    ASS - - - GGSSW -Y-    -----DAF
YYADSVKGRFTISKDDAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYC ARDYRN                    FYYYYYGM
NYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC  ARGRRWGGAYGDYW  -----SSL
                                                                            CDR3 VH
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Abstract
AIM: To construct a new method named PolII-ChIP-PE-
MS (RNA polymerase II-Chromatin immunoprecipitation-
primer extension-mass spectrum), and to validate the 
reliability of this method in the study of single nucleotide 
polymorphism (SNP) allele-specific quantification of 
RNA polymerase loading.

METHODS: The C/T SNP of SNRPN at nt 1654312 
(numbered according to NT_026446) was genotyped 
in a genomic DNA sample and a cDNA sample of 
HepG2 cell line by polymerase chain reaction restriction 
fragment length polymorphism (PCR-RFLP). After the 
ChIP assay was performed for phosphorylated Pol II 
using antibodies highly specific for certain phosphorylated 
serine residues of the CTD, the extension of short primer 
was carried out and then the samples were analyzed 
using matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
flight (MALDI-TOF).

RESULTS: Comparison of genomic DNA and cDNA of 
HepG2 cells conformed that, in cell lines heterozygous 
with respect to this SNP, only one of the two alleles 
present in the genomic DNA produced an mRNA 
transcript. When chromatin from heterozygous cell lines 
was analyzed for the SNP at nt1654312 in SNRPN, 
the pro-immunoprecipitated starting material and the 
genomic DNA contained similar amounts of each allele, 
whereas the material (chromatin to which phosphorylat-
ed Pol II was bound) contained predominantly one alle-
le, corresponding to the single allele that produced an 
mRNA transcript.

CONCLUSION: Pol II-ChIP-PE-MS is successfully co-
nstructed and it is an applicable and reliable method 
to detect the SNP allele-specific quantification of RNA 
polymerase loading. It can be used in detecting the 
function of disease-related gene SNP.

Key Words: Single nucleotide polymorphism; RNA 

polymerase II; Chromatin immunoprecipitation; Primer 

extension; Mass spectrum
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and its application in function research of single nucleotide 
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摘要
目的:  建立RNA多聚酶Ⅱ-染色质免疫沉淀-引物延伸-
飞行时间质谱技术(PolⅡ-ChIP-PE-MS), 并利用该方法
检测SNP等位特异磷酸化PolⅡ结合量, 为活体状态下
研究疾病关联基因SNP的功能研究提供一种高通量的
研究手段. 

方法:  采用PCR-RFLP方法对HepG2细胞印迹基因
SNRPN(仅父源等位基因表达)基因组DNA和cDNA进
行基因分型, 利用PolⅡ CTD末端Ser5特异性抗体进行
染色质免疫沉淀, 针对SNP位点两侧序列设计PCR引
物和延伸引物, 以外侧引物进行PCR扩增, 采用延伸
引物进行VLET引物延伸, 产物纯化后经MALDI-TOF
质谱鉴定. 

结果:  对SNRPN杂合子细胞的SNRPN C1654312T SNP
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进行PolⅡ-ChIP-PE-MS分析发现, 基因组DNA样本和
染色质免疫沉淀前样本在C、T等位点都包含相同Pol
Ⅱ结合量, 但免疫沉淀后标本(被磷酸化RNA多聚酶Ⅱ
结合的染色质)就仅在T等位点有结合, 与产生mRNA
转录的等位点相对应. 

结论:  成功建立起PolⅡ-ChIP-PE-MS方法, 利用该方
法检测SNP等位特异磷酸化PolⅡ结合量是可靠的, 可
以利用PolⅡ-ChIP-PE-MS策略鉴定疾病关联基因SNP
的功能. 

关键词:  单核苷酸多态性;  RNA多聚酶Ⅱ;  染色质免疫沉

淀;  引物延伸;  质谱

晏泽辉,  邓国宏,  王宇明. PolⅡ-ChIP-PE-MS方法的建立及其在SNP功能

研究中的应用.  世界华人消化杂志  2005;13(20):2431-2436

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2431.asp

0  引言

目前对于常见疾病的遗传易感基因单核苷酸多态性

(SNP)的功能研究特别是非编码区(启动子或内含子区

域)SNP功能研究相对薄弱[1]. 传统的SNP功能研究手

段通常是通过报告基因试验研究不同等位对该序列启

动子活性的影响, 或通过电泳移动漂移实验(EMSA)
分析不同等位的寡核苷酸探针结合转录因子能力的

差异[2]. 但这两类方法均为体外功能研究方法, 缺乏

染色质的天然结构及转录的三维调控过程, 且只能对

单个SNP位点逐个进行分离的研究, 存在着明显的的

局限性, 说服力有限. 我们前期研究所确定的肝病关

联SNP位点位于基因转录区[3], 迫切需要发展一种快

速、高通量、多位点协同的SNP功能研究方法. 我们

利用染色质免疫沉淀(chromatin immunoprecipitation, 
ChIP)和飞行时间质谱测定等策略建立RNA多聚酶Ⅱ

-ChIP-引物延伸-飞行时间质谱技术(RNA polymerase
Ⅱ-chromatin immunoprecipitation-primer extension-
mass spectrum, PolⅡ-ChIP-PE-MS), 以活体状态下检

测影响基因调空的SNP的敏感方法, 并利用该方法验

证检测SNP等位特异磷酸化RNA多聚酶Ⅱ结合量的可

靠性, 为活体状态下研究疾病关联基因SNP的功能研

究提供一种高通量研究手段. 

1  材料和方法

1.1 材料 日本TOMY公司UR-200P超声波破碎仪, Dy-日本TOMY公司UR-200P超声波破碎仪, Dy-
nal MPC®-S磁力架. 羊抗鼠IgG包被的Dynabeads
®M-280免疫磁珠购自D y n a l公司; R N A多聚酶Ⅱ

H14 mAb购自Covance公司; Anti-T Antigen pAb101
购自Santa公司; 甲醛、甘氨酸、LiCl、脱氧胆酸钠

(D O C)、N P-40、十二烷基硫酸钠(S D S)、鲑鱼精钠(S D S)、鲑鱼精(S D S)、鲑鱼精

DNA、焦磷酸钠购自Sigma公司; Tris、HEPES、完购自Sigma公司; Tris、HEPES、完

全蛋白酶抑制剂、糖原、牛血清白蛋白(BSA)、Tri-
ton X-100、蛋白酶Ｋ、RNA酶Ａ、TriPure、RT-PCR
试剂盒等购自Roche公司; RPMI 1640、优级胎牛血

清购自Hycolone公司; Taq聚合酶、Hotstar DNA聚

合酶、ddNTP、SAP购自MBI公司; 内切酶Bst UⅠ、

PstⅠ购自BioLab公司; 其他试剂为国内产品, 购自

北京鼎国生物技术公司. 细胞裂解缓冲液: 50 mmol/
L HEPES(pH7.5), 140 mmol/L NaCl, 1 mmol/L 
EDTA, 100 mL/L甘油, 5 g/L NP-40, 2.5 g/L Tr i-
t o n X-100, 1×完全蛋白酶抑制剂 ,  5 g/L胃酶抑

素, 10 mmol/L焦磷酸钠. 核裂解缓冲液: 10 mmol/L 
Tris(pH8), 200 mmol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA, 0.5 
mmol/L EGTA, 1×完全蛋白酶抑制剂, 5 g/L胃酶抑

素, 10 mmol/L焦磷酸钠. 超声降解缓冲液: 10 mmol/
L T r i s (p H8) ,  1  m m o l /L E D TA,  0 .5  m m o l /L 
EGTA, 100 mL/L甘油, 1×完全蛋白酶抑制剂, 5 g/L
胃酶抑素, 10 mmol/L焦磷酸钠. ChIP洗涤液1(1×
RIPA缓冲液): 50 mmol/L HEPES(pH7.5), 0.5 mol/L 
LiCl, 1 mmol/L EDTA, 10 g/L NP-40, 7 g/L DOC, 1
×完全蛋白酶抑制剂, 5 g/L胃酶抑素, 10 mmol/L焦
磷酸钠. ChIP洗涤液2: 含100 mg/L的鲑鱼精子DNA
的1×RIPA缓冲液. ChIP洗涤液3: 含300 mmol/L 
NaCl和终浓度为100 mg/L鲑鱼精子DNA的1×RIPA缓

冲液. ChIP洗涤液4: 含250 mmol/L LiCl的1×RIPA缓

冲液. PCR引物由北京奥科生物公司合成, 实验中所

用引物见表1. 

表 1  引物序列

引物目的	 引物名称	                 引物序列 (5’→3’)

	 正向引物	                 CTACTCTTTGAAGCTTCTGCC

	 反向引物	                 TGAAGATTCGGCCATCTTGC

                 第一轮扩增正向引物    ACGTTGGATGTGCCCAGCTTGCATTGTTTC

                 第一轮扩增反向引物	 ACGTTGGATGGATGCTTCTGAAGACCTAGG

                 SNRPN延伸引物	 TGCATTGTTTCTAGGAGAACC

SNRPN
基因鉴定

SNRPN 
PE分析

1.2 方法 在含有100 mL/L的胎牛血清RPMI 1640培在含有100 mL/L的胎牛血清RPMI 1640培
养基中37℃, 50 mL/L CO2条件下按常规方法培养

HepG2细胞数天, 维持胞生长量为107-108个. 按照说

明书的方法利用TriPure试剂提取HepG2细胞DNA和

总mRNA. 按照RT-PCR试剂盒操作程序进行逆转录

以及PCR扩增. 我们按照Sakatani et al [4]所述的方法利

用BstUⅠ和PstⅠ对SNRPN的nt 1654312位点SNP进行

PCR-RFLP分型. 
1.2.1 染色质免疫沉淀 对HepG2细胞参照参考文献[5]
进行的ChIP测定. 终浓度为10 g/L的甲醛固定处于

对数生长期的HepG2细胞, 然后用理想配比过剩的甘
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氨酸(终浓度为0.125 mol/L)终止固定. 刮脱、收集、

洗涤细胞后加入适量体积的细胞裂解缓冲液充分溶

解, 冰上孵育10 min后, 5 000 g , 4℃离心10 min; 去
上清; 然后用细胞核裂解缓冲液重悬沉淀, 冰上孵育

10 min后, 5 000 g , 4℃再次离心10 min后去上清. 用
超声降解缓冲液再次重悬沉淀, 用超声破碎仪断裂染

色质20次, 把染色质片段化到500-1 000 bp左右(冰上

操作, 超声探头在标本中的浸没深度至少1 cm; 功率

200 W; 脉冲时间20 s; 每次脉冲后将标本在冰水中

放置1 min, 每次超声降解过程中避免气泡出现). 将
超声降解后得到的样本4℃高速(16 000 g )离心10 min
后转移上清到新的试管中, 然后依照实验要求把标本

分装成3份(另取10 µL上清用蛋白酶K消化1 h用电泳

检测超声片段化效果). 用100 µL含5 g/L BSA冷的

PBS预处理包被有羊抗鼠IgG的免疫磁珠12 h, 以减

少非特异性吸附. 然后4℃在一个旋转平台上将2 µg 
RNA多聚酶ⅡH14 mAb和Anti-T Antigen pAb101对照

抗体分别与预处理的免疫磁珠轻微摇动孵育过夜. 用
DynaMPC磁架收集磁珠, 用含有5 g/L BSA冷的PBS
洗涤磁珠3次, 然后分别加入分装好的两份超声降解

的标本, 充分混合, 4℃在一个旋转平台上轻微摇动

孵育1 h, 最后用DynaMPC磁架收集磁珠(去上清)即
得磁珠-染色质免疫沉淀复合物. 分别用ChIP洗涤液

1, 2, 3, 4洗涤磁珠-染色质免疫沉淀复合物各2次, 然
后用TE溶液洗涤1次. 每次洗涤分别用不同洗涤液充

分混合轻摇5 min. 然后用100 µL TE重悬磁珠, 加入

1 µg RNA酶A和1 µg蛋白酶K, 在55℃条件下孵育

3 h, 然后在65℃条件下孵育12 h以逆转交联; 最后

用酚-氯仿-异戊醇(25∶24∶1)抽提2次, 以糖原为载

体, 用冰无水乙醇沉淀DNA, 自然凉干后, 用100 µL
的TE溶解管底的DNA沉淀(有可能肉眼看不到), 然后

标本编号, -20℃保存备用. 然后进行SNRPN基因的

PCR扩增, 并利用Bst UⅠ和PstⅠ对染色质免疫沉淀标

本的SNRPN nt1654312位点进行PCR-RFLP分型. 
1.2.2 引物延伸和质谱测定 我们采用Sun et al [6]建立的

VSET(very short extension)方法来进行引物延伸. 首
先利用2 µL染色质免疫沉淀标本为模板进行第一轮

PCR扩增, 扩增条件是: 96℃预变性1 min, 然后94℃
45 s, 56℃ 45 s, 72℃ 30 s, 循环扩增6次; 94℃ 45 s, 
65℃ 45 s, 72℃ 30 s, 循环扩增30次; 最后72℃延伸

10 min. 然后向PCR产物中加入2 µL SAP, 37℃孵育孵育育

20 min以去掉反应体系中未结合的残留dNTP, 随后

85℃孵育10 min以灭活SAP. 然后以5孵育10 min以灭活SAP. 然后以5育10 min以灭活SAP. 然后以5 µL该PCR产

物为模板, 在含有100 µmol/L延伸引物、1 U Hotstar 
DNA聚合酶和2.5 mmol/L dTTP、ddATP、ddGTP、
ddCTP的25 µL反应体系中进行VSET引物延伸, 延

伸反应条件是: 94℃预变性5 m i n, 然后94℃ 5 s, 
52℃ 5 s, 72℃ 5 s, 循环延伸40次. 利用醋酸铵-酒精

沉淀法纯化延伸产物后溶解在10 µL ddH2O中送上海

基康生物技术有限公司进行MALDI-TOF测定. 

2  结果

2.1 HepG2细胞SNRPN n t1654312位点SNP分型  

HepG2细胞基因组DNA PCR扩增及Bst UⅠ和PstⅠ双

酶切后20 g/L琼脂糖电泳分析结果(图1)证明HepG2细
胞株SNRPN基因nt1654312位点SNP为C/T杂合子基因

型. HepG2细胞cDNA扩增及Bst UⅠ酶切后30 g/L琼脂

糖电泳分析结果(图2)证明HepG2细胞株SNRPN基因

nt1654312保持印迹状态, 仅出现一种等位即T等位表达. 
2.2  HepG2细胞ChIP产物Bst UⅠ和Pst Ⅰ双酶切分析

SNRPN C1654312T杂合子细胞ChIP产物利用Bst UⅠ

和PstⅠ双酶切后20 g/L琼脂糖电泳分析结果表明免

疫沉淀前样本与基因组DNA一样, 依然包含C/T杂合

的双等位状态, 但免疫沉淀后标本中就只有T等位的

DNA片段被沉淀出来(图3). 
2.3 引物延伸-飞行时间质谱分析 SNRPN C1654312T
杂合子HepG2细胞经PolⅡ-ChIP-PE-MS分析结果表

明: 染色质免疫沉淀前样本在C、T等位点包含相同

PolⅡ结合量(图4); 免疫沉淀后标本(被磷酸化RNA多

聚酶Ⅱ结合的染色质)就仅在T等位点有结合(图5), 与

图  1  C1654312T杂合子细胞HepG2细胞SNRPN基因扩增及其限制性酶
切电泳分析．1: SNRPN基因PCR产物; 2: BstUⅠ和PstⅠ双酶切SN-

RPN基因PCR产物; M: DNA分子质量标准, DL 2000．

1                         2                       M    
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624 bp
575 bp
445 bp

2  000 bp

1  000 bp
750 bp
500 bp
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M                         1                       2 

2  000 bp

1  000 bp
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100 bp

图  2  SNRPN C1654312T杂合子细胞HepG2细胞cDNA扩增及其限制性
酶切电泳分析．M: DNA分子质量标准, DL 2000; 1: SNRPN cDNA扩

增产物; 2: BstUⅠ限制性酶切SNRPN cDNA扩增产物．
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产生mRNA转录的等位点相对应; 而对照标本无任何

等位表达存在(图6), 说明PolⅡ-ChIP-PE-MS特异性

强, 结果可信. 

3  讨论

由于SNP为双等位多态, 两种等位多态之间仅有1个
碱基的差异, 其功能研究必须在表达水平或蛋白水平

揭示单碱基等位特异性的差异. 编码区的SNP通常更

容易预测他们的序列和编码蛋白的结构和功能, 但更

多的SNP位于非编码区. 对于非编码区(启动子或内含

子区域)的关联位点, SNP的等位特异性差异无法在

mRNA转录本得到反映, 通常以该SNP位点附近序列

为对象, 通过报告基因试验研究不同等位对该序列启

动子活性的影响, 或通过电泳移动漂移实验(EMSA)
分析不同等位的寡核苷酸探针结合转录因子能力的

差异[2]. 这两类方法都存在着明显的局限性: (1)必须

逐个位点、逐个等位构建报告基因或合成寡核苷酸

探针, 工作量繁重, 费时费力; (2)目标DNA片段很

短, 为体外功能研究, 缺乏染色质的天然结构及转录

的三维调控过程, 其生物学中肯性受到质疑; (3)只能

对SNP位点逐个进行分离的研究, 无法揭示多个位点

SNP单倍型的功能; (4)阴性结果只能说明该位点SNP
不是致病位点, 不能排除相邻的其他位点. 另外疾病
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图  4  SNRPN C1654312T杂合子HepG2细胞免疫沉淀前标本引物延伸-
飞行时间质谱分析结果．6433 μ峰: 延伸引物; 6717 μ峰: C等位延伸产

物; 7061 μ峰: T等位延伸产物．
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图  5  SNRPN C1654312T杂合子HepG2细胞免疫沉淀后标本引物延伸-飞
行时间质谱分析结果．6433 μ峰: 延伸引物; 7066 μ峰: T等位延伸产物．

图  6  SNRPN C1654312T杂合子HepG2细胞ChIP对照标本引物延伸-飞
行时间质谱分析结果．6433 μ峰: 延伸引物．

关联rSNP位点通常位于基因转录调控区, 紧密连锁

不平衡的区域内可能存在众多的SNP, 逐点进行功能

研究存在困难, 要找出其中与疾病直接相关的调节性

SNP, 用上述两种方法存在困难, 迫切需要发展一种

快速、高通量、多位点协同的SNP功能研究方法, 能
够用于评价活体状态下也就是在一个正常功能的细

胞核中的自然染色体中SNP对染色质的转录调节作

用. 研究已经证实, 与染色质结合的RNA聚合酶Ⅱ是

真核细胞mRNA转录所必需的转录因子, RNA聚合酶

Ⅱ激活后被磷酸化, 结合到转录起始位点, 启动真核

细胞所有mRNA的转录. mRNA转录过程与RNA多聚

酶ⅡCTD末端特异性丝氨酸残基磷酸化有关, Ser5的
磷酸化与转录的启动、延伸和mRNA的带帽全过程

相关, 磷酸化的RNA多聚酶Ⅱ与相关染色质片段的结

合量与相对应基因的转录活性是有关系的[7,8]. 我们设

想, 位于调控区的SNP要表现功能意义, 应该具备2个
条件: (1)位于转录起始点附近; (2)对转录的影响具有

等位特异性. 因此我们有理由推测: 活体状态下, 在
感兴趣一个或者多个S N P是杂合子的细胞中, 这些

SNP也能够影响蛋白质-DNA的相互作用, 表现出等位

特异性差异, 因此检测蛋白质-DNA的相互作用的等

位特异性差异就可以反映出现在这些SNP表达过程中

的不同影响; 杂合子细胞同源染色体上SNP位点两个
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等位区域转录活性在宏观上可以表现为磷酸化RNA多

聚酶Ⅱ结合量, 因此检测磷酸化RNA多聚酶Ⅱ结合量

差异即可精巧地反映等位特异性转录活性的差异. 
一般调节性多态性的作用是微小的, 这就需要一

种高通量、敏感的分析方法来测定同一份免疫沉淀样

本中两个不同等位点的相对结合量才能反应出这种

微小差异. 而染色质免疫沉淀(ChIP)技术是近几年来

发展的一种高通量DNA-蛋白相互作用研究技术, 能
实现维持染色质天然结构状态的转录活性观察, 且易

于高通量进行[9,10]. 为达到此目的, 我们通过PCR来扩

增免疫沉淀样本中特异性DNA序列, 然后利用引物

延伸和基于质谱吸光的原理建立的飞行时间-质谱技

术(MALDI-TOF)来进行分析. 在本研究中, 我们试图

证明: 是否可以用RNA多聚酶Ⅱ-ChIP-引物延伸及飞

行时间质谱技术(PolⅡ-ChIP-PE-MS)来检测磷酸化的

RNA多聚酶Ⅱ对细胞中一个基因的两种不同等位点的

结合量差异; 同时也试图研究这种差异是否与体内基

因表达等位差异性有关系. 我们首先通过磷酸化RNA
多聚酶Ⅱ-ChIP技术将杂合子细胞目标基因SNP附近

的DNA片段沉淀、分离, 然后利用该位点特异的引物

扩增, 采用引物延伸-质谱(PE-MS)技术[10,11]鉴定沉淀

的DNA片段中目标SNP两种等位的比率, 该比率可以

反映两种等位染色体之间该位点RNA多聚酶Ⅱ结合

量的差异. 如果有差异, 表明该SNP能影响所在基因

的转录活性; 如果没有差异, 则该SNP不能影响基因

的转录量. 为此, 我们利用该方法研究了SNRPN(编
码小核糖核蛋白多肽N)的表达. SNRPN是一个印迹

基因, 它的两个等位基因根据父系来源的不同有显

著的不同表达水平(仅父源等位基因表达). 为了区分

不同表达量的等位基因, 我们选择SNRPN外显子4上
C1654312T(数字依据NT_026446来确定)为杂合子的

HepG2细胞作为研究对象, 以研究该C/T SNP(dbSNP 
rs705)的等位特异性表达情况, 比较染色体DNA并以

cDNA验证该结果. 结果表明, C/T杂合子HepG2细胞

系中, SNRPN基因依然维持其印迹状态, 逆转录PCR
产物酶切实验证实SNRPN等位基因仅仅只有一个等

位产生mRNA的转录, 仅仅父源的T等位出现转录. 同
时我们利用一种对RNA多聚酶ⅡCTD的磷酸化丝氨酸

残基高度特异性的抗体进行ChIP测定两种等位对磷酸

化RNA多聚酶Ⅱ的结合量. 当对SNRPN杂合子细胞进

行PolⅡ-ChIP-PE-MS分析发现, 基因组DNA以及免疫

沉淀前标本在每个等位基因都有相同的磷酸化RNA多

聚酶Ⅱ结合量, 但免疫沉淀后的物质(被磷酸化RNA
多聚酶Ⅱ结合的染色质)则仅在一个等位基因即T等位

有磷酸化RNA多聚酶Ⅱ结合, 这表明在RNA多聚酶Ⅱ

被TFⅡH磷酸化之前(也就是mRNA合成开始之前)SN-

RPN的C等位基因是被转录抑制的, 这一结果与实验

中产生mRNA转录的等位点相对应. 
本研究说明, PolⅡ-ChIP-PE-MS检测出的磷酸化

RNA多聚酶Ⅱ结合量可以反应出等位基因特异性的

表达量, 该方法可以精确的反应出双等位的SNP两种

等位之间的精确表达量的差异, 可以用于筛选影响基

因表达的调节性SNP及其功能研究. 利用PolⅡ-ChIP-
VSET-MS策略进行SNP的功能研究, 能够实现ChIP的
优点, 在活体状态下用甲醛固定生长期的细胞, 能够

自然出现单倍型的活体染色质的环境, 转录调节过程

能得到活体状态下一样的控制, 具有在活体状态下进

行分析的技术优势; 其次该方法是通过检测RNA多聚

酶Ⅱ等位特异性结合量的差异来精确反映体内的调

节性多态性的特征, 在RNA转录本中无合适特定遗传

标志出现的条件下也能敏感的检测出影响体内基因调

节的SNP, 特别适合那些位于非编码区(启动子或内含

子区域)调节性SNP的功能研究, 而后者正是当前研究

的难点和热点; 再次, 本研究虽然只分析了印迹基因

SNRPN的等位表达状态, 但是这种带有一般性的方法

能够应用于任何自然状态下发生的DNA-蛋白质相互

作用, 这就能够使我们可以利用该方法体内状态下来

研究被特殊的候选因子结合的等位特异性调节转录

过程状态; 另外, 该方法可以同时免疫沉淀出所有的

被RNA多聚酶Ⅱ结合的(有或影响mRNA表达)DNA片

段, 因此设计多种位点的延伸引物, 同时利用质谱分

析技术的高通量特性, 可以进行多重引物延伸-质谱测

定, 从而可以进行快速、高通量、多位点协同的SNP进行快速、高通量、多位点协同的SNP快速、高通量、多位点协同的SNP
功能研究. 

4      参考文献
1	 The International HapMap Project. Nature  2003; 426: 789-796
2	 Pitarque M, von Richter O, Rodriguez-Antona C, Wang J, 

Oscarson M, Ingelman-Sundberg M. A nicotine C-oxidase gene 
(CYP2A6) polymorphism important for promoter activity. 
Hum Mutat  2004; 23: 258-266

3	 Deng G, Zhou G, Zhai Y, Li S, Li X, Li Y, Zhang R, Yao Z, Shen Y, 
Qiang B, Wang Y, He F. Association of estrogen receptor alpha 
polymorphisms with susceptibility to chronic hepatitis B virus 
infection. Hepatology  2004; 40: 318-326

4	 Sakatani T, Wei M, Katoh M, Okita C, Wada D, Mitsuya K, 
Meguro M, Ikeguchi M, Ito H, Tycko B, Oshimura M. Epigenetic 
heterogeneity at imprinted loci in normal populations. Biochem 
Biophys Res Commun  2001; 283: 1124-1130

5	 Takahashi Y, Rayman JB, Dynlacht BD. Analysis of promoter 
binding by the E2F and pRB families in vivo: distinct E2F 
proteins mediate activation and repression. Genes Dev  2000; 
14: 804-816

6	 Sun X, Ding H, Hung K, Guo B. A new MALDI-TOF based mini-
sequencing assay for genotyping of SNPS. Nucleic Acids Res  
2000; 28: E68

7	 O'Brien T, Hardin S, Greenleaf A, Lis JT. Phosphorylation of 
RNA polymerase II C-terminal domain and transcriptional 
elongation. Nature  1994; 370: 75-77

8	 Komarnitsky P, Cho EJ, Buratowski S. Different phosphorylated 
forms of RNA polymerase II and associated mRNA processing 

晏泽辉, 等. PolⅡ-ChIP-PE-MS方法的建立及其在SNP功能研究中的应用                                                                       2435



2436                           ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R               世界华人消化杂志     2005年10月28日    第13卷   第20期

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R   2005年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                                             • 消息 •

WJG和世界华人消化杂志全文网站免费开通

本刊讯 World Journal of Gastroenterology (WJG) 和世界华人消化杂志出版的电子版全文已上传, 于2003-04-15开通. WJG包

括: 1995-2005年第1-48期及特刊. 世界华人消化杂志包括: 1993-2005年第1-24期及特刊.

1  本系统的功能

电子杂志: 关键词搜索, 高级搜索(期刊全名、ISSN、年度、单位、题名、摘要、作者).高影响力论文排序: 点击次数, 下载次

数, 引用次数. 高影响力论文即特别受同行关注, 影响范围广, 被点击次数、下载次数、引用次数多的论文. 一篇论文如果能进

人高影响力论文行列, 其研究成果一般多有创新性, 学术水平较高, 学术价值较大, 因而影响力大. 投稿须知包括: 投稿细则, 

述评, 研究原著, 焦点论坛, 文献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告等要求及书写格式.

2  网址

WJG (http://www.wjgnet.com/1007-9327/index.asp)

世界华人消化杂志(http://www.wjgnet.com/1009-3079/index.asp)

3  论文摘要格式

岳茂兴, 邹德威, 闵庆旺, 牛恩喜, 杨善芝, 张坚, 刘志国, 崔少杰, 方伟武, 周雪峰, 高铁山, 化楠. 中国首次载人航天航天

员主着陆场区医疗保障及救护.

世界华人消化杂志 2004年 5月;12(5):1009-1014

中国首次载人航天航天员主着陆场区医疗保障及救护

岳茂兴, 邹德威, 闵庆旺, 牛恩喜, 杨善芝, 张坚, 刘志国, 崔少杰, 方伟武, 周雪峰, 高铁山, 化楠.

100101, 北京市, 中国人民解放军第306医院载人航天主着陆场医疗救护队. yuemx@ns.cetin.net.cn

目的: 探讨中国首次载人航天主着陆场区航天员医疗保障及救护的经验体会. 方法: 结合我们参加中国首次载人航天航天员医疗

保障及救护的体会, 8次在直升机上的医疗救护演练经验, 2次突发意外事故乘直升机远距离实施医疗救护的体会, 多次在载人航

天医疗救护车上的医疗救护演练体会. 并参考国内外相关资料, 对载人航天航天员意外伤害提出有效的防治预案. 结果: 主要针

对首飞载人航天航天员可能发生意外伤害的原因, 创新地把一个高质量的ICU全天候前移至草原上、沙漠里, 载体是载人航天医疗

救护直升机及医疗救护车, 可以确保意外情况下航天员的安全. 创造了反应速度第一; 技术装备第一. 使救治规则、卫勤保障原

则更趋于合理, 抢救成功率更高. 载人航天医疗保障系统在装备、方案、试验等方面能满足安全性的要求. 航天员主着陆场的医

疗卫勤保障工作能够体现急救医学“快速反应, 立体救护”的理念. 载人航天医疗救护直升机在航天员的医疗保障及救护中起着

十分重要的作用, 他有机动性强、速度快、飞行高度较低的优点, 在草原及沙漠地区都可着落实施救护. 结论: 对返回着陆场区

的航天员实施快速医疗救护, 能保障航天员安全, 圆满完成载人航天任务.

论文目次

目次网页包括: 岳茂兴, 邹德威, 闵庆旺, 牛恩喜, 杨善芝, 张坚, 刘志国, 崔少杰, 方伟武, 周雪峰, 高铁山, 化楠. 中国首

次载人航天航天员主着陆场区医疗保障及救护. 世界华人消化杂志 2004年5月;12(5):1009-1014. 功能目次包括: 点击率: 71, 

下载率: 9, 引用率: 0, 摘要, 相关文章, 被引用次数, HTML, PDF. 

4  全文

全文网页包括: 投稿, 摘要, PDF, 被引用, 点击率: 301, 下载率: 9, 相关文章, 相关评论, 图片及参考文献外链接.

5  投稿查询 

投稿查询网页包括: 编号, 刊名, 题目, 作者, E-mail, 收稿, 送审, 审回, 退稿, 接受, 审稿费, 出版费, 彩色图制作费, 黑白图

制作费, 英文摘要加工费, 英文全文加工费, 加急费, 其他, 发票编号, 送修, 修回, 重修, 编辑, 入库, 卷号, 期号, 起止页. 

factors during transcription. Genes Dev  2000; 14: 2452-2460
9	 Odom DT, Zizlsperger N, Gordon DB, Bell GW, Rinaldi NJ, 

Murray HL, Volkert TL, Schreiber J, Rolfe PA, Gifford DK, 
Fraenkel E, Bell GI, Young RA. Control of pancreas and liver 
gene expression by HNF transcription factors. Science 2004; 
303: 1378-1381

10	 Buck MJ, Lieb JD. ChIP-chip: considerations for the design, 
analysis, and application of genome-wide chromatin imm-
unoprecipitation experiments. Genomics  2004; 83: 349-360

11	 Storm N, Darnhofer-Patel B, van den Boom D, Rodi CP. MALDI-
TOF mass spectrometry-based SNP genotyping. Methods Mol 
Biol  2003; 212: 241-262 

电编  张敏  编辑  潘伯荣  审读  张海宁  



PO Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 基础研究 BASIC RESEARCH •

甜菜碱对酒精性肝损伤大鼠凋亡基因 caspase-12 表达的
影响

张 频�� ���, ���龚作炯

张频,  龚作炯,  武汉大学人民医院感染科 湖北省武汉市 430060
张频,  女,  1979-09-23生,  湖北省荆州市人,  汉族,  2004年武汉大学医学
院硕士研究生,  主要从事��������肝脏疾病����的研究.
通�����讯����作者��:  龚作炯,  湖北省武汉市,  430060,  武汉大学人民医院感染
科. zjgong@163.com
电话�� �����������������:  �����������������027-88041911-8385
收稿日期�� �������������� ������ ����������:  �������������� ������ ����������2005-09-05    接受日期�� ����������:  ����������2005-09-30

Effects of betaine on expression of 
caspase-12 in ethanol-induced liver 
injury in rats

Pin Zhang, Zuo-Jiong Gong

Pin Zhang, Zuo-Jiong Gong, Department of Infectious Diseases, 
Renmin Hospital of Wuhan University, Wuhan 430060, Hubei Prov-
ince, China
Correspondence to: Dr. Zuo-Jiong Gong, Department of Infectious 
Diseases, Renmin Hospital of Wuhan University, Wuhan 430060, Hu-
bei Province, China. zjgong@163.com
Received: 2005-09-05    Accepted: 2005-09-30

Abstract
AIM: To investigate the effects of betaine on the 
expression of caspase-12 in the liver of rats with 
ethanol-induced liver injury.

METHODS: Forty-eight female SD rats were randomly 
divided into 4 groups: control, model, and low and 
high dose betaine group. Except the rats in control 
group, all the rats were fed fat-rich diet plus ethanol 
plus fish oil gavage for 8 wk. Betaine was administered 
intragastrically in the rats of betaine groups after 
4-week exposure of ethanol. The expression of 
caspase-12 was detected in the liver tissues by 
immunohistomistry and semi-quantitative reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: Compared with that in control group, the 
expression of caspase-12 was markedly induced in 
the liver after chronic ethanol consumption (mRNA: 
1.00 vs  0.18, P <0.01; protein: 0.296  9±0.045  1 vs  
0.052 6±0.023 4, P  <0.01). However, the level of caspa-
se-12 expression was significantly lower in high- and 
low-dose betaine group than that in model group 
(mRNA: 0.10, 0.12 vs  1.00, P  <0.01; protein: 0.121 5±
0.013 0, 0.185 0±0.008 5 vs  0.296 9±0.045 1, P  <0.01).  

Significant difference of caspase-12 expression also 
existed between high- and low-dose betaine group 
(mRNA: 0.10 vs  0.12, P  <0.05; protein: 0.121 5±0.013 0 
vs 0.185 0±0.008 5, P  <0.05).

CONCLUSION: Betaine suppresses the expression of 
caspase-12 both in mRNA and protein level in the rats 
with ethanol-induced liver injury, which may be related 
to its anti-apoptotic mechanism.

Key Words: Ethanol-induced liver; Betaine; cas-
pase-12

Zhang P, Gong ZJ. Effects of betaine on expression of caspase-12 in 
ethanol-induced liver injury in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(20):2437-2440

摘要
目的:  研究甜菜碱对凋亡基因caspase-12表达的影响, 探
讨其抗酒精性肝损伤(ALD)大鼠肝细胞凋亡的机制. 

方法:  采用酒精加鱼油灌胃配合高脂饮食建立酒
精性肝损伤模型, 应用半定量逆转录聚合酶链反应
(RT-PCR)法和免疫组化法检测大鼠肝组织凋亡基因
caspase-12 mRNA和蛋白水平. 

结果:  与正常组比较, 模型组大鼠肝组织caspase-12
表达明显增强(m R N A: 1.00 v s  0.18, P <0.01; 蛋
白: 0.296 9±0.045 1 vs  0.052 6±0.023 4, P <0.01), 但
高、低剂量甜菜碱能抑制其表达(mRNA: 0.10, 0.12 
vs  1.00, P <0.01; 蛋白: 0.121 5±0.013 0, 0.185 0±
0.008 5 vs  0.296 9±0.045 1, P <0.01). 甜菜碱高、低剂
量组之间有显著差异(mRNA: 0.10 vs  0.12, P <0.05; 蛋
白: 0.121 5±0.013 0 vs  0.185 0±0.008 5, P <0.05). 

结论:  甜菜碱能抑制凋亡基因caspase-12 mRNA和蛋
白的表达, 可能是其减少凋亡的机制之一. 

关键词: 酒精性肝损伤;  甜菜碱;  caspase-12

张频,  龚作炯. 甜菜碱对酒精性肝损伤大鼠凋亡基因caspase-12表达的影
响.  世界华人消化杂志 2005;13(20):2437-2440
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0  引言

肝细胞凋亡在酒精性肝损伤中的作用日益引起重
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视 ,  是目前该领域的研究热点之一 .  在众多复杂的

机制中, 酗酒引起的高同型半胱氨酸血(hyperhomo-
cysteinemia, HHcy)诱发的内质网应激(endoplasmic 
reticulum stress, ER stress), 继而诱导的肝细胞凋

亡是其重要机制之一[1,2]. HHcy与多种疾病的发生有

关[3-5], 对机体是非常有害的[6,7]. 最终ER应激激发了

一个包括caspase-12, 9, 3特异级联反应. ER过强应激

时, 激活的caspase-12不通过其它通路能独立诱导肝细

胞凋亡. c a s p a s e-12是目前较理想的抗凋亡治疗靶

位[8]. 以往的研究结果已证实甜菜碱对ALD大鼠肝细

胞凋亡具有良好的拮抗作用. 我们研究甜菜碱对凋亡

基因caspase-12表达的影响, 以探讨其抗凋亡的可能

机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 盐酸甜菜碱, 纯度99%, 浙江巨化集团进

出口有限公司赠予;  硫酸亚铁 ,  上海化学试剂公司

生产; 鱼油和560 mL/L酒精, 自购; Tr i zoL试剂购

自invitrogen公司; 100 bp DNA ladder Marker购自

TaKaRa生物技术有限公司; M-MLV逆转录酶及其缓

冲液, 10 mmol/L dNTPS, oligo(dT)15随机引物购自

Promega公司; Taq DNA聚合酶及其缓冲液, 核糖核

酸酶抑制剂(RNasin)购自Biostar公司; caspase-12聚合

酶链反应扩增引物由武汉伯杰生物股份有限公司合

成; 兔抗鼠caspase-12及多克隆兔抗caspase-12抗体购

自Stressgen公司; SP、DAB试剂盒购自北京中山公

司. SPF级SD♀大鼠48只, 体质量150±10 g, 由武汉

大学动物实验中心提供. 正常喂养1 wk后, 采用随机

数字法将大鼠随机分为4组, 每组12只, 分为正常对照

组、模型组和甜菜碱高、低剂量组. 模型制备在目前

常用的酒精灌胃的造模方法基础上加以改进, 以灌酒

精+鱼油制作酒精性肝损伤大鼠模型. 正常组以普通

饮食, 并灌胃9 g/L氯化钠溶液. 其余各组每日予酒精

＋0.5 mL鱼油灌胃, 酒精剂量开始为7 g/kg, 随后每

周递增0.2 g/kg, 每日上午一次, 共8 wk; 同时给予自

制饲料(配方如下: 普通饲料∶猪油∶全脂奶粉为80∶
10∶10, 同时按5 g/kg饲料给予硫酸亚铁[9,10]). 所有大

鼠始终均自由饮水. 造模第4周开始, 甜菜碱组按200 
mg/kg给予甜菜碱水剂灌胃, 每日下午1次. 实验结束

时, 乌拉坦(200 g/L, 100 g/L)麻醉动物, 剖腹部取肝

脏, 一部分放-80℃冰箱保存用于做RT-PCR, 另一部分

于100 g/L甲醛溶液固定, 用于免疫组织化学染色检测. 
1.2 方法  取黄豆大小的肝组织标本于匀浆器内研

磨, 用Trizol试剂、氯仿和异丙醇, RNA沉淀后, 用
无R N A s e缓冲液溶解 ,  使用紫外分光光度计测定

A 260和A 280,  计算R N A的浓度和纯度 .  R N A2 μ g
加o l i g o(d T)15随机引物0.5 μg及D E P C处理水至总

体积15 μL, 70℃孵育5 m i n,  随后在冰上迅速冷

却 .  然后依次加入5 μL M-M LV缓冲液 ,  1.25 μL 
dNTPS(10 mmol/L), Rnasin 25 U, 200U M-MLV逆转

录酶以及DEPC处理水至总体积25 μL. 反应在42℃中

进行60 min, 随后85℃ 5 min终止, 并于冰箱中4℃保

存. caspase-12正义: 5'ATTCCTGGTCTTTATGTCCC 
3', 反义: 5'ATACTCTCTCAATGGTGGGC 3', 扩增

片段全长为495 bp; 磷酸甘油脱氢酶基因(r educed 
glyceraldehydes phosphate dehydrogenase, GAPDH)作
为内对照, 正义: 5'TCCCTCAAGATTGTCAGCAA 
3', 反义: 5'AGATCCACAACGGATACATT 3, 扩增片

段全长为309 bp. PCR反应体系包括: 10×Taq缓冲液

5 μL, dNTP(10 mmol/L)1 μL, 基因特异性引物(正
义链及反义链, 各25 μmol/L)1 μL, 2.0 U Taq DNA
聚合酶及cDNA 1 μL, 加水至总体积50 μL. 反应过

程如下: 初始94℃孵育3 min, 随后30个循环, 包括

94℃变性45 s, 54℃退火45 s, 72℃廷伸1 min. 最后

在72℃廷伸7 min. 为了保证用于PCR反应的cDNA
量一致, 采用看家基因GAPDH作为内参照. 将能获

得等量的GAPDH PCR扩增产物的cDNA用作扩增目

的产物. P C R结束时, 取产物5 μL在20 g/L琼脂糖

凝胶(含0.1 g/L溴化乙锭)中电泳, 紫外光下观察. 采
用法国VL凝胶成像及分析系统进行PCR产物半定量

分析. 将石蜡包埋的肝组织块切成3 μm厚, 常规脱

蜡入水. 30 mL/L H2O2去离子水孵育5-10 min, 消
除内源性过氧化物酶活性; 正常兔血清工作液孵育

10-15 min封闭非特异性结合部位. 然后滴加多克隆

兔抗caspase-12(1∶200稀释)一抗4℃过夜, 随后滴

加生物素结合的羊抗兔二抗孵育10-15 min. PBS冲
冼后, 滴加辣根标记链霉卵白素工作液室温下孵育

10-15 min. 最后以DAB显色, 阳性反应呈棕黄色. 阴
性对照以P B S代替相应的一抗. 光镜下每张切片随

机选取6个不重叠视野, 采用HPIAS-1000全自动医学

彩色图像分析系统, 测定平均光密度, 计算每组平均

值, 反映阳性强度. 
统计学处理 采用单因素多个均数比较的方差分析

统计法, 在作方差齐性检验后, 进行各组数据两两之

间的均数比较, 使用SPSS 10.0统计学软件处理. 

2  结果

在实验期间, 模型组大鼠有4只因酒精灌胃误入气管

死亡, 其余组大鼠全部存活. 
2.1 甜菜碱对c a s p a s e-12 m R N A表达的影响 采用

quantiscan软件扫描分析吸光度进行定量, 正常对照

组大鼠caspase-12 mRNA表达的吸光度为0.18, 模型

组为1.00, 甜菜碱高、低剂量组分别为0.10和0.12. 与
正常组对比, 模型组caspase-12 mRNA表达显著增
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加(P <0.01); 与模型组比较 ,  甜菜碱高、低剂量组

caspase-12 mRNA表达显著减少(P <0.01), 且甜菜碱

高、低剂量组之间有显著差异(P <0.05, 图1). 
2.2 甜菜碱对caspase-12蛋白的影响 免疫组织化学染

色结果显示, caspase-12蛋白染色定位于肝细胞胞质

(图2). 模型组caspase-12蛋白表达较正常组显著增加

(0.296 9±0.045 1 vs  0.052 6±0.023 4, P <0.01), 甜
菜碱高、低剂量组较模型组表达显著减少(0.121 5±
0.013 0 vs 0.296 9±0.045 1; 0.185 0±0.008 5 vs 0.296 9±
0.045 1, P <0.01), 甜菜碱高、低剂量组之间有显著差

异(0.121 5±0.013 0 vs  0.185 0±0.008 5, P <0.05). 

3  讨论

细胞凋亡(apoptosis)是由基因控制的细胞自主的有序

性死亡 .  肝细胞凋亡发生于许多肝脏疾病 ,  酒精性

肝病(alcoholic liver disease, ALD)与肝细胞凋亡的关

系是目前的研究热点之一 [11-13], 鉴于凋亡在A L D中

的重要作用的认识, 通过对凋亡机制的干预可能为

酒精性肝损伤的防治提供一个新的途径[14,15]. 介导细

胞凋亡的两条经典的传导通路是死亡受体活化和线

粒体损伤, 但酒精性损伤引起肝细胞凋亡的确切机

制尚不清楚, 一般认为ALD的凋亡与肿瘤坏死因子

(TNF-α)相关[16], Esfandiari et al [17]研究发现, 慢性酒

精摄入和叶酸缺乏可以激活ER应激信号通路. 过度

内质网应激启动的细胞凋亡, 是一条新的细胞凋亡

信号传导通路 [18]. 此信号传导通路包括非折叠蛋白

反应和钙离子起始信号等机制 [19], 内质网应激可以

特异性激活caspase-12, caspase-12裂解caspase-3等
下游效应蛋白酶 ,  最终导致细胞凋亡 .  新近研究表

明[20,21], ER stress引起凋亡时胞质内的caspase-7转移

至ER表面激活caspase-12. 活化的caspase-12在无需细

胞色素C(cytochrome C)参与的情况下激活caspase-9
和caspase-3引起凋亡[22]. 另外Liu et al [23]的实验, 通
过使用caspase-9的抑制剂不能减少顺铂诱导的细胞

凋亡, 而用caspase-3的抑制剂仅轻度抑制了细胞凋

亡, 但当培养细胞转染抗caspase-12的抗体后能显著减

少细胞的凋亡, 从而也得出结论, caspase-12是内质网

应激特异性caspase蛋白, 参与内质网应激时的细胞凋

图 1  caspase-12 mRNA表达情况. A: caspase-12; B: GAPDH内对照. 1: 正常组; 2: 甜菜碱高剂量组; 3: 甜菜碱低剂量组; 4, 5: 模型组.

1           2           3           4           5

500
400
300
200

A

1           2           3           4           5

500
400
300

200

B

A B

C D

图 2  大鼠肝组织caspase-12表达 (SP×200). A: 正常组; B: 模型组; C: 甜菜碱低剂量组; D: 甜菜碱高剂量组.

张频, 等. 甜菜碱对酒精性肝损伤大鼠凋亡基因caspase-12表达的影响                                                                             2439



亡过程. Jiang et al [24]证实, 抑制caspase-12的表达, 是
抗ER stress诱导的凋亡的有潜力的治疗途径. 

甜菜碱[25,26]又名三甲基甘氨酸, 为人体内唯一可

替代叶酸或S-腺苷蛋氨酸作为甲基供体, 是参与蛋

氨酸循环及卵磷脂合成的一种季胺盐可溶性生物

碱[27,28]. 在多种植物的根、茎或种子中含有这种生物

碱, 在甜菜中含量较多(10-15 g/kg). 甜菜碱已被证

明对酒精性肝损伤有防治作用, 能降低酒精摄入小鼠

HHcy、内质网应激和肝细胞损伤[29,30]. 我们的前期

实验还证实了它可以减少ALD大鼠肝细胞凋亡的发

生, 但其拮抗凋亡的机制尚未见报道. 本实验结果显

示, 模型组大鼠caspase-12 mRNA和蛋白高表达, 证实

caspase-12可能介导了肝细胞凋亡的发生. 同时甜菜碱

组大鼠凋亡基因caspase-12 mRNA和蛋白的表达均显

著降低(P <0.01), 表明甜菜碱抗肝细胞调亡的机制可

能与抑制凋亡基因caspase-12的表达有关, 且与药物剂

量有一定关系. 这可能是甜菜碱抗酒精性肝损伤肝细

胞凋亡的机制之一, 从而为临床应用甜菜碱治疗酒精

性肝损伤提供了依据. 
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Abstract
AIM: ��� ������ ���� ����������� ��� ���� ���������������To study the expression of E26 transformation-
specific-1 (Ets-1), matrix metalloproteinases-1 (MMP-1) 
and vascular endothelial growth factor (VEGF) in hu-
man colorectal carcinoma, and to explore the role of 
Ets-1 in the angiogenesis and metastasis of carcinoma.

METHODS: The expression of Ets-1, MMP-1 and 
VEGF were detected in colorectal carcinoma (n  = 61) 
and normal colon tissues (n  = 21) by the immunohisto-
chemical method respectively.

RESULTS: Ets-1, MMP-1 and VEGF were negatively 
expressed in all normal mucosal tissues. The positive 
rates of Ets-1, MMP-1 and VEGF expression were 
75.4%, 78.7% and 82.0% in colorectal carcinoma 
respectively. No significant correlation was found be-
tween their positive rates and tumor′s size as well as 
the differentiation (P  >0.05). The expression of Ets-1, 
MMP-1 and VEGF were significantly correlated with 
Duke’s staging (χ2 = 10.718, P  <0.01; χ2 = 8.323, 
P  <0.01; χ2 = 6.145, P  <0.05), the depth of invasion 

(χ2 = 7.705, P  <0.01; χ2 = 19.101, P  <0.01; χ2 = 14.707, 
P  <0.01), lymphatic invasion (χ2 = 9.333, P  <0.01; 
χ2 = 3.965, P  <0.05; χ2 = 4.638, P  <0.05) and distant 
metastasis (χ2 = 5.472, P  <0.05; χ2 = 4.125, P  <0.05; 
χ2 = 5.034, P  <0.05). Ets-1 expression was positively 
associated with MMP-1 and VEGF level (r  = 0.447, 
P  <0.01; r  = 0.425, P  <0.05).

CONCLUSION: Ets-1 was over-expressed in colorec-
tal carcinoma, and its expression was related to clini-
cal staging, invasion and metastasis. Ets-1 expression 
was also positively related to MMP-1 and VEGF level. 
Their expression can become referential indexes to 
predict the malignant behavior of colorectal carcinoma.

Key Words:  ���� ��������������������������� ������� ����E26 transformation-specific-1, Matrix met�

alloproteinases-1; Vascular en dothelial growth factor ; 

Colorectal carcinoma 

Hong W, Liu NZ, Zhang Q, Li XM, Ni Z. Expression of E26 
transformation-specific-1, matrix metalloproteinases-1 and vascular 
endothelial growth factor in colorectal carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2005;13(20):2441-2445

摘要
目的: 检测大肠癌中转录因子Ets-1, 基质金属蛋白
酶-1(MMP-1)和血管内皮生长因子(VEGF)的表达, 探
讨Ets-1在大肠癌血管生成和浸润转移中的作用.

方法: 应用免疫组化SP法检测61例大肠癌组织和21
例正常大肠组织中Ets-1, MMP-1和VEGF蛋白的表达
水平. 

结果：Ets-1, MMP-1和VEGF在正常大肠黏膜中表
达均为阴性. 在大肠癌组织中表达的阳性率分别为
75.4%, 78.7%和82.0%. 其表达水平与肿瘤大小和
分化程度无关(P >0.05), 与Duke's分期(χ2 = 10.718, 
P <0.01; χ2 = 8.323, P <0.01; χ2 = 6.145, P <0.05)、浸
润深度(χ2 = 7.705, P <0.01; χ2 = 19.101, P <0.01; χ2 
= 14.707, P <0.01)、淋巴结转移(χ2 = 9.333, P  <0.01; 
χ2 = 3.965,  P <0.05; χ2 = 4.638, P <0.05)和远处转移
(χ2 = 5.472,  P <0.05; χ2 = 4.125,  P <0.05; χ2 = 5.034,  
P <0.05)密切相关. 在大肠癌中, Ets-1的表达与MMP-1
和VEGF的表达呈正相关(r  = 0.447, P <0.01;  r  = 0.425,  
P <0.05).



结论：Ets-1在大肠癌中高表达, 与临床分期、浸润深
度、转移密切相关.Ets-1的表达与MMP-1和VEGF的表
达呈正相关, 三者的表达水平可作为判定大肠癌恶性
生物学行为的参考指标.

关键词�：转录因子Ets-1; 基质金属蛋白酶-1; 血管内皮生长

因子; 大肠癌
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0  引言

众所周知, 肿瘤的恶性生物学行为－侵袭转移是导致

癌症患者死亡的主要原因, 研究证实, 肿瘤灶的血管生

成加速了实体瘤的生长, 侵袭, 转移[1,2], Ets-1是与肿瘤

血管发生和侵袭转移有关的转录因子[3,4]. 近来关于转

录因子Ets-1在血管发生和浸润转移中的作用受到了国

内外学者的关注[5-8], 但在大肠癌中关于Ets-1与MMP-1, 
VEGF的相关研究较少 .  我们用免疫组化SP法检测

Ets-1和MMP-1, VEGF在大肠癌中的表达水平及关系, 
探讨Ets-1与大肠癌血管发生和浸润转移的关系, 为大

肠癌的早期发现和判断预后提供理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料  2003-10/2004-10手术切除大肠癌标本61例, 
男30例, 女31例, 平均年龄52.6(26-81)岁, 肿瘤平均直

径为5.5 cm. 病理组织学诊断高分化腺癌21例, 中分

化腺癌28例, 低分化腺癌12例. Duke's A期14例, B期18
例, C期17例, D期12例. 淋巴结转移29例, 未转移者32
例. 远处转移12例, 未转移49例. 所有患者术前均未经

过任何抗癌治疗. 另21例正常大肠组织为对照(取自肠

镜标本). 标本均经40 g/L甲醛固定, 常规石蜡切片厚

3-5 µm. 兔抗人Ets-1多克隆抗体购自美国Santa Cruz公
司, 兔抗人MMP-1多克隆抗体和VEGF多克隆抗体购

自武汉博士德生物工程有限公司, 即用型SP试剂盒和

DAB显色剂购自北京中山试剂公司, 其他常规试剂均

为国产分析纯试剂.
1.2 方法 采用免疫组化SP法染色, 每批染色均设立对

照组, 以PBS代替一抗为阴性空白对照, 用已知阳性切

片为阳性对照. 简要步骤如下: 组织切片常规脱蜡脱

水后, 使用3 mL/L H2O2甲醇阻断内源性酶, 柠檬酸抗

原修复液热水浴30 min, 用15 mL/L的正常山羊血清

以减少非特异性着色, 再滴入相应抗体(Ets-1, MMP-1
和VEGF的滴度均为1‥100), 4℃冰箱过夜, 继而滴入

1‥200生物素标记的第二抗体, 30 min后清洗切片后

再滴入1‥200稀释的链霉素抗生素蛋白-过氧化物酶

(SP), 孵育20 min后经1 g/L DAB-H2O2显色后, 苏木素

复染, 常规封片, 镜检并摄像. 细胞质出现棕黄色颗粒

者为阳性, 高倍镜下(×200)对每张切片随机选择5个
视野, 计数200个细胞/视野, 按阳性细胞数占视野总细

胞数的百分比分为3级: 无阳性细胞或阳性细胞数<5%
为阴性(-), 阳性细胞数在5-50％之间为阳性(+), 阳性

细胞数>50％为强阳性(++).
统计学处理  采用SPSS11.0分析软件进行统计学处

理, 根据数据性质, 分别应用χ2检验, fishers精确概率法

以及Spearman等级相关分析, 设P <0.05为差异显著性

标准.

2  结果

2.1  Ets-1, VEGF和MMP-1的表达  Ets-1, MMP-1和
VEGF在大肠癌中阳性率分别为75.4%, 78.7%和82.0%, 
显著高于癌旁正常大肠黏膜(χ2 = 18.983, P <0.01; 
χ2 = 22.285, P <0.01; χ2 = 23.963, P <0.01), Ets-1, 
MMP-1和VEGF在癌旁正常大肠黏膜中的表达均为阴

性. Ets-1阳性染色颗粒以癌细胞胞质为主, 少数可见癌

细胞胞核染色. MMP-1阳性染色颗粒以癌细胞胞质为

主, 主要表达在侵袭前沿, 和Ets-1的表达是共定位的, 
在部分间质细胞也可见阳性表达. VEGF阳性染色颗粒

以癌细胞胞质为主, 少量可见癌细胞胞膜染色, 在部分

血管内皮细胞可见阳性表达(图1).
2.2  Ets-1, VEGF和MMP-1的表达与临床病理的关系 

Ets-1的表达与肿瘤大小和分化程度无关(P >0.05),与
Duke's分期、浸润深度、淋巴结转移和远处转移相关

(χ2 = 10.718, P <0.01; χ2 = 7.705, P <0.01; χ2 = 9.333, 
P <0.01; χ2 = 5.472, P <0.05). MMP-1的表达与肿瘤大

小和分化程度无关(P >0.05),与Duke's分期、浸润深

度、淋巴结转移和远处转移有关(χ2 = 8.323, P <0.01; 
χ2 = 19.101, P <0.01; χ2 = 3.965, P <0.05; χ2 = 4.125, 
P <0.05). VEGF的表达与肿瘤大小和分化程度无关

(P >0.05), 与Duke's分期、浸润深度、淋巴结转移和

远处转移有关(χ2 = 6.145, P <0.05; χ2 = 14.707, P <0.01; 
χ2 = 4.638, P <0.05; χ2 = 5.034, P <0.05, 表1).
2.3  Ets-1, MMP-1和VEGF的相互关系 在大肠癌中,    
Ets-1和MMP-1表达呈正相关(r  = 0.447, P  = 0.005),    
Ets-1表达和VEGF呈正相关(r  = 0.425, P  = 0.012, 表2).

3  讨论

肿瘤的生长和转移依赖于肿瘤血管形成.在新生血管

形成之前, 由于被动供氧和营养扩散的限制, 肿瘤灶仅

以一种小的, 无症状的病损存在. 而新生血管形成之

后, 肿瘤灶局部快速播散, 增强肿瘤灶的远处转移能

力[9-11]. 因此, 恶性肿瘤的生长转移与其间质血管的生

成密切相关, 如果能找到有效调节血管生成的途径, 则
有望控制肿瘤的生长和转移, 从而阻止肿瘤的恶性生
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物学行为, 延长肿瘤患者的生命. Ets-1是从白血病病

毒E26分离出来的v-ets同源的原癌基因c-ets-1的表达

产物, 它是Ets家族中具有代表性的转录因子. Ets家族

是一组转录因子群, 具有由85个氨基酸构成的winged 
helix-turn-helix构造的DNA结合区(称作ETS区), 可以

识别、结合嘌呤丰富的DNA核心序列GGAA/T, 这一

序列存在于与细胞外基质降解以及血管生成有关的许

多基因的5'-侧翼调节区, 如MMP-1, MMP-3, MMP-9
和尿激酶型纤溶酶原激活物(uPA), 从而调节这些基

因的转录[12-14]. Vandenbunder et al [15]用鸡胚进行原位

杂交分析中发现, 血管形成(vasculogenesis)和血管新

生(angiogenesis)时, 处于血管形成期的内皮细胞中都

高表达Ets-1 mRNA. Khatun et al [16]发现Ets-1可以上调

MMP-1, MMP-3, MMP-9, 整合素β和uPA的表达, 使内

皮细胞转化为成血管表型, 从而诱导了癌组织的血管

生成, 促进了癌的侵袭转移. 本研究发现, Ets-1在大肠

癌中呈高表达, 有淋巴结和远处转移者Ets-1阳性表达

率显著高于无淋巴结和无远处转移者, 且随着Duke's

图 1  大肠癌组织中Ets-1，MMP-1和VEGF的表达. A：正常组织未见Ets-1的表达 (×200)；B：Ets-1在肿瘤细胞胞质中明显表达(×400)；C：

MMP-1在肿瘤细胞胞质中明显表达 (×200)；D：VEGF在肿瘤细胞胞质中明显表达(×400).

A

C D

B

表 1  Ets-1，MMP-1和VEGF的表达与大肠癌临床病理的关系

病理因素 n Ets-1 MMP-1 VEGF 

＋ － ＋ － ＋ －

大小 ≤5 cm 28 21  7 22  6 23  5

＞5 cm 33 25  8 26  7 27  6

组织学 高 21 15  6 15  6 16  5
分化 中 28 22  6 24  4 24  4

低 12   9  3   9  3 10  2
Duke's A 14   7  7   8  6   9  5
分期 B 18 12  6 13  5 14  4

C 17 15  2 15  2 15  2
D 12 12   0b 12   0b 12   0a

浸润 T1   5   2  3   1  4   2  3
深度 T2   9   5  4   4  5   5  4

T3 15 11  4 13  4 12  3
T4 32 28   4b 30   2b 31   1b

淋巴结 有 29 27  2 26  3 27  2
转移 无 32 19 13b 22 10a 23   9a

远处 有 12 12  0 12  0 12  0

转移 无 49 34 15a 36 13a 38 11a

aP<0.05, bP<0.01.
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分期和浸润深度的进展, Ets-1的表达显著增加.
MMPs是一大类锌依赖性内肽酶家族, 活性部位

都含有一个Zn2+, 均能降解一种或几种细胞外基质, 在
基质降解过程中起主导作用. MMP-1(亦称胶原酶)能
降解Ⅰ,Ⅱ, Ⅲ型胶原, 把Ⅰ型胶原分解成1/4和3/4片
段, 破坏基底膜, 通过对细胞外基质的改建, 促进肿瘤

新生血管的形成, 利于肿瘤的浸润与转移[17-20]. 目前认

为, 肿瘤侵袭转移的进程依赖于肿瘤细胞蛋白水解活

性的增加[21]. 己知Ⅰ和Ⅲ型胶原是胃肠道间质的主要

结构组分, 故MMP-1在降解肠道组织基底膜, 以利于

肿瘤的进一步侵袭中起了重要作用[22]. 基因分析表明, 
MMPs的启动子区域PEA-3位点是Ets基因产物的结合

点, 是一个功能性的转录元件[23]. 我们发现MMP-1主
要表达在大肠癌细胞的胞质里, 且主要表达在侵袭前

沿, 和Ets-1的表达是共定位的, 相关分析也显示Ets-1和
MMP-1显著正相关, 从而表明Ets-1和MMP-1都在大肠

癌的侵袭中起了重要作用. VEGF是目前引起大家关注

的最主要的一种促血管生长的因子, 亦称血管渗透因

子(vascular permeability factor, VPF)[24], 它是一个有效

的, 多功能的细胞因子, 特异作用于血管内皮细胞, 促
进内皮细胞的有丝分裂和趋化作用, 还增加血管通透

性, 使管内的纤维蛋白原等外渗[25]. 在肿瘤细胞, VEGF
通过直接刺激内皮细胞增殖和迁移发挥重要作用. 它
也活化很多蛋白酶降解周围的基质, 促进肿瘤的侵袭

转移[26]. Iwasaka et al [27]发现VEGF, bFGF可诱导内皮细

胞表达Ets-1, 表达的Ets-1进一步诱导uPA, MMP-1等
在血管新生中所必要的基因的表达. 另一方面, VEGF
诱导产生的Ets-1可调节VEGFR-1(Flt-1)的表达, 从而

促进VEGF与内皮细胞的结合[28]. 我们发现, VEGF与
Ets-1的表达呈明显正相关, 支持VEGF诱导Ets-1基因

表达的观点, 从而提出VEGF和Ets-1可能在血管发生

中起协同作用.
Hahne et al [29]报道VEGF可诱导内皮细胞表达Ets-1

基因, 而后者上调MMP-1, -3, -9和uPA等蛋白水解酶类

的表达, 促使基底膜分解, 参与血管形成过程. 在这个

通路中, Ets-1处于中间环节, 如果阻断Ets-1的表达则有

可能达到阻断肿瘤血管生成的目的[30]. Kitange et al [31]

报道, 用Ets-1的反义寡核苷酸处理神经胶质瘤细胞后, 
可抑制细胞的迁移和侵入, 同时伴有Ets-1和uPA表达

的下调. 应用Ets-1的反义寡核苷酸可有效抑制人内皮

细胞和血管平滑肌细胞中VEGF, HGF和c-met的表

达[32]. 提示Ets-1反义寡核苷酸有望成为一个有效的抗

肿瘤药物.
总之, 本实验证实Ets-1在大肠癌中高表达, 与临床

分期、浸润深度、转移密切相关, 在大肠癌血管发生

和侵袭转移中都起了重要作用. Ets-1和MMP-1,  VEGF
均参与肿瘤浸润和淋巴转移过程, 检测三者的表达可

做为判定大肠癌恶性生物学行为的参考指标, 为大肠

癌的早期发现和判断预后提供理论依据.
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Abstract
AIM: To investigate the relations of single nucleotide 
polymorphism (SNP) of the apolipoprotein B (ApoB) 
gene at MspⅠ, XbaⅠ and EcoRⅠ sites with the path-
ogenesis of nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD).

METHODS: The SNP of ApoB gene at MspⅠ, XbaⅠ 
and EcoRⅠsites was analyzed using polymerase chain 
reaction and oligonucleotide arrays in 299 patients with 
NAFLD and 278 healthy controls. Total cholesterol (TC), 
triglycerides (TG), low density lipoprotein cholesterol 
(LDL-C), high density lipoprotein cholesterol (HDL-C), 
ApoB and ApoAⅠwere also detected in the blood 
samples from those patients and controls.

RESULTS: The frequencies of the rare allele M- at Msp
Ⅰsite and X+ at XbaⅠsites were significantly higher in 
NAFLD patients than those in the controls (M-: 0.065 vs  
0.038, P  <0.05; X+: 0.062 vs  0.031, P  <0.05). The rare 
allele at EcoRⅠsite was not notably different between 

the patients and controls. In the MspⅠpolymorphism, 
The HDL-C and LDL-C levels of patients with M+M- 
genotype at MspⅠsite were markedly higher than 
those with M+M+ genotype (1.75±0.25 vs  1.62±0.30, 
P  <0.05; 3.00±0.62 vs  2.79±0.78, P  <0.05). The levels 
of blood lipid and apolipoprotein were not significantly 
different between patients with different genotypes at 
XbaⅠ site.

CONCLUSION: The ApoB SNP at MspⅠ and XbaⅠ 
sites is involved in the pathogenesis of NAFLD, and the 
variation at MspⅠ site is associated with the regulation 
of LDL-C and HDL-C metabolism.

Key Words: Apolipoprotein B; Single nucleotide poly-
morphism; Nonalcoholic fatty liver disease

Yao H, Li YH. Relationship between single nucleotide polymorphism 
of apolipoprotein B gene and nonalcoholic fatty liver disease. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi 2005;13(20):2446-2449

摘要
目的:  探讨载脂蛋白(ApoB)Msp Ⅰ, Xba Ⅰ, Eco RⅠ
位点单核苷酸多态性(S N P)与非酒精性脂肪性肝病
(NAFLD)发病的关系, 以及其对血清脂质代谢的影响. 

方法:  应用聚合酶链反应和寡核苷酸芯片杂交技
术, 对299例非酒精性脂肪性肝病患者和278例正常对
照的ApoB MspⅠ, XbaⅠ, Eco RⅠ位点的多态性进行
分析, 同时检测其血清样本总胆固醇(TC), 甘油三酯
(TG), 低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C), 高密度脂蛋白
胆固醇(HDL-C), 载脂蛋白AⅠ(ApoA Ⅰ)和载脂蛋白
B(ApoB)含量. 

结果:  NAFLD组Msp Ⅰ和Xba Ⅰ位点少见等位基因频
率(M-和X+)分别为0.065和0.062, 高于对照组的0.038
和0.031, 差别有统计学意义(P <0.05); ApoB Eco RⅠ位
点少见等位基因E+在两组间的分布无差别. ApoB Msp
Ⅰ位点M+M-基因型者HDL-C和 LDL-C水平明显高于
M+M+者(分别为1.75±0.25 vs  1.62±0.30, P<0.05; 3.00±
0.62 vs  2.79±0.78, P <0.05), 而 XbaⅠ位点不同基因型
之间的血脂、载脂蛋白水平差别无统计学意义. 

结论:  NAFLD的发病与ApoB MspⅠ, XbaⅠ位点多态
性有关联, ApoB MspⅠ, XbaⅠ位点可能为NAFLD的
易感基因. 
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)是一类肝组织学与酒精性肝病相似, 但无过

量饮酒史的临床病理综合征, 以甘油三酯(TG)升高或

合并总胆固醇(TC)升高为主要特征, 其具体的发病机

制尚不明了. 范建高[1]提出NAFLD是遗传-环境-代谢

相关性疾病, 可见遗传因素在NAFLD的发病中具有

一定的作用. ApoB为人体重要的载脂蛋白, 为乳糜微

粒、极低密度脂蛋白、中密度脂蛋白、低密度脂蛋白

(LDL-C)和脂蛋白(α)的构成成分, 在脂类的转运和代

谢过程中起重要的作用. 大量的研究表明, ApoB基因

具有丰富的多态性, 其与脂类的代谢及血脂水平关系

密切, 国内外有关ApoB基因多态性与动脉粥样硬化、

冠心病和心肌梗死相关性的报道较多[2-7], 而ApoB基

因多态性是否与NAFLD有关联则少见文献报道. 我
们利用寡核苷酸芯片技术, 研究ApoB MspⅠ, Xba
Ⅰ, EcoRⅠ位点单核苷酸多态性与NAFLD发病的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-02/2004-07新疆维吾尔自治区中医医院

门诊汉族NAFLD患者299例, 男251例, 女48例, 年龄

22-69(43.7±9.6)岁. 对照组278例, 为同期在新疆维

吾尔自治区中医医院门诊体检的无血缘关系的健康

人. 两组年龄、性别分布一致(P >0.05)(表1). 采用美

国LOGIQ500Pro彩色超声仪进行脂肪肝的诊断, 受检

者空腹, 取平卧或左侧卧位进行肝脏检查, 采用美国

通用公司LOGIQ5彩色超声诊断仪, 凸阵探头, 探头

频率2-5 MHz. NAFLD的诊断参照中华医学会肝脏病

学分会脂肪肝和酒精性肝病学组的诊断标准[8]. 生化

指标采用日立7060全自动生化分析仪进行测定, 试剂

由上海科华-东菱诊断用品有限公司提供, 用真空肝素

抗凝管空腹肘静脉采血, 血清TG及TC的测定采用酶

法; 高密度脂蛋白(HDL-C)采用聚乙二醇6 000沉淀法

测定; LDL-C用聚丙烯硫酸沉淀法测定; 载脂蛋白AⅠ

(ApoAⅠ)、载脂蛋白B(ApoB)的测定采用免疫透射比

浊法. 所有生化检查质量控制体系完备, 能够保证检

测结果的准确性. 
ApoB MspⅠ, XbaⅠ, Eco RⅠ引物由上海生工生

物工程公司提供. ApoB MspⅠ, XbaⅠ, Eco RⅠ基因

多态性检测试剂盒和基因芯片识读仪由上海百傲科技

有限公司提供. 

1.2 方法 晨空腹肘静脉采血1 mL, 用EDTA-Na2真

空抗凝管收集 ,  上下颠倒 ,  使充分混匀 .  待测全血

-20℃保存. 用泡沫箱加干冰密封运输. 抽提外周血

白细胞中的DNA(抽提方法由上海百傲科技有限公司

提供), 4℃保存备用. 参考文献设计引物[9,10], ApoB 
MspⅠ的引物序列: 5'TCTCGGGAATATTCAGGAA
CTATTG 3'和5'CTAAGGATCCTACAATGTCAAGGT 
3'; ApoB XbaⅠ的引物序列: 5'GGAGACTATTCAG
AAGCTAA 3'和5'TCAGTCAGAAGTCCGAGAAG 
3'; ApoB Eco RⅠ的引物序列: 5'CTGAGAGAAGTGT
CTTCGAAG 3'和5'CACTAATGTGAAGGAAAGCTC 
3'. PCR反应体系总体积为30 μL, 试剂均由上海百

傲科技有限公司提供. P C R反应周期: 94℃预变性

5 min, 然后按94℃变性25 s, 56℃退火25 s, 72℃延

伸25 s, 做40个循环, 最后72℃延伸5 min. 扩增产物

98℃热变性5 min后迅速放入冰盒, -20℃放置. 取出

基因芯片, 做好样品编号, 进行杂交、显色(杂交显

色程序由上海百傲科技有限公司提供). 最后通过基

因芯片识读仪进行基因型的分析. 随机抽取样本20
例, PCR扩增, 基因测序以确定其基因型, 再与基因芯

片方法检测结果进行比较, 以保证结果的可靠性. 
统计学处理 采用SPSS 11.0软件包进行数据处理

和统计分析. 计量资料的比较采用t检验, 计数资料的

比较采用χ2检验. 

2  结果

2.1 血脂的比较 与对照组相比, NAFLD组的体重指数

(BMI), TG, TC, LDL-C和ApoB均明显增高(表1). 
2.2 基因型分布 对照组ApoB MspⅠ, XbaⅠ和Eco RⅠ
位点基因型分布符合Hardy-Weinberg平衡定律(χ2分别

为0.428, 0.277和2.729, P >0.05), 说明取样具有群体代

表性. 各位点均为野生纯合子基因型占绝大多数, 未
发现M+M+基因型. NAFLD组MspⅠ和XbaⅠ位点少见

等位基因频率(M-和X+)分别为0.065和0.062, 高于对

照组的0.038和0.031, 差别有统计学意义(表2). ApoB 
Eco RⅠ位点少见等位基因E+在两组间的分布无差别. 

表  1  NAFLD组与对照组一般情况及血脂的比较

	             NAFLD组 (n = 299)	    对照组 (n = 278)	      t
性别 (男/女)	     276/48	                           263/41	

年龄 (岁)	                 4 3.66±9.56                 42.56±9.39	   1.46

BMI (kg/m2)	 26.97±2.51a	     24.40±2.40	 13.05

TG (mmol/L)	   2.58±1.36a	       1.65±0.91	   9.91

TC (mmol/L)	   5.43±1.02a	       4 .96±0.93	   6.03

HDL-C (mmol/L)	   1.64±0.30	       1.64±0.29	   0.06

LDL-C (mmol/L)	   2.98±0.82a	       2.64±0.70	   5.49

ApoAⅠ(g/L)	   1.52±0.26	       1.49±0.26	   1.47

ApoB (g/L)	   1.06±0.24a	       0.90±0.22	   8.51

aP＜0.05 vs  对照组.

姚华, 等. 载脂蛋白B基因单核苷酸多态性与非酒精性脂肪性肝病                                     	                                            2447



表 2  NAFLD组ApoB Msp Ⅰ，Xba Ⅰ，Eco RⅠ位点基因型及等位基因频率 (n  ,%)

                        	              MspⅠ	        M-等位基	               XbaⅠ	             X+-等位基	                    EcoRⅠ	                  E-等位基

		     M+M+	       M+M-          因频率         X-X-          X+X-         X+X+          因频率         E+E+          E+E-        E-E-	    因频率

NAFLD 	 299	 260(87.0)	    39(13.0)          0.065a     264(88.3)   33(11.0)     2(0.7)	 0.062c     280(93.6)     18(6.0)     1(0.3)	     0.033

对照组	 278	 257(92.4)	    21(7.6)	           0.038      261(93.9)   17(6.1)       0(0)	 0.031      263(94.6)	   14(5.0)	   1(0.4)	     0.029

χ2 = 4.404, aP＜0.05 vs  对照组；χ2 = 6.327, cP＜0.05 vs  对照组. 

分组	  n

表 3  ApoB MspⅠ和XbaⅠ位点不同基因型血脂水平的比较 (mean±SD)

               	                           ApoB MspⅠ	 　	  ApoB XbaⅠ

指标	                   M+M-	      M+M+	       X+X-/X+X+	 X-X-

	                  (n = 60)	    (n = 517)       (n = 52)          (n = 525)

性别(男/女)	 50/10	     4 59/58	           46/6              466/59

年龄(岁)	            

BMI (kg/m2)          

TG (mmol/L)           

TC (mmol/L)           

HDL-C (mmol/L)    

LDL-C (mmol/L)    

ApoAⅠ(g/L)           

ApoB (g/L)	             

aP<0.05 vs  M+M+基因型.

43.56±10.17  43.04±9.81  42.05±9.49   43.16±9.91

25.61±2.89    25.79±2.71  25.92±2.53   25.73±2.78

  2.17±1.25      2.29±1.62    2.16±1.28     2.31±1.66

  5.24±0.84      5.19±0.98    5.04±0.92     5.21±1.01

  1.75±0.25a     1.62±0.30    1.63±0.30     1.64±0.30

  3.00±0.62a     2.79±0.78    2.82±0.92     2.81±0.76

  1.54±0.26      1.49±0.26    1.46±0.20     1.50±0.26

  1.01±0.22      0.98±0.24    0.95±0.20     0.99±0.24

2.3 不同基因型的血脂水平 ApoB MspⅠ位点M+M-基

因型者HDL-C和LDL-C水平明显高于M+M+者. XbaⅠ
位点不同基因型之间的血脂、载脂蛋白水平差别无统

计学意义(表3). 

随机抽取20例样本作基因测序, 测序结果与基因

芯片检测结果完全吻合. 证明采用寡核苷酸芯片的检

测结果真实可信. 

3  讨论

SNP是指基因组DNA上特定的核苷酸位置上存在2种
不同碱基, 是由单个核苷酸变异而导致的DNA序列

多态性, 是人类第三代遗传标记[11], 对解释个体的表

型差异、不同群体和个体对疾病, 特别是对复杂疾病

的易感性以及对各种药物的耐受性和对环境因子的

反应具有重要的价值. 是目前人类基因组计划的内容

和目标之一[12,13]. ApoB基因位于人类第2号染色体短

臂的23-24区, 全长34 kb, 含有28个内含子与29个外

显子, 其基因结构具有丰富的多态性, ApoB MspⅠ、

XbaⅠ、Eco RⅠ位点的DNA片段分别位于26和29外
显子, 接近于与LDL受体结合区. 本资料显示NAFLD
组与对照组相比, BMI, TG, TC, LDL-C和ApoB均

显著升高, 可见NAFLD患者存在严重的脂质代谢紊

乱, 进一步研究发现ApoB MspⅠ位点M-少见等位基

因在NAFLD组的分布显著高于对照组, 说明ApoB 
Msp Ⅰ位点多态性与NAFLD的发病有关联. ApoB 
MspⅠ位点多态性是由于发生了G→A的碱基置换, 使
3 611GGG→GAG, 从而引起MspⅠ酶切位点的消失, 并
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使原先编码的精氨酸(Arg)为谷氨酸所取[14]. ApoB Msp
Ⅰ位点M -少见等位基因的分布具有种族差异, 欧洲

人M-的频率波动在0.07-0.12之间, 本研究M-的频率

为0.038, 与徐琼 et al [15]报道的0.02接近. 分析ApoB 
MspⅠ不同基因型对血脂水平的的影响时, 我们发现

M+M-基因型与HDL-C和LDL-C水平的增高有关, 与以

往的研究结论[16,17]不一致, ApoB-100是介导LDL-C与
相应受体结合必不可少的配体, ApoB MspⅠ多态性

可能通过影响ApoB蛋白的三级结构, 减弱LDL-C与

其受体的结合, 影响LDL-C的分解代谢率, 导致体内

LDL-C水平的升高. HDL-C由肝脏合成, 主要参与胆

固醇的逆向转运, 大量研究证实HDL-C是心脑血管疾

病的保护因子, 而HDL-C水平与NAFLD的相关性尚

无文献报道, 又由于ApoB并非HDL-C的载脂蛋白, 因
此, ApoB MspⅠ多态性、HDL-C及NAFLD三者之间

的具体关系有待于进一步的研究. ApoB基因2 488位
密码子第三个碱基G→T的突变, 产生一个XbaⅠ内切

酶识别位点, 即X+等位基因, 该突变不引起氨基酸序

列的变化. 本研究中汉族健康人中X+等位基因频率为

0.031, 与王绿娅 et al [18]报道的0.026接近, 显著低于

文献报道的白种人(0.42-0.48)[19-21], 说明等位基因频

率分布在不同人种中差异较大. 我们通过病例对照研

究发现ApoB XbaⅠ酶切位点等位基因频率在NAFLD
组与对照组间的分布差别有统计学意义, 提示ApoB 
X b a Ⅰ酶切位点在脂肪肝的发生中起一定的遗传作

用, 少见等位基因X+可能参与了NAFLD的发病. 近
年许多研究表明ApoB XbaⅠ位点多态性与血清脂质

水平密切相关, Renges et al [22]发现X+等位基因与较

低水平的HDL-C有关. Han et al [23]报道X+等位基因与

TC、LDL-C、ApoB的升高相关. 在中国人群中, 叶平 
et al [24]发现XbaⅠ与HDL-C下降有关. 然而本研究中

ApoB XbaⅠ位点多态性对血脂和载脂蛋白水平无明

显影响, 可能是X+等位基因在中国人中很低, 较难充

分观察环境因素、生活方式与它相互作用的影响, 研
究X+等位基因对血脂水平的独立作用难以获得显著的

阳性结果, 由必要进一步加大受试者的数量, 进行系

统的血脂水平分期测定, 以求减少等位基因分布不平

衡和血脂测定的随机误差造成的影响. ApoB Eco RⅠ
酶切位点位于ApoB基因第29外显子, 由于4 154位密

码子的第1个碱基G→A的突变, 使原有的Eco RⅠ酶切
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位点消失, 产生E-等位基因, 在人群中以E+等位基因

占绝大多数[25]. 关于E-等位基因对血浆脂质和载脂蛋

白水平是否有影响, 研究结论不一致[26,27]. 本研究中

ApoBEco RⅠ少见E-等位基因在NAFLD组与对照组的

分布无差别, 可能其并非NAFLD的易感基因. NAFLD
由多种病因引起 ,  遗传机制复杂 ,  参与的基因很

多, 其中每一个基因只是众多微效基因中的一个, 研
究某一个基因多态性与NAFLD的关系时, 往往会因为

样本量不足、样本的选择、基因突变频率过低以及环

境因素等原因掩盖它们之间真正的联系, 因此有必要

进行相关基因的联合分析. 
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Abstract
AIM: To analyze the clinical and pathological characte-
ristics of both primary biliary cirrhosis (PBC) and auto- 
immune cholangitis (AIC), and to explore their associ-
ations with HLA-DRB1 alleles in Han Chinese.

METHODS: Of 94 patients diagnosed with PBC, 12 cases 
of AIC and 9 cases of overlap syndrome of PBC and au-
toimmune hepatitis (AIH) were identified. The clinical 
manifestations and pathological changes exhibited in the 
liver biopsies from AIC, pure PBC and overlap syndrome 
were comparatively analyzed. The frequencies of HLA-
DRB1 alleles were determined in AIC and PBC patients 
and healthy controls by polymerase chain reaction with 
sequence specific primers.

RESULTS: The age, sex, clinical manifestations, 
bio-chemical markers and histological findings were 
not significantly different between the AIC and pure 
PBC patients. However, the score for AIH and the 

positive rate of serum antinuclear antibody and/or 
smooth muscle antibody were higher in patients (8.8±
0.9 vs  4.6±0.8, t  = 17.45, P <0.01; 84.6% vs  22.2%, 
c2 = 17.003 9, P <0.01). The serum levels of alanine 
aminotransferase (ALT), aspartate transaminase (AST) 
and immunoglobulin G in AIC patients were markedly 
lower than those in the overlap syndrome patients (t 
= 3.44, P  <0.01; t  = 2.83, P  <0.01; t  = 2.18, P  <0.05). 
Higher allele frequency of HLA-DRB1*08 was found 
in pure PBC patients, versus controls (9.7% vs  3.3%, 
RR = 4.42, P  <0.05), and the allele frequency of HLA-
DRB1*08 tended to increase in pure PBC patients.

CONCLUSION: Except the pretreatment score for AIH 
and the types of immunoserological marker, there were 
no differences between AIC and pure PBC. AIC may 
only be a variant pattern of PBC, rather than a separate 
disease.

Key Words: Liver cirrhosis; Biliary; Hepatitis; Autoim-
mune; Cholangitis; Overlap syndrome

Chen S, Zhu GJ, Deng GH, Zhu Y. Clinical pathology and 
HLA-DRB1 allele associations of primary biliary cirrhosis and 
autoimmune cholangitis in Han Chinese. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi 2005;13(20):2450-2454

摘要
目的:  分析原发性胆汁性肝硬化(PBC)和自身免疫性
胆管炎(AIC)患者的临床表现、肝组织病理学特征及
其与HLA-DRB1等位基因的相关性. 

方法:  回顾性分析PBC患者94例, 筛选出13例AIC、9
例PBC和自身免疫性肝炎(AIH)重叠综合征(PBC/AIH
重叠综合征), 分析AIC、PBC/AIH重叠综合征和单纯
PBC患者的临床表现和肝组织病理学特征, 采用序列
特异性多聚酶链反应(PCR-SSP)进行HLA-DRB1等位
基因分析. 

结果:  AIC和单纯PBC比较, 在年龄、性别、血生化及
肝组织病理学上不能区分二者, 但是AIC患者治疗前
AIH计分(8.8±0.9 vs  4.6±0.8, t  = 17.45, P <0.01）、

A N A和 /或S M A阳性率 (84 .6% v s  22 .2%,  c 2 = 
17.003 9, P <0.01)明显高于单纯PBC. AIC患者血清
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ALT、AST、IgG明显低于PBC/AIH重叠综合征患
者. PBC患者的HLA-DRBl*08基因频率比健康对照组
的显著增高(9.7% vs  3.3%, RR  = 4.42, P <0.05), 而比
AIC患者有增高的趋势. 

结论:  AIC可能仅是PBC的一种变异形式, 中国汉族
PBC的发病与HLA-DR8相关. 

关键词: 肝硬化;  胆汁性;  肝炎;  自身免疫性;  胆管炎;  重叠

综合征
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0  引言

原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, PBC)
是一种慢性肝内胆汁淤积性疾病, 在病理学本质上

表现为进行性非化脓性胆管炎, 血清抗线粒体抗体

(anti-mitochondrial antibody, AMA)是其标志性抗

体 [1-3]. 在北欧和北美白种人群中, 很多研究显示血

清学鉴定的H L A-D R8抗原是P B C易感性的主要决

定簇 ,  相应的易感等位基因是H L A-D P B l*0301和
HLA-DQβ1*0402[4,5]. 来自丹麦的PBC患者具有不

同于德国和北美的易感等位基因 ,  但主要集中于

HLA-DQA1*l0501 DQB1*10201[6]. 约5-8%的PBC患
者检测AMA阴性, 而常伴有抗核抗体(an t i-nuclear 
antibody, ANA)和/或抗平滑肌抗体(anti-smooth muscle 
antibody, SMA)阳性. 其在临床表现、血生化和肝脏

组织病理学上很难与AMA阳性PBC相区别, 被称为自

身免疫性胆管炎(autoimmune cholangitis, AIC)[7-10]. 欧
美的AMA阴性PBC患者没有显示易感的HLA-DRBl和
HLA-DQBl等位基因[11]. 我们对94例临床诊断为PBC
的患者进行回顾性研究, 发现AIC 13例、PBC和自身

免疫性肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)重叠综合征

(PBC/AIH重叠综合征)9例, 对AIC、PBC/AIH重叠综

合征及单纯PBC患者的临床表现和肝组织病理学特征

进行比较, 并采用序列特异性PCR扩增法(PCR-SSP)
对AMA阳性和AMA阴性PBC患者的HLA-DRBl等位

基因进行分析, 以探讨中国汉族PBC与AIC的临床表

现、肝组织病理学及遗传背景差异. 

1  材料和方法

1.1 材料 西南医院和荆州市第二人民医院1993-01/2005-01
确诊PBC的住院患者94例, 平均年龄51.9±7.2岁, 病
程3.4±2.2 a, 诊断均符合美国肝病学会2000年发表

的诊断指南[12]. AIC的诊断标准引自Czaja et al [13]提出

的标准: (1)ANA和/或SMA阳性和/或高丙种球蛋白血

症; (2)具有胆汁淤积和肝细胞损伤的生物化学和(或)
组织学特点; (3)免疫荧光法检测AMA阴性; (4)除外慢

性病毒感染、代谢性或中毒性肝病. 同时, 参照1998
年国际自身免疫性肝炎小组修订的描述性诊断标准

和计分系统[14], 对AMA阳性的PBC患者临床治疗前

进行评分, 从中筛选具有AIH特征的PBC患者, 临床

诊断PBC/AIH重叠综合征. 药物治疗后症状消失、

血清胆红素恢复正常、A LT≤正常值的2倍、A L P
≤治疗前水平的50%为有效, 否则为无效. DL1300-
1601-3G(肝抗原谱)试剂盒购自欧蒙公司, 试剂号分别

FAl300-1005-2(肝脏马赛克2, ANA、SMA、AMA、

抗-LKMl)和FAl201-1005-1(粒细胞马赛克1). 肝脏马

赛克2选择HEP-2细胞和5种组织(猴肝脏和心肌组织, 
大鼠肝、肾和胃组织)的冰冻切片作为抗原. 
1.2 方法 间接免疫荧光法检测血清中ANA、SMA、

AMA、抗-LKMl、ANCA, 采用生物薄片马赛克技

术(b iochipmosa)将带有细胞和组织的6种切片组合

成一个反应区 .  4℃保存备用 .  待检血清1∶100起
稀释, 与组织细胞孵育30 m i n; 加入硫氰酸荧光素

(FITC)标记的抗体结合30 min; 洗片、封片后荧光

显微镜观察结果. 组织或细胞内出现特异性绿色荧

光、血清稀释度>1∶100为阳性. 粒细胞马赛克1操
作过程与上述基本相同, 血清稀释度1∶10为阳性检

测. 免疫印迹法检测AMA-M2, 抗-LKMl, 抗-LC1, 抗
-SLA/LP:将包被有AMA-M2, LKM1, LC1, SLA/LP
抗原的包被膜条置于样品缓冲液中于摇床上预处

理5 min, 弃液体; 将待检血清1∶101稀释, 与膜在

水平振荡条件下温育30 min; 充分洗膜后加入酶标

记抗人IgG孵育30 min; 充分洗膜后以NBT/BCIP显
色、去离子水终止反应. 用欧蒙公司提供的标准条

带图比较, 判定结果. PCR-SSP法进行HLA-DRB1分
型: 每个PCR反应体系中包括2-4等位基因或组特异性

引物, 内参照引物的浓度为1/5. PCR混合液(13 μL)
由基因组D N A(100 n g)、P C R缓冲液(50 m m o l/L 
KCl+1.5 mmol/L MgC12+10 mmol/L Tris-C1, pH 8.3, 
10 mg/L明胶)、200 μmol/L的dNTP, 1 μmol/L DRB1
等位基因引物、0.2 μmol/L AmpliTaq酶(以1×PCR
缓冲液1∶10稀释 ,  加拿大生物工程公司上海分公

司). PCR扩增在GeneAmp PCR System 9600(Perkin-
E1mer Cetus Instruments)中进行. DNA被扩增30个
循环. 每一循环由94℃ 20 s、65℃ 50 s和72℃ 20 s
组成 .  P C R产物的存在与否由琼脂糖凝胶电泳鉴

定. 加载样液(300 mL/L甘油, 加溴酚蓝和二甲苯青

染色)2.5 μL后, PCR反应混合物加至以溴乙锭染色

(0.5 m g/L)的10 g/L琼脂糖凝胶中的加样孔中, 以
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7-8 V/cm的电压电泳25-30 min. 在紫外线下显色, 并
摄影记录. ELISA方法检测全部血清的病毒性肝炎

指标(抗-HAV IgM, HBsAg, 抗-HBs, HBeAg, 抗
-HBe, 抗-HBc, 抗-HCV IgM和IgG, 抗-HEV IgM和

I g G等) .  B超引导下行肝活检术 ,  活检标本分别用

40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋, 切片做HE染色, 光镜检

查. 根据Ishak et al [15]提出的标准进行肝组织炎症分级

计分和纤维化分期计分, 并结合临床根据AIH计分系

统进行肝脏组织病理学及治疗前AIH计分. 
统计学处理 采用SPSS 10.0软件包进行统计学

处理 ,  计量资料用方差分析 ,  计数资料用卡方检

验. HLA-DRB1各基因亚型采用直接计数法. HLA-
D R B1基因频率 = 阳性基因数/样本数×2. 各组间

HLA-DRB1基因频率的比较采用χ 2检验或Yate校正

法. 相对危险度(RR )按Woolf公式计算. 

2  结果

在P B C患者94例中 ,  血清A M A阴性13例 ,  均符合

AIC诊断标准, 男1例, 女12例, 平均年龄51.9±7.2
岁; PBC/AIH重叠综合征患者9例, 平均年龄48.1±
6.1岁, 男1例, 女8例. 与单纯PBC患者比较, AIC患者

年龄、性别、病程、临床症状、伴发其它自身免疫

性疾病比例的差异均无统计学意义. AIC与PBC/AIH
重叠综合征患者血清ALT、AST、IgG比较, 差异均

有统计学意义(t值分别为3.44, 2.83, 2.18; P值分别

为<0.01, <0.01, <0.05). AIC患者和单纯PBC患者

在GGT, ALP, ALT, AST, IgG, IgM等方面差异无

统计学意义. AIC患者血清ANA和/或SMA阳性11例
(84.6％), 单纯PBC患者11例(22.2％), 两者间有显著

差异(χ2 = 17.003 9, P <0.01, 表1). 治疗前AIH计分AIC
患者为8.8±0.9, 单纯PBC患者4.6±0.8, PBC/AIH重

表 1  AIC 、PBC/AIH重叠综合征和单纯PBC患者的实验室检查比较 (mean±SD)

分组	        n 	    ALT (nkat/L)	          AST (nkat/L)	                GGT (nkat/L)	    ALP (nkat/L)	        lgG (g/L)	   lgM (g/L)

PBC/AIH          9      3 829.1±1 878.7b          3 434.0±1 440.3b          8 853.4±2 447.2          8 031.6±3 042.3          22.3±3.7b             5.3±1.0

AIC	      13      1 808.7±695.1	      1 825.4±996.9	            8 466.7±2 945.6	 8 665.1±2 680.5	       17.8±3.1              4.7±1.0

单纯PBC	      7 2	 1 892.0±831.8	      1 942.1±873.5	             8 890.1±4 275.9	 9 176.8±3 902.4	      17.5±2.5	    4.8±1.3

bP<0.01 vs 单纯PBC和AIC.

表 2  AIC 、PBC/AIH重叠综合征和单纯PBC患者病理分级分期及AIH计
分比较 (mean±SD) 

分组	          n           炎症分级    纤维化分期    肝脏组织学AIH计分 

PBC/AIH	          9          6.3±1.4b      3.1±0.8b            0.6±0.7b

AIC	        13          3.2±1.3d      2.3±0.9c          -0.8±0.9d

单纯PBC	        7 2          3.0±1.6       2.2±0.9	   -1.1±0.9

bP<0.01 vs 单纯PBC;  cP＜0.05, dP＜0.01 vs  PBC/AIH重叠综合征.

表 3  单纯PBC、AIC和正常人群HLA-DRB1等位基因的分布

               被检染	            HLA-DRB1等位基因的阳性数

               色体数  01   03    04   07   08   09   10   11   12   13   14   15   16

PBC          174     17   21    36   30   22a      1     2   10     1   13     3   12     2

AIC             26       3     3      4     4     0     1     0     1     1     2     0     3     1

正常对照   120     12   13    22   16    4     1     2     9     2    11    3   15     2

aP  = 0.03, c2= 4.42 vs  正常对照.

分组

叠综合征为11.2±0.6, AIC患者高于单纯PBC患者(t 
= 17.45, P <0.01), 低于PBC/AIH重叠综合征患者(t = 
6.93, P <0.01), 差异有统计学意义. AIC患者有2例治

疗前AIH计分≥10分, AMA阳性的PBC患者有9例, 两
者间无显著差异(χ2 = 0.026 8, P >0.05). 
2.1 肝组织病理学 AIC患者在肝组织炎症分级计分、

肝组织AIH计分等指标方面, 均明显低于PBC/AIH重

叠综合征患者; AIC和单纯PBC比较, 在肝组织炎症分

级计分、纤维化分期计分及肝组织AIH计分的差异无

统计学意义(表2). 

2.2 HLA-DRBl分型 以PCR-SSP进行的HLA-DRBl分
型表明, DRBl*08(编码HLA-DR8抗原)的基因频率

在PBC患者组(9.7%)较健康对照组(3.3%)显著增高

(P <0.05, RR = 4.42), 未见其他等位基因与PBC有显著

相关性; PBC患者中的DRBl*08较AIC患者中有增加

的趋势(表3). 

2.3 随访及治疗反应 AIC患者中11例采用熊去氧

胆酸治疗, 250 mg, 3次/d, 1 a后有效7例(63.7%); 
单纯PBC患者72例中, 13例失访, 其余59例患者

均采用熊去氧胆酸治疗, 250 mg, 3次/d, 1 a后有

效45例(76.3%), 两组间治疗效果无明显差异(χ2 = 
0.254 6, P >0.05). 随访过程中, AIC患者有1例由

ANA阳性在随访10 mo转变为AMA及ANA阳性. 
单纯PBC患者有3例在随访第3, 12, 23 mo AMA转

阴, 其中2例仍可查出ANA和/或SMA. 

3  讨论

我们从94例PBC患者中筛选出AIC13例(13.8%)、
PBC/AIH重叠综合征9例(9.6%), 未发现PBC与PSC
的重叠病例. PBC患者的AMA阳性率为86.2%, 低
于文献报道. AIC是PBC或AIH的亚型, 还是两者的

重叠或独立的疾病众说纷纭[16-19]. Lacerda et al [20]

从597例临床和病理诊断为PBC的患者中分出35
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例AMA阴性患者和AMA阳性患者两组比较, 无论从

临床、生化或病理上都不能区分二者, 故认为AIC是

PBC的一个亚型. Czaja et al [21]对162例临床诊断为Ⅰ

型自身免疫性肝炎的患者采用AIH计分标准, 发现11
例符合AIC的临床和病理特点, 说明AIC可同时具有

PBC和AIH的临床特征, 表现为二者的重叠. 我们从

年龄、性别、血生化及肝组织病理学特征上不能区分

AIC和单纯PBC, 但AIC患者治疗前AIH计分、ANA和

/或SMA阳性率明显高于单纯PBC; 对AIC与PBC/AIH
重叠综合征进行比较, AIC血清ALT、AST、IgG水

平明显低于PBC/AIH重叠综合征. 这提示AIC可能是

PBC/AIH重叠综合征的边缘阶段. AMA阳性与AMA阴

性的PBC患者胆管上皮表达丙酮酸盐脱氢酶复合物(M2
抗原)的相似性支持AIC与PBC的相互关系[13,20-22]. 从治

疗方法上看, 采用UDCA治疗大部分AIC病例有效, 与
皮质类固醇治疗AIH不同[23]. 这些特点说明自身免疫

性胆管炎比AIH更近似于PBC. 
人类白细胞抗原(HLA)是研究得最多的人类免疫

遗传学系统, 在自我识别、免疫调节和对异体移植

物的排斥反应等过程中发挥重要作用[24-26]. 现已发现

70多种疾病与HLA的多态性有关, 其中大多数自身

免疫性疾病与Ⅱ型HLA基因相关[27]. 采用PCR-SSP
法对HLA-DRBl进行分析, 我们发现DRBl*08(编码

DR8)基因频率在PBC患者为9.7%, 而在健康对照组

为3.3%, 有显著性差异(P <0.05, RR = 4.42), 提示DR8
相应的等位基因是中国汉族PBC的危险因素. 这与来

自白种人群的研究结果较为相似. 在中国汉族人群

中, 仍有约85%PBC患者与HLA-DR8相应的等位基因

无关联. 在白种人群中, PBC关联的HLA-DRB1*0801、
HLA-DQBl*0402单倍型存在连锁不平衡[28,29]. 这提示

推测的PBC易感等位基因可能仅是Ⅱ型MHC区域中

的一种, 而不是HLA分子本身. 采用短串联重复方法

将有助确定PBC关联基因的精确位置. HLA基因和/或
其他关联基因在PBC发病过程中可能单独或者与其他

遗传性状及环境因素协同发挥作用. 我们发现, 13例
AIC患者缺乏AMA阳性PBC患者相关的HLA-DRBl*08
等位基因. 这可能反映所选用的AIC病例数太少; 也
可能从遗传背景看, AIC是一种独立的自身免疫性疾

病. 然而, 除了治疗前AIH计分及自身抗体的类型不

同外, AIC和单纯PBC在临床表现、肝组织病理和治

疗特征上的差异无统计学意义. 因此, 我们认为AIC
可能是AMA阳性PBC的一种变异形式, 而非另一种不

同的疾病. 至于相关的HLA-DR8可能只是PBC的一种

表现形式, 而非其发病的遗传易感因素. 
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首届北京地坛感染病学术会议
                                                                                   

本刊讯 为庆祝建院 60 周年，北京地坛医院决定于 2006-03-02/04 在北京召开全国性的“首届北京地坛感染病学术会议”，预计全

国的同行 500 人参加这次重要的会议．会议邀请了 40 余位我国德高望重、年富力强的感染病专家作专题学术讲演．

1 会议征稿内容

这次感染病学术会议征文的内容包括病毒性肝炎、HIV/AIDS、各种传染性疾病和感染性疾病，抗生素的合理使用，也包括新发

/复燃的传染病．论文全文和摘要请发到电子信箱：cj@genetherapy.com.cn；或 hy@genetherapy.com.cn．

2 与会专家名单

首届北京地坛感染病学术会议邀请的专题报告专家（按照汉语拼音排序）有：白雪帆，陈智，陈志海，成军，段钟平，窦晓光，

范小玲，高志良，郭利民，侯金林，贾继东，郎振为，李长青，李兰娟，李太生，李兴旺，刘沛，刘庄，伦文辉，毛羽，缪晓辉，

穆毅，宁琴，牛俊奇，任红，施光峰，斯崇文，谭德明，唐红，唐小平，万谟彬，王凤水，王福生，王贵强，王磊，王玲，王宇明，

王宪波，魏红山，魏来，翁心华，谢青，谢雯，谢尧，邢卉春，徐道振，杨东亮，杨钧，袁正宏，赵红心，庄辉．

3 联系方式

首届北京地坛感染病学术会议组织委员会主席为成军教授。地址：北京市东城区安外大街地坛公园 13 号，邮编：100011；电话：

010-64481639；传真：010-64481639．Email: cj@genetherapy.com.cn

　　欢迎全国感染病学界的各位专家和同仁来北京参加这次盛会．
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摘要 

幽门螺杆菌是引起人类慢性活动性胃炎和消化性溃疡的重

要病原菌, 与胃癌和胃淋巴样组织淋巴瘤(MALT)的发生也

高度相关. 随着幽门螺杆菌26 695和J99菌株基因组测序工作

的完成, 人们对该菌的基因组学特点有了较清楚的认识. 在
此基础上, 后基因组学研究特别是代谢组学研究正成为幽门

螺杆菌研究的前沿领域. 本文根据近年来国内外的相关资

料, 对幽门螺杆菌的主要代谢途径、代谢产物以及环境因素

引起的代谢调控特征等代谢组学研究现状进行了综述, 同时

对幽门螺杆菌的代谢组学研究面临的问题和发展趋势进行

了展望.

曾 浩 ,  邹 全 明 .  幽 门 螺 杆 菌 代 谢 组 学 研 究 进 展 .  世 界 华 人 消 化 杂 志  
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0  引言

1997年和1999年相继由Tomb et al [1]和Alm et al [2]完成了幽

门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )26 695菌株和J99
菌株的基因组测序工作, 人们对该菌的基因组特点有了

较清楚的认识. 2000年和2001年H pylori蛋白质组和功能

蛋白质组相关数据库相继建立, 成为基因组数据库的重

要补充, 已鉴定了200余种蛋白并绘制了包含1 280个蛋白

质间相互作用的蛋白质图谱[3]. 在此基础上, 利用生物芯

片、2-D电泳、质谱及生物信息学等技术开展的后基因

组学研究正成为H pylori研究的前沿领域. H pylori代谢组

学研究作为功能基因组学研究的重要组成部分, 也成为

当前H pylori研究的前沿和热点. 我们就这一方面的研究

进展作一综述.

1  糖代谢

幽门螺杆菌发现后不久即被归类为弯曲杆菌属. 据报道, 
此种属的细菌一般不能代谢碳水化合物. 但大量的研究

资料显示[4-7]: 尽管H pylori是一种专性的微需氧菌, 但是

它既可以进行糖的有氧氧化, 又可以进行无氧酵解. 然而, 
葡萄糖是碳水化合物的惟一来源, 同时也是底物水平磷

酸化的主要来源. 幽门螺杆菌的全基因组分析为这些发

现提供了依据. 
糖在细胞内的重要性是由透性酶介导的. H pylor i  

DNA既不编码磷酸转移酶又不编码葡萄糖激酶. 因此, H 
pylori只能代谢有限的碳水化合物和适应于特别的感染

位置. 有三条代谢途径同H pylori的葡萄糖代谢有关: 磷酸

戊糖途径、糖酵解途径和简单的E n t n e r-D o u d o r f f途
径[8-10]. 大肠杆菌中的Entner-Doudorff途径是可诱导的, 而
在幽门螺杆菌中Entner-Doudorff途径似乎是必须的, 尽管

这个途径产能较糖酵解少, 但可以代谢葡萄糖醛酸. 同该

代谢途径有关酶的基因已经在H pylori DNA上确认. 
丙酮酸是糖酵解和Entner-Doudorff途径的终产物, 在

有氧和无氧条件下丙酮酸的去向已被阐明[11,12]. 其中一个

实验组研究发现在缺氧情况丙酮酸可代谢为乳酸、乙醇

和醋酸, 而在有氧情况下丙酮酸的主要代谢产物为醋酸. 
另一组研究发现细胞在微需氧情况下与丙酮酸孵育可产

生乳酸、醋酸、甲酸、丁二酸和丙氨酸. 丁二酸的形成

说明丙酮酸掺入到三羧酸循环, 丙氨酸的出现为丙酮酸

在生物合成过程中起重要作用的观点提供了有力的支持. 
乳酸、乙醇和醋酸的形成说明了发酵代谢中丙酮酸的作

用. 有关研究和对H pylori  DNA序列的分析资料均对幽门

螺杆菌的微需氧特性提供了证明. 
三羧酸循环有关酶和糖酵解途径有关酶的基因已被

证明存在于H pylori  DNA上. 一个有趣的发现是氧化还原

酶的受体2-oxoglutarate在三羧酸循环中充当催化剂. 而
且, 一些研究显示在三羧酸循环中存在着还原反应[13]. 有
意思的是, 在这些还原反应中, 延胡索酸在无氧呼吸中发

挥了电子受体的作用. 

2  氨基酸代谢

H pylori培养基的发展以及生长所需氨基酸的确认有助于

了解H pylori的氨基酸代谢情况[14]. Testerman et al [15]的研

究表明, 所有测试的菌株都需要添加精氨酸、组氨酸、

异亮氨酸、亮氨酸、甲硫氨酸、苯丙氨酸和缬氨酸. 其
中10个菌株中的8个需要丙氨酸, 5个需要丝氨酸. 同时, 
H pylori基因组的分子数据分析显示, H pylori染色体编码

的蛋白没有参与精氨酸或组氨酸的生物合成途径, 这就

可以解释在生长培养基中对于精氨酸和组氨酸的需求[16]. 
尽管Testerman et al [15]观察到丙氨酸能够促进细菌在葡萄

糖存在时生长能力, 但Mendz et al [17]证明H pylori在添加

精氨酸、天冬氨酸、谷氨酸和丝氨酸作为单一基质的无



葡萄糖培养基中生长良好, 检测到氨基酸分解代谢的主

要产物为醋酸、甲酸、丁二酸和乳酸. 这些结果说明可

以把碳水化合物从基本营养素为氨基酸的培养基中去除. 
而且研究结果表明, 直到其它代谢产物显著衰竭时, 添加

到混合氨基酸生长培养基中的葡萄糖才会被利用[18]. 同
时在对于H pylori基因序列的分析中, 确认了编码同氨基

酸代谢有关的酶的基因. 对于必需氨基酸来说, 基因水平

的分析显示其生物合成途径是不完全的. 相反, 非必需氨

基酸的合成则是通过传统的途径合成的. 

3  脂肪酸和磷脂的代谢

脂质的分解为H pylori提供了另外的碳源和能量, 而且磷

脂也是磷酸盐的重要来源. H pylori似乎还有编码同β-氧
化有关的酶[19], 一些研究还显示H pylori具有磷脂酶活性, 
如磷脂酶A1、A2或C[20-22]. 关于脂肪酸和磷脂的合成, 迄
今为止尚无实验研究. 然而, 根据H pylori  DNA序列分析, 
至少有14个同脂肪合成有关的酶的基因被确认[23]. 来源

于大肠杆菌的cfa基因在H pylori  DNA上的发现, 提示像

其它细菌一样, 环丙烷脂肪酸也存在于H pylori基因组中. 
关于磷脂的合成途径, 相关基因也已在H pylori基因序列

中发现[24]. 而且, Ge et al [25]还确认了磷脂酰丝氨酸合成酶

及其相应的基因(pssA). 

4  生物成分的摄取、合成以及酸碱平衡的调节

4.1 核苷酸的生物合成 单磷酸核苷以及脱氧单磷酸核苷

可以通过从头合成途径合成, 也可以通过补救合成途径

合成. 试验研究[26]和H pylori  DNA分子研究资料分析的结

果[1]显示: H pylori可以从头合成很多嘧啶核苷酸, 同时也

可以进行有限的补救合成. 另外, 嘌呤核苷酸则补救合成

多于从头合成. 
4.2 氮源 分析H pylori的基因序列显示, 它可能能够利用

几种底物作为其氮源, 包括尿素、氨和三种氨基酸(精氨

酸、丝氨酸和谷氨酸). 氨可以通过尿素酶对尿素的分解

产生[27], 它使得氮源以铵离子的形式存在. H pylori似乎也

可以编码脂肪酰胺酶[28], 该酶催化酰胺分解, 通过产氨为

细菌代谢提供氮源. 
4.3 铁的摄取 正如其他细菌一样, H pylori也需要一个铁

离子摄人系统为细菌的代谢过程提供铁, 铁对于生物体

系统来说是一个非常重要的元素. 当分析H pylori的基因

序列时, 发现铁摄取机制是如此复杂以及铁摄取系统是

如此繁冗. 同时, 基因序列分析结果提示H pylori存在着一

个同大肠杆菌含铁血黄素介导的枸橼酸铁(fec)摄取相似

的铁摄入系统. 
已经证实H pylori  DNA上具有编码摄取含铁血黄素

的、胞质结合蛋白依赖的转运系统成分的基因, 由于质结合蛋白依赖的转运系统成分的基因, 由于结合蛋白依赖的转运系统成分的基因, 由于H 
pylori存在类似于大肠杆菌内的fec系统, 所以细菌具有吸

收铁离子的能力. 在大肠杆菌中, 该系统在无氧条件下对

于离子的供应发挥着非常重要的作用[29]. Frazier et al确定

了一无血红素的胞质铁蛋白, 可能同残余铁的储存有关质铁蛋白, 可能同残余铁的储存有关铁蛋白, 可能同残余铁的储存有关[30]. 
关于铁摄取的调节, 在脑膜炎球菌中存在的frpB基因

也被发现存在于H pylori基因组中, 编码蛋白同大肠杆菌

中的几种TonB蛋白依赖的外膜受体是相同的[31]. TonB蛋
白是细菌摄取含铁血黄素的必要成分. 而且, H pylori似乎

也编码重要的铁摄取调节因子Fur蛋白. 在同铁离子摄取

有关的2个fecA基因、3个frpB基因和fur基因的上游可以

见到和Fur结合结构域一致的结构[1]. 
4.4 酸碱平衡的调节 由于特殊的生长环境, H pylori必须

进行一些适应性的改变才能定居在酸性的环境中. 在体

外, H pylori一般不可以存在于pH3以下的环境条件, 如果

加入类似于胃腔环境的尿素浓度, H pylori将得到保护[32]. 
因此, H pylori产生的尿素酶使得它可以生存于酸性环境

中. 然而, Meyer-Rosberg et al [33]的研究结果显示, 尿素酶

可以降低H pylori在碱性条件下的存活率. 
维持H pylori在酸性胃腔内定植、生存的其它机制也

是存在的. 和其它细菌一样, H pylori可以维持质子的转

运, 通过调节胞浆膜两侧的电势差以抵消pH梯度的变

化[34], 从而产生一个膜内的正电势. 原因可能是提高了阳

离子的浓度而非泵出了阴离子, H pylori缺乏编码阴离子

转运至胞外相关蛋白的基因也说明了这一点. 三种质子

转运的ATP酶已经在H pylori中被证实: ATP酶-439、ATP
酶-948和ATP酶-115[35]. 

已经证实在H pylori存在H+耦联的离子转运系统, 该
系统同来自于Enteroeoccus hirae的NapA蛋白以及来自

E.coli的NhaA蛋白相关, 上述蛋白是Na+/H+转运蛋白的抑

制物, 并且控制细胞的离子内流和外流. 
宿主环境内的pH变化可以被认为是一种生化信号, 

从而引起相应的基因表达或抑制. 在这方面, 可以从Mc-
gowan et al的报告中得到证实, 他们的研究发现H pylori
胞外pH值的改变可以导致其蛋白内容的变化[36]. 

5  呼吸链

在H pylori中, 有证据显示有氧呼吸和无氧呼吸均存在. 质
子转运通过NDH-I脱氢酶和各种细胞色素. NDH-I复合物

可以通过NADH催化醌的分解[37]. 一些研究报告认为原始

的cbb3型细胞色素氧化酶是H pylori有氧呼吸的终末氧化

酶[38]. 除了NDH-I复合体, 四种其他的电子传递脱氢酶也

已被证实[1]: 一个还原酶复合体(HydABC)、一个D-乳酸

脱氢酶和两个sn-甘油-3-磷酸脱氢酶(需氧或厌氧形式). 
在有氧呼吸中, 氧是电子传递的最终受体. Haze l l 

et al [39]已经证实H pylori存在延胡索酸还原酶, 提示H py-
lori可以同其他厌氧菌或兼性厌氧菌一样通过无氧呼吸

得到ATP. 所以, 在无氧呼吸中, 延胡索酸可以作为电子受

体. Marcell et al提出, 由于大多数呼吸醌是6-甲基醌, 这就

意味着在H pylori中无氧呼吸较有氧呼吸更常见[40]. 

6  活性氧代谢

一般来讲主要有三个机制促使H pylori抵抗活性氧代谢
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造成的损伤, 这些机制由超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化

氢酶(Kat)和烷基过氧化氢还原酶(Ahp)催化[41]. 胃黏膜炎

症导致有毒的氧代谢产物增加, 超氧负离子是一种高活

性的氧, 可受超氧化物歧化酶的催化而歧化为H2O2；过

氧化氢由过氧化氢酶催化转变为O2和H2O；烷基过氧化

氢还原酶催化烷基过氧化氢还原为相应的乙醇. 在多数

细菌中, 烷基过氧化氢还原酶是双组分系统, 由蛋白AhpF, 烷基过氧化氢还原酶是双组分系统, 由蛋白AhpF烷基过氧化氢还原酶是双组分系统, 由蛋白AhpF
和AhpC组成. AhpC在过氧化物还原酶活性中起主要作

用, 附属的黄素酶即AhpF具有NADH或NADPH氧化酶活

性. H pylori基因tsaA与aH pyloriC为直系同源物, 但在H 
pylori基因组中没有确认ahpF的同源物. 然而有证据表明

细菌中存在NADH氧化酶活性[42]. 过氧化氢酶可在细胞

胞质、周质区和细胞表面表达. 这种酶是传统意义上的质、周质区和细胞表面表达. 这种酶是传统意义上的、周质区和细胞表面表达. 这种酶是传统意义上的

过氧化氢酶, 缺乏过氧化物酶活性. 这些过氧化氢酶通常

可在哺乳动物细胞中发现, 包含亚铁血红素修复基团并

具有NADPH结合活性. 但在H pylori中, 过氧化氢酶katA
基因产物的检测显示其基序通常与NADH关联而不是

NADPH结合蛋白[43]. 目前的研究表明, 参与抵抗氧化损

伤酶的相关基因组和实验数据是一致的, 但序列分析确

认一些基因的功能及其在防御机制中潜在的作用仍需进

一步的阐明. 
H pylori是一种可在人胃黏膜定植, 并与慢性活动性

胃炎、萎缩性胃炎、胃溃疡、十二指肠溃疡、胃癌和胃

黏膜相关淋巴组织淋巴瘤等疾病发生相关的革兰氏阴性

螺杆菌, 也是WHO确认的惟一与癌症发生密切相关的细

菌. 由于其在医学和生物学上的重要地位, 受到科技界和

医学界的广泛关注. H pylori是发现最晚的胃肠道致病菌, 
但却是目前研究最透彻的致病菌之一. 近几年在基因组

和后基因组研究方面进展迅速, 其中H pylori代谢组学也

日益成为该领域的研究热点. 相信随着研究的深入, 代谢

组学研究必将在揭示H pylori基因功能的功能基因组学

研究中发挥更大的作用: 它能帮助人们更好地了解生物

体中各种复杂的相互作用、生物系统对环境和基因变化

的响应, 为人们提供一个了解基因表型的独特途径. 同时, 
在疫苗开发、药物筛选、临床诊断和治疗等领域, 也将

从代谢指纹图谱研究中大大受益. 
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摘要 

先天性免疫系统发挥防御作用的关键是对病原体的识别, 
这一识别主要由Toll样受体(Toll-like receptors, TLRs)完成. 
TLRs通过识别病原微生物及其特殊结构, 介导宿主相关细

胞因子的分泌和天然免疫应答的产生. 病毒基因组具有一

些哺乳动物基因组所没有的特性物质, 比如高CpG含量和

dsRNA等. 这些基因组核酸起着同病毒感染相关的分子信号

的作用. 近年研究显示, TLRs在病毒性肝炎的发病机制中通

过诱导TNF、IFN等的生成和调节Th1和Th2反应平衡而产

生免疫刺激并发挥抗病毒作用. 因此, 对TLRs的认识和深入对TLRs的认识和深入TLRs的认识和深入

研究将为新型肝炎疫苗和免疫调节剂的研制提供新的重要

理论依据, 并为病毒性肝炎的预防和治疗提供新的思路和手段.. 
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0  引言

Toll样受体(Toll-like receptors, TLRs)是近年来发现的在宿

主抗病原微生物的免疫应答中起重要作用的细胞表面受

体分子. 它们不仅在天然免疫应答中识别病原微生物的

病原相关分子模式、激活先天性免疫应答, 还引起细胞

因子的释放, 上调共刺激分子的表达, 为获得性免疫的启

动提供必要的活化信号. 宿主通过这些受体感知病原微

生物并直接做出防御反应, 不同的TLRs执行特定的抗肝

炎病毒生物学效应[1,2].

1  TLRs家族的成员、结构特点和分布表达

Toll蛋白最早是1996年Lemaitre et al [3]在研究果蝇胚胎发

育过程中发现的, 称为dToll, 随后发现它在介导成年果蝇

天然免疫反应过程中起重要作用. 1997年, Medzhitov et al [4]

首次在人体分离出果蝇Toll的同系物, 先称为人类Toll蛋
白, 后命名为TLR4. 迄今, 已在哺乳动物中发现了11种
TLR, 称为TLRs家族, 并分别命名为TLR1-11[5-9]. 

TLRs结构与dToll受体存在同源性, 由胞外区、跨

膜段和胞内区组成, 属Ⅰ型跨膜蛋白受体. 其胞外区有

550-980个氨基酸, 存在18-31个氨基酸的富含亮氨酸的重

复序列(leucine-rich repeats, LRRs). LRRs中亮氨酸间隔

分布于几个固定位点, 如此结构的LRRs利于促进蛋白质

间的相互黏附, 可用来识别病原体或其产物. LRRs结构

区的C端侧翼为富半胱氨酸区域, 与跨膜段连接. LRRs也
参与控制配体对TLRs胞内负责信号传导结构区的激活. 
TLRs胞内区包括Toll同源结构域(Toll homology domain, 
TH domain)和分子羧基端长短不同的短尾肽(一般有0-22
个氨基酸). TH domain有至少128个氨基酸, 结构较保守, 
该序列与IL-1受体的胞内区有高度同源性, 又被称为Toll/
IL-1受体(Toll/IL-1 receptor, TIR)同源区, 它是TLRs和IL-
1R向下游进行信号传导的核心元件. 在TIR中有23个氨基

酸位置是固定的(图1), 所形成的三个区域分别为其编码

蛋白的标志区域和信号介导区域[10,11]. 

图 1  TIR结构示意图. 

TLRs广泛分布于各种组织中, 且有细胞分布特异性. 
TLR1, 6, 9广泛分布于各类免疫细胞, TLR2, 4, 5分布于除

T、B、NK外的免疫细胞, TLR3只特异分布于树突状细胞

(DC)[12], TLR7, 8分布于外周血白细胞. TLR1, 2, 4, 5, 6均表

达于细胞表面[13-16], TLR7, 8均来源于X性染色体, 结构高

度保守, TLR3, 7, 8, 9存在于酸性胞内体(如endosome)[17-22]. 

2  TLRs配体的特异性

Medzhitov和Janeway[23]将天然免疫细胞所识别的主要靶

分子称为病原相关的分子模式(pathogen-associated mo-
lecular patterns, PAMPs), 将与之相对应的识别受体称为

模式识别受体(pattern recognition receptor, PRRs). PAMPs
均可被宿主作为外来分子进行识别, 且能激发宿主细胞

因子如IL-1、TNF-α等及其他活性分子的合成, 对感染具

有十分重要的作用. PRRs在先天性免疫中居于重要地位, 
宿主能通过它们区别病原体与自我组织. TLRs即是一类

PRRs, 通过识别不同病原体的PAMPs在抗感染天然免疫

中发挥重要作用[24]. 
不同TLRs胞外区氨基酸组成的差异决定了各自有

其特征性的配体. 目前已经明确: TLR1识别膜孔蛋白、

PGN、糖脂和非典型LPS等[25-27]; TLR2可识别大部分现

已发现的PAMPs结构, 如Ｇ+菌的PGN、分枝杆菌和疏密

螺旋体的脂蛋白、酵母菌和支原体的某些成分等[28-32]; 
TLR3识别病毒dsRNA和聚肌胞苷酸poly(I:C)[33]; TLR4主
要识别LPS及具有保守类脂A结构的衍生物[34,35], 还识别
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活结核杆菌的某些成分及内源性配体热休克蛋白60, 70
等[36,37]; TLR5识别鞭毛蛋白[38]; TLR6主要识别细菌的肽

聚糖和脂肽[39]; TLR7, 8识别抗病毒化合物, 许多情况下

识别相同配体ssRNA[40,41]; TLR9主要识别非甲基化CpG 
DNA[42]. 另外, TLR1和TLR6能与TLR2形成复合受体识

别一些微生物成分[43]. 最近发现TLR11识别Profilin样分

子[44]. 

3  TLRs介导的信号传导通路

TLRs识别配体后, 可通过髓样分化因子88(MyD88)依赖

和非依赖两种信号传导途径, 激活NF-kB和MAPK, 引起

多种细胞因子的释放, 上调APC细胞表面CD80、CD86等
共刺激分子, 并最终激活特异性免疫系统[45,46]. 

在MyD88依赖性信号传导通路, MyD88起着关键作

用[47], 其C端有一个TIR结构域, 与激活的IL-1/TLRs胞质

区形成蛋白质复合体来参与信号传导; MyD88的N端具传导; MyD88的N端具导; MyD88的N端具

有一个与肿瘤坏死因子受体(TNFR)胞内区相关的死亡

结构域(death domain, DD). 当MyD88的C端TIR区与IL-
1R/TLRs的胞质区发生相互作用时, MyD88通过N端死亡

区募集带有同源结构的下游信号分子IRAK(IL-1R associ-
ated kinase)的死亡区域, 并与其结合[48]. MyD88作用的靶

物质已证实是IRAK4. IRAK4与IL-1R/TLRs和MyD88 N
端形成的受体复合物结合后, 即自动磷酸化. IRAK4磷酸

化后, 即从受体复合物中解离、释放出来, 促进肿瘤坏死

因子相关因子6(TRAF6)的聚合和活化[49], 进一步激活NF-
kB诱导激酶(NF-kB-inducing kinase, NIK), NIK引起NF-
kB激酶抑制物(inhibitor of NF-kB kinases, IKKs)磷酸化

并激活, IKKs继而作用于NF-kB复合物中的特异性抑制

因子IkB, 使其两个丝氨酸位点磷酸化, 最终导致其泛素

化而降解. 通常, NF-kB与其抑制蛋白IkB相结合, 以复合

物形式存在于胞质中. I质中. I中. IkB降解后, NF-kB得以释放、游

离, 并转运到细胞核内, 其活性二聚体启动细胞因子(如
TNF-a和IL-1, 6, 8, 12等)和辅助黏附分子CD80、CD86的, 6, 8, 12等)和辅助黏附分子CD80、CD86的6, 8, 12等)和辅助黏附分子CD80、CD86的
基因转录, 诱导特异靶基因的表达, 从而激活特异性免疫

系统[50-52]. 

4  TLRs在病毒性肝炎发生和发展机制中的作用

免疫因素在病毒性肝炎的发生和发展过程中起着重要作

用, 在肝脏的先天性免疫反应中, 肝的淋巴细胞则具有举

足轻重的作用. 病毒感染过程中, NK细胞释放IFN-γ, 诱导

T细胞介导的免疫反应, 导致感染细胞发生凋亡; 细胞毒

性T淋巴细胞激活Kupffer细胞, 产生TNF-α, 从而诱导肝

细胞凋亡[53]. 近年研究证实, TLRs通过诱导IFN和TNF等
细胞因子的合成及调节Th1和Th2的反应平衡等而产生免

疫刺激并发挥抗病毒作用[54]. 
Isogawa et al [55]研究发现, 给HBV转基因鼠静脉注射

TLR3, 4, 5, 7, 9特异性的配体, 能够于24 h内通过IFN-α/b
依赖途径抑制HBV的复制. 在浆细胞样DC, TLR9识别

病毒来源的DNA, TLR9对A/D型CpG DNA的识别导致

IFN-α的诱导产生. 在动物模型中, CpG ODN发挥着有效

的Th1样免疫增强剂的作用. Imiquimod和R-848是imid-
azoquinoline家族中相对低分子量的化合物, 在动物模型

中显示其具有很强的抗病毒作用. Imiquimod的活性主要

通过细胞因子IFN-α和IL-12等的诱导来调节, R-848是一

个更有效的Imiquimod类似物[56]. Weeratna et al [57]应用HB-
sAg作为模型抗原在老鼠中进行了研究, 结果发现, CpG 
ODN作为疫苗佐剂能增强体液和细胞免疫应答, 其作用

明显优于R-848. Cooper et al [58]研究也发现, 在进行预防性

乙型肝炎疫苗Ⅰ、Ⅱ期临床试验的志愿者和HIV患者体

内, CpG 7909有很好的耐受性和增强的免疫原性. 
一些学者对HCV蛋白诱导的细胞内信号和促炎性

细胞因子等进行了研究. Sun et al [59]研究发现病毒感染和

TLR3配体可激活先天性免疫反应, NK细胞产生IFN-γ, 通
过STAT1、IRF-1及p21cip1/waf1的活化而清除病毒感染

的肝细胞. Matsumoto et al [60]研究表明, TLR3配体蛋白及

其下游的信号分子均与IFN-a/b的产生有关. 此外, 有研

究发现, 人TLR3的表达还提高了NF-kB活性, 在DC的不

同分化阶段TLR3的表达不一样, 提示TLR3与DC功能的

调节有关[61]. Li et al [62]报道, HCV NS3/4A丝氨酸蛋白酶可

水解TRIF(Toll/IL-1 receptor domain-containing adaptor in-
ducing IFN-b)的特定蛋白质, 分解的TRIF通过TLR3通路

而抑制poly(I:C)活化的信号, 导致TLR3不能与活化IRF-3
和NF-kB的激酶相结合, 从而导致病毒的持续感染. Dues-
berg et al [63]证实了HCV C蛋白的合成脂肽是通过TLR2和
TLR4介导的信号通路来调节免疫细胞活化的. Dolganiuc 
et al [64]发现, HCV C与NS3蛋白经TLR2触发炎性细胞活

化, 却无法活化TLR2或MyD88缺乏小鼠的巨噬细胞. C
与NS3诱导IRAK活化、p38磷酸化、细胞外调节激酶和

c-jun氨基端激酶(JNK), 并诱导AP-1活化. C与NS3蛋白诱

导的NF-kB活化与IkBa磷酸化增多相关. TLR2介导的细

胞活化依赖于C与NS3蛋白的构象和C蛋白aa2-122与NS3
蛋白aa 1 450-1 643区域的必需序列. 而且, HCV C蛋白与

TLR2在细胞内共区域化存在. 因此, HCV C与NS3蛋白

是通过TLR2信号通路, 从而诱导人外周血单核细胞炎症

性细胞因子的产生. 这些研究表明, TLR2, 3, 4均参与了

HCV的识别和天然免疫反应的活化. 
目前研究发现, 血液中病毒感染后发生免疫应答时, 

浆细胞源性DC(pDC)是主要产生IFNs等抗病毒细胞因子

的免疫细胞. Honda et al [65]研究证实, 病毒和TLR活化的

MyD88依赖性信号传导通路中IFN-a/b的诱导产生都受

IRF-7的调控. 在人和小鼠, 产生IFN的pDC的细胞表面表

达TLR7和TLR9, pDC及B淋巴细胞通过TLR7识别ssRNA
而激活协同刺激分子并产生细胞因子[66]. Gibson et al [67]

研究表明, imiquimod和resiquimod诱导纯化的pDC产生

IFN-a和IFN-w, 受resiquimod刺激的pDC还产生一些其他

细胞因子, 如TNF-a和IP-10. 
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Lund et al [68]应用TLR7缺陷小鼠的研究显示ssRNA
病毒通过TLR7刺激IFN-a/b应答, 同时通过MyD88缺陷

小鼠的研究显示这种应答也依赖于MyD88. Akira et al [24]

研究发现, 在MyD88敲除小鼠中, 对imidazoquinolines的
免疫应答被完全阻断, 这提示TLRs与对imidazoquinolines
的免疫应答有关. 进一步研究表明, 在抗病毒免疫反应中, 
MyD88缺陷小鼠的腹腔巨噬细胞不能合成TNF或IL-12
等细胞因子. TLR7缺陷小鼠的巨噬细胞对Imiquimod或
R-848没有应答, 对其它TLRs调节剂却有应答. 这些结果

表明, TLRs参与了抗病毒免疫反应, 且TLR7对imidazo-
quinolines的应答是必不可少的[69]. 此外, 这些调节剂还可

诱导B细胞扩增及DC表达CD80、CD86, 而TLR7基因敲

除小鼠细胞的这两种作用都明显减弱, 同时INF-a、TNF
和IL-12的表达也减弱[70]. 因此, 有国外学者[71]认为TLR7
是一个新的病毒感染感受器. 

总之, TLRs的活化提供了一种治疗HBV和HCV感染

的新策略, 靶向TLRs的信号途径可能是治疗肝炎病毒感

染的新途径. 随着研究的不断深入, 相信还会有更多的令

人惊奇和鼓舞的新发现. 

5  问题与展望

TLRs是近年才发现的第一个通过感知微生物病原体而

直接做出防御反应的介导天然免疫反应的古老受体家族, 
是宿主非特异性免疫的主要受体, 它的发现和深入研究

有助于进一步揭示与肝炎病毒感染有关的免疫现象. 自
从TLRs发现以来, 该领域的研究取得了长足的进步, 但是

仍有许多问题尚待解决, 如: TLRs与配体结合的机制; 这
些受体之间的相互作用如何; 是否还存在其他感受受体

和配体, 尤其是TLR7, 8的天然配体; 以及在信号传导方

面, 不同的TLR如何诱导特异性的信号通路调节不同基

因的表达以介导不同的生物学效应等. 同时, 研究表明, 
TLRs的过激活也会导致免疫紊乱甚至自身免疫性疾病的

发生, 因此, 如何调控TLRs的表达也是一个值得研究的重

大课题. 
随着对TLRs研究的不断深入, 上述问题将逐步得以

阐明, 也将极大地拓展我们对病原体与宿主免疫反应之

间相互作用复杂性的认识, 还有助于我们了解宿主抗肝

炎病毒免疫反应的机制, 并为临床治疗奠定基础. 而且, 
由于基因研究可阐明人TLRs基因的突变能否增加对病毒

感染的敏感性, 因此, 研制作用于TLRs的疫苗可辅助刺激

非特异性免疫, 进而加强特异性免疫. 此外, 针对TLRs为
靶点的药物研究也正成为一个热点, 对TLRs信号通路中

某些环节的干预将可能成为一种免疫治疗新策略, 并有

可能为提高病毒性肝病的疗效带来希望. 
由此, 阻断TLRs的功能是一个潜在的治疗选择, 可通

过三种手段实现: (1)发展特异的结合并中和外源或内源

配体的可溶性TLRs分子; (2)发展干预TLRs细胞内位点的

小分子物质, 在配体与TLRs结合后, 防止细胞内信号分子

与微生物的相互作用; (3)发展干扰TLRs的细胞外位点的

小分子物质或抗体, 阻止配体与细胞表面的TLRs位点结

合. 如果TLRs的配体结合物的准确性和特异性足够高, 这
将是最有效的治疗方法. 因此, TLRs的认识和深入研究将

为新型肝炎疫苗和免疫调节剂的研制提供新的重要理论

依据, 并在很大程度上影响严重病毒性肝病的预后. 有理

由相信, 加强对TLRs的研究将会为病毒性肝炎预防和治

疗的基础研究和临床应用开辟广阔的前景. 
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摘要 

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)发病机制及治

疗问题一直是临床和基础科学家困扰的问题. 直至目前为止. 直至目前为止直至目前为止

对其病因仍不清楚. IBD包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis,. IBD包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis,IBD包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, 
UC)和克罗恩氏病(Crohn’s disease, CD), 前者是一种慢性

非特异性结肠炎症, 重者发生溃疡甚至癌变; 病变主要累及

结肠黏膜和黏膜下层, 临床主要表现为腹泻、腹痛和黏液黏膜和黏膜下层, 临床主要表现为腹泻、腹痛和黏液膜和黏膜下层, 临床主要表现为腹泻、腹痛和黏液黏膜下层, 临床主要表现为腹泻、腹痛和黏液膜下层, 临床主要表现为腹泻、腹痛和黏液

脓血便. 后者病变可累及胃肠道各部位, 是一种慢性肉芽肿. 后者病变可累及胃肠道各部位, 是一种慢性肉芽肿后者病变可累及胃肠道各部位, 是一种慢性肉芽肿

性炎症, 呈阶段性分布, 主要临床表现为腹痛、腹泻、瘘管

及不同程度的全身症状. 本综述从IBD发病的病因学, Th1和. 本综述从IBD发病的病因学, Th1和本综述从IBD发病的病因学, Th1和, Th1和Th1和

Th2亚群及炎症细胞因子、调节性T细胞在其中的作用等方

面简述了该领域的研究进展, 期望能对从事该领域的研究者

在探索IBD的发病机制和治疗策略方面有所郫益.. 
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0  引言

近年研究发现, Th细胞亚群的免疫调节失衡在感染症、

自身免疫病、免疫缺陷症等多种疾病的发生发展中起重

要作用, 特别是在炎症性肠病发病中的作用引起临床和

基础研究者的重视. 炎症性肠病(inflammatory bowel dis-
ease, IBD)通常是指病因尚不清楚的非特异性肠道炎性

疾病. 溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩氏病

(Crohn’s disease, CD)均属IBD. 以往传统的观念认为该病

在欧美国家较为多见[1], 但近10余年来随着报道病例数的

明显增多[2,3], 该病已经成为我国一种较常见的消化道疾

病和消化病学研究的新热点[4]. 在最近的十余年里, 基础

和临床科学家都致力于研究该病的病因学及其发病机

制[4], 特别是有关T辅助细胞亚群在其中的作用受到越来

越多的关注[5]. 我们仅就该方面的研究进展作一简述.. 

1   IBD的病因学研究进展

IBD的病因学研究一直是该领域的研究重点. 大多数研究

者认为, 该病的发病多与环境、遗传、特别是免疫学因

素有关, 是一种多基因参与的作用于免疫系统和靶器官

的疾病. 由于IBD的病因学及发病机制至今尚未阐明, 有

关其有效治疗措施的研究一直未有突破性进展. 目前的

研究称, 免疫学因素在其发病过程中起至关重要的作用. 
最近有学者称免疫调节紊乱是发病的关键因素, 肠道菌

群失调是导致免疫损伤和免疫失调的重要始动因素[6,7],7]7]. 已
知在人肠道中寄生着大约400余种细菌[8], 常住菌占90%
以上(主要为厌氧菌), 其中大肠杆菌与肠球菌各占50%,, 其中大肠杆菌与肠球菌各占50%,其中大肠杆菌与肠球菌各占50%, 
过路菌(如类大肠杆菌, 产气杆菌, 变形杆菌, 绿脓杆菌和

肺炎杆菌等)不超过10%, 芽胞菌与酵母菌数量也不超过

总菌数的10%. 正常情况下, 各菌群间按一定比例组合, 互
相制约, 相互依存, 从质和量上在肠道内形成一定的生态

平衡, 并不致病. 但是当机体的内外环境发生某些变化, 
如寄生环境发生改变, 或长期使用或滥用抗生素时, 导致

肠道过剩菌(含过路菌、芽胞菌和酵母菌等)繁殖显著超

过正常值的40%以上时, 则引起肠道食物的分解紊乱, 进
而出现肠道菌群失调症[9], 临床上表现为急、慢性腹泻. 
严重者或长期反复发作而未治愈者, 肠黏膜屏障功能受

到持续破坏, 在免疫因素的作用下, 最终可导致IBD的发

生[10]. 而在IBD致病的免疫学因素中, 近年来研究表明, 以
Th1和Th2亚群以及炎症细胞因子在其中的作用最为重要

和最受重视. 

2  Th1、Th2细胞亚群在IBD中的作用

2.1 Th1/Th2亚群分类的新概念及功能 已知T细胞属高度

异质性的细胞群体, 在机体的免疫调节和免疫应答中具

有至关重要的作用. 根据其在发育过程中细胞表面分化

抗原的不同, 较早将其分为CD4+细胞和CD8+细胞亚群, 
前者又称为辅助性/诱导性T细胞(TH/I), 后者又称为抑制, 后者又称为抑制后者又称为抑制

性/细胞毒性T细胞(Ts/c). 然而, 随着对T细胞功能研究的

不断深入, 以往的分类方法虽然对区分T细胞亚群的异

质性有一定价值, 但没有确切反映出T细胞的功能群体. 
1986年Mosmann et al [11]首先根据小鼠CD4+T细胞产生细

胞因子类型的不同, 将CD4, 将CD4将CD4+T细胞区分为Th1和Th2两种

亚群. 此后的研究证实在人体内也存在相应的Th1和Th2
亚群[15], 而且发现小鼠和人的CD8+T细胞也存在与Th1和
Th2亚群相似的Tc1和Tc2两个亚群[12-15]. 因而, 目前趋向

于将其统称为Th1类和Th2类T细胞[15]. 实际在临床实践

中, 根据T辅助细胞分泌的细胞因子谱进行分类, 更有利

于反映T细胞的功能. 已知Th1细胞的优势细胞因子主要

是IL-2、IFN-g, Th2的优势细胞因子是IL-4、IL-5、IL-10. 
2002年Neurath et al [16]用Th1细胞表达IFN-g和TNF-b, 而
Th2细胞表达IL-4、IL-5、IL-9和IL-13来表述Th1和Th2



细胞亚群, 这一观点目前已为大多数学者所接受. 近年研

究发现, Th1细胞主要介导细胞免疫反应, 其中起主要作

用的是IFN-g[17,18]. Th2细胞主要介导体液免疫反应, 其中细胞主要介导体液免疫反应, 其中主要介导体液免疫反应, 其中

起主要作用的是IL-4[19-21]. IFN-g和IL-4是调节细胞和体

液免疫功能的关键细胞因子, Th1和Th2型细胞单独和二

者之间的相互作用(如IL-12及Th1细胞的优势细胞因子

IFN-g, 能促进CD4+T细胞向Th1极化而抑制向Th2极化; 
Th2细胞的优势细胞因子IL-4, 能促进CD4+T细胞向Th2
极化而抑制向Th1极化)调节着机体的免疫平衡, 维持机

体内环境的稳定, 一旦这种平衡机制失调, 机体就会产

生各种疾病[22-27]. 近年研究发现, Th1和Th2亚群的免疫调

节失衡与感染症、自身免疫病、免疫缺陷症等多种疾病

的发生发展有关, 特别是在炎症性肠病发病中具有重要

作用[28-30].  
2.2 Th1/Th2亚群在IBD中的作用 临床研究发现[31,32], 结肠

炎患者固有层(lamina propria, LP)中的CD4+T(LPT)细胞增

殖反应较正常人为低, 表现在经TCR/CD3应答途径的增

殖信号反应下降, 而CD2/CD28的协同信号途径正常. 进
一步对CD患者LPT的研究表明[32], 其所表达的IL-4、IL-5
和IL-2均有所下降, 而IFN-g较对照组明显增加, 特别是经

过CD2/CD28的信号途径, IFN-g的增加更加明显, 因而被

认为与分泌IFN-g的T细胞(Th1)比例增高有关. 对来源于

UC患者LPT细胞的分析表明, 主要是IL-5的表达增高, 而
IL-4、IFN-g和IL-2的表达均属正常[31]. 进一步研究表明, 
UC患者IL-13 mRNA的表达明显增加[18], 已知IL-13与IL-4
共用同一个受体[33], 而且二者在结构和功能上有许多共

同之处, 如均在调节超敏反应和Th2型肠道炎症中起重要

作用. 因而推测, UC与Th2细胞的关系更为密切[22,34]. 这些

结果提示, 上述两种IBD免疫病理过程的特点可能与分泌

的炎症因子类型不同有关, 进而决定不同的炎症过程, 而
引起这种不同反应的差别很可能与黏膜所接触的抗原类

型有关[35]. 有关结肠炎动物模型的研究也表明, 由三硝基

苯磺酸(trinitrobenzene sulfolnic acid, TNBs)诱发的肠道炎

症部位中, 可以检测到IFN-g和IL-12表达的增高, 而IL-4
的表达则出现降低. 若此时给动物注射抗IL-12和/或抗

IFN-g的抗体, 则可以阻止结肠炎的发生, 抗IL-12抗体还

可以减轻结肠炎病变的程度. 据此推测, 该模型是由于抗

原(TNP半抗原和模型鼠自身结肠蛋白的结合物)诱发Th1
细胞产生大量的IFN-g, 后者可激活MΦ进而产生一系列

炎症和趋化因子, 如TNF-a、IL-1、IL-6和IL-8, 最终导致

结肠炎的发生. 此时, 若调节机体与Th1功能相拮抗的Th2
的水平, 干预或中和促炎细胞因子的产生和作用, 则可缓

解或减轻结肠炎的症状和病变程度. 新近有关用抗IL-12
抗体对72例活动性CD治疗的临床结果显示, CD患者在

临床症状改善的同时, 其结肠黏膜固有层单核细胞分泌

的IL-12, IFN-, IFN-IFN-g, TNF-a均有所减少[36], 提示抗IL-12抗体的

应用可能减少了Th1细胞的比例, 导致IFN-g等优势细胞

因子的减少. 因而, 目前不少学者把研究黏膜炎症的焦点

集中在Th1和Th2细胞亚群的比值上, 他们认为, IFN-g和
TGF-b的平衡和失调对黏膜特发性炎症的发生和发展具

有至关重要的作用[37].  
2.3 Th1/Th2型优势应答与IBD 不少资料研究表明, CD患

者的异常免疫反应以Th1反应占优势, 表现在其肠道组织

中的IL-12和IFN-g的表达明显增高, 而IL-4、IL-5未见增

加[11]. 还发现结肠组织中含有IL-12的巨噬细胞大量增加, 
因而认为, CD是由IL-12驱动的Th1占优势的疾病; 此外, 
CD患者中的抗体以IgG2型升高为主, 而IgG2型的分泌

受IFN-g的影响, 进一步支持了CD是以Th1型反应占优势

的疾病. 而在关于UC异常免疫反应的研究中, 多数认为

以Th2型细胞因子占优势[9,31], 即UC患者肠黏膜的IL-4、
IL-10 mRNA的表达水平升高, CD30优先表达在Th2细胞

上. 综上可看出, Th1/Th2的失衡在IBD的发病机制中具

有重要作用. 已知传统治疗IBD的效果较差, 故通过调节

Th1/Th2的失衡有可能成为治疗IBD的一个新思路. 而且

已有的资料表明, 抗IL-12的单抗能够使Th1驱动的结肠

炎迅速缓解, 而抗IL-4的单抗对于治疗Th2驱动的结肠炎

取得明显疗效. 因而, 检测Th1或Th2型细胞因子并不仅仅

在于疾病的辅助诊断, 而更着重于分析疾病发生发展的

趋势和规律, 以便正确指导临床治疗. 

3   炎症细胞因子在IBD中的作用

Th1/Th2细胞的失衡一直被认为是IBD的重要发病机制之

一[11,15], 而Th1/Th2细胞亚群的分型是以它们分泌的优势

细胞因子谱来表述的, 由此可看出细胞因子在IBD发病

中的重要作用. 已知细胞因子主要为免疫细胞所分泌的

能调节多种生物学功能的小分子多肽, 在机体的免疫应

答过程中具有至关重要的作用, 是当前免疫学研究领域

中最关注的前沿问题之一. 除了前述的免疫调节功能之

外, 目前的研究表明, 由单核和巨噬细胞产生的IL-1, IL-2,, IL-2,IL-2,, 
IL-6, IL-8, IL-12, TNF等均属于促炎细胞因子, 参与细胞, IL-8, IL-12, TNF等均属于促炎细胞因子, 参与细胞IL-8, IL-12, TNF等均属于促炎细胞因子, 参与细胞, IL-12, TNF等均属于促炎细胞因子, 参与细胞IL-12, TNF等均属于促炎细胞因子, 参与细胞, TNF等均属于促炎细胞因子, 参与细胞TNF等均属于促炎细胞因子, 参与细胞

免疫反应; 而主要由T细胞产生的IL-4, IL-5, IL-10, IL-13
和TGF-b等属于抗炎细胞因子, 参与体液免疫反应. 而且

已经明确, IL-12和IFN-g主要通过促进Th1分化和抑制Th2
分化使Th1细胞处于优势, IL-4和IL-13主要通过促进Th2
分化和抑制Th1分化使Th2细胞占优势. 显然Th1和Th2之. 显然Th1和Th2之显然Th1和Th2之
间的平衡是由促炎和抗炎因子之间的平衡所决定, 因而

两类细胞因子之间的平衡失调是真正导致IBD发病的原

因之一[38]. 在IBD中, 无论是CD, 还是UC, 两类细胞因子

均出现异常的表达. 最近有学者应用real-time RT-PCR的
研究表明, UC患者肠道组织Th1和Th2型多种细胞因子

mRNA的表达均明显高于正常组[39], 表明细胞因子的异

常表达确实在IBD的发病中起着重要作用. 由于在IBD中

参与的细胞因子较多, 故仅择其功能明确者简述如下. 在. 在在
UC患者局部肠黏膜中可检测到由淋巴细胞、巨噬细胞黏膜中可检测到由淋巴细胞、巨噬细胞膜中可检测到由淋巴细胞、巨噬细胞
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和中性粒细胞等炎症细胞所分泌的IL-1、IL-2、IL-6、
IL-8、IL-12、和TNF等炎症细胞因子, 被认为是介导UC
发病的重要原因[40,41]. 而IL-4、IL-10、IL-13和TGF-b等
能对抗或中和上述炎症因子, 在维持肠道正常的免疫功

能中起重要作用[39,40]. 研究发现, 在UC活动期可检测到

IL-1b和TNF-a的明显升高, 二者除了本身所导致的肠道

组织损伤外, 前者还可通过自分泌和旁分泌作用, 促进

IL-6、IL-8、和TNF-a的生成增加, 后者则可募集中性粒

细胞等[42-44]. 因此, IL-1b和TNF-a直接和间接参与了UC
的发生. UC时还可观察到IL-6、IL-8的明显升高, 前者可

与IL-1b和TNF-a互相作用, 后者是中性粒细胞的强力趋

化因子, 均在UC发病中起重要作用[45,46]. 在抗炎细胞因子

中, 由Th2细胞分泌的IL-4和IL-10(细胞因子合成抑制因

子), 能抑制IL-1b、IL-6和TNF-a等促炎因子的生成[47], 从
而达到抑制炎症和维持肠道免疫功能的重要作用. UC患
者中IL-4、IL-10分泌减少, 导致其抑制炎症因子的能力

减弱, 已经证实去除IL-10基因后, 小鼠可出现自发性结肠

炎, 由此看出IL-4和IL-10与UC的发病有密切关系[40,48-51]. 
最近报道, 在其结构和功能上与IL-4相似的IL-13, 在IBD
患者中也出现异常表达, 如UC患者IL-13 mRNA的表达明, 如UC患者IL-13 mRNA的表达明如UC患者IL-13 mRNA的表达明

显增加[33,52,53], 支持其在调节Th2型肠道炎症中起重要作

用. 综上看出, 两类细胞因子之间的平衡失调是导致IBD
发病的重要原因. 然而应该强调的是, 细胞因子单独的和

各个因子之间的协同或拮抗作用所组成的细胞因子网络

是导致IBD发生的重要环节. 因而我们认为, 在制定以关

键细胞因子为靶标的IBD的治疗策略中, 应充分考虑到其

网络相互作用的重要环节, 以获得理想的治疗效果. 

4   CD4+ CD25+ T细胞在IBD中的作用

近年来研究发现, 机体内存在的天然CD4+ CD25+调节性

T细胞(CD4+ CD25+ regulatory T cell, Tregs)也具有极强, Tregs)也具有极强Tregs)也具有极强

的免疫调节功能 ,  可能是介导机体主动免疫耐受的主

要细胞[54]. 已有研究表明, Tregs细胞占外周CD4+T细胞

的5-10%, 大部分是在胸腺内产生, 也可以在外周诱导产

生[55]. 该细胞组成性表达许多表面分子, 最为显著的有

CD25、CD62L、CD103、CTLA4以及GITR等[56-60]. 新近

发现的一种转录因子Foxp3对于Tregs细胞的发育及功能

发挥起着重要作用[61-64], 其表达可受TGFβ调节, 且在体

外已经证实TGFb能够诱导小鼠CD4+ CD25-T细胞表达

Foxp3[65,66]. 研究表明, Tregs细胞缺失或功能缺陷可直接

导致人和动物多种自身免疫性疾病的发生及其它炎症性

疾病的出现. 目前已经明确, Tregs细胞能够有效抑制其它

T细胞的活化和增殖[67,68], 而这些抑制作用可能是通过其而这些抑制作用可能是通过其

分泌的IL-10和TGF-b等免疫抑制因子实现的[69,70]. 有关

Tregs在IBD中的作用目前还鲜有报道, 有资料显示, 能够

抑制动物体内实验性结肠炎的发展[71,72]. 研究发现, Smad 
3(为TGF-b信号转导通路中的一个重要信号分子)基因敲

除小鼠(Smad3-/-)易发生渐进性的白细胞增多症及胃炎、

肠炎感染性疾病. 我们最近对Smad3基因敲除小鼠免疫功. 我们最近对Smad3基因敲除小鼠免疫功我们最近对Smad3基因敲除小鼠免疫功

能的研究结果表明, Smad3基因敲除后出现明显的免疫

学功能上的变化, 表现在外周血CD4/CD8比值的明显下

降、外周血和胸腺CD8细胞以及外周血和脾脏CD19细
胞的明显降低. 进一步研究表明, Smad3基因敲除小鼠胸. 进一步研究表明, Smad3基因敲除小鼠胸进一步研究表明, Smad3基因敲除小鼠胸

腺、脾脏和淋巴结Tregs细胞的含量均较野生型小鼠明显

增高, 分别为野生型小鼠的1.29, 1.27和1.36倍, 提示Tregs, 提示Tregs提示Tregs
细胞功能的异常可能与小鼠免疫功能低下以及发生包括

肠炎在内的感染症有关(未发表). 已知在UC时, IL-10阳
性细胞以及IL-10 mRNA的表达均明显增高[73], 那么由于么由于由于

Smad3基因敲除所引起的肠炎是否与Tregs细胞的增高及

分泌IL-10的能力增强有关(类似Th2占优势的UC), 还是

Tregs虽然数量增加但其功能有缺陷, 即抑制炎症因子的

能力缺欠或下降(类似于Th1占优势的CD), 其详细的机制

本实验室正在进一步研究中. 
总之, 虽然近年来T辅助细胞亚群在IBD中作用的研虽然近年来T辅助细胞亚群在IBD中作用的研

究已经受到重视并取得较快的进展, 根据优势细胞因子

谱进行Th2和Th2细胞的分类及在炎症性等疾病发病中作

用已被广泛接受, Tregs在IBD中的作用也逐渐引起关注. 
然而, 尚有较多问题需要探讨, 譬如, 如何从调节Th1和
Th2细胞亚群平衡的关键细胞因子为靶标制定IBD的有效

治疗措施, Tregs在IBD患者体内的功能状态和作用机制

究竟如何等. 相信随着分子生物学等前沿技术在该领域

中的迅速应用, 在不断阐明IBD发病机制的基础上, 通过

调节Th1/Th2平衡及针对关键细胞因子为靶标的治疗策

略一定会取得令人鼓舞的进展, 从而研究和开发出治疗

IBD更有效的药物.  
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摘要 

经典的凋亡途径是指死亡受体途径和线粒体途径, 其调控可

通过死亡受体、线粒体、凋亡抑制蛋白和Caspase酶等多个

水平实现, 也受相关传导通路信号的调节. 凋亡与肿瘤的发. 凋亡与肿瘤的发凋亡与肿瘤的发

生、发展和治疗密切相关, 利用有关的凋亡诱导和调控机制

诱导肿瘤细胞凋亡已经成为治疗肿瘤的一个重要途径, 我们我们

即对该方面的研究进展进行综述.. 

汤睿, 朱正纲. 凋亡途径与肿瘤治疗. 世界华人消化杂志  2005;13(20): 

2469-2472
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0  引言

细胞凋亡是由于内外环境变化或死亡信号触发, 在相关

基因调控下引起的细胞主动死亡过程. 在生理状态下能. 在生理状态下能在生理状态下能

消除机体内老化细胞及潜在性异常生长细胞, 对于保持

机体稳态发挥重要作用. 凋亡调控失调可引起人体多种. 凋亡调控失调可引起人体多种凋亡调控失调可引起人体多种

疾病, 也是肿瘤发生的重要原因之一, 近年研究也发现放

化疗等多种抗肿瘤治疗的部分机制与诱导凋亡有关. 因
此, 探明凋亡的相关机制以及利用凋亡机制对肿瘤进行

治疗具有重要意义. 本文概要回顾了主要的凋亡机制及. 本文概要回顾了主要的凋亡机制及本文概要回顾了主要的凋亡机制及

调节手段, 并对利用凋亡机制治疗肿瘤方面的研究进展

作一简要综述.. 

1  主要凋亡途径和相关调控机制

尽管有关凋亡机制的研究在近十多年得到了很大的进展, 
但能够确切详尽解释细胞凋亡, 尤其是哺乳动物细胞凋

亡的机制并不多, 目前为广大学者普遍接受的经典途径

有以下两条: ⑴死亡受体途径:即通过死亡配体与相应的

位于细胞表面的死亡受体, 主要是TNFR家族受体(包括

TNFR1、TNFR2、Fas、DR4、DR5等)结合, 配体受体结

合后死亡受体胞内段的死亡域吸引衔接蛋白(如F�DD、

TR�DD)并募集Caspase 8, 10的前体, 形成死亡诱导信号

复合物(DISC), 产生有活性的启动Caspase, 再激活Cas-
pase 3, 6, 7等效应Caspase, 从而诱导细胞凋亡. ⑵线粒体

途径: 各种凋亡信号, 如DN�损伤、外来刺激、生长因

子去除以及部分化疗药物可以诱导线粒体释放细胞色素

C(cytochrome C, Cyto C)、Smac/Diablo等促凋亡多肽进

入细胞质, Cyto C与凋亡蛋白酶激活因子(�paf-1)结合, 募
集Caspase 9前体形成凋亡小体(apoptosome), 产生具有活

性的Caspase 9, 再激活下游的效应Caspase诱导凋亡.  
细胞凋亡受到严格而复杂的调控, 其调控手段可通

过死亡受体、线粒体、凋亡抑制蛋白和Caspase酶等多

个水平实现, 也受到相关信号转导通路信号的调节. 比
如, 通过细胞表面死亡受体的表达变化, 自分泌、旁分泌

途径或外来死亡受体配体的种类和量的变化调节死亡受

体途径; 通过Bcl-2家族成员在细胞内定位的改变, 促凋

亡和抗凋亡Bcl-2家族蛋白含量比例的变化调节线粒体途

径; 凋亡诱导过程中Caspase激活和已活化Caspase受到凋

亡抑制蛋白(inhibitor of apoptosis proteins, I�Ps)的抑制;, I�Ps)的抑制;I�Ps)的抑制; 
某些内源或外源信号可以激活p 53, p 53可通过校验点功

能、调节促凋亡和抗凋亡Bcl-2家族蛋白含量比例以及促

进活性氧的产生抑制凋亡; NF-kB信号通路的激活可以

上调多种抑制凋亡的有关蛋白, 从而抑制凋亡等等. 当然, 
通过以上调控, 细胞是否最终发生凋亡取决于促凋亡和

抗凋亡因素的对比. 

2  ���������诱导凋亡的肿瘤治疗

肿瘤细胞通常具有一定的凋亡抵抗机制, 利用细胞凋亡

机制针对肿瘤的治疗也就是在凋亡调节的各个水平上使

促凋亡和抗凋亡的平衡发生改变, 诱导肿瘤细胞凋亡.  从
近年的研究来看, 主要针对以下几个环节. 
2.1 针对死亡受体 死亡受体是一大类家族, 目前研究比

较详细的是TNF受体家族, 目前发现的包括TNFR1、
TNFR2、Fas、DR4、DR5等十几个成员, 不同受体与其

相应的死亡配体结合启动凋亡的下游途径, 竞争性抗体

也可激活下游途径, 目前主要的研究方向是利用相应配

体和竞争性抗体作为治疗手段.  
2����.1.1 肿瘤坏死因子a(TNFa) TNFa被引入肿瘤治疗已经

有很长的历史, 从诱导凋亡角度主要是通过TNFR1, 体外

研究中TNFa具有强大的诱导凋亡作用, 但其实际临床疗

效欠佳, 且副作用大, 只有大剂量的局部肢体灌注可能用

于临床[1]. 
2.1.2 针对Fas-FasL系统 对凋亡机制的研究发现激活Fas
具有强大的诱导凋亡作用, 因此针对Fas的凋亡治疗得以

开展. 对于不表达或低表达Fas的肿瘤, 可通过上调Fas的
表达诱导肿瘤细胞凋亡, 如安息香酸衍生物T�C-101诱导



结肠癌细胞凋亡[2]、化疗药物DOX[3]对Lewis肺癌抗肿瘤

作用的部分机制就是通过上调Fas表达实现的. 对于高表

达Fas的肿瘤, 则可应用抗Fas抗体诱导凋亡, 然而抗Fas抗
体的全身应用却可导致实验动物的肝功能衰竭乃至死亡, 
不可能应用于临床[4]. 尽管如此, 由于大部分人类肿瘤存

在p 53的缺失或失活, 而针对死亡受体的凋亡诱导并不依

赖于p 53, 所以此种方式仍具有吸引力[5], 要改善的是细胞

选择性. 此外, 通过基因治疗手段体外转染使肝癌细胞表

达FasL也可增加其凋亡率[6].  
2.1.3 肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(TNF-related apop-
tosis-inducing ligand���� ����, ������TRAIL) 近年来, 应用TR�IL诱导肿

瘤细胞凋亡的治疗受到学者的广泛关注, TR�IL与细胞

表面的DR4、DR5受体特异性结合, 通过死亡结构域激

发和传导凋亡信号诱导细胞凋亡[1]. 相对于TNFa、FasL, 
TR�IL安全性好, 也更具有临床应用前景. 灵长类动物静

脉注射实验表明即使高剂量也无明显毒副作用[7]. 主要原

因是正常细胞能表达不具备诱导凋亡下游效应的诱骗受

体(DcR1、DcR2), 而诱骗受体在肿瘤细胞不表达, 因此

TR�IL治疗具有肿瘤特异性[5,7]. 从目前研究来看, 重组的

可溶性TR�IL对包括大肠癌、肺癌、乳癌、肾癌、脑肿

瘤、黑色素瘤、肝癌、胰腺癌、前列腺癌、甲状腺癌、

尤文氏瘤、骨肉瘤、成神经细胞瘤、白血病、淋巴瘤

等多种肿瘤细胞系具有广谱的诱导凋亡作用[7,8], 对大肠

癌、乳癌、神经胶质瘤、多发性骨髓瘤等多种异位移植

瘤具有抑制作用[1,7,8]. 此外, 针对DR4、DR5受体的单抗对

肿瘤细胞系和肿瘤种植模型也具有抗肿瘤作用[9,10]. 尽管

如此, 某些肿瘤对TR�IL治疗仍有抵抗作用, 但一些报道

表明TR�IL联合化疗和放疗时, 能增加肝癌、结肠癌、

胰腺癌、前列腺癌等肿瘤细胞对TR� IL的敏感性, 获
得对多种实体肿瘤的抗肿瘤活性 ,  联合应用具有协同

作用[7,11-16]. 其机制可能是: 竞争性TR�IL受体R1和R2的
转录活性上升; 化疗药物引起抗凋亡蛋白如Bcl-2、Bcl-
XL或FLIP的下调; 上调促凋亡分子, 包括Caspase、F�DD
等[16-18]. 由于上述原因, TR�IL结合临床常规的放化疗可

能是最有前途的.  
2.2 针对Bcl-2蛋白家族 Bcl-2家族在调节线粒体途径中

发挥了至关重要的作用. 家族中的抗凋亡蛋白成员包括

Bcl-2、Bcl-XL和Mcl-1等, 促凋亡蛋白包括Bax、Bik、
Bad和仅有BH3结构域的Bid、Bim、PUM�等BH3蛋白, 
这些蛋白多定位于细胞内的膜结构上, 尤其是线粒体膜

上. 凋亡诱导过程中, Bax等促凋亡蛋白从细胞质转移至

线粒体外膜, 改变线粒体膜的通透性, 使Cyto C释放入细

胞质; BH3蛋白也可通过Bid蛋白剪切、Bad蛋白磷酸化

和Bim蛋白从微管复合物上解离等促进凋亡发生. 而抗凋

亡蛋白Bcl-2或Bcl-XL能阻止Bax或Bak激活并移位至线粒

体外膜, 或直接作用于线粒体膜通路从而阻止Cyto C释

放, 并可至少部分阻断BH3蛋白的作用. Bcl-2家族蛋白的

突变和表达变化能极大地改变细胞对药物的反应性. 治
疗角度, 目前主要是通过拮抗Bcl-2家族抗凋亡蛋白或降

低其水平来达到促进肿瘤细胞凋亡的目的. 研究表明, 反
义寡核苷酸治疗具有良好的耐受性[19], 能增加许多细胞

毒性药物的抗癌作用. 多项对淋巴瘤、白血病、多发性

骨髓瘤等血源性肿瘤的各期临床研究表明反义治疗有

效[20], 在胃癌、胰腺癌、肝癌、胆管癌等消化道肿瘤的

体外和动物移植瘤实验中反义治疗能够诱导肿瘤细胞凋

亡、抑制肿瘤生长[21-25]. 此外, 三氧化二砷治疗急性早幼

粒细胞白血病的研究也提示下调Bcl-2是诱导肿瘤细胞凋

亡的机制之一[26]. Bcl-2、Bcl-XL的竞争物正在研究中, 设
计的竞争物模拟BH3蛋白, 用于治疗Bcl-2水平增高的肿

瘤, 结合传统化疗可增加凋亡率[27-30].  
2.3 针对I�Ps I�Ps是凋亡调控的另一类重要蛋白, 目前

在人体中已发现的成员包括XI�P、N�IP、c-I�P1、
c-I�P2、Survivin、BRUCE和ML-I�P. 其抑制凋亡作用主

要是通过直接抑制Caspase蛋白酶的活性实现. 许多人类

肿瘤存在XI�P和Survivin等I�Ps的高表达[31], 因此, 用药

理措施干预I�Ps的表达以恢复肿瘤细胞对凋亡信号的敏

感性也引起了学者的兴趣. 应用反义治疗下调I�Ps水平

可增加细胞对死亡受体刺激的敏感性, 有报道下调XI�P
能诱导胃癌细胞凋亡并增加细胞对化疗药物的敏感性[32]. 
同时, I�Ps也可被线粒体释放的Smac/Diablo蛋白所抑制, 
这种负性调节作用主要通过Smac/Diablo与I�Ps竞争Cas-
pase结合位点、消除I�Ps对Caspase活性的抑制作用实现

的[33]. 对恶性胶质瘤[34]和非小细胞肺癌[35]的体内外实验证

实, 应用Smac激动剂能够增加原先对TR�IL和细胞毒性

药物耐受肿瘤的治疗敏感性, 因此也具有临床应用前景.  
2.4 针对NF-kB 许多肿瘤细胞存在NF-kB的组成性激活, 
NF-kB的下游基因与肿瘤的发生、发展等多个环节有关, 
其中也包括多种抗凋亡蛋白, 如Bcl-2、Bcl-XL、Bfl-1、
cI�P1、cI�P2、TR�F1、TR�F2等, NF-kB通过诱导或

上调这些抗凋亡蛋白抑制凋亡[36], 同时也有报道NF-kB能
促进Fas、FasL、DR4和DR5的表达, 在某些特定的情况

下促进凋亡[37], 但总体而言, NF-kB的组成性激活有助于

肿瘤细胞逃脱凋亡. 同时, NF-kB也可被外来刺激如细胞

因子、化疗药物等激活, 这也是肿瘤细胞对化疗药物产

生耐受的原因之一[36]. 由于以上发现, 使NF-kB可能成为

肿瘤治疗的新靶标. 通过抑制NF-kB的活性增加肿瘤细胞

对放化疗的敏感性, 可能成为新的放化疗辅助措施. 目前

可应用的方法和药物包括: 转染IkB-a突变体阻断NF-kB
活化; 针对NF-kB亚基设计的反义寡核苷酸治疗直接封闭

NF-kB的转录; 抗氧化剂PDTC、calpain抑制剂抑制NF-
kB激活; 蛋白酶抑制剂PSI、PS-341等阻止IkB-a磷酸化

等; 一些传统药物如糖皮质激素、水杨酸类、砷剂和全

反式维甲酸等经证实也是NF-kB抑制剂, 可能更适合应用

于临床[36,38,39].  
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2.5 针对Caspase 启动Caspase在诱导凋亡的起始阶段起了

关键作用, 而效应Caspase则是诱导细胞凋亡的最终执行

者, 因此抗肿瘤药物对Caspase的激活能力也决定了药物

诱导凋亡的能力. 各种化疗药物在诱导肿瘤细胞凋亡过

程中常伴有各种Caspase活性的增高. 同时, 部分肿瘤细胞

存在Caspase的表达缺失而影响Caspase激活, 此种表达缺

失可由于基因表达突变或促进子的过度甲基化引起, 转
染Caspase 3[40,41]、Caspase 8[42,43]和去甲基化治疗[44]能够

增加死亡受体诱导或放化疗诱导凋亡的敏感性.  
总之, 随着对凋亡机制的深入研究, 我们对肿瘤的抵

抗凋亡能力、各种治疗诱导肿瘤细胞凋亡、肿瘤细胞对

药物诱导凋亡的耐受性等有关机制都有了更多的了解, 
这为我们利用凋亡机制治疗肿瘤提供了更多的手段. 如
上所述, 砷剂、NF-kB抑制剂中的传统药物已经应用于临

床, TR�IL及其与放化疗的结合、各种反义治疗正处于

临床试验阶段, 并很有希望在不久的将来应用于临床, 而
针对不同靶点的基因治疗尚处于探索阶段, 在体外有效

的方法是否能应用于体内需要继续研究探讨. 然而由于

不同肿瘤的特点各不相同, 这些治疗手段和相应的治疗

方案也并不完善, 因此还需要更多进一步的实验和临床

研究进行筛选和完善.. 
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Abstract
AIM: To explore the matching degree of in situ  expression 
and serum level of pepsinogen C (PGC) in different 
gastric mucosal biopsies, and to evaluate its value in the 
diagnosis of gastric cancer.

METHODS: A total of 129 gastric mucosa biopsies and 
its corresponding serum specimens were collected from 
patients with superficial gastritis (n  = 30), gastric ulcer 
or erosion (n  = 35), atrophic gastritis (29), and gastric 
cancer (n  = 35). The expression of PGC in the gastric 
mucosa was detected by immunohistochemistry, and 
the concentration of serum pepsinogen A (sPGA) and 
pepsinogen C (sPGC) were determined by enzyme 
linked immunosorbent assay (ELISA).

RESULTS: The positive rate of PGC antigen expression 
decreased in the tissues of superficial gastritis (100%), 
gastric ulcer or erosion (80.00%), atrophic gastritis (34.48%), 
and gastric cancer (11.43%) in sequence (P <0.05). The 
expression rate decreased as the increase of the 
disease severity. There was no statistical difference in 
the concentration of sPGA and sPGC among the above 

4 groups. The ratio of sPGA to sPGC in the superficial 
gastritis, gastric ulcer or erosion, atrophic gastritis, and 
gastric cancer was 11.55±0.69, 9.39±0.86, 8.86±0.63, 
and 6.83±0.68, respectively (P <0.05), and decreased 
as the reduction of the PGC expression. There was 
specific correlation between the expression of PGC in 
gastric mucosa and the ratio of sPGA to sPGC in the 
serum (r  = 0.297, P  = 0.001).

CONCLUSION: Tissue expression of PGC has nega-
tive correlation with the severity of the gastric mucosal 
disease. The ratio of sPGA to sPGC is closely related with 
the tissue expression of PGC antigen, and it is a convenient 
and economic index for the screening and diagnosis of 
gastric cancer.

Key Words: Pepsinogen C; Pepsinogen A; Expression; 

Serology; Gastric cancer

Li HM, Ning PF, Yuan Y. In situ expression and serum level of 
pepsinogen C in different gastric mucosa diseases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2005;13(20):2473-2476

摘要

目的: 通过对不同类型胃黏膜活检组织胃蛋白酶原C(PGC)
的表达和血清胃蛋白酶原含量的检测, 研究二者的匹配程度

及其在胃癌筛查与诊断中的价值. 

方法: 129例胃黏膜活检组织及其血清标本(浅表性胃炎30例, 
胃黏膜糜烂溃疡35例, 萎缩性胃炎29例, 胃癌35例), 采用免

疫组织化学染色检测胃黏膜标本中PGC的表达情况; 采用酶

联免疫吸附实验检测血清PGA(sPGA)和PGC(sPGC)含量. 

结果: 30例浅表性胃炎PGC抗原均为阳性表达, 表达率为

100%, 而胃黏膜糜烂溃疡�萎缩性胃炎和胃癌组PGC抗原

阳性表达率分别为80.00%, 34.48%和11.43%, 其表达率随疾

病恶性程度的增加而下降(P <0.05). sPGC�sPGA含量各组

间无统计学差异, sPGA/sPGC比值从浅表性胃炎→胃黏膜

糜烂溃疡→萎缩性胃炎→胃癌依次下降, 分别为11.55±0.69, 
9.39±0.86, 8.86±0.63, 6.83±0.68 (P <0.05). sPGA/sPGC比

值随其病变组织PGC表达程度的降低而下降, 具有良好的相

关性(r  = 0.297, P  = 0.001). 

结论: P G C的组织表达与胃黏膜细胞恶性程度呈负相关. 
sPGA/sPGC与PGC抗原组织表达有良好的相关性, 是一个方

不同胃黏膜疾病胃蛋白酶原 C 组织原位表达与胃蛋白酶原血清学
检测水平的比较

李红梅, 宁佩芳, 袁 媛 
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便�经济的胃癌及癌前病变筛选和诊断的指标, 具有较好的

临床实用价值. 

关键词: 胃蛋白酶原C; 胃蛋白酶原A; 表达; 血清学; 胃癌

李红梅, 宁佩芳, 袁媛. 不同胃黏膜疾病胃蛋白酶原C组织原位表达与胃蛋白

酶原血清学检测水平的比较. 世界华人消化杂志  2005;13(20):2473-2476
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0  引言

胃癌普查和胃癌癌前�病患者的定期随访是发现早期胃

癌的�要手段[1,2], 简单�有效�经济�实用的普查方法

是��学��的热点, 多年来, 科�人员一直致力于探索

��胃癌的生物学标志物的��. 
胃蛋白酶原(P G)是一种具有消化功能的内切蛋白

酶, 属于天冬氨酸蛋白水解酶. 在酸性条件下被激活, 转
化为具有消化功能的胃蛋白酶. 根据免疫学和生化学特

点, 胃蛋白酶原可分为胃蛋白酶原A(PGA)和胃蛋白酶原

C(PGC)[3]. 在人类, 胃蛋白酶原C最初出现于胚胎后期, 约
胚胎的第32-36周, 是胃黏膜细胞分化�熟, 消化功能逐

渐完善的一种标志[4]. 本实验室先期��表明[5], PGC组织

表达判定胃癌�其癌前�病的灵敏度�特异度均高, 但
胃黏膜组织标本只能通过胃镜活检或术后标本获得, 操
作复杂, �本较高, 作为胃癌普查手段受到一定限制, 因
此我们�一步对这些患者的血清标本�行了胃蛋白酶原

C的检测, 旨在探讨组织学PGC的表达水平与血清PGC浓
度之间的关系, 同时检测血清PGA, 以探讨血清PG水平在

胃癌��中的应用价值. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验对象 中国医科大学����所第三��室收

集的129例胃黏膜活检组织�其对应的血清标本, 包括

浅表性胃炎30例, 胃黏膜糜烂溃疡35例, 萎缩性胃炎29
例, 胃癌35例. 男76例, 女53例; 年龄16-80岁, 中位年龄

51岁, 各病理组在性别�年龄构�上差异无统计学意义

(P >0.05). 
1.1.2 试剂 抗胃蛋白酶原C抗体(a n t i-p e p s i n o g e n C 
antibody, 商品名2D5)由日本临床检验��所惠赠; 免疫

组化用SP二步法试剂盒为福�迈�公司产品(Lot No: Kit-
9801D2); PGC, PGA ELISA试剂盒购于芬兰百得公司(Cat.
NO.6001080). 
1.2 方法

1.2.1 胃蛋白酶原C的免疫组织化学染色(SP二步法) 实验

过程按说明书操作. 结�判定根据细胞着色强度�阳性

细胞数�行综合评分. 着色强度以多数细胞呈色程度为

准, 凡细胞质或腺腔内黏液着浅棕色者为1分, 棕色者2分, 
深棕色者为3分, 不着色为0分; 整块切片中阳性细胞占所

有胃黏膜细胞中的比例<30%为1分, 30-70%为2分, >70%

为3分, 无细胞染色为0分. 根据上述两项指标的积分数

分为４级, 0分为�性(-); 2-3分为(+); 4分为(++); 5-6分为

(+++). ≥2分(+)为阳性表达; ≥4分(++～+++)为过表达或

强阳性. 
1.2.2 PGA、PGC血清ELISA检测 均严格按照试剂盒说明

操作. 
统计学处理 利用SPSS 10.0软件包�行统计学处理: 

PGC的免疫组织化学结�采用χ2检验分析, PGA�PGC
血清ELISA检测结�等计量资料采用多组间的单因素方

差分析并作组间均数的两两比较, PGC组织原位表达与

sPGA�sPGC浓度的关系应用Spearman等级相关分析, 
P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 各类胃黏膜组织胃蛋白酶原C的动态表达 129例胃

黏膜PGC免疫组织化学检测发现30例浅表性胃炎PGC抗
原均为阳性表达, 表达率为100%, 而胃黏膜糜烂溃疡�

萎缩性胃炎�胃癌PGC抗原阳性表达率分别为80.00%, 
34.48%和11.43%. PGC抗原阳性表达率从浅表性胃炎→

胃黏膜糜烂溃疡→萎缩性胃炎→胃癌依次逐渐下降. 由
胃良性�病到胃癌前�病, PGC表达率显著下降(P <0.01); 
由胃癌前�病到胃癌, PGC表达率逐渐下降(P <0.05)(表
1). PGC主要在细胞质�细胞膜着色, 细胞核内无阳性物

质. 在浅表性胃炎和胃糜烂溃疡这类胃良性�病中, PGC
表达阳性细胞数多, 着色深. 在萎缩性胃炎和胃癌组织中

PGC的表达呈灶状分布, 仅个别腺�或细胞中有表达, 并
且阳性物质的着色较浅, 综合评分在3分以下. 

2.2 不同胃疾病胃蛋白酶原含量血清学检测 129例患者�

行胃黏膜组织学PGC检测的同时, 我们也检测了其血清

PGA�PGC的水平. 本组测得sPGA含量从浅表性胃炎�

胃黏膜糜烂溃疡�萎缩性胃炎到胃癌组依次降低, sPGC
浓度从浅表性胃炎�胃黏膜糜烂溃疡�萎缩性胃炎到胃

癌组有升高趋势, 但各组间比较均无统计学差异(P >0.05). 
各组sPGA/sPGC比值从浅表性胃炎→胃黏膜糜烂溃疡→

萎缩性胃炎→胃癌依次下降, 浅表性胃炎组与胃癌组比

较有极显著统计学差异(P <0.01), 与萎缩性胃炎组相比有

显著差异(P <0.05)(表1). 通过对本组PGC组织原位表达与

sPGA�sPGC�sPGA/sPGC的Spearman等级相关分析发

表 1  不同胃黏膜病变PGC组织原位表达及血清PG浓度 (mean±SD, 
μg/L)

                             PGC阳性       

                              表达(％)

浅表性胃炎    30   100.00b    94.20±7.79  10.20±1.92  11.55±0.69b

糜烂溃疡	       35     80.00bc   92.51±7.62  12.72±1.84    9.39±0.86

萎缩性胃炎    29     34.48ad   86.99±7.64	  12.22±2.49    8.86±0.63c

胃癌	       35     11.43d    73.26±6.09  14.80±2.37    6.83±0.68d

aP<0.05, bP<0.01 vs 胃癌组；cP<0.05, dP<0.01 vs  浅表性胃炎组.

n                          sPGA            sPGC         sPGA/sPGC
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现, sPGA/sPGC的比值下降与其病变组织原位PGC表达

的降低呈伴随关系, 两者具有良好的相关性(r  = 0.297, P = 
0.001). 

3  讨论

PGC组织表达的��变化可以体现不同胃黏膜的分化程

度�胃�病的恶性程度, 随着胃�病加�, PGC表达减少. 
PGC表达产物的缺乏可能是胃黏膜细胞恶性转化的结

�[6]. 胃底腺主细胞是胃蛋白酶原的主要来源, 胃癌常伴

有胃黏膜萎缩, 导致主细胞被大量破坏, 胃黏膜分泌功能

受损[7]; 同时由于恶性转化的细胞存在分化障碍, 致癌因

子使胚细胞中的胃蛋白酶原�因受损突变, 导致胃黏膜

细胞的终末分化产物PGC-Ag表达减少[8]. PGC作为胃分

化�熟的一种功能蛋白酶, 在萎缩性胃炎表达显著下降, 
说明这类胃�病与胃良性�病相比, 细胞分化障碍明显, 
生物学特性更接近胃癌. 本��结�表明, 随着�病加�, 
由胃良性�病→胃癌前�病→胃癌, PGC阳性表达率依

次逐渐下降, 说明PGC的组织表达与胃癌的发生发�有

良好的相关性. 
胃蛋白酶原大部分分泌入胃腔, 一小部分酶原透过

胃黏膜毛细血�入血. 血清胃蛋白酶原水平可反映胃蛋

白酶分泌�胃黏膜的状�和功能[9-11]. 正常情况下, PGA
为血液中PG的主要同功酶, 占总PG的75%, 血清PGA水

平明显高于PGC. 这是由于主细胞合�与释放PGA入血

速度较快, 代谢清除率较慢. ��中通过对胃黏膜组织中

PGC表达和血清PGC水平比较发现, 随着�病加�, 胃黏

膜组织中PGC表达率逐渐降低, 而其血清PGC水平有所

升高, 两者呈不平衡势�, 但各组间sPGC无统计学差异. 
�其原因可能由于PGC表达细胞分布较广, 胃外器官如

乳腺�前列腺等也产生PGC[12-14], 因而局灶病变对其影响

有限, 因此, 当细胞损伤时, 血清PGC的变化不明显, 表明

单独应用血清PGC对胃癌的��无显著意义. 文献[15,16]
报道, 胃癌患者血清PGA/PGC比值明显低于正常对照组

人群, 对于胃癌的筛查���有一定价值. 我们也发现, 
随着患者胃�病的加�, sPGA/sPGC比值呈逐步下降趋

势, 胃良性�病(浅表性胃炎)与癌前�病(萎缩性胃炎)和
恶性�病(胃癌)相比差异显著, 表明胃黏膜�病在从良性

到恶性转化的这一质变过程中, 其细胞功能也发生了质

的变化, 二者的比值对胃�病的筛查和��具有实际应

用价值. 
我们通过对不同胃黏膜P G C表达程度�其血清

sPGA/sPGC比值变化的比较发现, 随着胃黏膜�病组织

学恶性程度的增加, 组织PGC表达率下降, 同时血清PGA/
PGC比值也下降, 二者呈伴随关系, 具有良好的相关性, 
这一点互相验�了不同胃黏膜�病PGC组织学表达程度

�其血清PGA/PGC比值测定均可以作为胃癌�其癌前�

病筛查的可靠指标, 有学者曾将血清PGA/PGC比值誉为

胃黏膜�病的“血清学活检”[11,17]. 

总之, PGC作为胃�病发生发�的判定指标在组织

学上的意义更大, 而作为血清学的检查方法作用有限, 但
如与血清PGA结合, 以sPGA/sPGC比值筛查胃黏膜�病

是一个较好的指标, 而且具有非侵入性�标本方便获得

和�本较低的特点, 对胃黏膜�病的大规模筛查具有实

用价值. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between the meth-
ylation status of the 5’CpG island of PTEN promoter region 

and the mRNA expression of PTEN gene in gastric cancer 
cell lines in vitro.

METHODS: The methylation status of PTEN promoter 
region and expression of PTEN mRNA in gastric cancer 
cell lines SGC-7901 (moderately differentiated), 
BGC-823 (lowly differentiated), MGC-803 (lowly 
differentiated), HGC-27 (non-differentiated) were 
measured by methylation-specific polymerase chain 
reaction (MSP) and semi-quantitative reverse transc-
ription PCR, respectively.

RESULTS: The methylation of PTEN gene in promoter 
region was found in HGC-27, MGC-803, and BGC-823 
cells, but not in SGC-7901 ones. HGC-27 cells had 
the highest methylation level of PTEN gene (138.217 ± 
7.898, P  <0.01), then MGC-803 and BGC-823 cells, 
and no significant difference was found between MGC 
and BGC (P  >0.05). SGC-7901 cells had the highest 
expression of PTEN mRNA (0.336 ± 0.079, P  <0.01), 
then BGC-823, MGC-803 and HGC-27 (lowest, 0.113 ± 
0.047, P  <0.05), and there was no significant difference 
between BGC and MGC (P  >0.05). The expression 
of PTEN mRNA decreased gradually following the 
increase of the level of PTEN methylation. In addition, 

胃癌细胞 PTEN 甲基化与其表达的相关性
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PTEN methylation status and the expression of PTEN 
mRNA were correlated with the differentiation level of 
the cancer cells.

CONCLUSION: Hypermethylation may be the main 
cause that leads to the decrease of the PTEN mRNA 
expression in gastric cancer, and also it may be the 
major mechanism that contributes to tumorigenesis 
and the progression of gastric carcinoma.

Key Words: PTEN gene; Gastric carcinoma; Methyla-
tion-specific polymerase chain reaction
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摘要

目的: 探讨胃癌细胞P T E N基因启动子区域甲基化与其

mRNA表达的关系. 

方法: 采用甲基化特异性P C R法(M S P)检测四种胃癌细

胞系SGC-7901(中度分化)�BGC-823(低度分化细胞)�
MGC-803(低度分化细胞)�HGC-27中PTEN基因甲基化状

态, RT-PCR检测四种胃癌细胞系PTEN表达水平(未分化). 

结果: HGC-27�MGC-803�BGC-823细胞系可检测到PTEN
基因启动子的甲基化, SGC-7901细胞未检测到甲基化, 甲
基化水平的顺序依次为: H G C-27最高(138.217±7.898, 
P <0.01), MGC-803�BGC-823次之(P >0.05). PTEN mRNA表

达水平的依次顺序为: SGC-7901最高(0.336±0.079, P <0.01), 
BGC-823�MGC-803次之(P >0.05), HGC-27表达水平最低

(0.113±0.047, P <0.05), 其表达水平随着其启动子区甲基化

水平增高而降低. PTEN mRNA表达及其启动子甲基化水平

还与胃癌细胞分化程度相关. 

结论: 胃癌细胞PTEN基因启动子区域出现异常甲基化, 可能

是导致其mRNA表达异常的主要原因, 也可能是导致胃癌发

生�发展的重要机制之一. 

关键词: PTEN基因; 胃癌细胞; 甲基化特异的PCR
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0  引言

10号染色体缺失的磷酸酶�张力蛋白同源物�因(PTEN)
是近年来发现的一种�的抑癌�因 ,  定位于染色体

10q23.3[1-3], 具有双�特异性磷酸酶活性, 在细胞的生长

发育�凋亡�移��信号传递等方面起着�要的调控作

用. 该�因功能的缺失导致其磷酸酶活性剧降, 细胞恶性

增殖能力增强�细胞游走性增加并抑制细胞凋亡. 胃癌

的发生�发�是一个多步骤�多阶段且有序的过程, 主
要是癌�因功能增强�抑癌�因�DNA修复�因突变或

功能缺失所致. 许多���实, PTEN�因在胃癌中失活

�表达异常, 并与其发生发�密切相关. DNA甲�化是�

因表达的一个�要调节者, PTEN�因由于高甲�化而失

活在人类的大肠癌��胶质细胞��子宫内膜癌�乳腺

癌�非小细胞肺癌�星形细胞��卵巢癌等病中都有报

道[4-10]. 因此, 目前认为除了编码区突变外, 启�子区发生

甲�化也是导致抑癌�因功能缺失的机制之一. 我们采

用敏感的甲�化特异性PCR法(MSP)和RT-PCR检测胃癌

细胞PTEN启�子区域CpG岛甲�化状��其表达水平, 
以探讨PTEN甲�化改变�PTEN表达异常与胃癌发生�

发�的关系, 为胃癌的发生�发�机制提供分子生物学

依据, 并为胃癌防�提供�的思路. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 细胞系 SGC-7901�BGC-823�MGC-803�HGC-27细
胞由本室保存. 其中, SGC-7901为中度分化细胞, BGC-823�
MGC-803为低度分化细胞, HGC-27为未分化细胞. 
1.1.2 主要试剂 RPMI 1640培养�购自Gibco公司, MMLV
逆转录酶购自Promega公司, Taq酶购自Biostar公司. PTEN
甲�化和未甲�化二套引物和内参引物由上海生物工程

�术有限公司合�. 亚硫酸氢钠�氢醌均购自Sigama公
司, Wizard DNA clean up systerm购自Promega公司, Sss-1
酶购自New England Biolabs公司, 蛋白酶K�Rnase A�平

衡酚�异丙醇�乙酸钠�碘化钠等均购自武汉生命�术

有限公司. 
1.2 方法 

1.2.1 细胞培养 SGC-7901�BGC-823�MGC-803�
H G C-27细胞接种于含10 m L/L小牛血清(56℃灭活

30 min)�100×103 U/L青霉素�100×103 U/L链霉素的

pH7.2的RPMI 1640培养液中, 在37℃�50 mL/L的CO2培

养箱中培养. 
1.2.2 RT-PCR检测胃癌细胞PTEN mRNA表达水平 Trizol
试剂提取细胞总RNA, 用紫外可见分光光度仪检测RNA
的纯度�浓度, 每种取总RNA 1 mg用MMLV逆转录酶

�行逆转录, PCR扩增PTEN, 同时扩增β-actin作为内参. 
PTEN引物序列: 上游引物: 5’ACCAGTGGCACTGTTGT
TTCAC3’; 下游引物: 5’TTCCTCTGGTCCTGGTATGAA
G3’; 产物长度289 bp. 内参照β-actin引物系列: 上游引物: 
5’CGAGCGGGAAATCGTGCGTGACATTAAGGAGA3’; 
下游引物: 5’CGTCATACTCCTGCTTGCTGATCCACA
TCTGC3’; 产物长度479 bp. PTEN PCR反应条件: 94℃ 
3 min预变性后开始20个循环: 94℃ 30 s�54℃ 30 s, 
72℃ 45 s, 最后于72℃延伸7 min, β-actin PCR反应条件: 
94℃ 3 min预变性后开始循环: 94℃ 40 s�56℃ 45 s, 
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72 ℃ 60 s. 共20个循环, 最后于72℃延伸7 min. 扩增完

毕在15 g/L琼脂糖凝胶上电泳分离, 使用凝胶�像系统

检测积分吸光度值, 将PTEN与β-actin吸光度比值作为其

mRNA水平的相对值. 每种细胞每个�因至少�复实验3
次, PTEN�因mRNA表达水平取每次实验的平均值. 
1.2.3 MSP法检测四种细胞PTEN甲基化状态 蛋白酶K-苯
酚抽取法从细胞中抽取总DNA[11], 紫外分光光度计检测

DNA含量和纯度, 琼脂糖凝胶电泳检测DNA完整性. 稀
释2 mg DNA于50 mL水中, 加入NaOH, 42℃变性30 min
后, 加入�鲜配置的亚硫酸氢钠和氢醌�石蜡油覆盖均

匀, 55℃水浴16 h. 用DNA纯化试剂盒纯化(按说明书步

骤)后将DNA�悬于50 mL水中, 再加入NaOH, 37℃水浴

15 min, 然后用NaAc�无水乙醇沉淀回收DNA, 干燥, 并
�悬于50 mL水中, -20℃用箔包裹保存. 未甲�化阳性

对照采用正常人外周血淋巴细胞抽取的DNA�行亚硫

酸氢盐处理. 而将正常人外周淋巴细胞经Sss-1酶处理后

再经亚硫酸氢盐修饰作为甲�化的阳性对照. �性对照

用水代替DNA�行PCR. 聚合酶链反应: 引物设计根据

PTEN�因序列(Genbank accession number AF143312), 并
参照Salvesen et al [8]和Kang et al [12]合�. PTEN甲�化引

物序列: 上游引物: 5’TTCGTTCGTCGTCGTCGTATTT3’; 
下游引物: 5’GCCGCTTAACTCTAAACCGCAACCG
3’; 产物长度206 bp. 未甲�化引物序列: 上游引物: 5’
GTGTTGGTGGAGGTAGTTGTTT3’; 下游引物: 5’
ACCACTTAACTCTAA ACCACAACCA3’; 产物长度

162 bp. 25 mL的PCR反应体系为: 10×Buffer 2.5 mL, 
dNTP 2.0 mL, TaqE 0.5 mL, ddH2O 17.5 mL, Prix 1 mL, 
MgSO4 0.5 mL, DNA 1 mL, 于94℃ 3 min预变性后开始

35个循坏: 94℃ 30 s�54(56)℃ 1 min, 72℃ 45 s, 最后于

72℃延伸7 min. PCR产物经60 g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳

后检测积分吸光度值. 每种细胞每个�因至少�复实验3
次, PTEN�因甲�化表达水平取每次实验的平均值. 
1.3 图像分析 采用美国Image PC alpha 9图像分析系统对

PCR结��行图像分析, 计算条带的积分吸光度. 
统计学处理 所得数据以mean±SD表示, 应用方差分

析和q检验对实验结��行分析. P<0.05认为有统计学意义. 

2  结果

2.1 PTEN基因mRNA的表达 细胞SGC-7901 mRNA的水

平最高(0.336±0.079, P <0.01), BGC-823�MGC-803次
之(0.232±0.063 vs  0.228±0.056, P >0.05), HGC-27最低

(0.113±0.047, P <0.05)(图1). 低分化胃癌细胞mRNA表达

水平要低于较高分化程度胃癌细胞(P <0.05). 可见胃癌细

胞PTEN mRNA表达与细胞分化程度相关. �性对照�行

PCR扩增结�为�性, �实不存在试剂污染. 
2.2 PTEN启动子区域甲基化状态

2.2.1 启动子区CpG岛的甲基化与未甲基化 甲�化阳性

对照引物扩增出71 bp的条带, 未甲�化阳性对照引物扩
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(289 bp)

b-actin
(479 bp)
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400
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M0        M     U      M     U      M      U      M     U
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图 1   四种胃癌细胞系PTEN mRNA的表达．S: SGC-7901; B: BGC-823; 
M: MGC-803; H: HGC-27; M0: DNA标记．

图 2  胃癌细胞PTEN基因启动子区CpG甲基化状态．M: 甲基化; U: 未
甲基化; SGC、BGC、MGC、HGC: 胃癌细胞; M0: DNA标记; MP: 甲
基化对照; UP: 未甲基化对照; B: 空白对照; Con: DNA未经MSP法处理
的对照; H2O: 阴性对照．

增出一条162 bp的条带. U引物未扩增出条带, 而M引物

扩增出71 bp的条带, 说明PTEN�因启�子区CpG岛全

部发生甲�化; 如�M引物未扩增出条带, U引物扩增出

162 bp的条带, 说明PTEN�因未发生甲�化; 若M�U
均扩增出相应大小的条带, 说明PTEN�因启�子区部分

CpG岛发生甲�化(图2). 
2.2.2 胃癌细胞PTEN基因CpG岛甲基化状态 HGC-27�
MGC-803�BGC-823细胞系PTEN�因启�子区CpG岛

可检测到甲�化, 其甲�化水平的依次顺序为: HGC-27
最高(138.217±7.898, P <0.01), MGC-803�BGC-823次
之(82.918±4.026 vs  79.541±4.824, P >0.05), SGC-7901
细胞则未检测到甲�化. 低分化胃癌细胞PTEN�因甲�

化水平要高于较高分化程度细胞(P <0.05), 可见胃癌细胞

PTEN�因CpG岛甲�化水平与细胞分化程度相关(图2). 
2.3 PTEN启动子区CpG岛甲基化与其mRNA表达的关系 

结�显示, 胃癌细胞PTEN甲�化水平越高, 其mRNA表

达水平越低; 可见, PTEN�因mRNA表达随着其PTEN启

�子区CpG岛甲�化水平增高而降低. 

3  讨论

胃癌的发生�发�是机体内因和环境外因共同作用的结

�. 其中癌�因功能增强�抑癌�因功能缺失发挥着�

要作用. PTEN�因是一种广泛的��抑制�因, 其适度

的表达可通过使3, 4, 5-三磷酸磷脂酰肌醇(PIP3)去磷酸

化, 达到抑制细胞生长�促�细胞凋亡的目的; 并通过使

黏着斑激酶(FAK)去磷酸化抑制细胞转移�侵袭; 另外, 
还通过抑制MARK信号传导通路抑制细胞生长分化[13-16]. 
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���实, 在人类的胃癌中也普遍存在PTEN失活现象�

表达的异常[17-20], 并且其失活与胃癌的发生�发�密切相

关[21,22]. 目前认为, 突变�缺失�异常甲�化是导致PTEN
�因失活的主要机制[21,23-27]. 但��表明, PTEN�因的突

变�缺失在胃癌的发生�发�中不起主要作用[28,29], 因此

其启�子CpG岛区域甲�化状况与胃癌发生�发�的关

系就�为瞩目的焦点. 在本实验中四种胃癌细胞系中有

三种可检测到PTEN启�子区CpG岛的甲�化状�, 并且

胃癌细胞PTEN�因CpG岛甲�化水平与细胞分化程度

相关, 说明PTEN发生甲�化参与了胃癌的��, 这也表

明启�子甲�化与胃癌的发生�发�关系密切.  
PTEN蛋白没有SH2结构, 也没有跨膜信号, 它是定

位于细胞质的一种磷酸酶, 其5’端非翻译区含有多个CpG
岛, 因此有学者推测, 细胞可以通过甲�化而下调PTEN
的mRNA表达量, 从而在RNA水平调控PTEN蛋白表达量. 
本实验结�显示, 在三种胃癌细胞系中都检测到PTEN启

�子区CpG岛的甲�化状�, 且细胞甲�化水平越高, 其
mRNA表达水平越低, 后者的表达水平随着前者甲�化

的增高而降低, 这表明PTEN启�子甲�化与其mRNA表

达量密切相关. 据此我们推测, 在胃癌细胞中, PTEN启�

子区CpG岛发生甲�化将直接导致其mRNA表达减少或

无表达, �而使其蛋白表达异常, 以致该�因失活, 这也

与国外学者Kang et al [21]的报道相一致; PTEN因甲�化

而失活后将导致与��发生�发�相关的一系列生物学

行为的改变, 例如细胞增殖与凋亡失调, ��侵袭转移能

力增强等, 从而也说明PTEN�因甲�化在胃癌的发生�

发�中同样起着至关�要的作用. 但Sato et al [29]也对胃

癌PTEN�因甲�化状��行了检测, 结�显示: PTEN作

为抑制�因, 并未参与胃癌的发生�发�, 这可能是由于

PTEN�因启�子区富含的CpG岛并未全部发生甲�化, 
且所设计的引物并未能针对已发生甲�化的区域扩增, 
故仅仅只扩增出未甲�化产物. 

另外我们发现, PTEN甲�化�其mRNA表达与细胞

分化程度相关, 即PTEN甲�化水平高且其mRNA表达水

平低的细胞分化程度低. 一般来说, 细胞分化程度越低, 
其恶性程度就越高, 病人预后越差, 因此我们可以通过对

上述两个指标的检测来达到预测��恶性程度�预后的

目的. 还有��提示[12], 胃癌中PTEN�因异常甲�化可

能与EB病毒感染有关, 因EB病毒感染阳性胃癌中PTEN
启�子甲�化率为76.2%(16/21), 而EB病毒�性胃癌者仅

为25%(14/56). 故此我们�望能够通过清除EB病毒的策

略来防止PTEN�因发生异常甲�化, 从而达到预防与�

���的目的. 
我们通过对PTEN�因甲�化状��其表达的��, 

表明PTEN�因启�子区域出现异常甲�化, 可能是导

致PTEN�因mRNA表达异常的主要原因, 也可能是导致

该�因失活的�要机制之一, 这将有助于揭示胃癌的发

生�发�机制, 也为��的防�提供了�的思路. 另外对

PTEN表达�其甲�化状�的检测也将有助于判���

的恶性程度和预后. 以上结�仅从�因水平分析PTEN在

胃癌发生发�中的异常改变, 其参与��发生发�的机

制还有待于�一步��. 
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NO-
2/NO-

3含量, 并观察了胃黏膜损伤指数(ulcer index, UI)�
溃疡坏死组织和中性粒细胞浸润严重程度的变化. 

结果: 与模型损伤组比, 潘托拉唑组大鼠UI明显降低(5.7±
2.1 vs  25.4±2.5, P <0.01), 溃疡坏死组织和中性粒细胞浸润

程度明显减轻. 预先用L -NAME处理后, 潘托拉唑保护胃黏

膜损伤作用明显减弱; L -NAME抑制作用可被L -精氨酸拮

抗. iv潘托拉唑, 可增加GMBF�胃黏膜和血浆NO-
2/NO-

3 , 
L -NAME可逆转这种作用, 但对潘托拉唑抑制酸分泌作用无

明显影响. 

结论: 潘托拉唑通过一氧化氮介导对大鼠胃黏膜损伤有重要

的保护作用, 而与潘托拉唑抑制酸分泌作用无关. 

关键词: 潘托拉唑; 胃黏膜损伤; 细胞保护; 一氧化氮

乐桥良, 张志坚, 林克荣, 王雯. 潘托拉唑对胃黏膜损伤保护作用及其机制. 
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0  引言

潘托拉唑(pantoprazole)显著抑制酸分泌作用的机制已�

本阐明[1-3]; 但它对胃黏膜具有保护作用[4-13]的机制尚未完

全阐明. 一氧化氮(nitric oxide, NO)是扩血�物质, 可增加

胃黏膜血流量, 对胃黏膜具有保护作用[14-23]. 有关NO是否

�导潘托拉唑对胃黏膜保护作用尚未见报道. 我们��

了潘托拉唑对大鼠胃黏膜保护作用, 并探讨NO是否参与

了这一过程. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 主要药品和试剂 潘托拉唑是杨子江药业公司提供

的产品, L -硝�-精氨酸甲酯(Nω-nitro-L -arginine methyl 
ester, L -NAME)为Sigma公司产品, L -精氨酸为上海华美

工程公司产品. 镉粒为上海亭�工厂产品, 甘氨酸�亚硝

酸盐为上海试剂一厂产品, 硫酸铜�N-1-奈乙胺盐酸盐

为上海试剂三厂产品, 对氨�苯磺酸为上海山海科��

�所产品, 硫酸�硫酸锌�氢氧化钠�酚红为上海试剂

二厂产品. 
1.1.2 实验动物 纯种�♂�健康SD大鼠(上海西普尔-必
凯实验�物有限公司提供), 体质量200-260 g, 实验前禁

食24 h, 但不禁水. 
1.1.3 主要仪器 XHF-1高速分解器为上海金山生化仪器

厂产品, TG328 B型分析天平为上海天平仪器厂产品, 801
型离心机为上海手术器械厂产品, 724微机型可见分光光

度计为上海光学仪器厂产品, 眼科手术器械一套. 激光多

普勒血流计(LDF), LDF-Ⅲ型, 南开大学制造, �术参数

如下: He-Ne光源, 功率2 mW, 输出功率>1 mW, 光纤长

2.5 m, 测定范围为1 mm半球区域, 量程选×1档, 时间常

数1 s档, 频率为4 kHz. 
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Abstract
AIM: To explore the protective effect of pantoprazole 
on the gastric mucosal lesions in rats and its related 
mechanism.

METHODS: Before the gastric mucosal lesion was in-
duced by pure alcohol, the rats were intravenously 
injected with pantoprazole (20 mg/kg), Nω-nitro-
L -arginine methyl ester (L -NAME, 4 mg/kg), and 
L -arginine (250 mg/kg). The gastric mucosal blood 
flow (GMBF) was detected by laser Doppler flowmetry 
(LDF), and the level of NO-

2/NO-
3 in the gastric mucosa 

and serum was measured by cadmium granulation 
reduction and colorimetric method. The ulcer index 
(UI), the severity of tissue necrosis, and neutrophils 
infiltration were observed.

RESULTS: Compared with that in the control group, 
the UI was significantly decreased (5.7±2.1 vs  25.4±
2.5, P  <0.01), and the degrees of tissue necrosis and 
neutrophils infiltration were markedly lightened. The 
protective effect of pantoprazole was significantly 
decreased by L -NAME. The inhibitory effect of 
L -NAME was antagonized by prior administration of 
L -arginine. The GMBF and the content of NO-

2/NO-
3 

in gastric mucosa and serum were increased by the 
intravenous administration of pantoprazole. This effect 
was prevented by the pretreatment of L -NAME, but the 
antisecretion effect of pantoprazole was not affected by 
L -NAME.

CONCLUSION: Pantoprazole can protect gastric muc-
osa against the lesions in rats by the mediation of nitric 
oxide (NO), and the protective effect has no relation 
with its antisecretory action of gastric acid.

Key Words: Pantoprazole; Gastric mucosal lesion; Cy-
toprotection; Nitric oxide

Le QL, Zhang ZJ, Lin KR, Wang W. Protective effect of pantoprazole 
on gastric mucosal lesions in rats and its mechanism. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2005;13(20):2480-2484

摘要

目的: 探讨潘托拉唑对大鼠胃黏膜损伤保护的作用及其机制. 

方法: 在乙醇诱导大鼠胃黏膜损伤前, 预先给予(iv)潘托拉唑

(20 mg/kg)�L -硝基-精氨酸甲酯(L -NAME, 4 mg/kg)及L -精
氨酸(250 mg/kg). 采用激光多普勒血流计(LDF)测定胃黏膜

血流量(GMBF), 采用镉粒还原和比色法测定胃黏膜和血浆
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表 1  各组大鼠胃黏膜损伤指数变化和组织学观察 (mean±SD, n  = 11)

                                                           坏死物质               中性粒细胞

                                                   ≤+      ++～+++       ≤+   ++～+++

Ⅱ                   25.4±2.5               2               9                2           9

Ⅲ                     5.7±2.1b              9               2b               8           3b

Ⅳ                   24.9±2.4d              2               9d               2           9d

Ⅴ                     5.9±2.2b              8               3b               9           2b

组别                      UI 

bP<0.01 vs Ⅱ组；dP<0.01  vs  Ⅲ组.

表 2  Ⅰ-Ⅳ组大鼠GMBF、胃黏膜和血浆NO-
2/NO-

3及胃液pH的变化 
(mean±SD, n  = 11)

            GMBF       胃黏膜NO-
2/NO-

3     血浆 NO-
2/NO-

3          pH

              (mV)               (nmol/L)                  (μmol/L) 

Ⅰ        320±49        0.36±0.05              29.95±2.08      3.44±0.55 

Ⅱ        190±25b       0.68±0.07b             54.79±4.26b     2.26±0.38a             

Ⅲ        294±44        0.87±0.08              81.46±6.39      6.87±0.76 

Ⅳ        190±28c       0.43±0.07d             31.68±3.46d     6.75±0.76

组别 

aP<0.05，bP<0.01 vs  Ⅰ，Ⅲ组；cP<0.05，dP<0.01 vs  Ⅲ组.

与损伤模型组和L -NAME组比均明显降低(P <0.01)(表1). 
2.2 胃组织学观察 损伤模型组大鼠溃疡底部可见大量坏

死物质, 周围组织中中性粒细胞浸润明显; 潘托拉唑组溃

疡底部坏死物质和周围组织中中性粒细胞浸润均比损伤

模型组明显减轻(P <0.01); L -NAME组溃疡底部坏死物质

和周围组织中中性粒细胞浸润与损伤模型组比均无明显

差异(P >0.05), 而比潘托拉唑组严�(P <0.01); L -精氨酸组

与损伤模型组和L -NAME组比二者均明显减轻(P <0.01), 
与潘托拉唑组比无明显差异(P >0.05)(表1). 

1.2 方法 

1.2.1 胃黏膜损伤模型制备 大鼠禁食24 h后, 30 g/L戊巴

比钠(4 mg/kg)ip麻醉, 用1 mL无水乙醇灌胃, 1 h后腹正

中切口�入腹腔, 沿胃大弯处剪开胃, 并�行各项实验指

标测定. 
1.2.2 给药和分组 取SD大鼠99只, 随机分为9组, 每组11
只. Ⅰ组: 假手术组, 作为正常对照; Ⅱ组: 损伤模型组, 
作为损伤对照; Ⅲ组: 潘托拉唑组, 在用无水乙醇灌胃

30 min前, iv潘托拉唑(20 mg/kg). Ⅳ组: L -NAME组, 在
iv潘托拉唑20 min前, iv L -NAME(4 mg/kg). Ⅴ组: L -精
氨酸(L -arginine)组, 在iv L -NAME 15 min前, iv L -精氨酸

(250 mg/kg). Ⅰ-Ⅳ组又分�2组, 其中1组用于胃酸�胃

黏膜血流量�胃黏膜和血浆NO-
2/NO-

3测定, 另1组用于胃

黏膜损伤指数判定和组织学观察. 对照组给予等量的生

理盐水. 
1.2.3 胃液pH测定 取胃液2 mL, 加酚红指示剂2滴, 黄色

表示有胃酸存在. 用0.1 mol/L氢氧化钠滴定至粉红色. 所
耗氢氧化钠mL数×50, 即为胃酸浓度(mmol/L), 并换算�

pH. 
1.2.4 胃黏膜血流量(GMBF)测定 采用LDF测定, 开机预

热30 min调出LDF-Ⅲ GMBF测定程序, 从胃大弯处作一

小切口, 用LDF的探头轻轻垂直接触胃黏膜表面, 待血流

稳定后, 在胃体大小弯�胃窦大小弯取4点测定GMBF, 取
其平均值, 以激光多普勒信号电压值(mV)表示血流量的

相对数值. 
1.2.5 胃黏膜和血浆NO-

2/NO-
3含量测定 取胃, 用钝性刀片

刮取胃黏膜, 组织匀浆, 离心后, 取上清液, -20℃贮存待

测; 取外周血2 mL, EDTA抗凝, 离心后, 取上清液, -20℃
贮存待测; 采用镉粒还原和比色法测定[24]. 
1.2.6 胃黏膜损伤指数(ulcer index, UI)判定 按Guth标准计

算溃疡指数, 处死�物, 取出胃�十二肠, 沿大弯侧剪开

后, �平, 按溃疡或糜烂面积大小给予计分: 斑点状糜烂

为1分, 糜烂<1 mm为2分, 糜烂�于1-2 mm之间为3分, 
糜烂为2-4 mm为4分, 糜烂>4 mm为5分. 
1.2.7 组织学观察 将全胃固定于甲醛液, 制�石腊切片, 
HE染色, 光镜下观察, 评定标准如下: (1)坏死物质: 未见

为0, 仅在溃疡底面边缘有少许为(+), 薄层覆盖整个溃疡

底为(++), 厚层覆盖为(+++). (2)中性粒细胞浸润: 未见为

0, 偶见(+), 明显(+++), �于后两者之间为(++). 
统计学处理 多组计量资料之间比较采用方差分析, 

组间两两比较用q检验, 实验数据均以mean±SD表示; 计
数资料之间采用c2检验. 

2  结果

2.1 UI测定 损伤模型组大鼠UI(25.4±2.5)比正常对照组

(0)明显升高(P <0.01); 潘托拉唑组与损伤模型组比明显

降低(P <0.01); L -NAME组与损伤模型组比无明显差异

(P >0.05), 而比潘托拉唑组明显升高(P <0.01); L -精氨酸组

2.3 GMBF 损伤模型组大鼠GMBF与正常对照组比明

显降低(P <0.01), 潘托拉唑组与损伤模型组比明显升

高(P <0.05), L -N A M E组与损伤模型组比无明显差异

(P >0.05), 而比潘托拉唑组明显降低(P <0.05)(表2). 
2.4 胃黏膜和血浆NO-

2/NO-
3含量 损伤模型组大鼠胃黏膜

和血浆NO-
2/NO-

3比正常对照组均非常显著增加(P <0.01); 
潘托拉唑组比正常对照组非常显著增加(P <0.01), 亦比

损伤模型组明显增加(P <0.05); L -NAME组与潘托拉唑

组比显著减少(P <0.01), 而与正常对照组比无明显差异

(P >0.05)(表2). 
2.5 胃液p H 损伤模型组大鼠胃液p H与正常对照组比

明显降低(P <0.05), 潘托拉唑组与损伤模型组比明显

升高(P <0.01), L -NAME组与潘托拉唑组比无明显差异

(P >0.05)(表2). 

3  讨论

潘托拉唑是人工合�的质子泵抑制剂(p r o t o n p u m p 
inhibitor, PPI), 通过抑制胃壁细胞分泌小�的H+/ K+-ATP
酶, 使胃酸分泌的最终步骤阻�, 其抑制作用强而持久, 
从而可以��消化性溃疡[1-3]. 有��表明, 潘托拉唑对

胃黏膜损伤具有保护作用[4-13]; Blandizzi et al [4]报道潘托
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拉唑能有效预防消炎痛引起大鼠胃体和胃窦的胃黏膜

损伤, 在消炎痛引起的溃疡模型中, 也能明显改善其UI; 
Shah et al [5]报道潘托拉唑对乙醇引起的胃黏膜损伤有细

胞保护作用的同时能加强细胞保护适应, 预先给阿司匹

林�氯化氨或应激造�的实验性胃黏膜损伤的大鼠iv潘
托拉唑, 能明显减轻胃黏膜损伤[6,7]; 潘托拉唑对非甾体抗

炎药(NSAIDs)引起的胃黏膜损伤有很好的保护作用[8,9], 
Bianchi et al [8]对需要连续长期应用NSAIDs类药��的风

湿性�病患者同时给予潘托拉唑口服, 与对照组比, 潘托

拉唑能非常有效的预防消化性溃疡发生; 潘托拉唑对危

�患者应激性胃黏膜损害�胃黏膜出血有很好的预防作

用[10-12]; 对于志愿者口服阿司匹林引起的胃黏膜损伤潘托

拉唑也有保护作用[13]. 本实验结�显示, 预先用潘托拉唑

给由乙醇诱导胃黏膜损伤大鼠iv, 与损伤模型组比, 胃黏

膜损伤指数明显降低, 病理组织观察, 其溃疡坏死物质和

周围中性粒细胞浸润亦明显减少, 表明潘托拉唑对大鼠

胃黏膜损伤具有保护作用. 
一氧化氮(NO)是由血�内皮细胞产生血�舒张因

子[14,15], 近年来有报道, NO对胃黏膜损伤有保护作用[14-23]; 
Konturek et al [16]发现NO�导了vit C保护健康志愿者口

服阿斯匹林诱导的胃黏膜损伤; NO抑制剂L -NAME能
增加水应激的胃黏膜损伤, 而NO前体L -精氨酸能明显

减轻这种胃黏膜损伤[17-19]; NO可减轻由乙醇诱导的实

验性胃黏膜损伤的严�程度[20-23], Ka l ia e t a l [20]预先用

L -NAME(NOS抑制剂)处理大鼠, 发现会加�由乙醇诱导

的胃黏膜损伤, 并且这种胃黏膜损伤能被L -精氨酸逆转, 
另外, L -NAME能明显降低大鼠GMBF和胃黏膜血红蛋含

量[21], 表明NO对胃黏膜损伤有保护作用. 我们用L -NAME
预先处理大鼠, 能明显升高潘托拉唑降低的胃黏膜损伤

指数, 溃疡底部坏死物质增多, 周围中性粒细胞浸润也非

常明显, 在L -NAME给药15 min前给予L -精氨酸则能抑

制这种损伤作用, 表明NO�导了潘托拉唑对胃黏膜的保

护作用. 
本实验结�显示, iv潘托拉唑, 能明显增加胃黏膜和

血浆NO-
2/NO-

3含量, 同时GMBF亦升高, 而在潘托拉唑iv 
20 min前给予L -NAME则能逆转这种作用. 本实验结�

还显示, 潘托拉唑能著显提高胃液pH, 抑制胃酸分泌, 而
L -NAME则对潘托拉唑抑制胃酸分泌的作用无明显影响. 

总之, 我们认为, 潘托拉唑对大鼠胃黏膜损伤具有保

护作用, NO通过增加GMBF�导了这种保护作用, 而与潘

托拉唑抑制胃酸分泌作用无关. 

4      参考文献
1	 Ley LM, Becker A, Luhmann R, Sander P, Lucker PW. Pharma-

codynamic effects of 3-day intravenous treatment with panto-
prazole or ranitidine after 10 days of oral ranitidine. Methods 
Find Exp Clin Pharmacol  2005; 27: 25-29

2	 Lehmann FS, Beglinger C. Role of pantoprazole in the 
treatment of gastro-oesophageal reflux disease. Expert Opin 

Pharmacother  2005; 6: 93-104
3	 Bardhan KD, Bishop AE, Polak JM, Romanska HM, Rowland 

A, Thompson M, Morris P, Schaefer-Preuss S, Luehmann R, 
McCaldin B. Pantoprazole in severe acid-peptic disease: the 
effectiveness and safety of 5 years' continuous treatment. Dig 
Liver Dis  2005; 37: 10-22 

4	 Blandizzi C, Natale G, Gherardi G, Lazzeri G, Marveggio C, 
Colucci R, Carignani D, Del Tacca M. Gastroprotective effects of 
pantoprazole against experimental mucosal damage. Fundam 
Clin Pharmacol  2000; 14: 89-99

5	 Shah PJ, Gandhi MS, Shah MB, Goswami SS, Santani D. Study 
of Mimusops elengi bark in experimental gastric ulcers. J 
Ethnopharmacol  2003; 89: 305-311

6	 Lazzaroni M, Bianchi Porro G. Non-steroidal anti-inflamm-
atory drug gastropathy: clinical results with H2 antagonists 
and proton pump inhibitors. Ital J Gastroenterol Hepatol  1999; 
31: S73-S78

7	 Lazzaroni M, Bianchi Porro G. Prophylaxis and treatment of 
non-steroidal anti-inflammatory drug-induced upper gastro-
intestinal side-effects. Dig Liver Dis  2001; 33: S44-S58

8	 Bianchi Porro G, Lazzaroni M, Imbesi V, Montrone F, Santagada 
T. Efficacy of pantoprazole in the prevention of peptic ulcers, 
induced by non-steroidal anti-inflammatory drugs: a prospec-
tive, placebo-controlled, double-blind, parallel-group study. 
Dig Liver Dis  2000; 32: 201-208

9	 Stupnicki T, Dietrich K, Gonzalez-Carro P, Straszak A, Terjung 
A, Thomas KB, Luhmann R, Fischer R. Efficacy and tolerability 
of pantoprazole compared with misoprostol for the prevention 
of NSAID-related gastrointestinal lesions and symptoms in 
rheumatic patients. Digestion  2003; 68: 198-208 

10	 Steinberg KP. Stress-related mucosal disease in the critically 
ill patient: risk factors and strategies to prevent stress-related 
bleeding in the intensive care unit. Crit Care Med  2002; 30: 
S362-S364

11	 Spirt MJ. Stress-related mucosal disease: risk factors and 
prophylactic therapy. Clin Ther  2004; 26: 197-213

12	 Metz DC. Preventing the gastrointestinal consequences of stress-
related mucosal disease. Curr Med Res Opin  2005; 21: 11-18

13	 Sachs G. Physiology of the parietal cell and therapeutic impli-
cations. Pharmacotherapy  2003; 23: 68S-73S

14	 Uchida M, Matsueda K, Shoda R, Muraoka A, Yamato S. Nitric 
oxide donating compounds inhibit HCl-induced gastric muco-
sal lesions mainly via prostaglandin. Jpn J Pharmacol  2001; 85: 
133-138

15	 Kwiecien S, Brzozowski T, Konturek PCh, Konturek SJ. The 
role of reactive oxygen species in action of nitric oxide-donors 
on stress-induced gastric mucosal lesions. J Physiol Pharmacol 
2002; 53: 761-773

16	 Konturek PC, Kania J, Gessner U, Konturek SJ, Hahn EG, 
Konturek JW. Effect of vitamin C-releasing acetylsalicylic acid 
on gastric mucosal damage before and after Helicobacter pylori 
eradication therapy. Eur J Pharmacol  2004; 506: 169-177

17	 Ohta Y, Nishida K. Protective effect of L-arginine against 
stress-induced gastric mucosal lesions in rats and its relation 
to nitric oxide-mediated inhibition of neutrophil infiltration. 
Pharmacol Res  2001; 43: 535-541

18	 Samini M, Moezi L, Jabarizadeh N, Tavakolifar B, Shafaroodi H, 
Dehpour AR. Evidences for involvement of nitric oxide in the 
gastroprotective effect of bromocriptine and cyclosporin A on 
water immersion stress-induced gastric lesions. Pharmacol Res 
2002; 46: 519-523

19	 乐桥良, 文晓冬. 大鼠应激性溃疡中一氧化氮的作用. 世界华人消
化杂志  2000; 8: 815-816

20	 Kalia N, Bardhan KD, Reed MW, Jacob S, Brown NJ. L-Arginine 
protects and exacerbates ethanol-induced rat gastric mucosal 
injury. J Gastroenterol Hepatol  2000; 15: 915-924

21	 Ko JK, Cho CH, Lam SK. Adaptive cytoprotection through 
modulation of nitric oxide in ethanol-evoked gastritis. World J 
Gastroenterol  2004; 10: 2503-2508

ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2005年10月28日    第13卷   第20期                                 2483   



• 研究快报 BRIEF REPORT •

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R   2005年版权归世界胃肠病学杂志社

清热化湿法对温病湿热证大鼠肝脏 LDL-R mRNA 的影响

吕文亮, 高清华, 李华锋 

吕文亮, 李华锋, 湖北中医学院中医系 湖北省武汉市 430061 
高清华, 湖北中医学院病原病理实验室 湖北省武汉市 430061
湖北省教育厅青年基金重点资助项目, No.2003A003
通�����讯����作者��: 吕文亮, 430061, 湖北省武汉市武昌区, 湖北中医学院中医
系. lvwenliang66@163.com
电话: 027-68889091
收稿日期�� �������������� ������ ����������: �������������� ������ ����������2005-06-21    接受日期�� ����������: ����������2005-07-08

Effect of Qingre Huashi  recipe on 
liver low density lipoprotein-receptor 
mRNA in rats with epidemic febrile 
disease of dampness-heat syndrome

Wen-Liang Lv, Qing-Hua Gao, Hua-Feng Li

Wen-Liang Lv, Hua-Feng Li, Department of Traditional Chinese Med-
icine, Hubei College of Traditional Chinese Medicine, Wuhan 430061, 
Hubei Province, China
Qing-Hua Gao, Laboratory of Pathogen and Pathology, Hubei Col-
lege of Traditional Chinese Medicine, Wuhan 430061, Hubei Province, 
China
Supported by the Key Foundation for Youths of Education Office of 
Hubei Province, No.2003A003
Correspondence to: Wen-Liang Lv, Department of Traditional 
Chinese Medicine, Hubei College of Traditional Chinese Medicine, 
Wuchang District, Wuhan 430061, Hubei Province, China. 
lvwenliang66@163.com
Received: 2005-06-21    Accepted: 2005-07-08

Abstract
AIM: To establish the rat models of dampness-heat 
syndrome by stimulation of compound factors, and to 
investigate the effect of Qingre Huashi  recipe on the 
expression of low density lipoprotein-receptor (LDL-R) 
mRNA in the liver tissues of rats.

METHODS: Forty-eight male Wistar rats were randomly 
divided into six groups: normal control, dampness-heat 
syndrome model, Qingre Huashi  (A), Qingre Jiedu  (B), 
Xuanqi Huashi  (C), and Lipanthyl (D) group. Each 
group contained 8 rats. Except the rats in the normal 
control group, the ones in other groups were all treated 
with the fat and sweet diet plus artificial climate box 
plus Salmonella typhimurtum to establish the model 
of dampness-heat syndrome. Then the rats in A, B, C, 
D group were treated the corresponding medicine for 
5 d. The expression of LDL-R mRNA was detected in 
the liver tissues of rats by Using reverse transcription 
polymerase chain reaction.

RESULTS: The expression of LDL-R mRNA was signi-
ficantly lower in model group than that in the normal 
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controls (P  = 0.005), while the expression of LDL-R 
mRNA was markedly higher in A, B, C and D group 
than that in the model group (0.779 1±0.042 5, 0.616 1
±0.038 4, 0.631 5±0.028 3, 0.800 4±0.039 4 vs  0.473 8
±0.048 0, all P  <0.01). LDL-R mRNA expression was 
notably different between group A and B (P  = 0.04), 
but not between group A and C (P  >0.05), B and C (P  
>0.05), as well as A and D (P >0.05).

CONCLUSION: Qingre Huashi  recipe can increase the 
expression of LDL-R mRNA in the liver tissues of rat 
model of dampness-heat syndrome.

Key Words: Qingre Huashi  recipe; Epidemic febrile 
disease; Dampness-heat syndrome; Low density lipo-
protein-receptor mRNA; Rats

Lv WL, Gao QH, Li HF. Effect of Qingre Huashi recipe on liver low 
density lipoprotein-receptor mRNA in rats with epidemic febrile 
disease of dampness-heat syndrome. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(20):2484-2487

摘要

目的: 采用复合因素造模法建立大鼠湿热证模型, 探讨清热

化湿法(复合治法)对该湿热证模型大鼠肝脏LDL-R mRNA
表达的影响. 

方法: 清洁级Wistar♂大鼠48只, 随机分成正常对照组�湿

热证模型组�清热化湿(A)法组�清热解毒(B)法组�宣气

化湿(C)法组和力平脂(D)组, 每组8只. 除正常对照组外, 其
余组以“肥甘饮食+人工气候箱+鼠伤寒沙门菌”法造模. 完
成后治疗组连续给药5 d. 模型组给予等量生理盐水. 采用逆

转录-聚合酶链反应(RT-PCR)技术检测LDL-R mRNA. 

结果: 模型组大鼠肝脏LDL-R mRNA的表达显著低于正常

对照组(P  = 0.005). A�B�C�D组LDL-R mRNA的表达显

著高于模型组(0.779 1±0.042 5, 0.616 1±0.038 4, 0.631 5
±0.028 3, 0.800 4±0.039 4 vs  0.473 8±0.048 0, 均P <0.01). 
A 组升高LDL-R mRNA优于B组(P  = 0.04); A组与C组相比

无显著性差异(P >0.05); B组与C组比较, 两者无显著性差异

(P >0.05); A组与D组比较无显著性差异(P >0.05). 

结论: 清热化湿法可增强湿热证模型大鼠肝脏LDL-R mRNA
表达. 

关键词: 清热化湿法; 温病湿热证; LDL-R mRNA; 大鼠

吕文亮, 高清华, 李华锋. 清热化湿法对温病湿热证大鼠肝脏LDL-R mRNA

的影响. 世界华人消化杂志  2005;13(20):2484-2487

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2484.asp

0  引言

清热化湿法可明显降低湿热�模型大鼠LDL-C含量, 促

�肝脏中的LDL-R表达, 发挥其调节体内胆固醇平衡的

作用[1-3]. LDL与LDL-R结合后才能发挥效应, 而LDL-R 
mRNA的表达则对LDL-R的表达起着调控作用. 为从更深

层次揭示清热化湿法调节脂质代谢的作用机制, 我们应

用逆转录-聚合酶链反应�术, 从�因水平观察清热化湿

法对LDL-R mRNA表达的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Wistar♂大鼠48只, 体质量200±20 g, 由
华中科�大学同济医学院实验�物学部提供, 清热化湿

(A)法: 黄连20 g, 厚朴另包20 g, 藿香另包20 g, 石菖蒲另包

20 g, 丹参16 g, 土大黄10 g, 茯苓20 g, 栀子10 g; 清热

解毒(B)法: 黄连20 g, 黄芩15 g, 黄柏15 g, 栀子20 g; 宣
气化湿(C)法: 杏仁18 g, 薏苡仁18 g, 蔻仁6 g, 竹叶6 g, 
厚朴6 g, 通草6 g, 半夏15 g, 滑石18 g; 力平脂(D)组: 力
平脂(法国利博福尼制药公司生产), 使用前用生理盐水

配�1.8 g/L混悬液. TRIzol Reagent Total RNA试剂盒购

自美国Invitrogen公司; RNA PCR试剂盒[RNA PCR Kit 
(AMV) Ver3.0]购自大连宝生生物有限公司. 丙烯酰胺

和定标用的蛋白为Sigma公司产品, 标准分子质量DNA 
marker购自日本TaKaRa公司. 
1.2 方法 大鼠随机分�正常对照组�湿热�模型组�

A�B�C�D组, 每组8只. 除空白对照组外, 其余模型

组���A�B�C�D组以“肥甘饮食+人工气候箱+鼠
伤寒沙门氏菌”法造模[4]; 维持5-7 d左右, 造模�功. �
�组每天给药1次, 连续5 d. 模型组给予等量生理盐水, 
第5天给药前禁食12 h, 给药60 min后, 用30 g/L戊巴比

妥钠30-50 mg/kg麻醉, 切开腹部迅速取肝脏, 液氮冻存

供LDL-R mRNA检测; 用TRIzol核酸提取试剂提取肝细

胞总RNA测定RNA样品含量�纯度: A 260/A 280 = 1.8-2.0, 
说明其纯度满足分子生物学实验的要求. 在NCBI上查

找大鼠LDL-R�因序列, 然后用Primer Primier5软件设

计引物, 并由北京奥科生物�术有限责任公司合�. 内
对照为3磷酸甘油醛脱氢酶(glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase, GAPDH). LDL-R引物序列: (GenBank 
No.M94388)上游引物: 5’-AAC TAG ACT GCTCCC 
CCA AGA C -3’, 下游引物: 5’-CTG CGA TGGATA CAC 
TCACTA CTG-3’, 扩增的cDNA序列片段长度为340 bp. 
GAPDH引物序列: 上游引物: 5’-CCA TGG AGA AGG 
CTG GGG-3’, 下游引物: 5’-CAA AGT TGT CAT GGA 
TGA CC-3’, 扩增的cDNA序列片段长度为309 bp. 

在PCR仪中设置逆转录程序: 30℃×10 min-42℃×

30 min-99℃×5 min-4℃×5 min. 每一�反应前液面上

需加矿物油50 μL, 防止高温下的挥发. 反应停止后置于

4℃备用. 在PCR仪中设置PCR程序: 94℃×4 min-(94℃
×45 s-45℃×45 s-72℃×1 min)×35个循环-72℃×

5 min-4℃保存. 反应停止后, 取PCR反应产物10 μL, �
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行20/L琼脂糖凝胶电泳(含0.5 mg/L溴化乙锭)分析, 经凝

胶密度扫描系统处理, 测定各电泳带灰度值. 各反应体

系以GAPDH mRNA的RT-PCR产物为内参照, 计算待测

mRNA的RT-PCR产物与它的灰度比值, 作为待测mRNA
的表达值. LDL-R mRNA相对量 = LDL-R电泳带灰度值

/GAPDH电泳带灰度值. 
统计学处理 用SPSS 10.0统计软件, 数据以mean±

SD表示, 采用单因素方差分析, 组间用q检验, P <0.05为有

显著性差异. 

2  结果

肝细胞总RNA提取结�见图1. 正常对照组�湿热模型

组���A�B�C�D组大鼠肝脏LDL-R mRNA表达分

别为0.882 0±0.058 5, 0.473 8±0.048 0, 0.779 1±0.042 5, 
0.616 1±0.038 4, 0.631 5±0.028 3, 0.800 4±0.039 4(图
2). 模型组大鼠肝脏LDL-R mRNA的表达显著低于正常

对照组(P = 0.005<0.01); A�B�C�D组LDL-R mRNA
的表达显著高于模型组(P = 0.001<0.01). 以A法与B法比

较, A法升高LDL-R mRNA优于B法(P = 0.04<0.05); 以A
法与C法比较, 虽然无显著性差异, 但A法LDL-R mRNA
相对含量高于C组; 以B法与C法比较, 两者无显著性差异

(P >0.05); 以A法与力平脂组比较无显著性差异(P >0.05), 
提示清热化湿(A)法具有上调LDL-R mRNA的作用, 与力

平脂的作用相当. 

3  讨论

脂类代谢异常为湿邪生化物质��之一, 清热化湿法作

用机制与调控脂类代谢相关[1,2], 湿热��物模型稳定, 
可�复性好[3-7]. 本课题组在此��上��了清热化湿法

0            A           B           C            D           E

28 s

18 s

M         0          A          B         C          D         E
2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

GAPDH

图 1  Total RNA甲醛胶电泳．

图 2  PCR的结果电泳图．M: marker; 0: 正常对照组; A: 清热化湿法组; 
B: 清热解毒法组; C: 宣气化湿法组; D: 力平脂组; E: 模型组．

对湿热模型大鼠脂类代谢的影响, 表明该法可明显降低

LDL-C�升高HDL-C; 肝脏是人体脂蛋白�胆固醇代谢

的主要场所, 也是LDL-R较为密集的器官. 肝脏LDL-R
表达的变化可反映血清胆固醇的代谢[8,9]. 肥甘饮食中的

胆固醇降低了肝脏LDL-R mRNA水平, 因此降低了肝脏

LDL-R数量, 引起血循环中LDL的堆积[10]. 
LDL-R功能缺陷, 是引起高胆固醇血症的主要原因

之一, 血脂失调症患者的LDL-R转录水平处于严�的抑

制状�[11]. 中医药领域有关调节脂类代谢的作用机制较

多[12-15]. 但是对LDL受体��较少, ��[16,17]�实, 中药

亦可提高LDL-R�因表达, 解除LDL-R的抑制状�, 促�

LDL-R表达, 使血中LDL-C减少, 从而调控血脂水平. 本
结�表明, 温病湿热�模型组LDL-R mRNA表达明显低

于正常组, 提示湿热�病理状�下, 降低了肝脏LDL-R 
mRNA水平, 抑制了LDL-R的转录, 降低了肝脏LDL-R数
量, 引起血循环中LDL的堆积, 此与有关文献报道的观点

相似[18-20]. ��显示: ��各组LDL-R mRNA表达均高于

湿热模型组, 表明各��组药物通过提高LDL-R mRNA
的表达水平, 降低湿热�对LDL-R转录的抑制作用, 比较

清热化湿(A)法与清热解毒(B)法�宣气化湿(C)法升高

LDL-R mRNA表达情况, A法优于B�C法. 
总之, 清热化湿法可能通过增强湿热�模型大鼠肝

脏LDL-R mRNA表达, 继而促�LDL-R蛋白合�, 增加了

肝表面的LDL-R数量与活性, 增强肝脏对脂质等代谢功

能, 加快血中LDL-C的清除, 加速脂蛋白分解, 从而起到

了调控血脂水平的作用. 这可能是清热化湿法调节脂类

代谢的作用机制之一. 
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effect of bear bile powder 
on rat liver fibrosis induced by dimethylnitrosamine (DMN).

METHODS: A total of 30 rats were randomly divided 
into 3 groups: normal control group, model group, and 
bear bile group (10 in every group). The rat liver fibro-
sis model was induced by peritoneal injection of DMN 

(10 g/L) for 4 wk. At the same time, the rats in the 
bear bile group received bear bile powder (400 mg/kg) 
orally once a day for 4 wk. Then the activities of serum 
alanine transaminase (ALT), aspartate transaminase 
(AST), and the contents of total protein (TP) were 
detected. Meanwhile, the pathological changes of liver 
tissues were observed under light microscope after 
HE staining, and the area density of collagenous fiber 
were examined. The amount and distribution of Kupffer 
cell (KC) and hepatic stellate cell (HSC) were detected 
by immunohistochemical SP method through the 
distribution of ED1 and α-smooth muscle actin (α-SMA).

RESULTS: Compared with that in the model group, 
the level of serum ALT was decreased, and AST was 
significantly decreased (4 370.87±1 338.60 nkat/L vs  
5 741.15±1 000.20 nkat/L, P  <0.05) in the bear bile 
group. The TP content and the ratio of liver to body 
weigh were increased. The area density of collagenous 
fiber was notably decreased (6.73±1.31 vs  9.90±1.93, 
P  <0.01). The pathological changes were lighter, and 
the occurrence rate of diffused liver fibrosis was lower 
in the bear bile group than those in the model group. 
The fibrous septa became thin or disappeared, and 
the expressions of ED1 and α-SMA were markedly 
reduced in the bear bile group.
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CONCLUSION: The bear bile powder can prevent DMN-
induced rat liver fibrosis, and the mechanism may relate 
to its inhibition on the activation of the HSC and KC.

Key Words: Bear bile powder; Dimethylnitrosamine; 
Liver fibrosis; Rats

Quan MJ, Jin RS, Piao L, Piao DM. Inhibitory effects of bear bile 
powder on dimethylnitrosamine-induced liver fibrosis in rats. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(20):2487-2490

摘要

目的: 探讨熊胆粉对二甲基亚硝胺(dimethy lnitrosamine, 
DMN)诱发大鼠肝纤维化的抑制作用. 

方法: 将30只大鼠随机分为正常组�模型组及熊胆组, 每组

各10只. 用10 g/L DMN腹腔注射诱发大鼠肝纤维化模型, 用
400 mg/kg熊胆粉灌胃共4 wk, 检测血清AST�ALT值和总

蛋白(TP)含量. 肝组织做HE�直接红染色, 观察肝组织的

病理变化, 并检测肝组织内胶原纤维的面密度. 免疫组化

采用SP法, 利用单克隆抗体ED1和α-SMA观察库普弗细胞

(Kupffer cell, KC)和肝星状细胞(hepatic satellite cell, HSC)的
数量及分布. 

结果: 熊胆组与模型组比较血清ALT值下降, AST值明显下

降(4 370.87±1 338.60 nkat/L vs  5 741.15±1 000.20 nkat/L, 
P <0.05), TP升高, 肝/体质量比增加, 胶原纤维的面密度明显

下降(6.73±1.31 vs  9.90±1.93, P <0.01). 熊胆组肝组织病理

变化较模型组轻, 纤维间隔变细�或消失, 形成弥漫性肝硬

化的少. KC和HSC在增生的纤维组织及间隔内分布, 熊胆组

两种细胞的数量明显减少. 

结论: 熊胆粉具有较好的抑制DMN诱发大鼠肝纤维化的作

用, 其机制可能与抑制KC, 减少细胞因子的分泌, 从而抑制

HSC的激活和转化, 减少胶原纤维合成和分泌有关. 

关键词: 熊胆粉; 二甲基亚硝胺; 肝纤维化; 大鼠

权明吉, 金仁顺, 朴龙, 朴东明. 熊胆粉对二甲基亚硝胺诱发大鼠肝纤维化的

抑制作用. 世界华人消化杂志 2005;13(20):2487-2490

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2487.asp

0  引言

近十多年来我国学者利用中医中药的优势, �行了大量

抗肝纤维化的�物实验和临床��, 取得了可喜的�就, 
但利用�物胆汁�行抗肝纤维化的��尚少, 我们用二

甲�亚硝胺(DMN)诱发大鼠肝纤维化模型, 探讨熊胆粉

抑制肝纤维化的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 SD♂大鼠(清洁级), 体质量160-180 g, 由

延边大学医学院�物科提供. 
1.1.2 试剂及药物 DMN购自美国Sigma公司, 直接红

(Direct Red 80)购自美国Aldrich Chem公司, 免疫组化单

克隆抗体ED1购自英国Serotec公司, α-SMA购自Denmak 
Dako公司, 熊胆粉(明月山牌)由吉林省延边熊厂提供. 
1.2 方法

1.2.1 动物模型制作 参照Matsuda et al [1]的方法制备�物

模型, 将30只�物随机分为3组, 正常组(10只): 注射用生

理盐水1 mL/kg连续3 d/wk, 腹腔内注射共4 wk, 同时

用生理盐水2 mL/d灌胃共4 wk. 模型组(10只): 10 g/L 
DMN(生理盐水稀释)1 mL/kg连续3 d/wk, 腹腔内注射

共4 wk, 同时用生理盐水2 mL/d灌胃共4 wk. 熊胆组(10
只): 10 g/L DMN腹腔内注射的同时用熊胆粉400 mg/
(kg·d)灌胃共4 wk. 实验第4周末检测大鼠体质量后用乙

醚麻醉, 心脏采血离心处理.  
1.2.2 血清生化指标的检测 血清ALT�AST活性检测采

用Reiman氏方法, 总蛋白含量采用Biuret法, 全部Kit购自

Eiken Chemical(Tyoko, Japan)公司, 严格按Kit说明书�行

操作, 利用分光光度计(Ultraspec 4050, LKB, Switzerland)
测定吸光度, 对照标准曲线计算AST�ALT值和总蛋白

含量. 
1.2.3. 病理学检查 肝/体质量百分比: 采血后立即取肝脏

称质量, 计算肝/体质量百分比.病理学检查: 取肝组织二

块, 经40 g/L中性甲醛固定, 常规石蜡包埋, 切片行HE和
直接红染色(1 g/L直接红picric acid饱和液), 光镜下观察

肝组织的病理变化�纤维组织增生程度. 直接红染色的

切片利用CMIAS真彩色病理图像分析系统(北京航空航

天大学)�行胶原纤维的定量分析, 观察条件: 物镜10倍, 
每张切片随机选4个视野, 图像采集�分割处理, 参数统

计分析, 得出目标总面积/统计场总面积之比值. 免疫组织

化学染色: 切片厚4-5 μm, 常规脱蜡至水, 用SP法�行免

疫组化染色, ED1工作浓度为1∶500, a-SMA工作浓度为

1∶50; 观察肝组织内KC和HSC数量�分布. 
统计学处理 采用SPSS 10.0软件�行统计学分析. 

2  结果

实验过程中模型组�熊胆组大鼠各死亡1只. 
2.1 熊胆组与模型组比较血清ALT活性下降, AST活性明

显下降(P <0.05); 总蛋白含量和肝/体质量比升高, 胶原纤

维面密度明显下降(P <0.01, 表1). 
2.2 病理学观察结果 正常组肝小叶结构正常, 肝细胞无

变性�坏死, 肝小叶中央静脉壁和汇�区有少量胶原纤

维(图1A). 模型组肝小叶结构紊乱, 肝细胞变性�灶状或

片状坏死, 汇�区大量纤维组织增生, 并形�较粗的纤维

间隔伸入肝组织内, 大部分形�弥漫性肝硬化(8/9只)(图
1B). 熊胆组肝细胞变性�坏死较模型组轻, 汇�区纤维

组织减少, 纤维间隔变细或消失, 纤细的纤维间隔伸入肝

组织内, 部分形�弥漫性肝硬化(4/9只)(图1C). 
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表 1  实验第４周末各项指标的检测结果

组别                    n                     ALT (nkat/L)                      AST (nkat/L)                            TP (g/L)                   肝/体质量比 (%)                面密度 (%)

正常组               10                398.91±106.35             1 365.27±435.09                     69.67±6.09                  2.950±0.15                  1.27±0.28

模型组                 9(1)         1 201.91±215.04             5 741.15±1 000.20                  50.32±9.81                  2.156±0.54                  9.90±1.93

熊胆组                 9(1)         1 041.04±144.53             4 370.87±1 338.60a                 56.48±3.65                  2.411±0.54                  6.73±1.31b

( )内为死亡动物数,  aP＜0.05, bP＜0.01.

2.3 免疫组化染色结果 正常组α-SMA在肝小叶中央静脉

壁有少量阳性表达, 汇�区的各种血�壁阳性表达, 肝细

胞间无阳性细胞, ED1在肝小叶中央静脉周围�汇�区和

肝实质内有少量阳性细胞分布. 模型组大量肝KC(ED1+)
和HSC(α-SMA+)在增生的纤维组织�间隔内弥漫分布, 
肝实质内散在分布. 熊胆组肝KC和HSC的分布与模型组

相似, 但两种细胞的数量明显减少. 

3  讨论

熊胆是珍贵的中药材之一, 熊胆特有的�分是熊去氧胆

酸(UDCA), 引流熊胆粉和天然熊胆的化学�分和各种胆

汁酸的含量接近. 国内外的��已�实熊胆有抗炎�利

图 1  光镜下肝组织内纤维组织增生程度 (直接红染色×100). A: 正常
组; B: 模型组; C: 熊胆组.

A

B

C

胆�保肝�降血脂等多方面药理作用, 最近的��表明

熊胆粉对培养的�细胞有抑制作用, 对受照小鼠有明显

的防辐射作用, 熊胆牛黄胶囊对柯萨奇病毒B4型和副流

感病毒Ⅰ型有显著的抑制作用[2-4]. 熊胆粉能明显对抗四

氯化碳CCl4引起的小鼠血清谷丙转氨酶升高, 对CCl4所致

的肝病理组织改变有一定保护作用, 熊胆粉有效缓解高

脂高热量饮食引起的肝脂肪变性[5], 熊胆粉��急慢性�

黄疸型肝炎和肝硬化有较好的�效[6-9], 利用UDCA��

急�慢性肝炎和肝硬化均收到较好的�效[10-12]. 本实验血

清检测结�表明, 熊胆粉有较好的降酶作用, 其中AST活
性下降较明显(P <0.05), 血清总蛋白含量和肝/体质量比升

高, 肝组织胶原纤维面密度明显减少(P <0.01). 病理学观

察表明模型组肝细胞排列紊乱�肝细胞弥漫性变性, 可
见较多灶状�片状坏死, 汇�区纤维组织明显增生�纤

维间隔较粗�伸入肝组织内, 大多数形�弥漫性假小叶

(8/9), 熊胆组肝细胞变性�坏死较模型组轻, 汇�区纤维

组织增生较轻, 纤维间隔变细或消失, 纤细的纤维间隔部

伸入肝组织内, 部分形�弥漫性假小叶(4/9), 表明熊胆粉

具有较好的抑制DMN诱发大鼠肝纤维化的作用. 
肝细胞损伤或坏死刺激�激活KC, KC活化后分泌多

种细胞因子再激活HSC, HSC转化为�纤维样细胞或肌纤

维细胞, 表达α-SMA. 单克隆抗体ED1可识别全部单核巨

噬细胞系统的细胞, 包括几乎全部的肝KC. 最近的��

提示KC分泌的转化生长因子α(TGF-α)活化HSC, 加速向

肌�纤维细胞转化. ��坏死因子α(TNF-α)也是KC合�

的主要的蛋白质, 是参与肝纤维化的主要的细胞因子之

一, 在肝纤维化始�激活和调控中具有�要的作用[13]. 实
验���实CCl4�猪血清诱发的大鼠肝纤维化中ED1阳
性的KC显著增加, 主要位于增生的纤维间隔部位[14,15]. 本
实验免疫组化染色的结�, 模型组在增生的纤维组织�

间隔内大量KC(ED1+)和HSC(α-SMA+)分布, 表明KC与
激活�活化HSC密切相关. 熊胆组KC和HSC也分布在纤

维组织�间隔内, 但两种细胞的数量明显减少, 提示熊胆

粉通过抗炎等作用, 抑制肝KC的增生和活化, 减少各种

细胞因子的释放, 抑制HSC的激活和转化, 减少细胞外�

质的产生, 抑制肝纤维化的形�. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of phosphorylated 
focal adhesion kinase (phospho-FAK) and its signific-
ance in human colon carcinoma.

METHODS: The phospho-FAK (including FAK) expre-
ssion was detected by Western bloting in 20 cases of 
colon carcinoma and their corresponding para-cancer 
tissues.

RESULTS: The positive rate of FAK expression in the 
cancer tissues was significantly higher than that in the 
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corresponding normal tissues (95% vs 60%, c2 = 5.16, 
P  <0.05). The mean level of FAK expression in the 
cancer tissues was 0.482±0.150, while the mean level 
of expression in the normal tissue was 0.269±0.015 (t  = 
6.39, P  <0.01). The positive rate of Tyr-397 FAK protein 
expression in the cancer tissues was 90%, while the 
positive rate in the corresponding normal tissues was 
only 20% (c2 = 17.1, P <0.01). The mean level of Tyr-397 
FAK protein expression in the cancer tissue was nota-
bly higher than that in the corresponding para-cancer 
tissues (0.385±0.021 vs  0.110±0.005, t  = 54.23, 
P  <0.01).

CONCLUSION: The up-regulation of FAK expression, 
especially Tyr-397 FAK protein expression, may play 
an important role in the tumorigenesis and progression 
of colon carcinoma.

Key Words: Colon carcinoma; FAK; Phosphorylation

Liu QS, Yu HG, Qi YL, Cao J, Luo HS, Yu JP. Expression and 
significance of phosphorylated focal adhesion kinase in colon 
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2005;13(20):2490-2493

摘要

目的: 观察磷酸化黏着斑激酶(phosphorylated focal adhesion 
kinase, phospho-FAK)在结肠癌组织和对应癌旁组织中的表

达, 探讨其在结肠癌发病的可能机制. 

方法: 采用Western bloting方法检测20例新鲜结肠癌及相对

应的癌旁组织FAK表达水平, 并在调平每对组织FAK的含量

后再进行FAK Tyr397磷酸化蛋白的检测. 

结果: 20例结肠癌组织FAK阳性表达率为95%, 对应癌旁组

织FAK阳性表达率为60%(χ2 = 5.16, P <0.05); 癌组织表达

平均值为0.482±0.150, 癌旁表达平均值为0.269±0.015(t  = 
6.39, P <0.01). 20例结肠癌组织18例有FAK Tyr397磷酸化

蛋白表达, 表达率为90%, 而对应癌旁组织仅有4例有FAK 
Tyr397磷酸化蛋白表达, 表达率为20%(χ2 = 17.1, P <0.01); 癌
组织表达平均值为0.385±0.021, 癌旁表达平均值为0.110±
0.005(t  = 54.23, P <0.01). 

结论: FAK特别是FAK Tyr397磷酸化蛋白的表达水平增加在

结肠癌的发生�发展中可能起重要作用. 

关键词: 结肠癌; 黏着斑激酶; 磷酸化
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中表达及意义. 世界华人消化杂志  2005;13(20):2490-2493
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0  引言

结肠癌是常见的消化系统恶性��, 随着生活条件的改

善, 饮食西化, 我国结肠癌发病率上升趋势非常明显, 但
其发病机制尚未完全明确. 黏着斑激酶(foca l adhesion 
kinase, FAK)是一种非受体蛋白酪氨酸激酶, 分布在细胞

黏着斑部位, 相对分子质量为M r 125 000, 是整合素�导

的细胞与细胞外�质之间信号事件的关键性调节分子, 
参与调节细胞的多种生物学功能[1]. ��表明, 在多种�

�组织中都有FAK特别是磷酸化FAK表达显著增加, 且
磷酸化FAK的表达与��的发生�生物学行为(如增殖�

凋亡�黏附�迁移等)有一定的相关性. 为此我们采用

western bloting方法在组织水平上�一步�实FAK在结肠

癌组织�对应癌旁组织中的表达, 特别是对于对��侵

袭和转移密切相关的磷酸化形式的FAK, 以探讨它们的

表达与结肠癌发病的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 组织标本  收集武汉大学人民医院�中南医院

2005-02/2005-07手术切除的结肠癌�鲜标本20例. 每例

手术切除的标本均取癌组织�对应癌旁组织(距癌组织

>5 cm)各1份, 液氮冷冻后置-70℃冰箱保存. 所有标本均

经HE染色病理�实, 其中男12例, 女8例, 年龄25-79岁(平
均56.2岁), 所有患者术前均未接受放�化�. 
1.1.2 主要试剂 兔抗FAK多克隆抗体(cell signaling), 兔
抗磷酸化FAK Tyr397多克隆抗体(upstate biotechnology). 
羊抗兔IgG-HRP, 预染蛋白Mark-er(pierce signa l ing). 
ECL试剂盒(Santa Cruz Biotechnology). 硝酸纤维素膜

(Amersham). Aprotinin�Leupeptin�Pepstalin�PMSF等
(武汉天源生物�术公司)
1.2 方法

1.2.1 总蛋白的提取 取约100 mg组织标本, 加入1 mL组
织裂解液(50 mmol/L Tris-HCl, 150 mmol/L NaCl, 10 g/L
脱氧胆酸钠, 10 mL/L NP40, 10 g/L SDS, Aprotinin�
Leupeptin�Pepstalin均为1 g/L, PMSF 1 mmol/L), 匀浆, 
操作均在冰上�行. 13 000 g , 4℃离心10 min. 取上清置

于Ep�. 用Bradford法测定蛋白浓度. 
1.2.2 Western bloting 参照《分子克隆》中的实验方法, 以
β-actin的水平作为等量蛋白质上样对照, 每个标本至少�

复3次�行SDS-PAGE电泳, 并转至硝酸纤维素膜上, 室温

封闭2 h后, 用TBST缓冲液漂洗3次, 再加入兔抗人FAK抗

体(1∶1 000), 4℃孵育过夜, TBST缓冲液漂洗3次后加入

辣根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG二抗(1∶2 000), 室温

摇床孵育2 h, 增强化学发光系统显色, 暗室内X光底片感

光�像. 
1.3 图像分析及处理 采用法国Bio-profil图像分析系统对

western印迹结��行图像分析, 并根据条带的积分吸光

度值对FAK�行蛋白量的调平, 使每对组织中所含FAK的

蛋白量相等, 再用同样方法对FAK Tyr397磷酸化蛋白行

western印迹检测(方法同上), 以比较调平后每对组织FAK 
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Tyr397磷酸化蛋白的表达差异. 将每个样本FAK的积分光

密度值与β-actin的积分光密度值相比, FAK Tyr397磷酸化

蛋白的积分光密度值与相应调平后FAK的积分光密度值

相比, 分别得出积分光密度比值. 以比值代表它们的蛋白

质含量. 
统计学处理 计数资料采用卡方检验和四格表的精确

概率法, 计量资料采用t 检验, 均以P <0.05为有统计学

差异. 

2  结果

2.1 FAK蛋白在结肠癌及相应癌旁组织的表达 20例结肠

癌组织中有19例可见不同浓度的FAK阳性带(图1), 其在

结肠癌组织的阳性表达率为95%, 而对应癌旁组织有12
例出现不同浓度的FAK阳性带, 阳性表达率为60%(χ2 = 
5.16, P <0.05, 表1), 在与b-actin的积分光密度值相比中癌

组织表达平均值为0.482±0.150, 癌旁表达平均值为0.269
±0.015, FAK在结肠癌组织的表达水平高于癌旁组织(t = 
6.39, P <0.01, 表1). 

表 2  FAK Tyr397在结肠癌及相应癌旁组织的表达 (n = 20)

组别	          阳性表达率 (%)	       P-FAK/FAK (mean±SD)

癌旁组织                    20                                         0.110±0.005

癌组织	                   90b	                                0.385±0.021d

bP<0.01，dP<0.01 vs 癌旁组织.

表 1  FAK在结肠癌及相应癌旁组织的表达 (n = 20)

组别	          阳性表达率 (%)	      FAK/β-actin (mean±SD)

癌旁组织                    60                                         0.269±0.015

癌组织	                   95b	                                0.482±0.150d

bP<0.05，dP<0.01 vs 癌旁组织.

C        N        C        N        C       N        C        N

FAK

b-actin

图 1  癌与癌旁组织的FAK表达. N: 癌旁组织; C: 癌组织．

C        N        C       N        C       N        C        N

P-FAK

FAK

图 2  调平总FAK后FAK Tyr397的表达. N: 癌旁组织; C: 癌组织．

2.2 在把每对组织的FAK含量调为一致后, 20例结肠癌

组织中有18例可见不同浓度的FAK Tyr397磷酸化蛋白

阳性带(图2), 表达率为90%, 而对应癌旁组织仅有4例出

现较低浓度的FAK Tyr397磷酸化蛋白阳性带, 表达率为

20%(χ2 = 17.1, P <0.01, 表1), 在与对应的FAK积分光密度

值相比中, 癌组织表达平均值为0.385±0.021, 癌旁表达

平均值为0.110±0.005(t = 54.23, P <0.01, 表2). 
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3  讨论

FAK是Schaller et al  1992年发现的能使Src内源性蛋白酪

氨酸激酶激活的主要底物, 是一种�要的非受体蛋白酪

氨酸激酶(non-receptor protein tyrosine kinases)[1]. FAK并

不是癌�因, 但其在��中表达明显增高. 国内外众多学

者报道了FAK在不同来源的��中均表达上调[2-5], 并与

��的浸润转移存在密切关系. FAK有6个可以被磷酸化

的酪氨酸位点, 其中Tyr397为自主磷酸化位点, 是一个极

其�要的磷酸化位点. 当黏着斑形�后, Tyr397首先发生

自身磷酸化, 同时Tyr397磷酸化后可以直接与含SH2结构

区域的信号分子如Src�PI-3K等结合. Src与FAK两者结

合形�FAK/Src复合物后能够彼此激活, 活化的Src可催化

FAK的其他酪氨酸磷酸化位点使其发生磷酸化, 从而使

FAK完全激活[6], 亦使FAK信号传导通路活化, 启�下游

相应的�要事件发生. Tyr397作为整个事件的启�点, 其
作用显得尤为突出[7], 因此Tyr397的磷酸化水平可反映胞

内FAK的活化状况. 最近也发现在结肠腺�向结肠癌的

转化过程中, FAK特别是FAK Tyr397磷酸化蛋白的表达

逐渐升高[8]. 
目前关于临床��标本中FA K磷酸化状�的报道

尚少, 在本实验中, 我们采用免疫印迹方法测定FAK和

Tyr397-FAK, 它比单纯测定FAK更能反应��的演变

过程�侵袭和转移等生物学行为 .  本实验结�也显示

Tyr397-FAK磷酸化蛋白在癌�癌旁组织中的表达率�表

达水平均有明显差异. 
FAK�导多条信号传导通路, 是细胞内多条信号传

导通路的交汇点. 许多因子都可激活FAK使其磷酸化, 而
磷酸化FAK表达的上调被认为在��发生�发�多个方

面中起着�要作用, 诸如增殖�扰乱细胞-细胞接触�运

��侵袭�抗凋亡以�血�生�等[9]. 我们通过敏感性

很高的western bloting方法直接比较结肠癌组织和相对

应癌旁组织的FAK蛋白表达, 而且为了更好的说明FAK 
Tyr397磷酸化蛋白的�要性, 特意调平每对组织的FAK蛋

白后再次比较FAK Tyr397磷酸化蛋白表达, 而不是在总

蛋白量相同下�行比较, 这样就使��在相同的遗传背

景下�行, 从而提高结�的可信度. 本实验结�表明结肠

癌组织中FAK蛋白和FAK Tyr397磷酸化蛋白的表达均高

于对应的癌旁组织. 特别是在FAK蛋白表达相同的情况

下, 癌组织与癌旁组织中的FAK Tyr397磷酸化蛋白表达

仍然有明显差异性, 这可能说明在��的发生�发�中

起关键作用的是活化的FAK蛋白, Yu et a l [10]和G lover 
et al [11]从细胞水平也分别�实FAK Tyr397磷酸化蛋白随

刺激因素的时间和剂量增加而增加, 且有明显的因�关
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系, 刺激的作用是引起FAK Tyr397磷酸化, 而不是促�

FAK蛋白的表达, 在许多癌旁组织中也有中低度表达的

FAK, 这可能是因为FAK本身并不是癌�因的缘故, FAK
在�熟组织和许多细胞株中均可能有表达, 但只是表达

强度较弱, 而FAK Tyr397磷酸化蛋白在癌旁组织中几乎

无表达, 这更加说明了磷酸化的FAK在��的多个方面

所起到的�要作用. 细胞实验中增加FAK的磷酸化可促

�细胞运��增加细胞侵袭力等细胞生物学改变[12,13], 这
说明了磷酸化的FAK在��的发生�浸润�转移中起�

要的作用. 我们同样认为结肠癌由于磷酸化FAK表达的

增加, 导致��发生并加速恶性细胞的增殖�浸润和转

移. 因此测定FAK Tyr397磷酸化蛋白的表达比单纯测定

FAK更能有效预示��的发生�发�和预后, 可以作为

一个��标记物. 
有�于此, 通过应用FAK磷酸化抗体�抑制剂[14]�

其过表达FAK的显性负抑制子(FAK-related non-kinase, 
FRNK)[15]等可抑制FAK的磷酸化, 来达到抑制癌细胞增

殖�降低侵袭力�运��转移等, 这有望�为结肠癌�

�的�领域. 
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Abstract
AIM: To analyze the correlation of matrix metallopro-
teinase-2(MMP-2) and MMP-9 protein expression with 
the pathological factors in colonic carcinoma, and to 
investigate the clinical significance of matrix metallo-
proteinases in the occurrence of colonic carcinoma.

METHODS: The expression of MMP-2 and MMP-9 
protein were measured by immunohistochemistry in 
the resected specimens from 31 patients with colonic 
carcinoma, and their relations with clinicopathologic 
factors were analyzed by SPSS 10.0 for Windows 
software. The specimens from ulcerative colitis (n  = 
20), colon adenoma (n  = 21), and normal colon (n  = 
10) tissues were used as the controls.

RESULTS: The positive rate of MMP-2 protein expres-
sion was significantly different between colonic 
carcinoma and normal colon tissues (10.0% vs  54.8%, 
P  <0.05), while no significant difference was found 
between other groups. The positive rates of MMP-2 
and MMP-9 expression tended to increase in ulcerative 
col i t is, colon adenoma, and colonic carcinoma 
gradually. The positive rates of MMP-2 and MMP-9 
protein expression were significantly correlated with 

the Dukes's staging and lymph node metastasis (C-D 
stage vs  A-B stage: 76.9% vs  38.9%, P  <0.05; 84.6% 
vs  27.8%, P  <0.05; metastasis vs  non-metastasis: 
76.9% vs  38.9%, P  <0.05; 84.6% vs  27.8%, P  <0.05).

CONCLUSION: Over-expression of MMP-2 and MMP-9 
protein play important roles in the carcinogenesis and 
metastasis of colonic carcinoma.

Key Words: Colonic carcinoma; Matrix metalloprotei-
nases; Ulcerative colitis; Colonic adenoma

Zhang ML, Xu JM, Mei Q, Bao JJ. Expression of matrix metallopr-
oteinase-2 and matrix metalloproteinase-9 protein in colonic 
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(20):2494-2497

摘要

目的: 分析基质金属蛋白酶-2(MMP-2)和MMP-9蛋白与结肠

癌病理因素的关系, 探讨MMP蛋白在结肠癌发生中的临床

意义. 

方法: 用SP免疫组化法检测31例结肠癌中MMP-2和MMP-9
蛋白表达情况, 并用SPSS 10.0 for Windows软件统计分析

MMP蛋白与临床病理因素的关系. 以20例溃疡性结肠炎�

21例结肠腺瘤和10例正常结肠黏膜作为对照组. 

结果: MMP-2除结肠癌组和正常结肠黏膜组间相比具有显

著性差异(10.0% vs  54.8%, P <0.05)外, 其余各组间比较差异

无统计学意义, MMP-9各组间比较差异无统计学意义, 从溃

疡性结肠炎�结肠腺瘤到结肠癌中MMP-2和MMP-9蛋白

表达阳性率不同且具有递增趋势. MMP-2和MMP-9蛋白表

达与结肠癌的Duke’s分期及有无淋巴结转移显著相关(A+B
期: 38.9%和27.8%; C+D期: 76.9%和84.6%; 无淋巴结转移: 
38.9%和27.8%; 有淋巴结转移: 76.9%和84.6%, P <0.05). 

结论: MMP-2和MMP-9蛋白过度表达对结肠癌的诊断�

Duke's分期及有无淋巴结转移判断具有重要的临床意义. 

关键词: 结肠肿瘤; 基质金属蛋白酶类; 溃疡性结肠炎; 结肠腺瘤

张明林, 许建明, 梅俏, 鲍峻峻. MMP-2和MMP-9蛋白在结肠癌中的表达. 

世界华人消化杂志  2005;13(20):2494-2497

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2494.asp

0  引言

��在生长和转移过程中必须破坏由细胞间�质和�

底膜组�的细胞外�质(ECM)[1]. 目前���明, �质
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金属蛋白酶类(matrix metalloproteinases, MMPs)对��

的侵袭和转移起着极为�要的作用[2-5]. MMPs中主要是

MMP-2�MMP-9参与ECM降解. 我们应用免疫组织化

学方法��MMP-2和MMP-9蛋白等在溃疡性结肠炎�

结肠腺��结肠癌等过程中的不同表达, 并分析MMP-2
和MMP-9蛋白与结肠癌的病理因素关系, 探讨MMP-2和
MMP-9蛋白在结肠癌发生中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 随机选取马鞍山市人民医院1998-2003经手术

病理�实的结肠癌31例, 登录各个患者的年龄�性别, 并
根据临床和病理资料对于��的部位�组织学类型�

��大小�有无转移�Duke's分期�浸润深度各项资料

�行分析. 31例结肠癌中男性11例, 女性20例, 年龄40-73
岁, 平均61.9±8.7岁; <60岁10例, ≥60岁21例; 位于右半

结肠11例, 横结肠2例, 左半结肠18例; ��直径<5 cm 13
例, ≥5 cm 18例; A期4例, B期14例, C期11例, D期2例; �
状腺癌25例, 乳头状腺癌1例, 黏液腺癌4例, 未分化腺癌

1例; 无淋巴结转移18例, 有淋巴结转移13例; 浸润至黏

膜下层1例, 深肌层3例, 浆膜层27例. 另随机收集20例溃

疡性结肠炎�21例结肠腺�和10例正常结肠黏膜作为

对照组, 标本取自马鞍山市人民医院1998-2003的存档蜡

块. 鼠抗人MMP-2�MMP-9多克隆抗体购自Santa Cruz 
Biotechnology公司, SP免疫组化试剂盒均购自福州迈�

公司. 
1.2 方法 对31例结肠癌的病理蜡块, ��制作石蜡切片, 
厚4 μm, 用3 mL/L H2O2灭活内源性过氧化物酶10 min. 
P B S(p H  7.4)水洗 .  然后分别与一抗(鼠抗人M M P-2 
1∶100稀释; 鼠抗人MMP-9 1∶150稀释)�二抗�过氧化

物酶标记的链霉素亲和素抗体孵育, 以PBS代替一抗作为

�性对照. PBS水洗后DAB显色15 min, 苏木素复染, 封
片观察. 

免疫组化结�判定[6]: MMP-2, MMP-9染色以细胞质

出现棕黄色颗粒为阳性. 阳性细胞数: 0分为无阳性细胞, 
1分为阳性细胞数<25%, 2分为阳性细胞25-50%, 3分为阳

性细胞51-75%, 4分为阳性细胞数>75%. 染色强度: 0分为

无染色, 1分为弱染色, 2分为中等强度染色, 3分为强染色. 
计算各抗体的阳性细胞数和染色强度的得分, 以3-7分为

阳性.  
统计学处理 百分率比较用χ2检验, 所有统计处理均

在SPSS 10.0统计软件包中完�. 

2  结果

2.1 正常结肠组织、溃疡性结肠炎、结肠腺瘤和结肠癌

中MMP-2, MMP-9蛋白的表达率比较 MMP-2和MMP-9
染色阳性物质主要分布在结肠癌细胞的细胞质, 呈散在

或团状分布, 部分间质细胞如血�内皮细胞�纤维母细

胞中亦有MMP-2, MMP-9表达, 但表达强度弱于癌细胞. 

在结肠腺��溃疡性结肠炎以�正常结肠黏膜组织中的

阳性染色细胞主要位于结肠腺体部位. 
结肠癌中MMP-2, MMP-9的阳性表达率分别为54.8%

和58.1%(表1), 正常黏膜组织中阳性表达率分别为10.0%
和30.0%, 以弱或中等表达为主. 结肠腺�中M M P-2, 
MMP-9阳性表达率分别为42.9%和52.4%, 溃疡性结肠炎

中MMP-2, MMP-9阳性表达率分别为30.0%和40.0%, 均
以强表达为主. 

表 1  正常结肠组织、溃疡性结肠炎、结肠腺瘤和结肠癌中MMP-2，
MMP-9蛋白的表达率比较

                                MMP-2   阳性率                MMP-9   阳性率  

		    -    +	   (%)	           -	 +        (%)		

正常结肠组织    10     9     1     10.0	           7      3     30.0	

溃疡性结肠炎    20   14     6     30.0     >0.05   12      8     40.0   >0.05

结肠腺瘤	           21	  12    9	42 .9     >0.05   10	 11     52.4	   >0.05

结肠癌	           31	  14  17	54 .8     <0.05a  13	 18     58.1	   >0.05

aP＜0.05 vs  对照组.

组织学类型         n                                  P值                                  P值

在结肠组织MMP的表达中, MMP-2除结肠癌组和正

常结肠黏膜组间相比具有显著性差异(P <0.05)外, 其余各

组间比较差异无统计学意义. MMP-9各组间比较差异无

统计学意义. 但从正常结肠黏膜组织�溃疡性结肠炎�

结肠腺�到结肠癌的MMP-2, MMP-9表达具有递增趋势. 
2.2 结肠癌中MMP-2, MMP-9蛋白表达与临床病理因素的

关系 结肠癌中MMP-2和MMP-9蛋白表达水平与患者性

别�年龄���位置���直径�结肠癌分化程度�组

织浸润程度无关(P >0.05). Dukes分期A+B期和C+D期两

组中, MMP-2阳性表达率分别为38.9%和76.9%, MMP-9
阳性表达率分别为27.8%和84.6%, 组间比较有显著差

异(P <0.05). 结肠癌有淋巴结转移和无淋巴结转移两组

中, MMP-2阳性表达率分别为76.9%和38.9%, MMP-9阳
性表达率分别为84.6%和27.8%, 组间比较有显著差异

(P <0.05)(表2). 

3  讨论

��侵袭和转移过程涉���细胞穿过细胞外�质屏

障�血�壁的�底膜�穿出血�壁�入宿主微环境的过

程. 细胞外�质是细胞生存的�要内环境, 由胶原�糖

蛋白�蛋白多糖等构�, 含有大量蛋白酶�细胞因子�

黏附分子. ��表明, MMP是降解细胞外�质最�要的

一组蛋白酶, 在消化系��的发生�发��侵袭和转移

中具有�要作用[2-5,7]. MMP家族按结构和�质特性不同

可分为胶原酶(MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18)�明

胶酶(MMP-2, MMP-9)��质降解素(MMP-3, MMP-10, 
MMP-11)�膜型MMP等4大类[8-10]. 目前发现MMP-2�
MMP-9被认为是在��侵袭转移过程中最直接和最�要

的MMP. 
本组实验结�显示, MMP-2表达在结肠癌中最高, 
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MMP-9蛋白表达在结肠癌中较高, 但差异无显著性, 其次

为结肠腺�和溃疡性结肠炎, 正常结肠黏膜组织中最低, 
但各组间比较无显著性差异, MMP-2�MMP-9在不同组

织类型中表达符合溃疡性结肠炎→结肠腺�→结肠癌的

演变趋势. Levy et al [11-13]报道有72%的结直肠腺癌组织中

的MMP-2 mRNA水平显著升高, 且阳性率与��的浸润

深度与转移相关. 黄文斌 et al [14]采用免疫组化法检测87例
结肠癌组织中MMP-2表达情况, 结�发现结肠癌组织中

MMP-2侵�结肠肌层的阳性表达率明显低于侵�结肠浆

膜层者, MMP-2的表达与��的侵袭�转移有关. 同时相

关��结�提示, MMP-2�MMP-9表达与溃疡性结肠炎

的结肠炎症程度相关, MMP-2�MMP-9参与溃疡性结肠

炎患者溃疡边缘�底膜的破坏和�塑过程, 抑制MMP-2
和MMP-9可有效减轻组织破坏以�结肠炎症过程.  

本��结�显示, 结肠癌中MMP-2和MMP-9蛋白表

达水平与患者性别�年龄���位置���直径�结肠

癌分化程度�组织浸润程度无关. 在有淋巴结转移的结

肠癌中MMP-2�MMP-9表达率明显高于无淋巴结转移

者, 组间比较有显著差异, 提示结肠癌组织中MMP-2和
MMP-9通过降解细胞外�质, 促�结肠��细胞向肠壁

深层浸润, 发生淋巴结转移. Dukes分期中C+D期的结肠

癌中MMP-2�MMP-9表达率明显高于A+B期, 组间比较

有显著差异, 提示结肠癌中MMP-2�MMP-9过度表达与

结肠癌Dukes分期和结肠癌的侵袭性密切相关. 本��结

�与Baker et al [15-18]��结�一致, 表明MMP-2�MMP-9
在促�结肠癌的淋巴结转移过程中起�要作用, 具体机

制尚待�一步��. 
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表 2  MMP-2，MMP-9表达与结肠癌临床病理因素之间的关系

	                                                       MMP-2	                   	                              MMP-9	       	   

	                                                      -	  +			                            -	         +		

性别	                 男	                      6	   5	      45.5	                   	           7	          4	           36.4	

	                 女	                      8	 12	      60.0		                            8	        12	           60.0	

年龄(岁)	                 <60	                      6	   4	      40.0	                  	           6	          4	           40.0	

	                 ≥60	                      8	 13	      61.9		                            9	        12	            57.1	

肿瘤位置	                 右半结肠	                      5	   4	      44.4	                  	           5	          4	           44.4	

	                 横结肠	                      1	   3	      75.0	            >0.05                      2	          2	           50.0	 >0.05

	                 左半结肠	                      8	 10	      55.6		                            8	        10	           55.6	

肿瘤直径	                 <5  cm	                      6	   7	      53.8	                  	           8	          5	           38.5	

	                 ≥5  cm	                      8	 10	      55.6		                            7	        11	           61.1	

Dukes分期	 A+B期	                    11	   7	      38.9	                  	         13	          5	           27.8	

	                 C+D期	                      3	 10	      76.9		                            2	        11	           84.6	

组织学类型	 管状腺癌	                    11	 14	      56.0	                  	         11	        14	           56.0	

	                 乳头状腺癌	      0	   1	    100.0		                            1	          0	             0.0	

	                 黏液腺癌	                      2	   2	      50.0		                            2	          2	           50.0	

	                 未分化癌	                      1	   0	        0.0		                            1	          0	             0.0	

淋巴结转移	 无	                    11	   7	      38.9	                  	         13	          5	           27.8	

	                 有	                      3	 10	      76.9		                            2	        11	           84.6	

组织浸润程度	 黏膜下或肌层	      3	   1	      25.0	                    	           3	          1	           25.0	

	                 浆膜或浆膜外层	    11	 16	      59.3		                          12	        15	           55.6

>0.05

>0.05

>0.05

<0.05

>0.05

<0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

<0.05

>0.05

<0.05

>0.05

变量                                                                                          阳性率(%)               P值                                                 阳性率(%)               P值
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Abstract
AIM: To detect the expression of matrix metallopro-

teinase(MMP)-7 in the mesorectum of patients with 
rectal cancer, and to provide theoretical evidence for 
the total mesorectal excision (TME).

METHODS: The expression of MMP-7 was detected in 
the specimens from cancer tissues, mesorectum (in the 
plane, tissues 2 cm distal to the lower margin, and the 
distal end of the tumor), and outer pelvic fascia by SP 
immunohistochemistry in 47 patients after TME. And 
the data were compared with the result of HE staining.

RESULTS: The positive rate of MMP-7 expression was 
29.8% (14/47) in the mesorectum. Of those positive 
expressions, 7 were in the plane of tumor, 3 in both 
the tumor plane and tissues 2 cm distal to the lower 
margin of the tumor, and 4 only in the tissues 2 cm 
distal to the tumor. The positive rate was 14.8% (7/47) 
by HE staining, and the result of MMP-7 staining was 
all positive. The positive rate of MMP-7 expression 
was 91.5% (14/47) in the tumor tissues. There was no 
MMP-7 expression in the mesorectum, distal end of 
the outer pelvic fascia, and the control tissues (normal 
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rectal mucosa and mesorectum 10 cm distal to the 
upper margin of the tumor).

CONCLUSION: MMP-7 is expressed in mesorectal tis-
sues of the tumor plane and tissues 2 cm distal to the 
tumor. The positive expression of MMP-7 is correlated 
with the degree of the tumor differentiation, depth of 
invasion, and the Dukes staging.

Key Words: Rectal cancer; Mesorectum; Matrix metal-
loproteinase-7

Zhang HG, Tian SL, Zhang RP. Significance of detection for matrix 
metalloproteinase-7 in rectal cancer tissues and mesorectum 
after total mesorectal excision. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(20):2497-2500

摘要

目的: 研究直肠癌患者直肠系膜内MMP-7表达, 为全直肠系

膜切除术(total mesorectal excision, TME)提供理论依据. 

方法: 直肠癌TME术后, 应用免疫组化SP法检测47例患者癌

组织�直肠系膜(肿瘤平面�肿瘤下缘下2 cm和系膜远端)及
盆筋膜壁层MMP-7的表达. 并与病理组织学染色(常规HE染

色)结果进行比较. 

结果: 直肠系膜中MMP-7的阳性表达率为29.8%(14/47), 有
7例患者只在肿瘤平面系膜内有MMP-7表达, 3例在肿瘤平

面和肿瘤下缘下2 cm处系膜内有MMP-7表达, 4例只在肿

瘤下缘下2 cm有MMP-7阳性表达. 常规病理染色阳性率为

14.8%(7/47), 其MMP-7染色均为阳性. 在癌组织中, MMP-7
的阳性率为91.5%(14/47). 在直肠系膜远端�盆筋膜壁层和

对照组织(距肿瘤上缘10 cm以上的正常直肠黏膜和系膜)中, 
MMP-7均无表达. 

结论: 直肠系膜内MMP-7表达可及肿瘤平面和肿瘤下缘下2 
cm处, 但尚未达到直肠系膜远端和盆筋膜壁层. 肿瘤的分化

程度�肠壁浸润深度和Dukes分期与系膜内MMP-7阳性表

达有关. 从分子病理学的角度可以认为TME是科学的. 

关键词: 直肠癌; 直肠系膜; MMP-7
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0  引言

�质金属蛋白酶-7(matrix metalloproteinase-7, MMP-7)是
一种与��浸润和转移密切相关的蛋白水解酶[1]. 在直肠

癌中, 只在癌细胞和个别异形性上皮细胞表达, 在��间

质和淋巴细胞中均不表达, 具有较强的癌细胞特异性, 是
一种��微转移的标志物[2-5]. 

我们在全直肠系膜切除术(total mesorectal excision, 
TME)术后, 检测癌组织�直肠系膜和盆筋膜壁层组织中

MMP-7的表达, 希望能够了解直肠系膜内MMP-7的表达

特点, 从分子病理学的角度为TME提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2004-04/2005-04的直肠癌患者47例, 所有病

例均经病理�实. 其中男性28例�女性19例, 年龄48-79
岁, 中位年龄59岁. Dukes分期A期19例�B期15例�C期
13例. 47例患者均行TME, 其中Dixon术37例, Miles术10
例. 
1.2 方法 

1.2.1 标本采集过程 (1)手术中, 在��平面和距离��

下缘2 cm处的盆筋膜壁层各取一块组织(大小1.0 cm×

1.0 cm). (2)手术结束时, 立即将�鲜切除的手术标本平

铺在无菌单上, 沿直肠远切缘游离直肠系膜至��下缘. 
无张力下测量系膜长度. 在��下缘���下缘下2 cm
和直肠系膜远端分别截取1 cm宽的直肠系膜. (3)在��

对侧纵向剖开肠�, 无菌生理盐水洗净, 避开缺血�坏死

区, 在��实质取1.0 cm×1.0 cm大小组织2块. 将切取

组织置入40 g/L甲醛溶液中固定. 同时测量��大小, 观
察大体分型, 记录患者临床资料. 另采集因直肠良性病变, 
行直肠部分切除的标本15例, 取正常直肠黏膜�正常直

肠系膜作为对照组. 
1.2.2 染色 将所切取标本常规石蜡包埋, 每隔1 mm连续

切片2张, 切片厚5 μm. 将每2张切片随机分配, 其中一张

行常规病理染色(发现微转移灶为阳性), 另一张行免疫组

化MMP-7染色(抗MMP-7抗体和UltraSensitiveTM S-P超敏

试剂盒购自福州迈�公司). 以迈�公司提供阳性片为阳

性对照, PBS代替一抗作为�性对照. 细胞膜或胞质染�

棕黄色�棕褐色颗粒为阳性, �性细胞不着色. 高倍镜下

(×400)观察染色较好的二十个视野, 计数阳性细胞, 1-5
个为+, 6-25个为++, 26个以上为+++.  

统计学处理 应用SPASS 10.0统计软件对数据�行χ2

检验或Fisher精确检验,  P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 各组织中MMP-7的表达 MMP-7在对照组中无表

达, 在直肠癌中阳性率为91.5%(43/47), 在直肠系膜中为

29.8%(14/47), 与对照组比较均有显著性差异. 盆筋膜壁

层MMP-7无表达. 在直肠系膜中, 有7例患者只在��平

面系膜内有MMP-7表达, 3例在��平面和��下缘下

2 cm处系膜内有MMP-7表达, 4例只在��下缘下2 cm
有MMP-7阳性表达. 直肠癌直肠系膜MMP-7的表达与�

�的临床病理特征的关系(表1). 
2.2 常规病理染色和MMP-7免疫组织化学染色阳性表达

情况 通过常规病理染色, 我们发现有7例患者的标本在直

肠系膜中有转移灶, 阳性率为14.8％(7/47). 这7例患者的
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直肠系膜均有MMP-7表达. 在常规病理染色未发现转移

灶的40例患者中, 有7例MMP-7染色阳性, MMP-7染色的

阳性率为29.8％(14/47). 两阳性率差别有显著性(P <0.05). 
盆筋膜壁层无常规病理染色阳性, 也无MMP-7阳性

表达. 

3  讨论

手术��是直肠癌综合��的��. 近20 a的TME的应

用使直肠癌手术��效�得到很大的改善. 局部复发率

由25%降至3-7%[6-9]. 现在已经广为外科医生们所接受, 是
直肠癌外科��的金标准. Heald[10-13]和Wang et al [14]认为

TME应在盆筋膜脏壁两层间锐性切除, 直肠系膜(盆筋膜

脏层)完整切除无撕脱, 并保�肉眼�镜下无切缘累�. 
然而, 对于��而言, 其浸润和转移是��细胞与细

胞外�质相互作用的结�. 在其发��为肉眼�镜下可

以检查到的转移灶之前, 已经发生了微转移. 微转移的检

测方法有很多种, 连续切片法是最早应用于检测微转移

的粗略方法, 而免疫学和分子生物学的发�为检测微小

癌灶�少量癌细胞的存在提供了更多特异性高�敏感性

强的方法. 在这些方法中免疫组化方法简单�价格便宜, 
可以广泛的应用于临床, 并且最�要的是, 它比常规病理

组织染色有更高的敏感性[15]. 
MMP-7是�质金属蛋白酶家族中分子量最小的�

员, 具有强大的�质降解活性和广泛的底物特异性, 它在

��的发��转移和浸润过程中起�要的作用[1]. 在大肠

癌中, MMP-7具有很强的癌细胞特异性, 正常黏膜中不表

达. 淋巴结中MMP-7的表达可以作为��大肠癌淋巴结

转移尤其是微转移的依据[16,17]. 我们的结�表明, 正常直

肠黏膜和系膜内无MMP-7阳性染色, 91.5%(14/47)的患者

癌组织中有MMP-7表达, 与国内外的文献报道相符[18]. 
在系膜中, 我们通过常规病理染色发现7例微转移, 

并且其MMP-7表达均为阳性. 在常规病理染色结��性

的40例患者中, 有7例MMP-7表达阳性. 这7例患者的直

肠系膜中存在微转移灶. 因此TME术后检测直肠系膜中

表 1  直肠癌临床病理特征与直肠系膜MMP-7的表达的关系

                                                           MMP-7表达                       

                                             －   ＋  ++   +++   阳性率(％)	

肿瘤形态	 肿块型	 14        11    1     1      0          	

	 溃疡型	22         16    2     3      2                            <0.05

	 浸润型	 11          6    0     3      2           	

分化程度	 高+中	24         17    2     3    31          	

	 低分化	23         16    3     3      1                            <0.05

浸润深度	 T1+ T2	22         15    3     1      3          	

	 T3+ T4	25         18    2     4      1                            <0.05

TNM分期	  I+II         19          5    0     2      1  

                 III+IV       15        10    3     1      1                            <0.05

肿瘤纵径	 ≤3 cm	2 0        14    1     3      2   	

	 ＞3 cm	 19        13    2     3      1                            >0.05

14.2

31.8

45.4

16.6

30.4

18.1

28.0

15.7

33.3

30.0

31.5

MMP-7的表达能够提高临床分期的准确性, 对判�患者

预后�指导术后辅助��具有�要意义. 通过直肠癌生

物学特征与其系膜中MMP-7表达比较发现, 分化低�浸

润深或是Dukes分期晚的直肠癌患者与MMP-7的阳性表

达有关. 而��大小的不同在MMP-7的阳性表达率方面, 
我们未发现有差异. 这与��中MMP-7表达情况并不完

全相同. 
我们通过比较与��不同距离的直肠系膜MMP-7表

达情况发现, 4例患者只在��下缘下2 cm有MMP-7阳
性表达, 这可能是文献中提到的��通过静脉和淋巴�

行直肠系膜内跳跃式播散的表现[19,20]. 从直肠系膜远端和

盆筋膜壁层中我们未检测到MMP-7的表达, 我们可以看

出, TME切除微转移灶的彻底性. 这为TME从分子病理学

的角度提供了理论依据. 
我们只是在纵向��了直肠系膜的几个平面(��平

面�下缘下2 cm和直肠系膜远端)的MMP-7表达情况, 只
能说明这几个纵向平面的情况, 并不能说明MMP-7在系

膜内表达具体有多远和多深, 这些尚需要做�一步的��. 
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Abstract
AIM: To increase the biological activity of the expressive 
product through denaturation and renaturation of H 
pylori  vacA gene recombined expressive inclusion body, 
and to discuss the feasibility of mass production of 
VacA antigen.

METHODS: The VacA antigen expressed engineering 
bacterium was induced by Isopropyl-β-D-thiogalactopy-
ranoside (IPTG). The expressed inclusion body was 
denatured, renatured and dialyzed, and its activity 
was identified. The plates of ELISA were folded by 
the produced antigen. Then the ELISA method was 
constructed to determine the biological activity of the 
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antigen.

RESULTS: The recombined engineering bacterium 
expressed M r 3 300 target protein in the form of in-
clusion body. SDS-PAGE showed the purity of the 
optimized inclusion body was above 95%. The ac-
cordant rate was 97.1% between ELISA and blot 
electrophoresis after the activity examination was 
performed in 126 healthy people.

CONCLUSION: The biological activity of H pylori  vacA 
gene recombined expressive inclusion body can be 
significantly and stably improved after denaturation 
and renaturation. So the inclusion body can be used as 
a candidate for the production of H pylori  vaccine.

Key Words: Helicobacter pylori ; VacA gene; Inclusion 
body; Renaturation; Denaturation
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摘要

目的: 通过对vacA重组工程菌表达产物包涵体的变性�复

性, 提高表达产物的生物学活性, 建立ELISA方法, 讨论VacA
抗原规模生产的可行性. 

方法: 利用已经构建的表达VacA抗原的工程菌, 用IPTG诱

导, 表达的包涵体通过系列条件的变性�复性�透析, 并经

活性鉴定.所制抗原用以包被ELISA板, 建立ELISA方法并确

定抗原的生物学活性. 

结果: 重组工程菌可表达M r 3 300的目的蛋白, 表达形式为包

涵体, 条件优化后的包涵体经SDS-PAGE显示纯度达95%以

上, 活性经ELISA法测定正常人126例和blot电泳测定结果符

合率为97.1%. 

结论: 包涵体变性复性后生物活性大幅度提高, 并且具有良

好的重复性和稳定性, 可作为幽门螺杆菌疫苗制备的候选抗

原及临床检测的诸多方法的抗原原料. 

关键词: 幽门螺杆菌; vacA基因; 包涵体; 变性; 复性
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )为革兰氏�

性细菌, 螺杆状, 与多种胃病密切相关, 细胞空泡毒素

A(vacuolating cytotoxin A, vacA)存在于所有H pylori菌
株, 但仅在50-60%的菌株中表达[1-9]. 我们以H pylori菌株

11 638总DNA为模板扩增了vacA�因的一个片段, 通过

�组�术表达VacA抗原. 该抗原主要以包涵体形式存在, 
包涵体一级结构(即氨�酸序列)虽然正确, 但其立体结构

是错误的, 所以没有生物活性[10-12]. 因此, 为获得天然状�

的目标蛋白, 我们在分离回收包涵体后, 溶解包涵体并使

其中的目标蛋白质恢复应有的天然构象和活性. 用复性

后的蛋白�立ELISA检测方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 正常人血清126例取自西安市中心血站; H pylori
菌株11 638为西京医院消化内科惠赠. 
1.2 方法 

1.2.1 构建vacA重组表达载体 vacA引物按照菌株11 638 
vacA的�因序列设计, 采用pRSETA His6表达载体, 转化

大肠杆菌BL21(DE3), 酶切鉴定�组克隆, IPTG诱导目的

蛋白表达; 采用分级分离的方法, 对诱导全菌的外周质, 
胞质�沉淀�行分析, 判�目的蛋白表达形式. 
1.2.2 包涵体变性和复性 变性液为20 mmol/L Tris-HCl, 
pH8.0; 6 mol/L盐酸胍; 20 mmol/L 2-巯�乙醇(pH8.5); 
1 mmol/L EDTA·2Na; 10 mL/g包涵体, 室温过夜充分溶

解包涵体. 复性液为20 mmol/L Tris-HCl, pH8.0; 0.4 mol/L 
L-精氨酸; 1 mmol/L还原型谷胱甘肽; 0.1 mmol/L氧化型

谷胱甘肽, 透析液为0.1 mol/L盐酸胍; 20 mmol/L Tris-
HCl, pH8.0; 25 mmol/L NaCl, 4℃下透析, 离心, 取上清

浓缩. 
1.2.3 复性蛋白检测 活性鉴定用ELISA方法检测, 以复性

蛋白为包被抗原, 0.05-15 μg/孔, 血清按1∶100稀释, 博
士德酶标羊抗人IgG 1∶10 000稀释, TMB显色; 深圳伯劳

特公司的H pylori  blot电泳测定临界阳性血清, PBS为空

白对照. 
1.2.4 血清抗体检测 用复性蛋白为包被抗原, 1 μg/孔, 血
清按1∶100稀释, 博士德酶标羊抗人IgG 1∶10 000稀释, 
TMB显色, 以A 450nm>0.5为阳性, 设立阳性对照和�性对

照, 确定ELISA方法, 检测血清的抗vacA抗体, 结�和blot
电泳测定结�相比较.  

2  结果

2.1 v a c A基因重组表达载体的构建 �组质粒可切出

903 bp的外源片�. 
2.2 表达形式鉴定 表达vacA相对分子质量为M r 3 300, 主
要以包涵体形式存在. 
2.3 复性蛋白的活性鉴定 经纯化的vacA倍比稀释后包被

ELISA板, 用抗vacA抗体阳性血清(深圳伯劳特H pylori抗
原筛出)测定其活性, 可见复性的vacA具有良好的抗原

活性. 
2.4 ELISA方法 检测正常人血清抗vacA抗体, 和blot电泳
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测定结�相比, 特异性为97.6%, 敏感性为96.5%, 符合率

97.1%(表1). 

3  讨论

幽门螺杆菌为定植于人胃部的革兰氏�性螺杆状细菌, 
和慢性胃炎�消化性溃疡�黏膜相关淋巴样组织性淋巴

�和胃癌等�病的发生密切相关. 它是世界性分布的病

菌, 在人群中约有半数受到H pylori的感染. 细胞空泡毒素

A�因存在于所有的H pylori菌株中, 编码可损伤上皮细

胞的空泡毒素A, 但仅在50-60%的菌株中表达[13].  
vacA�因编码的蛋白质, 是H pylori所特有的分泌性

毒素, 能使哺乳�物的上皮细胞发生空泡变化, 最终导致

细胞死亡. 是一种�要致病因子[16], 也是H pylori毒力分

型的标志[14-17], 感染H pylori的个体是否发病, 与宿主�因

易感性�环境因素�所感染H pylori菌株的型别有关, 在
感染了H pylori的人群中约有15%的人发病[18-21], 因而对H 
pylori的菌株型别的检测就尤为�要. 

vacA作为H pylori的一种与�病发生密切相关的�

要抗原, 在制备H pylori的疫苗方面有很大的应用价值. 我
们以H pylori菌株11 638总DNA为模板扩增了vacA�因

的一个片段, 并选择pRSETA His6表达载体, 高水平的表

达His6-vacA. 由于许多外源蛋白质在大肠杆菌细胞内表

达时, 不能自发折叠生�一定的空间结构和特定生物功

能的蛋白质, 而是以包涵体形式存在于细胞内, 虽然包涵

体具有富集目标蛋白�抗蛋白酶�对宿主毒性小等特点, 
但由于没有生物活性, 不能直接应用, 目前对包涵体形�

和复性过程中发生聚集的机制尚不清楚, 许多已�立的

高效复性方法是在反复实验和优化的��上�立的, 且
没有普遍性[22-25]. 本��中所表达的外源蛋白以包涵体形

式存在, 上清中可溶性目的蛋白极少, 因此, 解决包涵体

的复性�为获得具有天然构象的目的蛋白的关键. 
我们根据H i s6与金属离子N i2+高亲和力结合的特

性[26], 通过镍柱直接一步纯化并�行�折叠, 纯度可直接

达到98%, 并具有较高的生物学活性. 
但由于亲和柱的特点, 获得大量的抗原比较困难, 我

们通过更换不同的变性剂(脲素�盐酸胍�SDS等)使包

涵体彻底溶解, 改变pH值�温度�蛋白浓度�变性剂浓

度等, 确立复性条件, 采用稀释复性的方法, 获得大量的

目的蛋白 ,  和阳性对照抗原比较具有良好的活性和抗

原性. 
利用该抗原来�立检测血清抗体的ELISA方法, 和

blot电泳测定结�相比, 特异性为97.6%, 敏感性为96.5%, 
符合率97.1%. 可作为筛查幽门螺杆菌vacA感染的有效的

表 1  ELISA法和blot电泳对比检测结果比较

	          blot电泳阳性	                blot电泳阴性              合计

ELISA阳性	   40	                         3	                    43

ELISA阴性	     1	                       82	                    83

方法. 该抗原可以大批量生产, 满足临床检测的需要. 
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Abstract
AIM: To investigate the clinical and endoscopic fea-
tures of gastric mucosa associated lymphoid tissue 
(MALT) lymphoma, and to improve the accuracy of 
early diagnosis. 

METHODS: The clinical and endoscopic data of 22 
patients, who were surgically and pathologically diag-
nosed with gastric MALT lymphoma, were retrospec-
tively reviewed and analyzed. 

RESULTS: Most of the symptoms were exhibited as 
abdominal discomfort and upper gastrointestinal hem-
orrhage. Most of the pathological changes appeared 
in the gastric antrum and body in the form of bulgy, ul-
cerative and infiltrative lesions, featuring as multiform, 
multi-morphology, and diffuse changes under endo-
scope. All the 22 patients were diagnosed with B cell 
lymphoma, and Helicobacter pylori was founded in 18 
cases (81.8%).  

CONCLUSION:� The clinical symptoms of gastric MALT 
lymphoma have no specificity. The endoscopic features 
are of variety, and the lesions are extensive. Clumpy 
and deep biopsy with timely immunohistochemistry can 

improve the accuracy of endoscopic diagnosis.

Key Words: Lymphoma; Mucosa associated lymphoid 

tissue; Endoscope; Helicobacter pylori

Bao BJ, Huang JF, Zhou GX, Xiao MB, Zhang JG. Clinical and 
endoscopic features of gastric mucosa-associated lymphoid tissue 
lymphoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(20):2504-2506

摘要

目的: 探讨胃黏膜相关淋巴组织(mucosa associated lymphoid 
tissue, MALT)淋巴瘤临床及内镜表现特征, 以提高早期诊断

水平.

方法: 总结22例经手术及病理证实的MALT 淋巴瘤患者的临

床及内镜表现资料.

结果: 临床表现以腹部不适及上消化道出血为主.病变多见

于胃窦、体部, 表现为隆起性、溃疡性及浸润性损害, 以多

灶性、多形性及弥漫性病变为特征. 22例均为B细胞淋巴瘤, 
18例(81.8%)幽门螺杆菌(H pylori )阳性.

结论 : 胃 MALT 淋巴瘤临床表现无特异性 , 内镜下病变形

态多样、范围广 . 内镜下多块、深挖取材结合及时免疫组

织化学检查可提高内镜诊断准确率 .

关键词: 淋巴瘤;  黏膜相关淋巴组织; 内镜; 幽门螺杆菌

鲍柏军, 黄介飞, 周国雄, 肖明兵, 章建国. 胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤临床

与内镜表现特征. 世界华人消化杂志  2005;13(20):2504-2506

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2504.asp

0  引言

胃黏膜相关淋巴组织(MALT)淋巴瘤是结外非霍奇金淋

巴瘤的常见类型.此病起病隐匿, 早期缺乏特异性临床表

现, 内镜下表现与胃溃疡、胃息肉及胃恶性肿瘤相似, 
甚至内镜下活检病理都难与胃癌鉴别, 而且病例类型多

样, 病理表现复杂, 因此, 临床诊断困难. 我们总结本院

1999-01/2005-03经内镜及手术病理确诊的22例胃MALT
淋巴瘤临床表现及内镜特点, 以期提高对胃MALT淋巴瘤

的认识和诊断水平.

1  材料和方法

1.1 材料 选取我院1999-01/2005-03经内镜及手术病理确

诊的22例胃MALT淋巴瘤. 男10例, 女12例, 26-78岁, 平均
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年龄60.9岁.
1.2 方法 所有病例均行胃镜检查、活检和手术探查, 并
经病理检查证实. 标本经40 g/L福尔马林固定、石蜡切

片(5 μm)、HE染色和免疫组织化学检查. 免疫组织化学

采用S-P法, 抗体为LCA、CD20、CD79α、uchl1、CD3、
bcl-10等(购自福州迈新生物有限公司). MALT淋巴瘤组

织学诊断标准为: (1)淋巴滤泡边缘区肿瘤细胞为中心细

胞样(CCL)细胞; (2)CCL细胞有向浆细胞分化倾向 ; (3)瘤
细胞浸润至腺体上皮组织中, 破坏腺上皮, 形成特征性的

嗜上皮现象; (4)肿瘤性滤泡和反应性淋巴滤泡可同时存

在. 并符合Dawson et al原发性胃恶性淋巴瘤诊断标准: (1)
无浅表淋巴结肿大; (2)无肝脾肿大; (3)周围血白细胞分

布正常; (4)胸片证实无纵隔淋巴结肿大; (5)手术时除区

域淋巴结受累外, 未发现其他肿块.
胃黏膜活检和(或)手术切除标本, 经HE或Warthin-

Starry银染色, 观察组织中有无H pylori感染, 结合快速尿

素酶试验及H pylori -DNA(PCR法)检测结果.

2  结果

2.1 临床症状 MALT淋巴瘤起病隐匿, 从发病到就诊的平

均时间为9.6 mo(1-36 mo). 主要症状依次为腹痛18例, 黑
便13例, 腹胀12例, 消瘦6例, 呕血3例, 纳差2例, 发热及进

食哽噎各1例. 22例患者17例有程度不等的贫血.
2.2 内镜下表现

2.2.1 病变分布 病变主要在胃窦和胃体. 局限于胃窦部3
例, 胃体部1例, 同时累及胃体、胃窦(包括幽门)者11例, 
胃底、胃体者3例, 胃底、贲门者1例, 广泛受累3例.
2.2.2 形态特点 胃MALT淋巴瘤在内镜下主要有3种表

现, 即溃疡型、息肉或结节型、浸润型. 其中溃疡型12
例, 其特点为大而深的单发或多发溃疡, 溃疡表面高低不

平, 底覆污苔, 大多病例见出血, 溃疡边缘不规则隆起, 可
呈“堤岸状”, 质地脆, 触之易出血, 溃疡直径3-6 cm; 隆
起型4例, 特点为单发或多发结节状或息肉样隆起的肿块, 
表面可见正常黏膜, 间以浅溃疡或糜烂, 周边皱襞呈放射

状或形成巨大皱襞, 隆起结节大小1.5-3.0 cm; 弥漫型6例, 
特点为黏膜皱襞粗大、不规则, 表面呈颗粒状或结节不

平, 可见糜烂、浅溃疡及陈旧性出血灶, 胃蠕动消失或减

弱, 病变范围广, 往往累及多个部位, 约5-10 cm. 22例患者

无一例发生胃腔狭窄、梗阻, 内镜无法检查者. 上述三型

之间并无截然分界, 常并存, 以其中之一为主. 本组22例
患者17例内镜下表现为典型的恶性病变(即深大、不规则

溃疡、巨大肿块及弥漫浸润), 5例为非恶性病变(即浅溃

疡或结节样隆起).
2.3 病理学结果 所有病例均经常规HE切片并结合免疫组

织化学染色检查确诊为非霍奇金B细胞淋巴瘤MALT型. 
内镜下活组织检查确诊3例, 倾向恶性淋巴瘤5例, 黏膜慢

性炎3例, 误诊为低分化腺癌11例. 
2.4 幽门螺杆菌 22例患者中H pylori阳性18例, 阳性率

81.8%.

3  讨论

MALT的概念于1983年由英国病理学家Isaacson首先提

出, 意指长期抗原刺激使与黏膜上皮相关淋巴细胞产生

免疫应答及局部炎症, 并从无到有, 发生免疫反应性淋巴

增殖, 并由良性到恶性, 产生异常克隆而导致淋巴瘤. 约
半数发生在胃肠道, 又以胃为主, 其他如肺、甲状腺、眼

结膜、乳腺、肝、肾、子宫、前列腺和膀胱等部位均可

发生. 晚近报道此病亦可发生于肝外胆道[1].
胃MALT淋巴瘤为原发性胃恶性淋巴瘤的主要类型, 

是结外型非霍奇金淋巴瘤中最常见者. 在西方国家, 该病

多见于50-70岁患者, 男∶女1.1-2.8∶1. 国内报道发病年

龄较胃癌年轻10岁, 本组22例胃MALT患者, 男女性别比

近1∶1, 发病年龄26-78岁, 以50-75岁为主, 也有学者认为

此病发病年龄呈双峰现象. 此病病程较长, 与胃癌相比, 
全身情况相对较好, 临床症状无特异性, 腹部不适(腹痛、

腹胀)最为常见, 其次为消化道出血, 患者就诊时往往有贫

血.
本组22例胃MALT淋巴瘤内镜下主要表现为溃疡

型、浸润型及隆起型. 内镜特点为病变范围广泛, 常累及

多个部位, 多见于胃窦、胃体部, 大体形态表现多样, 以
恶性病变特征为主, 形态学上往往易与胃癌混淆, 但此病

病变的多形性、多灶性及弥漫性更为突出, 且内镜下表

现与患者全身情况及病程不甚相符, 故临床上遇到病程

较长(尤其是超过6 mo以上)、全身情况较好, 内镜表现

似“胃癌”的患者, 尤需高度警惕MALT淋巴瘤的可能. 
内镜检查目前仍是诊断本病的重要手段, 遇下列情况应

考虑非霍奇金淋巴瘤: (1)病变呈多形性、多灶性; (2)有
黏膜下肿块现象; (3)黏膜水肿、皱襞粗大, 黏膜皱襞无向

心性集中, 而围绕在肿块周围; (4)肿瘤质地柔软; (5)病变

范围广泛, 有跨区域、跨幽门损害. 病理诊断是确诊本病

的关键, 但由于常规活检取材组织小、少及挤压、变形

等因素干扰以及其是一种在黏膜及黏膜下层广泛浸润转

移的多灶性疾病, 均影响胃活检诊断准确率. 对可疑病例

争取多处、多点、多次、挖掘式活检, 在溃疡边缘或隆

起糜烂处活检, 必要时采用内镜下黏膜切除术可提高活

检诊断率. 对内镜表现似恶性病变, 而病理检查为“淋巴

组织增生或见到异形细胞者”, 内镜下多块、深挖取材

结合及时免疫组织化学检查可提高内镜诊断准确率. 本
组有2例患者经此而明确诊断. 近年来有学者提出, 超声

内镜诊断胃淋巴瘤的符合率高于胃镜及其他检查, 并能

准确判断胃淋巴瘤浸润胃壁深度、侵犯周围器官及淋巴

结情况[2], 随访超声内镜可明确治疗效果, 并可在疾病复

发的早期阶段检测到[3]. Ribeiro et al [4]还提出应用联合流

式细胞分析和免疫细胞化学方法在超声内镜引导下的细

针吸引术, 有利于提高胃淋巴瘤的诊断准确率.
大量流行病学资料表明此病与H pylori感染有关, 本
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组H pylori感染率为81.8%, 也佐证了此观点.胃MALT淋
巴瘤需根治H pylori , 近年来研究表明, 对早期MALT淋
巴瘤, 根治H pylori感染已然足够[5], 对低度恶性且局限

于原位的胃MALT淋巴瘤患者, H pylori根除可作为第一

线治疗, 且应做定期随访[6], Aviles et al [7]认为对低度恶性

MALT淋巴瘤, 单用化疗是安全有效的治疗措施, 对不能

化疗者可选用手术或放疗, 而H pylori阴性的MALT淋巴

瘤患者可用化疗或放疗 ,  或CD20单克隆抗体取代手

术[8], 对EII期以上病变及瘤周或深部有淋巴结肿大者抗H 
pylori治疗反应差应早期手术. 由于残留的MALT是发展

为胃癌的一项额外的危险因素, 因而对已经过治疗的胃

MALT淋巴瘤患者仍需长期内镜随访观察[9]. 某些病毒如

EB可能在淋巴瘤的起源中起一定作用, 晚近有学者报道, 
HCV在胃MALT淋巴瘤的发生中可能也起一定的作用[10].
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Abstract
AIM: To explore the expression of COX-2 and P16 in 
various types of gastric polyps and gastric cancer cell, 
and to investigate the relationship between COX-2 and 
P16 protein in the process of gastric cancer.

METHODS: The expression of COX-2 and P16 pro-
teins were detected in normal gastric mucosa (n  = 10), 
non-tumor gastric polyps (n  = 30, inflammatory polyps 

2506                             ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2005年10月28日    第13卷   第20期



and hyperplastic polyps), tumor gastric polyps (n  = 20, 
adenomatous polyps), and gastric cancer (n  = 40) by 
S-P immunohistochemical staining.

RESULTS: In the normal gastric mucosa, non-tumor 
gastric polyps, tumor gastric polyps, and gastric can-
cer cell, the expression rate of the COX-2 was 10%, 
13.33%, 45%, and 75%, respectively; and the rate 
of P16 protein expression in those tissues was 90%, 
86.67%, 60%, and 32.5%, respectively. The positive 
rates of COX-2 and P16 protein were both significantly 
different between gastric cancer and other tissues 
(P  <0.05). The expression of COX-2 and P16 were 
associated with the differentiation degree of gastric 
cancer and lymph node metastasis. COX-2 expression 
was negatively related to P16 expression in gastric 
cancer (P  <0.05).

CONCLUSION: ���������������������������     ���������� COX-2 and P16 protein play key roles 
in the development of gastric cancer, and can be used 
as important indexes in the research of the biological 
behavior of gastric cancer.

Key Words: Gastric polyps; Gastric cancer; P16 

protein; Cyclooxygenase-2

Li Q, Gao SL, Cui LJ, Li MQ. Expression of COX-2 and P16 protein 
and their correlations in various types of gastric polyps and gastric 
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摘要

目的��: 研究不同类型胃息肉及胃癌中COX-2(环氧化酶-2)和
P16蛋白的表达, 探讨COX-2、P16蛋白在胃癌发生、发展中

的作用及其相互关系.

方法��: 采用S-P免疫组织化学方法检测10例正常胃黏膜, 30例

非肿瘤性胃息肉(炎性及增生性胃息肉), 20例肿瘤性胃息肉

(腺瘤性胃息肉)和40例胃癌组织中, COX-2和P16蛋白的表达

情况.

结果: COX-2表达, 在正常胃黏膜、非肿瘤性胃息肉、肿瘤

性胃息肉及胃癌中分别为10%, 13.33%, 45%, 75%, 胃癌组阳

性率与其他三组差异有显著性(P <0.05); P16蛋白表达, 在正

常胃黏膜、非肿瘤性胃息肉、肿瘤性胃息肉及胃癌中分别

为90%, 86.67%, 60%, 32.5%, 胃癌组阳性率与其他三组差异

有显著性(P <0.05). COX-2、P16蛋白表达与胃癌分化程度、

淋巴结转移、呈一定相关性. COX-2与P16蛋白的表达呈负

性相关(P <0.05).

结论��: COX-2、P16蛋白在胃癌发生、发展中起一定作用, 可
作为判定胃癌生物学行为的有用指标.

关键词: 胃息肉; 胃癌; 蛋白质P16; 环氧化酶-2

李强, 高善玲, 崔路佳, 李明琦. 不同类型胃息肉及胃癌中环氧化酶-2和P16

蛋白的表达及相关性. 世界华人消化杂志  2005;13(20):2506-2509
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0  引言

肿瘤的发生是一个多因素参与的过程. 近年来研究发现, 
COX-2在多种肿瘤中表达上调, 可能是促进肿瘤发生、

发展的原因之一, 是肿瘤防治的一个新的靶点. 抑癌基因

P16在许多肿瘤中表达减少, 与多种肿瘤发生、发展有关.  
我们检测了不同类型胃息肉及胃癌中COX-2、P16蛋白

的表达, 讨论COX-2、P16蛋白在胃癌发生、发展中的作

用及其相互关系.

1  材料和方法

1.1 材料 10例正常胃黏膜取自内镜下活检, H pylori感染

阴性; 40例胃癌组织, 30例非肿瘤性胃息肉和20例肿瘤性

胃息肉来自本院病理科存档蜡块, 所有标本经病理科确

诊, 且无使用非甾体类抗炎药及糖皮质激素史.
1.2 方法 

1.2.1免疫组织化学染色 采用S-P法染色. 鼠抗人COX-2单
克隆抗体, 鼠抗人P16单克隆抗体, S-P免疫组化试剂盒均

购自北京中杉生物技术有限公司. 实验步骤按试剂盒说

明书进行. 用PBS液代替一抗作阴性对照, 乳腺癌组织作

阳性对照.
1.2.2 结果判定 COX-2、P16蛋白均定位于细胞质, 呈棕

黄色颗粒状, 并根据染色强度分为: 阴性(-)为无棕色反应; 
弱阳性(+)为部分细胞显色; 阳性(++)为绝大部分细胞显

色.
统计学处理 率的比较采用χ2检验, COX-2与P16的关

系用Spearman等级相关分析, 在SPSS软件下完成. P <0.05
为有显著性差异.

2  结果

2.1 COX-2、P16蛋白在不同类型胃息肉及胃癌中的表达

(图1, 表1). 从表1可以看出从正常胃黏膜到胃癌P16蛋白

表达逐渐减弱, COX-2表达逐渐增强. 肿瘤性胃息肉与非

肿瘤性胃息肉中COX-2、P16蛋白表达有显著性差异.
2.2 COX-2、P16蛋白与胃癌生物学行为的关系(表2)  从

表2可以看出COX-2、P16蛋白表达与胃癌的分化程度、

淋巴结转移呈现一定相关性, 与胃癌的远处转移无显著

表 1  COX-2、 P16蛋白在不同类型胃息肉及胃癌中的表达
  

     P16蛋白表达(+) COX-2表达(+)

n %   n %

正常胃黏膜 10 9 90.00%  1 10.00%

非肿瘤性胃息肉 30 26 86.67%  4 13.33%

肿瘤性胃息肉 20 12 60.00%c  9 45.00%g

胃癌 40 13 32.50%a 30 75.00%e

aP<0.05 vs 其他3组; cp<0.05 vs 非肿瘤性胃息肉及正常胃黏膜; eP<0.05 vs 

其他3组; gp<0.05 vs 非肿瘤性胃息肉及正常胃黏膜.
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性差异.

2.3胃癌中COX-2、P16蛋白表达的相关性 胃癌组中

P16表达阳性而COX-2表达阴性占9例, P16表达阴性而

COX-2表达阳性占26例, 对COX-2、P16蛋白在胃癌中

表达进行相关性分析发现, COX-2与P16表达呈负相关

(P <0.05), 在P16阴性的胃癌组织中COX-2表达较高.

3  讨论

环氧化酶(COX)是前列腺素合成过程中的关键酶. 包括

COX-1和COX-2两种同工酶. COX-1属结构型酶, 在全身

多种组织中均可微量恒定表达, 执行机体稳定功能. 而
COX-2则是诱导型酶, 在正常组织中无表达, 当细胞受到

炎性介质、细胞因子、生长因子等因素刺激时在细胞中

迅速诱导产生[1,2]. 其作用不仅包括产生前列腺素引起疼

痛和支持炎症反应过程, 而且通过促进细胞增殖, 抑制

细胞凋亡, 促进肿瘤新生血管形成等机制参与多种肿瘤

的发生、发展过程[3-7]. 目前已证实COX-2在人类多种恶

性肿瘤中有过度表达[8,9]. p16为抑癌基因, 定位于染色体

9P21, 因其对多种肿瘤有抑制作用而被称为多肿瘤抑制

基因. 它可与CyclinD(细胞周期素D)竞争性结合CDK4(细
胞周期蛋白依赖性激酶4), 并抑制CDK4的活性, 从而阻

止Rb磷酸化, 阻止细胞由G1期进入S期, 从而使细胞增殖

停止. 研究表明, P16低表达与许多恶性肿瘤发生、发展

有关[10,11].
3.1 COX-2与P16蛋白在不同类型胃息肉中的表达 国内

学者依据病理学特征将胃息肉分为炎性息肉、增生性

息肉、炎性纤维性息肉、腺瘤性息肉.其中腺瘤性息肉

为肿瘤性息肉, 其他为非肿瘤性息肉. 多数学者认为腺

瘤性胃息肉与胃癌发生有关. 既然胃癌中存在COX-2与
P16蛋白表达异常, 那么在胃良性肿瘤胃息肉中是否存在

COX-2、P16蛋白表达异常. 从本研究结果可以看到在腺

瘤性息肉中存在COX-2与P16蛋白表达异常, 且腺瘤性胃

息肉中COX-2与P16蛋白表达, 同炎性及增生性胃息肉差

异有显著性, 而炎性及增生性胃息肉中, COX-2与P16蛋
白表达, 与正常胃黏膜差异无显著性. 说明腺瘤性胃息肉

带有更多与胃癌相同的生物学性质, 可能容易癌变.
3.2 COX-2和P16蛋白在胃癌中表达及其相互关系 本实

验中, COX-2阳性表达, 胃癌组织明显高于非癌组织, 与
国内外报道一致[12-14], 且COX-2表达与胃癌的分化程度和

淋巴结转移密切相关. 说明COX-2参与了胃癌的发生、

发展过程. 而P16阳性表达, 胃癌组明显低于非癌组织, 且
P16表达与胃癌的分化程度和淋巴结转移密切相关. 说明

P16可能参与了胃癌的发生、发展过程, 其低表达为胃癌

发生的分子事件, 与文献报道一致[15,16]. 我们同时发现了

胃癌组中P16蛋白表达程度与COX-2表达呈负相关, 即在

P16表达阴性的胃癌组织中COX-2表达较高, 推测P16蛋
白表达减少与COX-2表达增高, 可能具有协同作用. 是否

一些因素诱导COX-2表达后, COX-2反过来诱导P16等一

系列癌基因及抑癌基因表达异常？能否通过降低COX-2
的表达, 从而使P16表达升高？有待于进一步研究.

总之, COX-2和P16蛋白在胃癌的发生、发展中起重

要作用, 检测COX-2和P16蛋白表达, 可作为辅助临床判

断胃癌生物学行为及推测预后的有用指标.
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图 1  胃癌组织阳性染色 (免疫组化 S-P×400). A: COX-2阳性染色; B: P16阳性染色.
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Abstract
AIM: To investigate the long term effect of Traditional 
Chinese Medicine Xiangganlong  combined with Lami-
vudine in the treatment of active hepatitis and cirrhosis.

METHODS: The randomly selected 90 patients with 
active hepatitis and cirrhosis were divided into treat-
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ment group and control group. The patients in the 
former were treated with Xiangganlong  combined with 
Lamivudine, the patients in the control group were 
treated with general treatment according to the symp-
toms. Six to sixty-seven months after treatment, the 
serum virus level, liver function, complications, the 
occurrence rate of hepatocellular carcinoma, and the 
mortality rate were analyzed. 

RESULTS: The negative rates of hepatitis B virus DNA 
in the patients of treatment group and control group 
were 61.4% (27/44) and 6.5% (3/46), respectively, 
and there was significant difference between them 
(P  = 0.000 1). The negative rate of HBeAg was also 
markedly higher in the patients of treatment group than 
that in the controls [33.3% (11/33) vs  6.7% (2/30), 
P  = 0.032 1]. The variation rates of YMDD were 11.4%, 
22.7%, 34.1%, 38.6% after 12, 24, 36, 37-67 mo of 
combined Lamivudine treatment, respectively. In the 
patients with no YMDD variation, the total bilirubin 
(TBiL) and Child-pugh score were significantly de-
clined, while the level of albumin (A) was increased 
as compared with that in the controls (17.90±1.01 
μmol/L vs  62.57±52.23 μmol/L, P  <0.01; 5.18±1.40 
vs  7.50±3.16, P  <0.01; 42.32±6.39 g/L vs  38.35±7.27 
g/L, P  <0.01). The occurrence rate of complications 
was 11.4% and 45.6% (P  = 0.007) in the treatment and 
control group, respectively, while the occurrence rate of 
hepatocellular carcinoma was not significantly different 
between those two groups (P  = 0.299 8). The mortal-
ity was 9.1% and 30.4% (P  = 0.037 7) in the treatment 
and control group, respectively. 

CONCLUSION:� The Traditional Chinese Medicine Xi-
angganlong  combined with Lamivudine can impress 
the proliferation of HBV, decrease the variation rates of 
YMDD, improve the hepatic function, reduce the occur-
rence of the complications and mortality.

Key Words: Traditional Chinese Medicine; Xiang-
ganlong ; Lamivudine; Active hepatitis; Liver cirrhosis; 

Hepatitis B virus; YMDD variation

Wen R, Wang J, Yan M. Effect of Traditional Chinese Medicine 
Xiangganlong  combined with Lamivudine in treatment of active 
hepatitis: an analysis of 90 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(20):2509-2513

摘要

目的: 观察降肝隆联合拉米夫定治疗活动性肝炎肝硬变90例

5 a的长期疗效.

方法: 随机选择活动性肝炎肝硬变患者90例, 分为治疗组和

对照组. 治疗组采用降肝隆煎剂和拉米夫定联合治疗; 对照

组采用退黄、降酶、抗纤维化、支持及对症处理; 疗程6-67 
mo, 疗程的中位数为31.4 mo. 对血清病毒水平、肝功能、合

并症、肝癌的发生率、病死率进行观察.

结果: HBV DNA阴转率: 治疗组为61.4%(27/44), 对照组为

6.5%(3/46), 两组比较, 差异显著(P  = 0.000 1); HBeAg转阴

率: 治疗组为33.3%(11/33), 对照组为6.7%(2/30), 两组比较, 
差异显著(P  = 0.032 1); 治疗组患者12, 24, 36, 37-67 mo, 变
异率分别为11.4%, 22.7%, 34.1%, 38.6%. 治疗组YMDD非变

异病例的总胆红素(TBil)、Child-pugh分级积分下降, 白蛋

白(A)升高, 与对照组相比, 差异显著(17.90±1.01 µmol/L vs  
62.57±52.23 µmol/L; 5.18±1.40 vs  7.50±3.16; 42.32±6.39 
g/L vs  38.35±7.27 g/L, P <0.01); 合并症的发生率: 治疗组

11.4%, 对照组45.6%, 两组比较, 差异显著(P  = 0.007); 肝癌

的发生率, 两组无显著差异(P  = 0.299 8) ; 死亡率: 治疗组为

9.1%, 对照组为30.4%, 两组比较, 差异显著(P  = 0.037 7).

结论: 降肝隆联合拉米夫定治疗活动性肝炎肝硬变, 可抑制

病毒复制, YMDD累计变异率较低, 肝功能得到改善, 减少了

合并症的发生、降低了患者的病死率.

关键词: 中药; 降肝隆; 拉米夫定; 活动性肝炎; 肝硬变; 乙型肝炎; 

YMDD变异

文睿, 王坚, 严明. 中药降肝隆联合拉米夫定治疗活动性肝炎90例. 世界华人

消化杂志  2005;13(20):2509-2513
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0  引言

活动性肝炎肝硬变(active liver cirrhosis, ALC)是在肝硬

变的基础上, 病毒持续复制, 造成肝脏炎症的持续, 肝脏

纤维的增生. 根据ALC的病变特点, 我们采用中药降肝隆

联合拉米夫定治疗ALC. 降肝隆可以温阳补肾, 清热解毒, 
益气养血, 化瘀通络, 养肝缩脾; 拉米夫定可抑制病毒, 治
疗肝硬化有一定的疗效和良好的相关性[1,2], 我们试图通

过中药降肝隆和拉米夫定联用, 来达到清除病毒、减轻

肝脏炎症、促进肝脏纤维降解之目的. 这一疗法在临床

取得较好的近期疗效, 但长期疗效究竟如何？为此, 我
们用中药降肝隆联合拉米夫定进行了长达5 a的临床研

究, 旨在观察: 患者血清HBeAg、HBV DNA水平的变化, 
YMDD变异率, HBeAg、HBeAb的血清转换率; 患者血清

总胆红素、白蛋白、Child-pugh分级积分的变化; 患者合

并症的发生率、慢性重型肝炎的发生率、原发性肝癌的

发生率及死亡率.

1  材料和方法

1.1 材料 

1.1.1 病例选择 选择1999-08/2005-05我院住院、门诊及

江苏省中医院门诊的90例ALC患者, 用分层随机抽样平

均分为治疗组和对照组. 入选病例标准: 年龄18-70岁男、

女ALC患者, HBeAg、HBV DNA阳性或HBeAg阴性、
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HBV DNA阳性、肝功能异常、B超提示肝硬化者. 排除

病例: 临床诊断肝癌或可疑肝癌患者; 或病原学提示有其

它病毒感染者; 或有严重合并症者; 或酒精性肝硬变者; 
或代谢性肝硬变者. 治疗组 : 44例, 其中男40例, 女4例, 年
龄19-62岁, 年龄中位数为39.2岁; 病程 : 0.5-34 a, 病程中

位数为10.7 a. 代偿性肝硬变22例, 失代偿性肝硬变22例. 
Child-pugh分级, A级31例, B级8例, C级5例. 对照组 : 46例, 
其中男40例, 女6例, 年龄18-65岁, 年龄中位数为39.8岁. 
病程: 0.5-34 a, 病程中位数为10.6 a. 代偿性肝硬变22例, 
失代偿性肝硬变24例. Child-pugh分级, A级33例, B级7例, 
C级6例. 治疗组及对照组在年龄、性别、病程、诊断及

Child分级、疗程等诸方面均有可比性.
1.1.2 主要试剂 TBil试剂由瑞士得克公司提供; ALT、
AST、A、G试剂由上海长征康仁医学有限公司提供; Cr
试剂由英国Randox公司提供. ELISA法试剂由美国Abbott
公司提供. 凝固法检测试剂由上海太阳生物技术有限公

司提供, 美国SYSMEX公司生产的CA-500. SERIES血凝

检测仪检测. 提取试剂为QIAamp DNA Blood Mini Kit, 由
美国QIAGEN公司提供. PCR试剂由大连宝生物有限公

司提供; YMDD测序试剂盒由美国USB公司提供, 用美国

DNA Sequencer测序仪检测.
1.2 方法 

1.2.1  诊断标准 ALC的临床诊断依照西安会议“病毒性

肝炎防治方案”制定的ALC临床诊断标准. Child-pugh分
级按陈灏珠主编的《实用内科学》第10版标准: A级:5-8
分, B级9-11分, C级12-15分.
1.2.2  治疗方法 治疗组: 告之患者病情及用药之利弊, 经
患者同意签字后, 方可选入治疗组. 治疗组用中药煎剂降

肝隆(基本方: 巴戟天、叶下珠、白术、杏仁、鸡血藤等. 
阳虚者加温阳药 ; 阴虚者加用生、熟地、女贞子), 1剂
/3 d, 或丸剂, 4.0 g, 3次/d, 拉米夫定0.1 g/d. 对照组: 中成

药如复方鳖甲软肝片、大黄蜇虫丸等抗纤维化治疗及降

酶、保肝治疗. 两组均可用人体白蛋白支持, 如感染、出

血、肝脑等合并症的对症处理相同. 疗程6-67 mo, 疗程

的中位数为31.4 mo. 本研究的治疗终点定义为: 治疗过

程中患者因YMDD变异, 病情加重, 临床诊断为慢性重型

肝炎, 改为阿德福韦治疗者; 或与本病相关合并症死亡者.
1.2.3  临床观察项目及指标 在治疗期间两组患者每月查

肝功能及血常规、肾功能, 每3 mo作HBV-M检测、HBV 
DNA定量检测, HBV DNA定量<5.0×105copies/L为阴性 ; 

HBeAg定量<280 PEIU/L为阴性, HBeAb≤1.0S/CO为阳

性; YMDD检测, 每6 mo查凝血酶原时间(PT)1次, B超检

查肝脾大小及门静脉的变化; 同时认真观察症状及合并

症的变化.
1.2.4  检测方法 用美国雅培公司AEROSET型生化仪

检测血清TBil、ALT、AST、血清白蛋白(A)、球蛋白

(G)、肌酐(Cr). 用ELISA法检测HBV-M, 用PCR法检测

HBV DNA. PT: 凝固法检测, 检测时质控同时进行. MDD
变异的检测: 对患者血清中的HBV DNA进行提取、扩增

(PCR)、测序.
统 计 学 处 理  计数数据用 χ 2检验 ,  计量资料

mean±SD, 用t检验(SAS8.0).

2  结果

2.1 两组治疗前后的血清HBeAg、HBV DNA、YMDD
变异变化(表1). 治疗组的HBeAg(+)治疗前33例, 治疗

后22例, 阴转11例, 阴转率为33.3%(11/33), 和对照组

6.7%(2/30)相比, P  = 0.032 1; 治疗组与对照组HBeAg(+)
→HBeAb(+), 分别为12.1%(4/33)和3.3%(1/30), 两组相比 
P  = 0.232 7; HBV DNA阴转率, 治疗组与对照组分别为

61.4%(27/44)和6.5%(3/46), 两组相比P  = 0.000 1; YMDD
变异率为38.6%(17/44), 对照组则为0.

本组44例使用拉米夫定治疗的患者, 治疗6-12 mo
变异者5例, 变异率11.4%(5/44); 治疗13-24 mo变异者5
例, 变异率22.7%(10/44); 治疗25-36 mo变异者5例, 变
异率34.1% (15/44); 治疗37-67 mo变异者2例, 变异率

38.6%(17/44).
2.2 两组治疗前后TBil、A、Child-pugh变化(表2)  治疗前

治疗组TBil、A、Child-pugh积分与对照组相比P >0.05; 
治疗后, 治疗组非变异病例TBil、A、Child-pugh积分与

对照组相比, 显著差异, P <0.01; 治疗后变异病例TBil、
A、Child-pugh积分与自身治疗前及对照组治疗后相关指

标相比, 均无显著差异,  P >0.05.
2.3 两组合并症与死亡率比较(表3) 治疗组合并症的发生

率11.4%(5/44), 和对照组45.6%(21/46)相比, P  = 0.007; 慢
性重型肝炎的发生率11.4%(5/44), 和对照组15.2%(7/46)
相比, P  = 0.638 1; 肝癌的发生率治疗组与对照组分别为

4.5%(2/44)和10.9%(5/46), 两组相比,  P  = 0.299 8; 治疗

组的死亡率9.1%(4/44), 对照组为30.4%(14/46), 两组相比

差异显著(P  = 0.037 7).

表 1  两组治疗前后的血清HBeAg、HBV DNA及YMDD变化

组别/n HBeAg(+) HBeAg(-) HBeAg(+)→HBeAb(+) HBV DNA YMDD

治疗组 治疗前 33 11 44

44 治疗后  22a 16 4   17b 17

对照组 治疗前 30 16 46

46 治疗后 28 17 1 43 0

aP<0.05 , bP<0.01  vs 治疗组、治疗后.
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2.4 治疗终点 治疗组: 7例达到治疗终点, 5例因YMDD变

异, 病情加重, 3例改用阿德福韦及中药治疗, 病情现已好

转稳定, 目前仍在治疗中, 2例死亡; 另外两例死亡者, 其
中1例在治疗第27 mo发生肝癌, 外院行肝移植术后4 mo, 
YMDD变异, 发生暴发性肝炎而死亡, 1例因发生合并症

而死亡; 对照组: 14例中7例因慢性重型肝炎、7例合并症

死亡而达到治疗终点. 在随访观察过程中, 治疗组的失访

率9.1%(4例), 对照组的失访率13.0%(6例).

3  讨论

国外多中心研究结果表明: 拉米夫定治疗HBV相关的失

代偿性肝硬变, 可使病情稳定, 肝功能改善, 患者的生存

期延长, 提高患者在肝移植前的存活率. 部分患者经治疗

后延缓进行肝移植的时间, 甚至不需做肝移植[2,3]. 本组观

察结果表明, 中药降肝隆联合拉米夫定长期治疗ALC, 可
使多数患者血清HBV DNA持续阴性, 肝功能明显改善, 
合并症、死亡率明显下降, 但出现YMDD变异后, 可出现

肝功能的波动, 甚至出现肝功能衰竭, 若尽早改用阿德福

韦治疗, 部分患者仍可获得持续的疗效. 
中药降肝隆联合拉米夫定治疗ALC, 能抑制病毒

复制 ,  推迟了YMDD变异的发生 ,  减少了YMDD变异

率.拉米夫定能抑制病毒复制, 降肝隆中温补肾阳的巴

戟天[4]、清热解毒的中药叶下珠也有抗病毒作用, 本组

病例血清HBV DNA转阴率为61.4%(27/44), 和对照组

6.5%(3/46)相比, P  = 0.000 1, 差异显著;  HBeAg的阴转

率为33.3%(11/33), 和对照组6.7%(2/30)相比, 差异显著, 
P  = 0.032 1; 据有关报道, 拉米夫定的耐药, 一般见于连

续治疗6 mo以后, 治疗3 a的YMDD变异率为57%[5], 王
氏报道 ALC的YMDD的12, 24, 36, 48 mo变异率分别为

26.92%, 39.56%, 26.925%, 58.79%[6], 与本组病例拉米夫

定治疗6-12, 13-24, 25-36, 37-67 mo患者血清YMDD变异

率11.4%, 22.7%, 34.1%, 38.6%相比, 明显低于前者, 说明

温阳补肾, 清热解毒之降肝隆[7], 具有扶正祛邪协同拉米

夫定持续抗病毒(包括变异病毒)、使血清HBV DNA持续

阴转之功效.
益气养血, 化瘀通络, 改善肝功能, 减少合并症, 降

低病死率: ALC患者TBil顽固难降, ALT、 AST异常, 白
蛋白下降, 球蛋白的增高, 提示肝脏炎症持续, 肝脏功能

进一步受损, 将使ALC由代偿到失代偿, 最终肝功能衰

竭.中药降肝隆在温补肾阳、清热解毒的同时加用益气

养血, 化瘀通络之白术、鸡血藤等, 在病毒复制受到抑

制的同时改善了患者的肝功能, 表现为胆红素下降、白

蛋白的升高, Child-pugh积分下降, 与对照组相比, 有显

著差异, P <0.01; 与曾氏的报道结果相一致[8]. 但是随着

治疗时间的延长, 发生YMDD变异患者的胆红素上升、

白蛋白下降, Child-pugh积分升高, TBil、A、Child-pugh
积分的变化与自身治疗前相关指标相比, 无显著差异, 
P >0.05, 与对照组相比, 亦无显著差异, P >0.05, 与梁氏的

报道结果相一致[9]. YMDD变异后, 虽然部分患者已改善

的肝组织病变不能继续维持[10], 临床表现为TBil、A再次

异常, Child-pugh积分升高, 部分患者还可导致肝功能恶

化[11], 已有少数致死病例的报道[12], 但是本研究治疗组、

对照组患者的合并症发生率、死亡率分别为11.4%(5/44), 
45.6%(21/46), 9.1%(4/44), 30.4%(14/46), P  = 0.007、
P  = 0.037 7, 差异显著, 这就是说, 在YMDD变异后, 经益

气养血, 化瘀通络中药调理及西药的对症治疗, 部分患者

的病情相对稳定, 合并症发生率仍比对照组少, 死亡率仍

比对照组低. 慢性重型肝炎的发生率, 两组无显著差异, 
说明: 即使不用拉米夫定治疗, ALC中仍有一部分患者会

因病毒复制导致肝脏炎症活动, 发生慢性重症肝炎, 危及

生命.
治疗终点与死因的探讨: 治疗组除7例达治疗终点

外, 无一例达到规定的停药指征, 虽然有4例HBeAg(+)→
HBeAb(+), 但血清转换未达6 mo, 且部分患者血清转换

很难持久[13], 表现为肝功能生化指标仍波动, 故未停药, 
在病毒清除之前, 拉米夫定是不能停用的, 停药后肝炎的

表 2  两组治疗前后TBil、A、Child-pugh变化

组别/n TBil(μmol/L) A(g/L) Child-pugh积分

治疗组 治疗前 44.21±36.88 36.74±6.47 7.17±2.73

44 治疗后 变异 65.89±35.09 37.60±8.51 7.17±2.58

非变异 17.90±1.01b  42.32±6.39b  5.18±1.40b

对照组 治疗前 30.75±20.51 36.29±8.48 6.80±2.57

46 治疗后 62.57±52.23 38.35±7.27 7.50±3.16

bP<0.01 vs  对照组.

表 3  两组合并症与死亡率比较

组别 n 感染 出血 肝脑 肝肾 重型肝炎 肝癌 死亡人数 死亡率

治疗组 44 3 2 5 2   4a   9.1%a

对照组 46 5 6 6 4 7 5 14 30.4%

aP<0.05 vs  对照组.
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再活动可能是致命性的[14]. 本研究治疗组7例达到治疗终

点的患者, 5例因YMDD变异, 病情加重, 3例及时改用阿

德福韦和中药联合治疗后, 黄疸逐渐消退, 肝功能接近正

常, 和国外的有关报道相一致[15], 2例死亡; 另外两例死亡

者, 一例在治疗第27 mo发生肝癌, 外院行肝移植术4 mo
后, YMDD变异, 发生暴发性肝炎而死亡; 1例因合并症死

亡. 对照组: 14例死亡患者中7例因慢性重型肝炎、7例因

合并症死亡而达到治疗终点. 两组的死因提示: ALC患者

生理平衡非常脆弱, 一旦在肝硬变的基础上病毒复制引

起慢性重症肝炎, 其预后非常差, 终末期合并症是ALC主
要死亡原因, 因此, 如果ALC患者肝功能反复波动, 病程

进展快, 应尽早使用抗病毒药, 其目的: 一是防止慢性重

型肝炎的发生, 二是迅速阻止病程的快速进展, 否则出现

难治性并发症, 将危及生命; 使用拉米夫定治疗的ALC患
者一旦出现YMDD变异, 应及早更换抗病毒药; 肝脏移植

后的患者, 仍要注意病毒指标的监测, 若发生病毒变异, 
也要尽早更换抗病毒药; 大多数ALC终末期患者, 抗病毒

治疗仍不能替代肝脏移植.
总之, 降肝隆联合拉米夫定治疗ALC, 病毒复制受到

抑制, 肝功能得到改善, 虽病毒变异后, 疗效受到一定的

影响, 但仍减少了合并症的发生、降低了ALC的病死率, 
提高了患者的生活质量, 且无肾功能损害和血小板进一

步减少的弊端[16], YMDD变异的患者要及时更换抗病毒

药-阿德福韦, 即使肝移植后, 仍要注意病毒指标的监测, 
若出现YMDD变异, 要及时调整抗病毒药, 以免发生肝功

能衰竭. 对终末期ALC, 除抗病毒及对症治疗外, 仍要考

虑肝脏移植. 本组病例仍在观察之中.
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Abstract
AIM: To detect the expression of CD44 splice variant 
v6 (CD44v6) in the tissues of rectal cancer and mes-
orectum, and to prove the scientific nature of the total 
mesorectal excision for rectal cancer on the basis of 
molecular level.

METHODS: CD44v6 protein was detected by SP im-
munohistochemical method in the tissues of rectal 
cancer, mesorectum (2 cm distal from the tumor), and 
distal mesorectal margin (5 cm distal from the tumor) 
from 47 rectal cancer patients received total mesorec-
tal excision. 

RESULTS: CD44v6 was highly expressed in the tis-
sues of rectal cancer. The positive rate of CD44v6 
expression was significantly different (0/20 vs  15/47, 
P  <0.01) between the normal rectal mucosa and mes-
orectum (2 cm distal from the tumor), but no significant 
difference existed between the normal mesorectum 
and distal mesorectal margin (5 cm distal from the 
tumor). The positive rate of CD44v6 expression was 
related with the lymphatic metastasis (metastasis vs  
non-metastasis: 88.5% vs  61.9%, P  <0.05) and clinical 
stages (Dukes C-D vs  A-B: 88.5% vs  61.9%, P  <0.05).

CONCLUSION:� It is useful to detect the expression of 
CD44v6 protein in the tissues of rectal cancer for the 

evaluation of the local apoptotic degree of mesorec-
tum. The excision margin of distal mesorectum should 
be no less than 5 cm from the tumor in the surgical 
management of rectal cancer. 

Key Words: CD44v6; Mesorectum; SP immuno-

histochemical staining

Song Z, Tian SL. Detection of CD44v6 in mesorectum from total 
mesorectal excision: an analysis of 47 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi 2005;13(20):2514-2516

摘要

目的: 通过检测CD44v6在的直肠癌及直肠系膜内的表达, 从
分子水平证明全直肠系膜切除术治疗直肠癌的科学性.

方法: 行全直肠系膜切除术的直肠癌患者47例于直肠癌组

织、直肠系膜(距肿瘤下缘2 cm)、直肠系膜远端切缘(距
肿瘤下缘5 cm)取病理标本, 采用免疫组化SP法对标本进行

CD44v6检测.

结果: 直肠癌组织中CD44v6高度表达, 正常直肠系膜组织中

CD44v6的阳性表达率(0/20)与直肠系膜(距肿瘤下缘2 cm)
的CD44v6的阳性表达率(15/47)存在显著差异(P <0.01), 而
与直肠系膜远端切缘(4/47)无差异(P >0.05).同时发现直肠癌

中CD44v6的阳性表达率与肿瘤的淋巴转移(有vs 无: 88.5% 
vs  61.9%,  P <0.05)和临床分期(Dukes C-D vs  A-B: 88.5% vs  
61.9%, P <0.05)有关.

结论 : 对直肠癌组织进行 CD44v6 蛋白的检测 , 有助于评估

直肠系膜局部病变程度 ; 肿瘤远端直肠系膜切除长度至少

比肿瘤平面多 5 cm.

关键词:  CD44v6; 直肠系膜; SP免疫组化

宋哲, 田素礼. 全直肠系膜切除术直肠系膜CD44v6检测47例. 世界华人消化

杂志  2005;13(20):2514-2516
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0  引言

直肠癌是人类最常见的恶性肿瘤之一, 术后的复发和转

移是致死的主要原因. Heald et al [1,2]提出直肠癌术后局部

复发是由于原发肿瘤远侧的直肠系膜内残留了播散的癌

组织, 而直肠系膜切除不足是盆腔复发的直接原因, 并由

此提出全直肠系膜切除术(total mesorectal excision,TME)
的概念. 其应用于临床以来有效的降低了局部复发率, 作
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为直肠癌手术的“金标准”正被越来越多的人接受[3-9].
分化抗原簇(CD)是一种黏附分子, 为细胞表面跨膜糖蛋

白, 它能介导细胞与细胞或细胞与基质间相互接触和结

合的过程, 研究表明CD44拼接变异体—CD44v6与肿瘤

的侵袭转移密切相关[10-13]. 我们通过免疫组化方法检测

CD44v6在直肠系膜中的表达, 为直肠癌根治术中直肠系

膜的合理切除范围提供依据, 进而从分子水平证明全直

肠系膜切除术的科学性.

1  材料和方法

1.1 材料  采集本院2004-03/2005-03行全直肠系膜切除

术的直肠癌标本共47例.其中男性26例, 女性21例, 年龄

39-79岁. 所有病例均经病理诊断证实, 其中溃疡型28例
(59.6%), 肿块型19例(40.4%); 高分化腺癌8例(17.0%), 中
分化腺癌15例(31.9%), 低分化腺癌20例(42.6%), 未分化

癌4例(8.5%). Dukes'A期4例(8.5%), B期17例(36.2%), C期
25例(53.2%), D期1例(2.1%).
1.2 方法  一抗鼠抗人CD44v6抗体和UltraSensitiveTM SP
超敏试剂盒购于福州迈新生物技术开发有限公司. 采用

SP免疫组织化学方法, 操作步骤按试剂盒说明进行, 组
织切片置入0.01 mol/L(pH6.0)柠檬酸盐缓冲液中行高温

高压抗原修复, 用已知阳性切片作阳性对照, PBS代替一

抗作阴性对照. 每例分别于直肠癌组织(Ⅰ)、直肠系膜

(距肿瘤下缘2 cm)(Ⅱ)、直肠系膜远端切缘(距肿瘤下缘

5 cm)(Ⅲ)取病理标本(大小约1 cm3)作为试验组; 另采集

因直肠良性病变, 行直肠部分切除的标本20例, 取正常直

肠黏膜组织(Ⅰ')及正常直肠系膜(Ⅱ') 标本(大小约1 cm3)
作为对照组. 标本经40 g/L中性甲醛溶液固定, 常规石蜡

包埋, 4 μm厚连续切片.
统计学处理 阳性信号为细胞膜中呈现棕黄色颗粒,

以阳性细胞数少于10%为阴性(-), 阳性细胞数大于10%为

阳性(+). 采用SPSS10.0统计分析软件包处理, 数据统计采

用χ2检验, P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1  CD44v6在直肠癌及直肠系膜组织中的表达 直肠癌

组织、正常直肠黏膜组织中CD44v6的阳性表达率分别

为76.6%和0, 两者存在显著差异(P <0.01), 说明CD44v6
在直肠癌组织中的表达具有高度特异性 .  正常直肠系

膜组织、直肠系膜远端切缘(距肿瘤下缘5 cm)、直肠

系膜(距肿瘤下缘2 cm)中CD44v6的阳性表达率分别为

0,8.5%, 31.9%; 正常直肠系膜组织中CD44v6的阳性表达

率与直肠系膜(距肿瘤下缘2 cm)的CD44v6的阳性表达

率存在显著差异(P <0.01), 而与直肠系膜远端切缘无差异

(P >0.05)(表1).
2.2 CD44v6与直肠癌某些临床病理特征的关系  CD44v6
的阳性表达率与直肠癌淋巴结转移和Dukes'分期密切

相关. 有淋巴结转移和无淋巴结转移的直肠癌原发灶中

CD44v6的阳性表达率分别为88.5%和61.9%, 有显著差异

(P <0.05). Dukes'A-B期和C-D期直肠癌的CD44v6的阳性

表达率分别为61.9%和88.5%有显著差异(P <0.05). 而其阳

性表达率与肿瘤的大体类型和分化程度无关(P>0.05)(表2).

3  讨论

人CD44基因位于11号染色体短臂上[14], 其产物为一种跨

膜糖蛋白, 能介导淋巴细胞归巢和参与细胞黏附, CD44
变异体中的CD44v6与恶性肿瘤的转移密切相关. 用抗

CD44v6变异蛋白的抗体与CD44v6变异型产物相结合, 显
示原鼠癌细胞的转移潜能被终止[15], 将CD44v6的cDNA
转染到非转移性肿瘤细胞系并使其过度表达, 可使后者

获得转移潜能[16]. 从而证实了CD44v6是一个与肿瘤有关

的黏附分子. 目前多数学者认为, CD44v6可以作为判断大

肠癌转移的一个生物学指标. 本试验结果显示的CD44v6
在有肿瘤转移组中表达增多的现象亦印证了这一点.

直肠癌TME的理论基础是建立在盆腔脏层和壁层之

间有一个平面, 为直肠癌完整切除设定了切除范围, 并且

直肠癌浸润转移通常局限在此范围内. 约有65-80%的直

肠癌有周围局部的病变, 包括直接浸润和直肠周围淋巴

结转移或直肠血管周围淋巴结转移, 而所有这些局部病

变均在盆腔脏层筋膜范围之内[9]. 传统手术多为钝性剥

离, 在解剖直肠骶骨筋膜时遇到阻力, 如不锐性剪断, 则

表 1  CD44v6在直肠癌、直肠系膜中的表达

分组 n CD44v6阳性例数 阳性率(%)

试验组

Ⅰ 47 36 76.6b

Ⅱ 47 15 31.9d 

Ⅲ 47   4 8.5

对照组

Ⅰ' 20   0   0

Ⅱ' 20   0   0

bP<0.01 vsⅠ'; dP<0.01 vs Ⅱ'.

表 2  CD44v6与直肠癌临床病理特征的关系

临床病理特征 n CD44v6阳性例数 阳性率(%) P值

大体类型  

溃疡型 28 22 78.6

肿块型 19 14 73.7 >0.05

分化程度         

高-中分化 23 17 73.9

低-未分化 24 19 79.2 >0.05

淋巴转移

无 21 13 61.9

有 26 23 88.5 <0.05

Dukes’分期        

A-B期 21 13 61.9

C-D期 26 23 88.5 <0.05
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可能向前方偏离进入直肠系膜, 而且外科医生可能会注

意切除肿瘤远端2 cm的肠管而将系膜在靠近癌灶的下方

切断, 使远端直肠系膜切除不全, 或许区域性播散的癌灶

恰恰就在那里, 其后果可想而知. 我们基于CD44v6的上

述特性, 检测其在直肠系膜中的表达情况, 发现距肿瘤下

缘2 cm直肠系膜组织CD44v6的阳性表达率高于正常直

肠系膜, 存在显著差异(P <0.01), 而距肿瘤下缘5 cm的直

肠系膜远端切缘CD44v6的阳性表达率与正常直肠系膜

无差异(P >0.05). 这符合直肠癌TME手术直肠系膜切除范

围的原则即肿瘤远端直肠系膜切除长度至少比肿瘤平面

多5 cm.
我们从分子水平上论证了全直肠系膜切除术在预防

直肠癌局部复发方面的价值, 为全直肠系膜切除术的科

学性提供理论依据. 同时提醒外科医生不能单纯为了降

低术后吻合口漏的发生率而残留了可能存在播散癌灶的

远端直肠系膜, 增加术后复发的可能性.
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical value of endoscopic ther-
apy (ERCP) and its curative effect/cost  in the treat-
ment of acute biliary pancreatitis.

METHODS: The clinical data of 136 patients with acute 
biliary pancreatitis were analyzed. In those patients, 
53 were treated with endoscopic retrograde cholan-
giopancreatography (ERCP), and 83 were treated with 
conservative treatment. 

RESULTS: The 53 patients received ERCP were all 
successfully finished the examination. The status of 
their disease was improved, and no complications oc-
curred. The time of hospitalization was significantly 
shorter (12.64±5.04 d vs  25.54±12.96 d, P  <0.05) and 
the cost were markedly lower (12  503.25±5  342.14 
RMB vs  31  325.54±15  790.47 RMB, P  <0.05) in pa-
tients treated with ERCP than those with conservative 
treatment, and the mortality was decreased. 

CONCLUSION:� ERCP is safe and effective in the 
treatment of acute biliary pancreatitis. It can significant-
ly reduce the time and cost of hospitalization, as well 

as decrease the mortality rate. 

Key Words: Endoscopic therapy; Bailiary pancreatitis; 

Curative effect/cost 

Qin H, Cheng JH, Hou W, Li RX, Zhao Q, Liu NZ. Cost and curative 
effect of endoscopic therapy in treatment of acute biliary pancreatitis. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2005;13(20):2517-2519

摘要

目的: 评价经内镜(ERCP)治疗急性胆源性胰腺炎的临床价

值及其疗效/费用情况.

方法: 分析2001-01/2005-06经内镜(ERCP)治疗的53例急性胆

源性胰腺炎患者以及同期经内科保守治疗的83例急性胆源

性胰腺炎患者的临床资料, 评价ERCP治疗的临床价值及疗

效/费用情况.

结果: 经ERCP治疗的53例患者均顺利完成ERCP检查

及治疗, 术后患者病情明显好转, 无明显并发症发生, 与
常规治疗组相比其平均住院时间明显缩短(12.64±5.04 
d vs  25.54±12.96 d, P <0.05), 平均住院费用明显降低

(12 503.25±5 342.14元 vs  31 325.54±15 790.47元,  P <0.05), 
患者死亡率明显降低.

结论: 急性胆源性胰腺炎行ERCP治疗是安全有效的, 可明显

缩短平均住院时间、降低平均住院费用及患者死亡率.

关键词: 内镜; 胆源性胰腺炎; 疗效/费用

覃华, 程继华, 侯伟, 李荣香, 赵秋, 刘南植. 经内镜治疗急性胆源性胰腺炎临

床疗效/费用分析. 世界华人消化杂志  2005;13(20):2517-2519

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2517.asp

0  引言

随着内镜诊疗技术的不断发展, 经内镜介入治疗现已逐

步应用于急性胆源性胰腺炎(特别是重症患者)的治疗. 为
了评价经内镜(ERCP)治疗急性胆源性胰腺炎的临床价

值, 我们总结分析了2001-01/2005-06经ERCP治疗的53例
急性胆源性胰腺炎患者以及同期经内科保守治疗的83例
急性胆源性胰腺炎患者的临床资料, 报道如下: 

1  材料和方法

1.1 材料  急性胆源性胰腺炎患者经常规治疗组83例, 男
性37例, 女性46例. 年龄36-79岁, 平均年龄47.66±10.34
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岁. 其中轻型胰腺炎69例、重症胰腺炎14例, 合并胸腔积

液10例、急性肾功能不全11例、低血容量性休克者9例. 
经ERCP治疗组53例, 男性28例, 女性25例. 年龄34-82岁, 
平均年龄46.74±8.56岁. 其中轻型胰腺炎45例、重症胰

腺炎8例, 合并胸腔积液8例、急性肾功能不全9例、低血

容量性休克6例(行ERCP前均经扩容等治疗后纠正).
1.2 方法  急性胰腺炎的诊断及分级参照《急性胰腺炎的

临床诊断及分级标准》[1]. 患者入院后48 h评估患者病

情, 并据此时病情状况分为轻型和重症胰腺炎. 急性胆源

性胰腺炎诊断标准[2,3]: 急性上腹部疼痛伴恶心、呕吐、

腹胀、上腹部压痛、反跳疼等; 血尿淀粉酶增高; 肝功能

试验提示血ALT、AST、AKP、GGT增高和/或胆红素

增高; B超、CT或MRCP提示胆管扩张和/或胆管结石、

胆囊结石、胆道蛔虫等胆系疾病; B超和/或CT提示急性

胰腺炎的影像学改变. 两组患者均予以常规综合治疗: 禁
食、胃肠减压、吸氧、药物抑制胃酸、抑制胰腺分泌及

胰酶活性、防治感染、维持水电解质及酸碱平衡、对症

支持治疗等. 内镜治疗组同时予以ERCP检查和治疗, 根
据术中发现选择不同的治疗方法 : 十二指肠乳头括约肌

切开术＋取结石、蛔虫等, 和/或鼻胆管、内置管引流术

等.所有患者根据其病情决定禁食时间的长短, 内镜治疗

组患者术后3 h及24 h常规行血、尿淀粉酶检查, 同时观

察患者腹痛等情况, 继续常规综合治疗. 观察腹部及全身

症状、体征改善时间, 并发症和平均住院天数和费用等

指标.
统计学处理 两组患者平均住院时间和平均住院费

用均以mean±SD表示, 两组平均住院时间和平均住院费

用之间有无显著性差异采用t检验分析.

2  结果

常规治疗组8 3例患者中有4例由轻型进展为重症胰

腺炎 ,  3例 (3 .6％ )死于多脏器功能衰竭 .  本组平均住

院时间为25.54±12.96 d(5-96 d),  平均住院费用为

31 325.54±15 790.47元(5 810.92-324 876.45元).
ERCP治疗组53例患者均顺利完成ERCP检查及治疗, 

其中有1例患者在行乳头切开时局部乳头部少许渗血, 局
部止血后渗血停止; 另有5例患者术后出现一过性血、尿

淀粉酶水平较术前升高, 均在术后3 d恢复正常水平, 病
情无明显加重, 未见轻型向重症胰腺炎进展者, 无严重并

发症, 无患者死亡. 本组中有4例急性重症胆源性胰腺炎

患者, 经常规保守治疗后症状无明显好转, 行ERCP治疗, 
经ERCP 治疗结束后患者腹痛减轻, 体温逐渐下降至正

常, 次日患者一般情况明显好转、自觉症状明显减轻, 复
查外周血白细胞及血淀粉酶水平均明显降低, 1 wk后患

者基本恢复正常. 本组平均住院时间为12.64±5.04 d(6-
2 8  d ) ,  平均住院费用为 1 2  5 0 3 . 2 5± 5  3 4 2 . 1 4元
(3 417.04-30 145.34元). 与常规治疗组相比, ERCP治疗组

疗效明显优于常规治疗组, 患者在内镜治疗后症状明显

减轻, 病情明显改善, 康复快, 可明显缩短患者平均住院

时间, 降低患者平均住院费用(P <0.05). 经常规治疗病情

无缓解者经内镜治疗后可使患者症状减轻, 病情迅速缓

解, 改善患者生活质量, 降低患者死亡率(表1). 

3  讨论

急性胆源性胰腺炎可由胆系结石、胆道感染、胆道蛔

虫、十二指肠乳头狭窄、Oddi's括约肌功能不全等所致, 
大多合并胆系感染, 重症患者可同时合并呼吸、循环功

能衰竭以及脓毒血症等严重并发症[4], 预后差, 死亡率高, 
行外科手术治疗近期死亡率可高达30-40%. 随着内镜诊

疗技术的不断发展, 经内镜介入治疗现已应用于急性胆

源性胰腺炎(特别是重症患者)的治疗, 与外科手术治疗相

比具有创伤小、并发症少、对患者体质要求低、平均住

院时间短及住院费用低、疗效确切等优点, 外科手术已

不再是急性胆源性胰腺炎的首选治疗措施[5]. 急诊ERCP
行胆管取石或胆道引流等治疗现已逐渐成为急性胆源性

胰腺炎的常规治疗措施[2,6-8], 对于合并胆囊结石的患者可

联合腹腔镜胆囊切除术治疗[9].
急性胆源性胰腺炎经E R C P治疗是相对安全的 , 

ERCP治疗不仅不会加重患者病情, 而且可以减轻胰腺坏

死情况[10]. 在本研究中, 常规治疗组患者中有4例由轻型

进展为重症胰腺炎, 3例死于多脏器功能衰竭. ERCP治疗

组中, ERCP术后患者病情无明显加重, 未见轻型胰腺炎

进展为重症胰腺炎者, 除1例患者在行EST时乳头部少量

出血(经1∶10 000肾上腺素局部注射后出血停止), 5例患

者术后出现一过性血淀粉酶增高外, 无严重的治疗相关

的并发症发生, 亦无患者死亡, 疗效明显优于常规治疗组.
急性胆源性胰腺炎患者经ERCP治疗后患者症状可

以明显减轻, 术后患者血清胆红素、淀粉酶及脂肪酶即

开始下降[11]. 本研究中, 经ERCP治疗组中有4例诊断为急

性重症胆源性胰腺炎者, 予以常规保守治疗后症状无明

显好转而行ERCP治疗, 经ERCP治疗结束后患者腹痛减

轻, 体温逐渐下降至正常, 次日患者一般情况明显好转、

自觉症状明显减轻, 复查外周血白细胞及血淀粉酶水平

均明显降低, 1 wk后患者基本恢复正常.

表 1  急性胆源性胰腺炎常规治疗组与内镜治疗组结果比较
	

常规治疗组 (n  =  83) 内镜治疗组 (n  =  53) P值

平均住院时间 (d) 25.54±12.96 12.64±5.04 ＜0.05

平均住院费用 (元) 31 325.54±15 790.47 12 503.25±5 342.14 ＜0.05

死亡数 (％) 3 (3.6) 0 (0) －
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急性胆源性胰腺炎患者早期经ERCP治疗可明显减

少胰腺坏死情况, 缩短患者平均住院日, 降低患者死亡

率[10,12]. Zhou et al [13]通过对45例患者随机对照研究后认

为对于重症胆源性胰腺炎患者内镜治疗可以明显降低

其住院时间及住院费用, 本研究中ERCP治疗组与常规

治疗组相比, 患者平均住院时间明显缩短(12.64±5.04 d 
vs  25.54±12.96 d, P <0.05), 平均住院费用明显降低

(12 503.25±5 342.14元 vs  31 325.54±15 790.47元, 
P <0.05), 死亡率为0, 与上述结果一致.急性胆源性胰腺炎

经内镜(ERCP)治疗可以提高疗效, 同时可明显降低患者

住院费用及住院时间, 从而降低医疗成本, 节约社会医疗

资源.
在临床治疗中, 应充分认识到急性胰腺炎(特别是急

性重症胰腺炎)应予以综合性治疗措施, 严密监测患者的

生命体征, 尽快完善CT、MRCP等检查, 及早明确是否为

急性胆源性胰腺炎、有无胆系感染存在. 确诊为急性胆

源性胰腺炎者, 特别是合并阻塞性黄疸及胆系感染者, 应
尽可能早期行ERCP检查及十二指肠乳头括约肌切开或

/和胆道引流等治疗[14-16]. 行ERCP检查及治疗前应积极予

以抗感染、补液、抑制胰腺分泌以及抗休克等综合治疗

以改善患者一般情况, 使患者能够更好的耐受ERCP检查

及治疗.行ERCP检查及治疗时应尽可能选择性胆管插管, 
避免胰管多次显影, 绝对禁忌胰腺腺泡显影, 简化操作, 
缩短操作时间, 以免加重患者病情. 术中予以吸氧, 加强

血压、血氧饱和度及心电监护; 如术中操作困难或患者

难以耐受ERCP检查及治疗, 应即时停止操作, 以免出现

严重的并发症, 患者行ERCP检查及治疗后应严密观察患

者病情变化, 继续予以积极的综合治疗直至患者康复.
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