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• 述评 EDITORIAL •

重视应激性溃疡的规范化防治

李兆申

李兆申, 中国人民解放军第二军医大学长海医院消化内科 上海市　
200433
李兆申, 男, 1956-10-13生, 汉族, 河北省晋宁县人. 第二军医大学附属长
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主任、第二军医大学胰腺疾病研究所所长; 兼任中华消化内镜学会副主任
委员、全军医学科学技术委员会委员、全军消化病学会副主任委员; 担任
《胰腺病学杂志》执行主编、《中国内科年鉴》副主编、《胃肠病学》、
《国外医学-消化分册》、《第二军医大学学报》、《解放军医学杂
志》、《中华消化内镜杂志》等多本杂志的编委. 多次获国家、军队及上
海市科技进步奖、医疗成果奖, 并承担国家、军队及上海市多项研究课题.
“十五”全军医药科研基金重点项目, No. 01Z059
通讯作者：李兆申, 200433, 上海市, 中国人民解放军第二军医大学长海医
院消化内科. zhsli@81890.net
电话: 021-25070552         传真：021-55620081      
收稿日期:  2005-07-05    接受日期: 2005-07-18

摘要
应激性溃疡(stress ulcer, SU)是一种在机体受到严重创
伤、重症疾病及严重心理障碍等应激状态下发生的以
急性胃黏膜糜烂、溃疡和出血为特征的严重并发症. 
应激性溃疡出血(SUB)的预防效果直接影响原发病的
预后, 因而预防SUB的发生尤为重要. 目前国内外对危
重患者应采取措施预防SU已达成共识, 但对预防用药
种类、方法、时机以及停药指征均有分歧. 本文简述
了应激性溃疡的病因、预防指征、临床表现和诊断, 
强调了抑制胃酸分泌在防治SU中的重要性.

关键词: 应激性溃疡; 病因; 预防; 治疗
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0  引言

应激性溃疡(SU)是一种在机体受到严重创伤、重症疾

病及严重心理障碍等应激状态下发生的以急性胃黏膜

糜烂、溃疡和出血为特征的严重并发症. 随着监护条件

改善、对SU发病机制认识加深、预防措施的采取, SU
的发病率有所降低, 但由于SU的原发病严重, 一旦发生

大出血或穿孔, 其病死率较高, 应激性溃疡出血(SUB)的
预防效果直接影响原发病的预后, 因而预防SUB的发生

尤为重要. 在休克、创伤、烧伤、脑外伤、呼吸功能衰

竭、肾功能衰竭以及严重感染等应激情况下, 患者在数

小时到数天内即可出现急性胃黏膜糜烂和/或溃疡. 内
镜检查显示其发生率可达100%, 但发生大出血者仅占

2-10%. 多数胃黏膜病损可在7-14 d内消失; 如果糜烂等

病变持续, 则可出现大出血. 目前国内外对危重患者应

采取措施预防SU已达成共识，但对预防用药种类、方

法、时机以及停药指征均有分歧. 因此, 近年来许多国

家相关学会都制定了各自的应激性溃疡预防(SUP)指
南，实行较规范化的诊治[1, 2], 我国也于2002年提出SU
防治建议[3].

1  应激性溃疡发生的病因(应激源)及预防指征

多种疾病均可导致SU的发生, 其中最常见的应激源有: 
(1)重型颅脑外伤; (2)严重烧伤; (3)严重创伤及各种困

难、复杂的大手术术后; (4)全身严重感染; (5)多脏器

功能障碍综合征; (6)休克、心、肺、脑复苏术后; (7)心脑

血管意外; (8)严重心理应激, 如精神创伤、过度紧张等[3].
由于重症监护医学的发展, SUB的发生率已明显

降低, 应提醒注意的是SUP仅适宜于高危人群, 而并

非每一例住在重症监护室的患者. 根据ASHP[2]SUP指
南, 具有以下一项高危因素以上的患者应采取预防措

施: (1)呼吸衰竭(机械通气超过48 h); (2)凝血机制障

碍，1 a内有消化性溃疡或上消化道出血史, GCS评分

≤10；(3)烧伤面积>35%; (4)器官移植, 部分肝切除术; 
(5)多发伤(创伤程度积分≥16); (6)肾功能不全, 肝功能

衰竭; (7)脊髓损伤. 具有以下两项以上危险因素的患者

应采取预防措施: 败血症, ICU住院时间>1 wk, 潜血持

续天数≥6, 应用大剂量皮质醇(剂量相当于250 mg/d
以上氢化可的松).

2  应激性溃疡临床表现和诊断

SU常无明显的前驱症状(如胃痛、反酸等), 主要表现

为上消化道出血(呕血或黑粪) 与失血性休克症状. 对
无显性出血的危重患者, 胃液或粪便潜血试验阳性、

不明原因血红蛋白浓度降低≥20 g/L, 应考虑有应激

性溃疡伴出血的可能. 发生穿孔时, 可出现急腹症症

状与体征. SU多在原发病起病3-5 d内发生, 少数可延

至2 wk. 内镜检查时可发现病变以胃体部多见, 食管、

十二指肠及空肠较少, 病变形态以多发性糜烂、溃疡

为主. 有应激病史、在原发病后2 wk内发生上消化道

出血、穿孔等症状, 病情允许时应立即做内镜检查, 若
有糜烂、溃疡等病变存在, SU诊断即可成立[3]. 
   

3  维持胃内高pH是防治SUB的关键

通常认为应激状态下三大因素对溃疡致病起主要作

用: (1)黏膜缺血; (2)黏膜屏障受损; (3)胃酸分泌升高. 



机体因急性强烈应激而引发的攻击因子增强和防御因

子削弱, 致使平衡被破坏而导致SU, 许多攻击因子导

致胃黏膜损伤的程度取决于胃液的酸度, 这是制酸剂

防治SU的依据. 病灶处血栓形成对SUB的止血起关键

作用. 胃蛋白酶对血栓溶解起主要作用, 而胃酸直接溶

栓的作用相对较小. 血小板的黏附和聚集对血栓形成

起重要作用. 胃蛋白酶的活性呈pH依赖性. 胃蛋白酶

原向胃蛋白酶的转化也呈pH依赖性, pH为5时开始转

化, pH5-3时自我催化, 而pH为2时最理想. 胃蛋白酶在

pH为1-4 时才有活性, pH＞3.5时活性很低, pH为4-6时
失活, pH＞6时被破坏. 凝血机制及血小板聚集也呈高

度的pH依赖性, pH＜5.4不能止血. 血小板在pH>6时
才能聚集, 血小板聚集的最佳pH为7-8, 只有24 h内大

部分时间胃液维持pH＞6才能控制活动性上消化道出

血. 因此, 对高危人群预防SU应控制胃液pH≥4, 若治

疗SUB, 应控制胃液pH≥6, 才能有较理想的防治效

果. 美国最新一项研究[4]表明: 在501名急诊科医师中, 
认为预防SU需维持胃内pH3以上者占1.7％, 3.5以上者

占5.6％, 4以上者占39.6％, 5以上者占38.6％, 6以上者

占14.5％.

4  应激性溃疡预防

H2受体拮抗剂(H2RA)预防SUB效果与硫糖铝相似, 质
子泵抑制剂(PPIs)则优于前两者[5-10]. PPIs抑酸作用更

强, 几乎完全抑制酸分泌, 持续用药无耐受性, 作用持

久、递增, 3-5 d达稳态, 胃内pH维持平稳. 但危重患者

中应用PPIs预防SUB时有两个缺点, 一为PPIs鼻饲给药

时将在酸性胃液内失活, 其次, PPIs经吸收后必须在活

化的壁细胞分泌小管的酸性环境中才能转化为活性形

式, 而危重患者大多予以禁食, 因此壁细胞多处于静息

状态, PPIs的抑酸能力将降低. 另外, 危重患者多伴中

性粒细胞功能减退, 奥美拉唑可损伤中性粒细胞的趋

化性及噬菌功能而使其杀菌功能降低[11], 所以危重患

者应用奥美拉唑可能加重感染.
因此, 预防S U B时, 由于H2R A抑酸效果肯定及

相对安全, 以及PPIs较昂贵, 大多数医生更愿意选用

H2RA. 在美国, 绝大多数急诊科医师首选制酸剂预防

SU, 其中H2RA占63.9％, PPIs占19.0％, 较前显著升高, 
而硫糖铝使用率较前明显下降, 最常用的药物依次为

法莫替丁38%, 雷尼替丁22.7%, 泮托拉唑13.9%, 硫糖

铝12.2%[5]. 而药物治疗SUB时应首选PPIs[12]. 有研究[13]

表明兰索拉唑较西咪替丁有更好的价效比.
H2RA提高胃液pH及抑制胃蛋白酶的分泌和活性

呈剂量依耐性. 预防SU需根据原发病严重程度、SU
发病率大小调整药物剂量或种类, 一般来说对拟作重

大手术的患者, 估计术后有并发SU可能者, 可在围手

术前1 wk内应用口服抑酸药或抗酸药, 以提高胃内pH

值. 常用的药物有: 奥美拉唑20 mg, 每天1次; 组胺受体

阻滞剂: 法莫替丁20 mg, 每天2次; 雷尼替丁150 mg, 每
天2次; 西咪替丁400 mg, 每天2次. 而对严重创伤、高

危人群的预防应在疾病发生后即静脉输注PPIs, 使胃

内pH迅速上升至4以上, 如奥美拉唑(40mg, 每天2次). 
现很少应用抗酸药预防SU, 包括氢氧化铝、碳酸氢钠

等, 其剂量应根据胃内pH调整, 维持pH>4, 黏膜保护

剂硫糖铝、铝碳酸镁、前列腺素E等用药时间不少于

2 wk[3]. 大多数作者赞成用药期间应常规监测pH, 但尚

无资料证实根据pH调整用药剂量比用标准剂量能更有

效地预防SUB. 我国《应激性溃疡防治建议》尚未明确

预防SU停药指征, 美国急诊科医师多以患者可耐受肠

道营养、临床症状开始好转或转入普通病房为指征[4].  

5  应激性溃疡出血的治疗

一旦发现呕血或黑便等消化道出血症状, 提示SU预

防失败, 应立即采取各种止血措施及治疗SU. 除积极

治疗原发病和输血补液、维持正常的血液循环外, 应
迅速给予PPIs针剂(如奥美拉唑, 首剂80 mg静脉注射, 
8 mg/h输注维持), 有条件者立即行紧急胃镜检查, 以
明确诊断, 并行内镜下止血治疗. 经药物和内镜介入治

疗, 仍不能有效止血者, 应考虑外科手术治疗[14].另外, 
对合并细菌感染者, 为防止菌群移位, 应加强黏膜保护

剂和抗生素的应用; 对合并凝血机制障碍的患者, 可输

注血小板悬液、凝血酶原复合物等, 以及其他促进凝

血的药物[3]. 
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Abstract
AIM: To construct the recombinant of J chain and human 
neutrophil peptide-1 (HNP-1) gene, and to express it in 
the mammalian cell system.

METHODS: The J chain and HNP-1 cDNA were ampli-
fied from the different plasmids by polymerase chain 
reaction (PCR), respectively, then the two kinds of 
cDNA fragments were recombined to obtain J-HNP-1 
gene by recombinant PCR. After the J-HNP-1 cDNA 
fragment was inserted into the mammalian express 
vector pcDNA3.1(-)/Myc-HisC, the recombinant vector 
was transfected to the COS-7 cells by lipid transfection. 
The expression of J-HNP-1 mRNA and protein were 
detected by reverse transcription PCR (RT-PCR) and 
Western blot, respectively. The antibacterial activities 
of cellular soluble protein and culture supernatant were 
examined in vitro .

RESULTS: The lengths of amplified J chain and HNP-1 

were 489 bp and 297 bp, respectively. A band of 786 
bp was amplified from COS-7 cells transfected by the 
recombinant plasmid. Western blot analysis revealed that 
the lysate of COS-7 cells transfected by rpcDNA3.1(-)/
Myc-His /J-HNP-1 had a strong band with molecular 
weight of about 24 ku. After transfection, the soluble 
protein and supernatant of the COS-7 cells had significant 
antibacterial activity, and the diameters of their bacterial 
inhibition ring were 34 and 43 mm, respectively.

CONCLUSION: The J-HNP-1 recombinant is successf-
ully constructed and expressed in vitro , and it has a fa-
vorable antibacterial effect.

Key Words: Recombinant PCR; Antimicrobial petide; J 
chain; Human neutrophil peptide-1 

Liu XH, Bai XD, Tong QY, Zhang SF. Preliminary study on recom-
bination of J-HNP-1 and its antibacterial effect in vitro . Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2005;13(22):2640-2644

摘要
目的: 将α-防御素-1(HNP-1)基因与J链基因进行重组
使其成为一种新的杀菌肽分子J-HNP-1, 并将其构建于
能有效表达和分泌活性J-HNP-1杀菌肽的哺乳动物细
胞表达系统. 

方法: 应用PCR技术从不同的质粒中获得J链基因和
HNP-1基因, 然后应用重组PCR技术将这两个不同的
基因连接在一起而成为J-HNP-1基因. 将此基因克隆
入哺乳动物细胞表达载体pcDNA3.1(-)/Myc-HisC中. 
用脂质体转染法将此重组子导入COS-7细胞, 分别从
mRNA和蛋白质水平采用RT-PCR和Western blot分析
J-HNP-1的表达情况, 并体外检测细胞可溶性蛋白及培
养上清的抗菌活性. 

结果: 获得的J链基因和HNP-1基因大小分别为489和
297 bp. 采用RT-PCR法从被转染的细胞中扩增出一条
约786 bp的片段, 其大小与预测相符; 采用Western blot
印迹法, 用抗His抗体检测到细胞可溶性蛋白及培养
上清在约M r 24 000处有强反应条带显示; 抗菌活性
检测显示, 经rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1转染的
COS-7细胞的可溶性蛋白和培养上清均有明显的抗菌
活性, 抑菌圈的直径分别为34和43 mm. 

结论: 重组J-HNP-1基因构建到哺乳动物细胞表达系

World Chin J Digestol  2005 November 28;13(22):2640-2644
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统, 并体外表达, 具有抑菌作用. 

关键词:  重组PCR; 抗菌肽; J链; α-防御素-1
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0  引言

肠源性感染的致病菌主要是条件致病菌, 其中多为耐

药菌. 其感染常见于严重创伤、烧伤[1-3]、移植术后[4]、

腹部外科感染性疾病[5]、成人免疫缺陷综合征[6]、恶

性肿瘤[7]等重症患者. 目前尚无良好的预防手段. 黏膜

上皮细胞膜上具备多聚IgA受体(pIgR). 连有J链的IgA
分子通过J链与pIgR结合后, 将IgA分子转运入黏膜细

胞内. 我们将HNP-1(属α-防御素)与J链cDNA连接, 然
后在哺乳动物细胞系统中表达, 并初步检测其产物体

外抗菌活性, 为进一步研究其细胞内杀菌功能提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 哺乳动物细胞表达载体pcDNA3.1(-)/Myc-
Hi sC购自Inv i t rogen公司; pCH-J质粒由挪威奥斯

陆大学Johansen教授赠送; 人防御素真核表达质粒

pBabeNeo-HNP-1由华西医科大学赠送; 金黄色葡萄球

菌标准菌株6538、COS-7细胞由北京军事医学科学院

提供. RT-PCR Kit, PCR产物克隆试剂盒购自北京天象

邦定生物科技有限公司; 兔抗多聚组氨酸抗体(即His
抗体)购自北京华美生物公司; 脂质体转染试剂购自北

京天为时代; 根据J链序列设计引物并在所设计的引物

的上游插入Bam HⅠ酶切位点, 下游引入4个与甘氨酸

相对应的氨基酸序列. J 链上游引物(P1): 5'-gga tcc atg 
aag aac cat ttg ctt-3'; J链下游引物(P2): 5'-acc acc acc acc 
gtc agg ata gca ggc atc-3'. 根据HNP-1序列设计引物并

在所设计的引物的上游引入4个与甘氨酸相对应的氨

基酸序列, 下游插入Bam HⅠ酶切位点. HNP-1的上游

引物(P3): 5'-ggt ggt ggt ggt atg agg acc ctc gcc atc-3'; 下
游引物(P4): 5'-gga tcc gca gca gaa tgc cca gag-3'. 根据

预测rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1 DNA序列设计

PCR引物: P5: 5'-atg aag aac cat ttg ctt ttc tgg g-3'; P6: 5'- 
gca gca gaa tgc cca gag tc-3'. 以上引物均由北京军事医

学科学院合成.   
1.2 方法

1.2.1 重组哺乳动物细胞表达载体rpcDNA3.1(-)/Myc-
HisC/J-HNP-1的构建 利用PCR方法以P1、P2为引

物从原质粒pCH-J中扩增出J链片段. 利用PCR方法

以P3、P4为引物从原质粒pBabeNeo-HNP-1中扩增

出HNP-1片段. 利用重组PCR技术, 以J链扩增产物和

HNP-1扩增产物的混合物为模板, 以P1、P4位引物

扩增获取J-HNP-1基因. 将此杂合基因J-HNP-1 DNA 
片段先与pGM-T Easy载体相连接, 再用限制性内切

酶Bam HⅠ进行酶切以获取J-HNP-1 DNA片段. 将
J-HNP-1 DNA片段插入真核表达质粒pcDNA3.1(-)/
M y c-H i s C的多克隆位点并紧邻报告基因M y c表位

和6×H i s的上游 ,  从而构建成重组真核表达载体

rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1. 用该重组质粒转化

大肠杆菌TOP10, 并接种于含100 mg/L氨苄青霉素的

LB培养基, 过夜培养后挑取阳性克隆, 提取质粒DNA, 
随机挑取8个阳性克隆提取质粒DNA, 用限制性内切酶

Bam HⅠ进行酶切鉴定. 并对阳性克隆质粒进行DNA
测序. 由北京军事医学科学院应用Beckman CEQ2000
自动测序仪进行DNA序列测定. 正向引物为T7, 反向

引物为BGH-rev.
1.2.2 转染后COS-7培养细胞总RNA的提取及RT-PCR[8] 

基因脂质法[9]转染入COS-7细胞, 以正常的COS-7细胞

为空白对照和转染空质粒pcDNA3.1(-)/Myc-HisC的

COS-7细胞为阴性对照. 转染后24 h换液后将细胞依

次于浓度为100 mL/L, 0.2 mL/L, 0 mL/L胎牛血清的

培养基中继续培养12 h, 培养过程均无抗生素. 转染

细胞培养增殖36 h后, 分别收集实验组及对照组(转染

pcDNA3.1(-)/Myc-HisC和正常的COS-7)培养细胞, 提
取总RNA. 先进行逆转录, 再以P5, P6为引物进行PCR.
1.2.3 Western blot检测 于转染后36 h收集各组细胞

及培养上清提取蛋白[10], 用抗His抗体, 按常规Western 
blot方法检测.
1.2.4 细胞可溶性蛋白及培养上清的抗菌活性试验 将

金黄色葡萄球菌标准菌株ATCC6538接种于固体LB培
养基上. 纸片扩散法检测. 设置LVF阳性对照组(左氧氟

沙星纸片), COS-7细胞阴性对照组(包括细胞可溶性蛋

白和培养上清)以及rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1
转染COS-7细胞实验组(包括细胞可溶性蛋白和培养上

清).

2  结果

2.1 重组哺乳动物细胞表达载体rpcDNA3.1(-)/Myc-
HisC/J-HNP-1的构建 从pCH-J质粒中扩增出J链, 产物

大小为489 bp(图1); 从pBabeNeo-HNP-1质粒中扩增出

HNP-1, 产物大小为297 bp(图2). 重组PCR产生了包含

J链和HNP-1这两个不同基因的融合基因. 将此融合基

因与pGM-T Easy载体通过连接与转化, 产生阳性克隆

菌落. 挑菌, 培养, 提取质粒, Bam HⅠ酶切质粒pGM-T 
Easy/J-HNP-1, 获取J-HNP-1片段, 再次克隆入哺乳动

物细胞表达载体pcDNA3.1(-)/Myc-HisC.
2.2 重组哺乳动物细胞表达载体rpcDNA3.1(-)/Myc-
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图  2  HNP-1 PCR产物电泳图, 大小为297  bp. 1: DNA  marker  DL2000; 

2, 3: HNP-1 PCR产物.

图  3  重组质粒rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1阳性克隆的酶切鉴

定. 1: DNA marker DL2000; 2, 8: rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1/ 

BamHⅠ阴性克隆; 3-7, 9: rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1/BamH

Ⅰ阳性克隆.     1        2      3

 1     2      3      4       5      6     7      8     9

图  1   J 链PCR产物电泳图, 大小为489  bp. 1: DNA  marker  DL2000; 2, 

3: J 链PCR产物.

     1        2        3
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HisC/J-HNP-1的筛选与鉴定  随机挑取8个阳性克隆提

取质粒DNA, 用限制性内切酶Bam HⅠ进行酶切鉴定

(图3). 并对阳性克隆质粒进行DNA测序. 测序结果显

示: 使用正向T7引物和反向BGH-rev引物对重组质粒

rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1进行DNA序列测定, 
插入片断为786 bp, 且有4个为正向插入. 并且在两个

不同基因之间顺利插入了4个甘氨酸分子. 该结果表

明: 所提质粒为rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1转化

的阳性重组子(图4). 
2.3  RT-PCR法检测J-HNP-1 mRNA的表达  用rpcD-
NA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1中J-HNP-1插入子的特异

性引物(P5, P6), 对经rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1
转染并分别培养于含不同的胎牛血清(100 m L/L, 
0.2 mL/L, 0 mL/L)的3种COS-7细胞的总RNA进行RT-
PCR扩增, 结果均扩增出一条约786 bp大小的片段, 其
长度与预测相符. 在相同RT-PCR扩增条件及加样量下, 
同步转染空质粒pcDNA3.1(-)/Myc-HisC的COS-7细胞

的总RNA无相应条带扩出(图5). 
2.4 Western blot印迹检测J-HNP-1的表达  Western 
blot印迹检测结果表明: 经rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/
J-HNP-1转染的COS-7细胞可溶性蛋白及细胞的培养

上清在约24 kd处均有强反应条带显示. 对照组转染空

质粒pcDNA3.1(-)/Myc-HisC的COS-7细胞和培养上清

均未见相应条带显示(图6).
2.5 细胞可溶性蛋白及培养上清的抗菌活性检测 抗
菌活性结果显示 (图7) ,  在金黄色葡萄球菌标准菌

株AT C C6538标准菌株的L B平板上 ,  阳性抗菌药

LVF(5 µg/片)显示直径约为55 mm的抑菌圈; 转染

pcDNA3.1(-)/Myc-HisC(即空质粒)的COS-7细胞的

可溶性蛋白和培养上清未见抑菌圈显示; 而经rpcD-
NA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1转染的COS-7细胞的可溶

性蛋白和培养上清均呈现出明显的抑菌圈, 其直径分

别为34 mm和43 mm. 该结果提示: 转染rpcDNA3.1(-)/
Myc-HisC/J-HNP-1的COS-7细胞表达和分泌的产物具

有抗菌活性.  

3  讨论

肠源性感染问题一直困扰着医学界, 人们尝试着各种

途径去解决[11-14]. 有研究分析腹部外科感染性疾病病

原菌的构成比和药物敏感率的变化, 发现几乎所有菌

种都是人体正常菌种, 条件致病菌和内源性细菌感染

是腹部外科感染的特征[15]. 74％的开腹外科患者感染

并发症是肠道移位细菌引发[16]. 肠道黏膜来源的条件

病原微生物种类多, 包括需氧菌(如大肠杆菌、铜绿假

单孢杆菌)、厌氧菌(如脆弱类杆菌)、真菌(如白色念

珠菌). 在体内菌群失调的情况下, 条件致病菌首先在

黏膜表面侵袭、局部定植, 然后尚有可能向体内其他

部位播散, 通过直接或间接的方式, 引发全身炎症反应

综合征. 研究表明各种病理情况导致免疫低下、黏膜

组织缺血、缺氧, 进入肠上皮细胞的细菌数量明显增

加[17,18]. 其次, 由于耐药性以及免疫识别等问题, 上皮

细胞内病原体能有效逃避体内免疫系统对其识别和杀

灭. 再次, 由于各种原因例如细菌的变异, 抗生素的滥
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图  4  重组质粒rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1中J-HNP-1插入子的DNA序列分析. 

GGA TCC  ATG AAC CAT TTG CTT TTC TGG GGA GTC CTG GCG GTT TTT ATT AAG 
BamHⅠ

GCT GTT CAT GTG AAA ...... GGT GGT GGT GGT ...... GAACGT CGC TAT GGA ACC	
          甘氨酸分子

TGC ATC TAC CAG GGA TGC TGA GGA TCC(786  bp)

BamHⅠ

图  5  经rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1转染的COS-7细胞的PCR扩

增产物. 1: DNA marker DL2000; 2: 正常COS-7; 3: pcDNA3.1(-)/Myc-

HisC 转染; 4, 5, 6:  100  mL/L, 0.2  mL/L, 0  mL/L  胎牛血清培养.

图  6  Western blot法分析转染rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1的

COS-7细胞J-HNP-1的表达. 1, 2, 3, 4: rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/

J-HNP-1转染的COS-7细胞可溶性蛋白和培养上清; 5: 蛋白Marker; 6, 

7, 8, 9: pcDNA3.1(-)/Myc-HisC(即空质粒)转染的COS-7细胞可溶性

蛋白和培养上清.

图  7  经rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1转染的细胞可溶性蛋白及上

清的抗菌活性试验. 1: 阳性抗菌药LVF; 2, 4: 转染pcDNA3.1(-)/Myc-

HisC(即空质粒)的COS-7细胞的可溶性蛋白和培养上清; 3, 5: 经rpcD-

NA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1转染的COS-7细胞的可溶性蛋白和培

养上清.

       1      2      3       4       5      6

24  ku

 1       2       3         4          5      6     7      8       9

用等等造成细菌对传统抗生素产生了耐药[19-22]. 因此, 
如何杀灭黏膜表面侵袭和黏膜细胞内的致病菌, 从源

头上预防条件致病菌感染, 促使许多研究者尝试着各

种途径去解决. 目前研究表明[23,24], 内源性抗菌肽防御

素(defensin)通过攻击靶细胞膜而杀菌, 具备同时杀灭

真菌和细菌甚至HIV病毒的能力, 完全不同于传统抗

生素, 不会产生耐药性.      
防御素体内分布以中性粒细胞为主, 属胞内抗菌

物质; HNP-1 (human netrophil peptide-1)是人中性粒细

胞的主要防御素分子, M r 3 000-5 000, 主要存在于人中

性粒细胞的溶酶体颗粒内, 是迄今发现的含量最多、

活性最强的杀菌分子[25]. HNP-1不但是哺乳动物中性

粒细胞溶酶体颗粒内主要杀菌分子, 对革兰阳性和阴

性菌、霉菌、厌氧菌、螺旋体、分枝杆菌以及包膜病

毒如流感病毒、艾滋病毒等均有很强杀伤活性, 也是

黏膜抗感染的重要防御成分[26-28]. 因此将防御素用于

临床感染性疾病的防治是国内外医学界感兴趣的课

题. J链是一小分子多肽, 由黏膜和腺体细胞表达, 可调

节IgA多聚体的形成. J链结合多聚IgA(pIgA)后抗原结

合点的高效价, 适合于凝集细菌和病毒; 具有刺激补

体旁路途径的潜力; 只有含J链的多聚体才显示出与多

聚IgA受体(pIgAR)的高亲和性[29]. 我们正是设想利用

HNP-1具有的特点与J链的生物学特点, 将这两者进行

优势互补. 中性粒细胞中的HNP-1仅能在该细胞内发

挥杀菌作用, 对粒细胞以外的病原菌难以发挥作用; 而
小肠黏膜分泌的其他天然防御素又由于其活性作用局

限于细胞膜而对上皮细胞内的细菌难以发挥作用. 防
御素主要存在于肠道、女性生殖道黏膜系统中, 而黏

膜上皮细胞又有一个共同的特点, 即在细胞膜上具备

pIgAR. 连有J 链的IgA分子通过J链与pIgAR结合后, 将
IgA分子转运入黏膜细胞内. 我们利用J链的生物学特

点及HNP-1的抗菌优势以及黏膜上皮细胞的共同特点, 
将J链与HNP-1融合, 使HNP-1分子的一端为J链, 另一

端为防御素, 称之为pIgAR配体样杀菌肽. 希望这种外

源性防御素借助于J链的作用被送入黏膜上皮细胞内, 
使黏膜上皮获得象中性粒细胞一样的杀菌功能而杀灭

细胞内移位菌. 从而有效地将HNP-1的杀菌功能拓展到

上皮细胞内, 从而杀灭细胞内移位菌.  
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为了检测经翻译后表达出的蛋白质是否具有抗菌

活性, 本试验应用纸片扩散法对同一样品的细胞可溶

性蛋白和细胞培养上清进行抑菌试验, 其结果表明: 转
染rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1重组质粒36 h的
COS-7细胞的细胞可溶性蛋白和细胞培养上清对金黄

色葡萄球菌标准菌株ATCC6538菌有明显的抑制作用, 
而且细胞培养上清的抗菌活性明显强于细胞可溶性蛋

白. 可能原因分析: 在COS-7细胞中表达的是J-HNP-1
的前体, 前体J-HNP-1需经翻译修饰后而分泌到细胞外

才能成为成熟的J-HNP-1, 只有成熟的抗菌肽才表现其

阳离子肽的特性而显示强抗菌活性; 由于在COS-7细
胞中表达并分泌到胞外的是成熟的J-HNP-1, 成熟的

J-HNP-1是一个含6个组氨酸的嵌合肽, 组氨酸为碱性

氨基酸, 这就极大地增强了J-HNP-1/Myc-HisC嵌合肽

的阳离子性, 从而显示其强抗菌活性. 推测根据是有研

究报道[30], 抗菌肽的抗菌机制是抗菌肽分子依靠其带

正电荷的特点而吸附于微生物表面并插入微生物细胞

膜而形成孔道. 本研究为防御素有效送入黏膜上皮细

胞内发挥杀菌作用这一工作奠定了基础. 
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Abstract
AIM: To construct a novel virus-like particle peptide-
nucleic acid vaccine (VPNV) of human telomerase 
reverse transcriptase (hTERT), and to identify its imm-
unogenicity and transfection activity.

METHODS: Cationic antigenic peptide K18P9 was syn-
thesized and purified, then human GM-CSF and TERT 
gene were cloned into eukaryotic expression vector 
pTCAE. The peptide was combined with the nucleic 
acid vaccine to make VPNV, which were transfected 
into eukaryotic cells COS-7. The immunogenicity of hGM-
CSF and hTERT were detected by enzyme linked imm-
unosorbent assay (ELISA) and Western blotting.

RESULTS: Restriction enzyme digestion and sequen-

ce analysis confirmed that hGM-CSF and hTERT were 
cloned into pTCAE and the nucleic acid vaccine of 
hTERT gene was constructed successfully. Under ele-
ctronic microscopy, nucleic acid was packaged by pep-
tide, forming into virus-like particle. Furthermore, the 
transfection activity of VPNV and the immunogenic-
ity of hGM-CSF and hTERT could reach 78.5% as co-
mpared with the positive controls.

CONCLUSION: The VPNV is successfully constructed, 
and its immunogenicity is also identified.

Key Words: Human telomerase reverse transcriptase; 

Virus-like particle vaccine; Cytotoxic T-lymphocytes
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peptide-nucleic acid vaccine of human telomerase reverse transcript-
ase and identification of its immunogenicity. Shijie Huaren Xiaohua 
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摘要
目的: 设计人端粒酶逆转录酶(hTERT)的新型病毒样颗
粒疫苗, 并鉴定其表达蛋白的免疫原性和疫苗转染
效率. 

方法: 合成阳离子抗原肽K18P9, 同时将人粒细胞、巨噬
细胞集落刺激因子(hGM-CSF)和hTERT的克隆入真核
双表达载体pTCAE中, 再将多肽和核酸疫苗结合于同
一疫苗颗粒, 并将其转染入真核细胞内, ELISA法和免
疫印迹法检测hGM-CSF和hTERT的免疫原性, 同时评
价疫苗的转染效率. 

结果: 酶切及测序结果证实已成功构建含hGM-CSF和
hTERT的载体pTGH, 电镜等结果证实核酸被包装肽包
裹形成病毒样颗粒, ELISA法和免疫印迹法证实疫苗
在体外对真核细胞的转染效应以及hGM-CSF和hTERT
的免疫原性, 与阳性对照DOTAP组比较, 疫苗转染效
率约可达78.5%. 

结论: 成功构建了具有免疫原性的hTERT肽－核酸病
毒样颗粒疫苗. 

关键词: 端粒酶逆转录酶; 病毒样颗粒疫苗; 细胞毒T淋巴细胞
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0  引言

人端粒酶逆转录酶(human telomerase reverse transcrip-
tase, hTERT)为人端粒酶催化亚单位, 是癌细胞永生化

的必要途径, 在消化道恶性肿瘤中大多过度表达[1-5], 且
具有高度保守性[6-11], 因此如以hTERT为靶标制备消化

道肿瘤疫苗, 将有望激发机体特异性抗肿瘤的免疫应

答. 利用肿瘤疫苗有效激活特异性细胞毒T淋巴细胞

(cytotoxic T lymphocyte, CTL), 是实现肿瘤主动免疫治

疗的关键所在[12-17]. 目前高效的新型CTL肿瘤疫苗仍处

于积极的研究和探索中. 我们结合基因治疗领域富正

电荷肽类DNA转运载体的进展, 将正电荷包装肽与带

负电荷质粒DNA结合, 并同时采用hTERT全长抗原蛋

白及其低亲和力表位异形肽p572Y[18-20], 以人粒细胞、

巨噬细胞集落刺激因子(human granulocyte macrophage 
colony stimulating factor, hGM-CSF)为免疫佐剂[21,22], 制
备并鉴定了新型的病毒样颗粒肽-核酸疫苗(virus-like 
particulate peptide-nucleic acid vaccine, VPNV), 为进一

步探索其抗肿瘤免疫作用奠定了基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 以A B431A型多肽合成仪(P e l i n E l m e r
公司)按照标准F o m c方案合成阳离子抗原肽(K) 18 

YLFFYRKSV(其N端含18个赖氨酸, C端为P572Y, 
K18P9), 用ÄKTA explorer 100型中压液相色谱仪纯化, 
Delta 600型反向高压液相色谱仪鉴定纯度, 纯度>95％; 
API 2000LC/MS/MS型质谱仪测定相对分子质量为

3528.8. 纯化产物冻干, -70℃冻存备用. 以pcDNA3.1-
GM-CSF为模板扩增人GM-CSF cDNA, 并将其克隆

入双表达真核载体pTCAE[23]的BglⅡ-Eco RⅠ表达盒

中, 构建重组质粒pTG. 再将克隆有人端粒酶催化亚

单位hTERT cDNA的质粒pGRN145(美国Geron公司惠

赠)用Eco RⅠ酶切后克隆入载体pET28a中, 再行SalⅠ
-BglⅡ消化, 并将含有hTERT的片段连接入pTG的Sal
Ⅰ-Bam HⅠ(BglⅡ同尾酶)表达盒中, 形成hGM-CSF和
hTERT双表达的重组质粒, 并命名为pTGH. 酶切鉴定

pTGH并送公司测序. Kl8P9多肽分子中每个赖氨酸(K)
的氨基(NH4

+)携带一个正电荷, 故每个多肽Kl8P9分子

携带18个正电荷; 而DNA分子中每个脱氧核糖核酸的

平均分子量为330 Da, 含1个磷酸根(PO4
-), 携带一个负

电荷. 因此, 制备本疫苗时二者正负电荷的比值r反映

了质粒与肽的用量关系为: M肽: MDNA = r×3 528.8/18
∶330/1, 即M肽 = 0.594×r×MDNA, 同时可通过DNA阻

滞试验和DNaseⅠ保护试验获得最佳r值, 以确定制备

疫苗时肽与质粒的最佳相对用量. 
1.2 方法 参照文献[24]方案制备疫苗, 将不同量的

阳离子抗原肽和2 μ g质粒D N A分别溶于50 μ L的

150 mmol/L的NaC1水溶液中, 将肽溶液逐滴滴人混旋

的DNA溶液中, 5 μL/min, 滴定完毕后产物继续混旋

30 min, 室温静置60 min, 形成不同电荷比的多肽包裹

的DNA聚合物. 制备r值分别为0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0
的不同阳离子肽-DNA聚合物, 各取3 μL样品于8 g/L
琼脂糖凝胶电泳加样后电泳, 观察不同疫苗产物的泳

动情况. 取制备产物50 μL, 与DNase Ⅰ(Sigma)在1×
工作液(10 mmol/L CaC12, 5 mmol/L MgC12), 37℃孵

15 min. 加入2 μL 0.5 mol/L的EDTA灭活, 再加入等

体积25 g/L胰酶溶液消化40 min, 释放未降解的质粒

DNA, 经2次1∶1酚氯仿抽提、乙醇沉淀后溶于水中. 
8 g/L琼脂糖凝胶电泳后, 观察质粒留存情况. 6孔培

养板内将COS-7细胞单层培养至覆盖面积30％. 更换

培养液为2 mL无血清培养基, 加入100 μL制备好的

疫苗, 同时用DOTAP法将5 μg质粒pTGH转入另组细

胞, 孵育4 h, 更换完全培养基培养48 h, 收获细胞. 用
ELISA检测hGM-CSF的表达水平, 由此分析疫苗体外

转染效应的高低. 用常规Western方案, 以兔抗人hTERT
抗体, 以辣根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG为二抗, 经
二氨基联苯胺(3, 3-diaminobenzidine, DAB)化学显色, 
检测hTERT的表达. 将新鲜制备的疫苗15 μL滴于200
目铜网的碳膜上, 室温5 min. 吸水纸吸干, 晾干30 s. 
以20 g/L磷酸钨盐溶液负染30 s, 吸水纸吸干, 晾干

30 s. 80 KV透射电镜观察. 

2  结果

我们按照标准F m o c方案合成阳离子双功能线性肽

K18P9, 其中由18个多聚赖氨酸构成的K18可形成一个

正电荷富集的DNA结合区, 而P9则为人端粒酶逆转录

酶(hTERT)的隐性表位异形肽P572Y(YLFFYRKSV). 
多肽经中压液相色谱纯化, 高压液相色谱鉴定, 其纯度

达到国际多肽试验标准; 相对分子质量以质谱鉴定, 经
质谱算法测定M为3 528, 与理论计算值基本相符, 证实

合成纯化产物为目标多肽K18P9(图1). PCR扩增人GM-
CSF, 产物大小与预期453 bp相符(泳道1), 并经BglⅡ
和Eco RⅠ消化后克隆于双表达载体pTCAE相应位点, 
产生重组质粒pTG. hTERT经SalⅠ和BglⅡ酶切, 回收

片段为3 453 bp, 与预期相符(泳道4), 将其克隆入pTG
的SalⅠ和Bam HⅠ(BglⅡ的同尾酶)之间, 产生重组质

粒pTGH. pTG和pTGH经BglⅡ和Eco RⅠ酶切鉴定(泳
道3、2), pTG所得片段大小与hGM-CSF一致, pTGH
所得片段分别为6 398 bp, 3 453 bp(泳道4)、726 bp
和453 bp(泳道1), 与预期一致. pTGH中hGM-CSF和
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hTERT测序分别与Genebank中人GM-CSF和TERT序列

一致(数据未列出), 证实pTGH构建成功. 采用DNA阻

滞试验分析不同量多肽与DNA发生完全阻滞质粒泳动

所需的最小r值(图3), 当r <2时, 阳离子肽-核酸疫苗的

泳动被部分阻滞, 随着r值的逐渐增大, 泳动的聚合物

数量迅速减少, 滞留在加样孔中的疫苗的DNA量相应

增多. r >2时, 聚合物被完全阻滞, 提示质粒DNA被充分

包装所需的最小r值为2. 以DNaseⅠ保护试验分析聚合

物中多肽有效保护质粒DNA, 避免受DNase酶降解所

需的最小r值(图4), 当r = 0时, 游离的DNA被DNA酶完

全降解; 当r = 0.5和1.0时, 质粒DNA不能被阳离子肽有

效保护; 但随着r值的增大被DNaseⅠ酶解的片段有所

增大, 保护效应逐渐增加, 在r≥2.0时出现了完全保护

的DNA条带, 因此确定DNA有效保护所需最小r值为2. 
2.1 细胞转染与表达分析 为鉴定肽-DNA聚合物在体

外对哺乳细胞的转染效应以及双表达质粒编码hGM-
CSF和hTERT表达后的免疫原性, 分别以r值为0, 1, 2, 
4, 8的疫苗转染COS-7, 以DOTAP法转染裸质粒pTGH
作为阳性对照, 通过ELISA法检测转染细胞上清中的

GM-CSF的表达量, 从而评价其转染效应; 同时采用

Western杂交分析hTERT表达的有效性. 结果发现当

r = 4时, 可见有较高水平的GM-CSF表达, 即此时转染

效率最高, 与阳性对照DOTAP组比较, 疫苗转染效率

约为其78.5％, 当r为2或8时, GM-CSF表达水平明显下

降. 本实验证实了双表达质粒编码的GM-CSF基因和

hTERT基因均能在真核细胞内有效表达, 有望诱导较

理想的免疫应答. 
2.2 疫苗颗粒透射电镜分析 VPNV能否通过细胞核

膜是基因表达的关键环节. 以r = 2.0时制备疫苗, 质粒

DNA被阳离子肽充分包裹, 能有效抵抗DNA酶的降解, 
这时才具备基因转染的能力, 但电镜下直径较大, 致使

其转染效率较低, 因此相应细胞上清中的GM-CSF水
平也较低; 当r = 4.0时, 形成的病毒样颗粒呈大小均一

的近圆形颗粒, 且直径较小, 约10-40 nm, 绝大多数颗

粒直径小于25 nm, 如图5显示. 当r = 8时, 因过多的多

肽包裹DNA, 使颗粒的直径更小而致密. 

图  1  K18P9的高压液相色谱鉴定． 图  2  质粒pTGH的鉴定．

图  3  DNA凝胶阻滞分析． 图  4  DNaseⅠ保护试验．

图  5  r = 4时VPNV透射电镜照片．
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3  讨论

阳离子肽类DNA转运载体(cationic peptides DNA de-
livery systems)是基因治疗领域中一类倍受关注的技

术[23-28], 他由一些富含正电荷氨基酸的多肽组成, 可通

过电性中和作用与富含负电荷的质粒DNA发生聚合

并压缩, 可将直径约数百纳米且松散的质粒DNA缩聚

成几十纳米的致密颗粒, 从而易于被真核细胞摄入, 并
可保证DNA不被核酸酶降解, 以达到基因转染的目的. 
我们以端粒酶逆转录酶hTERT为靶标, 合成其隐性表

位异形肽P572Y加多聚赖氨酸的多肽, 并制备含有编

码hTERT和hGM-CSF基因的双表达真核质粒, 使二者

结合形成一种新型的病毒样颗粒肽-核酸疫苗VPNV. 
当二者正负电荷的比值r≥2后, 在DNA阻滞试验中阳

离子抗原肽一方面中和了DNA的电荷; 另一方面, 使
DNA分子在电场中泳动的阻力增加, 从而有效包装质

粒DNA; 同时也保护质粒DNA免受DNaseⅠ的破坏. 有
关阳离子肽类DNA转运载体的研究表明, 阳离子肽与

质粒DNA的结合, 取决于多肽内含赖氨酸等碱性氨基

酸的数目、多肽长度及其在溶液中的构象等因素, 还
与所在溶液的离子强度有关[29,30]. VPNV经负染后裸质

粒可见结构松散的闭环质粒分子, 缠绕折叠呈不规则

形, 骨架疏松呈灰黑色高密度影, 此因质粒分子内部附

着较多染料钨盐所致; 随着多肽/核酸比例增加, 二者

形成的聚合物就越致密, 最终形成直径约几十纳米的

致密圆形颗粒, 结构致密呈低密度影(灰白色), 其周围

则为高密度影(灰黑色), 此因多肽和质粒聚缩成内部空

隙少的致密颗粒, 无法附着钨盐, 而周围的碳膜上却

吸附了相对较多的钨盐故呈高密度影. 这种因电性中

和作用而形成的致密颗粒, 将有利于被抗原递呈细胞

摄入加工[31]. 结合DNA阻滞实验、电镜以及体外转染

效应试验的结果分析: 当r = 2时, 多肽可完全中和质

粒的负电荷, 并形成聚合物, 此时才具备基因转染的

能力, 但此时聚合物较松散, 直径较大(电镜); 当r = 4.0
时, VPNV较易于被细胞摄入, 进入胞内的VPNV在溶

酶体中被蛋白酶降解, 可释放出质粒DNA, 部分DNA
可转移入胞质和胞核内, 进而被转录和翻译, 由此出

现较高的转染效率, 相应细胞上清中也可检测到较高

水平的GM-CSF; 当r = 8.0时, 颗粒更致密, 但这样的

颗粒进入胞内后, 其中的质粒可能反而不易释放处理, 
进而阻碍了GM-CSF的表达, 使得细胞上清中的GM-
CSF水平降低. 基于上述结果, 决定了在下一步的疫苗

制备中采用r = 4.0, 以保证该疫苗在体内具备一定的

转染活性. 本研究为下一步研究体内诱发特异性CTL
应答奠定了基础, 该疫苗将有望激发机体特异性抗肿

瘤的免疫应答. 
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析，并通过学科专家评审，世界华人消化杂志被确定为内科学类的核心期刊，编入《中文核心期刊要目总览》2004年版(第四版). 
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该书由北京大学图书馆和北京高校图书馆期刊工作研究会合编，北京大学图书馆戴龙基馆长和蔡蓉华研究馆员任主编，北京

高校图书馆期刊工作研究会成员馆、中国科学院文献中心、中国社会科学院文献中心、中国人民大学书报资料中心等相关单位的
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Abstract
AIM: To investigate the expression of an apoptosis inh-
ibiting protein Survivin and a proliferation marker, Ki-67 
in human pancreatic cancer tissues and their clinical 
significances.

METHODS: The expression levels of Survivin and Ki-67 
protein were detected by immunohistochemical assay 
in human pancreatic cancer (n  = 86) and their corresp-
onding non-cancerous tissues (n  = 78), and the clinico-
pathological features were comparatively analyzed.

RESULTS: Survivin protein wasn’t expressed in tissu-
es adjacent to either human pancreatic carcinomas or 
benign islet cell tumors, and the rate of Survivin expres-
sion in pancreatic carcinomas was 87.9%, which was 
significantly higher than that in islet carcinomas (12.7%) 
or benign islet tumors (5.2%) (P  <0.05). The level 
of Survivin expression was correlated with the diffe-
rentiated level and lymph node metastasis of human 
pancreatic carcinoma. Ki-67 protein was mainly expre-

ssed in human pancreatic carcinomas with a rate of 
94.4%, and it was correlated with the differentiated 
level of pancreatic carcinoma (P  <0.05). The expressi-
on of Survivin and Ki-67 were highly correlated in hum-
an pancreatic carcinoma (r  = 0.87).

CONCLUSION: Survivin and Ki-67 were over-express-
ed in human pancreatic carcinoma and were related to 
the pathological features. Survivin may be a marker to 
reflect the bad prognosis of pancreatic carcinoma.

Key Words: Survivin; Ki-67; Pancreatic carcinoma

Chen XX, Ni JL, Hao B, Zhang GX, Shi RH, Wang XH. Expression 
of Survivin and Ki-67 protein in human pancreatic cancer tissues 
and their clinical significances. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2005;13(22):2650-2653

摘要
目的: 探讨Survivin和Ki-67在胰腺癌组织中的表达及
其与临床病理特征的关系. 

方法: 采用免疫组织化学技术检测各期胰腺癌86例及
癌旁组织78例中Survivin和Ki-67的表达水平, 并结合
病理特征进行分析. 

结果: 胰腺癌旁组织或良性肿瘤旁组织不表达Survivin
蛋白. 胰腺癌组织Survivin阳性表达率为87.9%, 显著高
于胰岛细胞癌(12.7%)或胰岛细胞瘤(5.2%)(P <0.01), 而
且Survivin表达程度与肿瘤分化程度、淋巴结转移相
关(P <0.05). Ki-67蛋白在胰腺癌组织中阳性表达率为
94.4%, 显著高于胰岛细胞癌或胰岛细胞瘤组(P <0.01), 
并与胰腺癌组织分化程度相关(P <0.05). 两种蛋白表达
有高度相关性(r  = 0.87). 

结论: Survivin和Ki-67在胰腺癌组织中过表达, 并且与
胰腺癌病理特征密切相关. Survivin可能是反应胰腺癌
预后不良的指标. 

关键词:  Survivin; Ki-67; 胰腺癌
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0  引言

Survivin是凋亡抑制蛋白(IAP)家族的最小成员[1]. 可
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通过与微管蛋白结合, 以及抑制细胞色素C自线粒体

的释放, 干扰凋亡效应蛋白caspase-9的激活或直接与

caspase-3及caspase-7结合而使凋亡级联终止, 从而抑

制细胞凋亡; 还可能促进血管内皮生长因子的表达, 与
肿瘤的发生及肿瘤的某些恶性表型有关[2]. Ki-67基因

表达Ki-67核蛋白, 存在于增殖细胞的各期之中, 常用

来标记正常或肿瘤细胞群的增殖细胞. Ki-67所代表的

增殖指数与某些肿瘤的病程和预后密切相关.  Survivin
和Ki-67与胰腺癌的临床特征及生物学行为的关系研

究较少, 我们的研究如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 胰腺癌石蜡切片86例, 男38例, 女48例, 中位

年龄54.6岁, 包括导管细胞癌64例, 胰岛细胞癌8例, 胰
岛细胞瘤14例, 另有癌旁或瘤旁组织78例. 胰腺导管细

胞癌组高分化25例, 中分化17例, 低分化22例; 肿瘤位

于胰头部41例, 胰体尾部23例; 淋巴结转移33例, 无淋

巴结转移31例. 术前均未行放疗、化疗及免疫治疗等. 
抗人Survivin多抗购自Santa-Cruze公司; 抗人Ki-67多
抗购自长岛公司; HRP标记通用型二抗、DAB显色液

为长岛公司产品; 枸橼酸盐缓冲液、PBS缓冲液为迈

新公司产品.   
1.2 方法 Survivin与Ki-67的免疫组化采用S-P一步法. 
石蜡包埋切片厚度4 μm, 常规脱蜡, 梯度酒精水化, 枸
橼酸盐缓冲液微波加热修复抗原, 封闭, 一抗4℃孵育

过夜, PBS洗涤, 二抗常温作用1 h, PBS洗涤, DAB显色

液作用5 min后切片浸于自来水中终止反应, 苏木素复

染细胞核, 中性树胶封片. Survivin一抗的工作浓度为

1∶200; Ki-67在胰岛细胞瘤和胰岛细胞癌的工作浓度

为1∶5, 在导管细胞癌的工作浓度为1∶25. 阳性表达

程度通过计数高倍视野下1 000个特定细胞的染色结

果判定, 分析Survivin、Ki-67两种蛋白在64例胰腺癌组

织中表达的相关性, 由SAS统计软件进行相关性分析. 

2  结果

2.1 Survivin的表达 Survivin蛋白在癌旁及瘤旁组织无

表达, 在胰岛细胞瘤、胰岛细胞癌和胰腺导管细胞癌

的细胞质中表达, 表达率分别为5.2%, 12.7%, 87.9%(表
1). 胰腺导管细胞癌Survivin的表达率显著高于胰岛

细胞癌和胰岛细胞瘤(P <0.01). 胰岛细胞癌和胰腺导

管细胞癌中Survivin的表达率显著高于胰岛细胞瘤, 
(P <0.05, 图1).
2.2 Ki-67的表达  Ki-67阳性染色在细胞核部位. Ki-67
在癌旁组织中无表达, 在胰岛细胞瘤中几乎不表达, 在
胰岛细胞癌中的表达水平也较低, 为4.6%. Ki-67在胰

腺导管细胞癌中的表达率为94.4%, 明显高于胰岛细胞

癌(P <0.01, 表1, 图1). Ki-67的表达与Survivin的表达在

胰腺导管细胞癌中呈正相关(r = 0.87). 
2.3 Survivin、Ki-67与胰腺癌临床病理特征的关系  
Survivin与Ki-67蛋白的表达与年龄、性别及癌组织的

部位无关, (P >0.05). Survivin的表达与胰腺癌的分化程

度呈相反的关系: 胰腺癌分化程度越高, Survivin的表

达水平越低, 低分化组明显高于中分化组和高分化组

(P <0.05, 表1), 而中分化组与高分化组之间比较无差

异. 胰岛细胞癌的Survivin表达水平高于胰岛细胞瘤. 
Ki-67在胰腺癌的表达也与分化程度有关: 分化程度越

高则表达水平越低, 3组之间比较均有差异(P <0.05). 分
化程度良好的胰岛细胞瘤不表达Ki-67, 分化程度和恶

性程度介于胰腺癌和胰岛细胞瘤的胰岛细胞癌呈现

Ki-67低表达. Survivin在有淋巴结转移的胰腺导管细胞

癌组织中表达高于无淋巴结转移者(P <0.05); 而Ki-67
则无此特征. 

3  讨论

胰腺癌的发病率近年来有逐年增加的趋势. 凋亡的调

节基因有bcl-2、P53和c-myc等, 而Survivin基因具有很

强的抑制凋亡的作用, 因此在肿瘤的发生发展中具有

重要意义[3-7]. Survivin作用于凋亡的最后一个步骤, 他
与激活的caspase-3和caspase-7结合, 阻断细胞的凋亡

过程. 同时, Survivin还有调节细胞分裂和血管保护的

作用. Satoh et al [8]用免疫组化、RT-PCR等方法对胰腺

癌细胞4株, 正常胰腺组织5例, 慢性胰腺炎12例, 胰腺

癌组织26例, 导管内乳头状黏液瘤(IPMT)13例的16个
病灶进行Survivin与胰腺癌关系的研究, 结果胰腺癌阳

性率为76.9%, 非癌组织为阴性, IPTM为56.3%, 而且与

凋亡指数(AI)呈负相关. 作者认为Survivin在胰腺癌发

生的早期阶段即可能通过抑制癌细胞的凋亡而在肿瘤

的发生和发展中起重要作用. Sarela et al [9]研究发现52
例胰腺癌中Survivin的阳性表达率为88%, P53为54%, 
bcl-2为12%, Survivin的表达与增殖和凋亡指数均有

表 1  胰腺导管细胞癌组织Survivin和Ki-67蛋白的表达 (%)

指标	                       n 	                  Survivin                     Ki-67

年龄        ≥55	     35                            83.6                         92.3

               ＜55	     29	                     89.4		     95.7

性别            男	     30	                     86.1		     91.8

                   女	     34	                     88.5	                    96.6

分化程度     高	     25	                     63.6	                    70.8

                   中	     17	                     71.2a	                    89.7a

                   低	     22	                     94.3	                    98.5

部位        胰头	     41	                     88.2	                    94.3

            体尾部	     23	                     86.1	                    92.5

淋巴结转移 有	     33	                     93.1a	                    97.9

                   无	     31	                     78.6	                    94.3

aP<0.05.
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关. 我们的结果表明, 胰腺导管细胞癌组织中Survivin
蛋白表达阳性率为87.9%, 显著高于胰岛细胞癌和胰岛

细胞瘤组(P <0.01), 而癌旁组织均阴性, 与Satoh et al [8]

和Sarela et al [9]的研究类似. 在胰腺导管癌组中Survivin
表达程度与肿瘤分化程度、淋巴结转移相关(P <0.05), 
即分化程度越低, Survivin表达水平越高, 有淋巴结转

移组高于无淋巴结转移组, 因为分化程度和淋巴结转

移可能与预后相关, 推测Survivin表达水平可能与预后

有关. 国内几组研究[10-13]Survivin蛋白的表达与胰腺癌

临床病理因素的关系结果不一, 但Survivin在胰腺癌中

图  1  胰腺组织Survivin、Ki-67的表达 (SP×200)．A: 癌旁组织Survivin; B: 癌旁组织Ki-67; C: 胰岛细胞瘤组织Survivin; D: 胰岛细胞瘤组织Ki-67; E: 

胰岛细胞癌组织Survivin; F: 胰岛细胞癌组织Ki-67; G: 胰腺导管细胞癌组织Survivin、Ki-67; H: 胰腺导管细胞癌组织Ki-67.

高表达是一致的. 而Survivin表达与COX-2和bcl-2表达

明显相关[11,12], 说明凋亡的途径有多条, 而Survivin调
节凋亡与其他凋亡调节因子有协同作用. Survivin在
胰岛细胞癌和胰岛细胞瘤组呈低表达, 可能反映了癌

变早期细胞增殖旺盛、凋亡受抑制的状态. Ki-67在胰

腺导管细胞癌中的表达率为94.4%, 明显高于胰岛细

胞癌(P <0.01), 而胰岛细胞瘤组织则无表达, 表明Ki-67
提示细胞增殖活跃. Ki-67可能更适于判断“癌或非

癌”, 而Survivin可能更适于了解组织不同的凋亡水

平. Survivin与胰腺癌细胞凋亡的关系有待于进一步的

A B

C D

E F

G H
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研究. Survivin与Ki-67在导管细胞癌中的表达有良好

的相关性, 表明两种蛋白在调控癌细胞的增殖、有丝

分裂等方面可能有某种联系. 然而, Survivin在细胞质

中发挥作用, 而Ki-67作为核蛋白在细胞核发挥作用, 
二者究竟存在怎样的联系, 有待于进一步的深入研究. 
Survivin, Ki-67都与导管细胞癌的分化程度呈负相关, 
即癌细胞的分化程度越高则这两种蛋白的表达程度越

低. Survivin与癌组织分化程度和淋巴结转移相关, 而
Ki-67则无此特点, 表明Survivin可能更能够反映导管细

胞癌的恶性程度以及患者的预后情况. 与Kami et al [14]

的结果一致, Survivin可能是胰腺癌预后的重要指标

之一. 
我们认为Survivin蛋白在胰腺癌中高度表达, 胰

腺癌分化越低、伴有淋巴结转移则Survivin表达越强, 
与Ki-67蛋白表达相一致, 表明Survivin的抗凋亡导致

细胞过度增殖是胰腺癌的重要发病机制, 这也为针对

Survivin作为靶基因的胰腺癌基因治疗提供了一个理

论依据[15,16]. 
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Abstract
AIM: To investigate the influence of TG-interacting 
factor (TGIF) on the retinoid signaling pathway in gastr-
ic cancer cell line SGC-7901 in vitro .

METHODS: Gastric cell line SGC-7901 were stably tra-
nsfected with plasmid PcDNA3.1-TGIF and the highly 
expressing clone of TGIF was selected by Western 
Blot. Then SGC-7901 cells were transiently transfected 
with TGIF oliganuleotides and the transfection efficien-
cy were analyzed by reverse transcription polymerase 
chain reaction (PT-PCR). After treatment with 1 μmol/L 
all trans-retinoic acid (ATRA), the proliferation of the 
cells was detected by MTT, and the apoptosis was 
measured by flow cytometry.

RESULTS: Before treatment with ATRA, the proliferat-
ion and apoptosis of SGC-7901 cells were not significa-
ntly different between PcDNA3.1-TGIF plasmids and 
TGIF oliganuleotides group. After treatment, the growth 
of TGIF transfected cells was more rapid than that of 
the cells transfected with empty vector and the parental 
cells (0.434±0.035 vs  0.360±0.014, 0.386±0.020, P 
<0.05), while the apoptotic rate was just changed from 
1.14% to 1.39%, which was less than that of the two 

latter cells. However, the growth of the cells transfected 
TGIF oliganuleotides was markedly slower than that of 
the cells transfected with mutant oliganuleotides and 
the parental cells (0.320±0.044 vs  0.409±0.041, 0.388±
0.024, P  <0.05), while the apoptotic rate was increased 
from 3.09% to 10.2%, which was greater than that of 
the two latter cells.

CONCLUSION: TGIF can resist the proliferation-
inhibition and apoptosis-induction effect of ATRA in 
SGC-7901 cells, and it may play a role in inhibiting the 
retinoic signaling pathway in the cells.
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摘要
目的: 探讨TG-相互作用因子(TGIF)对胃癌SGC-7901
细胞株中维甲酸信号通路的影响. 

方法: 在TGIF表达质粒稳定转染SGC-7901细胞后, 用
Western blot鉴定高表达TGIF的阳性克隆. 在TGIF反义
寡核苷酸瞬时转染SGC-7901细胞株后, 用RT-PCR检测
转染效率. 再用1 µmol/L ATRA分别处理稳定转染组
或瞬时转染组及其对照组细胞, MTT观察细胞增殖速
度的变化, 流式细胞术观察细胞凋亡率的变化. 

结果: 稳定转染TGIF表达质粒和瞬时转染TGIF反义
寡核苷酸对SGC-7901细胞的增殖和凋亡没有明显影
响. 但在ATRA作用后, TGIF表达质粒转染组细胞的增
殖速度比未转染组和空白质粒转染组细胞快(0.434±
0.035 vs  0.386±0.020, 0.360±0.014, P <0.05), 而细胞
的凋亡率的变化比未转染组和空白质粒转染组细胞
小, 仅由1.14%增加至1.39%. TGIF反义寡核苷酸转染
组细胞的增殖速度比未转染组和突变寡核苷酸转染
组细胞慢(0.320±0.044 vs  0.388±0.024, 0.409±0.041, 
P <0.05), 而细胞凋亡率的变化比后两组大, 由3.09%上
升至10.2%. 

结论: TGIF能拮抗ATRA抑制SGC-7901细胞增殖和诱
导其凋亡的作用, TGIF可能参与了对SGC-7901细胞的
维甲酸信号通路的抑制. 
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0  引言

胃癌是一种严重危害人类生命健康的恶性肿瘤, 目前

对胃癌的发病机制尚不十分清楚. TGIF是一种广泛

表达的核内转录抑制因子, TGIF除参与多种生物的

正常发育外, 还可能与多种肿瘤的发生发展有关[1-3]. 
TGIF参与了对多条细胞信号传导通路的调节, 尤其是

TGF-b信号通路和维甲酸信号通路[4,5]. 研究发现维甲

酸信号通路的异常也与多种肿瘤的发生发展有关[6-10]. 
但TGIF能否通过维甲酸信号通路来影响胃癌的发生发

展尚未见文献报道. 我们选用对全反式维甲酸(ATRA)
敏感的胃癌细胞株SGC-7901[11], 在用TGIF表达质粒

稳定转染或TGIF反义寡核苷酸瞬时转染SGC-7901细
胞后, 用ATRA处理细胞, 观察转染前后和ATRA处理

前后细胞增殖速度和凋亡的变化, 以探讨TGIF对胃癌

SGC-7901细胞株中维甲酸信号通路的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌SGC-7901细胞株购自中科院上海细胞

库. 空白质粒PcDNA3.1和TGIF表达质粒PcDNA3.1-
TGIF由美国国立卫生研究院遗传药理所Mouradian教
授惠赠. 羊源性多克隆抗TGIF抗体购自Santa Cruz公
司. TGIF反义寡核苷酸(TGIF ASDON)和突变寡核苷

酸参照文献[12], 由上海生物工程技术服务有限公司

合成, 均用硫代磷酸化法修饰. TGIF和b-actin扩增引

物(表1)由软件Primer Premier 5.0设计, 由上海生物工

程技术服务有限公司合成. 阳离子脂质体Lipofectin购
自Invitrogen公司, RT-PCR试剂盒购自Promega公司, 
RPMI 1640培养基和超级小牛血清分别购自Invitrogen
公司和杭州四季青公司, ATRA购自Sigma公司.   
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 细胞接种于含100 mL/L小牛血清的

RPMI 1640培养液中, 在50 mL/L CO2、95% 湿度、

37℃培养箱连续培养, 细胞长满瓶底70-80%时传代, 实
验用细胞均处于对数生长期. ATRA用无水乙醇配成

浓度为10 mmol/L的贮存液, -20℃避光保存. 用药组将

ATRA贮存液加入到培养液至终浓度分别为1 mmol/L, 
无水乙醇终浓度低于1 mL/L时对细胞的生长和分化无

影响. ATRA避光操作.
1.2.2 TGIF基因转染和Western Blot检测 参照Life 
Technologies公司的试剂说明书进行, 用脂质体lipofe-
c t in将PcDNA3.1和PcDNA3.1-TGIF质粒分别转染

SGC-7901细胞株, 以未转染细胞作对照. 转染48 h后, 
800 mg/L G418筛选至未转染组细胞大量死亡后, 逐渐

降低G418的含量, 最后以200 mg/L G418维持筛选, 直
至克隆形成. 用细胞裂解液裂解细胞后, 提取细胞总蛋

白, 根据BCA试剂盒说明书测细胞总蛋白浓度, 各取

80 mg总蛋白行SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳, 电转膜及

免疫印迹. 50 g/L脱脂牛奶(PBS配制)封闭1 h, 羊抗人

TGIF一抗(1∶300)4℃过夜, 辣根过氧化物酶标记的兔

抗羊二抗(1∶1 000), 于水平摇床37℃孵育2 h, DAB显色.
1.2.3 TGIF ASDON转染和RT-PCR检测 转染前一

天, 接种SGC-7901细胞至50 mL培养瓶中(5×105个

/瓶)贴壁培养18 h, 无血清培基洗涤细胞两次, 转染按

Lipofectin说明书进行. 实验共分三组, 即TGIF ASDON
转染组、突变寡核苷酸转染组和未转染组. 转染6 h
后, 弃转染液. 无血清培基洗涤细胞二次, 各组细胞换

用正常培养液或含ATRA的培养液继续培养. 按Trizol
说明书提取细胞总蛋白, 琼脂糖凝胶电泳鉴定RNA
的提取质量, 核酸分析仪检测RNA含量, 2 mg总RNA
按逆转录试剂盒说明书合成cDNA第一链. 再取2 mg 
cDNA建立PCR反应体系, 进行PCR扩增. 紫外灯下观

察结果并摄像.
1.2.4 MTT分析

1.2 . 4 . 1  消化对数生长期S G C - 7 9 0 1细胞、质粒

P c D N A3.1和质粒P c D N A3.1-T G I F稳定转染的

SGC-7901细胞并计数, 接种于96孔板中(3×103个/孔). 
加盖, 50 mL/L CO2、95%湿度、37℃培养箱中培养

24 h后, 吸出培基, 换用正常培养液或含ATRA的培养

液200 mL(4孔/组), 继续培养72 h. 分别加5 g/L的MTT 
20 mL于各孔中, 继续培养4 h, 倒尽板中的培养液, 
各孔加150 mL DMSO, 轻轻振荡后于酶标仪上(波长

490 nm)测定各孔的A值.
1.2.4.2 消化对数生长期SGC-7901细胞并计数、接种

于96孔板中(3×103个/孔), 贴壁培养18 h, 无血清培

基洗涤细胞两次, 按Lipofectin说明书分别转染TGIF 
ASDON、TGIF突变寡核苷酸, 并以未转染细胞做对

照. 转染6 h后, 弃转染液, 无血清培基洗涤细胞二次, 
换用正常培养液或含ATRA的培养液200 μL(4孔/组), 
继续培养72 h, 用同上方法测定各孔A值.
1.2.5 流式细胞术

1.2 . 5 . 1  消化对数生长期S G C - 7 9 0 1细胞、质粒
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表 1  TGIF和β-actin的扩增引物序列

引物	                                序列	                               长度 (bp)

TGIF	   上游  5'-GAGAAGGAGAAGGGGCAACCTA-3'	   

	   下游  5' -TGGCAGATCACTGATGGACG-3' 	

β-actin	   上游  5'-CCTTCCTGGGCATGGAATCCT-3'	   

	   下游  5'-GGQAGCAATGATCTTGATCTT-3'          

420

204



P c D N A3.1和质粒P c D N A3.1-T G I F稳定转染的

SGC-7901细胞分别接种于50 mL培养瓶培养24 h后, 
各组细胞换用正常培养液或含ATRA的培养液继续培

养48 h(3瓶/组), 0.02% EDTA和0.25%胰酶消化并收集

细胞, PBS洗涤2次, 750 mL/L乙醇4℃固定, 流式细胞

仪测定各瓶细胞的DNA含量, Cell Quest软件分析细胞

群体的凋亡百分率. 
1.2.5.2 消化对数生长期SGC-7901细胞接种于50 mL
培养瓶培养18 h后, 按1.2.4.2方法处理细胞(3瓶/组), 并
用同上方法分析细胞群体的凋亡百分率. 

统计学处理 数值用mean±SD表示, 采用SPSS 
11.0统计包进行统计分析, 两组间均数比较使用t检验, 
多组间均数比较使用方差分析, 组间均数两两比较使

用LSD(least significant difference)法, 以P＜0.05为差异

有统计学意义.

2  结果

2.1 稳定表达 TGIF蛋白的阳性克隆的鉴定Western blot
的结果显示: PcDNA3.1-TGIF转染组细胞的TGIF蛋白

表达水平明显高于未转染组细胞和PcDNA3.1转染组

细胞(图1), 表明我们已建立了稳定表达TGIF的细胞系, 
并将用其进行实验.
2.2 稳定转染TGIF对的SGC-7901细胞增殖和凋亡的影

响(表2) 在无ATRA作用时, 未转染组、PcDNA3.1转染

组和PcDNA3.1-TGIF转染组细胞的增殖速度无显著性

差异(P >0.05); 经1 mmol/L ATRA作用后, 三组细胞的

增殖速度均下降(P <0.05), 但PcDNA3.1-TGIF转染组

细胞的增殖速度比未转染组和PcDNA3.1转染组细胞

快(P <0.05). 在无ATRA作用时, 未转染组、PcDNA3.1
转染组和PcDNA3.1-TGIF转染组细胞的凋亡率分别

为0.95%、1.29%和1.14%; 经ATRA作用后, 未转染组

和PcDNA3.1转染组细胞的凋亡率分别上升至3.29%
和4.46%, 但PcDNA3.1-TGIF转染组细胞凋亡率仅为

1.39%, PcDNA3.1-TGIF转染组细胞凋亡率的变化小于

未转染组和PcDNA3.1转染组细胞. 稳定转染TGIF表达

质粒能拮抗ATRA抑制SGC-7901细胞增殖和诱导其凋

亡的作用. 
2.3 TGIF ASDON转染对SGC-7901细胞TGIF mRNA的

表达的影响  经RT-PCR分析发现SGC-7901细胞转染

TGIF ASDON 24 h后, TGIF mRNA表达已明显减少, 
低于未转染组和突变寡核苷酸转染组细胞(图2). 
2.4 TGIF ASDON转染对SGC-7901细胞增殖和凋亡的

影响(表3) 在无ATRA作用时, 未转染组、突变寡核苷

酸转染组和TGIF ASDON转染组细胞的增殖速度无显

著性差异(P >0.05); 经1 mmol/L ATRA作用后, 三组细

胞的增殖速度均下降 (P <0.05), 但TGIF ASDON转染组

细胞的增殖速度比未转染组和突变寡核苷酸转染组细

胞慢(P <0.05). 在无ATRA作用时, 未转染组、突变寡核

苷酸转染组和TGIF ASDON转染组细胞的凋亡率分别

为2.29%、3.22%和3.09%; 在ATRA作用后, 三组细胞

的凋亡率均上升, 分别为6.35%, 6.63%和10.2%, TGIF 
ASDON转染组细胞的凋亡率变化比未转染组和突变

寡核苷酸转染组细胞大. 瞬时转染TGIF反义寡核苷酸

能促进ATRA抑制SGC-7901细胞增殖和诱导其凋亡的

作用. 

3  讨论

TGIF基因定位于18p11, 由8162碱基组成, 其cDNA全

长1562碱基, 共有3个外显子, 编码一种由272个氨基

酸残基组成的分子质量约为30 ku的核蛋白, 该基因

编码的蛋白能识别并结合于细胞核DNA启动子中的

一段5'TGTCA3'序列, 故被命名为TG相互作用因子基

因. TGIF与DNA结合的核心核苷酸序列5'TGTCA3'也

aP<0.05 vs  0  μmol/L组; cP＜0.05 vs  未转染组.

表 2  稳定转染TGIF对SGC-7901细胞增殖的影响

	                                  0  μmol/L	                          1  μmol/L

未转染组	                              0.548±0.045	      0.386±0.020a

PcDNA3.1转染组	              0.553±0.048	      0.360±0.014a

PcDNA3.1-TGIF转染组        0.530±0.059	      0.434±0.035ac

aP<0.05 vs  0  μmol/L组; cP＜0.05 vs  未转染组.

表 3  TGIF ASDON转染对SGC-7901细胞增殖影响

	                                0  μmol/L	                           1  μmol/L

未转染组	                             0.609±0.029	      0.388±0.024a

突变寡核苷酸转染组            0.626±0.059	      0.409±0.041a

TGIF ASDON转染组	            0.559±0.014	      0.320±0.044ac

       1                         2                         3

TGIF

丽春红

图  1  Western Blot分析TGIF表达. 1: PcDNA3.1-TGIF转染组; 2PcD-

NA3.1转染组; 3: 未转染组.

图  2  TGIF ASDON转染SGC-7901细胞24  h后RT-PCR分析. 1: TGIF AS-

DON转染组; 2: 突变寡核苷酸转染组; 3: 未转染组.

 TGIF

  b-actin

500 bp

200 bp

      1               2               3            maker
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存在于多种维甲类受体RAR和RXR识别的启动子序

列上, 并与这些RAR和RXR的识别位点比邻或重叠. 研
究证实TGIF的同源结构域能与RXR竞争性结合于含

有RXRE的启动子上, TGIF和RXRa在CRBPⅡ-RXRE
上的结合位点存在部分重叠, 瞬时转染TGIF能抑制

RXRa介导的转录反应, 提示TGIF可能通过与RAR和
/或RXR竞争性结合于靶基因启动子序列来抑制维甲

酸信号通路的作用[5]. 
但我们的实验结果显示稳定转染TGIF表达质粒的

SGC-7901细胞的增殖速度与空白质粒转染组和未转

染组细胞比较没有显著性差异, 三组细胞间的凋亡率

也相差不大, 这表明高表达TGIF对SGC-7901细胞的增

殖和凋亡无明显影响, 不能促进胃癌SGC-7901细胞的

恶性生长, 并与文献报道一致[13]. 转染TGIF ASDON的

SGC-7901细胞的增殖速度与突变寡核苷酸转染组与

未转染组细胞比较没有显著性差异, 三组细胞的凋亡

率也相差不大, 说明反义TGIF不能逆转胃癌SGC-7901
细胞的恶性生长特点, 这进一步证实TGIF对SGC-7901
细胞的增殖和凋亡无明显影响, 因此TGIF可能不影响

胃癌细胞的增殖和凋亡. 但这也有可能是由于体外培

养细胞在缺乏维甲酸类配体的条件下, 维甲酸信号通

路未激活, TGIF无法发挥其抑制维甲酸信号通路的

作用. 
我们的实验结果还显示ATRA能抑制SGC-7901细

胞的增殖和诱导其凋亡. ATRA及其代谢产物9-cRA是

维甲酸信号通路中维甲类受体RAR和RXR的配体, 因
此ATRA能通过维甲酸信号通路抑制SGC-7901细胞的

增殖和诱导其凋亡. 稳定转染PcDNA3.1-TGIF质粒能

一定程度地拮抗ATRA抑制细胞增殖和诱导细胞凋亡

的作用. 我们通过反义寡核苷酸转染实验还发现, TGIF 
ASDON能下调TGIF的表达, 促进ATRA抑制细胞增殖

和诱导细胞凋亡的作用, 提高SGC-7901细胞对ATRA
作用的敏感性, 这从相反的角度进一步证实TGIF能拮

抗ATRA抑制细胞增殖和诱导细胞凋亡的作用. TGIF
可能通过与RAR和/或RXR竞争性结合于启动子上的

RARE和/或RXRE位点, 抑制SGC-7901细胞的维甲酸

信号通路. 
有文献报道在膀胱移行细胞癌中存在TGIF基因所

在位点18p11的扩增[1], 在多株食管癌细胞系中有TGIF
基因的扩增[2]. 体液中存在生理浓度的维甲酸, 他在生

长、分化、发育、代谢、器官形成等生命过程中起

重要作用, TGIF能阻断维甲酸信号通路, 因此TGIF有

可能通过抑制维甲酸信号通路, 促进肿瘤的发生发展. 
TGIF也有可能通过抑制维甲酸信号通路拮抗维甲酸

类药物的抑增殖和促凋亡作用, 因此TGIF基因的扩增

和高表达可能是肿瘤细胞对维甲酸类药物产生耐药性

的原因之一. 而耐药性的产生是维甲酸类药物治疗肿

瘤失败的重要原因, 严重影响病人的预后. 因此研究

TGIF在维甲酸信号通路中的作用将有助于进一步了

解肿瘤细胞对维甲酸类药物产生耐药性的原因. 
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Abstract
AIM: To study the morphological changes and the 
regulation of nitric oxide (NO), Fasand Bcl-2 on hepatocyte 
apoptosis in mouse model of experimental fulminant 
hepatic failure (FHF).

METHODS: Mouse model of experimental FHF was 
established by combination of lipopolysaccharide (LPS) 
and D-galactosamin (D-GalN). The expression of Fas 
and Bcl-2 in the liver tissues was tested by immunohis-
tochemistry. The level of serum NO and iNOS mRNA 
expression in liver were tested by nitrate reductase 
method and reverse transcription polymerase chain 
reaction (RT-PCR), respectively. The hepatocyte apop-
tosis was examined by TUNEL method. In addition, the 
changes of the above items were observed after pre-
treatment with L-NMMA, an inhibitor of iNOS.

RESULTS: The level of serum NO and expression of 
iNOS mRNA in the liver tissues were increased at 2 h 
in model group, reaching the peak at 4 h. There was a 
little Fas expression at 2 h in model group. The expres-
sion of Fas was increased significantly at 8 and 12 h, 

which was distinctly higher than that at 2 h (100% vs 
20%, P  < 0.01) and 4 h (100% vs  40%, P  < 0.05). The 
expression of Bcl-2 started to increase at 2 h, reaching 
the peak at 4 h, which was markedly higher than that at 
2 h (90% vs  60%, P  < 0.05). The expression of Bcl-2 at 
4 h was also significantly higher than that at 8 or 12 h 
(90% vs  20%, both P  < 0.01). Typical features of hepa-
tocyte apoptosis were observed at 8 h. The level of se-
rum NO and liver iNOS mRNA expression were normal 
and the Fas, Bcl-2 expression did not change notably 
after L-NMMA administration in comparison with those 
in model group (P  > 0.05). Typical hepatocyte apopto-
sis was also observed at 8 h after L-NMMA administra-
tion, and the pathological changes of the liver tissues 
were more severe.

CONCLUSION: Both expression of Fas and Bcl-2 are 
increased in FHF. Fas expression is consistent with 
hepatocyte apoptosis, while Bcl-2 expression is nega-
tively correlated with hepatocyte apoptosis. Single 
administration of iNOS inhibitor can not protect hepato-
cytes against apoptosis and injury.

Key Words: Nitric oxide; Fas; Bcl-2; Fulminant hepatic 
failure
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摘要
目的: 研究在实验性暴发性肝衰竭(fulminant hepatic 
failure, FHF)中肝细胞凋亡的形态学变化以及一氧化
氮(nitric oxide, NO)、Fas和Bcl-2对肝细胞凋亡的调控
作用.

方法: 脂多糖(LPS)和D-氨基半乳糖(D-GalN)联合应用
制备FHF小鼠模型; 采用免疫组化方法检测肝组织Fas
及Bcl-2表达, 分别采用硝酸还原酶法和RT-PCR法检测
血清NO水平及肝组织iNOS mRNA表达; TUNEL法检
测肝细胞凋亡; 在用药后动态观察Fas及Bcl-2表达、血
清NO水平及肝组织iNOS mRNA表达及肝细胞凋亡的
变化, 并对模型鼠给予iNOS的抑制剂L-NMMA, 动态
观察上述指标的变化.



结果: 在FHF模型小鼠中, 用药后2 h开始血清NO水平
及iNOS mRNA的表达即升高, 于4 h达高峰; 用药后2 h 
开始Fas有少量表达, 至8 h和12 h表达均明显增多, 与
2 h组比较差异显著(100% vs  20%, P <0.01), 与4 h组比
较差异也比较显著(100% vs  40%, P <0.05). 模型组2 h 
Bcl-2有较多表达, 4 h表达最多, 4 h与2 h比较差异显著
(90% vs  60%, P <0.05), 与8, 12h比较差异非常显著(90% 
vs  20%, 均P <0.01 ). 8 h可出现典型的肝细胞凋亡表现. 
与模型组各时间点比较, 给予iNOS的抑制剂L-NMMA
后血清NO水平及iNOS mRNA的表达均为正常水平, 
Fas及Bcl-2表达均无显著差异(P >0.05), 阻断后8 h亦可
见典型的肝细胞凋亡表现, 阻断NO可使病变较模型组
更为严重.

结论: 在FHF中, Fas及Bcl-2的表达均增加, Fas的表达
与肝细胞凋亡相一致, 而Bcl-2的表达与肝细胞凋亡呈
负相关. 单纯应用NO拮抗剂对肝细胞凋亡及肝损伤无
保护作用.

关键词: 一氧化氮; Fas抗原; Bcl-2; 暴发性肝衰竭
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0  引言

细胞凋亡有赖于各种因素的调控, 如Fas系统、Bcl-2家
族、一氧化氮(NO)等[1-8], 而暴发性肝衰竭(FHF)又与

肝细胞凋亡的发生密切相关[9-13], 故研究以上各因素在

FHF时对肝细胞凋亡的作用十分必要, 这将有助于进

一步了解FHF时肝细胞凋亡的途径, 并对各因素的作

用及影响因素进行探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 N O试剂盒购自南京建成生物公司, i N O S 
m R N A引物购自北京奥科生物公司 ,  c D N A合成

试剂盒购自宝生物工程有限公司 (Ta K a R a产品 ) , 
L P S购自S i g m a公司 ,  D-G a l N购自重庆医科大学 , 
L-NMMA(Cayman公司产品)购自深圳晶美生物公司, 
TUNEL试剂盒、Bcl-2免疫组化试剂盒及Fas免疫组

化试剂盒均购自武汉博士德生物公司, ♂昆明小鼠(中
国医科大学附属二院动物实验室提供)100只, 清洁级, 
体质量20-25 g, 随机分成12组, 取4组(每组10只)给予

LPS 10 μg/kg皮内注射, D-GalN 800mg/kg ip (模型组), 
另取4组(每组10只)除注射LPS和D-GalN外, 同时ip NO
合酶抑制剂L-NMMA 7 mg/鼠(抗NO组), 余4组动物

(每组5只)注射同样体积的生理盐水(正常对照组), 对
上述小鼠分别于注药后2, 4, 8, 12 h处死, 每个时间点

为1组动物, 留取血清及肝脏标本, 将血清于-20℃冻存

待检, 肝组织一部分于40 g/L中性甲醛固定, 一部分于

-80℃冻存待检. 注射LPS+D-GalN后 2, 4, 8, 12 h分别

编号为T2, T4, T8, T12组, 注射生理盐水后2, 4, 8, 12 h
分别编号为N2, N4, N8, N12组, 注射LPS+D-GalN+L-
NMMA后2, 4, 8, 12 h分别编号为L2, L4, L8, L12组.
1.2 方法 NO水平采用硝酸还原酶法检测(试剂盒购

自南京建成生物公司), 按试剂盒说明书进行, 于酶

标仪550 n m处测定各管吸光度值 ,  计算公式如下: 
NO(μmol/L)=(样品管吸光度－空白管吸光度)/(标准

管吸光度－空白管吸光度)×100 μ m o l/L标准品浓

度×样品测试前稀释倍数. iNOS mRNA的相对含量

的检测采用异硫氰酸胍-酚-氯仿方法, 提取肝组织内

RNA, 采用TNF-α-2(antisense primer, 序列见后), 在
30-65℃, 35 min条件下逆转录合成TNF-α mRNA 
cDNA后进行PCR反应, 引物序列如下: iNOS-1 5＇
-TCGGTGCAGTCTTTTCCTATGG-3＇; iNOS-2 5＇
-TATTAGAGCGGCGGCATGGT-3＇(产物长404 bp), 
同时设内参照(产物长592 bp), 引物序列: β-actin-1 5＇
-TGTATGCCTCTGGTCGTACCAC-3＇;β-actin-2 5＇
-ACAGAGTACTTGCGCTCAGGAG-3＇. PCR反应

条件: 94℃变性3 min, 然后94℃ 30 s, 58℃ 1 min, 
72℃ 1 min进行30个循环, 72℃延伸5 min. 将PCR产
物在20 g/L琼脂糖凝胶上电泳, 用Kodak 1D型凝胶成

像分析系统分析检测各扩增带的产物含量, 用下列公

式表示: iNOS mRNA的相对含量=iNOS mRNA密度

/β-actin密度×100. Bcl-2免疫组化染色: 实验步骤按试

剂盒说明书进行, 染色后细胞浆呈棕褐色染色的为阳

性细胞, 细胞浆无棕褐色染色的为阴性细胞. Fas免疫

组化染色: 实验步骤按试剂盒说明书进行, 染色后细胞

浆呈棕褐色染色的为阳性细胞, 细胞浆无棕褐色染色

的为阴性细胞. 缺口原位末端标记技术(TUNEL)按试

剂盒说明书进行检测, 对石蜡包埋的肝组织切片进行

缺口原位末端标记后DAB显色, 染色后细胞核呈棕褐

色染色的为阳性细胞, 细胞核无棕褐色染色的为阴性

细胞. TUNEL、Bcl-2免疫组化染色及Fas免疫组化染

色阳性细胞计数分三级: 低倍(10×)镜1 cm 2视野阳

性细胞数小于1/3为(+), 1/3-2/3为(++), 大于2/3为(+++). 
肝组织石蜡切片用HE染色于光镜下观察肝组织学变化. 
     统计学处理 采用mean±SD表示血清NO水平及

iNOS mRNA相对含量, 使用SAS软件包作方差分析, 并
进行两两比较, 采用c2检验进行Bcl-2免疫组化染色及

Fas免疫组化染色阳性表达率及TUNEL法检测肝细胞

凋亡的比较.

2  结果

模型组2 h组肝组织基本上无异常所见, 4 h组可见肝

细胞细胞质疏松化, 呈气球样变, 并可见散在的嗜酸变
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比较差异无显著性(表2).
2.3 肝组织中Fas和Bcl-2的表达 各时间点的对照组无

Fas表达, 模型组2 h Fas有少量表达, 4 h表达较多, 8 h
和12 h时表达均很多, 8 h和12 h比较无显著差异, 与
2 h比较P<0.01, 与4 h比较P<0.05. 抗NO组并未出现Fas
表达的明显变化, 与模型组各时间点比较P >0.05(图1). 
各时间点的对照组无Bcl-2表达, 模型组2 h Bcl-2有较

多表达, 4 h表达最多, 8 h明显减少, 12 h则很少表达, 
4 h与2 h比较, P <0.05, 与8, 12 h比较P <0.01. 抗NO组

并未出现Bcl-2表达的明显变化, 与模型组各时间点比

较P >0.05(图2).

3  讨论

肝细胞的凋亡主要通过Fas/FasL途径介导所致[1,3,4,14-20]. 
在病毒性肝病中, 肝细胞的死亡主要通过Fas抗原介

导[1,21-25], 在重型肝炎、慢性肝病患者的肝细胞表面

均有Fas抗原的表达[1,21-25]. 对暴发性肝衰竭模型小鼠

ip Fas受体的抗体可加重肝细胞凋亡和肝功能衰竭. 本
结果表明, 在LPS+GalN用药后Fas表达增加, 且其表达

水平的变化与肝细胞凋亡的检测结果相一致, 提示在

此种FHF模型中肝细胞凋亡的发生与Fas的表达增加

有关. Bcl-2为重要的抗凋亡因子, 定位于线粒体膜的

性, 8 h组可见点片状肝细胞坏死, 其中有较多的嗜酸

变性和坏死, 12 h组则见肝细胞呈大片坏死, 核碎裂或

溶解. 给予L-NMMA后肝组织HE染色结果表明, 8 h组
可见较多的点片状肝细胞坏死, 嗜酸变性和坏死明显, 
12 h组则见肝细胞坏死较模型组更为严重.
2.1 血清NO水平及肝组织iNOS mRNA表达的变化 NO
在模型组2 h即升高, 4 h达高峰, 以后逐渐下降. 在
模型组iNOS mRNA的表达于2 h即升高, 4, 8 h达高

峰, 12 h基本降至正常, 与对照组2, 4, 8 h相比差异显

著(P <0.01). 模型组2, 4, 8 h iNOS mRNA的表达均较

12 h显著增高(P <0.01). 抗NO组各时间点NO水平及

iNOS mRNA的表达均为正常水平, 与模型组相比, 抗
NO组各时间点ALT, TBil水平无显著差异, 但较模型组

有所升高(表1).

表 1   鼠血清NO水平及肝组织iNOS mRNA表达的变化 (mean±SD)

分组                           NO (μmol/L)                               iNOS mRNA

                                                                                        相对含量

T2

T4

T8

T12

L2

L4

L8

L12

N2

N4

N8

N12

136.20 ± 34.15b

256.35 ± 80.21b

183.44 ± 31.82b

  73.24 ± 7.16a

  26.13 ± 7.32

  20.65 ± 5.47

  24.30 ± 9.26

  20.46 ± 5.87

  17.56 ± 6.12

  17.39 ± 5.91

  16.78 ± 5.27

  17.45 ± 6.42

0.68 ± 0.56ba

0.88 ± 0.10ba

0.83 ± 0.08ba

0.38 ± 0.09

0.29 ± 0.10

0.29 ± 0.09

0.29 ± 0.10

0.29 ± 0.10

0.29 ± 0.08

0.28 ± 0.09

0.30 ± 0.10

0.29 ± 0.10

a P<0.05, b P<0.01 vs 对照组.

2.2 肝细胞凋亡的检测结果 肝组织TUNEL检测结果显

示, 模型组在用药后2 h, 肝组织可出现少量阳性细胞, 
4 h阳性细胞有所增加, 8 h阳性细胞明显增加, 12 h亦
存在凋亡细胞, 且肝组织出现明显的坏死表现. 经阻断

NO后, 各时间点阳性细胞变化与模型组相一致, 二者

表 2 鼠肝组织TUNEL检测结果  %(n )

分组                   +++                  ++                 +                         -  
T2

T4

T8

T12

L2

L4

L8

L12

N2

N4

N8

N12

  0 

20 (2)
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40 (4)

  0 

20 (2)

80 (8)

40 (4)

  0

  0

  0

  0

30 (3) 

30 (3)

20 (2)

40 (4)

40 (4)

30 (3)

20 (2)

40 (4)

  0

  0

  0

  0

40 (4)

40 (4)

  0

20 (2)

30 (3)

40 (4)

  0

20 (2)

20 (2)

  0

  0

20 (1)

  30 (3)b

  20 (2)b

    0 b

    0ba

  30 (3)b

  20 (2)b

    0b

    0ba

  80 (4)

100 (5)

100 (5)

  80 (4)

aP<0.05, bP<0.01vs  对照组.

图 1  鼠肝组织Fas检测结果
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Bcl-2蛋白可通过调节线粒体功能而制约着凋亡的发

生. 以往的研究认为, Bcl-2可通过抑制内膜Ca2+的释

放、抗氧化、阻止胞内细胞色素C 的释放、抑制白细

胞介素-1β转化酶的自身催化等机制而抑制凋亡. 近年

来的研究显示肝细胞是否发生凋亡受Bcl-2家族的调

控[5,6,26-28]. 将Bcl-2转基因表达于重型肝炎模型小鼠的

肝细胞, 可保护小鼠肝脏功能. 在肝缺血-再灌注损伤

后进行肝移植术的大鼠中Bcl-2表达增加可提高存活率 
[27]. Bcl-2的上调可减轻肝细胞的纤维化程度[28]. 本结果

表明, 在LPS+GalN用药后Bcl-2表达增加, 但随着肝细

胞凋亡的增加, Bcl-2的表达反而下降, 提示Bcl-2的表

达与肝细胞凋亡呈负相关.
在炎症环境下NO及其反应产物在生理和病理方

面起着关键的作用, 在不同的情况下NO对肝细胞可能

起着保护和损伤的双重作用[2,8,11,29,30]. 研究表明, LPS
诱导的NO在体内发挥细胞保护作用, 而在体外却表

现为细胞毒性[11]. 目前关于NO对肝细胞作用的报道仍

有争议. 一些研究者认为NO促进肝细胞凋亡[12,13,31,32], 
可启动Fas凋亡途径, 抑制NO的过量产生可上调Bcl-2 
mRNA的表达, 从而起到抑制肝细胞凋亡的作用[31]. 
LPS 通过刺激NO大量产生而诱导肝细胞凋亡[32]. 给予

NOS抑制剂可减轻损伤[12]. iNOS的强烈上调可能有助

于FHF时的炎症过程[13]. 但也有相反的报道, 认为NO
对肝细胞凋亡起抑制作用[2,7,10, 33-36]. 近年来的研究表

明, 在部分肝切除术后NO的持续存在发挥着促进肝脏

再生和有效地保护肝脏免于发生细胞凋亡的作用 [2]. 
NO可减少肝缺血-再灌注损伤后肝酶的释放, 抑制肝

细胞的凋亡, 改善肝缺血-再灌注损伤[33]. 给予NO供体

可减轻由APAP引起的凋亡并阻断caspase活性[10].NO可

保护肝细胞免于acetaminophen引起的损伤, 减轻肝脏

毒性[35]. 本结果表明, 在由LPS+D-GalN造成的FHF动
物模型中血清NO水平及肝组织iNOS mRNA表达均显

著增加. 应用iNOS的抑制剂L-NMMA后, Fas、Bcl-2的
表达无明显变化, 拮抗NO作用不能阻断肝细胞凋亡和

肝脏组织学变化, 提示在本实验条件下, 外源性地给予

iNOS的抑制剂不能抑制肝细胞凋亡的发生, 单纯应用

NO拮抗剂对肝细胞凋亡及肝损伤无保护作用. 
总之, 从细胞凋亡的角度研究FHF发病机制有很

重要的意义, 同时, 对其调控机制的研究可能会对临床

治疗提供依据, 此方面的研究还待进一步深入.
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Abstract
AIM: To introduce a method for culturing nanobacteria 
from human gallbladder bile. 

METHODS: The bile samples were collected from 30 
patients with gallbladder-stone. After pretreatment with 
dilution-centrifuge-filtration (DCF) and filtration method, 
respectively, those samples were cultured under the ro-
utine cell culture condition for nanobacteria. The morp-
hological features of the obtained nanobacteria were 
observed under light and electron microscope. Indirect 
immunofluorescence staining was used to identify the 
nanobacteria.

RESULTS: Of the 30 bile samples, the positive rate of 
nanobacteria was 40% when the samples were pre-
treated by DCF method, and the positive rate was 
57% when they were pretreated by filtration method. 
There was no significant difference between those two 
methods (χ2 = 1.669, P  >0.05). Brown movement of 
the tiny nanobacteria was observed at 2 wk. At 4 wk, 
nanobacteria started to attach on the bottom of the cul-

ture bottles. Specific combination of the obtained nan-
obacteria with 8D10 antibodies was observed. The 
nanobacteria were ball- or stick-like with a length of 
80-350 nm under electron microscope.

CONCLUSION: The infection of nanobacteria exists in 
the bile of gallbladder-stone patients. Filtration is a si-
mple and effective method for the preparation of the 
gallbladder bile.

Key Words: Gall bladder-stone; Nanobacteria; Cell 

culture; Electron microscopy; Indirect immunofluores-

cence staining

Wang LM, Shen WL, Zhang SL, Cao LY, Wang BQ. Culture of 
nanobacteria from human gallbladder bile. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2005;13(22):2663-2666

摘要
目的: 介绍从胆汁中培养纳米细菌的方法. 

方法: 无菌抽取30例胆囊结石患者的胆汁经“稀释-离
心-过滤”或“过滤法”预处理后, 在常规细胞培养条
件下进行纳米细菌培养. 光镜下观察细菌形态. 采用间
接免疫荧光染色对培养所得细菌进行鉴定, 并在电镜
下观察. 

结果: 30例胆汁样本, 经过“稀释-离心-过滤”预处理
后, 纳米细菌培养的阳性率为40%, 经“过滤法”预处
理后, 纳米细菌培养的阳性率为57%, 两种方法预处理
后, 胆汁纳米细菌培养阳性率无统计学差异(χ2 = 1.669, 
P >0.05). 培养2 wk时, 显微镜下可见做布朗运动的微小
的颗粒状纳米细菌. 4 wk时, 可见纳米细菌开始贴附于
培养瓶底部形成细菌被膜. 培养所得纳米细菌与8D10
抗体产生特异性结合, 电镜下观察呈球形或短棒状颗
粒, 大小约为80-350 nm. 

结论: 在胆囊结石患者的胆汁中存在纳米细菌感染, 
“过滤法”是一种简单有效的预处理胆汁的方法. 

关键词: 胆囊结石; 纳米细菌; 细胞培养; 电子显微镜; 间接免

疫荧光染色

王利民, 沈文律, 张士莲, 曹立赢, 王宝强. 胆汁纳米细菌的培养. 世界华人消

化杂志  2005;13(22):2663-2666

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2663.asp

World Chin J Digestol  2005 November 28;13(22):2663-2666
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2005年版权归世界胃肠病学杂志社



0  引言

芬兰科学家Kajander et al [1]进行哺乳动物细胞培养时, 
发现细胞内存在一种原核微生物, 能通过100 nm的滤

菌器, 遂将此种微生物命名为纳米细菌(nanobacteria, 
Nb). 研究发现, 在人卵巢癌组织[2]、肾囊肿的囊液[3]、

钙化的主动脉瓣膜和心脏瓣膜[4-6]以及胆囊结石患者的

胆汁和胆囊壁中都发现了纳米细菌[7]. 已经证实, 纳米

细菌可以作为结石形成的核心引起肾结石的形成[8,9]. 
本课题组已经成功地制作出纳米细菌感染所引起的胆

囊黑色结石的动物模型, 研究过程中发现胆汁中纳米

细菌的培养是研究的关键之一, 在此简介有关方法与

体会.  

1  材料和方法

1.1 材料 电视腹腔镜:  W O L F, 德国;  倒置相差显

微镜: COIC-XSI-D型, 中国; 冷冻离心机: Het t ich 
UNIVERSAL 16R型, 德国; 二氧化碳培养箱: Forma 
Scientific-3164型, 美国; 超净工作台: SZX-ZPA型, 
中国;  细胞培养瓶:  北京中山生物试剂公司 ,  中国; 
25 mm针头式滤器(0.1 µm, 0.22 µm, 0.45 µm孔径): 
MILLEX-GP, 爱尔兰; 高糖DMEM培养基(pH 7.4, 含L-
谷安酰胺): GIBCO, 美国; 胎牛血清(γ-FBS): Sigma, 美
国; Mouse anti-nanobacteria mAb 8D10: Nanobac Oy, 芬
兰; Rabbit anti-mouse IgG-FITC: Sigma, 美国.  
1.2 方法

1.2.1 病例选择以及胆汁标本收集 选择手术前无急性

胆囊炎发作病史, 本次住院未进行抗菌治疗, 并且拟接

受腹腔镜胆囊切除的胆囊结石患者30例, 男性12例, 女
性18例, 年龄30-69岁, 平均47岁. 手术前争得患者同意

留取胆汁标本. 术中由腹腔中完整取出胆囊后, 立即用

无菌注射器穿刺胆囊, 无菌操作抽取胆汁5 mL. 
1.2.2 胆汁的预处理 方法一: 取胆汁1 mL, 生理盐水稀

释5倍, 经0.45 µm一次性正压滤器过滤, 12 000 g离心

45 min, 小心吸除上清液4 mL, 生理盐水稀释5倍, 经
0.22 µm一次性正压滤器过滤, 12 000 g离心45 min, 
小心吸除上清液4 mL, 剩余胆汁震荡混匀, 取0.5 mL
滤液进行纳米细菌培养. 方法二: 取胆汁1 mL, 生理盐

水稀释5倍, 通过一次性输液器滤膜过滤两次后, 依次

经0.45 µm和0.22 µm一次性正压滤器过滤, 取0.1 mL
滤液进行纳米细菌培养. 
1.2.3 纳米细菌培养 上述胆汁滤液分别加入含100 mL/
L γ-FBS的细胞培养基中(DMEM), 在37℃、50 mL/L 
CO2条件下培养. 以生理盐水代替胆汁, 重复上述操作

作为阴性对照. 每周在倒置相差显微镜下观察并记录

一次纳米细菌的生长情况. 
1.2.4 纳米细菌鉴定 间接免疫荧光染色在纳米细菌

滴片上进行 .  首先用含100 m L/L F B S(经培养证实

不含纳米细菌)的PBS封闭20 min, 一抗(100 mg/L, 
mouse monoclonal antibody against nanobacteria 8D10, 
Nanobac Oy)室温孵育60 min, PBS洗涤5 min×4次, 二
抗(1∶40 dilution, Rabbit anti-mouse IgG FITC, Sigma-
Aldrich)室温孵育45 min, PBS洗涤5 min×4次, 双蒸

水洗涤1 min, 500 mL/L甘油封片, 置荧光显微镜下观

察. 以PBS代替8D10抗体作阴性对照. 
吸取含纳米细菌的培养液, 12 000 g离心20 min, 

弃上清, PBS洗涤沉淀, 25 mL/L戊二醛4℃固定24 h, 
双蒸水洗涤5 min×3次, 12 000 g离心后加入0.5 mL
双蒸水制成混悬液. 用同样方法制成羟基磷灰石的混

悬液, 作为实验对照. 进行负染色时, 将附有碳支持膜

的200目铜网浮于上述悬液的液滴上5 min, 用滤纸小

心吸除液体, 再置于10 mL/L磷钨酸悬液的液滴上90 s, 
用滤纸小心吸除液体、晾干, 在JEM 2010透射电镜下

观察, 工作电压80 kV. 

2  结果

30份胆汁标本在细胞培养的条件下, 部分标本可以培

养出纳米细菌, 而阴性对照培养液中无纳米细菌生长. 
胆汁样本在37℃和50mL/L CO2存在的条件下, 经过

2 wk的培养, 在倒置相差显微镜下可见做布朗运动的

微小的颗粒状纳米细菌. 4 wk时, 可见纳米细菌开始贴

附于培养瓶底部形成细菌被膜(图1), 此时, 肉眼即可看

到在培养瓶的底部附着一层白色颗粒状沉淀. 
经间接免疫荧光染色, 培养所得纳米细菌与8D10

抗体产生特异性结合, 图2中可见发出绿色荧光的纳米

细菌. 在以PBS代替8D10抗体的阴性对照中, 未观察到

绿色荧光. 纳米细菌经负染后于透射电镜下观察, 呈球

形或短棒状颗粒, 大小约为80-350 nm, 聚集成簇状(图
3A), 其表面被覆泥样的细菌被膜(biofilm)(图3B). 

其中, 按方法一处理后的胆汁, 纳米细菌培养的阳

性率为40%(12/30), 而按方法二处理后的胆汁, 纳米细

菌培养的阳性率为57%(17/30)(图4). 两种方法进行比

图 1  倒置相差显微镜下的纳米细菌 (×400). 
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较, 纳米细菌阳性率无显著性差异(χ2 = 1.669, P >0.05).   

3  讨论

纳米生物(nanobe)指直径(横径)在0.10-100 nm的极

微小自由生物, 或直径(横径)在100 n m以下的微生

物. 纳米细菌(nanobacteria, 或nannobacteria)一词作为

图 4  两种方法阳性率比较. 

图 3  纳米细菌电镜负染图像. A: ×10 000; B: ×30 000.

方法一

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0

40%

57%

方法二

图 2  纳米细菌间接免疫荧光染色 (×400). 

A

B

纳米生物的同义词, 现在似乎已成了体积小于正常细

菌的微生物的专用名称. 纳米细菌具有独特的生物学

特性, 难以用传统的微生物理论诠释. 由于他们体形

微小, 难以被常规的细菌学检测方法检出, 而且侵入

生物体内的纳米细菌具有独特的生物矿化作用(b io-
mineralization), 很难被彻底清除, 因此纳米细菌一经发

现, 即在医学界引起了广泛关注, 已成为当前研究的一

个热点问题[10-16]. 
我们选取30位无其他伴发疾病 ,  并且无胆囊炎

症状的单纯胆囊结石患者, 在腹腔镜胆囊切除手术

(laparoscopic cholecystectomy, LC)过程中, 于无菌、

厌氧条件下留取胆囊结石患者的胆囊胆汁, 进行纳

米细菌培养. 结果显示30例胆汁标本在细胞培养条

件下, 经过4 wk的培养, 有17份标本可以观察到大量

100-350 nm的颗粒物聚集在培养瓶底部. 
正常胆汁中存在大量的黏蛋白以及胆砂、胆固醇

结晶等多种有形成分. 这些成分的存在, 为从胆汁中分

离纳米细菌造成了不小的麻烦, 如何从成分复杂的胆

汁中迅速而高效地提取纳米细菌, 成为胆汁纳米细菌

研究中一个技术难点. 在本实验中, 我们采用“稀释-
离心-过滤法”(方法一)和“过滤法”(方法二), 对相同

的30份胆汁样本分别进行纳米细菌的培养. 虽然经方

法二处理后的胆汁, 纳米细菌培养阳性率高于方法一

处理的胆汁阳性率(图4), 但这种差异无统计学意义, 可
以认为两种方法所得结果是一致的. 而方法二的全部

处理过程可以在超净工作台内一次完成, 减少了实验

过程中的污染机率, 并且方法二不需要超速离心机, 使
操作更加简洁, 值得在今后的研究中加以推广和完善. 

纳米细菌体积微小, 可通过0.1 µm的滤菌膜, 但不

能通过0.05 µm的滤菌膜, 并且常规高压蒸汽灭菌法不

能将其灭活, 只有在180℃下烤4 h才可以将其灭活[17]. 
因为我们未能得到0.05 µm的滤菌膜, 故而在实验时我

们用3层0.1 µm的滤菌膜代替, 以便尽可能减少纳米细

菌对试剂的污染, 但这一措施并不能完全避免培养过

程中纳米细菌的污染, 从而造成胆汁纳米细菌感染的

假阳性结果. 为此, 在开始纳米细菌培养之前, 我们对

上述细胞培养基以及在鉴定纳米细菌实验过程中将要

使用的各种试剂(包括PBS、FBS、蒸馏水等), 在细胞

培养条件下进行长达2 mo的培养, 证实无任何颗粒物

生长后才在正式实验中使用; 在实验中所用的玻璃及

金属器械、器皿, 均采用干烤灭菌法灭菌(180℃, 4 h), 
同时在胆汁处理及纳米细菌培养过程中设立阴性对

照, 因此胆汁纳米细菌培养的阳性结果是确实、可靠

的. 
本研究显示, 在胆囊结石患者的胆汁中确实存在

纳米细菌. 由人胆汁中培养出的纳米细菌极其微小, 其
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横径仅50-100 nm, 长径90-350 nm, 在普通光学显微镜

下几乎无法观测, 但在相差显微镜下却可以比较容易

的观测到, 而对其细微结构的观察则只能通过分辨率

更高的电子显微镜才能实现. 
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摘要 

胰性脑病(pancreatic encephalopathy, PE)是重症急性胰腺炎

(severe acute pancreatitis, SAP)病程中的严重并发症, 其发病

机制尚未完全明确, 阐明引起和加剧PE的各种因素对有效

防治PE具有重要意义. 目前认为PE的发病机理与以下几方

面因素有关: 胰酶激活; 细胞因子、氧自由基的过度释放；

血流动力学紊乱导致微循环障碍; ET-1/NO比值失调; 低氧血

症; 细菌感染; 水、电解质紊乱及VitB1缺乏等, 上述因素可

参与PE的发病过程. 我们对PE上述发病机制研究进行阐述.

关键词:  胰性脑病; 重症急性胰腺炎; 发病机制
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)伴有

中枢神经系统症状且在病程早期出现的被认为是胰

性脑病(pancreatic encephalopathy, PE), 在病程后期甚

至恢复期发生的相同症状表现, 且与禁食和输液未

补充维生素B1(vitB1)有关的称韦尼克脑病(wernicke 
encephalopathy, WE), 亦称为迟发性胰性脑病[1-2]. PE目
前尚无特异性检查方法和统一的诊断标准. 通常根据

临床症状及急性胰腺炎(acute pancreatitis，AP)病史诊

断[3]. 主要表现为定向力障碍、烦躁、妄想、幻觉、

意识不清或反应迟钝、表情淡漠、抑郁等神经精神

症状, 病理检查可观察到脑神经细胞发生弥漫性脱髓

鞘病变, 在MRI影像学仅表现为程度不同的白质信号

的异常[4], 以往认为可能与SAP时血液中胰酶作用有

关, 故亦称酶性脑病[5]. 目前SAP的治愈率虽已明显提

高[6], 但临床上SAP并发PE仍占同期患者的18.2%[7], 且
死亡率高达67.0% [1, 7], 因此是SAP常见的致死原因之

一. SAP并发PE时脑组织的病理改变为神经细胞中毒

性水肿, 出血灶、软化灶等[8]. 近来研究发现SAP患者

伴发PE的发病机理有多种, 单一因素都难以全面解

释[9, 10]. 李海民 et al [3]推测脂肪酶与磷脂酶A2 (PLA2)
可引起中枢神经系统结构破坏, 是引起PE的病理基础, 
而其他因素如低钠、低磷、低氧血症、氮质血症、血

糖紊乱以及感染等则可能是发病的诱因.部分脑组织

病变严重的病例可能直接表现出PE[3]. 近年来国内外

学者对PE的报道日见增多[11], 但其发病机制仍然不完

全清楚, 阐明PE的发生机制和各种诱发因素, 仍然是指

导临床有效防治PE的关键. 我们就PE的发病机制相关

研究进展进行综述.

1  胰酶激活

大脑毛细血管内皮细胞间的紧密连接为主的特殊结构

-血脑屏障对脑发挥着屏障保护作用. SAP时大量胰酶

(包括胰蛋白酶、弹力蛋白酶、脂肪酶及PLA2等) 进
入血循环中, 其中PLA2最为重要[12]. 激活后的PLA2能
将脑磷脂和卵磷脂转变成溶血脑磷脂和溶血卵磷脂, 
后者具有高度的细胞毒性, 能溶解细胞膜上磷脂结构, 
水解线粒体, 导致脑细胞代谢障碍、水肿[13-16], 引起通

透性改变而造成脱髓鞘损害[16],  破坏血脑屏障的完整

性. 内毒素中的脂多糖引起血脑屏障的通透性增加, 溶
血卵磷脂可与之存在叠加效应[17-18]. PLA2自身具有强

烈的嗜神经性, 可直接作用于脑细胞的磷脂层, 产生脑

细胞水肿、局灶性出血坏死, 并引起神经纤维严重的

脱髓鞘改变[19, 20]及神经细胞继发细胞代谢障碍, 从而

出现各种神经精神症状. PLA2还可破坏乙酰胆碱囊泡

而抑制其释放, 影响神经肌肉传导, 导致PE的发生[1], 
这是多数学者普遍认可的胰性脑病发病机制[15].

有研究证实SAP大鼠血清淀粉酶、PLA2及脑组织

中PLA2明显高于假手术组, PLA2通过通透性升高的血

脑屏障进入脑组织并引起脑组织的病理改变, 表现为

脑膜血管扩张出血, 脑内微血管充血, 脑膜、脑实质细

胞可见炎性细胞浸润, 细胞间隙增宽. PLA2抑制剂依

地钙酸钠, 可显著降低脑组织中PLA2的水平, 减轻脑

组织的损害[15]. 血脑屏障的通透性增加, 也可导致血液

中致敏的T细胞进入脑实质引起中枢神经系统产生脱

髓鞘病变[19]. 溶血卵磷脂提高胰腺炎大鼠血脑屏障通

透性的机制可能主要与SAP时血脑屏障紧密连接处的

破坏有关, 此与毛细血管内皮细胞间紧密连接的不均

匀分布特点一致. 溶血卵磷脂对胰腺炎大鼠脑损害效



应的病理基础是脱髓鞘病变, 脱髓鞘病变表现为神经

冲动传导发生紊乱[16]. 神经冲动传导的变慢、紊乱、

泛化在一定程度上解释了PE患者产生神经精神症状的

原因[16].
 
2  细胞因子

正常情况下细胞因子在体内的浓度非常低, 受到外界

刺激后其在短期内迅速增加. 细胞因子与脏器细胞受

体结合发挥生物学效应, 同时又可与循环的可溶性受

体结合再次引发细胞因子过度释放. SAP伴发中毒样

症状与细胞因子过度产生引起脏器和功能损害密切相

关[21].研究发现SAP早期细胞因子升高, 继发内毒素血

症后, 细胞因子进一步增高, 产生瀑布效应, 引起脏器

功能损害[22]. 参与的细胞因子主要有TNF-α、IL-6、
IL-8、IL-1β[14, 23-31], PE与细胞因子关系尚未非常清楚,  
可能与TNF-α、IL-1β、IL-6等炎性细胞因子有关, 上
述细胞因子促使血脑屏障通透性增加, 从而破坏血脑

屏障[14, 32]. 研究还证实TNF-α、IL-1β参与和促进了

SAP脑损害的发生和发展[33]. 脑缺氧、缺血可引起神

经元中TNF-α mRNA升高, 脑脊液中TNF-α浓度显著

高于血浆浓度进一步加重脑组织损伤. Farkas et al [14]研

究发现, 血清TNF-α和IL-6水平在PE患者大脑中的不

同区域均显著增高. 国内研究[34]发现TNF-α在PE动物

模型的脑脊液中显著升高, TNF-α介导脑组织损害的

作用机制[35-38]可能与以下几个方面有关: (1)TNF-α可
刺激PLA2的分化, 也可直接激活PLA2; (2)TNF-α可激

活白细胞并导致白细胞积聚, 激活的白细胞可释放增

强毛细血管通透性的炎性介质, 炎性介质又可正反馈

促进TNF-α等细胞因子产生, 从而形成“瀑布”样级

联反应; (3)TNF-α既可直接诱导血管内皮细胞的通透

性增加, 也可间接通过白细胞发挥作用;(4)TNF-α对血

管内皮的黏附分子如ELAM-l和ICAM-l有向上调节作

用, 黏附分子向上调节可促进白细胞的黏附和收缩, 造
成毛细血管渗漏和组织损害; (5)TNF-α介导髓鞘的炎

性损伤, 刺激免疫细胞活化, 造成对髓鞘的破坏, 也可

直接对髓鞘产生毒性破坏作用; (6)刺激血小板活化因

子(PAF)生成, 促使血小板聚集及释放反应, 诱导脑微

血管血栓形成及内皮细胞的破坏. 因而细胞因子在PE
的发生中起着重要的作用. TNF-α抗体能减轻SAP大鼠

的脑损害, 进一步证实TNF-α在PE病情发展中具有重

要作用[23]. 

3  血流动力学紊乱

血流动力学紊乱在P E发病机制中起着重要的作用 . 
SAP时产生的大量坏死组织毒素、各种胰酶入血, 激
活体内激肽、凝血、补体等系统, 严重影响血流动力

学的稳定, 对微循环影响更加明显. 胰腺在缺血、缺氧

情况下可分泌心肌抑制因子[39], 致使心肌泵血功能下

降[40], 加剧了组织器官的灌注不足; SAP引发的血性腹

水时导致大量蛋白质渗入腹腔一方面导致膈肌活动减

弱, 同时血浆胶体渗透压下降引起肺间质水肿, 造成肺

通、换气功能障碍, 加重机体缺氧; 大量液体进入第三

间隙[41], 有效循环容量不足, 严重干扰血流动力学的稳

定, 引起脑组织微循环障碍和缺血、缺氧[32]; 频繁呕吐

及后腹膜及网膜组织的广泛水肿, 亦是加重休克的原

因之一. 以上多因素作用导致脑组织缺血、缺氧、微

循环障碍, 最终形成恶性循环, 引起不可逆性中枢神经

损害及多器官功能衰竭甚至导致死亡[8]. 坏死胰腺组织

得不到充分引流或引流不畅, 导致胰腺及胰周感染并

加重毒素及酶的吸收, 同时前列腺素、组织胺等血管

活性物质的释放, 使脑组织的血灌注量明显减少, 均促

进了PE的发生[42]. 

4  ET-1/NO

内皮素-1(ET-1)是目前体内最强的血管收缩因子[43], 脑
血管持续痉挛造成脑血流严重下降. NO是主要的内皮

细胞依赖性舒血管物质, 具有强烈的血管舒张作用及

抗血小板聚集、黏附功能. 生理状态下ET-1和NO之间

存在负反馈调节作用, ET-1通过β受体促进NO释放, 而
NO则经过cGMP途径抑制ET-1产生. 正常状态下, ET-1
与NO的合成与释放处于动态平衡, 其比值水平相对稳

定以维持脑血流恒定[44]. SAP时ET-1、NO水平增加, 
ET-1/NO比值的失衡导致SAP全身血循环紊乱[45]. 目前

证实血清ET-1/NO比值显著升高与脑水肿、血脑屏障

损伤程度及脑细胞凋亡呈正相关[46]. 其机制有待进一

步研究. 

5  氧自由基与PLA2的协同作用

氧自由基在SAP伴发脑组织损害发病机理中可能起

重要作用[47]. 研究发现SAP大鼠脑间质及神经细胞肿

胀随时间延长而加重, 并出现髓鞘变性改变. 大鼠血

浆及脑组织SOD(超氧化物歧化酶)活性降低, PLA2
及MDA(丙二醛)活性则增高, 表明胰腺产生PLA2及
MDA入血后通过血脑屏障积聚脑组织, 而使脑组织

逐渐产生水肿、出血及脱髓鞘改变; 脑组织氧自由基

(OFR) 清除剂SOD活性下降证明SAP引发的血浆PLA2
及MDA活性升高及其协同作用参与PE的发生发展[48]. 
OFR代谢产物MDA含量及PLA2活性增高是引起PE的
可能机制[33]. SAP脑组织中OFR代谢产物MDA增高的

可能机制: (1)胰酶可激活黄嘌呤氧化酶, 后者催化次黄

嘌呤而产生OFR, 透过血脑屏障而损害脑组织;(2)胆汁

酸是PLA2前身物的激活因子, 胆源性胰腺炎时胆汁反

流入胰管可激活PLA2, 逸出PLA2循门脉系统达肝肺

脑等重要器官破坏脑细胞膜上磷脂层, 脑细胞功能降
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低, 引起意识障碍; (3)PLA2、炎性介质和损伤的血管

内皮细胞均可活化血小板, 释放OFR. (4)PE晚期随多

系统器官功能衰竭(MOSF)的发生, 脑组织进一步破坏

并继发微血管血栓形成, 加剧脑组织缺氧, 产生的OFR
加重脑损害[49-53]. 

6  谷氨酰胺

SAP患者体内产生的PLA2可造成肺表面活性物质破

坏, 肺泡表面张力增高, 肺顺应性降低, 形成肺水肿、

肺不张, V/Q比值降低, 通、换气障碍最终导致脑细胞

功能障碍并诱发神经精神症状[54]. 低氧血症严重者也

可导致微循环障碍造成组织缺血. 两者进一步加剧脑

组织缺血低氧, 脑功能受损. SAP时的低氧血症和大量

液体丧失, 激活肾素-血管紧张素系统亦在PE的发生、

发展过程中起重要的作用[55-57]. 临床统计显示SAP发病

48 h内有58%的患者出现动脉低氧血症, 可能与SAP
患者肺泡表面活性物质大量破坏有关, 通、换气障碍

最终诱发低氧血症, 引起脑细胞代谢紊乱和脑水肿的

发生[54].

7  继发细菌/真菌感染

SAP患者后期继发细菌和/或真菌感染. 各种病原体、

毒素和抗原抗体聚合物可激活肾上腺髓质系统、补体

系统、激肽系统、凝血及纤溶系统等, 产生各种血管

活性物质, 后腹膜坏死组织吸收、腹腔感染、肺部感

染和/或霉菌感染引起的毒、败血症[32], 发生感染性休

克和多脏器功能障碍[58]. 另一方面, 病原体毒素可直接

作用于脑细胞, 损伤线粒体功能[59, 60], ATP合成减少, 脑
细胞代谢障碍, 发生细胞性脑水肿. SAP患者长期应用

大量广谱抗生素, 造成肠道菌群失调; 肠道功能紊乱、

肝肾功能受损和患者免疫功能低下等因素使患者感染

真菌的机率大大提高[61], SAP后期的真菌性菌血症可

造成中枢神经系统真菌感染也可能参与PE的发生.

8  水和电解质紊乱

SAP时常合并血液钠、镁、磷、钙、钾等电解质的降

低, 脑细胞易受水电解质和渗透压等变化的影响, 导致

脑细胞代谢障碍及脑水肿, 产生颅内高压、脑膜刺激

征等表现. Knochel et al [62]指出, 低钠血症病人可产生

脑水肿, 重者发生脑疝, 低钠血症合并低氧血症时病情

则更为凶险, 甚至死亡. Ayus et al [63]研究了53例低钠血

症患者, 发现无低氧血症的患者均痊愈, 合并低氧血症

的患者遗留不同程度的脑损害或死亡; 另一方面, 补充

电解质剂量过大、速度过快亦可导致脑损伤. SAP时
肝、肾功能障碍, 钠、镁、磷、钙、钾等电解质紊乱

以及低蛋白血症等可使脑细胞灌注不足, 导致脑水肿

及代谢障碍和脑细胞受损. 胰腺坏死常继发胰岛细胞

功能障碍, 胰岛素生成减少, 血糖升高, 渗透性利尿后

期引起血容量减少致肾小球滤过率下降, 尿糖排出障

碍, 使血糖进行性升高和血液高渗状态, 引起神经功能

障碍和昏迷[64].

9  VitB1缺乏

韦尼克脑病(WE)多见于慢性酒精中毒, VitB1缺乏引起

丘脑背棱和乳头体细胞功能损害, 导致认知功能部分

丧失. VitB1是硫胺系焦磷酸盐的前体, 而焦磷酸盐是

三羧酸循环中丙酮酸与α-酮戊二酸和红细胞醇基转移

酶的重要辅酶[65]. VitB1缺乏时转酮基酶活性下降, 丙酮

酸难以进入三羧循环氧化, 血中丙酮酸含量增加, SAP
患者补充大量葡萄糖的液体可降低丙酮酸脱氢酶的活

性, 血中丙酮酸的含量增加, 大量丙酮酸潴留体内并经

肾脏代谢, 影响机体能量代谢和利用, 可诱发神经症状

的产生[2, 66]. VitB1在体内不能合成且储存较少, 容易缺

乏. SAP患者长期禁食尤其手术后的较长时间禁食, 容
易忽视VitB1的补充, 故极易产生WE的临床表现; 此外, 
VitB1缺乏与内环境紊乱、细胞营养代谢障碍等也有

联系[3].

10  其他因素

全身性炎性反应(SIRS)期可能和存在的高脂血症、高

糖或低糖血症引起的脑代谢障碍、氮质血症、手术应

激状态等与早期PE也有关[44, 67]. 后期PE(感染期)可能

与过早进食、疾病反弹、长期禁食、摄入不足、消耗

导致全身各脏器功能代偿储备耗竭, 内环境缓冲系统

受损[44], 或继发性腹腔高压及并发大出血休克, 导致

低血容性脑损伤等有关. 值得注意的是, 随着胰腺炎

症的控制, 胰腺肿胀消退, 胰岛功能逐渐恢复, 胰岛素

治疗调整不及时导致低血糖, 亦是诱发PE的重要因素

之一[32, 68].
总之, 引起PE的因素众多, 单一因素难以解释PE

病情演变过程的全貌, SAP并发PE是在胰酶引起大脑

细胞脱髓鞘病理改变的基础上多种因素综合作用的结

果. 因此, 对PE发病机制的分析要全面系统, 充分了解

其发病机制, 积极消除各种诱因, 对降低PE的发病率及

死亡率, 具有极其重要的意义.
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摘要 

含缬酪肽蛋白(valosin-containing protein, VCP)即p97, 是一种

广泛存在的膜结合糖蛋白, 在细胞活性中有着广泛的功能, 
其总的特点是作为类似分子伴侣的作用在内质网相关的蛋

白降解及细胞周期调控中起重要作用. 已有许多研究证实: 
VCP的表达水平与食道癌、胃癌、结直肠癌、肝癌、胰腺

癌等消化系统恶性肿瘤的临床病理特征之间密切相关. VCP
表达水平高者, 出现复发及转移早, 无瘤生存期短, 预后差. 
本文就近年来有关VCP表达水平与消化系统肿瘤相关性的

文章进行了回顾.

关键词:  急性胰腺炎; 急性脑损伤; 发病机制
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0  引言

在我国消化系统恶性肿瘤的死亡率较高, 其中胃癌居

各种恶性肿瘤死亡率的首位[1], 胃癌的5 a生存率仅约

20%[2]. 近年来, 由于诊断技术的不断提高, 消化系统

肿瘤的早期发现比率不断提高, 患者的预后得到显著

改善. 进展期的患者选择合理的治疗方案, 对于提高生

存率至关重要, 有些病人的全身转移就发生在外科治

疗后, 甚至是根治术后; 即便是严格的TNM分期, 同一

病理分期的患者的预后, 也有大大的不同, 这可能是在

手术时就有患者发生了微转移. 因此, 有效的判断胃癌

的进展和预后, 对于合理选择治疗方案、提高生存率

非常重要. 近年来越来越多的研究显示, 含缬酪肽蛋白

(valosin-containing protein, VCP)对消化系统肿瘤的进

展和预后有预测价值.

1  VCP的结构

V C P是与多种细胞活性相关的三磷酸腺苷酶超家

族(ATPases associated with various cellular activities, 
AAA)中的一员, 是糖基磷脂酰肌醇连接的转铁蛋白同

系物, 最初发现于黑色素瘤细胞表面, 是一种膜结合糖

蛋白, 其相对分子质量为M r 97 000, 又称黑色素转铁蛋

白或p97, 它有着广泛的分布, 在酵母、两栖动物及昆

虫中均有同系类似物存在[3,4]. VCP是一个可溶性似环

六聚体, 由250个氨基酸残基组成的N端、2个保守的

ATP结合域和C端组成. N端的250个氨基酸残基包含有

Walk A、B基序, 这是ATP结合和水解的重要结构, N端

能结合多泛素链, 负责识别底物. VCP的2个保守的ATP
结合域D1、D2区域有高度的序列相似性, 负责类似分

子伴侣的活性, 在VCP的ATP酶循环中, D1环是其稳固

性所必需的, 在热诱导的活性中发挥作用. D2环控制主

要的ATP酶活性, 主要执行构象改变[5]. 在色氨酸荧光

性及胰蛋白酶分析中发现[6], 只有在D2环完整存在条

件下, ATP/ADP与VCP结合才能使其构象改变, 使被束

缚的底物发生张力改变, 导致蛋白络合物被分解或底

物的伸展.
 
2  VCP的生物学功能

2.1 调控细胞增殖无论在植物细胞细胞膜融合和细胞

质分裂的过程中, 还是在哺乳动物细胞发生有丝分裂

时, 必须有VCP同系类似物cdc48p或者VCP存在才能

保证高尔基体能平等分配到子细胞中, 才能使纺锤体

断开, 与染色体的分离最后完成[7]. Uchiyama et al [8]将

注射了p97的细胞进行检测, 证实VCP存在才能保证

高尔基体的分解和组装, 从而促进细胞的分裂与增殖. 
zhang et al [9]将人4.1带-相关蛋白-酪氨酸磷酸酯酶1(the 
human band 4.1-related protein-tyosine phosphatase, 
PTPH1)导入NIH3T3细胞中, 发现PTPH1的异常表达能

抑制细胞的生长, 而PTPH1通过VCP的去磷酸化作用

实现对细胞生长的调控. Huyton et al [10,11]亦证实VCP的
去磷酸化作用对于细胞周期的进展至关重要.
2.2 激活T细胞  Egerton et al [12]研究发现, 在由T细胞受

体引起一系列快速的细胞蛋白的酪氨酸磷酸化致T细
胞激活时, 无论从鼠科动物、猪, 还是人的蛋白纯化测

序中发现, VCP是T细胞受体早期酪氨酸磷酸化的底

物, 在T细胞的激活中发挥重要作用.
2.3 维持内环境稳态  内质网中错误折叠蛋白的蓄积, 
可以引起内环境稳态的失衡, 导致内质网应激, 致细胞

程序化死亡. 内质网相关降解(endoplasmic reticulum-
associated degradation, ERAD)是一个蛋白质量控制机

制. Zhong et al [13], Rao  et al [14]及Hirabayashi et al [15,16]先

后在实验中发现: 在ERAD过程中, VCP是反常折叠蛋



白的识别因子和病理效应器, 陪伴底物从内质网到细

胞质中, 通过泛素蛋白酶体(ubiquitin proteasome, Ub-
Pr)途径降解[17-21]. Ub-Pr系统是真核细胞中的一种蛋白

降解途径, 主要降解细胞内泛素化的蛋白质. 泛素经

过泛素活化酶E1、泛素结合酶E2、泛素连接酶E3等
一系列催化步骤结合底物蛋白, 形成泛素-底物蛋白复

合体, 使底物进入26s蛋白酶体内实现泛素化降解[22]. 
VCP是此泛素介导的蛋白酶降解过程中多泛素链上的

标记因子, VCP的缺失导致Ub-Pr的抑制和泛素化蛋白

的蓄积. VCP同泛素化的蛋白通过直接结合在其N末端

至底物的多泛素链上, 而且其N末端在Ub-Pr中是必需

的.
2.4 对核转录因子-κB 的调控作用  有研究证实[23], VCP
的抗凋亡作用及促肿瘤转移作用是通过激活核转录因

子NF-κB(Nuclear-Factor kappa B, NF-κB)信号转导通

路实现的. NF-κB的活化在抵抗细胞凋亡中的重要作

用已被广泛证实. NF-κB是由Rel蛋白家族中的成员以

二聚体形式组成的转录因子. 细胞静息时, NF-κB与其

抑制因子(inhibitor of Nuclear-Factor kappa B, I-κB)结
合成无活性的复合物存在于细胞浆中, I-κB遮蔽着NF-
κB的基因定位序列. 当细胞受到细菌、病毒、炎性细

胞因子、肿瘤坏死因子、电力辐射及化疗药物等外界

因子刺激时, I-κB发生磷酸化并迅速降解, NF-κB被激

活, 转入细胞核内调控一系列基因表达. VCP对NF-κB
信号通路的作用是通过调控I-κB实现的. I-κB的失活导

致NF-κB的持续活化, 其发生包括I-κB的磷酸化及Ub-
Pr途径的降解作用. 已有研究证明: VCP确与I-κB呈免

疫复合物沉淀. VCP与泛素化的I-κB的络合物与NF-κB
解离, 使NF-κB激活. 在这个过程中, VCP在I-κB和26s
蛋白酶之间提供一个物质上和功能上的链, 并在Ub-Pr
的降解中发挥重要作用, 缺乏VCP导致I-κB代谢受阻, 
NF-κB活性下降; VCP增高,  则NF-κB的活性增强, 进
而表达出抗凋亡和促肿瘤转移的作用.

VCP的所有活性, 已被证明[24-27], 直接或间接的由

泛素依赖的蛋白降解途径Ub-pr调控, 在此途径中VCP
是作为一个普遍存在的分子伴侣来标记多种底物, 到
蛋白酶处降解. 由于底物的多样性也形成了VCP在许

多看起来并不相关的细胞活性中起作用[28,29]. 这些底

物有: 有丝分裂的细胞周期蛋白、细胞周期的蛋白的

激酶抑制剂P27、原癌基因产物P53、c-myc、c-Jun、
I-κB. Asai et al [23]应用VCP转染小鼠的骨肉瘤细胞株

Dunn, 研究了VCP是否影响NF-κB活性. 融合状态的

Dunn细胞, VCP水平低, 磷酸化的I-κB增加, NF-κB活
性近乎停止; 应用肿瘤坏死因子α刺激时, Dunn/VCP细
胞则表现出持续的NF-κB活化. 进一步研究证实, VCP
的抗凋亡作用, 由于持续的NF-κB的激活及直接的P-I-
κB活性减低.

3 VCP表达水平与消化系统肿瘤临床病理和预后的关系

Yamamoto et al [30-35]先后对食道癌、胃癌、结直肠癌、

肝癌、胰腺癌进行了VCP表达水平的研究应用免疫组

织化学方法分析以上肿瘤切除物中VCP的表达水平, 
并与同系无瘤相关组织进行对比, 将VCP表达水平弱

于或等于同系无瘤相关组织定为水平1, 强于同系无

瘤相关组织定为水平2, 结果显示, 食道癌、胃癌、结

直肠癌、肝癌及胰腺癌组织中VCP呈水平２表达率达

61.4-71.3%, 与肿瘤的大小、浸润程度、组织学类型、

病理分期等密切相关, VCP高水平表达的患者易于淋

巴结转移及复发; 相反则预后较好. 并对胃癌患者治疗

后复查, 在早期胃癌中VCP表达水平1者, 5 a无瘤生存

率100%, VCP表达水平2者, 5 a无瘤生存率90.4%; 在
进展期胃癌中VCP表达水平1者, 5 a无瘤生存率85.7%, 
VCP表达水平2者, 5 a无瘤生存率51.8%, P＜0.05, 有明

显的统计学差异. 证实VCP表达水平可以作为胃癌患

者进展和预后预测因素．

Yamamoto et al又进行了结肠良恶性肿瘤间VCP表
达水平的研究, 发现VCP在8例结肠腺瘤中全部呈低水

平表达, 在10例结肠癌中全部呈高水平表达. Yamamo-
to , Tomita, Hoshida et al在食道癌、结直肠癌、肝癌中

各选取病历, 分别为10例、8例和11例, 应用RT-PCR技
术, 测定VCP mRNA, 比较其与VCP蛋白表达之间的关

系, 发现VCP 蛋白水平与VCP mRNA表达量显著正相

关, 证明了免疫组织化学测定VCP水平的可靠性.
越来越多的实验证实, VCP的表达水平在消化系

统肿瘤组织中比同系非瘤组织中的表达水平明显增

高, 与肿瘤的大小、浸润深度、组织学类型、血管或

淋巴管的转移及淋巴结的转移有明显的相关性. 组织

学TNM分级与VCP水平相结合分析后认为, 无论是早

期, 还是进展期, VCP表达水平对肿瘤都有提示和预测

作用, 而与年龄、性别及肿瘤生长部位等未见相关关

系. 有人在非小细胞性肺癌、前列腺癌、齿龈癌等病

例中用同样的方法测定VCP水平[36-38], 分析后得出与肿

瘤的病理分型及转移等有显著相关性的结论．

诸多实验的多变量分析显示: 免疫组织化学方法测

定VCP水平, 对于消化系统肿瘤的转移和复发是独立的

预示因子.
总之, 由于VCP存在的广泛性[39-51]、在细胞活动中

的基础性[52-67], 包括膜融合、细胞分裂周期调控、细胞内

蛋白的运输和调控以及细胞凋亡等活动中, 均可见其重

要作用. 目前比较肯定的抗凋亡及促肿瘤转移作用是通

过激活核转录因子NF-κB信号转导通路实现的．NF-κB
信号转导通路在肿瘤细胞代谢过程中的作用有研究证实
[68,69]. 因此可以预见, VCP对于肿瘤的转移与预后可能有

预示作用. 在目前微创治疗日益成熟的今天, 能提前预示

转移风险, 对于肿瘤患者合理的选择治疗极为有利.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of calmodulin (CaM) 
and mutant p53 in human colon carcinoma SW480 cell 
lines after induced by delta-aminolevulinic acid (ALA)-
based photodynamic therapy (PDT).

METHODS: SW480 cells were divided into control, laser 
light, ALA, and ALA-PDT group. The expression of CaM3 
and mutant p53 in SW480 cells were detected by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: The relative contents of CaM3 in the contr-
ol, light, ALA group, and ALA-PDT 30, 60, and 90 min 
group were 3.97±0.29, 4.28±0.39, 4.51±0.44, 12.60±
1.84, 11.39±1.13, and 12.77±1.35, respectively. The 
expression of CaM3 in the ALA-PDT 30-90 min group 
was significantly increased in comparison with that in 
the control, light, and ALA group (P  <0.001). The relati-
ve expression of p53 gene in the control, light, ALA 
group, and ALA-PDT 30, 60, and 90 min group were 
1.12±0.083, 1.53±0.191, 1.23±0.145, 0.47±0.04, 0.42±

0.06, and 0.49±0.38, respectively. The expression of 
p53 in the ALA-PDT 30-90 min group was significantly 
decreased in comparison with that in the control, light, 
and ALA group (P  <0.001).

CONCLUSION: The increase of calmodulin expression 
and decrease of mutant p53 expression may be involv-
ed in the mechanism of ALA-PDT-induced apoptosis in 
SW480 cells.

Key Words: Colon carcinoma; Aminolevulinic acid; 
Photodynamic therapy; SW480 cell line; Calmodulin; 
Mutant p53; Gene expression

Zheng JH, Shi D, Chen ZL, Liang P. Expression of calmodulin and 
mutant p53 in SW480 cells in response to delta-aminolevulinic 
acid-based photodynamic therapy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(22):2677-2680

摘要

目的: 探讨δ氨基酮戊酸-光动力疗法(ALA-PDT)诱导SW480
细胞钙调素(CaM)和突变型p53基因表达变化. 

方法: 将SW480细胞分为4组: 对照组、光照组、ALA组、

ALA-PDT组, 采用半定量逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)方
法检测各组细胞中CaM3和突变型p53基因的表达. 

结果: 空白对照组, 激光照射组, ALA组, ALA-PDT后30 min
组, ALA-PDT后60 min组以及ALA-PDT后90 min组的CaM3
的相对表达量分别为3.97±0.29, 4.28±0.39, 4.51±0.44, 
12.60±1.84, 11.39±1.13和12.77±1.35, 空白对照组、激光

照射组和ALA组CaM3的相对表达与ALA-PDT组比较具有

显著差异(P <0.001), 即ALA-PDT后30-90 min, CaM3表达显

著升高; 空白对照组, 激光照射组, ALA组, ALA-PDT后30 
min组, ALA-PDT后60 min组以及ALA-PDT后90 min组的

p53的相对表达量分别为: 1.12±0.083, 1.53±0.191, 1.23±
0.145, 0.47±0.04, 0.42±0.06和0.49±0.38, 空白对照组、激

光照射组和ALA组p53的相对表达与ALA-PDT组比较具有

显著差异(P <0.001), 即p53表达显著下降. 

结论: δ氨基酮戊酸-光动力疗法诱导SW480细胞凋亡机制之

一可能与钙调素表达升高和突变型p53表达降低有关. 

关键词: 结肠癌; δ氨基酮戊酸; 光动力疗法; SW480; 钙调素; 突变型

p53; 基因表达

δ氨基酮戊酸-光动力疗法诱导 SW480 细胞钙调素和突变型 p53
的表达变化
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0  引言

光动力疗法(photodynamic therapy, PDT)是指光敏剂选

择性地聚集在肿瘤组织中, 接受光照后在细胞内产生活

性氧物质, 而导致肿瘤细胞凋亡或坏死的一种治疗方法. 
迄今为止, 加拿大、美国、法国、荷兰、德国和日本等

国家已先后批准PDT用于一些恶性肿瘤[1].  δ氨基酮戊酸

(aminolevulinic acid, ALA) 光动力疗法(ALA-PDT)的优

势在于使用了δ氨基酮戊酸, 一种血红素生物合成的前

体物质. 在大多数类型的癌细胞中, 由于胆色素原脱氨

基酶活性增加而亚铁鳌合酶活性降低[2], 导致原卟啉Ⅸ

(protoporphyrin Ⅸ, Pp Ⅸ)在癌细胞内积累, Pp Ⅸ具有极

好的光敏特性, 用与之吸收波段相应的光照射后将导致

癌细胞的破坏[3]. ALA-PDT的临床应用主要在于其对癌细

胞具有高度特异性且全身应用后的皮肤光敏的副作用时

间短[4]. PDT能诱导许多不同细胞系发生凋亡[5], 其细胞毒

机制主要依赖于细胞类型、光敏剂及其在细胞内的分布

位置. ALA-PDT诱导细胞凋亡的研究也有报道[5], 但其所

诱导的细胞凋亡是否存在钙信号途径还不清楚. 我们以

前的研究表明ALA-PDT作用SW480细胞后存在细胞内钙

离子浓度瞬时升高[6], 并发现细胞凋亡与细胞内钙离子浓

度变化密切相关, 为此我们对ALA-PDT作用SW480后细

胞内钙调素(calmodulin, CaM)基因CaM3和p53 mRNA的

含量变化进行探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 光敏剂ALA购于Sigma公司; SW480由第四军医

大学实验中心提供; 引物由上海生工合成; RT-PCR试剂盒

购于北京鼎国生物技术公司.   
1.2 方法

1.2.1 PDT处理 用含有青霉素和链霉素(分别1×105 U/L)
和100 mL/L小牛血清的RPMI 1640培养基培养人结肠癌

细胞(SW480), 37℃, 50 mL/L CO2, 饱和湿度, 单层贴壁

生长. 实验分为4组: 空白对照组, 激光照射组, ALA组及

ALA-PDT处理组. 光敏剂ALA用PBS配制成400 mg/L的储

存液, 过滤待用, 工作液用无血清培养基稀释为40 mg/L(终
浓度). ALA组和ALA-PDT处理组在暗室按预定时间加入

ALA, 严格避光条件下继续孵育4 h, 激光照射组和ALA-
PDT处理组使用半导体激光仪(西南师范大学激光所, 波
长532 nm, 距光斑3 cm处输出功率12 mW)垂直照射培

养板30 min. 空白对照组不加ALA且不受激光照射, ALA
组加入ALA不受激光照射.  
1.2.2 总RNA提取 取对数生长期2×105个细胞接种到6孔
培养板中, 分别为ALA组、激光照射组、空白对照组、

ALA-PDT后30 min组、ALA-PDT后60 min组及ALA-

表 1  CaM3和p53基因的引物序列及PCR反应条件

                                                                                  退火        PCR产
                                                                                  温度        物长度

CaM3   上游: CTTGGCGCCGCTTCCTCACATCTG    63℃        

             下游: GCCTCACGCCTACCTGCCCTTACC     

p53       上游: TCTGGGACAGCCAAGTCTGT            58℃        

             下游: GGAGTCTTCCAGTGTGATGA

基因                          引物序列 (5'-3') 

PDT后90 min组. 48 h后进行PDT处理, 按预定时间加入

1 mL Trizol(北京鼎国生物技术公司)/孔, 适当吹打, 室
温放置5 min, 将细胞吸入1.5 mL EP中, 加入0.2 mL氯
仿. 用力震荡15 s后室温放置15 min, 4℃, 12 000 g离心

15 min, 将上层水相移入新的EP管后加0.5 mL异丙醇, 用
力混合后室温放置10 min, 4℃, 12 000 g离心10 min, 弃
上清后加入750 mL/L乙醇洗涤2次, 室温干燥5-10 min, 
加入20 μL高压灭菌的DEPC水溶解RNA沉淀. 然后用紫

外分光光度计测定浓度和纯度, 并用甲醛变性凝胶电泳

检测RNA的完整性.  
1.2.3 RT-PCR 每组取1 μg总RNA于一支0.2 mL的EP管
中, 65℃保温10 min, 离心数秒, 放置冰浴中, 按照RT-
PCR试剂盒操作说明进行RT反应, 结束后将cDNA放入

-20℃备用. PCR体系为25 μL: RT反应产物2 μL、10×
PCR buffer 2.5 μL、dNTP 0.5 μL、上下游引物(上海生

工合成)各25 pmol、通用引物(GAPDH, 594 bp, 试剂盒

自带)0.25 μL、Taq酶0.5 μL, 加高压灭菌的DEPC水补足

25 μL. 引物序列、PCR反应条件及产物长短见表1.  
1.2.4 PCR产物的检测及扩增量的测量 CaM3和p53分别

与GAPDH采用Touch-down PCR方法同管扩增, PCR结束

后, 取5 μL扩增产物与6×loading buffer 1 μL混合后, 用
20 g/L琼脂糖凝胶(含EB)在100 V恒电压下电泳60 min
后, 用凝胶成像仪在紫外线照射下直接将电泳图像输入

计算机, 用图像分析软件测量目的条带灰度值/单位面积, 
结果与相应的GAPDH灰度值/单位面积相除后, 所得的商

作为各组被检测基因mRNA的相对含量. 
统计学处理 每组重复8次, 所得数据以mean±SD表

示, 显著性检验采用c2检验, 采用SPSS 11.5统计软件进行

数据处理. 

2  结果

2.1 RNA样品的鉴定 A 260/A 280值在1.8-2.0之间, 说明RNA
有较高的纯度. 1 μL RNA的量为0.5-1.5 μg之间. 10 g/L
甲醛变性琼脂糖凝胶变性电泳结果说明RNA没有降解, 
较完整. 
2.2 RT-PCR产物半定量分析 经20 g/L琼脂糖凝胶电泳后, 
CaM3、p53以及GAPDH基因的产物长度与理论长度一

致(图1, 图2). 空白对照组、激光照射组、ALA组、ALA-
PDT后30 min组、ALA-PDT后60 min组以及ALA-PDT
后90 min组的CaM3相对表达量分别为3.97±0.29, 4.28
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±0.39, 4.51±0.44, 12.60±1.84, 11.39±1.13和12.77±
1.35, 空白对照组、激光照射组和ALA组CaM3的相对表

达与ALA-PDT组比较具有显著差异(c2 = 63.45, P <0.001), 
即ALA-PDT后30-90 min, CaM3表达显著升高; 空白对

照组、激光照射组、ALA组、ALA-PDT后30 min组、

ALA-PDT后60 min组以及ALA-PDT后90 min组的p53相
对表达量分别为: 1.12±0.083, 1.53±0.191, 1.23±0.145, 
0.47±0.04, 0.42±0.06和0.49±0.38, 空白对照组、激光

照射组和ALA组p53的相对表达与ALA-PDT组比较具有

显著差异(c2 = 61.23, P <0.001), 即ALA-PDT后30-90 min, 
p53表达显著下降. 

3  讨论

细胞内游离钙作为重要的第二信使参与多种细胞功能的

调节, 钙浓度的改变是细胞生理功能的重要物质基础, 也
是多种受体激活后信号传递过程的中心环节. Ca2+信使的

靶分子或感受体是Ca2+结合蛋白(CaBPs), CaBPs种类极

多, 按照从Ca2+调节反应的性质上分, 有的是起缓冲Ca2+

或运输体的作用, 有的是Ca2+直接调节的、与传递信号

相关的酶蛋白, 最多的一类是与Ca2+结合后产生构象变

化而后作为中介体, 可耦合激活一些下游蛋白激酶、蛋

白磷酸酶、钙通道和钙泵等活性, 即钙信号的感受体, 在
钙信号途径中起重要作用, 特别是钙信号的多功能感受

体-CaM, 是细胞中分布最广、功能最多的一种钙信号的

感受体. CaM可以两种方式调节靶蛋白的活性: 一是直接

与靶酶结合, 诱导靶酶的活性构象而调节他们的活性, 如

图 1  CaM3在各组细胞中的表达. 1: ALA-PDT后30  min组; 2: ALA-

PDT后60  min组; 3: ALA-PDT后90  min组; 4: 空白对照组; 5: 激光照射

组; 6: ALA组.

图 2  p53在各组细胞中的表达. 1: 空白对照组; 2: 激光照射组; 3: ALA

组; 4: ALA-PDT后30  min组; 5: ALA-PDT后60  min组; 6: ALA-PDT后

90  min组.

Ca2+-ATP酶、PDE 酶、cAMP环化酶等; 二是通过活化依

赖Ca2+-CaM的蛋白激酶, 间接影响其活性, 如磷酸化酶、

糖原合成酶等, 这种方式在钙信号传递中起着重要作用. 
细胞内游离钙离子(Ca2+)浓度异常升高是导致细胞

死亡的重要信号[7], 我们以前的实验表明ALA-PDT对 
SW480细胞具有很强的杀伤作用, 并能引起细胞内Ca2+ 
瞬时生高[6]. 本研究表明ALA-PDT后30-90 min, CaM3 
mRNA含量显著高于其他对照组. Grebenova et al [8]用

ALA-PDT处理HL60人白血病细胞, 结果发现ALA-PDT
处理组细胞的CaM蛋白表达增高, 并导致caspase-3激活. 
因此ALA-PDT对SW480细胞的强细胞毒效应可能机制

之一是: Ca2+浓度升高刺激CaM从mRNA水平到蛋白水

平表达增加, 从而激活caspase-3, 其底物包括Ras-GTP
酶激活蛋白(R as-G A P)、聚腺苷二磷酸核糖基聚合酶

[poly(adenosine diphosphate-ribose)polymerase, PARP]和
Bap-31[9], DNA依赖的蛋白激酶C[10], caspase活化的DNA
酶抑制物(inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease, 
ICAD)[11], 病灶黏附激酶(focal adhesion kinase, FAK)和核

纤层蛋白[12]等; 通过上述蛋白的裂解或活化, 切断与周围

细胞的联络、关闭DNA复制和修复、破坏DNA和核结

构, 最终造成ALA-PDT对SW480的强细胞毒作用. 另外, 
Ca2+浓度升高可能直接激活Ca2+依赖核酸内切酶[13], 导致

单链和双链DNA断裂, 引起p53表达增加. p53在细胞凋亡

中起着重要作用[14], 并对DNA修复有直接和间接作用[15]. 
p53基因分为野生型和突变型两种, 其产物也有野生型和

突变型. 野生型蛋白具有反式激活功能和广普的肿瘤抑

制作用, 针对许多不同原因(紫外线照射, 化疗等)的DNA
损伤, 野生型p53从转录水平激活或抑制p53反应基因(如
Bax、Fas/Apol、p21等). 突变型p53能减少野生型p53特
定DNA结合序列并降低野生型p53转录激活[14], 改变细胞

对DNA损伤的敏感性, 促进肿瘤细胞恶化. 野生型p53是
人类肿瘤中突变率最高的基因, SW480细胞主要表达突变

型p53[16], ALA-PDT对SW480细胞的p53是否有抑制作用

呢? 我们的实验表明, ALA-PDT后30-90 min, p53 mRNA
含量显著低于其他对照组. Zacal et al [17]用PDT处理人结肠

癌细胞HT29, 结果发现突变型p53表达降低, 与我们的实

验结果一致. 说明ALA-PDT能抑制突变型p53的转录, 从
而具有抗肿瘤的作用. 
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要探讨消化道肿瘤手术治疗的有关问题，包括不同术式的选择及手术的规范化问题、腹腔镜下进行各种手术的选择及相关问题. 

为活跃学术论坛，促进消化道肿瘤外科治疗的发展，特向广大普外科工作者征稿.
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根治术(余佩武主讲); (7)胃癌腹膜转移的外科治疗(朱正纲主讲); （8）低位直肠癌的保肛手术(汪建平主讲); (9)腹腔镜下的结

直肠癌手术(郑民华主讲); (10)规范的TME手术及相关问题(顾晋主讲); (11)胃癌外科治疗的新进展(叶再元主讲).

2 征文要求

内容应与消化道肿瘤(以胃肠道为主)外科治疗有关. 采用word文档格式, 字数3500字符左右, 摘要500字左右(宋体、小四号).

3 文章投送形式

分两种：(1)电子邮件投稿: 将征文以附件形式提交, 注明“消化道肿瘤外科治疗2006年高级论坛”征文, 文件名为会议名称加第

一作者姓名; 电子信箱: zhwcwk@21cn.com. (2)邮寄: 打印稿用A4纸(附软盘), 软盘请注明研讨题目、作者.

4 联系地址及截稿

截稿日期：2006-01-31(以当地邮戳为准).联系地址: 广州市中山二路58号(510080)中山大学附属第一医院《中华胃肠外科杂志》

编辑部一室, 电话：020-87335945.
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Abstract
AIM: To investigate the damage effect of the different 
genotypes of Helicobacter pylori  on human gastric epit-
helial cell line GES-1 in high- and low-risk areas of ga-
stric cancer, and to explore its related mechanism.

METHODS: H pylori  were identified by hematoxylin-
eosin (HE) staining, Gimsa staining, and Warthin-Starry 
silver staining. The DNA was obtained by proteinase K 
and phenol-chloroform extraction method. The cagA, 
vacAs1/s2, m1a, m1b, and m2 gene were amplified 
by polymerase chain reaction (PCR). The damage eff-
ects of H pylori  with differential sub-genotypes and 2 
other non-differential genotypes on GES-1 cells were 
observed by cell and H pylori  co-culture. The expression 
of 8-OHdG in GES-1 cells was detected by S-P immun-
ohistochemistry.

RESULTS: GES-1 cells were seriously damaged by 
H pylori . With the prolongation of the co-culture time, 
the morphology of GES-1 cells were changed from 

spindle to round, and the nuclei showed chromatin 
pyknosis and clustered on the inner border of karyon. 
The cytoplasm condensed and blebbing appeared. The 
numbers of the dead and damaged cells were increas-
ing. The damage effect of H pylori  with differential ge-
notypes on GES-1 cells was more serious than that of the 
non-differential genotypes. The expression of 8-OHdG 
were almost all negative (0.5% positive) in GES-1 cells 
of the normal controls, while the positive rate was 98.5% 
in the H pylori treatment cells (P  <0.01).

CONCLUSION: H pylori  with cagA +, vacAs1 +/m1b + ge-
notypes in the high-risk area of gastric cancer have 
more serious damage effects on gastric cancer cell line 
GES-1, and they can promote the transformation of 
normal gastric epithelial cells to malignant cells by up-
regulation of 8-OHdG expression.

Key Words: Gastric cancer; Helicobacter pylori ; Dif-
ferential genotype; Gastric epithelial cell; Co-culture; 
8-OHdG

He HM, Gong YH, Yuan Y. Damage effect of different genotype of 
Helicobacter pylori  on human gastric epithelial cell line GES-1 in 
high- and low-risk areas of gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2005;13(22):2681-2684

摘要

目的: 研究胃癌高、低发区差异基因型幽门螺杆菌(H pylori )
菌株对永生化的非肿瘤胃上皮细胞GES-1的损伤作用; 并阐

明H pylori致细胞损伤的分子机制. 

方法: 通过常规HE染色、Gimsa染色、W-S银染色鉴定H 
pylori菌株, 采用蛋白酶K及酚-氯仿抽提法提取DNA, PCR法

扩增cagA、vacAs1、s2、m1a、m1b、m2基因, 对H pylori基
因亚型进行检测. 利用细胞和幽门螺杆菌共培养技术, 观察

胃癌高低发区差异基因亚型H pylori以及其他两种非差异基

因型H pylori对胃上皮细胞系GES-1的损伤作用, 并通过免疫

细胞化学方法检测GES-1细胞8-OHdG的表达. 

结果: 幽门螺杆菌对GES-1细胞具有损伤作用, 随着作用时

间的延长, GES-1细胞形态由贴壁的梭形变为圆形, 细胞核

染色质浓缩, 呈新月形聚集于核缘, 细胞质浓缩, 可见空泡

变性, 死亡细胞逐渐增多. 差异基因型H py lori 对GES-1细

胞的损伤程度比非差异基因型的损伤作用重. 正常对照组

胃癌高低发区差异基因型幽门螺杆菌菌株对人胃上皮细胞系
GES-1 的损伤作用
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板上, 48 h后收集.  
1.2.2 幽门螺杆菌菌株鉴定 形态学观察: 用常规HE染
色、Gimsa染色、W-S银染色鉴定菌株. 用接种环挑取一

个菌落, 涂片, 火焰固定细菌. 光学显微镜下观察, HE染色

呈蓝色, Gimsa染色呈蓝紫色, W-S银染色见棕黑色或黑

色的“S”型、弯曲状、海鸥状、杆状细菌者为H pylori
阳性.  聚合酶链反应: 采用蛋白酶K及酚-氯仿抽提法提

取DNA, PCR法扩增cagA、vacAs1、s2、m1a、m1b、m2
基因, 对H pylori基因亚型进行检测. PCR反应条件如下: 
cagA: 94℃ 1 min, 50℃ 1 min, 72℃ 1 min, 72℃ 5 min; 
vacA: 94℃ 1 min,  52℃ 1 min, 72℃ 1 min, 72℃ 5 min; 
PCR扩增产物经20 g/L琼脂糖凝胶电泳分析, 紫外凝胶成

像系统观察, 照相.  
1.2.3 胃黏膜上皮细胞GES-1培养 采用胃上皮永生化非肿

瘤细胞系GES-1置于细胞培养箱, 于37℃, 50 mL/L CO2, 
饱和湿度的环境培养, 用含10%胎牛血清的RPMI 1640培
养基, 每周更换3次营养液, 并于细胞生长约80%融合时, 
用2.5 g/L胰蛋白酶消化并以1∶3传代. 
1.2.4 H pylori与GES-1细胞共培养 细胞处于对数生长期

时, 用PBS调节H pylori浓度6×108 CFU/mL, 按细胞/细菌

(1∶200)比例加入不同亚型H pylori , 共同孵育. 实验分组

根据PCR结果进行: A组细胞加cagA +, vacAs1 +/m1b +型H 
pylori , B组细胞加cagA +, vacAs1 -/m1b -型H pylori , C组细

胞加cagA -, vacAs1 +/m1b +型H pylori , D组细胞只加PBS空
白对照. 
1.2.5 S-P免疫组化法检测GES-1细胞8-OHdG表达 细胞爬

片后用冰丙酮固定15 min, 4℃ PBS冲洗3遍后, 利用S-P
免疫组化法检测各组细胞8-OHdG表达. 经DAB显色, 细
胞质内出现棕黄色为阳性.

统计学处理 用SPSS软件进行统计学处理: χ2检验, 
P <0.05, 认为8-OHdG在H pylori阳性和阴性组细胞间表达

差别有统计学意义. 

2  结果

2.1 H pylori及其基因亚型的鉴定 细菌培养和形态学染色

结果证实, 培养细菌为H pylori , 基因亚型A组菌: cagA +, 
vacAs1 +/m1b +, B组菌, cagA+, vacAs1-/m1b-, C组菌H pylori
即cagA -, vacAs1 +/m1b +. 
2.2 共培养GES-1细胞损伤的形态学观察

2.2.1 幽门螺杆菌对GES-1细胞的损伤作用 正常情况下, 
GES-1细胞在倒置显微镜下观察呈菱形或多边形等不规

则形状, 贴壁, 生长旺盛, 偶见漂浮细胞. 随着作用时间的

延长, GES-1细胞形态由正常贴壁的多角形、梭形变为圆

形, 贴壁细胞减少, 悬浮细胞增多, 并且细胞周围出现碎

片; 细胞核染色质浓缩, 呈新月形聚集于核缘, 细胞质浓

缩, 可见空泡变性, 死亡细胞逐渐增多; 死亡和受损伤的

细胞逐渐增多; 随着时间的延长, 细胞培养液颜色变黄, 

8-OHdG表达基本阴性(0.5%), 而H pylori处理组GES-1细胞

8-OHdG表达阳性达98.5%, 二者差异显著(P <0.01), 有统计学

意义. 

结论: 胃癌高发区差异基因型H pylori即cagA +, vacAs1 +/m1b +

对胃上皮细胞GES-1具有更强损伤作用, 其损伤具有时间依

赖关系; H pylori可能通过增加胃上皮细胞8-OhdG表达而导

致正常胃黏膜上皮细胞恶性转化. 

关键词: 胃癌; 幽门螺杆菌; 差异基因型; 胃黏膜上皮细胞; 共培养; 

8-OHdG

何红梅, 宫月华, 袁媛. 胃癌高低发区差异基因型幽门螺杆菌菌株对人胃上

皮细胞系GES-1的损伤作用. 世界华人消化杂志  2005;13(22):2681-2684

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2681.asp

0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )是慢性胃炎、消

化性溃疡的病因, 并与胃腺癌和黏膜相关性淋巴瘤等疾

病密切相关[1-5]. 但H pylori致癌的机制目前还不是很清楚, 
目前研究也不足以解释H py lori感染后发生胃癌的差异

性, 有人认为这可能与研究中所应用的菌株或细胞系不

同有关. 
有证据表明, H py lori基因亚型的遗传学差别对产

生不同的临床结局具有重要作用, 特别是致病相关基因

如: cagA、vacA和iceA等的差异, 与感染的临床结局密

切相关[6]. 辽宁庄河是我国北方胃癌高发区, 胃癌死亡

率为50/10万, 本室前期工作发现当地H py lori检出率高

达79.3%[7], 明显高于胃癌低发区沈阳, 胃癌高低发区H 
pylori菌株基因型的分布存在明显差异, 其差异基因型组

合为cagA +, vacAs1 +/m1b +[8].  
研究提示, 庄河胃癌高发区的胃癌高发与H pylori感

染有密切关系, 是否是由于差异基因型H pylori是庄河地

区胃癌高发的重要危险因素, 还不清楚. 我们通过比较胃

癌高低发区差异基因型H pylori菌株对永生化的非肿瘤胃

上皮细胞GES-1的损伤作用, 以明确差异基因型H pylori
的致病能力; 检测共培养后GES-1细胞8-OHdG的表达, 以
阐明其损伤的分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌高发区高危人群胃黏膜培养出的不同基因

亚型H pylori (中国医科大学肿瘤研究所第三研究室提供), 
胃黏膜上皮细胞系GES-1(北京市肿瘤防治研究所细胞研

究室提供).   
1.2 方法

1.2.1 细菌培养 我们在微需氧的条件下, 把本室菌库中的

菌株接种于含70 mL/L羊血的脑心浸液琼脂培养基上, 置
于37℃, 50 mL/L O2, 100 mL/L CO2, 相对湿度为97%的三

气细菌培养箱内培养, 3-4 d后挑取阳性菌落传代, 涂于新
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变混. 
2.2.2 高低发区差异基因型H py lor i 与非差异基因型H 
pylori致损伤作用的比较 倒置显微镜下, 观察到A组细胞

加入高低发区差异基因型H pylori后, 随着时间的变化, 细
胞数明显减少, 细胞折光性减弱, 变圆, 与培养瓶附着没

有以前紧密, 部分细胞脱离瓶壁, 悬浮细胞逐渐增多, 最
后大多数细胞悬浮、死亡, 生长液中有大量的死细胞及

细胞碎片悬浮; 存活细胞贴壁状态也不佳, 细胞轮廓变粗, 
细胞中出现黑色颗粒, 空泡变性, 老化细胞增多, 细胞培

养液变黄, 变浑. A组、B组、C组、D组细胞损伤程度比

较, 以A组(差异基因型H pylori )对GES-1细胞的损伤程度

最重, 而非差异基因型的损伤作用较轻. 
2.2.3 免疫组化8-OHdG表达的改变 阴性对照组8-OHdG
表达基本阴性, 阳性率0.5％(图1A), 而H py lori处理组

8-OHdG表达阳性率达98.5％, 二者差别有统计学意义 
(P <0.05, 图1B). 

3  讨论

GES-1是胎儿胃黏膜上皮细胞经SV40转化而建立的人胃

黏膜上皮细胞永生化细胞株, 现已证明GES-1为一基本正

常的胃黏膜细胞株[9-11]. GES-1是了解正常胃黏膜细胞离

体特征以及胃癌致病机制的良好细胞株. 以往对H pylori
致病性研究多使用胃癌细胞系, 本研究使用接近正常胃

上皮细胞的 GES-1, 更能了解H pylori的体内致病性. 
H pylori的DNA指纹图和限制性片段长度多肽等方

法研究表明在H py lori不同分离株间存在巨大的遗传变

异, 其遗传异质性大于多种细菌[7,8]. 这种遗传学的差别

产生不同的临床结局, 特别是H py lori致病相关基因如: 
cagA、vacA和iceA等的差异, 与感染的临床结局密切相

关[9]. 来自中国胃癌高发区研究发现cagA+菌株感染与各

型胃疾病、胃癌前病变等均呈明显正相关[10]. 流行病学

结果分析, vacA等位基因各种组合的产毒能力不同: s1m1
型vacA基因的菌株产生高水平毒素; s1m2型菌株产生低

至中等水平的毒素; 而s2m2型菌株不产生有活性的毒

素 [11]. 
中国医科大学肿瘤研究所第三研究室在十五期间的

分析发现庄河地区H pylori感染率高达79.3%, 差异基因

型为cagA+, vacAs1+/m1b+, 与沈阳低发区的H pylori菌株

类型差异显著; vacA基因亚型两地具有显著性差异. 本
研究通过H pylori对体外人胃黏膜细胞作用发现, 胃癌高

低发区差异基因型H pylori  cagA+, vacAs1+/m1b+, 对非肿

瘤细胞GES-1具有明显的DNA损伤作用, 而且比非差异

基因型H pylori损伤强度更大, 结果提示, 在胃癌高发区, 
cagA+, vacAs1+/m1b+型H pylori可能具有更大的细胞毒性, 
从而导致胃癌的发生, 庄河地区的cagA +, vacAs1 +/m1b +型

H pylori可能为辽宁庄河地区胃癌高发的环境致癌因素. 
研究认为, H pylori代谢产物对胃上皮的基因毒性作

用在H pylori致癌作用中占重要地位, 特别是在由多因素

多步骤参与的致癌始动阶段[12,13]. 机体内细胞的氧化损

伤广泛存在, 8-羟基脱氧鸟苷(8-hydroxy-2'-deoxyguanine, 
8-OHdG)是活性氧代谢产物之一, 目前已成为DNA氧化

损伤中最常采用的生物标志物. 8-OHdG通过改变碱基配

对的性质, 导致抑癌基因p53基因和ras原癌基因等基因发

生难以修复的DNA G→T或A→C碱基颠换, 导致DNA误

读, 突变, 从而启动细胞突变, 是癌变过程中的重要事件. 
H pylori对胃上皮的基因毒性作用在致癌过程中占重要地

位, 特别是在由多因素多步骤参与的致癌始动阶段[14,15]. 
我们的研究结果表明, 胃上皮8-OHdG在H pylori处理组明

显高于无H pylori组, 提示H pylori使胃上皮细胞8-OHdG
表达增加, 引起细胞DNA损伤, 这可能是H pylori导致胃

黏膜上皮细胞恶性转化的机制之一. 
致谢: 本研究GES-1细胞系由北京市肿瘤所遗传研究室柯

杨教授提供. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of N-desulfated heparin 
on tumor metastasis, angiogenesis, and expression of 
vascular endothelial growth factor (VEGF) after ortho-
topic implantation of human gastric carcinoma in mice 
with severe combined immunodeficiency (SCID).

METHODS: The SCID mice metastasis model was 
established by in situ  implantation of human gastric 
carcinoma tissue, then the mice were randomly divided 
into two groups: the normal saline group (treated with 
normal saline) and NNH group [treated with N-desulfat-
ed heparin, 10 mg/(kg•d) iv, 2/wk, for 3 wk]. The mice 
were sacrificed 6 wk after the implantation. The tumor 
metastasis, intratumoral microvessel density (MVD), 
and VEGF expression were evaluated respectively.

RESULTS: The tumor metastasis rates were significan-
tly different between normal saline and NNH group (80% 
vs  20%, P  <0.05). No side effect such as hemorrhage 
was observed in the mice. The MVD was 8.0±3.1 in 
the normal saline group and 4.3±1.8 in the NNH group, 
and there was significant difference between those 2 
groups (P  <0.05). The positive rate of VEGF expressi-
on was significantly higher in the normal saline group 
than that in the NNH group (90% vs  20%, P  <0.05).

CONCLUSION: N-desulfated heparin can inhibit the 
metastasis of gastric cancer through inhibiting the ex-
pression of tumor VEGF and angiogenesis with no ob-
vious side effect such as hemorrhage.

Key Words: N-desulfated heparin; Gastric carcinoma 
metastasis; Tumor angiogenesis; VEGF

Chen JL, Lu JL, Chen MX, Chen WX, Zhu JS, Chen NW, Chen 
GQ, Geng JG. Effect of N-desulfated heparin on angiogenesis 
and vascular endothelial growth factor expression in mice with 
severe combined immunodeficiency. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2005;13(22):2685-2688

摘要

目的: 研究N-去硫酸肝素对人胃癌重度联合免疫缺陷(SCID)
小鼠转移模型肿瘤转移抑制、血管生成和血管内皮生长因

子(VEGF)表达的影响. 

方法: 建立人胃癌组织原位移植SCID小鼠转移模型, 随机分

成两组. 移植1 wk, 分别从静脉内注射生理盐水(生理盐水组)
与N-去硫酸肝素[10 mg/(kg•d)](N-去硫酸肝素组), 2次/wk, 
共3 wk. 第6 wk处死动物, 观察肿瘤转移情况, 免疫组化方法

检测肿瘤组织微血管密度(MVD)、VEGF的表达. 

结果: 生理盐水组肿瘤转移率为80%, N-去硫酸肝素组转移

率为20%, 两组之间差异有统计学意义(P <0.05). 未发现出血

等副作用. 生理盐水组平均微血管密度为8.0±3.1, N-去硫酸

肝素治疗组平均微血管密度为4.3±1.8. 经统计学处理, 两组

之间差别有显著意义(P <0.05). 生理盐水组VEGF阳性表达率

明显高于N-去硫酸肝素治疗组, 分别为90%与20%(P <0.05). 

结论: N-去硫酸肝素通过抑制肿瘤组织VEGF表达和血管生

成, 从而抑制肿瘤的转移, 并且无明显出血等不良反应. 

关键词: N-去硫酸肝素; 胃癌转移; 血管生成; 血管内皮生长因子
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0  引言

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 严重威胁人类的健

康. 肿瘤转移是肿瘤致死的关键因素. 迄今为止, 肿瘤转

移缺乏有效的防治方法. 近年研究表明, 肿瘤转移与肿瘤

血管生成相关, 肿瘤血管生成是一系列血管生长因子和

血管生长抑制因子共同调节的, 其影响患者的预后, 抑制

血管的生成可抑制肿瘤转移, 从而改善肿瘤患者的生存

期和预后[1-4]. 目前已发现血管内皮生长因子(VEGF)和成

纤维生长因子等, 促进肿瘤血管生成. 抑制血管内皮生长

因子等促血管生长因子, 可抑制肿瘤的血管生成和肿瘤

转移[5-7]. 
肝素为高度硫酸化的蛋白多糖, 作为抗凝剂, 已被广

泛应用于临床. 体外实验发现, 肝素可抑制血管内皮生长

因子和成纤维生长因子刺激的血管内皮细胞的增殖和血

管的形成. 动物实验发现肝素可抑制实验性肿瘤的转移. 
因此, 肝素可能具有抗肿瘤转移作用[8,9]. 然而, 由于肝素

强烈的抗凝活性, 限制了他的临床应用. 对肝素进行化学

修饰, 可降低其抗凝活性, 但可增强其抗血管生成作用[10]. 
我们用人胃癌组织原位移植SCID小鼠建立胃癌转移模

型, 旨在探讨N-去硫酸肝素对肿瘤血管生成和转移的抑

制作用, 为N-去硫酸肝素抗肿瘤转移的临床应用提供理

论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂 羊抗人CD34抗体和羊抗人VEGF抗体系

Santa Cruz生物技术公司产品.
1.1.2 动物模型 健康♂重度联合免疫缺陷(SCID)小鼠由

中国科学院上海实验动物中心提供, 鼠龄6-7 wk, 体质量

20-25 g. 裸鼠皮下传代的人胃癌组织SGC-7901由上海市

肿瘤研究所提供, 移植时处死荷瘤裸鼠, 皮肤消毒, 取下

肿瘤, 浸入生理盐水中. 采用人胃癌组织原位移植SCID小

鼠建立胃癌转移模型. 将动物麻醉后, 依次切开左上腹皮

肤、腹壁和腹膜, 仔细暴露胃壁, 在胃大弯中部用剪刀损

伤胃浆膜层, 将人胃癌组织块(约5 mm×7 mm)缝在损伤

处, 然后将胃送入腹腔内, 缝合腹壁和皮肤[11].  
1.2 方法

1.2.1 分组 模型制作后, 动物随机分为N-去硫酸肝素注射

组(N-去硫酸肝素组, n  = 10)和生理盐水注射组(生理盐水

组, n  = 10). 术后第1 wk, N-去硫酸肝素组静脉内注射N-
去硫酸肝素(中国科学院上海细胞生物学和生化所), 每次

10 mg/(kg·d)(以100 μL生理盐水稀释), 2次/wk, 共3 wk. 生
理盐水组静脉内注射生理盐水, 每次100 μL, 2次/wk, 共

3 wk. 每周SCID小鼠称质量2次. 
1.2.2 标本收集和病理学检查 所有动物于第6 wk末处死. 
对胃癌组织、肿大淋巴结与可疑转移脏器进行病理学检

查. 肿瘤组织标本以40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋后常规切

片, HE染色, 光镜下观察肿瘤病理变化, 检测肿瘤转移

情况. 
1.2.3 肿瘤平均微血管密度测定 4 μm厚的石蜡切片脱腊

后, 应用免疫组化Envision二步法检测CD34, 一抗浓度为

1∶300, 以血管内皮细胞出现棕黄色染色为阳性. 参照

Weidner的方法, 计算肿瘤平均微血管密度, 先在低倍光镜

(×100)下全面观察切片以确定肿瘤内血管密度最高处. 
再在高倍镜(×200)下, 记录5个视野内的微血管数, 取其

平均数作为该动物的平均微血管密度值. 
1.2.4 肿瘤组织VEGF表达测定 4 μm厚的石蜡切片脱腊

后, 应用免疫组化Envision二步法检测VEGF的表达, 一抗

浓度为1∶60, 以肿瘤细胞细胞质内出现棕黄色颗粒为阳

性染色. 阳性染色的细胞在10%以下为阳性+, 阳性染色

的细胞在10%以上为阳性++, 两者相加为阳性染色数. 
统计学处理 应用Student's t检验和c2精确法检验,  

P <0.05有显著性差异. 

2  结果

2.1 N-去硫酸肝素对人胃癌转移的抑制作用 人胃癌

SGC-7901组织原位移植SCID小鼠后第6 wk, 见胃癌移植

瘤均原位生长良好, 肿瘤向胃腔内突出, 质硬脆; 光镜下

见肿瘤组织为低分化胃腺癌组织, 浸润肌层、黏膜下层

和黏膜层. 对肿大淋巴结与可疑转移脏器进行病理学检

查, 发现淋巴结转移以胃周、肠系膜和主动脉旁淋巴结

为主; 各脏器转移以肝脏最为常见, 其次为肺、胰、脾等

脏器. 
生理盐水组肿瘤转移率为80%, 分别为淋巴结转移8

例(8/10), 肝脏转移6例, 其他脏器转移6例. 但经N-去硫酸

肝素治疗的小鼠, 则胃癌的淋巴结和脏器的转移明显被

抑制. N-去硫酸肝素组发现2例肿瘤转移(2/10), 转移率为

20%. 经c2精确法检验, 生理盐水组肿瘤转移率高于N-去
硫酸肝素组, 两组之间差异有统计学意义, P <0.05. N-去
硫酸肝素应用对SCID小鼠体质量未见明显影响, 未发现

出血等副作用. 
2.2 N-去硫酸肝素对人胃癌微血管密度的抑制作用 光学

显微镜下观察, 可见CD34在血管内皮细胞膜和细胞质染

色, 出现管腔结构(图1A). 生理盐水组SCID小鼠胃的原位

移植瘤血管生成明显, 平均微血管密度为8.0±3.1. N-去
硫酸肝素治疗组SCID小鼠胃的原位移植瘤新生血管生成

被抑制, 其平均微血管密度为4.3±1.8. 经统计学处理, 两
组之间差别有显著意义(P <0.05). 
2.3 N-去硫酸肝素对人胃癌组织VEGF的影响 VEGF阳
性染色为棕黄色, 位于肿瘤细胞细胞质内(图1B). 生理

盐水组VEGF阳性表达率明显高于N-去硫酸肝素治疗组 
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图 1  胃癌组织的阳性表达 (×200). A: 血管内皮CD34; B: 细胞质内VEGF. 

(P <0.05, 表1). 

3  讨论

自1971年Folkman提出肿瘤生长依赖新生血管以来, 近年

有关肿瘤血管生成与肿瘤生长和转移的研究已受到关

注[12,13]. 血管生成是体积大于1-2 mm3实体瘤生长和肿瘤

细胞转移的条件, 抗血管生成治疗对改善胃癌患者临床

疗效和预后有重要意义[1,3,12,14]. 动物实验研究发现, 肝素

除了抗凝作用外, 可抑制血管生成, 因此可能具有抗肿瘤

转移作用[8,15]. 然而由于其强烈的抗凝活性, 限制了其在

临床应用. 对肝素进行化学修饰, 可降低其抗凝活性, 但
可增强其抗血管生成作用. 近年研究表明, 低分子肝素抗

凝活性显著下降, 但其结合血管内皮生长因子、成纤维

生长因子和肝细胞生长因子等活性显著增强, 因此抑制

肿瘤的血管生成作用加强[16]. N-乙酰肝素对肝素酶的抑

制作用加强, 抗血管生成和抗转移作用较非修饰肝素显

著增强[10]. N-去硫酸肝素为化学修饰肝素, 抗凝活性为肝

素的1/76, 但其抗炎作用加强[17]. 目前未见N-去硫酸肝素

抗肿瘤转移研究报道. 
我们用人胃癌SGC-7901组织原位移植SCID小鼠建

立胃癌转移模型, 研究N-去硫酸肝素对胃癌转移及血管

生成的影响. 该模型与人类胃癌转移相似, 肿瘤转移率高, 
是胃癌转移研究的理想模型. 我们研究发现, 人胃癌组织

原位移植SCID小鼠6 wk后, 肿瘤转移率为80%. 但经N-
去硫酸肝素治疗后, 肿瘤转移显著被抑制, 转移率为20%, 
经c2检验, 两组之间差别显著(P <0.05). 这与文献报道一

致. Szende et al [18]的研究发现, 低分子肝素(Fraxiparine)
剂量为57 IU/kg和173 IU/kg, 对两种实验性肿瘤转移模

型具有显著的抗转移作用, 肝素以100 IU/kg对肿瘤转移

未见明显影响. Amirkhosravi et al [19]研究了低分子肝素

表 1   SCID小鼠胃癌组织VEGF阳性表达率 (n  = 10)

aP<0.05 vs 生理盐水组.

分组                              -                 +              ++               阳性率(％)     

生理盐水组                    1                 2               7                      90           

N-去硫酸肝素组           8                 1               1                      20a

(tinzaparin)对黑色素瘤的抗转移作用. 结果发现低分子肝

素对黑色素瘤转移的抑制作用为89%(P <0.001). Naggi 
et al [10]的研究发现N-乙酰肝素的抗凝活性较低, 但抗肿瘤

转移作用较未修饰肝素明显增强. Kragh et al [20]研究发现, 
非抗凝肝素NAC8000对实验性肿瘤转移模型具有抗转移

作用, 且未发现明显出血副作用. 研究结果表明N-去硫酸

肝素对胃癌等肿瘤具有抗转移作用. 
肿瘤血管生成是肿瘤生长和转移的条件 .  肿瘤血

管生成机制极其复杂 ,  肿瘤细胞产生的血管内皮生长

因子是重要的促血管生长因子, 通过与受体VEGFR1、
VEGFR2结合, 具有特异性促进血管内皮细胞增殖和迁

移, 增加血管通透性, 在肿瘤的生长与转移中起到重要的

作用[3-6]. 
我们研究了N-去硫酸肝素对SCID小鼠胃癌血管生成

和VEGF的影响. 结果发现, N-去硫酸肝素组的肿瘤平均

微血管密度明显低于对照组, 说明N-去硫酸肝素对肿瘤

新生血管的生成具有显著的抑制作用. Collen et al [15]的体

外研究发现, 肝素与低分子肝素对VEGF刺激的血管内皮

细胞增殖和血管形成具有抑制作用. Fernandez et al [21]的

研究结果表明, 低分子肝素可抑制肿瘤血管形成. Mousa 
et al [22]发现, 低分子肝素(tinzaparin)可抑制肿瘤血管生成, 
但与促血管生成因子作用无关. Naggi et al [10]的研究表明, 
N-乙酰肝素等修饰肝素较未修饰肝素具有更强的抗血管

生成和抗转移作用. 表明, 肿瘤新生血管大量形成增加了

肿瘤细胞转移的机会, 新生的血管通透性较高, 因此增加

了肿瘤的转移, 而N-去硫酸肝素通过抑制肿瘤血管生成

对胃癌等实体瘤具有抗转移作用. 
我们发现, 人胃癌组织原位移植SCID小鼠第6 wk, 肿

瘤组织VEGF的阳性率为90%, 但经去硫酸肝素治疗后, 
肿瘤细胞VEGF明显被抑制(P <0.05), 说明N-去硫酸肝素

对胃癌VEGF具有抑制作用. Kakeji et al [23]研究了VEGF
表达与胃癌患者的肿瘤转移和预后的关系, 结果发现, 
VEGF阳性患者的肿瘤转移明显高于阴性患者, VEGF阳
性患者预后较差. Fondevila et al [24]的研究表明VEGF表达

与胃癌患者术后肿瘤转移复发和预后相关. Tsujitani et al [4]

研究了胃癌患者VEGF表达与微血管密度的关系, 结果发

现肿瘤细胞内VEGF阳性表达的微血管密度明显高于阴

A B
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性患者. Pisano et al [25]的研究表明, 低硫酸化的低分子肝

素可抑制VEGF诱导的新生血管形成. 研究结果表明, 肿
瘤细胞通过分泌VEGF等促血管生长因子, 促进肿瘤新生

血管生成, 从而使肿瘤组织内血管增多, 血管通透性增加, 
因此在肿瘤转移中起重要作用, N-去硫酸肝素通过抑制

VEGF和肿瘤新生血管形成, 对胃癌等肿瘤具有抗转移

作用. 
总之, N-去硫酸肝素具有抑制肿瘤血管生成和抗肿

瘤转移作用, 但无明显出血等副作用, 表明其抗凝活性低, 
因此对胃癌等肿瘤转移的治疗具有重要的临床意义. 
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Abstract
AIM: To investigate the differentially expressed proteins 
between liver cancer cell line HepG2 and normal cell 
line L02 cultured in vitro  using surface enhanced laser 
desorption ionization (SELDI) protein array technology.

METHODS: The in vitro  cultured liver cancer cell line 
HepG2 and normal cell line L02 were harvested and then 
split by cell lysate solution. The protein mass spectra of 
the HepG2 and L02 cells were detected by IMAC3 and 
WCX2 based on SELDI protein array technology.

RESULTS: A total of 61 proteins were captured by 
IMAC3 array, and 7 different peaks were found. Comp-
ared with those in the L02 cells, 3 differential proteins 
were highly expressed, while 4 were lowly expressed 
in the HepG2 cells. A total of 91 proteins were captured 
by WCX2 array, and 14 differential peaks were found. 
Among those differentially expressed proteins, 3 were 
highly expressed, while 11 were lowly expressed in the 
HepG2 cells.

CONCLUSION: SELDI protein array technology is con-
venient, highly sensitive, and repeatable in the detecti-
on of the differently expressed proteins between hepat-
ocarcinoma cells and normal hepatocytes.

Key Words: Protein array; Liver cancer cell line; Differ-
ential protein

Song XX, Yan ZY, Wang B, Mu WF, Qian DM, Ding SY, Yao ZL. Diff-
erential protein expression between in vitro  cultured liver cancer cell 
line HepG2 and normal cell line L02. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(22):2689-2692

摘要

目的: 运用SELDI蛋白质芯片技术分析体外培养的肝癌细胞

株(HepG2)与正常肝细胞株(L02)蛋白质表达差异. 

方法: 在体外培养HepG2和L02细胞株, 收获细胞, 将细胞用

细胞裂解液裂解后, 采用SELDI蛋白质芯片技术用IMAC3 
及WCX2芯片检测HepG2、L02的蛋白质谱. 

结果: 体外培养的肝癌细胞株与正常肝细胞株的蛋白质存在

差异表达, IMAC3芯片共捕获61个蛋白, 发现差异峰7个, 与
L02细胞相比, 其中3个差异蛋白在肝癌细胞中高表达, 4个

差异蛋白在肝癌细胞中低表达. WCX2芯片共捕获91个蛋白, 
发现差异峰14个, 其中3个差异蛋白在肝癌细胞中高表达, 11
个差异蛋白在肝癌细胞中低表达. 

结论: SELDI蛋白芯片技术检测肝癌细胞株与正常肝细胞株

蛋白质的差异表达方法简便, 敏感性高, 重复性好. 

关键词: 蛋白质芯片; 肝癌细胞株; 差异蛋白

宋旭霞, 闫志勇, 王斌, 牟文凤, 钱冬萌, 丁守怡, 姚宗良. 体外培养的

肝癌细胞株与正常肝细胞株蛋白质的差异表达. 世界华人消化杂志 

2005;13(22):2689-2692
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是最常见的恶性

肿瘤之一, 严重的威胁着人们的健康. 据国际癌症研究中

心(IARC)估计, 2000年全球肝癌发病数为56.4万人[1], 其
死亡率居世界第三位. 其中约55%发生在中国, 即中国肝

癌发病30.6万人, 肝癌死亡30.0万人[2], 肝癌死亡率居我

国肿瘤死因的第二位. 肝癌的早期诊断较为困难, 缺乏可

靠的早期诊断指标是其预后较差的主要原因, 大部分肝

ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R               世界华人消化杂志     2005年11月28日    第13卷   第22期                              2689 



癌患者发现时已经失去手术机会. 甲胎蛋白(AFP)是目前

普遍应用的肝癌标志物, 但仍有30%的肝癌患者AFP是
阴性的[3], 因此, 探索和建立一种简单、快速、敏感性高

和特异性强的早期诊断技术已成为临床医学上的迫切需

要. 目前对肝癌发生机制的研究大都是在基因水平, 但是

mRNA的水平并不能真正代表所表达的蛋白质水平, 两
者之间的相关性通常低于0.5%. 因此, 要求对生物功能

的执行者——蛋白质进行研究. SELDI(surface enhanced 
laser desorption/ionization)蛋白质芯片技术是近年来新

兴的一种蛋白质组学技术, 他具有简单, 快捷, 灵敏等特

点, 可以检测分子质量在500-500 000 u之间的蛋白或多

肽, 而且所需样本体积小(0.5-400 µL)[4-7], 是发现蛋白质

标记物的理想方法[8]. 目前SELDI蛋白质芯片技术是蛋白

质组学研究中的重要工具, 人们已经应用该项技术寻找

肿瘤相关性的蛋白质[9-13], 并有报道用蛋白质飞行质谱技

术检测体外培养的肝癌细胞株与转染HBV的肝癌细胞

株蛋白质的差异表达[14]. 我们采用美国Ciphergen公司研

制的SELDI蛋白质芯片技术分析了体外培养的肝癌细胞

HepG2和正常肝细胞L02的蛋白质表达谱, 发现了一系列

差异表达的蛋白. 为今后从血清中筛选标志蛋白及研究

肝癌的发生、发展机制奠定了基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 正常肝细胞株(L02)购自中科院上海细胞库, 肝
母细胞瘤细胞株(HepG2)由第四军医大学吴力克主任医

师赠送. HPLC水, 乙晴, 三氟乙酸, SPA(Sinapinic acid), 
TritonX-100, 尿素, HEPES, CHAPS购自美国Sigma公司, 
蛋白质芯片时间质谱分析仪(PBSⅡ-C)及WCX-2(弱阳

离子交换芯片)、IMAC3(固定金属亲和芯片)购自美国

Ciphergen Biosystems公司. 蛋白质芯片WCX-2(弱阳离子

交换芯片)芯片表面结合有弱型阴离子羧基, 可以被分析

物表面的正电荷基团相互作用(如赖氨酸、精氨酸和组

氨酸)而捕获蛋白, 可用于检测高等电点的蛋白质和生物

标记分子. IMAC3(固定金属亲和芯片)其表面结合有亚硝

基, 他可以鳌合金属离子(如Cu, Ni, Ga等), 加到芯片表面

结合点上的蛋白质通过半胧氨酸和色氮酸位点上的磷酸

化氨基酸等与金属离子结合, 主要用于检测磷酸化蛋白

及生物标记分子.  
1.2 方法

1.2.1 细胞总蛋白质的提取 L02、H e p G2细胞采用含

100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养基培养, 细胞长成

单层后, 用无菌细胞刮刀刮取细胞, PBS洗3次, 细胞计

数1010/L, 加入裂解液(8 mol/L Urea, 40 g/L CHAPS, 
40 mmol/L Tris-HCl, pH 7.4)200 μL, 4℃剧烈震荡30 min, 
14 000 g离心30 min. 采用日立的Gene Spec V蛋白核酸分

析系统测定上清的蛋白浓度, 用裂解液调至样品浓度为

2 g/L, 其余上清分装-86℃备用. 每种细胞收获3次, 以排

除组间差别. 每份样品至少在两个以上的同种芯片上检

测, 以排除不同芯片间的差异. 
1.2.2 IMAC3蛋白芯片操作步骤 每孔加入5 μL 50 mmol/L
硫酸镍并在湿盒中孵育15 min, 重复操作一次. 用流动的

去离子水清洗芯片10 s以除去过多的镍. 每孔加入5 μL
结合缓冲液(0.5 mol/L NaCl, pH 7.0), 震荡孵育5 min, 
将蛋白芯片放入蛋白工作平台(Bioprocessor), 每孔加入

200 μL缓冲液, 震荡孵育5 min. 弃去缓冲液, 每孔立即加

入50 μL 1∶2稀释于缓冲液中的样品(蛋白终浓度1 g/L),
震荡孵育1 h. 弃去样品, 每孔使用200 μL缓冲液洗涤两

次, 每次5 min, 然后用水进行清洗. 从蛋白工作平台中取

出蛋白芯片, 空气中干燥, 每孔加入0.5 μL EAM, 重复一

次. 干燥后用蛋白质芯片阅读机进行质谱分析. 
1.2.3 WCX-2蛋白芯片操作步骤 将芯片装入蛋白工作平

台, 每孔加入200 μL结合缓冲液(50 mmol/L NaAc, pH 
4.0)预处理芯片, 置于振荡器5 min, 重复上述操作一次. 
在每孔中加入50 μL 1∶2稀释的样品, 剧烈震荡, 孵育

1 h. 弃掉样品, 每孔用200 μL结合缓冲液洗涤2次, 每次

5 min. 弃去孔中液体, 每孔加入200 μL HPLC水, 立刻甩

出. 从蛋白工作平台中取出蛋白芯片, 空气中干燥, 每孔

加入0. 5 μL EAM, 重复一次. 干燥后用蛋白质芯片阅读

机进行质谱分析. 
1.2.4 数据采集和结果分析 蛋白质芯片采用PBSⅡ-C型读

取数据, 用加有All-in-one标准蛋白的NP-20芯片校正质谱

仪, 仪器参数设置如下: 激光强度220, 检测敏感度10, 优
化M r范围为2 000-10 000, 最高为M r 50 000. 

统计学处理 采用Ciphergen proteinchip 3.0版本的分

析软件自动采集数据, 然后用Biomarker Wizard软件分析

L02、HEPG2细胞的蛋白质谱差异. 

2  结果

2.1 利用IMAC3芯片分析肝癌细胞与正常细胞之间存在

的蛋白质表达差异 采用PBSⅡ-C型蛋白质芯片阅读机

自动收集数据, 设有意义峰的信噪比(signal/noise)为2, 
试验结果表明, IMAC3芯片共检测出61个蛋白峰, 发现

HepG2、L02细胞的差异峰7个, 其中7 979, 13 428, 15 940 
u蛋白分子在肝癌细胞中高表达, 而8 103, 8 492, 10 160, 
11 304 u蛋白分子在肝癌细胞中低表达(图1). 
2.2 利用WCX2芯片分析肝癌细胞与正常细胞之间存在

的蛋白质表达差异 采用PBSⅡ-C型蛋白质芯片阅读机自

动收集数据, 设有意义峰的信噪比(signal/noise)为2, 试验

结果表明, WCX2芯片共检测出91个峰, 发现HepG2、L02
细胞差异峰共14个, 其中7 517, 7 945, 7 979 u蛋白分子

在肝癌细胞中高表达, 5 061, 5 551, 5 818, 8 428, 10 100, 
10 312, 11 081, 11 621, 11 662, 11 830, 12 772 u蛋白分子

在肝癌细胞中低表达(图2), 在上述差异蛋白中, 7 979 u
蛋白峰可同时被IMAC3及WCX2两种芯片捕获. 
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3  讨论

蛋白质组是指一个基因组、一个细胞或组织或一种生物

体所表达的全部蛋白质[15]. 蛋白质组学(proteomics)是蛋

白质组概念的延伸, 是在整体水平上研究细胞内蛋白质

组成及其活动规律的学科. 与传统的针对单一蛋白质进

行的研究相比, 蛋白质组学所采用的高通量和大规模的

研究手段, 在回答有关生命活动机制的基本问题方面达

到空前的规模和速度. 蛋白质组学研究最终将构建出细

胞的“功能图”. SELDI-TOF-MS蛋白质芯片技术是近年

发展起来的最先进的蛋白质组学技术, 他能对原始样品

进行大量检测, 而其他的质谱分析在分析之前都需要有

效的样品纯化和制备步骤. SELDI-TOF-MS技术具有高分

辨力, 高重复性, 应用简便, 敏感性高等优点[16], 在蛋白质

组学中得到越来越广泛的应用. 
近来研究表明, 肿瘤性疾病从蛋白质组学的角度又

可以被认为是一种蛋白质缺陷病, 其发生过程中有多种

蛋白会发生异常变化. 从组织增生产生原位癌到产生癌

变的过程中, 有不同的功能性蛋白参与; 转移也是多步

骤复杂连续的过程, 与转移有关的特殊基因受到激活并

有多种水解酶的参与. 总之, 肿瘤在发生、发展、转移的

过程中, 在分子水平有不同的功能性蛋白参与, 并且功

能性蛋白很可能在各个环节相互协调共同表达. 蛋白表

达异常不仅包括蛋白表达量的增加或减少, 还包括蛋白

翻译后加工上的改变, 从而导致肿瘤组织表达的蛋白质

谱(protein profile)的改变. 虽然从mRNA水平能够快速研

究相应转录子的表达谱, 但在翻译的过程中要进行磷酸

化、巯基化、乙酰化、糖基化等修饰, 并不能了解肿瘤

进展过程中蛋白表达质与量的变化. 另外有研究表明体

内mRNA与相应蛋白的表达水平并没有直接的联系. 因
此利用蛋白质组学方法检测蛋白质谱的变化可以更加准

确地诊断肿瘤及了解肿瘤的发病机制. 
体外培养的细胞株虽然不能完全反映体内细胞的生

长状态和生物学活性, 但他具有成分单一, 均质性好, 实
验条件容易控制等优点. 尤其在做对比性研究时可避免

由组织细胞成分复杂, 细胞异质性高等缺点造成的结果

不真实和不可靠[17]. 我们培养了正常肝细胞株L02和肝癌

细胞株HepG2, 细胞裂解液裂解细胞, 蛋白定量后SELDI-
TOF-MS分析蛋白表达的差异. 在实验中每种细胞收获三

次, 以排除组间差别; 每份样品至少做两个点以排除由于

芯片不同而引起的误差. 结果表明我们的实验重复性好, 
敏感性高. 我们选用了肝癌细胞株HepG2与正常肝细胞

株L02蛋白质谱进行比较, 结果发现与正常肝细胞质谱相

比, 共有21个差异的蛋白峰, 其中6个标志蛋白在肝癌细

胞中高表达, 15个标志蛋白在肝癌细胞中低表达, 在上述

差异蛋白中, 7 979 u蛋白峰可同时被IMAC3及WCX2两
种芯片捕获. 另外我们在WCX2芯片上发现的7 945 u蛋
白峰与Melle et al [18]在肝癌组织中发现的7 935 u的蛋白

峰很有可能为一个峰. 
任何疾病在出现病理变化之前, 细胞内的蛋白质在

成分和数量上都会有相应改变, 有的可能通过血清中的

蛋白质反映出来. 我们还研究了HBV感染携带者与HCC
患者及正常对照血清蛋白质的差异性表达, 共发现了18
个差异的蛋白峰. 我们比较了培养的细胞株与血清的蛋

白质谱, 发现二者有一个共同的蛋白峰7 979 u在肝癌中

高表达, 这可能是肝癌组织特异性的分泌蛋白, 由肝癌组

织产生分泌入血. 
我们发现的这些组织特异性蛋白生物标记对肝癌的

早期诊断有潜在的应用价值, 更主要的是为研究肝细胞

癌变机制提供了一个基础, 而且这些蛋白有可能为肝癌

治疗提供新的靶位, 可以进行RNA干扰来阻断其高表达

或通过基因导入来促进低表达蛋白的表达. 下一步我们

打算应用串联质谱分析鉴定特定的蛋白, 从而进一步研

究肝癌的发病机制及肝癌的治疗. 
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Abstract
AIM: To investigate the anti-hepatitis B virus effect of 
Yugan  capsule in vitro.  

METHODS: The experimental rabbits (n  = 6) were ran-
domly divided into 3 groups (2 for each), and then were 
treated with the normal serum, Yiganning  granule and 
Yugan  capsule, respectively. The blood samples were 
collected from the hearts and diluted into various con-
centrations. The effects of the serums on the 2.2.15 cell 
line were observed. Enzyme linked immunosorbent as-
say was used to detect the the contents of HBsAg and 
HBeAg, and polymerase chain reaction and hybridiza-
tion were used to determine the contents of HBV DNA.

RESULTS: Five days after treatment, Yugan  capsule 
of 1∶1 group had significant anti-HBV effect in com-
parison with Yiganning  granule (HBsAg: 53.93±1.34 
vs  41.03±0.85, P  <0.05; HBeAg: 55.25±1.42 vs  
36.26±0.97, P  <0.01; HBV DNA: 56.81±2.37 vs  
43.71±0.98, P  <0.01), while Yugan  capsule of 1∶2, 
1∶4, and 1∶8 group was not markedly different, and 
that of 1∶16 group had less anti-HBV effect. Ten days 
after treatment, Yugan  capsule of different concentra-
tions inhibited the proliferation of HBV significantly in 
comparison with cell control and normal serum group, 
while in comparison with Yiganning  granule, Yugan  
capsule of 1∶1 group notably inhibited the replication 
of HBV DNA (67.23±2.79 vs  48.02±1.03, P  <0.05). Also 

Yugan  capsule of 1∶2 and 1∶4 group was superior to 
Yiganning  granule in inhibiting the secretion of HBeAg 
and replication of HBV DNA, but that of 1∶8 and 1∶16 
group was inferior to Yiganning .  

CONCLUSION: Yugan  capsule serum can inhibit the 
secretion of HBsAg, HBeAg, and replication of HBV 
DNA in 2.2.15 cells cultured in vitro  in a concentration-
depended manner.

Key Words: Yugan  capsule; 2.2.15 cell; Hepatitis B 

virus; Anti-HBV effect 

Gao P, Cheng LF, Xie CL. Inhibitory effect of Yugan  capsule 
on Hepatitis B virus in vitro . Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(22):2693-2696

摘要

目的: 通过观察愈肝胶囊对2.2.15细胞分泌的HBsAg、
HBeAg及HBV DNA的影响, 探讨在体外水平上愈肝胶囊的

抗乙肝病毒作用. 

方法: 将实验家兔(n  = 6)随机分为3组: 正常血清组、乙肝宁

颗粒组、愈肝胶囊组, 分别灌服洁净生理盐水5 mL/次, 乙肝

宁颗粒3.4 g/(kg•d), 愈肝胶囊 0.7 g/(kg•d), 3次/d. 测定含不

同浓度愈肝胶囊血清抗HBV活性情况. 2.2.15细胞培养上清

液HBsAg、HBeAg测定采用ELISA法, HBV DNA检测采用

PCR杂交试验法. 

结果: 作用5 d时, 与乙肝宁颗粒组比较, 含愈肝胶囊血清1∶1
组抗HBV作用优于乙肝宁颗粒组(HBsAg: 53.93±1.34 vs 
41.03±0.85, P  <0.05; HBeAg: 55.25±1.42 vs  36.26±0.97, 
P <0.01; HBV DNA: 56.81±2.37 vs  43.71±0.98, P  <0.01); 
1∶2组、1∶4组、1∶8组差异无显著性; 1∶16组则作用较

乙肝宁颗粒组低. 药物作用10 d时, 与细胞对照组及正常血

清组比较, 各含愈肝胶囊血清组抗HBV作用均比较显著. 与
乙肝宁颗粒组比较, 含愈肝胶囊血清1∶1组抗HBV DNA作

用优于乙肝宁颗粒组(67.23±2.79 vs  48.02±1.03, P  <0.05); 
1∶2组和1∶4组对HBeAg及HBV DNA的作用优于乙肝宁颗

粒组; 1∶8组和1∶16组对HBV DNA作用低于乙肝宁颗粒组. 

结论: 含愈肝胶囊血清在体外细胞培养中对2.2.15细胞分泌

HBsAg、HBeAg及HBV DNA均有较好的抑制作用, 其抑制

作用随其浓度增大而增强. 

关键词: 愈肝胶囊; 2.2.15细胞; 乙肝病毒; 抗HBV活性 
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0  引言

乙型肝炎(hepatitis B)是乙型肝炎病毒(HBV)引起的一种

严重的世界范围内危害人类健康的疾病. 中医药辨病与

辨证相结合, 多途径, 多层次, 整体调控, 在乙型肝炎的治

疗中发挥着独特的优势. 本实验应用中药含药血清药理

学研究方法, 通过严格的体外实验. 对愈肝胶囊治疗乙肝

的有效性进行进一步探讨. 

1 材料和方法

1.1材料

1.1.1 实验动物 取纯种♂日本大耳白兔6只, 体质量约3 
kg, 由泸州医学院实验动物中心提供. 
1.1.2 药物 愈肝胶囊每克含生药14.7 g, 处方主要由茵

陈、栀子、黄芪、党参、丹参、白术、虎杖等药组成.  
泸州医学院附属第二医院制剂室生产, 批号: 990815; 乙
肝宁颗粒 17克/包, 广西半宙制药股份有限公司生产, 批
号: 22-5010-桂卫药准字(1990)第079023号. 
1.1.3主要试剂 2.2.15细胞株(由重庆医科大学病毒性肝

炎研究所提供)、RPMI-1640培养基(Gibco BRL Co)、胎

牛血清(由华西医科大学生物学教研室制备)、四甲基偶

氮唑蓝(Sigma)、二甲基亚砜(Sigma)、HBsAg、HBeAg 
ELISA试剂盒(华美生物工程公司),  HBV DNA  PCR杂交

试剂盒( 华美生物工程公司). 
1.2 方法

1.2.1 含药血清的制备 实验家兔每2只一组,  分为正常血清

组(Ⅰ组)、乙肝宁颗粒组(Ⅱ组)、愈肝胶囊组(Ⅲ组). 分别

灌服洁净生理盐水5 mL/次, 乙肝宁颗粒, 3.4 g/(kg•d)(成人

公斤体重用量的12倍[1], 相当于临床等效剂量), 愈肝胶囊

0.7 g/(kg•d), (成人千克质量用量的12倍, 相当于临床等效剂

量), 3/d, 第7日上午连续给药2次(间隔1 h)[2], 1 h后, 无菌采

血, 3 000 r/min 离心20 min分离血清, 56℃灭活30 min[3], 抽
滤除菌后-20℃冰箱保存备用. 
1.2.2 体外培养实验分组方法 每3孔为1组, 共分8组, 分别

为细胞对照组(2.2.15细胞常规培养)、正常血清组(含Ⅰ

组血清) 、 乙肝宁颗粒组(含浓度为1∶1 Ⅱ组药物血清)
愈肝胶囊Ａ组(含浓度为1∶1 Ⅲ组药物血清)、愈肝胶囊

Ｂ组(含浓度为1∶2 Ⅲ组药物血清)、愈肝胶囊Ｃ组(含浓

度为1∶4 Ⅲ组药物血清)、愈肝胶囊Ｄ组(含浓度为1∶8 
Ⅲ组药物血清)、愈肝胶囊Ｅ组(含浓度为1∶16 Ⅲ组药

物血清). 
1.2.3 细胞培养 将长满2.2.15细胞的培养瓶用2.5 g/L胰蛋

白酶消化3 min左右; 培养液吹打使细胞分散, 配制成1×
10８/Ｌ种于细胞培养板中, 96孔板0. 2 mL/孔; 24孔板1.2 
mL/孔,  37℃ 50 mL/L CO2培养. 

抑制率=
细胞对照cpm值-给药组cpm值

×100%
细胞对照cpm值-空白对照cpm值

1.2.4  2.2.15细胞分泌HBsAg、HBeAg及HBV DNA规律

的测定[3] 将2.2.15细胞按1×108个/L的浓度传入多个培养

瓶, 37℃ 50 mL/L CO2 培养, 每天收集培养液上清. 供测 
HBsAg、HBeAg、HBV DNA用, 共14 d. 同法重复进行采

样和检测2次. 
1.2.5 含愈肝胶囊血清对2.2.15细胞存活率影响实验 96
孔板细胞培养24 h后, 含愈肝胶囊血清用培养液倍比稀

释5个浓度, 加入细胞培养板,  每浓度3孔,  并设正常细

胞(2.2.15细胞常规培养), 正常血清(含Ⅰ组血清)、阳

性对照组(含浓度为1∶1 Ⅱ组药物血清), 每4 d换同浓

度含药血清, 10 d后MTT染色法[4]测定细胞存活率. 加
入MTT 400 mg/Ｌ, 100 µL/孔, 4-6 h后加二甲基亚砜, 
完全溶解后测定570 nm波长A 值 .  细胞存活率计算公

式为: 细胞存活率＝药物处理细胞[A ]/药物未处理细胞

[A ]×100%. 
1.2.6 含愈肝胶囊血清体外抗HBV活性的测定 24孔板

细胞培养4 d后各组分别加入不同浓度的药物血清培养

基, 继续培养5 d收集上清液, 供测HBsAg、HBeAg、
HBV DNA用. 然后再加入相应不同浓度的药物血清培养

基, 10 d后, 再收集上清液, 供测HBsAg、HBeAg、HBV 
DNA用. 重复2次, 取平均值. 
1.2.7 样品检测与结果计算方法 上清液HBsAg、HBeAg
的检测: ELISA法. 上清液HBV DNA 的测定: PCR杂交试

验法.   P/N值=试验孔cpm / 阴性孔cpm

抑制率>50%判为有抑制作用.
统计学处理 用SPSS10.0统计软件处理. 所有计量资

料以均值加减标准差(mean±SD)表示, 进行方差分析,  组
间两两比较用SNK法; 两时间点前后均值比较用配对t检
验, 检验水准α = 0.05. 

2 结果

2.1 2.2.15细胞分泌HBsAg、HBeAg及HBV DNA规律(图1).

2.2 含愈肝胶囊血清对2.2.15细胞存活率的影响 含愈肝胶

囊血清各组作用10 d后, 各组细胞存活率均大于82％,细
胞生长良好, 结果显示: 含愈肝胶囊血清对细胞存活率无

明显影响. 含愈肝胶囊血清对HBV抑制率测定(表1).

3  讨论

愈肝胶囊重用黄芪补益脾胃之气, 以纠正肝病脾气虚弱

这一根本问题, 党参、白术、云苓健脾益气, 采用中药含

药血清药理学研究方法, 以含有愈肝胶囊药物成分的血

清代替中药粗提物进行体外实验, 不仅能反映愈肝胶囊

中可吸收部分的直接作用, 且能反映药物成分在机体作

用下形成的代谢产物和药物诱生的机体内源性物质的间
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接效果, 克服了中药制剂本身理化性质对实验结果的干

扰 [5-7]; 在动物选择、给药方案、采血时间[8], 血清灭活与

保存[9-10], 血清添加及对照组设立[11]等各方面均按该实验

方法研究的最新、最可靠的方法操作, 最大限度地保证

了含药血清的质量和有效成分, 达到了体外实验和体内

实验的完美结合. 
1990年之前, 国外学者利用PLC/PRF/5细胞株作了大

量抗HBV研究工作 [12-13], 1986年, Sereau et al [14]人利用电

穿孔基因转移技术将克隆的环状DNA与带耐药新霉素基

因的载体质粒重组, 转染近似正常肝细胞的HepG2细胞

系, 获得2.2.15细胞系, 使HBV体外组织培养获得了真正

的突破. 2.2.15细胞可以在体外无性繁殖, 能够长期稳定

的向培养上清液中分泌HBsAg、HBeAg和完整的Dane颗
粒, 而且还能产生大量的复制中间体, 细胞内含有整合型

和游离型HBV DNA, 还有rcDNA和单链DNA似为病毒基

因组的复制型, 但无cccDNA. 整合分子在培养期内始终

稳定[15]. 在我们所用的培养条件下, 现有的2.2.15细胞株

能稳定地分泌HBsAg、HBeAg、HBV DNA, 愈肝胶囊含

药血清培养2 d即可稳定检出HBsAg、HBeAg, 各标志物

的分泌量均随培养时间的延长而升高, 10 d达最高峰, 此
后不再增加; 培养1 d可从上清液中检出HBV DNA, 并可

持续至14 d,  11 d后处于高峰, 不再增加. 其复制规律与

HBsAg、HBeAg分泌规律相似, 可用于抗HBV药物筛选

实验. 任何药物在达到一定浓度作用一定时间时, 都会产

生细胞毒性而造成死亡, 从而影响药物作用的判定. 本实

验结果显示各不同浓度含药血清作用10 d后, 细胞的存

活率均很高. 故本实验利用中药含药血清在体外实验中

的优势避免了因细胞死亡造成的HBsAg、HBeAg、HBV 
DNA滴度下降, 更好地反映药物的抗HBV活性. 

各组含愈肝胶囊血清与空白对照组及正常血清组

比较认为愈肝胶囊不同浓度含药血清对乙肝病毒分泌

HBsAg、HBeAg、HBV DNA均有一定的抑制作用, 各
组含愈肝胶囊血清与乙肝宁颗粒组比较, 可以认为含愈

肝胶囊血清Ａ组抑制HBsAg、HBeAg及HBV DNA的

作用均优于乙肝宁颗粒, 有统计学意义(P <0.05); 含愈肝

胶囊血清Ｂ组则对HBeAg的作用可以优于乙肝宁颗粒

(P <0.05); 而含愈肝胶囊血清Ｅ组抗乙肝病毒的作用则明

显低于乙肝宁颗粒(P <0.05); 从而认为含愈肝胶囊血清抗

乙肝病毒的作用呈剂量依赖性; 尤其值得重视的是其对

HBV DNA的抑制作用, 含愈肝胶囊血清Ａ组和Ｂ组作用

10 d时, 抑制率可达65-67%, 提示愈肝胶囊在抗乙肝病毒

的治疗中具有较好的应用前景. 
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图 1  细胞分泌HBsAg、HBeAg及HBV DNA规律.
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会
暨第三届全国普通外科主任论坛第一轮通知                                                                                  

 
本刊讯 第二届国际肝胆胰协会中国分会学术会议将于 2006-10 在武汉举行 .

在各方面的大力支持下，国际肝胆胰协会中国分会第一届学术研讨会已于 2004-12 在武汉成功举办，与会代表一千余人，中

国人大副委员长吴阶平院士、国际肝胆胰前主席刘允怡教授、Jim Tooli 教授，国际肝胆胰协会侯任主席 Büechler 教授和欧洲肝

胆胰协会主席 Broelsch 教授等亲自到会 . 会议受到国内外专家及到会代表的一致赞赏 , 并受到国际肝胆胰协会的通报好评 , 会

议取得巨大成功 .

第二届会议将邀请国外和国内著名专家做专题讲座，针对国际国内肝胆胰外科进展及近年来的热点、难点问题进行讨论；并

交流诊治经验，推广新理论、新技术、新方法，了解国内外肝胆胰疾病诊断、治疗发展趋势；同时放映手术录像 . 大会热烈欢迎

全国各地肝胆胰领域的内科、外科、影像科各级医师以及科研人员积极投稿和报名参加 .

会议同时召开第三届全国普外科主任论坛，因此也欢迎从事医疗卫生管理的各级医院正、副院长及正、副主任积极投稿和报

名参加 .

本次会议已列入 2006 年国家级继续医学教育项目，参会代表均授予国家级继续医学教育学分 10 分 .

来稿要求：寄全文及 500-800 字论文摘要，同时寄论文的软盘一份或发电子邮件 . 以附件的形式发送至 chenxp@medmail.

com.cn，也可将稿件打印后寄至：武汉市解放大道 1095 号，武汉华中科技大学附属同济医院肝胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副

教授（收），邮编：430030；联系电话：027-83662599.（世界胃肠病学杂志社 2005-11-28）
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Abstract
AIM: To investigate the supportive and protective effect 
of the small intestinal submucosa (SIS) on the post-
cryopreserved human pancreatic islet cells. 

METHODS: The purified human islet cells were di-
vided into SIS and control group after they were cryo-
preserved for 1 mo. The recovery rate of the islet cells 
was determined after they were cultured in RPMI-1640 
for 1 wk. The morphological features and insulin excre-
tion after stimulation were assessed in vitro .

RESULTS: The recovery rate of the islet cells in SIS 
group was significantly higher than that in the control 
group (90.5 ± 1.8% vs  62.7 ± 3.6%, P  < 0.05), and the 
cells were well shaped. After stimulation, the insulin 
secretion in the SIS group was markedly higher than 
that in the control group (25.8 ± 1.7 mU/L vs  14.6 ± 1.3 
mU/L, P  < 0.05). When the islet cells were placed in 
the high glucose solution containing theophylline, the 
calculated stimulation index in SIS group was about 3 
times as high as that in the control group. 

CONCLUSION: The co-culture of post-cryopreserved 
human pancreatic islet cells with small intestinal sub-
mucosa is a promising way to increase recovery rate 

and improve the function of the post-cryopreserved 
islets.

Key Words: Cryopreservation; Recovery rate; Islet; 

Small intestinal submucosa 

Hou J, Xue WJ, Feng XS, Tian XH, Pang XL, Teng Y. Co-culture of 
post-cryopreserved human pancreatic islet cells with small intestinal 
submucosa. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2005;13(22):2697-2699

摘要

目的: 探讨猪小肠黏膜下层 (SIS) 对冷冻保存后的胰岛细胞

的支持和保护作用. 

方法: 分离纯化后的成人胰岛细胞经冷冻保存1 mo后分为

SIS组和对照组, 在RPMI-1640培养液培养1 wk后分别测定两

组的胰岛细胞回收率, 观察胰岛细胞形态并进行胰岛素刺激

释放试验. 

结果: SIS 组胰岛细胞回收率为90.5±1.8%, 较游离组62.7 ± 
3.6%显著提高 (P <0.05), 胰岛形态较对照组完整. 在高糖刺

激下, SIS组胰岛素分泌量较游离组增高 (25.8 ± 1.7 mU/L 
vs 14.6 ± 1.3 mU/L, P <0.05). 在含有茶碱的高糖溶液中, 微
囊组的刺激指数为游离组的3倍.  

结论: SIS作为一种天然的细胞外基质材料, 可显著提高胰岛

细胞冷冻保存后的回收率, 并改善胰岛细胞的功能.  

关键词: 冷冻保存; 回收率; 胰岛功能; 小肠黏膜下层 

侯军, 薛武军, 冯新顺, 田小辉, 庞新路, 藤焱. 冷冻保存后成人胰岛细胞与小

肠黏膜下层的共培养. 世界华人消化杂志 2005;13(22):2697-2699 

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2697.asp

0  引言

虽然糖尿病的治疗在上个世纪取得了显著的进步 ,  但
是该病的发病率和死亡率仍较高. 预计到2030年, 全世

界糖尿病患者将从2000年的1.71亿上升至3.66亿[1]. 胰
岛移植作为根治糖尿病的方法受到了广泛关注 .  随着

临床胰岛移植的不断开展 ,  胰岛的冷冻保存成为重要

的研究领域.  胰岛的冷冻保存可以为临床胰岛移植工

作提供许多便利 ,  例如长途运输胰岛及建立胰岛细胞

库[2]. 但目前胰岛的冷冻保存不可避免的在冷冻过程中

会使胰岛细胞受到损害 ,  从而使复温后的胰岛细胞活

性及功能大大降低[3]. 冷冻损伤主要发生在胰岛的冻融

• 研究快报 BRIEF REPORT •
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过程中. 虽然使用甘油或二甲基亚砜 (DMSO) 作为冷

冻保护剂, 但冷冻后胰岛细胞的回收率只有67-89%[4]. 
猪的小肠黏膜下层 (small intestinal submucosa, SIS) 
作为一种细胞外基质, 具有支持细胞生长, 促进伤口愈

合、组织再生的功能. 我们将冷冻保存1 mo后的成人

胰岛细胞与SIS共培养1 wk, 探讨SIS对胰岛细胞的的

支持和保护作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 胰腺取自脑死亡供者, 热缺血时间＜5 min, 冷却

血时间＜4 h; 微机生物降温仪 (上海理工大学低温生物工

程研究所研制); 倒置式显微镜 (日本Olympus公司); 荧光

显微镜 (日本Olympus公司, 型号VANOX); 液氮罐; 细胞培

养箱 (美国NAPCC公司, 5100型; 二甲亚砜 (DMSO, Sigma, 
USA); Hanks液(作为冷冻保护剂); PMI1640培养液 (美国

Gibco公司); 双硫腙 (DTZ) 溶液等 (美国Sigma公司).

1.2 方法

1.2.1 胰岛细胞的分离与纯化  胰腺取回后 ,  置于4 ℃ 
Hanks液中. 在超净工作台下, 快速去除胰腺周围脂肪组

织、血管和被膜. 经胰管注入预温至37 ℃胶原酶消化液. 
将灌注过的胰腺组织放入锥形瓶中. 38 ℃恒温水浴振荡

箱消化约20-25 min, 约10倍体积的4 ℃ Hanks液 (含100 
mL/L小牛血清) 中止消化, 消化液用300 μm不锈钢筛网

过滤, 所得滤过液即为胰岛悬液. 50 mL离心管, 依次加入

250 mL/L、200 mL/L、110 mL/L Ficoll分离液各l0 mL, 
其上方缓慢加入制备的胰岛悬液. 4 ℃ 2 000 r/min、离

心20 min, 分层. 吸出11-20%界面细胞, 用不含小牛血清

RPMIl-640液4 ℃ 1 500 r/min、离心5 min, 洗涤, 沉淀制

成细胞悬液, 备用. 
1.2.2 冻存与复温 按照文献[5]所载方法进行. 分离纯化的

成人胰岛置于0.2 mL RPMI-1640液中, 移入冷冻管内, 然
后向冷冻管内缓慢注入二甲基亚砜(30 min)至2.0 mmoL/
L. 标本首先快速降温至–7.4 ℃,然后缓慢(0.25 ℃/ min)降
至–40 ℃, 投入液氮内保存1 mo. 冻存时间到后标本置于

37 ℃水浴复温, 使用0.75 mmol/L蔗糖析去二甲基亚砜. 
1.2.3 SIS的制备 参照Badylak et al  [6]的方法进行.  经过检

疫的成猪空肠洗去内容物, 翻转后使黏膜面朝外, 用特制

刀片刮去最上层黏膜, 直至黏膜下层完全显露; 复原到正

常解剖结构, 用刀片除去浆膜层和肌层. 清洗剩下的小肠

粘黏下层, 完全去除小肠粘膜下层上的残留组织. 制成的

小肠黏膜下层厚度约为80-100 μm, 延长轴剪开, 洗涤后

进行脱细胞和消毒、灭菌处理. 
1.2.4 胰岛细胞培养 复温后胰岛分为两组: SIS组置于铺

有片状SIS的细胞培养孔中, 加入RPMI-1640培养液, 对照

组胰岛直接放入含有RPMI-1640培养液的细胞培养孔. 两
组胰岛细胞均放入37 ℃, CO2含量为50 mL/L的培养箱中

培养1 wk. 
1.2.5 胰岛形态和回收率 双硫腙染色后在装有标尺的显

微镜下, 计数胰岛细胞, 换算出相当于150 μm直径胰岛

细胞数量. 比较冷冻保存前后胰岛细胞数量即得出回收

率. 
1.2.6 胰岛功能的测定 在SIS及对照组中各取8份样本(20
个胰岛), 测定胰岛素释放量. 胰岛先置于含有2.7 mmol/L
葡萄糖的RPMI-1640培养液37 ℃孵育45-50 min. 随后胰

岛分别置于含有2.7 mmol/L、16.7 mmol/L、16.7 L mmol/
L、葡萄糖和10 mmol/L茶碱的RPMI-1640培养液中各孵

育45 min. 每次孵育结束后, 弃去上清液, 使用放射免疫法

测定胰岛素分泌量(mU/L). 
统计学处理 结果以均数±标准差 (mean±SD) 表示.  

不同组间差别采用SPSS10.0 进行t检验, P＜0.05认为有统

计学差异. 

2 结果

胰岛的冷冻保存主要涉及三个过程: 在浅冷冻期胰岛细胞

进入冷休克, 深冷冻期胰岛承受渗透压和内部热量释放的

压力; 复温期胰岛内部结构由固态转化为液态[7]. 在这三

个过程中, 胰岛细胞膜易受到损害, 导致细胞死亡. 本研究

中, 冷冻保存后培养1 wk后SIS组胰岛的回收率为90.5 ± 
1.8%, 对照组为62.7 ± 3.6%, 两组间存在统计学差异(P ＜ 
0.05). 显微镜下观察, SIS组胰岛细胞(图1A)较游离组(图
1B)结构完整, 染色均匀. 胰岛功能测定采用胰岛素释放试

验. 游离组与微囊组在低糖刺激下的基础胰岛素分泌无显

著差别; 而在高糖刺激下, 微囊组胰岛素分泌量较游离组

显著增加; 当在高糖内加入茶碱时最大胰岛素分泌量微囊

图 1  冷冻保存后培养1 wk胰岛细胞形态. A: 冷冻保存后和SIS共培养1 wk的成人胰岛细胞; B: 冷冻保存后仅与RPMI-1640共培养1 wk的成人胰岛细胞.

BA
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组明显高于游离组, 由此得出的刺激指数(SI)微囊组约为

游离组的3倍(表1). 

3  讨论

胰岛细胞的保存一直是人们关注的问题, 胰岛的体外培养

可以延长保存时间, 但不宜过长, 否则会出现纤维组织过

度增生, 导致移植失败[8]. 而建立胰岛细胞库则需冷冻保

存胰岛. 胰岛细胞库的建立可以更灵活的选择供受者, 使
胰岛移植的临床应用变得可行. Rojotte将冷冻保存的胰岛

移植给糖尿病患者, 成功的使其停用胰岛素2 a之久. 但是

在冷冻保存和复温过程中, 不可避免会损伤胰岛细胞, 虽
然采用二甲基亚砜和甘油作为冷冻保护剂, 冷冻保存复温

后胰岛细胞的回收率也只有60±7%[3]～78±5%[9,10]. 更为

重要的是, 冷冻保存后的胰岛在体外环境中对高糖刺激明

显减弱[9], 说明其功能也受到损害, 会严重影响移植效果. 
Rich et al [9,10]研究认为, 冷冻后胰岛会损失其功能的38%. 
因此, 如何避免和减少胰岛细胞的冷冻损伤引起许多学者

的关注. 
胰岛在冷冻和复温的过程中细胞承受渗透压的巨大

变化, 如果是单个胰岛细胞可以承受这种压力, 但胰岛实

际上是一种多细胞结构, 彼此依靠细胞外基质进行联系, 
冷冻-复温过程不可避免的会损害胰岛细胞间的这种联

系, 从而对胰岛细胞的结构和功能造成损害. 
猪的小肠黏膜下层(SIS)作为一种天然的细胞外基

质, 由胶原, 糖蛋白, 蛋白聚糖, 葡萄糖胺聚糖组成, 并含

有多种生长因子, 如纤维母细胞生长因子(PGF-2), 肿瘤

生长因子(TGF), 血管内皮细胞生长因子(VEGF), 能促进

细胞生长[11]. SIS作为组织工程材料已进行了较为广泛的

研究. Badylak et al [6]首先使用SIS修复一段犬肾动脉取得

成功, Lantz et al [12]报道了使用SIS修复犬颈动脉和股动

脉, 2 mo后SIS在形态上和被修复组织已无区别. 国内顾

庭et al [13]也报道了使用SIS替代兔跟肌腱获得成功. 近年

来, 国外有学者认为SIS对体外培养的胰岛细胞也应具有

支持和保护作用. Lakey et al  [14]报道分离纯化的犬胰岛

细胞与SIS共培养后回收率和体外功能均有所提高. 因此

我们推测, SIS作为一种天然的细胞外基质, 能够为冷冻

表 1  SIS组和游离组在不同刺激下胰岛素分泌量 
                                       

组别
低糖

(2.7 mmol/L)
高糖

(16.7 mmol/L)
高糖+茶碱        SI

SIS组     8.2 ± 0.6    25.8 ± 1.7a  76.6 ± 3.4a  9.5 ± 0.3a

游离组     7.9 ± 0.4    14.6 ± 1.3  26.1 ± 1.9  3.3 ± 0.2

aP＜0.05 vs 游离组.

和复温后的胰岛细胞提供一定的支持和保护, 从而使胰

岛的形态和功能得到改善. 
本研究中, 我们将冷冻保存1 mo后的成人胰岛细胞

置于放有SIS的细胞培养孔中, 使用RPMI-1640培养液培

养1 wk, 结果显示: SIS组胰岛细胞的回收率较对照组显

著提高, 胰岛细胞形态较对照组完整; 胰岛素释放试验也

证实SIS组胰岛细胞功能较对照组明显改善. 本研究说明

SIS作为一种天然的细胞外基质, 能够改善冷冻保存后的

胰岛细胞的形态和体外胰岛素分泌功能. 为长期保存胰

岛细胞提供了一条新的路径. 但胰岛细胞体外胰岛素分

泌测试尚不能完全反映胰岛功能, 下一步研究我们考虑

将SIS组胰岛细胞移植于大鼠糖尿病模型, 观察其对糖尿

病的治疗作用.  
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Abstract
AIM: To evaluate the effect of ulinastatin (UTI) on the 
expression of nuclear factor-kB (NF-kB) and related 
cytokines in acute necrotic pancreatitis (ANP) in rats.

METHODS: Thirty Sprague-Dawley rats were random-
ly divided into sham operation (SO) group, ANP group 
and UTI treatment group. The levels of NF-kB, interleu-
kin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-a (TNF-a) and ser-
um amylase in rats were detected. ANP model was in-
duced by retrograde administration of 50 g/L sodium 
taurocholate into biliary-pancreatic duct.

RESULTS: In ANP group, the levels of serum amylase 
(195 907.51±38 618.39 nkat/L), TNF-a (41.37±7.54 
ng/L), IL-6 (32.32±8.62 ng/L) as well as the expression 
of pancreatic and pulmonary NF-kB were all increased 
as compared with those in SO group (all P  <0.01). Aft-
er treatment with UTI, the levels of serum amylase 
(69 804.30±19 432.55 nkat/L), TNF-a (18.66±6.45 ng/L), 
IL-6 (23.41±7.65 ng/L) as well as the expression of pa-
ncreatic and pulmonary NF-kB were all significantly de-
creased as compared with those in SO and ANP group 
(P  <0.01).

CONCLUSION: In the pathogenesis of ANP, activated 

NF-kB and up-regulated TNF-a and IL-6 aggravated 
the injuries of pancreas and lung tissues. UTI plays a 
protective role in ANP by inhibiting the activation of NF-
kB, so as to alleviate the injuries of pancreas and lung 
tissues.

Key Words: Acute necrotic pancreatitis; Ulinastatin; 
Nuclear factor-kB; Lung injury; Tumor necrosis factor-a; 
Interleukin-6; Amylase

Liu RL, Liu ML, Ma LL, Wu W. Effects of ulinastatin on nuclear 
factor-kB expression in acute necrotic pancreatitis in rats. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi 2005;13(22):2700-2703

摘要

目的: 探讨乌司他丁对急性坏死性胰腺炎大鼠核因子-κ 
B(NF-κB)的表达及有关细胞因子的影响. 

方法: 将30只Sprague-Dawley大鼠随机分为假手术组(SO
组)、急性坏死性胰腺炎组(ANP组)和急性坏死性胰腺炎

乌司他丁治疗组(UTI组), 比较各组大鼠NF-κB、IL-6、
TNF-a、血清淀粉酶的水平. 

结果: ANP组淀粉酶活性195 907.51±38 618.39 nka t/L, 
TNF-a值41.37±7.54 ng/L, IL-6值32.32±8.62 ng/L, 肺、胰

腺组织NF-κB表达增加, 与SO组比较P 均<0.01, 乌司他丁

治疗后, 淀粉酶活性69 804.30±19 432.55 nkat/L, TNF-a值

18.66±6.45 ng/L, IL-6值23.41±7.65 ng/L, 肺、胰腺组织NF-
κB表达降低, 与SO组和ANP组比较P均<0.01. 

结论: 急性坏死性胰腺炎时NF-κB活化, 上调IL-6、TNF-a, 
加重胰腺及肺的损伤, 乌司他丁抑制NF-κB表达而减轻胰腺

及肺的损伤, 改善急性坏死性胰腺炎的预后. 

关键词: 急性坏死性胰腺炎; 乌司他丁; NF-κB; 肺损伤; IL-6; 

TNF-a; 血清淀粉酶
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0  引言

急性坏死性胰腺炎(ANP)是普外科最常见的急腹症之一, 
是由胰腺广泛出血、坏死而引起的一种严重疾病, 临床

表现重, 病死率高, 平均约为20-30%[1], 其发病也有逐年升
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高的趋势. 目前, ANP确切的发病机制尚未完全阐明. 国
内外学者以前推崇的是胰酶自身消化学说, 认为是胰酶

的广泛激活而引起的一种全身性损害. 但近年来的大量

实验数据提示, 细胞因子级联效应也是ANP病程不断恶

化的主要原因[2,3]. 
核因子-κB(NF-κB)是一类能与多种基因启动子部位

κB位点发生特异性结合, 并促进基因转录的蛋白质总称. 
目前发现急性胰腺炎早期腺泡细胞就发生NF-κB的过度

表达, 其对急性胰腺炎时细胞因子的表达有调控作用[4].  
NF-κB表达与急性胰腺炎的肺损伤密切相关[5,6]. 广谱蛋

白酶抑制剂乌司他丁具有抑制多种胰酶和抑制炎症介质

释放的作用, 是治疗急性胰腺炎的有效药物[7,8], 但其作用

机制是否与抑制NF-κB的表达有关, 国内外研究甚少, 我
们试图揭示乌司他丁与NF-κB变化的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 (1)牛磺胆酸钠(S igma公司), 乌司他丁(广东

天普生化医药股份有限公司). (2)TNF-a、IL-6细胞因

子ELISA试剂盒(上海森雄科技实业有限公司), 洗板机

(ENLEY, DRAGON), 酶标仪(DENLEY, DRAGON), 振
荡器KJ-201A型, 混合型XH-B型, 温箱PYX-DHS-40×
50. (3)超薄切片机(LKBV型), 光学显微镜(Olympus BA). 
(4)LGR-160-W高速微量低温离心机. (5)蛋白抽提试剂盒

(Active Motiff公司), BCA蛋白定量试剂盒(Pierce公司), 
EMSA(电泳迁移率变迁检测)试剂盒(Pierce公司), DNA探

针(5'-GCC TCC AAT GTT CGC GAA CTT TCG-3')由上海

生工公司合成并进行末端生物素标记, 垂直电泳仪及半

干转移仪(Bio-Rad公司).  
1.2 方法

1.2.1 动物分组及模型制作[9] ♂Sprague-Dawley大鼠30
只, 体质量220-280 g, 随机分为假手术组(SO组)、急性

坏死性胰腺炎组(ANP组)及急性坏死性胰腺炎乌司他丁

治疗组(UTI组), 每组10只, 术前12 h禁食, 自由饮水. 假
手术组(SO组): 开腹后翻动胰腺, 经门静脉注射生理盐水

4 mL/kg. ANP组: 经胰胆管逆行加压注射50 g/L牛磺胆酸

钠溶液1 mL/kg, 然后立即经门静脉注射生理盐水4 mL/
kg, 5 min后可见整个胰腺出现明显充血、水肿、片状出

血, 证实ANP动物模型已建立成功. UTI组: ANP模型建立

后5 min, 经门静脉给予乌司他丁4 mL/kg(40 000 U/kg). 
各组动物均于术后6 h处死, 取血标本作淀粉酶、TNF-α, 
IL-6检测, 取胰腺、肺组织, 40 g/L甲醛固定, 组织切片行

HE染色及免疫组化检查. 
1.2.2 淀粉酶(Amy)检测 取血清样品待测液, 经碘-淀粉酶

法分别测定660 nm波长下测定管(加入血清样品)和对照

管(不含血清样品)的吸光度(A ), 计算淀粉酶含量. 
1.2.3 血清TNF-α、IL-6含量测定 取血清样品待测液, 通
过大鼠TNF-α、IL-6定量ELISA试剂盒测定, 严格参照试

剂盒操作说明进行. 

1.2.4 组织病理学检查 将胰腺、肺组织固定于40 g/L中
性甲醛溶液中, 常规脱水, 石蜡包埋切片, HE染色后光镜

下观察病理变化.
1.2.5 NF-kB活化表达检测 (1)SP(链霉素抗生素蛋白-过
氧化酶)法: 免疫组化法测胰腺、肺组织NF-kB的活化表

达, 标本取出后迅速放入中性(40 g/L)甲醛溶液中固定, 
常规脱水, 石蜡包埋切片, 采用SP法进行免疫组化染色, 
正常情况下NF-kB与抑制蛋白IkB结合, 胰腺炎时, IkB释
放, NF-kB的亚单位P65区暴露, 应用抗P65单克隆抗体与

其结合, 经过特殊处理, 可以在原位识别活化的NF-kB. 结
果评定: 着色强度按未着色, 淡黄, 粽黄及黄褐色分为-、

+、++、+++. 阳性比率: 随机观察5个中倍视野(10×20), 
计算阳性细胞占细胞数的比例. (2)EMSA法: 新鲜胰腺取

材组织称质量匀浆后抽提核蛋白, 步骤按试剂盒说明书. 
以BCA法测定抽得的蛋白浓度. 制备60 g/L非变性聚丙

烯酰胺凝胶. 按照EMSA试剂盒说明书, 每孔取抽提的核

蛋白6 mg, 与缓冲液及探针混匀, 室温孵育20 min后, 上
样电泳, 100 V, 1.5-2 h. 半干电转移(280 mA 40 min)将
蛋白转至带阳性电荷的尼龙膜. 紫外灯交联后化学发光

显色.
统计学处理 TNF-a、IL-6、Amy均以均数±标准差

(mean±SD)表示, 采用方差分析、q检验和等级相关分析. 

2  结果

2.1 血清Amy、TNF-a、IL-6变化(表1) ANP组较SO组及

UTI组明显增高, 有统计学意义(P <0.01), UTI组较ANP含
量低, 但高于SO组(P <0.01). 
2.2 病理检查

2.2.1 胰腺 SO组 胰腺组织分散, 形状不规则, 胰腺细胞形

态正常, 胰岛清晰可见, 胰腺小叶完整, 间质无充血水肿, 
无炎细胞浸润. ANP组: 胰腺水肿、出血明显呈暗红色, 
分叶结构模糊, 胰周腹膜大量皂化斑. 镜下胰腺组织大片

坏死, 细胞结构模糊, 片状出血, 小叶轮廓不清, 间质出血, 
大量炎细胞浸润. UTI干预组: 胰腺质软, 水肿较轻, 分叶

结构模糊, 点状出血坏死较少. 镜下小叶轮廓存在, 可见

点状出血, 偶见坏死灶, 间质有少量炎细胞浸润.
2.2.2 肺 SO组 两肺分叶清楚, 无水肿渗出充血. 镜下肺小

叶结构完整, 肺泡腔无渗出, 间质无充血水肿, 无炎细胞

浸润. ANP组: 肺组织充血水肿. 镜下肺泡壁增厚, 肺泡腔

浆液渗出, 肺泡间隔增宽, 间质有大量炎细胞浸润. UTI干

表 1   各组大鼠血清Amy、TNF-α、IL-6含量比较 (mean±SD)

bP<0.01 vs SO组; dP<0.01 vs  ANP组, SO组.

分组        n              Amy (nkat/L)           TNF-α (ng/L)      IL-6 (ng/L)

SO         10     12 004.07±2 209.61      12.35±7.82    11.85±6.64

ANP       10   195 907.51±38 618.39b   41.37±7.54b   32.32±8.62b

UTI         10     69 804.30±19 432.55bd  18.66±6.45bd  23.41±7.65bd
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预组: 肺组织炎症反应较ANP组明显减轻. 
2.3 胰腺、肺组织NF-kB的表达 
2.3.1 SP法(表2-3) 从表2和表3可见UTI组胰腺内NF-kB表
达量明显低于ANP组, 有显著性差异(P <0.01), 从表3可见

UTI组肺组织NF-kB的表达量明显低于ANP组, 有显著性

差异(P <0.01). 
2.3.2 EMSA法(图1) SO组无特异性阻滞条带; ANP组可见

活化蛋白与探针结合产生的明显阻滞条带; UTI组有少量

蛋白活化, 阻滞条带的面积与灰度均明显弱于ANP组.  

3  讨论

重症急性胰腺炎发病急骤, 病情较重, 死亡率居高不下. 
重要原因之一就是病变早期就可引起肺、肾、心脏等器

官功能衰竭[10,11]等. 其发病机制仍不清楚, 传统胰腺酶激

活和自身消化机制不能完全解释. 近年实验室研究表明

细胞因子的瀑布样级联反应在胰外器官损害中起着重要

的作用[12-14]. NF-kB是细胞因子释放的开关[15], 在急性胰

表 3   各组大鼠胰腺、肺组织阳性细胞比例数

bP<0.01 vs SO组; dP<0.01 vs  ANP组, SO组.

                                    胰腺	                                    肺

                0%  1-29%  30-69%  70-100%  0%1-29%  30-69%  70-100%

SO    10	 10       0	        0	       0	 10     0	      0            0

ANPb 10	   0       0	        5	       5	   0     2	      3	    5

UTId  10	   2       4          4              0	   7     2          1             0

合计  30	 12       4	        9	       5	 17     4	      4	     5

分组    n

腺炎发病机制中起着重要作用, 本实验也证实此点. 
NF-kB是NF-kB/Rel家族中的最主要成员之一[16], 正

常情况下NF-kB以无活性状态存在于细胞质中, 他是一

条由M r 50 000的多肽链(NF-kB1)和一条M r 65 000的多肽

链(RelA)构成的二聚体, 与其抑制蛋白IkB结合形成非活

性的三聚体, 处于不表达状态. 细胞外的许多刺激物如

LPS、TNF-a、IL-1b、生长因子、病毒蛋白以及缺血-
再灌注、内毒素血症、氧中毒等病理生理状态下均可激

活NF-kB. 首先引起NF-kB诱导激酶的活化, 继而活化IkB
激酶, IkB磷酸化, IkB从NF-kB复合体上脱落, 活化的NF-
kB移向细胞核内, 结合到靶基因的启动子或增强子的kB
结构域, 引起许多因子的转录, 包括细胞因子: TNF-a、
IL-1b、IL-2和IL-6等; 化学趋化因子: IL-8, 巨噬细胞趋

化肽; 细胞黏附分子: E-选择素, ICAM-1, VCAM-1; 生长

因子: IL-3, GM-CSF; 免疫受体; 急性期反应蛋白等[17,18].  
Gukovsky et al [19]发现NF-kB的激活是急性胰腺炎发病中

重要的早期事件, 制作急性胰腺炎模型后6 h NF-kB达

高峰, 此后开始下降. Telek et al [20]认为急性胰腺炎早期

腺泡细胞氧自由基大量生成并造成细胞损伤与NF-kB的
激活密切相关. Vaquero et al [21]在以大鼠胰胆管逆行注射

50 g/L牛磺胆酸钠建立的急性坏死性胰腺炎模型上发现

胰腺组织NF-kB的活性与TNF-a及IL-6等炎性细胞因子

和化学趋化因子的表达密切相关, 而且与胰腺组织损伤

的程度也密切相关, 因而认为NF-kB的激活在急性重症

胰腺炎的发病中起重要作用. 我们在模型制成后6 h处死

大鼠, 取胰腺及肺组织测定NF-kB的表达, 结果表明, 假
手术组很少表达, ANP组表达明显增强并有统计学意义

(P <0.01), 相应地, TNF-a、IL-6和淀粉酶也显著高于假手

术组(P <0.01).  我们另一研究内容发现NF-kB和TNF-a、
IL-6表达呈正相关, 说明NF-kB活化过量表达在ANP的病

程演变及ANP肺损伤时起重要作用, 为治疗急性坏死性

胰腺炎提供线索. 
乌司他丁是从人尿中分离纯化出的一种糖蛋白[22], 

分子质量为67 ku, 经国内外学者研究证实其主要有以下

作用: (1)具有抑制胰蛋白酶、弹性蛋白酶、纤溶酶等蛋

白水解酶、透明质酸酶、淀粉酶、脂肪酶等糖类和脂类

水解酶的作用[23]. (2)稳定溶酶体膜, 抑制溶酶体的释放. 
ANP发生后, 由于溶酶体膜、线粒体膜受到损伤, 导致细

胞呼吸功能受损, 最后引起多脏器功能衰竭. 因此, 乌司

他丁用于ANP后, 可稳定溶酶体膜, 减少细胞损伤, 具有

保护器官作用. (3)抑制炎症介质和细胞因子的释放, 从而

减轻ANP后全身炎症反应并预防多器官功能损害[24], 其
抑制炎症介质释放的机制未完全阐明. 我们从基因水平

研究了乌司他丁在治疗ANP时对细胞因子影响的机制. 
从结果中我们可以看出, 乌司他丁干预组与ANP组血清

中TNF-a、IL-6及胰腺、肺组织中NF-kB的表达差别显

著(P <0.01). 提示乌司他丁治疗ANP预防并发症可能和抑

图 1  大鼠胰腺组织NF-κB表达EMSA结果. 1: UTI干预组; 2: ANP模型

组; 3: SO组.

表 2   各组大鼠胰腺组织着色强度的例数

bP<0.01 vs SO组; dP<0.01 vs  ANP组, SO组.

分组	        n 	          -	           +	             ++	  +++

SO                10               10               0                 0                     0    

ANPb                      10                 0               2                 3                     5

UTId                         10	           4               5                 1                     0

合计	      30	         14	           7	              4	                    5

       1       2      3 

阻滞条带

游离探针
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制NF-kB活化有关, 为我们更好地认识乌司他丁的治疗作

用机制提供了新的思路. 
本实验结果表明: ANP时NF-kB活化, 上调TNF-a、

IL-6等细胞因子, 参予ANP的病程, 并促进ANP肺损伤的发

生. 乌司他丁可能通过抑制NF-kB活化、下调TNF-a、IL-6
的表达而减轻胰腺炎及胰腺炎肺损伤, 改善ANP的预后. 
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Abstract
AIM: To investigate the role of cytokine-induced neutro-
phil chemoattractant (CINC) in the pathogenesis of 
severe acute pancreatitis (SAP).

METHODS: The acute pancreatitis model was induced 
by retrograde injection of 50 g/L sodium taurocholate 
into the bili-pancreatic duct in SD rats. Forty-eight mas-
culinity SD rats were randomly divided into 2 groups: 
the sodium taurocholate group and the operational 
control group. The serum amylase level and the histol-
ogical pathologic changes of pancreas were measured 
at different time point in each group. The expression of 
pancreatic CINC protein and mRNA were determined 
by immunohistochemistry and semi-quantitative reve-
rse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR), 
respectively.

RESULTS: The level of serum amylase in sodium taur-
ocholate group was significantly higher than that in the 
control group, and its histological pathologic changes 
were more significant. The expression of CINC protein 
in the pancreatic acinar cells and the expression of 

CINC mRNA in the pancreatic tissues in the sodium 
taurocholate group were higher, and the expression 
of CINC mRNA in the pancreatic acinar cells in the 
sodium taurocholate group were significantly higher 
(0.37±0.10 vs  0.29±0.10, P  <0.05) than that in the 
controls 1 h after operation. The expression of CINC 
and CINC mRNA were gradually up-regulated as the 
time increased. Immunohistochemistry showed the 
expression of CINC protein was higher than that of the 
operational control group.

CONCLUSION: CINC may play an important role in 
the pathogenesis of SAP.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Cytokine-
induced neutrophil chemoattractant; Pathogenesis

Shi JQ, Zhou GX, Huang JF, Xu M, Zhang H, Wei Q. Clinical signific-
ance and expression of cytokine-induced neutrophil chemoattra-
ctant in severe acute pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(22):2704-2707

摘要

目的: 探讨中性粒细胞趋化因子(CINC)在重症急性胰腺炎

(SAP)发病机制中的作用. 

方法: 采用向胆胰管逆行注射50 g/L牛磺胆酸钠建立大鼠

SAP模型, 48只♂SD大鼠随机分为手术对照组和SAP组, 分
别检测各组不同时间点血清淀粉酶和胰腺组织病理学改变, 
用免疫组织化学法和半定量逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)
法检测胰腺组织中CINC蛋白和CINC mRNA表达的变化情况. 

结果: 牛磺胆酸钠组与手术对照组相比, 大鼠的血清淀粉

酶明显增高、胰腺组织学改变明显; 术后1 h胰腺腺泡细胞

CINC蛋白和胰腺组织中CINC mRNA的表达高于手术对照

组, 随着时间的延长表达逐渐增强, 牛磺胆酸钠组术后1 h胰

腺腺泡细胞CINC mRNA表达较手术对照组明显增高分别为

(0.37±0.10 vs  0.29±0.10, P<0.05), 并且随着时间的延长差别

更加明显; 免疫组化显示CINC蛋白表达也高于手术对照组. 

结论: CINC可能在SAP发病过程中起了重要的作用. 

关键词: 重症急性胰腺炎; 中性粒细胞趋化因子; 发病
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0  引言

由于急性胰腺炎(AP)的发病因素较复杂, 目前确切的发

病机制尚未完全阐明, 近年来细胞因子尤其是趋化因子

在AP的发病过程中所起的作用受到人们的重视, 但对中

性粒细胞趋化因子(CINC)在AP中究竟起何种作用的研究

尚不多. 我们通过建立重症AP模型, 检测其CINC的表达

变化情况, 初步探讨CINC在重症急性胰腺炎(SAP)发病

过程中所起的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠48只, 清洁级, 体质量250±30 g, 
由南通大学医学院动物实验中心提供. 牛磺胆酸钠为美

国S igma公司产品, 兔抗大鼠GRO/CINC-1抗体为美国

Assay Designs公司产品, ABC免疫试剂盒为武汉博士德公

司产品, RT-PCR一步法试剂盒为芬兰Finnzymes公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 分组及动物模型的建立 牛磺胆酸钠组和手术对照

组各24只大鼠, 大鼠术前禁食12 h, 禁水6 h, 用20 g/L戊
巴比妥钠(50 mg/kg)腹腔内注射麻醉, 腹部皮肤消毒, 正
中切口进腹, 胆胰管近端用无损伤金属夹夹闭, 向十二指

肠开口方向插入注射器针头, 以0.1 mL/m in的速度向胆

胰管内注射50 g/L牛磺胆酸钠, 剂量为1 mL/kg, 5 min后
拔除注射针, 松开金属夹, 缝合关腹. 手术对照组仅向胆

胰管注射与牛磺胆酸钠组等量的无菌生理盐水. 分别随

机选取6只大鼠在术后1, 3, 6, 12 h予安乐死, 心脏穿刺抽

取血液3-5 mL, 4℃ 3 000 r/min离心15 min, 离心后取血

清, 在-70℃中保存; 取胰头的胰腺组织用40 g/L中性甲

醛固定24-48 h, 石蜡包埋. 
1.2.2 血清淀粉酶测定 采用酶法, 由美国Vitros-250型全自

动生化分析仪测定. 
1.2.3 胰腺组织病理评分 胰腺组织经HE染色后, 由两位专

业的病理医师双盲阅片, 每张切片随机选取10个高倍镜视

野, 以水肿、感染、出血和坏死评价胰腺组织损伤的程度. 
具体参考Rongione et al [1]的评分标准进行病理评分, 各项

最低分为0分, 最高分为4分, 取各项积分总和为最终得分. 
1.2.4 免疫组织化学检测 石蜡包埋的组织标本4 μm连续

切片, 常规脱蜡, 30 mL/L的H2O2阻断内源性过氧化物酶, 
微波抗原修复, 三羟甲基氨基甲烷缓冲液(TBS)漂洗后, 

与兔抗大鼠GRO/CINC-1抗体(工作浓度为1∶50)孵育, 
用PBS代替一抗作为空白对照, 再次TBS液漂洗, 用生物

素化羊抗兔IgG二抗孵育, 再以TBS液漂洗, 并以5 mL/L 
DAB-H2O2显色, 最后苏木素复染及封片. 
1.2.5 RT-PCR检测 采用Trizol试剂提取胰腺组织总RNA, 
根据G e n B a n k中基因序列自行设计引物, C I N C引物

(310 bp): 上游: 5'-ATCGATGGTCGTTCAATTCC-3'; 下
游: 5'-GGCATTGTGCCCTACAAACT-3'; GAPDH引物

(484 bp): 上游: 5'-ATGGGAAGCTGGTCATCAAC-3'; 下
游: 5'-TTCAGCTCTGGGATGACCTT-3', 由上海生工生物

工程公司合成. PCR循环条件: 55℃ RT反应45 min; 92℃
预变性2 min; 92℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 1 min; 循环40
次; 72℃延伸5 min, 反应体系为50 μL. PCR产物在17 g/
L 琼脂糖凝胶上作电泳观察结果, 用凝胶图像扫描仪测定

光密度值, 以GAPDH为内参照, 半定量测定CINC mRNA
的表达情况. 

统计学处理 实验数据均用mean±SD表示, 用STATA 
7.0统计软件, t检验对两组均数进行显著性检验, P <0.05具
有显著性差异. 

2  结果

2.1 血清淀粉酶 牛磺胆酸钠组术后1 h淀粉酶比手术对照

组明显升高, 术后6 h达到高峰, 术后12 h稍有下降. 相同

时间点牛磺胆酸钠组血清淀粉酶均高于手术对照组, 有
显著性差异(P <0.01)(表1). 
2.2 胰腺组织学改变和病理评分 牛磺胆酸钠组术后1, 3 h
穿刺点附近可见明显的出血, 肿胀, 腹腔有血性腹水, 量
逐渐增多; 术后6, 12 h除了见大量血性腹水外, 胰腺质

地变硬, 见大片的黄色和白色的坏死灶. 手术对照组术后

1 h穿刺点附近可见轻度水肿、极少量散在的出血点, 其
他时间点胰腺外观正常. 

牛磺胆酸钠组术后1, 3 h可见明显小叶间水肿, 片状

出血, 炎性细胞浸润, 腺泡细胞变性坏死; 6, 12 h可见大

量炎性细胞浸润, 胰腺小叶结构破坏, 大量腺泡细胞坏死. 
手术对照组早期可见部分间质水肿, 极少量的炎性细胞

浸润, 偶见点状出血, 未见腺泡细胞坏死. 相同时间点的

牛磺胆酸钠组病理评分明显高于手术对照组, 有显著性

差异(P <0.01)(表1). 

表 1  牛磺胆酸钠组和手术对照组大鼠血清淀粉酶、胰腺病理积分和胰腺CINC mRNA (n = 6, mean ± SD)

aP<0.05, bP<0.01 vs 手术对照组.

  	                       术后1 h	                         术后3 h	                              术后6 h	                                 术后12 h

	          手术对照        牛磺胆酸钠          手术对照	   牛磺胆酸钠           手术对照	         牛磺胆酸钠	      手术对照         牛磺胆酸钠

血清淀粉

酶(nkat/L)		

胰腺病理

    积分	

CINC mRNA

158.13±7.02  249.19±37.37b  207.26±25.01  562.69±61.91b  156.57±12.30  744.99±114.88b  121.59±10.02  595.50±56.75b

    1.25±0.46      6.25±0.71b	       1.63±0.52        9.13±0.83b        0.63±0.52	  10.50±1.07b          0.25±0.46      11.75±1.04b

    0.29±0.10      0.37±0.10a	       0.26±0.07        0.47±0.08a        0.18±0.02	    0.82±0.09b          0.18±0.04        0.86±0.09b
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图 1  胰腺组织免疫组织化学检测CINC蛋白的表达 (×250). A: 手术对
照组12 h胰腺组织; B: 牛磺胆酸钠组12 h胰腺组织. 

2.3 免疫组织化学染色 手术对照组术后1, 3 h见少量胰

腺腺泡细胞有CINC蛋白的阳性表达, 表达较弱; 而术后6, 
12 h腺泡细胞则未见阳性表达(图1A). 牛磺胆酸钠组术

后1 h至6 h有CINC蛋白阳性表达的腺泡细胞数量逐渐

增多, 且细胞着色逐渐加深, 胰岛细胞不着色. 术后12 h
表达情况与术后6 h相似(图1B). CINC蛋白表达阳性的细

胞以中性粒细胞和腺泡细胞为主. 
2.4 RT-PCR 牛磺胆酸钠组术后1 h胰腺组织CINC mRNA
表达升高, 随时间表达逐渐升高, 6 h和12 h达到高峰; 手
术对照组CINC mRNA表达早期有轻度升高(图2). 相同

时间点牛磺胆酸钠组表达高于手术对照组, 有显著差异

(P <0.05)(表1). 

3  讨论

趋化因子(chemok ine)是细胞因子超家族成员中一类由

组织细胞或炎性细胞衍生的, 具有白细胞趋化作用的小

分子蛋白多肽 ,  根据其半胱氨酸排列位置的不同分为

CXC、CC、C、CX3C四类趋化因子. 大鼠的CINC是一

种含ELR的CXC类趋化因子, 与人的生长相关基因蛋白

-α(GRO-α)同源, 主要趋化中性粒细胞, 与CXC受体2有高

度的亲和力, 该受体高度表达于中性粒细胞, 促使他们黏

附上皮细胞、通过血管壁迁移、组织入侵, 产生氧自由

基、脱颗粒和增加钙离子内流, 进一步扩大炎症反应. 
本实验表明SAP大鼠CINC蛋白及其mRNA表达随

着时间变化逐渐增强, 且与胰腺组织的病理损害程度呈

正相关, 提示CINC在AP大鼠的发病和炎症反应的发展

中起了重要的作用, 与国外的文献[2,3]报道一致. 一些

临床研究表明SAP患者血浆中含ELR的CXC类趋化因子

GRO-α、ENA-78等水平明显高于轻症患者, 且上升较早, 
提示血浆CXC类趋化因子的高水平可能与SAP引起的全

身系统炎症反应综合征、多脏器功能衰竭的早期高死亡

率有关[4,5]. 
Brady et al [2]通过免疫组化发现CINC的表达不仅定

位在中性粒细胞上, 而且胰腺腺泡细胞内也有表达, 提示

胰腺腺泡细胞和中性粒细胞均为急性胰腺炎CINC的来

源之一. 本实验的免疫组织化学检测结果也显示胰腺组

织中CINC蛋白表达阳性的细胞以中性粒细胞和胰腺腺

泡细胞为主. 
至于CINC的高表达是导致瀑布样级联炎症反应的原

因, 还是其结果, 通过本实验, 我们认为CINC的高表达趋

化了炎症细胞, 从而加重了炎症, 同时由于大量炎性细胞

浸润和胰腺腺泡细胞受损进一步增加了CINC的分泌, 形
成恶性循环, 最终导致全身系统炎症反应综合征和多脏

器功能衰竭. 
趋化因子在炎症中主要是吸引炎症细胞浸润于炎症

部位参与炎症反应, 使不同的细胞网络之间产生相互作

用, 本实验表明CINC可能在AP发病过程及MAP向SAP转
变过程中起了重要的作用. Bhatia et al [6]用绵羊抗CINC抗
体干预雨蛙肽诱导的大鼠AP模型, 虽然对胰腺局部的损

害没有明显作用, 但减轻了相关的急性肺损害. Yamaguchi 
et al [7]用新型抗炎介质IS-741减少了AP模型CINC的合成, 
抑制中性粒细胞的黏附和渗出, 对实验性急性胰腺炎具

有治疗效果. 因此, 我们可以尝试通过用中和趋化因子或

阻断趋化因子受体来抑制急性胰腺炎早期趋化因子的活

性减少其有害的免疫应答, 避免炎症反应的进一步加重, 
从而达到治疗急性胰腺炎和减少并发症的目的. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of H pylori eradication 
on patients with portal hypertension gastric disease 
(PHGD).

METHODS: One hundred and six patients with PHGD 
and H pylori infection were randomly divided into con-
trol group (n = 50, treated with omeprazole) and H 
pylori eradication group (n = 56, treated with omepra-
zole, clarithromycin, and amoxicillin). All the patients 
received gastric endoscopy and 14C breath test at the 
end of the experiment. 

RESULTS: Before the experiment, erosive gastritis 
was found in 46 patients (45.8%). After treatment, the 
negative rate of H pylori was significantly different be-
tween the H pylori eradication and control group (95.9% 
vs  6.1%, P  < 0.01). Invalidation appeared in a total of 
16 patients (29.8%) of the H pylori eradication group 
and 7 (14.3%) of the control group, and there was sig-

nificantly difference between them (P < 0.05). However, 
the onset of corpus atrophy and intestinal metaplasia 
was more prevalent in the H pylori positive group than 
in the H pylori eradiction group.

CONCLUSION: H pylori  eradication may decrease 
the effect of proton pump inhibitor (PPI) in treatment of 
PHGD, whereas it can prevent the occurrence of cor-
pus erosion and intestinal metaplasia in patients with 
PHGD.

Key Words: Helicobacter pylori; Portal hypertension 

gastric disease; Efficacy; Prognosis

Ling AS, Zhu L, Wang L, Chen  JL, Zhu JS. Effect of Helicobacter 
pylori eradication on prognosis of patients with portal hypertension 
gastric disease: an analysis of 106 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2005; 13(22):2708-2710

摘要

目的: 探讨幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )根除对门

脉高压性胃病(portal hypertension gastric disease, PHGD)患者

疗效.

方法: 106例PHGD患者, 均为H pylori阳性, 随机分为: 对照组

50例, 仅服用奥美拉唑; H pylori根除组56例, 口服奥美拉唑和

克拉霉素及阿莫西林, 试验结束时所有患者均行胃镜复查及14C
呼气试验.

结果: 试验前46例患者(45.8%)内镜检查发现糜烂性胃炎, 试
验结束后H pylori根除组50例患者H pylori阴性(95.9%), 对照

组3例转阴(6.1%), 两组H pylori 根除率差异显著(P <0.01). H 
pylori 根除组16例失效, 对照组有7例失效, 两者相比差异显

著(29.8% vs  14.3%, P <0.05). 对照组患者胃体萎缩及胃体肠

化较H pylori根除组明显增多.

结论: H pylori根除可降低质子泵抑制剂(PPI)治疗PHGD的

疗效, 但H pylori根除对PHGD患者胃体糜烂及胃体肠化有防

治作用.

关键词: H pylori 根除; 门脉高压性胃病; 疗效

凌安生, 朱励, 王龙, 陈金联, 朱金水. 幽门螺杆菌根除对门脉高压性胃病患

者预后的影响. 世界华人消化杂志   2005;13(22):2708-2710

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2708.asp
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1.2.5  维持治疗  症状完全缓解与食管炎完全愈合的患者

继续服用奥美拉唑10 mg/d, 直至试验第3 wk, 第1, 2及
3 wk时患者随访以评估症状及依从性, 反酸及腹胀症状

复发及试验第3 wk均行胃镜复查(包括组织病理及尿素

酶试验), 试验时所有患者停用奥美拉唑, 并于4 wk后行
14C呼气试验以评估H pylori情况. 维持阶段反流症状或食

管炎复发(症状计分≥1分和/(或)炎症分级≥1)为失效.
统计学处理 等级资料采用中位数(变化区间)表示, 

采用秩和检验, 两组H pylori根除率及失效率比较采用c2

检验, 所有统计学处理均在SPSS 11.5 for windows软件包

完成, P＜0.05(双侧)表示差异有统计学意义.

2  结果

2.1 H pylori清除情况 12 mo时依据C呼气试验, H pylori
根除组H pylor i根除率为95.9%(47例), 而对照组仅为

6.1%(3例), 两组患者H pylori根除率差异显著(P <0.01).
2.2 失效情况 两组患者依从性均达80%以上, H pylori根
除组16例治疗失败(起始阶段6例, 维持阶段10例), 起始

阶段有4例症状未完全缓解, 2例糜烂性胃窦炎持续存在, 
在维持阶段症状复发的10例患者中, 4例同时有症状与

食管炎的复发; 对照组有7例患者失效, 均发生在维持阶

段, 全部为症状复发, 两组患者试验期间失效率差异显著

(P <0.05). 
2.3 胃黏膜病理变化(表2) 试验前两组胃炎程度相近, 绝
大多数患者胃炎以胃窦为主, 但近半数同时存在中至重

度胃体胃炎. 对照组在根除H pylori后, 胃窦与胃体的炎

症程度均有明显降低(P <0.01); 而在对照组, 胃炎从以胃

窦为主变为胃体为主, PPI治疗1 a后, 胃窦部胃炎活动

0  引言

门脉高压性胃病(portal hypertension gastric disease)是指

门脉高压引起的胃炎、胃糜烂或溃疡病, 具有胃部不适

症状, 内镜检查可有H pylori阳性发现, 内镜检查阴性则

称为内镜阴性PHGD或非糜烂性门脉高压性胃病. 70%以

上PHGD患者依赖抑酸药缓解症状, 质子泵抑制剂(PPI)在
PHGD治疗中起重要作用, 近年来H pylori感染在PHGD患

者中的作用引起广泛争议[1-3], 我们评估H pylori根除后质

子泵抑制剂近期治疗PHGD患者的疗效.

1  材料和方法

1.1 材料 2003-04/2005-01本院住院确诊为肝硬化伴门脉

高压患者106例, 均至少在过去12 mo中每周存在反酸和

/(或)腹胀症状, 结合病史不符合下列排除标准之一: (1)
现病史或既往史中有消化性溃疡; (2)既往有胃部手术

史; (3)妊娠; (4)严重胃食管反流病相关并发症(如狭窄和

Barrett食管等); (5)既往接受抗H pylori治疗或使用过非

甾体类抗炎药(NSAID); (6)4 wk内服用过PPI类药物. 所
有患者均经胃镜(Olympus XQ-240)检查以除外消化性

溃疡, 胃黏膜标本尿素酶试验及组织病理检查均显示H 
pylori阳性.

1.2 方法  

1.2.1 内镜及病理学评估  内镜下采用改良的Savary-
Miller分类法评估门脉高压性胃病: 1级, 在一个黏膜皱襞

中单个或数个非融合性糜烂; 2级, 多个黏膜皱襞上糜烂, 
可伴或不伴融合, 但尚未累及食管全周; 3级, 全胃广泛散

在分布糜烂, 渗出性病变; 4级, 出现溃疡或狭窄等. 从胃

窦与胃体取两块标本, 由同一病理科医生行病理检查, 按
照最新悉尼分类法对中性粒细胞及单核细胞浸润程度、

肠腺化生及萎缩程度分别计分(均为0-3分), 中性粒细胞

积分作为炎症积分(0-6分)以评估胃炎活动程度.　
1.2.2 症状评估  分组前记录反酸或腹胀症状持续时间, 症
状严重程度评估采用四分法: 0分, 无症状; 1分, 轻度, 经
提醒可意识症状存在, 不影响日常活动; 2分, 中度, 症状

持续存在, 不影响日常活动; 3分, 严重影响日常活动. 腹
胀和反酸症状不一致, 则取相对高的症状计分.
1.2.3 分组  采用随机抽信封方法将患者分成两组, H 
pylori根除组行H pylori根除疗法(奥美拉唑20 mg, 阿莫西

林500 mg, 克拉霉素500 mg, 均2 次/d);对照组仅予奥美

拉唑20 mg, 2 次/d, 两组治疗时间均为1 wk. 两组患者在

年龄、性别、吸烟、饮酒、体质量指数、胃病的严重度

等方面均有可比性(表1)(P >0.10).　
1.2.4 初始治疗  药物治疗1 wk后, 两组患者均服用奥美

拉唑20 mg/d, 共3 wk, 疗程结束时除每个症状单独计分

外, 试验前存在糜烂性胃窦炎的患者行胃镜复查以了解

愈合情况, 如食管炎未完全愈合(炎症分级≥1)或症状持

续存在(症状计分≥1分)为失效.

参数                          H pylori 根除组 (n  = 56)             对照组 (n  = 50)

年龄 (岁)                          54.0 ± 13.5                            53.0 ± 15.2

男性(%)                              25 (51)                                     23 (46.9)

吸烟人数(%)                       8 (16.3)                                    10 (20.4)

饮酒人数(%)                     12 (24.5)                                    11 (22.4)

体质量指数                      24.5 ± 3.4                              23.8 ± 3.7

食管炎分级(%)

0                                       33 (67.3)                                    32 (65.3)

1-2                                  14 (28.6)                                    15 (30.6)

3-4                                    2 (4.1)                                        2 (4.1)

食管裂孔疝(%)                   7 (14.3)                                      6 (12.2)

既往服用过PPI(%)              4 (8.2)                                        5 (10.2)

症状计分(%)

1                                      13 (26.5)                                     17 (34.7)

2                                      29 (59.2)                                     27 (55.1)

3                                        7 (14.3)                                       5 (10.2)

症状持续时间(%)

1 a                                  15 (30.6)                                     17 (34.7)

>1-5 a                           22 (44.9)                                      20 (40.8)

>5-10 a                           5 (10.2)                                        5 (10.2)

>10 a                               7 (14.3)                                        7 (14.3)

表 1　治疗前两组患者一般资料
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度无明显变化(P >0.05), 而胃体炎的炎症积分明显升高

(P <0.01).试验前两组患者胃萎缩及肠化生程度相似, H 
pylori根除组患者在治疗12 mo后胃萎缩及肠化生程度变

化均不明显, 而对照组在奥美拉唑治疗12 mo后胃体萎缩

及胃体肠腺化生程度均显著加重.

3  讨论

目前H pylori根除对门脉高压性胃病(PHGD)的影响引起

广泛争论, 在本研究中, 我们在成功起始PPI全量治疗后

采用递减法维持治疗, 研究结果显示根除H pylori可导致

以后的PHGD治疗失败的风险增加. 对于H pylori根除后, 
反流性疾病治疗难度增加可能有多方面的原因. 首先, 持
续H pylori感染可使产氨增加, 而氨可以加强药物的抑酸

效果[7], 更重要的是, 抑酸治疗可加重胃体部炎症程度, 继
而进一步抑制胃酸分泌[3,4], 其次, 停用奥美拉唑后早期可

观察到胃酸高分泌, 而这种现象可以在H pylori感染时减

轻[5], 成功根除H pylori的患者在减少PPI剂量后, 酸分泌

的反跳可导致PHGD的复发, 最后, 有研究发现H pylori根
除可提高未接受抑酸维持治疗患者食管酸暴露时间, 这
可能是由于胃体胃炎的缓解及胃酸分泌的恢复, 有研究

发现胃体胃炎缓解及胃酸分泌功能的恢复可抵消抑酸剂

维持治疗的疗效[6-10].
长期PPI治疗对PHGD的影响也引起医学界的争论, 

有研究显示H pylori感染患者接受长期PPI治疗与接受抗

反流手术治疗相比, 更易使PHGD患者出现萎缩性胃炎伴

不典型增生[12-14], 虽然这一病理学差异未得到随机临床研

究的证实, 但这一担忧不能完全消除, 近期一项随机研究

发现如果H pylori未清除而长期PPI治疗, PHGD患者的胃

体胃炎可进一步发展, 而在H pylori根除后PHGD患者的

胃炎可逆转[7,15], 所以, PHGD患者在决定长期PPI治疗前, 

特别在胃癌高发人群中[8-9], 建议先行根除H pylori以避免

PHGD患者的萎缩性胃炎及肠化生的进展.
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表 2　两组患者治疗前后胃黏膜组织病理学变化

                    H pylori根除组 (n  = 49)                      对照组 (n = 49)

                     治疗前         治疗后		       治疗前           治疗后

胃窦炎症

胃体炎症

胃窦萎缩

胃体萎缩

胃窦肠化

胃体肠化

4 (1-6)

3 (0-6)

0 (0-2)

0 (0-1)

0 (0-2)

0 (0-2)

 1 (0-4)b

 1 (0-4)b  

 0 (0-3) 

 0 (0-1)

 0 (0-3)

 0 (0-1)

4 (1-6)

3 (0-6)

0 (0-3)

0 (0-1)

0 (0-3)

0 (0-2)

3 (1-6)

4 (0-6)b

0 (0-3)

2 (1-3)b

0 (0-3) 

2(1-3)a

aP<0.05, bP<0.01
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Abstract
AIM: To summarize the clinicopathologic features of 
the small intestinal lymphoma.

METHODS: The clinical data, including the initial 
symptoms or signs, involved locations, histological 
subtypes, and complications, of 23 patients pathologi-
cally diagnosed with small intestinal lymphoma were 
retrospectively analyzed. 

RESULTS: The initial symptoms or signs included 
abdominal pain (13 cases, 56.5%), abdominal mass 
(6 cases, 26.1%), melena or hematochezia (2 cases, 
8.7%), diarrhea (1 cases, 4.3%), and constipation (1 
cases, 4.3%). Five patients had B-symptom. The in-
volved locations were ileocecum (7 cases, 30.4%), 
jejunum (7 cases, 30.4%), ileum (6 cases, 26.1%), and 
duodenum (1 cases, 4.3%). Multiple involvements ap-
peared in 2 cases (8.7%). Hodgkin’s lymphoma was 
not found in all the patients. Of the 23 cases, 19 were 
B-cell origin (82.6%) and 4 were T-cell origin (17.4%). 
For histological subtypes, 13 cases (56.5%) were di-
agnosed with diffuse large B cell lymphoma, 6 cases 
(26.1%) with B-cell MALT lymphoma, 3 cases (13.0%) 
with diffuse T-cell lymphoma, and 1 cases (4.3%) with 
enteropathy-associated T cell lymphoma.

CONCLUSION: Abdominal pain is the most common 
symptom for small intestinal lymphoma, and the most 
frequently involved location is ileocecum and jejunum. 
B-cell origin covers a larger percent. Diffuse large B 
cell non-Hodgkin’s lymphoma is commonly occurred in 
terms of histological classification.

Key Words: Small intestinal lymphoma; Pathological 

features; Non-Hodgkin’s lymphoma

Mao YP, Yang YS, Wang SF, Dou Y. Clinicopathological features 
of primary small intestinal lymphoma: analysis of 23 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(22):2711-2713

摘要

目的: 总结小肠淋巴瘤的临床病理特征.

方法: 经病理检查证实的小肠淋巴瘤患者23例，对临床资料进

行系统的回顾分析，总结其首发症状、好发部位、组织学类型、

并发症等临床病理特征.

结果: 首发症状和体征 :  腹痛13例(56.5%),  腹部包块6
例(26.1%), 黑便/便血2例(8.7%), 腹泻1例(4.3%), 便秘1
例(4.3%). 有B症状的5例(21.7%); 肿瘤部位: 回盲部7例

(30.4%), 空肠7例(30.4%), 回肠6例(26.1%)、多部位2例

(8.7%), 十二指肠1例(4.3%). 均为非霍奇金淋巴瘤, B细胞来

源19例(82.6%), T细胞来源4例(17.4％). 组织学类型: 弥漫大

B细胞非霍奇金淋巴瘤13例(56.5%); 黏膜相关淋巴组织B细

胞性淋巴瘤6例(26.1%), 弥漫T细胞性淋巴瘤3例(13.0%), 肠
病相关T细胞非霍奇金淋巴瘤1例(4.3%).

结论: 小肠淋巴瘤最常见的首发症状和体征是腹痛, 最好发

的部位是回盲部和空肠, 大多数为B细胞来源, 最常见的组

织学类型是弥漫大B细胞非霍奇金淋巴瘤.

关键词：小肠淋巴瘤；病理特征；非霍奇金淋巴瘤

毛永平, 杨云生, 王淑芳, 窦艳. 原发性小肠淋巴瘤临床病理分析23例. 世界

华人消化杂志   2005;13(22):2711-2713

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2711.asp

0  引言

原发性胃肠道淋巴瘤是最常见的结外非霍奇金淋巴瘤, 
约占全部非霍奇金淋巴瘤的4-20%. 在原发性胃肠道淋巴

瘤中, 肠淋巴瘤约占15-20%, 其中多数为小肠淋巴瘤[1-5]. 
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有腹部包块的6例患者(回盲部3例, 空肠3例), B超和

CT检查均发现了病灶, 其中3例回盲部病变术前即准确定

位, 而3例空肠病变, 术前2例定位在小肠, 1例疑诊为腹膜

后肿瘤, 术后才明确定位在空肠. 7例回盲部淋巴瘤和2例
末端回肠淋巴瘤, 结肠镜都发现了病灶, 但镜下病理活检

均未能明确定性. 1例十二指肠淋巴瘤, 胃镜检查发现了病

变, 术前也未能定性; 1例术前疑诊小肠克罗恩病患者, 行
胶囊内镜检查时发生了肠梗阻, 经手术治疗病理证实为回

肠淋巴瘤. 其余的小肠淋巴瘤, 小肠气钡灌肠双重造影检

查, 虽然发现了病灶, 但既不好准确定位, 也无法定性.

3  讨论

Nakamura et al  [5]对原发性胃肠道淋巴瘤455例的临床病

理资料进行Cox多变量分析显示, 淋巴瘤分期早、患者年

纪轻、B细胞来源和没有B症状是好的总生存期和无事件

生存期的独立预后因子. MALToma也是无事件生存期的

独立预后因子, 但不是总生存期的独立预后因子. Koch et 
al [6]报道, 回盲部淋巴瘤的总生存期和无事件生存期明显

高于其它部位的小肠淋巴瘤. Daum et al [7]对原发性肠淋

巴瘤56例进行前瞻性、非随机、多中心研究显示, B细胞

来源的肠淋巴瘤预后优于T细胞来源的肠淋巴瘤. Ibrahim 
et a l [8]报道原发性肠弥漫大B细胞非霍奇金淋巴瘤的中

位总生存期为101 mo, 5 a和10 a总生存期分别为58％和

48％. 本组资料原发性小肠淋巴瘤大多数是B细胞来源, 
其中以弥漫大B细胞和黏膜相关淋巴组织B细胞性淋巴瘤

较为多见, 多数患者没有B症状, 回盲部淋巴瘤最为多见, 
与国外报道[1,9]相近, 因此原发性小肠淋巴瘤预后较好. 
Koh et al [10]报道, 1989/1998英国谢菲尔德淋巴瘤协作组对

1E期和IIE期的原发性胃肠道非霍奇金淋巴瘤患者71例
的临床病理资料进行回顾性分析显示, 对原发性小肠淋

巴瘤, 手术治疗(联合或不联合化疗), 术后60%的患者可

获得5-10 a的生存. Atalay et al [11]报道, 手术联合化疗与单

纯手术或化疗相比, 可明显提高原发性胃肠道淋巴瘤患

者的总生存期. Isomoto et al  [12]报道1例46岁男性壶腹部

MALToma患者, 予以局部放疗, 每次1.5G, 总量30 G, 6 mo
后复查胃镜局部肿瘤消失, 放疗后4 a复查, 患者仍处于完

全缓解.
对于原发性小肠淋巴瘤, 临床上能够早期诊断对改

善预后是非常重要的. 原发性小肠淋巴瘤临床表现多样, 
缺乏特异性. 从首发症状或体征出现到明确诊断往往要

经历较长的时间. 本组资料显示原发性小肠淋巴瘤的首

发症状或体征可表现为腹痛、腹部包块、黑便/便血、腹

泻和便秘. 有B症状的仅占21.7%. 因而单从临床表现不易

作出小肠淋巴瘤的诊断. 小肠处在消化道的中间位置, 位
于胃和大肠之间, 常规的结肠镜和胃镜检查最多只能检

查到末端回肠和屈氏韧带附近约20 cm的空肠, 对于长约

6-7 m的小肠来说, 绝大部分小肠均无法检查到; 而小肠

关于原发性胃肠道淋巴瘤或肠淋巴瘤的临床报道较多, 
而有关原发性小肠淋巴瘤的临床病理特征临床报道相对

较少, 我院经病理检查证实的原发性小肠淋巴瘤患者23
例, 对临床资料进行回顾性分析, 了解和总结原发性小肠

淋巴瘤的临床病理特征.

1  材料和方法

1.1 材料 我院1997-09/2004-12经病理检查证实的原发性小

肠淋巴瘤患者23例, 男18例, 女5例, 年龄20-74(中位53)岁.

1.2 方法  总结其首发症状和体征、好发部位、组织学类

型、并发症(出血, 梗阻, 瘘管形成)等临床病理特征. 临
床资料包括病史、体格检查、B症状(体温 >38℃, 盗汗, 
6 mo内体质量下降超过原来体质量的10% )、血常规、

尿常规、胸片、小肠气钡灌肠双重造影、B超、CT、内

镜检查病理活检, 骨髓穿刺活检等. 免疫组化检查CD20
和CD3.

2  结果

全部23例小肠淋巴瘤均经病理检查证实, 均无浅表淋巴

结及纵隔和腹膜后淋巴结肿大, 没有肝、脾和骨髓等脏

器受累. 小肠淋巴瘤包括十二指肠、空肠、回肠、回盲

部和小肠多部位淋巴瘤. 回盲部淋巴瘤定义为病变累及

末端回肠和回盲瓣、盲肠或阑尾. 
小肠淋巴瘤患者23例, 男18例, 女5例, 年龄20-74(中

位53)岁. 首发症状和体征: 腹痛13例(56.5%), 腹部包块6
例(26.1%), 黑便/便血2例(8.7%), 腹泻1例(4.3%), 便秘1例
(4.3%). 有B症状的5例(21.7%); 从首发症状或体征出现到

临床确诊所需时间1-22(中位4) mo. 需手术处理的并发

症: 肠梗阻4例, 消化道大出血3例, 回肠乙状结肠瘘1例. 
肿瘤部位: 回盲部7例(30.4%), 空肠7例(30.4%), 回肠6例
(26.1%)、多部位2例(8.7%), 十二指肠1例(4.3%). 均为非

霍奇金淋巴瘤,  B细胞来源19例(82.6%), T细胞来源4例
(17.4％). 组织学类型: 弥漫大B细胞非霍奇金淋巴瘤13例
(56.5%); 黏膜相关淋巴组织B细胞性淋巴瘤6例(26.1%), 
弥漫T细胞性淋巴瘤3例(13.0%), 肠病相关T细胞非霍奇

金淋巴瘤1例(4.3%). 
病程中只有1例患者经小肠气钡灌肠双重造影检查

发现病变累及全小肠(十二指肠至末端回肠), 后经胃镜检

查在十二指肠水平段取活检, 结肠镜检查在末端回肠取

活检, 病理检查诊断为弥漫T细胞性非霍奇金淋巴瘤. 因
病变累及全小肠, 无法手术而直接予以化疗. 其余22例患

者, 经反复多次胃肠镜、小肠气钡灌肠双重造影、B超、

CT等检查均未能明确诊断. 直至术前疑诊为小肠肿瘤或

发生需手术处理的并发症时而行剖腹探查, 术后病理确

诊为小肠非霍奇金淋巴瘤. 其中术前疑诊小肠淋巴瘤者2
例, 小肠和回盲部肿瘤16例, 克罗恩病1例, 腹膜后肿瘤1
例, 盆腔肿瘤1例, 十二指肠肿瘤1例. 
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气钡灌肠双重造影对于较小的小肠黏膜病变也不易发现, 
即使发现了病变, 有时也不易准确定位, 同时也无法定性. 
Yoshida et al [13]报道1例72岁老年男性患者, 间断便血2 a, 
先后做过大量检查, 包括血液学和生化检查, 胃镜, 结肠

镜, CT, 核素和血管照影, 均未能发现胃肠道出血部位.最
后行双气囊小肠镜检查发现扩张的回肠内有几处溃疡瘢

痕, 活检病理无异常发现, 为预防再出血而行回肠部分切

除, 术后病理显示异常淋巴细胞聚集, 以固有肌层为主, 
免疫组化检查证实肿瘤细胞CD20和BCL2阳性, 从而诊断

为MALT B细胞淋巴瘤. 因而原发性小肠淋巴瘤的临床诊

断比较困难. Nomura et al [14] 采用多参量(包括临床症状, 
内镜表现, 常规HE染色光学显微镜形态学检查, 流式细胞

仪检测免疫表型, 免疫组化和萃取DNA基因型鉴定)分析

的方法可提高MALToma的诊断准确率.
本组资料显示原发性小肠淋巴瘤, 中老年患者多见, 

男性多见. 最好发的部位是回盲部和空肠. 与国外报道相

近[1,9,15]. 因此在临床上对于那些原因不明的腹痛、腹部

包块、黑便/便血、腹泻和便秘患者, 尤其是中老年、男

性患者, 应该对小肠进行有针对性地检查. 结肠镜检查应

尽量做到末端回肠, 以期发现回盲部和末端回肠病灶并

取活检; 胃镜检查应尽量做到屈氏韧带附近的空肠, 以期

发现十二指肠和近端空肠病灶并取活检; 小肠气钡灌肠

双重造影是临床上最常用的检查方法, 可发现大多数的

空、回肠病变, 但无法取活检, 因而无法定性, 有时亦无

法准确定位, 尤其是不容易发现较小的黏膜病变; 对于有

腹部包块者, B超和CT检查可发现病灶, 但也存在不易准

确定位和定性的问题, B超或CT引导下细针穿刺活检, 有
时由于取材少, 病理检查也不易定性; 胶囊内镜检查可观

察到小肠病变, 但无法活检, 尤其对有肠腔狭窄者, 有发

生梗阻的危险. 新近在临床上应用的双气囊小肠镜可对

全小肠进行全面的观察, 并可在直视下进行活检, 该项检

查技术的开展和普及有望提高原发性小肠淋巴瘤的术前

确诊率.
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Abstract
AIM: To explore the expression and clinical significance 
of P-glycoprotein (P-gp) and lung resistance related 
protein (LRP) in the carcinoma of ampulla.

METHODS: Immunohistochemistry was used to detect 
the expression of P-gp and LRP in the tissues from 39 
patients with the carcinoma of ampulla and 10 normal 
controls. The results and pathological features were 
comparatively analyzed by statistical methods. 

RESULTS: The positive expression of P-gp and LRP 
in the tissues from the carcinoma of ampulla was sig-
nificantly higher than that in the normal controls (66.7%, 
59.0% vs  20%, 10%, P < 0.05). The expression of P-gp 
and LRP had no relations with the sex, age, tumor 
size, and clinical stages. The expression of P-gp was 
positively correlated with lymph node metastasis (me-
tastasis vs  non-metastasis: 80.0% vs  42.9%, P < 0.05). 
The expression of LRP was significantly higher in 
the highly differentiated adenocarcinoma than that in 
the poorly differentiated adenocarcinoma (77.8% vs  
42.9%, P < 0.05).

CONCLUSION: P-gp expression is correlated with the 
metastasis potential of the ampulla carcinoma, and 
LRP expression is correlated with the biological fea-
tures of the ampulla carcinoma.

Key Words: P-glycoprotein; Lung resistance related 

protein; Carcinoma of ampulla; Immunohistochemistry

Jin HS, Zhou J, Kan HP, Liao CX, Tan YF. Expression and clinical 
significance of P-glycoprotein and lung resistance related protein in 
carcinoma of ampulla. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005; 13(22):2714-2716

摘要

目的: 探讨壶腹癌P-gp、LRP的表达及其意义.

方法: 用免疫组化染色方法检测39例壶腹癌和10例正常壶腹

P-gp、LRP表达的情况, 并结合临床病理特征进行统计分析.

结果：P-gp和LRP在壶腹癌组织中的表达均高于正常壶腹

组织(66.7%, 59.0% vs  20%, 10%, P <0.05). 壶腹癌P-gp、LRP
表达与患者性别、年龄、肿瘤直径、临床分期无关; 而有淋

巴结转移的壶腹癌中P-gp表达率为80.0%, 明显高于无淋巴

结转移的壶腹癌中P-gp表达率42.9% (P <0.05); 而LRP在高分

化腺癌中表达率为77.8%，高于低分化腺癌42.9% (P <0.05).

结论：P-gp高表达与壶腹癌转移潜能有关, LRP与壶腹癌生

物学特性有关.

关键词：P-糖蛋白; 肺耐药相关蛋白; 壶腹癌; 免疫组化

金浩生, 周杰, 阚和平, 廖彩仙, 谭远飞. 壶腹癌组织中P-gp、LRP的表达及

其意义. 世界华人消化杂志   2005;13(22):2714-2716

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2714.asp

0  引言

目前化疗仍然是肿瘤辅助治疗的重要手段之一, 但肿瘤

细胞多药耐药现象(multidrug resistance, MDR)是严重阻

碍化疗药物在肿瘤治疗中应用的主要原因．在肿瘤细胞

多药耐药的机理中, P-糖蛋白(P-glycoprotein，P-gp)、肺

耐药相关蛋白(lung resistance related protein, LRP)的过度

表达占有重要地位. 我们应用免疫组织化学染色方法检

测壶腹癌及正常壶腹中P-gp、LRP的表达, 探讨其在壶

腹癌组织中表达的临床意义.
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(26/39), 高于正常壶腹组织中P-gp的阳性表达率为20.0％
(P <0.05). 壶腹癌组织中L R P的阳性表达率为59.0％
(23/39), 正常壶腹组织中L R P的阳性表达率为10.0％
(1/10), 其差异有统计学意义(P <0.05).
2.2 壶腹癌P-g p表达与患者性别、年龄、肿瘤分化程

度、肿瘤直径、临床分期无相关性(P >0.05); 但是P-gp在
有淋巴结转移的壶腹癌中的表达率为80.0％, 明显高于无

淋巴结转移的壶腹癌中的表达率42.9％(P <0.05). 壶腹癌

LRP表达与患者性别、年龄、肿瘤直径、临床分期、淋

巴结转移无相关性(P >0.05); LRP在高分化腺癌中表达率

为77.8%, 高于低分化腺癌42.9%, 随肿瘤分化程度下降而

下降(P <0.05)(表1). 

1  材料和方法

1.1 材料 1998/2005在南方医科大学附属南方医院行胰

十二指肠手术切除标本的病例39例, 术后病理证实为壶

腹腺癌. 其中男22例, 女17例, 年龄33-73岁, 平均57± 9岁, 
术前均未用过化疗. 肿瘤分化程度: 高分化腺癌18例, 中
低分化腺癌21例. 肿瘤直径≤2 cm 8例, ＞2 cm 31例. 淋
巴结转移: 阳性25例, 阴性14例. 按2002年国际抗癌联盟

(UICC)TNM临床分期: I、II期共28例, III、IV期共11例. 
另取尸体标本的正常壶腹组织10例作对照.

1.2 方法  标本用40 g/L甲醛固定、石蜡包埋, 制备成4 μm
厚切片, 而后用免疫组化(S-P法)染色检测壶腹癌组织和

正常壶腹组织中的P-gp、LRP表达. 抗P-gp、LRP鼠抗人

单克隆抗体及免疫组织化学染色试剂盒均购于北京中山

生物技术有限公司. 染色程序按试剂盒说明书进行. 以已

知胰腺癌阳性片为阳性对照, 以PBS代替一抗为阴性对

照．免疫组化结果判断标准: 细胞出现棕黄色染色为阳性

细胞, 高倍物镜下每张切片随机选取5个视野, 每个视野内

观察100个细胞, 阳性细胞≥10%为阳性, 否则为阴性.
　　统计学处理 采用SPSS10.0统计软件行χ2检验及

Spearman等级相关分析法.

2  结果

2.1 P-gp在正常壶腹和壶腹癌中的表达 主要定位于在

细胞膜, 部分位于细胞质(图1A-B). LRP在正常壶腹和

壶腹癌中的表达 :  主要定位于细胞质 ,  部分位于细胞

膜(图2A-B). 壶腹癌组织中P-gp的阳性表达率为66.7％

表 1　P-gp、LRP在壶腹癌组织中的表达

分组		  　        n 	 　 P-gp阳性表达 (%)   LRP阳性表达 (%)

性别	 　男 

	 　女

年龄（岁）≤60

	 ＞60

分化程度　高分化腺癌

	 中低分化腺癌

肿瘤直径	 ≤2 cm 

	 ＞2 cm

TNM分期	 　I＋II

	 　III＋IV

淋巴结转移   (－)

	     (＋)

22

17

23

16

18

21

  8

31

28

11

14

25

14 (63.6)

12 (70.6)

16 (69.6)

10 (62.5)

10 (55.6)

16 (76.2)

  5 (62.5)

21 (67.7)

19 (67.9)

  7 (63.6)

  6 (42.9)

20 (80.0)a

12 (54.5)

11 (64.7)

15 (65.2)

  8 (50.0)

14 (77.8)b

  9 (42.9)

  4 (50.0)

19 (61.3)

17 (60.7)

  6 (54.5)

  8 (57.1)

15 (60.0)

图 2  LRP在壶腹癌中的表达. A:×100 ; B: ×400.

图 1  P-gp在壶腹癌中的表达. A: ×100 ; B: ×400.

aP<0.05, χ2＝5.571 vs 淋巴结转移(－);  bP<0.05， χ2＝4.885 vs 中低分化腺癌 .
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2.3  P-gp和LRP在壶腹癌组织中的表达根据Spearman相
关分析未发现两者有相关性.

3  讨论

P-gp基因定位于人类7号染色体的q21.1. 是ABC(ATP 
binding cassette family)超家族跨膜转运蛋白的一员. P-gp
跨膜结构具有能量依赖性＂药泵＂的功能, 它能将抗肿

瘤药物逆浓度从细胞内主动转运至细胞外, 降低细胞内

药物浓度而导致肿瘤耐药[1]. 
L R P最早从肺癌细胞中分离得到 ,  基因定位在

16p11.2, 属于细胞质穹隆蛋白. LRP广泛分布于细胞器

上, 它是细胞核与细胞质物质运输的通道, 构成核孔复合

物的中心塞子或物质转运载体, 调控细胞核和细胞质物

质的交换. LRP引起MDR的机制为: LRP阻止以胞核为效

应点的药物转运到细胞质中; 将进入细胞质的药物转运

到运输囊泡中, 隔绝药物作用, 并以胞吐的方式排出体外, 
从而产生耐药[2].

目前研究表明P-gp高表达多与肿瘤转移潜能、化疗疗

效差、低缓解率、高复发率、生存期短等有关, 可作为肿

瘤患者预后的评价指标之一[3-6]. 本组壶腹癌P-gp表达与患

者性别、年龄、肿瘤分化程度、肿瘤直径、临床分期无

相关性, 而在有淋巴结转移的患者中P-gp表达阳性率明显

高于无转移的患者, 提示P-gp高表达与壶腹癌的转移潜能

存在一定的关系. LRP高表达同样提示肿瘤化疗疗效差、

缓解率低及预后不良[7-9], LRP在本组壶腹癌病例中的表达

随肿瘤分化程度下降表达有下降趋势, 与其他因素无相关

性, 表明LRP与壶腹癌生物学特性有关. Schneider et al [10]研

究发现联合P-gp和LRP的表达情况可以有助于判断预后. 
因为P-gp和LRP涉及不同的抗肿瘤耐药谱[11-12], 而维

拉帕米、PAK-104P等许多药物可以通过抑制P-gp或LRP
功能而逆转肿瘤细胞多药耐药, 提高化疗治愈率[13-17], 我们

认为通过联合检测壶腹癌P-gp、LRP表达的情况, 临床上

可根据其耐药谱制定合理有效的化疗方案和有针对性使

用MDR逆转剂提高化疗的疗效和治愈率; 同时为我们对

壶腹癌患者的预后判断提供一定的参考价值.
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Abstract
AIM: To detect the expression of S-phase kinase 
associated protein 2 (SKP2) and P27 protein in human 
pancreatic ductal carcinoma and chronic pancreatitis, 
and to investigate the clinical significance and their 
correlations in the pancreatic ductal carcinoma.

METHODS: SP immunohistochemical method was 
used to detect the expression of SKP2 and P27 in the 
routinely paraffin-embedded sections of specimens 
from patients with pancreatic ductal carcinoma (n  = 51) 
and chronic pancreatitis (n  = 10).

RESULTS: The positive rate of SKP2 expression in the 
pancreatic ductal carcinoma (28/51, 54.9%) was sig-
nificantly higher than that in the chronic pancreatitis (2/10, 
20.0%, P  < 0.05), while the rate of P27 was significantly 
lower [25/51(49.0%) vs 9/10(90.0%), P  < 0.05]. The posi-
tive rates of SKP2 expression was significantly lower in 
the well-differentiated (7/20, 35.0%) and non-metasta-
sis cases (5/16, 31.2%) than those in the poorly-differ-
entiated (14/19, 73.7%) and metastasis ones (23/35, 
65.7%) (P  < 0.05), while the rate of P27 expression 

was significantly higher in the well-differentiated (13/20, 
65.0%) and non-metastasis cases (12/16, 75.0%) than 
those in the poorly-differentiated (6/19, 31.5%) and 
metastasis ones (13/35, 37.1%) (P  < 0.05 or P  < 
0.01). The expression of SKP2 and P27 were closely 
correlated in the pancreatic ductal carcinoma tissue 
(c2 = 14.33, P  < 0.01).  

CONCLUSION: SKP2 and P27 are important biological 
markers for reflecting the carcinogenesis, progression, 
and prognosis of pancreatic ductal carcinoma. The 
positive expression of SKP2 or the negative expres-
sion of P27 reveals more serious status of the illness, 
the tendency of metastasis and unfavorable prognosis. 
There may be a co-regulatory relationship between 
SKP2 and P27 expression.

Key Words: Pancreatic carcinoma; S-phase kinase-

associated protein 2; P27 protein; Immunohistochem-

istry

Yang ZL, Huang SF, Wang QW, Miao XY, Liang S. Expression and 
correlations of S-phase kinase associated protein 2 and P27 protein 
in pancreatic cancer tissues: an analyses of 51 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2005;13(22):2717-2719

摘要

目的: 研究胰腺导管癌和慢性胰腺炎组织中(S期激酶相关蛋

白-2)SKP2和P27表达, 探讨其临床病理意义及两者在胰腺导

管癌中表达的相互关系.

方法: 51例胰腺导管癌和10例慢性胰腺炎手术切除标本常规

制作石蜡包埋切片,  SKP2和P27染色方法为SP免疫组化法.

结果: 51例胰腺导管癌SKP2阳性表达28例 (54.9%) 和P27阳

性表达25例 (49.0%), 10例慢性胰腺炎SKP2阳性2例(20.0%)
和P27阳性9例(90.0%), 两者之间均存在显著差异(P <0.05), 
高分化腺癌(7/20, 35.0%)和未转移(5/16, 31.2%)病例SKP2表

达阳性率明显低于低分化腺癌(14/19, 73.7%)和转移(23/35, 
65.7%)病例, 均存在显著差异(P <0.05); 高分化腺癌(13/20, 
65.0%)和未转移(12/16, 75.0%)病例P27表达阳性率明显高于

低分化腺癌(6/19, 31.5%)和转移(13/35, 37.1%)病例, 有显著

或高度显著差异(P <0.05或P <0.01). SKP2和P27在胰腺导管

癌中表达呈密切相关(c2 = 14.33, P <0.01).
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癌51例SKP2和P27阳性病例分别为28例(54.9%)和25例
(49.0%), 慢性胰腺炎10例SKP2和P27阳性病例分别为2例
(20.0%)和9例(90.0%), 胰腺癌SKP2阳性率明显高于慢性

胰腺炎(P <0.05), 而胰腺癌P27阳性率明显低于慢性胰腺

炎(P <0.05); SKP2阳性和(或)P27阳性慢性胰腺炎导管上

皮均呈中至重度不典型增生. 高分化腺癌和未转移病例

SKP2阳性率均明显低于低分化腺癌和转移病例(P <0.05), 
而高分化腺癌和未转移病例P27阳性率均明显高于低分

化腺癌和转移病例(P <0.05或P <0.01)(表1). SKP2和P27表
达与胰腺癌患者年龄、性别及就诊前病程等其他临床病

理特征均无明显关系(P >0.05). 28例SKP2阳性胰腺癌病例

中P27阳性7例(阳性符合率25.0%), 23例SKP2阴性病例中

P27阴性5例(阴性符合率21.7%), 两者表达呈密切负相关

(c2 = 14.33, P <0.01).

3  讨论

SKP2可与细胞周期素A-细胞周期素依赖性激酶2复合体

相互作用, 调控细胞G1-S转化[1]. 在正常组织中, 脾、扁桃

体、胎盘和结肠等组织呈阳性表达, 但未发现在正常胰

腺导管上皮及腺泡细胞中表达. 新近, 研究发现SKP2在恶

性肿瘤中表达广泛, 如胃癌、肠癌、肝癌、肺癌、乳腺

癌及前列腺癌等, 而其相应正常组织除结肠黏膜外多呈

阴性表达[1-6, 11, 13-18]. 进一步研究发现SKP2表达与大多数

恶性肿瘤发生、进展、转移及预后有密切关系, 与阴性

恶性肿瘤比较, 阳性表达者进展快, 易发生转移和复发及

预后差[2-4, 6, 11, 17-29]. 本组资料发现胰腺导管癌SKP2表达阳

性率明显高于慢性胰腺炎, 2例慢性胰腺炎阳性病例导管

上皮呈中度和重度不典型增生各1例；高分化和未转移

胰腺导管癌SKP2阳性率明显低于低分化腺癌和转移病

例. 其结果与国外文献报道较一致, 提示SKP2表达与胰腺

导管癌发生、进展、转移及预后有密切关系, 阳性表达

者恶性度高和易发生转移, SKP2可能是评估胰腺导管癌

预后的重要生物学标记物. 
P27为一种参与细胞周期调控的重要抑癌基因, 它通

过调定活化细胞周素依赖性激酶2所需的细胞周期素E的
阈值来抑制细胞增殖, 是一种细胞周期调节因子. 近年研

究发现P27表达水平与恶性肿瘤发生及预后有密切关系, 
如胃癌、肺癌、乳腺癌、前列腺癌等[4, 7-18]. 免疫组化和

原位杂交研究发现部分恶性肿瘤P27及其mRNA呈阴性

结论: SKP2和P27表达是反映胰腺导管癌发生, 发展及预后的

重要生物学标记物,  SKP2阳性表达或P27阴性表达者恶性度

高、易发生转移及预后不良, 且两者表达存在相互调控作用.

关键词: 胰腺肿瘤; S期激酶相关蛋白-2; P27蛋白; 免疫组织

化学

杨竹林, 黄生福, 王群伟, 苗雄鹰, 梁珊. 胰腺癌组织中SKP2和P27表达及其

相互关系. 世界华人消化杂志   2005;13(22):2717-2719

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2717.asp

0  引言

S期激酶相关蛋白-2(SKP2)属于F-box蛋白家族成员, 可与

cyclinA-CDK复合体相互作用, 是细胞G1期向S期转化所必

需[1]. 新近研究发现SKP2表达与多种恶性肿瘤发生、发展

及预后有密切关系[1-6]. P27蛋白, 又称激酶抑制蛋白1(Kip1), 
是能够结合cyclin-CDK2复合体的一种多肽分子[7-8]. 近年研

究发现P27表达状况也与多种恶性肿瘤发生、发展及预

后有密切关系[4,8-12]. 在许多恶性肿瘤中SKP2和P27表达呈

密切负相关[13-16]. 我们应用免疫组化方法研究人类胰腺导

管癌和慢性胰腺炎组织中SKP2和P27表达特征, 探讨其

临床病理意义及在胰腺癌表达中的相互关系.

1  材料和方法

1.1 材料 我院及湘雅医院胰腺癌手术切除标本51例, 男
38例, 女13例, 年龄21-73(51±17)岁；均为胰腺导管腺癌, 
包括高分化腺癌20例, 中分化腺癌12例和低分化腺癌19
例；临床和(或)病理证实发生胰腺外转移(包括区域淋巴

结、网膜、邻近组织器官等)35例(68.6%). 另收集我院慢

性胰腺炎手术切除标本10例, 男7例, 女3例, 年龄35-55(44
±10)岁. 标本经40 g/L甲醛固定后常规制作石蜡包埋切

片, 切片厚4 mm. HE染色复述病理组织学特征, 其他切片

行SP免疫组化染色. 鼠抗人SKP2和P27单克隆抗体, 鼠SP
试剂盒及DAB-HCL显色试剂盒均购自北京中杉金桥生

物公司.
1.2 方法  SKP2和P27表达染色均为常规SP免疫组化法, 
细胞质内出现明显棕黄色颗粒者为阳性细胞, 以切片中

阳性细胞率≥25%为阳性病例, <25%为阴性病例[17-19]. 以
北京中杉金桥生物公司提供的阳性切片作为阳性对照, 
以0.01 mol/L PBS液(pH7.4)替代一抗作为每次染色的阴

性或替代对照.
统计学处理 采用S P S S10.0软件包进行c2检验或

Fishers精确概率法, 检验水准 a = 0.05.

2  结果

SKP2和P27免疫反应阳性物质定位于细胞质, 偶见细胞

核着色, 两者在癌组织中分布呈较明显异质性, 同一切片

不同视野阳性细胞率及着色程度可有较明显不同. 胰腺

表 1  SKP2和P27表达与胰腺癌分化程度和转移状况的关系

特征	  n	         SKP2阳性 (%)	                     P27阳性(%)

高分化	 20	           7 (35.0)	                      13 (65.0)

中分化	 12	           7 (58.3)	                        6 (50.0)

低分化	 19                     14 (73.7)a	                        6 (31.5)a

无转移	 16	           5 (31.2)	                      12 (75.0)

有转移	 35	         23 (65.7)a	                      13 (37.1)b

ap<0.05, bP<0.01 vs  高分化或无转移



表达, 而其相应正常组织及其良性病例P27多呈阳性表达, 
且阴性表达的恶性肿瘤进展快、易发生转移和复发及预

后差[4, 7-14, 16-18, 21-23, 27, 29-30]. 本组资料发现胰腺导管癌P27表
达阳性率明显低于慢性胰腺炎, 1例阴性表达慢性胰腺炎

导管上皮呈重度不典型增生; 高分化和未转移病例P27表
达阳性率明显高于低分化和转移病例. 提示P27阳性表达

的胰腺导管癌多恶性度低和不易发生转移, P27表达可能

是反映胰腺导管癌发生、进展、生物学行为和预后的重

要生物学标记物. 
国外大多数学者研究发现恶性肿瘤SKP2和P27表达

水平呈密切负相关, 认为其机制与两者生物学作用有关, 
两者从相反方面调控细胞周期素激酶活性[13-16,29]. 本组资

料发现胰腺导管癌中两者表达呈高度不一致性, 也提示

存在着密切负相关.
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