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摘要
本文简述2000年以来国外文献和复旦大学肝癌研究所的

部分工作. 小肝癌切除的疗效继续得到公认,局部治疗的疗

效虽未超过切除，但未来将部分取代切除. 微创外科和微

创外科观念值得重视. 肝癌筛查可使更多患者获得治疗机

会. 肝癌切除的禁区已基本攻克，未来将更多研究对合并

肝内静脉癌栓的外科综合治疗. 临床肝癌中不能切除者仍

将占多数，由于局部治疗的进步，不能切除肝癌的降期后

(缩小后)切除是部分不能切除肝癌的一条出路. 对于小肝

癌，肝移植的无瘤生存率高于切除者，故其作用将缓慢上

升.21世纪肝癌转移复发的研究将成为重点，目前在转移

复发预测和预防方面已有不少进展，但成为临床常规还有

待时日.随机分组试验和荟萃分析是推动肝癌外科进步的必

由之路.
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0   引言

笔者不久前才发表过“肝癌病因、治疗和转移”的
综述(World J Gastroenterol 2001;7:445-454),故本文仅列
述2000年以来的主要国外文献和复旦大学肝癌研究所
(以下简称我所)的部分工作.

1   肝癌筛查

即使在21世纪,小肝癌的外科治疗仍将起重要作用,为
此肝癌筛查问题仍无法回避. McMahon et al [1]通过16 a
对阿拉斯加土著乙肝携带者的筛查,认为每半年一次的
AFP检测可查出仍可切除的肝癌,并明显提高生存率.香港
认为,早期发现可使更多的肝癌患者获得治疗的机会[2]. 意
大利的结果提示,对肝硬化患者每年或每半年监测，可
使更多肝癌患者获得局部治疗、化疗栓塞或肝移植的
机会，从而延长生存期[3]. 我国台湾对乙型肝炎高发区
的肝癌高危人群进行超声显像筛查,并与未筛查组对比,
死亡率降低41％[4]. 我所对肝癌高危人群进行前瞻性随
机分组筛查试验(筛查组9 373人,未筛查组9 443人),使
用检测血中AFP和超声显像的方法每6 mo进行一次筛

查提示,与未筛查组相比,小肝癌比例为45.3 ％ vs 0，切
除率为46.5 ％ vs 7.5 ％，5 a生存率为46.4 % vs 0，肝
癌死亡率为83.2/10万vs 131.5/10万[5].

2   小肝癌的治疗

小肝癌切除的效果已得到公认. 我所对比小肝癌(1 000例)
和大肝癌(1 366例)切除,5 a生存率为62.7 % vs 37.1 %[6].
Hanazaki et al [7]253例小肝癌切除的5 a生存率为47 ％,
133例≥5 cm肝癌切除则为28 ％.我所对小肝癌进行的
分子生物学研究表明,与癌细胞侵袭性相关的分子指标,
在小肝癌的表达仅略低于大肝癌，提示即使是小肝癌,
进一步提高疗效的关键仍然是癌细胞的生物学特性
(Tang et al 1998).
        近年局部治疗兴起,局部治疗实际上是外科治疗的
延伸. 小肝癌的局部治疗能否取代切除,不妨列述一下各
种局部治疗对小肝癌的疗效,让读者自行判断. (1)射频消
融(RFA)-Livraghi et al [8]报告对肝癌进行射频治疗,病灶完
全坏死的比例与肿瘤大小有关，<3 cm者达90 ％,3-5 cm
者71 ％,5.1-9 cm者45 ％; Child A单个肝癌<5 cm的3 a
生存率为85 ％. Buscarini et al [9] 88例小肝癌射频治疗
5 a 生存率为33 ％,但 5 a 无瘤生存率仅3 ％. (2)经皮乙
醇注射(PEI)-Yamamoto  et al [10]观察到小肝癌切除与经皮
乙醇注射(PEI)的5 a 累计生存率相仿(61.5 % vs 59.0 %),但
5 a 无瘤生存率则切除者较高(25.7 % vs 9.7 %) . 对 111
例Child A肝硬化小肝癌的PEI治疗, 5 a 生存率为41 ％[11].
(3)经皮微波治疗(PMCT)－Lu  et al [12] 50例平均直径2.7 cm
小肝癌PMCT治疗后3 a 生存率为73 ％. Itamoto  et al [13]

33例小肝癌PMCT治疗后5 a 生存率为48.6 ％. (4)激光
热消融(LTA)－ Pacella  et al [14] 15例小肝癌激光热消融
合并TACE治疗后5 a 生存率为40 ％.总体而言,局部治
疗的远期疗效似仍未超过切除,但患者情况不完全相同,
需进行随机分组试验和荟萃分析才能获得结论.

3           大肝癌的外科治疗

大肝癌规范的外科治疗已有半个世纪的历史,肝内几乎
任何部位肿瘤的切除,在技术上都已解决,故突破性进展
不多. Poon et al [15]认为切沿宽度并不影响复发率,因多
数肝内复发来自静脉播散.肝尾叶切除报道日多,我所12
例尾叶切除的5 a 生存率为37.8 ％[16]. 近年对合并门静
脉癌栓者采取积极外科治疗逐渐增多,我所分析:肝癌切
除＋癌栓摘除＋术后血管内化疗,肝癌切除＋癌栓摘除，
肝动脉结扎和 /或插管和保守治疗4组的5 a 生存率依
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次为26.8 %,16.6 %,0 %和 0 ％[17]. Fukuda et al [18]19 例
合并门静脉主干、下腔静脉或肝外胆管癌栓者作切除
和癌栓摘除,3 a 生存率为48.5 %. 关于围手术期输血,亦
有人认为并不影响切除后的无瘤生存率[19]. Wakabayashi
et al [20]认为较大肝癌术前应用门静脉支栓塞(PVE)可能
有助提高切除率,但并不改善预后.

4               不能切除肝癌的降期后切除(缩小后切除)

这是近20 a 发展起来的值得重视的途径,我所在1980年
代起曾有不少报道.2001年 Lau et al [21]报告 150例不能
切除肝癌全身化疗(顺铂＋阿霉素＋5-Fu)合并α干扰
素,结果15例获序贯切除,其3 a 生存率为53 ％. 近年局
部治疗和适形放疗有所开展,加上与TACE的合并应用，
增加了使肿瘤缩小的途径.我所曾报告65例不能切除肝
癌经TACE治疗肿瘤缩小后切除,其5 a 生存率为56 ％
(Fan et al 1998).根据最新材料,我所90例手术证实≥8 cm
(中位直径12 cm,合并肝硬化81.8 %)不能切除肝癌缩小
后切除的5 a 生存率为53.2 %,这 90例患者中85.6%采
用了肝动脉结扎、肝动脉插管化疗、导向治疗/外放射
治疗中的三联或二联治疗作为缩小疗法.

5   微创外科在肝癌治疗中的地位

有报道在腹腔镜下行30例肝切除,但主要是左肝或右肝
边缘可作局部切除的病灶[22]. Shimada et al [23]比较17例
肝癌腹腔镜手术和38例肝癌开腹手术,无论手术时间、
失血量、术后并发症和生存率均无明显差别,而前者住
院时间明显缩短，但患者需严格挑选. Biertho et al [24]

汇总文献168例腹腔镜肝切除术(其中102例为恶性肿
瘤),并发症率16.1 % (包括气栓),死亡率0.54 %. 在腹腔
镜下行局部治疗的报道则较多,如微波固化[25],乙醇注射[26],
射频治疗[27],放置肝动脉灌注泵[28]等. 但 Ishida et al [29]在
鼠实验发现腹腔充气压力可促使癌转移.

6   肝移植在肝癌治疗中的地位

Figueras et al [30]比较 85例肝移植和35例手术切除,5 a
生存率为60 ％ vs 51 ％,5 a 无瘤生存率为60 ％ vs 31 ％,
血管侵犯为主要预后因素. Hemming et al [31]112例非纤
维板层型肝癌作肝移植, 5 a 生存率为57％,乙肝相关肝
癌较非乙肝相关者差(43 ％ vs 64 ％),但用抗病毒治疗
后提高到77 ％;有血管侵犯者明显差于无血管侵犯者
(4 ％ vs 65 ％). 关于肝癌行肝移植的指征,Figueras et al [32]

认为适合于AFP较低、无明显血管侵犯或肝外转移的
小肝癌. Margarit et al [33]103例伴肝硬化小肝癌(平均肿
瘤大小3.1 cm,多个结节59 ％,累及左右肝31 ％,血管侵
犯9.2 ％)行肝移植,5 a 生存率为58 ％,与因肝硬化行肝
移植者相仿(63 ％),亦认为肝移植适于伴肝硬化的小肝
癌. Yao et al [34]根据70例伴肝硬化肝癌行肝移植的结果,
认为单个肿瘤≤6.5 cm, 或≤3个结节其最大肿瘤≤4.5 cm
以及肿瘤总直径≤8 cm者，其5 a 生存率仍达75.2 %,

从而认为肝移植指征中肿瘤大小可适当放宽.对合并肝
硬化的不能切除小肝癌行肝移植,采用活体供肝,因避免等
待供肝而优于尸体肝,明显延长预期寿命[35,36]. 对略大的肝
癌(5-7 cm),如能合并综合治疗(TACE、化疗),其效果亦
可，而 >7 cm者则效果差[37]. TNM第 IV期肝癌则不适
合行肝移植[38].  肝移植后同样有乙型肝炎感染复发，
亚裔患者的预后比白人差[39].

7   肝癌转移复发的预测指标

无论一期或二期切除,无论肝癌切除或肝移植,所遇到的
最重要问题乃转移复发.研究转移复发有两大目标,一是
有效的预测，二是有效的预防.较早报道的预测指标,除
临床和病理指标外,主要是细胞水平的指标,如:PCNA(增
生细胞核抗原)、AFP mRNA、AFP-L3、DNA倍体、
雄激素/雌激素受体等.近年多集中在分子指标方面. (1)
细胞增生、运动和凋亡相关指标，如p53 突变和P53
抗体、MDM-2[40]、p73、p27[41,42]、c-myc、Ki-67、
Kai-1、Rb 蛋白、HGF、端粒酶[43]、IL-10[44]等. (2)
细胞黏附和细胞外基质降解相关指标,如上皮细胞钙粘蛋
白(E-cadherin)、整合素(Integrin β1)、beta-Catenin[45]、细
胞间黏附分子-1(ICAM-1)、CD44[46]、细胞黏附调节
分子(CMAR)、基质金属蛋白酶(MMP-9)、人巨噬细
胞金属弹性蛋白酶(HME)[47]、TIMP-1(组织金属蛋白酶
抑制剂－1)、uPA(尿激酶型纤溶酶原激活物)、骨连
接素(Osteonectin,ON/SPARC)、Syndecan-1 等. (3)血管
生成相关指标,如 VEGF(血管内皮细胞生长因子)[48]、
PD-ECGF(血小板衍化内皮细胞生长因子)、微血管密
度(MVD)等. (4)免疫相关指标,如淋巴细胞浸润、术前
自然杀伤细胞(NK)活性等. 在上述指标中, 能够在血中
测出者更有潜在应用价值. Ijichi et al [49]前瞻性研究表
明术后血中 AFP mRNA 的阳性率有助预测复发. 但
亦有人持否定意见 [50]. Charuruks et al [51]认为检测血
清中P53蛋白和P53抗体是有用的预后指标. Poon et al [52]

报道术前血清碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)水平
高,术后常早期复发. Kobayashi  et al [43]认为端粒酶
活性是独立的复发预测指标. Mou et al [53]认为随访血中
MAGE-1和MAGE-3可早期预测复发. 然而Parasole et al [54]

认为血清中sICAM-1、sIL-2R、IL-6和抗P53均无预
测价值.
         我所就血中的相关指标也作了探索,观察到: (1)血
中血栓调节蛋白(Thrombomodulin, ELISA法)与门脉癌栓
形成和肝内播散呈负相关[55]. (2)血中ICAM-1(intercellular
adhesion molecule-1,细胞间黏附分子－1)与肝癌侵袭性
呈正相关,转移组高于非转移组[56]. (3)血中PAI-1 (尿激
酶型纤溶酶原激活物受体的抑制剂)水平与肝癌侵袭性
呈正相关. 侵袭性肝癌和非侵袭性肝癌比,血浆中PAI-1
水平明显较高[57]. (4)血清基质金属蛋白酶-2 (MMP-2)与
肝细胞癌根治性切除术后转移复发有关[58 ] . ( 5 )血中
VEGF水平与肝癌侵袭转移呈正相关[59,60]. (6)碱性成纤维
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细胞生长因子(bFGF)是预测肝细胞癌患者术后转移复
发的潜在指标[61]. (7)高转移倾向组患者血浆DNA 中
D14S62和D14S51(14q染色体)杂合性丢失(LOH)的阳性
率低[62].
         在手术切除标本的免疫组化检测方面,观察到: (1)
有 p53或 p16突变者复发率高、生存率低[63,64]. 最近发
现p53免疫组化的积分与肝癌预后的相关性好[65]. (2)转
化生长因子α(TGFα)可诱导细胞增生和表皮生长因子受
体(EGF-R)的表达,而EGF-R的表达与预后差有关[66,67].
(3)转移抑制基因nm23-H1或Kai-1的表达则与肝癌的
侵袭性呈负相关[68-70]. (4)凡MMP-2在癌的表达高于癌周肝
者预后差[71]. (5) uPA的表达也与癌侵袭性呈正相关[72]. (6)
ICAM-1在癌组织的表达也和肝癌侵袭性呈正相关,转
移组高于非转移组[73]. (7)VEGF和 /或PD-ECGF的表达
与肝癌侵袭性呈正相关[74,75]. (8)小肝癌微血管密度(MVD)
高者预后差,少血管型小肝癌的5 a 无瘤生存率高于多
血管型者,分别为74.6%和 34.7%[76].

8   肝癌转移复发的治疗

我所在1980年代即已报道对亚临床期复发的再切除可
明显延长生存期,其后也一再证明这个论点(Tang et al
1984,Zhou et al 1993,Zhou et al 1994).目前,认为复发行
再切除的疗效最好已得到公认.Sugimachi et al [77] 78 例
复发再切除的5 a 生存率为47.5%. Arii et al [78]28 例再
切除,5 a 生存率自初次手术算起为62 ％,自再切除算起
为47％. Matsuda et al [79]认为复发来自多中心发生者的
再手术(切除或微波)预后优于复发来自肝内转移者,5 a
生存率分别为58.1 ％和 14.3 %. 关于术后肾上腺转移，
多主张手术切除[80].

9   肝癌转移复发的预防

过去文献对可切除肝癌的术前TACE多持否定态度,认
为推迟了患者的手术时间，因TACE影响肝功能而增加
手术风险,因TACE后粘连多而增加手术难度,且远期生
存率还有所下降.但对仍局限的不能切除肝癌，TACE
是使肿瘤缩小的有效方法. 近年Gerunda et al [81]对比术
前TACE组和对照组，总生存率相仿，而无瘤生存率
则TACE组较好.Yoshida et al [82]报告术前经导管免疫栓
塞(OK-432＋纤维蛋白原＋凝血酶)比 TACE好.
          关于术后预防转移复发:(1)术后TACE－Shimoda et al
回顾性分析认为术后TACE (阿霉素＋碘油)与对照组相比,
5 a 无瘤生存率为31.1％ vs 7.9 ％[83]. (2)术后肝血管内化疗
－过去虽有报告认为有用,但前瞻性随机分组试验认为无
效(Ono et al , 1997). (3)术后全身化疗－过去前瞻性随机
分组试验认为术后给予表阿霉素与HCFU并不优于对
照组(Ono et al ,1997).另一随机分组试验,术后静脉表阿
霉素合并肝动脉内化疗碘油,不仅预后更差,且肝外复发
也多(Lai et al ，1998). 但 Huang et al [84]前瞻性研究提
示术后静脉应用表阿霉素和丝裂霉素有减少复发和改

善预后的倾向. Ono et al [85]对三个随机分组试验作荟萃
分析(meta-analysis)提示,在伴有肝硬化的患者肝癌切除
后给予化疗，反而增加余肝的复发,且远期疗效更差. (4)
干扰素术后预防复发－Ikeda et al [86]认为β干扰素对丙
型肝炎相关肝癌切除或乙醇注射后的复发有预防作用，
中位随访25 mo 时，与对照组比，复发为1/10  vs 7/10.
Kubo et al [87]随机分组试验证实，α干扰素可减少丙型
肝炎相关肝癌切除后的复发，与对照组相比复发为5/15
vs 12/15.Suou et al [88]也有类似报道.(5)放射性碘标碘油
(131I-Lipiodol)－随机分组试验表明，肝动脉内一次注
射131I-Lipiodol 1 850 MBq可减少术后复发(Lau et al，
1999). Partensky et al [89]报道131-Lipiodol作为肝癌根治
性切除后辅助治疗的II期临床试验亦获得类似结果. (6)
维甲酸类药物－ 1996 年Muto et al 曾报道术后口服
Polyprenoic acid (维甲酸类)可减少术后复发,1999年再
次报道远期结果, 6 a 生存率治疗组为74 ％,而对照组
为46 ％. (7)过继免疫治疗－Takayama et al 随机分组试
验表明,76例接受370次淋巴细胞输注,平均随访4.4 a ,
与对照组比,复发率为59 ％ vs 77 ％[89].
       总之,在过去100 a 的肝癌治疗历史上,外科治疗始
终占有最重要的地位.预期在21世纪,肝癌外科仍将占
重要地位,但肝癌治疗的模式和重点将有所改变. (1)小肝
癌切除仍将有其位置，但有一部分将被局部治疗所取
代；腹腔镜下的小肝癌切除或局部治疗将明显增加；癌
细胞生物学特性的研究将成为重点. (2)肝癌切除的禁区
在20 世纪已基本攻克，21 世纪将更多研究对合并肝
内静脉癌栓的外科综合治疗. (3)由于不能切除肝癌仍将
占临床肝癌的大多数，加上局部治疗的兴起，以及多
数局部治疗的不彻底性，不能切除肝癌的降期后切除
(或缩小后切除)仍将是部分不能切除肝癌的一条重要出
路. (4)微创外科以及微创外科观念将受到更多的关注.
(5)肝移植在肝癌治疗中的地位将缓慢上升,一些瓶颈问
题仍待解决.(6) 术后转移复发的研究将成为肝癌外科研
究的重点， 生物治疗的进步，可能给转移复发的预防
提供新的途径.随机分组试验和荟萃分析将成为推动肝
癌临床进步的必由之路.
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复旦大学肝癌研究所

     复旦大学肝癌研究所的前身为1968年的上海第一医学院中山医院肿瘤小组. 1978年更名为中山医院肝癌研究室,1988年更名为

上海医科大学肝癌研究所,2000年复旦大学与上海医科大学两校合并后更名为复旦大学肝癌研究所.著名肝癌外科学家、中国工程院院

士汤钊猷教授任所长.叶胜龙、吴志全、刘银坤三位教授任副所长.

1   学术地位

该所是我国最重要的肝癌防治研究中心之一,为国家重点学科、上海市肝脏肿瘤临床医学中心、复旦大学“重中之重”建设学科

及 “211”建设项目肿瘤学重点学科. 中国抗癌协会肝癌专业委员会及国家级医学继续教育项目(全国肝癌诊疗进展学习班)依托

单位.已成功地承办四次大型“上海国际肝癌肝炎会议”和八届“全国肝癌学术会议”.

2   硬件条件

研究所由肝肿瘤外科、内科及实验室组成,拥有 60张专科病床及面积900 m2的设备精良的实验室,以及正在建设中的“上海市肝肿

瘤临床医学中心”大楼，面积20 000 m2,床位 360 张,实验室面积达3 000 m2.

3   技术力量

该所现有院士1人,教授10人,副教授(副主任医师、副研究员)10人,主治医师4人,助理研究员5人,主管技师3人. 该所是博士学位

及硕士学位授予点,设有博士后流动站(临床医学).现有博士生导师8人,硕士生导师5人.

4   临床特色

以外科治疗为主,内外科、中西医、基础与临床结合的综合治疗研究是该所的特色.其特色包括: (1)肝癌的早诊早治(获国家科技进

步一等奖);(2)不能切除肝癌的缩小后手术切除(获国家科技进步三等奖);(3)肝癌术后复发的手术再切除；(4)复杂、难切性肝脏肿瘤的

切除；(5)包括活体供肝移植在内的各种肝移植手术；(6)肿瘤局部治疗新技术(射频消融、冷冻、微波、氩氦刀、超声介入等);(7)

生物治疗;(8)自1993 年开始开展以“肝癌术后复发转移的防治研究”为重点的临床综合治疗研究，探索肝癌术后复发的综合防治

方案，进一步延长肝癌患者的生存期，改善预后.现已积累逾6 000例肝癌诊疗经验，5年生存率达40％左右.根据2 000年底统计，

所治肝癌患者已有558例存活超过5年,169例存活10年以上,1例存活已达42年,居国际领先水平.

5   实验室

研究所实验室为“教育部癌变与侵袭原理重点实验室”. 下设无菌动物模型实验室、细胞生物学实验室、免疫学实验室、病理学实验

室、同位素实验室、分子生物学与基因治疗实验室. 实验室课题组以教授课题组为主体，分为模型与分子病理、分子遗传与预测指

标、血管生成、蛋白质组、生物与基因治疗等研究组.

6   科研方向

可分三个阶段:1960-1970年代的肝癌早诊早治研究；1980年代的不能切除肝癌缩小后切除研究；1993年起以“肝癌复发转移的防

治”为重点进行研究.连续承担“六五”至“十五”的国家科技攻关、美国中华医学基金会基金及教育部、卫生部重点学科基金等重

大课题的研究.现承担国家“973”、“863”、“十五”攻关、教育部、卫生部及上海市多项重大项目的研究工作.已在 Cancer Res,

Hepatology, Int J Cancer, Cancer, World J Surg，World J Gastroenterol等国际著名刊物上发表多篇论文，1篇论文即将在国际顶尖

杂志Nature Med发表.先后获国家科技进步一、三等奖，中华医学科技进步一、二等奖,多项上海市科技进步一、二等奖,多个卫生部

科技进步奖及美国癌症研究所金牌等多项奖励.

7   国际协作

与美国国立癌症研究所、匹兹堡大学医学院及挪威、日本多家著名科研机构、大学有良好的合作关系,与之进行课题合作及研究生培养.

8   封面图片

A  团结合作、奋发向上的优秀群体:研究所部分成员合影； B 主办大型国际学术会议; C 汤钊猷院士与其同事及学生讨论科研结

果; D 在该所治疗的上海地区部分长期生存肝癌患者与研究所及中山医院领导联谊活动; E 应用cDNA芯片技术研究肝癌转移机制(即

将在Nature Med发表); F 国际领先的肝癌转移模型.

9   通讯地址

200032,上海市徐汇区医学院路136号,复旦大学肝癌研究所、复旦大学附属中山医院.  zytang@srcap.stc.sh.cn
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Abstact
AIM:To obtain the antagonistic peptides that have effect to
prevent metastasis of Hepatocellular Carcinoma(HCC).

METHODS:Nine pieces of high affinity peptides (AP-1-AP-9)
were obtained by pure HAb18G/CD147 antigen to panning
phage displayed random peptide library.MTT assay was used
to test toxicity of AP-1-AP-9 on human hepatocellular carcinoma
cell (HHCC); Gelatin zymogram was used to analyze the
effects of AP-1-AP-9 on activation and production of matrix
metalloproteinase (MMPs); Matrigel-boyden chamber
method was used to evaluate inhibitory abilities of AP-1-
AP-9 on tumor cell invasion and metastasis;Inhibitory effect
of AP-1-AP-9 on HHCC adhesion to extracellular matrix pro-
tein and fb cells were investigated. The influences of AP-1-
AP-9 on HHCC chemotaxis migration were also tested.

RESULTS:AP-1-AP-9 has no toxicity on HHCC; AP-1, AP-6
and AP-9 could inhibit production and activation of MMP-2;
the amounts of infiltrative cells in AP-1, 3, 6, 7, 8, 9 experimental
groups are significantly less than that in control group (P <0.05),
and inhibition rate was 78.22 %, 90.1 %, 62.83 %, 56.44 %,
68.32 %, 81.19 %, respectively;AP-1-AP-9 had no effects

on HHCC adhesion to matrigel and fibronectin (FN), whereas
AP-3 and AP-9 could inhibit HHCC adhesion to collagen Ⅳ
and laminin(LN),  AP-1, AP-6 and AP-9 could inhibit HHCC
adhesion to fb. AP-6 could inhibit chemotaxis migration of
HHCC with the inhibitory rate of 54 % without statistical
significance (P >0.05).

CONCLUSION:HAb18G/CD147 antagonistic peptides (AP-
1-AP-9) have inhibitory effects on many aspects or steps
associated with metastasis of HCC, which provides avenue
to explore medication for preventing metastasis of HCC.

Qian AR,Shang P, Li Y, Huang BC, Zhu P,Mei QB,Chen ZN. Effects of
HAb18G/CD147 antagonistic peptides on invasion and metastasis of HCC.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(3):255-259

摘要
目的:筛选获得HAb18G/CD147高亲和性拮抗肽中具有体

外抗肝癌细胞转移作用的拮抗肽.

方法:对于采用HAb18G/CD147纯抗原筛选噬菌体随机12

肽库所获得的9条高亲和性的12肽(AP-1-AP-9).分别采

用:MTT法测定AP-1-AP-9的对肝癌细胞(HHCC)的直接

毒性;明胶酶谱法分析 AP1-AP-9 对基质金属蛋白酶

(MMP s )产生及其激活过程的影响;重组细胞基底膜

(Matrigel)侵袭抑制实验测定AP-1-9对肝癌细胞(HHCC)

侵袭力的的影响；观察AP-1-AP-9 对HHCC与细胞外

基质蛋白(Matrigel，FN，LN，Collogen Ⅳ)、HHCC

与间质细胞（成纤维细胞 fb）黏附能力；以及AP1-9

对HHCC运动能力的影响.

结果:拮抗肽AP-1-AP-9对HHCC无明显细胞毒性作用；

AP-1，6，9对HHCC刺激fb细胞产生MMP-2其激活过

程具有明显的抑制作用;AP-1，3，6，7，8，9对HHCC

侵袭力有明显的抑制作用(P <0.05),抑制率分别为78.22 %,

90.1 %, 62.83 %, 56.44 %, 68.32 %和 81.19 %;9条拮抗肽

对HHCC与细胞外基质蛋白Matrigel，FN无明显的抑制

作用，但AP-3，9对HHCC与CollogenⅣ，LN的黏附有

抑制作用；AP-1，6，9对HHCC与fb细胞之间的黏附有

抑制作用；AP-6可抑制HHCC的运动能力，抑制率54 %，

但统计学上差异无显著性(P >0.05).

结论:HAb18G/CD147拮抗肽(AP-1-AP-9)对肝癌的侵袭

转移相关的多个环节有明显的抑制作用，为研究开发新的

抗肿瘤转移多肽药物开辟了新途径.

骞爱荣,商澎,李郁,黄宝成,朱平,梅其炳, 陈志南. HAb18G/CD147拮抗肽抗肝

癌转移作用的体外实验.世界华人消化杂志  2003;11(3):255-259
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0   引言

侵袭、转移行为是恶性肿瘤的本质特征.肿瘤的转移规
律极其复杂，涉及诸多因素，如蛋白水解酶；血管生成
因子；黏附因子，如整合素(integrin),选择素(selectin),钙
黏合素(E-cadherin)等；运动因子; 信号转导.在肿瘤的
侵袭、转移过程中，癌细胞诱导效应细胞分泌蛋白水
解酶，降解细胞外基质，其中基质金属蛋白酶(MMPs)
最为重要. HAb18 是我室用肝癌抗原免疫小鼠得到的特
异性单克隆抗体(mAb)[1]，我们用HAb18mAb从人肝癌
组织 cDNA文库中筛选得到其相应抗原HAb18G，查
询GENEBANK发现其基因序列与CD147 分子序列一
致, 并经鉴定HAb18 G与CD147为同一分子,并在 此基
础上进行了大量研究[2-6]. CD147分子,又名EMMPRIN(细
胞外基质金属蛋白酶诱导因子)，最初源于人肺癌细胞
系LX-1[7,8]，在肝癌组织中发现尚属首次，大量研究
表明HAb18G/CD147与其效应细胞(癌周成纤维细胞)结
合,诱导产生基质金属蛋白酶(MMPs)，使肿瘤组织中
MMPs含量及活性显著提高,间质成分和血管基底膜的
胶原蛋白过度降解,癌细胞穿过基底膜及结缔组织屏障
不断侵袭扩散, 低转移细胞经转染HAb18G/CD147后侵
袭及转移能力增强[9,10]. 所以,筛选有效的HAb18G/ CD147
拮抗肽,在高位阻断其引起效应细胞分泌MMPs,是抗肿
瘤转移的新途径. 为此,我们采用HAb18G纯抗原筛选噬
菌体随机12肽文库获得了9条与HAb18G/ CD147分子
具有高度亲和力的多肽分子,为获得具有抗肿瘤转移作
用的拮抗肽采用细胞基底膜侵袭抑制实验、明胶酶谱、
抗运动、抗黏附等实验进行亲和肽的功能筛选,为进一步
研究与开发肽类抗肿瘤转移药物提供新的备选化合物.

1  材料和方法

1.1材料   细胞系和试剂人肝癌细胞系 HHCC购自中科
院上海细胞所细胞库；人胚胎皮肤成纤维细胞(fb)西京
医院烧伤科，韩军涛博士馈赠；Millicell  chamber购自
Millipore 公司；Matrigel 胶、层粘连蛋白(LN)购自BD
公司；纤维粘连蛋白(FN)、 Ⅳ型胶原(Col Ⅳ)、 DMEM
培养基购自GIBCO公司；四氮唑(MTT)、二甲基亚砜
(DMSO)购自华美公司. HAb18G/ CD147拮抗肽(APs)采用
固相合成法合成9条HAb18G/ CD147拮抗肽(AP1-9)，
成品经高效液色谱分析＞90 %，MALDI-TOF质谱分
析分子质量符合理论值. Heraeus CO2 二氧化碳培养箱
(德国Heraeus 公司)，酶标仪(Bio-Rad),图像分析仪(上
海复日科技有限公司)，96，24孔板(Nunc,瑞典).
1.2 方法

1.2.1细胞毒性实验  人肝癌细胞(HHCC)培养至对数期,
用2.5 g/L 胰酶消化,以8× 104/孔 200 µl的密度接种于
96孔板中同时加入20  µL (1 g/L)APs, 37 ℃孵育2 h；
弃取培养液，加入PBS200  µL/ 孔，吹打3遍，加入
MTT 40  µg/ 孔,37 ℃孵育4 h. 弃取MTT,加入 200  µ L
DMSO,酶标仪570 nm测定吸光度A值.

1.2.2改良的明胶酶谱法[7]  人成纤维细胞(Fb)和人肝癌
细胞(HHCC)培养至对数期,用2.5 g/L 胰酶消化,以105/孔
的密度接种于96孔板中(Fb细胞和HHCC细胞的体积
比为1∶1,共 200  µ L), 完全DMEM培养24 h. 弃去培养
上清,用PBS洗2次后,换无血清DMEM培养液培养1 h,
再用PBS洗 2次,加 300  µ L无血清DMEM培养液共培
养20 h. 在培养后的5，10，15和20h收集无血清DMEM
培养细胞上清,低速离心(200 g)去除细胞碎片后，4 ℃
备用. 上清进行SDS-PAGE电泳,其中分离胶含1 g·L-1

的明胶. 电泳结束后将凝胶置于洗脱液(25 mg·L-1 Triton
X-100,50 mmol·L-1 Tris-HCl,pH7.5,0.1mol·L-1 NaCl)室温
洗2次,45min/ 次,接着将凝胶置于孵育液(50 mmol·L-1

Tris-HCl, PH7.5, 10 mmol·L-1 CaCl2, 0.2 g·L-1 NaN3)
37 ℃孵育24 h以上,考马斯亮蓝染色,脱色液脱色,蓝色背
景上出现透亮带. 经图像分析系统读取条带面积和酶解
条带灰度,酶含量=条带面积×(条带灰度-背景灰度).
1.2.3 重组基底膜侵袭抑制实验  采用Matrigel-Boyden
方法观察Millicell 小室的滤膜保证其正常,将小室放入
灭菌的24孔板中;在Millicell小室内膜上加入Matrigel胶
(40  µL/ 膜),37 ℃ 1 h,超净台内吹干;在小室的外部24
孔板内加入趋化剂200 µL;用2.5 g/L胰酶消化HHCC和
fb细胞, 离心洗涤3次, DMEM(含 1 g/L BCS) 悬起,1∶1
(各150 ul)加入上室,同时在上室加入拮抗肽20  µl(1 mg/ml),
在下室加入200  µl 不完全DMEM(含 0.1%BCS) ,37 ℃，
50 ML/L CO2培养 20 h;取出小室,弃去培养液,用棉签擦
去上室中的细胞, 950 mL/L酒精固定15 min后,取下滤
膜;固定后的滤膜HE染色,中性树胶封片,在40×光镜下
计数膜背面侵袭的细胞数,随机计数中间和四周共5个
视野,每细胞计数3份,求出其平均值，测验重复3次.
1.2.4拮抗肽抗HHCC与细胞外基质黏附实验   96孔板
中分别铺上LN或FN或Matrigel各2 µg,室温干燥; 加入
20 g/L BSA 20 µL/ 孔，37 ℃孵育1 h，PBS 冲洗;以
含1 g/L BCS的DMEM 悬浮HHCC细胞, 每孔加入HHCC
细胞200 µL及10 µL (1 g/L)拮抗肽, 37 ℃孵育2 h; 弃取
培养液,加入PBS 200 µL/孔,吹打3遍,加入MTT 40 µg/孔,
37 ℃孵育4 h; 弃取MTT，加入DMSO 200 µL,酶标仪
570 nm测定吸光度A值.
1.2.5拮抗肽抗HHCC与人fb黏附实验  用2.5 g/L 胰酶
消化生长至对数期的人成纤维细胞(fb),离心,不完全
DMEM 悬浮fb细胞(1×105), 96孔板中,每孔加入200 µL,
37 ℃,50 mL/L CO2培养24 h. 弃去96孔板中的培养液，
PBS洗二次,加入用2.5 g/L 胰酶消化后,不完全DMEM 悬
浮的HHCC细胞(1×105)，同时加入拮抗肽(10-80  µg).
分别在1, 2, 3 h 各自复孔中,分别取出上清，并用PBS
冲洗3次,合并提取液,离心,用 PBS100 µL悬浮沉淀,血
球计数板计数,每样重复计数 3次，取平均值.
1.2.6抗趋化运动实验  在小室下室面涂趋化剂FN10 µg,
室温干燥;上室加入2× 105 HHCC细胞300 µL,同时加
入(1g/L)拮抗肽20 µL,下室加入1 g/L BCS的DMEM300 µL.
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37 ℃,50ML/L CO2培养 20 h;  取出小室,弃去培养液,用
棉签擦去上室中的细胞, 950 mL/L酒精固定15 min后，
取下滤膜; 固定后的滤膜HE染色,中性树胶封片，在
40×光镜下计数膜背面穿过的细胞数,随机计数中间和
四周共5个视野,每细胞计数3份,求出其平均值,测验重
复2次.
        统计学处理  单因素方差分析.

2   结果

2.1 细胞毒性  各实验组与对照组之间差别无显著性
(P ＞0.05, 图1),表明APs对HHCC无明显的直接细胞毒性.

图1  拮抗肽AP-1-9对HHCC细胞的毒性.

2.2 明胶酶谱 5-15 h动态明胶酶谱法中,AP-9对MMP-2和
MMP-9的产生和激活有明显的抑制作用(图 2). 图 2是
在不同时间点采样,进行的酶谱分析. 测定了给予AP-9
后5,10,15 h时间段内明胶酶的变化.其中1,3,5条带分别
为给药组,2,4,6条带为对照组. 从该图可发现给药组各
时间点明胶酶的含量均低于对照组各时间点,随着时间
的延长,明胶酶的量也在逐渐增加;另外随着时间的延长
酶原形式的ProMMP-2,9 以及活性形式的MMP-2,9产
生均增加,15 h达到最高.

图2  AP-9在5 h,10 h 和15 h对明胶酶MMP-2和MMP-9产生的影响.

2.3重组基底膜侵袭抑制  HHCC单独培养组与HHCC+fb
共培养组相比较，穿膜细胞数明显少于后者(P <0.05),
HHCC和 fb共培养并加入APs的9个实验组的AP-1,3,
6,7,8,9六条肽穿膜细胞数明显少于对照组(P <0.05 表1).
2.4 APs 对HHCC细胞与细胞外基质组分黏附的影响

APs中的AP-1,3,4,6,7,9对HHCC与Matrigel, FN黏附无
明显的抑制作用,但AP-3,9能抑制HHCC与 CollogenⅣ,
LN的黏附作用(图 3).

表1  AP1-9 对Millicell小室中HHCC与fb共培养后HHCC侵袭力的影响

分组 穿膜细胞数( sx ± )                    抑制率(%)
对照 20.2± 18.5          0

AP-1   4.4± 1.5   78.22a

AP-2    28± 6.9 -38.61

AP-3          2     90.1a

AP-4 12.2± 5.6    39.6

AP-5 23.2±4.7                                        -14.85

AP-6   7.6±4.9                                          62.38a

AP-7   8.8±4.7                                          56.44a

AP-8   6.4±2.2                                          68.32a

AP-9   3.8±2.1                                          81.19a

aP <0.05  vs  Control

图3  APs对HHCC细胞与细胞外基质组分黏附的影响.

2.5 APs对HHCC与fb细胞之间黏附的影响  AP-1,AP-9
在 1，2，3 h，AP-6 在 2，3h 能明显抑制HHCC 细
胞与 fb细胞之间的黏附(图 4).

图4  APs对HHCC与 fb细胞之间黏附的影响.

2.6 APs 对HHCC运动的影响  AP-6可抑制HHCC的
运动(图 5),抑制率54 %,但在统计学上差别无显著性.

图5  APs对HHCC运动能力的影响.

  6       5       4         3        2       1

MMP-9
MMP-2

40

20

0

control

AP-1

AP-6

AP-9

1 h 2 h 3 h

细
胞
数
量

control

AP-1

AP-2

AP-3

AP-4

AP-5

AP-6

AP-7

AP-8

AP-9

60

40

20

0

穿
膜
细
胞
数

A 
57

0 
nm

control

AP-1

AP-3

AP-4

AP-6

AP-9

AP-7

0.16

0.12

0.08

0.04

0
Matrigel FN ColIV LN

1 200

1 000

800

600

400

200

0

control

control

AP-1

AP-2

AP-3

AP-4

AP-5

AP-6

AP-7

AP-8

AP-9

A 
57

0 
nm



3   讨论

CD147 分子是广泛表达于造血及非造血细胞系,分子质
量为 50-60 ku 的跨膜糖蛋白，属免疫球蛋白超家族
(IgSF)成员. 编码 CD147 的基因定位于人19 号染色体
19p13.3[7], 人 CD147 分子曾有多种不同的命名，包括
TCSF/EMMPrin[13,14]，M6[11], Basigin[12]，Neurothelin[15,16].
如此多的命名也反映其在不同的组织中有不同的功能.
我们曾经用表达HAb18G/CD147的 CHO细胞刺激人成
纤维细胞,证实成纤维细胞分泌MMPs的量大大增加，即
其具有EMMPRIN的功能. EMMPRIN，能够结合于内皮
细胞及纤维母细胞[17],因纯化的该蛋白可刺激人成纤维细
胞分泌基质金属蛋白酶(MMPs)而得名. 恶性肿瘤的转移
虽然极其复杂，但在其侵袭、转移演进过程中，癌细胞
必须首先具备降解细胞外结缔组织间质和血管基底膜这
些天然屏障的能力，这依赖于蛋白水解酶的作用.蛋白
水解酶主要包括四类，即:丝氨酸蛋白酶（如纤溶酶原激
活物PAs)、半胱氨酸蛋白酶(如组织蛋白酶B)以及天门
冬氨酸蛋白酶(如胃蛋白酶)和基质金属蛋白酶MMPs. 其
中基质金属蛋白酶最为重要，大量研究已表明，恶性
肿瘤组织中MMPs的含量及活性显著高于其周围正常组
织，且与肿瘤恶性表型密切正相关[18]，因而是肿瘤具
备高转移潜能的一个客观、良好的分子指标，已逐渐
成为近年来肿瘤侵袭、转移研究的热点.MMPs 在肿瘤
转移中的作用可概括为:破坏局部组织结构，促进肿瘤
生长；破坏基底膜屏障，利于肿瘤转移；通过对细
胞外基质的改建，促进肿瘤新生血管的形成.近来的文
献报道，CD147分子不仅能刺激MMPs的产生，而且还
与MMPs 在肿瘤细胞表面形成复合物，这种复合物的
形成相当于将MMPs 浓缩在肿瘤细胞周围，有利于肿
瘤细胞周围基质的降解，使肿瘤细胞易于扩散和转移[19].
目前，抗间质降解多采用酶抑制剂，如天然酶抑制
剂-组织型金属蛋白酶抑制剂(TIMPs), 能够与MMPs结
合并抑制酶活性，但TIMPs在组织中含量极微且难于提
取，人工重组TIMPs 是大分子蛋白质，存在降解和口
服吸收不良等问题.人工合成的拟肽类金属蛋白酶抑制
剂，如Batimastat (BB-94)由于其给药方式的局限和生
物利用度低等原因，导致Ⅲ期临床实验的停止[20]. 目前
MMPs的抑制剂(MMPIs)Marimastat 及其类似物现已进入
临床Ⅱ-Ⅳ期,均能不同程度的改善患者的生活质量[21] .
        目前关于肽类抗肿瘤转移抑制剂的研究主要有以下
几种:RGD(Arg-Gly-Asp)三肽,他通过结合和饱和细胞表
面的整合素、纤维粘连蛋白(FN)和层粘连蛋白(LN)结合
位点来抑制肿瘤的黏附、浸润和转移[22-25];RGDS (Arg-
Gly-Asp-Ser)四肽的类似物抑制肿瘤细胞黏附到FN、
玻璃粘连蛋白(vitronectin,VN)和RGDS底物,从而抑制肿
瘤转移[26-28] ;YIGSR,是一合成 的LN的5肽,可以抑制肿瘤
细胞与内皮细胞的黏附及肿瘤细胞的侵袭能力[29-31]; 来自
Col IV 胶原的合成肽有二种，一种是来自Col IV 胶原
α1链胶原结构域的15肽(IV-H1)，可以促进肿瘤细胞

的浸润、黏附和转移，但是抗 IV-H1 肽抗体可抑制肿
瘤细胞的黏附、运动和转移[32]. 另一种是来自Col IV胶
原α 3链非胶原结构域(185-203)，可以抑制黑素瘤细
胞和成纤维肉瘤细胞的运动、膜结合的MMP-2 的活
化、激活设计到黏附斑激酶(FAK)和 PI3 激酶的信号转
导通路[33,34] ;来自 FN的合成肽通过抑制肿瘤细胞的运动
能力、整合素介导的黏附、VN 刺激的酪氨酸磷酸酶
包括p125(FAK)和纽带蛋白以及整合素介导的信号转导
等多个环节，从而抑制肿瘤的转移[35,36] ;其他的一些肽
类抑制剂包括一些丝氨酸蛋白酶、基质金属蛋白酶抑
制剂等均可通过抑制肿瘤转移相关的几个环节来抑制肿
瘤的转移[37-40].
       在此基础上,我们采用HAb18G/CD147纯化抗原筛选
噬菌体随机12肽文库，得到了9条与抗原高度亲和的
12肽，再通过体内外抗转移活性功能性筛选，欲获得
可以在高位阻断HAb18G/CD147 诱导效应细胞分泌
MMPs，以期获得对肿瘤复发转移的治疗拮抗肽. 我们
筛选获得的拮抗肽AP-1-9荷瘤裸鼠体内实验结果表明:
APs 具有抑制皮下移植瘤生长，防止肝内移植瘤播
散、转移和延长荷瘤裸鼠生存期的作用. APs还对鸡胚
绒毛尿囊膜(CAM)和Matrigel plug 小鼠体内血管生成具
有抑制作用. 经生物信息学分析与黏附、凋亡、血管
生成及信号转导相关蛋白高度同源.经激光共聚焦和流
式细胞仪证实HAb18G/CD147拮抗肽与肝癌细胞表面抗
原HAb18G/CD147有较高的亲和性. 我们经体外实验证
明，对肝癌细胞转移的抑制率可高达90 %.通过细胞毒
性实验结果证明各组与对照组之间差别无显著性，这提
示该拮抗肽无直接的细胞毒性，其作用机制不是直接杀
伤或杀死癌细胞，进一步证实本实验的原理是阻断
MMPs的产生. 此外，本实验中拮抗肽对肿瘤细胞与细
胞外基质之间的黏附无拮抗作用，而对肿瘤细胞与间
质细胞之间的黏附有拮抗作用，抗运动实验在统计学上差
别无显著性，该结果也进一步证实我们设计的靶点是正确
的，是通过特异的阻断MMPs产生，进而抑制新生血管的
形成，从而抑制肿瘤的侵袭、转移，提高生命延长率.
        总之,HAb18G/CD147拮抗肽是从高位阻断效应细胞
分泌MMPs，从而抑止肿瘤的浸润和转移，为肿瘤转
移的治疗提供了新的途径.
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Abstract
AIM:To explore the inhibitory effects and mechanisms of
CAO released from CAO-MS on the growth of human
hepatoma cell line SMMC-7721.

METHODS:Inhibitory effects of CAO and CAO-MS on the
growth of human hepatoma cell line SMMC-7721 in vitro
were determined with MTT assay. The cell cycles of  SMMC-
7721 treated with CAO and CAO-MS were analyzed with
flow cytometry. The apoptosis of human hepatoma cell line
was tested with cellular DNA quantitative analysis, Annexin
Ⅴ labeling and morphological study. The expressions of
p21WAF1/CIP1 protein and mRNA were detected,
respectively,with immunocytochemistry staining (ICC) and
reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS:The inhibitory effects of CAO and CAO-MS on the
growth of human hepatoma cell line were dose- and time-
dependent (P <0.01). The IC50s of CAO and CAO-MS on
SMMC-7721 were 50 mg/L and 100 mg/L, respectively. The
propoertion of  SMMC-7721 in G0/G1 phase increased and
that in S and G2+M phase decreased  after exposure with
50mg/L  CAO and 100mg/L   CAO-MS for 72 hours. ICC and
RT-PCR analysis showed that both CAO and CAO-MS
incresaed the  level of p21WAF1/CIP1 protein and mRNA.

The effect of CAO was superior to that of CAO-MS with the
same dosage of CAO and CAO-MS.

CONCLUSION:Dose-dependent inhibitory effects of CAO
and CAO-MS on the growth of human hepatoma cell line
are remarkable. Both CAO and CAO-MS could induce
apoptosis of human hepatoma cell and keep the cell cycle   at
G0/G1 phase from up-regulating expression of p21WAF1/CIP1

protein and mRNA.

Wu WY,Guo WJ,Chang G. Effect of CAO released from MS-CAO on human
hepatoma cell line SMMC-7721. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11
(3):260-263

摘要
目的:探讨莪术油微球(CAO-MS)释放出莪术油(CAO)对人

肝癌SMMC-7721细胞的生长抑制作用及机制.

方法:用MTT法测定CAO及CAO-MS对体外培养的人肝

癌细胞系SMMC-7721的生长抑制作用. 用FCM测定CAO

及CAO-MS对人肝癌细胞周期的影响. 用DNA含量测定、

AnnexinⅤ标记、电镜观察细胞形态检测CAO及CAO-MS

对人肝癌细胞的诱导凋亡作用. 用免疫细胞化学(ICC)及

RT-PCR方法分别检测p21WAF1/CIP1蛋白与mRNA表达水平.

结果:CAO与CAO-MS对肝癌细胞的生长抑制作用与药物

浓度及作用时间呈一定的依赖关系（P <0.01）. 药物作用

72 h时，CAO与CAO-MS对 SMMC-7721 的半数抑制

浓度（IC50）分别约为50 mg/L和100 mg/L.50 mg/L CAO

和100 mg/L CAO-MS作用于肝癌细胞72 h后，使G0+G1
比例增加，S期及G2+M 期比例相对下降，细胞周期阻

滞于G0+G1期. DNA含量测定、Annexin Ⅴ标记、形态

学研究结果提示，CAO与CAO-MS均能诱导肝癌细胞的

凋亡，CAO的作用优于CAO-MS. ICC 和RT-PCR检测

结果表明，50 mg/L CAO 和 100 mg/L CAO-MS作用于

肝癌细胞72 h后，均能提高 CAO-MS p21WAF1/CIP1 蛋白及

mRNA表达水平,相同剂量的CAO的作用优于CAO-MS.

结论: CAO及CAO-MS对人肝癌细胞SMMC-7721均有

显著的抑制增生作用,作用呈剂量依赖性;CAO及CAO-MS

能诱导对人肝癌细胞SMMC-7721 凋亡，并能使细胞周

期阻滞于G0+G1期;CAO及CAO-MS抑制肝癌细胞增生及

诱导其凋亡的机制可能与其上调p21WAF1/CIP1基因表达有关.

吴万垠, 郭伟剑,  常钢. 莪术油微球释放莪术油对人肝癌SMMC-7721细胞

的作用. 世界华人消化杂志  2003;11(3):260-263

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/260.htm



0   引言

含药微球用于经导管肝动脉灌注栓塞治疗肝细胞肝癌
（HCC），具有栓塞肿瘤血管和缓释药物达到局部抗癌
的双重功效[1-4]. 从活血破瘀中药莪术中提取的挥发油莪
术油（CAO）,含有多种抗癌成分. CAO 对 HepA 肝癌
有显著的抑制作用并能延长腹水癌小鼠的生存时间,其
作用机制可能与其抑制肿瘤细胞增生活性及诱导细胞
凋亡有关[5-8]. 将CAO制成的含药明胶微球(CAO-MS), 经肝
动脉灌注治疗大鼠肝脏移植型肿瘤,在控制瘤体增长及
延长荷瘤大鼠生存时间方面均显示了较好的疗效. 本研
究中,我们利用体外培养的人肝癌细胞,对从莪术油微球
中缓释的莪术油在避开栓塞作用后是否能达到对人肝
癌细胞生长的抑制作用及其作用机制进行了探讨.

1   材料和方法

1.1 材料  p21WAF1 单抗(稀释度为1∶50)为 Dako公司产

品. 荧光标记Annexin Ⅴ(FIFT-Annexin Ⅴ)试剂盒为德
国宝灵曼公司产品. PCR引物为上海中科院植物生理研
究所合成:p21WAF1/CIP1基因扩增片段为384bp, p21WAF1/CIP1

5’GCGACTGTGATGCGCTAATG 3’、5’AGAAGAT
CAGCCGGCGTTTG  3’作为内标的β-actin扩增片段为
114 bp,β-actin 5’ACCCCCACTGAAAAAGATGA 3’
5’ATCTTCAAACCTCCATGATG 3’可供静脉注射的
10 g/L CAO注射液由我院制剂室制备，批号97112601,
97041601. 空白微球(B-MS)及CAO-MS由沈阳药科大学
陈济民教授负责制备,直径50-150 µm. 含药微球中温莪
术油与明胶比例为1∶9. 将 CAO-MS及 B-MS按 4 g/L

加入细胞培养液中，经24 h释放CAO后，所得的培养
液即为CAO-MS及B-MS药液.再以培养液稀释至各种
浓度. 人肝癌细胞珠SMMC-7721引自中国科学院上海
细胞生物研究所.常规培养于DMEM完全培养液中，于

37 ℃, 50 mL/L CO2 充分湿度条件下恒温培养箱中培

养，隔3-4 d传代 1次.取对数生长期的细胞用于实验.

1.2 方法

1.2.1 MTT法测定CAO及CAO-MS药液对肝癌细胞的生
长抑制作用. SMMC-7211细胞5×103/孔接种于96孔
板中;预培养24 h后加入含不同浓度的CAO及CAO-MS
药液 100 µL,并设立对照组(培养液、溶剂和B-MS药
液) , 终体积为0.2 mL/ 孔. 分别于 24, 48, 72 和 96 h进
行MTT实验，每次实验结束前4 h于每实验孔中加入
MTT 液(2 g/L) 20 µL，再培养 4 h，离心吸弃上清，
加入DMSO 180 µL/孔显色. 用酶标仪在波长570 nm处
测定并记录吸光 A，计算抑制率:细胞生长抑制率 =
（1- 加药组A平均值 / 对照组A平均值）× 100 %
1.2.2 FCM检测细胞形态凋亡及细胞周期  细胞接种于
24孔板,预培养24 h后换新培养液,加药继续培养72 h后
收集细胞，制成细胞悬液(每份约106细胞). 1体积细胞
悬液加9体积700 mL/L乙醇于-20 ℃固定24 h;PI染色，
上FCM分析细胞周期. AnnexinⅤ标记法检测肝癌细胞

凋亡. 细胞预培养24 h 后换新培养液，加药继续培养
72 h后收集细胞，PBS洗后加入Hepes 缓冲液96 µL，
2 µL  FIFT-Annexin Ⅴ, 2 µL PI (50 g/L), 室温避光孵育
10-15 min, 再加入 400 µL Hepes 缓冲液，上FCM分
析.激发波长488 nm, 双参数分析绿荧光（Annexin Ⅴ标
记的细胞）及红荧光（PI标记的胞膜破损细胞）MODFIT
软件分析细胞凋亡结果. 电子显微镜观察肝癌细胞超微
结构的变化. 收集加药培养72 h后细胞，用25 g/L戊二
醛和10 g/L四氧化锇前后固定，梯度乙醇脱水，渗透包
埋，以常规方法制备超薄切片，染色，透射电镜观察.
1.2.3 检测p21WAF1/CIP1蛋白和p21WAF1/CIP1mRNA表达   细
胞预培养24 h后换新培养液，加药继续培养72 h后收
集细胞涂片，丙酮固定,加 p21WAF1/CIP1 单抗，再依次加
二抗、三抗，DAB显色，苏木素复染；常规蓝化、脱
水、透明、封固.参照文献标准，评价 p21WAF1/CIP1 蛋
白表达结果. 细胞接种预培养24 h 后换新培养液，加
CAO(50 g/L)、CAO-MS(100 g/L)继续培养作用72 h后收
集细胞，以TRIZOL试剂抽提总RNA，方法按说明书进
行.以RNA为模板，合成cDNA，20 µL反应体系含RNA
1 µg , 5×缓冲液 4.0 µL,Olig (dT) 0.2 µg, dNTP 1 mmol/L;
Rnasin  0.5 µg；逆转录酶AMV 15U.42 ℃下孵育1 h，
99 ℃灭活AMV 5min，迅速置冰浴中，-20 ℃保存.
PCR反应体系含cDNA 2.0 µL，MgCL21.8 mmol/L, dNTP
0.2 mmol/L,β-actin引物(25μmol/L)各 0.4μL, p21WAF1/CIP1

引物(25 µmmol/L)各 1.0 µL, Taq酶 1U.反应条件:94 ℃
预变性2 min,然后94 ℃×45 s, 58 ℃ 1 min, 72 ℃ 1.5 min,
共 30 个循环，72 ℃延伸 7 min.取 20 µL PCR产物，
于15 g/L琼脂糖凝胶（含EB 0.5 g /L) 上电泳；以TAE
作电泳缓冲液，6 V/cm 胶，电泳完成后于紫外灯下
观察结果并摄片,电泳条带在图像分析仪上分析.
        统计学处理  采用华西医科大学卫生统计教研室研
制的《中国医学百科全书医学统计学》统计软件包.
主要采用方差分析及 χ2 检验等.

2   结果

2.1 CAO及CAO-MS对人肝癌细胞SMMC-7721抑制

作用  CAO与CAO-MS对肝癌细胞的生长抑制作用与药

物浓度及作用时间呈一定的依赖关系. 作用 72 h 时，

CAO与CAO-MS对 SMMC-7721的半数抑制浓度(IC50)

分别约为50 g/L和100 g/L,提示CAO的作用强于CAO-MS

(其中CAO-MS浓度指其所含CAO的浓度).

2.2 肝癌细胞形态周期及细胞凋亡   肝癌细胞经CAO及

CAO-MS药物作用72 h后，可见部分细胞膜完整、体

积缩小、皱缩、形态不规则，细胞内出现空泡，凋亡小

体形成(图 1A);部分细胞胞质细胞器完好，核内染色质

凝聚外突，趋向凋亡小体形成(图 1B);另一类细胞染色

质凝集，胞质基质溶解、出现空泡，为凋亡小体形成早

期(图1C). 未经药物作用的肝癌细胞则多表现为胞质密

度高,细胞器正常,核常规则或不规则,核仁大,凋亡小体

吴万垠, 等. 莪术油微球释放莪术油对人肝癌SMMC-7721细胞的作用                                                           261



少见(图1D).未经药物作用的对照组肝癌细胞G0+G1,S及

G2+M期平均比例分别为0.61，0.23 和 0.16.药物作用

于肝癌细胞72 h 后，低浓度的CAO (25 g/L)对细胞各

期比例无显著影响，较高浓度(50 g/L)使G0+G1比例增

加(0.89), S 期(0.03)及G2+M期(0.09)比例相对下降,细胞

周期阻滞于G0+G1期. 较低浓度的CAO-MS (50 g/L)仅使

G2+M期比例增加(0.55)，对G0+G1 期及 S期比例均无

显著影响，加倍剂量的CAO-MS (100 g/L)方显示出类

似于CAO的作用, G0+G1、S及G2+M期平均比例分别

为0.81，0.09和 0.10. 在 AnnexinⅤ标记法检测细胞凋

亡实验中，根据细胞凋亡的早期即开始出现磷脂酰丝

氨酸( P S )残基的暴露（自胞膜内层转移至外层），

Annexin Ⅴ能特异而高亲和力地与PS结合，因而凋亡

细胞表现为AnnexinⅤ标记阳性，而PI染色阴性.坏死

细胞则表现为Annexin Ⅴ、PI标记均阳性，可与凋亡

细胞区别. 结果高(50 g/L)、低剂量(25 g/L)的 CAO均能

增加凋亡肝癌细胞的比例，高剂量(39.0±1.1 %)优于低

剂量(17.5±2.0， P <0.01);相同剂量的CAO-MS作用低于

CAO(P <0.01)，100 g/L的 CAO-MS (34.4± 2.2 %)诱导

肝癌细胞凋亡作用与50 g/L的CAO (39.0± 1.1 %)的作

用类似(P >0.05).结果提示，二药均能诱导肝癌细胞的

凋亡，并有一定的剂量依赖关系，相同剂量下，CAO

的作用优于CAO-MS.

2.3  p21WAF1/CIP1 蛋白和p21WAF1/CIP1mRNA表达 p21WAF1/CIP1

蛋白 ICC 染色阳性定位于细胞核，呈棕黄色. 未经药

物作用的细胞，p21WAF1/CIP1蛋白表达呈弱阳性(图2A);肝

癌细胞经CAO (50 g/L)作用72 h后，p21WAF1/CIP1 蛋白表

达呈强阳性(图 2B);CAO-MS (100 g/L)作用 72 h 后，

p21WAF1/CIP1 蛋白表达呈中度阳性(图 2C). 该结果提示

CAO及CAO-MS能提高p21WAF1/CIP1 基因的蛋白表达水

平. RT-PCR检测p21WAF1/CIP1mRNA表达的结果详见图

3A,3B. 未经药物作用的人肝癌SMMC-7721细胞未见明

显的p21WAF1/CIP1扩增条带. 肝癌细胞经CAO(50 g/L)作用

72 h后,可见明显的p21WAF1/CIP1扩增条带(图3A); CAO-MS

(100 g/L)作用72 h后，亦可见明显的p21WAF1/CIP1扩增条

带(图 3B),但与CAO作用后的条带相比较弱.

图1  人肝癌细胞电镜观察经CAO及CAO-MS作用72 h,部分细胞膜
完整、体积缩小、皱缩、形态不规则，细胞内出现空泡，凋亡小
体形成（图 3A × 7500）；部分细胞胞质细胞器完好，核内染色质
凝聚外突，趋向凋亡小体形成（图B × 4000）；另一类细胞染色质
凝集，胞质基质溶解、出现空泡，为凋亡小体形成早期（图C×6 000）.
未经药物作用的肝癌细胞则多表现为胞质密度高，细胞器正常，核常规
则或不规则，核仁大，凋亡小体少见(图D × 4 000).

图 3  RT-PCR检测p21WAF1/CIP1mRNA表达. M为DNA Marker; 1:未经
药物作用的人肝癌SMMC-7721细胞未见明显的p21WAF1/CIP1扩增条带;
A2肝癌细胞经CAO（50 g/L）作用72 h后见明显p21WAF1/CIP1 扩增条
带; B2肝癌细胞经CAO-MS （100 g/L）作用72 h见 p21WAF1/CIP1扩
增条带 ,但与CAO作用后的条带相比较弱.
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图2          p21WAF1/CIP1蛋白ICC染色(×250),阳性染色定位于细胞核,呈棕黄色.
未经药物作用的细胞,p21WAF1/CIP1 蛋白表达呈弱阳性(A);肝癌细胞经CAO
(50 g/L)作用72 h, p21WAF1/CIP1 蛋白表达呈强阳性(B); CAO-MS(100 g/L)
作用72 h,p21WAF1/CIP1 蛋白表达呈中度阳性(C).

3   讨论

莪术油(CAO)含有榄香烯、莪术醇、莪术二酮等多种
抗癌成分,对HepA肝癌有显著的抑制作用,并能延长腹
水癌小鼠的生存时间,其作用机制可能与其抑制肿瘤细
胞增生活性及诱导细胞凋亡有关. 将CAO制成的含药明
胶微球（CAO-MS），经肝动脉灌注治疗大鼠肝脏移植型
肿瘤，在控制瘤体增长及延长荷瘤大鼠生存时间方面均
显示了较好的疗效. 我们采用电子显微镜、DNA含量
FCM分析及Annexin Ⅴ标记FCM分析多种方法相结合
检测凋亡.能检测出早期凋亡细胞并能区分坏死细胞.
p53,p21WAF1/CIP1 基因为与凋亡、细胞周期相关基因，在
细胞的增生、分化、凋亡过程中发挥重要作用. CAO及
CAO-MS对人肝癌细胞SMMC-7721均有一定的抑制生
长作用,抑制效应呈剂量依赖性,且与作用时间亦有一定的
相关性.药物作用72 h时，CAO与CAO-MS对SMMC-7721
的半数抑制浓度（IC50）分别约为 50 g/L 和 100 g/L.
FCM细胞周期检测结果表明，CAO主要使细胞周期阻滞
于G0+G1 期，S期比例降低；低剂量CAO-MS 则使细

胞周期阻滞于G2+M期，较高剂量的作用类似于CAO.
药物诱导肝癌细胞凋亡检测结果提示，电镜下可见特
征性的凋亡小体形成等凋亡证据；Annexin Ⅴ标记法及
DNA含量测定法均提示一定浓度的CAO或CAO-MS能
增加肝癌凋亡细胞的百分比，在FCM图上可见明显的
亚G1峰形成. 以上多种方法检测出的结果提示，CAO及
CAO-MS确能诱导人肝癌细胞凋亡.
       免疫组化检测结果显示，CAO或CAO-MS作用于
肝癌细胞后能上调p21WAF1/CIP1 蛋白表达水平；RT-PCR
测定结果则进一步提示他们尚能提高p21WAF1/CIP1 mRNA
的表达水平. 综合以前的文献研究及以上的实验结果，
CAO及CAO-MS抑制人肝癌细胞增生的机制可能如下：
(1)CAO中含有多种抗癌成份，具细胞毒作用，可能通过
直接损伤细胞DNA，激活p21WAF1/CIP1基因表达，引起细
胞周期阻滞以修复DNA，无法修复时则激发凋亡发生;
(2) CAO 中含有的榄香烯等成份能激活自然杀伤细胞
(NK)活性及诱导生物体产生白介素-2(IL-2),而已有人证
实NK 和 IL-2 对诱导肿瘤细胞凋亡有重要作用.总之，
CAO以及从CAO-MS 中缓释出的CAO 对人肝癌细胞
SMMC-7721的增生均有显著的抑制作用.其作用机制是
通过调节与细胞增生及凋亡相关的某些基因表达，一方
面引起肝癌细胞增生周期阻滞，另一方面诱导肝癌细胞
发生程序化死亡（凋亡）. 本结果为临床上使用CAO或
CAO-MS治疗原发性肝癌提供了一定的实验依据，我们
预计经肝动脉灌注CAO-MS至肝癌局部后，从微球中缓
释出的CAO亦能达到以上的效应，同时配合微球的微动
脉栓塞作用有望进一步增强疗效，其最终疗效目前正在
临床试验过程中.
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Abstract
AIM:To investigate the effect of arsenic trioxide  on expression of
telomerase and induction of apoptosis of hepatoma cells
in vitro.

METHODS:The human hepatoma cells were incubated with
variety concentration of arsenic trioxide. The cell growth
and proliferation were detected by MTT assay. DNA distribution
in cell was analyzed with flow cytometry. The expression of
telomerase was studied by in situ hybridization, and induction
of apoptosis was observed with terminal deoxynucleotidy
transferase nick and labeling (TUNEL).

RESULTS:Inhibitory rate of proliferation of hepatoma cell
with arsenic trioxide at 24, 48, 72 hours was 22.0 %, 25.7 %,
32.0 %, respectively (P <0.05). Flow cytometry study indicated
that ratio of G0/G1 phase cell was decreased and the portion
of S phase cell increased following treatment with arsenic
trioxide. The expression of telomerase was decreased and
the number of apoptotic cells increased with the increment
of arsenic trioxide dosage.

CONCLUSION:Arsenic trioxide may inhibit the proliferation
of hepatoma cells in a time-and concentration-dependent
manner, and suppress the expression of telomerase and
induce apoptosis of human hepatoma cells.

Su Y, Chen Z, Lin KY, Zou CY, Lin HM. Effect of arsenic trioxide on
expression of telomerase and induction of apoptosis of human hepatoma
cell. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(3):264-267

摘要
目的:观察三氧化二砷对体外培养的人肝癌细胞株细胞端

粒酶表达和细胞生长抑制的影响及诱导细胞凋亡的作用，

探讨三氧化二砷的抗肿瘤作用及机制．

方法:采用噻唑蓝比色分析法(MTT法)，流式细胞分析，

原位杂交方法以及TUNEL原位末端标记法观察和检测了

不同浓度的三氧化二砷对人肝癌细胞株（SMMC-7721）

细胞的增生，细胞DNA含量的分布，细胞端粒酶表达的

影响及细胞凋亡的诱导作用．

结果: 20,  5 , 5 µmol/L三氧化二砷在24 ,  48 ,  72 h时抑制
率分别为 22.0 %，25.7 %，32.0 %，均能明显抑制人

肝癌细胞株细胞的增生(单侧置信区间为10.1，23.7，18.0,

P  < 0.05 )．流式细胞分析显示加药组G0/G1期细胞比例

减少，S期细胞所占比例增高．随着药物浓度的增加细胞

端粒酶的表达下降，而凋亡细胞数增加．

结论:三氧化二砷能抑制人肝癌细胞增生，其抑制作用具

有时间－计量效应关系，并能抑制肝癌细胞端粒酶的表达

及诱导肝癌细胞凋亡．
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0   引言

端粒参与DNA 复制，染色体定位和染色体稳定，在
控制细胞生长寿命等方面起重要作用[1,2]. 端粒酶是一种
能够维持端粒长度的酶，可不断合成端粒重复序列添
加至染色体末端，而使细胞具有永生化的生物学特性．
近来研究表明，端粒酶的激活及表达与恶性肿瘤的发
生，发展存在密切关系[3-6].  我们研究了三氧化二砷
（As2O3）对人肝癌细胞株（SMMC-7721）细胞端
粒酶表达和细胞生长的影响及诱导细胞凋亡的作用，
并探讨二者的关系．

1   材料和方法

1.1 材料  人肝癌细胞株SMMC-7721由成都华西医科大
学彭文珍老师惠赠. 细胞呈贴壁生长,常规培养于含
150 mL/L新生牛血清的RPMI1 640完全培养液中,置37 ℃,
50 mL/L CO2 孵箱中培养、传代，每2-3 d 传代 1次．
1 g/L As2O3 (哈尔滨医科大学附属第一医院) .噻唑蓝
(MTT，Fluka 公司). 端粒酶原位杂交检测试剂盒(北京



大学医学部病理系）. 原位细胞凋亡检测（TUNEL）
试剂盒（宝灵曼公司）. 流式细胞DNA试剂盒(DNA-Prep
Reagents kit )(Coulter公司).
1.2 方法   采用MTT法检测As2O3作用后对SMMC-7721
细胞增生的抑制作用. 收集对数生长期细胞，以1×104

细胞 /孔浓度种植于96孔板，加入不同浓度的As2O3，
对照组加入等量的培养液，每组设3个复孔，37 ℃，
50 mL/L CO2 培养 24，48，72 h，每孔加入 2 g /L
MTT 50 µL，继续孵育 4 h，加入 150 µ二甲基亚砜
（DMSO），振荡溶解 10 min，酶标仪以波长 570 nm
测A值. 对数生长期细胞以1×109细胞/ L浓度种植于培
养瓶，每瓶细胞数约200万，细胞贴壁后加入不同浓度
的As2O3，对照组加入等量培养液，继续培养 24 h．
收集细胞，PBS洗2次，滴片，室温下干燥，按试剂盒
说明书，采用原位杂交方法检测细胞端粒酶 mRNA的
表达. 以未加药者作阴性对照，以杂交稀释液代替生物
素探针杂交液作空白对照．计数300个细胞，计算阳性
细胞比率．细胞凋亡的检测采用TUNEL原位末端标记
法．收集经药物处理的细胞及对照组细胞，滴片，按试
剂盒说明书进行TUNEL原位末端标记，以未加药者作
阴性对照，以标记溶液代替TUNEL反应混合液作空白
对照，以人外周血淋巴细胞滴片作阳性对照，计数300
个细胞，计算凋亡指数（AI），AI=（凋亡细胞数 /
总细胞数）×100 ％．收集经不同浓度As2O3作用的细
胞和对照组细胞，取1×106 个细胞，冷PBS（pH7.2）
漂洗 2 次，过滤，加入DNA-prep Reagent，置 4 ℃
冰箱过夜，流式细胞仪（BI0-Rad 公司）检测，数
据由ModFit 软件分析．
        统计学处理  采用 t检验进行显著性检验.

2   结果

2.1 肝癌细胞的生长抑制  As2O3对人肝癌细胞株细胞有
显著的抑制增生作用，且抑制作用随药物浓度提高、作
用时间延长而增强(图1)．同阴性对照比较有统计学意
义(P <0.05,表 1).

图1 三氧化二砷对肝癌细胞增生的抑制作用

2.2 肝癌细胞端粒酶的表达  As2O3抑制肝癌细胞端粒酶
的表达,当浓度为5 µmol/L对端粒酶的表达即有明显抑

制作用，并随着浓度的提高抑制作用增强(表 1)．
2.3 TUNEL末端标记  As2O3诱导肝癌细胞的调亡,调亡
细胞数随药物浓度的升高而增多(表 1)．

表1  As2O3 对肝癌细胞的作用（% sx ± n=3）

As2O3 (μmol/L)
药物作用
      对照            1.00           5.00           10.00           20.00         50.00

增生抑制

      24 h                0.0          1.2±10.8      8.9±10.5     15.9±8.5        22.0±5.0a       27.3±7.8a

     48 h                0.0        10.6±5.8      25.7±0.9a      30.9±1.7b       36.9±2.0b       45.3±2.2

     72 h                0.0        14.4±12.6    32.0±5.9a      39.6±0.9b       45.4±2.6b      52.2±4.9b

凋亡指数       26.7±2.1    36.0±5.2      35.3±2.3       43.0±7.0a           47.7±8.5a       50.3±7.5b

端粒酶表达   96.3±0.6    73.0±14.9    72.7±8.7a      72.0±5.3b            64.3±7.5b       41.0±0.1c

 aP <0.05;bP <0.01;cP <0.001 vs对照

2.4 细胞－DNA含量的分布  As2O3使G0/G1期细胞比例
减少,S期细胞所占比例增高,并出现G2-M期细胞(图2)．

图2  三氧化二砷对肝癌细胞周期的影响

3   讨论

研究表明85-95 %的恶性肿瘤细胞端粒酶阳性[7,8]，而
正常的体细胞几乎阴性[9-11]，端粒酶的活化可能是各
种基因改变导致肿瘤细胞绕过无限增生的限制获得永
生化的共同通路，是肿瘤细胞克隆繁衍，使癌症得以
发展的重要因素[12,13]. 因此，如何调节端粒酶的活性成
为治疗肿瘤的一个新的探索途径，以限制端粒酶活性为
目标的肿瘤治疗可能具有更广阔的临床应用前景[14-18]. 而
细胞凋亡不仅在维护机体内环境稳定的方面起重要作
用，并与肿瘤的发生、发展、消退及转归有密切关系[19].
诱导肿瘤细胞凋亡已成为肿瘤治疗的新思路，可能是
寻找抗肿瘤药物的新靶点[20-22]．
        砷剂及其化合物是一种剧毒物,有致癌及致畸作用,
但砷剂也有其有益的生物学作用，与其他微量元素一
样，低浓度时对人体有益，并且有抗癌作用[23]. 我国
学者应用砷化合物(As2O3)治疗急性早幼粒白血病(APL)
获得满意疗效，进一步研究证明砷剂通过诱导APL细
胞凋亡而发挥作用．近年来As2O3在实体瘤的研究也逐
渐增多，砷剂的抗肿瘤作用与抑制细胞生长和诱导细
胞凋亡有关[24-27]. 由于端粒酶与肿瘤生长及发展关系密
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切，我们研究了As2O3 对肝癌端粒酶表达的作用，并
探讨与As2O3 其他抗肿瘤机制间的关系. 结果提示，
As2O3具有下调肝癌细胞端粒酶表达的作用. As2O3对体
外培养的肝癌细胞有显著的抑制增生作用,且有时间和
浓度依赖性,这与多位作者的研究报道是一致的[28,29]. 进
一步的研究表明，As2O3 在抑制肝癌细胞生长的同时，
肝癌细胞端粒酶的表达下降并与剂量有效应关系，因
此端粒酶可能是As2O3的作用靶点. 另方面据近来的研
究，As2O3有诱导肝癌细胞凋亡的作用，并认为诱导凋
亡是As2O3 抑制肝癌细胞增生，杀灭肝癌细胞的主要
机制，As2O3 可能通过改变bcl-2，Bax 的表达以及两
者之间的比率而诱导凋亡[30,31]. 细胞凋亡受到多种基因
的调控如P53，c-myc，bcl-2，Bax 等[19]，而 bcl-2 是
最早发现与凋亡有关的基因，是一种抗凋亡基因，Bax
是 bcl-2 家族成员但作用相反，Bax既可形成同聚体，
又可与bcl-2形成异二聚体，Bax蛋白与 bcl-2蛋白的
比值影响着细胞受到刺激后发生凋亡的比率，上调Bax
和bcl-2表达下降可诱发细胞凋亡[32-34]. Mandal  et al将
bcl-2基因转染Hela细胞和人结肠DiFi细胞系,发现转
染阳性的细胞端粒酶活性分别升高5-10倍和8-12倍，
说明bcl-2蛋白的过度表达是端粒酶激活的重要途径之
一. 而下调bcl-2，c-myc 基因的表达一方面增加凋亡
比率，另方面降低端粒酶活性[28,30]. 我们的研究也观察
到As2O3 在抑制细胞增生及端粒酶表达的同时，也诱
导细胞凋亡，但其引起端粒酶表达明显下调所需的浓
度低于引起调亡指数（AI）明显增高所需的浓度，提示
As2O3 抑制端粒酶表达可能出现在凋亡之前，而不是
凋亡的结果，是否为As2O3对端粒酶活性的抑制而启动
凋亡过程有待进一步探讨．
         As2O3作用的细胞周期动力学机制可能为周期特异
性药物[23,26,28]，本组实验结果亦显示As2O3改变肝癌细
胞的周期分布,使 S期细胞所占比例增高,并有G2-M期
细胞. 端粒酶活性的调节亦具有细胞周期依赖性[4] ,As2O3
对肝癌细胞周期的影响与下调端粒酶表达的关系有待
进一步研究. 以抑制端粒酶活性为靶点的研究，除了
反义核苷酸、肽核酸、核酶、苷核类似物外，细胞分化
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摘要
报告1例罕见的腹股沟斜疝手术后并发横结肠扭转，以期

引起同道们的注意，分析其可能的发生原因.全面汇报该例

患者病历资料及其诊疗过程，并附上典型的钡灌肠影像学

图片1张. Medline检索有无类似病例，分析发生的可能原

因.腹股沟疝手术后并发结肠扭转至今国内外未见报道，原

因不明，治疗上应尽量采用肠镜复位等保守的方法.

童卫东,刘宝华,张连阳,雷英,陆坷. 腹股沟斜疝术后横结肠扭转1例 . 世界华人
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1   病例报告

患者男，45 岁，因发现右侧腹股沟区可复性包块 7 a
以“右侧腹股沟斜疝”收入院. 平素无腹痛、便秘等
不适，大便 1-2 次 /d. 查体：一般状况好，心肺(-)．
腹平，未见肠型，右腹股沟区可见6×7 cm大小隆起，
表面皮肤正常，界限清楚，质地软，无压痛，可还纳入
腹腔，还纳后压迫内环口咳嗽不再突出. 全腹无压痛，未
触及包块，肝脾未触及，移动性浊音(-)，肠鸣音正常．
血WBC5.0× 109/L，RBC4.62 × 1012/L，HGB139 g/L，
尿便常规正常，肝功能正常. 胸片及腹部B超正常. 经
术前准备择期行“右腹股沟斜疝修补术(Bassini 法)”.
术后第 3 天肛门不排气，诉腹痛、腹胀．听诊肠鸣音
4-5次 /min，无明显高调音. 予持续胃肠减压，口服大
承气汤，新斯的明肌注足三里等效果不明显，并出现

阵发性腹痛，查体见腹部膨隆，轻压痛，肠鸣音亢进，
有高调音．术后第5天检查腹部平片提示低位小肠梗阻，
钡灌肠见横结肠右段扭曲呈“鸟嘴样”形成狭窄，钡剂不
能通过，提示良性狭窄(图1). 急诊行肠镜检查，入50 cm，
见横结肠近肝曲处肠腔明显扭曲，肠腔闭塞不能通过镜
身，边充气边缓慢尝试前进，镜身穿过扭曲部位后见升结
肠腔明显扩张，吸出大量气体和液体，患者即刻感到腹胀
明显缓解. 继续进镜达回肠末段，观察全大肠未见器质性
疾病，诊断:横结肠扭转. 术后第7天痊愈出院．

2   讨论

查阅国内外文献，腹股沟疝术后发生结肠扭转未见报
道，本例实属罕见. 结肠扭转一般为沿系膜轴的顺时针或
逆时针扭转，但本例从钡灌肠图像(图1)看，扭转是沿肠管
纵轴的扭曲，而非通常所见的沿系膜轴扭转. 患者术后卧
床休息期间、无身体突然转动等诱发因素，且术前常规灌
肠，大肠处于空虚状态. 分析其发生的原因可能有以下几
点：(1)术前精神紧张、麻醉等因素造成结肠神经功能紊乱，
局部肠管的不协调运动导致肠管扭曲；(2)术中缝合结扎内
环口时腹膜牵拉过度，引起结肠反射性反常收缩．

图1  横结肠近肝曲处扭转(↑)
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Abstract
AIM:To evaluate the role of microwave coagulation for liver
cancer after occlusion of hepatic artery in animal experiment
and clinical study.

METHODS:Total 24 suitable hepatic lobes of ten dogs were
separated into two groups. Microwave coagulation alone
(control group) or after hepatic artery occlusion (experiment
group) was performed respectively. The power of irradiation
was 50 W and the duration was 300 and 400 seconds.
Clinically, 25 patients with hepatocellular carcinoma (30
nodules) were treated with PMCT after TACE. The TACE
was performed 1-3 times and PMCT 1-2 times totally in
every patients.

RESULTS:In animal experiment, the coagulated area was
elliptic in control group and was elliptic or round in experimental
group. The volume of coagulated tissue in experimental
group was 3.8 times bigger than that in control. Clinically,
all the lesions in contrast-enhanced CT showed slight
enhancement or no enhancement after treatment. Intratumoral
blood flow decreased significantly in 6 patients and disappeared

in 20 patients. In 19 patients with elevated α-fetoprotein,
the level decreased in all patients and was normalized in 14.
There were no significant side- effects.

CONCLUSION:PMCT after TACE can significantly enlarge
the necrosis volume of microwave coagulation,and promote
the efficacy of treatment for hepatocellular carcinoma.
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摘要
目的:通过动物实验和临床研究评价经动脉化疗栓塞

(TACE)+经皮微波凝固(PMCT)在肝癌治疗中的作用.

方法:活体实验狗10只,取其中24个肝叶分别行TACE+PMCT

和单纯PMCT,微波输出功率50 W，时间为300和 400 s，

比较两组动物肝脏凝固范围的大小和形态.另原发性肝癌

25例(30个结节)行TACE+PMCT治疗，TACE治疗1-3次,

PMCT治疗1-2次.

结果:动物实验中，非栓塞组组织凝固区多为椭球形. 栓塞

+微波组组织凝固区为椭球形或近球形，凝固灶体积较前

者平均增大3.8 倍. 临床CT复查，所有术前强化的病灶

动脉期强化明显减弱或消失. 6例患者再次血管造影表现为

肿瘤血供明显减弱，20例表现为肿瘤血供消失. 19例AFP

升高的患者均出现AFP下降，14例达正常范围. 未出现明

显并发症.

结论:TACE后行PMCT可明显增大组织凝固范围，提高

肝癌治疗的疗效.

申宝忠,刘岩,李任飞,杨光,于友涛,董宝玮,梁萍. 经动脉化疗栓塞结合经皮微

波凝固治疗肝癌的实验和临床研究. 世界华人消化杂志  2003;11(3):268-271

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/268.htm

0   引言

微波凝固治疗肝癌(HCC),可产生完全,局部组织坏死.我
们通过阻断肿瘤供血血管,减低血流所引起的冷却效应，
观察经动脉化疗栓塞(TACE )后经皮微波凝固治疗
(PMCT)的范围和形态，并在实验的基础上应用于临床，
总结TACE+PMCT在治疗HCC中的作用.



1   材料和方法

1.1 材料  选择成年狗10条，全麻后进行实验.共选择
其中24个肝叶行微波凝固. (1)栓塞组开腹后经胃十二
指肠动脉逆行插管至肝固有动脉，注入碘化油和明胶
海绵碎屑，栓塞肝动脉Ⅱ级分支后，于栓塞叶段行微
波固化; (2)非栓塞组于与栓塞相应的叶段直接行微波固
化，进针深度与栓塞组相同. 微波(2 450 Hz)天线长度为
27 mm,输出功率50和60 W,加热时间300或400 s.实验
结束后取肝组织剖开，观察凝固灶的大小及形态，并
观察其镜下病理改变.
1.2方法  HCC患者25例,男22例,女3例,年龄35-63(平
均 49)岁.肿瘤最大径2.9-8.2(平均 5.2 cm)，单发结节
21例，4例为2-3个结节，肝功能为ChildA,B级.TACE
方案均采用动脉灌注Epi-ADM50 mg,5-FuDR1 000 mg,
丝裂霉素20 mg+碘化油10-20 mL栓塞肿瘤血管，明
胶海绵碎屑或明胶海绵条栓塞至肿瘤供血动脉完全消
失.TACE后 2-3 d，局部麻醉后行超声引导下PMCT治
疗，依据肿瘤大小穿刺1-5针，2-10点微波凝固治疗，
对于直径＜6cm的肿瘤，我们使微波凝固后的强回声
将肿瘤完全覆盖.直径>6cm的肿瘤，由于患者承受能力
的限制，则着重对肿瘤的周边及碘化油充盈缺损区行
微波固化. 术后检查肝功能变化，并行CT增强扫描，
数字减影、超声及AFP检查. 根据复查结果，行补充
TACE或 PMCT治疗，治疗间隔时间1-3 mo.本组患者
TACE治疗 1-3 次，PMCT治疗 1-2 次.
        统计学处理  样本均数 t检验.

2   结果

2.1 动物实验  肝组织微波凝固后肉眼观呈现以天线为
长轴的轮廓清晰的椭球体,由中心向外依次分为中心区，
凝固区，充血反应区三层.单纯微波凝固组 中心区 宽
约 5 mm，呈黑褐色焦带状；凝固区 位于碳化区的外
周，呈灰褐色，质硬，紧邻中心区含微孔;充血反应区
位于凝固坏死区的外周，宽约3 mm，呈红色. 充血反
应区的外围可见一条宽约1 mm的暗红色出血带(图1). 栓
塞+微波凝固组 中心区 宽约5 mm，成黑褐色焦带状;
凝固区 呈灰白色，质硬，气化明显;充血反应区宽约
8 mm，呈淡红色,有时其外可见不明显的暗红色出血
带.(图 2)凝固时间400 s 时，中心碳化区及周围气化较
凝固时间300 s 时明显. 光镜下中心区表现为黑褐色无
结构碳化区;凝固区肝组织正常结构消失，肝细胞分界
不清，细胞膜结构不清，呈重度凝固变性，HE染色呈
深红色(图 3);反应区表现为肝细胞变性，但程度较轻，
可见血管充血(图4). 单纯微波凝固治疗单电极在肝组织
内形成长径25-33 mm，短径10-22 mm的凝固灶，栓
塞后可形成长径33-44 mm，短径24-33 mm的凝固灶,
有显著性差别(P <0.05).栓塞后平均长径增大约1.3倍，
短径增大约1.7倍，体积（按公式V=4/3π r短轴 2 r长轴粗
略计算）增大约3.8倍.微波输出时间400 s时形成的凝

固灶略大于输出时间300 s 时所形成的凝固灶，但在
统计学上无显著差别(P >0.05).

图1  单电极单纯微波凝固 微波输出功率50 W,输出时间300 s. 中央为
黑褐色碳化区,其外部为灰褐色凝固区(29 ×15×15 mm),外周为3 mm
宽红色反应区.

图 2  栓塞后单电极微波凝固微波输出功率50 W,输出时间300 s. 中央
为黑褐色碳化区,其外部为灰褐色凝固区(40×27×27 mm),气孔明显，
外周为7 mm宽淡红色反应区.

图3  凝固区:针孔旁以纤维化为主(中心碳化已脱落),周围细胞变性,呈疏
松改变.肝细胞无明显界限,变性重.个别小血管扩张充血.

2.2 临床研究  首次治疗至今为6-11(平均 9 mo)，所有
患者均存活. CT 扫描见 20 %的病灶缩小50 %以上，
27缩小 25-50 %，33 %缩小 25 %以内，3例病灶大
小无明显变化，3 例病灶增大，2 例患者在其他叶段
内出现新病灶. CT增强扫描，坏死区表现为无强化的
低密度影,增强区表示肿瘤残留或复发. 24个病灶（80
%）坏死完全. 治疗前 16 个结节为低回声，8个为高
回声，6 个为混杂回声，TACE 后 2-3 d 超声检查，
碘化油沉积良好的肿瘤区显示为高回声,肿瘤周边可见
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约3 mm环形低回声区，PMCT治疗过程中显示为围绕
微波天线周围不断扩大的强回声区. 24 h 后强回声消
失，凝固灶内血流信号消失.治疗前16 例原发性肝癌
的患者表现为AFP增高，为 30-4 580 ug，治疗后所
有患者均表现为AFP值减低，其中10例降为正常值(＜
20 ug /L ).21 例术前血管造影肿瘤染色较明显的患者，
9例于首次TACE+PMCT后30-45 d血管造影检查表现
为肿瘤染色完全消失，7例经过2-3次TACE及1-2次
PMCT后肿瘤染色完全消失，5例可见肿瘤染色较治疗
前明显减少(图5,6). 术后出现发热反应19例，达37.2-
38.7 ℃，其中 16 例于 5 d 内消失，其余3例 20 d 内
消失，22例患者在PMCT后出现在上腹疼痛，均于术
后1 wk内缓解.所有患者均于术后1 wk内出现转氨酶一
过性升高,1例穿刺点处皮肤轻度烧伤. 2例自觉右上腹部
皮区痛觉敏感(考虑为肋间神经损伤)，未见针道肿瘤细胞
种植，无胆道损伤、出血、周边脏器损伤、门脉血栓、气
胸等严重并发症，2 例出现腹水，经治疗后消失.

图4  反应区:肝正常结构消失,肝细胞呈轻度变性,胞间可见点状出血.

图5  治疗前肿瘤血管造影显示肿瘤内血供丰富.

图6  2次 TACE+1次PMCT治疗后显示肿瘤血供完全消失.

3   讨论

经皮微波凝固治疗(PMCT)是目前HCC介入治疗的重要
方法之一[1-12]，但单纯PMCT只适合治疗直径＜2 cm
的肝脏肿瘤[7,8,11-21].
        为了减少引起肿瘤结节及其周边组织坏死和治疗
较大肿瘤所需的电极数目，需要增大单电极的凝固范
围.实验研究表明，相同条件下，活体动物肝脏的微
波凝固范围小于离体肝脏的微波凝固范围，说明血流
引起的散热效应可使微波凝固范围缩小[22].
        Rossi et al [23]临床研究报道用球囊导管或明胶海绵
颗粒阻塞肿瘤供血动脉后可使单电极射频消融的凝固
体积由8 cm3增大到22-87 cm3. TACE可使肿瘤供血动
脉阻塞，清除了肝动脉血流的冷却效应，同时碘化
油还可以通过大量的动脉-门静脉交通支到达肿瘤周
边的门静脉，暂时性地减少了肿瘤周边门静脉的血
流，这样也减少了门静脉所致的血流吸热效应[24].同
时，TACE术后2-3 d内肿瘤组织及其周边组织的水肿
也可使对微波的阻抗降低，使凝固范围增大[25-27].
       通过动物实验可见，TACE后单级微波凝固的范
围可明显增大.但相同输出功率及时间时，同一组内凝
固灶的大小及形态变化较大，说明影响凝固灶大小的
因素除了肝动脉的血流外，还有其他因素，如门脉、肝
静脉血流，肿瘤的位置等.肝内肿瘤多为球形生长，
因此，使微波凝固范围在空间形态上接近于球形是提
高治疗疗效的关键.从本实验看，栓塞后的凝固灶形态
更接近于球形，是治疗的理想形态.
       通过 TACE+PMCT治疗直径＜3 cm的肝脏肿瘤，
取得了满意效果[14,27]，但有关这方面的文献，尤其是
治疗更大的肿瘤尚少有报道.本临床研究中，肿瘤治疗
的近期有效率及缓解率都高于文献报道的单纯TACE
和单纯PMCT治疗[7-12,28]肿瘤体积过大、分化程度低、
形状不规则、周边小结节的存在以及治疗过程中为避
免周围大的肝内管状系统和重要脏器的损伤而减轻治
疗力度是肿瘤治疗不彻底和局部复发的主要原因. 本研
究未出现与治疗相关的严重并发症[19,29-32]，主要预防
措施是在进针过程中保证穿刺路线上无大的肝内管状
系统及重要脏器，退针过程中使用天线的余热加热穿
刺防止针道转移等.
        TACE结合PMCT治疗肝脏肿瘤可以充分发挥二种
治疗的优势，使肿瘤的坏死率增高，通过TACE可以使
影像学不能发现的隐匿病变也得到有效的治疗，减少
单纯PMCT治疗的失误率. 而且和单纯PMCT相比，联
合治疗可使所需植入的微波天线数目和治疗次数减少，
从而减少了并发症的发生.
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Abstract
AIM:To study the regulatory effect of expression of hMTH1
and hOGG1 genes on the oxidative DNA-adduct 8-OHdG
levels in hepatocellular carcinoma (HCC) and non-tumourous
liver tissue in order to elucidate the role of the DNA repair
enzymes in hepatocarcinogenesis.

METHODS:A reverse transcription (RT)/real-time-poly-
merase chain reaction (PCR) assay was used to semi-quan-
tify mRNA of  hMTH1 and  hOGG1 in HCC and non-tumourous
liver tissue from 23 patients with HCC. 8-OHdG levels were
determined by HPLC/ECD.

RESULTS:The median of 8-OHdG levels in non-tumourous
liver tissue was significantly (133 vs 56 nmol/g DNA, P <0.01)
higher than that in HCC tissue. This was correlated with the
severity of inflammation in non-tumourous liver tissues. The
expression of hMTH1 was significantly (0.476 vs 0.256,P <0.05)
higher in HCC tissue than that in non-tumourous liver tissue.
No difference of expression of hOGG1 between non-tumourous
liver and HCC tissue was seen.A significant correlation was
detected between the expression of  hMTH1 and hOGG1
(r = 0.81, P <0.01).

CONCLUSION:Elevated 8-OHdG levels in non-tumourous
liver are likely due to the increased generation of reactive
oxygen intermediates by infiltrating inflammatory cells. The
expression of DNA repair enzymes hOGG1 and hMTH1 may
involve cooperatively in the repair oxidative DNA adduct 8-

OHdG and have a potential role in hepatocarcinogenesis.

Cheng B, Wang SY.Expression of DNA repair genes hMTH1 and hOGG1
and repair of oxidative damage of DNA in hepatocellular carcinoma. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(3): 272-275

摘要
目的:探讨DNA修复酶hOGG1和 hMTH1基因表达对DNA

氧化损伤产物8-OHdG的修复调控及其在肝癌发生和防御

机制中的作用.

方法:RT/实时PCR定量检测23例HCC患者癌和癌旁组织

中hOGG1 和 hMTH1 基因的表达, HPLC/ECD 法测定其

8-OHdG 含量.

结果:HCC患者癌旁组织 8-OHdG 含量明显高于癌组织

(133 vs  56 nmol/g DNA, P <0.01), 且与炎症程度密切相关.

而癌组织中hMTH1 表达较癌旁组织显著升高(0.476 vs  0.256,

P <0.05 ). hOGG1 表达在HCC和癌旁组织间无显著差异.

但 hOGG1和 hMTH1 表达之间存在显著的相关性 (r = 0.81,

P <0.01).

结论:慢性肝脏炎症反应可能是肝细胞内DNA 氧化损伤及

肝细胞癌变的重要原因. DNA 修复酶 hOGG1和 hMTH1

可能协同参与肝细胞内DNA氧化损伤的修复, 在肝癌发生

和防御机制中起到作用.

程斌,王思元. 原发性肝癌DNA修复酶hOGG1,hMTH1 基因表达与DNA氧

化损伤的修复. 世界华人消化杂志 2003;11(3):272-275
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0   引言

原发性肝癌 (hepatocellular carcinoma, HCC)发病率高，
预后差. 其癌变是一个多步骤的渐进过程，慢性肝炎
和肝硬化过程中基因突变的积累在HCC发生中的作用
已得到广泛认同[1-3] . DNA氧化损伤是引起基因组不稳
定以及基因突变的常见原因[4]. 反应性氧化产物 (reactive
oxygen species, ROS) 的生成超过抗氧化酶如过氧化物
歧化酶(manganese superoxide dismutase, Mn-SOD) 和谷
胱甘肽过氧化物酶 (glutathione peroxidase, GSH-Px ) 以
及 DNA 修复酶修复能力时可产生氧应急(oxidat ive
stress),导致细胞内DNA氧化损伤产物的积聚[5-7]. 8-羟
基脱氧鸟核苷酸( 8-hydroxydeoxyguanosine, 8-OHdG) 是



一种主要的DNA氧化损伤产物,可在细胞DNA复制中

通过G→ T 或 A→ C 碱基颠换导致DNA误读，参与

癌变发生过程[8-9].  参与 8-OHdG所致基因突变修复的
hMTH1(human  MutT homologue) 基因编码产物可通过
水解核苷酸池中的游离8 -OHdG而阻止8-OHdG误配
入DNA[10-11]. hOGG1 (human OGG1/MutM homologue) 可
通过其糖苷酶活性切除DNA双链中与碱基C配对的8-
OHdG[12]. 因此，hMTH1 和 hOGG1可能在人类基因组
DNA 氧化损伤的修复中起重要作用， 但迄今尚未见其
在HCC发生中的研究报道. 我们观察HCC癌组织与癌
旁组织中DNA修复酶hMTH1和 hOGG1基因表达水平
与8-OHdG含量并比较其相互关系，旨在探讨DNA修
复酶hMTH1及 hOGG1基因表达在HCC发生与防御机
制中的作用与地位.

1   材料和方法

1.1 材料  HCC患者 23例,男 16例，女7 例. 中位数年
龄59(40-71)岁. 取手术切除的癌组织与癌旁组织，液

氮冷却后储存于-80 ℃冰箱中待检. 所有病例均由二位

有经验的病理医师独立诊断，并按 Edmondson 和
Steiner分级标准分为G1, G2和G3期. 癌旁组织的炎症
程度按HAI评分标准评定，并将病例分为炎症组(n =
8)和无炎症组(n =15).
1.2方法  根据Shigenaga (Methods Enzymol 1994;234:16)
的方法略加改良,应用高效液相色谱仪并电化学检测器
(high pressure liquid chromatography/electrochemical
detection, HPLC/ECD, Waters) 检测组织中 8-OHdG含量.
一种铁离子螯合物 - 甲磺酸去铁胺(de f e r o x am i n e
mesylate, DFAM， Sigma)用于防止标本处理过程中人为
产生 8-OHdG. DNA抽提采用Gupta法. 用核酸酶P1和
碱性磷酸酶消化处理 DNA,所得核苷酸溶液用Ultrafree-
MW 5000离心滤过管(Sigma)以5 000 g离心过滤50 min.
滤过液即可注入HPLC/ECD进行检测. 用 含已知浓度的
标准脱氧鸟核苷酸(dG) 和 8-OHdG溶液作为标准参照.
测量结果应用相应软件处理，所得 8-OHdG 含量以
nmol 8-OHdG /g DNA 表示. 用 Trizol 试 剂 (life
technologies, Inc.) 根据产品说明书抽提总RNA. 取总
RNA 2 µg 用随机引物 (random primer, promega) 在反转
录酶MMLV(Promega)作 用下反转录生成第一链 cDNA.
PCR 引物由Gibco 公 司合成. 外标准物为相应引物的
PCR扩增产物经 GenEluteTMPCR DNA 纯化试 剂盒
(Sigma) 洗涤纯化获得，并根据需要分别稀释为10-3,
10-4, 10-5,10-6,10-7 和 10-8 mg/L.
       采用实时PCR技术半定量检测hMTH1, hOGG1,
Mn-SOD 和 GSH-Px 在HCC组织和癌旁组织中的表达.
β-actin 作为内对照. PCR 反应体积为10 µL，其中含
引物各 0.5 µmol/L, 2.5 µmol/L MgCl2 和 1 µL LightCyclerTM

DNA Master SYBR Green I，1 µL 来自 2 µg 总 RNA的
cDNA 以 及 1 µL 序列稀释的外标准物分别作为模板.

采用LightCycler 系统 (Roche Diagnostics, Inc) 扩增测量

循环条件，95 ℃预变性 30 s 后，95 ℃变性 1 s，β-
actin, hMTH1, hOGG1, Mn-SOD 和 GSH-Px分别在60,

60, 64, 62 和 58 ℃下退火3 s，72 ℃下分别延伸30,

15, 15, 16 和 14 s,均扩增40个循环周期. 定量分析采用
LightCycler软件，β-actin, hMTH1, hOGG1,  Mn-SOD 和
GSH-Px 经融点曲线分析确定其特异性后选定相应定量

测量温度分别为86, 87, 86,  84 和 85 ℃. 所有测量重复

2次，取其平均值，结果以目标基因与 β-actin 基因
表达的比值表示. 所有PCR扩增片段大小均经溴化乙啶
染色的琼胶显影所证实.
统计学处理  癌和癌旁组织间配对比较采用 Wilcoxon
检验,两组间非配对检验采用 Mann-Whiteney 检验,相关
分析采用Pearson法.

hOGG1       5’-ACA CTG GAG TGG TGT ACT AGCG-3’       Genbank: AB000410

                5’-GCG ATG TTG TTG TTG GAG G-3’

hMTH1      5’-AGC CTC AGC GAG TTC TCC TG-3’         Genbank: AK026631

                5’-GAT CTG GCC CAC CTT GTG C-3’

Mn-SOD    5’-GAG ATG TTA CAG CCC AGA TAG C-3’      Genbank: Y00472

                5’-AAT CCC CAG CAG TGG AAT AAG G-3’

GSH-Px     5’-TGC TCG GCT TCC CGT GCA A-3’                Genbank:  M21304

                  5’-ACC GTT CAC CTC GCA CTT CT-3’

β-Actin      5’-CGG GAA ATC GTG CGT GAC AT-3’            Genbank: NM001101

                  5’-GAA CTT TGG GGG ATG CTC GC-3’

2   结果

HPLC/ECD 检测的结果标明，癌旁组织 8-OHdG含量

明显高于HCC组织 (P <0.01,  表1 ). 癌旁组织中炎症组

(n = 8)8-OHdG含量的中位数为228 (142-256) nmol/g
DNA，无炎症组 (n = 15) 为 76 (34-224) nmol/g DNA，
差异有显著性(P <0.05).  应用 LightCycler 实时PCR 半

定量测定HCC及癌旁组织中 hMTH1和 hOGG1  的表达.

HCC组织和癌旁组织 hMTH1表达的中位数分别为 0.476

和 0.256 (hMTH1 /β-actin ×100), 差异有显著性 (P <0.05,
图 1). 而 hOGG1的表达在癌组织和癌旁组织间没有显
著差异. 在癌旁组织中,炎症组和非炎症组间hMTH1 和

hOGG1 的表达也无显著差异.

        为了观察 8-OHdG含量以及hMTH1, hOGG1表达

和肿瘤临床分期间的关系, 2 1 例 H C C 患者根据

Edmondson 和 Steiner 分类标准分为 2组:早期 组 (G1;

n = 7)和晚期组 (G2 / G3; n = 16) . 结果两组间均无显著差
异. HCC和癌旁组织中8-OHdG 含量分别与 hMTH1,

hOGG1表达之间的相关分析均无显著相关性(r = -0.18 ,

P  = 0.243; r  = -0.20 ,  P  = 0.19).  hMTH1和hOGG1表达

间存在极显著的相关性 (r  = 0.81 ,  P  < 0.01; 图2) . 本组

HCC病例癌组织和癌旁组织间Mn-SOD 和GSH-Px 表

达无显著差异(表 1).  癌旁组织中无炎症组和炎症组间

Mn-SOD 和 GSH-Px表达也无显著差异.
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M:marker, N:阴性对照,1:癌旁组织,2:HCC组织
图1  RT/实时PCR 扩增产物的凝胶电泳条带.

图2  HCC和癌旁组织 hMTH1表达与 hOGG1表达间的相关性.

3   讨论

8-OHdG 是一种由细胞内氧应激所引起的有致突变作用
的DNA氧化损伤产物[13]. 氧应激主要由细胞内代谢,γ -
射线和金属离子转换等所引起[14-17].  许多报道表明肿瘤
组织内DNA中 8-OHdG 含量明显高于癌旁组织 [18,19].
Shimoda et al [20]的观察发现 8-OHdG含量在慢性肝炎组
织中明显升高，而在 肝硬化和肝癌组织中并无显著升
高. 近来研究表明DNA修复系统缺陷可导致基因组不
稳定性和DNA突变率升高，从而导致肿瘤发生[21-23].
新近在HBV和HCV相关性慢性肝病的研究中发现DNA

氧化损伤产物8-OHdG含量与癌基因c-myc 的表达呈
正相关 [24]. 因此，本研究在比较肝癌组织和癌旁组织
中氧应激标志物 8-OHdG 含量的基础上进一步观察了
具备清除8-OHdG能力的DNA修复酶 hMTH1、 hOGG1
以及抗氧化酶Mn-SOD 和 GSH-Px mRNA表达的变化,
并分析其与8-OHdG含量之间的相互关系. 结果表明，
8-OHdG 含量在癌旁组织明显高于肝癌组织，在癌旁
组织中炎症组明显高于无炎症组. 而抗氧化酶Mn-SOD
和GSH-Px 表达在肝癌和癌旁组织间无明显差异，且
在癌旁组织中与有无炎症无关，这表明肝癌癌旁组织
中 8-OHdG含量升高可能为ROS产生过多所致，这与
癌旁组织中炎症细胞浸润过度释放氧自由基有关.
核苷酸池中游离鸟苷的氧化比其在DNA中更迅速,
因此,DNA 修复酶 hMTH1通过水解核苷酸池中游离 8-
OHdG 在 DNA 氧化损伤的修复中起着首要作用[25] .
Kennedy et al [26]对 SV-40转化的非肿瘤性 支气管上皮
细胞 (SV-40 transformed non-tumorigenic human bronchial
epithelial cell, BEAS-2B) 和肺 癌细胞系的研究以及
Okamoto et al [27]在肾癌组织中的研究均显示 8-OHdG含
量在转化细胞和肿瘤细胞内明显升高. 本研究也发现
hMTH1在肝癌组织中的表达明显增加. 因此，肝癌组织
中8-OHdG含量相对较低可能为上调表达的 hMTH1 的
清除效应. 肿瘤细胞中hMTH1基因过度表达有助于减
少细胞内核苷酸池中游离 8-OHdG 的浓度，进而防止
8-OHdG 在DNA复制中错配入细胞DNA，以保持细胞
DNA的完整性. 肿瘤细胞代谢相对活跃，因而可持续产
生较高的氧应激，这可能是肿瘤细胞持续表达 hMTH1
的原因. 所以, hMTH1表达既能作为反映肝细胞内DNA
修复能力的指标，也可作为氧应激反应程度的指标.
hOGG1基因编码产物的主要功能是切除DNA双链
中与碱基C配对的 8-OHdG，从而恢复基因组中正常
的G:C配对，在防止8-OHdG的致突变作用中也起着
十分重要的作用[11]. Konto et al [28]的研究发现 hOGG1表
达在人类结肠癌组织中明显升高，且与 8-OHdG含量
呈明显比例关系. 但我们的研究发现 hOGG1 表达在肝
癌和癌旁组织间无显著差异，这可能与组织特异性有
关. 另外， 在人类肺癌和肾癌组织的研究也未发现癌组
织和癌旁组织间hOGG1表达的差异，但发现了三种纯
和性突变[29]. 在前列腺癌患者中也发现了二种hOGG1 基
因序列变异(11657A/G 和 Ser326Cys)，其修复酶活性
降低可能与癌发生有关[30]. 随后在大规模的肺癌临床病
例对照研究中发现了一种与肺癌发生密切相关的基因

表1  HCC及癌旁组织8-OHdG 含量,hMTH1, hOGG1, Mn-SOD 和GSH-Px 的表达 M (n  = 23)

组织                 8-OHdG含量 hMTH 1 mRNA                        hOGG 1 mRNA Mn-SOD mRNA GSH-Px mRNA
                (nmol/g DNA) (hMTH1/β-actin ×100)           (hOGG 1/β-actin ×100) (Mn-SOD/β-actin) (GSH-Px/β-actin)

癌旁                 133 (27-387) 0.256 (0.062-1.917)                1.256 (0.392-5.782) 0.190 (0.114-1.114) 1.652 (0.615-9.082)

HCC                   56 (16-361)b 0.476 (0.083-4.861)a                        1.196 (0.370-6.687) 0.186 (0.010-1.257)       0.980 (0.211-13.931)

aP <0.05, bP <0.01, vs 癌旁.
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多态位点hOGG1Ser326Cys, 其修复酶活性降低,使得患肺
癌的易感性增加 [31,32]. 是否 hOGG1基因突变和 /或多态
位点也在肝癌的发生发展中起作用有待于进一步大规模
的临床病例对照研究.
 此外,本研究还发现了肝癌和癌旁组织中hOGG1 和
hMTH1 表达之间存在着明显的相关关系，提示二者在
修复氧化性DNA损伤产物 8-OHdG 中可能存在一定的
协同关系. 前者主要功能是切除DNA中与碱基C错配的
8-OHdG，后者则水解核苷酸池中游离的 8-OHdG. 因
此，推测DNA修复酶 hOGG1和 hMTH1可能通过协同
作用调节细胞内 8-OHdG 浓度，修复其所致的碱基错配
和可能引起的关键基因突变，在肝癌发生的防御机制中
起到作用.
总之，通过本组病例观察可初步得出如下结论:(1)
肝癌癌旁组织中升高的8-OHdG浓度主要是由于炎症反
应时炎性细胞过多释放氧自由基所致，由此推测，肝脏
慢性炎症反应可能通过引起肝细胞内DNA氧化损伤，进
而导致肝细胞的癌变; (2)肝癌组织中8-OHdG含量相对
较低可能与上调表达的hMTH1 的调节有关；(3)hMTH1
表达水平可作为反映肝细胞内氧应激水平以及DNA氧
化损伤修复能力的指标；(4)DNA 修复酶 hOGG1 和
hMTH1可能协同参与肝细胞内 与8-OHdG 相关的DNA
氧化损伤的修复，在肝癌的发生和防御机制中起着重要
的作用. 其表达不足或基因多态位点与突变可能参与肝

癌的发生和防御机制.
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Abstract
AIM:To observe the regulatory effects of YAF Compositus
and its modified Compositus: Gingrefang, Huoxuefang and
Jianpifang on liver cancer and their transcription the genes
in rats.

METHODS:DEN was used to induce the liver cancer in rats.
All rats were divided into seven groups:normal group, model
group, four therapy groups and FT-207 group. The survival
rate, liver weight, body weight, liver weight/body weight,
and pathological change of liver tissues were observed.
Immunocytochemical change of AFP and DD-PCR was used
to display the different transcriptional expression of cDNA
fragments between normal liver tissues and DEN-induced
liver cancer tissues. Northern blotting was used to verify
the different transcription of these cDNA fragments.

RESULTS:Both YAF Composita and its modified Composita
could improve the general condition of rats with liver cancer,
especially Qingrefang and Huoxuefang. Different Composita
inhibited the growth of cancer and synthesis of AFP, especially
YAF Composita and Qingrefang. 9 genes important for the
transformation of cancer were selected with DD-PCR and
Northern blotting. YAF Composita and its modified Composita
had capabilities to regulate differently the genetic
transcription: DD-29 decreased 51-78 %, DD11 and DD-25
decreased 60 % and 78 % respectively, near to that of normal
liver tissue.

CONCLUSION:Both YAF Composita and its modified
Composita can be directly used to treat the liver cancer,
and to regulate the transcription of the different genes in
the tissues.

Fang ZQ, Guan DY,Liang SH. Regulation of gene transcription in rat with
liver cancer by traditional Chinese medicine. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2003;11(3): 276-280

摘要
目的:观察中药抑癌扶正行气活血方(全方)及其不同治法的

拆方:清热方、活血方、健脾方对肝癌大鼠的作用和对肝组

织基因转录的整体调节作用.

方法:采用二乙基亚硝胺(DEN)诱发大鼠肝癌,设正常组、

模型组、不同中药组及FT-207组对照，分别观察各组大

鼠生存率、肝、体、肝 / 体及肝组织的病理、甲胎蛋白

（AFP）免疫组化变化；以及采用DDPCR技术显示正常

肝组织与模型组肝癌组织中呈差异转录的 cDNA 片段，

Northern blot 验证这些cDNA片段在各组中转录的差异，

并将呈差异转录的cDNA片段进行克隆与测序.

结果:全方其及拆方均能不同程度地改善肝癌大鼠的一般

情况，提高大鼠的生存率. 各拆方中以清热组与活血组为

优;全方其及拆方均能不同程度地抑制肿瘤的生长及肝脏

AFP的合成，其中以全方组与清热组为优;采用DDPCR

结合Northern blot筛选出在各组中呈显著差异转录的9个

阳性 cDNA片段，经与Genbank 比较 4个为新的基因，

且这9个基因在肝癌发生与转归中的作用至今未见报道;全

方及其拆方对这些基因的转录水平有不同程度的调节作

用，其中DD29 下调 57-78 %，DD11、DD25 也有下调至

60 %和 78 %，使基因转录水平接近正常肝组织.

结论:全方及其不同治法的拆方中药对大鼠肝癌具有直接

治疗作用，能不同程度地广泛地调控肝组织(含肝癌组织)

有关基因的转录水平.
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0   引言

原发性肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一[1-4]. 近年来，
我国在肝癌的病因、病理、诊断与治疗等方面的研究
均取得了突出的成绩[5-9]. 肝癌早期采用手术切除可以达
到较高的治愈率，但由于原发性肝癌起病隐匿，待
确诊时多数已属中晚期，往往丧失手术指征，而其
他针对癌肿的治疗手段均有显著的副作用.我们通过对
大量的中医临床文献整理，表明中医将肝癌的病因病
机归纳为“瘀”、“毒”、“虚”等 3 个方面; 治
法集中在清热解毒、健脾理气、活血化瘀，以及这
三种治法的合用；中药出现频率以半枝莲、白花蛇
舌草，黄芪、白术，八月札、丹参、赤芍等为高.



据此我们归纳出清热方、活血方、健脾方，以及由
这3方组合的抑癌扶正行气活血方(全方)，代表了目前
国内治疗原发性肝癌的中医治法的主流[10].
     我们以往的研究发现，全方、清热方、活血方、
健脾方等治法对肝癌大鼠具有一定的治疗作用，并发
现这些治法对N-ras、P53等已知癌基因或抑癌基因具
有一定的调整作用，其中清热方对N-ras 癌基因下调
作用最强[11]. 鉴于中医药作用多途径、多靶点的特点,
进一步重复以上的实验，并扩大以上不同治法对大鼠
肝和肝癌组织可能调整基因的筛选对于深入揭示肝癌
的发生机制和不同中医治法的作用异同十分重要.

1   材料和方法

1.1 材料  采用wistar 大鼠，♂，体重100-120 g，自
由饮用60-80 ppm DEN水溶液，直到24 wk末实验结
束.  清热中药由半枝莲、白花蛇舌草、蒲公英等组
成，活血中药由桃仁、丹参、赤芍、八月札、茵陈、郁
金、柴胡等组成，健脾中药由黄芪、白芍、白术、薏苡
仁、神曲、法夏、云苓等组成.600 ml/L 乙醇沉淀中
药水煎剂，4 ℃静置48 h，过滤，浓缩至1 ml 含 2 g
生药，4 ℃存放. FT-207用双蒸水溶解，4 ℃存放. 正
常组常规饲养，各用药组从第18周起给予相应治疗药
物. 各组药物均于下午19时加入饮水中给药.剂量约为
成人单位公斤体重的10倍量.
       喃氟啶(FT-207，上海华联制药有限公司），[α -
33P]dATP、 [α -32P]dCTP(250 uCi， Amersham)，
DEN购自中国科学院南京土壤研究所，ABC(兔)试剂
盒及兔抗人甲胎蛋白(AFP)抗体(华美生物工程公司)，
异硫氰酸胍(Sangon),M-MuLV逆转录酶(Promega),Taq
DNA聚合酶(Perkin Elmer)，硝酸纤维素膜(Sangon)，
大肠秆菌聚合酶K片段(Sangon),T4 DNA连接酶(Sangon),
9600型PCR仪(Perkin Elmer),测序电泳系统(pharmacia),
377自动测序仪(Perkin Elmer), 3个cDNA第一链合成引
物(简称锚引物)及 8个寡核苷酸随机引物(Sangon合成).
1.2 方法  病理形态学用常规HE染色观察.每组取5个
大鼠5 mm大小的肝组织，用中性甲醛固定、石蜡包
埋切片，用ABC 试剂盒进行免疫组化染色（兔抗人
AFP 抗体浓度为同 1∶100）；光镜下观察，用显微
镜网格测微尺测定切片中央左右各5个视野（400倍）
中含AFP的阳性细胞数，计算每个视野中含AFP阳性
细胞的平均数，作为半定量分析的参数.常规异硫氰酸
胍-苯酚-氯仿一步法抽提肝（含肝癌）组织中的总
RNA[12]. 取正常肝组织与模型组肝组织总RNA进行逆转
录，在20 µL 反应体系中，含5×M-MuLV reverse
buffer 4 µL，250 µmol/L dNTP 1.6 µL，总RNA 1 µg，
5 µmol/L 的锚引物2 µL.65 ℃ 5 min，37 ℃ 10 min，
冰上加入200 U/µL M-MuLV 1 µL，37 ℃ 50 min，最
后95 ℃ 5 min灭活逆转录酶.在 20 µL反应体系中，加
入10× Taq DNA polymerase buffer 2 µL，25 µmol/L

dNTP 1.6 µL，25 mmol/L MgCl2 1.6 µL，5 µmol/L 锚
引物(与逆转录对应）2 µL，5 µmol/L 随机引物2 µL，
[α -33P]dATP 0.25 µL，逆转录产物 2 µL，Taq DNA
聚合酶1 U. 反应条件: 94 ℃变性3 min,然后依次94 ℃
变性30 s，40 ℃退火2 min，72 ℃延伸30 s,共 40 个
循环，最后72 ℃延伸5 min，4 ℃保存[13] .用 6 g/L 的
聚丙烯酰胺尿素变性凝胶进行电泳，电泳条件：温
度55 ℃，电压 2 000 V，电流 70 mA，时间 4 h. 然
后将凝胶黏附于滤纸上，并在 80 ℃的真空干燥仪上
脱水干燥2 h，最后进行放射自显影72 h. 放射自显影
显示:正常肝组织与肝癌组织许多条带一致，部分出现
差异，表现为条带有无或密度不同.取32个表达差异条
带对应的凝胶切下，自凝胶中回收 cDNA，取回收产
物进行PCR扩增：在40  µL反应体系中，加入10×Taq
DNA polymerase buffer 4 µL,250 µmol/L dNTP 3.2 ul,
25 mmol/L MgCl2 4 µL,5 µmol/L的对应锚引物与随机引
物各4 µL， Taq DNA聚合酶 2 U；反应条件同前DD-PCR
反应. 取 30 ul PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳，并从凝
胶中回收与纯化扩增的DNA片段.肝组织总RNA，经
752 紫外光栅分光光度计测定RNA 样品浓度和纯度
后，在7组样品中组内各取等量RNA混匀，再以每组
RNA混匀后取10 µg，依次上样于含溴化乙锭的1.4 g/L
琼脂糖甲醛变性凝胶，电泳（电压80 V），紫外光观
察电泳结果，并拍照.将RNA转移到硝酸纤维素膜上，
80 ℃真空干燥2 h. Northern blot 杂交的操作按常规方
法进行，探针模板来自DD-PCR显示的差异片段再扩
增产物，随机引物法把[α-32P]dCTP标记到探针上，放
射自显影结果采用激光光密度计作灰度扫描.PCR产物
克隆与测序：先对PCR产物添加单个碱基A：30 µL
PCR产物回收后用 18 µL TE（pH 8.0）溶解，加入
10×Taq DNA polymerrase buffer 2 µL, 10 mmol/L dATP
0.4 ul,Taq 聚合酶 1U,混匀，72 ℃保温7 min,回收后用
20  µL TE溶解；接着进行连接反应：取7 µL 回收产
物，加入10× T4 DNA ligase buffer 1 µL，pUCm-T
(50 ng/ul)1 µL，T4 DNA ligase 5U，混匀，16 ℃过
夜. 最后用常规方法把连接反应产物转化到感受态细胞
DH5α内，经用含X-gal和 IPTG的LB-Amp平板筛选
白色的重组克隆，并经Pst I 酶切鉴定.最后抽提重组
克隆后的质粒，按有关操作要求处理样品后，用377
型自动荧光测序仪测序.
       统计学处理  生存率采用两时点生存率U检验,其他
计数资料均采用F检验.

2   结果

除全方组、模型组、活血组分别于第 4、8、8 周时
各由于意外原因死亡1只大鼠外，其余均为有效动物
例数.各组生存率与模型组比较，正常组、全方组、
活血组均存在显著差异(P <0.05;P <0.01);而各组与正常
组(100 %)比较,模型组(54.6 %)、西药组(70 %)、清热
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组(80 %)、健脾组(70 %)呈显著差异(P <0.05; P <0.01). 提
示不同组别中药具有延长肝癌大鼠生存率的作用.
       各饮用DEN水溶液大鼠肝、肝 /体明显大于正常
组(P <0.01)，其中全方组的肝、肝 /体较模型组、西
药组显著降低(P <0.05)，活血组的肝 /体较模型组、西
药组显著降低(P <0.05). 提示不同组别中药具有抑制肝
癌发展和改善肝癌大鼠生存质量的作用(表 1).

表 1  各组大鼠体、肝及肝 / 体之比情况（ sx ± ）

·Ö  组 n 体 /g 肝  /g 肝 /体 *100

正常组 10 382± 29 11.2± 1.4b   2.9± 0.3b

模型组 5 250± 27c 38.0± 9.5c 15.5± 5.1c

西药组 7 239± 30c 34.5± 8.0c 14.3± 2.8c

全方组 8 278± 28c 28.6± 6.1acd 10.3± 2.0acd

清热组 8 273± 16c 30.7± 6.0c 11.4± 2.8c

活血组 8 279± 14c 29.1± 7.7c 10.4± 2.8acd

健脾组 7 257± 32c 33.1± 12.4c 13.0± 4.7c

aP <0.05vs 模型组;bP <0.01vs模型组;cP <0.01vs正常组;dP <0.05 vs西药组;

2.1 肝脏病理改变  正常组大鼠肝脏外观正常，表面无
结节. 模型组肝脏肿大，表面布满大小不一的灰白结
节，伴出血斑点(图 1);光镜下呈典型的柱状及腺管样

癌巢结构，且周围组织肝细胞异型性明显，伴癌细
胞浸润，(图 2).在各组 5 个肝组织中，全方组有 1例、
清热组有2例明显优于模型组:肝脏体重明显小于模型
组，表面灰白结节少而小，无出血斑点；光镜下，细
胞排列有序，细胞核大小、规则一致，核浆比例基本
正常，病理性有丝分裂少见，癌巢周围组织肝细胞异
型性不明显，无癌细胞浸润. 同时西药组5个切片中有一
例表现大量肝细胞坏死、纤维组织增生为特征的肝萎缩
病理形态.
        正常组大鼠肝组织AFP免疫组化染色呈阴性反应,
模型组大鼠肝细胞大多数呈强阳性反应(112± 22). 大
鼠各治疗组阳性细胞数均有一定程度的减少，尤其是
癌巢周围组织，其中与模型组比较，全方组(80±12)与
清热组(76± 13)呈显著降低(P <0.05)，以清热组为最
低;各治疗组之间无明显差异，但相比之下，全方
组、清热组有下降趋势.

2.2 Northern blot、克隆、测序  32 个Northern blot 印

迹杂交结果提示:部分探针经反复杂交各组中差异不显

著,其中9个显著差异(表2). 部分放射自显影结果见图5.

9 个差异显著基因片段经回收、克隆、测序，并与

GenBank比较[14-17] (表 3)

表2   不同差异cDNA片段的 Northern blot 印迹杂交结果灰度扫描

基因片段 正常组 模型组 西药组 全方组 清热组 活血组 健脾组

DD4 36.3 47.8 50.2 50.9 39.4 62.4
DD9 10.4 18.8   5.5   4.4   7.4 12.4 3.8
DD11 17.8 25.4   8.9   5.7 10.8 16.1 6.3
DD22 23.7 13.3 11.7 13.2   8.7 14.3
DD23   2.9   5.2   2.6   5.5   4.0   2.6
DD25 18.4 23.1 16.9 16.4   9.7 12.4
DD26 17.1 20.9 13.2 17.6 13.7 16.0
DD29   4.5 11.6   3.6   2.7   3.0   4.7 3.0
DD31 28.5 34.4 25.7 27.2 20.4 31.8

表3  所测基因序列与GenBank比较结果

基因片段 基因名称
DD4 Rat mRNA for fibronectin.
DD9 Rat phosphorylated N-glycoprotein （pp63） mRNA, completecds.
DD11 新基因126 bp CGACTGTTGC  CACAATGCAA  GAAGACTGAA  TTCAAAGCTT

CTAATCCAAA  ATATGATATG TCTAAGGACA  AACTATGTCC  AAGCAAAAAG
AAATAAATGT AAGTTCTTTC  TGTTCAAAAA AAAAAA

DD22 新基因269 bp CTCAACGGAA  TGACGCATCT  GTAACCTCTG   TGGTAGAATG
TATCCCAGCC  TTCTGAGATA CAAAGGTTCC  AAAACGAGAC  ATTGACTTCA
AATGGAGACC  GCCTTGAGAT  GGAGGGATGC CAAATCTAAC  TGTCTACCTA
CATAGTTAGG  CAACATTTCA  GACTTTTGAA   AAGTTATCTT CCACAAAACC
ACTGCTTTAA  TAAAGCTTCA  AGTAATGCCA  TTGTTAGATC  ATGAATAAAA
TATGAGAGGA  CAGACTCCAA  AAAAAAAAA

DD23 Mus musculus TPR-containing, SH2-binding phosphoprotein （Tsbp）,mRNA.
DD25 Rattus norvegicus mitochondrial genome.
DD26 Human DNA sequence from clone RP3-477O4 on chromosome 20, complete sequence.
DD29 新基因195 bp   AGTAGGCATA  AAAGAAGTGG CTCAAAGATA TTGTAAATGC ATATTTTATT

ATAGTCTTAA TACAACTTTA  AGGTTAATGT  TGTAACCTTA  GATTGAGGAA  TCTTAATTCA
TTATAGTTAC CTGAATTAAT  GTGCACTGCT  TGCAAAATTC  AAGCATAATT  AACTAAATAA
AACTTCGTCT TTTGAAAAAA AAAAA

DD31 新基因191bp TTACCGCCAT  GTGGGCGTTC  TCGGTTGTAG  AACCCAGCAA
GGTCGGATTA  TACAACAGAC GCATACTTTT  GTGTCGACCA  ACAATGTGCT
ACAAATGTGA  CACTTGACCC  TGAACTGCAT GTATTGGGGA CTTTTTAGAA
GAAAAAACAA ACTTTGAATC  AATAAATTAA  CAGTTTTTCC AAAAAAAAAA A
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图1  肝脏外观图,伴出血斑点. 织肝细胞异型性明显,伴癌细胞浸润.

图2  大鼠肝癌病理(HE× 200)肝癌的肝脏肿大,表面布满大小不一的灰
白结节,典型的柱状及腺管样癌巢结构,周围组.

图3  模型组肝癌组织细胞AFP免疫组化呈强阳性反应,见棕黄色颗粒.(×400)

图 4  DD-PCR放射自显影结果.

图5 DD11 Northern blot放射自显影结果.自左向右依次为正常组、模型
组、西药组、全方组、清热组、活血组.  健脾组.

3   讨论

本研究表明,无论是清热解毒法、活血化瘀法,还是健脾
理气法、西药化疗，在肝癌的治疗上均取得了一定的疗
效,各中药治法均优于西药化疗. 其中清热解毒法在肝癌
局部治疗方面是最有效的，尤其体现在对肝脏病理中癌
细胞的恶性程度的改变及降低肝组织中AFP的含量等方
面. 但可能是该治法方药过度集中于“癌毒”的病机
而忽视了苦寒致虚、致滞的病机，以致在大鼠肝脏局部
情况的好转与大鼠生存质量及生存率不一致. 这提示辨
证论治的重要性. 实验结果表明，活血化瘀法疗效较
好，说明活血化瘀在治疗原发性肝癌方面具有一定的现
实意义，也印证了中医对肿瘤以瘀血为主要病机的认
识. 但在临床上，医师普遍担心活血化瘀法会加重出血
倾向.但是，我们的结果表明，与模型组相比，活血
组大鼠腹腔出血死亡数明显降低，大鼠肝脏表面出血斑
点也明显好转. 同时活血化瘀可减少邪毒的进一步积
聚，恢复机体对癌肿的抗病能力，这可能是采用活血化
瘀法取得较好效果的原因.
        健脾理气法可提高机体的免疫功能,有使肿瘤生长
减慢,瘤体缩小，症状改善，生存期延长的作用. 我们
的实验表明，如果不顾及肝癌形成过程中“瘀”、“毒”
病机，单纯健脾理气法效果并不理想. 因而针对肝癌复
杂的病因病机配伍清热解毒、活血化瘀等祛邪之法可望
提高疗效. 抑癌扶正行气活血方，数法并用，以清热
解毒、活血化瘀为主、佐以健脾理气，取得了较好的疗
效，进一步验证中医药组方配伍的重要性. 与我们所推
测的一致，DD-PCR显示不同治疗组别肝脏(含肝癌)组
织基因表达存在广泛的差异，其中，清热解毒治法下

调DD4、DD25、DD31 基因表达的作用最为突出；健脾

理气治法下调DD9 基因表达的作用最为突出；活血化

瘀治法下调DD22、DD23 基因表达的作用最为突出；全

方下调DD11，DD29 基因表达的作用最为突出；FT207

下调DD23、DD26基因表达的作用最为突出. 提示不同治

法可能直接或间接对这些基因进行选择性地调控，从而

实现对原发性肝癌的防治作用. 由于这些基因在肝癌发

生与转归中的作用至今未见报道，其作用将有待于进一

步深入研究.

        由于DD-PCR随机扩增与其一对引物对应的基因片

段，我们所挑选的9个差异表达基因中尚未见到一些与

原发性肝癌密切有关的基因，如N-ras基因. 推测所选用

引物对尚不能在较小的PCR产物(200-500 bp)中反映这

些基因. 但不代表这些基因表达没有差异.如果增加DD-

PCR的引物对，或采用基因芯片，这些基因表达的差异

将会明显、全面地展现出来.

      原发性肝癌的发生发展是一个多因素、多阶段的复

杂过程,基因表达异常是其最基本的分子生物学特征. 深

入研究其基因表达的差异，及其差异基因的作用，将

有助于深入研究不同中医治法的分子作用机制，寻找

不同治法的作用靶点，及有关中医证的分子基础，因
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而对中医基础理论证及其证治机制的深入研究，以及
进一步指导临床用药，具有重要的理论与实践意义.

4      参考文献
1 吴彬,罗仁夏. 消化道恶性肿瘤的关联性和地区聚集性的对应分析.
中国卫生统计  2001;18:326-327

2 汤钊猷. 中国肝癌研究现状. 中西医结合肝病杂志  1998;8:60-63
3 杨广顺,吴志全,吴孟超. 原发性肝癌的规范化综合治疗. 中华外科杂
志  2001;039:742-744

4 孙华林. 肝癌的综合治疗. 中国医刊  2002;37:25-28
5 朱争艳,宋继昌. 肝癌基因治疗研究进展.临床肝脏病学杂志  2002;

18:134-136
6 王锦波. 多中心肝癌与肝癌肝内转移.国外医学:外科学分册  2002;

29:170-171
7 南克俊,隋晨光,魏永长,李春丽,李毅,杨谨,陈玲,刘亚民. 中晚期肝癌
介入化疗术的预后影响因素. 第四军医大学学报  2002;23:1134-1136

8 叶胜龙. 原发性肝癌介入治疗的现状及评价. 中华肝脏病学杂志
2002;10:165-166

9 吴孟超. 重视中西医结合治疗肝癌的研究. 第二军医大学学报  2001;
22:601-602

10 Guan DY,Fang ZQ.Advances in TCM Treatment of Primary

Hepatocarcinoma. J Tradit Chin Med 2000;20:223-226
 11 方肇勤, 管冬元, 梁尚华, 鲁恒心. 不同中医治法对DEN诱发大鼠
肝癌作用的比较研究. 中医杂志  2002;43: 542-544

12 Chomczyuski P,Sacchi N. Single-step method of RNA isolation
by acid guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction.
Anal Biochem 1987;162:156-159

13 Liang P, Pardee AB.Differential display of eukaryotic  mRNA by
means of the polymerase chain reaction. Science 1992;257:967-972

14 Schwarzbauer JE, Patel RS, Fonda D, Hynes RO. Multiple sites of
alternative splicing of the rat fibronectin gene transcript. EMBO
J 1987;6:2573-2580

15 Falquerho L, Patey G, Paquereau L, Rossi V, L ahuna O, Szpirer
J, Szpirer C, Levan G, Le Cam A. Primary structure of the rat
gene encoding an inhibitor of the insulin receptor tyrosine kinase.
Gene 1991;98:209-216

16 Malek SN, Yang CH, Earnshaw WC, Kozak CA, Desiderio S.
p150TSP, a conserved nuclear phosphoprotein that contains mul-
tiple tetratricopeptide repeats and binds specifically to SH2
domains. J Biol Chem 1996;271:6952-6962

17 Gadaleta G, Pepe G, De Candia G, Quagliariello C, Sbisa E, Saccone
C. The complete nucleotide sequence of the Rattus norvegicus
mitochondrial genome: cryptic signals revealed by comparative
analysis between vertebrates. J Mol Evol 1989;28:497-516

280                                                                                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 3月15日  第 11卷  第 3期

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2003年版权归世界胃肠病学杂志社

• 消息消息消息消息消息 •

提供您使用世界华人消化杂志和World J Gastroenterol 电子版

  本刊讯 世界华人消化杂志（原新消化病学杂志）从1993-2002 年的电子版全部出版. 世界华人消化杂志过刊索引: 新消化病学

杂志,1993（1-4期）;新消化病学杂志,1994(1-4期);新消化病学杂志,1995(1-4期);新消化病学杂志， 1996(1-12期) ;新消化病学

杂志,1997(1- 12期);华人消化杂志,1998( 1 -12期); 世界华人消化杂志,1999(1- 12期);世界华人消化杂志,2000( 1-12期);世界华

人消化杂志,2001(1-12期). 世界华人消化杂志现刊索引:2002(1-12期).

World Journal of Gastroenterology（原中国新消化病学杂志）从1993-2002年的电子版全部出版. 过刊索引：China Natl J

New Gastroenterol, 1995（1期）；China Natl J New Gastroenterol,1996（1-4期）；China Natl J New Gastroenterol, 1997( 1-

4期); World J Gastroenterol ,1998 (1- 6期); World J Gastroenterol ,1999(1- 6期); World J Gastroenterol , 2000(1-6期); World J

Gastroenterol , 2001(1-6期).现刊索引:World J Gastroenterol , 2002(1-6期).

世界华人消化杂志和World J Gastroenterol的电子版网址如下：2002世界华人消化杂志电子版 http://www.wjgnet.com/1009-

3079/contents/2002.htm 2001世界华人消化杂志电子版 http://www.wjgnet.com/1009-3079/contents/2001.htm 2000世界华人消化杂

志电子版 http://www.wjgnet.com/1009-3079/contents/2000.htm 1999世界华人消化杂志电子版 http://www.wjgnet.com/1009-3079/con-

tents/1999.htm 1998华人消化杂志电子版 http://www.wjgnet.com/1009-3079/contents/1998.htm 1997新消化病学杂志电子版 http:/

/www.wjgnet.com/1009-3079/contents/1997.htm 1996新消化病学杂志电子版 http://www.wjgnet.com/1009-3079/contents/1996.htm 1995

新消化病学杂志电子版 http://www.wjgnet.com/1009-3079/contents/1995.htm 1994新消化病学杂志电子版  http://www.wjgnet.com/

1009-3079/contents/1994.htm 1993 新消化病学杂志电子版 http://www.wjgnet.com/1009-3079/contents/1993.htm 2002 World J

Gastroenterol 电子版 http://www.wjgnet.com/1007-9327/contents/2002.htm2001 World J Gastroenterol 电子版 http://www.wjgnet.

com/1007-9327/contents/2001.htm 2000 World J Gastroenterol 电子版 http://www.wjgnet.com/1007-9327/contents/2000.htm 1999

World J Gastroenterol 电子版 http://www.wjgnet.com/1007-9327/contents/1999.htm 1998 World J Gastroenterol 电子版 http://www.

wjgnet.com/1007-9327/contents/1998.htm 1997 China Natl J New Gastroenterol 电子版 http://www.wjgnet.com/1007-9327/contents/

1997.htm1996 China Natl J New Gastroenterol 电子版 http://www.wjgnet.com/1007-9327/contents/1996.htm 1995 China Natl J New

Gastroenterol 电子版 http://www.wjgnet.com/1007-9327/contents/1995.htm

（世界胃肠病学杂志社2002-12-28）



World Chin J Digestol  2003  March;11(3):281-284
世界华人消化杂志 ISSN  1009-3079  CN 14-1260/R

2003 年版权归世界胃肠病学杂志社

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

•肝癌 LIVER CANCER •

转导单链免疫毒素基因的PBMCs对人肝癌细胞SMMC-
7721的体外杀伤活性

程   虹,刘彦仿,张惠中,沈万安,张   菊,张   静

程虹,刘彦仿,张静,中国人民解放军第四军医大学基础部病理学教研室
陕西省西安市  710033
张惠中,沈万安,中国人民解放军第四军医大学唐都医院全军骨肿瘤研究
所  陕西省西安市  710038
张菊,中国人民解放军第四军医大学基础部生物化学教研室
陕西省西安市  710033
程虹,女,1967-06-24生,安徽省宣州市人,汉族,病理学博士,讲师.
军队“九·五”重点补充课题, No.98M098
项目负责人:刘彦仿,710033,陕西省西安市,中国人民解放军第四军医大学基
础部病理学教研室.  yfliu@fmmu.edu.cn
电话:029-3375497
收稿日期:2002-11-19    接受日期:2002-12-20

In vitro cytotoxicity of PBMCs via genetic
modification of single-chain immunotoxin

Hong Cheng,Yan-Fang Liu,Hui-Zhong Zhang,Wan-An Shen,
Ju Zhang,Jing Zhang

Hong Cheng, Yan-Fang Liu, Jing Zhang, Department of Pathology, Fourth
Military Medical University, Xi’an 710033, Shaanxi Province, China
Hui-Zhong Zhang,Wan-An Shen,Orthopeadics Oncology Institute of
Chinese PLA, Fourth Military Medical University, Tangdu Hospital,
Xi’an 710038, Shaanxi Province, China
Ju Zhang,Department of Biochemistry , Fourth Military Medical
University, Xi’an  710033, Shaanxi Province, China
Supported by  Military 95 Major Supplementary Project, No.98M098
Correspondence to:Yan-Fang Liu, Department of Pathology , Fourth
Military Medical University, Xi’an 710033, Shaanxi Province,China.
yfliu@fmmu.edu.cn
Received:2002-11-19    Accepted:2002-12-20

Abstract
AIM:To investigate the selective cytotoxicity of single-chain
immunotoxin (sFv-TNF- α fusion proteins) in cell line SMMC-7721.

METHODS:HCC-specific killer cells were generated by
transducing the recombinant retroviral virus in supernatant of
the virus producing cells into human peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs). PCR and RT-PCR were used to detect integration
and transcription of the sFv-TNF-α gene in transduced PBMCs
(PBMCs/PST). MTT method was used to detect antitumour
activity of the sFv-TNF-α fusion proteins.

RESULTS:There was integrated sFv-TNF-α gene in the
genome of PBMCs/PST, and PBMCs/PST were able to express
the fusion sFv-TNF-α proteins. Cell killing was significant in
HCC cells co-cultivated with PBMCs/PST, whereas the PBMCs/
pLXSN control cells had no significant cytotoxic effects on
HCC cells.

CONCLUSION:Expression of  sFv-TNF-α fusion proteins in
PBMCs/PST has cytotoxicity to HCC cells in vitro.

Cheng H,Liu YF, Zhang HZ, Shen WA, Zhang J, Zhang J. In vitro cytotoxicity of
PBMCs via genetic modification of single-chain immunotoxin. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(3):281-284

摘要
目的:用携带分泌型抗肝癌单链免疫毒素基因(sFv-TNF-α)

的重组逆转录病毒感染人外周血单个核细胞(peripheral

blood mononuclear cells，PBMCs)，使其表达并分泌针

对人肝癌细胞的 sFv-TNF- α融合蛋白, 观察转导的

PBMCs对体外培养人肝癌细胞SMMC-7721的杀伤作用.

方法:用感染性重组病毒产生细胞C22(PA317/PST)产生的病

毒上清转导人PBMCs，采用PCR和RT-PCR方法对转导

的PBMCs(PBMCs/PST)进行DNA和mRNA水平的分析.

PBMCs/PST与SMMC-7721共培养，MTT法检测PBMCs/

PST表达产物对肝癌细胞的体外杀伤活性.

结果:PCR及RT-PCR结果显示PBMCs/PST中扩增出外源

目的基因对应的电泳条带.MTT法检测结果，分泌型抗肝

癌单链免疫毒素对体外培养肝癌细胞SMMC-7721的杀伤

率为(38.2± 6.7)%.

结论:分泌型抗肝癌单链免疫毒素基因可以在PBMCs中整

合并稳定表达，其分泌的表达产物对SMMC-7721具有一

定的体外杀伤作用.
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0   引言

肝细胞肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC) 是常见的恶
性肿瘤之一，位居我国恶性肿瘤发病的第三位，约占
全世界肝癌病例的42.5 %，每年死于肝癌的人数约为
11万[1-7]. 迄今为止，肝癌的病因和发病机制仍不十分
清楚，更无理想的治疗手段[8-18]. 随着现代分子生物学
和免疫学的发展，自1990年代初迄今，已有百余项肿
瘤基因治疗方案获准进入临床试验，但纵观近10 a的
研究发现，其临床疗效与预期的目标之间还存在较大
差距，原因之一就是肿瘤细胞的特异性识别尚未解决.
肿瘤特异性单链抗体的问世为基因治疗靶向性问题的
解决提供了新的手段，近年来成为肿瘤免疫基因治疗
中的热点, 目前已有多种单链免疫毒素基因治疗计划进
入临床试验[19-27]. 在本实验室成功克隆的抗肝癌单链抗
体基础上，我们构建了分泌型抗肝癌单链免疫毒素基
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因逆转录病毒表达载体pLXSN-sFv-TNF-α(PST)，并
用PA317细胞进行包装，筛选出一株具有较高滴度的
感染性重组病毒产生细胞C22(PA317/PST) [28]. 用C22细胞
产生的病毒上清转导人外周血单个核细胞(peripheral
blood mononuclear cells，PBMCs)，使其表达并分泌针
对人肝癌细胞的靶向性sFv-TNF- α融合蛋白，观察
转导的PBMCs对体外培养肝癌细胞的杀伤作用.

1   材料和方法

1.1材料  人肝癌细胞系SMMC-7721为本室保存,RPMI1640
常规传代培养. 转染的逆转录病毒产生细胞系C22 由本
室构建[28]，用 DMEM常规传代培养. DMEM，G418，
SuperscriptTM逆转录试剂盒和Trizol Reagent为Gibco公
司产品，Polybrene为Sigma公司产品，MTT为Serva公
司产品，PHA购自Sigma公司, 超级小牛血清购自杭州
四季青生物工程材料研究所. 重组人IL-2为上海生物技
术研究所产品. 淋巴细胞分离液购自上海试剂二厂.
1.2 方法  抽取正常人外周血50 mL，肝素抗凝，加入
淋巴细胞分离液50 mL，室温 1 400 g 离心30 min，吸
取单个核细胞层悬液，40 mL 无血清RPMI1640 洗涤
细胞3次(1 000 g离心10 min)，计数,用含200 mL/L小
牛血清的完全RPMI1640培养液稀释为活细胞1×109·L-1,加
入5×105 ·L-1 IL-2及 5×103 µg ·L-1 PHA,于 37 ℃,50 mL·L-1

CO2培养 3 d，换含5×105 ·L-1 IL-2, 200 mL/L小牛血清
的完全RPMI1640培养液继续培养3 d后，进行逆转录
病毒的转导[29]. 用 C22细胞制备重组逆转录病毒上清[28]，
取5 mL C22细胞上清(不含G418)及8 mg·L-1 Polybrene感
染 1× 106 个 PBMCs，置 37 ℃, 50mL·L-1 CO2 孵箱内
培养6 h，换普通完全RPMI1 640 培养液，连续感染
3 d，转导的PBMCs命名为PBMCs/PST.对照组PBMCs
用 PA317/pLXSN(空白载体)细胞上清感染，转导的
PBMCs命名为PBMCs/ pLXSN. 病毒连续感染3 d后 4 d
转入含500 mg·L-1 G418的完全RPMI1 640培养液中培
养1 wk. 分别提取重组逆转录病毒转导的PBMCs/PST和
PBMCs/ pLXSN细胞中的基因组DNA[28]， 用 3对引物
(sFv-1和sFv-2, TNFα-1和TNFα-2及neo-1和neo-2),
分别扩增细胞基因组DNA中 sFv, TNF-α及neo基因，
以证实外源基因导入靶细胞. PCR反应于25 µL体积中
完成，基因组DNA 模板2.5 µL，引物2.5 µL,10×PCR
缓冲液2.5 µL, 2.5mmol·L-1，dNTP 2.5 µL，TaqDNA
聚合酶0.5 µL，加水补足25 µL，混匀后在PCR仪上
扩增.循环参数为:94 ℃变性60 s，58 ℃退火60 s,72 ℃
延伸90 s，经30个循环后，72 ℃保温10 min.PCR产
物于15 g·L-1琼脂糖凝胶电泳,紫外透射仪观察PBMCs/PST
细胞基因组DNA中的外源基因. 采用Trizol 一步法, 分
别提取重组逆转录病毒转导的PBMCs/PST 和 PBMCs/
pLXSN细胞中的总RNA. 利用 SuperscriptTM 系统，以
细胞内总RNA为模板进行cDNA第一链的合成:3.5 µL
RNA，2 µL 5×逆转录缓冲液，1 µL Oligo(dT12),70 ℃

保温10 min，冰浴 2 min，加入 1 μ L 100mmol ·L-1

DTT，1 µL 10mmol·L-1 dNTP，1 µL RNase inhibitor，
0.5 µL MMLV逆转录酶，37 ℃反应1 h. 以 cDNA第一
链为模板进行sFv和TNF-α基因的扩增， PCR反应于
50 µL 体积中完成，cDNA 模板 2.5 µL，5umol·L-1 引
物 5 µL，10× PCR缓冲液5 µL，2.5 mmol·L-1 dNTP
5 µL，TaqDNA聚合酶 0.5 µL，加水补足 50 µL，混
匀后在PCR仪上扩增. PCR产物于15 g ·L-1琼脂糖凝胶
电泳，紫外透射仪观察 sFv和 TNF- α基因的mRNA.
选择对数生长期的人肝癌细胞SMMC-7721 接种于24
孔培养板中，每孔2×104，将PBMCs/PST按每孔2×105

接种于孔径0.4 µm的Millicell 滤膜培养皿中， 并将
Millicell 置 24 孔培养板中，使PBMCs/PST 与 SMMC-
7721共培养[29,30]. 设PBMCs/ pLXSN与SMMC-7721共培
养为空载体对照组，PBMCs与 SMMC-7721共培养为
空白对照,每种细胞设20复孔. 培养板置37 ℃, 50 mL ·L-1

CO2 孵箱内培养，72 h 后取出Millicell，加MTT每孔
40 µL 至 24 孔培养板中，继续培养4 h，弃上清，加
入0.2 mL DMSO终止反应，充分振荡后在酶标仪上检
测A550nm 值，计算细胞杀伤率[29].

2   结果

2.1 PBMCs/PST基因组DNA中外源基因扩增  PCR 产
物电泳后观察, 可见相应的 327 bp, 470 bp, 790 bp大小
的条带，分别与 neo, TNF-α, sFv 基因片段大小相符，
而PBMCs/ pLXSN中未扩增出这3种大小的条带(图1)，
证实PBMCs / PST中有外源性目的基因的导入.

1  PCR markers  2  PBMCs/PST (Neo,  sFv, TNF-α)
5-7  空载体对照PBMCs/pLXSN (Neo, sFv, TNF-α)
图 1  基因组DNA中sFv、TNF-α及neo基因PCR扩增结果.

2.2  外源基因在PBMCs/PST 中转录水平的分析  RT -
PCR产物电泳后，可见相应的470 bp，790bp大小的
条带，分别与 TNF- α，sFv 基因片段大小相符，对
照组未扩增出这两种大小的条带(图 2)，证实PBMCs/
PST中外源性目的基因有mRNA表达.

1  PCR markers  2  PBMCs/PST (sFv)  3  空载体对照PBMCs/pLXSN( sFv)
4  PBMCs/PST(TNF-α) 5 空载体对照PBMCs/pLXSN(TNF-α)
图 2  sFv和 TNF-α基因mRNA的RT-PCR检测.

Lane   1    2    3      4    5    6   7

695 bp→
377 bp→

Lane    1      2    3      4    5

695 bp→
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2.3 细胞杀伤率检测  用 MTT 法检测与 PBMCs/PST，
PBMCs/pLXSN共培养SMMC-7721 的A550nm(A)值及与
PBMCs 共培养 SMMC-7721 的 A550nm 值(A0), 计算对
SMMC-7721细胞的杀伤率(%). 计算公式为:细胞杀伤率
(%) = (1-A/ A0)× 100 %.PBMCs/PST(n = 20)细胞杀伤率
为(38.2± 6.7) %，而PBMCs/ pLXSN(n = 20)细胞杀伤
率为(15.7 ± 3.1) %，经 t 检验，P <0.01.

3   讨论

实现人类实体瘤基因治疗的途径主要有 2种，(1)在体
靶细胞的转染(in vivo)，即直接基因治疗途径，例如
将细胞因子或肿瘤抗原的基因表达载体直接体内注射
或将MHC-I基因直接注射入瘤体内等治疗肿瘤；(2)离
体靶细胞的转染(ex vivo)，即间接基因治疗途径，必
须分离并培养离体的靶细胞，并在接受基因转移后移
植回人体以治疗疾病，例如应用体外基因修饰的TIL、
瘤苗、成纤维细胞等体内回输或接种的方法治疗肿
瘤[31-34]. 我们选择逆转录病毒介导的体外基因转移方法
进行基因治疗的研究，要求基因转移的靶细胞既要容
易获得，又要容易回输到人体，因此，我们采用PBMCs
作为基因转移的靶细胞. 由于目前所常用的基因转移方
法[35-41] (包括逆转录病毒载体-包装细胞转移系统)效率
均不高，获得大量的靶细胞是重要的先决条件，因此，
要求该细胞易于体外培养，而且具有一定的分裂和增
生能力. 此外，逆转录病毒载体对处于活跃分裂状态
的细胞感染率和基因转移率较高，而对未分化的分裂
不十分活跃的细胞感染率和基因转移率较低，因此，基
因治疗中应尽量选择处于活跃分裂状态的细胞作为靶
细胞.PBMCs 具备上述的各项条件，目前是一种较理
想的基因治疗靶细胞[42-44]. 虽然有研究表明，TIL抗肿
瘤的活性是PBMCs的 50-100 倍，而且具有良好的肿
瘤病灶趋向性和浸润性[45-49]，但由于其不易分离和培
养，在某些肿瘤如肝癌中TIL数量极少，无法满足基因
治疗中反复操作的要求，因而其应用受到很大的限制.
        我们将正常人PBMCs分离并用PHA和 IL-2进行
体外刺激培养，用携带分泌型抗肝癌单链单链免疫毒
素基因的重组逆转录病毒感染,使其表达并分泌针对人
肝癌细胞的sFv-TNF-α融合蛋白, 采用PCR,RT-PCR
方法，对转导的PBMCs进行DNA和mRNA水平的分
析，证实外源目的基因在PBMCs中整合并表达.将转导
的PBMCs与 SMMC-7721共培养，由于Millicell 底部
为孔径 0.4 µm 的滤膜，细胞不能通过该滤膜，而其
分泌物可以相互透过[29 ]，因此，用 MTT 法可检测
PBMCs/PST表达产物对肝癌细胞的杀伤作用，结果表
明，分泌型抗肝癌单链单链免疫毒素对体外培养的肝
癌细胞系 SMMC-7721 具有杀伤作用. 本实验结果表
明，转导的人PBMCs可以表达并分泌特异性的抗肝癌
sFv-TNF- α融合蛋白，并且对体外培养的肝癌细胞
系SMMC-7721具有杀伤活性. 因此，采用人PBMCs作

为靶向细胞因子的表达细胞进行肝癌基因治疗是可行的.
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Abstract
AIM:To explore the cytotoxic effects of humanized scFv25

and the fusion to mutant TNFα on HCC xenografts in nude
mice.

METHODS: The mice with HCC xenografts were injected
the purified recombinant immunotoxin through tail vain and
executed after two weeks. The bulk and weight of tumor
were observed. Expression of TNFa was detected by immu-
nohistochemical staining in the tumor tissues.

RESULTS:The tumor regression trials of hscFv25-mTNFα
showed 5/5 effective, with 2/5 completely remission and 3/5
partly remission. The therapeutic result of hscFv25-mTNFα
was better than that of mutant TNFα (Xh2=6.62, P <0.05).
The HCC tissue treated by hscFv25-mTNFα expressed TNFα,
and the positive granules were mainly existed in cytoplasm.

CONCLUSION:Recombinant immunotoxin the hscFV25-
mTNFα can regress the growth of HCC with a great potential.

Zhang J,Liu YF,Yang SJ, Qiao Q, Zhang SZ, Cheng H. Targeting thera-
peutic of humanized scFv25 and the fusion to mutant TNFα against hepato-
cellular carcinoma: a preliminary study. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;
11(3):285-288

摘要
目的:用人源化抗人肝癌单链抗体(hscFv25)融合人突变型

TNFα构建重组免疫毒素，对荷肝癌(SMMC-7721)裸鼠
进行体内杀伤活性实验.

方法:用纯化的hscFv25-mTNFα重组免疫毒素经尾静脉注
射治疗荷肝癌裸鼠，2 wk 后处死裸鼠，观察肿瘤的体

积、质量，并对瘤组织进行TNFα的免疫组化染色.

结果:hscFv25-mTNFa治疗组对荷肝癌裸鼠的有效率为5/5,

其中 2/5 为完全缓解，3/5 为部分缓解，与mTNFa 对照

组相比，有显著差异(Xh2=6.62, P <0.05)，疗效明显高于

对照组，治疗组裸鼠的肝、肺等组织中未见转移性病灶，

经hscFv25-mTNFα治疗后的瘤组织，TNFα呈弥漫性阳
性反应，主要存在于瘤组织的胞质中.

结论:hscFv25-mTNFa对荷肝癌裸鼠具有一定的抑瘤作用，

为HCC治疗打下基础.

张静,刘彦仿,杨守京,乔庆,张素珍,程虹. 人源化抗肝癌单链抗体融合突变型

TNFα的导向作用. 世界华人消化杂志  2003;11(3):285-288
http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/285.htm

0   引言

肝细胞肝癌(hepatocellular carcinoma，HCC)是严重危
害人类健康的恶性肿瘤之一[1-5]，其诊断和治疗一直是
亟待解决的重点课题之一[6-10]. 1980年代首次开始了基
因工程抗体的新技术，单链抗体是由完整的抗体可变
区轻链(VL)和可变区重链(VH)组成，中间有一条肽链
相连[11,12]，目前已在当今肿瘤性疾病中显示了广泛的
应用前景[13-15]. 我室与军事医学科学院合作，成功构建
了人源化抗肝癌单链抗体(hscFv25)[16]，在此基础上,我
们将之与人突变型肿瘤坏死因子(mTNFα)连接,在对其
进行诱导表达、鉴定和纯化后,对荷肝癌(SMMC-7721)
裸鼠进行了体内杀伤活性的研究.

1   材料和方法

1.1材料  人肝癌细胞株SMMC-7721为本室保存,RPMI1640
常规传代培养；RPMI1640购自Gibco公司；EnVisionTM

System 及DAB 显色剂购自Dako 公司；突变型TNFα
(mTNFα)蛋白冻干粉由本校生物技术中心提供；鼠抗
人TNFα单克隆抗体购自Stanta Cruz 公司；超级小牛
血清购自杭州四季青生物工程材料研究所.裸鼠Balb/c-
nu15 只，分别购自本校动物实验中心及上海细胞所，
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并一直在本校动物实验中心无特殊病原菌(SPF三级动
物饲养条件)实验室进行饲养及实验研究. 消化对数生长
期的SMMC-7721细胞，无血清RPMI 1 640培养液洗
涤 2 次，倒置显微镜下计算活细胞数，调整细胞数
后，将细胞重悬于PBS 中，在无菌条件下，对15 只
体质量为17-24 g 的裸鼠，在右侧背部按2×106/ 只，
进行接种，定期观察肿瘤生长情况.
1.2 方法  scFv25-mTNFα 的导向作用. 荷癌裸鼠15只，
肿瘤直径约 2.0 mm,随机分 3 组，每组 5只，第 1组
为阴性对照组，给予PBS；第 2组为阳性对照组，给
予mTNFα ;第3组为实验组,给予hscFv25-mTNFα . 给药
方式为尾静脉注射,实验组给药剂量为80 µL(2g/L)/ 只，
相当于mTNFa 6 µg/ 只，阳性对照组给予mTNFa的剂
量为12 µg/ 只，1次 /d.1 wk 为 1 疗程，2 wk 后处死
各组荷癌裸鼠,取出瘤组织称重、测量体积后,用 40 g/L
中性甲醛进行固定，制备石蜡切片备用,并进行常规
HE染色.对各组肿瘤组织用鼠抗人TNFα 单克隆抗体进
行免疫组化染色. 石蜡切片常规脱蜡至水,用 800 mL/L
甲醇H2O2(甲醇 4 mL +三蒸水 1mL + H2O2 50 mL)阻断
内源性过氧化物酶，RT 40 min；PBS 振洗 5 min×2
次；加入鼠抗人 TNFα 单克隆抗体，4 ℃过夜，次
日 37 ℃孵育 30 min，PBS 振洗 5min×3次；滴加
EnVisionTM孵育 1 h，PBS振洗 5 min×3次；DAB-H2O2
显色 5-10 min；蒸馏水漂洗，脱水透明，DPX封固.
实验中设立无关抗出血热病毒 IB3 抗体对照、不加抗
体的阴性对照.
        统计学处理  采用Xh2检验，P <0.05为显著差异，
P <0.01 为非常显著，P >0.05 为无差异.

2   结果

体质量16-24 g 的裸鼠 15只,分别在其右侧背部接种

2×106 SMMC-7721细胞(PBS悬浮)，7 d即可见到15只
裸鼠都有肿瘤生长，从10 d开始给药.

2.1 hscFv25-mTNF-α的导向治疗  各组荷肝癌裸鼠经抗
肝癌重组免疫毒素治疗14 d后的裸鼠情况及肿瘤组织

见图1,2,各实验组荷肝癌裸鼠肿瘤体积、肿瘤质量及治

疗结果见表1. hscFv25-mTNFα治疗组的有效率为5/5,其
中为2/5完全缓解，3/5为部分缓解. mTNFα对照组的
有效率为 5/5，均为部分缓解，其肿瘤质量抑制率与

hscFv25-mTNFα治疗组相比，有显著差异(Xh2=6.62,
P <0.05)，疗效明显低于治疗组. 对实验组肝、肺等

组织进行连续切片、染色，都没有见到转移性病灶，完

全缓解的荷肝癌裸鼠皮下组织经连续切片、染色证实

未见残留的肿瘤细胞,部分缓解的荷肝癌裸鼠的肿瘤组

织，经HE染色后,可见瘤组织中存在大量坏死区(图3).

2.2 瘤组织的免疫组织化学染色  以鼠抗人TNFα单克
隆抗体为一抗，对瘤组织进行免疫组化染色，结果可

见经hscFv25-mTNFα治疗后的瘤组织呈弥漫性阳性反
应，阳性颗粒为棕黄色，主要存在于瘤细胞的胞质

中(图4). 无关抗出血热IB3抗体为阴性反应,未给予TNFα
治疗的PBS对照组的瘤组织为阴性或弱阳性反应.

A:PBS组;B:mTNFα组;C:hscFv25-mTNFα组.
图1 hscFv25-mTNFα治疗2 wk后的荷肝癌裸鼠.

A:PBS组;B:mTNFα组;C:hscFv25-mTNFα组.
图2 hscFv25-mTNFa治疗2wk后的荷肝癌裸鼠肿瘤组织.

A

B

C

A

B

C
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图3  hscFv25-mTNF α治疗组PR裸鼠肿瘤组织中的大片坏死区(HE×200倍)

图4 hscFv25-mTNFα治疗组残存组织TNFα呈弥漫性胞质阳性(EnVision
×200倍)

3   讨论

近20 a来，抗体已通过了多克隆抗体→单克隆抗体→
基因工程抗体三个阶段的发展，其中基因工程抗体因
其显著的优点，已成为众多学者关注的热点，目前抗
肿瘤的单链抗体已有进入I期临床的报道[17,18]，scFv具
有分子量小、特异性强、亲合力较高等优点[19-22]，在

其基因 3’端接上毒素、酶、细胞因子等，构成重
组免疫毒素，就可以作为良好的导弹，对肿瘤细胞
发挥杀伤作用[22-25]. HAb25是我室自行建立的抗人肝癌
单克隆抗体，在此基础上构建的抗肝癌单链抗体
hscFv25 经实验证明，也具有较好的导向作用[26]，因
此我们将其与高效、低毒性的mTNFα 融合，构建了
hscFv25-mTNFα 原核表达载体PGEX4T-1/hscFv25-
mTNFα，通过转化大肠杆菌JM109 后，通过 IPTG诱
导进行了目的蛋白的初步表达[27]，表达的蛋白产物经
体外分离、变性、复性及纯化后，采用 SDS 聚丙烯
酰胺凝胶电泳、Western blot 进行分析、鉴定证实后，
对荷肝癌裸鼠进行体内杀伤活性实验.
         TNFα是由单核/巨噬细胞分泌的一种蛋白质，对
大多数肿瘤细胞具有特异性的细胞毒作用，但对正常
细胞和某些肿瘤细胞却没有影响，其抗肿瘤作用比较
复杂，普遍认为可能与以下几种机制有关[28-31]:直接杀
伤肿瘤细胞；刺激产生肿瘤特异性的细胞毒抗体；阻
断肿瘤血液供应；促进肿瘤细胞凋亡.尽管TNFα是迄
今为止所发现的直接杀伤肿瘤作用最强的一种生物活
性物质，但毒副作用十分严重，事实上,TNFα的氨基酸
序列和恶液质素完全一样,恶液质素可以抑制脂蛋白脂
肪酶的活性,引起全身衰竭,在临床上出现发热、寒战、
恶心、呕吐，严重者甚至出现全身消瘦,导致各脏器衰
竭而死亡，TNFα全身治疗的效果极不理想,目前TNFα
在临床治疗中仅为局部使用[32].  文献研究通过采用定点
突变或聚合物改造TNF分子可以降低其活性[33,34],例如(J
Biol Response Mod, 1988;7:587-589)分别在TNFα的N端
增加三个氨基酸、在TNFa的第四个外显子编码序列的
N端增加三个氨基酸，研制出新型具有更强、更广泛的
抗癌活性,且毒性反应也大大降低的TNF-S.(Int J Cancer,
1991;48:744-748)将 TNFα去掉7个N端氨基酸同时将

表1  hscFv25-mTNFα对荷肝癌(SMMC-7721)裸鼠的导向治疗

处理 瘤体积(mm×mm) 瘤质量(mg) 瘤体积抑制率(%) 瘤质量抑制率(%) 疗效

PBS   1 9×5   119 0 0   NR

  2 7×7     87 0 0   NR

  3 9×4     51 0 0   NR

  4 5×3     26 0 0   NR

  5 5×4     30 0 0   NR

hscFv25   1                   0.8×0.5       2           99.2           96.8   PR

-mTNFα 2 2×3     10           81.8           84.0   PR

  3 2×3     15           81.8           76.0   PR

  4   0       0           100            100   CR

  5   0       0           100            100   CR

mTNFα   1 2×2     11           87.9           82.4   PR

  2 3×3     22           72.7           64.9   PR

  3 2×4     15           75.8           76.0   PR

  4 2×3     10           81.8           84.0   PR

  5 2×3     10           81.8           84.0   PR



Pro8Ser9Asp10 改为ArgLysArg，形成TNFα突变体，体
外抗肿瘤活性可提高7倍，且与TNFR的亲和力提高，
毒性比天然TNFα降低18倍,而(Zhonghua Weishengwu
Mianyixue Zazhi, 1996;16:254-258)在此基础上，又同时
将C端第157位 Leu由 Phe 替代，与天然野生型TNFα
相比，细胞毒活性提高约两个数量级，从而显示了潜
在的临床应用价值. 在本实验中，我们选用的TNFα突
变体即为此种.
        通过实验，我们认为hscFv25-mTNFα具有较好的导
向杀伤作用，疗效明显高于对照组，相比实验组的m/
hscFv25-mTNFα的用量(6 µg/ 只)，对照组mTNFα的用
量达到12 µg/ 只，这提示在 scFv25 的导向下，mTNFα
很可能会更有效地集中在肿瘤组织的局部，从而发挥杀
瘤作用. 同时对瘤组织进行用鼠抗TNFα单克隆抗体免疫
组化染色，结果显示:瘤细胞中有弥漫性、强弱不等的
TNFα分布，说明scFv25-mTNFα在瘤组织内具有较好
的分布率，说明hscFv25-mTNFα是有一定潜能的抗肝癌
基因工程抗体，为今后的工作打下了基础.
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Abstract
AIM:To explore the construction of the fusion gene of
recombinant ND-1scFv against human colorectal carcinoma
and yeast cytosine deaminase and the expression of the
fusion protein in E.coli.

METHODS:Yeast cytosine deaminase gene was fused with
the 3’terminus of gene of ND-1scFv against human colorectal
carcinoma by a 18 bp linker with sequences encoding
GSGGSG.To construct ND-1scFv-CD gene,plasmid pET 28 a
(+)-ND-1scFv-CD was transformed into E. coli BL-21, and
induced by IPTG to express the ND-1scFv-CD fusion protein.
The expressed product was purified by affinity chromatography
using NI-NTA resin, and its immunity was analyzed by ELISA.
The cytotoxic activity of the ADEPT system containing ND-1
scFv-CD/5FC against human colon carcinoma cell line was
evaluated by MTT assay.

RESULTS:Sequencing results showed that the ND-1scFv-
CD gene consisted of 1 269 bp,including ND-1scFv 732 bp
and CD 477 bp. SDS-PAGE analysis showed that the expected
molecular weight of fusion protein was 47 Kd.  Optical density
scanning showed that fusion protein expressed in E. coli
accounted to 27 % of the total bacterial proteins. ELISA
analysis revealed that ND-1scFv-CD reserved similar immunity of
ND-1scFv. MTT assay showed scFv-CD/5FC was cytotoxic
to  human colorectal carcinoma cells.

CONCLUSION:ND-1scFv-CD gene against human colorectal
carcinoma was constructed and expressed successfully in
E. coli. The fusion protein exhibited good immunity and

enzymatic activity.

Fang J, Song JD. Construction and expression of fusion gene of single
chain Fv against human colorectal carcinoma.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2003;11(3):289-293

摘要
目的:构建抗人大肠癌重组单链抗体ND-1scFv与酵母胞嘧

啶脱氨酶CD的融合基因，并在大肠杆菌中表达.

方法:采用基因重组技术借助GSGGSG Linker序列将酵母

胞嘧啶脱氨酶基因融合于ND-1scFv基因的3＇端，构建

pET-28a（+）ND-1scFv-CD载体，转化E.coli BL21，

经IPTG诱导，表达二者的融合蛋白. 表达产物用Ni-NTA

resin 亲和层析方法纯化，并采用ELISA 检测其免疫活

性，MTT法测定由ND-1scFv-CD/5FC构成的ADEPT系

统对大肠癌细胞的体外杀伤作用.

结果:序列测定表明：ND-1scFv-CD基因全长1 269 bp，

包含了732 bp的scFv基因和477 bp的CD基因.SDS-PAGE

检测显示，融合蛋白相对分子质量 47 KDa，与预测值

一致. 光密度扫描结果表明，重组蛋白占菌体蛋白总量的

27 %，ELISA检测证实，ND-1scFv-CD保留了与ND-1scFv

相近的免疫活性.MTT实验检测结果显示，由scFv-CD/5FC

构成的ADEPT体系对大肠癌细胞具靶向杀伤作用.

结论:成功地构建了抗人大肠癌单链抗体ND-1scFv与酵母

胞嘧啶脱氨酶CD的融合蛋白，并在大肠杆菌中高效表达.

融合蛋白具有良好的免疫活性和一定的酶活性.

方瑾,宋今丹. 抗人大肠癌单链抗体—胞嘧啶脱氨酶融合基因的构建及表达. 世

界华人消化杂志 2003;11(3):289-293

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/289.htm

0   引言

对肿瘤细胞实施特异性的杀伤作用一直是肿瘤导向治
疗的关键所在. 抗体介导的酶解前药疗法(antibody di-
rected enzyme prodrug therapy，ADEPT)是近年发展起
来的颇具应用前景的肿瘤导向治疗新途径[1-13]，他以
巧妙的设计克服了以往单抗作为药物载体的许多缺陷，
日益受到广泛关注，并已有效应用于临床. 其基本思想
是将单克隆抗体与一种活化酶交联，制备抗体-酶偶联
物，借助抗体识别瘤细胞表面抗原的特性，把酶带到
靶部位，某些无抗癌活性或低活性的前体药在酶的催
化下可转化为细胞毒性药物，实现抗癌药物在靶部位
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的特异性释放，提高疗效.
        ND-1是本室以人大肠癌细胞系CCL-187为免疫
源制备的鼠抗人大肠癌单克隆抗体，体内外一系列实
验显示，该单抗特异性强，亲和力高，并优于目前广泛
采用的美国商业产品抗CEA 单抗. 以该单抗构建的基因
工程抗体ND-1scFv亦显示了良好的体内外特异结合活
性. 本研究在此基础上，将ND-1单链抗体基因与酵母胞
嘧啶脱氨酶(cytosine deaminase，CD)基因融合，在大肠杆
菌中成功地表达了单链抗体与酶的融合蛋白，并考察了
其与5-氟尿嘧啶(5-FU)的前体药5-氟胞嘧啶(5-FC)构成
的ADEPT系统对大肠癌细胞的体外杀伤作用.

1   材料和方法

1.1材料  CCL-187人大肠癌细胞株由美国哈佛大学医
学院肿瘤所惠赠，HeLa人宫颈癌上皮细胞株为本室保
存. pET-28a(+)-ND-1scFv表达载体及pMD18-T-CD由
本室构建. T4 DNA连接酶为Pharmacia公司产品.Pyrobest
DNA 聚合酶、Hind Ⅲ、EcoR Ⅰ、Sal Ⅰ限制性内切
酶、IPTG、卡那霉素、DNA片段回收试剂盒为宝生物
工程有限公司产品. Ni-NTA亲和层析填料为Qiagen公
司产品. FITC荧光标记羊抗鼠抗体、5-氟胞嘧啶(5FC)
为 Sigma 公司产品，辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠抗
体为北京中山生物技术有限公司产品. 抗His-Tag单抗
为 Invitrogen公司产品. MTT购自Fluka公司. 引物C1、
C2由大连宝生物工程有限公司合成.其余试剂均为分析
纯或分子生物学纯级.
1.2 方法

1.2.1 ND-1scFv-CD载体的构建  引物设计:根据CD序
列设计5’和3’引物，使其包含有能够与ND-1scFv
基因连接的Linker序列GSGGSG，同时引入酶切位点.
具体序列如下:
           引物C1:5’AGCAAGCTTACAGCGTGCTGCGTGCTCTACTCAC 3’

        Hind  Ⅲ

           引物C2:5’TATGTCGACGGTAGCGGCGGTTCTGGTATGGTGACAGGGGGA 3’

      Sal Ⅰ   Linker

        引物C1为酵母CD带有HindⅢ位点的3’引物，

引物C2为酵母CD的5’引物，带有SalⅠ位点和编码

6个氨基酸GSGGSG的 Linker序列.

       载体构建:以质粒pMD18-T-CD为模板，以引物C1、

C2进行PCR，扩增出5’端带有SalⅠ和Linker序列，

3’端带有HindⅢ位点的CD片段，产物经1.5 %琼脂

糖电泳，DNA片段回收试剂盒回收纯化后，用SalⅠ /

HindⅢ双酶切，与相同酶切的pET-28a(+)-ND-1 scfv

载体于 16 ℃连接过夜，转化宿主菌BL21，分别用

EcoRⅠ / HindⅢ、EcoRⅠ /SalⅠ和 SalⅠ / HindⅢ酶

切鉴定插入片段并测序.

1.2.2  ND-1scFv-CD基因序列测定  采用 Sanger 双脱

氧末端终止法用ABI PRJSMTM377 DNA测序仪进行

DNA序列测定，确定CD 5’与ND-1scFv 3’连接处及

CD再次PCR后序列的正确性.每个基因测三个独立克
隆.
1.2.3  ND-1scFv-CD融合基因的诱导表达  挑取鉴定
正确的阳性克隆接种于2 ml LB(含 50 µg/ml 卡那霉素)
液体培养基中，37 ℃振荡培养过夜，并以 1 %接种
量转种到100 ml相同 LB培养基中，37 ℃振荡培养至
OD600 为 0.6左右，加入 IPTG至终浓度1 mmol/L，继
续培养3 h，获得诱导培养物，表达产物以SDS-PAGE
鉴定，并用凝胶灰度扫描测定蛋白表达量.
1.2.4 包涵体蛋白的变性、复性及纯化  将诱导的菌体
用裂解缓冲液冰上裂解 30 min，并于冰浴上超声破
碎，4 ℃，10 000 g 离心 20 min 得到包涵体. 将包涵
体重悬于原培养物 0.1 倍体积的变性液中(0.1 mol/L
NaH2PO4，0.01 mol/L Tris，6 mol/L 盐酸胍， pH8.0)，
待包涵体全部溶解后，20 000 g 离心 20 min，取上清
加至Ni-NTA resin亲和层析柱中，按顺序分别用10倍
柱体积的6 mol/L盐酸胍(pH8.0)→8mol/L 尿素(pH8.0)→
8 mol/L 尿素(pH 6.5)→ 8mol/L 尿素(pH 4.2)洗脱镍柱，
收集8 mol/L 尿素(pH 4.2)流出液.用变性液调整蛋白浓
度至100 µg/ml，加入4倍体积复性液(20 mmol/L Tris，
0.25 mol/L NaCl，0.5 % NP-40， 0.4 mmol/L PMSF ，
2 mmol/L 还原型谷胱甘肽，0.2 mmol/L 氧化型谷胱甘
肽，100mmol/L EDTA)4 ℃ 复性 24 h，然后将复性样
品转移至截留分子量为8-10 kDa的透析袋中用透析液
(20 mmol/L Tris，500 mmol/L NaCl，5 %蔗糖)透析48 h，
超滤浓缩样品至适当体积， -20 ℃分装保存.
1.2.5 ELISA检测ND-1scFv-CD免疫活性  取处于对数
生长期的人大肠癌细胞CCL-187和人宫颈癌上皮细胞
HeLa，以5× 104接种于 96孔培养板中，100 µL/ 孔，
于37 ℃培养24 h，分别以ND-1scFv和ND-1scFv-CD
作为一抗，抗His6 mAb作为二抗，HRP-羊抗鼠 IgG
作为三抗 ，于37 ℃分别孵育2 h，以底物TMB显色，
终止反应后，用酶标仪于波长450 nm测定光吸收(A)值.
1.2.6 MTT法检测ND-1scFv-CD/5FC系统的细胞杀

伤活性  取对数生长期人大肠癌细胞CCL-187，人宫
颈癌上皮细胞HeLa，将密度为3×105/ml的细胞悬液
接种于96孔培养板100 µl/ 孔，37 ℃培养24 h后，加
入ND-1scFv-CD融合蛋白(10 µg/ml)，37 ℃培养2 h，
弃去培养液，用PBS涮洗3次，加入新鲜培养液100 µl/
孔，同时加入5FC 10 µl(4 mmol/L，该浓度下5FC对
CCL-187细胞无杀伤作用)，37 ℃培养48 h后，每孔
加入10 µl MTT(5mg/ml)，37 ℃孵育4 h，吸去上清，
每孔加入100 µl DMSO，振荡 2 min，在酶标仪上测
定A540nm，同时用PBS 作空白对照，5FC作阴性对照.

2   结果

2.1 ND-1scFv-CD融合基因表达载体的构建和序列测

定  将克隆至pMD18-T Vector 中具有正确序列的CD基
因经过再次PCR，引入酶切位点及Linker序列，将该
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序列与载有ND-1scFv基因的PET-28a(+)-ND-1scFv同
时进行Sal Ⅰ /Hind Ⅲ双酶切，连接后，ND-1scFv 与
CD通过一柔性Linker拼接为ND-1scFv-CD基因，连接
体转化E.coli BL21，随机挑取菌落，提取质粒以酶
切鉴定. 1 %琼脂糖电泳显示，经Sal Ⅰ /HindⅢ双酶
切，在500 bp左右呈现一明显条带，提示CD片段被克
隆入pET-28a(+)-ND-1scFv载体，且插入方向正确. 同
时经EcoRⅠ /Sal Ⅰ和EcoRⅠ / HindⅢ酶切，分别在
750 bp和1 200 bp处呈现一单一条带，表明ND-1scFv-
CD基因已构建到pET-28a(+)载体，且ND-1scFv和CD
连接方向及顺序正确(图 1 ) .  序列测定表明，ND-
1scFv-CD 基因全长1 269 bp，scFv 基因在上游，片
段长度732 bp，CD 基因在下游，片段长度 477 bp，
中间为18个bp的柔性序列，两侧为HindⅢ和EcoRⅠ
位点.

M:DNA Marker;1:ND-1scFv-CD/EcoRⅠ和HindⅢ;2:ND-1scFv/
EcoRⅠ和SalⅠ; 3:ND-1scFv-CD/SalⅠ和HindⅢ
图1  质粒pET-28a(+)ND-1scFv-CD的双酶切结果.

2.2 ND-1scFv-CD基因的表达  将构建正确的表达质粒
pET-28a(+)-ND-1scFv-CD转化宿住菌BL21，以1 mmol/L
IPTG诱导表达，SDS-PAGE检测显示，经诱导的菌体
裂解物在Marker 43KD附近有一新的条带，且呈高表
达. pET-28a(+)载体在外源基因插入部位的上游有一编
码His-Tag小肽的基因，因而，在 IPTG诱导下表达的
是ND-1scFv-CD蛋白与His-Tag及其上游序列的融合
蛋白，相对分子量47 KD(ND-1scFv 26KD，His-tag
+ 上游序列4 KD，CD 17 KD)，电泳结果所示与该融
合蛋白的理论推算值相符(图2). 凝胶灰度扫描结果显示
表达量占菌体总蛋白量的27 %.

M:蛋白Marker；1:诱导前菌体蛋白；2:诱导后ND-1scFv-CD蛋白表
达；3:纯化后的ND-1scFv-CD蛋白
图2  ND-1scFv-CD蛋白表达的SDS-PAGE分析.

2.3 表达产物的变性、纯化和复性  SDS-PAGE检测显
示，经IPTG诱导后的菌体裂解物上清中未见可溶性蛋
白条带，故推断ND-1scFv-CD蛋白主要以包涵体形式
存在. 通过盐酸胍变性处理使包涵体溶解，借助能与His
序列特异结合的Ni-NTA亲和层析柱对变性的包涵体蛋
白进行纯化，获得了高纯度的ND-1scFv-CD(图 2) .
2.4 ND-1scFv-CD免疫活性  ELISA定量检测显示，
ND-1scFv与CD重组而表达的融合蛋白仍具有与靶细
胞的结合活性，其免疫活性未见明显下降.

表1  酶联免疫黏附法测定 ND-1scFv-CD 免疫活性

         A450nm ( sx ± )
Sample

CCL-187 HeLa

ND-1scFv 0.95± 0.16 0.19± 0.03

ND-1scFv-CD 0.74± 0.15 0.17± 0.03

PBS 0.14± 0.03 0.13± 0.01

2.5 ND-1scFv-CD/5FC介导的体外细胞毒作用  将
ND-1scFvCD融合蛋白与细胞孵育2 h后，加入CD的
前体药5FC，同时以单独加入5FC作为对照，测定对细
胞的杀伤活性. 表 2结果显示，在4 mmol/L 使用浓度
下，单独加入5FC对CCL-187及HeLa细胞均无明显杀
伤作用，而预先与ND-1scFv-CD融合蛋白作用后，5FC
表现出对细胞的杀伤活性，且对表达有ND-1相应抗原
的CCL-187的杀伤活性明显优于非靶向的HeLa细胞.
提示 scFv-CD融合蛋白具有一定的酶活性，可将5FC
转化为5FU而杀伤细胞，并具明显靶向作用.

表2  ND-1scFv-CD/5FC 系统对细胞的杀伤作用(%)

Inhibition rate ( sx ± )
Sampl e

CCL-187 HeLa

ND-1scFv-CD+5FC          24.5± 2.78 4.5± 0.31

5FC          _ 1.5± 0.05

3   讨论

将抗体与其他效应分子结合构建具有导向性的双功能

分子是目前抗体应用研究的热点[14,15]，抗体基因与酶

基因融合表达融合蛋白是ADEPT策略的一个新思路，

其优势不仅在于可对抗体及具有催化功能的部分进行

改造，改变体内动力学性质，还在于可获得高效均一

的产物，避免了常规化学偶联方法导致的产物异质性

的问题[16]. 本实验首次将抗人大肠癌单克隆抗体ND-1

的单链抗体基因与酵母胞嘧啶脱氨酶基因融合，构建

了高效表达的pET-28a(+)-ND-1scFv-CD融合蛋白表达

载体，在大肠杆菌中的表达量高达27 %，经纯化后纯

度达87 %，而且整个体系具有操作简单，重复性好的

特点，不仅可有效克服抗体-酶直接偶联带来的产物异

质性等弊病，提高产物的特异性，并可为相应药物制

M   1    2   3

2 000 bp
1 000 bp

750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

scFv-CD
scFv
CD

M     1       2      3Mr ×103

94
67

43

30

20.1
14.4



剂的规范化和产业化提供可能，同时也为其他双功能
效应分子的构建提供了简洁、高效的方法.
       活化酶在肿瘤组织的选择性积聚是ADEPT策略成
功的关键因素之一. 人体组织中广泛存在的酶通常缺乏
特异性，会引起肿瘤外组织的毒副作用，而胞嘧啶脱氨
酶在哺乳动物组织中不存在，他来源于细菌和真菌，是
嘧啶合成补救代谢途径的关键酶，可将5FC水解为抗癌
药5-FU，将其用于ADEPT可避免药物在其他组织的激
活[17-21]. 人们最初是将细菌CD用于ADEPT系统，但在
随后的体内实验中发现，哺乳动物肠道系统存在有相同
细菌，可将5FC转化为5FU，这样在治疗中就难以保证
产生足够的5FU而对正常细胞无损，因而，1997年Erbs
et al [22,23]首次从啤酒酵母中克隆出CD基因，随后在真
核系统中获得表达，并广泛用于基因介导的酶解前药疗
法GDEPT[24,25]，相关实验同时证实了酵母胞嘧啶脱氨酶
在该系统中优于细菌胞嘧啶脱氨酶的体内抑瘤作用[26-28].
本实验首次将克隆的酵母基因与单链抗体基因融合用于
ADEPT系统. 免疫活性检测显示，ND-1scFv-CD融合蛋
白保持了良好的免疫活性，同时CD组成的ADEPT系统
对表达有相应抗原的CCL-187产生了一定的杀伤作用，
而且这种杀伤作用具有明显的靶向专一性.
       ADEPT系统的有效性在于高特异性地激活前体药，
使其定向释放以杀伤靶细胞. 本实验中ND-1scFv与CD
基因融合后，其表达蛋白仍保留了与原scFv 相似的免
疫活性，与5FC构成的ADEPT系统亦表现出对表达相
应抗原细胞的靶向杀伤作用，同时在光镜下也可观察到
被作用细胞呈现的细胞凋亡特征[29]，与 5FU游离药物
的作用相似，这说明该融合蛋白具有酶活性，可使5FC
转化为5FU，从而杀伤细胞，但其作用强度尚不如5FU
游离药物，只有24.5 %，提示ND-1scFv-CD中的CD
部分未获得最佳的酶活性. 有研究指出，scFv与效应分
子连接后产生的空间位阻有可能影响分子活性，已有报
道通过加长二者之间Linker序列的长度而优化蛋白结构
域的有效形成[30]. 本实验在两效应分子间采用了广为接受
的由6个氨基酸组成的Linker，是否可通过加长该序列而
获得更为理想的双功能效应分子将有待进一步探讨.
        本实验通过基因工程技术成功地构建了抗人大肠癌
单链抗体与胞嘧啶脱氨酶的融合基因，并在大肠杆菌中
进行了高效表达，融合蛋白的抗体部分显示了良好的免
疫活性，所连接的酶结构也表现出初步的功能，为该体
系最终的实际应用奠定了基础，经进一步提高酶活性，
可望成为良好的大肠癌治疗试剂.
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Abstract
AIM:To investigate the effect of expression of interferon-γ
(IFN-γ) in tumor cell and its inhibitory effect on the growth
of tumor cell.

METHODS:pcDNA3-IFN-γ vector containing IFN- γ gene was
constructed and transfected into LOVO, SW620, HCT116BG
and Hela cell lines by lipofectamine, respectively. The ex-
pression of IFN-γ, CEA and HLA-DR in transfected cells were
tested.Both the number of apoptosis of and the proportion
of  cell cycles of tumor cells were measured to investigate
the anti-tumor effect of IFN-γ gene therapy.

RESULTS:LOVO and HCT116BG transfected cell lines had
high expression of CEA, the average level of CEA was signifi-
cantly increased from 26.02±6.76 to 38.85±7.07 µg/l ( P <0.05).
However, there was no detectable increase in the superna-
tants of Hela, SW620 cell lines that naturally expressed little
of CEA. Flow cytometry analysis showed that HLA-DR ex-
pression rate (11.67±7.20) was   significantly higher than
that prior gene transfection (3.91±3.61) (P <0.01), and the
IFN-γ gene transfer effectively induced the apoptosis of tu-
mor cells, the proportion of DNA synthesis phase was de-
ceased gradually after IFN-γ gene transfer, which indicated
that the synthesis of DNA and growth of tumor cells were
repressed.

CONCLUSION:IFN-γ gene therapy enhanced the expres-
sion of  antigens on cell surface  and thus  induced powerful
antitumor immunity. Repressing of synthesis of DNA, in-
ducing the apoptosis of tumor cells and inhibiting the prolif-

eration of tumor cells might be anti-tumor mechanisms of
IFN-γ.

Wu WX,Ding Q, Shen LZ, Hua YB, Xu DH, Liu XY. Effect of expression of
interferon-γ gene   in inhibition of growth of colon cancer cell. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(3):294-297

摘要
目的:通过检测IFN-γ基因转染对大肠癌细胞表面抗原的

表达情况、对细胞的生长抑制、细胞周期的影响情况，

初步探讨IFN-γ基因治疗抗肿瘤作用的机制.

方法:制备含人 IFN-γ基因的真核表达质粒pcDNA-3-

IFN-γ，利用阳离子脂质体将其转染进入人大肠癌细胞

株LOVO、SW62O、HCT116BG 及人宫颈癌细胞株

Hela，检测基因转染后 IFN- γ基因的表达情况，同时

检测基因转染对大肠癌细胞CEA、HLA-DR抗原表达的

诱导作用和细胞凋亡及细胞周期的变化.

结果:基因转染后，原来高表达CEA 的细胞株(LOVO、

HCT116BG)其上清中CEA含量增加明显(从21.25±6.76 µ/l增
加到34.96±7.07 µg/l P <0.05)，而原来低表达甚至不表达
CEA的细胞株(Hela、SW620)其上清CEA含量则无明显增

加 (P  >0.05). 各细胞株表面的HLA-DR的表达量在导

入IFN-γ基因后明显增强(平均表达率从3.91±3.61 % 增
加到11.67±7.20 % P  <0.01). 通过对细胞的凋亡情况和细
胞周期的变化显示:转染IFN-γ基因后促进了LOVO细胞的

凋亡(各时段平均凋亡率对照组与治疗组分别为8.27±5.62 %
与 15.32±11.41% P <0.05)，细胞的S期比例随作用时间
延长而呈逐渐降低趋势，显示了基因转染后DNA的合成

代谢受到抑制.

结论:IFN-γ基因转染后可有效增强大肠癌细胞表面抗原

的表达，诱导机体产生抗肿瘤免疫应答;并可能通过抑制

细胞DNA的合成，促进细胞的凋亡，抑制肿瘤细胞的增

生等机制发挥抗肿瘤作用.
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0   引言

肿瘤细胞靶向的细胞因子基因治疗是肿瘤治疗领域的
研究热点[1-5]. γ-干扰素在肿瘤的治疗中起着独特的作
用[6-8]，将其基因导入肿瘤细胞内使之表达，以提高
患者自身抗肿瘤免疫能力，在当前肿瘤基因治疗中占



有重要的地位[9-11]. 大肠癌是国内外常见的恶性肿瘤，
随着生活水平的提高，其发病率呈逐年上升趋势[12-16].
我们构建了含 IFN-γ基因的真核表达质粒pcDNA3-
IFN-γ，并利用阳离子脂质体Lipofectamine将其转导
进入大肠癌细胞株，通过检测 IFN- γ基因的转染、
表达情况，对细胞表面抗原表达的影响及肿瘤细胞的
凋亡和细胞周期的变化，探讨其抗肿瘤作用的机制.

1   材料和方法

1.1 材料  携带人 IFN-γ基因的质粒pLXSN-IFN-γ，
克隆用质粒pBluescript，腺病毒穿梭质粒pAdE1CMV，
真核表达质粒pcDNA-3由中科院上海生物化学研究所
提供. 人大肠癌细胞株LOVO，SW620，HCT116BG及
人宫颈癌细胞株Hela由上海生化所传代保存，各细胞
株经检测无支原体污染.阳离子脂质体Lipofectamine购
自Gibco公司；人IFN-γELISA试剂盒购自晶美生物
公司； RNA抽提试剂盒(TRIZOL)、cDNA第一条链合
成试剂盒(superscript preamplification system for first strand
cDNA synthesis)、PCR试剂盒及内切酶均购自Sangon
公司；IFN- γ基因引物由上海生工公司合成，序列
为：5’引物:5’-CTGCCAGGAC CCATATGTACA-3’
3’引物:5’-GATGCTCTTCG ACCTCGAAACA-3.
1.2 方法  构建携带人γ-干扰素的真核表达质粒pc-
DNA3-IFN- γ，经酶切鉴定后，大量扩增和纯化，
质粒的制备、扩增、纯化均按《分子克隆实验指南》所
示方法进行. 分别取生长旺盛的 LOVO，SW62O，
HCT116BG细胞接种至6孔板中，每孔2×105个细胞，
37 ℃，50 ml/l CO2 孵育 12 h，至细胞长至80 %融合
时进行转染，利用空白载体pcDNA-3质粒进行对照.
转染方法按照 lipofectamine 操作手册进行.收集基因转
染后24 h 的大肠癌细胞，按试剂盒所示方法用PCR，
RT-PCR对huIFN-γ基因的整合和表达进行鉴定. PCR
反应条件:94 ℃ 1 min，56 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，30个
循环. 利用双抗体夹心ELISA 法测定基因转染后 4，
12，24，48，72，96，120  h 的细胞培养上清中
IFN-γ的活性，测定方法按照ELISA试剂盒说明书进
行. 分别取生长旺盛的LOVO，SW62O，HCT116BG，
Hela细胞接种至6孔板中，每孔2×105个细胞，37 ℃、
50 ml/l 孵育 12 h，至细胞80 %融合时利用阳离子脂
质体转染 IFN-γ基因，分别收集基因转染后48 h 的
细胞和细胞培养上清，利用相同培养条件下未进行基
因转染的细胞和细胞培养上清作对照，放射免疫法测
定细胞培养上清中CEA含量；流式细胞仪检测细胞表
面HLA-DR的表达情况. 放免测定由复旦大学附属中山
医院核医学科完成；流式细胞仪检测HLA-DR由中科
院上海细胞所流式细胞室完成. 取生长旺盛的LOVO细
胞接种至6孔板中，每孔2×105个细胞，按照上述细
胞培养条件，至细胞80 %成片时利用阳离子脂质体转
染 IFN- γ基因，分别收集基因转染后 24，48，72，

96，120 h 的细胞，利用相同培养条件下未进行基因
转染的细胞作对照，利用流式细胞仪检测细胞凋亡情
况和细胞周期的变化. 流式细胞仪检测细胞凋亡由中科
院上海细胞所流式细胞仪室完成.
        统计学处理  采用配对资料 t检验、方差分析和秩
和检验.

2   结果

pcDNA3- IFN- γ载体的结构示意图如图1所示. 经
HindⅢ和XbaI双酶切后可得到501 bp的 IFN-γ片段
(图2). 基因转染后4 h细胞上清内即可检测到IFN-γ活
性，24 h达到最大值，上清中IFN-γ活性持续6 d仍未
见明显下降(图3). 转染空白质粒载体和单独受lipofectamine
作用的细胞株，其培养上清中均未检测到 IFN- γ活
性.不同的细胞株所分泌的 IFN- γ的量不同，显示了
细胞株之间生物学特性的差异.

    Hind Ⅲ       Xba I

         LTR              CMV           IFN-γ         SV40         NeoR

图1  pcDNA3- IFN-γ载体的结构示意图

M:DNA Marker DL2000;1:未经酶切的质粒pcDNA3- IFN-γ;2，3:经
HindⅢ和XbaI双酶切后的电泳图谱
图2  pcDNA3- IFN-γ载体酶切鉴定图.

图3  基因转染后细胞上清中的 IFN-γ浓度.

2.1 基因转染后细胞CEA的变化  利用放射免疫法测定
细胞上清中CEA的含量，由(图4)可以看出，经基因转
染后，原来高表达CEA的细胞株(LOVO， HCT116BG)其
上清中CEA含量增加明显(P <0.05)，而原来低表达甚
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至不表达CEA的细胞株(Hela，SW620)其上清CEA含
量则无明显增加(P >0.05).

图4 基因转染前后细胞分泌CEA的含量变化.

2.2 基因转染后HLA-DR的表达情况  导入 IFN-γ基
因后，四株细胞HLA-DR平均表达率从3.91±3.61 %
增加到11.67±7.20% (P <0.01).

图5 基因转染前后细胞表面HLA-DR的表达情况.

2.3 IFN-γ基因转染后细胞的凋亡与周期  转染IFN-γ
基因后促进了LOVO细胞的凋亡(图 6).转染基因后5 d
各时段平均凋亡率对照组与治疗组分别为8.27±5.62 %
与 15.32±11.41 % (P <0.05).转染 IFN-γ基因后细胞的
S期比例随作用时间而呈逐渐降低趋势(表1)，显示DNA
的合成代谢受到抑制，从而抑制了肿瘤细胞的增生.

图6  基因转染后Lovo细胞凋亡情况检测.

表1  基因转染对LOVO 细胞周期的影响

    细胞周期比例(%)
作用时间(h)

G0-G1    S G2-M

24 58.74 24.18 17.08

48 61.86 21.88 16.25

72 59.74 18.09 22.16

96 64.44 15.22 20.34

3   讨论

我们将 IFN- γ基因导入大肠癌细胞中，观察和检测
基因的转染、表达及对肿瘤细胞的作用. 结果表明，
IFN-γ基因可以被有效地转染进入大肠癌细胞内并顺
利得到表达，不同的细胞株其分泌的 IFN- γ的量不
同，显示了细胞株之间生物学特性的差异；一次有
效的基因转染可以使细胞持续分泌IFN-γ达1 wk之久
而滴度未见明显下降.
       IFN-γ在肿瘤免疫中起扩大作用[17-26]，是干扰素
家族中唯一能调节MHC-Ⅱ抗原表达的，有研究表明，
人类大肠癌细胞的HLA抗原异常表达与肿瘤细胞DNA含
量有关，HLA-DR异常表达的分化程度愈高，预后愈好.
HLA 抗原的表达率愈高，则肿瘤的转移率愈低[27-29].
MHC-Ⅱ类分子表达与否及其表达水平，直接决定免
疫应答的发生及其强度. IFN-γ通过受体激活细胞内信
号传导途径，作用于HLA基因的转录水平，加速HLA
的转录过程，引起HLA 表达增高[30-35].  本实验中，
IFN-γ基因被导入不同的大肠癌细胞株中，各细胞株
表面HLA-DR的表达量均明显增加，以HCT116BG和
LOVO细胞株增加最为显著. IFN-γ可以增加许多肿瘤
表面抗原的表达，人类CEA抗原为一180KD糖蛋白，
在许多肿瘤中均有表达，构建表达CEA蛋白的瘤苗作
为肿瘤基因治疗的方法之一已屡见报道[36-41]，本实验
中，原先表达CEA抗原的LOVO、HCT116BG细胞株
在导入IFN- γ基因后，细胞所分泌的CEA的量明显
增加. 而原先不表达或低表达CEA抗原的SW620、Hela
细胞株在导入治疗基因后，CEA的表达未见改变.
        我们还发现，经过IFN-γ基因作用后的肿瘤细胞
凋亡明显，在对细胞周期变化的分析中，可以看出经
过基因转染后的肿瘤细胞，其S期呈逐渐减少趋势，表
明肿瘤细胞的DNA合成受到了抑制，从而影响了肿瘤
细胞的分裂和增生. IFN-γ是直接引起细胞凋亡，还
是通过其他的机制(激活其他细胞因子，激活凋亡基因
等)尚有待研究，有报道IFN-γ可直接增加抑癌基因如
IRF-1和 PKB基因的表达而抑制肿瘤的产生[42-45].
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Abstract
AIM:To study cytotoxic effect of TRAIL on colon cancer cell
line SW480.

METHODS:The viability of SW480 cells was measured by
MTT assay and the apoptotic  rate was determined by TUNEL
method.

RESULTS:Results of TUNEL and MTT assay showed that
TRAIL had high antitumor activity in a time- and concentration-
dependent manner. Survival rate of SW480 cells  after TRAIL
(1 000 µg/L) treatment was 18.7 %. The apoptotic rates of
SW480 cells after exposure TRAIL at concentration of  0,50,
150,500,1 500 and 5 000 µg/L were 6.7 %,29.4 %,42.8 %,
50.8 %,84.6 % and 87.4 %, respectively. The apoptotic
rates of SW480 cells after treatment with 500 µg/L TRAIL
for 0,6,12,18,24 and 30 hours were 7.8 %,21.4 %,41.8 %,
60.6 %,73.8 % and 77.3 %, respectively.

CONCLUSION:The results demonstrate that TRAIL can induce
apoptosis and destruction of SW480 cells, and is a potential
new cytotoxic drug in cancer therapy.

Li XA,Fang DC,Yang LQ,Zhang RG,Si PR. Cytotoxicity of TRAIL on colon
cancer cell line SW480. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(3):298-301

摘要
目的: 观察TRAIL对结肠癌细胞株SW480的细胞毒作用.

方法: 采用MTT法检测TRAIL对结肠癌SW480细胞存活

分数的影响；TUNEL法检测TRAIL对结肠癌SW480细

胞凋亡率的影响.

结果:TRAIL能有效地杀伤结肠癌SW480细胞，MTT法

显示1 000 µg/L的TRAIL作用24 h SW480细胞存活分数
仅为18.7 %. TUNEL法均显示0，50，150，500，1 500，

5 000 µg/L TRAIL蛋白诱导结肠癌SW480细胞的凋亡率
分别为6.7 %，29.4 %，42.8 %，50.8 %，84.6 %和87.4 %；

500 µg/L TRAIL蛋白于0，6，12，18，24和30 h诱导
结肠癌SW480细胞的凋亡率分别为7.8 %，21.4 %，41.8 %，

60.6 %，73.8 %和77.3 %. TRAIL对结肠癌SW480细胞的

作用存在较好的量效关系和时效关系.

结论:TRAIL能通过诱导细胞凋亡的方式杀伤SW480细

胞，有可能成为有效的抗结肠癌新药.

李小安,房殿春,杨柳芹,张汝刚,司佩任. TRAIL对结肠癌细胞株SW480的细

胞毒作用. 世界华人消化杂志  2003;11(3):298-301
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0   引言

肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体(TNF-related apoptosis-

inducing ligand， TRAIL)是 TNF家族的新成员，其基

因是Wiley小组于1995年克隆和命名的.与TNF和FasL

不同，TRAIL 仅诱导被病毒感染的细胞、转化细胞和

肿瘤细胞的凋亡，而对正常细胞几乎无杀伤作用[1-4]. 目

前大肠癌的治疗仍以手术切除为首选[5,6]，晚期的疗效

仍不理想，因此探索新的有效的治疗手段已成为大肠

癌研究领域的热点之一[7-13]，TRAIL 独特的生物学特

点给肿瘤治疗带来了新的希望.我们在国内较早地利用

大肠杆菌表达、并成功分离纯化出有活性的可溶性

TRAIL蛋白(氨基酸114-281，带六聚组氨酸尾)[14]. 现进

一步研究TRAIL 对结肠癌细胞株SW480 的细胞毒作

用，希图为TRAIL的临床应用提供实验依据.

1   材料和方法

1.1材料  可溶性TRAIL蛋白(氨基酸114-281，带六聚

组氨酸尾)由本实验室制备；MTT购自上海生物工程技

术公司；TUNEL原位凋亡检测试剂盒购自罗氏公司；

RPMI1640培养基购自Sigma公司；结肠癌细胞株SW480
由本实验室保种. SW480细胞培养于含100 ml/L灭活的
小牛血清、100 KU/L青霉素和链霉素的RPMI1640培养
液中，培养条件为37 ℃ 50ml/L 饱和湿度，每2-3 d
用 2.5 g/L 胰酶消化，以1∶3-1∶5 传代.



1.2 方法

1.2.1 MTT法检测TRAIL对结肠癌SW480细胞存活分

数的影响  TRAIL对SW480细胞存活分数的量效关系按
10、30、100、300、1 000、3 000 µg/L 给予 TRAIL，
同时设对照，18 h后测值[4] ;TRAIL对 SW480细胞存活
分数的时效关系按每孔加TRAIL 1 000 µg/L，取孵育
0、6、12、18、24、30  h 细胞分别测值，每个
时段均设对照.细胞长至对数生长期时，以2.5 g/L 胰
蛋白酶消化细胞，用含50 ml/L小牛血清的RPMI1640
配成单个细胞悬液，按每孔3×103个细胞接种于96孔
板，每孔终体积为200 µL，CO2 孵育箱内培养2-3 d
后加上述各组药物.测值4 h前每孔加5 g/L浓度的MTT
20 µL，孵育后吸去孔内上清，每孔加150 µL DMSO，
振荡10 min，酶联免疫检测仪测A570 值.细胞存活分数
(survival fraction) =实验组A570/对照组A570×100 %.
1.2.2 TUNEL法检测TRAIL对SW480细胞凋亡率的影

响  TRAIL 对 SW480 凋亡率的量效关系按 0、50、
150、500、1 500、5 000 µg/L 的剂量给予 TRAIL，
18 h后测凋亡率；TRAIL对 SW480细胞凋亡率的时效
关系按每孔加TRAIL1 000 µg/L，取孵育 0、6、12、
18、24、30 h 细胞分别测凋亡率. 将无菌的盖玻片置
于6孔板中，每孔1片.取对数生长期细胞以2.5 g/L胰
蛋白酶消化细胞，用100 mL/L小牛血清的RPMI1640配
成单个细胞悬液，稀释成 5× 108/L，取 0.5 ml 滴于
盖玻片上，37 ℃，50 ml/L CO2，饱和湿度下孵育2 h
后，每孔加培养液 2 ml，培养 1 d 后，每孔加入上述
浓度的药物.TUNEL法检测细胞凋亡率按TUNEL试剂
盒说明操作，DAB显色后，高倍镜(400 ×)下随机数
200 个细胞，共数5个视野，记下凋亡细胞数和未凋
亡细胞数. 细胞凋亡率(apoptosis rate)=凋亡细胞数 /(凋
亡细胞数+未凋亡细胞数)× 100 %.

2   结果

2.1 TRAIL对结肠癌SW480细胞存活分数的影响  不同
剂量的TRAIL与结肠癌SW480细胞共同孵育18 h后，
细胞存活分数从10 µg/L的98.8 %下降至3 000 µg/L的
16.0  %，其量效关系曲线近似标准的“S”形，近
似直线部分位于100-1 000 µg/L之间(图 1).1 000 µg/L
的 TRAIL作用于细胞，细胞的存活分数随时间的延长
而减少，从6 h的 65.3 %到 30 h的 16.6 %.1 000 µg/L
的TRAIL作用24 h即达到满意的效果，其存活分数为
18.7 %(图 2).
2.2 TRAIL 对结肠癌 SW480 细胞凋亡率的影响  0，
50，150，500，1 500，5 000 µg/L TRAIL 蛋白诱
导结肠癌SW480细胞的凋亡率分别为6.7 %，29.4 %，
42.8 %，50.8 %，84.6 % 和 87.4 %，显示有较好的
量效关系(图 3).采用 500 µg/L TRAIL蛋白于0，6，12，
18，24和30 h诱导结肠癌SW480细胞的凋亡率分别为
7.8 %，21.4 %，41.8 %，60.6 %，73.8 %和77.3 %，

显示有效好的时效关系(图 4).

图1  TRAIL对结肠癌细胞SW480存活分数的量效关系.

图2  TRAIL对结肠癌SW480细胞存活分数的时效关系.

图3  TRAIL对结肠癌SW480细胞凋亡率的量效关系.

图4  TRAIL对结肠癌SW480细胞凋亡率的时效关系.

3   讨论

与TNF家族的其他成员TNF或 Fas不同，TRAIL能选
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择性地杀死肿瘤细胞，而对正常细胞的影响很小[15-17]，
目前国外认为TRAIL极有可能成为新一代的抗肿瘤药
物. 我们在国内较早地完成了可溶性 TRAIL(氨基酸
114-281，带六聚组氨酸尾)的表达、分离纯化和鉴定
工作[14 ]，在此基础上我们研究了 TRAIL 对结肠癌
SW480细胞的作用.MTT的结果表明，TRAIL对结肠癌
SW480细胞存活分数存在较好的量效关系和时效关系.
不同剂量的TRAIL与结肠癌SW480细胞共同孵育18 h
后，细胞存活分数从10 µg/L的 98.8 %降至3 000 µg/L
的 16.9 %；1 000 µg/L 的 TRAIL 作用于细胞，细胞
的存活分数随时间的延长而减少，从6 h的 65.3 %下
降到30 h的16.6 %.以上结果表明，较小剂量的TRAIL
在很短的时间内对 SW480 细胞有强烈的杀伤作用.
TUNEL法表明TRAIL诱导的SW480细胞凋亡也具有很
好的量效和时效关系，进一步证明了TRAIL对 SW480
细胞的杀伤作用. TUNEL 法是检测凋亡的经典方法，
在本文中，该方法得到的结果与MTT法的结果基本一
致，因此可以认为，TRAIL是通过诱导细胞凋亡的方式
杀伤SW480细胞的[18-23].
         TRAIL 诱导细胞凋亡的机制尚未完全明了. 研究表
明，其主要通过两条途径调控细胞凋亡，亦即caspase
途径[24-27]和 NF-κB 途径[28]. TRAIL 有 5 种受体，即
DR4，DR5，DcR1，DcR2和OPG.TRAIL通过与DR4
和 DR5 结合诱导肿瘤细胞凋亡，但与DcR1、DcR2
和OPG结合并不能诱导细胞凋亡[29]， DcR1和DcR2受
体启动子的高甲基化可下调其在神经母细胞中的表达[30].
尽管本文的结果表明TRAIL 可以诱导 SW480 细胞凋
亡，但TRAIL受体在SW480细胞中的表达如何及TRAIL
通过那条途径诱导细胞凋亡尚需进一步研究.
       尽管最近发现正常人的肝、肾和关节软骨细胞对
TRAIL也很敏感[31-33]，有可能给TRAIL的临床应用带
来障碍. 但最近Ozoren et al [34]发现 caspase-9的抑制剂
Z-LEHD-FMK可以保护正常人的肝细胞，而不影响
TRAIL 对一些肿瘤细胞的杀伤作用. 近年国外关于
TRAIL抗肿瘤方面的文章也几乎成倍增长，TRAIL依
然被认为有可能成为最有效的抗肿瘤药物. 因此，我
们的研究为TRAIL将来应用于结肠癌的治疗提供了实
验基础.
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Abstract
AIM:To explore methylation of hMLH1 and hMSH2 promoter
with microsatellite instability (MSI) in colorectal carcinomas.

METHODS:Methylation of hMLH1 and hMSH2 promoter was
measured with methylation-specific PCR;MSI was analyzed
by PCR-based methods.

RESULTS:No methylation of hMLH1 and hMSH2 promoter
was found in 10 normal colorectal mucosas. Seventy-six
cases of sporadic colorectal carcinoma were studied for
methylation of hMLH1 and hMSH2 promoter and MSI.
Methylation of hMLH1 promoter was detected in 8 (10.5 %)
colorectal carcinomas and none in hMSH2. Frequence of
hMLH1 methylation on right-sided colorectal cancer (23.1 %)
was significantly higher than that on left one (4.0 %, P <0.05).
MSI was detected in at least one locus in 26.3 %( 20/76) of
the tumors analyzed with five microsatellite markers.
Frequence of hMLH1 methylation in gastric cancer with MSI-H
(80.0 %)was significantly higher than that in gastric cancer
with MSI-L (20.0 %, P <0.01) and with MSS (10.7 %, P  <0.001).

CONCLUSION:Methylation of hMLH1 promoter is related to
right-sided colorectal cancer and involved in the MSI pathway.

Fang DC, Yang SM, Yang JM, Liu HF,Peng GY,Xiao TL, Wang RQ,Liu WW.
Methylation of hMLH1 and hMSH2 promoter in colorectal cancer with
microsatellite instability.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(3):302-305

摘要
目的:探讨大肠癌组织微卫星DNA 不稳与 hMLH1 和

hMSH2基因启动子区甲基化状态的关系.

方法:采用PCR为基础的方法检测微卫星DNA不稳；采

用甲基化特异性PCR方法检测hMLH1 和hMSH2基因启

动子区的甲基化状态.

结果:正常大肠黏膜未见hMLH1 和hMSH2基因启动子区

的高甲基化. 76 例大肠癌中检出hMLH1高甲基化8 例，

占10.5 %，而且均为去甲基化和高甲基化并存，未见有

hMSH2高甲基化者. 检出MSI 20 例，检出率为26.3 %.

将MSI 分为高频率MSI(MSI-H，≥ 2个位点)10例、低

频率MSI(MSI-L)，仅为1个位点10 例和MSI阴性(MSS)56

例三组，结果右侧大肠癌hMLH1高甲基化检出率(23.1 %)显

著高于左侧大肠癌(4.0 %，P <0.05). MSI-H组hMLH1高

甲基化的检出率(8/10)显著高于MSI-L(2/10)和MSS组(6/56，

P <0.01-0.001).

结论:hMLH1 高甲基化与右侧大肠癌的发生有关，可能

参与了MSI病理途径，而hMSH2甲基化状态可能与MSI

途径无关.

房殿春,杨仕明,杨建民,刘海峰,彭贵勇,肖天利,汪荣泉,刘为纹. 大肠癌组织微
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0   引言

基因不稳在肿瘤的发生中起重要作用. 这种基因不稳可
以表现为两种不同的形式，亦即染色体不稳和微卫星
不稳(MSI)[1-8]. 微卫星不稳是错配修复基因缺陷(MMR)的
重要标记，研究发现90 % 以上的遗传性非息肉性直
结肠癌(HNPCC)可检出MSI，且多伴有错配修复基因
hMLH1 和 hMSH2基因的种系突变，而少有其他错配修
复基因的突变[9-15]. 业已发现，大肠癌发生过程中导致
错配修复基因失活的另一方式为DNA甲基化的改变，
这种改变常伴有错配修复基因表达的丢失[16-18]. 为探讨
大肠癌组织甲基化改变与微卫星不稳的关系，我们进
一步检测了大肠癌组织hMLH1 和 hMSH2基因启动子
区的甲基化状态.

1   材料和方法

1.1材料  76 例大肠癌及相应正常组织均为外科手术切



除标本， 标本切除后立即置-80 ℃冻存备用.每例组织
行冰冻切片HE染色，以确定肿瘤细胞的丰度. DNA提
取采用蛋白酶K消化，酚 /氯仿提取法. 76 例大肠癌
中，男48 例，女28例，年龄32-88(平均 58.6)岁. 所
有患者均无肿瘤家族史，亦未接受过放疗和化疗.
1.2  方法

1.2.1 甲基化特异PCR(MSP)  hMLH1 和 hMSH2 基因
CpG 岛 DNA 甲基化类型参照文献采用甲基化特异性
PCR (MSP)方法进行检测[19]. 用于hMLH1去甲基化反应
的引物序列为5’-TTTTGA TGTAGATGTTTTATTAG
GGTTGT-3’(正义)，5’-ACCA CCTCATCATAACTA
CCCACA-3’ (反义) ;用于甲基化反应所用引物序列为
5’-ACGTAG ACGTTTTATTAGGGTCGC-3’(正义); 5’-
CCTCATCGTAACTACCCGCG-3’ (反义);用于hMSH2去甲
基化反应的引物序列为5’-GGTTGTTGTGGTTGGATGTT
GTTT -3’(正义)，5’-CAACTACAACATCTCCTTCA
ACTACACCA-3’(反义) ;用于甲基化反应所用的引物序列
为 5’-TCGTGGTCGGACGTCG TTC-3’(正义)，
CAACGTCTCCTTCGACTACACCG-3’ (反义). MSP的检测
步骤、PCR的反应条件和电泳方法见文献[8].
1.2.2 微卫星不稳(MSI)的检测  包括 5个微卫星位点:
BAT25，BAT26，BAT40，D2S123，和D5S346. 检
测方法、步骤见前文[1]. 与正常组织相比，若肿瘤组
织出现泳动的条带即判断为MSI.根据每例肿瘤组织突
变型微卫星位点的多少，将其分为高频率MSI(MSI-
H，≥ 2 个位点)、低频率MSI(MSI-L，仅为 1 个位
点)和MSI阴性(MSS)3组(图 1).
         统计学处理  采用 χ2检验，P  <0.05为有显著差别.

2   结果

2.1大肠癌hMLH1甲基化状态  为检测hMLH1和hMSH2
基因启动子区甲基化状态，我们采用甲基化特异性PCR
检测了hMLH1 和hMSH2基因5’ CpG甲基化状态. 所扩增
的hMLH1 区域为CpG 岛最密集区域[19]. 正常大肠黏膜未
见hMLH1 和hMSH2启动子区甲基化现象，76 例大肠癌
中发现高甲基化8例，占10.5 %，而且均为去甲基化和高
甲基化并存(图1). 68例大肠癌均有hMSH2基因 5’ CpG岛
去甲基化，未发现有甲基化现象. hMLH1甲基化与临床病
理参数的关系见表1.由表1可见，右侧大肠癌甲基化的检
出率显著高于左侧大肠癌(P <0.05). 76例大肠癌中至少有
1 个位点检出MSI者 20 例(26.3 %)，右侧大肠癌MSI的检
出率显著高于左侧大肠癌(P  <0.05， 表1).

N:正常组织;T:肿瘤组织
图1 大肠癌微卫星不稳定性检测结果.

表1  hMLH1突变和MSI与临床病理参数的关系

 病理参数  n          MLH1甲基化(%) MSI(%)

 肿瘤大小 <5 cm      48              5(10.4) 12(25.0)

>5 cm      28              3(10.7)   8(28.6)

 肿瘤部位 右侧        26              6(23.1)a 11(42.3) a

左侧        50                2(4.0)   9(18.0)

 分化程度 高            22                2(9.1)   6(27.3)

中            34              4(11.8)   8(23.5)

低            12              1( 8.3)   4(33.3)

         黏液腺癌       8              1(12.5)   2(25.0)

 浆膜浸润 无  42                4(9.5) 12(28.6)

有           34               4(11.8)   8(23.5)

 淋巴结转移        无           43               5(11.7) 11(25.6)

               有           33               3(9.1)   9(27.3)

 临床分期     Ⅰ、Ⅱ期     46              4(8.7) 12(26.1)

        Ⅲ 、Ⅳ期    38              4(10.5)   8(17.4)

aP <0.05，vs 左侧大肠癌.

2.2 hMLH1甲基化与MSI状态的关系  根据MSI检出位
点的多少，将76例大肠癌中分为MSI-H 10 例(13.2 %)、
MSI-L 10例(13.2 %)、MSS 56例(73.7 %). 10例MSI-H
组中有8例为hMLH1启动子区高甲基化，与MSI-L组
(2/10)和MSS组(6/56)相比差别非常显著(P＜0.01-0.001)，
而MSI-L与MSS组相比差别则无显著意义(P＞ 0.05).

A:正常大肠黏膜未见高甲基化; B:MSI-H大肠癌hMLH1甲基化状态,例
1、3表现高甲基化和去甲基化并存; C:MSI-L大肠癌hMLH1甲基化状
态,例3表现为高甲基化和去甲基化并存;U:意指未甲基化;M意指甲基化
图2  大肠癌hMLH1和hMSH2甲基化检测结果.
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3   讨论

我们采用甲基化特异PCR检测了大肠癌组织hMLH1和
hMSH2的甲基化状态， 76例大肠癌检出hMLH1高甲
基化10例，检出率为10.5 %，hMSH2未发现有高甲
基化者，此结果与文献[20-22]报告的检测结果相一致.
文献报告MSI-H 胃癌与hMLH1启动子区高甲基化有
关，而与hMLH1基因突变无关[23] ；还有文献报告，MSI-
L 胃癌虽然在临床表型方面与MSI-H 胃癌有明显不
同，但在hMLH1甲基化改变方面具有与MSI-H胃癌相
似的特点[24]. 从本文大肠癌资料来看，10例MSI-H大
肠癌中有8例(80.0 %)表现为hMLH1启动子区的高甲基
化，提示hMLH1启动子区高甲基化与MSI-H大肠癌密
切相关. 但MSI-H大肠癌高甲基化的检出率显著高于
MSI-L和MSS大肠癌，而MSI-L大肠癌hMLH1启动子
区高甲基化的检出率与MSS大肠癌相比无显著差异，提
示MSI-H 大肠癌在hMLH1启动子区高甲基化方面与
MSI-L和MSS大肠癌有明显不同，而MSI-L大肠癌可能
涉及到一条与MSS大肠癌相似的分子途径，此与我们对
不同MSI状态胃癌发生分子途径的研究结果相一致[25-28].
        现已明确大肠癌可分为高频率MSI(MSI-H)，低频
率MSI(MSI-L)和无MSI(MSS)3种类型，不同MSI类型
大肠癌临床病理特点也不尽相同.Hawkins et al [21]检测
426例散发性大肠癌CpG岛甲基化状态，发现CpG岛
甲基化与右侧大肠癌、女性、老年患者、高分化或黏液
性肿瘤、肿瘤组织有较多淋巴细胞浸润、野生型p53和
K-ras突变、微卫星不稳有关，预后较好.本研究发现呈
高甲基化状态大肠癌多以右侧多见，与文献[29-31]报
告的结果一致. 但未发现hMLH1基因甲基化状态与组
织学类型、肿瘤浸润深度、有无淋巴结转移和临床病
理分期有明确相关关系，提示大肠癌hMLH1甲基化状
态对预测患者预后的价值有限. 有作者检测MSI+大肠癌
细胞株hMLH1 的甲基化状态发现，肿瘤细胞均表现
为高甲基化类型，而无去甲基化现象[32]，而本文原发
MSI+大肠癌却表现为hMLH1启动子区的甲基化和去甲
基化并存现象. 肿瘤组织中的非甲基化部分可能与原发
肿瘤中存在非肿瘤细胞成分，如间质细胞、炎细胞和
血管细胞等有关，这些细胞普遍存在原发肿瘤中，而
不存在于培养的细胞株中，由此导致了肿瘤细胞株仅
表现为高甲基化，而大肠癌组织中却表现为高甲基化
和去甲基化共存现象.
         基因不稳在大肠癌的发生中起重要作用. 这种基因
不稳可以分为二种不同的形式，即染色体不稳和微卫
星不稳. 前者包括MSS和MSI-L组的多数大肠癌，APC/
MCC、DCC和 p53抑癌基因的丢失在其发生发展中起
重要作用；而后者包括少数MSI-H大肠癌，由于错配
修复基因突变导致了广泛的MSI. 我们进一步分析了
hMLH1和hMSH2 启动子区甲基化与两条病理途径的关
系，发现 hMLH1 启动子高甲基化通常发生在MSI-H
大肠癌，提示hMLH1 启动子高甲基化与微卫星不稳

途径有关. 文献报告hMLH1 启动子区甲基化与hMLH1
基因mRNA和蛋白表达的减少有关，而hMLH1 启动子
去甲基化可以导致肿瘤细胞hMLH1 蛋白的再表达，进
而恢复MMR 活性. 由于DNA甲基化状态可被逆转，因
此针对基因甲基化的靶向治疗已引起人们的重视.通过
恢复未发生突变或丢失，而仅仅被抑制的生长调控基
因的表达而恢复细胞正常生长调控功能，从而可达到
治疗的目的.
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中国科技期刊走向世界的步伐正在加快
        截止到2002年 7月，中国被著名检索系统SCI收录的科技期刊数从63种增加到了67种.从制作SCI的美国 ISI（美国科学情
报所）发布的 JCR（期刊引证报告）上的数据看，有指标数据的 59 种我国科技期刊中，80% 以上的期刊影响因子呈上升趋势；

约90%的总被引频次都提高了.

                     在 2001 年的 JCR中，总被引频次超过 1000 次的中国科技期刊有 4个，他们是《高等学校化学学报》（中文版）（1959 次），

《科学通报》（1628次），《物理学报》（中文版）（1227次），《中国物理快报》（1215次）.

首次有两个中国科技期刊的影响因子超过1，他们是《细胞研究》（2.102）和《世界胃肠病学杂志》（1.445）,这两种期刊均为中国英

文版科技期刊.

     从期刊影响因子在本学科的排位看，进入 SCIE 的我国科技期刊，有 8个期刊排在本学科的中上水平，他们是《力学学报》,

《高等学校化学学报》（中文版）,《中国物理》,《中国物理快报》,《科学通报》,《中国科学 B》,《中国科学 E》,《中国有色金属

学报》.

     在本学科国际期刊中, 我国有 10 个期刊被引频次位于中上水平的.他们是：《科学通报》,《高等学校化学学报》（中文版）,《中

国科学 A》,《物理学报》（中文版）,《中华医学杂志》,《化学学报》(中文版) ,《中国物理快报》,《中国有色金属学报》（英文

版）,《中国科学 B》,《中国药理学报》.

     在 SCI 网络版收录的中国科技期刊中，有 25 个期刊是由中国科学出版社出版的，其中在 JCR中有指标的期刊有 18 个.

      另外，除SCI系统外，中国科技期刊被其他几个重要国际检索系统收录的数量也呈上升趋势.例如，在反映工程技术论文的历

史超百年的检索系统《EI》（工程索引）中，中国被收录的科技期刊从最少时的 40 种，增加到了 2000 年的 104 种.这也直接反

映了我国科技期刊被国际认可的程度.

      国家科技部中国科技信息研究所，每年对我国科技期刊在国内的情况做出统计分析，定期出版《中国科技期刊引证报告》.以

2000 年数据看，我国科技期刊的平均影响因子由上一年的0.208 上升到0.240，其中影响因子超过1的有20个；总被引频次的平

均值达到了 192.2 次，总被引频次超过 1000 次的期刊有 25 个，其中《科学通报》的总被引频次达到了 2979 次.

     目前，我国科技期刊数量已达到 4600 余种，已经形成了一定的规模，而且门类相对齐全，为我国基础研究的发展和科研成

果转化为生产力做出了重要的贡献，但我们承认中国的科技期刊发展水平与世界发达国家之间存在较大的差距.随着中国加入

WTO，对于中国的科技期刊，既是机遇又是挑战.我们相信，通过我国学术界和编辑部门的共同努力，一定会在不远的将来产

生一批具有国际水准的科技期刊.      (2002-11-08)
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Abstract
AIM:To investigate the expression of COX-2 on different
stages of colorectal cancer and the correlation between the
expression of COX-2 and its clinicopathological features.

METHODS:The expression of COX-2 was determined by
immunohistochemical staining in seventy-six surgical specimens
of colorectal cancer (late stage 44 and early stage 32), 33
adenomas and 18 normal colonic mucosal tissues were
biopsied endocscopically. The correlation  of COX-2 with
the survival rate was evaluated with Kaplan-Meier survival
curves and Cox proportional hazards regression.

RESULTS:The degree of expression of COX-2 was categorized
into 4 grades ranged from “-” to “+++”, the expression
grades in series in normal colonic mucosal tissues was 83.3 %,
16.7 %,0 %,0 %, respectively; that in adenomas was 12.1 %,
42.4 %,36.4 %,9.1 %, respectively. The difference of the
expression of COX-2 between late stage and early stage of
colorectal cancer, and that between the late stage of cancer and
adenoma were statistically significant (P <0.01); however,
no significant difference in the expression of COX-2 between early
stage of cancer and adenoma was observed. A significant
difference in the survival curves between low COX-2 expression
group and high COX-2 expression group was showed by
Kaplan-Meier survival analysis (P <0.05). Cox proportional
hazards regression indicated that the correlation of the
expression of COX-2 with the poor long-term prognosis was
existed with a hazard ratio of 2.665 unadjusted for other
variables (P <0.05); the expression of COX-2 was an
independent risk factor for  poor prognosis.

CONCLUSION:The expression of COX-2 is gradually up-
regulated in the evolution of normal epithelium to adenoma

or from early stage to advanced stage of colorectal cancer.
The expression of COX-2 is an independent risk factor of
poor prognosis for postoperative patients with advanced
colorectal cancer.

Liu JP,Zhu ZH.Correlation of COX-2 expression and clinicopathological
features of colorectal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(3):
306-309

摘要
目的:观察COX-2 在大肠肿瘤不同发展阶段的表达，研

究COX-2的表达与大肠肿瘤各临床病理特征之间的关系.

方法:使用免疫组化染色法分别研究了76例外科手术切除

的原发性大肠癌石蜡标本(早期大肠癌32例，进展期大肠

癌44例)、33例大肠腺瘤、18例正常大肠黏膜活检组织

中COX-2蛋白的表达；采用K-M半参数法和Cox模型

分析COX-2蛋白的表达与进展期大肠癌预后的关系.

结果:依表达程度由(-)至(++)四级计算，COX-2 的表达

率在正常结肠黏膜中分别为83.3 %，16.7 %，0 %，0 %；

在结肠腺瘤中分别为12.1 %，42.4 %，36.4 %，9.1 %；

早期结肠癌中分别为6.3 %，28.1 %，46.9 %，18.7 %；在进

展期结肠癌中分别为6.8 %，20.5 %，18.2 %，54.5 %. 除腺

瘤组与早期癌组中COX-2的表达率无差别外，其余两两

之间COX-2的表达率均有显著性差异(P  <0.01). 生存分

析显示，COX-2高表达组与低表达组之间的生存曲线有

显著性差异(P <0.05). Cox模型中单因素分析显示COX-2

表达的死亡风险比为2.665(P <0.05) ; 多因素分析显示

COX-2表达是与进展期大肠癌术后患者预后相关的独立

危险因素.

结论:COX-2的表达在由正常大肠黏膜至大肠腺瘤和早期

癌至进展期大肠癌发展过程中呈上调趋势. COX-2的表达

是一种影响进展期大肠癌术后患者预后的独立危险因素.

刘建平,朱兆华. 大肠肿瘤COX-2的表达与临床病理特征的关系. 世界华人

消化杂志  2003;11(3):306-309
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0   引言

环氧化酶(COX)是-完整的膜结合蛋白，为花生四烯酸
(AA)合成前列腺素(PGs)过程中的一个重要的限速酶[1]. 已知
其有二种异构形式，即COX-1和COX-2 . COX-1属结构
型酶. COX-2属诱导型酶，由位于染色体1q25.2-25.3的
“迅速应答基因” 所编码[2]，其亚细胞定位在内质网



和核膜[3]，在正常组织中不表达或微弱表达， 受生长

因子和 /或细胞因子、炎症递质、一氧化氮、血清素、

促肿瘤剂 、癌基因等因素刺激后COX-2mRNA很快增

加，升高可达20-40倍，并在升高水平上维持6-8 h，

24 h 后降至基础水平[4,5]. COX-2 在多种肿瘤的发生、

发展过程中起重要的作用[6-14]. 但是仍不清楚COX-2在

人大肠肿瘤发生、发展过程中的确切作用机制[15].  此外

关于COX-2的表达与大肠肿瘤临床病理特征的关系，

文献报道结果不一.

1   材料和方法

1.1 材料  本院1992/2001年外科手术切除的原发性大肠

癌石蜡标本共76例(早期大肠癌32例，进展期大肠癌

44例). 进展期大肠癌(下简称进展期癌)组:男23例，女21

例；年龄23-75，平均58±12岁；癌灶6.0± 3.3 cm.

早期大肠癌(下简称早期癌)组:男 25 例，女 7 例；年

龄33-78，平均 58± 13岁；癌灶2.4± 1.0 cm. 44例

进展期癌患者均有随访资料，随访时间36-70 mo， 平

均 42± 20 mo. 而 32 例早期癌患者中失访5例，随访

时间4-113 mo，随访超过36 mo者仅17例. 内镜下息

肉摘除术切下的大肠腺瘤33例. 男 16例，女17例. 年

龄20-79，平均57± 12岁. 瘤灶平均1.2± 0.9 cm. 内

镜下取正常人大肠黏膜活检组织18例，经组织病理学

确认为正常肠黏膜组织. COX-2兔抗人单克隆抗体 (浓

缩液) (SC-7951)、 UltraSensitiveTM S-P(Rabbit)免疫组化

试剂盒(SP-9001)均购自北京中山生物技术有限公司.

1.2 方法  采用链霉菌抗生物素蛋白-生物素养过氧化

物酶免疫组化染色方法检测COX-2蛋白的表达 [16]. 实

验步骤依照S-P试剂盒说明进行. COX-2蛋白阳性染色

定位于细胞质(呈棕黄色颗粒)或核膜(如图1). 参照Sheehan

(JAMA )、Hao [17,18]分类方法，根据肿瘤细胞中COX-2蛋

白染色的范围，将染色分为4级:阳性细胞百分率<1 %作

为(-):阳性细胞百分率1-19 %作为(＋) ; 阳性细胞百分率

20-49 %作为(++);阳性细胞百分率≥50 %作为(+++);仅

将(++)与(+++)级考虑为高表达，归为高表达组；将(-)

与(+)级考虑为低表达，归为低表达组.

        统计学处理  计量资料用t检验，记数资料用R×C

列联表的Fisher 精确概率法检验；生存曲线应用 log-

rank检验.用 SPSS10.0 和 SAS8.1统计软件分析.

2   结果

棕黄色染色主要局限于细胞胞质，少数出现于核膜.

COX-2蛋白表达可见于大肠肿瘤细胞、炎症细胞、单

核细胞、血管内皮细胞、平滑肌细胞及成纤维细

胞，以大肠肿瘤细胞为主. COX-2在正常大肠黏膜中

不表达或微弱表达；除早期癌组与腺瘤组中COX-2表

达无统计学差异外；其余组两两之间比较均有显著性

差异(P <0.01).(表 1)

表1  大肠肿瘤中COX-2的表达

分组  n -     +    ++      +++

进展期癌 44 3(6.8) 9(20.5)  8(18.2)   24(54.5)b

早期癌 32 2(6.3) 9(28.1) 15(46.9)     6(18.7)b,d

腺瘤 33         4(12.1)   14(42.4) 12(36.4)      3(9.1)b,d

正常黏膜 18       15(83.3) 3(16.7)        0(0)         0(0)

bP <0.01 vs 正常黏膜,  dP <0.01 vs 进展期癌.

图1  大肠腺癌细胞COX-2胞质染色(×200).

2.1 COX-2表达与大肠肿瘤临床病理特征的关系  COX-2
表达与进展期大肠癌被研究的各项临床病理特征无关.
COX-2的表达与早期大肠癌被研究的各项临床病理特
征无关. COX-2的表达与腺瘤被研究的各项临床病理特
征无关.
2.2 COX-2表达与进展期大肠癌患者的预后  因为早期
癌组资料中随访时间超过3 a 的样本量少，死亡例数
少(仅 3 例)，不满足生存分析的统计学要求，故不予
分析. 44 例进展期大肠癌患者中死亡 16 例，生存28
例，其中COX-2高表达组(n =32)死亡15例，COX-2低
表达组(n =12)死亡1例.  Kaplan-Meier非参数法结果表
明3 a 累计生存率在COX-2低表达组为100 %；而在
COX-2高表达组为62.5 %. 经 log-rank检验，COX-2高
表达组与低表达组的生存曲线有显著性差异(χ2 =5.20，
P =0.0225)(图 2). 单因素分析结果显示淋巴结转移、
Dukes分期、 COX-2表达等3项因素均能影响进展期大
肠癌患者生存时间. 分析远处转移因素时，因为远处转
移患者中无COX-2低表达病例，回归系数为零，不能
在单因素分析中体现出该因素的死亡风险比(表2). 多因
素分析显示淋巴结转移、远处转移与Dukes分期三因素
之间有显著相关.  其中，淋巴结转移与远处转移的
Pearson 相关系数为0.411；远处转移与Dukes 分期的
Pearson相关系数为0.628；而淋巴结转移与Dukes分期

的Pearson 相关系数为0.876；经检验其P <0.01. 而前

三项因素与COX-2表达这一因素之间的相关程度均较

低(P >0.05). 提示在影响进展期大肠癌患者术后生存率

的危险因素中，COX-2的表达是一项独立的危险因素.

使用 Forward LR 方法分析，经筛查变量，结果只有

Dukes分期和COX-2(分为- - +++四级)两项变量进入
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Cox回归方程，表明淋巴结转移和远处转移是与Dukes
分期高度相关的因素，实际上被包含在Dukes分期这
一因素中，因而在Cox回归分析中被剔出. 控制Dukes
分期因素在平均水平后得出的COX-2在回归方程中的
死亡风险比为2.248(表 3).

表2   单因素分析中各因素死亡风险比结果

Exp(B) 95 % CI for Exp(B) P  value

COX-2 2.665 1.160-6.125 0.021

Dukes分期 4.229 1.869-9.572 0.001

淋巴结转移 4.286 1.481-12.405 0.007

远处转移 1.000 0.025-40.540 1.000

分布部位 0.896 0.336-2.389 0.826

癌灶大小 1.012 0.860-1.189 0.890

分化程度 1.380 0.511-3.724 0.525

年龄 1.013 0.970-1.058 0.569

性别 2.023 0.691-5.925 0.199

Exp(B):危险比(死亡风险比); CI:可信区间: p value：P 值.

表3     多因素分析中死亡风险比结果

       95%CI for Exp(B)
      r          Sx              Wald       df        Sig      Exp(B)

          Lower     Upper

COX-2     0.810   0.419 3.731 1        0.053     2.248     0.988        5.114

杜克分期  1.279   0.401 10.184 1        0.001     3.592     1.638        7.879

Wald:χ2统计量；df:自由度；Sig:显著性检验值；Exp(B):危险比(死亡

风险比).

图2  Kaplan-Meier非参数法生存曲线图.

3   讨论

流行病学调查显示，长期规则服用 NSAID人群中大肠

癌的发病率下降 40-50 %[19]，且下降程度与所服用

NSAID 呈时间和剂量依赖性[20]，长期服用舒林酸

(sulindac)使家族性腺瘤性息肉病患者的结肠息肉体积

明显缩小，数量减少[21]， 目前认为NSAID是通过抑制

COX-2的表达进而诱导肿瘤细胞的凋亡，抑制生长因

子及其受体等机制而发挥抗肿瘤作用[22-27]. 多发性结肠

腺瘤性息肉动物模型APCΔ716小鼠的COX-2基因被敲

除(knock out) 后，其后代发生结肠腺瘤性息肉的数目
减少，体积亦减小[28]，证实 COX-2 在大肠息肉形成
的早期阶段发挥关键作用[29] ; 特异性的COX-2抑制剂
塞来希布(celecoxib)可显著抑制结肠腺癌的发生[30]. COX-2
的表达在从正常黏膜至不典型增生以至癌变发展过程中
呈逐渐上调趋势， 85-95 %的大肠腺癌和40-50 %的大肠
腺瘤有COX-2蛋白的水平增高[31,32]， 86 %(12/14)的大
肠癌和43 %(6/14)的大肠腺瘤COX-2mRNA水平明显增
高[33]. 国内学者报道：COX-2mRNA表达在30 %(3/10)
的大肠腺瘤和70.8 %(17/24)-90 %(27/30)的大肠腺癌中
明显增高，而正常黏膜中无表达或表达很弱[11,34].
        文献报道:COX-2的表达与腺瘤的大小和不典型增
生程度无关，与腺癌的分化程度、分布部位、淋巴结转
移及Dukes 分期无关[5,35]. 我们研究的结果支持上述观
点，但我们也发现COX-2的表达与大肠肿瘤的部分临
床病理特征有关系， 其中较有意义的是发现早期癌与进
展期癌之间COX-2的表达有显著性差异，这一结果再
次表明过少的样本数难以得出有价值的统计学结论，
不采用较细的分层分析而轻易合并资料将在统计学上
丢失有益的信息. 多数研究在分析大肠癌COX-2的表
达与其发展阶段的关系时，常因早期癌(A1期)例数少，
不能分析早期癌与进展期癌之间COX-2表达是否存在
差异. 此外我们在比较 32 例早期癌与 44 例进展期癌
COX-2的表达时，曾将COX-2 的表达简单分为高表
达组和低表达组，未发现早期癌与进展期癌之间COX-
2的表达有显著性差异，然而将COX-2的表达按染色的
程度分为“- - +++”四个等级进行分析后，就发现早期
癌与进展期癌之间COX-2的表达有显著性差异(P =0.006).
这一结果也符合编码COX-2蛋白的“迅速应答基因”的
反应特点[2].
        近年有些学者注意到，COX-2的表达与大肠癌的
预后相关. 大肠癌5 a累计生存率在COX-2低表达组患
者中为91.6 %，而高表达组患者仅40.5 %[17].  COX-2的
表达与大肠癌的淋巴结转移、异时肝转移(metachronous
liver metastasis)相关，并且COX-2的表达是异时肝转
移的独立危险因子[36]. Tomozawa et al [37]认为 COX-2的
表达与大肠癌的术后复发相关:大肠癌术后复发率在
COX-2高表达组明显高于COX-2 低表达组，是与预
后相关的独立危险因子. 本研究结果支持这一观点.
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Abstract
AIM:To detect loss of heterozygosity (LOH) on chromosome
18 in primary gastric carcinomas.

METHODS:Short insertion deletion polymorphism (SIDP)
markers on chromosome 18 were analyzed using high fidelity-
whole genome amplification (HF-WGA) and denatured high
pressure liquid chromotography (DHPLC) to detect LOH in
gastric cancer cells purified by laser capture microdissection (LCM).

RESULTS:LOH in 3 (MID148, MID150 and MID352) of 9
SIDP loci was found. Three of 10 samples of gastric cancer
showed LOH at the same SIDP locus (MID150) (30 %) and
one of them also demonstrated LOH at the other 2 SIDP
loci (MID148, MID352). No LOH was detected in 6 of 9
SIDP loci.

CONCLUSION: Detection of LOH in cancer cells can be achieved
by the combination of LCM, HF-WGA and the analysis of SIDP
marker by DHPLC. This study provides an alternative new way to
map tumor suppressor genes on chromosome 18.

Ren Q, Wang ZN,Luo Y, Ao Y, Lu C, Jiang L, Xu HM, Zhang X. Loss of
heterozygosity on chromosome 18 in microdissected gastric cancer cells.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(3):310-313

摘要
目的:检测原发性胃癌组织中 18 号染色体的杂合性丢失

(loss of heterozygosity， LOH)情况.

方法:联合应用激光捕获显微切割(laser capture microdissection,

LCM)-高可信度全基因组扩增(high fidelity-whole genome

amplification，HF-WGA)-变性高效液相色谱(denatured

high pressure liquid chromatography，DHPLC)方法，检

测胃癌中18号染色体上短插入 /缺失多态(short insertion

deletion polymorphism， SIDP）标记的LOH.

结果: 在所检测的10例胃癌组织中3例呈现SIDP位点LOH

(30 %);9个SIDP位点中3个(MID148、MID150和MID352)

发生LOH，其中MID150位点LOH见于3例胃癌组织.在

1例胃癌组织中3个SIDP位点同时呈现LOH.

结论:联合应用LCM和HF-WGA，经DHPLC分析SIDP

标记，可进行肿瘤细胞中LOH检测. 本研究为18号染色

体上胃癌相关抑癌基因的研究提供一种新技术策略.
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0   引言

肿瘤是多种基因变化的参与和积累的结果. 揭示这些基
因变化的规律，不仅可以阐明癌变的机制，更可以协
助肿瘤的诊断、治疗和预后判断.胃癌是严重威胁人类
健康的恶性疾病，是我国发病率和死亡率最高的恶性
肿瘤之一，其发病率呈明显的上升趋势[1-4]. 同其他恶
性肿瘤一样，胃癌的发生也是由多因素参与，并经历
了多阶段的演变过程，涉及到多种癌基因的激活和抑
癌基因的失活[5-26]. 现已明确在胃癌发生发展过程中，
c-met，c-may，ras，c-erbB-2 等癌基因，p53，
p16，Rb，DCC，APC 等抑癌基因，以及肿瘤转移
相关基因nm23，CD44，CDH1 等有结构或表达的异
常. 这些异常或影响细胞的异型增生，或涉及分化程
度与浸润和转移等生物学行为的改变. 虽然有上述众多
的相关研究，但胃癌发生发展的完整的分子机制远未
阐明. 因此进一步确定胃癌最常见丢失或失活的抑癌基
因，将其定位、分离，并研究其生物学功能，进一步揭
示胃癌发生发展的分子机制是当务之急.胃癌细胞有明显
染色体片段丢失，胃癌杂合性缺失(loss of heterozygosity，
LOH)发生率可高达50 %[27,28]，染色体18q是最常见的
丢失区域，这表明在18号染色体长臂上可能存在有一
种或几种肿瘤抑制基因，他的丢失与胃癌的发生发展
密切相关. 为探讨18号染色体杂合性丢失在胃癌发生



发展中的作用，我们联合应用激光捕获显微切割(laser
capture microdissection，LCM)、高可信度全基因组扩
增(high fidelity-whole genome amplification，HF-WGA)
和变性高效液相色谱(denatured high pressure liquid
chromatography， DHPLC)技术对胃癌中18号染色体短
插入 /缺失多态(short insertion deletion polymorphism，
SIDP)标记的杂合性丢失进行分析.

1   材料和方法

1.1 材料  中国医科大学附属第一医院肿瘤科住院患者
的手术切取胃癌组织标本10例，切取原发性胃癌组织
和距癌组织1 cm以上的癌旁正常组织.所有患者术前均
未接受放疗和化疗.
1.2方法  按 LCM方法提取DNA. 手术切取新鲜胃癌和
癌旁正常组织标本，立即OCT 包埋，放入液氮中保
存，行8 µm厚连续冰冻切片，常规行HE染色. 第一
张封片镜下明确病理诊断，其余切片不封片，采用LCM
系统，分别捕获癌细胞和正常胃黏膜细胞，至覆盖
乙烯乙酸乙烯酯薄膜的塑料帽表面，将塑料帽盖于预
先加有50 µL裂解缓冲液(1×PyrobestTM缓冲液，4 mg/mL
蛋白酶K，5 % Tween20)的 0.5 mL的 Eppendorf 管上.
倒置Eppendorf 管，48 ℃水浴14 h，94 ℃ 10 min 终
止反应. 以我室自建方法行高可信度全基因组扩增：
取5 µL 上述的DNA样品，加入10× PyrobestTM 缓冲
液5 µL，100 mol/L 的核苷酸随机引物（N15）10 µL，
2.5 mmol/L dNTPs 4 µL和 Pyrobest TM DNA聚合酶1 µL，
最后加水至反应体积50 µL. PCR扩增50循环：94 ℃

1 min，37 ℃ 2 min，以0.1 ℃/s速率缓慢升温至55 ℃，
延伸4 min后，再升温至68 ℃ 1 min. 产物DNA于-20 ℃
储存. 18号染色体SIDP标记引物碱基序列来源于网上
数据库(表 1)，由大连宝生物公司合成. PCR反应体系
为 20 µL，含全基因组扩增产物 1 µL，2.5 µmol/L
dNTPs 1.6 µL，10 µmol/L的引物混合物4 µl，Taq DNA
聚合酶 0.1 µl，10 × PCR 缓冲液 2 µl (含有 MgCl2
1.5 µmol/L，Tris·HCl 10 µmol/L，KCl 50 µmol/L)，
95 ℃预变性2 min， 95 ℃ 变性30 s，55 ℃退火 75 s，
72 ℃延伸 25 s，共重复35个循环.最后在 72 ℃延伸
6 min. PCR产物不需纯化处理，取8 µl PCR产物行DHPLC
分析，以非变性温度进行检测，流动相为0.1 mol/L 三
乙酸基乙胺(TEAA， pH 7.0)和25 %乙晴，按不同梯度进行
混合，柱温50 ℃，流速0.9 mL/min. 取经DHPLC检测
有LOH的标本的PCR产物5 µL，加入变性缓冲液(95 %
甲酰胺，10 mmol/L EDTA，0.05 %溴酚蓝，0.05 %二甲苯
蓝)稀释5倍，98 ℃变性10 min，取2-3 µL上样于含7 mol/
L尿素的 6 %变性聚丙烯酰胺凝胶，室温恒压450V，
电泳2.5 h，取下凝胶以硝酸银染色后观察结果.

2   结果

2.1 全基因组扩增产物的DHPLC分析结果  正常组织
DNA等位片段为杂合子者(即色谱峰数目为2个或2个
以上)可提供判断LOH信息. 共检测10例胃癌组织标本
及其相应的正常组织标本，将肿瘤组织与其相应正常
组织相比，DNA的扩增产物的DHPLC色谱峰数目减少
或色谱峰相对高度减少50 %以上判定为LOH(图1). 结

表1  引物的一般情况

名称 引物序列(5’-3’) 产物的长度(bp)

MID24 MID24-F:5’-CAGTGAAAGCCTCATTTCTTAA-3’ 155-159

MID24-R:5’-TCACAAAGGAAATGTTCTTTTAC-3’

MID25 MID25-F:5’-TCAACAGTTTTGCATATACAAAA-3’ 129-130

MID25-R:5’-TAAGCCCTTTTATTTTTCCTAAC-3’

MID148 MID148-F:5’-CAAAGCCATTCCAAAGTTAA-3’ 134-138

MID148-R:5’-TATTTGTCCAGCCTATTGCA-3’

MID149 MID149-F:5’-TTTGAACACATTCTGGAAGG-3’ 115-127

MID149-R:5’-TTGAAGATAATCGATCCCAA-3’

MID150 MID150-F:5’-GACGAATGCAGAACACTTCT-3’ 106-112

MID150-R:5’-AATCTGAGGGAGCTGAGTAAC-3’

MID151 MID151-F:5’-AAAATGTGTGTGTTGCACTG-3’   79-82

MID151-R:5’-AAACTCATCCAGATTTAAATGC-3’

MID298 MID298-F:5’-AACATTGGCGTTTTCTAGTG-3’ 131-135

MID298-R:5’-TGTTTGTTTTCAAGCATTTTT-3’

MID352 MID352-F:5’-CATTCACTGTTGTATTGCGA-3’   98-101

MID352-R:5’-ATGCTCCTTATGTTGACTGG-3’

MID487 MID487-F:5’-AGTTGTGCACCCAAGAGAG-3’   74-78

MID487-R:5’-TATGACGGAAGAAAATGAGC-3’
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果表明有3例胃癌组织的MID150 位点的PCR产物的
DHPLC峰型呈现LOH(30 %). 其中1例同时在另外2个
SIDP位点(MID148、MID352)DHPLC色谱峰型也呈现
LOH.9个位点中有6个位点(MID24，MID25，MID149，
MID151，MID298，MID487)的 PCR产物的DHPLC色
谱峰型未见异常.
2.2 变性聚丙烯酰胺凝胶电泳结果分析  取5对经DHPLC
检测峰型表现为LOH的 PCR 产物，将肿瘤组织与其
相应的正常组织DNA的 PCR 结果相比较，若肿瘤样
品某一等位基因条带消失或相对密度减少50 %以上，
记为LOH(图 2). 结果可见5例癌组织PCR产物与其相
应正常组织相比，癌组织DNA的扩增条带消失，表现
为LOH.

T:胃癌组织；N:配对癌旁正常组织
图1  DHPLC检测的LOH.

T:胃癌组织；N:配对癌旁正常组织
图2  变性聚丙烯酰胺凝胶电泳后硝酸银染色的LOH.

3   讨论

近年来肿瘤分子生物学研究表明，肿瘤的发生发展是
个多阶段、多步骤的过程，涉及多种癌基因的激活和
抑癌基因的失活. 抑癌基因是野生型的等位基因，肿
瘤细胞中抑癌基因突变失活常常表现为一个等位基因
丢失(allelic loss)和另一个存留等位基因(retained allele)
失活性突变. 其中，等位基因丢失就是由肿瘤细胞中
多见的染色体缺失所致，他同时还会伴有抑癌基因座
位相邻区域的杂合性缺失. LOH是指肿瘤基因组中特定
染色体上某种DNA多态标记(如RFLP和微卫星多态标
记)的等位基因片段由同一患者正常组织基因组的两种
变成一种，即等位基因型由杂合子变成纯合子. LOH
是肿瘤细胞中染色体缺失的结果，提示所检查DNA多
态标记附近存在抑癌基因. 因此，肿瘤组织LOH分析
为定位和发现抑癌基因的有效手段.
       众所周知，肿瘤细胞并非孤立存在于组织中，而
是依存于多种不同类型细胞相互构成的三维空间中. 用
传统方法从磨碎组织中提取DNA，因各种细胞成分混
杂难免造成检测结果的偏差.因此，肿瘤组织中细胞的

异质性已成为分子病理学和肿瘤基因组学研究的突出
问题. 本实验运用LCM技术，捕获单个肿瘤细胞，从
而避免了异质细胞对实验结果的干扰. 同时为了克服
LCM技术分离目的细胞的数量有限性，本实验对LCM
分选的细胞进行高可信度的全基因组扩增. 因其有简
便、精确、高效和可靠等特点，可广泛应用于肿瘤细胞
基因的杂合性丢失的检测.
        传统的杂合性丢失的检测方法多为聚丙烯酰胺凝
胶电泳加硝酸银染色的方法，存在费时、费力、有毒操
作等许多弊端，本实验采用DHPLC 技术检测LOH，
PCR产物不需纯化处理，可直接行DHPLC分析，完
全自动化检测，每20 min即可检测一个样品，满足肿
瘤基因组学研究中对高通量检测技术的需求，其省时
省力的同时，可精确、高效的进行LOH的检测，可以
与传统的聚丙烯酰胺凝胶电泳加硝酸银染色的方法相
媲美.
        胃癌的发生发展中,经常发生18号染色体的LOH[29,30],
常见的杂合性丢失为18 q 和 17 p，并发现在 18 q 的
杂合性丢失比17 p的杂合性丢失在胃癌的发展过程中
更早出现. 目前定位于 18 q 的侯选抑癌基因主要有3
个，即DCC基因， DPC4基因， JV18-1基因或MADR2
基因.DCC 基因是在研究大肠癌时发现并命名的，有
研究表明DCC基因LOH是胃癌的晚期改变，与病情
进展相关[31,32]. DPC4基因，主要是在前列腺癌中检测中
发现的，其在胃癌的发生中也起重要作用[33-35]. JV18-1
基因或MADR2基因，主要是编码一个DPC4相关蛋白
的基因，其与胃癌发生发展的关系尚不明确. 另外，
有报道发现18 q 12.2区域也常常发生胃癌LOH，其中
的抑癌基因尚未被克隆出来.
        本实验选用18号染色体上的9个短插入 /缺失多
态(SIDP)标记，对 10 例原发性胃癌进行了LOH的研
究，结果表明在MID150位点处发生LOH的频率最高
(3/10)，其次在MID148位点和MID352位点也可见LOH
(1/10)，而其他位点在本实验中未检测到LOH. 推测胃
癌中18号染色体的MID150位点LOH较常见，该染色
体位点上有可能存在与胃癌发生和发展相关的抑癌基
因. 这个抑癌基因是否为胃癌常见缺失基因，还需要
进一步研究，加以证实.
       我们的研究也尝试将LCM、HF-WGA和DHPLC
技术相结合，应用于肿瘤细胞 LOH 检测，建立了准
确、高效、快速的胃癌相关抑癌基因定位方法，其应用
将有助于肿瘤基因组学和分子病理学中对抑癌基因定
位与功能的研究.
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Abstract
AIM:To evaluate the immune response and anti-tumor activity
induced by synthetic polypeptides of MUC5AC and MUC6
apomucins in mice.

METHODS:The cellular and humoral immunity induced by
MUC5AC and MUC6 synthetic polypeptides were examined
in  mouse,proliferation of lymphocyte and cytotoxicity of T
lymphocytes were  assessed by 3H-TDR incorporation assay.

RESULTS:The conjugated MUC5AC and MUC6 synthetic
polypeptides could induce  B cells in mice to produce high
titre antibodies against the immunized peptides and delayed-
type hypersensitivity. But they could not induce significant
proliferation of  lymphocyte and specific cytotoxic T-lym-
phocytes (CTL) in vitro against 7901 gastric cancer cells.
This may be caused by the experimental design, inefficient
epitope of synthetic polypeptides, or MHC restriction.

CONCLUSION:MUC5AC-KLH and MUC6-KLH synthetic
polypeptide conjugates can induce cellular and humoral
immunity other than cytotoxic T lymphocytes of anti-tumor
effect.

Wang RQ, Fang DC, Liu WW. Anti-tumor immunity  in mice induced by
synthetic polypeptides of MUC5AC and MUC6 apomucins. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(3):314-317

摘要
目的:探讨MUC5AC，MUC6核粘蛋白合成肽在诱导小鼠

抗肿瘤免疫反应中的作用.

方法:采用动物实验方法观察MUC5AC和MUC6黏核蛋白

的合成肽诱导小鼠的细胞和体液免疫反应及其淋巴细胞体

外抗肿瘤作用.

结果:MUC5AC，MUC6合成肽可诱导小鼠产生相应的抗

体及迟发型过敏反应，但不能产生脾淋巴细胞的明显增

生及体外抗7901胃癌细胞株的作用.

结论:MUC5AC，MUC6合成肽免疫小鼠可引发体液及细

胞免疫反应，但尚不足以产生淋巴细胞毒作用.

汪荣泉,房殿春,刘为纹.  MUC5AC、MUC6核粘蛋白合成肽诱导小鼠抗肿
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0   引言

粘蛋白表达于多种人类正常腺上皮组织及部分腺癌，其
分子结构是近年来研究的热点. 目前已克隆出至少17种人
粘蛋白基因及其他动物的类似物(MUC1-17)，其中以
MUC1-MUC6研究最为深入[1-5]. MUC1核粘蛋白及其糖链
成份，甚至MUC1的DNA疫苗已提示具有诱发机体的细
胞免疫和体液免疫作用，部分基于MUC1分子所设计的
黏液瘤苗已进入了临床Ⅰ、Ⅱ期验证，有的已用于
临床[6-8].国内马运国研究提示，MUC2、MUC3核粘蛋白
可诱发抗肿瘤细胞免疫[9]. 其中的MUC2与MUC1和MUC3
不同，他却是一种分泌型粘蛋白分子，由于其可能具有
诱发机体抗肿瘤细胞免疫的作用，这也促使我们对其他
的分泌型粘蛋白分子MUC5AC、MUC6 进行研究.
MUC5AC、MUC6编码的核粘蛋白在正常细胞内是被高度
糖基化后才被分泌出细胞外，所以很少暴露于免疫系
统，肿瘤细胞内MUC5AC、MUC6的编码产物由于他们
的不完全糖基化，使核粘蛋白的表位易于暴露，从而
可能激发机体的抗肿瘤免疫反应[8,9]. 为了进一步明确粘
蛋白介导的杀伤肿瘤细胞作用，及其诱发免疫反应的
有效肽成份，本研究以体外合成的MUC5AC、MUC6粘
蛋白合成肽免疫小鼠，以证实其是否具有与MUC1，
MUC2、MUC3相似的诱发小鼠抗肿瘤免疫反应，藉以
探索新的黏液瘤苗用于胃癌的治疗.



1   材料和方法

1.1 材料  MUC5AC 粘蛋白核心肽 TTSTTSAPTTS，
MUC6粘蛋白核心肽SFQTTTTYPTPSHPQTTLP，皆由
巴塞罗那自动化大学临床医学研究所de Bolos Carme博
士惠赠. 合成肽用ABI430A 合成仪经固相方法合成，
粗肽经高效液相色谱法测定其纯度超过80 %，再进一
步以反向固相色谱法纯化均匀的产物，最后经氨基酸
分析和电子喷雾物质光谱鉴定合成肽氨基酸序列的正
确性[10]. 6-8周龄Balb/c小鼠(47只)购自第三军医大学动
物饲养中心，随机分成 11 组，每组 3-5 只，雌雄搭
配. 福氏佐剂和福氏不完全佐剂按常规方法自制，其
中的液体石蜡油、羊毛脂由本院药房提供，而结核杆
菌疫苗由重庆市沙坪坝区小龙坎防疫站惠赠. 胰蛋白
酶，KLH购自Sigma公司，3H-TDR购自中国原子能研
究所，RPMI1640购自Gebco公司，重组人 IL-2购自
第三军医大学免疫学教研室.
1.2 方法  MUC5AC、MUC6合成肽与KLH的连接按戊
二醛连接法进行. MUC5AC，MUC6合成肽溶于去离子
水， MUC5AC合成肽中(2.9 mg)加入去离子水(1.45 mL)，
MUC6合成肽(4.4 mg)中加入去离子水(2.2 mL).连接反应:
MUC5AC合成肽1.45 mg(0.725 mL)加入KLH 1.45 mg和
3g·L-1 戊二醛0.3 mL组成反应液(1.17 mL). MUC6合成
肽2.2 mg(1.1 mL)加入KLH 2.2 mg和3g·L-1戊二醛0.44 mL
组成反应液(1.76 mL). 反应液经室温下搅拌反应2 h，
加入 1 mol/L 甘氨酸 0.25 mL 阻断未反应的戊二醛.
MUC5AC-KLH，MUC6-KLH用 PBS 液透析过夜后，
分别获得相对纯化的MUC5AC-KLH和MUC6-KLH. 实
验动物分11组，皮下注射免疫源. 组1(5只):MUC5AC-
KLH(10 µg)加佐剂0.25 mL;组2(3只):MUC5AC-KLH(20 µg)
加佐剂0.25 mL；组 3(3只):MUC5AC-KLH(30 µg)加佐
剂0.25 mL;组4(5只):MUC6-KLH(10 µg)加佐剂0.25 mL;
组 5(3只):MUC6-KLH(20 µg)加佐剂0.25 mL;组 6(3只):
MUC6-KLH(30 µg)加佐剂0.25 mL;组 7(5只):MUC5AC
(10 µg);组 8(5只):MUC6(10 µg);组 9(5只):KLH(10 µg);组
10(5只):佐剂 0.25 mL;组 11(5只):生理盐水0.25 mL. 第
1 次免疫时应用完全福氏佐剂，2 wk 后第 2 次免疫，
应用不完全福氏佐剂，2 wk后再免疫第3次，以后隔
1 wk 免疫 1 次，共 3 次，每次均用不完全福氏佐剂.
最后1次免疫后1 wk按要求安乐处死小鼠，收集小鼠
血清作ELISA以检测抗MUC5AC和 MUC6合成肽的抗
体，取小鼠脾脏并分离其淋巴细胞，测定淋巴细胞
增生试验及其肿瘤细胞杀伤活性试验.
1.2.1 血清学试验  血清中抗MUC5AC，MUC6合成肽
抗体的检测采用EILISA法. MUC5AC，MUC6 合成肽
(10 µg/ 孔)包被在酶联板上，系列稀释的血清与包被的
抗原孵育过夜，辣根过氧化物酶标记的抗小鼠IgG二抗
(购自北京中山公司)室温孵育3 h，每孔加入底物(H2O2
和 OPD) (300  µL)反应.以上各步之间均采用 PBS-
Tween20 缓冲液冲洗各孔3次，每次3 min. 每孔加入

3 mol/L NaOH(50 µL)终止反应，测定波长449 mm处
各孔的吸光度A.
1.2.2  T淋巴细胞试验  第 2次免疫后10 d行迟发型皮
肤过敏试验，在小鼠的脚掌内平均注射抗原8 µg(溶于
PBS内)，24 h和 48 h后用游标卡尺测量各只经注射处
的小鼠脚掌厚度.末次免疫1wk后按要求安乐处死小鼠
并无菌取脾，分离单个核细胞，体外培养于RPMI1640
培养液(含100 mL·L-1小牛血清蛋白)，其中含MUC5AC和
MUC6合成肽(5 mg/L)和γ-hIL-2 100 mg/L，并以2×105

个细胞/孔 加入96孔培养板上，在37 ℃和50 mL/L C02
条件下孵育3 d，加入 18.5 kBq/L [3H]-TDR 18 h 后，
用多头细胞收集仪收集细胞于49型玻璃纤维滤纸上，
60 ℃烘干，膜片置闪烁杯中，每杯中加闪烁液4 mL.
液闪仪测各管的Bq值.
1.2.3 细胞毒测定  取对数生长期的胃癌细胞株7901，
调成1×109/L浓度，加入3H-TDR740 kBq/L，置37 ℃
水浴中温育4 h，每隔 15 min 振荡 1次，离心洗涤3
次，配成所需浓度待用.效应细胞杀伤活性的测定采用
3H-TDR释放法微量细胞毒试验进行检测，3H-TDR标
记的靶细胞配成1×109/L浓度，待测效应细胞样本配
成5×106/ml，于96孔平底培养板中每孔加靶细胞及
待测效应细胞各0.1 ml，此为实验组；自然释放组不
加效应细胞，用RPMI1640培养液0.1 mL代替，每组
设 3 个复孔，置饱和湿度、37 ℃、50 mL/L C02 孵
箱中培养4 h，于培养终止前30 min 每孔加2 % 胰酶
10 µL，消化 30 min，用冷Hanks 液 50 µL/ 孔终止消
化. 经多头细胞收集器将样品收集于49型玻璃纤维滤
纸上. 60 ℃烘干，膜片置闪烁杯中，每杯中加闪烁液
4 mL，液闪仪测各管Bq值. 效应细胞的杀伤活性用细
胞毒指数(CI)表示. CI%=1-(实验组Bq值-本底Bq值÷
自然释放组Bq值-本底Bq值)×100 %. 效应细胞培养
上清杀伤活性的测定，靶细胞的标记同前，收获培养
一定时间的效应细胞(淋巴细胞)培养上清分别加入到含
3H-TDR标记靶细胞的96孔培养板内，0.1 mL/孔，每
组设 3个复孔，置饱和湿度，在50mL/L C02 孵箱中
于37 ℃条件下培养16-18 h，多头细胞收集器收集细
胞，用液闪仪测定残留靶细胞的3H-TDR掺入量. 阴性
对照组加标记的靶细胞O.1 mL/孔，以RPMI1640培养
液代替效应细胞上清.杀伤活性(％)=1-（实验组Bq÷
阴性对照Bq）× 100 %. 胃癌细胞株7901，Kato-3中
粘蛋白MUCl，MUC2，MUC3，MUC5AC，MUG6
核粘蛋白的表达采用免疫组化方法，方法同前[11,12].
        统计学处理  所得数据用 t检验，P <0.05为相差
显著；P <0.01 为相差非常显著.

2   结果

胃癌细胞株7901细胞中MUC5AC，MUC6核粘蛋白表
达为强阳性或中等度阳性，故下列实验采用7901细胞
株为细胞毒试验的靶细胞.
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2.1 小鼠血清中抗MUC5AC、抗MUC6合成肽的抗体
经ELISA 法检测免疫后小鼠血清中抗MUC5AC，抗
MUC6合成肽的抗体，结果免疫原为单纯佐剂、单纯
KLH和生理盐水的小鼠无抗MUC5AC，抗MUC6合成
肽的抗体产生;免疫原为单纯10 µg的MUC5AC，MUC6
合成肽(连接型)，20 µg，30 µg的MUC5AC，和20 µg，
30 µg 的MUC6合成肽(非连接型)的小鼠均产生了相应
的抗 MUC5AC，抗 MUC6 合成肽的抗体.  这说明
MUC5AC、MUC6 的连接型和非连接型均能诱导小鼠
的体液免疫反应并产生其相应的抗体.
2..2 小鼠皮肤迟发型过敏反应  经刺激原刺激后24 h和
48 h 测定小鼠脚掌厚度，MUC5AC，MUC6合成肽与
KLH的连接型小鼠的脚掌厚度较MUC5AC， MUC6合
成肽的非连接型组、单纯KLH 组、单纯生理盐水组
和单纯佐剂组明显厚，这说明MUC5AC， MUC6合成
肽与KLH的连接型加佐剂免疫小鼠后产生了皮肤迟发
型过敏反应. 而单纯MUC5AC， 单纯KLH和单纯佐剂
均不能产生皮肤迟发型过敏反应，单纯MUC6合成肽则
可能产生皮肤迟发型过敏反应. 由于皮肤迟发型皮肤过
敏反应是细胞免疫反应的表现形式，故MUC5AC，
MUC6合成肽与KLH的连接型加佐剂可以诱导小鼠的
细胞免疫反应(表 1).

表1  免疫小鼠的皮肤迟发过敏反应

Group  Immunogen     Stimulus   24 h脚掌厚度      48 h后的脚掌百度
   (n =5, sx ± ,mm)  (n =5, sx ± , mm)

1    MUC5AC-KLH+  a d j u v a n t   MUC5AC      2 9 . ±0.9b         30±1.9b

2   MUC6-KLH+ adjuvant       MUC6            28±3.4a         32±3.5

3   MUC5AC       MUC5AC       18±1.6          21±1.6

4   MUC6(10 µg)                       MUC6            22±2.5          29±1.8

5   Saline       MUC5AC       19±1.8          22±1.6

6   KLH       KLH               22±0.6          23±1.8

7   adjuvant       MUC6             20±1.8         22±2.1

bP <0.01 vs  3,5,6,7组；aP <0.05 vs  4,5, 6,7组.

2.3 小鼠脾淋巴细胞的增生反应  MUC5AC， MUC6合
成肽的连接型与佐剂组和单纯合成肽、生理盐水和单
纯佐剂组相比，他们淋巴细胞的3H-TDR标记率无差
别，而3H-TDR 标记率(Bq)反映了培养中的淋巴细胞
的增生反应能力，这提示我们，尽管MUC5AC， MUC6合
成肽的连接型可以诱导小鼠的体液免疫和细胞免疫反
应，但我们所设计的实验并没有发现其免疫小鼠的淋
巴细胞增生率较其他组高，具体的原因目前并不清楚，
可能与所用的佐剂或使用免疫原的量较少有关. 所以我
们分别用10，20，30 µg 的MUC5AC， MUC6合成肽
的连接型与佐剂免疫不同的小鼠，并在同一条件下测
定各小鼠脾淋巴细胞的3H-TDR标记率，结果30 µg组
较10， 20 µg 组有增高的趋势，但经统计学分析他们
之间并没有显著差别(P >0.05)，进而提示小鼠淋巴细

胞的增生率与MUC5AC， MUC6合成肽的连接型抗原
加入量之间可能无关.
2.4 小鼠脾淋巴细胞的细胞毒测定  MUC5AC， MUC6
合成肽的连接型与佐剂组和单纯合成肽、生理盐水和
单纯佐剂组相比，小鼠脾细胞及其培养上清在体外对
胃癌细胞株7901无明显的杀伤作用. 这提示MUC5AC，
MUC6合成肽的连接型虽然可以一定程度上诱导机体的
体液免疫和细胞免疫应答，但我们设计的MUC5AC，
MUC6合成肽尚不足以诱导小鼠的抗肿瘤免疫反应. 将
来使用其他不同的MUC5AC，MUC6 合成肽分子的实
验及实验方法的改进是需要的.

3   讨论

一些人类肿瘤抗原已被证明可诱发机体的细胞免疫和
体液免疫反应，而细胞免疫在抑制肿瘤生长中起重要
作用.
        本研究证明，MUC5AC，MUC6合成肽与KLH的
连接型加用福氏佐剂不仅可以诱发小鼠的体液免疫，
还可诱发细胞免疫反应，但不能诱导小鼠淋巴细胞在
体外的增生反应，因而不能使小鼠淋巴细胞或其培养
上清产生体外杀伤肿瘤细胞活性，而单纯应用MUC6，
MUC5AC 合成肽组小鼠不能产生皮肤迟发性过敏反
应，这说明KLH和佐剂在诱发细胞免疫中起了很重要
的作用，可能是起加强抗原提呈的作用. 粘蛋白在癌
变时可发生质和量的改变，出现新的抗原表位. 由于
MUCl 是最先与机体免疫系统接触的细胞表面分子之
一，且含有许多连续重复序列，可作为一种抗原使T细
胞的TCR交联，从而不需要MHC的参与就可活化细
胞毒淋巴细胞(CTL)，即他对CTL的活化是非MHC限
制性的. 因此MUC1是肿瘤主动特异性免疫治疗理想的
靶分子[6-8]. 目前已设计了多种基于MUCl的免疫原，如
表达MUCl 的细胞、从癌细胞中纯化的MUCl、重组
核心蛋白、转染细胞产生的MUCl 糖型、含有连续重
复序列的肽或糖肽，表达MUCl cDNA 的重组病毒，
合成的糖链疫苗、MUCl 核酸疫苗、抗MUC1 抗体，
作为一种新的黏液瘤苗用于肿瘤治疗的研究，其中含
连续重复序列的肽，合成的糖链疫苗和抗MUCl抗体己
应用于临床，并取得了一定的结果[11].
        属于粘蛋白家族的MUC2，MUC3，MUC4，MUC5
和MUC6粘蛋白同样在肿瘤中是不完全糖基化的，而
正常组织是高度糖基化的，并且MUC2，MUC5 和
MUC6 这些粘蛋白与MUCl 粘蛋白不同，他们不存在
细胞表面，而是以分泌型粘蛋白存在于人体的一些腔
道内，几无可能暴露于免疫系统. 所以进一步研究这
些粘蛋白前体是否可诱发抗肿瘤的免疫反应，对探索
一些新的粘蛋白瘤苗具有潜在的价值. 国内袁玫et al [9]

研究提示，MUC2 和MUC3 可能诱发细胞免疫，证据
主要是(1)核心肽加Detox免疫小鼠后，皮内注射MUC2
或MUC3 都可诱发皮肤迟发过敏反应; (2)抗 MUC2 及
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MUC3的抗体都可不同程度地阻断核心肽的免疫小鼠的
淋巴细胞毒作用. 而我们用MUC5AC，MUC6合成肽免
疫小鼠引发了体液和细胞免疫反应，但尚不足以产生淋
巴细胞毒作用，究其原因，可能与 (1)所使用的佐剂是福
氏佐剂，这种佐剂主要引起体液免疫反应，这被我们的
ELISA 检测结果证实，细胞免疫很弱，而马运国及其
他的报道所采用的佐剂为专门诱发细胞免疫反应为主的
佐剂，如Detox 和 QS-21[12] ; (2)采用检测细胞毒的方
法，51Cr 释放法可能比3H-TDR释放法更敏感. 所以进
一步改进实验的设计方法进行研究还是需要的. 此外合
成肽的连接型(与KIH相连)能产生高滴度的抗体，这对
于设计合成新的黏液瘤苗是必须的；(3) de Bolos所设计
的合成肽主要目的是制备其相应的检测抗体，可能在诱
导细胞免疫方面的作用较弱，所以进一步使用不同合成
肽分子的实验是必须的.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of p57kip2 and p27kip1 proteins on
the development and progression of pancreatic cancer.

METHODS:Expression of p57kip2 and p27kip1 proteins in tumor
and adjacent tissues of 32 patients with pancreatic cancer
were detected by SP immunohistochemical technique.

RESULTS:p57kip2 protein positive rate in tumor tissues of
pancreatic cancer was 46.9 % , which was lower than that
in adjacent pancreatic tissues (75.0 %)(χ2=5.317,P <0.05),
p57kip2 protein expression correlated remarkably with tumor
cell differentiation (χ2=4.979,P <0.05), but did not correlate
with lymph node metastasis (χ2=3.698, P <0.05); p27kip1

protein positive rate in the tumor tissues was 56.3 %, which
was lower than that in adjacent pancreatic tissues (84.4 %)
(χ2=6.063,P <0.05). p27kip1 expression was correlated
remarkably with tumor cell differentiation and lymph node
metastasis (χ2=5.776;χ2=4.097,P <0.05). p57kip2 protein
positive rate (50.0 %) in p27kip1 protein positive group was
higher than that (42.9 %) in p27kip1 protein negative group,
and there was no significant correlation between the two
groups (r =0.19657, P >0.05).

CONCLUSION:p57kip2 and p27kip1 proteins may play an im-
portant role in carcinogenesis and progression of human
pancreatic cancer. Decreased expression of p57kip2 and p27kip1

proteins is subject to the development of pancreatic cancer

and determination of cell differentiation degree, and helpful
to evaluate prognosis of the diseases.

Yue H,Yu JP,Cao YH,Zhao X. Expression of p57kip2 and p27kip1 proteins
and its relationship with clinicopathology in human pancreatic cancer. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(3):318-320

摘要
目的:探讨p57kip2和p27kip1蛋白在胰腺癌发生发展中的作用

及与临床病理特征的关系.

方法:采用免疫组化技术SP法，检测p57kip2和 p27kip1蛋白

在32例胰腺癌组织和癌旁胰腺组织中的表达情况.

结果:p57kip2蛋白阳性表达率在胰腺癌组织中为46.9 %， 显

著低于癌旁胰腺组织(75.0 %) (χ2=5.317，P <0.05)，并
与胰腺癌组织分化程度有关 (χ2=4.979，P <0.05)，而与
淋巴结转移无关 (χ2=3.698，P >0.05). p27kip1 蛋白阳性表
达率在胰腺癌组织中为56.3 %，显著低于癌旁胰腺组织

(84.4 %)(χ2=6.063，P <0.05)， 并与胰腺癌组织分化程度
和淋巴结转移均有关 (χ2=5.776；χ2=4.097，P <0.05).
p27kip1 阳性胰腺癌组p57kip2 蛋白表达阳性率50.0 %高于

p27kip1阴性胰腺癌组p57kip2蛋白表达阳性率42.9 %， 但二

者无显著相关(r =0.19657， P >0.05).

结论:p57kip2和p27kip1蛋白的低表达可能与胰腺癌发生发展

密切相关；p57kip2和p27kip1蛋白表达均降低有助于胰腺癌

的发生及细胞分化程度及预后的判定.
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0   引言

胰腺癌的发病率在世界范围内均有增加，而且预后差[1-3].
p57kip2和p27kip1蛋白是细胞周期抑制蛋白， 他们抑制细
胞周期G1期向 S期的转换，从而抑制细胞增生. 但细
胞周期G1/S期负向调控因子p57kip2和p27kip1蛋白表达与
胰腺癌关系的研究很少，我们采用免疫组化技术SP法
检测胰腺癌组织和癌旁组织p57kip2 和 p27kip1 蛋白的表
达，旨在探讨二者在胰腺癌的发生发展中的作用及与
临床病理特征的关系.

1   材料和方法

1.1  材料  沈阳军区总医院和中国医科大学第一临床学
院手术切除胰腺癌标本32例，男20例，女12例;年龄



26-72 岁(平均 59.9 岁). 所有术前均未经放、化疗. 其
中高分化胰腺癌19例，中低度分化胰腺癌13例，12
例有淋巴结转移. 抗 p57kip2 鼠抗人单克隆抗体(57P06)、
抗 p27kip1 鼠抗人单克隆抗体(DCS-72.F6)和 SP试剂盒
(UltraSensitiveTM)及 3，3-二氨基联苯胺(DAB)显色试剂
均购自福州迈新生物技术公司，即用型.
1.2 方法  所有标本分别在癌灶中央、癌旁组织常规取
材，甲醛固定，石蜡包埋，制备成 4 µm厚连续切片.
采用免疫组化技术为链霉亲和素-生物素过氧化物酶
复合物(S-P)法，以高温高压行抗原修复，以 PBS 代
替一抗作为空白对照，以已知p57kip2、p27kip1阳性切片
作为阳性对照. p57kip2 和 p27kip1 蛋白以胞核或胞质染色
为棕黄色颗粒者为阳性反应细胞，400倍显微镜下每张
载玻片计数5个视野，每个视野100 个细胞，依据染
色阳性细胞所占细胞的百分比，将结果分为阴性(-):
标本中无阳性反应细胞或<10 %；阳性(+):按标本中阳
性细胞所占细胞的百分比分为:+10-25 %，++ 25-50 %，
+++>50 %.
        统计学处理  SAS System (Release6.12)统计软件包，
χ2 检验和确切概率法，显著性水准为P <0.05.

2   结果

2.1 p57kip2蛋白的表达   p57kip2蛋白定位于正常胰腺细胞
和阳性病例的胰腺癌细胞核或胞质中，呈较细的棕黄
色颗粒，但以细胞核染色为主，见图 1. 胰腺癌组织
中p57kip2 蛋白阳性表达率为46.9 %显著低于癌旁胰腺
组织(75.0 %) (χ2=5.317，P <0.05). 中低分化胰腺癌组
织p57kip2 蛋白阳性表达率为23.1 %显著低于高分化者
(63.2 %)(χ2=4.979，P <0.05). 有淋巴结转移组p57kip2 蛋
白阳性表达率为25.0 %低于无淋巴结转移组(60.0 %)，
但二组无显著差异(χ2=3.698，P＞ 0.05).

图1  p57kip2 蛋白在胰腺癌组织中的表达 SP×400.

2.2 p27kip1蛋白的表达  p27kip1蛋白定位于正常胰腺细胞
和阳性病例的胰腺癌细胞核或胞质中，呈较细的棕黄
色颗粒，但以细胞核染色为主，见图 2. 胰腺癌组织
中p27kip1 蛋白阳性表达率为56.3 %显著低于癌旁胰腺
组织(84.4 %)(χ2=6.063，P <0.05). 中低分化胰腺癌组织
p27kip1蛋白阳性表达率为30.8 %显著低于高分化者 (73.7 %)

(χ2=5.776，P <0.05). 有淋巴结转移组p27kip1 蛋白阳性
表达率为 33.3 % 显著低于无淋巴结转移组(70.0 %)
(χ2=4.097，P <0.05).
2.3胰腺癌组织p27kip1 与 p57kip2 蛋白表达的关系  p27kip1

阳性胰腺癌组 p57kip2 蛋白表达阳性率(50.0 %)高于
p27kip1 阴性胰腺癌组p57kip2 蛋白表达阳性率(42.9 %)，
但二者无相关(r =0.19657， P >0.05).见表1.

表1  胰腺癌组织p27kip1 和 p57kip2 表达的关系

p57kip2

p27kip1 n           阳性表达率(%)
             －           ＋           ++         +++

32         17           11 3 1

- 14 8 4 2 0 42.9

+   8 6 2 0 0 50.0

++   8 3 3 1 1

+++   2 0 2 0 0

图2  p27kip1 蛋白在胰腺癌组织中的表达SP×400.

3   讨论

近年的细胞周期调控研究证实细胞周期G1期的调控是
由多种细胞周期调控因子参与的复杂过程，而且细胞
周期G1 期调控异常与肿瘤的发生发展密切相关[4-10].
p57kip2 蛋白是细胞周期负性调控因子，其基因定位于
11p15.5染色体，为p57kip2基因的表达产物，属CIP/KIP
家族，与p21，p57功能相似[11,12] .Lee et al [13]认为p57kip2

基因在肿瘤的发生发展中起着重要作用，而且其抑癌
作用可能是其产物p57kip2蛋白与Cyclin-CDK复合物结
合，阻止细胞增生，从而使细胞周期停滞在 G1 期.
Kondon et al [14]认为在正常情况下，p57kip2 基因为父源
等位基因被印记，母源基因表达，在一些肿瘤中存在
p57kip2 基因印记缺失(loss of imprinting，LOI)或印记错
误，导致基因表达下降. Matsumoto et al [15]采用免疫组
化技术研究92例食管鳞状细胞癌p57kip2蛋白阳性表达
率为43.3 ± 3.2 %，其后关于 p57kip2 蛋白在大肠癌、
上皮性卵巢肿瘤、肝癌、甲状腺癌、肝外胆管癌及肝内
胆管癌表达研究相继被报道[16-24]，但 p57kip2 蛋白表达
与胰腺癌的关系很少被报道[25]. 本结果显示胰腺癌组织
中p57kip2 蛋白表达阳性率显著低于癌旁胰腺组织，胰
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腺癌组织中p57kip2 蛋白表达强度随着恶性程度的增高
而降低，但p57kip2 蛋白的低表达或缺失与淋巴结转移
无显著相关，提示p57kip2 蛋白的表达降低与胰腺癌的
发生、恶性程度的判定有关， 而与淋巴结转移无关.
p27kip1 蛋白是Polyak et al [26]于 1994年用转化生长因子-β
(TGF-β)处理生长抑制细胞及接触生长抑制的细胞株中
发现的一种相对分子量为27kd的耐热细胞周期抑制蛋
白，是p27kip1 基因的表达产物，亦属CIP/KIP家族;国
外学者认为p27kip1 基因在肿瘤的发生发展中起着重要
作用，但很少发现有p27kip1 基因的缺失和突变，认为
其抑癌作用可能是其产物p27kip1 蛋白在转录后水平以
化学剂量方式与Cyclin-CDK复合物结合，阻止细胞
增生，从而使细胞周期停滞在G1期[27]. 在多种肿瘤中，
已有p27kip1 蛋白表达水平低下或缺失的报道[28-30]，但
p27kip1蛋白在胰腺癌组织中的表达仅见国外一篇报道[31].
本研究结果显示胰腺癌组织中p27kip1 蛋白表达阳性率
显著低于癌旁胰腺组织，胰腺癌组织中p27kip1 蛋白表
达强度随着恶性程度的增高而降低，p27kip1 蛋白的低
表达或缺失与淋巴结转移有关，提示p27kip1蛋白的表达
降低与胰腺癌的发生、恶性程度的判定及淋巴结转移
有密切的关系.这与Thomas et al [32]研究p27kip1蛋白的表
达与大肠癌转移的关系所得到的结论一致.p27kip1 蛋白
表达阳性组p57kip2蛋白阳性表达率高于p27kip1蛋白表达
阴性组p57kip2 蛋白阳性表达率，但两组无显著相关，
提示p57kip2和p27kip1蛋白可能在不同的细胞周期途径上
发挥其抑癌作用.
       总之，p57kip2和p27kip1可能与胰腺癌发生发展密切
相关；p57kip2和p27kip1蛋白表达均降低有助于胰腺癌的
发生和恶性程度及预后的判定，但p57kip2蛋白低表达与
胰腺癌淋巴结转移无关.
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摘要
肝纤维化的特征性变化是肝内细胞外基质的过多沉积. 抑

制肝星形细胞的激活和细胞外基质的合成，促进基质降解

和肝细胞再生是肝纤维化治疗的重要方法. 近年来，针对

上述环节构建重组复制缺陷型腺病毒，表达不同外源基因

产物基因治疗肝纤维化研究取得了较大的进展.本文对重组

腺病毒的结构、构建以及抗肝纤维化作用和安全性研究作

一综述.
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0   引言

肝纤维化(hepatic fibrosis， HF)是肝脏对慢性损伤的一
种修复反应，是慢性肝病共有的病理改变，其特征性
改变是肝内细胞外基质(extracellular matrix， ECM)的过
多沉积. 近年来，针对肝纤维化发生的各个环节，如
抑制肝星形细胞(hepatic stellate cell， HSC)激活和ECM
合成，促进基质降解和肝细胞再生等方面，构建了各
种携带外源目的基因的病毒载体，为肝纤维化的基因
治疗提供了有力的手段[1-4]. 由于复制缺陷型腺病毒能较
好地克服以往病毒载体的缺点，加之其具有宿主范围
广、可感染分裂期及静止期细胞、包装容量大、不发生
整合、繁殖滴度高、性质稳定等优点，业已成为基因治
疗中被广泛应用的载体系统. 随着腺病毒载体广泛应用
于基因治疗等医学研究领域，构建重组腺病毒的方法
也有了新的突破[5,6]. 本文将应用重组复制缺陷型腺病毒
基因治疗肝纤维化的研究进展作一综述.

1   腺病毒的结构和重组复制缺陷型腺病毒的构建方法

人腺病毒(adenovirus，Ad)是一群分布广泛的呼吸道病
毒，无包膜的对称20面体. Ad基因组为双股DNA，呈
线性，36 Kb，分早期转录区和晚期转录区，前者有
E1、E2、E3、E4 四个区，编码病毒调节蛋白；后
者分 L1、L2、L3、L4、L5 五个区，编码病毒结
构蛋白. 目前对人腺病毒的分子生物学特性研究最为详

细的是人腺病毒2型(adenovirus type 2，Ad2)和人腺病
毒5型(Ad5)，大多数腺病毒载体就是以Ad2和Ad5为
基础构建的. 为了在病毒基因组的特定位点插入目的基
因，并得到能够表达外源基因的重组病毒，传统方法
通常造成E1和 / 或 E3 区缺失，使病毒复制缺陷，同
时在E1、E2、E3、E4 等位置将含有外源基因的酶
切片段与腺病毒基因组片段在DNA连接酶的作用下，
直接进行体外连接，然后转染细胞；或将带有外源基
因和同源区的穿梭质粒与病毒的核酸大片段共转染哺
乳动物包装细胞 293 或 911，在相关酶系的作用下，
通过同源重组机制获得表达外源基因的复制缺陷型重
组病毒[7-10]. 这二种方法繁琐低效的缺点限制了腺病毒
载体的更广泛应用. 随着腺病毒载体基因治疗研究的不
断深入，构建重组腺病毒的方法有了很大的改进.
Okada et al [11]通过同源重组产生的复制缺陷性腺病毒
AVC2. null 感染 293细胞，分离AVC2. null DNA-蛋
白质复合物，使用二种黏端酶酶切得到非互补5’黏
末端，再与同样酶切处理的外源基因片段直接相连.因
为只有通过外源基因才能将DNA-蛋白质复合物的左
右臂端连接起来，故不再需要对病毒进行筛选和噬斑
纯化，缩短了构建的过程.
     He et al [12]建立了在大肠杆菌内重组腺病毒的
pAdEasy系统. 通过已插入外源目的基因的穿梭质粒腺
病毒的左臂和右臂同源区与骨架载体上腺病毒基因组
在大肠杆菌内同源重组，由于借助了细菌细胞内高度
有效的同源重组机制并能进行抗生素筛选，可以在很
短的时间内得到所需要的重组腺病毒质粒，再通过Pac
Ⅰ内切酶线性化，去除质粒上的 ori 和卡那霉素抗性
编码基因，并暴露其 ITR序列后，在适当的包装细胞
内就可得到表达外源基因的重组腺病毒. 同时利用在同
源重组时整合入腺病毒骨架中的绿色荧光蛋白(GFP)，
可以直接地观察转染和感染的效率，大大方便了腺病
毒的重组与纯化. 与传统方法相比，新的构建重组腺
病毒的策略具有其他策略不可比拟的优势[13,14].

2   重组腺病毒在肝纤维化基因治疗中的应用

由于肝纤维化的发生发展涉及多个环节，许多学者设
计并构建了围绕肝纤维化相关环节的多种重组复制缺
陷型腺病毒，并通过重组腺病毒将外源目的基因导入
细胞或动物体内，以达到抑制纤维生成，促进肝细
胞再生和肝脏结构重建的效果.一系列体内和体外实验
显示重组腺病毒在肝纤维化基因治疗中有着很好的治
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疗效果和应用前景，也为肝纤维化的治疗提供了新的
思路[15].
2.1 抑制HSC活性和ECM合成   HSC的激活是肝纤维
化发生的中心环节，其激活过程分为启动阶段和持续
阶段. 前者指基因表达和表型的早期变化使其具有对细
胞因子和刺激的反应性，后者指由于这些刺激的作用
而维持HSC的激活状态并导致ECM合成. 抑制静止的
HSC转变为活化的肌成纤维样细胞是抗肝纤维化治疗
的一个重要途径[16].
        内皮素-1(endothelin-1， ET-1)是调节HSC收缩的
主要因子. 其受体有ETA和ETB二种，广泛存在于肝脏
各种细胞，但以HSC最为丰富[17]. Yu et al [18]研究发
现，一氧化氮(NO)能有效地缓解ET-1 所引起的HSC
的收缩，利用重组腺病毒构建含有鼠神经元一氧化氮
合酶同工酶(nNOS) cDNA的表达载体Ad. nNOS，体外
转染至肝细胞、肝窦内皮细胞和HSC，结果均有NOS
表达，其中HSC表达量最高. 经股静脉注射Ad. nNOS
至肝损伤大鼠，能明显地促进NO的合成，抑制ET-1
的表达，缓解由ET-1介导的HSC收缩和激活；同时
明显减轻肝硬化小鼠肝内血流阻力和门脉压力.
        抑制ECM的产生一直是抗肝纤维化治疗的主要目
标，包括抑制TGFβ1等细胞因子的活性，或直接抑制
ECM的合成和修饰[17,19-21]. Qi et al [22]利用复制缺陷型腺
病毒载体(E1和E3区缺失)，构建由巨细胞病毒增强子
和肌动蛋白启动子驱动的缺失型II型TGF-β受体重组
腺病毒(该缺失型受体可与野生型TGF-β受体竞争结合
TGF-β，但无激活作用，从而阻断TGF-β的活性)，
经门静脉注射治疗二甲基亚硝胺(DMN)肝损伤大鼠，
免疫组化显示可显著抑制肝脏I型胶原、FN 、TGF-β1
等表达，治疗组肝纤维化仅为对照组的 22 %，大鼠
生存率明显提高. Ueno et al  [23]将可溶性缺失型 II 型
TGF-β受体重组腺病毒AdTbeta-ExR (该载体插入的外
源目的基因表达的产物含有 II 型 TGF-β受体的膜外
区，可与人IgG Fc端相结合)注射至肝纤维化小鼠肝脏
以外的其他器官如骨骼肌，表达产物 - 缺失型 II 型
TGF-β受体亦可在 3 wk 内检测到，通过阻断TGF-β
的传导信号，明显地减少了肝纤维化小鼠肝脏羟脯氨
酸的合成，同时未出现明显副作用. 研究发现，一些
具有抗炎作用的细胞因子亦能影响肝纤维化的进程，
部分细胞因子则可抑制HSC的激活和ECM的合成[24-26].
Zhang et al [27]将携带有鼠γ-干扰素(IFN-γ) cDNA的重
组腺病毒载体体外转染至正常小鼠肝细胞株BNL CL.2，
然后将这些肝细胞通过脾脏内注射移植于肝纤维化小
鼠，治疗4 wk后肝纤维化小鼠肝脏中I 型和III型胶原
表达明显下降；通过RNA斑点杂交方法检测到治疗组
小鼠肝脏中TGF-β1 和其受体的表达亦明显下降.
2.2 促进ECM降解  肝纤维化的实质是慢性肝损伤的修
复反应，导致以胶原为主的ECM各成分合成增多，降
解相对不足，致使ECM在肝内过多沉积.因此，促进

ECM各成分的降解无疑是抗肝纤维化治疗的另一重要
途径[28].
         基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases， MMPs)
是一组锌酶，是降解胶原、蛋白多糖等ECM 的主要
蛋白酶. MMPs 至少包括 3类：间质型胶原酶、IV 型
胶原酶和基质溶素. 肝纤维化早期，MMPs 轻度增高，
而肝纤维化中晚期MMPs活性则明显降低，以致ECM
合成超过降解，引起ECM大量沉积. 通过调节MMPs
活性，有助于增加基质的降解，促进肝纤维化的逆转.
纤溶酶原激活剂(plasminogen activator， PA)包括组织型
(tissue-type plasminogen activator， tPA)和尿激酶型
(urokinase-type plasminogen activator， uPA)二种. tPA主
要参与纤溶过程，而uPA主要作用于生理病理条件下
细胞迁移、组织重建、肿瘤浸润及转移等过程，包括
ECM的降解，也参加部分纤溶过程. 通常 uPA蛋白合
成后，穿过内质网膜并通过高尔基体分泌至细胞外.
目前研究证实，纤溶酶原激活剂 / 纤溶酶系统是调节
MMPs活性和ECM降解的关键因素. MMPs以酶原的形
式分泌，在纤溶酶的作用下，伴随失去约10 kD的片
段而被激活；同时纤溶酶也可直接降解ECM. 纤溶酶
由uPA所激活，而被纤溶酶原激活剂抑制因子1(PAI-1)
所抑制[29]. Lieber et al [30]构建了 uPA的腺病毒表达载
体，同时在uPA的 cDNA两端进行了修饰：氨基端加
入RR固定信号序列，羧基端加入了KDEL信号序列，
使外源表达的uPA蛋白的两端可以与内质网膜上的跨
膜蛋白相结合，从而固定于细胞内，由分泌型转变为
非分泌型. 研究显示经过上述修饰后，uPA 蛋白保留
在细胞内，可激活MMPs，降解ECM，并促进肝细胞
再生，同时由于uPA蛋白不分泌到细胞外，因而避免
了对凝血功能的影响，这一点对于有凝血功能障碍的
肝硬化患者尤为重要.
        Salgado et al [31]研究了这种非分泌型的uPA重组腺
病毒对肝纤维化小鼠的治疗作用. 发现通过髂静脉注射
uPA重组腺病毒后，可增强纤溶酶和MMP-2的活性，
进而促进ECM 各种成分的降解，与对照组相比，治
疗后10 d肝纤维化程度降低85 %，纤维化肝脏α-SMA
阳性细胞仅为对照组的 50 %；同时肝细胞生长因子
(hepatocyte growth factor，HGF)及其 c-met 受体表达增
加，肝细胞增生明显增强，这可能与uPA激活HGF并
形成双链的活性产物有关，此外还可能与ECM降解导
致肝组织结构改建和血管新生，使肝细胞增生空间扩
大有关.
2.3 促进肝细胞再生  HGF最初作为肝细胞强效的促分
裂剂而应用于肝功能衰竭的治疗. HGF由728个氨基酸
组成，活性成分是由α链(64 kDa)和 β链(34 kDa)组成
的异源二聚体，其前体分布于肝脏、脾脏、肾脏以及肾
上腺等组织，最终于肝脏中被灭活. 亦有实验证明，
HGF可抑制HSC的激活和ECM的合成，具有一定的
抗肝纤维化作用[32-37]. Phaneuf et al [38]构建了由CMV驱
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动并插入人HGF cDNA的重组腺病毒Ad.CMV. rhHGF，
分别以(1-4)× 1011pfu 静脉注射正常小鼠，5 d 后发现
治疗组小鼠肝细胞DNA合成和肝脏重量明显增多，并
有剂量依赖性. 在 3× 1011pfu剂量下，作用最为明显，
肝脏重量增加至130 %；更为重要的是，治疗组中腺
病毒的肝脏毒性明显低于对照组，说明外源表达的
HGF可缓解腺病毒本身对肝脏的损伤.
       研究显示，激活的TGF-β可诱发肝细胞的凋亡，
抑制肝细胞的再生[39]. Nakamura et al [40] 将缺失 II 型
TGF-β受体重组腺病毒质粒AdTbeta-TR经静脉注入肝
纤维化小鼠，不仅可以阻止TGF-β与野生型受体结
合，减轻基质的沉积，还可明显促进肝细胞的再生.
       细胞周期的研究发现，培养细胞在G1期，通过
一些基因的表达，可诱发细胞由G1期向S期转化，复
制增生. Nelsen et al [41]将体外构建的含有cyclin E和skp2
的表达载体(cyclin E和 skp2可促进细胞由G1期进入S
期)转染至肝细胞，可在无促有丝分裂剂的情况下促进
肝细胞增生，为肝细胞再生提供了新的方法.
        端粒和端粒酶与细胞增生密切相关[42-44]. 端粒酶维
持端粒长度是促进细胞增生的重要机制，永生化细胞
和恶性肿瘤细胞往往通过激活端粒酶来维持端粒长度
并阻止细胞死亡[45-49]. Rudolph et al [50]研究认为肝纤维
化进程中端粒长度逐渐缩短，是影响肝细胞再生并加
重肝纤维化程度的主要因素之一. 该学者将腺病毒介导
的大鼠端粒酶模板RNA基因，经尾静脉注射导入肝纤
维化大鼠肝脏，发现可恢复肝细胞端粒酶活性和端粒
长度，促进肝细胞再生，抑制 TGF-β1 表达，显著
减轻纤维化程度，肝纤维化进程和肝功能衰竭得到明
显抑制. 利用端粒酶进行基因治疗研究的不断深入有望
为慢性肝病或其他终末期肝功能衰竭提供更有效的手
段[51,52].
        肝细胞移植是恢复肝细胞功能、减轻肝纤维化发
展的极有前途的治疗方法之一，目前主要的问题是供
体肝细胞短缺、体外不易培养以及移植后免疫排斥反
应[53,54].晚近研究表明：通过构建带有减轻免疫源性和
促进肝细胞增生的重组腺病毒，可明显提高肝细胞移
植的治疗效果. Okada et al [55]构建了CMV启动子驱动的
IL-10重组腺病毒AdCMVvIL-10，体外感染异源供体
肝细胞后，移植注射于脾脏，异体免疫排斥反应受
到抑制，供体肝细胞的存活期明显延长，接近自体
肝细胞移植的效果.
        促进移植肝细胞在受体肝脏内增生是提高肝细胞
移植水平的重要途径. 一些研究认为，供体肝细胞进
入受体肝脏生长增生的数目一般不超过0.5 %，主要
原因可能是受体肝脏内缺乏移植肝细胞增生的刺激因
素[56-59]. Vrancken et al [60]将构建成的非分泌型的uPA重
组腺病毒Ad.PGK-muPA以5×109 pfu效价经门静脉注
射入待移植小鼠，2 d后行肝细胞移植，结果发现供体
肝细胞在Ad.PGK-muPA注射组增生的数目是对照组的

20倍. 引起肝细胞增生的原因最初认为是由于外源表达
的uPA可将肝细胞内的纤溶酶原转变为纤溶酶，继而
产生许多活性蛋白，对受体肝细胞产生毒性作用，产
生了促进肝细胞生长的刺激因素，从而诱发移植肝细
胞的增生. 此外 uPA可将单链无活性的HGF转变为具
有活性的双链成分，进一步促进肝细胞生长.晚近，许
多学者深入探讨了肝细胞再生的机制，认为外源导入
促进细胞增生的基因可明显提高移植肝细胞的功能和
存活时间，提高肝细胞移植的治疗效果[61-63].

3   腺病毒用于肝纤维化基因治疗疗效和安全性的评价

鉴于腺病毒载体在肝纤维化基因治疗中的广泛应用，
许多学者对其疗效和安全性进行了充分评估[64- 6 6 ] .
Connelly [67]认为将携带外源基因的重组复制缺陷型腺病
毒直接导入肝细胞是进行基因治疗很有前途的方法，
许多体内实验均证明腺病毒治疗的高效性；但瞬时导
入重组腺病毒，外源基因持续表达不超过 1 mo，同
时腺病毒载体的免疫原性和肝脏毒性也是需要解决的
问题. 一些学者认为重组腺病毒进入血液循环后，主
要集中于肝脏表达，可引起肝脏的急性损伤，但仅仅
是一种非特异性免疫反应，多由中性粒细胞、巨噬细
胞、自然杀伤细胞的激活和一些趋化因子的释放所致.
Nakatani et al [68]进一步研究评价了重组腺病毒基因治疗
肝硬化的疗效和安全性.静脉注射仅表达lacZ的重组腺
病毒4 d后，发现 lacZ 基因在肝硬化小鼠肝细胞中的
表达是正常小鼠的2.5 倍；血清肝功能指标升高不明
显；组织病理学仅在正常小鼠肝脏中出现轻型肝炎的
病理变化(肝细胞增生和炎细胞浸润)，肝硬化小鼠未出
现新的明显的病理改变；各种免疫学指标亦未有显著
变化，动物实验证实严重肝病利用腺病毒载体静脉注
射进行基因治疗是安全有效的.
     总之，近年来肝纤维化治疗已取得很大的进展，
分子生物学技术的飞速发展为肝纤维化的基因治疗提
供了新的思路[69-71]. 围绕抑制ECM生成、增加ECM降
解和促进肝细胞再生等方面构建相应的重组复制缺陷
型腺病毒在体外和动物实验中显示出较好的治疗效果.
随着基因工程、细胞因子生物学和基质生物学等研究
的不断深入，将会进一步发现和构建更多低毒、高效、
简易的载体系统，为肝纤维化治疗带来新的希望.
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摘要
肝纤维化是各种致病因子持续作用于肝脏，导致慢性肝

损伤后的共同结果，多种细胞因子参与肝纤维化的发

生， 其中，转化生长因子 β1(transforming growth factor
β1， TGF-β1)起关键性的作用. TGF-β1是具有多种生物
学功能的细胞因子，可调节细胞的生长、分化、基质产生

和凋亡；在胚胎生长发育过程中，对模型形成和组织特异

性分化起重要作用；在成人，与组织修复和免疫系统调节

过程有关. TGF-β1 可以存在于所有的组织中，但在骨、
肺、肾及胎盘组织中比较丰富. TGF-β1大多由实质细胞
产生，亦可由浸润细胞，如淋巴细胞、单核细胞/巨噬细

胞和血小板产生及释放.TGF-β1的信号转导由细胞膜上的
是跨膜丝氨酸/苏氨酸激酶受体介导，在胞质内信号由递

质Smads介导转导至细胞核，影响特异性基因表达.本文

从 TGF-β1 的细胞来源、信号转导、激活肝星状细胞
(hepatic stellate cell，HSC)、促进细胞外基质(extracellular

matrix，ECM)沉积和活性调节方面对其在肝纤维化的发

生机制中的重要作用作一综述.
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0   引言

肝纤维化是各种致病因子持续作用于肝脏，导致慢性
肝损伤后的共同结果[1,2]，多种细胞因子参与肝纤维化
的发生[3-6]，其中，转化生长因子 β1( t rans fo rming
growth factor β1，TGF-β1)起关键性的作用[7,8].TGF-β1
是一大家族的前体物质，这个家族包括TGF-βs、激
活素、抑制素(inhibins，睾丸分泌的水溶性激素)、骨骼
形成蛋白和苗勒抑制物(müllerian-inhibiting  substance). 他
们具有多种生物学作用，可作用于多种细胞，调节细胞
的生长、分化、基质产生和凋亡；在胚胎生长发育过程
中，对模型形成和组织特异性分化起重要作用；在成
人，与组织修复和免疫系统调节过程有关[7-10] .
      TGF- β1可以存在于所有的组织中，但在骨、肺、
肾及胎盘组织中比较丰富. TGF- β1大多由实质细胞产
生，亦可由浸润细胞，如淋巴细胞、单核细胞 / 巨
噬细胞和血小板产生及释放. 在损伤或炎症时，所有这

些细胞都是TGF- β1的潜在来源. TGF- β1可调节细胞
的生长和细胞形态学发生；TGF- β1是大多数细胞的
生长抑制剂，其是那些上皮或内皮源的细胞；TGF- β1
通过诱导几种基质成份的表达而促进基质的产生，同
时，TGF- β1通过抑制蛋白水解酶的活性而抑制基质
的降解；此外，TGF- β1还对免疫系统调节过程起作
用[11,12].
      在生理条件下，细胞外基质的产生有利于组织的
损伤修复，但在病理条件下，过量的TGF- β1 将导
致细胞外基质的过度产生而发生纤维化.

1   TGF-β1 概要
1984 年，人们从血小板中提取出一种物质，由于其
能够刺激正常细胞在琼脂中生长，就象病毒转化一样，
故被命名为转化生长因子 β. 在哺乳动物中，TGF-β有
三种异构体，TGF-β1、2和 3. TGF-β1是由 391个氨
基酸组成的一个TGF-β1前体分子，可被蛋白水解酶
分解成多个肽片断和一个 112 个氨基酸的亚单位，
TGF-β1前体分子包括无活性相关肽(latency-associated
peptide，LAP)及活性TGF-β1：LAP 是一个二聚肽，
位于TGF-β1前体分子的N-末端；活性TGF-β1，是
一个25 Kd的二聚体蛋白质，由二个亚单位以二硫键
相链接，位于TGF-β1 的 C- 末端；LAP 非共价性包
绕TGF-β1. 在体内， TGF-β1通常以无活性TGF-β1形
式存在的，无活性TGF-β1是一个分子量＞225 Kd的
复合物：主要成份为一个分子量为125-210 Kd的具有
多个结构域的糖蛋白，称之为TGF-β1结合蛋白(latent
transforming growth factor β binding protein，LTBP)，迄
今为止已发现其有 4 种异构体(LTBP1、2、3 和 4)，
LTBP1、3、4的第三个8个半胱氨酸的重复序列和LAP
共价结合. LTBP阻止TGF-β1和丝/苏氨酸激酶受体结
合[13-20].

2   TGF-β1 的细胞来源
在肝脏，TGF-β1 的细胞来源，以往认为只有非实质
细胞：窦内皮细胞、Kupffer 细胞及HSC表达TGF-β1
mRNA.Bissell et al [21]研究证实肝细胞亦表达TGF-β1mRNA.
当组织受损伤时，这些细胞的TGF-β1mRNA和蛋白
质的表达增加，并分泌TGF-β1而启动修复过程. 肝细
胞分泌的TGF-β1 完全是无活性形式的，而非实质细
胞分泌的TGF-β1有 50-90 %是活性形式的. 无活性的
TGF-β1 必须活化为有活性的TGF-β1 才能发挥作用.



在体外，无活性的 TGF-β1 可以利用加热、提高 pH
值和各种蛋白酶作用使其活化，而在体内，其活化的
机制尚未完全阐明，可能依赖于蛋白水解酶的分解作
用[21].

3   TGF-β1 的信号转导
3.1 TGF-β1 的受体类型   TGF-β1至少和三种膜蛋白
相结合，被分别被命名为Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ型受体，他

们存在于所有的细胞中，Ⅰ型、Ⅱ型受体是跨膜丝氨

酸 /苏氨酸激酶[22];Ⅲ型受体，亦称为多聚糖，是一个

膜锚着蛋白多糖，他无信号转导结构但可递呈TGF-β1
给其他受体[23]，Ⅰ型受体介导TGF-β1 的细胞外基质
的合成和降解作用，Ⅱ型受体介导 TGF-β1的细胞生
长和分化作用.

3.2 TGF-β1受体的激活  TGF-β1首先直接与细胞膜上
的Ⅱ型受体结合，然后再与 Ⅰ型受体结合，最后形

成了一个由2个Ⅰ型TGF-β1受体 (TβR-Ⅰ)和2个Ⅱ型
TGF-β1受体 (TβR-Ⅱ)组成的异四聚体复合物[24-26]. Ⅰ
型、Ⅱ型受体均以低聚体形式存在于细胞膜上， Ⅰ型

受体在缺乏Ⅱ型受体的情况下不能和TGF-β1结合. 在
复合物中，TβR-Ⅱ磷酸化TβR-Ⅰ富含甘氨酸和丝氨
酸的区域(Gs domain，Gs区域)，从而使TβR-Ⅰ活化.
磷酸化的Ⅰ型受体将信号传递到下游底物中，从而启

动了信号转导链锁的第一步[27-30].

3.3 信号由细胞膜转导至细胞核-smads 是胞质递质

SMAD家族蛋白在TGFβ超家族蛋白介导的信号由细胞
质转移至细胞核的过程中具有关键作用. Smad的分子量

为42-60 kd，有两个类似的区域位于N末端和C末端，

分别被命名为MH1和MH2，中间由一个脯氨酸序列

连接. 在无活性状态时，Smad 的MH1和MH2区域相

互连接，被受体活化后相互连接的区域断开，形成

异聚体物质，转移至细胞核，影响靶基因的转录.迄

今为止，已知Smads 家族的成员有9个(Smad1、 2、

3、 4、 5、 6、 7、 8 和 9)，不同的成员在信号转导

中起不同的作用. Smad1、 2、 3 和 5相互作用，并可

被特异性的活化Ⅰ型受体磷酸化，因此，其作用是

通道限制性的；Smad 4的作用不同于Smad 家族的其他

成员，他是迄今为止所发现的唯一一个共同递质

(common-mediator)，他和磷酸化的通道限制性Smads

(Smad 2和 3)相结合形成异低聚体复合物后，转运至细

胞核中激活转录应答；Smad 6 和 7 则是信号转导过程

中的抑制剂.当细胞膜上的TGF-β1受体被激活后，胞
质中的通道限制性Smads和活化的Ⅰ型受体结合，从

而被磷酸化而活化，磷酸化的Smads和 Smad 4结合形

成异低聚体复合物后，转运至细胞核，在胞核中，直接

或和其他DNA结合蛋白一起与DNA结合而影响特异性

基因的表达；抑制性Smads 与受体结合后则阻碍通道

限制性Smads的磷酸化和信号转号活性[31-34].

4   TGF-β1在肝纤维化中的作用
研究证实，急性病变中，TGF-β1 的产生是一过性
的，在慢性病中，TGF-β1则持续产生. 适量的TGF-β1有
利于细胞的创伤愈合，但过多的TGF-β1则导致纤维
化. TGF-β1在纤维化的起始和持续发展中起关键作用[11]，
表现在：(1) 刺激HSC 转化为肌成纤维样细胞，后者
产生ECM[35] ; (2)诱导基质基因的表达，包括胶原、蛋
白多糖和结构性糖蛋白[36] ; (3)抑制基质降解[36].
4.1 刺激HSC转化为肌成纤维细胞   肝细胞受到各种
慢性损伤后，由非实质细胞、浸润细胞和肝细胞分泌
的TGF-β1或无活性TGF-β1 (后者可在细胞外被活化
为活性TGF-β1)，通过旁分泌作用激活HSC. 在 HSC
激活开始阶段，首先发生基因表达及表型的改变，表
现为：(1)转录活化; (2)信号分子活化及诱导早期结构基
因的表达；(3)胞膜上表达细胞因子、生长因子受体(如
血小板衍生生长因子受体、转化生长因子受体、血管
内皮生长因子受体等)，使其产生对这些递质分子的应
答能力；(4)增生活化为肌成纤维细胞[37]. 在持续激活阶
段中，HSC发生一系列表型改变：(1)细胞肥大，粗面内
质网增多，维生素A脂滴消失；(2)局部细胞增生，3H胸
腺嘧啶核苷酸的摄入增多；(3)纤维化发生的增强，原位
杂交法提示基质成份增多，包括硫酸乙酰肝素、皮肤

素和硫酸软骨素等蛋白多糖、层粘连蛋白、细胞纤维

结合素、韧黏素等；(4)表达平滑肌样特征：包括α平滑
肌肌动蛋白、细丝的显著表达. 此时的HSC具有了细
胞增生和促进纤维化的作用[38]. 因此，HSC 在肝纤维
化形成过程中具有特别重要的意义. 当肝受到各种损伤
时，HSC活化并转化为肌成纤维细胞后，细胞能够增
生、游动、增强收缩能力及大量合成生长因子细胞因
子和细胞外基质[39-44].
4.2 诱导基质基因的表达   纤维化是ECM过度沉积的结
果. 广义的ECM包括以下几种成分：(1)胶原蛋白(collage，
Col):目前发现人体共有19种，即Col Ⅰ -ⅩⅨ型，肝
脏存在Ⅰ，Ⅲ，Ⅳ，Ⅴ，Ⅵ，Ⅷ，Ⅹ，ⅩⅧ等胶原蛋白；

(2)非胶原糖蛋白:有十余种，包括纤维连接蛋白、层

粘连蛋白(laminin，LN)、血栓黏附素等；(3)蛋白多糖：

主要包括透明质酸(hyaluronic acid，HA)、硫酸软骨

素、硫酸皮肤素、硫酸乙酰肝素、硫酸角质素、硫酸肝

素体等6种[45]. 体内和体外试验均证实：TGF-β1可以
引起ECM，包括胶原、基底膜、间质基质的mRNA的

累积、基因转录及蛋白质表达[36] ;损伤肝中最重要的基

质成份Ⅰ型胶原mRNA，在与TGF-β1共同培养的鼠肝
细胞中有所增加;慢性肝病患者的肝组织样本中TGF-

β1mRNA的总量与Ⅰ型胶原mRNA的表达水平呈正相
关[11] ;Ⅰ型胶原存在时，HSC则很快被激活并大量合成

ECM；若减少胶原成分的mRNA转录，则能减少ECM

成分的表达[46-50]. 肝纤维化时，早期以Ⅲ，Ⅳ型胶原

增加为主，后期Ⅰ型胶原增加占优势.

4.3 抑制基质降解  基质降解的抑制包括两方面的因素:
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基质金属蛋白酶(metrix metalloproteinases，MMPs)的活
性下降、组织金属蛋白酶抑制剂(tissue inhibitors of
metalloproteinases，TIMP)的活性增加. 基质金属蛋白酶
家族至少包括3类:间质型胶原酶(MMP1)、Ⅳ型胶原酶
(MMP2)和基质溶素，一种酶切割一种或数种细胞外基
质成份. TGF-β1 降低MMP1、MMP2mRNA和增加组
织金属蛋白酶抑制剂(TIMP)mRNA 的表达，并降低
MMP1、 MMP2的活性，使胶原的合成多于降解，导
致胶原原纤维的过度沉积，肝窦毛细血管化和胶原化，
从而促进肝纤维化的发展[51]. 间质的胶原化环境不仅与
肝纤维化的发生有关，而且促进细胞的转化[52].

5   TGF-β1 活性的调节
在体内，对TGF-β1的产生、分泌和活化等过程的调
节均可影响TGF-β1 的活性，但TGF-β1 活性的调节
主要在其活化过程中完成[53]. (1)TGF-β1mRNA的表达:
各种损伤和攻击，可使TGF-β1mRNA 和蛋白质的表
达增加. 研究证实：机械拉力，尤其是周期性的，可
增加肾小球系膜和血管平滑肌TGF-β1 的产生；流体
切力及机械负荷的增加，可使培养的成骨细胞产生
TGF-β1；在细胞外，促进TGF-β1 产生的细胞信号
分子有血管紧张素Ⅱ(ang io tens in，A Ⅱ)和血栓素
(thyomboxane，Tx);此外，TGF-β1还通过自分泌和旁
分泌反馈途径增加TGF-β1的产生[36]. (2)无活性TGF-β1
的活化，其机制尚未完全阐明，Breitkopf et al [14]证
实：LTBP在TGF-β1的细胞外活化过程中起重要作用.
无活性的TGF-β1分泌后迅速通过LTBP和细胞外基质
非共价结合[53]. 在培养液中，LTBP被蛋白水解酶分解
后，释放可溶性的TGF-β1[14]. Breitkopf et al [14]还提
出：由于肌成纤维细胞能分泌无活性TGF-β1和Ⅰ型
纤溶酶原激活抑制剂，而后者与LTBP在纤溶酶的作用
下从基质中释放的过程有关，因此，肌成纤维细胞在
TGF-β1的细胞外活化过程中起一定的作用. TGF-β1局
部活化过程中，进一步促进各种细胞反应，并且在
TGF-β受体表达下降与肝细胞凋亡二者相关性方面起
一定作用[54]. (3)调节TGF-β1受体的活性:由于TGF-β1
受体广泛存在，故调节受体的活性可以调节TGF-β1
的作用[53]. 但其具体过程尚未阐明. (4)TGF-β1本身的活
性可以通过被可溶性受体及其他蛋白，如α2微球蛋白
等结合而抑制[52]. (5)TGF-β1分泌后的分布位置与其活
性作用有关. Bedossa et al [55]证实:TGF-β1局限于肝小
叶及纤维间隔的边界，这个边界正是活跃的纤维化发
生的地方，与TGF-β1作为细胞外基质产生的强刺激物
是一致的. (6)调节细胞膜表面受体的表达. Date et al [56]证
实在损伤肝中TGF-β1的信号转导活性可由不同的受体
表达来调节，他们发现在CCL4肝纤维化模型鼠中，肝
细胞表面的TGF-β1Ⅰ型、Ⅱ型受体下调，从而可解
释肝细胞增生与TGF-β1表达及细胞外基质沉积增加这
一矛盾现象. Bedossa et al [55]还证实:在肝细胞癌中，肿

瘤细胞的膜表面不再表达TGF-β1 Ⅱ型受体，从而使
TGF-β1 抑制肝细胞生长的功能消失，导致癌细胞无
控制地生长. 并认为，Ⅱ型受体的缺乏是由于受体蛋白
质胞内加工处理及由胞质转运至胞核的缺陷造成的[55].

6   TGF-β1 和临床
尽管调节TGF-β1活性的机制尚未阐明，但降低TGF-β1
活性仍可作为抗纤维化的一种治疗途径.如可溶性TGF-β1
Ⅲ型受体阻止TGF-β1与膜受体结合并抑制TGF-β1的
活化；可溶性Ⅰ、Ⅱ型受体与 TGF-β1 有高度亲和
力，可阻止TGF-β1 的活化；在TGF-β1 活化过程中
释放的LAP亦可用于阻止TGF-β1的活化；类维生素
A-类固醇受体超家族也许参与TGF-β1 转录后调节，
控制这一过程可能减少TGF-β1的产生[11].
        尽管目前已有TGF-β1的肽类拮抗剂，但因TGF-β1
的受体存在于大多数细胞中，全身的抑制可能导致自
身免疫性疾病和细胞的退化，故作用于肝的内皮素 /
内皮素受体系统的内皮素受体拮抗剂受到广泛的青睐，
并已进入2或3期临床试验阶段[57]. 内皮素受体拮抗剂
不仅具有抗肝纤维化的作用，还能降低门脉压力.此外，
LTBP 在 TGF-β1 的细胞外活化中起重要作用，由于
LTBPS和原纤维Ⅰ和Ⅱ的结构上的高度同源性，LTBPS
被认为是细胞外基质的组成成份，而参与形成肝纤维
化，因此，抑制LTBPS的合成与分解亦可具有抗肝纤
维化的作用[14].
        总之，TGF-β1在肝纤维化的发生机制中具有关
键作用. 但其确切机制仍有待于进一步阐明.例如TGF-β1
的活化；TGF-β1 受体活化后信号由胞质转运至胞核
的过程；TGF-β1 活性的调节等.
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摘要
肝肾综合征(HRS)是继发于肝硬化、重型肝炎等严重肝病

肝功能失代偿情况下的肾功能衰竭综合征,其死亡率很高，

目前仍缺乏确切有效的治疗方法，除对基础肝病的积极治

疗外，肝移植对HRS 有明确疗效，TIPS、MARS、血

管活性药物等治疗可暂时改善肾功能，也可作为肝移植的

辅助治疗措施. 本文就HRS治疗方面的进展情况进行综述.
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0   引言

肝肾综合征(hepatorenal syndrome，HRS)是继发于肝硬
化、重型肝炎等严重肝病肝功能失代偿的肾功能衰竭
综合征，其肾脏的损害为功能性改变，是可逆的[1-11].
HRS的发病机制还不十分清楚，可能与门脉高压后全
身小动脉扩张有关，造成体循环血管总阻力的下降和
动脉低血压，使动脉有效循环量相对不足，导致肾脏血
管收缩，使肾灌注不足，最终导致肾衰的发生[12-22].
HRS的死亡率很高，在一项肝硬化合并腹水患者的大
样本随访研究中，1 a、5 a 后发生HRS的比例分别为
18 %和 39 %，患者平均生存时间仅为1.7 wk，或 10
wk 的死亡率高达 90 %[23]. 目前仍缺乏确切有效治疗
HRS的方法，肝移植被认为是治疗HRS有明确疗效的
方法，但是其远期疗效不够理想[24,25]，经颈静脉肝内
门体分流术(transjugular intrahepatic portasystemic shunt，
TIPS)、分子黏附再循环系统(molecular abosorbent re-
circulating system，MARS)及血管活性药物等治疗可暂
时改善肾功能，也可作为肝移植的辅助措施[26-31]，以
下就这方面的进展情况进行综述.

1   水及电解质平衡

从血流动力学角度分析，HRS 主要有二种类型，一
种为低排高阻型，与短期内大量体液丢失有关，在
HRS中较少见，这种类型经扩容治疗后肾功能改善较
为显著；另一种为高排低阻型，相对多见，可能与
肝病患者病情发展过程中体内假性神经递质增加有

关，可导致中枢及交感神经系统功能紊乱，并导致
血管扩张，使全身有效循环量相对不足，这种类型对
扩容治疗的疗效不明显. 因而目前对扩容的治疗效果仍
有争议，虽部分患者在扩容后可出现肾功能的改善，但
如果尿量未增加而导致容量负荷增加，则有出现肺水
肿的可能，并可能加重稀释性低钠血症，导致血浆渗
透压下降，细胞外水分向细胞内转移，并渗入浆膜腔，
肾组织细胞内水分增加，影响肾小球循环血供，进一
步加重HRS. 另外需要高度重视低钠血症的纠正，采
用高渗盐水对HRS可能有一定的改善作用，但目前对
此仍有争议.

2   血管活性药物

2.1 肾血管扩张剂

2.1.1多巴胺及多巴酚丁胺   可以扩张肾血管并增加心
排血量， 改善肾血流量及滤过率，建议采用小剂量多
巴胺(＜ 5 ug·kg-1·min-1)进行治疗；后者为 β受体兴奋
剂，也有增加肾血流量及尿量的作用. 二者联合使用
较好，但疗效报道不一.
2.1.2 前列腺素类  Bataller et al [32]认为肝功能紊乱可影
响到肾脏中前列腺素的合成和释放，导致HRS患者肾
脏产生前列腺素E2(PGE2)和 6-oxo-PGF1α减少. 另外，
肝硬化腹水患者使用可以抑制环氧合酶的非类固醇类
消炎药，可以促进HRS的发生. 但也有学者提出相反意
见，如Clewell et al [33]研究表明，静脉内给予PGs或
口服米索前列醇，对改善HRS患者的肾功能没有确切
的疗效.
2.1.3 内皮素拮抗剂  内皮素具有收缩肾血管的作用，
使用内皮素拮抗剂可以达到扩张肾脏血管的目的.
Soper et al [34]用内皮素A-受体拮抗剂BQ-123治疗3例
酒精性肝硬化合并HRS 的患者，取得了一定疗效，
但由于病例数较少，还不能肯定其疗效.
2.1.4抗氧化剂   Holt et al [35]对 12例HRS患者给予一种
抗氧化剂N-乙酰半胱氨酸进行静注治疗，疗程5 d，
尽管肝功能或全身血液动力学没有变化，但是肌酐清
除率从(24± 3) ml/min改善为(43± 4) ml/min，提示其
具有减轻氧化剂损害的作用，对肾功能也有一定的改
善作用. 但这些也是初步的研究结果，还需要进一步
临床对照研究来证实.
2.1.5 其他  如 654-2 具有扩张肾血管的作用，患者狂
躁时可改用东莨菪碱治疗.
2.2 血管收缩剂



2.2.1 抗利尿类药物  抗利尿类药物有血管收缩作用，
对于肝硬化合并肾功能损害的患者可以增加内脏和全
身血管的阻力，从而使全身循环血容量进行重新分布.
通过静脉注射抗利尿激素-1受体激活剂8-鸟氨酸抗利
尿激素或鸟氨酸加压素后，仅4 h 后就可以改善全身
血压及肾脏的灌注压，并进一步增加了肾脏血流量和
肾小球滤过率[36]，注射超过48 h后可以进一步改善肾
功能，对肾素-血管紧张素系统和交感神经系统的活性
均有显著的抑制作用，有利于改善肾血流和肾小球滤
过率. 在配合使用白蛋白进行扩充血容量治疗的基础
上，注射鸟氨酸加压素(ornipressin)治疗至第15天时，
肾功能的改善会更加显著，但是由于全身血管收缩可
以出现局部组织的缺血性萎缩，如肌肉坏死性肠炎、萎
缩性心脏病及口咽部溃疡等， 因而限制了这种治疗的
进一步推广. 但是，注射另一种抗利尿类药物特利加
压素(terlipressi) 48 h 后，可以改善肾功能，但没有以
上的严重副作用[37]，值的进一步推广使用. 另外特利
加压素联合应用白蛋白或其他有扩张肾脏血管作用的
药物，如低剂量的多巴胺，其效果会更好[38].
2.2.2 α -肾上腺素兴奋剂  米多君(midodrine)是一种
α-肾上腺素兴奋剂，可以改善肝硬化患者的全身和肾
脏血液动力学，但是对于HRS患者没有这样的效果[39]，
但当米多君与扩容药物及奥曲肽(Octreotide，一种生
长抑素类似物)进行联合治疗时，对全身和肾脏的血液动
力学和尿钠排泄等均有显著的改善作用，Angeli et al [40]

联合使用奥曲肽、米多君和白蛋白治疗5例HRS，疗
程为 20 d，结果发现，患者尿量、肾血流量及肾小
球滤过率(GFR)等均有明显改善，且在提高生存率方
面优于用小剂量多巴胺和扩容治疗.

3   经颈静脉肝内门体分流术(transjugular intrahepatic

portosystemic shunt， TIPS)

TIPS插入治疗可以降低门脉压力，使一部分内脏血容
量直接回到体循环中，从而可以在一定程度上限制血
液中具有血管活性作用的神经体液因子对内脏的作用，
因而对肾脏血流动力学也有一定的改善作用[41-52].  然而
TIPS不是对每一个HRS患者的肾功能均有改善作用，
而仅仅是对于部分敏感者有效，目前对于适合TIPS治
疗的适应证还不确定，也许与肾脏损害程度和黄疸水
平有一定关系，这些还需要进行进一步的临床研究，
而且他也不能将患者肾功能恢复到完全正常的水平，
这可能与TIPS导致的急性高动力循环有关[53].
        TIPS对于患者的生存是否有改善，目前结论报道
不一，如Rossle et al [54]认为HRS合并难治性腹水患者
接受TIPS治疗的生存情况可以得到改善，要显著好于
接受腹腔穿刺放腹水治疗的患者；Spahr et al [55]报道
1 例肝硬化合并HRS 的患者接受TIPS 治疗后尿量增
多，肾功能明显改善，而Lebrec et al [56]研究认为TIPS治
疗远期疗效不理想，他们对25例难治性腹水的患者进行

TIPS治疗，其中8例为合并黄疸且肝功能为child C级，
接受TIPS的患者2 a死亡率为56 %，显著高于接受重复
大量穿刺放腹水的患者(29 %). 最近，Brensing et al [57]

在一项大样本TIPS治疗HRS的研究中，2 a 生存率为
35 %，并按HRSⅠ、Ⅱ型进行进一步研究，Ⅱ型患者
的1 a生存为70 %，显著高于Ⅰ型的20 %，Cox 回归分
析结果发现，HRS类型和血胆红素水平是TIPS治疗后
生存的独立因素.

4   分子黏附再循环系统(molecular abosorbent recircu-

lating system，MARS)

分子黏附再循环系统(MARS)是一种改良的透析治疗方
法，他应用含白蛋白的透析液，可以选择性地清除与
白蛋白结合的物质，他采用一个透析设备，含有通透
性不均匀的聚合树脂透析膜(聚砜类渗透膜)，在患者血
液和膜的透析液侧均用人血白蛋白. 在透析过程中，
一个密闭的透析环路可以将与白蛋白结合的毒素从血
浆中黏附在膜上，与白蛋白结合的毒素与透析膜黏附
后经过持续不断的解离而得以清除. 水溶性的毒素也可
以被活性炭柱和离子交换树脂黏附后进行清除，这个
系统与一个连续的静脉血液滤过系统连接，以利于清
除分子量<50 kd的物质[58-61].
        Mitzner et al [62]比较了MARS透析和传统血液透析
方法在HRS治疗中的疗效，结果发现MARS显著好于
传统透析方法，其中MARS透析治疗组可以较显著的
减少血清胆红素水平和肌酐水平[从(3.8 ±1.6) mg/dL 到
(2.3± 1.5) mg/dL]，因而延长了生存时间，但是，2 wk
生存率仍然低于40 %. MARS还有许多其他优点，如
接受治疗的患者在治疗过程中可以保持平均动脉压的
稳定，还可清除许多细胞因子，如TNF 和 IL-6，这
些物质与引起血管扩张物质的产生有关，因而对HRS
的改善有好处[63]. 目前MARS 是一种暂时性的支持治
疗，可作为拟行肝移植的HRS过渡性治疗.

5   肝移植

目前认为肝移植是治疗HRS具有明确疗效的方法[64-69]，
但是患者接受肝脏移植后，生存率要显著低于肾功能
正常的移植患者，而且他们肾功能恢复正常的时间要
慢数月或数年，因而疗效并不十分理想，而且肝移植
不容易被每一个患者乐意接受，因而对合并HRS患者
采用肝移植并不十分适合[70-71]，该方法还在进一步的
完善中.
       总之，HRS仍然是医学的难题，目前尚缺乏疗效
理想的治疗手段，本文中的许多治疗措施有助于延长
患者的生命，尤其是肝移植已经显示出良好的运用前
景，随着临床的进一步完善，其疗效还将进一步提
高. 但是，这些治疗方法需要有所选择的运用，个体
的疗效差异较大，目前还没有一个明确的使用标准，因
而需要在临床中进行不断的研究. HRS是一个综合性的
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治疗，上述方法仅仅是治疗中的一个部分，而常规
性治疗和良好的护理在治疗中具有基础性的作用，不
能被忽视. 由于HRS可因过度利尿、大量放腹水、出
血、感染及肾脏损害药物的使用等因素诱发，因而尽
可能地避免诱发和加重HRS的各种因素在总体治疗中
具有十分重要的作用. 目前肝移植尽管技术日趋成熟，
但是受到器官供体、费用及手术并发症等多种因素的
限制，因而不能很好的推广，而且HRS患者经过长期
的慢性疾病过程，最后发展到肝肾功能衰竭期，即使
肝移植手术十分成功，但其疗效仍要大打折扣. TIPS、
MRAS及血管活性药物的使用等可以一定程度上改善
HRS 的肾功能，也可以作为肝移植的辅助治疗措施，
为肝移植的成功开展创造条件，但是这些治疗手段与
肝移植技术一样，仍然在不断的发展和完善中，相信
随着医学技术水平的不断提高，HRS的治疗效果还会
有更大的提高.
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摘要
局部血管紧张素Ⅱ与组织纤维化和/或重构过程有关，肝

星状细胞可表达血管紧张素Ⅱ受体，故血管紧张素Ⅱ与肝

纤维化的形成关系密切. 血管紧张素Ⅱ通过促进肝星状细

胞发生，影响转化生长因子β、基质金属蛋白酶及其组织
抑制物的合成、活化，参与肝纤维化形成.本文就细胞因

子、肝星状细胞、基质金属蛋白酶及其组织抑制物在肝纤维

化过程中的作用及与血管紧张素Ⅱ的关系研究进展作一综述.
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0   引言

血管紧张素II(angiotensin II，Ang II)通过血管收缩和钠
潴留来维持血压和体液内环境的血流动力学作用早以
得到证实[1] ;Ang Ⅱ尚有上调细胞因子、促进细胞增生
和调节细胞外基质代谢等非血流动力学作用[2]，其在
心、肾和肝纤维化形成过程中可能具有重要作用. 临床
在使用血管紧张转化酶抑制剂(angiotensin-converting
enzyme inhibitors，ACEI)和AngII 受体拮抗剂过程中发
现，二者均存在抗心、肾纤维化作用. 肝与心、肾
在纤维化过程中具有一些相同的机制[3]，应用ACEI和
AngⅡ拮抗剂有可能为抗肝纤维化治疗提供新的思路.
目前在肝纤维化形成过程中细胞因子、肝星状细胞
(hepatic stellate cells，HSC)，基质金属蛋白酶 (matrix
metalloproteinase ， MMP)及基质金属蛋白酶组织抑制物
(tissue inhibitors of metalloproteinases， TIMP)正成为研
究的热点[4].

1   血管紧张素 II与肝星状细胞发生

HSC位于肝细胞与肝窦内皮细胞之间的Disse腔内，正
常时呈静止状态，肝损伤过程中，静止的HSC被致病
因子激活经表型转化而成为肌成纤维细胞样细胞
(myofibroblast-like cells，MFB)，表达α-平滑肌动
蛋白(α -smooth muscle actin，α -SMA)及结蛋白
(desmin)等标志物，并过多产生和沉积大量细胞外基质
(extracellular matrix，ECM)，进而促进肝纤维化形

成，可以说HSC的激活是肝纤维化形成的中心环节[5-8].
活化后的HSC通过凋亡转归，凋亡的机制仍不清楚，
有研究表明HSC通过表达Fas且对Fas配体的刺激应答
而进入凋亡[9]. 故促进HSC凋亡已成为抗纤维化治疗的
重要课题.
        AngⅡ在HSC激活，凋亡过程中均起重要作用. 目
前研究的比较多的是AngⅡ在HSC激活、凋亡过程中
的作用，其机制可以通过下述几个方面证实：(1)HSC膜
上存在有AngⅡ作用的受体:目前发现人和动物均存在
血管紧张素1受体(angiotensin 1，AT1)和血管紧张素2
受体(angiotensin 2，AT2)，AT1 受体主要存在于系膜
细胞和HSC等，用放射性同位素标记的AngⅡ与HSC
的结合实验表明AT1 受体介导了AngⅡ的大部分生物
学作用[10，11]，且这些作用能被特异性的AT 1 受体拮抗
剂如洛莎坦(losartan)所阻断[12,13] ；AT2受体存在于胚胎
细胞，其生物学作用不清楚[14]. (2)AngⅡ能引起HSC内
的Ca2+增加和HSC收缩. 肝损伤时，静止的HSC被激
活经表型转化而成为MFB，其表达α-SMA、Desmin
是HSC激活和具有收缩性的标志.AngⅡ可引起MFB内
Ca2+ 增加而致细胞出现收缩反应[15] ；Ang Ⅱ引起HSC
内的Ca2+增加是通过L-TypeCa2+ 通道，许多实验已证
实激活的HSC有大量的L-TypeCa2+通道存在[16,17]. HSC
的收缩有利于HSC向损伤部位移动发挥生物学作用，
同时对肝内血液循环(尤其门静脉)起重要作用 ；无论
是动物或人离体实验均表明AngⅡ处理的HSC能增加
肝内血管的阻力，影响肝内微循环，进一步促进和加
重了肝纤维化的形成，而ACEI、AngⅡ受体拮抗剂具
有相反的作用[18-20] ; (3)AngⅡ对HSC的增生活化起重要
作用[21]. AngⅡ对许多类型细胞包括HSC有促有丝分裂
的作用[20,22] ，用氢的同位素标记的胸腺苷混合于Ang
Ⅱ处理的HSC中，发现HSC的DNA合成增加，进一步
发现HSC数量也是明显增加的. AngⅡ激活HSC增生是
通过激活MAPK途经来实现，使用MAPK通道特异性阻
滞剂PD98059能明显阻断AngⅡ的促有丝分裂作用[21] ;
(4) AngⅡ通过促进TGF-β合成及活化间接促进了HSC的
激活(详见下文). (5)AngⅡ可能阻止HSC的凋亡. 早期发现
Ang Ⅱ可通过AT1 型受体(AT1R)抑制血管平滑肌细胞
(VSMC)凋亡，且这种抗细胞凋亡作用可被Losartan 阻
断[23]，其机制通过抑制环鸟苷酸(cGMP)的信号系统[24]，
刺激VSMC分泌抑制凋亡因子并表达凋亡因子受体[25,26] ;
刺激血管壁产生细胞外基质分子与整合素结合调节酪
氨酸磷酸酶抑制VSMC的凋亡[27] ;还可能通过影响凋亡



相关基因表达而调节VSMC的凋亡[28]. HSC也表达AT1R ，
AngⅡ可能通过AT1R阻止HSC的凋亡，ACEI和Ang
Ⅱ拮抗剂能否通过促进HSC 凋亡发挥抗肝纤维化作
用？尚需要进一步的研究.

2   血管紧张素 II与转化生长因子 β
目前证实有多种细胞因子参与复杂的HSC激活调节网
络[29]进而促进肝纤维化的形成，其中TGF-β是最主要
的细胞因子之一[30,31]. 活性TGF-β在肝纤维化形成过程
中的作用包括：TGF-β与HSC TGF-β受体结合激活
HSC[32-34] ；TGF-β通过诱导其他生长因子的产生及
HSC 上受体表达[33]来进一步调控HSC 的增生活化；
TGF-β1 可调节ECM产生，沉积和降解 [35-37].目前通过
对TGF-β1基因进行转基因动物研究已可以产生肝纤维
化模型[38]，这已从基因水平证实了TGF-β与肝纤维化
的密切关系.
        AngⅡ与 细胞因子关系非常密切，目前研究较多
的是AngⅡ与 TGF-β1 的相互作用. (1)AngⅡ可调节细
胞因子TGF-β1的合成.早期用AngⅡ直接刺激体外培养
的血管平滑肌细胞、心肌细胞可表达TGF-β1 [39,40]，给
离体肾脏灌注AngⅡ也可以明显增强 TGF-β1 的产生和
活性[41,42] ；其后发现AngⅡ可上调前胶原αⅠ和TGF-β1
的mRNA在HSC的表达[43] ；动物实验表明ACEI可通
过抑制AngⅡ的产生从而减少TGF-β1的mRNA表达及
激活激肽释酶-激肽系统刺激前列腺素(PG)的合成[44]来
减轻肝纤维化；Powell 等通过基因型分析技术发现
TGF-β1和血管紧张素基因高表达型与肝纤维化的发生
发展高度相关[45] ；在纤维化过程中AngⅡ是通过AT1
受体来参与TGF-β1 上调的表达[46,47]，进而促进了肝纤
维化的形成. Ang Ⅱ诱导 TGF-β1 高表达依赖细胞内
p38-MAPK激酶途径[48]. (2)AngⅡ可促进TGF-β的活化.
Anderson 和Gibbons 报道AngⅡ可以通过增加TGF-β
mRNA的表达水平诱导系膜细胞，内皮细胞等产生和
分泌TGF-β，包括有活性和潜活的TGF-β，更重要
的是增加TGF-β从潜活的形态向活性转化[49,50] ；AngⅡ
还可通过PA/PAI系统切掉潜活相关肽(latency associated
peptide， LAP)，使潜活TGF-β变成具有生物活性的
TGF-β[51]. (3) AngⅡ可上调TGF-β1受体(TGF-β1R)的表
达. Siegert et al [52]发现将AngⅡ和VSMC共同培育，可
显著增加VSMC的TGF-β1R的表达，且随共同培育的
时间延长，TGF-β1R表达逐渐增加，这促进了靶细胞
对TGF-β1 作用的敏感性. HSC在激活启动阶段也表达
TGF-β1R，推测AngⅡ可通过上调TGF-β1R的表达来
增强TGF-β1的生物学活性. (4)AngⅡ通过TGF-β1诱导
ECM的合成.早期发现外源性AngⅡ可诱导培养的心肌
间质纤维母细胞纤维连接蛋白mRNA 的表达，应用
Ang Ⅱ拮抗剂Losartan可逆转心肌纤维化和Ⅰ型胶原及
TGF-β1的表达[53]. 在肝纤维化过程中TGF-β1是 ECM产
生，沉积和降解的主要细胞因子，AngⅡ可通过TGF-β1

诱导ECM的合成. (5) AngⅡ与 TGF-β可互相调节彼此
的表达. TGF-β能引起肾素释放，将TGF-β加入短期
培养的近肾小球细胞能增加这些细胞释放肾素 [54]，进
一步转化为AngⅡ又促进TGF-β的合成，这可能是一
种正反馈效应，推测也是原发肝损伤因素停止后肝纤
维化仍继续进展的原因之一.

3   血管紧张素 II与基质金属蛋白酶及其组织抑制物

MMP是一个Zn2+依赖性多基因家属酶，是细胞外基质
的主要降解酶，几乎能降解细胞外基质的所有成分，在
正常稳定状态组织中MMP表达量极少，而在炎性细胞
因子、激素、生长因子刺激下和细胞转化过程其表达
量上升. 目前已发现近二十种MMP可分成：(1)间质胶原
酶(MMP-1、MMP-8、MMP-13)，主要降解Ⅰ、Ⅱ，Ⅲ
型胶原；(2)明胶酶(MMP-2、MMP-9)降解明胶、基
底膜Ⅳ型胶原及弹性蛋白[55] ；(3)基质分解素(MMP-3、
MMP-10)，主要分解蛋白多糖、糖蛋白和Ⅳ型胶原及明
胶；(4)膜型基质金属蛋白酶(MT-MMP) ；(5)其他酶类[56].
MMP主要由HSC分泌合成，合成的MMP以 Pro MMP
存在，大多数MMP必须经活化后才能发挥降解细胞外
基质的作用. TIMP有TIMP1-4，TIMP主要在酶原活化
及活化后的MMP阶段抑制MMP的活性；随着肝纤维
化的进展，TIMP 表达增加 [57]，或MMP 活性降低同
时TIMP的表达上调，导致TIMPS/MMP比值增加，胶
原降解减少[58,59] ，又进一步加速了肝纤维化的形成.
        AngⅡ在肝纤维化时对MMP及TIMP的作用目前
仍研究不多，已有的研究表明：(1)AngⅡ对MMP的合
成及活化作用具有双重性. 一方面，Ang Ⅱ能降低
MMP-1的合成及活性. Funck et al [60]在心肌胶原基质重
构中发现AngⅡ明显降低的MMP-1的活性，而PGE2
明显增加MMP-1的活性. Brilla et al [61]也发现Ang Ⅱ能抑
制MMP-1降解胶原的活性，而ALD不能. Leeheyet al [62]

发现Ang Ⅱ可促进基质蛋白的合成，抑制基质蛋白降
解酶中的胶原酶活性. 其机制可能是Ang Ⅱ通过诱导细
胞蛋白激酶C水平的变化，进而影响MMP基因调控序
列中的转录因子[63]来调控MMP的表达. 另一方面，Ang
Ⅱ又可增加MMP的合成及活性. 体外细胞研究中卡托
普利能抑制明胶酶A的合成. Jonsson et al [64]发现在胆
管结扎所致的胆汁性肝纤维化大鼠模型组中MMP-2、
MMP-9活性明显高于卡托普利治疗组.卡托普利通过其
自由巯基与ACE活性部位Zn2+结合而抑制其活性，同
样也与Zn2+依赖的MMP活性中心Zn2+结合而抑制其活
性 [65,66]， 认为这一机制有利于ACEI在肝纤维化早期阻
止正常基底膜降解、破坏，从而抑制HSC的活化. 故
而推测不同的MMP在纤维化形成的不同阶段其作用可
能不同. (2) AngⅡ通过调控PA/PAI系统参与MMP瀑布
系统的激活.Jonsson et al [64]发现AngⅡ可通过调节PA/
PAI系统参与MMP的激活，增强MMP对胶原的降解，
进而阻止组织纤维化[67] ; (3)AngⅡ可增加TIMP的表达.
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Diamond et al [68]在研究间质性肾纤维化时就发现AngⅡ
促进TGF-β表达的同时也促进MMP和TIMP的表达，
认为AngⅡ可能通过MMP和TIMP的作用参与肾纤维
化的形成. Ayan et al [69]在梗阻性肾病模型中发现肾素，
血管紧张素原，TGF-β与TIMP-1 平行增高，推测肾
脏RAS上调增加了TGF-β与TIMP-1的表达，进而改
变了 ECM 的生成和降解之间的平衡.另有研究发现
AT1mRNA的表达与MMP-1的启动区，TIMP-2，TIMP-
3的mRNA表达有密切联系[70]，也提示AngⅡ通过AT1R
参与TIMP的合成. (4)如前所述AngⅡ还通过细胞因子、
HSC调节MMP与TIMP的表达.
      总之，AngⅡ与肝纤维化过程中细胞因子、HSC，
MMP，TIMP 的关系非常密切， Ang Ⅱ在肝纤维化形
成中起重要作用，进一步从基因、蛋白表达水平深入
了解AngⅡ在肝纤维化形成及相关的抑制剂抗肝纤维
化的作用机制，尤其是ACEI和AngⅡ拮抗剂对MMP及
TIMP的作用机制，必将为肝纤维化的治疗带来更加光
明的前景.
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摘要
随着各种新药的广泛应用以及联合用药的增多，药源性

肝损伤的发生率逐年增高. 药源性肝损伤的发生与肝组织

内高表达的细胞色素P450(CYP450)密不可分. CYP450是

参与药物I相代谢的主要酶系，部分药物经CYP450代谢

产生反应性代谢产物，后者可与肝细胞内大分子物质共价

结合，通过诱发免疫反应、引起脂质过氧化等不同的机制

造成肝损伤. CYP450的诱导和抑制以及CYP450表达的个

体差异都与药源性肝损伤的发生有关. 基于CYP450在药

源性肝损伤中的作用，围绕CYP450进行的代谢酶研究和

新药分子设计已经开展，这对预防和减少药源性肝损伤的

发生有积极意义.
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0   引言

随着各种新药的广泛应用以及联合用药的增多，药源
性肝损伤的发生率逐年增高. 最近的报道显示，约25 %
爆发性肝衰竭患者和近50 %肝功能异常患者与用药有
关[1]. 药源性肝损伤的发生与肝组织内细胞色素P450
(CYP450)的高表达密不可分[2]. CYP450由结构和功能相
关的基因超家族编码的同工酶组成，是参与药物I相代
谢的主要酶系. 根据这些基因所编码蛋白质的相似程
度，可将他们分为不同家族，其中参与药物代谢的主要
是CYP1，2，3家族[3]. 大部分药物经CYP450 代谢转
化为无活性代谢产物排出体外，部分药物经CYP450代
谢转化为活性代谢产物和反应性代谢产物，其中反应
性代谢产物可与肝细胞内大分子结合，通过不同的机
制造成肝损伤[4]. 本文对CYP450在药源性肝损伤中的作
用进行综述.

1   CYP450介导药物的免疫毒性

自身免疫性肝炎(autoimmune hepatitis， AIH)是一组病
因不明、伴有明显自身免疫现象、以炎性坏死为主要病
理改变的慢性肝脏疾病[5]. 我国慢性肝病患者以病毒性
肝炎为主，但肝炎病毒呈阴性的肝病患者也不为少

见，这其中一部分就是药物引起的AIH. 某些药物在
CYP450 作用下形成反应性代谢产物，后者与肝内蛋
白共价结合形成蛋白复合物，如果这些蛋白复合物被
有效的递呈到免疫系统，则可能被认为是异己而激发
免疫反应，导致AIH的发生[6]. 根据患者血清中自身抗
体的差异，AIH大致分为三型：I 型抗核抗体、抗平
滑肌抗体阳性，抗肝肾微粒体抗体、抗可溶性肝抗
原抗体阴性；II 型抗肝肾微粒体抗体阳性，抗核抗
体、抗平滑肌抗体、抗可溶性肝抗原抗体阴性；III
型抗可溶性肝抗原抗体阳性，抗核抗体、抗平滑肌
抗体、抗肝肾微粒体抗体阴性[7].
        抗核抗体是AIH中第一个被测出的自身抗体，与
I型AIH相关[8]. 抗核抗体有多种，包括抗核仁、抗核
内蛋白、抗核膜抗体等. 能引起血清中抗核抗体阳性的
药物很多，如普鲁卡因酰胺，乙内酰脲，硫脲嘧啶等.
抗平滑肌抗体常与抗核抗体同时出现，为 I型AIH血
清标志物，有时也是这类肝炎的唯一血清学指标.抗平
滑肌抗体的主要靶抗原为F- 肌动蛋白，与肝细胞质
膜有密切的关系.抗肝肾微粒体抗体(liver/kidney microsomal
autoantibody， LKM)是II型AIH的标志性抗体[9]. LKM抗体
分为三型，LKM-1 型的靶抗原是CYP2D6，该酶参
与阿米替林、派罗西汀、氯丙米嗪、苯乙双胍、氯胆
平、噻吗洛尔等药物的代谢. LKM-2 型的靶抗原是
CYP2C9，该酶参与苯妥英、甲苯磺丁脲、S- 华法
林、布洛芬、丙咪嗪、替尼酸等药物的代谢. LKM-3型
的靶抗原可能是UDP-葡萄糖醛酸基转移酶[10]. 抗可溶
性肝抗原抗体是 III 型 AIH 的标志性抗体，其抗原是
胞质内一种可溶性的蛋白分子[11].
       替尼酸是引起 II型AIH的典型药物，通常患者血
清中抗肝肾微粒体CYP2C9抗体阳性，抗核抗体、抗
平滑肌抗体、抗可溶性肝抗原抗体阴性.替尼酸经
CYP2C9代谢产生反应性代谢产物，后者可选择性的
与CYP2C9 共价结合形成新的抗原，触发免疫反应，
产生自身抗体.该抗体特异性的识别CYP2C9，并与之
形成抗原抗体复合物，通过抗体介导的细胞毒作用造
成肝细胞损伤[12]. 类似的抗CYP450抗体可见于接受双
肼屈嗪治疗的患者. CYP1A2参与双肼屈嗪反应性代谢
物的产生，该代谢物与CYP1A2共价结合形成新抗原.
双肼屈嗪的另一条代谢途径是乙酰化，产生无活性代
谢产物.两条代谢通路相互竞争，当乙酰化代谢受阻
时，肝损伤的可能性大为增加[13].
        除上述抗体外，AIH患者血清中还可出现抗肝细



胞膜脂蛋白特异性抗体、抗去唾液酸糖蛋白抗体、抗
中性粒细胞胞质抗体、抗线粒体抗体、抗细胞骨架蛋
白抗体，以及其他抗CYP450抗体.氟烷的反应性代谢
产物可与多种微粒体蛋白结合，其中CYP2E1是反应性
代谢物和最相关自身抗体优先作用的靶分子[14]. 氟烷在
CYP2E1 作用下形成三氟乙酰氯化物，后者与肝细胞
内含赖氨酸残基的ε - 氨基多肽结合，形成新的抗
原，从而激起免疫反应. 然而，抗体水平和损伤程度
并不存在直接相关性[15]. 同类麻醉剂如恩氟烷，异氟
烷，七氟烷，地氟烷等，由于在肝内代谢极少，因此肝
损伤的发生率较低[16].

2   CYP450介导药物的细胞毒性

某些药物在肝细胞内经CYP450 代谢产生亲电子物、
自由基、氧基等，他们可与肝细胞内大分子物质共价
结合，引起膜系统脂质过氧化，破坏膜完整性和膜
Ca2+-ATP 酶系，扰乱细胞内外Ca2+ 稳态，影响线粒
体、内质网等重要细胞器的功能，并最终导致肝细胞
损伤甚至死亡[17].
2.1亲电子物   亲电子物是一类因缺少电子而使整个分
子部分或全部带正电的基团，这类分子可与细胞内含
电子的基团(如大分子蛋白的巯基)共享电子而诱发毒性
效应. 当亲电子物的产生超过了谷胱甘肽(GSH)等的解
毒能力时，就可能产生细胞毒性.例如对乙酰氨基酚，
在正常情况下，绝大部分的对乙酰氨基酚与葡萄糖醛
酸和硫酸结合而解毒，但也有一部分在CYP1A2，2E1
和 3A4的作用下，转化为反应性代谢产物NAPQI. 在
治疗剂量时，NAPQI与GSH结合形成硫醇尿酸和半胱
氨酸衍生物而解毒. 但过量的服用对乙酰氨基酚可耗竭
肝细胞内的GSH，NAPQI便与细胞内大分子结合，造
成肝细胞损伤[18]. CYP450的诱导剂可加重对乙酰氨基
酚引起的肝损伤[19]，而及时使用GSH前体乙酰半胱氨
酸或硫乙胺处理，则可减轻肝损伤[20].
2.2 自由基  药物经CYP450氧化或还原后形成含不成
对电子的代谢物称为自由基[21]. 自由基可造成膜系统的
不饱和脂肪酸过氧化，改变膜的流动性与通透性，使
膜的Ca2+-ATP 酶失活，细胞内Ca2+ 浓度增加，进而
激活Ca2+依赖性蛋白激酶和磷脂酶，促进花生四烯酸
的代谢及氧自由基的生成. 自由基损伤肝细胞的典型例
子是四氯化碳，其在CYP2E1和CYP3A4参与下形成的
自由基团(CCL3-)作用于膜系统的不饱和脂肪酸的双
键，产生过氧化作用，影响内质网、线粒体等细胞器的
功能. 内质网的损伤使蛋白质的合成减少，甘油三酯
与蛋白质结合形成脂蛋白的过程受阻；同时线粒体的
损伤可使脂肪的代谢降低，从而引起肝内脂肪积聚和
脂肪变性，进一步则导致肝细胞坏死[22]. 齐墩果酸可抑
制CYP2E1，减少四氯化碳分解和自由基产生，从而
降低肝毒性[23].
        药物在氧化还原循环中形成的氧自由基也具有肝

毒性. 阿霉素的代谢物能接受一个不成对电子形成自由
基，后者与氧作用产生一个超氧阴离子，进而引起脂
质过氧化和巯基氧化造成肝细胞损伤[24]. 另外氧自由基
可影响CYP450的活性，使GSH不能维持其还原状态
而加重肝细胞损伤. 而胰岛素样生长因子-1可增强肝
细胞清除自由基的能力，因此具有肝细胞保护作用[25].

3   CYP450的诱导和抑制与药源性肝损伤

临床治疗过程中患者通常使用多种药物，而联合用药
的患者肝损伤发生率更高，其主要原因是药物之间存
在相互作用. 药物之间相互作用的形式包括影响药物的
蛋白结合率，影响药物的体内再分布，影响药物的排
泄，而通过诱导或抑制CYP450影响药物代谢在药源性
肝损伤中往往起决定性作用. 对 CYP450的诱导与抑制
除了可改变药物代谢的速率外，对反应性代谢物的生
成亦有重要影响[26].
3.1 CYP450的诱导  CYP450 在进化过程中保守性差，
常可被外源性物质(如某些亲脂性药物)诱导使其含量或
活性增加. 诱导的机制包括转录激活( C Y P 1 A ，
CYP2C9，CYP3A4)，mRNA 稳定性增加(CYP2E1，
CYP3A4)，酶蛋白稳定性增加(CYP2E1).目前至少有
200 种药物已被证实具有诱导CYP450 的作用，其中
包括苯巴比妥、导眠能、酒精、苯妥英钠、利福平、灰
黄霉素、安体舒通等[27]. CYP450的诱导对代谢增毒的
药物非常危险. 异烟肼和利福平同为抗结核药，两药
单独使用时肝损伤发生率较低.但临床上往往需要两药
联合使用，此时肝损伤发生率明显增加，发生时间亦
提早[28]. 研究证实利福平为CYP450诱导剂，与异烟肼
合用时可加速后者代谢，从而增加肝毒性.
3.2 CYP450 的抑制  有些药物则可抑制CYP450，使
其含量或活性降低[29]. 药物抑制CYP450有以下几种机
制(1)可逆的竞争性抑制:同一酶的二种底物竞争相同活
性部位并互为抑制，例如CYP3A参与环孢素的代谢，
而红霉素和酮康唑能竞争性结合CYP3A，使环孢素的
血药浓度上升. (2)可逆的非竞争性抑制:母药对CYP450
无抑制作用，但其代谢产物可能与CYP450 的亲和力
较高，从而抑制母药的进一步代谢. 随着代谢产物的
消除，这种抑制作用将减弱. (3)不可逆的抑制:CYP450
因结构破坏或蛋白质修饰而永久失活，只有通过
CYP450再生才能恢复酶的活性，例如马拉硫磷. (4)干
扰蛋白质合成:金刚烷胺可抑制蛋白质CYP450 的合
成，从而抑制CYP450 对相应低物的代谢活性.
        与 CYP450的诱导相比，CYP450的抑制有更大的
危险性，特别是对CYP450代谢依赖程度较高的药物，
如咪拉地尔[30]. 因此，FDA在新药审批时已要求申报
者提供该药代谢相关酶的特征以及其对CYP450的抑制
情况. 对于具有直接肝毒性的药物，如果其代谢相关
CYP450 被抑制，那么肝毒性的发生将不可避免. 但近
年来由于对新药筛选和评审的严格要求，此类药物很
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难通过临床前实验和临床试验而上市，因此临床上因
CYP450 抑制而引起肝损伤的发生率较低.

4   CYP450 的个体差异与药源性肝损伤

药源性肝损伤并没有发生在所有使用该类药物的个
体，这与机体对药物反应的个体差异有关.大多数
CYP450 表现有临床意义的遗传多态性，其中包括
CYP1A1/2、CYP1B1、CYP2A6、CYP2B6、CYP2C8/
9/19、CYP2D6、CYP2E1和 CYP3A4/5/7[31]. 当药物主
要由这类酶代谢时，不同患者对同一药物的代谢可能
有显著差异[32]. 曲格列酮是过氧化物酶增生体激活受体
γ配体，用于治疗II型糖尿病. 2 %的接受曲格列酮治
疗的患者谷丙转氨酶异常升高，大约1/1250的患者出现
黄疸，1/40 000-50 000的患者出现不可逆的肝衰竭[33,34].
CYP2C8，CYP3A4和 CYP2C19 介导了曲格列酮代谢
为醌的过程，这些酶的多态性可能与其肝毒性有关[35].
对CYP450遗传多态性的深入研究有助于了解药源性肝
损伤的发生和发展规律. 目前研究较为广泛的两个酶是
CYP2D6和CYP2C19. 根据CYP2D6的基因多态性可将
人群分为超快代谢型、高代谢型和低代谢型. 在高加
索人群中，约有5-10 %的人为低代谢型，而在亚洲
人群中，只有1-2 %的人为低代谢型[36]. 根据CYP2C19
的基因多态性也可将人群分为高代谢型和低代谢型. 在
高加索人群中，大约有 2-6 % 的人为低代谢型，而
在亚洲人群中，约有14-22 % 的人为低代谢型[37]. 基
因多态性引起CYP450缺陷的分子机制已逐渐明了，例如
氨基酸替换改变蛋白质稳定性或催化活性(CYP2C9/19，
CYP2D6)，剪接位点突变引起外显子跳位(CYP2C19)，微
卫星核苷酸重复、点突变引起过早终止编码、基因完
全缺失(CYP2D6)等.
       其他影响CYP450表达的因素有年龄、性别、营
养状况以及疾病等. 儿童CYP450表达不健全，需要代
谢解毒的药物的肝毒性比成人发生率高，而代谢增毒
的药物的肝毒性发生率较低，例如儿童服用对乙酰氨
基酚过量时产生肝损伤的几率低于成年人. 药源性肝损
伤在老年人群众发病率较高，这并非是CYP450的活性
减少，而与肝血流下降和肝体积减少有关，尤其是对
高首过消除的药物[38]. 低蛋白饮食的实验动物，其四
氯化碳肝毒性比预期的低，这是因为营养状况较差时
四氯化碳代谢酶活力下降，使毒性代谢产物生成量减
少. 原发性肝癌与正常肝组织进行免疫组化分析发现
CYP3A在癌组织内表达明显降低，且失去了特征性分
布，因此肝癌患者与正常人在药物代谢方面可能存在
明显差异.
         药源性肝损伤发生与否还与肝脏的耐受力有关. 肝
组织可分泌细胞因子对抗CYP450介导药物的免疫毒性
和细胞毒性，例如 IL-4，IL-6，IL-10，IL-13 以
及前列腺素. GSH有解毒和细胞保护作用，他的含量
同样存在个体差异，低水平的还原型GSH将使肝损伤

的危险度增加[39]. 免疫易感性因素还有待证实.

5   CYP450的检测和药源性肝损伤的预测

目前多种体外代谢模型已用于临床前药物代谢特性的
高通量筛选，内容涉及参与代谢的CYP450 种类，反
应性代谢物的生成，CYP450的诱导和抑制等[40]. 肝切
片是常用的体外模型，他既保留了生理状态下药物进
行生物转化时所需的酶和辅助因子，而且与体内的代
谢环境较为相似[41].  除肝切片外，分离培养的肝细
胞、微粒体以及重组的CYP450也经常用来进行体外药
物代谢研究. Ishigam et al [42]用肝细胞和微粒体研究并
得出Ki等参数来定量预测整体联合用药情况下的药代
动力学参数的改变，以纠正联合用药时可能产生的不
良反应. 一种分析人外周粒细胞对药物及其代谢产物反
应的方法已经建立，如果代谢产物是可疑的毒素，那
么反应的发生必需肝微粒体和NADPH的存在.这种分
析方法宿主依赖，在检测个体敏感性差异方面非常有
前途[43].
       氨基比林呼气试验(ammopyme breath Test，ABT)
可作为药物影响肝CYP450 的判断指标，用于药源性
肝损伤的预测[44]. 氨基比林的生物转化由肝细胞完成，
主要途径为N-去甲基化.催化氨基比林N-去甲基化的
P450己知有CYPlA2、CYP2C9、CYP3A4 等. 由于多
种CYP450 催化氨基比林N-去甲基化，因此ABT可
非选择性反映CYP450的数量与活性. CYP450诱导剂如
苯巴比妥可增加ABT值，而CYP450抑制剂如西米替
丁可降低ABT值.另外肝损伤时ABT可有下降，尽管
整体上不如转氨酶敏感，但若ABT持续异常而转氨酶
等指标己恢复，常提示肝损伤不可逆转.

6   基于CYP450的药物设计

药源性肝损伤是药品上市后因安全问题而撤销的重要
原因[45]，同样，许多体外高活性的化合物由于代谢物
具有毒性而失去开发价值. 因此，合理的药物设计应
考虑到药物代谢途径及相关代谢特征，以增加代谢稳
定性和降低毒性. 在新药设计阶段，可针对先导化合
物代谢过快或生成反应性代谢物的特性进行结构改造
以获得安全稳定的候选物，也可合成有效代谢物或模
拟有效代谢物的结构以获得新的候选物. 这些候选物在
体内不代谢或仅经水解酶代谢，避免了CYP450介导的
反应性代谢物的产生，从而预防和降低肝毒性. 目前
临床使用的双磷酸盐和雷米芬太尼是成功的两个例子.
基于药物之间的相互作用，Szklarz et al [46]采用定点突
变的方法研究CYP3A4和 CYP2B1 的底物特异性，目
的是了解CYP450诱导和抑制的分子机制并为靶向药物
的分子结构设计提供帮助.
        总之，CYP450在药源性肝损伤发生过程中发挥
了重要作用. 但目前关于CYP450仍有一些问题尚未完
全解决，如CYP450三维结构的确定，CYP450的基因
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定位及功能分析，CYP450 诱导和抑制的机制研究，
CYP450个体差异的检测等. 这些问题的解决将有助于进
一步了解药源性肝损伤的发生和发展，并对药源性肝损
伤的预防和治疗起指导作用.
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摘要
目的:检测食管癌前病变组织端粒酶活性，结合病理细胞

学检查，观察端粒酶活性改变对预后的影响.

方法:用以PCR为基础的端粒重复序列扩增法检测端粒酶

活性. 胃镜检查过程中发现可疑病变107例，活检留取组

织标本，同时送病理细胞学和端粒酶检查. 对癌前病变患

者胃镜监督随访2 a.

结果:首次胃镜检查诊断食管癌36例，32例端粒酶阳性，

癌前病变71例，13例端粒酶阳性，从食管慢性炎症→轻

度非典型增生→中度非典型增生→重度非典型增生，各

阶段端粒酶阳性率分别为6.1 ％(2/33)，15.3 ％(2/13)，33.3 ％

(5/15)，40 ％(4/10)，中—重度非典型增生患者阳性率显

著增高. 对癌前病变患者随访过程中，8例拒绝随复杂胃

镜，1例移居外地，1例意外死亡，61例完成随访，12例

端粒酶阳性患者5例癌变3例愈合，49例阴性患者2例癌

变24 例愈合，两组预后存在显著差异，P =0.002.

结论:食管癌前病变中，部分端粒酶阳性，阳性率与组织

分型相关. 随访中绝大多数癌变患者表现为端粒酶阳性，

端粒酶活性增加将标志食管癌的发生.
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0   引言

端粒酶是一种核糖核蛋白酶(ribonucleoprotein enzyme )，
能够合成端粒重复序列(TTAGGG)补充到染色体末端，
稳定端粒的长度. 端粒酶活性上调(up-regulation)与细胞永
生化、肿瘤发生密切相关[1-6]. 我们采用以PCR为基础的端
粒重复序列扩增法(PCR-TRAP)测定食管癌前病变中的端
粒酶活性，并胃镜随访观察这组患者的临床转归.

1   材料和方法

1.1 材料   1999-11/2002-05洛阳市第一人民医院胃镜

室检查食管黏膜可疑病变107例，男55例，女52例，
年龄23-85(平均 58.7). 食管黏膜白斑1例，黏膜红斑
8例，黏膜糜烂35例，黏膜溃疡(伴或不伴糜烂)25例，
增生隆起(伴或不伴糜烂、溃疡)38例，其中34例伴有
不同程度的食管狭窄. 发现可疑病变当即经胃镜活检钳
取第1，3块置 30 g/L 甲醛液固定保存，送病理细胞
学检查；第2，4块置PBS溶液保存，1 h内送端粒酶活
性检测处理.端粒酶试验试剂盒由华美生物工程公司提
供;  PTC-51B型PCR循环仪;  DDL-5冷冻离心机;  SLT
SPECTRA酶标仪等.
1.2 方法  采用 PCR-TRAP法检测端粒酶活性[7]，组织
样本(50 mg)，PBS溶液洗1次，4 ℃ 10 000 r/min 离
心1 min，沉淀再洗涤、离心，弃洗液，加裂解液，置
冰浴30 min，4 ℃，14 000 r/min离心20 min，取上清
2 µL做 PCR反应模板. 在 PCR反应管中各加入反应混
合物45 µL，混匀，加入液体石蜡30 µL，离心数秒，
置25 ℃水浴30 min. 取出即可在PCR仪上循环. 循环
结束后，各孔加入100 µL杂交反应液B第 1次反应，
37 ℃恒温反应60 min，洗板，加显色剂A，B各一滴，
37 ℃避光显色10 min，加终止液，在酶标仪上测得
A值，判断端粒酶活性. 存在癌前病变的患者都制定
随访计划. 按照病灶的内镜下表面和病理结果确定随访时
间间隔. 一般2-3 mo首次复查胃镜，之后6 mo复查1次
胃镜. 对于高度可疑食管癌的患者，短期复查(2-4 wk).
        统计学处理  采用 χ2 检验，P <0.05作为有显著意
义的统计学标准.

2   结果

在病理科经专业医师对标本石蜡包埋、切片、HE染
色，二位副主任医师以上职称的病理医师读片判断病
理结果. 诊断食管癌36例，其中鳞状细胞癌32例、腺
癌2例、黏液细胞癌1例、未分化癌1例，早期癌5例、
中晚期癌31例. 诊断食管癌前病变71例，其中慢性炎
症33例，慢性炎症伴轻度非典型增生13例，伴中度非
典型增生15例，伴重度非典型增长10例. 36例食管癌
患者中，端粒酶阳性32例，阴性4例，阳性率88.9 %. 71
例癌前病变患者中，端粒酶阳性13例，阴性58例，总
的阳性率18.3 %，癌前病变患者按病理组织分型端粒
酶阳性率分别是:慢性炎症6.1 %(2/33)，轻度非典型增
生15.4 %(2/13)，中度非典型增生33.3 %(5/15)，重度
非典型增生40 %(4/10). 食管癌、重度非典型增生、中
度非典型增生分别与慢性炎症相比有显著统计学差
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异，P =0.001，P =0.018，P =0.022. 对癌前病变患
者实行胃镜监督随访，其中3例失去联系，7例拒绝复
查胃镜，完成计划胃镜监督随访 61 例，占 89.7 %，
其中端粒酶阳性12例，阴性49例. 随访时间1-26 mo.
复查胃镜有27例完全恢复正常，其中端粒酶阳性3例，
阴性24例；有24例好转或无变化，其中端粒酶阳性3
例，阴性21例；病变加重3例，其中端粒酶阳性1例，
阴性2例；恶变7例，其中端粒酶阳性5例，阴性2例.
二组患者随访结果相比有显著性统计学差异，P =0.002.在
随访的头3 mo内有4例确诊为食管癌，且均表现为端
粒酶阳性.

3   讨论

端粒酶是一种特殊的DNA聚合酶，端粒酶激活是细胞
永生化的重要标志. 端粒酶活性在癌前病变中的研究已
见很多报道[8-11]，大多采用手术切除标本进行检查，
经胃镜活检对食管癌及癌前病变进行端粒酶活性检测
国内未见文献报道. 我们采用活检标本，用以PCR为基
础的端粒重复序列扩增法检测食管癌及癌前病变中端
粒酶的活性，显示在食管癌、重度非典型增生、慢性炎
症组织中端粒酶阳性率分别为88.9 %、40 %、6.1 %. 这
一结果与国内外文献[12-15]报道一致，说明食管活检
标本检测端粒酶活性的可行性. 癌前病变中检测端粒酶
活性的主要目的在于观察端粒酶活性增加的患者是否
增加癌变的危险，活检标本检测方法对这一目标实现
有重要价值 [3,13,16]. 我们对检测的这部分癌前病变患者进
行胃镜监督随访，2 a 多时间内12例阳性患者5例癌
变，而 49 例阴性患者仅 2 例癌变，而且阳性患者仅
个别患者病灶恢复，阴性组多数患者病灶恢复正常，二
组比较存在显著统计学差异. Morales、Tahara对检测患
者随访观察发现相似的结果[ 3,17 ]. 可以看出端粒酶活性
检测能够对病灶预后提供更准确的信息，是癌前病变
判断预后的重要因素.
        在癌前病变中端粒酶出现阳性是一个值得思考的
问题. 采用原位杂交方法检测癌前病变中端粒酶逆转录
酶(hTERT)mRNA的表达，在组织切片上清晰看到从轻
度到重度非典型增生组织，hTERTmRNA表达的范围增
加、染色加重[3,10,12,18,19]. 现在认为细胞癌变是一个多因
素多阶段复杂过程，在致癌因素的作用下，细胞内抑
癌基因、致癌基因、细胞因子等一系列复杂变化使
hTERT活性增加，hTERT是端粒酶活性的限速酶，他
的活性增加使端粒酶活性上调[3,5,6,20,21]. 我们通过对患者
的随访观察客观看到端粒酶阳性的癌前病变患者癌变
率高，同时我们注意到少数端粒酶阳性患者经恰当处
理后，病灶逐渐愈合，说明端粒酶活性增加是细胞异
型性达到一定程度的结果，附合端粒酶活性受多种因
子调节的观点. 另一方面，食管癌发生存在多点位、
多中心起源[22]，我们采用PCR-TRAP方法检测端粒酶

活性所采用的标本与病理检查不是同一块标本，可能
有肿瘤细胞隐伏其中而出现阳性结果. 因此对于端粒酶
阳性的癌前病变患者必需严格随访.
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摘要
目的:检测胃癌患者术前血清中血管内皮生长因子(VEGF)

浓度，探讨其与胃癌侵袭和转移的关系.

方法:应用酶联免疫技术(ELISA法)检测51例胃癌患者和

10名健康人血清中VEGF浓度;应用免疫组织化学技术检

测胃癌组织中VEGF蛋白表达.

结果:胃癌患者血清VEGF浓度高于健康对照(P <0.05)，与

胃癌浸润深度(P <0.05)，淋巴结转移(P <0.01)，远处转移

(P <0.01)，肿瘤分期(P <0.05)及肿瘤组织学分型(P <0.05)，

生长方式(P <0.05)密切相关，与性别无关(P  >0.05). 肿瘤

组织VEGF蛋白表达阳性的患者血清VEGF浓度明显高于

VEGF蛋白表达阴性的患者(P <0.05).

结论:血清VEGF浓度与胃癌侵袭和转移密切相关，胃癌

患者血清VEGF浓度升高是其对应肿瘤组织VEGF蛋白高

表达的结果.

张宏图,胡祥. 血清中血管内皮生长因子与胃癌侵袭和转移的关系. 世界华人

消化杂志  2003;11(3):344-345

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/344.htm

0   引言

实体肿瘤生长及转移需要血管生成. 实体肿瘤形成后进

入无血管的浸润前期，此时肿瘤细胞依靠弥漫供给营

养，当肿瘤结节生长到1-2 mm3 以后，肿瘤必须有新

生血管生成供给营养，才能继续增生和转移[1]. 肿瘤细

胞可分泌多种血管生成因子诱导血管生成，其中以血

管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor， VEGF)

的作用最为突出[2]. 体外研究表明VEGF可促进内皮细

胞增生和诱导血管生成. VEGF可在多种实体瘤组织中

大量表达，如乳腺癌，胃癌及结肠癌等，肿瘤组织中

VEGF的大量表达与肿瘤侵袭和转移密切相关，我们应

用ELISA法检测胃癌患者血清中VEGF浓度和免疫组

织化学技术检测胃癌患者肿瘤组织中VEGF蛋白表达，

探讨血清VEGF浓度与胃癌侵袭和转移的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  选取大连医科大学第一附属医院普通外科

2000-01/2000-06收治的51个病理证实的胃癌病例，男

37例，女14例，年龄28-81岁(平均62.9岁). 按日本胃

癌研究会《胃癌处理规约》进行组织病理学分型，详

细资料见表1. 血清从术前未接受化疗及放疗的胃癌患

者术前空腹外周静脉血分离，另选取10名健康人(无血

管新生疾病，如肿瘤，类风湿性关节炎，银屑病等)血

清作对照，-80 ℃放置备用.

1.2方法  应用人VEGF ELISA检测试剂盒(quantikine ，

R&D公司)检测血清VEGF浓度. 严格按照试剂盒操作

说明书进行，应用BIO-RAD3550-UV型酶标仪在波长

450 nm纠正波长570 nm条件下读取光密度值，根据标

准曲线得出VEGF浓度. 采用常规SP法进行免疫组织化

学染色. 鼠抗人VEGF单克隆抗体(福建迈新公司，即

用型工作液)，以正常IgG为阴性对照，以已知VEGF

蛋白表达阳性的乳腺癌组织为阳性对照. 结果判定:按

5 %以上细胞质或细胞膜呈棕黄色者为VEGF蛋白表

达阳性[3].

       统计学处理  所测结果以均数±标准差表示，进行

方差分析和 t检验，应用统计软件 SPSS10.0 处理.

2   结果

2.1血清VEGF浓度  胃癌患者术前血清VEGF浓度高于

健康对照(P <0.05)，与胃癌侵袭深度、淋巴结转移、

远处转移，肿瘤分期及肿瘤组织学分型密切相关，侵

及浆膜、有淋巴结转移和远处转移、进展期胃癌以及低

分化型癌血清VEGF浓度显著高于未侵及浆膜(P <0.05)、

无淋巴结转移(P <0.01)和远处转移(P <0.01)、早期胃

癌(P <0.05)以及分化型癌(P  <0.05).Borrmann Ⅲ+Ⅳ型胃癌

血清VEGF浓度高于BorrmannⅠ+Ⅱ型胃癌(P <0.05)，但

BorrmannⅠ、Ⅱ型胃癌之间及Borrmann Ⅲ、 Ⅳ型胃癌

之间血清VEGF浓度无差异(P  >0.05). 血清VEGF浓度

无性别差异(P >0.05)详细结果见表1.

2.2 VEGF蛋白表达  51例胃癌中34例VEGF蛋白表达

阳性(66.7 %)，其表达具有明显的异质性，强阳性染色

的癌细胞多位于肿瘤浸润的前缘. 肿瘤组织中VEGF蛋白

表达阳性的胃癌患者血清VEGF浓度(665.1±418.7 pg/mL)

明显高于VEGF表达阴性的患者(324.1± 287.7 pg/mL)

(P <0.05).
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表1  血清VEGF浓度与胃癌临床病理特征的关系

临床病理特征 n VEGF浓度(pg/mL) P值

浸润深度a

T1 5 157.8± 79.2

T2 4 207.1± 146.7

T3 ,T4              42 631.1± 408.0 <0.05

淋巴转移

有              36 681.1± 408.7

无              15 240.3± 193.4 <0.01

远处转移

有              13 996.3± 436.5

无              38 399.3± 269.7 <0.01

Borrmann分型b

Ⅰ+Ⅱ              26 461.8± 403.4

Ⅲ +Ⅳ              20 766.5± 357.5 <0.05

组织学分型c

分化型癌           16 344.7± 251.5

低分化型癌       35 646.0± 436.7 <0.05

人群

对照              10   91.8± 61.9

胃癌              51 551.5± 410.6 <0.05

分期

Ⅰ 6 144.6± 77.8d

Ⅱ              12 261.8± 173.2

Ⅲ              14 476.3± 224.4

Ⅳ              19 918.3± 393.0 <0.05

性别

男              37 529.4± 450.1 >0.05

女              14 609.9± 286.8

VEGF蛋白表达

阳性              34 665.1± 418.7

阴性              17 324.1± 287.7 <0.05

a:T1 浸润黏膜(M)或黏膜下层(Sm),T2浸润固有肌层(Pm)或浆膜下层(SS),T3
穿透浆膜层(Se),T4穿透浆膜层并侵袭邻近脏器(Sei); b: 46例进展期胃癌
的分型; c:分化型癌 :乳头状腺癌,管状腺癌;低分化型癌:低分化腺癌,印戒
细胞癌,黏液腺癌; d:Ⅰ,Ⅱ期胃癌血清VEGF浓度无统计学差异(P >0.05)

3   讨论

血管生成在实体肿瘤的生长和转移中是必需的.VEGF
又称血管通透因子(vascular permeability  factor， VPF)，
是一个重要的血管形成因子，胚胎发育中VEGF广泛
表达，血管生成在正常生理状态下被关闭，成年组
织VEGF呈低水平表达，成年人VEGF水平升高仅见
于肿瘤、伤口愈合、类风湿性关节炎等病理现象及
女性月经期.许多实体肿瘤细胞均可分泌VEGF，VEGF
特异地作用于血管内皮细胞，诱导肿瘤血管生成，供
给肿瘤营养，同时增加微血管的通透性，使肿瘤细胞
增加了进入循环，产生转移的机会. 最近研究表明，
在乳腺癌、胃肠道癌及卵巢癌等多种肿瘤尤其是转移
性肿瘤患者血清中 VEGF 的浓度显著升高[4,5]，并与
肿瘤分期密切相关[6]. 我们的研究发现，随着胃癌浸
润深度的增加血清VEGF浓度明显升高，同时，有淋
巴结转移的患者血清VEGF浓度明显高于无淋巴结转
移的患者，有远处转移的患者血清VEGF浓度明显高于
无远处转移的患者. 本研究中胃癌患者血清VEGF浓度
(551.5±410.6 pg/mL)明显高于健康对照(91.8±61.9 pg/mL)，

早期胃癌血清VEGF浓度相对于健康人即有升高，但
无统计学意义(P >0.05)，进展期胃癌尤其是有转移的
胃癌患者血清VEGF浓度明显高于早期胃癌或无转移
的胃癌患者.上 述结果表明健康人血清VEGF浓度较低，
肿瘤发生后，原位肿瘤细胞不断增生，随着血管生成
开关的开放，血清VEGF浓度开始升高，于原位刺激血
管生成，肿瘤开始组织建立自己的血管网，因为新生
的血管内皮和基底膜有缺陷，肿瘤细胞易穿过基底膜
屏障进入血液循环，以便于向远端扩散和转移，在此
过程中VEGF被大量分泌并释放到血液中，并随着浸润
深度的增加以及肿瘤的转移释放到血液中的VEGF也
进一步增加[7]. 我们认为，术前血清VEGF浓度可作为
评价胃癌进展程度的指标.
       在研究中我们还发现，胃癌患者血清VEGF浓度
与胃癌组织学分型关系密切，低分化型癌血清VEGF浓
度高于分化型癌，反映了肿瘤恶性程度越高分泌VEGF
越多，促血管生成能力越强. Borrmann Ⅲ、Ⅳ型胃癌血
清VEGF浓度明显高于BorrmannⅠ、Ⅱ型，但Borrmann
Ⅰ型和Ⅱ型之间以及Borrmann Ⅲ型和Ⅳ型之间血清
VEGF浓度无明显差异，在生长方式上BorrmannⅠ、Ⅱ
型胃癌呈局限性生长，而BorrmannⅢ、Ⅳ型胃癌呈浸
润性生长，表明根据不同的生长方式，血清VEGF浓度
有差异，胃癌侵袭能力越强，血清VEGF 浓度越高.
       本研究未发现胃癌患者性别之间血清VEGF浓度存
在差异.
       我们在研究中发现，肿瘤组织中VEGF蛋白表达
阳性的胃癌患者术前血清VEGF浓度明显高于VEGF蛋
白表达阴性的患者，提示肿瘤组织中VEGF蛋白的高表
达是导致外周血VEGF浓度升高的原因. 胃癌细胞产生
大量的VEGF于原位促进肿瘤血管生成并进入血液循
环，支持肿瘤侵袭和转移.因此，术前血清VEGF浓度
可反映胃癌肿瘤血管生成情况，从而可能成为预测胃
癌血管生成及肿瘤侵袭和转移的一个指标.
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摘要
目的:探讨血管内皮细胞生长因子(VEGF)在肝硬化门静脉

高压症中的作用．

方法:对 18 例肝硬化门静脉高压症大鼠(分早期、中期、

晚期三期)和 6例正常大鼠脾脏切除标本，使用原位杂交

法检测VEGF的mRNA的表达情况．

结果:门静脉高压组大鼠VEGF的mRNA高表达 ，其表达

率分别为早期50.0 %，中期 66.7 %， 晚期 100 %. 对照

组阳性表达率为16.7 %．

结论:(1)VEGF是最有力的血管生成因子．(2)VEGF随肝

硬化门脉高压严重程度而阳性表达率有所增加．

邓琰,马庆久,鲁建国,任朝霞,邓明福.  肝硬化门静脉高压症大鼠脾脏血管内皮

细胞生长因子的研究. 世界华人消化杂志  2003;11(3):346-347

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/346.htm

0   引言

门静脉高压症(portal hypertension， PHT)与肝硬变密切
相关，其并发症多由于肝硬变引起的门静脉系统及体
循环血流动力学变化所致.在 PHT 患者，除有血流动
力学紊乱外，还有门静脉系统血管的病变，称为门静脉
高压性血管病变(portal hypertension vascular lesion)，并
在PHT的发展中起重要作用. 而VEGF是引起门静脉高
压性血管病变的重要细胞因子之一. 本文通过动物实
验，测定大鼠脾脏VEGF的mRNA表达水平，初步探
讨VEGF在PHT中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  动物模型:二级Wistar大鼠，质量在200±30 g
之间(第四军医大学实验动物中心SPF 动物)，随机分
为实验组(18只)和对照组(6只).
1.2 方法  实验组用 600 mL/L 四氯化碳橄榄油溶液按
0.3 mL/100 g 质量皮下注射，1次 /4 d，饮用50 mL/L
乙醇，参照韩德五 et al [1]将肝硬变大鼠模型分期，人
为地将肝硬变大鼠病程分为三期:早期(第 25天)脂变坏

死期；中期(第 45天)纤维增生期；晚期(第 65天)假小
叶形成期. 对照组用橄榄油溶液0.3 mL/100 g质量皮下
注射，1 次 /4 d，饮用自来水. 二组大鼠均在二级动
物实验室饲养，自由进食. 大鼠断头处死. 迅速取出脾
脏放入-173 ℃液氮冷冻保存. 血管内皮细胞生长因子
(VEGF)的mRNA测定:采用原位杂交法. 选用武汉博士
德生物工程有限公司生产的VEGF原位杂交检测试剂
盒；APES 胶片；DEPC；POLY-L-LYSINE；DAB
显色试剂盒. 采用地高辛标记的随机引物法，原位杂
交的具体方法参照蔡文琴 et al [2]方法进行. 免疫显色半
定量判定标准:按显色的深度和阳性颗粒的粗细、数量
分为三级，显色略高于背景、阳性颗粒细而少为弱阳
性；显色为深褐色或棕褐色、颗粒粗大而多为强阳性；
界于二者之间者为中度阳性.阳性颗粒在每个高倍镜视
野中占30 %以上为阳性切片；每个标本连续取5张切
片染色，其中有一个阳性切片既为阳性结果.
        统计学处理  运用 SAS统计软件作统计分析. 比较
阳性切片和阴性切片在每组中的统计学差异，采用
Fisher’s精确检验行统计学处理.

2   结果

门静脉高压组大鼠VEGF的mRNA高表达，其表达率分
别为，早期50 %(3/6)，中期66.7 %(4/6)，晚期100 %(6/6).
对照组仅有1例轻度阳性，阳性率为16.7 %(表 1).由
Fisher’s精确检验可计算出P <0.05(表 2)，说明VEGF
在门静脉高压组同对照组之间，以及门静脉高压不同
时期组间均有显著性差异. VEGF的mRNA 表达随肝硬
化门脉高压严重程度而有所增高.

表1  各组大鼠切片阳性结果比较

    分组
            正常      早期      中期        晚期        合计

    n
阴性 5 3 2 0 10

阳性 1 3 4 6 14

合计 6 6 6 6 24

表2  由 Fisher’s精确检验计算出的P值 (n =24)

Fisher’s  Exact Test

Table Probability (P) 9.178E-04

Pr< =P 0.0350
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3   讨论

血管内皮细胞生长因子(vascular endothelial cell growth
factor)是 1989年 Ferrara et al [3]在牛垂体星状细胞体外
培养分离出的一种糖蛋白，其在体内外都表现出特异
性地促进血管内皮细胞生长并诱导血管生成的作用，
故被称为血管内皮细胞生长因子(VEGF). 在众多的血管
生成因子中，VEGF是最有力的血管生成因子，他通
过和血管内皮细胞的特异性受体结合，具有强大的促
内皮增生、促血管生成作用. 门静脉系统血管病变已
经成为PHT目前研究的热点之一[4]. 而脾内血管病变也
是门静脉高压性血管病变的一部分. 本实验表明，随
着肝硬化程度的加重，VEGF 的表达有增高趋势，而
VEGF具有较强的促血管内皮细胞增生及增加血管通透
性的作用[5]，使脾脏内血管增生，脾内储血量加大导
致脾髓压力升高，从而加重门静脉高压状态和脾功能
亢进.这说明，在肝硬化渐变中，VEGF起着重要的作
用.肝内外分流时，胃肠胰源性所释放的舒血管活性物
质，使三级小动脉阻力下降，血管扩张，动 - 静脉
短路形成，血氧饱和度下降.  由于缺血、缺氧、内
毒素及肝功能下降等导致代谢紊乱，包括脾脏在内的

内脏处于高血流动力状态. 而缺氧条件下可导致VEGF
的表达及释放，并为血管生成的因素之一[6]. 因此随着
肝硬化程度的进一步加重，VEGF 的表达更趋升高，
对肝硬化严重程度起正反馈性调节作用.
       总之，VEGF的高表达不但是门静脉高压作用的
结果，同时也是门静脉高压的促进因素. 由于VEGF在
体内所表现出的特异性促血管生成作用，使其在临床应
用方面表现出广泛的应用前景. 然而，对VEGF的详细表
达调节机制尚有待于进一步研究. 利用其血管生成作用机
制，通过抑制VEGF的血管生成作用治疗肝硬化门静脉高
压症，正在作为一种新的治疗方法被应用于临床.
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摘要
目的:观察并比较当归多糖(angelica sinensis polysaccharide,

ASP)及大蒜素(allitridi, Alt)对小鼠四氯化碳(CCL4)肝损伤

的作用.

方法:采用500 mL/L四氯化碳灌胃(0.1 mL/10 g)建立实验

性肝损伤模型，分别测定生理盐水对照组(control)、CCL4
模型组、当归多糖治疗组(CCL4+ASP)、大蒜素治疗组

(CCL4+Alt)小鼠血清谷丙转氨酶(AST)、谷胱甘肽s-转移

酶(GST)活性及肝组织中丙二醛(MDA)含量；并观察各组

小鼠体重改变.

结果:与对照组相似，当归多糖治疗组小鼠体重明显增加

且显著高于CCL4模型组及Alt治疗组(P <0.01); 当归多糖

及大蒜素均能逆转四氯化碳肝损伤小鼠血清AST及肝组

织内MDA的升高(均 P <0.01)，而恢复到正常水平，并

明显降低肝损伤小鼠血清GST活性(P <0.01) ;与大蒜素相

比，当归多糖降低小鼠血清AST及 GST活性更为显著

(P <0.01).

结论:当归多糖及大蒜素对小鼠四氯化碳肝损伤均有良好的

保护作用，当归多糖疗效优于大蒜素.

郑敏,徐爱芹,鲍翠玉,吴基良,李立中.  当归多糖及大蒜素对小鼠四氯化碳肝损

伤作用的比较. 世界华人消化杂志  2003;11(3):348-349
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0   引言

目前，从传统的中药或食物中寻找有效部位或有效成
分治疗病毒性肝炎已成为研究热点. 当归为我国传统中
药，具有多种功效，对其有效成分的研究主要集中于阿
魏酸和当归多糖(angelica sinensis polysaccharide, ASP);
已有实验证明当归煎剂及阿魏酸对多种肝损伤、肝硬
化和肝癌有保护作用[1-9]，其机制与抗脂质过氧化及膜
稳定功能有关；至于当归多糖(ASP)用于保护肝脏的研
究，尚未见报道. 已经证明大蒜具有消炎、杀菌、解
毒、抗氧化、降血脂等多种药理作用，二烯丙基三
硫(allitridi，Alt，俗称大蒜素)则为大蒜中主要的生物

活性成分之一，对乙醇所致肝损伤有保护作用[10,11]. 我

们利用四氯化碳复制小鼠肝炎模型，观察并比较了

ASP和Alt对肝损伤小鼠血清AST、GST活性及肝组织

中MDA含量的影响，为其作为护肝药物的应用提供科

学依据.

1   材料和方法

1.1 材料  健康♂昆明小鼠，体质量18-22 g，由湖北

省医科院提供. 大蒜素胶囊，湖北五三制药厂生产(批

号 950610)，当归多糖，武汉大学基础医学院药理系

制备，1-氯-2， 4-二硝基苯(CDNB)及还原型谷胱甘

肽(GSH)均为 Sigma 产品，AST 测定试剂盒，购于上

海荣盛生物技术有限公司(批号:9906017)，其余试剂

均为市售分析纯产品. 日本岛津UV-3000双波长双光束

分光光度计UV-752C紫外可见光分光光度计(上海第三

分析仪器厂).

1.2方法  健康昆明小鼠禁食24 h称重后随机分成生理

盐水对照组(control)、CCL4 模型组、大蒜素治疗组

(CCL4+Alt)和当归多糖治疗组(CCL4+ASP). 对照组以生理

盐水0.1 mL/10 g 灌胃，其他三组以500 mL/L CCL4花

生油按0.1 ml/10 g灌胃复制肝损伤模型. 制模后CCL4+Alt

组小鼠按20 mg/kg给予1 g/L  Alt混悬液0.2 mL/10 g  ig，

qd×7；CCL4+ASP组小鼠按500 mg/kg给予25 g/L ASP

溶液 0.2 mL/10g  ig，qd × 7；对照组及四氯化碳组

同时给予等容积生理盐水灌胃.末次给药前各组小鼠称

重，给药后6 h处死小鼠，放血收集血清，并立即剖腹

取同一叶肝组织以冰生理盐水洗净，于-30 ℃冰箱冻

存备测. 以CDNB为底物，用岛津UV-3 000双波长双光束

分光光度计测定血清GST活性[12]. 按AST测定试剂盒说明

书测定血清AST. 取小鼠肝组织以冰生理盐水制成10 %组

织匀浆，用硫代巴比妥酸法测定MDA含量.

        统计学处理  实验数据以 sx ± 表示，多组间比较
用 F 检验，组间两两比较用 q 检验.

2   结果

2.1 Alt及ASP治疗对肝损伤小鼠体质量的影响  造模1 wk

后生理盐水对照组小鼠体质量明显增加；CCL4 模型

组、Alt治疗组体重无明显变化，但均显著低于对照组

(P <0.01);ASP 治疗组体重与对照组相似且明显高于

CCL4模型组及Alt治疗组(表 1).
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表1  Alt 及 ASP治疗前后小鼠体重的变化( sx ± ，n =10)

体质量(g)

Group 体质量变化(%)

治疗前 治疗后

control 20.2± 0.8       23.2± 1.0 +14.85

CCL4 20.3± 0.7       19.8± 1.3a -2.46

CCL4+Alt 20.1± 0.8       20.6± 1.2a +2.49

CCL4+ASP 20.2± 0.6       23.0± 1.1ce +13.86

aP <0.01，vs  control 组；cP <0.01，vs CCL4组;eP <0.01，vs CCL4+Alt组

2.2 Alt 及ASP对小鼠血清AST、GST的影响  四氯化
碳模型组小鼠血清AST、GST活性较对照组显著增加
(P <0.01)，Alt 20 mg/kg 有阻抑四氯化碳所致血清AST
和GST活性升高的作用(均P <0.01)，使GST活性降至
损伤组的58.8 %，AST活性恢复到正常对照组水平；
ASP 500 mg/kg亦可明显阻抑四氯化碳所致血清AST和
GST活性升高(均P  <0.01)，使GST活性降至损伤组的
28 %，AST活性降至正常对照以下(P <0.01) ;与Alt组相
比，ASP降低血清AST及GST活性更为显著(P <0.01)(表2)

表2  Alt及ASP对CCL4肝损伤小鼠血清GST、AST影响( sx ± ，n =10)

Group AST(卡门氏单位) GST(nmol/min.mL)

control 138± 11  20± 4

CCL4 166± 12b 245± 21b

CCL4+Alt 135± 9d 144± 18 d

CCL4+ASP 100± 8bdf   69± 12df

bP  <0.01，vs  control 组；dP <0.01，vs CCL4组 fP <0.01，vs CCL4+Alt组

2.3  Alt及ASP对CCL4肝损伤小鼠肝组织MDA含量的

影响   CCL4肝损伤组小鼠肝组织MDA含量较对照组升高
53 %(P <0.01); Alt及ASP均能明显降低CCL4引起的肝组
织MDA的升高(均P <0.01)，分别使其降低约30.3 %、
37.6 %，而达到正常对照水平(表 3)

表3  Alt及ASP对CCL4肝损伤小鼠肝匀浆MDA的影响( sx ± ，n =10)

Group MDA(nmol/ggw)

control 15.4± 0.9

CCL4 23.4± 1.5a

CCL4+Alt 16.3± 1.1c

CCL4+ASP 14.6± 1.2ac

ggw:每 g肝组织湿重
aP <0.01， vs  control组； cP <0.01， vs CCL4组

3   讨论

四氯化碳肝损伤为目前国际常用的肝炎模型之一，其
中毒机制主要是四氯化碳进入机体后产生自由基引起
膜脂质过氧化，使膜结构和功能完整性破坏，从而

引起细胞中毒死亡.
       AST 主要存在于细胞核和线粒体内，当肝细胞明
显损害时释放入血，其水平升高表明肝细胞明显变性
坏死；GST(谷胱甘肽S-转移酶)在生物转化酶系中属Ⅱ
相酶，参与结合反应，肝损害时细胞膜完整性破坏，
GST可大量释放入血，致血清GST增高; 汪晖et al 研究
表明，血清GST活性变化对于多种肝损伤具有诊断性
意义，与肝组织病理改变、血清ALT活性变化之间具
有良好的平行关系，比ALT更灵敏、更特异并具有较
高的准确性，目前已有部分医院将血清GST作为肝功
能诊断指标之一；因此，我们将血清GST变化作为反
映肝损伤程度及药物护肝作用的指标之一.
      本实验结果表明， 当归多糖及大蒜素均能对抗
CCL4所致肝损害，降低血清AST， 大蒜素使之恢复正
常， 当归多糖甚而使之下降到正常水平以下；上升的血
清GST也逐渐下降，且当归多糖逆转血清AST、降低
血清GST水平较大蒜素更为显著;表明二者均有良好的
肝细胞膜保护作用，且当归多糖的作用强于大蒜素. 造
模后， 当归多糖治疗组小鼠饮食、四肢活动及其他一
般状况恢复均较CCL4模型组及Alt 治疗组为快，治疗
1 wk 时体质量与生理盐水对照组相似，且明显高于
CCL4 模型组及Alt 治疗组，亦表明当归多糖可明显改
善肝损伤小鼠一般状况且优于大蒜素. 另外，我们还
发现大蒜素及当归多糖均能明显阻止CCL4引起的过氧
化产物MDA含量的升高，并使之恢复正常. 故此提示：
大蒜素及当归多糖可能通过抑制脂质过氧化过程，维
持细胞膜的完整性，使肝细胞内AST、GST溢出减少，
血清AST、GST恢复正常，从而发挥护肝作用；对当归
多糖进一步开发和利用，其将不失之为一种良好的护
肝新药.
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摘要
目的:研究丙型肝炎病毒核心区(HCV-C)蛋白和细胞凋亡

对肝癌细胞HepG2细胞周期的影响.

方法:首先运用基因重组技术构建包含HCV-C基因的真核

表达质粒pcDNA3. 1，然后利用脂质体介导将重组真核表

达质粒转染肝癌细胞HepG2，经G418筛选获得稳定转染

HepG2 细胞(HCV-C转染HepG2细胞)，经RT-PCR和间

接免疫荧光法证实其中有HCV-C蛋白表达.  然后进行如

下实验: (1)MTT法检测HCV-C转染HepG2细胞、空白质

粒转染HepG2细胞和未转染HepG2细胞生长增生率；(2)

流式细胞术(FACS)检测三组细胞凋亡率和细胞周期，以及

HCV-C转染HepG2细胞经Fas抗体诱导凋亡后的细胞周

期变化.

结果: (1)HCV-C转染HepG2细胞增生率显著高于空白质粒

转染HepG2和未转染HepG2细胞增生率；(2)细胞未经Fas

抗体诱导凋亡时，HCV-C转染HepG2细胞S期所占百分

率高于未转染HepG2细胞S期所占百分率，HCV-C转染

HepG2细胞凋亡率低于无HCV-C转染HepG2细胞凋亡

率；HCV-C转染HepG2细胞经Fas抗体诱导凋亡时，细

胞S期所占百分率低于未经诱导凋亡细胞S期所占百分率.

结论: (1)HCV-C蛋白具有抑制HepG2细胞凋亡的作用；

(2)HCV-C蛋白促进HepG2细胞从G0/1期进入S期，从而

可能促进细胞生长增生，抑制细胞凋亡；Fas抗体诱导细

胞凋亡时细胞被阻滞于G0/1期.

全俊,胡国龄,范学工,谭德明. 丙型肝炎病毒核心区蛋白和细胞凋亡对HepG2
细胞周期的影响. 世界华人消化杂志  2003;11(3):350-352

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/350.htm

0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)感染是引起输血后肝炎的主要病原
体，且HCV感染后大部分会导致感染慢性化，可引起
慢性丙型肝炎、肝炎后肝硬化及肝细胞癌(HCC)等严重
后果. 目前对丙型肝炎的发病机制尚不清楚，免疫损

伤可能是其主要致病机制，但HCV对肝细胞的直接作
用也起着一定作用，其中包括HCV对肝细胞增生和细
胞周期的影响[1-3]. Kalkeri et al [4，5]发现转染了HCV全
基因的细胞增生受到抑制; Werling et al [6]报道慢性丙型
肝炎患者肝细胞增生率低于非HCV所致慢性肝炎的肝
细胞增生率，说明HCV具有抑制肝细胞增生的能力.
丙型肝炎病毒核心区(HCV-C)蛋白对细胞增生和细胞周
期的影响还不清楚. 部分认为HCV-C蛋白抑制细胞凋
亡促进细胞增生[7-9]，部分认为HCV-C蛋白抑制细胞
增生[10]. 细胞周期分为G0/1 期、S期和G2/M 期，细胞
周期在不同时相的多个调控点上受到调控，其中以G1/S
和G2/M期转换调控点最为重要[11,12]. 细胞周期阻断与细
胞凋亡关系不明确，细胞周期阻断并不是越完全越促
使细胞凋亡[13]. 本实验旨在研究HCV-C和细胞凋亡对
细胞周期的影响.

1   材料和方法

1.1 材料 DNA纯化试剂盒(QIAGEN)，培养基DMEM，
脂质体Lipofectamine2000、抗生素G418(GIBCO)，RT-
PCR逆转录试剂盒(Promega)，FITC标记山羊抗人 IgG
(武汉博士德)，兔抗人Fas多克隆抗体(Santa Cruz). 含有
HCV-C，E1，E2 区的质粒 puc118 由本所谭德明教
授构建并赠送；质粒pcDNA3. 1(+)、大肠杆菌JM109及
肝癌细胞系HepG2由我科保存；流式细胞仪(FACS420).
1.2方法

1.2.1 PCR引物  根据HCV1a序列(AF009606)设计能扩
增全长HCV-C的引物(分别在两端引入酶切位点Hind
Ⅲ及EcoR Ⅰ，并在下游设计终止密码)，上游引物：
ACAAGCTTCCCATGAGCACGAATCCTAAAC，下游引
物 AGAATTCCTAGGCTGAAGCGGGCACAGTC，预计
扩增片段长度为594 bp.
1.2.2 构建包括目的基因HCV-C的重组真核表达质粒[14,15]

首先以包括HCV-C、E1和E2区的重组质粒Puc118为
模板进行PCR扩增目的片段HCV-C，将纯化的PCR
产物与T载体(3 000 bp)经 T4 DNA连接酶4 ℃连接过
夜，经氨苄青霉素筛选阳性克隆，并经HindⅢ、EcoR
Ⅰ双酶切和PCR鉴定证实. 然后利用基因重组技术构建
包括目的片段HCV-C的重组真核表达质粒pcDNA3. 1
(约 5 400 bp)，经抗生素筛选，PCR扩增、HindIII 和
EcoRI双酶切以及重组质粒DNA序列测定证实重组真
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核表达质粒中包含目的片段HCV-C，说明含有目的
基因HCV-C的重组真核表达质粒构建成功.
1.2.3 重组真核表达质粒转染肝癌细胞HepG2  提取的重
组真核表达质粒及空白质粒pcDNA3. 1经脂质体介导转
染肝癌细胞HepG2，经G418筛选获得稳定转染重组真
核表达质粒的HepG2细胞(分别称为HCV-C转染HepG2
和空白质粒转染HepG2).
1.2.4 RT-PCR和间接免疫荧光法检测HCV-C转染

HepG2中HCV-C 表达  按Trizol RNA提取试剂盒说明
提取细胞RNA，行RT-PCR检测HCV-C转染HepG2细
胞中有无HCV-C mRNA表达. 将细胞置于放有盖玻片
的6孔细胞培养板中培养48 h后，细胞经冷丙酮固定
30 min，滴加山羊血清室温孵育 20 min 封闭；以丙
型肝炎抗体阳性患者血清(1∶8)作为一抗孵育 2 h，
FITC标记的山羊抗人 IgG(1∶32)为二抗37 ℃孵育1 h，
然后经PBS 漂洗 3次×5 min；于荧光显微镜下观察
HCV-C转染HepG2细胞中有无HCV-C 表达.
1.2.5 MTT法检测HCV-C蛋白对HepG2细胞增生率

的影响[15]   分别接种2×104个 HCV-C转染HepG2、空
白质粒转染HepG2和未转染HepG2细胞于96孔细胞培
养板中培养48 h后，使用MTT(四甲基偶氮唑蓝)法检
测细胞生长率.
1.2.6 流式细胞术检测细胞周期和细胞凋亡情况  分别
传代2×105个HCV-C转染HepG2、空白质粒转染HepG2
和未转染HepG2细胞至6孔细胞培养板中培养72 h，细
胞经胰酶消化后用冷70 ml/L 乙醇固定细胞于 4 ℃保
存，细胞经流式细胞术检测细胞凋亡及细胞周期情况. Fas
抗体诱导HepG2细胞凋亡：HCV-C转染HepG2首先培养
48 h后加入Fas抗体(200 ng/ml)后再培养24 h[16-20].
        统计学处理  利用 SPSS10. 0 软件进行统计分析：
数据用 sx ± 表示，多组之间进行比较采用方差分
析，当P <0. 05 时，采用LSD法分别进行两两比较；
两组之间进行比较采用成组设计 t检验，并以P <0. 05
确定差异是否具有显著性.

2   结果

2.1 重组真核表达质粒经PCR扩增可见600 bp左右的
目的片段条带，HindIII 和EcoRI双酶切(图1)，DNA序
列测定说明包括HCV-C序列的重组真核表达质粒构建成
功，与HCV1a基因进行同源性比较符合率为98. 6 %，无
移码突变.
2.2经RT-PCR和间接免疫荧光法检测证实HCV-C转
染HepG2 细胞中有HCV-C mRNA和蛋白质表达，而
未转染HepG2 细胞和空白质粒转染HepG2 细胞中无
HCV-C表达.
2.3 图 2结果显示HCV-C转染HepG2细胞组生长增生
率(0.32±0.04)高于空白质粒转染HepG2组(0.26±0.06)和
未转染细胞组(0.26±0.05)(P <0.05)，说明HCV-C蛋白促
进HepG2细胞生长增生.

2.4表1结果说明细胞未经Fas抗体诱导凋亡时，HCV-C
转染HepG2 细胞凋亡率低于未转染HepG2 细胞凋亡
率，同时HCV-C转染HepG2细胞S期所占百分率高于未
转染细胞HepG2细胞S期所占百分率(P <0. 05) ; 二组细胞
之间G0/1期所占百分率比较没有统计学差异(P  >0.05)，但
HCV-C转染HepG2细胞仍低于未转染HepG2细胞；二组
细胞之间G2/M期所占百分率没有显著性差别(P  >0.05). 以
上结果说明HCV-C蛋白促进HepG2细胞从G0/1 期向S
期转化，而对G2/M期没有影响. 表 2结果显示HCV-C
转染HepG2细胞经Fas抗体(200 ng/ml)作用后凋亡率显
著增加(P <0.001)，并且细胞凋亡增加时S期所占百分
率少于未经Fas 抗体诱导凋亡对照组S期所占百分率
(P <0.05) ；G0/1 期所占百分率与未经Fas 抗体诱导凋
亡对照组比较虽统计学上没有差异(P >0.05)，但经Fas
抗体诱导凋亡组仍高于未经Fas抗体诱导凋亡组；二组
细胞之间G2/M期所占百分率没有显著性差异(P  >0.05).
说明Fas抗体诱导细胞凋亡时也是作用于G1/S调控点，
使HCV-C转染HepG2细胞阻滞于G0/1期，而对G2/M期
没有影响.

泳道M、D：DNA marker
泳道1、2:酶切后重组真核表达质粒
泳道3: 未酶切重组真核表达质粒
图1  重组真核表达质粒双酶切鉴定.

图2  HCV-C蛋白对细胞增生.

表1  HCV-C蛋白对HepG2细胞周期的影响( sx ± ,%)

细胞组别            n     G0/1期              S期                G2/M      期细胞凋亡率

未转染细胞组    6    71.50±6.08   15.17±3.87    13.33±2.63    8.63±0.72

HCV-C转染组  6   66.55±2.09b    19.43±1.85a    14.02±1.41b     5.17±0.76a

aP <0.05 vs 未转染细胞组; bP >0.05 vs 未转染细胞组.
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表2  细胞凋亡对HCV-C转染HepG2细胞周期的影响( sx ± ,%)

细胞组别                    n   G0/1期               S期           G2/M期        凋亡率

未诱导凋亡对照组    6 66.55±2.09 b  19.43±1.85a  14.02±1.41b  5.17±0.76a

Fas抗体诱导凋亡组  4 70.43±3.61   15.13±2.20   14.45±1.69 14.43±1.13

aP <0.05 vs Fas抗体诱导凋亡组; bP >0.05 vs 未转染细胞组.

3   讨论

目前公认HCV-NS5和NS3蛋白具有促进细胞增生、抑
制细胞凋亡的功能[21-24] ；而HCV-C蛋白对细胞增生
的影响还没有定论. 细胞增生、死亡是受细胞周期调控
的，细胞周期分为G0/1 期、S 期和 G2/M 期，其中最
关键的两期为S期和M期. 不同生物细胞增生周期时间
不同，主要是由G1 期持续时间所决定的，而且G1 启
动是细胞周期启动的关键，因此G1/S期的调控尤为重
要. 本实验结果表明HCV-C蛋白主要作用于G1/S调控
点，促进HepG2细胞由G1期进入S期，由此可能启动
并加速细胞周期进程，促进细胞增生和抑制细胞凋亡.
但HCV-C蛋白作用于G1/S调控点的机制有待进一步研
究. Cho et al [8]发现HCV-C蛋白通过上调细胞中cyclin
E促进细胞增生；Kwun et al [22]发现HCV-C蛋白通过抑
制P21促进细胞增生. 当HCV-C转染HepG2细胞经Fas
抗体诱导凋亡时S期百分率减少，细胞被阻滞于G1期.
增生细胞对某些凋亡诱因的敏感性常依赖于细胞周期，
本实验结果表明不管是HCV-C蛋白抑制细胞凋亡，还
是由Fas抗体诱导细胞凋亡增加时都不是作用于G2/M
期. 细胞周期阻断与细胞凋亡关系不明确，并不是细胞
周期阻断越完全越促使细胞凋亡；细胞周期阻断并不
直接诱导细胞凋亡，他可能是细胞凋亡的重要前提[25].
细胞凋亡和增生分化是独立的两种方式，但细胞凋亡
和增生分化可同时存在；细胞凋亡可发生在细胞周期
不同时相. 细胞凋亡与细胞增生并非一定成负相关，
许多研究证明肿瘤组织含有激活的癌基因，但细胞却
出现大量死亡；在慢性丙型肝炎患者肝细胞凋亡率和
增生率可能同时升高，但存在增生 /凋亡失衡[26]. 目前
已知具有致凋亡作用的C-myc和腺病毒蛋白E1A都是
细胞增生的诱导物.
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摘要
目的:研究细菌性肝脓肿的CT平扫和增强扫描表现，并

同阿米巴性肝脓肿相鉴别.

方法:回顾分析了52例手术、穿刺抽吸或临床证实的细菌

性肝脓肿病例的CT资料，52例均行CT平扫，35例行增

强扫描；另收集34例阿米巴性肝脓肿的CT资料，对比分

析细菌性肝脓肿的CT特征，并与阿米巴性肝脓肿相鉴别.

结果:细菌性肝脓肿因病变阶段不同而有不同的CT表现，

典型CT表现为低密度囊样结构，脓肿壁较厚，增强扫描

脓肿壁强化较明显而脓腔不强化. 不典型者CT平扫表现为

低密度肿块，增强扫描可见不均匀强化，下列征象有助于

鉴别诊断: (1 )肿块缩小征，(2)周围充血征，(3)“簇状

征”，( 4 )“花瓣征”，( 5 )延时强化征.

结论:细菌性肝脓肿CT表现变异较大，增强扫描有一定

特征性，本文归纳出不典型细菌性肝脓肿的5个征象，有

助于同阿米巴性肝脓肿和肝脏其他占位病变的鉴别诊断.

邹利光,廖翠薇,陈垦,戚跃勇,程相晨. 细菌性肝脓肿的CT诊断. 世界华人消化
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0   引言

肝脓肿是临床上较常见的肝脏占位性病变，主要包括
细菌性和阿米巴性肝脓肿两大类，细菌性肝脓肿较为多
见，临床症状重，死亡率较高，CT是发现和诊断肝脓肿
的主要检查方法[1-5]. 细菌性肝脓肿CT表现变异较大，典
型者诊断容易，但部分病例表现不典型，同肝内其他占
位病变鉴别有一定困难，常常误诊为肝癌等[4-6]. 本文回顾
分析了52例手术、穿刺抽吸或临床证实的细菌性肝脓
肿病例CT资料，总结其CT表现特征，并收集34例阿
米巴性肝脓肿的CT资料作对照，探讨了细菌性肝脓肿
的CT鉴别诊断.

1   材料和方法

1.1 材料  细菌性肝脓肿患者 52 例，男 35 例，女 17
例，年龄 13-68 岁，平均 43 岁. 主要临床表现为发

热(45 例)、畏寒(32 例)、右上腹及肝区疼痛(46 例)、
黄疸(8 例)、肝大(16 例)及肝区叩痛(31 例). 52 例中经
皮肝穿刺抽出脓液21例，手术证实7例，其余24例为
临床表现及影像学检查支持细菌性肝脓肿诊断，且经
抗感染治疗后复查Ｂ超和 / 或 CT 病灶明显好转或消
失，临床症状也明显改善者. 另收集手术、穿刺抽吸
或临床证实的阿米巴性肝脓肿的CT资料34例，对比
分析不同类型肝脓肿的CT表现.
1.2方法  CT扫描机型为Somaton DR3型(西门子公司)、
Sytec 3000型(GE公司)、以及7000 TS型螺旋CT机(岛
津公司)，扫描层厚及层距均为10 mm，扫描范围自肝
右叶顶部至肝下角.全部病例均作了CT平扫，52例细
菌性肝脓肿中35例行增强扫描，34例阿米巴性肝脓肿
中21例行增强扫描.增强所用造影剂为Ultravist 300或
Omnipaque 300，造影剂用量为 80-100 mL，手推或
高压注射器团注推入. 增强扫描病例中21例增强后早
期(30 s)及晚期(60-90 s)动态CT扫描，15例增强后延
时扫描 3-7 min. CT 平扫分析了病变的数目、部位、
大小、形态、密度、边缘、内部结构；增强扫描分析了
病灶增强有无、增强程度、增强形式、增强出现及持
续时间、增强后病灶大小数目及内部结构的变化以及
周围肝组织的增强表现等.

2   结果

2.1 CT诊断结果  细菌性肝脓肿 52例中，44例诊断
正确，误诊8例，其中7例误诊为原发性肝癌，1例误
诊为肝血管瘤. 阿米巴性肝脓肿34例中，33例诊断正
确，1例误诊为肝囊肿.
2. 2 细菌性肝脓肿的CT表现  (1) 细菌性肝脓肿的典
型CT表现: 具有典型CT表现的细菌性肝脓肿29例，
占所有病例的55.8 %，脓肿呈单发者13 例，多发者
16例. CT平扫呈圆形或类圆形囊样低密度区，其中心
部分CT 值高于水而低于正常肝组织，内部密度较均
匀，CT 片上测量了脓腔内部密度有 19 例，CT 值为
8-27 Hu，平均 18.4 Hu；17 例病灶边缘较模糊，9
例病灶边缘部分清晰部分模糊，3例病灶边缘较清晰；
13例脓肿周围出现低密度的环形带，即“环征”或“靶
征”，脓肿壁呈双环结构，表明脓肿壁(内环)周围有水
肿带(外环)存在，内环密度高于外环而低于肝组织，即
“双靶征”，由此显示脓肿壁较厚，约3-6 mm. 增强
扫描早期脓肿壁呈中等程度的环状强化，强化程度高
于正常肝组织，脓肿壁周围低密度环和脓肿内部液化



354                                                                                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 3月15日  第 11卷  第 3期

坏死区无强化，“双靶征”及脓腔结构更显清楚(图
1A). 延时3-7 min扫描脓肿周围低密度水肿环强化为等
密度，脓肿壁显示不清，脓腔内液化坏死区更显清
晰(图 1B). 4 例脓肿内可见气体，气体量多少不等，3
例为少量气体呈多个小气泡，1例气体较多形成气液
面. (2) 细菌性肝脓肿的不典型CT表现 不典型的细菌性
肝脓肿23例，占所有病例的44.2 %. CT平扫表现为肝
内低密度肿块，其密度低于肝组织而明显高于液体，
11例有CT值记载的病灶CT值为 18-41 Hu，多数病
例病灶密度不均匀，低密度区内散在斑片状更低密度
区，病灶边界不清，邻近肝表面者可局部外凸. 23 例
中增强扫描20例，其中12例行增强后动态及延时CT
扫描. 增强后病灶有轻-中度强化，病灶边界较平扫清
晰，病灶内部密度更显不均匀. 具有不典型CT表现的
细菌性肝脓肿增强表现变化较大，本文归纳下列征
象：(1)肿块缩小征4例，增强后肿块有轻-中度的强
化，强化不均匀，肿块与正常肝组织密度接近、分
界不清，肿块较增强前有缩小，其中2例多发性肝脓
肿增强后病灶个数减少，部分小的病灶不能显示. (2)
周围充血征3例(图2A、B)，增强后动态扫描的早期(30
s)，相当于动脉期，表现为脓肿周围肝组织明显强化，
强化范围2例局限于病灶周围肝组织，1例为脓肿所在
肝段强化，该强化消退快，60-90 s扫描(相当于门静脉
期)周围肝组织强化已不明显. (3)“簇状征”7例，由于
病灶内部结构不均匀，病灶内出现多个较小的环状强
化且相互靠近堆积呈簇，或呈蜂窝状强化. (4)“花瓣征”
4例(图 3A、B)，病灶不均匀强化，病灶内分隔出现较
明显的强化，几个相邻分隔组成花瓣状表现，中间夹
杂增强不明显的低密度区. (5)延时强化征5例，脓肿强
化持续时间较长，延时3-7 min扫描仍有强化，病灶较
平扫有明显缩小，低密度液化坏死区显示清楚.

A增强早期,脓肿壁较厚,周围见低密度环
B增强后延时5 min扫描,脓肿周围低密度带强化为等密度,脓腔显示清晰
图1 肝右叶脓肿.

A  CT平扫,肝右叶近包膜下3个类圆形低密度影
B  增强早期(30 s),脓肿周围肝组织明显强化
图2 肝右叶多发性脓肿.

A CT 平扫，肝右叶低密度肿块，内部密度不均呈花瓣状
B 增强后“花瓣征”更显明显
图3  肝右叶脓肿.

2.3阿米巴性肝脓肿的CT表现  34 例阿米巴性肝脓肿
单发者25例，多发者9例，病灶位于肝右叶29例，左
右两叶者5例. CT征象一般较典型，平扫表现为典型的
囊样低密度区，边界较清楚，囊腔密度较均匀，仔细观
察部分病例脓肿周边部分密度稍低于中央部分. 脓肿壁
较薄，34例中22例脓肿壁外围可见薄层低密度环，低
密度环部分完整，部分断续，脓肿壁及其外围低密度
环构成“双靶征”，由此可测量脓肿壁及外围低密度环

A

B

A

B

A
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厚度，约1-3 mm，部分病例由于周围水肿轻微致脓
肿壁难以分辨. 增强扫描脓肿壁有轻-中度强化，脓腔
无强化，低密度区更显清晰. 细菌性肝脓肿所见不典
型CT征象如周围充血征、簇状征、花瓣征等于阿米
巴性肝脓肿均未见显示.

3   讨论

肝脓肿是临床上较常见的肝脏占位性疾病，主要包括
细菌性和阿米巴性肝脓肿两大类，有时也见于肝结核
和霉菌感染. 细菌性肝脓肿较为多见，临床症状重，
死亡率高. 肝脓肿的形成大致可分为化脓性炎症期、
脓肿形成初期和脓肿形成期，化脓性炎症期病理改变
为肝组织的局部炎症、充血、水肿，脓肿形成初期肝组
织开始坏死，部分液化，脓肿形成期脓腔坏死液化彻
底，脓肿壁形成，脓肿壁由纤维肉芽组织或炎症充血
带形成，脓肿周围肝组织往往伴有充血水肿[1,5-7].
        细菌性肝脓肿典型的CT表现为肝内囊样低密度肿
块，病灶边缘多数较模糊，脓肿周围往往出现低密度
环形带(环征或靶征)，增强扫描脓肿壁呈不同程度的环
状强化[3-8]. 典型肝脓肿反映了脓肿形成期，脓腔液化
坏死彻底，脓肿壁可为单环、双环或三环，单环代表了
脓肿壁，其周围水肿不明显；双环的内环代表脓肿壁，
外环代表周围水肿带；三环表明脓肿壁由两层构成，外
层(中环)为纤维肉芽组织，强化最明显，内层(内环)由
炎性组织构成，强化不及外层纤维肉芽组织.
       细菌性肝脓肿不典型的CT表现变异较大，CT平
扫表现为肝内低密度肿块，密度多不均匀，边界不清，
CT平扫表现无特征性，难以与肝癌等肝内其他占位病
变鉴别. CT增强扫描可显示病灶内部结构和血供特征，
本文归纳出 5 个征象，有助于不典型肝脓肿的诊断.
“肿块缩小征”表现为增强后病灶较平扫缩小，甚或不
能显示，反映了化脓性炎症期，或脓肿不完全液化残
存肝组织的炎性反应. “周围充血征”表现为脓肿周
围肝组织于增强早期的一过性明显强化，反映了脓肿
周围肝组织的炎性充血反应. Mathieu et al [8]报道 38例
肝脓肿中12例注入造影剂后15 s和30 s病灶周围肝组
织一过性强化；Gabata et al [9]报道CT动态增强检查8
例24个肝脓肿，16个脓肿显示增强早期脓肿周围肝组
织一过性强化，认为是由于门管区炎症导致肝内门静
脉狭窄，门静脉血流减少，肝动脉血流代偿性增加所致.
“簇状征”和“花瓣征”有相似的病理基础，见于细菌性
肝脓肿形成初期，“簇状征”为多个细小脓肿(＜2 cm)
聚集成团或融合[10 ]，“花瓣征”为多房脓肿，脓腔
之间的房隔未坏死液化，残存的房隔有炎性反应.“延时
强化征”表现为二个方面，一是脓肿强化持续时间较
长，病灶较平扫缩小，反映了化脓性炎症期，或化脓性
炎症破坏后的增生反应；二是脓肿壁周围低密度水肿
环延时强化为等密度，脓肿壁周围低密度带反映了炎
性水肿，肝组织仍存活而强化为等密度. “延时强化征”

的可能机制为肝脓肿炎性肉芽组织，造影剂缓慢向外
渗透而廓清较慢所致.
        具有典型CT征象的细菌性肝脓肿和阿米巴性肝脓
肿均表现为圆形或类圆形囊样低密度区，可表现为“靶
征”或“双靶征”，增强扫描早期脓肿壁呈中等度的环
状强化，脓肿壁周围低密度环和脓肿内部液化坏死区
无强化[11-14]. 二种类型肝脓肿CT表现也有所不同，细
菌性肝脓肿多为多发，脓肿壁及其周围的低密度水肿
环较厚(3-6 mm)，脓腔密度相对较高而不均匀，周围
边界较模糊. CT表现不典型的细菌性肝脓肿平扫表现为
肝内低密度肿块，增强扫描CT征象变异较大[15-17]. 我
们归纳增强扫描五种征象：肿块缩小征、周围充血征、
簇状征、花瓣征和延时强化征，有助于细菌性肝脓肿
的诊断及其同阿米巴性肝脓肿的鉴别诊断. 阿米巴性肝
脓肿由于溶组织酶的作用，肝组织坏死液化迅速而完
全，无细菌性肝脓肿的不典型CT征象.此外结合临床
有助于进一步鉴别诊断，绝大多数细菌性肝脓肿病例
具有发热、畏寒、肝区疼痛以及血白细胞计数升高等
全身感染中毒症状，而半数阿米巴性肝脓肿患者有肠
阿米巴病史[1,12]. 细菌性肝脓肿和阿米巴性肝脓肿的鉴别诊
断只是相对的，据报道有的肝脓肿病原体同时为细菌和
阿米巴，细菌的存在可以助长溶组织阿米巴的致病作用.
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摘要
目的:对于不能手术切除的中晚期巨块型肝癌患者，TACE

＋PEI治疗常是首选的治疗方案. 但受医院条件、患者经

济所限，开展TACE手术有一定的难度. 受 PEI治疗小肝

癌的启发，我们采用经皮穿刺瘤体内加热注射碘油＋无水

乙醇＋ 5-Fu 治疗原发性肝癌，探讨其疗效．

方法:对16例经临床及病理证实为原发性肝细胞癌的患者

行彩超引导下使用日本经皮酒精注射疗法针经皮穿刺瘤体

内加热注射碘油+无水乙醇+5-Fu，并进行生存期及生存

质量的随访．

结果:16例患者的1、2 a生存率分别为75 %、50 %，生

存质量高．

结论:对于不能手术切除的原发性肝癌，采用经皮穿刺瘤

体内加热注射碘油+无水乙醇+5-Fu的方法进行治疗，其

疗效肯定，操作简单，安全方便，费用低，患者易接受，

值得临床推广应用．
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0   引言

对于不能手术切除的原发性肝癌，临床上一般采用肝
动脉栓塞化疗术(TACE)+ 经皮穿刺瘤内无水乙醇注射
(PEI)联合治疗，疗效较好. 但我院地处经济欠发达地
区，多数患者经济状况较差，不能承受TACE的高额费
用，因此TACE实施不理想. 我们于1999-01起采用彩
超引导下经皮穿刺瘤体内加热注射碘油+无水乙醇+5-Fu
的方法治疗原发性肝癌，取得了一定的效果，现报告
如下．

1   材料和方法

1.1 材料  16 例患者，男 15 例，女 1例，年龄30-65

岁，平均 38.0 岁，病程 1-3 mo，平均 1.5 mo. 临床
表现不典型，有10例患者系因其他疾病检查无意中发
现为肝癌，另6例患者主要表现为纳差、消瘦、右上
腹疼痛，无黄疸. 体检:肝脾肿大 13 例，腹水 3 例，
双下肢凹陷性水肿8例. 影像学检查：患者均作彩色多
普勒超声、CT检查，提示肿块位于右肝14例，左肝
2例，直径在 8.0-12.0 cm 之间，平均 12 cm，无子
灶. 瘤体均有明显、完整的包膜. AFP 检查有 8 例增
高，均＞400 ug/L，最高者达 3 000 ug/L. 合并肝炎
后肝硬化者有6例，酒精性肝硬化3例. 肝功能分级：
Child A 级 12 例，B级 4 例，无C级. 所有病例均在
彩色多普勒超声引导下经皮穿刺病理活检证实为肝细
胞癌，其中高分化10例，中分化4例，低分化2例．
1.2方法  有腹水者常规消除腹水. 采用意大利产AU4型
彩色多普勒超声仪，穿刺探头用甲醛熏蒸消毒. 穿刺
工具:日本产八光牌超声波诱导下经皮酒精注射疗法针
(hakko sonoguide percutaneous ethanol injection therapy
needle)，该针在针头平面每1200 有一侧孔，共3个；
注射混合液: 380 ml/L碘油5ml+997ml/L无水乙醇10 mL+5-
Fu10 mL，注射前加热至50 ℃左右. B 超引导下，穿
刺针刺入瘤体底部注射混合液，然后边退边注射，使
混合液沿3个方向充分沉积在瘤体内，采用30 mL注
射器注射，(对于不能耐受酒精者，我们在术中常规采用
9 g/LNS250ml+凯西莱0.6 g 静脉滴注，术后口服凯西
莱片剂0.2 g tid，并预防性静滴止血药物)，２次混合液
注射 /wk.６次为一个疗程，每个患者至少接受2个疗
程的治疗，最多者接受了4个疗程．治疗后复查B超
和 /或CT、AFP．

2   结果

16例患者中，8例术前增高的AFP值显著降低，其中
6例降至正常范围. 12例肿块较术前缩小，有10例缩小
面积＞50 %，4例肿块面积变化不大. 术后肝功能：Child
A级16例，无Ｂ、C级. 随访2 a，其1 a、2 a生存率分
别为75 %、50 %，生存质量高，部分患者可进行日
常体力活动．

3   讨论

对于不能手术切除的中晚期巨块型肝癌患者，TACE
＋ PEI 治疗常是首选的治疗方案[1]. 但由于医院条件、
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患者经济所限，开展TACE手术有一定的难度. 而 PEI
是近年来发展的又一疗法，作为治疗小肝癌的一种非
手术疗法，1983年由日本千叶大学医学部第一内科杉
浦信之et al 报告用于≤3 cm的小肝癌. 目前在日本被
广泛应用，并认为是治疗各种原因不能手术切除小肝
癌的有效疗法之一，其疗效可与手术相似.  国内于
1986年将PEI应用于临床，因其对缩小，控制或延缓
肝癌生长具有明显的效果，具有操作简便，患者痛苦
小，并发症少，费用低廉的特点，且一般不会影响患者
对其他治疗方法的再选择，故其在临床的应用日益受
到广泛的重视[2]. PEI 疗法的主要作用机制，是利用无
水乙醇对肿瘤组织的迅速脱水固定作用，使肿瘤内血
管收缩，血管壁变性及内皮细胞破坏，局部血栓形成，
致组织缺血、坏死；同时可使肿瘤细胞核和细胞质破
坏，细胞轮廓消失，并引起中性白细胞、淋巴细胞浸润
和成纤维细胞增生，继而发生纤维化. 通过改变这些
癌组织细胞的作用，达到最大程度灭活癌细胞的治疗
目的. 但是，越来越多的实验证实肝癌的血供是双重
的，特别是肿瘤生长活跃的周边部分，门静脉供血的
比重可能更大[3]. 因此，从理论上讲，肝癌的介入治
疗，应同时对肝动脉、门静脉进行栓塞，以彻底阻断肿
瘤血供[4]. 但是门静脉栓塞实施较困难，而肝动脉栓塞
在一般医院，由于各种条件限制，开展此项手术也有
一定的限制，并且肝动脉、门静脉同时阻断，可能导致

正常肝组织广泛坏死. 基于TACE＋PEI的原理，我们
将碘油+无水乙醇+5-Fu加热后局部注射，治疗效果
亦佳. 因加热后，一方面能使混合液充分混匀易于注
射，另一方面，加热后注射，其致热原理使组织温
度升高，理论上讲，当温度升高到 42-45 ℃时，部
分酶失活，癌细胞对局部损伤敏感性增高，对化疗
有增敏作用，当温度达46 ℃持续60 min 时癌细胞发
生不可逆损伤，增加至50-52 ℃则能明显缩短癌细胞
损伤时间[5]. 我们选择只加热至50 ℃，是为避免局部
皮肤损伤. 关于混合液注射量的问题，视患者具体情况
而定，总之原则上尽量使混合液充分充填瘤体就可以了，
本组病例中有一例患者单次注射量最大达到60 mL. 疗程
上，我们一般以6次混合液注射为一疗程. 然后根据患者
的情况及瘤体的变化决定是否继续进行治疗．
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摘要

目的:探讨肝硬化患者血清一氧化氮(NO)和血浆降钙素基

因相关肽(CGRP)水平的变化及其相互关系．

方法:采用比色镉还原法和放免法分别检测40例肝硬化和

15例正常人血清NO和血浆CGRP水平.

结果:肝硬化组血清NO2-/ NO3-数值明显高于正常组(P   <0.05)，

肝硬化组血浆CGRP数值明显高于正常组(P <0.01).肝硬化

组血清NO2-/ NO3-  和血浆CGRP呈显著正相关(r  =0.453，

P  <0.01).

结论:肝硬化时，血中一氧化氮(NO)和降钙素基因相关肽

(CGRP)水平均升高，提示二者可能是肝硬化门脉高压血

液动力学异常的重要因素.

王颖,周卓,王学清.  肝硬化患者血中一氧化氮及降钙素基因相关肽改变的初

步研究. 世界华人消化杂志  2003;11(3):358-359
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0   引言

内源性一氧化氮(NO)是新型的细胞内信使和神经递
质，亦是强烈的血管舒张因子，他是左旋精氨酸(L-
Arg)通过 NO 合酶(NOS)的催化而成，通过第二信使
(cGMP)发挥舒张血管作用. NO半衰期甚短，仅数秒钟，迅
速代谢转变为NO2-/ NO3- 失活，NO2-/ NO3- 浓度反映NO
水平. 降钙素基因相关肽(calcitonin gene-related peptide，
CGRP)是广泛分布于神经系统和心血管组织的调节肽，
是迄今所知体内最强的扩血管物质. 肝硬化门脉高压患
者存在高动力血液循环，目前认为这与血管活性物质
异常有关，即体内扩血管物质增多及血管对内源性缩
血管物质敏感性下降[1]. NO和CGRP作为其中重要的扩
血管物质越来越受到重视，我们试图对此做一些初步
研究．

1   材料和方法

1.1 材料  40 例肝硬化患者，男 25 例，女 15 例，年

龄为32-72岁，平均45 岁. 对照组为健康志愿者15名，
男10名，女5名，年龄27-40岁，平均35岁. 二组均无
原发性心、脑、肺、肾疾病及高血压病．
1.2 方法  受检者禁食 12 h，早晨 6-8 时，于平卧位
自肘静脉采血4 mL. 2 mL装入含有10 % EDTANa2和
抑肽酶的塑料试管中，2 mL装入无抗凝剂试管中，混
匀，离心后，分别分离血浆和血清，-30 ℃以下保
存待测，血浆用于CGRP，血清用于NO.CGRP和NO
分析试剂盒由北京东亚免疫技术研究所提供，操作方
法参照说明书完成. CGRP放免测定采用北京核仪器厂
生产的125I-FT163 自动放免测量仪. 血清 NO 水平用
NO2-/ NO3- 水平来代表，测定采用比色镉还原法，设
备为上海分析仪器厂生产的751G型紫外分光光度仪．

        统计学处理  所有数据资料均数以 sx ± 表示. 二样
本均数比较采用t 检验. 采用直线相关分析探讨两指标
之间有无关系．

2   结果

2.1血浆CGRP检测结果  肝硬化组血浆CGRP的浓度
为81.75±41.02 pg/mL，对照组为41.30±27.89 pg/mL，
肝硬化组显著高于对照组(P <0.01)．
2.2 血清NO2-/ NO3-检测结果  肝硬化组血清NO2-/ NO3-浓
度为29.92±14.03 µmol/L, 对照组为16.16±12.53 µmol/L,
肝硬化组显著高于对照组(P <0.05)．
2.3 NO2-/ NO3-和CGRP的关系  肝硬化患者血清NO2-/
NO3-和血浆CGRP呈显著正相关(r =0.453，P <0.01)．

3   讨论

肝硬化门脉高压患者几乎都伴有高心输出量，高动脉
血流灌注，外周和内脏血管扩张，周围血管阻力下降
等血液动力学改变. 这种异常主要源于周围动脉血管扩
张，而后者有赖于体内扩血管物质增多及血管对内源
性缩血管物质敏感性下降. 这些血管活性物质可能介导
或参与了肝硬化门脉高压血液动力学异常[1]. 作为重要
的扩血管活性物质NO和 CGRP，其在当中所起的作
用，国内报道不多，我们试图做一些初步研究．
       肝硬化门脉高压患者一般都有内毒素血症，这通
常与肠道菌群失调、肠道淤血水肿、门体分流、肝脏
kupffer细胞活性减弱及全身免疫力下降等有关. 内毒素
和细胞因子激活诱导剂-一氧化氮合成酶(iNOS) 催化
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L-精氨酸生成大量NO，使肝硬化患者血中NO2-/ NO3-

水平升高. 肝硬化患者血中NO2-/ NO3-水平升高，且与
内毒素水平呈正相关[1-4]. 作为扩血管物质，NO释放增
多引起全身血管扩张，导致低血压，周围血管阻力下
降，心率增快，有效血容量不足等高排低阻的高动力
学改变. 同时其还引起外周血管对血管收缩因子的低反
应性[1,5,6].
       CGRP是一种舒血管活性肽，对外周血管有强烈
的扩张作用. 因此，在肝硬化中，CGRP 的升高可能
造成循环高动力状况，使内脏血流量增多，门静脉压
力上升[7-9]. CGRP的升高还可以引起外周血管扩张和血
容量分布异常，最终引起钠水潴留，产生腹水[10,11]．
        本文实验结果:肝硬化患者血清NO2-/ NO3- 水平明
显高于对照组(P <0.05)，血浆CGRP水平明显高于对
照组(P <0.01). 这与国内外的实验研究结果相符[2,7,8,11-14]，
表明在肝硬化门脉高压过程中，可能由于NO和 CGRP
水平的升高，导致外周血管阻力下降，血管扩张，内脏
血流增多，门脉压力升高，从而形成高动力血液循环
状态.
       NO 和 CGRP 二者有无关系，目前所知甚少，文
章少见. 有材料显示[15]内毒素休克大鼠血浆CGRP含量
显著增高，作用机制中部分是通过一氧化氮引起细胞
内cGMP升高而介导的. 作为细胞内信使和神经递质，
NO是否介导了肝硬化时血浆CGRP的升高、扩张周围
血管尚不清楚.本文结果显示二者呈正相关，提示二者
关系密切．
       总之，NO和CGRP是肝硬化门脉高压血液动力学
异常中的二个重要血管活性物质，其是始动因素还是最

终结果，二者关系如何，还有待于进一步探讨和研究．
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摘要
目的:于内镜下微波治疗联合口服药物治疗疣状胃炎，观

察疗效并初步探讨治疗机制.

方法:内镜下寻找病灶，根据病灶选择合适电极头. 以微波

功率40-50 W，间歇治疗9-60 s，将胃黏膜疣状隆起凝

固. 术后给予饮食管理和服用H2受体拮抗剂，幽门螺杆

菌(Hp)阳性者口服药物枸橼酸铋钾，替硝唑，克拉霉素.

1 mo后复查胃镜.

结果:121例疣状胃炎中，治愈115例，好转6例. 有效率

达100 %，治愈率达95 %. Hp转阴者 97例(92.4 %).

结论:内镜微波设备简单，价格低廉，操作方便且安全，

疗效也较满意，联合药物治疗，效果更加巩固，值得医务

界重视和推广.
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0   引言

已证明内镜微波治疗一些消化道疾病是一种安全有效
的方法，本文将近年应用内镜微波及药物治疗完全型
疣状胃炎121 例的疗效报告，并初步探讨微波治疗的
机制.

1   材料和方法

1.1 材料  我院 1998-01-01/2002-05-31 121 例完全型
疣状胃炎. 诊断标准:胃镜检查见胃黏膜疣状隆起高度
1-3 mm，直径 2-8 mm，中央呈脐样凹陷，凹陷处
有糜烂，充血明显. 病变局限在胃窦部100 例，病变
同时波及胃体部21 例，均为多发.在疣状隆起处黏膜
活检并查1 min尿素酶试验幽门螺杆菌(Hp)阳性者105
例(86.8 %). 55例伴有十二指肠球部溃疡. 临床上有不同
程度上消化道症状. 在121例完全型疣状胃炎中，男52
例，女 69 例，年龄 22-81，平均年龄 47.8±2.3 岁.
1.2 方法  采用GIEQ-20、EG-2901、微波多功能治疗
仪SW-3. 按常规放置内镜后寻找病灶，发现病变即摄

片或录像，然后取2-4 块活检作病理检查. 根据病灶
类型选择合适电极头，从内镜钳道孔插入至病变部.隆
起较高者用针状电极刺入，以微波功率40-50 W，间
歇治疗15-60 s. 对隆起较低者用球状电极紧贴病变表
面，以微波功率30-50 W，间歇治疗 9-60 s，将胃
黏膜疣状隆起凝固. 为防止治疗不彻底和再发，强调
将疣状胃炎病变周边之正常胃黏膜3 mm也予以凝固.
术后处置包括6 h 后进半流食，1 d 后进软食，及口
服高舒达. Hp阳性者口服枸橼酸铋钾，替硝唑，克拉
霉素，共7 d. 1 mo后复查胃镜.

2   结果

121 例疣状胃炎中110 例微波凝固治疗1次，11例微
波凝固治疗2次. 治愈 115 例，临床症状消失，复查
胃镜见疣状隆起平伏，胃黏膜炎症明显改善.好转 6
例，疣状隆起基本平伏，胃黏膜炎症改善，只有轻度
上腹部不适. 有效率达100 %，治愈率达95 %. 105例
Hp阳性者有97例转阴(92.4%). 术中、术后均未见并
发症. 不良反应有16例上腹部胀痛、11例上腹不适和
5例嗳气.

3   讨论

疣状胃炎是一种特殊类型的胃炎，可单独发生或并发
于其他胃病，在形态上与淋巴细胞性胃炎相类似，在
病理上却是二进制种不同的实体[1]. 按其形态特征和病
程演变分为二型: (1)完全型疣状胃炎，病变隆起较
高，中央脐凹较小而深，常持续存在，不易消失. (2)
不完全型疣状胃炎，形态与上述相反，病变隆起较
低，中央脐凹较大、较浅，病变可在数日或数月内消
失. 本病病因及发病机制不明，对完全性疣状胃炎迄
今尚无有效药物治疗. 有人认为，疣状胃炎为一种高
危癌前病变，炎症的持续及上皮组织增生，最终有可
能发展成癌[2]. 我们 121例治疗成功的机制：(1)微波作
为一种电磁波，具有波长短，频率高的特性.微波频率
介于高频电与激光之间，高频电凝及激光光凝是外部
加热，微波是一种以生物体组织本身作为热源的内部
加热，能使递质或物体的阴阳离子的极性分子发生振
动而产生热能，内镜微波治疗就是将微波热能引入体
内以其很小范围的高温将增生性病变凝固除去. (2)微波烧
灼破坏了局部Hp生存环境，更有利于药物清除Hp[3]. (3)
有可能微波凝固作用诱导自身免疫反应起抗复发作
用，尚有待探讨. (4)微波凝固疗法是通过组织自体诱
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电加热而达到凝固之目的. 当微波温度达42-44 ℃ 时足以
使组织细胞水分蒸发而脱落，蛋白凝固变性，细胞萎缩
脱落甚至炭化.微波辐射加热的穿透力虽较强(1.7 cm)，但
他可选择性对病变加热，对正常组织损伤轻微或不损
伤. 这一过程较慢，比高频电、激光治疗危险性明显
减少，操作简便易行. (5)在微波热效应作用下，胃黏
膜小动脉和毛细血管扩张，血液循环增加，以改善胃
黏膜血液循环，保障血液灌流，增加了胃十二指肠黏膜
氧和营养的供应，加快组织修复，有利于炎症消退[4,5].
内镜微波设备简单，价格低廉，操作方便且安全，
疗效也较满意，为内镜治疗增添新篇章，再联合应用
三联抗Hp 药物，清除Hp 感染，消除了引起炎症和
病灶的重要因素，使治疗效果更加巩固[6]. 我们认为总

之，微波加Hp 药物治疗完全型疣状胃炎疗效满意，
值得医务界重视和推广.

4      参考文献
1 Dixon MF,Wyatt JI,Burke DA,Rathbone BJ.Lymphocytic gastri-

tis-relationship to campylobacter pylori infection.J Pathol 1988;
154:125-132

2 张炳新,王天连,李元平. 内镜微波治疗疣状胃炎和难治性胃溃疡64
例. 临床荟萃  1997;12:1031

3 王昌泉,王明松.微波配合药物治疗12例疣状胃炎.交通医学  2000;
14:280

4 蔡华.内镜微波治疗术.第 1版.安徽:安徽科学技术出版社，1992:
24-48

5 许幼如,于吟梅,韦庭炫,王秀玲,张黎红,潘晓云,陆汉明.内镜微波治疗
完全性痘疹胃炎和难治性胃溃疡.中华消化内镜杂志  1997;14:184

6 何鲁生,陈宗永,卢蕊芬,汪清. 联合内镜微波和幽门螺杆菌治疗完全
型痘疹状胃炎. 中国内镜杂志  2000;6:61
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世界华人消化杂志获得2001年度百种中国杰出学术期刊

本刊讯本刊讯本刊讯本刊讯本刊讯  期刊的学术质量是一个综合指标，1999年中国科技信息所研制了中国科技期刊综合指标评价体系，该指标

体系已应用于中国科协一年一度的期刊择优资助工作中. 综合指标评价体系是根据期刊的多项重要指标，如被引总频

次、影响因子、即年指标、基金论文比、他引总引比、扩散因子等对期刊分学科进行综合打分. 通过对中国科技
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摘要
目的:射频技术辅助治疗上消化道出血，临床报道少见，

本研究目的在于探讨射频治疗非静脉曲张上消化道出血的

疗效.

方法:对 31 例因消化道肿瘤、消化性溃疡、血管畸形及

经内镜黏膜下肿物切除引起的急性上消化道出血患者，

经内镜应用国产射频治疗仪对出血处黏膜表面给予射频治

疗，治疗后内镜下观察5 min,7 d后复查胃镜，无再出血为

有效，24 h内再出血为无效.

结果:31例上消化道出血患者治疗后止血有效率为93.55 ％

(29/31)，2例24 h内发生再出血，无1例出现严重并发症.

结论:射频治疗非静脉曲张上消化道出血的方法具有止血迅

速、安全性高的特点. 射频技术目前已广泛应用于消化道

息肉、上消化道肿瘤、肝癌等的治疗，而作为非静脉曲张

的上消化道出血的辅助治疗手段，却少有报道. 本院自

1999-10/2001-07，采用射频治疗仪治疗各种类型上消化

道出血患者31例，取得了满意的治疗效果，现报告如下:

方维丽,王邦茂,杨玉龙,吕宗舜,刘文天,张庆瑜. 非静脉曲张上消化道出血的射

频治疗31例. 世界华人消化杂志  2003;11(3):362-363

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/362.htm

1   材料和方法

1.1 材料  上消化道出血患者31例，年龄24-75岁. 出
血原因: 十二指肠球溃疡11例，胃溃疡5例，Dieulafoy
病 3例，食管息肉2例，食管癌3例，胃癌2例，贲门
癌1例，食管平滑肌瘤行黏膜下切除术中出血3例，胃
异位胰腺切除术中出血1例. 临床表现: 呕血8例，呕血
伴柏油便15例，单纯柏油便4例，术中出血4例. 出血量：
治疗前出血量>1 000 mL者12例，400-1 000 mL者11例，
<400 mL者8例. 内镜检查及治疗距发病时间在24 h之内
者21例，24-48 h者6例，超过48 h者4例. 出血方式按
Forrest分级:Ⅰa 6例，Ⅰb 18例 Ⅱ a 3例，Ⅱb 4例.
1.2 方法  内镜为Fujinon200电子胃镜，射频治疗仪为
四川绵阳立德电子技术有限公司LDRF-50A型射频治
疗仪. 在内镜检查前均口服利多卡因胶浆10 mL(含祛泡

剂). 患者胃内积血较多者，采用生理盐水反复冲洗或
0.08 g/L 去甲肾上腺素冰盐水局部喷洒，充分暴露出
血部位. 将射频电极头直接置于出血部位黏膜表面，
启动脚踏开关，功率30-35 W，每次放电时间2-6 s，
至出血部位黏膜表面发白或呈棕黄色，观察5 min 确
认病变局部无渗血，拔出内镜. 治疗后禁食水 24 h，
继续补液、抑酸治疗，密切观察有无活动性出血. 治
疗后随访 7 d，7 d 内无再出血为有效，发生再出血
为无效.

2   结果

31例患者治疗后无再出血29例，2例24 h内再出血，
止血有效率93.55 %(29/31). 发生再出血2例中1例为胃
异位胰腺行黏膜下切除术，术中切口持续滴血，应用
射频治疗后仍有渗血，采用10 g/L乙氧硬化醇局部硬
化治疗后出血停止. 另1例为食管下段息肉样黏膜隆起
出血，出血方式为 Ia，射频止血后观察5 min 无再出
血，但治疗后 22 h 再次发生呕血，经急诊胃镜行高
频电切除息肉后随访7 d未再出血. 所有患者在接受射
频治疗时无明显不适感，没有出现因射频治疗引起胃
肠穿孔及大出血.

3   讨论

目前对于非静脉曲张的上消化道出血，在内镜下可应
用微波、电凝、激光等对出血病变进行治疗，达到内
镜下止血的目的，国内外报道止血率均较高，但在治
疗时又各有其优缺点. 应用电凝止血时，电极头容易
使组织炭化，并与炭化组织发生粘连，撕拉后可发生
再出血，还易产生电火花，在治疗时要经常向腔内注
水以避免粘连[1].  在激光治疗时，组织也易于炭化，
同时产生大量烟雾及刺激性气味，治疗时需不断吸除
烟雾；另外，激光是以光导纤维作为导出递质，易折
断、漏光而烧伤周围黏膜[2]. 微波近年来也大量应用于
消化道疾病的治疗，但微波在不同递质界面会发生折
射、反射，对治疗界面的损伤表浅、不均匀，对操作者
和患者有不良辐射[3].
       与上述方法相比，射频是一种高频电流，频率范
围200-750 kHz，以正弦波释放热量，可使细胞内外
水分蒸发、干燥、固缩，使蛋白质变性，造成组织凝固
性坏死而迅速达到治疗目的. 射频的生物效应为单纯的
热效应，电极头处温度最高，射频造成的组织损伤程
度与输出功率和时间成正相关[4]. 在治疗出血时具有以
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下优点: (1)止血迅速，电极头不易使组织炭化，不发
生粘着，处置快捷. (2)安全性高，蛋白质变性后电极
头处热量迅速衰减，可避免穿孔. (3)术中不产生电火
花、烟雾、刺激性气味，对肌肉和神经无刺激和兴奋作
用，在放电时患者无明显不适. (4)导线在工作时不发
热，不会损伤内镜.
       治疗体会: (1)在急性出血时，由于出血灶周围积血
较多，充分暴露出血部位是治疗成功的关键. 我们采用
胃镜检查前口服含有祛泡剂的利多卡因胶浆，可减少
胃内黏液泡沫的干扰，有利于发现微小而反复出血的
病灶；积血多时反复应用冰盐水或0.08 g/L肾上腺素冰
盐水冲洗，暴露出血病灶. (2) 选择合适的功率与放电时
间. 我们体会在功率为30-35 W时，将电极头置于病灶
黏膜表面，单点放电时间1-2 s就可出现肉眼可见的黏
膜发白，从文献报道的治疗深度与输出功率和放电时间
关系的曲线中可以看出:功率为20-40 W、时间5-10 s时

治疗深度可达到1-2.5 mm[3]. (3)对于较大病变，采用电
极头平推手法，范围应覆盖整个出血病灶.对于出血方
式为 Ia、Ib 者，见到黏膜发白后再延长放电时间 2 s
左右至表面出现棕黄色炭化组织，炭化后的组织不易
脱落，有利于立即止血并减少治疗后再出血. (4)射频
止血治疗后应辅助应用抑酸、补液治疗，有利于病
灶愈合. (5)对于凹陷病灶出血，由于电极头不易接触
到出血处黏膜，治疗时可辅助应用硬化剂注射，以
提高止血疗效.

4      参考文献
1 黄象谦.胃肠道疾病治疗学.第 1 版.天津：天津科学技术出版社,
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3 廖宁逊,李增列. 应用射频技术治疗消化道疾病. 引进国外技术与设
备  1999;5:42-44

4 徐辉,蒋明德,楚人俊. 消化道射频电应用的实验研究. 成都军区总
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WJG搭建我国消化学基础和临床研究惟一国际交流的平台

World Journal of Gastroenterology  (ISSN 1007-9327 CN 14-1219/R) 2003年由双月刊改为月刊，加快刊出周期，展示我国在国际上
的食管癌、胃癌、肝癌、大肠癌、病毒性肝炎、H p 等方面基础和临床研究的成果.
    WJG 1998 年被美国科学引文索引(SCI-E)收录.SCI-E收录文献的作者、题目、源期刊、摘要、关键词等以外，还收录论文的
参考文献，从而把一篇论文和其他论文之间有意义的联系勾画出来，也就是把发表论文的两位作者和两位作者群体之间的学术联

系显示出来等特点. 作为一种比较客观和定量的评价方式之一，已愈来愈受到科学界的重视.当WJG出版20天后，国际上的胃肠
病学和肝病学专家即可在 ISI Web of SCIENCE(http://www.isinet.com/isi/journals/index.html)上看到论文的摘要、参考文献、被引用
的次数、关键词、单位名称、通讯地址等信息.

      WJG 1998年被美国《医学索引》 (Index Medicus / MEDLINE)收录. WJG电子版摘要及全文在印刷版出版前15天，国际上的
胃肠病学和肝病学专家即可在PubMed(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/jrbrowser.cgi)上阅读到论文的摘要及全文，包括彩色、黑
白、线条图照片.世界胃肠病学杂志社将WJG和世界华人消化杂志出版的过刊和现刊全部放在www.wjgnet.com上供国际和国内消
化病学者免费使用. WJG是惟一全面反映我国消化学专家研究成果的平台之一，让世界更多的学者在PubMed或www.wjgnet.com上
免费看到来自我国胃肠病学和肝病学专家撰写的具有中国特色的创新原始论文.

      总之, WJG提供了一个与世界胃肠病学和肝病学专家进行有效的学术交流平台，促进消化病学研究成果的快速发展.
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摘要
目的:观察评价酸化水自动内镜消毒法对高浓度致病菌污染

的内镜和附件的消毒效果.

方法:将高浓度选择性致病菌污染内镜镜头部、工作钳道

和附件，定量测定消毒前后测试部位和附件的病菌数量，

病菌种类包括:耐甲氧西林的金葡菌、肺炎克雷伯菌、铜绿

假单胞菌、肠球菌、大肠埃希菌、伤寒沙门菌、奇异变异

杆菌、结核分枝杆菌和幽门螺杆菌、白色念珠菌、肠道柯

萨奇病毒和乙型肝炎病毒表面抗原.

结果:经7 min 酸化水自动消毒仪消毒后镜头、钳道区未

见致病菌生长；经2 min流动水清洗和7 min自动消毒仪

消毒后附件污染处未见致病菌生长.

结论:酸化水自动消毒仪消毒法是一种高效、安全和简便

的内镜和附件消毒方法.

钟捷,孙波,许斌,季育华,江石湖. 酸化电解水消毒法对内镜及附件消毒效果的

评价. 世界华人消化杂志  2003;11(3):364-366

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/364.htm

0   引言

消化内镜因在操作过程中与患者的组织、体液等密切
接触而遭到污染，高效、安全的消毒是确保操作质量，
防止病原菌播散和控制医源性交叉感染的关键途径. 目
前国内的内镜消毒方法以化学浸泡法为主，虽然简单
实用，但也存在浸泡时间不足，消毒剂对工作人员健康
有一定影响和排放污染等问题[1]. 本文就酸化电解水消
毒法对内镜和附件的消毒效果作有关研究.

1   材料和方法

1.1 酸化电解水的消毒原理  将5 g氯化钠加入10 L普
通自来水中，制成 0.05 % 氯化钠溶液，流经含氟树
脂系的阳离子交换膜的电解槽时通过铂钛合金电极生
成酸性电解水，在阳极处的电解水pH值在2.5± 0.20
以下，氧化还原电位达(1120± 70) mV以上，生成的
杀菌物质包括Cl2，HOCl 和HCl等，其中游离剩余氯

浓度为(5± 2)ppm. 目前已知适合细菌、病毒和真菌的
生存pH值在4-9，氧化还原电位在-400- +900之间，
在此范围以外，病原菌很难生存与繁殖. 酸性电解水的
特定pH值和氧化还原电位破坏了病原菌的正常生存环
境、改变了菌胞膜的电位差，使其通透性增加代谢酶
活力破坏而死亡. 电解产生的游离剩余氯和次氯化钠增
强了酸化水的杀菌作用[2].
1.2 测试病菌种类的选择  据消化内镜可能的污染菌种，
本课题选择的细菌包括:耐甲氧西林的金黄色葡萄球菌、
肺炎克雷伯菌、铜绿假单胞菌、肠球菌、大肠埃希菌、
伤寒沙门菌、奇异变异杆菌、结核分枝杆菌和幽门螺
杆菌；霉菌为：白色念珠菌；病毒科为：肠道柯萨奇病
毒和乙型肝炎病毒表面抗原(HBsAg).
1.3 染用菌液的制备  选用从临床标本中分离并经法国
生物酶里埃公司生产ATB半自动细菌鉴定仪鉴定的各
种选择菌种，经血琼脂平板增菌培养后，所用菌的浓
度在标准比浊管的对照下将其调整到0.5 麦氏浓度(约
107-108 CFU/ml). 将罗氏培养管整斜面上含蜡质成分的
结核分枝杆菌菌落洗脱入 10.0 ml 无菌生理盐水中备
用；柯萨奇病毒B组 II (Cox B II) 型原液以1∶100稀
释后接种致细胞病变达>8 %时收取，病毒效价滴定为
10-7TCID50 备用；乙肝表面抗原污染液为临床检验中
HBsAg检测为强阳性的混合血清(约 10.0 ml).
1.4 内镜及附件的污染处理   本实验选择内镜钳道镜头
部为观察部位，内镜为日本富士能公司制造的电子胃
镜、全结肠镜和十二指肠镜.镜头部污染操作:将内镜前
端约15 cm直接浸泡于各种菌液中30 s，然后用20 ml
无菌生理盐水浸洗30 s，以次作为基础污染值；镜头
用无菌纱布擦净后再次以原菌液污染30 s 后直接放置
于自动消毒仪中消毒. 消毒结束后用20 ml无菌生理盐
水液浸洗，作为消毒后效果检测液. 钳道污染处理是
将菌液直接由钳道孔中注入，并用10 ml 无菌盐水冲
洗，收留冲洗液作为基础污染值，再次污染后直接消
毒.消毒完毕后再次收留冲洗液作为效果观察液. 附件污
染过程同镜头部操作，选用的附件种类包括:普通活检
钳、息肉圈套摘除器和回收网篮、胰胆系造影导管和
乳头肌切开刀.
1.5 检测样本的处理  各种检测样本收取后，用肉汤营
养液作10倍比稀释(10-1-10-7)，每块平皿加100 ml 以
营养琼脂或沙堡氏琼脂等作倾注处理，每一稀释度倾注3
块，37 ℃孵育48 h后观察，计数细菌浓度(CFU/ml).乙型
肝炎病毒表面抗原的检测是应用上海科华公司的乙肝
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表面抗原试剂合(LOT 2 000)检测. 柯萨奇病毒B的检测
则用Hela细胞，以50 %组织细胞病变剂量(TCID50)为病
毒浓度，评价了抗病毒效应. 幽门螺杆菌消毒效果的

评判通过取液接种培养并观察其有无生长.

2   结果

2.1 酸化电解水自动消毒仪杀菌效果观察   消毒前后各
观察样本收取后经浓度矫正、孵育、培养、计数后具体
结果详见表1.

表1  消毒前后不同菌种菌落计数表

消毒前          消毒后
菌种名称 培养基

镜头 钳道 附件              镜头             钳道            附件

耐甲氧金葡菌 营养琼脂a 2.5×105 2.0×106 4.5×106 0 0 0

肺炎克雷伯菌 营养琼脂 3.0×105 1.0×107 3.2×106 0 0 0

大肠埃希菌 营养琼脂 ` 1.5×105 1.2×107 5.1×106 0 0 0

铜绿假单胞菌 营养琼脂 4.0×105 1.5×107 2.8×106 0 0 0

肠球菌 营养琼脂 2.0×105 1.4×107 6.7×106 0 0 0

伤寒杀门菌 营养琼脂 2.0×105 1.0×107 5.5×106 0 0 0

奇异变形杆菌 营养琼脂 4.0×105 7.7×107 3.4×106 0 0 0

结核分枝杆菌 罗琴管 生长b 生长 生长 未生长C 未生长 未生长

幽门螺杆菌 3.7×106 3.0×107 5.5×106 0 0 0

白色念珠菌 沙堡氏琼脂 4.6×105 6.0×105 1.7×105 0 0 0

a 添加 2 % 酵母浸膏；b接种后5 d 放大镜下隐约可见，10 d 已达满视野；c持续培养4 wk、8 wk 后均未见生长.

表2 酸化水自动消毒仪对乙肝病毒、柯萨奇病毒的杀灭效果表

消毒前 消毒后
病毒种类 检测方法

镜头 钳道 附件 镜头 钳道 附件

HBsAg 混合血清 0.628 0.701 0.657 0.024 0.020 0.018

(0.803) a

Cox B II 10-6TCID50/mlb 10-5 10-5 10-5 未测到 未测到 未测到

a 波长 450 nm时的吸光度，质控对照设定0.105 以上为阳性；b TCID50 为 50 %组织细胞病变计量单位.

2.2酸化电解水消毒法杀病毒效果观察  酸化水自动消
毒仪对肝炎病毒、柯萨奇病毒的杀灭效果详见表2.

3   讨论

消化内镜的操作过程与特征决定了其高度污染和具有
潜在交叉感染的特点. 因内镜和附件消毒不严格而导致
病原菌播散、影响操作质量和效果等问题理应引起内
镜医师高度重视[3]. 国内目前使用最广泛的化学浸泡消
毒法理论上具有良好的消毒灭菌效果，但在实际实施
过程中，常因单位时间操作例数过多，消毒过程不规
范等影响最终消毒质量. 消毒过程中工作人员劳动强度
大和化学试剂对人体、内镜及环境有不良影响也是一
个不可忽视的因素. 酸化水自动消毒法的引入是内镜消
毒史上的一个进步，他具有消毒时间相对较短、消毒
时间得以保证和消毒范围广(包括镜身、钳道、注水/气
孔和附件等)、无需特殊化学消毒剂和无环境污染以及
特殊排水系统等诸多优点. 日本曾对酸化电解水的安全
性进行了严格的动物实验，发现酸性电解水在接触动
物口腔黏膜、皮肤后立即释放电子变为中性，对动

物和人的眼、黏膜、皮肤等无不良刺激作用. 动物实
验无致畸作用.内镜在酸性电解水中浸泡 1 000 次以
上，无变形、老化和技术参数指标异常等改变，因
此对人体和内镜均是非常安全的[4].
       关于酸化水的消毒灭菌效果，曾有多项较全面的
基础体外研究，研究发现酸化水对常规剂量细菌(103-
104 CFU/ml)的杀菌时间在25-30 s 左右，其中包括大
肠杆菌、绿脓杆菌、金葡菌和幽门螺杆菌等致病菌[5]. 在
本研究中，选用了超剂量的上、下消化道常见致病菌
(106-108 CFU/ml)，在未作流动水清洗的情况下，直
接进行酸化水消毒，评价其效果. 结果发现，在推荐
的消毒时间(7 min)内，酸化水消毒能有效地杀灭远超
过常规污染剂量的各种致病菌以及常见的乙肝病毒和
柯萨奇病毒. 另外对结核杆菌亦有很好的杀灭作用，消
毒能力能满足实际应用要求.
     在任何消毒操作过程中，消毒前的全面、足时、
彻底的流动水清洗是影响消毒效果的一个极重要的环
节. 研究发现，消毒前2 min左右的流动水清洗可去除
污染物表面近70-80 %的污染菌量，使消毒时的菌量
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已明显减少，提高了消毒效果[6,7]. 本文在附件消毒的
预试验中发现，如附件(热探头、圈套器和活检钳)消
毒前未作清洗、直接放入消毒池，7 min 后在部分活
检钳的浸洗液中仍可有致病菌生长，但作充分清洗后
再消毒，则未见致病菌生长现象. 因此如同其他正规
消毒过程一样，在使用酸化水自动消毒仪的消毒过程
中，消毒前的流动水充分、彻底冲、洗、吸、刷等步骤
是一个再怎样强调都不过分的关键步骤[7].
     另外，酸化水自动消毒的消毒时间短、操作简便、
省力、消毒范围大、无排放污染是其不同于其他消
毒方法的优点，一次可完成镜身插入部、活检钳道、
注气/水孔和多种附件的同时消毒[8]. 虽然单次投入购机
费用不菲，但每日使用的价格则相对低廉. 不需使用特
殊消毒剂可使工作人员免除同化学物品接触.第一代
Clean Top-WM-1 的实用性仍有尚需改进之处，其中包
括：酸化水的发生时间相对较长(45 min)、内镜手柄及
旋钮部无法消毒、部分种类的内镜在消毒时须脱离主
机. 但从文献报道和初步临床使用效果看，酸化水自动
消毒仪消毒法应属一种高效、快速、安全和方便的消
毒方法，但酸化电解水对内镜器械的影响尚需长期观
察和进一步研究.
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糖尿病性胃肠病变患者血浆P物质和胃动素的水平及意义
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摘要
目的:探讨P物质和胃动素在糖尿病性胃肠病变中的作用

机制.

方法:应用放免法对对照组(32例)、单纯糖尿病组(43例)

及糖尿病胃肠病变组(38例)血浆中的P物质和胃动素进行

测定.

结果:三组病例血浆中的P物质分别为(53.86±8.2)ng/mL，

(22.35± 5.4)ng/mL，(9.96± 6.8)ng/mL，三组之间差异显

著(P <0.01)，与糖尿病病程呈负相关; 胃动素分别为 (217.2

±23.3) pg/mL，(408.8±31.6) pg/mL，(612.5±36.2)pg/mL

三组之间差异显著(P <0.01)，与糖尿病病程呈正相关.

结论:P 物质的降低、胃动素的升高在糖尿病性胃肠病变

的发生、发展中起着重要的作用.
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0   引言

糖尿病胃肠病变是糖尿病神经病变的主要表现之一，
近年来研究显示其发病率高达50 %左右，不仅影响患
者的生活质量，并且防碍药物吸收，干扰治疗，目前，
此类研究越来越受到重视[1-3]，我们通过测定43 例糖
尿病患者和38例糖尿病胃肠病变患者血浆中的P物质
和胃动素，进一步探讨其在糖尿病胃肠病变发生、发展
中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  实验组：2型糖尿病患者81例，符合WHO
诊断标准，根据有无胃肠病变分为：(1)单纯糖尿病组
43例，男19例，女24例，平均年龄(56±11)岁，病程
1-13 a. (2)糖尿病胃肠病变组38 例，男 20 例，女 18
例，平均年龄(58 ± 13)岁，病程2-18 a. 胃肠症状主
要为腹胀 24 例，便秘 19 例，上腹部不适 28 例，间
断恶心、呕吐 5 例，返酸、嗳气 7 例，二种以上症

状共同出现者26例，确诊糖尿病5 a内出现上述症状
的12 例，5 a 以上的 26 例. 所有患者经临床生化、B
超及胃镜检查已除外胃肠等消化道疾病.
       对照组:选择32名本院工作人员及健康志愿者，其
中男15名，女17名，平均年龄(48 ± 19)岁，均无消
化道疾病、系统性疾病及胃肠道症状，且无腹部手术史.
1.2 方法

1.1.1血浆P物质的测定  清晨空腹静息状态下抽肘静脉
血3 mL，注入预冷的含0.5 mol/L  EDTA-Na2  30 µL
及抑肽酶1 500 kIU的试管中，混匀，离心，取血浆贮
于-20 ℃.每 1 mL血浆加2 mL冷丙酮，混匀，4 ℃离
心，2 000 转× 20 min. 取上清加4 mL冷石油醚，混
匀后再次离心. 吸取上相，下相用凉风将残余丙酮吹掉
后，所余液体用冷冻抽干机抽干，-20 ℃保存待测.
由海军放免技术中心提供试剂盒，采用放免法测定.操
作环境＜10 ℃.
1.2.2血浆胃动素的测定  清晨空腹静息状态下抽肘静脉
血2 mL，注入预冷的含30 µL 100 g/L EDTA-Na2  和30 µL
抑肽酶塑料管中混匀，4 ℃离心15 min，3 500 r/min，分
离血浆置于-20 ℃下保存待测.由解放军总医院科技开
发中心放免所提供试剂盒，采用放免法测定.操作环境
<10 ℃.
       统计学处理  所有资料均以 sx ± 表示，采用配对
t检验和直线相关分析.

2   结果

血浆P物质和胃动素的水平见表1. 糖尿病组血浆P物
质的波动与年龄、性别及血糖水平无相关性，与糖尿
病病程呈负相关，直线相关分析结果: r =-0.69，P <0.01.
糖尿病组血浆胃动素的波动与年龄、性别及血糖水平
无相关性，与糖尿病病程呈正相关.直线相关分析结果:
r =0.57，P <0.01.

表1  实验组与对照组血浆P物质和胃动素的水平( sx ± )

×é±ð n             P物质(ng/mL)                  胃动素(pg/mL)
正常对照组               32 53.86±8.2                       217.2±23.3

单纯糖尿病组               43           22.35±5.4b                      408.8±31.6b

糖尿病胃肠病变组          38   9.96±6.8d                      612.5±36.2d

bP <0.01 vs 对照组比较；dP <0.01 vs 单纯糖尿病组比较.

3   讨论

糖尿病胃肠病变是糖尿病患者常见的并发症之一，其
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主要原因是由于糖尿病未得到良好控制及高血糖所导
致的动力障碍，表现为平滑肌的收缩力减低，胃蠕动
减弱，胃窦无张力和排空延迟，而幽门收缩时间延
长[4]. 患者可有不同程度的胃肠表现，以早饱、餐后
中上腹饱胀、恶心、发作性呕吐等为主要临床表现[5]，
常因饮食不当而诱发或加重，可有较长时间的自然缓
解.目前其发病机制尚不十分清楚. 可能的因素有[2] ；(1)
自主神经病变[6-8]. 糖尿病患者内脏自主神经轴突出现节
段性脱髓鞘病变，神经节超微结构有特异性的树突肿
胀，肾上腺素能神经和胆碱能神经也存在结构上的变
化. (2)平滑肌变性.糖尿病微血管病变导致的局部缺血、
神经营养障碍，可使平滑肌变性. (3)高血糖可使胃肠激
素分泌失常[4].
       据报道[9-11]  ，脑肠肽在调控胃肠道的免疫机制中
有重要作用，P物质(substance P，SP)作为重要的脑
肠肽之一，在中枢神经系统和胃肠道中均有广泛的分
布，他不仅存在于内分泌和旁分泌细胞，发挥激素和
局部递质作用，也存在于内源性和外源性神经元，起
到神经递质的作用[12]，另据现代免疫学研究证实，免
疫系统的细胞能释放SP并含有高亲和力的SP结合位
点. SP不仅能诱导分泌细胞因子，而且对细胞因子的产
生在某些情况下也有抑制作用[13]. 正常人体内的 SP，
作为免疫调节递质，作用于外周T细胞上的胃肠肽受
体，对细胞免疫功能发挥调节作用，并通过SP间接影
响多种细胞因子的变化，从而达到对胃肠道免疫的调
节，实现对胃肠道疾病及功能的调整作用. 本实验结果显
示，在糖尿病患者的血浆中，SP的含量低于正常对照组，
有胃肠病变的患者低于单纯糖尿病患者(P <0.01)，说明
在糖尿病胃肠病变的患者体内由于缺乏SP，而抑制了
胃肠道的免疫调节，使糖尿病患者出现了一系列胃肠
道症状. 另外，SP的缺乏还与糖尿病的病程呈负相关，
原因可能是由于长期高血糖状态抑制了APUD系统的
EC1肠嗜铬细胞分泌SP，但目前尚无肯定的结论.
        胃动素是胃肠分泌细胞分泌的多肽类激素，由22
个氨基酸组成，分子量2 700，主要由小肠上部的MO
细胞释放，此外，还存在于神经组织及垂体、大脑皮层
等部位，因此胃动素也是一种脑肠肽. 他通过引发胃
和小肠近端消化间期移行性运动复合波(IMMC)第Ⅲ相，
诱发胃和小肠强烈收缩并向远端传播，促进胃排空，是
激发消化间期Ⅲ相肌电活动的主要激素，在消化间期，
血浆胃动素呈周期性波动，高峰与消化间期肌电活动
出现密切相关[14,15]. 目前，胃动素在糖尿病胃肠病变中
的作用机制尚不清楚. 有报道[16]糖尿病植物神经病变所
致的弛缓性胃扩张可刺激胃动素持续升高，给这些患
者服用促进胃肠收缩的药物西沙必利，可出现IMMC第
Ⅲ相，使得胃动素水平下降.本研究显示，糖尿病胃

肠病变的患者血浆胃动素水平明显高于正常人，且与
糖尿病的病程呈正相关，提示血浆胃动素的升高预示
着糖尿患者胃肠动力学的改变. 考虑可能与以下因素有
关：(1)糖尿病植物神经病变，使得胃动素通过胆碱能
神经引发胃肠运动受阻. (2)糖尿患者的胃动素活性下
降，降低了对胃肠平滑肌的直接作用. (3)糖尿患者的
血糖升高，可能减少胃肠激素分泌的抑制，而使胃动
素升高. (4)由于糖尿病的病程长而导致的血管病变，胃
肠道可能发生淤血、水肿，迷走神经张力升高，从而刺
激胃动素的分泌.
        关于脑肠肽SP和胃动素在糖尿病胃肠病变中的作
用，本实验已有了初步的结论，能否通过胃肠道激素
替代或干预治疗糖尿病胃肠病变以及SP和胃动素，特
别是SP在其发病中的根本机制，还有待于进一步研究.
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摘要　
目的:非手术条件下了解胆总管结石伴胆道感染患者胆汁中

主要致病菌情况，探讨通过导管引流取胆汁进行细菌培养

结果的可靠性．

方法:对58例胆总管结石伴胆道感染患者，用导管抽吸胆

汁进行细菌培养．

结果:培养出74株细菌，革兰氏阴性杆菌 53株 (71.62 %)，

大肠埃希菌 25株 (33.78 %)，肺炎克雷伯菌 14株 (18.92 %) ;

革兰氏阳性球菌 20株 (27.03 %)，其中肠球菌 16株 (21.62 %);

真菌属 1株 (1.35 %)．

结论:胆道感染主要病原菌是大肠埃希氏菌、肠球菌和肺

炎克雷伯菌；导管取胆汁进行细菌培养方法可行．
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0   引言

胆道感染是临床常见病，了解引起胆道感染的主要病
原菌和及时解除胆道梗阻对治疗非常重要. 既往检测胆
汁中感染细菌，常需手术中取胆汁，但随着内镜技术的
迅速发展，绝大多数单纯胆总管结石已不需手术治疗，
采用非手术方式获取胆汁行细菌培养正成为临床治疗
的重要内容. 我们在非手术条件下，在逆行胰胆管造
影(ERCP)前，通过导管抽吸胆汁进行细菌培养，了
解胆总管结石伴胆道感染患者胆汁中的主要致病菌情
况，并探讨通过导管引流取胆汁进行细菌培养结果的
可靠性．

1   材料和方法

1.1 材料  2002-03/09月我院住院患者58例，男20例，
女 38 例；年龄 33-79 岁，平均 48.8 岁. 患者入院时
均出现腹痛、畏寒、发热、黄疸，经ERCP检查确诊为
胆总管结石．
1.2方法  在行ERCP过程中，当插管(严格消毒的导管)
进入胆道，注射造影剂前，抽吸胆汁3 ml，进行常规

培养，用Model 60 全自动微生物鉴定仪进行鉴定．

2   结果

2.1胆汁中细菌检测情况  58例胆汁标本中有57例检出
细菌(表 1)，检出率为 98.28 %，共获得 74 株细菌，
其中17例检出 2种细菌. 检出的细菌中革兰氏阴性杆
菌53株，占71.62 %；革兰氏阳性球菌20株，占 27.03 %；
霉菌 1 株，占 1.359 %．
2.2 治疗效果  全组病例均于ERCP后行乳头括约肌切
开取石术，选用第三代头孢和喹诺酮类抗生素各一种，除
1例合并胆囊结石伴感染需外科手术外，均痊愈出院．

表 1  74株胆汁细菌的构成比

细菌种类 菌株数 构成比(%)

革兰氏阴性杆菌 53 71.62

埃希氏杆菌 25 33.78

克雷伯菌属 14 18.92

肠杆菌属 10 13.51

变形杆菌属   2   2.70

假单胞菌属   2   2.70

革兰氏阳性球菌 20 27.03

肠球菌属 16 21.62

葡萄球菌属   3   4.05

链球菌属   1   1.35

真菌属   1   1.35

酵母菌   1   1.35

合计 74    100

3   讨论

正常情况下胆汁内无细菌生长，据国内外文献报道，
在感染的胆汁中可培养出一种或多种致病菌株，这些
致病菌几乎都来自肠道，为条件致病菌，经Vater 壶
腹(或胆肠吻合口)逆行进入胆道，细菌亦可通过血行
或淋巴通道进入胆道．
      近年来，临床上对胆道细菌感染非常重视，但由
于各地区应用抗生素的习惯不同，胆道感染的致病菌
也常出现个体和地区的差异[1,2]. 从国内手术中所取的胆
汁的细菌检测来看，胆道感染的致病菌以革兰氏阴性
菌为主，且主要为大肠埃希菌 (23.1-41.98 %)、肺炎
克雷伯菌 (1.48-33 %)和肠杆菌属 (8.16-12.3 %);而革兰
氏阳性菌相对较少，主要为肠球菌 (3.0-25 %)[2-6]．
        由于内镜技术的迅速发展，绝大多数单纯胆总管
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结石已不需手术治疗，内镜下乳头括约肌切开取石
术，凭借其创伤小、安全、恢复快、经济等优点，已经
成为最佳选择. 但大多数胆石症就诊患者，都伴有不
同程度的胆道感染，因此术前、术后应用抗生素显得
非常重要的. 抗生素的选用，常凭借经验而定，各地
区或医院常因本地区的致病菌种类不同而有所差异. 这
些经验往往是建立在当地的流行病学基础上的，因此
胆汁细菌的可靠检测至关重要．
       对内镜下治疗的患者，经导管抽吸胆汁进行检测
是可行的，但结果的可靠性受到质疑，普遍认为导管
插入过程中可受到污染而影响检测结果. 本文在58例患者
培养出74株菌株，革兰氏阴性杆菌 53株 (71.62 %)，其
中大肠埃希菌 25 株 (33.78 %)，肺炎克雷伯菌 14 株
(18.92 %);革兰阳性球菌 20株 (27.03 %)，其中肠球菌
16株 (21.62 %);真菌属1株 (1.35 %);1例患者培养阴性，
可能为专性厌氧菌. 与国内同行的培养结果相一致. 这
表明只要操作前对所用器械严格消毒，操作中注意无
菌操作，培养结果还是可信的. 当然，导管插入过程

中完全不受十二指肠壁影响较为困难，可靠的培养结
果可能与下列两个因素有关：(1)十二指肠和空肠相对
无菌，细菌主要为革兰氏阳性需氧菌，包括链球菌、
葡萄球菌和乳酸杆菌，而培养结果中这三种细菌阳性
率均较低，说明污染可能性小；(2)因胆道感染几乎均
为肠道逆行感染，污染导管的细菌与致病菌一致，使
我们检出结果与国内同行的检出结果无明显差异. 但目
前因样本量较小，内镜下通过导管抽吸胆汁进行细菌
培养的结果是否为患者致病菌，尚需大样本进一步检验．
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第五届上海国际肝癌肝炎会议征文启事

      为了加强国际及沪港学术交流，进一步提高肝癌和肝炎防治研究水平，由上海国际肝癌肝炎会议组织委员会(复旦

大学、上海第二医科大学、第二军医大学、中国科学院上海分院、上海市卫生局)和程思远国际肝炎研究基金会(香

港)联合主办，定于2004-02-14~17日在香港召开“2004年港沪国际肝癌肝炎会议-第五届上海国际肝癌肝炎会议、

第三届程思远肝炎研究基金会国际学术会议”，会议规模定为1 200 人，大会主席为中国工程院院士、复旦大学汤

钊猷教授和香港大学医学院林兆鑫教授、大会邀请程思远、吴阶平两位副委员长为名誉主席，并由国内吴孟超等与

美、英、法、德、日等国和香港地区的著名教授担任共同主席. 会议邀请国内外著名学者80 人作专题报告. 欢迎国

内外从事肝炎和肝癌基础与临床研究的专家、学者参加大会.投稿(请撰写中英文摘要)及联系事项寄:200023,上海市医学

院路136 号，复旦大学肝癌研究所国际会议秘书处收. 电话:(021)64041990-2436,传真:(021)64037181;电子信箱:

qiusj68@zshospital.net. 有关会议的详情及注册，请查询www.hepa2004.org网址.                         (2003-03-04)



• 临床经验 •

异丙酚静脉麻醉在小儿肠镜检查术中的应用

祝志太,王宇川,刘国剑
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摘要
目的:为了减轻小儿在肠镜检查时的恐惧及痛苦，静脉全

身麻醉甚为必要.氯胺酮麻醉清醒时间长，不良反应多，

不能完全满足肠镜检查时间短,门诊患者多这一特点的需

要，而异丙酚麻醉能满足这一需要.

方法:39例接受静脉麻醉的患儿分成二组，术前准备及用

药相同，异丙酚组16例，静脉注射异丙酚2 mg/kg，氯

胺酮组23例，静脉注射氯胺酮1 mg/kg，术中监测患儿

的心率、血压、血氧饱和度，术后记录患儿清醒时间、

不适反应.

结果:异丙酚组患儿清醒时间5.6±3.3 min，氯胺酮组清醒
时间为36.3±9.5 min，二组差异显著P <0.01，且异丙酚
组术中术后不良反应轻而少.

讨论:异丙酚静脉麻醉起效快，维持时间短，清醒快，不

良反应少，比氯胺酮麻醉更安全有效，能完全满足小儿

肠镜检查需要.

祝志太,王宇川,刘国剑.异丙酚静脉麻醉在小儿肠镜检查术中的应用.世界华人

消化杂志  2003;11(3):371-372

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/371.htm

0   引言

小儿大肠镜检查已普遍开展，但因检查过程中有一定
痛苦,且小儿由于恐惧而不配合，增加插入的困难和危
险，这时短暂、安全的全身麻醉甚为必要.2001-8/
2002-6，我们采用异丙酚静脉麻醉，完成 16 例小儿
大肠镜检查，取得满意效果.与此前在氯胺酮全麻下行
肠镜检查、有完整记录的 23 例相比较，发现异丙酚
麻醉有明显优越性.

1   材料和方法

1.1 材料  有便血、潜血或脓血便、腹痛、腹泻等下
消化道症状,其它检查未能明确诊断，且因不能忍受疼
痛或因恐惧不能配合，而接受在全麻下行大肠镜检查
的39例患者.异丙酚麻醉组16例，男11例，女5例，
年龄3.5-15岁，体质量29.7±5.6 kg;氯胺酮麻醉组23例,
男15例，女8例，年龄4-15岁，体质量27.3±6.9 kg.

1.2 方法  所有病例均做好肠镜检查前的肠道清洁准备，
禁食，备足抢救药品及器材；术前 30 min 肌注阿托
品0.01 mg/kg,入室后建立静脉通道.异丙酚组，体位摆
正后静脉注射异丙酚2 mg/kg，患儿进入浅睡眠时停止
推注，开始肠镜检查，若检查未结束患儿清醒或手
脚不自主活动，酌情加量.氯胺酮组，体位摆正后静
脉注射氯胺酮1 mg/kg，于 30-60 s 内推注完，无睫
毛反射即行肠镜检查，若检查中患儿手足活动，酌情
加量.检查过程中对患儿的心率、血压、血氧饱和度进
行监测，根据患儿情况控制用药量及进行相关处理，检
查结束记录患儿清醒时间及自诉的不适反应.

2   结果

二组病例均顺利完成检查.检查过程中，患儿腹壁软，
无紧张强直，肠镜插入顺利，平均操作时间缩短，未
出现穿孔等严重并发症.异丙酚组，检查开始后，发现所
有患儿心率、血压较检查前有所下降，但最低值均在正
常范围内，未行任何处理；血氧饱和度也有所下降，给
予面罩吸氧后，恢复正常.检查结束后，心率、血压、血
氧饱和度恢复检查前水平.在检查中有3例因注射速度过
快引起呼吸暂停，经面罩加压给氧后恢复正常.检查结束
后，患儿完全清醒时间为5.6±3.3 min，清醒后无1例能
记清检查过程和任何不适，有2例诉有轻微头昏，无恶
心、呕吐，醒后无1例再次昏睡.
      氯胺酮组，所有患儿心率、血压较检查前增加，但
在正常变化范围内，3例在检查中出现喉痉挛，4例舌
下坠,出现呼吸暂停及口腔分泌物增加,血氧饱和度明显
下降，经加压给氧后恢复,清醒时间为36.3±9.5 min,清醒后
有9例诉有头昏，有3例诉有做恶梦，2例叫醒后又入
睡，1例出现恶心、呕吐.二组比较见表1.

表1  二组患儿清醒时间、术中术后不良反应

      平均清醒时间(min)           术中不良反应         术后不良反应

异丙酚组   5.6±3.3   3          2

氯胺酮组 36.3±9.5   7        15

P <0.01.

3   讨论

异丙酚是一种新型静脉麻醉药，有作用起效快，维
持时间短，体内无蓄积，毒性小，恢复迅速等特点.
异丙酚对心血管及呼吸系统有一定抑制作用，所以
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在注射后，患儿出现一过性心率、血压、血氧饱和度
下降的情况.心率、血压及血氧饱和度下降的最低值仍在
正常值范围,影响是短暂有限的，无需特殊处理可自行恢
复[1],另外,心率减慢和血压下降与肠镜检查过程中，肠管
受牵拉，刺激迷走神经，迷走神经反射亢进有关[2],停止检
查，又会逐惭恢复正常.而对呼吸的抑制作用，与剂量及
注射速度呈正相关[1].与氯胺酮比较,术中术后不良反应均
少且轻，特别是术后清醒时间短的优势，完全满足了肠
镜检查时间短且大多为门诊患者这一特点的需要，免除
了大量术后监护及护理，能明显减轻患者的痛苦及恐惧，
但仍必须在麻醉医师的监护下进行.

       小儿大肠镜检查实行静脉麻醉，能明显减轻患儿
恐惧及痛苦，增加肠镜插入成功率，降低插入危险
性.由于肠镜检查过程中，患儿无知觉，所以手法必
需轻柔，动作准确，减少滑镜长度，少注气，多吸
气,能发现病灶，明确诊断即可，不必每例都要求插
至回盲部，以减少操作时间，避免不必要的并发症.

4      参考文献
1 佘守章,刘继云,许立新,彭榀宪. 静脉注射不同剂量异丙酚对血流动
力学及通气功能的影响.中华麻醉学杂志  1995;15:31-33

2 岑戎,徐富星,项华,欧平安,杨旅军,陈桂芳,王宇清.静脉麻醉辅助大

肠镜检查的效果. 中华消化内镜杂志 1999;6:149-150
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摘要
目的:初步探讨环境饮食因素在大肠癌的发病机制中的可能

作用.

方法:通过对一对大肠癌夫妇患者的临床资料，包括临床

症状体征、电子肠镜检查诊断、手术治疗方法、病理诊断、

术后化疗以及随访等资料的收集比较.结合国内外文献来分

析本组病例可能的致病因素.

结果:环境饮食因素可能在大肠癌的发病过程中起着一定的

促进作用.饮食中适当减少肉类摄入量，增加蔬菜和水果等

富含植物纤维等食物，对预防大肠癌，减少发病机会有积

极的流行病学意义.

结论:共同的饮食习惯与生活环境，可能和其同发大肠癌

有一定的平行关系，其具体机制有待进一步研究.

姚红兵,吴爱国. 夫妻同患大肠癌1例.世界华人消化杂志  2003;11(3):372
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1   病例报告

病例 1 男，62 岁，广东东莞人，发现大便性状改变
5 mo，便血1 wk于2001-11入院. 查体:腹软，无压痛，
未扪及包块. 肛门指检：距肛门约5 cm处可扪及菜花状
肿块，约3×3 cm大小，紧贴肠管，指套染血.电子肠
镜确诊为直肠癌. 遂行“经腹会阴联合直肠癌根治术”，
术后病理：直肠中分化腺癌，未见淋巴转移.经补液、抗
炎、营养支持等治疗，恢复尚可.出院后定期以CF方案
进行化疗，目前生存状态良好，暂未见复发及转移.
     病例 2  女，59 岁，广东东莞人，因左侧腹部隐

夫妻同患大肠癌1例

姚红兵,吴爱国

• 病例报告 •

痛不适3 mo，加重伴便秘5 d于 2002-03入院. 体查：
轻度贫血貌，心肺无异常，左侧腹部可扪及一约8×
6 × 5 cm 大小包块，质中，无压痛，活动度尚可，
腹股沟未及淋巴结. 电子肠镜示：降结肠癌. 行“左
半结肠切除术”.术后病理：结肠中分化腺癌，未见
淋巴转移.给予经补液、抗炎、营养支持等治疗，并
按CF 方案进行化疗，患者目前状态良好.

2   讨论

大肠癌的发病原因至今尚未完全阐明，大量文献均表
明，大肠癌的发病高低与种族无关，重要的是环境因
素. 环境因素中主要是饮食因素，尤其是脂肪和动物蛋白.
这与其对肠段微植物丛的影响有关，并且最终影响肠腔
内容物的化学组成 . 在饮食中另一个重要因素是饮食中纤
维素的含量. 饮食纤维降低结直肠癌危险的直接机制可能
是:不溶性食物纤维吸收水分，增加粪便体积，稀释粪便
中致癌物质浓度，并且缩短排便时间，这就有效的降低
了致癌物质与结肠黏膜相互作用的可能性. 在大肠内，
致癌物质与非消化的谷物纤维直接结合，也同样降低致
癌物与大肠的相互作用 . 本病例系一对夫妇，为较富裕
家庭，结婚后共同生活约40 a，平时饮食中植物纤维含量
相对较少，肉类较多，共同的饮食习惯与生活环境，可
能和其同发大肠癌有一定的平行关系. 这些因素可能在其
发病过程中起着促进作用，也与以往有关文献研究结果
基本一致. 因此，提倡饮食中适当减少肉类摄入量，增加
蔬菜和水果等富含植物纤维等食物，对预防大肠癌，减
少发病机会有积极的流行病学意义.但在本病例，该夫妇
二人几乎同时发病，饮食因素在肿瘤发生和发展过程中
是否起着主导作用，目前还缺乏有力的证据，有待进一
步研究证实.发病中还有哪些致病因素参与其中，从基因
和分子水平来阐明其发病原因和作用机制，也是今后需
要进一步研究探讨的课题.
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5 mo，便血1 wk于2001-11入院. 查体:腹软，无压痛，
未扪及包块. 肛门指检：距肛门约5 cm处可扪及菜花状
肿块，约3×3 cm大小，紧贴肠管，指套染血.电子肠
镜确诊为直肠癌. 遂行“经腹会阴联合直肠癌根治术”，
术后病理：直肠中分化腺癌，未见淋巴转移.经补液、抗
炎、营养支持等治疗，恢复尚可.出院后定期以CF方案
进行化疗，目前生存状态良好，暂未见复发及转移.
     病例 2  女，59 岁，广东东莞人，因左侧腹部隐
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痛不适3 mo，加重伴便秘5 d于 2002-03入院. 体查：
轻度贫血貌，心肺无异常，左侧腹部可扪及一约8×
6 × 5 cm 大小包块，质中，无压痛，活动度尚可，
腹股沟未及淋巴结. 电子肠镜示：降结肠癌. 行“左
半结肠切除术”.术后病理：结肠中分化腺癌，未见
淋巴转移.给予经补液、抗炎、营养支持等治疗，并
按CF 方案进行化疗，患者目前状态良好.

2   讨论

大肠癌的发病原因至今尚未完全阐明，大量文献均表
明，大肠癌的发病高低与种族无关，重要的是环境因
素. 环境因素中主要是饮食因素，尤其是脂肪和动物蛋白.
这与其对肠段微植物丛的影响有关，并且最终影响肠腔
内容物的化学组成 . 在饮食中另一个重要因素是饮食中纤
维素的含量. 饮食纤维降低结直肠癌危险的直接机制可能
是:不溶性食物纤维吸收水分，增加粪便体积，稀释粪便
中致癌物质浓度，并且缩短排便时间，这就有效的降低
了致癌物质与结肠黏膜相互作用的可能性. 在大肠内，
致癌物质与非消化的谷物纤维直接结合，也同样降低致
癌物与大肠的相互作用 . 本病例系一对夫妇，为较富裕
家庭，结婚后共同生活约40 a，平时饮食中植物纤维含量
相对较少，肉类较多，共同的饮食习惯与生活环境，可
能和其同发大肠癌有一定的平行关系. 这些因素可能在其
发病过程中起着促进作用，也与以往有关文献研究结果
基本一致. 因此，提倡饮食中适当减少肉类摄入量，增加
蔬菜和水果等富含植物纤维等食物，对预防大肠癌，减
少发病机会有积极的流行病学意义.但在本病例，该夫妇
二人几乎同时发病，饮食因素在肿瘤发生和发展过程中
是否起着主导作用，目前还缺乏有力的证据，有待进一
步研究证实.发病中还有哪些致病因素参与其中，从基因
和分子水平来阐明其发病原因和作用机制，也是今后需
要进一步研究探讨的课题.
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