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•述评 COMMENTARY •

肝炎病毒蛋白对肝细胞基因组转录调节及信号转导机制
的影响

成   军

成军, 中国人民解放军第 302 医院传染病研究所基因治疗研究中心
全军病毒性肝炎防治研究重点实验室  北京市  100039
成军, 男, 1963-08-17生, 山东省淄博市人, 汉族. 1986年毕业于第一军医
大学军医系, 获医学学士学位, 1989年毕业于军医进修学院, 获传染病学硕
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1997-12-01在美国得克萨斯大学健康科学中心临床免疫与传染病科完成博
士后研究, 主任医师. 回国后从事传染病特别是病毒性肝炎的临床工作和基
础研究, 主要学术研究方向是肝炎病毒与肝细胞相互作用的分子生物学机制.
国家自然科学基金攻关项目, No. C03011402, No. C30070689, 军队
九 五 科技攻关项目, No. 98D063, 军队回国留学人员启动基
金项目, No. 98H038 军队 十 五 科技攻关青年基金项目, No.
01Q138, 军队 十 五 科技攻关面上项目, No. 01MB135
项目负责人: 成军, 100039, 北京市西四环中路100号, 中国人民解放军第
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验室.  cj@genetherapy.com.cn
电话: 010-66933391    传真: 010-63801283
收稿日期: 2003-07-12    接受日期: 2003-08-16

摘要

乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)是引起慢性病毒

性肝炎的主要肝炎病毒类型 而且也是肝细胞癌(HCC)的重

要病因. HBV和HCV感染肝细胞之后 表达出肝炎病毒蛋

白  HBV和HCV蛋白通过与转录因子蛋白结合 或通过

对于肝细胞内信号转导通路的影响 使肝细胞基因组的转

录表达产生异常的调节 从而影响HCC的发生.
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0   引言

HBV和HCV是引起慢性病毒性肝炎的主要肝炎病毒类

型 而且也是肝细胞癌(HCC)的重要病因[1-2]. 虽然临床

研究资料和流行病学研究资料都显示HBV HCV感染

参与HCC的形成有关 但是 多年来对于这2种肝炎病

毒参与HCC发生 发展的机制一直不十分清楚[3-4]. 近

年来人类基因组计划(HGP)和功能基因组学(functional

genomics)研究为阐明肝炎病毒与HCC之间的关系 提

供了大量的信息和技术平台 使得关于肝炎病毒与

HCC发生之间的关系和机制研究 进入了一个崭新的

阶段[5-6]. 研究表明 HBV和HCV蛋白对于肝细胞基因

组转录调节机制的影响占有十分重要的地位. HBV 和

HCV 感染肝细胞之后 表达出肝炎病毒蛋白 这种

正常的肝细胞中不存在的蛋白类型 通过直接或间接

的途径 与转录因子蛋白结合 或通过对于肝细胞内

信号转导通路的影响 对于肝细胞基因组的转录表达

产生异常的调节 抑癌基因(tumor suppression gene)的

表达水平下降或失活 以及原癌基因(proto-oncogene)

和癌基因(oncogene)的激活 过表达 都对HCC的发

生发展产生影响[7-10].

1   乙型肝炎病毒截短型表面抗原中蛋白对肝细胞基因

组转录调节的影响

HBV表面抗原大蛋白(LHBs)以及C-末端截短型的表面

抗原中蛋白(MHBst)组成了HBV前-S2 反式激活蛋白家

族. 这一蛋白家族成员的反式激活作用主要取决于前-

S2结构域在细胞质中的定向[11-12]. Hildt et al [13]研究发现

MHBst 是蛋白激酶C(PKC)催化的Ser28位点磷酸化修

饰依赖性的. 这一磷酸化位点的存在是这一反式激活作

用蛋白家族所必须具备的结构条件. MHBst 可以触发

PKC依赖性的c-Raf-1/Erk2信号转导途径的激活 这

也是MHBst 激活转录因子AP-1 NF-κB的先决条件.
为了研究MHBst体内反式激活作用的病理生理学意义

建立了表达MHBst的转基因小鼠模型 在这一模型的

肝脏中观察到了前-S2依赖性的c-Raf-1/Erk2 持续激

活 造成肝脏细胞的增生能力提高. 在15月龄的小鼠中

肝脏肿瘤的发生率显著升高. 这些研究资料表明前-S2

反式激活剂LHBs MHBst 具有促进肿瘤形成的作用

主要机制是通过激活肝细胞增生相关的蛋白酶类.

        大规模的流行病学调查研究结果表明 HBV携带

者较非携带者发生HCC的危险度提高了10倍. 几乎所

有的 HBV 相关的HCC 肿瘤细胞基因组中都有HBV

DNA的整合. 整合在肝细胞基因组中的HBV DNA可能

编码2种不同反式激活病毒蛋白HBxAg和前-S2反式

激活蛋白. 根据肿瘤发生的2步学说 前-S2反式激活

蛋白的作用具有促癌作用蛋白的性质 主要是通过

PKC/c-Raf-1/MAP2激酶信号转导系统[14-16].

        C-末端截短167 个氨基酸残基MHBst(MHBst167)

对于HBV基因组的复制和表达也具有重要的调节作用.

在Chang 或HepG2 细胞的瞬时转染实验研究中发现

MHBst167可以促进HBV增强子 指导的氯霉素乙酰化酶

(CAT)的表达 但是对于HBV其他的调节基因序列如X启

动子序列 表面抗原基因启动子I II 以及增强子II和

核心基因启动子等没有显著影响. 目前还没有MHBst167与

DNA之间直接相互作用的证据 Caselmann et al [17]推

测MHBst167的这种调节作用主要是通过对于肝细胞信

号转导影响. 另外的研究还发现转录因子蛋白 Sp1
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AP1 NF-κB可以介导MHBst167 的反式激活作用. 但
是其他的转录因子如 CREB NF 1 C / E B P 等与

MHBst167 的反式激活作用无关. 这些研究结果表明

MHBst167是一种具有多种生物学活性的反式调节蛋白.

2   乙型肝炎病毒X蛋白对肝细胞基因组转录调节的影响

HBxAg是一种具有多种生物学活性的反式激活作用蛋

白[18-20]. 为了阐明HBxAg 在HCC 发生发展中的作用

Wu et al [21]利用表达HBxAg的腺病毒载体感染的新鲜的

肝癌细胞进行基因表达系列分析(serial analysis of gene

expression SAGE) 获得了19 501 个表达序列标签

代表了1 443个独立的基因 是HBxAg反式激活作用

的较为完整的表达谱研究. SAGE的结果也经过杂交分

析证实 其中57个基因的表达水平上调 46个基因的

表达水平下调 表达水平的变化都在5倍以上. 上调的

基因类型包括3种: 核糖体蛋白 具有锌指结构的转录

因子蛋白 以及与蛋白降解途径有关的蛋白类型. 因此

认为HBxAg是一种具有多种生物学活性的调节蛋白

包括蛋白的合成 基因表达的调节和蛋白的降解等.

        Tarn et al [22]对HBxAg在肝细胞癌发生发展中的作用

进行了研究. 选择的细胞系为来源于AML12的分化细胞

系3pX-1以及去分化细胞系4pX-1 在转染HBxAg之

后分别发生恶性转化 不发生恶性转化. HBxAg表达载

体转染之后只有4pX-1 细胞中的Stat3 信号被激活 说

明Stat3信号的激活与HBxAg的恶性转化作用无关. 最

大程度的Stat3的激活过程需要其 Ser727位点的磷酸化

修饰 主要是有丝分裂原刺激信号介导的过程. 以显负

性突变体或者有丝分裂原信号系统的抑制剂也可以抑

制Stat3信号转导系统的激活. 如应用p38/MAPK的特异

性抑制剂SB203580即可以抑制HBxAg依赖性的Stat3

信号转导系统的激活. HBxAg只对4pX-1细胞中的p38/

MAPK和Stat3具有激活作用 而且p38/MAPK的激活

过程是Ca2+ c-Src 依赖性的. HBxAg 依赖性的p38/

MAPK激活对于Cdc25C有磷酸化修饰和灭活作用 磷

酸化修饰的位点是Ser216 因此激活的时机是G2/M检

验点 导致4pX-1细胞生长阻滞. 在低分化的肝细胞

4pX-1中表达HBxAg可以激活在肝再生过程中活跃的

信号转导系统. 这一研究结果表明 HBxAg在肝细胞

中的表达 影响不同的信号转导途径 主要取决于肝

细胞本身的分化状态[23-26].

        Carretero et al [27]报道HBxAg可以激活转录因子蛋白

激活T细胞核因子(nuclear factor of activated T cells

NF-AT)这种免疫系统中重要的转录因子蛋白. 这一激活

过程是钙/钙神经素(calcineurin)依赖性过程 与这一转

录因子蛋白的去磷酸化修饰以及细胞核内的转位过程

有关. HBxAg与钙协同刺激NF-AT依赖性的转录过程

说明HBxAg激活NF-AT还可能另有途径. 另外还发现

HBxAg可激活NF-AT1转录因子蛋白的N-末端转录激

活结构域(N-terminal transcription activation domain

TAD) 具体机制是通过蛋白-蛋白之间的相互作用. 将

HBxAg定位在细胞核中表达 并不影响其激活NF-AT1

的功能. 但是 HBxAg分子中蛋白结合结构域的缺失突

变则严重影响HBxAg对NF-AT1的反式激活作用[28-30].

        Lee et al [31]构建了HBxAg的表达载体 转染Chang

X-34 细胞系 以Northern Western blot 方法检测白

介素-18(IL-18)的表达. 应用流式细胞学技术对于细胞

膜上的FasL表达水平进行检测. 发现HBxAg表达可以

诱导IL-18的表达水平 FasL表达水平也相应升高. 如

果以抗-IL-18的抗体阻断IL-18的活性 则可以阻断

HBxAg 表达载体转染的肝细胞的FasL 的表达 说明

HBxAg对于FasL的表达上调是通过 IL-18实现的. 在

HBxAg转基因小鼠的肝细胞中也检测到了 IL-18的表

达[32-34].

3   丙型肝炎病毒核心蛋白对肝细胞中转录因子蛋白活

性的影响

HCV核心蛋白的序列相对保守 在其分子结构中具有

核定位信号(NLS) 在功能上不仅参与HCV病毒颗粒

的形成 而且具有多种生物学功能 在HCV 感染的

肝细胞的细胞周期 细胞凋亡 信号转导等过程中

都有十分重要的调节作用.  Shrivastava et al 研究了HCV

核心蛋白的表达对细胞核转录因子的异常调节作用. 先

前的研究发现肿瘤坏死因子 α(TNFα)可以激活肝细胞
中的转录因子NF-κB 但是转染HCV 核心蛋白的表
达载体后 HCV核心蛋白的表达 可以抑制TNFα对
转录因子NF-κB的诱导能力. 转录因子NF-κB的诱导
因素很多 除了TNFα之外 过氧化氢(H2O2)和美洲商
陆(PMA)等都能诱导NF-κB的活性 但是HCV核心蛋
白的表达对由这些因素诱导的NF-κB的活性升高均具
有显著的抑制作用[35-40]. 转录因子NF-κB向细胞核内的
转位 发生在 IκBα磷酸化修饰和蛋白降解之后 因
此 对HCV核心蛋白的表达对TNFα诱导的IκBα蛋白
降解的影响也进行了研究. 正常情况下 TNFα诱导的
IκBα蛋白降解一般在10-15 min 在 30 min 时重新出
现. 在表达HCV核心蛋白的细胞中几乎见不到IκBα蛋
白降解现象. 因此 HCV核心蛋白可显著抑制TNFα诱
导的IκBα蛋白降解 可以解释HCV核心蛋白对于TNFα
对转录因子NF-κB的诱导能力进行抑制的机制. IκBα
蛋白降解过程 需要有其蛋白分子中丝氨酸残基位点

的磷酸化修饰 因此 推测HCV核心蛋白对于IκBα蛋
白降解的抑制和TNFα对转录因子NF-κB的诱导能力
的抑制 可能是通过对于这一步蛋白磷酸化修饰来实

现的[41-45].

      肝细胞核中的另外一个转录因子蛋白就是AP-1

Shrivastava et al研究结果表明 HCV核心蛋白对AP-

1具有激活作用. 已知TNFα对AP-1转录因子也具有激
活作用 因此研究了HCV蛋白表达对不同剂量的TNFα
对于AP-1转录因子活性的诱导作用的影响. 在时效研
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究中发现 受到TNFα的刺激之后 MCF-1 细胞中
的AP-1转录因子活性30 min开始出现 并在2 h内达

到高峰. 凝胶阻滞实验(EMSA)研究结果也证实了这一研

究结果的AP-1转录因子的特异性. HCV核心蛋白表达

时 MCF-1细胞中AP-1转录因子活性即已达到高峰

受到TNFα的刺激之后不再升高. 为了排除HCV核心蛋
白表达对AP-1转录因子激活的细胞特异性 对于Hela

NIH3T3细胞系的研究结果也说明了同样的趋势[46-48].

         JNK信号通路在肝细胞中也具有十分重要的地位和

作用. TNFα对于 JNK 信号通路也具有显著的激活作
用 研究HCV核心蛋白表达影响TNFα对JNK信号通
路的激活作用时发现 MCF-1细胞受到TNFα的刺激
之后10-15 min JNK转录因子活性开始升高 但是表

达HCV核心蛋白的细胞本身就具有较高的c-Jun激酶

活性 再受到TNFα的刺激之后 c-Jun激酶活性没有
进一步的升高. 说明HCV核心蛋白表达激活了c-Jun激

酶活性 类似HCV核心蛋白诱导AP-1转录因子活性

一样[49-50].

          丝裂原激活蛋白激酶激酶(MAPKK)在激酶信号转导

链中位于JNK激活的上游. 如果MAPKK缺陷 其下游

的JNK和AP-1转录因子活性就缺失. 已知TNFα可诱
导MAPKK蛋白激酶活性. 因此 Shrivastava et al 也研

究了HCV核心蛋白的表达对MAPKK蛋白激酶活性的

影响. 细胞受到TNFα的刺激后30-60 min MAPKK激
酶活性开始出现. 表达HCV核心蛋白的细胞系 已经

具备了较高的基础水平的MAPKK蛋白激酶活性 再用

TNFα进行诱导之后  MAPKK激酶活性没有进一步的
升高. 说明HCV核心蛋白的表达对于MAPKK激酶活性

具有显著的激活作用[51-54].

        上述HCV核心蛋白对于转录因子的活性调节具有

十分重要的意义 因为NF-κB AP-1 JNK和MAPKK
在肝细胞中具有十分广泛而且重要的调节作用. 因此

HCV核心蛋白的表达对于上述4种转录因子蛋白或蛋

白激酶活性具有调节作用 说明HCV核心蛋白的表达

可以通过对于这些调节因子的作用 对于HCV感染的

肝细胞产生十分广泛的作用[55-56].

       HCV核心蛋白对肝细胞中2 5 -寡腺苷酸合

成酶(2 5 -AS)基因转录水平具有激活作用. 病原

体侵入人体之后 通过其自身的一些成分 抑制宿主细

胞中的防御机制和抗病原体的机制 有利于感染的形

成和病原体的持续存在 这是人与病原体长期共存形

成的一种机制 几乎是一个普遍的规律. 虽然2 5 -

AS 是干扰素 α(IFNα)诱导的主要的抗病毒蛋白类型
但是发现HCV核心蛋白对于2 5 -AS的基因转录活

性具有显著的诱导作用. 在报告基因表达载体的构建和

肝细胞转染实验研究中 Naganuma et al发现HCV核心

蛋白的表达对干扰素刺激的应答元件(ISRE)信号转导途

径具有显著的影响. 不同基因型的HCV核心蛋白对于

2 5 -AS 基因启动子的转录活性均具有显著的激

活作用 但是HCV 的E1 E2 NS5A 等结构和非结

构蛋白对于肝细胞中的 2 5 -AS 基因启动子转

录活性没有显著影响. 在PH5CH8细胞系受到500 U/ML

的 IFNα 的刺激之后 2 5 -AS 基因启动子转
录活性提高约6倍 当 IFNα的剂量达到1000 U/ML
时 PH5CH8 细胞不再生长 而且出现形态学改变.

IFNα的刺激 2 5 -AS 基因启动子转录活性的作
用在6-12 h出现. 在其他类型的肝癌细胞系如HepG2

PLC/PRF/5中也得到了相似的结果. HCV核心蛋白编码

基因的反义RNA表达载体的共转染实验研究表明 反

义RNA可以抑制HCV核心蛋白基因诱导的2 5 -

AS基因启动子转录活性[57-60].

4   丙型肝炎病毒非结构蛋白3对肝细胞基因组转录调

节的影响

HCV持续感染的形成有赖于HCV对于机体的免疫防御

系统的抑制作用. Foy et al [61]的研究发现HCV NS3/4A丝

氨酸蛋白酶对于干扰素调节因子-3(interferon regulatory

factor-3 IRF-3)的磷酸化和功能的影响. NS3/4A蛋白

酶结构位点的突变或者应用其蛋白酶活性的抑制剂即

可以逆转其对于IRF-3的抑制作用. 另外 IRF-3的显

负性突变体或者具有持续表达活性的 IRF-3 突变体

分别具有增强或抑制 HCV RNA 复制的作用. 因此

NS3/4A蛋白酶代表了一种重要的抗HCV NS3蛋白酶的

重要的治疗靶点. 重新恢复IRF-3 的表达活性可能是控

制HCV感染的重要途径之一.

        He et al [62]研究了羧基末端截短型NS3蛋白突变体

在肝细胞肿瘤形成过程中的作用. 以这种截短型NS3蛋

白的表达载体转染QSG7701 细胞系 以G418进行筛

选之后 以免疫细胞化学技术和聚合酶链反应(PCR)技

术证实NS3基因的表达. 对于转染之后的细胞的增生能

力 非接触式生长能力以及在裸小鼠体内形成肿瘤的

能力进行研究. 发现在转染的细胞质中有高水平的HCV

NS3 蛋白的表达 发现转染细胞的生长能力显著提

高 不仅可以称非接触式生长 而且在接种裸小鼠之

后的第 15 d可以形成肿瘤. 肿瘤组织中的c-myc蛋白表

达水平也显著增多. 认为羧基末端截短型的HCV NS3具

有显著的恶性转化作用 而且这种转化作用可能与 c-

myc的表达水平升高有关[63-65].

        HCV NS3蛋白在细胞增生和细胞凋亡的调节中也具

有十分重要的作用. 但是 长期以来这种调节作用的具

体机制不十分清楚. Kwun et al [66]发现NS3蛋白特异性

抑制肿瘤抑制基因 p21 基因启动子的转录表达活性

而且是剂量依赖性的特点. NS3蛋白的这一特点不是细

胞类型特异性的 而且与核心蛋白之间也没有协同作

用. NS3蛋白的这种抑制作用是p53依赖性的 因为当

p21基因启动子序列中的p53结合位点缺失突变之后

NS3 蛋白对于p21 启动子转录活性的抑制作用完全消

失. 另外 p21启动子序列中的p53 结合位点足以介导



NS3 对于p21启动子转录活性的抑制作用. 表明NS3抑

制p21启动子转录活性主要是通过对p53活性的调节实

现的. NS3蛋白对于p21启动子转录活性的抑制作用的

结构位点位于蛋白酶活性位点 但是NS3蛋白的酶学活

性并不是其抑制p21启动子转录活性所必需的. NS3蛋白

对于p53基因的转录水平和蛋白的稳定性没有影响 表

明NS3蛋白通过与p53蛋白之间的相互作用机制来抑制

p21的启动子转录活性. 表达NS3的细胞的生长速度是母

本细胞的2倍 说明NS3蛋白对于p21启动子转录活性

的抑制结果造成了细胞增生速度的加快[67-68].

5   丙型肝炎病毒非结构蛋白5A对肝细胞基因组转录

调节的影响

HCV NS5A蛋白的生物学功能目前还不十分清楚 但

是近几年来发现HCV NS5A蛋白与HCV感染后的IFNα
抗性机制有关. 甚至在NS5A的编码基因区还鉴定出一

段所谓的IFNα敏感决定区(ISDR) 近年来分子生物学
机制的研究表明 NS5A蛋白与IFNα抗性有关的分子
生物学机制 可能是NS5A对于双链RNA激活蛋白激酶

(PKR)的活性调节有关. 利用酵母双杂交技术发现NS5A

蛋白与PKR蛋白结合 NS5A蛋白与PKR结合的位点恰

好位于PKR的二聚体形成的位点 即244-296 aa序列

结构. 因此 NS5A蛋白对于PKR蛋白激酶活性的干扰

机制 至少部分是通过干扰PKR二聚体的形成来实现

的. 也是通过酵母双杂交技术证实 与PKR结合的NS5A

结构 与ISDR区相重叠. 但是也注意到 NS5A的ISDR

区是NS5A蛋白与PKR结合的先决条件 但不是全部条

件. 临床上注意到HCV对于 IFNα疗效的差别 而且
部分患者归结于NS5A 蛋白序列的差别. 研究结果表

明 来源于 IFNα不同敏感性的患者的HCV NS5A 的
ISDR 序列不同 这种序列的差别 也影响到相应的

NS5A 蛋白与PKR 蛋白之间的结合能力. 如果能够与

PKR蛋白结合的NS5A蛋白的 ISDR区发生突变 那么

就会严重影响NS5A-PKR蛋白之间的结合能力. 不只是

与PKR蛋白之间的结合能力受到影响 NS5A蛋白的

ISDR区的序列改变 可以导致NS5A蛋白的生物学功

能的丧失. 野生型的NS5A蛋白与PKR结合以后 PKR

功能受到影响 表现在 eIF-2α 磷酸化水平的降低
从而导致蛋白合成水平升高 细胞生长能力增加. 在

ISDR区进行多个位点的基因突变之后 严重影响其与

PKR蛋白之间的结合 并导致功能的丧失. 在酵母细胞

中如此 在哺乳动物细胞中的研究结果也是如此[69-72].

        HCV NS5A蛋白对于肝细胞中的信号转导的影响

还包括改变细胞内钙离子的浓度 诱导氧化应激 激活

转录因子Stat3和NF-κB等. Gong et al利用EMSA技术
研究了NS5A蛋白对于细胞转录调节的影响. 研究的对

象包括NF-κB AP-1 Stat-3和Oct-1等. 结果表明
NS5A蛋白的表达可以激活NF-κB Stat-3. NS5A蛋白
对于Stat-3 的激活作用具有不寻常的意义 因为一般

情况下是白介素-6(IL-6) 表皮生长因子(EGF)等生长

因子能激活Stat-3的转录. 对于表达NS5A蛋白的细胞

中的Stat-3 蛋白的酪氨酸磷酸化状态进行研究 发现

NS5A蛋白可以激活Stat-3. 但是NS5A的缺失突变体却

不具备这样的功能. Gong et al用NF-κB识别的保守序
列的串联启动子的报告基因表达载体的构建和细胞转

染技术 研究了NS5A蛋白对于NF-κB依赖性的转录
调节机制[72-74].
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Abstract
AIM: To explore the relationship between mitochondrial
DNA (mtDNA) and gastric cancer by comparing the difference
of mtDNA copy number in gastric cancers and paracancerous
tissues.

METHODS: Hypervariable reigon (HV) 1 and HV2 of mito-
chondrial D-loop region from 20 cases of gastric cancer
and 20 paracancerous tissues were amplified by PCR;
meantime β-actin was served as a quantitative standard
marker, followed by polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE) and silver staining, in which the difference of mtDNA
copy number was compared between gastric cancers and
paracancerous tissues.

RESULTS: There existed significantly quantitative difference
in HV1, HV2 (standardized with β-actin) between gastric cancers
and paracancerous tissues (P <0.01). mtDNA copy number
was associated with important enzymes in nucleus such as
AKP, cAMP-PDE and cGMP-PDE (P <0.05), although not with
tumor histological type and invasive depth (P >0.05).

CONCLUSION: The occurrence of gastric cancer is closely
associated with decreased mtDNA copy number, which may
be a new tumor marker.

Han CB, Li F, Yang XF, Mao XY, Wu DY, Xin Y. Alterations of mtDNA
copy number in gastric carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12
(2):258-261

摘要

目的: 通过比较线粒体基因组(mitochondr ia l  DNA

mtDNA)拷贝数在胃癌和癌旁胃黏膜组织间的差异 阐述

mtDNA与胃癌发生的关系.

方法: PCR分别扩增胃癌组织和癌旁胃黏膜组织各20例共

40个样本的线粒体D-loop两个高变区HV1 (hypervariable

region)和HV2; 并以核基因组的β-actin作为定量标准物. 聚
丙烯酰胺凝胶电泳(polyacrylamide gel electrophoresis

PAGE)银染比较mtDNA拷贝数在癌和正常组织间的差异.

结果: HV1和HV2拷贝量(用β-actin标准化)在胃癌组织和癌
旁组织间有显著的差异(P <0.01); 其拷贝量与组织类型

癌组织浸润深度未发现有统计学联系(P >0.05); 而与核内一

些重要的酶: 碱性磷酸酶(AKP) 环腺苷酸磷酸二脂酶

(cAMP-PDE)和环鸟苷酸磷酸二脂酶(cGMP -PDE)表达有一

定关系(P <0.05).

结论: 胃癌的发生与胃上皮细胞内mtDNA量的减少有着密

切的关系. 有望成为一种新的肿瘤分子标志物.
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0   引言

胃癌是世界上最常见的肿瘤之一[1-10] 过度的亚硝酸

盐饮食和幽门螺旋杆菌感染等是胃癌发病的重要危险因

素[11]. 线粒体DNA(mitochondrial DNA mtDNA)与肿瘤的

发生可能有一定的关系[12]. mtDNA是一长为16 569 bp双

链闭环分子 编码并参与了氧化磷酸化和ATP生成所

必需的多肽. 线粒体内氧浓度很高 易产生自由基(free

radicals)及过氧化氢等活性氧簇(reactive oxygen species

ROS) 而线粒体本身又不能合成谷胱甘肽(glutathione)

将其有效去除 因此mtDNA 易受活性氧损伤[13] 再

之由于mtDNA缺乏组蛋白的保护以及线粒体内缺乏有

效的DNA损伤修复系统 因而mtDNA损伤要远高于

核基因组[14].

1   材料和方法

1.1 材料  胃癌组织和癌旁胃黏膜组织各20例共40个

样本取自于中国医科大学附属第一医院肿瘤科胃癌切

除术后冰冻标本. 按照WHO组织学分型: 乳头管状腺癌

3例 高分化和中分化腺癌共8例 低分化腺癌3例



未分化癌2例 黏液腺癌2例 印戒细胞癌2例; 按照

Lauren分型: 弥漫型胃癌11例 肠型胃癌9例. 浸润至深

肌层5例 浆膜下6例 透浆膜8例 黏膜下1例. 所有

胃癌组织标本经过酶组化和免疫组化染色分析.

1.2方法  胃组织30 mg剪碎匀浆30 s 用含有0.1 g/L

蛋白酶K和5 g/L SDS的 10 mmol/L Tris-HCl/0.1 mol/L

EDTA (pH7.4) 1 mL进行消化; DNA用体积比为25 24 1

的酚/氯仿/异丙醇抽提2次 氯仿/异丙醇(24 1) 1次;

再用1/10体积的3 mol/L乙酸钠(pH7.4)和2倍体积乙醇沉

淀 700 ml/L乙醇洗涤. 沉淀DNA重溶于50 µl 10 mmol/L
Tris-HCl/0.1 mmol/L EDTA(pH8.0). 紫外分光光度仪定量

后平衡DNA.

1.2.1 PCR扩增  以 D-loop上HV1 (hypervariable region)

和HV2的2个片断的拷贝数来衡量mtDNA拷贝数. 设计

的引物在HV区两侧保守区域内(12S rRNA和 tRNApro)

以避免由于引物区变异导致假阴性的结果.引物设计如

下 HV1: F15974 5 -ACTCCACCATTAGCACCCAA

A- 3 R16564 5 -TGATGTCTTATTTAAGGGGAAC

GT-3 ; HV2: F4 5 -CACAGGTCTATCACCCTATTAA

CCA-3 R628 5 -GCCCGTCTAAACATTTTCAGT

G625-3 . 同时为减少DNA模板量的差异给实验带来

的假阴性结果 扩增核内β-actin基因(引物F:5 -AAG
GGACTTCCTGTAACAATGCA-3 R:5 -CTGGAAC

GGTGAAGGTGACA-3 )作为内对照(定量标准物) 对

HV1 HV2扩增量即mtDNA拷贝量进行标准化. 在50 µl扩
增反应体系中包括总DNA 约50 ng 引物各0.5 mmol/L

每种dNTP各200 µmol/L 2.5 U Taq酶(TakaRa ExTaqTM).
PCR反应条件: 起始94  5 min; 接着94 变性 45 s

60  退火45 s 72 延伸1 min 30循环;  最后72 

继续延伸3 min. 模板和引物等的量要严格保持一致(稀

释后加入以减少实验的系统误差).

1.2.2 PAGE银染  将PCR产物进行聚丙烯酰胺凝胶电泳

(polyacrylamide gel electrophoresis PAGE): 浓缩胶3%

分离胶8% 加产物3 µl 和上样缓冲液2 µl 至胶孔内
8 mA等流电泳20 min 然后调至15 mA继续电泳30 min.

取下凝胶进行银染: 100 ml/L乙醇内固定5 min; 11.3/mL硝

酸5 min; 水洗1 min 2; 12 mmol/L硝酸银染色5 min 2;

水洗1min 2; 30 g/L碳酸钠 /0.5 ml/L甲醛显影液显影

数分钟; 100 ml/L乙酸后固定5 min; 30 ml/L甘油5 min;

封片保存 ChemiImager扫描; Image J软件对HV1 HV2
和标准物 β-actin 进行定量分析 计算HV1/β-actin
HV2 /β-actin比值.
        统计学处理  计量资料以 sx ± 表示 以SPSS11.0统
计软件包进行 t检验 ANOVA及相关系数 r检验. P <0.05

有差异 P <0.01 有显著性差异.

2   结果

2.1 胃癌组织mtDNA定量  在胃癌组织和癌旁胃黏膜

正常组织均能扩增出产量比较一致的核内管家基因 β-

actin. 癌旁组织都可以扩增出HV1和HV2 而癌组织则

呈现明显的弱带甚至无条带(图1 2) HV1和HV2扩增

量在癌组织和癌旁组织间存在着显著性差异(P <0.01

表 1) 即mtDNA在胃癌组织和癌旁组织间的拷贝量是

不同的 癌组织mtDNA明显降低. HV1与HV2呈强相

关(r =0.91 P <0.01). 说明单独由于HV1或HV2引起的

假阴性结果可能性非常小. mtDNA的拷贝量与胃癌WHO

组织学分型之间没有关系 也可能是由于样本量太少

以及选取的样本类型过于分散有关. 但按Lauren分型

定量结果同样没有统计学联系(P =0.086).

2.2 mtDNA定量与核内酶表达的关系  胃癌组织标本经

酶组化和免疫组化染色分析显示 碱性磷酸酶(alkaline

phosphatase AKP)表达 11 例: 亮氨酸氨基肽酶(Leu-

aminopeptidase LAP)表达 6例; 环腺苷酸磷酸二脂酶

(cyclic AMP phosphodiesterase cAMP-PDE)表达9例; 环

鸟苷酸磷酸二脂酶(cyclic GMP phosphodiesterase

cGMP-PDE)表达 6例. 结果显示mtDNA定量与AKP

cAMP-PDE 和cGMP-PDE有统计学联系(P <0.05 表1)

而与LAP无统计学联系(P >0.05).

表1  以mtDNA D-loop区HV1为代表mtDNA定量分析结果

组别 n HV
1
/β-actin P

组织性质

正常 22 2.51±0.29     <0.01

癌组织 22 0.99±0.16

Lauren’s

弥漫型  9 0.98±0.19     >0.05

肠型 11 1.02±0.25

浸润深度

深肌层  5 0.98±0.17     >0.05

浆膜下  6 1.09±0.13

透浆膜  8 0.95±0.11

AKP

_  9 0.83±0.10     <0.05

+~+++ 11 0.98±0.13

LAP

_ 14 0.90±0.13     >0.05

+~+++  6 0.91±0.18

cAMP-PDE

_ 11 0.78±0.10     <0.05

+~+++  9 0.97±0.18

cGMP-PDE

_ 14 0.80±0.17     <0.05

+~+++  6 1.09±0.20

AKP: 碱性磷酸酶; LAP: 亮氨酸氨基肽酶; cAMP-PDE: 环腺苷酸磷酸
二脂酶; cGMP-PDE: 环鸟苷酸磷酸二脂酶; P <0.05有统计学意义;
P <0.01 有显著意义.
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图 1  HV1区 PCR扩增PAGE银染结果 M: 100 bp Ladder Marker; N:
正常组织; C: 癌组织.

图2  HV2区 PCR扩增PAGE银染结果.

3   讨论

胃癌的发生与多个癌基因和抑癌基因改变有关[1-10] 但

确切的机制仍不十分清楚. 肿瘤的生物学特征不仅取决

于核内遗传物质 而且与核外的mtDNA也有一定的关

系. 线粒体基因组缺乏损伤修复系统 加之线粒体内氧

浓度很高易产生氧自由基 而其本身又不能合成谷胱

甘肽将其有效去除所以特别易遭受内源性损伤因子和

外源性致癌物质的攻击[15-16]. 线粒体内脂肪/DNA的比值

很高 使具有嗜脂性的致癌物优先在占细胞总DNA量

很少的mtDNA上聚集[17]; mtDNA缺乏组蛋白的保护 即

是裸露的[18]. 因此mtDNA是致癌物作用的重要靶点 其

损伤程度和突变率显著高于核DNA(大约10倍于核)[19].

      mtDNA 非编码D-loop 区和高变区(hypervariable

region HV)是mtDNA与线粒体内膜相结合的区域 不

仅暴露于脂质过氧化物 而且其本身的三链结构对氧化

损伤也高度敏感 因此该区更易遭受ROS 的破坏[20].

Chomyn et al [21]认为mtDNA对细胞凋亡启动并不是必需

的 但却会影响其发生的速率 原因是mtDNA的减少

或损伤增多会导致ROS产生量增加.

         细胞癌变的本质是增生不再受控制并呈现不同程度

的去分化. cAMP 和 cGMP 在调节细胞增生与分化这对

矛盾中起着重要作用. cPDE是降解cAMP和cGMP的关

键酶 其活性变化直接影响cAMP和cGMP的代谢进而

影响细胞的增生与分化[22-24]. 本研究组在以往的研究中

发现cAMP-PDE的表达与胃癌的病理生物学行为有一

定的关系. 现研究表明 特异性cPDE抑制剂可以诱导

慢性淋巴细胞白血病(CLL)细胞凋亡 并且与cAMP水

平成剂量依赖性[25-26]. 哈利普兰(rolipram)是 cPDE4抑制

剂 弗司扣林(forskolin)是腺苷酸环化酶(adenylate

cyclase)激活剂 Moon et al [27]认为二者诱导CLL细胞凋

亡可能是通过激活蛋白磷酸酶2A (protein phosphatase

2A PP2A) 诱导Bcl-2家族成员Bad去磷酸化 使

之转位至线粒体外膜电压依赖性离子通道(voltage dependent

anion channel VDAC)处 在Bax等的共同作用下使线

粒体膜去极化 通过VDAC释放细胞色素c (cytochrome c

cyt-c) 进而激活 caspase-9 和 caspase-3. 由此可见

cPDE等所引起的核内一系列分子学改变影响了核外线

粒体膜的通透性 以至于细胞凋亡发生[28-31]. 这势必会

对线粒体内的遗传物质的稳定性产生一定影响. 各种凋

亡刺激因子直接或间接造成ROS产生增加 ROS不仅

会直接损伤mtDNA 尤其是D-loop 复制区 导致其

复制效率下降; 而且促进开启的VDAC通道进一步打

开 释放凋亡促进因子cyt-c AIF 和 Smac/Diablo等.

此外 一些类型胃癌从功能分化上不但产生黏液 而且

还不同程度表达小肠吸收细胞标志酶(如AKP和LAP)

有助于水解癌周间质并向周围正常组织浸润性生长

是胃癌功能分化的重要标志酶. AKP和(或)LAP阳性而

无黏液分泌的胃癌功能分类属于 吸收功能分化型

主要包括高分化的乳头状腺癌和管状腺癌; 而AKP和

LAP阴性有黏液分泌的胃癌功能分类属于 黏液分泌

功能分化型 主要包括黏液腺癌和一些未分化型胃癌.

本项研究结果显示AKP阳性胃癌 其mtDNA拷贝数

高于AKP阴性胃癌(P <0.05) 分析可能是分化程度低

的胃癌mtDNA的受损程度更大 所以拷贝数相对较低.

mtDNA定量与AKP cAMP-PDE 和 cGMP -PDE有统

计学联系 进一步证实核内遗传物质或信号分子的改

变对核外线粒体基因组有一定的影响 为进一步研究

其在疾病发生方面如何作用提供依据.

       胃癌组织与正常胃黏膜mtDNA定量存在显著差异

mtDNA定量有望成为一种新的肿瘤分子标志物 但仍

处于探索阶段 具体的机制还有待于进一步研究.
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Abstract
AIM: To explore the relationship between p21ras, c-erbB-
2, p53 protein expression and TCM syndrome in gastric
precancerous lesions (GPL).

METHODS: Forty cases with endosmotically and patho-
logically confirmed GPL were studied, including 24 cases
of moderate dysplasia of gastric mucosa, 9 cases of severe
dysplasia, 7 cases of incomplete colonic intestinal
metaplasia. By the differential diagnosis of TCM, pi-wei
deficiency of Qi and Yin associated stagnation of Qi, stomach-
heat, and blood stasis were 10,12 and 18 cases respectively.
Expression of p21ras, c-erbB-2 and p53 proteins was de-
tected by the LSAB immunohistochemical method.

RESULTS: Overexpression of p21ras, c-erbB-2 and p53 pro-
teins was found in GPL, and gradually increased with the
progress of lesions; but among gastric mucosa of the
mederate, severe dysphasia and incomplete colonic intesti-
nal metaplasia, there are no differences in the expression
of the genes (P >0.05). Among the differential associated
symptoms and signs, the expression of p21ras and p53
oncogene proteins was the blood stasis > stomach-heat
and Qi stagnation (P  <0.01), and the expression of c-
erbB-2 oncogene protein was the blood stasis and stom-
ach-heat >Qi stagnation(P <0.05).

CONCLUSION: Overexpression of p21ras, c-erbB-2 and p53

proteins is found in GPL. The expression is related with
the differentially associated symptoms and signs.

Hu L, Lao SX. Relationship between expression of p21ras, c-erbB-2 and
p53 and TCM syndrome in gastric precancerous lesions. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(2):262-265

摘要

目的: 观察胃癌癌前病变p21ras c-erbB-2 p53 癌基因

蛋白表达与中医证候的关系.

方法: 经胃镜及病理证实为胃癌癌前病变的病例共40例

其中中度异型增生24例 重度异型增生9例 不完全性

结肠化生7例; 中医辨证属脾胃气阴两虚兼气滞者10例

兼胃热者12例 兼血瘀者18例. 所有胃黏膜活检标本采用

抗生蛋白链菌素 - 生物素免疫组织化学标记的方法作

p21ras c-erbB-2 p53 表达的检测.

结果: p21ras c-erbB-2 p53 在胃癌癌前病变中有过表

达 且其表达随着病变的进展而升高 但中 重度异型增

生及不完全性结肠上皮化生胃黏膜之间的表达差异无显著

性(P >0. 05). 在不同的兼证中 p21ras p53 的表达兼血

瘀者大于兼胃热 气滞者(P <0.01) c-erbB-2的表达兼

血瘀 胃热者大于兼气滞者(P <0.05).

结论: p21ras c-erbB-2 p53 癌基因蛋白在胃癌癌前病

变中有过表达 其表达与不同中医兼证有关 可能有一定

的证候特异性.

胡玲, 劳绍贤. 胃癌前病变p21ras, c-erbB-2, p53表达与中医证候的关系.
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0   引言

胃癌癌前病变(gastric precancerous lesions  GPL)指胃黏

膜中重度异型增生和 / 或不完全性结肠化生 p21 ras

c-erbB-2 p53 等癌基因异常表达与GPL的发生密切

相关[1-14]. 中药治疗不仅能使GPL患者的临床症状得到

缓解 而且也能在一定程度上下调GPL组织中相关癌

基因蛋白的过表达[15-27]. 但不论是各基因蛋白在GPL组

织中不同病理改变的异常表达 还是中药对各相关癌

基因蛋白的调控作用均存在着一定的差异. 中医认为

GPL是以脾胃气阴两虚为本 或兼气滞 血瘀 热毒为

标虚实夹杂的综合征候群 癌基因异常表达在GPL组



织中存在着一定的差异是否提示GPL组织中相关癌基

因蛋白的表达可能具有一定的证候特异性?为此 我们

在临床治疗取得一定疗效的基础上 对GPL 组织中

p21ras c-erbB-2 p53 癌基因蛋白表达与GPL 证候

的关系进行探讨.

1   材料和方法

1.1 材料  所有病例均于胃镜下胃窦部活检取材 采用

四点法 作HE病理染色确认属于胃黏膜中重度异型增

生者 若为肠上皮化生胃黏膜尚需进一步采用HID-

ABpH2. 5-PAS法作黏液组织化学染色以确认属于不完

全性结肠化生者; 然后再结合临床的中医辨证 符合诊

断者纳入. 心 肝 肾功能明显异常 病理诊断已属癌

变者不列入本研究. 中医辨证诊断按照 中药新药临床

研究指导原则第一辑. 1993:88 108 拟定 具体如下.

气阴两虚主症: 胃脘痞满; 堵闷不舒 食后加重; 舌质胖

嫩 或有齿印; 色淡红; 苔薄白或少苔; 脉沉细或濡缓. 次

证: 神疲乏力; 少气懒言; 自汗; 口干少饮; 形体消瘦. 凡具

备上述主症2项(其中舌象或脉象必备一项) 加次症2

项即可诊断. 兼气滞症: 胃脘胀满不适; 胀痛连胁; 嗳气

频作; 反酸或嘈杂; 脉弦. 兼血瘀症: 久痛不已; 痛有定处;

刺痛; 舌质暗或有瘀斑或瘀点. 兼胃热症: 口干口苦; 大

便干结; 舌苔黄. 具备以上兼症中任何两项即为兼有该兼

症. 随机双盲法收集GPL病例共40例 包括中度异型增

生24例 重度9例 不完全性结肠化生7例; 男 32例

女8例; 中医辨证兼气滞症10例 兼胃热症12例 兼

血瘀症18例. 平均年龄52. ±11岁; 病程小于5 a者24例
5-10 a 者 13例 大于10 a 者 3例.

1.2 方法  采用抗生蛋白链菌素-生物素免疫组织化学标

记的方法(labeled streptavidin biotin method LSAB). 鼠抗

人p21 ras单克隆抗体 兔抗人 c-erbB-2 癌基因蛋白

鼠抗人p53蛋白(DO-7)及LSAB试剂盒均为丹麦DAKO

产品; DAB 为福建迈新公司产品. 用PBS替代一抗作阴

性对照 已知的阳性片作阳性对照 阳性示棕黄色均细

颗粒 p21ras及c-erbB-2位于胞质 p53位于胞核.

        统计学处理  采用SPSS10. 0统计分析软件包进行χ2

检验及 χ2分割检验

2   结果

2.1 GPL中各癌基因蛋白的表达  p21ras c-erbB-2表达

主要定位于胞质(图1 2) 部分以腺腔缘明显(图3); p53

表达主要位于胞核(图 4 ) 但少量也表达在胞质.

p21ras c-erbB-2及 p53表达均随着病变的进展而逐渐

增加 但中重度异型增生及不完全性结肠化生之间未

见显著性差异 P >0.05 见表 1.

2.2 不同兼症中癌基因的表达  本组GPL病例中不同中

医兼症p21ras c-erbB-2 及 p53 均有过表达 从脾胃

气阴两虚兼气滞 兼胃热 兼血瘀 各癌基因的表达

逐渐增加 见表2.

图1  重度异型增生胃黏膜胞质p21ras强阳性 LSAB×400

图2  中度异型增生胃黏膜胞质c-erbB-2阳性  LSAB×400

图3  不完全性结肠化生胃黏膜胞质c-erbB-2阳性  LSAB×400

图4  重度异型增生胃黏膜胞核p53强阳性  LSAB×400

表1  GPL组织p21ras, c-erbB-2及p53表达情况(%)

病变  n           p21ras  c-erbB-2  p53

中度异型增生 24 45.8 50.0 37.5

重度异型增生   9 66.7 77.8 44.4

不完全性结肠上皮化生   7 28.6 42.8 14.3
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表2  胃癌癌前病变不同兼症p21ras, c-erbB-2及p53表达情况(%)

中医兼症  n           p21ras        c-erbB-2             p53

气滞 10 20.0 20.0 10.0

胃热 12            33.33 50.0a            16.67

血瘀 18 72.2b            77.78a 61.1d

aP <0.05, χ2 : 4.85 vs 气滞; bP <0.01, χ2: 8. 02 vs 气滞 胃热; dP <0.01,χ2:
9.8 vs 气滞 胃热.

3   讨论

p21ras是c-Ha-ras 癌基因的蛋白产物 为增生和分化

受体介导信号传导途径中的重要组成部分. 研究表明

p21ras在翻译和转录水平的过表达并不局限于胃黏膜的

恶性病变 而是在异型增生阶段即出现 且随着病变

的加重而表达逐渐增加 其在一定水平持续过度表达

与肿瘤的启动有关[28-29]. c-erbB-2癌基因定位于染色体

17q21 具有酪氨酸蛋白激酶活性. 研究发现 胃黏膜

异型增生中c-erbB-2癌基因蛋白的表达随着病变的进

展呈上升趋势 至重度异型增生达顶峰[30-31]. p53 抑癌

基因位于染色体17p13.1 编码393 个氨基酸残基的胞

核磷蛋白 是维持正常细胞生长和分裂的负调节因子

可因不同位点的突变或等位基因的缺失而失活. p53基

因的点突变和过表达不仅存在于胃癌各临床分期 而

且可发生于癌变前的不同阶段 在肠化生 特别是不完

全性结肠化生和异型增生阶段也有较高的检出率[32-36].

上述研究为p21 ras c-erbB-2 p53 癌基因过表达均

可发生在GPL阶段提供了强有力的证据. 尽管如此 现

代医学在针对GPL的治疗却未见明显的突破 追踪随

访仍为预防的主要措施 一旦伴有胃黏膜重度异型增

生有癌变倾向时则考虑行外科手术治疗.

    GPL 属于中医 痞满 胃脘痛 之范畴 临

床以胃脘痞满 痛或不痛 纳呆食少 大便不正常为主

要表现. 通过国家 八五 攻关对GPL 进行临床和实

验的系统研究以来 已较一致地认为GPL是以脾胃气

阴两虚为本 兼有气滞 或胃热 或血瘀的本虚标实之

证; 因虚挟邪 因实致虚是其主要的病机转化规律[37].

大量的研究也表明 中药治疗不仅能使GPL患者的临

床症状缓解 而且也在一定程度上使GPL组织中相关

癌基因蛋白的异常表达得到改善[15-27]. 但不论是各相关

基因蛋白在GPL组织中不同病理改变的异常表达 还

是中药对之的调控作用均存在着一定的差异. GPL中这

种基因表达的差异是否与不同兼症有关?各兼症之间的

转化 又是如何形成的 基于此 我们进行了初浅的探

讨. 结果表明 本组研究病例中 p21 ras c-erbB-2

及 p53 有过表达 并随着病变的进展而表达逐渐增

加 与文献[1-14,  28-37]报道相符. 不同中医兼症

中 上述各癌基因蛋白的表达均以兼血瘀者最高 兼胃

热者次之 兼气滞者最低 提示p21ras c-erbB2及p53

的表达与GPL的不同兼症呈平行关系. 从中医的角度

看 GPL的三种兼症中 以兼气滞症者病情最轻 兼

胃热者较重 兼血瘀者最重 即所谓的病久入络. 上

述研究结果提示 GPL组织中p21ras c-erbB-2及 p53

表达与中医对GPL的认识是相吻合的 GPL不同中医

兼症与胃黏膜组织中上述相关癌基因的表达有一定的

相关性;  推测 GPL 兼症间的转化 其病理基础与

p21ras c-erbB-2及 p53表达也可能有一定的联系. 通

过对GPL中医分型与基因表达相关性的研究 一方面

可为揭示GPL证型的客观化开辟了一条新的途径; 同

时 确立GPL的中医分型对GPL辨证论治的客观化

为深入研究其病理实质及相关药物的作用机制又提供

了必要的前提条件.
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Abstract
AIM: To analyze the factors influencing lymph node me-
tastasis in gastric cancer and to screen the indicators that
could predict more exactly the extent of lymph node me-
tastasis before surgery.

METHODS: The mRNA expression of heparanase, MMP-7,
VEGF-C, S100A4, hRad17, hTERT, CDH1, KAI1 and nm23H1
genes were examined in 62 gastric cancer tissues by re-
verse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR).
In combination with clinicopathological features, univariate
and multivariate analyses were carried out in order to screen
the factors affecting lymph node metastasis of gastric
carcinoma.

RESULTS: All the genes above were expressed more or
less in gastric cancer tissues. With regard to the positive
rate, S100A4 and hTERT were the highest (both 96.8%)
and CDH1 was the lowest (64.5%). Multivariate analysis
with binary logistic regression showed that lymphatic invasion
and heparanase mRNA expression were independent factors
that judged whether there was lymph node metastasis,
and the odds ratios [Exp (B)] were 21.137 (95% CI 2.115-
211.211) and 9.768 (95% CI 1.582-60.300) respectively.
When predicting the extent of the lymph node metastasis

(the number of lymph node metastasis of no more than 6
was regarded as the fewer and lighter; no less than 7 as
the more and heavier), MMP-7, hTERT and CDH1 genes
mRNA expression and Lauren type of carcinoma were the
independent factors (P =0.037, 0.009, 0.021 and 0.012
respectively), Exp (B) was 8.046, 9.159, 0.087 and 10.068
respectively. The area of serosa involvement was also an
important factor.

CONCLUSION: Heparanase mRNA expression and lym-
phatic invasion of gastric cancer tissue correlate with lymph
node metastasis positively. The degree of lymph node me-
tastasis is more serious in patients with diffusive histo-
logical type, area of serosa involvement more than 20 cm2

and MMP-7, hTERT mRNA overexpression, and CDH1 loss
of expression in gastric cancer. Above examinations before
surgery are indicated to arrive at an optimum treatment
scheme.

Huang BJ, Xu HM, Zhao YJ, Wang TJ, Tian DT, Chen JQ. Multivariate
analysis of predicting lymph node metastasis in gastric cancer. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(2):266-270

摘要

目的: 通过对影响胃癌淋巴结转移因素的分析 探讨较准

确预测胃癌有无淋巴结转移及其程度的标志.

方法: 采用RT-PCR技术检测62例胃癌患者原发癌组织中

Heparanase MMP-7 VEGF-C S100A4 hRad17

hTERT CDH1 KAI1和nm23H1基因的mRNA表达 结

合系统的临床病理检查指标 运用Binary Logistic regression

进行多因素分析 寻找影响胃癌淋巴结转移的客观标志.

结果: 上述基因在胃癌组织中均有不同程度表达 其中

S100A4和hTERT阳性率最高(96.8%) CDH1表达阳性率

最低(64.5%). 多因素分析表明淋巴管癌栓(P =0.009)和

Heparanase表达(P =0.014)是判断有无淋巴结转移的独立因

素 相对危险度分别为21.137 和 9.768. 在预测胃癌淋巴

结转移程度上(小于或等于6个为轻度转移 大于或等于7

个为重度转移) Lauren分型和MMP-7 hTERT CDH1

基因表达是独立因素(P =0.012 0.037 0.009 0.021)

其相对危险度分别为10.068 8.046 9.159 0.087 浆膜

受侵面积亦是重要的影响因素.

结论: 胃癌组织中Heparanase 高表达 淋巴管癌栓阳性

者 有淋巴结转移的可能性较大; 而组织学为弥漫型 浆

膜受侵面积大于20 cm2 原发癌灶中MMP-7 hTERT

高表达 CDH1低表达者 淋巴结转移程度相对较重. 术前

检测上述基因mRNA表达并确定Lauren分型 术中结合
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0   引言

胃癌是我国人群中发病率和死亡率均占第一位的恶性

肿瘤 转移扩散是影响预后的首要原因[1-6]. 近年来对
胃癌侵袭 转移分子机制的研究日趋深入[7-11] 以期

寻求新的有效治疗措施 然而外科手术仍为其主要的
治疗手段 合理的淋巴结清除是手术治疗成功的关键

之一[12]. 但目前尚缺乏客观 有效的判定淋巴结转移及
其程度的术前指标. 因此 从分子水平深入研究胃癌淋

巴结转移规律 寻找预测胃癌淋巴结转移的客观标志
具有重要临床价值. 文献[13-15]报道 Heparanase

MMP-7[3, 16] VEGF-C[17-19] S100A4[20] hRad17[21-22]

hTERT[10-11, 23] CDH1[4-5, 24] KAI1[25]和nm23H1[7, 26]基

因的表达变化分别与不同肿瘤转移关系密切 尤与淋
巴结转移关系密切 但多为单个或几个基因的研究分

析 尚有一定局限性. 我们运用RT-PCR技术 同时 并
行检测多个相关基因在胃癌组织中的表达 结合临床

病理特征 进行多因素分析 寻找影响胃癌淋巴结转移

更加客观的指标 以期术前做出较为准确的预测.

1   材料和方法

1.1 材料  2001-09/2002-09中国医科大学附属第一医院

肿瘤外科胃癌患者62例 其中男41例 女21例 年

龄28-77(58 1.7)岁 术前均未经化 放疗. 取新鲜

癌组织置液氮中速冻30 min后 -80 深低温冰箱冻

存 其余标本行系统病理检查.

1.2 方法  按说明书用Trizol试剂(Invitrogen公司)提取癌组

织总RNA 并用紫外分光光度计定量 测纯度. 取A260/

A280 1.80的标本 采用AMV酶反转录试剂盒(Promega

公司)合成第一链cDNA 以1 µg总RNA为模板 Oligo
(dT)18为引物 42 反应 1 h. 利用Primer Premier5 软

件设计Heparanase MMP-7 VEGF-C S100A4

hRad17 hTERT CDH1 KAI1 nm23H1及GAPDH

和 beta actin 基因RT-PCR引物 分别将上 下游引

物设计在不同外显子上 并将引物Tm值设在55 

以保证扩增条件的一致性. 具体序列 产物长度及定位

见表1. 分别取cDNA溶液4 µL进行PCR扩增 94 变
性4 min 经30个循环(94  35 s 58  45 s 72 

60 s) 72 延伸7 min. 反应体系为: MgCl2 1.5 mmol/L

dNTP 200 µmol/L 引物各0.5 µmol/L Taq DNA聚合
酶(华美公司)1.2 MU/20 L. 取各基因扩增产物4 µL进行
梯度聚丙烯酰胺凝胶电泳(30 g/L浓缩胶和80 g/L分离

胶) 银染色检测结果 干燥后扫描图片存图 详细步

骤参见文献[22]. 应用Chemi Imager 5500自动电泳凝胶

成像分析仪测定各基因扩增条带的灰度值(A) 计算各

基因mRNA表达指数(I) I=A基因 /Aactin B 因beta actin

在不同组织中表达量相对恒定 银染后扩增条带为黑

色 而该系统检测灰度值时 条带越暗(即产量越高)值

越低 故表达指数与各基因mRNA在不同组织中的含量

呈负相关关系.

        统计学处理  胃癌淋巴结转移单因素分析采用χ2检
验(fisher s exact test) 多因素分析采用Binary Logistic

regression model 以 P <0.05 为差异具有显著性 以

上分析均用SPSS10.0软件完成.

2   结果

2.1 胃癌组织不同基因的表达  S100A4和hTERT表达阳

性率最高(96.8%) 其次为hRad17(91.9%) KAI1(91.9%)

Heparanase (88.7%) MMP-7(86.0%) nm23H1(80.6%)和

VEGF-C(70.0%) 而CDH1表达阳性率最低(64.5%). 图 1

表1  各基因RT-PCR 引物 产物长度及扩增条件

        引物

基因           产物长度            产物定位

     正义        反义

hTERT 5 -ggcgacatggagaacaagc-3 5 -aggtgagactggctctgatgg-3 340 bp 9-12exon

VEGF-C 5 -gaggctggcaacataacaga-3 5 -ccttgagagagaggcactgt-3 321 bp 2-4exon

hRad17 5 -aaaatcaagaggtccaag-3 5 -cctgagtaaagagcgtgt-3 335 bp 11-14exon

S100A4 5 -cctggatgtgatggtgtc-3 5 -tcttcctgggctgcttat-3 278 bp 1-2exon

heparanase 5 -agaaagacggctaagatg-3 5 -atagggtaaccgcaagta-3 588 bp 8-11exon

MMP-7 5 -agatgtggagtgccagatgt-3 5 -tagactgctaccatccgtcc-3 358 bp 1-3exon

KAI1 5 -agcctgtatcaaagtcaccaa-3 5 -gcagaagcccttcctcaca-3 571 bp 2-7exon

CDH1 5 -ccccataccagaacctcg-3 5 -accgcttccttcatagtcaa-3 742 bp 12-16exon

nm23H1 5 -cgccttgtgggtctgaaa-3 5 -tgtggtctgccctcctgt-3 377 bp 2-5exon

Actin B 5 -gatgacccagatcatgtttg-3 5 -tggagttgaaggtagtttcg-3 491 bp 2-4exon

GAPDH 5 -cgaccactttgtcaagctca-3 5 -aggggtctacatggcaactg-3 227 bp 7-9exon

黄宝俊, 等. 胃癌淋巴结转移预测的多因素分析                                                                 267



为不同基因在同一患者胃癌组织中表达的RT-PCR电泳

图片 其中hTERT S100A4 Heparanase MMP-

7 KAI1 nm23H1 表达相对较强 而 VEGF-C

hRad17 CDH1表达相对较弱.

2.2 胃癌淋巴结转移的单因素分析  1997年国际抗癌联

盟(UICC)制定了胃癌新的TNM分期系统 将胃癌转移

淋巴结分级(pN)标准以转移淋巴结个数的量化指标为依

据分成pN0(0 个) pN1(1-6个) pN2(7-15个) pN3(15

个以上) 王振宁 et al [27]研究发现新TNM分期系统既显

示了与预后的一致性 又较好地反映了胃癌的生物学

行为 因此我们进一步将pN分级划为轻重两组: 小于

或等于6个为轻度转移 大于或等于7个为重度转移.

根据各基因的平均表达指数 将表达水平分为高 低

两组. 将基因表达高低及病理因素分别与淋巴结转移情

况进行单因素分析. 结果表明原发癌组织低分化 小结

节孤立型淋巴结 淋巴管癌栓阳性及Heparanase hTERT

高表达者 淋巴结转移阳性率增加 VEGF-C 高表达

亦与淋巴结转移呈正相关 但无统计学意义; 癌组织低

分化 Lauren分型为弥漫型 浆膜受侵面积大于20 cm2

小结节孤立型淋巴结者 MMP-7 VEGF-C hRad17

hTERT高表达和CDH1 KAI1低表达者 淋巴结转移程

度相对较重 转移数量多在7个以上 (表 2).

表2  胃癌淋巴结转移情况的单因素分析

           淋巴结转移                  淋巴结转移程度

相关因素

          阴性      阳性    χ2     P 轻 重      χ2     P

                     正常+反应 1          2   3   0

浆膜分型 结节 5       15 1.869 0.393 13   7 4.492 0.106

                  腱状+多彩弥漫 5       34 18 21

浆膜受侵 10 8       29 24 13

面积(cm2) 11-19 2       12   1.06 0.589   8   6    7.5 0.024

20 1       10   2   9

大体型 限局 3       12 0.069 0.793 11   4 2.733 0.098

浸润 8       39 23 24

生长方式      团块 +巢状 8       35 0.072 0.789 26 17 1.794   0.18

弥漫 3       16   8 11

分化程度          高 / 中 6       12 4.225   0.04 15   3 8.315 0.004

   低 5       39 19 25

Lauren分型 肠型 8       22 3.172 0.075 23   7            11.182 0.001

           弥漫型 3       29 11 21

侵透浆膜     - 8       34 0.152 0.697 26 16 2.625 0.105

    + 3       17   8 12

转移淋巴结  大结节融合 5       18 14   9

分型        小结节孤立 0       27            14.631 0.001   9 18            11.952 0.003

           一般型 6          6 11   1

淋巴管    -                   10       25 6.495 0.011 22 13 2.087 0.149

癌栓     + 1       26 12 15

MMP-7    低 6       24 0.203 0.652 22   8 8.028 0.005

   高 5       27 12 20

Heparanase    低 9       21 5.984 0.014 19 11 1.694 0.193

   高 2       30 15 17

S100A4    低 8       31 0.553 0.457 24 15   1.95 0.167

   高 3       20 10 13

VEGF-C    低            10       31 3.666 0.056 27 14   5.93 0.015

   高 1       20   7 14

hTERT    低 9       25   3.93 0.047 27   7            18.356        0.00 0018

   高 2       26   7 21

hRad17    低 7       31 0.031  0.86 25 13 4.753 0.029

   高 4       20   9 15

nm23H1    低 7       27 0.418 0.518 17 17 0.712 0.399

   高 4       24 17 11

KAI1    低 6       35 0.801 0.371 18 23 5.846 0.016

   高 5       16 16   5

CDH1    低 8       37           0.0 001   0.99 20 25   7.16 0.007

   高 3       14 14   3
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图1  不同基因在同一患者胃癌组织中的RT-PCR电泳图.

2.3 胃癌淋巴结转移的多因素分析  考虑存在混杂因素

的影响 进一步将有统计学意义的单因素结果进行二维

Logistic 回归分析. 结果显示淋巴管癌栓(P =0.009)和

Heparanase表达(P =0.014)是判断有无淋巴结转移的独立因

素 若淋巴管癌栓阳性或Heparanase高表达 则有淋巴

结转移的危险分别增加21.137和9.768倍. 而淋巴结转移程

度的分析结果表明: Lauren分型 MMP-7 hTERT 和CDH1

表达是独立预测因素(P =0.012 0.037 0.009 0.021)

若原发癌组织为弥漫型 MMP-7 hTERT CDH1高

表达者 其转移淋巴结数大于或等于7个的危险分别增加

10.068 8.046 9.159和 0.087倍. 其中浆膜受侵面积和

VEGF-C表达虽无统计学意义(P =0.052 0.118) 但也是较

重要的预测因素 其相对危险度分别为3.157和4.649 (表3).

表3  胃癌有无淋巴结转移及其程度的Logistic 回归分析

    95.0% CI for EXP(B)

淋巴结转移 相关系数( χ)        回归系数(b)         标准误(Sx)      统计量Wald值     显著性 P        相对危险度Exp(B)
Lower   Upper

淋巴管癌栓 3.051 1.174 6.794 0.009            21.137 2.115 211.211

有 Heparanase 2.279 0.929 6.022 0.014 9.768 1.582  60.300

无 hTERT 1.563 0.946 2.731 0.098 4.775 0.748  30.500

常数项            -4.511 1.846 5.968 0.015 0.011

浆膜受侵面积   1.15 0.592   3.77 0.052 3.157 0.989  10.074

程度 Lauren分型 2.309 0.915   6.37 0.012            10.068 1.675  60.504

MMP-7 2.085        1 4.348 0.037 8.046 1.133  57.123

VEGF-C 1.537 0.982 2.448 0.118 4.649 0.678  31.872

hTERT 2.215 0.852 6.756 0.009 9.159 1.724  48.652

CDH1           -2.444 1.063 5.291 0.021 0.087 0.011    0.697

常数项           -4.113 2.579 2.545 0.111 0.016

3   讨论

淋巴结转移 复发是影响胃癌预后的主要因素 而无转

移的淋巴结尚具有重要的免疫监视作用. 因此 术前 术

中准确判断淋巴结转移范围和程度 施行合理的淋巴结清

除术 对提高疗效具有十分重要意义. 目前影响胃癌淋巴

结转移因素的报道多停留在病理形态学水平 或仅涉及一

个(或几个)分子指标 且多应用免疫组化 原位杂交等检

测技术 术前应用受到一定的限制[1, 3-4, 6, 10, 13, 16, 18, 22, 24, 28-29].

为了使胃癌淋巴结清除范围更趋于合理 我们将病理

因素和基因表达相结合 从临床应用角度出发 在方法

和实验设计上做了改进. 采用RT-PCR技术 操作相对

简单 而且术前胃镜检查时即可获得标本; 所选指标均是

文献报道与肿瘤淋巴转移关系密切的基因 代表性强; 病

理因素与基因表达相结合 单因素与多因素序贯分析

结果更加全面 可靠; 引物设计时分别将上 下游引物

设计在不同外显子上 并将引物Tm值均设在55 

可保证扩增的真实性和条件的一致性 免去多个基因检

测需要多次PCR 的烦琐 便于临床推广应用.

       有无淋巴结转移的单因素分析发现 原发癌组织

低分化 淋巴管癌栓阳性 小结节孤立型转移淋巴结

及Heparanase hTERT高表达者 淋巴结转移阳性率

增加 这与文献[13-14, 23, 28]报道一致. 但经多因素

分析发现 只有淋巴管癌栓和Heparanase与淋巴结转移

呈正相关关系 淋巴管癌栓阳性者有淋巴结转移的风

险增加21.1倍 肝素酶高表达者淋巴结转移阳性的风险

增加9.7倍. 癌细胞首先要侵入淋巴管形成癌栓 而后

才能引流到区域淋巴结形成转移灶 因此淋巴管癌栓

阳性者有淋巴结转移的可能性显著增加. 肝素酶是一种

内切糖苷酶 能够降解细胞外基质和脉管基底膜的主

要成分硫酸肝素和硫酸肝素多糖 是癌细胞侵袭和转移

过程中的首要步骤. 肝素酶在正常组织中的表达严格限

于胎盘和淋巴源性器官 这是否影响其表达与胃癌淋巴

结转移特异性相关尚需进一步研究探讨. Takaoka et al [13]

研究发现在胃癌组织中肝素酶mRNA和蛋白质表达具

有一致性 因此检测肝素酶mRNA水平可以反应其蛋白

质的高低.

       淋巴结转移程度的单因素分析发现 癌组织低分

化 Lauren分型为弥漫型 浆膜受侵面积大于20 cm2

小结节孤立型淋巴结者 MMP-7 VEGF-C hRad17

hTERT高表达和CDH1 KAI1低表达者 淋巴结转移程

度相对较重. 而多因素分析发现 组织学类型 MMP-7

hTERT和CDH1表达是独立影响因素 相对危险度分
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别为10.068 8.046 9.159 和 0.087; 浆膜受侵面积亦

是较重要的影响因素(P =0.052) 可能与例数较少有

关. 浆膜受侵面积大于20 cm2者 往往病期较晚; 而组

织学为弥漫型者 癌细胞的生物学行为恶性度往往较

高 均体现出高转移潜能 我们认为浆膜受侵面积和

组织学类型是影响胃癌淋巴结转移程度较为确切的大体

指标. MMP-7能够降解 型胶原 蛋白多糖 laminin

elastin等 其与胃癌 结直肠癌 食管癌 胰腺癌 肺

癌转移关系密切[3, 16, 30]. 端粒酶活性增高与多种肿瘤的临

床病理因素及淋巴转移相关 人端粒酶催化亚基

(hTERT)在端粒酶表达中起决定性作用  hTERT基因表

达水平与端粒酶活性一致[10-11, 23]. E 钙黏附素(CDH1)与

连环素结合形成复合体介导同种细胞间黏附反应 研

究发现许多人类肿瘤中CDH1表达下调与淋巴结转移和

肿瘤侵袭性密切相关[4, 24]. 我们运用多因素分析筛选发现

MMP-7 hTERT和CDH1是影响胃癌淋巴结转移程度

的标志基因 我们还将进一步研究其相应蛋白质表达

与胃癌淋巴结转移程度的相关性 以期寻求新的有效

治疗靶点.

       总之 淋巴管癌栓和肝素酶是预测胃癌有无淋巴

结转移的特异性指标; MMP-7 hTERT CDH1和Lauren

分型 浆膜受侵面积是预测胃癌淋巴结转移严重程度

的敏感性指标. 由此推测肝素酶可能是在胃癌淋巴结转

移的始动阶段起重要作用 而MMP-7 hTERT和CDH1

是在胃癌淋巴结转移的加速阶段起重要作用. 术前RT-

PCR检测胃原发癌组织中上述基因mRNA表达并确定

Lauren分型 术中结合胃浆膜受侵面积 对制定治疗方

案有一定指导意义.
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Abstract
AIM: To construct a universal expression vector for human-
mouse chimeric Fab antibody and to use it for construction
and expression of human-mouse chimeric Fab antibody
against human hepatoma associated antigen HAb18G.

METHODS: Human IgG3 CH1 and Cκgenes were amplified
by PCR with specific primers and cloned into vector pComb3
to construct a human-mouse chimeric Fab antibody universal
expression vector pComb3C. Then, the Vκ and VH genes
of mAb HAb18 were amplified by PCR using specific primers
and cloned into the expression vector pComb3-cFab. After
gIII was cut away, the secretory expression vector
pComb3C/cFab containing chimeric Fab antibody gene of
HAb18 was constructed and transfected into competent E.Coli.
And then, the antibody induction expression by IPTG was
conducted. The locaeization of expression products was de-
tected by sandwich ELISA. Finally, The expression product
was purified by affinity chromatography and the antigen-bind-
ing specificity and affinity of the expression product were
tested by ELISA and immunofluorescence staining.

RESULTS: Human IgG3 CH1 and Cκ genes were correctly

inserted into vector pComb3 by nucleotide sequencing and
restriction endonucleases digestion, with the size of 324bp
and 333 bp, and chimeric Fab gene of mAb HAb18 was
successfully constructed and expressed in E.Coli. The
molecular mass of expression product was about 45 ku. It
was mainly located in the periplasm. The results of ELISA
and immunofluorescence staining showed that the expressed
chimeric Fab contained human antibody fragment and had
specific antigen-binding activity, and its affinity was about
10% of parental antibody HAb18.

CONCLUSION: We have successfully constructed a universal
expression vector for human-mouse chimeric Fab antibody.
Based on this result, a small molecule of chimeric Fab
antibody against human hepatoma is prepared, which lays
a foundation for its further application into diagnosis and
therapy of human hepatocellular carcinoma.

Xing JL, Yang XM, Zhang SH, Yao XY, Liang RA, Chen ZN. Construction
of a universal expression vector for human-mouse chimeric Fab antibody
and expression of chimeric Fab antibody against human hepatoma associ-
ated antigen HAb18G. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(2):271-275

摘要

目的: 构建一个在大肠杆菌中表达人鼠嵌合Fab抗体的通用

载体 并用于抗人肝癌相关抗原HAb18G人鼠嵌合Fab抗

体的表达.

方法: 利用特异引物PCR扩增人IgG3的CH1和Cκ基因
分别克隆到表达载体pComb3中 从而构建成人-鼠嵌合

Fab抗体的通用表达载体pComb3C. 然后将扩增的mAb

HAb18的VL和VH基因分别组装到通用表达载体中 酶切

去除g 片段后 连接成为HAb18嵌合Fab抗体的分泌型

表达载体pComb3C/cFab. 转化大肠杆菌后诱导其表达 通过

ELISA检测产物的表达和定位. 最后 利用亲合层析纯化表

达产物 进行SDS-PAGE电泳和Western-blot检测 同时采

用ELISA和免疫荧光法检测表达产物的亲和力和特异性.

结果: 测序及酶切鉴定表明 人IgG3的CH1和Cκ基因正
确插入到pComb3中 大小分别为324 bp和333 bp 同时

mAb HAb18的嵌合Fab基因也分别获得正确组装和表达.

表达产物的分子质量约为45 ku 主要位于周质腔中. 另外

ELISA和免疫荧光检测证实 表达产物含有人的抗体片段

并具有与相应抗原特异结合的活性 亲和力约为亲本抗体

的10%.

结论: 成功构建了人鼠嵌合Fab抗体的通用表达载体并制备

了抗人肝癌小分子嵌合Fab抗体 为其进一步在肝癌诊断
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0   引言

HAb18mAb为抗人肝细胞肝癌表面分子HAb18G/CD147

的特异性单克隆抗体[1-2] 具有较好的特异性和亲和力.

近年来 我们利用该mAb作为载体进行了肝癌的导向治

疗研究 其中I131标记HAb18 mAb的F(ab )2制备的第

二代肝癌放射免疫治疗剂已进入II期临床阶段[3-7]. 但鼠

源性抗体在患者体内可产生不同程度的人抗鼠抗体反应

(HAMA) 从而削弱其治疗的有效性 并对清除抗体的器

官产生毒性损害[8]. 另外 较大的抗体分子的组织穿透能

力较差 在血液和非瘤组织的清除较慢. 从而导致相对较

低的T/NT比值 因此应用受限[9]. 为了克服这些弊病

研制新一代低免疫原性高T/NT比值的基因工程抗体很

有必要. 我们在成功制备HAb18mAb鼠源Fab抗体的基础

上 对已构建好的Fab抗体进行了部分人源化改造 用

huCH1/huCL替换鼠源的mCH1/mCL 制备成嵌合Fab

片段 以期尽可能的减少人体内应用时可能引发的人

抗鼠抗体(HAMA)反应 便于实际应用 为进一步探讨

该型抗体在肝癌治疗中的应用奠定了良好的基础.

1   材料和方法

1.1 材料  含有人IgG3CH1及 κ轻链恒定区基因的载体
pComb3/HuFab 由本校生化教研室温博士惠赠. 含有

mAb HAb18(IgG1)Fd及全长轻链基因的T载体pMD18T-

Fd 和 pMD18T-L 由本中心构建并保存. 表达载体

pComb3及 E.coli感受态菌株JM109和XL1-blue 均为

本室制备保存. T载体 PCR试剂及限制性内切酶和连

接酶 均为大连宝生物公司产品. mAb HAb18 嵌合

IgG抗体 chHAb18及HRP-HAb18由本室自制. IPTG

FITC及HRP标记的羊抗人IgG购于华美公司. Protein G

亲合层析柱为美国安玛西亚的产品. 肝癌细胞株HHCC

由我中心培养保存. PCR引物由北京赛百盛公司合成

具体序列如下: MVHback5 -AAG TGA AGC TTC TCG

AGT CTG G-5 ; MVHfor5 - GGG GAT ATC TGC AGA

GAC AGT GAC -3 ; HuCH1back5 -GGG GCT CGA

GTT GAT ATC TCC ACC AAG GGC CCA TCG GTC-3 ;

HuCH1for5 -GCA TGT ACT AGT TTT GTC ACA AGA

TTT GGG -3 ; MVLback5 -CAGATGTGAGCTCAGTA

TTGTGATGACCCAGACTCC-3 ; MVLfor5 -GGG GTC

GAC GTT TTA TTT CCA ACT TTG T-3 ; HuCLback5 -

GTT CCG AGC TCA AGT CGA CCT GTG GCT GCA CCA

TCT GTC -3 ; HuCLfor3 -GCG CCG TCT AGA ATT

AAC ACT CTC CCC TGT TGA AGC TCT TTG TGA CGG

GCG AAC TCA GGC CC-3 . 划线处依次为Xho I EcoR

V  Xho I EcoR V Spe I Sac I  Sal I Sac I 

Sal I 及Xba I的酶切位点.

1.2 方法

1.2.1 人鼠嵌合Fab 抗体通用表达载体的构建  以载体

pC omb 3 /H u F a b 为模板 分别用两对引物扩增人

IgG3CH1及 κ轻链恒定区基因. PCR扩增产物经凝胶纯
化试剂盒纯化并回收后 分别与载体pMD18-T进行连

接(具体步骤参见试剂盒说明书) 构建成克隆载体

pMD18-T/HuCH1和pMD18-T/HuCκ 并转化感受态大
肠杆菌JM109挑选阳性克隆 酶切鉴定后进行DNA序

列分析. 以 Sac I+Xba I 分别双酶切表达载体pComb3和

测序分析的克隆载体pMD18-T/Hu Cκ 经琼脂糖凝胶
电泳分离纯化目的片段后 连接 转化 筛选pComb3/

Hu Cκ阳性克隆并进行酶切鉴定. 然后 用Xho I+Spe I
双酶切构建的pComb3/ HuCκ和已测序分析的克隆载体
pMD18-T/Hu CH1 重复连接 转化 筛选及鉴定的步

骤 构建成嵌合Fab展示型通用载体pComb3C.

1.2.2 HAb18 cFab 基因表达载体的构建  分别以载体

pMD18T-Fd和 pMD18T-L为模板 利用对应的引物扩

增mAb HAb18 重 轻链可变区基因 同时引入相应

的酶切位点. 然后 用 Sac I+Sal I分别双酶切表达载体

pComb3C 和经凝胶纯化试剂盒纯化并回收后的mAb

HAb18重链可变区基因PCR扩增产物 经琼脂糖凝胶电

泳分离纯化目的片段后 连接 转化 筛选pComb3C/cL

阳性克隆并进行酶切鉴定. 进而 用Xho I+EcoR V双

酶切构建的pComb3C/cL和经凝胶纯化试剂盒纯化并回

收后的mAb HAb18轻链可变区基因PCR扩增产物 重

复连接 转化 筛选及鉴定的步骤 构建成嵌合Fab展

示型载体pComb3C/cFab-gIII. 再以 Spe I+Nhe I 酶切已

鉴定正确的重组子pComb3C/cFab-gIII 中的 gIII 片段

后 直接用T4 DNA连接酶将其环化为分泌型的表达载

体pComb3C/cFab 再次进行转化 筛选和酶切鉴定

等步骤 获得目的克隆.

1.2.3 cFab的小量诱导表达及鉴定和检测  分别取鉴定正

确的pComb3/cFab重组菌和pComb3空载体转化菌1 100

分别接种于10 mL和5 mL新鲜SB-Amp (100 mg/L)液体培

养基中 250 r/min 37 振荡培养至A600nm为0.6左右.

取出pComb3/Fab重组菌5 mL不加 IPTG诱导剂 其余

菌液分别加入IPTG至终浓度1 mmol/L 所有菌液均于

250 r/min 30 培养16 h. 将菌液12 000 g离心2 min收集

菌体. 反复冻融后离心收集上清 利用夹心ELISA检测

cFab的表达 设立嵌合HAb18IgG作为阳性对照 PBS

作为空白对照(Yan ZY et al. Jingbian Fenzishengwuxue

Shiyan Zhinan Beijing: Science Press. 1998:415-417). 分别

收集和制备诱导菌的培养基上清 周质腔提取液 细胞

质蛋白和不溶性沉淀物 夹心ELISA检测cFab表达产

物的定位.

1.2.4 cFab表达产物的纯化及鉴定和检测  同步骤1.2.3

的条件诱导表达500 mL pComb3/cFab重组菌 制备周
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质腔提取液 具体操作步骤参见文献[10]. 样品于PBS

缓冲液中4 透析过夜后 利用protein G亲合层析柱

纯化 具体纯化方法参见产品说明书. 纯化样品进行

120 g/L SDS-PAGE凝胶电泳和Western Blot分析. (1)间

接ELISA: 包被HAb18G[11] (mAb HAb18的相应抗原)胞外

区的原核融合表达产物GST-HAb18GE 和粗纯化的

GST 检测纯化cFab表达产物的抗原结合特异性 以

chHAb18 为阳性对照 PBS 为空白对照. (2)竞争性

ELISA: 以粗纯化的GST-HAb18GE 4 包被过夜 用

脱脂奶粉封闭后 加入HRP-HAb18 (0.1 mg/L)与不同

稀释度的 cFab 表达产物的等量混合物. 孵育洗涤后

以TMB显色 检测 A450nm值 并计算抑制率和相对亲

和力. 抑制率(%)=[(对照组A值-抑制组A值)/对照组A

值] 100%. (3)免疫荧光染色 制备高表达HAb18G的

HHCC细胞悬液 调整细胞密度至5 109/1 1010/L.

用马血清稀释HAb18 cFab后 将其加入到适量HHCC

细胞悬液中 4 作用 30 min 洗涤 2次. 然后 加

入兔抗人 IgG-FITC 4 作用 30 min 洗涤 2次 经

固定 制片后 于荧光显微镜下观察. 分别设立人IgG

为阴性对照 PBS 为空白对照.

2   结果

2.1 人鼠嵌合Fab抗体通用表达载体的构建  利用 PCR

成功扩增出与预期大小相符的人 IgG3CH1及 κ轻链恒
定区基因片段(图 1).  序列测定结果证实与已知的人

IgG3CH1及 κ轻链恒定区基因序列完全相符 大小分
别为324 bp和 333 bp 且同时正确引入了相应的酶切

位点. 重组通用表达载体pComb3C酶切鉴定结果显示

人 IgG3CH1 及 轻链恒定区基因已正确插入载体

pComb3 中相应的酶切位点 为单拷贝插入(图 1).

图1  重组通用表达载体pComb3C的限制性酶切分析. M: DNA marker;
1: Human IgG3CH1;  2: Constant region of human κ chain; 3:
pComb3C/Xho I + Spe I;4: pComb3C/Sac I+Xba I;5: pComb3C/EcoR
+Sal I.

2.2 HAb18cFab基因表达载体的构建  利用PCR成功扩

增出与mAb HAb18重 轻链可变区基因预期大小相符

的目的片段(图2). 酶切载体及相应基因片段后构建成重

组表达载体pComb3C/cFab(图 3). 酶切鉴定结果(图2)证

实 目的基因片段已正确插入载体pComb3C中相应的

酶切位点. 序列分析结果显示 嵌合Fd片段的VH及嵌

合轻链的VL序列与已克隆的HAb18可变区序列完全相

符 并正确引入了相应的酶切位点 同时鼠源的VH
VL分别与人 IgG3CH1 及 κ轻链恒定区通过酶切位点
EcoR V Sal I 获得正确组装 且密码子读框正确.

图2  重组cFab表达载体pComb3C/cFab-gIII 的限制性酶切分析. M:
DNA marker; 1: VH;  2: VL; 3: pComb3C/cFab-gIII/ Xho I + Spe I; 4:
pComb3C/cFab-gIII/ EcoR + Spe I; 5: pComb3C/cFab-gIII/Sac I +
Xba I; 6: pComb3C/cFab-gIII/ Sal I + Xba I; 7: pComb3C/cFab-gIII/
Spe I+Nhe I.

图 3  cFab基因表达载体的构建.

图 4  夹心ELISA检测cFab的表达. 1: pComb3 after induction; 2:
pComb3C/cFab before induction; 3: pComb3C/cFab after induction;
4: chHAb18;  5: PBS.

图 5 夹心ELISA检测cFab抗体表达产物的定位. 1: PBS;  2: Media
supernatant; 3: Periplasmic extracts; 4: Cytoplasmic extracts; 5:
Precipatation.
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2.3 cFab的诱导表达及鉴定  夹心ELISA检测证实: 重组

载体pComb3C/cFab经 IPTG诱导后成功的获得cFab抗

体的表达(图 4 图 5). cFab 表达产物主要存在于周质

腔中 培养基上清和细胞质中也有小量存在 而沉淀

中则未检测到cFab的存在.

2.4 cFab表达产物的纯化和抗原结合活性的检测  利用

亲和层析从500 mL培养细菌中纯化获得了50 µg cFab表
达产物. SDS-PAGE电泳和Western-Blot检测表明 非还原

状态下目的蛋白分子质量约为42 ku 还原后改变为25 ku

左右. 所有蛋白条带均与羊抗人IgG抗体特异结合(图6).

间接ELISA显示 纯化的cFab可与HAb18G胞外区片段

特异性结合(图7). 同时竞争性ELISA结果证实 纯化的

cFab可以与亲本鼠抗体竞争性结合同一抗原表位 且竞

争性作用随着抗体浓度的增加而增强(图8). 根据50%抑

制率时cFab抗体与亲本鼠抗体浓度的比值 可估计出其

亲和力约为亲本鼠抗体HAb18的10%. 免疫荧光染色结

果也表明 纯化的cFab可与肝癌细胞株HHCC特异性结

合(图9A) 阴性对照的细胞未见荧光染色(图9B).

图6  cFab抗体表达产物的SDS-PAGE电泳和Western-Blot分析. 1:
mM marker; 2: Reduced cFab; 3: Unreduced cFab; A: Western blot
of reduced cFab; B: Western blot of unreduced cFab.

图 7  间接ELISA检测cFab抗体的抗原结合特异性.

图8  竞争性ELISA检测cFab与HAb18的相对抗原结合活性.

图9  免疫荧光染色观察cFab与肝癌细胞株HHCC的结合( 200).

3   讨论

单克隆抗体作为一种新型生物制剂在人类疾病的预

防 诊断及治疗方面已显示出重要作用[12-14]. 然而 鼠

源性单抗属于异种蛋白而具免疫原性 故在人体内应

用时可产生不同程度的人抗鼠抗体(HAMA)反应 因此

其应用受到限制. 制备嵌合抗体 人源化抗体甚至完全

人源性抗体可以程度不同的克服上述问题[15-16] 但由

于完全人源性抗体和人源化抗体制备相对比较困难[17]

所以目前嵌合抗体是最常用于降低免疫原性的方法之

一[18]. 嵌合抗体应用于临床治疗是安全有效的[19].

       另外 全抗体分子组织穿透能力较差 在血液和

非瘤组织的清除较慢 从而导致相对较低的T/NT比值.

嵌合Fab抗体的Mr为50 Ku 只有完整IgG的 1/3 具

有较好的穿透性和药代动力学特征 且能较好地保持

结合抗原的活性因而成为当今应用较多的一种基因工

程抗体类型[20-21]. cFab 由于没有Fc段 从理论上减少

了发生非特异性结合 产生排斥反应的机会. 和完整抗

体相比 cFab没有抗体依赖的细胞毒作用(ADCC)和补

体依赖的细胞毒作用(CDC) 因而主要作为载体分子

用于疾病的导向诊断和治疗 也可以进一步加工改造

用于制备基因工程嵌合F(ab)2的抗体形式[22].

       由于嵌合Fab不需要翻译后修饰 所以目前应用最

多的为原核表达系统[23]. 所用pComb3该系统中最为常见

的噬粒表达载体之一 含有两套启动子 前导肽及多克

隆位点 可同时使cFd和轻链基因在大肠杆菌中共表达.

表达产物在引导肽引导下 可分泌进入大肠杆菌的周

质腔 在周质腔中形成二硫键并折叠成正确的空间构

像 并以有活性的可溶状态存在 但也可由于未知的

渗漏 机制 而导致cFab进入培养上清. 相对于以包

涵体形式表达的蛋白而言 分泌表达最大的优点是表

达的抗体活性较高且便于纯化 无须进行重新折叠复

性等复杂的处理过程 同时可避免细菌蛋白酶的降解

降低抗体蛋白对宿主细胞的毒性作用 但产量一般低

于包涵体表达.

         为了利于将各种鼠源性抗体方便的改造成嵌合Fab

的形式 避免每一次构建时均要进行嵌合Fd和嵌合轻

链拼接的烦琐 并尽量减少拼接部位个别氨基酸的改

变对嵌合Fab 抗体结构与功能活性的不确定影响 我
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们首先将人 IgG3CH1和 κ轻链恒定区基因克隆至原核
分泌表达载体pComb3 中 成功构建了一个人鼠嵌合

Fab 抗体通用表达载体pComb3C 从而使鼠源性VH
VL与人IgGCH1 κ轻链恒定区基因拼接部位的氨基酸
构成得以固定. 并通过抗人肝癌相关抗原HAb18G嵌合

Fab抗体的表达证实了拼接部位的氨基酸构成对片段抗

体的活性无明显影响. 其次 我们先后将mAb HAb18

重 轻链可变区基因亚克隆到载体pComb3C中相应的

内切酶位点 然后用 Spe 和 Nhe 双酶切去除 gIII

基因而得到可溶性cFab的表达载体. ELISA和免疫细胞

化学检测均证实 cFab 获得表达 并具有较好的亲

和力和特异性 但纯化的结果显示表达产物的分泌量

较低. 原因可能有两个方面: 一是外源基因本身对产量的

影响 这在我们表达HAb18的鼠源性Fab抗体时也有

体现. 二是可能表达的条件不够优化. 根据Raffai et al [24]

的报道 在Fab 的表达中 选用不同的大肠杆菌菌株

在表达量和表达抗体的活性上会有所不同. 因此 如何提

高HAb18 cFab的表达量 仍是进一步需要解决的关键问

题. 目前 我们也正在尝试通过大肠杆菌非分泌性表达的

形式来获得大量的高活性cFab抗体 以期为进一步探讨

该类抗体在肝癌治疗中的应用奠定良好的基础.
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Abstract
AIM: To prepare a cancer vaccine (H22-DC) based on fusion
of hepatocarcinoma cells (H22) with dendritic cells (DC) of
mice and to analyze the biological characteristics, tumori-
genicity and specific CTL activity of H22-DC.

METHODS: DCs were fused with H22 cells and fusion cells
were marked with CD11c MicroBeads. The teachniques of
cell culture, immunocytochemistry and light microscopy
were used to test the characteristics of growth morphology
of H22-DC in vitro. As an immunogen, H22-DC was inoculated
subcutaneously into the right armpit of Balb/C mice, and
their tumorigenicity in vivo was observed. MTT was used
to test the CTL activity of murine spleen in vitro.

RESULTS: H22-DC was able to divide and prolifterate in vitro,
but its activity of proliferation was significantly decreased
as compared with H22 cells and its growth curve was flatter
than that of H22 cells. The spleen CTL activity against H22

cells in mice implanted with fresh H22-DC was significantly
higher than that in control groups (P <0.01).

CONCLUSION: H22-DC can significantly stimulate the spe-
cific CTL activity of murine spleen. The DC vaccine is likely
to become a helpful approach in immunotherapy of hepa-
tocellular carcinoma.

Zhang J, Zhang JK, Zhuo SH. A vaccine prepared by fusion of H22 cells
with the spleen-drived dendritic cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;
12(2):276-279

摘要

目的: 将肝癌H22细胞与树突状细胞(DC)相融合 研制杂交

瘤苗 并观察瘤苗的生长特性 致瘤性及免疫活性.

方法: 将 DC与肝癌H22细胞融合制备H22-DC融合细胞

磁式分选器分选融合细胞; 观察融合细胞的生长特性和体内

致瘤性; 从Balb/C小鼠皮下接种融合细胞 实验设肿瘤等

三组对照 每组各5只小鼠. MTT比色法检测小鼠脾CTL

活性.

结果: 融合细胞在体外能分裂增生 但明显低于肿瘤细

胞 无体内致瘤性; 活融合细胞免疫的小鼠 其脾CTL杀

伤H22细胞的活性明显高于对照组小鼠 (P <0.01).

结论: 融合细胞能诱导出特异性的CTL活性 可望成为肝

癌免疫治疗的新途径.

张娟, 张锦堃, 卓少宏. 肝癌细胞H22与树突状细胞杂交瘤苗的实验研究. 世

界华人消化杂志  2004;12(2):276-279
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0   引言

T细胞介导的细胞免疫应答在机体抗肿瘤免疫中起着关

键作用 T细胞的致敏 激活和扩增依赖于抗原呈递

细胞(antigen presenting cells APC)提呈相应的抗原多

肽并提供共刺激信号[1]. 然而 由于许多肿瘤细胞为弱

免疫原性 呈现MHC 分子与共刺激分子的表达低下

或缺如 致使肿瘤抗原不能得到有效的提呈 因而不

能诱导机体有效的抗肿瘤免疫应答 不能有效地激活

体内特异性的杀伤机制. 当前国内外引人瞩目的APC瘤

苗 正是期望增强肿瘤细胞的免疫原性和提高抗原呈

递细胞对肿瘤抗原的提呈能力 以诱导有效的特异性T

细胞抗肿瘤免疫. 树突状细胞(dendritic cells  DC)是目前

已知体内功能最强的一类专职的抗原呈递细胞 [ 2-4 ]

DC具有抗原捕获 加工和提呈功能[5-6] 尤其对初次

免疫应答激发具有强大的刺激活性[7-9]. 因此DC在肿瘤

免疫治疗方面的作用越来越受到人们的重视[10-13]. 本文

采用小鼠脾脏来源的DC与肝癌细胞融合 以有效发挥

DC提呈肿瘤抗原的能力 增强肿瘤细胞的免疫原性

刺激宿主产生特异性CTL活性.

1   材料和方法

1.1 材料  BALB/C 小鼠(H-2d):清洁级 6-8周龄. 



质量15-20 g 购自上海西普尔必凯实验动物有限公

司 随机分成实验组和对照组. 小鼠mAbCD80 CD86

CD54为coulter公司产品. rmGM-CSF和 rm IL-4为R&D

Systems产品; Mini MACS磁式分选器及CD11c MicroBeads

为Miltenyi Biotec GmbH产品; Metrizamide为 amresco产

品 PEG 为 Sigma 公司产品.

1.2 方法  分离DC  在原有Steinman法的基础上加以改

良 根据DC的半黏附性及FcR-的特点 应用145 g/L

的Metrizamide密度梯度离心再用小鼠粒细胞-巨噬细

胞集落刺激因子(rmGM-CSF)和白介素-4(rmIL-4)共培

养 诱导小鼠脾DC 扩增 制备大量的DC.

        细胞融合和筛选  用500 g/L的聚乙二醇 (PEG) 使DC

与H22细胞融合[14-15]. 再用CD11c MicroBeads标记 Mini

MACS磁式细胞分选器分选出H22-DC. 置于含 rmGM-

CSF和 rm IL-4(500 ng/L)以及200 g/LFCS的RPMI 1640

完全培养基中扩增培养2-3 wk. 用光镜和相差镜观察

H22-DC H22和DC的形态特征.

1.2.1 免疫细胞化学染色  细胞分别与一抗CD80 CD86

或 CD54 共孵育 应用ABC 试剂 DAB 显色 观察

膜蛋白并用Olympus显微摄相显微镜摄相.

1.2.2 细胞体外增生特性分析  接种H22-DC于24孔培养

板 1.25 104/ 孔 每隔 24 h 取 3 孔计数细胞 取

其平均值绘制体外生长曲线 同时以H22细胞为对照.

1.2.3 致瘤性分析  实验分三组 每组又分4小组(H22-

DC H22+DC H22和PBS组). 分别给第一组的实验组

小鼠右腋皮下接种0.1 mL  1 1010-2 1010/L的活H22-

DC 对照组分别给予等量的H22+DC H22和PBS. 每日

观察肿瘤的生长情况及小鼠的存活期. 第二组小鼠于免

疫后14 d 处死 分离肿瘤并称重比较.

1.2.4 CTL活性  第三组小鼠于免疫后第10 d处死 分离

脾脏 制备细胞悬液. 加入基因重组IL-2的含100 g/L

FCS的RPMI1640培养液 37 50 mL/L CO2 饱湿

条件下孵育3 d. 抗肿瘤实验分为4组 各组均设5 1

和10 1效(CTL)靶(H22)比. A组: CTL(H22-DC组)+ H22 ;

B组: CTL(H22+DC组)+ H22; C组: CTL(H22组)+ H22; D组: CTL

(PBS组)+ H22 . 另设T组为相应的CTL对照组 E组为H22
对照组 培养液空白对照组只含FCS- RPMI1640. 每组均

设3个复孔 置于96孔培养板中 37 50 mL/L CO2
饱湿条件下孵育48h 应用原有的MTT法检测细胞毒

活性. 简而言之 就是加入新配制已滤菌的 5 g/L 的

MTT 20 ul/ 孔继续孵育4 h 吸弃上清液 加入150 ul

DMSO 振荡10 min 使结晶物充分溶解; 选择570 nm波

长 在Bio-Rad 3550-UV型全自动酶联检测仪上检测.

        统计学处理  用方差分析进行统计学处理 P <0.05

为有统计学意义.

2   结果

2.1 DC的形态特征  DC为具有许多突起的形态不规则

的细胞 有刺突状和球形伪足状突起. 核卵圆形或不规

则形 不断进行波状运动. 胞质富含球形线粒体. 免疫

细胞化学染色显示DC为CD80 CD86 CD54阳性细

胞. 细胞形态不规则 胞质内充满棕黄色细颗粒(图 1).

2.2 H22-DC和H22的特性及融合细胞筛选  CD11c MicroBeads

标记后 Mini MACS分选 结果H22-DC为阳性细胞

H 22为阴性细胞 ;免疫细胞化学染色显示H 22-DC 为

CD80 CD86 CD54阳性细胞(图2) 而H22为CD80

图2  免疫细胞化学染色H22-DC. A: CD80; B: CD86; C: CD54阳性(棕黄色) 3.3 100.

图 1  免疫细胞化学染色DC. A: CD80; B: CD86; C: CD54 阳性(棕黄色) 3.3 100.
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CD86 CD54阴性细胞. 细胞因子rmGM-CSF和 rmIL-4

能诱导融合细胞分裂增生 并延长其存活时间. 经 rm

CD11c MicroBeads 标记 Mini MACS分选的融合细胞

中混有未融合的DC 但在不加细胞因子的培养液中

10-14 d DC 自然调亡 而融合细胞则继续生长.

图3  倒置相差显微镜示H22-DC融合细胞 5 40.

2.3 融合细胞鉴定及特性分析  H22-DC兼具两种亲本细

胞的特性 细胞呈悬浮生长 呈卵圆形 扁平 不

规则状 富含线粒体 核不规则(图 3). 不加 rmGM-

CSF rmIL-4的H22-DC细胞活性低 加入rmGM-CSF

和 rmIL-4后 H22-DC可分裂增生  但其生长曲线明

显低于H22细胞(图 4). H22-DC免疫小鼠后 超过60 d

未见肿瘤形成 而H22+DC和H22对照组却100%成瘤.

荷瘤14 d小鼠 H22-DC组与H22组瘤重有显著性差异

P <0.01(图 5-6).

2.4 CTL活性分析  MTT法检测结果表明 H22-DC组脾

CTL活性显著高于H22+DC H22和PBS组(P<0.01)(图 6).

图4  融合细胞H22-DC生长曲线.

图5  皮下接种H22-DC 14 d的Balb/c 小鼠成瘤情况.

图6  MTT法检测荷瘤10 d Balb/c 小鼠的CTL活性. 图7  荷瘤14 d Balb/c小鼠的瘤重情况.
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3   讨论

成熟的DC能有效的递呈肿瘤肽表位诱导机体CTL产生

特异性的抗肿瘤免疫反应[15-18]. 活化的B细胞和DC与肿

瘤细胞融合可制备DC瘤苗. 我们在建立DC的分离与扩

增培养的基础上 采用PEG化学融合与免疫磁珠法相

结合研制融合瘤苗 不仅大大简化了传统细胞融合方

法中的繁琐筛选过程 也提高了分选细胞的纯度 是

一种既简便又切实可行的方法. CD11c mAb (N418)对小

鼠脾脏DC上表达的白细胞整合素axβ2中的 αx亚单位
是特异性的  CD11c+ 细胞磁式分选器(Mini MACS)分离细

胞的原理是通过通过偶联在CD11c抗体上的磁珠标记在

细胞上 让细胞流过置于磁场中的分离柱而分离细胞.

磁标记的CD11c+- 细胞留在MACS分选柱中 而CD11c-

的细胞流过分选柱. 分选柱撤离磁场后 从柱上洗脱的

CD11c+ 细胞DC为正选细胞. MACS的分离效果已得到免

疫荧光 PCR FISH及FACS的确认 他的优点是处理

的细胞量大 分离纯度高 方法简便 易于操作.

        近年直接用DC与肿瘤细胞融合制备瘤苗已成为肿

瘤主动免疫治疗的重要方法之一[19-23]. 他不仅方法容易

掌握 切实可行 而且开发了宿主体内免疫系统独特地

识别 杀伤肿瘤细胞而又不损伤正常细胞的肿瘤治疗

途径[24-30]. 利用小鼠CD11c MicroBeads 标记 Mini

MACS磁式分选器分选出的H22-DC融合细胞 兼具两

种亲本细胞的的特征 形态不规则. 其中混有的DC-DC

和DC 在不加细胞因子的情况下  DC-DC于7-10 d自

然调亡 DC于 10-14 d 自然调亡 H22-DC则继续存

活. 融合细胞开始时分裂增生尚快 尔后生长变的缓

慢 活力和分裂增生活性下降 体外建株未成功. 可能

与肿瘤亲本细胞在体外的生长特性及融合细胞随培养

时间增加而出现染色体丢失有关.

        将H22-DC融合细胞注入Balb/C小鼠右腋皮下 超

过60d未见肿瘤形成;注入混有等量DC的H22细胞的对

照组则100%诱发肿瘤 说明H22-DC融合细胞已失去

体内致瘤性. 荷瘤14 d的DC+H22组小鼠瘤重与H22组有

显著性差异 说明单纯的混合虽不能阻止肿瘤形成 但

在肿瘤形成的早期却可明显抑制小鼠肿瘤生长. 提示在

肿瘤形成早期 DC 在递呈肿瘤抗原和诱导特异性抗

肿瘤免疫反应过程中起到了一定的积极作用. 本研究分

别取接种10 d的H22-DC H22+DC及H22小鼠的脾脏

在体外诱导脾 CTL 活性 结果表明 接种融合细胞

H22-DC的小鼠脾CTL活性明显高于接种H22细胞小鼠.

提示瘤苗主动免疫小鼠能在体内产生特异性的抗肿瘤

免疫保护作用 DC和H22-DC都能诱导小鼠体内特异

性的抗肿瘤免疫反应 刺激效应性T细胞的形成 且

H22-DC无致瘤性 提示DC与肝癌细胞直接融合有望

成为肝癌肿瘤免疫治疗的一条有希望的治疗途径.
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Abstract
AIM: To study the expression of DNA repair enzyme hOGG1
mRNA and protein in nomal liver cell, hepatoma cell lines
and hepatocellular carcinoma (HCC) tissues, and to inves-
tigate their function in the progress of HCC.

METHODS: Expression of hOGG1 in normal liver cell L-02,
hepatoma cell lines  HepG2, SMMC7721 and HCC tissues
(26 cases) as well as surrouding  tissues of HCC (21 cases)
were detected by semi-quantitative reverse-transcription
polymerase chain reaction. hOGG1 protein was detected in
corresponding HT tissues (17 cases HT) and their surrouding
liver tissues (15 cases HST) by immunohistochemistry.

RESULTS: The expression level of hOGG1 mRNA in nomal
liver cell line was lower than  that in two hepatoma cell
lines  (0.270±0.014 vs 0.662±0.011, 0.624±0.020, P <0.05).
The expression of hOGG1 mRNA in HepG2 was similar to
that in SMMC7721. The expression of hOGG1 mRNA in HT
was lower than that in HST (P <0.05). hOGG1 protein was
87.2% (41 of 47)  positive in HT and HST and was mainly
distributed in liver cells. The protein level of hOGG1 in HCC
tissues was correspondingly lower than in their surrouding
tissues (P <0.05).

CONCLUSION: Overexpression of hOGG1 in hepatoma cell
lines and the surrouding liver tissuses of HCC may be one
of the key events which promote the malignant growth.
These results suggest a role for hOGG1 expression in the
course of the multistage process of carcinogenesis in hepa-
tocellular carcinoma.

Zhou XM, Lin JS, Zhang JY, Zhang L, Zhou HJ. Expression of hOGG1
mRNA and protein  in  hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(2):280-282

摘要

目的: 通过检测DNA修复酶hOGG1 mRNA及其蛋白在肝

细胞癌中表达程度 探讨hOGG1在肝细胞癌发生 发展

中的作用.

方法: 应用RT-RCR研究正常肝细胞株L-02 肝癌细胞

株SMMC7721 HepG2和肝癌(26例)及癌旁组织(21例)中

hOGG1 mRNA的表达 同时用免疫组织化学方法检测了上

述肝癌组织(17例)及癌旁组织(15例)中hOGG1蛋白的表达.

结果: 三株细胞均有hOGG1 mRNA表达 但hOGG1mRNA

在正常肝细胞株 L-O2 中的表达显著低于肝癌细胞株

SMMC7721 HepG2 中的表达(分别为 0.270 0.014 

0.66 0.011 0.624 0.020 P <0.05).  肝癌组织

hOGG1mRNA表达较癌周组织明显降低(P <0.05). HOGG1

蛋白肝组织表达阳性率为87.2% 主要在肝细胞胞质表达

在肝癌组织中表达比癌周组织明显降低(P <0.05).

结论: hOGG1mRNA及其蛋白在肝癌细胞株及癌周组织中表

达量升高 这可能是肝细胞癌恶性演变过程中的一个早期

预警指标.

周秀敏, 林菊生, 章金艳, 张莉, 周鹤俊. 肝细胞癌hOGG1 mRNA及其蛋白

的表达. 世界华人消化杂志  2004;12(2):280-282

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/280.asp

0   引言

多种理化因素 如紫外线 电离辐射 化学诱变剂

等可损伤细胞DNA. 如果DNA损伤得不到及时和有效的

修复 细胞将发生基因突变和癌变等严重后果. Oh8Gua

是肿瘤发生过程中DNA损伤的主要产物 是一种高度

致突变性损伤. hOGG1基因产物hOGG1蛋白具有DNA糖

苷酶和AP裂解酶活性 可特异切除修复Oh8Gua以及

因自发碱基丢失 或因DNA糖苷化作用产生的阻断DNA

复制的脱嘌呤或脱嘧啶(AP)位点. 我们以β-microglobulin
基因为内参 采用RT-PCR技术和免疫组织化学SP方

法检测正常肝细胞株L-02 肝癌细胞株SMMC7721

HepG2和肝癌及癌旁组织中hOGG1 mRNA及其蛋白质

表达 来揭示hOGG1表达与肝细胞癌恶性演变的关系.



1   材料和方法

1.1 材料  正常肝细胞株L-02 肝癌细胞株SMMC7721

HepG2均由同济医院肝病研究所传代培养 均为贴壁

生长的真核细胞 用含100 mL/L 的胎牛血清(FCS)和

100 kU/L的青/链霉素的DMEM(dulbeccos modified engle

medium)培养液在37 50 mL/L CO2条件下培养.

2001-09/2002-01在武汉同济医院肝胆外科中心手术切

除 并经病理证实为肝癌及癌旁组织各 26 21 例

经病理证实为肝癌及肝硬化组织. 逆转录试剂及PCR扩

增试剂均购自Promega 公司 Trizol 购自Omega 公司.

兔抗人hOGG1多克隆抗体购自美国Santa Cruz Biotech

公司 由国内深圳晶美公司代理. 免疫组织化学SP试

剂盒购自北京中山公司. 引物和内参 β-microglobulin参
照文献[1] (Oncogene 1998;16:3083-3086)中的引物序列

扩增片段分别为250 bp和 190 bp 两对引物由上海生

物工程研究所合成. hOGG1上游引物序列: 5 -GCGAC

TGCTGCGACAAGAC-3 下游引物序列:  5 -

TCGGGCACTGGCACTCAC-3 ; β-microglobulin上游引
物序列5 -TACTCTCTCTTTCTGGCCTG-3 下游

引物序列: 5 -GACAAGTCTGAATGCTCCAC-3 .

1.2 方法  吸干六孔板培养液 加TrizoL 1 mL后吹打

混匀 按照TrizoL试剂说明书步骤提取总RNA 溶于

无RNase酶水中 用紫外分光光度仪测定RNA浓度和

纯度 -75 保存备用. 组织用预冷的PBS漂洗干净

后 组织匀浆器研碎 其他步骤同细胞提取过程相同.

取总RNA 2 µL 5 RT Buffer 5 µL 10 mmoL/L
dNTP 1 µL 50 mU/L的RNasin 0.5 µL 0.5 g/L的 oLigodT
1 µL 200 mU/L的 M-MLV RT 1 µL 去离子水补至
25 µL 42 反应60 min 99 灭活5 min. 阴性对照为
不加模板的反应体系. 取上述cDNA 4 µL 加入10 Buffer
5 µL 10mmoL/L dNTP 2 µL 25 mmoL/L MgCl2 4 µL
10 pmoL/L引物各2 µL 10 pmoL/L β-microglobulin各
1 µL. 混匀后97 5 min热启动 3 mU/LTaq酶1 µL
总体积50 µL 加矿物油50 µL覆盖. 扩增条件: 94 
变性50 s 57 退火50 s 72 延伸20 s 32个循环

72 补偿7 min 分别扩增hOGG1及β-microglobulin基因
片段. 实验过程设立空白对照 为不加模板的反应体系.

取PCR产物10 µL PCR上样缓冲液 5 µL 于 20 g/L
琼脂糖凝胶上电泳(含0.5 mg/L溴化乙锭) 80V 30 min

然后在紫外灯下观察结果. UVP凝胶分析系统摄像分析结

果. hOGG1蛋白的表达用SP法检测 石蜡切片常规脱蜡

至水 然后加3% H2O2甲醇孵育10 min  0.01 mol/L枸橼

酸钠缓冲液微波90 10 min 抗原修复  PBS洗后

加正常兔血清 再滴加一抗(1 100) 4 孵育过夜. 滴

加二抗 PBS 洗后用DAB 显色 苏木素复染 中性

树胶封片.

        统计学处理  实验数据以 sx ± 表示  率的显著性
差异检验选用方差分析(SNK软件).

2   结果

2.1 正常肝细胞和肝癌细胞中hOGG1mRNA的表达  正

常肝细胞株L-O2平均hOGG1/β2比值为0.270 0.014
SMMC7721为 0.662 0.011 HepG2为 0.624 0.020.

其中hOGG1 mRNA的水平在L-O2中比在SMMC7721

HepG2 中相对下降 (P <0.05 SNK test) 但两株肝癌

细胞SMMC7721和HepG2中hOGG1 mRNA表达无明显

差异(P >0.05 SNK test 图 1).

图1  hOGG1 mRNA在三株细胞中的表达. 1: marker; 2: 不加cDNA
的PCR反应体系; 3: SMMC7721肝癌细胞株; 4: HepG2肝癌细胞株;
5: L-02正常肝细胞株.

图 2  hOGG1 mRNA在肝癌及癌旁组织表达. 1: marker; 2: 为不加
cDNA的PCR反应体系; 3: 肝癌组织1; 4:  相应癌旁组织1; 5: 肝癌组
织2; 6: 相应癌旁组织2.

图3  hOGG1蛋白在肝癌癌旁组织中表达免疫组化(×200).

图 4  hOGG1蛋白在肝癌组织中表达免疫组化(×200).

周秀敏, 等. 肝细胞癌hOGG1 mRNA及其蛋白的表达                                                  281

2000
1000
750
500
250
100

1     2     3     4     5     6

2000
1000
750
500
250
100

1   2   3   4   5



2.2 肝癌组织及癌旁组织hOGG1 mRNA表达  肝癌组

织hOGG1/β2比值为0.31 0.08 癌旁组织为0.68
0.15 两组差异有显著性(P <0.05). hOGG1蛋白表达阳

性率为87.2% (41/47) 阳性物质呈棕黄色 在肝癌及

癌旁组织中主要分布于肝细胞胞质内见图3-4. 肝癌组

织中hOGG1蛋白表达的阳性均值0.126 0.02 癌旁组

织中hOGG1蛋白表达的阳性均值为0.137 0.08 两组

均值有统计学差异(t =5.358 P <0.05).

3   讨论

在DNA氧化损伤中 8-羟基鸟嘌呤(Oh8Gua)形成频率

最高 致突变能力最强 是DNA氧化损伤的代表性产

物 是肿瘤发生和发展的重要因素[1-10]. 因此 Oh8Gua 的

修复能力可能与个体癌症易感性密切相关[11-17]. hOGG1基

因产物hOGG1蛋白具有DNA糖苷酶和AP裂解酶活性

可特异切除修复Oh8Gua以及自发碱基丢失 或因DNA

糖苷化作用产生的阻断DNA复制的脱嘌呤或脱嘧啶(AP)

位点. hOGG1基因及其表达产物与肿瘤的发生发展关系

密切 在多种肿瘤里发现hOGG1基因表达异常 故很多

学者认为: hOGG1基因及其表达产物可能是肿瘤恶变的

一个早期预警指标. Li et al 发现乳腺癌患者的正常乳腺

组织较正常人的乳腺组织Oh8Gua含量高 同时也发现

其hOGG1蛋白含量也较正常人乳腺组织高. Cheng et al

研究了女性肺癌的致癌因素 发现厨房的油烟是主要

的因素之一.  发现肺癌细胞 CL- 3 经油烟处理后

Oh8Gua含量增高 hOGG1 mRNA含量也相应升高; 同时

他们研究了经常接触油烟的94名女厨师和43名家庭妇

女 101名没有接触厨房油烟的正常女性作为对照. 发

现前二者肺组织hOGG1 mRNA含量较对照组高. 因此他

们认为: hOGG1 mRNA水平可能作为油烟刺激后肺癌发

生的一个预警指标. Kondo et al发现hOGG1 mRNA在结

肠癌组织中比相应癌旁组织表达增高 Oh8Gua在结肠

癌组织中比相应癌旁组织中含量增高.

        本研究结果显示hOGG1 mRNA在三株细胞中均有表

达. 其中 hOGG1mRNA在正常肝细胞株L-02中表达量

较肝癌细胞株SMMC7721 HepG2中相对较少(P <0.05)

而 2株肝癌细胞株中的hOGG1 mRNA基因表达则无显

著异性(P >0.05). 肝癌细胞株SMMC7721 HepG2 中

hOGG1 mRNA基因表达比正常肝细胞株L-02中表达量

增加 这可能是肝癌的演进过程中氧化应激加剧 机

体DNA修复酶系统反馈性从转录水平进行调节的机制.

同时发现肝癌组织hOGG1 mRNA及蛋白表达较癌周肝

硬化组织明显降低 其机制可能为肝癌在恶性演变过

程中 在其肝硬化阶段已发生DNA修复酶系统hOGG1

从转录水平进行代偿性调节 在肝癌形成阶段DNA修

复酶系统失代偿所致. 我们从DNA氧化损伤及其修复酶

系统探讨肝细胞癌的发生机制  研究氧化应激和DNA

修复酶在肝细胞癌发生发展中的地位与作用. 试图为肝

癌的发生预测和早期诊断寻求新的指标 为肝癌的预

防和早期治疗开辟一条新的途径.
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Abstract
AIM: To clone the murine α-fetoprotein gene and to con-
struct the eukaryotic expression vector of AFP-CTLA4
fusion protein.

METHODS: Total RNAs were extracted from Hepa1-6 cells,
then the murine α-fetoprotein gene was amplified by RT-
PCR and cloned into the eukaryotic expression vector
pcDNA3.1. The extramembrane domain of mouse CTLA4
gene was amplified from plasmid pmCTLA4-Ig, followed
by the addition of a linker using overlap PCR. The PCR product
was subcloned into pmAFP and fused in frame with the AFP.
The recombinant of vector was transformed into E.coli. DH5α,
the positive clones were selected and the plasmid DNA was
identified by restriction enzyme analysis and sequencing.
After transient transfection of CHO-K1 cells with the recom-
binant of vector, Western blotting was used to detect the
expression of fusion protein.

RESULTS: The 1.8 kb murine α-fetoprotein gene was suc-
cessfully cloned from the total RNA of Hepa1-6 cells. The
result obtained from the restriction enzyme analysis showed
that the extramembrane domain of mouse CTLA4 gene
was successfully inserted into pmAFP. Result of sequencing
assertained that the orientation of the ligations and the
reading frame were correct, and Western blotting indicated
that the recombinant of vector could express murine AFP-
CTLA4 fusion protein in CHO-K1 cells.

CONCLUSION: We successfully construct eukaryotic ex-
pression vector of AFP-CTLA4 fusion protein, which forms
an important basis for the research of immunotherapy of

hepatocellular carcinoma with pmAFP-CTLA4.

Tian G, Yi JL. Construction and identification of the eukaryotic expres-
sion vector of murine AFP-CTLA4 fusion protein. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(2):283-285

摘要

目的: 克隆小鼠甲胎蛋白(mAFP)基因并构建小鼠甲胎蛋白-

细胞毒性T淋巴细胞抗原4(mAFP-CTLA4)融合蛋白真核

表达载体.

方法: 从Hepa1-6细胞中提取总RNA进行RT-PCR 扩增

出mAFP基因 亚克隆于pcDNA3.1载体. PCR法从质粒

pmCTLA4-Ig中克隆出mCTLA4膜外部分基因并通过重叠

PCR法添加接头 重组连接于pmAFP质粒中mAFP基因后

转化大肠杆菌DH5α 筛选阳性克隆酶切 测序鉴定. 用质
粒瞬时转染CHO细胞 Western blot检测融合蛋白的表达.

结果: 利用RT-PCR从Hepa1-6细胞总RNA中成功克隆出

1.8 kb的mAFP基因;重组阳性克隆经酶切鉴定证实连有接

头的CTLA4膜外部分基因已正确插入pmAFP质粒中  测

序结果证实各片段连接方向及阅读框正确. 用质粒瞬时转染

CHO细胞 Western blot检测到预计大小分子量蛋白的表达.

结论: mAFP-CTLA4融合蛋白真核表达载体的构建成功

为进一步研究其在肝癌免疫治疗中的作用奠定了基础.

田耕, 易继林. 小鼠AFP-CTLA4融合蛋白真核表达载体的构建及鉴定. 世

界华人消化杂志  2004;12(2):283-285

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/283.asp

0   引言

甲胎蛋白(AFP)能诱导T细胞产生AFP特异性的CTL. 基

于AFP的质粒DNA疫苗免疫及转染AFP基因的树突状

细胞免疫均在小鼠体内诱导产生了AFP特异性的抗肝

癌免疫应答. 但AFP的免疫原性较弱[1-4]. 细胞毒性T淋

巴细胞抗原4(CTLA4)与B7-1(CD80)和B7-2(CD86)有很

强的结合力 而B7分子主要表达于APC表面. CTLA4

为同源二聚体 其单体亦能与B7分子结合. 融合蛋白

CTLA4-Ig已作为免疫抑制剂用在移植和自身免疫疾病

动物模型上. 为了在小鼠肝癌模型上研究通过CTLA4与

B7分子结合的途径将AFP靶向送达APC能否增强AFP

的免疫原性. 我们构建了编码小鼠AFP和小鼠CTLA4膜

外部分融合蛋白的真核表达载体.
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1   材料和方法

1.1 材料  小鼠肝癌细胞系Hepa 1-6由第二军医大学王

皓博士惠赠; E.coli. DH5α菌种由华中科技大学同济医学
院蔡俐琼硕士惠赠 编码mCTLA4-Ig融合蛋白的质粒

pmCTLA4-Ig由华中科技大学同济医学院汪道文教授惠

赠 真核表达载体pcDNA3.1/myc-His 购自 Invitrogen

公司; RT-PCR试剂盒(Ver.2.1) Ex Taq高保真Taq酶

限制性内切酶和T4DNA连接酶购自宝生物工程(大连)

有限公司; Trizol 试剂和RPMI1640为Gibco 公司产品

胎牛血清为Hyclone公司产品; 质粒小量制备试剂盒和

琼脂糖凝胶核酸纯化回收试剂盒为Omega公司产品. 其

余试剂均为国产或进口分析纯试剂.

1.2 方法  培养Hepa 1-6 细胞至对数期 收集细胞

细胞数应在5-10×106 用Trizol 试剂提取细胞总RNA.
为了克隆包括分泌信号在内的AFP全长基因 设计的

引物为P1 P2 P1:5 -CTCAGGAATTCGCCATGA

AGTGGATCACA-3 在 5 端引入酶切位点Eco RI;

P2:5 -CTCTGCTCTAGATTACTCGAGAACGCCCAAA

GCATCACG-3 在3 端引入酶切位点Xho I和Xba I.

引物由上海博亚生物工程公司合成. 利用RT-PCR试剂

盒反转录出 cDNA第 1 链 引物采用Oligo dT 条件

为:42  30 min 99  5 min 5  5 min. 采用Ex

Taq高保真Taq酶进行随后的PCR. PCR条件为: 94 预变

性2 min 94  30 s 60  30 s 72  2 min 30个循

环 末次72 延伸5 min. 取PCR产物3 µL进行琼脂糖凝
胶电泳 观察RT-PCR结果. 为了构建mAFP-mCTLA4融

合蛋白的表达载体 我们采用重叠PCR的方法在mCTLA4

膜外部分基因的上游添加了编码GGGGSGGGGS多肽接头

的片段 同时在mCTLA4膜外部分基因的下游添加了

终止编码. 方法如下: 以 pmCTLA4-Ig为模板 第1轮

扩增mCTLA4膜外部分基因的上 下游引物分别为:5 -

TATGGCGGGGGCTCGATGGAAGCCATACAGGTG-3

和 5 -CTCTCTCTCTAGATCAAGAATCCGGGCATGG

T-3 引物由北京赛百盛公司合成. PCR条件为:95 

预变性5 min 5  40 s 60  1 min 72  1 min

30个循环 末次72 延伸10 min. 扩增产物经琼脂糖

凝胶电泳回收后作为第2轮PCR的模板. 第2轮PCR下

游引物不变 上游引物改为5 -TTATATTCTCGAGG

GAGGCGGGGGCTCGGGAGGCGGGGGCTCGATGG-3 .

第 1 轮上游引物的 5 端与第 2 轮上游引物的 3 端

有17个核苷酸重叠. PCR条件为: 95 预变性5 min

95  40 s 60  1 min 72  1 min 30个循环

末次72 延伸10 min.

1.2.1 重组质粒的构建 酶切和测序  克隆的小鼠AFP基

因经Eco RI和Xba I同时双酶切后 琼脂糖凝胶电泳回

收 纯化; 质粒pcDNA3.1/myc-His同样经Eco RI和Xba I

同时双酶切后 回收纯化. 目的基因与质粒按3 1的比

例混合 加入T4DNA连接酶进行连接反应(18 16 h).

构建的质粒命名为pmAFP. 按同样方法将加有接头的

mCTLA4膜外部分基因与pmAFP分别经Xho I和Xba I

双酶切后进行连接 即将连有接头的mCTLA4膜外部

分基因的N端与pmAFP 中编码mAFP基因的C端相连

构建表达mAFP-CTLA4 融合蛋白的质粒 命名为

pmAFP-CTLA4(图 1). 将上述连接产物转化大肠杆菌

DH5α 涂平板 氨苄青霉素筛选阳性菌落. 挑取单个
菌落培养 小量质粒制备. pmAFP-CTLA4 用Eco RI

Xba I和Xho I进行单酶切或不同组合双酶切鉴定. 酶切

鉴定正确的质粒 挑取相应菌落培养后送上海博亚生

物工程公司进行双向全长测序.

图1  真核表达载体pmAFP-CTLA4的构建过程.

1.2.2 瞬时转染及Western Blot检测蛋白表达  利用脂质
体lipofectamine 2000 (Invitrogen)瞬时转染CHO细胞 按
说明书进行操作. 在 6孔板中每孔加入5×105个CHO细
胞 24 h后加入分别稀释于Opti-MEM培养基(Invitrogen)
质粒 4 µg和 lipofectamine 200 010 µL 48 h后提取蛋
白. 超声破碎仪粉碎Hepa 1-6细胞 提取蛋白质作为阳性
对照. 蛋白质经电泳后 半干法转印至硝酸纤维素膜上
一抗分别为羊抗人AFP多克隆抗体和生物素标记的兔抗
小鼠CTLA4 多克隆抗体 然后分别用HRP标记的抗羊二

抗及HRP标记的亲和素孵育 ECL(Pharmacia)显色.

2   结果

提取的总RNA A260/A280比值为1.885 表明总RNA

较纯. 以Oligo dT反转录的cDNA为模板 用设计引物

进行PCR扩增 所得特异性条带与预期长度为1.8 kb的

目的基因相符(图 2). 以 pmCTLA4-Ig 为模板 第1轮

PCR扩增mCTLA4膜外部分基因得到预期长度的目的

基因. 以第1轮PCR产物为模板行重叠PCR得到加有接

头的mCTLA4 膜外部分基因 共414 个碱基.

2.1 重组质粒酶切及测序鉴定  质粒带有相应的目的基

因. 对重组质粒进行测序 结果与实验设计完全相符
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连接方向及阅读框正确 说明本实验已成功构建编码小

鼠AFP和小鼠CTLA4膜外部分的融合蛋白的质粒(图3).

图2  RT-PCR获得小鼠AFP基因.

图3  重组质粒pmAFP-CTLA4酶切鉴定. M: DNA marker (200 bp-
10 kb); 1: pcDNA3.1 (Eco RI); 2: pmAFP-CTLA4 (Eco RI +Xba I); 3:
pmAFP-CTLA4 (Eco RI); 4: pmAFP-CTLA4 (Eco RI+Xho I); 5: pmAFP-
CTLA4 (Xho I+Xba I).

2.2 Western Blot 检测蛋白表达  分别用 pmAFP 和

pmAFP-CTLA4瞬时转染CHO细胞. Western blot检测蛋

白表达(图 4) 一抗分别为抗-AFP抗体(图 4 A)和抗-

CTLA4抗体(图4 B). 结果显示上述两种质粒可分别表达

分子质量为70和84 ku的蛋白质.

图4  Western Blot检测蛋白表达. A: 1: CHO/pmAFP-CTLA; 2: CHO/
pmAFP; 3: Hepa 1-6; 4: CHO/ pcDNA3.1; B: 1:CHO/pmAFP-CTLA;
2: CHO/pmAFP; 3: CHO/pcDNA3.1.

3   讨论

AFP作为肝癌的标志物已被广泛用于临床[3-15]. 近年来的

研究说明AFP能够作为肝癌免疫治疗的靶的[1-4] 解决

了肝癌免疫治疗的第一个障碍-靶的问题. 但是AFP免

疫原性较弱 所诱导的抗肝癌免疫力不强[2-4]. 已有研究

发现 通过基因工程的方法将mCTLA4与自身肿瘤抗

原融合 利用mCTLA4 和 B7 分子的相互作用将抗原

直接靶向抗原提呈细胞(APC)能显著提高抗体和T细胞免

疫应答[16] 还能诱导产生明显的抗肿瘤免疫[16]. 在本实

验中 我们用PCR法克隆出mCTLA4膜外部分基因并通

过重叠PCR法添加接头(添加接头的mCTLA4膜外部分

共414个碱基) 并构建了编码小鼠AFP和小鼠CTLA4

膜外部分的融合蛋白的质粒pmAFP-CTLA4 为探讨该

质粒在肝癌免疫治疗中的作用奠定了基础.
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Abstract
AIM: To screen the hepatocyte protein interacting with
HCV core protein.

METHODS: By using HCV core protein as a bait, yeast-two
hybrid system 3 was employed for screening and identifica-
tion of HCV core protein-binding proteins from a hepatocyte
cDNA library expressed in yeast cells. The protein-protein
interaction  was confirmed by back-cross experiment, and
the inserts of the expressive vectors  were sequenced and
analyzed by bioinformatics methods.

RESULTS: Among them we identified retinol dehydrogenase
11(RDH11/androgen- regulated short-chain dehydroge-
nase/reductase 1 (ARSDR1) as a HCV core protein-inter-
acting protein. This is the first time, to the best of our
knowledge, to know the fact that there are interactions of
HCV core protein-retinol dehydrogenase 11.

CONCLUSION: The identification of retinol dehydrogenase
11 as the HCV core protein binding partner paves a new way

for further understanding of the pathogenesis of HCV infection.

Cheng J, Li K, Wang L, Lu YY, Liu Y, Zhong YW. Identification and
characterization of retinol dehydrogenase 11 as a hepatitis C virus core
protein-binding protein by yeast-two hybrid technique. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(2):286-290

摘要

目的:  丙型肝炎病毒(HCV)的核心蛋白是HCV基因组编码

的一种主要的结构蛋白 研究表明这种病毒的蛋白具有复

杂的生物学调节作用.

方法: 以HCV的核心蛋白作为诱饵(bait) 利用酵母双杂

交技术 对于肝细胞表达型酵母细胞 cDNA文库进行筛选.

对于在缺陷型培养基上生长的真阳性酵母集落 进行回交

实验 并对于cDNA文库表达载体质粒中插入的基因片段

进行序列分析和生物信息学分析.

结果: 其中一个克隆命名为HCBP12 后来证明为视黄醇

脱氢酶11(retinol dehydrogenase 11 RDH11) 或称为雄

性激素调节的短链脱氢酶 /还原酶1(androgen-regulated

short-chain dehydrogenase /reductase 1 ARSDR1).

结论: 这是首次发现和证实HCV核心蛋白与视黄醇脱氢酶

11之间存在着相互结合和相互作用 为充分阐明HCV核心

蛋白在HCV感染发病机制中的作用 开辟了新的研究方向.

成军, 李克, 王琳, 陆荫英, 刘妍, 钟彦伟. 丙型肝炎病毒核心蛋白结合视黄醇
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)的基因组编码大约10种结构和非

结构蛋白 在HCV 的生活周期 HCV 感染的致病机

制中具有十分重要的作用[1-5]. HCV核心蛋白是HCV基

因组编码的一种重要的结构蛋白 除了与HCV RNA结

合构成HCV核心颗粒之外 还具有广泛的生物学调节

作用[6-10]. HCV核心蛋白与HCV感染的靶细胞的细胞周

期 细胞凋亡 信号转导 HCV感染的慢性化 以及正

常细胞的恶性转化等调节过程有十分密切的联系[11-15].

HCV核心蛋白的表达 对于HCV感染细胞的影响机制

是多方面的 其中之一就是HCV核心蛋白与肝细胞中

的蛋白之间的结合和相互作用[16-20]. 如果结合的蛋白是一

种激酶 就会改变激酶的活性 如果是一种底物蛋白

就会改变这种底物蛋白的性质. HCV核心蛋白对于HCV

感染的靶细胞的信号转导具有显著的影响[21-25]. 因此



关于HCV核心蛋白的结合蛋白的研究就十分重要[26-30].

既往应用不同的技术对于HCV核心蛋白的结合蛋白进

行筛选 获得了一系列的重要信息 我们为了进一步

拓宽HCV核心蛋白结合蛋白研究的范围和深度 利用

酵母双杂交技术对于肝细胞cDNA表达型酵母细胞文库

进行筛选 首次证实HCV核心蛋白可以与视黄醇脱氢

酶11(retinol dehydrogenase 11 RDH11)或称为雄激素

调节短链脱氢酶 /还原酶1(androgen-regulated short-

chain dehydrogenase /reductase 1 ARSDR1)进行结合

从而为研究HCV核心蛋白的生物学作用研究开辟了新

的方向.

1   材料和方法

1.1 材料  pGBKT7-BD克隆载体 pGADT7-AD克隆载

体 pGBKT7-53对照质粒 pGBKT7-Lam 对照质粒

Saccharomyces cerevisiae AH109酵母株 Y187酵母株

(K1612-1) 预转化入酵母的对照质粒pGBKT7-p53

(AH109) 编码DNA-BD/ 鼠 p53 融合蛋白 pTD1-1

(Y187) 质粒pACT2中编码AD/SV40大T抗原融合蛋

白 以及预转化的cDNA肝文库(Y187) 质粒 pACT2

表达AD/cDNA文库融合蛋白(PT3183-1) 以上产品均购

自Clontech公司. 酵母YPDA培养基 SD/-Trp SD/-Leu

SD/-Trp/-Leu SD/-Trp/-Leu/-His SD/-Trp/-Leu/-His/

-Ade培养基 X- -半乳糖苷酶(Gal)等购自Clontech

公司 半硫酸腺苷 醋酸锂购自Sigma 公司[31-32].

1.2 方法

1.2.1 诱饵质粒载体的构建及酵母配合实验  HCV核心

蛋白的酵母表达载体pGBKT7-core由本室构建 用醋

酸锂法[4]转入酵母细胞AH109后 在四缺培养基上培

养排除其自身激活作用. 挑取在SD/-Trp选择培养基上

生长转化子(计数大于1 109细胞 /ml)与肝文库混合

30 轻摇配合过夜 24 h后铺板SD/-Trp/-Leu/-His 25

块 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 25块. 同时进行阳性对照

实验及文库滴定. 生长6-18 d后把长出的大于2 mm的

酵母集落 在铺有 X-α-半乳糖苷酶的QDO上检查α-
半乳糖苷酶活性 认为在QDO培养基上生长且出现蓝

色菌落的配合为阳性集落[33-35].

1.2.2 阳性质粒的克隆和分析  挑取真正的阳性集落按

照试剂盒提供的操作指南Lyticase法提取酵母质粒. 提

取的质粒以复杂冰冻高效感受态方法转化大肠杆菌

于含有氨苄青霉素的SOB平板培养 所获得的菌落酶

切鉴定后测序. 阳性克隆DNA测序后 提交GenBank分

析 所获新的基因存入GenBank数据库.

2   结果

2.1 表达载体的构建  利用重组表达载体的限制性内切

酶作图分析和插入片段的核苷酸序列分析 证实构建

的pGBKT7-HCV-core表达载体正确.

2.2 酵母双杂交筛选  利用HCV核心蛋白作为诱饵 对

于人肝细胞的cDNA文库进行筛选 获得了36个既能

在4重缺陷培养基上生长 又能在α-半乳糖苷酶底物
的存在下变蓝的阳性酵母菌落. 对于阳性菌落的插入

cDNA片段进行序列分析 其中第12号克隆与已知的功

能基因没有显著的同源性 命名为HCV核心蛋白结合

蛋白12(HCBP12) 被GenBank收录 收录号为AF395068.

HCBP12基因开放读码框架含有954 nt 编码产物由318

aa组成(图 1).

ATG GTT GAG CTC ATG TTC CCG CTG TTG CTC

M   V   E   L    M   F    P    L    L    L

CTC CTT CTG CCC TTC CTT CTG TAT ATG GCT

L   L    L    P    F    L    L    Y   M   A

GCG CCC CAA ATC AGG AAA ATG CTG TCC AGT

A   P    Q    I    R    K    M   L    S    S

GGG GTG TGT ACA TCA ACT GTT CAG CTT CCT

G   V   C    T    S    T    V   Q   L    P

GGG AAA GTA GTT GTG GTC ACA GGA GCT AAT

G   K   V   V   V   V   T    G   A   N

ACA GGT ATC GGG AAG GAG ACA GCC AAA GAG

T   G   I    G   K   E    T    A   K   E

CTG GCT CAG AGA GGA GCT CGA GTA TAT TTA

L   A   Q   R   G   A   R   V   Y   L

GCT TGC CGG GAT GTG GAA AAG GGG GAA TTG

A   C   R   D   V   E   K   G   E   L

GTG GCC AAA GAG ATC CAG ACC ACG ACA GGG

V   A   K   E    I    Q   T    T    T    G

AAC CAG CAG GTG TTG GTG CGG AAA CTG GAC

N   Q   Q   V   L    V   R   K   L    D

CTG TCT GAT ACT AAG TCT ATT CGA GCT TTT

L   S    D    T    K    S    I    R    A    F

GCT AAG GGC TTC TTA GCT GAG GAA AAG CAC

A   K   G   F    L    A   E   E   K   H

CTC CAC GTT TTG ATC AAC AAT GCA GGA GTG

L   H   V   L    I    N   N   A   G   V

ATG ATG TGT CCG TAC TCG AAG ACA GCA GAT

M   M   C   P   Y   S    K   T   A   D

GGC TTT GAG ATG CAC ATA GGA GTC AAC CAC

G   F    E   M   H   I    G   V   N   H

TTG GGT CAC TTC CTC CTA ACC CAT CTG CTG

L   G   H   F    L    L    T    H   L    L

CTA GAG AAA CTA AAG GAA TCA GCC CCA TCA

L   E    K   L    K    E    S    A    P    S

AGG ATA GTA AAT GTG TCT TCC CTC GCA CAT

R   I    V   N   V   S    S    L    A   H

CAC CTG GGA AGG ATC CAC TTC CAT AAC CTG

H   L    G   R   I    H   F    H   N   L

CAG GGC GAG AAA TTC TAC AAT GCA GGC CTG

Q   G   E   K   F    Y   N   A   G   L
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GCC TAC TGT CAC AGC AAG CTA GCC AAC ATC

A   Y   C    H   S    K   L    A   N   I

CTC TTC ACC CAG GAA CTG GCC CGG AGA CTA

L   F    T    Q   E    L    A   R   R   L

AAA GGC TCT GGC GTT ACG ACG TAT TCT GTA

K   G   S    G   V   T    T    Y   S    V

CAC CCT GGC ACA GTC CAA TCT GAA CTG GTT

H   P    G   T    V   Q   S    E    L    V

CGG CAC TCA TCT TTC ATG AGA TGG ATG TGG

R   H   S   S   F   M   R   W   M   W

TGG CTT TTC TCC TTT TTC ATC AAG ACT CCT

W   L    F    S    F    F    I    K    T    P

CAG CAG GGA GCC CAG ACC AGC CTG CAC TGT

Q   Q   G   A   Q   T    S    L    H   C

GCC TTA ACA GAA GGT CTT GAG ATT CTA AGT

A   L    T    E    G    L    E    I    L    S

GGG AAT CAT TTC AGT GAC TGT CAT GTG GCA

G   N   H   F    S    D   C   H   V   A

TGG GTC TCT GCC CAA GCT CGT AAT GAG ACT

W   V   S    A   Q   A   R   N   E   T

ATA GCA AGG CGG CTG TGG GAC GTC AGT TGT

I   A   R   R   L    W   D   V   S    C

GAC CTG CTG GGC CTC CCA ATA GAC TAA

D   L    L    G    L    P    I    D    *

图1  人HCBP12基因及其编码产物一级结构序列.

2 .3 人 HCBP12 同源基因序列的搜索  在我们完成

HCBP12的基因克隆化数月之后 在GenBank中又收录

了视黄醇脱氢酶 11 或称为雄性激素调节的短链脱氢

酶/还原酶1. 我们的HCBP12克隆 实际上就是视黄醇

脱氢酶11或称为雄性激素调节的短链脱氢酶/还原酶1.

3   讨论

未知功能基因的克隆化是研究病毒性肝炎发病机制重

要的创新知识的源泉[36-40]. 以研究蛋白-蛋白相互作用

的酵母双杂交技术 首先是用于验证两种已知蛋白之

间的结合 随着表达型cDNA文库的构建和应用 酵母

双杂交技术还可用来筛选未知功能的新基因 这也是

后基因组计划 即蛋白质组计划中的支柱技术类型之

一[41-45]. 随着 α和 a 型单倍体酵母及其配合技术的引
入 取代了文库质粒的转染环节 从而使酵母双杂交技

术的筛选效率大大提高. 在以丙型肝炎病毒核心蛋白为

饵 的酵母双杂交技术筛选过程中 我们不仅发现了

一些已知功能的蛋白类型 例如本文发现的与HCV核

心蛋白结合的视黄醇脱氢酶11或称为雄性激素调节的

短链脱氢酶/还原酶1之外 我们还发现了与HCV核心

蛋白结合的新型蛋白的基因[46-60]. 我们的结果充分说明

了酵母双杂交技术在蛋白质组计划 HCV核心蛋白结

合蛋白的筛选中的重要作用和地位.

        Moore et al [61]克隆了小鼠短链脂肪酸脱氢酶/还原酶

(SDR) 基因家族的一个新成员 成为小鼠前列腺短链脱

氢酶 /还原酶1 (Psdr1). 来自睾丸的Psdr1的 cDNA大小

为3.2 kb 编码的Psdr1 的蛋白由316 aa组成 与人的

同源基因序列的同源性为85%. Northern blot杂交分析结

果表明 Psdr1 在小鼠的睾丸和肝脏中的表达水平最

高 但是表达的分子类型却不同. 对于基因启动子序列

的分析结果表明 具有保守的雄激素应答元件(androgen

response element)和孕酮的应答元件(progesterone response

element). 小鼠的Psdr1基因在染色体上的定位是12q31-

34 相当于人PSDR1在染色体上的定位(14q23-24.3).

这些研究结果表明 Psdr1属于一种组织特异性视黄醇

和类固醇代谢相关的酶类. Wang et al [62]对于眼外组织中

的重组人11-顺-视黄醇脱氢酶 类固醇激素 视黄醇

等对于Rdh5基因转录表达的影响. Rdh5 催化9-顺-视

黄醇的代谢 与催化11-顺-视黄醇的代谢效率相同

也可以催化雄性激素的代谢. Rdh5 mRNA在眼外组织中

具有广泛的表达活性 肝脏 乳腺的表达水平最高.

另外的表达位点还包括结肠 胸腺 小肠 肾 膀

胱 胰腺 脾 心 子宫 卵巢 睾丸和脊髓等.

胎儿肝脏中也有高水平的Rdh5 的表达 是胎儿组织中

表达水平最高的组织类型. 人Rdh5和9-顺-视黄醇脱

氢酶实际上是同一个基因.

        11-顺-视黄醇脱氢酶催化顺-视黄醇的氧化反应

这是9-顺-视黄酸生物合成的限速步骤. 11-顺-视黄醇

脱氢酶对于3α-羟基类固醇也具有催化作用 因此认为
11-顺-视黄醇脱氢酶参与类固醇的代谢. Huang et al [63]

建立了11-顺-视黄醇脱氢酶基因稳定转染的293细胞

系 只要给予适当的辅助因子 293细胞中表达的11-

顺-视黄醇脱氢酶可以催化一系列性激素的转化. 这一

途径可以看作是外周组织非经典途径的具有活性的雄

性激素的产生途径. 为了阐明11- 顺 - 视黄醇脱氢酶

(11-cis-retinol dehydrogenase)以及9-顺-视黄酸生物合

成的过程和作用 Driessen et al [64]建立了11-顺-视黄

醇脱氢酶的基因敲除小鼠模型. 基因敲除模型可以正常发

育 包括视网膜的发育也正常. 光受体的数目没有显著的

减少. 最近发现11-顺-视黄醇脱氢酶的基因突变与眼底

病(fundus albipunctatus)的发病有关. Yamamoto et al [65]也发

现11-顺-视黄醇脱氢酶的基因突变可以引起暗适应时

间延长和眼底病.

       从基因水平上来看病毒性肝炎的发病机制 可以

认为是正常的肝脏获得了肝脏之外的基因的表达 就

是肝炎病毒基因的表达. 因此 病毒性肝炎也可以看作

是一种基因病. 这种疾病的发病机制非常复杂 其中之

一就是肝炎病毒蛋白与肝细胞蛋白之间的相互结合和

相互作用. 由于肝脏获得了正常情况下不存在的肝炎病

毒蛋白 通过蛋白-蛋白之间的结合和相互作用 改变

了肝脏正常的代谢途径. 本文的研究结果发现HCV核心

蛋白可以与视黄醇脱氢酶11/雄性激素调节的短链脱氢
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酶 / 还原酶 1 结合 可能会改变其酶学催化作用 导

致肝脏正常代谢途径的紊乱. HCV感染引起脂类代谢的

异常 与脂肪性肝炎(steatohepatitis)的发生发展密切相关.

另外 HCV感染也引起胰岛素抗性(insulin resistance

IR) 与 II 型糖尿病的发生发展有关[66-71]. 本文又发现

HCV核心蛋白与视黄醇脱氢酶11/ 雄性激素调节的短

链脱氢酶/还原酶1结合 说明HCV感染可能通过其核

心蛋白干扰性激素和类固醇激素的代谢途径. 已有的资

料表明 HCV感染可以造成多方面的代谢异常 这是

HCV慢性感染发病机制的重要的组成部分. 有足够的资料

表明 HCV感染可引起多代谢综合征(multiple metabolic

syndrome  MMS). HCV感染与多代谢综合征相互关系的

提出 对于进一步认识HCV感染的发病机制 从多个

方面 多个角度认识HCV感染所引起的疾病 探讨不

同的治疗措施 具有重要的意义.
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Abstract
AIM: To clone murine homologous gene to human NS5ABP37
gene, and to elucidate its biological functions and the pos-
sible effects in the pathogenesis of hepatitis C virus (HCV)
infection.

METHODS: Yeast-two hybrid system was employed to
screen the human liver cDNA library by using non-structural
protein 5A (NS5A) of hepatitis C virus (HCV) as the bait.
According to the homologous role between the species, a
murine NS5ABP37 homologous to human NS5ABP37 was
deduced by bioinformatics methods. The primary sequence
of murine NS5ABP37 was searched for conserved domains
by online tools of GeneBank.

RESULTS: Human NS5ABP37 was screened and cloned from
human liver cDNA library by yeast-two hybrid system 3.
The murine NS5ABP37 was deduced by bioinformatics methods.
The open reading frame (ORF) of murine NS5ABP37 con-

sisted of 1 488 nt encoding a protein of 495 amino acids.
Calculated molecular weight was 54 583.67 dalton and
predicted pI was 4.70. From the homologous protein
search, murine NS5ABP37 was demonstrated homologous
to leukocyte antigen related (LAR) protein precursor. The
sequence of murine NS5ABP37 was deposited into
GenBank, and the accession number was AY234860.

CONCLUSION: Successful identification and cloning of murine
NS5ABP37, which is homologous to LAR protein precursor,
paves a way for elucidating the biological function of mu-
rine NS5ABP37 and pathogenesis of hepatitis C virus
infection.

Cheng J, Li K, Wang L, Lu YY, Liu Y, Zhong YW. Identification and
sequence analysis of mouse homologous gene coding for hepatitis C
virus non-structural protein 5A-binding protein 37. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(2):291-297

摘要

目的: 克隆丙型肝炎病毒(HCV)非结构蛋白5A(NS5A)结合蛋

白37(NS5ABP37)的小鼠同源基因 为阐明小鼠NS5ABP37

基因的生物学功能奠定基础 探索HCV NS5A 蛋白与

NS5ABP37蛋白之间的结合在慢性丙型肝炎的发病机制中

可能的作用.

方法: 利用酵母双杂交系统3 以HCV NS5A蛋白作为诱

饵 筛选肝细胞cDNA文库 首先获得HCV NS5A结合的人

肝细胞蛋白的新的编码基因. 利用生物信息学(bioinformatics)

技术确定NS5ABP37的小鼠同源基因序列. 利用GenBank

在线分析软件 对小鼠NS5ABP37蛋白一级结构特点进行

分析.

结果: 通过酵母双杂交技术获得了人NS5ABP37的编码基

因. 利用生物信息学技术确定了小鼠NS5ABP37的基因序

列. 利用分子生物学技术获得了小鼠的NS5ABP37的基因克

隆 小鼠NS5ABP37基因开放读码框架(ORF)为1 488 nt

编码产物由495 aa组成. 计算分子量为54 583.67道尔顿

预测等电点(pI)为4.70. 小鼠NS5ABP37与白细胞抗原相关

(leukocyte antigen related LAR)蛋白前体蛋白(LAR protein

precursor)同源. 小鼠HCV NS5ABP37基因序列被美国核苷

酸数据库GenBank 收录 收录号为AY234860.

结论: 成功确定 克隆了小鼠的NS5ABP37基因序列 并

证实与白细胞抗原相关蛋白前体蛋白具有一定的同源性. 这

一结果 为进一步阐明小鼠的NS5ABP37基因的功能 阐



292                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 2月 15 日  第 12 卷  第 2 期

明HCV感染的发病机制奠定了坚实的基础.

成军, 李克, 王琳, 陆荫英, 刘妍, 钟彦伟. 丙型肝炎病毒非结构蛋白5A结合

蛋白37小鼠同源基因的克隆化及结构分析. 世界华人消化杂志  2004;12(2):

291-297

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/291.asp

0   引言

肝炎病毒与肝细胞之间的相互作用是病毒性肝炎发病

机制的重要组成部分[1-5]. 肝细胞获得肝炎病毒的基因

肝炎病毒蛋白的表达 通过多种复杂的机制对于感染

的肝细胞的基因表达谱产生显著的影响; 肝炎病毒蛋白

与肝细胞中蛋白结合形成异二聚体或多聚体 对于肝

细胞蛋白的功能产生显著影响; 肝炎病毒作为一种简单

的生物类型 肝细胞中的蛋白与肝炎病毒DNA/RNA的

结合 对于肝炎病毒基因组的复制和表达不仅是可能

的 而且也是肝炎病毒生活周期所必需的[6-10]. 所有这

些相互作用 对于肝炎病毒的生存至关重要 同时也

是病毒性肝炎发病机制的关键所在[11-15]. 我们应用酵母双

杂交技术对丙型肝炎病毒(HCV)的非结构蛋白5A(NS5A)

在肝细胞中的结合蛋白进行了筛选 获得了一个未知功

能基因 命名为HCV NS5A结合蛋白37(NS5ABP37)[7]

我们利用分子生物学技术与生物信息学技术相结合的

策略 克隆了小鼠的NS5ABP37编码基因 并对其序列

进行分析.

1   材料和方法

1.1 材料  pGBKT7-BD克隆载体 pGADT7-AD克隆载

体 pGBKT7-53对照质粒 pGBKT7-Lam 对照质粒

Saccharomyces cerevisiae AH109酵母株 Y187酵母株

(K1612-1) 预转化入酵母的对照质粒 pGBKT7-53

(AH109) 编码DNA-BD/ 鼠 p53 融合蛋白 pTD1-1

(Y187) 质粒pACT2中编码AD/SV40大T抗原融合蛋

白 预转化的肝细胞cDNA文库(Y187) 质粒 pACT2

表达AD/cDNA文库融合蛋白(PT3183-1). 酵母YPDA培

养基 SD/-Trp SD/-Leu SD/-Trp/-Leu SD/-Trp/-

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

Sigma 公司 抗c-myc 单克隆抗体本室自制 由购自

ATCC的1-9E10.2杂交瘤产生 HepG2细胞为本室保

存细胞株[7].

1.2 方法

1.2.1 诱饵质粒载体的构建及酵母配合实验  人 HCV

NS5A结合蛋白37(NS5ABP37)的基因克隆化见文献[7].

1.2.2 小鼠HCV NS5ABP37同源基因的克隆化  根据生

物信息学分析结果 确定NS5ABP37小鼠同源基因序列.

对蛋白质一级结构的特点进行生物信息学分析[16-23].

2   结果

2.1 小鼠HCV NS5ABP37同源基因的克隆化  NS5ABP37

小鼠同源基因序列分析结果表明 小鼠NS5ABP37 基

因开放读码框架(ORF)为 1 488 nt 编码产物由495 aa

组成(图1). 计算分子量为54 583.67道尔顿 等电点(pI)

为4.70. 小鼠HCV NS5ABP37基因序列被美国核苷酸数

据库GenBank 收录 收录号为AY234860.

        对于小鼠HCV NS5ABP37蛋白的同源性蛋白数据

库进行搜索 发现与白细胞抗原相关(leukocyte antigen

related LAR)蛋白前体蛋白(LAR protein precursor) 即

蛋白酪氨酸磷酸酶Lar前体(protein-tyrosine phosphatase

Lar precursor)或称为蛋白酪氨酸磷酸盐磷酸水解酶

(protein-tyrosine-phosphate phosphohydrolase dLAR)具有

高度的同源性. 这种同源性提示了小鼠HCV NS5ABP37

蛋白功能的特点.

ATG ACG GAA CCC GAG AAT GTC GCC TCA GAG

M   T    E   P    E   N   V   A   S    E

GTG TAC CAT GGG CCT GAG CTG GAG TGC ACG

V   Y   H   G   P    E    L    E    C    T

GTT GGC AAC CTG CTG CCT GGA ACT GTG TAC

V   G   N   L    L    P    G   T    V   Y

CGC TTC AGA GTG CGA GCT CTG AAT GAC GGA

R   F    R   V   R   A   L    N   D   G

GGG TAC GGT CCC TAC TCT GAT GTG TCA GAA

G   Y   G   P    Y   S    D   V   S    E

ATC ACC ACT GCC GCA GGG CCC CCT GGG CAG

I   T    T    A    A   G   P    P    G    Q

TGC AGA GCA CCG CGT GTC TCC TTC ACG CCT

C   R   A   P    R   V   S    F    T    P

GAC GGA TGC GTC CTG GTG GGC TGG GAG AGC

D   G   C   V   L    V   G   W   E   S

CCT GCG AGC CCT GGT GCC GAC ATC TCC GAA

P   A    S    P    G    A    D    I    S    E

TAC AGG TTG GAG TGG GGA GAA GAT GAA CAG

Y   R   L   E   W   G   E   D   E   Q

TCC TTA GAA CTC GTT TAT CAT GGT CCA GAC

S   L    E   L    V   Y   H   G   P    D

ACC TGC TTT GAG ATG CGA GAT CTG TTG CCT

T   C   F    E   M   R   D   L    L    P

GCT GCA CAG TAT TGC TGC AGA CTA CAG GCC

A   A   Q   Y   C   C   R   L    Q   A

TTC AAT CCA GCA GGC GCA GGG CCA TAT AGT

F   N   P    A   G   A   G   P    Y   S

GAG CTT GTC CAC TGC CAG ACA CCA GCC TCT

E   L    V   H   C    Q   T    P    A   S

GCC CCC GAC CCT GTC TCC ACT CTG TGT GTC

A   P    D   P    V   S    T    L    C    V

CTG GAG GAG GAG CCC CCC AGT GCC CAC CCA

L   E   E    E    P    P    S    A   H   P

GAC TCA CCC TCT GTG TGC CTT GTA CTG AAC

D   S    P    S    V   C   L    V   L    N
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TGG GAA GAG CCG TGC AAT AAT GGG TCT GAA

W   E   E   P    C   N   N   G   S    E

ATC CTT GCT TAT AAC ATC GAT CTG GGA GAC

I    L    A    Y    N    I    D    L    G    D

AGC TGC ATT ACT GTG GGC AAC ACT ACC ACA

S   C    I    T    V    G    N    T    T    T

CAC GTG ATG AAG AAC CTC CTT CCA GAA ACG

H   V   M   K   N   L    L    P    E    T

ACA TAC CGG ATC AGA ATT CAG GCT ATC AAT

T   Y    R    I    R    I    Q    A    I    N

GAA ATT GGA GTT GGA CCA TTT AGT CAG TTC

E   I    G    V    G    P    F    S    Q    F

ATT AAA GCA AAA ACT CGG CCA TTA CCG CCT

I    K    A    K    T    R    P    L    P    P

TCG CCT CCT AGG CTT GAG TGT GCT GCG TCT

S   P    P    R    L    E    C    A   A   S

GGT CCT CAG AGC CTG AAG CTC AAG TGG GGA

G   P   Q   S    L    K   L    K   W   G

GAC AGT AAC TCC AAG ACA CAT GCT GCT GGT

D   S    N   S    K   T    H   A   A   G

GAC ATG GTG TAC ACA CTA CAG CTG GAA GAC

D   M   V   Y   T    L    Q   L    E   D

AGG AAC AAG AGG TTT ATC TCA ATC TAC CGA

R   N    K    R    F    I    S    I    Y    R

GGA CCC AGC CAC ACC TAC AAG GTC CAG AGA

G   P   S    H   T    Y   K   V   Q   R

CTG ACA GAG TTT ACC TGC TAC TCC TTC AGG

L   T    E    F    T    C    Y   S    F    R

ATC CAG GCA ATG AGC GAG GCA GGG GAG GGG

I   Q   A   M   S    E    A   G   E   G

CCT TAC TCA GAA ACC TAC ACC TTC AGC ACA

P   Y    S    E    T    Y    T    F    S    T

ACC AAA AGC GTG CCT CCC ACC CTC AAA GCA

T   K   S    V   P    P    T    L    K   A

CCT CGA GTG ACG CAG TTA GAA GGG AAT TCC

P   R   V   T    Q   L    E    G   N   S

TGT GAA ATC TTC TGG GAG ACG GTA CCA CCG

C   E   I    F    W   E   T    V   P    P

ATG AGA GGC GAC CCT GTG AGC TAC GTT CTA

M   R   G   D   P    V   S    Y   V   L

CAG GTG CTG GTT GGA AGA GAC TCT GAG TAC

Q   V   L    V   G   R   D   S    E   Y

AAG CAG GTG TAC AAG GGA GAA GAA GCC ACA

K   Q   V   Y   K   G   E   E   A   T

TTC CAA ATC TCA GGC CTC CAG AGC AAC ACA

F   Q    I    S    G    L    Q    S    N    T

GAT TAC AGG TTC CGC GTG TGT GCC TGC CGC

D   Y   R   F    R   V   C   A   C   R

CGC TGT GTG GAC ACG TCT CAG GAG CTC AGT

R   C   V   D   T    S    Q   E    L    S

GGC GCG TTC AGC CCC TCT GCG GCT TTC ATG

G   A   F    S    P    S    A    A   F    M

TTA CAA CAG CGT GAG GTT ATG CTT ACA GGG

L   Q   Q   R   E    V   M   L    T    G

GAC CTG GGA GGC ATG GAA GAG GCC AAG ATG

D   L   G   G   M   E   E   A   K   M

AAG GGC ATG ATG CCC ACC GAC GAA CAG TTT

K   G   M   M   P   T   D   E   Q   F

GCT GCA CTC ATC GTG CTT GGC TTC GCG ACC

A   A   L    I    V    L    G    F    A    T

CTG TCC ATT TTG TTT GCC TTT ATA TTA CAG

L   S    I    L    F    A    F    I    L    Q

TAC TTC TTA ATG AAG TAA

   Y      F       L       M      K       *

图 1  小鼠NS5ABP37基因序列及其编码产物序列.

2.2 人 小鼠HCV NS5ABP37蛋白一级结构序列的同源

性比较  对于人HCV NS5ABP37(AF543840)和小鼠

NS5ABP37基因序列的蛋白质一级结构序列的同源性进

行比较 人和小鼠的NS5ABP37蛋白质一级结构的同

源性为90.91%(450/495)(图 2).

人   MTEPENVASEVYHGPELECTVGNLLPGTVYRFRVR

小鼠 ----D-----------------------------

人   ALNDGGYGPYSDVSEITTAAGPPGQCRAPRVSFTP

小鼠----------------------------CI-C--

人   DGCVLVGWESPASPGADISEYRLEWGEDEQSLELV

小鼠 -----------D-S---------------E----I

人   YHGPDTCFEMRDLLPAAQYCCRLQAFNPAGAGPYS

小鼠 -----R--I-------------------------

人   ELVHCQTPASAPDPVSTLCVLEEEPPSAHPDSPSV

小鼠--L---------------------LD-Y----A

人   CLVLNWEEPCNNGSEILAYNIDLGDSCITVGNTTT

小鼠 -------------------T-----TS------M

人   HVMKNLLPETTYRIRIQAINEIGVGPFSQFIKAKT

小鼠 ----D------------------A-----------

人   RPLPPSPPRLECAASGPQSLKLKWGDSNSKTHAAG

小鼠 -----L--------A-------------------E

人   DMVYTLQLEDRNKRFISIYRGPSHTYKVQRLTEFT

小鼠 -I--------------------------------

人   CYSFRIQAMSEAGEGPYSETYTFSTTKSVPPTLKA

小鼠 --------A-------F---------------I--

人   PRVTQLEGNSCEIFWETVPPMRGDPVSYVLQVLVG

小鼠 -------------L-----S-K----N-I------



人   RDSEYKQVYKGEEATFQISGLQSNTDYRFRVCACR
小鼠 -E-------------------T------------

人   RCVDTSQELSGAFSPSAAFMLQQREVMLTGDLGGM
小鼠 -L----------------V-R-E------MG--

人   EEAKMKGMMPTDEQFAALIVLGFATLSILFAFILQ
小鼠 DD-K-S----------------------------

人   YFLMK
小鼠 -----

图2  人和小鼠HCV NS5A结合蛋白37蛋白一级结构序列的比较.

2.3 小鼠HCV NS5ABP37同源基因保守结构位点的生

物信息学分析  在小鼠NS5ABP37蛋白质一级结构序列

中发现了一系列的纤维连接蛋白3型结构域(fibronectin

type 3 domain Fn-III) Fn-III 是血浆蛋白纤维连接蛋

白(Fn)结构内部的3种重复结构序列之一. 大约2%的动

物蛋白分子结构中含有Fn-III 重复序列结构 包括细

胞内蛋白 细胞外基质蛋白 跨膜细胞因子受体 酪氨

酸磷酸酶受体以及黏附分子等. 在细菌的糖基水解酶分

子结构中也含有Fn-III 样结构域(图 ).

                       CD-Length = 93 residues 100.0% aligned

           Score = 56.9 bits (136)  Expect = 5e-09

小鼠NS5ABP37   58   PGQCRAPRVSFTPDGCVLVGWESPASPGADISEYRLEW---GEDEQSLELVYHGPDTCFE  114

Fn-II I 1    PSPPTNLRVTDVTSTSVTLSWTPPEDDGGPITGYVVEYREKGSGDWKEVEVTPGSETSYT    60

小鼠NS5ABP37:  115  MRDLLPAAQYCCRLQAFNPAGAGPYSELVHCQT  147

Fn-II I             61  LTGLKPGTEYEFRVRAVNGGGESPPSESVTVTT     93

           CD-Length = 93 residues  100.0% aligned

           Score = 52.2 bits (124)  Expect = 1e-07

小鼠NS5ABP37: 152  PDPVSTLCVLEEEPPSAHPDSPSVCLVLNWEEPCNNGSEILAYNIDLGDSC--------I  203

Fn-II I 1   PSPPTNLRVTDVTSTS---------VTLSWTPPEDDGGPITGYVVEYREKGSGDWKEVEV  51

小鼠NS5ABP37:  204  TVGNTTTHVMKNLLPETTYRIRIQAINEIGVGPFSQFIKAKT  245

Fn-II I            52   TPGSETSYTLTGLKPGTEYEFRVRAVNGGGESPPSESVTVTT  93

          CD-Length = 93 residues  100.0% aligned

         Score = 49.5 bits (117)  Expect = 8e-07

小鼠NS5ABP37:  249  PPSPPRLECAASGPQSLKLKWGDSNSKTHAAGDMVYTLQLEDRNK---RFISIYRGPSHT  305

Fn-III                     1   PSPPTNLRVTDVTSTSVTLSW--TPPEDDGGPITGYVVEYREKGSGDWKEVEVTPGSETS  58

小鼠NS5ABP37:  306  YKVQRLTEFTCYSFRIQAMSEAGEGPYSETYTFST  340

Fn-III                   59   YTLTGLKPGTEYEFRVRAVNGGGESPPSESVTVTT  93

                                    CD-Length = 93 residues  only  47.3% aligned

                                 Score = 48.4 bits (114)  Expect = 2e-06

小鼠NS5ABP37:  10   EVYHGPELECTVGNLLPGTVYRFRVRALNDGGYGPYSDVSEITT  53

Fn-III                  50   EVTPGSETSYTLTGLKPGTEYEFRVRAVNGGGESPPSESVTVTT  93

                                   CD-Length = 93 residues   81.7% aligned

                                Score = 45.7 bits (107)  Expect = 1e-05

小鼠NS5ABP37:  345  PPTLKAPRVTQLEGNSCEIFWETVPPMRGDPVSYVLQVLVGRDSEYKQVYK--GEEATFQ  402

Fn-III                    1    PSPPTNLRVTDVTSTSVTLSWTPPEDDGGPITGYVVEYREKGSGDWKEVEVTPGSETSYT  60

小鼠NS5ABP37:  403  ISGLQSNTDYRFRVCA  418

Fn-III                   61   LTGLKPGTEYEFRVRA  76

                                   CD-Length = 83 residues   84.3% aligned

                                Score = 50.9 bits (121)  Expect = 3e-07

小鼠NS5ABP37:  177  LVLNWEEPCNNGSEILAYNIDLGD--------SCITVGNTTTHVMKNLLPETTYRIRIQA  228

Fn-III                   14   LTLSWSPPPDGNGPITGYEVEYQPKNSGEEWNEITVPGTTTSYTLTGLKPGTEYEVRVQA  73

小鼠NS5ABP37:  229  INEIGVGPFS   238

Fn-III                   74   VNGGGNGPPS  83

1                   50                 100                 150                 200                 250                300                350                 400                 450             495
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                                  CD-Length = 83 residues   98.8% aligned
       Score = 44.7 bits (105)  Expect = 2e-05

小鼠NS5ABP37:  62   RAPRVSFTPDGCVLVGWESPASPGADISEYRLEW---GEDEQSLELVYHGPDTCFEMRDL  118
Fn-III                   2    TNLTVTDVTSTSLTLSWSPPPDGNGPITGYEVEYQPKNSGEEWNEITVPGTTTSYTLTGL  61
小鼠NS5ABP37: 119  LPAAQYCCRLQAFNPAGAGPYS  140
Fn-III                  62   KPGTEYEVRVQAVNGGGNGPPS  83
                                   CD-Length = 83 residues  only  39.8% aligned
                                 Score = 41.6 bits (97)  Expect = 2e-04
小鼠NS5ABP37:  14   GPELECTVGNLLPGTVYRFRVRALNDGGYGPYS  46
Fn-II I           51   GTTTSYTLTGLKPGTEYEVRVQAVNGGGNGPPS  83
                                  CD-Length = 83 residues   84.3% aligned
                                 Score = 41.2 bits (96)  Expect = 2e-04
小鼠NS5ABP37:  351  PRVTQLEGNSCEIFWETVPPMRGDPVSYVLQVLVGRDSEYKQVY--KGEEATFQISGLQS  408
Fn-III                    4    LTVTDVTSTSLTLSWSPPPDGNGPITGYEVEYQPKNSGEEWNEITVPGTTTSYTLTGLKP  63
小鼠NS5ABP37:  409  NTDYRFRVCA  418
Fn-III                   64  GTEYEVRVQA  73
                                  CD-Length = 83 residues  100.0% aligned
                                 Score = 37.8 bits (87)  Expect = 0.003
小鼠NS5ABP37:  252  PPRLECAASGPQSLKLKWGDSNSKTHAAGDMVYTLQLEDRNKRFISIYR---GPSHTYKV  308
Fn-III                    1    PTNLTVTDVTSTSLTLSW--SPPPDGNGPITGYEVEYQPKNSGEEWNEITVPGTTTSYTL  58
小鼠NS5ABP37:  309  QRLTEFTCYSFRIQAMSEAGEGPYS  333
Fn-III                   59   TGLKPGTEYEVRVQAVNGGGNGPPS  83
                                  CD-Length = 83 residues  100.0% aligned
                                Score = 43.0 bits (100)  Expect = 8e-05
小鼠NS5ABP37:  58   PGQCRAPRVSFTPDGCVLVGWESPASPGAD-ISEYRLEWGEDEQSLELVYHGP--DTCFE  114
Fn-III                   1    PSPPSNLRVTDVTSTSVTLSWKPPPDDIGGYIVGYRVEYREEGSEWKEVNVTPSSTTSYT  60
小鼠NS5ABP37:  115  MRDLLPAAQYCCRLQAFNPAGAG  137
Fn-III                   61   LTGLKPGTEYEFRVRAVNGAGEG  83
                                   CD-Length = 83 residues  100.0% aligned
                                Score = 42.6 bits (99)  Expect = 1e-04
小鼠NS5ABP37:  152  PDPVSTLCVLEEEPPSAHPDSPSVCLVLNWEEP-CNNGSEILAYNIDLGDSC-------I  203
Fn-III                   1    PSPPSNLRVTDVTSTSVT---------LSWKPPPDDIGGYIVGYRVEYREEGSEWKEVNV  51
小鼠NS5ABP37:  204  TVGNTTTHVMKNLLPETTYRIRIQAINEIGVG  235
Fn-III                   52   TPSSTTSYTLTGLKPGTEYEFRVRAVNGAGEG  83
                                   CD-Length = 83 residues  100.0% aligned
                                Score = 41.4 bits (96)  Expect = 2e-04
小鼠NS5ABP37:  249  PPSPPRLECAASGPQSLKLKWGDSNSKTHAAGDMVYTLQLEDRNKRFISIYRGPS--HTY  306
Fn-III                   1    PSPPSNLRVTDVTSTSVTLSW-KPPPDDIGGYIVGYRVEYREEGSEWKEVNVTPSSTTSY  59
小鼠NS5ABP37:  307  KVQRLTEFTCYSFRIQAMSEAGEG  330
Fn-III                   60   TLTGLKPGTEYEFRVRAVNGAGEG  83
                                   CD-Length = 83 residues   91.6% aligned
                                 Score = 40.3 bits (93)  Expect = 5e-04
小鼠NS5ABP37:  345  PPTLKAPRVTQLEGNSCEIFWETVPPMRGDPVSYVLQVLVGRDSEYKQVYK--GEEATFQ  402
Fn-III                   1    PSPPSNLRVTDVTSTSVTLSWKPPPDDIGGYIVGYRVEYREEGSEWKEVNVTPSSTTSYT  60
小鼠NS5ABP37:  403  ISGLQSNTDYRFRVCA  418
Fn-III                  61   LTGLKPGTEYEFRVRA  76
                                   CD-Length = 83 residues  only  34.9% aligned
                                Score = 39.1 bits (90)  Expect = 0.001
小鼠NS5ABP37:  15   PELECTVGNLLPGTVYRFRVRALNDGGYG  43
Fn-III                 55   STTSYTLTGLKPGTEYEFRVRAVNGAGEG  83

图3  小鼠NS5ABP37保守结构位点的分析.
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3   讨论

HCV属于RNA病毒 所以其发病机制与乙型肝炎病毒

这种DNA病毒是不同的 没有病毒DNA与肝细胞基因

组DNA整合 对于宿主基因组的异常调节的环节[24-30].

HCV感染的发病机制 更多的是通过病毒的RNA 蛋

白质成分对于肝细胞的异常调节而实现的. 因此 研究

HCV与肝细胞之间的相互调节的分子生物学机制具有

十分重要的意义. 在HCV基因组编码的一系列的结构和

非结构蛋白中 非结构蛋白5A是一种具有多种生物学

功能的蛋白类型. 体外的细胞转染试验结果表明 NS5A

基因转染可以引起细胞系 甚至原代细胞发生恶性转

化 NS5A转基因小鼠也发生肝细胞癌. 所有这些证据

都表明NS5A蛋白对于肝细胞的信号转导 细胞周期

细胞凋亡等环节具有显著的调节作用[7, 28]. HCV对于肝

细胞影响的机制很复杂 其中之一就是HCV NS5A蛋白

与肝细胞中的蛋白之间的结合 改变了肝细胞内正常

的信号转导途径[31-38]. 我们在探索NS5A蛋白结合的肝细

胞内的蛋白类型时 发现了一种未知功能蛋白可以与

HCV NS5A蛋白结合 命名为NS5ABP37. 本项研究 我

们应用生物信息学技术结合分子生物学技术 克隆 鉴定

了小鼠的NS5ABP37同源基因. 通过生物信息学技术分析

发现小鼠和人的NS5ABP37基因序列具有高度的同源性.

同时发现NS5ABP37蛋白与LAR具有高度的同源性 提

示NS5ABP37蛋白可能有酪氨酸磷酸酶的催化活性[39]. 另

外 在蛋白质一级结构的分子中发现 NS5ABP37分子结

构中存5段纤维连接蛋白III型结构位点 说明NS5ABP37

具有细胞外基质蛋白的结构特点. 这些生物信息学推测的

结果 有待于进一步的实验研究证实.

         未知功能基因的克隆化是研究病毒性肝炎发病机

制的重要的创新知识的源泉. 关于肝炎病毒结合蛋白的

筛选 目前酵母双杂交技术系统3得到了广泛的应用.

经过多年的改进 其筛选的效率和准确性已经有了可

靠的保证. 结合体外的免疫[40-45]共沉淀技术的研究 确

立蛋白-蛋白之间的相互作用已经有了可靠的保证. 因

为正常的肝细胞中没有这些肝炎病毒的蛋白 当肝细

胞突然获得了这些肝炎病毒蛋白之后 通过蛋白-蛋白

之间的结合 对于肝细胞的正常的生物学功能就会产

生显著的影响. 比如肝炎病毒蛋白结合的是一种蛋白酶

类 如本项研究的结果提示NS5ABP37可能具有酪氨酸

磷酸酶的活性 可能就会改变了这种蛋白酶的活性; 如

果肝炎病毒蛋白结合的对象是一种蛋白酶结合的底物

蛋白 就会改变这种蛋白作为底物蛋白的性质. 这样

或许还通过影响肝细胞中蛋白的正常的细胞内转位

从而改变了肝细胞的正常的信号转导途径 改变了细

胞的生长 凋亡 引起肝细胞的病变 甚至是恶性转化.

NS5ABP37蛋白具有Fn-III结构位点可能具有十分重要

的生物学意义. 生物信息学分析结果表明 NS5ABP37蛋

白与LAR蛋白之间具有一定的同源性. 研究表明 LAR

蛋白分子结构中也有Fn-III位点结构. 利用噬菌体DNA

文库和黏粒基因组DNA克隆技术 O Grady et al [39]对

于人白细胞普通抗原相关分子(leukocyte-common antigen-

related molecule LAR)酪氨酸磷酸酶(tyrosine phosphatase)

的结构进行了研究. LAR基因由33个外显子组成 大

小为85 kb. 外显子2 编码信号肽序列以及成熟LAR蛋

白的前4个氨基酸残基. 外显子3-7编码免疫球蛋白样

结构位点 外显子8-17编码8个Fn-III 位点. 外显子

18-22编码膜相关和跨膜位点 外显子23-33编码2个

保守的酪氨酸磷酸酶位点. 外显子1的功能还没有确定.

逆转录聚合酶链反应扩增结果表明在外显子13的第5

个FnIII结构域可能存在不同的剪接体. RNase 保护分析

结果表明 人LAR mRNA外显子13的剪切是主要的剪

切类型[46-50]. 在 LAR mRNA的第4 5 6 7 个 FnIII

位点区也可能存在着剪切. 这些发现有助于研究LAR细

胞外围点的功能.  这些结构上的类似 有助于推测

NS5ABP37 蛋白的可能的生物学功能. 但是 至于

NS5ABP37蛋白确切的结构和功能 以及NS5ABP37蛋

白在HCV感染中所发挥的病理生理学作用 必须通过

进一步的实验加以证实和发掘.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of HBeAg on the hepatitis B
virus vertical transmission in neonates.

METHODS: HBsAg positive pregnant women were enrolled,
and ELISA or Abbott was employed to detect the HBeAg
and HBsAg in the peripheral blood of neonates and their
mothers.

RESULTS: Fifty-seven HBsAg positive pregnant women
were reconfirmed as HBsAg positive. Fifteen of them were
detected as HBeAg positive. Eleven of 16 neonates born to
15 HBeAg positive mother were detected as HBe Ag positive.
Three neonates diagnosed as HBsAg positive by ELISA or
Abbott reagents were detected as HBeAg positive. Statistic
analysis indicated that HBeAg in newborns was an important
risk factor.

CONCLUSION: HBeAg in neonates played an important role
during HBV vertical transmission.

Shao ZJ, Men K, Xu JQ, Xu DZ, Yan YP, Zhang JX. Effect of HBeAg on
the hepatitis B virus vertical transmission in neonates. Shijie Huaren

Xiaohua Zazhi  2004;12(2):298-301

摘要

目的: 探讨新生儿HBe Ag在HBV宫内感染中的作用.

方法: 收集HBs Ag阳性住院待产孕妇 采用ELISA方法和

abbott 试剂对产妇和新生儿HBe Ag HBs Ag进行检测.

结果: 57例孕妇血清经实验室复查 HBs Ag均阳性 其

中HBe Ag阳性孕妇15例. 15例HBe Ag阳性孕妇所产的

16例新生儿有11例HBe Ag阳性(68.75%). 新生儿HBs Ag

阳性3例 全部产自于HBe Ag阳性母亲 且其外周血HBe

Ag均阳性.  统计分析显示新生儿HBe Ag是HBV宫内感染

的危险因素(P <0.05).

结论: 新生儿HBe Ag在HBV宫内感染过程中起重要作用.

邵中军, 门可, 徐剑秋, 徐德忠, 闫永平, 张景霞. 新生儿HBe Ag在HBV宫内

感染中的作用. 世界华人消化杂志  2004;12(2):298-301
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0   引言

HBe Ag属于HBV核壳蛋白的分泌型 他不参与病毒复

制和病毒颗粒的装配[1-4]. 但由于HBe Ag与HBc Ag在一

级结构上具有相似性 在T细胞水平存在交叉识别 容

易引起免疫耐受[5-8]. 同时HBe Ag是病毒传染性的重要标

志 也是HBV宫内传播的重要危险因素[9-11] 与新生

儿乙型肝炎宫内感染的预后有重要关系[12-14]. 有研究显

示HBs Ag HBe Ag双阳性孕妇所产婴儿一旦发生感染

极易发展成HBV慢性携带状态 其中约有50%将最终

发展成肝硬化 肝癌[15-19]. 目前关于HBe Ag能否通过胎

盘尚存在争议. 为此 我们对HBV感染的母亲所产婴儿

外周血HBe Ag进行检测 探讨HBe Ag能否透过胎盘

屏障 从而为进一步探讨HBe Ag与HBV宫内传播的关

系提供线索.

1   材料和方法

1.1 材料  2002-10/2003-10连续收集的陕西省某医院

HBs Ag阳性孕妇及其所产新生儿为研究对象 采集孕

妇肘静脉血 新生儿24 h内股静脉血. 采血后常规注射

乙肝免疫球蛋白和乙肝疫苗. 1 500 r/min 离心分离血

清 -20 保存备用. HBs Ag HBe Ag检测试剂盒购

于上海科华生物技术公司. Abbott检测试剂由西京医院

检验科提供.

1.2 方法  宫内感染定义: 新生儿出生24 h内 未接受

主被动联合免疫前的静脉血HBs Ag阳性. HBs Ag HBe

Ag检测均采用酶联免疫黏附试验(ELISA 上海科华)

结果检测全自动酶联检测仪(Multiskan MK3)上进行. 检

测步骤: 吸取血清原液50 µL加入酶联反应板中 同时



滴加辣根过氧化物酶标记的抗体 37 孵育反应30 min

后 洗液清洗5便; 后加入显色剂A和B 37 孵育

10 min 加终止液终止反应. 分别于450 nm和 630 nm

处进行双波长检测 读吸光度(A)值 P/N大于或等于

2.1为阳性. 数日后采用单盲法和同一厂家ELISA试剂

进行复测. 如果两次结果一致 即予采用; 如不一致 采

用Abbott 检测方法进行复测 并以Abbott 检测结果为

最终结果. Abbott 检测及结果报告在Abbott Systems 上

自动完成.

         统计学处理  采用SPSS10.0软件进行统计分析: 计

量资料采用 t检验对检测结果进行分析 记数资料采

用 χ2检验或 Fishe s test精确检验 以 P <0.05 确定
差异是否具有统计意义.

2   结果

2.1 一般情况  共收集临床检验HBs Ag阳性孕妇66例

及其所产新生儿67例. 经过实验室复测 剔除HBs Ag

阴性孕妇2例 孕妇血清或新生儿血清两不足或已不

适于ELISA检测7例 故实际纳入研究病例数为57例

母亲和58例新生儿 双胎1例. 孕妇平均年龄为27.8

3.1岁. 新生儿体质量为2 978 940 g 其中男婴27例

女婴 30 例 无畸形儿.

2.2 母亲及新生儿血清HBs Ag HBe Ag检测结果  经

实验室复查57例孕妇血清HBs Ag 均阳性 其中HBe

Ag阳性孕妇15例. 15例HBe Ag阳性孕妇所产的16例

新生儿有11例HBe Ag阳性(68.75%). 新生儿HBs Ag阳性

3例 全部产自于HBe Ag阳性母亲 且其外周血HBe Ag

均阳性. 其中 部分新生儿HBe Ag的吸光度值要高于其

母(表1) 配对差值 t -test检验无差异(P =0.40). 41例HBe

Ag阴性孕妇所产的新生儿HBs Ag HBe Ag均阴性.

表1  11例HBs Ag-HBe Ag阳性新生儿母亲-新生儿ELISA方法吸

光度值比较

编号     母亲HBs Ag   新生儿HBs Ag   母亲HBe Ag  新生儿HBe Ag

12         2.487         0.097       0.469       1.353

16         2.694         0.010       1.444       1.645

25         2.808         0.156       0.693       1.698

30         2.662         0.043       0.636       0.927

39         2.476         1.202       0.431       1.282

40         2.471         0.041       0.413       0.603

44         2.427        0.034       1.336       0.120

49         2.825        0.026       1.118       1.169

51         2.342        0.200       0.441       2.093

53         2.601        0.065       0.552       0.161

64         2.929        0.021       2.748       0.655

其中 39 40 号为双胎 阳性界值为 0.11.

2.2母亲及新生儿HBe Ag阳性对乙肝病毒宫内感染的

危险度分析  本次调查的57名孕妇中 HBe Ag阳性孕

妇15例(26.31%) 发生宫内感染3例. Fishe s test精

确检验显示母亲 新生儿HBe Ag都是乙肝病毒宫内感

染的危险因素(表2).

表2  HBe Ag阳性对乙肝病毒宫内感染的危险度分析

           新生儿HBs Ag
暴露    合计    P

阳性 阴性

母亲HBe Ag 阳性     3   13      16
 0.02

阴性     0   42      42

新生儿HBe 阳性     3     8      11
 0.01

阴性     0   47      47

3   讨论

本研究对新生儿股静脉血血清HBe Ag和母亲血清HBe

Ag进行检测 共检出16例阳性母亲 其所产新生儿有

11例HBe Ag阳性. Wang et al [20]在7例HBe Ag阳性母

亲的新生儿静脉血检测到HBe Ag 且新生儿HBe Ag滴

度都低于他们的母亲 而本次研究部分新生儿血清

HBe Ag吸光度值高于母亲. 本次研究发现所有发生宫内

感染的新生儿其HBe Ag均阳性 且吸光度值均高于母

亲. 新生儿HBe Ag阳性率明显高于HBs Ag阳性率 提

示HBe Ag和HBs Ag跨越胎盘的机制可能不同 HBe Ag

可能存在主动转运过程. 而已经证实发生宫内感染的3

例新生儿其外周血HBe Ag均阳性 且新生儿血清HBe

Ag吸光度值高于母亲.

         HBe Ag作为病毒复制的指标同时又是高传染性的标

志[21-28]. 实验室证据显示外周血HBe Ag 阳性与HBV

DNA高度相关. 有文献对HBe Ag和HBV DNA水平对新

生儿宫内感染的贡献进行分析 OR值分别为17.6 (8.1-

38.5 95% CI)和 41.7(21.7-80.4 95%CI) 说明母体

HBV DNA水平是新生儿持续感染更强的预测指标[29]. 但

Chen et al [30]认为新生儿体内的HBe Ag干扰了细胞毒性

病毒清除机制. 他们用HBe Ag决定多肽表位p120-131

刺激HBe Ag转基因雌性小鼠的子代(F1)和正常小鼠

发现HBe Ag转基因小鼠的子代小鼠抗原刺激后增生能

力明显低于和正常小鼠 提示宫内暴露于HBe Ag可引

起免疫耐受.

        细胞毒性病毒清除机制是体内清除HBV的重要方

式. HBV 感染机体后会在感染的肝细胞表面表达HBc

Ag. 在缺乏免疫耐受的情况下 HBc Ag特异的CTL能

够对这些肝细胞进行识别 杀伤 从而清除病毒. HBc

Ag与HBe Ag在一级结构上具有相似性 在T细胞水平

存在交叉识别 宫内暴露HBe Ag后 通过活化诱导的

细胞凋亡剔除HBe Ag HBc Ag特异的Th1细胞 从而

降低了HBc Ag特异性细胞毒性T细胞对HBV感染细胞

的清除能力[31-33]. 这就可以从理论上来解释为什么HBe

Ag阳性母亲所产新生儿感染HBV慢性化程度高而所产
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新生儿爆发型肝炎发病率低[21-23]. 通过免疫耐受影响细

胞毒性机制 能缓解急性肝炎的肝细胞损伤 同时也

降低了病毒清除的效率. 许多研究已证实 胎儿发育过

程中如果宫内暴露于一些免疫源性物质则更容易引起

免疫耐受. 因此 可以推测  HBe Ag不仅仅是高传染

性的标志 其本身也可能通过影响人类胎儿免疫系统

从而增加感染的风险.

        母亲HBe Ag阳性是HBV宫内感染的重要危险因素.

Xu et al [9]报告的15例宫内HBV感染的新生儿中有13

例新生儿的母亲HBe Ag阳性(OR=17.07 95% CI 1.15-

25.67). 本次调查发现的3例新生儿感染个案均来自于

HBe Ag阳性母亲 且这些新生儿外周血HBe Ag均阳性

说明新生儿HBe Ag阳性也是HBV宫内感染的重要危险

因素. 这对于今后深入研究HBe Ag在HBV宫内感染过

程中的作用提供必要线索[34-38].
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Abstract
AIM: To clone and identify human genes transactivated by
TAHCCP2 by constructing a cDNA subtractive library with
suppression subtractive hybridization technique.

METHODS: Suppression subtractive hybridization (SSH)
and bioinformatics techniques were used for screening and
cloning of the target genes transactivated by TAHCCP2
protein. The mRNA was isolated from HepG2 cells trans-
fected with pcDNA3.1(-)-TAHCCP2 and pcDNA3.1(-) empty
vector, respectively, and SSH method was employed to
analyze the differentially expressed DNA sequence between
the two groups. After restriction enzyme Rsa I digestion,
small sizes cDNAs were obtained. Then tester cDNA was
divided into two groups and ligated to the specific adaptor 1
and adaptor 2, respectively. After tester cDNA was hybridized
with driver cDNA twice and underwent two times of nested
PCR and then was subcloned into T/A plasmid vectors to set
up the subtractive library. Amplification of the library was
carried out with E. coli strain JM109. The cDNA was sequenced
and analyzed in GenBank with Blast search after PCR.

RESULTS: The subtractive library of genes transactivated
by TAHCCP2 was constructed successfully. The amplified
library contained 70 positive clones. Colony PCR showed
that these clones contained 200-1 000 bp inserts. Sequence
analysis was performed in 32 clones, and the full length
sequences were obtained with bioinformatics method. Alto-
gether 15 coding sequences were achieved.

CONCLUSION: The obtained sequences may be target
genes transactivated by TAHCCP2 among which some
genes coding proteins involve in cell cycle regulation,
metabolism, immunity and cell apoptosis. Advanced ex-
periments need to be done to prove this finding.

Wang JJ, Liu Y, Cheng J, Yang Q, Ji D, Dang XY, Xu ZQ, Wang CH.
Screening and cloning of the target genes transactivated by TAHCCP2
using suppression subtractive hybridization technique. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(2):302-305

摘要

目的: 筛选与克隆TAHCCP2的反式激活基因 了解其可

能存在的调节功能线索.

方法: 应用抑制性消减杂交(SSH)技术及生物信息学(bioin-

formatics)技术筛选并克隆TAHCCP2反式激活的新型靶基

因. 以 TAHCCP2表达质粒pcDNA3.1(-)-TAHCCP2转染

HepG2细胞 以空载体pcDNA3.1(-)为平行对照 制备转

染后的细胞裂解液 提取mRNA并逆转录为cDNA 经Rsa

I酶切后 将实验组cDNA分成两组 分别与两种不同的接

头衔接 再与对照组cDNA进行两次消减杂交及两次抑制

性聚合酶链反应(PCR) 将产物与T/A载体连接 构建cDNA

消减文库 并转染大肠杆菌进行文库扩增 随机挑选克隆

PCR扩增后进行测序及同源性分析.

结果: 成功构建人TAHCCP2 反式激活基因差异表达的

cDNA消减文库.文库扩增后得到70个阳性克隆 进行菌落

PCR分析 均得到200-1 000 bp插入片段. 对插入片段测

序 并通过生物信息学分析获得其全长基因序列 结果共

获得15种编码基因.

结论: 筛选到的cDNA全长序列 包括一些与细胞生长调

节 物质代谢 免疫及细胞凋亡密切相关的蛋白编码基因

推测了TAHCCP2可能存在的调控机制的线索 尚需进一

步的实验证明.

王建军, 刘妍, 成军, 杨倩, 纪冬, 党晓燕, 徐志强, 王春花. 应用抑制性消减杂
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)基因组含有单一的开放读码框架

编码3 010-3 033 个氨基酸残基(aa)的多蛋白前体 两

侧是5 - 非翻译区及 3 - 非翻译区. 多蛋白前体至

少被加工为10种结构蛋白和非结构蛋白 其中核心区

(1-573 nt)编码的21 kD HCV核衣壳蛋白(191 aa)是一种

多功能蛋白质 能够影响多种细胞信号转导途径 激活

多种病毒及细胞基因启动子 具有广泛的反式激活作

用[1-6] 最近研究还发现其与HCV感染后脂肪肝的形

成也有一定关系[7-9] 在HCV致病过程中可能起着重

要的作用. 本室利用抑制性消减杂交技术(suppression

subtractive hybridization SSH) 对于表达HCV 核心

蛋白载体转染的HepG2细胞进行研究 结合生物信息

学技术(bioinformatics)克隆了HCV 核心蛋白反式激活作

用的新靶基因 命名为HCV核心蛋白反式激活基因2

(TAHCCP2). 继续应用抑制性消减杂交技术筛选与克隆

TAHCCP2反式激活的基因 推测其在体内可能存在功

能的线索 为研究HCV的致病机制及探索未知基因的

功能提供了新的方向.

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2细胞及感受态大肠杆菌JM109(本室保

存) pcDNA3.1(-)真核表达载体(Invi trogen 公司);

FuGENE6 转染试剂(Roche公司) mRNA Purification试

剂盒(Amersham Pharmacia Biotech 公司) PCR-Select

cDNA Subtraction试剂盒 50×PCR Enzyme Mix Advan-
tage PCR Cloning试剂盒(Clontech公司) High Pure PCR

Product Purification试剂盒(Boehringer Mannheim公司)

T7 SP6通用引物及pGEM-Teasy载体(Promega公司).

1.2 方法

1.2.1 消减杂交文库的建立及克隆分析  分别将pcDNA3.1

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

后提取mRNA 按PCR-Select cDNA Subtraction试剂盒

扩增差异表达的CDNA. 对于所获基因片段序列分析表

明 其中之一为新型基因片段 与GenBank中注册的已

知功能基因序列没有同源性 利用表达序列标签(EST)

序列的搜索和比对 进行电子拼接 根据基因起始密码

子的Kozak规则和终止密码子下游保守的多聚腺苷酸信

号序列 确定新型基因序列. 从HepG2细胞提取总RNA

以逆转录多聚酶链反应(RT-PCR)技术扩增获得该新基

因的全长序列 并测序证实 命名为HCV核心蛋白反

式激活基因2(TAHCCP2) 在GenBank中注册 注册号

为AY039043. TAHCCP2基因的编码序列全长为429个

核苷酸(nt) 编码产物由142个氨基酸残基(aa)组成.

1.2.2 真核表达载体及细胞转染  TAHCCP2真核表达质粒

pcDNA3.1(-)-TAHCCP2 由本室构建. 用FuGENE6 转染试

剂将2 µg pcDNA3.1(-)-TAHCCP2及pcDNA3.1(-)空载体
分别转染35 mm平皿HepG2 细胞 48 h后收获细胞.

1.2.3 细胞mRNA提取  使用mRNA Purification试剂盒

直接提取转染了核心表达质粒及空载体的HepG2细胞

mRNA 经琼脂糖凝胶电泳及分光光度计进行定性定

量分析.

1.2.4 双链 cDNA(dscDNA)合成  用Clontech 公司的

PCR-SelectTM cDNA Subtraction Kit 中的试剂 以获得

的mRNA为模板逆转录合成cDNA.

1.2.5 消减杂交文库的建立  采用Clontech公司的PCR-

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

书进行: 转染了核心表达质粒及空载体的HepG2 细胞

cDNA分别标记为Tester和Driver 经Rsa (一种识别

4碱基序列的内切酶)消化 产生相对较短的平端片段

纯化酶切产物. 将 Tester的 cDNA分为两份 分别连接

试剂盒提供的特殊设计的寡核苷酸接头Adapter 1 和

Adapter 2 然后与过量的Driver cDNA进行杂交; 合并

两种杂交产物后再与Driver cDNA作第2次杂交; 然后将

杂交产物做选择性PCR扩增 使Tester cDNA中特异性

表达或高表达的片段得到特异性扩增.

1.2.6 克隆鉴定分析  扩增产物与pGEM-Teasy载体连接

转化JM109感受态细菌 在含氨苄青霉素的LB/X-gal/

IPTG培养板上 37 培养18 h. 挑取白色菌落 增菌

以pGEM-Teasy载体多克隆位点两端T7/SP6引物进行菌

落PCR扩增 证明含有插入片段后(100-1 000 bp) 测

序(上海申友公司). 应用生物信息学将测得序列GenBank

数据库进行同源性分析.

2   结果

2 . 1  p cDNA3 .1 (- )-TAHCCP2 的表达载体构建

TAHCCP2真核表达质粒pcDNA3.1(-)-TAHCCP2经测

序及酶切鉴定均正确.

2.2 mRNA的定性定量分析  使用高质量的mRNA是保

证 cDNA高产量的前提. 紫外分光检测显示 转染了

pcDNA3.1(-)-TAHCCP2质粒及空载体的HepG2 细胞

mRNA分别为4.64 µg 和 4.38 µg A260/A 280=1.87.
1.0 琼脂糖凝胶电泳见 mRNA为大于0.5 kb清晰慧尾

片状条带.

2.2 dscDNA两端连接效率检测  dscDNA与接头连接效

率的高低是决定抑制性消减杂交成败的最关键步骤. 将

连接有adaptor l和adaptor 2的两组dscDNA分别用不同

的特异性引物(看家基因甘油三磷酸脱氢酶G3PDH引

物)进行28个循环扩增 产物用2.0%琼脂糖凝胶电泳

鉴定. 结果显示两组dscDNA扩增产物浓度相当 说明

dscDNA已与接头高效率连接.

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

物进行PCR扩增 分别在18 23 28 33次循环结束

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

物大大减少 说明所构建的消减文库具有很高的消减

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

2.4 差异表达cDNA片段的扩增及克隆  杂交产物经两轮

PCR扩增后 菌落PCR扩增结果显示为200-1 000 bp大

小不等的插入片段 所获得的70个克隆中几乎均含有插

入片段 这些条带可能代表差异表达的基因片段(图2).

图2 部分克隆菌落PCR鉴定电泳图.

2.5 cDNA测序与同源性分析初步结果  挑选其中32个克

隆测序 与GenBank数据库进行初步比较. 有 32个与已

知基因的部分序列高度同源(98-100%) 详细结果见表1.

表1  阳性克隆与GenBank 同源序列比较结果

同源蛋白名称        同源菌株     同源性

1  核糖体蛋白 5 98-100%

2  线粒体单倍型基因 4 99-100%

3  二氢乙醇脱氢酶 3        99%

4  血栓粘合素1 1        98%

5  纤维连接蛋白1 4 99-100%

6  白蛋白 4 99-100%

7  肿瘤排斥抗原1 1        99%

8  结缔组织生长因子 3 非翻译区 1       100%

9  前列腺结合蛋白 1       100%

10 硬脂酰辅酶A脱氢酶 1        99%

11 苯丙氨酸羟化酶 1       100%

12 载脂蛋白H 2       100%

13 丝氨酸 /苏氨酸激酶19 1       100%

14 真核翻译延长因子1 2       100%

15 包涵素重链多肽 1        99%

3   讨论

HCV核心蛋白是一种多功能蛋白质 除了作为核壳蛋

白具有病毒颗粒组装功能外 还具有多种调控细胞

病毒基因表达 细胞生长以及免疫调节等功能. 研究证

实核心蛋白也是一种反式激活蛋白 甚至其作用还要

超过X蛋白[10-11]. 核心蛋白对细胞信号转导途径 尤其

是核因子-κB (NF-κB) 激活因子1(AP-1)和血浆反应
因子(SRE)相关途径具有明显的增强作用[12]; 在HepG2细

胞中 核心蛋白激活人 c-myc基因 劳氏肉瘤病毒长

末端重复序列(RSV-LTR)和SV40早期启动子[13]; 核心蛋

白还能抑制或增强p53 基因启动子功能[14-15] 这些证

据表明核心蛋白具有潜在的致癌作用. 近来研究还发现

HCV 核心蛋白可与细胞内的一些细胞凋亡因子作用

促进细胞凋亡[16-20].  也有人发现HCV 核心蛋白启动

CAP-Rf反式激活能力可能是通过复合体形式和cDNA

编码的DEAD盒家族中推定的RNA解旋酶(CAP-Rf ATP

酶)活性调节 表明HCV已经进化了一种特殊机制 通

过其核壳蛋白涉及RNA代谢[21]. Aoki et al [22]发现HCV核

心蛋白通过和14-3-3蛋白相互作用表现出一种新型的

Raf-1激酶激活蛋白特性 可能对肝细胞的生长起调节

作用. HCV核心蛋白的反式激活功能在HCV致病中发挥

重要的作用 研究其作用分子生物学机制有助于理解

HCV感染的慢性化和致癌作用机制. 本室利用SSH 对

于表达HCV核心蛋白载体转染的HepG2细胞进行研究

结合生物信息学技术(bioinformatics)克隆了HCV核心蛋白

反式激活作用的新靶基因 命名为HCV核心蛋白反式激

活基因2(TAHCCP2) 并构建其真核表达载体TAHCCP2-

cDNA3.1(-). 继续应用SSH技术筛选与克隆TAHCCP2反

式激活的基因 推测其在体内可能存在功能的线索.

       SSH 方法是近年发展起来的一项新的基因克隆技

术 与传统的方法比较 具有实验周期短 易操作 可

靠性高 假阳性率低等特点 能有效地分离扩增低丰度

特异表达的基因 可以在较短的时间内获得较理想的实

验结果[23]. 我们将真核表达载体pcDNA3.1(-)-TAHCCP2

转染肝母细胞瘤细胞系HepG2 并以转染空白载体的相

同细胞系作为对照 以2种转染的细胞系中提取的mRNA

为起始材料 应用SSH方法成功地构建了TAHCCP2反

式激活相关基因差异表达的cDNA消减文库 挑选32个

克隆测序分析 结果主要包括 (1)细胞内结构与细胞生

长相关蛋白 如线粒体蛋白 核糖体蛋白 包涵素重链

多肽为细胞内结构蛋白 血栓粘合素1(THBS1) 纤维

连接蛋白1(FN1)真核翻译延长因子在细胞生长 分化

黏附中起重要作用. (2)参与细胞内物质代谢的蛋白基

因 如白蛋白在各种物质代谢中起运输作用 并且是维

持血浆胶体渗透压的重要物质.硬脂酰辅酶A 脱氢酶

(SCD) 参与体内脂肪的合成过程 其升高可能会增加

体内不饱和脂肪酸的合成.苯丙氨酸羟化酶(PAH) 催化

苯丙氨酸转化成酪氨酸的酶 他调控苯丙氨酸在体内

的分解代谢. 二氢乙醇脱氢酶是肝内多环芳香烃代谢重

要的酶 最近研究发现 大约40%的HCC患者中表达

显著降低. 然而 在肝肿瘤的边缘区域表达增高 并

且增高的水平与肿瘤的大小和病情的进展相关[24]. 还有
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人发现其在可检测到的非小细胞肺癌可能是早期而非

进展期生化指标[25]. 在卵巢肿瘤中其表达可诱导对顺铂

药物治疗肿瘤的抵抗作用[26]. 载脂蛋白H在减少甘油三

酯 增加脂蛋白脂肪酶方面有一定作用[27] 对低密度

脂蛋白的氧化有类似抗氧化剂的作用 可以抑制胆固

醇从细胞外易位到巨噬细胞内[28]. 研究还发现其在止血

和产生抗磷酯抗体方面有作用[29] 体外可影响巨噬细

胞对表面包含磷脂酰丝氨酸颗粒的摄取 如凋亡的胸

腺细胞和单板层囊泡一样. 介导体内衰老细胞的祛除作

用 所以对细胞凋亡可能有一定作用. (3)与机体免疫功

能相关的蛋白基因 如肿瘤排斥抗原1与体内的抗肿瘤

免疫相关. 前列腺结合蛋白包括C1 C2 C3三种成分

形成两种不同的二聚体(C1-C3H和C2-C3) 最近研究

表明前列腺类固醇结合蛋白他是一种免疫抑制因子 可

以保护精子免受女性生殖道免疫损伤. 丝氨酸/苏氨酸激

酶被认为可调节C-fos和 p27基因的表达 并且参与对

细胞调亡的调节 可以抑制前调亡蛋白的活性 抑制T

细胞的活性. (4)与肝损伤后纤维化作用密切相关的基因

如结缔组织生长因子 在纤维化损伤时表达增加的前纤

维化基因分子 可刺激结缔组织细胞增生 引起组织纤

维化[1] 与肝纤维化相关.他的表达增强可能与丙型肝炎

患者肝硬化发病机制有一定关系.

        通过对TAHCCP2的上述反式激活基因的分析 我

们发现他与体内物质代谢尤其是脂肪代谢关系较密切

并且对细胞分化生长与纤维化也有一定关系 能在病

毒感染后肝纤维化方面有一定的作用. 另外 他也可能

负性调节体内的某些免疫反应. TAHCCP2是正常人体存

在的基因 在病毒蛋白NS5A的存在下其功能被进一步

激活. 关于其在体内与各种活性因子的具体调节机制

仍需进一步实验来验证.
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Abstract
AIM: NS5ATP3 obtained from suppression subtractive hy-
bridization screeening is a novel gene transactivated by
nonstructural protein 5A (NS5A) of hepatitis C virus (HCV),
which possesses unknown function. To study the difference
in gene expression in human hepatoblastoma cell line HepG2
cells transfected with NS5ATP3-expressing plasmid and fur-
ther elucidate its potential molecular biological function,
we compared the differentially expressed genes between
the HepG2 transfected by pcDNA3.1(-)-NS5ATP3 and
pcDNA3.1(-), respectively by cDNA microarray technique.

METHODS: Sequence specific primers were designed and
synthesized and the NS5ATP3 DNA fragment was amplified
with polymerase chain reaction (PCR) technique. The ex-
pressive vector of pcDNA3.1(-)-NS5ATP3 was constructed
by routine molecular biological methods. cDNA microarray
technology was employed to detect the mRNA from the
HepG2 cells transfected with pcDNA3.1(-)-NS5ATP3 and
pcDNA3.1(-), respectively using lipofectamine.

RESULTS: The expressive vector has been constructed and

confirmed by restriction enzyme digestion and DNA sequenc-
ing analysis. High quality mRNA and cDNA were prepared
and successful microarray screening was conducted. The
scanning results indicated that among 1 152 genes which
were gotten from gene expression profile analysis, there
were 21 differences in which 6 genes were up-regulated
and 18 genes were down-regulated in NS5ATP3-expressing
HepG2 cells. These genes differentially regulated by
NS5ATP3 included human genes encoding proteins involved
in cell signal transduction, cell apoptosis, cell proliferation
and differentiation.

CONCLUSION: cDNA microarray technology is successfully
used to screen the genes differentially expressed in
NS5ATP3-expressing HepG2 cells, which brings some new
clues for studying the potential molecular mechanism of
NS5ATP3 protein.

Liu Y, Yang Q, Cheng J, Wang JJ, Ji D, Dang XY, Wang CH. Screening
of genes differentially expressed in HepG2 cells transfected with gene
3 transactivated by hepatitis C virus nonstructural protein 5A (NS5ATP3)
using cDNA microarray. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(2):306-310

摘要

目的: 应用基因芯片技术 检测丙型肝炎病毒(HCV)非结构

蛋白5A(NS5A)反式激活基因NS5ATP3的表达对肝母细胞

瘤细胞HepG2基因表达谱的影响 进一步阐明NS5ATP3蛋

白可能的分子生物学功能.

方法: 设计并合成NS5ATP3基因序列特异性的引物 应用

聚合酶链反应(PCR)技术扩增NS5ATP3蛋白编码基因片段

以常规的分子生物学技术将获得的NS5ATP3编码基因片段

克隆到TA载体中进行核苷酸序列的测定 构建真核表达载

体pcDNA3.1(-)-NS5ATP3. 以脂质体转染肝母细胞瘤细胞

系HepG2 提取mRNA 逆转录为cDNA 与转染空白表

达载体pcDNA3.1(-)的HepG2细胞进行cDNA芯片分析.

结果: 构建的表达载体经过限制性内切酶分析和DNA序列

测定 证实准确无误. 提取高质量的mRNA 逆转录为

cDNA 进行DNA芯片技术分析. 在 1 152个基因表达谱

的筛选中 发现有6个基因表达水平显著上调 18个基

因表达水平显著下调.

结论: 应用基因表达谱芯片技术成功筛选了NS5ATP3转染

细胞后差异表达基因 为进一步阐明NS5ATP3蛋白可能的

生物学功能提供依据.

刘妍, 杨倩, 成军, 王建军, 纪冬, 党晓燕, 王春花. 基因表达谱芯片筛选

NS5ATP3转染细胞差异表达基因. 世界华人消化杂志  2004;12(2):306-310
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)感染 与肝纤维化和肝细胞癌(he-

patocellular carcinoma HCC)发生发展过程密切相关

而病毒基因组编码的蛋白与宿主肝细胞蛋白之间的相互

作用 可能是HCV致病(癌)的重要分子机制. 研究发现

HCV非结构蛋白5A(HCV NS5A)基因(位于6 258-7 601 nt

之间)编码的56 kD的NS5A蛋白(448 aa)除了参与HCV

多蛋白的成熟和RNA的复制过程外 还具有多种生物

学功能. 不同磷酸化形式的NS5A蛋白具有反式激活作

用更是目前关于NS5A生物学功能研究的热点 NS5A蛋

白是一种作用很强的转录激活因子 能够影响细胞信

号转导途径 激活多种病毒及细胞基因启动子 调控着

细胞基因的转录 推测NS5A 蛋白的这种反式激活作

用 可能是HCV感染与肝细胞癌发生发展密切相关的

重要分子生物学机制[1-3]. 本室在利用抑制性消减杂交技

术(suppression subtractive hybridization SSH)筛选NS5A

蛋白反式激活作用的部分靶基因时 结合生物信息学

技术(bioinformatics)克隆了NS5A蛋白反式激活作用的新

靶基因 即HCV NS5A蛋白反式激活基因3(NS5ATP3)

该新基因的开放读码框架(ORF)长度为1 572个核苷酸

(nt) 编码产物由524个氨基酸残基(aa)组成[4-6].

        为了探索NS5ATP3的生物学功能 深入了解HCV

NS5A蛋白的反式激活作用 我们构建了NS5ATP3基因

真核表达载体 应用基因表达谱芯片技术 筛选NS5ATP3

基因转染细胞后差异表达的基因 检测NS5ATP3蛋白的

表达对肝细胞基因表达谱的影响 推测其在体内可能存

在功能的线索 为研究HCV的致病机制及探索未知基因

的功能提供了新的方向.

1   材料和方法

1.1 材料  肝母细胞瘤细胞系HepG2细胞由本室保存

细胞培养相关试剂 总RNA提取试剂Trizol 及真核表

达载体pcDNA3.1(-)均购自Invitrogen公司. 人类基因组分

类I芯片包括原癌基因和抑癌基因 免疫调节相关基因

细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因 细胞信号转导相关

基因等1 152个 cDNA 由上海联合基因有限公司提供.

mRNA纯化试剂Oligotex mRNA Midi Kit 购自Qiagen公司.

1.2 方法

1.2.1 真核表达载体构建及细胞转染  设计并合成NS5ATP3

基因序列特异性引物 上下游引物序列分别为: 5 -

GAA TTC ATG GTG CCG CCA CGA CGC CAT C-3

5 -GGA TCC CTA ACT AGC TCC ATC CTC CTG-3

下划线部分为引物两端的酶切位点 EcoRI和 BamHI.

以转染了HCV NS5A表达载体的HepG2细胞cDNA作为

模板 应用聚合酶链反应(PCR)技术扩增NS5ATP3的全

长编码基因. 先克隆到TA载体中进行序列测定 然后

再亚克隆到真核表达载体pcDNA3.1(-)中 构建真核表

达载体pcDNA3.1(-)-NS5ATP3. 在35 mm培养皿中常规

培养HepG2细胞 细胞生长至对数期时 分别以脂质

体转染试剂Lipofectamine PLUS将 2 g pcDNA3.1(-)-

NS5ATP3和空载体pcDNA3.1(-) 转染HepG2细胞 48 h

后收获细胞 每5 106个细胞加入1 ml Trizol试剂.立

即于液氮中保存.

1.2.2 总RNA提取及mRNA纯化  使用Trizol试剂一步

法提取转染pcDNA3.1(-)-NS5ATP3和空载体pcDNA3.1

(-)的细胞HepG2总RNA(分别标记为实验组和对照组)

样品经分光光度计检测吸光度 A 值 并行热稳定实

验 于-20 和 70 保温1 h后 经琼脂糖凝胶电泳

检测28 S 18 S条带变化. 纯化mRNA并行电泳检测.

1.2.3 探针标记及芯片制备  常规方法逆转录标记cDNA

探针并纯化. Cy3-dUTP标记对照组细胞mRNA (5 µg)
Cy5-dUTP标记实验组细胞mRNA(5 µg). 乙醇沉淀后溶
解在20 µL 5 SSC+0.2% SDS 杂交液中. 芯片包含的
1 152个 cDNA以通用引物进行PCR扩增 PCR产物长

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

TeleChem公司的硅烷化玻片进行点样.玻片经水合(2 h)

室温干燥(0.5 h) UV交联 再分别用0.2% SDS 水及

0.2% 的硼氢化钠溶液处理10 min 晾干备用.

1.2.4 杂交及洗涤  将基因芯片和杂交探针在95 水浴

变性5 min 将混合探针加在基因芯片上 置于60 杂交

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

SDS 0.1% SSC 洗涤 10 min 室温晾干.

1.2.5 检测与分析  用 General Scanning公司的ScanArray

3 000扫描芯片. 用预先选定的内参照基因(24条管家基

因 每个基因点2个点 共48 个点)对 Cy3 和 Cy5 的

原始提取信号进行均衡和修正. 用ImaGene3.0软件分析

Cy3 Cy5 两种荧光信号的强度 计算Cy5/Cy3 比值.

阳性结果判断: Cy5/Cy3>1.9 红色荧光 显示表达增

强; Cy5/Cy3<0.6 为绿色荧光 显示表达减弱.

2   结果

2.1 NS5ATP3蛋白真核表达载体的构建  真核表达载体

pcDNA3.1(-)-NS5ATP3经过限制性内切酶作图分析和

核苷酸序列的测定 证实含有完整的开放读码框架 序

列准确无误[6].

2.2 总RNA及mRNA的定性 定量分析  实验组和对

照组总RNA的吸光度比值 A260/A280分别为1.998和

2.014 热稳定实验70 保温 1 h与 -20  1 h电泳条

带比较 显示28 S条带无明显降解 电泳结果证实已抽

提高纯度的总RNA(图1). mRNA主要集中于0.9-4.0 kb的

连续条带.

2.3 芯片杂交体系验证及结果分析  在芯片上共有1 152

个 cDNA. 为了监控芯片杂交技术体系的整个过程 在

芯片上设置了阴性对照(8条水稻基因 共8个点) 这

些点的杂交信号均很低 证实了数据的可靠性. 由于实

验组探针标记Cy5 荧光素(呈红色) 对照组探针标记

Cy3荧光素(呈绿色) 红绿颜色的差异就显示该基因在
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实验组和对照组中基因表达水平上的差异 黄色代表
表达水平无差异. 按阳性标准 从1 152个基因中筛选
出差异表达基因共24条 其中6条基因表达增强 18
条基因表达降低.

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

2.4 差异表达基因分析  NS5ATP3上调基因类型: 在基因
芯片的扫描分析中 如果荧光染料的Cy5/Cy3 比值在
1.900以上 就判断为NS5ATP3的上调基因. 在本研究
中发现有6种基因的表达水平上调(表1).
       NS5ATP3 下调基因类型: 在基因芯片的扫描分析
中 如果荧光染料的Cy5/Cy3比值在0.500以下 就判
断为NS5ATP3的下调基因. 在本研究中发现有18种基

因的表达水平下调(表2).

表1  部分表达显著增强的基因

序号  GenBank登录号    编码蛋白         Cy5/Cy3

1 NM_013230 小细胞肺癌相关抗原CD24 1.955

2 D50683 转化生长因子 βII 受体 α 1.983

3 L04569 L型电压依赖的钙离子通道 α1 1.991

亚单位hHT

4 NM_004661 细胞周期分裂蛋白CDC23 2.068

5 NM_002736 cAMP 依赖的蛋白激酶调节 2.073

亚单位 IIβPRKAR2B
6 AF012086 Ran 结合蛋白RanBP2α 2.183

表2  部分表达显著降低的基因

序号  GenBank登录号    编码蛋白         Cy5/Cy3

1 AL117234 定位于X染色体上的新基因 0.147

2 NM_003034 唾液转移酶8A 0.240

3 NM_014337 肽基辅氨酰异构PPIL2 0.280

4 NM_001764 CD1B抗原 β多肽 0.307

5 NM_002982 小的可诱导细胞因子A2 0.326

6 NM_022110 FK506结合蛋白样蛋白 0.355

7 NM_007177 TU3A 蛋白 0.355

8 NM_000844 谷氨酸酯受体 0.358

9 NM_014451 甲状旁腺激素应答的骨肉瘤B1 蛋白 0.361

10 NM_000851 谷胱甘肽S转移酶 0.371

11 NM_001775 CD38 抗原 0.374

12 NM_001648 前列腺特异性抗原 0.376

13 NM_003254 金属蛋白酶1组织抑制因子 0.395

14 BC004309 RAS 癌基因家族成员RAB4 0.414

15 NM_000732 CD3D 抗原 多肽 0.414

16 NM_014020 LR8蛋白 0.434

17 NM_002183 白介素3受体 αIL3RA 0.447

18 NM_000609 基质细胞来源因子1 0.493

3   讨论

HCV基因组含有单一的开放读码框架 编码3 010-3 033

个氨基酸残基的多蛋白肽前体 两侧是 5 - 非翻译

区及3 -非翻译区 多肽前体至少被加工为10种结构

蛋白和非结构蛋白[7-9]. 临床和实验研究显示 HCV 核

心蛋白 非结构蛋白3(NS3)具有多种调控细胞 病毒基

因表达 细胞生长以及免疫调节等功能 分别在HCV

感染及致肝细胞癌(HCC)发生发展过程中扮演重要的角

色[10-11]. 非结构蛋白5A(NS5A)蛋白也不例外[4-5]. HCV

NS5A位于HCV多蛋白的羧基末端 是丝氨酸磷酸化

蛋白质 依磷酸化程度的不同而产生两种不同分子量

大小的多肽p56和p58. 由于NS5A表现出对抗干扰素α
(IFNα)的治疗效应而引起人们广泛的关注 NS5A能够
与肝细胞中的 IFNα刺激蛋白-双链RNA依赖的激酶
(PKR)相互作用 抑制PKR的功能 从而下调IFNα刺
激的抗病毒效应[12-13]. 近年研究发现 NS5A是转录反

式激活因子 其羧基末端富含酸性氨基酸及脯氨酸 这

是真核细胞转录因子特有的结构特征. 但是其参与细胞

转录调节的机制仍不十分清楚. 一般来说 转录的反式

激活因子是在细胞核中起作用的 而NS5A定位于细胞

内质网(ER) 因此推测NS5A必定参与了细胞信号传导

途径. NS5A能够反式激活核转录因子NF-κB及STAT3
在细胞炎症反应 肿瘤发生及转移过程中起重要作用[14].

Ghosh et al [15]研究发现 NS5A蛋白能够抑制细胞周期

调节基因p21WAF1 激活人肝癌细胞中增生的细胞核

抗原基因(PCNA) 从而调节细胞凋亡 促进细胞增生.

NS5A cDNA能够使转染的小鼠成纤维细胞NIH 3T3具

有转化特性 且转化细胞移植入裸鼠体内可形成纤维

肉瘤灶 这一证据直接证明了HCV NS5A蛋白的恶性转

化潜能. 可见 HCV非结构蛋白NS5A的反式激活功能

在HCV致病中发挥了重要作用 那么 肝细胞内表达

的NS5A蛋白 究竟激活了哪些特定基因的表达 这些

表达产物对细胞的损害 增生分化的作用如何

       基于上述研究目的 我们采用抑制性消减杂交方

法 成功筛选并克隆了HCV非结构蛋白NS5A基因转

染细胞反式激活基因cDNA文库 对挑选的克隆进行分

析发现其中一个新基因与GenBank中注册的已知功能

基因序列没有同源. 电子拼接推定该基因的开放读码框

架 获得相应的全长编码基因 将该未知功能基因命名

为NS5ATP3. 根据这一序列设计引物 以人肝癌细胞

cDNA为模板 PCR反应扩增NS5ATP3基因序列. 反应

产物经测序完全符合计算机分析结果 这表明我们已

顺利得到了NS5ATP3编码序列. NS5ATP3的ORF长度

为 1 572 bp 编码 524 个氨基酸残基的蛋白 然而

NS5ATP3基因的生物学功能及其在丙型肝炎发病机制

中的作用目前还不清楚 为进一步研究NS5ATP3的生

物学功能 我们利用基因芯片技术对其上调 下调基

因进行分析[16-18]. 结果表明 6种基因的表达水平上调

18 种基因的表达水平下调 这些基因包括细胞生长
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细胞凋亡 信号转导 免疫调节 肿瘤发生等基因.

        分析表达增强的基因 B淋巴细胞表面的分化抗原

CD24是B细胞表面的信号转导分子 能够调节多种信

号活化的应答 能诱导B淋巴细胞凋亡 下游信号分子

是丝裂素活化的蛋白激酶有丝分裂原激活蛋白基酶

(MAPK)的激活以及细胞外信号调节的激酶1(ERK1)的

活化. 研究还发现 CD24抗原是肝细胞癌细胞中高度表

达的基因 与p53基因突变及肿瘤分化高度相关 CD24

抗原是潜在的肝细胞肿瘤早期标志基因[19-20]. 细胞分裂周

期蛋白CDC23与酿酒酵母的CDC23高度同源 是促进

细胞分裂后期复合物(anaphase-promoting complex APC)

的成员 对于细胞周期由G2期向M期过渡是必不可少

的 APC 能够催化细胞周期蛋白B与泛素(cyclin B-

ubiquitin)形成共轭复合物 在泛素介导的细胞周期蛋白

B的蛋白水解过程中起重要作用 推测NS5ATP3通过

上调CDC23的表达对细胞周期有调控作用[21]. L型电压

依赖的钙离子通道是细胞电信号转导途径中重要的调

节因子 [ 2 2 ] c A M P 依赖的蛋白激酶调节亚单位

IIβPRKAR2B是参与细胞信号转导途径主要因子[23]. Ran
是真核细胞核运输过程中必需的小GTP 酶 在细胞

mRNA加工 细胞周期调节等方面发挥作用 Ran结合

蛋白2即RanBP2是核孔蛋白 在细胞核浆物质转运过

程中起重要作用[24] NS5ATP3通过上调上述基因的表

达 提示该蛋白可能对细胞信号传递途径及核内外物

质运输等过程有正调控作用 而促进某些与细胞转录

调节密切相关的基因 如癌基因的转录 在HCV感染

过程中发挥一定的作用.

        分析表达降低的基因 胸腺细胞抗原CD1B是参与

胸腺细胞分化以及抗原递呈的非专职递呈抗原 能够

向T细胞递呈各种不同的短链糖脂类抗原 而树突状细

胞(DC)递呈的是长链糖脂类抗原[25-26]. TU3A是编码144

个氨基酸残基的肿瘤抑制因子 在肾细胞肿瘤中该基

因的表达下调 并发现广泛存在的缺失突变 该基因是

否在其他肿瘤如肝细胞肿瘤中也具有同样的生物行为

有待于进一步研究[27-28]. 甲状旁腺激素(PTH)应答的骨肉

瘤B1蛋白是PTH刺激下调的造骨细胞功能形成过程中

表达的一个新蛋白 在骨形成时参与甲状旁腺激素的

调节[29]. 谷胱甘肽S转移酶M5属于mu类 具有对亲电

子化合物的解毒功能 包括致癌物质 治疗药物 环境

毒素和氧化应激产物等有害物质通过与谷胱甘肽结合

而发挥其解毒功效 该基因的变异可以改变个体对致

癌物质和毒物的易感性 同时也影响某些药物的毒性

和药效[30]. CD38蛋白是广泛表达于各种细胞和组织尤其

是白细胞的一种多功能的胞外酶 参与细胞黏附 信号

转导和钙信号传递等生物过程[31]. CD3D抗原 多肽是与

T淋巴细胞表面的抗原受体结合的小完整膜蛋白 能将

活化信号转移到细胞内 参与免疫信息的传递[32-33]. LR8

蛋白是应用差异显示方法从肺纤维细胞克隆的未知功

能蛋白[34]. 已知趋化因子是一类与靶细胞表面特异性受

体结合而活化并介导白细胞迁移的蛋白 依据半胱氨

酸残基的位置不同而分为4类: C CC CXC和CX3C.

而CXCR4受体的配体-基质细胞来源因子SDF1是直

接激活并介导白细胞迁移的趋化因子 又称为CXC趋

化因子 是免疫缺陷病毒HIV-1入侵T细胞的辅助受

体分子 是通过G蛋白耦连的7个跨膜受体而行使淋巴

细胞趋化效应 同时这7个跨膜受体也是免疫缺陷病毒

HIV-1入侵T细胞的辅因子. SDF1是HIV-1入侵细胞

的辅因子LESTR的生物配体 能够激活细胞内游离钙

抑制HIV-1病毒感染T细胞[35-36].  NS5ATP3通过下调上

述基因的表达水平 推测其在调节细胞免疫应答 信号

转导及物质代谢等方面具有一定作用.

        总之 利用基因表达谱芯片分析了NS5ATP3蛋白

对肝细胞基因表达谱的影响 NS5ATP3蛋白能够上调

或下调HepG2细胞中许多不同基因表达的变化 这些

基因变化是复杂的 有的甚至是矛盾的 这些基因与细

胞信号转导 细胞增生与分化 免疫应答 物质运输

细胞凋亡等生物过程密切相关. 本实验结果对于初步了

解新基因NS5ATP3在肝细胞中的生物学效应提供某些

线索 当然 还需要进一步的实验加以深入研究.
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Abstract
AIM: To study the molecular mechanism of NS5A-TP4 in
the up- and down-regulated genes of hepatocyte by cDNA
microarray assay.

METHODS: HepG2 cells were transfected by recombined
expression plasmid pcDNA3.1(-)-NS5A-TP4. Total RNA was
isolated from the transfected HepG2 cells with pcDNA3.1
(-) and pcDNA3.1(-)-NS5A-TP4, respectively. cDNA was
prepared by reverse transcription. cDNA microarray was
conducted for screening of up- and down-regulated genes
of both HepG2 cells.

RESULTS: After screening with cDNA microarray, we found
that 12 genes were up-regulated, and 6 genes down-
regulated. Some of them were involved in cell signal
transduction, cell proliferation, and carcinogenesis.

CONCLUSION: cDNA microarray is an important choice for
the analysis of target genes of NS5ATP4 transactivation.
The obtained sequences bring some new clues for studying the

biological functions of NS5ATP4 and infection mechanism of HCV.

Yang Q, Cheng J, Liu Y, Wang JJ, Hong Y, Zhang SL. Screening and
identification of genes transactivated by NS5A-TP4 protein by cDNA
microarray assay. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(2):311-314

摘要

目的: 对新基因NS5A-TP4转染肝癌细胞的基因表达谱进行

分析 探索该基因表达对肝细胞基因表达的调节机制及其

生物学功能.

方法: 应用生物信息学(bioinformatics)技术 分析我室通过

抑制性消减杂交技术筛选得到的新基因NS5A-TP4的全长

编码序列 并 NS5A-TP4 构建基因的真核表达载体

pcDNA3.1(-)-NS5A-TP4. 应用基因表达谱芯片技术对重组

表达质粒pcDNA3.1(-)-NS5A-TP4转染的HepG2细胞和空

载体处理的相同细胞差异表达的mRNA进行检测.

结果: 确定基因NS5A-TP4由762 nt组成 编码253 aa的

蛋白. 基因表达谱芯片所检测的 1152 条目的基因均为

GenBank中登录的基因 NS5A-TP4表达质粒转染的细胞

有18条差异表达基因 其中12条基因表达增强 6条基因

表达降低. 这些差异表达的基因与细胞信号转导 凋亡 生

长调节密切相关.

结论:  基因表达谱芯片技术可为初步探索新基因的功能提

供重要的资料. 本实验结果为进一步阐明NS5A-TP4生物学

功能及HCV-NS5A的致病机制提供了理论依据.

杨倩, 成军, 刘妍, 王建军, 洪源, 张树林. 基因表达谱芯片技术筛选NS5A-

TP4蛋白反式调节基因. 世界华人消化杂志  2004;12(2):311-314

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/311.asp

0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)是含外膜蛋白的单股正链RNA病

毒 属黄病毒科肝炎病毒类. 在大多数感染人群中丙型

肝炎病毒表现为持续性感染 并可导致慢性肝炎 肝硬

化 或肝细胞癌. HCV 基因组包括5 非编码区 一

个长约9 400 bp的单一 开放阅读框(open reading frame

ORF)和 3 非编码区(3 non-encode region 3 -

NCR)  其中ORF包括结构区(structural region)和非结构

区(nonstructural region) 在非结构基因区中有NS2

NS3 NS4A NS5A和NS5B区等[1-2]. 近年来 HCV NS5A

区的结构与功能倍受关注 研究者发现在NS5A蛋白

2209-2248 aa间存在一个与干扰素治疗效果紧密相关的
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区域 称为 干扰素敏感决定区(interferon sensitivity

determining region ISDR) . 他们认为 ISDR氨基酸序

列的变异与IFN的应答率直接相关. 在体外实验中证实

NS5A对于HCV体外复制有重要作用 更为重要的是

NS5A对细胞周期及细胞生长具有调节作用 可能与慢

性肝炎 肝细胞癌的发生发展有着密切的关系[3-5]. 我室

利用SSH技术 对于NS5A表达载体转染的肝母细胞瘤

细胞系HepG2的基因表达谱变化进行比较研究 发现了

NS5A蛋白可上调一些基因的表达. 其中包括未知功能基

因 命名为NS5ATP4[6-7]. 为了从不同的角度对NS5A的反

式调节基因进行验证及研究 我们应用基因表达谱芯片

技术(cDNA microarray)对NS5ATP4反式调节的靶基因进行

了筛选 为今后更加广泛深入地研究新基因NS5ATP4功

能及NS5A的反式调节作用打下了基础.

1   材料和方法

1.1 材料  人肝母细胞瘤细胞系HepG2细胞由本室保存

细胞培养相关试剂及总RNA 提取试剂Trizol 均购自

Gibco 公司 脂质体转染试剂FuGENE6 购自罗氏公

司 NS5ATP4 真核表达质粒由本室构建

1.2 方法

1.2.1 SSH筛选HCV-NS5A差异性显示cDNA文库 具

体方法 操作参考文献[8]

1.2.2 细胞培养及取材  NS5ATP4真核表达质粒由本室

构建. 在 35 mm培养皿中常规培养HepG2细胞 细胞

生长至对数期时 分别以脂质体转染试剂FuGENE6将

2 µg pcDNA3.1(-)-NS5ATP4和空载体pcDNA3.1(-) 转染
HepG2 细胞 48 h 后收获细胞 每5×106个细胞加入
1 mL Trizol 试剂 立即于液氮中保存[9-11]

1.2.3 总RNA提取  使用Trizol 试剂一步法提取pcDNA

3.1(-)-NS5ATP4和空载体pcDNA3.1(-)转染的HepG2细

胞总RNA(分别标记为实验组和对照组) 样品经分光光

度计检测吸光度A值 并行热稳定实验 于-20 和

70 保温1 h后 经琼脂糖凝胶电泳检测28 S 18 S

条带变化.

1.2.4 探针标记  参照Schena et al [27]方法逆转录标记cDNA

探针并纯化. Cy3-dUTP标记对照组细胞mRNA(5 µg)
Cy5-dUTP标记实验组细胞mRNA(5 µg). 乙醇沉淀后溶
解在20 µL 5×SSC+0.2% SDS杂交液中.
1.2.5 芯片制备  芯片包含的1 152个 cDNA由上海联合

基因有限公司提供 包括原癌基因 抑癌基因 免疫调

节相关基因 细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因 信号

转导相关基因等.以通用引物进行PCR扩增 PCR产物

长度为1 000 bp-3 000 bp. 靶基因以0.5 µg/ µL溶解于
3×SSC溶液中 用Cartesian公司的Cartesian 7500 点样

仪及TeleChem公司的硅烷化玻片进行点样. 玻片经水合

(2 h) 室温干燥(30 min) 紫外线交联 再分别用0.2%

SDS 水及0.2% 的硼氢化钠溶液处理10 min 晾干备用.

1.2.6 预杂交  将预杂交液放入95 水浴锅内变性2 min

将待预杂交的芯片放入95 水浴锅内变性30 s 芯片

取出后即放入无水乙醇中30 s 晾干. 将已变性的预杂

交液加到芯片的点样区域内 盖上盖玻片 放入杂交箱

内42 预杂交5-6 h.

1.2.7 杂交及洗涤  将探针置于95 水浴中变性2 min;

芯片置于95 水浴中变性30 s 芯片取出浸无水乙醇

30 s 探针取出后迅速置于冰上. 将探针置于芯片上

用盖玻片覆盖 置于杂交舱中 用Parafilm 密封 放

入42 杂交箱内杂交过夜(16-18 h). 依次以2×SSC+ 0.2%
SDS 0.1%×SSC +0.2% SDS 0.1%×SSC洗涤10 min
室温晾干.

1.2.8 扫描与分析  用 General Scanning公司的ScanArray

3000扫描芯片. 用预先选定的内参照基因(24条管家基

因 每个基因点2个点 共48 个点)对 Cy3 和 Cy5 的

原始提取信号进行均衡和修正. 用ImaGene3.0软件分析

Cy3 Cy5 两种荧光信号的强度 计算Cy5/Cy3 比值.

阳性结果判断: Cy5/Cy3>2.0 红色荧光 显示表达增

强; Cy5/Cy3<0.5 为绿色荧光 显示表达减弱.

2   结果

2.1 以我室通过SSH筛选得到的HCV-NS5A差异性显

示  cDNA 文库为基础 将其中一个新基因命名为

NS5ATP4 电子推定其编码的氨基酸序列 以人肝癌

细胞cDNA为模板 对NS5ATP4 进行了克隆化研究

得到了NS5ATP4 的编码的氨基酸序列

2.2 总RNA的定性 定量分析  总RNA的吸光度A260/

A280>1.92 热稳定实验70 保温1 h与 -20  1 h的

电泳条带比较 显示28 S条带无明显降解 电泳结果

证实已抽提高纯度的总RNA.

表1  NS5A-TP4上调表达基因

编号 Cy5/Cy3 基因名称

1 2.014 NCK相关蛋白(NCKAP1)

2 2.026 小诱导细胞因子A3(SCYA3)

3 2.030 富含半胱氨酸的血管生成诱导因子(CYR61)

4 2.081 来自BCRA2区域的猜想蛋白(CG005)

5 2.154 肿瘤抑制亚转移物候选物1

6 2.226 未知功能基因FLJ21985

7 2.236 核转录因子NFκB1

8 2.326 plexin C1 (PLXNC1)

9 2.519 谷胱甘肽过氧化酶1(GPX1)

10 2.655 细胞色素P450 亚家族 IID 多肽 6

11 2.699 硫氧还蛋白还原酶1(TXNRD1)

12 3.169 T细胞受体重排 β链基因V区(V-D-J)

2.3 芯片杂交体系验证及结果分析  在芯片上共有1 152

个 cDNA. 为了监控芯片杂交体系 在芯片上设置了阴

性对照(8 条水稻基因 共 8 个点) 这些点的杂交信

号均很低 证实了数据的可靠性. 由于实验组探针标记
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Cy5荧光素(呈红色) 对照组探针标记Cy3荧光素(呈绿

色) 红绿颜色的差异就显示该基因在实验组和对照组中

基因表达水平上的差异 黄色代表表达水平无差异. 按阳

性标准 从1 152个基因中筛选出差异表达基因共18条

其中12条基因表达增强(表1) 6条基因表达降低(表2).

2.4 芯片结果

表2  NS5A-TP4下调表达基因

编号   Cy5/Cy3 基因名称

1 0.367 干扰素诱导的丙型肝炎相关微管聚合蛋白(MTAP44)

2 0.410 transgelin 2(TAGLN2)

3 0.435 G蛋白信号5调节子(RGS5)

4 0.455 HGF激活因子(HGFAC)

5 0.467 exostoses (multiple)-like 3 (EXTL3)

6 0.496 prefoldin 5(PFDN5)

3   讨论

基因芯片(gene chip)也称为DNA微距阵(DNA microarray)

DNA芯片(DNA chip)等 是近年发展起来的一项前沿

生物技术. 他是指将大量靶基因或寡核苷酸片段有序地

高密度地排列固定于玻片 硅片等固相载体上 然后与

待测的标记样品的基因按碱基互补配对原理进行杂交

通过激光共聚焦荧光检测系统等对芯片进行扫描 再

经计算机软件处理 从而获取大量生命信息. 该技术可

以将极其大量的探针同时固定于支持物上 所以一次

可以对大量的生物分子进行检测分析 从而解决了传

统核酸印记杂交(southern blotting和 northern blotting等)

技术复杂 自动化程度低 检测目的分子数量少 低通

量等不足. 该技术的出现使全面综合分析某些生命现象

成为可能[12].

        HCV基因组的翻译是在有关酶的作用下合成一个

长约3 011 氨基酸的多蛋白前体 然后在宿主信号肽

酶和病毒编码的蛋白酶作用下裂解为各种蛋白. NS5A是

非结构蛋白的一种 哺乳动物细胞表达的NS5A蛋白以

两种形式存在 分子量分别为56 kD和 58 kD  p58被

认为是p56的超级磷酸化产物 目前认为NS5A蛋白是

在细胞蛋白激酶作用下发生磷酸化修饰后发挥生物调

节作用的[13-14]. 近年研究发现 NS5A是转录反式激活因

子 其羧基末端富含酸性氨基酸及脯氨酸 这是真核细

胞转录因子特有的结构特征. 尽管NS5A蛋白是存在于胞

质中 但其具有功能性核定位信号(nucleic localization

signal NLS)序列 即PPRKKRVV (354-362 aa) 因

此有核信号转导功能. 研究者发现NS5A蛋白可以抑制

细胞周期调节基因p21/WAF1的转录 而后者是介导

细胞凋亡的p53的下游效应基因 说明NS5A对细胞凋

亡有抑制作用 对细胞生长有促进作用[15-18]. 我室利用

SSH筛选出HCV NS5A反式激活基因差异表达的cDNA

消减文库 对挑选的克隆进行分析发现其中一个新基

因与GenBank中注册的已知功能基因序列没有同源性.

电子拼接推定该基因的ORF 获得相应的全长编码基

因 将该未知功能基因命名为NS5ATP4. 根据这一序

列设计引物 以人肝癌细胞cDNA为模板 PCR反应

扩增NS5ATP4基因序列. 反应产物经测序完全符合计算

机分析结果 这表明我们已顺利得到了NS5ATP4编码

序列. NS5ATP4 的ORF长度为762 bp 编码253个氨

基酸残基 NS5ATP4基因的生物学功能及其在丙型肝炎

发病机制中的作用目前还不清楚 为进一步研究

NS5ATP4的生物学功能 我们利用基因芯片技术对其上

调 下调基因进行分析[19]. 结果表明 12种基因的表达

水平上调 6种基因的表达水平下调. 这些基因包括细

胞生长 细胞凋亡 信号转导 免疫调节 肿瘤发生

等基因 如: 细胞色素P450 HGF激活因子 谷胱甘肽

过氧化酶1 肿瘤抑制亚转移物候选物1. CD95 (CD95/

APO-1) 受体/CD95配体 (CD95L)是调节不同细胞凋亡的

关键信号传导系统. 表达水平上调的基因谷胱甘肽过氧

化酶1 能够阻断CD95 诱导的凋亡 保护细胞免受过

氧化作用诱发的凋亡[20-21]. 表达水平上调的基因富含半

胱氨酸的血管生成诱导因子(CYR61)是生长调节因子家

族成员之一 能够与细胞外基质 细胞表面受体结合促

进细胞生长 迁移 研究者发现CYR61能够通过激活

MAPK和Akt 信号转导途径 诱导胸壁肿瘤的形成及

肿瘤血管化. 研究者亦发现CYR61是整合素受体的配体

之一 当配体与整合素受体结合可以介导细胞内外的信

号传导 从而激活五种与血管化有关的反应 包括: 上

皮细胞的黏附 迁移 增生 存活 血管化[22-25] 在下

调表达的基因中 transgelin 2的缺失与肿瘤的发生密切

相关 Shields et al [26-29]在研究胸壁及大肠肿瘤时 发现

癌基因Ras依赖于Raf和非依赖于Raf的信号转导中 Ras

均抑制transgelin 2基因的表达[26-29]. 对新基因的研究及其

功能的确定是分子生物学领域一项很具有挑战性的工

作 基因芯片技术是研究反式调节基因的有效技术[30-31].

        本研究结果表明 NS5A-TP4对于肝细胞的基因表

达谱有显著的影响 他上调一些抑制细胞调亡或与细

胞信号转导有关的基因表达 为我们进一步深入研究

NS5A-TP4的功能提供了理论依据 并为HCV感染慢

性化机制及HCV致癌机制提供了新的研究方向
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Abstract
AIM: To obtain large amount of HCV E2 protein, and to
understand the function of the protein and to prepare the
antibody against this protein.

METHODS: A 831bp of E2 gene fragment was amplified
by PCR method from HCV genome and cloned into pET32a
(+) vector, an E.coli expression vector, to construct a re-
combinant plasmid pET32a-HCVE2.The plasmid was trans-
formed into E.coli BL-21 (DE3) to express E2 protein with
IPTG induced. The protein E2 fused with HIS tag was pu-
rification by Ni-NTA resin column. The protein E2 fused
with His tag was detected by SDS-PAGE electrophoresis
and Western blot.

RESULTS: A novel protein with molecular weight of M r 55 000
was expressed upon induction with IPTG in E.coli. The
expressed product showed good reactivity to anti-His tag
antibody and the HCV positive serum.

CONCLUSION: Cloning of HCV E2 gene and the expression
and purification of envelope glycoprotein E2 lay a foundation
of further study on HCV E2 protein and the receptors of

hepatitis virus C.

Du DW, Jia ZS, Qin HY, Liu QP, Zhou YX, Han H. Cloning of HCV E2
gene and expression and purification of HCV envelope glycoprotein
E2. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(2):315-318

摘要

目的: 获得大量重组HCVE2蛋白 为研究 2蛋白的功能

及制备其抗体奠定基础.

方法: 利用PCR方法从 基因组序列中扩增出 831 bp

(384-661 aa)的E2基因片段并按读框克隆到原核表达载体

pET32a(+)上 得到重组质粒pET32a-HCVE2 转化大

肠杆菌BL-21 (DE3)菌株 IPTG诱导HCV E2蛋白表达

SDS-PAGE 和Western blot检测蛋白表达 Ni-NTA偶联

的琼脂糖黏附柱纯化融合蛋白.

结果: 经 IPTG诱导后 可见分子量约55 000的融合蛋白

表达; 表达的蛋白主要以包涵体形式存在; 经Ni-NTA偶联

的琼脂糖黏附柱纯化的融合蛋白与抗His抗体及HCV阳性

血清具有良好的反应原性.

结论: HCV E2基因的克隆 表达及其融合蛋白的纯化为进

一步开展HCV E2蛋白功能和HCV受体的研究奠定了基础.

杜德伟, 贾战生, 秦鸿雁, 刘秋平, 周永兴, 韩骅. HCV包膜糖蛋白E2基因的

克隆 蛋白表达及纯化. 世界华人消化杂志  2004;12(2):315-318

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/315.asp

0   引言

丙型病毒性肝炎是由丙型肝炎病毒(HCV)感染引起的世

界性传染病[1-13]. 全世界约有1.7 亿HCV 感染者 是

HIV-1感染者的5倍[13]. HCV感染后约70%转化为慢

性 并与肝硬化 肝衰竭和肝癌的发生密切相关. HCV

感染已经成为威胁人类健康的重要因素之一. 长期以

来 由于缺乏稳定的HCV体外感染的细胞模型和小动

物模型 限制了对HCV发病机制的研究 迄今为止

对于HCV的肝细胞嗜性尚无合理解释 肝细胞表面参

与HCV识别 黏附 及入胞的分子还不完全清楚. 研

究表明 E2糖蛋白是介导HCV与细胞表面CD81[14-18]

B族I型清道夫受体(SR-BI)[19]和DC-SING/DL-SIGN[20-22]

等候选受体结合的配体. 本文利用基因工程技术克隆了

HCV E2 基因 并利用 pET 原核表达系统进行表达
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通过Ni-NTA偶联的琼脂糖黏附柱纯化了HCV包膜糖

蛋白E2 为进一步开展该蛋白的功能和HCV受体的研

究奠定了基础.

1   材料和方法

1.1 材料  T载体PMD18-T系 Takara公司产品. pET32a

(+)为Novagen产品. 含有HCV H77株全基因序列的质粒

pBRTM/HCV1-3011 由美国华盛顿大学的Rice CM惠

赠 HCV阳性血清为本室保存. 大肠杆菌BL-21(DE3)

XL-10-gold菌株均由第四军医大学医学遗传学与发育

生物学教研室提供. 限制性内切酶 DNA 连接溶液So-

lution I CIAP 标准分子量DNA 标准分子量蛋白质

PCR试剂盒 IPTG等购自Takara公司. 质粒纯化 DNA

回收试剂盒购自华舜公司. 用于蛋白纯化的Ni-NTA偶

联的琼脂糖黏附柱 Western blot 检测使用的Hybond

ECL硝酸纤维膜均为Pharmacia公司产品. ECL发光试

剂购自Pierce公司.

1.2 方法

1.2.1 HCV包膜蛋白E2基因的扩增及序列测定  根据

Genbank中HCV H株基因序列 设计出针对HCV E2

基因序列的引物 上游引物序列为: 5 -GGA TCC

GAA ACC CAC GTC ACC- 3 下游引物: 5 -GAG

CTC GGA CCT GTC CCT GTC- 3 其中上 下游引

物的 5 端分别引入BamH I和Sac I酶切位点. 应用PCR

试剂盒扩增目的基因 总反应体积为50 µL 循环参
数为: 95  4 min; 95  30 s 55  30s 72  1 min

35 个循环 再于72 延伸7 min. 将 PCR扩增产物克

隆入载体pMD18-T中  构建 pMD18-T-HCVE2 酶

切鉴定正确后 交由上海生工公司进行DNA序列测定.

1.2.2 HCV包膜糖蛋白原核表达载体的构建  以 BamH I

和 Sac I 双酶切测序正确的PMD18-T-HCVE2 获取

HCVE2基因. 以 BamH I和 Sac I双酶切pET32a(+)载体

分别回收HCVE2基因和pET32a(+)载体片段 Solution I

连接上述基因和载体片段 构建HCV包膜糖蛋白E2原

核表达载体pET32-HCVE2 转化 E.coli XL-10感受态

细胞 用含Amp的LB平板筛选阳性克隆 小量提取质

粒并酶切鉴定.

1.2.3 HCV 包膜糖蛋白的原核表达 纯化及检测  以

HCV包膜糖蛋白E2原核表达载体pET32 a-HCVE2转

化 E.coli BL-21(DE3)感受态细胞 挑取用含Amp的LB

平板筛选的阳性克隆于LB培养基中 37 振摇过夜

按1 100 转接到LB培养基中 37 振摇约 4 h 使

A600约 0.6 (0.4-1) 加入终浓度0.5 mmol/L的 IPTG继

续培养诱导3 h 于 4 离心10 000 r/min 1 收集

菌体并裂解 4 离心10 000 r/min 10 分别取上清

及沉淀(包涵体) 进行SDS-PAGE电泳进行可溶性分析.

同等条件下进行大量诱导 收集并用8 mol/L (pH 8.0)

尿素溶解包涵体后 Ni-NTA 偶联的琼脂糖珠黏附融

合蛋白 用pH值分别为6.3 5.9 及 4.5 的 8 mol/L 尿

素液体洗脱蛋白 不同浓度的尿素梯度透析复性

Western blot 检测蛋白抗原性.

2   结果

2.1 HCV 包膜蛋白E2 基因的扩增 克隆及序列测定

HCV包膜蛋白E2基因的PCR产物10 g/L琼脂糖凝胶电

泳可见约840 bp 特异性条带(图 1) 回收片段后插入

pMD18-T 形成 pMD18-T-HCVE2 酶切鉴定得到

正确克隆 以M13+/M13-为引物进行序列测定. 测序

结果与Genbank中HCV 77株基因序列比对无突变.

图1  HCVE2 基因的克隆. M: DL2000 DNA Marker 1-4: HCVE2 基因

的PCR产物 (小片段为引物二聚体).

2.2 HCV包膜蛋白E2原核表达载体pET32a-HCVE2构

建  用 BamH I和 Sac I双酶切pMD18-T-HCVE2 回收

片段后与经过相同酶切的pET32a(+)连接 转化 E.coli

XL-10-gold 感受态细胞 用含Amp的LB平板筛选阳

性克隆 挑单克隆扩增小量提取质粒并酶切鉴定. Bam

H I和 Sac I 双酶切得到约840 bp 和 4 500 bp 的片段

与预期的大小一致(图2).

图2  质粒pET32a-HCVE2酶切鉴定. M1 M2: 标准DNA Marker;

1-3: pET32a-HCVE2经BamH I和Sac I 双酶切鉴定.

2.3 pET32a-HCVE2的原核表达及鉴定  将原核表达载体

pET32a-HCVE2转化到 E.coli BL-21 (DE3)感受态细胞

中 经IPTG诱导后 可见Mr 55 000的融合蛋白(图3A)

可溶性分析显示融合蛋白主要以包涵体形式表达 用

   M1          1           2           3          M2
bp

1 380

517
456

bp

23 130
9 416
6 557
4 361
2 322
2 027

    M            1              2              3              4          bpbp

2 000
1 600
1 000

750
500
250
100

831
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pH值为8.0的 8 mol/L 尿素溶液溶解包涵体 Ni-NTA

偶联的琼脂糖珠亲和纯化融合蛋白 用pH值为4.5的

8mol/L 尿素溶液洗脱融合蛋白(图 3B) 用薄层扫描分

析融合蛋白的纯度达到95.6%. 转化pET32a(+)空载体的

BL-21菌仅表达Mr 20 400的 Trx-His 标签蛋白 分别

以anti-His及HCV阳性血清为一抗做Western blot 均

可检测到表达的融合蛋白(图 4 5).

图3A  不同诱导时间融合蛋白表达的SDS-PAGE分析. M: 低分子质
量蛋白质; 1:未诱导的 pET32a(+)空载体; 2:诱导的pET32a(+)空载体;
3:未诱导的pET32a-HCVE2; 4: 4-8: pET32a-HCVE2经0.5 mmol/L
IPTG诱导1-5 h 融合蛋白的表达.

图3B  HCVE2-His融合蛋白纯化. 1: BL-21(DE3)全菌中的融合蛋白;
2: Ni-柱纯化的融合蛋白.

图4 抗-His抗体Western blot检测HCVE2-His融合蛋白的表达. 1:
转化空载体pET32a的BL-21细菌; 2: 转化pET32a-HCVE2的BL-21
细菌裂解上清; 3: 转化pET32a-HCVE2的BL-21细菌包涵体.

图5 HCV 阳性血清Western blot 检测HCVE2-His 融合蛋白的表达.
1: 转化空载体pET32a的BL-21细菌; 2: 转化pET32a-HCVE2的BL-
21细菌裂解上清; 3: 转化pET32a-HCVE2的BL-21细菌包涵体.

3   讨论

HCV 为正链RNA 包膜病毒 与庚型肝炎病毒 黄热

病毒及登革热病毒同属黄病毒属 HCV基因组含有一

个大的读码框 编码一个约含有3 000 个氨基酸的前

体蛋白 经过翻译及翻译后加工 形成结构蛋白和非

结构蛋白[23-25]. 其中结构蛋白E1  E2形成复合物构成

HCV的包膜蛋白[26-27]. 肝细胞为其天然靶细胞 同时B

淋巴细胞 单核巨噬细胞及树突状细胞也是HCV的易

感细胞[28]. 在病毒感染细胞的过程中包膜糖蛋白与细胞

表面膜受体结合 介导病毒入胞是病毒感染制病的关

键. HCV感染的持续性表明宿主对病毒缺乏有效的免疫

应答. HCV的E2区基因N末端高变区HVR1含有三个

B细胞表位: 400-409 aa 398-410aa以及399-405 aa

这个区域内基因的变化 可能允许病毒逃避免疫监视;

对E2区多肽产生的细胞免疫应答 可能对抵抗HCV攻

击和清除HCV感染起重要的作用[29]. 另外 E2(614-

622) 是HLA-A2+慢性感染者的CTL表位 此区的可变

性位于aa622 锚定在HLA-A2分子上 改变该氨基酸

残基可影响肽段与HLA的结合和CTL识别 此肽段对

CTL的识别作用高度保守. 通过对这一表位的修饰可以

达到提高HCV细胞免疫的作用[30].

        由于机体清除体内感染的病毒常与针对病毒包膜糖

蛋白产生的抗体有关 因此 对HCV包膜糖蛋白E2

的研究具有重要的意义. Shi et al [31]用原核表达的HCV

包膜糖蛋白E2检测HCV感染者 其血清抗E2抗体的

阳性率达60%以上 且部分E2抗体阳性血清抗HCV

核心抗体阴性. 慢性HCV感染者有很高的HCV包膜糖

蛋白E2抗体阳性率 且能够很好地反应HCV mRNA

的存在 因此 许多学者认为抗HCV包膜糖蛋白E2

抗体是HCV感染检测的新指标. 了解HCV靶向肝细胞

及肝外组织的分子基础对于揭示丙型肝炎的发病机制

至关重要. 尽管在HCV蛋白及其基因复制方面已经取得

了很大的进步. 但是 缺乏可靠的病毒培养扩增体系统

成为研究HCV组装及入胞的主要障碍. 利用昆虫细胞组

装HCV病毒样颗粒(VLP)可作为HCV的替代品 以帮

助研究HCV的入胞过程[32-34]. 但是 VLP不具有感染

细胞的能力 无法用于HCV受体的功能研究. 我们成功

地克隆了HCV包膜糖蛋白E2的基因并构建了其原核表

达载体 转化BL-21(DEC)后 经 IPTG诱导后获得高

效表达 NI-NTA黏附柱纯化获得了与His标签融合的

E2包膜糖蛋白 分别以anti-His 及 HCV阳性血清为

一抗做Western blot检测证实该融合蛋白具有一定的生物

学活性. 用此融合蛋白免疫新西兰兔后 获得了高效价

的抗血清(未发表). 如将E2抗原加入目前的HCV检测试

剂中 有可能改善现有HCV检测试剂的特异性和敏感

性[35]. 而抗血清的获得为研究HCV包膜糖蛋白E2的生

物学特性及其功能提供了有效工具.

  1       2

55 000

M r

550 000

    1                2                3

    1                2                3

550 000

204 000

M r

970 000
660 000

     M    1       2    3     4     5     6     7     8

430 000

310 000



       由于包膜糖蛋白E2是糖蛋白 糖基化对其抗原性

影响很大[27 ,  36-37] 而真核表达系统才具有糖基化功

能 本研究已经获得编码正确的HCV E2基因 对于真

核表达载体的构建及今后HCV的疫苗研究都具有重要

价值. 同时为进一步组装具有感染能力的假病毒[38]奠定

了基础.
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Abstract
AIM: To study of genes trans-regulated by human gene 7
transactivated by nonstructural protein 5A of hepatitis C
virus (NS5ATP7) by cDNA microarray assay.

METHODS: The recombinant expression plasmid pcDNA
3.1(-)-NS5ATP7 was constructed, and HepG2 cells were
transfected. Total mRNA was isolated from the HepG2 cells
transfected with pcDNA3.1(-) and pcDNA3-NS5ATP7,
respectively. Microarray was conducted for screening of
up- and down-regulated genes of both HepG2 cells.

RESULTS: After transfecting HepG2 cells, we found 4 genes
were up-regulated, and 8 genes down-regulated.

CONCLUSION: cDNA microarray is successfully used to
screen the genes trans-regulated by NS5ATP7, which
brings some new clues for studying the trans-regulated
and immune regulation mechanism of NS5ATP7.

Zhang J, Liu Y, Cheng J, Wang L, Shao Q, Liang YD, Li Q, Liu M.
Screening and identification of human genes transactivated by
NS5ATP7 by cDNA microarray assay. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;
12(2):319-322

摘要

目的: 应用基因表达谱芯片研究丙型肝炎病毒非结构蛋白

5A 反式激活蛋白 7(human gene 7 transactivated by

nonstructural protein 5A of hepatitis C virus  HCV NS5ATP7)

的反式调节基因.

方法: 构建NS5ATP7基因的真核表达载体pcDNA3.1(-)-

NS5ATP7 应用基因表达谱芯片技术对pcDNA3.1(-)-

NS5ATP7转染的HepG2(人肝母细胞瘤细胞系)细胞和转染

空载体pcDNA3.1(-)的相同细胞的差异表达mRNA进行检

测和分析.

结果: HepG2细胞经转染NS5ATP7后 有12条差异基因

表达 其中 4 条基因表达增强 8 条基因表达降低.

结论: 应用基因表达谱芯片成功筛选了NS5ATP7的反式调

节基因 为进一步阐明NS5ATP7的反式激活作用及免疫调

节机制提供了新的依据.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)属于黄病毒属 是含外膜蛋白的

单股正链RNA病毒. 在大多数感染人群中HCV表现为

持续性感染 并可导致慢性肝炎 肝硬化 或肝细胞

癌 而且与肝脏脂肪变 糖代谢紊乱有关[1-10]. HCV至

少被分为10种结构蛋白和非结构蛋白 其中非结构蛋

白NS5A基因(位于6 258 bp-7 601 nt之间)编码的58 kD

的NS5A蛋白(448 aa)具有多种生物学功能 在HCV多蛋

白的成熟和RNA的复制过程中具有十分重要的作用[11-14].

研究表明 NS5A上存在干扰素 α (IFNα)敏感决定区
(ISDR) 与干扰素 α治疗的敏感性相关[15-16];  此外
NS5A还是一种作用很强转录激活因子[17-21] 调控着细

胞内许多病毒及细胞基因的转录 与感染HCV的细胞

发生恶性转化过程有关. 我实验室应用抑制性消减杂交

技术(suppression subtractive hybridization  SSH)对NS5A

的反式调节基因进行了初步的研究 筛选出了一系列

已知及未知功能基因 并把其中一个未知功能基因克

隆化 命名为丙型肝炎病毒非结构蛋白5A反式激活蛋

白7(human gene 7 transactivated by nonstructural protein

5A of hepatitis C virus  HCV NS5ATP7)[22]. 此外 本实
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验室正在对NS5ATP7进行酵母双杂交研究 观察与之

有相互作用的蛋白. 为了从不同的角度对NS5ATP7的反

式调节基因进行验证及研究 我们应用基因表达谱芯

片技术(cDNA microarray)[23-26]对NS5ATP7反式调节的靶

基因成功地进行了筛选 为今后更加广泛深入地研究

NS5ATP7的反式调节基因打下了基础.

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2细胞及感受态大肠杆菌JM109(本室保

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

fectamine PLUS 转染试剂(Gibco 公司) mRNA Purifi-

cation试剂盒(Amersham Pharmacia Biotech公司) PCR-

Select cDNA Subtraction试剂盒 50×PCR Enzyme Mix
Advantage PCR Cloning 试剂盒(Clontech 公司) High

Pure PCR Product Purification 试剂盒(Boehringer

Mannheim 公司) T7 SP6 通用引物及pGEM-Teasy

载体(Promega公司).

1.2 真核表达载体及细胞转染  NS5ATP7蛋白真核表达

质粒pcDNA3.1(-)-NS5ATP7为本室构建. 用Lipofectamine

PLUS 转染试剂将2 µg pcDNA3.1(-)-NS5ATP7及pcDNA
3.1(-)空载体分别转染35 mm平皿HepG2 细胞 48 h后

收获细胞.

1.3 细胞mRNA提取  使用mRNA Purification试剂盒

直接提取转染了NS5ATP7表达质粒及空载体的HepG2

细胞mRNA 经琼脂糖凝胶电泳及分光光度计进行定

性 定量分析.

1.4 探针标记  参照Schena et al 的方法逆转录标记cDNA

探针并纯化. Cy3-dUTP标记对照组细胞mRNA (5 µg)
Cy5-dUTP标记实验组细胞mRNA(5 µg). 乙醇沉淀后溶
解在20 µL 5 SSC+0.2% SDS杂交液中.
1.5 芯片制备  包含的1 152个 cDNA由上海联合基因有

限公司提供 包括原癌基因和抑癌基因 免疫调节相

关基因 细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因 信号转

导相关基因等. 以通用引物进行PCR扩增 PCR产物

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

仪及TeleChem公司的硅烷化玻片进行点样. 玻片经水合

(2 h) 室温干燥(30 min) 紫外线(UV)交联 再分别

用0.2% SDS 水及0.2%的硼氢化钠溶液处理10 min

晾干备用.

1.6 杂交及洗涤  将基因芯片和杂交探针在95 水浴变

性5 min 将混合探针加在基因芯片上 置于60 杂

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

0.2% SDS 0.1% SSC洗涤10 min 室温晾干.

1.7 检测与分析  用 General Scanning公司的ScanArray

3 000扫描芯片. 用预先选定的内参照基因(24条管家基

因 每个基因点2个点 共48个点)对Cy3和Cy5的原

始提取信号进行均衡和修正. 用 ImaGene3.0 软件分析

Cy3 Cy5 两种荧光信号的强度 计算Cy5/Cy3 比值.

阳性结果判断: Cy5/Cy3>2.0 红色荧光 显示表达增

强; Cy5/Cy3<0.5 为绿色荧光 显示表达减弱.

2   结果

2.1 总RNA及mRNA的定性 定量分析  总 RNA的

吸光度A260/A280>1.89 热稳定实验70 保温1 h与

-20  1 h电泳条带比较 显示28 S条带无明显降解

电泳结果证实已抽提高纯度的总RNA. mRNA主要集中

于0.9-4.0 kb的连续条带.

2.2 NS5ATP7蛋白上调基因类型  在基因芯片的扫描分

析中 如果荧光染料的Cy5/Cy3比值在2.000以上 就

判断为HCV NS5ATP7蛋白的上调基因. 在本研究中发

现有4种基因的表达水平上调(表1).

表 1  NS5ATP7上调基因类型

编号      Cy3/Cy5比值 基因名称

1 2.012 细胞色素 P450, 亚科 IIC(美芬妥英

4-羟化酶), 多肽9(CYP2C9)

2 2.092 干扰素诱导丙型肝炎相关的微管聚

集物蛋白(MTAP44)

3 2.134 钾内部矫正通道, 亚科J, 10号(KCNJ10)

4 2.288 钾电压门通道, KQT样亚科, 3号(KCNQ3)

2.3 HCV NS5ATP7蛋白下调基因类型  在基因芯片的

扫描分析中 如果荧光染料的Cy5/Cy3比值在0.500以

下 就判断为HCV NS5ATP7蛋白的下调基因. 在本研

究中发现有8种基因的表达水平下调(表2).

表2  NS5ATP7下调基因类型

编号      Cy3/Cy5比值 基因名称

1 0.220 小的可诱导的细胞因子A2(单核细胞

趋化性蛋白1)(SCYA2)

2 0.227 异常的人体基因图, 染色体X, dbl

同功型(原癌基因)

3 0.294 主要组织相容性复合体

1-样序列(HLALS)

4 0.371 舒血管素3(前列腺特异抗原)(KLK3)

5 0.416 钙激活蛋白酶 小亚单位1(CAPNS1)

6 0.422 蛋白激酶C, α(PRKCA)

7 0.454 叶酸盐水解酶1(前列腺特异的膜抗原)

(FOLH1)

8 0.472 前脑啡肽(PENK)

3   讨论

丙型肝炎病毒基因组的翻译是在有关酶的作用下合成

一个长约3 011氨基酸的多蛋白前体 然后在宿主信号

肽酶和病毒编码的蛋白酶作用下裂解为各种蛋白 即:

结构蛋白C E1 E2 p7 和非结构蛋白NS2 NS3
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NS4A NS4B NS5A 和NS5B [27-32]. 其中非结构蛋白

NS5A具有多种生物学功能 HCV NS5A是病毒编码的

一种功能广泛的蛋白质 参与许多重要的调节过程.

HCV NS5A位于HCV多蛋白的羧基末端 是丝氨酸磷

酸化蛋白质 依磷酸化程度的不同而产生两种不同分

子量大小的多肽p56和 p58 p58被认为是p56的超级

磷酸化产物. 由于NS5A表现出对抗干扰素α的治疗效
应而引起人们广泛的关注 NS5A 能够与肝细胞中的

IFNα刺激蛋白-双链RNA依赖的激酶(PKR)相互作用
抑制PKR的功能 从而下调IFNα刺激的抗病毒效应.
位于NS5A蛋白中央包括一段干扰素敏感决定区(ISDR)

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

趋化因子 白介素-18(IL-18) 可抵消了 IFNα抗病
毒效应[32-33]. 目前认为NS5A蛋白是在细胞蛋白激酶作用

下发生磷酸化修饰后发挥生物调节作用的. 不同磷酸化

形式的NS5A蛋白具有反式激活作用是目前关于NS5A

生物学功能研究的热点. 研究发现 NS5A片段转录激活

作用最强的位点定位于2 135和2 331 aa之间. NS5A的转

录激活区域包括两个酸性氨基酸区( 2 143-2 184 2 220-

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

酸区的酸性氨基酸残基的数量与NS5A的反式激活活性

相关 两个酸性氨基酸区是NS5A的转录激活作用的核

心区域 因此酸性氨基酸区的一些氨基酸的突变可明

显影响NS5A的转录激活作用 但是这些突变更多的是

引起蛋白的二级结构的改变. Gong et al研究发现

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

过反式激活作用 NS5A 还可抑制细胞周期调节基因

p21WAF1的表达 抑制p53介导的对转录的反式激活

作用和细胞凋亡作用[34-36].

        我实验室应用SSH技术对NS5A的反式调节基因进

行了初步的研究 筛选出了一系列已知及未知功能基

因 并把其中一个未知功能基因克隆化 命名为

NS5ATP7. 为进一步研究NS5ATP7 的功能 从而对

NS5A 的生理学功能有进一步的了解 我们应用表达

谱芯片技术对NS5ATP7的反式调节基因进行研究.

        因基因表达谱芯片技术可快速有效地检测到2组组

织或细胞基因表达谱的差异 故在HCV感染及其致癌

机制的研究中具有重要的应用价值. 我们以HepG2细胞

基因组DNA为模板 应用聚合酶链反应技术(PCR)扩增

的 NS5ATP7 基因片段 常规分子生物学技术构建

NS5ATP7的真核表达载体pcDNA3- NS5ATP7 利用脂

质体转染技术转染HepG2细胞. 从转染和非转染细胞

HepG2种提取总mRNA 逆转录为cDNA 并进行基因

芯片技术分析. 结果表明 细胞色素 P450 干扰素 诱

导丙型肝炎相关的微管聚集物蛋白 钾电压门通道及

钾内部矫正通道4种基因的表达水平上调 主要组织

相容性复合体1 钙激活蛋白酶 蛋白激酶C 及叶酸

盐水解酶1等8种基因的表达水平下调. 总之 本研究

的结果表明 NS5ATP7对于肝细胞的基因表达谱有显

著的影响 基因芯片技术是研究反式调节基因的有效

技术. 他为我们进一步深入研究NS5ATP7的反式调节基

因的功能打下了重要基础.
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• 消息 •

国科技论文产出世界第五 医药卫生期刊竞争力强劲

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

家和地区中处于中等偏下的水平. 据 SCI统计 中国论文平均被引 用率低于世界平均水平.
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Abstract
AIM: To screen the genes trans-regulated by NS5ATP9
with cDNA microarray assay.

METHODS: The recombined expressive plasmid pcDNA
3.1(-)-NS5ATP9 was constructed, and HepG2 cells were
transfected. Total mRNA was isolated from the HepG2 cells
transfected with pcDNA3.1(-) and pcDNA3.1(-)-NS5ATP9,
respectively. cDNA microarray was employed for detecting
and analyzing of mRNA from both HepG2 cells transfected.

RESULTS:  From the microarray assay, 3 genes were found
up-regulated, and 13 genes down-regulated. Their encoding
proteins were involved in cell signal transduction, cell
proliferation, cell apoptosis and differentiation.

CONCLUSION: cDNA microarray technology is successfully
used to screen diversity genes expressed by NS5ATP9 in
HepG2 cells, which brings some new clues for the study of
the function of NS5ATP9.

Li Q, Liang YD, Cheng J, Wang L, Wang JJ, Zhang J, Liu Y, Cheng ML.
Screening of genes trans-regulated by NS5ATP9 with cDNA microarray
assay. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(2):323-326

摘要

目的:  应用基因表达谱芯片技术研究丙型肝炎病毒非结构

蛋白5A反式激活蛋白9(NS5ATP9)的反式调节基因.

方法: 构建NS5ATP9基因的真核表达载体pcDNA3.1(-)-

NS5ATP9 应用基因表达谱芯片技术对pcDNA3.1(-)-

NS5ATP9转染的HepG2(人肝母细胞瘤细胞系)细胞和转染

空载体pcDNA3.1(-)的相同细胞的差异表达mRNA进行检

测和分析.

结果: HepG2细胞经转染NS5ATP9后 有16条差异基因

表达水平发生显著改变 其中3条基因表达增强 13条基

因表达降低. 这些差异表达的基因与细胞的增生 分化

凋亡及细胞的信号转导密切相关.

结论: 应用基因表达谱芯片成功筛选了丙型肝炎病毒NS5ATP9

作用HepG2细胞后差异表达基因 为阐明NS5ATP9的作

用提供了新的依据.

李强, 梁耀东, 成军, 王琳, 王建军, 张健, 刘妍, 程明亮. 应用表达谱芯片技术筛

选NS5ATP9反式调节基因的研究. 世界华人消化杂志  2004;12(2):323-326

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/323.asp

0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)是正链RNA 病毒 是慢性肝炎

肝纤维化 肝癌的病因 而且与肝脏脂肪变 糖代

谢紊乱有关. 全世界慢性感染的人数超过1.7亿[1]. 而病

毒基因组编码的蛋白与宿主肝细胞蛋白之间的相互作

用 可能是HCV致病的重要分子机制. HCV非结构蛋

白5A(HCV NS5A)基因编码蛋白除了参与HCV多蛋白

的成熟和RNA的复制过程外 还具有多种生物学功能.

不同磷酸化形式的NS5A蛋白具有反式激活作用 这

引起许多学者研究NS5A生物学功能的兴趣.

        我们实验室应用抑制性消减杂交技术(SSH)及生物

信息学技术 筛选出HCV NS5A反式激活新型靶基因

NS5ATP9 在GenBank中注册 注册号为AF529370.

NS5ATP9基因的编码序列全长为336个核苷酸(nt) 编

码产物由111个氨基酸残基(aa)组成. 为了进一步研究

NS5ATP9的作用 我们应用基因表达谱芯片技术(cDNA

microarray)[2-3] 对于NS5ATP9的反式调节基因进行了筛

选 以便对这种基因的功能进行初步研究.

1   材料和方法

1.1 细胞培养及取材  人肝母细胞瘤细胞系HepG2细胞
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由本室保存 细胞培养相关试剂及总RNA 提取试剂

Trizol 均购自Gibco公司 NS5ATP9真核表达质粒由本

室构建. 在 35 mm培养皿中常规培养HepG2细胞 细

胞生长至对数期时 分别以脂质体转染试剂FuGENE将

2 µg pcDNA3.1(-)-NS5ATP9和空载体pcDNA3.1(-) 转染
HepG2细胞 48 h 后收获细胞 每5 106个细胞加

入1 mL Trizol 试剂 立即于液氮中保存.

1.2 总RNA提取  使用Trizol试剂一步法提取NS5ATP9

表达质粒pcDNA3.1(-)-NS5ATP9和空载体pcDNA3.1(-)

转染的HepG2 细胞总RNA(分别标记为实验组和对照

组) 样品经分光光度计检测吸光度 A 值 并行热稳

定实验 于-20 和 70 保温 1 h后 经琼脂糖凝

胶电泳检测28S 18S 条带变化.

1.3 探针标记  参照Schena et al [4]方法逆转录标记cDNA

探针并纯化. Cy3-dUTP标记对照组细胞mRNA(5 µg)
Cy5-dUTP标记实验组细胞mRNA(5 µg). 乙醇沉淀后溶
解在20 µL 5 SSC+0.2% SDS杂交液中.
1.4 芯片制备  芯片包含的1 152个 cDNA由上海联合基

因有限公司提供 包括原癌基因 抑癌基因 免疫调节

相关基因 细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因 信号转

导相关基因等. 以通用引物进行PCR扩增 PCR产物

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

TeleChem公司的硅烷化玻片进行点样. 玻片经水合(2 h)

室温干燥(30 min) 紫外线交联 再分别用0.2% SDS 水

及0.2% 的硼氢化钠溶液处理10 min 晾干备用.

1.5 预杂交  将预杂交液放入95 水浴锅内变性2 min

将待预杂交的芯片放入95 水浴锅内变性30 s 芯片

取出后即放入无水乙醇中30 s 晾干. 将已变性的预杂

交液加到芯片的点样区域内 盖上盖玻片 放入杂交箱

内42 预杂交5-6 h.

1.6 杂交及洗涤  将探针置于95 水浴中变性2 min; 芯

片置于 95 水浴中变性 30 s 芯片取出浸无水乙醇

30 s 探针取出后迅速置于冰上. 将探针置于芯片上

用盖玻片覆盖 置于杂交舱中 用Parafilm密封 放入

42 杂交箱内杂交过夜(16-18 h). 依次以2 SSC+ 0.2%

SDS 0.1% SSC +0.2% SDS 0.1% SSC洗涤10 min

室温晾干.

1.7 扫描与分析  用 General Scanning公司的ScanArray

3 000扫描芯片. 用预先选定的内参照基因(24条管家基

因 每个基因点2个点 共48个点)对Cy3和Cy5的原

始提取信号进行均衡和修正. 用 ImaGene3.0 软件分析

Cy3 Cy5两种荧光信号的强度 计算Cy5/Cy3比值. 阳

性结果判断: Cy5/Cy3>2.0 红色荧光 显示表达增强;

Cy5/Cy3<0.5 为绿色荧光 显示表达减弱.

2   结果

2.1 总RNA的定性 定量分析  总RNA的吸光度A260/

A280>1.92 热稳定实验70 保温1 h与 -20  1 h的

电泳条带比较 显示 28 S 条带无明显降解 电泳结

果证实已抽提高纯度的总RNA.

2.2 芯片杂交体系验证及结果分析  在芯片上共有1 152

个 cDNA. 为了监控芯片杂交体系 在芯片上设置了阴

性对照(8 条水稻基因 共 8 个点) 这些点的杂交信

号均很低 证实了数据的可靠性. 由于实验组探针标记

Cy5 荧光素(呈红色) 对照组探针标记Cy3 荧光素(呈

绿色) 红绿颜色的差异就显示该基因在实验组和对照

组中基因表达水平上的差异 黄色代表表达水平无差

异. 按阳性标准 从1 152个基因中筛选出差异表达基

因共 16 条 占 1.4% 其中 3 条基因表达增强 13

条基因表达降低.

2.3  差异表达基因分析  表达增强的基因有3条 见

表1. 表达降低的基因有13条 见表 2.

表1  表达显著增加的基因

编号 编码蛋白           Cy5/Cy3

1 NY肾癌抗原-62(NY-REN-62) 2.023

2 脆性X综合征1(FMR1) 2.144

3 硫氧还蛋白还原酶(TXNRD1) 2.174

表2  表达显著降低的基因

编号 编码蛋白 Cy5/Cy3

1 核因子 κB轻链多肽增强子1(NFKB1)   0.250

2 亲代谢性谷氨酸盐受体7型GRM7   0.327

3 TU3A蛋白(TU3A)   0.331

4 核糖核苷酸还原酶M2多肽(RRM2)   0.345

5 未知KIAA0668蛋白   0.349

6 未知FLJ21985   0.371

7 细胞分化相关ATP结合蛋白(APACD)   0.377

8 甲状旁腺激素应答骨肉瘤B1蛋白(B1)   0.400

9 金属蛋白酶的组织抑制因子1(TIMP1)   0.419

10 谷胱甘肽过氧化物酶1(GPX1)   0.422

11 细胞色素P450亚目2多肽6(CYP2D6)   0.427

12 GGI99蛋白(LOC51637)   0.473

13 4- 氨基丁酸氨基转移酶(ABAT)   0.493

3   讨论

丙型肝炎病毒非结构蛋白5A反式激活蛋白9是NS5A的

反式激活新型靶基因编码的蛋白 研究他的功能对理

解NS5A蛋白的作用具有重要意义. 丙型肝炎病毒编码

的NS5A蛋白对HCV感染与肝纤维化及肝细胞癌的发

生密切相关. HCV NS5A位于HCV多蛋白的羧基末端

是丝氨酸磷酸化蛋白质 依磷酸化程度的不同而产生

两种不同分子量大小的多肽p56和 p58. Kato et al [5-6]研

究发现 NS5A是转录反式激活因子 其羧基末端富含

酸性氨基酸及脯氨酸 这是真核细胞转录因子特有的

结构特征 但是其参与细胞转录调节的机制仍不十分
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清楚. 由于NS5A表现出对抗干扰素α(IFNα)的治疗效应
而引起人们广泛的关注 NS5A能够与肝细胞中的IFN

刺激蛋白-双链RNA依赖的激酶(PKR)相互作用 抑

制PKR的功能 从而下调 IFN刺激的抗病毒效应[7-8].

      基因表达谱芯片是将大量的基因特异的探针或其

cDNA 片段固定在一块基因芯片上 对来源不同的个

体 不同组织 不同细胞周期 不同发育阶段 不同分

化阶段 不同病变 不同刺激(包括不同诱导 不同治

疗手段)下的细胞内的mRNA或逆转录产物cDNA进行

检测 从而大规模对这些基因表达的个体特异性 组织

特异性 发育阶段特异性 分化阶段特异性 病变特异

性 刺激特异性进行综合分析和判断 本研究应用基因

表达谱芯片NS5ATP9对HepG2 细胞基因表达谱差异的

检测 发现16个差异表达的基因 表达增强的基因有

3条. 表达降低的基因有13条. 表达变化显著的基因

涉及细胞信号传导 免疫调节 炎症反应 肿瘤的发生

能量代谢等生物过程 说明NS5ATP9具有多种生物学

调节功能.

        分析表达增强的基因  NY-REN-62与人肿瘤自身

抗体IgG有关  FMR1基因变异可导致精神发育迟缓脆

性X染色体综合征 表现为中 \重度发育迟缓 大耳

颌隆凸 高声调等症状.TXNRD1是硫氧还蛋白家族的

成员. 此蛋白准确功能还未知 但他与细胞分化有关.

表达降低的基因主要有: NF-κB在生理和病理状态下表
达的细胞因子 趋化因子 生长因子 细胞黏附分子和

急性时相蛋白都能检测到. 能被细胞因子 氧自由基

吸入颗粒 紫外线照射 细菌及病毒产物激活. 异常激

活后相关炎症因子与自身免疫关节炎 哮喘 感染性休

克 肺纤维症 肾小球肾炎 动脉粥样硬化的发生有关.

相反 完全持续的抑制直接与凋亡 异常免疫细胞的

发育有关系[9-17]. L-谷氨酸盐是中枢神经系统主要兴奋

神经递质 激活亲代谢性谷氨酸盐受体. 谷氨酸神经递

质参与正常脑功能的许多方面活动 干扰神经病理发

生过程[18-21]. CYP2D6基因编码细胞色素 P450超家族酶.

细胞色素 P450 蛋白是单加氧酶 参与药物代谢 胆

固醇 类固醇 脂类合成. 他位于内质网 通常药物

代谢的 20% 由他完成[22-24].  4- 氨基丁酸氨基转移酶

(ABAT)对 γ-氨基丁酸起分解代谢的作用 抑制神经递
质转化为琥珀酸半醛. ABAT cDNA编码500个氨基酸蛋

白.大约人类1/3的突触能检测到GABA. ABAT在肝 脑

受2个共显性等位基因的调控. ABAT缺乏型包括精神

发育迟缓 张力减退 反射亢进 嗜睡 癫痫发作

EEG异常[25-27]. TIMP1编码蛋白是基质金属蛋白酶的天

然抑制因子. 这个基因位于突触蛋白 基因的内含子6

区 进行反转录. TIMP1在转录水平上应答细胞因子和激

素的诱导分子. 而且 一些未完全失活的X染色体表达提

示: 这个基因的灭活方式在女性中是多种多样的[28-31]. 这

些提示NS5ATP9作用是相当复杂的.

        因基因表达谱芯片技术可快速有效地检测到两组组

织或细胞基因表达谱的差异 故在HCV感染及其致癌

机制的研究中具有重要的应用价值. 本实验我们用分子

生物学技术构建了NS5ATP9的真核表达载体pcDNA3.1

(-)-NS5ATP9 并用空载体作为阴性对照 利用脂质

体转染HepG2 细胞 之后从中提取总RNA 逆转录

为cDNA 进行基因芯片技术分析. 结果表明 这些基

因包括细胞生长 细胞凋亡 信号转导 免疫调节 肿

瘤发生等基因. 我们下一步将对这一未知蛋白进行更深

入的研究. 总之 本研究的结果表明 NS5ATP9对于

肝细胞的基因表达谱有显著的影响 他为我们进一步

深入研究NS5ATP9的功能奠定基础.
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Abstract
AIM: To clone and identify human genes transactivated by
hepatitis B and C viral proteins via construction of a cDNA
subtractive library with suppression subtractive hybridization
(SSH) technique and cDNA microarray techniques.

METHODS: Suppression subtractive hybridization (SSH)
and cDNA microarray techniques were used for screening
and cloning of the target genes transactivated by hepatitis
B and C viral proteins. The mRNA was isolated from HepG2
cells transfected recombinant vector expressing hepatitis
B and C viral proteins and pcDNA3.1(-) empty vector,
respectively. SSH and cDNA microarray were employed to
analyze the differentially expressed DNA sequence between
the two groups. In SSH assay, after restriction enzyme
Rsa I digestion, small sizes of cDNAs were obtained. Then

tester cDNA was divided into two groups and ligated to
the specific adaptor 1 and adaptor 2, respectively. After
tester cDNA was hybridized with driver cDNA twice and
underwent two times of nested PCR and then was
subcloned into T/A plasmid vectors to set up the subtractive
library. Amplification of the library was carried out with E.
coli strain JM109. The cDNA was sequenced and analyzed
in GenBank with Blast search after PCR.

RESULTS: The subtractive library of genes transactivated
by hepatitis B and C viral proteins was constructed
successfully. The up-regulated and down-regulated genes
from cDNA microarray assay was conducted for each of
the hepatitis B and C viral proteins. The results were
compared.

CONCLUSION: The obtained sequences may be target
genes transactivated by hepatitis B and C viral proteins,
among which some genes coding proteins involve cell cycle
regulation, signal transduction, tumor immunity and
development, and apoptosis.

Cheng J, Liu Y, Hong Y, Wang JJ, Yang Q, Wang L. Comparisons of
differentially expressed genes transactivated by hepatitis B and C viral
proteins using suppression subtractive hybridization and cDNA microarray
techniques. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(2):327-331

摘要

目的: 筛选与克隆HBV和HCV蛋白反式调节靶基因 阐

明HBV和HCV感染后慢性肝脏疾病的发病机制.

方法: 应用抑制性消减杂交(SSH)技术及表达谱基因芯片

(cDNA microarray)技术筛选并克隆HBV和HCV蛋白反式

调节的靶基因. 以HBV和HCV蛋白的表达质粒转染HepG2

细胞 以空载体pcDNA3.1(-)为平行对照 制备转染后的细

胞裂解液 提取mRNA并逆转录为cDNA 经Rsa I酶切后

将实验组cDNA分成两组 分别与两种不同的接头衔接 再

与对照组cDNA进行2次消减杂交及2次抑制性聚合酶链

反应(PCR) 将产物与T/A载体连接 构建cDNA消减文库

并转染大肠杆菌进行文库扩增 随机挑选克隆PCR扩增后

进行测序及同源性分析. 同时进行表达谱基因芯片技术分析.

结果: 成功构建人HBV和HCV蛋白反式调节基因差异表达

的cDNA消减文库 对HBV和HCV蛋白反式调节的靶基

因同时进行基因表达谱芯片的分析. 在SSH分析中 文库扩

增后均得到200-800 bp插入片段. 对插入片段测序 并通

过生物信息学分析获得其全长基因序列. 对于不同的肝炎病

毒蛋白反式调节的靶基因类型 以及不同的分析技术研究
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的结果进行比较分析 发现了一系列的共同调节的靶基因

说明不同的肝炎病毒蛋白反式调节具有共同的作用途径.

结论: 筛选到的反式调节靶基因 包括一些与细胞生长调

节 信号转导 肿瘤免疫发生及细胞凋亡密切相关的蛋白

编码基因 推测了HBV和HCV蛋白可能存在的调控机制

有助于阐明HBV和HCV蛋白的反式调节在慢性肝脏疾病

的发生发展中的作用.

成军, 刘妍, 洪源, 王建军, 杨倩, 王琳. 乙型肝炎病毒和丙型肝炎病毒反式调

节靶基因的抑制性消减杂交和基因芯片分析结果的比较. 世界华人消化杂志

2004;12(2):327-331

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/327.asp

0   引言

引起慢性病毒性肝炎和终末性肝病(ESLD)的肝炎病毒主

要包括乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)[1]. 肝

炎病毒感染肝细胞之后 在肝细胞中完成复制和表达

的生活周期 翻译而成的肝炎病毒蛋白除了完成病毒

颗粒自身的装配之外 在肝细胞中会产生一系列的生

物学效应[2]. 一方面作为机体免疫系统识别的靶抗原

使得肝炎病毒感染的靶细胞转变成为机体免疫系统识

别和攻击的对象 这是慢性病毒性肝炎发病的基本过

程和基本机制[3]. 其次 肝细胞中的肝炎病毒蛋白 不

是孤立存在的 或者是与其自身结合 形成同二聚体结

构 或者与肝细胞中的蛋白结合形成异二聚体 甚至是

多聚体形式 改变肝细胞中蛋白激酶的活性或者酶活

性底物的性质[4]. 第三 有些肝炎病毒蛋白 在翻译之

后 可以发生细胞内转位 在肝细胞核中分布的肝炎病

毒蛋白不少具有直接的DNA结合活性 对于肝细胞的

基因启动子序列产生直接的影响 或者在肝细胞核中

与转录因子蛋白结合 间接影响肝细胞的基因转录过

程[5]. 肝炎病毒蛋白通过蛋白与蛋白之间的结合 通过

对肝细胞基因组表达谱的调节 影响肝细胞本身正常

的代谢和信号转导途径 进而影响肝细胞的细胞周期

细胞凋亡 细胞的恶性转化等过程[6].

       无论是直接还是间接形式 肝炎病毒蛋白对于肝

细胞基因表达谱的影响是肝炎病毒感染导致各种肝脏

病变的基本机制 因此 对于肝炎病毒蛋白的反式调

节作用的机制研究显得非常重要[7]. 近年来差异显示技术

的出现和发展 大大促进了慢性病毒性肝炎及其相关

疾病机制的研究进展 从目前的研究结果来看 DNA

芯片(DNA chip) 抑制性消减杂交(SSH suppression

subtractive hybridization)是研究肝炎病毒蛋白反式调节作

用靶基因的有效技术类型[8-10]. 我们选择了HBV基因组

编码的截短型表面抗原中蛋白(MHBs t ) [ 11 ] X 蛋白

(HBxAg)[12] HCV基因组编码的核心蛋白(core)[13] 非

结构蛋白3(NS3)[14] 非结构蛋白5A(NS5A)[15]等5种肝

炎病毒的反式调节蛋白 利用基因芯片和SSH技术同

时进行研究 对肝炎病毒蛋白反式调节作用的靶基

因 以及研究肝炎病毒蛋白反式调节作用的分子生物

学技术进行了比较研究.

1   材料和方法

1.1 反式调节作用肝炎病毒蛋白表达载体的构建  表达

MHBst 的真核表达载体pcDNA3.1(-)-MHBst[16] 表达

X蛋白的真核表达载体pcDNA3.1(-)-HBxAg[17] 表达

HCV核心蛋白的真核表达载体pcDNA3.1(-)-core [18]

表达HCV非结构蛋白3的真核表达载体pcDNA3.1(-)-

NS3 [19 ] 表达HCV 非结构蛋白 5A 的真核表达载体

pcDNA3.1(-)-NS5A[20] 由本基因治疗研究中心构建.

1.2 基因芯片分析技术[16]   人肝母细胞瘤细胞系HepG2

细胞由本室保存 细胞培养相关试剂及总RNA提取试

剂Trizol均购自Gibco公司 真核表达质粒由本室构建.

在35 mm培养皿中常规培养HepG2细胞 细胞生长至

对数期时 分别以脂质体转染试剂FuGENE将2 µg载
体质粒转染HepG2细胞 48 h后收获细胞 每5 106

个细胞加入1 mL Trizol 试剂 立即于液氮中保存.

        使用Trizol试剂一步法提取表达质粒和空载体转染

的HepG2细胞总RNA(分别标记为实验组和对照组) 样

品经分光光度计检测吸光度 A值 并行热稳定实验

于-20 和 70 保温1 h后 经琼脂糖凝胶电泳检测

28 S 18 S条带变化.

        参照Schena et al方法逆转录标记cDNA探针并纯化.

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

        芯片包含的1 152个 cDNA由上海联合基因有限公

司提供 包括原癌基因 抑癌基因 免疫调节相关基因

细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因 信号转导相关基因

等. 以通用引物进行PCR扩增 PCR产物长度为1 000-

3 000 bp. 靶基因以0.5 µg /µL溶解于3 SSC溶液中
用Cartesian公司的Cartesian 7 500 点样仪及TeleChem公

司的硅烷化玻片进行点样. 玻片经水合(2 h) 室温干燥

(30 min) 紫外线交联 再分别用0.2% SDS 水及0.2%

的硼氢化钠溶液处理10 min 晾干备用.

        将预杂交液放入95 水浴锅内变性2 min 将待预

杂交的芯片放入95 水浴锅内变性30 s 芯片取出后

即放入无水乙醇中30 s 晾干. 将已变性的预杂交液加

到芯片的点样区域内 盖上盖玻片 放入杂交箱内42 

预杂交5-6 h.

        将探针置于95 水浴中变性2 min; 芯片置于95 

水浴中变性30 s 芯片取出浸无水乙醇30 s 探针取出

后迅速置于冰上. 将探针置于芯片上 用盖玻片覆盖

置于杂交舱中 用Parafilm密封 放入42 杂交箱内杂

交过夜(16-18 h). 依次以2 SSC+ 0.2% SDS 0.1%

SSC +0.2% SDS 0.1% SSC洗涤10 min 室温晾干.
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        用 General Scanning公司的ScanArray 3 000扫描芯

片. 用预先选定的内参照基因(24条管家基因 每个基因

点2个点 共48个点)对Cy3和Cy5的原始提取信号进

行均衡和修正. 用 ImaGene3.0软件分析Cy3 Cy5两种

荧光信号的强度 计算Cy5/Cy3 比值. 阳性结果判断:

Cy5/Cy3>2.0 红色荧光 显示表达增强; Cy5/Cy3<0.5

为绿色荧光 显示表达减弱.

1.3 抑制性消减杂交技术的分析[8]  用FuGENE6 转染试剂

将表达载体及pcDNA3.1(-)空载体分别转染35 mm平皿

HepG2 细胞 48 h后收获细胞. 使用mRNA Purification试

剂盒 直接提取转染了表达质粒及空载体的HepG2细胞

mRNA 经琼脂糖凝胶电泳及分光光度计进行定性定量

分析. 用Clontech公司的PCR-SelectTM cDNA Subtraction Kit

中的试剂 以获得的mRNA为模板逆转录合成cDNA.

         采用Clontech公司的PCR-SelectTM cDNA Subtraction

Kit 常规SSH方法按说明书进行: 转染了核心表达质粒

及空载体的HepG2 细胞 cDNA 分别标记为Tester 和

Driver 经Rsa (一种识别4碱基序列的内切酶)消化

产生相对较短的平端片段 纯化酶切产物. 将 Tester的

cDNA分为两份 分别连接试剂盒提供的特殊设计的寡

核苷酸接头Adapter 1和Adapter 2 然后与过量的Driver

cDNA进行杂交; 合并两种杂交产物后再与Driver cDNA作

第2次杂交; 然后将杂交产物做选择性PCR扩增 使Tester

cDNA中特异性表达或高表达的片段得到特异性扩增.

        扩增产物与pGEM-Teasy载体连接 转化JM109感

受态细菌 在含氨苄青霉素的LB/X-gal/IPTG培养板

上 37 培养18 h. 挑取白色菌落 增菌 以pGEM-

Teasy载体多克隆位点两端T7/SP6引物进行菌落PCR扩

增 证明含有插入片段后(100-1 000 bp) 测序(上海申

友公司). 应用生物信息学将测得序列GenBank数据库进

行同源性分析.

1.4 生物信息学技术分析与新基因的克隆化[17-18]  对于阳

性克隆插入的DNA片段进行序列测定 并通过在线软

件进行生物信息学分析.

2   结果

2.1 在SSH分析中5种肝炎病毒蛋白共同调节的靶基因

的类型  应用SSH技术对于5种肝炎病毒蛋白的反式调

节基因进行筛选 分别获得了一系列的反式调节靶基

因. 对于各种肝炎病毒蛋白反式调节基因进行对比分析

发现6种基因至少受到3种肝炎病毒蛋白的反式调节.

包括核糖体蛋白(RP) NADH脱氢酶 真核翻译延伸因

子 纤维连接蛋白(Fn) 磷脂酶A2(PPA2) 真核翻译启

动因子等(表1).

2.2 在基因芯片分析中5种肝炎病毒蛋白共同调节的靶

基因的类型  在基因芯片研究中 发现RET FAP48

MDM4 PRKAR2B KCNJ3等基因类型至少受到2种肝

炎病毒的反式调节(表2).

表1  5种肝炎病毒反式调节蛋白靶基因的SSH分析

RP  NADH脱氢酶  真核翻译延伸因子  Fn  PPA2  真核翻译启动因子

MHBst + + +      +      +           +

X + +           +

Core + + +      +                          +

NS3 + +                       +

NS5A    +       + +           +

表2  5种肝炎病毒反式调节蛋白靶基因的基因芯片分析

   RET          FAP48               MDM4    PRKAR2B      KCNJ3

MHBst       + + +

X       + + +                   +                 +

Core       + +           +    +

NS3 + +

NS5A       + +

2.3 基因芯片技术与SSH筛选得到的结果的重叠  对于

5种肝炎病毒反式调节作用蛋白的SSH和表达谱基因芯

片技术分析结果进行比较研究 发现一些共同的反式

调节靶基因. 2种技术同时发现的反式调节基因类型包

括: MHBst调节原癌基因 c-myc HBxAg蛋白反式调节

S-100钙结合蛋白A11 HCV核心蛋白反式调节 HCV

NS3 蛋白反式调节真核翻译延伸因子2(EEF2) HCV

NS5A蛋白反式调节新基因序列KIAA1641等.

2.4 新基因的克隆化  在本项研究中 还发现了一系列

的未知功能基因 如MHBs t 反式调节基因 TTP1

HBxAg 蛋白反式调节基因 XTP1 XTP3 XTP4

XTP5 XTP6 XTP7 XTP8 XTP9 XTP10 HCV

核心蛋白反式调节基因 TAHCCP 1 TAHCCP 2

TAHCCP4 HCV NS3 蛋白反式调节基因NS3TP1

NS3TP2 NS3TP6 HCV NS5A 蛋白反式调节基因

NS5ATP1 NS5ATP3 NS5ATP4 NS5ATP5

NS5ATP6 NS5ATP7 NS5ATP9 NS5ATP10

NS5ATP11 NS5ATP13等[19-30].

3   讨论

关于SSH和基因芯片分析技术的价值的评价 认为目

前这2种技术都是研究反式调节作用的重要技术类型

至少在相当长的一段时间内 2 种技术都有重要的应

用前景 不可相互替代. SSH技术由于对于筛选的对象

没有先决条件 因此可以筛选到一些未知基因. 但是由

于SSH技术的局限性 一次SSH技术分析不可能将所

有的反式调节基因一网打尽. 因此 SSH结果具有相当

的或然性. 表达谱基因芯片研究虽然可以进行高通量筛

选 但是却受到芯片容量的限制. 对于人类基因组编码

基因数量估计目前仍然有争议 但是不管是3-6万个

还是10万个 我们应用的1 152点的基因芯片的容量

仍然是全部基因的一小部分. 这样的基因芯片分析结果



会漏掉大部分的基因. 虽然SSH和基因芯片技术的特点

和明显的局限性 但是这2种技术在肝炎病毒蛋白反式

调节作用研究中仍然具有十分重要的应用前景[31-34].

Miyasaka et al [35]采用SSH技术 对于HCC和非HCC

组织中基因表达差异进行了筛选. 从中鉴定出7种已知

功能基因: 局灶黏附激酶 结肠癌缺失基因 鸟嘌呤

结合抑制蛋白 α 谷酰胺合成酶 鸟氨酸氨基转移
酶 M130和胃蛋白酶原 C 以及2种 在HCC组织中

过表达的新基因. 只有一种基因(decorin)在 HCC中的表

达水平下调. 建立了定量RT-PCR对于这些基因的表达

水平进行检测 证实了这些基因在实验组HCC组织和

其他HCC组织中高表达. Patzwahl et al [36]对于HCV感

染肝组织的基因表达谱变化进行了研究. 发现一些基因

的表达水平有显著改变: IFNγ诱导的趋化因子 IP-10
IFNα/β诱导的MxA基因 IFNα/β诱导的p44 IFNα/
β/γ诱导的 IFI-56K基因等. 因此 我们和其他的研究
者的结果都表明 在肝炎病毒以及病毒性肝炎研究中

SSH和表达谱基因芯片技术都是重要的技术类型[37-44].

        关于肝炎病毒调节共同机制问题的研究十分重要.

HBV和HCV分属于DNA和RNA病毒 引起肝脏疾病

的分子生物学机制不尽相同 但是 引起的慢性病毒性

肝炎 肝硬化 肝细胞癌的特点却十分相似 因此我们

不能不重视不同肝炎病毒引起肝脏疾病的共同的机制

途径. 在本项研究中 我们不仅发现了不同的肝炎病毒

蛋白反式调节相同的靶基因 而且利用不同的差异显

示技术 同时证实了对于相同基因的反式调节作用. 研

究的5种肝炎病毒反式调节作用蛋白都对于核糖体蛋白

(RP)的基因具有反式调节作用 或者一种基因受到大

多数肝炎病毒蛋白的反式调节 另外也发现在SSH和基

因芯片研究中都能发现MHBst 调节原癌基因 c-myc

HBxAg蛋白反式调节S-100钙结合蛋白A11 HCV NS3

蛋白反式调节真核翻译延伸因子2(EEF2) HCV NS5A

蛋白反式调节新基因序列KIAA1641等. 因此 从这些

反式调节作用的共同特点方面 也可以推测肝炎病毒

蛋白反式调节作用的基本情况和机制.

         SSH和基因芯片技术分析也是发现肝炎病毒蛋白调

节新基因的重要研究思路. 基因芯片研究的结果 受到

基因芯片容量及选择对象的限制 但是如果将一些推

测的未知功能基因做成基因芯片 就可以发现新的基

因. SSH技术分析的结果因为是随机的 对于所克隆的

基因对象没有先决条件 而且近年来SSH技术的改进

通过对于低丰度基因的扩增 不仅可以克隆到丰度较

高的基因 也可以克隆到丰度较低的基因[45-55]. 由于

SSH基因的操作的随意性和效率方面的限制 不可能

一次实验操作把所有的基因都筛选到 但是可以筛选

到任何表达类型的基因. 所以 这2种技术对于发现新

的反式调节的新基因类型都是适用的. 我们在本项研究

中克隆了一系列的肝炎病毒反式作用的靶基因 说明

了SSH和基因芯片技术在克隆反式调节作用新基因研

究中的重要应用前景. 但是必须指出 无论是SSH还

是基因芯片技术 除了存在前面讨论的假阴性之外 都

存在一定比例的假阳性 因此还必须结合其他类型的

分析技术进行甄别. 我们利用启动子指导的报告基因的

表达载体的构建以及真核细胞共转染技术的分析 证

实了大部分的SSH和基因芯片的分析结果都是比较可

靠的. 这一点特别令人鼓舞. 相信SSH和基因表达谱芯

片技术 随着技术本身的不断改进 将会在肝炎病毒蛋

白的反式调节作用的研究中发挥更大的作用.
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Abstract
AIM: To determine the genotypes of hepatitis B virus (HBV)
in Hunan Province of China by nested PCR with multiplex
pairs of genotype-specific primers.

METHODS: Ten outer and inner primers were designed
on the basis of the conserved nature of nuleotide sequences
in regions of the Pre-S1 through S genes, in which 8 inner
primers were devided into mix A and B to amplify HBV of
genotype A, B, C and D, E, F respectively. The two different
products from one sample in second-round PCR were sepa-
rately electrophoresed on a 3% agarose gel. Genotypes of
HBV were determined directly by the size of PCR products.
To test its reliability and veracity, we compared new nested
PCR with popular PCR-RFLP, followed by repeated
experiments. This nested PCR was also used in the
genotyping of HBVs in 220 Hunan patients with chronic
hepatitis B to know the distribution of HBV genotype in
Hunan Province of China.

RESULTS: The results showed complete concordence between
the two assays and 100% recurrence in the repeated
experiments. Of the 220 Hunan patients, 190 (86.4%) were
genotype B and 30 (13.6%) were genotype C.

CONCLUSION: This new nested PCR can help to deter-
mine HBV genotypes clearly and directly with reliable and
accurate results. With the application of this new method,
the predominant HBV genotypes in Hunan are confirmed
to be genotypes B and C.

Wen ZL, Tan DM. Detection for genotypes of hepatitis B virus in Hunan
Province of China by nested PCR with multiplex pairs of primers. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(2):332-335

摘要

目的: 采用多对型特异性引物 通过巢式PCR法检测湖南

省乙肝患者血清中乙型肝炎病毒(HBV)基因型的分布情况.

方法: 根据从前S1基因到S基因中的保守序列设计出10条

内外引物 并将其中 8 条内引物分成A B 两组 分别

扩增A B C和D E F型HBV 然后将第2轮 PCR

的两组产物分别用3%琼脂糖进行电泳 根据PCR产物片

断大小直接判定HBV基因型. 与目前常用的PCR-RFLP法

进行了比较 并做重复试验以证实该方法的可靠性和准确

性. 用此法检测了220例湖南籍慢性乙肝血清中的HBV基

因型 以了解湖南人群的HBV基因型分布情况.

结果: 多对型特异性引物巢式PCR与PCR-RFLP法的检测

结果完全一致 重现率(100%); 湖南人群HBV基因分型结

果为B型 190 例(86.4 ) C型 30 例(13.6 ).

结论: 这种新的巢式PCR分型法能清晰直观地辨别HBV基

因型 结果准确可靠. 用此法证实了湖南人群的HBV优势

基因型以B型为主 C型次之.

温志立, 谭德明. 多对型特异性引物巢式PCR检测湖南省乙肝病毒基因型. 世

界华人消化杂志  2004;12(2):332-335
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)是引起慢性肝炎的最常见病毒之

一 [1-12] 目前全世界至少有 3.5 亿慢性乙肝患者[13-16].

HBV具有环状双链DNA结构 3.2 kb长的基因组中含

有4个开放读码框架. 根据HBV基因序列的差异可将其

分为A-F六种基因型. HBV的基因型具有明显的地理分

布特点 如A型主要在北欧和非洲 B型和C型主要

在东亚 D 型在中东 北非和南欧 E 型在非洲 F

型仅在南美[17].  近年研究发现HBV 基因型的类别与

HBV 传播方式 临床疾病谱 预后判断及抗病毒治

疗的选择都有一定的相关性. 目前诊断HBV基因型的方

法有全基因分析[18]或S基因测序法[19] 聚合酶链反应

(PCR)法[20-21] 聚合酶链反应-限制性片段长度多态性

(PCR-RFLP)法[22-27] 微板核酸杂交ELISA法[28-29]等. 在

大规模检测方面 PCR因为具有简单快速的特点而使

用普遍 而巢式PCR 使检测的特异性又进一步增高.

我们利用巢式PCR这一特性 并采用多对型特异性引

物同时进行扩增 通过PCR产物片断的大小直接判定

HBV 基因型. 该法简捷快速 准确性和特异性都很



高 便于大批量标本的检测. 用此法检测了湖南省

HBV基因型的分布情况 结果如下.

1   材料和方法

1.1 材料  PCR扩增仪(美国SABC公司); 高速冷冻离心

机(美国Beckman 公司 型号GS-15R); 稳压稳流电泳

仪和紫外分析仪均为上海Tanon 公司产品 型号分别

为EPS-300和UV-2000; 血清DNA抽提所用试剂盒购

自上海申友公司; dNTP PCR缓冲液 超纯型Taq Plus

多聚酶 Marker(DGL2000) 琼脂糖均为北京鼎国公司

产品; 引物由上海申友公司合成; 限制型内切酶StyI 和

BsrI分别为日本TaKaRa公司和美国MBI公司产品; 所用

水均为已灭菌的二次蒸馏水(DDW). 2002-06/2003-03中

南大学湘雅医院传染科门诊和住院部的湖南籍慢性乙肝

血清 经传染科检验室荧光PCR鉴定HBV-DNA为阳

性者220例. 引物设计参照文献[30] 根据从前S1基因

到S基因中的保守序列设计出10条引物(外引物2条 内

引物8条) 包含6种基因型在内. 每条内引物均具有型

特异性 同时还能使每种基因型最终PCR产物的片段大

小各不相同 以便通过琼脂糖电泳能辨别出来(表 1).

表1 巢式PCR进行HBV基因分型所用引物的序列

引物 序列(位点 特异性 方向)

第1轮PCR(外引物)

P1--------------------------------5 -TCA CCA TAT TCT TGG GAA CAA GA-3 (nt 2821-2843  通用 正义)

Ps--------------------------------5 -AGA TGT TGT ACA GAC TTG G-3 (nt 763 781 通用 反义)

第2轮PCR(内引物)

A组

B2--------------------------------5 -GGC TCC AGT TCA GGA ACA GT-3 (nt 65-84 A-E型特异 正义)

BA1R--------------------------------5 -CTC GCG GAG ATT GAC GAG ATG T-3  (nt 111-132 A型特异 反义)

BB1R--------------------------------5 -CAG GTT GGT GAG TGA CTG GAG A-3 (nt 322-343 B型特异 反义)

BC1R--------------------------------5 -GGT CCT AGG AAT CCT GAT GTT G-3 (nt163-184 C型特异 反义)

B 组

BD1--------------------------------5 -GCC AAC AAG GTA GGA GCT-3 (nt 2977-2994 D型特异 正义)

BE1--------------------------------5 -CAC CAG AAA TCC AGA TTG GGA CCA-3 (nt2953-2976 E型特异 正义)

BF1--------------------------------5 -GCT ACG GTC CAG GGT TAC CA-3 (nt 3030-3049 F型特异 正义)

B2R--------------------------------5 -GGA GGC GGA TCT GCT GGC AA-3 (nt 3076-3095 D-F型特异 反义)

1.2 方法  血清DNA提取按照试剂盒说明书进行 采用

浓缩裂解法 略改动 即取浓缩液50 µL到0.5 mL离心
管中 再加入待测血清50 µL 振荡混匀后静置2 min
8 000 r/min离心5 min 弃上清. 加入裂解液10 µL 剧
烈振荡至无沉淀后短暂离心 沸水浴10 min 14 000 r/min

离心15 min 取上清液2 µL做多对型特异性引物巢式
PCR(图 1) PCR按Naito et al [30]方法进行 稍作改动.

首先用一对外引物(P1 Ps)进行第1轮PCR 在0.5 mL

离心管中依次加入P1(50 pmol/ µL)1 µL Ps(50 pmol/ µL)
1 µL dNTP(10mM) 1 µL Taq 聚合酶(2u/ µL) 1 µL
10×PCR缓冲液(含 20 mM Mg2+) 5 µL 血清DNA提取
物2 µL 加 DDW至 50 µL 混匀后加40 µL 石蜡油
覆盖液面. 扩增条件为94 预变性5 min 94 变性

60 s 55 退火 45 s 72 延伸 90 s 30 个循环后

72 再延伸 5 min.  然后分别以A 组(B2 BA1R

BB1R BC1R)和 B 组 (B2R BD1 BE1 BF1)为内

引物进行第2轮PCR 分别检测A-C型和D-F型HBV

PCR反应体系中除引物外的其余成分同第1轮. 扩增条

件为95 预变性10 min 94 变性 20 s 58 退火

20 s 72 延伸30s 40个循环后72 再延伸10 min.

最后将两组PCR 产物分别在 3 琼脂糖中进行电泳

同时加入低分子量Marker 通过产物片断的大小来判

断基因型. 随机选取30份已用多对型特异性引物巢式

PCR鉴定基因型的血清 再用目前常用的PCR-RFLP

法检测这些血清中HBV的基因型 方法参照文献[26].

由于我国的HBV 基因型以 B C D 型为主 故只

选取其中检测B-D三型的方法进行检测. 用引物对YS1
(nt205-223  5 -GCG GGG TTT TTC TTG TTG A-3 )

和YS2(nt769-789  5 -GGG ACT CAA GAT GTT GTA

CAG-3 )扩增出585 bp大小的S基因片段 限制性内

切酶StyI和BsrI分别仅在C型第456位和B型第329位

有酶切位点 S基因片段分别被切成252 bp 333 bp和

125 bp 460 bp 两个片段 可区别B C两型. 用引

物对YP1(nt 2 820-2 841 5 -CAC CAT ATT CTT GGG

AAC AAG A-3 )及 YP2(nt 3 024-3 042 5 - GCC

CGA ATG CTC CCA CTC C-3 )扩增前 S1基因片段

非D基因型长度为223 bp D基因型由于在nt 2 852后

(即前S1启始密码子ATG之后)连续缺失33个碱基 只

有190 bp大小 可以此鉴定D基因型. 随机选取30份

已用多对型特异性引物巢式PCR鉴定过基因型的血清
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样品 再次采用此种巢式PCR 法进行检测 以了解

该方法的重现性和准确性.

图1  多对型特异性引物巢式PCR基因分型的原理.

2   结果

通过两轮PCR进行扩增 能清晰直观地辨别出HBV的

基因型(图2). 实验中还发现有些血清样品第一轮扩增为

阴性 但在第2轮呈阳性 表明此种巢式PCR的特异

性较高 可减少假阴性和假阳性的发生. 已用多对型特

异性引物巢式PCR法鉴定基因型的30份血清样品中

有5例PCR产物为阴性 无法进行分型 可能为样品

中HBV浓度较低的原因所致 其余25例样品的分型结

果与多对型特异性引物巢式PCR完全一致 相符率达

100 (图3). 随机选取的30份血清样品经2次多对型特

异性引物巢式PCR重复扩增 其结果均一致 重现率

100 表明该法准确性和可靠性较高. 此次对220例湖

南籍慢性乙肝患者进行HBV基因分型 结果为B型190

例(86.4 ) C型 30例(13.6 ) 未检测到A D E F

型. 结果提示湖南人群携带的乙肝病毒大多数为B型

少数为C型.

图2  多对型特异性引物巢式PCR分型结果. A: 组引物对, 1 2 5为
C型, 3 4 6 7 8 9为B型, N为阴性对照, M为Marker;
B: 组引物对, 1-9均为非D E F型, N为阴性对照, M为Marker.

图3  PCR-RFLP分型结果. A: StyI 37 酶切3 h后, 1, 2, 5为C型, 其
余为非C型; N为阴性对照, M为Marker; B:BsrI 65 酶切3 h后. 3,
4, 6, 7, 8, 9为B型, 其余为非B型; N为阴性对照, M为Marker.

3   讨论

HBV 基因型与乙肝的传播方式 临床疾病谱 预后

判断及抗病毒治疗的选择都有一定的相关性 因此对

HBV基因型的检测意义重大. 目前现有的分型方法尚有

一些不足之处 如测序法价格昂贵 需反复比较分析

才能得出结论 无法进行大规模检测; 一般的PCR或巢

式PCR大多也是扩增后再测序 比直接测序法也只稍

微节省成本 或用型特异性引物进行单引物对PCR

1份标本需做6次PCR才能鉴定基因型 试剂用量大

操作繁琐; 微板核酸杂交ELISA法虽然特异性较高 但

杂交后需复杂的显色步骤 杂交背景也很容易受各种

因素的干扰.

        我们采用多对型特异性引物 经两轮PCR分别扩

增A-C和D-F型HBV 从PCR产物片段的大小即可

直接判定HBV基因型 方法简便易行 特异性高. 通

过与PCR-RFLP法进行对比 显示两种方法分型结果

完全一致 重复试验也表明该方法重现性良好 重现

率达100 表明这种型特异性引物对巢式PCR的分

型结果准确 稳定 可靠. 同时需要指出的是 PCR-

RFLP法虽然由于限制型内切酶对酶切位点的严格选择

性而有很好的特异性 但有少量样品由于HBV浓度较

低等原因呈假阴性而导致无法分型 且由于酶切不完

全等原因 可能会出现较复杂的带型 不利于结果判

断 尤其当同一标本混有两种基因型时更无能为力

而且由于HBV基因变异的多样性和酶切位点单一性之

间的矛盾 PCR-PFLP分型法不能鉴定100 的样品.

本方法通过合理设计型特异性引物 理论上可鉴定

100 的样品 且不需酶切步骤 因此本文认为此法

优于PCR- RFLP法. 采用此种多对型特异性引物巢式

PCR法检测了220例湖南籍慢性乙肝患者的HBV基因
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型 发现B型190例(84.6 ) C型 30例(13.6 ) 未

检测到A D E F 型 与文献[31]报道的HBV 湖

南优势基因型相同 但与其B型73.5 C 型 26.5

略有出入. 考虑到HBV基因型与临床表型有关 可能

为二者采集的标本结构组成不同所致 有待进一步研

究证实.
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Abstract
AIM: To construct an adenovirus expressing vector of sense
and antisense human heparanase gene.

METHODS: The human heparanase cDNA fragment con-
tained in the pcDNA3-hpa vector was cloned into the ad-
enovirus expressing vector pDC315 in cis-direction or trans-
direction using DNA recombinant technology. The recom-
binant vectors were identified by digestion of BamH I. The
sense recombinant vector was further identified by DNA
sequencing.

RESULTS: After digested by BamH I, two fragments which
lengthened 4.3 and 1.4 kb were formed in sense recombinant
vector (pDC315-sHpa), while two fragments which lengthened
5.1 kb and 0.4 kb were formed in antisense vector (pDC315-
aHpa). Electrophoresis results were completely coincident
with theoretical calculation. pDC315-sHpa DNA sequence
was identical to the heparanase sequence published in
the Gene Bank.

CONCLUSION: The sense and antisense human heparanase
adenovirus expressing vectors are successfully constructed.

Cai YG, Fang DC, Yang SM, Luo YH, Yang MH, Wang DX. Construction
and identification of sense and antisense human heparanase adenovirus
expression vector. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(2):336-338

摘要

目的: 构建人肝素酶正义和反义腺病毒表达载体.

方法: 用EcoR 从pcDNA3-hpa质粒上切下约1.7 kb的人

肝素酶全长cDNA片段 然后连入pDC315质粒的EcoR

酶切位点上 经BamH 酶切鉴定出正义和反义表达载

体 并对正义重组质粒进一步采用测序鉴定其方向性.

结果: 经BamH 酶切后 正义质粒形成4.3 + 1.4 kb 两

条带 而反义重组质粒为5.1 + 0.4 kb 两条带 与理论计

算值完全一致; 测序结果与Gene Bank报告的肝素酶序列完

全一致.

结论: 成功构建了人肝素酶的正 反义腺病毒表达载体

为进一步研究正 反义肝素酶基因转染对肿瘤细胞的影响

奠定了基础.

蔡永国, 房殿春, 杨仕明, 罗元辉, 杨孟华, 王东旭. 人肝素酶基因正反义腺病

毒表达载体的构建及鉴定. 世界华人消化杂志  2004;12(2):336-338
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0   引言

肝素酶是近年来克隆成功的与肿瘤转移相关的一种葡

萄糖苷内切酶 其编码基因定位于 4q21.3 1999 年

最先由Voldavsky et al (Nat Med 1999;5:793)和Hulett et al

(Nat Med  1999;5:803)克隆鉴定. 肝素酶能够降解细胞外基

质和基底膜的主要组成成分硫酸肝素蛋白聚糖(HSPG)

从而促进肿瘤细胞的浸润与转移. 肝素酶成为肿瘤转移

治疗的一个新的基因靶点. 我们通过构建人肝素酶正反

义腺病毒表达载体 为进一步研究肝素酶对肿瘤转移

细胞的生物学影响创造了条件.

1   材料和方法

1.1 材料  DH5 大肠杆菌菌株由本室保存; pDC315腺

病毒质粒由第三军医大学全军免疫研究中心邹强博士

惠赠; 含人全长肝素酶 cDNA的pcDNA3-Hpa质粒由澳

大利亚学者Parish 及 Hulett 教授惠赠; 限制性内切酶

EcoR BamH 和牛小肠碱性磷酸酶(CIP)购自美国

New England Biolabs 公司; 质粒提取试剂盒购自美国

Omega公司; 琼脂糖DNA回收试剂盒购自Roche公司.

1.2 方法  肝素酶正 反义腺病毒表达载体的构建及初

步鉴定策略见图1.

        pcDNA3-Hpa与pDC315质粒的转化采用氯化钙法

质粒提取采用Omega 公司的质粒提取试剂盒 并用

EcoR 酶切鉴定; 肝素酶全长1.72 kb 克隆在质粒

pcDNA3-hpa的 EcoR 酶切位点 用EcoR 酶切该



质粒 8 g/L 琼脂糖电泳 然后用琼脂糖DNA回收试

剂盒回收含肝素酶 cDNA的DNA片段(1.72 kb) 溶于

去离子水中 -20 冻存备用; 用EcoR 酶切pDC315

质粒使其线性化 试剂盒回收片段 牛小肠碱性磷酸酶

去磷酸化 然后酚氯仿抽提 无水乙醇沉淀 TE缓冲

液溶解 -20 保存备用; 2.5 µL去磷酸化的pDC315/
EcoR 与2.5 µL 肝素酶 cDNA片段混合均匀 45 反
应5 min 迅速转移到冰上 加T4 DNA连接酶1 µL混
匀 4 过夜进行连接反应; 将连接产物用氯化钙法转

化大肠杆菌 将200 µL转化产物涂于含氨苄青霉素的
LB培养板上 37 过夜. 次日挑取数个菌落置于含氨

苄青霉素的LB液体培养基中 37 振摇过夜 质粒

提取试剂盒提取质粒 与空载体一起用8 g/L琼脂糖凝

胶电泳筛选出重组质粒 然后按重组质粒图谱 用

BamH 限制性内切酶进行酶切鉴定. 将BamH I鉴定正

确的正义肝素酶重组子交上海生物工程公司进行基因

测序以进一步鉴定连接的正确性.

图1  肝素酶正 反义腺病毒表达载体的构建及鉴定策略.

2   结果

如图2 图 3所示: pcDNA3-Hpa质粒经EcoR 酶切

后 形成5.4 kb和 1.7 kb两个电泳条带 试剂盒回收

1.7 kb的电泳条带; pDC315腺病毒载体经EcoR 酶切

后 形成3.9 kb一条带 片段经试剂盒回收 CIP去磷

酸化后 与肝素酶片段相连接 连接产物转化大肠杆菌

后 得到大量阳性菌落 随机挑取数个菌落小提质粒

琼脂糖凝胶电泳筛选出重组体 然后用BamH 酶切鉴

定 正义重组质粒为4.3+1.4 kb两条带 而反义重组质

粒为5.3 +0.4 kb两条带 与理论计算完全符合. 基因测

序结果表明全长人肝素酶cDNA序列正确接入到重组质

粒中 如图4所示. 证明含有人肝素酶的正 反义腺病

毒表达载体构建成功 分别命名为pDC315-sHpa 和

pDC315-aHpa.

图2  pcDNA3-hpa和pDC315经EcoR I酶切鉴定.1: Marker( DNA/
Hind III + EcoR I); 2: pcDNA3-Hpa; 3: pcDNA3-HPA/EcoR ; 4:
pDC315; 5: pDC315/EcoR .

图 3  肝素酶正 反义腺病毒表达载体的鉴定. 1: Marker( DNA/Hind
III + EcoR I); 2 3: 肝素酶重组子; 4: 肝素酶正义载体; 5: 肝素酶反义载体.

图4  正义肝素酶表达质粒pDC315-sHpa DNA序列(局部).

3   讨论

硫酸乙酰肝素蛋白多糖(heparin sulphate proteoglycan

HSPG)是组成细胞外基质和基底膜的重要组成成分. 肝

素酶是一种葡糖苷酸内切酶 他能够裂解连接于硫酸

乙酰肝素蛋白多糖核心分子上的硫酸肝素 破坏细胞

外基质和基底膜结构的完整性 在促进肿瘤细胞的浸

润及转移过程中发挥重要作用.

        肝素酶基因于1999年被克隆成功后 现已明确肝

素酶基因位于人染色体4q21.3[1-2]. 之后研究发现在人类

多种肿瘤组织中均有肝素酶的表达 而且肝素酶的表

达水平与恶性肿瘤细胞的转移潜能相关 并与肿瘤患

者的预后相关[3-19]. 在高转移的鼠腺癌细胞系中肝素酶

mRNA高表达 而在低转移或不转移的细胞系中只有极

少量表达[20]. 高转移潜能的肿瘤细胞的肝素酶活性比低

转移潜能的肿瘤细胞高4-10倍 无转移潜力的鼠淋巴

瘤和低转移潜力的黑色素瘤细胞系导入肝素酶基因

AGATCGAATTCGCATGCTGCTGCGCTCGAAGCCTGCGCTGCCGCCGCCGCTGATGCTGCTGCTCCTGGGGCCGCTGGGTCCCCTCTc

4 0     5 0     6 0     7 0     8 0     9 0     1 0 0     1 2 0
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后 均获得了高转移潜力[21]. 临床研究发现反义介导抑

制人肝素酶基因表达可以抑制人癌细胞的胸膜播散[22]

通过抑制肝素酶活性可以抑制肿瘤细胞的转移[23-26]

目前肝素酶的抑制剂PI-88已经进入II期临床试验.

        肝素酶促进肿瘤细胞转移的机制除通过降解HSPG

破坏细胞外基质和基底膜 促进肿瘤细胞的侵袭与转

移外 还通过促进HS 结合性生长因子或细胞因子释

放 间接促进肿瘤细胞的转移[27].

        研究表明胃癌组织肝素酶阳性率为80%左右[5, 28-29]

由于在大多数胃癌组织中肝素酶均有表达 肝素酶可

以成为针对胃癌转移的基因治疗的良好靶位. 采用分子

克隆技术 构建腺病毒表达载体是目前基因治疗的常

用方法[30-32] 我们将人全长肝素酶cDNA导入到腺病毒

载体pDC315中 成功构建了人肝素酶正 反义腺病毒

表达载体 为进一步研究肝素酶基因转染对肿瘤细胞

生物学行为的影响奠定了基础.
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Abstract
AIM: To describe liver specific gene expression profiles
and to identify genes with differential expression between
liver cirrhotic tissues and normal liver tissues.

METHODS: The cDNA probes which were labeled with α-
32P dATP were synthesized from total RNAs of liver cirrho-
sis and normal liver tissues and hybridized to two identical
Atlas human cDNA expression arrays membranes containing
588 known genes respectively.

RESULTS: Autoradiographic results were analyzed by spe-
cific AtlasImageTM (version1.01a) software. Among the 588
genes analyzed, 17 genes were found up-regulated in
cirrhosis, including integrin beta 7 and collagen type XVIII,
and 98 genes were down-regulated in cirrhosis, including
TFDP2, BAK and ABL. Expression of the genes was associated
with the regulation of cell proliferation, apoptosis, differen-
tiation, cell-cell interaction, invasion regulators and cytokines
altered.

CONCLUSION: The results obtained from Atlas microarray
provide a comprehensive liver cirrhosis specific expression

profile. These results may be helpful for identification of tar-
get genes for diagnosis and designing rational therapeutic
strategies.

Liu LX, Chen ZH, Wu LF, Li HW, Liu ZH, Jiang HC, Wang XQ, Wu M.
Gene expression profiles in liver cirrhosis and normal liver tissues. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(2):339-343

摘要

目的: 了解肝硬化的基因表达概况 寻找在肝硬化及正常

肝组织中差异表达基因.

方法: 以各24例肝硬化及正常肝组织的总RNA混合定量后

反转录合成含有α-32P dATP的cDNA为探针 与Atlas微
阵列表达分析膜杂交.

结果: 放射自显影结果经AtlasImageTM软件分析显示: 在所

分析的588种已知基因中 Integrin beta 7 collagen type

XVIII 等 17 个基因在肝硬化组织中表达上调 TFDP2

BAK ABL 等 98 个表达下调 参与细胞增生 凋亡

分化 细胞间相互作用 与细胞侵袭相关的基因表达水

平发生了明显改变.

结论: 通过Atlas微阵列系统分析发现的这些基因的表达改

变组成了一个肝硬化特异的基因表达谱. 系统地研究肝硬化

的基因表达改变 与肝硬化发生相关基因的差异变化可为

肝硬化诊断和治疗提供线索.

刘连新, 陈志宏, 武林枫, 李宏伟, 刘芝华, 姜洪池, 王秀琴, 吴旻. 正常与硬化

肝组织基因表达差异的初步分析. 世界华人消化杂志  2004;12(2):339-343

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/339.asp

0   引言

肝硬化是常见的消化系统疾病之一 在我国主要是由

于肝炎病毒感染后形成的 其次是由于血吸虫感染形

成 部分是由于过量饮酒形成的酒精性肝硬化[1-5]. 目

前对肝硬化的研究多集中在肝炎病毒或某些原因在肝

硬化的发生 发展 诊断 治疗及预后的作用上

这样就很难揭示肝硬化演进的全貌[6-18]. 很少有研究着眼

于肝硬化发展的过程和在此过程中那些基因发生了显著

的变化 这些变化的基因都起了什么样的作用 如何通

过这些变化的基因来寻找逆转肝硬化的方法 Atlas微

阵列表达分析膜利用微阵列(Microarray) 及差异杂交技

术 可快速了解我们感兴趣的许多基因的表达状况[19].

为了解肝硬化特异的基因表达谱 寻找在肝硬化与正

常肝组织中的差异表达基因 我们采用该技术分析了
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588 种已知基因在肝硬化中的表达概况 为揭示肝硬

化的分子遗传学变化 阐明肝硬化的发生机制 以及

肝硬化的早期诊断和逆转治疗提供线索.

1   材料和方法

1.1 材料  各 24例肝硬化及正常肝组织取自哈尔滨医科

大学第一临床医学院普通外科. 肝硬化标本取自因门静

脉高压症行脾切除贲门周围血管离断术患者肝脏; 正常

肝脏标本取自因肝脏外伤行剖腹探查术患者的肝脏

肉眼下于MEM培养液中行显微剥离后置于液氮中保存.

1.2 试剂  Atlas 人类 cDNA表达分析微阵列(atlas human

cDNA expression array)购自Clontech公司.  TrizolTM RNA提

取试剂盒及第一链cDNA合成扩增试剂盒 (SuperScriptTM

preamplication  system  for  first strand cDNA synthesis)均购

自 Gibco  BRL公司. DNA酶(DNase) RNA酶抑制剂

(RNasin)购自Promega公司. 放射性同位素α-32P dATP
dCTP购自NEN Du-Pont公司.

1.3 方法  将各 24 例的肝硬化和正常肝组织分别混合

后 提取组织的总RNA 再各取5 µg  按照Clontech
公司Atlas 试剂盒操作手册 分别反转录合成cDNA第

一条链 并掺入放射性同位素α-32P dATP作探针 与
一套两张已经预杂交2 h的相同的Atlas微阵列膜于68

杂交16 h.  洗膜条件为2 SSC 1% SDS  68  15 min

两次 0.5 SSC 0.5% SDS 68  20 min 2 次 应

用富士胶片(Fuji Film)于 -70 放射自显影36-48 h.

1.4 结果分析  放射自显影的X光片采用Bio-Rad公司

Fluor-STM MultiImager成像仪扫描生成相应格式的灰度

文件. 再由Clontech公司专用的 AtlasImageTM (Version1.01a)

软件进行分析 生成差异图像及表格.

2   结果

两张放射自显影的X光片(见图1)经Fluor-STM MultiImager

成像仪扫描后 由AtlasImageTM软件分析后得到对比图

像. 是以正常肝脏为对照 以肝硬化相对正常肝脏的变

化比率(Ratio)和二者之间的密度值差异(Difference)来反映

肝硬化的变化. 为准确反映基因的变化差异 我们以看

家基因泛素(Ubiquitin)来校正二者之间的信号差异. 在所

分析的588个基因中 二者之间的差异大于50%或密

度值差异大于10 000单位的共有115个 其中在肝硬化

中表达上调的有17个 表达下调的有98个(见表1 其

中Ratio>1为在肝硬化组织中表达上调; Ratio<1为在肝硬

化组织中表达下调). 许多与细胞周期调控 细胞增生与

分化 细胞间相互作用 细胞间信号传递 细胞凋亡

有关的基因以及癌基因和抑癌基因等均有明显的改变.

图1  正常肝组织与肝硬化的放射自显影照片. A: 正常肝组织; B: 肝硬化.

表1  肝硬化与正常肝组织基因表达差异情况

位置 比例    差值            基因 位置 比例    差值         基因

D7f -46 583 placenta growth factor D3a -13 878 versican isoforms

F5l -45 246 IL-inducible peptide B1h -13 644 BAK

F5e 0.170 -41 164 IL-13 A5b 0.204 -12 751 MEK1

C4b -40 337 Wnt-5a B3l 0.153 -12 644 DAP kinase 1

C7l -39 092 RAR gamma D7i 0.150 -12 490 GLG1

E2f 0.290 -36 259 emmprin E6b 0.422 -12 411 catenin alpha-2

C3i 0.228 -35 930 Notch4 F6k -12 372 TDGF1 2 3

A3i 0.080 -33 464 p19INK4d D2c -12 339 collagen type XI

C7m -32 988 retinoid X receptor A3j -12 219 WEE1HU

D5f -32 437 CD9 B1l -11 664 FLAME-1

B2g 0.254 -32 317 TRIP C2d -11 434 ERCC5

C4k 0.146 -31 082 DVL A7n -11 310 desmin

B3j -30 455 caspase-10 A5l -11 230 TFDP2

A B
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3   讨论

自1995年Brown实验室首次报道了微阵列技术(Microarray)

以来 因其信息量大 操作简单 可靠 可重复性

强且可以反复利用 迅速被用于基因表达检测 DNA

测序 寻找新基因 突变体和多态性的检测 药物

筛选 疾病诊断和基因文库作图等方面[20]. Atlas微阵列

C2j -30 318 Rad D2m -11 077 tenascin-C

F2g 0.388 -30 177 endothelin ET2 F2f -10 796 EGF-like growth factor

E4j 0.097 -30 058 CDC42 D4f -10 779 GPIIIA;integrin beta3

D5k 0.085 -28114 ninjurin-1 A7g -10 686 K4; CK4

B7j 0.250 -27 838 ABL2; ABLL B2j -10 436 C-IAP2;IAP1;MIHC

E7n -27 258 HCK A1c 0.203 -10 422 CDPK3

E2a -26 725 MMP-19 A1e -10 334 kinase PSSALRE

C6n -26 592 sex  gene F3j 0.791 -10 331 EGR-1; KROX24; AT225

E2d 0.164 -26 409 TIMP-3; B6d -10 284 p55-c-fgr protein

E5m -26 206 H-cadherin C4n -10 111 smoothened

D7g -25 952 FLT3/FLK2 B7l 0.265  -9 485 STAT1

F5k -25 326 IFN-gamma B7k 0.444  -9 301 ZAP-70; ZAP70

D5g 0.170 -25 132 cytovillin 2 E4n 0.330  -8 337 P115

D6c 0.281 -23 356 semaphorin E B4c 0.262  -8 173 WSL-LR; Apo-3

B3h 0.465 -23 309       FLICE;CAP4;CASP8;MCH5   D7n 0.353  -7 249 homeobox HOX 4A

C2n 0.087 -23 014 replication factor C A3m 0.292  -7 008 NEDD5 protein homolog

D4b 0.136 -22 957 integrin alpha8 C3e 0.458  -6 939 RAD23

B2i 0.122 -21 022 CRAF1 A2e 0.351  -6 736 PCTAIRE-3

E4e -20 262 P21-RAC2 A5a 0.367  -6 249 MAPKK 5;

B3i 0.536 -20 089 ICE-LAP6 E1k 0.449  -5 473 MMP-14 (MT1-MMP)

D5e 0.159 -19 823 cytohesin-1 A1i 0.455  -5 260 P23; P25; P35

F3k 0.137 -19 389 hepatocyte growth factor C3b 0.352  -5 111 superoxide dismutase 1

E1m 0.095 -19 179 MMP-16 (MT3-MMP) A4n 0.464  -4 929 JNK3; JNK3; P49

D6f -18 894 semaphorin-1 A7a 0.352  -4 649 K16; CK 16;

E2b 0.636 -18 636 TIMP-1;EPA C1m 0.380  -4 399 DNA TOPO I

C3j -18 316 Jagged 1 B4d 0.473  -4 221 Akt1; c-Akt

C1a -18 130 DNA-PK;XRCC7 A2f 0.449  -4 152 PITALRE

C6m -17 970 CCK4;PTK7 D2e 2.162  10 343 collagen type XVIII

B2n 0.100 -17 919 TRAIL receptor A5e  1 0747 PCNA; cyclin

D6h -17 735 LAR E1e 1.583  11 610 MMP-8; collagenase-2

A7d -17 478 K1; CK 1 E3e 2.141  1 1693 NDK A; NM23-H1

C2c -17 212 XRCC1 D3f  13 084 fibronectin

E1j -17 010 MMP-13; collagenase-3 E6d  14 470 plakoglobin;

F6b -16 980 NT-3 E3l  14 883 rhoB

B1k 0.644 -16 741 NIK D4j 1.702  16 207 integrin beta7

B3f -16 474 LICE2 A7m  16 433 vimentin

C5f -15 882 eps15 D1b  16 589 byglycan

D6e -15 220 semaphorin V F4k  16 800 IL-5

B7g -15 072 SKY D1a 1.842  1 8757 CSPCP;aggrecan 1;

A6f -14 898 b-raf A6i  1 9497 c-myc binding protein

B5l 0.670 -14 354 rhoA B5c  19 662 CD27BP (Siva)

E4i 0.181 -14 319 p160ROCK A3e  28 403 mda-6;CAP20

F5d -13 972 IL-12 F5n  32 402 MIF

C1i -13 927 DNA polymerase B5b  36 045 GST homolog

A4j 0.216 -13 888 ERK6;ERK5



膜是微阵列系统的一种 也称为DNA芯片(DNA chip).

本研究结果表明: 在肝硬化中 对细胞增生起促进作用

的基因表达明显下调 对细胞增生起抑制作用的基因

表达明显上调; 与细胞间相互作用 细胞粘连 生长因

子受体和细胞因子有关的基因也发生了明显改变. 这些

改变构成了肝硬化不同于正常肝脏特异的基因表达谱.

        在对细胞增生周期调控的基因中 转录因子E2F家

族中的配体DP2(TFDP2)在肝硬化中有明显的下降.

TFDP2是E2F家族的重要配体 虽然E2F家族有1-5

五个基因 但其配体却只有DP1 和 DP2 两个 尤以

DP2的功能更为重要. 其是通过与E2F组分形成DNA结

合复合体而发挥作用 在细胞周期的调节和分化中发

挥重要作用 可以促进S期的进程[21]. TFDP2还可以通

过调节E2F而在细胞周期中发挥作用 其在肝硬化组

织中的表达下降 说明肝硬化时细胞的倍增时间延长.

促分裂原活化激酶激酶(mitogen-actived protein kinase

kinase MAP kinase kinase 1 MAPKK1)是胞外信号调

节激酶的亚类 其可被丝氨酸磷酸化所激活 上游的激

活因子c-raf ras和MEK激酶均可以调节其活性[22]. 在

肝硬化中表达明显下降的基因还有LAR LAR是跨膜

蛋白酪氨酸磷酸酯酶的前体 有调节细胞与细胞粘连

分子之间的作用 [23] 其在肝硬化中表达下降亦可能起

同样的作用.

        与细胞凋亡有关的基因在肝硬化中表达下调 BAK

可以直接刺激细胞凋亡 他通过BH3结构域和Bcl-2

结合 抑制Bcl-2的功能 进而发挥促进凋亡作用[24]

其在肝硬化组织中的表达明显下降. DNA-PK由催化亚

单位和由G22P1基因编码的自身免疫性抗原Ku构成

催化亚单位的活性是依赖于Ku 的活性来调节 许多

DNA结合蛋白 包括许多转录因子等都是DNA-PK的

底物[25]. DNA-PK还可以控制转录 凋亡和染色体端粒

的长度 他的催化亚基是Caspase家族Caspase-3介导

凋亡通路上的一个重要目标蛋白[26]. DNA-PK还参与双

股DNA断裂(DNA double strand breaks DSBs )的修复

和V(D)J 重组 其活性的调节可通过自身磷酸化的过

程进行[25]. DNA拓扑异构酶(DNA TOPI)催化超螺旋DNA

的解链 并且在DNA 的复制 转录和重组中发挥重

要作用 同时还可以改变DNA的立体构象[27]. 真核生

物的DNA TOPI 是高度保守的 他的功能受抑制时

将导致DNA 双链断裂 堆积 进而造成细胞死亡.

        此外 在肝硬化中表达上调的基因有整合蛋白 β7
(integrin beta7) 他调节细胞与细胞 细胞与基质之间

的相互作用 同时还可以将各种刺激转变为细胞内信

号[28]. XVIII型胶原(collagen type XVIII)属于胶原超家族

中的一类 Endostatin是他的20 kDa的C末端 而且是

表皮细胞增生和血管化的一种特异的抑制剂 同时可

以使上皮细胞停止于G1期[29]. 他们在肝硬化中的表达上

调是我们首次发现.

       总之 肝硬化的基因表达改变是非常复杂的 肝

硬化的发生 发展及演进正是这些基因改变共同作用

的结果[30-32]. 应用Atlas微阵列膜可以同时分析上千个基

因的变化 可以提供特殊疾病的基因表达谱; 可以为人

们提供研究正常细胞和疾病细胞分子解剖学的第一手

资料[33]. 本研究发现的在肝硬化中较之正常肝组织有变

化的许多基因大多数尚未见诸肝硬化研究的报道. 这些

基因改变的发现必将为人类研究肝硬化提供新的思路

为肝硬化逆转的基因治疗提供新的可能的靶点.
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Abstract
AIM: To study the effects of oncogenes on differentiation
and transformation of oval cells by detecting and charac-
terizing the expression of AFP and Ha-ras, c-myc genes of
rat oval cells in vitro.

METHODS: Proliferation of rat oval cells was induced by
chemical carcinogen, 3’-Me-DAB. By using Percoll density
gradient centrifugation method, oval cells were isolated,
followed by continous cultivation in vitro. The expression
of Ha-ras and c-myc genes and AFP in the oval cells from
cultures was dynamically observed by RNA-DNA slot blot
hybridization and flow cytometry.

RESULTS: The expression of AFP and Ha-ras, c-myc genes
in the cultured oval cells from different phases was
synchronous: At the beginning of oval cell cultivation in
vitro, both of AFP and oncogenes displayed a higher level
expression and then declined. Up to 20th passage, the ex-
pression of AFP and oncogenes went up again and then
kept a lower level. To 65th passage, the oval cells not only
presented a growth rate increased, population doubling time
shortened, adiploid chromosomes and growing on soft agar,
but also the expression of oncogenes and AFP went up again.

CONCLUSION: Oncogenes and their products participate
not only in the regulation of cellular transformation, but
also in the process of cell differentiation.
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摘要

目的: 通过对体外培养的大鼠卵圆细胞进行AFP和 c-ras

c-myc基因的动态测定 观察二者在卵圆细胞转化过程中

的变化特点 探讨癌基因对细胞分化和转化的影响.

方法: 用化学致癌剂3 -Me-DAB诱发出SD大鼠肝卵圆细

胞增生 采用Percoll密度梯度离心法分离之 并进行长期体

外培养. 在培养过程中 通过免疫荧光流式细胞仪和RNA-

DNA slot blot杂交分别测定细胞AFP及癌基因的表达情况.

结果: AFP及 c-ras c-myc在卵圆细胞体外培养的不同时

期呈现同步升高或降低: 培养初期 卵圆细胞AFP及癌基因

均呈高表达 而后下降; 第20代时再次升高 之后维持在

较低的表达水平. 至第65代时 卵圆细胞不仅呈现出生长

速度加快 群体倍增时间缩短 多倍体核型及软琼脂生长

而且癌基因及AFP的表达亦第3次升高.

结论: 癌基因及其产物不仅参与细胞的转化过程 亦可调

节细胞的分化.
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0   引言

细胞的体外转化与体内肿瘤的形成一样 涉及到多种

原癌基因的激活 抑癌基因的失活及一系列复杂的调

控机制失常[1-18]. 实验证实 myc和 ras基因属两类不同

的原癌基因 二者在细胞的转化过程中起协同作用

共同维持细胞的恶性转化表型. 卵圆细胞是肝内的干细

胞 在原发性肝癌的发生中可能具重要作用. 通过对卵

圆细胞在体外培养过程中癌基因及AFP的表达变化的

观察 对于探讨癌基因对细胞转化和分化过程的作用

及影响具有重要意义.

1   材料和方法

1.1 材料  我校动物中心提供二级标准SD大鼠 体质

量100-120 g 稳定饲养1 wk后 改喂含0.6 g/L 致癌剂

3 -Me-DAB(东京化成工业株式会社)的饲料. 4 wk后

取动物肝脏 用Percoll 密度梯度离心法分离出卵圆细

胞 并接种于塑料培养瓶 加入含20%小牛血清及各种

氨基酸的培养液 置37 50mL/ L CO2孵箱中培养.

自15代开始 在培养液中加入20 mg/L EGF继续培养.

1.2 方法  将 10万细胞接种于直径6 cm的塑料培养皿



中 第 2 d 计数活细胞数作为基数 以后连续 7 d

每天数3个平皿 取其平均数 计算倍增时间并绘制生

长曲线. 从第 10代起 每隔5-10代进行1次测定. 卵

圆细胞培养转化过程中染色体制作参照鄂征主编的

组织培养技术  一书中介绍的方法进行. 油镜下至少数

50个完整的分散好的中期分裂相细胞 计数其染色体

数目. 制备双层琼脂 其中上层琼脂含10 万个细胞

凝固后置于37  CO2孵箱中培养4 wk后观察结果. 从

培养的第35代起 每10代进行1次Balb/c裸小鼠接种

成瘤试验. 接种细胞数为5 106 接种部位为腋窝下

4 wk后观察有无成瘤.

1.2.1 卵圆细胞 rasP21 AFP 免疫荧光FCM测定  收集

不同培养时期的卵圆细胞 700 mL/L酒精固定 离心

后PBS洗2次 不锈钢网过滤除去细胞团块. 调整细胞

数至5 109/L. 取样本 100 µL 分别加入一抗 rasP21
(Dako公司)和AFP(Dako公司) 室温孵育30 min. 加入荧

光标记抗体 室温30 min. 加 PBS 1 mL 吹打细胞至

均匀的单细胞相 即行测定. 阴性对照管不加一抗. 所

用流式细胞仪(epics elite)检测的激发波长488 nm 发

射波长525 nm. 检测细胞数为5 000-10 000个. 上样测

定前用人红细胞对仪器进行调整校对. 所有标本一次测

完 使其处于同一测定条件下.

1.2.2 卵圆细胞总RNA的提取及RNA-DNA Slot blot

杂交  常规提取不同培养时期卵圆细胞的总RNA 用

狭缝点样器将变性之RNA点于尼龙膜(宝灵曼)后进行杂

交. 所用癌基因探针质粒(c-Ha-ras PBR322 6.6 kb

Bam H I Ki-ras PBR322 1.0 kb EcoR c-myc

PBR322 8.5 kb Hind /EcoR )由北京中国医学科学院

肿瘤研究所提供 DIG标记(标记试剂盒为德国宝灵曼

公司产品 ) 标记方法为随机引物法. 常规洗膜. 将尼龙

膜封入杂交袋内 加入CSPD(宝灵曼) 5 min后倾出CSPD

液 将膜压入X光暗盒曝光于X光胶片 常规显影 定

影. 胶片用Kontron IBASS 2.0图像分析处理仪(German)扫

描分析结果.

2   结果

卵圆细胞的生长速度随着体外培养时间的增长而加

快 传代时间从最初的10-14 d一代缩短至2-3 d一代

且细胞由单层生长变为重叠生长. 细胞的群体倍增时间

随着培养代数的增高而缩短 第10代时为40.9 h 第35

代时为18.9 h 至第65代时减至15.65 h 呈明显的递

减趋势. 卵圆细胞体外培养过程中染色体数目在第10代

时 基本为整倍体; 第35代时染色体数目为29-61 异

倍体细胞率为80%; 第 65代时 则染色体数目范围为

23-81 异倍体细胞率达82%. 卵圆细胞在体外培养至

第35代 将细胞接种于软琼脂中 4 wk后在倒置显微镜

下可见少数克隆生长 3个平皿分别可见2 5 7个克

隆 平均克隆数为4.7个 且克隆较小 其直径为0.1 mm.

当卵圆细胞培养至65代时 软琼脂克隆形成数目大大

增多 3个平皿分别见7 865 5 875和6 960个克隆生长

平均克隆数为6 900个 且克隆体积较第35代时明显大

直径大于0.1 mm 表明细胞生长异常活跃. 从卵圆细胞

体外培养至第35代起 每10代进行一次裸鼠皮下接种

细胞成瘤实验 但至第65代仍未能成瘤.

2.1 rasP21 AFP 的表达  卵圆细胞体外培养转化过程

中 正常肝细胞 rasP21及AFP荧光强度值FCM测定与

阴性对照无明显差别 故我们视之为 rasP21及AFP表达

阴性. 卵圆细胞培养的初期 rasP21与AFP均有较高水

平的表达 而后下降; 当第 15代加入EGF后 第20代

细胞再次出现 rasP21和AFP的表达升高; 以后虽然各代

细胞均有 rasP21 AFP 的表达 但水平较低 至第65

代时又再次升高(表1).

表1  卵圆细胞 rasP21, AFP免疫荧光值及 c-myc Ha-ras Ki-ras

mRNA的表达

荧光强度(mean±SD )                       平均灰度
细胞代数

         rasP21                  AFP    c-myc      Ha-ras      Ki-ras
P10 2.87 1.58        1.95 1.01             12.22         9.93           6.64

P15 1.86 1.30        0.63 0.30                8.3         4.82

P20 2.82 2.16        1.75 1.24             11.65          8.6

P25 1.98 0.59        0.96 0.43               3.22         5.96

P35 1.86 1.31        0.86 0.54               9.82         6.24

P45 1.76 1.85        0.51 0.26             11.45       11.79            5.81

P55 1.77 1.80        0.55 0.38               8.67         5.56

P65 2.66 1.64        1.36 0.92             13.21           7.5          3.34

2.2 c-myc Ha-ras Ki-ras mRNA的表达  卵圆细

胞在体外培养转化过程中 c-myc Ha-ras和Ki-ras三

种癌基因的表达不是呈持续性升高或持续性降低 而

是表现为升高 降低交替出现. 在细胞生长的早期阶段

三种癌基因均保持在一定的高表达水平 而后下降. 第

35代(开始出现软琼脂生长)时 c-myc和Ha-ras再次升

高 但 Ki-ras未能检测到. 至第 45 代 c-myc Ha-

ras和 Ki-ras均升高 直至第65 代(表 1). 总体来说

三种癌基因的表达基本保持同步升高或降低.

3   讨论

癌基因与细胞的生长 发育 分化及癌变密切相关[1-18].

在致癌因素的作用下 原癌基因被激活并高度表达

产生大量转化蛋白 使正常细胞的增生和分化机制发

生紊乱 导致细胞无控制地增生 从而引起细胞癌变.

已知myc和 ras基因属两类不同的原癌基因 前者的产

物为一种转化蛋白 位于细胞核内 在细胞增生过程中

起重要作用 可使原代培养细胞获得永生性而具有无

限制生长的能力 同时参与细胞分化的调节; 后者的产

物位于细胞质膜内面 具有与G蛋白相似的功能 并有

GTase活性 其作用是使细胞处于激发状态 并使细胞

表型发生变化. c-myc与c-ras基因在细胞的转化过程中

起协同作用 共同维持细胞的恶性转化表型[19-20]. 过去

认为原癌基因仅同细胞分裂 生长及转化有关 现已
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有证据表明 原癌基因至少在人体和动物的某些组

织 个体发育的某个特定阶段参与调节细胞的分化 因

为在胚胎组织中可检测到不少原癌基因的明显表达.

        本实验中 rasP21有三次升高 且均与 ras mRNA的

表达升高保持同步 提示 rasP21的增高可能是 ras基因

基因放大或过表达所引起. 同时我们推测 第一次升高

的P21蛋白与后两次升高的P21蛋白可能是不同性质的

ras基因产物: 设想当致癌剂作用于肝脏后 引起 ras基

因扩增并过表达 产生较多的野生型P21蛋白参与卵圆

细胞的增生与分化调节. 已知GF具有某些癌基因产物

的作用 可通过调节其他癌基因的表达和影响细胞的

信号传导而促进细胞生长 加速细胞转化[20-23]. 卵圆细

胞培养至15代后 由于EGF的介入(可能还有其他因素

的参与) 不仅引起 c-myc和Ha-ras再次过表达 同时

亦可能引起了基因的突变(点突变 基因重排等) 由此

导致其表达产物P21蛋白不仅在量上发生了变化 而且

在质上亦发生了改变(即编码产生突变型P21蛋白). 这种

改变导致了细胞朝着恶性转化方向发展 不仅使细胞

有了恶性表型(包括生长加快 形态变化 核型改变等)

同时在 c-myc的协同作用下获得了永生性并不断增

生 最终发生转化.

        AFP是肝细胞癌重要的标志物之一. 由于他在人的

胚胎时期有高表达(由胚胎肝细胞和卵黄囊产生) 而出

生后则迅速降低 故而AFP既可作为幼稚肝细胞和肝

癌细胞的标志物 亦可作为卵圆细胞具有肝细胞某些

表型特点的佐证. 从我们的实验结果可见 卵圆细胞在

体外培养 转化过程中 AFP与Ha-ras和c-myc mRNA

的表达一样 反复出现了三次升高. 结合相应时期细胞

的形态 生长速度 核型变化及软琼脂生长与否 我们

认为 第1次 AFP的升高(第10代)主要为未分化幼稚的

卵圆细胞所产生 他表明卵圆细胞具有肝细胞的某些表

型特征. AFP的再次升高(第15代)可视为在癌基因及其

产物的作用下 卵圆细胞逐步增生 转化成为具有某些

恶性性质的群体(至少有部分细胞如此). 而AFP的第3次

升高(第65代) 此时卵圆细胞无论在核型 倍增时间

或是软琼脂生长方面都表现出恶性细胞的特点 而AFP

的升高则进一步提示卵圆细胞此时可能转化为具有一定

恶性表型 可表达AFP的肝肿瘤细胞.

     综观卵圆细胞体外培养转化过程中 c-myc Ha-

ras Ki-ras mRNA rasP21 及AFP 的表达变化 提示

细胞的体外转化有赖于两种或两种以上癌基因的协同

作用; 癌基因及其产物不仅参与细胞的转化过程 亦可

调节细胞的分化.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of Kangxian ruangan keli
(KXR) on the expression of MEK-1 and c-fos in hepatic
stellate cell (HSC) indused by PDGF.

METHODS: In a serum-free culture system, HSC was
treated with a KXR preparation for 24 hours, followed by
stimulation with PDGF-BB for 24 hours. Then the cells were
incubated again in the medium containing KXR for 3 hours
stimulated with PDGF-BB for 5 minutes, and collected. The
proliferation of HSC was examined using an MTT assay.
MEK-1 was detected with Western blotting and visualized by
the enhenced chemiluminescent (ECL) method. The expres-
sion of c-fos mRNA was analyzed with in situ hybridization.

RESULTS: The A values for the HSC growing in the media
without and with addition of PDGF were 0.170±0.060 and
0.820±0.050, respectively. The PDGF-induced increase was
hindered remarkably by KXR preparation in a dose-depen-
dent manner. Reaction values for the systems with 5 g/L
and 1.25 g/L of KXR were 0.280±0.030 and 0.430±0.040

respectively, lower significantly than that in the culture
free of KXR (0.820±0.050, P <0.01). In addition, values
for MEK-1 in HSC treated with 5 mg/mL and 1.25 mg/mL
of KXR were 0.143±0.013, and 0.170±0.007, respectively,
being lower than that in the cells treated only with PDGF-
BB (0.186±0.010, P <0.01). The expression level of c-fos
mRNA was 0.152±0.010 and 0.163±0.005, respectively, also
lower than that of the PDGF group (0.183±0.014, P <0.01).

CONCLUSION: Within the dose range used in the present
study, KXR preparation shows an inhibitory effect on HSC
proliferation induced by PDGF. The mechanism of this pro-
cess may involve interference with Ras-MEK-MAPK singal
transduction mediated by PDGF.

Yang L, Zhu QJ, Da BH, Zhang CZ. Chinese herbs Kangxian ruangan
keli inhibits expression of MEK-1 and c-fos in hepatic stellate cell indused
by PDGF. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(2):347-350

摘要

目的: 探讨抗纤软肝颗粒对PDGF诱导的肝星状细胞MEK-

1和c-fos表达的影响.

方法: 采用无血清培养 不同浓度的抗纤软肝颗粒温育肝星

状细胞24 h后 PDGF-BB(10 pg/L)刺激24 h 再加入上述

浓度的抗纤软肝颗粒 3 h后 又加入PDGF-BB(10 pg/L)作

用5 min 然后收集细胞. 采用MTT法测定细胞增生 免疫

印迹化学发光法检测MEK-1 原位杂交法检测c-fos mRNA.

结果: 无血清培养显示抗纤软肝颗粒对于PDGF诱导的细胞

增生具有抑制作用 并呈剂量依赖性 抗纤软肝颗粒5 g/L

1.25 g/L 各组的MTT测定值分别为0.28 0.03和0.43

0.04 与PDGF对照组(0.82 0.05)相比P <0.01; 对PDGF

诱导的MEK-1及c-fos mRNA表达均有显著的抑制作用:

抗纤软肝颗粒5 g/L 1.25 g/L各组细胞的MEK-1表达水平

分别为0.143 0.013 0.169 0.007 与PDGF组(0.186

0.010)比较有显著性差异(P <0.01); c-fos mRNA表达水平分

别为0.152 0.010 0.163 0.005 与PDGF组(0.183

0.014)比较也显著减弱(P  <0.01).

结论: 在所应用的剂量范围内 抗纤软肝颗粒可抑制PDGF

诱导的HSC增生 其机制与干扰Ras-MEK-MAPK信号通

路有关.
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0   引言

肝纤维化是由各种致病因子(包括慢性病毒性肝炎 酒

精 药物等)导致的一种增生性疾病 以肝星状细胞

(hepatic stellate cells HSC)的过度增生及所分泌的细胞

外基质过度沉积为特征. 因此阻抑激活的肝星状细胞增

生是治疗慢性肝损伤和肝纤维化的重要策略[1-6]. 血小板

衍化生长因子(platelet-derived growth factor PDGF)是

HSC 最强的有丝分裂原 尤其是PDGF-BB[7-8]. Ras-

MEK-MAPK信号途径是PDGF诱导肝星状细胞增生的

重要胞内信号转导途径[9]. 因此阻断细胞因子的促增生

作用 则有望成为肝纤维化治疗的有效手段. 中药复方

抗纤软肝颗粒具有活血化痰 软坚散结的功效. 对于慢

性肝病有良好疗效 能防治CCl4所致的大鼠肝纤维化

形成 并能抑制HSC增生[10-15]. 我们探讨抗纤软肝颗粒

对Ras-MEK-MAPK信号途径的影响如下:

1   材料和方法

1.1 材料  肝星状细胞系(HSC-T6)由上海中医药大学徐

列明教授惠赠 其表现型为活化的HSC. 抗纤软肝颗粒

由丹参 莪术 海藻 鳖甲等组成 由湖北中医学院附

属医院制备 含生药2 g/g 用DMEM溶解 经0.45 um

滤器过滤除菌备用. DMEM培养基 小牛血清(fetal calf

serum  FCS)美国GIBCO公司产品 PDGF-BB购自Sigma

公司产品 MEK-1 单抗购自Santa Cruz 公司 c-fos

原位杂交试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司

ECL试剂购自Pierce 公司.

1.2 方法  细胞培养及药物处理  HSC-T6复苏后 接种

于含100 ml/L 小牛血清 1 10-5U/L 青霉素 100 mg/L

链霉素  10 g/L 谷氨酰胺和0.1 mmol/  L HEPES 的

DMEM培养基中. 在含50 ml/L CO2培养箱中于37 培

养. 亚单层HSC无血清培养24 h后 加入无血清培养

基稀释的抗纤软肝颗粒(设5 g/L 1.25 g/L 2个组)作用

24 h 后 加入PDGF(10 pg/L) 经 24 h 培养后 再加

入上述浓度的抗纤软肝颗粒 作用3 h后再加入PDGF

10 pg/L 5 min 后将细胞消化离心. 并设空白对照组和

PDGF 组 每组设 4 复孔 结果取均值.

        HSC-T6细胞增生的检测采用MTT比色法. 细胞按

1 108 cells/.L接种于96孔培养板 按上述药物处理

后 加入1 g/L 的MTT液 20 ul 37 孵育 4 h 加入

二甲基亚砜溶解结晶 2 min后 用全自动酶标仪测定

波长570 nm处各组细胞的吸光度A值.

        Western blot分析MEK-1的表达上述药物处理的细

胞用冰冷的PBS洗涤2次 加入样品裂解液[50 mmol/L

Tris. CL pH8.0 150 mmol/.L NaCl 0.2 g/L叠氮钠

1 g/L SDS 100 mg/L苯甲基磺酰氟 1 mg/L Aprotinin

10 g/L Nonidet P-40 5 g/L去氧胆酸钠] 置冰上孵育20 min

4 12 000 g 离心2 min 用70 g/L SDS-PAG 每

孔上样 6 µg 蛋白进行电泳 电转移至硝酸纤维素膜
上 MEK-1mAb 1 400 稀释 二抗1 2 000 稀释

应用ECL增强化学发光法显迹 X光片显影 HPIAS-

1 000图像分析仪进行半定量分析.

        原位杂交分析c-fos mRNA的表达  以地高辛标记c-

fos寡核苷酸探针进行原位杂交. 细胞爬片经40 g/L多聚

甲醛固定 5 ml/L H2O2/ 甲醛室温处理 蛋白酶K消

化; 每张爬片加20 ul 含寡核苷酸探针的原位杂交液

37 杂交过夜; 采用过氧化物酶标记地高辛抗体 -

DAB显色系统显色 阳性杂交信号呈棕黄色; 以不加含

探针的原位杂交液作阴性对照 结果为阴性; 阳性结果

用HPIAS-1000高清晰度彩色病理图文分析系统进行显

微图像分析 (结果以平均光密度A值表示).

       统计学处理  结果用mean±SD表示 采用 t 检验
P <0.05则具有统计学差异.

2   结果

2.1 抗纤软肝颗粒对PDGF诱导的HSC-T6细胞增生的

影响  抗纤软肝颗粒呈剂量依赖性抑制PDGF诱导的细胞

分裂增生 以5 g/L浓度时最为显著 与PDGF对照组比

较差异显著(P <0.01 表 1).

表1  抗纤软肝颗粒对PDGF诱导的HSC-T6增生的影响(mean±SD)

组别            药物浓度 (g/L)             A 抑制率(%)

对照组             0.170 0.060b         -

PDGF组             0.820 0.050     0.000

抗纤软肝颗粒+PDGF组    5.00             0.280 0.030b   65.900

    1.25             0.430 0.040b   47.600

bP <0.01 vs PDGF.

2.2 抗纤软肝颗粒对PDGF诱导的HSC-T6 表达MEK-1

的影响  无血清培养的HSC经PDGF诱导后引起MEK-1

表达增强 PDGF 组为 0.186 0.010 (图 l) 而空白

组为0.122 0.008 P <0.01; 经抗纤软肝颗粒作用后引

起MEK-1表达呈剂量依赖性减弱 5 g/L与1.25 g/L组

MEK-1表达水平分别为0.143 0.013 0.169 0.007

其中以抗纤软肝颗粒5 g/L组作用最显著.

图1  抗纤软肝颗粒对PDGF诱导的MEK-1的影响. A: 空白对照; B:
5 g/L抗纤软肝颗粒; C: 1.25 g/L抗纤软肝颗粒; D:  PDGF 10 pg/L.

2.3 抗纤软肝颗粒对PDGF诱导的HSC-T6表达 c-fos基

因的影响  为观察抗纤软肝颗粒对PDGF信号的影响 我

们进一步研究了其对MEK-1激活后的下游信号分子 c-

fos基因表达的影响 结果表明与空白组(0.130 0.010

图2A)比较 PDGF能显著增强c-fos mRNA的表达(0.183

0.014 图 2B P <0.01) 而抗纤软肝颗粒则能显著抑

        A                   B                  C               D
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制 c-fos mRNA的表达 5 g/L与1.25 g/L组 c-fos mRNA

的表达水平分别为0.152 0.010 图2D 0.163 0.005

图 2C 与PDGF组比较有显著性差异 P <0.01.

图2  抗纤软肝颗粒对 c-fos mRNA的影响原位杂交 400. A: 空白对
照组表达呈弱阳性; B: PDGF组表达呈强阳性; C:PDGF+KXR 1.25 mg/mL
组表达减弱; D: PDGF+KXR 5 mg/mL组表达显著减弱.

3   讨论

抗纤软肝颗粒中丹参具有一系列重要药理作用如抗

炎 抗氧化 抑制HSC 增生等[16-17] 其提取物还能

诱导HSC凋亡[18-19] ; 莪术油能抑制成纤维细胞增生及肝

癌增生细胞核抗原(PCNA)的表达[20-21] ; 海藻能提高机体

清除具有重要致纤维化作用的活性氧的能力[22]. 该方能

改善慢性肝病和肝硬化患者的肝功能 降低血清肝纤

维化指标 并能防治CCl4诱导的肝纤维化大鼠细胞外

基质的产生和沉积 抑制体外HSC增生 分泌胶原及

PDGF诱导的酪氨酸磷酸化蛋白的表达[23]. HSC被激活后

获得了成纤维样细胞的表型特征: 表达 α-SMA 增生
活跃 细胞外基质合成增加[4, 24, 35]. 在这一过程中 细

胞因子及其胞内信号转导途径发挥了重要作用[9, 24-29]. 近

年来 已有不少研究揭示了在肝纤维化形成过程中肝

星状细胞激活的胞内信号途径 其中PDGF诱导HSC增

生的胞内机制研究得相对清楚. 因此以抑制PDGF及其

信号传递为目标的治疗策略备受重视.

       细胞因子与其相应受体结合后 可启动胞质中信

号转导 通过多种途径将信号传递到胞核内 促进或抑

制特定靶基因的表达[26, 28]. MEK-1是MAP Kinases的上游

激酶  MAPK被激活后 可催化 c-jun c-fos c-myc

以及核糖体S6蛋白激酶(RSK)的磷酸化 以调节基因转

录和mRNA的翻译 使细胞由G0期进入到G1期[30-35].

在HSC中 MAPK通路是PDGF激活 c-fos表达和丝裂

原作用的重要信号通路之一. PDGF 受体和接头蛋白

arb2的联接导致交换因子mSos的聚集 同时激活Ras

进一步促使Raf-1 MEK 和 ERK 的级联激活 而药

物在MAPK活化通路中的干扰作用 可以减低PDGF对

HSC的潜在丝裂原作用[28, 33].

        我们采用Westernblotting方法 分析了抗纤软肝颗

粒对PDGF诱导的HSC Ras-MEK-1-MAPK信号通路的

影响 结果表明HSC中MEK-1的表达 PDGF组明显

高于空白对照组及抗纤软肝颗粒各剂量组 其中5 mg组

显著低于1.25 mg组 各组间有显著性差异. 本实验所采

用的抗纤软肝颗粒的浓度是经预实验获得的 并在安

全范围内 细胞成活率在95%以上. 因此所观察到的以

上结果具有一定的特异性 而与药物的细胞毒作用无

关. 进一步研究了抗纤软肝颗粒对MEK-1激活后的下

游信号分子 c-fos基因表达的影响 表明PDGF能显著

增强 c-fos mRNA的表达 而抗纤软肝颗粒则能显著抑

制 c-fos基因的表达. c-fos基因是PDGF丝裂原信号经

胞质传递至核内引起细胞增生的转录因子. 结合前期研

究表明抗纤软肝颗粒可能通过抑制酪氨酸磷酸化蛋白

的表达 进而使HSC内酪氨酸激酶活性水平降低 导

致下游的蛋白激酶水平(如MEK-1)下调 核内增生信号

减弱 从而使细胞的生长状态受到抑制 这可能是该方

抑制肝星状细胞增生的作用机制之一.
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实验性肝硬化大鼠小肠血红素氧合酶的表达
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目的
:
观察血红素氧合酶在肝硬化大鼠小肠组织中的表达

.
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方法
:
建立大鼠四氯化碳肝硬化模型

,

采用免疫组化法显

示血红素氧合酶异构酶 H O一 l
、

H O 一2在肝硬化实验组与

正常对照组大鼠小肠组织中的表达
,

应用图像分析系统对

免疫组化的结果进行定量分析
.
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结果
:
肝硬化实验组大鼠的门静脉压力较正常对照组显著增

高 (2
、

6 0 9 土 0
.

1 4 4 及 0 9 16 士 0
.

0 3 4
,

t = 3 9
.

3 7
,

p < 0
.

0 1 )
、

而平均动脉压降低则低于正常对照组 ( 13
.

4 n 土 1
.

2 08 及

1 7
·

4 2 3 士 1
.

4 7 2
,

t = 7
.

2 9 7
,

p < 0
.

0 5 )
.

肝硬化实验组大鼠

小肠钻膜下层的小动脉及小静脉
、

肌层
、

浆膜层
,

甚至

猫膜腺体内H O 一 l的表达均较强
,

而正常对照组中的表达则

较弱 (0
.

4 a i 3 土 0
.

2 2 2 5 及 0
.

3 7 6 2 土 0
.

0 6 a 9
,

r = 19
.

0 2 2
,

尸< .0 0 1)
.

H O卜2在两组大鼠的小肠组织中差异无统计学意义

.(0 4 83 4 士 .0 0卯7及 .0 4 81 3 土 0
.

1 0 56
,

t习 .5 95
,

p > .0 05 .)

并且
,

肝硬化实验组小肠 HO 一 1的表达与门静脉压力呈正

相关
,

而与外周动脉压呈负相关
.

结论
:
肝硬化大鼠小肠组织中 H O一 1的表达增高

,

可能参

与了肝硬化门静脉高压性肠病的发生
.

田德安
,

周晓黎
.

实验性肝硬化大鼠小肠血红素氧合酶的表达
.

世界华人消化

杂志 2 0 0 4 ; 1 2 (2 )
: 3 5 1一 3 5 4

h tt P : llw w w
.

wj g n e t
.

e o m l l 0 0 9
一

30 7 9 11 2 13 5 1
.

a s P

O 引言

肝硬化门静脉高压时
,

内脏血流动力学发生了明显的

变化
,

整个胃肠道的血流增加
,

心排血量增加
,

外周

阻力下降
.

肠勃膜血管扩张是门静脉高压性肠病的主要且

具有特征性的病理变化
,

肠道各个部位均有静脉曲张出

血的报道
,

但肝硬化门静脉高压时小肠病理生理改变的

发生机制尚未完全阐明
.

血红素氧合酶h(
e m e ox y ge n

o
e ,

HO) 是合成内源性一氧化碳 (
e n d o罗 n o u s c a r bo n m o n o x id e ,

Co) 的起始酶和限速酶
,

H o/ C O系统已成为当前的一项

研究热点
.

我们应用免疫组化法研究肝硬化大鼠小肠组

织中血红素氧合酶异构酶 H O一 1
,

H O 一2 的表达
,

探讨

H ol CO 系统在肝硬化小肠组织病变中的作用
.
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1材料和方法
1

.

1材料 抗 HO一 1和 HO一 2多克隆羊抗鼠抗体购于美国

Sn aC t ar uz
生物技术公司

,

免疫组化过氧化物酶标记的

链霉素卵白素(S )P 染色试剂盒购于北京中山公司
,

浓

缩型 D A B试剂盒北京中山公司
.

1
.

2 方法 选择健康成年 占SD 大鼠
,

体重为 (250 士 25 目

(由华中科技大学同济医学院实验动物中心提供 )
,

随

机分为肝硬化实验组及正常对照组
.

肝硬化实验组大鼠

给予 s oo m巩 四氯化碳 (3 m叼皮下注射
,

2 次 w/ k
,

连

续 16 w k
.

成功制得肝硬化模型 12 只(肝硬化形成经病理

证实)
.

正常对照组大鼠l( 2只)给予生理盐水 (3 m U目皮下

注射
.

于第 16 w k 进行血流动力学测定
,

以 3% 戊巴比

妥钠腹腔注射麻醉
,

游离回结肠静脉和右侧股动脉
,

分

别穿刺
,

连接压力换能器
,

多道生理仪记录
,

测定门静

脉压力 (VP )P和平均动脉压力 (M A )P
.

取新鲜大鼠小肠组

织
,

放人中性甲醛溶液中固定
,

制成石蜡切片
.

切片脱

蜡至水
,

放人新鲜配制的 3o m lzL H Zo Z
中

,

室温 10 m i n

以灭活内源性过氧化物酶
,

置人 1 9儿 rT iot
n x 一 1 00/

P B S溶液内 15 m in
,

增加胞膜的通透性
,

滴加正常血

清封闭液
,

室温 20 m in
,

以封闭非特异性结合位点
.

滴

加 .0 2 m o

讥磷酸盐缓冲液 (P B) 稀释的一抗
,

H O 羊抗鼠

多克隆抗体(H O 一 l
,

l : 2 0 0 : H o 一 2
,

l : 2 0 0 )
,

4 oC

孵育过夜
,

.0 01 m o ll[
J

p B S洗 5 而
n x 3次 ;滴加生物素化

二抗 (兔抗羊 I响
,

湿盒内室温下孵育 45 im n ,

.0 01 m o

讥
P B S洗 5 m i n x 3 次 ; 3

,

3一 二甲基联苯胺 (D A B )显色
,

苏木素复染
,

封片
.

免疫组化检测结果应用 H IP A S -

l ( x洲〕型全自动医学彩色图像分析系统 (由同济医学院提

供 )进行 H O染色的定量分析
,

测定其阳性反应产物的

面积和平均积分光密度值
.

每个标本取连续 3 张切片进

行测量
,

每张切片测量 or 个视野的参数
,

取平均值
.

以

上参数均在相同光强度
、

相同面积下以同种方法测量
.

统计学处理 数据采用均数 土标准差m( ea n土S )D表

示
,

两组间差异用 t检验
,

以 P < .0 05 为差异有统计学

意义 ; 两变量之间的关系应用线性相关与回归分析
.

2
.

1 两组大鼠的血液动力学指标 表 l所示可见
:
实验性肝

硬化组大鼠的卿 )P门静脉压力较正常对照组高(P 0<
.

05 )
,

而平均动脉压 (M A P )低于正常对照组 (P < .0 05 .)

表 1 两组大鼠血液动力学参数

组别

正常对照组

肝硬化实验组

P V P (K p a )

0 9 16 士 0
.

0 34

2
.

6 09
士 0

.

1科
卜

M A P (K P a )

l 2

l 2

17
.

4 2 3 士 1
.

4 7 2

13
.

4 1 1 土 1
.

20 8 1
,

卜P < 0
.

0 5 ;、
对照组

.

2
.

2 小肠 H O 分布特点 H O 一 1与 H O一 2 蛋白属膜结合蛋

白类
,

主要表达于核被膜及核周的胞质内 11’
,

呈棕黄

色
.

光镜下观察
,

肝硬化大鼠小肠勃膜下层的小动脉
、

小静脉
、

肌层及浆膜层 H O一 1染色强 阳性
,

钻膜腺体

亦可见 H O一 1的表达 (图 ;3) 正常对照组大鼠小肠的H O -

1染色呈弱阳性 (图4)
.

正常对照组及肝硬化组大鼠小肠

组织中 H O一 2 呈弥漫性表达
,

在小肠勃膜下血管
、

肌

层
、

浆膜层及勃膜腺体内染色均呈强阳性 (图 5
,

6)
.

比

较肝硬化组与正常组大鼠的小肠组织
,

可见肝硬化组

大鼠的小肠勃膜充血
、

水肿
,

勃膜下血管扩张
,

甚

至变形
,

部分有上皮细胞脱落
.

2
.

3 小肠 H O 免疫组织化学染色图像定量分析 从表 2 可

以看出
,

肝硬化实验组小肠组织中 H O一 l 的着色面积为

14
.

4 8 5 9 士 7
.

0 14 8
,

较正常对照组显著升高 (P < 0
.

0 1)
,

平均光密度值(0
.

4 5 13 士 0
.

1 2 2 3)较正常对照组 (0
.

3 7 6 2 士

.0 0 68 9) 升高
,

差异有显著性意义 (尸 < 0
.

01 )
,

说明肝硬

化实验组大鼠小肠组织中H O一 l的表达明显强于正常对

照组
.

而 H O 一2 的着色面积和平均光密度值在两组间差

异无统计学意义 (P > .0 05 .)

表 2 小肠日O 免疫组化染色的图像定 t 分析结果

2 结果

肝硬化动物模型成功建立
.

肝脏大体形态观察
:
正常对照

组大鼠肝脏体积基本正常
,

呈鲜红色 ;肝硬化组大鼠肝

脏体积明显缩小
,

色灰暗
,

表面呈颗粒隆起状
,

肝

脏切面呈豆渣样改变
,

可见圆形或类圆形岛屿状结节
.

H E染色后光镜观察
:
正常对照组大鼠肝内可见中央静脉

周围排列正常的肝小叶结构
,

肝细胞索排列正常 (图 .l)

肝硬化组大鼠肝内正常肝小叶结构被破坏
,

由广泛增

生的纤维组织将原来的肝小叶分割包绕成大小不等
,

圆形或椭圆形的肝细胞团即假小叶形成
.

假小叶内肝细

胞呈不同程度的浊肿变性
、

脂肪浸润
,

有再生肝细胞结

节形成
,

肝细胞排列紊乱
,

胞体较大
,

核大着色较深
,

可见双核肝细胞
.

汇管区内结缔组织增生形成条索
,

伴

有不同程度的炎性细胞浸润 (图 .2)

I{( )一 1 1{( )一 2

平均面积 平均光密度 平均面积 平均光密度

正常对照组 4 5 95 9 士 2
.

9 49 7 0 3 76 2 士 0
.

0 689 9名 47 2 土 23 4 15 04 8 34 士 0
.

0 99 ,

肝硬化实验组 14
.

4 8 59 土 7刀 148 b 0 4 8 13 土 0
.

1 22 3“ 11
.

5 83 士 3 7 9 87 0 4 8一3土 0
.

1 05 6

` P < 0
.

01 。 对照组

2 .4 肝硬化组小肠 H O 一 1的表达与血液动力学指标的相关

系数 表 3所示
,

肝硬化门静脉高压组大鼠小肠 H O一 l表

达水平与门静脉压力呈正相关
,

平均动脉压呈负相关
.

表 3 血液动力学指标与日O 一 1表达水平的相关系数

血流动力学指标

P V P

M A P

小肠 HO 一 l 表达

r

:0
.

6 5 5 尸 <住 0 5

工 = 一 0
.

8 5 2 P <0
.

0 1

正相关

负相关

表 3所示
,

肝硬化门静脉高压组大鼠小肠 H O一 1表

达水平与门静脉压力呈正相关
,

平均动脉压呈负相关
.



田德安
,

等
.

实验性肝硬化大鼠小肠血红素氧合酶的表达 3 5 3

图 2 肝硬化实验组大鼠肝脏 日E
x , 0 0 图 6 肝硬化实验组大鼠小肠中日O

一 2的表达 O A B
x 4 0 0

3 讨论

内脏高动力循环为肝硬化门静脉高压的发生及存在的重

要因素
,

这种高动力循环状态 (h y p
e dr y n a m i e e i cr u la t o卿

s at et
,

H C )S 主要表现为
:
心输出量增加

,

心率加快
,

内脏血流量增加
,

外周血管阻力和内脏血管阻力下降
.

高动力循环状态主要由外周动脉扩张引起
,

在腹腔内脏

中尤为突出
.

肠私膜下血管扩张
、

淤血
、

血流量增加
,

动 一静脉短路
,

以及毛细血管内皮和赫膜上皮细胞超微

结构改变是门静脉高压性肠病的特征性病变
.

血红素氧

合酶伪
e m e ox y ge an

s 。 ,

H o) 是催化血红素在体内氧化降解

的起始酶和限速酶
,

具有重要的生物学作用
.

迄今为止
,

在人和哺乳动物体内发现 H O有 3种异构体
,

即 H o 一 l
,

H O一2和 H O一 3
.

H O一 l为诱生型 H O
,

Mr 为 30 《XX卜3 2 《XX)
,

主要分布于脾脏
、

肝脏
、

网状内皮细胞系统和骨髓
,

多种因素可诱导 H O一 1表达增高
,

包括血红素!2
一 4 !

、

重

金属 l ,
一 6 ]

、

低氧 17 ]
、

高氧 18
一 9 ]

、

化学物 [’ ,̀ ]
、

感染 I”
一 ” I

、

损伤 l’ 4 ]
、

高温【” l等
.

H o 一 2 为组成型 H o
,

Mr 为 36 00 0
,

主要分布于脑和肇丸中
,

其表达不受氧应激等的诱导
,

仅受肾上腺糖皮质激素的诱导
.

H O一3是近几年内发现的

又一种 H O 异构酶
,

亦为组成型
,

多种诱导因素均不能

诱导其表达增高
,

其特异性酶活性很低
.

HO 几乎分布于

人体所有组织和器官
.

HO在 N A DP H
、

细胞色素 4P 50 还

原酶和氧分子存在的条件下氧化降解血红素生成等摩尔

数的胆绿素b( iil ve dr in )
、

一氧化碳及铁
.

血红素的分解
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产物具有重要的生理功能胆绿素侧旦绿素还廓邮山说州阮

er du ct as e ,

B v )R 的作用下很快生成胆红素
,

胆绿素和

胆红素均具有抗氧化功能
,

保护血管壁细胞
,

抑制勃附

分子及炎症细胞入侵血管壁
.

铁能诱导产生铁蛋白
,

铁

蛋白与游离的铁结合
,

减少自由态铁的含量
,

从而中和

铁的氧化毒性
.

由 H O催化血红素分解产生的 CO是内源

性一氧化碳的主要来源
,

另一种是由依赖 N A D P H通过

微粒体的脂质过氧化产生
.

内源性 CO 在体内具有广泛

的生物学活性
,

目前研究发现内源性 CO参与了多种疾

病的病理生理过程
,

包括调节血压`’ 6一 ” ,
、

维持血管紧

张度【’ 吕一 20]
、

神经递质的传递
、

氧应激
、

血小板的激

活及松弛平滑肌等
.

本组研究结果显示四氯化碳诱导的肝硬化大鼠门静

脉压力增高
、

平均动脉压降低
.

我们观察到 H O一 1在肝

硬化组大鼠的小肠组织中表达较高
,

而在正常对照组

中的表达较弱
,

且肝硬化组小肠 H O一 1表达与门静脉压

力呈正相关
,

与平均动脉压呈负相关
.

结果提示肝硬化

大鼠的小肠组织内 H O 一 l 的诱生增加
,

继而局部组织

产生的内源性 C O 增加
,

使肠血管持续处于扩张状

态
,

从而增加门静脉血流量
,

与肠淤血等因素一起
,

构

成门静脉高压性肠病的病理生理基础
,

且赫膜腺泡中

H O 一 1的表达亦增加
,

可能影响肠道的分泌与吸收功

能
.

H O 一 2 在两组大鼠的小肠中的表达均较高
,

提示

H O一 2 与正常生理条件下肠道平滑肌的肌电活动
、

小

肠液的分泌等生理活动相关
.

门静脉高压症发病的液递

物质假说认为肝功能损害使肝脏对循环中有血管活性

作用的液递物质的灭活能力下降
,

而侧枝循环的形成

使大量液递物质得以绕过肝脏对其的灭活作用
,

导致

循环中扩血管物质过多
,

诱发循环紊乱
,

是门静脉高

压症的高动力循环状态得以维持的基础
.

基于上述假

说
,

我们认为 H ol CO 系统可能参与了肝硬化门静脉高

压的发病机制
.

eF m an de
z et 盯在部分结扎门静脉引起鼠

门静脉高压模型中发现肝细胞
、

K u p p er 细胞
、

肝星状

细胞及腹腔内脏器均有 H O 一 l m R N A 的高表达
,

肠系

膜
、

小肠
、

肝脏
、

脾脏血红素氧合酶活性明显升高
,

且

血红素氧合酶抑制剂可逆转肠系膜血管床对氯化钾的

低反应性
.

本研究中肝硬化小肠组织 H O一 1合成增加的因素可

能有
:
( 1) 交感神经系统兴奋性增高

,

去甲肾上腺素水平

增加可激活H O/ C O系统 ;
(2) 肝硬化时机体血液循环中内

毒素及其他细胞因子增多有关 ; (3) C ih c 。 。 t 盯研究发现

肝硬化肠道组织中自由基代谢产物较正常增加
,

致肠

道勃膜屏障被破坏
,

H O 可通过抗氧化应激作用对机体

起保护作用 ; (’) 研究认为门静脉高压时一氧化氮N( O) 产

生的第二信使c( G M )P能激活周期蛋白核昔酸反应元件

和应急蛋白
一 1刺激 H O 一 l 的转录

.

因此我们认为
,

H o/

CO系统参与了肝硬化门静脉高压性肠病的病理生理进

程
,

其确切的作用机制及 H O抑制剂或激动剂在临床上

的应用尚值得进一步深人探讨
.
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Abstract
AIM: To determine the roles of H pylori concentrated culture
supernatants (CCS) on the gastric mucosa of mouse and
to investigate the protective effects of gastric mucosal
protectives sucrafate  and sanjiuweitai on CCS-induced
gastric mucosal lesion in Balb/c rats.

METHODS: Fifty-six healthy male Balb/c rats were ran-
domly divided into seven groups: normal saline control
( ), injured simply ( A, B), sucrafate pretreatment
( A, B), sanjiuweitai pretreatment ( A, B). Group
A was dealt with small amounts of CCS and group B with
large amounts of CCS. CCS were drawn from cytotoxic
H pylori strain (NCTC11637). The four protective groups
were pretreated with sucrafate and sanjiuweitai separately,
and then infused orally with different amounts of CCS.
The pathological changes on histological sections and ultra-
structural sections of gastric mucosa were assessed under
microscope or electron microscope. The epithelial damage
scoring (EDS) of the gastric mucosa was measured.

RESULTS: The management with large amounts of CCS
from cytotoxic strains induced various epithelial lesions,
which included vacuolation, erosions, ulcers and loss of
gastric gland architecture. Infiltration of inflammatory cells
in the lamina propria was not significant. At ultrastructural
level, there was the presence of intracytoplasmic vacuoles,
dilation of endoplasmic reticulum and mitochondrion, in-
creasing of phagolysosomes, loose connection between
cells and degenerative changes of microvilli. Small amounts
of CCS from cytotoxic strain induced epithelial lesions less
seriousey than large amounts of CCS. The results of the

EDS of the gastric mucosa in the groups , A, B, A,
B, A and B arranged successively as follows, 1.13±

0.35, 2.25±0.46, 3.63±0.52, 1.25±0.46, 1.75±0.71, 1.50±0.53
and 1.63±0.74 respectively. A remarkable protection was found
in gastric mucosa pretreated with sucrafate and sanjiuweitai.
In comparison with the purely injured group, the EDS of the
gastric mucosa descended significantly (P <0.05).

CONCLUSION: Cytotoxin has an important role in the in-
duction of gastric mucosa lesions, but not in eliciting obvi-
ous inflammation; The gastric mucosal protection of
sucrafate  and sanjiuweitai against CCS-induced gastric
mucosal lesion in rats is significant.

Cui MH, Hu FL, Dong XH. Preventive effects of gastric mucosal protective
on H pylori CCS-induced gastric mucosal lesion in rats. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(2):355-358

摘要

目的: 研究产毒幽门螺杆菌(H pylori)的浓缩培养上清液

(CCS)对小鼠胃黏膜的致病作用及胃黏膜保护剂硫糖铝和三

九胃泰对CCS所致小鼠胃黏膜损伤的保护作用.

方法: 56只健康 Balb/c小鼠随机分成7组: 生理盐水组(

组) 单纯损伤组( A组 B组) 硫糖铝保护组( A

组 B 组) 三九胃泰保护组( A 组 B 组) 其

中A组为小剂量毒素组 B组为大剂量毒素组. 分别用硫

糖铝和三九胃泰提前给小鼠灌胃 其后用不同剂量的产毒

H pylori菌株(NCTC11637)的 CCS灌胃致急性胃黏膜损

伤 然后在显微镜及电镜下观察胃黏膜组织学改变 分别

测定各组胃黏膜损伤积分(EDS) 以评价胃黏膜损伤程度

及药物的预防保护效果.

结果: 产毒H pylori的CCS可以对小鼠胃黏膜产生明显的

损害 包括空泡变性 腺体排列紊乱以及糜烂 溃疡形成

但炎症反应不明显. 在超微结构水平 H pylori的CCS引

起细胞间隙增宽 空泡变性 细胞质肿胀 线粒体及内质

网扩张 微绒毛排列紊乱及脱落 吞噬溶酶体增多等改变.

小剂量毒素引起的损害不如大剂量毒素引起的损害严重.

A B A B A B各组的胃黏膜损

伤积分依次为1.13 0.35 2.25 0.46 3.63 0.52

1.25 0.46 1.75 0.71 1.50 0.53 1.63 0.74;

单纯损伤组( A B)与生理盐水组( 组)比较 胃黏膜

损伤明显(P <0.01); 硫糖铝保护组( A B) 三九胃

泰保护组( A B)与单纯损伤组( A B)比较
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不论小剂量毒素组 还是大剂量毒素组 胃黏膜损伤程

度均减轻 损伤积分均明显下降(P <0.05).

结论: H pylori的细胞毒素对鼠胃黏膜上皮细胞损害起重要

作用 但并不引起明显的炎症反应; 胃黏膜保护剂硫糖铝

和三九胃泰对不同浓度H pylori培养上清液所致的小鼠胃

黏膜损伤有明显的预防和保护作用.

崔梅花, 胡伏莲, 董欣红. 胃黏膜保护剂预防幽门螺杆菌培养上清液所致小鼠

胃黏膜损伤. 世界华人消化杂志  2004;12(2):355-358

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/355.asp

0   引言

幽门螺杆菌(H pylori)与慢性胃炎 消化性溃疡 胃癌

及胃黏膜组织相关性(MALT)淋巴瘤等疾病关系密切[1-15]

其确切的致病机制还不十分清楚. 目前关于H pylori毒

素对胃黏膜的损伤作用已经得到许多学者的关注 而

H pylori毒素对胃黏膜的病理损伤以及胃黏膜保护剂对

H pylori毒素所致的胃黏膜损伤是否有保护作用 目前

研究甚少. 我们研究胃黏膜保护剂硫糖铝和三九胃泰干

预H pylori毒素对Balb/c小鼠胃黏膜的损伤作用如下.

1   材料和方法

1.1 材料  H pylori培养及CCS制备参照Leunk (J Med

Microbiol 1998;26:93-99)[16]的方法. 标准产毒菌NCTC11637

接种于固体培养基上 在37 微需氧条件下培养3-7 d.

用无菌接种环挑取适量H pylori菌落 接种于液体培养

基中 松瓶盖 在CO2培养箱(37 50 mL/L CO2)放置

2 h 然后盖紧瓶口 置于恒温振荡器上(37 140-

150 r/min)培养48-72 h. 液体培养基离心后加等量饱和

硫酸铵溶液沉淀上清 留集沉淀 加入0.1 mol/L PBS稀

释 用0.22 µm的滤膜过滤除菌 分装保存于-70 冰
箱备用. 取固体培养菌落及液体培养沉淀 分别进行革

兰染色 尿素酶试验 过氧化氢试验等 证明无杂菌生

长才留取CCS. 用考马斯亮兰法在紫外分光光度计上测

定H pylori培养上清液的蛋白含量. 硫糖铝(协和药业有

限公司)配置成浓度为48 g/L 相当于600 mg/kg; 三九

胃泰颗粒(由三桠苦 九里香 白芍 生地 木香

等组成 深圳南方制药厂)配置成浓度为60 g/L 相当

于750 mg/kg.

1.2 方法  健康 Balb/c小鼠 (北京大学医学部动物实验

室提供)56 只 质量 20 2 g 随机分为7 组 每组

8只 分别为生理盐水组( ) 单纯损伤组( A B)

硫糖铝保护组( A B) 三九胃泰保护组( A

B) 其中 A 为小剂量毒素组 B 为大剂量毒素组.

所有动物实验前禁食12 h 可自由饮水 然后分别予生

理盐水0.25 mL 硫糖铝(600 mg/kg)或三九胃泰(750 mg/kg)

灌胃 0.5 h后予生理盐水或不同浓度H pylori的CCS

100 µg (0.25 mL) 1000 µg (0.25 mL)灌胃 2次灌胃结
束2 h后进食. 48 h 后将小鼠断颈处死(处死前一晚禁

食) 立即开腹取胃 沿胃大弯侧剪开胃壁 在胃窦

小弯侧剪下1块组织放置于40 g/L甲醛溶液中固定 石

蜡包埋 制成 4-6 µm 厚的切片 采用HE 染色 光
镜下观察胃黏膜的改变. 胃黏膜损伤组织形态学分级

以黏膜损伤积分(EDS)计数[17-18] : 黏膜正常为1分 黏

膜表层细胞受损为2分 损伤累及腺体细胞为3分 黏

膜糜烂 出血或溃疡形成为 4 分. A B

B四组各取1只在胃窦部剪下0.1 cm 0.1cm黏膜组

织块置于20 g/L戊二醛中 制成电镜标本 观察超微

结构改变.

        统计学处理  采用方差分析 P <0.05 表示差异有

显著性.

2   结果

2.1 病理改变  I 组黏膜层 固有层 肌层结构完整连

续 依次排列 腺体排列紧密 极少炎症细胞浸润. 

B组小鼠胃黏膜上皮细胞可见大量的空泡 部分上皮细

胞及腺体排列紊乱 有的腺体结构被完全破坏. 5只发

现糜烂 但炎症细胞浸润不明显 偶见几个单核细胞

其中2 只发现溃疡 2 只在胃黏膜固有层内见到灶性

出血; A组可见部分上皮细胞里有空泡 与大剂量毒

素组比较 空泡数量少 有 1 只发现糜烂 未发现

溃疡 上皮细胞及腺体排列凌乱不明显 炎症细胞浸

润不明显. 药物保护组各层组织排列完整连续 损伤情

况明显较单纯损伤组为轻. A组 B组各层排列整

齐 偶见表层黏膜上皮细胞损伤 未见糜烂 溃疡

出血灶 炎症细胞浸润不明显(图 1).

图1  大剂量毒素损伤组: 溃疡形成, 炎细胞浸润不明显 ×125.

2.2 超微结构的改变  I组小鼠的超微结构可见细胞排列

紧密 细胞器结构完整 未见到变性 微绒毛排列整齐

无脱落 吞噬溶酶体少见 可见到正常的分泌颗粒及黏

液颗粒. A组小鼠的超微结构见细胞排列比较紧密

可见到线粒体及内质网肿胀变性 微绒毛排列紊乱 肿

胀 部分脱落 溶酶体增加; B组小鼠的超微结构可

见到细胞间隙明显增宽 微绒毛稀疏 脱落 线粒

体和内质网高度肿胀扩张 基本结构不清楚 有的形

成空泡 吞噬溶酶体增多. B组小鼠其超微结构基本
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类似于生理盐水组(图2-3).

图2  生理盐水组: 整齐的微绒毛, 细胞之间排列紧密, 正常的细胞器

×10 000.

图 3  大剂量毒素组: 线粒体 粗面内质网肿胀 嵴断裂 ×20 000.

2.3 胃黏膜损伤积分  A B组损伤积分(2.25 0.46

3.63 0.52)均明显高于 组(1.13 0.35)(P <0.01); 硫糖

铝和三九胃泰保护组的损伤积分 不论小剂量毒素处

理组(1.25 0.46 1.50 0.53) 还是大剂量毒素处理组

(1.75 0.71 1.63 0.74) 均低于单纯损伤组(P <0.01

A vs A P <0.05); 而硫糖铝与三九胃泰保护组比

较 不论小剂量毒素处理组 还是大剂量毒素处理组

胃黏膜损伤程度均无明显差异(P >0.05).

3   讨论

幽门螺杆菌(H pylori )的细胞毒素引起了人们的普遍关

注[19-22]. 我们探讨了H pylori的毒力因子-细胞毒素对胃

黏膜的损伤作用及胃黏膜保护剂硫糖铝和三九胃泰颗

粒干预后的影响. 孙兆金 et al [23]应用EDTA抑制尿素酶

活性 产毒株与非产毒株采用同样条件处理后 产毒

株的CCS引起明显的胃黏膜上皮损伤 而非产毒株的

CCS却没有引起相应的损伤 说明胃黏膜上皮损伤是

由H pylori培养上清液里的空泡毒素导致的. 我们[24]曾证

明H pylori细胞毒素可引起胃黏膜细胞 c-met c-myc基

因高表达 从而造成细胞损伤. 我们采用产毒H pylori的

CCS灌服Balb/c 小鼠 观察到黏膜上皮细胞产生了大

量的空泡 腺体结构排列紊乱及黏膜糜烂 溃疡形成.

超微结构发现细胞质肿胀变性 微绒毛排列紊乱 脱

落 细胞间隙增宽 吞噬溶酶体增多等改变 这些损伤

改变与文献[16, 25-26]报道类似. 本结果表明H pylori毒

素可致胃黏膜病理损伤 提示细胞毒素在导致胃部疾

病方面起重要作用.

       胃黏膜损伤的程度依赖于灌服CCS的次数 给小

鼠灌服一次即可引起胃黏膜损伤 若48 h后再灌服一次

可获得更加严重的损伤 口服多次并不能加重胃黏膜损

伤程度[24]. 胃黏膜损伤程度还依赖于灌服的剂量[25] 我

们的研究亦发现大剂量毒素组所引起的鼠胃黏膜损伤

远重于小剂量毒素组. 众所周知 胃黏膜屏障的破坏

黏膜损伤及溃疡形成是由于损害因素与防御因素的失

衡. 胃黏膜的防御因素通常包括黏膜 黏液屏障 黏液

及碳酸氢盐的分泌 黏膜血流 细胞更新 生长抑素

表皮生长因子 前列腺素 氨基己糖 NO 巯基等[27-29].

损害因素则包括了H pylori. 如前所述 H pylori能引起

胃黏膜损伤 诱发胃十二指肠糜烂及溃疡. 如何预防和

保护H pylori所致的胃黏膜损伤就成为目前摆在大家面

前需要研究和解决的问题.

       硫糖铝是传统的胃黏膜保护剂 长期以来作为主

要胃黏膜保护剂广泛用于临床. 三九胃泰颗粒[30-31]是中

药复方制剂 具有消炎止痛 理气健胃等功效. 药效

学研究证明其有消炎 止血 促进胃黏膜上皮修复 纠

正胃肠功能紊乱 促进胃 脑等组织器官蛋白质合成

抑制和黏附胃蛋白酶 促进胸腺核蛋白 胸腺RNA 脾

脏RNA的合成 增强和调节机体免疫功能等作用 因

此三九胃泰也是治疗慢性胃炎的常用药物. 北京地区的

一个多中心研究[32]还显示了 三九胃泰四联疗法 在

治疗消化性溃疡以及根除幽门螺杆菌的作用. 国内作者

报道[33]用三九胃泰能预防或减轻乙醇所致的小鼠急性胃

黏膜损伤. 三九胃泰是否对H pylori毒素所致的胃黏膜

损伤有预防保护作用 目前国内外尚无类似报道. 我们

在此实验中利用三九胃泰对H pylori 浓缩培养上清液造

成的小鼠胃黏膜损伤的保护作用的小鼠模型作了初步

探讨. 其结果发现三九胃泰保护组小鼠胃黏膜各层组织

排列完整连续 损伤情况较单纯损伤组明显减轻 偶见

表层黏膜上皮细胞损伤 未见糜烂 溃疡 出血灶 炎

症细胞浸润不明显 其超微结构也基本正常. 无论小剂

量毒素处理组 还是大剂量毒素处理组其胃黏膜损伤

积分均低于单纯损伤组 差异明显 但与硫糖铝保护组

比较则无明显差异. 结果提示胃黏膜保护剂硫糖铝和三

九胃泰颗粒对H pylori的CCS所致胃黏膜损伤都具有明

显的预防保护作用.
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Abstract
AIM: To evaluate the sensitivity and specificity of pneumocolon
computed tomography (CT) in the detection of colorectal
neoplasms.

METHODS: A total of 100 patients with suspected colorectal
neoplasms underwent both pneumocolon CT and colonoscopy.

RESULTS: On colonoscopy 13 colorectal carcinomas were
detected in 13 patients, and 46 polyps in 24 patients (11
polyps were 1 cm in diameter, 14 were 6-9 mm, and
21 were 5 mm). Pneumocolon CT detected 15 cancers
(included one false positive cancer), but only 16 polyps (9
were 1 cm). This resulted in a sensitivity of 100% (95%
confidence interval (CI) 75-100%) and specificity of 93%
(95% CI 66-100%) for detection of colorectal carcinoma,
and a sensitivity of 93% (95% CI 73-99%) and specificity
of 96% (95% CI 78-100%) for detection of carcinoma and/
or 1 cm polyps. Pneumocolon CT also identified carci-
noma not seen at colonoscopy in one patient, and detected
metastases in 2 colorectal carcinoma patients and
extracolonic carcinoma in one patient.

CONCLUSION: Pneumocolon CT has a high sensitivity and
specificity for detection of colorectal carcinoma and/or 1 cm
colorectal polyps but not for <1 cm colorectal polyps.
Pneumocolon CT may be suitable for initial investigation
of patients with symptoms of colorectal malignancy.

Wang Y, Gong SG, Zhang WG, Chen JH, Zhang LY, Chen JP. Sensitivity
and specificity of pneumocolon CT in detecting colorectal neoplasms.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(2):359-362

摘要

目的: 评价结肠充气CT对检测大肠肿瘤的敏感性和特异性.

方法: 对100例临床怀疑大肠肿瘤的患者进行结肠充气CT

和结肠镜检查.

结果: 结肠镜检测出大肠癌13例 大肠息肉23例 共46

个息肉(11个直径大于或等于1 cm 14个直径在6-9 mm

21个直径 5 mm). 结肠充气CT检测出大肠癌15例(其中

假阳性1例) 大肠息肉16个(9个直径大于或等于1 cm).

结肠充气CT对检测大肠癌的敏感性100% (95%可信区间

(confidence interval CI) (75-100%) 特异性93% (95%

CI66-100%); 对检测大肠癌 直径大于或等于1 cm息肉的

敏感性92% (95% CI73-99%) 特异性96% (95% CI78-

100%). 结肠充气CT 还检测出结肠镜未发现的大肠癌1

例 2例大肠癌患者的远处转移和1例其他肿瘤.

结论: 结肠充气CT对检测大肠癌和直径1cm以上息肉有很

高的敏感性和特异性 但对直径1cm以下息肉检出率低. 对

于临床可疑的大肠癌患者 结肠充气CT可作为检测结肠

癌的初步检查手段.

王毅, 龚水根, 张伟国, 陈金华, 张连阳, 陈金萍. 结肠充气CT对检测大肠肿

瘤的敏感性和特异性. 世界华人消化杂志  2004;12(2):359-362

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/359.asp

0   引言

结肠镜是目前检测大肠肿瘤最准确的方法[1-10] 并能通

过他进行活组织检查和息肉切除[11-14]. 但大肠CT检查无

创伤性 可供观察全段大肠 主要的技术有结肠充气

CT CT结肠造影术和CT仿真结肠镜[2, 15-17]. 结肠充气

CT 较 CT 仿真结肠镜的优势是检查时间短 操作简

便 无需特殊软件来进行三维重建 并能清晰观察CT

仿真结肠镜显示不理想的肠管外软组织结构[18-21]. 我们

评价结肠充气CT对检测大肠肿瘤的敏感性和特异性.

1   材料和方法

1.1 材料  疑有大肠肿瘤的患者100 例 男 63 例 女

37例 平均年龄61(43-82)岁. 临床表现有腹痛47例 便

血41例 排便习惯改变32例 可疑腹部肿块21例 贫

血18例 消瘦16例 钡剂灌肠检查提示结肠异常11例
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和结肠梗阻2例. 具有大肠癌家族史的无症状个体不作

为本研究的对象.

1.2 方法  检查前1 d对患者作清洁肠道准备 扫描前

10 min 静脉内注射盐酸山莨菪碱10 mg 然后向直肠

内插入Foley 管 缓慢地注入空气直到患者有腹胀感

最大用量不超过2 L. 采用Siemen Somatom Plus 4型螺旋

CT机进行检查. 患者于仰卧位 扫描条件: 准直8 mm

螺距1.5 cm 完成扫描后用4 mm间隔重建. 所有患者

均行平扫加增强 增强扫描以3 mL/s 的速度注入造影

剂100 mL. 扫描范围下至耻骨联合 上至膈顶. CT检

查后休息1 h以上 行结肠镜检查. 检查前静脉注射安

定及哌替啶. 设备为Olympus Keymed CF 200-HL结肠镜

及其附件. 操作时做到手法轻柔 合理注气 循腔进

镜 反复钩拉 必要时变换体位 争取较短的时间到达

回盲部. 记录每段结肠(包括右侧结肠 横结肠 左侧

结肠和乙直肠)的异常发现 通过活检钳估计息肉的大

小 或切除息肉术直接测量 并记录检查的完整性和

患者的耐受情况.

         统计学处理 采用NoSA统计分析软件对所得数据进

行 χ2检验.

2   结果

2.1 结肠镜检查  结肠镜检查成功到达盲肠89例(89%)

其中51例表现正常. 11例失败的原因包括肠道准备不

足(6例) 肠管结构复杂(2 例) 肿瘤梗阻(2 例)和患者

不能耐受(1 例) 其中 8例所见肠管无异常发现. 结肠

镜共检出大肠肿瘤36例(36%) 其中13例为侵袭性大

肠癌 46个息肉分布于23例患者中 其中1例合并有

侵袭性大肠癌. 9例大肠癌和37个息肉位于左侧结肠内

或其远端 均在距离肛缘60cm的范围内(表1). 对46个

息肉中的41个进行了病理学检查 40个得到证实 而

1个位于降结肠大小约1 cm的息肉病理学结果为原位腺

癌. 5个息肉未能得到病理学检查 直径均在5 mm以下.

13例大肠癌均得到病理学证实. 另外结肠镜还发现5例

其他异常 包括3例结肠憩室和2例溃疡性结肠炎.

表1  结肠充气CT检测100例患者大肠肿瘤的结果(n)

    息肉直径(mm)       息肉部位
检查方法               癌

           1-5       6-9    10      右      横     左    乙直

结肠充气CT  2           5          9           1       2      4        9         14

结肠镜 21        14          11          5       4     13      24         13

P <0.05, χ2 =7.368息肉直径与检出率相关.

2.2 结肠充气CT检查  结肠充气CT检查100例中 2

例分别是乙状结肠和横结肠 1为乙状结肠和降结肠

另1例为乙状结肠 降结肠和横结肠未得到充盈. 该检

查未发现任何并发症. 结肠镜检测出的36例大肠肿瘤

(13例癌和46个息肉)中 27例(13例大肠癌和14例患

者的16个息肉)于结肠充气CT检查中得到检出(图1 2)

结肠充气 CT 还检测出未被结肠镜发现的升结肠癌 1

例 假阳性乙状结肠癌1例和假阳性息肉2例(直径分

别是7 mm和 6 mm). 1例患者大肠癌与息肉合并发生

结肠充气CT仅检出了大肠癌 而遗漏了1个直径小于

5 mm的息肉. 以结肠镜检查结果作为标准 结肠充气

CT对检测大肠肿瘤总的敏感性49% (95% CI44-63%)

特异性91% (95% CI75-98%). 结肠充气CT诊断大肠肿

瘤15例 其中13例是为结肠镜检出的侵袭性大肠癌

1例为假阳性 1例为结肠镜检查所漏诊. 结肠充气CT

对于检测大肠癌的敏感性100%(95% CI75-100%) 特

异性93% (95% CI66-100%). 对结果进一步分析还发现

随着息肉直径的增加 结肠充气CT对大肠息肉的检出

率明显增大(1-5 mm 2/21; 6-9 mm 5/14; 大于或等于

10 mm 9/11) 并有统计学意义(P <0.05) (表 1). 当越多

直径越小的息肉列入计算 结肠充气CT 对大肠肿瘤

检测的敏感性与特异性也随之而逐渐降低(大肠癌 直

径大于或等于 10 mm 的息肉时 敏感性 92% (95%

CI73-99%) 特异性96% (95% CI78-100%); 大肠癌

直径大于或等于 6 mm 的息肉时 敏感性 71%(95%

CI54-91%) 特异性90% (95% CI74-98%); 大肠癌

所有息肉时 敏感性49% (95% CI44-63%) 特异性

91%(95%CI75-98%)(表 1). 结肠充气CT对大肠息肉的

检出率与其发生部位无关(右结肠 1/5; 横结肠 2/4; 左

结肠 4/13; 乙直肠9/24) (P >0.05). 另外结肠充气CT还

发现6例其他病变 包括脂肪肝3例 大肠癌远处转移

2例(肝转移1例 癌性腹水1例)和可疑胰腺癌1例.

A

B
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图1  盲肠息肉. A: 结肠充气CT清晰显示盲肠内有一1.5 cm息肉; B:
结肠镜显示息肉无蒂 基底宽 边缘光整; C: 腺瘤性息肉HE 20.

图 2  降结肠癌. A: 结肠充气CT显示降结肠浸润型癌, 肠壁显著增厚
管腔狭窄 肿瘤明显强化; B: 结肠镜显示肿瘤边缘不整, 肠管明显狭
窄; C: 腺癌HE 100.

3   讨论

本研究表明 虽然结肠充气CT 对检测大肠肿瘤的总

敏感性较低(49% 95% CI44-63%) 但对大肠癌的检

测却有很高的敏感性和特异性 另外结肠充气CT 还

可提供常规结肠镜不能获得的关于肿瘤局部浸润范围

与远处转移等方面的信息 且不需要特殊的软件 检查

时间也较短. 尽管如此 其影像表现需要谨慎解释

原因是: (1)大肠癌的实际发病率远远低于本研究的计算

结果(14%); (2)要特别注意各种原因造成的假象 如肥

大的结肠袋襞 肠管扩张不够等; (3)尽管本研究得出结

肠充气CT对大检测肠癌100%的敏感性 但是95%可

信区间的下限(75%)不够理想.

         临床上对直径1 cm以上大肠息肉的检测有重要的

意义 因为直径1 cm 以下的息肉 其恶变率较低(大

约1%)[22-25]. 本研究表明 结肠充气CT对息肉的检出

率随其直径的增大而有意义地增高. 我们采用准直8 mm

螺距1.5 mm 重建间隔4 mm 既有效地降低了放射

线剂量 又获得对直径大于或等于10 mm息肉及大肠

癌92%的敏感性 这一数值近似于以往学者采用更小准

直和重建间隔及三维重建的研究结果(敏感性93%)[26-27].

然而也有学者报道CT对直径10 mm以上息肉的检出率

低 Rex et al [28]采用二维和三维CT结肠造影术研究了

46例患者 并对其中17例息肉患者进行了乙状结肠镜

检查 结果表明二维和三维CT结肠造影术对直径1 cm

以上息肉的敏感性分别是29%和50%. Spinzi et al [29]采

用准直5 mm 螺距 2 mm CT 结肠造影术研究 结果

显示对直径1 cm以上息肉的敏感性为58%. 因此根据我

们的结果可以推测 结肠充气CT对10 mm以上息肉的

检测可能优于CT结肠造影术.

        结肠充气CT对直径10 mm以上息肉也有少部分漏

诊 可能是位置邻近直肠内Foley管 结肠内过多的粪

渣和结肠未得到充分扩张. 因此检查前良好的肠道准

备 采用更细的直肠Foley管和力求使结肠各段充分扩

张可提高对10 mm以上大肠息肉的检出率. 必要时可进

一步注气扩张肠管 并重新定位后对部分结肠段进行

二次扫描 降结肠常常是未能扩张的肠段 可采用仰卧

位加俯卧位扫描 尽管这些措施增加了放射线剂量 但

十分必要. 另外三维CT重建也许有助于进一步评价二

维轴位扫描相上难以定性的病变[26-28]. 结肠CT极少有发

现结肠外其他病变的报道 我们采用腹部CT 检查的

标准毫安 可成功地检测结肠及结肠外其他部位的病变

因此改变了部分患者的治疗计划. 另外我们检出的所有大

肠息肉中 80%位于距离肛缘60 cm的大肠内 是可曲

性乙状结肠镜可以到达的范围[30-32] 可以推测将结肠充

气CT与乙状结肠镜联合应用可检出大部分大肠息肉.

        总之 结肠充气CT对检测大肠癌和直径10 mm以

上息肉有很高的敏感性和特异性 但对直径10 mm以

下大肠息肉的检出率低. 另外 结肠充气CT还能够提

供结肠镜不能发现的关于大肠癌分期和大肠外其他病

变等信息 具有重要的临床意义.
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Abstract
AIM: To investigate the alterations of gastrin secretion of
G cells, somatostatin secretion of D cells and the change
of G (D) cells in rat gastric ulcer.

METHODS: An acetic-acid-induced rat gastric ulcer model
was established. The histological structure of rat antral
mucosa and the ultrastructure of mucosal cells were ob-
served generally, through microscope and through electron
microscope. The content of gastrin or somatostatin in se-
rum or in antral tissue was measured via radioimmunoassay.
The shape, number, size of G (D) cells, and the ratio of
number and size of G/D cells were viewed and analyzed
with immunohistochemical technique and image analysis
system. G (D) cells and the secretive gastrin (somatostatin)
granules in G (D) cells were observed through immunoel-
ectron microscope and analyzed in image analysis system.

RESULTS: G (D) cells and the secretive gastrin (somatostatin)
granules in G (D) cells were observed through immunoelectron
microscope successfully. In gastric ulcer rat the secretive
gastrin in G cells increased, the secretive somatostatin in
D cells declined, the number of G cells increases and the
size of G cells declined; both the number and the size of D

cells declined, both the ratio of the number and size of G/D
cells increased, both the content of gastrin in serum and
in antral tissue increased, and both the content of soma-
tostatin in serum and in antral tissue declined.

CONCLUSION: The rat gastric ulcer induces the changes
of G cells and D cells, secretive gastrin in G cells and se-
cretive somatostatin in D cells, as well as the contents of
gastrin and somatostatin.

Sun FP, Song YG, Qin HR. Alterations of gastrin, somatostatin, G and D
cells in rat gastric ulcer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(2):363-366

摘要

目的: 研究胃溃疡对大鼠G细胞分泌胃泌素(D细胞分泌生

长抑素)和对G(D)细胞变化的影响.

方法: 建立冰乙酸性大鼠胃溃疡模型 采用大体 光镜

透射电镜观察胃窦黏膜组织学表现和胃窦黏膜细胞超微结

构表现 采用放射免疫法检测血清和胃窦组织中的胃泌

素 生长抑素含量 采用免疫组化法及定量分析检测G

(D)细胞形态 数目 面积 和G/D 细胞数目 面积比

值 采用免疫电镜及定量分析观察与检测G(D)细胞及G

(D)细胞中的胃泌素(生长抑素)分泌颗粒.

结果: 免疫电镜观察到了G(D)细胞和G(D)细胞中的胃泌素

(生长抑素)分泌颗粒. 大鼠胃溃疡后 G细胞内胃泌素分泌

量增加 D细胞内生长抑素分泌量减少 G细胞数目增加

面积减少 D细胞数目减少 面积减少 G/D 细胞数目

比值和G/D细胞面积比值增加 并且血清 胃窦组织中

胃泌素含量增加 生长抑素含量减少.

结论: 大鼠胃溃疡可引起G D细胞的变化 引起G D

细胞分泌胃泌素 生长抑素的变化 和引起胃泌素 生

长抑素含量的变化.

孙凤蓬, 宋于刚, 覃汉荣. 胃溃疡大鼠胃泌素 生长抑素和GD细胞的变化.
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0   引言

胃肠激素调控着消化道的分泌 运动 吸收 血流

和细胞营养等功能.就溃疡过程与胃肠激素的关系方面

来说 仍有相当多的问题需要加以研究[1-13].  我们循同

步研究的思路 应用冰乙酸性大鼠胃溃疡模型 采用大

体 光镜 透射电镜 放射免疫 免疫组化 免疫电镜

等方法与技术 检测分析了胃溃疡大鼠血清 胃窦组织
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中胃泌素 生长抑素含量的变化 和胃窦组织中胃泌

素分泌细胞(G细胞) 生长抑素分泌细胞(D细胞)在形

态 数量 超微结构等方面的变化 旨在探讨胃溃

疡对胃泌素 生长抑素和G D 细胞变化的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  健康成年  Wistar大鼠14只 体质量240

10 g 购于中山医科大学实验动物中心 合格证号98A018.

大鼠随机分为溃疡组和正常组各7只. 胃泌素放免试剂

盒购自天津千叶公司 生长抑素放免试剂盒购自第二

军医大学神经生物学教研室.牛血清白蛋白 兔抗胃泌

素抗体购自美国Sigma 公司 兔抗生长抑素抗体购自

美国Zymed Laboratories公司 免疫组化SABC试剂盒

10 nm葡萄球菌A蛋白胶体金购自武汉博士德公司.

1.2 方法  溃疡组大鼠以戊巴比妥钠腹腔内麻醉 仰卧固

定 常规消毒皮肤 上腹部皮肤正中切口 打开腹腔找到

鼠胃 以1 mL注射器在胃窦前壁注入冰乙酸0.05 mL

达胃壁肌层与浆膜层之间 将大网膜组织与注射部位

胃窦壁浆膜组织缝合一针 缝合腹膜 腹壁 皮肤 术

后单笼饲养 于4 d处死取材. 正常组大鼠不做任何处

理 饲养4 d后处死取材. 处死取材日的前1 d午餐起

大鼠禁食 但不禁水. 于取材日将各组大鼠麻醉后开腹

开胸 直视下心室内取血4 mL 置于含40 µL 500 u抑
肽酶 60 µL 100 g/L EDTA 的塑料管中混匀 4 离
心 取上清液分装冻存于-20 冰箱备检.分离并解剖

鼠胃 迅速在胃窦溃疡边缘部分剪取数块约0.5 mm

0.5 mm组织 分别置于30 g/L戊二醛液 30 g/L多聚

甲醛-1 g/L戊二醛液中固定.剪取约1 cm 0.5 cm含溃

疡胃窦组织 置40 g/L多聚甲醛液中固定.剪取约0.1 g

胃窦溃疡边缘部分组织 迅速用电子分析天平称重

加热煮沸后放入盛有0.5 mol/L乙酸1 mL的组织匀浆器

中匀浆 再用1 mol/L NaOH 1 mL中和 将组织匀浆

液于4 离心 取上清液分装冻存于-20 冰箱备检.

按常规方法大体观察胃窦. 4%多聚甲醛液固定的胃窦组

织于24 h 后 常规HE染色 光镜观察. 30 g/L 戊二

醛液固定的胃窦组织于24 h后 按常规方法10 g/L锇

酸后固定 梯度丙酮脱水 纵向Spurr 树脂包埋 超

薄切片 铀铅染色 CM10 (荷兰PHILIPS公司)透射电

镜观察.

1.2.1 胃泌素和生长抑素检测  采用放射免疫法(RIA)测

定大鼠血清 胃窦组织匀浆液中胃泌素 生长抑素含

量 加样步骤按照药盒说明书进行 结果经换算后 表

达为血清标本单位ng/L 胃窦组织标本单位pg/g.

1.2.2 免疫组化染色及定量分析  分别采用兔抗胃泌素抗

体 兔抗生长抑素抗体 检测胃窦膜中的G细胞和D细

胞. 按免疫组化SABC法进行常规染色 不使用胰蛋白

酶消化 用微波处理法. 采用Quantimet 500 图像分析

系统(德国Leica公司)对结果进行图像分析. 在标记G细

胞的每张切片上随机选取5个视野 测量G细胞的平

均数目 面积. 取与G细胞相邻的标记D细胞的切片

用上述方法测量D细胞平均数目 面积. 将标记GD细

胞的相邻切片中的G细胞平均数目 面积分别除以D

细胞平均数目 面积 得G/D细胞数目比值和G/D细

胞面积比值.

1.2.3 免疫电镜观察及定量分析  30 g/L多聚甲醛-1 g/L

戊二醛液固定的胃窦组织标本于2 h后 经 10 g/L 锇

酸后固定1 h 梯度丙酮脱水 纵向Spurr 树脂包埋

40 聚合72 h 70-80 nm超薄切片 贴附于镍网上

将溃疡组切片和对照组切片再分别分为胃泌素切片组 生

长抑素切片组 对照切片组3个组. 随后切片置30 mL/L过

氧化氢蚀刻10 min 双蒸水冲洗3次 10 g/L 过碘酸

钠5 min 0.05 mol/L pH7.4 TBS 漂洗 3次 15 g/L 牛

血清白蛋白非特异性阻断黏附30 min. 胃泌素切片组加入

1 80 兔抗胃泌素抗体 生长抑素切片组加入 1 80

兔抗生长抑素抗体 对照切片组加入蒸馏水以代替胃

泌素抗体或生长抑素抗体 温盒中4  24 h 37 

1 h孵育 0.02 mol/L pH7.4 TBS漂洗 1次 15 g/L 牛

血清白蛋白再次非特异性阻断黏附30 min 1 60 葡

萄球菌A蛋白胶体金37 孵育 1h 0.02mol/L pH7.4

TBS漂洗1次 0.05 mol/L pH7.4 TBS漂洗3次 双蒸

水冲洗3次 铀铅复染 CM10透射电镜观察. 分别自

胃泌素切片组切片中和生长抑素切片组切片中随机拍

摄含有金颗粒聚集体的 50 个任意细胞 照片输入

Quantimet 500图像分析系统 测量G细胞内金颗粒聚

集体中的平均金颗粒数目和D细胞内金颗粒聚集体中

的平均金颗粒数目.

        统计学处理  采用SPSS软件8.0版本进行数据统计

处理 计量资料描述方法采用mean±SD表示 对两个
变量之间计量资料的比较进行 t检验.

2   结果

溃疡组胃内容物明显增多 胃窦前壁膜面有一处溃

疡 直径 0.5-0.7cm 溃疡呈圆形 中心颜色苍白

表面覆以灰白色苔膜 底部平坦 边界清楚 周围黏膜

充血 水肿. 正常组胃内容物贮存量适中 胃膜皱襞

明显 膜色淡红 表面无溃疡 无充血 水肿. 光

镜观察见溃疡组胃窦溃疡部位膜腺体正常结构消失

表层为坏死组织 其下肉芽组织增生 并可见中性粒细

胞 单核细胞 巨噬细胞 淋巴细胞等炎性细胞. 溃

疡边缘膜腺体间质充血水肿 可见新生毛细血管和增

生的纤维结缔组织. 正常组胃窦膜结构完整 膜腺体排

列整齐 未见明显的炎性细胞浸润. 透射电镜观察见溃

疡组溃疡边缘胃窦膜黏液细胞胞膜结构模糊不清 线

粒体肿胀 嵴断裂. 壁细胞胞膜破裂 微绒毛消失

线粒体肿胀 内质网扩张 互相离散 细胞内的分泌小

管系统发育不良. 主细胞粗面内质网减少 扩张 酶

原颗粒增大且有融和. 见有数种类型的内分泌细胞. 还见

有细胞质浓缩 细胞核碎裂的坏死细胞 和核染色质
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颗粒状聚集 核质比例降低 出现凋亡小体的凋亡细

胞 以及中性粒细胞 嗜酸粒细胞 肥大细胞 巨噬细

胞等炎性细胞. 正常组胃窦膜黏液细胞 壁细胞 主

细胞的膜结构 线粒体 内质网 分泌颗粒等细胞器未

见明显异常 也见有数种类型的内分泌细胞 未见坏死

细胞 凋亡细胞和各种炎性细胞.

2.1 胃泌素和生长抑素  溃疡组和正常组血清胃泌素含量

胃窦组织胃泌素含量 血清生长抑素含量 胃窦组织生长

抑素含量之间的差异皆具有非常显著意义(P <0.01 表1).

表1  胃泌素和生长抑素, GD细胞数目 面积, 金颗粒聚集体中的金
颗粒数目(n =7, mean±SD)

参数     溃疡组 正常组

血清胃泌素(ng/L)                       396.65±130.09a            146.94±40.68

胃窦胃泌素(pg/g)                     6 734.71±2 286.92a       3 713.52±1 133.27

血清生长抑素(ng/L)                     13.48±4.93a                 45.28±12.14

胃窦生长抑素(pg/g)                    374.05±149.80a         1 358.24±406.82

G细胞数目                                 50.14±6.67a                  33.42±5.50

G细胞面积( 10-6m2)                  86.51±6.64a                 98.77±7.18

D细胞数目                                 10.29±1.60a                  14.57±1.72

D细胞面积( 10-6m2)                    5.62±8.02a                 70.38±11.04

G/D细胞数目比值                        4.89±0.30a                   2.28±0.12

G/D细胞面积比值                        1.57±0.13a                   1.42±0.13

G细胞中金颗粒数目                 121.60±22.79a              107.04±19.68

D细胞中金颗粒数目                   72.92±15.30a                83.36±17.58

aP <0.01, vs正常组.

2.2 免疫组化染色  G 细胞主要分布于胃窦膜的中 下

1/3 偶见于膜上部 其形态呈圆形 椭圆形 梭形

三角形或不规则形 有的G细胞发出细长突起 末端呈

棒状 伸向邻近细胞 有的细胞顶部可达腺腔.D细胞主

要分布于胃窦膜的下1/3 偶见于膜中 上部 其形态

与G细胞相似.溃疡组和正常组的GD细胞数目 面积的

差异皆具有非常显著意义(P <0.01 表 1).

图1  溃疡组大鼠胃窦黏膜G细胞和其胞中的胃泌素颗粒免疫电镜 8 900.

2.3 免疫电镜观察  胃泌素分布在G细胞的胞质中 常

位于基底膜附近 一般可见到呈分叶状的金颗粒聚集

体(图 1). 生长抑素分布在D细胞的胞质中 也常位于

基底膜附近 亦一般可见到呈分叶状的金颗粒聚集体

(图2). 对照切片组中未见到含有金颗粒的细胞.溃疡组和

正常组的G细胞中金颗粒数目和D细胞中金颗粒数目

之间的差异皆具有非常显著意义(P <0.01 表 1).

图2  溃疡组大鼠胃窦黏膜D细胞和其胞中的生长抑素颗粒免疫电镜
6 610.

3   讨论

胃泌素主要由胃窦及小肠上部黏膜的G细胞分泌 中

枢神经系统的延髓迷走神经背核也含有胃泌素. 胃泌素

是胃酸分泌的主要调节激素 在壁细胞 ECL细胞中

有胃泌素受体 胃泌素通过直接刺激壁细胞的胃泌素

受体而刺激壁细胞分泌胃酸 也间接通过ECL细胞的

胃泌素受体刺激ECL细胞释放组胺 组胺再以旁分泌

方式激活壁细胞H2受体而使之泌酸.胃泌素还促进胃肠

道内胃蛋白酶 促胰液素 胰液 胆汁中水和盐的

分泌 促进胰岛素和降钙素的释放. 胃泌素对胃黏膜具

有营养和促增生作用 并具有生长因子样功能 其水

平增高会增加壁细胞和ECL细胞数目 并且与类癌瘤

的发生相关.胃泌素也增加胃肠道的运动 使胃 肠

胆囊的收缩作用加强. 此外 G 细胞是主细胞 ECL

细胞 肠神经丛神经纤维之外的第4个胃内组胺来源.

胃内pH升高 进食 胃内压上升 迷走神经及黏膜神

经丛介导的兴奋可使G细胞分泌胃泌素增加 胃内酸度

增高 生长抑素等其他胃肠激素刺激 交感神经兴奋则

可抑制胃泌素的分泌[14-20]. 生长抑素在体内分布十分广

泛 存在于下丘脑 脑的其他部位 外周神经 胃肠道

等处.在消化系统 生长抑素由D细胞分泌 主要分布于

肠壁神经丛 胃 胰腺. 生长抑素对消化系统的生物学作

用主要是抑制 他可抑制胃 肠 胆囊的蠕动 抑制黏

膜细胞的增生 减少胃肠道壁血流量 抑制胃酸 胃蛋

白酶 肝胆汁 小肠液的分泌 抑制胃泌素等各种胃肠

激素的分泌 减少小肠对水 电解质 葡萄糖 氨基酸

甘油三酯的吸收. 交感神经兴奋和迷走神经兴奋分别抑制

和刺激D细胞对生长抑素的分泌. 胃泌素对胃内生长抑素

分泌具有独特的区域性调节作用 胃泌素可直接作用于

D细胞而刺激生长抑素分泌 在一些物种的胃D细胞中

检出了胃泌素受体. 有研究发现内源性组胺通过对H3受



体的旁分泌作用抑制生长抑素的分泌 还有研究发现

内皮素通过与其受体作用而抑制生长抑素的分泌[21-26].

       消化道中内分泌细胞种类繁多 尽管以常规透射

电镜观察到的不同种类内分泌细胞可按其超微结构

以及按其细胞中内分泌颗粒的数目 位置 大小 形态

致密度等特征加以判别定性 然而就确切标明特定内

分泌细胞的内分泌颗粒中具体分泌的胃肠激素来说

免疫电镜技术以胶体金探针具有的特异性强 分辨率

高 定位准确 定量精确而具有更为重要的意义[27-28].

本实验采用免疫电镜观察到了G(D)细胞和G(D)细胞中

的胃泌素(生长抑素)分泌颗粒 相应地明确判定了G

(D)细胞. 本实验结果表明大鼠胃溃疡后 G细胞内胃

泌素分泌量增加 D细胞内生长抑素分泌量减少 G细

胞数目增加 面积减少 D细胞数目减少 面积减少

G/D细胞数目比值和G/D细胞面积比值增加 并且血

清 胃窦组织中胃泌素含量增加 生长抑素含量减少.

我们认为溃疡大鼠的血清 胃窦组织胃泌素含量增加应

是G细胞数目增加和G细胞中胃泌素分泌量增加的结

果 生长抑素含量减少应是D细胞数目减少和D细胞中

生长抑素分泌量减少的结果. G(D)细胞面积减少则有可能

是G(D)细胞分泌胃泌素(生长抑素)后 G(D)细胞体积相

应缩小的表现 也有可能是胃溃疡对G(D)细胞的影响所

致其体积相应缩小的表现 这有待于进一步研究加以探

讨. G/D细胞比值可作为了解这两种细胞功能相对变化的

指标 正常大鼠胃黏膜中G/D细胞数目和面积的比值是

相对稳定的.本结果表明 溃疡组大鼠G/D细胞数目和G/

D细胞面积比值都较正常组增大 这一方面进一步表明

溃疡引起了G D细胞的变化 另一方面也印证了胃溃

疡后胃泌素分泌的增加和生长抑素分泌的减少.
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Abstract
AIM: To study the protective effects of Angelica sinensis
polysaccharides (ASP) on colon injury in acetic acid-in-
duced rat colitis and its mechanism.

METHODS: The colitis model of rats was produced by
intracolon enema with acetic acid. The experimental ani-
mals were divided into 6 groups: normal, model, 5-ASA
(100 mg/kg), and ASP (250, 500, 1 000 mg/kg), and treated
intracolonically with saline, 5-ASA, and ASP respectively
once a day for 7 days. The colon mucosa damage index
(CMDI) and occult blood test (OBT) were evaluated. The
activities of MPO and SOD, the contents of MDA and NO,
the expression levels of TGF-β and EGF in the colon tissue
were detected. H-E stained section was also observed.

RESULTS: Intracolon enema with ASP decreased the
significanctly elevated extents of CMDI, OBT and levels of
MPO, MDA, and NO in the model group (CMDI: 2.1 0.8,
1.8 0.6, 1.4 0.7 vs 2.9 0.6; OBT: 3.1 1.3, 2.7 1.1
2.2 1.2 vs 3.8 0.8; MPO: 77.2 23.6 , 72.5 16.8,
61.3 19.2 vs 98.1 26.9; MDA: 44.26 10.25, 38.72
14.84, 31.59 12.68 vs 31.59 12.68; NO: 0.252
0.041, 0.223 0.037, 0.217 0.032 vs 0.331 0.092,
P <0.05 or P <0.01), increased the significantly reduced
level of expression of TGF-β and the activity of SOD in the
model group (SOD: 30.16 2.88, 31.27 2.73, 33.52

2.81 vs 28.33 1.17; TGF-β:0.136 0.031, 0.153
0.036, 0.169 0.029 vs 0.105 0.021, P <0.05 or P <0.01),
and also increased significantly the expression of EGF (EGF:
0.178 0.021, 0.195 0.031, 0.191 0.022 vs 0.151
0.026, P <0.05 or P <0.01). The histological changes were
also alleviated with ASP treatment.

CONCLUSION: Enteroclysis with ASP markedly relieve the
colon injury in acetic acid-induced rats colitis, which is
related with promoting growth factors, decreasing oxygen
free radicals and some anti-inflammation effects.

Liu SP, Dong WG, Yu BP, Luo HS, Yu JP, Wu DF. Protective effects of
Angelica sinensis polysaccharides on acetic acid-induced rat colitis.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(2):367-370

摘要

目的:  研究当归多糖对大鼠乙酸性结肠炎损伤的保护作用

及其初步机制.

方法:  建立大鼠乙酸性结肠炎模型. 实验设正常对照组 模

型对照组; 阳性药物对照组(5氨基水杨酸100 mg/kg); 当归

多糖给药组(250  500  1 000 mg/kg) 每天灌肠给药一

次 用药7 d. 评价大鼠结肠黏膜损伤指数(CMDI)及粪便

隐血实验(OBT) 检测结肠组织髓过氧化物酶(MPO)

SOD活性 MDA NO含量和TGF-β EGF表达水平
并作病理组织学观察.

结果: ASP 灌肠明显降低模型组大鼠结肠显著升高的

CMDI OBT评分 MPO活性 MDA NO含量(CMDI:

2.1 0.8 1.8 0.6 1.4 0.7 vs 2.9 0.6; OBT: 3.1

1.3  2.7 1.1 2.2 1.2 vs 3.8 0.8; MPO: 77.2 23.6

72.5 16.8 61.3 19.2 vs 98.1 26.9; MDA: 44.26

10.25 38.72 14.84 31.59 12.68 vs 31.59 12.68;

NO: 0.252 0.041 0.223 0.037 0.217 0.032 vs

0.331 0.092  P <0.05 或 P <0.01) 明显升高模型组大

鼠结肠显著降低的SOD活性与TGF-β表达水平 (SOD:
30.16 2.88 31.27 2.73 33.52 2.81 vs 28.33

1.17; TGF-β: 0.136 0.031 0.153 0.036 0.169
0.029 vs 0.105 0.021 P <0.05或 P <0.01) 亦显著上调

EGF: 表达(EGF: 0.178 0.021 0.195 0.031 0.191

0.022 vs 0.151 0.026  P <0.05或 P <0.01). ASP用药呈

一定量效关系.  SF灌肠亦改善模型组大鼠结肠病理组织学

表现.

结论: ASP灌肠明显缓解乙酸性结肠炎大鼠结肠损伤 机

制与促生长因子 抗氧化和一定的抗炎作用相关.
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0   引言

当归多糖(angelica sinensis polysaccharides ASP)具有调

节免疫 抗肿瘤 抗感染 促进造血等广泛药理作

用[1]. 近年研究发现 ASP体外通过促生长因子合成

上调 c-myc 蛋白表达 升高鸟氨酸脱羧酶活性等作

用 促进大鼠胃上皮细胞增生与迁移 加速其损伤模型

的修复; ASP灌胃明显缓解大鼠实验性胃溃疡损伤 促

进溃疡愈合; ASP可拮抗大鼠胃肠道大量中性粒细胞浸

润引起的炎症损伤; ASP亦能抑制 MDA NO生成 减

少谷光甘肽的清除 表现出抗氧化特性 拮抗CCI4诱

导的大鼠氧化性肝损伤[2-7]. 为探讨ASP对IBD肠组织损

伤是否亦具有缓解保护作用机制 我们建立大鼠乙酸

性结肠炎模型 首次观察ASP灌肠给药对其结肠损伤

程度及氧自由基 生长因子水平的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  健康 Sprague-Dawley 大鼠 雌雄兼用 体

质量250 30 g 由湖北预防医学科学院实验动物中

心提供; ASP由武汉大学人民医院药学部参照文献[5]方

法提取 纯化 所用当归产于甘肃岷县 使用前溶于生

理盐水 高压消毒; 5-ASA原料药 国怡药业有限公司

提供 批号0209477; 分析纯乙酸 上海生化试剂厂产

品; MPO SOD MDA NO 检测试剂盒购于南京建

成生物工程研究所; OB试纸 Tonyar Biotech公司产品;

TGF-β EGF多抗分别购自美国Santa Cruz 和 Zymed
公司; SP试剂盒由北京中山生物技术有限公司提供; 其

余试剂均为国产分析纯.

1.2 方法  参照文献[Gut  1996;39:407-415]制备动物模型

乙醚麻醉固定大鼠 橡胶输液管由肛门轻缓插入结肠

内约8 cm 推入 80 mL/L 乙酸 2 mL 作用 20 s 后

立即注入5 mL生理盐水 冲洗2次. 实验设正常对照

组 模型对照组 阳性药物对照组 ASP给药组 250

500 1 000 mg/kg 每组8只 均灌肠给药 1次 /d

给药时间从制备模型后24 h开始 用药7 d. 正常对照

组及模型对照组均给予等量生理盐水灌肠. 实验完成后

用OB试纸检测粪便隐血实验(OBT) 显色评分标准按

OB试纸说明进行. 处死动物 参照文献[8]评价CMDI

评分标准为: 0 = 无损伤; 1 = 轻度充血 水肿 表面

光滑 无糜烂或溃疡; 2 = 充血水肿 黏膜粗糙呈颗粒

状 有糜烂或肠粘连; 3 = 高度充血水肿 黏膜表面

有坏死及溃疡形成 溃疡最大纵径小于1 cm 肠壁增

厚或表面有坏死及炎症; 4 = 在 3分基础上溃疡最大纵

径大于1 cm 或全肠壁坏死. 在距肛门7-9 cm处取适

量结肠新鲜标本 快速置于液氮中速冻 待测SOD

MDA NO MPO 检测操作按相应试剂盒说明进行;

用 40 mL/L多聚甲醛溶液固定结肠组织标本 常规石

蜡包埋 切片 HE 染色并光镜观察. TGF-β EGF
免疫组化检测步骤严格按试剂盒说明进行 均以非免疫

性山羊血清封闭非特异性抗原 一抗分别为1 100

1 150 的 TGF-β与EGF兔 IgG 多抗 二抗均为生物
素化羊抗兔IgG工作液 以PBS代替一抗做阴性对照

以细胞核蓝色为阴性 胞质内或核膜上呈棕黄色为阳

性. 每张切片选取10个 400倍视野 采用全自动图像

分析仪与HPIAS-2000 图像分析软件 分别扫描记录

阳性细胞的吸光度 A 值 取其平均值 作为此切片

TGF-β EGF 的相对含量.
        统计学处理   数据以mean±SD表示 采用SPSS医
学统计软件处理 两组间均数差异的比较采用 t 检验.

2   结果

2.1 结肠损伤程度和炎症反应  模型组大鼠CMDI OBT

与MPO活性较正常对照显著升高(P <0.01) 不同剂量

ASP灌肠显著降低CMDI 中 大剂量ASP 亦使OBT

评分 MPO活性明显降低(P <0.05或 P <001). 大剂量ASP

改善CMDI OBT作用与100 mg/kg 5-ASA相当(表1). 结

肠标本HE染色亦显示 模型组黏膜高度充血水肿 上

皮溃疡形成 局部见坏死 大量炎性细胞浸润 腺体中

杯状细胞显著减少而大剂量ASP用药组黏膜充血水肿

上皮溃疡坏死明显减轻 炎性细胞浸润亦有所缓解.

表1  ASP对结肠炎大鼠CMDI, OBT的影响 (mean±SD, n =8)

分组        剂量(mg/kg) CMDI(分) OBT(分)          MPO(nkat/g)

正常对照     0 0.0 0.0 0.0 0.0 413 192

模型对照     0 2.9 0.6b 3.8 0.8b          1 635 448b

5-ASA 100 1.6 0.9d 2.6 1.1c             493 180d

ASP 250 2.1 0.8c 3.1 1.3            1 287 393

ASP 500 1.8 0.6d 2.7 1.1c          1 209 280c

ASP           1 000 1.4 0.7d 2.2 1.2d          1 022 320d

bP <0.01, vs 正常对照组; cP <0.05, dP <0.01, vs 模型对照组.

表2  ASP对结肠炎大鼠结肠氧自由基与生长因子的影响(mean±SD, =8)

分别        剂量     SOD         MDA            NO        TGF-β        EGF
     (mg/kg) (ukat/g)     (umol/g)       (mmol/g)  (A 10-3) (A 10-3)

正常对照          0  602 32    9.2 3.8    176 45   146 25  162 23

模型对照         0  472 20b 57.5 12.4b  331 92b 105 21b  151 26

5-ASA          100  548 49d 34.7 9.4d    194 35d   97 27   159 28

ASP         250  503 48   44.3 10.2c  252 41c  136 31c  178 21c

ASP         500  521 46c  38.7 14.8c  223 37d  153 36d  195 31d

ASP              1000  559 47d  31.6 12.7d  217 32d  169 29d  191 22d

bP <0.01, vs正常对照组; cP <0.05, dP <0.01, vs模型对照组.

2.2 结肠氧由基和生长因子  模型组大鼠MDA NO含量

显著升高 TGF-β表达 SOD活性显著降低(P <0.01)
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EGF表达无明显变化 ASP灌肠显著降低MDA NO含

量 升高TGF-β EGF表达水平 SOD活性(P <0.05
或 P <0.01) 而 100 mg/kg 5-ASA 对模型组TGF-β
EGF表达水平无明显影响. ASP用药呈一定量效关系(表2

图 1-4).

图1  TGF-β在模型组大鼠结肠组中的表达SP 400.

图 2  TGF-β在ASP大剂量用药组大鼠结肠组中的表达SP 400.

图 3  EGF在模型组大鼠结肠组中的表达SP 400.

图 4  EGF在ASP大剂量用药组大鼠结肠组中的表达SP 400.

3   讨论

乙酸诱导的大鼠实验性结肠炎是成熟经典的 IBD 模

型 因其发病机制 病理表现与人类IBD相似 常用

于IBD治疗药物的筛选与评价[8-9]. 本研究显示 ASP灌

肠显著减轻模型组大鼠结肠黏膜损伤程度 明显缓解

便血症状 表现出明显的结肠损伤保护作用. MPO活

性是间接反映 IBD炎症程度的重要指标[10] 本研究亦

显示中 大剂量ASP明显降低模型组MPO活性 显示

出一定的抗炎效果 但其作用仍明显弱于100 mg/kg

5-ASA (P <0.01). ASP抗炎机制之一可能为其含有药理

特性类似于肝素的成分 可通过与一系列炎症前化学

激动反应相互作用 产生拮抗炎症效应[4]. IBD肠黏膜

中OFR 水平明显升高 抗氧化系统存在缺陷 大量

OFR 对自身组织产生攻击作用 充当或激活炎性递

质 使结肠炎症损伤进一步加重[11-14]. 过量的弱氧自由

基NO 不仅趋化中性粒细胞和单核细胞 还使血管扩

张 通透性增加 有助于炎症的始动与发展 且可

与超氧阴离子反应生成具有高度细胞毒性的过氧亚硝

酸盐 损伤结肠上皮细胞的功能和结构 破坏肠道黏

膜屏障的完整性[15-18]. 抗氧化剂与抑制NO生成 可有

效缓解IBD结肠损伤[8, 18-19]. 本研究显示模型组大鼠OFR

与NO大量生成 ASP灌肠明显降低MDA NO含量

升高SOD 活性 表现出较强抗OFR 作用 从而缓解

结肠氧化损伤与炎症反应. IBD肠黏膜中iNOS活性显著

升高是NO 大量病理性生成的主要原因[20]. 研究证实

ASP可剂量依赖性抑制iNOS活性[5-6] 这可能是其减少

炎症结肠组织NO含量的机制. ASP通过抗氧化 清除氧

自由基作用 从而抑制氧自由基对IBD重要炎症调控因

子NF-κB的激活 亦可能是其抗炎效应的机制[5, 21-22].
TGF-β  EGF是对多种组织损伤修复和再生具有重要
意义的细胞生长因子 具有相互协同促进作用[23-28]

且均可阻止氧化剂诱导的肠黏膜屏障损伤与功能低下

对肠道黏膜屏障的完整性及功能维持具有重要意义[29-32].

研究证实TGF-β不足可加重IBD肠道损伤 外源性给
予TGF-β  EGF均可明显缓解IBD肠道损伤[33-37]. 本研
究显示模型组大鼠结肠TGF-β水平显著降低 EGF无
明显改变; ASP灌肠显著升高二者表达水平 表明其明

显促进TGF-β EGF 的合成分泌 其促生长因子作
用与新近研究报道相似[2-3] 而5-ASA对二者表达无明

显影响. 结肠组织中显著增加的TGF-β EGF可通过
促多种组织细胞增生 分化 迁移作用 直接加速结肠

上皮细胞 黏膜屏障及血管损伤的修复与再生 并发挥

细胞保护作用 这可能是ASP缓解模型组大鼠结肠损

伤及肠道出血的主要机制.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of Ginkgo biloba extract
(Egb) on cytokine profile produced by splenocytes, colonic
mucosa and serum and to study the main mechanism of
EGb in protection of TNBS-induced ulcerative colitis in rats.

METHODS: A rat ulcerative colitis model was induced by
2.4.6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS). All rats were
divided into four groups: normal, TNBS, TNBS+NS, and
TNBS+EGb. The macroscopical and histological changes
of  the colon were evaluated. The IL-12, IFN-γ and IL-4
produced by splenocytes, colonic mulosal and serum were
analyzed with ELISA.

RESULTS: In TNBS+EGb group, the macroscopical and his-
tological scores were significantly lower than those of TNBS
group (2.83 0.94 vs 5.33 1.50, P <0.01, 1.92 0.67
vs 4.33 0.98, P <0.01). In the TNBS+EGb group, a lower
level of IFN-γ production in splenocytes (60 21.5 vs 125.6
14.6, P <0.01); colonic mucosa (202.8 49.6 vs 431.8
57.6, P <0.01) and serum (8.6 1.4 vs 13.5 1.7, P <0.01)
was noticed as compared with TNBS group. In comparison
with TNBS group, significantly increased IL-4 was noticed
(splenocytes: 11.2 1.3 vs 6.05 1.5, P <0.01; colonic
mucosa: 10.2 1.9 vs 6.9 1.4, P <0.01; serum: 7.9
1.8 vs 4.2 1.1, P <0.01) in TNBS+EGb group. IL-12 pro-
duction by serum in TNBS+EGb group was lower than that
of TNBS group (8.2 2.2 vs 25.8 4.8, P <0.01). The
ratio of IL-12/IL-4 was lower in TNBS+EGb group compared
with TNBS group (serum: 1.13 0.49 vs 6.4 1.8, P <0.01).
The ratio of IL-12/IL-4 was lower than that in TNBS+EGb
group compared with TNBS group (splenocytes:5.2 2.0

vs 21.9 4.9, P <0.01; colonic mucosa: 20.9 7.97 vs
65.9 18, P <0.01; serum: 1.1 0.3 vs 3.4 0.8, P <0.01).

CONCLUSION: TNBS-induced ulceratived colitis is a Th1
type dominant (IL-12 overproduction)murine model; EGb
has protective effects on ulcerative colitis of rat by sup-
presses of increased IL-12 and IFN-γ and maintaines the
balance of helper T cell 1 with helper T cell 2.

Zhou YH, Yu JP, He XF, Yu XQ. Effects of Ginkgo biloba extract on
cytokines in rats with TNBS-induced ulcerative colitis. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(2):371-375

摘要

目的: 观察大鼠实验性溃疡性结肠炎脾淋巴细胞 肠组织

和血清中 细胞因子的表达及达纳康对其的影响 探讨

达纳康对溃疡性结肠炎的保护作用及其机制.

方法: 用三硝基苯磺酸(TNBS)建立大鼠溃疡性结肠炎模型.

将动物随机分为空白对照组 三硝基苯磺酸 三硝基苯

磺酸+生理盐水组 三硝基苯磺酸+达纳康组四组观察肠

道大体形态和组织学改变. 采用ELISA法测定脾细胞 大

肠黏膜及血清中的白介素-12(IL-12) 干扰素 γ (IFN-γ)
和白介素4 (IL-4).

结果: 与三硝基苯磺酸组比较三硝基苯磺酸+达纳康损伤指

数明显下降(2.83 0.94 vs 5.33 1.50 P <0.01 1.92

0.67 vs 4.33 0.98 P <0.01). IFN-γ浓度明显下降. 脾细
胞:  60 21.5 vs 125.6 14.6 P <0.01大肠黏膜: 202.8

49.6 vs 431.8 57.6 P <0.01 血清: 8.6 1.4 vs 13.5

1.7 P <0.01. 与模型组比较TNBS组+EGb组IL-4浓度明

显升高(脾细胞: 11.2 1.3 vs 6.05 1.5 P <0.01 大肠

黏膜: 10.2 1.9 vs 6.9 1.4  <0.01血清: 7.9 1.8 vs

4.2 1.1 <0.01). 血清IL-12浓度明显下降(8.2 2.2 vs

25.8 4.8  <0.01)血清IL-12/IL-4比值下降(1.13 0.49 vs

6.4 1.8 <0.01). IFN-γ/IL-4比值明显下降 (脾细胞: 5.2
2.0 vs  21.9 4.9 P <0.01 大肠黏膜: 20.9 7.97 vs

65.9 18 P <0.01; 血清: 1.1 0.3 vs 3.4 0.8 P <0.01).

结论: TNBS诱导的大鼠UC模型是Th1(IL-12)亚型为主的

免疫应答反应 EGb 通过抑制 IL-12 IFN-γ生成 恢
复Th1/Th2细胞因子的平衡 发挥对溃疡性结肠炎的保护

作用.

周燕红, 于皆平, 何小飞, 余细球. 达纳康对大鼠溃疡性结肠炎细胞因子的影
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0   引言

炎症性肠病 (IBD)包括溃疡性结肠炎(UC)和克罗恩病

(CD). 是病因和发病机制未确定的慢性非特异性胃肠道

炎症性疾病[1-3]. 发病机制复杂 与遗传易感性 免疫

调节紊乱 环境等多因素有关[4]. 越来越多的研究表明

免疫因素是其最基本的发病机制[5]. 近来对细胞因子的研

究对探讨UC的病因 发病机制 治疗具有重要的现

实意义[6-11]. 如促炎性细胞因子与抗炎细胞因子间的平衡

失调被视为IBD的一个重要发病机制[12-13].

       达纳康是银杏叶标准化萃取物 具有消除氧自由

基 增强抗氧酶活性 抑制脂质过氧化 减轻氧自由基

对ATP酶的攻击 解除红细胞聚集作用和拮抗血小板

聚集活化因子 改善微循环等作用[14]. 有可能对大鼠UC

细胞因子有一定影响. 我们用达纳康灌胃来治疗溃疡性

结肠炎 观察其对大鼠UC中细胞因子的影响 探讨

达纳康的免疫药理作用.

1   材料和方法

1.1 材料  SPF级健康 SD大鼠48只(180 20 g). 购于

武汉大学医学院动物中心; 2.4.6-三硝基苯磺酸(TNBS)

(Sigma); EGb为贵州信邦制药股份有限公司生产. SOD

MDA试剂盒购于南京建成生物工程公司. 大鼠 IL-4和

IFN-γ检测试剂盒由晶美生物工程有限公司提供 大
鼠 IL-12检测试剂盒 购自法国 IMMUNDTECH公司.

其他试剂为进口或国产分析纯.

1.2 方法  将 48 只动物随机分为空白对照组(Normal

group) 三硝基苯磺酸组(TNBS group) 三硝基苯磺酸

+生理盐水组(TNBS+NS group)三硝基苯磺酸+达纳康组

(TNBS+EGb group) 4组 空白对照组12只不作任何处

理. 实验组大鼠术前禁食24 h 自由饮水 造模时乙醚

麻醉大鼠后用一直径2.0 mm 长约12 cm的硅胶管由肛

门轻缓插入深约8 cm 三硝基苯磺酸组以含150 mg/kg

TNBS的50%乙醇溶液缓慢推入结肠 诱导UC形成[15].

为确保注入之TNBS能够在大肠内弥散分布 注入后将

大鼠尾巴提起 持续倒置30 s. 三硝基苯磺酸+生理盐水

组12只  TNBS处理同上 同时以2 mL/只的0.9%生

理盐水溶液灌胃 1次 /d. 三硝基苯磺酸+达纳康组12

只 TNBS处理同上 同时给予EGb 用生理盐水配成

1.0 g/kg 灌胃 1次 /d. 三硝基苯磺酸组建立3 wk后处

死动物 三硝基苯磺酸+生理盐水组和三硝基苯磺酸

+达纳康组6 wk后处死动物 取肛门至盲肠段结肠(约

8 cm)沿肠结膜纵轴剪开 冷生理盐水冲洗干净 肉眼

进行大体形态评分. 取肠组织一部分以4.0%多聚甲醛固

定 石蜡包埋 连续切片 HE染色镜下评价炎症和溃疡

结肠组织损伤大体形态和组织学形态评分方法[16-17] : 大体

形态损伤评分指标包括粘连局部充血 溃疡形成及炎

症 按有无 轻 重分别计0 1 2分 溃疡或/和炎

症大于2 cm 病变范围每增加1 cm 计分加1分. 组织

学损伤评分指标包括溃疡炎症肉芽肿 纤维化按有无及

轻重计为0 1 2分 病变深度(达黏膜下层1分 肌层
2分 浆膜层3分) 各项相加得总分.
1.2.1 麻醉大鼠后 腹腔静脉采血4 ml 左右 置无菌
试管中 室温静置自然凝固收缩后 于37 水浴中
孵育20 min 以4 000 r/min离心10 min 分离血清 保
存于-20 冰箱 进行ELISA 检测.
1.2.2处死大鼠后迅即取出脾脏 置于40 µm网目的细
胞筛上用试管将脾脏磨碎 冷PBS冲洗 取100目尼
龙网过滤 至50 ml离心管中 3 000 r/min离心 5 min后
用含10% FBS的RPMI1640 营养液 重复洗涤3次
3 000 r/min 离心 用含10% FBS的RPMI1640营养液
6 ml重悬 用台盼蓝测细胞活性大于95% 调整细胞计
数 1 106/ml 的浓度 于37  5% CO2条件下培养
48 h 取上清液-70 冻存待用.
1.2.3 大鼠处死后即取炎症改变最明显处的结肠组织 (1 g
左右)在 2-5 ml 冰冷的PBS液中除去血液 滤纸拭干
称湿重. 再以PBS液清洗3次后以含10% FBS(灭活小牛
血清)青链霉素(各100 u/ml)的RPMI1640组织培养液清
洗3次接种入48孔培养板中 每孔加入400 µl 培养液
浸没组织块在5% CO2 37 条件下无菌培养48 h 收
集上清液分装4个EP管于-70 保存待用. 采用ELISA
试剂盒检测培养上清液中的 IL-4 IFN-γ的含量 按
照说明书进行操作 用酶标仪(BIO-TCK/USA)进行检测.
       结果判断: 根据标准品不同浓度 A值绘制标准曲
线 通过标本的 A值在标准曲线上查出其浓度 除以
组织湿重 即为该样品的局部细胞因子水平[18-19]

        统计学处理  实验数据以mean±SD表示 采用单因
素方差分析处理 以 P <0.01 为有统计学意义.

2   结果
2.1 肠组织大体形态组织学损伤评分结果  对照组无腹
泻 黏膜光滑无溃疡 腺体排列整齐. 各用药组大鼠在灌
肠后24 h见懒动 厌食 腹泻 多为不成形稀便 可持
续3 wk以上. 3 wk后处死动物 三硝基苯磺酸组和三硝
基苯磺酸+生理盐水组 可见结肠与周围组织粘连伴近
端肠腔扩张 黏膜充血水肿 溃疡形成 肠道于病变部
位出现狭窄 光镜下可见溃疡及炎性渗出物 主要表现
为中性粒细胞浸润 可见数量不等的单个核细胞和嗜酸
性粒细胞 也可见增生的纤维母细胞 且出现黏膜腺体
排列变形. 大体形态评分和组织学评分明显增高(P <0.01)
见表1 图1. 三硝基苯磺酸+达纳康组 可见黏膜充血
水肿较轻 可见正在愈合的溃疡 结肠结构基本正常 大

体形态评分和组织学损伤评分减低(P <0.01)见表1 图2.

表1  各组大鼠大体形态组织学损伤评分(mean±SD)

分组 大体形态评分 组织学评分

Normal 组 0.58 0.51 0.67 0.49

TNBS   组 5.33 1.50b 4.33 0.98b

TNBS + NS组 4.58 1.16b 3.67 0.78b

TNBS + EGb组 2.83 0.94df 1.92 0.67df

bP <0.01, vs Normal; dP <0.01, vs TNBS组; fP <0.01, vs  TNBS+NS组.
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图1  大鼠UC肠组织炎性浸润, 溃疡形成(HE染色200 ).

图 2  大鼠达纳康组溃疡愈合(HE染色200 ).

2.2 IFN-γ浓度  三硝基苯磺酸组和三硝基苯磺酸+生
理盐水组较空白对照组 脾细胞 血清和大肠黏膜

IFN-γ浓度显著升高(P <0.01 表 2). 而三硝基苯磺酸+
达纳康组较三硝基苯磺酸组与三硝基苯磺酸+生理盐

水组血清 脾细胞 大肠黏膜生成 IFN-γ量明显下降
(P <0.01 表 2). 三硝基苯磺酸组与三硝基苯磺酸+生

理盐水组中脾细胞 大肠黏膜 血清 IFN-γ浓度无明
显改变.

表2  大鼠 IFN-γ浓度(pg/ml)的比较(mean±SD)

            脾淋巴细胞      血清    大肠黏膜

Normal 78.7 9 6.08 1.9 195.2 46.5

TNBS            125.6 14.6b 13.5 1.7b 431.8 57.6b

TNBS+NS            107.8 15.9b 10.9 1.7b 385.2 58.4b

TNBS+EGb    60 21.5df 8.6 1.4df 202.8 49.6df

bP <0.01, vs Normal; dP <0.01, vs TNBS组; fP <0.01, vs TNBS+NS组.

2.3 IL-4浓度  三硝基苯磺酸组和三硝基苯磺酸+生理

盐水组较空白对照组 脾细胞 血清和大肠黏膜中较空

白对照组脾细胞 血清和大肠黏膜中IL-4生成呈明显

下降(P <0.01 表 3). 而三硝基苯磺酸+达纳康组较三

硝基苯磺酸组和三硝基苯磺酸+生理盐水组中脾细胞

血清和大肠黏膜中IL-4生成呈明显升高(P <0.01  表3).

三硝基苯磺酸组和三硝基苯磺酸+生理盐水组中脾细

胞 大肠黏膜 血清生成 IL-4 无明显改变.

表3  大鼠 IL-4浓度(pg/ml)的比较(mean±SD)

脾淋巴细胞    血清 大肠黏膜

Normal 14.3 1.6 8.0 1.3 12.6 1.0

TNBS   6.0 1.5b 4.2 1.1b   6.9 1.4b

TNBS+NS   6.8 1.54b 5.8 1.0b   8.0 0.9b

TNBS+EGb 11.2 1.3df 7.9 1.8df 10.2 1.9df

bP <0.01, vs Normal; dP <0.01, vs TNBS组; fP <0.01, vs  TNBS+NS组.

2.4 血清中 IL-12的浓度及血清IL-12/IL-4比值  三硝

基苯磺酸组和三硝基苯磺酸+生理盐水组较空白对照组

中血清中IL-12浓度及 IL-12/IL-4比值增高(P <0.01

表 4)而三硝基苯磺酸+达纳康组较三硝基苯磺酸组与

三硝基苯磺酸+生理盐水组血清中IL-12浓度及IL-12/

IL-4比值明显下降(P <0.01 表 4). 三硝基苯磺酸组与

三硝基苯磺酸+生理盐水组血清中IL-12浓度及IL-12/

IL-4比值无明显改变.

表4  大鼠血清白介素-12浓度(mean±SD)及 IL-12/IL-4比值(mean±SD)

分组             血清 IL-12             IL-12/IL-4

Normal   4.6 0.8   0.6 0.1

TNBS 25.8 4.8b   6.4 1.8b

TNBS+NS 22.9 4.1b 3.97 0.77b

TNBS+EGb   8.2 2.2df 1.13 0.49df

bP <0.01, vs Normal; dP <0.01, vs TNBS组; fP <0.01, vs  TNBS+NS组.

2.5 IFN-γ/IL-4比值  三硝基苯磺酸组和三硝基苯磺酸+
生理盐水组较空白对照组 脾细胞 血清和大肠黏膜

中较空白对照组脾细胞 血清和大肠黏膜中IFN-γ/IL-4
比值明显升高(P <0.01 表 5). 而三硝基苯磺酸+达纳

康组较三硝基苯磺酸组和三硝基苯磺酸+生理盐水组

中脾细胞 血清和大肠黏膜中IFN-γ/IL-4比值明显下降
(P <0.01 表 5). 三硝基苯磺酸组和三硝基苯磺酸+生

理盐水组无明显改变.

表5  IFN-γ/IL-4比值(mean±SD)

脾淋巴细胞  大肠黏膜      血清

Normal   5.6 0.8 15.6 3.9 0.76 0.2

TNBS 21.9 4.9b 65.9 18b   3.4 0.8b

TNBS+NS 16.6 4.9b 49.2 10.6b   1.9 0.4b

TNBS+EGb   5.5 2.0df 20.9 7.97df   1.1 0.3df

bP <0.01, vs Normal; dP <0.01, vs TNBS组; fP <0.01, vs  TNBS+NS组.



3   讨论

达纳康(EGb)具有很强的抗氧自由基 增强抗氧酶

活性的作用. 对心 脑 肾 血管缺血性损伤有明显

的防护作用. 可增强中枢神经系统功能. 可拮抗血小板活

性因子(PAF)(platelet activating factor)达到保肝效果[20-23].

但有关EGb对炎症性肠病疗效的报道较少.

         炎症性肠病的病因和发病机制尚不明确. 随着分子

生物学技术以及基础研究的不断进展 对于T细胞各种

细胞因子的作用 特别是促炎因子与抗炎细胞因子的

研究大大推动了 IBD的发病机制的研究和机应治疗的

进展[24-25]. Th1/Th2的细胞因子水平已为解释一些自身免

疫性疾病提供了很好的模型. 辅助性T细胞根据CD4+细

胞分泌的两类不同细胞因子 分为Th1和Th2细胞 Th1

细胞主要分泌 IL-2 IFN-γ IFN-β 等 而Th2 细
胞主要分泌IL-4 IL-6 IL-10等 Th1/Th2细胞具有

相互拮抗作用 通过阻止另一类细胞的产生成效应功

能的实现来影响Th1/Th2细胞间的平衡 IL-12可通过

NK细胞诱导 IFN-γ的复制 可刺激原初CD4 +T细胞
分化为Th1亚群 相应的 IL-12 和 IFN-γ的产生可控
制Th1及Th2优势的T细胞的发展. 这样有助于Th1分

化优势及对 IL-4 和 IL-10 的控制并提高Th2 的分化.

IFN-γ能促进Th2细胞分化为Th1细胞 影响Th1/Th2
比率 而 IL-4能促进Th0细胞分化为Th1细胞 并抑

制Th1细胞 分沁其系列因子 促进体液免疫应答. Th1

细胞主要介导与细胞和局部炎症有关的免疫应答 参

与细胞免疫而Th2细胞的主要功能为刺激及细胞增生

并产生抗体与体液免疫有关. 机体要处于良好的免疫状

态 应保持Th1/Th平衡 才能使机体不处于免疫抑制

状态. 研究表明Th1/Th2细胞因子在IBD的发病中有重

要的作用 如何调理Th细胞的分化 对临床疾病的治

疗有重大意义[26-32].

        炎症性肠病(IBD)是一类主要累及结 直肠的自身

免疫性疾病 TNBS诱导的大鼠结肠炎组织学改变的许

多特点与人类IBD相似 TNBS诱发结肠炎的确切机制

尚未阐明 可能为TNBS与结肠炎上皮细胞的赖氨酸共

价结合 从而改变表面蛋白质 形成自身抗原 导致一

系列免疫反应所致. TNBS诱导的结肠炎以IL-12驱动的

Th1反应为主. 以IFN-γ升高为标志[33-34]. 抗IL-12治疗可
改善其炎症[35]. 表现为全结肠全层性炎症和溃疡偶见肉

芽肿 炎症持续时间长 便于观察药物疗效等. TNBS模

型广泛用于筛选有治疗 IBD潜力的疗法及研究其作用

机制. 该模型持续时间较长 体现急性炎症向慢性转化

的动态过程并伴以溃疡形成 该模型TNBS价格有限

实验花费不大 简单易行 易于复制 是一种较为理想

的结肠炎动物模型. 故本实验采用三硝基苯磺酸灌肠建

立大鼠溃疡性结肠炎模型 探讨达纳康对溃疡性结肠

炎的保护作用.

       我们应用达纳康治疗部分溃疡性结肠炎 取得较

好的临床疗效. 本实验通过在建立大鼠UC模型的用达

纳康灌胃治疗后 结果TNBS+EGb组大鼠肠黏膜组织大

体形态和组织学评分明显低于单纯TNBS组和TNBS+NS

组. 本研究结果表明 TNBS诱导的实验性大鼠结肠炎

模型的血清病变局部的大肠黏膜 以及脾细胞产生的

IFN-γ升高 IL-12升高 提示Th1细胞功能加强 而
IL-4降低 提示Th2细胞功能下降 IFN-γ/IL-4比值升
高 IL-12/IL-4比值升高 机体Th1/Th2 细胞平衡紊

乱 提示TNBS诱导的实验性大鼠肠炎模型 是以Th1

亚型为主的免疫应答反应[36]. Th1/Th2 平衡遭受破坏是

UC的发病机制之一.

        本研究表明达纳康既可抑制IL-12 IFN-γ (Th1)生
成 又可提高IL-4生成 由此可以推测 达纳康治疗

UC的机制可能与其抑制IL-12 IFN-γ (Th1)生成 恢
复Th1/Th2的细胞因子的平衡有关. 达纳康作为抗UC的

药物具有良好的临床应用前景.
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Abstract
AIM: To explore the relationship between matrix metallopro-
teinase and malignant ascites.

METHODS: A total of 67 patients, 38 male  and 29 female,
including cirrhotic ascites (36 cases), tuberculous ascites
(8 cases) and malignant ascites (23 cases) were collected
and studied in the following experiment. The matrix metallopro-
teinase activity was detected by gelatin zymography.

RESULTS: The activity of matrix metalloproteinase-2 and
matrix metalloproteinase -9 could not be detected in ascites
of hepatic cirrhosis and tuberculous peritonitis but could
be detected in 87.0% and 78.3% of malignant ascites
(n =23) respectively. Furthermore, the activity of MMP-2
was higher than that of MMP-9 (0.01<P =0.022<0.05).

CONCLUSION: The detection of matrix metalloproteinase
activity is useful in differential diagnosis between benign
and malignant ascites. Matrix metalloproteinase may be
related to the formation of malignant ascites.

Sun XM, Dong WG, Yu BP, Luo HS, Yu JP. Matrix metalloproteinase activity
in malignant ascites. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(2):376-378

摘要

目的: 初步探讨基质金属蛋白酶与恶性腹水的关系.

方法: 收集腹水患者67例 男38例 女29例. 肝硬化腹

水36例 结核性腹水8例 恶性腹水23例. 用明胶酶谱

法测定基质金属蛋白酶活性.

结果: 肝硬化腹水 结核性腹水不能检出基质金属蛋白酶-

2 -9(MMP-2 -9)活性 而恶性腹水MMP-2 检出率

为87.0% MMP-9检出率为78.3% 且MMP-2活性高

于MMP-9活性(0.01<P =0.022<0.05).

结论: 基质金属蛋白酶活性检测对于良 恶性腹水的鉴别

诊断有重要价值 他可能与恶性腹水形成有关.
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析. 世界华人消化杂志  2004;12(2):376-378
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0   引言

腹水是一种常见的临床表现 可由多种疾病引起. 不同

疾病引起的腹水 其治疗和预后迥然不同 故良 恶性

腹水的鉴别诊断一直是学者们关注的主要课题. 腹水中找

到肿瘤细胞乃是确诊恶性腹水的一种迅速 可靠 经济

的方法 但由于其受经验 技术条件及细胞数量的限制

对相当数量恶性腹水难以做出定性诊断. 近年来 越来越

多的研究表明 基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinase

MMP) 尤其是基质金属蛋白酶-2 (MMP-2) 和基质金属

蛋白酶-9 (MMP-9) 与多种肿瘤生长 浸润 转移密

切相关[1-5]. 我们通过明胶酶谱法测定各种类型腹水中

MMP 活性 旨在探讨其与恶性腹水的关系 以期为

临床腹水鉴别诊断及恶性腹水的治疗提供重要参考.

1   材料和方法

1.1 材料  2002-07/2003-3武汉大学人民医院 中南医

院 湖北省肿瘤医院住院腹水患者 67 例 男 38 例

平均年龄51岁; 女 29例 平均年龄49岁. 肝硬化腹水

36例 结核性腹水 8例 恶性腹水23例(卵巢癌8例

胃癌6例 结肠癌5例 肝癌2例 胰腺癌1例 原发

性腹膜癌1例). 以上病例均经细胞学检查 病理活检 B

超及CT等确诊. 普通试剂由武汉大学医学院生化教研室

提供. MMP标准品IV型胶原酶为 Invitrogen公司产品.

MMP特异性抑制剂邻菲罗林(1 10-Phenanthroline)购于

上海生物工程技术有限公司. 主要仪器: BIO-RAD 垂直

电泳槽 国产(上海)恒温孵育箱.

1.2 方法  常规腹腔穿刺抽取腹水10 mL 3 000 r/min离

心15 min 取上清液 按每次用量分装后立即置-70

冰箱冻存待测 同时测蛋白浓度.  明胶酶谱法测定



MMP活性[6]: 将标本自-70 冰箱取出后置室温下解

冻 按每泳道70 µg蛋白量处理标本(NS稀释). 取处理
后的标本40 µL加蛋白处理液(100 mmol/L Tris-HCL pH
25 g/L SDS 400 g/L蔗糖 0.5 g/L 溴酚兰)20 µL 置
37 恒温水浴箱孵育40 min. 制备80g/L十二烷基硫酸

钠聚丙酰胺凝胶(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel

electrophoresis SDS-PAGE)为分离胶(含 1 g/L明胶)

上覆50 g/L浓缩胶 取孵育后的标本20 µL上样 20 mA
恒流电泳 溴酚兰刚好逸出时停止电泳. 电泳结束后

将凝胶依次置于洗脱液(25 g/L TritonX-100 50 mmol/L

Tris-HCL 5 mmol/L CaCl2 1 µmol/L ZnCl2 pH 8.3)中
振荡洗脱2次 45 min/次; 漂洗液(不含TritonX-100的洗

脱液)中振荡漂洗2次 20 min/次 以上操作均在4 进

行. 接着 将凝胶置于孵育液中(0.1 mol/L glycine 50 mmol/L

Tris-HCL 5 mmol/L CaCl2 1 µmol/L ZnCL2 0.5 mol/L
NaCL pH 8.3 ) 37 恒温低速振荡孵育60 h. 然后经染

色液(750 mg/L考马斯亮兰 300 mL/L甲醇 100 mL/L乙

酸)染色3 h 用脱色液A B C (浓度分别为甲醇300

200 100 mL/L 乙酸 100 100 50 mL/L)分别脱色

30 min 1 h 2 h 直至显示MMP的蓝色背景上的

负染带透亮清晰. 为证实所检出的负染带为具有活性的

MMP 采用邻菲罗林(1 10-phenanthroline)抑制试验[7].

取各组标本 加2.5 mmol/L 1 10-phenanthroline观察

结果 以鉴定MMP的存在.

    乳酸脱氢酶 腹水细胞学检查 血清综合指标

(AFP CEA CA 系列)由本院检验科及病理科检测.

         统计学处理  用χ2检验及确切概率法进行统计学分析.

2   结果

同一份阳性标本加入1 10-phenanthroline 后 电泳结

果为阴性 说明本实验所检测到的均为MMP (图 1 2) .

用任意等级积分法对恶性腹水MMP活性进行半定量分

析. 等级积分 : 条带弱但可检测到 宽度小于1.0 mm;

1+: 条带清晰可见 宽度1.0-1.5 mm; 2+: 条带清晰且

亮 宽度1.5-3.0 mm. 肝硬化腹水 结核性腹水均未检

出MMP-2 MMP-9 (表 1 图 1A). 恶性腹水MMP-2检

出率为87.0% 活性积分为1+以上占80.0%; MMP-9

检出率为78.3% 活性积分为1+以上占44.4%; MMP-

2活性高于MMP-9活性(0.01<P =0.022<0.05); MMP-2和

MMP-9 活性积分为2+ 各有 3例 均为原发性腹膜癌

1例 卵巢癌2例(表 1 图 2A). 电泳结果还发现 在

36例肝硬化腹水中有6例检出Mr <72 000的MMP 而

在 23 例恶性腹水中则检测出7例 而且在有MMP-2

表达的腹水中 若同时有Mr <72 000的MMP表达时

则该例腹水MMP-2活性明显增强(表 1 图 2A). 在 23

例恶性腹水中 MMP-2阳性20例 阳性率为87.0%

显著高于腹水常规检查(乳酸脱氢酶 腹水细胞学

血清综合指标)(P <0.01); MMP-9阳性18例 阳性率为

78.3% 高于乳酸脱氢酶 腹水细胞学检查(P <0.05)

但与血清综合指标相比 差异无显著性(P >0.05)(表 2).

图1  腹水MMP活性定性SDS-PAGE电泳图. A: 1: Marker; 2, 3: 恶
性腹水; 4: 肝硬化腹水; 5: 结核性腹水. B: 加入MMP抑制剂后, 阳性
标本电泳结果为阴性.

图2  恶性腹水MMP活性定性SDS-PAGE电泳图. A: 1: Marker; 2-7:
恶性腹水(2, 3可见92 000 72 000二条透亮带; 4, 5仅见72 000一条
透亮带; 6除见72 000一条透亮带外, 尚可见<72 000的一条透亮带; 7
仅见一条<72 000的透亮带). B: 加入MMP抑制剂后, 电泳结果为阴性.

表1  不同类型腹水MMP活性检测结果

           MMP-2活性     MMP-9活性
组别                n      Mr <72 000

               1+   2+           1+   2+

肝硬化腹水            36 0     0     0 0      0     0 6

结核性腹水 8 0     0     0 0      0     0 0

恶性腹水            23 4   13     3         10      5     3 7

胃癌 6 1     4     0 3      2     0 2

结肠癌 5 1     2     0 4      1     0 2

肝癌 2 1     1     0 0      1     0 1

胰腺癌 1 0     1     0 0      0     0 0

卵巢癌 8 1     5     2 3      1     2 2

原发性腹膜癌 1 0     0     1 0      0     1 0

表 2  MMP-2 MMP-9与其他检测指标对恶性腹水的检出比较

          MMP-2   MMP-9  LDH腹水 /LDH血清  腹水细胞学  血清综合指标

 (>1为阳性)          (AFP, CEA, CA)

阳性(n)       20         18              10              11           13

阳性率  87.0%   78.3%         43.4%         47.8%              56.5%

3   讨论

肿瘤细胞在侵袭转移过程中必须破坏由细胞间基质和

基底膜组成的细胞外基质(extracellular maxtrix ECM).

在参与破坏ECM的酶类中MMP是主要的直接作用者

而其中MMP-2(Mr 72 000)和MMP-9(Mr 92 000)

又称 IV型胶原酶或明胶酶A和明胶酶B 与肿瘤侵袭

转移的关系最为密切. 因为 IV型胶原酶不但可以酶
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解细胞间基质成分 还能酶解基底膜主要成分IV型胶

原. 许多肿瘤组织 转移灶及肿瘤转移患者血清中 IV

型胶原酶表达明显增强[8-12]. 然而 IV型胶原酶与恶性

腹水的关系 目前国内外研究的还较少[13-14]. 近期 有

研究发现转移性乳腺癌患者尿液中[15-16] 脑肿瘤患者

脑脊液中[17]MMP活性增高. 但是 少见腹水中MMP活

性检测的报道.

       恶性腹水是恶性肿瘤腹膜侵袭和转移的结果 鉴

于MMP 与肿瘤浸润 转移的关联性 可推测恶性腹

水中有望检测到MMP. 本结果显示 肝硬化腹水 结

核性腹水均未检测到MMP-2 和 MMP-9; 恶性腹水

MMP-2检出率为87.0% 显著高于腹水常规检查(P <0.01);

MMP-9 检出率为 78.3% 高于乳酸脱氢酶 腹水细

胞学检查(P <0.05) 这表明 IV型胶原酶可作为良 恶

性腹水的鉴别诊断指标. 同时我们发现 恶性腹水

MMP-2活性高于MMP-9活性(P <0.01) 这可能与不

同组织来源恶性肿瘤MMP-2和MMP-9表达上的差异

有关. 另外 在我们的实验研究中4例原因不明腹水2

例经腹膜活检确诊 1 例为卵巢癌腹腔转移 1 例为

原发性腹膜癌 而这2例MMP-2 MMP-9活性检测

均阳性 且活性积分均在1+以上; 另 2例通过胃镜及结

肠镜分别确诊为胃癌和结肠癌腹腔转移 其MMP-2

MMP-9活性检测也均阳性 但活性较弱. 以上实验结果

提示腹水MMP-2 MMP-9活性在很大程度上反映肿瘤

生物学行为 他的检测对于良 恶性腹水的定性诊断有

重要价值 并有助于判断导致恶性腹水的肿瘤组织来源.

        我们还发现 36例肝硬化腹水中6例检出Mr<72 000

的MMP 而在 23例恶性腹水中则检测出7例. 而且

在有MMP-2 表达的腹水中 若同时有Mr<72 000 的

MMP表达时 则该MMP-2 活性明显增强. 不排除该

MMP为 I型膜型MMP的可能性. 有资料表明 I型膜型

MMP不仅本身具有降解ECM能力 而且能结合并激

活MMP-2[18-19] 该实验结果支持 MT1-MMP结合并

激活MMP-2 的观点. 但其在不同性质腹水中表达的

作用有待深入研究.

        国外文献报道MMP-2在卵巢癌细胞腹膜内入侵中

起明显作用[13]. 另有研究发现基质金属蛋白酶抑制剂可

消退恶性胸腹水[20-22]. 我们发现肝硬化腹水 结核性腹

水均不表达MMP-2和MMP-9; 相反 大部分恶性腹水

有MMP-2 MMP-9较高水平的表达 这些可推测MMP

尤其是MMP-2 MMP-9与恶性腹水形成密切相关 从

而为MMP抑制剂在恶性腹水中的应用提供了临床依据.
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Abstract
AIM: To study the relationship between piwei damp-heat
syndrome and aquaporin 4 (AQP4) from fluid metabolism
in patients with chronic superficial gastritis.

METHODS: A total of 32 patients with chronic superficial
gastritis were composed of 20 cases of piwei damp-heat
syndrome and 12 of pi-qi deficiency syndrome, while 10
cases of healthy people were taken as control. The mucosa
of upper stomach was obtained by gastroscopic biopsy.
The mucosal inflammation was observed and the protein
expression of AQP4 was semiquantitated by the immuno-
histochemistry and image assay system.

RESULTS: The mucosal inflammation of piwei damp-heat
syndrome group was more severe than that of the other
two groups significantly (moderate or severe rate 17/20
vs 6/12, 0/10, P <0.05, P <0.01, respectively), and the
protein expression of AQP4 in piwei damp-heat syndrome
group was also higher than that of the other two groups

significantly (209±59 vs 127±61 and 164±32, P <0.01,
P <0.05, respectively).

CONCLUSION: AQP has a close connection with water
metabolism. The abnormal expression of AQP may be one
of the pathogenesis of piwei damp-heat syndrome.

Zhou Z, Lao SX, Huang ZX, Zhang XJ, Huang LP, Kuang ZS. Relation-
ship between piwei damp-heat syndrome of chronic superficial gastritis
and aquaporin 4 protein expression. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;
12(2):379-381

摘要

目的: 从水液代谢来研究慢性浅表性胃炎脾胃湿热证与

AQP4表达的关系.

方法: 慢性浅表性胃炎患者32例 其中脾胃湿热证20例

脾气虚证12 例; 另10例正常人为对照. 胃镜下取胃体上部

黏膜 观察黏膜炎症情况 免疫组化法 图像分析系统

半定量AQP4的蛋白表达量.

结果:  脾胃湿热证胃黏膜的炎症明显要重于脾虚证和正常

人组(中重度比17/20 vs 6/12 0/10 P <0.05 P <0.01);

脾胃湿热证AQP4蛋白表达量强于脾虚证组(209 59 vs

127 61 P <0.01)和正常人组(vs 164 32 P <0.05);

脾虚证蛋白表达量低于正常人组 但两组无显著性差异

(127 61 vs 164 32 P >0.05).

结论: AQP与水液代谢密切相关 AQP的异常表达可能是

脾胃湿热证的发生机制之一.

周正, 劳绍贤, 黄志新, 张向菊, 黄烈平, 匡忠生. 慢性浅表性胃炎脾胃湿热证

与水通道蛋白4蛋白表达的关系. 世界华人消化杂志  2004;12(2):379-381

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/379.asp

0   引言

中医的脾(胃)是以消化系统为主的多系统的功能综合单

位 包括了消化 水电解质代谢 能量代谢 神经内分

泌等多系统的功能; 近年关于脾实质的研究 证型上集

中在脾虚证的研究 功能上集中在 脾主运化 尤其脾

主运化水谷 的研究 而关于脾胃实证和 脾主运化水

液 的研究较少[1-3]. 现代医学认为[4-11] 水通道蛋白

(aquaporin AQP)是生物膜上特异性转运水的整合蛋白

质 是水通过生物膜的主要方式 其作用是参与调节水

平衡; AQP目前已成功分离出10个亚型 在胃黏膜中
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主要是AQP4的表达. 我们以水液代谢为切入点 研究

脾胃湿热证与AQP4之间的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  慢性浅表性胃炎的诊断标准参照中华医学会

消化病学分会2000年井冈山会议制定的标准(中华消化

杂志 2000;20:199-201) 中医辨证脾胃湿热证和脾气虚

证的诊断标准参照2002年国家药品监督管理局颁布的

中药新药临床研究指导原则  [12] 10 例正常人为本

校学生志愿者 诊断标准为无心 肝 脾 肺 肾

等系疾病 常规实验室检查正常 胃黏膜胃镜征象和病理

组织学基本正常 舌脉正常. 结合症状 体征 胃镜检查

和病理组织学结果 参照上述慢性浅表性胃炎的诊断标

准 所有患者均确诊为慢性浅表性胃炎 病例来源于广州

中医药大学第一附属医院 其中辨证脾胃湿热证者20例

脾气虚证者12例. 所有受试对象均签订知情同意书.

1.2 方法  日本Olympus GIF-240XQ型电子胃镜检查

胃体距EG线 2 cm的大 小弯处分别钳取胃黏膜组织

4块 每块0.5×0.5 cm 大小 组织放入40g/L 多聚甲
醛中固定组织 常规包埋切片 HE染色 3位病理专

科医师在未知诊断 同一设定条件下分析胃黏膜的炎

症程度(轻度 中度 重度)(炎症分级标准参考中华消

化杂志 2000;20:199-201). 组织经包埋切片后 H2O2封

闭 微波法热修复抗原 血清封闭液封闭 分别滴加羊

抗人AQP4的多克隆抗体(美国Santa Cruz 公司) 生物

化兔抗羊二抗(武汉博士德公司)和 SABC DAB显色

苏木素衬染 透明封片. 显微境下观察 北航图像分

析系统3 000进行病理图像分析 以阳染光密度值 ×阳
染面积比值(%)作为观察指标.

        统计学处理  等级资料用Ridit分析和K independent

sample test 计量资料用方差分析.

2   结果

2.1 胃黏膜病变  慢性浅表性胃炎患者胃镜下胃黏膜不

同程度的充血水肿 黏液附着 甚至有少许浅糜烂

灶 显微镜下示炎性细胞和淋巴细胞浸润. 和脾虚证相

比 脾胃湿热证患者胃镜下胃黏膜充血水肿明显 黏液

增多 显微镜下也发现炎性细胞浸润的面积和深度要

严重(P <0.05 表 1).

表1  慢性浅表性胃炎胃黏膜炎症的比较(n)

         胃黏膜炎症分级
分组

              无         轻度      中度 重度

脾胃湿热证 ab 0              3       12                   5

脾虚证 b 0              6          5    1

正常人 9              1          0    0

aP <0.05, vs 脾虚证; bP <0.01, vs 正常人.

2.2 AQP4蛋白的表达  显微下观察 AQP4主要表达

在黏膜固有层中 分布在胃腺主细胞膜和壁细胞膜的

基侧面. 脾胃湿热证组阳染呈深棕黄色 阳染面积比例

大(图 1). 脾虚证组阳染色呈浅棕色 阳染面积小 或

无阳染(图 2 图 3). 正常人组阳染强度中等 阳染面

积也较广(图4). 阳染结果经全自动图像分析后: 脾胃湿

热证AQP4蛋白表达量强于脾虚证组(209 59 vs 127

61 P <0.01)和正常人组(vs 164 32 P <0.05); 脾虚

证蛋白表达量虽低于正常人组 但两组无显著性差异

(127 61 vs 164 32 P >0.05).

图1  脾胃湿热证组AQP4高表达 ×400.

图 2  脾虚证组AQP4低表达 ×400.

图 3  脾虚证组AQP4阴性表达 ×400.

图 4  正常人组AQP4的表达 ×400.
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3   讨论

脾主运化 运化水液 在水液代谢中起着重要作用

可用 化 和 运 来概括:  通过 脾的化 能

够把水谷物的液态成分转化成水液 能够把水液化生

唾 汗 尿 消化液及其他生理性液体; 通过 脾的运

能够把津液和多余的水液转输至肺 肾和全身. 脾主运

化水液的功能健旺 可防止体内水液不正常的停滞 起

到维持体内津液平衡的作用. 如脾(胃)运化水液失常 易

湿浊内生 湿聚化热 这也是脾胃湿热证的基本病机.

可见 脾胃湿热证与 脾主运化水液 水液代谢密切

相关. 近年研究发现 在多种器官组织的细胞膜上存在

着一种整合蛋白质 即水通道蛋白 他能特异性地介导

水转运 是水通过生物膜的主要方式[4-8]. 1988年首次从

哺乳动物红细胞膜上分离AQP1 (J Biol Chem 1988;263:

15634) 目前已成功分离出10个亚型[5, 13-17] AQP家

族成员具有基因序列同源性 有4个外显子和3个内含

子 一个大的外显子编码氨基端分子 三个小的外显子

编码羧基端分子 编码的AQP蛋白分子是4个单体组

成的四聚体结构 每一单体结构相似 具有独立功能.

在消化道已发现有7种AQP亚型 [18-27]; 在人胃体主要是

AQP4表达 且只表达胃底腺主细胞和壁细胞的膜上 功

能是参与胃液的分泌 和/或维持壁细胞的正常容积[9].

AQP4的作用强度可能与以下因素有关: 蛋白表达量 细

胞膜上的排列方式 单位膜面积的分布强度等. 胃黏膜

AQP4表达在主细胞和壁细胞膜的基侧面 在细胞膜的

顶部及黏液上皮细胞未见表达. 脾胃湿热证组AQP4的蛋

白表达要高于正常人组和脾虚证组(P <0.01 P <0.05)

而脾虚证组则低于正常人组(P >0.05); 同时还发现脾胃

湿热证组胃黏膜的炎症程度要重于其他两组(P <0.01

P <0.05).

        脾胃湿热证与水液代谢失衡密切相关. 脾胃湿热证

的炎性介质增加(如组胺 5- 羟色胺) 细胞代谢呈代

偿性亢进状态 胃泌素升高 这些会引起胃黏膜炎症

胃液分泌增加; 我们发现 脾胃湿热证胃黏膜的AQP4

升高 可能会引起组织间隙和微血管的水进入胃腺细

胞或其他细胞 引起局部水平衡紊乱 参与炎症反应.

而脾虚证则有线粒体能量传递低下 胃黏膜分泌功能

障碍 这可能是脾虚证AQP4表达低于脾胃湿热证和正

常人的原因. 脾胃湿热证和脾虚证一实一虚 与水液代

谢失衡都相关 AQP表达也不同 这提示AQP可以用

来研究中医 脾主运化水液 的发生机制.
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Abstract
AIM: To study alterations of mast cells in colon mucosa of
patients with irritable bowel syndrome.

METHODS: Ten healthy volunteers and 20 patients with ir-
ritable bowel syndrome entered in this study. By colonoscopy
biopsies, the mast cells (MC) in mucosa of cecal colon, trans-
verse colon and rectum were stained by immunohistochemistry
and the number of mast cells and percentage of degranulated
mast cells were counted.

RESULTS: MC number increased significantly in the cecum
and transverse colon of diarrhea IBS patients, compared
with controls (P  <0.01 or P <0.05). MC number increased
significantly in the cecum of constipation IBS patients com-
pared with controls (P <0.05). MC number was significantly
increased in the caecum of diarrhea IBS patients than con-
stipation IBS patients (P <0.05). The percentages of
degranulated mast cells in cecal colon, transverse colon
and rectum mucosa of diarrhea IBS patients were signifi-
cantly higher than those in constipation IBS patients and
controls (P <0.01or P <0.05).

CONCLUSION: The mast cells play an important role in
the pathogenesis of irritable bowel syndrome.

Wang J, Liang LX, Zhang ZX, Li GH, Qian W, Hou XH. Alterations of
enteric mucosal mast cells in patients with irritable bowel syndrome.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(2):382-384

摘要

目的: 探讨肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)与

肠黏膜肥大细胞(mast cell, MC)及脱颗粒之间的关系.

方法: 正常人10例和IBS患者20例(腹泻11例 便秘9例).

每例于结肠镜下取盲肠 横结肠和直肠各2块 用免疫组

化方法行MC染色 计算每高倍视野下MC的数量及脱颗

粒MC所占MC总数的比例.

结果: 腹泻组 IBS患者盲肠 横结肠黏膜MC数量显著高

于正常对照组(P <0.01及P <0.05); 直肠黏膜MC数量与正

常对照组无显著差异(P >0.05). 便秘组IBS患者在盲肠黏膜

MC数量显著高于正常对照组(P <0.05) 而横结肠 直肠

黏膜MC数量与正常对照组无显著差异(P >0.05).盲肠腹泻

组IBS患者盲肠MC数量显著高于便秘组(P <0.05) 而在

横结肠及直肠两组之间无显著差异.腹泻型IBS患者盲肠

横结肠 直肠黏膜脱颗粒MC比率显著高于正常对照组

(P <0.05或P <0.01); 便秘组IBS患者盲肠 直肠黏膜脱颗

粒MC比率亦高于正常对照组(P <0.05) 而在横结肠与正

常对照组无显著差异(P >0.05); 各部位肠黏膜腹泻组型IBS

患者脱颗粒MC比率显著高于便秘组.

结论: 肠黏膜肥大细胞可能参与IBS的发病.
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0   引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome IBS)是消化内
科常见的临床症候群[1-4] 其发病机制与精神心理 肠
道运动 内脏感觉等多种因素有关[5-11]. 肥大细胞(mast
cell MC)与胃肠运动 胃肠感觉密切相关[12] IBS 患
者MC数量有改变 提示MC与 IBS有密切的关系[13].然
而大多数IBS患者回肠末端黏膜MC数量显著增多[13-14 ]

但对其脱颗粒的情况报道甚少. 我们对 IBS患者不同部
位的肠黏膜MC数量及脱颗粒MC比率进行了观察 旨

在探讨 IBS患者肠黏膜MC在 IBS发病机制中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  健康志愿者肠黏膜活检标本10例 男5例



女5例 年龄21-48 (30 6)岁. 无消化病史 体检

肠镜 B超等各项检查均正常. 近期无用药史. IBS组20

例 男 9例 女 11 例 年龄 17-56 (33 7)岁. 其中

腹泻型11例 便秘型9例. 诊断参考功能性胃肠疾病罗

马 诊断标准[15]. 以上受检者 每例在结肠镜下取盲

肠 横结肠 直肠黏膜各 2 块.

1.2 方法  肠黏膜组织用10%甲醛固定 梯度酒精脱

水 常规石蜡切片厚6 µm. MC染色采用SABC法 鼠
抗人MC类胰蛋白酶抗体(美国Neomarkers公司) SABC

试剂盒购自武汉博士德公司. 采用免疫组织化学染色

光镜下观察MC脱颗粒者胞膜破裂 有颗粒涌出 细胞

不规则; 未脱颗粒者胞膜完整 胞质均匀. 每张切片随机

选5个高倍视野( 400) 计数MC总数及脱颗粒MC数

MC计数以平均每高倍视野的MC个数表示 脱颗粒MC

比率则以脱颗粒MC数占总MC数的比值表示.

        统计学处理  实验数据以mean±SD表示 采用方差
分析One-Way ANOVA 所有统计均用SPSS 10.0统计软

件包完成 P <0.05为差异有显著意义.

2   结果

所有标本的MC 均染色成功 细胞主要分布于固有层

内 光镜下呈卵圆形或椭圆形 胞质着色呈棕褐色(图1)

部分MC胞膜破裂 周围可见脱落的颗粒(图2) .

图1肠粘膜肥大细胞阳性染色 SABC 200. A:  正常人; B: IBS.

2.1 肠黏膜MC计数  正常组盲肠黏膜MC数高于横结

肠和直肠(P  <0.05); 而横结肠和直肠黏膜MC数无显著

差异.腹泻组IBS患者盲肠和横结肠黏膜MC数量显著高

于正常对照组(P <0.01或 P <0.05); 直肠黏膜MC数量与

正常对照组无显著差异. 便秘组 IBS 患者在盲肠黏膜

MC数量显著高于正常对照组(P <0.05) 而横结肠和直

肠黏膜MC计数与正常对照组无显著差异. 在盲肠黏膜

腹泻组IBS患者MC数量显著高于便秘组(P <0.05) 但

在横结肠及直肠黏膜MC数量无显著性差异(表 1).

图2  肠粘膜肥大细胞脱颗粒阳性染色 SABC 400. A: 正常人; B: IBS.

2.2 肠黏膜脱颗粒MC比率  正常组脱颗粒MC比率在

盲肠 横结肠和直肠黏膜之间无显著性差异. 腹泻型

IBS患者盲肠 横结肠和直肠黏膜脱颗粒MC比率显著高

于正常对照组(P <0.05或 P <0.01); 便秘组IBS患者盲肠和

直肠黏膜脱颗粒MC比率亦高于正常对照组(P <0.05)

而在横结肠与正常对照组无显著差异; 各部位肠黏膜腹

泻组脱颗粒MC比率显著高于便秘组(表1).

表1  IBS 患者大肠黏膜MC和MC脱颗粒计数(mean±SD)

MC           分组       n            盲肠            横结肠              直肠

计数 /5HP     正常组     10       48.0 6.1      41.2 11. 6a    42.0 7.6a

 IBS腹泻组      11       65.6 10.8d    55.7 7.3c      45.2 8.8

              IBS便秘组       9       54.5 5.5ce     48.7 6.7       44.3 10.0

脱颗粒 /%     正常组    10       13.6 6.5         9.5 3.2       10.4 5.5

  IBS腹泻组     11       28.0 7.2d      21.9 6.5c     23. 7 6.7c

               IBS便秘组       9       20. 8 5.9ce     13.9 4.2e       17.7 4.5ce

a P <0.05 vs 盲肠;  cP  <0.05  dP <0.01 vs 正常组;  eP <0.05 vs腹泻组.

3   讨论

IBS 是一组肠功能紊乱综合征 无任何器质性或异常

的生化指标 其病因和发病机制至今还不完全清楚. 可

能与精神心理压力 既往肠道感染 食物过敏症 消化

道运动及内脏感觉异常等因素有关[1-11] . 近年来发现MC
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与 IBS 有密切的关系 但不同部位肠黏膜肥大细胞数

的变化还存在争议. O Sullivan et al [13]发现IBS患者盲

肠的MC数目明显高于对照组 但升结肠 降结肠及

直肠的MC数无显著变化. 李兆申 et al [14]报道IBS患者

回肠末端 回盲部及升结肠MC密度较对照组明显增多,

在同一部位腹泻型IBS患者MC密度较便秘型IBS患者

高. 尽管对 IBS患者肠黏膜MC数量研究不少 然而

对IBS患者肠黏膜MC脱颗粒的情况报道甚少.

        我们发现IBS患者盲肠黏膜MC数量显著高于正常

对照组(P <0.01或P <0.05) 且腹泻组高于便秘组(P <0.05);

腹泻组IBS患者横结肠黏膜MC数量显著高于便秘组及

正常对照组(P <0.05) 而便秘组与正常对照组无显著

性差异; IBS患者直肠黏膜MC数量与正常对照组无显著

性差异. 我们的结果与以往的研究基本一致 但我们观

察到的MC数量多于以往报道 这可能是由于采用了

不同的染色方法和计数方法有关. 以往多采用阿利新兰

甲苯胺蓝等阳离子染色剂 其对黏膜型MC染色效果欠

佳 我们采用鼠抗人MC类胰蛋白酶单克隆抗体进行免

疫组化染色 具有更高的敏感性和特异性.此外 我们

还发现 IBS 患者盲肠 横结肠 直肠黏膜固有层脱颗

粒MC比率显著高于正常对照组(P <0.05或 P <0.01); 且

在同一结肠部位腹泻组高于便秘组 IBS 患者 进一步

说明MC参与IBS的发病.以往研究主要是IBS患者或腹

泻型 IBS 患者肠黏膜MC数变化 而对腹泻组与便秘

组MC 数或脱颗粒MC 比率的比较甚少 本研究发现

同一结肠部位腹泻组与便秘组IBS患者脱颗粒MC比率

存在差异 可能与以往肠道感染 食物过敏或不耐受

及神经机制等因素有关; 不同部位MC也有差异 机制

不明,可能与IBS患者肠道吸收 分泌及动力失调的病

理生理机制和神经机制以及MC夫人异质性分布内含递

质的生理功能差异有关,还有待于深入研究.

        IBS患者肠黏膜MC数量及脱颗粒比率增多 原因

不明 可能与以下因素有关: (1)某些感染因素[15-17] : 导

致 IBS 患者消化道运动及感觉的异常; (2)食物过敏 不

耐受: Locke et al [18]报道 约25%的被调查者诉有食物

过敏史 其患IBS的危险性增加; (3)精神心理因素: 心理

压力能诱导消化道的MC脱颗粒. 在 IBS患者常见的因

束缚应激引起的结肠动力紊乱可能通过CRF依赖性机制

和/或神经紧张素介导MC脱颗粒来实现的. MC脱颗粒释

放的各种递质能引起肠动力异常和内脏感觉阈值下降. 总

之 IBS的发病与患者大肠黏膜的MC有关 尤其是MC

脱颗粒 在IBS的病理生理机制中可能起重要作用.
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Abstract
AIM: To study MR features of the regenerative nodule (RN)
and dysplastic nodule (DN) in the cirrhotic liver.

METHODS: MRI was performed in 26 cases of suspected
cirrhotic liver with RN and DN. Additional enhanced MRI
with administration of Gd-DTPA on T1WI was performed in 18
of 26 cases. Meanwhile in 10 of 18 both Gd-DTPA and SPIO
(Feridex) enhancement were underwent one day apart. All
patients were confirmed by aspiration biopsy or histopathology.
MRI was compared to the pathological findings.

RESULTS: In 26 cases, there were 12 cases of regenerative
nodules measuring 0.3-1cm in size, and 14 dysplastic nod-
ules including 8 nodules measuring 1 cm and <3 cm in
size, and 6 nodules measuring 3 cm. Their MR appear-
ances were as followings: nodules with <1 cm in size
showed isointensity on T1WI and hypointensity on T2WI, of
which the intensity was as isointense as the surrounding
hepatic parenchyma on enhanced MRI with administration
of Gd-DTPA or SPIO. In 8 cases with nodules measuring
1-3 cm in size, 5 cases appeared hyperintense on T1WI
and hypointense on T2WI as well as the enhancement as
that of nodules with <1 cm in size; the other 3 cases ap-
peared hypointense on T1WI and hyperintense on T2WI,
and were enhanced after administration of Gd-DTPA but
hyperintense on SPIO enhancing MRI, which indicated
malignant transformation of dysplastic nodule into hepa-
tocellular carcinoma (HCC) arising from hepatic nodule on
histopathology. In 6 cases of nodules measuring >3 cm in
size, 2 cases appeared hyperintense compared to the sur-
rounding hepatic parenchyma on T1, T2WI and enhanced

MRI, one of which was documented “nodule within a nod-
ule” on T2WI. The 2 cases were demonstrated well-dif-
ferentiated HCC. The other 4 cases showed hyperintense
on T1WI, and hypointense on T2WI and enhanced MRI.
Sometimes, normal vessels were seen to pass through
the surface of macroregenerative nodule. Additionally, RN
and DN had the same pattern of the time-signal intensity
course as the normal surrounding hepatic parenchyma,
but malignant transformation of DN appeared fast wash-in
and wash-out.

CONCLUSION: RN of cirrhosis has features on MRI that
usually allow distinction from HCC but not always from
DN. A helpful distinction between HCC and DN is that the
latter is almost never hyperintense on T2WI. Additionally,
the followings indicate malignant transformation of DN when
DN appears a ring like enhancement after injection of Gd-DTPA,
and fast wash-in and wash-out as well as hyperintensity
on SPIO enhanced MRI.

Xu HB, Kong XQ, Xiong Y, Feng GS. MRI features of regenerative and
dysplastic nodules in cirrhotic liver. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;
12(2):385-389

摘要

目的: 研究肝硬化再生结节和退变结节的MRI特点并以此

鉴别二者及肝细胞癌(HCC).

方法: 前瞻性地研究了26例肝硬化再生结节和退变结节的

MRI表现. 对26例临床疑为肝硬化的患者做了平扫MRI

其中18例还做了Gd-DTPA增强MRI  10例同时做了超

顺磁性氧化铁(菲立磁 Feridex)增强MRI. 所有患者经穿刺

或手术病理及临床影像追踪观察证实.并将MRI表现与病理

对照分析.

结果: 26例中再生结节(RN)12例 病灶直径在0.3-1 cm;

退变结节(DN)14例 其中8例病灶在1-3 cm 6例病灶

大于3 cm. MRI表现: 12例RN均在T1WI呈等稍高信号和

T2WI等低信号 Gd-DTPA和菲立磁增强与正常肝实质呈

同步强化. 14例DN的MRI表现: 5例1-3 cm结节在T1WI

呈高信号和T2WI低信号  Gd-DTPA和菲立磁增强与正常

肝实质呈同步强化; 另 3例1-3 cm结节病灶在T1WI呈等

信号 T2WI呈高信号 在Gd-DTPA增强MRI上 早期

呈明显强化 延迟扫描可见环行强化带 在菲立磁增强呈

高信号提示恶变 病理上可见肝癌细胞. 6例大于3 cm的

结节中2例在T1WI T2WI 均呈等高信号 菲立磁增强

MRI呈高信号 Gd-DTPA增强MRI示巨大结节较周邻正

常肝组织信号高 其中1例还可见 结中结 征 病理上

呈分化较好的HCC; 另4例大于3 cm的结节在T1WI呈高
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信号 T2WI呈低信号 菲立磁强化呈低信号 Gd-DTPA

增强巨大结节无强化 较周邻正常肝组织信号低 有时可见

血管经过巨大结节表面. 此外  Gd-DTPA增强的时间信号强

度曲线显示: RN和良性DN与周邻正常肝组织表型近似 呈

缓进缓出; DN恶变时 呈快进快出表型 与正常肝组织不同.

结论: 肝硬化再生结节(RN)在MRI 上能较好地与HCC鉴

别 但较难区别于良性退变结节(DN). 良性退变结节在

T2WI不呈高信号  以此区别HCC.此外 退变结节在Gd-

DTPA增强上出现环行包膜强化  时间信号强度曲线呈快进

快出表型 菲立磁增强上T2WI 呈高信号 提示有恶变.
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0   引言

肝硬化结节可由良性再生结节(regenerative nodule  RN)

到癌前病变的退变结节(dysplastic nodule  DN)以及进一

步演变成肝细胞癌[1-2]. 因而对上述结节的早期发现

早期诊断以及追踪评估无疑对治疗方案的制订和预后

的改善 评估具有重要意义. 有关肝硬化结节的不同影

像表现已有国内外报道[3-12] 但认为超声对肝硬化内的

小结节灶定性不可靠 同时认为尽管CT和MR有利于

肝硬化患者肝内局灶结节的检测和定性诊断 但所用

的CT和MR成像技术对这些肝内结节灶仍不敏感或鉴

别癌前病变与肝细胞癌仍有疑问[13-16] 且未对RN和癌

前病变的DN在MRI 上的表现进行描述和鉴别. 目前

MR无疑是对慢性肝病检测最有效的影像方法 信号强

度和形态变化有利于MRI对慢性肝病的诊断和不同病

因的鉴别及病变程度分级或分期 并且现有的快速

MRI 扫描序列能提供动态增强评估有利于提高局灶病

变的定性诊断 包括对RN 癌前病变的DN和小的肝

细胞癌的鉴别成为可能[17-18]. 我们通过不同的磁共振成

像序列结合使用不同的磁共振对比剂寻找二者MRI的

特点以此鉴别二者及HCC.

1   材料和方法

1.1 材料  前瞻性地研究了26例肝硬化再生结节和退变

结节的MRI表现. 对 26例临床疑为肝硬化的患者做了

平扫MRI  其中18例还做了Gd-DTPA增强MRI  10

例同时做了超顺磁性氧化铁(菲立磁 Feridex)增强MRI.

所有患者经穿刺或手术病理及临床影像追踪观察证实.

1.2 方法  所有患者均用德国西门子超导1.5T MR仪(mag-

netom-vision siemens erlangen germany)和体部相控

阵(phase-array)线圈进行肝脏扫描. T1WI采用梯度回波同

反相位序列  T2WI采用HASTE和T2* EPI及T2* FLASH

小角度小于45o序列. 层厚6-8 mm 间距1-2 mm. 进行

超顺磁性氧化铁(菲立磁 Feridex)增强MRI的方法为: 剂

量0.56 mg Fe/kg 相当于0.05 mL/kg菲立磁 50 g/L葡

萄糖稀释后经过特制5 µm孔径的过滤器静脉滴注 2-
4 mL/min 全程不少于30 min 注射菲立磁后30 min

1 h 3 h 6 h重复T2WI及T2*序列扫描. Gd-DTPA动

态增强MRI的方法为: 剂量0.2 mmol/kg 经肘前静脉以

3 mL/s速度团注连续MRI扫描延至5 min; 然后取同层面

肝硬化结节 正常肝组织 腹主动脉和脾组织兴趣区

(ROI)作Gd-DTPA动态增强的时间信号强度曲线.图像分

析由2名有经验高年资医师执行并与病理结果对照分析.

2   结果

2.1 影像和病理表现  26例中再生结节(RN)12例 病灶

直径在0.3-1 cm 病理上呈局灶性增生的肝实质小岛;

退变结节(DN)14例 其中8例病灶在1-3 cm 6例病

灶大于3 cm. 病理上 低度(low grade)DN含有肝细胞

轻度异常 无结节或细胞异型性 但含有大量细胞发

育不良; 高度(high grade)DN含有局灶或广泛结构异常或

细胞异型性. MRI表现: 12例RN病灶均在T1WI呈等稍

高信号和T2WI等低信号 Gd-DTPA和菲立磁增强与

正常肝实质呈同步强化. 14例DN的MRI表现: 5例 1-

3 cm结节在T1WI呈高信号和T2WI低信号(图 1)  Gd-

DTPA和菲立磁增强与正常肝实质呈同步强化; 另 3例

1-3 cm结节病灶在T1WI呈等信号 在T2WI呈高信号

在Gd-DTPA增强MRI上 早期呈明显强化 延迟扫描

可见环行强化带(图2) 其时间信号强度曲线亦与正常

肝组织曲线表现不同  此外在菲立磁增强T2WI中呈高

信号提示恶变 病理显示为产生于肝结节灶上的肝细

胞癌.6例大于3cm的结节中2例在T1WI T2WI均呈等

高信号 菲立磁增强MRI呈高信号 Gd-DTPA增强MRI

示巨大结节较周邻正常肝组织信号高 其中1例还可见

结中结 征(图3) 病理上呈分化较好的HCC; 另 4例

大于3 cm的结节在T1WI呈高信号 在T2WI呈低信号

菲立磁强化呈低信号 Gd-DTPA增强巨大结节无强化

较周邻正常肝组织信号低 有时可见血管经过巨大结

节表面(图4).

2.2 Gd-DTPA增强的时间信号强度曲线表型  RN和良

性DN与周邻正常肝组织曲线表型近似 呈缓进缓出;

DN 恶变时 其时间信号强度曲线呈快进快出表现

与正常肝组织曲线表型不同(图5).

A
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图1  女, 25岁肝内多个巨大退变结节. A: T1WI肝左右叶多个高信号
巨大结节影. B: T2WI低信号.

图2  男, 50岁肝硬化患者, 肝右叶后上段(VII 段)一退变结节(>1 cm)恶

变. A: T1WI肝右叶后上段(VII 段)一大于1 cm等信号结节影(箭), 突向

肝外. B:T2WI此结节呈高信号影,约2 cm ×2.8 cm. C: Gd-DTPA增强
T1WI显示此结节较周邻其他结节及肝组织明显强化(箭),结节周边可见

环状高信号强化带.

图 3  女, 69 岁肝硬化患者, 肝左外叶一4 cm × 3.2 cm退变结节呈
结中结 征. A: T1WI显示肝左外叶 II/III 段一4 cm × 3.2 cm高低混
杂信号大结节影,其内还可见一1 cm × 1 cm低信号小结节影.此外,在
肝右叶前下段(V 段)还可见一1.8 cm × 1.5 cm稍高信号退变结节影.
B: T2WI显示大结节呈高信号,其内小结节呈低信号,小结节内还可见点

状高信号影(箭), 形成 结中结 征.而肝右叶前下段(V段)的结节与周

邻肝组织信号相近. C: 菲立磁增强T2*WI 显示大结节仍呈 结中结

征(箭),而肝右叶前下段(V 段)的结节与周邻肝组织均呈低信号.

B

A

B

C

A

B

C

A



图4  男, 62岁, 肝右叶后下段(VI 段)一3 cm × 4 cm巨大退变结节. A:
T1WI显示肝右叶后下段一高信号结节影, 其内可见条状低信号血管通
过. B: 轴位T2WI显示此结节呈低信号. C: Gd-DTPA增强MRI示此结
节无明显强化, 其信号与周邻肝组织呈等信号.其内可见条状高信号的
强化血管影, 与平扫T1WI所见对应一致.

图5  患者同图2. 取同层面腹主动脉(1) 肝硬化结节; (2) 脾组织; 和(3)
正常肝组织; (4)兴趣区(ROI)作时间信号强度曲线. 显示其时间信号强
度曲线呈快进快出表现, 与正常肝组织曲线表现不一样, 提示有恶变.

3   讨论

HCC影像诊断较复杂 其主要原因是影像表现多样化

并常与再生结节(RN)和退变结节(DN)共存. 目前对HCC

有效治疗方法有手术切除 肝移植 局部抑制切除治

疗(focal ablation therapy) 但这取决于HCC的早期诊断
[14].对影像学而言关键任务是首先能早期发现可疑病

变 然后是能鉴别良性结节 良恶性临界结节和恶性结

节.对有高风险癌变的肝硬化患者采用超声和甲胎蛋白

(AFP)检查筛选是有益的 但对小HCC与良性或退变结

节的鉴别却不可靠[17].

        本研究显示再生结节(RN)在 T1WI呈等高信号 在

T2WI呈等低信号 与Koslow et al [19]报道不完全一致

即RN常在T1WI和T2WI呈等高信号 较少在T1WI呈

稍高信号和T2WI呈低信号. 这可能与本研究显示的小于

0.3 cm RN病例少有关. RN 之所以在T2WI上呈低信号

可能与含铁血黄色素沉着或其周围的纤维间隔有关[20].

含铁血黄色素能有效缩短T 2 降低T 2信号 纤维间

隔则由于炎性反应或扩张的血管使含水量增加而形成

小环形或网状高信号影 从而使RN呈相对低信号[21].

退变结节(DN)可分为低度(low-grade)和高度(high-grade)

两型 后者被认为是一种癌前或临界病变[ 22-24 ] 在

15-25%的肝硬化患者中发现此结节[22]. DN在显微镜下

呈嗜碱胞质增多 核和核仁增大 有时可见微腺泡形成

和纤维间隔内肝细胞增生 但这些变化不足以诊断

HCC[25]. 当 DN中含有HCC结节灶时 其倍增时间小于

3 mo 并且癌灶仅在显微镜下可见时 无论在活体或

离体组织标本上MRI常难以检测到[26]. DN在MRI T1WI

呈高或等信号 在T2WI呈等或低信号 这两种信号结

合考虑可作为DN 的特征性表现.但此信号特征与小

HCC(小于2 cm) 有重叠或相似[27]. 二者常表现出T1WI上

呈高信号 T2WI呈低信号. 而肝细胞癌在T2WI呈稍高

信号为其特征性表现 故HCC与DN区别在于: DN几

乎在T2WI不呈高信号 也不含有真正包膜. DN未恶变

时 本研究显示与RN在平扫和Gd-DTPA或菲立磁增

强MRI上信号强度变化一致  亦与周邻正常肝组织一

致 并且铁质沉着的RN (siderotic regenerative nodule)与

铁质沉着的DN(siderotic dysplastic nodule)亦难以鉴别[28].

但通过Gd-DTPA 或菲立磁增强可帮助区别DN 与小

HCC 并且Gd-DTPA 增强MRI 在显示恶性肝肿瘤病

变优于菲立磁增强 尤其是肝硬化患者[29-34]. 本研究中

有2例大于3 cm的结节在T1WI T2WI均呈等高信号

常被认为胶样囊肿或退变结节囊变 经菲立磁增强

MRI 呈高信号 Gd-DTPA 增强MRI 示巨大结节较周

邻正常肝组织信号高 病检显示为分化较好的HCC.

同样另3例 1-3 cm DN提示有恶变 最后得到病理证

实 也显示在Gd-DTPA 增强MRI 上  DN 呈明显强

化 并有环行强化带提示有包膜形成 其时间信号强

度曲线亦呈快进快出表现 提示DN的动脉血供发生

变化 与Krinsky et al [35]报道的病理结果一致 即低

度铁质沉着的DN不成对的动脉明显较铁质沉着的RN

多. 另一方面 当癌灶增大时 出现典型的MRI 结

中结 征象 即在T2WI 上显示低信号结节中出现高

388                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 2月 15 日  第 12 卷  第 2 期

B

C

A

B

2
4

1

3

1 010
900
800
700
600
500
400
300
200
100

0

399                                                  524

1

3 4

2



信号灶. 此时即使血液检查(甲胎蛋白)或细胞学穿刺检查

呈阴性 也应采取及时治疗或追踪观察. Kaji et al 报道

即使对高度DN 切除后 对这些患者随访观察发现其

HCC发生的危险性仍较高. 这提示对高度DN积极治疗

的患者还应注意随访观察. 此外 最近Shimizu et al 对

208例肝硬化或慢性肝炎患者小于2 cm的肝结节病灶进

行系列动态增强MRI检查 发现首次检查时结节灶在

动脉期有强化 但间隔至少12 mo后动态增强MRI复

查显示这些病灶无间隔生长 有的反而消失 并认为

尽管这些病灶呈圆形或卵圆形 但常为假病灶

(pseudolesion)而不是HCC. 由此说明 对肝硬化内结节

病变 尤其是RN和DN一定要随访动态观察.
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乙型肝炎病毒和丙型肝炎病毒对肝细胞信号转导的影响
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编者按  乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)感染肝细胞之后 肝炎病毒蛋白的表达对与

肝细胞中正常的信号转导通路产生显著的影响. 肝炎病毒蛋白对于肝细胞信号转导的影响 势

必影响肝细胞的细胞周期 细胞凋亡 细胞生长以及细胞的恶性转化等环节. 因为这些细胞

的基本的生命活动现象 都与细胞正常的信号转导有关. 肝炎病毒蛋白对肝细胞信号调节的影

响 一方面通过蛋白-蛋白之间的相互作用而实现 另一方面也通过对肝细胞基因表达谱的

影响而实现. 因此 利用现代分子生物学技术 对肝炎病毒蛋白结合的蛋白基因进行研究

利用基因差异表达技术对肝炎病毒蛋白反式调节的靶基因进行筛选 阐明肝炎病毒蛋白表达

时 能够上调和下调的靶基因类型 对于深入研究肝细胞获得肝炎病毒基因表达之后信号转

导途径具有十分重要的意义.

        中国人民解放军第302医院传染病研究所基因治疗研究中心 在内科传染病学专业博士生

导师 生物化学与分子生物学专业博士生导师成军博士 教授 主任医师的领导下 建立了筛

选肝炎病毒调节基因结合蛋白的酵母单杂交技术 筛选肝炎病毒蛋白 肝细胞蛋白的结合蛋白

的酵母双杂交技术 筛选肝炎病毒蛋白反式调节肝细胞基因的抑制性消减杂交和表达谱基因芯

片研究技术等 系统研究肝炎病毒与肝细胞相互作用的分子生物学机制 并有新的发现. 本专

题研究中所发表的这些重要文章 对于进一步深入探索和研究肝炎病毒对肝细胞正常信号转导

的影响 将产生重要推动作用.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)是嗜肝DNA 病毒的一种 HBV

DNA的长度为3.2 kb 具有 4个开放读码框架(ORF)

分别编码HBV的表面抗原蛋白 核心 /e抗原蛋白 X

蛋白以及HBV DNA聚合酶(HBV DNA P)[1]. HBV DNA P

基因在ORF中最长 并且与C S X基因区有重叠

其编码的P蛋白含有3个功能域和1个无意义的隔离片

(spacer SP) 排列顺序为N- 末端蛋白(TP) 隔离

片 RT/DNA聚合酶和RNase H. 由于受到不能从病毒

体直接纯化和在不同的系统中表达有活性酶的限制

目前对聚合酶及其所编码的各个功能区域蛋白质的功

能的认识还不是很清楚.

1   末端蛋白的结构和功能

HBV DNA P 基因编码TP RT RNase H 和隔离片

各区段分别在2 307-2 840 nt 133-1 128 nt 1 129-

1 621 nt和2 841-0-132 nt [2]. Li et al 在T7噬菌体启动子

的调控下构建HBV聚合酶cDNA并在兔的网状细胞裂

解液中表达 组成一对转录翻译系统. 在指定位点的突

变中进一步证实重组聚合酶cDNA产生3种产物: 全长

蛋白(约94 kD) 内在的始动蛋白(约 81 kD) N-TP(约

40 kD). 体外表达的聚合酶具有蛋白引物的活性 由体

外 32P标记的-dGTP全长聚合酶和TP引导的检测可得

到证实[3]. Kim et al [4]对人HBV聚合酶的N-末端或C-

末端和DNA聚合酶的结构域同时删除 并在大肠杆菌

中表达 经直链淀粉柱层析法纯化后 其纯化蛋白的

DNA依赖性DNA聚合酶活性与野毒株进行比较 证明

TP和SP删除分别可以使酶活性减少到70% 而RNase

H删除对聚合酶活性的影响要大于前二者. 单纯RT或

将RT 的 N 末端删除后仍能保持聚合酶活性. 将人的

HBV聚合酶在兔网状细胞裂解系统中表达 表达蛋白

显示出DNA依赖性的DNA聚合酶活性 在体外转录

和翻译产生分子量大约100 kD的大蛋白. HBV DNA聚

合酶可以被阿菲迪霉素(抗病毒抗生素)和NEM抑制 在

pH7.5 和温度37 时聚合反应最佳 同时 聚合酶活

性需要有MnCl2或 MgCl2 (在MnCl2 时更佳). 在75 mm NaCl

或 100 mm KCl 存在时活性较好(75 mm NaCl 时活性更

佳). 对聚合酶蛋白删除后的聚合活性研究显示 TP对

于完整的聚合酶功能是必要的 隔离片删除可能降低P

蛋白的稳定性[5]. Miriam et al [6]对澳大利亚鸭乙型肝炎病

毒(AusDHBV)进行克隆和测序 并与其他嗜肝病毒进

行比较. 在澳大利亚DHBV及其他鸟类嗜肝病毒中包括

3个与病毒复制有关的重要特征: (1)69 个 nt 粘端重叠

区 保持染色体组环状结构 包含1对12 nt 顺式重叠

序列DR1(2 541-2 552 nt)和DR2(2 483-2 494 nt). (2)多聚

腺苷酰信号序列(2 778-2 783 nt) 对终止病毒mRNA

转录是必须的. (3)在聚合酶的TP 内第 96 位酪氨酸残

基 是RNA衣壳体信号序列(称为 )的结合位点 在

前基因组RNA内用于负链DNA合成. 20条已发表的鸟

类嗜肝病毒比较发现 在第500 nt部位(编码隔离片区)

替代或删除突变最常见 前-S/S基因(1 290-1 793 nt)

S 段和前-C段(2 524-2 652 nt) 编码RT区域 替代

和缺失很罕见 是迄今为止所有DHBV病毒中最保守

的. 嗜肝病毒RT含有的4个区域中 TP和隔离片对嗜

肝病毒聚合酶是独特的 TP内的第96位酪氨酸残基可

引导DNA 合成 并使聚合酶与病毒DNA 共价结合

隔离片无已知的功能 只是将TP 和其他分子连接起

来 RT和RNase H包含两个已知的酶活性位点 后二

者与其他相关的逆转录病毒和聚合酶是一致的[7-18].

2   末端蛋白与HBV复制

HBV含3.2 kb碱基部分双链DNA基因组 是由3.5 kb

前基因组病毒转录的逆转录核壳包裹形成的. 病毒复制

的第一步是HBV聚合酶识别5 -末端的前基因组RNA

的核壳包裹信号 . 利用 的茎-环(stem-loop)结构域为

模板 聚合酶的TP域的酪氨酸残基为引物 使聚合酶

与前基因组RNA结合 在RT作用下 病毒RNA转化

为DNA[19]. Beck et al [20]利用在兔的网状细胞裂解液(RRL)

中 产生DHBV DNA P 蛋白的翻译复合物 并且为

克服该系统翻译能力有限 影响对复合物进一步分析

的缺点. 先在大肠杆菌内表达产生大量DHBV DNA P蛋

白 然后在RRL中的进行核蛋白复合物的重构. 因为以

往在细菌中产生全长P蛋白的尝试没有成功 于是单独

在大肠杆菌中表达TP和RT-RNase H(RT-RH). 结果

TP和C-末端经微小修改后的RT-RH 也能有相当量

的表达 当加入到RRL时 能进行 -依赖性DNA引

物合成 证明翻译后的活化. Yao et al [21]发现75% DHBV

RT在转染LMH细胞中不是按已知的途径 而是在细胞

中与核心蛋白或核壳体分开存在. 在感染的鸭肝中 未

被核壳包裹的RT 也是大量存在的 他们作为亚型的

序列联合体 最易在转译后修正产生. 仅有极少的亚型
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被核壳包裹成病毒核心颗粒 没有被核壳包裹的RT大

量存在于感染的鸭肝内 以复合物的形式存在于细胞

质中. RT在结构上仅有部分与核心蛋白重叠 这种结

构不受封闭的壳体的影响. 这提出了RT可能的代谢作

用是转译后被调节 RT在复制周期中的作用可能比已

知的要多.

        嗜肝病毒(HBV)RT与前基因组RNA模板上的RNA

信号 的特异结合 并且靠RT自身引导(蛋白引导). 蛋

白引导不仅需要病毒RT和 RNA 模板 也需要特异

的宿主细胞因子(细胞蛋白) 包括热休克蛋白Hsp90

多种分子伴侣(cochaperone)蛋白 还有一些不清楚的成

分共同组成的核蛋白复合物. 有功能的复合物催化合成

短链DNA引物 该引物又作为 与TP共价结合的模

板. Cho et al认为HSP90及其相关产物在DHBV感染通

过RNA信号 与DHBV聚合酶结合对DHBV复制起重

要作用. 同理 用兔网状细胞裂解液中合成人HBV聚

合酶蛋白在体外与HSP90形成联合体 HSP90 用MBP

共纯化 聚合酶蛋白在HepG2 细胞中表达 提示在

体内人的HBV聚合酶与HSP90相关. 为了对HSP90的

作用位点进行定位 HBV聚合酶翻译的几个删除突变

与抗HSP90 抗体在体外共沉淀 结果提示TP的C末

端和RT单独与HSP90发生作用[22]. Cho et al [23]研究显示

HBV聚合酶单独与Hsp90的N末端和C末端相互作用

Hsp90的N末端片段(1-302 aa)与HBV聚合酶的TP和

RP都有相互作用 而C末端片段(438-723 aa)仅与RT

相互作用 其中间片段(327-438 aa)则与HBV聚合酶

无相互作用. Hu et al [24]研究证明DHBV RT需要宿主细

胞因子的辅助进行RT与 的特异结合和蛋白引导功能.

RT与 交互作用和蛋白引导需要Hsp90. Hsp90的几个

辅因子在体外足以保持重组RT 活性 与 结合和蛋

白引导. Hsp90 Hsp70 Hsp40 Hop/p60 和 p23 均

为细胞因子  Hsp90 和Hsp70是ATP酶 在ATP结合

和水解时易于折叠 Hsp40能刺激Hsp70的ATP酶活

性和调节Hsp70的陪伴功能. P60能与Hsp90 和Hsp70

结合 p23 为小的 酸性磷蛋白质 与Hsp90 结

合 进一步提高重组动力学. RT被分子伴侣蛋白活化

后是一个动力学过程 依赖ATP水解和Hsp90 ATP酶

活性. 两个截短的迷你型DHBV RT 融合蛋白GST-mini-

RT1和GST-miniRT2在大肠杆菌中表达并纯化 另外

还构建了不能与 RNA结合的RT突变型Mini-RT2/

CA29 无活性的RT Mini-RT1/YMHA. 经过对蛋白引导

反应和RNA结合试验 结果 Hsp90 Hsp70 Hop

Ydj1(Hsp40)在一起能重新组成蛋白引导反应 单独或

任何两个或三个蛋白组合是无效的 偶尔Hsp70加Ydj1

能微弱刺激蛋白引导反应 但比4种相加效力小得多.

同时 这种蛋白引导反应与陪伴蛋白浓度呈正相关. 与

RT的催化活性有关 对失去了活性位点的突变RT完

全没有蛋白引导的作用. Gyoo et al证明Hsp90可以被

抗-Hsp90抗体抑制; 在体外Hsp90被含有1% NP-40的

1 M氯化钠解吸后几乎完全失去了对在昆虫细胞内表达

的HBV聚合酶的引导活性. Hsp90 不仅维持人HBV聚

合酶与前基因组RNA结合的联合体 而且使HBV聚

合酶能胜任在体外引导作用. Hsp70是Hsp90 联合体组

成成分 但Hsp70可能直接与HBV聚合酶结合不需要

Hsp90参与[25].

        Park et al [26]构建了杆状病毒载体pFPolE 编码人HBV

聚合酶开放读码框架(ORF)和 3 -非翻译区(NTR)含有

DR2 DR1 和 环 环对引导HBV 复制起模板作

用. 构建的含HBV 聚合酶的重组质粒经M2琼脂珠纯

化 SDS-PAGE电泳及考马斯亮蓝染后 可得一条约

60 kD蛋白带 经N末端氨基酸测序并经BLAST程序

进行同源性分析 然后进行免疫斑点分析和体外引导

试验 结果提示分子伴侣蛋白Hsp60与HBV Pol之间有

特异性的相互作用关系. Hsp60 与HBV聚合酶相互作

用 是使HBV聚合酶变成活性状态的重要阶段. Hsp60

在体外强烈影响HBV聚合酶活性: (1) 通过蛋白特异性

抗体封闭Hsp60 可降低HBV聚合酶活性; (2) 通过增

加ATP中的Hsp60 可提高聚合酶活性; (3)ATP与Hsp60

共同激活HBV聚合酶. 体外试验显示 通过C 540

(变异的Hsp60)可抑制细胞内的Hsp60 可导致HBV聚

合酶活性的降低. 因此 Hsp60 与HBV聚合酶相互作

用对激活HBV聚合酶有明显意义. 进一步在昆虫细胞中

使用重组杆状病毒表达聚合酶的几个缺失突变的蛋白

质 然后用M2免疫共沉淀 显示Hsp60 结合到HBV

P需要两个最小位点: TP(1-199 aa)和RH(680-842 aa). 在

人的HBV宿主细胞HepG2中显示HBV P也可以与Hsp60

结合; Hsp60通过与TP和RH位点结合激活HBV P 而

HBV P与Hsp60结合不需要前基因组RNA[27].

        Wang et al将C末端切断后的Mini-RT2中去掉N末

端和隔离片后形成RT变异体 观察其结合dATP的情

况 结果 RT变异体能够完成与dGPT的结合 但不

能与dATP结合. TP和RT之间相互作用与其他病毒的

蛋白引物和独立的DNA聚合酶残基有着重要差异. TP

RT和 RNA 之间特殊的相互作用对嗜肝病毒的pgRNA

包装是非常重要的 同时需要C末端RNase H域. 蛋白-

蛋白 蛋白-RNA之间相互作用需要RNA包装可能强

调TP-RT- RNA 之间相互制约[18].

3   TP与单克隆抗体

Jasper et al用重组的人HBV聚合酶(HBV P)在感染了杆

状病毒的昆虫细胞内表达并纯化产生了6个对HBV P

蛋白的单克隆抗体(单抗). 单抗1B4 7C3和 10B9识别

聚合酶TP的 20-30 aa 抗原决定基 单抗2C8识别TP

的 8-20 氨基酸抗原决定基 单抗8D5 识别隔离片的

225-250 aa抗原决定基 单抗9F9识别RNase H的800-

832 aa抗原决定基. 鼠的B细胞HBV P抗原决定基显0

示被定位在N-和C-末端蛋白和隔离片区域. Western

blot 和免疫沉淀法示: 已知单抗与聚合酶的N末端结
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合 阳性对照M2识别全长的聚合酶和含有N末端的

降解产物 1B4 2C8 7C3 识别聚合酶N 末端抗原

决定基. 8D5 识别隔离片区 9F9识别聚合酶C-末端

的抗原决定基. 能够免疫沉淀聚合酶的所有聚合酶单克

隆抗体均经体外引导抑制试验 了解他们在体外抑制

引导酶活性的作用. 考马斯亮蓝染蛋白胶显示在不同的

单抗中聚合酶沉淀的量. M2单抗作为免疫沉淀和体外引

导的阳性对照. C7-57为阴性对照. 结果 单抗9F9无引

导活性抑制 2C8的86%体外引导活性被抑制. 8D5的

14%被抑制 等量的1B4和7C3分别有98%和81%被

抑制. 提示TP特异的单抗能抑制聚合酶的体外引导活性.

在体外引导测试中 只有对TP特异的单抗 显示对聚

合酶功能有抑制作用. 提示 抗体介导的对TP的干扰可

能用于检测HBV复制. 进一步研究出能干扰聚合酶功能

的单抗 对研究抗HBV复制的制剂可能有意义[17].
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)属嗜肝DNA病毒属 是一组以侵

袭肝脏为主的病毒 主要感染哺乳动物和鸟类. HBV

DNA的长度为3. 2 kb 具有4个开放读码框架(ORF) 分

别编码HBV的表面抗原蛋白 核心 /e抗原蛋白 X蛋

白以及HBV DNA多聚酶(HBVDNA P)[1]. HBV DNA P基

因在 ORF 中最长 并且与 C S X 基因区有重叠
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其编码的P蛋白含有N-末端蛋白(TP) 逆转录酶(RT)/

DNA多聚酶 RNase H和隔离片(spacer SP)等 4个结

构域 各结构域分别位于2307-2840 nt 133-1128 nt

1129-1621 nt和 2841-0-132 nt [2]. 目前对多聚酶及其所

编码的各个结构域的研究取得了一定的进展.

1   多聚酶结构域的结构和功能

嗜肝病毒逆转录酶(多聚酶)含有的4个区域中 末端蛋

白和隔离片对嗜肝病毒多聚酶是独特的 末端蛋白内

的第96位酪氨酸残基可引导DNA合成 并使多聚酶与

病毒DNA共价结合 隔离片无已知的功能 只是将末

端蛋白和其他分子连接起来 逆转录酶和RNase H包

含2个已知的酶活性位点 后二者与其他相关的逆转

录病毒和逆转录因子的多聚酶是一致的[3-6]. Lott et al 用

昆虫细胞同时感染独立表达核心蛋白和多聚酶的杆状

病毒 结果发现核心蛋白与多聚酶相互作用的几个特

征: (1)核心蛋白与表达全长的多聚酶及多聚酶的TP

RT RNase H每个区域共同沉淀; (2)核心蛋白的共同沉

淀不依赖 凸出环序列; (3)核心蛋白-多聚酶复合物在

蔗糖梯度分析中作为完整的衣壳体移动. 为分辨核心蛋

白识别多聚酶的必备的结构和序列 用突变的核心蛋

白 如2-4个氨基酸插入或羧基端缺失突变 观察与

多聚酶的相互作用. 结果提示核壳体构成是必需的 但

对于同多聚酶相互作用是不够的 多聚酶的TP和RT

与核心蛋白的相互作用有不同需要. 为了解核心蛋白在

多聚酶上的结合位点 对一组多聚酶的TP和RT结构

域的N-末端和C-末端缺失突变体与核心蛋白的相互

作用进行观察 至少检出多聚酶上的3个独立的核心

蛋白结合位点[7]. Lin et al研究两个自然发生的HBV颗

粒56和 2-18 核酸序列有98.7%的同源性 但是复

制效率不同. 转染到HepG2细胞后 从56转染细胞的

细胞内病毒核心颗粒分离出的HBV DNA明显高于2-

18. 用功能域基因替代法研究二者复制效率差异的结构

基础. 将 2-18中的完整P基因和TP SP RT和RNase

H 分别用56相应区域替代形成全长嵌合基因组. 细胞转

染分析提示 2-18 的全部P基因组用56 的 P基因替

代使病毒复制轻度增强. 惟一获得像56颗粒体的高复制

效率的嵌合基因组是用56的RT替代2-18的RT的基

因组. 在RT区域内 2-18与56的氨基酸差异在617位

(蛋氨酸对亮氨酸) 652 位(丝氨酸对脯氨酸) 682 位

(缬氨酸对亮氨酸). 652位氨基酸上的点突变是这种复制

效率差异的原因. HBV RT结构域的同源性模型研究提

示652 位氨基酸残基从脯氨酸到丝氨酸突变可能影响

对模板-引物相互作用的HBV RT的构造 导致多聚

酶活性减弱[8]. Li et al 在T7噬菌体启动子的调控下构建

HBV 多聚酶 cDNA 并在兔的网状细胞裂解液中表达

组成一对转录翻译系统. 在指定位点的突变中进一步证

实重组多聚酶cDNA产生3种产物: 全长蛋白(约94 kD)

内在的始动蛋白(约81 kD) N-末端蛋白(约40 kD). 体

外表达的多聚酶具有蛋白引物的活性 由体外 32P标记

的-dGTP 全长多聚酶和TP引导的检测可得到证实[9].

Kim et al 对人HBV多聚酶的N-末端或C-末端和DNA

多聚酶的结构域同时缺失形成变异株 并在大肠杆菌

中表达 经直链淀粉柱层析法纯化后 其纯化蛋白的

DNA依赖性DNA多聚酶活性与野毒株进行比较 结果

TP与SP缺失分别可以使酶活性减少到70% 而RNase

H缺失对多聚酶活性的影响要大于前二者. 单个RT或将

其N-末端缺失仍能保持酶活性[10]. 将人的HBV多聚酶在

兔网状细胞裂解系统中表达. 表达蛋白显示出DNA依赖性

的DNA多聚酶活性 在体外转录和翻译产生分子量大约

100 kD的大蛋白. HBV DNA多聚酶pH 7.5和温度37 时

聚合反应最佳 同时 多聚酶活性需要有MnCl2 MgCl2
((最好是MnCl2). 在 75 mM NaCl 或 100 mm KCl存在时活

性较好(以75 mm NaCl 时更好)[11]. Miriam et al 对澳大利

亚鸭乙型肝炎病毒(AusDHBV)进行克隆和测序 并与

其他嗜肝病毒进行比较. 在澳大利亚DHBV及其他鸟类

嗜肝病毒中包括3个与病毒复制有关的重要特征: (1) 69

个 nt 粘端重叠区 保持染色体组环状结构 包含1对

12 nt 顺式重叠序列DR1(2 541-2 552 nt)和DR2 (2 483-

2 494 nt); (2)多聚腺苷酰信号序列(2 778-2 783 nt) 对终

止病毒mRNA转录是必须的; (3)在多聚酶的TP内第96

位酪氨酸残基 是RNA衣壳体信号序列(称为 )的结

合位点 在前基因组RNA内用于负链DNA合成. 20条

已发表的鸟类嗜肝病毒比较发现 在第500 nt 部位(编

码隔离片区)替代或缺失突变最常见 前-S/S 基因(1

290-1 793 nt) S段和前-C段(2 524-2 652 nt) 编码逆

转录酶区域 替代和缺失很罕见 是迄今为止所有

DHBV病毒中最保守的[12].

2   多聚酶与细胞因子

Hu et al 认为HBV逆转录的过程通过独特的蛋白引导机

制开始的. 病毒逆转录酶首先以他的RNA模板装配成核

蛋白(RNP)复合物 然后逆转录酶本身作为蛋白质引物

开始DNA的合成. RNP形成和蛋白引导需要宿主细胞因

子的辅助 包括分子陪伴热休克蛋白90(HSP90).  研究发

现: (1)通过构建两个迷你RT(miniRT)表达片段 pcDNA-

miniRT1(miniRT1)将改建后的DHBV RT多肽的N-末端

(1-17 aa) C-末端(734-786 aa) 隔离片(245-352 aa)

切除; pcDNA-miniRT2 (miniRT2) 在miniRT1基础上将

C-末端进一步截短 (575-786 aa). MiniRT1含 564个残

基(野毒株786残基) MiniRT2含 394残基. MiniRT1与

野毒株RT一样具有蛋白引导功能 MiniRT2 具有完整

的 结合的活性 但是仅有极少的蛋白引导活性(为野

毒株的1-5%). 这两个mini-RT蛋白含有与HSP90和p23

相关的结合域. 再者 同全长RT一样 他们需要陪护

蛋白进行 结合和蛋白引导. HSP90能识别TP和RT域

上的两个特异区域 含有两个陪伴蛋白结合区域的截

短逆转录酶(mini-RT)蛋白保留了全部的 结合活性
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对RNP形成和蛋白引导是必要的; (2)在体外用高浓度的

盐和非离子洗涤液使逆转录酶和细胞因子(HSP90)解

离 单独表达逆转录酶 纯化的逆转录酶失去了 结合

和蛋白引导的功能. 但含有HSP90和ATP的网状细胞裂

解液能恢复这种功能. 一种特殊的HSP90 抑制剂 在

结合前加入 能降低MiniRT1 的蛋白引导活性. 然

而 如果 已经与 mini-RT 结合(在翻译反应时)后再

加入 则对蛋白引导无作用. 说明药物特异性的阻滞

RNA与mini-RT相互作用 对DNA合成本身无作用.

HSP90对RT与RNA的结合 不仅起到建立的功能 而

且还有维护的功能;(3) 在RT合成过程中不需要HSP90

但HSP90可激活转译后的RT. 在细菌中成功表达两个

mini-RT蛋白并且用亲和素标记纯化. 用真核细胞提取

液重构时 纯化的RT蛋白具有特异的 结合和蛋白引

导活性. RT活性的重构是依赖ATP的过程和需要HSP90

功能. 细菌没有功能性的真核细胞HSP90陪伴系统 提

示RT合成不需要HSP90 只不过在转译后能激活RT[13].

进一步研究证明HSP90的几个辅因子(cochaperone)在体

外足以保持重组DHBV 逆转录酶的 结合和蛋白引导活

性 维护重组逆转录酶活性需要HSP90 HSP70

HSP40 Hop/p60 等 4 种蛋白 逆转录酶被陪伴蛋白

激活是一个动力学过程 需要ATP水解和HSP90 ATP

酶活性. HSP90 和HSP70是ATP酶 在ATP结合和水

解时易于折叠 HSP40能刺激HSP70的ATP酶活性和

调节HSP70的伴护功能. p60能与HSP90 和HSP70结

合 p23 为小的酸性磷蛋白质 与HSP90 结合 进

一步提高重组动力学. 2个截短的迷你型DHBV RT与谷

胱苷肽S-转移酶(GST)形成融合蛋白GST-miniRT1和

GST-miniRT2 在大肠杆菌中表达并纯化 另外还构

建了有两个氨基酸替换而不能与 RNA结合的突变型

MiniRT2/CA29 和在RT 的活性位点两个氨基酸替换

(YMDD 变成YMHA) 使 RT 失去活性的MiniRT1/

YMHA. 在重构蛋白引导反应中 显示在兔的网状细胞

裂解液中 依靠HSP90 的存在 GST-miniRT1 在体

外有强烈的蛋白引导活性. 用已知的HSP90陪伴联合体

的组成成分代替兔的网状细胞裂解物 刺激蛋白引导

结果 HSP90 HSP70 Hop  和 Ydj1(HSP40) 在

一起能重新组成蛋白引导反应 单独或任何2个或3个

蛋白组合几乎是无效的 偶尔HSP70加Ydj1能微弱刺

激蛋白引导反应 但比4种相加效力小得多. 同时 这

种蛋白引导反应与陪伴蛋白浓度呈正相关. 4种纯化的

陪伴蛋白重新组成的蛋白引导活性较网状细胞裂解物

要低 可能是二者动力学差异所致. 适当延长作用时

间 可以使陪伴蛋白的引导活性提高. 蛋白引导与RT的

催化活性有关 miniRT1/YMHA因失去了活性位点的突

变RT完全没有蛋白引导的作用[14]. Wang et al构建了在

逆转录酶的C-末端截短的DHBV RT (DHBV mini-RT

蛋白)具有全部的蛋白引导活性 即第一个核苷共价结

合到蛋白质(RT的脱氧核苷酸). 但没有任何DNA聚合作

用. 另一个RT区域的短小序列特点是对逆转录酶的脱

氧核苷酸是无关紧要的 但对于DNA的聚合作用却是

必不可少的. 这些结果揭示了蛋白引导的 2 个不同阶

段 即第1个核苷与RT(RT脱氧核苷酸或蛋白引导的

起点)的首次接触 和随后的DNA合成(聚合)成完整的

蛋白引物. 用两个模型观察在蛋白引导反应中2个不同

阶段对不同序列片段的要求. 体外蛋白引导反应时用

[α-32P]dATP标记核苷前体. MiniRT2的蛋白引导活性与
MiniRT1相近. MiniRT2能与GTAA DNA寡聚体的第1个

核苷(dGMP)共价结合 说明能进行引导反应的第1步

(dGMP 与RT结合 形成RT脱氧核苷酸) 但是不能

与第2 第 3 个核苷dAMP 结合 也不能与第2 个核

苷TMP结合. 而MiniRT1的降解产物与 MiniRT2分子量

大小相似者能与[α-32P]dGTP结合 但与 [α-32P]dATP
或[α-32P]TTP 仅有微量结合. 相反 MiniRT1的稍长一
点的降解产物(介于MiniRT1 和MiniRT2 之间) 则可

以与完整的MiniRT1一样 能够与上述3种核苷结合.

用哺乳动物细胞纯化的MiniRT2 与上述从细菌中纯化

的MiniRT2在蛋白引导和反应条件方面相似. 构建另一

条C-末端截短的RT片段 其位置选在MiniRT1(734

位 aa)和MiniRT2(575位 aa) 以便找出在蛋白引导反应

中对DNA聚合是重要的(而对开始是无关紧要的)序列.

切断位点选在PmlI 酶切位点(661 位 aa) 仍能保证相

当量的 dGTP和dATP 结合 提示RT的C-末端125个

氨基酸(661-786 aa)对蛋白引导反应无影响 而557-

661的 81个氨基酸序列可能为蛋白引导的开始阶段向

聚合阶段转变所必需. TP RT和 εRNA 之间特殊的相
互作用对嗜肝病毒的pgRNA包装是非常重要的 同时

需要C-末端RNase H域. 蛋白-蛋白 蛋白-RNA之

间相互作用需要RNA包装可能强调TP-RT-RNA 之间

相互制约[6]. Cho et al认为HSP90及其相关产物在DHBV

感染通过RNA信号 与DHBV多聚酶结合对DHBV复

制起重要作用. 同理 用兔网状细胞裂解液中合成人

HBV多聚酶蛋白在体外与HSP90形成联合体 HSP90

用MBP 共纯化 多聚酶蛋白在HepG2 细胞中表达

提示在体内人的HBV 多聚酶与HSP90 相关. 为了对

HSP90的作用位点进行定位 HBV多聚酶翻译的几个

缺失突变与抗HSP90抗体在体外共沉淀 结果提示TP

的C-末端和RT单独与HSP90发生作用[15]. Cho et al 研

究显示HBV多聚酶单独与HSP90的N-末端和C-末端

相互作用 HSP90的N-末端片段(1-302 aa)与HBV多

聚酶的TP和RP都有相互作用 而C-末端片段(438-

723 aa)仅与RT相互作用 其中间片段(327-438 aa)则

与HBV多聚酶无相互作用[16]. Gyoo et al证明HSP90可

以被抗-HSP90抗体抑制; 在体外HSP90被含有1%NP-

40的 1M NaCl解吸后几乎完全失去了对在昆虫细胞内

表达的HBV多聚酶的引导活性. 人HBV多聚酶与前基

因组RNA结合与鸭HBV多聚酶不同 HSP90 不仅维

持人HBV多聚酶与前基因组RNA结合的联合体 而
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且使HBV 多聚酶能胜任在体外引导作用. HSP70 是

HSP90 联合体组成成分 但HSP70可能直接与HBV多

聚酶结合不需要HSP90参与[17]. Park et al构建了杆状病

毒载体 pFPolE 编码人HBV 多聚酶开放读码框架

(ORF)和 3 - 非翻译区(NTR)含有DR2 DR1 和 凸

出环 凸出环对引导HBV复制起模板作用. 构建的含

HBV 多聚酶的重组质粒经M2琼脂珠纯化 SDS-PAGE

电泳及考马斯亮蓝染后 可得一条约60 kD的蛋白质

带 经N-末端氨基酸测序并经BLAST程序进行同源

性分析 然后进行免疫斑点分析和体外引导试验 结果

提示陪伴蛋白(chaperonin) HSP60与HBV P之间有特异

性的相互作用关系. HSP60与HBV多聚酶相互作用 是

使HBV多聚酶变成活性状态的重要阶段. HSP60在体外

强烈影响HBV多聚酶活性: (1)通过蛋白特异性抗体封闭

HSP60 可降低HBV多聚酶活性; (2)在 ATP存在的情

况下增加HSP60 可提高多聚酶活性; (3)ATP与HSP60

共同激活HBV多聚酶. 体内试验显示 通过C 540

(变异的HSP60)抑制细胞内的HSP60 可导致HBV多

聚酶活性的降低. 因此 HSP60与HBV多聚酶相互作

用对激活HBV多聚酶是有明显意义的[18]. 进一步在昆虫

细胞中使用重组杆状病毒表达多聚酶的几个缺失突变

的蛋白质 然后用M2免疫共沉淀 显示HSP60 结合

到HBV P需要两个在P上的最小位点: TP(aa1-199)和

RH(680-842 aa). 在人的HBV宿主细胞HepG2中显示

HBV P也可以与HSP60结合; HSP60通过与TP和RH位

点结合激活HBV P 而P与HSP60结合不需要前基因

组RNA[19]. Wang et al发现HSP90的靶蛋白从类固醇受

体和蛋白激酶到逆转录酶 这些蛋白之间从结构到功

能均无相似之处. 用 PropSearch 软件分析 发现RT与

丝氨酸/苏氨酸的蛋白激酶c-Raf在氨基酸组成上高度

相似. 丝氨酸 /苏氨酸和酪氨酸-蛋白激酶(CDK4和 v-

Src)是HSP90的靶蛋白  p50(CDC37)是HSP90的辅因

子 p50 能与这些激酶和HSP90 特异结合. 发现 p50/

CDC37能在体内及体外与RT特异性相互作用. 其意义

在于p50/CDC37能调节RT的体外蛋白引导活性和在转

染细胞中RNA包装和DNA合成活性. 证明p50/CDC37

是宿主细胞进行嗜肝病毒复制时的辅因子. 在细菌中表

达并纯化的GST-MiniRT蛋白用结合到单抗M2珠上的

纯化的 p50 孵化 结果 GST-Min iRT1 和 GST-

MiniRT2能直接与p50和 p50δC(变异的p50)结合 提
示 DHBV RT能在体外直接与p50结合 不需要HSP90

或其他细胞因子参与. 细胞内试验也提示 mini-RT蛋

白和TP在没有HSP90的情况下直接与p50结合[3].

3   多聚酶结构域与抗病毒治疗

全球有3亿以上人口成为HBV的慢性携带者 HBV感

染是一个严重的公共健康问题. 慢性HBV携带的最大危

害是发展为肝硬化和肝癌[13 20-25]. 核苷类似物如拉米夫

定等是目前效果较好的抗病毒治疗制剂 但长期抗病

毒治疗(大于6 mo)可引起病毒变异 病情反复 甚至

病情急剧加重 导致死亡[26-29]. 最常见的病毒变异为多

聚酶结构域的(YMDD)的第204位蛋氨酸被异亮氨酸取

代(M204I)(ATG ATT)成为YIDD 或蛋氨酸被缬氨酸

取代(M204V)成为YVDD [4, 26-27] 其他病毒变异还有426

位亮氨酸被异亮氨酸取代(L426I)和 550 位蛋氨酸被异

亮氨酸取代(M550I) 以及L528M  M552V M552I[28]变

异 L526M M550V M550I[29]等. 因此 掌握抗病毒

治疗和停药的正确时机 克服病毒变异是提高治疗成

功率的关键.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)的感染 不

仅引起急 慢性病毒性肝炎 而且与肝纤维化 肝

细胞癌(HCC)的发生密切相关. 虽然HBV和HCV感染与

HCC之间的关系已经得到确定 但是具体的分子生物

学机制还不十分清楚. 由于肝炎病毒可以影响肝细胞信

号转导 引起细胞的病变及恶性转化[1] 而激活转录因

子-1 (activating transcription factor-1 ATF-1)是重要的

细胞信号转导途经中的转录因子 因此深入研究二者的

相互关系对肝炎病毒的发病机制研究有进一步的帮助.

1   激活转录因子-1的结构和功能特点

激活转录因子-1 是一种具有碱性 亮氨酸拉链结构

(basic leucine zipper bZIP)的 cAMP应答元件结合的蛋

白质(cAMP-responsive element binding protein CREB)家

族中的转录因子 具有广泛的转录调节作用.

1.1 CREB家族  碱性 -亮氨酸拉链家族结构的特点是

蛋白质分子的肽链上每隔6个氨基酸就有一个亮氨酸残

基 结果就导致这些亮氨酸残基都在 α螺旋的同一个
方向出现. 两个相同结构的两排亮氨酸残基就能以疏水

键结合成二聚体 该二聚体的另一端的肽段富含碱性

氨基酸残基 借其正电荷与DNA双螺旋链上带负电荷

的磷酸基团结合. 若不形成二聚体则对DNA的亲和结合

力明显降低. 亮氨酸拉链是最简单的二聚作用界面之一.

他能够介导有高度选择性的 非常重要的蛋白质结合

作用. 他最早是作为C/EBP和 GCN4蛋白中序列以及许

多转录因子相互作用的界面而被鉴定和认识的. 这些蛋

白质可以识别两类DNA元件: AP-1/TRE和ATF/CRE 序

列. AP-1/TRE元件有保守的TGACTCA 他是一个拟二

元对称. 与这个位点结合的蛋白质包括Fos和Jun家族

他们可以被促进有丝分裂的 诱导分化的和神经原专

一的刺激所诱导. 但是 来自与CREB 家族的转录因子

虽然也有亮氨酸拉链 他们却不与DNA中的AP-1结合

位点相互作用 而去与DNA序列中的ATF/CRE元件结

合 其含有TGACGTCA保守序列 他是一个二元对称.

与这个位点结合的蛋白质基因的表达与cAMP 钙和病

毒所诱导的反应有关

        通过利用cAMP应答元件(CRE)寡核苷酸探针筛选

细菌 gt11 表达文库[2]和参照纯化的CREB蛋白的氨基

酸序列而设计的寡核苷酸引物进行的多聚酶链反应

(PCR)扩增[3]得到了CREB的 cDNAs. 随后陆续鉴定出

CREB家族的另两个成员: ATF-1和 cAMP反应元件调

节器(cAMP response element modulator CREM)[4]. CREB

家族的这3个成员(CREB CREM ATF-1)都包含一致

的蛋白激酶A(PKA)磷酸化位点在体内都可被cAMP调

节. 经由羧基端的碱性 亮氨酸拉链基序[5] 这也是另

外几个核内因子ATF-2 jun fos myc [6]的保守序

列 CREB  ATF-1 CREM 以二聚体形式结合到

DNA上. 尽管亮氨酸拉链的二聚化作用结构域被认为能
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促进与其他bZIP家族成员的异二聚体形成 但CREB

蛋白家族主要倾向于以同型二聚体形式结合到靶位点[5].

CREB家族成员在将细胞外刺激所诱发的细胞内信号传

入细胞核的过程中起着重要的作用. 细胞外的信号(配体)

与细胞表面的信号接受装置-受体相互作用 激活了

AMP环化酶 使细胞内cAMP的量大为增加. cAMP与

PKA的调节亚基结合 PKA的催化亚基则将向细胞核

移行的CREB蛋白磷酸化. 这时 CREB的第133位丝

氨酸残基被磷酸化 CREB也因而活化 并促使其靶基

因表达[7-10]. CREM是一种与CREB高度同源的蛋白 与

CREB均一表达于几种细胞类型不同 其表达具有细胞

特异性[4]. CREM具有显著不同的结构 是由于在终止

密码子的下游存在一个额外的DNA结合域. 通过PCR和

RNA酶保护分析鉴定出3种mRNA亚型 猜测是由于

不同的细胞特异性的拼接 亚型的序列分析表明对于

两个DNA结合域存在选择性. CREM同CREB一样能高

效特异性结合到 CRE 元件上 但相反的是其下调

cAMP诱导的转录.

1.2 ATF-1功能特点  ATF-1和CREB整体上大约有70%

的同源性 而在他们的DNA 结合域 二聚化作用域

和激酶诱导域同源性达到90%[11]. 在激酶可诱导区域中

包含许多不同激酶的磷酸化位点[11-21]. 在这一结构域

中 特异性的ATF-1第 63位丝氨酸或CREB第133位

丝氨酸的磷酸化 能诱导出其与共激活因子p300 和

CREB结合蛋白的稳定作用[22-25]. Masson  et al [17] 对ATF-1

保守序列在体外磷酸化的研究中发现一个或更多关键性

丝氨酸残基对于磷酸化诱导的ATF-1的构象改变是必需

的. 这些重要的丝氨酸定位于假定的转录激活域 并且影

响ATF-1与DNA结合的稳定性. 有趣的是ATF-1的同型

二聚体化和ATF-1与DNA的结合能调节磷酸化. 并且

其中一个关键的对于磷酸化必需的丝氨酸残基并不存

在于CREB和CREM的保守区域中 这暗示着其很可

能与ATF-1的某些特殊功能有关.

        ATF-1与MAPK信号传导途径密切相关. Gupta et al [18]

发现表皮生长因子(EGF)诱导 c-jun的表达需要ATF-1

和 c-jun启动子上MEF2 位点. c-jun启动子激活需要

ATF1第63位丝氨酸的磷酸化. ATF1第63位由丝氨酸到

丙氨酸的突变能阻断EGF对转染的 c-jun基因的诱导.

ATF-1能被丝裂原和应急激活蛋白激酶1(mitogen-and

stress-activated protein kinase 1 MSK1)磷酸化 而

MSK1能被EGF和ERK1/2激活. MEK1抑制剂U0126和

显负性MEK1进一步表明MSK1的激活和 c-jun的诱导

需要ERK途径. 相反JNK抑制剂能阻断EGF诱导的 c-

jun的表达而不能阻止ATF1的磷酸化. 由此认为MAPK

的两条途径 ERK 和 JNK 对于EGF诱导的 c-jun的表

达都是必须的 但ERK途径承接于ATF-1磷酸化下

游. Wiggin et al [19]利用鼠MSK1和MSK2敲除实验发现

在原代胚胎纤维细胞中这些激酶对于应激诱导的转录

因子CREB和ATF-1磷酸化是必需的 相反有丝分裂

原诱导的这二者的磷酸化明显减少 但没完全消失.

MAPK/p38 信号传导途径也参与了ATF-1 的磷酸化.

Tang et al [20]在利用人类角化细胞研究cAMP反应元件对

于UVB 诱导环氧合酶(cyclooxygenase-2 COX-2)转录作

用时也证实了此观点. 电泳迁移率分析表明CREB 和

ATF-1经UVB 治疗后都可磷酸化 SB202190是MAPK/

P38抑制剂 能减少CREB/ATF-1磷酸化抑制COX-2

启动子活性. 相反 叉头蛋白(forskolin)作为腺苷酸环化

酶激活剂可导致CREB/ATF-1磷酸化 进而激活COX-

2启动子. 于是经UVB诱导后可观察到磷酸化的CREB/

ATF-1与COX-2 CRE的结合增强. 这样UVB诱导的人

类COX-2表达的一条信号途径为MAPK/P38激活 随

后CREB/ATF-1磷酸化表现出与DNA结合增强 从而

激活COX-2表达.

        ATF-1与多种肿瘤的致癌机制密切相关. BRCA1是

一种肺癌和卵巢癌的易感基因 其氨基端包含环指(ring

finger)结构 能介导蛋白和蛋白间的相互作用 羧基

端能激活转录和RNA聚合酶相互作用. Houvras et al [21]

利用酵母双杂交系统证实BRCA1环指和ATF-1间存在

相互作用. 在体外 酵母和人细胞内都能发生生理上的

结合. BRCA1不但能促进瞬时转染的包含cAMP反应元

件的报告基因的转录 也能促进自然普通的启动子例

如肿瘤坏死因子α的转录 但这种方式必须依赖cAMP
反应元件的完整性. 这些结果表明BRCA1在ATF-1转

录激活过程中的作用是通过ATF-1定位于某些靶基因

这些基因参与了对DNA损伤的转录反应.

        与软组织透明细胞肉瘤发生有关的常见染色体 t (12;

22)(q13; q12)的置换移位导致EWS-ATF-1嵌合蛋白形

成 其可作为一种基本转录激活因子. Araya et al [22]认

为ATF-1能通过染色体上的置换移位与EWS基因融合

而有利于Ewing肉瘤和其他恶性肿瘤的发生. CBP/p300

作为转录共激活因子 能将各种转录因子连接传递到基

本转录单位上 参与了转录激活 细胞生长分化和细胞

周期调控. Fujimura et al [23]在此基础上发现EWS-ATF-1结

构上无论在体内体外均能与CBP 结合. EWS和ATF-1的

融合结构域对于这种相互作用是必需的 并且 EWS-

ATF-1可抑制p53/CBP介导的反式激活功能 而CBP

的过表达能抵消EWS-ATF-1这种抑制作用. 作者认为

EWS-ATF-1致癌机制之一就是通过作用于CBP/p300

进而导致p53功能丧失. 该新型致癌机制可能也是其他

相关实体瘤的发生原因.

         Jean et al [24]发现在转移性黑色素瘤细胞中ATF-1和

CREB的表达是上调的. 并且鉴定出两种可以解释CREB/

ATF-1 促进转移性显型的作用机制. 其一是通过调节

CRE依赖的金属硫蛋白酶MMP-2和黏附分子MCAM/

MUC18 基因的表达在肿瘤侵袭过程中发挥重要作用; 在

第二条机制中 CREB/ATF-1可作为人类黑色素瘤细胞

的生存因子而发挥作用. 通过借助抑制性的抗-ATF-1

单链抗体片段(ScFv)在细胞内的表达研究ATF-1活性被
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破坏的后果 可见CRE依赖启动子活性明显降低 在

裸鼠中致癌性和转移性显型受到抑制. 抗 -ATF-1 的

ScFv可提高黑色素瘤细胞体外发生凋亡的敏感性 并

能导致裸鼠皮下种植瘤大量死亡 确证了CREB/ATF-

1可作为人类黑色素瘤细胞的生存因子. 该研究结果为

抗-ATF-1 ScFv提供了一种可能用途 即可作为体内

肿瘤生长和转移的抑制剂.

2   肝炎病毒与ATF-1的关系研究现状

2.1 乙型肝炎病毒与ATF-1的关系  乙型肝炎病毒的慢

性感染是引发肝细胞癌的主要危险因子. 自从 1987年

Aufiero et al [25]报告了HBxAg的表达能反式激活劳氏肉

瘤病毒(RSV)和 SV40中的氯霉素乙酰转移酶(CAT)报告

基因以来 很多实验室很快证实了HBxAg对多种同源

或异源病毒或细胞的基因转录调节区有反式激活作用

如HBV增强子 /核心启动子 S基因启动子 SV40的

增强子及早期启动子 单纯疱疹病毒胸腺嘧啶核苷激

酶(HSV-TK)启动子; 人T淋巴细胞I型病毒(HTLV-1)的

长末端重复序列(LTR) 人免疫缺陷病毒 I型(HIV-1)

RSV及 β-干扰素等的启动子. HBxAg也可反式激活聚
合酶(pol)I II III 启动子[26-27] 很多顺式作用元件也

随之被报道与X蛋白有相互作用 被定义为X 应答元

件(XRE) 包括 AP-1 AP-2 c/E NF-κB SRF
BP Ets ATF1及CREB. HBxAg可以作为转录的反式

激活因子 也可以与其他反式激活因子相互作用而起

效[28-30]. bZip 家族 Egr1 的反式激活因子都被报道与

HBxAg有结合作用.

       HBxAg虽然没有对基本转录起作用 但他能激活

转录; 但其对启动子的选择机制也不清楚 pX不能独立结

合到核酸分子上 HBxAg可能需要一系列的转录激活因

子才能发挥其协同转录激活因子的作用. Williams  et al [31]

提出一种可能的解释 HBxAg一旦加入转录作用就可

与一些反式激活因子如bZip家族相互作用.

        Maguire et al [32]等证实了这种猜测 通过设计体外

重组蛋白和DNA结合试验探讨了CREB/ATF与 pX蛋

白- 蛋白相互作用的机制 报道发现pX能与CREB/

ATF家族的碱性亮氨酸拉链区域相结合而非酵母反式

激活蛋白Gal4 的 DNA结合域 并且虽然这种结合不

能改变 CRES / A TF 形成二聚体的速率 但能增加

CREB/ATF与CRE元件的亲和性 在经pX转染PC12

细胞系时 受叉头蛋白刺激后生长抑素启动子的转录

活性增加15倍 这个结果有力支持了X-CREB/ATF蛋

白-蛋白相互作用具有重要意义.

2.2 丙型肝炎病毒与ATF-1的关系  丙型肝炎病毒核心

蛋白是一种结构蛋白 具有多种生物学调节作用  与

MAPK信号转导的调节有密切关系. MAPK信号转导系

统在细胞的增生 恶性转化和应激应答的调节中具有

重要作用. HCV 核心蛋白具有潜在的致瘤作用 但机

制目前不十分清楚. MAPK细胞外信号调节激酶(ERK)的

激酶(MEK)-ERK信号转导途径以及其下游的靶基因

即血清应答元件(SRE) 在BALB/3T3表达HCV核心蛋

白时被激活. 为了阐明HCV核心蛋白激活MEK-ERK途

径的机制 Huang et al [33]以HCV核心蛋白瞬时转染几

种不同的细胞系 并应用Gal4-Elk1萤虫素酶报告基因

表达载体 体外MAPK的Western blot杂交分析对其信

号转导途径进行了研究. 发现存在有丝分裂原刺激时

HCV核心蛋白可增强MEK下游的Elk1 的激活 而对

ERK 活性及Elk1 的磷酸化没有影响. 研究结果表明

HCV核心蛋白可通过经典的磷酸化修饰链激活Elk1. 说

明HCV感染引起肝细胞发生恶性转化的可能机制之一.

       HCV感染与HCC有关 而HCC的发生与MAPK/

ERK信号转导途径有关 因此 Pileri et al [34]研究了

HCV核心蛋白对MAPK/ERK级联反应的影响. HCV核

心蛋白可显著激活MAPK/ERK的级联反应 包括Elk1.

HCV核心蛋白单独情况下就可以激活MAPK/ERK. 有趣

的是 Elk1的活性在受到促癌因子12-O-四葵酸佛波

乙酯(12-O-tetradecanoyl phorbol 13-acetate TPA)的作

用下进一步升高 但表达HCV核心蛋白的NIH 3T3和

HepG2细胞受到EGF和肿瘤坏死因子 α(TGFα)的刺激
后 没有进一步的升高. HCV核心蛋白对MAPK/ERK的

激活作用 当受到MEK1特异性抑制剂PD98059时则

被阻断. 这些研究结果表明 HCV核心蛋白激活ERK是

肝细胞有丝分裂原介导的信号非依赖性的 但与TPA

有协同作用. HCV核心蛋白可能存在对MEK1的调节作

用 或者对更为上游的信号转导环节产生影响.

3   肝炎病毒与ATF-1的关系研究

由于所有的细胞内外的信号最终都转递到细胞核内

而在细胞核内 一个非常重要的事件 或者可以说是信

号转导的一个最终的直接结果造就了一批调节基因表

达的转录因子. 他们与各种基因的调控元件结合 调节

基因的表达和功能蛋白质的产生. 因此 转录因子的异

常表达也会导致疾病发生. 肝炎病毒作为一种生物学信

号可以影响细胞信号转导 引起细胞的病变及恶性转

化[1] 而作为一种重要的基本转录因子ATF-1 越来

越多的研究表明其是肝炎病毒信号转导通路中的关键

一环 例如: 如前所述ATF-1与MAPK信号传导途径密

切相关 在细胞内外各种刺激激活MAPK信号途径后其

作为一种转录激活因子承接了下游的信号转导任务 而

作为MAPK上游的刺激因子的肝炎病毒是否通过MAPK

信号途径介导与ATF-1构成连贯的信号转导路径 这方

面的研究未见报道.

        目前关于肝炎病毒与ATF-1信号转导通路上的系

统有序 明确的级联反应过程还不清楚 因为信号转导

通路是很复杂和多向的 深入认识信号转导通路的过

程及其中激酶活性的调节机制还有许多工作要做 但

通过研究肝炎病毒与ATF-1的关系启发了我们通过调

节控制信号转导通路来治疗疾病的设想. 因为信号转导
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通路上的各个反应相互衔接 有序地依次进行 直至

完成. 其间 任何步骤的中断或者出错 都将给细胞 乃

至机体带来重大的灾难性后果; 并且随着对肿瘤的细胞

生物学和分子生物学的研究深入 尤其是认识到许多

癌基因的产物就是转录因子 他们对细胞的增生 分

化 死亡和转化起到非常重要的调节作用 因此完全有

可能设计出以信号转导通路中起调节介导作用的信号

分子为靶的药物 一些专门针对信号转导通路中激酶

的药物和针对配基或者受体的药物 当然这方面的设

想还很初步 大量艰苦复杂的研究工作有待完成.
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0   引言

凋亡(apoptosis)又称为程序化细胞死亡(programmed cell

death PCD) 是多细胞有机体为调控机体发育 维

护内环境稳定 由基因控制的细胞主动死亡过程[1] 他

的发生是一系列称为胱冬肽酶(cysteinyl aspartate-specific

protease caspase)蛋白酶家族成员的作用 由活性中心

的半胱氨酸上的巯基发挥活性 所以属于半胱氨酸酶

类.胱冬肽酶蛋白酶家族也称为 ICE/Ced-3家族 是一

组与细胞因子成熟和细胞凋亡有关的蛋白酶 是美丽

线虫(Caenorhabditis elegans)死亡基因Ced-3的同源物

这个家族的蛋白酶具有特异性地在特定的氨基酸序列

中将肽链从天门冬氨酸(Asp)之后切断的活性.经过近几

年的工作 目前已经从人和动物细胞中克隆到十几种

这样的蛋白酶 1996年Alnemri et al [2]提出将人源性的

ICE/Ced-3 蛋白酶统一命名为 胱冬肽酶 并将已

经克隆出来的人白介素1β转化酶(Interleukin-1β con-
verting enzyme ICE)蛋白酶等依次命名为胱冬肽酶1-

10 如 ICE 为胱冬肽酶1 TCH 1 为胱冬肽酶 2 半

胱氨酸蛋白32 CPP32 为胱冬肽酶3等 他们在转染

宿主细胞后均能引发细胞凋亡并都被牛痘病毒Crm A

蛋白或一种四肽化合物(YVAD)抑制[3]. 其中胱冬肽酶3

是胱冬肽酶家族中最重要的凋亡执行者之一 在凋亡

的执行阶段 负责对全部或部分关键性蛋白的酶切(激

活或灭活).在慢性肝炎病毒致病(癌)过程中 凋亡起着

重要的作用 通过病毒蛋白或识别病毒抗原的细胞毒T

淋巴细胞(CTL)可使病毒感染细胞发生凋亡 是宿主清

除病毒的机制[4]. 慢性肝炎病毒与凋亡过程中的许多酶都

存在着互相作用 胱冬肽酶3是肝炎病毒作用的重要靶

位 了解肝炎病毒对胱冬肽酶3的影响 对于肝炎病毒

慢性感染的形成 甚至是肝炎病毒相关性肝癌(HCC)的

发生机制的研究具有重要意义

1   胱冬肽酶3与凋亡

1994年Fernandes-Alnemri et al [5]在BenBank中的表达

序列标记(expression sequence tag EST)数据库中找到一

段 ICE/Ced-3 活性中心同源的序列 用他合成探针

后 筛选人Jurkat T 淋巴细胞cDNA文库 从中克隆

到一种新基因 因其编码分子量为32 kD的半胱氨酸蛋

白酶而称之为半胱氨酸蛋白 (cysteine protease protein

CPP32) 1996年命名为胱冬肽酶 3. 胱冬肽酶3 cDNA

编码 277 个氨基酸 其中 30%与 ICE 同源 35% 与

Ced-3同源 是迄今为止发现的所有 ICE 家庭成员中

与Ced-3同源性最高的. 因此 有人提出胱冬肽酶3可

能是哺乳动物中Ced-3相对应物. 现在一般认为胱冬肽

酶3是细胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶 也是CTL

细胞杀伤机制的重要组成部分.他广泛分布于各种不同

类型的细胞中 前胱冬肽酶3在活化过程中从Asp28-

Ser29和Asp175-Ser176两处被剪切 形成P17(29-175)

和P10(182-277)两个片段 两种亚基再组成活性形式的

17 kD的胱冬肽酶3. 前胱冬肽酶3本身并没有催化活

性 在活化时首先由颗粒酶B或胱冬肽酶10在D175剪

切下小片段后他才被部分活化 随后则可进行下一步

的自我催化.已知颗粒酶B是丝氨酸蛋白酶 能引起靶

细胞DNA裂解 凋亡 是CTL介导的凋亡的途径之一

(另一途径是Fas/FasL介导的) 目前认为颗粒酶B所致

凋亡是通过裂解活化胱冬肽酶3而得以进行的[6].

       凋亡在生物界是一种普遍现象 他是多细胞生物

进化过程中形成的 生命中必须的细胞死亡方式 主要

作用是清除无用的 多余的 不正常的 已完成任务的

或有害的细胞 维持机体内环境稳定 胱冬肽酶3在细

胞凋亡中起着不可替代的作用 胱冬肽酶3基因转染昆

虫Sf9细胞后引起细胞凋亡 这个过程可以被Bcl-2阻

断; 在发生凋亡的细胞提取液中去除胱冬肽酶3后 这

些提取液就失去了诱导细胞凋亡的能力; 再加入纯化的

胱冬肽酶3他就又恢复了致凋亡的功能.

        胱冬肽酶3识别序列为DEVD 可以与众多的底物

作用 从而引起细胞凋亡. 多聚ADP-核糖聚合酶 (PARP)

是一种核蛋白 其功能与DNA修复 基因组的维护和整

合性 及对环境刺激应力变化反应有关. 在细胞凋亡启动

时 116 kD的PARP在Asp216-Gly217之间被胱冬肽酶

3剪切成31 kD和85 kD两个片段 使PARP中与DNA结

合的两个锌指结构与羧基端的催化区域分离 不能发挥

正常功能 结果使受PARP负调控影响的Ca2+/Mg2+依赖

性核酸内切酶的活性增高 裂解核小体间的DNA 引起

细胞凋亡.这种裂解过程可被胱冬肽酶3的特异性抑制剂

Ac-DEVD-CHO所抑制 但不能被CrmA抑制.在很多形

成凋亡的细胞中 均可发现PARP这一片段 因而 PARP

是凋亡蛋白酶底物之一[7]. 胱冬肽酶3还可以剪切U1-

70K DNA-PK PKCd和PKCq. PKCd和PKCq都属于新

型PKC 当被胱冬肽酶3剪切后 可以切除调节区域 而

成为活性形式的 PKC 另外实验还证明 过量表达
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PKCd 和 PKCq 均可以引起细胞凋亡 说明他们都参与

了细胞凋亡的诱导. 胱冬肽酶3可以切开与DNA酶相连

的抑制酶 使前者激活 入核后水解DNA [8] 产生电

泳梯形. 胱冬肽酶3还可以切断肌凝蛋白 后者是一种

在正常情况下结合肌动蛋白丝 保持细胞形状的蛋

白 将胱冬肽酶3切断的肌凝蛋白片段注入细胞 细

胞就会失去形状 发生细胞凋亡样变化[9] 切断的肌

凝蛋白可能是细胞凋亡发生期间形态变化的生理效应物.

2   慢性乙型肝炎病毒与胱冬肽酶3

近年来细胞凋亡在肝脏疾病发病机制中的作用越来越

受到人们的重视 重新认识了细胞凋亡在病毒性肝炎

慢性化和肝细胞癌中的地位. 病毒感染时肝细胞的死亡

可以是病毒直接作用或宿主免疫应答所致. 许多病毒感染

所致的细胞凋亡与细胞毒作用有关 如腺病毒 EB病毒

和人免疫缺陷病毒(HIV)等. 事实上 病毒感染引起的细

胞凋亡可能就是宿主通过细胞主动死亡来阻止(或延缓)

受感染细胞内病毒复制和扩散 而病毒也通过某种方式

来阻止或延缓凋亡的发生使其成功地复制繁殖. 病毒产物

抗凋亡机制可能有: (1)诱导 p53 失活; (2)使 bcl-2和类

bcl-2基因过度表达; (3)使胱冬肽酶家族成员失活.

        慢性乙型肝炎病毒(HBV)为嗜肝DNA病毒属 基
因组全长约3.2 kb 主要感染宿主肝细胞并导致一系列
病理过程 包括隐性感染到后期的HCC[10-12]. HBV在感
染肝细胞早期抑制凋亡 之后再激活凋亡以便自身的
复制及传播 这样 对于凋亡的抑制或激活都可以使细
胞发生恶性突变. 在使用抗Fas抗体刺激并且在HBx的
存在下 胱冬肽酶3的活性以及线粒体释放细胞色素 C
受到了抑制[13].Yano et al [14]研究了HBV相关性肝癌细胞
中胱冬肽酶3的定量 并运用免疫组化方法对胱冬肽酶
3的活性进行了分析 他们发现在肿瘤细胞中胱冬肽酶
3的活性相对于正常细胞明显下降 说明了HBV对于
胱冬肽酶3活性有明显的抑制作用.
        运用磷脂酰肌醇3激酶(PI3K)药理学抑制剂渥曼青
霉素抑制PI3K活性可以介导细胞凋亡 并且可以使生
长因子抗凋亡效应丧失[15-17]. Gottlob et al [18]通过不同的
细胞系来研究HBx蛋白与胱冬肽酶3的关系 说明HBx
蛋白可以抑制胱冬肽酶3的活性 通过对氨基端和羧基
端截短型HBx分子的研究说明其抗凋亡活性与已知的
两个反式激活结构域有重叠. Lee et al [19]研究证实了PI3K
的激活以及后来的Akt 和Bad的激活在CHL细胞中产
生了抗凋亡作用 并且可以激活胱冬肽酶3的活性 表
明HBV通过HBx-PI3K-Akt-Bad途径来抑制胱冬肽酶
3的活性 从而抑制凋亡的产生. 表达HBx蛋白的CHL
细胞可以对血清撤除介导的凋亡有明显的抑制作用
转染了p53后 这个效应仍然存在 说明了HBx介导
的抗凋亡作用至少是部分不依赖于p53的.

3   慢性丙型肝炎病毒与胱冬肽酶3

慢性丙型肝炎病毒(HCV)是导致以肝细胞炎症 损伤

纤维化为特征的肝脏疾病的主要因素之一[20-26]. 尽管目前

尚不清楚胱冬肽酶家族在HCV致病过程中起什么样的

作用 但凋亡肯定涉及了其致病机制.Otsuka et al [27]研

究了HCV核心蛋白对细胞凋亡的效应机制 使用抗-

Fas抗体刺激后 核心蛋白抑制了凋亡的级联 从下游

的胱冬肽酶8到上游胱冬肽酶3 从而说明了核心蛋白

在线粒体水平抑制凋亡 通过加强Bcl-x 的表达而抑

制了胱冬肽酶3的激活. 还有许多研究都报道了在HCV

相关HCC患者的尸检中 肿瘤细胞内胱冬肽酶3的活

性都相当低 这也可能是HCV致癌原因之一.

        在HCV感染患者体内 CTL和辅助性T细胞是防

止病毒持续存在的关键所在 而HCV感染患者体内外周

血中HCV特异性CTL的数量却非常少[28-29] Hahn et al [30]

研究了HCV核心蛋白对T淋巴细胞的影响 在人T细

胞系Jurkat细胞中瞬时或稳定表达核心蛋白可以增加细

胞对Fas介导的凋亡的敏感度 并且观察到了核心蛋白

可以与Fas胞内区结合 而此结构域可以增加Fas介导

凋亡的下游信号途径.核心蛋白的表达并没有改变细胞

表面Fas的表达 说明了表达核心蛋白的细胞对于Fas

配体的敏感性的增加并不依赖于Fas的下调 进一步

他们还观察到了在表达核心蛋白细胞内胱冬肽酶3的活

性增加.这些结果都说明在HCV感染阶段 核心蛋白通

过Fas信号途径激活了免疫细胞内胱冬肽酶3 促进了

免疫细胞的凋亡 从而使其自身得以存活.
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0   引言

nur77又称为神经生长因子诱导的基因B (nerve growth

factor-induced gene B NGFI-B) 是一种细胞核孤生

受体(orphan nuclear receptor) 转录因子蛋白 在多种细

胞的信号转导 细胞周期 细胞凋亡的调节中具有十分

重要的作用. 乙型肝炎病毒(HBV) 丙型肝炎病毒(HCV)

感染引起的各种类型的慢性肝脏疾病 其发病机制主

要是通过肝炎病毒蛋白对于细胞内正常的信号转导通

路进行干扰 Nur77是肝炎病毒蛋白作用的靶分子之一.

肝炎病毒蛋白对于Nur77 转录因子蛋白正常调节功能

的干扰 与慢性病毒性肝炎 肝纤维化(LF ) 肝细

胞癌(HCC)发生发展有密切关系[1-4].

         Nur77转录因子蛋白属于一个结构序列具有高度同

源性的蛋白家族. NGFI-B/Nur77 Nurr1 NOR1等孤

生核受体家族成员 或者以同二聚体形式 或者以家族

内部成员之间结合形成的异二聚体形式 与NGFI-B的

应答元件(responsive element NBRE)调节元件结合

发挥转录调节作用. Xing et al [5]在脑皮质cDNA文库中筛

选得到大鼠的孤生核激素受体cDNA. 这一cDNA长度为

2 154 bp 开放读码框架1 794 bp 编码产物由598 aa

组成 分子量为65 kD. 氨基酸序列分析表明这一蛋白
与小鼠的nurr1和人的 NOT1孤生核激素受体NGFI-B/
nur77/NAK1家组成员具有很高的同源性. 将这一基因命
名为大鼠的r-nurr1. Northern blot 分析结果表明r-nurr1
mRNA在脑组织中的表达水平最高 肺组织中的表达水
平中等 大小皆为4.0 kb. 在睾丸组织中存在较小的
mRNA 大小为2.5 kb. r-nurr1在心脏 骨骼肌 肝脏
肾脏和脾脏中的表达水平很低. 原位杂交技术研究结果
表明 r-nurr1 mRNA 在CNS的各个部位都有持续表达

在深层组织(IV-VI层)中更是如此.

         Scearce et al [6]肝脏部分切除以后触发的肝脏再生过

程 是研究发育完成之后 动物器官有丝分裂的有限的

几个模型之一. 即刻早期生长因子基因的表达 无论是

在蛋白合成之前还是蛋白合成之后 都发挥着十分重

要的调节作用. 对肝脏再生的差减文库的筛选 发现了

1种甲状腺 /类固醇受体超家族(thyroid/steroid receptor

superfamily)的一个新成员 称为再生肝脏核受体-1

(RNR-1 regenerating liver nuclear receptor). 这一基因

在静止的肝脏中没有表达活性 但在肝脏部分切除之

后可以快速诱导 这一基因的表达也是肝脏再生特异

性的 因为肝脏在受到有丝分裂原的刺激之后也没有

表达活性. RNR-1 在脑组织中也有一定的表达活性.

RNR-1蛋白分子量为66 kD  由 597 aa组成 体外转

录和翻译系统的研究结果也证实了这一点. RNR-1与r-

NGFI-B/m-Nur77 具有很高的同源性 特别是在其

DNA 结构域更是如此 达到 94% 在推测的配体结
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合域同源性达到59%. 应用凝胶阻滞实验证实RNR-1 与

NGFI-B DNA 可特异性结合 形成的复合物大小类似

于Nur77复合物 表明RNR-1单体形式就具有结合能

力. r-NGFI-B/m-Nur77的A盒式结构区(A box region)的

同源性达到 100% 是其分子结构中的高度保守区.

RNR-1和Nur77 对于r-NGFI-B/Nur77结合位点的DNA

结构具有显著的反式调节作用 而且二者之间具有相

加作用. 在肝再生过程中 RNR-1和 r-NGFI/m-nur77

基因表达受到诱导 说明RNR-1 可能与 r-NGFI/m-

Nur77一起在肝脏再生早期阶段的晚期发挥调节作用.

        Nakai et al [7]利用人甲状腺激素受体 α2的 cDNA片
段作为探针 对人胎儿肌肉组织cDNA 文库进行筛选

在低严谨度杂交条件下发现了一种微弱的杂交信号

对于这一cDNA片段进行序列分析 长度为2 498 bp

含有一个1 794 bp的开放读码框架(ORF) 编码一条由

598 个氨基酸残基组成的多肽 预测分子量为64 kD.

其中的DNA结合域和配体结合域与类固醇和甲状腺激

素的受体具有一定的同源性. 这一新基因序列与转录因

子 nur77 NGFI-B 的基因具有高度的同源性 这些

转录因子基因都属于神经生长因子和其他的血清生长

因子所诱导的产物. 因此命名为NAK1. 对NAK1在细胞

生长过程中的表达水平进行研究 结果表明当细胞受

到生长因子的刺激后其mRNA的转录水平迅速升高. 例

如二磷酸腺苷刺激猴肾细胞(BSC-1) PHA 刺激人淋

巴细胞 生长阻滞状态的成纤维细胞受到血清的刺激

之后 NAK1基因的表达水平迅速升高. NAK1基因在

人胚胎肌肉 肝脏 脑 甲状腺等组织中具有表达

活性. 对于NAK1配体分子的寻找和鉴定 以及对于其

调节的靶基因的研究 都将具有十分重要的意义.

1   Nur77的转录调节作用

凝血酶原激活剂抑制物(plasminogen activator inhibitor 1

PAI-1)是一种主要的纤维裂解抑制剂 如果血浆中的

浓度偏高 则可能会引起血管疾病. 一些炎性细胞因子

通过一些未知的途径调节PAI-1的表达. Gruber et al [8]

应用报告基因表达系统证实 在PAI-1基因启动子序

列中存在着一段基因序列 决定其基础表达活性以及

肿瘤坏死因子 α(TNFα)诱导内皮细胞的PAI-1基因表
达活性. 以这一段基因序列作为诱饵 筛选DNA结合

蛋白 发现Nur77 (NAK-1 TR3 NR4A1)是这一段

基因的结合蛋白. Nur77指导 PAI-1 的基因表达 通过

NBRE 说明这种转录因子蛋白的单体结构具有结合

活性 是一种配体非依赖性过程. Nur77的自身表达水

平受到TNFα的诱导时显著升高. 高水平的Nur77 表
达 与PAI-1共同分布在动脉粥样硬化组织中 说明

体内Nur77调节PAI-1的机制是存在的.

        血清应答因子(SRF)是一种转录因子蛋白 可以结

合启动子DNA序列中的血清应答元件(SRE) 调节一系

列基因的表达 包括即刻早期基因的表达 如 c-fos

fosB junB egr-1 egr-2 以及神经元基因 nurr1

nur77 肌肉基因如肌动蛋白 肌球蛋白基因等. Chai et al [9]

通过对于这些基因表达的调节研究 阐明了SRF调控

细胞的生长和分化 神经细胞的信号转导 肌肉的发育

的功能. 许多因素可以激活转录因子SRF 包括血清

溶血磷脂酸(lysophosphatidic acid LPA) 脂多糖

(LPS) 12-O-四葵酰佛波-13-乙酸盐(12-O-tetradec-

anoylphorbol- 13-acetate TPA) 细胞因子 TNFα
提高细胞内Ca2+浓度的试剂 病毒基因编码的激活蛋

白 如乙型肝炎病毒X抗原(HBxAg)可以激活癌基因 

原癌基因. 外源刺激如紫外线(UV)刺激也产生同样的效

果. SRF自身也受到细胞内信号转导的调节 与其他的

转录因子如Sp1 ATF6以及成肌调节因子有关. 其功

能在心肌形成过程中得到了很好的反映. 特异性心肌的

SRF 的转基因表明小鼠肥厚性心肌病中SRF过表达

出生以后6 mo死于心力衰竭. 其他的转基因研究资料表

明SRF在胚胎发育和形成过程中发挥重要作用. 因为

SRF对肌肉和神经细胞生长 分化过程中几种基因表

达起调节 因此 SRF 在组织损伤和溃疡修复 例如

为肠道溃疡修复中具有十分重要的作用.

2   细胞凋亡调节

即刻早期基因Nur77 编码一种孤生核受体 当细胞受

到各种应激刺激之后 如细胞受到TNFα的刺激后
Nur77的表达立即受到诱导. Nur77的表达调节在T淋巴

细胞和肿瘤细胞的细胞凋亡调节中具有十分重要的作

用. Suzuki et al发现Nur77可以拮抗TNFα介导的细胞
凋亡信号转导. TNFα对于Nur77的表达具有很强的诱
导作用. 与其他类型的细胞凋亡拮抗因素不同 TNFα
诱导Nur77 的表达不依赖于NF-κB. 异位表达Nur77 可
以保护野生型细胞 TRAF2(-/-) RelA(-/-) 的细胞

TNFα的细胞凋亡. Nur77显负性突变体 (DN-Nur77)可
加快TNFα诱导的突变细胞凋亡. 在小鼠的胚胎成纤维
细胞中即使受到TNFα的诱导 Nur77 也保持在细胞
核中的分布 没有发生向线粒体中的细胞内转位. 这些

研究结果表明 在TNFα诱导的细胞凋亡的信号转导过
程中 Nur77 是促进细胞生存的因素[8].

        激活诱导的细胞死亡(activation-induced cell death

AICD)在巨噬细胞中也是存在的 但是具体机制还不清

楚. AICD在很大程度上不依赖于胱冬肽酶的活性. 巨噬细

胞的AICD可以由胱冬肽酶通用抑制剂(benzyloxycarbonyl-

Val-Ala-Asp-fluoromethyl ketone zVAD)来诱导. Kim et al [10]

研究证实这种类型的巨噬细胞凋亡可以发生在感染性小

鼠模型中 而且toll样受体(toll-like receptor TLR)-2 

TLR4 的信号转导系统与此有关. 推测Nur77 在巨噬细

胞的细胞凋亡中具有重要作用 因为Nur77缺陷性巨噬

细胞不发生细胞凋亡. TLR2 TLR4下游的细胞外信号

调节的激酶途径 zVAD上调的肌细胞特异性的增强子

结合因子2 (myocyte-specific enhancer binding factor 2
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MEF2)的转录因子活性都是Nur77诱导的巨噬细胞凋亡

的必需因素. 报告基因研究结果表明Nur77基因启动子

的Nap Ets Rce Sp1 位点受 TLR4 信号的调节

而MEF2位点则受到zVAD的调节. MEF2转录因子具有

持续表达的活性 在巨噬细胞中降解 zVAD增加转录

因子MEF2的活性 主要是通过抑制MEF2 转录因子

蛋白的裂解和降解. 这一研究结果表明巨噬细胞的细胞

凋亡是通过Nur77 的 2条信号途径实现的 与胱冬肽

酶的活性无关.

        Dequiedt et al [11]报道CD4(+)CD8(+)双阳性的胸腺细

胞具有高水平的 II型组蛋白去乙酰酶HDAC7的表达

HDAC7抑制Nur77的表达  Nur77这种孤生核受体分

子对转录因子MEF2D的活性在胸腺细胞的细胞凋亡和

负选择过程中具有十分重要的作用. T细胞受体(TCR)激

活之后 HDAC7 在 T 细胞核中输出 导致Nur77 的

表达水平升高. 3个位点 (S155A S318A S448A) 发

生突变的HDAC7分子在TCR激活之后不能从细胞核中

外输 可抑制 TCR诱导的细胞凋亡. HDAC7与VP16的

融合蛋白可以激活Nur77的表达. 以RNA干扰技术抑制

HDAC7 的表达 可促进由TCR 激活而诱导的细胞凋亡.

这一结果证实HDAC7作为Nur77 的调节因子 对胸腺

细胞发育过程中的细胞凋亡产生显著的调节作用.

        尽管知道Nur77这种孤生核受体与某些调节基因相

结合 并调节这些基因的表达 并进一步调节细胞周期

和细胞凋亡 但是Nur77 的具体作用机制目前还不十分

清楚. 特别是发现Nur77 在细胞周期和细胞凋亡的调节中

具有细胞类型特异性的特征的机制更是不清楚. Wu et al [12]

认为Nur77 调节细胞凋亡的机制 主要是通过基因表

达和细胞内转位 而不是通过其反式激活作用. Nur77

在 BGC-823 细胞系中持续表达 TPA 不仅可以上调

Nur77 mRNA 的转录水平 而且可以促进Nur77 蛋白从

细胞核到细胞线粒体的细胞内转位 引起细胞内细胞

色素C的释放. TPA诱导的 Nur77细胞内转位伴随着细

胞凋亡的发生. 尽管全反视黄酸(all-trans retinoic acid

ATRA)不能诱导 BGC-823细胞发生细胞凋亡 但是细

胞核中Nur77的表达活性却是ATRA抑制作用所必需的.

Nur77的反义RNA表达载体转染BGC-823 细胞系 可

以获得耐受ATRA抑制作用状态. 在TPA诱导的细胞凋

亡中 Nur77是通过蛋白激酶C (protein kinase C PKC)

的信号转导途径实现的. MAPK PI3K信号转导途径与

Nur77 mRNA转录表达的调节有关.

        Nur77(NGFI-B)在 T细胞的 AICD中具有重要作用.

视黄酸(retinoic acid RA)具有很强的免疫调节作用

可以抑制未成熟胸腺细胞以及T细胞杂交瘤细胞的细胞

凋亡. 对于这一抑制作用的机制进行研究 Kang et al [13]

发现视黄酸对于Nur77的表达和功能具有显著的反式调

节作用. 全反视黄酸显著抑制Nur77的DNA结合和转录

调节作用. 对于2种潜在调节Nur77 基因转录活性的转录

因子AP-1 相关的血清应答因子(related serum response

factor RSRF)进行研究发现 全反视黄酸抑制AP-1

的DNA 结合活性 但对于RSRF则没有影响 表明这

种抑制作用可能是AP-1介导的. Nur77转录后调节机制

的研究结果表明 Nur77与RARα RXRα进行共转染
时其活性受到显著的抑制. 酵母细胞或哺乳动物细胞双

杂交技术证实Nur77 结合RARα RXRα 表明这些
受体蛋白之间存在着直接的蛋白-蛋白相互作用 可能

与其抑制作用有关. RA对于Nur77 功能的抑制是通过多

个途径实现的.

3   肝炎病毒蛋白对于Nur77的调节

HBxAg在HBV相关的HCC的发生发展过程中具有十分

重要的作用. 最近Lee et al [14]发现HBxAg 诱导FasL的

表达 可能是HBxAg帮助HCC逃避机体的免疫监视功

能的重要机制之一. 对于HBxAg诱导Nur77表达以及在

调节FasL表达中的作用进行研究 发现Chang X-34细

胞表达 HBxAg时 可显著诱导Nur77. 应用反义技术或

者显负性突变体阻断HBxAg对于Nur77的诱导 则可

以显著抑制FasL的表达 表明Nur77 在调节FasL表

达的过程中具有十分重要的作用. 在HCC细胞中表达

HBxAg时 不仅能够提高Nur77 的表达水平 而且还

可以显著提高这种转录因子蛋白与靶DNA序列之间的

结合. 这些研究结果表明转录因子蛋白Nur77 在HBxAg

诱导的Fas/FasL信号转导系统 以及帮助肝癌细胞逃

避表达Fas的淋巴细胞的免疫监视中具有十分重要的作

用[15-21].

        Nur相关因子1(Nur-related factor 1 Nurr1)在部分

肝切除后的肝再生过程中具有十分重要的作用. Ohkubo

et al [22]推测NGFI-B家族成员在肝脏的缺血再灌注损伤

中具有高水平的表达. 利用半定量的逆转录聚合酶链反

应(RT-PCR)技术对大鼠和人肝脏中NGFI-B家族成员

的表达水平进行研究. 利用原位杂交技术对于NGFI-B

基因在肝脏中的表达位置进行研究. 因为NGFI-B基因

家族成员的启动子序列中含有CRE序列 应用Western

blot 杂交和凝胶阻滞实验对于磷-Ser-133-特异性的环

腺苷-3 :5 - 单磷酸盐应答元件结合蛋白进行了研

究. 大鼠肝脏缺血损伤30 min后出现NGFI-B 家族基因

的表达活性 注射环磷酰胺之后这些基因的表达水平

进一步升高. 在人的肝脏标本中 NGFI-B 家族基因的

表达水平较缺血损伤之前表达水平也明显升高. 在灌注

之后的15 min出现pCREB蛋白的表达. 凝胶阻滞实验

结果表明CREB可与大鼠肝细胞的神经元衍生的孤生

受体相结合. 因此认为NGFI-B家族基因在缺血灌注损

伤的早期阶段就有显著的诱导 而且这一诱导过程与

CREB 的调节作用有关.

        在成熟的B淋巴细胞中 锌指转录因子早期生长应

答1(early growth response 1 Egr-1)属于B细胞抗原受

体受到刺激之后许多即刻早期基因之一. 但是其在淋巴

系统发育早期阶段的作用目前还不十分清楚. 对骨髓中
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B细胞亚群进行分析 Katagiri et al [23]发现Egr-1在原 /
前-B 细胞和未成熟的B 淋巴细胞中有转录表达活性. 在
基质细胞瘤细胞作为饲养细胞 含有白介素-7(IL-7)
的细胞培养基中生长的原 /前 -B-I细胞中有Egr-1蛋
白. 在重组酶激活基因-2(recombinase-activating gene 2
RAG-2)缺陷 Egr-1过表达的小鼠的B淋巴细胞系原/
前-B-I细胞可以通过B220(low)BP-1(-)发育阶段而继
续发育 一直到B220(low)BP-1(+)期的前-B-I细胞阶
段 但是不能继续发育到前-B-II细胞的B220(low) BP-
1(+)CD25(+)阶段. 因此 在B淋巴细胞的早期发育阶段
从B220(low)BP-1(-)IL-2R- 原 / 前 -B-I 阶段发育到
B220(low)BP-1(+)IL-2R+ 前 -B-II阶段 至少包括2个
不同的步骤. 第 1步 B220 (low)BP-1(+)前 -B-I 细胞如
果受到Egr-1过表达的刺激就能完成. Egr-1转基因小
鼠 分泌成熟的免疫球蛋白的B淋巴细胞(Ig)M+ B220
(high)的比率上升 未成熟型的IgM+ B220(low)的骨髓B
淋巴细胞的比率降低. 因为转基因小鼠和正常的小鼠祖
B 细胞的生长状态 Egr-1的表达水平相当 而且进入
到 成熟的B细胞阶段. 对于Egr-1潜在的调节基因进行
研究 发现Egr-1可以提高前-B细胞和未成熟B细胞
中的 氨基肽酶(aminopeptidase) BP-1/6C3的表达 而且

可以上调IgM+ B淋巴细胞中的nur77的表达.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)感染是病毒

性肝炎的主要病原体 其感染后引起慢性化的频率较

高 也是慢性病毒性肝炎的主要病原体. 在我国 HBV

或HCV的感染也是肝硬化和肝细胞癌(HCC)发病的主

要原因. 层粘连蛋白(LN)是以组织特异性方式表达的细

胞外基质(ECM)蛋白[1] 通过与细胞表面与整合素受体

蛋白的结合 LN可以促进细胞黏附 对细胞存活 增

生和分化发挥重要的调节作用[2]. 在肝炎后肝纤维化

肝硬化 HCC 患者中 LN 水平可发生显著改变 故

常常在慢性肝炎后肝纤维化 肝硬化及肿瘤转移方面

有重要的诊断意义.

1   层粘连蛋白在细胞内作用的分子生物学机制

1979 年 Timpl et al [3]从鼠Engkebreth-Holm-Swarm

(EHS)肉瘤中分离出了一种非胶原成分-层黏连蛋白. 随

后的研究表明 LN主要由基底膜中的上皮细胞和内皮

细胞合成 以不溶的形式广泛分布于正常组织的血管

基底膜透明层中 并与 型胶原相结合构成基底膜的

骨架成分. LN是组织特异性方式表达的ECM蛋白 通

过与细胞表面整合素的结合 LN可以促进细胞黏附 对

细胞存活 增生和分化发挥重要的影响作用. LN对细胞

的影响作用可能与其与细胞内信号整合并参与其信号

转导活性有关[4-6]. 然而 这种整合信号如何通过细胞膜

最终影响基因表达的机制还不是很清楚. a6b4整合素是

各种 LN 亚型的受体 [ 7 - 9 ] 根据其配体结合特异性

a6b4在体内富含与细胞间质LN相互作用的细胞特别是

上皮细胞 内皮细胞和施旺(Schwann)细胞中表达. 近年

的研究发现a6b4与细胞质的酪氨酸蛋白激酶相关 并

且通过一系列包含SH2- 和 SH3-的连接分子与ras信号

转导途径相连[10]. 故推测LN与细胞内信号转导机制相关.

2   层粘连蛋白的表达与慢性病毒性肝炎及肝炎后肝硬化

HCV 和HBV 感染后常进展为慢性病毒性肝炎 其中

HCV感染后慢性化的几率更高. 慢性肝病尤其是活动性

病变 由于致病因素的持续作用和机体免疫功能失调

以致肝细胞持续受损 纤维组织不断增生而导致肝硬

化. 肝纤维化的主要病理特点是胶原蛋白及LN等多种

ECM在肝内过度沉积. LN 是肝脏ECM中的一种糖蛋

白 在肝脏受损时 肝细胞合成LN 增加 并释放入

血 使血清LN水平增加 因而LN可作为肝脏损害及

肝纤维化的指标之一. 在HBV携带者及急性肝炎患者

中 血清LN 及胶原 水平与正常人比较差异无显著

性 是因为此类患者无明显肝脏病理损害或损伤只局

限于小叶内 无纤维修复过程参与. 而慢性肝炎患者血

清LN 及 型胶原水平明显升高 血清 -C LN 浓

度的增加表示肝纤维化形成处于活动状态 提示肝纤

维化有进行性的发展[11] 尤以慢性中度 重度及肝硬

化患者更为显著. 在慢性肝病患者的修复过程中 位于

狄氏(Disse )间隙的肝星形细胞被激活 狄氏腔内的

ECM 改变 层粘连蛋白及 型胶原大量合成 细胞

相互紧密连接 形成真正的基底膜 导致肝纤维化[12].

所以慢性肝炎及肝硬化患者LN及胶原 合成增加 导

致其降解入血增多 从而表现为血清LN 及 型胶原

高水平. 研究还表明 LN与 γ-球蛋白及A/G比值有明
显相关性 即 γ- 球蛋白增高时LN也增高 而A/G比
值降低时 LN却增高 表明LN与肝功能部分指标有

相关性. 肝病患者血清LN含量变化是一项较客观的肝

纤维化指标 对各型肝病均具有较好的检测价值 特别

对慢性肝病的诊断优于透明脂酸(HA) P P 等其他

生化指标. 对于HCV感染患者 其诊断意义较HBV感

染更大[13].

3   层粘连蛋白的表达与病毒性肝炎相关性肝细胞癌

HBV或HCV的感染也常常是肝细胞癌发病的诱因之一.

有证据表明HBx蛋白和HCV非结构蛋白5A(NS5A)和核

心蛋白等参与病毒感染后肿瘤的形成. Tarn et al [14]的结

果证实HBxAg引起的肝细胞的恶性转化过程与RAS-

RAF-MAPK和 JNK信号转导途径有关.在HepG2细胞

中 核心蛋白激活人 c-myc基因 RSV LTR 和 SV40

早期启动子[15] ; 核心蛋白还能抑制或增强p53基因启动

子功能[16] 这些证据表明核心蛋白具有潜在的致癌作

用. Ghosh et al [17]研究发现 NS5A蛋白能够抑制细胞周

期调节基因p21WAF1 激活人肝癌细胞中增生的细胞核

抗原基因(PCNA) 从而调节细胞凋亡 促进细胞增生.

NS5A cDNA能够使转染的小鼠成纤维细胞NIH 3T3具

有转化特性 且转化细胞移植入裸鼠体内可形成纤维

肉瘤灶 这一证据直接证明了HCV NS5A蛋白的恶性转

化潜能.

       LN主要由基底膜中的上皮细胞和内皮细胞合成

以不溶的形式广泛分布于正常组织的血管基底膜透明

层中 并与 型胶原相结合构成基底膜的骨架成分. 所

以 人们很容易将其与肿瘤的侵袭和转移联系起来. 早

先的研究表明 癌组织基底膜中LN减少及排列紊乱是

肿瘤转移的基础[18]. 对HCC癌组织中LN形态测量的研

究表明 HCC转移组织中LN表达较未转移组少 二

者具有显著性差异 提示LN减少导致基底膜不完整

使肿瘤细胞侵袭转移过程中的屏障削弱 确实为肿瘤

转移提供了可能性. 肿瘤组织中的这种变化主要是由于

型胶原酶的合成增加 导致 型胶原水解 组织中

LN随着基底膜的崩解而减少. 但是 这种变化并不意味

着组织中LN的合成减少. 部分癌细胞胞质中存在LN染

色 由于此时无肝窦结构 所以LN系由肿瘤细胞合成[19].

癌细胞的这种合成LN的能力可能在侵袭和转移过程中
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具有意义. Fridman et al [20]将LN与瘤细胞一起培养时发现

肿瘤细胞表现出明显的过度增生现象. 小鼠纤维肉瘤细胞

表面LN的表达使其转移潜能大大增加. Bonkhoff et al [21]的

研究发现前列腺癌转移的组织 如淋巴结 骨 肺

和肝组织中LN呈强阳性表达. 所以 LN在肿瘤转移过

程中可能具有双重作用: 当 LN与 型胶原构成基底膜

时 他可作为屏障阻止肿瘤细胞的转移 而在肿瘤细胞

穿越基底膜后则可介导其运动 促进转移的形成. 另

外 HCC组织特别是有转移的组织中LN可排列成窦状

结构 此系肿瘤组织中新生毛细血管网络的基底膜成

分. 组织中的LN除能够参与构成基底膜外 还能对内

皮细胞有趋化作用 并促进其分化[22]. 他还能刺激细胞

分泌血管生长因子促进肿瘤血管的生成[23] 这些作用

均能促进肿瘤细胞发生转移. 由于LN在肿瘤转移中的

重要作用 人们试图寻求将其作为肿瘤转移的标志物.

基质的降解以及肿瘤细胞合成LN均可导致机体LN水

平增高 所以检测血清LN的含量有助于了解机体的LN

水平. 有人通过在对骨及软组织肿瘤患者血清LN水平

研究发现 血清LN含量升高与肿瘤的转移密切相关

特别是部分患者的组织中在镜下还不能找到转移灶时

其血清LN已有升高[24] 所以认为血清LN是早期诊断

肿瘤转移的指标之一.

       总之 LN作为一种ECM 是肝脏ECM中的一种

糖蛋白 在肝脏受损时 血清LN 水平增加 可作为

肝脏损害及肝纤维化的指标之一 对于早期诊断肿瘤

转移也有一定的意义.
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0   引言

转录因子CCAAT 增强子结合蛋白(CCAAT enhancer

binding protein C/EBP)包括C/EBPα C/EBPβ C/
EBP C/EBP 等蛋白 在体内的生物学作用各不

相同[1]. C/EBPα在粒细胞形成中具有重要的调节作用[2]

C/EBPα基因缺陷可以导致早期的粒细胞分化障碍[3]. C/
EBPα功能异常在人急性髓性白血病中十分常见 其
特点是髓细胞发育障碍[4]. Zhang et al [5]从缺失C/EBPα动
物的胎肝中获得细胞 在形态上象未成熟的髓母细胞

早期髓细胞特异性基因如髓过氧化物酶等的 mRNA表

达缺如. 向这些细胞导入正常的 C/EBPα基因 可以诱
导 C/EBP 家族成员如C/EBPβ C/EBP 的表达 并
且有粒细胞的分化. 说明不同的C/EBP转录因子蛋白具

有截然不同的生物学作用.近年来的研究证实 C /

EBPβ 在基因表达调节和信号转导过程中具有十分重要
的地位和作用.

1   C/EBPβ与骨 脂肪代谢
Christakos et al [6]观察到1 25 (OH)2D3诱导肾脏 成

骨细胞中的C/EBPβ的表达及24- 羟化酶的转录活性.
这些研究结果将C/EBPβ作为1 25(OH)2D3作用的一
种新的靶基因 提示C/EBPβ在24- 羟化酶的基因转
录调节中具有十分重要的作用. 这一研究结果表明维生

素D受体(VDR)介导的24-羟化酶的基因转录 除了受

转录因子YY1 TFIIB CBP的调节之外 还要受C/EBPβ
的调节. 初步观察结果表明  1 1 1- 三氯 -2 2-

双(p-氯酚基)-乙烷 (1 1 1-trichloro-2 2-bis (p-

chlorophenyl)-ethane p p -DDT)可诱导 3T3-L1

脂肪细胞的分化 而且是一种剂量依赖性的过程.

Moreno-Aliaga et al [7]研究了p p -DDT诱导3T3-

L1 3T3-F442A脂肪细胞分化的机制. 已知3T3-L1 脂

肪细胞的分化涉及到转录因子C/EBPβ 过氧化物酶体
增生因子激活受体 γ(PPARγ) C/EBPα的作用 因此
研究p p -DDT的诱导分化作用是否与此有关. 发现

p p -DDT处理的3T3-L1细胞系细胞核中的PPARγ
C/EBPα蛋白水平升高. p p -DDT在浓度为20 µmol/l
时并不影响C/EBPβ蛋白在细胞分化过程中的蛋白含量.
        Antes et al [8]在人载脂蛋白B(apoB)基因上游55 kb 处

鉴定出一段315 bp 的肠道增强子(IE)序列 可以指导

人apoB在转基因小鼠中的表达. 同时鉴定出几种结合位

点和结合蛋白 包括肝细胞核因子(HNF )-3β C /
EBPβ和HNF-4. 对 3种结合蛋白与315 bp IE的结合及
其调节功能的相互影响进行研究.利用HNF-3β C/
EBPβ 和HNF-4 表达载体的共转染实验结果表明
HNF-3β与位点1结合 C/EBPβ与位点2结合 HNF-
4与位点3结合. 这些位点在指导肠道apoB的表达中具

有协同作用. 对于这些结合位点进行逐一的定点突变研

究 转染肠道细胞系CaCo-2 发现HNF-3β HNF-4
的结合位点对于增强子的活性更为重要 其次是C/

EBPβ的结合位点2. 这 3 种结合蛋白的共同作用 才
能使apoB IE的功能处于最佳状态.

2   C/EBPβ与信号转导
Fas介导的肝细胞的细胞凋亡在肝脏疾病过程中的肝细

胞损伤和肝脏的再生调节中都具有重要的地位和作用.

C/EBPβ作为CCAAT增强子结合蛋白家族的bZIP转录
因子蛋白家族成员 在肝脏再生和肝细胞凋亡过程中

都有重要作用 因此可能是肝细胞凋亡过程中重要的调

节因素. Mukherjee et al [9]对C/EBPβ基因敲除小鼠的肝细
胞在抗-Fas抗体诱导的细胞凋亡中的作用进行了研究.

发现C/EBPβ-/-肝脏中的凋亡相对较轻 是C/EBP β野
生型小鼠的肝细胞凋亡的1/20 同时注意到胱冬肽酶

3的表达水平降低. 抗凋亡蛋白bcl-xL的表达水平在C/

EBPβ-/- 小鼠模型中上升10倍 部分揭示了对于Fas
信号系统介导的肝细胞凋亡的抑制作用. 但是注意到

bcl-xL mRNA转录水平并没有显著的改变. 这些研究结

果表明 C/EBP β在Fas 诱导的肝细胞凋亡过程具有
十分重要的作用 主要的机制可能是通过bcl-xL的翻

译后调节来实现的.

       McNeel et al [3]对于猪基质血管细胞分化过程中C/

EBPβ C/EBPα等的表达水平的变化进行研究 从出
生到7周龄 C/EBPβ表达水平持续上升. 出生当日C/
EBPα的水平是出生第9 d时的20%. 在组织中 C/EBPβ
在出生时水平已经达到相当高的水平 出生之后逐渐

上升. C/EBPα出生时水平相对较低 出生后的第17 d
开始上升.

        PGG-葡聚糖是一种可溶性的 β-葡聚糖免疫调节
剂 可以提高多种白细胞的杀菌活性 但不刺激炎性

细胞因子的表达. 细胞膜上可能存在不同的可溶性的β-
葡聚糖分子的受体 但这种可溶性的配体分子所介导

的信号转导目前还不清楚. PGG-葡聚糖处理小鼠巨噬

细胞BMC2.3细胞系 可以激活含有p65(rel-A)蛋白的

NF-κB转录因子复合物. 此后 Adams et al [10]发现C/
EBPβ相关的分子量为48 kD的蛋白参与NF-κB转录因
子复合物的形成 这一蛋白类型显然与先前鉴定的C/

EBPβp34 不同. C/EBPβ是bZIP家族的成员之一 其
成员先前即被证实与 re l 蛋白家族的成员进行结合.

PGG- 葡聚糖激活的 rel/bZIP 蛋白异二聚体与脂多糖

(LPS)激活的p65/p50 rel/rel 复合物不同 这些结果证实

了PGG-葡聚糖与LPS的信号转导有所不同. rel/bZIP蛋

白异二聚体还通过PKC和蛋白酪氨酸激酶(PTK)途径进

行信号转导 但是与丝裂原蛋白激活激酶(p38/MAPK)

的信号转导通路无关. IκBα与此异二聚体有关 PGG-
葡聚糖处理之后这种结合作用下降.

       乙醇可以抑制肝脏的再生 在酒精性肝病中具有
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重要作用. Chen et al [11]研究了乙醇对肝细胞中JAK-STAT

信号转导的影响. 新鲜分离的大鼠肝细胞以10-100 mmol/l

的乙醇进行处理时 在3 min之内就抑制白介素-6(IL-

6)诱导的STAT3 蛋白的激活 酪氨酸与丝氨酸的磷酸

化修饰 以及 IL-6 诱导的C/EBPα βmRNA 的转录
表达. Western blot 分析结果表明 体外的细胞标记表

明 这种抑制作用并不是抑制其上游的JAK1 JAK2

Tyk2的激活. 相反 急性乙醇刺激 可以显著刺激IL-6

诱导的体内和体外的JAK1的自身磷酸化. 以非选择性的

酪氨酸磷酸酶抑制剂钒酸钠 或 MG132 或蛋白体抑

制剂进行预处理 并不能阻断乙醇抑制 IL-6 诱导的

STAT3激活. 表明蛋白酪氨酸磷酸酶或泛素遍在蛋白-

蛋白酶体途径并没有涉及到. 鉴于IL-6信号转导在肝再

生中的重要作用 乙醇可以显著抑制IL-6诱导的STAT3

的磷酸化可能是酒精性肝病发生的重要机制.

2/3 肝切除之后 正常条件下处于静止状态的肝细胞

又重新被刺激进入细胞周期的循环之中 肝细胞的增

生一直到恢复肝脏原来的大小. Bzip 转录因子蛋白C/

EBPβ在肝细胞再生过程中的表达水平上升 C/EBP蛋
白表达水平显著上升的机制目前还不十分清楚. 为了研

究C/EBPβ在肝细胞再生中的作用 Greenbaum et al [12]

对C/EBP β基因敲除小鼠肝再生过程进行了研究. 肝脏部
分切除之后 C/EBPβ-/-小鼠的肝细胞的DNA合成与正
常小鼠相比较下降到正常小鼠的25%. 肝脏再生时间的延

长 与 C/EBPα蛋白 糖异生基因的表达无关.在肝脏
部分切除之后早期C/EBPβ-/- 的肝脏即可出现生长调节
基因表达水平下降 包括Egr-1转录因子 MAPK蛋白

酪氨酸磷酸酶(MKP-1) mRNA剪切相关蛋白HRS等. 细

胞周期素B E基因的表达在C/EBPβ-/-的肝脏中也显
著下降 但细胞周期素D1的表达水平正常. C/EBP β-/-
和IL-6 -/- 小鼠肝脏中早期即刻基因表达的异常特点是

不同的. 因此C/EBP β与正常的肝脏再生过程有关.
        乙酰辅酶A脱羧酶(ACC)基因含有2个不同的基因

启动子序列 分别称为PI PII. PI指导I型 ACC mRNA

的转录 具有组织特异性; PII 指导 II型ACC mRNA的

转录 可以持续表达. 前脂肪细胞30A5进行分化时

2种启动子活性都能激活. Tae et al [13]的研究结果表明

cAMP 的激活作用涉及到C/EBP 以及PI启动子的激

活. 启动子PI 控制的报告基因转录在30A5 细胞受到

cAMP 的类似物刺激之后的3 h开始 同时有C/EBPβ
mRNA 蛋白的表达.蛋白激酶抑制剂H8存在时可以阻

断这一调控 也可以阻断cAMP 对 PI 的激活过程. 但

TNFα不能阻断cAMP对C/EBPβ mRNA转录的诱导. C/
EBPβ的过表达可以提高其与DNA的结合能力 激活
PI启动子. CAMP不影响与DNA结合的C/EBPβ的蛋白
量 但能促进C/EBPβ蛋白的磷酸化和激活启动子PI.

3   C/EBPβ炎症反应
许多类型具有自身免疫倾向的小鼠其细胞因子的产生

发生异常. Liu et al [14]对于白介素-12(IL-12)产生异常小

鼠的机制进行研究 发现Rel 家族的蛋白与p40 基因

启动子的NF-κB位点之间进行结合 这一位点通常是
Ets C/EBPβ的结合位点. IL-12 产生水平的升高与
NOD M(phi)小鼠p50/c-Rel (p65)反式激活蛋白复合物水

平相对于p50/p50 同二聚体复合物激活作用升高有关.

在 IL-12 产生水平低下的NZB/W MRL/+ M(phi)小鼠

中 主要是由p50/p50 调节 p50/c-Rel(p65) 结合居于

次要地位.

        大鼠暴露于10 ml/l氧气条件下4 d诱导肺高压 同

时诱导肺组织中的iNOS和C/EBPβ的表达. Teng et al [15]

的研究结果表明 凝胶阻滞实验(EMSA)的研究结果表

明 暴露于10 ml/l O2的环境条件还可以引起肺微血管平

滑肌细胞中C/EBPβ的表达.为了证实C/EBPβ参与低氧
条件下的iNOS调节 对于iNOS基因启动子上游 910 bp

的 C/EBP位点进行定点突变研究 10 ml/l O2 的 24 h

条件下可以显著提高iNOS基因启动子的活性. 低氧条件

下的上调作用由于C/EBP位点的突变而完全消失. 因此

认为C/EBPβ至少是部分参与了低氧条件下iNOS的诱
导表达.

        前列腺素是巨噬细胞功能激活的重要的介导因子

可以诱导COX-2的表达. Caivano et al [16]以小鼠巨噬细

胞系RAW264以及C/EBPβ缺陷小鼠的永生细胞系研究
了激活的巨噬细胞中COX-2的诱导. LPS诱导 COX-2

mRNA的表达具有双相特点. 第一相是新蛋白合成非依

赖性的过程 与cAMP应答元件结合蛋白(CREB)的激活

有关 可被CREB磷酸化因子或降低NF-κB介导的基
因的表达激活因素所抑制 而且需要有 C/EBPβ的参
与. 2个时相的COX-2的诱导在 C/EBPβ-/-的巨噬细胞
中都是缺陷的. C/EBP水平同COX-2一样在被LPS刺激

诱导后可以升高. 也可被MAPK SAPK2/p38级联反应

抑制剂所抑制. 综合上述研究结果 REB NF-κB 以
及C/EBPβ 的协调调节作用决定了小鼠激活的巨

噬细胞的COX-2 启动子的转录活性.

        分泌型磷脂酶A2(PLA2)在花生四烯酸的释放过程中

具有重要作用 在软骨细胞中含量很高 类风湿性关节炎

患者的关节滑膜液中有大量PLA2的分泌. Massaad et al [17]

的细胞转染实验研究结果表明 IL-1β刺激PLA2基因
启动子区(-1614; +20 nt) 促进其转录活性达到6-7倍

而位于(-210; -176 nt)区的核苷酸序列对于这一刺激起

关键作用. C/EBPβ C/EBP 转录因子可与此位点结
合. IL-1β提高C/EBP mRNA的转录水平 从刺激后
的2 h到 24 h 对于C/EBPβ没有影响.

4   C/EBPβ与记忆
长期记忆的形成过程包括多个阶段. 一种新的记忆是脆

弱的 容易被各种因素或事件所破坏. 新的记忆转换成

永久记忆的过程称为加强. Taubenfeld et al [18]研究结果

表明 新基因的永久化需要有大脑皮层的C/EBP β的
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表达参与 而且这一过程不需要有新蛋白的合成. C/

EBPβ的表达在新基因的永久化过程中具有重要作用.
Taubenfeld et al [19] 的研究认为CREB是物种进化过程中

高度保守的转录因子蛋白 与长期记忆的形成有关 但

是CREB激活以后 目前还不清楚下游的信号转导是否

也是高度保守.CAMP 依赖性长期记忆的形成需要C/

EBP 基因表达的诱导.在大鼠的研究中发现C/EBPβ
C/EBP 在 2个不同的时间段内被诱导 而且在大脑

皮质中与磷酸化的CREB结合.

5   C/EBPβ病毒感染
Hoshino et al [20]研究结果表明 合并肺结核时人免疫缺

陷病毒-1(HIV-1)在肺巨噬细胞(AM)中的复制水平显著

升高 与C/EBPβ的转录抑制作用的丢失和NF-κB的
激活作用有关. 因为TB引起的免疫应答过程需要淋巴

细胞-巨噬细胞之间的相互作用 因此建立了2种细

胞相互作用的研究系统. 淋巴细胞与AM接触后的确降

低了C/EBPβ的抑制作用 激活NF-κB 增强HIV-
1的复制. 如果没有淋巴细胞与巨噬细胞之间的接触

C/EBPβ表达及其抑制作用可以维持 HIV-1 的长末
端重复序列(LTR)虽然受到NF-κB 的激活 但是达不
到最高水平. 应用抗体技术交联巨噬细胞膜上的B-7血

管细胞黏附因子 CD40等模拟淋巴细胞的接触 只有

当3种抗体同时进行交联时才可以抑制C/EBPβ的表达
和作用. 然而 此时的HIV-1 LTR表达水平并没有达到

最高 NF-κB也没有被激活.HIV-1 LTR 最高水平的转
录还需要淋巴细胞分泌的可溶性细胞因子的参与. 当上

述分子应用抗体进行交联 同时巨噬细胞体系中加入

IL-1β IL-6 TNFβ时HIV-1 LTR 的活性才达到最
高水平. 激活的淋巴细胞与巨噬细胞之间的接触 可以

下调C/EBPβ的抑制作用 因此抑制HIV-1 LTR的表
达活性. 淋巴细胞来源的细胞因子可以激活NF-κB
进一步增强HIV-1 LTR的活性水平.

        p53是一种转录因子 在基因毒性应激时被激活

介导细胞周期的阻滞和细胞凋亡. Kubicka et al [21]以缺失

E1/E3的重组腺病毒感染小鼠的肝细胞 可以导致p53

蛋白的激活 下调白蛋白的基因表达. 体外转录实验结

果表明 白蛋白启动子的转录活性在受到腺病毒的感

染时受到抑制.肝细胞中白蛋白基因的持续表达受到肝

细胞特异性转录因子如C/EBPα C/EBPβ等调节. 野
生型p53以及来源于肿瘤的p53突变体抑制C/EBP介

导的白蛋白基因启动子的转录激活. C/EBPα或 β与白
蛋白基因启动子区的结合不受p53蛋白的影响. 启动子

序列的缺失突变研究结果表明 C/EBPβ介导的转录激
活依赖于p53蛋白的氨基末端结构 亮氨酸拉链结构

以及C/EBPβ的抑制性位点II (163-191 aa). 这一结果表
明p53 蛋白介导的病毒感染后肝细胞特异性基因下调

的分子生物学机制. 在未分化的肝细胞肿瘤中经常见到

突变的 p53过表达现象.

        Honda et al [22]先前的研究证实 HIV-1在非炎症性

肺脏中的复制过程是受到抑制的 但当合并TB时HIV-

1 复制活性升高. 体外实验发现THP-1巨噬细胞中的

HIV-1复制受到抑制 但感染结核分支杆菌后期复制

水平显著上升. 这些细胞中的HIV-1 复制受到抑制 可

能与HIV-1 LTR受到抑制 以及ISGF-3这种 I型 IFN

特异性转录因子的表达有关. 对于HIV-1 LTR的抑制需

要有完整的C/EBP结合位点的存在. THP-1巨噬细胞感

染结核分支杆菌以后 以LPS IFNβ诱导16 kD具有抑
制性的C/EBPβ分子的表达 共同抑制HIV-1 LTR的
转录. C/EBPβ是C/EBP 蛋白家族中的主要成员 在
THP-1 巨噬细胞中的表达对于HIV-1 LTR的活性具有

抑制作用. 体内非炎症性肺脏来源的肺巨噬细胞表达高

水平的16 kD C/EBPβ 但是感染TB后 C/EBPβ表
达基本消失 同时诱导一种新型C/EBP DNA结合蛋白

的表达. 因此 体外炎症刺激产生 IFN应答 诱导C/

EBPβ的表达 抑制转录活性. THP-1巨噬细胞受 I型
IFN刺激后 即象无炎症的肺脏一样. 但是活动的TB感

染却阻断了这种天然的免疫应答 C/EBP表达水平的

消失与高水平的病毒复制有关.

        洪源et al 应用酵母单杂交技术 从肝细胞cDNA文

库中筛选得到了乙型肝炎病毒表面抗原基因启动子

(SP )的结合蛋白新基因 命名为SBP1 序列分析结果

表明 这是C/EBPβ转录因子蛋白家族的一个新成员.利
用报告基因表达载体构建及细胞共转然技术证实 SBP1

蛋白的表达对于SP 启动子的转录活性具有显著抑制

作用. 为研究SP 的调节机制 开辟了新的研究方向.
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0   引言

细胞凋亡(apoptosis)是多细胞有机体为调控机体发育

维护内环境稳定 由基因控制的细胞主动死亡过程 有

多种生理病理因子如炎症递质和细胞因子等的参与 其

中 氧应激(oxygen stress)造成大量活性氧(reactive oxygen

species ROS)的产生及其继发性细胞损伤过程在细胞凋

亡过程中起重要作用. 近年来 由于实验模型和检测方

法的完善 细胞凋亡的研究突飞猛进 获得了重大突破.

肝炎病毒严重危害着人类的健康  研究ROS与肝炎病毒

的关系 将为了解肝炎病毒尤其是乙型肝炎病毒(HBV)

和丙型肝炎病毒(HCV)的致病机制提供新的线索[1-2].

1   活性氧的性质及功能

ROS是指氧的某些代谢产物和一些反应的含氧产物. 主

要有超氧化物自由基(O2-) 过氧化氢(H2O2) 单线态

分子氧(1O2) 氢氧自由基( OH)及过氧化脂质(LOOH)

等 其活性较大 这种活性氧的毒害作用称为氧的毒

性. 其中 超氧化物自由基(O2-)也可以HO2形式存在

大部分以O2-形成存在 O2-是O2被一个电子还原生成

的 O2-是造成氧毒性的主要物质 O2-既可起氧化作

用 也可作为还原剂 O2-的消除主要经超氧化物歧

化酶(SOD)催化生成O2和H2O2. 过氧化氢(H2O2)可由O2-

的歧化反应生成 在D-氨基酸氧化酶 L-氨基酸氧

化酶 葡萄糖氧化酶及亚硫酸盐氧化酶等作用下 把O2
作为电子受体 经两个电子还原生成H 2O 2 在线粒

体中也能直接生成H2O2.  H2O经放射线照射 一次生

成 OH 再生成H2O2. H2O2较稳定 反应性低 在体

内浓度也比较低(大鼠肝脏中为10-9 mol/L) 对机体几

乎无毒性 H2O2可与铁离子生成反应性非常高的氢氧

自由基( OH). H2O2的消除依赖于两种酶 一是过氧

化氢酶 催化H2O2歧化反应; 二是谷胱甘肽(GSH)过氧化

物酶. 在GSH参与下使H2O2分解 GSH则变成氧化型

谷胱甘肽. 这2种酶可消除体内H2O2及过氧化物 防止

血红蛋白及肝细胞膜部分被氧化破坏的可能. 体内 OH

从O2直接生成 但反应尚不清楚 机体可由O2-生成

系与H2O2生成系共同形成 OH自由基. 水经放射线照

射后的一级反应产物是 OH 由于 OH氧化能力很强

因此对机体毒性很大. 单线态分子氧(1O2)是一个强的亲

电子性的氧化剂 可用化学方法生成 也可由H2O2经氧

化生成 即H2O2由次氯酸氧化生成1O2. 其可与芳香族碳

氢化合物进行一系列的反应. 人体内的过氧化脂类物质

主要有亚油酸 亚麻酸及花生四烯酸 多以磷脂形式存

在于质膜等生物膜中. 这些不饱和脂肪酸可受 1O2氧化

也可经 OH氧化生成过氧化脂质 生物膜上脂类既可

在O2-作用下生成过氧化脂质(LO LOO LOOH)
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也可经放射线照射生成脂类自由基(L ) 这种在脂类

中微量存在的L 在氧参与下进行链锁反应 加速过

氧化过程. 过氧化脂质化学性质活泼 易进一步使脂类

分解引起自由基反应 也可使GSH氧化 而本身变成

较稳定的脂类羟基化合物(LOOH).

        近来研究发现 一氧化氮(NO)自由基在细胞凋亡中

也起到相当重要的作用. NO是由一氧化氮合酶(NOS)催

化L-精氨酸脱胍基而产生的 是一种自由基气体 带

不成对电子 化学性质非常活跃 能迅速与氧分子 O2-

及铁 镁和铜离子反应.

       活性氧可以通过脂质过氧化损伤 使蛋白质和酶

分子失活及损伤DNA分子等途径造成对细胞的损伤. 大

量研究发现 活性氧升高或耗竭内源性抗氧化剂可导

致细胞凋亡; 内源性或外源性抗氧化剂可抑制细胞凋亡;

细胞凋亡与细胞内活性氧水平增加有关; 活性氧相关生

物活性递质可诱导细胞凋亡. 以上研究 为证实氧自由

基参与介导细胞凋亡提供了证据. 活性氧诱导细胞凋亡

的机制尚未完全阐明 可能与其活化细胞凋亡程序及

调节凋亡相关基因的表达有关[3-6].

       NO是一种具有广泛生物学效应的小分子化合物

有大量文献报道其能诱导细胞凋亡. 其可能通过直接损

伤作用 氧化生成ONOO-途径 作用于细胞凋亡的信

号通路 与细胞因子协同诱导及干扰能量代谢等环节

来诱导细胞凋亡[7-9].

        ROS与ATP的生成和肿瘤的启动 进展有关[10]. 正

常细胞线粒体可摄取机体90%以上的氧 1-2%用于转

化为ROS超氧化物和过氧化物等; 线粒体DNA(mtDNA)的

突变可以增加ROS的产生 而ROS的增多又加重了突变

效应 从而加剧了ROS超氧化物和过氧化物的氧化损伤

作用 影响线粒体基因组的生物发生并激活核基因组[11].

肿瘤细胞mtDNA的转录水平(mRNA)常常增高 而过氧

化氢等ROS可以影响mtDNA的表达[12]. Wang et al [13]认为

mtDNA的转录水平增高 可以造成细胞凋亡降低 可能

与其致癌有关; 而表达降低可能与衰老更有关.

2   活性氧与肝炎病毒的关系

在慢性丙型肝炎病毒感染过程中有氧化应激的发生. 从

衰老的吞噬细胞和活化的巨噬细胞中释放的ROS在肝

脏细胞的氧化应激中起到主要作用. 然而 单核细胞产

生的ROS与丙型肝炎病毒蛋白发生应答的能力却知之

甚少. 为了观察人单核细胞产生的ROS与几种丙肝病毒

蛋白的作用 Bureau et al [14]将健康志愿人群血单核细

胞与HCV的核心 NS3 NS4和NS5蛋白的重组蛋白进

行孵育 通过冷光法测定ROS的产量. 结果发现只有

NS3蛋白可以触发单核细胞释放ROS. 产生的ROS主要

是阴离子超氧化物. 通过数字显像显微技术发现NS3蛋

白可以快速诱导细胞内钙离子的聚集或瞬时升高. 通过

利用不同的代谢抑制剂研究发现 ROS的产生需要钙

离子内流通道 酪氨酸激酶和蛋白活化应激激酶p38.

对蛋白活化应激激酶p47 的磷酸化作用和易位杂交研

究发现 NS3 蛋白可以激活还原型辅酶 II(NADPH)

从而诱导ROS的产生; 另一研究发现 NS3蛋白可以通

过(12-)十四酸佛波酯(-13-)乙酸盐抑制氧化裂解. 以上

结果显示NS3蛋白可以激活还原NADPH和调控ROS的

产生 这可能与丙型肝炎病毒的自然感染过程有关.

        在慢性丙型肝炎患者中 有肿瘤坏死因子α (TNFα)
的增加 这一细胞因子能通过刺激ROS的产生而激发

氧化应激的发生. 细胞对ROS的防御主要有锰-超氧化

物歧化酶(Mn-SOD) 其是一种可诱导线粒体的酶. 为研

究丙型肝炎病毒感染的细胞防御氧化应激的机制

Larrea et al [15]从慢性丙型肝炎患者肝细胞和周围血液单

核细胞的Mn-SOD mRNA进行分析 结果发现 周围血

液单核细胞中的Mn-SOD表达显著增加 经过治疗后

病毒血症持续应答者Mn-SOD量较阳性者明显减低. 然

而 在慢性丙型肝炎患者肝细胞中 Mn-SOD mRNA的

表达并不增高. Mn-SOD mRNA的表达与TNFα mRNA的
表达 HCV含量及活动度无明显相关作用. Mn-SOD在

慢性丙型肝炎患者周围血液单核细胞中增加 而在肝

细胞中缺如 表明肝脏组织细胞缺乏抗氧化损伤的保

护系统 从而使氧化应激参与到HCV 的致病过程中.

        乙型肝炎病毒X蛋白(HBxAg)在病毒复制和肝细胞

癌(HCC)的发生中扮演着重要的角色 但是他的具体功

能还不是很清楚[16-19]. 有资料显示 HBxAg可与p53形

成复合体 从而抑制其DNA共识系列的结合和转录的

转式激活活性[20]. Elmore et al [21]研究发现HBxAg与 p53

的 C-末端结合 抑制一些重要p53介导的细胞过程

包括DNA系列特异的结合 转录的转式激活和凋亡.

HBxAg以其远侧C末端(111-154 aa)结合谷胱甘肽S-转

移酶(GST) 在 HBxAg 与 p53 的相互作用中是关键.

HBxAg的 C末端区与p53在胞质内复杂连接 部分防

止p53 进入胞核内 抑制引起细胞凋亡的能力.

        HBxAg 已被证实是通过结合电压依赖阴离子通道

(VDAC3)而改变线粒体的跨膜电位的. Waris et al [22]研究

发现 HBxAg与线粒体相结合的结果是不断地诱导转

录因子包括STAT-3和NF-κB因子的激活 这种诱导
激活对N-乙酰-L-半胱氨酸(NAC)和四氢化吡咯二硫

代氨基甲酸盐氧化剂敏感 正如其对 Mn-SOD敏感一

样. 以上结果提示ROS在最终导致STAT-3和NF-κB因
子激活的过程中起着某种作用. HBxAg 诱导激活STAT-

3和NF-κB因子的能力通过从转染了HBxAg的肝癌细
胞(HepG2)裂解物的泳动试验和报告基因表达检测得以

证实 这也证实了HBxAg 确能诱导ROS 的产生. 当

HBxAg的C-端99位发生缺失突变时 HBxAg将不能

与VDAC3结合 从而也不能激活STAT-3和NF-κB因
子. 这一研究揭示了HBxAg与线粒体结合所致的氧化应

激与HBV感染对肝脏组织损伤的致病机制有关.

         肝细胞凋亡发生在肝发育时和成人肝细胞更新时

是正常细胞现象; 但也可发生在各种病毒 免疫 肿
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瘤或药物引起的肝脏疾病. 病毒清除和组织损伤 主要

有细胞毒性T细胞(CTL)或单核巨噬细胞(M)经靶细胞表

面分子和细胞内转导途径 引起细胞凋亡和坏死. 近年

来 关于肝细胞凋亡的研究较多 但ROS与各型肝炎

病毒感染时发生细胞凋亡的关系研究不多 他们的关

系值得我们进一步探索.
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0   引言

趋化因子(Chemokines)是一类结构相似的糖蛋白 具有

较强的白细胞激活和趋化活性 包含有70-90 个氨基

酸 相对分子质量8-10 kD 带有4个半胱氨酸残基

根据其末端的2个半胱氨酸残基是直接相连或是被一个

氨基酸分开而分为 α 和 β 两大家族 19 个成员 具
有趋化和激活中性粒细胞 单核细胞或某些T细胞亚

群 趋化嗜酸性粒细胞 趋化嗜碱性粒细胞并刺激其释

放组织胺及刺激造血细胞 成纤维细胞 角化细胞或黑

素瘤细胞的生长等作用 近年来研究发现 Chemokines

在病毒性肝炎的发病过程中也起着重要的作用[1-2].

1   概述

1986 年以来 陆续发现了一类主要由免疫细胞产生

的 具有趋化白细胞作用的细胞因子 在1992年第3

届国际趋化因子研讨会上 将其定义为chemoattractant

(chemotactic) cytokine简称为chemokines 译为趋化因

子 目前至少发现有19个成员. 他们具有以下共同的特

点: (1)来自同一个祖先基因; (2)成熟分子为分子量8-

10kD的小分子多肽; (3)具有可诱导性; (4)不同成员在氨
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基酸水平上有21-90 的同源性 均含有4个半胱氨

酸残基(Cys)的保守基序 组成特征性的两个二硫键

(5)其相应的受体属于G蛋白偶联受体. 根据多肽链一级

结构末端的4个Cys 中第 1 2 两个Cys 排列的方式

可将趋化因子超家族分为两个亚族: (1) C-X-C亚族(α
亚族) 除NAP-4 以外 这个亚族其余成员分子中N

端两个Cys之间被另一个氨基酸残基所分隔; (2)C-C亚

族(β 亚族) 第 1 2 两个 Cys 是相连的.
        趋化因子C-X-C和C-C亚族的生物学活性有明显

的差别. C-X-C亚族中 除 γIP-10 Mig 和 PF-4外
其余成员均具有趋化和激活中性粒细胞的活性 γ IP-
10主要趋化单核细胞和T细胞. C-C亚族主要趋化和激

活单核细胞和某些T细胞亚群. 趋化因子能趋化和激活

中性粒细胞 单核细胞或某些T细胞亚群 可趋化嗜

酸性粒细胞 或趋化嗜碱性粒细胞并刺激其释放组织

胺; 某些成员还具有刺激造血细胞 成纤维细胞 角

化细胞或黑素瘤细胞的生长的功能. 最近研究发现 部

分趋化因子参与肝炎病毒致肝细胞损伤的过程 下面

就C-X-C亚族中的白介素-8(IL-8)和生长相关基因 α/
黑素瘤生长刺激活性(GRO)以及C-C 亚族中MCP-1/

MCAF MIP-1α MIP-3α和RANTES等与病毒性肝
炎发病的关系作一介绍.

2   IL-8与病毒性肝炎

1986年Kownatzki et al 首先证实了单核细胞可产生一种

中性粒细胞趋化因子 1988年Matsushima基因克隆成

功 属于C-X-C 亚族(α亚族)成员 命名为白介素-
8(interleukin-8 IL-8). IL-1 TNF LPS 和 PMA均

能诱导单核细胞 巨噬细胞 内皮细胞 成纤维细

胞和表皮细胞等合成和分泌IL-8 PHA等丝裂原活化

的T细胞也可产生IL-8 人类多种肿瘤细胞均可高表

达IL-8[3]. IL-8能趋化和激活中性粒细胞 使中性粒细

胞外形改变 促进其脱颗粒 激活中性粒细胞并使其

产生呼吸爆发(respiratory burst) 释放超氧化物(O2-

H2O2)和溶酶体酶 能诱导中性粒细胞上调MHCl抗原

(CD11b/CD18)的表达 促进中性粒细胞黏附到内皮细

胞和内皮细胞下的基质蛋白. 趋化嗜碱性粒细胞 并刺

激其释放组织胺 可能与速发型超敏反应的发生有关. 此

外 还可刺激GM-CSF或IL-5预先处理的嗜酸性粒细胞

的脱颗粒作用. IL-8还可明显趋化IL-2活化的NK细胞

同时还是角化细胞的复合促有丝分裂原(co-mitogen) 也

是黑素瘤细胞的自分泌生长因子.

        在与病毒性肝炎发病关系的研究中 Mahmood et al [4]

对35例慢性丙型肝炎(CHC)患者的肝活检标本进行检

测 发现IL-8的表达水平在肝纤维化的发展和肝脏炎

症活动而增高 与 IL-2 IL-1α IL-1β IL-15
TNF-α等变化平行 推测其可能在CHC 的病理过程
中起着重要作用 并能上调或诱导上述细胞因子的表

达. Girard et al [5]发现HCV NS5A在Huh7细胞中表达能

上调IL-8的表达 且其表达的增加可抑制IFN的活性

影响抗病毒治疗效果 Polyak et al进一步研究发现CHC

患者血中IL-8水平明显高于健康人 在IFN治疗无效的

患者血中又明显高于IFN治疗有效的患者.Wang et al [6]检

测了慢性乙型肝炎患者血清中的IL-8及其他细胞因子

的水平 结果发现在重型肝炎患者中IL-8的水平明显

高于急性肝炎患者 与血清胆红素水平相关 随着病情

的恶化IL-8水平逐渐增高 当肝损害最严重时达到高

峰 随着病情的好转逐渐下降 与肝脏的炎症变化呈正

相关. Masumoto et al [7]也证实慢性病毒肝炎患者血中IL-

8 水平较正常人明显增高 其中慢性活动性肝炎患者

明显高于慢性迁延性肝炎患者 病程恶化期间水平明

显高于病情恢复期 在10例病毒性肝炎患者肝组织中

做免疫组化染色发现8例肝窦状隙周围有IL-8的表达.

Horiguchi et al [8]用镉喂养IL-8转基因小鼠18 h后 小

鼠血浆GOT GPT水平迅速增加 外周血白细胞及单

核细胞计数增高延迟 肝脏组织学检测发现肝组织中

中性粒细胞移动抑制 肝细胞坏死增加 转基因小鼠

死亡率明显大于野生小鼠 推测是由于IL-8的过表达

引起趋化性缺乏 中性粒细胞表面选择素-1(l-selectin)

表达下调 导致中性粒细胞移动障碍所致. Mahe et al [9]

在HBxAg转染细胞中发现 IL-8 的表达明显增高 将

IL-8调节区域5 端缺失的突变子连接氯霉素乙酰转

移酶(CAT)基因作为报告子研究 发现NF-κb 及 IL-8
基因上游-94到-71间增强子结合蛋白类似物顺式作用

元件是HBxAg诱导IL-8表达的重要成分 证明HBxAg

能诱导 IL-8 表达 加重肝损伤.

        受病毒蛋白及其他细胞因子的影响 IL-8的表达

水平增高 加重肝损伤 影响 IFN的抗病毒疗效 因

此认为IL-8的表达水平能反映病毒性肝病的严重程度

及发展阶段 并对判断预后有一定意义 抗 IL-8 抗

体的应用有望能对病毒性肝炎的治疗起到一定的作用.

3   C-C亚族趋化因子与病毒性肝炎

3.1 MCP-1  MCP-1能促进单核细胞的移动和活化 在

慢性炎症的发病过程中起关键性作用. T细胞介导的肝

脏疾病与血中C-C趋化因子配体-2(CCL-2)/ 单核细胞

趋化蛋白-1(MCP-1)作用紧密相关. Ajuebor et al [10]用刀

豆蛋白A(Con-A)诱导的大鼠肝炎模型中发现 MCP-

1的中和作用显著增加肝损害 MCP-1中和可减少肝

脏TNF-α及干扰素-γ(IFN-γ)水平 增加肝脏白介素-
4(IL-4)水平 体外用重组MCP-1治疗可减低 IL-4的

产生和刀豆蛋白A刺激CD3(+)NK1.1(+) T细胞C-C趋

化因子受体-2(CCR2)的表达 推测MCP-1 可能通过

直接刺激CD3(+)NK1.1(+) T细胞特异性CCR2减少其产

生 IL-4 而起抗炎作用. Meng Soo et al [11]发现全长的

HCV-S1在HeLa Huh7 HepG2中表达可在mRNA

及蛋白水平诱导MCP-1的表达 含翻译起始位点上游

128个核苷酸的MCP-1启动子是HCV与其作用的关键
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区域 HCV的 core 和NS5A能增强MCP-1启动子的活

性. Shin et al [12]报道在HBV 相关的肝肿瘤细胞中

MCP-1过表达. Marra et al [13]报道未受刺激的肝储脂细

胞能分泌MCP-1 用 IL-1α或 IFN-γ刺激后MCP-1
的水平增加2-3倍 TNF-α刺激后增加1.6倍. 上述结
果表明MCP-1 在肝脏炎症时出现过表达 反馈引起

TNF-α及IFN-γ水平下降 IL-4水平增加而起抗炎和
抑制肿瘤的作用 并能间接反映肝炎的严重情况.

3.2 IP-10  Narumi et al [14-15]发现在慢性肝炎患者肝脏中

被单核细胞浸润包围的肝细胞能受TNF-α诱导产生干
扰素诱生蛋白-10(IP-10) 与慢性肝炎小叶内单核细

胞浸润有关 慢性活动性肝炎患者血中IP-10和MCP-

1水平明显高于正常人 IFN治疗完全应答患者IP-10

水平降至正常 MCP-1水平仅轻度下降 IFN治疗无

应答患者上述二者无明显变化 血中 IP-10水平较低

和MCP-1水平较高的患者IFN治疗效果好; 原位杂交检

测发现IP-10 的mRNA主要出现在小叶内及汇管区坏

死灶周围的肝细胞中 MCP-1则在窦状隙细胞中 结

果提示IP-10在小叶内单核细胞的聚集及肝细胞死亡中

起着特殊作用 能间接反映 IFN 抗病毒治疗效果.

3.3 MIP  MIP-3α是CC趋化因子中的一员 具有趋化
未成熟树突状细胞(DC)和淋巴细胞的功能 在炎症和肿

瘤发生中起重要作用. Yamauchi et al [16]检测40例慢性病

毒性肝炎患者血中MIP-3α含量 发现肝炎患者MIP-
3α 水平明显高于正常对照 重度和中度肝炎患者
MIP-3α水平较轻度患者高 MIP-3α的变化与ALT
AST水平 肝脏炎症活动度正相关 用IFN治疗有效的

丙型肝炎患者2 wk 后MIP-3α水平开始升高 IFN治
疗无应答者无变化. Shimizu et al [17]报道 肝脏内MIP-

3α主要由汇管区周围的DC发生坏死性炎症反应后产
生 从而导致活化的T淋巴细胞进入肝组织 这一过程

引起了各种肝脏疾病的局部免疫反应的扩大 炎症加

重. Flesch et al [18]也报道MIP-1α在体外能增加DC的存
活时间 激发对外源性HBsAg的CTL效应. 推测MIP-

3α可能通过介导和扩大CTL效应而引起或 /和加重肝
细胞损伤 并有助于判断 IFN 抗病毒疗效.

3.4 RENTES  最初认为RANTES只由T细胞产生 以

后发现其与凝血酶刺激人血小板所释放的嗜酸性粒细

胞趋化物质是同一种分子. 除 T细胞(CD4+和CD8+)和

血小板外 肾小管上皮细胞 肾小球膜细胞 肾脏 肝

脏等也可表达RANTES. 人RANTES的前体是高度碱性

的蛋白 与MIP-1α和MIP-1β有较高同源性. RANTES
对多种白细胞具有趋化或 /和刺激作用: (1)趋化单核细

胞; (2)趋化未刺激的CD4+CD45RO+记忆T细胞以及活

化后的CD4+和CD8+T细胞; (3)趋化嗜酸性粒细胞并刺

激其脱颗粒和呼吸爆发; (4)是嗜碱性粒细胞较强的趋化

剂 但刺激其组织胺等递质释放的作用较弱; (5)RANTES

预处理T细胞可增加其与 IL-1α刺激内皮细胞的黏附
能力. Promrat et al [19]发现带有RANTES -403-A基因的

HCV阳性白种人较没有该基因的人发生严重肝脏炎症

的几率小 推测RANTES 的表达对于慢性肝炎患者肝

脏炎症反应的调节和 IFN 应答具有重要作用. 有报道

HCV-S1 的 core 和 NS5A能增强RANTES启动子的活

性 促进 RANTES在HeLa Huh7及HepG2细胞中的

表达.Kusano et al [20]原位杂交结果显示RANTES-mRNA

主要出现在汇管区和碎屑样坏死灶 与T淋巴细胞出

现的位置一致 其水平还与ALT 变化正相关 提示

RANTES通过将T淋巴细胞趋化到汇管区和汇管周围区

而参与肝脏免疫损伤.

         趋化因子家族中众多的成员各自具有相似但有不完

全相同的功能 在病毒性肝炎的免疫学发病机制

IFN 治疗效果 病情预后等方面起重要的作用 进一

步明确具体功能及作用机制 并针对其间的靶点进行

阻断 有望在寻找病毒性肝炎更有效的防治手段方面

取得可喜的进展.
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0   引言

肝细胞癌(HCC)是世界上最常见的恶性肿瘤之一 常

是慢性肝炎和肝纤维化的终末并发症. 对于HCC的治疗

仅是姑息性的 长期存活很少. 肝内转移是肿瘤切除后

复发和预后差的主要原因. 慢性HBV HCV感染常发

展成肝硬化 HCC. 环氧化酶(cyclooxygenase COX)在

维持组织内环境稳定 促进细胞生长 抑制凋亡等多

种生命活动中发挥重要作用. 近年研究表明 COX在

慢性乙型肝炎(HBV) 丙型肝炎(HCV)感染发展成肝硬

化 HCC 及肿瘤转移的发生中有重要作用.

1   COX的研究背景

COX是在前列腺素合成中起催化作用的限制性内切酶

故又称为前列腺素H合酶(prostaglandin H synthase

PGHS). 一般认为COX有两个亚型 COX-1和COX-

2 将内质网及核膜的花生四烯酸转化成前列腺素H2
再进一步变形为地诺前列酮E2(PGE2) PGF2 PGD2
及其他类花生酸类物质. 人体大多数细胞均可形成前列腺

素. 前列腺素不是储存在机体内的 而是当有机械创伤或

特有的细胞因子 生长因子和其他刺激时合成的[1-3]. 各

种前列腺素以细胞型特有方式产生 通过信号穿透G蛋

白连接膜受体诱导细胞功能 或通过核受体过氧化物

酶体增生物激活受体(PPAR)发挥作用[3].

        COX-1在许多组织是组成型表达 在维持组织内

环境稳定中有重要作用. COX-2是可诱导的同功酶 生

长因子 细胞因子和肿瘤启动子可刺激其在许多种细胞

和组织表达. 在许多细胞和动物模型研究中 诱导COX-

2可促进细胞生长 抑制凋亡 增加细胞运动性和附着

力. COX-2利用花生四烯酸扰乱细胞内游离花生四烯酸

水平从而影响细胞功能. 尽管这两个亚型结构相似 但

他们的表达调节及在组织生物学 疾病中的作用有本质

的不同. 非甾体抗炎药可选择性抑制COX-1 COX-2[1-5].

        2002年 Chandrasekharan et al [6]报道分离出COX-

1的另一同功酶称为COX-3 是在细胞中以可诱导的方

式表达. 人类COX-3 mRNA作为约5.2 kb的转录子表达

且大量存在于脑皮质和心脏. COX-1有 10 个内含子

COX-2有9个内含子. COX-1比COX-2多出内含子1. 哺

乳动物COX-1的内含子1长度和序列高度保守. 这个内含

子有一开放读码框 引导插入的一个30-34 aa的疏水性

信号多肽可介导COX-1进入内质网膜腔和核胞膜. COX-

3保留有内含子1. COX-3具有糖基化依赖的环氧化酶活

性. 不同的非甾体抗炎药可选择性抑制COX-3 其中扑热

息痛高度敏感. COX-3的作用还有待进一步研究和认同.

2   COX与病毒性肝炎的关系

Cheng et al [7]报道用免疫组化 western 杂交 图像分

析方法显示COX-2存在于肝细胞胞质 进展性肝纤维

化患者COX-2信号强度明显增强 COX-2与透明质酸

酶有明显相关性(P <0.01). 推测COX-2与肝纤维化有关.
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        Cheng et al [8]报道慢性乙肝患者COX-2表达明显升

高 但HBeAg阳性与阴性患者COX-2表达无明显差异

尽管后者炎性坏死明显少. 12例HBeAg阳性患者接受抗

病毒治疗 其中拉米夫定7例 干扰素5例 治疗前后

行肝穿病理检查. 成功的抗病毒治疗后COX-2仍持续高

表达. 12 例治疗后均有血清学转化和炎性坏死明显减

轻 但COX-2 表达无明显变化.

         Tabernero et al [9]用蛋白质印迹和免疫组化标记评估

COX-2和 iNOS表达 定位和体外血管反应性. 20例肝

移植患者 其中暴发性肝衰竭(FHF)6例 病毒性肝炎

肝硬化(CH)6例 对照组原发性肝癌8例. 结果FHF和

CH患者动脉网膜动脉内COX-2和 iNOS表达与对照比

较明显上调. 认为病毒性肝炎患者不但肝组织中COX-

2 升高 而且外周血管中COX-2 也升高.

       Begay et al [10]研究发现小鼠注入氯仿24 h后给予

COX-2抑制剂NS-398和COX-1 COX-2抑制剂消炎

痛 可阻止毒物引起的ALT 升高和肝坏死 而不出

现细胞活跃增生. 用NSAID 和 NS398处理HepG2细胞

可提高对 IFNα反应性 推测COX-2 表达可引起对
INFα治疗的耐药[11]. 这些结果表明COX抑制剂为肝细
胞提供显著的抗氯仿作用 为进一步抗肝毒性治疗及

提高干扰素疗效提供线索.

        尽管有效的抑制COX是一种抗炎策略 但COX-

1和COX-2的前列腺素产物在有些病理生理状态下仍

有重要的调节功能. 内源性COX衍生物在对乙酰氨基酚

引起的急性肝损害鼠模型中具有保护作用. 单用肝毒性

药物可选择性诱导COX-2 mRNA表达 增加肝内PGD2

和 PGE2水平. COX-2缺如和减少的鼠对乙酰氨基酚引

起的肝毒性和致死性明显增加. 表达COX-2的鼠使用选

择性COX-2抑制剂则出现与COX-2缺陷鼠相似的明显

增加的毒性且不改变药物蛋白内结构. 来源COX-2的产

物具有重要的保护肝细胞功能 而COX抑制剂可能通

过免疫或非免疫途径增加了药物引起的肝损害[12].

3   COX在HCC中的作用机制

        在过去10 a 关于COX在癌症发生发展中作用的

研究取得了巨大进展. COX在HCC中的作用机制也成

为研究热点.

        PTEN是一种新型肿瘤抑制剂 具有细胞发育循环

和凋亡调节剂的功能. 恶性肿瘤包括HCC常有PTEN突

变和缺失. 用免疫组化法对46例HCV阳性肝硬化HCC

患者的切除肝组织PTEN的表达进行分析 42例(91.3%)

患者周围正常肝组织PTEN强烈表达 HCC免疫染色

密度29 (63.1%)例降低 17(36.9%)例升高. HCC中PTEN

低表达与周围肝组织 iNOS和COX-2表达增加明显相

关. PTEN高表达的HCC患者存活时间明显比低表达者

长. 肿瘤周围肝组织 iNOS和COX-2表达上调与肝癌进

展有关[4]. 但COX-2 mRNA表达在HCC附近非肿瘤肝组

织高于HCC组织 可能与肝炎基础上的炎性坏死 肝

再生有关. COX-2对于HCC进展作用相对较少[13].

        免疫组化和免疫印迹法研究44例外科切除HCC组

织及邻近的非肿瘤肝组织(NTs) 其中慢性病毒性肝炎

17例 肝硬化27例 对照外科切除的正常肝脏组织7

例. 高分化HCC与低分化HCC或NTs相比COX-2表达

频繁且强烈. 低分化HCC与NTs相比COX-2表达减少.

正常肝组织COX-2弱阳性. COX-1表达在肝肿瘤和非

实体瘤细胞比COX-2低. 高分化HCC无COX-1表达增

加. 免疫组化也证实对于高分化HCC是COX-2上调而

不是COX-1. 这些研究推测COX-2在肝细胞癌的早期发

挥作用而不是进展期 因此可能与HCC去分化有关[14].

4   COX在HBV感染中的研究

原发性肿瘤扩散要求肿瘤细胞能够降解周围的细胞外

基质并侵入淋巴管和血管. 金属蛋白酶(MMPs)介导细胞

外基质重构和包括肿瘤转移的一系列病理生理过程. 白

明胶酶 (MMP-2 和 MMP-9)可降解基底层主要成胶原蛋

白IV. MMP-2/白明胶酶A作为酶原分泌 在细胞表面

由膜型1基质金属蛋白酶(MT1-MMP)活化. MT1-MMP

和 MMP-2可被不同刺激素诱导且与肿瘤侵入 转移相

关. 在肿瘤组织中MMP-2具有最高有效活性且与MT1-

MMP表达和肿瘤扩散相关 纤维化肝脏存在一些激活

的MMP-2 但肝肿瘤细胞中的绝大多数MMP-2是由

周围基质中肝星状细胞产生并以无活性的前体分泌.

MT1-MMP在强侵入性HCC超表达 MMP-2 活性与

HCC患者肿瘤进展 复发相关[3, 15-16]. HBV感染者COX-

2表达明显增加[8] COX-2 可调节 MT1-MMP表达和

MMP-2 活性[17] 引起抗细胞凋亡能力增强[18] 与慢

性HBV感染发展为HCC及肿瘤转移密切相关.

        慢性HBV感染常发展成肝硬化 HCC. HBV DNA插

入宿主基因组 即使在缺少其他病毒标记的肝细胞仍可

见病毒蛋白HBx表达[18-19]. HBx诱导MT1-MMP表达对于

HCC复发起了关键作用[20]. COX-2依赖性侵入和HBx诱

导的转移均由CD44介导. 表达COX-2细胞通过上调不同

前血管生成酶和生长因子如可诱导的一氧化氮合成酶

(iNOS) TGF-β和 VEGF诱导新生血管生成. [21]HBx这种
病毒蛋白本身也具有诱导iNOS  TGF- 和VEGF表达和

一种血管生成素作用[22-24]. 所以 COX-2与HBx之间有

交互协同作用. HBx 诱导COX-2表达必需有NF-AT 而

HBx 以钙调磷酸酶依赖方式激活 NF-AT 这种方式常引

起细胞内钙增加和氧化应激产生. HBx 诱导COX-2表达

有助于病毒逃避免疫系统 且与HBV慢性感染进展到肝

硬化 HCC有关. 通过调节COX-2 MT1-MMP 和CD44

HBx可能激活一种复杂的机制最终导致肿瘤细胞侵入[20].

          非甾体抗炎药(NSAIDs)对许多恶性肿瘤具有抗肿瘤

活性 归功于他们能够抑制由COX-2合成的前列腺素.

因此 HBx诱导COX-2表达有助于解释这种病毒蛋白

的多种前致癌作用 为治疗HBV引起的HCC治疗提供

一个新方向.
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5   COX在HCV感染中的研究

Rahman et al [25]报道HCV阳性患者iNOS及COX-2阴性

表达相对于iNOS和COX-2不同程度表达者存活时间明

显延长. Kondo et al报告HCV阳性HCC患者周围肝组

织COX-2 的过表达与存活时间呈负相关. HCV 阳性

HCC患者COX-2 和 iNOS 表达与肿瘤大小及微血管密

度(MVD)高度相关. HCV阳性HCC患者肿瘤直径大于或

等于4 cm COX-2表达较高. 推测COX-2 和 iNOS是HCV

阳性HCC患者血管生成的重要因素. 血管生成是人类各

种肿瘤生长发育的首要条件. COX-2通过增加血管生成

素多肽(血管内源性生长因子 碱性成纤维细胞生长因

子和NO)或直接增加前列腺素产物调控血管生成 进而

辅助肿瘤生长 侵入 转移.

        iNOS可诱导COX-2 表达 iNOS和COX-2之间可

能有交互作用 在肿瘤发生中有协同作用. 有报道肝硬

化动物模型 iNOS表达增加. 推测肝硬化患者内毒素和/

或循环中细胞因子水平增加可以诱导 iNOS表达. iNOS

异常表达可能是肝硬化患者肿瘤形成的表现形式之一.

也可能是肿瘤本身释放一些因子诱导周围硬化肝组织

iNOS表达增加. HCV阳性HCC患者COX-2 和 iNOS高表

达可能是HCV感染产生的细胞因子的继发作用或直接

由HCV core 蛋白激活. 尤其是这两个基因启动子均有

NF-κB结合位点 而HCV可激活NF-κB.
        在不同型的癌前损害和癌损害中iNOS和COX-2表

达上调 肿瘤高水平COX-2和 iNOS表达的生物学意义

存在争议和未知. 许多研究显示高浓度的NO和前列腺素

既可能是致突变物又可能是致癌物 且这些作用依赖于

其浓度. COX-2抑制剂在几种来源于HCC的细胞系均引

起生长停止和细胞凋亡. COX-2抑制剂可有效阻止癌症

发生及HCC进展 进一步阐明 iNOS和COX-2在HCC发

生中的作用 可为寻找新的治疗策略建立理论基础.

6     参考文献
1 Ding XZ, Hennig R, Adrian TE. Lipoxygenase and cyclooxy-

genase metabolism: new insights in treatment and chemopre-
vention of pancreatic cancer. Mol Cancer  2003;7:10

2 Funk CD. Prostaglandins and leukotrienes:advances in
eicosanoid biology. Science  2001;294:1871-1875

3 Cao Y, Prescott SM. Many actions of cyclooxygenase-2 in cel-
lular dynamics and in cancer. J Cell Physiol  2002;190:279-286

4 Rahman MA, Kyriazanos ID, Ono T, Yamanoi A, Kohno H,
Tsuchiya M, Nagasue N. Impact of PTEN expression on the
outcome of hepatitis C virus-positive cirrhotic hepatocellular
carcinoma patients: possible relationship with COX II and
inducible nitric oxide synthase. Int J Cancer  2002;100:152-157

5 Smith WL, DeWitt DL, Garavito RM. Cyclooxygenases:
structural, cellular, and molecular biology. Annu Rev Biochem
2000;69:145-182

6 Chandrasekharan NV, Dai H, Roos KL, Evanson NK, Tomsik J,
Elton TS, Simmons DL. From the Cover: COX-3, a cyclooxygenase-
1 variant inhibited by acetaminophen and other analgesic/anti-
pyretic drugs: Cloning, structure, and expression. PNAS  2002;
99:13926-13931

7 Cheng J, Imanishi H, Iijima H, Shimomura S, Yamamoto T,
Amuro Y, Kubota A, Hada T. Expression of cyclooxygenase
2 and cytosolic phospholipase A(2) in the liver tissue of pa-
tients with chronic hepatitis and liver cirrhosis. Hepatol Res

2002;23:185-195
8 Cheng AS, Chan HL, Leung NW, Liew CT, To KF, Lai PB,

Sung JJ. Expression of cyclooxygenase-2 in chronic hepatitis B
and the effects of anti-viral therapy. Aliment Pharmacol Ther
2002;16:251-260

9 Ta bernero  A,  Schneider F,  Po tenza MA,  Fid i-Soa
Randriamboavonjy V, Chasserot S, Wolf P, Mitolo-Chieppa D,
Stoclet JC, Andriantsitohaina R. Cyclooxygenase-2 and induc-
ible nitric oxide synthase in omental arteries harvested from pa-
tients with severe liver diseases: immuno-localization and influ-
ence on vascular tone. Intensive Care Med  2003;29:262-270

10 Begay CK, Gandolfi AJ. Late administration of COX-2 inhibi-
tors minimize hepatic necrosis in chloroform induced liver
injury. Toxicology  2003;185:79-87

11 Giambartolomei S, Artini M, Almerighi C, Moavero SM, Levrero
M, Balsano C. Nonsteroidal anti-inflammatory drug metabo-
lism potentiates interferon alfa signaling by increasing STAT1
phosphorylation. Hepatology  1999;30:510-516

12 Reilly TP, Brady JN, Marchick MR, Bourdi M, George JW,
Radonovich MF, Pise-Masison CA, Pohl LR. A protective role
for cyclooxygenase-2 in drug-induced liver injury in mice.
Chem Res Toxicol  2001;14:1620-1628

13 Morinaga S, Yamamoto Y, Noguchi Y, Imada T, Rino Y, Akaike
M, Sugimasa Y, Takemiya S, Kameda Y, Takanashi Y.
Cyclooxygenase-2 mRNA is up-regulated in cirrhotic or chronic
hepatitis liver adjacent to hepatocellular carcinoma. J
Gastroenterol Hepatol  2002;17:1110-1116

14 Koga H, Sakisaka S, Ohishi M, Kawaguchi T, Taniguchi E,
Sasatomi K, Harada M, Kusaba T, Tanaka M, Kimura R,
Nakashima Y, Nakashima O, Kojiro M, Kurohiji T, Sata M.
Expression of cyclooxygenase-2 in human hepatocellular
carcinoma: relevance to tumor dedifferentiation. Hepatology
1999;29:688-696

15 Werb Z. ECM and cell surface proteolysis: regulating cellular
ecology. Cell  1997;91:439-442

16 Harada T, Arii S, Mise M, Imamura T, Higashitsuji H, Furutani
M, Niwano M, Ishigami S, Fukumoto M, Seiki M, Sato H,
Imamura M.Membrane-type matrix metalloproteinase-1
(MT1-MMP) gene is overexpressed in highly invasive hepato-
cellular carcinoma. J Hepatol  1998;28:231-239

17 Tsujii M, Kawano S, DuBois RN. Cyclooxygenase-2 expres-
sion in human colon cancer cells increases metastatic potential.
Proc Natl Acad Sci USA  1997;94:3336-3340

18 Williams CS, Mann M, DuBois RN. The role of cyclooxygenases
in inflammation, cancer and development. Oncogene  1999;
18:7908-7916

19 Feitelson MA, Duan LX. Hepatitis B virus X antigen in the
pathogenesis of chronic infections and the development of
hepatocellular carcinoma. Am J Pathol  1997;150:1141-1157

20 Su Q, Schroder CH, Hofmann WJ, Otto G, Pichlmayr R,
Bannasch P. Expression of hepatitis B virus X protein in HBV-
infected human livers and hepatocellular carcinomas.
Hepatology  1998;27:1109-1120

21 Lara-Pezzi E, Gomez-Gaviro MV, Galvez BG, Mira E, Iniguez
MA, Fresno M, Martinez-A C, Arroyo AG, Lopez-Cabrera M.
The hepatitis B virus X protein promotes tumor cell invasion
by inducing membrane-type matrix metalloproteinase-1 and
cyclooxygenase-2 expression. J Clin Invest  2002;110:1831-1838

22 Tsujii M, Kawano S, Tsuji S, Sawaoka H, Hori M, DuBois RN.
Cyclooxygenase regulates angiogenesis induced by colon cancer
cells. Cell  1998;93:705-716

23 Majano PL, Garcia-Monzon C, Lopez-Cabrera M, Lara-Pezzi
E, Fernandez-Ruiz E, Garcia-Iglesias C, Borque MJ, Moreno-
Otero R. Inducible nitric oxide synthase expression in chronic
viral hepatitis. J Clin Invest  1998;101:1343-1352

24 Yoo YD, Ueda H, Park K, Flanders KC, Lee YI, Jay G, Kim SJ.
Regulation of transforming growth factor-β1 expression by
the hepatitis B virus (HBV) X transactivator. J Clin Invest
1996;97:388-395

25 Rahman MA, Dhar DK, Yamaguchi E, Maruyama S, Sato T,
Hayashi H, Ono T, Yamanoi A, Kohno H, Nagasue N.
Coexpression of inducible nitric oxide synthase and COX-2 in
hepatocellular carcinoma and surrounding liver: possible in-
volvement of COX-2 in the angiogenesis of hepatitis C virus-
positive cases. Clin Cancer Res  2001;7:1325-1332

成军. 乙型肝炎病毒和丙型肝炎病毒对肝细胞信号转导的影响                                                  419



World Chin J Digestol  2004 February;12(2):420-427
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

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

• 文献综述 •

乙型肝炎病毒DNA整合的机制及后果

成   军

成军, 中国人民解放军第 302 医院传染病研究所基因治疗研究中心
全军病毒性肝炎防治研究重点实验室  北京市  100039
国家自然科学基金攻关项目, No. C03011402, No. C30070689, 军队
九 五 科技攻关项目, No. 98D063, 军队回国留学人员启动基金项
目, No. 98H038 军队 十 五 科技攻关青年基金项目, No. 01Q138,
军队 十 五 科技攻关面上项目, No. 01MB135
项目负责人: 成军, 100039, 北京市西四环中路100号, 中国人民解放军第
302医院传染病研究所基因治疗研究中心 全军病毒性肝炎防治研究重点实
验室.  cj@genetherapy.com.cn
电话: 010-66933391    传真: 010-63801283
收稿日期: 2003-07-12    接受日期: 2003-08-16

摘要

乙型肝炎病毒(HBV)的感染 与肝细胞癌(HCC)的发生发

展密切相关.关于HBV DNA与肝细胞基因组DNA之间的整

合 在HCC的发病过程中具有十分重要的意义. 经过30 a

的积累 形成了一整套研究HBV DNA整合有效的研究技

术.参与整合的HBV DNA片段大小不等 主要包括乙型肝

炎病毒编码反式调节蛋白的基因区段 如X基因和羧基末

端截短的表面抗原中蛋白的编码基因等. 关于HBV DNA整

合位点也没有明确的特异性位点. HBV DNA与肝细胞基因

组DNA整合之后 引起了肝细胞染色体的不稳定性 甚至

导致染色体的异常转位. 整合的HBV DNA可通过调节基因

序列启动指导细胞恶性转化的相关基因 同时HBV DNA

整合的基因片段编码的反式激活蛋白可激活细胞生长及恶

性转化的基因 导致正常肝细胞的恶性转化. 与HBV DNA

基因整合相关蛋白的研究还处于初级阶段 包括15AB结

合蛋白 小鼠上游结合因子结合蛋白 DNA结合蛋白A 整

合序列结合蛋白3以及转录因子阴和阳1蛋白有关. 关于

HBV DNA整合机制和后果的研究 必将进一步阐明HCC

发生的分子生物学机制 为探索新型的治疗技术和治疗方

法奠定基础.

成军. 乙型肝炎病毒DNA整合的机制及后果. 世界华人消化杂志  2004;12

(2):420-427

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/420.asp

0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)是一种DNA病毒 但是在其生活

周期中却存在独特的DNA-RNA-DNA的复制过程[1]. 在

HBV 感染的长期过程中 从流行病学和临床研究资

料 积累的大量证据表明HBV感染与肝细胞癌(HCC)

的发生发展有着十分密切的联系[2-4]. 在HCC肝组织中检

测到整合的HBV DNA整合子(integrant)的存在 相信

HBV DNA与肝细胞基因组之间的整合在HCC的发生发

展过程中具有重要的作用[3-5]. 但是 HBV DNA与肝细

胞基因组DNA整合的规律我们还知之甚少. 关于HBV

DNA与肝细胞基因组DNA之间的整合已经积累了较为

丰富的研究资料 对阐明HBV感染与HCC之间的关

系具有重要的意义[6].

1   研究乙型肝炎病毒基因整合的方法学

对于肝组织中整合的HBV DNA 的研究 早期阶段多

采取的方法是构建HBV相关性HCC肝组织的基因组

DNA文库 然后以HBV DNA不同的基因片段作为探

针 进行杂交筛选 然后对阳性克隆进行序列测定分

析[7-15]. Tsuei et al [16]以1例9岁HCC患者的肝组织DNA

构建了噬菌体 L47.1为载体的基因文库 经杂交筛选

获得阳性克隆 之后的序列分析结果表明 整合的HBV

DNA序列发生了缺失和重排 整合序列主要包括表面

抗原蛋白编码基因和X基因 这些基因已经发生了反

方向的基因重排. 整合的基因序列不包括HBV核心蛋白

编码基因 整合的X基因编码产物保留了对于异源性

启动子的反式激活作用. 构建基因组DNA文库的技术比

较繁琐 筛选的工作量也偏大 对于大多数实验室条件

来说不合适 不能作为常规的HBV DNA整合的研究技

术推广[17-25].

        多聚酶链反应技术(PCR)的建立和发展对于研究

HBV DNA整合研究来说意义重大. 只要设计合适的PCR

引物 可以很容易地进行整合HBV DNA序列的检测

同时也可以对大批量的标本进行处理 简单有效. 关于

PCR技术的应用引物设计是关键所在. 因为事先不清楚

整合的是HBV DNA 的哪一段基因 也不清楚整合位

点的细胞基因序列 因此 引物设计的质量直接影响

PCR扩增的效率[26-32]. Minami et al [33]根据已知基因序列

和人Alu重复(Alu repeat)序列分别设计引物 建立克隆

整合的HBV DNA及其相邻的细胞基因序列的PCR技

术. 为了避免扩增Alu重复序列之间的DNA片段 引

物中引入dUTPs 并且在PCR的 10 个循环之后 以

尿嘧啶DNA糖基化酶(uracil DNA glycosylase)进行处理.

应用这一技术在3例HCC组织中克隆了与HBV DNA整

合的相邻的细胞基因序列 是研究HBV DNA 整合的

理想技术途径.

        研究HBV DNA整合的另一项基于PCR扩增的技术

就是反向PCR(IPCR)技术. 反向PCR技术在HBV DNA

整合的研究中也具有重要的意义[34-42]. Tsuei et al [43]研究

发现在80%以上HBV相关性HCC肝组织可以检测到

HBV DNA的存在 但目前还不清楚其在HCC发生发



展过程中的机制. Tsuei et al [44]对受环境因素影响较小的

儿童HCC肝组织中的HBV DNA整合情况进行了研究.

应用顺向重复序列1(DR1)和顺向重复序列2(DR2)基因

序列设计引物的反向PCR技术对于整合HBV DNA及其

相邻的细胞基因序列进行扩增 10例HCC有9例扩增

的HBV DNA序列位于DR1和DR2附近 而且都属于

I型整合子. Southern blot 杂交分析结果表明 5例中有

2例男性特有的细胞基因序列 即与人长散布DNA元

件(human long interspersed DNA element LINE-1)同源.

在 1例HBV整合子中发现HBV DNA整合到RNA结合

域Y染色体(RNA binding motif Y chromosome RBMY)

基因之中. RBMY基因表达仅限于男性精子细胞中 在

非HCC组织中没有检测到这种基因的表达. HBV DNA

在RBMY位点的整合以及对这一基因表达的激活 可

能是儿童HCC发生的机制之一.

        原位的PCR扩增技术在HBV DNA的整合研究中也

有重要应用[45-56]. Matsui et al [57]利用高度敏感的荧光原

位PCR(fluorescence in situ polymerase chain reaction

FISPCR)技术对HCC组织中整合的HBV DNA进行检测

发现亚历山大细胞(Alexander cell)中有较强的荧光存在

并可以在一定程度上进行定量分析.

2   参与整合的乙型肝炎病毒的基因序列

乙型肝炎病毒的基因组结构复杂 结构基因与调节基

因 结构基因之间相互重叠 反映出HBV DNA 的高

度紧密型的DNA结构 因此一段基因序列的整合 可

能会涉及到多个编码基因的功能 因此需要对于整合

的HBV DNA的基因片段进行研究 以总结HBV DNA

整合的片段和后果[58-66]. 总的来讲 整合的基因片段多

集中在HBV DNA的2个反式激活的蛋白的编码基因区

即HBV的表面抗原 特别是羧基末端截短型的表面抗

原的基因整合 以及具有反式激活功能的X蛋白编码基

因的整合[67-78].

        Takada et al [79]发现整合的HBV DNA中X基因的表

达有时与细胞DNA融合 而且以细胞的多聚腺苷酸信

号终止. 整合的X基因序列分析结果表明 常有X蛋白

羧基末端的5个氨基酸残基的缺失 但是 其上游在各

种嗜肝DNA病毒基因序列中高度保守的7个氨基酸残

基序列却始终存在. Yaginuma et al [80]在兄弟2人的HCC

儿童患者肝组织中发现了多个位点的HBV DNA整合

2例组织中整合的HBV DNA基因结构类似 没有发生

重排. Wang et al [81]对人HCC细胞系HAGS 2.1中整合的

HBV DNA应用IPCR技术进行了检测 以期发现新的整

合位点. 整合的HBV DNA片段位于C基因区的2 111 nt

到X基因区的1 558 nt. 整合的HBV DNA片段长度大约

是2.6 kb 包括部分C基因序列 P区和X基因 以及

完整的S基因. 整合的HBV DNA基因的侧翼的细胞基因

序列与人卫星III重复序列有高度的同源性. 这一重复序

列的左右两侧 分别有43和56个GGAAT重复序列. 尽

管在HAGS 2.1细胞系中发现的HBV DNA整合序列及其

周围的细胞序列目前还不能用于解释HCC 的发病机

制 但本项研究所采用的技术提示可以获得更高的检测

阳性率. 相当一部分的HBeAg阴性的慢性乙型肝炎患者

存在前-C区的基因变异 但是这种前-C/C基因的突变

与肿瘤是否有关 是否是野生型HBV DNA与肝细胞基

因组发生整合以后的选择结果尚不清楚. Zhong et al [82]对

HBV相关的HCC进行研究 Southern blot 杂交分析发

现43/56例患者的HCC组织中存在整合的HBV DNA

肿瘤组织基因突变发生率为 65% (26/40) 而非肿瘤组织

为45% (14/31). 使HBeAg合成停滞的1 896位点的突变

在肿瘤组织中为40% (16/40) 在非肿瘤组织中为35.4%

(11/31). 其他位点例如1 899 1 898 1 912 和 1 886

位点的突变都可以见到 但肿瘤和非肿瘤组织中的阳性

率没有显著差别. 结果表明在机体免疫压力作用下 前-

C/C基因突变逐渐上升 这种突变可能促进HBV DNA的

整合以及肿瘤的发生. Urashima et al [83]以全长HBV DNA

X和前-S2/S基因片段作为探针进行Southern blot杂交分

析 发现HBV DNA整合的比率为57.1% (16/28) X基因

在87.5%(14/16)的患者中存在 前-S2/S基因的阳性率

为37.5%(6/16). Laskus et al [84]用PCR技术对于慢性乙型肝

炎患者外周血单个核细胞(PBMC)中整合的HBV DNA进

行检测 整合的序列位于HBV DNA的DR1 DR2区. 除

了在肝细胞中发现整合的HBV DNA之外 Tagieva et al [85]

在神经母细胞瘤细胞中检测到了整合的HBV DNA 整

合的HBV DNA结构完整 只是存在一段480 bp片段的缺

失突变. 整合的HBV DNA片段包括C基因 前-S和S基

因 以及3 -末端截短型的X基因. 另外 Wei et al [86]对

于土拨鼠乙型肝炎病毒(WHBV)的整合情况进行了研究

WHBV DNA整合片段包括表面抗原基因 病毒增强子

序列以及各种类型的截短型X蛋白反式激活剂. 整合的

WHBV X基因编码产物仍然保留了对异源性启动子的反

式激活作用.

        Goto et al [87]对儿童慢性HBV感染者肝组织中整合

的HBV DNA进行研究 发现存在多个随机整合位点

说明在HBV感染的早期阶段就已经发生了HBV DNA的

整合. Hino et al [88]对于C3和C4两个单一整合子的序列

进行分析 C3克隆的整合的HBV DNA的5 -末端位

于HBV DNA的1 824 nt处 即顺相重复序列DR1位点

或者是HBV DNA双链的负链3 末端的6 bp处. 右侧

的HBV DNA序列位于1 762 nt处 与整合位点的细胞

基因序列有5 bp的重叠 细胞基因序列中在整合位点

存在11 bp的缺失突变. 克隆C4的分析结果表明 一端

位于1 820 nt处 即HBV DNA负链的3 -末端的2 bp

处. 因此 HBV DNA负链的顺相重复序列可能是HBV

DNA整合的热点序列. Chang et al [59]在台湾5/8例儿童

HCC肝组织中检测到了整合的HBV DNA 其中4例为

单一位点整合 1例为多位点整合. 进一步研究表明

X基因和表面抗原基因是最常见的整合序列. 单点整合

成军. 乙型肝炎病毒DNA整合的机制及后果                                                         421



可能是因为关键位点的整合造成插入突变的发生 造

成生命的早期阶段即发生HCC. Nakamura et al [89]检测到

包括几乎完整HBV DNA的整合子 整合靶基因在整合

位点处有15 bp的缺失 整合的靶基因与病毒基因有相

当高的同源性. Zhou et al [90]在中国大陆HCC患者的研

究中发现 HBV DNA的整合仅仅是1个或2个拷贝的

HBV DNA 很少有完整的HBV DNA发生整合 而且没

有发现整合的热点序列. HBV S基因总是存在 一般情

况下X基因也存在 而很少检测到C基因.

        Okubo et al [91] 对HBV DNA在肝细胞整合的情况进

行总结 认为HBV DNA在肝细胞中的整合可以分成I

II III 型. I 型整合子属于简单型(simple type) 病毒

基因组的结构非常简单 部分已经缺失. 病毒的黏性末

端序列仅见于1处病毒-细胞DNA连接处 整合位点

处的细胞DNA存在小片段的缺失. 这种整合可能是HBV

DNA复制的中间产物作为整合的底物. 这一类型的整合

是最为常见的. 第二种就是 II 型整合 称为复杂型

(complex type) 与 I型整合类似 但整合的病毒基因组

比较复杂 形成过程与I型相似 但整合底物却是新型

DNA(novel form DNA). 在胎儿肝细胞的实验感染研究过程

中 感染HBV以后几天时间就可以见到整合的HBV

DNA. 其中就发现了第三种整合子 即III型整合子 具

有较为简单的病毒基因序列 但却存在较大范围的细胞

DNA的缺失. 在整合过程中 不同的HBV DNA形式都参

与了整合过程 可以引发大小不等的细胞基因组DNA片

段的缺失. 最为常见的就是简单HBV DNA片段的整合

只是引起细胞基因组DNA的小片段的缺失[92-107].

3   整合位点的细胞基因序列

对于HBV DNA 在肝细胞整合的位点进行分析 虽然

发现了一些有倾向的整合热点 但是 总的来讲

HBV DNA整合的位点还是随机的[108-115]. Chen et al [116]应

用IPCR技术对于HCC组织中整合的HBV DNA及其邻

接的细胞DNA序列进行分析 发现整合位点其中之一

就是人28 S rRNA的编码基因. Quade et al [117]对1例日本

HCC患者肝组织中整合的HBV DNA及其周围的序列进

行分析 获得了一段3 125 nt的基因片段 包括未经重

排的HBV DNA序列和相邻的细胞基因序列. HBV DNA属

于adr亚型 相当于HBV DNA的1 970-1 886 nt之间的

序列. 在右侧病毒与细胞基因的连接点有7 bp (TGTAGGC)

序列的重复 还有2 bp的颠换. 整合的HBV DNA 包括

完整的核心基因 前-S S 多聚酶和3 -截短的X

基因. 大部分前-C区基因缺失. 整合位点是病毒基因组

的热点突变区 在细胞中则是位于 β- 珠蛋白基因组
DNA 3 -末端的半重复序列. Huang et al [6]对于HBV

DNA在精子细胞中的整合情况进行了研究 利用生物

素标记的全长的HBV DNA作为探针的FISH技术对精

子细胞中整合的HBV DNA进行检测 在1例慢性迁延

型乙型肝炎患者的精子细胞中检测到了整合的HBV

DNA 说明HBV DNA可以整合到人精子细胞的染色体

中. Kuo et al [118]在HBV DNA整合位点发现ATP合酶6

(ATP synthase 6)和细胞色素C氧化酶 III(cytochrome C

oxidase III) 但是这些序列都是异常地连接在一起. 因

为HBV的感染可能造成细胞能量代谢的异常 这两种

线粒体酶的异常可以部分解释HCC的形成过程.

         Pineau et al [119]对2例朝鲜患者单一的整合位点的基

因序列进行分析 发现都有反向的病毒基因或相邻的

细胞基因的双拷贝化 整合的位点位于富含AT的拓扑

异构酶I和II 裂解的靶序列位点 以及有重组倾向的序

列位点. 整合位点定位于 8q13 和10q22 这两个基因区

段都含有肿瘤相关基因. 对于指导整合子表达的顺式作

用序列(cis-activating sequence)利用HepG2细胞系的瞬时

转染技术进行研究 整合的基因序列对于异源型的启

动子具有反式激活作用 但是对于相邻报告基因的激

活没有或者仅有较弱的抑制作用. Chen et al [120]研究了1

例台湾HCC患者肝癌组织建立的细胞系HCC36中HBV

DNA 的整合情况 发现至少存在 4 个整合位点. 以

HCC36细胞的DNA建立了基因组DNA文库 获得含

有HBV DNA片段的两个噬菌体克隆 36A 和 36B

前者HBV DNA 序列相当保守 后者存在有效范围的

缺失或插入 两个克隆的HBV DNA序列只有4个核苷

酸位点的差异. 36A 克隆插入序列为人Alu 重复序

列 而克隆 36B的插入位点是卫星DNA序列.

        Yamamoto et al [121]分离到HBV DNA整合的HCC细

胞系来源的基因克隆DA2-6 证实该整合的基因克隆

包括3.7 kb侧翼细胞序列和2.8 kb的HBV DNA序列 包

括前-S S和 3 -末端截短型X基因. 利用氯霉素乙

酰转移酶(CAT)作为报告基因对于整合的HBV DNA基

因片段编码产物的反式激活作用进行研究 证实具有

明确的 广泛的反式激活作用. Zhang et al [122]在HCC

肝组织中发现了HBV DNA整合位点在癌基因erb B附近

序列分析结果表明 整合的HBV DNA基因位于细胞的

表皮生长因子(EGF)和其他细胞受体的酪氨酸蛋白激酶

(tyrosine protein kinase)催化位点的附近. Berger et al [123]对

PLC/PRF/5细胞(Alexander细胞)进行研究 在2个HBV

DNA整合克隆AL-14和AL-26中没有发现细胞DNA的

重排 只有较小片段的缺失. 在克隆AL-14中有2 kb的

缺失 在克隆AL-26中仅有17 bp的缺失. AL-26克隆

的右侧有182 bp基因序列 以前相信是来源于细胞的

基因序列 但经过研究证实这一序列是一种不寻常的

HBV DNA片段. 令人惊奇的是这一段HBV DNA序列与

WHBV DNA高度同源. 在AL-14和AL-26克隆中都含

有小卫星样重复序列(minisatel l i te-like repeti t ive

sequence). 因此认为人基因组DNA中的重复序列可能是

HBV DNA整合的热点之一[124-131].

4   乙型肝炎病毒基因整合的细胞遗传学异常

乙型肝炎病毒DNA在细胞中的整合 首先注意到的是
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在染色体上的位点和染色体的异常转位(translocation)

这些细胞遗传学上的异常 是HBV DNA 整合 引起

肝细胞肿瘤的重要机制所在. Simon et al [132]在HCC组织

和肝癌细胞系Hep 40细胞中发现了整合的HBV DNA

在HCC组织中发现1p36 染色体位点的异常 在正常

肝组织中这种染色体的异常是不存在的. Livezey et al [133]

研究证实Hep G2215较母本细胞Hep G2的生长速度减

慢. HBV转染的细胞系可以在裸鼠体内缓慢形成肿瘤

但是母本细胞却不能在裸鼠体内形成肿瘤. Hep G2T14.1

细胞系在裸鼠体内形成的肿瘤组织中 HBV状态没有

发生改变. 但在Hep G2215形成的肿瘤组织中检测到了

一个新的整合位点. 在Hep G2215细胞系形成的肿瘤组

织中仍然存在HBV的复制 在Hep G2T14.1细胞系形

成的肿瘤组织中仍然没有HBV的复制. Hep G2215细胞

系中检测到几处染色体重排和肿瘤抑制基因p53 位点

的杂合子丢失(loss of heterozygosity LOH). Western blot

杂交分析结果表明 肿瘤抑制蛋白p21/Waf1表达上调.

Su et al [134]从一株肝癌细胞系Hep3B中克隆到整合的

HBV DNA 病毒细胞基因序列结合点分析 属于I型整

合 表面抗原主蛋白的开放读码框架(ORF)保持完整

而前-S1和C区基因发生重排 X蛋白在羧基末端截短

但仍然保留了对于SV40增强子 /启动子的反式激活作

用. S1 核酸酶作图分析结果表明 4.0 2.9 2.2 kb

的HBV RNA在Hep3B细胞中都存在 这一整合子的转

录在前-S2/S启动子的指导下进行. 利用体细胞杂合作

图分析(somatic-cell hybrid mapping) 左右两侧的细胞基

因序列分属于13和4号染色体. 提示HBV DNA的整合

造成染色体DNA的结构重排 羧基末端截短型X的反

式激活作用在HCC的形成过程中也具有重要意义.

        Tokino et al [135]在HBV DNA整合的肝组织中发现了

大片段的染色体基因组DNA的缺失现象 分别为25

12 11 kb. 每一个整合子都含有很小的病毒基因片段.

Tokino et al [136]对于整合的HBV DNA的随机克隆进行序

列分析 只发现11号和17号染色体是HBV DNA整合

发生的高频率染色体 但是没有发现特异性HBV DNA

整合位点. Slagle et al [137]认为HCC发生的原因可能很

多 其中之一便是整合位点的HBV DNA激活了重要基

因的表达. 在 1例患者中发现在17p11.2-12位点存在

HBV DNA整合 而且在整合位点的细胞基因序列成双

拷贝化. 以这一基因片段作为探针 对于中国HCC患

者的肝组织进行检测 发现这一基因片段的异常决不

鲜见. Hatada et al [138]在一个具有4个整合位点的HCC组

织中 鉴定出11 q13.3号染色体上的hst-1是一种转化

基因 另外一个整合子位于 hst-1基因附近. 转化基因

hst-1与整合的HBV DNA有共扩增现象 共扩增的范围

也是十分有限的. 说明HBV DNA的整合 扩增与癌基

因的激活可能是HBV相关的HCC发生的重要的分子生

物学机制. Henderson et al [139]发现整合的HBV DNA左侧

序列是位于18q11.1-q11.2的基因序列 右侧序列是4

号染色体末端的基因序列 提示HBV相关的HCC可

能与染色体的异常转位有关.

5   乙型肝炎病毒整合的分子遗传学异常

Minami et al [33]在3例HCC组织中克隆了与HBV DNA整

合的相邻的细胞基因序列 是研究HBV DNA 整合的

理想技术途径. Zhou et al [140]从上海的1例HCC肝组织中

分离到9 kb的整合子基因序列 序列中包括反向的病毒

和细胞的基因序列 其中病毒的基因序列包括核心基

因 前-S区和部分的X S基因. 整合子中包括3 kb的

细胞基因序列 整合位点位于HBV DNA的DR1区的第

11 nt处 与之邻接的是HBV的X基因 包括黏性重叠

区. 这一段细胞基因位于染色体的 17p11.2-17p12之间

与p53基因很近. 对相邻的细胞基因序列进行分析 发

现有一70 bp的基因片段 在多个染色体位点上都有存

在 其中包括人自主复制序列1(ARS1). Meyer et al [141]

在人HCC组织中分离的整合的HBV DNA序列 包括2

个拷贝的X基因及其启动子和增强子序列(717-1 796 nt)

和 3 -末端截短型的前-S/S基因(2 703-2 423 nt). 由

于整个前-C/C基因片段的缺失 导致X基因的3 -末

端与前-S基因融合 表明HBV DNA的整合过程 包括

HBV DNA的插入整合 以及整合HBV DNA基因序列之

间的重组等2个步骤 才最终形成目前从HCC组织中

所发现的HBV DNA整合子. 位于整合位点的5 -和

3 - 末端的细胞基因序列包括17 号染色体上的 α卫
星DNA序列 以及14号染色体上的短臂序列p14-pter

说明HBV DNA的整合引发了异常的染色体转位. 不少

研究结果报道17号染色体是HBV DNA整合的热点区

相信包括携带 p53 基因的这一染色体结构区的HBV

DNA整合 在HCC的发生发展过程中具有重要意义.

Dandri et al [142]以Southern blot 杂交技术对HepG2 2.2.15

细胞系中整合的HBV DNA进行了分析 大约10%的

HepG 2.2.15中有HBV DNA的整合. 以过氧化氢处理细

胞以增加细胞中DNA的不稳定性 可以将有HBV DNA

的细胞的比率提高到 50% 抑制 DNA 修复的多聚

(ADP-核糖基化)-1(PARP-1)同样可以使HBV DNA整

合的比率提高到50%. 说明氧化应激造成的细胞DNA的

不稳定 可以促进HBV DNA的整合. PARP-1的活性

可能是HBV DNA整合的关键酶类.

       HBV DNA整合除了造成细胞基因组的插入激活

还造成了基因重排 激活癌基因的表达 造成肝细胞的

恶性转化. Pineau et al [143]发现在HBV相关性HCC组织

中存在t(3;8) 的染色体转位现象. 一边是8p23整合位点

位于羧基肽酶N(carboxypeptidase N)编码基因的附近 在

肝组织中这种酶的转录水平很高 在HCC和其他表皮

细胞肿瘤组织中经常出现缺失突变. 另一边是3q27-29

这是一个多种肿瘤类型如大细胞型淋巴瘤等都能见到

的多发性染色体转位位点. 本研究结果为HBV诱导的染

色体转位 进而为引发HCC的理论提供了直接的证据.
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6   乙型肝炎病毒基因整合的相关蛋白

Wang et al [144]在HBV DNA整合位点的研究中发现HBV

DNA 可以在细胞周期素A 的内含子序列中整合 从

HCC的cDNA文库中筛选到几个HBV-细胞周期素A的

杂合体 编码HBV-细胞周期素A的融合蛋白 在细

胞周期素A的N- 末端有缺失 包括细胞周期素A的

信号肽序列和细胞周期素降解有关的结构序列 而代

之以前-S2/S 基因序列 整个融合蛋白的表达在前-

S2/S启动子的指导下进行. 这种融合蛋白与天然的细胞

周期素A蛋白相比较 是高水平表达的 表达方式是持

续的 而且这种融合蛋白由于缺失突变的原因还不易

被降解 因此细胞周期素A的作用显著加强. 这种不易

被降解的细胞周期素A蛋白的持续高水平的表达 是

HBV DNA基因整合与HCC发生有关的主要机制之一.

Kajino et al [145]在体外HBV DNA整合的研究中发现亚基

因组15AB (1 855-1 914 nt)片段的整合较为常见 而且

还有15AB结合蛋白的存在. 这种蛋白的存在可能是HBV

DNA与肝细胞基因组整合的相关蛋白造成肝细胞基因组

不稳定 肝细胞癌发生的主要因素. 利用Southwestern筛

选技术 鉴定出小鼠上游结合因子(upstream binding

factor UBF)和DNA结合蛋白A(DNA binding protein A

dbpA) 其中UBF属于含有HMG结构域的蛋白家族成

员 而dbpA 则属于Y盒结合蛋白家族的成员(Y box

binding protein). 与15AB的结合似乎是保守的DNA结构

域与这一家族蛋白之间的结合来介导的. 因为HMG1 和

YB-1 等这一家族的成员也可以与15AB结合. 因此考虑

这些家族成员的蛋白成分可能与HBV DNA与细胞基因

组之间的重组过程有关.

         Nakanishi-Matsui et al [146]的研究结果表明HBV DNA

与细胞基因组整合的邻接位点 即HBV DNA的整合序

列(integrated sequence IS)总有一段与顺相重复序列1相

邻的25 bp 的基因片段. 从HepG2 细胞中分离纯化到一

种与IS序列相结合的蛋白 称为IS结合蛋白3(IS binding

protein 3 ISBP3). 对于ISBP3进行序列分析 证实与转

录因子阴和阳1(YY1)是同一种蛋白. 针对YY1羧基末端

的单克隆抗体也可以在Western blot杂交分析和电泳迁

移率分析(electrophoretic mobility shift assay EMSA)中识

别 ISBP3. 另外 ISBP3还可以与YY1的结合蛋白Y3

这种促进多瘤病毒分子内重组的蛋白结合. 尽管目前的

研究证实YY1是一种转录因子蛋白 但IS却从未表现

出与前-C 和前基因组RNA 的转录有关. 因此 考虑

YY1与线性复制的HBV DNA分子内部的重组有关. 研

究表明 YY1在HBV DNA与细胞基因组DNA之间的整

合过程中具有重要作用. Yamamoto et al [147]在HBV DNA

顺式转染的HepG2细胞系中 发现整合的HBV DNA编

码的反式激活蛋白可反式激活原癌基因c-fos等的表达.

Dejean et al [148]对于单一整合位点的HBV DNA整合基因

进行序列分析比较 发现HBV DNA整合发生的位点是

甲状腺 /类固醇激素受体DNA结合位点的编码基因的

外显子. 从中克隆的HBV DNA 整合的靶基因hap编码

视黄酸受体. 因为视黄酸调节细胞生长与分化基因的表

达 因此认为HBV DNA的整合造成在正常情况下表达

水平较低的hap基因表达水平显著升高 造成正常肝细

胞的恶性转化. Hsu et al [149]对33份由WHV感染引起的

HCC组织中病毒DNA的整合进行了检测 发现整合的

病毒基因序列包括增强子基因序列 还检测到不同的

癌基因的表达 如 c-myc N-myc c-fos c-jun和

jun-B等. 有2份标本中见到c-myc表达激活是由于WHV

DNA在c-myc编码区附近整合而引起的. 说明病毒基因

整合对于 c-myc 的激活也是HCC 发生的重要机制.

Takada et al [150]以Southern blot杂交技术对整合HBV DNA

进行检测 在15/16 组织标本中 发现了随机位点的

HBV DNA整合 对于3份标本中19个整合子进行序

列分析 发现整合的HBV DNA 反向双拷贝化 或者

转位到细胞重要基因附近. 因此 HBV DNA的基因重

排或者对于整合位点附近的细胞DNA表达的影响 就

是HBV相关的HCC发生的重要的分子生物学机制. 但是

对于整合位点的细胞DNA进行分析 除了发现小片段的

缺失之外 并没有显著的结构异常. 提示HBV DNA 反向

重排或双拷贝化在整合之前就发生了. 对于病毒-病毒相

邻序列的分析 提出了HBV DNA与HCC相关的反向双

拷贝化机制. Wang et al [151]在早期HCC组织中单一HBV

DNA整合位点发现了细胞的整合位点基因序列 这一基

因序列转录1.8 kb和2.7 kb的mRNA 编码产物为432 aa

的蛋白 相对分子量为48 536 与人细胞周期素A蛋白

同源. HBV DNA整合的位点位于细胞周期素A的内含子

(intron)区 因为细胞周期素A是细胞周期的重要调节蛋

白[152-153] 部分揭示了HBV相关性HCC的形成过程.
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摘要

肝纤维化的主要病理变化是细胞外基质(extracel lu lar

matrix ECM)在肝脏中过多沉积. 肝脏ECM的代谢主要

由基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases MMPs)及其

抑制因子基质金属蛋白酶组织抑制因子(tissue inhibitor of

metalloproteinases TIMPs)调节 MMPs促进ECM的降

解 而TIMPs通过抑制MMPs阻止ECM的降解 从而形

成和促进肝纤维化 MMP 与TIMP 不平衡被认为是ECM

沉积的重要因素. 近年来 其性质及其在肝纤维化发生 发

展过程中的具体机制在体外肝星状细胞(hepatic stellate cell

HSC)培养 肝纤维化动物模型研究中得到进一步阐明.
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0   引言

基质金属蛋白酶(MMPs)和基质金属蛋白酶组织抑制因

子(TIMPs)存在于多种组织器官 参与细胞外基质代

谢 在正常胚胎发育 器官发生 血管形成 子宫

复旧 创伤愈合等生理过程及关节炎 骨质疏松 组

织纤维化 肿瘤浸润与转移等多种病理过程中起着重

要的作用. 近年来 MMPs与TIMPs在肝脏疾病特别是

在肝纤维化 肝硬化中的作用越来越受到重视. 肝细胞

与多种间质细胞均能不同程度合成MMPs与TIMPs 并

通过复杂的调节机制 在维持正常肝脏纤维组织中细

胞外基质(ECM)的合成与降解的动态平衡中起关键作用.

肝纤维化是多种慢性肝病晚期共有的组织学变化 他

不仅是慢性肝病向肝硬化发展的必经之路 而且贯穿

肝硬化的始终. 目前认为肝纤维化是肝脏受到慢性损伤

时 肝脏ECM分泌和降解失平衡 导致ECM可逆积

累的结果. 在这过程中 肝星状细胞(HSC)的决定性作

用已被公认 其被激活后分泌大量ECM 造成胶原

异常沉积和肝脏组织学重构 最终导致肝纤维化. 目前

的研究表明 肝脏ECM的代谢主要由MMPs及其抑制

物TIMPs 所调节 MMPs促进ECM的降解 而TIMPs

通过抑制MMPs阻止ECM的降解 从而形成和促进纤

维化[1-2].

1   MMPs 分类 功能及其活性调节

MMPs 是一类具有Ca2+-Zn2+离子依赖的内源性蛋白

酶 肝内主要由HSC合成 可降解多种ECM成分[3]. 目

前该酶系已发现23个成员 即MMP1-26(其中 4 5 6

位置空缺). 按底物不同分为4类: (1)胶原酶(collagenases)

包括MMP-1 MMP-8 MMP-13 主要降解 I II III

型间质胶原. (2)明胶酶酶类(gelatinases) 包括明胶酶

(MMP-2 72 kD)和明胶酶B(MMP-9 92 kD) 主要降

解IV型胶原及明胶(变性胶原). (3)基质分解素(strogylisin)如

MMP-3 7 10 11 其底物较广 包括蛋白多糖 层

粘蛋白 纤维连接蛋白 IV型胶原 明胶等. (4)膜型

MMPs(membrane type matrix metalloproteinase MT-

MMP) 如MMP-14 -15 -16 -17等 除能降解ECM

外 也能活化其他MMPs 主要是MMP-2酶原. MMPs

的基本特征为含有部分相同的氨基酸序列; 至少可以降

解一种ECM成分; 有 Zn2 结合的活性位点; 以酶原形

式分泌 需激活产生活性; 其活性可被相应的TIMPs所

抑制[3].

        在体内 MMP-3在其他MMPs的激活中扮演重要

角色[4-5]. 在肝脏受损后的炎症反应中 来自炎症细胞

的组织蛋白酶 中性粒细胞的弹力蛋白酶 来自肥大

细胞的酪氨酸酶 均能激活MMP-3 后者又可激活多

种MMPs. 炎症反应通过该途径诱发活性的MMPs对正

常肝组织的破坏. MMP-1 MMP-8 基质分解素则通

过u-PA(尿激酶纤溶酶原)与 t-PA(组织纤溶酶原)激活

系统活化 u-PA活性受PAI(纤溶酶原激活物抑制物)抑

制[6]. 前胶原酶-1(pro matrix metalloproteinase-1 pro-

MMP-1)活化分 步 先被纤溶酶裂解 后被基质分

解素(如MMP-3)裂解[7] 该过程能被TGF-β1抑制. 明
胶酶B的激活过程与此类似[8] 而明胶酶 的激活途径

与此不同 前明胶酶A(pro gelatinase A pro-MMP-2)在

细胞表面被跨膜分子膜型基质金属蛋白酶(membrane

type-1 matrix metalloproteinase MT1-MMP)激活. 在此

过程中 TIMP-2是连接pro-MMP-2的C末端和MT1-

MMP 的 N 末端的桥梁 并形成三联体 三者的比例

必须适当 当TIMP-2 过量时 MT1-MMP 失活 也

能抑制已释放MMP-2的活性[9-11]. MT-MMPs在MMP-

13 的激活中也起重要作用 这与上述MMP-1 的活化

不同[12]. 活化的MMP-2也能激活MMP-13[13] 但MMP-

13活化是否需要TIMP-2参与并不清楚.

       虽然MMP-1与MMP-13都有降解间质胶原的能

力 但他们对细胞因子和生长因子的反应有很大不同.



IL-1α IL-1β 能诱导所有的MMPs 血小板衍生生
长因子(PDGF) 肿瘤坏死因子 α(TNF-α) 碱性成纤
维细胞生长因子(bFGF)上调MMP-1 的表达 但对

MMP-13的影响甚小[14]. 已有的研究表明 转化生长因

子 β1(TGF-β1)抑制MMP-1的合成 却诱导MMP-13
的表达[15]. 因此 在应用以MMP-13为主要间质胶原酶

的鼠类制造肝纤维化模型时应予注意[17].

2   TIMPs 分类 功能及其活性调节

目前已发现的TIMPs 包括 TIMP-1 -2 -3 -4 四

种 分别为 28 21 23 22 kD 由各自独立的基

因表达 功能也有所不同 但四者氨基酸序列具有部分

同源性 且都可与特定的活性MMP通过非共价键结合

成 1 1 复合物 抑制后者对 ECM 的降解 这种非

共价键结合在生理条件下是可逆的[18]. 多种细胞可表达

TIMPs 在肝脏主要由HSC表达 并常与MMPs 共分

泌 某种程度上自我调节MMPs的活性. TIMP有2个结

构域 分别在N-末端和C-末端. N-末端介导对已活化

MMPs的抑制作用 其中TIMP-2对MMP-2的抑制较

TIMP-1强7-10倍 而对MMP-1的抑制比TIMP-1弱.

C- 末端能结合 pro-MMPs 调节后者的酶解活化[19].

TIMP-1结合明胶酶原B 阻止基质分解素对明胶酶原

B的激活[20]. TIMP-2在高浓度时抑制MT1-MMP对pro-

MMP-2 的活化 而低浓度时反而有助于pro-MMP-2

的活化[21]. 多种细胞因子和生长因子既可调节MMPs又

可调节TIMPs 的表达. 例如TNF-α既能增加MMP-1
MMP-3表达 又能增加TIMP-1表达 TGF-β1 通过
提高TIMP-1但降低MMP-1和MMP-3的表达加速网

状基质的累积[16 22-24]. TGF-β1对TIMP-1和TIMP-2的
调节作用相反 诱导前者 抑制后者[25]. TIMP-1 和

TIMP-2 是多功能分子 不仅抑制MMPs 而且刺激

多种细胞增生 使这些细胞免于凋亡[26-27] 该作用与

其抑制MMPS活性无关. 此外 TIMP-1还可能对细胞

的生长有调节作用[28]. TIMP-3能诱导肿瘤细胞和血管平

滑肌细胞凋亡[29-30] TIMP-4的功能尚未明确.

3   MMPs和 TIMPs在原代HSC培养中的表达及意义

在原代培养的人类和大鼠HSC的研究中发现HSC表达

多种MMPs和TIMPs. 随着HSC的激活 α平滑肌动蛋
白(α-SMA)表达增加 MMPs 和 TIMPs 表达的模式也
发生改变. 在早期培养(0-3 d) HSC 表达MMP-3

MMP-1(人)或MMP-13(大鼠) 包括u-PA及其受体 但

未检测到TIMP-1和TIMP-2[31-32]. 该现象是HSC离体后

接触培养皿表面及含多种生长因子血清培养液的急性期

反应 说明HSC激活早期阶段的功能以基质降解为主.

在进一步培养中 MMPs和TIMPs表达显著改变 基质

分解素和MMP-1/MMP-13下调 PAI-1 TIMP-1 TIMP-

2明显增加[33-35]. 该趋势在原代培养保持至少21 d 在传

代培养HSC中普遍存在. 表明此时HSC不仅减少甚至停

止MMPs 的表达 而且增加能抑制MMPs 酶原活化的

TIMPs的表达 同时HSC分泌ECM也明显增加. 证明

HSC不仅是ECM的主要产生细胞 也是MMPs TIMPs

的主要产生细胞. 随着HSC 活化 其他MMPs 特别是

MMP-2(明胶酶A)和MT1-MMP表达也增加[36]. 增高表

达的MMP-2和MT1-MMP与 TIMP-2组成的三联体

是pro-MMP-2酶解活化所必需 形成MMP-2活性的

自我放大效应. MMP-2能降解正常肝脏基质的IV型胶

原 但不能增加纤维化肝脏中过多纤维胶原的降解

可能和HSC与正常肝基质间相互作用中断导致HSC增

生活化有关 也可能与MMP-2直接促进HSC增生有

关[37]. Theret et al [38]观察到在有I型胶原存在的HSC培

养中MMP-2酶原的活化显著增加. 可能是I型胶原纤维

结合到HSC或纤维母细胞表面 通过 α2β1整合素促进
MMP-2的活化. Theret et al [39]还采用HSC单独培养及与

肝细胞共培养研究MMP-2酶原活化过程中肝内细胞的

相互作用.  结果表明 HSC 虽能同时表达MMP-2

TIMP-2 及MT1-MMP 但不能分泌活化的MMP-2

肝细胞虽不能表达上述物质 却能通过细胞膜依赖机

制诱导MMP-2的活化.

4   MMPs和 TIMPs在肝纤维化进程中的作用

研究表明 肝纤维化是一个戏剧性过程 一方面 基

质沉积 疾病进展; 另一方面 基质降解 疾病减轻.

研究还表明 如果病因有效去除 肝纤维化可逆转[40].

该过程与MMPs和TIMPs的表达变化密切相关[41]. 研究

CCl4诱导大鼠肝纤维化模型发现: (1)疾病进展与pro-

MMP-2和MT1-MMP表达增加 MMP-2活性增强有

关[17]. MMP-2在肝纤维化进程中的作用存在互相矛盾的

两方面 一方面 通过降解正常的肝基底膜成分和促

进HSC 增生 启动并加重肝纤维化进程 一方面

MMP-2又能清除部分变性的过多ECM 减缓肝纤维

化进程; (2)肝纤维化进程中活化的HSC分泌间质胶原明

显增多 而MMP-1/MMP-13表达及活性无相应提高 导

致间质胶原在肝内过度沉积; (3) TIMP-1 -2蛋白表达在

肝损伤6 h后显著增加并持续整个肝纤维化过程[34, 42]

同时 胶原I mRNA也进行性增加 ECM沉积 提示ECM

过度沉积不仅是由于ECM合成增多 更大程度上(特别

是后期)是由于降解减少引起的. Yoshiji et al  [43]通过

TIMP-1转基因小鼠模型研究证实了上述假设. 在 CCl4
肝损伤下 TIMP-1转基因小鼠过度表达TIMP-1 肝

纤维化发展比野生型小鼠更快 范围更广 但在无损伤

原因时 TIMP-1转基因小鼠过度表达TIMP-1但无肝

纤维化 表明肝纤维化发展是ECM对肝损伤的反应性

合成增加与TIMP-1介导的ECM降解减少的共同结果.

5   MMP和 TIMP与肝纤维化的自然衰退

随着损肝因素的去除 肝纤维化的自然衰退和逆转已

成共识. 大鼠肝纤维化自然逆转模型的研究表明该机制
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与MMPS和TIMPS表达的变化 特别是活化的HSC凋

亡密切相关. CCl4诱导大鼠肝纤维化4 wk后停止给药

可见肝纤维化的自然衰退过程 同时伴有活化HSC的

凋亡增加,TIMP-1 -2表达水平快速下降 胶原酶活性

增加 但MMP-13无明显变化. Iredale et al [44]认为是由

于活化的HSC凋亡导致HSC总数减少 HSC分泌的ECM

和抑制ECM降解的TIMPs减少是肝纤维化发生自然衰

退的关键. Yoshiji et al [45]应用TIMP-1转基因小鼠研究

TIMP-1 在肝纤维化自发性恢复中发现 正常对照组

小鼠 I型胶原酶 羟基脯氨酸含量 a-SMA阳性细胞

数量快速下降 而TIMP-1转基因小鼠组上述指标变

化不大 提出TIMP-1可能通过降低MMPs 活性 抑

制活化HSC凋亡等机制在阻碍自发性肝纤维化恢复中

起重要作用.

6   与MMPs和 TIMPs相关的抗纤维化治疗

综合人的正常及纤维化肝脏 大鼠各种肝纤维化动物

模型及体外细胞培养实验的研究结果 MMPs及TIMPs

在肝纤维化的发展过程中具有十分重要的作用. 因此任

何提高MMPs 降低TIMPs 表达及活性 促进ECM降

解的方法都有可能成为抗肝纤维化的有效手段.

       目前在实验中发现细胞松弛素B 秋水仙素 前列

腺素 IL-10等的抗纤维化作用与上述机制有关. 将激

活后的HSC暴露于细胞松弛素B可使其胶原合成和沉

积均减少 伴随TIMP-1 TIMP-2 的平行下降 提

示细胞松弛素是一个特异性下调TIMP-1 TIMP-2的

因子[46]. 秋水仙素可干扰胶原蛋白的分泌 在成纤维细

胞培养中能够诱导细胞分泌MMP-1. 用秋水仙素治疗

CCl4诱导的大鼠肝纤维化 可使肝内胶原纤维比对照

组减少约一半[47]. 前列腺素在肝损伤动物模型中可预防

纤维化形成 这可能与前列腺素PGE2参与各种生长因

子诱导MMP-1合成增加有关. Wang et al [48]进行体内外

研究显示HSC在激活过程中出现IL-10及其受体的表

达 研究结果表明 IL-10可能通过减少胶原合成和增

加胶原酶两方面作用重构ECM 对肝纤维化产生负反

馈作用. 在观察 IL-10对实验性肝纤维化影响的实验中

发现 IL-10干预组肝纤维化较对照组明显减轻 且干

预时间越长,差异越明显 免疫组织化学检测IL-10干

预组MMP-2表达明显提高[49-52].
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摘要

亚临床型肝性脑病(SHE)自 1978年提出以来 命名尚

存争议. 有关专家认为SHE和轻微型肝性脑病(MHE)为

概念不同的两个术语 前者重在区别 临床肝性脑病

术语 后者则侧重于患者临床症状的轻重 HE 范畴

应包含从轻微型(MHE 0期)到肝昏迷(IV期)的不同程度

类型 MHE仅为其中一部分 相比之下 SHE概念比

较模糊 易被误解为 与HE发病机制不同 的另一种

病症.因此 第11届世界胃肠病大会专家小组将SHE更

名为MHE.目前国外学者纷纷更名 MHE应用明显增多.
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0   引言

肝性脑病(hepatic encephalopathy HE)是指发生于肝脏

功能严重障碍或失调 且排除其他已知脑病的神经心

理异常综合征. 传统分级把HE 分为前驱期 昏迷前

期 昏睡期和昏迷期四期(I-IV 期) 而亚临床型肝性

脑病(subclinical hepatic encephalopathy SHE)作为HE

补充分级(0期) 主要意指某些肝硬化患者缺乏临床常

规手段可检测的大脑功能失调 但具有可计量的智力

检测和脑诱发电位异常[1-3]. 在 1998年维也纳召开的第

11届世界胃肠病大会上 由世界著名肝脏病学 神经

病学和神经心理学专家组成的工作小组就HE的标准化

命名进行了专门讨论 建议将SHE更名为轻微型肝性

脑病(minimal HE MHE)[3-5].

1   亚临床型肝性脑病的命名变迁

MHE 并非新发现的综合征 以前曾以不同术语描述

(以SHE最为常用)[2]. 早在1970年 Zeegen et al [6]首次

利用智力检测(数字连接试验)评定肝硬化门脉术后患者

的感知运动异常 Rehnstrom et al [7] (1977)发现部分肝

硬化患者(无论手术与否)存在智力损害 但其临床表

现正常而无临床型肝性脑病 Rikkers et al [8]则于1978

年首次提出了SHE诊断术语 并沿用至今. 研究发现

SHE患者多为操作能力异常 而不是言语能力低 且

具有发病率高 无特殊临床表现 隐蔽性强 早期

诊治效果好等特点 如忽视诊治则存在极大的事故隐

患 可能给患者和社会带来巨大损失 其社会学意义受

到国内外学者的广泛关注[1]. 鉴于 SHE 患者的 无症

状 隐蔽性强 等特点 出现了诸如早期肝性脑病(early

HE) 隐性肝性脑病(latent HE) 低分级肝性脑病(low-

grade HE)或门体性脑病(portal systemic encephalopathy)等

不同命名 但命名尚未统一 且存异议[2 ].

        Mullen为首的HE标准化命名专家小组[3]认为SHE

和MHE为概念不同的两个术语 前者重在区别 临床

型肝性脑病 术语 依赖于常规临床检查手段; 后者则

侧重于患者临床症状的轻重 需用特殊检测方法诊断

为临床实用的概念.HE范畴应包含从轻微脑功能损害

(通过敏感智力检测方法来发现)到肝昏迷(IV期)等所有

不同程度类型 MHE仅为HE广义概念的一部分 并

建议在 肝性脑病范畴为一连续阶段 的原则指导下

充分考虑文化 语言差别和包含各种程度的肝病患者

进行大型临床研究确定最佳检测程序 评分标准和截

断值(cutoff score) 以有效判断HE轻重程度 阐明准

确和可重复的常态分布以及区分临床HE和MHE的截

断值; 相比之下 SHE概念比较模糊 不实用 易被误

解为 与HE发病机制不同 的另一种病症. 因此 第

11届世界胃肠病大会建议将SHE更名为MHE 旨在减

轻 亚临床 术语的潜在误导性[3-5]. 目前国外学者纷

纷更名 MHE应用明显增多[9-12] 国内学者于近年也

进行了相关概念的引进工作[4, 13-14].

2   肝性脑病的新标准化命名

既往HE命名系统的定义内涵存在争议 如 门体性

脑病 强调了门体分流的重要发病地位 除肝硬化患者

外 门体分流也可存在于没有任何内在肝病的患者;

急性HE 是指并发于急性肝功能衰竭的HE 易与 肝

硬化伴发急性HE 的可逆性发作相混淆; 慢性HE

既可描述HE的反复发作 又可描述HE中枢症状的持

续异常. 因此 第11届世界胃肠病大会提出了新的HE

标准化命名(表 1) 以解决上述争议[3-4].

        新的HE标准化命名认为 HE广义概念应包含肝

脏异常类型 慢性肝病患者神经异常表现特征及其持

续时间等内容. 按肝脏异常类型可把HE分为A型(急性

肝衰竭相关肝性脑病) B型(门体分流相关肝性脑病 不

伴有内在肝病)和C型(肝硬化门脉高压或门体分流相关

肝性脑病)3 种类型 因恰好与 急性(Acute) 分



流(Bypass) 和 肝硬化(Cirrhosis) 的首个英文字母

相吻合而有助记忆. 按照慢性肝病患者神经异常表现特

征及其持续时间把C 型 HE 又分为发作型(episod ic

HE) 持续型(persistent HE)和轻微型(MHE)3 种亚类[1].

发作型HE可细分为HE伴诱因 自发性HE(无明确诱

因)和复发性HE (1 a 内HE发作2次或以上)三种 持

续型HE则可进一步细分为轻型(Mild 1 级 HE) 重

型(Severe 2-4级HE)和治疗依赖型(HE症状于停药后

迅速复发)[3-4].

表1  第 11届世界胃肠会议推荐的肝性脑病标准化命名(维也纳, 1998)

HE类型 定义         亚类                  亚型

A型 急性肝衰竭相关的肝性脑病

B型 门体分流相关的肝性脑病, 不伴有内在肝病

C型 肝硬化门脉高压或门体分流相关的肝性脑病         发作型HE       伴诱因

       自发性

        复发性

持续型HE       轻型

       重型

        治疗依赖型

轻微型HE

       总之 笔者建议在国内统一和规范肝性脑病的命

名和分类 将亚临床型肝性脑病更名为轻微型肝性脑

病(MHE) 不再使用SHE一词.
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摘要

活体肝移植已显示了巨大优势 但左肝作为供肝多不能满

足成年患者的需要 故须发展右叶部分供肝术式. 本文概述

了活体肝移植和右叶活体肝移植的现状 结合右叶部分肝

移植 着重描述了肝静脉 肝动脉 胆管 门静脉的正常

解剖 变异的情况及肝右叶部分移植的不同方式下所遇到

的管道的情况和建议的处理方法.

刘静, 高毅, 钟世镇. 右叶部分肝移植临床解剖进展. 世界华人消化杂志  2004;

12(2):434-438
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0   引言

肝移植是治疗终末期肝病公认有效的方法 成人右叶

部分肝移植是扩大成人供肝来源的良好途径 肝脏的

解剖对成人右叶部分肝移植极为重要. 为此本文对右叶

部分肝移植临床解剖进行综述. 右叶部分肝移植包括右

半肝肝移植 肝右后叶肝移植 扩大右半肝肝移植 其

中 既有活体肝移植 又有尸体肝移植中的劈离式肝移

植 减体积肝移植.

1   活体肝移植的现状

自1963年Starzl成功的实施世界首例临床原位肝移植以

来 肝移植已成为终末期肝病惟一有效的治疗方法[1]. 因

肝移植供体严重缺乏和肝移植的显著疗效 1989年Strong

成功开展首例活体肝移植(living donor liver transplantation

LDLT) [2]后 LDLT 在许多国家和地区开展 以亚洲

尤其是日本 香港 台湾发展较快. 其中日本京都大学

开展最多 已达500例 至2001年 全球LDLT已超

过1 500 例[3-4] 仅日本就开展1 000 例以上. 因 LDLT

有显著的疗效和优势[5]  拓宽了供肝来源 临床肝移

植的重点已转向LDLT[6].

2   中国大陆LDLT现状

近年来 中国大陆的肝移植发展较快 已在武汉 广

州 杭州 天津 成都 重庆 北京 上海等城

市形成较大的肝移植中心 各中心累计例数均在100

例以上. 自1995年南京医科大学的王学浩开展中国大陆

首例 LDL T [ 5 ]以来 在西安 杭州 成都 重庆

北京相继开展LDLT[7]. 王学浩已行26例活体肝移植[7]

包括5例右叶LDLT和 1例急诊LDLT 目前中国大陆

已行LDLT累计30例[7-8].

3   右叶 LDLT的现状

LDLT 部分缓解了供肝的严重不足 起初 供肝多为

左外叶或左半肝 受者多为儿童 受体疗效好. 由于

等待肝移植的成人患者远多于儿童患者[9] 成年患者

供肝缺乏的矛盾更为突出 LDLT渐渐用于成人患者.

因左半肝只占全肝的30-40 左肝作为成人患者的

供肝 多不能满足其代谢等需要 因此右叶LDLT应运

而生[10]. 1994年Yamaoka et al [11]在日本成功开展世界首

例右半肝 LDLT 随后在日本 北美 台湾 香港

等地相继开展了此项工作 取得与儿童LDLT相似的疗

效. 1996年香港范上达成功进行世界首例扩大右半肝

LDLT. 取得了良好效果[12]. 目前全世界开展右叶LDLT已

超过 500 例 以香港范上达报告的最多[13].

        但是右叶LDLT仍然会遇到问题 如供者安全性

受者手术并发症 受者术后排斥反应等问题. 为保证供

者安全 术前作影像学的检查 以观测肝的体积及肝内

外与肝移植相关胆管 血管的大小 走行 分布等 对

减少术中出血 术后胆漏 肝坏死 肝脓肿 肝功能低

下的发生率有重要意义. 由于目前存在不少困难 如:

(1)较现代化的影像学检查: MRI CT 超声 DSA等

对活体的肝内较小的管道的发现率仅88 [14]; (2)因离体

的肝脏变形和转位 用影像学方法检查离体肝内的管

道 所得出的结论 常与活体内的肝脏内实际情况不一

致 导致对肝内部管道解剖结构的误解[15]; (3)并不是所

有情况下都能进行影像学的检查 如进行劈离式肝移

植 减体积肝移植等. 因此 识别和正确处理解剖变

异 熟悉肝内外的解剖 对肝移植科 肝胆外科医生来

说是必要 也是极重要的[16].

4   肝内外管道结构的临床解剖在右叶部分肝移植中的

作用

4.1 肝静脉的临床解剖及对其在右叶部分肝移植的处理

详细了解肝静脉正常解剖和变异对进行右叶部分肝移

植供肝切取 肝静脉的重建等具有重要意义. Imamura

et al [17]认为在进行LDLT时 应该考虑到有关肝静脉



解剖的两个关键点. 其一是肝静脉与下腔静脉相连处的

解剖 他直接关系到移植肝的静脉回流重建. 其二是肝

内静脉的回流 因为他涉及到LDLT后移植肝和供体残

余肝的静脉回流.

4.1.1 肝静脉的临床解剖  肝的静脉主要由三条肝静脉和

许多副肝静脉组成 他们将肝脏的静脉血引流至下腔静

脉. 其中右肝静脉最长 常为单支走行在右叶间裂内[18].

由引流 段(Couinaud分段法 以下同 的前支和引

流 段的后支汇合而成[18]. 肝中静脉沿着Cantlie s 线

位于肝中裂内 85 与肝左静脉形成共干汇入下腔静

脉[18-19]. 肝中静脉引流左叶的 段大部分 右叶的

段[20] 他是引流右前叶的主要静脉. 肝左静脉引流

段及 段小部分. 肝短静脉引流肝背部 主要

是 段的静脉血 在肝后下腔静脉的右侧汇入下腔

静脉[21].上述肝静脉为最常见的引流方式 但肝静脉在

不同个体之间有极大的差异[17]. Nakamura et al [18]对肝静脉

的引流方式进行了广泛的研究后观察到: 右肝静脉的大

小似乎决定了肝短静脉的数目和肝短静脉的直径 并将

肝静脉的引流的方式分为三型[17]:  A型 占 32-39%

有粗大的肝右静脉引流肝右叶的大部分 伴有小的肝

短静脉引流肝右叶后下小部分. B型 占 31-38% 有

中等大小的肝右静脉和直径0.5-1.0 cm的肝短静脉引流

段. C型 占 20-24% 肝右静脉是只引流 段的短

小静脉 伴随较粗大的肝中静脉和直径最大达1.8 cm的

肝短静脉引流肝右叶后下静脉血.

4.1.2 右叶部分肝移植肝静脉的处理  尽管在相邻肝段

或叶的静脉之间可能存在交通支 单个小静脉的阻断

不会导致肝组织严重的静脉淤血[22-26]. 但Imamura et al [17]

认为在临床肝移植中 术前不可能知道是否有交通

支 并且用术中超声检查 螺旋CT[27]发现不论是在移

植肝还是在残余肝上 肝静脉引流中断相应的肝组织

区 只见到肝动脉分支供血 而门静脉分支内血逆流

说明门静脉分支已不是供血的管道 而成为静脉回流

的管道. 因此该区域的肝组织的血供明显减少 影响肝

组织功能的发挥. 所以应尽可能建立肝组织的静脉回流

途径 尤其是肝中静脉回流途径的建立[28]. 并根据肝静

脉的不同类型 选择不同方法的重建部分肝移植肝静

脉回流[17].

        对 A型肝静脉供体部分肝移植后 主要是保证肝

右静脉的回流 吻合肝右静脉; 对B型除吻合肝右静脉

外 应将较粗大的肝短静脉与下腔静脉吻合; 对C型肝

静脉的移植部分肝的静脉回流的处理较困难 除吻合

粗大的肝短静脉外 已不可能让肝中静脉留在左半肝

一侧 可将肝右静脉和肝中静脉分别与下腔静脉吻合

或将肝中静脉 肝右静脉成形后 再与下腔静脉吻合

还有一些办法供选择使用: 用人工血管架桥 用受体的

血管如门静脉左支 [ 29 ] 卵巢静脉 肝静脉 小隐静

脉[28]重建静脉回流 或放弃右叶部分肝移植手术[30]. 对

A 型 B型的肝静脉行右叶部分肝移植时 尽可能将

肝中静脉留在左叶 以引流 段 保证供者的安全.

但肝中静脉是一把 双刃剑 包括他的移植肝对受

者有益 对供者有害 反之亦然[17, 28, 31].

       对 A型肝静脉 较适合作右半肝移植 更适合作

右后叶肝移植[32-33] ; 对B型肝静脉 也可以作右叶部分

肝移植; 对 C 型肝静脉 作右半肝移植时 必须重建

肝右静脉 肝中静脉的回流 困难较大 也不适合作右

后叶肝移植.扩大的肝右叶移植应用较少[12] 此术式对

供肝切除较多 易伤肝左静脉 从而给供者带来更多的

危险 同时需重建残余肝 段的血流向肝左静脉的静

脉回流.

       对肝静脉重建后静脉的回流状态 可用暂时性的

阻断肝动脉或术中超声来检测. 估计有正常静脉回流的

肝组织不能满足术后受者代谢需要时 应重建移植肝

淤血区域的静脉回流[34]. 如不重建淤血的肝段的静脉回

流 则淤血的肝组织缺血萎缩而丧失肝功能[35-36].

4.2 右肝部分移植肝动脉的临床解剖及处理

4.2.1 右肝部分移植肝动脉的临床解剖  肝总动脉由腹腔

动脉发出 分出胃十二指肠动脉后 形成肝固有动脉

走行于门静脉的左前方 在近肝门处分为肝左动脉 肝

右动脉 也可分出肝中动脉. 肝右动脉主干于门静脉右

支前下方由肝固有动脉发出 沿门静脉右支腹侧前下

方进入肝实质 并与门静脉右支一起被包在Glission鞘

内. 肝动脉变异多 只有55 的人呈上述肝动脉的解

剖[ 21 ] 17 的人有来源于肠系膜上动脉的副肝右动

脉 12 的人肝右动脉来源于肠系膜上动脉 2.5%的

人肝固有动脉来源于肠系膜上动脉[16] 更少见人的肝

固有动脉来源于胃左动脉[37]或腹主动脉. 对肝动脉变异

分类的意见不一致[21, 37-38]. Imamura et al [17]对肝动脉变异

分为三类: 第一类 有源于胃左动脉的变异的肝左动

脉; 第二类 有源于肠系膜上动脉的变异的肝右动脉;

第三类 除了原来的肝左或肝右动脉外 变异的肝左或

肝右动脉仅作为副肝动脉.

4.2.2 右肝部分移植肝动脉处理  活体肝移植术前供者行

CT  MRI或DSA来确定肝动脉是必需检查. 术中细心

分离所有可能供应肝动脉的分支是获得足够长的肝动

脉的关键[17] 注意识别肝动脉的变异 较常见的变异

如向 段供血的动脉源于肝右动脉[39] 尤其要注意的

是少见变异 如肝左动脉发自肝总动脉[39] 右副肝动

脉发自肝左动脉[40] 向肝右后叶供血的动脉支由肝总

动脉发出 以防因未能识别而误伤肝动脉或其分支 危

及供体安全或引起移植肝在动脉重建时的困难.

       用显微外科技术对移植肝的动脉重建 有利于提

高动脉重建的成功率. 对移植肝由多支动脉供血的动脉

重建的问题上存在明显分歧: Broelsch et al  [41]把准备移植

的部分肝由两支动脉供血作为活体肝移植的相对禁忌

证. Michels[21]认为肝动脉在肝内的每个分支是分支之间

无交通支的终末支 是一个规律.因此 Tanaka et al [42]建

议重建移植肝的所有动脉分支血供 但也有学者认为
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尽管肝动脉造影不能显示肝动脉分支之间的交通支

在多数情况下 不必吻合供应移植肝动脉血的所有动

脉分支[43]. Imamura et al [17]提出: 在活体肝移植时用 四

步法 来确定有足够的动脉血经肝门部交通支流进未

经吻合的肝动脉分支. 同时指出单根动脉支的吻合 不

仅技术简单 而且减少了因多支吻合引起的吻合处的

动脉血流量和流速的下降 继而引起动脉栓塞.

4.3 右肝部分移植胆管的临床解剖及处理

4.3.1 右肝部分移植胆管的临床解剖  通常情况下 肝

总管由较长的呈水平向的左肝管和较短的呈垂直向的

右肝管在肝门部汇合而成. 右肝管由右前叶胆管和右后

叶胆管在肝内部相对较固定处汇合而成. 右前叶胆管引

流右前叶的胆汁 右后叶胆管引流右后叶的胆汁. 肝总

管与胆囊管汇合而成胆总管 走行在门静脉的右前方.

      十二指肠以上的胆管的血供由胆管周围的血管提

供 大约有8根 每根直径0.3 mm左右. 最连续的功

能上最重要的是在胆总管两侧(3点和9点 的动脉. 十

二指肠上胆总管的60 的血供来自胰十二指肠后上动

脉. 38%的血供主要来自肝右动脉 2%的血供来自肝

总动脉. 胆总管 肝总管 左右肝管及肝内胆管周围

都有小血管支组成的血管丛[40].

        胆管的变异也多 Blumgart et al [44]根据变异将胆管

分为六型: A型 占 57 正常解剖结构胆管. B型

占 12 肝总管由右前胆管 右后胆管 左肝管三

支汇合而成 缺乏右肝管主干. C型 占 20% 无右

肝管主干 由右肝一叶变异的胆管直接汇入肝总管. C1

型 右前叶胆管汇入肝总管 占 16%; C2 型 右后

叶胆管汇入肝总管 占4%. D 型 占 6 无右肝管

主干 由右肝一叶变异的胆管直接汇入左肝管. D1型

右后叶胆管汇入左肝管 占5%; D2 型 右前叶胆管

汇入左肝管 占 1 . E 型 占 3 无左 右肝管

主干 肝左右叶的每侧由两个或两个以上的胆管支汇

合成肝总管. E1型 由左侧两个以上的胆管支与右后叶

胆管汇合后再与右前叶胆管支汇合成肝总管 占2 ;

E2型 由左侧两个以上的胆管支与右前叶胆管汇合后

再与右后叶胆管支汇合成肝总管 占1 . F型 占2

无右肝管主干 右后叶肝管直径汇入胆囊管. 因胆管的

变异多 所有右叶部分肝移植术后 供受体的胆管并发

症很常见[45].

4.3.2 右肝部分移植胆管的处理

4.3.2.1 对不同的胆管分型方式各异  对 A型和B型胆

管 行劈离式肝移植 活体右半肝移植无特殊困难. 对

B型胆管 可行右后叶活体肝移植 对C型和D型可行

右半肝移植 右后叶活体肝移植. 但由于C型和D型中

有较大的左肝管 较小的右前叶胆管和右后叶胆管 在

行右半肝活体肝移植 扩大右半肝活体肝移植时需行

移植肝上两个胆管开口的吻合[17] 行劈离式肝移植时

可将肝总管留在右半肝一边 既有利于保护胆管周围

血管丛的完整性 又有利于胆管引流的重建. 在C型和

D型中 有21 的肝右后叶胆管汇入异常 其右后叶

胆管较长 便于分离和吻合 有利于肝右后叶活体肝

移植. 对E胆管 行活体右半肝移植困难较大 很容易

在肝切除时损伤左半肝胆管 但在E2型适合行右后叶

活体肝移植 行劈离式肝移植时 将肝总管留给右半

肝 左半肝的断面上至少有两个肝管的断端 需重建其

胆汁引流. 对F型 较适合行右后叶活体肝移植; 若行右

半肝活体肝移植 劈离肝移植时 右半肝移植物也有两

个胆管口需重建胆汁引流[16] 但有时会遇到被迫切断

段汇入右肝管的胆管 若术中不作此胆管引流的重

建 将可能导致胆漏 尽管此胆漏可以自愈 但以 段

萎缩为代价[16]; F型不适合作扩大右半肝活体肝移植.

         肝门部胆管汇合处的胆管似乎是对缺血较敏感的结

构[46] 在行右肝部分肝移植时 应在肝总管的右侧分

离右肝动脉 以避免损伤左肝管的血供[12]. 也应避免在

右肝管的背部进行分离 以避免损伤向右肝管供血的

血管[17]. 尽可能少地对肝门进分离 既减少了对胆管血

管丛的破坏 又减少对异常肝管的损伤[16].

4.3.2.2 供体术前 术中识别胆管或其断端的方法  除

了术前行MRCP等检查外 术中在开始切肝前及肝已

切开2/3 时 可胆管造影[17, 47] 为了准确定位移植肝

断面的胆管断端 可用探针探胆管或用术中超声[48]. 术

中灌注蓝色染料能显示肝断面的胆漏[16].

4.3.2.3 对右叶部分肝移植胆管引流的重建方法  右叶

LDLT的胆管并发症高达15-64%[49]. Fan et al [49]分析74

例患者行右叶LDLT术后引起胆管并发症的原因: (1)胆

管缺血; (2)两支以上的肝门部胆管肠管的吻合; (3)术中

未能发现右叶胆管支; (4)胆管空肠吻合口小于胆管口

(5)进行胆管成形后没有切开新产生的间隔. 因此 高度

重视胆管重建 尽可能避免上述原因. 宜用显微外科技

术行胆管端端吻合[50] 也可行胆管空肠吻合. 一旦术后

发生胆管的吻合口狭窄 不用行经皮经肝胆管引流 而

再次手术行肝门部胆肠吻合是一种值得推荐的方法[49].

4.4 右肝部分移植门静脉的临床解剖及处理

4.4.1 右肝部分移植门静脉的临床解剖  门静脉在肝门分

为门静脉左右支 门静脉的右支较短 在尾状叶的前方

经肝门板进入肝 分为右前支和右后支. 右前支在垂直

平面呈弧形向前 分为升支和降支 分别到 段 段.

右后支在水平面内弧形向后外侧走行 分为升支和降

支 分别到 段 段.

        门静脉右支变异较多.其主要变异如下: (1)约10-15%

的人门静脉主干直接分出三个分支 即门静脉左支

门静脉右前支 门静脉右后支. (2)偶然出现门静脉右前

支起自门静脉左支主干. (3)门静脉右后支起自门静脉主

干. 在上述三种变异中 门静脉左支横部较短. (4)缺乏门

静脉左支. 门静脉主干在进入肝实质后分出肝右叶的分

支后 再转向左侧 跨过脐裂 在肝实质内作为门静脉

左支为左半肝供血[16].

4.4.2 右肝部分肝移植门静脉的处理  总的来说 门静
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脉的变异不对右肝部分肝移植的供肝切取产生大的影

响[16-17]. 对第(4)种门静脉的变异 不适合作右肝部分肝

移植 对(1) (2) (3)门静脉的变异门静脉支 均适合作

右半肝活体肝移植 右后叶活体肝移植及劈离式肝移

植. 但门静脉在肝门处不能分离是右肝部分肝移植的绝

对禁忌证[16]. 供肝切取时的一个关键因素是获得长的门

静脉支[17].  对(1) (2) (3)种变异 行右半肝移植时遇

到需要吻合移植肝门静脉分支的两个口. 对此有两种处

理办法: (1)将两个门静脉分支口整形成一个开口与受体

的门静脉吻合; (2)将供体的门静脉右前支 右后支分别

与受体门静脉右支 左支吻合.

        尽管右叶部分肝移植术后仍有胆漏 胆管狭窄

肝断面渗血及血管并发症等问题[51] 这些并发症导致有

功能的移植肝细胞减少 严重导致肝功能的丧失. 长期的

胆管 血管并发症明显增加患者的发病率和死亡率. 随着

信息技术和计算机等新技术在医学领域的应用[52] 对右

叶部分肝移植相关血管 胆管解剖复杂性的深入理解

肝移植过程中对其灵活运用 右叶肝移植经验的积累

外科手术技巧的提高 肝胆外科和肝移植科医生有望

对肝的解剖理解更深 移植外科技术更精湛 正确运用

矛盾观处理临床肝移植面临的问题[53] 从而进一步提

高右叶肝移植的成功率 减少并发症[16]. 可以预见在不

久的将来 有更多的成年患者 受益于右叶部分肝移

植 尤其右叶活体肝移植[54-55].
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摘要

肝素酶(hpa)是裂解硫酸乙酰肝素蛋白多糖的惟一酶类

能破坏细胞外基质及基底膜 并参与肿瘤血管生成 与肿

瘤的侵袭转移密切相关. hpa也由此逐渐成为引人注目的抗

肿瘤治疗新靶点 其抑制剂的研制可望为抗肿瘤治疗开辟

新的途径. 本文综述了hpa的结构与功能 对肿瘤转移的

促进作用与机制 以及hpa抑制剂作为抗肿瘤新药的最新

研究进展.
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0   引言

许多恶性肿瘤早期并无症状 但在发生转移后 病情

将迅速进展 预后很差. 而肿瘤的转移要求必须同时破

坏构成细胞外基质(extracellular matrix ECM)的两种主

要成分: 结构蛋白和蛋白多糖. 在过去的10多年中 研

究兴趣大多集中在以结构蛋白为底物的基质金属蛋白

酶 (matrix metalloproteinases MMPs)上 但后来发现

MMPs 至少有17种[1] 所有MMPs 合起来几乎能够降

解所有的细胞外基质的结构蛋白成分 对其中一个酶

的抑制会有代偿的途径进行弥补 这样以结构蛋白为

底物的蛋白酶的抑制剂就很难在抗肿瘤转移中发挥很

好的作用. 而近年来发现的肝素酶(heparanase hpa)是

惟一能裂解ECM内蛋白多糖主要成分硫酸乙酰肝素蛋

白多糖(heparan sulfate proteoglycans HSPG)的内源性糖

苷内切酶. 抑制hpa后可明显减少肿瘤细胞的扩散与转

移 [2-4] 故hpa作为抗肿瘤治疗新靶点具有很好的应用

前景.

1   hpa的结构与功能

hpa 基因位于染色体4q22 基因全长50 kb 内含 14

个外显子和 13 个内含子 转录两种mRNA 一种为

5 kb大小的hpa-1a型 另一种为1.7 kb大小的hpa-1b

型[5]. 在免疫系统 如脾及外周血白细胞内 hpa基因

主要转录前者; 而在胎盘 血小板及W138/VA13细胞

系 则主要转录后者[6]. 两种mRNA亚型均含有相同的

开放读码框架 编码含有543个氨基酸(aa) 的 hpa蛋白

前体 Mr  61 192.

        hpa蛋白前体共有6个糖基化位点 经糖基化后形

成65 kD的前hpa. 其上有 2个疏水区和1个亲水区. 其

亲水性最强点位于 端第160 aa附近 使这一区域易

于暴露 便于被蛋白酶在N端Glu157-Lys158处水解.

被切除的 端157 aa 经加工后 形成74 aa (Gln36-

Glu109) 组成的8 kD片段 此片段再与被切除的C端

386 aa (Lys158-Ile543)组成的 50 kD的片段通过非共价

连接 组成异二聚体 即成熟的hpa [4, 6-8].

       在正常情况下 hpa分布于胸腺 脾脏 淋巴结

骨髓 血小板 中性粒细胞 T 淋巴细胞 B 淋巴细

胞等免疫组织及胎盘中 此外 胎肝中也有分布. 以外

周白细胞表达水平最高 其次为胎盘. 除胎盘外的非免

疫组织中未见或极少表达[4, 6, 9-12]. 其生理功能有: (1)帮助

胚泡附着于子宫内膜 促进胎盘的发育和功能形成过

程. (2)在组织损伤或炎症时 hpa可降解基底膜HSPG

帮助免疫细胞渗出到无血管区 加快创面愈合 帮助组

织修复[12].

        晚近 McKenzie et al [11]克隆了一种新的人类cDNA

即 hpa-2 与 hpa-1 有很高的同源性. 基因定位于

10q23-24 能编码三种新的肝素酶蛋白(hpa-2a b

c) 分别含480 534 和 592 aa. hpa -2分布于脑 乳

腺 前列腺 小肠 睾丸与子宫. 目前对其功能尚不清

楚. 该小组正准备在哺乳动物体内过度表达hpa-2来研

究其功能 以确定hpa-2是否也象hpa-1一样 能够

裂解HSPG.

2   hpa对肿瘤扩散及转移中的促进作用及其机制

已有大量实验证明了hpa 对肿瘤扩散及转移的促进作

用. 研究人员对多种肿瘤(胃癌[13-14] 肝癌[15-16] 胰腺

癌[17-19] 结肠癌[20] 乳腺癌[4, 6, 21] 卵巢癌[22] 血液

系肿瘤[23] 前列腺癌[24] 膀胱癌[25-26] 淋巴瘤及黑色

素瘤[27-28] 口腔鳞状细胞癌[29] 嗜铬细胞瘤[30])采用

RT-PCR或原位杂交技术检验肿瘤细胞内hpa mRNA表

达水平 或用免疫组化荧光染色技术检验hpa 蛋白含

量 均发现恶性程度越高 转移潜能越大 生长速度越

快的肿瘤细胞hpa 的表达水平越高 而良性肿瘤则低

水平表达 正常组织则不表达. 进一步研究发现 通

过载体对无转移潜能的小鼠淋巴瘤细胞系Eb和低转移

潜能的黑色素瘤细胞系导入hpa cDNA并形成能够高水
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平表达hpa 的稳定克隆后 这些肿瘤细胞获得了高转

移潜能 接种到裸鼠肝脏后 转移能力及致死能力均明

显升高[27-28]. 这表明低转移潜能的肿瘤细胞可通过导入

hpa cDNA获得高转移潜能; 具有高转移潜能的肿瘤或细

胞系应用hpa 抑制剂后 肿瘤细胞转移的数量和部位

均明显减少[31-33]. 进一步证明了hpa具有促进肿瘤细胞转

移的作用. 其机制有如下几点: (1) 促进血管生成: 新生血

管的形成为肿瘤的生长转移提供了必需的营养物质和

通道. hpa通过直接和间接两种方式发挥促血管生成作

用[34]. 直接作用于内皮细胞以生芽方式促进血管生成; β-
成纤维细胞生长因子(β-fibroblast growth factor bFGF)
是目前认为极有活性的血管生成因子(angiogenesis factor)

之一 [4, 6, 35] 同时也是强有力的有丝分裂促进因子. 以

无活性形式与硫酶乙酰肝素(heparan sulfate HS)结合

贮存于ECM中. hpa裂解HSPG时 bFGF被释放出来

诱发血管生成. 此外 被固化在HSPG上无活性的血管

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

在 hpa 裂解HSPG 的过程中也得到释放并被激活 与

bFGF共同诱导肿瘤血管生成[36]. (2) 破坏限制肿瘤生长

转移的屏障ECM与BM: 降解HSPG 与其他基质降解

酶(如MMPs 丝氨酸蛋白酶)协同破坏 降解ECM和

BM屏障[27, 35]. 促进释放内皮下尿激酶型纤溶酶原激活物

(urokinase type-plasminogen activator u-PA)及组织型

纤溶酶原激活物(tissue type-plasminogen activator t-

PA) 激活纤溶酶原 活化MMPs 裂解 ECM BM

中结构蛋白. t-PA和u-PA还可通过活化表皮生长因子

(epidermic growth factor EGF) 激活细胞外基质中的

蛋白质酶联反应 使膜的屏障功能减退[37]. (3)介导细胞

黏附: 表达于细胞表面的hpa可介导细胞对ECM及BM

的黏附 引起细胞在基质中的扩散以及促进BM的重

塑 帮助肿瘤细胞侵入血管[38].  (4) 增加癌细胞迁移能

力: hpa裂解HSPG后产生的HS片段可激活HS的受体

CD44v3 (CD44 variant exon 3) 发出细胞内迁移信号

促使细胞变形 运动 从而促进肿瘤细胞的扩散与转

移[39]. (5) 抑制活化 淋巴细胞: hpa降解HSPG后的产物

可以抑制活化的 淋巴细胞的生物学功能 从而引起

免疫抑制[5, 36] 使肿瘤转移更容易.

       总之 hpa通过降解ECM和BM中的HSPG 破坏

限制肿瘤转移的屏障 加强肿瘤细胞的运动能力 释放

促进细胞生长及血管生成的活性因子 加快血管生成

促进肿瘤生长和转移 这是肿瘤进展的重要机制之一.

3   针对hpa的抗肿瘤治疗

由于hpa是目前发现惟一的一种能够降解ECM及BM中

HSPG的酶类[4] 而肿瘤的转移又必须突破此屏障 并

且hpa在裂解HSPG时还可通过多种途径促进肿瘤的生

长 扩散与转移 故针对hpa的抗肿瘤治疗意义重大. 目

前发现的hpa抑制剂有如下几种:

3.1 hpa 类似物  hpa 的底物HSPG具有 2个结构特点

即含硫酸基团和糖链 并带负电荷 故凡具备上述特

点的生物或化学物质均有可能与HSPG竞争结合hpa

阻止hpa作用于底物 抑制其活性. (1)硫酸化磷酸甘露

戊糖(phosphomannopentaose sulfate PI-88): PI-88是含

硫酸基的寡糖[32] 从酵母菌发酵而来 主要成分为甘

露五糖和四糖 2.3 kD 由五个不同片段组成[40]. PI-88

能够将乳腺癌细胞13762MAT注入大鼠后形成的肺癌

降低90% 还能将原发性肿瘤的血管供应降低30%

同时原发性肿瘤的生长速度降低一半[32]. 在体外实验

中 PI-88 具有很好的抑制血管生成和抑制hpa 活性

的作用 对高浸润性鼠乳腺癌13762MAT细胞抑制率

达50%  腹股沟淋巴结转移率降低40% 肿瘤周围的

血管生成减少达30%[33]. 其副作用主要是可引起免疫介

导的剂量限制性的血小板减少症[41]. PI-88已经在志愿者

中完成了一期临床试验 目前 已在进行多中心临床二

期试验[32] 很可能成为第一个应用于临床抗肿瘤治疗

的hpa抑制剂. (2)硫酸海带多糖或称昆布多糖(laminarin

sulfate LS): 是含硫酸基的多糖 在体外实验中可以有

效抑制hpa对HSPG的降解 0.2-1 mg/L即可抑制 50 %

的活性. 给小鼠皮下注射LS后再静脉注入黑色素瘤细胞

或乳腺癌细胞 发现对肺扩散转移的抑制达80-90% [31].

(3)苏拉明同功异质体: 苏拉明(suramin)是一种多磺酸萘

脲(polysulfonated naphthylurea) 其同功异质体NF127

NF145 NF171在体外实验中能有效地抑制从人高侵袭

性黑色素瘤细胞(70W)提取并纯化的hpa活性 可显著

降低70W细胞的侵袭能力 在动物体内则显著减少肿

瘤内新生血管的形成. 在 20-30 µmol/L 时可抑制hpa
50%的活性 在100 µmol/L或以上则可100%抑制hpa
的活性[42].

        以上所提到的LS 苏拉明 以及硫酸壳多糖(sulfated

chitin)[43] calcium spirulan (Ca-SP) [44] 硫代磷酸寡脱

氧核苷酸 (phosphorothioate oligodeoxynucleotides PS

oligos) SdC28 [31]等 由于分子大小 毒性 多重生物

学效应等各种原因 在发现他们具有抑制hpa表达作用

之后不久 也被发现不适宜应用于临床.

3.2 hpa反义寡脱氧核苷酸  最近 国内学者张友磊 et al  [45]

报道hpa反义寡脱氧核苷酸(antisense oligodeoxynuleotide

AS-ODN)可与hpa mRNA互补结合 使其不能翻译hpa

蛋白 从而抑制hpa的表达. AS-ODN的各种浓度组在

体外实验中对人乳腺癌MDA435细胞系hpa mRNA和蛋

白的表达及细胞侵袭力均有明显抑制作用 在终浓度

为0.1 µmol/L 0.2 µmol/L和 0.4 µmol/L时对MDA435
细胞的侵袭力抑制率分别为34.0 % 57.8%和 79.7%.

其临床应用价值还有待进一步研究.

     自从发现 hpa 在肿瘤转移中的作用来 其作用机

制 基因序列测定及定位 蛋白纯化 单克隆抗体制备

等问题逐渐被解决. 目前仍存在的问题是: (1)检测hpa活

性可预测肿瘤转移潜能 判断肿瘤恶性程度[13, 15, 30]

如联合检测端粒酶 则可更精确地判断预后[46] 但目
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前hpa 活性的检测方法繁琐 应用于临床有待进一步

努力. (2) hpa与其他肿瘤转移因子或基因间有无联系及

如何联系? (3)hpa在生理及病理情况下表达的调控机制

及其影响因素是什么 (4) hpa除在高转移性肿瘤中有表

达外 在炎性细胞 如白细胞中也有表达. hpa 在炎

细胞中的表达是否与炎细胞的迁移有关 抑制炎细胞

的hpa的表达是否有益于炎症的控制[8, 47-48]? (5) hpa在增

生的平滑肌细胞中每有表达. 有研究表明 平滑肌细胞

hpa的表达可能与冠心病冠状动脉扩张后再狭窄的发生

有关[48-49].
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摘要

同源异型框基因及相关蛋白是指在生物体中一个具有相对保

守序列的基因及蛋白家族 广泛存在于从酵母到 乳动物的所

有真核生物 对生物的发育和细胞分化具有重要的调节作用.

本文主要从各个方面对肠道hui特异性表达的同源异型框转

录因子-CDX2(caudal-related homeodomain transcription 2)

做一简单概述.

宋艳, 李凌. 肠道上皮特异性基因CDX2. 世界华人消化杂志  2004;12(2):

443-445

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/443.asp

0   引言

在多细胞生物体的发生 发展过程中 生物体的基因

序列不仅需编码具有特异性结构与功能的蛋白 还需

编码决定位置信息的遗传因子 这类基因决定着各个细

胞和组织之间的相对位置并指导着数以万计的细胞沿着

正常的轨道进行移动 保证生物体正常结构形成[1]. 同

源异型框基因及相关蛋白正是这样一类基因家族 以

核转录调节因子的形式调节生物结构及细胞分化 在

生物体的不断演化过程中 决定着生物体正常结构并

始终保持相对的保守性. 同源异型框基因首次在果蝇的

保守序列中发现 至今只有十几年的时间 其蛋白以螺

旋-环-螺旋的方式结合于DNA的相应区域 发挥核

转录因子的作用. 随着研究的深入 在酵母菌 鼠及

人类中相关基因及蛋白被相继确定[2]. 至今为止 已发

现的同源异型框基因及相关蛋白有数百种. 根据基因序

列及染色体分布区域的异同 同源异型框基因及相关

蛋白可分为两大家族: HOX及 PARAHOX家族 前者

包括HOX-A HOX-B HOX-C及HOC-D四类 后

者包含GSH PDX和 CDX(CDX1 CDX2 CDX4) [1].

1   CDX2的结构与功能

CDX2基因及相关蛋白最早由Mlodzik于果蝇中分离成

功 与parahox 家族呈高度的同源性[3]. 近年来人体的

染色体研究表明 CDX2基因全长22-23 kb 位于染

色体的13q12-13 由 3 个外显子和2个内含子构成

与之对应的CDX2蛋白包含311 个单氨基酸 通过螺

旋-环-螺旋的方式结合于DNA的相应区域 以转录

因子的形式调节DNA的表达[4-5].

         CDX2的存在是受精卵种植的必需条件之一. 正常小

鼠中 受精卵的滋养层可检测到大量CDX2的存在. 由

于滋养层CDX2的缺失 CDX2基因敲除的小鼠受精卵

无法种植于宫内膜[6]. 正常生物体发育过程中 CDX2

对消化道特别是结肠和小肠上皮的发育起着关键的作

用. CDX2基因敲除的小鼠 消化道畸形发育且内胚层

细胞无法发育成小肠或结肠上皮 多发的息肉样病变

及鳞状化生大量出现 此类息肉样病变被覆不表达

CDX2的立方状黏膜上皮或鳞状上皮 [5]. 正常胃黏膜上皮

中 CDX2 阴性表达 在慢性萎缩性胃炎的胃黏膜上

皮中 随着杯状细胞等一系列肠道特异性细胞的出现

CDX2的表达明显增强. 食管黏膜细胞的细胞系长期培

养于酸性培养基中 CDX2 的表达增强 细胞向肠黏

膜上皮化生[7]. 反流性食管炎所致的Barrett s 食管中

食管的鳞状上皮被肠上皮所代替 CDX2的表达亦呈明

显增强趋势[8]. 另外 人们在体外细胞系的研究中 发

现CDX2具有显著的诱导分化作用. 人为导入CDX2基

因的未分化结肠癌细胞系中 可以检测到细胞明显的

分化现象 如产生分化特异性标记物蔗糖异麦芽糖酶

和乳糖酶[9]. 以上研究均表明CDX2具有诱导细胞向肠上

皮分化的作用.

2   CDX2的分布

在小鼠胚胎发育的早期 CDX2 基因可分布于各个胚

层 如前所述 早期胚胎种植前 细胞滋养层CDX2

的表达对于受精卵的子宫种植起着关键的作用

CDX2 的缺失将导致胚胎无法种植于动物体子宫. 随

后 CDX2 可表达于胎盘. 在发育早期的胚胎内部

CDX2的表达最早出现于第8.5 d (交配后) 广泛分布

于内胚层 中胚层和外胚层 神经管等 随着胚胎的发

育 CDX2的表达呈局限化趋势 在第12.5 d 时 除

神经管有少许的分布外 CDX2主要局限于内胚层的肠

黏膜. CDX2在内胚层的表达在内胚层向小肠细胞转化

时期(第 15 d)呈逐渐增强趋势 在成年小鼠中 CDX2

表达于所有的小肠绒毛膜上皮细胞及结肠的腺体上皮

细胞中 并长期保持稳定的分布[10]. 人体各种上皮细胞

的免疫组化研究中发现 从胚胎发育的第8 wk开始

胎儿的胃肠道即可检测出CDX2的表达. 在人体正常上

皮细胞中 CDX2 可表达于内胚层来源的肠道上皮及
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胰腺的导管和腺泡上皮 但CDX2在食管和正常胃黏

膜上皮中不表达. 除消化系统外 其他各系统正常上皮

内未检测到CDX2[11].

3   CDX2的分子生物学特征

CDX2 的作用机制涉及同源分子间 细胞内外分子间

相互作用的各个方面 如可促进LI- 粘连蛋白及黏液

蛋白基因MUC2 的分泌 特异性提高增强子的表达

等 下面选取代表性的作用因子作一简单概述.

3.1 CDX2与CDX1  CDX2与CDX1同属CDX家族 在

结构上具有高度的同源性 如与DNA结合的相应同源

转化框蛋白片段 二者几乎完全一致 胃肠道上皮中

在发育的某些阶段(第8.5 -12 wk)可同时检测到二者的

存在. 然而 CDX2与CDX1的分布及功能有许多不同

之处. 小鼠中 CDX1在胚胎发育的第8.5-12 wk可表

达于多种组织如神经管 中胚层等 在第12 wk时 随

着内胚层向肠道上皮的分化 CDX2 的表达增强 与

此同时 CDX1的表达明显减弱[10]. CDX1基因与生物体

的神经系统发育密切相关 在CDX1基因敲除的小鼠

中 可以观察到神经系统的发育畸形 消化道则无明显

变化[12].  CDX2基因的表达可显著诱导未分化细胞向肠

上皮分化 CDX1则无此作用[13]. Van den Akker et al [14]

的研究表明 当CDX1表达降低或CDX2表达升高时

可明显促进结肠腺上皮细胞的分化.

3.2 CDX2 与 LI- 粘连蛋白  肝肠特异性整合素(liver

intestin-cadherin LI- 粘连蛋白) 作为钙粘连蛋白家

族的一员 与经典的钙粘连蛋白分子虽具有相同的作

用机制 结构却不同. 传统的钙粘连蛋白如E-钙粘连

蛋白和N-钙粘连蛋白等 具有5段细胞外的氨基酸重

复序列 每段由 110 个 aa 组成 细胞内的片段则由

150-160个 aa组成. LI-粘连蛋白的细胞外区域由7段

氨基酸重复序列组成 细胞内的序列只有20 个 aa 左

右[15]. 无论在小鼠或人体 LI-粘连蛋白均特异性表达

于小肠及结肠的正常黏膜上皮细胞中 与CDX2的表

达具有相当程度的一致性. 在 CDX2 基因敲除的小鼠

中 CDX2与LI-粘连蛋白在肠道多发的息肉样病变的

表达均为阴性. 分子生物学研究表明 CDX2可特异性

作用于LI-粘连蛋白的5 端 与LI-粘连蛋白直接结

合从而促进LI-粘连蛋白的表达. Hinoi et al [15]的研究表

明 CDX2阳性表达的黏膜上皮中 80%可以检测到LI-

粘连蛋白; CDX2阴性表达的黏膜上皮中 LI-粘连蛋白

的表达基本为阴性 二者的表达显示高度的一致性.

3.3 CDX2与MAPKs  细胞的正常增生及分化 不仅需

要细胞内自身内环境的调节 细胞间信号传导也具有重

要的作用. P38分裂激活蛋白激酶(P38 mitogen-activated

protein kinase MAPKs) 作为细胞间信号传导通路的

作用途径之一 在细胞向小肠上皮的分化中 起着重要

的调节作用. 在细胞向肠道上皮的生长和分化过程中

MAPKs的表达显著 特异性的分布于小肠的绒毛上皮

细胞核中[16]. 研究表明 MAPKs可以与CDX2的启动子

序列特异性结合 调节其转录活性. MAPKs 的抑制剂

SB203580对细胞的生长无任何影响 但显著抑制CDX2

的表达及细胞向肠黏膜上皮细胞分化 如明显减低特异

性分化标记物如绒毛膜蛋白及乳糖等的合成[16].

3.4 CDX2与层粘连蛋白-1  细胞外基质成分对于细胞

的分化和生长起着重要的调节作用 在体外实验中 沿

腺体和绒毛上皮广泛分布的层粘连蛋白-1可以显著刺

激肠上皮的分化. Lorentz et al [17]通过特异性阻断内源性

层黏粘连蛋白-1的作用 观察到层粘连蛋白-1与CDX2

的表达呈高度一致性. 当体外层粘连蛋白-1浓度升高

时 CDX2的表达呈同步的升高趋势. 但层粘连蛋白-1

究竟以何途径作用于CDX2 有待于进一步的研究[17].

3.5 CDX2与增强子  顺势作用元件在细胞DNA的转录

中发挥着重要的调节作用. CDX2可以和DNA的部分区

域特异性结合 从而调节DNA的转录活性. Taylor et al [10]

研究表明 CDX2 可以显著增强启动子的激活 不同

的细胞系无显著差异 针对增强子的作用 CDX2则特

异性作用于小肠相关细胞系 对其他细胞系影响较小.

与强效增强蛋白VP16相比 CDX2具有明显的细胞系

特异性 即在小肠表达中 增强子和启动子的变化呈现

一致性 而在其他细胞系中 只观察到启动子的显著提

高 增强子未见明显变化. 以上研究表明 CDX2细胞

具有特异性促进增强子表达的作用 与CDX2在肠道

上皮分化中的重要作用相一致.

3.6 CDX2与 P13/PTEN  在促进细胞分裂 细胞生长

等一系列细胞信号传导通路中 P13K发挥着重要的作

用. P13K可以催化第二信号分子PIP3的产生 从而起

到促进细胞分化 增生及代谢的作用 . PTEN作为P13K

的拮抗剂 可将PIP3 分解为无活性的PIP2 发挥负

调节作用. PTEN位于10q23 此区域在乳腺癌及前列

腺癌中经常缺失. Lynch et al [9]的研究表明 CDX2与

PTEN在组织中的分布呈一致性 在人为降低PTEN的

细胞系中 CDX2的表达明显下降. 分子测序及蛋白电

泳实验表明 PTEN可以显著提高CDX2基因启动子序

列的表达活性.

3.7 CDX2与MUC2  杯状细胞作为肠黏膜上皮的特征

性细胞之一 广泛分布于小肠和结肠黏膜上皮中. 黏液

蛋白基因MUC2特异性分布于杯状细胞中 含量非常

丰富 Yamamoto et al [18]为了研究MUC2与CDX2的关系

将CDX2基因导入小肠上皮细胞系中 应用RT-PCR及

EMSA的方法[18] 检测到CDX2可特异性结合于MUC2

基因的启动子 显著提高MUC2的表达水平 从而为

CDX2可特异性诱导肠黏膜上皮分化作了有力的说明.

4   CDX2在上皮性肿瘤中的表达及病理鉴别诊断中的意义

近年来 商用CDX2抗体大批量制备成功为CDX2免疫

组化方面的应用提供了广阔的前景 2002年起 CDX2

单克隆抗体首次由美国的Biogenex 公司出售. 在CDX2
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与预后关系的研究中 Seno et al [19]发现89%的慢性萎

缩性胃炎及64%的肠型胃癌中可检测到CDX2抗体的

表达 其他类型胃癌中CDX2不表达. 2003年 Werling

et al [11]研究了476例人体各部分不同肿瘤的CDX2抗体

的表达情况 研究表明 食管 胃 十二指肠 结肠

胰腺 胆囊等消化道上皮肿瘤中均可不同程度检测到

CDX2的表达 其中结肠和十二指肠表达最强. 在胃肠

道以外的其他肿瘤中 卵巢和膀胱的黏液性上皮性肿

瘤偶而可检测到 CDX2 阳性表达 肺 乳腺 肾等

各个器官的上皮性肿瘤中 均无表达[11]. 与肠道特异性

蛋白Villin 相比 CDX2 具有更高的特异性.

        与胞质特异性标记物比较 CDX2有以下优点: (1)

CDX2 的标记敏感性高 特异性强 阳性标记者基本

阳性率在90%以上; (2)定位于细胞核 减少了内源性生

物素的假阳性干扰. 作为胃肠道特异性标记物 Villin

与CDX2联合应用 可以明确转移性腺癌的来源. 二者

均为阴性时 可以基本排除肿瘤胃肠道来源的可能性;

二者均为阳性时 肿瘤可能起源于胃肠道的任何部位;

只有CDX2强阳性而Villin 表达不明确时 则可以基

本认定肿瘤的结肠部位起源性[11].

        关于CDX2与肿瘤的分化程度的关系 学者观点不

一 部分学者认为CDX2与肿瘤细胞的分化程度无关;

其他学者则认为随着细胞分化程度的降低 CDX2的表

达呈逐渐下降趋势 CDX2与细胞分化程度呈正相关[20].

CDX2 与生存率的研究中 Seno 发现 40 例胃癌患者

中  CDX2阳性的胃腺癌患者生存率明显高于CDX2表

达阴性的患者[19]. 作为迄今胃肠道特异性最高的基因及

抗体 CDX2的研究及应用必将会对胃肠道上皮的研究

及肿瘤的鉴别发挥重要的作用.
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摘要

终末期肝病的发病率很高 在亚洲尤其突出 肝移植是

其治疗的有效手段. 如何诱导肝移植免疫耐受是免疫学工作

者及临床医师遇到的免疫学理论和临床现实问题. 细胞凋亡

是近10 a来研究的热点问题. 本文主要介绍细胞凋亡的概

念 形态学的改变 检测方法 肝移植免疫耐受的特殊性

细胞凋亡与肝移植免疫耐受 排斥反应的关系等研究现状.

强调了T细胞凋亡诱导肝移植免疫耐受.
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0   引言

细胞凋亡是细胞和组织的生理学基础 是细胞在生理

状态下特征性死亡形式 在移植免疫中发挥极其重要

的作用. 细胞凋亡与肝移植排斥及免疫耐受之间关系密

切 深入研究细胞凋亡与肝移植免疫的作用机制 将

对解决肝移植的免疫理论问题 提高肝移植长期存活

率具有重大的理论和实际意义.

1   细胞凋亡

细胞凋亡(apoptosis) 是由多基因控制的细胞自主性死

亡方式. 1972年英国的Kerr首先提出凋亡的概念[1]. 细胞

凋亡与调控机体发育 维护内环境稳定 肿瘤 病毒感

染 免疫密切相关. 有文献称细胞凋亡又叫程序化细胞

死亡(programmed cell death PCD). 实际上二者并不完

全相同 前者主要是形态学概念 而后者强调的是功能

性概念.

1.1 细胞凋亡形态学改变  细胞凋亡的形态变化与坏死

截然不同 主要表现在: (1)细胞核内染色质浓缩形成不

均一点状结构; (2)细胞膜微绒毛及细胞间连接复合体消

失; (3) 内质网 高尔基体及核膜膨大形成泡状结构与

细胞膜融合; (4)可见典型的凋亡小体: 他由细胞膜包被结

构尚完整的细胞器(线粒体等)及核碎片形成 并很快被

邻近细胞吞噬[2]. 以上变化可通过染色 在光镜 荧光

显微镜及电镜下观察到 其中电镜是定性检测细胞凋

亡的可靠手段之一. 但形态学观察方法均很难准确鉴定

和量化凋亡的发生情况.

1.2 生物化学特征  (1)凋亡的细胞内Ca2+浓度增高. (2)

Ca2+ Mg2+依赖性内源性核酸内切酶活化引起的DNA

降解 这是细胞凋亡的显著特征 是确证细胞凋亡的重

要依据.

1.3 检测方法  目前细胞凋亡的常用检测方法有: (1)形

态学方法如光镜 电镜; (2)电泳法. (3)免疫学方法. (4)分

子生物学方法如: 原位缺口翻译法(ISNT) 脱氧核糖核

苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记技术(TUNEL) 流

式细胞术(FCM)等. 以上方法均为细胞凋亡的研究提供

了良好工具[3].

1.4 细胞凋亡的基因调控  随着现代免疫学及分子生物

学技术的不断发展 细胞凋亡的基因调控研究逐渐深

入. 近期研究表明: 许多信号途径参与细胞凋亡的调节

其中死亡受体途径中的Fas/FasL信号途径占据重要地

位. Fas 属于肿瘤坏死因子受体(TNFR)和神经生长因子

受体(NGFR)超家族 按人白细胞分化抗原分类又称

CD95 与APO-1抗原为同种蛋白质. Fas 抗原的天然

配体FasL属于TNF家族成员[4]. Itoh et al [5]研究证实: Fas

是由 325个氨基酸(aa)组成的Mr 45 000的 I型膜蛋白

其膜内区有一段aa序列与TNFR膜内区高度同源 具

有传导 死亡信号 的作用 称为死亡结构域. FasL

是Mr 40 000 的 II 型膜蛋白 其胞外区约有150 aa 与

TNF家族成员同源. Fas蛋白表达于心脏 肝脏 肺脏

睾丸等多种组织中; 另外 激活的成熟淋巴细胞以及感

染的淋巴细胞Fas 表达增高 人体部分肿瘤细胞也有

Fas表达[6]. 最初认为FasL仅表达在活化的T细胞上 且

Th1克隆的表达高于Th2克隆. FasL及其可溶形式sFasL

均可与Fas阳性靶细胞结合 通过一系列级联反应 最

终导致Fas阳性靶细胞凋亡. sFas与FasL虽然有很高的

亲和力 可同膜型Fas竞争结合FasL 但不引起凋亡

起到间接抑制凋亡的作用; sFas和 sFasL的作用也可能

是体内细胞凋亡的一种调节方式[7].

        除 Fas家族外 细胞凋亡还受Bcl-2家族 c-myc

家族 p53 白介素 1β 转换酶(ICE)等多种凋亡相关
基因的调控. 在Bcl-2家族中 Bcl-2及Bcl-xl抑制细胞

凋亡 而Bax和Bad可促进细胞凋亡 并发现Fas系统

诱导细胞凋亡与Bcl-2的低表达相偶联; c-myc癌基因

的表达既能促进细胞的增生 也能诱导细胞凋亡; p53

是一种抑癌基因 可通过抑制Bcl-2转录促进Bax转录

发挥促细胞凋亡作用; ICE可激活白介素1β导致细胞凋



亡 其作用可受 Bcl-2 基因的控制. 另外 干扰素

(IFN) 白介素(IL) 肿瘤坏死因子(TNF)等细胞因子也

参与细胞凋亡的调控[8].

2   肝移植免疫耐受

肝脏是移植免疫中的特殊器官 具有 肝免疫耐受

性 肝移植排斥反应的发生率及程度较其他器官移

植低[9]. 在部分大鼠[10]和猪[11]及许多小鼠[12]的肝移植模型

中 在不用任何免疫抑制剂的情况下也能够成功诱导

供者特异性耐受. 在狗 狒狒和人的肝移植中排斥反应

较易控制. 肝移植还可以用来保护其他器官移植 如肾

移植 心脏移植 显著延长移植物的存活时间[13]. 但

肝脏与角膜和睾丸的免疫赦免性不同 肝移植排斥反

应较常见. 肝仅为 免疫特惠 器官. 肝移植的免疫耐

受具有其独特性 为外周的分离耐受[14]. 肝移植免疫耐

受的形成可能与肝脏的组织解剖学特点 [ 15 ] 可溶性

MHC 类抗原[16-17]及细胞因子[18-19]的作用 嵌合状态的

形成[20-21] 肝脏未成熟树突状细胞与枯否氏细胞的作

用[22-23] 调节性T细胞的作用[24-25]及细胞凋亡等相关.

3   调亡细胞与肝脏免疫耐受

3.1 免疫耐受中存在细胞凋亡  1996年Griffith et al [26] 研

究向眼前房注射抗原后细胞死亡与免疫耐受诱导的关

系 指出在赦免器官的免疫耐受中CD95 介导了淋巴

细胞的凋亡; 免疫赦免不是一个被动过程 而是导致细

胞死亡和免疫耐受的主动过程. 不仅在免疫耐受中细胞

凋亡存在 而且 Qian et al [27]发现用MHC不相配小

鼠行肝移植 受鼠自然的接受移植肝 注射 IL-2 诱

导排斥反应后 毒性T细胞的凋亡减少 而毒性T细胞

的活力提高 认为: T细胞的删除 导致肝的自然不被

排斥; 作用于移植物的毒性T细胞的凋亡是引起小鼠肝

移植分离免疫耐受的基本机制. Meyer et al [28]用大鼠和小

鼠进行肝和小肠移植后认为: 细胞凋亡既在排斥反应中

出现 又在免疫耐受中出现; T淋巴细胞的激活与移植

物实质细胞的凋亡有关 T细胞的失活似乎导致毒性T

细胞的凋亡和特殊的免疫耐受; 细胞凋亡可以作为调节

免疫的一个仪器.

         Fas/FasL途径是细胞凋亡的重要调节方式. Famularo

et al [29]报道Fas/FasL的相互作用是克隆删除 免疫耐

受 赦免 在免疫反应中T细胞增生的控制 毒性T细

胞的杀伤一个主要机制 确信通过调节Fas/FasL的表达

必将适合治疗与此有关的免疫参与的疾病. Tagawa et al  [30]

报道由Fas 导致肝细胞凋亡引起ConA- 肝炎模型中

IFN-r起中心作用. Solary et al [31] 研究肿瘤与细胞凋亡的

关系时 报道FasL的表达数量决定肿瘤细胞是被机体清

除还是耐受. 低剂量的细胞毒性药物增加肿瘤细胞Fas表

达 从而改善了通过免疫细胞清除肿瘤细胞. Li et al [32]

报道Fas对同种移植物的耐受不是必不可少的. 在 IL-2

依赖性的同种移植物免疫耐受机制中 Fas介导的细胞

凋亡不是中心环节. Li et al [33]报道通过FasL基因转染的

肝移植 观察大鼠的生存期明显延长 认为FasL 表

达的移植肝被受者免疫系统所保护. 国内外学者普遍认

为角膜FasL的表达对于维持角膜免疫赦免具有非常重

要的作用[34] 其可能机制为: Fas与 FasL相互作用引起

T淋巴细胞凋亡 降低免疫排斥反应发生率.

3.2 T细胞的凋亡导致免疫耐受  Bohmig et al [35]用一种短

链脂肪酸下调了抗原提呈细胞(APC)的共刺激分子的表

达 使T细胞不能活化 导致T细胞凋亡. Pender et al [36]

提出: 在靶器官中对自身的和对同种反应的T细胞活化

诱导细胞凋亡是免疫耐受的主要发生机制 进一步分

析指出: 已活化的自身反应T细胞当进入靶器官时 主

要由非专职APC使之再活化 在产生明显的靶器官损

害之前通过Fas (CD95)途径由活化诱导凋亡而被删除

这是因为与Bcl-2相关的抗凋亡蛋白通过抑制CD95途

径引起细胞凋亡 再活化的T细胞不能从抗凋亡蛋白的

表达已上调的非专职APC获得足够的共刺激分子. 而在

周围淋巴器官 情况相反 T 细胞由专职APC 再活

化 产生足够的共刺激分子 导致抑制经CD95 途径

引起凋亡的与Bcl-2 相关的蛋白表达上调 从而允许

T细胞以记忆T细胞存活 增值. 他用活化导致针对同

种移植T细胞的凋亡来解释同种移植物的自然不被排

斥 也用以解释MHC 不相符合的肝移植不发生排斥.

        以上观点虽然能较好地解释器官移植的免疫耐受

但不能解释皮肤 心脏 肾脏移植的耐受不如肝移植容

易诱导和肝移植的特殊性. Crispe et al [37]认为肝脏是细

胞死亡的 坟墓 即肝脏是清除活化 凋亡 T 细

胞的场所 凋亡细胞在肝内的聚集是一主动过程 肝脏

的血窦内皮细胞(LSEC) 枯否氏细胞(KCs)和肝细胞均

能够诱导细胞凋亡. Lu et al [38]发现移植肝内可迁徙的DC

能表达FasL 从而诱导同种异体反应的活化T细胞的凋

亡. Weller et al [39]发现肝脏分泌的转化生长因子 β(TGF-β)
可以诱导T细胞凋亡 可能也参与了调节T细胞的反

应. 这些有助与解释肝移植免疫耐受的特殊性 如 分

离免疫耐受 .

        近年研究表明APC的抗原提呈能力不是一成不变

的 而是与APC的成熟程度和受刺激状况密切相关[40].

在炎性因子作用下 APC的MHC 合成增加 半衰期

延长 结合抗原能力增强 同时提供共刺激信号的能力

大大加强[41-42]. 而在 IL-10的作用下 APC共刺激信号

弱表达并能诱导免疫耐受[43]. 这表明细胞因子在调节

APC的抗原提呈能力及免疫反应方向等方面起着至关

重要的作用.

        在同种异体移植时给予供体凋亡细胞 受体的APC

在一些特异性的凋亡细胞的识别和结合受体如CD36

CD14 αvβ3 等的协助下迅速吞噬凋亡细胞 以免细
胞破裂损伤周围组织[44-46]. 我们推测凋亡细胞由于能快

速被APC吞噬 凋亡细胞上的抗原将被浓集在APC内

因而能够短时提供大量供者抗原 有效地被提呈; 而凋
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亡细胞通过其主动的调节免疫反应的作用 使APC调

节细胞因子由TH1型(如: IL-12 TNF-α)向 TH2型(如:
IL-10)转化 并形成局部的高浓度. 凋亡细胞造成局部

的免疫抑制环境 使受体APC共刺激信号表达被抑制

抑制了T细胞的激活 使相应的T细胞克隆灭能 从而

诱发供体特异性的免疫耐受[47-48]. T细胞凋亡引起移植物

免疫耐受的观点已得到多数学者的赞同.

         最近Sun et al [48]提出了一个新观点: 肝脏是特异性地

吞噬凋亡细胞的场所 凋亡细胞有局部免疫抑制作

用 吞噬了凋亡细胞的肝脏抗原提呈细胞在局部免疫

抑制的环境下提呈抗原给T细胞 而诱导了对被吞噬抗

原的免疫耐受. 以上观点能较好地解释肝移植免疫耐受

的特殊性 值得引起重视.

4   细胞凋亡与排斥反应

Krams et al  [49]用大鼠肝移植模型 检测肝酶 单核细

胞肝脏浸润 肝脏病理 细胞凋亡变化后 1995年首

次提出在肝移植排斥反应中 细胞凋亡可以是细胞坏

死机制之一 证实了以前描述的细胞因子在细胞凋亡

中的作用在器官移植的排斥反应和免疫相关性疾病中

细胞凋亡普遍存在[29 50 53] 排斥反应时 器官组织

的实质细胞发生凋亡.

5   细胞凋亡在肝移植免疫中的临床意义

在同种器官移植免疫中 细胞凋亡发挥双刃剑作用. 当

宿主T细胞凋亡 可诱导免疫耐受; 另一方面 免疫

排斥反应发生时 移植物细胞发生凋亡. 所以可从两方

面着手为移植排斥反应防治提供新的策略: (1)预防移植

物细胞凋亡 减少移植物损伤; (2)促进受体反应性T淋

巴细胞凋亡 维持免疫赦免 诱导移植耐受.

        在同种器官移植中某些高表达FasL的器官(如: 角

膜 睾丸)易于诱导免疫耐受 而其他一些器官则不易

诱导耐受. 这一现象已引起各国学者注意 并着手通过

基因工程技术使某一器官特异表达FasL 诱导免疫耐

受[54]. 最近研究表明 临床上部分新型药物可通过细胞

凋亡途径发挥免疫抑制作用. Bcl-xl 能阻止Fas 介导的

凋亡 而FK506可通过下调Bcl-xl的表达明显增强T淋

巴细胞的凋亡 并可增强AICD的作用 清除活化的T

淋巴细胞 发挥免疫抑制效能[55]. Migita et al [56]通过体外

实验观察CsA和FK506对 SEB诱导的活化T细胞的凋

亡情况 结果表明 FK506可下调Bcl-xl的表达 促进

T淋巴细胞的凋亡 而CsA则不能. CsA可通过调节Bcl-

2基因的表达 使细胞毒T淋巴细胞发生凋亡 从而防

治移植抗原引发的排斥反应[57].

       总之 细胞凋亡在参与肝移植免疫耐受及移植排

斥反应中具有重要意义. 对该领域的不断深入研究 在

器官移植 尤其是肝移植排斥反应的防治 免疫耐受的

诱导等方面前景广阔.
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摘要

我国是慢性肝病的高发区 病毒性肝炎占大多数 但是

肝炎病毒感染指标阴性 原因不明的慢性肝病患者也并非

少见 其中一部分可能是自身免疫性肝炎(autoimmune

hepatitis AIH). AIH是一种原因不明 伴血清自身免疫性

抗体阳性 高球蛋白血症和肝脏慢性炎症及纤维化组织学

改变的反应性肝病. 本病临床较为少见 各年龄人群均可发

病 其病因 发病机制至今尚不清楚 临床上对其诊断与

治疗也存在较大分歧. 我们结合近几年国外文献 综述了自

身免疫性肝炎诊断与治疗研究进展.
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0   引言

我国是慢性肝病的高发区 病毒性肝炎占大多数 但

是肝炎病毒感染指标阴性 原因不明的慢性肝病患者也

并非少见 其中一部分可能是自身免疫性肝炎(autoimmune

hepatitis AIH). AIH是一种原因不明 伴血清自身免疫性

抗体阳性 高球蛋白血症和肝脏慢性炎症及纤维化组织

学改变的反应性肝病[1-2] 既往曾命名为自身免疫性慢

性活动肝炎. 本病全球散发 各年龄人群均可发病

人们对其认识还不充分 许多问题如相关病因 发病机

制至今尚不清楚[3-4] 临床上对其诊断与治疗也存在较

大分歧. 本文就AIH诊断与治疗及相关问题 结合近几

年国外文献 作一简要综述.

1   AIH的诊断

1.1 临床特点  AIH常呈隐袭性发生 患者可很长一段

时间完全无症状. 部分患者也可呈现急性 亚急性发

作 临床上很难与急性病毒性肝炎相鉴别. 该病各年龄

人群均可发病 青春期(15-24 岁)和女性绝经期前后

(45-60岁)为两个好发年龄段. AIH的临床特点主要有[5]:

(1)女性患者多见(女 男为 4-6 1). (2)类似病毒性肝

炎的症状和体征 如极度乏力 右上腹不适或疼痛 肝

脾肿大 黄疸 腹水等. 约 10%的患者无任何症状. (3)

血液中存在自身免疫性抗体. (4)肝功能异常 如转氨

酶 胆红素 AKP r-GT 升高. 肝功能异常程度与肝

活检组织学病变的严重程度并不完全一致. (5)各型病毒

性肝炎病原学检查为阴性. (6)血清球蛋白 尤其是r-球

蛋白增高. (7)肝脏病理组织学检查示轻 中度慢性肝炎

表现 小叶性肝炎多见[3]. (8)10-50%的患者伴有肝外免

疫性疾病 如自身免疫性甲状腺炎 溃疡性结肠炎 滑

膜炎等.

1.2 AIH的相关自身抗体  血清自身免疫性抗体是AIH的

重要特征之一 也是AIH 诊断和分型的必备条件[6-7].

AIH中的主要自身抗体有[8-9]: 抗核抗体(ANA) 抗平滑

肌抗体(ASMA) 抗肝肾微粒体抗体(ALKM) 抗可溶性

肝抗原抗体(ASLAA). 同时还可以检出各种非疾病特异

性抗体如抗中性粒细胞胞质抗体(CANCA) 抗无唾液酸

糖蛋白受体抗体(ASG-PR). 最近又发现许多AIH患者中

存在抗肝细胞胞质抗原 型抗体(LC A) 抗细胞角蛋

白抗体(CK-8 18 19)和识别肝脏 胰腺细胞胞质抗原

的抗肝胰抗体(ALP)[10]. 相信 随着检测水平及方法的

不断发展和提高 将会发现更多与AIH相关的自身免

疫抗体.

1.3 诊断和分型  AIH缺乏特异性诊断方法 必须综合

临床 实验室检查 肝组织学特点 并排除其他致肝损

害病因(药物 酒精 病毒 寄生虫)后才可确诊[11]. 1993

年国际AIH学术组(International autoimmune hepatitis

group IAIHG)统一了AIH的诊断标准[12]: (1)IgG甲型肝

炎病毒抗体 HBcAb-IgM抗体和HCV抗体阴性及无

致肝病病毒(巨细胞病毒 EB病毒)感染征象 无肠外

接触血液或血制品; (2)自身免疫抗体(ANA ASMA

LKM-1 SLA)滴度成人大于或等于 1 80 儿童大

于或等于1 20 阳性; (3)血清 r- 球蛋白或 IgG 浓度超

过正常上限的1.5倍; (4)肝生化检查:转氨酶异常 特别

是无血清碱性酶显著增高(如升高并不排除). 血清抗-1-

抗胰蛋白酶 铜 铜蓝蛋白正常; (5)肝病理组织学: 中

度慢活肝或伴有碎片样坏死的严重活动表现 抑或小

叶性肝炎 小叶中央和门脉区的架桥样坏死 但无胆汁

淤积 铜沉积或其他任何提示不同病因的改变; (6)其

他病因因素: 男每日饮酒小于或等于35 g 女小于或等

于25 g 晚近无服用肝毒性药物史. 同时IAIHG还根据

AIH的重要症状和体征制定了一个含有组织学指标的

评分系统.

       1999年国际AIH小组重新修订了AIH的评分系统[13].

与 1993 年制定的评分系统相比 新修订后的AIH 评

分系统更为科学 确诊或疑诊AIH的敏感性达89.8%



但也存在不足 尤其是其特异性较低. Talwalkar et al [14]

对137例原发性胆汁性肝硬化(PBC)使用新修订的AIH

评分系统评分 显示有近20%的 PBC会疑诊为AIH.

故有学者建议对那些评分已达AIH 确诊或疑诊标准

但常规激素治疗无效者 需行胆管造影术以排除原发

性胆管疾病. 另外也有文献报道使用修订后的AIH评分

系统难以诊断急性发作的AIH. AIH的评分系统仍需进

一步完善[15] 见表 1.

       根据血清自身免疫抗体的不同 结合发病情况 病

程经过及对治疗的反应 目前将AIH分为4型 见表2.

表1  自身免疫性肝炎国际评分系统(1999 IAIHG)

指标 记分 指标 记分

性别         女  +2 其他因素

        男    0 肝损害药物病史: 有   -4

血清ALP/ALT       >3.0  -2 无   +1

  1.5-3.0    0 酗酒(平均消耗量) <25 g/d   +2

      <1.5  +2    >60 g/d   -2

血清球蛋白类高于正常上限倍数 遗传因素:HLADR3或DR4   +1

      >2.0  +3 伴随其他自身免疫性疾病   +2

  1.5-2.0  +2 对治疗的反应 完全有效   +2

  1.0-1.5  +1 治疗终止后复发   +3

      <1.0    0 肝脏病理组织学: 桥状坏死   +3

自身抗体阳性 淋巴细胞浸润占优势   +1

成人 ANA, SMA或 LKM-1 肝细胞玫瑰花瓣样改变   +1

>1 80  +3 缺乏上述改变   -5

  1 80  +2 胆管改变   -3

  1 40  +1 其他组织学改变   -3

             <1 40    0 肝炎病毒标志物  阳性   -3

抗线粒体抗体(AMA)   阳性  -4    阴性   +3

          阴性    0

其他已确定自身抗体  阳性  +2

确诊: 总积分治疗前>15及治疗后>17; 疑诊:治疗前10-15及治疗后12-17分.

表2  各型自身免疫性肝炎(AIH)特点

类型 相关阳性抗体 临床特点 治疗效果

AIH- 型 ANA和(或)ASMA 起病较慢 女性多见 常伴有高丙种球蛋白血症 较好

AIH- a 型 ALKM-1 多为女性 常伴肝外自身免疫性疾病 较好

AIH- b型 ALKM-1 HCV-Ab 年龄较大 常见于男性 欠佳 需行肝移植 [ 1 6 ]

AIH- 型 ASLAA/ ALP 与AIH- 型相似 有效

AIH- 型 无 具有AIH的典型表现 有效

ANA: 抗核抗体; ASMA: 抗平滑肌抗体 ALKM:抗肝肾微粒体抗体; ASLAA: 抗可溶性肝抗原抗体 ALP: 抗肝胰抗体.

表3  自身免疫性肝炎(AIH)推荐治疗方案

单一治疗         联合治疗

诱导缓解期 强的松: 首剂 60 mg/d 4 wk 内减至维持量        强的松: 首剂 30mg/d 4 wk内减至维持量硫唑嘌呤: 50 mg/d

维持治疗期 强的松: 20 mg/d或更低或硫唑嘌呤: 每日2 mg/kg        强的松: 20 mg/d或更低硫唑嘌呤: 50 mg/d

临床缓解 强的松: 每周减量2.5 mg         强的松: 每周减量2.5 mg

后撤药 硫唑嘌呤:每3 wk减量25 mg         硫唑嘌呤: 每 3 wk减量25 mg

临床缓解是指持续治疗12-24 mo, 肝生化正常, 组织病理学改善. 维持治疗过程中应避免过早或突然停药. 目前关于药物如何减量的规定并不统

一. 对于症状较轻 转氨酶低于正常值上限5倍的年轻AIH患者可直接用维持量治疗.
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2   AIH的治疗和预后

重型AIH如果不及早诊断和治疗 常常发展为肝硬化

甚至肝衰竭[17] 死亡率高达80%以上. 目前主张对急

性发病 转氨酶高于正常值上限5-10 倍的AIH 患者

尽早治疗 而对于年龄偏大 发病较缓 症状不明

显 转氨酶低于正常值上限5-10 倍的AIH 患者则要

权衡治疗的利弊决定治疗与否.

2.1 内科标准治疗  单用强的松或强的松联用硫唑嘌呤

是治疗AIH的标准免疫抑制治疗法. 文献报道强的松联

用硫唑嘌呤能减轻其副作用. 一般认为联合疗法适用于

年龄偏大 伴有骨质疏松症 代谢性疾病或精神症状的

AIH患者 而对年龄较轻 伴有血液系统疾病的患者单

用激素治疗. 目前学术界推荐的治疗方案见表3[18]. 现代

医学研究证实 长期使用免疫抑制剂可阻止肝纤维化

进程 保护肝细胞 而早期或突然撤药着会导致50-

80%的患者复发 增加肝纤维化甚至肝衰竭的发生率

故临床上主张长期维持治疗(硫唑嘌呤 每天2 mg/kg)[19].

80%以上的AIH患者经糖皮质激素和(或)其他免疫抑制

剂治疗可减轻肝组织损伤 纠正肝生化异常 改善肝脏

病理组织学改变 最终降低死亡率. 长期服用激素可诱

发消化道出血 引起水钠潴留 增加肝性骨病等严重毒

副作用 治疗中需注意观察 一旦发现 应及时停药.

AIH易复发 Czaja et al [20]认为抗SLA 抗体与HLA-

DR3 DRB1*0301相关联 可能是AIH复发的遗传替

代标志物. 最近有报道提出首次激素治疗效果较好者以

及复发后再治疗者可获得较持久的缓解[21].

2.2 免疫抑制剂治疗  强的松和(或)硫唑嘌呤治疗顽固性

AIH疗效并不理想[22]. 应用类似于器官移植术后免疫抑

制方法治疗重型或顽固性AIH目前正在多中心临床试

验中进行研究.

2.2.1 环孢霉素A (cyclosporin A CyA)  CyA 能减低细胞

表面淋巴活性因子的表达 具有抑制T淋巴细胞功能的

作用. 有学者用CyA (每日2-3 mg/kg)治疗32例AIH-

型和4例AIH- 型患儿时发现所有肝脏组织学得到明

显的改善 提示治疗有效. 在另外一个开放性多中心研

究中 用小剂量强的松联合硫唑嘌呤治疗32例AIH患

儿1 mo 后停药 再单用CyA 治疗 6 mo 结果发现有

25例转氨酶在6 mo内降为正常 1 a后所有患者的转

氨酶正常. 同时发现AIH患者对CyA具有良好的耐受性.

2.2.2 他克罗姆 (tacrolimus  FK-506)  FK-506是一种大

环内酯类化合物 作用机制与CyA相似 但免疫抑制

作用强于CyA. 有报道显示FK-506能降低AIH患者的

转氨酶和胆红素水平. FK-506治疗AIH的价值需要更

多的临床随机对照实验来证实.

2.2.3 布地奈德(丁地去炎松 budesonide)  布地奈德是一

种合成的皮质类固醇 在体内转化快 相对其他皮质激

素 其副作用少见. 目前认为布地奈德治疗AIH有效

且患者对布地奈德也能较好地耐受. 由于该药副作用较

少 有学者主张在维持治疗时用布地奈德代替强的松.

2.2.4 麦考酚酸酯 (mycophenolate mofetil MMF)  MMF

是麦考酚酸的酯类衍生物 对淋巴细胞具有高度选择

作用. Paul et al [23]报道7名标准免疫抑制剂治疗无效的

AIH- 型患者采用MMF(1 g Bid)平均治疗 46 mo

结果发现5例患者的转氨酶在治疗3 mo后降为正常 临

床症状好转 且无明显毒副作用 从而提示MMF是治

疗顽固性AIH的另一有效方法.

       另外 环磷酰胺(cyclophosdhamide) 熊去氧胆酸

(ursodeoxycholic acid)等药也用于治疗AIH 其确切疗效

有待进一步在临床试验中证实.

2.3 肝移植治疗AIH的现况和展望  激素或免疫抑制剂

持续治疗4 a仍未缓解的AIH患者发生肝衰竭的机率很

高 需要行原位肝移植(orthotopic liver transplantation

OLT). 移植受者多为年轻女性 移植后会出现3-12 mo

不等的细胞排斥反应. 大约50%的患者OLT术后1 a内

出现各种异常 5 a生存率>90%[24]. 77%的AIH患者在

肝移植后自身抗体持续存在 但滴度较移植前为低. 有

10-35%的AIH 患者肝移植后会再次复发 复发的平

均时间是肝移植后2.6 1.5 a[25]. 最近文献报道同种异

体移植受体抗原表达细胞的增生和无选择细胞毒性T

细胞的作用可能是肝脏移植后AIH复发的主要因素[26].

关于AIH患者在肝移植后是否需要长时间接受较大剂

量免疫抑制剂治疗仍存在分歧. 尽管AIH患者在OLT术

后复发现象并不罕见 但OLT能明显提高患者存活率

给激素或免疫抑制剂治疗AIH失败者以及晚期AIH患

者带来了希望[27-29].

        AIH未经治疗预后不良 最终几乎都将发展为肝

硬化. 相对有临床症状的AIH患者 无症状者对激素治

疗效果佳 预后良好[30]. AIH的预后还与遗传因素有关.

携带人类白细胞抗原(HLA)-DR3的AIH患者比DR4者

易复发 预后差.

        总之 AIH是一种原因不明的慢性肝炎综合征

其临床表现与病毒性肝炎极为相似 诊治较困难 早期

诊断 及时治疗是挽救患者生命的关键. 我们相信随着

免疫学 分子生物学及临床检验水平的提高 在不久的

将来 AIH临床诊断与治疗等方面必将取得突破性进展.
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摘要

血管内皮细胞生长因子(VEGF) 是体内一种强效力的促血管

生成因子 能直接或间接参与血管生成 在肝癌的发生 发

展及预后中具有极其重要的地位. 近年来 VEGF已成为肿

瘤抗血管治疗的热点 故本文对VEGF的研究现况进行综

述 并提出VEGF在肝癌中生成增多的机制及其意义; 减少

VEGF在肝癌中的产生及抑制VEGF在肝癌中表达效应为

其进一步研究方向.
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0   引言

肿瘤的生长代谢 浸润转移和复发均与肿瘤的血供密

切相关. 在肿瘤生长的血管前期 仅能够依靠肿瘤周围

组织弥散的营养物质来满足其需要[1] 因而生长受到

抑制 肿瘤直径难以超过2 mm[2]. 而当肿瘤进入血管期

时 肿瘤内及其周围组织出现大量肿瘤相关血管 改善

了肿瘤血供 并促进其生长. Folkman于1973年首先提

出了肿瘤血管生成因子(tumor angiogenesis factor TAF)

以后 已经证实肿瘤患者体内存有多种血管生成因

子 其中血管内皮生长因子(vascular endothelial growth

factor  VEGF)是体内最强的一种血管生成因子 [3]. VEGF

及其受体(vascular endothelial growth factor receptor

VEGFR)在肝癌癌组织中较正常肝组织呈过高表达

并与肝癌的生长 转移 复发及治疗密切相关[4] 而其

机制并未完全被阐明 故本文就此进行总结和探讨.

1   VEGF和 VEGFR

1.1 VEGF简介  VEGF是由Ferrara et al [5]于1989年从牛

垂体滤泡星状细胞培养基中分离纯化出的肝素结合性

生长因子 能特异地结合于血管内皮细胞 促进其增生

形成新生血管 且能增强血管通透性.进一步研究发现

VEGF是由2条亚基间及亚基内借二硫键联结形成的二

聚体糖蛋白分子 其Mr约为34-46 kD. 人体内VEGF

mRNA 由于剪接方式不同而得出4种不同VEGF氨基酸

残基: VEGF121 VEGF165 VEGF189和VEGF206[6] 其

中VEGF165是体内不易溶解且与肝素类物结合稳定性较

差的VEGF分子[7] 而其促血管内皮细胞分裂增生的

活性最强 也是肿瘤相关血管生成的最重要因子.近年

来 已证实VEGF除了在机体炎症 创伤后组织内高

表达外 VEGF 也在许多肿瘤中出现高表达 如: 肝

癌 脑肿瘤 乳腺癌 肺癌及肾癌组织中 [ 8 ] .

1.2 VEGFR简介  VEGF的生物学效应均是通过其特异

性受体VEGFR介导来实现的 VEGFR可导致由配体介

导的二聚体化 受体的二聚体化促使相邻受体亚基自

身磷酸化和去磷酸化 从而触发信号转导[9]. VEGF结合

VEGFR后 激活磷脂酰肌醇-3激酶/蛋白激酶B(PI3K/

AKt)信号通路[10-11] 内皮细胞胞质内的磷脂酰肌醇-3

激酶和磷脂酶Cγ等发生磷酸化 促使磷脂酰肌醇磷酸
化 释放第二信使 钙离子和激活蛋白酶C 造成内皮

细胞分裂增生 血管内皮通透性增加以及其他细胞外

形发生皱折 细胞内肌动蛋白重组[12]. VEGFR 均为酪

氨酸蛋白激酶 按其功能和结构分为: fms-样酪氨酸激

酶1(VEGFR-1/Flt-1) 激酶插入区受体(VEGFR-2/Flk-

1/KDR) fms-样酪氨酸激酶4(VEGFR-3/Flt-4)及一些

低分子量VEGFR(neuropilin-1)[13]. Flt-1和KDR主要分

布于血管内皮细胞上  Flt-4则主要分布于淋巴管内皮

细胞上.与VEGF相结合的主要为Flt-1和KDR  Flt-1

与VEGF的结合力较KDR高[14] 他们都是糖基化的跨

膜受体 直接参与VEGF进入细胞内的信号传递. Flt-

1与VEGF结合后能促使血管内皮细胞的形成和调节血

管渗透性; KDR与VEGF结合后则能促进血管内皮细胞

的增生及成熟[15-16].

2   VEGF在肝癌中的作用

肝癌是多血管肿瘤 恶性程度高 生长速度快 转

移范围广 复发性率高. VEGF 在肝癌生长 转移和

复发中有重要意义. VEGF在肝癌组织中表达较肝硬化

和正常肝组织显著性增高(P <0.05) [17] 增多的VEGF主

要为肿瘤细胞和肝星状细胞旁分泌和自分泌所致[18]. 增

多的VEGF对肝癌的作用主要为增加肝癌细胞的血供

和促进肝癌细胞浸润及转移.

2.1 增加肝癌细胞的血供

2.1.1 由于肝癌细胞在快速生长过程中对氧和营养的需

求量过大 易导致癌组织内缺血缺氧 而缺氧恰为

VEGF最强烈的诱导剂[19] 因而导致VEGF大量分泌

并特异性与VEGFR 相结合 加速血管内皮细胞的增

生和分化 促使新生血管生成 以满足肿瘤生长的需

求.肿瘤的恶性程度越高 体积越大 转移范围越广



及浸润程度越深 则对氧的需求越高 故VEGF的分

泌则越多 并且二者呈正相关[20].

2.1.2 VEGF可激活血管内皮细胞基因 增强尿激酶型

纤溶酶原激活物(uPA)和组织型纤溶酶原激活物(tPA) 

并减弱纤溶酶原激活剂抑制物(PAI-1)的表达 进而诱

导蛋白水解酶 间质胶原酶和组织因子的产生来促进

血管的形成 改善癌细胞营养和氧的需求[21].

2.1.3 VEGF促使血管内皮细胞产生金属蛋白酶-9 (MMP-

9) 使凝血酶原转化为凝血酶 激活明胶酶原A降解原

来的基膜 促使血管形成 使肿瘤营养和氧供给加大[22].

2.1.4 VEGF可通过细胞内钙调节蛋白及磷酸肌醇途径

增强NO合酶(NOS)表达 导致NO生成增多 进而促进

新生血管网建立和管腔的形成[23].

2.2 促进肝癌细胞浸润和转移  在肝癌患者中 已发生

转移的患者的VEGF血清水平也较未发生转移的患者显

著增高[24] 其机制如下: (1)VEGF能增强血管通透性

加之新生的肿瘤相关血管的结构不完善且通透性强

部分肿瘤细胞可以穿过血管壁进入血管向远处转移

故加速了肿瘤浸润和转移[25]. (2)VEGF还可以通过结合

分布于肝癌细胞膜上VEGFR促进其自身生长[26] 并使

肝癌细胞的伪足增长 增多 使之移动能力加强 通过

直接黏附或吞噬靶细胞的方式 增强了癌细胞的浸润

和转移能力[27]. (3)VEGF作用于肝癌细胞后 能降低癌

细胞的同质黏附性 使之更易发生分离 脱落 与基质

胶原纤维黏附后利于其运动和转移[28-29]. 并且此现象与

VEGF的剂量及作用时间呈依赖关系 因而加速了肝癌

的发展[30]. 因此 VEGF在整个肝癌发生 发展过程和

肝癌抗血管生成治疗中占有十分重要的地位. (4)VEGF

促使血管内皮细胞产生基质降解蛋白酶类(如基质金属

蛋白酶-2/MMP-2) 可降解血管基底层和细胞外基质

增强血管壁的通透性 利于肝癌细胞的浸润和转移[31].

3   VEGF在肝癌中表达增高的机制

VEGF在肝癌组织中表达较正常肝组织及其他良性肝病

显著性增高[17] 并由此导致大量的肿瘤相关血管增生

形成 促进了肝癌的进展 转移和复发. 肝癌中可能由

于以下机制而导致VEGF的增多:

3.1 缺氧  任何肿瘤的生长和转移都必须依赖相关血管

的存在. 如没有肿瘤相关血管的介入和支持 肿瘤细胞

则发生凋亡和坏死 瘤体直径不能超过1-2 mm[32-33]. 肝

癌实质是一种多血管肿瘤 且恶性程度高 进展快 转

移早 肝癌在发展过程中对氧的依赖性相当大. 肝癌早

期主要依靠门静脉血流提供其生长所需的营养和氧. 而

在肝癌进一步发展时期 癌细胞的浸润和转移使周围

组织难以满足其对氧的需求 肿瘤细胞的氧紧张度增

加  VEGF mRNA表达上调 故合成分泌大量VEGF

促使新生血管形成 改善肝癌细胞的氧供[34].  此外

肝癌的恶性程度越高 其生长发展越快 缺氧出现越早

且程度重 因而分泌VEGF越多[35]. 缺氧促进VEGF表

达增多的具体机制为: (1)缺氧诱导因子-1(HIF-1)能与

肝癌细胞的缺氧增强子碱基序列相结合 启动并加强

VEGF基因转录; (2)缺氧可激活c-Src基因而上调VEGF

的表达[9]; (3)缺氧时 VEGF mRNA的稳定性增强 半

衰期也延长 其表达水平升高2-3倍以上[36].

3.2 雌激素增多  肝脏不仅是雌激素的代谢场所 而且

也是其作用靶器官[37]. 肝癌患者由于肝功能受损 血清

中雌二醇水平明显升高[38] 并且肝癌发生转移的患者

体内雌激素水平也明显高于未发生转移者. 近年来 已

有学者报道应用雌激素抑制剂治疗肝癌成功的病例[39].

高水平的雌激素除能直接刺激肝细胞过度增生至癌变

外;还能通过与雌激素受体结合途径 促进肝癌细胞

VEGF mRNA的稳定性 促进VEGF的合成和表达[40-41].

3.3 p53突变   p53肿瘤抑制基因在调控肿瘤血管生成中具

有重要作用 是肿瘤从无血管期向血管期过渡的关键环

节之一 与VEGF表达显著相关[42]. p53和VEGF免疫组化

研究中发现: p53和VEGF在已发生转移的肿瘤标本上的

阳性率远较未发生转移组高 而p53和VEGF均阴性组则

无转移发生 提示 p53可增加VEGF的表达和作用[43].

3.4 NO的刺激作用  采用NO生成剂(SNAP)生成NO后

刺激肝癌细胞(HePG2 ) 激活鸟苷酸环化酶 而使

VEGF mRNA水平升高8-11倍 导致VEGF大量合成

分泌[44].

3.5 肝癌细胞周期启动  处于G0期的肝癌细胞(HePG2)

低表达VEGF 而一旦HePG2细胞启动进入G1期后

细胞内即发生复杂的生化事件 DNA合成增多 VEGF

出现表达. 应用VEGF反义核苷酸使HePG2细胞周期停

滞于G0/G1期时 则VEGF表达下调[45].

3.6 内分泌激素紊乱  肝脏是机体内分泌重要的代谢场

所 故肝癌患者常出现内分泌紊乱. TSH增多可通过旁

分泌机制促进甲状腺细胞合成释放VEGF[46]; 高血糖和

血管紧张素II增多均可使血管平滑肌细胞VEGF mRNA

和VEGF蛋白表达增多[47].

3.7 肾素-血管紧张素转化酶  肾素-血管紧张素系统

常在慢性肝病中激活. 肾素-血管紧张素转化酶(ACE)的

激活导致血管紧张素 II生成增多 而血管紧张素II可

进一步促进VEGF产生. ACE抑制剂Perindopril (PE)能

明显地抑制原发性肝癌细胞和癌组织中血管的生长[48].

4   抑制VEGF在肝癌中的作用

以抑制肿瘤相关血管为中心治疗肿瘤 已成为当今肿

瘤治疗的热点. 与传统抗肿瘤细胞治疗手段相比 抗肿

瘤相关血管治疗主要有以下优势: (1)肿瘤血管内皮细胞

为二倍体细胞 遗传性稳定 耐药性小; (2)对肿瘤杀

伤范围广泛; (3)广谱抗肿瘤并且毒副作用小[49-51]. 近年

来 抗肿瘤血管方式已发展为多途径:

4.1 反义核苷酸  反义核苷酸技术是目前肿瘤基因治疗

应用中的热点 以人工合成的反义寡核苷酸为主 并已

具有发展为新型抗肿瘤的基因药物.
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4.1.1 VEGF反义核苷酸  VEGF反义核苷酸(VEGF-ODN)

能抑制VEGF的表达 且抑制率与剂量呈线性关系[52].

据国外报道  VEGF-ODN能抑制增生性视网膜病变的新

生血管形成[53] 也可抑制艾滋病卡氏肉瘤细胞VEGF的

表达[54]. Saleh et al [55]报道 应用VEGF-ODN能有效下

调肿瘤的VEGF表达 抑制肿瘤相关血管形成 达到抑

制肿瘤生长的作用.VEGF-ODN根据VEGF mRNA碱基

序列第3个外显子单链区互补设计而成 其碱基序列

为: 5 -GCAGTAGCT -GCGCTCATAGCGC-3 [56] 稳

定性高 毒副作用小 已具备进入临床条件. VEGF-

ODN通过与VEGF mRNA上特定的靶序列互补或反义

阻断VEGF mRNA翻译 抑制或阻断肝癌细胞VEGF蛋

白质的表达 从而抑制肿瘤血管的生成[57]. VEGF-ODN

抑制靶基因表达的机制为: (1)与 VEGF mRNA前体作

用 与其内含子及外显子连接区域结合后干扰剪切和

外显子拼接; (2)与 VEGF mRNA形成杂交双链 诱发

Rnase H水解VEGF mRNA效应[58]. VEGF-ODN可通过胞

饮方式或通过细胞膜的被动扩散进入细胞[59]. 由于VEGF-

ODN 穿透细胞膜的能力弱 且易被核酶降解 故对

VEGF-ODN采用了结构多样修饰 包括使之形成环状

结构 硫代化及甲基化等方式 以提高其抗肿瘤作用[60].

VEGF-ODN在肝癌细胞内主要分布于细胞质和细胞核

内. 当肝癌细胞处于分裂期时 则对VEGF-ODN摄取增

多 且 VEGF-ODN 多位于细胞核内 抑制 VEGF

mRNA转录; 而肝癌细胞处于非分期时 则对VEGF-

ODN摄取减少 且VEGF-ODN多位于细胞质内 抑制

VEGF mRNA翻译[61-62]. 采用VEGF-ODN局部注射治疗

的肝癌裸鼠 其肝癌生长受到明显抑制 成瘤潜伏期延

长 瘤体重量减轻;并从此肝癌组织HE染色切片可见

VEGF-ODN 治疗组癌巢小 癌细胞数目少 细胞分

界清楚 间质丰富 纤维包围明显 血管数目较未

采用VEGF-ODN明显减少 并可见癌细胞核与细胞质

固缩样坏死[63]. 因此 采用VEGF-ODN治疗肝癌具有

广阔前景和实用性.

4.1.2 VEGFR反义核苷酸  肿瘤细胞表达的VEGF通过

与其自身的VEGFR和血管内皮细胞上VEGFR相结合

后发生效应 而促进肿瘤细胞增生和新生血管形成. 因

此 利用VEGFR反义核苷酸(VEGFR-ODN)阻断VEGF

和VEGFR的结合 对于抗肿瘤相关血管生成有极积作

用. VEGFR-ODN以胞饮方式进入细胞后 与mRNA特

异性结合后产生空间位阻效应 从而阻止mRNA的翻

译 并激活体内Rnase酶 降解mRNA[64-65]. KDR是最常

用的VEGFR-ODN 并在抗胃癌实验中作用显著[66].

4.2 VEGFR抗体  VEGFR单克隆抗体可封闭VEGFR 阻

止其与VEGF结合 抑制肿瘤相关血管生成. 刘承利 et

al [67]在研究KDR抗体对体外培养的肝癌细胞系HHCC

的影响中发现 KDR抗体不仅抑制肿瘤相关血管生成

而且对HHCC细胞生长产生抑制作用. Prewett et al [68]也

证实KDR单克隆抗体DCI01对裸鼠的不同肿瘤均有抑制

生长作用. Lu et al [69]曾报道一种可同时阻止VEGF和

KDR VEGF 与 Flt-1 结合的双向抗体 并认为是更

有效的肿瘤相关血管生成抑制剂.

4.3 生长抑素  生长抑素在人体内具有广泛的生物抑制

作用 人工合成的生长抑素奥曲肽不仅具有抑制绝大

多数神经内分泌肿瘤的增生的作用 并对许多实体性

肿瘤如:胃癌 结肠癌 乳腺癌 胰腺癌及前列腺癌等

也有抑制作用[70]. 孙培龙 et al [71]利用奥曲肽对肝癌裸鼠

进行治疗 发现治疗组裸鼠肿瘤体积明显减小 MVD

及VEGF表达均有显著减低(P <0.05).

4.4 α-干扰素(IFN-α)  干扰素具有影响细胞增生 分
化及免疫功能的作用 也具有抗肿瘤相关血管形成的

作用[72]. IFN-α可降低血管形成因子的表达[73] 并且能
降低VEGF bFGF等血管形成因子对血管内皮细胞的

作用[74]. 王鲁 et al  [75]利用IFN-α对肝癌裸鼠进行实验研
究 证实 IFN-α具有降低VEGF和MVD表达 进而
抑制肝癌生长和转移的作用.

4.5 α-肿瘤坏死因子(TNF-α)  TNF-α具有抗血管生成
作用 其机制为: (1) TNF-α可抑制VEGF诱导的血管内
皮细胞DNA合成; (2) TNF-α减少VEGFR mRNA表达[76].
4.6 竞争性抑制  竞争性抑制VEGF和VEGFR在抗肿瘤

血管治疗中也取得一定效果. VEGF部分多肽(3-4外显

子)具有竞争性抑制VEGF和人脐静脉内皮细胞VEGFR

相结合的作用 在肿瘤生物靶向治疗中有潜在价值[77].

此外 KDR的可溶部分(Flt-1胞外区)及苏拉明也具有

竞争性抑制VEGF和VEGFR结合的作用.

4.7 阻断 p38MAPK信号传导通路  分裂原激活蛋白酶

(MAPK)级联是细胞内主要信号传导系统 可将细胞外

信号转至核内 介导细胞产生反应[78] p38MAPK 是

MAPK家族新信号通路[79]. VEGF可激活p38MAPK信号

传导通路 使肝癌细胞内F肌动蛋白排列改变 丝状伪

足增多 增长 促进其侵袭和迁移能力[80]. 毛华 et al [27]

采用p38MAPK信号传导通路阻断剂SB203580培养肝

癌细胞后 发现SB203580 能明显抑制VEGF可激活

p38MAPK信号传导通路对肝癌细胞的作用 增强了肝

癌细胞的同质黏附性 并使肝癌细胞出现融合现象 减

弱了癌细胞的侵袭和转移[81].

4.8 VEGF受体酪氨酸激酶阻制剂  PTK787/ZK 222584

(PTK/ZK)是最常用的口服VEGF受体酪氨酸激酶阻制

剂 能有效降低VEGF生物效应的表达而抑制种植在裸

鼠的人类肿瘤细胞的生长及肿瘤组织中的微血管形成

并对于结直肠癌的肝转移的治疗也有很好的效果[82].

       总之 肝癌是现代医学中最常见且难以治愈的恶性

肿瘤之一 VEGF在肝癌的发生 进展和治疗中有着十分

重要的作用 对VEGF的进一步研究 抑制或减少VEGF

在肝癌的表达 将会给肝癌抗血管治疗带来新的突破.
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摘要

目的: 通过检测环氧化酶-2(COX-2)和Bcl-2蛋白在不同胰

腺组织中的表达 探讨COX-2和Bcl-2蛋白在胰腺癌发生

发展过程中的作用及其意义.

方法: 应用免疫组织化学方法PicTureTM通用型二步法检测

47例胰腺癌 12例胰腺导管上皮内肿瘤(PIN)和10例正常

胰腺组织中COX-2和Bcl-2蛋白的表达.

结果: 在10例正常胰腺组织中COX-2阳性表达2例 Bcl-

2蛋白阳性表达9例; COX-2在PIN和胰腺癌中均呈高表达,

分别为75%和 68% 明显高于正常胰腺组织(P <0.05).

Bcl-2蛋白在PIN组织中阳性表达者占83% 与正常胰腺

组织相近(P >0.05) 明显高于在胰腺癌组织中47%的阳性

表达(P <0.05). 胰腺癌组织中COX-2和Bcl-2蛋白的表达

呈明显负相关(r =-0.4552 P =0.005).

结论: COX-2在PIN和胰腺癌组织中高表达与胰腺癌的发

生密切相关 Bcl-2蛋白在胰腺癌发生早期起作用 二者

在胰腺癌组织中的表达呈明显负相关.
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0   引言

胰腺癌是一种较常见的消化系统恶性肿瘤 死亡率为

发病率的95% 患者存活时间中位数仅为4 mo[1] 5 a

生存率仅为1.3%[2]. 大量流行病学和实验室资料表明

长期应用阿司匹林或其他非甾体类抗炎药物(NSAIDs)可

降低消化道肿瘤的发病危险性[3-4] 从而认识到环氧化

酶(cyclooxygenenase COX)可能在肿瘤的发生和发展中

起一定作用. Bcl-2基因是细胞凋亡的重要抑制基因之

一 通过其编码的Bcl-2 蛋白抑制许多因素引起的细

胞凋亡 与肿瘤的发生 发展和预后密切相关[5] . 近

几年 有关COX-2和Bcl-2蛋白在胰腺癌的发生 发

展过程中的作用国内外已有少量研究报道[1-2, 6-10] 但结

果差异较大 有关二者的表达在胰腺癌发生过程中的

关系尚未见报道. 因此 我们采用免疫组织化学染色法

检测COX-2及Bcl-2蛋白在胰腺癌 胰腺导管上皮内

肿瘤(PIN)及正常胰腺组织中的表达 探讨二者在胰腺

癌的发生 发展过程中的作用及其意义 以便为今后探

讨胰腺癌的预防 早期诊断及判断预后奠定基础.

1   材料和方法

1.1 材料  收集47例 1995-01/1999-12在青岛大学医学

院附属医院外科手术切除的胰腺癌组织蜡块 12例伴

有上皮中度不典型增生的PIN来源于胰腺癌患者的癌

旁胰腺组织; 10 例正常胰腺组织来源于尸检标本 连

续切成4 µm厚的切片,经苏木精-伊红(HE)染色 其
诊断正确. 试剂: (1)鼠抗人COX-2单克隆抗体: 美国Santa

Cruz 公司产品. (2)鼠抗人Bcl-2蛋白单克隆抗体: 美国

Dako公司产品. (3) PicTureTM通用型试剂盒: ZYMED公

司产品. (4)DAB显色试剂盒: 武汉博士德公司.

1.2 方法  采用免疫组织化学PicTureTM通用型二步法. 用

PBS代替一抗作阴性对照 用已知COX-2和Bcl-2蛋

白阳性组织结肠癌切片作阳性对照.免疫组织化学染色结

果判定: (1)COX-2阳性为胞质内或核膜染色呈棕黄色.计

数10个高倍视野细胞数 阳性细胞数大于或等于5%为

阳性. (2)Bcl-2蛋白阳性为胞质染色呈棕黄色. 计数10个

高倍视野细胞数 阳性细胞数大于或等于10%为阳性.

        统计学处理  采用χ2检验 确切概率及等级相关分析.

2   结果

2.1 COX-2和Bcl-2蛋白在不同胰腺组织中的表达  两两

比较显示 COX-2的阳性表达率在正常组与PIN组和胰

腺癌组间均有显著性差异(χ2 =6.600 6.049 P <0.05)
而PIN组和胰腺癌组间无显著性差异(χ2=0.013 P >0.05).
Bcl-2蛋白的阳性表达率在正常组和PIN组间无显著性

差异(P =0.429) 胰腺癌组与正常组和PIN组间均有显

著性差异(χ2=4.582 5.138 P <0.05)(表 1).

表1  COX-2和Bcl-2蛋白在不同胰腺组织中的表达

COX-2 Bcl-2蛋白
n
             (+)     (-)  阳性表达率    (+)    (-)   阳性表达率

正常胰腺组织 10   2      8          20%   9     1         90%

PIN 12   9      3          75% 10     2          83%

胰腺癌 47 32 5          68% 22     25          47%

2.2 COX-2和Bcl-2蛋白表达间的相关性  经等级相关

分析显示 胰腺癌组织中COX-2和Bcl-2蛋白阳性表达

呈明显负相关(r =-0.4552 χ2=7.888 P =0.005) (表 2).
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表2  胰腺癌组织中COX-2和Bcl-2蛋白表达的相关性

 Bcl-2蛋白
COX-2 n

(+) (-)

(+)            32 10 22

(-)            15 12   3

3   讨论

3.1 COX-2与胰腺肿瘤  COX是花生四烯酸合成前列腺

素(PGs)的关键酶 分为COX-1和COX-2两种异构酶

COX-1存在于多种正常组织中且表达恒定 而COX-

2在正常组织中几乎无表达,仅在各种刺激因素刺激下表

达[2]. COX-2主要定位于核膜,可调节细胞的凋亡 使一

些致癌物质被氧化后激活具有致癌性或激活癌基因

促进血管内皮细胞增生 也可由其参与合成的PGs产物

进入核内调节细胞内其他基因的转录 活化癌基因 抑

制免疫监视利于癌细胞的免疫逃逸 促进恶性细胞增

生生长和癌栓形成并转移[1, 11]. 鉴于COX-2与肿瘤的发

生和发展的关系 许多学者应用COX抑制剂或COX-

2抑制剂对某些癌株及某些癌前病变或疾病进行干预

在COX下降的同时 PGs水平降低甚至测不出 结肠

息肉缩少或消失; 结肠上皮细胞 腺瘤细胞 癌细胞

凋亡. 因此 提出了以COX-2抑制剂治疗家族性腺瘤

性息肉病和预防结肠癌及胰腺癌的观点[11-13].

        本研究对10例正常胰腺组织进行了COX-2免疫组

化染色 仅2例呈阳性反应 明显低于PIN和胰腺癌组

织的75%和68%的阳性率(P <0.05) 说明了COX-2表

达少见于正常胰腺组织,而易出现于PIN和胰腺癌组织

中. 本组所选PIN伴中度不典型增生 属胰腺癌前病变

极易发展成为胰腺癌[13] 虽其COX-2阳性率略高于胰

腺癌组织 但无统计学意义 提示PIN已具备了与胰腺

癌相似的分子生物学特征 应给予积极的干预措施.

3.2 Bcl-2蛋白与胰腺肿瘤  Bcl-2蛋白为25kD含239个

氨基酸残基的Bcl-2 编码产物 主要存在于核膜皱褶

处 内质网膜及线粒体膜上[14] 抑制许多因素引起的

细胞凋亡 阻遏程序性细胞凋亡和延长细胞生命 但不

促进细胞增生 只是细胞数目累积促进肿瘤的形成[5].

在本研究中10例正常胰腺组织中Bcl-2蛋白阳性染色

9例 其阳性表达率与PIN组 83%相近(P >0.05) 二

者均明显高于胰腺癌组47%的阳性表达率(P <0.05)

显示正常胰腺导管上皮和伴中度不典型增生的导管上

皮细胞的凋亡受抑 寿命较长 尤其是具有癌变倾向的

PIN Bcl-2蛋白的表达明显高于胰腺癌 更支持bcl-2在

肿瘤发生早期起作用的观点[15]. 其机制可能为: Bcl-2蛋

白表达存在于具有寿命长和增生能力正常的外分泌导

管上皮 癌前病变组织和某些上皮性肿瘤[15] 他在肿

瘤发生早期起作用 随着肿瘤的进展在肿瘤形成后或

向恶性度高的方向转化中,部分肿瘤细胞可失去Bcl-2

蛋白表达[16] 作为机体自我保护机制的凋亡增加 达

到肿瘤生长过程中细胞增生和凋亡相对平衡[5, 15].

3.3 COX-2和Bcl-2 蛋白表达的相关性  实验研究表

明 COX-2表达的增加 使肠道上皮细胞Bcl-2蛋白

表达增加 细胞凋亡减弱[17] COX-2 表达的细胞株

中Bcl-2上调 NSAIDs 或 COX-2抑制剂可降低抗凋

亡基因Bcl-2水平[6] PGS合成抑制剂在抑制PGs合成

的同时亦可降低bcl-2 的水平[18]. 因而许多学者认为

COX-2表达的致癌作用可能与抗凋亡基因Bcl-2水平

上调 细胞凋亡减少有关. 但也有COX-2过度表达与

细胞凋亡无关[19]的报道. 因此 肿瘤细胞的COX-2过

度表达与Bcl-2 蛋白的关系有待进一步探讨 尤其是

目前关于胰腺癌发生过程中COX-2和Bcl-2蛋白表达

间的关系尚未见报道. 我们在本组研究中发现 胰腺癌

组织中COX-2的表达与Bcl-2蛋白的表达显著负相关

(r =-0.4552 χ2=7.888) 具有统计学意义(P =0.005)
提示在胰腺癌的发生过程中COX-2的过度表达主要不

是通过Bcl-2 蛋白表达上调 凋亡减少所致 可能存

在着其他机制.
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摘要

目的: 建立一种富集胃癌患者外周血中癌细胞的有效方法.

方法: 先将不同浓度胃癌MGC-803细胞加入到健康人外周

血中 再用淋巴细胞分离液收集单核细胞 然后等分成3

份 并用3种方法处理-A方法 用CD45磁珠去除白细

胞;  B方法 用Ber-EP4 磁珠富集癌细胞; C方法 先后

使用上述2磁珠. 最后用定量RT-PCR检测看家基因β2微
球蛋白(β2MG)mRNA的量. 同法检测30例胃癌患者外周血.

结果: β2MG mRNA扩增曲线的交叉点(crossing point Cp)
数值与癌细胞数间有良好的负相关(方法A P <0.05 方

法B或C P <0.01). 方法C检测到的Cp值为3种方法中

最大的; 其灵敏度为1 mL血中含有1个癌细胞. 用A B

和C方法检测30例胃癌患者外周血癌细胞的阳性率分别为

70.00% 60.00%和36.57%(C与A比较 χ2=5.79 P <0.05;
C 与 B比较 χ2=4.92 P <0.05).

结论: 在检测胃癌患者外周血癌细胞的实验中 联用阴性

和阳性免疫磁珠可减少来自外周血白细胞的污染.

陈健, 郭俊明, 金之瑾, 肖丙秀. 3种富集胃癌患者外周血中胃癌细胞方法的

比较. 世界华人消化杂志  2004;12(2):461-464

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/461.asp

0   引言

现代肿瘤学认为 实体恶性肿瘤的血道转移是一相对

早期事件[1]. 在外周血中发现瘤细胞的患者应采取有效的

监测措施. 胃癌是人类最常见的恶性肿瘤之一 建立检

测外周血胃癌细胞的有效方法显得非常必要. 免疫磁珠

技术是近年来发展起来的一种新技术 已被应用于肿

瘤学领域中[2-4]. 为建立一种较为理想的富集外周血实体

瘤细胞的方法 本研究比较了采用阴性 阳性免疫磁

珠和联用2磁珠富集胃癌患者外周血癌细胞的情况.

1   材料和方法

1.1 材料  胃癌30例取自2002-08/2003-03在宁波大学医

学院附属医院的住院患者 均经病理确诊. 男 19例 女

11例 年龄65±12岁. 临床分期: 期 3例 期6例
期8例和 期13例. 人胃黏膜腺癌细胞系MGC-803购

自中国科学院上海细胞库. RPMI-1640培养液为美国

Gibco BRL公司产品. 小牛血清为杭州四季青公司产品. 抗

人CD45免疫磁珠和抗人Ber-EP4免疫磁珠分别购自宁

波新芝生物科技股份有限公司和挪威Dynal公司. RNeasy

Mini RNA 提取试剂盒和SYBR Green一步法逆转录-PCR

(reverse transcriptase-polymerase chain reaction RT-PCR)

试剂盒均由德国Qiagen公司生产. LightCycler 荧光定量

PCR仪由德国Roche公司生产.

1.2 方法

1.2.1 胃癌细胞稀释实验  MGC-803细胞置于含100 mL/L

小牛血清的RPMI-1640培养液中 37 50 mL/L CO2
培养. 细胞用0.5 g/L EDTA消化后准确计数. 用磷酸盐

缓冲液(PBS)将细胞稀释后加入到健康人血中 使每毫

ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004年 2月15日  第 12卷  第 2期                               461



升含癌细胞数分别为1×104 1×103 1×102 1×101 1.
1.2.2 单核细胞分离  取患者外周血或上述制备的含胃癌

细胞的血液4 mL EDTA 抗凝. 用等体积Hank s 液

稀释 然后用淋巴细胞分离液分离单核细胞(mononuclear

cells MNC).

1.2.3 实验方法分类  获得的MNC等分成3份 分别进

行处理: (1)A方法(阴性磁珠法): 加入25 µL(1×107)抗人
CD45免疫磁珠 室温下混匀30 min. 在磁场中吸取上

清 1 000 rpm室温下离心5 min 收集细胞. (2)B方法

(阳性磁珠法): 加入25 µL (1×107)上皮细胞特异性的抗人
Ber-EP4免疫磁珠 混匀30 min (4 ).在磁场中放置

3 min(4 ) 弃上清. 加 800 µL PBS清洗磁珠5次. (3)
C方法(联用阴性和阳性磁珠法): 先后使用CD45磁珠和

Ber-EP4磁珠. 然后常规制作细胞涂片和HE染色. 按照

Mattsson et al [5]报道的方法 细胞结合3个及以上的磁

珠为阳性.

1.2.4 总RNA提取  按RNeasy Mini RNA 提取试剂盒说

明书提取.

1.2.5 引物  扩增看家基因 β2微球蛋白(β2 mircoglobulin
β2MG)mRNA 的引物序列为: ACCCCCACTGAAAAAGATGA
(正义链) 和ATCTTCAAACCTCCATAGTG (反义链) [6].

1.2.6 荧光定量RT-PCR  用SYBR Green一步法RT-PCR

试剂盒在LightCycler 荧光定量PCR仪上进行. 20 µL反应
体积中含有2 µL RT-PCR反应混合物 引物10 pmol
RNA 8 µL. 逆转录反应在50 进行20 min 随后95 
保温15 min. PCR反应的参数为: 94  15 s 50  25 s

72  20 s 共 40个循环. β2MG mRNA的定量以扩增
曲线的交叉点(crossing point Cp)的数值来表示. 产物

特异性经解链曲线分析确定.

         统计学处理  应用SPSS(10.0)统计学软件对结果进行

分析. 通过计算相关系数 r来确定Cp值与细胞数的关

系 阳性率比较采用 χ2检验. 以 P <0.05有统计学意义.

2   结果

2.1 细胞形态学观察  健康人血中加入MGC-803细胞

经阴性磁珠筛选去除了绝大多数白细胞 保留了癌细

胞和少量白细胞(图1). 用阳性筛选和联用阴 阳性磁珠

富集的癌细胞与磁珠呈玫瑰花样结合(图2 3). 中间直

径大者为胃癌细胞 其余为白细胞.

2.2  MGC-803细胞稀释实验结果  MGC-803细胞加入

到正常人外周血中 经3种方法富集癌细胞 然后用

RT-PCR检测 2MG mRNA的量(图4A). 经解链曲线分

析各方法扩增产物的Tm值一致 并与阳性对照的Tm

值吻合(图4B). 说明RT-PCR的特异性好.阴性对照均未

见扩增 表明无污染(图 4). 2MG mRNA的Cp值与

细胞数成负相关(A方法 r=0.848  P<0.05; B 方法

r=0.988 P<0.01; C方法 r=0.959  P<0.01; 表 1). 在

含相等癌细胞的血液中 C方法的Cp值均大于A和B

方法的Cp值 其灵敏度为每mL血含1个癌细胞(表1).

图1  用阴性免疫磁珠去除白细胞后检测到的胃癌细胞(HE染色, ×1 000).

图 2  用阳性免疫磁珠筛选到的胃癌细胞(HE染色, ×400).

图 3  联用阴性和阳性免疫磁珠筛选到的胃癌细胞(HE染色, ×1 000).

表1  健康人血中加入胃癌细胞后 β2MG mRNA RT-PCR测定的Cp值

癌细胞数(n/mL)           A方法 a            B 方法 b          C方法 b

1×104 19.35 18.87 21.21

1×103 20.00 23.80 26.87

1×102 20.46 24.56 27.19

1×101 20.91 24.89 27.22

1×100 21.09 25.50 29.30

数据为2次RT-PCR结果的平均数. aP <0.05, bP <0.01.

2.3 胃癌患者β2MG mRNA检测结果  由于细胞数与Cp
值呈负相关(表1) 故以各方法的最低检测灵敏度的Cp

值作为阳性结果判断的临界值. 30例胃癌患者的结果显

示 A B和C方法的阳性率分别为70.00% 60.00%

和 36.67%. C 与A比较 χ2=5.79 P <0.05; C 与 B比
较 χ2=4.92 P <0.05. C方法阳性病例与病期的关系为:
期0.00% (0/3) 期 33.33%(2/6) 期 37.50%(3/8)

46.15%(6/13).
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3   讨论

外周血肿瘤微转移的检测对于治疗方案的选择具有重

要意义 而瘤细胞的富集可提高RT-PCR 免疫组织

化学 端粒酶活性分析和流式细胞术等分析肿瘤细胞

方法的灵敏度和特异度[2, 7-8]. 免疫磁珠可应用于富集外

周血 淋巴结 胸腹水 尿液等中的癌细胞 可分为阳

性筛选和阴性筛选[4]. 对于上皮性肿瘤来说 Ber-EP4

磁珠和CD45磁珠分别为阳性磁珠和阴性磁珠[4, 7, 9].

        根据荧光定量RT-PCR的原理 扩增曲线的Cp值

与被检测mRNA的拷贝数呈负相关 可以代表mRNA

的拷贝数[10]. 有多项研究认为 β2MG是最合适的参照基
因[11-13]. 定量检测β2MG mRNA已成功用于微量残留白血
病的监测中[11]. 本研究的胃癌微转移的模型实验结果显

示 β2MG mRNA扩增曲线的Cp值与细胞数间有良好
的相关性 尤其是联用2类磁珠时相关性更好(表1). 荧

光定量RT-PCR在封闭的毛细管中进行 无需扩增后

的产物分析(如: 电泳) 可避免产物对反应的污染; 实验

结果通过Cp 值来反映 不受循环数的影响.

       使用免疫磁珠富集外周血中的肿瘤细胞时 有可

能存在一定数目的血细胞的污染. de Cremoux et al [7]报

道 大约有100个白细胞的污染. 本研究结果显示 在

正常人外周血中混入胃癌细胞后 用联用磁珠方法检

测到的 β2MG mRNA的Cp值明显比相应的单用阳性或
阴性磁珠测出的值大(表1); 涂片镜检也发现阴性筛选后

仍可见少数白细胞(图1). 这说明单用免疫磁珠有白细胞

的污染. Ikeguchi et al [14]以细胞角蛋白20 mRNA作为胃

癌细胞的分子标志 发现癌细胞的阳性率为33.3%. 此

结果明显低于本实验单独使用一种磁珠的结果. 提示单

独使用一种免疫磁珠会造成白细胞的污染. 因外周血微

转移的检测对于肝癌[15-17] 胃癌[18]和肠癌[19-20]等的诊

断 判断转移和指导预后等有较大的临床意义 所以

本文报道的方法对进一步提高实体瘤血道微转移检测

水平可能有较大的应用价值.
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摘要

目的: 从不同角度探讨大鼠肠缺血再灌注对小肠屏障 吸

收 通透和传输等功能的影响 为更深入地研究肠道损伤

及其保护提供防治依据.

方法: 以Wistar大鼠肠缺血再灌注(I/R)作模型 将动物随

机分为健康对照(C) 肠系膜上动脉夹闭1 h(I) 夹闭后再

灌1 h(R 1h) 2 h(R 2h)和 4 h(R 4h)共 5个组. 分别测血或

小肠组织的二胺氧化酶(DAO) D- 乳酸 D- 木糖 肠

传输 脂质过氧化物(MDA)和髓过氧化物酶(MPO) 并作

小肠普通光镜检查.

结果: R 1h和R 4 h组的血浆DAO显著升高(R 1h 1.60

0.53  R 4 h 1.58 0.63 vs C 0.94 0.30 P <0.05)

小肠DAO各组有不同程度的降低 R 2h组降低显著(R 2 h

2.52 0.49 vs C 3.59 1.18  P <0.05) 血浆和小肠DAO

的变化呈负相关(r =-0.648 P <0.05). 缺血和再灌注后各时相

点血D-乳酸浓度升高 其中R 1 h和R 2 h升高显著(R 1 h

4.63 1.13  R 2 h 3.58 0.57 vs  C 2.31 0.89  P <0.05). 缺

血再灌注后肠道D-木糖的吸收增加 小肠的传输显著加快.

结论: 肠缺血和再灌注后小肠的屏障 吸收 通透和传输

功能均显示不同程度的改变.

黎君友, 孙丹, 吕艺, 晋桦, 胡森, 盛志勇. 肠缺血再灌注对小肠屏障 吸收

通透和传输功能的影响. 世界华人消化杂志  2004;12(2):464-466

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/464.asp

0   引言

近20 a的研究表明肠道在MODS发生发展过程中具有重

要作用[1-6] 为此建立了多种创伤动物模型[7-10] 旨在

探讨其发病机制[11-17] 其中尤以肠黏膜屏障功能损害及

其保护具有重要临床意义[18-22]. 本研究拟从大鼠肠缺血再

灌注模型中 动态地探讨肠系膜上动脉缺血后再灌注对

小肠屏障 吸收 通透和传输等方面功能的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  健康 Wistar大鼠42只 体质量180-240 g

购自军事医学科学院动物中心. 动物经适应性饲养1-2 wk

后 随机分为对照组(C) 肠系膜上动脉夹闭1 h(I) 夹闭

后再灌1 h(R 1h) 2 h(R 2h)和 4 h(R 4h)5组 每组7-10

只动物 禁食过夜 自由饮水. 大鼠腹腔注射30 g/L的

戊巴比妥钠(35 mg/kg)麻醉后 常规消毒取腹正中切

口 游离肠系膜上动脉(SMA) 以无损动脉夹夹闭SMA

起始部 1 h后松夹恢复SMA血流 即为肠缺血-再

灌注模型. 对照组行同样步骤 但不夹闭SMA. 全部动

物按不同时间点活杀取血和小肠组织制作样品.

1.2 方法  血和小肠组织二胺氧化酶(DAO)测定采用黎君

友 et al [23]稍作方法调整的DAO法测定血和小肠组织

DAO活性; 以Brandt et al  [24]方法测血浆D-乳酸含量; 以

Eberts et al [25-26]方法作适当调整测血浆D-木糖含量; 以胃

内注射葡聚糖蓝(0.5 g/mL)动物活杀后 取小肠全长 以

5 g天平法码垂挂量小肠全长 然后再量葡聚糖蓝染色长

度 以计算动物小肠传输百分率[27]. 参考Koike和Mullane

方法[28-29]作适当修改测定小肠组织髓过氧化物酶活性

(MPO). 小肠组织丙二醛(malondialdehyde  MDA)含量采用

TBA分光光度法测定[30]. 光镜下观察小肠组织形态学变化.

        统计学处理  数据以均值加减标准差表示(mean±SD)
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采用 t检验 χ2检验和相关分析.

2   结果

肠缺血和再灌注后各时相点血浆DAO 活性较C 组升

高 其中在R 1 h和R 4h 显著升高(P <0.05) 而小肠

DAO活性各组有不同程度的降低 其中R 2 h 降低显

著(P <0.05) 血浆与小肠DAO活性的变化显示负相关

(r =-0.648 P <0.05); 血浆D-乳酸含量在 I R 1 h和

R 2 h升高显著; 肠缺血和再灌注后小肠葡聚糖蓝的染色

的百分长度较C组显著增加(P <0.05 表 1); 缺血和再

灌注后各时相点小肠的MDA含量升高 R 4 h升高显著

(P <0.05); 缺血和再灌注后除R 2 h显著升高(R 2 h 40.4

12.7 vs C 26.2 14.1  P <0.05)外未见小肠组织MPO升高

(表2). 缺血再灌注后血D-木糖浓度较C组高(表3); 血浆DAO

活性与血浆D-乳酸浓度呈正相关(r  =0.585 P <0.05) 小

肠组织MDA与MPO呈负相关(r =0.554 P <0.05)(表 4).

小肠组织染色光镜检查见小肠绒毛较多嗜酸性粒细

胞 有少量淋巴细胞浸润 小肠绒毛出血.

表1  肠缺血再灌注大鼠某些肠功能指标的变化

                           C         I      R 1 h      R 2 h      R 4 h

血DAO(u/mL)   0.94 0.30 1.52 0.65 1.60 0.53a 1.47 0.74 1.58 0.63a

小肠DAO(u/g pro)   3.59 1.18 3.41 1.05 2.94 1.23 2.52 0.49a 2.71 0.60

血D-乳酸(ug/mL)   2.31 0.89 5.07 2.19a 4.63 1.13a 3.58 0.57a 2.56 0.66

小肠传输(%) 17.30 4.30 28.9 7.90a 25.4 5.40a 33.1 6.30a 27.9 6.90a

aP <0.05; bP <0.01 vs 对照.

表 2  肠缺血再灌注大鼠小肠MDA和MPO活性的变化

       C         I     R 1 h     R 2 h      R 4 h

MDA(nmol/mg) 2.84 0.55 3.30 1.26 3.33 1.18 2.51 0.69 3.89 0.63b

MPO(u/g) 26.2 14.1 27.2 17.7 27.4 15.4 40.4 12.7a 25.8 10.5

aP <0.05 vs 对照.

表3  肠缺血再灌注大鼠小肠D-木糖吸收变化(mg/L)

       1 h        3 h

正常对照组 30.4 9.50 40.7 13.0

缺血再灌注组 50.1 23.0 47.7 17.6

表4  肠缺血再灌注大鼠某些相关指标的相关分析

X项 Y项   r 值  P 值

血DAO 小肠DAO -0.648 <0.05

血DAO D-乳酸   0.585 <0.05

小肠DAO D-乳酸   0.039 >0.05

MDA MPO -0.554 <0.05

3   讨论

通过测定血或组织DAO的活性变化来反映肠黏膜上皮

细胞损伤及肠屏障结构的破坏 其理由是DAO是存在

于小肠黏膜上皮细胞内高活性的一种结构酶 肠黏膜

上皮细胞损伤后可释放入血. 这已在不同创伤模型的实

验动物和部分临床患者中得以肯定[31-36]. 本实验的测定

结果也表明血浆DAO从肠缺血直到再灌注后4 h的各个

时相点较缺血前活性增加 同时也见小肠组织DAO活

性降低 血和小肠组织的DAO活性呈负相关. 同样

人们也试图通过测定创伤后血内毒素浓度[37] 尿乳果

糖 甘露醇的变化[5]和血D-乳酸浓度的变化[15, 38-39]间

接地反映肠上皮细胞的屏障作用 细菌和毒素的移位

及肠道通透性. 本结果显示血D-乳酸浓度的升高 间

接地反映细菌及其代谢产物进入循环增加 因为D-乳

酸是胃肠固有细菌产物 哺乳类动物不具备其分解代

谢的酶系统. DAO和D-乳酸变化高度相关表明肠缺血

再灌注后确实损伤了肠黏膜的上皮细胞 改变了小肠

的屏障功能 进而使其通透性增强. 有研究指出 肠

道免疫活性降低与谷氨酰胺保护小肠黏膜通透性有一

定关系 小肠黏膜通透性升高的原因之一是紧密连接

松驰[40-43].

        如上所述 DAO反映小肠屏障功能损伤 D-乳酸

间接反映肠通透性的改变 可见肠缺血再灌注后小肠

屏障及通透性功能受损. 此时小肠的传输和吸收情况如

何 在创伤休克脓毒症等相关研究中有报告[44-46]. 本研

究肠道给予葡聚糖蓝染色结果表明 从小肠缺血到再

灌注的各个时相点小肠的染色百分长度显著增加 同

时可见肠缺血再灌注1 h血浆D-木糖的浓度明显高于

健康大鼠1 h的血浆浓度. 提示肠道损伤使大分子物质

通过增加和引起炎症反应 从而使体液渗出增加 进

而刺激肠道传输加快.

        MPO的激活和MDA是反映氧自由基损伤的另一途
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径 活化的PMN分泌MPO 催化过氧化氢和氯离子

形成次氯酸. 强氧化剂次氯酸和超氧阴离子可氧化巯

基 使血红蛋白和细胞色素失活 再使蛋白质降解而

造成组织细胞损伤. 当肠缺血再灌注损伤引起炎症反应

时 小肠组织中PMN的滞留及PMN激活后MPO释放

产生的过氧化作用可能参与肠组织的损伤过程[28-30, 47]. 本

研究见缺血再灌注后2 h小肠组织MPO活性显著升高

提示PMN 在小肠组织中聚集 活化 是损伤肠组织

细胞的病理生理基础之一. 同样 肠缺血再灌注时活化

的PMN产生和释放的活性氧中间产物可导致脂质过氧

化 直接造成内皮细胞的损伤.
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摘要

目的: 探讨大肠肿瘤组织中MUC5AC蛋白的表达情况及其

意义.

方法: 采用S-P免疫组化法对10例正常大肠黏膜及60例大

肠肿瘤石蜡包埋标本中MUC5AC蛋白的表达进行了检测

PBS代替一抗作为阴性对照.

结果: 正常大肠黏膜几乎不表达MUC5AC蛋白. 肿瘤组织中

MUC5AC的总阳性率为46.67%(28/60) 其中 大肠腺瘤

(100% 10/10)与印戒细胞癌(70% 7/10)中表达率较高

与高 中 低分化的腺癌及黏液腺癌相比 MUC5AC的表

达具有显著性差异(P <0.05).

结论: MUC5AC表达的异常变化可能是大肠肿瘤发生过程

中的早期事件.

卜晓东, 李俐, 黄培林, 樊克武, 赵建华. MUC5AC蛋白在大肠肿瘤中的表达

及意义. 世界华人消化杂志  2004;12(2):467-469

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/467.asp

0   引言

MUC5AC与MUC2 MUC5B MUC6基因都位于染色

体11p15 各自编码不同的黏液核心蛋白 正常情况下

MUC5AC多表达于胃和呼吸道黏膜的上皮细胞 在大

肠黏膜中很少检测到. 为了探讨MUC5AC在大肠肿瘤恶

变过程中的变化及意义 我们采用免疫组织化学方法

对正常大肠黏膜和大肠肿瘤中MUC5AC蛋白的表达进

行了检测.

1   材料和方法

1.1 材料  收集南京市第一医院病理科存档的手术切除

大肠肿瘤石蜡标本. 其中腺瘤 高分化腺癌 中分化腺

癌 低分化腺癌 黏液腺癌及印戒细胞癌各10例 另

取10例距肿瘤边缘5-10 cm以上正常黏膜石蜡标本作

为对照. 各标本均经HE染色 病理确诊.

1.2 方法  每例标本连续4 µm切片 按照S-P法进行
染色 同时用 PBS 代替一抗设阴性对照.即用型抗

MUC5AC单克隆抗体与S-P试剂盒均购自福州迈新生

物技术开发公司. 结果判断: 以分泌细胞胞质和/或周围

出现棕黄色物质为阳性表达 根据染色强度和阳性细

胞数(25%为一级)分为: 阴性(-); 弱阳性(+); 阳性(++); 强

阳性(+++) 每张切片均随机观察10 个高倍视野 计

算其平均值.

         统计学处理  采用χ2检验和精确概率法分析组间差异.

2   结果

正常大肠黏膜中偶见MUC5AC阳性的分泌细胞(0/10)

但肿瘤组织中均可见不同程度的阳性表达 其中腺瘤

的阳性率为100% (10/10) 高 中 低分化腺癌中的阳

性率分别为30%(3/10) 30%(3/10)和 20%(2/10) 黏液

腺癌中MUC5AC的阳性率为30%(3/10) 而在印戒细胞

癌中 其阳性率为70%(7/10)(表 1 图 1-5).

表1  MUC5AC在正常大肠黏膜及肿瘤组织中的表达

MUC5AC
 n     阳性率(%)
              +         ++        +++

正常大肠黏膜 10        10 0 0 0 0

腺瘤 10 0 2 4 4        100

高分化腺癌 10 7 1 1 1          30

中分化腺癌 10 7 2 1 0          30

低分化腺癌 10 8 2 0 0          20

黏液腺癌 10 7 2 0 1          30

印戒细胞癌 10 3 4 2 1          70

       统计学分析显示 大肠腺瘤与高 中 低分化腺

癌及黏液腺癌相比 MUC5AC蛋白的表达具有显著性

差异(P <0.05). 不同分化程度的腺癌之间以及腺癌与黏

液腺癌之间 MUC5AC的表达未见显著差异(P >0.05).

此外 大肠印戒细胞癌中MUC5AC 的阳性率也较高

与高 中 低分化腺癌及黏液腺癌相比 有显著性差

异 (P <0.05).

图1  正常大肠黏膜中偶见MUC5AC蛋白阳性细胞(SP 100).
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图2  大肠腺瘤中MUC5AC蛋白高表达, 阳性部位主要为分泌细胞胞
质及管腔面(SP 100).

图 3  大肠腺癌中MUC5AC蛋白的阳性部位主要为分泌细胞管腔面
(SP 100).

图 4  大肠黏液腺癌的黏液湖中可见MUC5AC蛋白的表达(SP 100).

图 5  大肠印戒细胞癌中MUC5AC 蛋白弥漫表达于肿瘤细胞胞质
(SP 100).

3   讨论

黏液核心蛋白MUC5AC在正常大肠黏膜中几乎不表达

但是 在大肠腺瘤及腺癌中 常可见不同程度的阳性表

达[1-3] 尤其在腺瘤组织中 其表达率较高. Longman et

al [4]研究显示 MUC5AC在10/11的绒毛状腺瘤以及5/11

的管状绒毛状腺瘤中均有表达. 在腺瘤和癌旁黏膜中

MUC5AC 编码的抗原表型有所不同[5]. 结直肠肿瘤中

MUC5AC的异常表达可能在腺瘤到腺癌的发展过程中具

有一定的意义[6-7]. 本实验结果显示 MUC5AC在大肠腺

瘤组织中高度表达 而完全癌变的腺癌及黏液腺癌组织

中 其表达水平均明显降低(与腺瘤相比 P <0.05). 与分

泌缺乏MUC5AC核心蛋白黏液的正常大肠黏膜相比 腺

瘤组织中分泌细胞的数量不仅增加 而且其分泌黏液的

性状也发生了 质 的改变 随着腺瘤中分泌细胞异型

增生程度的增加 其分泌功能逐渐下降 胞质分泌空泡

减少 逐渐演变为MUC5AC 表达较低的腺癌. 因此

MUC5AC的过度表达可能是大肠黏膜上皮细胞恶变的早

期事件 细胞分泌的黏液性状的变化 可能会在细胞恶

变过程中发挥一定作用. 有人认为 对腺瘤术后患者进

行MUC5AC的检测 将有利于预测其复发的可能性[8].

     有关MUC5AC 表达的调控机制 尚未完全明了.

MUC5AC 可能是表皮生长因子受体(EGFR)的靶基因

其上调过程与EGFR/Ras/Raf/细胞外信号调控激酶途径

有关[9-10]. Biemer-Huttmann et al [11]研究显示 大肠肿瘤

细胞中DNA微卫星不稳定性越高 MUC5AC的表达越

高. 在体外实验中 致癌剂PMA可诱导大肠癌细胞株HM3

中MUC5ACmRNA表达 同时细胞外液中基质金属蛋白

酶(MMPs)的含量明显增高 细胞的侵袭能力增加 蛋白

激酶C抑制剂可抑制这一过程的发生[12]. 此外 ATP

TNF-α均可诱导MUC5AC的表达增加[13-14] 而IL-13则
抑制MUC5AC基因的表达 从而减少黏液分泌[15].

        本实验还显示 印戒细胞癌中MUC5AC的表达率

较高 并且与大肠腺癌及黏液腺癌相比 具有显著性差

异. 以细胞内黏液分泌为主的印戒细胞癌是分化较低

预后较差的恶性肿瘤 其MUC5AC蛋白的高表达原因

尚不清楚. 可能在腺瘤-腺癌的发展过程中 受其他因

子的作用 在分泌细胞异型增生的同时 MUC5AC仍保

持较高活性 肿瘤细胞表现为不成熟的细胞内黏液分

泌与储留 逐渐发展为印戒细胞癌. MUC5AC在大肠肿

瘤发生 发展过程中的作用也可能与多种癌基因和 /

或抑癌基因有关 其确切机制尚有待于进一步探讨.
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摘要

目的: 探讨5-氟尿嘧啶(5-FU)和抗Fas单抗联合治疗结肠癌

的效果及其机制.

方法: 分 10 µg/mL 5-FU 抗 Fas 单抗(CH11)1 µg/mL
5 µg/mL 5-FU+0.5 µg/mL抗Fas单抗及空白对照四组 与
SW480 细胞共培养. MTT法检测SW480 细胞的存活率

TUNEL法检测SW480细胞的凋亡率. 免疫细胞化学法检测

5-FU和抗Fas单抗处理前后 SW480细胞中Bcl-2的变化.

结果: 10 µg/mL 5-FU 1 µg/mL 抗 Fas 单抗 5 µg/mL
5-FU+0.5 µg/mL抗Fas单抗均可抑制细胞生长 且均可诱
导细胞凋亡 联合作用组诱导效果最明显 其次是5-FU

组 抗Fas单抗组诱导效果较差. 抗 Fas单抗 5-FU均可

降低SW480 细胞Bcl-2 的表达 5-FU与抗Fas 单抗对

SW480细胞Bcl-2蛋白的表达有协同抑制作用.

结论: 5-FU和抗Fas单抗对结肠癌细胞具有协同的增生抑制

和诱导凋亡作用 其机制可能是协同抑制Bcl-2蛋白的表达.

朱强, 刘吉勇, 许洪伟, 徐麟, 傅丽娜. 5-FU和抗Fas单抗联合治疗结肠癌的

体外实验研究. 世界华人消化杂志  2004;12(2):469-471

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/469.asp

0   引言

免疫治疗是抗肿瘤治疗的一个重要方面 药物治疗和

免疫治疗相结合是抗肿瘤治疗的一个重要研究方向. Fas

系统在结肠癌的肿瘤免疫中具有重要作用[1] 针对Fas

系统的免疫治疗可能有一定效果. 本实验旨在观察治疗

结肠癌的首选药物5-氟尿嘧啶(5-FU)和抗Fas 单抗对

结肠癌细胞株SW480的联合作用及其作用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  抗Fas 单抗(CH11)购自深圳晶美生物工程有

限公司 细胞凋亡原位检测试剂盒为德国Boehringer
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Mannheim公司产品.

1.2 方法

1.2.1 5-FU和抗Fas单抗联合处理结肠癌细胞  将对数

生长期的SW480细胞按1 105/mL接种于96孔培养

板 24 h 后分为 10 µg/mL 5-FU 组 1 µg/mL 抗 Fas
单抗(CH11)组 5 µg/mL5-FU+0.5 µg/mL 抗 Fas单抗组
及空白对照四组 与SW480 细胞共培养.

1.2.2 MTT法检测细胞的增生活性  四组细胞共培养0

24 48 72 96 h 后 做MTT 染色. 以每毫升活细

胞数为纵坐标 培养时间为横坐标 描绘SW480细胞

生长曲线.

1.2.3 TUNEL法检测细胞的凋亡率  将细胞以2 105/mL

的密度接种在含小盖玻片的24孔培养板中 24 h后分

四组 药物与细胞共培养 作用 0 24 48 72

96 h 取出盖玻片 PBS 冲洗 3次 用 40 mL/L 多聚

甲醛溶液(溶于 pH7.4 的 PBS 中) 室温固定30 min

TUNEL染色 检测细胞的凋亡率. 计数 1 000个细胞

TUNEL阳性细胞与总细胞数的比值即为SW480细胞的

凋亡率.

1.2.4 免疫细胞化学法检测处理前后细胞中Bcl-2的变化

将细胞以2 105/mL的密度接种在含小盖玻片的24孔

培养板中 24 h后分四组药物与细胞共培养72 h后 取

出盖玻片 PBS冲洗3次 用950 mL/L酒精固定20 min

免疫细胞化学法检测处理前后细胞中Bcl-2的变化 免

疫化学过程参照S-P试剂盒操作说明书.

        统计学处理  两个样本均数的比较采用 t 检验 多

个样本均数的比较采用单因素方差分析(F-q检验) 显

著性水准 α为0.05.

2   结果

2.1三种方法处理后SW480细胞的存活率  10 µg/mL 5-
FU 1 µg/mL抗Fas单抗 5 µg/mL 5-FU+0.5 µg/mL 抗
Fas单抗均可抑制细胞生长 联合作用组抑制效果最明

显 其次是5-FU组 抗Fas单抗组抑制效果较差(图1).

图1  三种方法处理后SW480细胞的存活率. 1: 对照组; 2: 抗 Fas单
抗组; 3: 5-FU组; 4: 联合组.

2.2 三种方法处理后SW480细胞的凋亡率  10 µg/mL 5-
FU 1 µg/mL抗 Fas 单抗 5 µg/mL 5-FU+0.5 µg/mL

抗 Fas 单抗均可诱导细胞凋亡. 在 48 h 时 5-FU 组

抗Fas 单抗组 联合组的凋亡率 与空白对照组相比

均有统计学差异(P <0.05); 在 72 h 时 联合组的凋亡

率 5-FU 组和抗 Fas 单抗组两两相比 均有统计学

差异(P <0.05) 联合作用组诱导效果最明显 其次是

5-FU 组 抗Fas 单抗组诱导效果较差(图 2).

图2  三种方法处理后SW480细胞的凋亡率. 1: 对照组; 2: 抗 Fas单
抗组; 3: 5-FU组; 4: 联合组.

图3  5-FU或抗Fas单抗处理前SW480细胞Bcl-2表达水平( 100).

图4  经5-FU或抗Fas单抗处理后SW480细胞Bcl-2表达降低( 100).

2.3 药物处理后细胞中Bcl-2的变化  与细胞共培养72 h

后 抗Fas单抗组 5-FU组和抗Fas单抗+5-FU联合组

中 SW480细胞Bcl-2阳性细胞率与空白对照组相比均

有统计学差异(P <0.05); 抗 Fas单抗组 5-FU组和联合

组两两相比 均有统计学差异(P <0.05) 抑制SW480细

胞 Bcl-2 表达的强度由高到低依次是联合组 5-FU

组 Fas单抗组. 以上结果表明 抗Fas单抗 5-FU均
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可抑制SW480细胞Bcl-2的表达 5-FU与抗Fas单抗

对SW480细胞Bcl-2的表达有协同抑制作用. 10 µg/mL
5-FU比1 µg/mL抗Fas单抗对SW480细胞Bcl-2表达的
抑制作用强(表 1)(图 3 4).

表1  药物处理后SW480细胞中Bcl-2的变化

分组            Bcl-2阳性细胞率(% mean±SD)

空白对照组 81.2 2.74

抗 Fas 单抗组 65.3 2.68

5-FU组 59.5 3.08

联合组 43.9 1.97

3   讨论

Fas系统包括Fas及其配体FasL. Fas系统在结肠癌的发

生 发展过程中起着重要的作用 结肠癌细胞可减少其

细胞表面Fas表达 逃逸机体免疫系统的监视 避免免

疫系统的杀伤; 结肠癌细胞还可增加其细胞表面FasL表

达 反击机体免疫系统 诱导淋巴细胞凋亡[1]. 针对结肠

癌Fas系统的药物治疗和免疫治疗可能在一定程度上能

够治疗结肠癌.

       本实验证实 10 µg/mL 5-FU 1 µg/mL抗 Fas 单
抗 5 µg/mL 5-FU+0.5 µg/mL 抗 Fas 单抗均可诱导
SW480细胞凋亡. 1 µg/mL抗Fas单抗与其他两组相比作
用较弱 这是因为抗Fas 单抗通过与SW480细胞上的

Fas 相结合 从而诱导细胞发生凋亡.但结肠癌细胞

SW480 一方面Fas 表达较少[2] 另一方面SW480 细胞

中存在着Fas信号传导障碍[3] 因此单独应用抗Fas抗

体诱导肿瘤细胞凋亡效果是有限的.

在临床上治疗结肠癌时 大剂量5-FU 可出现骨髓抑

制 胃肠道反应等副作用. 本实验将小剂量5-FU和抗

Fas单抗联合处理结肠癌细胞SW480发现 尽管5-FU

和抗Fas单抗的剂量均减半 但比单独应用5-FU和抗

Fas 单抗诱导SW480细胞凋亡的作用增强 药物处理

后的肿瘤细胞对抗Fas单抗诱导凋亡的敏感性增加. 5-

FU和抗Fas单抗对诱导SW480凋亡有协同作用 可以

降低5-FU 的用量 减少副反应的发生.

        Fas途径调节细胞凋亡过程与Bcl-2的表达存在某

种程度的耦联 Bcl-2的表达可以部分地阻断Fas介导

的凋亡[4-5]. 本实验结果表明 5-FU 和抗 Fas 单抗对

SW480 细胞Bcl-2蛋白的表达有协同抑制作用 可以

降低Bcl-2的表达率 增强Fas 信号传导. 5-FU还可

以诱导SW480 细胞表达Fas 增加[1] 这也可以解释在

诱导SW480细胞凋亡时 5-FU比抗Fas单抗作用明显.
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摘要

目的: 探讨肛管直肠原发性恶性黑色素瘤的临床病理学特征

及其鉴别诊断.

方法: 对2例发生在肛管直肠的恶性黑色素瘤进行光镜观

察 应用SP法做免疫组化染色.

结果: 2 例均为女性 年龄分别50 岁和 54 岁 病程分别

6 mo和12 mo 肿瘤位于齿状线附近及其以下 呈息肉样

和蕈样. 光镜下 瘤细胞大小不同 形态多样 组织结构复

杂 未找见黑素颗粒. 免疫组化染色结果: HMB45 S-100

蛋白阳性 CK EMA Desmin阴性.

结论: 肛管直肠原发性恶性黑色素瘤罕见 病理学诊断困

难. HMB45 S-100蛋白表达在病理诊断中具有重要作用.
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0   引言

恶性黑色素瘤(简称恶黑)是一种高度恶性肿瘤 原发

于肛管直肠区者甚为少见. 病理学上 恶黑的表现千变

万化 组织结构和细胞形态复杂多样 尤其无黑素者

极易误诊其他恶性肿瘤. 现就我科工作中遇到的2例结

合文献对其组织起源 临床病理特点和鉴别诊断进行

分析讨论.

1   材料和方法

1.1 材料  2例肛管直肠原发性恶性黑色素瘤为我院1981/

2002住院手术患者的病理存档蜡块. 免疫组化所用一抗

HMB45 S-100 蛋白 EMA CK Desmin 均购自

北京中山生物技术有限公司.

1.2 方法  标本经100 mL/L 甲醛固定 石蜡包埋 常

规切片 分别做HE和SP法免疫组织化学染色 操作步

骤按试剂盒说明进行. DAB显色 苏木素复染 光镜观

察 并复习有关临床病史.

2   结果

2.1 临床资料  两例均为女性 年龄54岁和59岁 病

程6 mo 和 12 mo. 临床症状主要为乏力消瘦 体重下

降 大便带血 次数增多 甚至黏脓血便. 直肠镜检查:

胸膝位见肿瘤位于齿状线附近 呈息肉样和蕈样 蒂基

宽 分别6.0 cm 3.0 cm 3.0 cm和4.0 cm 3.0 cm

2.5 cm 顶端表面污秽.  分别在硬膜外麻醉下行腹会阴

联合根治肿瘤切除术. 术前活检 1例被误诊为低分化

鳞状细胞癌 1例被误诊为平滑肌肉瘤. 随访结果 分

别于术后14 mo和 18 mo死于肿瘤转移.

2.2 病理检查  两例均为肛直肠切除标本. 其中1例肿瘤

呈蕈样 位于齿状线处 4.5 cm 4.0 cm 3.0 cm; 另

1 例肿瘤呈息肉样 位于齿状线以下1 cm 处 大小

3.5 cm 2.5 cm 2.0 cm. 两例肿瘤均有宽基蒂并与肠

壁相连 表面均有大面积溃烂并炎性坏死渗出物附着.

切面呈灰白及灰褐色 质细较脆. 显微镜检查: 1 例近

溃疡区浅层肿瘤细胞呈上皮样 弥漫性分布 细胞质较

丰富 大小比较一致 嗜酸性核仁醒目(图1) 核分裂

象多见; 深部瘤细胞呈胞核肥胖的短梭形 轻度异型

可见个别肛导管存留; 瘤组织限于黏膜下层 局部瘤组

织片状坏死. 另 1例浅部以瘤巨细胞和多核瘤巨细胞为

主 弥漫性分布 细胞质丰富 核偏位 形态多样 有

的双核呈 八 字芽瓣状(图 2) 少数巨核细胞有1-

2个明显增大的嗜酸性核仁; 深部区域瘤细胞以梭形为

主 编织样或束状排列. 瘤组织侵及肌层并转移至肛周淋

巴结. 相邻肛管黏膜被覆鳞状上皮基底层可见增生黑色素

细胞. 2例均未找见黑素颗粒. 免疫表型: HMB45(+)(图 3)

S-100 蛋白(+)(图 4) CK(-) EMA(-) Desmin(-).

图1  肛管恶性黑色素瘤, 瘤细胞呈上皮样, 嗜酸性核仁醒目.HE 400 .

图 2  肛管恶性黑色素瘤, 瘤细胞呈多型性, 弥漫性分布. HE 400 .

图 3  肛管恶性黑色素瘤, 瘤细胞HMB45 表达阳性. S-P   200 .

图 4  肛管恶性黑色素瘤 瘤细胞S-100蛋白表达阳性  S-P 200 .
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3   讨论

原发于肛管直肠的恶黑非常少见 国外文献报道不超

过300例[1] 占肛管直肠区恶性肿瘤的0.25-2.5%[2-3]

不足所有黑色素瘤的3% 占黏膜恶黑的0.2-0.25%[4-5].

该瘤起病隐匿 缺乏特异性症状和体征. 后期常大便带

血 由于肿瘤表面溃烂发炎 常出现黏脓血便 大便次

数增多 里急后重感. 临床常将其误诊为痔 息肉或直

肠癌. 文献[6-7]报道误诊率高达80-100%. 因为肛管区

血管和淋巴管丰富 易早期发生淋巴结和远隔脏器转

移 加之部位隐蔽 被发现时 常常肿瘤体积已较大

尽管予以根治性手术 但通常预后很差. 文献报道 5 a

生存率仅为12 %[8] Ceccopieri et al [9]报告2例 因肿

瘤复发分别于术后10 mo和24 mo死亡. 影响患者预后的

因素除淋巴结转移等外 肿瘤的大小和浸润深度或厚度

与预后有直接关系[8, 10-12]. 本组2例分别于术后14 mo和

18 mo死于肿瘤转移.

       典型的恶黑因其胞质内含有黑素颗粒 于光镜下

容易诊断. 事实上 恶黑的镜下表现千变万化 细胞

形态和组织结构复杂多样 尤其活检取材少又缺乏黑

素颗粒时容易与癌或肉瘤混淆. 本组2例 术前活检曾

被误诊为低分化鳞状细胞癌和平滑肌肉瘤. 光镜下 常

表现为以下组织形态特征: 细胞形态呈多型性; 组织结构

既像癌又像肉瘤; 双细胞核呈 八 字排列的芽瓣样

细胞 印戒样细胞或腺样 乳头样 血管外皮瘤样结构;

醒目的嗜酸性核仁; 胞质内黑素颗粒; 丰富的间质血管[3].

上述特点有助于恶黑的病理诊断及与鳞癌 平滑肌肉

瘤的鉴别. 免疫组化HMB45联合S-100蛋白的表达对恶

黑的诊断具有可靠帮助[3-4, 13-14]. 本组 2例HMB45 S-

100阳性. 电镜下黑色素小体和 /或前黑色素小体的存

在 对恶黑的确诊有决定性意义[15].

       关于肛管恶黑的组织起源 一般被认为由肛管黏

膜鳞状上皮基底层的黑色素母细胞恶变而来. 本组2例

肿瘤相邻黏膜被覆上皮底层见增生黑素细胞 支持肛

管恶黑来自黑色素母细胞恶变的观点. 对于直肠恶黑的

来源有两种意见. 一种认为由原发于肛管的恶黑侵袭蔓

延而来 另一种认为直肠黏膜存在黑色素细胞 在某

种因素刺激下发生恶变所致[3, 14, 16].
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摘要

目的: 建立一种灵敏 特异和简便实用的细胞周期蛋白D1

(Cyclin D1) mRNA表达水平的检测手段.

方法: 生物素标记Cyclin D1 5 端引物 PCR DIG La-

beling Mix取代dNTP RT-PCR终产物置于链霉亲和素

包被的ELISA板中孵育 洗涤 显色后 自动酶联检测

仪测 A450nm值. 常规RT-PCR方法作对照. 检测对象包括

Cyclin D1表达细胞系SGC7901 转染反义Cyclin D1基

因的SGC7901D1AS细胞及转染空载体的SGC7901neo细

胞  原发性胃癌组织30例 胃癌旁和正常胃黏膜组织20

例 胃良性病变组织 22 例.

结果: RT-PCR ELISA与RT-PCR琼脂糖电泳检测结果吻

合 所测得的A450nm值与Cyclin D1特异性基因片段的丰

度和检测细胞数量有一很好的对应关系. SGC7901胃癌细胞

转染Cyclin D1反义基因后 Cyclin D1mRNA表达显著降

低(P <0.05). Cyclin D1 mRNA在胃良性疾病起即开始明显

升高(P <0.05). 在胃癌各组中 进展期胃癌伴转移组的

Cyclin D1 mRNA表达水平显著高于其他两组(P <0.05).

结论: 本文建立的Cyclin D1 RT-PCR ELISA可作为一种侯

选的 较为简便和半定量的cyclin D1 mRNA检测方法.

陈兵, 张雪, 府伟灵, 常杭花, 刘为纹, 徐采朴, 史景泉. 细胞周期蛋白D1 RT-

PCR ELISA的建立及其初步应用. 世界华人消化杂志  2004;12(2):473-475

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/473.asp

0   引言

酶联免疫黏附测定法(enzyme linked immunosorbent

assay  ELISA)是临床检测中最常用的方法 具有半定

量 自动化程度高和可大批量检测的优势[1]. 逆转录聚合

酶链式反应(RT-PCR)是一种检测mRNA水平的高灵敏

度方法[2]. 本文中建立的细胞周期蛋白D1 (Cyclin D1) RT-

PCR ELISA结合了两种方法的优点 旨在建立一种灵

敏 特异和简便实用的Cyclin D1 mRNA表达水平的检

测手段.

1   材料和方法

1.1 材料  细胞标本: 人胃癌细胞系SGC7901由军事医

学科学院提供 为Cyclin D1表达阳性细胞系[3] 来源

于伴淋巴结转移的胃癌组织 其培养及生物学特性见

文献[4]. 稳定表达反义Cyclin D1基因的SGC7901衍生

细胞SGC7901D1AS及转染其空载体的细胞SGC7901neo

为自行制备 其培养及生物学特性见文献[3].

        组织标本: 分别取自我院 第三军医大学大坪医院

和重庆市第九人民医院手术和胃镜活检标本 均经临

床和病理诊断 无化疗和放疗经历. 标本搜集至DEPC

处理后的容器中速冻 -80 贮藏备用[2, 5].

1.2 方法

1.2.1 引物及其生物素标记  Cyclin D1引物根据文献[6]

设计 由上海生工生物工程公司合成. 其序列为: 5 -

AAGCCTCAGCCCTCCCCAGCTGCCAG-3 ; 5 -

AACCAACAACAAGGAGGATG-3 . 按军事医学科学院

生物素核酸标记和检测试剂盒 使用说明书进行标记[7].

1.2.2 RT-PCR   细胞和组织标本总RNA 的提取按

Boehringer Mannheim公司TriPureTM Isolation Reagent Kit

说明书进行. RT-PCR参照Boehringer Mannheim 公司

TitanTM One Tube RT-PCR System说明书及文献[8]进行.

1.2.3 RT-PCR ELISA  RT-PCR ELISA中RT-PCR条

件不变 但用生物素标记的Cyclin D1 5 端引物替代其中

原未标记的引物 用PCR DIG Labeling Mix取代dNTP. 阳

性对照为SGC7901细胞 阴性对照为K562细胞[3]. 扩增

产物按下述流程进行检测: 扩增产物5 µL与0.01 mol/L
pH7.5 PBS 300 µL混匀 100 µL/ 孔加入Streptavidin-
coated Microtite (链霉亲和素包被的ELISA板 Boehringer

Mannheim公司)中 37 300 rpm振荡孵育2 h 弃

液 PBS-T 250 µL/孔 30 S 3 加入10mU/mL Anti-
DIG-POD工作液100 µL/ 孔 37 300 rpm振荡孵育
30 min 弃液 PBS-T 250 µL/ 孔 30 S 3 加
TMB底物液100 µL/孔 37 300 rpm振荡孵育17 min
加终止液100 µL / 孔 EIA V.1.8-0自动酶联检测仪测
A450nm值.

         统计学处理  利用STATISTICA/W5.0统计软件进行

统计学分析. 统计项目包括Descriptive statictics t -test

和 χ2检验.

2   结果

2.1 Cyclin D1 RT-PCR ELISA的建立  文献报道应用

免疫细胞化学和原位杂交的方法证实SGC7901胃癌细

胞中有Cyclin D1 蛋白和mRNA的高表达[3, 9-10]. 本文RT-

PCR的方法也检出Cyclin D1 mRNA在此细胞中表达.

RT-PCR琼脂糖电泳检测结果可见1 100 bp的Cyclin D1

特异性基因片段出现 其丰度随细胞数量的减低而减低

(图1). 而本文中建立的RT-PCR ELISA检测的结果(图2)

与 RT-PCR 琼脂糖电泳检测结果吻合 且所测得的

A450nm值与Cyclin D1特异性基因片段的丰度和检测细胞

数量有一很好的对应关系.

图 1  SGC7901细胞Cyclin D1 RT-PCR电泳图. 1: DNA Marker( DNA/
Hind III); 2-7: SGC7901细胞数目分别为 108,107, 106, 105, 104,103.

2.2 细胞 组织标本检测结果  利用Cyclin D1 RT-PCR

ELISA对SGC7901胃癌细胞及其衍生细胞SGC7901neo
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SGC7901D1AS 未经治疗的原发性胃癌30例 食管

癌6例 结肠癌6例 胃癌旁和正常胃黏膜组织20例

胃良性病变组织22例进行检测. 检测数据及统计结果见

表1和表2. SGC7901胃癌细胞转染Cyclin D1反义基因

后 Cyclin D1 mRNA表达显著降低(P <0.05). 由表2看

出  Cyclin D1 mRNA在胃良性疾病起即开始明显升高

(P <0.05). 在胃癌各组中 进展期胃癌伴转移组的Cyclin

D1 mRNA表达水平显著高于其他两组(P <0.05) 但早期

胃癌组的Cyclin D1 mRNA表达水平与进展期胃癌组差

别不明显(P >0.05).

图 2  Cyclin D1 RT-PCR ELISA  STATISTICA/W5.0统计软件自动绘图.

表1  Cyclin D1 RT-PCR对细胞标本的检测

检测对象             cyclin D1表达(A450 nm  mean±SD)

SGC7901D1AS 0.017 0.006a

SGC7901neo 1.399 0.037

SGC7901 1.397 0.049

aP <0.05 vs SGC7901.

表2  Cyclin D1 RT-PCR对组织标本的检测

检测对象(n) cyclin D1表达(A450 nm , mean±SD)

进展期胃癌伴转移(6) 1.175 0.362a, b

进展期胃癌(18) 0.292 0.255a,c

早期胃癌(6) 0.534 0.202a,b

重度异型增生(4) 0.269 0.100a

中度异型增生(5) 0.271 0.104a

轻度异型增生(5) 0.180 0.011a

胃良性疾病(8) 0.111 0.046a

癌旁和正常组织(20) 0.049 0.030

aP <0.05 vs 癌旁和正常组织; bP <0.05 vs重度异型增生; cP <0.05 vs进展

期胃癌伴转移.

3   讨论

Cyclin D1是目前研究较为深入的一种G1期Cyclin 其

异常高表达在多种肿瘤中检出[3, 9-10] 被认是癌基因. 因

此探索简便 有效的Cyclin D1表达检测手段具有较好

的科学研究和临床应用意义[10]. 常用检测Cyclin D1 mRNA

表达方法有Northern blot 原位杂交 RT-PCR[3, 9]. 其中

RT-PCR具有灵敏度高 操作相对简便的优点 但在大

规模检测 检测结果半定量尚显不足. RT-PCR ELISA

则可弥补常规RT-PCR的不足. 我们建立的Cyclin D1

RT-PCR ELISA除去空白和对照外 每个ELISA板可检

测40个复孔样本 通过呈色反应可获得数量化的结果

数据. 本文在同一标本的不同量的检测中 Cyclin D1

RT-PCR ELISA检测结果与Cyclin D1 RT-PCR 琼脂糖

电泳检测结果吻合 且所测得的A 450nm值与Cyclin D1特

异性基因片段的丰度和检测细胞数量有很好的对应关

系. 同时在多标本的Cyclin D1 RT-PCR ELISA检测中

证实胃癌组织中Cyclin D1 mRNA异常高表达 与文献

报道的用其他方法如RT-PCR Northern blot 和原位杂

交的检测结果相同[3, 9]. 同时还发现Cyclin D1 mRNA在

胃良性疾病起即开始明显升高(P <0.05) 早期胃癌组

的Cyclin D1 mRNA表达水平与进展期胃癌组差别不明

显(P >0.05). 可能与RT-PCR ELISA具有自动化大批量

半定量检测的优势有关 减少了批间差异和主观评估

的影响 使检测的灵敏度和特异性有所提高. Cyclin D1

RT-PCR ELISA细胞学检测结果表明 细胞中Cyclin D1

mRNA水平与Cyclin D1表达的受抑与否有明确的对应

关系(表1). 这些结果提示本文建立的Cyclin D1 RT-PCR

ELISA可能具备了RT-PCR和ELISA两种方法的优点

可作为一种侯选的 较为简便和半定量的Cyclin D1

mRNA检测方法.

致谢: 第三军医大学数学教研室罗明奎主任在本课题结

果统计分析的工作中给予了无私的指导和帮助.
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摘要

目的: 通过动物实验探讨胃肠激素与不同类型反流引起食管

炎的相关性.

方法: 用不同手术制作单纯胃食管反流(G组) 单纯十二指

肠食管反流(D组) 十二指肠胃混合食管反流(DG组)及无反

流对照组(C组)动物模型 于术后不同时期取静脉血 用放

射免疫法测定血浆促胃液素(GAS)和血管活性肠肽(VIP)含量.

结果: 反流性食管炎程度由轻至重依次为D组 DG组

G组. 术后1 wk时D组血浆GAS含量(6.1 pg/ml)较对照组

(26.5 pg/ml)明显降低(P <0.01) G组(48.3 pg/ml)和DG组

(46.9 pg/ml)升高(P <0.05) 4 wk 时仍维持相同趋势. D

组 DG组血浆VIP含量在术后1 wk时无明显变化 4 wk

时 2组VIP含量(117.4 pg/ml 88.1 pg/ml)均高于对照组

(P <0.01 P <0.05) 而G组 1 wk 时轻度降低 4 wk 时

升高(75.6 pg/ml P <0.05 vs C组 33.8 pg/ml) D组与G

组间比较差别显著(P <0.05).

结论: 不同反流类型引起的GAS和VIP改变不同 可能与

其所致食管炎的程度不同有关.胃肠激素与反流性食管炎的

发生密切相关.

王雯, 李兆申, 许国铭, 张志坚, 林克荣. 胃肠激素与不同类型反流所致食管炎

的相关性. 世界华人消化杂志  2004;12(2):476-477
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0   引言

胃肠道可分泌多种神经肽类激素 其含量和活性异常

可能与许多消化道疾病的发生有关 而许多消化道疾

病又可导致胃肠激素分泌异常. 但目前胃肠激素与反流

性食管炎的关系研究较少 本研究通过动物实验了解

不同反流所导致的反流性食管炎大鼠血浆内促胃液素

(GAS)和血管活性肠肽(VIP)含量的变化 以探讨部分胃

肠激素与大鼠反流性食管炎的相关性.

1   材料和方法

1.1 材料  健康 SD大鼠 80只 均为 体质量220-

260 g 由上海必凯实验动物有限公司提供. GAS和VIP
放免药盒由第二军医大学神经生物教研室提供.
1.2 方法

1.2.1 动物分组及模型制作  将SD大鼠随机分为4组: 单
纯胃食管反流组(G组)28只 单纯十二指肠食管反流组
(D组)20只 胃十二指肠混合食管反流组(DG组)20只及
无反流对照组(C组)12只. 运用不同手术方式制作以上3
种食管反流大鼠模型及对照组[1-2]. 于术后1 wk 4 wk
时分批开腹 取5 mL下腔静脉血置于含EDTA二钠及
抑肽酶的试管中 并取出大鼠食管行肉眼观察及常规
病理切片染色 光镜观察.
1.2.2 血浆GAS和VIP含量测定  血标本以3 000 r/min
低温离心20 min 取上清-20 冻存备用. 用放射免疫
法测定血浆GAS和VIP含量.

        统计学处理  数据用mean±SD表示 采用 t检验.

2   结果

2.1 不同反流组食管大体形态及光镜检查结果  大体观察
各反流组于术后逐渐出现食管下段黏膜充血 粗糙 糜
烂 溃疡及 树皮样 黏膜增生白斑等病变 4 wk时病变
发生率分别为G组40.0% D组100% DG组89.5% D组
及DG组与G组比均有显著差别(P <0.01 P <0.05) D组
与DG组之间相差无统计学意义(P >0.05). 光镜下表现为食
管壁炎症 糜烂溃疡及上皮过度增生 4 wk时后者发生率
分别为D组75.0% DG组47.4% G组15.0% C组0 D
组较DG组 G组均高(P <0.05 P <0.01) DG组高于G
组(P <0.05) 后者与C组相比无显著差异(P >0.05).
2.2 不同反流组血浆GAS和VIP含量变化  对照组2个
时间点间血浆GAS和VIP含量无显著性变化. 术后1 wk
时D组血浆GAS含量明显较对照组降低 G组和DG组
显著升高 4 wk时D组血浆GAS仍较低 而G组升高
程度较前轻度下降 DG组仍较高 但后2组间相比无
显著差异. D组 DG组血浆VIP含量在术后1 wk时无
明显变化 术后4 wk时 2组血浆VIP含量均高于对照
组 而G组1 wk时较对照组轻度降低 4 wk时显著增
加 D组与G组间比较差别显著 (表 1).

表1  反流性食管炎大鼠血浆GAS和VIP含量变化(pg/ml)

GAS VIP
分组

1 wk 4 wk 1 wk             4 wk
C 26.5 25.8 32.2             33.8
G 48.3ad 38.5c 21.6             75.6ac

DG 46.9 ad 52.4ad 38.3             88.1a

D   6.1b   8.3a 39.5           117.4b

aP <0.05, bP <0.01 vs 对照组; cP <0.05, dP <0.01 vs D组.
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3   讨论

反流性食管炎的发生主要与下食管括约肌(LES)和食管体

胃十二指肠功能异常有关 而调控胃肠功能的因素除交感

神经 迷走神经外 近年受重视的还有非肾上腺能 非胆

碱能神经及胃肠激素[3]. 反流引起的刺激和损伤又可能引起

神经体液的一系列反应. 本研究探讨了不同类型反流对食

管黏膜的损伤作用及与大鼠体内胃肠激素变化的关系.

       GAS具有调节胃肠道营养 运动和分泌的多种功

能 他主要由胃窦黏膜中的G细胞分泌 其分泌受迷

走神经 胃窦扩张 胃内容物的种类和酸度以及其他多

种胃肠激素的复杂调控[4]. 本实验结果显示反流术后D

组血浆GAS含量明显降低 这与全胃切除 缺失G细

胞有关 而D组食管炎最为严重 可能与失去了促胃液

素对食管黏膜的营养作用 以及GAS减少后食管体的

蠕动减弱导致反流物停留在食管内的时间延长有一定

关系. G组和DG组血浆GAS含量升高可能由于肠液反

流至胃中 降低了胃内pH所引起 而4 wk时G组GAS

升高程度较1 wk时轻度下降 可能酸反流至食管后刺

激食管黏膜 通过负反馈机制抑制促胃液素的释放. 提

示GAS虽可致反流物酸性增加 但本身又能对食管黏

膜具有一定保护作用 减少反流性食管炎的发生 尤其

是对抗胆汁反流的损伤.而一旦食管黏膜受反流物损伤

后 又对促胃液素的分泌起非常复杂的影响.

        VIP是消化道主要的非肾上腺素能 非胆碱能抑制

性神经递质[5]. 血浆VIP浓度可反映非肾上腺素能 非

胆碱能神经的功能改变 给小鼠静脉注射VIP可引起剂

量依赖性的下食管括约肌压力(LESP)下降[6]. 有研究[7-8]

显示反流性食管炎和Barrett 食管患者血浆VIP水平较

对照组显著升高 与LESP水平呈负相关 另一研究[9]

发现酸反流引起的食管炎症反应可导致VIP神经纤维

增生 从而引起上皮胚细胞增生增加 基底细胞层增

厚.可见VIP与反流性食管炎的关系是非常错综复杂的.

我们的研究结果显示G组血浆VIP含量在术后1 wk时

降低 4 wk时增加 而术后4 wk时D组 DG组血浆VIP

含量显著高于对照组 可能的机制为早期酸反流对食管

黏膜的刺激通过负反馈抑制VIP的合成或释放 以促进

食管体蠕动 增加LES压力 减少酸反流.手术所致的较

长时间的反流引起食管黏膜损伤炎症较重 反而使VIP

释放增加 以加快食管上皮细胞的代偿增生.

        总之 不同反流类型引起的大鼠血浆GAS和VIP

改变不同 可能与其所致食管炎的程度不同有关 说明

胃肠激素变化与反流性食管炎的发生密切相关.
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摘要

目的:  初步研究尼美舒利对培养结肠癌细胞生长及其

ICAM-1 mRNA表达的作用.

方法: 以人结肠癌细胞株HT-29 HCT-116为研究对象

体外药物敏感试验(MTT)法检测尼美舒利对肿瘤细胞的增生

抑制效应; RT-PCR 方法检测尼美舒利作用前后细胞

ICAM-1 mRNA表达的变化.

结果: 尼美舒利对结肠癌细胞HT-29 HCT-116生长抑制

作用呈时间 剂量依赖性方式 对HT-29细胞抑制效果强

于HCT-116 细胞. 尼美舒利下调HT-29 细胞 ICAM-1
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mRNA表达  而对HCT-116细胞ICAM-1 mRNA的表达

无显著作用.

结论: 尼美舒利可明显抑制结肠癌细胞HT-29生长 提示

NIM可能通过抑制COX-2酶活性 下调细胞ICAM-1的

表达 从而降低癌细胞播散及转移几率.

刘伟, 张超. 尼美舒利对结肠癌细胞ICAM-1 mRNA表达的影响. 世界华人

消化杂志  2004;12(2):477-479
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0   引言

研究发现非甾体类抗炎药(nonsteroidal anti-inflammatory

drugs NSAIDs)可抑制环氧合酶(cyclooxygenase COX)

活性 拮抗结肠肿瘤形成.结肠癌的转移及复发可能与

COX-2的高表达有关[1-2]. 细胞间黏附分子-1(intercellular

adhesion molecule-1 ICAM-1)是体内重要的免疫活性

分子 有关 ICAM-1与肿瘤侵袭转移的关系是近年来

研究的热点[3]. 本试验应用COX-2选择性抑制剂-尼美

舒利 (nimesulide NIM) 作用于结肠腺癌细胞 通过

检测肿瘤细胞的增生及细胞ICAM-1 mRNA表达情况

初步探讨COX-2选择性抑制剂对结肠癌侵袭转移的作

用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  DMEM培养基 小牛血清(Gibco公司) MTT

DMSO NIM(Sigma公司) CO2培养箱(Thermo Forma

公司) 人结肠癌细胞株HT-29 (COX-2 高表达)和

HCT-116 (COX-2低表达).

1.2 方法  HT-29和HCT-116细胞于含100 mL/L小牛

血清的DMEM液中培养 置37 50 mL/L CO2培

养箱中 取对数生长期的细胞备实验之用.

1.2.1 体外药物敏感试验  噻唑蓝(MTT)法: 取两种细胞接

种于96孔板中 加入NIM原液  使终浓度为25 µmol/L
50 µmol/L 100 µmol/L 200 µmol/L 设加溶剂DMSO
对照组 继续培养24 h 48 h和72 h 加入MTT液 孵

育4 h后弃上清 加入DMSO 150 µL 轻轻振荡10 min
测定各孔光吸收值(A值) 绘制细胞生长曲线. 计算药

物对细胞的生长抑制率.

1.2.2 RT-PCR法检测 ICAM-1表达变化  两种细胞培

养过夜后 收集0 µmol/L  50 µmol/L  100 µmol/L
200 µmol/L NIM作用72 h和 200 µmol/L NIM作用12 h
24 h 48 h 72 h的细胞 抽提细胞总RNA 测定其A260
A260/A280 进行逆转录和PCR反应. 产物以琼脂糖凝胶

电泳分离 紫外光照下以UVP凝胶图像分析系统成像

和定量分析.

        统计学处理  采用SPSS 10.0统计软件包进行统计学

处理 所得到的数值均以mean±SD 表示.

2   结果

2.1 NIM对HT-29和HCT-116细胞增生的影响  MTT

试验结果显示: 随NIM浓度的增加 作用时间的延长

药物对HT-29 和HCT-116 细胞生长抑制率明显增高.

NIM对HT-29细胞的增生抑制效果较HCT-116细胞明

显(图1).

图1  尼美舒利对结肠腺癌细胞株HT-29 (A)和HCT-116 (B) 的增生抑
制作用.

2.2 NIM不同浓度 不同培育时间对ICAM-1 mRNA

表达的影响  HT-29和HCT-116细胞株均表达ICAM-

1 mRNA 对照组HT-29细胞表达较HCT-116细胞为

高 差异有显著性(P <0.05); NIM作用72 h的HT-29细

胞 ICAM-1 mRNA表达量随药物浓度增加逐渐降低.

50 µmol/L NIM作用组与对照组相比有显著性差异(P <0.05)
100 µmol/L和200 µmol/L组与对照组差异更为显著(P <0.01).
各NIM浓度组HCT-116细胞ICAM-1 mRNA表达无显著

性差异. 200 µmol/L NIM作用于HT-29细胞24 h 48 h
和72 h后 细胞ICAM-1 mRNA表达与12 h组相比均有

极其显著差异(P <0.01). 而同样浓度药物的HCT-116细

胞不同作用时间组ICAM-1 mRNA表达则无显著性差异.

3   讨论

流行病学资料表明: 长期服用NSAIDs类药物可使罹患

大肠癌危险性降低 40-50 . COX-2 受抑制可能是

NSAIDs抗肿瘤作用的机制之一. COX-2为COX诱导性

异构酶 其过度表达可能是结肠肿瘤发生的早期事件

并在诱导肿瘤血管生成和转移的过程中发挥重要作用.

我们采用MTT方法证实NIM可以时间 剂量依赖方式

抑制结肠腺癌细胞的增生.
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ICAM-1是一种跨膜蛋白 通过与其配体淋巴细胞功

能相关抗原-1(LFA-1 CD11a/CD18)和巨噬细胞相关

复合体(Mac CD11b/CD18)结合 介导细胞与细胞之

间的相互活动; 参与呈递抗原信息 激活细胞免疫等过

程[4-5]. 正常情况下 ICAM-1仅在血管内皮细胞等细胞

低水平的表达 但在炎症 器官移植 肿瘤免疫等情况

下表达量明显增多 [6-8]. 研究发现 结肠癌组织中有高

水平 ICAM-1的表达 而癌旁组织和结肠腺瘤组织的

表达水平较低 原因可能为结肠癌细胞能自分泌或刺

激邻近组织旁分泌ICAM-1[9]. 研究显示: 癌细胞通过表

达 ICAM-1作用于其配体LFA-1 致肿瘤细胞间黏附

力降低 而与血管内皮细胞 淋巴细胞和胞外基质紧密

结合 易从原发灶脱落 黏着到基质成分 并可随淋巴

细胞进入血液循环. 同时 ICAM-1 的可溶性形式

sICAM-1进入血液循环后 竞争性抑制瘤细胞与T细

胞与LFA-1的结合 使肿瘤细胞逃避了免疫监视 在

肿瘤的转移过程中起了重要的作用[10-12]. 有研究者认为

sICAM-1可作为结肠癌早期诊断及转移判断的有用指

标[13]. 但是 也有研究发现ICAM-1与肿瘤的侵袭和转

移呈负相关. Yasuda et al [14]研究发现: 肿瘤细胞在转移

起始阶段 表达高水平的 ICAM-1 避免受到免疫攻

击 易于肿瘤细胞着床 形成转移灶; 当肿瘤细胞受到

细胞外基质刺激时 通过激活酪氨酸激酶途径 下调

ICAM-1表达 增加 sICAM-1的表达 使肿瘤细胞免

遭杀伤[15].

       目前 对COX-2是否影响 ICAM-1表达 进而影

响结肠癌侵袭转移的相关研究目前国内外尚未见报道.

为探讨其作用机制 我们采用RT-PCR方法检测NIM

对肿瘤细胞ICAM-1 mRNA表达的影响 结果显示: 随

着NIM浓度增加 作用时间延长 HT-29 细胞 ICAM-

1 mRNA表达水平逐渐降低; 而同样作用形式HCT-116

细胞组别间ICAM-1 mRNA表达无显著差异. 结果提示

结肠癌细胞COX-2与 ICAM-1表达存在相关性 说明

NIM可能通过抑制COX-2酶活性的途径 下调肿瘤细

胞 ICAM-1表达 从而抑制结肠癌细胞生长 削弱癌

细胞与淋巴细胞和单核细胞的黏附 加强同质细胞间

的黏附 降低癌播散及转移几率.
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摘要

目的: 评价经腹腔镜行次/全结肠切除术的安全性和可行性.

方法: 回顾性分析2002-04/2003-07我院经腹腔镜手术治疗

的4例结肠慢传输性便秘 均为女性 平均50.4岁 均行

结肠传输试验证实全胃肠道传输时间在4 d以上 均行排粪

造影检查 3例合并直肠内脱垂 1例合并盆底痉挛综合征.

结果: 4例均完成腹腔镜次全或全结肠切除术 3例回肠直

肠吻合器吻合 1例经下腹正中6 cm切口行回肠乙状结肠

手法吻合. 手术时间平均323 min 术中出血量平均138 mL

以肛门排气为标志术后肠道功能平均3 d恢复 术后平均住

院10.2 d. 1例出现左侧胸腔血性积液. 术后1-16 mo随访

平均排便2.5次 /d.

结论: 腹腔镜次/全结肠切除术治疗结肠慢传输性便秘是安

全 有效的方法 美容效果好 但手术时间长.

张连阳, 刘宝华, 陈金萍, 文亚渊. 腹腔镜次 /全结肠切除术治疗结肠慢传输

性便秘4例.  世界华人消化杂志  2004;12(2):480-481

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/480.asp

0   引言

结肠慢传输型便秘是指结肠运动功能迟缓 传输功能

减慢导致的便秘 临床以大便次数减少 无便意 在长

期未排便后感腹胀 常有长期应用多种接触性泻剂的

病史 病程常在5 a以上. 其发病原因尚不清楚 但存

在结肠肌间神经丛的损害 与 泻剂结肠 类似. 药物

治疗 饮食调整等效果不佳 部分需行次/全结肠切除

术治疗. 我们回顾性分析我院经腹腔镜手术治疗的结肠

慢传输性便秘4例如下:

1   材料和方法

1.1 材料  2002-04/2003-07我院腹腔镜手术治疗的结肠

慢传输性便秘4例 均为女性 平均50.4岁 结肠传输

试验证实全胃肠道传输时间在4 d以上; 均行排粪造影检

查 3例合并直肠内脱垂 1例合并盆底痉挛综合征. 肠

道功能恢复以肛门排气为标志 排便后开始进流质饮食.

1.2 方法  患者取低截石位 于脐 右上腹 右下腹

左下腹作4-5个穿刺切口 除右下腹必需采用12 mm

套管外 其他穿刺口可根据情况采用10 mm或12 mm.

根据重建肠道的方法决定结肠远端切断位置 采用吻

合器吻合则于骶岬水平切断直肠乙状结肠交界 并可

首先用腔镜下切割缝合器切断肠道 便于分离系膜时

提起结肠; 采用手法吻合则于乙状结肠下段系膜缘开

窗 暂不切断 待完成全结肠游离后 将全结肠自

腹壁小切口提出再切断. 用超声刀(harmonic scalpel 超晰

迅)剪开两侧Toldt线 脾结肠韧带和肝结肠韧带. 游离

结肠的方法有两种 可采用在边缘血管弓内侧上钛夹

后剪断的方法依次处理乙状结肠动脉 左结肠动脉

中结肠动脉和右结肠动脉 盲肠和末端回肠系膜提出

腹壁外分离 本组1例采用; 也可用超声刀在边缘动脉

弓与结肠壁间直接切割系膜的方法 可完成全结肠系

膜的分离 本组 3例采用. 至横结肠时 首先将大网

膜自结肠网膜带剥下保存. 完成全结肠游离后 扩大右

下腹穿刺切口至3-4 cm 提出全结肠 分离盲肠 回

肠系膜 切断回肠移去标本 安置抵钉座后还纳腹腔

经肛门小心插入圆形吻合器(PROXIMATE CDH29)完成吻

合; 手法吻合则于下腹正中作4-6 cm切口 提出结肠

分离盲肠 回肠和乙状结肠系膜 切断结肠和回肠 两

层法吻合 并关闭系膜裂孔. 合并子宫后倒者在腔镜下或

经小切口折叠缝合子宫圆韧带 前倾位固定子宫. 经左下

腹穿刺口留置多孔橡胶引流管1根于盆腔.

2   结果

本组4例腹腔镜全结肠切除术均成功 无中转病例. 3

例回肠直肠吻合器吻合 1例经下腹正中6 cm切口行回

肠乙状结肠手法吻合; 2例合并直肠内脱垂 子宫后倒

者行子宫圆韧带折叠子宫前倾位固定术. 手术时间平均

323 min 术中出血量平均138 mL 以肛门排气术后

肠道功能平均3 d恢复 排便时间平均3.2 d 术后平

均住院10.2 d. 术后3-5 d拔除引流管. 1例出现左侧胸

腔血性积液 经穿刺抽液后治愈. 出院时需服用易蒙停

控制排便次数2例 术后1-16 mo随访 排便次数平

均2.5次/d. 术后病理报告 4例均有黏膜慢性炎 黏膜

下血管扩张 肠壁肌层局部变薄伴肌间神经丛变性 1

例合并黏膜黑变病.

3   讨论

腹腔镜全结肠切除术文献报道较少 2003-08 以前检

索的Medline上文献报道仅30例. 腹腔镜全结肠切除术

适应证包括多原发结肠癌 家族性腺瘤性结肠息肉

病 炎症性肠病和结肠慢传输性便秘等. 腹腔镜全结肠
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切除术需2-3台监视器 位于手术台的两侧 并根据

情况上下移动监视器位置. 取低截石位 根据手术进程

调整体位 游离乙状结肠时采用头低足高位 游离横

结肠时则需头高足低位; 游离左半结肠 脾曲时左高右

低位 游离右半结肠 肝曲则右高左低位. 可采用4-

5 个穿刺切口 我们多于脐 右上腹 右下腹 左

下腹作 5 个穿刺切口 为便于使用腔镜下切割缝合

器 右下腹采用12 mm套管; 因可能更换镜头 超声

刀套管位置 其他穿刺口也均采用10 mm或 12 mm

不使用5 mm套管. 同样 术者和助手的位置也应根据

手术部位随时调整. 我们按乙状结肠 降结肠 脾

曲 横结肠 肝曲和升结肠顺序游离 游离一段

分离一段 避免重复暴露一个视野 有助于缩短手术

时间 并保证了手术的连贯性. 慢传输性便秘是良性疾

病 应保留大网膜 且横结肠游离涉及邻近脏器较

多 包括十二指肠 胰腺 脾等 是全结肠中分离

最困难的部分[1]. 完成全结肠游离后 扩大右下腹穿刺

切口至 3-4 cm 提出全结肠 进一步分离盲肠和回

肠系膜 切断回肠后即可移去全结肠标本. 有报道在完

成结肠游离后 将结肠从开放的直肠经肛管拖出 将

安置了抵钉座的回肠还纳入腹腔 关闭直肠残端 完

成吻合 不作腹部小切口 可避免切口感染 缩短

手术时间 [2].

        吻合器吻合时 安置抵钉座后于抵钉座上结扎1根

丝线后还纳入腹腔 可避免在小肠襻中寻找回肠断端

的困难. 由于吻合常位于直肠上段或直肠乙状结肠交

界 应采用弯吻合器 在直肠腔内插入时应小心避开

直肠横襞 有时会难于插到位 应轻柔 耐心. 吻合

时 由于腹腔镜大体观不如开放手术 应反复确认回

肠系膜无扭转再吻合. 另外 手助器的应用可进一步加

快全结肠的分离速度 有利于减轻操作困难 确保手

术安全 缩短学习曲线 对于操作较困难 耗时长

的完全腹腔镜全结肠切除术是一种有效的辅助方法[3].

       腹腔镜全结肠切除术由于手术范围大 涉及腹腔

内多个视野 需多次更换镜头位置和其他器械 手术

时间长 本组平均手术时间为323 min 较我们同期

的8例开放全结肠切除的276 min 延长 47 min 与文

献的平均延长30-50 min接近. Chen et al [4]报道腹腔镜辅

助全结肠切除 回肠直肠吻合术治疗家族性腺瘤性息肉

病2例 认为是安全 容易的方法. Marcello et al [1]报

道19例完全腹腔镜全结肠切除术和29例开放全结肠切

除术治疗急性中毒性结肠炎的结果 2 组的出血量接

近 虽然腹腔镜组虽然手术时间长 但腹腔镜手术术后

肠功能恢复快. 而腹腔镜全结肠切除术具有创伤小 疼

痛轻 住院短和恢复快的优点 本组及文献报道也说明

这一手术是安全 有效的 且术后患者均对外观美容效

果满意.

4     参考文献
1 Marcello PW, Milsom JW, Wong SK, Brady K, Goormastic M,

Fazio VW. Laparoscopic total colectomy for acute colitis: a
case-control study. Dis  Colon Rectum  2001;44:1441-1445

2 Inoue Y, Noro H, Komoda H, Kimura T, Mizushima T,
Taniguchi E, Yumiba T, Itoh T,Ohashi S, Matsuda H. Com-
pletely laparoscopic total colectomy for chronic  constipation:
report of a case. Surg Today  2002;32:551-554

3 Targarona EM, Gracia E, Garriga J, Martinez-Bru C, Cortes M,
Boluda R, Lerma L,Trias M. Prospective randomized trial
comparing conventional laparoscopic colectomy with hand-
assisted laparoscopic colectomy: applicability, immediate
clinical outcome, inflammatory response, and cost. Surg Endosc
2002;16:234-239

4 Chen JB, Wang HM, Chen CC. Laparoscopic-assisted opera-
tion for familial adenomatous polyposis patients-two case
reports. JSLS  2002;6:189-191

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

• 临床经验 •

内镜下氩离子凝固术治疗胃肠息肉

毛振彪, 黄介飞, 陆静娴, 俞智华, 倪润洲

毛振彪, 黄介飞, 陆静娴, 俞智华, 倪润洲, 南通医学院附属医院消化内
科  江苏省南通市  226001
项目负责人: 毛振彪, 226001, 江苏省南通市西寺路27, 江苏省南通医学院
附属医院消化内科.
电话: 0513-5052453    传真: 0513-3519878
收稿日期: 2003-06-05    接受日期: 2003-08-18

摘要

目的: 探讨内镜下氩离子凝固术(APC)对胃肠各种类型息肉

的治疗价值和安全性

方法: 广基扁平息肉19例(45枚) 行内镜下APC切除; 细

蒂息肉(蒂直径<0.8 cm)4例(4枚) 行ICC200圈套切除; 大

息肉(直径>2 cm )和粗蒂息肉(蒂直径>0.8 cm)4例(4枚) 行

内镜下金属钛夹Clip-APC序贯治疗.

结果: 内镜下APC皆能清除各种大小的广基扁平息肉 包

括位于消化道弯曲处和结肠皱襞沟病灶 Endocut高频电

刀切除细蒂息肉切口平整 无粘连和碳化 Clip-APC序
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贯治疗可完全根除大息肉和粗蒂息肉. 少数病例有腹胀不

适 无出血 穿孔等严重并发症.

结论: APC治疗广基扁平息肉简单 有效 结合智能电刀

切除细蒂息肉较其他高频电刀更为安全. Clip-APC序贯治

疗大息肉和粗蒂息肉 可根除病灶 有效止血 避免复发

有一定的临床推广价值.

毛振彪, 黄介飞, 陆静娴, 俞智华, 倪润洲. 内镜下氩离子凝固术治疗胃肠息

肉. 世界华人消化杂志  2004;12(2):481-483

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/481.asp

0   引言

氩离子凝固术(argon plasma coagulation  APC)是一种非接触

性电凝固技术 其原理是利用特殊装置将氩气离子化 通

过由钨丝电极产生的高频电能 能量被传导至靶组织产

生凝固效应. 国内外学者[1-5]经多年的临床实践 证实APC

在消化内镜治疗方面具有简便 有效 安全等优点. 本文

探讨内镜下APC治疗胃肠各种类型息肉的价值和安全性.

1   材料和方法

1.1 材料  2002-12/2003-03 因腹痛 嗳气 返酸

腹泻和便血等症状来我院行电子胃镜和电子肠镜检查

者 27 例 男 16 例 女 11 例 年龄 24-81 岁 平

均 46.2 岁. 息肉部位: 食管 2枚 胃 14枚 十二指肠

1 枚 直肠 16 枚 乙状结肠 12 枚 降结肠 6 枚 升

结肠2枚. 息肉直径: 小于0.5 cm 20枚 0.5-1.0 cm 22

枚 1.0-1.5 cm 4枚 1.5-2.0 cm 3枚 2.0-2.5 cm 2枚

大于2.5 cm 2枚. 息肉形态: 扁平型27枚 广基型18枚

亚蒂型4枚 有蒂型4枚(其中蒂直径小于0.8cm 4枚

大于0. 8 cm 4枚). 器械: 主要设备为德国ERBE公司生产

的内镜专用APC系统 氩气发生器为APC300 高频电

流发生器为Endocut ICC200 设定氩气流量为2 L/min

功率40-80 W; 胃肠道用APC探头直径2.3 mm 长2.2 m

金属夹推送器为HX-5LR-1 金属钛夹为MD-850.

1.2 方法  在电子胃镜或电子肠镜的直视下 观察胃或

结肠病灶 对于胃肠广基扁平息肉 经内镜钳道插入

氩离子凝固器导管 导管伸出内镜头端 直至病灶上

方0.5-1.0 cm处 以每次1-3 s的时间施以氩离子凝固治

疗 直至病灶表面泛白 泛黄 甚至出现黝黑样变 APC

治疗次数视病灶大小 质地情况决定. 对于息肉直径小于

2.0 cm 蒂直径小于0.8 cm者 则以Endocut ICC200圈

套器切除 切割时电凝效果设置为2 设置功率限值为

80 W; 对于息肉直径大于2.0cm 蒂直径大于0.8 cm

者 则通过内镜钳道插入金属推送器 用金属夹钳夹大

息肉近基底部的蒂柄 以色泽变紫为结扎有效的标志

2-4 wk后复查内镜 息肉残留部分再行APC治疗.

2   结果

2.1 广基扁平息肉APC治疗  19例 45枚广基扁平息肉

直径小于0.5 cm的病灶APC治疗1次 病灶创面均凝

固泛白 0.5-1.0 cm者需2-3次 1.0-1.5 cm者需3-5

次  1.5-2.0 cm需5-6次凝固治疗. 其中4枚病灶分别位

于贲门下大弯侧 十二指肠球部大弯侧 直肠-乙状结

肠弯角处和乙状结肠皱襞沟 均1次完全灼除. 本组2

例在APC治疗过程中诉腹胀 经反复抽吸气体后缓解

未出现其他并发症.

2.2 细蒂息肉Endocut ICC200治疗  4例蒂直径小于0.8 cm

的息肉 则以Endocut ICC200圈套器切除 切口平整

无粘连 碳化 烟雾等 切面无出血 穿孔等并发症.

2.3 粗蒂大息肉Clip-APC序贯治疗  4例息肉直径大于

2.0  cm 蒂直径大于0.8 cm者 则先以金属钛夹(1-3枚)钳

夹大息肉近基底部的蒂柄 完全阻断血供 则见息肉表面

色泽由红变紫 2-4 wk复查内镜见息肉坏死脱落 残留

病灶再以APC完全灼平 治疗过程中未见出血 穿孔等.

2.4 临床病理理情况  炎性息肉4例 增生型息肉10例

(其中2例胃窦扁平息肉伴有肠上皮化生和中度异型增

生) 管状腺瘤 10 例 绒毛状腺瘤 3 例.

3   讨论

根据物理学原理 电流通过离化子的氩气将使导向的

靶组织表面产生高温凝固 APC装置就是利用此工作原

理产生效应的 其具有非接触性 轴向传导 侧向传导

自动导向[6]和对深部组织损害较小[2]等特点. 近年来内镜

下APC已被国内外消化界广泛接受 主要应用于非静脉

曲张消化道出血的内镜下止血 血管畸形病变 小隆起

型病变 Barrett's 食管及晚期肿瘤的姑息治疗[1-5].

       胃肠道息肉及腺瘤具有潜在恶变的可能 内镜检查

发现时应予切除. 对于广基扁平息肉 直径小于1.5 cm

者 一般采用微波或热凝电极等治疗 尽管这 种方

法操作简单 但探头易与病灶组织发生粘连 操作者

需不断清理探头 产生的烟雾大 影响操作视野 妨

碍治疗进程; 直径大于1.5 cm广基扁平息肉可行黏膜圈套

切除术 但术中 术后胃肠道出血 穿孔有一定的发生

率 如圈套切除不彻底 病灶边缘部分残留 可引起

日后复发. APC在这方面却显示独特的优越性. 我们采用

内镜下APC治疗19例(45枚)胃肠广基扁平息肉 病灶直

径小于0.5 cm者 APC治疗1次 病灶表面凝固泛白

0.5-1.0 cm者需2-3次 1.0-1.5 cm者需3-5次 1.5-

2.0 cm 者需5-6次凝固治疗 本组患者病灶均完全灼

除. 治疗过程中探头与组织不会发生粘连 产生的烟雾

极少 不影响操作视野 单个病灶的治疗时间较短

与常规微波或热凝电极比较 更为便捷. 此外 在一

些受解剖条件限制微波 热凝电极或黏膜切除术等操

作技术的患者中 使用APC术则具有更好的灵活性和

安全性. 本组病例中有4枚病灶位于贲门口下大弯侧

十二指肠球部大弯侧 直肠-乙状结肠弯角处和乙状

结肠皱襞沟 最初拟用微波治疗 通过调整内镜操作

旋钮 变换患者体位 微波探头仍无法与病灶部位接
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触 遂改用APC 治疗 利用其非接触性 侧向传导

的特点 均完全灼平病灶.

         内镜下高频电摘除有蒂息肉是治疗消化道息肉的首

选方法. ERBE开发了新的高频电装置Endocut ICC200

其应用Power Peak系统 具有内切 弱电凝 凝固3种

功能 可感知与之接触的组织的电阻 在瞬间产生不同

的电流 电压变化 进而自动控制其输出功率. 本组4例

细蒂息肉采用ICC200治疗 均一次套切成功 切口平

整 无粘连 无碳化 无烟雾 术中 术后无出血 穿

孔等迹象 与其他高频电刀相比 显得更加方便和安全.

       大息肉和粗蒂息肉常有大血管存在 即使选择良

好的电凝 电切指数 电凝切除时即时或术后出血甚至

穿孔的可能性较大. 近年来许多学者开展的内镜直视下

尼龙圈和金属夹结扎大息肉蒂部 阻断血流后再行电

凝切除 增加了安全性[8]. 我们对4例大息肉和粗蒂息肉

采用Clip-APC序贯治疗法 即先以金属夹牢固地钳夹

息肉蒂基部 通过结扎滋生血管 使其黏膜及黏膜下组

织发生缺血 绞窄 坏死后自行脱落 2-4 wk 后对

其残留部分再行APC治疗 避免了日后复发. 我们认为

Clip-APC序贯治疗大息肉和粗蒂息肉 方法简单 疗

效确切 安全性高 有一定的临床推广价值.

        采用内镜下APC切除癌前病变是近年来消化界关

注的热点. 国外学者[7, 9]报道单用APC或联合应用APC

和黏膜切除术治疗Barrett s食管 术后随访发现大部

分病灶部位柱状上皮被鳞状上皮所取代 异型增生程

度减轻或消失. 我们应用APC治疗2例胃窦扁平状息肉

伴肠上皮化生和 级异型增生 尚在随访之中. APC治

疗癌前病变至今仍缺乏大样本 随机及回顾性的研

究 对其最终评价仍需进一步的临床实践及资料积累.

我们建议: (1)结合内镜超声检查 以了解癌前病变区域

累及胃肠壁层次和范围 仅限于黏膜层 可选用APC切

除; (2)APC治疗效果不受组织表面显色影响 为保证病

变区域完全切除 减少复发率 APC切除前应对病变区

域行常规膜染色; (3)为确保日后内镜随访病变区域的前

后一致性 正确地判断APC切除癌前病变的疗效 对所

需APC治疗的病灶均需术前定位(如注射墨汁).
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摘要

目的:  探讨内皮素与门静脉系统食管侧支等血流动力学变化

的关系.

方法: 采用放免法对24例肝硬化患者外周血浆内皮素含量

进行检测 应用内镜超声观测肝硬化患者食管曲张静脉内

径 分析曲张静脉内径与内皮素的相关性; 应用无创食管曲

张静脉测压仪测量肝硬化患者曲张静脉压力 分析曲张静

脉压力与内皮素的相关性.

结果: 肝硬化患者内皮素水平与曲张静脉内径(r =0.558

P <0.05) 压力成正相关(r =0.648 P <0.05).
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结论: 内皮素通过影响门脉及食管侧支的压力 在肝硬化

门脉高压及食管静脉曲张的发生发展中起重要作用.

肖际东, 李瑞珍, 周平, 朱文晖. 肝硬化门脉系统食管侧支血流动力学与血浆

内皮素的关系. 世界华人消化杂志  2004;12(2):483-485

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/.483asp

0   引言

肝硬化门脉高压时存在严重的门脉系统血流动力学紊

乱 其原因可能与体内某些血管活性物质有关[1-12] . 其

中以内皮素备受人们关注[1-12]. 我们测定肝硬化患者外周

血浆内皮素的水平 并采用内镜超声及无创测压仪等

先进设备 研究肝硬化患者食管侧支血流动力学各项

指标的变化与血浆内皮素水平的关系如下.

1   材料和方法

1.1 材料  ACUSON128XP/10彩色多普勒超声仪 探头

频率2.5-7.5 MHz 为扇扫电子相控阵变频探头 取样容

积1-10 mm  内镜超声Olympus PV240型. 我院门脉高压

中心研制的食管曲张静脉测压仪. SN-695B型智能放免 r

检测仪 LD5 -2A离心机 电热恒温水温箱. -70 低

温冰箱. 肝硬化来自2002-05/11住院患者 均为住院乙

型肝炎后肝硬化及酒精性肝硬化并发食管静脉曲张患者

共24例 其中男18例 女6例 年龄31-68岁.

1.2 方法  清晨空腹抽静脉血 2 mL 注入含 100 g/L

EDTA二钠30 uL和抑肽酶40 uL的试管中混匀 4 

3 000 r/min 离心10 min 分离血浆-70 保存标准待

测. 试剂盒由北京东亚免疫技术研究所提供 采用非平

衡竞争法测定血浆中ET 的含量 I-ET与标准或样品同

时竞争地与内皮素抗体结合 根据样品管中放射性含

量直接从标准曲线上查出相应的内皮素含量. 应用内镜

超声观测食管黏膜下静脉的内径 选择管径最大的一

根予以记录 并按Nobuhiko 标准分级; 应用无创测压

仪贴壁测量曲张静脉的压力. 压力测量3次 取平均值.

        统计学处理  采用SPSS11.0 统计软件包 所有数据

以均数 标准差表示 两组数据间相关性应用直线相

关性分析.

2   结果

肝硬化患者内皮素与曲张静脉内径具有正相关(r =0.558

P <0.05). 曲张静脉压力与内皮素水平具有正相关(r = 0.648

P <0.05).

3   讨论

门静脉压的升高是食管曲张静脉等门静脉侧支形成及

发展的起始 也是最重要的因素. 内皮素可通过增加肝

内及侧支血管阻力 同时参与门脉高动力循环使门脉

压升高 参与曲张静脉的发生发展. 其次 高动力循环

使通过胃食管曲张静脉从门静脉分流入体循环的血流

量增加 这也是静脉曲张和不断扩张的重要因素. 内皮

素等多种血管活性物质可引起水钠潴留 引起血容量

增加 促进食管侧支的形成. 侧支血管的阻力是曲张静

脉压的重要决定因素 也是曲张静脉扩张和破裂的因

素. Chan et al [13]应用内皮素-1 发现可直接对侧支血

管有收缩作用 从而增加侧支血管阻力. Ohtam et al [14]

发现 门脉高压食管黏膜下静脉与对照组比较 内皮

素-1 蛋白 ETAR ETBRmRNA显著增多 门脉高压

引起内皮素-1在食管黏膜下静脉过度表达. 这些基础研

究说明在肝硬化动物模型中 内皮素-1可调节门脉侧

支血管阻力 从而调节食管曲张静脉压. 我们证实了在

肝硬化食管静脉曲张的患者中 内皮素与曲张静脉压

有相关性; 这与动物模型的研究一致. 因此 在肝硬化患

者中 内皮素可能作用于曲张静脉等侧支血管 引起侧

支阻力增加 从而使曲张静脉压增加. 食管曲张静脉压

力测定近年受到日益重视 被认为是预测食管曲张静

脉破裂出血的最主要指标. 曲张静脉压力的大小及突然

变化的幅度是决定曲张静脉是否破裂的重要因素. 前瞻

性研究表明 当食管曲张静脉压力大于2.03 kPa 出血

可能性为78%[15]. 内皮素是调节曲张静脉压的重要活性

物质 内皮素水平的调控 对曲张静脉压增高导致的曲

张静脉破裂出血治疗有重要意义. 临床发现应用内皮素

拮抗剂及相关药物治疗曲张静脉破裂出血有效 本研

究为此提供理论依据.

4     参考文献
1 姚冬梅, 姚希贤, 杨川杰, 冯志杰, 房红梅, 高军萍. 肝硬化不同病
期ET-1, NO对离体肝脏血流动力学的调节作用. 世界华人消化
杂志  2003;11:726-729

2 Liu F, Li JX, Li CM, Leng XS. Plasma endothelin in patients
with endotoxemia and dynamic comparison between vaso-
constrictor and vasodilator in cirrhotic patients. World J
Gastroenterol  2001;7:126-127

3 Vaughan RB, Angus PW, Chin-Dusting JP. Evidence for al-
tered vascular responses to exogenous endothelin-1 in pa-
tients with advanced cirrhosis with restoration of the normal
vasoconstrictor response following successful liver
transplantation. Gut  2003;52:1505-1510

4 Fiorucci S, Antonelli E, Morelli A. Nitric oxide and portal
hypertension: a nitric oxide-releasing derivative of
ursodeoxycholic acid that selectively releases nitric oxide in
the liver. Dig Liver Dis  2003;35(Suppl 2):S61-69

5 Yao D, Yao X, Yang C, Feng Z, Fang H, Gao J. Effects of ET-1
on isolated perfused rat liver and vascular rings at two stages
of cirrhosis. Zhonghua Yixue Zazhi  2002;82:1565-1568

6 Yang L, Liu X, Fu H, Qiang O, Huang M. TGF beta 1 and ET-
1 expression in the peripheral blood of patients with cirrhosis
Huaxi Yike Daxue Xuebao  2001;32:202-203

7 Yokomori H, Oda M, Yasogawa Y, Nishi Y, Ishii H. Signal
detection of endothelin receptor subtypes in human cirrhotic
liver by a new in situ hybridization method. Med Electron
Microsc  2000;33:207-216

8 Zhan Q, Guo J, Tang J. Alternation of the level of plasma
calcitonin gene related peptide and endothelin-1 in liver
cirrhosis. Zhonghua Neike Zazhi  1999;38:91-93

9 Hasegawa T, Kimura T, Sasaki T, Okada A. Plasma endothelin-
1 level as a marker reflecting the severity of portal hypertension
in biliary atresia. J Pediatr Surg  2001;36:1609-1612

10 Kojima H, Sakurai S, Kuriyama S, Yoshiji H, Imazu H,

484                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 2月 15 日  第 12 卷  第 2 期



Uemura M, Nakatani Y, Yamao J, Fukui H. Endothelin-1 plays
a major role in portal hypertension of biliary cirrhotic rats
through endothelin receptor subtype B together with subtype
A in vivo. J Hepatol  2001;34:805-811

11 张喆颖, 任锡玲, 姚希贤. 内皮素与一氧化氮在肝硬变血流动力
学紊乱中的作用. 华人消化杂志  1998;6:588-590

12 张弛, 刘建军, 王吉耀. 选择性内皮素受体拮抗剂对肝硬变门脉高
压症大鼠血流动力学的影响. 世界华人消化杂志  2000;8:1339-1344

13 Chan CC, Wang SS, Lee FY, Chang FY, Lin HC, Chu CJ, Chen
CT, Huang HC, Lee SD. Endothelin-1 induces vasoconstric-

tion on portal-systemic collaterals of portal hypertensive rats.
Hepatology  2001;33:816-820

14 Ohta M, Pai R, Kawanaka H, Ma T, Sugimachi K, Sarfeh IJ,
Tarnawski AS. Expression of endothelin-1, and endothelin A
and B receptors in portal hypertensive esophagus of rats. J
Physiol Pharmacol  2000;51:57-67

15 Kravetz D, Bildozola M, Argonz J, Romero G, Korula J, Munoz
A, Suarez A, Terg R. Patients with ascites have higher variceal
pressure and wall tension than patients without ascites. Am J
Gastroenterol  2000;95:1770-1775

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

• 临床经验 •

大黄与促肝细胞生长素联合治疗重型肝炎

黄以群, 林珍辉, 纪树梅, 王   喻, 王崇国

黄以群, 林珍辉, 纪树梅, 王喻, 王崇国, 中国人民解放军第一八零医院
肝病研究中心  福建省泉州市  362000
项目负责人: 黄以群, 362000, 福建省泉州市, 中国人民解放军第一八零医
院肝病研究中心.  180hyq@sina.com
电话: 0595-2668811    传真: 0595-2777800
收稿日期: 2003-06-17    接受日期: 2003-07-24

摘要

目的:  探讨大黄和促肝细胞生长素(PHGF)联合治疗重型肝

炎的疗效机制.

方法: 35 例患者随机分成两组 在其他综合治疗的基础

上 治疗组18例 采用大黄联合PHGF治疗 对照组17例

采用门冬氨酸钾镁治疗 疗程各6 wk. 疗程中定期观察两

组治疗前后肝功能 血氨 血浆内毒素(LPS)及肿瘤坏死因

子-α(TNF-α)和 IL-6 IL-8的变化.

结果: 治疗后4 wk 治疗组ALT TBIL LPS 血氨及

IL-6 IL-8和TNF-α值分别为83.25 33.17 103.35
75.51 22.74 15.37 77.23 35.64 62.34 5.37

188.86 16.54 2.84 0.66与对照组对比有显著性差异

(P <0.05 P <0.01) 治疗后6 wk 治疗组ALT TBIL

LPS 血氨及IL-6 IL-8和TNF-α值分别为56.31 36.32
64.34 56.28 16.68 9.31 51.64 34.17 49.58

5.16 138.83 12.67 2.35 0.23 与对照组对比有显

著性差异(P <0.05 P <0.01).

结论: 大黄联合PHGF对肝坏死有明显保护作用 其机制

可能与抑制内毒素 TNF-α IL-6 IL-8等炎症物质的
产生有关 二者合用疗效更佳.

黄以群, 林珍辉, 纪树梅, 王喻, 王崇国. 大黄与促肝细胞生长素联合治疗重型

肝炎. 世界华人消化杂志  2004;12(2):485-487
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0   引言

重型肝炎中血氨 血浆内毒素(LPS)及细胞因子(TNF-

α IL-6 IL-8)等有害因素明显升高 影响着重型
肝炎的治疗效果及预后. 为提高治愈率及生存率 我院

于2000-08/2003-02用大黄联合促肝细胞生长素(PHGF)

治疗重型肝炎18例 观察肝功能 血氨 LPS TNF-α
和 IL-6 IL-8 的变化 现将结果报道如下:

1   材料和方法

1.1 材料  2000-08/2003-02住院乙型肝炎患者35例

随机分成2组 治疗组18例 男12例 女6例 平均

41.2岁. 按临床分型: 急性重型6例 亚急性重型8例

慢性重型 4 例. 对照组 17 例 男 12 例 女 5 例 平

均39.4 岁. 按临床分型: 急性重型6例 亚急性重型7

例 慢性重型 4例. 上述两组性别 年龄 病情 病

程比较无显著性差异. 所有病例均参照2000年西安制定

的 病毒性肝炎防治方案 诊断标准 [1 ].

1.2 方法  治疗方法: 两组疗程均为6 wk. 基础治疗相同(给

血浆 白蛋白 支链氨基酸 甘草酸二胺 维生素C及

其他对症治疗). 治疗组(18例): 口服生大黄粉6-10 g/d 分

2-3 次 以温开水调成稀糊状口服或胃管注入胃中;

PHGF (空军广州医院制备) 100-120 mg加入100 g/L葡

萄糖250 mL内静滴 1次 /d. 对照组(17例): 门冬氨酸钾

镁 30 mL加入100 g/L葡萄糖250 mL内静滴 1次/d. 实

验检测: (1)疗程中及时观察主要症状及体征变化. (2)治

疗前(0 wk)及治疗后2 wk 4 wk 6 wk取血分别常规检

测谷丙转氨酶(ALT) 总胆红素(TBiL)及血氨; 双抗体夹

心ELISA法检测TNF-α IL-6 IL-8; 鲎基质定量法
检测血浆内毒素. (3)疗效判断: 显效: 疗程结束时 临

床症状消失或明显改善 肝无肿大 ALT 及 TBiL 降
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至正常. 有效: 疗程结束时 临床症状好转 肝肿大缩

小 ALT及 TBiL降至治疗前50%以上. 无效: 全疗程

治疗后 临床和生化指标无改善或加重. 死亡: 治疗过程

中 病情恶化死亡.

        统计学处理  实验数据以mean±SD表示 采用 t检
验及 χ2检验 所有数据均利用SAS 软件分析.

2   结果

2.1 疗效  两组疗效对比有显著性差异(P <0.01) 表明

大黄联合PHGF治疗重型肝炎具有很好的疗效(表1).

表1  两组疗效比较

组别  n 显效 有效 无效 死亡        有效率%

治疗组 18    7    4    3   4       61.11

对照组 17    3    3           4   7               35.29

P值      < 0.01

2.2 治疗后2组肝功能 血氨 LPS 及TNF-α IL-
6 IL-8的变化  于治疗后4 wk 2组血浆中ALT TBiL

LPS 血氨 IL-6 IL-8 和 TNF-α经配对 t 检验 t

表2  不同时间2 组血清中肝功 血氨 LPS 及细胞因子的变化(mean±SD)

组别     ALT (U/L)                TBiL (µmol/L)              LPS (µg/L)           血氨 (µmol/L)             IL-6 (µg/L)          IL-8 (µg/L)         TNF-α (µg/L)

治疗组

     0 wk 418.85 251.74          413.27 115.61         63.78 22.31        163.24 67.23          97.23 6.15       323.56 24.52         4.78 0.54

     2 wk 284.13 64.81             221.62 78.36                  33.24 18.54          121.37 32.21            74.28 4.36         271.25 17.84            3.68 0.75

     4 wk   83.25 33.17 a          103.35 75.51a            22.74 15.37a          77.23 35.64b           62.34 5.37a       188.86 16.54a          2.84 0.66a

     6 wk   56.31 36.32 a             64.34 56.28a            16.68 9.31b            51.64 34.17b           49.58 5.16a       138.83 12.67b          2.35 0.23b

对照组

     0 wk 427.26 273.65          395.37 103.82        63.81 25.46         166.33 65.83         95.38 6.84        337.35 25.74         4.81 0.48

     2 wk 325.26 138.12          244.32 94.04          39.81 29.58         131.45 57.24         76.58 5.06        284.52 22.94         3.71 0.68

     4 wk 126.62 81.52           165.83 94.27           36.07 21.24         116.45 46.73         67.42 5.81       202.28 19.78          3.31 0.45

     6 wk   89.73 57.41           113.36 67.23           28.21 12.36          87.14 35.48         54.36 5.68        151.41 13.68         2.81 0.63

aP <0.05, bP <0.01 vs 对照组.

值分别为2.083 2.170 2.136 2.801 2.688 2.182

2.448 (P <0.05 P <0.01) 治疗后6 wk 2组经配对 t

检验 t值分别为2.071 2.344 3.129 3.016 2.612

2.824 2.893 (P <0.05 P <0.01) 表 2.

2.3 副作用  大黄副作用小 主要是腹泻 味苦 偶

见胃痛 纳差; PHGF副作用小 偶见局部胀痛. 均不

需特殊处理 所有患者均可耐受.

3   讨论

体内高活性TNF-α IL-6 IL-8与内毒素血症有关
内毒素是TNF-α的强诱导剂 而TNF-α在体内也能
诱导肝细胞合成 IL-6 IL-8 等 这些细胞因子可引

起肝内异常免疫反应 介导肝细胞损伤 坏死[2-3] 因

此减轻内毒素血症 可降低血清高活性TNF-α IL-
6 IL-8 水平 减轻肝细胞损伤.

       重型肝炎时机体免疫功能低下 肝脏解毒能力差

容易出现高血氨及内毒素血症. 大黄性苦寒 具有攻积

通便 泻火凉血 活血祛瘀 利胆退黄 清泄湿热等功

效 通过大黄导泻可使肠道内病原体及各种有毒物质

排出体外 抑制肠道内毒素的吸收 显著降低内毒素血

症. 现代实验证实 大黄能抑制体液免疫 增强细胞

免疫 具有免疫调控 稳定机体内环境 修复肝细胞等

作用. 大黄治疗重型肝炎的作用机制: (1) 阻断内毒素诱

生TNF-α IL-1 IL-6等细胞因子[4-5]; (2)刺激肝细胞
DNA的合成 稳定肝细胞膜 促进肝细胞再生[6]; (3) 增

强Kupffer细胞功能 提高肝脏清除内源性及外源性内

毒素的能力 促进肝功能恢复[7]. PHGF是从乳猪新鲜肝

脏提取的多肽类活性物质 能刺激肝细胞DNA的合成

促进肝细胞再生; 提高肝脏清除内源性及外源性内毒素

的能力; 可阻断诱生TNF-α IL-6 IL-8 等的过程
降低体内TNF-α IL-6 IL-8 等细胞因子的活性
逆转重型肝炎的病理过程[8-9].

        血氨升高是重型肝炎发生肝性脑病的重要诱因之

一[10] 经研究发现治疗组血氨下降明显高于对照组

表明大黄联合PHGF可以显著降低患者体内血氨的水

平 对防治肝性脑病及减轻肝脏负担有很好的疗效.另

研究结果显示治疗组内毒素 TNF-α IL-6 IL-8
下降明显高于对照组 因内毒素 TNF-α IL-6
IL-8 等有害物质减少 从而缓解肝脏炎症凋亡及坏

死 减轻肝内胆汁淤积 促进肝细胞再生. 表明大黄联

合PHGF不仅能明显降低血浆中内毒素 TNF-α IL-
6 IL-8的产生 而且可明显退黄 降酶 改善肝细胞.

目前国内有关大黄或PHGF治疗病毒性肝炎疗效的报道

较多 但二者联合的报道甚少 我们研究的结果提示大

黄联合PHGF对肝坏死有明显保护作用 其机制可能与

抑制内毒素 TNF-α IL-6 IL-8 等炎症物质的产
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生有关 且二者合用副作用小 安全 是目前治疗

重型肝炎较为理想的联合用药.
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摘要

目的: 观察5  km长跑对新兵胆囊排空及胃肠激素的影响.

方法: 采用实时超声和放免技术检测36名新兵5 km长跑前

后胆囊排空及血浆胆囊收缩素( C CK ) 血浆胃动素

(MTL) 血管活性肠肽(VIP)和生长抑素(SS)水平的变化.

结果: 长跑后空腹及脂餐后胆囊排空指数 MTL水平均明

显低于长跑前 且MTL与胆囊排空指数呈正相关(r 空腹=

0.78 r餐后=0.89 P <0.01) 长跑前后空腹血浆CCK水

平比较无显著性差异 长跑后脂餐后血浆CCK水平低于长

跑前 脂餐后CCK与胆囊排空指数呈显著正相关(r =0.86

P <0.01). 长跑后VIP水平在空腹及脂餐后均明显升高. 血浆

SS水平长跑前后比较差异无显著性.

结论: 剧烈运动使空腹及餐后胆囊排空下降 血浆促胃肠

动力激素(MTL  CCK)水平下降 抑制胃肠动力激素(VIP)

水平升高 SS无明显变化.

李小丽, 郝悦, 杨风江, 邹勤, 李智力, 李晓春. 5 km长跑对新兵胆囊排空及胃

肠激素的影响.  世界华人消化杂志  2004;12(2):487-488

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/487.asp

0   引言

部队常因军事训练 剧烈运动而引起消化道动力学及

胃肠激素水平的变化. 目前剧烈运动对胆囊排空及胃肠

激素水平改变研究甚少. 我们通过5  km长跑观察和研

究胆囊排空及胃肠激素水平的变化 为预防新兵剧烈

运动对消化功能产生的影响提供理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  受试者系武警某部队新兵连战士36例 均

为男性 年龄 16-18 岁 平均 17.4 岁 入伍后首次

参加 5 km 长跑 所有受试者近期无消化不良 并经

B超 X线及有关实验室检查排除各系统器质性疾患.

1.2 方法  受试者5 km长跑前1 d 晨起空腹静脉抽血

6 mL 并行实时超声检查 然后食油煎鸡蛋二枚. 分

别于脂餐后30 min 40 min 50 min 60 min 行超

声检查. 并于60 min 时抽血6 mL. 测定胆囊排空率及胃

肠激素水平.  新兵长跑后第2 d空腹及脂餐后行以上同

样检查. 胆囊排空测定 采用仪器为美国HP1500型彩

超仪 探头频率为3.5 MHz. 均由1人操作 受检者取

平卧位及右侧卧位 选择显示胆囊最大长径a 横径

b 前后径c. 计算胆囊容积(gallbadder  volume  GBV)

和胆囊排空指数或胆囊排空率( GBEF) 胆囊排空指数

或胆囊排空率( GBEF)用下列公式计算.  GBV= /6abc=

0.52abc;  GBEF (空腹胆囊容积 脂餐后某一时刻胆囊

容积)/ 空腹胆囊容积 100%.

        血浆胃肠激素测定: 取血样加入90 µL质量分数为
100 mg/L 乙二胺四乙酸二钠和90 µL抑肽酶试管中混
匀 -4 离心. 取血浆 -20 以下保存. MTL 试剂

盒为北京东亚免疫研究所提供 CCK 试剂盒为瑞典

Euro-Diagnostica公司提供 VIP SS试剂盒均为美国
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Diasorin 公司提供 严格按说明操作.

       统计学处理  所有实验数据以mean±SD表示 采用
NOSA统计软件分析处理.

2   结果

2.1  5 km长跑后空腹及脂餐后各时间段胆囊排空指数均

低于长跑前 差异均有显著性(表1).

表1  5 km长跑前后空腹及餐后不同时相胆囊排空指数(n=36, mean±SD)

    空腹       脂餐后

级别             30 min       40 min         50 min      60 min

长跑前 16.65 6.0  34.9 11.6 38.9 9.8  47.9 1.3 54.7 9.1

长跑后 11.97 6.0a  21.7 9.5b  22.0 7.1b  26.8 7.1b 32.5 8.1b

aP <0.05 vs长跑前; bP <0.01 vs 长跑前.

2.2 血浆胃肠激素测定结果   长跑后空腹及脂餐后血浆MTL
均低于长跑前 长跑后脂餐后CCK水平低于长跑前脂餐
后水平 而空腹时CCK在长跑前后无明显变化. VIP空腹
及脂餐后长跑后水平均高于长跑前 有显著差异. 空腹及
餐后SS水平长跑前后无明显差异. 相关分析表明 空腹及
脂餐后MTL和脂餐后CCK与胆囊排空呈正相关(r 分别为
0.78 0.89  0.92  P <0.01). 空腹及脂餐后VIP与胆囊排空指

数呈负相关 (r分别为-0.76 -0.44 P <0.01)(表2).

表2  5 km长跑对血浆胃肠激素水平的影响(n=36, mean±SD)

                                        空腹               脂餐后60 min

  长跑前          长跑后         长跑前           长跑后

MTL (ng/L)  209.7 42.2   98.6 19.3a   218.3 19.3  113.3 26.1a

CCK (ng/L)  145.6 35.9 131.7 22.8  248.1 18.2 170.6 31.5a

VIP (ng/L)     16.5 4.9     20.4 1.6a       15.3 4.3     20.3 4.0a

S S (ng/L)      17.5 8.0     15.6 4.9       8.6 4.8        9.7 7.0

aP <0.01 vs剧烈运动前.

3   讨论

剧烈运动对胆囊排空可产生影响. 剧烈运动后 使机体

处于一种较强的生理性(驱体性)应激状态.  应激可使大

脑皮层兴奋性增高 刺激下丘脑-垂体-肾上腺轴释放

多种激素 引起血浆胃肠激素的变化. Jonsson et al [1]研

究发现 胃泌素 胆囊收缩素CCK和生产抑制素(SS)均

为对应激刺激敏感激素. 而血浆胃动素(MTL) 胆囊收缩

素(CCK) 是胆囊动力的重要激素. 消化间期MTL呈周期

性释放 可调节消化间期胆囊的活动 促使胆囊收缩

排空胆汁[2]. 脂餐后胆囊收缩主要与CCK有关. CCK是脂

餐后胆囊收缩 oddi 括约肌舒张和胆汁排空的主要生

理调节因子[3]. 本实验显示剧烈运动后空腹及脂餐后胆囊

排空指数明显低于长跑前 空腹血浆MTL值明显低于

长跑前 VIP值明显高于长跑前 脂餐后血浆MTL CCK

值明显低于长跑前 VIP值明显高于长跑前 剧烈运动

组胆囊排空指数分别与MTL CCK水平呈显著正相关

与VIP水平呈负相关. 实验结果表明SS水平在剧烈运动

前后无明显变化.

        故认为 5 km 长跑 特别对新兵是一种较高强度

的驱体性应激 所以新兵训练期间 应科学制定训练

计划 重视饮食调节及机体卫生保健工作 进行适当

的预防性治疗 有利于改善剧烈运动对消化功能产生

的不良影响 减少或杜绝部队的非战斗减员具有深远

意义.
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摘要

目的: 分析41例药物性肝病的病因和临床特点 以加深临

床医师对该病的认识.

方法: 根据患者服药史 临床表现 肝功检查作出综合判断.

结果: 引起肝病的有关药物中 中药类占36.6% 抗结核

类药占19.5% 抗肿瘤类药占17.1% 抗菌素类药占7.3%

激素类药占7.3%. 其他药物还包括抗甲状腺类药 解热镇

痛类药和镇静催眠类药. 临床分型: 急性药物性肝病38例
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慢性药物性肝病3例.经停药后治疗 有92.6%的病例预

后良好 有2例亚急性重症肝炎患者死亡.

结论: 临床医师应重视药物性肝病的预防 诊断和治疗.

苏淑慧, 王春平, 李迎新, 冯永毅. 药物性肝病41例. 世界华人消化杂志  2004;

12(2):488-490

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/488.asp

0   引言

近年来 随着临床应用药物种类的迅速增多 药物性

肝损害的发生率也随之增加. 据统计 药物性肝损害的

发生率仅次于皮黏膜损害和药物热.我们通过对我科

1996-11/2003-04确诊的41例药物性肝病进行临床分析

以加深临床医师对药物性肝病病因和临床表现的认识.

1   材料和方法

1.1 材料  41 例患者中 男29例 女 12例 年龄 9-

78岁 平均年龄46.7岁. 19 岁以下1例 20-39岁 12

例 40-59 岁 13 例 60 岁以上 14 例.

1.2 方法

1.2.1 诊断依据  (1)给予药剂后 大多于1-4 wk 内出

现肝损害表现 但也可于数月后才出现肝病的表现. 少

数的潜伏期可更长. (2)初发症状可有发热 皮疹 瘙

痒等. (3)周围血液嗜酸性粒细胞大于6%. (4)有肝内胆汁

淤积或肝实质细胞损害的病理和临床特点. (5)巨嗜细胞

或淋巴细胞转化实验阳性. (6)HBsAg 抗 -HBc 抗

HAV-IgM 抗HCV HDV和抗HEV阴性. (7)偶然再

次给药后可发生肝损害.如有(1) 加上(2)-(7)中的任何

2条 即可考虑为药物性肝病.本组病例均符合上述诊断

标准.

1.2.2 用药后发病时间及所用药物种类  用药后出现肝损

害时间为: 1-2 wk发病6例 2-4 wk发病8例 4-6 wk

发病14例 6-8 wk发病8例 8 wk以上发病5例(表1).

1.2.3 临床表现  症状: 乏力 34 例 纳差 32例 尿黄

25 例 腹胀 5 例 皮肤瘙痒 5 例 发热 7 例 恶心

6例 肝区痛2例. 体征: 皮肤巩膜黄染22例 肝区叩

痛 9 例 肝大 8 例 皮疹 2 例 腹水 2 例 肝掌阳

性2例.

1.2.4 实验室检查及辅助检查  谷丙转氨酶(ALT)升高39

例 异常范围46-1 500 U/L以上. 谷草转氨酶(AST)升

高 38 例 异常范围47-1 500U/L 以上 碱性磷酸酶

(ALP)升高38例 异常范围112-1 155U/L γ-谷氨酰
氨基转酞酶(GGT)升高37例 异常范围83-971 U/L 总

胆红素(TBiL)升高35例 异常范围22.7-493 µmol/L.直接
胆红素(DBiL)占总胆红素比值在60%以上者29例.胆碱

酯酶(CHE)下降者21例 异常范围在618-5 210 u/L. 40

例患者甲 乙 丙 丁 戊及庚型肝炎病原学均阴

性. 1例患者为乙肝病毒慢性携带者. 41例患者均行腹部

B 超检查 显示肝回声浓密者 31 例 脾厚 5 例 肝

弥漫性损害4 例 慢性肝损害3 例 脂肪肝3 例 腹

水2例. 有 6例行肝穿检查 病理均证实为药物所致肝

损害.

1.2.5 并发症  低钾血症11例 肝性脑病3例. 肝肾综合

征2例 腹水2例 腹膜炎1例 上消化道出血1例.

1.2.6 治疗及转归  经停用有关或可疑药物 卧床休

息 保肝 降酶 退黄 加强支持治疗及积极治疗各种

并发症等综合措施 治愈13例 好转 25例 治愈好

转率达92.6%. 平均住院41.3 d. 无效自动出院1例. 2例

因亚急性重型肝炎并肝肾综合征死亡.

表1  引起药物性肝损害药物名称 例数及比率

药物名称  n 比例              药物名称 n 比例

1中药类 15 36.6%          4抗菌素类药 3            7.3%

藏红花          先锋霉素

青黛          头孢三嗪

雷公藤        5 激素类药 3 7.3%

复方中药汤剂       6 抗甲状腺类药 2 4.9%

复方中成药          他巴唑

2抗结核类药    8 19.5%         7 解热镇痛药 2 4.9%

异烟肼         扑热息痛

利福平         安乃近

吡嗪酰胺       8 镇静催眠药 1 2.4%

3抗肿瘤类药    7 17.1%            安定

5-氟尿嘧啶

环磷酰胺

羟基喜树硷

长春新硷

2   结果

从表1中可以看出引起肝病的有关药物中 中药类占

36.6% 抗结核类药占19.5% 抗肿瘤类药占17.1%

抗菌素类药占7.3% 激素类药占7.3%.其他药物还包

括抗甲状腺类药4.9% 解热镇痛类药4.9%和镇静催

眠类药2.4%.

3   讨论

肝脏在药物代谢中起着非常重要的作用 许多药物在

肝内经过生物转化(氧化 还原 水解 结合反应)而

清除. 这些药物本身或其代谢产物可引起肝脏损害[1]. 最

近 美国医学会杂志公布的一份材料表明 药物引起的

肝病或肝损伤在药物不良反应中占有重要的位置[2].  药

物引起的肝脏损害通常取决于两个因素 一是药物对

肝脏的损害程度 二是机体对药物的反应. 因此 药物

性肝病的发病可能是直接的或间接的 引起药物性肝

病的药物几乎包括临床各科应用的药物[3]. 我科 1996-

11/2003-04共收治41例被确诊的药物性肝病患者 其

中有20例患者入院时误诊为病毒性肝炎 急性黄疸型

肝炎 有3例误诊为肝外梗阻性黄疸 有2例误诊为
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肝炎后肝硬化并发腹水. 本组病例中 引起肝损害的药

物以中药类 抗结核类药 抗肿瘤类药多见 所占比例

分别为: 36.6% 19.5% 17.1%. 分析中药所占比例高

的原因与本组60岁以上老年人所占比例较高有关 老

年人共 14 例 占病例总数的三分之一 而大多老年

人发病是服治疗骨质增生 银屑病 白癜风的中药所致.

成年人则以服抗结核类药 抗肿瘤类药物多见. 在我国

许多人片面认为中药无副作用 比西药安全 可近年报

告表明 中药引起的肝损害并不少见[4]. 从本组资料总结

的结果来看 中药所致肝损害占 36.6% 高居首位

应引起广大临床医师足够重视.

        药物性肝病的临床表现和实验室检查常无特异性

易被误诊为病毒性肝炎 阻塞性黄疸等肝胆疾病. 在我

国人群中 HBsAg的携带率很高 这种患者一旦发生

药物性肝病常常被诊为慢性乙型肝炎 而不去深究其

用药史 从而使诊断误入歧途.

      药物性肝病重在预防 每个患者在药物治疗期间

特别是用新药治疗时 要注意监视各种毒副反应 定

期测定血象 尿液 胆红素 转氨酶和碱性磷酸酶 一

旦出现肝功能异常或黄疸应立即停药. 给予甘利欣 谷

胱甘肽降酶 保肝治疗 茵栀黄或复方茵陈退黄 及时

治疗各种并发症 大部分患者预后是很好的[5]. 近年来

用谷胱甘肽治疗药物性肝损害取得了显著疗效 [6]. 本组

41 例患者经过住院治疗后 治愈好转率达92.6% 1

例治疗无效 放弃治疗自动出院 2 例因亚急性重型

肝炎肝肾综合征死亡(死亡患者中 其中 1 例 52 岁

有乙肝病毒慢性携带病史及特发性血小板减少性紫癜

病史 另1例年龄78岁 平时无慢性基础性疾病). 对

死亡病例的分析提示我们: 遇有基础性疾病及高龄患

者 一旦出现药物性肝损害 病情发展快 易发展为重

型肝炎 死亡率高.临床医师应高度警惕. 做到要详细

询问病史 特别是近期的服药情况 早期作出正确的诊

断 不延误病情. 对有药物性肝损害病史者 应避免

再度给予相同或化学结构类似的药物.
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摘要

目的: 对345例数字化成像结肠双对比造影进行分析 并

用103例传统法结肠造影比较 探讨数字化成像双对比造

影的应用优势.

方法: 345 例 男 224 例 女 121 例 年龄 1 月 -81 岁

有不同程度的腹部疼痛298例 (86.4%) 腹胀137例 (39.7%)

便秘75例(21.7%) 便血60例(17.4%)的患者进行数字化

成像结肠双对比造影检查 最后检出阳性病例均以手术或

病理证实 并回顾性与103例传统法结肠造影结果作对比.

结果: 数字化成像结肠双对比造影在345例中 正常和无器质

改变26例 结直肠癌48例 其中早期癌5例 溃疡性结肠炎

30例 肠息肉12例 肠结核10例 结肠炎174例 总阳性

检查率达92.5% 结肠癌检出率13.9% 其中早期癌占10.4%.

传统法结肠造影103例中结肠癌5例(4.8%) 肠息肉2例(1.9%)

肠结核3例(2.9%) 先天性巨结肠3例(2.9%) 结肠炎41例(40%)

其他8例(7.8%) 总阳性检查率61.3%. 早期癌检出率0%.

结论:  数字化成像结肠双对比造影检查比传统法结肠造影检

查的病变检出率高 在早期病变的检出率最为明显.

何发清, 官泳松, 王小林, 郭兵文, 孙龙. 数字化成像结肠双对比造影检查345

例. 世界华人消化杂志  2004;12(2):490-491

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/490.asp

0   引言

随着数字化成像技术 图像后处理技术的研究开发
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一批数字化综合X线机已应用于临床. 胃肠道造影是临

床广泛应用的一项常规检查技术 为探讨数字化成像

结肠双对比造影的特点与优点 笔者将其与传统法结

肠造影进行了分析 评价[1-2].

1   材料和方法

1.1 材料  共 345 例病例 男224例 女121例 年龄

1月-81岁 有不同程度的腹部疼痛298例 (86.4%) 腹

胀137例(39.7%) 便秘75例(21.7%) 便血60例(17.4%)

的患者进行数字化成像结肠双对比造影 最后检出阳

性病例均以手术或病理证实 并回顾性与103例传统法

结肠造影结果作对比. 有不同程度的腹部疼痛 腹胀

便秘 血大便等. 日立 TU-130XF数字胃肠机 混悬

硫酸钡剂 柯尼卡Li-10A 激光相机 激光胶片 自

动灌肠机 改进的注气灌肠用具一套.

1.2 方法  充分准备肠道 检查前1 d低纤维饮食 22: 00

左右服用蓖麻油40 mL 适量饮水. 检查当日08: 00清

洗灌肠两次后 于09: 30/10: 30钟检查. 造影剂钡浆浓

度为700-1 000 g/l 250-300 ml 置入肠管后 患者

取仰卧位 可适当倾斜检查床(头低 10-15o) 在透视

下 注入钡浆 一般钡浆头到达结肠脾曲即停止 然后

注气 700-1 000 mL 至升结肠扩张至约5 cm即可停止

注气 拔除肛管 让患者在检查床上翻滚 3-4 wk

且钡剂在结肠表面形成良好涂布即可摄片. 按常规方法

分段分区摄取仰 俯卧位双对比像 可根据需要对病变

部位进行体位暴露 在回放中根据需要进行取舍 调节

窗宽 窗位 进行打印 一般 12 帧图像.

2   结果

在345 例中 正常与无器质改变26 例 结直肠癌48

例 其中早期癌 5 例 溃疡性结肠炎 30 例 肠息肉

12 例 肠结核10 例 憩室 8 例 结肠炎174 例 先

天性巨结肠 4 例 其他病变 33 例 总阳性检查率达

92.5% 结肠癌检出率13.9%. 我们在345例中作了低

张双对比造影检查83例 但副作用多. 注射 654-2后

出现口干 脸部潮红和视物模糊等. 通过改进造影剂

量 浓度 控制注气量及改变体位等因素使结肠充分

暴露 显示从而达到低张双对比造影效果 其后262

例检查均达到造影要求 无副作用. 通过先注入钡剂

后注入空气 结肠内径一般在 5 cm 以内并且粗细均

匀 气体要多少注多少 较容易掌握. 利用负影(或减影)

处理病变局部 更容易显示病变局部大小 范围 大

大提高了诊断准确率. 1997/1998用传统法(充盈 黏膜

像)结肠造影共计103例 其中结肠癌5例(4.8%) 肠

息肉 2 例(1.9%) 肠结核 3 例(2.9%) 先天性巨结肠

3例(2.9%) 结肠炎41例(40%) 其他 8例(7.8%) 总

阳性检查率61.3%. 早期癌检出率0%. 而双对比造影结

肠癌检出率13.9% 其中早期癌占10.4%.

3   讨论

由于钡剂在肠道内涂布不均 部位厚薄不一 应用传

统钡餐造影时难以控制曝光量. 传统钡餐造影曝光时间

长 对于蠕动的消化道病变不能瞬间点片 可造成病

灶遗漏或重复检查. 数字化成像系统由于曝光时间短

操作方便 避免了患者过多的X线辐射 缩短了操作

时间并可消除肠道运动伪影[3-6]. 使用数字化摄影装置连

续采集系统对其蠕动进行动态记录 给诊断提供可靠

的科学依据.  数字化成像结肠双对比造影提高了早期癌

的诊断率[7-9]. 我们一共诊断5例早期癌 并得到外科手

术及结肠镜检查与病理证实. 低张双对比造影检查副作

用多 禁忌证范围宽. 通过改进造影剂量 浓度 控

制注气量及转动体位等办法自然双对比造影检查也可

取得了良好的双对比效果. 不采用静脉内注射低张药物

654-2 避免了人为的副作用 使有心脏病 高血

压 青光眼等疾病的患者均可接受该项检查. 而且自然

双对比检查省时 省事 且节约医疗费用 减少了

患者痛苦. 我们通过改进灌肠器具 注气用具 同时注

入气体和钡剂改为先注入钡剂后注入气体 利于掌握注

气量的多少 可达到满意的检查效果. 结肠内壁上钡剂

涂抹更均匀 同时避免了同时注入气体和钡剂时使结肠

内径过度扩张的缺点. 对于黏膜的病变与侵及黏膜的病

变发现和诊断 结肠镜检查有较高价值 但双对比造影

对发现黏膜下病变 器官形态结构改变 功能改变及受

结肠腔外病变影响的形态改变更能做出定位 定形 定

质 定性诊断 有利于选择最适宜的临床治疗方案[10].
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摘要

目的: 提出胃十二指肠隐匿性穿孔的概念. 提高对胃十二指

肠隐匿性穿孔的诊断与治疗水平.

方法: 回顾性分析4例胃十二指肠隐匿性穿孔患者的临床病

理特征 处理方法及随访结果.

结果: 胃十二指肠隐匿性穿孔多发于老年人.  症状介于急性穿

孔与慢性胃痛之间 主要表现为右上腹或上腹部疼痛 (4/4)

呕吐(3/4) 固定的压痛点(4/4) 上腹部包块(3/4). 易误诊

为肝胆疾病(4/4) 均在剖腹探查术中确诊. 2例为胃十二指

肠球部溃疡穿孔 1例为肝癌肝动脉栓塞化疗后异位(胃)栓

塞并发症 1例为胆管癌内置管尖压迫致十二指肠穿孔. 1例

行穿孔修补 2例行胃大部切除胃空肠吻合 1例行腹腔

引流. 术后所有隐匿性穿孔症状均消失 2例随访3-6 mo

健在 1例术后6 mo死于肝癌 1例术后1 mo死于胆管

癌及十二指肠瘘.

结论: 提高对胃十二指肠隐匿性穿孔的认识 是减少其误

诊误治的关键.

詹世林, 吴良平, 蒲淼水. 胃十二指肠隐匿性穿孔的诊断与治疗4例. 世界华

人消化杂志  2004;12(2):492-494

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/492.asp

0   引言

胃十二指肠溃疡急性穿孔由于其临床症状与体征明

显 典型(即显性穿孔)而容易诊断[1-3, 16] 相对显性穿

孔而言 对一些症状(隐匿)不典型或临床呈现慢性或

亚急性过程以及一些并非由消化性溃疡引起的胃十二

指肠穿孔我们称之为胃十二指肠隐匿性穿孔. 隐匿性穿

孔极易误诊 误治. 为了提高对胃十二指肠隐匿性穿孔

的认识 减少其误诊误治 我们对近年来遇到的4例

胃十二指肠隐匿性穿孔患者进行总结 分析.

1   临床资料

1.1 一般资料  2000-01/2003-05 我院普通外科收治

的4例胃十二指肠隐匿性穿孔患者 男 例 女3例.

年龄46-75岁 平均64.5岁. 2例为十二指肠球部溃疡

穿孔 1例为肝动脉栓塞并发异位胃栓塞致胃穿孔 1

例为胆道内支架管致十二指肠穿孔.

1.2 临床与病理特征  右上腹或上腹部疼痛(4/4)及呕吐

(3/4) 腹胀(3/4) 返酸嗳气(2/4) 低热(2/4)是其主要

症状. 发病9-15 d就诊. 右上腹或上腹部固定的压痛点

(4/4)及包块(3/4)是其主要体征. 胃镜检查可见大片溃疡

疑似肿瘤 但病检不能发现肿瘤细胞 仅发现慢性炎症

或坏死组织(2/2). 手术探查无实质性包块 可见穿孔处炎

性包块 脓苔 周围组织水肿 粘连. 详见表 1.

1.3 诊断  4 例患者均以误诊疾病(胆囊结石 胆囊癌复

发 肝癌胃侵犯 胆管癌致肠梗阻)住院及手术. 在剖腹

探查中确诊.

1.4 治疗方法  均以误诊疾病行手术治疗. 例行胆囊切

除 粘连松解 十二指肠溃疡穿孔修补 术后内科

治疗十二指肠溃疡. 2 例行胃大部切除 胃空肠吻合

其中1例附加肝动脉置管 术后行肝动脉栓塞化疗治

疗肝癌. 例行腹腔脓肿引流 胃造瘘 空肠造瘘术.

详见表1.

1.5 结果  术后4例隐匿性穿孔患者症状均消失 1例

术后3 mo复查胃镜溃疡基本愈合. 1 例术后6 mo死于

肝癌; 例术后1 mo死于十二指肠瘘; 例术后随访3-

6 mo健在.

2   讨论

相对于胃十二指肠急性穿孔的典型(显性)临床表现而

言 隐匿性穿孔是指临床表现不典型 过程隐匿的胃

十二指肠穿孔. 急性胃十二指肠穿孔由于其剧烈的腹痛

及典型的腹膜炎体征而容易诊断. 隐匿性穿孔则由于其

临床表现不典型而容易误诊. 胃十二指肠隐匿性穿孔的

机制由于病因不同而不同 例1 例 2 是单纯的消化

性溃疡穿孔 推测穿孔呈慢性或亚急性过程 周围组织

的粘连包裹(及手术后粘连)起到局限和保护作用. 例3是

肝癌肝动脉栓塞化疗后异位栓塞并发症胃壁坏死穿孔

在其坏死过程中周围组织的炎症反应 粘连起到保护和

局限作用. 例 4 是胆管癌胆总管内置管后 内置管下端

过长 压迫致十二指肠坏死 穿孔 胆汁 肠液从后腹

膜间隙渗出形成局限性或包裹性积液 积脓.

        胃十二指肠隐匿性穿孔的临床及病理特点: (1)本组

病例多发生于老年人. 除1例患者46岁外 其他3例均

在65岁以上. 可能与老年人机体反应差有关[1, 4-5]. (2) 症

状介于急性穿孔与慢性胃痛之间 呈亚急性或慢性穿

孔特点. 病程多在1 wk以上 常由于病情逐渐加重就诊.

主要表现为右上腹或上腹部的疼痛. 疼痛呈持续性 饮

食后明显加重 并出现呕吐症状. 呕吐症状比幽门梗阻

患者轻. 可伴低热或不发热. 发热与局部炎症有关 形
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成脓肿及积液者发热明显. 可有肠梗阻症状 与后腹膜

间隙炎症 积液 积脓及肠粘连有关. 常有固定的压

痛点及包块感. 压痛点即穿孔与病变的部位. 包块是穿孔

处大网膜及周围组织包裹 炎症改变的结果. 腹膜炎体

征不明显 可能与穿孔小 空腹 慢性或亚急性穿

孔以及与老年人应激反应迟钝有关. (3) 常伴其他疾病而

漏诊 其症状常与肝胆疾病类似 易误诊为肝胆系疾

病. 本组4例均误诊或漏诊. (4) CT可表现为局部管壁增

厚 不规则 周围脂肪层模糊 腹膜增厚[6]以及上腹部

偏右的成团性边不清包块 无游离气体及造影剂外漏

等急性穿孔典型影像学表现[7-8]. (5)胃镜可发现溃疡

但由于溃疡往往较大 穿孔处粘连 常易误诊为肿瘤

但活检不能发现肿瘤细胞. (6)术中探查常为穿孔周围的

广泛粘连 炎性包块及周围组织器官的感染改变. 穿孔

处由于穿孔时间的长短不一呈现不同改变. 本组患者发

病9-15 d 穿孔处仍有脓苔及水肿改变 粘连亦能顺

利分开.

        胃十二指肠隐匿性穿孔临床极易误诊. 误诊的原因:

除患者不具备典型的胃肠穿孔急腹症表现外 例1 患

者症状与胆囊炎 胆囊结石相似 溃疡病史与胆囊结石

病史并存 一直把溃疡病史当成胆囊结石的症状. 住院

后亦未能全面检查. 例 2患者溃疡病史不明显 虽然胃

镜检查有溃疡表现 但胆囊癌手术的病史及CT 检查

的右上腹成团状包块使其误诊为胆囊癌复发侵犯胃. 例

3 为肝癌患者 胃镜检查为非典型的消化性溃疡改

变 大片坏死组织未考虑胃血管栓塞并发症. 例4 为胆

管内置管引流的一种少见并发症 更多的考虑为胆管

肿瘤的晚期表现.

       对上腹 右上腹疑似肝胆疾病或伴有明确肝胆疾

病者 应考虑胃十二指肠隐匿性穿孔的可能 不能满足

于胆囊结石或已知疾病的诊断. 胃镜或十二指肠镜检查

虽有助于诊断 但穿孔处更多地呈现为急慢性炎症 坏

死和粘连而难以确诊. B超 CT更多地表现出穿孔后

腹腔局部的继发性改变[7-12].

         虽然患者穿孔已被大网膜等周围组织黏附达到了修

补的目的 但穿孔处的 修补 往往形成炎性包块或

继发性改变如胃 肠粘连 积液 积脓等 且患者仍有

较明显的症状需要处理. 对消化性溃疡所致隐匿性穿孔患

者 单纯内科保守治疗可能可以改善部分症状[1, 13-14] 但

难以解决穿孔所致腹腔继发改变引起的症状 需要外

表1  4例隐匿性穿孔患者的临床表现 检查及手术情况

序号 症状与体征 检查 探查及手术情况

    1 右上腹部疼痛 低热伴饭后腹胀 HB107g/L WBC10.22 109/L. 胃小弯 十二指肠球部与前

疼痛逐渐加重 呕吐10 d. 体温 37           B 超:胆囊结石 慢性胆囊炎 胆囊壁相对光滑. 分离粘连后见

腹平软 右上腹轻压痛 无反跳痛 肠鸣音正常. 腹壁 大网膜 横结肠粘连

十二指肠球部前壁有一0.5

0.5 cm 大小穿孔 周围组织水

肿及脓苔. 行胆囊切除 粘连松

解 十二指肠球部溃疡穿孔修补

   2 胆囊癌术后 3 mo 上腹疼痛伴腹胀 呕吐 Hb131g/L WBC11.87 109/L. 上腹广泛粘连 胃幽门

返酸 症状逐渐加重 15 d. 腹平软 右上 CEA正常. 胃镜:胃窦黏膜凹 十二指肠球部下壁与大网膜

腹轻压痛 似可扪及边不清包块 凸不平 组织僵硬 表面 横结肠粘连成团块状. 分离粘连

无反跳痛 肠鸣音正常. 溃烂 活检为慢性炎症. 后见十二指肠球部下后壁溃疡约

CT: 胆总管扩张 胃窦区 4 3 cm 向胰头部浆膜穿透

黏膜增厚伴腔内充盈缺损 深达胰腺实质0.5cm 并附脓苔

符合胃癌表现           及坏死组织 周围组织充血水

肿明显. 行胃大部切除 胃空肠

吻合 十二指肠溃疡旷置.

  3 肝癌肝动脉栓塞术后2 mo 上腹痛伴呕吐 HB125g/L WBC14 109/L. 胃小弯与肝左叶后方及大

嗳气 返酸9 d. 腹平软 右上腹轻压痛 胃镜:胃窦部小弯侧大片 小网膜紧密粘连成团 胃小弯

右上腹可扪及质中 边不清包块. 溃疡样改变 活检为慢性 巨大溃疡穿孔. 肝癌位于肝右

溃疡 不除外恶性肿瘤可能. 叶 行胃大部切除 胃空肠吻

合 肝动脉置管术.

  4 胆总管癌行胆道内支架引流后 3 mo 腹痛 Hb97g/L WBC17.0 109/L. 右上腹部粘连 文氏孔及右肝

腹胀 低热 9 d 肛门停止排气排便 4 d.           腹平片:大小肠广泛胀气 升结             下包裹性积脓约400 ml. 十二指

体温 37 . 5 腹隆如鼓 右上腹轻压痛 肠可见多个液气平面 考虑肠梗阻 肠降部溃烂 大网膜 横结肠

无反跳痛 肠鸣音弱 粘连成团. 行腹腔引流 空肠造

瘘 胃造瘘术.
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科手术处理 对诊断困难者剖腹探查更具意义. 至于是

行穿孔修补还是胃大部切除 则应根据具体情况决定

手术. 本组1例行十二指肠球部溃疡穿孔修补者年龄较

大(75 岁) 附加有胆囊切除 一般情况较差 不宜

行胃大部切除. 2例行胃大部切除手术者1例为46岁十

二指肠球部溃疡穿孔且有幽门梗阻表现 1例则为胃小

弯的大片坏死穿孔 无法修补. 1例胆管癌晚期十二指

肠穿孔并脓肿形成已无法修补和切除了 只宜行脓肿

引流手术.

       胃十二指肠隐匿性穿孔虽然少见 但极易误诊[15-16]

需要我们提高对其认识 以减少误诊误治.
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摘要

目的: 探讨胃癌演变过程中胃上皮细胞动力学变化.

方法: 应用免疫组化SP法对各种病变胃上皮细胞增生相关

蛋白(PCNA P53)和凋亡相关蛋白(Fas Bcl-2 Bax)的

表达进行检测.

结果: PCNA P53表达随病变进展逐渐增加 慢性浅表

性胃炎(CSG)组明显低于肠化生(IM) 不典型增生(Dys)

胃癌(GC)组 (PCNA 53.3% vs 75.6% 93.3% 86.4%

P53 3.3% vs 24.4% 36.7% 81.8%). Fas Bax 表达随

病变进展逐渐减少 Dys GC组明显低于CSG组 (Fas 30%

27.3% vs 60% Bax 43.3% 40.9% vs 70% P <0.05).

Bcl-2表达随病变进展而逐渐增加 Dys (63.3%) GC (72.7%)

组明显高于CSG (20%) IM (32.2%)组(P <0.01).

结论: 对不同胃黏膜上皮细胞增生相关蛋白(PCNA P53)

及凋亡相关蛋白(Fas Bcl-2 Bax)检测表明 在胃癌演

变过程中存在着胃上皮细胞增生和凋亡的失衡 即增生过快

凋亡受抑. PCNA P53 Fas Bcl-2 Bax通过在不同病变

阶段被激活或抑制而在胃癌及癌前病变形成过程中起作用.

孟华, 刘丽娜, 吕申. 胃癌及癌前病变中胃黏膜上皮细胞增生及凋亡相关基因

蛋白表达. 世界华人消化杂志  2004;12(2):494-496

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/494.asp

0   引言

胃癌是我国常见恶性肿瘤之一 其发病机制迄今未明.
本实验通过免疫组化SP法对浅表性胃炎(chronic super-
ficial gastritis CSG) 肠化生(intestinal metaplasia  IM)
不典型增生(dysplasia Dys)和胃癌 (gastric carcinoma
GC)胃上皮细胞PCNA P53 Fas Bcl-2 Bax蛋白表
达进行检测 观察胃黏膜病变过程中细胞动力学的变
化及其与癌变的关系.
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1   材料和方法

1.1 材料  2001-04/2002-10因上消化道症状来我院经胃

镜检查诊断并经病理组织学检查证实为 CSG IM

Dys GC 的患者 共172 例. 各组总例数 年龄及性

别构成见表1. PCNA单抗 突变型P53 单抗 Fas 多

抗 Bcl-2 Bax 单抗 SP 试剂盒均购自北京中山生

物技术有限公司.

表1  各组患者年龄 性别构成

组别  n 平均年龄(岁)     年龄范围(岁)     男女比例(M/F)

CSG 30   50.6 5.05      21-79      17/13

IM 90 58.49 2.48      50-85      59/31

Dys 30 54.62 5.03      25-86      23/7

GC 22 62.14 5.08      30-83      12/10

1.2 方法  PCNA P53 Fas Bcl-2 Bax 的免疫组

化染色方法采用SP法 具体实验步骤按照试剂盒说明

书进行. PCNA P53 阳性反应为细胞核棕黄色颗粒

Fas Bax Bcl-2 阳性反应为黄到棕黄色颗粒 Fas

定位于胞膜 Bax Bcl-2 定位于胞质. 阳性细胞数量

大于或等于50%为阳性表达.

       统计学处理  采用 χ2检验 以 P <0.05为有统计学

意义.

2   结果

2.1 PCNA表达从CSG到 IM逐渐增加 Dys时达高峰

CSG组明显低于 IM Dys GC 组(P <0.05 P <0.01

P <0.05) Dys 组明显高于 IM组(P <0.05)但与GC组无

差异.

2.2 P53表达从CSG IM到Dys 逐渐增加 GC时达高

峰 CSG组明显低于 IM组及Dys 组(P <0.01) GC组

明显高于IM组及Dys组(P <0.01).

2.3 Fas 基因蛋白的表达随病变进展而递减 CSG IM

组明显高于Dys及GC组(P <0.05).

2.4 Bcl-2 基因蛋白的表达随病变进展而递增 CSG

IM组明显低于Dys及GC组(P <0.01).

2.5 Bax基因蛋白的表达随病变进展逐渐降低 CSG组

明显高于Dys及GC组(P <0.01) (表 2).

表2  Fas Bcl-2 Bax PCNA P53 在胃黏膜病变过程中的表达

组织学类型         n      Fas    Bcl-2      Bax    PCNA      P53

阳性 n (%) 阳性 n (%) 阳性 n (%) 阳性 n (%) 阳性 n (%)

CSG        30 18 (60.0%)   6 (20.0%) 21 (70.0%) 16 (53.3%)    1 (3.3%)

IM        90 52 (57.8%) 29 (32.2%) 45 (50.0%) 68 (75.6%)a 22 (24.4%)a

Dys        30   9 (30.0%)ab 19 (63.3%)ab 13 (43.3%)a 28 (93.3%)ab 11 (36.7%)ab

GC        22   6 (27.3%)ab 16 (72.7%)ab   9 (40.9%)a 19 (86.4%)a 18 (81.8%)abc

aP <0.05 vs CSG组; bP <0.05 vs IM组; cP <0.05 vs Dys组.

图1  胃癌胃上皮细胞PCNA表达.

图2  IM胃上皮细胞P53表达.

图3  CSG胃上皮细胞BCL-2表达.

3   讨论

胃黏膜上皮细胞增生和凋亡的动态平衡维持着胃黏膜

的正常结构 二者之间失衡的病理状态是胃癌形成的

早期分子生物学改变[1-2].

        PCNA是一种Mr为36 kD的核蛋白 是反映细胞

增生活性的最好生物学指标之一[3].  本实验结果表明

PCNA表达由CSG至IM逐渐增加 到Dys时达高峰 与

GC无差别 提示从CSG IM Dys向GC演变过程中胃

黏膜上皮细胞的增生程度逐渐增加 与以往结果相符[4-5].
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        P53基因分为野生型和突变型 野生型P53基因具

有抑制细胞生长的功能 而突变型P53则会刺激和促进

细胞的生长[6]. 野生型P53蛋白半衰期短 突变型P53

蛋白半衰期延长 并能稳定在较高水平上 故用免疫

组化方法检测到的P53蛋白代表了突变型P53蛋白的表

达[7]. 既往有研究表明 P53基因的突变和过表达不仅

存在于胃癌各临床分期 且可发生于癌变前各阶段[8].

但也有研究显示 P53 基因变异主要发生在胃癌晚期

阶段[9]. 本实验显示从CSG IM到Dys P53蛋白表达

逐渐增强 GC时达高峰; CSG组P53表达明显低于IM

及Dys组 而GC时P53表达明显高于IM和Dys组. 提

示P53蛋白过度表达不但与胃癌发生有关 而且与癌

前病变的发生亦有关 P53基因变异的出现有促进细胞

恶性转化的作用 与文献[10]报道相符.

        Fas 是一种跨膜表面蛋白 其与抗Fas抗体或Fas

配体结合后可以诱导Fas阳性细胞凋亡[11-12]. 本文发现

Dys及GC组织中Fas蛋白阳性表达率较CSG及IM组明

显下降(P <0.05) 表明在胃黏膜癌前病变及胃癌发生

的早期阶段即存在着Fas 基因的变化. Fas蛋白在Dys

GC 组织中表达减弱 使Fas-Fas 配体启动的凋亡减

弱 使本应凋亡的细胞逃逸 为细胞癌变创造了条件.

Bcl-2家族基因包括Bcl-2 Bax和 BH3 3个亚族. Bcl-

2是一种抑制凋亡基因 Bax与Bcl-2在体内的表达呈

部分互补形式 Bax通过抑制Bcl-2的功能从而促进凋

亡. Bcl-2与Bax的比值 将影响细胞凋亡[13]. 本实验发

现 随着病变进展 Bcl-2蛋白的表达逐渐增强 而Bax

蛋白的表达逐渐降低 二者在Dys组和GC组的表达与

CSG组的表达有明显差异(P <0.05) 说明癌前病变的发

生可能与细胞凋亡受抑制有关. 国内刘海峰 et al [14-15]通

过对胃癌及癌旁组织中Bcl-2及Bax蛋白表达的研究

认为在胃黏膜细胞恶性转化过程中可能存在细胞凋亡

受抑制 而Bax蛋白表达减少及Bcl-2蛋白表达异常增

加可能是细胞凋亡受抑制的机制之一 进一步说明胃

癌发生与细胞凋亡异常有关.

        对不同胃黏膜上皮细胞增生相关蛋白(P53 PCNA)

和凋亡相关蛋白(Fas Bcl-2 Bax)的检测表明在胃癌

演变过程中存在着胃上皮细胞增生和凋亡的失衡 即

增生加快 凋亡受抑制. PCNA P53 Fas Bcl-2

Bax通过在胃黏膜病变不同阶段被激活或被抑制而在胃

癌及癌前病变形成过程中起作用. 他们可能相互协调起

作用 也可能分别起作用来共同调节细胞的增生和凋

亡[16-17] 深入研究他们在肿瘤发生过程中的表达情况

及作用是十分必要的.
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摘要

目的: 探讨幽门螺杆菌(H pylori)感染的各种相关因素与胃十

二指肠疾病的相关性.

方法: 胃镜检查7054例 检测胃液pH值 取胃黏膜做尿

素酶试验及涂片(革兰染色) 显微镜找H pylori 病理检

查 根据临床症状 胃镜诊断 病理诊断 年龄 性别 病

程 胃液pH值等共设定了24个相关因素 将数据资料输

入计算机 以SPSS软件包作统计学分析.

结果: 男性H pylori 阳性率高于女性; 60岁以上老人比青壮

年低; 消化性溃疡 活动性胃炎 胃癌 肠上皮化生与

H pylori 感染有相关性; 多元回归分析显示: 方程复相关系

数 R2=0.13 H pylori感染只是引起胃 十二指肠疾病多

种因素中的一个相关因素.

结论: H pylori感染是引起胃 十二指肠疾病的因素之一.

周惠萌, 范欣敏. 胃十二指肠疾病与幽门螺杆菌感染的相关性分析. 世界华人

消化杂志  2004;12(2):497-498

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/497.asp

0   引言

幽门螺杆菌(H pylori)感染与胃和十二指肠疾病的关系已

得到世界公认[1-12]. 本院胃镜室自1988年以来 在胃镜

检查时进行H pylori检测7054例.

1   材料和方法

1 . 1 材料  因上腹部疼痛 饱胀 反酸 呕血 黑

便等而接受胃镜检查7054 例 男 4378例 占 62.1%;

女 2676 例 占 37.9% 男 女 =1.64 1. 年龄 10-

90 岁 平均 42.5 岁.

1.2 方法  在胃镜检查时 同时检测胃液pH值 (从活检

孔中插入冲洗管抽取胃液用pH精密试纸测试) 并于胃

窦大弯取黏膜 做尿素酶试验及涂片革兰染色  显微镜

检找H pylori 二项检查均阳性者 即诊断为H pylori阳

性 并取黏膜送病理检查. 根据临床症状 胃镜诊断

病理诊断 年龄 性别 病程 胃液pH值等 共设定

了24个相关因素 将数据输入计算机. 以 SPSS软件包

作统计学分析.

2   结果

男性 H pylori阳性率高于女性[13] 54.7% vs 48.9%

P <0.01. 60岁以上的老年人H pylori阳性率比青壮年低

39.4% vs 54.7%  P <0.01. 31-40岁组59.6%与61-70岁

组 42.0%及大于70岁组31.9%相比 χ2=67.98  71.33
(P <0.01). 胃镜诊断十二指肠溃疡组H pylori阳性率最

高 食管静脉曲张组最低(表1).病理诊断活动性胃炎最

高 其次为异型增生 胃黏膜慢性炎最低(表2).

表1     胃镜诊断不同消化道疾病的H pylori阳性率

胃镜诊断   n       阳性率%

食管炎 213           47.9

食管癌   26           38.5

食管静脉曲张   41           17.1

浅表性胃炎           2 671           41.1

萎缩性胃炎           1 041           56.3

胃溃疡 465           68.8

胃癌 151           53.0

胃息肉   79           43.0

残胃炎 122           32.0

十二指肠球炎 735           51.2

十二指肠溃疡           1 488           70.2

吻合口溃疡   22           22.7

合计           7 054           52.5

表2  病理诊断不同消化道疾病的H pylori阳性率

病理诊断    n      阳性率%

胃黏膜慢性炎           2 171           25.0

慢性炎活动性           1 532           83.4

萎缩性胃炎           1 041           56.3

胃癌 151           53.0

胃息肉   79           43.0

肠上皮化生           1 871           59.6

异型增生 127           59.8

囊状扩张   82           50.0

合计           7 054           52.5

       为探索年龄 性别 临床诊断 病理诊断和临床

症状各种因素与H pylori的意义 以H pylori (赋值阳

性=1 阴性=0)为应变量 Y 以上各因素年龄(实值)

性别(赋值男 =1 女 =0) 临床诊断 病理诊断和临

床症状(赋值阳性=1 阴性=0)为自变量 X 作多元回
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归分析(表 3). 进入方程的因素有12项 表明H pylori

感染与活动性胃炎关系最密切 其后依次为十二指肠

溃疡 胃溃疡 肠上皮化生 萎缩性胃炎 与文献

报道相符. 方程复相关系数R =0.35 R2 =0.13.

表3  多元逐步回归分析结果参数

自变量 进入方程次序            t值                  P值

活动性胃炎 1                 22.237               0.0 000

十二指肠溃疡 2                 13.069               0.0 000

年龄 3                 -7.156               0.0 000

病程 4                   5.815               0.0 000

胃溃疡 5                   5.714               0.0 000

肠上皮化生 6                   4.593               0.0 000

萎缩性胃炎 7                   3.203               0.0 014

胃液 pH值 8                   2.977               0.0 029

食管静脉曲张 9                 -2.837               0.0 046

出血            10                 -2.609               0.0 091

残胃炎            11                 -2.563               0.0 104

反酸            12                   2.187               0.0 288

3   讨论

本组H pylori阳性率高于平均值者 从低到高分别为:

胃癌 萎缩性胃炎 胃十二指肠溃疡 阳性率为52.98-

70.23% 与文献报道相符. 阳性率低于平均值者为食

管静脉曲张 吻合口溃疡 残胃炎 食管炎 胃息肉及

食管炎. 表明 H pylori 感染与胃 十二指肠炎症 消

化性溃疡及胃癌有相关性 而食管静脉曲  张的原发病

变为肝脏 所以相关性最小 残胃炎 吻合口溃疡的感

染率低可能与手术后胃的解剖形态 生理功能的改变

胆汁反流等不利于H pylori生存有关. 活动性炎症阳性率

最高 达83.36% 证实了H pylori感染可引起组织学上

的变化 异型增生及肠上皮化生者H pylori阳性率分别

为59.84%和56.92% 因异型增生和肠上皮化生均属癌

前期病变 蒙古沙土鼠可经口感染H pylori 感染26 wk

出现严重的活动性慢性胃炎 溃疡和肠化 在62 wk时

37%的沙土鼠发生胃腺癌 并发现腺癌与肠化生密切相

关[14-15] 认为H pylori感染与胃癌有相关性.

        多元回归分析显示活动性胃炎 十二指肠溃疡 胃

溃疡 肠上皮化生 萎缩性胃炎 病程 胃液 pH

值 反酸与H pylori感染有相关性. 方程复相关系数为

R2=0.13 说明 H pylori感染与上述因素的关系只占

13% 另外还有很多因素不在此方程内 因 H pylori

感染的表现形式不一与H pylori菌株不同 产生毒力

因子不同 而且H pylori感染只是引起胃 十二指肠

疾病多种因素中的一个相关因素.

4     参考文献
1 范学工, 彭小宁. 螺杆菌属及其相关性疾病. 世界华人消化杂志

2001;9:979-983
2 白杨, 黄文, 林焕健, 王继德, 陈烨, 张兆山, 周殿元, 张亚历. 表达
幽门螺杆菌热休克蛋白60克隆的构建. 世界华人消化杂志   2003;
11:547-550

3 姜政, 黄爱龙, 陶小红, 王丕龙. 幽门螺杆菌疫苗的研究进展. 世
界华人消化杂志  2003;11:1451-1456

4 刘海峰, 刘为纹, 房殿春, 王国安, 滕小春. 根除幽门螺杆菌对胃
癌前病变组织中bax 蛋白表达的影响. 世界华人消化杂志  2003;
11:22-24

5 白杨, 黄文, 王继德, 张兆山, 周殿元, 张亚历. 幽门螺杆菌黏附素
基因babA

2
的克隆 序列测定及其生物信息学分析. 世界华人

消化杂志  2003;11:1470-1472
6 Qiao W, Hu JL, Xiao B, Wu KC, Peng DR, Atherton JC, Xue H.

cagA and vacA genotype of Helicobacter pylori associated with
gastric diseases in Xi’an area. World J Gastroenterol  2003;9:
1762-1766

7 MaoYF, Yan J, Li LW, Li SP. Construction of  hpaA gene from
a clinical isolate of  Helicobacter  pylori  and  identification  of
fusion  protein. World J Gastroenterol  2003;9:1529-1536

8 Lai YC, Wang TH, Huang SH, Yang SS, Wu CH, Chen TK, Lee
CL . Denisity of Helicobacter pylori may affect The efficacy of
eradication therapy and ulcer healing in patients with active
duodenal ulcer. World J Gastroenterol  2003;9:1537-1540

9 Han FC, Ng HC, Ho B. Stability of randomly amplified poly-
morphic DNA fingerprinting in genotyping clinical isolates of
Helicobacter pylori. World J Gastroenterol  2003;9:2021-2024

10 Han FC, Gong M, Ng HC, Ho B. Identification of H pylori
strain specific DNA sequences between two clinical isolates
from NUD and gastric ulcer by SSH. World J Gastroenterol
2003;9:1747-1751

11 Wu TC, Chen LK, Hwang SJ. Seroprevalence of Helicobacter
pylori in school-aged Chinese in Taipei city and relationship
between ABO blood groups. World J Gastroenterol  2003;9:
1752-1755

12 Jiang Z, Huang AL, Tao XH, Wang PL. Construction and
characterization of bivalent vaccine candidate expressing
HspA and Mr 18000  OMP from Helicobacter  pylori. World J
Gastroenterol  2003;9:1756-1761

13 王凯娟, 王润田. 中国幽门螺杆菌感染流行病学Meta 分析. 中华
流行病学杂志  2003;24:443-446

14 张建中. 幽门螺杆菌与胃癌相关研究. 中华流行病学杂志  2003;
24:437-438

15 郑青, 陈晓宇, 施尧, 萧树东. 幽门螺杆菌长期感染蒙古沙土鼠建
立胃癌模型的研究. 中华消化杂志  2003;23:92-95

498                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 2月 15 日  第 12 卷  第 2 期



• 临床经验 •

原发性胆汁性肝硬化37例临床分析

董正芳, 程留芳

董正芳, 程留芳, 中国人民解放军总医院消化内科  北京市  100853
项目负责人: 程留芳, 100853, 北京市复兴路28号, 中国人民解放军总医院
消化内科.  dzfmqp@yahoo.com.cn
电话: 010-68245044
收稿日期: 2003-10-09    接受日期: 2003-11-13

摘要

目的: 研究原发性胆汁性肝硬化(PBC)患者的临床及病理学

特征 以提高对该病的认识.

方法: 对37例原发性胆汁性肝硬化患者临床及其中16例肝

穿病理资料进行回顾性分析.

结果: 原发性胆汁性肝硬化患者中女29例 男8例; 确诊

时平均年龄52.16 12.75岁; 常见的首发症状是瘙痒7例

(18.92%) 乏力6例(16.22%) 黄疸4例(10.81%); 常见症

状为黄疸(56.76%) 纳差(40.54%) 瘙痒(37.84%); γ-谷
氨酰胺转肽酶(γ-GT) 碱性磷酸酶(ALP) 总胆汁酸
(TBA) 天冬氨酸氨基转移酶(AST) 丙氨酸氨基转移酶

(ALT) 总胆红素(TB) 直接胆红素(DB)等生化指标升高2

倍以上; 78.38%患者免疫球蛋白M(IgM)水平升高 97.30%

患者抗线粒体抗体(AMA)和(或)M2亚型(AMA-M2)阳性 1

例患者AMA及AMA-M2阴性但病理证实为PBC 83.78%

患者抗核抗体(ANA)阳性. 16例肝穿病理结果为 期2例

期5例 期5例 期4例.

结论: 原发性胆汁性肝硬化中年女性多见 肝穿病理学检

查对诊断有重要作用 临床医师要加强对本病的认识 综

合临床表现 生化检验 免疫学及病理改变进行诊断.
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0   引言

原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis PBC)是一

种慢性进行性肝内胆汁淤积性疾病. 估计世界范围年发

病率为5.8-15/ 百万 且有增多趋势. 以往本病在我国

较少见 但近年来逐渐增多. 现对本院近8 a诊断的37

例 PBC 患者的临床资料及16 例肝穿病理资料进行分

析 以加深对该病的认识.

1   材料和方法

1.1 材料  1995-07/2003-01就诊于我院的PBC患者37

例 诊断符合2000年美国肝病学会(AASLD)PBC指导

建议[1].

1.2 方法  检查指标: 患者的性别 年龄 症状 体

征 发病或初诊至确诊的时间间隔 实验室指标包括

ALT AST 总胆红素(TB) 直接胆红素(DB) 碱性磷酸

酶(ALP) γ-谷氨酰转肽酶(γ-GT) 凝血酶原时间(PT)
凝血酶原时间活动度(PA) 总胆汁酸(TBA) 总蛋白(TP)

白蛋白(ALB) 白细胞(WBC) 血红蛋白(Hb) 胆固醇

(CH) 甘油三酯(TG)等 免疫学指标包括AMA及AMA-

M2亚型 ANA IgA IgG IgM 等 及肝穿组织病

理学结果.

2   结果

2.1 一般结果  1995-07/2003-01我院共收治原发性胆汁

性肝硬化患者37例 男8例(21.62 女29例(78.38 ).

确诊时年龄26-80岁 平均年龄52.16 12.75 岁. 从

出现症状到明确PBC诊断的间隔时间为0.3-678 mo

平均45.44 112.13 mo. 确诊时无症状者8例(21.62%).

合并干燥综合征5例 系统性硬化症3例 类风湿关节

炎2例; 首发症状中前三位分别是瘙痒7例(18.92%) 乏

力6例(16.22%) 黄疸4例(10.81%); 临床症状前3位分

别是黄疸22例(56.76%) 纳差15例(40.54%) 瘙痒14

例(37.84%)等. 体征前3位分别为脾大28例(75.68%)

贫血25例(67.57%) 黄疸22例(59.46%). 实验室检查指

标升高2倍以上者: γ-GT 30 例 ALP 22 例 TBA 25
例 AST 21 例 ALT 19 例 TB 16 例 DB 21 例;

19例(51.35%)患者TG升高 29例患者(78.38%) IgM水

平升高; 36例患者(97.30%)AMA和(或)其M2亚型阳性

1例患者AMA及AMA-M2阴性但病理证实为PBC; 31例

患者(83.78%)ANA阳性 4例患者抗着丝点抗体阳性 1

例患者抗胃壁细胞抗体阳性 1 例患者抗平滑肌抗体

阳性 1例患者抗板层素抗体阳性; 1例患者母亲患有

结缔组织病.

2.2 实验室检查结果  见表1.

2.3 病理结果  分析16例患者的肝穿病理检查结果: 

期 2 例 期 5例 期 5例 期 4例 由于许多

患者同时存在相邻各期的病理变化特点 上述分期以

主要病理特点为准.病理分期参照Scheuer氏的四期分

类法[2].

2.4 随访  除 1 例失访外 我们对所有患者进行了随

访 平均随访时间29.53 20.21 mo 期间有9例死亡

生存期4-60 mo 平均31.44 21.82 mo; 死亡主要原因

肝功能衰竭4例 上消化道出血2例 多器官功能衰竭

1例(2次肝移植术后) 继发乙型肝炎病毒感染1例(肝

移植术后).
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表1  37例原发性胆汁性肝硬化患者的实验室检查结果

检查指标 实测值范围            平均值       正常值范围   升高倍数

γ-GT (IU/L) 24.6-1150.8 392.09 330.21       0-50 7.84

DB (µmol/L)   2.7-280.2   43.25 57.48      0-8.6 5.03

TBA (µmol/L)   7.4-205.7   47.55 47.52      0-10 4.76

TB (µmol/L)    10-417.8   78.38 97.35      0-21 3.73

ALP (IU/L) 57.8-1266.5 395.56 260.44      0-130 3.04

AST (IU/L) 19.9-439.1 108.76 83.39      0-40 2.72

ALT (IU/L) 10.6-379.1   94.99 74.24      0-40 2.37

IgM (mg/dL) 99.9-1650 518.65 326.44     63-277 1.87

CH (mmol/L) 1.97-16.96    6.12 3.12    3.1-5.7 1.07

TP (g/L) 46.6-89.3   70.11 8.26     55-80 正常

TG (mmol/L)       0.25-4.5    1.45 0.86    0.4-1.7 正常

WBC ( 109/L)    1.4-10.34    4.21 1.95      4-10 正常

PLT ( 109/L)       48-243 120.76 62.28   100-300 正常

PT(s) 10.1-19.5   12.22 1.97     12-16 正常

PA            0.265-1    0.82 0.16    0.6-1.2 正常

IgA (mg/dL)         128-811 315.10 173.85     69-382 正常

IgG (mg/dL)  187-3270         1601.62 599.36   713-1685 正常

ALB (g/L) 24.5-40.9   32.98 4.23     35-50 降低

Hb (g/L)    66-145 105.16 17.19   120-160 降低

3   讨论

PBC 是一种慢性进展性疾病 早期诊断存在一定困

难. 本组患者从起病到明确PBC诊断的间隔时间平均为

45.44 112.13 mo 最长达678 mo. 一是由于PBC无

症状期较长 患者未能及时就诊; 再者由于以往对PBC

的认识不够 一部分患者肝硬化的原因不明 在出现肝

硬化并发症如食管胃静脉曲张破裂出血就诊时仍未做

出PBC诊断.因而认识PBC与其他类型肝硬化的异同

对于早期诊断PBC具有重要的意义.

        本研究发现PBC患者 γ-GT TB DB TBA ALP
升高明显 其平均升高幅度分别为 7 5 4 3

3倍以上. 尽管胆红素的平均水平明显高于正常(4倍以

上) 但 40 以上患者无明显黄疸 主要是由于PBC

是一种慢性进行性肝内胆汁淤积性疾病 肝内胆汁淤

积是肝细胞和胆管细胞对胆汁摄取 转运和排泄功能

障碍 以致胆汁成分(如胆汁酸 胆红素 胆固醇)在血

液中潴留 因而PBC患者早期即可有血清ALP GGT

及胆固醇水平的明显升高 而黄疸很轻或无黄疸[3] 导

致生化检查结果与临床症状的不一致. 本研究还发现多

数PBC患者的WBC PLT及PT正常. 上述特点是PBC

患者区别于其他类型的肝硬化如乙型肝炎肝硬化患者

的特征性表现 有助于PBC 的临床诊断和鉴别诊断.

        本组有18.92%的患者合并有干燥综合征 ANA的

阳性率为 83.78 % 以混合型为主 抗着丝点抗体阳性

率为10.81% 提示PBC可能与其他多种自身免疫性疾病

同时存在 有共同的免疫病理学基础. AMA是诊断PBC

最重要的免疫学指标 阳性率95 以上(本组97.30 )

可在PBC患者的临床 生物化学和肝组织病理异常前

出现.但是AMA-M2阳性也可出现在其他许多疾病.因此

要结合临床及生物化学指标和病理特点 并排除肝外

胆道系统的因素进行诊断[4].

        本组16例患者的肝穿大多具有PBC特征性病理改

变(13例) 如胆管细胞损伤 胆管增生 淋巴细胞浸润

局灶肝细胞坏死 胆汁淤积 肉芽肿形成等. 有文献报

告组织学损伤的程度与典型症状的程度和生化指标的

异常具有一致性 [5] 但在我们的研究中未能发现此相

关性. 因而肝穿活检对于诊断PBC 明确肝脏损伤程度

具有重要意义.

       PBC的治疗目前以对症治疗为主 只有肝移植可

以治愈此病[6-8]. 许多研究表明 药物治疗方面应用熊去

氧胆酸UCDA(每天13-15 mg/kg)可以有效地改善生化指

标 延缓肝病的进展[9-11] 而且应早期应用[12-13] 2002年

国际Cochrane肝胆组织Gluud et al [14]对16篇随机临床

试验资料的1422例病例应用UCDA治疗PBC分析 结

果显示口服UCDA 每天 8-15 mg/kg 连续 3 mo 以

上 能改善患者的瘙痒 乏力 自身免疫状况 生活质

量 肝组织学病变及门静脉高压情况; 也能减少腹水

黄疸和ALP GGT水平. 本组 21例患者应用此药 血

清ALP及胆红素均有所下降 乏力及皮肤瘙痒有所改

善.但亦有认为已发表的随机对照试验并不能证明

UCDA治疗PBC的效果[15]. 其他药物如糖皮质激素或免

疫抑制剂疗效有限[16].
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摘要

目的: 研究B超引导射频消融(radiofrequency ablation  RFA)

联合局部热化疗治疗特殊部位肝脏肿瘤的安全性及疗效.

方法: 采用B超引导射频消融联合局部热化疗治疗49例肝

脏肿瘤患者 其中原发性肝癌38例 转移性肝脏肿瘤11

例. 治疗后随访血清学及影像学改变综合判断疗效.

结果: 术后1 mo患者AFP由 573 51 ng/mL 降至 91

27 ng/mL (P <0.01) 术后 2 mo肿瘤直径由8.3 1.1 cm

缩小至3.9 0.8 cm (P <0.05); 术后随访1 a患者生存率93.9%.

结论: B超引导射频消融联合局部热化疗对于特殊部位的肝

脏肿瘤是一种安全有效的微创治疗方法.

田伏洲, 陈涛, 蔡忠红, 陈琪. 射频消融联合局部热化疗治疗特殊部位肝脏恶

性肿瘤. 世界华人消化杂志  2004;12(2):501-503

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/501.asp

0   引言

肝脏肿瘤是我国十分常见的恶性肿瘤 也是肿瘤患者

常见的致死原因 其发病率有不断上升趋势. 射频消融

(radiofrequency ablation  RFA)代替手术切除治疗在我国

推广已有 4 a 临床实践证明本疗法具有创伤小 痛

苦轻 易于反复多次治疗 疗效不亚于手术切除等优点.

我院自1999-10 以来 共用本法治疗各类肝脏肿瘤患

者181 例. 在治疗过程中曾遇到部分患者肿瘤位置特

殊 直接进行射频治疗易损伤胆管或重要血管. 对于此

种情况 我们采用联合局部热化疗的方法治疗了49例

肝脏肿瘤患者 疗效较好 现报告如下:

1   材料和方法

1.1 材料  1999-10/2002-1 采用B超引导经皮射频消

融治疗肝脏肿瘤181例 共879 个病灶. 其中 49例 83

个病灶因肿瘤位置特殊治疗困难并有潜在危险 因而

采取了射频消融联合局部热化疗方法进行治疗. 其中男

39例 女10例 平均47.1岁 (21-72岁). 肝细胞性肝

癌38例(77.6%) 转移性肝脏肿瘤11例(22.4%) 其中7

例来源于结 直肠 2例为胆管癌肝内转移  2例为平滑

肌肉瘤肝内转移. 38例肝细胞癌中 AFP > 400 ng/mL

者 26例 (68.4%); 10例为切除术后复发; 27例伴有肝硬

化 肝脏功能Child A级11例 Child B级29例 Child

C 级 9例 合并黄疸 腹水者12例; 合并肺转移2例.49

例患者均有AFP和/或病理诊断.共治疗肿瘤结节83个

患者于接受治疗前行CT检查确定肿瘤结节的位置 测

量其三维直径 肿瘤结节直径2.1-21.3 cm 平均8.3

1.1 cm. 治疗后定期随访进行血清学检测及CT检查. 适

应症及禁忌证: 适应证: 因肿瘤位置特殊而不适于进行手

术切除及单纯射频治疗危险较大者.这些特殊位置包括:

(1)左肝和 / 或右肝巨大肿瘤 其内缘紧贴肝门胆管及

门静脉 共17例19个病灶; (2)肝中叶 段肿瘤 其

下缘紧贴左右肝管分叉处并有胆管受压表现 共9例21

个病灶; (3)肿瘤位于两支主要肝静脉之间紧贴静脉壁

共10例19个病灶; (4)肿瘤位于第二肝门处紧贴腔静脉

射频针易损伤腔静脉 共8例16个病灶; (5) 段即尾状

叶肿瘤 肿瘤前方靠近门静脉 后方靠近腔静脉 共4

例4个病灶; (6)肿瘤一侧靠近胆囊壁 单纯射频治疗易

导致胆囊穿孔 共1 例 4 个病灶. 禁忌证: 重度黄疸

腹水者; 严重肝肾功能损害者; 巨大肝癌或弥漫性肝癌者;
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门静脉主干癌栓形成者. 射频消融治疗系统组成: 采用美

国Radio Therapeutics 公司生产的RF2000射频消融治疗

系统 500 kHz 单极向射频发生器 功率0-100 W连

续可调.15GLeVeen 针式电极 15 cm 长 含 10 个展

开呈弧形伞状的小电极 可在B超或CT引导下穿刺进

入肿瘤后展开 展开最大直径3.5 cm 消融范围呈球

状 消融最大直径5 cm. HitachiUB450 B超仪 5 MHz

线阵探头引导穿刺.

1.2 方法  治疗前先以B超定位 选取最佳穿刺点 局

麻后以22G穿刺针在B超引导下定位穿刺至肿瘤底部

与周围重要结构交界处边缘缓慢推注化疗药物阿霉素

20 mg及丝裂霉素8-20 mg. 注药过程中调整穿刺针位置

及方向 以尽量使肿瘤外围生发层有化疗药物均匀浸

润. 注药完毕后将穿刺点皮肤作一1 cm小切口 避免

RFA治疗过程中皮肤灼伤.以B超引导 将LeVeen 针

式电极定位穿刺至肿瘤并展开后开始RFA治疗. 对直径

小于3.5 cm的肿瘤 可将电极置入肿瘤中心部位一次

完成治疗; 对于较大的肿瘤 右肝占位以肋间隙为分层

标志 左肝以一定的层间距 均从边缘起 将肿瘤

分层 切割 治疗. 层内用放射状穿刺或多点穿刺 由

深部起治疗 渐向浅部退针 每一治疗点间距 针道间

距及层间距不超过3 cm 以保证覆盖全部治疗区域无遗

漏.如此反复进行至拟治疗区域全部消融. 治疗时RF起始

能量为30 W 每隔2 min上调10 W 最高至90 W 其

治疗中心温度可达90-110 作用范围直径约4-5 cm.

持续治疗后组织发生凝固性坏死 阻抗升高 功率则

自动降低. 阻抗升至最高后功率降至最低 说明组织已

彻底固化消融. 在治疗过程中采用B超实时监测治疗区

域组织变化 凝固坏死后的组织由于水分气化产生大

量微气泡 在超声上表现为极强回声 后方可伴有声

影 以B超极强回声团作为治疗区域的范围估计指征.

        统计学处理  t 检验 数据以mean±SD表示.

2   结果

治疗后患者症状均有不同程度缓解 表现为肝区疼痛

减轻或消失(38 例 77.6%); 患者纳差 乏力等症状缓

解 精神状态好转 体重增加(32 例 65.3%).

        射频消融治疗的结果是治疗区域发生凝固性坏死

肿瘤体积缩小较为缓慢 须定期随访做CT/MRI 检查

及血清学检测 结合临床判断疗效. (1)AFP 变化: 在

AFP升高的26例患者中 17例转阴(65.4%) 7例AFP

明显降低 <400 ng/mL (26.9%) 2 例AFP无明显降低

(7.7%). AFP均值由术前的573 51 ng/mL降至术后1 mo

的 91 27 ng/mL (t =8.19 P <0.01). (2)影像学变化: B

超主要应用于治疗时定向引导 由于治疗过程中组织

气化产生气泡 B超实时监测可见治疗区产生一极强回

声团 但在治疗结束后15 min-24 h 由于气体吸收

这种强回声可完全消失 故超声不能用于判断疗效. 术

后 7 d CT 增强造影可见治疗区为边缘清晰锐利的低

密度区 瘤灶内无强化 与周围正常肝脏组织分界明

显 增强扫描的延迟图像可以区分固化坏死及残留肿

瘤组织. 2 wk后 CT可见治疗区中心少量液化 肿瘤体

积缓慢缩小. 至术后2 mo 肿瘤平均直径由术前的8.3

1.1 cm缩小至3.9 0.8 cm (t =3.38 P <0.05). 本组无手

术死亡 随访1 a患者生存率93.9% 术后1 a内死亡3

例 均为晚期肝癌伴门静脉癌栓 广泛肺转移 术后1 a

内死于多器官功能衰竭.随访过程中3例患者CT发现局

部残留肿瘤组织生长 予再次RFA 治疗彻底消融.

        治疗过程中患者有不同程度治疗区胀痛感觉 少

数患者有肩背部放射痛 以治疗区靠近肝脏包膜及肝

门区者痛感较为明显 多数患者耐受良好 少数疼痛明

显无法耐受者 改为硬膜外麻醉下进行治疗. 治疗后5

例患者出现转氨酶升高 7例患者出现轻度黄疸 2例

患者出现少量腹水 均为一过性 保守治疗后缓解. 1

例患者出现术后胆漏 经置管引流3 wk 后治愈.

3   讨论

临床所见肝脏肿瘤多为晚期 或由于肿瘤的位置 侵

犯重要脏器及血管以及患者肝脏储备功能无法耐受手

术等原因 而无法进行手术切除. 因此近年来射频技术

在肿瘤的临床治疗上得到了广泛应用. 目前临床常用射

频容性加热方法 其作用原理既有生物组织中离子传导

电流产生焦耳热的因素 也有生物组织在高频电场中因

介电损耗而产热的作用[1]. 以往采用的单电极射频治疗由

于射频的穿透能力差 组织温度随距电极的距离增加而

迅速降低 因而治疗范围非常有限[2]. 因此LeVeen针式

电极采用了多电极设置 电极的形状制成弧形伞状以

适应肿瘤的大体形状. 当LeVeen针式电极到达靶点展开

后 10枚小电极各自产生一个球形治疗区域 并相互

叠加产生一个直径约5 cm的较大的治疗区域 从而有

效地扩大了治疗范围.

        在影响RFA疗效的因素中 肿瘤的位置是至关重

要的. 本组49 例的共同特点是肿瘤与肝内外重要的解剖

结构如大的胆管 门静脉 肝静脉主干 下腔静脉及胆

囊等紧密相贴 造成RFA进退两难的局面: 对于靠近大

血管的肿瘤组织 由于热量随快速流动的血液迅速散

失 因而难以持续达到有效的治疗温度 也影响疗效[3];

若射频针头太靠近危险区域 则容易穿透血管; 对于靠

近胆囊 胆管或肝门部的肿瘤 治疗时产生的高温也

容易对胆道系统造成损伤; 若射频针头过于远离危险区

域 可以保证治疗安全 但却容易造成治疗不彻底导致

术后复发. 这就造成了RFA治疗进退两难的局面. 对此

类患者 在RFA治疗前局部注射化疗药物 一方面可

以利用注射入肿瘤组织内的液体作为递质将热量向远

处传递以扩大治疗范围 这与有些研究者利用注射生

理盐水作为导热递质避免组织炭化扩大治疗范围的原

理是一样的[4-5]. 另一方面 由于加热后细胞膜流动性

及通透性的变化 肿瘤细胞对化疗药物的摄取增加 可
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延长药物在肿瘤组织内的滞留时间 并增加肿瘤对化

疗药物的敏感性 可以有效增强化疗药物对肿瘤外围增

生活跃的生发层细胞的细胞毒作用 从而达到改善疗效

的作用 同时可以减少化疗药物的用量 减轻其毒副

作用[6]. 此外 丝裂霉素可以阻止热耐受现象的发生 而

阿霉素能够使大量细胞停滞于对热最敏感的S期[7] 从

而发挥了对热疗的增效作用. 本组患者治疗后肿瘤直径

明显缩小 AFP显著降低 并发症较少 近期疗效较

为满意. 本组3例复发患者肿瘤都位于右后叶上段 靠

近膈顶 部分肿瘤组织为肺气所掩盖而成为B超的盲

区 在B超引导下难以准确充分完成治疗 因而造成

术后残瘤生长. 其后对此类患者 我们采用CT引导下

治疗 有效解决了B超盲区的问题 疗效满意. RFA

治疗的并发症据文献报道有出血 胸腔积液 膈肌损

伤 肠瘘等[8] 本组患者仅少数发生一过性转氨酶升

高 轻度黄疸 少量腹水 经保守治疗后缓解 仅1例

发生术后胆漏 经置管引流后治愈.因此我们认为 在

有经验的B超医师配合下进行RFA联合局部热化疗是

安全有效的.

       射频消融联合局部热化疗对患者损伤小 疗效确

切 患者更易耐受 适应证广 是一种近期疗效较好的

安全有效的肝癌微创治疗方法 特别对于特殊位置的

肝脏肿瘤更有其优越性 其远期疗效正在观察之中.
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摘要

目的: 报告1例卵巢巨大巧克力囊肿误诊为结核性腹膜炎7 a

病例 分析误诊原因 以引起临床医生注意

方法: 全面回顾该患者临床 化验 及检查的病历资料

诊疗过程 术中情况和手术后病理诊断

结果: 临床资料 术中情况和手术后病理证实该患者为卵

巢巨大巧克力囊肿

结论: 遇到原因不明的女性血性腹水患者 即使无痛经史

排除其他原因所致腹水 不能忽视卵巢巧克力囊肿的诊断

冯莉娟, 张桂英, 陈凤英, 晏仲舒. 卵巢巨大巧克力囊肿误诊为结核性腹膜炎

7 a 1例. 世界华人消化杂志  2004;12(2):503-504

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/503.asp

1   病例报告

患者 女 32 岁. 1996 年体检发现少量腹水 1998

年体检发现大量腹水 略腹胀 先后就诊于6家大医院

均诊断为 结核性腹膜炎 先后联合规则抗痨治疗4

疗程 每疗程9 mo, 腹水未完全消退. 腹水由草黄色转

为淡红 最后为咖啡色. 既往14 岁因 肠梗阻 手术

治疗. 月经正常 无痛经. 查体: 一般情况可 浅淋巴结

不大. 心肺正常 腹部略膨隆 无静脉曲张 腹部柔软 移

动性浊音阳性,其余无异常. 三大常规 血沉 血CA125\腹

水CEA正常 结核抗体阴性 PPD皮试(++) 腹水常规呈

棕褐色 红细胞为主的渗出液.腹水CA125>1 178 u/mL

腹水病理检查多次未见癌细胞. 全消化道钡餐和结肠镜
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检查未见异常. 妇科B超: 右侧卵巢探及不满意 腹部
见大量液性暗区 上方至肋缘 两边至双侧腋前线 下
至子宫后上方. 液性暗区上部分离 在脐下迎合呈 U
形 有包膜 将肠管推向其外. 放腹水2 000 mL后做腹
部B超: 腹膜无增厚 腹腔淋巴结不大 腹盆腔探及巨
大囊性暗区 左侧到达脾肾隐窝 右侧到达肝肾隐窝.
行剖腹探查 手术中见肿块位于下腹部及盆腔 囊肿与
双侧卵巢 输卵管 回肠末端粘连紧密. 术后诊断: 卵巢
巧克力囊肿 术后病理诊断 见纤维囊壁 囊上有明显
出血 纤维增生 有少数含铁血黄素沉着 见可疑子宫

内膜腺体 符合巧克力囊肿

2   讨论

CA125是一种来源于体腔上皮细胞的表面抗原 主要存
在于子宫内膜 宫颈上皮 输卵管 胸膜 腹膜及心包
膜细胞上 卵巢肿瘤 子宫内膜异位症 盆腔炎 结核
性腹膜炎 肝硬化等疾病均可使体液中CA125升高[1]

此患者巧克力囊肿巨大 体积远远超过一般巧克力囊

肿 且无痛经 是造成临床误诊的主要原因.一般卵
巢巨大囊肿与腹水的鉴别是卵巢巨大囊肿位于下腹正
中 腹部形态为尖腹 叩诊中间为浊音 两边为鼓音
无移动性浊音. 而该患者卵巢巨大囊肿呈 U 形 移
动性浊音阳性 囊液颜色从草黄色变为淡红 最后变为
棕褐色也是本病例的特殊之处. 该患者误诊为结核性腹膜
炎7 a之久 主要是囊肿巨大且与腹腔粘连紧密 将囊肿
液误诊为腹水 将囊肿误认为整个腹腔而多次误诊. 但透
过现象看本质 患者反复多次正规抗痨治疗无效 且病
程7 a腹部无揉面感 腹膜不增厚 腹腔淋巴结无肿大
且患者虽大量腹水却无结核中毒症状 血沉不快 均不
支持结核性腹膜炎的诊断. 今后若遇到原因不明的女性血
性腹水患者 即使无痛经史 排除引起腹水的其他情况

也应考虑到卵巢巧克力囊肿的可能.

3     参考文献
1 李华军, 沈铿, 朗景和, 吴鸣, 黄惠芳, 潘凌亚. 卵巢良性肿块伴腹
水和血清CA125升高的临床分析-附三例报告. 中华妇产科杂志
2003;38:147-149
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• 答读者问 •

如何订购 世界华人消化杂志

1   如何订购2004 年 世界华人消化杂志
答: 世界华人消化杂志 由北京报刊发行局公开发行 邮发代号82-262. 订阅2004年 世界华人消化杂志 请在邮局办理订阅事宜.
2  2004 年 世界华人消化杂志 的订阅价格是多少
答: 世界华人消化杂志 2004 年为月刊 单价24.00 元 / 期 全年12 期 共计288.00 元(含邮资).
3  错过邮局征订时间 如何补订 世界华人消化杂志
如错过邮局征订时间 您可直接向编辑部联系办理邮购 补订手续.
4  购买历年 世界华人消化杂志 应该如何办理
答: 世界华人消化杂志 1993 年创刊至 2002 年 存有少量的精装合订本. 如您需订购 请参阅下表 选择您所需要的 世
界华人消化杂志 合订本.
5  如何办理汇款手续
答 请按以下详细地址办理邮局汇款
邮政编码: 100023
收款人地址: 北京市2345信箱
收款人姓名: 世界胃肠病学杂志社发行部
电话 010-85381892
附: 世界华人消化杂志 订单

订刊目录 期数 单价 订数 合计金额
新消化病学杂志 1993 年合订本 1-4期 120.00元 /套
新消化病学杂志 1994 年合订本 1-4期 120.00元 /套
新消化病学杂志 1995 年合订本 1-4期 120.00元 /套
新消化病学杂志 1996 年合订本 1-12期 340.00元 /套
新消化病学杂志 1997 年合订本 1-12期 350.00元 /套
华人消化杂志 1998合订本 1-12期 350.00元 /套
世界华人消化杂志 1999年合订本 1-12期 350.00元 /套
世界华人消化杂志 2000 年合订本 1-12期 350.00元 /套
世界华人消化杂志 2001年合订本 1-12期 350.00元 /套
世界华人消化杂志 2002 年合订本 1-12期 350.00元 /套
世界华人消化杂志 2003 年合订本 1-12期 350.00元 /套
华人消化杂志 1998年特刊号 特刊6号 34.00元
世界华人消化杂志 2004 年(月刊) 1-12期 288.00元 /期

6  订刊时我还需注意什么
答: 特别要提醒的是 请将您所需订购年份的期刊及数量在汇款单附言栏写清楚 并将您的邮政编码 收件人地址 收件人姓
名工整 清晰书写清楚 以便我部及时正确的邮寄给您.
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