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摘要

本文简述近年来复杂性疾病生物信息学研究的策略与方

法 并介绍清华大学生物信息学教育部重点实验室的有关

工作. 由于遗传 环境的相互作用及基因型-表型复杂的

内部结构 常用的家系研究 基于遗传图谱的连锁分析 基

于物理图谱的定位克隆以及关联分析等单基因病策略与方

法 在复杂性疾病的分子机制研究上存在局限. 在后基因组

时代 生物信息学的发展 为从分子水平和系统观念研究

复杂性疾病 以及研究模式从 序列 结构 功能 向 相

互作用 网络 功能 的转变提供了契机. 从多因素分

析 基因的相互作用着手研究复杂性疾病成为热点. 我们

以信息 系统的观点 从功能基因组系统学出发研究复杂

性疾病的机制 并在复杂性疾病的基因组合及相互作用信

息提取 复杂性疾病基因转录水平和表达水平的芯片分析

多层次生物信息整合 分子调控网络建模 中医药生物信

息学等方面进行了有益的尝试.
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0   引言

随着人类基因组计划的发展 目前生命科学进入了快

速 准确 低耗分析遗传和表达的信息时代.生物信

息学(Bioinformatics) 作为当今生命科学研究最重要的平

台技术 其目标是揭示基因组信息结构的复杂性及遗

传语言的根本规律[1] 并阐明人类约10万种蛋白质的

结构 功能 相互作用以及与各种人类疾病之间的关

系 寻求各种治疗和预防措施. 自 1980年代末期以来

生物信息学相继推动了系统生物学(systems biology)[2]

功能基因组系统学[1, 3]等的兴起 发展了从系统观 信

息结构 复杂性 研究健康与疾病的新方法 并已深

入到与人类疾病密切相关的基因组学 蛋白质组学 药

物基因组学[4]等各个领域.

1   遗传-环境的相互作用及基因型-表型复杂的内部

结构

疾病的发生与环境(环境有害因素)和遗传(遗传易感性)

有关. 单基因病(monogenic disease) 是疾病发病的遗传因

素中以单基因缺陷占主导地位 且在家系成员中疾病传

递符合孟德尔规律者. 复杂性疾病(complex diseases)则是由

多个基因及环境因素(包括致病微生物)相互作用所致 且

在家系中不符合孟德尔规律 又称为多基因病(polygenic

diseases) 多基因遗传病(polygenic inheritance diseases) 多

因子病(multifactorial diseases). 如肿瘤 心血管病 代

谢性疾病 神经-精神类疾病[5] 免疫性疾病[6] 帕

金氏症[7] 肠癌[8]等. 由于机体常见的疾病 健康状态

是环境暴露 遗传易感性和年龄等因素复杂交互作用

的结果 基因-环境各种因素之间往往存在复杂的非线

性关系 因此导致研究上存在困难.

1.1 微效基因的困扰 以及由此导致的预选基因难以

选择  复杂性疾病的特点往往是由多个中效 微效基因共

同决定疾病的复杂性状 仅一个基因的改变对疾病的发

生 发展 以及对药物作用的影响不大 其中某一或某些

基因位点仅对应于该疾病的某个亚型 某个症状或体征[9].

1.2 遗传与环境因素的交互作用分离  复杂性疾病的发

病率 即疾病外显性(penetrance)取决于后天环境因素影

响的性质及程度. 目前按临床表现进行分类诊断的一个

疾病 实际上可能是由一组致病基因 或易感基因 或

环境因素不同 而表型相似的疾病组成 如糖尿病. 群

体中也存在具有遗传易感性但不发病或尚未发病的亚

群.缺乏对疾病形成过程中环境作用的有效控制途径

必然导致研究对象的内部异质性 从而影响疾病相关

基因的研究. 随着多因素相关性疾病中遗传因素的作用

以及遗传因素和环境因素互动认识的进一步深入 将

有可能改变现有的疾病分类方法.

1.3 疾病基因型与表型(gene-to-phenotype)存在复杂的

关系 以及丰富的内部结构[10]  疾病基因型与表型存

在多因素致病 多基因调控 涉及多个层次 临床表型

复杂等特征. 如类风湿性关节炎(RA)的病理 免疫学改

变虽然相似 但其临床表现 基因表达谱改变却呈现出

多样性[11]. 同时 复杂病的遗传易感性不一定是对疾病

表型本身的直接影响 而可仅是对疾病中间性状影响

的间接后果. 可以认为 现代医学与分子遗传学在疾病

解释上存在可能的矛盾 即对于复杂疾病而言 分子遗

传学的解释过于概括 以致不适用于分为若干不同类

别 乃至亚组的特定疾病.
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2   几种利用遗传标记分析遗传病方法的局限

单基因遗传病由于因素单一 基因型-表型关系清晰

已经形成了较为成熟的患病家系研究 病例/对照分析

法 患病同胞对法 传递不平衡测试法(transmission/dis-

equilibrium test TDT) 以及基于遗传图谱的连锁分析

(linkage analysis) 基于群体病例-对照(case-control

populations)的关联分析(association study) 基于物理图

谱的定位克隆等策略与方法[12, 13]. 其中遗传家系的连锁

分析包括参数方法和非参数方法. TDT法实质上是一种

以家系为基础的病列 /对照关联分析法. NCBI的OMIM

数据库已经收集了众多单基因遗传病的致病基因.

         定位克隆已被证实是克隆基因尤其是人类群体中遗

传疾病相关基因的一种有效手段[14]. 复杂疾病的致病基

因则很难用位置克隆法及致病基因定位 分离技术体

系来确定[15] 从可能的疾病易感位点到致病基因的跨

越也充满困难.相对于定位主效基因十分有效的连锁分

析法来说 关联分析法定位弱效基因的能力要强得多[16].

关联分析法侧重于研究遗传标记与疾病的关联关系 然

而受到需首先大致确定致病基因位置的局限. Baier et al [17]

曾试图利用位置克隆法定位II型糖尿病的易感基因. 运

用关联分析表明 一个位于内含子区域的多态位点

UCSNP-43 与疾病易感性密切相关 这一位点位于

CAPN10基因内. 对一段包含CAPN10基因的长为66 kb

的区域进行测序发现了179个多态位点. 对其中的63个

位点进行的病例 / 对照研究表明 杂合体比纯合体更

容易患病. 这意味着可能是CAPN10与其周围的某个遗

传因素复杂的相互作用导致了糖尿病易感性的差异[18].

即是环境与人类基因 基因产物相互作用的结果 以

致最终的致病因素仍难确证.

3   新的研究策略: 生物信息学和系统观

从 序列 结构 功能 的生物学观点是既往复杂性

疾病机制研究的基础 即认为基因组本身包含蛋白质

结构的所有必需信息 这一观点过于简单并有太多还

原论色彩. 由于生理-化学原理和生物学机制都不可避

免地要涉及分子相互作用和反应的时空依赖性 当前

从 相互作用 网络 功能 的模式出发 在转录

组和蛋白质组层次研究基因调控网络 蛋白质相互作

用网络的丰富信息成为后基因组学 生物信息学的前

沿和热点[19]. 同时 功能基因组研究也开始朝复杂系统

的方向发展[1]. 这为复杂性疾病在大量已有数据资料的分

析处理基础上 由局部朝向整体 由孤立朝向系统提供

了可能.

3.1 以系统的观点适于阐发复杂疾病中遗传与环境的复

杂关系  生物是在遗传信息与外界信息作用下的一个复

杂 有序的动态系统. 基因组的调控与信息系统的调控

具有相似的规律[3]. 借鉴生命作为复杂系统的自组织现

象 以及基因的表达调控过程 我们建立了基于基因表

达调控的进化模型. 分析了其由简单结构向复杂结构进

化的趋势. 并发现高级复杂结构的出现是在一定的外界

环境下 生物种群内部出现的自组织过程[20, 21].

3.2 以系统的观点适于阐发复杂疾病中基因功能的特点

计算与实验相结合的系统生物学方法有助于深入认识

复杂的生物系统功能[22]. 而在系统水平上理解生物体

需要侧重于细胞 机体的功能而不是孤立的局部特点[1].

亦即研究各级产物的相互作用 整体形式比逐个研究

基因产物将更为可取.

3.3 以系统的观点适于分析疾病基因型-表型之间的复

杂关系  复杂疾病同一表型可能是由于同一代谢途径或

信号传导途径上不同基因发生突变的结果 在一个群

体中孤立地研究某一个或几个热门基因将难以得出满

意的结论[23]. 因此 在复杂疾病基因组分析中应注重对

基因功能以及相关生化通路的阐明.目前基因组研究已

重视对生命基本过程的分析 以及对基因调控 信号传

导等的研究 如生化途径数据库KEGG的建立[24]等.

       因此 以系统观为特点的生物信息学研究策略与

方法 有望突破单基因病分析方法在复杂疾病研究中

的局限. 并将在生物学和临床医学的诊断 治疗 药

物开发等方面提供理论指导和分析 具有广泛而关键

的应用价值[25-27].

4   复杂疾病的基因组合及相互作用信息提取

单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphisms SNPs)

是疾病易感性 外显性 抵抗性以及药物反应性等生

物学性状差别的重要遗传学基础. 很多疾病与基因突变

或基因多态有关. 分析基因型数据 特别是将SNPs 数

据与疾病和致病因素相关的计算方法是生物信息学研

究的重点之一. 不同于传统的单基因研究方式 目前对

基因的相互作用 多个基因组合与疾病关系的研究日

益受到关注.

        在基因组层次上发展的多因子与表型关联算法 可

提供与表型相关的多个基因相互作用的信息. 复杂疾病

的基因研究在设计上可表述为 通过对病例和对照的

实际样本(A C T G) 一定数量 SNPs 的检测(可

看作向量X) 从而寻找疾病有无或轻重的变量和向量

X之间的关系. 现有的基于连锁分析 关联分析的研究

多是针对X的单个分量展开 忽略了各分量之间的关

系. 提取有效基因组合的算法则是从各分量之间的关系

入手 研究多个可能致病因素的综合效果 从而给疾病

的预测 诊断以及个性化治疗提供依据. 我们应用小样

本情况下的主效多因提取方法 从基因的联合作用出

发研究偏执型精神分裂症 结果表明不同的SNPs组合

可能反映出疾病的不同亚型[28]. 同时 在致病因素与临

床表型的关系上 通过对胃癌前病变与 Helicobacter

pylori关系的Cluster 分析表明 不同临床表现的组合

对于Helicobacter pylori感染具有不同的诊断准确率[29].

这为运用生物信息学对分子信息 病理及临床试验的

资料进行整合 通过一些重要的疾病致病因素 从相互
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关系阐释复杂疾病的病因及其诊断提供了初步的依据.

       由于复杂疾病的机制涉及多个基因的累加作用 以

及某些环境因子的作用 这些基因的SNPs及其特定组合

可能是造成疾病易感性最重要的原因. 最近Zhao et al [30]提

出了病例-对照研究中分析SNPs单倍型与环境因素的

方法 并通过分析载脂蛋白CIII(6SNPs)与冠心病术后

再狭窄 发现2种单倍型可能降低术后再狭窄患病的风

险. 随着SNPs的不断发现和人类第三代遗传标记图的绘制

等进展 与疾病相关的人类基因信息数据库 与基因组多

态性和基因突变有关的数据库dbSNP[31] HGBASE[32]等相

继建立 为从SNPs探讨复杂性疾病的机制探讨提供了

可行性. 因此 对疾病相关调节通路的候选基因进行

SNPs的关联研究 可能是多基因疾病研究取得突破的

希望所在. 目前我们同时还提出了一种新的基于SNPs数

据 用于研究复杂疾病和对疾病进行亚型分类的方法

这一研究方法可以在小样本条件下充分利用已有的信

息资源 计算复杂度降低[28].

       同时 寻找与表型相关的有意义的多因组合还需

要加强以下方面的研究: (1)预选基因的采集需要集中于

主要的代谢途径 调控通路 从而避免由于样本分散导

致的样本量相对减少; (2)实验设计中预选的疾病相关基

因可能存在遗漏 如果致病基因的作用具有累加性 仍

有可能准确地找到致病相关基因. 候选基因组合中的最

佳基因数目取决于样本数和基因缺失比率[28]. 因此研究

中预先指定基因组合中的基因数目并不合理 特别是

孤立地研究单个基因与复杂疾病的关系往往不是最优

选择 并经常会导致信息利用的不充分. (3)试验中病例

本身的缺失也是潜在的偏差来源.目前对于缺失数据

(missing data) 的分析有均值 协方差的ML模型[33] 自

回归模型[34] EM 算法[35] 归因(imputation)等方法

然而仍需要通过进一步的研究 形成较一致的认识.

5   芯片生物信息分析与多层次信息融合

解析复杂疾病基因型-表型的关系 需要综合多层次

信息 如人类全部基因在染色体上的位置 序列特征

(包括SNPs) 表达规律和产物(RNA和蛋白质)等. 基因

芯片 如生物芯片(biochip) 微阵列(Microarray) DNA

芯片(DNA chip) 以及蛋白芯片等高通量检测技术

使得高密度的数以万计的探针分子以及对杂交信号进

行的检测分析变得切实可行 是高效地大规模获取相

关生物信息的主要手段. 基因表达谱 蛋白质谱等芯片

数据的生物信息学分析 成为在基因转录 表达水平

研究临床疾病的分子机制 疾病诊断和药物筛选的重要

领域.目前模式识别 人工智能 统计学中的多种方法

如聚类分析[36] 人工神经网络[37] 隐马尔可夫模型[38]

等 已被用于在核酸和蛋白质两个层次上对基因表达

谱 即基因表达矩阵(行表示基因 列表示实验样本)

集合 分类及优化等信息的处理. 并应用到肿瘤分型

肿瘤分类 基因功能研究 通路(pathway)分析 基

因调控网络构建 药物靶位识别等许多方面. 对 86 例

肺腺癌患者基因表达谱芯片的生物信息学分析发现数百

个基因与癌细胞显著相关 属于细胞分裂 蛋白降解

嘧啶与嘌呤代谢 氧化磷酸化等通路[39] 从信号通路

调节异常的分析中则可预测肿瘤表型[40]. 在神经网络等

传统方法得到很多应用的同时 统计学习理论(statistical

learning theory SLT) 即专门用于研究小样本情况下

机器学习规律的理论日益受到重视 以支持向量机

(SVM)[41]方法为代表的SLT方法将为芯片的生物信息学

分析提供新的途径 从而进一步推动人们在基因组水

平上以系统的 全局的观念去研究疾病多层次的现象

及其本质.

6   分子调控网络建模

基因的结构或种类决定物种 基因的功能或表达则决

定生命的健康 疾病等状态. 基因调控网络 蛋白调控

网络 代谢网络等分子调控网络的研究 是理解基因组

功能 进而理解复杂疾病本质正在发展的方向 并将为

复杂性疾病多基因之间的关系 基因型 - 表型各部

分 各层次的相互作用 调控通路提供背景和依据[42].

其中在转录组层次上发展的基因调控网络建模方法可

提供与表型相关基因调控网络的部分信息. 在 Promoter

区的调控元件可提供基因之间相互作用的线索. 随着基

因组数据的指数式增长 有关生理 病理数据库快速发

展 如基因表达有关的数据库[43] 蛋白质序列数据库

有PIR[44] Swiss-Prot[45]; 蛋白质结构数据库有PDB[46]

等 以及选择性剪接数据库[47] 等. 数据的大量积累也

使得从系统水平上研究分子调控网络成为可能.

       对于基因调控 细胞信号传导过程等已具有大量

的分子生物学实验研究 急需对实验结果进行理论总

结.基因 蛋白等调控网络的建模 即综合生理病理

相关的基因 SNPs 基因表达状况 蛋白质功能状态

以及临床治疗等信息 以系统方法将不同的测量数据

各种因素的辨识 各个层次上的相互作用关系进行整

合 利用数学模型深入了解生物的结构和功能以及生

理病理过程.目前分子调控网络目前大多为简单系统

局部网络的基础研究 以及从大规模基因表达谱中发

现和描述基因调控网络的研究. 基因调控网络建模主要

在于代谢网络[48] 信号通路网络[49] 生化网络[50] 运

用数据挖掘方法构建人类基因表达网络[51] 运用多元

回归分析构建DNA微阵列数据基础上构建基因调控网

络[52] 神经元网络[53]等. 按控制论的基本原理 我们

曾归纳出基因调控过程中的7种典型控制环节 基因

调控和信号传导路径可以由这些控制环节组合而成

控制论的研究有助于寻找其中的共同规律[54]. 通过基因

组 转录组等层次多种信息相互印证 则有望扩充已

知基因调控网络的方法.

       随着系统建模各种手段的发展 尤其是复杂系统

仿真 建模等方法的建立 表明目前已有能力与方法



将复杂的生物系统问题 降幂 处理. 依据一个复杂

系统的输入(遗传物质的差异)和输出(基因表达谱 蛋白

质谱)确定各种变量之间的因果关系 有望逐步建立与

疾病密切相关的分子调控网络 从而最终解释复杂疾

病的成因 治疗等各种理论问题. 也将为降低复杂疾病

有关信息分析的难度 减少实际观测样本量的限制提

供依据.

7    中医药生物信息学

中医药学植根于临床实践 防治众多常见疾病具有较

佳的疗效 是世界医学不可或缺的组成部分. 然而长期

以来研究策略与方法的局限 制约了中医药治疗规律

和疗效机制的探讨. 将侧重于宏观的中医药学及其诊疗

特色 丰富资源与侧重于微观的生物信息学进行有机

结合 开展 中医药生物信息学 (traditional chinese

medicine bioinformatics TCMB)有关理论与方法的研

究 是我们提出的一个充满挑战和机遇的方向[55]. 我们

的研究表明 以生物信息学的有关理论与方法为桥梁

在中医学研究中发展相应的信息分析与整合手段 将

有助于深入了解以整体观 辨证论治为核心的中医诊

疗规律; 一套行之有效的中医药生物信息分析方法 也

将为在分子水平上发掘中医药的系统内涵 在系统层

次上加深对于复杂性疾病的理解提供新的途径.

7.1 中医证候生物信息分析  由于中医学对人体体质因

素 环境因素及疾病不同阶段证候演变的整体认识方

法 使得在微观层面上研究中医学诊疗机制 必然需要

大量的生物信息分析 特别是非线性规律的分析尤为

突出.中医学对疾病的观察体现出机体与环境相交融的

整体观念. 对空间的 证 时间的 候 进行证候学判

断 从而指导方药的治疗则是中医临床的核心特点. 我

们运用控制论方法与中医理论相结合 已初步揭示在

机体与环境 机体内多因素相互作用基础上的稳态机

制和系统特性[56, 57]. 通过 降维升阶 等处理 则有

助于从复杂的四诊信息 理化信息以及多层次生物信

息中 使主要证候因素得以辨识[58, 59]. 目前国际上认

为 揭示复杂疾病机制的新途径 在于了解亚细胞 细

胞 组织 器官及系统结构中的蛋白质相互作用 以

及认识基于相互作用的疾病不同状态[60] 而多学科的协

作 有效的信息整合 其意义超过了单纯的基因研究[61].

我们开展的中医证候与复杂性疾病有关病理 生理多

层次信息的综合研究[62] 也符合了这一发展趋势.

7.2 中药药效系统学研究  中药成分相对复杂 治疗疾

病时往往通过不同环节发挥整体调节作用[59]. 针对方

剂 证候高维小样本数据 我们建立了统计模式识别分

析的PARM算法. 应用于评价中药不同配比的分析与优

化 寒热方剂的作用 寒热证候的特征等 取得了较好

效果. 与统计学方法相比 该模型可合理利用启发式的

直观信息 适合于药效的特征提取 系统评价 而不仅

是给出差异性的比较结果. 表明 中药药效系统学

是符合中药作用特色的研究途径.

7.3 中医药与复杂疾病研究的互补  中医药在治疗上注

重功能调节 可能是在调控疾病的相关(易感)基因的表

达及表达产物上发挥重要作用 已发现中药可以影响

一些细胞因子 组织损伤酶的比例[63] 动态变化等.

中药的作用具有多因微效基础上的突现特点 在一定

意义上符合多基因病的形成特征及治疗趋势. 因此

充分发挥生物信息学计算 设计的作用 在计算与

实验相结合的研究框架下 进行基于多层次生物信息

分析的中药有效分子组合筛选 中药生物信息与化学

信息相关性研究 以及中药基因组学等研究 对于复

杂疾病的药物设计及防治具有较大价值; 同时 以确有

疗效 成分明确的中药为探针 可望开启复杂疾病机

制研究中 以药测病 的思路 从新的角度扩充疾病

相关的分子调控网络[62] 并促进生物信息 医学信息

的融合.

      总之 生物信息学掌握着基因组的真正用途 并

将引起生物医学以及临床诊疗的革命性变化[64]. 作为当

今生命科学研究最重要的平台技术 生物信息学不仅

能够分析复杂疾病多种生物分子数据 同时更适于综

合多种生物分子及其相互作用的知识来了解生物系统

的功能 由获取有关生物知识迈进到对生命基本规律

的认识 并促进复杂性疾病的研究向功能 系统的方向

发展.
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Abstract
AIM: To obtain DNA of human Helicobacter pylori (Hp)
adhesin gene babA2 and the amplified fragment was inserted
into plasmid pET-22b (+) for nucleotide sequencing analysis
and to carry out bioinformatics analysis.

METHODS: The babA2 DNA was amplified by PCR and in-
serted into the plasmid pET -22b (+) and sequenced. The
biological property was analysed by the software ANTHEPROT
V4.3c.

RESULTS: DNA sequencing analysis showed that the se-
quence of babA2 DNA was the same as that published by
GenBank. ANTHEPROT V4.3c software predicted its relative
molecular mass(Mr) was 78 kD and it possessed good
antigencity and hydrophobicity.

CONCLUSION: A confirmed babA2 gene has been obtained
and bioinformatics analysis showed that it had good
immunogenicity. Our study lays a good foundation for
recombination,expression and relevant research on adhesin

gene babA2 of Helicobacter pylori.

Bai Y, Huang W, Wang JD, Zhang ZS, Zhou DY, Zhang YL. Cloning,
sequencing and bioinformatics analysis of adhesin gene babA2 of
Helicobacter pylori. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(10):1470-1474

摘要

目的: 获取幽门螺杆菌黏附素基因babA2 并将他克隆到质

粒pET-22b(+)中进行核苷酸序列分析 并对其进行生物信息

学分析 为研究Hp黏附素的分子机制和免疫原性提供基础.

方法: 利用PCR技术扩增babA2 并将其定向插入pET-

22b(+)载体 通过DNA序列分析仪进行核苷酸分析 生物

信息学软件对其进行生物学特性分析.

结果: DNA序列分析表明 所克隆的babA2基因序列与

GenBank公布的一致. ANTHEPROT V4.3c软件预测其蛋白

质分子量约为78 KD 并显示出了良好的抗原性和疏水性.

结论: 本研究获得了序列正确的babA2基因 生物信息学

分析表明其具有优良的免疫原性 为其重组表达及其相关

研究奠定了良好的基础.

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babA2
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(10):

1470-1474

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1470.asp

0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori Hp)感染是慢性胃炎和消化

性溃疡的主要病因[1-6] 与胃腺癌 胃黏膜相关性淋巴样

组织恶性淋巴瘤的发生亦密切相关[7-20]. 此外 血清流行

病学研究表明Hp感染与循环 呼吸 胃十二指肠外消

化系统以及自身免疫疾病的发生也有关[21-24]随着Hp病因

地位的上升 对其致病机制的研究日趋深入 Hp的致

病机制包括诸多环节 但尤以其黏附机制最为关键 因

为Hp必须首先定植于人胃黏膜才能进一步发挥其致病作

用 而黏附又是Hp定植在胃黏膜表面的前提. 文献报道

的Hp 黏附素较多 但已经证实的有四种 即LewisB血

型抗原(Leb)结合黏附素(BabA) AlpA AlpB和HopZ[25]. 其

中BabA是迄今为止惟一明确受体的Hp黏附素 研究表

明babA基因存在两个等位基因: babA1和babA2 其中

babA1缺乏10-bp的重复序列 其蛋白不具有与Leb结



合的功能[26]. 目前国内尚未见有关babA2的研究报道 我

们运用PCR技术克隆人幽门螺杆菌babA2基因 并构建

载体对其进行序列及生物信息学分析 为进一步表达

babA2基因 研究其黏附作用 免疫原性等打下了基础.

1   材料和方法

1.1 材料  菌株BL21(DE3)及质粒pET-22b(+)由军事医

学科学院生物工程研究所提供. 幽门螺杆菌SS1为本所

保存. 限制性内切酶Not I Noc I及T4 DNA连接酶 Vent

DNA聚合酶购自New England Biolabs 公司 Taq DNA聚

合酶 DNA分子量标准 DNA/EcoR I +Hind 购自华

美生物工程公司 琼脂糖 dNTPs DNA快速纯化试剂

盒购自Promega公司 测序质粒纯化试剂盒购自Qiagen

公司 其他试剂为国产分析纯.

1.2 方法

1.2.1 Hp染色体DNA的提取  固体培养基上刮取生长

良好的Hp菌落 按基因组DNA小量制备法制备[27].

1.2.2 质粒的提取及纯化  质粒的快速抽提及大量制备均

采用碱变性法[27].

1.2.3 目的基因的PCR扩增  根据文献[26]设计引物

在其5 端加上合适的限制性酶切位点 由军事医学科

学院生物工程所张京生合成. 序列如下: babA21:5 -TG

GCC ATG GAT AAA AAA CAC ATC CTT TCA-3

babA22:5 -AG TGC GGC CGC ATA AGC GAA CAC ATA

G-3 . 热启动法进行PCR 95 变性 30 s 55 退

火 30 s 72 延伸 90 s 35 个循环后再延伸10 min.

0.8 %琼脂糖凝胶电泳观察扩增结果.

1.2.4 DNA片段的酶切 连接 转化和阳性克隆的鉴

定[27]  质粒和目的基因DNA经Not I和Noc I双酶切 玻

璃奶回收酶切片段 T4连接酶作用下16 连接12 h

转化宿主菌BL21(DE3) 双酶切鉴定筛选出阳性克隆.

1.2.5 序列测定及分析  碱裂解法大量抽提经双酶切鉴

定的重组克隆质粒 用自动测序仪进行序列分析.

1.2.6 生物信息学分析  ANTHEPROT V4.3c软件分析其

生物学特性.

2   结果

2.1 babA2基因的扩增  PCR结果电泳分析发现在2 200 bp

左右有一条带 大小与预计相符.

2.2 重组质粒的构建及酶切鉴定  重组质粒的构建如图

1 将PCR产物经Not I和Nco I双酶切后 定向插入经

同样双酶切的pET-22b(+)载体中 获得重组质粒命名

为pET-22b(+)/BabA2. 经 Not I 和Nco I 双酶切后的重组

质粒电泳 结果与预计相符.

图1  重组质粒pET-22b(+)/BabA2的构建示意图.

2.3 babA2基因片段的序列分析  直接以重组质粒pET-

22b(+)/BabA为模板进行测序 得到了克隆片段的DNA

序列 与 Ilver et al [26]报道的一致. babA2基因编码区的

核苷酸序列和氨基酸序列见图2.

a t g  a a a  a a a  c a c  a t c  c t t  t c a  t t a  a c t  t t a  g g c  t c g  c t t  t t a  g t t  t c c  a c t  t t g  a g c  g c t

M K K H I L S L T L G S L L V S T L S A

g a a  g a c  g a c  g g c  t t t  t a c  a c a  a g c  g t a  g g c  t a t  c a a  a t c  g g t  g a a  g c c  g c t  c a a  a t g  g t a

E D D G F Y T S V G Y Q I G E A A Q M V

a c a  a a c  a c c  a a a  g g c  a t c  c a a  g a t  c t t  t c a  g a c  a a c  t a t  g a a  a a c  t t g  a g c  a a a  c t t  t t g

T N T K G I Q D L S D N Y E N L S K L L

a c c  c g a  t a c  a g c  a c c  c t a  a a c  a c c  c t t  a t c  a a a  t t g  t c c  g c t  g a t  c c g  a g c  g c g  a t t  a a c

T R Y S T L N T L I K L S A D P S A I N

g c g  g c a  c g t  g a a  a a t  c t g  g g c  g c g  a g c  g c g  a a g  a a c  t t g  a t c  g g c  g a t  a c c  a a a  a a t  t c c

A A R E N L G A S A K N L I G D T K N S

c c c  g c c  t a t  c a a  g c c  g t g  c t t  t t g  g c g  a t c  a a t  g c g  g c g  g t a  g g g  t t t  t g g  a a t  g t c  t t a

P A Y Q A V L L A I N A A V G F W N V L

g g c  t a t  g c t  a c g  c a a  t g c  g g g  g g t  a a c  g c t  a a t  g g t  c a a  g a a  a g c  a c c  t c t  t c a  a c c  a c c

G Y A T Q C G G N A N G Q E S T S S T T
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a t c  t t c  a a c  a a c  g a g  c c a  g g g  t a t  c g a  t c c  a c t  t c c  a t c  a c t  t g c  a g t  t t g  a a c  a g g  t a t
I F N N E P G Y R S T S I T C S L N R Y

a a g  c c t  g g a  t a c  t a c  g g c  c c t  a t g  a g c  a t t  g a a  a a t  t t c  a a a  a a g  c t t  a a c  g a a  g c c  t a t
K P G Y Y G P M S I E N F K K L N E A Y

c a a  a t c  c t c  c a a  a c g  g c t  t t a  a a t  a a a  g g c  t t a  c c c  g c g  c t c  a a a  g a a  a a c  a a c  g g a  a c g
Q I L Q T A L N K G L P A L K E N N G T

g t c  a g t  g t a  a c c  t a c  a c c  t a c  a c a  t g c  t c a  g g g  g a a  g g g  a a t  g a t  a a c  t g c  t c g  a a a  a a a
V S V T Y T Y T C S G E G N D N C S K K

g c c  a c a  g g t  g t a  a g t  g a c  c a a  a a t  g g c  g g a  a c c  a a a  a c t  a a a  a c c  c a a  a c c  a t a  g a c  g g c
A T G V S D Q N G G T K T K T Q T I D G

a a a  a c c  g t a  a c c  a c c  a c g  a t c  a g t  t c a  a a a  g t c  g t t  g a t  a g t  c a g  g c a  a a a  g g t  a a t  a c a
K T V T T T I S S K V V D S Q A K G N T

a c a  a g g  g t g  t c c  t a c  a c c  g a a  a t c  a c t  a a c  a a a  t t a  g a c  g g t  g t g  c c t  g a t  a g c  g c t  c a a
T R V S Y T E I T N K L D G V P D S A Q

g c g  c t c  t t g  g c g  c a a  g c g  a g c  a c g  c t c  a t c  a a c  a c c  a t c  a a c  a c g  g c a  t g c  c c g  t a t  t t t
A L L A Q A S T L I N T I N T A C P Y F

a g t  g t a  a c t  a a t  a a a  a g t  g g t  g g t  c c a  c a g  a t g  g a a  c c g  a c t  a g a  g g g  a a g  t t g  t g c  g g t
S V T N K S G G P Q M E P T R G K L C G

t t t  a c a  g a a  g a a  a t c  a g c  g c g  a t c  c a a  a a g  a t g  a t c  a c a  g a c  g c g  c a a  g a g  c t g  g t c  a a t
F T E E I S A I Q K M I T D A Q E L V N

c a a  a c g  a g c  g t c  a t t  a a c  g a g  c a t  g a a  c a a  t c a  a c c  c c g  g t a  g g c  g g t  a a t  a a t  g g c  a a g
Q T S V I N E H E Q S T P V G G N N G K

c c t  t t c  a a c  c c t  t t c  a c g  g a c  g c a  a g c  t t c  g c t  c a a  g g c  a t g  c t c  g c t  a a c  g c t  a g t  g c g
P F N P F T D A S F A Q G M L A N A S A

c a a  g c c  a a a  a t g  c t c  a a t  c t a  g c c  c a t  c a a  g t g  g g g  c a a  a c c  a t t  a a c  c c t  g a c  a a t  c t t
Q A K M L N L A H Q V G Q T I N P D N L

a c c  g g g  a c t  t t t  a a a  a a t  t t t  g t t  a c a  g g c  t t t  t t a  g c c  a c a  t g c  a a c  a a c  a a a  t c a  a c a
T G T F K N F V T G F L A T C N N K S T

g c t  g g c  a c t  a g t  g g c  a c a  c a a  g g t  t c a  c c t  c c t  g g c  a c a  g t a  a c c  a c t  c a a  a c t  t t c  g c t
A G T S G T Q G S P P G T V T T Q T F A

t c c  g g t  t g c  g c c  t a t  g t g  g a g  c a a  a c c  a t a  a c g  a a t  c t a  a a c  a a c  a g c  a t c  g c t  c a t  t t t
S G C A Y V E Q T I T N L N N S I A H F

g g c  a c t  c a a  g a g  c a g  c a g  a t a  c a g  c a a  g c t  g a a  a a c  a t c  g c t  g a c  a c t  c t a  g t g  a a t  t t c
G T Q E Q Q I Q Q A E N I A D T L V N F

a a a  t c t  a g a  t a c  a g c  g a a  t t a  g g g  a a t  a c t  t a t  a a c  a g c  a t c  a c t  a c t  g c g  c t c  t c c  a a a
K S R Y S E L G N T Y N S I T T A L S K

g t c  c c t  a a c  g c g  c a a  a g c  t t g  c a a  a a c  g t g  g t g  g g a  a a a  a a g  a a t  a a c  c c c  t a t  a g c  c c g
V P N A Q S L Q N V V G K K N N P Y S P

c a a  g g c  a t a  g a a  a c c  a a t  t a c  t a c  t t g  a a t  c a a  a a c  t c t  t a c  a a c  c a a  a t c  c a a  a c c  a t c
Q G I E T N Y Y L N Q N S Y N Q I Q T I

a a c  c a a  g a a  t t a  g g g  c g t  a a c  c c c  t t t  a g g  a a a  g t g  g g c  a t c  g t c  a g t  t c t  c a a  a c c  a a c
N Q E L G R N P F R K V G I V S S Q T N

a a t  g g t  g c c  a t g  a a t  g g g  a t c  g g t  a t c  c a g  g t g  g g c  t a c  a a g  c a a  t t c  t t t  g g g  c a a  a a a
N G A M N G I G I Q V G Y K Q F F G Q K

a g g  a a a  t g g  g g t  g c a  a g a  t a c  t a c  g g c  t t t  t t t  g a t  t a c  a a c  c a t  g c g  t t c  a t t  a a a  t c c
R K W G A R Y Y G F F D Y N H A F I K S

a g c  t t c  t t c  a a c  t c g  g c t  t c t  g a c  g t g  t g g  a c t  t a t  g g t  t t t  g g a  g c g  g a c  g c t  c t t  t a t
S F F N S A S D V W T Y G F G A D A L Y

a a c  t t c  a t c  a a c  g a t  a a a  g c c  a c c  a a t  t t c  t t a  g g c  a a a  a a c  a a c  a a g  c t t  t c t  g t g  g g g
N F I N D K A T N F L G K N N K L S V G

c t t  t t t  g g c  g g g  a t t  g c g  t t a  g c g  g g c  a c t  t c a  t g g  c t t  a a t  t c t  g a a  t a c  g t g  a a t  t t a
L F G G I A L A G T S W L N S E Y V N L

g c c  a c c  a t g  a a t  a a c  g t c  t a t  a a c  g c t  a a a  a t g  a a c  g t g  g c g  a a c  t t c  c a a  t t c  t t a  t t c
A T M N N V Y N A K M N V A N F Q F L F

a a c  a t g  g g a  g t g  a g g  a t g  a a t  t t a  g c c  a g a  t c c  a a g  a a a  a a a  g g c  a g c  g a t  c a t  g c g  g c t
N M G V R M N L A R S K K K G S D H A A

c a g  c a t  g g c  a t t  g a g  t t a  g g g  c t t  a a a  a t c  c c c  a c c  a t t  a a c  a c g  a a c  t a c  t a t  t c c  t t t
Q H G I E L G L K I P T I N T N Y Y S F

a t g  g g g  g c t  g a a  c t c  a a a  t a c  c g c  a g g  c t c  t a t  a g c  g t g  t a t  t t g  a a c  t a t  g t g  t t c  g c t
M G A E L K Y R R L Y S V Y L N Y V F A

t a t  t a a
   Y

图2  Hp粘附素BabA2的核苷酸序列及其推导出的氨基酸序列.
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2.4 生物信息学分析结果  ANTHEPROT V4.3c软件预测

其蛋白质分子量约为78 kD Parker 法和Welling 法分

析均显示出了良好的抗原性(图 3 4).

3   讨论

早在1996年 Wadstr et al [28]推测处在休眠或生长缓慢

状态的Hp能够与胃黏膜表面和上皮细胞的Lewis血型

图3  BabA抗原性的Parker 法分析.

图4  BabA抗原性的Welling法分析.

抗原相互作用以促进其定植. 之后 Ilver et al [26]研究了

Lewis 血型抗原中Leb调节Hp黏附的作用. 研究显示

含Leb的可溶性糖蛋白或抗Leb的抗体能抑制Hp黏附于

胃上皮细胞. 他们进一步采用再标记技术发现并纯化了

能与人胃黏膜表面Leb特异结合的黏附素 BabA Mr
78 kD 免疫电镜显示其位于细菌表面. I型和II型Hp菌

株结合Leb的研究显示CagA致病岛的存在与BabA黏附

有关. 亲和实验研究表明Leb与BabA的亲和系数约为1

1010M-1 即每个细菌结合Leb的分子数约为500. 另

外 他们检测了95株临床分离的Hp结合于 125I标记的

血型抗原的能力 发现90 %的Hp呈现血型抗原结合

能力 其中66 %能与Leb结合. 近来 Bosch et al [29]调

查了应激状态下唾液中硫酸化Lewis (S-Le)水平与Hp

黏附的关系. 结果显示 随着应激状态下唾液中S-Le

浓度 分泌量及S-Le/ 总蛋白比率的增加 唾液介导

的Hp黏附也增加. 这一结果表明BabA及其受体在Hp

致病机制 特别是在宿主应激状态下 Hp致病机制中

起重要作用.

       由于CagA致病岛的存在与BabA黏附有关且只有

babA2可以表达BabA[30-37] 因此本研究选用了黏附性

强并含有CagA致病岛的Hpss1染色体DNA为模板 成

功得到了babA2的基因. 为便于下一步的表达和纯化工

作又将其装入了带有组氨酸尾巴的融合表达载体 酶

切鉴定和测序结果显示获得了特异的Hp的babA2基

因 生物信息学分析预测其蛋白质Mr  78 kD 并显示

出了良好的抗原性 为重组表达BabA 研究其黏附功

能和免疫保护作用奠定了重要的实验基础.
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Abstract
AIM: To construct and express the fusion gene of H pylori
heat shock protein A subunit (HspA) and E.coli heat-labile
enterotoxin B subunit (LTB), and analyse the biologic and
immunologic characteristics of the fusion protein.

METHODS: HspA gene was amplified from H pylori chro-
mosome by PCR. The gene was cloned into plasmid pPLtB
and the fusion gene of H pylori urease B subunit (HspA)
and E.coli heat-labile enterotoxin B subunit (LTB) was
constructed, and then LTB-HspA recombinant protein was
expressed in E.coli JM109.

RESULTS: LtB-HspA fusion gene was found to be 684 base
pairs and encode the recombinant fusion protein, which
was composed of 228 amino acid residues. SDS-PAGE and
Western blotting analysis showed that the recombinant
fusion protein had a molecular weight of 25kD and a positive
reaction with the serum from H pylori-infected patients.
ELISA analysis showed that LTB protein existed in the fusion
protein. At the same time, fusion protein kept the character
of binding with LTB receptor-ganglioside GM1.

CONCLUSION: LTB-HspA recombinant protein may be used

for research of genetically engineered H pylori vaccine.

Guo H, Zou QM, Zhao XY, Wu C. Construction and expression of the
fusion gene of H pylori HspA subunit  and E.coli heat-labile enterotoxin
B subunit. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(10):1475-1479

摘要

目的: 构建和表达人幽门螺杆菌(H pylori)热休克蛋白A亚

单位(HspA)与E. coli不耐热肠毒素B亚单位(LTB)的重组

融合蛋白 并对其基本的生物学及免疫学特性进行研究.

方法: 采用PCR技术从人H pylori染色体DNA中扩增出

354 bp的HspA基因 并克隆至pPLtB载体中与 ltB基因

融合 形成含有 ltB-HspA 融合基因的原核表达载体

pPLH 并在工程菌 E.coli JM109中诱导表达.

结果: 经序列分析 ltB-HspA 融合基因由684 个碱基组

成 为编码228个氨基酸残基的多肽. SDS-PAGE和Western

blotting检测发现 融合蛋白的Mr 25 103 并与H pylori

感染的阳性血清发生抗原抗体反应 ELISA检测显示融合

蛋白中存在LTB组分 并保持与LT受体-神经节苷脂GM1
结合的活性.

结论: LTB-HspA融合蛋白有可能用于H pylori基因工程疫

苗的研究.

郭红, 邹全明, 赵哓晏, 吴超. 幽门螺杆菌HspA与大肠杆菌LTB基因融合及

表达. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1475-1479

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1475.asp

0   引言

幽门螺杆菌(H.pylori)与 B型胃炎 消化性溃疡 胃黏

膜相关淋巴组织 (MALT)淋巴瘤以及胃癌发生密切相关

WHO已将其列为一级致癌物质[1-37]. H pylori的致病性包

括他的动力 黏附力 尿素酶 磷脂酶A 热休克蛋白

(Hsp)和毒素 毒素包括空泡细胞毒素(vacuolating cytotoxin

A VacA)和细胞毒素相关A蛋白(cytotoxin associated gene

A protein CagA) [38-48]. H pylori的尿素酶B亚单位(UreB)

热休克蛋白A亚单位(HspA)和VacA均是有效的抗原成

分 作为疫苗免疫动物均已取得良好的免疫预防和治

疗效果. 大肠杆菌不耐热肠毒素(LT)与H pylori的保护性

抗原共同口服免疫后可起到预防和治疗H pylori感染的

作用 其中B亚单位以其无毒性和较好佐剂活性已得

到高度重视[49-58]. 我们采用PCR技术克隆H pylori HspA

并与 ltB 基因融合 进行表达 为研究其产物的免疫



1476                ISSN  1009-3079   CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 10月 15日  第 11卷  第 10期

学功能及LTB的分子内佐剂活性奠定了基础.

1   材料和方法

1.1 材料  质粒pFs2.2由F.schodel博士惠赠; 原核表达载

体PinPointTMXa- 购自Promega 公司; E.coli DH5α及
E.coli JM109由本室保存 H pylori标准菌株NCTC11637

购自中国预防科学研究所; 各种工具酶购自宝灵曼公司;

兔抗LT多抗血清购自上海市卫生防疫站 免抗H pylori

多抗血清本室制备; 羊抗兔HRP酶标二抗 核酸相对

分子质量标准 蛋白相对分子质量标准 IPTG购自华

美公司; HRP标记的羊抗兔 IgG抗体购自博士德公司;

LT GM1购自Sigma公司. 根据Genebank公布的hLT基

因序列 设计了两条引物分别为: 上游引物 5 ATCTG

CAGGGAGTTACTCACATGGCTCCCCAGTCTATTAC 3

下游引物 5 CGCGGATCCATCCTGAGGGTAGTTTT 3.

上游引物位于LTB DNA序列ATG下游64 bp位置 下

游引物位于LTB 3 端终止子前面部分序列 同时引

入 Pst I 和 Bam HI酶切位点 并在LTB最后一氨基酸

(Asn)残基密码子AAC与Bam HI酶切位点之间设计增加

了编码YPQD的12个核苷酸. 以含有ltB基因的质粒pFs2.2

为模板进行PCR扩增. 根据GenBank公布的H pylori HspA

序列及实验目的设计扩增引物 分别在上游引物和下

游引物5 端加入 Bam HI 和 EcoR V酶切位点 由于

靠近hspA基因终止密码子TAA处存在大量不利于引物

设计的连续相同的碱基 故将下游引物设计到与终止密

码子TAA后约130+ bp处的碱基相匹配. 采用Net Primer

引物分析软件评价设计引物 由上海生工公司合成

PAGE方式纯化. 上游引物: 5 -GTC GAT CCA AGT TTC

AAC CAT TAG G-3 下游引物: 5 -GCG ATA TCA

CAG CGT CAT GGA GTT-3 .

1.2 方法  LtB基因和H pylori HspA基因的PCR扩增: 分

别以含有ltBDNA的质粒pFs2.2和Hp NCTC1 1637基因

组DNA为模板 按常规PCR条件进行扩增. 反应条件:

94 预变性5 min 加入Taq DNA聚合酶 然后按如下

参数循环: 94 1 min 55 1 min 72 1 min

最后一个循环结束后72 反应5 min. 反应完毕后取产

物3 µl 在 10 g/L-1琼脂糖凝胶中进行电泳分析. 融合
基因表达载体的构建及DNA序列分析: LtB PCR产物经

Pst I+Bam HI双酶切并纯化后与同样 Pst I+Bam HI双酶

切的PinPointTMXa- 载体相连接 构建LTB融合表达

质粒pPLtB 外源基因可通过pPLtB上多克隆位点插入

与ltB基因构成融合基因. 质粒pPLtB和HspA PCR产物

均用 Bam HI 和 EcoR 酶切 用上海生工公司Silver

Beads胶回收kits纯化回收DNA片段 将pPLtB/ BamH

I+Eco R 和PCR产物 /BamHI+EcoR 在14-16 连

接 16 h. 连接产物转化 E.coli DH5a 经氨苄青霉素抗

性及质粒少量抽提电泳筛选 酶切鉴定 得到阳性重组

子 命名为pPLH. 用全自动测序仪进行序列分析. 将重

组表达质粒pPLH转化至 E.coli JM109中 经 IPTG诱

导后重组融合蛋白表达 SDS-PAGE电泳分析. 重组融

合蛋白的免疫学鉴定: Western-blotting检测按 精编分

子生物学实验指南ISBN 7-03-006408-9/Q.768 进行.

所用一抗为兔抗H pylori抗血清(1:2 000倍稀释) 二抗

为辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG (1:3 000倍稀释)

邻苯二胺显色. ELISA检测  用重组菌诱导表达超声破碎

物包被酶标板 10 g/L 1牛血清白蛋白封闭各孔 先

后加入兔抗LT多抗(1:1 000)和HRP标记的羊抗兔IgG

抗血清(1:10 000) 邻苯二胺显色. 重组融合蛋白的GM1-

ELISA 检测 按文献进行.

2   结果

采用PCR技术分别从质粒pFs2.2 和H pylori基因组中

扩增出LtB 基因和HspA基因 大小与预计大小相符

(图1).

图1  琼脂糖凝胶电泳分析PCR产物. 1  ltB PCR product; 2  hspA PCR
product; 3  PCR marker.

图 2  重组质粒pPLH的双酶切鉴定图谱. Marker; 1. Positive recom-
binant plasmid pPLH PstI+EcoRV; 2. Positive recombinant plasmid
pPLH PstI+BamHI.

2.1 融合基因的构建与鉴定  LtB PCR产物经PstI+BamHI双

酶切并纯化后与同样PstI+BamHI双酶切的PinPointTMXa-

III载体相连接 构建LTB融合表达质粒pPltB. 经Amp

抗性筛选 碱裂解少量抽提和PstI+BamHI酶切鉴定 出

现330 bp DNA片段的为阳性重组子(图2). 再通过多克

隆位点中BamHI和EcoRV切点将HspA PCR产物定向

克隆于pPLtB载体并与 ltB基因形成 ltB-HspA融合基

因 得到重组质粒pPLH(图3) PstI+EcoRV酶切鉴定

出现约800 bp DNA片段的为阳性重组子(图2). 将克隆

载体pPLH进行双向序列分析(图4) 与GenBank中公布

的相应基因序列相比较 结果表明融合基因中ltB基因

序列的同源性为99.1 % (327/330) 推定氨基酸同源性为

  1      2       3

  501
  404
  331
  242
  190
  147
  111

  M    1     2

23 130

6 557
4 316
2 322
2 027

9 416

564
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99.1 % 而HspA基因序列同源性为96.3 % (341/354)

氨基酸同源性为98.3 % (2/118). 整个融合基因仅有2.33 %

的碱基差异和1.3 %的氨基酸不同.

图3   重组质粒pPLH的构建示意图.

gct ccc cag tct att aca gaa cta tgt tcg gaa tat cgc aac aca caa ata tat acg ata

A   P   Q   S  I   T   E   L   C   S   E   Y   R  N   T   Q  I   Y    T   I

aat gac aag ata cta tca tat aca gaa tcg atg gca ggc aaa aga gaa atg gtt  atc att

N   D   K   I   L   S   Y   T  E   S   M   A   G   K   R   E   M  V    I   I

aca ttt aag agc ggc gca aca ttt cag gtc gaa gtc ccg ggc agt caa cat  ata gac tcc

T   F   K  S   G   A   T    F  Q   V   E   V   P   G   S   Q   H   I   D   S

caa aaa aaa gcc att gaa agg atg aag gac aca tta aga atc aca tat ctg acc gag acc

Q   K   K   A  I   E   R   M   K    D   T   L   R   I  T   Y   L   T   E   T

aaa att gat aaa tta tgt gta tgg aat aat aaa acc ccc aat tca att gcg gca atc agt

K   I  D   K   L   C   V   W   N   N  K   T   P   N   S   I    A   A   I   S

atg gaa aac tac cct cag gat gga tcc aag ttt caa cca tta gga gaa agg gtc tta gta

M   E   N   Y   P   Q   D   G   S   K   F   Q   P   L   G   E   R   V   L  V

gaa aga ctt gaa gaa gag aac aaa acc agt tca ggc att atc atc cct gat aac gct aaa

E   R  L   E   E  E   N    K   T   S   S   G   I   I   I   P   D   N  A   K

gaa aag cct ttg atg ggc gta gtc aaa gcg gtt agc cat aaa atc agt gag ggt tgc aaa

E  K   P   L   M   G   V   V   K   A   V   S   H  K   I   S   E   G   C   K

tgc gct aaa gaa ggc gat gtg atc gct ttt ggc aaa tat aaa ggt gca gaa atc gtt tta

C   A   K   E   G   D   V   I   A   F   G   K   Y   K   G   A   E  I   V   L

gat ggc acc gaa tac atg gtg cta gaa cta gaa gac att ctg ggc att gtg ggt tca ggc

D  G   T  E   Y  M   V    L   E   L   E   D   I  L   G   I   V   G    S   G

tct tgt tgt cat aca ggt aat cat gat cat aag cat gct aaa gag cat gaa gct tgc tgt

S   C   C   H   T   G   N   H   D   H   D   H   A   K   E  H    E   A  C   C

cat gat cac aaa aaa cac taa

 H   D H   K   K   H   *

图4  ltB-HspA融合基因的核苷酸序列及推定的氨基酸序列.

2.2 LtB-HspA融合基因的表达  重组质粒pPLH在E.coli

JM109中诱导表达后进行SDS-PAGE电泳 可见新的

蛋白条带出现 与推定的融合蛋白Mr 25 000基本相符

(图5). 重组LTB-HspA融合蛋白经Western blotting检测

显示 重组表达质粒在未经 IPTG 诱导和诱导后均在

Mr 25 000处出现单一的阳性反应条带 而其他对照均

无阳性反应条带(图6). 证明融合蛋白中含有HspA组分.

ELISA检测显示融合蛋白包被孔呈明显的棕黄色 而

其他对照孔呈无色或淡黄色 说明LTB-HspA融合蛋

白中存在LTB组分. GM1-ELISA检测结果显示 融合

蛋白组呈现阳性 而其他组为阴性 证明该蛋白保留

与神经节苷脂GM1受体相结合的活性.

图 5  重组质粒pPLH表达产物SDS-PAGE分析. M: Molecular weight
marker; 1: E.coli JM109/pPLH after induction with IPTG;2: E.coli
JM109/pPLH before induction; 3: E.coli JM109/PinPointTMXa-  after
induction with IPTG; 4: E.coli JM109/PinPointTMXa- before
induction.

图 6  重组LTB-HspA融合蛋白的免疫印迹分析. M: marker; 1:诱导
前重组菌 2: 诱导5 h后重组菌.

3   讨论

幽门螺杆菌的热休克蛋白(Hsp)由于其特殊的结构和结合

镍离子的特性 已被认为是激发机体产生预防H pylori

感染的最有效的抗原成分之一[59] 可以作为基因工程

疫苗的侯选分子. 我们克隆出H pylori 354 bp HspA基因

并与大肠杆菌ltB基因进行融合 得到ltB-HspA融合基

因. 经序列分析 该融合基因由684个碱基组成 包括

ltB基因和HspA基因的序列 其ltB基因序列与文献报道

的序列相比较 有0.90 % (3/330)的编码碱基发生变异 但

其推定的氨基酸序列完全相同 同源性高达99.1 %; 而

HspA基因序列与GenBank公布的序列相比 有3.67 %(13/

354)的编码碱基发生变异 其氨基酸序列中仅有2个氨

基酸不同 分别为Val-51变为Ala-51和Val-73 变为
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  Amp

 PinPoint-Xa-lll
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Thr-73 同源性高达98.3 %. 整个融合基因约有2.33 %

(16/684)的碱基差异和1.3 % (3/228)的氨基酸序列不同

同源性极高 为该融合基因的准确表达奠定了基础

并且两个结构基因间仅存在18个非编码的碱基 可以

推测其编码的氨基酸将不会影响整个融合蛋白的免疫

原性. 为了使所构建的LtB-HspA融合基因以天然蛋白

形式表达 特意将该融合蛋白表达载体中编码担体蛋

白(tag)的一段DNA序列切去 构建得到重组表达质粒

pPLH 在工程菌 E.coli JM109中经 IPTG诱导表达后

可见Mr 25 000的蛋白条带出现. Western blotting检测目

的条带处出现阳性反应 ELISA试验呈现阳性. 表明所

表达蛋白为LTB-HspA融合蛋白 且具有免疫反应性.

大肠杆菌的不耐热肠毒素为一种外毒素物质 可引起

人和猪等家畜的严重腹泻 其主要的毒性部位为A亚单

位 可通过B亚单位与肠黏膜上皮细胞膜上的神经节苷

脂GM1受体相结合进而发挥肠毒素活性. 我们根据LTB

可与神经节苷脂GM 1特异结合的特点 建立 GM 1-

ELISA方法 检测证明了LTB-HspA融合蛋白中LTB

的存在且具有与神经节苷脂GM1进行特异性结合的生

物学活性. 同时以融合蛋白作为抗原包被酶标板后 与

H pylori感染患者的阳性血清发生抗原一抗体反应 表

明该融合蛋白保持了HspA原有的免疫反应性 据此可

将其用于H pylori感染患者的血清学检测与诊断.

       大肠杆菌不耐热肠毒素(LT)除了具有毒素活性外 更

重要的是他还具有黏膜免疫原性和黏膜免疫佐剂性[60, 61].

LTB亚单位既缺乏LT全毒素分子的毒性 又保留了黏

膜免疫佐剂的作用 他与多种非相关的蛋白或非蛋白

抗原经不同途径免疫均能明显增强机体的黏膜免疫反

应 故研究者们选用他作为口服疫苗的黏膜免疫佐剂.

Weltzin 将重组LTB作为佐剂与尿素酶共同免疫小鼠

发现可产生特异性的血清抗尿素酶IgG1和 IgG2a以及唾

液中的抗尿素酶IgA 以及对H pylori的保护性免疫[11].

大量实验研究证明 UreA HspA加 LT通过黏膜途径

免疫可获得有效的免疫保护性. 将 LTB与HspA构建成

融合蛋白形式表达 为进一步研究LTB的分子内佐剂

性和整个蛋白的免疫原性奠定了基础.
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Abstract
AIM: To construct a recombinant vector containing gene
encoding heat shock protein A with a Mr of 13 000 from
human Helicobacter pylori (H pylori) and express it in E. coli
BL21, and to explore the antigenicity.

METHODS: The target gene was amplified from H pylori
chromosome by PCR, and then inserted into the prokaryotic
expression vector pET32a (+) digested by restrictive en-
donuclease enzymes of kpn , BamH I simultaneously.
The recombinant vector was transformed and expressed
in E.coli  BL21.The antigenicity of recombinant fusion protein
was analysed by Western blot.

RESULTS: Enzyme digestion and sequencing analysis
showed that the target gene has been inserted into the
recombinant vector, but as compared with the gene reported
by GenBank, 1.6 % of  gene mutation and 1.6  % of amino acid
residues change in H pylori occurred, respectively. SDS-PAGE
analysis showed that the recombinant vector could be
expressed in E.coli BL21, the relative molecular mass (Mr)
of expressed product was 33×103, while Mr of protein
expressed by pET32a (+) was about 20×103, and soluble
fusion expression product accounted for 18.96 % of total
bacterial protein. After purification with Ni+-NTA agarose
resin, the purity of recombinant fusion protein was about

95 %. Western blot result showed that recombinant fusion
protein could be recognized by anti-H pylori positive serum,
suggesting that the protein had good antigenicity.

CONCLUSION: The gene encoding H pylori heat shock protein
A has been cloned and expressed successfully. The results
lay the foundation for development of H pylori protein vaccine
and a quick diagnostic kit for detection of H pylori infection.

Jiang Z, Pu D, Huang AL, Tao XH, Wang PL. Cloning, expression and
antigenic analysis of heat shock protein A gene of human Helicobacter
pylori. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(10):1480-1484

摘要

目的: 构建含人幽门螺杆菌(H pylori)热休克蛋白A编码基

因的重组载体 进行核甘酸序列分析 并在E. coli BL21中

表达 研究其抗原性 为疫苗的开发奠定基础.

方法: 利用分子克隆技术从H pylori DNA染色体中 扩增

热休克蛋白A编码基因片段; 将目的基因与载体pET32a(+)

同时经 kpn BamH I 双酶切 纯化 连接后 转化

含有目的基因的重组载体; 以含目的基因片段的重组载体转

化大肠杆菌BL21(DE30)并表达; 表达产物经纯化后 用

Western blot法检测其抗原性.

结果: 经酶切 测序分析表明 插入的基因片段为H pylori

热休克蛋白A编码基因 与GenBank 报道的相比较 有

1.6 %的碱基(bp)发生变异 1.6 %的氨基酸残基改变. 经

SDS-PAGE分析发现 融合基因表达的蛋白Mr为33

103 其中pET32a(+)表达的蛋白Mr 约为 20 103 可

溶性表达产物占全菌总蛋白的18.96 %. 重组蛋白经Ni+-

NTA琼脂糖树脂纯化后 其纯度达95 %以上. 用Western

blot方法检测显示 该重组蛋白可被H pylori阳性患者的

血清所识别 具有良好的抗原性.

结论: 成功地克隆并表达了H pylori热休克蛋白A码基因

为H pylori蛋白质疫苗的研制和快速诊断试剂盒的研究奠

定了良好的基础.
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0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori H pylori)是人类最常见



的致病菌 我国普通人群的感染率为50-80 % 并仍

以每年1-2 %的速度增加[1] 每年新增感染人数近千

万. H pylori感染不但与消化性溃疡 MALT淋巴瘤

胃癌的发生有密切关系[2-7] 而且与肠道外疾病的发生

也有显著的作用[8-15] 故已被世界卫生组织国际癌症研

究机构列入第一类致癌原[16]. 根除H pylori的感染目前采

取的方式很多: 比如药物的二联 三联以及四联疗法

虽然可以达到治疗消化道疾病的目的 同时也不同程

度的根除H pylori的感染 但近年来 由于广泛的

大剂量的抗生素应用 导致了H pylori耐药菌株的产生;

同时出现了一些药物副作用; 而且患者耐受性 依从性

以及承受力都受到了挑战. 鉴于此 欲求降低H pylori感

染率及其相应疾病的发生率 不少研究工作者正致力

于开发研究新的H pylori治疗以及预防方案: H pylori疫

苗的开发. 疫苗的研制已成为全球研究的热点 美国已

将其列为21世纪疫苗优先发展的II类项目 有人预测

在2010 年 H pylori疫苗将有选择地应用于人群的预

防和临床治疗. 新近研究表明: H pylori的尿素酶 热休

克蛋白A(HspA) 中性粒细胞激活蛋白 黏附素 空

泡细胞毒素 细胞毒素相关A蛋白以及Mr 为 18 000

26 000 OMP均是有效的抗原成分[17-34]. 而HspA为所有

的H pylori共同的抗原成分 用作疫苗抗原可使70-80 %

试验小鼠获得保护 由于H pylori属微需氧菌 培养

条件高 难以获得大量天然的HspA 因此 我们采

用基因克隆技术 将HspA编码基因 经PCR扩增后

构建重组载体 在 E. coli中进行表达 为H pylori疫

苗的研制及快速诊断试剂盒的制备奠定基础.

1   材料和方法

1.1 材料  H pylori由本校微生物学教研室提供; Top10

BL21(DE3)菌株和pET32a(+)载体 为本校病毒性肝炎

研究所保存; T4 DNA 连接酶和限制性内切酶(kpnI 和

BamH I)购自Promega公司; Taq DNA聚合酶为Takara产品;

dNTP为上海生工生物工程公司产品; IPTG为sigma公司

产品; PE-2400型PCR为美国PE公司产品. 参照文献[33]

提取H pylori基因组DNA 取H pylori培养物1.5 mL

以12 000 r/min离心2 min; 取沉淀 加入TE缓冲液567 µL
混悬 再加入100 g/L SDS 30 µL和20 g/L 蛋白酶K 3 µL
于 37 温育1h; 而后依次加入5 mol/L NaCl 100 µL和
100 g/L SDS 80 µL 于 65 温育10 min. 用酚及酚 /氯
仿各抽提 次 收集上清液转入EP管中 加入0.6倍

于上清液的异丙醇  并以12 000 r/min离心15 s. 取沉

淀 加入700 mL/L乙醇1 mL洗涤 再以12 000 r/min

离心 5 min 弃掉上清 将沉淀溶于100 µL TE 中
于-20 保存备用.

1.2 方法  热休克蛋白A(HspA)编码基因的扩增 根据

GenBank 经微机分析设计扩增HspA编码基因的引物

P1和 p2 P1的序列为5 -CCGGTACC-ATGAAGTT

TCAACCATTAGG-3 ; P2为 5 -CCGGATCC-GTGTT

TTTTGTGATCATGAC-3 . P1引物中引入 kpnI 酶切位

点 P2引物中引入 BamH I酶切位点. 在 50 µL反应体
系中 分别加入dNTP 1 µL  DNA(作为模板) 2 µL及
浓度各为18 µmol/L的 P1和P2引物各1 µL 以及 Taq
DNA聚合酶 1 µL 按照以下条件进行PCR扩增 即
94 变性 7 min 然后 94 变性 1 min 52 退火

50 s 72 延伸 50 s 最后 1 个循环结束后再72 

延伸7 min 共 35个循环. 所获PCR产物进行10 g/L琼

脂糖凝胶电泳 同时进行10 g/L琼脂糖凝胶回收. 将纯

化的PCR产物和载体pET32a(+) 分别以 kpnI和BamH

I双酶切 并用PCR纯化试剂盒进行纯化; 将酶切纯化

的目的基因和pET32a(+)按 4 1 (摩尔数)比例 并在

4 条件下连接过夜; 同时根据文献[33]制备Top10感受

态菌: 取 Top10 菌的过夜培养物50 µL 加于LB培养
液 2 mL中 以 300 r/min 摇荡 3 h 然后在室温下以

10 000 r/min离心 2 min. 弃上清 加入100 mmol/L CaCl2
150 µL混悬 置0 冰水浴中2 h 而后加入连接产
物10 µL 混悬 依次于0 冰水浴中 30 min 42 
水浴中2 min及冰水浴中2 min; 加入1 mL LB培养液

于37 孵育 30 min; 取 200 µL 培养物 涂于LB+氨
苄青霉素100 mg/L平皿 于37 过夜. 于次日挑选单

个菌落 接种于2 mL LB+氨苄青霉素100 mg/L培养

液中 于37 以250 r/min培养12 h. 重组载体的提取

按照上海生物工程公司出版的DNA抽提纯化操作手册

进行 同时进行酶切鉴定和基因测序分析.

1.2.1 重组载体pET32a(+)/HspA在 E.coli中的表达  以

酶切鉴定的重组载体转化 E.coli BL21 随后挑选含重

组载体的单个菌落接种于盛有LB培养基的试管(含氨

苄青霉素100 mg/L)中. 于 37 培养至A600=0.4-0.6时

加入终浓度为1.0 mmol/L 的 IPTG 诱导表达4 h 以

10 000 r/min离心2 min. 收集菌体 加入等体积蛋白上

样缓冲液 煮沸5 min 进行 150 g/L SDS-PAGE 筛

选高表达的含重组质粒的单个菌落 以获得大量的重

组蛋白.

1.2.2 表达产物的纯化及活性检测  由于融合蛋白的C端

融合了6个组氨酸 故表达产物采用Ni+-NTA琼脂糖

树脂进行纯化. 将 500 mL LB培养基制备的细菌 混悬

于超声破碎液(50 mmol/L NaH2PO4和300 mmol/L NaCl

pH 7.0)10 mL中 在35 % 600 v的低温条件下 超

声破碎40 min 以4  10 000 r/min离心15 min 取上

清液过Ni+-NTA琼脂糖树脂柱 先以洗涤液(50 mmol/L

磷酸盐缓冲液 300 mmol/L NaCl及20 mmol/L咪唑 pH7.8)

10 mL洗涤2次 然后以洗脱液(50 mmol/L磷酸盐缓冲

液 300 mmol/L NaCl 250 mmol/L咪唑 pH7.8) 10 mL

洗脱 并分3段收集. 分别取3段收集液各10 µL 以
等量 2 蛋白上样缓冲液混匀后 煮沸5 min 进行

150 g/L SDS-PAGE. 采集H pylori阳性患者的血清作为

一抗 辣根过氧化物酶标记的羊抗人血清(IgG)为二

抗 以western blot 方法 检测目的蛋白的生物学活性.
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2   结果

2.1 热休克蛋白A(HspA)编码基因的扩增  以H pylori基因

组DNA为模板进行PCR扩增. 所获PCR产物进行10 g/L

琼脂糖凝胶电泳分析(图 1). 结果表明 PCR扩增产物

位于250-500 bp之间. 序列分析证实 PCR扩增产物

即为所需要的目的基因片段 其大小约为357 bp.

图1  HspA编码基因PCR 产物的1 %琼脂糖凝胶电脉分析. 1: DNA
Marker; 2: Negative control; 3: PCR products of HspA gene.

2.2  重组载体的酶切鉴定  分别以重组载体和含重组载

体的Top10菌为模板 按照上述PCR扩增条件进行PCR

扩增 反应体系25 L 共 35 个循环. 所获 PCR产

物进行10g/L琼脂糖凝胶电泳 结果显示: 以重组载体

和含重组载体的Top10 菌为模板 均能扩增出1条约

为357 bp的带(图 2) 与实验设计相一致. 说明重组载

体构建成功.

图2  重组载体的PCR鉴定. 1: DNA marker; 2: PCR product with the
template of pET32a(+)/HspA; 3: PCR product with the template of
Top10/pET32a(+)/HspA;  4: Negative control.

2.3 HspA基因片段的序列分析  将重组载体以T7为引

物进行序列分析(上海基康生物有限公司) 并采用电

脑DNA分析辅助软件 对所测定的DNA序列进行同

源性分析. 结果发现 插入的基因片段为HspA基因的

片段 其中有6个bp发生变异 另有2处编码的氨基

酸残基发生变化 一处由G D 一处由A S 但

HspA的特性无明显改变 其同源性高达98 %. 关于克

隆的编码HspA基因及表达的目的蛋白的序列见其后.

2.4 重组载体在 E.coli中的表达  从重组载体pET32a(+)/

HspA转化的 E.coli BL21中 筛选高效表达菌株. 将含

有重组载体的单个菌落置于LB培养液(含氨苄青霉素

100 mg/L)中 于37 培养至A600=0.4-0.6时 加入终

浓度为1.0 mmol/L的 IPTG诱导表达4 h 以10 000 r/min

离心 5 min. 收集菌体 进行150 g/L SDS-PAGE. 结果

发现 经 IPTG 诱导后 可高效表达Mr 为 33 000 的

融合蛋白(图3). 通过Imagemaster totallab v1.11软件进行

凝胶自动扫描分析 融合蛋白的表达量约占菌体总蛋

白的18.96 %. 将 500 mL LB(含氨苄青霉素100 mg/L)培

养基制备的菌体 溶于超声波缓冲液中 破碎细菌

离心以及Ni +-NTA 琼脂糖树脂柱纯化 通过 SDS-

PAGE以及Imagemaster totallab v1.11软件进行凝胶自动

扫描分析 获得纯度达95 %以上的终产物.

2.5 用western blot方法检测HspA表达产物的抗原性  将

诱导培养的BL21/pET32a(+) BL21/ pET32a(+)/HspA

细菌各取 1 mL 离心 在沉淀中加入蛋白上样缓冲

液 煮沸5 min 进行 150 g/L SDS-PAGE电泳 而

357a  1                                                                   ATGAAGTTTCAACCATTAGGAGAAAGGGTCTTAGTAGA 38

cx    477   ATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCATGAAGTTTCAACCATTAGGAGAAAGGGTCTTAGTAGA 544

357a  39   AAGACTTGAAGAAGAGAACAAAACCAGTTCAGGCATCATCATCCCTGATAACGCTAAAGAAAAGCCTT 106

cx    545   AAGACTTGAAGAAGAGAACAAAACCAGTTCAGGCATCATCATCCCTGATAACGCTAAAGAAAAGCCTT 612

357a  107 TAATGGGCGTAGTCAAAGCGGTTAGCCATAAAATCAGTGAGGGTTGCAAATGCGTTAAAGAAGGCGAT 174

cx      613 TAATGGGCGTAGTCAAAGCGGTTAGCCATAAAATCAGTGAGGGTTGCAAATGCGTTAAAGAAGGCGAT 680

357a  175  GTGATCGCTTTTGGCAAATACAAAGGCGCAGAAATCGTTTTAGATGGCGTTGAATACATGGTGCTAGA 242

cx      681  GTGATCGCTTTTGGCAAATACAAAGGCGCAGAAATCGTTTTAGATGGCGTTGAATACATGGTGCTAGA 748

357a  243  ACTAGAAGACATTCTAGGTATTGTGGGCTCAGGCTCTTGCTGTCATACAGGTAATCATGATCATAAAC 310

cx      749  ACTAGAAGACATTCTAGGTATTGTGGGCTCAGGCTCTTGTTGTCATACAGATAGTCATGACCATAAAC 816

357a  311  ATGCTAAAGAGCATGAAGCTTGCTGTCATGATCACAAAAAACACTAA                      357

cx      817  ATGCTAAAGAGCATGAATCTTGCTGTCATGATCACAAAAAACACGGATCCTCGAGCTCCGTCGA 884

357 a为GenBank中HspA的序列, CX为本实验所得序列, 划线部分为酶切位点.
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后在以电压14 V 4 的条件下 进行电转8-12 h

再将PVDF膜进行封闭 洗涤 加入H pylori阳性患

者的血清作为一抗 同时以HRP标记的羊抗人 lgG作

为二抗(1 1 000)进行western blot 检测. 结果显示 在

BL21/ pET32a(+)/HspA的泳道上相应于其表达产物相对

分子质量的地方出现了棕色的条带 而BL21/pET32a

(+)的泳道上未出现任何条带(图4).

图3  重组载体在BL21中表达的全菌蛋白的150g/L SDS-PAGE分析.
1, 2, 6-8: Expression of recombinant vector in BL21 after induction
of 4h with IPTG; 3: Bacterial protein expressed in BL21 after induc-
tion of 4 h with IPTG; 4: Expression of pET32a(+)in BL21; 5: Stan-
dard protein marker(Mr 14.2; 20.1; 24; 29; 36; 45; 66X103).

图 4  用western blot 方法检测表达产物的抗原性. 1. BL21/pET32a
(+); 2. BL21/pET32a(+)/HspA.

3   讨论

热休克蛋白 其广泛存在于人 动物 微生物和植

物细胞内 主要在细胞内发挥功能 占细胞内总蛋白

的5 % 属高度保守的应激蛋白质[35-38]. 而H pylori合

成的热休克蛋白-热休克蛋白家族HspA B Hsp60

Hsp70 等 在细菌的致病机制中起着重要的角色 同

时能显著增强H pylori尿素酶的活性. 编码热休克蛋白A

B的DNA疫苗 分别接种C57BL小鼠: 接种pcDNA3.1-

HspA小鼠产生了IgG2a  而接种pcDNA3.1-HspB则产

生 IgG1/IgG2a 他们都显著地减少H pylori在胃内的定

植 同时减轻因H pylori存在的炎症反应. 因而 作者

认为 以热休克蛋白为基础的(核酸DNA 或蛋白质)

疫苗不失为一种有效的H pylori疫苗.

        鉴于此 我们将H pylori HspA编码基因进行了克

隆 构建了重组载体并进行了表达. 克隆HspA编码基

因有1.6  % (6/357)的碱基发生变异 约1.6 % (2/119)的

氨基酸残基发生改变 据文献[33]报道 可能的原因有:

(1)所采用的H pylori菌种不同; (2)H pylori具有转化能

力 能够通过已死亡的H pylori DNA转化而致基因组发

生重排导致基因变异. (3)由H pylori菌株间的变异引起.

不同的患者感染的H pylori具有其特殊的限制性片段长

度多态性(RFLP)谱型 尤其是不同地区差别更加明

显 通常有好几个片段的差异 但其高度的同源性又

决定了不同菌株间编码蛋白的主要抗原决定簇的一致

性 从而保证了重组载体的表达. (4)PCR 扩增所致的

错配现象. 由于H pylori HspA编码基因编码119个氨基

酸残基 其多肽Mr约13 000道尔顿 分子量较小 故

我们采用原核表达载体 pET32a(+) 其主要特点是

除能够编码6个组氨酸残基外 还带有大肠杆菌TrxA

基因. TrxA基因可编码109个氨基酸的硫氧还蛋白 外

源基因经多克隆位点插入后 可与TrxA一起融合表达.

融合表达不仅提高了表达产物的稳定性 而且由于相

对分子质量增大 用SDS-PAGE更容易分析鉴定. 此

外 外源蛋白与硫氧还蛋白之间具有肠激酶和凝血酶

的识别位点 从而也方便了外源蛋白与硫氧还蛋白的

分离. 本研究中 我们获得了高产量的融合蛋白产物

由于载体pET32a(+)表达的 6个组氨酸残基可与Ni+-

NTA 琼脂糖树脂中的Ni2+结合 从而可对表达产物进

行纯化. 我们通过Western blotting检测了融合蛋白表达

产物的抗原性 在BL21/ pET32a(+)/HspA的泳道上相

应于其表达产物相对分子质量的地方出现了棕色的条

带 而BL21/pET32a(+)的泳道上未出现任何条带 实验

结果表明 融合表达的蛋白具有良好的抗原性 能够被

H pylori阳性患者的血清所识别. 为以后制备安全 高

效的疫苗 以及制备ELISA快速诊断试剂盒奠定了基础.

       除了构建和表达H pylori HspA编码基因外 我们

还致力于寻找活的载体. 因为抗原的呈递系统影响免疫

反应的质和量. 黏膜免疫具有以下优点: (1)能够刺激局部

免疫和体液免疫; (2)简单 经济 适合群体免疫; (3)

具有广泛的场所 但到目前为止 还未找到适合人类的

副作用小的活载体; 而通过皮下免疫除了具有上述优点

外 还具有: (1)一次性接种 终身带菌; (2)本身就是一

种免疫佐剂 可增强机体免疫功能; (3)如果细菌在体内

过度表达 可通过体外简单的方法加以解决 这类载体

以卡介苗为代表. 以 BCG( mycobacterium bovis bacillus

calmette-guerin)牛型结核分枝杆菌的减毒菌株作为载

体 则具有无比的优越性. BCG以往主要用于预防结核

菌的感染 由于是活载体及其独特的安全性和免疫佐

剂作用而受到科学家们的关注 现已经研究表明 重组

的BCG(rBCG)表达的 IL-12 IFN- GM-CSF

HCG-β 能被机体识别 具有生物活性 可广泛用于
医疗卫生事业. 关于抗爱滋病 百白破 寄生虫疫苗

正在研究之中 我们正在构建以 BCG为载体的重组能

同时表达H pylori HspA与Mr 18 000 OMP疫苗 我们

相信 不久的将来 H pylori疫苗一定将广泛应用于临

床 彻底根除与H pylori相关的一切疾病.
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Abstract
AIM: To investigate the resistance mechanism of Hp to
clarithromycin.

METHODS: With E-test method, we examined the minimal
inhibitory concentration (MIC) to clarithromycin of 35 Hp
clinical isolates. Resistance strains were defined when MIC
8 mg/L. Extract the DNA from the bacteria with the  phenol-
chloroform extraction method. Then amplify the fragments
from 2 047 to 2 347 of 23 S rRNA gene. Gene sequence of
the PCR products was analyzed to observe the mutation in
the resistant Hp strains.

RESULTS: Compared with susceptible strains, No13 strain
contained one point mutation (T2289C), No17 had two point
mutations (G2224A, T2289C) and No22 strain had 3 point
mutations (G2224A,C2245T,T2289C).The MICs of the 3
resistant Hp isolates were as follows: No13 of 8.0 mg/L,
No17 of 64 mg/L, No22 of >256 mg/L. With increase of
the resistance of Hp strains, the number of point mutations
increased.

CONCLUSION: The point-mutations at 23 S rRNA gene re-
sponsible for Hp resistance to clarithromycin have not been
reported in literature either at home or abroad, demon-
strating that different mechanism of Hp resistance to

clarithromycin exists in different regions.

Hao Q, Li Y, Gao H, Zhang XZ. Molecular mechanism of the resistance
of Helicobacter pylori to clarithromycin. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2003;11(10):1485-1487

摘要

目的: 探讨幽门螺杆菌(Helicobacter pylori Hp)对克拉霉

素耐药的分子基础.

方法: 采用E-test方法对35例Hp 的临床分离株进行克拉

霉素的MIC (minimal inhibitory concentration)检测 大于

或等于8 mg/L为耐药株. 按酚-氯仿方法提取Hp的DNA

PCR方法扩增23S rRNA基因中2 047-2 347之间的片段

对PCR产物进行序列分析 观察耐药株的基因突变情况.

结果: 与敏感菌(No33)序列比较 No13 存在 1个突变位

点 即2 289位点T变成了C (T2289C) No17存在2个

突变位点 即G2224A T2289C No22存在3个突变位点

即G2224A C2245T及T2289C. 三株耐药Hp菌株的MIC

值分别是: No13为 8.0 mg/L No17为 64 mg/L No22为

大于256mg/L. 随着耐药性的提高(表现在MIC值的升高)

高耐药性菌株的突变位点多于低耐药性菌株的突变位点.

结论: 与耐药有关的3个突变位点 G2224A C2245T及

T2289C 国内外未见报道 反映了Hp耐药的地区差异.

郝庆, 李岩, 高红, 张显忠. 幽门螺杆菌对克拉霉素耐药的分子基础. 世界华

人消化杂志  2003;11(10):1485-1487
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0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori Hp)是许多消化系疾病

包括胃癌的主要致病因子[1-10] 抗Hp的治疗也成为消

化性溃疡治疗学方面的一个重要突破. 由于Hp主要定

植在胃黏液层下胃小凹表面 根除治疗相对困难 克拉

霉素被认为是杀Hp效果最好的抗生素[11]. Hp耐药是治

疗失败的主要原因[12-14] 国外报道克拉霉素耐药是由

于Hp的23S rRNA基因中2 143 2 144 位点上A到G

的突变引起[15-18] 而国内关于该方面的报道极少[19, 20].

我们在前述实验基础上[21] 利用E-test 方法筛选出克

拉霉素耐药Hp菌株 探讨了其耐药的分子基础如下:

1   材料和方法

1.1 材料  Hp菌株来源: 利用E-test 方法对35例Hp的
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临床分离株进行克拉霉素的MIC (minimal inhibitory

concentration)值测定 大于或等于8 mg/L为耐药株 共

3株 No13 (MIC为 8 mg/L) No17 (MIC为 64 mg/L)及

No22(MIC为大于或等于256 mg/L) 1例敏感株 No33

(MIC为0.125 mg/L); 引物(23S rRNA基因2 047-2 347之

间 由上海生工生物工程技术服务有限公司); dNTP

100 bp DNA Ladder Marker (宝生物工程大连有限公司);

PCR 扩增仪(biometra germany);  测序仪器为ABI

PRISM 377-96; 测序试剂为BigDye terminator v2.0

1.2 方法  按酚-氯仿方法提取Hp DNA. PCR扩增上游引

物: 5 -CTGCATGAATGGCGTAACGAG-3 (2 047-2 067);

下游引物: 5 -GAGCGACCGCCCCAGTCAAAC-3 (2 347-

2 327); PCR循环体系共20 µL 其中包括: dd H2O 13.3 µL;
10xPCR buffer 2.5 µL; dNTPs (2.5 mmol/L) 2.0 µL; Taq 酶
(5 KU/L) 0.2 µL; 引物(1 5x)1.5 µL; DNA sample 0.5 µL;
循环条件: 94.0  4 min 94.0  40 s 61.5  1 min

72.0  1 mins 72.0  7 min 共 32个循环; 聚丙烯

酰胺凝胶电泳 观察PCR产物纯度; 观察扩增产物电泳

图 确定反应体系中PCR产物单一而含量高时 按上

述条件扩增50 µL PCR产物 由上海生工生物技术有
限服务公司 进行PCR产物序列测定.

2   结果

PCR产物为301 bp 的 DNA片断 反应体系中只含有

单一的目的片断 无污染 无杂带(图1). No33为克拉霉

素敏感Hp菌株 No.13 17 22 均为克拉霉素耐药

Hp菌株. 从测序图谱中可以发现: 与敏感菌(No.33)序列

比较 No.13共测出279个碱基 其中存在1个突变位

点 即2 289位点T变成了C(T2289C) No.17共测出278

个碱基 其中存在2个突变位点 即G2224A T2289C

No.22共测出278个碱基 其中存在3个突变位点 即

G2224A C2245T及T2289C. 三株耐药Hp菌株的MIC值

分别是: No.13为8.0 mg/L No.17为64 mg/L No.22为大

于256 mg/L. 随着耐药性的提高(表现在MIC值的升高)

我们发现高耐药性菌株的突变位点多于低耐药性菌株

的突变位点(图2).

图1  301 bp PCR产物的电泳.

3   讨论

Hp对克拉霉素耐药的现象不断出现 从而导致了三联

根治方案的失败. 根据大肠杆菌对克拉霉素的耐药机制

Stone et al [15]首先发现并报告了Hp对克拉霉素耐药的分

子基础是23S rRNA基因中2 143 2 144 位点上A到

G的突变 在随后的研究[22-25]中也发现了其他位点上的

一些突变导致耐药 比如: A2142C A2143C A2143T

A2115G G2141A. Hp的遗传学特征存在明显的地域差

别[26, 27] Hp耐药株的遗传学特征也存在着明显的地域

差别[28]. 关于中国人感染的克拉霉素耐药Hp菌株的分子

基础 研究报道的极少 史彤 et al [19]曾利用PCR-RFLP

方法分析了上海地区克拉霉素耐药 Hp菌株的遗传特

征 该研究只是根据23S rRNA基因中2 143 2 144位

点上A到G突变后 可以产生新的酶切位点 而推断耐

药株可能存在该位点的突变 而未进行直接的目的基因

的序列分析 故也不能发现除上述2个位点之外的突

变 因而该研究具有一定的局限性. 我们通过E-test方

法筛选出3株不同程度的 Hp耐药株 其MIC 值分别

为: No.13 8 mg/L No.17 64 mg/L No.22 >256 mg/L 和1

例敏感株 No.33 其MIC值为0.125 mg/L. 我们发现

与敏感株相比 3 株耐药株均存在点突变 且不同耐

药程度的 Hp菌株 突变位点的数目也不相同 低度

耐药的13号Hp菌株只存在T2289C的突变 中度耐药

的17号Hp菌株存在2处突变 即G2224A 和 T2289C

而高度耐药的22号Hp菌株发生了3处突变: 即G2224A

C2245T和T2289C 随耐药性的增加 突变的位点数目

也增加. 由上述结果还可以看出 耐药突变局限于2 219-

2 289 之间 共70个碱基对之中 其中T2289C 的突

No.33 (敏感株)PCR产物序列: ..AGTA G GGGCTTTGGCTCTTATGGAG C CATCCTTGAGATACCACCCTTGATGTTTCTGTTAGCTAACTGG T CTGTGTTATC ...

                                 

No.13(低耐药)PCR产物序列: ..AGTA G GGGCTTTGGCTCTTATGGAG C CATCCTTGAGATACCACCCTTGATGTTTCTGTTAGCTAACTGG C CTGTGTTATC...

                                                           

No.17(中耐药)PCR产物序列: ..AGTA A GGGCTTTGGCTCTTATGGAG C CATCCTTGAGATACCACCCTTGATGTTTCTGTTAGCTAACTGG C CTGTGTTATC...

                                                           

No.22(高耐药)PCR产物序列: ..AGTA A GGGCTTTGGCTCTTATGGAG T CATCCTTGAGATACCACCCTTGATGTTTCTGTTAGCTAACTGG C CTGTGTTATC...

                                                           

  2 224             2 245        2 289

图 2  克拉霉素耐药Hp菌株23S rRNA基因突变情况.

 No.    13       17       22     33

300 bp
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变存在于3例Hp耐药株中 而C2245T只存在于高耐

药的No.22号Hp菌株中 G2224A存在于中 高度耐

药株中. 这个现象在国内外的研究中均未见报道 而国

外常报道的A2143G和A2144G的突变也未能在本研究

中出现 这一点也证实了Hp耐药机制的地域差异. 国

内关于这方面的研究还需进一步深入进行 以期建立

中国人感染的克拉霉素耐药Hp菌株的遗传学资料.

        克拉霉素杀菌机制[29]在于 他可以与23S rRNA肽

链转移酶结合 从而抑制菌体蛋白质的合成 起到杀菌

作用 当该基因发生突变时 其编码的氨基酸发生改

变 肽链转移酶环状结构的局部发生破坏 克拉霉素与

核糖体的结合即减弱 失去了作用位点 不能发挥抗菌

作用 临床上即出现了克拉霉素耐药现象. 自然界中

生物的遗传物质存在着自然突变率 但是非常低 大约

在10-6-10-8 Hp耐药突变的产生目前倾向于认为是抗

生素选择性压力的结果[30] 即由于克拉霉素的大量广

泛应用 杀死了敏感菌 而留下了自然突变产生的耐药

株进一步繁殖 形成主要致病菌 但大环内酯类药物能

否诱发这种耐药突变 目前还未见有关报道.
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Abstract
AIM: To study the effect of oral oxymatrine on expressions
of type I, III, IV collagen in rat liver fibrosis induced by CCl4.

METHODS: 140 male Wistar rats were randomly divided
into normal control group (n =20), CCl4 group (n =30), and
oxymatrine-treated group including low-dose subgroup
(n =30), median-dose subgroup (n =30), and high-dose
subgroup (n =30). Low, median, and high-dose oxymatrine
subgroups were given 30, 60 and 100 mg/kg oxymatrine
by daily gastrogavage for 12 wk, respectively. Inflammation
and fibrosis degree of liver tissues were examined by he-
matoxylin-eosin staining. Expressions of type I, III, IV col-
lagen were detected by immunohistochemistry, and ultra-
structural changes were observed by electron microscopy.

RESULTS: Liver histologic examination showed that the
degree of liver inflammation and fibrosis were more serious
in  control group than in oxymatrine-treated groups. In
control group, the amounts of collagen type I, III, IV de-
posits were observed, and type III and IV collagen deposits
were the main constitutes of hepatic sinusoid capillarization.
But in oxymatrine-treated groups, type I, III, IV collagen
deposits were less, hepatic sinusoid capillarization was

not obviously found. Electron microscopy showed that the
degree of hepatocyte injury was more serious in control
group than in oxymatrine-treated groups.

CONCLUSION: Oral oxymatrine might decrease expression
of type I, III, IV collagen in rat liver fibrosis model induced
by carbon tetrachloride, suggesting oral oxymatrine might
have anti-fibrogenic effect.

Lu LG, Zeng MD, Mao YM, Li JQ, Qiu DK, Yang WZ, Jia YT, Cao AP.
Effect of oxymatrine on expressions of type I, III, IV collagen in CCl4
induced liver fibrosis in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(10):
1488-1491

摘要

目的: 研究口服氧化苦参碱对CCl4诱导的大鼠肝纤维化组

织 I III IV 型胶原表达的影响.

方法: Wistar 大鼠 140只随机分为正常对照组(n =20)

CCl4模型组(n =30) 氧化苦参碱预防低剂量组(n =30)

中剂量组(n =30)和高剂量组(n =30). 氧化苦参碱低 中 高

剂量组大鼠氧化苦参碱的用量分别为30  60 100 mg/kg 每

日灌胃1次 共12 wk. 肝组织学检查观察肝组织炎症和纤

维化程度 免疫组化观察肝组织中I III和IV型胶原的表

达 电镜观察肝组织的超微结构变化.

结果: 组织学检查结果表明对照组肝脏炎症和纤维化程度明

显高于氧化苦参碱预防组; 免疫组化检测表明预防对照组大

鼠肝内有大量I III和 IV型胶原沉积 其中III型和IV型

胶原的沉积形成肝窦毛细血管化 而氧化苦参碱预防组肝内

胶原沉积较少 无明显的肝窦毛细血管化形成; 电镜学检查

证明氧化苦参碱预防组肝细胞损伤程度较对照组显著减轻.

结论: 口服氧化苦参碱可减少CCl4诱导的大鼠肝纤维化组

织中胶原的表达 对肝纤维化有预防作用.

陆伦根, 曾民德, 茅益民, 李继强, 邱德凯, 杨文卓, 贾一韬, 曹爱平. 氧化苦参

碱对四氯化碳诱导的大鼠肝纤维化I, III, IV 型胶原表达的影响. 世界华人消

化杂志  2003;11(10):1488-1491
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0   引言

氧化苦参碱是从中药苦参和苦豆子中提取的一种生物

碱 近年来人们在研究中发现其有效成分氧化苦参碱

具有保护肝细胞 抗乙型和丙型肝炎病毒和抗肝纤维

化等作用[1-15]. 我们观察了氧化苦参碱对肝纤维化动物模



型肝组织中 I II I IV 型胶原的表达变化 为临床

应用氧化苦参碱治疗肝纤维化提供实验依据.

1   材料和方法

1.1 材料  氧化苦参碱纯品由宁夏药物研究所提供 批

号: 971201. 使用前用0.01 mol/L PBS配成为100 g/L的母

液 分装后-70 冰箱保存备用. 多克隆兔抗大鼠I III

和 IV型胶原抗体为Sigma公司产品. 链霉菌抗生物素蛋

白-过氧化酶免疫组化染色超敏试剂盒(UltraSensitiveTM

S-P Kit)购于福州迈新试剂公司. Wistar 大鼠140只

清洁级 体质量120-140 g 购于中科院上海实验动

物中心. 动物自由进食与饮水 在整个实验过程中房间

定期消毒.

1.2 方法  将动物随机分为正常对照组20 只 不加处

理 自由进食与饮水; CCl4模型组30只 CCl4用花生

油配成400 ml/L 初次剂量为5 ml/kg 以后为2 ml/kg

皮下注射 2次 /wk 共进行12 wk. 本组用于观察造模

过程中 肝组织纤维化进展情况. 在4 6 8 12 wk时

分批处死 每次随机 3 只 观察肝组织学病理变化;

氧化苦参碱预防组90只 低剂量组30只 中剂量组30

只 高剂量组30只 在注射CCl4的同时口服氧化苦参

碱 分别为 30 60 和 100 mg/kg 1 次 /d 共进行

12 wk. 灌胃给药容积为10 ml/kg. 动物处死后取右叶肝

组织 用40 g/L中性甲醛溶液固定 经系列乙醇脱水

二甲苯透明后 石蜡包埋. 切成 5 um厚切片. HE染色

后 光镜下观察肝纤维化程度. 肝炎症活动度和纤维化

程度按1995年全国诊断标准进行. 免疫组织化学根据

S-P免疫组化试剂盒说明进行. 检测肝组织内I III 和

IV型胶原表达. 光镜下观察 棕褐色为表达阳性. 着色

面积(1/3 为(+) 1/3 -2/3 为(++) )2/3 为(+++). 40 ml/L

戊二醛固定后的肝组织 经锇酸后固定 包埋后 制

成70 nm厚超薄切片 铅铀双染色后 透射电镜检查.

         统计学处理  计量资料以 sx ±  表示. 统计分析采用
SAS软件包进行 组间比较采用方差分析 计数资料

采用 χ2检验.

2   结果

氧化苦参碱预防各剂量组未见腹水发生 死亡情况分

别为: 低剂量组1只 中剂量组3只 高剂量组2只 预

防对照组7只. 大鼠CCl4注射后短期出现兴奋症状 表

现为活动增加 奔跑等 而后为抑制症状 表现为活动

减少 团缩 全身被毛稀疏无光泽. 从症状程度来看

预防组明显轻于对照组. 预防对照组大鼠体质量获得较

氧化苦参碱预防低 中和高剂量组显著降低(P <0.05或

P <0.01). 肝质量 /体质量比值显著升高 而氧化苦参碱

预防组显著降低(P <0.01) 并随氧化苦参碱剂量增大

有降低趋势(表1).

2.1 组织学检查  氧化苦参碱预防组较对照组肝纤维化

程度显著改善 氧化苦参碱中 高剂量组肝纤维化程度

轻于氧化苦参碱低剂量组. 氧化苦参碱正常对照组肝脏无

明显改变. 氧化苦参碱预防组肝纤维化程度较对照组明显

减轻(P <0.01) 中和高剂量组略好于低剂量组(P>0.05).

      免疫组织化学检查氧化苦参碱对照组I III IV型

胶原表达均显著增加 明显高于氧化苦参碱预防各剂

量组(P <0.01)(表 2). 预防对照组I型胶原主要分布在纤

维隔 III和 IV型胶原在Disse间隙也非常明显 形成

肝窦基底膜 显示典型的肝窦毛细血管化. III 和 IV型

胶原在预防低剂量组大鼠肝窦内沉积较少 未见典型

的肝窦毛细血管化形成. 中 高剂量组I III和 IV型胶

原沉积显著低于低剂量组(图1 2). 电镜下见氧化苦参

表1  各组动物的一般情况

  肝纤维化分期
组分  n 体质量增加值(g)   肝质量 /体质量

           S0  S1 S2 S3 S4

正常对照 20       230±15     0.033±0.001            20

预防对照 23         78±26b     0.048±0.002a 0   0   2   7        14

预防低剂量 29        133±18 a                  0.039±0.002b 0   2   6 14  7

预防中剂量 27        156±27 b                  0.038±0.002b 0   4 10   9  4

预防高剂量 28        151±29 b                  0.037±0.001b 1   5 12   8  2

aP <0.05, bP <0.01, vs 预防组.

表 2. 氧化苦参碱对 I III 和 IV 型胶原表达的影响

         I      II                 III
组分 n

- + ++      +++ - + ++ +++ -   + ++ +++

对照组 23 0 2   5        16 0   0   5 18 0   1   6 16

低剂量 29 2 6 13 8 1   4 18   6 3   7 14   5

中剂量 27 1 8 14 4 3 10 11   3 3   8 11   5

高剂量 28 2         10 13 3 3 12   9   4 2 11 12   3
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碱预防对照组肝细胞胞质疏松 并有胶原纤维形成

肝血窦纤维化及闭塞 血窦壁下可见基底膜样物质 而

氧化苦参碱预防组病变程度较对照组显著减轻(图3 4).

图1  对照组肝脏 I型胶原免疫组化染色 200.

图 2  氧化苦参碱中剂量组肝组织 I型胶原免疫组化染色 200.

图 3  对照组肝细胞胞质疏松, 并有胶原纤维形成 EM 8 000.

图4   氧化苦参碱中剂量组肝细胞胞质疏松,无胶原纤维形成EM 21 000.

3   讨论

苦参类生物碱有抗肝纤维化作用[1-5] 在抗肝损伤方面

具有良好的药理活性日益引起人们对苦参类生物碱的重

视和兴趣. 肝纤维化是细胞外基质(extracellular matrix

ECM)在肝内大量沉积造成的 他是各种慢性肝损伤向

肝硬化发展的必经阶段 一旦发生很难逆转 现阶段对

肝纤维化的防治尚缺乏有效措施 如何寻找有效的抗

肝纤维化药物已成为目前亟待解决的问题[16-21]. ECM的

沉积增加及降解减少是肝纤维化形成的基础 肝内

ECM成分主要包括以下三类: 胶原 非胶原性糖蛋白及

蛋白多糖 而胶原是最主要的成分. 在肝脏内发现的胶

原至少有近十种 其中以I III型为主 约各占正常肝

脏胶原的40 %和50 %. I型和 III型胶原主要分布于肝

包膜 汇管区 血管壁. 肝纤维化时 胶原含量增加47

倍 早期以III型胶原为主 晚期则以I型为主; IV型胶

原为基底膜胶原 过多沉积引起肝窦毛细血管化 影响

肝内外物质交换 加重肝功能损害[22-25]. 本文组织学检

查结果发现对照组肝脏炎症和纤维化程度明显高于氧

化苦参碱预防组 免疫组织化学检测显示预防对照组

大鼠肝内有大量 I III 和 IV 型胶原沉积 其中 III 型

和 IV型胶原的沉积形成肝窦毛细血管化 而氧化苦参

碱预防组肝内胶原沉积较少 无明显的肝窦毛细血管

化形成; 此外 电镜学检查显示氧化苦参碱预防组肝细

胞损伤程度亦较对照组显著减轻. 这些结果说明口服氧化

苦参碱可减少CCl4诱导的大鼠肝纤维化组织中胶原纤维

的表达 同时有保护肝细胞的作用 对肝纤维化的发生

有预防作用. 肝星状细胞是肝纤维化发生的主要效应细

胞 其激活和增生是肝纤维化发生的基础 因此抑制肝

星状细胞的活化和增生是治疗肝纤维化的方向[17, 18, 21,26-32].

我们既往的研究亦证明了氧化苦参碱可抑制肝星状细

胞的增生及产生ECM的作用 在临床上有研究报道氧

化苦参碱可用于治疗慢性病毒性肝炎肝纤维化[1, 2] 组

织病理学也证明其有减轻肝纤维化的作用 已应用于

临床. 尽管目前有不少报道氧化苦参碱有抗肝纤维化作

用 但其确切机制尚待进一步研究.
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Abstract
AIM: To study the antihepatofibrotic mechanism of tetrandrine,
rhubarb and dipyridamole.

METHODS: The experimental hepatic fibrosis was induced
by subcutaneous injection of CCl4. The three drugs were
administered to male Sprague-Dawley rats by intragastric
infusion respectively. Liver function test was performed by
enzyme kinetics and the extracellular matrix (ECM) contents
were determined by radioimmunoassay. Pathological
changes of liver tissues were detected by HE and VG staining,
meanwhile, ultra micro-structure changes were observed
by electron microscope in randomly selected samples.

RESULTS: All of the three drugs could improve the liver
function in liver fibrosis, reduce the contents of ECM and the
degree of liver fibrosis. There was no significant difference
among the three drugs.

CONCLUSION: Tetrandrine, rhubarb and dipyridamole could
protect hepatocytes, inhibit the synthesis of ECM, and
thereby could prevent the development of liver fibrosis and
cirrhosis in the experimental animal models.

Wang RT, Chen YW, Wei XG, Xu QF, Li DG. Comparative study of anti-
hepatofibrotic effect of tetrandrine, rhubarb and dipyridamole. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(10):1492-1496

摘要

目的: 观察并比较粉防已碱(tetrandrine tet) 大黄与潘生

丁对实验性肝纤维化的影响 探讨其可能的作用机制.

方法: 四氯化碳皮下注射法制备大鼠肝纤维化模型 分别

给予不同剂量的药物灌胃 酶动力法测定肝功能指标

放免法测定细胞外基质(extracellular matrix ECM)水平

HE VG染色和电镜检测病理形态学改变.

结果: 三种药物可不同程度地改善肝纤维化时的肝功能状态

降低ECM含量 降低肝纤维化程度 以小剂量Tet 大剂量

大黄和小剂量潘生丁效果最显著. 药物间比较无显著差异.

结论: Tet 大黄和潘生丁均可保护肝细胞 抑制ECM合

成 具有防治实验性肝纤维化和肝硬化的作用.
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0   引言

肝纤维化与肝硬化的治疗一直是医学界的难题. 近年

来 我们曾就粉防已碱(tetrandrine tet)对肝纤维化的

防治作用进行了一系列的研究. 研究表明: Tet能保护肝

细胞及各种细胞器 降低血清透明质酸(hy l u r o n i c

acid HA) 型前胶原(procollagen PC )水平 阻

遏肝脏贮脂细胞的增生转化 并能在转录水平上抑制

胶原合成 减少胶原沉积 从而具有良好的抗肝纤维

化作用[1]. 然而 大剂量的Tet 毒性较强 且其中毒剂

量与治疗剂量相当接近 因而限制了Tet 在临床的推

广应用. 因此 寻找更安全有效的抗肝纤维化药物是

现今治疗肝纤维化的当务之急. 文献报道 大黄和潘

生丁均能保护肝细胞 并具有明显的抗脂质过氧化作

用[2, 3]. 本研究中 我们分别观察和比较Tet 大黄与

潘生丁对实验性肝纤维化的影响 并探讨其可能的作

用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  动物: SD 大鼠 体重250 g 左右 购自

中国科学院上海实验动物中心.  药物和试剂: Tet 潘

生丁: 浙江金华第三制药厂产品; 生大黄粉: 上海童涵春

堂国药号; 羟脯氨酸(hydroxyproline HYP): 中国科学院

上海生物化学研究所产品; HA 层粘连蛋白(laminin

LN)和PC 放免测定试剂盒: 海军上海医学研究所产品.

主要仪器: 自动生化分析仪: 日本岛津公司产品; MJ-182

型放射免疫计数仪: 中国科学院上海原子核研究所四环



仪器厂产品; UV-Vis7530型分光光度计: 上海分析仪器

厂产品; 普通光学显微镜: 日本OLYMPULS公司产品; H-

500透射电镜: 日本HITACHI公司产品.

1.2 方法  实验分组及处理: 110只 SD大鼠 随机分为

组: 正常对照组; 组: 模型对照组; 组: Tet治疗组(大剂

量组: 40 mg/kg; 中剂量组: 20 mg/kg; 小剂量组: 10 mg/kg); 组:

大黄治疗组(大剂量组: 1 000 mg/kg; 中剂量组: 500 mg/kg; 小

剂量组: 250 mg/kg); 组: 潘生丁治疗组(大剂量组: 12 mg/kg;

中剂量组: 6 mg/kg; 小剂量组: 3 mg/kg). 共 11个实验组

每组10只大鼠. 模型建立采用经SD大鼠的皮下注射40

CCl4 剂量为0.3 ml/kg (首剂加倍) 3d/ 次 共 15次;

正常对照组则以同样方法注射等量的精制橄榄油. 造模

结束后第2 d起 给予模型治疗组不同剂量的Tet 大

黄或潘生丁混悬剂分别灌胃 1次 /d 共 42 次; 模型

对照组则予以等量的0.5 羧甲基纤维素混悬剂按同样

要求灌胃. 治疗结束后 处死动物 分别取血清和肝

组织进行各项测定. 肝功能系列测定采用酶试剂法 自

动生化分析仪检测. 细胞外基质(extracellular matrix

ECM)的检测: (1)肝组织HYP含量测定: 参照郑少雄法[4];

(2)血清HA LN 及 PCIII 含量测定: 采用放免法 按

HA LN及PCIII 放免分析测定试剂盒说明书操作. 病

理形态学检测采用HE 常规染色 VG 胶原染色 并

进行肝纤维化分级[5, 6]; 透射电镜下观察比较各组大鼠超

微结构变化.

         统计学处理  计量资料采用方差分析; 计数资料采

用Ridit 检验.

2   结果

2.1 Tet 大黄与潘生丁对肝纤维化大鼠肝功能的影响

与正常对照组相比 模型对照组大鼠血清ALT AST

及ALP水平都明显升高(P <0.01); 血清ALB及 TBIL水

平则无明显变化(P >0.05). 三种药物各剂量治疗组的血

清ALT ALP水平均显著下降(P <0.01-0.05); 大黄各剂

量组间比较无统计学差异 Tet和潘生丁则均以小剂量

效果最优; 血清AST水平在Tet大 小剂量组及潘生丁

各剂量组中亦明显降低. 三种药物比较 血清ALT下降

程度以小剂量Tet和小剂量潘生丁为优 而血清ALP下

降程度在三种药物九个剂量组均无统计学差异 表1-3.

2.2 Tet 大黄与潘生丁对肝纤维化大鼠ECM的影响

与正常对照组相比 肝纤维化模型组肝组织HYP含量

及血清HA LN及PCIII含量均显著升高(P <0.01); Tet

大黄与潘生丁各剂量组能不同程度地降低这四种指标

水平 分别以Tet小剂量 大黄大剂量和潘生丁小剂量

最为有效(P <0.05-0.01). 此三者相比 HYP下降以小

剂量潘生丁最明显 而对血清HA LN及PCIII的影响

则以小剂量Tet 最有效 表4-9.

表1  Tet 对肝纤维化大鼠肝功能的影响

ALT(µ/l) AST(µ/l) AKP(µ/l) -GT(µ/l)   A1b(g/l) TBIL(µmmol/l)
正常对照组 59 13 282 47 165 77 0.83 0.7   40 2.7    18.5 12.0

模型对照组            148 54b 367 43b 480 195b 3.67 2.7 46.7 7.0    18.3 4.6

模型治疗组 大剂量 89 9d 287 34d 227 70d   6.0 3.0 39.7 4.1    16.8 6.0

中剂量 79 22d 312 72 170 54d   2.0 2.3 41.5 3.6    17.2 5.8

小剂量 62 16d 306 34a 205 45d   1.5 0.9 44.7 5.3    10.3 2.3

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

表2  大黄对肝纤维化大鼠肝功能的影响

ALT(µ/l) AST(µ/l) AKP(µ/l) -GT(µ/l)   A1b(g/l) TBIL(µmmol/l)
正常对照组 59 13 282 47 165 77 0.83 0.7    46 2.7    18.5 12.0

模型对照组            148 54b 367 43b 480 195b 3.67 2.7 46.7 7.0    18.3 4.6

模型治疗组 大剂量 87 11d 382 55 201 36d   2.0 0.8 45.6 6.5    18.1 3.1

中剂量 92 24a 329 80 193 38d 2.25 0.5    40 4.7    17.9 4.2

小剂量 97 20a 398 102 189 41a 2.78 0.7 39.5 3.5    17.7 8.4

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

表3  潘生丁对肝纤维化大鼠肝功能的影响

ALT(µ/l) AST(µ/l) AKP(µ/l) -GT(µ/l)   A1b(g/l) TBIL(µmmol/l)
正常对照组 59 13 282 47 165 77 0.83 0.7   40 2.7    18.5 12.0

模型对照组            148 54b 367 43b 480 195b 3.67 2.7 46.7 7.0    18.3 4.6

模型治疗组 大剂量            101 36d 304 56a 196 41d   6.0 3.0 43.2 1.8    11.8 2.8

中剂量 74 37d 303 61 170 15d   2.0 2.3    45 5.2    10.1 2.1

小剂量 62 19d 308 42a 152 21d   1.5 0.9 45.3 5.7    12.6 3.9

bP <0.01vs正常对照组, cP <0.05 vs模型对照组, dP <0.01vs模型对照组.
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表4  Tet 对大鼠ECM的影响

   HYP(µg/g)      PC (µg/l)         HA(µg/l)         LN(µg/l)

正常对照组    709 195 15 3 36 9            31 11

模型对照组  1 765 509b 35 8b              119 23b              77 17b

模型治疗组
       大剂量 1 298 234a 33 12            103 19          48 19d

       中剂量 1 062 203d 28 8  43 19d              42 16d

       小剂量    914 169d 20 6d 39 18d         44 14d

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

表5  大黄对大鼠ECM的影响

   HYP(µg/g)      PC (µg/l)         HA(µg/l)         LN(µg/l)

正常对照组    709 195 15 3 36 9         31 11

模型对照组       1 765 509b 35 8b                  119 23b              77 17b

模型治疗组
        大剂量    966 162d 22 6d 72 14d          49 14d

         中剂量 1 109 195d 28 8 86 16d          61 16a

          小剂量 1 297 251a 32 7            105 22         68 16

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

表6  潘生丁对大鼠ECM的影响

   HYP(µg/g)      PC (µg/l)         HA(µg/l)         LN(µg/l)

正常对照组   709 195 15 3 36 9        31 11

模型对照组 1765 509b 35 8b            119 23b       77 17b

模型治疗组
        大剂量      1 067 323d 31 8 81 16d       68 11

        中剂量         926 120d 27 8a 94 21d       65 9

        小剂量         882 161a 24 9d 98 16d       60 11a

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

表7  Tet 对大鼠肝纤维化程度的影响

 n 0 I II IV U值

正常对照组 10        10 0 0 0 0    -

模型对照组 10 0 1 1 3 5    -
模型治疗组

       大剂量 10 0 1 1 5 3 0.62

       中剂量 10 0 4 3 1 2 1.70

       小剂量 10 0 5 3 1 1 2.48a

aP <0.05 vs模型组.

表8  大黄对大鼠肝纤维化程度的影响

 n 0 I II IV U值

正常对照组 10        10 0 0 0 0   -

模型对照组 10 0 1 1 3 5   -
模型治疗组

       大剂量 10 0 5 2 2 1 2.32 a

       中剂量 10 0 5 2 1 2 2.01 a

       小剂量 10 0 2 2 3 3 1.01

aP <0.05 vs 模型组.

表9  潘生丁对大鼠肝纤维化程度的影响

 n 0 I II IV U值

正常对照组 10        10 0 0 0 0   -

模型对照组 10 0 1 1 3 5   -
模型治疗组

       大剂量 10 0 2 2 2 4 0.70

       中剂量 10 0 4 2 2 2 1.78

       小剂量 10 0 5 2 2 1 2.32 a

aP <0.05 vs模型组.

图1  正常对照组大鼠肝组织VG染色(×100).

图 2  模型对照组大鼠肝组织VG染色(×100).

图 3  小剂量潘生丁治疗组大鼠肝组织VG染色(×100).

图 4  小剂量Tel 治疗组大鼠肝组织VG染色(×100).
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2.3 Tet 大黄与潘生丁对肝纤维化大鼠病理形态学的影响.

2.3.1 光镜观察(图 1-4)  肝组织切片HE常规染色和VG

胶原染色显示 肝纤维化模型对照组大鼠肝组织中可

见肝细胞脂肪变性 坏死 炎细胞浸润; 汇管区内胶

原纤维沉积 Henny s 管增生; 纤维结缔组织明显增

生 纤维间隔增粗 并有典型假小叶形成. 模型治疗

组大鼠肝组织纤维结缔组织增生程度减轻 纤维间隔

变细 假小叶形成不明显 尤以小剂量Tet 大 中

剂量的大黄和小剂量潘生丁为明显 与模型对照组比

较有显著性差异(P <0.05).

2.3.2 电镜观察(图 5-8)  正常对照组大鼠肝细胞间紧

密相连 细胞内各种细胞器分布规律 结构典型.

血窦排列整齐 Disse 腔内可见肝贮脂细胞 胞质内

有脂滴. 模型对照组大鼠肝组织中则出现典型的肝细胞

损伤结构 相邻肝细胞间隙增宽 肝细胞变性坏死 核

固缩 胞质内出现大小不等 分布不规则的脂滴. 线粒

体增生 肿胀及肥大 内质网扩张 出现脂褐素体和髓

鞘样结构; 此外 肝组织中还存在轻重不等的纤维化病

变. 内质网明显扩张 内质网池有絮状和丝状蛋白样结

构 内皮细胞窗孔明显减少 内皮侧有基底膜形成 形

成 裙边 样切面. 肝窦毛细血管化 Disse腔内可见较

多成纤维细胞(活化的肝贮脂细胞) 且周围有大量胶原

纤维沉积. 汇管区内可出现大量的胶原纤维.

图5  模型对照组大鼠肝组织投射电镜(×5 000).

图 6  大剂量大黄对照组大鼠肝组织投射电镜(×5 000).

        Tet 大黄和潘生丁治疗组中 肝细胞的损伤程度

有不同程度的减轻 肝细胞间隙较紧密 胞质内脂肪小

滴减少 细胞内结构趋向正常. 肝纤维化病变不明显 肝

血窦和Disse腔内胶原纤维沉积及成纤维样细胞数量减少.

图7  小剂量Tel 治疗组大鼠肝组织透射电镜(×5 000).

图 8  小剂量潘生丁治疗组大鼠肝组织透射电镜(×5 000).

3   讨论

肝纤维化系多种慢性肝损伤的异常修复过程 主要为

细胞外胶原和其他基质成分的合成和降解失衡 造成

ECM在肝内过量生成和沉积. 由于肝脏过度或异常的纤

维结缔组织增生 故使小叶结构发生紊乱 肝内微循环

障碍 造成肝细胞功能进一步降低. 因此 抗肝纤维化

的主要任务是减少慢性肝损伤过程中ECM在肝内的沉

积量[7].

        ECM包括胶原 非胶原性糖蛋白及蛋白多糖三种

主要成分. HYP是胶原蛋白的主要成分 约占胶原氨

基酸总量的13 . 肝组织内HYP含量的测定是衡量肝

脏胶原组织代谢和判定抗肝纤维化疗效的重要指标[8].

PC 是 型胶原的前体 其在血清中的水平可反映

型胶原的合成状态 并与肝纤维化程度呈密切正相关[9].

HA是ECM中重要的蛋白多糖 主要由肝贮脂细胞合

成 在窦状隙内皮细胞内降解. 血清HA水平与肝纤维

化的病理改变之间存在着良好的一致性[10, 11] 对反映

肝纤维化程度和肝内皮细胞功能具有较高的敏感性和

准确性[12]. LN是ECM中的糖蛋白 在肝纤维化时沉积

于Disse腔 参与肝窦毛细血管的形成[13] 其血清含量

变化在肝纤维化诊断和预后评估中均具有重要价值[14].

本实验中发现 三种药物各剂量治疗组中不仅有各项

肝功能指标的改善 而且肝组织HYP含量和血清HA
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LN及PC 含量均有不同程度的降低 以小剂量Tet

大剂量大黄和小剂量潘生丁最为有效. 结果提示 这三

种药物能对抗CCl4所致的肝细胞损伤 减少肝纤维化

时ECM的沉积 从而具有抗肝纤维化的作用.

         本研究中HE常规染色显示 模型对照组大鼠肝

组织中可见肝细胞脂肪变性坏死 炎细胞浸润 汇管

区扩大 Henny s 管增生; VG 胶原染色则显示 汇

管区内红色的胶原纤维明显增生 纤维间隔增粗 并

有典型假小叶形成. 模型治疗组大鼠肝组织纤维结缔组

织增生程度减轻 纤维间隔变细 假小叶形成不明

显 尤以小剂量Tet 大 中剂量大黄和小剂量潘生

丁模型治疗组为明显 与模型对照组比较有显著性差

异(P <0.05) 但这四者之间的变化则无统计学意义(P >

0.05). 实验结果进一步证实了Tet 大黄和潘生丁的抗

大鼠肝纤维化作用.

        业已证实 肝脏贮脂细胞是肝脏发生纤维化的关

键细胞. 在正常状态下 其主要功能为储存和代谢维生

素A 仅合成与分泌少量的ECM及有一定的产生胶原

酶的能力. 在肝损伤时 贮脂细胞大量增生并发生表型

改变 转化为肌成纤维母细胞 产生除V型胶原以外

几乎所有的ECM成分[15]. 贮脂细胞的增生转化受多种因

素调节 其中 血小板源生长因子(platelet-derived

growth factor PDGF)是最重要的细胞因子之一[16, 17]. 体

外研究发现 Tet 能明显抑制肝贮脂细胞的增生与转

化; 阻断PDGF对肝贮脂细胞的激活作用; 可呈浓度和时

间依赖性地抑制成纤维细胞地生长和增生[18-21]. 有文献

报道 肝脏Kupper s 细胞的活化可刺激肝贮脂细胞

的增生和转化 而大黄可剂量依赖性地抑制肝脏

Kupper s 细胞的活化[22]; 近年来国外研究认为 潘生

丁在肝损伤时能抑制血小板的聚集 减少PDGF的释

放 从而影响PDGF 对贮脂细胞的激活. 因此 我们

推测 这三种药物抗肝纤维化作用可能与他们在不同

环节抑制肝贮脂细胞增生转化有关.

         本实验中 三种药物之间的疗效无显著差异. 我们

设想 药物的联合应用是否可以提高疗效 而联合应

用时各种药物的剂量又该如何设定 这些问题均有待

于进一步研究.
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Abstract
AIM: To study the liver-protection effects of Sorbaria
sorbifolia aqueous extract.

METHODS: Sorbaria sorbifolia was perfused into stomach
of the rats with liver injury induced by carbon tetrachloride
and D-galactosamine. The activities of serum aspartate
transaminase (AST), alanine transaminase (ALT), super-
oxide dismutase (SOD), glutathione perioxidase (GSH-PX),
and malondialdehyde (MDA) were investigated by using
colorimetric method.

RESULTS: The aqueous extract of Sorbaria sorbifolia sig-
nificantly reduced serum ALT and AST in acute liver-injury
induced by carbon tetrachloride and D-galactosamine, the
activities of SOD and  GSH-PX were signficantly higher in
treated group than that in model group, and the MDA content
in treated group was lower than that in model group.

CONCLUSION: The aqueous extract of Sorbaria sorbifolia
has protecting effects for rats with acute hepatic injury
induced by carbon tetrachloride and D-galactosamine.

Zhang XW, Piao L, Liu C, Sun Q, Jin HL, Yin ZZ. Studies on liver-
protection of Sorbaria sorbifolia aqueous extract. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(10):1497-1499

摘要

目的:  研究珍珠梅水提物的保肝作用.

方法: 给动物灌胃给药 用CCl4 D-半乳糖造大鼠急性

肝损伤模型 用比色分析法测定大鼠血清天冬氨酸转氨酶

(aspartate transaminase ALT) 丙氨酸转氨酶(alanine

transaminase AST)的活性 测定大鼠血清超氧化歧化酶

(superoxide dismutase SOD) 谷胱甘肽过氧化物酶

(glutathione perioxidase GSH-Px)的活性及丙二醛

(malondialdehyde MDA)的含量.

结果: 珍珠梅水提物显著降低因CCl4 D-半乳糖所致急性

肝损伤大鼠血清ALT AST的升高; 对急性肝损伤大鼠血清

SOD GSH-PX的活性有明显的升高作用及降低MDA的含量.

结论: 珍珠梅水提物对CCl4 D-半乳糖所致大鼠急性肝损

伤有保护作用.

张学武, 朴龙, 刘超, 孙权, 金海玲, 尹宗柱. 珍珠梅水提物对大鼠肝损伤的保

护作用. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1497-1499

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1497.asp

0   引言

珍珠梅(sorbaria sorbifolia)属蔷薇科植物 又称山高

粱 八木条 珍珠杆 广泛分布于云南 贵州 四川

湖北 甘肃 宁夏及东北 有活血化瘀 消肿止痛 治

骨折 跌打损伤的作用 我们曾研究珍珠梅乙酸乙酯提

取物对CCl4所致大鼠急性肝损伤的保护作用[1]. 本次实

验研究珍珠梅水提物的保肝作用.

1   材料和方法

1.1 材料  珍珠梅采集于吉林省延吉市市郊. 水提取物:

珍珠梅茎 叶 花 加水煎煮三次 做成水煎液 浓缩

成1 mL含有生药4 g. SOD MDA GSH-PX试剂盒购

置南京建成生物工程研究所 联苯双酯由浙江温岭制药

厂生产 批号: 980813 其他试剂均为国产分析纯. Wistar

大鼠 雌雄各半 质量为180-200 g 由延边大学医学院

动物科提供.

1.2 方法

1.2.1 CCl4致大鼠急性肝损伤  取Wistar大鼠50只 随

机分为正常组 模型组 大 小剂量给药组 阳性对照

组组5个组. 给药组按10 g/kg 5 g/kg 剂量 阳性对

照组按0.2 g/kg 剂量灌胃联苯双酯 正常组 模型组
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以等体积生理盐水灌胃 共5 d. 第 4 d 模型组 给

药组和阳性对照组按 5.0 mL/kg 剂量背部皮下注射

CCl4 正常组背部皮下注射等体积生理盐水. 皮下注射

CCl4 24 h 后 摘眼球取血 分离血清. 用全自动生化

分析仪检测血清ALT AST的活性 用比色分析法检

测血清SOD GSH-PX的活性及MDA的含量.

1.2.2 D-半乳糖致大鼠急性肝损伤  取Wistar 大鼠 50

只 随机分为正常组 模型组 大 小剂量给药组 阳

性对照组组5个组. 给药组按10 g/kg 5 g/kg剂量 阳

性对照组按0.2 g/kg 联苯双酯灌胃 正常组 模型组

以等体积生理盐水灌胃 共5 d. 第 4 d 模型组和给

药组按0.5 g/kg剂量腹腔注射 D-半乳糖 正常组腹腔

注射等体积生理盐水. 腹腔注射24 h后 摘眼球取血

分离血清. 用全自动生化分析仪检测血清ALT AST的

活性 用比色分析法检测血清SOD GSH-PX的活性及

MDA的含量.

        统计学处理  数据以 sx ± 表示 应用SPSS-10.0统
计软件进行方差分析.

2   结果

2.1 CCl4致急性肝损伤  珍珠梅水提取物明显降低CCl4
所致急性肝损伤大鼠血清ALT AST的升高 同时升

高SOD GSH-Px 的活力 降低MDA的含量(P <0.01

或 P <0.05 表 1).

2.2 D-半乳糖致急性肝损伤  珍珠梅水提取物明显降低

D- 半乳糖所致急性肝损伤大鼠血清ALT AST 的升

高 同时升高SOD GSH-Px 的活力 降低MDA 的

含量(P<0.01 或 P<0.05 表 2).

3   讨论

近年来研究表明 肝损伤是多因素参与的复杂过程

细胞质内ALT AST 渗入血液 结果血清ALT AST

活性升高[2-13]. 自由基和脂质过氧化在肝损伤中起着十分

重要的作用. D- 半乳糖引起肝细胞内钙离子增多 镁

离子减少 钙离子增多时抑制线粒体的呼吸功能 激

活磷脂酶 分解膜磷脂 破坏溶酶体膜 使蛋白水

解酶释放 并使黄嘌呤脱氢酶转化为黄嘌呤氧化酶

加速氧自由基的产生 从而使损伤进一步加剧[14-16]. 自

由基是人体正常生化过程的中间产物 在机体正常及

病理过程中都存在 同时机体在进化过程中获得了清

除氧自由基的一些酶 如SOD GSH-Px.因此 只有当

自由基产生过多或者机体内的酶系统过少时才导致疾

病.氧自由基可促使不饱和脂肪自由基形成 脂质自由

基可引起细胞膜的流动性 通透性和完整性的破坏 进

而使其双层结构发生断裂 引起膜镶嵌的一系列酶的

排列紊乱 功能丧失 细胞的能量产生系统瘫痪. SOD

GSH-Px的变化可以间接地反应疾病情况下自由基的变

化. SOD为高效的清道夫 可抑制自由基启动的脂质过

氧化 GSH-Px 是重要的催化过氧化氢分解的酶 他

特异地催化还原性GSH对过氧化氢的还原反应 从而

起到保护细胞膜结构与功能的完整作用. MDA是脂质过

氧化的最终产物 可严重破坏细胞膜的结构 导致细胞

肿胀 坏死 其含量反映了组织过氧化的损伤程度[17-35].

本实验中给药组SOD GSH-Px较模型组显著升高 而

MDA含量显著降低 这说明珍珠梅水提物的保肝机制

与其对抗自由基脂质过氧化密切相关.

表1  珍珠梅水提物对CCl4所致急性肝损伤大鼠血清ALT, AST, SOD, GSH-Px, MDA的影响 ( sx ± , n =10)

分组        CCl4 (mL/kg) ALT (nkat/L)             AST(nkat/L)             SOD(nkat/L)             GSH-Px(nkat/L)              MDA(nmol/L)

正常组    0 1 396 135b 2 601 752b 666 26a          130 35a                    1.3 0. 6a

模型组 5.0            1 2608 4 464            11 595 4 336 307 153          103 15                    2.7 0.8

大剂量组 5.0 5 413 2 097a 4 160 1 476a 410 50a          142 8b                    1.8 0.7a

小剂量组 5.0 5 850 1 994a 5 221 1 665a 525 125a          137 20b                    1.3 1.0a

阳性对照组 5.0 2 279 1 901a 2 523 950a 591 169a          166 26b                    1.5 0.5a

aP <0.05,  bP <0.01 vs Compared with model group.

表2  珍珠梅水提物对D-半乳糖所致急性肝损伤大鼠血清ALT, AST, SOD, GSH-PX MDA的影响 ( sx ± , n =10)

分组        CCl4 (mL/kg) ALT (nkat/L)             AST(nkat/L)             SOD(nkat/L)             GSH-Px(nkat/L)              MDA(nmol/L)

正常组    0 1 396 135a 2 601 752b 666 26a                     130 35a                      1.3 0.6a

模型组 0.5            10 881 3 954 9 238 3 572 367 114                   121 9                        3.0 0.3

大剂量组 0.5 4 600 1 894a 4 160 1 476a 423 26a                       151 8b                                1.4 0.9a

小剂量组 0.5 4 168 334a 4 955 1 416a 475 154a                  153 20a                     1.2 1.0a

阳性对照组 0.5 2 279 1 901a 2 523 950a 591 169a                    166 26b                      1.5 0.5a

aP <0.05,  bP <0.01 vs Compared with model group.
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Abstract
AIM: To study the mutation in a determinant of HBV S
gene, to explore how it influenced the biologic characteristics
of S gene.

METHODS: Through site-mutation PCR, we constructed
series variant clones (T126S, M133L, T144A) of HBV S
gene ‘a’ determinant according to  epidemiologic data.

RESULTS: After analysis of sequence and expression of
cells, sequences of mutation clone were correct and the
mutation of different positions in ‘a’ determinant could in-
fluence antigenicity of expressed HBsAg.

CONCLUSION: The successful construction and expression
of variant clone provide the theoretical basis for developing
new detection kit, HBV vaccine and HBIG.

Yu ZJ, Yang DL, Zhang J, Hao YH, Wang BJ, Hao LJ. Construction and
analysis of HBV S gene clones with artificial mutation sites. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(10):1500-1504

摘要
目的: 研究乙型肝炎病毒(HBV)S基因高频突变位点(T126S

M133L T144A)变异对HBV 生物学活性的影响 开发

新的检测HBsAg试剂盒 混合HBV多价疫苗及多效价的

乙型肝炎免疫球蛋白(HBIG).

方法: 利用人工定点突变技术 基因重组 建立系列HBV

S 基因 a 决定簇真核细胞表达的质粒.

结果: 测序和计算机软件分析 克隆的质粒基因突变序列

完全正确 并且能在真核细胞中表达 被HBsAg单克隆抗

体识别.

结论: 所构建的乙型肝炎病毒S基因单突变克隆能够在真核

细胞表达蛋白 所表达的蛋白可以正确折叠 维持天然

二级构象 具有良好的抗原性 为开发新的检测试剂

盒 HBV疫苗及高效价的乙型肝炎免疫球蛋白奠定物质

基础.
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0   引言

我国是乙型肝炎病毒(hepatitis B virus HBV)感染的高流

行区 有报道全国血清学调查 HBsAg 携带率达9.75 %

约 1.2 亿人 慢性乙型肝炎患者约为3 000 万 其中

10-20 %可以发展为肝硬化和肝癌. HBV在如此众多的

人群中相互传播 经受着巨大的宿主主动和被动免疫

抵抗 必须以变异等多种形式逃避宿主的免疫清除. 由

于病毒外膜蛋白在宿主保护性免疫起着重要作用 因

此外膜蛋白的变异是HBV变异最为常见的方式之一[1-6].

我们根据流行病学的调查结果[7-9] 通过PCR定点突变

技术(基因拼接重叠扩增PCR gene SOEing PCR gene

splice of overlap extending PCR) 对患病人群中HBV S

基因 a 决定簇高突变频率位点进行人工定点突变

得到真核细胞内表达克隆 即T126S M133L T144A. 最

后采用真核细胞表达系统 探讨HBV S基因 a 决定簇

突变对其表达蛋白(HBsAg)的抗原性和免疫原性的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  pcDNA3质粒购自 Invitrogen 公司 pCR3.1/

SHBV质粒(含野生株HBVS基因). BHK-21(叙利亚仓鼠

肾细胞)系本室保存. DNA/RNA定量分析仪 Pharmacia

Biotech 公司产; PTC-200PCR扩增仪 美国MJ Research

公司产; 凝胶成像分析系统 美国UVP公司. Pfu 聚合

酶 EcoR I内切酶 Smal I内切酶 Xhol-I内切酶购自

武汉中科建公司. 小牛碱性磷酸酶(CIAP) 123bp分子

大小标准 羊抗鼠免疫荧光抗体购自Gibco BRL公司.

凝胶回收试剂盒 德国Qiagen 公司. HBsAg 鼠单克隆

抗体由北京生物公司提供.



1.2 方法

1.2.1 变异克隆的构建  PCR3.1/SHBV和pcDNA3同时被

ECOR I 37  酶切5h(其中pcDNA3酶切后线装载体作

以后连接用) 前者酶切后混合产物 CIAP 5 去磷

酸化 与pcDNA3 EcoR I酶切后线状载体连接. 提供下

一步Gene SOEing PCR反应所需的模板. Gene SOEing

PCR 引物(武汉金贝生物科技有限公司合成)HBV S基因

上 下游引物ZL ZR和pcDNA3载体对应引物SP6R:

ZL: (5 位于HBV 157 5 - GCGCTGAACATGGAG

AACATCAC-3 ZR: (5 位于HBV 860 5 - CCA

TCTTTTTGTTTTGTTAAGG-3 ; 引物 SP6R 位于

pcDNA3载体上SP6 启动子序列区: SP6R: 5 -AGCAT

TTAAGTGACACTATAQAATAAG-3 . 定点突变HBV S基

因126  133 144位的互补突变引物: 126位突变互补引

物126L:  5 -CTGCATGACTAATGCTCAAGGAAC-3

(439-415) 126R: 5 -TTCTTGAGCACTAGTCATGCAG

GTCC-3 (460-434); 133 位突变互补引物133L: 5 -

CCAGGAACCTCTCTGTATCCCTCC-3 (455-431)

133R: 5 -AGGGATACAGAGAGG TTCCTTGAGCA-3

(476-450); 144位突变互补引物 144L: 5 -AACCTTCG

GCCGGAAA TTGC-3 (492-472) 144R: 5 -GTGCA

ATTTCCGGCCGAAGGTTTG-3 (513-489). 按照Horton

et al  (Gene 1989;77: 61-68)方法进行 Pfu酶保守扩

增. 简单的说 第1次PCR:  ZL与 126R扩增126位突

变S基因的上半段; ZL和 133R扩增133位突变S基因

的上半段; ZL与 144R扩增144位突变S基因的上半段

(见图1A). 126L与 SP6R扩增126位突变的S基因的下

半段; 133L与 SP6R扩增133位突变的S基因的下半段;

144L与 SP6R扩增144位突变的S基因的下半段(见图

1B). 第2次PCR扩增利用引物ZL和SP6R进行(见图1C).

最后提取T126S M133L D144A突变的S基因全长的

PCR扩增产物(含有pcDNA3 载体的多克隆酶切位点).

XHOl 和ECOR V 双向酶切pcDNA3 提纯. 同时用XHOl

酶切 HBV S基因定点突变产物 提纯后与线状pcDNA3

载体连接. 连接产物按常规方法进行转化感受态细胞

后 涂板 37 培养 挑取单菌落 常规培养转化

后的菌株. 转化培养细菌2 µl  ZL 和 ZL为引物 以
PCR3.1/SHBV质粒作阳性对照 进行鉴定和筛选. PCR

阳性克隆 常规小提制备质粒 分别ECOR I和XHOL

双酶切鉴定. 小量提纯后质粒 送大连宝生物工程公

司 采用双脱氧终止法进行全自动序列测定. 测序的结

果利用计算机软件进行分析(见结果2.2).

1.2.2 变异克隆在真核细胞表达  常规培养细胞 转染

前1 d将BHK细胞接种到8孔槽中 加入含10 % FCS

的DMEM培养基 在37 和 5 %的 CO2中培养至细

胞的融合率为50-80 %. 用QIAGENE小量提取质粒试剂

盒提取质粒SHBV T126S M133L 和 D144A 测定

浓度后稀释到1 g/L. 按 lipofectamine试剂盒(boehringer

mannheim biochemicals Co.USA)说明转染细胞 ELISA

检测细胞培养上清. PBS洗涤细胞2次后用4 的甲醇

和丙酮各半混合液低温固定15 min 间接免疫荧光检测.

固定后的细胞加鼠抗HBsAg mAb(1 100稀释) 37 

1 h孵育. PBS洗涤后加羊抗鼠IgG-FITC (1 100稀释

含 1 g/L 的伊文氏蓝) 37 50 min. PBS 再洗涤后

甘油封片后在荧光显微镜下观察照相.

2   结果

2.1 S基因上半段第1次PCR扩增产物结果电泳图(图 A);

S基因下半段产物第1次PCR扩增结果电泳图(图B); 第

2次PCR 扩增的结果(图C).

2.2 翻译蛋白质与 S 蛋白氨基酸序列同源性分析结果

Wshbvaa 代表野生株HBsAg的氨基酸序列 T126Saa

M133Laa和D144Aaa分别代表126 133和 144位点突

变后HBsAg 的氨基酸序列. 黑体方框部分为 a 决

定簇氨基酸序列一级结构和同源性序列比较结果如下.

      0                10                  20                 30                   40                  50
      *                 *                    *                  *                     *                    *

Wshbvaa      MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQSPTSN
T126Saa     ..............................................................................................................................
M133Laa    ..............................................................................................................................
D144Aaa    ..............................................................................................................................

                   60                 70                    80               90                 100                110
                   *                   *                      *                 *                   *                    *
Wshbvaa      HSPTSCPPTCPGYRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGP
T126Saa     ................................................................................................................................
M133Laa    ................................................................................................................................
D144Aaa    ................................................................................................................................

     120                 130               140                150                160                   170                 180
                   *                     *                  *                   *                   *                      *                     *
Wshbvaa      CRTCMTTAQGTSMYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARFSWLSLLVPFVQ
T126Saa     ..............S........................................................................................................................
M133Laa    ............................L.........................................................................................................
D144Aaa    ..................................................A...................................................................................

Wshbvaa     WFVG
T126Saa       .......G
M133Laa      .......G
D144Aaa      .......G
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图1  SOEing PCR 扩增结果(图A, B, C). 图 A: 泳道1为1 kb的Marker;
泳道2, 3, 4为 126 133 144 位S基因上半段序列第1次扩增产物,
分子量大小为378 bp 399 bp和432 bp. 图B: 泳道3为1 kb的Marker;
泳道1, 2, 4, 5分别为126, 133和144, 144位S基因下半段序列第1次
PCR扩增产物, 长度为380 bp 359 bp和326个bp(均含pcDNA3载体
MCS位点及SP6启动子全长序列). 图C: 泳道4为123 bp的Marker; 泳
道1为利用ZL, ZR扩增S基因的结果, 703 bp 泳道2, 3, 5, 6 ZL和
SP6R扩增相应模板的结果, 分别为126, 133, 144, 全长为758 bp (皆含
有pcDNA3载体MCS位点及SP6启动子全长序列和相应的突变位点).

图 2  系列突变克隆质粒转染后免疫荧光检测. A: Wild S; B: 阴性对照;
C: T126S; D: M133L; E: 144A.

2.3 BHK-21细胞免疫荧光检测  各突变质粒经脂质体

包裹后 转染BHK细胞3 d后 收获细胞 HBsAg单克

隆抗体免疫荧光检测各突变质粒表达产物 细胞内或膜

表面出现特异性荧光颗粒为阳性(荧光图片下标题表明

相应的质粒转染细胞结果 Wild S表示未发生变异的S

基因克隆 空载体转染细胞的结果为阴性对照 图2).

3   讨论

体外实验已经证实 S蛋白是形成HBV亚病毒颗粒的

主要组成部分 和其他蛋白一样由粗面内质网的膜结

合核糖体合成的 由 226 个氨基酸构成 N 端信号 I

引导蛋白进行跨膜转运 其下游的信号 II 在第 80-90

位氨基酸之间有一个疏水结构 在信号II和S蛋白疏水

性C末端形成一个环状结构 其上携带主要的HBsAg

抗原决定簇 a (Howard CR. J Viral Hepatology. 1995;2:

165-170). HBsAg a 决定簇是HBsAg诱导保护性抗体

最主要的抗原决定簇 其氨基酸表位上共有28个氨基

酸 含有构象依赖性B细胞表位和TH细胞表位 他们

与HBsAg抗原性及抗HBS的产生密切相关[7]. 通常基因

组合的HBV疫苗包含S或者M蛋白 a 决定簇的氨

基酸任何变异 在空间构象都会对疫苗产生的抗体有

决定性影响[10-12].

        HBsAg是HBV感染的最重要标志 一般认为抗-HBS

出现表示宿主已将病毒清除并具备中和外来HBsAg的

能力. 目前研究显示 HBsAg阴性或抗HBS阳性并不能

排除HBV病毒血症. 提取这些病毒核酸 序列分析的结

果显示HBV S基因往往出现变异.

         Carman et al最早发现在一意大利无症状携带者体内

的G145R突变株可以稳定存在5 a. Ogata et al [13]从意大

利患儿获得的G145R突变株血清感染黑猩猩 证明该

突变株可以在体内完整复制 具有感染性和致病性.

Colemanet al [14]对乙型肝炎病毒S基因 a 决定簇在

患者人群中高突变频率位点G145R M133A突变质粒

等分析表明 不同的商业试剂盒对这些产生突变质粒

所表达的HBsAg识别能力下降或根本不具备识别能力.

在被动免疫预防的儿童 国内也发现了 a 决定簇的

变异: 在评估这些基因突变及其可能影响中发现 逃避
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被动免疫的儿童重新感染的HBV基因组中 有93.4 %

的样品的HBV基因组发生突变 其中对HBV S 基因

a 决定簇的点突变占30 % 以上 他们可以水平或

垂直传播 并且不易被现有HBsAg检测试剂盒检测[15].

        在慢性感染患者人群中 S基因突变十分常见 突

变位点多集中于 a 决定簇第一个环上面. 另外在乙

型肝炎疫苗主动预防失败和高效价HBIG预防器官移植

患者再感染HBV的人群中 a 决定簇也常常发生突变

但突变的位点多集中于a决定簇第2个环上面[16, 17] . HBV

a 决定簇的基因突变可以导致HBsAg明显抗原性和

免疫原性变化 导致现有的试剂盒诊断的漏诊 误诊和

疫苗预防和HBIG被动免疫的失败 因此早期检测和预

防显得十分必要. 解决上述问题关键在于对这些突变株

所表达的蛋白在体内和体外的生物学活性进行细致的

研究.

        Coleman et al用HBsAg的单克隆抗体 可以检测标

准试剂盒无法检测的 a 决定簇129位氨基酸和145氨

基酸突变[14, 18]. Van Deursen et al [19]用PCR检测了HBsAg

试剂盒检测阴性的慢性HBV感染者 Ma et al [20]用突

变PCR检测了HBV基因组第551位核甘酸突变. 闻玉

梅 et al 用单克隆抗体识别129位氨基酸突变 并构建

了相应的突变基因克隆. 他们在分析该克隆所表达的抗

原的抗原性和免疫原性时发现: 相应突变的HBsAg的抗

原性和免疫原性发生了很大的变化[21] 后来他们又通

过基因免疫的方式进一步阐述前述的结果[22]. 为了在整体

上分析突变位点对HBV生物活性的作用 最近Liu et al

一次克隆了HBV全基因组 分析HBV基因突变与病

毒免疫清除之间的关系 位点突变对HBV生物学特性

的影响[23].

      在不同的患者人群中 HBV S基因 a 决定簇上

每一个氨基酸都可以发生点突变或和其他位点突变一

起产生复合突变[24-26] 不同的位点突变对HBsAg的抗

原性都会存在着或多或少的影响. 因此对不同人群中高

突变频率的位点研究显得更具有意义.

       我们根据流行病学调查结果 以HBV S基因野生

株为基础 利用Gene SOEing PCR技术 获得系列HBV

S基因突变克隆. 经过序列测定和氨基酸同源性分析表

明: 与野生株HBV S 基因克隆相比 除目的位点突变

外 除目的位点氨基酸突变外 其余位点氨基酸与野生

株HBsAg的氨基酸同源性比较为100 % (见结果2.2). 以

上结果表明我们对野生株S基因 a 决定簇高突变频

率位点实行了定点突变 获得了3株在不同患者人群

中具有高突变频率的 S 基因 a 决定簇突变克隆.

        HBsAg体外表达具有其特殊性: 由于HBsAg对大肠

杆菌有一定的毒性 他不能完整的在原核细胞内表达

必须通过一定基因修饰才能在大肠杆菌中表达[27, 28]

这势必会影响到HBsAg的抗原性和免疫原性的变化 另

外基因工程乙型肝炎疫苗大多在酵母和昆虫等真核表

达系统中生产 但在酵母等系统表达的HBsAg不能分

泌到细胞外 且表达水平也不高 因此也具有一定的

局限性[29-31]. 我们将HBV S基因不同位点突变的基因克

隆入真核表达载体pcDNA3中 转染BHK中表达 转

染细胞上清用ELISA检测 细胞用间接免疫荧光法进

行检测. 结果表明 HBV S 基因系列突变(T126S

M133L T144A)克隆能在真核细胞中表达 正确折

叠 维持天然二级构象 能够被HBsAg 单克隆抗体

识别(见结果2.3) 具有良好的抗原性. 可以用作开发新

型乙型肝炎混合多价疫苗 高效价HBIG及HBsAg检

测试剂盒 同时也为分析不同位点突变的HBV S基因

克隆在体内表达HBsAg生物学活性 特别对其抗原性

和免疫原性的分析奠定基础.
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中国科技期刊走向世界的步伐正在加快
       截止到2002-07 中国被著名检索系统SCI 收录的科技期刊数从63种增加到了67种. 从制作SCI 的美国 ISI 美国科学情报
所 发布的 JCR 期刊引证报告 上的数据看 有指标数据的59 种我国科技期刊中 80 % 以上的期刊影响因子呈上升趋势; 约

90 %的总被引频次都提高了.

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

科学通报 1628次 物理学报 中文版 1227次 中国物理快报 1215次 .

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

均为中国英文版科技期刊.

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

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

学报 .

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

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

版 , 中国科学 B , 中国药理学报 .

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

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

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

国科技期刊被国际认可的程度.

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

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

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

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

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

WTO 对于中国的科技期刊 既是机遇又是挑战. 我们相信 通过我国学术界和编辑部门的共同努力 一定会在不远的将来产生一

批具有国际水准的科技期刊.              (2002-11-08)



World Chin J Digestol  2003 October;11(10):1505-1507
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2003 年版权归世界胃肠病学杂志社

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

• 基础研究 BASIC RESEARCH •

急性胰腺炎大鼠肝脏NF-κB对ICAM-1表达的调控及
其意义

石   力, 田伏洲, 黄大熔, 李   旭, 赵   碧, 顾大勇, 唐旭东, 王   雨

石力, 田伏洲, 黄大熔, 李旭, 顾大勇, 唐旭东, 王雨, 中国人民解放军成
都军区总医院全军普外中心  四川省成都市  610083
赵碧, 中国人民解放军成都军区总医院血液科  四川省成都市  610083
石力, 男, 四川长寿县人, 1967-10-05生, 汉族, 硕士, 主治医师, 主要从事
胰腺疾病的研究.
项目负责人: 田伏洲, 610083, 四川省成都市, 中国人民解放军成都军区总
医院全军普外中心.  lishi@mail.sc.cninfo.net
收稿日期: 2002-06-27    接受日期: 2002-11-18

Effect of hepatic NF-κB on ICAM-1 ex-
pression in rats with acute pancreatitis

Li Shi, Fu-Zhou Tian, Da-Rong Huang, Xu Li, Bi Zhao,

Da-Yong Gu, Xu-Dong Tang, Yu Wang

Li Shi, Fu-Zhou Tian, Da-Rong Huang, Xu Li, Da-Yong Gu, Xu-Dong Tang,
Yu Wang, Center of General Surgery, General Hospital of Chinese PLA
Chengdu Command, Chengdu 610083, SiChuan Province,China
Bi Zhao, Hematologic Department, General Hospital of Chinese PLA
Chengdu Command, Chengdu 610083, SiChuan Province,China
Correspondence to:  Fu-Zhou Tian, Center of General Surgery, General
Hospital of Chinese PLA Chengdu Command, Chengdu 610083, SiChuan
Province, China.  lishi@mail.sc.cninfo.net
Received: 2002-06-27    Accepted: 2002-11-18

Abstract
AIM: To study the effect of hepatic NF-κB on ICAM-1 ex-
pression in rats with acute pancreatitis.

METHODS: Seventy-two Wistar rats were randomly di-
vided into three groups: acute pancreatitis group (AP),
acute pancreatitis treated with pyrrolidine dithiocarbamate
(PDTC) group (APP) and sham operation group (SO). Hepatic
NF-κB activities were determined with EMSA. The expression
of hepatic ICAM-1 was detected with immunohistochemistry.
Hepatic myeloperoxidase (MPO) and serum alanine ami-
notransferase (ALT) were measured.

RESULTS: Activities of NF-κB were significantly higher in
AP and APP groups than that in SO group from 3 to 6
hours. The expressions of ICAM-1 were stronger in AP
and APP groups than in SO group. The levels of hepatic
MPO and serum ALT were also significantly higher in these
two groups than in SO group. However, compared with
AP group, the activities of  NF-κB, the expression of ICAM-1
and the level of hepatic MPO and ALT significantly decreased
in APP group.

CONCLUSION: Activation of hepatic NF-κB is involved in
the liver injury by regulating ICAM-1 expression during
pancreatitis.

Shi L, Tian FZ, Huang DR, Li X, Zhao B, Gu DY, Tang XD, Wang Y.
Effect of hepatic NF-κB on ICAM-1 expression in rats with acute
pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(10):1505-1507

摘要

目的: 观察急性胰腺炎大鼠肝脏NF-κB对ICAM-1表达的
调控及其在急性胰腺炎肝损伤中的作用.

方法: Wistar大鼠72只随机分为急性胰腺炎组(AP组) 急

性胰腺PDTC处理组(APP组)以及对照组(SO组). 分别在术

后3 h 6 h 12 h及24 h检测肝组织NF-κB活性 ICAM-
1表达, 肝组织髓过氧化物酶(MPO)活性以及血浆丙氨酸氨

基转移酶(ALT)水平.

结果: AP及APP组NF-κB活性在术后3-6 h显著高于SO
组; ICAM-1表达在术后3-24 h 显著高于SO组; MPO及

ALT在术后6-24 h也显著高于SO组. 然而 在运用了NF-

κB抑制剂的APP组 NF-κB活性 ICAM-1表达 MPO
以及血浆ALT均显著低于AP组.

结论: 急性胰腺炎发生时 肝脏中活化的NF-κB促进了
ICAM-1的表达 并由此参与了肝损伤的发生.

石力, 田伏洲, 黄大熔, 李旭, 赵碧, 顾大勇, 唐旭东, 王雨. 急性胰腺炎大鼠肝

脏NF-κB对 ICAM-1表达的调控及其意义. 世界华人消化杂志  2003;11
(10):1505-1507

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1505.asp

0   引言

急性胰腺炎常伴有多脏器功能不全[1] 而肝脏是最常

受累的器官之一[2]. 核因子kB(NF-κB)是一类主要参与
炎性分子表达调控的转录因子[3-5] 同参与其他原因引

起的组织损伤过程一样 他参与了急性胰腺炎肝损伤

的发生[7-10]. 细胞间黏附分子 1(ICAM-1)主要介导多形

核粒细胞(PMN)同血管内皮细胞之间的黏附 他同样参

与了不同原因引起的组织损伤过程[11, 12]. 由于ICAM-1的

启动子上存在着 κB结合位点[13] 为了了解NF-κB 参
与急性胰腺炎肝损伤的机制 我们观察了大鼠急性胰

腺炎发生时 肝脏NF-κB对 ICAM-1表达的调节作用.

1   材料和方法

1.1 材料  Wistar 大鼠 72只 雌雄不限 体质量200-

250 g 随机分为3组: (1)急性胰腺炎组(AP组 24只):

用 3 g/L戊巴比妥钠 ip麻醉(10 mL/kg) 上腹部正中切

口入腹 经十二指肠穿刺胆管成功后 以无创血管夹阻

断肝门部胆管 向胰管内逆行注入50 g/L牛磺胆酸钠
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(1 mL/kg) 注射完毕后松开血管夹 关腹 皮下注

射生理盐水2 mL 以补充术中丢失水分; (2)急性胰腺

炎PDTC处理组(APP组 24只): 诱导胰腺炎前1 h经

腹腔注入NF-κB抑制剂PDTC (10 mg/kg); (3)假手术组
(SO 组 24 只): 操作方法同1 但不向胰管内注入牛

磺胆酸钠. 各组分别在术后3 h 6 h 12 h 24 h 再

次开腹 经下腔静脉采血约5 mL 置于肝素钠抗凝瓶

中 离心(2 000 r/min 1 min) 取上清冻存; 并取大

小约0.5 cm3肝中叶组织三块 置于液氮中保存.

1.2 方法  (1)肝组织NF-κB活性  参照文献介绍的方法
对肝组织进行核蛋白提取 并用考马斯亮蓝测定蛋白

浓度 调蛋白浓度为0.5 µg/L后置于-70 保存. 以 -
32P在 T4激酶的作用下标记NF-κB探针 探针序列为
5 -AGTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3 . 将标记的探

针同肝组织核蛋白进行结合后 置于非变性聚丙稀酰

胺凝胶中电泳并进行放射自显影 用凝胶扫描分析仪

对显影结果进行分析 以积分辉度值表示NF-κB的活
性变化. (2)肝组织 ICAM-1蛋白表达 以免疫组化SP法

进行检测 用Tiger电子计算机图像分析系统计算阳性

细胞染色的积分光密度. (3)肝组织髓过氧化物酶(MPO)

参照文献介绍的方法进行检测. (4)血浆丙氨酸氨基转移

酶(ALT) 用自动生化分析仪(Bckman CX7)进行检测.

      统计学处理  结果以 sx ± 表示 组间行 t检验
P <0.05为差异有显著意义; P <0.01为差异有极显著意义.

2   结果

2.1 肝组织中NF-κB活性  除SO组外 其余二组在术后
3 h 肝组织中NF-κB存在显著活化 6 h后活化程度下
降 但仍显著高于SO组(P <0.01) 术后12 h NF-κB活化
程度则明显下降 同SO组相比无显著差异(P  >0.05) 至

24 h活化消失. 其中AP组NF-κB活化程度在3-6 h均
显著高于APP组(P <0.01 表 1 图 1).

图1  NF-κB电泳结果(3 h, 由左至右为SO组 APP组 AP组).

2.2 肝组织ICAM-1蛋白表达  SO组未检测到ICAM-1

蛋白表达 在术后3-24 h AP APP组均有ICAM-1蛋

白表达 术后6 h表达最强 各时相点均显著高于SO组

(P <0.01). 阳性物质主要分布于肝窦内皮细胞及部分肝细

胞膜. APP表达强度明显低于AP组(P <0.05或 P <0.01

表 1 图 2-4).

表1  急性胰腺炎大鼠肝组织NF-κB ICAM-1 MPO 及血浆ALT

测定结果( sx ± , n =24)

T (术后)/ h
项目    分组

          3 6 12 24

NF-κB      AP 3.13 0.57     1.92 0.26     0.80 0.12     0.68 0.17

(吸光度)    APP 1.85 0.38b     1.36 0.22b     0.73 0.11     0.71 0.13

    SO     0.71 0.10d    0.67 0.11d    0.69 0.11     0.69 0.14

ICAM-1    AP 7.20 0.88    10.77 1.66     6.20 0.93     5.18 0.92

(吸光度)    APP  4.85 0.83b    6.33 0.85b    4.23 0.74b     4.00 0.75a

                 SO 1.88 0.24d     1.45 0.36d     1.57 0.31d     1.45 0.33d

MPO         AP 2.13 0.45     4.51 0.78     6.45 0.93   11.40 1.62

(kat/kg)      APP 2.06 0.50      3.30 0.70a     4.95 0.75a     5.91 1.30b

    SO 1.71 0.41      1.82 0.38d     1.76 0.50d     1.56 0.37d

ALT          AP 1.09 0.19     1.56 0.21     2.37 0.36     3.47 0.73

(kat/L)     APP   0.96 0.14     1.17 0.18b     1.65 0.21b     2.13 0.43a

                 SO 0.68 0.09      0.72 0.11d     0.66 0.09d     0.78 0.14d

aP <0.05, bP <0.01, vs AP组. dP <0.01, vs AP, APP组.

SO组  APP组  AP组

图2  ICAM-1阴性表达(SO组, 6 h).

图 3  ICAM-1弱阳性表达(APP组, 6 h).

图 4  ICAM-1强阳性表达(AP组, 6 h).
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2.3 肝组织MPO活性变化  同 SO 组相比 AP APP
组MPO活性在术后6 h显著增加 至24 h均呈持续性
上升趋势(P <0.01). 其中APP组MPO活性在6-24 h均
显著低于AP组 (P <0.05或 P <0.01 表 1).
2.4 血浆ALT  SO组ALT术后无明显变化. AP及APP组
ALT在术后3-24 h 均呈持续性上升 显著高于SO组
(P <0.01). 但 6 h后APP组ALT明显低于AP组(P <0.05
或 P <0.01 表 1).

3   讨论

核因子κB是一类能与某些基因启动子及增强子区的κB序
列结合的蛋白质 他能启动或增强这些基因的转录[14-16].

在静息的细胞中 NF-κB以无活性的形式存在于细胞
质之中 当受到一定的刺激后 NF-κB 活化 并发
生核易位 同靶基因启动子或增强子上的 κB 位点结
合 从而启动或增强这些基因的转录[17-20] 进而参与

组织的损伤过程[22-24]. 在急性胰腺炎肝损伤发生过程

中 肝脏NF-κB 的活化同样起着重要的作用[10].
        由于在ICAM-1启动子上存在着NF-κB结合位点[13].
为了进一步阐明NF-κB产生作用的机制 我们观察了
NF-κB对肝组织 ICAM-1的表达的调控作用以及由此
引起的组织损伤效应. ICAM-1是细胞黏附分子免疫球

蛋白超家族中的一员 主要介导多形核粒细胞(PMN)与

血管内皮细胞间的黏附 在PMN向组织中聚集的过程

中有着重要的作用 而聚积于组织中的PMN则可导致

细胞及组织的损伤. 髓过氧化物酶(MPO)存在于PMN的

嗜天青颗粒之中 每个PMN所含MPO的量是恒定的

因此通过测定MPO就能够反映PMN的浸润程度. 结果

表明 同对照组相比 诱导急性胰腺炎后3-6 h AP

及APP组NF-κB出现了显著活化 活化程度在3 h较
高. 与此同时 ICAM-1蛋白表达在3-24 h也显著高于

对照组 其表达峰值出现在术后6 h 较NF-κB有所
滞后. 肝组织MPO及血浆ALT也显著高于对照组. 然

而 同AP组相比 在运用了NF-κB 抑制剂PDTC的
APP组 随着NF-κB活化程度的显著下降 ICAM-1
蛋白表达 肝组织MPO 以及血浆ALT 在各时相点均

有了显著下降. 这就说明在急性胰腺炎发生时 肝脏

NF-κB的活化促进了 ICAM-1的表达 并可由此导致
PMN在肝组织中聚集 从而引起肝损伤.
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Abstract
AIM: To detect the effect of sodium butyrate on the expres-
sion of cathepsins D(Cath-D) in HT-29 colon carcinoma cell.

METHODS: MTT assay, light microscopy and immunocy-
tochemistry were used to observe the growth, apoptosis
and expression of Cath-D in HT-29 cell line after treated
by sodium butyrate

RESULTS: Sodium butyrate inhibited the growth of HT-29
cell lines, induced apoptosis and increased the expression
of Cath-D in HT-29 cell line.

CONCLUSION: Sodium butyrate can affect the expressoon
of Cath-D and may play an important role in apoptosis of
HT-29 cell line.

Li X, Luo HS, Li F. Effect of sodium butyrate on the expression of
cathepsins D. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(10):1508-1510

摘要

目的: 观察丁酸钠对结肠癌细胞株HT-29的组织蛋白酶D

(Cath-D)表达水平的影响.

方法: 运用细胞增生抑制实验(MTT法) 光镜观察 免疫

细胞化学技术观察丁酸钠对HT-29细胞株的生长 凋亡和

对Cath-D表达水平的影响.

结果: 丁酸钠能抑制HT-29 细胞株增生 诱导凋亡 并

促进Cath-D表达.

结论: 丁酸钠能够影响Cath-D 的表达水平 这暗示了

Cath-D在丁酸钠诱导的凋亡中可能伴有重要角色.

李曦, 罗和生, 李凡. 丁酸钠对结肠癌细胞株HT-29组织蛋白酶D表达水平

的影响. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1508-1510

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1508.asp

0   引言

丁酸钠是由结肠共生细菌通过发酵肠道内食物纤维所

产生的一种四碳短链脂肪酸 他对体外培养细胞的基

因表达调节 细胞生长及蛋白质和酶的产生均有重要

影响 能够抑制多种肿瘤细胞的生长 诱导细胞分

化 同时丁酸钠还能通过许多途径诱导肿瘤细胞发生

凋亡[1-5]. 组织蛋白质酶D (Cath-D)则是一种普遍存在的

天冬氨酸蛋白质 主要分布于溶酶体中 有研究表明

Cath-D可能参与肿瘤细胞的凋亡过程 其在细胞质内

的含量上升可能诱导细胞的凋亡. 他也可以促进某些肿

瘤细胞如乳腺癌细胞的侵袭生长[6, 7]. 结肠HT-29细胞保

留了肠腺多能干细胞的特点 能被诱导分化成杯状细

胞样或肠吸收上皮样细胞 是用于研究的一种重要的

结肠癌细胞株. 我们运用MTT法 光镜观察 免疫细

胞化学技术探讨丁酸钠对结肠癌细胞株HT-29抑制作

用和对Cath-D表达水平影响.

1   材料和方法

1.1 材料  HT-29细胞系来自湘雅医院肿瘤研究所 丁

酸钠 四甲基偶氮唑盐(MTT) 二甲基桠枫为 Sigma

产品 小牛血清为国产三利公司产品 RPMI1640 培

养基为Hyclone公司产品 Cath-DmAb (1 50)为 ADI

公司产品 SP 试剂盒为北京中山生物有限公司产品.

1.2 方法  HT-29 细胞株于含 100 ml/L 的小牛血清

100 KU/L青霉素 100 mg/L链霉素的RPMI 1640培养

基中 在37 50 ml/L CO2 饱和湿度条件下培养

增生 传代 扩增以备用. HT-29细胞在丁酸钠处理后

在倒置显微镜下观察细胞变化. 将对数生长期HT-29细

胞配成2.0 ×107/L 的单细胞悬液 接种于96 孔培养板
中 每孔200 µL 于 37 50 ml/L CO2的培养箱中
培养48 h后 分别加入1.0 mol/L 3.0 mol/L. 5.0 mol/L丁

酸钠 对照组为不含丁酸钠的培养液 每种剂量的药物

设4个复孔 继续培养到12 h 24 h 36 h 48 h时 每

组往一孔中加入5 g/LM TT 20 µL 孵育4 h 再加入



二甲基亚砜100 µL 微振荡 使紫兰色沉淀完全溶解
用酶标仪测490 nm处的吸光度. 细胞抑制率=(1-试验孔

A/对照孔A)×100 %. 将 15×15 mm盖玻片裁成6×6 mm大
小放置于24孔培养板中 将3.0 ×108 /L 单细胞悬液接
种于24 孔培养板中 上述条件下培养 48 h 待细胞

长成单层后 更换培养液 分别加入不同溶度的丁酸

钠 使丁酸钠溶度为1.0 mol/L 3.0 mol/L 5.0 mol/L.

对照组为不含丁酸钠的培养液 每组设4个复孔 继

续培养到24 h 48 h 72 h 时 分别从各组中取出

一块盖玻片 固定后 对细胞切片进行组织蛋白酶D免

疫细胞化学染色 染色结果用计算机图像分析系统处

理 自动记录吸光度值(A值) 每张切片取5个视野

取A均值.

        统计学处理  采用SPSS9.0 统计软件包进行分析. 计

量资料用均数 标准差表示 组间比较用方差分析.

2   结果

对照组细胞增生旺盛 加入1 mmoL /L丁酸钠作用12 h

24 h 36 h 48 h 后 细胞生长抑制率由7.4 %上升

至51.9 % 2 mmoL/L使HT-29细胞生长抑制率由18.3 %

上升至63.3 % 5 mmol/L丁酸钠则使细胞生长抑制率由

27.6 %上升至72.8 % 表明丁酸钠对人结肠癌HT-29

细胞生长抑制作用随浓度时间延长而增加 呈时间 剂

量依赖性. 低分化的人结肠癌HT-29细胞呈多边形 部

分细胞为圆形 不规则 丁酸钠处理的细胞24 h后 凋

亡细胞已明显增多 每高倍视野下凋亡细胞为平均为

10.4个 对照组只有2.0个. 总之 丁酸钠处理的细胞与

未加干预相比 可见漂浮凋亡细胞明显增多 以及细胞

固缩变小等凋亡变化. 免疫细胞化学染色表明丁酸钠可

以促进组织蛋白酶D表达 组织蛋白酶D在未分化的

HT-29 细胞株中染色较浅 在经过丁酸钠干预后

Cath-D在细胞内含量上升(图1 2) 但无明显时间剂

量依赖(表1 ).

表1  丁酸钠对HT-29细胞Cath-D表达的影响(A)值

        丁酸钠处理组(mmol/L)
t /h 对照组

   1                  2         5

24 0.095±0.007   0.127±0.018a  0.123±0.009a   0.145±0.021a

48 0.107±0.013   0.148±0.020a  0.150±0.018a   0.188±0.017a

72 0.101±0.011   0.158±0.014a  0.142±0.011a   0.153±0.025a

aP <0.05 vs 对照组.

图1  对照组HT-29细胞染色浅 免疫细胞化学染色 400.                           图 2  丁酸钠干预组HT-29细胞染色加深 免疫细胞化学染色 400.

3   讨论

丁酸钠是可抑制癌细胞株的生长 促进癌细胞的分

化 成熟. 通过多种途径诱导肿瘤细胞发生凋亡 如通

过Fas H2O2诱导凋亡[8-10]. Cath-D在限制性蛋白水解中

伴有最重要角色[11-13]. 剔除 Cath-D 基因的实验证明

Cath-D又是小肠发育的关键酶.乳腺癌中 Cath-D表达上

升 并参与溶解基底膜 细胞外基质及结缔组织 促进

肿瘤细胞侵袭 [6, 7]. Cath-D 的表达水平是否与大肠癌

Dakes分期有关存在争议 而Cath-D在大肠癌细胞中的

分布方式特点更能够反映出大肠肿瘤的潜在侵袭性[14, 15].

Cath-D与肿瘤细胞凋亡的关系也十分密切 可参与线

粒体介导的凋亡. 本实验表明丁酸钠能够抑制结肠癌细

胞株HT-29 的生长和诱导细胞凋亡. 同时还能够促进

Cath-D在HT-29细胞内的表达. 此结果与Tan et al [16]用

Western blot分析测得丁酸钠作用HT-29细胞后Cath-D

的表达明显上升的结论相一致. 从细胞增生抑制实验结

果可以看出 丁酸钠明显抑制HT-29的生长 且这种

生长抑制作用随时间 浓度的增加而加强 呈时间 剂

量依赖性.丁酸钠抑制肿瘤细胞生长的机制非常复杂

至今仍不明确 研究表明可能是丁酸钠通过组蛋白的

超乙酰化激活一些转录因子 并通过这些转录因子激

活某些特定基因 最终抑制细胞生长 同时还有可能通

过DNA甲基化 组蛋白磷酸化等许多其他途径来发挥

抑制作用[1, 17-22].

        我们还通过光镜观察和免疫细胞化学技术表明丁酸

钠处理的细胞与对照相比凋亡细胞明显增多 而且同

时伴随着Cath-D的表达上升 提示Cath-D的表达增高

可能与凋亡有关. 丁酸钠促进细胞凋亡的机制研究有很

多 可通过多种途径发挥其诱导凋亡的作用 如丁酸钠

可能通过产生H2O2来诱导凋亡. Giardina et al [10]发现丁
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酸钠处理HT-29 细胞后  H2O2在细胞内含量明显上

升 且这种上升是持续的 超过24 h. Roberg et al [23]

的 研究表明H2O2则可以诱导溶酶体失稳定 从而促使

Cath-D 从溶酶体中释放到细胞质中. 而Cath-D与细胞

凋亡密切相关 Cath-D能够调节干扰素 和肿瘤坏死

因子介导的细胞程序性死亡 如PepstatinA (Cath-D抑

制剂) 可以抑制某些细胞株的细胞凋亡 干扰肿瘤

坏死因子 诱导的程序性细胞死亡 Cath-D 在 P53介

导的凋亡中也伴有重要角色[24-26]. 此外 一些诱导凋亡

物质也可以通过Cath-D来诱导溶酶体介导的凋亡 如

CD437 -TOS等. 这些物质能促使Cath-D从溶酶体

中释放到细胞质中 这一事件伴随着细胞色素C的释放

和线粒体膜的潜在性破坏 最终引起凋亡[26, 27]. 通过以

往研究和本实验结果可以推测丁酸钠可能存在着一种

诱导凋亡的新机制 即丁酸钠通过H2O2诱导Cath-D表

达上升和从溶酶体中释放到细胞质中来诱导凋亡.
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Abstract
AIM: To study the anatomic site distribution and patho-
logic characteristics of colorectal cancer (CRC) in young
Chinese.

METHODS: A retrospective study was undertaken. Data
were collected from 1 370 patients in Nan Fang Hospital
from 1974 to 1999, including 309 patients younger than
40 years and 1 061 patients older than 40 years. The median
age was 54 years. All  patients with colorectal adenocarci-
nomas were diagnosed by histology and underwent surgery.

RESULTS: Overall, 22.3 % (309/1 370) of CRC patients
were young people. The proportion of males in the young
group was 57.0 % vs 58.3 % in the aged group (P >0.05,
χ2=0.16). 24.1 % of young group vs 25.1 % of aged group
had lesions in the proximal colon and 72.4 % vs 71.2 %
had cancers located in distal colorectum (P >0.05, χ2= 0.42).
Adenocarcinoma was the most common histologic type in
both groups. 71.5 % of young group vs 83.4 % of aged
group was adenocarcinoma (P <0.01, χ2=18.09), 17.4 % vs
12.0 % was mucinous adenocarcinoma (P <0.05, χ2=4.70)
and 5.5 % vs 1.1 % was signet-ring cell carcinoma (P <0.01,
χ2=30.20). 18.2 % of young group vs 24.9 % of aged group
was early stage (Duke’s stage A) and 81.9 % vs 75.1 %
was advanced stage (Duke’s stage B, C, D) (P <0.05, χ2=5.13).
20.9 % of young group vs 11.1 % of aged group was poor
differentiation (P <0.01, χ2=14.75) and 59.5 % vs 34.3 %
had lymphatic metastasis (P <0.01, χ2=53.25).

CONCLUSION: CRC of young people has no significant dif-
ference from middle-aged and old people in either gender
distribution or anatomic site distribution, but the former

has some clinical pathologic characteristics that are different
from the latter. CRC in young people has relatively worse
prognosis. The therapeutic effects depend on paying attention
to these clinical pathologic characteristics and early diagnosis
and early treatment.

Xie ZY, Qing SH. Anatomic site distribution and clinic pathologic char-
acteristics of colorectal cancer in young Chinese. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(10):1511-1514

摘要

目的:  探讨中国人青年结直肠癌解剖部位分布及临床病理

特点.

方法:  回顾性分析1974/1999年第一军医大学附属南方医

院连续收治的有完整记录的CRC患者1 370 例 其中小

于或等于40岁 309例 40岁以上1 061 例.

结果: 全部病例的中位年龄为54岁. 青年组 (小于或等于40

岁) 309例 占22.3 %. 青年组与中老年相比: 男性所占比

例分别为57.0 %  58.3 % (P  >0.05  χ2=0.16); 位于近端结肠
者分别为24.1 %和25.1 % 位于远端结直肠者分别为72.4 %

和 71.2 % (P >0.05 χ2=0.42); 腺癌皆占绝对优势 分别
为71.5 %和 83.4 % (P <0.01 χ2=18.09) 黏液腺癌分
别为17.4 %和 12.0 % (P <0.05 χ2=4.70) 印戒细胞癌
分别为5.5 %和 1.1 % (P <0.01 χ2=30.20); Duke s A
期分别为18.2 % 和 24.9 % Duke s B期及B期以上

分别为81.9 %和 75.1 % (P <0.05 χ2=5.13); 低分化所占
比例分别为20.9 %和11.1 % (P <0.01  χ2=14.75); 有淋巴
结转移者分别为59.5 %和 34.3 % (P <0.01 χ2=53.25).

结论: 青年CRC性别构成及解剖部位分布同中老年CRC相

比无明显差异 但具有明显不同的临床病理学特点 预

后不佳 其治疗水平有赖于对这些特征的认识 力争早

期诊断及治疗.

谢正勇, 卿三华. 国人青年结直肠癌解剖部位分布及临床病理特点. 世界华人

消化杂志  2003;11(10):1511-1514
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0   引言

结直肠癌(colorectal cancer CRC)好发于中老年 其

发病率随年龄增加而增加[1]. 青年CRC发病率较低 与

中老年CRC相比 青年CRC在解剖部位分布 病理类

型 病理分期 分化程度 淋巴结转移等方面具有不同

特点 预后不佳. 国外对青年CRC患者这一特殊群体
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研究较多 国内研究尤其是大样本研究较少. 我们通过

回顾性分析我院收治的青年CRC患者临床资料 并同

国外类似研究比较 拟探讨中国人青年CRC特点 以

利制定合理防治策略.

1   材料和方法

回顾性比较分析1974/1999年我院连续收治的有完整记

录的CRC患者1 370例 其中小于或等于40岁309例

大于40岁1 061例. 所有患者经组织学检查和手术证实.

两组从性别 年龄构成 解剖部位分布 病理分期 分

化程度 淋巴结转移等方面进行比较分析. 近端结肠界

定在回盲部 升结肠 结肠肝曲 横结肠 结肠脾曲;

远端结直肠界定在降结肠 乙状结肠 直肠. 直乙交界

癌包括在直肠癌内 阑尾肿瘤及肛管肿瘤不包括在本

研究内. 肿瘤组织类型及分化程度按WHO标准 分期

按Dukes分期.

        统计学处理  采用SPSS10.0软件包进行.

2   结果

CRC患者1 370例 年龄13-84 (中位54)岁. 青年组(小

于或等于40岁)309例 占22.3 %:  1974/1984年为29.8 %

1985/1989年为24.6 % 1990/1994年为23.0 % 1995/1999

年为18.3 % 随时间增加青年组占总体比例逐渐减少; 中

老年组(大于40岁)1 061例 占77.8 %. 所有1 370例中

男794例 占58.0 %; 青年组中 男176例 占57.0 %; 中

老年组中 男618例 占58.3 %. 两组皆以男性占优势

但性别构成无统计学差异(P >0.50 χ2=0.16).
2.1 解剖部位分布  两组在解剖部位分布上无统计学差

异. 远端结直肠尤其是直肠为两组最好发部位. 青年组中

近端结肠癌69例 占24.1 % 远端结直肠癌207例 占

72.4 % 其中乙状结肠癌及直肠癌194例 占65.7 %; 中

老年组中 近端结肠癌 253 例 占 25.1 % 远端结

直肠癌719例 占71.2 % 其中乙状结肠癌及直肠癌

701例 占69.4 %. 两组比较 P >0.05 (χ2=0.42).

2.2 病理类型和分化  两组病理类型构成明显不同. 青年

组及中老年组中 腺癌皆占绝对优势 分别为71.5 %和

83.4 % (P <0.01 χ2=18.09). 值得注意的是 黏液腺癌在
青年组和中老年组中分别为44例和109例 各占17.4 %

12.0 % 两组比较有统计学差异(P <0.05 χ2=4.70); 印
戒细胞癌在青年组和中老年组中分别为14例和10例 各

占5.5 %和0.6 % 两组比较有明显统计学差异(P <0.01

χ2=30.20) (表 1). 青年组与中老年组相比 高分化所占
比例分别为40.5 %和 43.3 % (P >0.05 χ2=0.59);中分
化分别为38.6 %和 45.6 % (P >0.05 χ2=3.40);低分化
分别为20.9 % 11.1 % (P <0.01 χ2=14.75). 青年CRC
呈现分化程度较低的特点.

2.3 病理分期和淋巴结转移  青年组中 早期(Duke s

A期)占 18.2 % 进展期(Duke s B期及B期以上)占

81.9 %; 中老年组中 早期(Duke s A期)占 24.9 %

进展期(Duke s B期及B期以上)占75.1 %. 两组比较

青年组中进展期所占比例明显高于中老年组(P <0.05

χ2=5.13) 统计学差异明显(表2). 青年组中有淋巴结转
移者所占比例超过半数 高达59.5 % 明显高于中老年

组的34.3 % (P <0.01 χ2=53.25) 统计学差异明显. 青
年CRC更易发生淋巴结转移.

3   讨论

青年CRC相对少见 尽管其在解剖部位分布 病理类

型 病理分期 分化程度 淋巴结转移等方面的特点存

在争议 多数作者认为其预后不佳. 为便于比较 我

们以国外文献常用的40岁为界 将青年组(小于或等于

40岁)同中老年组(大于40岁)及国外文献比较 以探讨

中国人青年结直肠癌特点. 本组CRC诊断时的中位年龄

为54岁 较美国人的70岁[2]明显年轻. 青年CRC在全

部病例中所占比例高达22.6 % 而国外多数作者[2-4]报

告不超过10 % 提示国人CRC发病明显年轻化. 在埃

及 青年CRC占 30 %以上[5] 埃及CRC患者体内有

机氯化物或其他杀虫剂水平较高提示工业污染可能与

表1  青年和中老年CRC病理类型比较

       腺癌  黏液腺癌 印戒细胞癌  未分化癌   腺鳞癌     鳞癌     类癌
分组   n

  n    %   n    %   n  % n  % n  % n  % n %

青年组 253 181 71.5b   44 17.4a 14 5.5c 3 1.2 1 0.4 0 0.0  2 0.8

中老年组 906 756 83.4b 109 12.0a 10 1.1c 5 0.6 6 0.7 6 0.7 11 1.2

病理类型不明数: 青年组56例, 中老年组155例;  aP <0.05; b,cP <0.01.

表2  青年和中老年CRC Duke s 分期比较

   Duke s A期    Duke s B期               Duke s C期                Duke s D期
分组            n

 n  %   n % n % n %

青年组         259  47 18.2a  80 30.9  63 24.3   69 26.6

中老年组      887 221 24.9a 299 33.7 168 18.9 199 22.4

分期不明数: 青年组50例 中老年组174 例; aP <0.05.
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该国CRC发病年轻化有关[6]. 而我们还不清楚中国CRC

发病年轻化的真正原因. 青年组占总体比例随时间变化

呈下降趋势 可能与我国人口老龄化有关. 有癌前疾病

(包括溃疡性结肠炎 克隆氏病等)或阳性家族史(包括家

族性息肉病 遗传性非腺瘤性结直肠癌等)者在青年

CRC患者中所占比例明显高于中老年CRC患者 且认

为癌前疾病 阳性家族史是CRC发病年轻化的原因之

一[7-11].

        青年组及中老年组在性别分布上皆呈现男性优势

但两组间并无统计学差异. 该结果与大部分资料[4, 12-14]一

致 也有人认为青年CRC发病并不存在性别差异[15]甚

至以女性为优势[8]. CRC在女性发病相对较低与雌激素

的保护作用有关[16]. 肿瘤部位可影响CRC患者预后 近

端结肠癌患者预后较远端结直肠癌患者差 其原因可

能与由于诊断方法而导致的诊断延误或近端肿瘤本身

的生物学特性有关[17, 18]. 同大多数作者[2, 4, 12-14]的研究结

果一样 我们发现在青年CRC患者中肿瘤绝大部分分

布于远端结直肠尤其是直肠和乙状结肠 且其解剖部

位分布与中老年CRC患者相比并无明显差异 而并不

呈现部分作者报告的近端结肠分布趋势或远端结直肠

分布趋势[7]. 尽管不少研究发现随着年龄的增加 CRC

的解剖部位分布呈现由远端结直肠向近端结肠转移的

趋势[19, 20] 甚至有人认为年龄每增加1岁 肿瘤分布于

近端的概率上升2.2 % [21] 但在本研究中未发现中老年

CRC肿瘤部位分布的这种近端转移趋势.

        腺癌是两组最常见的病理类型. 青年组中黏液腺癌

及印戒细胞癌所占比例皆明显高于中老年组 统计学

差异显著 这与多数研究结果一致[4, 7, 12-14, 22, 23] 但

Paraf et al [8]的一项病例对照研究结果却认为两组在病理

类型上并无明显差异. 尽管个别作者[22]认为黏液腺癌对

CRC预后无明显影响 多数人认为他具有易于局部固

定 临床分期高 5 a 生存率低[24, 25]等不同于普通腺

癌的特点. 印戒细胞癌则是恶性程度更高的一类特殊肿

瘤 其中位生存时间仅9-16 mo 5 a生存率仅10 %

左右[26]. 青年CRC患者中 这两类高度恶性肿瘤所占

比例高 提示青年CRC 预后不佳[8].

       青年CRC中 Duke s B期及B期以上占81.9 %

低分化癌占20.9 % 有淋巴结转移者占59.5 % 较中

老年组皆明显增高且有统计学意义. 此结果与大部分研

究[27-33]结果一致 但Paraf et al [8]的病例对照研究结果

及不少作者[7, 8, 10, 15]认为青年CRC与中老年CRC在上述

各方面并无明显差异. 青年CRC患者中出现腹痛 大

便习惯改变或便潜血试验阳性的比例较高 但对青年

人上述症状的警惕不够而致诊断延迟被认为是青年

CRC诊断时病期较迟的重要原因之一[23, 32]. 肿瘤分期

分化程度是决定CRC预后最直接 最好的因素[34, 35]

肿瘤分化程度越低 分期越高 5 a生存率越低 预后

越差.

        青年CRC患者的预后一直存在很大争议 多数人

认为其预后较中老年患者差 原因可能与诊断时病期

较晚 黏液腺癌及印戒细胞癌等恶性程度高的病理类

型所占比例高 肿瘤细胞分化程度低 近端结肠分布优

势等有关[8, 22, 27, 29, 32]. 同中老年CRC相比 青年CRC的

性别构成及解剖部位分布无明显差异 但黏液腺癌 印

戒细胞癌 低分化癌所占比例更高 临床病理分期更

晚 更易发生淋巴结转移 高度提示其预后可能更差.

但因本研究缺乏较为详细的随访资料 故未探讨预后.

重视青年人出现的腹痛 便血或大便习惯改变等早期

症状 有利作出结直肠癌的早期诊断. 对已经确诊的青

年CRC 积极手术及有效的辅助治疗 可改善预后.
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Abstract
AIM: To construct the vector that harbors self-restricted sys-
tem for clearing hepatitis B virus, eliminating infected hepatic
cells and inhibiting hepatitis B recurrence in gene therapy.

METHODS: After amplifying hepatitis C virus (HCV) internal
ribosome entry sites (IRES) by reverse-transcription PCR
(RT-PCR), the products were cloned into pcDNA3. A
biscistronic vector was obtained. A part of sequence in
HBV anti-surface gene and part of sequence in HCV core
gene were cloned into the vector before IRES site in turn
and thymidine kinase (TK) was also cloned into it following
the IRES site. After determination by PCR and sequencing,
we acquired the vector containing HBV anti-S, HCV-C gene,
HCV IRES and thymidine kinase gene, which was named
the vector pcDNA3-SCITK. The vectors were separately
transfected into HepG2 cells and 2.2.15 cells and all the
media contained ganciclovir.

RESULTS: The novel vector was transfected into 2.2.15
and hepG2 cells, the expressed protein could destroy the
former, but had no effect on HepG2 cells if all the media
contained ganciclovir. Apoptosis cells in the former ac-
counted for 15 per cent of all cells by fluorescence (FACS)
detection. There was obvious difference between the two
types of cells (the later was only 6 per cent).

CONCLUSION: The function of genes that pcDNA3-SCITK

carried with self-restricted system could be ego-controlled,
and it might be used as gene therapy vector for HBV clear-
ance if taking HBV S gene as target gene and TK gene as
objective gene.

Kan QC, Yu ZJ, Lei YC, Yang DL, Hao LJ. Construction of the vector that
harbors self-restricted system for hepatitis B virus clearance in gene
therapy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(10):1515-1519

摘要

目的: 建立清除乙型肝炎病毒(HBV)自杀基因平衡制约载体

系统 靶向清除HBV感染的肝细胞 抑制慢性乙型肝炎

和肝硬化患者免疫再活动.

方法: 逆转录PCR(RT-PCR)扩增丙型肝炎病毒(HCV)基因组

中核糖体插入位点(IRES) 以 pcDNA3 载体为基础 构

建双顺反子表达载体. 同时在IRES位点的上游克隆HBV表

面基因的部分反义序列和HCV 全长核心基因 在IRES位

点下游克隆胸腺苷激酶基因 PCR 酶切和测序鉴定. 构

建的清除乙型肝炎病毒(HBV)自杀基因平衡制约载体系统分

别转染培养基含有更昔洛韦的HepG2细胞和2.2.15细胞.

结果: 构建的清除乙型肝炎病毒(HBV)自杀基因平衡制约载

体系统可以选择性促使2.215细胞凋亡(实验组细胞凋亡率

为15 % 而对照组仅为6 %); 抑制 2.2.15 细胞在培养基

中分泌乙型肝炎病毒表面抗原(HBsAg) 统计学分析表

明 HBsAg在培养基中检测滴度 在两组之间有显著性差

异(P <0.05).

结论: 构建以HBV 表面基因为靶基因 自杀基因为效应基

因的自杀基因制约平衡系统 可能为下一步慢性乙型肝炎

的基因治疗提供理想的基因治疗载体.

阚全程, 余祖江, 雷延昌, 杨东亮, 郝连杰. 慢性乙型肝炎病毒清除自杀基因

平衡制约载体系统的构建. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1515-1519

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1515.asp

0   引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染是威胁人类健

康的严峻问题 全球大约有5 %的人受到感染 我国

一般人群的HBV表面抗原携带率高达10 %[1-4]. 其中

75-90 %原发性肝癌与此有关 因此研究控制HBV感

染的有效方法 一直是HBV的研究的难点和重点[5, 6]. 当

前人们主要根据上述慢性HBV感染3个自然过程及其

相应的机体免疫应答特点[7-9] 进行乙型肝炎病毒清除

的治疗研究. 迄今为止 还没有一种有效的策略可以控
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制和消除免疫清除后的逃逸病毒和耐受期高水平复制

的HBV[10, 11]. 采用现代基因治疗方法 有可能对这两个

时期的低病毒复制和高水平复制HBV-DNA的细胞进

行靶向性基因治疗 影响着慢性乙型肝炎预后. 我们根

据HCV复制特殊性 结合乙型肝炎免疫应答的基本特

点 利用真核细胞表达载体 构建基因功能平衡制约

系统 有可能为上述困境提供一种新的治疗方法.

1   材料和方法

1.1 材料  pcDNA3 PCR产物提纯试剂盒 德国QIAGEN;

Expand PCR Kit 美国 Stratgene; Taq, Pfu 酶 加拿大

Bio-Star; EcoR I BamH I HinD III  洛阳华美生物

工程公司. HBV pcDNA3-TK 和pcDNA3-S基因质粒系本

室保存. 引物合成由大连宝生物公司合成. HCV IRES L:

5 - GCGC GGATCCGGGCGA CACTCCACCATAG -3

(nt17-36 划线为BamH-I 切点) HCV IRES R: 5 -

GCGAATTCGTTTTTCTTT GAGGTTTAGGATTC -3

(nt347-371 划线为EcoR I 切点),HBVL: 5 -GCGCGT

GCAAGCTTAT AAAACGCCGCAGACACATC-3 (划线

为HinD III 切点)HBVR: 5 -ATTCGTGCTCATCAGGA

TTCCT AGGACCCCTTC-3 (划线为HCV 核心基因)

HCVL: 5 -TAGGAATCCTGATGAGCACGAA TCCTAAACC

TC-3 (划线为HBV 部分反义序列) HCVR: 5 -GCG

CGGATCCTTAAGCGGAAG CTGGG ATG-3 (划线为

BamH I切点) TK R: 5 -ACTTCCGTGGCTTCTTGCT

G-3 (nt150-nt170).

1.2 方法  载体构建策略 如图1 HCV IRES 位点和

核心基因的获得. 临床上已被鉴定的1例国人慢性HCV

感染患者的阳性血清50 µL Trizol裂解(深圳晶美公司
提供) 混匀后常规酚: 氯仿: 异戊醇抽提 取上清2倍

乙醇沉淀 750 mL/L 的乙醇洗涤 沉淀烘干后加的

DEPC水溶解20 µL 获得HCV RNA. 取含有HCV RNA
的溶液 按照RT-PCR试剂盒(试剂提供为深圳晶美公

司)要求 分别加入随机引物  HCV IRES 上下游引

物 含有逆转录酶的PCR扩增混合物. PCR仪为美国罗

氏公司Real-time PCR仪. 反应程序为: 42 45 min;

94 5 min 后进入主循环92  30 s 55  30 s

72  30 s 45个循环后收集PCR产物为目的HCV IRES

目的基因产物. 同样的方法获得 HCV 核心基因. 分别提

纯后备用. HBV 部分 S基因和胸腺苷激酶基因获得.  根

据HBV S 基因序列 寻找合适的反义序列 在HBV

S 基因反义序列5 端处有一200 nt 左右序列 之中

不含有起始密码子ATG 设计引物(见上述). 按下列程

序: 主循环92  30 s 55  30 s 72  30 s PCR扩

增 产物为反义HBV S基因目的序列; 小量提取TK质

粒 EcoR I 酶切获得 TK基因. 分别提纯后备用. 反义

HBV S和HCV 核心基因连接: 按照Horton et al [12] (Gene

1989; 77: 61-68)方法进行SOEing PCR 保守扩增. 在

1.4.1.1中目的基因获得后 反义 HBV S和HCV 核心

基因引物之间(HCV L和HBV R)存在互补序列(下划线所

示): HCVL5-TAGGAATCCTGATGAGCACGAATCCTAAA

CCTC-3(斜体为HCV 核心基因序列)3-CCCCAGGATC

CTTAGGACTACTCGTGCTTA-5: HBVR(斜体为反义

HBV S基因部分). 所以 将反义HBV S基因和HCV 核

心基因扩增产物按一定的比例混合后 以HBV L 和

HCV R为引物进行第二次PCR扩增 反应按下列程序

进行: 主循环92  30 s 50  45 s 72  60 s PCR扩

增30 个循环后 72 再延伸10 min 获得目的基因

产物 提纯后备用. 反义HBV S-HCV 核心基因和HCV

IRES位点三片段连接. BamH I 分别常规酶切反义HBV

S-HCV 核心基因和HCV IRES位点 分别提纯后按一

定的比例混合 常规T4连接酶连接 连接产物常规酚:

氯仿: 异戊醇抽提后获得上清. 取上清 以HBV L 和

HCV IRES R为引物 进行PCR扩增 反应按下列程

序进行: 主循环92  30 s 53  45 s 72  60 s PCR

扩增30 个循环后 72 再延伸10 min 获得目的基

因产物 提纯后备用. 反义HBV S-HCV 核心基因-HCV

IRES三片段克隆.  HinD III 和EcoR I 双向酶切反义HBV

S-HCV 核心基因-HCV IRES序列和pcDNA3载体 提

纯 T4连接酶连接. 连接产物按常规方法进行转化感

受态细胞后 涂板 37 培养 挑取单菌落 常规

培养转化后的菌株 以HBV L和HCV IRES R为引物

进行PCR和HinD III 和 EcoR I 双酶切鉴定 获得的

载体称为pcDNA3-SCI.

图1  自杀平衡载体构建策略图.

1.2.1 胸腺苷激酶基因亚克隆  EcoR I分别酶切pcDNA3-

SCI和前面所得的TK基因 提纯后T4连接酶连接 连

接产物按常规方法进行转化感受态细胞后 涂板 37 

培养 挑取单菌落 常规培养转化后的菌株 以HBV L和

TK R为引物进行PCR扩增 有目的产物出现即为TK基

因正向插入pcDNA3-SCI载体后的目的质粒 即清除乙

型肝炎病毒自杀基因平衡制约载体系统(p cDNA 3-

SCITK). 获得的质粒送大连宝生物公司测序鉴定.

1.2.2 获得的载体细胞转染  常规培养细胞 转染前1 d

将HepG2和2.2.15细胞接种到8孔槽中 加入100 mL/L
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胎牛血清( FCS)的 DMEM培养基 在37 和 50 mL/L

的CO2中培养至细胞的融合率为50-80 %. 用QIAGENE

小量提取质粒(pcDNA3-SCI 和 pcDNA3-SCITK) 按

lipofectamine试剂盒(boehringer mannheim biochemicals Co.

USA)说明书要求 转染HepG2和 2.2.15 细胞 0 3

6 d分别取细胞培养基上清 6 d后 细胞常规碘化丙

啶色 流式细胞仪检测.

2   结果

2.1 PCR 扩增和酶切鉴定结果  见图2-4.

图2  HCV IRES PCR扩增.

图3  SCI平衡制约系统鉴定.

图4  SCITK平衡制约系统克隆和鉴定过程.

        图 2为 HCV IRES RT-PCR结果 左侧为2 kb Mark

右侧为PCR 产物 大小300 bp左右; 图 3为反义HBV

S-HCV 核心基因-HCV IRES克隆后 HinD III和EcoR

I 双酶切鉴定结果 左侧为 1 kb的Mark 右侧为2泳

道为双酶切结果 前面为1 kb 左右的 SCI 基因片段

后面为线状pcDNA3载体 3泳道为pcDNA3-SCI载体;

图 4为SCITK平衡制约系统克隆和鉴定过程 1和8泳

道为2 kb 的Mark 2 3 泳道为SCITK载体系统经过

HBV L和 TK R 为引物进行PCR扩增鉴定结果 4泳

道为反义HBV S-HCV 核心基因和HCV IRES位点连接

后PCR扩增后提纯的电泳结果 5泳道反义 HBV S和

HCV 核心基因SOEing PCR连接的结果 6泳道为HCV

core RT-PCR结果 7泳道为HBV 部分S基因PCR结果.

2.2 质粒转染和检测  ELISA 分析2.2.15细胞培养上清

表达的 HBsAg 检测结果呈波浪性. 对照组(pcDNA3-SCI)

1 3 6 d 的 A 值分别为 0.32±0.13 0.61±0.23
0.61±0.25 而实验组(pcDNA3-SCITK)分别为0.31±0.11
0.51±0.22 0.41±0.16. 在检测结果6 d 二者之间呈显
著性差异 (P <0.05).

2.3 细胞凋亡流式细胞仪检测和显微镜下观察  pcDNA3-

SCITK载体分别转染2.2.15细胞和HepG2细胞 转染

载体6 d后 收集细胞 进行流式细胞仪检测 发现

对照组凋亡率约为6 % 而实验组凋亡率约为15 %

显微镜下检测原有梭形形态已丢失 细胞多皱缩呈圆

形 多向凋亡趋势发展 图5和图6.

图5  2.2.15细胞被转染后6 d细胞形态.

图6  2.2.15细胞被转染后6 d细胞形态.

3   讨论

慢性乙型肝炎高水平的病毒复制 低水平的免疫应答

和不完全免疫清除后逃逸的较少病毒复制是慢性乙型

肝炎间断性发作的决定性因素. 目前常用的免疫调节剂

如干扰素 IL-2等治疗效果不尽人意. 以疗效较为肯定

干扰素- 为例 其对e抗原的阴转率不到50 % 对

HBsAg的阴转率几无影响 而且远期疗效尚差 副作用

大 价格昂贵[13-15]. 另外抗病毒药物拉咪呋定 虽然有

较强抑制病毒复制作用 但停药后 病毒又重新复制

而复发 [ 16-18 ] .  现有的抗HBV 药物都不能清除HBV

1        2       3      4

 1          2       3

  1         2    3    4    5    6   7   8



cccDNA 停药后可以再度复制 难以达到使其表达

HBsAg 消失 因此远期治疗效果有限. 迄今为止 还

没有一种有效的策略可以控制和消除这些免疫清除后

的逃逸病毒和耐受期高水平复制的HBV. 随着分子生物

学研究进展 通过基因治疗的方法来治疗慢性乙型肝

炎已经成为目前研究的热点.  基因治疗的关键在于载体

选择 必须具有靶向性 目的基因可调控性及有效表

达等[19, 20]. 因此对载体的合理修饰和改建是目前研究的

热点和难点. 我们根据HCV复制特殊性 蛋白质翻译

的基本特点 利用成熟的胸腺苷激酶基因(thymidine

kinase TK)为目的基因[21-25] 构建基因功能平衡制约

系统 使目的基因的可调控性和靶向性融为一体 有可

能为目前慢性乙型肝炎的基因治疗提供一个有效的载体.

       在慢性病毒性肝炎的病原中 除HBV外 丙型肝

炎病毒(hepatitis C virus HCV)也是重要的病原之一. 研

究表明HCV表达的核心蛋白可以与HCV的核糖体插入

位点(IRES)相互结合 下调HCV病毒蛋白表达 自我调

控HCV复制 降低HCV水平 导致HCV在血液中间断

性出现 逃避机体免疫监视 造成患者体内持续病毒感

染[26-29]. 另外研究表明 HCV 基因组上存在的IRES序

列 具有很强的翻译功能 为双顺反子载体中效率较高

的启动蛋白质翻译序列 已经用于载体构建之中[30-33].

        我们根据上述HCV复制特点 在真核细胞表达载

体pcDNA3的CMV启动子下依次驱动部分HBV S反义

基因 HCV核心蛋白基因 HCV IRES部分有效序列

和TK基因 即HBV-anti S/HCV/core-IRES-TK 载体

系统 构成一个以HBV 特有的S基因为靶向的基因功

能相互平衡制约系统 简称为SCITK系统 当细胞内

HBV病毒表达HBsAg 这时S基因的mRNA即与载体

系统中的S基因反义序列转录mRNA的相结合 也就

在HCV 核心蛋白基因起始密码子AUG前形成mRNA的

二聚体 抑制的HCV 核心蛋白mRNA翻译 HCV核

心蛋白表达水平下降. HCV IRES结合蛋白减少 IRES

启动下游基因TK 表达相对增强 受感染的肝细胞因

表达HBsAg 而自我同时表达TK 肝细胞局部存在相

对高浓度的TK 而发挥TK溶解细胞效应 细胞出现坏

死和凋亡(图7A). 在正常细胞内 没有HBV S基因

存在时 表达的HCV核心蛋白与HCV IRES结合 抑

制IRES对下游TK的启动表达 从而对机体细胞无害.

如果感染细胞HBV清除后 SCITK载体系统表达的TK

逐渐降低和消失 具有良好的调控性 图 7B.

图7  pcDNA3-SCITK系统清除感染HBV细胞模式图.

      为了验证上述理论 我们构建了pcDNA3-SCI 和

pcDNA3-SCITK载体. PCR和测序(图2-4)鉴定表明 我

们已经成功构建了一个以HBV S基因为靶向基因相互

平衡制约系统. 将上述两种载体分别转染 2.2.15在转染

后的 0 3 6 d 分别检测细胞培养基中HBsAg 的

表达量 发现实验组中细胞分泌HBsAg呈波浪性 而

对照组细胞没有; 如果将pcDNA3-SCITK 载体分别转染

2.2.15 细胞和HepG2细胞 细胞凋亡明显增多 细胞

形态向凋亡方向发展(图5和图6). 该系统构建成功 将

为我们下一步的动物模型[34-36]研究奠定了坚实的基础.
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Abstract
AIM: To study the function of hepatitis C virus(HCV) internal
ribosome  entry site (IRES), and to construct biscistronic
vector.

METHODS: After amplifying HCV IRES by reverse-transcrip-
tion PCR (RT-PCR), the products were cloned into pcDNA3-S
upstream hepatitis B virus (HBV) surface gene. HBV core
gene was cloned following HCV IRES. After determination
by PCR and sequencing, we acquired plasmids containing
HBV S, C gene and HCV IRES, which were named as plasmids
pcDNA3-SIC. PcDNA3-SIC were transfected into HepG2
cells and detected by immunofluorescence assay and
Western blot.

RESULTS: HBV surface gene and core gene were both ex-
pressed in hepG2 cells, which were detected by immunof-
luorescence assay and confirmed by Western blot.

CONCLUSION: The 17 nt of 5’ nontranslated RNA in HCV
IRES had no effect on driving downstream gene expression
itself and could be used in the biscistronic vector that drove
two genes expression.

Kan QC, Yu ZJ, Lei YC, Yang DL, Hao LJ. Artificially constructed
biscistronic vector containing hepatitis C virus internal ribosome entry
site. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(10):1520-1523

摘要

目的:  研究丙型肝炎病毒核糖体插入位点启动翻译蛋白质

功能 构建双顺反子真核表达载体.

方法: 逆转录PCR(RT-PCR)扩增丙型肝炎基因组中核糖体

插入位点序列(IRES) 定向克隆到pcDNA3-S质粒多克隆

酶切位点中. 在IRES下游克隆乙型肝炎病毒核心基因 测

序鉴定后获得的质粒经脂质体转染hepG2细胞 间接免疫

荧光染色和Western-blot检测.

结果: 在间接免疫荧光染色后 荧光显微镜下可见乙型肝

炎病毒S基因和核心基因表达. 转染细胞破碎后免疫沉淀检

测和图像分析表明 两种基因有相似的表达量.

结论: 人为截断HCV 5 NTR区17个碱基 并不影响IRES

对下游基因蛋白质翻译 为成功构建了含丙型肝炎病毒

IRES的双顺反子表达载体打下基础.
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0   引言

在引起慢性病毒性肝炎的病原中 丙型肝炎病毒(hepatitis

C virus HCV)是重要的病原之一[1-7]. 丙型肝炎的慢性

化机制虽然和乙型肝炎有许多相似之处 如免疫耐受

的形成 细胞凋亡等[8-10].  但也有许多不同之处 如

HCV 基因组具有高变性 在血液中间断性出现等原

因 不易被免疫系统识别而造成患者慢性化[11-14]. 最近

有研究表明 HCV 核心蛋白可以和其 IRES位点相结

合 下调HCV 抗原表达 降低病毒复制 有利于逃

避宿主免疫系统的监视[15-17]. 国内对于上一机制鲜有报

道 为了进一步阐述上述机制和研究HCV IRES位点

功能 我们构建了含HCV IRES 的双顺反子载体.

1   材料和方法

1.1 材料  pcDNA3 德国Qiagen公司; Expand PCR Kit

美国Stratgene公司; Taq 酶  加拿大Bio-Star公司; EcoR

I  BamH I  洛阳华美生物工程公司. HBV pcDNA3-C

和pcDNA3-S基因质粒系本室保存. 引物序列: 以下引物

均在大连宝生物公司合成 HCV IRES L: 5 - GCGCGG

ATCCGG GCGACACTCCACCATAG -3 (nt17-36 黑



体划线为BamH-I切点)HCV IRES R: 5 -GC GAATTC

GTTTTTCTTTGAGGTTTAGGATTC -3 (nt347-371

黑体划线为EcoR I 切点).

1.2 方法  临床上已被鉴定的1例国人慢性HCV感染患

者的阳性血清50 µL 加 2倍的裂解液Trazol(深圳晶美
公司提供) 加样枪混匀后 常规酚: 氯仿: 异戊醇提

取 4 离心 13 000 r/min 14 min 后取上清 加2

倍乙醇沉淀 在离心后加750 mL/L乙醇洗涤 沉淀烘干

后加20 µL的DEPC水溶解后备用. 取含有HCV RNA的
溶液 RT-PCR一步法试剂盒由深圳晶美公司提供 按

照试剂盒要求 依次加入随机引物 HCV IRES上下游

引物及含有逆转录酶的PCR扩增混合物. PCR仪为美国

罗氏公司Real-time PCR仪. 反应程序为: 42 45 min;

94 5 min后进入主循环92  30 s 55  30 s 72 

30 s 45个循环后收集PCR产物. PCR产物常规酚: 氯

仿: 异戊醇提取后 离心后上清直接EcoR I和 BamH I

双酶切 酶切后电泳 QIAGEN(德国产)试剂盒回收

PCR产物 定向克隆入pcDNA3-S 中 所得的质粒为

pcDNA3-SI. PCR和酶切鉴定后 送入大连宝生物公司

测序鉴定.

1.2.1 HBV (hepatitis B virus)  核心基因亚克隆 EcoR I酶

切含有HBV 核心基因的质粒 核心基因片段再回收. 小

量提取pcDNA3-SI质粒后 EcoRI酶切后与HBV 核心

基因连接 连接后产物常规转化感受态细胞 小量培养

筛选的单菌落后提取质粒 所得质粒称为pcDNA3-SIC.

以HCV IRES L和HCV 核心基因扩增下游引物(本室保

存)作为所得质粒PCR方向鉴定引物 HBV 核心基因

克隆鉴定方向后 送大连宝生物公司测序.

1.2.2 pcDNA3-SIC在真核细胞HepG2表达  常规培养

细胞 转染前1 d将HepG2细胞接种到8孔槽中 加

入100 mL/L胎牛血清( FCS)的DMEM培养基 在37 

和 50 mL/L的 CO2中培养至细胞的融合率为50-80 %.

II 细胞转染 用QIAGENE 小量提取质粒试剂盒提取

pcDNA3-SIC 质粒,按 lipofectamine 试剂盒(boehringer

mannheim biochemicals Co. USA)说明书要求 转染

HepG2细胞 PBS洗涤细胞2次后用4 的500 g/L甲醇

和丙酮混合液 低温固定15min 间接免疫荧光检测.

1.2.3 免疫沉淀检测  超声波破碎转染细胞 7 000 r/min

离心 10 min 取上清. 取等量上清分别加入单克隆

HBsAb和HBcAb 37 温浴45 min后 加入PEG6000

终浓度为25 g/L 4 过夜 离心10 000 r/min 30 min

收集沉淀 30 g/L的PEG6000洗涤3次 3 mol/L KSCN

室温解离3 h 所得样品做SDS-PAGE(分离胶为120 g/L

浓缩胶为30 g/L 稳流 25mA 电泳 70min 电泳仪

为Bio-Rad3000Xi型) 凝胶用考马斯亮兰R-250染色.

2   结果

2.1 RT-PCR  在丙型肝炎患者血清中提取RNA 对

HCV IRES片段进行PCR扩增 扩增片段大小为300 bp

左右 图 1.

2.2 克隆目的基因鉴定  将外源性目的基因HBV S和core

基因依次克隆入PCDNA3-SIC 中 PCR扩增鉴定插入

PCDNA3-SIC 载体中片段大小 分别约为670 bp 和

550 bp 图 2.

2.3 质粒转染鉴定  将测序和PCR鉴定完成后pcDNA3-

SIC 质粒 在HepG2中转染 间接免疫荧光染色和免

疫沉淀鉴定 图 3-5.

图1   血清中HCV IRES RT-PCR.

图 2  克隆目的基因PCR鉴定.

图3  质粒转染免疫沉淀鉴定.

        图 1为HCV IRES位点RT-PCR扩增的结果 左侧

1泳道为2 kb 的Mark 右侧 2 3 4 泳道为PCR 扩

增结果 分子大小为335 bp. 图2为PCDNA3-SIC 中HBV

S和 core 基因扩增鉴定结果 中间3泳道为123 bp 的

Mark 左侧第一泳道为HBV core 基因 678 bp 而第

二泳道为HBV S 基因 550 bp 4 5 泳道为 S 6

7为C; 图3为pcDNA3-SIC在HepG2中转染后 免疫沉

淀鉴定结果 最右侧4泳道为中分子质量蛋白质mark

左侧第1泳道为 HBV S基因表达后免疫沉淀的结果 第

2泳道为无关血清对照 第3泳道为HBV core基因表达

后免疫沉淀 可见HBV核心蛋白表达 为2 000左右.

1        2      3        4

1     2    3    4    5    6    7

阚全程, 等. 人工构建含丙型肝炎病毒核糖体插入位点的双顺反子表达载体                           1521

1       2      3       4



图4  单克隆HBsAb检测转染细胞图.

图5  被HBcAb结合后荧光检测图.

        图4和图5分别为培养转染细胞被单克隆HBsAb和

HBcAb结合后 间接免疫荧光显示(放大倍数: 10 20).

3   讨论

最初描述核糖体插入位点(internal ribosome entry site

IRES)的启动帽非依赖性的翻译功能首先在细小病毒

RNA的 5 端非编码区[18] 随后在有多种病毒基因组

中发现. 评价这些IRES元件 特别是来源于脑心肌炎病

毒(EMCV)的大约600 nt IRES序列 可以被用做表达多

种蛋白质[19-21]. 最近 HCV的基因组被证明也有一个

IRES序列 大约为200 nt左右[22-26]. 现研究表明在HCV

基因组中的5 端存在一个非基因编码区(nontranslated

RNA) 即 5 NTR 区 长度大约300 bp 共有 4 个

茎环 即 I II III 和 IV. 其中第2个茎环含有 IIa 和

IIb 等 2 个环状结构 第3 个茎环含有5 个环状结构

即IIIa IIIb IIIc IIId和 IIIe 翻译的起始位点可能位

于IV环中的AUG 而这4个茎环空间结构的正确形成

对下游基因蛋白质翻译有着重要影响(见左图) [ 27-32 ] .

Rijnbrand et al [33]等研究HCV IRES 功能区位于40 nt和

370 nt 之间 包括一部分HCV 核心蛋白序列 即位

于茎环 II 和 III 上 内含丰富的RNA假结 有利于核

糖体进入结合. HCV IRES能够在绝大多数细胞系中可

以启动下游基因表达 甚至包括那些非灵长类细胞 具

有帽非依赖性的强大翻译功能[34]. 也有研究表明 茎环

中第4环能够和病毒的病毒产物相结合 对下游翻译

有负调节作用 有利于病毒的持续感染[35]. 但多数学者

认为5 NTR 正确的空间构像对下游基因蛋白质的翻

译有重要作用.

        我们通过RT-PCR扩增HCV 5 NTR部分片段(图1)

构建了pcDNA3-SIC载体 PCR鉴定(图 2)和测序鉴定

后 转染真核细胞. 发现去断后的5 NTR区可完全启

动下游蛋白质的表达(图4和图5) 表达后的蛋白质经

免疫沉淀后 SDS-PAGE发现 在HBcAb结合蛋白质

量远大于HBsAb 结合蛋白质量 IRES 启动下游基因

翻译不亚于CMV启动子的帽依赖结构对下游基因翻译

(图 3). 表明人为去断HCV 5 NTR 区 20 个碱基 破

坏5 NTR 区的第一茎环并不影响下游蛋白质表达.

       在HCV基因组上的3 端同样也存在一个非编码

区 即3 NTR 大约为40-60 nt. 在 HCV RNA 结

构稳定性方面有重要作用[36-38]. 我们发现HCV 5 NTR

区的第一个茎环在HCV 蛋白质翻译并不起着重要作

用 他是否起着3 NTR相似的稳定HCV RNA作用还

不得而知 因此还有待于进一步研究. 但本研究揭示了

HCV IRES 位点的对下游基因翻译功能 而且不受茎

环I序列的限制 为下一步构建含HCV IRES的双顺反

子载体奠定了基础.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of the expression of Th1/
Th2 cytokines in intestinal mucosa with  ulcerative colitis.

METHODS: Thirty patients (24 males, 6 females, age 18-79
years) with severe ulcerative colitis (UC) were examined
by colonoscope, the diagnosis was confirmed by histological
method. Bacterial infection was excluded through consecutive
stool cultures twice. And ameba, schistosomiasis, gastroen-
terological cancer and endocrine diseases were also excluded.
Ulcerative colitis was found in omni-colon (n =15) , sigmoid
(n =9), rectum (n =6), respectively. Its clinical categories
included relapse (n =20), persistent (n =7) and initial (n =3).
They were treated by Sulphasalazine (SASP) and gluco-
corticoid after histological diagnosis. Eight weeks later, they
were re-examined by colonoscope. The expression of
cytokines in the intestinal mucosa of UC patients were
detected by a semi-quantitative assay, reverse transcription-
polymerase chain reaction(RT-PCR) before and after treatment
respectively.

RESULTS: Comparison with control groups, the expression
of TNF-α, IL-2 was increased but IL-4 was decreased in
the intestinal mucosa in acute stage. Sulphasalazine (SASP)
and glucocorticoid inhibited inflammation by reducing the
expression of TNF-α  from 1.22±0.02  to 0.78±0.08 (P <0.01)

and of IL-2 from 0.82±0.06 to 0.47±0.04 (P <0.01), and
elevate the expression of IL-10 from 0.68±0.03 to 0.91±0.02
(P <0.01).

CONCLUSION: There is an imbalance of Th1 and Th2 phe-
notype cytokine in patients with ulcerative colitis.

Cui HH, Chen CL, Yang YJ, Zhang ZJ, Zhang YD, Cui YS. Expression of
Th1/Th2 cytokines in intestinal mucosa of ulcerative colitis. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(10):1524-1527

摘要

目的: 探讨溃疡性结肠炎肠黏膜内Th1型细胞分泌的细胞因

子TNF-α IL-2 Th2型细胞分泌的细胞因子IL-4 IL-
10的作用.

方法: 住院重症溃疡性结肠炎患者30例 男 24例 女6

例 年龄18-59(平均45 13)岁. 全部患者均经电子结肠

镜检查及组织学检查确诊 并连续粪培养2次排除细菌感

染 同时排除阿米巴肠病 血吸虫病 肠道肿瘤和内分泌

疾病. 病变部位包括全结肠型15 例 乙状结肠9例 直

肠型6例; 临床类型包括复发型20例 持续型7例和初发

型3例. 急性期患者均服用强的松30 mg 柳氮磺胺嘧啶

500 mg 2次 /d. 治疗 8 wk后复查纤维结肠镜. 另选健康对

照20名 男14名 女6名 年龄22-61 (平均 43 12)

岁 排除胃肠道和内分泌疾病.应用RT-PCR检测溃疡性结

肠炎患者黏膜内细胞因子的表达.

结果: 溃疡性结肠炎患者急性期应用柳氮磺胺吡啶和糖皮质

激素可降低TNF-α (急性期1.22 0.02 慢性期0.78 0.08
P <0.01) IL-2 (急性期0.82 0.06 慢性期0.47 0.04

P <0.01)的表达 提高 IL-10 (急性期0.68 0.03 慢性

期0.91 0.02 P <0.01)的表达.

结论: 溃疡性结肠炎患者以分泌Th1细胞因子为主 存在

Th1和Th2细胞因子的平衡漂移. 提示他们在溃疡性结肠炎

的发生发展中起了重要作用.

崔海宏, 陈村龙, 杨玉捷, 张祚建, 张耀东, 崔耀升. 溃疡性结肠炎患者肠黏膜

Th1/Th2 类细胞因子m-RNA的表达.  世界华人消化杂志  2003;11(10):

1524-1527

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1524.asp

0   引言

溃疡性结肠炎(UC)的发病机制仍未明确. 目前认为与遗
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传因素 细菌的感染 机体免疫反应 环境因素及

精神因素有关[1-6] 其中肠道免疫系统调节异常可能在

其发生发展中起重要作用. 研究表明在UC患者体内促

炎症因子水平升高 抑炎症细胞因子水平降低. 当前他

的治疗仍以糖皮质激素类 柳氮磺胺类和免疫抑制剂

等药物为主 检测细胞因子表达的变化 旨在从分子

水平上探讨UC发病机制.

1   材料和方法

1.1 材料  重症急性期住院治疗UC患者30例 均经纤

维结肠镜和病理学检查确诊. 男 24 例 女6例 年龄

18-79 (45±13)岁 平均 45 岁 15 例为全结肠型 9
例为乙状结肠型 6 例为直肠炎型. 诊断符合标准[7]

根据病情分为急性期和缓解期 急性期患者均服用强

的松30 mg 柳氮磺胺嘧啶500 mg 2次 /d. 治疗 8 wk

后复查纤维结肠镜. 对照组为健康自愿者 男14 例

女6例. 年龄22-61(平均43±12)岁. 每例患者各取50 mg
活检组织 并立即贮存在液氮中备用.

1.2 方法  RT-PCR半定量法检测TNF-α IL-2 IL-4
IL-10 的表达. TNF-α IL-2 IL-4 IL-10 引物的
设计参照文献[8]和 GeneBank 序列 确定的序列交上

海生工公司合成(表1). 提取总RNA采用异硫氰酸胍二

步法. RNA沉淀溶1 g/L DEPC水中 采用紫外分光光

度计测RNA浓度. A260/A280比值需在1.8-2.0 并稀

释至1 g/L. 在 20 mL逆转录体系中加入模板RNA 1 µL
总RNA达 0.1-1.0 µg Oligo (dT) 18 (0.2 g/L) 4 µL 用
DEPC处理的双蒸水补足体积至15.5 µL. 于 70 加热
5 min. 迅速置冰上 短暂离心. 上述微量离心管内加入: 10×
反应缓冲液2 µL 4×d NTP mix (10 mmol/L each) 1 µL RNA
酶抑制剂(40 ku/L) 0.5 µL M-MuLV逆转录酶(200 ku/L)
1 µL 38 恒温 60 min 进行逆转录反应. 70 加
热10 min 灭活逆转录酶活性. 取逆转录产物10 µL作
PCR扩增. PCR参数为94  45 s 56  45 s 72 

1 min 30 循环 最后 72 延长 6 min 指标均以

G3PDH作内参照. PCR产物5 µL作 20 g/L琼脂糖凝胶
电泳 溴化乙淀染色 用图像分析仪进行分析.

表1  各种引物序列及扩增片段长度和循环次数

引物   序列                    扩增片段(bp)        循环次数

G3PDH   S       ACCACAGTCCATGCCATCAC            452 29

  A      TCCACCACCCTGTTGCTGTA

TNF-α   S      ATGAGCACTGAAAGCATGATCCGG            695 30

  A       GCAATGATCCCAAAGTAGACCTGCCC

IL-2               S     CATTGCACTAAGTCTTGCACTTGTCA            305 30

                       A    CGTTGATATTGCTGATTAAGTCCCTG

IL-4   S        CGGCAACTTTGACCACGGACACAAGTGCGATA    344 30

  A       ACGTACTCTGGTTGGCTTCCTTCACAGGACAG

Il-10   S        AAGCTGAGAACCAAGACCCAGACATCAAGGCG   328 30

  A       AGCTATCCCAGAGCCCCAGATCCGATTTTGG

2   结果

UC急性期IL-2 TNF-α的(图1-2)表达较正常对照组
均显著增加 IL-4图3表达减少. 经过柳氮磺胺吡啶和
糖皮质激素治疗后 二者的表达明显下降 而IL-10显

著增加图4(表 2).

表2  实验结果

IL level (%) Normal Active UC Inactive UC

IL-2 0.22 0.05 0.82 0.06a 0.47 0.04bd

TNF-α 0.42 0.04 1.22 0.02a 0.78 0.08bd

IL-4 1.04 0.09 0.49 0.02a 0.55 0.06d

IL-10 0.59 0.06 0.68 0.03 0.91 0.02b

aP <0.01, bP <0.01vs对照组 dP <0.01 vs缓解期.

图1  IL-10的表达. 1: 正常; 2: 急性期; 3: 缓解期 .

图 2  IL-2的表达.1:正常 2:急性期 3:缓解期.

图3  IL-4的表达. 1: 正常; 2: 急性期; 3: 缓解期.

图4 TNF-α的表达. 1: 正常; 2: 急性期; 3: 缓解期.
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3   讨论

UC患者由肠道细菌等因素激活核因子[9, 10] 可使肠道

的黏膜细胞 固有层淋巴细胞和浸润的炎症细胞产生

大量细胞因子 直接或间接造成组织损害[11, 12]. 炎症发

生时 先激活的前炎症因子如: IL-1β TNF-α IL-
2 IFN-α等. 越来越多的证据显示 UC的发生是由多
因素共同作用的结果. 免疫因素是重要的因素之一. 细胞

因子在调节肠道免疫中扮演重要角色[13-16] 有诱导炎

症(如: TNF-α IL-1β IL-6 IL-8 IL-12 等)和
抗炎(如:IL-10 IL-4 IL-5等)作用. 对于UC患者Th1

和Th2细胞因子的改变 研究者们意见不一. Sawa et al [17]

通过实时RT-PCR检测患者肠道中UC患者肠道各种细

胞因子mRNA的扩增 发现Th1和Th2细胞因子IL-1β
IL-4  IL-5  IL-8  IL-10 IL-12p40  IFN-  and

TNF-  等mRNA表达都明显比正常对照组高 这可能

说明体液免疫和细胞免疫同时作用于UC的发病过程.

Lakatos et al [18]认为UC患者体内以Th2细胞因子增多为

主. Hata et al [19]用表达HLA-27的转基因大鼠在SP条件

下模仿人的UC模型. 8 wk后用RT-PCR的方法检测细

胞因子发现: Th1细胞因子IFN-γ IL-2等明显高于Th2
细胞因子如IL-10 IL-4等. Sun et al [20]通过检测三硝

基苯硫甲酸诱导的大鼠结肠炎中的细胞因子的变化发

现Th1细胞分泌的细胞因子在炎症的发生发展中推持

炎症细胞的浸润和活化 引起组织损伤. 这些细胞因子

的表达有时间依赖性. TNF-α是一种前炎症因子可诱导
多种细胞产生炎症因子. 特别有炎症发生的初期 参与

UC炎症反应和免疫应答. IL-2是由 IL-1激活T细胞

促进IL-2受体的表达分泌的. IL-2可剌激T细胞和B细

胞的增值 引起体液免疫反应. IL-2还可帮助激活炎症

部位的巨噬细胞的活化. 他们同属于Th1 型细胞因子.

Garrelds et al [23]用IL-2缺陷的小鼠制成UC模型发现

24 wk 后 IL-2缺陷的小鼠比没缺陷的小鼠的肠黏膜

中 IL-1β明显增高可能是因为细胞毒性T细胞参与了
UC的发生和发展过程. 然而 IL-6和 IL-10的浓度没有

明显变化. 石蜡包埋的小鼠脾脏中 CD8+细胞明显下

降. 我们的实验结果表明在炎症的急性期TNF-α IL-2
明显上升. 经柳氮磺胺吡啶和糖皮质激素治疗后 有所

下降, 可能是阻断了TNF-α IL-2mRNA的表达[24-26]

可做为疾病治疗的观测指标.

        大量研究资料证实IL-4能抑制单核巨噬细胞分泌

氧自由基的能力 而且存在剂量效应关系. IL-4还能抑
制前列腺素E2和IL-8的产生. 而且 IL-4能诱导IL-1α
产生 提高IL-1α/IL-1β的比例. 许多实验发现UC患
者的 IL-4分泌细胞数减少 IL-4mRNA表达及蛋白分

泌明显减少[27-30]. 我们的实验结果显示 UC组 IL-4水
平显著低于正常对照组 提示IL-4与UC的发病有关

而且可作为监测疾病程度的一个指标. 此外经药物治疗
后 缓解组与未缓解组间IL-4水平无差别. IL-10在黏

膜免疫中是一种重要的细胞因子调节剂. IL-10基因敲

除的大鼠易患结肠炎症. 早期用抗生素治疗可以缓解炎

症的程度[31]. 本实验发现急性期炎症IL-10表达有所增

加 缓解期后IL-10仍持续增高. 可能是由于炎症刺激

Th2型细胞分泌细胞因子引起增多. 现在人们开始尝试

用IL-10来冶疗UC来逆转肠道的症状[32, 33] IL-10缺

陷可能做为UC的发病机制之一引起严重的症状[34].

       目前 UC的发病机制尚未搞清 他是由多因素导

致的结果. 但免疫反应在UC的发生发展中起了重要作

用. Th1和Th2型细胞因子存在分泌偏移. 研究这些细胞

因子可了解他们在UC发病中的作用 并可做为临床

治疗的监测指标.
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Abstract
AIM: To evaluate the therapeutic effect of self-expandable
metal stents for dysphagia in 26 patients with advanced
esophageal cancer.

METHODS: Twenty-six patients with inoperable esophageal
cancer had dysphagia and were treated with self-expandable
stents. After esophageal dilation, a covered self-expandable
metal stent was inserted and released on the site of stenosis.

RESULTS: The stent was placed successfully in all of the
26 patients. Immediate relief of dysphagia was observed,
the dysphagia score decreased from 3.08 to 1.38 (P <0.01).
The main complications of this procedure were chest pain,
gastroesophageal reflux and obstruction of the stent.

CONCLUSION: Self-expandable mental stent is a safe and
effective method to palliate the dysphagia in inoperable
esophageal cancer.

Zhang PB, Zhao XY, Li YH, Da SP. Self-expandable metal stents for
dysphagia in 26 patients with advanced esophageal cancer. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(10):1528-1530

摘要

目的: 回顾分析覆膜自膨胀金属支架(self-expandable metal

stent SEMS)对晚期食管癌吞咽困难患者的治疗效果及并

发症的防治.

方法: 对26例晚期食管癌吞咽困难患者 行食管狭窄扩张

术后 在内镜直视下置入覆膜SEMS 观察其对吞咽困难

的治疗效果及并发症的防治.

结果: 26例患者均顺利安放SEMS 吞咽困难症状得到缓

解 吞咽困难计分由治疗前的3.08分下降至1.38分(P <0.01)

主要并发症为胸痛 胃食管反流及SEMS阻塞.

结论: SEMS能明显改善晚期食管癌患者的吞咽困难 提

高生存质量 延长生存时间.
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0   引言

晚期食管癌患者由于失去了手术机会 食管狭窄日益加

重 进食困难 严重了影响了患者的生活质量及生存

时间. 我们通过给患者置入自膨胀金属支架(self-expandable

metal stent SEMS) 以改善患者的生存质量 延长

生存时间 取得了较好的效果.

1   材料和方法

1.1 材料  晚期食管癌患者共26例 男18例 女8例

年龄35-79 (平均 59.4)岁; 其中鳞癌18例 腺癌8例.

食管上段狭窄 2 例 中段 15 例 下段 7 例 中下段

均累及者2例. 采用Vakil et al [1]计分方法对患者进行吞

咽困难进行计分(0: 无吞咽困难; 1: 能进食固体食物 但

存在吞咽困难; 2: 能进食软食; 3: 能进食液体; 4: 不能进

食) 其中 4 分 4 例 3 分 20 例 2 分 2 例 平均计

分3.08分. SEMS及支架置入器均为常州智力医疗器械

公司产品 其中SEMS为覆膜镍钛记忆合金支架 规

格18-20 mm 60-140 mm (直径 长度); Savary-Gilliard

扩张器及引导钢丝(Wilson-Cook Medical Inc,USA);

Olympus GIFXQ-230及Fujinon EG-410HR电子胃镜.

1.2 方法  术前患者均应行食管吞钡(稀钡)或泛影葡胺检

查并摄片 了解食管癌狭窄的部位 程度及病变范

围; 并常规胃镜检查活检以明确肿瘤诊断. 常规进行咽喉

局部麻醉 并给予安定针及654-2针各10 mg肌注. 胃

镜检查至病变狭窄口 直视下将引导导丝通过狭窄段

至胃腔 退出胃镜. 根据狭窄程度选择合适外径的扩

张器 然后渐增大扩张器至 12 mm 以上 以利于胃

镜进一步检查及确定病变范围. 重新胃镜检查明确病变

上缘及下缘距门齿的距离 判断病变的长度. 根据病变

长度选择合适长度SEMS (病变长度+4 cm 以上) 将

SEMS装入置入器 沿引导导丝将SEMS远端置于病变

下缘以下2 cm处 逐渐释放. 一般 SEMS两端应超过



病变上下缘的2 cm. 若病变长度超出SEMS时 可重叠

置放两根支架. 复查胃镜 观察支架位置及释放程度

(图 1-3). SEMS放置后 即可进食流质饮食 次日即

可进食软食 并逐渐过渡到正常食物. 对于较粗糙食

物 应完全嚼烂 最好和水吞咽. 术后有 6 例患者接

受了化疗 另20例患者未再接受进一步化疗或放疗.

         统计学处理  术前术后吞咽困难计分比较采用Wilcoxon

检验.

图1  食管中段癌并狭窄, 扩张前.

图2  食管中段癌并狭窄, 扩张后.

图3  自膨胀支架置入后.

2   结果

共置放SEMS 28根,其中2例患者病变长度分别为12.5 cm

和13 cm 各置放2根SEMS (20 120 mm及20 60 mm).

所有患者均成功置放 SEMS 置放位置准确. 在置放

SEMS后吞咽困难即得到缓解 吞咽困难计分由治疗前

的3.08分降至治疗后的1.38分 治疗效果明显(P <0.01).

有 19例在SEMS置放后均出现了不同程度的胸痛 应

用多瑞吉透皮剂后症状可缓解 一般1 wk内症状基本

消失. 共有 11例患者出胃食管反流 其中以病变位于

下段者最多见(9例下段狭窄者中 有8例发生反流; 15

例中段狭窄中 有3例发生反流; 2例上段未发生反流).

有 7例次(其中1例患者出现2次)SEMS放置后出现阻

塞 均为食物所至 内镜下治疗后得到畅通. 未发生

SEMS移位及食管穿孔 出血等现象. 共随访19例(7例

失访) 随访时间1-18 mo 生存时间2-13.5 mo 平

均7.2 3.2 mo. 死亡原因主要为肿瘤转移及全身衰竭.

3   讨论

SEMS与其他治疗晚期食管癌吞咽困难的姑息性方法相

比 具有安全 简单 经济的特点 在临床得到广

泛推广[2-12].

        SEMS多用不锈钢或镍钛合金制作 有较强的柔韧

性及较大的内径 优于以前应用的塑料支架[13]. 植入

SEMS时 可在X线监视下和/或内镜直视下进行[14]. 内

镜直视下安放SEMS效果与X线监视下相仿 而且操

作简便 省时[15, 16]. SEMS置入食管后 依靠自身的张

力 其直径扩张至10-15 mm 保证了患者食管的通

畅 使患者的正常饮食能够维持. 覆膜SEMS是在支架

表面覆有聚亚氨脂(polyurethane) 后者能够有效地阻

止肿瘤向腔内生长 防止了再狭窄的产生[1, 17-20].

      安置 SEMS后的主要并发症包括胸痛 胃食管反

流 支架移位等[15, 16]. 胸痛几乎发生于任何患者 可

为新出现 也可为原有症状的加重 可能与SEMS对食

管壁的扩张有关 给预麻醉药品或加大麻醉品用量可

得到缓解[21]. Christie et al [22]对100例 SEMS置放者观察

发现 85 %的患者置放后吞咽困难即刻得到缓解 未

发生与安放SEMS相关的死亡. 其主要并发症为食管气

管瘘 纵隔脓肿 SEMS移位. 其他观察与此相似[23]. 此

外 并发症还包括食管穿孔 出血 再狭窄 硬膜外脓

肿 心室纤颤等 [ 24-27 ].  造成食管穿孔的原因可能与

SEMS的压迫及病变食管的抵抗力下降有关[28, 29]. 安置

SEMS 前后进行的化疗 放疗也可诱发穿孔 出血

食管气管瘘[30, 31]. 我们在内镜直视下对晚期食管癌患者

置放覆膜 SEMS 后 患者吞咽困难均得到明显的缓

解 主要并发症为胸痛 胃食管反流 及食物阻塞 未

发生食管气管瘘 出血等 也未发生 SEMS 移位.

SEMS置放前扩张食管狭窄很重要 尽量扩至12 mm以

上 这样可使SEMS能够得到充分释放扩张. 本组观察

中有12例明显的胃食管反流 主要发生于在食管下段置

放SEMS者 可能与食管下段及贲门口部位的SEMS 使

贲门区不能正常闭合有关.
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Abstract
AIM: To study the expression of matrix metalloproteinase
CD44v9, matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) in gastric cancer
and the corresponding adjacent normal tissues, to investigate
the possible mechanism of tumor invasion and metastasis
in gastric cancer.

METHODS: Tumor tissues and adjacent normal tissues in
40 cases of gastric cancer were detected by using reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) for the
expression of CD44v9, MMP-2.

RESULTS: The expression of CD44v9,MMP-2 in tumor tissues
were higher than that in adjacent normal tissues,respectively
(χ2=12.929, χ2=10.769, P 0.001).The expression was
related to tumor size, degree of differentiation, clinical
staging.The expression of CD44v9, MMP-2 mRNA in 17 gastric
cancers with lymph node metastasis were higher than that
in gastric cancer without lymph node metastasis (P <0.05).
The expression of CD44v9, MMP-2 correlated highly with
gastric cancer (r =0.6, P <0.001).

CONCLUSION: CD44v9,MMP-2 were related to tumor invasion
and metastasis in gastric cancer, and could be used as
important indexes to predict invasion and metastasis of
gastric cancer.

Zhang CP, Tian ZB, Zhao QX, Wu J, Liang YX. Relation between
CD44v9, MMP-2 and tumor invasion and metastasis in gastric cancer.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(10):1531-1534

摘要

目的: 研究CD44v9 和MMP-2 在胃癌和癌旁组织中的表

达 探讨胃癌侵袭与转移的可能机制.

方法: 采用RT-PCR方法分别检测40例胃癌及癌旁组织

CD44v9 及MMP-2的阳性表达情况.

结果: 40例胃癌组织中CD44v9 和MMP-2 的阳性表达率分别

为75 %和82.5 % 明显高于癌旁组织的35 %和48.5 % 二

者比较差异均有显著性(χ2=12.929; χ2 =10.769.  P 均 0.001).
CD44v9 和MMP-2表达与肿瘤的大小 分化高低 浸润

深度及临床分期有关 合并有淋巴结转移的17例胃癌患者

CD44v9 和MMP-2表达率明显高于不伴有淋巴结转移的胃

癌患者( P均<0.05) CD44v9 和MMP-2的表达与胃癌有

相关性(r  =0.6 P <0.001).

结论: CD44v9 和MMP-2与胃癌侵袭和转移性有关 可作

为预测肿瘤转移潜能的指标.

张翠萍, 田字彬, 赵清喜, 武军, 梁永信. 胃癌组织CD44v9和MMP-2基因的

表达. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1531-1534
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0   引言

消化道肿瘤侵袭和转移是肿瘤治疗失败的主要原因

是多因素综合作用的结果. 已有研究资料表明细胞表面

黏附分子CD 44能降解细胞外基质蛋白的 型胶原酶

(MMP)可能在肿瘤的侵袭转移过程中起重要作用[1-9]. 但

有关CD44v9 MMP-2 联合检测在胃癌发生 转移和

预后中的作用及二者相关性的未见报道. 我们采用RT-

PCR方法观察CD44v9和MMP-2在胃癌组织和癌旁组织

中的表达以及与各临床病理指标之间的关系 以探讨

其阳性表达与胃癌侵袭转移及预后的关系及二者表达

的相关性.

1   材料和方法

1.1 材料  胃癌及癌旁组织标本40例均取自于本院2000-

06/2001-06因胃癌行胃大部切除并经病理证实为胃癌的

患者. 男 29例 女11例 年龄28-80 (平均59 13)岁.

胃窦 17 例 胃体 11 例 胃底及贲门 8 例 残胃及

幽门管各2例. 高分化8例 中低分化32例. 临床早期

9例 中晚期31例. 有淋巴结转移17例 无淋巴结转

移23 例 4 例并远处广泛转移. 术中取无菌标本 放

入经消毒处理的小瓶内 -80 储存备用.  DEPC (焦



碳酸二乙酯) Sigma公司产品; 十二烷基磺酸钠(SDS) BIB

公司产品 ; TRIZOL试剂GIBCO公司产品.  微量移液器

( 法国Gilson公司产品); 高速低温台式离心机 3K30型 (

德国); DNA扩增仪480型 ( 美国PE公司产品); 紫外分

光光度计(日本岛津公司产品 ); Ultroscan XL 型激光密度

扫描仪 ( 瑞典LKB公司).

1.2 方法  用 D-Hanks液清洗组织标本 然后用无菌眼

科剪剪碎至直经约1 mm组织小块. 加胰蛋白酶和胶原

酶消化. 将肿瘤组织和癌旁组织制成单细胞悬液 用

Trizol 试剂进一步提取细胞总RNA. 紫外分光光度计定

量. CD44v9和MMP-2 的检测采用RT-PCR方法. 取细胞

总RNA 1 µg 采用逆转录试剂盒要求的标准条件进行
RNA逆转录反应  所获 cDNA用作PCR反应的模板.

CD44v9 MMP-2和内参照 β-actin 基因引物分别参照文
献[10]设计 引物序列如下: CD44v9 引物上游为: 5 -

GCA GAG TAA TTC TCA GAG CTT CTC TAC AT-3 下

游为5 -TTG ATG TCA GAG TAG AAG TTG TTG GAT

GG-3  MMP-2 引物上游为: 5 -ACA AAG AGT GGC

AGT GCA A-3 下游为 5 -CAC GAG CAA AGG CAT

CC-3 β 2-actin 引物上游为 5 -CTG TCT GGC
GGC ACC ACC AT-3 下游为5 -GCA ACT AAG TCA

TAG CCG C-3 上述引物扩增片段长度分别为302 bp

365 bp 476 bp和 254 bp 由上海生工技术服务有限公

司合成. 对PCR反应条件进行优化确定最适浓度和其他

各反应成分浓度, 全部实验按最佳优化条件进行 在同

一反应体系对MMP-2和β 2-actin CD44v9和β 2-actin
两对基因分别同时扩增 扩增条件为95 变性 30 s

57 复性 30 s 72 延伸 1 min 共 33 个循环 最后

72 延伸2 min.  取扩增产物10 µL于含EB (0.5 mg/L)
的 20 g/L 的琼脂糖凝胶中电泳 80 V 1 h 紫外透

射仪下观察结果并照相. 在激光密度扫描仪上扫描底

片 若观察到特异性扩增条带者 表明CD44v9或MMP

基因阳性表达 若无特异性扩增条带则视为无CD44v9

或MMP基因表达.

        统计学处理  采用χ2及Spearman等级相关分析检验.

2   结果

2.1 胃癌组织CD44v9 MMP-2的阳性表达  40例胃癌

组织中CD44v9和MMP-2 的阳性表达率分别为82.5 %

75 % 明显高于癌旁组织的48.5 %和 35 % 二者比

较差异均有显著性(χ2=12.929; χ2=10.769. P均 0.001).
CD44v9 和 MMP-2 阳性表达率与肿瘤的大小 分化高

低 临床分期 浸润深度(MMP-2除外)及有无淋巴结转

移有关 合并有淋巴结转移的17例胃癌患者CD44v9

MMP-2 表达率明显高于不伴有淋巴结转移的胃癌患者

(P <0.05). 在肿瘤较大 临床分期较晚 浸润较深

及伴有淋巴结转移者 MMP-2及 CD44v9 阳性表达率

明显高于肿瘤较小 临床分期较早 浸润较浅及无淋巴

结转移者(P <0.05-0.01) 表 1.

表1  胃癌组织CD44v9和MMP-2与临床病理的关系

临床病理                 n           CD44v9         MMP-2

肿瘤直径

大于5 cm 16   9 10

大于或等于5 cm 24 21a 23b

分化程度

高分化   8   3   4

中低分化 32 27b 29b

临床分期

15   7   9

25 23b 24b

浸润深度

T1 T2 21 13 15

T3 T4 19 17a 18

淋巴结转移

有 17 16 17

无 23 14a 16a

aP <0.05, bP <0.01, vs 同一病理指标相同基因之间的比较.

2.2 CD44v9与MMP-2表达的相关性  有MMP-2阳性

表达的33例胃癌患者组织中CD44v9阳性表达者29例

阴性表达者4例 而在MMP-2阴性表达的7例胃癌患

者组织中 CD44v9阴性表达6例. 经Spearman等级相关分

析检验 胃癌中MMP-2与CD44v9表达呈正相关(r =0.6

P <0.001). 在比较胃癌淋巴结转移情况时发现在MMP-2

和CD44v9均阳性表达的29例患者中术中发现淋巴结转

移15例 淋巴结转移率为51.7 %; 而在MMP-2和CD44v9

均阴性表达的8例患者中术中发现淋巴结转移1 例 淋

巴结转移率为12.5 % 二者比较有显著性差异(χ2=3.93
P <0.05).

3   讨论

本研究表明CD44v9在胃癌组织中的阳性表达率显著高

于其癌旁组织 这与其他研究报道结果相一致[11-15]. 提

示CD44v9可能与胃癌的发生发展 临床分期及转移有

关 伴有侵袭和转移的胃癌CD44v9 的表达明显增高

但与病理类型 肿瘤的大小及组织学类型无明显相关

性. 变异型CD44作为一种透明质酸的受体 分子的NH2
末端功能区能连接细胞外间质及基底膜的透明质酸盐

调节细胞的运动和形态 同时 锚 定在宿主细胞外间

质及基底膜上 CD44阳性细胞更易与毛细血管后小静

脉中的高柱状内皮细胞结合 使肿瘤细胞更易进入淋巴

系统和循环系统 同时透明质酸降解产物还能启动血管

的发生 为侵袭转移奠定基础 并且 CD44v9具有介导

淋巴细胞与血管内皮结合 使淋巴细胞穿过血管壁返回

淋巴组织的功能 所以又称 归巢 受体 CD44v9可使

癌细胞获得转移能力 通过与远隔血管和淋巴管内某些
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配体结合 使转移至那里的癌细胞更稳定的寄宿 形

成转移癌灶. 这些因素均能使CD44v9阳性肿瘤细胞获得

更强的侵袭和转移能力.

       大量研究显示基质金属蛋白酶尤其是MMP-2是细

胞外基质成分分解代谢的关键酶, 能降解结缔组织分解

细胞外基质(细胞间基质和基底膜)所有的大分子蛋白

所以他们的活性与肿瘤的侵袭和转移有密切关系[16-25]. 我

们采用先进的RT-PCR方法对胃癌及癌旁组织中MMP-2

进行定性表达 结果显示 在胃癌组织中MMP-2 的

阳性表达率均较癌旁组织为高 有癌旁组织表达的基

本见于分化差且临床分期较高的胃癌病例. 分化好或早

期胃癌 癌组织及癌旁组织阳性表达者较少. 从而提示

基质金属蛋白酶在胃癌的发生发展中可能起到某些重

要的作用 其活性的阳性检出率可作为胃癌的诊断指

标之一. 癌旁组织虽较癌组织中表达率低 但仍有一定

的表达能力 提示肿瘤细胞可以通过可溶递质或膜黏

合分子与间质细胞进行信息交换 协同产生和调节

MMP 这在肿瘤细胞侵袭和转移机制中可能具有重大

意义.

        肿瘤组织中MMP-2 或CD44v9 与临床病理因素和预

后的关系 我们发现胃癌组织中MMP-2 或 CD44v9 的

表达与肿瘤的大小有关 这可能是由于瘤体增大时

瘤体的血供相对不足 从而使与癌细胞侵袭相关的功

能基因表达增加 以便逃离血供不足的环境而向远处

血供丰富的地方侵犯 而MMP-2 是重要的与侵袭相

关的功能基因 因此其表达随着胃癌瘤体的增大而增

加[8]. 这点有助于胃癌的早期诊断及早期治疗. MMP-2 的

过度表达与转移性肿瘤细胞的局部浸润和扩散之间具

有很密切的关系[9] 中晚期胃癌MMP-2 的表达量明显

高于早期胃癌 有淋巴结转移和远处转移者明显高于

非转移的胃癌患者 提示MMP系列不仅在胃癌侵袭及

转移过程中发挥重要的作用且与胃癌的预后密切有关.

单一MMP-2 或 CD44v9 与原发性肝癌 乳腺癌 结

肠癌等[26-31]的侵袭和转移性的关系已有报道 但有关

MMP-2 和CD44v9同时与胃癌侵袭和转移性的关系比较

研究未见报道 我们发现MMP-2 表达与CD44v9表达呈

正相关 并且MMP-2 和CD44v9均阳性表达的胃癌患者

发生淋巴结转移的可能性大 尤其当癌组织MMP-2表

达高于癌旁组织时 再加CD44v9 表达明显升高 提示

肿瘤转移. 有人认为肿瘤细胞首先通过已存在的或新形成

的结合位点与细胞外基质黏附 结合 进而溶解细胞外

基质 最后经细胞外基质的缺损处向外侵袭和转移[32-35].

       总之 到目前为止 了解肿瘤有无侵袭和转移 除

了手术观察和有无淋巴结及远处转移外 还没有其他

更可靠的预后因子 因此 可将MMP-2 和CD44v9 作为

胃癌侵袭转移性的标志物 这将为研究使用肿瘤侵袭

转移的抑制剂打下理论基础.
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Abstract
AIM: To evaluate the therapeutic effect of oxaliplatin on
human gastric carcinoma and to explore the mechanisms.

METHODS: 22 cases of stage  gastric carcinoma pa-
tients received 4-6 (mean 4.6) cycles of first line combined
chemotherapy with oxaliplatin (oxaliplatin 85 mg/m2, ivgtt,
1 h, d 1; leukovorin 200 mg/m2, iv, gtt, 1 h, d 1-5; 5-FU
300 mg/m2,iv, d 1-2; 5-FU, continuously iv, gtt, 48 h; 1
cycle/2w).  Response rate, progression-free survival (PFS),
total survival time, toxic side effects were evaluated. The
inhibitory effect of oxaliplatin on human gastric cell line
SGC-7901 was calculated by MTT and IC50 was measured.
Flow cytometry and TUNEL were applied to evaluate the
apoptosis of cell line induced by the drug. The expression
of caspase-3 mRNA was detected by RT-PCR.

RESULTS: Total response (complete and partial) occurred
in 9 (40.9 %) patients. Mean PFS was 4.2 months and
mean total survival time was 7.2 months. Cumulative neu-
rotoxicity (all grade - ), vomiting and diarrhea,
myelosuppression appeared in 93.5 %, 20 %, 32.9 % of
the patients, respectively. Apoptosis index was elevated
after incubating with 1 mmol/L oxaliplatin for 30 min, but
without statistic significance (P >0.05), but was much
higher both by flowcytometry and TUNEL with statistical
significance (P <0.05) after incubating with 1 mmol/L
oxaliplatin for 2 days. Caspase-3 mRNA expression was
elevated in oxaliplatin treated cells and correlated with
apoptosis induced by the drug.

CONCLUSION: Oxaliplatin is effective and well-tolerated
on human advanced gastric carcinoma. Oxaliplatin could
significantly inhibit the growth of human gastric cell line
SGC-7901, inducing caspase-3 mRNA expression and cell
apoptosis
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摘要

目的: 评价奥沙利铂(Oxaliplatin L-OHP)对人胃癌的疗

效 探讨其治疗胃癌的作用机制.

方法: 期胃癌患者22例接受包含L-OHP的联合化疗方案

(L-OHP 85 mg/m2  静脉点滴, 1 h 第 1 d; 四氢叶酸钙

200 mg/m2, 静脉点滴, 1 h 第 1-5 d; 5-FU 300 mg/m2

静脉注射 第 1-2 d, 5-FU, 持续静脉点滴, 48 h; 2 wk 1疗

程)4-6(平均 4.6)个疗程. 观察有效率 无进展生存时间

(progression-free survival PFS) 总体生存时间及毒副作

用. 体外培养人中分化胃癌细胞株SGC-7901 应用MTT法

检测L-OHP对细胞生长的抑制作用 并计算50 %抑制浓

度(IC50); 将不同浓度梯度的L-OHP与细胞株作用后 应

用流式细胞仪(ANEXIN-V标记)及TUNEL检测细胞凋亡情

况. 应用RT-PCR检测caspase-3m-RNA的表达.

结果: 有效(完全有效及部分有效)9例(40.9 %). 平均PFS

4. 2 mo 总体生存时间7.2 mo. 蓄积性神经毒性(全部为

- 级) 呕吐及腹泻(1例 级腹泻) 骨髓抑制发生率分

别为93.5 %, 20 %, 32.9 %. 浓度为1 mmol/L的L-OHP与

细胞株作用30 min 流式细胞仪即可检测出细胞凋亡水平

升高 但无统计学差异(P >0.05) 1 mmol/L作用2 d 流

式细胞仪及TUNEL均可检测到细胞凋亡水平显著性升高

(P <0.05). L-OHP作用后的细胞caspase-3 m-RNA表达升

高 并与药物诱导的凋亡相关.

结论: L-OHP治疗进展期胃癌安全有效. L-OHP在体外可明

显抑制胃癌细胞株SGC-7901的生长 诱导细胞caspase-

3m-RNA表达及凋亡.
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0   引言

胃癌是危害人民健康的主要恶性肿瘤之一 其发病原

因尚未明了. 近年来药物治疗作为胃癌综合治疗的重要



组成部分日益受到重视. 在消化道恶性肿瘤中 胃癌属

于对药物治疗较敏感的肿瘤 目前普遍认为药物治疗

有可能减少复发 延长生存期. 奥沙利铂(oxaliplatin  L-

OHP)为第三代的铂类药物 抗瘤活性强 与CDDP无

交叉耐药 与5-Fu有协同作用 对多种肿瘤有效 毒

副作用较低. 目前用L-OHP治疗胃癌的临床及基础研究

较少 我们总结包含L-OHP的联合化疗方案一线治疗

期胃癌22例的疗效及毒副作用 并试图通过检测L-

OHP诱导胃癌细胞株SGC-7901caspase-3 m-RNA的表

达及凋亡的作用 探讨其治疗胃癌的作用机制.

1   临床资料

1.1对象  1999/2002年新华医院肿瘤中心住院 期胃癌

患者22例 男17例 女5例 年龄25-70(平均60.3)

岁. 均经术后病理或胃镜病理证实为低分化腺癌16例

印戒细胞癌6例. 至少有一个可测量病灶直径大于或等

于2 cm;  WHO活动能力评分小于或等于2; 预计生存期

大于或等于3 mo; 从未接受过化疗; 无外周神经疾病; 血

液学 心脏 肝肾功能正常; 无其他抗肿瘤治疗.

1.2 方法  化疗方案: L-OHP 85 mg/m2, 静脉点滴, 1 h  第

1 d; 四氢叶酸钙 200 mg/m2  静脉点滴 1 h, 第 1-5 d;

5-FU 300 mg/m2 静脉注射 第1-2 d 5-FU 持

续静脉点滴 48 h; 2 wk 1疗程. 4-6 (平均4.6)个疗程. 化

疗前检查: 体质评分 身体质量 身高 体表面积 全

身系统检查 神经系统检查 心电图 血象 血糖 肝

肾功能 电解质 血CEA; 化疗后每周复查一次各项生

物学检查(同化疗前); 按 NCI 标准作前一疗程耐受性评

价; 神经系统检查; 不良反应记录. 治疗前及4 6周期后

肿瘤病灶评价评定. 入组患者4个周期化疗后进行全面

疗效评估 1 mo后再次确认. 如果病情稳定或有效则继

续用药至第6个周期.

        按WHO和UICC标准分为完全有效(complete response

CR) 部分有效(partial response PR) 稳定(stable

disease SD) 病情进展(progress disease PD); 按NCI毒

性评定标准评定毒性; 按神经毒副反应乐沙定专用分级

法评定神经毒性.

1.3 结果  有效率40.9 %. 无进展生存期(progression free

survival PFS)1-12(平均4.2 mo) 总体生存时间4-12(平

均7.2 mo). 值得指出的是有1例PR和1例SD患者病情

至今依然无进展 PFS分别达10 mo和12 mo. L-OHP主

要不良反应是消化道反应 骨髓抑制 神经感觉障碍.

消化道反应表现为呕吐(20 %)和腹泻(20 %) 其中 级腹

泻1例. 骨髓抑制以轻中度贫血为特点 发生率32.9 %

而对白细胞及血小板抑制较轻 分别为22.9 %和10 %

全部为 - 级. 神经感觉障碍是L-OHP最主要的不良

反应 发生率达93.5 % 以 级为主 级3例 化疗

间歇期可完全缓解.

2   实验资料

2.1 材料  人中分化胃癌细胞株SGC-7901 购自中国

科学院上海细胞所 用含100 ml/L 小牛血清的RPMI

1640培养基 在37 50 ml/L CO2条件下培养 生

长至单层后 以2.5 g/L的胰蛋白酶消化贴壁细胞 调

整细胞数至1×105/L.
2.2  方法

2.2.1 MTT法及 IC50  将收集的细胞接种于96孔培养板

中 5×103/ 孔 37 50 ml/L CO2条件下培养24 h.
设置 6 组浓度梯度 每组 3 个孔 加入L-OHP 使

终浓度分别为10 1 0.5 0.1 0.05 0.01 mmol/L 对

照组加入相同体积的培养液. 37 50 ml/L CO2条件

下培养48 h 离心弃上清后 每孔加入0.5 g/L的MTT

150 µL 37 50 ml/L CO2条件下避光孵育4 h; 离
心弃上清后 加入DMSO 150 µl/ 孔 置水平摇床上
15 min 在 525 nm波长下测A值 细胞生长抑制率=

(对照组的A值-实验组的A值)/对照组的A值 ×100 %.
2.2.2 流式细胞仪  取对数生长期的细胞分为4组 前3

组加入L-OHP 使终浓度分别为10 1 0.5 mmol/L 第

4组加入相同体积的培养液作为对照. 药物作用30 min后

用2.5 g/L的胰蛋白酶消化 离心后弃上清 每组细胞数

大于或等于1×105/L 参照ANEXIN-V (Roche)说明书操
作 于EPICS流式细胞仪(beckman-coulter)上进行分析.

2.2.3 TdT酶介导的dUTP缺口末端标记(TUNEL)  应用

6孔板培养细胞 取对数生长期的细胞 细胞爬片. 试

验组加入L-OHP 对照组加入相同体积的培养液作为

对照. 药物作用后 弃上清后用培养液洗 3 次(图 4)

所有标本均应用40 g/L 多聚甲醛固定30 min 用 TdT

酶将生物素标记的dUTP连接到DNA断裂的3 OH端

加入ABC反应剂作用数分钟 再加入DAB/H2O2溶液

显色 苏木精复染 中性树胶封固.

2.2.4 RT-PCR取对数生长期的细胞分为2组 每组3

个样本 1组加入L-OHP 使终浓度分别为1 mmol/L

第2组加入相同体积的培养液作为对照. 药物作用30 min

后 用 2.5 g/L 的胰蛋白酶消化 离心后弃上清 每

样本细胞数大于或等于1×105/L PBS洗3次. 采用Trizol
一步法提取RNA 具体步骤见GibcoBrl公司的Protocol;

RT步骤参见AMV reverse transcriptase Protocol; PCR步

骤参见Taq DNA Polymerase Protocol; PCR产物经20 g/L

琼脂糖电泳 电泳图谱由VDS凝胶图像分析系统测定

条带的积分吸光度(IOD). Caspase-3基因相对表达值

caspase-3 PCR产物条带IOD值/β-Actin PCR产物条IOD
值. 引物序列如下. β-actin forward 5 -TGG AGG GGC
CGG ACT CGT CA-3 ; β-actin reverse 5 -CTT CCT
TCC TGG GCA TGG AG-3 ; 扩增DNA片段: 315 bp

caspase-3; Sense  5 -ATGGAGAACACTGAAAACTCA-3 ;

Antisense  5 -TTAGTGATAAAAATAGAGTTC-3 ; 扩

增DNA片段: 834 bp

         统计学处理  采用t 检验.
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2.3  结果

2.3.1 L-OHP对胃癌细胞株SGC-7901的抑制作用  根

据3次MTT实验结果计算平均值 由Graphpaol Prism

软件绘制 并求得 IC50值为0.71 mmoL/L. 由此可见

曲线呈典型的倒S形 较为平坦 较好地反映了细胞

生存率随药物浓度的变化情况(图 1) 说明L-OHP有

效地抑制SGC-7901细胞株的生长.

图1  SGC-7901细胞生存率与L-OHP浓度的相关性.

2.3.2 L-OHP诱导凋亡检测结果  浓度为1 mmoL/L的

L-OHP与细胞株作用30 min后 流式细胞仪即可检测

出细胞凋亡水平升高 但无统计学差异(P >0.05). L-

OHP (10 mmoL/L 30 min)诱导胃癌细胞株SGC-7901

凋亡为细胞凋亡明显增加(表 1 图 2). TUNEL 实验空

白对照组凋亡率为0.38 %  0.5 mmoL/L组为 4.63 %

1.0 mmoL/L组为7.35 % 5.0 mmoL/L组为14.35 %. 随

药物浓度的增加 细胞凋亡率显著上升(P <0.01)随时

间变化 对照组凋亡率无明显改变(P >0.05); 加药组凋

亡率随时间延长明显上升(P <0.01) 第 4 d达到峰值

7.93 %和10.15 % 第7 d分别下降至6.08 %和7.55  %

(图 5). 图 2-4为典型镜像.

表1  L-OHP(10mmol/L, 30min)对SGC-7901细胞凋亡的影响

分组  R1       R2 R3 R4   AI

L-OHP组 0.6     34.1           39.9        25.4  59.5

空白对照组 4.6      0.8           89.6 4.9          5.7

凋亡指数(apoptosis index, AI) (R2+R4)/(R1+R2+R3+R4).

图2  L-OHP作用后时间对细胞凋亡率的影响.

2.3.3 RT-PCR实验结果  图 5为L-OHP诱导细胞表达

caspase-3 m-RNA的琼脂糖电泳图谱  L-OHP作用后

的细胞caspase-3 m-RNA表达明显增强(图5 0.48

0.47 vs 0.18 0.20 P <0.05).

图3  L-OHP 1 mmol/L作用30 min, TUNEL, 伊红复染 400.

图 4  空白对照, TUNEL, 伊红复染 200.

图 5  L-OHP诱导细胞表达caspase-3 m-RNA的琼脂糖电泳图谱.

3   讨论

胃癌是危害人民健康的主要恶性肿瘤之一 他的转移

及复发是导致治疗失败及死亡的主要原因. 目前在临床

上对于已经有转移的患者主要应用以药物治疗为主的

综合治疗 虽然胃癌对药物治疗较为敏感 但联合化疗

方案疗效仅为40 %左右 且药物副作用较大[1-8] 化

疗药物的毒性与疗效是一对矛盾. 临床常用方案中以

EAP 方案(表阿霉素 鬼臼乙叉甙 顺铂)疗效较高

最高达70 % 完全有效率达15 % 但治疗相关死亡

率亦高达11 % 从而限制了临床推广. 顺铂为胃癌化疗

的常用药物之一 对胃癌具有确切的疗效 但其严重的
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肾脏毒性亦限制了临床使用. 因此临床需要一种相对低

毒高效药物的问世.

        L-OHP是第三代铂类化合物 化学名为左旋反式

二氨基环己烷草酸铂 L-OHP的药理学特性与其他铂

类药物相似 均以DNA为靶点 L-OHP易与DNA链

上的 G 共价结合 并可能形成链间交联 从而阻断

DNA的复制及转录. 目前已知肿瘤细胞通过错误配对修

复(mismatch repair)功能移去有铂类结合DNA的复制产

物 而这一过程将诱发细胞凋亡. 我们总结L-OHP一线

治疗22例 期胃癌 有效率40.9 %. 平均PFS4. 2 mo

总体生存时间7.2 mo. 提示L-OHP对胃癌可能具有较高

的抗瘤活性. 国外研究报道L-OHP毒性较小 常规剂

量下绝大多数患者均可耐受. 外周神经毒性是其剂量限

制性毒性 当累计剂量超过600 mg/m2时易出现感觉异

常和肢端麻木 常由寒冷触发 但治疗期间注意保暖

可以减轻症状 且停药后可逐渐恢复. L-OHP 优于

CDDP的特点之一为其无明显的肾脏毒性 血液系统

及消化系统毒性亦较轻. 目前普遍认为胃癌的发生及发

展是一个多基因 多步骤的长期过程. 细胞凋亡与肿瘤

的发生 发展 治疗和预后均密切相关[9-28]. 1980 年

发现bcl-2基因家族与细胞凋亡及肿瘤存在密切关系以

来 多数认为细胞凋亡在分子水平是受到诸因素调控

的. 目前一组门冬氨酸特异性的胱氨酸蛋白酶-caspase家

族渐成为细胞凋亡及肿瘤研究的热点之一. 目前认为在细

胞色素C和dATP存在的条件下 Apaf-1与caspase-9通

过他们与 CED- 3 相似的氨基端相结合 从而导致

caspase-9 的活化 而活化的caspase-9 又继而激活

caspase-3从而导致的细胞内重要蛋白的溶解和细胞死

亡 因此caspase-3的激活可能是导致细胞凋亡最后的

共同通路[29, 30]

       细胞凋亡检测方法多种多样 如光镜 电镜下形

态学观察; DNA末端原位标记染色法(TUNEL) ; DNA片

断凝胶电泳以及碘化丙啶(PI)染色后流式细胞仪 等.

TUNEL应用较广泛 但是无法区分死亡细胞与凋亡细

胞. 而 PI染色后流式细胞仪仅能检出已死亡的细胞. 目

前发现细胞凋亡早期仅存于胞膜内侧的磷脂酰丝氨酸

会翻转到胞膜外侧 而Annexin 能特异地与磷脂酰

丝氨酸结合从而通过流式细胞仪检出凋亡早期的细胞.

故本文选用联合TUNEL法及Annexin 标记的流式细

胞仪法检测细胞凋亡 发现L-OHP在体外可以明显抑

制胃癌细胞株SGC-7901的生长. 浓度为1 mmoL/L的L-

OHP与细胞株作用30min 流式细胞仪即可检测出细

胞凋亡水平升高 提示药物作用早期以细胞凋亡为主;

1 mmol/L作用 2 d 流式细胞仪及TUNEL均可检测到

细胞凋亡水平显著性升高. 实验结果提示随药物浓度的

增加及作用时间的延长 细胞凋亡率及细胞死亡率均

显著上升 提示此时细胞凋亡与死亡并存. 因此 L-

OHP在体外对胃癌细胞株SGC-7901 生长的抑制早期

主要机制为诱导细胞凋亡 随着作用时间的延长 诱

导凋亡与细胞毒作用并存. RT-PCR结果提示L-OHP作

用后的细胞 caspase-3 m-RNA表达明显增强 与L-

OHP诱导凋亡作用相关 提示药物诱导凋亡过程中有

caspase家族的参与.

       总之 L-OHP对于进展期胃癌是一种相对低毒高

效药物 包含L-OHP的联合化疗方案临床疗效可与目前

其他方案媲美 但安全性明显提高. 诱导细胞caspase-3基

因表达从而导致凋亡可能是其治疗胃癌的机制之一; 在

细胞凋亡的早期检测中应用ANEXIN-V标记流式细胞

仪检测的灵敏度较高. 然而L-OHP应用于临床时间不

久 对中晚期胃癌的临床疗效及毒副作用还有待大样

本的多中心随机双盲临床试验加以验证.
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Abstract
AIM: To establish a polymerase chain reaction (PCR)
method to detect 2 SENV subtypes (SENV-D and SENV-H)
in sera from patients with hepatitis and healthy adults.

METHODS: The outer primers were designed based on
the data of SENV D and H subtypes from geneBank, while
sequences of the inner pair of primers were obtained from
newly published medical literature, both of which were
used to establish a nested-PCR. SENV-D and H in sera
from 192 healthy adults and 48 patients with acute hepatitis
A, 176 with chronic hepatitis B, 98 with chronic hepatitis
C, and 38 with non A-E hepatitis were detected by this
method.

RESULTS: The specificity and sensitivity of the nested-PCR
test were perfect.  The prevalence of SENV-D and/or SENV-H
(SENV-D/H) infections in healthy adults and patients with
acute hepatitis A, chronic hepatitis B, chronic hepatitis C
and non A-E hepatitis were 30.7 %, 37.5 %, 64.8 %, 57.1 %
and 44.7 %, respectively. SENV D/H infection were more
frequent in patients with chronic hepatitis B and chronic
hepatitis C than in healthy adults (P <0.001), but showed
no significant difference between patients with non A-E
and healthy adults (P >0.05).

CONCLUSION: This nested PCR can be used to detect SEN
virus. SENV infections do occur in Shenzhen. SENV may
share similar modes of transmission to that of  HBV and
HCV, but whether it plays a causal role in non A-E hepatitis
remains to be elucidated.

Tang W, Peng XM, Zhang Y, Wang H, Jiang XL, Zhou BP. Establishment
and application of polymerase chain reaction for detecting D and H sub-
types of SEN virus. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(10):1540-1543

摘要

目的: 建立检测SEN病毒(SENV)D和H基因型的聚合酶链

反应(PCR)方法 并将其应用到流行调查.

方法: 从GeneBank下载SENV序列 在SENV开放读码

框 的高度保守序列内自行设计外引物 参考文献报道合

成SENV D型和H型的型特异性引物作为内引物 建立检

测SENV D型和H型的巢式PCR方法 并对深圳地区192

名健康体检人群 48 例急性甲肝患者 176 例慢性乙肝

患者 98例慢性丙肝患者和38例非甲-戊型肝炎患者的血

清进行检测. 部分阳性PCR产物进行克隆和DNA序列分析.

结果: 巢式PCR方法的敏感性及特异性均好. SENV D和 /

或H型在健康成人 急性甲肝 慢性乙肝 慢性丙肝和非

甲-戊型肝炎患者中的总感染率分别为30.7 % 37.5 %

64.8 % 57.1 %和 44.7 %. SENV D和 /或H型在健康人

群中的感染率低于慢性乙肝患者和慢性丙肝患者(P <0.001).

非甲-戊型肝炎及急性甲肝患者中的感染率略高于健康人

群 但无显著性差异(P>0.05).

结论: 巢式PCR方法可用于检测SENV感染. 深圳地区健康

人群和急 慢性肝炎患者中存在SENV感染. SENV可能与

HBV和HCV有相似的传播途径 其致病性有待进一步研

究阐明.
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和H型方法的建立及初步应用. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1540-1543
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0   引言

迄今仍有10 %的输血相关肝炎 20 %的社区获得性

肝炎和30 %的慢性肝病肝硬化没有明确的病因 提示

存在着不明致病原[1-3]. HGV/GBV-C[4, 5]和TTV[6]相继被用

来解释非甲-戊型肝炎 但是这一结论在后来的研究



中没有得到证实[7-9]. SEN病毒(SEN virus SENV)最早

是由意大利学者Primi et al [10]于1999年从1例有静脉药

瘾的HIV-1型携带者的血清中发现的 虽然与TTV结

构相似 但与TTV原型(TTV prototype)核苷酸同源性55 %

而氨基酸同源性只有37 %[11]. SENV属于TTV相关病毒

超家族(super family of TTV-related viruses) 是一组无

包膜的单链环状DNA病毒 共分8个型别. 一般认为致

病性较弱或无致病性[12, 13] 但不能排除部分基因型致病的可

能性. 有研究显示SENV D型和H型与输血相关的非甲-

戊型肝炎的联系最为密切[14]. 为此 我们参照文献[10]报

道的SENV D型和H型的型特异性引物序列 建立了巢

式PCR方法 并对深圳地区的部分人群中SENV两亚

型的感染状况进行了初步研究.

1   材料和方法

1.1 材料  健康成人192例的血清于1999-08某社区健康

体检时收集 急性甲肝 48例 慢性乙型肝炎176例 慢

性丙型肝炎96例及非甲-戊型肝炎38例为我院2000-09/

2001-12住院及门诊病例 诊断参照2001年 病毒性

肝炎防治方案 [15]. 10 Taq酶聚合酶缓冲液 Taq DNA

聚合酶 pMD 18 T 载体 DL 2000 DNA Marker 购自

TaKaRa (大连)公司 dNTPs 和大肠杆菌DH5 为美国

Promega公司产品. PCR产物纯化试剂盒为QiaGen公司

产品 质粒抽提纯化试剂盒购自美国Omega公司 测

序试剂盒BigDye Terminator Reaction Kit V 2.0 和 ABI

Prisms 3100遗传分析仪均出自美国应用生物系统公司.

ICycler DNA扩增仪为Bio-Rad公司产品.

1.2 方法  从GeneBank下载SENV的基因序列 采用Primer

Premier 5.0软件辅助分析 在开放读码框I(ORF1)的高

度保守序列内设计SENV D和H型的通用外引物SENV1和

SENV2 其产物的理论大小为588 bp. SENV1 (sense

primer 正义引物)序列: 5 -CCSAAACTRTTTGAAGAC-

3 SENV2(antisense primer 反义引物)序列: 5 -

TRTTTGAGTACCAGCCT-3 ; 以文献[10]公布的SENV-

D型和H型的型特异性引物作为内引物.SENV-D的正

义引物(D10S)序列为: 5 -GTAACTTTGCGGTCAACTG

CC-3 ; SENV-H的正义引物(C5S)序列为: 5 -GGTG

CCCCTWGTYAGTTGGCGGTT-3 ;  SENV-D和H型的

共用反义引物(L2AS)序列为:5 -CCTCGGTTKSAAAK

GTYTGATAGT-3 . SENV-D产物的理论大小为224 bp.

SENV-H产物的理论大小为230 bp. 引物由大连宝生物工

程技术有限公司合成. 在血清50 µL中加入裂解液120 µL
混匀后61.8 水浴 30 min 加入重蒸酚150 µL及仿
醇50 µL混匀10 000 r/min离心10 min 吸上清160 µL
经醋酸钠乙醇溶液250 µL -30 冷冻沉淀30 min后
以 15 000 r/min 10 min 离心 除上清 700 mL/L乙

醇洗涤 1 次 室温风干 去离子水 5 µL 重悬浮 作
为PCR模板. 第1次PCR反应体系含DNA提取液5 µL
dNTP 200 µmol/L Taq DNA聚合酶2U 外引物各为

0.5 µmol/L及1.5 mmol/L MgCL2. 扩增条件为94  3 min
预变性 然后94  45 s变性 55  30 s退火 72 

45 s延伸 共35个循环 再72 延伸 7 min. 取扩增

产物2 µL作为摸板 改换内引物 同条件进行第2次
PCR. 取扩增产物10 µL进行琼脂糖凝胶电泳 透射紫
外灯下与DNA Marker 比对 观察结果. 取阳性第2次

PCR 片段切胶纯化 分装 2 个 0.5 mL 离心管 一管

直接测序用 另一管按T载体产品说明书操作进行连接

反应 反应液转化大肠杆菌DH5 感受态细胞. 经蓝白斑

试验 挑选白色菌落 用PCR方法鉴定阳性克隆 按

试剂盒要求小剂量制备质粒DNA作为模板. 采用M13 (-47)

通用引物 按PE公司BigDye Terminator Reaction Kit

V2.0 测序试剂盒说明书 在ABI Prism 3100 Genetic

Analyzer上进行测序. 将阳性血清各1份逐级对倍稀释

检验本方法的敏感性. 选择阳性及阴性标本各15 份

设立3个平行管进行PCR反应来评价其特异性和重复

性. 采用优化后的巢式PCR 方法分别对健康成人192

例 急性甲肝患者 48 例 慢性乙肝患者 176 例 慢

性丙肝患者98例和非甲-戊型肝炎患者38例的血清进

行SENV D型和H型DNA的检测. 每批设空白对照1份

阳性对照(3次PCR反应均为阳性的血清标本)1份 阴

性对照(3次PCR反应均为阴性的血清标本)2份. 随机选

择5例SENV D型和5例SENV H型阳性PCR产物直接

测序进行DNA序列分析.

        统计学处理  组间数据比较用χ2检验.

2   结果

SENV D和H型阳性产物分子大小与设计相符 SENV

D型约为224 bp SENV H型约为230 bp(图 1).

图1  SENV DNA PCR产物电泳图. 1: D型阳性标本(224 bp); 2: H型阳
性标本(230 bp); 3: D型标本稀释24倍的阳性PCR产物; 4: H型标本
稀释25倍的阳性PCR产物.

表1  SENV D型深圳株与GeneBank主要分离株的核苷酸同源性分析(%)

SZ-6       AB059352    AX025730   AB075263   AY072045

AY072045 88.9        82.3           84.3           90.9         ***

AB075263 88.4        82.8           85.4     ***

AX025730 82.8        98.0 ***

AB059352 80.3         ***

SZ-6              ***

DNA Marker  1        2          3        4

100 bp

250 bp

500 bp
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. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ax025730
. . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ab059352

90 100 110 120

G G T G T T G C G C G A G C A G T A T A A C A G T A T G A T A G G C T T C C C C  S Z-6
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G A C . . . . . . . . . . . . . . .  ay072045
. . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ab075263
. . C . . . . . . . . . . . . A . . . . . . G A C . . . . . . . . . . . . . . T  ax025730
. . C C . . . . . . . . . . . A . . . . . . G A C . . . . . . . . . . . . . . T  ab059352

130 140 150 160

T T T A A C T A T A A C C C A T C A G A T C C C A A T C A A A C A G C T A C A T  S Z-6
. . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . G A A . C . . . . . A . A . A . A . .  ay072045
. . . . . . . . . . . T . . . C A T . . . A A A . . C . . . C A . A . C . A . .  ab075263
. . . . . . . . . . . . . . . C A . A . C A A T G . G . . . T G T . A A . A . .  ax025730
. . . . . . . . . . . . . . . C A . A . C A A T G . G . . . T G T . A A . A . .  ab059352

170 180 190

T A A A A A C A T T T G A A A A A T G G C T A T A C T G C T C T A G C A C A    S Z-6
. . G . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . A . . . . C . . . . . .    ay072045
. . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C A . . C . . . . . .    ab075263
. . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . C A . . . . . . . . .    ax025730
. . . . . . . T . . . . . . G . G . . . . . . . . . . C A . . . . . . . . .    ab059352

D ecoration 'D ecoration #1': H ide (as '.') residues that m atch S Z-6 exactly.


10 20 30 40

A A C C G C A G C T G A C T T C A G G T T T C C G T T T T G C T C A C C A C A A  S Z-41
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . C . . . . . . . . . . . .  ay153769
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . .  ab075283
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . .  ax025838
. . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . .  ab059353

50 60 70 80

A C T G A C A A C C C T T G C T A C A C C T T C C A G G T A T T G C A T G A A G  S Z-41
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ay153769
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ab075283
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ax025838
. . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . .  ab059353

90 100 110 120

A G T A T T A C C C A G T A A T A G G C A C T T C T G C T T T A G A A A A C G G  S Z-41
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ay153769
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ab075283
. A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . G . .  ax025838
. C . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . A . . . . . . . . . C . G . .  ab059353

130 140 150

A A C A A A C T A T A A T T C A T - A G G C A T C A C T A C A T T A G A A A A C  S Z-41
. . . . . . . . . . . . . . T . . C . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ay153769
. . G T . . T . . C . . . . T . . T . . C . . . A . A C . . . . . . . . . . . .  ab075283
. . G T . . T . . C . G . A A . G C . A A . . . A G A C . A . . . . . . . . G T  ax025838
. . G T . . T . . C . G . A A T G C . A A . . . A G A C . A . . . . . . . . G G  ab059353

160 170 180

T T T T T A T A T A A C A A A T G T A C T C                    S Z-41
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .                    ay153769
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - .                    ab075283
. . . . . . . . . G G . . . . . . . . . - .                    ax025838
. . . . . . . . . G G . . . . . . . . . - .                    ab059353

D ecoration 'D ecoration #1': H ide (as '.') residues that m atch S Z-41 exactly.

        SENV D型和H型深圳株分别与GeneBank主要分离

株DNA序列比较的排序图见图2 3. 核苷酸序列同源性

比较见表1 2.

        阳性血清1例经24倍稀释 另1例经25倍稀释仍

可见清晰的扩增条带(图1). 30份血清3个平行管重复实

验的结果: SENV D型及H型DNA PCR重复实验的符合

率阳性标本均为100 % (15/15)  阴性标本均为93.3 %

(14/15).

        健康人群和肝炎患者血清中SENV D型及H型检测

结果见表3. SENV的总感染率为47.8 %. D 和H型的总

检出率分别为39.3 %和38.6 %. 混合感染约占总感染病

例的62.9 %. 不同人群中均以混合感染为主 混合感染

率为18.2-44.9 %. 各组之间D或H型单独感染 混合感

染和D或H型总感染率均无统计学差异.

        10份 SENV D型和H型PCR扩增产物的序列分析

的结果与直接判断的结果符合率为100 %.

图2  SENV-D型深圳株DNA序列与GeneBank 主要分离株DNA序列的排序比较.

图3  SENV-H型深圳株DNA序列与GeneBank 主要分离株DNA序列的排序比较.
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表2  SENV H型深圳株与GeneBank主要分离株的核苷酸同源性分析(%)

            SZ-41    AB059353   AX025838    AB075283   AY153769

AY153769 95.0      80.7          84.0    93.9         ***

AB075283 90.1      85.6          89.0     ***

AX025838 80.1      95.0          ***

AB059353 77.3      ***

SZ-41              ***

表3  健康人群及肝炎患者中SENV-D型及H型的流行情况

                 SENVD              SENVH            SENVD & H        总感
分组            n 染率
                        阳性   感染率   阳性     感染率   阳性    感染率       (%)
                          n          (%)        n           (%)        n          (%)

健康成人   192 13  6.8 11   5.7 35 18.2 30.7

急性甲肝     48   4  8.3  4   8.3 10 20.8 37.5

慢性乙肝   176 19        10.8 16   9.1 79 44.9 64.8b

慢性丙肝     98   9  9.2 12 12.2 35 35.7 57.1b

非甲-非戊  38   6        15.8   4 10.5   7 18.4 44.7

bP <0.01, vs 健康成人.

       10份SENV D型和H型PCR扩增产物的序列分析的

结果与直接判断的结果符合率为100 %.

3   讨论

自SEN病毒被发现以来 各国学者[16-20]展开了有关其

流行情况和致病性的研究. 国外的大部分研究是在Primi

博士的领导下进行的 由Diasorin公司申请了专利. 我

们摘录了SENV D和H型特异性引物的序列 并自行

设计了巢式PCR方法 以期获得与国际同行有可比性

的资料. 经DNA序列分析 等比稀释等证实建立的巢

式PCR技术有极高的敏感性 特异性和重复性.

        意大利和美国的志愿献血员中SENV-D/H的感染率

为2 % [10, 14] 而日本同样的人群中为10 %[16]. 台湾健

康成人的感染率为15 %[16]. 本研究显示 健康成人的

SENV-D/H的感染率为30.7 %. 该结果似乎较其他学者

报道的高 可能与本研究使用了敏感的巢式PCR技术

有关. 但 SENV感染可能是全球性的 其感染率也可能

存在显著的地区差异.慢性乙肝患者和慢性丙肝患者中

SENV D和(或)H的感染率分别为64.8 %和 57.1 % 比

健康人群中的30.7 %高(P <0.001) 表明SENV可能与

HBV和HCV有相似的传播途径[16]. 而在非甲非戊患者

和急性甲肝患者中的感染率分别为44.5 %和 37.5 %

与健康体检人群之间无显著性差异(P >0.05) 进一步

证实SENV D和H型虽然与非甲-戊型肝炎联系有一定

关系 但其意义有待进行一步研究阐明.

        本研究中D型与H型混合感染的比例较高 与国

外报道的结果有较大差异 [ 16 ] 其原因可能与该地区

SENV感染率高 合并感染和重叠感染机会较大有关.

也不排除是由于单链环型DNA病毒的聚合酶缺乏效对

功能而引起的准种现象. 如果是这样的话 SENV的基

因分型方法有待进一步改良.
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Abstract
AIM: To investigate the serum levels and their clinical
significance of insulin-like growth factor (IGF)-I, IGF-II in
patients of liver diseases.

METHODS: 89 patients with liver diseases were divided
into three groups. hepatitis (n =10), cirrhosis (n =66) and
liver cancer (n =13) group. 38 healthy people were served
as control group. The serum levels of IGF-I and IGF-II were
measured by RIA.

RESULTS: The serum levels of IGF-I and IGF-II in cirrhotic
group (65 ± 14 mg/L, 328 ± 86 mg/L, respectively) and
cancer group (49 ± 14 mg/L, 194 ± 61 mg/L, respectively)
were significantly lower than controls (261 ± 75 mg/L,
1 094 ± 119 mg/L, respectively). In cirrhotic patients, IGF-I
and IGF-II were significantly higher in Child A than those
in Child B/C (P <0.05, respectively). The concentrations of
IGF-I and IGF-II correlated significantly with different etiology
of cirrhosis (P <0.05, respectively).

CONCLUSION: The serum level of IGF-II, as well as that of
IGF-I, was an important index to assess the liver function
of patients with cirrhosis or liver cancer.

Shao JM, Yu LF, Zhang S, Wu YL. Serum levels of insulin-like growth
factor (IGF)-I and II in patients with liver diseases. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(10):1544-1546

摘要

目的: 为了研究肝病患者血清IGF-I IGF-II水平的变化及

其临床意义.

方法: 将89位肝病患者分成三组 其中肝炎组10例 肝

硬化组66 例 肝癌组13 例 另设对照组38 例. 应用放

射免疫法测定患者血清IGF-I IGF-II的含量.

结果:  肝硬化患者组血清 IGF I IGF II 的测值分别为65±
14 mg/L 328±86 mg/L; 肝癌组为49±14 mg/L 194±61 mg/L;
两组测值均显著低于对照组 (261±75 mg/L  1094±119 mg/L).
肝硬化Child A 级患者的血清IGF-I IGF-II水平较Child

B/C 级患者均明显增高(P <0.05). 血清 IGF-I IGF-II 值

在不同病因的肝硬化患者之间亦存在显著差异 (P <0.05).

结论: 与IGF-I一样 血清IGF-II 水平的测定同样可作为

评价肝硬化 肝癌患者肝功能状况的一项重要指标.

邵静鸣, 俞丽芬, 张曙, 吴云林. 肝病患者血清IGF-I 和 IGF-II 的变化. 世界

华人消化杂志  2003;11(10):1544-1546

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1544.asp

0   引言

血清胰岛素样生长因子(Insulin-like growth factor

IGF)-I 是由 70 个氨基酸组成的多肽 IGF-II 是由 67

个氨基酸组成的多肽 在结构和功能与胰岛素相似

可促进细胞的增生和生长 在人体的分化和发育过程

中起重要作用[1, 2]. 肝病患者血清IGF-I和IGF-II的水平

较正常人群低[3, 4] IGF-I作为肝功能不良的早期标志

物和 /或判断肝硬化患者生存期的指标[5-7] 结果显示

血清IGF-I水平与肝病患者的营养程度 内分泌等因素

密切相关 其正常值的范围较广 在正常人群中的数值

分布与年龄呈负相关; IGF-I水平的高低与Child-pugh

分级有显著的相关关系. 通过重组人生长激素(rhGH)刺

激后的IGF-I测定 能显著地提高对患者生存期预测的

准确性[8-12]. 当研究的重点转移到肝硬化患者对特异性的

IGF结合蛋白的效应时[13-18] 仍然忽视了 IGF-II 的价

值. 我们选择了病毒性肝炎 肝硬化和肝癌三种不同的

肝病患者 并以健康志愿者作为对照 分别进行血清

IGF-I和 IGF-II 水平的测定 旨在探索IGF-II在不同

类型的肝病患者血清中的浓度变化 其与肝功能状态

的相关程度及临床潜在价值.



1   材料和方法

1.1 材料  肝病患者89例 其中慢性乙型肝炎患者10

例(男 8例 女 2例) 年龄 21-41(平均 26)岁; 肝硬化

患者66 例(男 47 例 女 19 例) 年龄 38-83(平均 57)

岁; 肝癌患者13例(均为男性) 年龄46-61(平均52)岁.

诊断符合1995年全国传染病与寄生虫病学术会议的诊

断标准 慢性乙型肝炎 肝硬化和肝癌的诊断均经肝组

织活检 B超和CT证实. 健康对照组38例从体检者中

获得(排除肝脏疾患) 男女各19 例 年龄 36-60 (平

均48岁). IGF-I试剂盒 法国BECKMAN COULTER公

司产品; IGF-II 试剂盒 美国DSL公司产品.

1.2 方法  所有患者均询问病史 进行常规体检和相关

实验室检查(包括肝 肾功能 凝血酶元时间 血氨

AFP)以及B超 CT检查等. 清晨空腹采静脉血3 ml 常

规离心分离血清 置于-40 低温冰箱保存待测. 标本

处理及测试步骤均严格参照试剂说明书 运用放射免

疫法测定血清中 IGF-I 和 IGF-II 的含量(mg/L) 其中

IGF-II测值根据说明书要求取 log B/T值.

        统计学处理  用SPSS软件进行统计处理. 计量数据

以 sx ± 表示; 各组均数间的差异比较用方差分析法检验;
血氨值与IGF-I和 IGF-II 之间的关系用相关分析法检

验; 各组临床症状 体征与 IGF-I 和 IGF-II 值的关系

用 t检验.

2   结果

2.1 肝病患者血清IGF-I和IGF-II水平  肝硬化和肝癌组

患者的IGF-I IGF-II 明显低于健康对照组(P <0.001)

也明显低于慢性肝炎组(P <0.01 表 1). 肝炎组与健康

对照组相比 其测值无显著差异(P >0.05).

表1  肝病患者血清 IGF-I和 IGF-II 测值的比较( sx ± , mg/L)

分组 n IGF-I IGF-II

肝炎 10 241 61 985 111

肝硬化 66   65 14 328 86

肝癌 13   49 14 194 61

对照 38  260 75           1 094 119

2.2 肝硬化肝功能分级与IGF-I 和 IGF-II 水平的关系

Child A级与Child B/C级患者的IGF-I和 IGF-II水平均

有显著性差异(P <0.01 表 2). 而 Child B级与Child C

级间患者的IGF-I和 IGF-II水平无明显差异 (P >0.05).

IGF-I和 IGF-II在有黄疸/肝掌的患者中较低 而没有

黄疸 /肝掌体征的患者却有较高水平的表达(P <0.05

P <0.01 表3). 有蜘蛛痣的患者其IGF-II表达较少 与

无蜘蛛痣的患者间存在显著的差异(P <0.05). 其他临床症

状和体征的有无 未见明显差异. 血氨大于184 mmol/L 组

的 IGF-I为 54 18 mg/L IGF-II为 293 68 mg/L; 血

氨184 mmol/L组的 IGF-I 为 74 22 mg/L IGF-II 为

338 101 mg/L 两组间无明显差异(P >0.05). 血氨值

与 IGF-I 的相关分析结果为 r  = -0.43 (P <0.05) 与

IGF-II的相关分析结果为 r  = -0.47 (P <0.05).

表2 肝硬化患者的Child-pugh分级及相应的 IGF-I IGF-II 水平比

较 ( sx ± , mg/L)

肝硬化组 n IGF-I       IGF-II

Child A组 18 117 31      497 130

Child B组 31   53 18      340 83

Child C组 17   29 8      206 61

2.3 肝硬化病因与IGF-I和 IGF-II水平的关系  病毒性

肝炎后与血吸虫性 酒精性及其他3组比较 IGF-I和

IGF-II 水平均显著降低(P <0.01).

3   讨论

Okan et al [13]发现IGF-I和IGF-Bp3与肝脏炎症的严重程

度 纤维化或转氨酶活性无相关. 慢性肝炎患者IGF-I和

IGF-Bp3 水平与肝硬化患者有一定的差异 在慢性肝

炎进展为肝硬化之前血清 I G F - I 有高水平表达.

Hayakawa et al [19]发现血清IGF-II 在慢性肝炎 肝硬化

和原发性肝癌的表达均比正常组明显减少. 我们的实验

结果显示肝炎组与健康对照组相比 IGF-I 和 IGF-II

水平无明显降低 (P>0.05) 而肝硬化组和肝癌组的

IGF-I 和 IGF-II 测值明显低于健康对照组(P <0.001)

与慢性肝炎组也有显著差异(P <0.01). IGF 家族包括

IGF-I IGF-II IGF-1R和 IGFBPs  在肝癌的发生

发展中起了重要的作用[20-23]. IGF-II 在肝癌中有较高的

表达 但是关于IGF-II的致癌机制 目前仍不十分清楚

比较一致的观点是肝癌细胞能自分泌大量的IGF-II 直

接作用于自身或邻近细胞的 IGF-II受体 产生胞质内

短路循环 加速或放大了细胞的IGF-II持续生长信号

表3  肝硬化患者临床症状体征与 IGF-I和 IGF-II 的关系 ( sx ± , mg/L)

乏力    腹胀                 巩膜黄染            蜘蛛痣                  肝掌

n      +   -          +                     -                +           -                      +                -          +                      -

    51 15        54                 12             21         45                  36             30        51                  15

IGF-I 54 18         68 19         63 18         72 19         51 16a         71 18         66 17         64 18         57 16b         91 24

IGF-II            333 80       311 64       326 85        365 69        274 60 a      354 87        294 72a      370 90        304 72 a      410 84

aP < 0.05, bP < 0.01, vs  (-).
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的传递. 我们测定的13例肝癌患者 其IGF-II水平未

见明显增高. Fan et al认为IGF-II和 IGF-II mRNA在慢

性肝炎 肝硬化和肝癌中均有不同程度的表达 阳性

率依次为: 慢性肝炎(33.3 %)小于肝癌(66.7 %)小于肝硬

化(72.0 %) 但在肝细胞再生结节 肝细胞不典型增

生及分化较差的肝癌细胞中IGF-II和 IGF-II mRNA表

达最为显著. 提示IGF-II和 IGF-IIR在肝细胞癌变的早

期阶段即有表达 IGF-II 和 IGF-IIR在肝细胞癌变演

化过程中起重要作用.

        Kratzsch et al认为肝硬化患者血清中IGF-I (r =-0.64

P <0.001) 或 IGF-Bp3 (r =-0.67 P <0.001) 水平与

Child-Pugh 分级密切相关 肝硬化患者血清中 IGF-I

水平较正常人显著减少. 但Nikolic et al的试验显示血清

IGF-I 水平与肝硬化患者的Child-Pugh 分级无明显相

关  IGF-II与Child-Pugh分级有相关(P =0.007) 血清

IGF-II在Child A组的水平较Child B/C组明显增高. 从

本研究结果可见Child B/C组患者的血清IGF-II水平较

Child A组明显下降 与Child A组的测值之间有显著

性差异(P <0.01). 而Child B组与Child C组间患者的IGF-

I IGF-II水平无明显差异 (P  >0.05). 提示血清IGF-II水

平也能判断肝病患者的肝功能状况. Nikolic et al 又将肝硬化

的患者按发病原因分成酒精性(n =27) 病毒性(n =17)

和其他(n =21)3 组 不同病因之间二者的测值无显著

差异 所以血清 IGF-I IGF-II 水平与肝硬化病因之

间无相关. 而本研究发现 肝炎后肝硬化组的IGF-I和

IGF-II水平均较其他病因导致的肝硬化明显降低 有显

著性差异(P <0.05). 提示血清IGF-I和 IGF-II水平在病毒

性肝硬化患者中可能具有一定的特异性. 肝硬化的严重程

度与其临床症状密切相关 目前尚未见国内外有评价血

清IGF-I IGF-II水平与肝硬化患者相应临床症状 体

征关系的类似报道. 我们发现 一些特异性的肝硬化症

状 体征 如黄疸 蜘蛛痣和肝掌的有无与血清IGF-I

IGF-II水平相关(P <0.05或 P <0.01).

        我们将肝病患者的血氨值与血清IGF-I和IGF-II水

平进行比较发现 血氨浓度大于正常值上限的组其

IGF-I和 IGF-II 水平与血氨浓度正常组相比 二者之

间无明显差异(P >0.05) 但血氨与血清IGF-I和 IGF-II

水平呈负相关.
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Abstract
AIM: To explore the diagnostic and therapeutic value of
endoscopic retrograde cholangiopancreatography (ERCP)
in children with pancreatitis.

METHODS: 27 children with pancreatitis treated with ERCP
from Feb 1997 to Feb 2002 were analyzed retrospectively.
They included 9 boys and 18 girls ranging in age from 4 to
17 years (14.8±2.9). Fourteen patients suffered from acute
pancreatitis (AP) and thirteen from chronic pancreatitis (CP).

RESULTS: Diagnostic ERCP was done in 9 patients and
theraputic ERCP in 18. The ERCP findings were as follows:
The morbidity of biliary tract disease was 7.7 % in CP
group, while it was 95.7 % in AP group (P <0.05). 61.5 %
of CP group had no definite etiology, higher than the 7.1 %
in the AP group.ERCP showed that 76.9 % had pancreatic
duct dilatation in CP group, much higher than the 14.2 %
in AP group. The incidence of common bile duct stricture
or/and dilatation, choledocholith were 49.7 %, 35.7 %
respectively in AP group,while none in CP group. In the
following 6 to 68 months after ERCP, 92.6 % had no recurrent
pancreatitis or abdominal pain. After a second ERCP inter-
vention in 2 patients with recurrent abdominal pain, none
had abdominal pain any more. The overall ERCP related
morbidity was 51.85 %,including hyperamylasemia in 6
cases (22.2 %), pancreatitis in 6 (22.2 %),and hemorrhage
from papillosphincterotomy in 2 (7.4 %).

CONCLUSION: Diagnostic and therapeutic ERCP had sig-
nificant clinical improvement in children with pancreatitis,
but had a much higher complication rate in children than
in adults, mostly associated with therapeutic procedures.

Therefore, more precautions should be given to pediatric
patients in doing ERCP to decrease the adverse events.

Li ZS, Xu GM, Shi XG, Zou XP, Jin ZD, Sun ZX. Diagnostic and thera-
peutic value of ERCP in children with pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(10):1547-1549

摘要

目的: 探讨儿童胰腺炎ERCP的影像学特点及其对儿童胰腺

炎的诊断 治疗价值.

方法: 回顾分析1997-02/2002-02间于我科行ERCP的27

例儿童胰腺炎患者临床资料. 其中 急性胰腺炎(acute

pancreatitis AP)14例 慢性胰腺炎(chronic pancreatitis

CP)13例.

结果: 诊断性ERCP 9例 治疗性ERCP 18 例. CP组胆道

疾病发病率7.7 % 显著低于AP组 95.7 % (P <0.05): CP

组原因不明占61.5 % 显著高于AP组 7.1 % (P <0.05):

ERCP特点 AP组胰管扩张发生率14.2 % 显著低于CP

组 76.9 % (P <0.01): AP 组胆总管狭窄 /扩张 胆总管结

石发生率分别为49.7 % 35.7 % 显著高于CP组 CP组

未见胆总管狭窄/扩张及胆总管结石: ERCP后高淀粉酶血

症6例(22.2 %) 胰腺炎发作6例(22.2 %) 均为轻症胰腺

炎 乳头切开处出血 黑便发生率 7.4 % (2/27) 均发

生于胆总管结石行十二指肠乳头括约肌切开(endoscopic

sphincterotomy EST)+取石术后: 诊断性ERCP组并发症

的发生率低于治疗性ERCP组 但无统计学意义. 经6-68 mo

随访 总体腹痛缓解率25/27 (92.6 %) 2 例复发者经再

次ERCP治疗后腹痛未再出现.

结论: 胆道疾病可能是儿童急性胰腺炎主要病因 而慢性

胰腺炎的病因不明: ERCP能有效地消除AP病因 缓解CP

的腹痛症状: 儿童患者ERCP后具有较高的并发症发生率

内镜医师对此应高度重视.

李兆申, 许国铭, 施新岗, 邹晓平, 金震东, 孙振兴. ERCP对儿童胰腺炎的诊
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0   引言

ERCP是成人胰胆管疾病有效的诊断及治疗方法 1970年

代末类似的诊疗方法已用于儿科胰胆疾病患者. 随着内镜

医师操作技术的提高和内镜及其辅助设备的改进 国内

关于儿童胰胆疾病 特别是胆道系统疾病的ERCP诊治



取得了较大的成果 但关于儿童胰腺炎的ERCP诊断及

治疗经验仍很有限 目前报道极少. 我院于1997-02/

2002-02行 ERCP诊治儿童胰腺炎患者27例 取得了

满意的结果 现报告如下.

1   材料和方法

1.1 材料  回顾分析1997-02/2002-02我科诊断为胰腺

炎并行ERCP诊治的27例儿童患者临床资料 男9例

女18例: 年龄4-17岁(平均14.8 2.9岁): AP14例 CP13

例 CP组中既往有胰腺炎病史10例 (76.9 %): 诊断性

ERCP9 例 治疗性ERCP18 例. ERCP 术前血清淀粉

酶 白细胞计数 CA19-9均在正常范围内. 所有患者

均无饮酒史. AP诊断标准[中华外科杂志 1997;35:773]

按照中华医学会外科学会胰腺外科组1996 年关于AP

的临床诊断和分级标准(第二次试行方案) CP诊断标

准[Pancreas 1998;16:250]按照1995年日本胰腺疾病诊

断标准. ERCP诊治内镜选用标准Olympus公司生产的

纤维及电子十二指肠镜

1.2 方法  术前10-15 min静注地西泮 丁溴东莨菪碱

或/和哌替啶: 造影剂一般选用300 g/L泛影葡胺或低渗

透压 非离子化造影剂: 操作者均为相对固定 有一定

经验的医生和护士: 争取行胆管及胰管分别显影 胰管

造影时控制造影次数 造影剂量及造影压力 减少胰腺

腺泡显影: 常规作X线摄片 ERCP影像由操作医师阅

片及分析: ERCP术后常规禁食12-24 h 并予抗生素

减少胰液分泌及对症处理等. 记录B超 ERCP等影像

学特点及ERCP 治疗方法 术后4 h 24 h 检测血清

淀粉酶及白细胞水平: 记录恶心 呕吐 腹痛 腹部

压痛等症状及体征以监测ERCP 术后高淀粉酶血症

胰腺炎 出血 穿孔等并发症的发生. 仅有血清淀粉

酶高于正常(大于300 U/L Somogyi 法)而无腹痛 恶

心 呕吐及腹部压痛者诊断为高淀粉酶血症: 高淀粉酶

血症加上剧烈腹痛 恶心 呕吐 腹部压痛 白细

胞增高等表现则诊断为AP. 术后长期随访患者的一般情

况 腹痛复发频率 程度及胰腺形态学改变等.

        统计学处理  采用SPSS10.0软件实施统计 组间比

较采用Fisher精确检验 P <0.05表示差异有显著性.

2   结果

经ERCP B 超 CT MRCP 内镜超声(EUS)及有

关实验室等检查 病因为胆道疾病(胆囊炎 胆囊结石

胆总管结石 胆总管扩张/狭窄 胆总管囊肿等)者 CP

组 7.7 % 显著低于AP组 95.7 % (P <0.05): 原因不明

者 CP组61.5 % 明显高于AP组7.1 % (P <0.05): 其

他如高脂血症(7.7 % vs 0 %) 胰腺外伤(0 % vs 7.1 %)

胰腺分裂(23.1 % vs 0 %)等两组间无显著性差异. CP组

ERCP表现主要为胰管扩张 /狭窄 胰管结石 胰腺假

性囊肿 胰腺分裂(pancreatic divisum  PD) 胰管走行异

常 胆囊结石等: AP组主要为胆总管结石 胆总管狭窄/

扩张 胆总管囊肿 胆囊结石 炎症 胰胆管汇流

异常等. 胰管扩张(14.2 % vs 76.9 %) 胆总管狭窄 /扩

张发病率(49.7 % vs 0 %) 胆总管结石(35.7 % vs 0 %)发

病率 AP组与CP组有显著性差异(P <0.05 ).

2.1 ERCP与B超检查  CP组胰管扩张/狭窄及胰管结石的

检出率明显高于B超检查结果 有显著性差异(P <0.05)

并且ERCP检出PD 3例(表 1). Ap组 B超 ERCP对于

诊断胰管扩张 胆总管狭窄/扩张 胆总管结石 胆总

管囊肿 胆囊结石无显著性差异 但B超胆囊炎症检出

表1  儿童胰腺炎CP ERCP与B超检查比较 n(%)

           胰管
分组  n    PD 胆总管狭窄 /扩张          胆囊结石

扩张 / 狭窄   结石           走行异常         假性囊肿
ERCP 13 12 (92.3)a 7 (53.8)a 1 (7.7) 2 (15.4) 3 (23.1) 0 1 (7.7)
B 超 13   6 (46.5)         0        0 2 (15.4)         0       1 (7.7) 1 (7.7)

ERCP aP <0.05, vs B 超.

表2  儿童AP组ERCP与B超检查结果比较 n(%)

    胆总管  胆囊
分组  n 胰管扩张                        胰胆管

狭窄      扩张  结石           囊肿               炎症            结石              炎症        汇流异常
ERCP 14 2 (14.2)            1(7.1)           7 (49.7)           5 (35.7)           4 (28.6)           1(7.1)           3 (21.4)                   0           2 (14.2)
B 超 14 2 (14.2)                 0            6 (42.6)           3 (21.3)          3 (21.3)                0            6 (42.7)          8b(57.1)                  0

ERCP bP <0.05, vs B超.

表3  儿童ERCP术后并发症发生率比较 n(%)

分组  n       高淀粉酶血症   腹痛        恶心 呕吐           WBC 胰腺炎  出血

CP 13 4 (30.8) 3 (23.1)   1 (7.7)   1 (7.7) 3 (23.1)           0

AP 14 2 (14.2) 5 (35.7)   1 (7.1)   1 (7.1) 3 (21.4) 2 (14.2)

诊断   9 1 (11.1) 1 (11.1)           0           0 1 (11.1)           0

治疗 18 5 (27.8) 7 (38.9) 2 (11.1) 2 (11.1) 5 (27.8) 2 (11.1)
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率显著高于ERCP (P <0.05) ERCP检出胰胆管汇流异

常2例(表 2).

2.2 ERCP治疗  ERCP插管成功率为100 %. 治疗性ERCP

主要包括EST11例: 胰管结石网篮取出术6例: 胰管支架

置入术5例: PD分别行副乳头切开 背侧胰管狭窄探条

或气囊扩张术3例 背侧胰管交通性假性囊肿行支架置

入引流术1例: 十二指肠乳头括约肌气囊扩张成形术3

例: 胆总管结石取石术4例: 胆总管支架置入1例.

2.3 ERCP术并发症和随访  ERCP术后总体并发症发生

率为51.9 % (14/27) 其中高淀粉酶血症22.2 % (6/27)

一般于4-24 h内高于正常 48-72 h后均恢复正常: 胰

腺炎22.2 % (6/27) 均为轻症胰腺炎 按胰腺炎治疗

后3-5 d恢复. 诊断性ERCP组术后高淀粉酶血症 腹

痛 恶心 呕吐 白细胞增高 AP 发生率低于治疗

性ERCP术后: 乳头切开处出血 黑便7.4 % (2/27) 均发

生于胆总管结石行EST+取石术后 经内镜下1 10 000

肾上腺素局部注射治疗治愈: 术后未发生重症胆道感

染 穿孔 死亡等严重并发症(表3). 27例患者平均随访

14.9 (3-61 mo) 3 mo缓解率100 % 总体腹痛缓解率

25/27 (92.6 %). 术后腹痛 胰腺炎复发2例 均为CP

1例为CP PD 经副乳头切开后8 mo腹痛复发 复查

ERCP示胰头部胰管狭窄 经探条扩张后腹痛消失: 另

1例为胰管头部狭窄 体尾部扩张 胰管支架置入术后

25 mo 腹痛复发 复查ERCP示胰管堵塞 胰管呈全

程扩张 经更换胰管支架后腹痛消失. 1例脂肪泻患者经

ERCP治疗后脂肪泻消失. 1例胰头部胰管狭窄超过1.5 cm

支架置入术后随访38 mo无腹痛等不适主诉 但于支架

置入术后20 mo 时行ERCP 检查发现支架堵塞 体尾

部胰管支架周围多枚结石 予取石及更换支架治疗. 1

例胰管头部狭窄 胰尾部囊肿经胰管狭窄气囊扩张 胰

尾支架置入术后随访32 mo无腹痛等不适主诉 于术

后17 mo时复查ERCP示囊肿消失 但支架取出失败.

3   讨论

随着内镜及辅助设备的改进和内镜医师操作水平的提

高 ERCP因其能清晰地显示胰胆管病理性改变而在儿

童中开展日益增多 如今儿童患者ERCP的适应证与成

人相似 主要为疑有胆 胰病变需要确诊及确诊为胆

胰疾病需要内镜治疗者[1]. 已有大量研究证明MRCP对原

发或手术所致胰胆管解剖异常及胰胆管梗阻等疾病的诊

断价值与ERCP相似[2-4] Devereaux et al认为 尽管

ERCP在诊断方面的作用正在减小 但ERCP诊断及治

疗范围却在不断扩大: Lankisch et al认为CP 的明确诊断

需联合组织细胞学 胰腺功能及形态学等多种检查手

段 特别当需收集胰液及胰管细胞刷行分子生物学等检

查时ERCP仍有不可替代的作用 而且ERCP在胰胆管

疾病治疗上的作用在某些情况下取代了外科手术治疗.

       本研究显示儿童AP与胆道疾病关系密切 ERCP

不但能明确AP 病因 如胆总管结石 胆总管囊肿

胆总管狭窄 / 扩张 胰胆管汇流异常等 而且能通过
EST 十二指肠乳头括约肌气囊扩张成形 胆总管结
石取石 胆总管支架置入等来解决AP 发病的根本原
因 如胆总管结石 胆总管下端 壶腹部狭窄等. CP
的病因未明 AP 是否会转化为CP 至今仍有争论
本组CP中有10/13 (76.9 %)曾发生过AP 提示AP和
CP似乎存在着一定的因果关系 但这也有可能是错将
CP的第一次急性发作诊断为AP 而实际上在诊断AP
时CP已存在. CP内镜治疗主要是扩张狭窄胰管 取出
胰管结石 通过使主胰管及PD背侧胰管的胰液引流通
畅 降低胰管内压 增加胰腺血流灌注 从而缓解
疼痛 减缓胰腺功能的损害 使胰腺炎发作的频率减
少和严重度减轻.
        ERCP作为一种侵袭性检查手段 存在相关的并发
症 如: 术后高淀粉酶血症 胰腺炎 胰胆管穿孔破
裂 假性囊肿感染 胰胆管逆行感染 出血 支架
移位等. Freeman et al 认为患者因素与操作一样是ERCP
术后胰腺炎的高危因素 而最主要相关性危险因子有:
女性 既往有ERCP后胰腺炎史 CP慢性腹痛 胆管
细小(小于5 mm) Oddi括约肌功能紊乱 胰胆管括约
肌切开或气囊扩张 插管困难 反复注射造影剂 Oddi
括约肌测压等. 术中的机械性因素 化学性因素 胰胆
管排泄力学改变 消化酶分泌异常 微生物感染 造影
剂过敏 凝切时产生的热量刺激 所有这些因素联合引
起了ERCP术后高淀粉酶血症及胰腺炎. 本组ERCP术
后胰腺炎发生率22.2 % 与文献报道的28.5 %相似
但高于Freeman et al报道的成人患者ERCP术后胰腺炎
发生率. 由于儿童ERCP术后具有较高的并发症 因此内
镜检查医师应对存在容易发生ERCP术后胰腺炎等并发
症的相关危险因素应有正确的评估 并采取合理的诊疗
方法以尽量避免并发症的发生.
       由于能较清楚地显示胰胆管和共同管 ERCP在国
外已成为诊治CP及CP剖腹手术前第一线诊疗措施 在
某些情况下已取代了外科手术治疗 但在国内 ERCP的
内镜诊疗仍只在少数大医院才能进行 尚缺乏随机对照
双盲 大样本 多中心及具有长期疗效随访结果的研究.
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Abstract
AIM: To evaluate the value and safety of endoscopic ret-
rograde cholangiopancreatography (ERCP) and endoscopic
treatment in  acute biliary pancreatitis.

METHODS: Ninety-one patients with acute biliary pancreatitis
including 13 patients with severe acute biliary pancreatitis
in the ERCP group underwent ERCP and endoscopic
therapy. 15 patients with severe acute biliary pancreatitis
were not treated by either surgery, endoscopy or early
ERCP in the control group. Etiological factors, therapeutic
effects and complications were observed in all the patients
of the two groups.

RESULTS: In ERCP group, ERCP showed biliary tract disease
in 56 cases, common bile duct stones in 26, cholecyst stone
in 17, microcholelith in 4, cholangitis in 9, larger diverticula
around the papilla in 3, papillitis in 5,pancreatic diverticulum
in 2, and normal in 25. 46 cases of biliary tract disease
were treated by endoscopy including papillosphincterotomy,
endoscopic nasal biliary drainage and endoscopic dilatation
of the accessory papilla. There were no  significant differences
in the recovery days of serum amylase back to normal be-
tween ERCP group (3.4±1.6 d) and control group (4.5±2.8 d),
but the mean days of disappearance of abdominal pain
(4.4±2.0 d), fever (5.0±3.4 d), abnormal white blood cell
count (6.5±5.4 d) and hospitalization (21.9±8.4 d) were
significantly shorter in the ERCP group than in the control
group (8.4±6.1 d, 16.1±19.0 d, 19.1±19.3 d, 41.3±20.0 d,
P <0.05). Complication rate (53.9 %) and mortality rate
(0 %) in ERCP group were lower than those of control
group (80.0 %, 23.1 % P <0.05). 17 cases had early com-

plication (18.7 %) in ERCP group. Of them,biliary tract
infection occurred in 2 cases (2.2 %), retroperitoneal pneu-
matosis in 1 case (1.1 %), bleeding of digestive tract in 1
case (1.1 %), deterioriation of pancreatitis in 13 cases. 15
patients were cured by medication treatment. Operations
were performed in one patient. One patient died.

CONCLUSION: ERCP and endoscopic therapy are safe and
effective for patients with acute pancreatitis.

Wang D, Li ZS, Zhang WJ, Pan X, Sun ZX, Zou XP. Value and safety of
ERCP and endoscopic treatment for acute biliary pancreatitis. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(10):1550-1553

摘要

目的: 探讨急性胆源性胰腺炎患者内镜逆行胰胆管造影

(ERCP)及内镜治疗的应用价值和安全性.

方法: 91例次急性胆源性胰腺炎患者作ERCP及内镜治

疗 其中轻型胰腺炎78 例 重症胰腺炎13 例. 以同

期保守治疗的重症胆源性胰腺炎15例作为实施ERCP

的重症胰腺炎的对照组. 观察患者胰腺炎的确切病因

治疗效果及并发症发生情况.

结果: 56 例为胆道疾患 其中胆总管结石26 例 胆
囊结石17例 微胆石4例 胆管炎9例. 乳头旁巨大
憩室 3 例 乳头及胆总管下端炎症 5 例 2 例次为胰
管分裂 25例ERCP未见异常. 46例做了内镜下治疗
其中内镜下十二指肠乳头括约肌切开术及取石术21例
次 2例次作了副乳头切开及扩张术 19例次作了鼻胆
管引流术. ERCP组中重症胰腺炎的腹痛缓解天数(4.4
2.0 d) 体温正常时间(5.0 3.4 d) 白细胞正常时间
(6.5 5.4 d)及平均住院天数(21.9 8.4 d)明显短于对照
组(8.4 6.1 d 16.1 19.0 d  19.1 19.3 d 41.3
20.0 d P <0.05). 淀粉酶正常时间(3.4 1.6 d)与对照组
(4.5 2.8 d)比较无差异(P >0.05) 并发症发生率(53.9 %)
和死亡率(0 %)也低于对照组(80.0 % 23.1 %). ERCP后
出现早期并发症17例(18.7 %) 其中胆道感染2例(2.2 %)
腹膜后积气1例(1.1 %) 消化道大出血1例(1.1 %)
胰腺炎加重13例. 经内科保守治疗痊愈15例(88.2 %)

外科手术治疗1例(1.1 %) 死亡1例(1.1 %).

结论: 急性胆源性胰腺炎患者ERCP可发现确切病因

内镜治疗是有效的 安全的.

王东, 李兆申, 张文俊, 潘雪, 孙振兴, 邹晓平. 急性胆源性胰腺炎内镜诊治疗
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0   引言

急性胆源性胰腺炎(acute biliary pancreatitis ABP)是消

化系常见急症 并发症(15-50 %)和死亡率(20-35 %)

高 早期诊断 采取适合的治疗措施非常重要 [1, 2]. 近

年来 通过内镜逆行胰胆管造影(endoscopic retrograde

cholangi-opancreatography ERCP)进行内镜下乳头括约肌

切开(endoscopic sphincterotomy EST)及内镜鼻胆管引

流术(endoscopoc nasobiliary drainage  ENBD) 已成为

治疗的重要治疗手段[3]. ERCP及ENBD可以明确ABP的

病因 指导采取合适的措施 降低死亡率和并发症[4]. 我

院自2000-01/2002-01对 91例ABP患者作了ERCP及

ENBD 其中的13例重症急性胆源性胰腺炎(severe acute

biliary pancreatitis  SAP)与同期行保守治疗的15例SAP

患者进行对照研究 以探讨其应用价值及安全性如下.

1   材料和方法

1.1 材料  91 例ABP中男49例 女42例 年龄18-75

(平均51 14)岁. 入院即刻行CT检查48例 Bakthazar

A级15例(31.3 %) B级18例(37.5 %) C级8例(16.7 %)

D 级 4 例(8.3 %) E 级 3 例(6.3 %). A B C 级症状

无好转者72 h内再次行CT检查12例 其中D E级9

例 结合Ranson及APACHE 评分 确定SAP13例

轻型胰腺炎78 例. 选取同期保守治疗的15 例 SAP 为

ERCP组中SAP的对照组. ERCP组 SAP的Ranson 及

APACHE 评分分别为3.2 0.9和 9.8 2.8 与对照

组SAP (2.8 0.9 9.7 6.3)相比无明显差别(P >0.05).

Bakthazar CT分级两组无差别(P >0.05).

1.2 方法  ABP 常规给予禁食 胃肠减压 抑酶抑酸

及预防感染治疗. 对伴随梗阻性黄疸 化脓性胆管炎

胆总管扩张的SAP 治疗24 h 未好转 24-72 h 内急

诊ERCP及ENBD. 轻型胰腺炎具有胆总管结石 胆总

管扩张等ERCP指征者 于症状消失 淀粉酶及白细胞

正常后择期行ERCP. ERCP组患者术前10-15 min静注

地西泮5-10 mg 丁溴东莨菪碱20 mg和(或)哌替啶25-

50 mg. 内镜选用Olympus JF-200 JF-230及 JF-30型

十二指肠镜 造影剂选用30 g/L泛影葡胺 操作者均

为相对固定 有一定经验的医生和护士 争取行胆管及

胰管分别显影 胰管造影时控制造影次数(小于3次) 造

影剂量及腺泡造影 常规作X线摄片. ERCP术后常规

禁食 12-24 h 并常规给予预防感染 补液治疗. 行

EPT者静滴止血药. 胰管显影 术后3 h淀粉酶高于正

常者加抑酶抑酸治疗. 观察SAP的腹痛缓解天数 体温

正常时间  淀粉酶正常时间 白细胞正常时间及平均住

院天数. 详细记录ERCP组并发症情况及处理.

        统计学处理  均数的统计采用两组完全随机化 t检

验. 率的显著性差异采用Fisher 的精确检验.

2   结果

ERCP91例均成功. 胆总管结石26例 微胆石4例 单

纯胆囊结石 17 例 胆管炎 9 例 乳头旁巨大憩室 3

例 胰腺分裂症 2 例 乳头及胆总管下端炎症 5 例

共66例明确了病因. 25例ERCP未见异常. 对有内镜治

疗指征者进行相应治疗: 有21例胆管结石 1例乳头狭

窄及3例胆总管下端炎症患者在ERCP的同时施行内镜

下十二指肠乳头括约肌切开术(EPT)及取石术 19 例

有胆管多发结石及碎石者作了鼻胆管引流术 2 例次

胰腺分裂症患者作了副乳头插管造影及扩张治疗. ERCP

组中 SAP 的腹痛缓解天数 体温正常时间 白细胞

正常时间及平均住院天数明显短于对照组. 淀粉酶正常

时间两组无明显差别(表1). ERCP组SAP的并发症发生

率(80 % vs 54 %)和死亡率(23 % vs 0 %)明显低于对照组

(P <0.05).

表1  两组重症胰腺炎指标比较(d, sx ± )

ABP       腹痛缓解 a  体温正常   白细胞正常       住院    淀粉酶正常

ERCP组      4.4 2.0     5.0 3.4     6.5 5.4     21.9 8.4    3.4 2.8

保守组        8.4 6.1   16.1 19.0   19.1 19.3   41.3 20.0   4.5 2.8

aP <0.05, vs control group.

        本组ERCP治疗后胆道感染2例 腹膜后积气1例

经内科治疗痊愈. EST后大出血1例经内镜和内科保守

治疗不佳 转手术止血治愈. ABP加重13例(14.3 %) 其

中轻型11例 重型2例. 1例原为轻型胰腺炎 ERCP

术后转为重症胰腺炎后死亡. 其余均经保守治疗后痊愈.

3   讨论

在西方国家BP占胰腺炎年发病数的34 -54 % 我国在

60 %以上 其次为酒精性及先天性(如胰腺分裂症)[5, 6].

ERCP在明确病因方面有较大优势. B超 CT显示胆石

的敏感性和特异性约为50 -70 % 而ERCP诊断结石

的敏感性可达95-100 %. 本组91例ERCP检查56例为

胆道疾患 特别是胆道微结石可能占相当比例(文献报

道5 -7 %) 常规影像学包括ERCP 常不能确诊 经

内镜取胆汁镜检是确定诊断的惟一方法[7]. 本组微胆石4

例 占6.1 %. 胰腺分裂  胰管结石及乳头旁巨大憩室

亦占一定的比例 为不可忽视的发病因素. 有胆管炎 黄

疸 胆总管扩张的BP 或症状进行性加重 ERCP+EST

应尽早进行 最为理想的是发病后24 h内施行[8, 9]. 轻

症胆源性胰腺炎和临床症状好转者 如有指征可待病情

平稳后进行. 本组资料显示 13例SAP患者在发病后4-

72 h 进行ERCP及 EST 可见突发释放出浓缩胆汁和

脓液 患者病情改善 同时住院时间 并发症和死亡率

显著低于常规治疗组[10, 11]. ERCP及EPT具有创伤小

操作相对较简单 成功率高等优点[12]. 本资料表明早期

ERCP后出现胆道感染2例(2.2 %) 经ENBD及内科保

守治疗痊愈. ERCP后胆管感染是常见的并发症 通常

是由于器械污染 向胆管内注入过量的造影剂 胆管
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狭窄 胆管结石或碎石未彻底取干净引起胆汁引流不

畅而致感染及败血症. 本组病例提示 伴有胆管狭窄和

实施碎石后的胆源性胰腺炎应特别重视 一方面尽量

少注造影剂 另外要保证引流通畅. ERCP术后胆道感

染病情凶险 要早期处理 最重要的是ENBD 尽快胆

道减压 同时加强抗生素治疗. 消化道大出血1例发生

于伴有乳头旁巨大憩室 化脓性胆管炎的胰腺炎 行

EST取石后出现大出血 内镜治疗及动脉插管栓塞治疗

无效 转外科手术治疗痊愈. EST后出血量一般较少且

为自限性 不必停止操作. 大的出血多由于切割了十二

指肠后动脉血管变异分支 也可能为患者伴有凝血机制

障碍. 此时可用乳头切开刀的凝固和混合电流予以烧灼止

血 也可用内镜注射针向括约肌切开部位注射0.1 g/L肾

上腺素 出血凶猛时可用金属夹止血 若仍无效应行动

脉插管栓塞治疗或急诊外科手术治疗[13]. SAP多伴有梗

阻性黄疸 胆道感染甚至败血症 出血危险性相对加

大 应力求简单有效的操作 不可一味追求一次完全解

决问题 盲目实施复杂操作. 胰腺炎加重13例(14.3 %)

术后变为SAP死亡1例(1.1 %). 该患者为轻型胆源性胰

腺炎症状消失后行ERCP 距胰腺炎发病7 d 手术中

乳头插管困难 反复插管多次才造影成功 未见胆总管

结石 未行EPT. 术后5 h出现剧烈腹痛 恶心呕吐 血

淀粉酶和白细胞明显增高 并发多器官功能衰竭2 d后

死亡. ERCP后胰腺炎的发生可能与插管困难 反复多

次胰管显影 注入过量造影剂 对胰管开口造成机械

性损伤等因素有关. 多数患者仅有一过性血淀粉酶升高

或伴有恶心 呕吐 腹痛及左上腹轻压痛等急性胰腺

炎表现 多无腹膜炎 经3-5 d 内科保守治疗可完全

恢复. 但有少数患者一般情况差 病情复杂 可发展

成出血坏死型胰腺炎甚至死亡. 应认识到急性胰腺炎是

一严重的全身性疾病 要积极完善术前检查 严格选

择适应证 除外ERCP检查及治疗的禁忌证. ERCP操

作中 争取选择性插管 避免胰管显影. 注射造影剂

压力及速度均应严格控制 以显影能明确诊断即可

禁忌过量造影及腺泡显影. ERCP后 仍应进行全面的

积极治疗 直至完全恢复为止.  本组重症胰腺炎行

ERCP及内镜治疗后未出现严重并发症 可能与严格选

择适应证 尽早进行内镜干预 并由经验丰富的医师实

施手术 术中尽量采取简单有效治疗措施有关[14].

       近年来 内镜介入治疗已成为急性胆源性胰腺炎

的一个重要治疗手段 并取得了较为满意的效果[15-20].

2002年美国国立卫生院发布的急性胰腺炎诊疗规范和

2002-03在泰国召开的亚太胃肠病学会议发布的急性胰

腺炎诊治规范中均将内镜治疗列为水肿性和坏死性胆

源性胰腺炎的早期治疗措施加以推荐[21].

        文献报道的ERCP术后并发症发生率差异较大 如

急性胰腺炎的发生率为从0.74 %到 5.2 %不等[22]. 可能

与评判标准 研究方法 患者组成 操作复杂程度及操

作水平不同有关. 目前认为的危险因素有插管困难 括

约肌预切开 初级ERCP医师 胰管显影剂胆管引流

不畅等[23-27]. 从本组情况来看 SAP患者行ERCP可发

现确切病因 内镜治疗是有效的 安全的. 为了减少ABP

实施ERCP及内镜治疗的危险性 我们认为应注意以下

方面: (1)治疗性ERCP 必须由技术熟练的内镜医师操

作 成功率应在90 %以上; (2)ERCP时应尽量避免胰管

显影; (3)在 ERCP的同时进行EST 尽可能在首次内镜

下完全清除胆总管内结石; (4)取石失败并估计自发排石

困难者和ERCP或EST失败的患者都应立即进行手术

治疗; (5)尽可能在24 h内行EST 超过72 h EST则并发

症增加[32, 33].
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清华大学生物信息学研究所 生物信息学教育部重点实验室

     1998年清华大学信息科学技术学院和生物科学技术学院联合成立我国首家生物信息学研究所,李衍达院士为首任所长. 2002-01在清华大学生物

信息学研究所,及自动化系 生物系 计算机系 物理系等院系中进行生物信息学研究的实验室基础上,建立清华大学生物信息学教育部重点

实验室.实验室第一任主任为郑纬民教授,副主任为张学工教授 刘湘军教授和孙之荣教授.

1   学术地位

为我国第一个生物信息学重点实验室,是清华大学985 重点建设学科. 是首届(2001 年) 第 2 届(2002 年)中国生物信息学大会(包括 中医药现代

化圆桌会议 )的承办单位. 2002 年面向全国 40 多个高等院校和科研单位组织承办了 龙星计划 系列课程 生物信息学 的课程讲学,为推

动和促进我国生物信息学研究起了重要作用.

2   硬件条件

由生物信息学研究室 功能基因组学实验室 中医药信息学研究室(包括中医药生物信息学 中药化学信息学等) 网络实验室组成.在生物

信息学 生命科学的基础研究 医学与药学应用基础研究等方面的研究设备精良; 并建立集基因组学 生物信息学 功能基因组学和医药研

究一体化的研究平台. 实验室面积2 000 m2; 部分正在重点扩建. 预计2004年对外开放.

3   技术力量

实验室目前有中科院院士1人,来自清华大学自动化系 生物系和计算机系的常任科学家7人.该室是博士 硕士学位授予点,设有博士后流动站.学

术委员会由15 名国内外著名专家组成,其中包括生物学 医学 生物化学 生物物理 信息学 计算机 数学等多个领域的专家,有中科院院士9

名,还有美国哈佛大学 耶鲁大学和美国冷泉港实验室的生物信息学及分子生物学专家3名. 吴旻院士 强伯勤院士分别任学术委员会名誉主任

主任;美国科学院院士 著名数学家林家翘(C.-C. Lin)教授任学术委员会顾问.

4   研究特色

实验室近期内主要在以下方向上开展一系列的研究工作: (1)复杂疾病及基因调控网络研究,包括基因型数据 表达谱数据和蛋白质谱数据的分析,

疾病分类和致病基因发现等; (2)中医药生物信息学研究,包括证候的基因组学和信息学研究; 中药方剂的信息学与化学信息学研究; 针对特定疾病的

中药药效客观鉴别体系与技术研究; 中药生产自动化技术研究等; (3)基因组信息结构分析,包括基因选择性剪接的分析 基因及其调控因子的预测

基因注释 SNPs 及单倍型分析等; (4)蛋白质结构 功能和进化规律的研究; (5)用于生物信息学的高性能和网格计算技术研究.

5   科研方向

目前承担的课题有: 863 课题 精神分裂症易感基因的研究 , 蛋白质结构和功能预测的新方法新算法研究 , 基因功能预测与药物靶标发现研究 ;

NSFC重点项目 复杂系统意义下的生物信息学中若干问题研究 类风湿性关节炎寒热证候的基因组信息学研究 ; NSFC项目 基于神经内分

泌免疫网络仿真的寒热证候整体规律研究 , 蛋白质超家族进化及其机理研究 , 基因芯片数据分析中的模式识别问题研究 , 生物序列分析的高效

并行算法研究 , 面向研究目标的生物信息学数据平台与数据挖掘 ; 科技部前期研究项目 功能基因组系统学理论与技术方法前期研究 ; 973 项

目 中国人口出生缺陷德遗传与环境可控性研究 等. 已在NUCLEIC ACIDS RESEARCH,JOURNAL OF BIOMOLECULAR STRUCTURE &

DYNAMICS,JOURNAL OF MOLECULAR BIOLOGY,FEBS LETTERS,WORLD JOURNAL OF GASTROENTEROLOGY, COMPUTERS IN

BIOLOGY AND MEDICINE 发表论文数十篇.

6   国际协作

与美国Harvard 大学 Cold Spring Harbor 实验室 Boston 大学 The Catholic University of America 英国University of Ulster 信息学院 丹

麦技术大学(DTU)生物序列分析中心(CBS) British University (Canada)等,在学术交流 项目合作 研究生培养等方面具有长期良好的合作关系.

7   封面图片

A 实验室部分成员张学工(左1),李衍达(左 2),季梁(右 2) ,李梢(右 1)合影; B 施蕴瑜院士(左1) 强伯勤院士(左2) 郝柏林院士(左3) 李衍达院士

(右3) 洪德元院士(右2)等及各界专家 领导在重点实验室成立大会上; C 应用 ISOMAP分析基因芯片数据得到的六种典型基因表达模式; D 重复

测量设计药理学资料的模式识别PARM算法.

8   通讯地址

100084,北京市清华园1号,清华大学生物信息学研究所,清华大学生物信息学教育部重点实验室.  zhangxg@tsinghua.edu.cn
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Abstract
AIM: To study on the expression characteristics of ChAT,
GAD65 and PKC enzymatic activities and their clinicopatho-
logical significance in the tissues of chronic pancreatitis
and pancreatic carcinoma.

METHODS: The enzymatic activities of ChAT, GAD65 and
PKC were detected by immunohistochemical method of
avidin-biotin complex on formalin-fixed and routine paraffin-
embedded sections of specimens of chronic pancreatitis
(n =10) and pancreatic carcinoma (n =47).

RESULTS: The positive rate and the score of ChAT, GAD65
and PKC were significantly lower in 10 cases of chronic
pancreatitis than that of pancreatic carcinoma (ChAT, 0 %
vs 48.9 % , 0.2±0.4 vs 2.2±1.4; GAD65, 10.0 % vs 55.3 %,
0.6±0.9 vs 2.2±1.2; PKC, 10.0 % vs 57.4 %, 0.6±0.9 vs
2.1±1.6). The score of ChAT was significantly higher in
well-differentiated adenocarcinoma than that of poorly-
differentiated adenocarcinoma (P <0.05). The positive rate
and the score of GAD65 or PKC were significantly lower
(GAD65, P <0.05; PKC, P <0.01) in cases of well-differenti-
ated adenocarcinoma than in cases of poorly-differentiated.
No difference was found for the enzyme expressions and
the clinicopathological characteristics among different sex,
age, with or without metastasis of pancreatic carcinoma.
A highly positive correlation was found between the scores
of GAD65 and PKC in pancreatic carcinoma.

CONCLUSION: The expression of enzymatic activities of
ChAT, GAD65 or PKC might be related to the carcinogenesis,
progression and biological behaviors of pancreatic
carcinoma. They might be important biological markers of

pancreatic carcinoma.

Yang ZL, Wang QW, Deng XH, Li DQ, Lü F, Li YG. Enzymatic activities
of ChAT,GAD65 and PKC in pancreatic carcinoma tissues. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(10):1554-1557

摘要

目的: 研究ChAT GAD65和PKC 酶活性在慢性胰腺炎和

胰腺癌组织中表达特征及其临床病理意义.

方法: 胰腺癌(n =47)和慢性胰腺炎(n =10)手术切除标本经

40 g/L 中性甲醛固定后常规制作石蜡包埋切片 ChAT

GAD65和PKC 酶活性表达染色方法均为常规ABC免疫组

化法.

结果: 胰腺癌ChAT GAD65和PKC表达阳性率(48.9 %

55.3 %和57.4 %)及其评分(2.2 1.4 2.2 1.2 和 2.1

1.6)明显高于慢性胰腺炎阳性率(0 % 10.0 %和 10.0 %)

及其评分(0.2 0.4 0.6 0.9 和 0.6 0.9) 均有显著

或高度显著性差异(P <0.05 或P <0.01). 高分化腺癌ChAT

评分值明显高于低分化腺癌(P <0.05) 但阳性率之间无明

显差异(P >0.05);高分化腺癌GAD65 PKC表达阳性率及

其评分明显低于低分化腺癌 均有显著或高度显著性差异

(P <0.05 或 P <0.01). 酶活性表达与胰腺癌患者性别 年

龄 有无转移等临床特征均无明显关系. GAD65 评分与

PKC评分存在高度密切关系(r =0.50 P <0.01)

结论: ChAT GAD65和PKC酶活性表达特征可能与胰腺

癌发生发展及生物学行为有密切关系 均为胰腺癌 重要生

物学标志物.
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0   引言

胆碱乙酰转移酶(choline acetyltransferase ChAT)在胆碱

能神经元和神经纤维及细胞运动中起重要调节作用 是

胆碱能神经元特异性标志物[1-6]. 谷氨酸脱羧酶(glutamate

decarboxylase GAD)有两种异构体(即GAD65 和GAD67)

二者与 -氨基丁酸(GABA)能系统的功能代谢存在密切

关系 是GABA 合成的关键酶[7-9]. 蛋白激酶C (protein

kinase C PKC) 在信号转换 细胞分化和生长过程中

起重要作用[10-13]. 新近发现ChAT表达活性与恶性肿瘤细

胞发生及侵袭潜能有关[14-16] GAD65和PKC表达活性



与恶性肿瘤发生发展及生物学行为有较密切关系[17-30].

国内外尚未见胰腺癌该方面研究的文献报道. 我们应用

免疫组化方法研究胰腺癌和慢性胰腺炎组织中ChAT

GAD65和PKC酶活性表达及其生物学意义.

1   材料和方法

1.1 材料  收集湘雅医院和湘雅二医院1996-01/2001-12

手术切除胰腺癌标本 47 例 (术前均未进行化疗和放

疗) 男35例. 女 12例 年龄21-73 (平均50 12)岁.

均来源于胰腺导管上皮 包括高分化腺癌 19 例 中

分化腺癌8例 低分化腺癌17例和黏液腺癌3例. 临

床和(或)病理证实发生胰腺外转移(区域淋巴结或胰腺外

组织器官)36例 (76.6 %). 另收集慢性胰腺炎手术切除标

本10例 男6例 女4例 年龄35-65(平均42 7岁).

上述标本经40 g/L中性甲醛固定后 常规制作石蜡包

埋连续切片 切片厚4 µm. 兔抗人ChAT GAD65多
克隆抗体 鼠抗人PKC单克隆抗体 生物素标记羊抗

兔 IgG 生物素标记羊抗鼠 IgG ABC 试剂 以及

DAB-HCL显色试剂盒均购自武汉博士德公司.

1.2 方法  ChAT GAD65和 PKC表达染色方法均为常

规ABC免疫组化法(具体染色步骤略) 镜下观察5个

高倍镜视野染色结果 细胞质内含棕黄色颗粒者为

ChAT和GAD65阳性细胞 细胞膜含棕黄色颗粒者为

PKC阳性细胞; 根据免疫组化着色强度评分(0 分 无;

1 分 弱; 2 分 中; 3 分 强)和阳性细胞率(0 分 小

于5 %; 1分 5-10 %; 2分 11-20 %; 3分 21-50 %;

4 分 大于 50 %)之和为该病例评分值 且将评分值

0-2分定为阴性表达病例(-) 大于 2分定为阳性表达

病例(+). 以 0.05 mol/L PBS 液(PH7.4)代替一抗作为染色

阴性对照或替代对照 以多次替代对照有效的乳腺癌

切片作为染色阳性对照.

        统计学处理  将所得数据输入SPSS10.0软件包进行

χ2检验 t检验及 Fisher s 精确概率法 检验水准
=0.05和 =0.01.

2   结果

ChAT和GAD65 免疫组化反应产物主要定位于细胞质

偶见细胞核着色(图1 2). PKC免疫组化反应产物主要

定位于细胞膜 部分病例定位于细胞膜和细胞质(图3).

三者在癌组织中分布呈较明显异质性 同一切片中癌组

织内阳性细胞着色强度和阳性细胞率可有较明显不同. 慢

性胰腺炎导管上皮三者阳性率及其评分明显低于胰腺癌

均有显著或高度显著性差异(P <0.05 或 P <0.01 表 1).

高分化腺癌ChAT 表达阳性率及其评分明显高于中

低分化腺癌 与低分化腺癌相比其评分有显著性差异

(P <0.05). 低分化腺癌GAD65 PKC表达阳性率及其评

分明显高于中 高分化腺癌 与高分化腺癌比较均有显

著或高度显著性差异(P <0.05 或P <0.01). 三者表达阳性

率与性别 年龄及有无转移均无明显关系(P >0.05 表2).

ChAT表达评分与GAD65 PKC表达评分无明显相关

性(P >0.05) 但GAD65与PKC表达评分呈密切正相关

(r =0.50 P <0.01).

表1  胰腺癌组织ChAT, GAD65和PKC酶活性表达

          阳性率(%)         评分值( sx ± )
分组 n

ChAT GAD65 PKC ChAT  GAD65    PKC

胰腺炎 10  0.0 10.0 10.0 0.2 0.4 0.6 0.9 0.6 0.9

胰腺癌 47 48.9b 55.3a 57.4a 2.2 1.4b 2.2 1.2b 2.1 1.6a

aP <0.05, bP <0.01 vs 胰腺炎.

表2  胰腺癌临床病理特征与ChAT, GAD65和PKC表达的关系

          阳性率(%)                     评分值( sx ± )
 n

ChAT GAD65 PKC    ChAT GAD65 PKC

男 35 48.6 51.4 57.1 2.3 1.5 2.1 1.3 2.1 1.5

女 12 50.0 66.7 58.3 2.0 1.1 2.6 0.9 2.1 1.7

年龄小于45 15 40.0 60.0 66.7 2.2 0.9 2.5 1.0 2.4 1.5

大于或等于45 32 53.1 53.1 53.1 2.2 1.6 2.1 1.3 2.0 1.6

高分化腺癌 19 63.1 42.1 47.3 2.7 1.4 1.8 1.4 2.0 1.5

中分化腺癌   8 37.5 50.0 37.5 1.9 1.5 2.2 0.9b 1.2 1.5

低分化腺癌 17 35.3 76.5a 82.4a 1.8 1.2a 2.8 0.9b 2.8 1.5c

黏液腺癌   3 66.7 33.3 33.3 2.0 1.7 1.3 1.5 1.3 1.5d

转移  无 11 45.5 54.5 63.6 2.5 1.6 2.1 1.6 2.1 1.6

           有 36 50.0 55.6 55.6 2.1 1.3 2.3 1.1 2.1 1.6

aP <0.05, bP <0.01 vs 高分化腺癌, cP <0.01, dP <0.01 vs 低分化腺癌.
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图1  胰腺高分化腺癌ChAT酶活性阳性表达ABC法 ×100.

图 2  胰腺中分化腺癌GAD65酶活性阳性表达ABC法 ×100.

图 3  胰腺高分化腺癌PKC酶活性阳性表达ABC法 ×100.

3   讨论

ChAT可能与肿瘤发生发展及生物学行为有密切关系

人类原发和转移性黑色素瘤存在ChAT和蝇覃碱乙酰胆

碱受体的表达 而正常皮肤黑色素细胞则缺乏 人类黑

色素瘤细胞株(SK-mel28)中 ChAT通过其受体调节瘤

细胞收缩和运动 认为与瘤细胞侵袭潜能有密切关系.

人类小细胞肺癌 畸胎瘤和神经母细胞瘤中ChAT能促

进癌细胞生长和增强其侵袭和发生转移的能力[14-16].

ChAT在其他恶性肿瘤中是否表达尚未文献报道. 我们发

现慢性胰腺炎导管上皮均呈ChAT阴性表达 胰腺癌阳

性表达率48.9 % 且高分化腺癌ChAT评分明显高于低

分化腺癌 但与胰腺癌是否转移无明显关系. 提示部分

胰腺癌表达ChAT 说明部分上皮性恶性肿瘤象黑色

素瘤一样存在ChAT ChAT可能通过其受体作用调节

肿瘤细胞生长 分化 运动及其生物学行为 其确

切作用机制有待深入研究.

        GAD65为 -氨基丁酸(GABA)合成的关键酶 而

GABA源性系统在调节细胞生长发育等方面起重要作

用 应用GABA受体拮抗剂处理后可抑制多种细胞的生

长发育[7-9].  近年研究发现恶性肿瘤(如结肠癌 乳腺

癌 胃癌等) GAD65表达水平明显高于其正常组织和

良性病变 认为GAD65表达与恶性肿瘤发生 生物学

行为等有密切关系[17-20]. 我们发现慢性胰腺炎导管上皮

GAD65表达阳性率及其评分明显低于胰腺癌 高分化

腺癌阳性率及其评分明显低于低分化腺癌 但与是否

转移无明显关系. 其结果与国外文献报道较一致 说明

GAD65表达特征与胰腺癌发生发展及生物学行为存在

密切关系 为胰腺癌重要生物学标志物之一.

        PKC是一大类结构功能不同的丝氨酸/苏氨酸激酶

家族 至少有12 种同工酶亚型. PKC广泛分布于哺乳

动物组织细胞中 具有多种生理功能 是一系列细胞级

联信号途径的关键环节[10-13]. 近年研究发现PKC表达在

恶性肿瘤生物学行为及肿瘤细胞多药耐药性形成方面

有重要作用 恶性肿瘤PKC表达水平明显高于正常组

织及其良性病变 多药耐药胃癌细胞株PKC表达水平

明显高于药物敏感细胞株[21-30]. 本结果显示慢性胰腺炎

中导管上皮PKC表达阳性率及其评分明显低于低分化

腺癌 但与有无转移无明显关系. 说明PKC表达与胰腺

癌发生及其恶性程度有密切关系 检测PKC表达水平

对指导临床胰腺癌化疗或放疗可能具有重要临床应用

价值. 其机制可能与PKC本身生物学作用有关.
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Abstract
AIM: To investigate the compositions and structure of crystal
materials in gallbladder stone and their roles in the formation
and growth of gallbladder stone.

METHODS: The crystal structure, section ultramicroscopic
structure and crystal compositions were observed with
polarizing microscope, SEM and X-ray diffraction analysis
respectively in single-blind trial.

RESULTS: Varied as it was in external and profile structures,
all kinds of particulate bilestones were chiefly composed
of crystalline cholesterol. The interference color order of
these crystals was the second blue-green, the double re-
fractive index n=0.022-0.025. These crystals in the
bilestone took the form of many microcrystals or polymer-
microcrystals, and the holes among microcrystals were
filled with some noncrystalline substance. The major com-
ponent of sandstone was bile pigment and bile pigment
salt, mainly noncrystalline substance. Sandstone belonged
to bile pigments stone.

CONCLUSION: Gallbladder stone is a special biological
crystal, mainly composed of cholesterol. Although change-
able crystallization environment in gallbladder does not
favor the growth of cholesterol crystals, cholesterol crystals

form the basic structure of particulate gallbladder stone,
deposition of noncrystalline substance facilitates further
growth of bilestone.

Wu J, Yang HM, Li JY, Song YD, Liu G. Structure pattern of gallbladder
stone in Chinese. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(10):1558-1562

摘要

目的: 探讨胆囊结石中晶体物质的组成 形态和结构及其

在胆囊结石形成与生长过程中的作用.

方法: 在单盲的条件下 分别用偏光显微镜 扫描电镜和

X射线衍射仪对35例人体胆囊结石的晶体结构 剖面超

微结构及晶体组成进行观察研究.

结果: 颗粒状胆囊结石尽管其外观和剖面的形态结构各不相

同 但都以结晶态物质为主 其主要成分为胆固醇晶体. 晶

体的干涉色级为二级蓝绿 双折射率 n=0.022-0.025. 胆

石中的晶体以密集分布的微晶体和微晶体集合体的形式存

在 其间隙被非晶物质填充. 泥沙状结石以非晶态物质为

主 其主要成分是胆色素和胆色素盐 属胆色素结石.

结论: 人体胆囊结石是一种特殊的生物晶体. 胆囊内多变的

结晶环境并不支持胆固醇晶体的完整发育 胆固醇晶体构

成了颗粒状胆囊结石的基本架构 非晶物质的沉积促使了

结石的进一步生长.

吴杰, 杨海珉, 李静仪, 宋一德, 刘刚. 国人胆囊结石的形态结构特征. 世界华

人消化杂志  2003;11(10):1558-1562

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1558.asp

0   引言

胆囊结石是全球性常见病 且发病率还在呈上升趋势[1-3].

结石的形态结构与成因有着直接的联系. 为了探讨胆囊

结石中晶体物质的组成 形态和结构及其在胆囊结石

形成与生长过程中的作用 进一步深入研究胆囊结石

形成的机制 为胆囊结石的治疗和预防提供一定的依

据 我们分别采用德国Leitx型高级偏光显微镜 国产

1000GKYKY型扫描电子显微镜 国产Y4Q型X射线

自动衍射仪 在单盲的条件下对35例人体胆囊结石的

形态结构特征进行全面的观察分析.

1   材料和方法

1.1 材料  胆囊结石取自昆明医学院第二附属医院肝胆

外科手术摘除的胆囊结石共35例 取出后用蒸镏水冲



洗干净 自然风干备用. 对照样品胆固醇和胆红素

均采用美国Sigma 公司的标样 其中胆固醇标样编号

C-8667 lot 54H8679. C27H45O Cholesterol. 胆红素标样

编号B-4216 lot 36H1001 C33H36N4O6 Bilirubin.

1.2 方法  将胆囊结石从中剖开 用放大镜观察胆结石

的外观及剖面形态 并按其剖面形态进行分类. 胆囊结

石取纵剖面 经细白刚玉粉打磨平整后 用加拿大树胶

粘固在载玻片上 固结后再用白刚玉粉 金刚沙手工打

磨至0.03 mm 再加上盖玻片胶粘固定 烘干后 用德

国Leitx高级偏光显微镜观察. 将不同类型的结石进行高

真空喷金处理制样 在国产1000G KYKY型扫描电子显

微镜下进行观察 对照样品也用相同的办法处理 用同

一扫描电镜在相同的条件下观察. 将干燥后的结石经玛

瑙乳钵研磨成粉末状 采用玻璃压片法制片 用国产

Y4Q型X射线自动衍射仪进行X射线衍射分析 Cu靶

石墨单色器 40 kV 30 mA 扫描范围2 -52 扫描

速度0.02 /s .

2   结果

根据常规的胆石剖面分类标准[4] 35 例胆囊结石可分

为 7 类 放射状石 20 例 放射年轮状石 5 例 岩层

状叠层石 1 例 铸型无定型石 4 例 沙层状叠层石 1

例 泥沙状石 1 例 混合性石 3 例.

2.1 胆囊结石的晶体结构  在正交偏光显微镜下 可见

各类颗粒状胆囊结石由许多密集分布的微晶体和微晶

体的集合体组成 这些微晶体和微晶体的集合体呈纤

维状 粒状 松针状 放射状 柱状 板状等多种形

态 排列有序 晶体间隙被非晶物质填充(图1).

图1  胆囊结石的晶体结构( 252). A: 纤维状; B: 粒状; C: 松针状; D:
放射状; E: 柱状; F: 板状.

2.2 胆囊结石的光学性质  在正交偏光显微镜下 可看

到胆囊结石中的晶体呈兰绿色 晶体的边缘为一级灰

白 由边缘向中央干涉色逐渐升高 构成不连续的干涉

色细条带 其中经过一条红带 (图2A). 当在与上 下偏

光镜振动方向呈45 角的方向上 插入光程差为530 nm

的石膏试板时 胆囊结石晶体的干涉色升高(图2B); 插

入光程差为147 nm的云母试板时 胆囊结石晶体的干

涉色降低(图 2C) 说明胆囊结石晶体的干涉色级为二
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级兰绿[5]. 根据干涉色谱表[5]其光程差R应为650-750 nm

而胆囊结石样片磨片的厚度 d =0.03 mm 由光程差公

式R = d  · (Ne-No)=d n [5]可计算出胆囊结石中晶体的

双折射率 n= 0.022-0.025.

图2  胆囊结石晶体的干涉色. A: 胆囊结石晶体的干涉色 ( 100); B:
插入530nm的石膏试板后干涉色升高  ( 100); C: 插入147nm的云
母试板后干涉色降低 ( 100);

2.3 胆囊结石的超微结构  在扫描电子显微镜下观察

各类颗粒状胆囊结石的超微结构均显示出多样性 即

使是在同一类结石的不同区域的超微结构都还有明显

不同. 但是 他们主要都是由条状或块状的胆固醇晶体

组成 这些胆固醇晶体有的排列成放射状 有的排列成

层状 有的排列成条索状 有的交错排列无一定的规律;

胆固醇晶体之间常见一些不规则的空隙; 在有的胆固醇

晶体之间 夹杂有少量的呈类球状颗粒组成的絮状团

块的胆红素结晶(图3).
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图3  胆囊结石的超微结构. A: 胆固醇标样( 2 000); B: 胆色素标样
( 1 500); C: 胆固醇晶体排列成放射状( 1 500); D: 胆固醇晶体排列
成层状( 1 500); E: 胆固醇晶体排列成条索状( 1 500); F: 胆固醇晶
体交错排列无一定的规律( 1 500); G: 胆固醇晶体之间不规则的空隙
( 1 500); H: 成絮状团块的胆红素晶体( 1 000).

2.4 胆囊结石的X射线衍射谱图  X射线衍射结果显示

颗粒状结石尽管其外观和剖面的颜色形态各不相同

但都以结晶态物质为主 其衍射谱图与胆固醇标样的

衍射谱图匹配良好 属胆固醇结石 其主要成分为胆

固醇(图 4A C); 泥沙状结石以非晶态物质为主 其主

要成分是胆色素和胆色素盐 属胆色素结石(图 4B

D).

图4  胆囊结石的X射线衍射谱. A: 胆固醇标样; B: 胆色素标样; C: 颗
粒状结石; D: 泥沙状结石.

3   讨论

在正交偏光显微镜下观察 人体胆囊结石由许多密集

分布的呈多种形态的微晶体和微晶体的集体合组成

这些微晶体和微晶体的集合体呈多种形态 排列有

序 晶体的间隙被非晶物质填充 这些晶体的干涉色

级为二级兰绿 双折射率 n=0.022-0.0025 说明人

体胆囊结石具有晶体的特征 确实是一种晶体. 但是他

们是一种特殊的生物晶体 特殊在他是由很多密集分

布的呈多种形态的微晶体和微晶体的集合体组成的晶

体 晶体的间隙由非晶物质填充 与一般晶体相比 胆

囊结石这种生物晶体的结构较疏松 易破坏 这就是在

体外采用物理方法如体外震波碎石等[6,  7]粉碎胆囊结石

的物理基础. 在扫描电镜下观察 各类颗粒状胆囊结石

尽管其外观 颜色及剖面结构各不相同 但他们主要

都是由排列成不同形式的胆固醇晶体组成 只是在有

的胆固醇晶体之间夹杂有少量的呈类球状颗粒组成的

絮状团块的胆红素结晶 说明这些胆囊结石的主要成

分都是胆固醇 此结论与用X射线衍射分析的结果和
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薄层扫描测定的结果完全吻合 与有关文献报道的人

体胆囊结石以胆固醇结石为主的结论也是完全一致的[1, 8].

       在胆囊结石样片中我们看到 所有颗粒状胆囊结

石均以胆固醇晶粒为结石主体. 但不同样品 甚至同一

样品不同区域晶粒的生长方式和发育程度都是各不相

同的 都未能生成完整晶体. 这反映出多变的胆囊环境

对晶体发育的限制. 同时我们也看到 在晶粒缝隙间非

晶物质的沉积对有形结石的形成是十分重要的. 胆汁中

晶核出现后 晶粒会很快长出 但胆囊内多变复杂的

结晶环境又不支持结晶体的进一步生长. 只有当晶粒间

有其他物质沉积 填充 形成有形的微小结石后 才

使得进一步的以此为基底的多核生长成为可能 并使

结石进一步长大. 由此看来 晶粒间填充物对结石生长

至关重要. 有研究表明 蛋白质在结石形成过程中可能

起重要的作用. 其中 糖蛋白的作用也许更为重要[9, 10].

在填充物中 难溶物主要由胆红素盐和蛋白质组成[11,12].

胆红素盐在微晶粒间填充并起促成核作用 而蛋白质

则构成晶体间网架.

        胆结石是胆汁中多种成分在多因素影响下相互作用

的结果[13-17] 但胆汁胆固醇过饱和是胆固醇结石形成

的重要条件[18-20]. 有关研究指出 胆固醇在胆汁中是以

微胶团和泡两种形式维持其溶解状态. 微胶团是胆固

醇-磷脂-胆盐的聚合体 而泡则为胆固醇-磷脂的

复合体[21-29]. 在胆汁中的促成核因子和抗成核因子的作

用下 二者在胆汁中形成一个热力学平衡体系 互相

联系 互相转换 对胆固醇的溶解和析出起着调节的

作用. 当胆汁中的促成核因子和抗成核因子平衡失调

时 泡胆固醇就会凝集 融合 从单层小泡到大层

小泡转而形成复层泡 析出胆固醇晶核基本单位 并

进一步形成胆固醇单水结晶 产生胆固醇沉淀而形成

胆固醇结石[30]. 我们在扫描电镜下观察 人体胆囊结石

主要由条状或块状的胆固醇晶体组成 这些胆固醇晶

体有的排列成放射状 有的排列成层状 有的排列成

条索状 有的交错排列无一定的规律. 这些实验结果

从形态学的研究上支持了上述观点.
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Abstract
AIM: To determine telomerase activity of exfoliated cells
in tuberculous peritonitis and malignant ascites, and study
the diagnostic value of telomerase activity in differentiating
tuberculous peritonitis from malignant ascites.

METHODS: TRAP-PCR-ELISA and TRAP-PCR-silver staining
were employed to determine  telomerase activity in 18
specimens of malignant ascites and 13 specimens of tu-
berculous peritonitis. Telomerase activities in tuberculous
peritonitis and malignant ascites were analysed.

RESULTS: Telomerase activity in malignant ascites (0.387±0.023)
was significantly higher than that in tuberculous peritonitis
(0.023±0.004, P <0.01). The positive rate of telomerase
activity in malignant ascites was significantly higher than
that in tuberculous peritonitis, 88.9 % (16/18) vs 7.7 %
(1/13), P <0.01. The sensitivity, specificity and accuracy
of determination of telomerase activity in diagnosis of ma-
lignant ascites were  88.9 %, 92.3 %, and 90.3 %,
respectively.

CONCLUSION: Telomerase activity is positive in malignant
ascites and may serve as a useful indicator for differentiating
between tuberculous peritonitis and malignant ascites.

Zhao JM, Li FC, Yu JH, Cui W, Fu BY, Sa WG. Telomerase activity in
tuberculous peritonitis and malignant ascites. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(10):1563-1565

摘要

目的: 研究端粒酶在结核性腹膜炎腹水与恶性腹水的活性水

平 探讨腹水端粒酶检测鉴别结核性腹水与恶性腹水的诊

断价值.

方法: 应用TRAP-PCR-ELISA方法和TRAP-PCR-银染法

分别对13例结核性腹膜炎和18例恶性腹水标本(肝癌7例

胃癌6例 结肠癌2例 胰腺癌1例 卵巢癌2例)进行定

性 定量端粒酶活性检测. 对比腹水细胞学检查 分析腹水

端粒酶活性鉴别结核性腹膜炎与恶性腹水的诊断价值.

结果: 恶性腹水组端粒酶活性(0.387 0.023)高于结核性腹

膜炎腹水组(0.023 0.004) 统计差异显著(P <0.01); 恶性

腹水端粒酶阳性率88.9  (16/18)明显高于结核性腹膜炎腹

水组7.7 (1/13) P <0.01. 仅1例结核性腹膜炎腹水端粒

酶阳性.

结论: 恶性腹水端粒酶阳性 结核性腹水端粒酶阴性. 腹水

端粒酶活性检测可能是鉴别结核性与恶性腹水的重要依据.

赵金满, 李福才, 于继红, 崔巍, 傅宝玉, 沙文阁. 结核性腹膜炎与恶性腹水端

粒酶活性. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1563-1565
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0   引言

良恶性腹水的鉴别诊断是临床常见的难题 尤其棘手

的是结核性腹膜炎与恶性腹水的鉴别诊断. 为探索良恶

性腹水的鉴别诊断 近年有很多检测指标被尝试应用.

如腹水AFP CEA 铁蛋白 腺苷脱氨酶 LDH 等

但由于这些指标受器官组织特异性或良恶性腹水有重

叠的限制 而使其实际应用价值大打折扣. 端粒酶的研

究发现 人类90 的肿瘤组织存在异常端粒酶活性

而正常组织细胞端粒酶活性低 甚至无端粒酶活性. 端

粒酶是一个不受组织器官限制的肿瘤标志物 故腹水

端粒酶活性的研究受到国内外关注[1, 2]. 我们探讨腹水端

粒酶活性检测鉴别结核性腹膜炎与恶性腹水的价值.

1   材料和方法

1.1 材料  2001-05/2002-12腹水患者31例 男15例

女16例 年龄22-67(平均48.6岁). 其中恶性腹水18例

(肝癌7例 胃癌6例 结肠癌2例 胰腺癌1例 卵巢

癌2例) 结核性腹膜炎腹水13例. 所有病例均未经放疗

或化疗. Telomerase  PCR-ELISA试剂盒(boehringer manheim

公司). PCR扩增仪(PTC-100-60 MJ RESEARCH 美



国) 酶标仪(Elx800 BIO-TEX 美国) 低温离心

机(RC-SC  DUPONT/SORVALL 美国).

1.2 方法  常规腹腔穿刺抽腹水10 mL 3 000 r/min离心

10 min 弃上清 PBS洗2次. 加裂解液200 µL 混匀
冰浴30 min; 4  16 000 g低温离心20 min 上清-80 

保存待用. 取细胞抽提液2 µL加 TRAP-PCR扩增反应
液 DEPC水补足至50 µL 按下列顺序在PCR仪上
进行扩增反应: 25  30 min 95  5 min循环1周期;

继以94  30 s 变性 50  30 s退火 72  90 s延

伸共循环30个周期; 最后72 延伸10 min. 取 PCR扩增

产物5 µL 加变性液20 µL 室温10 min 加入杂交
液后 取出100 µL 加入已包被的微孔板上 37 水
浴2 h 洗板 每孔加入酶标抗体100 µL 室温20 min
洗板 经TMB底物显色 室温20 min 终止反应 在酶

标仪上测吸光度值(A 460 nm-A 690 nm). 取上述PCR扩

增产物25 µL 加入125 g/L非变性聚丙烯酰胺凝胶上
进行垂直电泳 电泳完成后 取下凝胶进行银染. 显示

端粒酶特异性6-碱基阶梯带为阳性. 阴性标本不出现

6-碱基阶梯带. 腹水细胞学检测为本院检验科常规检查.

        统计学处理  均数比较显著性差异采用 t检验 率

的比较采用 χ2检验.

2   结果

在18例恶性腹水中端粒酶活性阳性检出率88.9  (16/18)

而在13例良性腹水中其阳性检出率仅7.7 (1/13) 两

组间差异显著(P <0.01). 恶性腹水组脱落细胞端粒酶活

性吸光度值(0.387 0.023)明显高于结核性腹膜炎组

(0.023 0.004) 差异显著(P <0.01). 腹水癌细胞阳性

者 端粒酶活性均阳性. 腹水端粒酶活性阴性者 癌细

胞均阴性. 细胞学诊断准确率77.4 端粒酶诊断准确

率达90.3 (表 1).

表1  端粒酶与细胞学诊断恶性腹水的敏感性及特异性( )

端粒酶 癌细胞

敏感性    88.9    61.1

特异性    92.3    100

阳性预测值    94.1    100

阴性预测值    85.7      65

3   讨论

目前良恶性腹水腹水鉴别诊断问题 尤其是结核性腹

膜炎与恶性腹水的鉴别一直未能得到满意解决. 由于缺

乏诊断结核性腹膜炎的敏感 特异性指标 同时也缺乏

诊断恶性腹水的广谱 特异性标志物 所以给结核性腹

膜炎与恶性腹水的鉴别诊断带来困难. 已有的腹水癌细

胞检查 虽有满意的特异性 但其敏感性不足; 肿瘤标

志物AFP CEA 明显受器官肿瘤来源限制; 铁蛋白

腺苷脱氨酶浓度在良恶性腹水之间存在一定重叠. 学者

们一直在寻找一项特异性的广谱肿瘤标志物 以供临

床需要 用于良恶性腹水鉴别诊断 但尚未取得突破

性进展. 因此在临床实际工作中往往需要多项指标联合

检测 以提高诊断正确率.

         端粒(telomere)是真核细胞染色体末端的一种特殊结

构 由串联排列的重复DNA 序列和端粒结合蛋白构

成 是维持染色体完整性的保护结构. 人类端粒DNA

序列一般 5-20 kb 细胞分裂一次 端粒丢失一段

缩短到一定程度时 出现细胞衰老或死亡. 端粒酶是一

种能延长端粒末端的核酸蛋白酶 由RNA和蛋白质组

成 能以其RNA为模板 反转录合成端粒DNA 并加

到染色体末端 以补偿细胞分裂时端粒DNA的缩短 维

持端粒长度. 所以 端粒酶的激活可导致异常分化的肿

瘤细胞不断分裂增生. 近年来 对各种恶性肿瘤端粒酶

活性的研究日渐广泛 深入 如胃癌[3-7] 肝癌[8-14]

结肠癌[15-19] 胰腺癌[20] 卵巢癌等[21, 22 ]. 端粒酶与肿瘤

细胞永生关系的确立 端粒酶被认为是目前已知最广

谱的肿瘤特异性的肿瘤标志物之一[23]. 并且对判断抗肿

瘤疗效 预后均有重要意义[24-28]. 国内外学者已将脱落

细胞端粒酶活性检测用于恶性肿瘤的诊断研究 如检

测肠灌洗液端粒酶活性诊断结肠癌[29] 检测胰液端粒

酶活性诊断胰腺癌[30-32] 检测腹水端粒酶活性诊断恶

性腹水等[2, 33-35]. 但将端粒酶活性检测用于结核性腹膜炎

与恶性腹水鉴别诊断的研究目前文献中尚少有报道.

        我们对腹水标本PCR产物分别采用杂交ELISA和

银染法检测了端粒酶活性 检测结果一致 定量法检测

为阴性的标本定性法检测亦为阴性. 研究发现恶性腹水

组中端粒酶活性为0.387 0.023 阳性率88.9 与文

献[1, 35]报道相近. 恶性腹水组端粒酶活性明显高于结核

性腹膜炎腹水组(0.023 0.004  阳性率7.7 P <0.01).

在恶性腹水中仅2例端粒酶阴性 而结核性腹膜炎中仅

1例端粒酶阳性. 另外 本实验中发现1例结核性腹膜炎

出现端粒酶活性增高 这种假阳性结果曾有报道 其原

因能是由于腹水中大量淋巴细胞所致[36]. TRAP-ELISA

是一高度敏感性检测方法 只要反应体系中有约10个

端粒酶活性细胞存在 即可检测出来. 与腹水癌细胞检

查比较 腹水癌细胞阳性者 端粒酶活性均为阳性. 在

5例腹水癌细胞阴性的恶性腹水中 端粒酶活性也呈阳

性. 端粒酶诊断的准确率(90.3 )明显高于癌细胞检查的

准确率(77.4 ). 说明腹水端粒酶活性检测对结核性腹水

与恶性腹水鉴别优于细胞学检查 二者联合应用更有

价值.

       本研究结果表明 腹水端粒酶活性检测鉴别结核

性腹膜炎腹水与恶性腹水 具有诊断特异性强 准确率

高. 我们认为腹水端粒酶活性检测是鉴别结核性腹膜炎

腹水与恶性腹水一项新的重要指标 腹水端粒酶活性

阳性时是提示恶性腹水的有力证据. 如能进一步克服假

阳性的影响 并改进实验方法 使其操作简单 方便

经济 这一指标更具有临床实用价值.
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摘要

目的: 本研究探索山莨菪碱联用地塞米松治疗腹部外科疾病

并发MODS患者的效果.

方法: 通过多中心 前瞻性 随机对照临床研究. 用法: 山

莨菪碱: 每次0.33 mg/kg 3次/d; 地塞米松: 每次0.33 mg /kg

3 次 /d; 静脉滴注或静脉推注 共3 d.

结果: 联用山莨菪碱 地塞米松治疗需手术的MODS患者

的治疗方案 使MODS抢救成功率进一步提高 死亡率

降低.

结论: MODS及MOF病因复杂  治疗困难 死亡率高

山莨菪碱联用地塞米松能遏止住患者的危重状态 为紧急

手术和下一步的治疗赢得时间 降低了死亡率. 而对重要脏

器无损伤作用.

岳茂兴. 山莨菪碱联用地塞米松治疗腹部外科疾病并发MODS临床研究的操

作方案. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1566-1568
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0   引言

多器官功能障碍综合征(MODS)是严重感染 创伤 休

克 大手术等原发病发生24 h后 机体同时或序贯发

生两个或两个以上器官或系统功能障碍的临床综合征.

据美国危重病医学会报道 美国每年约有75万例脓毒

症患者 其中22.5万例死于脓毒症相关的器官功能不

全 超过了急性心梗的死亡率 被认为是良性疾病的

第一死因. 我国目前尚缺乏详细统计资料. 若据此推测

每年约有300万例患者发生脓毒症. MODS病情凶险

死亡率高[1] 据国内外报道 脓毒症及其相关器官功

能不全的死亡率为30-50 % 而MOF(多器官功能衰

竭)患者死亡率高达56-77.8 %. MODS及MOF目前还没

有好的治疗手段 本研究探索降低患者死亡率的中西

医结合治疗措施[2-4]. 研究证实造成MODS患者死亡的3

个主要原因: (1)微循环病变不能及时控制和纠正. 因为

微循环病变(血管渗出和微血管栓塞)是腹部外科MOF

的重要发病基础 当微循环障碍不能及时控制和纠

正 并出现临床称之为微循环衰竭时 极易导致腹部

外科MODS及MOF患者死亡. (2)严重感染不能控制. 当

严重感染不能控制 常导致多种血管活性物质和炎性

递质细胞因子等的增加以及内皮细胞损伤 加剧了

MODS及MOF的进程 造成患者死亡. (3)高分解代谢始

终得不到纠正. 高动力型循环状态始终得不到纠正 致

使机体处于一种失控的代谢紊乱 免疫功能异常状态

常导致严重并发症的发生 造成死亡.

       遏止过度的炎症反应 改善组织器官的微循环和

代谢状况 是MODS治疗的重要一环. 山莨菪碱和地塞

米松是临床常用药物. 山莨菪碱是传统的M胆碱能受体

阻滞剂 其抗内毒素 抗休克 改善微循环 稳定

生物膜等作用已普遍被人们接受. 地塞米松也是常用的

传统药物之一. 他有拮抗机体的全身炎性反应 阻断中

性粒细胞 激活巨噬细胞 降低血小板活化因子(PAF)

和氧自由基(OFR)的产生 抑制PLA2及花生四烯酸代谢

产物的释放 保护生物膜 拮抗内毒素等作用. 将山莨

菪碱和地塞米松短程联合应用 其保护器官功能 阻

断炎性反应 改善微循环 降温 抗休克及对抗内毒素

的作用更强. 对重要脏器无损伤作用. 从我国的国情出发

选用疗效确切 价格低廉 并且适合于大范围抢救的药

物山莨菪碱和地塞米松. 并且无需特殊设备 药品广泛

对社会经济发展有显著意义

        提出并实验验证了山莨菪碱和地塞米松联用为特点

的综合治疗方法[5-10]: (1)能显著改善心 肝 肺 肾

功能 降低死亡率 减少药物副反应 优于单独应用.

(2)增加微循环灌注量和微循环内微粒移动的数量; (3)逆

转胃黏膜内pH值下降 改善组织氧供; (4)抑制血浆胃

泌素 胃动素水平的升高; (5)降低血浆TNF和LPO的水

平; (6)减轻组织细胞变性 坏死 减少微血栓的形成; 使

肾脏内皮素mRNA表达水平明显降低等. 临床救治中证

实其具有方便 经济 可靠 疗效显著的特点 能遏止



住患者的危重状态 还为紧急手术和下一步的治疗赢

得时间 降低了死亡率. 而对重要脏器无损伤作用.

       当前MODS的诊断 病情严重度评估尚无统一标

准 在治疗上国内外更无统一方案 亦无确切降低死亡

率的治疗方法 或缺乏多中心大样本的临床验证. 因

此 探讨MODS诊断及更有效的治疗方法 对提高抢

救成功率具有重大意义. 本课题拟在既往工作的基础

上 通过多中心 大样本前瞻性研究 以卫生经济

学观点 评价联用山莨菪碱和地塞米松治疗需手术

MODS 患者试验结果的科学性 准确性以及实际治疗

效果  以提高MODS的抢救成功率.

1   研究目的

(1 )通过多中心 前瞻性 随机对照临床研究 评价

联用山莨菪碱和地塞米松治疗需手术MODS患者的效

果; (2)探讨联用山莨菪碱和地塞米松治疗需手术MODS

患者的治疗机制; (3)降低需手术的MODS患者的死亡率.

2   考核指标

(1)试验结果的科学性 准确性; (2)衰竭器官恢复的时

间; (3) 28 d死亡率; (4)统计源期刊文章等.

3   研究方案

本研究为前瞻性 多中心 随机对照临床研究

3.1 病例选择标准  具备发生MODS的病因并符合MODS

的诊断标准 同时必须要进行手术的患者. (1)需要手术

处理的急性坏死性胰腺炎引起的MODS; (2)需要外科处

理的严重感染并发MODS; (3)多发创伤后并发的MODS

需要手术者; (4 )急性肠梗阻 肠扭转 肠坏死并发

MODS能手术解除病因者; (5)急性化脓性梗阻性胆管炎

并发MODS需要手术解除病因者; (6)肝脓肿需要手术引

流者. (7)需手术的MODS患者. (8)上述因素发生24 h后

按Marshall 标准(表 1)单一器官损伤积分=1分为系统

器官功能障碍(MODS) 大于等于3分为系统 器官功

能衰竭(MOF). (9)年龄18-65岁.

表1  MODS评分标准(Marshall 1995年)

      0       1           2              3  4

呼吸系统(PaO2/FiO2)  > 300     226-300   151-225     76-150      75

肾(血清肌酐 µmol/L) 100 101-200    201-350    351-500 >500

肝(血胆红素mg/L) 20   21-60       61-120    121-240 >240

心血管(PAR) 10.0  10.5-15.0  15.1-20.0   20.1-30.0  30.0

血液(血小板 ×109)  > 120   80-120     51-80        21-50      20

中枢神经系统      15   13-14      10-12         7-9 6

(Glasgow评分)

PAR(压力调整后心率)=心率 ×右心房(中心静脉)压 /平均血压.

3.2 排除标准  (1)有青光眼病史者; (2)凝血机制障碍患者;

(3)应激性溃疡及胃十二指肠溃疡病患者; (4)长期应用糖

皮质激素患者; (5)肿瘤晚期及各种严重消耗性疾病患者;

(6)年龄小于18岁或大于65岁; (7)有精神疾病病史者; (8)

心率大于140次 /分者.

3.3 剔除标准  (1)治疗未超过24 h死亡或出院者; (2)未

能坚持系统治疗者.

3.4 治疗方案  (1)山莨菪碱: 每次0.33 mg/kg 3次 /d. (2)

地塞米松: 每次0.33 mg/kg 3次 /d; 静脉滴注或静脉推

注 共 3 d.

3.5 防治可能发生的并发症   (1)为防治可能发生的并发

症应同时应用甲氰米胍等药物静脉注入 一般情况甲

氰米胍0.4g/次 2次 /d 以预防应激性溃疡的发生. (2)

为防治使用激素可能发生的感染扩散 应采用抗需氧

菌和抗厌氧菌抗生素联合正确合理应用 抗生素的应

用应该能覆盖引起感染的所有致病菌 采用对肝 肾功

能影响极小的抗生素 如抗厌氧菌的甲硝唑或替硝唑

和抗需氧菌的第三代头孢菌素.

       特别应该注意监测肠道菌群变化 积极防治二重

感染的发生 同时要连续动态监测电解质的变化 并及

时给予纠正.

3.6 观察指标  (1)临床症状和体征. (2)患者 28 d的死亡

率 ICU 死亡率 医院死亡率 住 ICU 的时间 住

院时间 各衰竭脏器恢复的时间. (3)实验室: (1)心血管:

动脉血压 心率 CK-MB EKG. (2)肺: 呼吸频率

节律 PaO2 吸入氧浓度 肺X光片. (3)肾: Cr BUN.

肝脏: ALT AST TBIL DBIL 碱性磷酸酶. (4)胃

肠: 血浆内毒素 肠鸣音 便潜血. (5)脑: 依据Glasgow

评分所涉及的项目观察.

3.7 手术有关要求  手术人员应基本固定 按操作常规

进行 以便尽量减少因手术熟练程度导致的误差. (1)手

术记录及围手术期记录更要详尽 仔细. (2)手术中尽可

能获取标本 进行常规病理检查及进一步的细胞 分子

生物学检查 提取脓液 体液 引流液 血液等进行培

养 生化检查及细菌学检测. (3)A B C 三组治疗上

的差别仅仅在于B组应用山莨菪碱: 每次 0.33 mg/kg

3次 /d;地塞米松: 每次0.33 mg/kg 3次 /d; 静脉滴注或

静脉推注 共3 d. C组应用地塞米松每次0.33 mg/kg

3 次 /d; 静脉滴注或静脉推注 共3 d. A 组不用 作

对照. 在总的治疗上是一样的 以便确定山莨菪碱和地

塞米松联用及单用地塞米松在需手术的MODS患者中

的效果. (4) A B C 三组应选择同病种 同病情随

机对照.

3.8 需病例的数量  根据WHO推荐的EPI6 软件计算

总数为300 例 每组 100 例.

3.9 本项多中心临床试验指定用药  (1)山莨菪碱注射液

(杭州民生药厂); (2)地塞米松注射液(天津金耀氨基酸有

限公司)

3.10 质控措施  包括制定并严格落实诊断标准 人员

培训计划 治疗观察表(包括变量清单 病例报告表)
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计算机编码表 随机表 对入选病例逐例检查 评

估 反馈 资料管理与统计(建立录入界面 双人录

入 电子核对) 中期评估与终期验收等. 成立课题专

家指导组 质量控制组 资料数据管理组等.
3.11 研究进度  (1)本课题实施年限为3(2002-11/2005-10);
(2)确定各参研单位 通过计算机网络等手段 实行网
上招聘及协会协作 组成多中心协作组 参加单位签定
协作合同. 并进行参加单位人员的培训与考核 启动课
题; (3) 2002-12/2005-06临床试验; (4)多中心 随机对
照完成300例MODS患者; (5) 2005-07/2005-10完成资
料统计分析 撰写论文 验收及申报成果.
3.12 不良反应填表说明  (1)应激性溃疡的发生; (2)二重
感染的发生; (3)出血严重程度判断; 严重或危及生命的出
血: 指颅内出血; 大量咯血(即1次咯血量>100 mL或24 h
累积咯血量>400 mL). 消化道大出血或腹膜后出血 引
起低血压状态或休克或需输血者. 轻度出血: 指皮肤
黏膜 肉眼及显微镜下血尿 血痰 或小量咯血 呕血
等(穿刺或注射部位少量瘀斑不计算在内). 中度出血: 介
于轻度出血与严重出血之间; (4)其他不良反应: 败血症; 内
毒素休克; 溶血; 低血容量性休克; 治疗不充分; 不良反应
的出现时间; 详细记录出现不良反应的年月日时.
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摘要

门脉高压性肠病是一种由门静脉高压症而致的非炎症性

的 独特的肠道黏膜病变  包括门脉高压性小肠病变和门脉

高压性结肠病变. 本文以门脉高压性结肠病变为主对其发病

率 内镜下表现等多个方面作一综述.

尹朝晖, 刘浔阳. 门脉高压性肠病. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1569-1571

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1569.asp

0   引言

随着对肝硬化门静脉高压症胃黏膜病变认识的加深

有学者渐认识到门静脉高压症肠黏膜病变的独特性

并提出门脉高压性肠病的概念 其主要包括门脉高压性

小肠病变(portal hypertensive enteropathy PHE) 门脉高

压性结肠病变(portal hypertensive colopathy  PHC)[1, 2]; 由

于小肠内镜检查的困难性 故有关门脉高压性肠病的

研究主要来自结肠病变 本文对PHC作一综述.

1   发病率

有关肝硬化门脉高压结肠黏膜病变的发病率报道不

一 从2.8-93 %不等[2-15]. 相差较大的原因可能为: (1)

实验组患者选择标准不一: 如Naveau et al [2] 选择64例

酒精性肝硬化患者进行研究 而Bini et al [5]的研究则包

括多种病因的肝硬化患者; (2)PHC判定标准不一; (3)检

查方法不同: 大多数学者应用结肠镜进行研究 但

Zaman et al [6]对71例等待行肝移植的肝硬化患者进行乙

状结肠镜检查 发现PHC为2.8 % (2/71) 而同样行乙

状结肠镜检查 Goenka et al [7]报道PHC在门脉高压患

者中发病率为12 % (9/75).

       综合多位学者的报道 PHC在门脉高压患者中发

病率大致为40.6 % (668/1647) 若除外乙状结肠镜检

查 PHC发病率约为43.8 % (657/1501) 皆高于对照

组4.5 % (15/334).

2   PHC内镜表现

2.1 诊断标准  PHC的内镜诊断标准尚未统一 主要有

下述争论焦点: (1)PHC是否包括直肠壁静脉曲张(rectal

varices RV)[2, 5, 8, 12 ]; (2)PHC是否包括黏膜肿胀[16].

         Naveau et al [2]认为直肠壁静脉曲张和黏膜血管扩张

(vascular ectasias VE)是 PHC的惟一内镜表现. VE诊

断标准: 扁平或轻度突起的直径小于10 mm的红色病

灶 其周围为正常状态下的黏膜表现 同时要排除操作

时抽吸或损伤引起的假象. RV诊断标准: 扩张的 突入

管腔的 直径3-6 mm直肠黏膜下静脉 其远端通向齿

线; 同时注意与痔血管区别 后者管径更粗且迂曲.

        Bini et al [5]将PHC定义为结肠炎样病变和 /或血管

病灶. 结肠炎样病变表现为结肠黏膜肿胀 红斑 颗粒

样变 弥漫分布的暗红色改变 易脆性和/或自发性出

血; 血管病灶表现为樱桃红点征 毛细血管扩张或血管

发育异常改变. 血管发育异常改变指病变位于结肠黏

膜 直径约10 mm 并伴有一供血管 外观呈绒球状; 樱

桃红点征是指散在的 清亮的红色斑点 周围为完整黏

膜[10]. Bini et al [5]尚提出PHC的分级标准 共分为三级:

级: 结肠黏膜红斑; 级: 结肠黏膜红斑并伴有黏膜马

赛克样改变; 级: 樱桃红点征 毛细血管扩张或血管发

育异常改变.

2.2 发病部位  Bini et al [5]研究发现在167例结肠镜检呈

结肠炎样病变的肝硬化患者中 病灶只位于脾曲远端

者占13.7 % (23/167) 脾曲近端者占12.6 % (21/167)

整个结肠皆可见者73.7 % (123/167); Tam et al [10]的研究

亦表明PHC 病灶在结肠内的分布是多发的 均匀的.

但其他一些学者的研究认为左半结肠多见[3, 12-15] 而

Kozarek et al [8]却发现PHC病灶多涉及右半结肠. 对此难

以用解剖学观点解释 有学者认为可能因患者群体不

同 入选条件不同 饮食习惯不同以及有些研究患者

数目较少等原因所致[14, 17].

3   PHC组织学表现

Lamps et al [18]应用HE和CD34染色的方法调查了46例

门脉高压患者及24例对照组结肠黏膜的组织学情况

与对照组相比 有73.9 % (34/46)门脉高压患者的结肠

黏膜血管扩张 中间层血管迂曲明显 分枝增多; 但未

见任何慢性结肠炎那样的黏膜弥漫性改变 其他改变

尚有黏膜轻度水肿 固有层黏膜灶性浸润 灶性黏膜结

构紊乱以及腺上皮反应性改变等. 结肠镜下PHC病灶活

检示 PHC结肠黏膜组织学改变主要是黏膜毛细血管

数目及直径增加 基底层增厚 且无明显炎细胞大量浸

润[1, 2, 10, 11].



4   PHC的临床表现

PHC多是因下消化道出血行结肠镜检查发现 而PHC

所致出血较少见 约占4 % [15, 19]; 亦缺乏特异的临床表现.

5   PHC的病理生理

5.1 血流动力学  Yamakado et al [20]研究发现HVPG大于

12 mmHg的肝硬化组较非门脉高压组PHC发病率高

同时有PHC的肝硬化患者的HVPG较无PHC者高 且

较后者常伴食管静脉曲张和PHG 其认为门脉压力升

高在PHC形成中起重要作用; 而且分流手术可使PHC

好转的报道 也提示门静脉压力与PHC间有一定相关

关系[8, 21, 22]. 然而也有研究发现PHC与 HVPG无明显相

关 [12]. 可能在PHC形成中门静脉压力升高并非惟一因素.

Ohta et al [23]发现门脉高压大鼠结肠黏膜局部血流量明显

升高.

5.2 血管活性物质  NO是一种有效的血管扩张因子 由

NOS催化L-精氨酸产生. Ohta et al  [23]发现门脉高压大

鼠结肠黏膜中 iNOS mRNA表达升高 但eNOS mRNA

表达无明显升高 认为NOS对局部结肠黏膜微结构和

异常血流改变起重要作用. Chen et al [12]检测到患者血浆

中胰高血糖素升高 但其水平与PHC有无相关性 可

能在PHC形成过程中不起重要作用.

6   影响PHC的因素

Misra et al [3]发现60例门脉高压食管静脉曲张患者未治

疗前PHC为 56.7 % (34/60) EVL治疗食管曲张静脉

消失4-6 wk后复查结肠镜示PHC仍为56.7 % (34/60);

Misra et al [15]尚发现39例食管静脉曲张患者EST前后

PHC发病率为60.5 % (23/39)和 66 % (25/39) 无统计

学差别; 作者认为EVL或EST后使黏膜下回流受阻 由

此形成的冲击对邻近的胃部影响较大 而对距离较远

的结肠无明显冲击. Ghoshal et al [13]亦认为食管曲张静脉

的消失与PHC的进程无明显相关. 但有学者研究认为食

管曲张静脉消失后PHC升高[9]. 对此矛盾的结果 有学

者质疑: PHC 是由于食管曲张静脉的消失直接引起

或仅仅为PH病程进展的结果[24 ] 此尚待大宗长期对比

资料研究.

        多项研究发现有肛直肠静脉曲张者PHC少见 可

能是存在的曲张静脉对结肠黏膜血流起减压作用[3, 13-16].

7   PHC的治疗

现阶段有关PHC的治疗多针对于其引起的出血 预防

性治疗尚无报道.

7. 1 PHC的非手术治疗治疗

7.1.1 药物治疗  Yoshie et al [25]应用奥曲肽(Octreotide)成功

治疗了一位因PHC出血的患者 其认为奥曲肽可安全

有效地治疗PHC所致急性出血 同时认为奥曲肽止血后

尚需普萘洛尔(Propranolol)及其他药物治疗以降低门静脉

压力 防止复发出血. Nardone et al [26]也有应用奥曲肽成

功治疗结肠血管发育异常病灶的报道. Ghoshal et al [13]报

道1例PHC便血患者应用普萘洛尔(120 mg/d)后 其结

肠处的樱桃红点征消退 血便停止; Misra et al [3]亦报道

应用普萘洛尔(40 mg 2 次 /d 共 4 d)成功治疗PHC

所致出血.

7.1.2 内镜治疗  Ohta et al [27]于结肠镜下应用热探头成功

治疗了1例结肠黏膜血管发育异常病灶引起的急性出

血 术后随访4 mo无再发出血. Kozarek et al [8]也有类似

报道. Santoro et al [28]尚有应用NdYAG激光 硬化 缝

扎治疗结肠出血灶的报道.

7.1.3 TIPS  Balzer et al [17]首次为1例75岁因PHC出血

的患者行TIPS治疗 术前示结肠内见多发的(50个以

上) 直径达15 mm的血管发育异常病灶 术后9 d结

肠镜示血管发育异常病灶的数目及大小均明显减少

术后 4 mo 示结肠黏膜规则 原病灶完全消失 同时

胃镜示原有的胃静脉曲张及PHG消失; 术后随访18 mo

无消化道出血和脑病.

7.2 手术治疗  PHC病变弥散 即使切除局部出血病变

的肠段 但术后仍可再发其他肠段出血 故局部切除

仅用于暂时止血而无助于根治[22]. 门腔分流手术不仅可进

行PHC急性止血 也可使局部肠黏膜病灶缓解 但远

期临床疗效未见报道[8, 21].

       上述所有治疗方法由于例数较少 尚无法对其疗

效做出确切评估. 对 PHC治疗方法的选择可能如PHG:

内镜治疗或药物治疗 TIPS 手术治疗.
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摘要

肝纤维化是近年学术界研究的热点 现一致认为肝纤维化

是肝脏对不同的病因(如病毒 乙醇 寄生虫等)所致的慢

性损害共有的应答反应 表现为肝脏细胞外基质各成分的

过度沉积及分布异常 是纤维增生和纤维降解不平衡的结

果. 如纤维化进一步发展 则引起肝小叶改建 假小叶和

结节形成 进入肝硬化阶段. 近年来随着细胞生物学和生

物化学的深入研究 对肝纤维化的发生机制有了更深的认

识 并逐渐改变了传统肝纤维化不可逆转的观点 明确提

出了肝纤维化完全有可能逆转的观点. 因此阻断肝纤维化的

形成和发展对于防治肝硬化具有重要意义.  本文主要综述近

年来抗肝纤维化在药物治疗 中药有效成分及基因治疗三

个方面的研究进展.
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0    引言

肝纤维化是各种病因所致的慢性肝病的共同病理过程

是向肝硬化发展的主要中心环节 [1]. 近年来随着细胞生

物学 生物化学的深入研究 认为肝纤维化是慢性肝损

伤过程中多种细胞密切联系 并通过多种细胞因子 细

胞外基质蛋白等相互作用 相互影响组成的网络来调

控. 其中肝星状细胞(hepatic stellate cell HSC)的激活

是核心事件[2, 3]. 并逐渐改变了传统肝纤维化不可逆转的

观点 明确提出了肝纤维化完全有可能逆转的观点[4].

所以阻断肝纤维化的形成和发展对于防治肝硬化具有

重要意义. 本文主要综述近年来抗肝纤维化在药物治

疗 中药有效成分及基因治疗三个方面的研究进展.

1   药物治疗

目前临床上用于治疗肝纤维化的药物主要有秋水仙碱[5]

糖皮质激素[6]等 虽然这些药物在一定程度上具有抗纤维

化的作用 但由于其严重的不良反应及其作用机制的不

清 因此在临床应用上受到限制.近年来 肝纤维化药物治

疗取得了长足的进步 并且大多从分子机制得到了阐明.

1.1 γ-干扰素(Interferon-γ IFN-γ)  IFN-γ是一种免
疫调节剂 主要用于自身免疫性疾病[7, 8] 病毒性疾

病[9, 10]和肿瘤[11, 12]的治疗. IFN-γ现被认为是一种很强的
抗肝纤维化因子[13]. 贺永文 et al [14]运用IFN-γ治疗血吸
虫病小鼠肝纤维化 发现 IFN-γ能够抗虫卵肉芽肿的
炎症反应 减少ECM的分泌和沉积 从而抑制肝纤维

化形成的作用. 蔡卫民 et al [15]用 IFN-γ治疗20例慢性
肝炎肝纤维化患者 与对照组相比 IFN-γ治疗组白
蛋白升高 透明质酸(hyaluronic acid HA) III 型前

胶原(PC III) IV 型胶原(IV C) 层黏连蛋白(laminin

LN)等显著下降. 现认为IFN-γ抗纤维化的主要机制[16, 17]

为抑制HSC 的激活 抗病毒及抗炎作用 抑制胶原

基因mRNA 表达 主要是 I III 型胶原mRNA 的表

达 刺激其他细胞因子如前列腺素E释放 是一个较

有前途的抗肝纤维化药物.

1.2 前列腺素E1(prostaglandin E1 PGE1)  肝脏的枯否

细胞 HSC 窦状内皮细胞等能产生PGE1 PGE1

作为局部激素作用于肝细胞具有保护肝细胞 阻止肝

细胞坏死 抑制肝纤维化 改善局部微循环 调节免

疫病理反应等多种作用[18, 19]. 何文革et al [20]将100例患者

随机分为两组. 结果治疗组血清HA IV C LN水平明显

降低 且脾脏缩小 提示其具有一定抗纤维化作用.

1.3 己酮可可碱(Pentoxifylline)  己酮可可碱是甲基黄嘌

呤可可碱的衍生物 在临床上已广泛用于治疗外周血

管疾病[21]. 最近 经动物实验和细胞培养研究发现他具

有一定的抗纤维化作用 其机制[22 ,  23]主要是抑制肝

HSC 的增生 α 平滑肌收缩蛋白(α-SMA)的表达减
少 从而降低ECM成分. 另外 他还可抑制血小板源

性生长因子(PDGF)介导的肝HSC增生 并阻止大鼠肝

HSC转化为激活状态[24, 25]. Raetsch et al [26]采用胆管结扎

制作肝纤维化大鼠模型 并用不同剂量的已酮可可碱

灌胃治疗 结果发现 治疗组能够显著降低 I 型胶原

mRNA 的含量 并抑制致纤维化因子转化生长因子

(TGF-β1)的分泌 下降约60-70% 但发现组织基质
金属蛋白酶抑制剂(TIMP-1)mRNA上升了2倍 结果

导致肝组织胶原合成及III型前胶原肽含量只是呈中等

程度的降低 并指出如果能与TIMP-1抑制剂合用 能

成为一个较有希望的抗肝纤维化药物.

1.4 安体舒通  安体舒通是醛固酮的拮抗剂 而醛固酮

现被认为有致纤维化作用 而安体舒通有一定的抗纤

维化作用[27, 28]. Yang et al [29]发现 在HSC激活过程中

其醛固酮合成酶基因表达增强 醛固酮合成增加 运



用安体舒通治疗四氯化碳(carbon tetrachloride CCl4)所

致的大鼠肝纤维化模型 发现安体舒通治疗组早期肝

纤维化分级 胶原面积均低于模型组 但后期作用不

明显 故认为安体舒通对早期肝纤维化有一定的治疗

作用.

1.5 匹格列酮(Pioglitazone)  匹格列酮为一种过氧化物酶

体增生物激活受体 γ 的配体 用于糖尿病的治疗 [ 30 ].
Kon et al [31]用匹格列酮预防CCl4所引起的大鼠肝损伤及

纤维化(1 mg/kg 2/wk) 发现能使 I型胶原的mRNA

下降约2/3 并且能够阻止CCl4所诱导的肝细胞炎症

和坏死. 并且在原代培养的HSC中 匹格列酮能够抑

制HSC的a-平滑肌收缩蛋白(a-SMA)的表达和I型胶原

的合成 并呈剂量依赖关系. 提示匹格列酮有良好的抗

纤维化作用[32].

1.6 卤夫酮(Halofuginone)  卤夫酮是一个特异性的 型

前胶原表达的抑制剂[33] 对许多细胞如人成纤维细胞

均可起作用 在肝 肺 皮肤 子宫等实验性纤维化模

型中均可抑制 型胶原的表达合成[34-36]. Bruck et al [37]用

卤夫酮治疗硫代乙酰胺所致的大鼠肝纤维化模型 结果

胶原的含量 胶原 的基因表达 TIMP的含量 α-SMA
的表达均显著降低 并且能抑制其他致纤维化的细胞

的增生. 由于卤夫酮是特异性的在胶原( 型)转录水平

发挥作用 因此是一个较有前景抗肝纤维药物[38].

2   中药有效成分

近 10 a 来 中医药抗肝纤维化治疗研究取得较大进

展 其中中药有效成分抗肝纤维化的研究取得了一些

可喜的成绩 甘草甜素 苦参碱等已试用于临床 效果

较为满意. 这些有效成分大多具有减少肝脏胶原沉积

促进肝脏胶原降解 减轻肝脏炎症及促进肝细胞再生

等功能.

2.1 甘草甜素  甘草甜素是从中药甘草中提取的有效成

分. 该药治疗慢性肝炎的机制[39, 40]在于能减少纤维化动

物 型胶原含量 抑制培养细胞I III型前胶原mRNA

的表达. 他的另一个可能的作用机制在于可以诱导产生干

扰素的免疫调节活性. 王吉耀et al [41]应用甘草甜素治疗大

鼠肝纤维化模型 能使血清转氨酶下降 肝脏脂肪变性

和纤维化程度降低 并抑制肝脏内核因子(NF-κB)活性.
2.2 氧化苦参碱  氧化苦参碱是从中药苦豆子或苦参根

中提取的有效成分 具有抗炎 免疫调节等作用. 氧

化苦参碱目前已经广泛应用于临床慢性病毒性肝炎的

治疗并且取得良好的疗效[42, 43]. 成扬 et al [44]用氧化苦参

碱干预刀豆蛋白A致敏的肝纤维化小鼠模型 可显著

减轻小鼠肝脏组织内炎症活动度和抑制肝内胶原纤维

组织增生 而且呈现剂量依赖性. 认为其机制为抑制

HSC的增生及 III 型胶原mRNA的表达 阻断小鼠肝

细胞凋亡 抑制炎症细胞因子的分泌.

2.3 汉防已甲素  汉防已甲素是从防已科植物粉防已等

根中提取的一种属异喹啉化合物的生物碱 后被证明

为钙通道阻滞剂 其作用于钙离子通道 影响钙离子

的跨膜转运以及在细胞内的分布利用. 现发现汉防已甲

素有抗纤维化作用[45, 46]. 李定国 et al [47]报道汉防已甲素

防治CCl4引起的肝纤维化大鼠模型 结果显示各期治

疗组大鼠HA含量 血清AST活性均低于对照组 肝

细胞变性 坏死及炎细胞浸润程度均低于对照组 纤维

组织增生减轻 认为汉防已甲素能显著改善肝功能 抑

制HSC 的增生转化 ECM 合成减少 并认为其作用

与阻断Ca2+内流无关.

2.4 大黄素  大黄素属单蒽核类1 8二羟基蒽衍生物

是大黄 虎杖 何首乌等多种中药的有效成分之一. 具

有抗病毒 抑菌 利尿等多种作用[48, 49]. 展玉涛 et al [50]

等用不同剂量的大黄素干预CCl4所致的大鼠肝纤维化

模型 结果大黄组肝功能明显改善 HA及LN显著降

低 肝组织胶原蛋白含量明显减少 α-SMA表达减少
并呈剂量依赖关系.现认为大黄素抗肝纤维化的机制为

保护肝细胞并抑制肝星状细胞的激活[51].

2.5 牛磺酸  牛磺酸是从中药牛黄中提取的有效成分

他具有维持细胞内外渗透压平衡 稳定细胞膜 调节细

胞内钙稳态及抗脂质过氧化损伤等多种生物学效应[52, 53].

陈岳祥 et al [54]用不同剂量的牛磺酸治疗CCl4所引起的

肝纤维化大鼠模型 发现牛磺酸可显著减轻肝纤维化

程度 能明显降低肝羟脯氨酸和I III型前胶原mRNA

含量 降低血清HA 和 LN 水平 改善肝功能 提高

细胞内cAMP含量 组织学检查亦显示具有抗肝纤维

化作用. 可望用于肝纤维化的防治.

2.6 丹参单体 IH764-3及丹酚酸A  二者均是丹参的有

效成分. 陈岳祥 et al [55]研究发现丹参单体IH764-3可减

轻大鼠CCl4所致肝纤维化程度 能降低肝 I III 型前

胶原mRNA含量 具有抗肝纤维化作用. 丹酚酸 具有

良好的抗氧化作用. 王晓玲et al [56]观察了丹酚酸 对成

纤维细胞增生及胶原合成的影响 结果表明丹酚酸

能抑制细胞增生 抑制细胞内胶原合成率 但对细胞外

胶原的分泌无明显影响.

3   基因治疗

随着对肝纤维化形成机制认识的深入及现代分子生物

学技术的提高 使基因治疗肝纤维化成为可能[57-60]

并日益引起学者们的重视. 目前基因治疗主要集中于调

控肝纤维化相关细胞因子的表达 报告较多的有生长

转化因子 β(TGF-β) 肝细胞生长因子(HGF)及 γ-干扰
素(IFN-γ)等.
3.1 TGF-β  TGF-β被认为是肝纤维化过程中关键的因
子[61-63] 因此阻断TGF-β的信号通路成为肝纤维化治
疗的理想选择. Qi et al [64]构建了表达 TGF-β2受体细胞
外区域的复制缺陷型腺病毒载体 通过门静脉注射实

现其在肝脏的局部表达. 结果表明注射后大鼠肝脏I型

胶原 FN 羟脯氨酸含量 -SMA 单核 / 巨噬

细胞等与对照组相比均显著减少. HSC及 枯否细胞的活
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化被抑制 显示出良好的抑制肝纤维化进展的作用. 而

且能使血清 ALT AST水平显著下降. Ueno et al [65]构

建表达人类TGF-β2可溶性受体的腺病毒载体 并把
其注入大鼠肌肉 可在血中测到TGF-β2可溶性受体
并且显现出良好抗纤维化作用. 因此以腺病毒为载体将

阻断 TGF-β表达的基因转导至体内是治疗肝纤维化非
常有潜力的方法.

3.2 HGF  HGF是一种多功能细胞因子 能刺激多种类

型细胞分化 增生 再生 对肝再生具有强大的促进作

用[66, 67]. Ueki et al [68]将人HGF-cDNA质粒包裹后反复注

射至肝纤维化大鼠肌肉中 能在血液中测出高水平表达

的人HGF及相应升高的内源性鼠HGF. 注射组中 肝细

胞表面的HGF特异性受体c-met蛋白表达量显著增加

免疫组化证实 -SMA于注射后明显减少 提示HGF在

体内可抑制HSC 活化 减少 I 型胶原 TGF-β合成.
3.3 IFN-γ   IFN-γ是一种较强的抗肝纤维化因子
Zhang et al [69]将重组IFN-γ腺病毒转染的肝细胞经脾移
植给血吸虫感染16 wk 的小鼠 结果发现 IFN-γ基因
治疗能显著降低 I III 型胶原的合成与沉积 减轻肝

纤维化程度. Song et al [70]把表达IFN-γ的腺病毒载体转
染CCl4致模的大鼠肝细胞 能显著减少胶原的合成

降低血清羟脯氨酸和III 型前胶原肽的水平.

       总之 目前抗纤维化治疗有了长足的进步 但大

多数尚处于动物实验阶段. 药物尤其是中药将会是今后肝

纤维化治疗的最主要措施. 但这些中药含有抗纤维化作用

的单体成分及其确切机制不是很清楚. 提取这些中药的单

体成分 从细胞 分子水平研究这些单体抗纤维作用的

确切机制 将是以后抗肝纤维化研究的主要方向.
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摘要

活体部分肝移植解决了供肝缺乏问题 为肝移植患者带来

了新的希望. 但其手术方法及涉及的解剖要领与肝移植有很

大的不同. 活体部分肝移植手术既要保证供体的安全 又

要保证受体手术的安全. 既要熟悉供体肝脏的内部解剖

又要考虑受体的腹腔解剖情况. 因此 肝脏的局部解剖的

研究对确保手术的成功和移植肝脏的成活极为重要. 目前

肝脏局部解剖的研究又有了很大的发展 如对供肝量的估

计 移植肝重量与受体体重之比(G/W)以及肝脏各叶 段

的管道走行及变异等. 为活体肝移植手术的发展提供了更多

更可靠的基础研究. 本文就目前有关活体肝移植的解剖研究

进展作一综述.
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0   引言

世界上首例活体肝移植由澳大利亚医生Strong et al于

1989年成功实施 之后全球已有30个国家进行了共

1 000多例这种手术. 在我国 活体部分肝移植起步较

晚 1997年窦科峰 et al [1]开展首例近亲活体部分肝移

植获得成功 目前国内仅开展29例[2, 3]. 活体部分肝移植

与原位肝移植的区别就在于其解剖基础主要立足于肝

内 手术既要保证供体的安全性 又要涉及受体手术的

成功两方面. 本文就现代肝脏局部解剖在活体部分肝移

植中相关的问题及应用作一综述.

1   活体肝移植的类型

近年来 活体部分肝移植发展较快 以日本京都大学

施行最多 分4种类型即传统的左外叶( 段) 左

全叶( 段) 带或不带肝中静脉的扩大左外

叶( 加部分 段) 右半肝(

段)但不带肝中静脉. 1999年我国台湾陈肇隆和香港卢宠

茂分别报告第5种活体肝移植的类型 即含有肝中静

脉的扩大右半肝( 段加含有部分 段

和肝中静脉) 取得优良疗效.

2   肝脏不同段供肝量的估计

日本信州大学的标准为供肝体积与受体正常标准肝体

积之比大于46 %[4]. 近几年的实践证明 这一比值若能

在28-30 %以上时 肝移植术后受体就不会出现肝功

能不全的表现. 移植肝一般能在术后短期内迅速再生

术后1 mo再生后的移植肝体积与标准肝体积之比能达

到100 %. 成人间活体肝部分移植供肝量 一般要求移

植肝体积/受体肝标准体积(SLV)之比在34-48 %之间

或移植肝重量与受体体重之比(G/W)大于0.8 %[5, 6]. Tanaka

认为G/W等于1 %是安全的 0.7 %是安全线的最低值

/ 比例大于1 的受者5 a存活率达85 % 而 /

比小于0.7 %时 则5 a存活率不到50 %. Nishizaki et al [7]

根据供肝量的体积把33例患者分成三组: 中度移植组

低度移植组 极低度移植组. 其结论是低于受体肝标准

体积30 %的供肝亦可用于移植 术中及术后须严格监

护. Miyagawa et al [8]为一供肝左叶只占SLV 29 %的患者

使用带有左侧尾状叶的左叶肝 从而达到成人对成人

供肝的LRLT标准. 其前提是供肝者有一个厚厚的尾叶

术后证实供肝血流正常 胆管通畅. 在成人-成人LRLT

中 选择包括尾叶在内的左半肝作为移植物 可能是克

服供受体间体积差异的一种有效方法. Sakamoto et al [9]根

据移植肝的大小以及与受体的比率分析扩大左肝移植和

右叶肝移植的术后效果 认为活体肝右叶移植是安全

的 但对余肝较小及年长者的供肝者术后要注意其并

发症的发生[10, 11].

3   肝脏的分段解剖基础

肝段以门静脉和肝静脉为基础 门静脉分支分布于肝

段内 而肝静脉位于肝段间. 门静脉 肝动脉和肝管

共同伴行于Glisson鞘内 几乎有相同的分支走行. 门

静脉管径最粗 分支恒定 变异少 [ 12 ] 因此以他为

中心代表肝动脉和肝管作为肝脏分段的基础和标志. 肝

静脉较门静脉变异多 如: 以下腔静脉为基底 右

中 左三个肝静脉形成的 W 型 被认为是肝静脉

的正常解剖 约占70 %; 有单一较大的肝右静脉者占

64-78 % 双右肝静脉 副右肝静脉 包括下右肝静脉

和短肝静脉及不发达右肝静脉等占其余的22-36 %[13]. 而

且几个肝段以同一肝静脉分界. 门静脉变异少 不同

的肝段有不同的门静脉分支分布. 尤为重要的是在相邻

肝段间 肝静脉有大而多的吻合支 而门静脉 肝静脉

和肝管等则无功能上的吻合支. 故切断Glisson 鞘内结

构 将不可避免地中断肝动脉 门静脉的血供和造成



胆汁淤积或胆漏 门静脉解剖较肝静脉更为重要. 门静

脉因进入每一肝段的中心被认为是肝脏分段的关键标

志 但有关肝铸型标本的解剖研究 主要是以门静脉

作为肝段的中心观察到肝段间的纵裂 在肝静脉灌注

的标本则不能观察到纵裂. 故肝静脉因位于这些段间的

纵裂内而被作为肝段分界的指示标志.

4   左外侧叶( 段) 左半肝( 段 包

括肝中静脉)的切取解剖要点

游离肝左叶 在分离小网膜时注意寻找有无发自胃左

动脉的变异的肝脏左动脉. 随后在肝门左侧解剖暴露肝

左动脉至肝总动脉 并解剖门静脉左干至与门静脉主

干连接处. 注意识别及分离结扎肝尾状叶的分支 以保

证可游离出足够长度的门静脉左干. 游离出肝左静脉或

肝左静脉和肝中静脉的共同干. 切取左外侧叶时 肝脏

横断线靠近镰状韧带的右侧或左肝静脉与内侧分支交

界右侧几毫米处 切取左半肝时的切面靠近肝中静脉

的右侧 从而获取 段和 段或左半肝. 在肝切除过程

中 供应 段和 段的动脉可以被持续保持. 术中不阻

断肝门血流 在贴近肝切面处分离左肝管 注意保护

其周围的 Glisson鞘.

4.1 左外叶下段活体肝移植的应用解剖学基础  蒲淼水

et al [14]对肝脏大体标本及铸型标本的观察 分析左外

叶下段活体肝移植直接切取移植物时外部界线确定的

解剖学基础 如果供受体比重大于(10-12): 1时 左外

叶下段活体肝移植可用于较小患儿(1-2 岁以下) [15, 16]

临床上移植物的切取主要参照肝脏的表面结构确定界

线 根据解剖观测 门管鞘系统和肝静脉系统分布形成

的肝裂才是肝脏真正的分界标志. 左外叶下段以左叶间

裂和左外叶段间裂为界 分别与左内叶和左外叶上段

相邻. 左叶间裂起点多位于腔静脉窝上口左外缘 止于

脐切迹.与镰状韧带的走行并不完全一致. 左外叶下段活

体取肝时确定左外叶裂膈面时应不超过镰状韧带右侧

在其下部左侧1 cm范围内定位较安全 而不至于损伤

门静脉左支矢状部及囊部的分支. 左叶间裂脏面以肝圆

韧带(窝)和静脉韧带(窝)为标志 二者之间有肝桥连接

左内叶下部 门静脉左支囊部及肝圆韧带末端位于肝

桥下. 脏面分离左外叶下段时靠肝圆韧带左侧0.5-1.0 cm

范围内进行较为安全. (1)左叶间裂内部的处理:  左叶间

裂上段内有肝左静脉主干通过 下部有门静脉左支矢

状部等及左叶间裂支经过[17]  外叶活体取肝时 肝左

静脉在左叶间裂上部近第二肝门处定位 处理. 左外叶

下段活体取肝时 肝左静脉应在左外叶段间裂与左叶

间裂交会处定位 处理. 从脏面游离门静脉左外支至左

叶下段的分支 如分支较多 无法单独一一切取时

则不必一一游离各静脉支 可将各分支连同门静脉左

支矢状部或囊部部分血管壁一起取下 形成一个较大

的血管袖片 将受体门静脉血管袖口修剪成较大的斜

形以便吻合 这样可以减少血管吻合口数量 增加吻

合口管径 减少吻合技术方面的并发症. 但这种处理方

法对供体残肝的威胁较大 需有良好的血管外科技术.

(2)左外叶段间裂的处理:  左外叶段间裂在膈面一般位于

上1/4-1/3 部 右端起自左叶间裂上1/4-1/2 段内 其

中90 %起自上1/4-2/5段内. 两裂交界处有肝左静脉起

始段及段间裂支通过 应注意保护. 脏面右端起自肝桥

下 门静脉左支矢状部前2/3后1/3交界点左侧0.5-1.0 cm

处. 在术中 超引导下确定一无较大门静脉支发出的区

域为左外叶段间裂分离起点 逐渐向左端延伸 直至肝

左下缘. 左外叶段间裂分离应注意以下几点: (1)此界面并

非规则的平面 一般自前上向后下倾斜 形成一向左前

下的面.上下段界面内一般没有门静脉分支交叉通过

胆管汇合一般在左支角部或横部之深面(背侧) 不在

此界面内. (2)左外叶段间裂内有肝左静脉及其属支通

过 活体取肝时应注意保护这些重要的血管 尤其是

移植物的回流血管.

4.2 左外叶活体肝移植的应用解剖学基础

4.2.1 肝左静脉的解剖  肝左外叶主要引流静脉是左外叶

上段静脉支和左外叶下段静脉支 分别引流左外叶上

段和左外叶下段大部静脉血.  重要属支还有左后上缘静

脉支和左叶间裂静脉支 前者引流左外叶上段后上方

部分肝组织 后者引流左内叶和左外叶下段相邻区域肝

组织静脉血. 肝左静脉明显成干者占多数 达86.7 %

部分肝左静脉无明显的静脉干(13.3 %). 肝左静脉与肝中

静脉多数情况下也合并成干(68.3 %) 共同注入下腔静

脉 此类肝左静脉 外科干 长1.4 1.2 cm 肝左静

脉干单独注入下腔静脉者(18.3 %) 干长2.6 1.7 cm

二者血管口径为1.2 0.8 cm 差别不大 主要与引

流范围有关. 肝左静脉解剖结构变异较多 有5种情况:

(1)肝左静脉无较大属支 占26.7 %; (2)肝左静脉仅接收

左后上缘静脉支汇入 占16.7 %; (3)肝左静脉仅接收左

叶间裂静脉支汇入 占23.3 %; (4)肝左静脉同时接收左

后上缘静脉支和左叶间裂静脉支汇入 占20.0 %; (5)无

明显肝左静脉干(2-3支以上) 占 13.3 %. 左外叶活体

取肝时肝静脉的处理应考虑到上述情况 选择合适的

供体和肝静脉切取模式.

4.2.2 肝左静脉主要属支的处理  肝左静脉干接受属支有

肝左后上缘静脉支及左叶间裂静脉支 外科干 常有

较大的变化 但血管主干管径基本无明显差别. 如果肝

左后上缘静脉支注入肝左静脉主干1.0 cm之内 影响

肝左静脉的切取 直径小于0.3 cm者 一般将其结扎

术后注意观察被引流区域肝组织血液循环状况 如术后

早期无明显影响 可随移植肝成活后建立侧支循环; 否

则需行相应处理.  左叶间裂静脉注入肝左静脉近心端或

肝中静脉及下腔静脉 管径为0.15-0.3 cm 甚至更

为细小者 一般可采用处理左后上缘静脉支的原则. 但

是左叶间裂静脉支引流的区域是肝移植物的创面 如

果该区域血流回流发生障碍 其后果较左后上缘静脉

支阻碍严重得多 可导致该区域肝组织失活 出血 胆
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漏 增加感染的机会[18]. 如果左叶间裂静脉支汇入肝左

静脉干较早 对肝左静脉 外科干 长度影响不大

有足够长度予以吻合 处理则无困难. 如果左叶间裂静

脉支汇入肝左静脉干部位较靠近心端 肝左静脉 外科

干 无足够的长度予以吻合 可分别切取肝左静脉和左

叶间裂静脉支 如果距离较近 张力不大 修整时可将两

静脉口整形为一个袖口; 如果二者距离较远 超过1.0 cm.

且吻合口张力较大 则受体需准备两个相应大小的吻

合口进行吻合. 左外叶下段部分静脉血液回流入肝中静

脉者的处理原则可参照以上处理原则.

4.2.3 肝左静脉解剖变异的处理  肝左外叶由2-3支静脉

引流 在距第二肝门不足1.0 cm范围内合并成干或无明

显的共干 一并注入下腔静脉 或与肝中静脉合并共同

注入下腔静脉. 建议在肝左外叶各静脉支汇合之前分别

游离 处理各静脉支及近心端血管干. 肝中静脉的切取

根据所取移植物的大小决定是否执行和切取部位 左

外叶活体肝脏移植如果供体足够大 一般不包括肝中

静脉. 如果静脉之间相邻距离不超过1.0 cm 游离静脉

支使之在肝实质外有0.5 cm左右的长度 将相邻静脉

支修整缝合成一较大袖口[19]. 如果相邻肝静脉干相邻距

离较远达1.0 cm以上 或者稍少于1.0 cm 但二者基

本平行 无法合并成一个袖口 那么受体必需准备两个

相应大小的吻合口 分别进行吻合.肝左静脉这种解剖

组成中可能有一些小的静脉支注入肝左静脉干或各段静

脉的汇合部位 直径小于0.2-0.3 cm 数目不超过2

支可考虑结扎处理 术后如出现明显淤血或可能坏死及

由此引起其他并发症 应立即切除部分边缘肝组织.

5   右半肝( 段加第 段的部分 包

括肝中静脉)的切取解剖要点

解剖肝门 游离门静脉右干至与门静脉主干连接处

游离肝右动脉到胆总管的右侧 仔细分离结扎右肝后

同下腔静脉前面的许多小静脉 游离出肝右静脉. 如果

存在较大的肝右下静脉应予以保留. 切取右半肝的切面

靠近肝中静脉的左侧.术中不阻断肝门血流 在贴近肝

切面处分离右肝管 注意保护其周围的Glisson鞘. (1)肝

右叶移植的解剖学应用:  为了弥补左叶移植体体积的不

足 活体肝右叶移植也日益增多 尤其是在成人与成人

之间右叶的供体可以获得足够大体积的移植体 同时

供体的安全也显得尤为重要 Lee et al [20]利用核磁成

像对25位供体检查 其中9位因检查结果异常而不宜

作为供体. 门静脉解剖变异有门脉左支发自右前支及门

静脉三分支. 胆管变异有副左肝管引流至肝总管及右后

肝管引流至左肝管. 肝动脉的变异包括双肝右动脉及副

左肝动脉 肝总动脉起源于主动脉. 门脉和胆管的变异

造成吻合口增多 增加了术后的并发症的风险. 所以术

前及术中对供体肝右叶的解剖及其变异的资料 对术

中出血和术后并发症的预防至关重要.

5.1 供体肝动脉解剖的评估  术前应用血管造影对精确

了解供体肝动脉的解剖很重要[21]. 汪闻夕 et al [22]认为肝

动脉和肠系膜上动脉造影可以了解肝动脉和门静脉的

解剖细节. 肝动脉的重要变异包括右肝动脉的分支越过

Cantlie s线供应左叶肝脏(发生率是15 %)及右肝动脉副

支从肝固有动脉发出进入第五和第六肝段(发生率5 %)[23].

伴随有主要动脉 静脉畸形的活体供肝成功肝切除已

有报道[24-26]. 不同来源的副肝动脉或代替肝动脉在肝门

处位置不同 来自肠系膜上动脉的右副肝动脉从肝固

有动脉的右侧入肝 分布于右半肝. 来自胃左动脉的代

替左干动脉从肝固有动脉的左侧入肝 并分布于左半

肝. 当以肝左叶作为LRLT移植物时  一个异常的肝动脉

起自胃左动脉是其主要问题. 有这种变异的占整个肝移

植供体的13 %. 尽管这种异常的个体不应被作为活体肝

移植的供体候选 但应用这种供体的肝移植物进行

LRLT并无血管并发症发生. 这表明 如果术前对供体肝

动脉解剖结构进行正确评估 那么异常肝左动脉的出

现并不是禁忌 而且可获得满意结果.

5.2 供体胆道解剖的评估  左肝管由左外叶和左内叶胆

管汇合而成 主要引流左半肝的胆汁(包括尾叶左半)

长度1.5 cm. 肝右管由右前叶和右后叶胆管汇合而成

长1 cm. 术中胆道造影可以清楚显示胆道结构 肝内

胆管重要的变异包括引流第6和第 7肝段的胆管 从

左肝管发出(发生率30  %)及右肝管副支从肝总管发出

引流第5和第6肝段(发生率5 %)[27]. Gurkan et al [28]在为

2例阿拉吉尔氏综合征的患者行肝移植时术中发现供体

引流左叶的胆道直径小于1 mm 术后左肝外叶病理显

示: 肝实质萎缩 胆管缺如 动脉发育不良 门脉增厚.

他们认为术前胆管造影应列为术前评估的常规[29,  30].

5.3 供体肝静脉解剖的评估  CT扫描及MR可以了解肝

静脉的解剖细节及特定区域的结构 借以选择手术方

式. MR静脉造影术能精确地反映肝静脉的复杂特点

准确率93 %. 而超声的准确率仅有73 %[31].  MR静脉造

影术可以为肝脏的横断面提供准确定位 从而减少术

中失血及术后血管并发症的发生.  Nghiem et al [32]使用双

螺旋CT及三维CTA 对患者术前检查肝动脉解剖 入

肝血管直径 腹腔轴狭窄 门脉血栓 55例肝动脉解

剖正常 25例不正常 基于扫描发现外科医生采取不

同的手术方法. 检查结果与外科手术方法的相关性分别

达91 % (50/55) 92 % (23/25) 所以DHCT/3D-CTA

对拟行肝移植且有其他血管疾患的患者 为外科医生术

前的手术方式正确选择提供很大的帮助. Lee et al [33]采用

不带肝中静脉的右肝移植时 2例患者出现严重的右中

肝充血 其中1例 20 d后死于肝衰竭 他们认为大于

5 mm的肝中静脉的侧枝的保护和重建对预防肝充血极

为重要. 肝静脉的直径小于2 mm无须保留 大于5 mm

必须重建. Inomata et al [34]采用不带肝中静脉的右肝叶移

植 供体术后总胆红素及天门氡氨酸转氨酶比左叶移

植有短暂的升高 死亡2例 其中移植体有多个肝静

脉开口 多处肝静脉吻合导致流出道阻塞造成移植肝
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功能衰竭. 他们认为活体肝右叶移植是安全的和有效

的 问题的关键是如何处理好右叶移植体可能发生的

血管及胆管解剖变异 以及供肝位置的如何放置才能

避免肝静脉的阻塞 保证肝静脉的通畅. 总之 通过

血管外科技术修整或整形管腔口径可以获得满意的吻

合. 右叶的解剖变异可以很好的解决 不会增加供体的

并发症[35, 36].

6   左内叶(第 段)的处理

肝 段的位置特殊 从外表看属于右半肝 但在解剖

上与左半肝有着难以割裂的联系. 李启强et al [37]认为供

肝应分割成肝 段(左外叶)和肝 

段(右半肝)两个移植物. 将肝 段(左内叶)的肝组织清

除 保留其主要血管和肝管作为前者的蒂 而下腔静

脉 左 中肝静脉 门静脉右支(包括三支型的右前

叶支). 右肝动脉 右肝管等作为后者的蒂. 理由如下: (1)

本组肝 段的一部分静脉注入左肝静脉 一部分注入

中肝静脉 肝 段的门静脉来自左支囊部分出的左内

叶支或其分支 一部分来自右前叶支的分支. 肝 段动

脉分别来自左肝动脉和中肝动脉的分支. 肝 段的肝管

分别由左肝管和一部分右肝管引流. 他们认为: 将肝 段

保留给右半肝或将肝 段与中肝静脉保留给左半肝

者 均可发生肝段坏死及肝 段边缘因静脉回流

受阻而出现坏死[38].  Marcos et al [39]认为术中不要过多解

剖管道的起源 如果营养 段的动脉来自右叶 则尽可

能的远离其 段分支处解剖. 如果营养 段的动脉来自

左叶或来自左 右叶 则可在分支处解剖. 以免供体的

段术后坏死. 目前供肝的切取类型一般是左半肝或左

外叶供肝用于受体为儿童 而右半肝则多用于成人. 供

肝量的多少对受 供体均极为重要. 所以肝 段的保留

或切除决定了供体和受体术后健康的恢复和生存质量.

由于肝移植术已成为治疗终末期肝病患者的惟一方

法 全球供体匮乏是困扰肝脏移植的主要问题之一 而

活体部分肝移植与常规肝移植相比 供肝来自于亲属

的部分肝脏而又不影响供体的健康 在一定程度上拓

宽了新的供肝途径 但其前提是要确保供者的安全[40].

术前供肝者的严格筛选 术中的仔细操作 丰富的肝

叶切除经验及对肝脏熟悉的解剖知识是确保手术成功

的条件.
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摘要

人工合成的生长抑素类似物血浆半衰期长 作用更强大

耐受性良好 最新研究表明 对多种实体肿瘤亦有抑制作

用. 本文就生长抑素类似物对肝细胞肝癌的抗肿瘤作用及其

机制方面的国内外研究进行综合阐述 从其各种化学结构

作用受体亚型 以及肝脏肿瘤受体表达 进而证实了生长

抑素类似物对肝脏肿瘤的治疗作用 具体包括原发性肝癌

转移性肝癌 原位种植瘤等. 同时研究表明生长抑素类似物

抗肿瘤作用机制可能包括两大方面: 直接及间接作用 前

者通过特异性受体发挥作用; 后者通过抑制促肿瘤生长的激

素及细胞因子的分泌 或抑制肿瘤血管形成 或调节机体

免疫活性 或诱导肿瘤细胞发生凋亡等间接阻止肿瘤生长.

进一步阐明其抗肿瘤机制将有可能在肝肿瘤治疗方面开辟

出一条新的途径 并产生广阔的临床应用前景.

冒海蕾, 黄介飞. 生长抑素类似物治疗肝细胞肝癌的抗肿瘤作用及其机制. 世

界华人消化杂志  2003;11(10):1581-1587

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1581.asp

0   引言

近10 a 来 人工合成的生长抑素类似物(somatostatin

analogue  SSTA)如奥曲肽(Octreotide)比天然的生长抑素

血浆半衰期长 作用更强大; 并且其疗效确切 耐受性

良好 因此被广泛应用于治疗门静脉高压 上消化道出

血及胰腺炎等. 国内外最新研究表明 SSTA不仅对绝

大多数具有神经内分泌功能的肿瘤有肯定疗效[1] 而

且对多种实体肿瘤亦有抑制肿瘤细胞增生 明显减缓

肿瘤的生长速度 诱导细胞凋亡等作用[2] 目前已将其

初步应用于肿瘤治疗领域. 肝细胞癌(hepatocellular

carcinoma HCC)素有 癌中之王 之称. HCC 发病

范围很广 其中亚洲发病率最高[3] 我国是HCC高发

区 年发病率是欧美的10倍以上. 我国肝癌死亡率在

男性恶性肿瘤中居第3位 女性恶性肿瘤中居第4位.

故研究SSTA在肝细胞癌中的抗肿瘤作用及其机制具有

重要临床价值.

1   生长抑素及其类似物

生长抑素最初被发现是在1968年 Krulich et al [4]研究

大鼠下丘脑中生长激素释放因子分布状况时偶然得到了一

种抑制生长激素释放的肽类物质. 5 a后 Brazeau  et al [5]证

实他是由14个氨基酸组成的环状肽类化合物 称之为生

长激素释放抑制激素 即生长抑素(somotostatin SST). 随后

的研究才知道 SST 是由神经内分泌细胞 炎性细胞

免疫细胞所产生 针对离子 营养素 神经肽 神经递

质 甲状腺和类固醇激素 生长因子 细胞因子起作用

的调节多肽 [ 6 ] 其广泛分布于脑组织 胰腺 胃肠

道 少量分布在甲状腺 颌下腺 肾上腺 前列腺

胎盘 肾脏 肝脏 胆囊等组织中[7-9] SST 分布的

广泛性奠定了其广泛生物学活性的基础. 首先SST能够

抑制多种激素的释放 包括生长激素(GH) 促甲状腺

素 胰岛素 胰高血糖素 胃泌素等; 还可以抑制许

多激素和生长因子对靶细胞的作用; 由于SST能改变肝

脏血流动力学状态 加之其抑制胰腺外分泌和胃酸分

泌的作用 目前 SSTA 已广泛用于治疗门静脉高压

上消化道出血和胰腺炎等疾病; 近年来的研究又发现

SST及其类似物具有广泛地抑制细胞增生的活性[10, 11]

最先引起人们注意的是 SST 及其类似物对生长激素

瘤 胰岛素瘤 胰高血糖素瘤等的抑制作用 进一步研

究发现: SST及其类似物除了对绝大多数具有神经内分

泌功能的肿瘤起到抑瘤作用外 对普通的实体肿瘤同

样有效 如胃癌 结肠癌 肺癌 乳腺癌 前列腺癌

胰腺癌 肝癌 黑色素瘤等[12, 13].

         SST属于种系发生上十分古老的多基因家族的多肽

物质. 天然SST的两个重要的生物活性产物为SST-14和

SST-28 他们均由一个92 肽的生长抑素前体经蛋白

水解而来 实质上 SST-28 是 SST-14 在 N- 末端延

长而形成的 因而二者生物学活性相似 但具体作用

强度和组织学特性仍有一定的差异: SST-14对胰高血糖

素和胃泌素的抑制作用强; 而 SST-28侧重于抑制生长

激素和胰岛素[7].

        由于SST能对多种组织器官的许多功能起强大的抑

制作用 因而人们尝试着应用他来治疗临床上这些器

官的高功能疾病[14]. 但天然SST在血循环中的半衰期仅

约3 min 加之停药后出现一些激素反跳高分泌现象

如生长激素 胰岛素和胰高血糖素等[13]. 为此 许多人

工合成的SSTA 应运而生 他们的半衰期延长了 并

具有了作用的选择性. 通常采用在SST骨架中加入右型

氨基酸以增强其抵抗降解酶的能力 从而延长活性; 或

者通过某些氨基酸的替换衍生出各种不同活性的类似

物. 人工合成的14肽和28肽的类似物价格昂贵 且其



体内作用并不增强 故限制了他的应用. Veber et al [15]

最先开始合成新一代SSTA 经构像分析 把14肽中

9 个氨基酸用一个脯氨酸残基代替 形成许多6 肽类

似物 其中一些合成物对生长激素 胰岛素和胰高血糖

素的抑制作用明显增强. Bauer et al [16]将保留的SST序

列中第7-10位的4个氨基酸与右型色氨酸残基一起嵌

入胱氨酸桥中形成一系列8肽类似物 发现其中SMS

201-995 (octreotide sandostatin) 作用时间长 对生长

激素的释放抑制作用比SST大 45-70 倍 已在临床实

验中用于治疗内分泌肿瘤和胃肠 胰腺实体肿瘤. 基于

抗肿瘤目的 Schally et al [2]设计了另外3个系列8肽类

似物 其系列2中的RC-160 (Vapreotide)比 SST-14对

生长激素的抑制分泌作用强135倍 并且半衰期更长.

这些类似物的作用具有选择性 主要抑制生长激素释

放 而对胰岛素及胰高血糖素抑制释放作用小; 同时他

们也能抑制胃酸分泌 抑制胃泌素及胆囊收缩素的释

放和分泌. TT-232是Keri et al [12]设计的高选择性强烈

抑制肿瘤增生的 7 肽类似物 无抑制生长激素作用

但在体内体外均能强烈抗肿瘤和诱导肿瘤细胞凋亡的

作用 研究表明TT-232 对 60种人类肿瘤细胞系中的

58种有强烈抑制增生的作用. 最近 Falb et al  [17]又设

计合成了一个新的双环类似物PTR-3205 其药效基

团与Octreotide相似 疏水区位置1和8上分别是一个

内酰胺环和苯丙氨酸 这种结构决定了PTR-3205 对

hSSTR2的高选择性.

     Octreotide 是第一个用于临床并且应用最广泛的

SSTA 他保留了天然 SST 的功能氨基酸序列 去除

并修饰了其他不重要的氨基酸. 在猴体内研究表明: 其抑

制生长激素 胰高血糖素及胰岛素释放的作用分别是

SST-14作用的45倍 11倍及1.3倍[16]. 药代动力学显

示: 皮下注射Octreotide 的生物利用度为100 % 用药

后30 min 血浆浓度达峰值; 其半衰期显著延长 平均

达90 min 且无停药后反跳高分泌现象[1, 16]. 10 a的临

床应用已证明: Octreotide在治疗上消化道出血 胰腺

炎 肠瘘 肢端肥大症等疾病中具有较好的疗效 且机

体耐受性极好 无明显毒副作用. 新近合成的长效缓释

制剂-Octreotide LAR是将Octreotide乙酸盐加在一种可

被生物降解的聚合物微球中 一次肌注可长期控释 从

而扩大了Octreotide的临床应用[18, 19].

2   生长抑素受体

SST及其类似物多种生物学活性的发挥是通过靶细胞膜

上的特异性受体介导的 即生长抑素受体(somatostatin

receptor SSTR). Reubi et al [20, 21]证明SSTR存在于脑及

软脑膜 前乳头体 内分泌及外分泌胰腺 胃肠黏膜及

免疫细胞中. SSTR 属于G蛋白偶联受体家族(GPCR)

由7个跨膜 -螺旋结构 细胞外N-末端和细胞内C-

末端的片段及连接这些结构的细胞内外环共同构成[7].

        SSTR共有5个亚型 分别为SSTR1-5 其中SSTR2

又存在SSTR2A 和 SSTR2B两种变异体. 5种 SSTR的氨

基酸序列均已知 相互间有 45-50 % 的相似性 而

SSTR1与 SSTR4之间 SSTR2与 SSTR5之间的氨基酸

序列有更多的相似性 故他们的配体结合特性亦更相

似[22]. 根据他们对配体的亲和力不同 SSTR分为两个亚

族: 一类为SSTR1 4; 另一类为SSTR2 3 5. 其中后

一类与人工合成的 SSTA 如 Oc t r e o t i d e RC-160

(Vapreotide) BIM2319等的亲和力要比前一类强得多[23].

        不同配体与不同亚型受体的亲和力不同. 天然SST-

14 和 SST-28 与 5 种亚型受体均有较强的亲和力 但

SST-28与 SSTR5的亲和力强于SST-14. 人工合成的6

肽及8肽类似物如Octreotide RC-160 (Vapreotide)

BIM2319 MK678等对SSTR1的亲和力弱 而与SSTR2

的亲和力要比前者强得多 故Octreotide  MK678等是

SSTR2的选择性受体激动剂[24, 25]. 具体地说 Octreotide

与 SSTR2 5的亲和力高 与SSTR3有中等亲和力 但

与SSTR1 4不结合[26, 27].

        各亚型受体在组织中的分布也有差异. SSTR1 2的

分布范围较广 脑组织 甲状腺 肾上腺 胃肠 肝脏

胰腺等处均有不同程度的表达; SSTR3 4 5 主要分

布在脑组织中; 另外SSTR3在胰腺 SSTR4在肾上腺

SSTR5在肺和胰腺也有分布[7, 8, 28-30]. SSTR的表达不仅有

组织器官特异性 而且还有种属特异性. 如正常人肝脏

主要表达SSTR2亚型受体 而在大鼠肝脏组织中则主

要为SSTR3基因的表达[31].

       不同亚型受体介导发挥不同的作用 不同受体介

导的受体后作用亦不同. 如SSTR2介导抑制生长激素的

释放 SSTR5在抑制胰腺的B细胞分泌胰岛素方面起

主要作用 SSTR3 与诱导细胞凋亡有关 SSTR1 2

4 5则与抑制细胞生长有关. 环状的SSTA如Octreotide

由于受体亲和力的差异 故其对生长激素释放的抑制

作用强于对胰岛素的抑制[32-34].

       总之 由于SSTR与配体结合的选择性 组织器官

分布的差异性以及各亚型受体介导作用的不同 决定

了各种SSTA的生物学活性的差异.

        随着分子生物学的发展 现已证实SSTR除了存在

于许多正常人体组织器官中 多种肿瘤 肿瘤细胞系亦

有SSTR的高密度表达. 多种神经内分泌肿瘤SSTR表达

在70 %以上 且分属不同亚型; 而非神经内分泌肿瘤

组织内SSTR表达相对较低 其中乳腺癌SSTR表达在

50 %以上 结直肠癌40 %左右 其他乳腺癌 前列

腺癌 淋巴瘤 甲状腺癌 胃癌 结肠癌 肾癌 卵巢

癌 肝癌等肿瘤及其转移灶亦显示出SSTR表达[2, 18, 23, 35, 36].

一般说来 绝大多数受Octreotide抑制的肿瘤细胞表面均

存在一种或几种SSTR 并且以SSTR2最常见[27, 37]. 如垂体

肿瘤以SSTR2 5 最高; 乳腺癌 肺癌以SSTR2 为主;

前列腺癌以表达SSTR1为主; 而正常前列腺组织主要表

达SSTR2[20, 38, 39].

       目前 有关SSTR在人类肝脏组织中表达的报道较
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少. 一项关于大鼠肝脏组织中SSTR亚型的研究发现: 大鼠

肝脏组织中仅含有SSTR3 而没有其他亚型的资料[31, 40];

另一项应用单克隆抗体技术的研究证实: 大鼠肝脏组织

中不含有SSTR2[41]. 运用131In标记的奥曲肽(OctreoScan)的

闪烁扫描技术进行有关SSTR的研究结果亦不相一致: 一

篇文献报道大鼠肝脏组织对OctreoScan的摄取极少[42]; 相

似的人体研究报道肝脏可以摄取 但细节不明[43] 或

报道摄取极少[44]. 钟朝晖 et al [45]在研究大鼠肝硬变门脉

高压症形成过程中肝脏组织5种SSTR亚型mRNA表达

变化时发现: 大鼠肝脏组织中有5种SSTR亚型介导肝脏

中SST的多种生物学作用 其中rSSTR5在肝脏中的作

用占主导地位. 希腊学者Kououmalis et al [23]运用放射自

显像技术对23例肝细针活检标本分析显示: 无论是原发

性肝癌 还是良性肝病如急慢性肝炎 肝硬化 均有

SSTR表达. 其中的4例肝癌标本未作亚型评估. 另外

根据SSTR对125I标记的SST亲和力的高低 可将SSTR

分为两大类. 由于检测标本例数少 不同组织及同种组

织中SSTR含量变化大 尚难以对受体含量与疾病的良

恶性程度进行相关性分析 1999年底 Reubi et al [46]用

放免法检测59例HCC标本显示: SSTR的表达为41 % 且

同Octreotide有较高的亲和力. 2000年底 刘建生 et al [47]

应用RT-PCR 法检测了30 对肝癌组织及癌旁组织中

SSTR2 5的mRNA表达后发现: hSSTR2亚型的mRNA在

肝癌组织及癌旁组织中均有较高表达(53.33 % 63.33 %);

而 hSSTR5的表达极低 这一发现为SSTR2的特异性

高效配体应用与肝癌治疗提供了分子生物学依据. 随后

颜登国 et al [48]亦采用RT-PCR法检测27例原发性肝癌

标本中肝癌组织及癌旁组织 hSSTR2 3 的表达 结

果表明: hSSTR2亚型mRNA在肝癌组织及癌旁组织中的

表达阳性率分别为81.5 %和 96.3 %; hSSTR3的表达阳

性率分别为66.7 %和51.9 %. 这些发现均说明大多数肝

癌组织中有一种以上SSTR亚型存在 同时也为SSTA

用于肝癌治疗奠定了理论基础.

3   生长抑素类似物与肝癌的治疗

3.1  原发性肝癌

3.1.1 体外试验  Ren et al [49]在研究体外培养的HPG2肝

癌细胞时发现: Octreotide可诱导HPG2肝癌细胞分泌胰

岛素样生长因子结合蛋白-1 (IGFBP-1) 同对照组相

比 6 nmol/L的Octreotide 作用 12 h IGFBP-1含量

增加 1.5 倍 而 60 nmol/L 的 Octreotide 作用 24 h

IGFBP-1由0 h的573 93 ng/mg增加至24 h的240

434 ng/mg 呈时间依赖性和浓度依赖性 而且此作

用不依赖于胰岛素及生长激素的刺激. IGFBP-1可与胰

岛素样生长因子(IGF-1)结合 抑制后者对肝癌细胞的

促生长作用. Chen et al [50]将人肝癌细胞株BEL-7402培

养在不同浓度的Octreotide 中 观察其生长曲线 克

隆形成率和凋亡率 结果发现Octreotide 对BEL-7402

肝癌细胞株的群体增生和单个细胞增生均有抑制作用

并呈明显的剂量效应关系 同时观察到经Octreotide处

理的肝癌细胞均存在凋亡 且药物浓度与凋亡率呈正

相关.

3.1.2 动物实验  Davies et al [10]在用N-nitrosomor pholine

(NNM)对 SD大鼠进行诱癌试验的同时 经皮下注射

Octreotide (200 µg/kg) 隔日 1次 可明显抑制NNM
对 SD大鼠的诱癌作用 16 wk 后 同对照组相比

处理组中肝癌结节数量 大小均明显减少 GGT与GST

阳性组织损害占整个组织的体积比亦明显降低 组间

有显著性差异.

3.1.3 临床试验  1998年 希腊学者Kouroumalis et al [23]

在一项为期5 a的临床随机对照研究里 将58例无法

手术的晚期肝癌患者分为两组: 治疗组28例 对照组

30例 治疗组皮下注射Octreotide 250 µg 2次 /d; 对
照组无治疗. 结果显示Octreotide治疗后不仅能改变血液

生化学指标 使AFP 降低 白蛋白升高 还能明显

延长晚期肝癌患者的平均中位生存时间 对照组4 mo;

治疗组长达13 mo 患者的 6 mo 12 mo 的累积存活

率亦显著提高: 治疗组比对照组分别为75 %比 37 %

56 %比 13 %. 这一点无疑对于进展期肝癌的治疗具有

重要意义. 另外治疗组中有5例患者6-13 mo后经B超

复查 3 cm以下的癌结节均消失 对照组患者癌结节

数目却明显增加. 试验还观察到Octreotide耐受性良好

一过性腹泻是治疗开始时的惟一主要副作用 同时患

者的生活质量得到显著改善 85.7 % 的患者食欲增

强 42.8 %体重明显增加 53.8 %感到症状减轻. 1999

年底 Redaelli et al 报道了21例HCC患者 10例给

予Octreotide LAR 11例对照 中位生存率分别为11

mo和 9 mo Kaplan-Meier 曲线有明显不同 但统计学

上无意义. 通过检测hSSTR发现: 治疗6 mo内 hSSTR

阴性的 HCC 患者的肿瘤生长与 hSSTR 阳性而未予

Octreotide LAR治疗的肿瘤生长类似. 到 12 mo时 治疗

组中受体阳性与受体阴性相比肿瘤生长明显减慢

AFP改变在第1 mo无明显改变 第6 mo已明显下降

患者生活质量也显著提高. 这些试验初步说明Octreotide

对原发性肝癌有一定的抑制作用 但由于研究病例数

少 未采用双盲法 还有待进一步多中心 大规模

的临床试验.

3.2 转移性肝癌

3.2.1 胃肠胰神经内分泌肿瘤的肝转移  SSTA在转移性

肝癌中的研究较多 其中又以胃肠胰神经内分泌肿瘤

(如类癌 胃泌素瘤 胰岛素瘤 VIP 瘤等)肝转移多

见. 1995 年 Diaco et al [51]对10例类癌肝转移患者在

进行肝动脉栓塞化疗之前的 48  h 给予皮下注射

Octreotide 100 µg 3 次 /d 发现 10 例患者的症状都
得到很好的控制 其中6 例肝脏肿瘤缩小了50 % 以

上 另外3例肝脏肿瘤大小保持稳定6 mo以上 整组

平均生存期达58 mo (33-115 mo). Lokich et al [52]对1例

已发生肝脏和腹腔淋巴结转移的结肠类癌患者皮下注
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射Octreotide 100 µg 2次 /d 1 mo后剂量增至300 µg
3次 /d 6 wk后复查CT示肝脏肿瘤缩小达50 %以上

腹腔淋巴结转为阴性. Di Bartolomeo et al [53]研究亦发现:

Octreotide对胃肠神经内分泌肿瘤的肝转移具有明显的

抑制作用 其中以类癌效果最为明显. Octreotide不仅对

肝转移瘤本身有抑制作用 而且能明显控制肿瘤过度

分泌激素引起的相关症状.

3.2.2 结直肠癌的肝转移  除了SSTA在神经内分泌肿瘤

肝转移方面的研究外 也有一些结直肠癌肝转移的研

究. 刘瑞 et al [54]给BALB/C 小鼠脾脏注射结肠癌细胞

(CT26) 然后治疗组每日皮下注射Octreotide 50 µg/kg
对照组仅给予生理盐水 以观察Octreotide对肝转移癌

发生 发展的影响. 3 wk后 对照组肝转移 级以上者

达80 % 而治疗组仅30 % 而且治疗组小鼠的生存期

几乎延长了1倍 体重亦明显增加. Davies et al [55]也发

现Octreotide不仅能显著地抑制2种结直肠腺癌(K12/Tr

和WB2054m)发生肝转移 且对肝转移灶本身的生长

亦明显抑制.

3.3 原位种植瘤  1997年 Schindel et al [56]对部分性肝切

除大鼠的肝内及皮下人工植入肝细胞瘤(Mirris hepatoma

3924A) 结果显示 同未行部分性肝切除的大鼠移植瘤

相比 肝切除的大鼠移植瘤平均体积增加了6倍 重

量增加了近3倍 这说明部分性肝切除可促进残肝内

肿瘤的生长; 对于移植瘤大鼠若在肝切除术后再给予

Octreotide (50 µg/kg)腹腔注射 1次 /d 15 d后 治疗
组的肝细胞癌比对照组的体积明显减小 (312.4 117.8 mm3

对6038.7 1748.2 mm3) 重量显著减轻(0.41 0.2 g

对 5.0 0.63 g) 同时未给予Octreotide治疗的肝切除

肝内移植瘤大鼠的脾脏及肺均发生转移 而Octreotide

治疗者未见到肝外转移灶 这说明Octreotide还能预防

肝癌根治术后残肝内肿瘤的复发与转移. Davies et al [55]的

研究也得出类似结论 并发现Octreotide能增强肝切除大

鼠的网状内皮系统的功能 提高大鼠的免疫力. Nott et al
[57]在实验性种植性肝癌大鼠身上发现给予SMS201-995

能提高门脉系统的血管阻力 降低门脉血流量 从而

在减少肿瘤血供的同时 降低肿瘤经门脉系统发生肝

内外转移的可能性. 2001年 Tang et al [58]利用培养的

SMMC-7721 肝癌细胞株建立裸鼠原位肝癌种植瘤模

型 实验组每日给予奥曲肽(50 µg/kg)皮下注射 共8
wk. 结果显示奥曲肽治疗组裸鼠原位肝癌种植瘤重量明

显低于生理盐水对照组 可见奥曲肽能有效抑制肝癌

生长 其机制可能与抑制肝癌细胞DNA合成及诱导肝

癌细胞调亡有关.

4   生长抑素类似物抗肿瘤的作用机制

目前 SSTA 抗肿瘤的作用机制尚未明了 一般认为

其主要作用途径包括两大方面: (1)直接作用: 通过与特异

性SSTR结合而直接发挥作用; (2)间接作用: 通过抑制促

肿瘤生长的激素及细胞因子的分泌 或抑制肿瘤血管

形成 或调节机体免疫活性 或诱导肿瘤细胞发生凋

亡等间接阻止肿瘤生长.

4.1 直接作用  在体外排除其他干扰因素的情况下 多

数在体内受 SSTA 抑制的肿瘤的体外细胞增生受到

SSTA的抑制 这提示: SSTA可能通过直接抑制肿瘤细

胞增生发挥作用. 这种作用与肿瘤细胞表面表达SSTR

有关[59]. Schaer et al [37]还发现: 绝大多数可被SSTA抑制

的肿瘤细胞表面存在一种或多种SSTR 并且以SSTR2

最为常见. SST 及其类似物与SSTR结合后 主要经三

条重要的信息传导途径 抑制DNA合成复制 发挥抗

肿瘤作用. (1)cAMP途径: 激活的 SSTR 特异性偶联到

Gia1 蛋白 与腺苷酸环化酶负性结合 抑制其活性

降低细胞内cAMP浓度 抑制蛋白激酶活性 阻止核内

癌基因激活 抑制肿瘤细胞的增生[60, 61]. (2)磷酸蛋白磷

酸酶途径: 正常蛋白酪氨酸磷酸酶(PTP)的激活 使酪氨

酸残基磷酸化 通过多种蛋白激酶的级联放大激活有

丝分裂原激活的蛋白激酶(MAPK) 刺激细胞增生 持

续激活导致细胞转化. SSTR与SST及SSTA结合后 上

调PTP的活性 使酪氨酸激酶去磷酸化而失活 并抑

制MAPK等多种蛋白激酶 从而抑制癌基因 c-fos c-

myc c-jun等的激活 抑制DNA和蛋白质的合成 干

扰细胞周期 发挥抗有丝分裂作用[61-64]. Sharma et al [64]

对CHO-K1细胞的研究证明: 细胞增生抑制的信号是由

hSSTR1 2 4 5 传导的 这些受体亚型传导的信号

诱导Rb癌基因的失活及G1期的阻滞 他们作用的相对

活性依次为: hSSTR5大于hSSTR2大于hSSTR4=hSSTR1.

(3)Ca2+途径: SSTR2和SSTR5可通过抑制细胞外Ca2+内

流 降低胞内Ca2+浓度 而对肿瘤细胞的增生发生抑

制作用[59-61] .

        Buscail et al [65]在对表达hSSTR1和hSSTR2的COS-7

和NIH3T3细胞的研究中发现: RC-160和Octreotide并

不抑制腺苷酸环化酶活性 而是通过激活酪氨酸磷酸

酶途径抑制细胞增生. 而在表达SSTR5的CHO细胞中

RC-160对其增生的抑制作用不受酪氨酸和丝 /苏氨酸

磷酸酶抑制剂的影响 但RC-160 可抑制胆囊收缩素

(CCK)诱导的细胞内钙离子的运动 表明SSTR5 通过

磷脂酶C/三磷酸肌醇 /Ca2+途径介导细胞增生的抑制.

4.2 间接作用  具体地说 SST及其类似物抗肿瘤的间

接作用机制有以下几个方面: (1)抑制GH/IGF-1轴. 现已

发现 SST及其类似物可以通过抑制生长激素(GH) 胰

岛素样生长因子-1 (IGF-1) 表皮生长因子(EGF) 肿

瘤自分泌生长因子等多种肿瘤生长刺激因子的基因表

达及提高其与相应蛋白的结合率 降低其在循环系统

及肿瘤局部的浓度 阻断他们的信号传递 达到抑制

肿瘤生长的目的. 其中 IGF-1备受人们关注 大量研究

表明 GH/IGF-1轴对许多肿瘤的生长具有重要作用. 垂

体分泌的GH作用于肝脏 刺激其合成与分泌IGF-1 因

绝大多数肿瘤细胞表面存在IGF-1受体 他们与IGF-1

可结合 引发细胞的增生活动. 一方面 Octreotide可直
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接抑制肝脏 IGF-1基因的表达 或抑制垂体分泌GH

使肝脏分泌的 IGF-1 减少 血清 IGF-1 水平降低; 另

一方面 Octreotide可诱导IGFBP-1增加 而IGFBP-1

可与 IGF-1结合抑制其活性 从而抑制包括原发性肝

癌在内的肿瘤细胞的增生[49, 66]. Reubi et al [67]对Swarm软

骨肉瘤的研究已证明SSTA可抑制SSTR阴性肿瘤的增

生 Swarm软骨肉瘤是一种缺乏SST结合位点的实验性

肿瘤 其瘤细胞内有丰富的 IGF-1受体 其抑制作用

是通过SSTA与垂体生长激素区的SSTR结合 抑制GH

分泌 降低IGF-1表达而间接实现的. 多数肿瘤细胞具

有IGF-1受体 阻断性抗体与IGF-1受体结合后可降

低肿瘤的增生. 将人类乳腺癌细胞接种于IGF-1缺乏的

lit / l i t 裸鼠 其生长明显低于接种于 IGF-1 充分

的宿主[68] ; 下丘脑切除可降低IGF-1反应性肉瘤的局部生

长和转移行为 而用GH可使之恢复 提示阻断GH/IGF-

1轴可降低某些肿瘤的侵袭行为. SSTA是GH/IGF-1轴的

有效抑制剂 O Byrne et al [69]发现注射高剂量的RC-

160可降低乳腺癌患者血清IGF-1水平45 %. (2)抗肿瘤

血管形成. 肿瘤周围血管有SSTR分布 而且越靠近肿

瘤的血管 SSTR表达密度越高 当Octreotide与 SSTR

特异性结合后 可引起肿瘤周边血管强烈收缩 并能

抑制新生血管形成 从而减少肿瘤血供 导致肿瘤局

部缺血坏死. 抗肿瘤血管形成是肿瘤治疗的重要方法

SSTA可以通过抑制IGF-1而发挥抗肿瘤作用 因IGF-1

具有促进新生血管形成的作用[70]. 1999年 Albini et al [71]

研究Kaposi s 肉瘤时观察到: SSTA能直接作用于肿瘤

组织微血管系统中的内皮细胞和单核细胞而发挥抗肿

瘤血管形成的作用 并且体外实验亦证明这两种细胞

均表达SSTR mRNAs. SSTA能抑制肿瘤细胞因子刺激的

内皮细胞的生长 浸润和突破基底膜 PTP抑制剂钒酸

盐可逆转该作用 且RT-PCR分析发现内皮细胞只表

达SSTR3 故认为SSTA是通过SSTR3介导而起到对

内皮细胞的抑制作用[72].  单核细胞可以表达 SSTA2

3 5 SSTA 能够直接与受体结合 降低单核细胞对

内皮细胞的趋化性 抑制血管形成因子的产生 是一种

有效的血管形成抑制剂[71  73]. (3)细胞内酸化与细胞凋亡.

SST及其类似物可以通过抑制细胞周期和 /或诱导细胞

凋亡[33, 74]. 肿瘤细胞可表达多种SSTR亚型 研究证明

选择性激活hSSTR3 可诱导细胞凋亡 而其他hSSTR

亚型介导细胞抑制作用 导致G1期抑制[74, 75]. Sharma

et al [76]发现在表达各种SSTR亚型的人乳腺癌MCF-7细

胞中 Octreotide可选择性结合SSTR3 激活对Ca2+/Mg2+

不敏感的核酸内切酶 诱导DNA断裂 激活wtP53和

Bax 基因 从而促发细胞凋亡 并认为其信号传递是

通过细胞膜上非跨膜PTP SHP-1介导的 其诱导细胞

液的SHP-1移位到细胞膜 以增加细胞膜上SHP-1的

活性[74, 75]. 随后在CHO-K1细胞中的研究证明细胞增生

抑制的信号是由 hSSTR1 2 4 5 传导的 这些受

体亚型传导的信号诱导Rb癌基因的失活及G1期的阻

滞 作用的相对活性依次为: hSSTR5大于hSSTR2大于

hSSTR4=hSSTR1[64]. 肿瘤细胞内的pH(pHi)一般要高于其

细胞外环境. Thangaraju et al [75, 77]发现 当细胞内pHi

为 6.0-6.7 时 SSTA 诱导凋亡的发生 pHi 为 6.5 时

最强; 而 pHi大于6.0或pHi大于6.7时 可进一步促进

SHP-1的重新分布 表明SHP-1和细胞内酸化相互依

赖 共同作用诱导细胞的凋亡.

       对于肝转移瘤 SST及其类似物的作用机制还包

括: (1)减少门脉系统的血流 这样一方面可以减少肿瘤

细胞从门静脉向肝脏转移的机会; 另一方面亦减少了肝

转移瘤门静脉血供 从而抑制转移生长. (2)增强肝脏网

状内皮系统的吞噬功能 提高机体对肿瘤的免疫力[55].

       总之 SST及其类似物可以通过直接与间接的机制

发挥抗肝肿瘤的作用 其抗肿瘤作用广泛 毒副反应

小 血浆半衰期长 使用方便. 进一步阐明其抗肿瘤机

制将有可能在肝肿瘤治疗方面开辟出一条新的途径

并产生广阔的临床应用前景.
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摘要

通过对文献的分析和研究 我们论述了胰头部解剖在扩大

胰十二指肠切除术中的应用 包括目前的扩大胰十二指肠

切除术的概念和胰头部解剖各部分的解剖关系. 其中详细介

绍了胰头的周围关系 胰头部钩突的解剖变异 胰头部动

脉及变异 胰头部静脉在扩大胰十二指肠切除术血管重建的

意义 胰头部胰管走行及意义 胰头部淋巴在扩大胰十二指

肠切除术的临床意义 胰头部神经的临床应用 结合临床对

胰头部各部解剖进行了探讨 为指导临床提供了依据.

方驰华, 马俊勋, 钟世镇. 胰头部解剖在扩大胰十二指肠切除术中的应用. 世

界华人消化杂志  2003;11(10):1588-1592
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0   引言

据国外资料[1] 胰腺癌的发病率近30 a 来已增加3-7

倍 如美国的发病率达10/10 万 已超过胃癌的发病

率 其死亡率占恶性肿瘤的第4位 其中手术切除率为

20 % 手术死亡率小于5 % 5 a生存率为10 %左右.

国内统计 胰腺癌发病率较低 但近年来也呈上升趋

势 如1963年上海市区统计的发病率为1.16/10万 1977

年增至3.8/10万 1990年上升至5.1/10万 1974年占

恶性肿瘤的第14位 至1984年跃居于第5位[2]. 胰腺

癌好发于胰头部  日本15 a间(1981-1995年)登记17 121

例胰腺癌中胰头癌占57.5 % 手术切除率为36 % 5 a

生存率为18.2 %[3]. 黎国屏et al [4]在133例胰腺癌回顾分

析中发现胰头癌116例 占87.2 %.为了提高胰头癌患

者的清除率和术后生存率. 而王成锋 et al [5]回顾性分析

20 a收治的299例进展期胰腺癌发现进展期无法行根治

性切除的胰腺癌 姑息性切除是无益的. 同样郑树森

et al [6]总结216例胰腺癌病例 发现姑息性手术不能延

长患者生命 应该寻求一种更为有效的治疗模式.有学

者提出[7-13]

     提出利用影像 分子生物学 生化等技术和手段

早期发现并早期治疗是治疗胰腺癌的关键. 国内有学者

认为胰腺癌应该进行系统的综合治疗 提高生存率 降

低死亡率 改善患者的生存质量[14-23]. 本文对扩大胰十

二指肠切除术中胰头部的局部应用解剖进行介绍.

1   扩大胰十二指肠切除术

目前胰腺癌切除术包括胰十二指肠切除术(Whipple术);

扩大胰十二指肠切除术(extended pancreatoduodenectomy

EPD); 全胰切除术(total pancreatectomy TP); 区域性胰

腺切除术(regional pancreatectomy RP); 保留幽门的胰十

二指肠切除术(pylorus-preserving pancreatoduodenectomy

PPPD); 胰肠吻合与胰胃吻合术[24] . 所谓EPD是相对于

经典的Whipple术而言 在Whipple术的基础上进行广

泛的淋巴结清扫和邻近的受侵袭血管联合切除[25]. 日本

胰腺癌规约第3版(1986)称扩大手术为第1站及第2站

以上淋巴结清扫或合并胰周围组织器官的胰腺切除术.

钟守先 et al [26]认为EPD的适应证为肿瘤直径小于5 cm;

无肝门 腹腔动脉干周围 肠系膜根部及远处淋巴结

转移; 无肝动脉 肠系膜上动脉或下腔静脉的肿瘤浸

润; 肿瘤未侵及或仅局部侵及门静脉 而肠系膜上静脉

的外科干可分离2 cm以上者.切除的范围包括: (1)肝总

管以下的胆道和胆囊及其周围的淋巴结; (2)切除远端1/2

胃及Treitz韧带以下10 cm左右的空肠; (3)胰头颈及钩

突部. 一般要求清扫1 2站淋巴结 特别重视胰头前后

肠系膜上动脉周围 横结肠系膜根部 肝总动脉周围及

腹腔动脉周围受累神经及淋巴的清除. 国内外学者认为

如果肿瘤侵犯到肠系膜上静脉 门静脉(SMV-PV)则切

除并重建[27-32]. 何三光 et al [33]提出改良的EPD 即增加

了: (1)肝十二指肠韧带区的软组织及淋巴结清除(肝十二

指肠韧带的骨骼化); (2)腹腔动脉干周围的淋巴结清除;

(3)第 16组淋巴结的清除.Nakao et al [34]切除门静脉89

例 发现 58.0 % 的血管标本无侵犯 仅仅粘连 故

认为应该切除门静脉. 郑英键et al [35]采取切除受侵犯血

管的根治性胰十二指肠切除术治疗26例胰头癌 结果

发现平均生存期为 56 mo 1 3 5 a 生存率分别为

96.1 % 88.4 % 57.5 %. 曾天定 et al [36]报道联合SMV-

PV切除 17 例 中位生存率位17.7 mo 4 例生存 5 a

以上 对照组为 3.8 mo 差异显著.

2   胰头部解剖在扩大胰十二指肠切除术中的应用

2.1 胰头的周围关系  胰头的上 下及右侧都与十二指

肠紧密连接. 胰头与胰颈交界处的右前方有胃十二指肠

动脉沟 左后方有一较深的切迹 内有肠系膜上静脉

与脾静脉汇合而成的门静脉.在胰颈的右下方 胰头前

面先与横结肠相邻 他们之间有疏松结缔组织相隔.下



腔静脉在胰头后面上行. 还有肾静脉和右膈脚. 在钩突前

面 有肠系膜上动 静脉通过. 钩突的背面接腹主动

脉 在胰头后面上外侧部的沟内 有胆总管通过. 有时

胆总管穿行于胰头实质内 但少见.在行胰十二指肠切

除术时必须熟悉这些吡邻.

2.2 胰头部钩突的解剖  钩突是胰头后下部向左后下方

呈钩状伸展到肠系膜上血管后方的部分.国内报道98.3 %

的胰腺有钩突 1.7 %的人缺如 3.3 %的钩突大于胰头

本身[37]. 其血液供应为胰背动脉右支的一个小分支 其

弯向下方供应部分胰头和钩突 称为胰头钩突动脉. 胰

头钩突部有1-2支钩突静脉小支在胰切迹附近注入肠

系膜上静脉后壁或右后壁. 钩突伸于下腔静脉和腹主动

脉前方 肠系膜上动脉恰在钩突内向前下行 右侧是肠

系膜上静脉向上延续为门静脉 下方是十二指肠水平

部 上方是左肾静脉经过. 钩突的大小 形状和包绕

肠系膜上血管的程度有个体差异 因此临床在分离他

们时难易程度不同. 胰头癌行胰头十二指肠切除术时

需将胰头钩突从肠系膜上动脉及静脉的后面和右侧剥

离下来 这是手术的难点之一. 为防止癌残留应该完全

切除钩突部 可以用剥离子轻轻剥离 推开肠系膜上静

脉右侧壁 逐一结扎切断小静脉 然后用血管拉钩或牵

引带将门静脉及肠系膜上静脉向右拉 同时把钩突部

向左拉 在搏动的肠系膜上动脉前方沿长轴切开血管

前结缔组织 沿血管右侧壁自上向下切除钩突. 彭淑牖

et al [38]使用PMOO 进行解剖分离 显露每一根小静

脉 在距离肠系膜或门静脉0.5 cm以外将其电凝一段

后离断 可以迅速的把肠系膜静脉从钩突部游离出来.

若胰头癌累及钩突 可通过CT帮助判断肠系膜上静脉

的后面和右侧是否已被肿瘤浸润[39-42]. 如果已被侵犯

手术操作困难时 则需行肠系膜上动静脉切除和重建.

裴永泉et al [43]总结累及肠系膜上静脉的胰腺钩突部癌8

例 其中5例切除静脉干长度为20-42 cm 直接对端

吻合 3例行受浸润血管侧壁切除修补术. 因此他认为

胰腺钩突部癌的门静脉浸润不是根治手术禁忌证 联

合门静脉 肠系膜上静脉切除可提高根治手术切除率.

2.3 胰头部血供

2.3.1 胰头部动脉及变异  胰头的血液供应主要来自胃十

二指肠动脉和肠系膜上动脉分出的胰十二指肠上 下

动脉构成的比较恒定的2个胰十二指肠动脉弓 小部分

与来自脾动脉的分支胰背动脉吻合. 胰头上部由胰十二

指肠上前动脉和胰十二指肠上后动脉供应 胰头下部

由胰十二指肠下前动脉和胰十二指肠下后动脉供应[44]有

时异常的肝总动脉或肝右动脉可自肠系膜上动脉发出

出现机率 10-15 行于胰头后方 EPD 时易损伤

而导致肝坏死. 有时异常高位起于肠系膜上动脉的中结

肠动脉 经过胰头后面或穿过胰头 从胰头前面进入横

结肠 在EPD时也应该小心 防止损伤出血或误扎. 胰

十二指肠上前 上后动脉分别起源的为73.4 % 共同起

源的为26.7 % 而胰十二指肠下后 下前分别起源的占

30.2 % 共同起源是69.9 %. 此外 64.3 %的人沿胰头

上缘尚有一条较细的动脉支 他常起自胃十二指肠动

脉 向左行与胰背动脉处相连 并且由他发出多数微细

小支供应胰头上部 称为胰头上缘支. 在切除胰头时应

该小心处理 以免出血不止 影响手术[45]. 据国外资料

表明[46]胰十二指肠上前动脉93 -96.6 起源于胃十二指

肠动脉 还可以起源于肝总动脉3.6 % 胰十二指肠上

动脉 胰横动脉 肠系膜上动脉发出的右肝动脉 腹腔

干 脾动脉和肠系膜动脉的吻合支 肠系膜上动脉 肝

动脉 脾动脉等. 缺如的胰十二指肠上动脉约1-2.5 % 双

支的约7.1-35 % 甚至发现三支和四支. 我国的资料

显示起于胃十二指肠动脉98 % 肝总动脉1 % 肠系

膜上动脉和胰背动脉各0.5 %. 胰十二指肠上后动脉来自

胃十二指肠动脉58-96.9 % 肝总动脉0.67-9.1 % 肝

固有动脉0-8 % 胰十二指肠上动脉5.33-9.1 % 肠系

膜上动脉的异常肝动脉3 % 肠系膜上动脉3-5 % 脾

动脉3.45-7.14 % 右肝动脉2-4 % 来自附属或变异

的右肝动脉 3-7 % 罕见于胆囊动脉 胃网膜右动

脉 腹腔干 脾动脉和附属肝动脉的吻合支等[47]. 胰十

二指肠上后动脉双支10.7-20 % 三支 5 % 甚至有

四支. 国内研究发现胰十二指肠上后动脉起自胃十二指

肠动脉90 肝总动脉2 肝固有及其左右支和胆囊

动脉6 肠系膜上动脉1.5 % 胰背动脉0.5 %. 胰

十二指肠下动脉直接来自肠系膜上动脉变化较大4.6-

100 % 肠系膜上动脉的分支第一空肠动脉20-64.7 %

肠系膜上动脉发出的附属右肝动脉 胰背动脉6-8 % 此

外还有第二 三空肠动脉 胰横动脉等. 通常胰十二

指肠下动脉并不发出分支 但是当第一空肠动脉小于

他时可以认为属于分支.偶见发出十二指肠空肠动脉

胃网膜右动脉 一些吻合支(和脾动脉吻合2 和腹腔

干吻合3 肠系膜上动脉吻合 第一空肠动脉吻合)[48].

胰十二指肠下动脉分为前后二支 在胰头前后表面或

浅穿胰实质向右上与胰十二指肠上前 上后动脉末梢

吻合成动脉弓 分支到胰头和十二指肠 并常有一支分

布于空肠近端. 胰十二指肠下前动脉来源于胰十二指肠

下动脉60-70 第一空肠动脉5.4-40 % 胰十二指

肠下后动脉和第一空肠动脉总干17.14-30.43 % 肠系膜

上动脉1.8-50 % 起于肠系膜上动脉的肝动脉0.7-3.1 %

第二空肠动脉2-6.65 % 胰背动脉0.7-2.5 %.胰十二

指肠下后动脉来源于胰十二指肠下动脉60-70  胰十

二指肠下后动脉和第一空肠动脉总干17.14-30.43 % 第

一空肠动脉3.6-30 %  肠系膜上动脉8-25 % 胰背动脉

2.5-8.57 % 起于肠系膜上动脉的肝动脉1.8-8.06 % 胰

横动脉共干1.42 [49]. 胰背动脉曾经有许多名称 如胰最

大动脉 胰颈动脉 胰岬部动脉等. 胰背动脉几乎100 %

出现在胰颈和胰头 其在胰头或胰颈的背面分为左右2

支 多数可贯通全长 右又分为2支. 左支沿胰下缘背面

左行 叫胰下动脉(即胰横动脉). 孟昭鲁 et al [50]尸解50例

发现他是脾动脉的一条大的分支 外径为1.4-3.3 mm
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平均为2.22 0.07 mm 起源于脾动脉为常见型 约

占46 % 起源于脾动脉以外为变异型 占50 %  缺如

的为4 %. 国外资料表明胰背动脉来源变异很大 脾动

脉22.22-80 % 肝总动脉12-24 % 腹腔干3-33.3 %

肠系膜上动脉1.8-25 % 偶见于附属右肝动脉0.6-7 %

胰十二指肠下动脉共干6-8 % 胃十二指肠动脉 [51]. 胰

背动脉具有很重要的临床价值: (1)因胰背动脉的管径与

肠系膜上动脉或腹腔动脉狭窄有关 其右支与胰十二

指肠动脉形成胰前弓 可成为脾动脉与肠系膜上动脉

或腹腔动脉间的侧支循环通路; (2)如果胰背动脉起于肠

系膜上动脉或起点异常的肝动脉 则其行径恰好在手

术切线上或与之交叉 手术时需要引起重视; (3)胰背动

脉是优势动脉 供应胰颈 胰体和尾 有时可能是胰的

单一动脉. 因此在大的胰腺手术前 均应作胰血管造影

以了解其血供 有无异常. 在手术时应尽量找到胰背动

脉及其左右分支 行胰十二指肠切除术时只切断右支

保留左支 而在胰体尾切除时 应保留右支 切断左支.

此外 胰头还可以接受胃十二指肠动脉的2个小分支十

二指肠上和十二指肠后动脉的血供. 李家开et al [52]回顾

分析1 000例肝动脉DSA数字减影血管造影造影片. 将

发自肝固有动脉以远的各级肝动脉分支的供应胰腺的

变异血管命名为肝胰动脉 共发现16例存在肝胰动脉

占1.6 % 其中1例可见2支 共显示17支肝胰动脉. 其

中起源于肝固有动脉7支 占41.2 % (7/17);起源于肝右

动脉6支 占35.3 % (6/17); 起源于肝左动脉4支 占

23.5 % (4/17). 以上的动脉变异在行EPD时应该值得引

起高度重视 他们关系到手术的成败及术后并发症的

发生机率.

2.3.2 胰头部静脉在EPD血管重建的意义  主要是胰十

二指肠上前 上后静脉和胰十二指肠下前 下后静脉.

胰十二指肠上前 上后静脉相互吻合形成胰头前静脉

弓 胰十二指肠下前 下后静脉形成胰头后静脉弓[53].

宋彬et al [54]随机选取129例连续性无中上腹区域恶性肿

瘤及炎性病变的CT增强扫描病例 观察胰头静脉弓各

属支走行及CT表现并测定血管直径 发现胰头静脉弓

属支包括胰十二指肠上后及上前静脉 胃结肠干 结肠

右上静脉和胃网膜右静脉等 CT显示率分别为63.7 %

77.5 % 69.8 % 70.5 %和34.9 % 血管直径均值分别

为2.28 mm 2.31 mm 4.85 mm 3.01 mm和3.88 mm.

Crabo et al [55]发现CT中观察到胰十二指肠上前静脉98

胰十二指肠上后静脉88 而胰十二指肠下静脉较

小 无法观察到. 所以可以利用现代影像技术(超声检

查 CT扫描 磁共振扫描成像 数字减影血管造影 正

电子发射断层扫描)和内镜诊断技术(EUS 腹腔镜 腹

腔镜超声)来判断胰头癌的可切除性 提高可切除率.

此外常有数支来自胰头和钩突的小静脉汇入肠系膜上

静脉右壁和后壁 他们比较纤细 无同名动脉伴行 在

胰十二指肠切除术时 容易撕破 造成难以控制的出

血 必须充分显露予以结扎和切断. 在极少数的情况下

可有来自胰头和胰颈的小静脉直接注入门静脉和肠系

膜上静脉前壁 这也是引起术中大出血的原因之一.

2.4 胰头部胰管  胰管位于胰实质内 接近胰的后面

从左到右横贯全长 分为主胰管和副胰管. 胰管白色

长15-25 cm 最大管径0.30-0.45 cm.了建胰管具有重

要的临床意义 [56] . 刘树伟 et al [57]利用38例成人腹部连续

矢状断层标本和6例成人活体腹部磁共振矢状图像 发

现 36.84 %的主胰管位于胰头后上部 34.21 %的居后下

部 内径1.98 0.55 mm. 副胰管的出现率为31.58 % 大

致行于胰头的中央部 内径1.25 0.41mm.吴承堂et al [58]

研究发现 杂种狗主胰管长度14.56 1 78 mm 直径

2.23 0 16 mm 则分别为14.19 2.01 mm 2.31

0.18 mm. 进一步证明了胰管的种属间有较大的差异. 副

胰管常起于胰头下部 向上走于胰管前方 开口于十二

指肠小乳头 与胰管有交通支(90 ). 主胰管和副胰管

的开口经常变化.徐恩多et al [59]把胰管分为 型. 型为

普通型 主胰管开口十二指肠大乳头 副胰管开口小乳

头 有细的副胰管和主胰管交通 占35.7 %; 型相

反副胰管粗大 开口十二指肠大乳头 主胰管细小开口

小乳头 约18.6 %; 型无副胰管 但有许多细小胰管

和主胰管交通 占27.1 %. 型副胰管细 在胰头上

部与主胰管交通 开口小乳头 约10 %; 型副胰管细

小在胰头下部与主胰管交通 开口小乳头 占5.7 ; 

型主胰管在胰头部有一圆形盘绕 副胰管交通其上方

约2.9 %. 还有学者分为7或 8型 但基本类型一样.在

行EPD手术时胰肠吻合口漏发生率在2.5-13 % 可以

造成17 %的死亡率. 何三光 et al [33]认为胰管扩张明显

大于4 mm采用胰管外翻缝合后行黏膜套入式吻合; 胰

管扩张仅3-4 mm 时 胰腺质地中等则做胰断端空肠

吻合; 胰管无扩张 胰腺质地正常 采用胰管结扎后

捆绑套入或吻合. 彭淑牖 et al [60-67]设系统的研究了胰腺

癌的手术方法及术后并发症诊疗和预防 并且计了捆

绑式胰肠吻合术 将空肠近端黏膜切除3 cm制成浆肌

鞘 胰残端与黏膜缘吻合后用浆肌鞘覆盖 再用粗丝线

捆绑 使液体无法在两层面之间流动 操作简单 缝合

容易 彻底消除了胰漏 已经施行130多例 无1例发

生胰肠吻合口漏 值得推广. Sung et al [68]研究新鲜尸检

发现胰断端的无数小动脉分支与小胰管为胰瘘的来源

据此设计一种套入式吻合. 先在胰残端上下缘深缝一

针 再沿残端一圈作褥式扣锁缝合 然后将胰管口黏膜

作 3 6 9 12 点 4 针贯穿胰腺的全层缝合使其保

持开放最后与空肠端作两层套入式吻合.此后即再无胰

瘘发生.

2.5 胰头部淋巴在EDP 的临床意义  关于胰的淋巴流

向 1978年Cubilla通过对胰腺癌手术标本的分析 将

胰周淋巴结分为5组: 胰头胰体上组; 胰头胰体下组; 胰

十二指肠前 幽门 肠系膜; 胰十二指肠后 胆总管;

脾 脾门 胰尾. 金昱 et al [69]在36具新鲜胎儿尸体上

用300 g/L-1普鲁士蓝氯仿溶液器官内注射观察了胰的淋
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巴流向 发现胰周局部淋巴结有 12 群 胰头淋巴主

要汇入胰十二指肠前上淋巴结和肠系膜上淋巴结.

Donatini et al [70]发现右侧腹腔 肠系膜间淋巴结是胰头

淋巴结引流的重要途径. 目前关于胰腺癌淋巴结转移规

律 胰腺癌淋巴结清扫与预后的关系 胰腺癌的淋巴结

清扫的方法及其并发症等都有了深刻的认识[71]. 淋巴转

移是胰腺癌早期最主要的转移途径 胰头癌的淋巴结

转移率达65-72 % 多发生在胰头后 胰头前 肠系膜

上静脉旁 肝动脉旁 肝十二指肠韧带淋巴结. 日本

全国统计发现胰头后淋巴结转移率为30-40 胰头

前淋巴结转移率为20-25 % 肝总动脉干淋巴结 肠

系膜上动脉根部淋巴结及腹主动脉周围淋巴结转移率

为10-20 . 淋巴结转移率与肿瘤大小及胰周浸润程度

无直接的关系 约30 % 的小胰腺癌已发生淋巴结转

移 少数可发生第2站淋巴结转移.Ishikawa et al [72]报告81

例胰头癌 其中淋巴结阳性第13组为49 第17组为

37 第16组为47 第12组为15 . 张怡杰 et al [73]

探讨胰头癌根治术加区域淋巴结廓清对提高手术根治效

果和生存率的作用 对21例胰头癌患者在Whipple基

础上 扩大手术切除的范围 有针对性地进行区域淋巴

结廓清 有 11 例(52 %)患者存在淋巴结转移 淋巴

结癌转移率以肠系膜根部(14组)和胰头后(13组)最高

其次为胰头前(17组) 肝动脉旁(8组)和肝十二指肠韧带

(12组). 他们认为附加区域淋巴结廓清的胰头癌根治术风

险并无明显增加 但根治效果良好 存活时间延长.

2.6 胰头部神经  胰腺是由内脏神经支配 包括传出神

经交感神经和副交感神经 传入神经感觉神经. 胰头和

切迹的神经比胰尾丰富 受右腹腔神经丛 右肝神经丛

和右肠系膜神经丛的支配. 迷走神经纤维沿胰腺的上缘

和下缘至胰腺 伴随动脉走行 在实质内节前纤维终止

于胰腺小叶间隔中的小神经节 然后再发出节后纤维

沿血管走行 最后分布到腺泡细胞和导管的平滑肌细

胞[74]. 交感神经穿膈肌脚进入腹腔丛和腹腔神经节 伴

随脾动脉和胃十二指肠动脉等分支入胰腺 分布于血

管壁 胰腺管 腺泡细胞以及胰岛[75]. 感觉神经由伴随

交感神经的来自第5-10胸脊神经后根神经节和伴随副

交感神经的来自迷走神经下节的二部分组成. 林源问 et

al [76]解剖30具尸体后发现交感和副交感神经在进入胰

腺前先在胰头后方交织成 胰头丛 然后发出2-10支

进入胰头后方. 胰头丛的出现率为76.6 % 多数由右腹

腔神经节和肝丛发支构成 由丛发出的分支大多数进

入胰头的右上 中 下 和中上区. 在切断胰头丛治疗

胰头癌引起难忍的胰源性腹痛时 可以考虑十二指肠

胰头后入路.临床病理研究发现胰头癌容易发生浸润神

经 进展期胰头癌浸润神经和转移率为53.5-100 %. 神

经转移神经丛是胰腺癌的重要转移途径 癌细胞可直

接破坏神经束膜 或经进入神经束膜的脉管周围侵入

神经束膜间隙 并沿此间隙扩散; 或再经束膜薄弱处侵

至神经束膜外 形成新的转移灶. 神经丛转移与胰后方

组织浸润及动脉浸润程度平行 且与肿瘤大小密切相

关. 胰头癌的神经转移多发生于胰头前 后 腹腔干 肝

总动脉 脾动脉及肠系膜上动脉周围 构成了腹膜后浸

润的主要方式 亦成为腹膜后肿瘤组织残留的主要原

因[77]. 行 EPD 时可以进行胰头神经丛 肠系膜上动脉

周围及腹腔神经丛完全廓清术[78]. 现在提倡如果肠系膜

上动脉神经丛无明显癌浸润 只清除右半侧 以避免

引起难以控制的严重腹泻.
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摘要

p53基因是一种重要的抑癌基因. 在人类50 %的肿瘤中都

发现 p53基因有缺失或突变 可见其与肿瘤的关系十分密

切. 因此 利用 p53基因治疗肿瘤已成为肿瘤继手术 放

疗 化疗以及生物治疗后的又一种有希望的治疗方法. 本

文就 p53基因的结构 功能与肿瘤的关系以及在肿瘤基因

治疗中的应用予以简要综述.
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0   引言

p53 基因是一种重要的抑癌基因. 他在细胞周期调控

抑制细胞生长 诱导肿瘤细胞凋亡等方面有重要的作

用. 其与肿瘤的关系十分密切 因为人类恶性肿瘤中至

少有 50 % 发生了 p53 基因的变化 因此 p53 成为

近年来研究的热点. 以下就 p53基因的结构 功能与以

及在肿瘤基因治疗中的研究进展作简要综述.

1   p53的结构和功能

人类 p53基因位于1 7号染色体的短臂上(17 p 13.1) 全

长 16-20 kb 有 10个内含子和11个外显子 其中第

1个外显子不编码 其上游 4 00 bp 处有启动子P1

下游1 kb 处有启动子P2 二者为转录起始点. 正常的

p53基因又称野生型 p53基因(wild type p53  wt-p53)

其编码的蛋白质是由393个氨基酸(aa) 组成的与细胞分

裂周期相关的核磷酸蛋白质 Mr 53 000 称为 p53蛋白.

p53可以分为5个部分: N-末端的转录活化区(1-42 aa) 能

与一系列的蛋白结构(如MDM2 TBP TAFs)结合

而调节 p53的转录功能[1] ; 信号区(64-92 aa) 富含脯氨

酸 有 5个脯 -X-X-脯重复顺序. 此区不是转录活化

所必须的 但对诱导细胞调亡是必需的[2]; DNA结合区

(102-292 aa) 识别顺序专一的DNA序列; 四聚体化区

(324-355 aa) 此区能抑制癌细胞的生长; C-末端的非

专一 DNA结合区(370-393 aa) 能与非特异性的DNA

序列结合.

        p53基因参与细胞周期调节 调控细胞凋亡. DNA

损伤或缺氧后 p53基因以序列专一的方式与DNA结

合后 起转录因子的作用 活化CDK抑制剂 p21WAF1/CIP1

基因的转录 其产物则可抑制CDK活性 使CDK不

能磷酸化Rb 从而使细胞生长停止在G1/S期[3]. p53还

可诱导gadd45基因表达 其产物可与细胞周期相关蛋

白Cdc2 PCNA相互作用 使细胞生长停止在 G2/M

期 有利于DNA 的修复[4].

        wt-p53的抗肿瘤作用主要是阻滞 G1/G0 期 使细

胞不能进入 S 期 从而抑制细胞的增生. p53 基因在

DNA遭到破坏时 wt-p53 可与细胞核内特异的DNA

部位结合 通过氨基酸的酸性激活区激活邻近基因的

启动子而促进基因的表达 对抑制细胞增生的基因起

到转录激活因子的作用 wt-p53抑制肿瘤发生的另一

途径是直接对某些基因的启动子起负调控作用 受负

调控的基因多数是一些与细胞增生有关的基因 其机

制可能是wt-p53 通过与这些基因的 TATA 结合蛋白

(TBP)结合后 使 TBP不能与启动子的 TATA盒结合

从而抑制转录的起始.

        p53能下调其下游的与凋亡相关的 bax igf-bp3基

因 上调 bcl-2基因 从而调控细胞凋亡. 目前已发现

了一些受 p53 调控的与凋亡相关的基因如 killer/dr 5

fas/apo 1 noxa ei24/pig8 puma 等[5-7]. 原癌基因

c-myc的表达也受p53的抑制[8] 因此当p53突变 c-myc

过度表达时易发生肿瘤.

2   p53基因突变与肿瘤的相关性

p53基因突变是许多肿瘤发生的重要原因之一. 基因突

变主要包括点突变和等位基因的缺失. 椐报道 在大约

200多种不同的肿瘤中 有 50 %的肿瘤带有 p53基因

突变. 已发现 p53基因中有4个位于外显子 5-8的突变

热点 虽然不同组织器官发生的肿瘤中 p53 基因突

变谱显示有差异 但约有90 %的突变是集中在这部分

区域[9]. 他们分别编码 132-143 174-179 236-248

和 272-281号氨基酸[10].

       在多种人类肿瘤中 如食管癌 肺癌 胃癌 肝

癌 结肠及直肠癌 胰腺癌 乳腺癌 卵巢癌 甲状腺

癌 骨肉瘤 横纹肌肉瘤 神经母细胞瘤中p53基因的

突变率在50 %左右. 在黑色素瘤(原发)中 p53基因突变

率高达97 %. 肺癌中各型肺癌均存在 p53基因突变 约

52 %的非小细胞性肺癌 90 %的小细胞性肺癌存在

p53 基因突变. 还有部分白血病 脑肿瘤 多发性骨



髓瘤 星形细胞瘤也存在 p53 基因的改变. 研究发现

难治的肿瘤 p53 基因突变率较高 而相对容易治疗的

肿瘤较少发生 p53基因突变[11]. 而且 p53基因的突变与

病情的发展 肿瘤的转移以及对放疗 化疗的敏感性

和预后都密切关系.

3   p53基因与肿瘤的基因治疗

近年来 随着分子生物学的不断发展 对于疾病的病

因 发生 发展的研究已深入到分子水平. 因此 基

因治疗正逐渐从理论成为现实 他具有选择性强 副

作用小 对晚期肿瘤及转移灶仍有效等优点 从而成

为肿瘤继手术 放疗 化疗以及生物治疗后的又一种

有希望的治疗方法. 由于 p53基因在调节细胞周期和生

长 诱导细胞凋亡的过程中发挥着重要作用 而且在

人类恶性肿瘤中 p53 基因突变率如此之高 因此 利

用 p53基因治疗肿瘤已成为研究的热点. 目前研究最多

的是以正常的野生型 p53基因(wt-p53)替换肿瘤细胞中

突变的 p53基因 称为野生型 p53基因的替代疗法. 此

方法主要是通过转基因技术将野生型p53基因整合到恶

性肿瘤的基因组中去 以替换肿瘤细胞中突变的 p53

基因. 大量的实验已证实 野生型 p53基因可以通过诱

导肿瘤细胞凋亡而抑制肿瘤细胞的生长 [ 12 ] 从而使

p53 在肿瘤的基因治疗中具有良好的应用前景. 因此

如何将目的基因导入机体细胞或肿瘤细胞 并获得安

全有效的表达是这一研究的重点. 目前 向细胞内导入

外源基因的方法大体可分非病毒法和病毒法2种. 重组

病毒具有天然侵袭细胞和整合于宿主细胞的能力 是

具有潜力的DNA转导方法. 以病毒为载体转导p53基因

的报道较多 目前研究和应用最多的是腺病毒载体

逆转录病毒载体 还有以腺相关病毒 单纯疱疹病毒

为载体的. 而非病毒载体以脂质体为主. 主要是阳离子脂

质体的应用现在正日趋为人们所重视.

3.1 腺病毒载体  腺病毒载体是目前介导 p53基因转移

的常用载体. 腺病毒是一种DNA双链无包膜病毒 基

因组DNA约长36 kb 可编码14种蛋白. 腺病毒载体

的主要优点有: (1)性质稳定 能高效表达 对人类相

对安全; (2) 感染的宿主细胞范围广 可感染分裂期及

静止期细胞; (3) 腺病毒感染细胞时无需整合到宿主细胞

基因组中 不存在激活致癌基因或插入突变等危险; (4)

操作简单 重组病毒可通过静脉注射 喷雾 气管

内滴注或制备成胶囊口服经肠道吸收等方法进入体内

容易复制 可获得高效价病毒载体. p53-rAd中 p53有

时会发生自发性突变 常发生在转录活化区和调控区

而DNA结合区却几乎不发生 而这一区却是发生肿瘤

的主要突变位点[13]. 腺病毒介导的 p53基因治疗肿瘤已

广泛开展 包括食管癌 肺癌 膀胱癌 乳腺癌

结直肠癌 卵巢癌 前列腺癌等. 大量的研究表明

腺病毒介导的 p53 基因感染肿瘤细胞后 能有效地控

制肿瘤细胞生长或引起凋亡. 目前 运用腺病毒介导的

p53 基因治疗食管癌 非小细胞肺癌 肝癌已进入 II

期临床试验[14-16]. 研究者还发现 运用腺病毒载体协同

转运GM-CSF 和 p53 感染喉癌细胞 较单独转运 p53

治疗肿瘤效果更好[17]. 虽然腺病毒载体具有良好的应用

前景 但其也存在着一些问题 如: 毒副反应 有些

腺病毒会引起急性感染 宿主体内存在病毒基因会引

起特异性免疫反应 由于目前使用的腺病毒载体是复

制缺陷型病毒 不能在体内自主复制 在治疗中需要

连续重复给药 p53 基因进入周围肿瘤细胞的效率低

也影响了 p53基因作用于肿瘤细胞的效果. 因此 人们

正在寻找新的方法和载体 使目的基因能够高效率

特异性地作用于肿瘤细胞 并能够在肿瘤细胞中连续

自我复制. 目前 一种能够在体内复制的腺病毒载体

ATVs得到应用 p53-ATV 中 p53 不会干扰ATV的复

制 甚至可增加ATV 的溶胞作用 是一个有效的基

因治疗的载体系统[18]. Roy I et al [19, 20] 将 p53融合VP22

(一种重要的细胞间运输蛋白) 这样有效的提高了 p53

由腺病毒转移入肿瘤细胞内的效率. 还有人将腺病毒改

造成选择性感染肿瘤细胞 而不感染正常细胞 有一

种改良的腺病毒ONYX-015已运用于超过300例肿瘤患

者 取得了良好的效果[21].

3.2 逆转录病毒载体  以逆转录病毒为基因转染载体的

研究开展得最早. Roth et al [22]采用逆转录病毒载体 进

行非小细胞肺癌的基因治疗 发现可以抑制肿瘤生长.

他具有高效转移 基因能整合入靶细胞从而能实现长

期稳定的表达等特点. 但逆转录病毒只能感染分裂复制

的细胞 因而对高分化而不分裂的细胞就不能实施基

因转移 逆转录病毒相对于腺病毒而言滴度较低. 最令

人担忧的是逆转录病毒载体在辅助细胞中有同源重组

为野生型病毒的可能 而引起恶性转化. 另外 逆转录

病毒介导的基因转移操作复杂 技术要求. 因此 其介

导的基因治疗受到了一定的限制.

3.3 脂质体包埋法  近年来 以脂质体包埋法进行基因

治疗的研究越来越多. 因为该方法安全 价格相对便

宜 操作非常简便 可直接注入进行基因转移 故成为

一种极具希望的临床应用技术. 脂质体是一种人工合成

的单层或多层磷脂双分子层组成的封闭环形囊状结构.

其主要功能成分是阳离子脂质 可直接与DNA作用而

将其包于中心水相空间形成复合物运载DNA. 外层中性

磷脂包于DNA 脂质复合物外形成微团. 阳离子脂质的结

构决定转染效率 外层中性磷脂起辅助作用. 该DNA

脂质复合物与组织培养细胞接触并融合时 可以有效

地发生DNA摄取和表达. 这类方法不同病毒载体可以获

得高浓度的重组体 转染效率也没有病毒载体高 但他

最突出的优点在于宿主不会出现外源性病毒基因所致

的特异性免疫反应 这在病毒载体是无法避免的. 当

然 不会出现特异性免疫反应 并不是说不会发生毒副

作用. 有人进行动物实验认为 肿瘤局部注入一定剂量

的DNA脂质复合物会出现局部的炎性反应 静脉注射
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DNA脂质复合物会出现肝功能的一过性改变. 类似的反

应在其他载体进行治疗时也同样会出现. 但其仍在需较

长期进行注射的多发或转移肿瘤灶治疗中显示了巨大

优势. 脂质体包埋法的基因治疗的注入方式也是多样

的 经静脉注入 经导管或肿瘤局部注入均可. 有研究

者对转移性乳腺癌动物模型以p53脂质复合物注入进行

治疗 发现肿瘤缩小 肿瘤转移受到限制 目前的研究

主要是怎样提高脂质体复合物进入肿瘤细胞的效率. 如

吸入气雾剂治疗肺癌 气雾剂中有聚乙烯亚胺(PEI)-

p53 一种新型的非病毒载体[23-25]. 另一种给合转铁蛋白

(Tf)的阳离子脂质体能提高 p53的转染效率[26]. 应用结合

胆固醇的阳离子脂质转运 p53 治疗肺癌 提高 p53 的

转染效率 明显抑制了肺癌细胞生长 且毒性小. Xu

et al [27]将anti-TfR scFv结合到脂质体的3 -半胱氨酸

上 scFv-DNA-脂质体复合物用于治疗乳腺癌 scFv

分子小 能提高DNA-脂质体复合物进入肿瘤细胞的

效率 并有效表达. 虽然此方法仍处于初期阶段 临床

疗效的判定还有待于进一步的验证 但目前的成果已令

人满意. 研究者正在对这一方法的安全性 应用剂量 生

物学效能进行更进一步的评价和探讨.

4   p53基因的应用前景

随着介入放射学向纵深发展 经介入放射学方法进行

基因治疗令人关注. 从介入放射学角度 可以经皮穿刺

直接将治疗基因注入瘤体 也可经肿瘤供血动脉行导

管引入 还可同时进行肿瘤血管的栓塞或灌注化疗

或制备带治疗基因的栓子 以加强治疗效果. 经介入放

射学方法进行基因治疗 可清除手术后残留的恶性癌

细胞 防止复发[28]. 目前 经动脉导管引入复制缺陷型

腺病毒(rAd-p53 SCH58500)和选择复制型腺病毒

(dl1520 aka Onyx-015;  CG7870)治疗肿瘤已进入II期

临床试验[29]. 利用Ad-p53(INGN 201)结合放疗治疗非小细

胞肺癌已进入II期临床 是一种安全有效的方法[30]. 经

脑动脉注入Ad-p53 能有效抑制脑肿瘤大小[31]. Asaumi

et al [32] 用热放疗结合 p53 基因的方法 将 p53 基因转

染人唾液腺癌细胞 转染率达到62.3 % 提示这一方

法能有效的治疗人唾液腺癌. 这些都肯定了介入技术在

基因治疗中的应用前景 为介入放射学的发展开辟了

新领域.

        总之 p53基因作为一个重要的肿瘤抑制基因 在

肿瘤细胞的发生 发展中都具有重要作用. 在其他疾病

方面也有作用 如研究者还发现 运用腺病毒载体将

p53 转移至关节腔内 能诱导滑膜液炎症细胞调亡

从而治疗类风湿关节炎[33]. 因此 p53基因具有良好的

应用前景 但目前所进行的工作还处于探索阶段 进一

步研究应集中在以下几个方面: (1) 寻找更有效的载体

提高转染效率 降低其毒副作用; (2) 更深入地研究其作

用机制; (3) 进一步了解其与多种肿瘤的相关性; (4) 研究

其与化疗 放疗及免疫治疗的相互关系以及与其他基

因治疗的协同关系. 随着各种基因治疗工作的深入展

开 p53基因治疗将会成为肿瘤治疗的又一种有希望的

治疗方法.
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摘要

作为第一种被发现并纯化的肿瘤血管抑制剂 血管抑素是

目前抗肿瘤血管生成研究的热点之一. 血管抑素是血浆纤维

蛋白溶解酶原和/或纤维蛋白溶解酶的降解产物 具有抑

制内皮细胞增生 促进内皮细胞凋亡 抑制内皮细胞定向

迁移和抑制毛细血管芽生等抗肿瘤血管生长活性. 作用机制

包括: (1)增强黏附激酶活性 诱导内皮细胞凋亡; (2)拮抗

碱性成纤维细胞生长因子和血管内皮细胞生长因子的作用;

(3)诱导蛋白激酶ERK-1和ERK-2脱磷酰化 降低两种酶

活性; (4)和组织纤溶酶原激原物非竞争性结合 抑制血管

内皮细胞迁移和毛细血管芽生; (5)通过和内皮细胞表面ATP

合成酶的 /β亚基结合 使内皮细胞在缺氧环境中合成
ATP的能力丧失 抑制内皮细胞增生. 通过重组法 转基

因法和体内降解法 许多 期 期临床试验证实血管抑

素具有良好的抗肿瘤血管活性.
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0   引言

自从1971年Folkman et al [1]首次提出肿瘤的生长和转移

具有血管依赖性以后 肿瘤血管生长的调节机制和抗

肿瘤血管生长在肿瘤治疗中的意义得到了广泛关注和

深入研究. 由于难以获得纯化的血管抑制剂 早期研究

进展缓慢. 1994年O Reilly et al [2]从接种Lewis 肺癌

细胞株的小鼠尿中发现并提纯的第1种肿瘤血管抑制

剂-血管抑素(angiostatin) 使抗肿瘤血管生长的研究

突飞猛进 且有望成为第1种应用于临床的肿瘤血管抑

制剂.

1   血管抑素的分子结构[3-8]

血管抑素是血浆纤维蛋白溶解酶原和/或纤维蛋白溶解

酶的降解产物. 血浆纤溶酶原是一种由791个氨基酸和

一些糖链组成的糖蛋白 具有K1 K2 K3 K4 和

K5等5个环以及1个蛋白酶区. 每个环都是由80个左右

的氨基酸组成 由3个二硫键维系的一种盘状双链结

构. 在纤溶酶原蛋白链的不同位置上有不同纤溶酶原激

活物的作用位点 因此不同纤溶酶原激活物作用于纤

溶酶原或纤溶酶将会产生不同分子构成的血管抑素. 如

在 79-80 338-339 354-355 及 440-441 位氨基酸

处有弹性蛋白酶的作用位点 分别位于K1前 K3与

K4 之间 K4 与 K5 之间 经弹性蛋白酶作用后便可

产生K 1-3 K 4 或K1-4 3种血管抑素. 而尿激酶或组

织纤溶酶原激活物的作用位点则在561-562位氨基酸

处(位于K5环内) 因此经他们作用后便产生K 1-4.5

血管抑素. 目前已发现的血管抑素有5种(根据所具有的

环的种类命名) 即K 1-3 K 4 K1-4 K1-4. 5 和

K5. O Reilly首次提纯的血管抑素后来被证实为K 1-4

血管抑素 是1种糖蛋白 Mr 38 000. 至此已明确的

是血管抑素并不是种蛋白质 而是1类由血浆纤溶酶原

或纤溶酶降解产生的 具有不同分子结构和不同强度

抗血管活性的糖蛋白. 但此类物质发挥作用所必需的最

基本活性结构尚有待于进一步确定.

        在最近的一项研究中 应用X线衍射分析法观察

血管抑素K1-3的晶体结构 发现其3个环共同形成一

个腔隙样空间结构 很可能就是该物质的活性中心[9, 10].

2   血管抑素的抗肿瘤血管生长活性及其作用机制

2.1 肿瘤血管的生长过程和调控机制  肿瘤的生长可分

为无血管期和血管期. 在无血管期 肿瘤细胞主要依靠

周围组织的弥散来获取氧和营养物质 其生长受到明

显限制 肿瘤一般不超过1-2 立方毫米. 只有到血管

期 肿瘤病灶内出现新生血管 肿瘤细胞可经新生血管

获得充足营养物质从而迅速生长并且获得进入血液循

环引起转移的可能[11-13]. 肿瘤血管生长过程是一个复杂

的 涉及到许多血管生长刺激信号接收和转导的生化

反应过程. 这包括基底膜的溶解 内皮细胞的增生

内皮细胞的定向迁移 周围基质的浸润 毛细血管的芽

生 新生毛细血管融合成较大血管 血管的修剪以及血

管周围细胞的被覆等一系列过程. 阻断其中的任何一步

都可能影响肿瘤血管生长 从而阻断肿瘤细胞营养物

质的获取[12-15]. 目前对肿瘤血管生长过程的具体分子生

物学机制仍不清楚.

       肿瘤血管生长的调控机制 目前多数学者[11-28]接受

Hanahan et al [29]提出的血管调控平衡学说(angiogenic

switch). 认为肿瘤细胞 内皮细胞和巨噬细胞受缺氧

系统刺激 基底膜通道的信息传递等使局部微环境发

生变化的因素作用后出现一系列基因表型变化 打破



原先的促血管生长因子(血管内皮生长因子 碱性成纤

维细胞生长因子和血小板源性内皮细胞生长因子等)和

血管生长抑制因子(血管抑素 内皮稳定素和 β转化生
长因子等)之间的平衡状态. 当促血管生长因子的作用强

于血管生长抑制因子时 便引起肿瘤血管生长.

2.2 血管抑素的抗肿瘤血管生长活性及其作用机制  血

管抑素具有专一靶细胞 即血管内皮细胞. 正常成人的血

管内皮细胞(除了经期妇女子宫和创伤愈合)只有0. 01%

进行细胞分裂 而肿瘤病灶中进行细胞分裂的血管内皮

细胞可达到正常的100-1 000 倍[3, 11-13]. 因此 血管抑

素通过作用于肿瘤血管内皮细胞发挥其强大的抗肿瘤

血管生长活性的同时对正常组织血管内皮细胞则损伤

很小 是一种高效低毒肿瘤血管抑制剂. 血管抑素对肿

瘤血管内皮细胞具有以下 4种作用[3, 30-38]: (1)抑制内皮细

胞增生; (2)促进内皮细胞凋亡; (3)抑制内皮细胞定向迁

移; (4)抑制毛细血管芽生. 但是其确切作用机制目前还不

清楚. 综合多项研究结果[39-46] 血管抑素抗肿瘤血管生

长的作用机制可能与以下几个方面有关: (1)增强黏附激

酶(focal adhesion kinase)的活性 诱导内皮细胞凋亡; (2)

拮抗碱性成纤维细胞生长因子和血管内皮细胞生长因

子的作用 抑制血管内皮细胞的迁移和毛细血管芽生;

(3)诱导促进细胞有丝分裂的蛋白激酶ERK-1和ERK-2

脱磷酰化 使两种酶的活性明显降低 从而抑制内皮

细胞的增生; (4)机体内组织纤溶酶原激原物(tPA)通过与

纤溶酶原 细胞外基质结合形成三联体以发挥其降解

纤溶酶原的作用. 血管抑素可以和 tPA非竞争性结合

减少三联体生成 降低tPA的作用 减少纤溶酶生成

从而抑制血管内皮细胞的迁移和毛细血管芽生. 此外

尚有人提出血管抑素是通过和内皮细胞表面的ATP合

成酶的 /β亚基结合 使内皮细胞在缺氧环境中合成
ATP的能力丧失 抑制内皮细胞的增生 从而发挥其

抗肿瘤血管活性[47]. 不同研究得出了许多不同结论 这

可能说明血管抑素作用的多样性 也可能与不同研究

者所应用的血管抑素的分子结构不同有关. 应用重组技

术 Cao et al [48]分别合成纤溶酶原的5个环(K1 K2

K3 K4和K5) 并发现5个环的抗肿瘤血管活性有所

不同. K1 K2 K3和K5具有抑制血管内皮细胞增生

活性 而K4则没有这种活性 但K4可以抑制血管内

皮细胞的定向迁移. 在肿瘤患者体内 到底有几种血管

抑素以及哪种血管抑素起主要作用尚有待进一步明确.

根据目前的研究结果推测 肿瘤患者体内血管抑素的

抗肿瘤血管活性并不是某种物质的单纯作用 而是多

种纤溶酶原降解产物 即K 1-3 K 1-4 K 1-4.5

K 4和K5共同作用的结果.

3   临床试验及应用

近年来 已有许多种血管抑素制剂进入 期 期临

床试验 并取得了良好效果[11]. 由于血管抑素合成方法

不同 其产物的分子结构亦将随之有所改变. 不同分子

结构的血管抑素的抗肿瘤血管活性有所不同 所以血

管抑素的合成方法必将影响临床试验效果.

       目前 临床试验中血管抑素的合成方法主要有3种:

重组法 转基因法和体内降解法.

3.1 重组法  该方法是获得血管抑素最为直接的方法. 目

前各种血管抑素的分子结构已经比较清楚 将某种血管

抑素的编码基因转入毕赤酵母菌属表达系统(pich i a

pastoris expression system)或哺乳类表达系统(mammalian

expression system)进行表达提纯 便可获得该种血管抑

素的纯化制剂[49-52]. Sim et al [50]最先开展这方面工作 他

们将血管抑素K 1-3编码基转入毕赤酵母菌属表达系统

表达 获得了纯化的血管抑素K1-3制剂. 给B16-BL6

肺癌裸鼠模型注射该种血管抑素30 nmol/(kg/day) 其

抑瘤率可达80 %. 最近中科院上海生物科研所应用RT-

PCR从人HepG2肝癌细胞株获得人血管抑素cDNA并

将其转入pPIC9K 经毕赤酵母属表达系统表达提纯获

得了高纯度的人血管抑素制剂. 经体外实验发现该制剂

可特异性抑制牛主动脉内皮细胞的增生反应[51]. 在另一

项研究中 Meneses et al [52]将上述编码基因转入哺乳类

表达系统 将获得的血管抑素制剂应用于裸鼠颅内肿

瘤模型 发现其抑瘤率达 85 % 肿瘤新生血管减少

了32 %. 目前 正由费城的托马斯 杰斐逊大学牵头

进行重组血管抑素K1-3 的 期临床试验 主要评价

不同剂量对肿瘤患者的毒性以及血管抑素K1-3和放疗

联合应用的临床效果. 该方法的缺点主要有: (1)肿瘤患者

体内血管抑素的抗肿瘤血管活性并不是某种物质的单

纯作用 而是多种纤溶酶原降解产物 即各种血管抑素

共同作用的结果. 而重组法主要是针对某种特定的血管

抑素 因此其临床效果可能会有所降低; (2)血管抑素有

一定的半衰期 需要重复给药 且用药时间长 这

必将给临床用药带来许多不便.

3.2 转基因法  应用基因工程方法以脂质体 逆转录病

毒和腺病毒等为载体构建带有血管抑素基因的重组体

经不同方法转染肿瘤细胞后使其在肿瘤患者体内表达产

生血管抑素从而抑制肿瘤血管生成[53-63]. Griscelli et al [64]

构建了带有血管抑素K1-3编码基因的腺病毒重组体

经体外实验发现该重组体转染后可选择性抑制内皮细

胞增生 破坏G2/M转换 使细胞有丝分裂中止. 体内

实验发现该重组体转染后可明显抑制人乳腺癌裸鼠模

型的肿瘤和肿瘤血管的生长. 在此后的多项研究也报道

了相似结果[65-70] 而且发现血管抑素重组体和其他肿

瘤血管抑制剂(如内皮稳定素 血小板因子4等)重组体

有协同效应[71, 72]. 另外 尚可构建同时含有血管抑素基

因和 IL-12基因[73, 74] T细胞共刺激因子B7. 1 基因[75]

的重组体 其抗肿瘤效果明显增强. 该方法的缺点有:

(1)与重组法相同 转基因法也是针对某种特定的血管

抑素; (2)重组体的转染率较低; (3)目的基因的表达水平

不高; (4)费用较为昂贵.

3.3 体内降解法  肿瘤患者体内的纤维蛋白溶解酶原在
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纤溶酶原激活物和自由疏基存在的情况下可转化为具

有抗肿瘤血管活性的血管抑素. 给肿瘤患者注射纤溶酶

原激活物(如尿激酶或组织纤溶酶原激活物 tPA)和自由

疏基(如N-乙酰胱氨酸) 使患者体内纤溶酶原转化为

血管抑素达到抗肿瘤的目的. 这种方法与血管抑素生成的

自然途径最为相似 是一种值得探索的途径. Soff et al [3]

在美国癌症研究协会2000年年会上首先报道应用该方

法治疗了7例晚期肿瘤患者 他们在用药后的患者血

液中检测到体内合成法诱生的血管抑素K1-4.5.7 例患

者中有1例肿瘤完全消失 其他患者的肿瘤大小都有不

同程度缩小. 目前美国西北大学医学院正在进行该方法

的 期临床试验. 该方法的缺点有: (1)血管抑素水平难以

控制; (2)长期效果不能保证; (3)仍需反复给药. 如果能结

合转基因法和体内合成法 将带有编码纤溶酶原激活

物基因片段的重组体转染机体内某种分裂增生旺盛的

细胞(如肿瘤细胞 肿瘤血管内皮细胞或造血细胞等)进

行表达从而获得抗肿瘤效果 或许能达到事半功倍的

效果.

       虽然还有许多问题 如血管抑素的活性中心 抗

血管活性的确切作用机制和信号传导途径 各种血管

抑素是否有象凝血系统一样有共同的反应途径等仍有

待于进一步明确 但是血管抑素强大的抗肿瘤活性是

不容置疑的. 相信作为第 1 个被发现的肿瘤血管抑制

剂-血管抑素必为广大肿瘤患者带来福音.
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摘要
转化生长因子 β(transforming growth factor beta TGF β)
是一类能够调节细胞生长和分化的多肽 具备多种生物作

用 在肝纤维化发生 发展过程中具有活化肝星状细胞

(hepatocelluar stellate cell HSC) 促进胶原基因表达 促

进细胞外基质合成与沉积等作用 是最重要的促肝纤维化

细胞因子之一. 大量研究证实 TGF β-Smad信号转导通路
是TGF β发挥生物学作用的主要通路 其分子组成与分子
调节复杂 与其他信号通路存在广泛的交互影响 对不同

的组织 细胞及肝纤维化的不同病程的作用均有明显的差

异 对TGF β-Smad信号转导通路的深入研究不仅使肝纤
维化的发病机制得到进一步的阐明 也给肝纤维化的防治

研究提供了新的有效途径 本文综述TGF β-Smad信号转
导通路的组成与调控 在肝纤维化发病与防治中的作用的

研究进展.

吴晓玲, 曾维政, 王丕龙. TGF β-Smad信号转导通路与肝纤维化. 世界华人
消化杂志  2003;11(10):1601-1605
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0   引言

转化生长因子 β在肝纤维化发生 发展过程中具有活化
肝星状细胞(hepatocelluar stellate cell HSC) 促进胶原蛋白

基因表达 促进细胞外基质(extracellular matrix ECM)合成

与沉积等作用 是肝纤维化最重要的始动因子之一[1-7]. 近

年对TGF β-Smad信号转导通路的分子组成及其在肝纤维
化病程中的作用机制进行了广泛的研究 使肝纤维化的

发病机制得到进一步阐明 也为肝纤维化防治带来了新

的希望 本文就这些研究进展作一综述.

1   TGF β-Smad信号转导通路的分子组成
TGF β家族: TGF β是一个庞大家族群[1] 脊椎动物TGF β
超家族包括TGF β 活动素(activin)和骨成型蛋白(bone
morphogenetic proteins BMPs); 哺乳动物TGF β共有三
种: TGF β1 TGF β2 和 TGF β3 其中肝脏含量最高
且具有生物活性的是TGF β1 由两条相同的含112个
氨基酸的亚单位通过-S-S-键连接成二聚体多肽 Mr

25 000  他是细胞外Mr 75 000的 TGF β隐型相关肽经

酶解修饰后的产物 还原剂可使二聚体分离 活性消

失.正常成人肝脏肝窦内皮细胞 Kupffer 细胞表达较

高水平的TGF β1 TGF β2和 TGF β 3 mRNA则在相
对较低但可以检出的水平; 肝星状细胞正常状态下表达

TGF β极少 肝损伤后三种TGF β表达均显著增加
是肝损伤时TGF β的主要来源[8, 9].
        TGF β家族受体: TGF β超家族的受体有 型

两种 均为受体丝氨酸 / 苏氨酸(Ser/Thr)激酶 二者

形成异源二聚体[3]. 型受体(T β R )的胞外端首先与
配体结合 其胞内段的丝氨酸 / 苏氨酸激酶被活化

进而使 型受体(T β R )的GS结构域磷酸化 GS域
为高度保守的丝氨酸-甘氨酸(Ser-Gly-Ser-Gly-Ser-

Gly)序列 是T β R 活化的关键部位. T β R 活化
后成为丝氨酸 / 苏氨酸激酶 将生物信号向细胞内传

导. β聚糖(betaglycan)是附加受体 为细胞表面表达最丰
富的TGF β结合蛋白 与TGF β1 TGF β2 TGF β3
都有较高的亲和力 可易化T β R T β R 与配体
的结合. Endoglin 也是一种附加受体 与 β聚糖结构相
似 易与TGF β1 TGF β3结合而不与TGF β2 结合.
         Smads蛋白家族: TGF β信号通路的关键传导分子为
胞质蛋白Smads.Smads为与线虫Sma和果蝇Mad蛋白同

源的蛋白家族 他们可以将TGF β信号直接由细胞膜
受体传导入细胞核内 是受体激酶介导的细胞内信号

传导的新途径 为细胞信号跨膜后与核内基因转录之

间开通了一条简便路径[10, 11]. Smads分子中都有两个保守

的Mad同源域 N端的MH1结构域可与DNA的CAGAC

序列结合 C端的MH2结构域可与转录辅激活蛋白或

辅阻遏物相互作用 是Smad的功能区; 两个结构域之

间的短连接区有多个磷酸化位点 可被ERK磷酸化而

失活 是Smad的负调控区. Smads至少有8个成员 即

Smad1-8 根据其功能不同分为三类 第一类是膜受

体激活的Smad (R-Smads) 包括 Smad1 2 3 5

8 其C端功能域末端含有保守的磷酸化位点SSXS基

序(motif) 可与 TGF β受体直接作用并被磷酸化 之
后与Smad4结合为二聚体转位入核. R-Smads与信号通

路的特异性有关: Smad2和 Smad3介导TGF β和活动素
的信号 Smads1 5 8 则介导BMP的信号. 第二类

为通用 Smad (co-Smad) 目前只有 Smad4 与其他

Smads 的同源性较低 C 端功能域没有磷酸化位点

不与受体相互作用 但可与Smads家族其他成员相互作

用形成稳定的异源多聚体 调节靶基因转录. 第三类有

Smad6 7 为 TGF β-Smad 信号转导通路的抑制因



子 可与R-Smads 竞争性地结合受体 阻止R-Smads

的磷酸化 从而阻断TGF β的效应. TGF β-Smad信号通
路中各型Smads分子之间的作用精密协调 共同完成生

理及病理状态下TGF β的生物学效应 研究其生理状态
下的平衡和病理状态下紊乱的确切分子基础对探索肝纤

维发生机制及肝纤维化的有效预防均有重要现实意义.

2   TGF β-Smad信号转导通路的分子调节
TGF β-Smad 信号转导通路受多种因子的调节 R-
Smad 与 Smad4 形成的寡聚体进入细胞后 可直接与

DNA结合调控基因表达 但这种DNA结合活性很低 更

重要的是与胞核内的辅激活蛋白或辅阻遏物分子结合调

节靶基因转录 主要的辅激活蛋白有CBP p300 c-Jun

lef-1 辅阻遏物有SINP1 Sno-N Ski等 许多细节尚

未清楚.这个复杂的生物学过程受到多种细胞因子及相

关基因产物的调控 如SARA(smad anchor for receptor

activition) Dab2 及 Smad6 7 等 其中 Smad6/7 是

主要的负调节分子[10, 11]. SARA与未磷酸化的Smad2/3结

合 通过其FYVE结构域固定Smad2/3并促进其与T β
R 的结合而磷酸化 随后SARA与磷酸化的Smad2/3

解离 Smad2/3 则与 Smad4 结合并向核内转位.STRAP

(serine/enreonine kinase receptor-associated protein)可以加强

Smad7与TGF- β受体的作用而发挥负性调节机能. 细胞
核内的 Smads复合物还可与不同的转录活化因子或转录

抑制因子结合而调节TGF β1的生物效应 这种调节在
动物或植物体内普遍存在 除前述调节因子外 活化

因子还有SRC-1 Evil 等 抑制因子还有TGIF API

c- fos c- fun J-unB JunD VDR SIPL 等 具

体调节的分子机制有待进一步深入研究.

        Dab2是一个重要的正调节分子 其N端含有磷酸

化酪氨酸结合域(PTB)或称磷酸化酪氨酸作用域(PIB)

C端 (PRD)富含脯氨酸 Dab2以PTB与 Smad2的MH2

域结合 促进Smad 2 与 Smad4 结合 是放大TGF β
信号的重要接头蛋白; 其PTB还可与gp600/megalin受体

胞内段结合 富含脯氨酸的PXXP基序可与含SH3的信

号蛋白结合 实现TGF β与其他信号通路之间的 交
谈 (cross talk). 近期研究证实Dab2可通过JNK通路调

节纤维连接蛋白(fibronectin FN)的产生水平 其表

达下调是肿瘤细胞抵抗TGF β的抗增生效应的原因之
一 可视为一个新的肿瘤抑制基因.

      此外 TGF β还存在自分泌 旁分泌调节 TGF β 3
可与转录因子AP-1形成复合体 与TGF β1的启动子结
合 促进TGF β1mRNA表达 实现TGF β的自分泌调节.

3   TGF β-Smad信号转导通路的多种效应
TGF β具有多种生物学功能 参与众多的病理 生理过
程 目前发现TGF β能够调控细胞周期 影响细胞的增
生 发育 分化 转化 黏附 转移 并具有抗增

生功能而被视为一个肿瘤抑制因子; TGF β还具有抗炎 抑

制免疫 影响血细胞生成 血管生成 细胞趋化等功能.

        TGF β-Smad信号转导通路对肝脏的生长抑制作用:
肝脏是TGF β主要的靶器官之一 TGF β可通过依赖
Smad2 Smad3的作用抑制Bcl-xL 表达 从而抑制肝

细胞增生. 实验动物行肝部分切除术或给予四氯化碳注

射 可使Smad2活化及Smad2/4复合物形成增加 进

而转录抑制分子SnoN Ski 表达增加 与Smad 结合

形成复合物 抑制TGF β的抗增生作用 肝细胞得以
再生修复; SnoN Ski 表达增加与肝细胞再生时期对

TGF β的抵抗有关[1].
         TGF β-Smad信号转导通路与细胞凋亡: 在体外培养
中发现当培养液中加入TGF β与活动素时 肝细胞出
现快速凋亡 但肝细胞凋亡的敏感性明显强于非实质

细胞如HSC Kupffers 细胞[13]等 TGF β-Smad信号转
导通路诱导细胞凋亡过程可能受caspases IL6 Sp1

等因子调节.

        TGF β-Smad信号转导通路与其他信号通路的 交
谈 (cros s  t a l k ) :除经典第二信使途径间的 交谈

外 由酶受体介导的下游信号途径之间也存在交流

Smad途径与Ras途径间在细胞质与细胞核中均存在广

泛的交流; 在细胞质中MAPK依赖的Smad分子连接区

特定Ser磷酸化可阻止其核内积聚; 在胞核中 Smads可

与多种环境刺激活化的转录因子相互作用 调节基因

的表达; JAK-STAT与TGF β-Smad途径亦有类似的 交
谈 . Smads 途径与其他信号途径的广泛交流是TGF β
多种生物效应的重要分子生物学基础.

4   TGF β-Smad信号转导通路与HSC表型变化
HSC激活 增生 转化是肝纤维化的中心环节 TGF β
是这一病理过程中必需的生物调节因子 Smads 又是

TGF β惟一的作用底物 故TGF β-Smads 信号通路对
HSC产生的影响引起极大关注[14, 15]. 已知肝纤维化时

HSC是大量ECM的主要来源 肝细胞仅产生少量ECM;

深入的研究揭示 在HSC 内 Smad3 Sp1 共同结

合于 2 ( )胶原基因序列-313至-255位点 该位点

有很强的增强子活性 结合Smad3 Sp1后胶原基因表

达明显增加; 而肝实质细胞则由Sp3结合于此位点 且

不表现增强子活性 可能是导致不同细胞对TGF β刺激
产生不同的胶原合成效应的原因之一.

         TGF β在肝损伤的不同时期也产生不同的效应[16-18].
急性肝损伤时 HSC释放TGF β增加 促进纤溶酶原
激活剂抑制因子-1(plasminogen  activator inhibitor type

1 PAI-1) 2 ( )胶原基因的转录 HSC内的Smad2

以自分泌方式活化 随后诱导 Smad7 表达 增加的

Smad7与 Smad2结合阻止其作用 终止TGF β的信号
转导 是TGF 信号通路的负反馈调节机制. 但HSC

转化为肌样成纤维细胞(myofibroblast MFB)后则表现

为 Smad2 的持续磷酸化 抑制性 Smad7 表达水平低

下 因此不能抑制Smad2介导的肝纤维化信号 这种
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内源性TGF β诱导的Smad2持续活化及Smad7水平低
下可能是肝纤维化进展的原因之一.

        TGF β对HSC与分化成熟的MFB也表现出不同的
转化增生效应 研究证实 培养液中加入TGF β 则
HSC 出现胶原合成增加 Smad7 基因表达增加 而

MFB则无此现象; 分子生物学方法显示HSC和MFB均

出现T β R T β R 表达 但MFB对两种TGF β
受体的亲和力明显下降 且未发现Smads 蛋白复合物

向核内转移并与DNA结合的证据.

       肝纤维化动物模型显示 肝纤维化的进展往往伴

随血清及组织中TGF β增加 HSC数量进行性增多
Smad3 mRNA表达量显著高于正常肝脏.肝纤维化各个时期

Smad3 mRNA表达方式无显著差别 但抑制性Smad7呈现

相反结果 即肝纤维化初期升高 中晚期进行性下降 这

也许是肝纤维化持续进展的又一分子生物学基础.

        对 Smad3基因敲除鼠的研究发现 给予四氯化碳

刺激后72 h HSC 中 1 ( ) 2 ( )mRNA表达

水平分别下降为野生型的42 %及 64 % 而 平滑肌

动蛋白(smooth muscle alpha-actin -SMA)表达水平

略高于野生型HSC.体外培养Smad3基因敲除鼠的HSC

则 1 ( )mRNA表达水平下降为野生型的73 % -

SMA表达水平相同; 表明HSC合成最大量的 型胶原需

要Smad3的作用 其活化则可能通过不依赖Smad3的

途径.另一项研究显示MFB内 Smad3 持续活化 且不

需配体的刺激即在胞核中持续存在 即使Smad7过度表

达亦不能影响 2 ( )与 PAI-1基因的转录[15]. 还有研究

发现 MFB表现出T β R 的持续活化 导致TGF β反
应的启动子转录激活 进而ECM合成增加 产生TGF β
的促纤维化效应. 这些研究表明 TGF β对实质细胞与
间质细胞的效应不一致 对急 慢性肝损伤时HSC的

效应也因其活化状态不同而有显著差别 因此 病理性

胶原转录增加与TGF β-Smad 通路功能异常有关 尽
管其确切的分子机制不明 但至少部分说明慢性肝损

伤进展为肝纤维化及肝纤维化病程迁延不愈与TGF β
的促纤维化效应有关 区别肝损伤的不同病程有助于

选择合适的干预手段[19, 20].

5   HBV感染与TGF β-Smad信号转导通路
HBV感染是慢性肝炎 肝纤维化的主要病因之一 其

X基因编码产物X蛋白(protein X pX)可刺激HBV增强

子的转录 并通过其独特的DNA顺式作用元件活化多

种其他病毒及细胞基因启动子的转录 已发现pX可结

合NF-κB CREB/ATF p53 AP1 AP2 Egr-1
还可与多种前启动复合物(preinitiation complex PIC)成

分如 型RNA多聚酶 TATA结合蛋白(TATA binding

protein) 转录因子 H(transcription factor H TF

H) TF B 等相互作用 pX 通过这些作用影响

HBV的复制 扰乱宿主细胞的生长控制和DNA修复功

能 成为一个引人注目的癌蛋白.近年研究发现 pX

在HBV慢性感染引起肝纤维化的过程中也发挥重要作

用 并与TGF β信号通路密切相关[21].
        前已述及 CBP和p300蛋白是Smad发挥作用最重

要的转录辅激活蛋白. 在Smad4N端MH1区含有结合pX

的结构域 pX可与TF B Smad4及 p300蛋白形成

稳定的复合物 促进Smad4的核转位.对NIH3T3细胞的

研究显示 给予TGF β刺激后 Smad4的核转位增加
而转导了pX基因的NIH3T3 pX细胞即使没有TGF β刺
激 也出现Smad4 的核转位 加入TGF β后Smad4
Smad3的核转位更显著多于NIH3T3细胞. 这些研究表

明 pX作为Smad的转录辅激活蛋白增强Smad复合物

的转录活性 促进TGF β-Smad 信号通路靶基因的转
录 特别是产生ECM的基因以及TGF β基因的转录
以自分泌 旁分泌方式活化被HBV感染的细胞 增加

ECM合成 最终导致肝纤维化 肝硬化. 近期报道活

动素亦参与肝纤维化病程 在肝纤维化 肝硬化大鼠其

表达明显增加 而pX不仅增强TGF β的信号 还可增
强活动素和BMP的信号 可能也参与了HBV致肝纤

维化的漫长病程[21].

6   TGF β-Smad信号转导通路与肝纤维化防治
正因为TGF β-Smad信号转导通路在肝纤维化发病中起
着举足轻重的作用 干预该信号通路就成为肝纤维化

防治的理想选择[22-43] 其中一些方法已经取得了满意

的结果 主要的有以下2类: 即 TGF β1 受体水平和受
体后信号转导分子水平的调控.

6.1 受体水平的调控  (1)可溶性T β R: 通过与细胞膜
T β R竞争性结合TGF β 抑制TGF β信号的转导
在肝纤维化动物模型中已取得初步疗效[44-46]. (2)转染截

短的T β R基因: 转染的T β R缺少大部分胞内段
因而失去酶活性 不能活化T β R 从而阻断TGF β
信号的转导.但使用腺病毒载体可诱导机体迅速产生中

和性抗体而失效 且存在剂量依赖的毒性 限制了这一

方法的研究[1]. (3)重组T β R: 将人 IgG与T β R胞
外部分拼接 形成的嵌合分子可阻止TGF β的信号向
胞内传导[47]. (4)TGF β中和抗体 仅对动物实验性肾纤
维化有效[1]. (5)重组LAP: 能够阻止活性TGF β过度表达
引起的抗有丝分裂效应 未观察抗纤维化疗效. (6)反义

TGF β: 利用逆转录病毒载体PLATSN将反义TGF β基
因导入HSC细胞株LI90 可见LI90 自分泌TGF β及
产生ECM减少 目前限于细胞实验[48]. (7)减少TGF β
的产生: 目前已报道许多西药[49-51] 中药制剂[52-65]能够

降低肝脏TGF β mRNA水平 减少TGF β的产生 是
颇有希望的抗纤维化措施之一.

6.2 受体后信号转导分子水平的调控  如前所述Smads与

Smad7 表达失衡是肝纤维化发生的分子基础之一 增

加Smad7的表达或降低R-Smads的表达水平是理论上

可行的基因治疗策略.将tandem CAGACA重复结构插入

CoLLA2启动因子的CAGA mofif 区域后 可显著降低
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TGF β1诱导的转录反应; 应用 Smad2 3 4的反义寡
聚核苷酸或cDNA亦可有效阻断或抑制TGF β1的生物
学功能. 另有实验证实转染外源性Smad7的细胞失去了

对TGF β1的反应性效应; 将Smad7  RNA注射入非洲蟾
蜍胚胎 活动素与TGF β1的效应被阻断; 以RGD三肽
引物与 Smad7 基因合并构建重组质粒导入HSC 中

HSC中RGD-Smad7 mRNA表达明显增加 HSC培养

液中 型胶原水平明显降低.

        尽管TGF β-Smads信号通路相关的基因治疗方法仍
处于初始阶段 其基础理论有待进一步研究 基因干

预方法有待进一步完善 但已为肝纤维化防治提供了

新的选择 显示出其光明的前景和活跃的生命力. 作为

最重要的促纤维化细胞因子之一 TGF β也具有一般
细胞因子发挥作用的网络性 多效性特点 单纯干预

TGF β-Smad信号通路似乎不足以逆转肝纤维化病程
并且干预TGF β信号通路有可能导致细胞分化异常
从而出现细胞生物学行为变化 应给予足够重视.

        总之 TGF β-Smads信号转导通路与肝纤维化的发
生 发展密切相关[66] 虽然他在肝纤维化发生过程中

的许多分子细节尚未阐明 但众多的研究均已提示

TGF 为首要的促纤维化因子之一 对TGF β-Smad
信号转导通路的深入研究不仅有助于进一步阐明肝纤

维化的发病机制 也为肝纤维化的防治研究提供了重

要的途径[67-77].
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摘要

细胞凋亡是在某些生理或病理条件下 细胞接受到某种信

号的触发后主动参与并遵循一定程序的较慢的死亡过程. 消

化管在发育过程中 消化管上皮广泛存在着细胞凋亡现象.

胎鼠肠上皮中凋亡小体主要分布在近上皮的肠腔面 但在

食管中则广泛分布于上皮各层. 食管 十二指肠和结肠上皮

凋亡小体密度的峰值分别出现在胚胎12 d 15 d 16 d 食

管上皮的凋亡小体密度峰值明显高于十二指肠和结肠.  细胞

凋亡对消化管形态发生起着重要的作用 是适应发育进程

的需要 在消化管发育过程中 细胞自然凋亡规律一旦失

常 个体即不能正常发育或发生畸形. 消化管发育中上皮细

胞凋亡受到多种因素的调控 其中基因调控起着关键的作

用. Bcl-2家族 p53和 c-myb等多种基因以及细胞因子

共同参与了其调控. 胚胎发育过程中发生的增生和凋亡

并不是随机出现的 而是发生在胚胎发育过程特定部位和

特定时间 并有着严格的时空程序.
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0   引言

细胞凋亡(apoptosis)首先是由英国病理学家Kerr et al在

1972年提出的 用以描述一种在形态学上有别于细胞

坏死(necrosis)的细胞死亡过程. 细胞凋亡是在某些生理

或病理条件下 细胞接受到某种信号的触发后主动参

与并遵循一定程序的较慢的死亡过程. 他是机体的一种

基本生理机制 贯穿于机体的整个生命活动过程[1, 2]. 关

于胚胎消化管上皮发生的调控机制 多认为与肠上皮

细胞增生与凋亡 肠壁平滑肌的限制作用 间充质及某

些活性物质的诱导作用等因素有关[3-6]. 细胞凋亡在消化

管发育过程中具有重要的生物学意义. 消化管发育中上

皮细胞凋亡受到多种因素的调控 其中基因调控起着

关键的作用. Bcl-2家族 p53和 c-myb等多种基因以

及细胞因子共同参与了其调控.

1   消化管发育中的细胞凋亡

1.1 早在十九纪末就有人报道胚胎发育过程中肠上皮细

胞中有颗粒状的包含物 被称为胎粪小体(meconium

corpuscle) 认为是肠上皮细胞吸收肠腔内物质形成的[7].

1980年代通过大鼠和人胚胎结肠发生的电镜观察 揭

示了胎粪小体实属肠上皮细胞凋亡崩解后所形成的有

膜被的凋亡小体(apoptosis bodies) 可被邻近的上皮细

胞吞噬或脱入肠腔内[8, 9]. 胚胎发育至一定阶段 肠腔

表面的上皮细胞核固缩浓染 细胞退变脱落[10]. 凋亡细

胞在电镜下有其形态特征 早期细胞凋亡表现为核固

缩并凝结成块; 晚期时核染色质固缩在核膜周边成半月

状或环状 内质网极度扩张 线粒体改变不明显. 以后

凋亡细胞形成多个有膜包裹的凋亡小体[11-14]. 用TUNEL

(In-situ dTdT-mediated dUTP nick end labeling)法可原位

标记凋亡细胞的核及含核碎片的凋亡小体. Hall et al [15]

还在光镜下计数小鼠HE染色切片中胃肠上皮的凋亡小

体. 汪维伟 et al [16]报道在胎鼠HE染色石蜡切片中见消

化管上皮内凋亡小体直径在1.20 µm-6.25 µm 圆形
内含1至多个深染核碎片和强嗜酸性胞质或仅含强嗜

酸性胞质 外有清楚晕环 在未见淋巴细胞浸润的胚胎

消化管上皮中较易识别 其分布与TUNEL法原位标记

的凋亡细胞在上皮中分布一致. 胎鼠肠上皮中凋亡小体

主要分布在近上皮的肠腔面 但在食管中则广泛分布

于上皮各层. 食管 十二指肠和结肠上皮凋亡小体密度

的峰值分别出现在胚胎 12 d 15 d 16 d 食管上

皮的凋亡小体密度峰值明显高于十二指肠和结肠.

1.2凋亡不是可有可无 无规律的现象 而是多细胞

动物生命活动过程中不可缺少的部分[17]. 一方面是个体

正常发育成熟过程所必需的 另一方面也是动物维持

个体正常细胞数量所必须的. 在消化管发育过程中的凋

亡具有重要的生物学意义 首先是适应发育进程的需

要. 在胎鼠发育过程中肠上皮近游离面和食管上皮各层

均有大量凋亡小体出现 说明细胞凋亡在消化管上皮

发生中起着重要作用. 在胚胎发育至人胚第7-8 wk以及

鼠胚第13-14 d 时 肠上皮细胞大量分裂增生 上皮

变为复层 肠腔变小或 闭塞 ; 随后复层上皮内的细胞

间出现次级腔 并渐与原发腔相通连并融合 肠腔扩

大 是肠绒毛形成的基础. 原发腔和次级腔的扩大 肠

绒毛的形成以及复层上皮向单层上皮的转变中均依赖

于细胞凋亡. 消化管的发育是在消化管上皮细胞的增生

与自然凋亡的动态平衡中进行的. 可以说 没有凋亡就

没有消化管的发育. 其次 在消化管发育过程中 细

胞自然凋亡规律一旦失常 个体即不能正常发育或发

生畸形 例如 先天性肠狭窄或闭锁 就是由于应



该凋亡的细胞没有凋亡而造成的; 而不应该凋亡的细胞

出现凋亡则可造成如气管-食管瘘这样的畸形. 此外

胚胎消化管发育过程中存在广泛的细胞迁移现象也可

以通过凋亡清除异常迁移的细胞 以保证胚胎的正常

发育[18]. 但也有人认为细胞凋亡在结肠上皮的组织发生

中意义不大[19].

2   消化管发育中凋亡相关基因的表达和调节

2.1 由于分子生物学的飞速发展 近年来有关消化管上

皮发生中凋亡分子机制的研究取得了可喜的进展 有

关凋亡的新基因不断被发现. Bcl-2[20, 21] (B-cell lymphoma/

leukemia-2)基因是1984年Tsujimoto et al从滤泡性淋巴

瘤中分离出来的一种癌基因. Bcl-2蛋白是调节凋亡的

关键元件 他通过抑制半胱天冬蛋白酶Caspase (又称为

死亡蛋白酶)激活所需的配体(adaptor)活性而使细胞生

存 所以 Bcl-2又称生存蛋白. 基因 Bcl-2及 Bcl-2蛋

白不影响细胞的增生率而是抑制或阻断多种因素引起的

细胞凋亡. 随着研究的深入 Bcl-2基因家族不断扩大

他们有的对凋亡起抑制作用 例如: Bcl-2 Bcl-xl A1

Mcl-1 ced-9等; 有的则为凋亡的促进者 例如: Bcl-x

Bax Bad Mcl-1等. 这些基因均与Bcl-2有较高同源性.

Novack和Korsmeyer et al [22]在C3HхC57BL/6F1小鼠中

观察到:在胚胎14.5 d时 肠上皮细胞尚未分化 Bcl-2

在肠管上皮中所有的细胞均有高水平表达;到胚胎16.5

时 肠管已有绒毛形成 但所有肠管上皮细胞继续表达

Bcl-2 其表达水平可能比14.5 d 时有所下降;到胚胎

18.5 d 时 绒毛更明显 细胞已经开始分化 Bcl-2

表达于是局限在绒毛基底部. Bcl-2表达于全部未分化

肠上皮细胞 却在发育成熟的绒毛里局限表达于未分

化祖细胞带. 研究表明 Bcl-2在人胚胎组织中表达比在

成年后更为广泛. 因此 未成熟细胞表达 Bcl-2是为了

克服特殊时期的细胞凋亡. 尽管 Bcl-2在正常胚胎中有

广泛表达 但在 Bcl-2 缺陷小鼠中除了肾脏以外的许

多器官仍正常发育 这可能是由于 Bcl-2 相关分子家

族在胚胎发生过程中提供了过剩的死亡抑制[22]. Vachon

和Cardin et al [23]利用原位末端标记(in situ terminal uridine

deoxynucleotidy1 nick-end labelling ISEL)方法检测人

胚胎9-20 wk空肠发育过程中肠细胞的凋亡. 在9-17 wk

时肠细胞凋亡不明显. 但是 从 18 wk 开始 ISEL 阳

性细胞可在绒毛顶部上皮规则地检测到. 利用免疫荧光

方法发现 Bcl-2 蛋白家族 包括 Bcl-2 Bcl-X(L)

Mcl-1 Bax Bak Bad 六个同系物和一个非同系物

分子Bag-1全部表达于19-20 wk肠上皮细胞. 而 Bcl-2

同系物在18-20 wk以前沿着肠腺-绒毛轴上皮中呈区

域化的梯度表达. Western blot分析表明在肠腺-绒毛轴

形态发生过程中 Bcl-2同系物表达的调节是与其区域

化的上皮表达相平行的.

2.2 c-myb是凋亡调节有关基因中的成员之一 他有直

接调节 Bc l-2 基因转录的作用 在胃肠的胚胎发育

中 c-myb和 Bcl-2经常是联合表达. c-myb在胎鼠结

肠黏膜早期中有所表达 在鼠和人的结肠上皮中表达

一直持续到成年. Zorbas et al [24]等用 c-myb基因剔除小

鼠观察到:在结肠上皮腔面和腺体中的细胞凋亡都增

加 而 Bcl-2表达显著减少. 因此认为 c-myb是通过控

制 Bcl-2的转录而调节凋亡的. c-myb在成年小鼠小肠

上皮中的表达水平与结肠表达相似. 但是 在发育过程

中 c-myb基因缺失小鼠在胚胎14 d时 小肠Bcl-2的

表达却不受影响. 因此 虽然 Bcl-2可能在结肠中部分

被 c-myb所调节 但这种情况不出现在小肠中.

2.3 p53是一种典型的抑癌基因 对细胞生长起负调节

作用(negative regulation) 促进细胞凋亡[25-27]. 大量文献

表明p53 基因虽可诱导细胞凋亡 但并非所有细胞的

凋亡过程均必须. 小鼠肺发育的任何阶段均未见p53的

阳性表达 对不同发育阶段的人胎肺组织的检测也出

现同一结果[28]. p53缺失小鼠肠腺中细胞凋亡水平保持正

常[29]. 在小鼠胚胎14.5 d 时 所有复层肠上皮均表达

p53 到胚胎16. 5天时 肠隐窝里的上皮细胞表达p53

明显强于覆盖绒毛上的细胞;形成黏膜下层的中胚层细

胞仅表达低水平的p53mRNA. 在胎鼠肠腺/绒毛轴形成

后 p53 的表达就局限于腺上皮[30]. 胚胎发育过程中

p53高水平表达于未分化和增生细胞中. 因此p53可能

与细胞分化过程调节及细胞成熟有关[31]. p53基因家族

包括p63 和 p73 他们具有相互重叠的功能又各有其

不同的特点. 这些家族成员都具有相似的结构 此结构

在诱导发育凋亡中具有重要作用. 与正常小鼠相比 在

p53缺失小鼠的食管复层上皮有p63高表达 因此p63

表达可能与p53缺陷有关[32].

2.4 抑制凋亡的基因  Survivin et al [33]是IAP基因家族成

员之一 在胎鼠11.5 d胃肠管上皮中有表达. 同样 在

人胎胃和肠腺体底部表达水平很高 而在绒毛上皮中

没有表达. 因此可见 Survivin 基因在胃肠发育过程中

具有重要作用. 此外 Merrittti 的研究结果显示啮齿类

动物胃肠道上皮细胞在转化的原癌基因 p53 的介导

下 细胞凋亡的数量增加. 将原癌基因 c-myc c-Ha-

ras 转染第 14 d 大鼠胚胎细胞后 在放射诱导下 转

染 c-myc或c-Ha-ras 和 c-myc的胚胎细胞凋亡数量增

加 而只转染c-Ha-ras 的胚胎细胞有抗放射诱导细胞

凋亡的作用.

3   消化管发育中与细胞凋亡相关的细胞因子的调节

细胞因子与消化管发育中凋亡密切相关. 文献报道 表

皮生长因子(epidermal growth factor EGF)和转化生长

因子- (transforming growth factor- TGF- )在胚

胎生长发育过程中 通过与相应膜受体结合具有调控

上皮细胞生长的作用. EGF在肠上皮中有阻止TGF-β诱
导的凋亡的作用. Iwanaga et al 对成年大鼠肠上皮细胞

调亡的研究 见绒毛顶部的细胞发生凋亡 可能与巨噬

细胞分泌的肿瘤坏死因子- (TNF- )等细胞因子的

李均, 等. 消化管发育中上皮细胞凋亡研究进展                                                  1607



化学作用等因素有关. TGF-β是一种多功能多肽 调节
肠上皮细胞增生 移行 分化及细胞外基质的形成.

Barnard 报告了TGF-β可能在上皮细胞离开增生区时
阻止细胞增生并维持其最终的分化状态. TGF-β还对体外
培养IEC-6肠上皮细胞增生有强烈的抑制作用. TGF-β可
以诱导结肠上皮细胞凋亡 免疫组化研究表明 TGF-β1
主要表达于小肠绒毛顶部 而在结肠组织中 则主要

表达于结肠腺顶部不再分裂的细胞. 在腺顶部的细胞中

TGF-β的阳性表达和 Bcl-2 的阴性表达则表明这些细
胞处于凋亡状态中.

4   细胞增生与细胞凋亡

细胞分裂增生与细胞凋亡 从功能的角度来看是两个

截然相反的生物学现象. 然而近年来随着人们对这两个

过程研究的深入 有越来越多的证据表明: 这两个原来

截然相反的过程 实际上有着非常密切的联系. Vachon

et al [23]报道人胚胎肠细胞的凋亡与腺体-绒毛轴的细胞

增生和分化有关. 发育生物学认为 许多精细器官的胚

胎发生 无1例外地包含着细胞凋亡的机制. 而胚胎发

育过程中发生的增生和凋亡 并不是随机出现的 而是

发生在胚胎发育过程特定部位和特定时间 并有着严

格的时空程序. 关于二者的相互影响和联系 尚未见到

系统的报道.

        关于胚胎肠上皮凋亡的机制 Sbarbati et al认为与

表层上皮细胞血供不足有关; Knox et al 认为远离基底层

的细胞可能因接受基膜的生存信息减弱而易发生凋亡[26];

Iwannaga et al则报道成体大鼠小肠绒毛固有层的巨噬细

胞能诱导上皮细胞凋亡. 更多资料表明 凋亡在胚胎消

化管发育过程中受多种基因和生长因子调节. 随着分子

生物学的迅速发展 已发现了许多与细胞凋亡有关的

调控基因 初步说明细胞凋亡是受基因控制的 是主动

连续的程序化反应. 但是 凋亡的调控机制是个十分复

杂的过程 许多新基因还有待发现 许多调节因素以及

基因间的相互作用关系尚需研究.
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摘要

生物芯片技术因其可在一次反应中进行信息的平行分析

而受到众多研究者的瞩目 特别是在人类基因组计划研究

工作中的应用 不仅极大地促进了该项工作的进行 也

使芯片技术在短短的几年间得到了长足地发展 并迅速在

杂交测序以外的领域得到广泛的应用. 利用生物芯片的高通

量特性 系统地研究生物体系表达的蛋白质功能及其相互

作用 使蛋白质芯片在最近几年有了迅速的发展. 生物芯

片技术不断应用于食管癌 肝癌 胰腺癌和结直肠癌等

消化系统肿瘤以及幽门螺杆菌感染相关性疾病和病毒性肝

炎等消化系统疾病的研究中 对阐明其发病机制以及诊断

和治疗起着巨大的推动作用.

蒋业贵, 李兆申. 生物芯片技术及其在消化系统疾病研究中的应用. 世界华人

消化杂志  2003;11(10):1609-1613
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0   引言

生物芯片由美国Affymetrix 公司首先开发 芯片技术

进步迅速 并呈现发展高峰 其特点是高度平行性 多

样性 微型化和自动化[1]. 按芯片上探针的不同 生物

芯片可分为基因芯片和蛋白质(肽)芯片. 如果芯片上固定

的分子是寡核甘酸探针或靶DNA 则称为基因芯片[2-6];

如果芯片上固定的是肽或蛋白质 则称为蛋白质芯片

或肽芯片[7-9]. 本文就基因芯片和蛋白质芯片技术在消化

系统疾病研究中的应用作一综述.

1   生物芯片技术概述

1.1 生物芯片的种类  按基因芯片的用途分为表达芯片

基因组芯片和测序芯片; 按芯片上核甘酸的长度分为寡

核甘酸芯片 cDNA芯片和基因组芯片. 根据芯片上固

定的蛋白质是否有活性 蛋白质芯片可以分为两种形

式:无活性芯片和有活性芯片. 无活性芯片是将已经合成

好的蛋白质点在芯片上 有活性芯片则是在芯片上点

上生物体(如细菌) 在芯片上原位表达蛋白质. 活性芯

片可以提供模拟的机体内环境 对于蛋白质功能分析

更为有利[10, 11]. 根据反应类型 蛋白质芯片可分为抗

原-抗体芯片 受体-配体芯片 酶-底物芯片等; 根

据芯片的用途 蛋白质芯片又可分为蛋白质组研究芯

片 临床检测芯片 药物筛选芯片和代谢工程芯片等.

1.2 生物芯片的制备  基因芯片种类多 制备方法也各

不相同 主要有两种基本方法[12, 13]: (1)原位合成: 主要

有光引导聚合法和喷墨打印合成法(压电打印法)两种途

径 是目前制造高密度寡核苷酸芯片最为成功的方

法 适用于寡核苷酸; (2)合成点样法: 主要利用手工或

自动点样装置将预先制备好的寡核苷酸或cDNA样本点

在经特殊处理的玻璃片或其他材料上 利用cDNA与

载体之间共价交联或通过静电作用产生黏附 适用于

大片段DNA 也适用于寡核苷酸和mRNA. 点样前需将

递质表面包被氨基硅烷或多聚赖氨酸 使之带上正电

荷来黏附核酸分子. 除上述2种方法外 还有用聚丙烯

酰胺凝胶作为支持递质 制成以凝胶块为阵点的芯

片 或者也可以通过导电的吡咯单体的聚合形成微阵

列[14, 15]. 很多基因芯片的制备方法 如光引导聚合法

合成点样等 也可应用于蛋白质芯片的制备[16, 17]. 制备

蛋白质芯片的主要困难之一是需要保持蛋白质的活性.

首先 在荧光标记蛋白质的时候 对反应体系中被检

测的蛋白质需要进行适度的荧光标记. 如果每个蛋白质

分子上标记的荧光分子过少 则会影响到芯片检测蛋

白质的灵敏度; 但如果每个蛋白质分子上标记的荧光分

子过多 则可能影响蛋白质的活性. 其次 在固定化

的过程中 需要选择最佳的方案 使蛋白质保持最好

的结合能力. 影响因素包括耦联化学 缓冲液 制备

蛋白质阵列和固定时所用的温度 湿度等. 最后 在

芯片表面抗原 - 抗体进行相互作用反应时所用的温

度 湿度及探针蛋白质与靶蛋白质的浓度等也会影响

其反应效率.

1.3 信号检测  最常用的荧光标记法使用激光共聚焦荧

光扫描仪进行信号检测. 目前荧光检测主要有2种: 激光

共聚焦荧光显微扫描和CCD荧光显微照相检测. 前者检

测灵敏度 分辨率均较高 但扫描时间长; 后者扫描时

间短 但灵敏度和分辨率不如前者. 目前的荧光检测系

统还有待进一步完善与发展. 有研究者正试图绕过荧光

标记 建立新的检测系统 以提高信号检测的灵敏度.

2   生物芯片在消化系统疾病研究中的应用

2.1 在消化系统肿瘤研究中的应用  Lu et al [18]应用cDNA

芯片筛查了正常黏膜组织 轻度不典型增生 中度不

典型增生 原位癌和鳞状细胞癌5个级别食管病变组织



细胞基因表达谱的改变 通过聚类分析发现了一批与

食管癌发生 发展有关的基因. Kihara et al [19]应用基因

表达谱芯片技术从20例应用同一化疗方案治疗的食管

癌患者中发现大约有52个基因与术后生存率和化疗敏

感性有关 并指出基因化疗敏感性积分与患者的预后

有显著相关性. 陈少全 et al [20]利用cDNA芯片检测5例

胃腺癌组织 发现上调基因 11 条 下调基因 16 条

下调的基因中有2条新基因.

        李瑶et al [21]从2例原发性肝细胞癌标本的4次重复

实验筛选到1 000条在肝细胞癌中差异表达的基因. Okabe

et al [22]采用包含23 040个基因的芯片分析了20例肝癌

和癌旁组织基因表达的差异 发现促有丝分裂基因在

大多数患者中的表达上调 HBV阳性肝癌中 表达水

平改变的基因大多数编码代谢致癌物和抗癌药的酶类

与HCV阳性肝癌中基因表达的改变不同.

        金钢et al [23]用含4 096个人cDNA基因的芯片对3例

临床切除的胰腺癌和正常胰腺标本的基因表达谱进行

分析 结果筛选出在3例胰腺癌和正常胰腺组织中均有

差异表达的基因398 条 其中新基因289 条 旧基因

109 条. 从旧基因中筛选出表达有显著差异的基因 37

条 其中在胰腺癌组织中上调基因 20 条 下调基因

17条. 在差异表达的基因中 有一些与肿瘤发生的发

展有密切关系. 张乐之et al [24]用蛋白质芯片技术定量测

定42名正常人 30例胰腺癌和16例胰腺炎患者血清

12种肿瘤标志物的变化并对检测的效果进行评价. 研究

发现胰腺癌患者CA19-9 CA242和CA153明显升高

该蛋白质芯片测定的敏感性为70% 特异性为89.7 % 阳

性预测值为77.8 % 阴性预测值为88.1 %. 虞先浚 et al [25]

利用 cDNA 芯片分析胰腺癌相关基因表达谱 发现

MBD1 EDG1等基因和过甲基化表达调控可能在胰腺

癌发病机制中起关键作用.

        Frantz et al [26]构建人结直肠特异性cDNA芯片 筛

选结肠癌 正常结肠黏膜和结肠转移灶的基因表达情

况 发现与正常组织相比 其中59条是在癌组织中表

达水平上调2倍和2倍以上的基因. Soeth et al [27]采用芯

片检测CEA介导的结肠癌细胞基因表达谱的改变 通

过273条基因的筛查 发现CEA改变不同癌相关基因

组 特别是细胞周期和凋亡基因 CEA影响结肠癌细

胞的凋亡 是结肠癌细胞的永生性因子. Alon et al [28]

用代表6 500个基因的寡核苷酸芯片研究结肠癌基因表

达谱 并用表达谱数据对基因和组织进行聚类分析 广

泛揭示了基因表达图谱的相关性. 通过这种方法 可将

基因分成功能群 用于疾病发生及临床诊断等方面的

研究. 有学者将结肠癌患者与非癌对照者的血清或排泄

物样品通过蛋白质芯片进行了研究 分别用5种蛋白质

芯片来分析 发现有一个13.8 kD的特殊相关蛋白 存

在于结肠癌及其癌前病变患者的血清中 而在非癌或

克隆病以及溃疡性结肠炎等良性肠病的患者中该蛋白

缺如. 因此通过检测血中是否有该蛋白存在可确定肠病

的良恶性质并对结肠癌做出早期筛查. 邓安梅et al [29]采

用肿瘤诊断用蛋白质芯片对结直肠癌患者以及正常对

照组 疾病对照组的血清进行检测分析 结果发现

CEA CA19-9 CA242 联合检测结直肠癌患者血清

阳性率可达83.3 %.

2.2 在幽门螺杆菌(Hp)感染相关性疾病研究中的应用

Hp感染的诊断至今仍然存在诸多问题 最根本的原因

在于目前的方法不能同时兼备很高的灵敏性 特异性

和易操作性. 目前普遍采用电泳法 其结果有较大的误

差 易造成污染和假阴性 且多为检测单一基因 效率

低. 基因芯片技术具有较高的灵敏性 用多种多点同步

杂交法检测靶基因和自动化检测可确保检测的特异性

和客观性. 还可以对结果进行定量 对研究Hp与消化

系统疾病的关系 指导 Hp相关性疾病的治疗有重要

价值. Hp与胃癌的发生有密切关系 Hp的长期感染可

导致胃黏膜的恶变. 胃癌的形成是在多种因素作用下

使胃黏膜逐步发展到癌前病变 再发展到胃癌的渐进

过程. 正常胃黏膜到癌前病变 以及癌前病变到胃癌的

变化过程均存在特征性差异表达基因 应用基因芯片

技术研究这些差异表达基因对于了解胃癌发生 发展

和转归 指导临床治疗均具有重要意义.

        Maeda et al [30]用cDNA芯片技术研究发现CagA阳性

Hp上调胃癌细胞株2 304 条基因中的8条 其中6条

基因经RT-PCR证实 等位基因cagE阴性突变不能上

调这些基因. Israel et al [31]应用Hp全基因组芯片分析从

不同临床相关疾病分离的 Hp基因组差异 发现与致

十二指肠溃疡菌株G1.11相比 B128菌株感染沙鼠后

引起更严重的胃炎 溃疡和黏膜细胞增生凋亡紊乱.

Salama et al [32]用Hp全基因组芯片检测不同菌株之间基

因的改变 发现22 %的基因对于1个或者多个菌株是

非必需的 进而确定了Hp的1 281条核心基因. 阎小君

et al [33]制备Hp DNA芯片和Hp蛋白质芯片 以检测Hp

及对 Hp基因进行定性 定量及结构分析. 同时通过

mRNA差异显示技术从胃癌细胞株和正常胃黏膜细胞株

中筛选出了154个差异表达基因 并对其中35个片段

进行克隆和分析 已筛选出19个新序列. 这些初步研

究表明 基因芯片技术在基因分型 毒力相关基因以

及对宿主基因表型的研究方面存在巨大的应用潜力和

前景.

2.3 在病毒性肝炎研究中的应用  为了正确选择抗病毒

治疗药物及评价其临床疗效 除了生化 免疫和病理指

标外 还必须明确肝炎病毒的核酸结构和体液病毒核

酸的含量. 基因芯片技术能对所有肝炎病毒的分型 变

异 突变和病毒核酸含量进行高通量 平行检测[34-37]. 拉

米夫定抗HBV治疗中常出现的YMDD变异 检测分析

其耐药性 对于正确选择治疗病例 制订最佳治疗方案

及提高临床疗效具有重要意义. 基因芯片的高通量 平

行检测技术针对引起YMDD变异的众多基因突变位点

设计探针 根据杂交信号判定HBV的YMDD变异 得

1610                ISSN  1009-3079   CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 10月 15日  第 11卷  第 10期



出是否产生耐药性的结论[38, 39]. Livache et al [37]将HCV的

5 UTR 区及其型特异探针固定于硅芯片上 与不同

标本的 扩增标记的DNA样品杂交 通过藻红蛋白-

链亲和素耦联物与生物素结合 在荧光显微镜下即可

观察结果. 该芯片已成功区分血清标本中的 1 和 2 型

HCV 灵敏度很好 且空间分辨率很高. Honda et al [40]

用cDNA芯片技术发现HBV感染的肝细胞中 炎症相

关基因表达水平的下调改变较为突出 而HCV感染的

肝细胞中 以抗炎症基因表达上调为主 提示两类病毒

有不同的致病机制.

        随着DNA结合蛋白研究的深入 受组合化学 抗

体库和随机噬菌体肽库技术的启发 人们构建了随机

核酸库并从中筛选出与靶蛋白特异结合的核酸配基

此核酸配基的筛选过程称之为SELEX技术(systematic

evolution of ligands by exponential enrichment SELEX).

与蛋白类抗体相比 核酸配基具有许多优越性: 作用的

靶分子范围更广 配基与靶分子的结合能力与特异性

更强 动力学参数可依体外诊断条件的要求而改变

不受抗原毒性和免疫原性的限制 特异性和亲和力不

受组织或样本中非靶蛋白的干扰 体外人工化学合成

实现标准化生产 在合成时可随意连接其他功能基团

和分子等. 选择针对肝炎免疫应答过程中特异性标志物

及相关反应蛋白筛选核酸配基 人工合成后结合于固

相载体制作基因芯片 即可实现基因芯片技术的病毒

性肝炎免疫标志物及免疫应答过程中的细胞因子 细

胞周期 细胞凋亡等的免疫学检测 同时应用荧光淬

灭原理将核酸配基作为桥梁 标记两种相互淬灭的荧

光素 建立新型的非核酸(如蛋白质)的定性和定量基

因诊断方法. 这种方法可以解决一张芯片同时检测抗原

抗体的技术难题 弥补抗体在蛋白质芯片诊断领域中

应用的不足[39].

       总之 基因芯片技术因其可在一次反应中进行信

息的平行分析 而受到众多研究者的瞩目 特别是在

人类基因组计划研究工作中的应用[41-56] 不仅极大地

促进了该项工作的进行 也使芯片技术在短短的几年

间得到了长足地发展 并迅速在杂交测序以外的领域

得到广泛的应用[57-65]. 利用生物芯片的高通量特性 系

统地研究生物体系表达的蛋白质功能及其相互作用

使蛋白质芯片在最近几年有了迅速的发展[66, 67]. 不断涌

现的新技术可以加速蛋白质芯片的发展 如将寡核苷

酸阵列转化为多肽和蛋白质阵列的核糖体展示技术

RNA多肽融合技术 寡核苷酸标签配体技术和大规模

的利用基因替换与RNA抑制进行的基因敲除技术. 在检

测技术方面 荧光共振能量转换和原子力显微镜都可

以用于蛋白质芯片研究. 蛋白质芯片之所以比DNA芯片

发展慢 主要还是因为蛋白质本身的变化太多 如何保

证检测结果的可重复性 如何降低成本 这些都需要科

学界进一步加深对蛋白质结构和功能的理解 需要其

他辅助技术的成熟. 生物芯片作为一项极具应用前景和

开发价值的新兴技术 他的产业化和规模化已是指日

可待[68-70]. 生物芯片发展的最终目标是将从样品制备

化学反应到检测的整个分析过程集成化以获得所谓的

微型全分析系统(micro total analytical system)或称缩微芯片

实验室(lab-on-a-chip) . 而且 也出现了将样品制备 化

学反应和分析检测部分结合的芯片. 缩微芯片实验室取得

的巨大成功 使得生物芯片的研究更是如火如荼[71, 72].
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WJG搭建我国消化学基础和临床研究惟一国际交流的平台
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摘要

Wilson病是一种以原发性铜代谢障碍为特征的常染色体隐

性遗传病 基因定位于13 q14.3  蛋白产物是一种铜转运

P型ATP酶.  已发现多种基因突变类型 突变结果是铜转

运障碍. 患者胆道排铜障碍及铜蓝蛋白合成障碍 导致过

量的铜沉积在肝细胞 豆状核 角膜等全身各处 临床表

现为多种多样 涉及消化 神经 眼睛 血液等多系统 多

器官的损伤 极易误诊. 治疗主要是低铜饮食 减少铜的吸

收 增加铜的排泄和肝移植. 首选药物是D-青霉胺. 本文结

合个人临床经验 系统阐述Wilson病的发病机制 临床表

现 诊断和治疗情况 以提高对本病的认识 减少误诊.

林连捷, 郑长青. Wilson病的诊断和治疗. 世界华人消化杂志  2003;11(10):

1614-1617

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1614.asp

0   引言

Wilson 病(wilson s disease WD)即肝豆状核变性

(hepatolenticular  degeneration) 是一种以原发性铜代谢

障碍为特征的常染色体隐性遗传病 该病好发于青少

年 病理生理学改变是胆道排铜障碍及铜蓝蛋白

(ceruloplasmin CP)合成障碍 导致过量的铜沉积在肝

细胞和其他部位. 临床特点是与铜在肝 豆状核 角膜

等处沉积相关的肝脏病变 神经精神障碍和Kayser-

Fleischer (K-F)环等症状. 各国报道的患病率从5/百万-

50/百万不等. 一般认为我国患病率比西方国家高. WD致

残性及致死性均高 但又是先天遗传病中为数不多的

可治性疾病之一 如早期诊断 治疗完全可以控制病

情 并基本恢复正常的生活和工作 如不治疗则是致死

性的 因此国内外很重视对WD的临床分析和总结[1-31].

1   分子生物学研究

自1912年Kinnear Wilson报道本病以来 国内外对WD

的研究相当广泛并且不断深入.  1985年Frydman et al  将

WD基因定位于13q14.3后 国外对WD的研究全面进

入分子生物学领域. 1993年北欧的3个研究小组分别成

功克隆了WD基因[32-34]. 分析表明 他编码的蛋白产物

是一种铜转运P型ATP酶 与以前克隆的 Menkes 病

基因(ATP7A)结构有高度同源性 参与铜跨膜转运的

代谢过程 因此WD基因被命名为ATP7B基因.  该基

因大约7.5 kb 编码 1 465 个氨基酸 编码区含有21

个外显子. 除了肝脏外 ATP7B 蛋白广泛表达于肾

脑 眼 心 肺等多种器官. 目前至少200 种 ATP7B

基因突变被发现[35-43].   研究显示欧洲裔及地中海国家以

14号外显子的His 1069 Gln  突变[38-41]和18号外显子的

Gly1267Lys突变[41]较为常见   而中国大陆的患者主要

是 8 号外显子的Arg778Leu 突变和 12 号外显子的

Thr935Met突变[42, 43]. 这种不同的突变热区可能是各地区

患病率不同和临床表现差异的主要原因.  推测是因为8

号外显子位于ATP7B蛋白的跨膜功能区 该位点发生

突变引起蛋白的1级和 2级结构发生改变 导致铜的

转运在细胞膜上停滞而发病.  14号外显子处于ATP7B

蛋白的磷酸化区和ATP结合区 该位点突变导致转运

铜过程中能量缺乏 铜在细胞内停滞而发病.

2   病理生理

正常人饮食中微量的铜从胃肠道吸收入血 先与白蛋

白疏松结合 经门脉系统进入肝脏后 与 α-2 球蛋白
牢固结合成CP. 循环中的铜90 结合于CP上 约70 

CP存在于血浆中. 铜作为辅基参与多种生物酶的合成.

多余的铜主要通过胆道由粪便排出 尿液和汗液排铜

量甚微. 而WD患者中胆道排铜障碍及CP合成障碍 导

致过量的铜沉积在肝细胞 可导致肝细胞坏死 肝纤维

化等改变. 从坏死的肝细胞释放的大量铜可导致溶血

并逐渐沉积在脑 肾 角膜 骨关节等部位 引起神经

系统 消化系统 血液系统 泌尿系统 骨骼 角膜等

多系统 多器官受累. 因此WD临床表现是多种多样的.

目前  有许多关于铜在WD中作用的研究[44-48].

3   临床表现

WD多于青少年期起病 少数可迟至成年期 发病年

龄4-50岁  有的甚至可晚至60岁发病[1]. 以肝脏症状

起患者平均年龄11岁 以神经症状起病者平均年龄19

岁. 少数以急性溶血性贫血 肾损伤 骨骼关节改变等

为首发症状. 据统计WD的临床表现主要有以下几方面:

(1)肝脏症状: 多表现为非特异性慢性肝病 如乏力

食欲不振 肝区疼痛 黄疸 腹水 肝脾大 食

管静脉曲张破裂出血及肝昏迷. 极少数患者以急性肝衰

竭起病. 也有无症状转氨酶升高者. (2)神经系统症状 : 临

床上突出表现是锥体外系病症 表现为肢体舞蹈样及

World Chin J Digestol  2003 October;11(10):1614-1617
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手足徐动样动作 肌张力异常 肌强直 动作迟缓

构音障碍 吞咽困难 屈曲姿态 紧张步态等. 还可

有广泛的神经损害 如进行性智力减退 思维迟钝

以及情感 行为 性格异常 晚期可有器质性精神

病 少数有癫痫发作. 症状常缓慢进展 可有阶段性

缓解或加重 亦有进展迅速者 特别是年轻患者. (3)

眼部损害: K-F环是本病最重要的体征  对早期诊断很

重要[49] 是由于铜沉积于角膜后弹力层所致 多见于

双眼 个别见于单眼 呈绿褐色或金褐色 用裂隙

灯检查可发现 明显者肉眼可见. 少数患者可出现白内

障 晶体混浊等.(4)肾脏损害: 可出现蛋白尿 血尿

尿酸尿 肾结石 高尿钙 肾性糖尿等.(5)骨骼受累:

出现骨质疏松 骨关节炎 骨折 骨和软骨变性等.

(6)其他表现: 溶血性贫血 皮肤色素沉着 胰腺炎等.

4   辅助检查

4.1 WD的实验室检查包括与铜代谢有关的指标  (血清

CP 血清铜 24 h尿铜排泄 肝铜含量等)和肝 肾功

能等常规检查. (1)血清CP正常值为0.15-0.60 g/L 多数

WD患者CP显著降低. 血清CP降低是诊断本病重要依

据之一 一般认为其值与病情 病程及驱铜治疗效果无

关. 有学者认为可检测CP用于人群普查[50]. 注意血清CP

降低还可见于肾病综合征 慢性活动性肝炎 原发性胆

汁性肝硬化 某些吸收不良综合征等. 另外 CP是一种

急相反应蛋白 有5 患者由于感染或炎症CP正常;

免疫学方法检测时 前铜蓝蛋白与CP有交叉反应 可

使低值的结果升高为正常; WD基因型多种多样 表型

不可避免也多种多样 因此CP正常不能排除本病[51]. (2)

血清铜正常值是11-22 µmol/L 90  WD患者降低. 同
CP一样与病情 病程 疗效无关 并有假阳性. (3)24 h

尿铜排泄正常人小于50 µg WD患者未治疗时常大于
100 µg 甚至增加数十倍 服排铜药后进一步增高
待体内蓄积的铜大量排出后 尿铜又渐降低. 对可疑患

者 如D-青霉胺治疗前尿铜大于100 µg/24 h 治疗
后升高至1 000 µg/24 h 除外其他原因所致肝细胞坏死
的疾病 可诊断本病. 但是应注意尿铜假阳性: 收集尿

液的容器可能被污染而影响其准确性; 在广泛肝细胞坏死

的疾病中尿铜排泄均可增加; 24 h尿量计数不准确. 而无症

状者尿铜可能正常. (4)肝铜含量是诊断WD的重要指标 

正常小于50 µg/g肝组织 多数患者大于250 µg/g肝组
织. 但在国内患者难以接受肝穿 故不是常规检查. 如恰好

取材为新生的肝硬化结节则可出现假阴性. (5)肝肾功能可

无或有不同程度的损害. 表现为白蛋白降低 转氨酶升高

胆红素升高 尿素氮升高 肌酐升高 血尿 蛋白尿等.

(6)其他改变 如贫血 血三系减少 凝血时间延长等.

4.2 影像学检查无特异性诊断价值  腹部彩超 头CT

MRI可提示肝 脑损伤. 我们总结58例WD患者的临床

及影像特点[4] 53例患者行腹部彩超检查 其中44例

示弥漫性肝损伤(83 %)甚至肝硬化 38例示胆囊壁增

厚 水肿 伴 / 不伴胆囊增大(72 %) 32 例示脾大

(60 %) 21例示腹水(40 ). 13例行头MRI检查 7例

示内囊 基底节区信号异常 T1WI 低信号 T2WI

高信号(54 %). 8 例行头CT 检查 6例示内囊 基底

节区低密度信号(75 %). 因此可见 超声虽不能作为确

诊依据 但对肝损伤的提示 不失为一种简便 有效方

法; 头部CT MRI的应用对提高诊断有帮助. 另外 骨

关节X线检查可发现骨质疏松 骨关节炎 自发性骨

折 骨软化和软骨变性等 多出现在双腕关节以下.

4.3 基因诊断是目前的研究热点问题之一 国内外学者

致力于WD 蛋白及基因的研究[52-56].  应用荧光 PCR

SSCP等分子生物学技术[56-59]对本病进行基因检测. 但由

于上文提及至少200种ATP7B基因突变被发现 这种

多变性使基因诊断不能作为一种简单 有效的诊断方

法 特别对散发病例. 但近几年来 分子生物学技术对

患病家族研究 症状前诊断和杂合子检出以及科学研

究是很有价值的.

5   诊断

本病起病常为慢性隐匿经过 当只有肝损伤或神经系

统表现时 常因对其认识不足而导致误诊 漏诊. 临

床诊断主要根据4条标准[60]: (1)肝病史或肝病征/锥体外

系病征; (2)血清CP显著降低和/或肝铜增高; (3) 角膜K-

F环; (4)阳性家族史. 符合上述4条中的3条可诊断 符

合2条则可能是WD.

6   误诊情况

由于WD基因突变的多样性  临床表现多种多样   本

病极易误诊.  我们总结58例WD的误诊情况[4] 发现

初诊即确诊者仅19例 (33 %) 28 例曾被误诊(67 %).

误诊病种达17种 涉及消化 神经 泌尿 血液 运

动 结缔组织等多系统 同一病例也可同时误诊为几种

病. 误诊病种依次为肝硬化16例 肝炎15例 肾炎 溶

血性贫血各6例 扭转性痉挛 锥体外系病变 溶血尿

毒综合征各2例 脑瘤 癫痫 病毒性脑炎 胆囊炎

结核性腹膜炎 类风湿 系统性红斑狼疮 重症肌无力

骨髓炎 微量元素缺乏各1例 共计59例次.

7   治疗

WD是先天遗传病中为数不多的可治性疾病之一 早

期诊断 早期治疗 患者可以基本正常的生活. 治疗

原则是低铜饮食 减少铜的吸收 增加铜的排泄 对症

治疗 必要时进行肝移植. (1)铜螯合剂 增加铜排泄  D-

青霉胺是治疗WD的首选药物. 他使血液和组织中的过

量游离铜从尿液中排出 而且能和铜在肝中形成无毒

复合物而消除游离铜的毒性. 能诱导肝细胞合成金属铜

硫蛋白 发挥去铜毒的作用. Durand et al [61]认为对有

严重肝功不全的WD患者  在脑病发生之前早期应用

D- 青霉胺 可快速改善症状 避免急诊肝移植手术.
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经6 mo-12 a的随访 患者不必进行肝移植. 即使进行

择期肝移植 手术风险也要小得多. D-青霉胺成人量

1-1.5 g/d 儿童 20 mg/(kg·d)  分 3次口服 需终生

用药. 三乙基四胺作用同D-青霉胺 副作用小 在国

外较受推崇[62] 但价格昂贵. 二巯基丁二酸钠能与血中

游离铜 组织中以与酶系统结合的铜离子结合 形成硫

醇化合物经尿排出. 还有二巯丙磺酸 二巯基丙醇等. (2)

减少铜的吸收  锌制剂是一种有效的治疗药物[62-64]  锌

通过竞争机制抑制铜在肠道的吸收 使铜通过粪便排

出  并且通过增加金属硫蛋白的合成而减少铜的毒

性  甚至可以用于孕妇的治疗[64]. 锌元素50-150 mg/d

分3-4次口服. 硫化钾使铜在肠道形成不溶性的硫化铜

排出体外. (3) 肝移植[61, 65]是上述治疗无效患者最后的希

望 而对于以严重肝功不全起病的WD患者 若不进

行肝移植或D-青霉胺治疗 很快进展为脑病而死亡[61].

(4)低铜饮食即避免食用含铜高的食物 如肝 贝壳类

蟹 虾 巧克力 蚕豆 豌豆 坚果等. (5)对症治疗.

        总之 目前国际上对WD的基础研究主要集中于利

用动物模型 研究WD基因编码蛋白在动物体内(主要

是肝脏)的表达 探讨基因治疗的可能性[66, 67]; 利用细胞

模型研究ATP7B蛋白的分子结构特点和生物学特性[68-71].

        虽然对WD分子生物学的研究使我们看到基因诊断

在未来可能发挥重要作用  但目前WD仍然是一种不易

诊断的疾病 诊断必须依赖临床和实验室检查的结合

而无单一的检查可以确诊或排除诊断. 临床医生应重视

以下几点[4]: (1)对不可解释的肝病 肝 脾大 特别

是青少年的肝硬化; 对不明原因的吐字不清 步态不稳

共济失调等 特别是头CT MRI有基底节区改变; 对血

尿 蛋白尿 骨折 骨痛 贫血 出血点及淤斑等 特

别是同时有肝损害者 均应警惕本病的可能性. (2)由于

本病是常染色体隐性遗传病 故家族中有该病或不明

原因的肝病 神经系统等病征 应注意本病的可能性.

(3)对上述患者应进行眼裂隙灯检查K-F环 测血铜蓝

蛋白 血铜 尿铜排泄等检查 可明确诊断. (4)条件不

允许进行铜代谢检查时 可行头CT MRI和腹部超声

检查 虽不能作为确诊依据 但可提示脑 肝损伤. 早

期诊断 早期治疗可有效控制病情 恢复正常的生活和

工作 甚至怀孕 生育[72].
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摘要

E-钙粘蛋白(E-Cadherin E-Cad)是一类建立细胞间紧密

连接 维持细胞极性 保持组织结构完整的钙依赖性跨膜

糖蛋白. 众多研究表明 E-Cad与其相应配体的表达异常与

肿瘤的发生 发展相关; E- 钙粘蛋白的基因缺失 基因

突变以及转录异常是E-钙粘蛋白表达异常的主要原因; E-

钙粘蛋白的表达异常与肿瘤细胞的低分化 高侵袭性和转

移性相关; E-钙鲇蛋白功能失活还直接影响了患者的预后.

目前国外对E-Cad 与食管癌侵袭转移关系的研究相当活

跃 本文就其研究进展作一综述.

吴静, 薛群基, 刘维民, 王爱勤, 寇伟. E-钙粘蛋白与食管癌侵袭转移的关系.

世界华人消化杂志  2003;11(10):1618-1620

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1618.asp

0   引言

细胞黏附分子是一类存在于细胞黏膜表面介导细胞与

细胞 细胞与基质之间相互黏附的糖蛋白. 依其结构的

不同 可分为选择素族 免疫球蛋白超家族 整合

素族 CD44 分子和钙粘蛋白家族等类型.上皮细胞钙

粘蛋白(E-Cadherin E-Cad)是属于钙粘蛋白家族典型

的钙粘蛋白亚族中的一员 该亚族还包括肝细胞钙粘

蛋白 胎盘钙粘蛋白和神经细胞钙粘蛋白. E-Cad在建

立与维持细胞间紧密连接 保持上皮细胞极性中发挥

重要作用[1-5]. 他的异常表达与肿瘤的发生 发展有密切

的关系. 本文就E-Cad的生物学特征以及其与食管癌侵

袭转移的关系作一综述.

1   E-Cad的结构 生物学特性与功能调控

E-Cad基因是位于16号染色体长臂22.1区带基因编码

的一种跨膜糖蛋白.含有16个外显因子及15个内含子[6].

E-Cad 在体内有二种形式 一种为组织型(或称细胞

型); 另一种是可溶型.组织型E-Cad Mr 120 000 其在

特定条件下可经蛋白水解酶脱落成Mr 80 000的可溶性

E-Cad. 因此 E-Cad 又称细胞 CAM120/80[7]. 组织型

E-Cad 主要由细胞外区 跨膜区和细胞内区三部分组

成 细胞外区包括 5 个重复同源结构域(ECAD 1 -

ECAD5) 每个结构域内都有钙结合位点 当这些位点

与Ca2+离子结合后细胞外的球形结构域变为棒形 从

而介导细胞间的黏附[8-11]. 因此E-Cad黏附功能的发挥

依赖于Ca2+的存在. Ca2+的缺失可使E-Cad细胞外区出

现构象的可逆性改变 从而使其丧失黏附作用. 郑志红

et al [12]研究发现E-Cad 基因突变位于细胞外ECAD3

内 其第432位密码子由天门冬酰胺 赖氨酸(AAC

AAG) 从而影响细胞外结构域的黏附功能.

        E-Cad黏附作用还受其配体-连环素(catenin cat)

的调节 E-Cad需要与其配体cat结合成复合物才能起

作用. cat主要包括 - β-和 - cat[13]. -cat Mr102 000
基因位于5q21-22 与黏连斑蛋白(vinculin)有同源性[14].

β-cat Mr 95 000 基因位于3p21.3-22. -cat 又称斑珠
蛋白(Plakoglobin) 与 β-cat 同属一个基因家族 二者
有60 %以上的氨基酸序列相同 但其作用尚不清楚.

E-Cad 的胞质部分与细胞骨架相连 由连环素将细胞

内的信息传给E-Cad分子而至细胞外 介导细胞外的

黏附作用. 而这一过程影响着细胞的活动 迁移 浸

润和转移. 有关E-cadherin-catenin 复合体的功能及在

肿瘤发生 发展等病理过程中所起的作用非常复杂 特

别是 β-catenin参与的信号转导途径的具体通路及信号
转导相关蛋白的生物学效应等尚需深入研究.

2   E-Cad在食管癌组织中的表达及其调节

许多研究发现[15-20]食管癌组织中E-cad下调或缺失与肿

瘤的恶性生物学表型有很强的相关性; 与肿瘤细胞的分

化程度密切相关. 分化良好 保留上皮形态的肿瘤细

胞 E-cad表达正常或较高; 低分化或未分化的肿瘤细胞

E-cad表达较低或不表达. 而且E-cad表达正常的患者

预后优于E-cad表达异常者 这些研究提示E-cad表达

异常是细胞恶性转变的一个标志性特征.

          大量相关研究[21-25]也发现具有侵袭性组织学特征的

肿瘤细胞常有E-cad表达下调或缺失 浸润性生长的肿

瘤其E-cad表达异常的发生率显著高于膨胀性生长的

肿瘤.

        Krishnath et al [26]采用免疫组化方法 对65例食管

腺癌病理标本同时进行E-cad -cat β-cat 检测
结果发现 食管癌普遍存在表达异常 其异常表达率分

别为74 % 61 %和 64 %. 而且E-cad -cat 异常

表达与肿瘤的分期 分级密切相关; β-cat 异常表达与
食管腺癌的分级存在相关性; 三者异常表达均与患者生



存期缩短有关. Nakanishi et al [27]对96例食管鳞癌的研究

显示: E-cad -cat β-cat 异常表达率分别为44 %
72 %和 74 % 其表达下调与癌细胞的分化差呈正相

关 与患者的预后也有相关性. 这些研究表明E-cad和

-cat β-cat 复合体异常表达是食管癌发生 发展
过程中的事件 对食管癌的形成起重要作用; 同时认为

E-cad和 -cat β-cat 复合体异常表达可作为预测食
管癌预后的有价值的指标.

        Washington et al [28]检测54例Barrett s食管和食管

腺癌组织中E-cad表达 结果显示 随食管黏膜病理变

化从轻度不典型增生到重度不典型增生 再到黏膜内

癌 腺癌 E-cad表达逐渐减低. Matsumoto et al [29] 对

食管未分化鳞癌与分化鳞癌的比较研究中发现 前者

E-cad 表达明显降低或缺失 与后者比较有显著性差

异 认为与肿瘤具有高的恶性程度相一致; 而且平均生

存期分别为35.5 28.9 a 和 6.5 6.2 a 显示与患者

的预后有关.日本学者[30]对416例食管鳞癌进行了回顾

性研究 发现不论是单因素分析 还是多因素分析 均

显示E-cad 表达正常者比异常表达者具有明显的生存

优势 也认为E-cad是预测食管癌预后的重要指标.

3   E-cad与食管癌的侵袭 转移和预后

肿瘤的转移是一个复杂的过程 包括: 黏附作用减弱

癌细胞侵入邻近组织 癌细胞进入血管和淋巴管[31]. E-

cad是关键的黏附分子 其表达下调或功能障碍 不仅

参与了上皮细胞的早期恶性转变[32] 而且与肿瘤的浸

润和转移有关. E-cad表达下调或缺失 可导致同种细

胞失去黏附 使正常组织不能正常发育成形[33, 34] 可

使肿瘤细胞具备侵袭性生长的特点 有利于癌细胞从

原发灶脱落分离 向局部淋巴结转移或侵入血管向远

处转移[35, 36].

       Krishnath et al [26]对65例食管癌标本的研究发现

在E-cad表达正常的17例标本中无淋巴结转移的0期

期 a期共占88 % 有局部和远处淋巴结转移的

b和 只占12 % 有明显的腺样结构 肿瘤中有良

好的细胞间连接的高分化或中分化癌占100 %. 而E-cad

表达下调的48例中0期 期 a期占37 % b

和 占63 %; 高 中分化的占33 % 差分化和未分化

的占67 %. 说明E-cad表达下调与食管癌的分期 分级

存在相关性. 同时研究还显示 E-cad表达正常的患者

5 a生存率为74 % 而表达下降者为14 % 二者比较

有显著性差别 P <0.001 提示E-cad 表达正常者预后

显著优于E-cad表达下调者.

        体内外的多项研究表明[18-20, 27, 36] E-cad表达下调

或缺失的肿瘤 浸润和转移能力强于E-cad表达正常的

肿瘤 在肿瘤转移病灶中E-cad表达也低于正常. 认为

其表达下调与癌细胞分化差呈正相关 与患者的预后

亦密切相关.但有研究发现[26] 在食管癌受累的15例淋

巴结中有14例表达了E-cad (占 93 %) E-cad的表达

与淋巴结转移呈正相关 推测[15, 38] E-cad表达下调对

癌细胞从原发灶脱落 释放并侵入血管起着重要作用.

当癌细胞转移到相应部位 又恢复了E-cad表达 从而

有利于癌细胞在转移灶的黏附 定植和生长.

       总之 E-cad在细胞间相互黏附过程中起着重要作

用. 研究认为E-cad介导的细胞黏附功能下降可能与以

下机制有关: (1)E-cad表达下调和/或基因突变; (2)cat异

常表达或缺失 包括 -cat β-cat 缺乏; (3)分子异常
生化修饰 如 -cat的磷酸化. 目前E-cad已成为公认

的肿瘤浸润和转移抑制因子 肿瘤细胞通过不同机制

干扰E-cad黏附系统. E-cad表达异常不但与肿瘤的发

生发展相关 而且还与肿瘤细胞的低分化 高侵袭性和

转移性相关 同时也直接影响着患者的预后. 因此 检

测E-cad 在肿瘤组织中的表达有助于对肿瘤的生物学

表型和预后作出判断; 促使E-cad在癌细胞中的正常表

达有望成为治疗癌症的新途径. 认为对E-cad-cat 复合

体的深入研究将有助于进一步探讨食管癌等恶性肿瘤

的发生发展机制.
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摘要

胰腺癌的发病率有逐年增高的趋势 但目前对胰腺癌的处

理疗效欠理想.光动力学治疗(Photodynamic therapy  PDT)

有望成为胰腺癌综合治疗中可选择的手段之一 研究发现

光敏剂可在胰腺癌组织内有选择性滞留 PDT后可引起胰

腺癌组织坏死 延长患者的生存期.PDT胰腺癌主要并发症

为穿刺部位的疼痛 出血和术后胆道梗阻.
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(10):1621-1623
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0   引言

胰腺癌主要是指胰腺外分泌腺腺癌 约占各种肿瘤发

病率的1-4 消化道肿瘤的8-10 . 全球胰腺癌的

发病率有逐年增高的趋势 近20 a来我国胰腺癌的发

病率已增加1-5 倍. 2000 年的胰腺癌死亡率 在美国

已位列因肿瘤死亡的第4位 我国为第5-7位. 胰腺癌

的首选方法为手术切除 但胰腺癌多不易早期发现 手

术切除率较低 约5-20 手术时已有40-50 以

上为晚期和出现远处转移. 胰腺癌的手术复杂 手术相

关的死亡率约3-8 术后并发症发生率达20 以上.

且手术的效果也不甚理想 术后中位生存期为13-17 mo

5 a生存率仅5-15 . 胰腺癌是放 化疗不敏感型肿

瘤 化疗 放疗或二者联合 对患者的生存期延长并不

明显. 虽手术 放疗 化疗或综合治疗后 胰腺癌的

预后仍较差 诊断后的 1 a 生存率约 10 中位生

存期没有转移和有转移的分别为6-10 mo和3-6 mo[1-3].

可见 要提高胰腺癌患者的生存率 还有必要寻求新的

治疗方法.最近的临床研究发现 光动力学治疗有望成

为治疗胰腺癌的新手段[4].

1   PDT概述

PDT是 1970 年代初发展起来的一种治疗肿瘤的方法

是指光敏剂(Photosensitizer)进入人体后 可有选择性的

聚集在肿瘤组织 被照射在肿瘤组织的合适波长光激

发后 在肿瘤组织内发生一系列的光化学反应 产生一

些中间活性物质 而发挥治疗肿瘤作用. 目前普遍认为

这些中间活性物质主要为活性氧物质(reactive oxygen

species  ROS). PDT治疗肿瘤主要通过三方面机制: (1)

直接杀死肿瘤细胞; (2)破坏肿瘤组织内的血管 阻断

肿瘤的血供; (3)免疫调节作用[5].

        光敏剂是指能吸收特定波长光的能量并传递给周围

的分子 从而产生活性氧等毒性物质的一类化学物质.

血卟啉衍生物(HPD)类是最常用的第一代光敏剂 目

前已有加拿大 美国 俄罗斯 法国 荷兰和日本等多

国政府批准应用于多种肿瘤的治疗 其中光敏素 II

(Photofrin II PII)是被最广泛应用的HPD类光敏剂之

一[4]. HPD类光敏剂在临床上应用还存在一些缺陷: 如他

们多为混合物 储存的条件和时间不同 最终成分可不

相同; 他们的最长激发波长在630 nm 此波长穿透的

组织深度有限(小于0.5 cm) 限制了PDT在较大肿瘤上的

应用; PII只有注射剂量的0.1-3 集聚在肿瘤组织 组织

选择性差 而在皮肤内的滞留时间超过2 mo 需避光时

间长[6]. 因此在第一代光敏剂的基础上 相继开发了第

二 三代光敏剂. 第二代光敏剂有卟啉(Porphyrin)和卟啉

相关化合物(Porphyrin related compounds) 如苯并卟啉衍生

物单酸(BPD-MA Verteporfin) 酞菁类(Phthalocyanines)

四间 羟基苯基二氢卟酚(Temoporfin m-THPC) 德

州卟啉(Texaphyrins) N 天门冬酰基二氢卟酚e6 (N-

aspartyl chlorin e6 NPe6) 金丝桃素(hypercin)等. 第

二代光敏剂在对组织的选择性 单线氧的产率和受激

发的波长方面 较第一代光敏剂有所改善. 目前他们多

处在临床I-III 期研究阶段 尚无批准正式临床应用[7].

第三代光敏剂是在第二代光敏剂的基础上交联上特殊

的物质 更加提高了对肿瘤组织的选择性.交联上的物

质简单的有多聚体(Polymers)和脂质体(Liposomes) 复

杂的有肿瘤组织表达的抗原或受体相应的抗体或配体

等.目前第三代光敏剂多处在实验室研究阶段.光敏剂在

能量的传递过程还可产生荧光 因此除治疗外尚可用

于检测.

2   PDT胰腺癌的实验研究

早在1987年就有PDT胰腺癌的实验研究报道[8]. 细胞或动物

实验发现 第一代光敏剂[9]和第二代光敏剂的酞菁(PC)[10]

脱镁叶绿甲酯酸A (Pheophorbide A PH-A)[11, 12] m-

THPC[13, 14] 5-氨基乙酰丙酸(5-ALA)[15]及金丝桃素[16]

等 均是PDT 胰腺癌有效的光敏剂.

        Schroder et al用 125I标记的二血卟啉醚(DHE) 经血

管注入叙利亚金鼠3 h后 胰腺癌区域的DHE浓度是

非肿瘤区域的2.4倍. PDT后 胰腺的肿瘤区域发生广



泛的坏死 而正常区域无明显的变化 但高达57  (4/

7)动物发生十二指肠和空肠穿孔而引起死亡[9]. Chatlani et al
[10]应用化学提取和荧光显微镜检测发现 偶氮丝氨酸

(azaserine)诱导的仓鼠胰腺癌组织内酞菁的浓度比正常

胰腺组织高. PDT造成正常胰腺组织坏死的参数(光敏剂

的给药浓度和光剂量)阈值是造成胰腺癌组织坏死的7

倍 除与酞菁在肿瘤区域的浓度较高外 也可能与正常

组织表达抗单线氧物质相关.Aprahamian et al [11]给Lewis

小鼠静注3 mg/kg-1 PH-A 24 h后 胰腺癌组织滞留的

浓度是正常胰腺组织的6.7倍. 在小鼠体内PH A主要

被网状内皮系统吸收 皮肤的浓度很低 提示PH-A

引起皮肤光敏反应用较弱 比第一代光敏剂更适合于

胰腺癌的治疗.如 PH A 剂量提高为9 mg/kg-1 静注

24 h后偶氮丝氨酸诱导的胰腺癌组织内的PH-A的浓度

是正常胰腺组织内的13.5倍. 治疗组的9只小鼠中有6只

生存期超过120 d 而对照组的36只荷瘤小鼠均在35

d内死亡(P <0.01). PDT后正常胰腺和肝门区未受明显损

伤 但均发生不同程度的十二指肠损伤[12]. Mlkvy et al研

究发现 mTHPC 在肿瘤组织中约4-5 d 达到最高浓

度 而在正常胰腺组织只需2-4 d. 可用mTHPC在不同

组织达到最高浓度的时间差 来提高PDT 时选择性.

mTHPC-PDT后约3 d 肿瘤坏死区域的直径达到最大.

相同PDT参数下肿瘤坏死的直径与激光照射的方法有

一定的关系 持续(continuous)照射坏死直径约8.7 mm

间隙性(fractionated)照射约可达12.4 mm. mTHPC-PDT后

主要并发症为十二指肠穿孔 偶有可逆性的胆道梗阻
[13, 14].

        应用这些光敏剂进行PDT对靶组织有一定的选择

性 这可能与光敏剂在靶组织内分布的特性及靶组织

自身的特性相关.动物实验也揭示 十二指肠穿孔是

PDT后主要的并发症 此致命性的并发症在一定程度

上阻碍了胰腺癌PDT进一步的临床研究.

3   PDT胰腺癌的临床研究

Bown et al考虑到实验研究所用的动物多为啮齿类动

物 人类的十二指肠壁要比啮齿类动物的厚 理论上人

类胰腺癌PDT后发生十二指肠穿孔的机率会低一些.因

此他们从1996-11始开展PDT胰腺癌的临床研究 最

近报道了16例胰腺癌患者PDT的 I期临床研究结果[4].

这是目前首次也是惟一的一项PDT胰腺癌的临床研究

报道 为PDT胰腺癌适应证的选择 具体操作及术后

情况的了解提供了一定的帮助.

3.1 入选患者的情况(适应证)  纳入的病例均已不适宜手

术治疗 但有远处转移或预期寿命小于3 mo的病例排

除在外 PDT前患者Karnofsky 状态评分超过60 

也未经任何治疗.  本组临床研究的病例均来自伦敦

Middlesex 医院胰腺胆道科 共有16 例 年龄 46-77

岁(中位年龄66岁). 11例是胰头癌 3例为壶腹周围癌

(其中2例已浸润到胰头) 另外2例为原发部位不详的

胰头部位肿瘤 所有患者均经病理证实. 根据UICC的

TNM分期 I期 2例 II 期 8例 III 期 6例. 经 ERCP

和双时相对比增强螺旋CT检查及胰腺外科医生会诊

所有患者均不能手术 不能手术的原因 14例为肿瘤

浸润大血管(肠系膜上静脉12例 肠系膜上动脉3例

门静脉6例 胃十二指肠动脉2例) 2 例无大血管浸

润但一般情况差. 在 PDT前已明确诊断的时间1-5 mo

(平均2.5 mo) 多是诊断后不能确定最佳治疗方案而延

误了时间.

3.2 PDT的操作  此项研究所选用的光敏剂为mTHPC

理由是他们的动物实验发现mTHPC导致肿瘤坏死的直

径最大 且所需的光功率也最小-即mTHP所需的照

光时间最短. mTHPC经专用的溶剂溶解并用特定的滤器

滤过后 以0.15 mg/kg-1剂量缓慢静脉注射. mTHPC注

射3 d后 进行照光. 照光前给予镇静剂和镇痛剂 局

麻后在B超和CT 双重引导和定位下 经上腹部皮肤

插入6枚以上19G穿刺针 各穿刺针均达肿瘤的最深

部 针尖的间距约1.5 cm 穿刺针的数量由肿瘤大小

和部位所决定. 激光通过光束分离器(beam splitter)耦合

入四根0.4 mm 的光纤中 光纤通过穿刺针导入 超

出针头3 mm直接与肿瘤组织接触.确定穿刺针和光纤位

置无误 每根光纤给予功率100 mW (此功率光纤周围

的血液凝固作用最弱 光纤能量可最大限度传送于组

织) 当能量达到预定目标后 CT 引导下后退穿刺针

和光纤1 cm 应用相同的功率和能量照光 保证照光

范围基本覆盖整个肿瘤组织 每个点预定的照光能量

约20-40 J (能量增加 肿瘤坏死的直径并不增加而并

发症增多 因此有13 例患者所用能量为20 J) 每例

患者总能量的范围40-480 J (中位能量240 J).1例壶腹

部癌患者 第一次经皮穿刺插入的光纤基本滑入癌旁

的正常胰腺组织而未行PDT 之后在内镜引导下把弥

漫性光纤插入远端的胆总管进行照射.

3.3 PDT后的情况  PDT后患者的生存期4-30 mo (中位

9.5 mo) 有 1例随访31 mo仍存活. 诊断后的生存期6-

34 mo (中位 12.5 mo) 1 例已超过35 mo仍存活. 有 3

例患者PDT恢复后进行了化疗 他们的生存期分别为

11 mo 12 mo和 15 mo. 应用双时相对比增强螺旋CT

监测PDT后反应 治疗区出现新的非增强区域 (对1例

患者的非增强区针吸活检提示为坏死的肿瘤 但活检

引起患者的不适和少量出血 因此随后患者没有进行

活检) 10例患者在治疗区周围出现水肿. 多数的肿瘤

坏死区恢复后 大小没有变化 有3例因坏死物吸收而

皱缩.

        PDT后所有患者均出现上腹痛 多需使用鸦片类

镇痛剂才能缓解 腹痛多在48 h内缓解. 5例患者PDT

后出现腹泻(其中 3例 PDT 前就有间歇性腹泻) 经胰

腺功能替代治疗后治愈. PDT后有1例需胰岛素替代治

疗 1例需口服降糖药治疗. PDT 后住院时间方面 1

例因消化道大出血而住院26 d 1 例因持续性厌食需
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胃造口喂养而住30 d 其他患者住院时间为5-9 d (中

位7 d). PDT前所有患者均有梗阻性黄疸 经放胆道支

架而缓解. PDT后可使支架变形 本组6例行预防性更
换胆道支架 3例发生胆管炎(其中2例胆管远端塑料支
架受到狭窄的十二指肠明显挤压 重置支架存在技术
上的困难) 3例进展为难治性梗阻性黄疸. 本组虽有十
二指肠壁的坏死 约PDT 6 wk后基本已愈合 并未发
生动物实验常见的十二指肠穿孔 但有2例因坏死面积
较大愈合后出现了十二指肠狭窄. 6例患者在穿刺的部
位出现了出血 有2例需输血纠正. 胰腺炎不是常见的
并发症 本组PDT后均未发生.有1例患者在穿刺部位
出现肿瘤种植 经局部切除和放疗治愈. 本组未发生
PDT相关的死亡.

       可见PDT可引起胰腺癌组织坏死 延长患者的生

存期. PDT 术后的并发症主要为疼痛 胆道梗阻和出

血. PDT后仍可联合化疗等.

      总之 PDT胰腺癌技术要求高 且胰腺附近重要
脏器和血管较多 如操作不慎可带来严重的并发症 因
此PDT应用于胰腺癌的治疗 尚需更多的临床研究来
权衡其利弊. 但应用目前的手段(手术 化疗和放疗)综
合治疗胰腺癌的疗效欠佳时 PDT有望成为胰腺癌综

合治疗中可选择的方法之一.

4     参考文献
1 Schafer M, Mullhaupt B, Clavien PA. Evidence-based pancre-

atic head resection for pancreatic cancer and chronic
pancreatitis. Ann Surg  2002;236:137-148

2 Heinemann V. Present and future treatment of pancreatic
cancer. Semin Oncol  2002;29:23-31

3 刘民培, 马景云, 潘伯荣, 马连生. 中国胰腺癌的研究. 世界华人
消化杂志  2001;9:1103-1109

4 Bown SG, Rogowska AZ, Whitelaw DE, Lees WR, Lovat LB,

Ripley P, Jones L, Wyld P, Gillams A, Hatfield AW. Photody-
namic therapy for cancer of the pancreas. Gut  2002;50:549-557

5 Dougherty TJ, Gomer CJ, Henderson BW, Jori G, Kessel D,
Korbelik M, Moan J, Peng Q. Photodynamic therapy. J Natl
Cancer Inst  1998;90:889-905

6 Moore JV, West CM, Whitehurst C. The biology of photody-
namic therapy. Phys Med Biol  1997;42:913-935

7 Sharman WM, Allen CM, van LJE. Photodynamic therapeutics:
basic principles and clinical applications. DDT  1999;4:507-517

8 Mang TS, Wieman TJ. Photodynamic therapy in the treatment
of pancreatic carcinoma: dihematoporphyrinether uptake and
photobleaching kinetics. Photochem Photobiol  1987;46:853-858

9 Schroder T, Chen IW, Sperling M, Bell RH Jr, Brackett K, Joffe
SN. Hematoporphyrin derivative uptake and photodynamic
therapy in pancreatic carcinoma. J Surg Oncol  1988;38:4-9

10 Chatlani PT, Nuutinen PJ, Toda N, Barr H, MacRobert AJ,
Bedwell J, Bown SG. Selective necrosis in hamster pancreatic
tumours using photodynamic therapy with phthalocyanine
photosensitization. Br J Surg  1992;79:786-790

11 Whitaker CJ, Battah SH, Forsyth MJ, Edwards C, Boyle RW,
Matthews EK. Distribution of pheophorbide A in normal tissues
and in an experimental pancreatic cancer in rats. Anticancer Drug
Des  1993;8:101-114

12 Evrard S, Keller P, Hajri A, Balboni G, Mendoza-Burgos L, Damge C,
Marescaux J, Aprahamian M. Experimental pancreatic cancer in the
rat treated by photodynamic therapy. Br J Surg  1994;81:1185-1189

13 Mlkvy P, Messmann H, Pauer M, Stewart JC, Millson CE, MacRobert
AJ, Bown SG. Distribution and photodynamic effects of meso-
tetrahydroxyphenylchlorin (mTHPC) in the pancreas and ad-
jacent tissues in the Syrian golden hamster. Br J Cancer  1996;
73:1473-1479

14 Mikvy P, Messman H, MacRobert AJ, Pauer M, Sams VR, Davies
CL, Stewart JC, Bown SG. Photodynamic therapy of a transplanted
pancreatic cancer model using meta-tetrahydroxyphenylchlorin
(mTHPC). Br J Cancer  1997;76: 713-718

15 Regula J, Ravi B, Bedwell J, MacRobert AJ, Bown SG. Photo-
dynamic therapy using 5-aminolaevulinic acid for experimen-
tal pancreatic cancer-prolonged animal survival. Br J Cancer
1994;70:248-254

16 Liu CD, Kwan D, Saxton RE, McFadden DW. Hypericin and photo-
dynamic therapy decreases human pancreatic cancer in vitro and in
vivo. J Surg Res  2000;93:137-143

丁新民, 等. 胰腺癌的光动力学治疗                                                  1623



World Chin J Digestol  2003 October;11(10):1624-1627
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2003 年版权归世界胃肠病学杂志社

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

• 文献综述 REVIEW •

Ets转录因子家族在发育和肿瘤发生中作用的研究进展

张   健, 高福禄, 刘芝华

张健, 河北师范大学生命科学院  河北省石家庄市  050016
高福禄, 承德医学院组织学与胚胎学教研室  河北省承德市  067000
刘芝华, 中国医学科学院肿瘤研究所分子肿瘤学国家重点实验室
北京市  100021
项目负责人: 刘芝华, 100021, 北京市左安门外潘家园, 中国医学科学院肿
瘤研究所分子肿瘤学国家重点实验室.  liuzh@pubem.cicams.ac.cn
电话: 010-67723791    传真: 010-67723789
收稿日期: 2003-01-10    接受日期: 2003-03-05

摘要

Ets转录因子家族包括30多个成员 具有复杂的结构和功

能 通过调节细胞的增生 分化 凋亡及细胞与细胞间的

相互作用 在许多生理和病理过程中发挥重要的调控作用.

Ets家族成员在发育过程中特异性时空表达与其对发育的调

控作用密切相关 他从细胞 组织 器官不同的水平调控

发育过程 特别是在血管发生和免疫系统的发生中发挥重

要作用. 此外 Ets 在肿瘤的侵袭 转移和血管生成过程

中发挥重要作用 主要与调节细胞外基质(ECM)酶的转录

活性有关. Ets转录因子受多种信号通路的调控 MAP激酶

(Erk p38 和 JNK) Ca2+依赖的信号通路以及TGF-β
JAK/STAT信号通路都可以调控转录因子Ets表达和功能.

张健, 高福禄, 刘芝华. Ets转录因子家族在发育和肿瘤发生中作用的研究进

展. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1624-1627

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1624.asp

0   引言

Ets基因最早发现于美国Frederick的国家癌症研究所分

子肿瘤学实验室.通过研究禽类逆转录病毒-E26[1] 研

究者发现了一系列拥有与E26高度保守的同源序列的

基因 根据E26 (E-twenty six)的缩写而将该基因命名

为Ets. 该基因的共同特点是含有高度保守的DNA结合

域 能够和特定序列结合调控靶基因的表达和功能.通

过调节细胞的增生 分化 凋亡及上皮-间充质间的

相互作用[2, 3] Ets参与许多生理和病理过程. 大量研究

发现 Ets在两栖类 鸟类及哺乳动物的发育和肿瘤的

侵袭转移中发挥重要的调控作用.现就Ets转录因子家族

在发育和肿瘤发生中的研究进展作一综述.

1   Ets转录因子家族组成

人类Ets 家族基因在进化上高度保守 其共同点是均

含有一个大约85个氨基酸的DNA结合域 也就是位

于C-端的Ets 区. 该区富含精氨酸和赖氨酸残基 为

螺旋-转角-螺旋基序 可识别并结合富含嘌呤的DNA

核心序列A/CGGAA/T 这一序列存在于许多基因的

5 - 侧翼调节区 有反式活化功能.目前 Ets 转录因

子家族包括30多个成员 根据ETS结构域构象和位置

不同 Ets家族分为多个亚家族.

亚族 组成

Ets Ets1  Ets2

EGR Erg2 Fli-1 Fev

ELG GABP

ETS4 TEL(ETV6)

PEA3 E1AF ERM ETV1 ERB1

TCFs E1k-1 Sapla NET/ERP/Sap

Elf Elf-1 NERF1b MEF

Spi PU.1 Spi-B

ERF ERF PE-1

ESX ESX/ESE-1

2   Ets 转录因子在胚胎不同阶段及生后的表达模式[2]

Ets 转录因子在细胞 组织 器官等水平调控胚胎发

生和生后发育过程. 近来 人们对Ets转录因子在胚胎

不同阶段及成年后的表达模式有了较为全面的了解. 研

究发现Ets家族成员在胚胎发生早期的血细胞生成和血

管发生及胚胎发育后期的组织发生中发挥重要的调控

作用. 成年后Ets在许多组织 如造血组织 血管 脑

和中枢神经系统 乳腺 子宫内膜 卵巢 睾丸 肾和

肺中均有表达. 由于Ets转录因子不同成员在胚胎发育

过程中的特异性的表达与其功能关系密切 现将Ets转

录因子在胚胎不同阶段及成年后的时空表达模式总结

如下表:

3   部分Ets转录因子家族成员在胚胎发育中的研究进展

3.1 Ets1 在胚胎发生早期起重要的调节作用  原位杂交

实验表明: Ets1在胚胎间充质细胞中表达 提示Ets1在

器官形成和组织重建的过程中 对中胚层细胞有重要

的调节作用. 此外 Ets1在增生旺盛的人胚胎血管内皮

细胞和成年后血管中均有高水平的表达 体外实验也

发现了他能促进血管内皮细胞黏着和毛细血管样的结

构的形成[4] 说明Ets1 在血管的发生和发育中起着重

要的作用. 但是 在Ets1基因敲除的小鼠胚胎中血管可

以正常发育 说明Ets1在胚胎血管发生过程中不是必

需的[5]. 在免疫系统中 Ets1 对 T B淋巴细胞系的生

存及成熟必不可少 缺少Ets1 将导致T细胞凋亡.

3.2 Ets2 在胚胎和新生期发育过程中高水平表达  是细



胞增生相关的早期反应基因. Ets2 还与细胞分化相关

如在T细胞激活的过程中 Ets2 在有活性的T细胞中

表达 而Ets1 则表达于静止期的T 细胞.此外 在胚

胎滋养层细胞的迁移 分化过程中 Ets2也是一个重要

的转录因子[6].

3.3 Erg在未成熟的B淋巴细胞和T淋巴细胞系中高表

达  当这些细胞成熟以后 其表达水平明显下降 Erg

低表达对T细胞成熟可能是必需的.与之近似的是在内

皮发育成熟以后 血管树中的Erg表达也降低了 随后

Erg的表达仅局限于形成中的毛细血管.上述事实说明

Erg在血管发生中起重要的调节作用[7].

3.4 Fli1有助于造血细胞系的建立和维持  Fli1基因敲除

小鼠出现发育缺陷[8]. 在妊娠中期 Fli1对参与血管发

生的内皮细胞起重要的调节作用 还可以调节脑脊膜

血管丛内血管的稳定性 在成年后血管内皮细胞中未

检测到Fli1的表达[9, 10].

3.5 胚胎血细胞的生成并不需要FEL1  但在生后或成年

的小鼠中 FEL1不仅对造血干细胞和骨髓中多能祖细

胞的归巢起作用[11] 还可以维持造血组织形成卵黄囊

血管的正常结构.FEL1基因敲除小鼠骨髓不能重建造血

功能 胚胎会失去形成卵黄囊脉管的能力 在胚胎发育

的第10.5 d 不能保证更加复杂脉管网络的完整性 以

维持其胚胎发育 这种缺陷引起卵黄囊血管生成的崩

解破坏 导致胚胎在第12.5 d死亡.

3.6 在造血系统中  PU.1对增生和分化的调节作用与其

表达水平有关[12]. PU.1在髓样细胞而不是在淋巴细胞中

以较高水平表达 在有粒白细胞 红细胞和巨核细胞的

早期分化中起作用 并且抑制成红血细胞分化为红细

胞 PU.1持续作用于成红血细胞导致其无限生长 而

后转化为红白血病状态. 近来Dekoter et al [13]研究也表明:

在由B淋巴祖细胞转变为前B细胞的过程中需要低水

平的PU.1 而高水平的PU.1导致巨噬细胞分化 而不

是促进其祖细胞的增生. 在胚胎发生过程中 PU.1缺失

会导致发育延缓和T细胞数目减少 缺乏PU.1的B细

胞则表现为B细胞介导的信号转导异常.

3.7 SpiB的表达主要局限于淋巴细胞系  在淋巴细胞分

化中起关键的调节作用. 在由淋巴祖细胞发育到成熟T细

胞的过程中 SpiB的表达降低 在B细胞成熟过程中则

明显升高. SpiB基因敲除小鼠不仅导致了选择性的T细胞

体液免疫反应的缺陷 而且影响了B细胞介导的反应

B细胞在这些动物中虽然可以发育成熟 但没有功能.

4   Ets转录因子家族在肿瘤发生中的调节作用

Ets 基因在整个进化过程中是一个保守基因 其正常

功能发生改变时 可导致分化和发育异常及肿瘤发

生 在某些类型的肿瘤中 有许多与肿瘤相关的Ets

Ets 家族成员 最早出现的部位 妊娠中期的表达区 成年后的表达区

Ets1 卵黄囊的血岛 心脏 背主动脉节间 脾 胸腺 肺 肠 子宫内

动脉的血管网络 膜 卵巢 神经系统的星形胶

质细胞

Ets2 滋养外胚层 肾 肺 肠及子宫的上皮层 淋巴组织及胸腺的皮质区

软骨和骨的原基 淋巴组织 脑的某些特定区域 乳腺

及胸腺的皮质区 子宫壁 卵巢及肺泡

Erg 卵黄囊的血岛 中胚层及胚外 血管树 前软骨形成区 生殖

中胚层的组织 胚胎的内皮组织 嵴 肾 泌尿小管的间充质

Fli1 间充质细胞 新形成的中胚层 脉管系统, 肝中巨核细胞 脾巨核样细胞 胸腺内皮质

脉管系统 迁移的神经嵴细胞 髓质样的结构 血小板

或其附近的区域

TEL1 卵黄囊 肺 肝 胸腺 造血细胞系 心脏 脑 脾 肺 肝 骨

骼肌 肾 睾丸 骨髓

PU1 发育中的血细胞如红细胞 单核 肝 神经管周围组织以及环绕 脾 胸腺 骨髓 巨噬细胞

细胞系 粒细胞和B- 淋巴细胞系 脊索的间质细胞 肥大细胞 树突细胞 B 细胞

SpiB 脾的白髓 腋 肠系膜的淋巴结 腋 肠系膜的淋巴结

胸腺的髓质 脾的生发中心及脾细胞

Elf1 在早期胚胎发生的过程中以 在胸腺的皮质 髓质 造血组织 胸腺 脾 骨髓

低水平表达 脾和上皮组织 肾 膀胱 睾丸 肝 小肠

心脏 肺 卵巢 输尿管

子宫内膜

PEA3亚家族 开始于神经管的闭合 乳腺 生肌细胞系 生软骨 以不同水平在感觉和运动神经

细胞系及中 外胚层的心 元 骨骼肌表达 在脑中以

肾 肺等 高水平表达.此外 在结肠表达
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突变发生 一个易位染色体将Ets 基因片段与一个不

相关的基因融合 导致了嵌合癌蛋白的表达 该类蛋白

分为两类 第一类Ets蛋白可使他们的癌基因效应作为

转录因子 来下调Ets调控的基因 这对细胞周期的调

控十分重要. 第二类Ets嵌合肿瘤蛋白 通过永久的激

活某些信号转导途径或抑制一个关键转录因子的活性

来促进癌基因[14].

        已有研究发现Ets家族的重要成员Ets-1的表达与

胰腺癌 甲状腺癌 乳腺癌 胃癌 子宫内膜癌

口腔鳞癌 肝细胞性肝癌(HCC)的发生 转移显著相

关. ELF3能够调节鳞状上皮细胞分化相关基因的表达

在肺癌 食管癌和宫颈上皮癌的发生中起重要作用.

ELF4可以抑制肿瘤中血管生成及MMP-2 MMP-9的

表达水平[15] ELF4 过表达的A549 细胞系失去了对裸

鼠的致瘤性. ELF5在肿瘤中表现为等位基因的缺失或重

排 可能参与乳腺癌 肺癌 前列腺肿瘤的发生. TEL

基因在侵袭性乳腺癌组织中存在缺失 在晚期卵巢癌

中杂合性缺失 这提示他与乳腺癌 卵巢癌的发生 发

展有关. Erg 基因在髓细胞白血病 Ewing 肉瘤 儿

童长骨肿瘤中发生重排.

        进一步研究已经发现癌基因Ets家族在肿瘤发生

发展中的作用 特别是他作为转录因子在肿瘤转移和

肿瘤血管生成中的作用 主要与某些降解细胞外基质

(ECM)酶的转录激活有关 这些酶包括基质金属蛋白酶

(MMP) 丝氨酸蛋白酶等[16]. 研究发现 大多数诱导型

MMPS启动子(除MMP12以外)都含有与Ets转录因子结

合的PEA3 组件 所以Ets 转录因子可以调控大部分

MMPS的表达. 研究者用免疫组化和mRNA原位杂交等

方法已就Ets1与MMP在肺癌 结肠直肠癌 皮肤血管

肉瘤 肝细胞癌等多种肿瘤中的表达进行了研究 发现

在已发生浸润的肿瘤组织基质细胞中存在 E t s 1 和

MMP-1 MMP-3 MMP-7 共表达 并且随肿瘤的

浸润转移 这些基因表达明显上调 而在良性和非浸润

的肿瘤中 就很少检测到Ets1[17, 18]. 进一步研究证明: 在

MMP-1基因启动子区-1 607 bp存在单核苷酸多态性

插入的G (extra guanine)构成Ets1结合位点并增强启动

子活性[19]. 有研究发现用反义寡聚核苷酸抑制Ets1 可

以阻断神经胶质瘤细胞的迁移和浸润.用反义寡聚核苷

酸抑制E1AF在口腔鳞状细胞癌细胞系中的表达 能抑

制由HGF (hepatocyte growth factor)诱导的MMP-9

MMP-1表达和细胞的浸润潜能[20]. 丝氨酸蛋白酶也与肿

瘤的侵袭和转移相关 Maspin是丝氨酸蛋白酶的抑制

剂 在Maspin的启动子中有Ets和激素反应组件(HRE)

Maspin 表达受Ets和HRE调节 在肿瘤进展中Ets反

式活化功能的失活以及负性HRE组件诱导的转录抑制

导致Maspin表达丧失 这与部分肿瘤的浸润 转移有

关. 总之 Ets 在部分肿瘤基质细胞中的作用已经比较

明确[21-24] 其在肿瘤细胞中的调节作用还不清楚 有

待进一步研究.

5   与 Ets转录因子家族有关的信号传导方式

Ets转录因子对靶基因的调控作用由复杂的调控网络进

行调节 在信号传导通路中 Ets家族中有两个重要的

亚家族已被进行了深入研究 一是Ets 包括Ets1 Ets2

和 pointed (Pt2). 该组基因都包括C末端保守的DNA结

合域和N末端的pointed域 并且含有一个距pointed域

比较近的MAPK磷酸化位点. 第二个是三重复合物因子

(ternary complex factors TCFs) 包括Elk1 Sap1a

Sap1b Fli1和Net TCF的反式激活域含有多个丝 苏

氨酸残基的磷酸化位点 磷酸化后可以增强其激活转

录功能 这一功能是通过与立即早期反应基因启动子

上的Ras效应组件(ras-responsive element RREs)和血清

效应组件(serum response elements SREs)结合来实现的.

        MAPK信号通路的ERK1/2 p38和 JNK将外部刺

激传到核内 可以激活数种因子 引起下游基因表达的

时空变化 这些信号转导通路的下游转录调节因子包

括Ets家族 如MAPKs使Ets因子的磷酸化就可以控制

下游基因的功能 Ets 转录因子家族激活后对特定基

因表达的调节是通过与其他种类的转录因子在DNA组

件上形成某种特异的复合物实现的.目前已发现有多种

此类复合物 例如: EBS 位点结合的 ETS-AP-1

复合物 SRE 位点结合的 SRF-TCF 复合物 组

织特异的Ras 反应组件结合的 ETS-1-Pit-1 复合

物等[25].

        Ca2+依赖的信号通路和MAPK一样可以通过磷酸化

控制Ets1活性. Ca2+依赖性磷酸化的位点在Ets1的DNA

结合域附近第7外显子编码区的6个丝氨酸残基上. 通

过比较野生型和丝氨酸突变为丙氨酸的Ets1 人们发现

Ca2+特异性的磷酸化作用可以抑制DNA结合. 与此一致

的研究表明: 缺少第7外显子的突变体 不存在磷酸化

位点 其结合DNA能力比全长Ets1明显增加. 这种磷酸

化抑制Ets1与DNA结合的机制在于: 磷酸化后可以增加

Ets1折叠构象的稳定性 从而阻断其与DNA结合[26]. 除

了抑制Ets1和DNA结合 Ca2+参与的信号通路可对ELK1

活性进行负调节. ELK1 是 MAPK 级联反应的底物

MAPK级联反应可以使ELK1磷酸化 之后ELK1和SRF

共同作用激活 c-fos的启动子. Ca2+/CaM激活的丝氨酸/

苏氨酸磷酸酶(calcineurin)能够导致ELK1的脱磷酸化

并抑制其在 c-fos启动子上的作用 通过复杂的调控网

络调节ELK1的活性和功能[27].

         此外 Ets家族成员通过作用于TGF-β受体在TGF-β
信号转导通路中起重要作用[28]. JAK/STAT信号通路也可

以调控Ets的功能.STAT5与Ets1 Ets2的相互作用可以

调控T细胞中基因表达 而PU.1 Spi-B能够与STAT-

1alpha共同调控巨噬细胞CD40基因的表达[29, 30].

        总之 Ets转录因子家族是进化过程中关键的调节

子 他在分子水平调控诸多器官如造血 免疫器官的

发育 分化.另外 Ets 基因的过表达与人类某些肿瘤

发生 侵袭 转移直接相关.胚胎发育是播洒生命之
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火 而肿瘤发生则是迈向死亡之门 目前对于动物胚

胎发育的分子调控已展开大量的工作 国内外学者对

胚胎发育调控的研究亦见成效. 采用实验胚胎学和分子

生物学等技术方法探讨发育过程中肿瘤相关基因的时空

表达 必将有助于深刻揭示肿瘤发生 发展的分子机制.
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摘要

核因子-κB是一类具有多向转录调节作用的核蛋白因子
存在于多种组织的多种细胞中 具有广泛的生物学活性

激活后参与许多基因的转录调控 在感染 炎症反应

氧化应激 细胞增生 细胞凋亡等过程中发挥作用. 近年

的研究表明NF-κB与细胞凋亡的关系密切 其参与多种
凋亡相关基因的转录调控 在肿瘤的发生 发展过程中发

挥重要作用. 许多高表达NF-κB的细胞表现出对放疗 化
疗 细胞因子介导的凋亡的抵抗作用 而现在又发现NF-

κB具有促进细胞凋亡的作用.因而NF-κB与细胞凋亡存在
双向调节关系: 既可抑制细胞凋亡 也可促进细胞凋亡. 是

抑制凋亡 还是促进凋亡依赖于细胞类型和刺激因素的不

同 但具体机制还不十分清楚. 本文对其与细胞凋亡关系的

研究作一综述 同时也为进一步改善肿瘤的有效治疗提供

理论基础.
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0   引言

细胞核因子-κB (nuclear factor kappa B NF-κB)是一
个多功能核转录因子 最先发现在B淋巴细胞中 其能

与免疫球蛋白κ轻链基因增强子κB序列(GGGACTTTCC)
特异结合 故称之为核因子-κB. NF-κB具有广泛的生
物学活性 激活后参与许多基因的转录调控 在感染

炎症反应 氧化应激 细胞增生 细胞凋亡等过程中发

挥作用. 近年研究表明NF-κB与细胞凋亡的关系密切.

1   NF-κB/Rel 蛋白家族的特性
目前已证实 NF-κB存在于多种组织的多种细胞中. 到
目前为止 在哺乳动物细胞中发现的NF-κB/Rel蛋白家
族成员包括[1-8]: p52(亦称p49) p50 p65/RleA c-Rel

Rel B; 在果蝇细胞中发现两个成员: Dorsal和Dif. 他们以

不同的二聚体存在于几乎所有的细胞中. 这些蛋白都有一

个大约由300个氨基酸组成的氨基末端 称为Rel同源

区RHD (relhomology dimain)或NRD (NF-κB/Rel/Dorsal)

其中包含二聚体化部位 DNA结合部位及核定位序列

NLS (nuclear localization sianal). 另外 在p65/Rel A

c-Rel Rel B Dorsal 和Dif的 c-末端含有一个或多个

反式激活区 而在p49/p52和 p50亚单位中则不存在[1].

因此 只有p52或 p50与 p65 c-Rel Rel B Dorsal

和Dif形成的异二聚体才具有转录活性 p52 p50同源

二聚体对转录起抑制作用[9, 10]. 通常所指的NF-κB 是
p50/p65异源二聚体 结构型表达的NF-κB活性异源二
聚体只存在于少数细胞中 在大多数细胞中 NF-κB二
聚体与 IκB 单体耦联; 或 Rel 蛋白与 p52 未裂解前体
p100 p50未裂前体p105结合成二聚体 以无活性的

形式存在于细胞质. 所有的 IκB分子均含有3-7个锚蛋
白(Ank)重复序列 每个重复序列约33个氨基酸 形成

与RHD结合位点. 已克隆的 IκB 包括: p100 p105
IκB-α IκB-β IκB-ε IκB-γ IκBR和Bcl-3[11, 12].
最重要的是 IκB-α和 IκB-β IκB-α基因的启动子中
含有多个NF-κB结合序列 NF-κB活化后可上调IκB-
α的基因表达 而 IκB-β则不受NF-κB 的反馈调节
其降解后导致NF-κB 持续活化. NF-κB 是一类蛋白
质 具有和一些基因的启动子或增强子的特定核苷酸

序列结合而启动靶基因转录的功能. 最常见的结合序列

是5 -GGGRNTY(C/Y)C-3 其中R=A或G Y=C

或T N=任何核苷酸[1]. 不同的NF-κB/Rel蛋白二聚体
具有不同的结合序列 且具有各自的特性. 不同的二聚

体可识别细微不同的DNA靶目标 从而使NF-κB 得
以调节不同的靶基因[13-20].

2   NF-κB的激活
多种细胞外刺激信号可激活NF-κB 如细胞因子 IL-
1 TNF-α 等 脂多糖 病毒 活性氧自由基 紫
外线 双链RNA等[21-25]. 其激活机制是一个复杂的过

程 尚未完全阐明 但至少需要两个步骤: (1) IκB 从
NF-κB 复合体上解离降解 暴露NF-κB 的核定位序
列; (2)NF-κB发生核易位并与特定的DNA序列结合
其中蛋白磷酸化和蛋白水解是两个主要环节[26-29]. NF-

κB的激活途径可分为主要途径和次要途径[30] 主要途
径是在受外界刺激后早期即发挥作用 次要途径是在

受处界刺激后晚期才发挥作用[31]. 主要途径表现在细胞

因子通过自分泌或旁分泌的方式作用于细胞膜并与相

应受体相结合 如TNF与其特异性跨膜受体TNFR结

合后 在胞质中形成肿瘤坏死因子受体相关死亡结构

域(TRADD) 受体作用蛋白(RIP) 肿瘤坏死因子受体



相关因子(TRAF2)的复合物 诱导NIK作用于 IκB激酶
IKK IKK 磷酸化 IκB 的两个特异的丝氨酸残基 即
IκB-α的Ser32 Ser36 或 IκB-β的Ser19 Ser23 或
IκB-ε的Ser18 Ser22. 在蛋白酶的作用下磷酸化的IκB
从 p50/p65异源二聚体上降解进而p50/p65异源二聚体

活化 进入胞核中发挥转录活性. 次要途径表现在磷酸

酶C作用后产生的甘油二脂通过MAPK或JNK/p38引起

p65磷酸化和从前体蛋白p105形成p50而使p50/p65异

源聚体活化且进入核中发挥转录活性. 值得注意的是: 不

同的刺激信号对NF-κB激活和信号通路不同 产生的
效果也不同. TNF-α诱导NF-κB激活在几分钟内出现
而化疗药物诱导的NF-κB激活在几小时后才出现[32, 33].
原因可能与参与IκB降解的IκB激酶不同有关.

3   NF-κB与细胞凋亡的关系
以往对NF-κB 的研究局限于在炎症 应激 免疫方
面的作用[34-44] 近来很多研究证实NF-κB与细胞凋亡
关系密切. 许多高表达NF-κB 的细胞表现出对放疗
化疗 细胞因子介导的凋亡的抵抗作用[45-53]. 而现在又

发现NF-κB具有促进细胞凋亡的作用[1, 54].
3.1 NF-κB抗凋亡的可能机制  NF-κB的抗凋亡活性已
从很多研究中得以证实[45-63] 如: RelA基因敲除鼠发生

大量肝细胞凋亡而死亡[64]; 从RelA(-/-)中提取出的细胞

系或是高表达IκB-α的细胞系都表现出NF-κB的低表
达 并且对TNF-α诱导的细胞凋亡的敏感性明显增
强 而RelA(+/+)细胞不受影响; 凋亡信号存在时 B

淋巴细胞的存活依赖于NF-κB的活化; NF-κB活化能
阻滞由电离辐射 TNF-α及柔红霉素诱导的细胞凋
亡; 显性负性突变子IκB-α 抑制磷状细胞癌细胞存活.
但NF-κB抑制凋亡的机制尚未完全阐明 可能存在以
下两种途径的细胞凋亡[65] : (1)NF-κB诱导抗凋亡因子.
到目前为止 这些已证实的抗凋亡因子包括: Bcl-2蛋

白家族[66-68] Hsp70 Hsp27 即早基因 IEX-1 存

活基因[69] 凋亡抑制基因(TRAF1 TRAF2 C-IAP1

C-IAP2和XIAP)[33]他们的基因启动子或增强子上存在

κB位点 活化的NF-κB能诱导他们发挥抗凋亡效应.
如: 人B淋巴细胞分化过程中 NF-κB激活通过CD40
信号通路诱导Bcl-Xl mRNA和Bcl-Xl 蛋白水平上调

从而抵抗Fas介导的细胞凋亡[70, 71]. (2)通过蛋白间相互作

用而干预凋亡信号通路[72]. Shinichi et al [65]应用CHX

(Cycloheximide 环已酰亚胺)一种蛋白合成抑制剂作用

于人胰腺癌细胞系 发现CHX不能阻止IL-1β (F-κB
的高效刺激因子)的抗凋亡效应 而高表达IκB-α人胰
腺癌细胞系中IL-1β的抗凋亡活性却被阻止. 提示IL-1β
的抗凋亡作用是由于NF-κB 的激活 并且NF-κB 的
抗凋亡作用可以不需重新的蛋白合成亦或是抗凋亡因

子蛋白的合成 而是通过蛋白间相互作用来干预凋亡

信号通路 实现其抗凋亡活性. 如: 活化的NF-κB与凋
亡蛋白53BP2相互作用而抑制凋亡[72, 73]. 但这两种途径都

不十分精确 都不能单独解释NF-κB的抗凋亡机制[65].
3.2 NF-κB促凋亡的可能机制  在发现NF-κB抗凋亡活
性并应用于肿瘤治疗不久 人们又惊奇的发现: NF-κB
还具有促进凋亡的作用[1, 73-78]. Shou et al [74]观察到鼠脑局

部缺血时 海马中NF-κB激活能上调促凋亡基因Bcl-Xs
蛋白表达. Tamatani et al [75]也证实: 在鼠海马中 NF-κB激
活能上调Bcl-Xs的表达 且这些种作用能被IκB-α抑制.
Carsten et al [79]提出: NF-κB在诱导细胞凋亡中的作用依
赖于细胞的类型. 如: 在神经元细胞[80] 许旺氏细胞[81]

胚胎的肾细胞[82]中NF-κB促进细胞凋亡.还有一些研究
表明[77] : NF-κB的激活是促进还是抑制凋亡依赖于刺激
信号的差异和细胞类型. Clemens et al  [76]在研究鼠脑局

部缺血脑神经元凋亡与NF-κB关系时发现: 短时间的局
部缺血刺激活化NF-κB可抑制神经元凋亡; 长时间的局
部缺血刺激活化NF-κB则促进神经元凋亡. 已有研究证
实: B淋巴细胞的存活依赖于NF-κB 的激活 而T淋
巴细胞的存活则不需NF-κB参与调节 反而NF-κB活
化能促进T淋巴细胞的凋亡[83]. 出现些两种对立的结果

提示: NF-κB的激活可能是一个处于细胞生存与细胞凋
亡之间的调节点[54]. NF-κB促进凋亡的机制可能为: 由于
NF-κB 的靶基因上存在众多功能性的NF-κB 结合位
点 如NF-κB的靶基因Bcl-2基因家族包括抗凋亡基
因Bcl-2 Bcl-Xl 和 Bcl-w; 促凋亡基因Bax Bcl-Xs

和Bad. NF-κB的激活可能诱导抗凋亡基因 也可能诱
导促凋亡基因 至于诱导哪一类基因 就依赖于刺激信

号的差异和细胞类型[1].

总之 自 1986 年 Sen 和 Baltimore 首次从B淋

巴细胞核抽提物中检测出NF-κB以来 对其的研究一
直是生命科学的热点. NF-κB作为一种具有多向性转录
调节作用的蛋白 他的激活机制 在细胞凋亡中的作用

仍不十分清楚 特别是NF-κB促凋亡的作用机制及其
在凋亡中正性或负性作用依赖于刺激信号的差异和细

胞类型 人们更是知之甚少. 深入研究NF-κB在细胞
凋亡中的作用 探讨其机制 将会为临床治疗肿瘤开创

一条全新的途径.
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摘要

目的: 研究焦点黏附相关调节蛋白paxillin在胃癌组织中的

表达及其与胃癌细胞分化 浸润及转移的关系.

方法: 应用免疫组化SP法检测80例胃癌和40例淋巴结转

移灶中paxillin的表达情况.

结果: paxillin在胃中 低分化腺癌组织中的表达显著高于

高分化腺癌 进展期胃癌组织中显著高于早期胃癌 胃癌

原发灶中显著高于淋巴结转移灶.

结论: paxillin可能在胃癌细胞的分化 浸润和转移中起着

重要作用.

田素芳, 熊永炎, 余少平, 汪必成. paxillin在胃腺癌中的表达及临床意义. 世

界华人消化杂志  2003;11(10):1632-1634
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0   引言

paxillin 是一种焦点黏附相关蛋白 而焦点黏附物(也

称为黏着斑)是细胞与细胞外基质的接触点 构成胞外

基质(ECM)与细胞骨架联系纽带 也是信号转导的主

要部位 促进信号从细胞外基质经整合素途径向细胞

内传递[1]. 多项研究表明 paxillin 定位于黏着斑 有

参与动态调节焦点黏附 调节细胞的移动和播散等功

能[2,3] 而肿瘤的浸润和转移与细胞的黏附力 移动力

的改变直接相关 所以paxillin与肿瘤细胞的浸润和转

移必定存在着一定联系. 本文采用免疫组化方法检测胃

癌组织及淋巴结转移灶中paxillin 的表达 旨在探讨

paxillin 与胃癌细胞分化 侵袭和转移的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  收集我科1999年 /2001年存档的手术切除的

胃腺癌标本80例 有相应淋巴结转移灶者40例 所

有病例均经病理确诊. 其中男 63 例 女 17 例 年龄

27-80岁 中位年龄55.4岁. 标本均经100 ml/L中性甲

醛液固定 石蜡包埋 连续切片 4 µm 厚.
1.2 方法  HE染色用于肿瘤常规病理诊断(包括组织学

分类 分级 浸润深度及转移状况). 免疫组化 SP 的

操作步骤按试剂盒说明进行 所用抗paxillin抗体及SP

试剂盒 EDTA 抗原修复液均购于福州迈新生物技术

公司 抗体和试剂盒均为即用型. 使用已知阳性组织作

为阳性对照 用PBS取代一抗作阴性对照. 免疫组化染

色结果的评估标准:  paxillin为胞质着棕黄色. 每例随机

观察10个高倍( 400)视野 计算阳性细胞百分率 阳

性细胞数大于10 者定为阳性 小于或等于10 或缺

乏者定为阴性.

        统计学处理  SPSS10.0统计软件分析数据 采用 χ2

检验.

2   结果

2.1 paxillin在胃腺癌组织中的表达  paxillin在胃癌组织

中主要定位于肿瘤细胞胞质. 表1示paxillin在男女病例

之间表达无差异. 在胃腺癌组织中随分化程度降低 其

阳性表达率逐渐增高 中 低分化腺癌显著高于高分化

腺癌 进展期(浸润至肌层 全层)胃癌组织中的表达

显著高于早期胃癌(黏膜内癌或黏膜下癌) (P <0.05). 有

淋巴结转移者表达较无淋巴结转移者高 但无统计学

差异.

表1 paxillin在胃腺癌组织中的表达

   paxillin
临床病理参数 n 阳性率(%)       P值

+

性别

     男 63 23 40 63.5

     女 17  5 12 70.6          P >0.05

分化程度

   高分化 27 15 12 44.4

   中分化 23   7 16 69.6          P <0.05

   低分化 30   6 24 80.0

浸润深度

黏膜内癌或黏膜下癌 10   7   3 30.0

    肌层 15   4 11 73.3          P <0.05

    全层 55 17 38 69.1

转移情况

无淋巴结转移 40 16 24 60.0          P >0.05

有淋巴结转移 40 12 28 70.0

2.2 paxillin 在胃腺癌原发灶与淋巴结转移灶中的表达

表2示paxillin在胃原发灶中的表达高于淋巴结转移灶

其差异具有统计学差异 在有淋巴结转移的原发灶中

的表达显著高于与之配对的淋巴结转移灶(P<0.05).
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表2  paxillin在胃腺癌原发灶与淋巴结转移灶中的表达

   paxillin
病理学类型  n          阳性率(%)          P值

+

部位

所有原发灶 80 28 52 65.0

淋巴结转移灶 40 23 17 42.5          P <0.05

部位

对应原发灶 40 12 28 70.0

淋巴结转移灶 40 23 17 42.5          P <0.05

2.3 paxillin 在淋巴结转移不同转移阶段的表达  根据

Shigetomi 关于淋巴结转移阶段的划分标准[4] 结合本

实验 我们根据癌细胞所占的淋巴结最大横切面的面

积百分率将淋巴结转移阶段简化为早期转移和晚期转

移两级(以50 为分界点). 研究发现paxillin在淋巴结转

移的不同阶段其表达也具有差异性 在转移的晚期阶

段显著高于早期阶段(表3).

表3  paxillin 在早期淋巴结转移灶与晚期转移灶中的比较

   paxillin
病理学类型  n          阳性率(%)         P值

+

晚期转移灶( 50 %) 24 10 14 58.3

早期转移灶(<50 %) 16 13   3 18.8          P <0.05

3   讨论

焦点黏附物的分子分为两组: 结构蛋白和调节蛋白. 前者

含量丰富 包括张力蛋白 纽蛋白 辅肌蛋白等;

而调节蛋白则含量相对较少 包括黏着斑激酶(focal

adhesion kinase FAK) paxillin p130CAS[5].

        paxillin最早是在被src基因转染的细胞中发现的

是迄今为止所发现的惟一能与癌基因结合的含酪氨酸

的焦点黏附调节蛋白 其分子量为68-70 kD. 有研究

表明其在胚胎的发育过程中发挥至关重要的作用

paxillin等位基因缺失的小鼠易发生胚胎期死亡 而该

基因缺失的成纤维细胞表现为细胞迁移能力缺陷 从

而表明paxillin具有控制细胞播撒和移动的能力[2]. 进一

步研究表明paxillin含有一些介导蛋白间相互作用的基

序: 包括LD(富含亮氨酸)重复序列 LIM区域(富含半

胱氨酸 类似双锌指区域)及 src同源区2(SH2)和 src同

源区3 (SH3) 这些基序能与整合素(如 β链和 4链)
的胞质区 细胞骨架蛋白 酪氨酸激酶(如 FAK) 丝

氨酸/苏氨酸激酶 GTP酶激活蛋白及其他一些调节蛋

白结合 形成特异的信号分子复合物 将信号向下游传

递[2, 6, 7]. 与之结合的细胞骨架蛋白都是参与胚胎发育

损伤修复 肿瘤转移相关的细胞迁移活动所必须的 如

肌动蛋白 微管蛋白 纽蛋白 actopaxin等[8]. 虽然paxillin

本身不表现酶的活性 但因其含有一系列的结合部位

决定了paxillin可作为一种 码头 或 脚手架 反应

底物或是为信号反应提供场所来发挥作用.

         细胞的迁移过程是其前端新的焦点黏附不断形成和

以前黏附点随之消失的动态过程[9]. 关于paxillin对细胞

的迁移力 侵袭力等的调节方向存在不同的见解. 如

Vadlamudi et al [9]研究发现上调paxillin的表达能够使没

有侵袭性的乳腺癌细胞系向有侵袭性的表型转化. 而另

有研究表明paxillin的表达缺失或低表达会使小细胞肺

癌更具有侵袭性[10]. 这可能与他们的实验设计 组织存

在差异等有关. 本研究显示paxillin 在中 低分化胃腺

癌组织中表达显著高于高分化腺癌 表明paxillin与胃

腺癌的分化程度有关. 而进展期胃癌中paxillin表达的阳

性率显著高于早期胃腺癌 这表明paxillin与肿瘤的浸

润也存在一定的联系 paxillin可能是具有促进肿瘤细

胞移动的作用 但浸润肌层者paxillin表达较全层浸润

者高 其确切机制尚待进一步研究. 在整合素信号途径

中位于paxillin 上游 与paxillin 直接作用的酪氨酸激

酶FAK 也一种调节细胞黏附 迁移 凋亡和锚定不

依赖性生长的关键蛋白 其在多种恶性肿瘤中过度表

达 其过表达能促进paxillin 的酪氨酸磷酸化[2, 11-13]. 苏

剑敏 et al 研究发现FAK在低分化及进展期胃癌中的表

达较高 中分化及早期胃癌组织中高[14] 本研究检测

paxillin在胃癌中的表达与他们检测的FAK的表达有相

近的趋势 但我们研究的病例中有淋巴结转移者与无

淋巴结转移者的paxillin表达阳性率无统计学差异 尽

管前者较后者高.

        目前国内外关于肿瘤原发灶及淋巴结转移的不同阶

段的对照性研究较少见. Shigetomi于1992年将淋巴结转

移阶段分为四级 0 级为癌细胞局限在淋巴结周围的

淋巴管内; 1级为癌细胞仅见于边缘窦; 2级为癌细胞侵

及淋巴结皮质但不超过50 ; 3级为癌细胞占据淋巴结

的50 %以上[4]. 本实验中我们根据癌细胞所占的淋巴结

最大横切面的面积百分率将淋巴结转移程度做了适当

简化. 本组胃癌原发灶中paxillin的表达较淋巴结转移灶

中高 晚期淋巴结转移灶中paxillin的表达显著高于早

期转移灶. 我们推测这可能与癌细胞的黏附力下降 迁

移力增加易于使其从原发灶脱离出来而进入血液循环

而进入转移灶后黏附力增加 迁移力下降便于其生存

有关. 进入转移灶后的癌细胞根据其侵袭和转移的需要

其迁移能力又随之增加. Cajot et al 研究发现从人类大肠

腺癌中分离培养的肝转移癌细胞 其移动相关蛋白

(MRP/CD9)在肝转移灶中的表达较原发灶中下降 原发

灶的癌细胞的迁移潜能显著高于转移灶的癌细胞[15]. 这

一实验结果支持了我们的上述推测.

        总之 paxillin 作为一种调节焦点黏附蛋白 在胃

癌的分化 浸润和转移中其着重要作用.
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摘要

目的: 研究丹参对TGFβ1刺激的NIH/3T3成纤维细胞功能
的影响.

方法: 将正常大鼠进行丹参灌胃 分离含药血清 温育

TGFβ1刺激的NIH/3T3成纤维细胞.RT-PCR法检测c-fos基
因表达 Gel mobility shift assay法检测AP1蛋白的结合活性.

结果: 经TGFβ1刺激后 细胞 c-fos mRNA表达及AP1蛋
白结合活性明显增强 丹参含药血清可分别抑制由TGFβ1
引起的细胞c-fos mRNA表达及AP1蛋白结合活性的增强.

结论: 丹参可以抑制TGFβ1刺激的NIH/3T3成纤维细胞中
的 c-fos基因表达及AP1蛋白结合活性.

胡旭东, 王晓玲, 童普德, 吴小江, 刘平. 丹参对TGF-β1刺激的NIH/3T3细
胞 c-fos mRNA表达和AP1蛋白结合活性的影响. 世界华人消化杂志  2003;

11(10):1634-1636

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1634.asp

0   引言

正常情况下 成纤维细胞中胶原蛋白处于合成代谢和

分解代谢的动态平衡中.在某些条件诱导下 导致合成

代谢大于分解代谢 造成胶原蛋白(其中以 I型胶原为

主)过度增生沉积于细胞间质中而发生纤维化. 这是心

脏 肝脏 肾脏等各种脏器发生纤维化的细胞学基础.

纤维化阶段是抑制和逆转疾病进一步发展的关键时期

也是药物介入的最佳时期 因此 此阶段常作为治疗学

上的研究对象和药物作用的关键环节.

       在纤维化的起始阶段 各种始动因素促使多种细

胞因子的释放 其中转化生长因子 β1 (tansforming
growth factor β1 TGFβ1)是目前所知最强大的促胶原
生成因子 在各种纤维化模型中 TGFβ1 mRNA主要
定位在纤维化局部区域. TGFβ1对胶原基因表达的调节
有一部分直接发生在转录水平上 TGFβ1可使I型胶原
α1 和 α2 链的转录速率分别增加2-3 和 4倍 他通过
诱导细胞核内立早基因(immediate early genes)内如c-fos

与 c-jun的表达增加转录调节因子(如AP1 NF1 等)

并通过增强转录调节因子AP1 NF1等与响应顺式作

用元件的结合活性 使胶原基因的启动子活性增强而

促进胶原的合成.在小鼠 大鼠及人胶原基因的启动子

上均有TGFβ1 的作用位点[2,  11];  其中 I 型胶原 α2 链
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(COL1A2)启动子中存在一个核转录因子AP1(c-fos和c-

jun的产物)结合位点对TGFβ1调节I型胶原的表达起着
非常关键的作用.

      丹参是活血化瘀药的代表之一 素有 丹参一味

功同四物 之称 广泛应用于心血管疾病中. 近年来

临床[5]与动物实验[3, 6]均证实 丹参能有效改善肝脏炎

症 减轻细胞外基质的增生与沉积 有较好的抗纤维化

作用 也常常作为抗纤维化复方的君药. 因此 在既往

研究的基础上 探讨丹参影响TGFb1促I型胶原生成的

机制及其抗纤维化的主要作用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  药物: 丹参为唇形科植物丹参saliva miltiorrhiza

Bge的干燥根及根茎 由上海中华制药厂协助制成流浸

膏. 主要试剂: 重组人TGFβ1 Calbiochem 公司产品;
1640培养基及Moloney鼠白血病病毒逆转录酶 GIBCO

公司产品; PCR markers 及六聚体随机引物 gel mobility

shift assay试剂盒 Promega产品; γ-32P-ATP (5 000 Ci/mmol)
北京福瑞生物工程公司; 其余试剂为国产或进口分析纯. 引

物: GAPDH引物(甘油醛-3-磷酸脱氢酶 长度为299 bp)[8]

c-fos引物(长度为432 bp)[9]. 细胞: 小鼠胚胎NIH/3T3成

纤维细胞株 购自中国科学院上海细胞研究所.

1.2 方法  (1)丹参含药血清制备方法: 使用丹参流浸膏灌

胃 用量为体重65 kg成人的10倍 对照组给予等量

的生理盐水; 大鼠2次 /d灌胃2 d 第 3 d首次灌胃2 h

后追加1次 再1 h后自后腔静脉采血 离心分离含药

血清[1]. (2)细胞培养: 以含100 mL/L小牛血清的1640培养

液 在50 mL/L CO2 37 潮湿空气的培养箱中培养

长至亚单层后 更换为丹参含药血清及TGFβ1(5 ng/mL)
继续培养24 h 收取细胞层标本.  (3)RT-PCR 及其产物

分析: 异硫氰酸胍一步法提取细胞总RNA[10] 取总RNA

1-2 µg 经逆转录后 进行PCR 30-35 个循环扩增. 产
物经20 g/L琼脂糖凝胶电泳 紫外透射反射仪观察及照

相 以GAPDH作为内参照 调节各组总RNA用量. (4)

gel mobility shift assay: 参照文献方法提取细胞核蛋白[7, 13]

考马斯亮蓝法定量蛋白. 5 - 末端标记寡核苷酸 反

应体系为: 寡核苷酸(1.75 pmol/µL) 2 µL T4激酶缓冲
液1 µL  [γ-32P-ATP] 1 µL 无核酸酶水 5 µL T4
激酶1 µL 37  10 min 加入0.5 mol/L EDTA 1 µL终
止反应 再加入89 µL TE缓冲液(10 mmol/L Tris-HCL
pH8.0 1 mmol/L EDTA). G-25柱分离除去未标记核苷

酸. DNA结合反应体系为: 无核酸酶水 5 µL 5×shift缓冲
液 2 µL 核提取物 10 µg 蛋白 室温10 min 加入
1 µL32P标记寡核苷酸 室温20 min. 反应结束后 取
10 µL样品经40 g/L凝胶 0.5×TBE缓冲液 (TRIS 碱 5.
39 g 硼酸2.75 g EDTA-Na2·H2O 0.37 g)电泳 固定

增感 水洗 干胶 放射自显影10-72 h 定影 显影.

2   结果

2.1 丹参对 c-fos mRNA 表达的影响  TGFβ1作用组较
对照组 c-fos mRNA 表达显著增加 丹参加TGFβ1 组
较TGFβ1单独作用组c-fos mRNA表达量显著减少(图1).

图1  c-fos RT-PCR电泳图. 1: 丹参+TGFβ1组; 2: TGFβ1组; 3: 对照组.

2.2 丹参对转录因子AP1 对启动子结合活性的影响

TGFβ1(5ng/mL)作用后 NIH/3T3细胞AP1对启动子结
合活性明显增加 而100 mL/L 丹参药物血清可拮抗

TGFβ1 的作用 使AP1 对启动子结合活性下降(图 2).

图2  AP1结合活性分析. 1: 阳性对照组(Hela细胞核提取物); 2: 正常
对照; 3: TGFβ1组; 4: 丹参+TGFβ1组.

3   讨论

TGFβ1 是目前所知的最强大的促胶原生成因子. 在小
鼠 大鼠及人胶原 2 条多肽链基因的启动子上均有

TGFβ1 的作用位点[2] 因此 TGFβ1 对胶原的调节至
少有一部分直接发生在转录水平. TGFβ1的促胶原表达
是通过转录调节因子的参与而进行的.目前已知 由 c-

fos和 c-jun基因产物组成的AP1蛋白及其家族参与了

TGFβ1对胶原启动子的作用[2, 12].
       本文的研究结果显示 经TGFβ1作用后 c-fos的
表达和AP1蛋白的结合活性明显增加 提示TGFβ1的
促胶原生成作用有一部分是通过促进 c-fos的转录增加

和AP1蛋白的表达增加而实现的 而丹参可降低TGFβ1
刺激的 c-fos的转录增加及AP1 蛋白的结合活性. 结合

以往的研究发现: 丹参对TGFβ1所产生的明显促进I型
胶原α2链基因表达的作用也有部分抑制效果[1]. 表明丹
参通过拮抗TGFβ1的作用来影响胶原蛋白的表达 丹
参对TGFβ1刺激的NIH/3T3细胞 I型胶原表达的抑制
作用有一部分是其抑制 c-fos基因表达和AP1蛋白结合

活性的结果. 国外已有文章报道 胶原基因启动子竞争

性结合物可以通过拮抗TGFβ与启动子的结合从而抑制

GAPDH

c-fos

      1                   2                    3

 1    2    3    4

ISSN  1009-3079   CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年10月15日  第11卷  第10期                               1635



由TGFβ诱导的胶原细胞中胶原蛋白的生成[15] 丹参
对胶原蛋白产生的抑制作用是否也与胶原基因启动子

的竞争性结合有关 值得进一步研究.

       最近的研究证明 丹参抗纤维化的有效成分之一

的丹参酚酸B可通过干扰TGFβ1在肝星状细胞胞质中
的信号通路进而影响肝星状细胞的胶原生成[4, 14] 和本

研究中丹参影响成纤维细胞TGFβ1的细胞核内信号转
导的结果相结合 可看到丹参抗纤维化作用的一些作

用位点和机制 为丹参的进一步临床应用和开发提供

理论依据.
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摘要

目的: 探讨左旋精氨酸(L-arg)对大鼠肝脏缺血再灌注(I/R)损

伤的保护作用.

方法: 将24只SD大鼠随机分为对照组(n  =12)和灌喂精氨

酸组(n =12). 制备大鼠肝 I/R损伤模型 观察损伤后谷丙

转氨酶(ALT) 谷草转氨酶(AST) 乳酸脱氢酶(LDH) 一氧

化氮(NO)和肝组织丙二醛(MDA) 超氧化物歧化酶(SOD)含

量变化及肝组织病理变化.

结果: L-arg组: ALT AST LDH明显下降 t 分别为3.66

14.28 6.22 (P <0.01). MDA含量明显降低(t =3.21 P <0.01)

SOD及NO活性明显升高(t =3.71 8.93 P <0.01) 组

织的病理改变也轻于对照组.

结论: 左旋精氨酸具有减轻肝I/R引起的肝功损害和脂质过

氧化损害 其机制可能与血清NO含量增加有关.

郝悦, 周新民. 左旋精氨酸对大鼠肝脏缺血再灌注损伤的保护作用. 世界华人

消化杂志  2003;11(10):1636-1638

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1636.asp

0   引言

肝 I/R 损伤是临床上广泛关注的问题 常见于许多临

床病理过程和创伤外科疾病的肝脏手术过程 如失血性

休克 肝切除和肝移植等. 肝I/R时 肝脏组织细胞发生

了一系列代谢 结构和功能的紊乱[1]. 本实验探讨精氨酸

对大鼠肝I/R损伤的作用及影响.
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1   材料和方法

1.1 材料  SD 大鼠 24只 体质量200-250 g 由第

四军医大学实验动物中心提供. MDA SOD NO试剂盒

均购自南京建成生物工程研究所 L-arg为Alexis产品.

1.2 方法  随机将大鼠分为2组 每组12只. 普通喂养

饲料为大鼠标准饲料 自由进饮进食. 肝I/R模型制备前

1 wk对照组用生理盐水灌喂1 mL/次 2次/d L-arg组:

70 g/L的L-arg溶液1 mL/次 2次 /d经口灌喂. 实验用

SD大鼠术前禁食12 h 经腹腔注射氯胺酮100 mg/kg麻

醉后 上腹正中切口进腹 分离肝脏周围诸韧带 解

剖肝门 用小号无损伤动脉夹阻断左 中叶肝蒂 90 min

后开放 恢复被阻断肝叶血供 建立部分肝I/R模型[2, 3].

血样检测: 两组大鼠于肝脏再灌注2h后经下腔脉留取

4-5 mL血样 离心(4 4 000 r/min 10 min) 取

部分上清液用日本柯达250型全自动生化分析仪测定

ALT AST LDH; 部分上清液置于 70 冰箱保存

硝酸还原法测定NO; 组织检测: 各组大鼠于肝脏再灌注

2 h后取部分肝组织制成匀浆 保存于液氮中用相应试

剂盒测定抗氧化酶活力及脂质过氧化产物 操作均按

试剂盒说明进行.部分肝组织保存于含100 mL/L甲醛的

金属沉淀液中用于HE 染色 光镜检查.

        统计学处理  全部数据以 sx ± 表示 均数间的比较
采用 t 检验 采用SPSS 软件 以 P <0.05为差异有显

著性意义.

2   结果

2.1 肝功能酶学的变化  肝缺血再灌注120 min L-arg

组血清AST ALT 及 LDH 明显低于对照组(P <0.01

表 1) 提示 L-arg 组肝脏受到的损害较轻或功能恢复

更快更好.

表1   大鼠血清ALT AST LDH 的变化(n =12, sx ± )

组别     ALT(U/L)          AST (U/L)             LDH (U/L)

对照组 532.9 194.7   1 602.2 279.7       7 173.2 817.3

L-arg 组 317.9 58.5      385.9 93.4        3 597.6 1 812.5

P <0.01 vs 对照组.

表2  大鼠肝组织MDA SOD及血清NO变化(n =12, sx ± )

组别               MDA(µmol/g)             SOD(U/g)              NO(µmol/L)

对照组 18.54 3.48     127.79 19.09 13.90 2.69

L-arg 组 11.14 4.09     153.58 14.70 29.66 5.49

P <0.01 vs 对照组.

2.2 抗氧化酶 脂质氧化产物及NO含量变化  肝缺血再

灌注120 min L-arg组肝组织的抗氧化酶活力较对照组

明显升高(P <0.01) 而相应的脂质过氧化产物明显减少

(P <0.01) 血清NO水平较对照组明显升高(P <0.01 表2).

2.3 病理组织学改变  光镜下结构: 对照组肝小叶结构紊

乱 肝血窦和中央静脉有程度不同的瘀血 肝血窦变窄

或消失 内皮细胞及肝细胞普遍水肿变性 大量的中性

粒细胞附壁及小灶样坏死. L-arg组肝脏小叶结构基本正

常 散在肝细胞肿胀变性 少量粒细胞浸润.

3   讨论

近年研究表明 肝微循环障碍是导致肝 I/R 损伤的病

理基础[4]. 其机制是肝缺血时 肝细胞ATP含量减少

钙离子大量内流致肝细胞缺氧水肿 肝细胞骨架结构

受损 肝血窦变窄[5]. 也有人认为氧自由基的大量释放

是导致损伤后早期组织器官功能障碍的重要原因[6-9]. 本

实验结果表明 肝I/R损伤导致肝功能酶学发生变化

ALT AST LDH明显升高 MDA含量增高 而SOD活

力明显下降 证明氧自由基的参与引发了肝组织的脂

质过氧化损伤.

        L-arg作为NO合成的前体 在一氧化氮合酶(NOS)

的作用下生成NO 后者具有多种生物学功能 扩张血

管 抑制血小板黏附[10-13] 参与杀菌[14]等作用. 近年来认

识到严重创伤及缺氧时导致肝细胞变性甚至坏死 已证

明NO是最主要的血管内皮舒张因子.从理论上讲预先用

L-arg补充NO生成的前体 可使组织血管扩张[15, 16] 损

伤后缺氧状况可以改善. 本实验证明了这一点, L-arg组

I/R损伤后血清NO及肝组织SOD含量明显升高  MDA

含量减少 说明经口喂L-arg可增加肝组织局部NO合

成 改善局部血流灌注.因此口喂L-arg 具有减轻肝 I/

R所引起的脂质过氧化损害和保护肝细胞的作用.
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摘要

目的: 探讨端粒酶活性的改变在大肠癌发生发展过程中的作

用以及端粒酶活性检测作为一种新的大肠癌临床诊断的生

物学标志的可行性.

方法: 采用TRAP(telomeric repeat amplification protocol)结

合聚酰胺凝胶电泳银染法检测46例配对大肠癌及癌旁组

织 4 例大肠癌肝转移病灶组织内端粒酶的活性 并用

Southern-blot-ECL (enhanced chemiluminescecce)法对上述

标本内端粒酶平均长度进行检测.

结果: 肿瘤组内端粒酶活性明显高于对应癌旁组织 在肿

瘤组织内 端粒酶的活性表达升高与大肠癌的病理学分期

呈显著相关性(P <0.01 t =8.3477) 而与肿瘤的大小

部位  肿瘤的恶性程度 分级 浸润深度 CEA表达水

平等无显著相关性 与肿瘤组相比 在肝转移病灶内 端

粒酶的活性表达无显著升高 肿瘤组内的端粒酶平均长度

明显大于对应的癌旁组织.  端粒酶平均长度与大肠癌的病理

学分期呈显著相关性.

结论: 端粒酶的活化及其长度的缩短可能成为早期检测大肠

癌癌变的临床指标.

鲁明良, 林富林, 郑国宝, 姜朝晖.  端粒酶在大肠癌细胞中的活性表达及临床

意义. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1638-1640

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1638.asp

0   引言

大肠癌是我国最常见的恶性肿瘤之一 其发病率和死

亡率均有上升趋势 大肠癌的早期诊断尚缺乏有效的

临床指标. 近年来 端粒酶在细胞衰老和癌变过程中的

作用已受到人们的重视. 研究者普遍认为 端粒酶的激

活是肿瘤形成过程中的关键步骤 为了进一步明确端

粒酶的激活与在大肠癌形成发展过程中的确切作用

我们对46例配对大肠癌及癌旁组织 4例大肠癌肝转

移病灶组织内端粒酶的活性及端粒酶平均长度进行了

检测.

1   材料和方法

1.1材料  46例配对大肠癌及癌旁组织 例大肠癌肝转

移病灶组织均取自2000-01/2000-12我院住院手术的患者.

其中 癌旁组织均取自肿瘤切除标本的远癌断端 所有标

本均于手术切除术后20 min内取材 并迅速置-180 

液氮内冻存待用.

1.2 方法

1.2.1 端粒酶活性检测  严格按端粒反复扩增法(telomeric

amplification protocol)试剂盒说明书进行操作. (1)组织提取

液的制备: 从液氮中取出冻存组织500 mg 剪碎 清洗

离心 弃上清 组织匀浆器将组织制成匀浆 加组织裂

解液 离心 上清经蛋白定量后液氮中保存待用. (2)合

成TS和CX引物 (3)建立TRAP反应体系(50 µL) 反
应参数如下:引物延伸25  30 min 端粒酶灭活94 

5 min. 扩增: 变性94  30 s 退火50  30 s 延伸72 

90 s 循环30次 延伸72  10 s 4 抑制.

1.2.2 聚丙烯凝胶电泳 增强化学发光法(ECL)显影  取

25 µL上述PCR产物 于120 g/L非变性聚丙烯凝胶电
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泳 ECL显影. 分子量标记物为pBR322  DNA/HaeIII

Markers.

1.2.3 端粒酶末端限制性片段长度测定  采用经典法提取

组织DNA 根据260 nm处的吸收光值计算基因组DNA

浓度 取2.5 µg DNA并建立限制性内切酶消化体系
HinfI/RsaI联合酶切 琼脂糖凝胶电泳 Southern blot

印迹转膜 与生物素标记的端粒探针进行杂交 ECL

法显影. 胶片上杂交信号经光密度扫描仪(美国Bromma

公司LKB2400Gelescan XL)检测2-23 kb间吸收光度

值 按公式计算出各样本DNA 平均端粒长度

        统计学处理  t 检验

2   结果

2.1 端粒酶在大肠癌 配对癌旁组织及大肠癌肝转移组

织内的表达以PCR产物电泳后见到条带间相差 bp的

梯形条带为阳性(出现三条以上条带) 根据上述判断

标准 46例大肠癌组织中 41例端粒酶表达阳性 阳

性率89.13 % 而配对的癌旁组织中 端粒酶表达全部为

阴性 两组之间具有极显著性差异(P <0.05) 在肿瘤组

内 17例Dukes A-B期肿瘤组织中 13例端粒酶表达阳

性 阳性率为76.47 29例Dukes C-D期肿瘤组织中

28例端粒酶表达阳性 阳性率为96.55 Dukes C-D期

的阳性率显著高于Dukes A-B期(P <0.001) 例大肠癌

肝转移病灶内端粒酶表达全部阳性 因例数太少 不宜

与配对肿瘤组织进行显著性分析; 端粒酶阳性表达与肿

瘤的大小 部位 性别 浸润深度 组织学类型及分化

程度等病理学指标无显著相关性

2.2 46例大肠癌组织中不同位点端粒的平均长度  肿瘤

组端粒的平均长度为4.4 1.1 kb 癌旁组的平均长度

为9.6 1.5 kb 两组间具有显著差异(P <0.001)

2.3 46 例大肠癌组织不同临床分期与端粒长度的关系

实验结果表明 随着肿瘤分期的下降 端粒的长度显著

下降(t =8.3477 P <0.01 表 1) 端粒的长度与其他

临床病理学指标无明显相关性.

表1  直肠癌瘤的Dukes 分期与端粒长度的关系( sx ± , kb)

Dukes分期  n 端粒长度

Dukes A-B 17 6.6 1.2

Dukes C-D 29 3.7 1.1

3   讨论

染色体端粒是位于染色体末端的一种特殊结构 由串

联的短片序列和蛋白组成 在染色体的定位 复制及保

护方面起重要作用[1] 端粒序列的复制依赖于端粒酶

的作用 正常体细胞中通常无该酶的表达 随着细胞有

丝分裂次数的增加 端粒片段的长度不断缩短 细胞即

进入程序化死亡 端粒的长度被认为是细胞有丝分裂

的时钟[2]. 自 1994 年以来 国外研究表明 85 %以上

的肿瘤细胞呈端粒酶表达阳性 而正常组织中却检测

不到端粒酶的活性. 细胞提示这一分子事件与肿瘤细胞

的恶性转化及肿瘤细胞的持续分裂增殖的相关性 同

时有力的提示端粒酶的活性可作为肿瘤检测的一个特

异性指标.

        我们的实验结果表明 46例大肠癌组织中 41例

端粒酶表达阳性 阳性率89.13 % 而配对的癌旁组

织中 端粒酶表达全部为阴性 两组之间具有极显著性

差异(P <0.05) 与国外其他学者的研究结果接近[3-10]

同时 肿瘤组内端粒序列的长度显著低于配对的癌旁

组 说明端粒的缩短和端粒酶的激活间存在着某种平

衡 这种平衡的维持 使肿瘤细胞获得无限增生的能力.

        在肿瘤组内 17例Dukes A-B期肿瘤组织中 13

例端粒酶表达阳性 阳性率为76.47 % 29 例 Dukes

C-D 期肿瘤组织中 28 例端粒酶表达阳性 阳性率

为96.55 % Dukes C-D期的阳性率显著高于Dukes A-

B期(P <0.01) 同时 Dukes C-D 期的端粒长度显著

低于Dukes A-B 期(P <0.05) 这说明 晚期肿瘤中

由于细胞分裂次数的增加 进入死亡临界点的细胞数

增加 端粒的长度越来越短 端粒酶被激活的数量增加.

其他学者的实验结果表明 [ 11 ] 在早期神经母细胞瘤

中 端粒酶的表达较高 而在晚期表达较低 另外 我

们收集的 例大肠癌肝转移病灶内端粒酶表达全部阳

性. 因例数太少 不宜与配对肿瘤组织进行显著性分

析 尚不能说明端粒的表达与大肠癌肝转移之间的相关

性 但已有报道表明 端粒酶的活性与肿瘤的转移特性

有密切的关系[12] 到目前为止 这种现象的原因还不

清楚 需进一步扩大样本进行深入研究.

       实验结果表明 端粒酶的活性及端粒序列的长短

与大肠癌患者的年龄 组织学类型 浸润深度等病理学

指标无显著相关性 这与其他学者的研究结果相似[13, 14].

这说明 端粒的缩短和端粒酶的激活只是肿瘤恶变的

一个必要条件 而肿瘤细胞的分裂速度 侵袭及转移特

性可能与细胞内其他调节机制有关.

        端粒酶作为肿瘤诊断的标记物的希望已展现出光辉

的前景 已有不少学者对大肠癌患者粪便中脱落细胞

进行了端粒酶活性检测 特异性达到95.7 % 阳性预测

值达到96.4 % 充分说明了端粒酶作为大肠癌诊断标记

物的有效性和潜在的应用价值[15]. 此外 也有人提出研

制端粒酶抑制剂用于治疗恶性肿瘤 但是端粒酶在细

胞永生化过程中发挥作用的机制仍有待进一步研究. 因

此 将端粒酶真正用于临床 还需要做大量基础和临床

研究工作.
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摘要

目的: 探讨多种因子在门脉高压大鼠结肠黏膜中的表达及其

意义.

方法: 实验组大鼠行门静脉两步结扎加左肾上腺静脉结扎;

应用免疫组化SP染色法检测iNOS ecNOS ET-1 及TNF-

在大鼠结肠黏膜中的表达情况.

结果: 实验组 iNOS ET-1 及TNF- 表达较对照组增

强(2.97 0.51 vs 2.33 0.76; 2.01 0.32 vs 1.38 0.74;

2.57 0.64 vs 1.67 0.36 P <0.05) ecNOS无明显变

化(2.01 0.69 vs 1.87 0.56 P >0.05).

结论: iNOS ET-1 TNF- 参与门脉高压大鼠结肠黏膜

局部病变.

尹朝晖, 刘浔阳, 黄飞舟, 黄穰浪, 任树平. 多种因子在门脉高压大鼠结肠黏膜

中的表达. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1640-1642

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1640.asp

0   引言

随着门脉高压性结肠病变(portal hypertensive colopathy

PHC)[1]概念的提出 局部体液因子的改变在PHC病因

学中的作用渐受关注 但有关此方面的报道甚少[2]. 本文

选取具有不同作用的一氧化氮合酶(NOS) 内皮素 1

(ET-1)及肿瘤坏死因子 (TNF- ) 应用免疫组化技

术检测他们在门脉高压大鼠结肠黏膜局部的表达情况

以期探讨门脉高压大鼠结肠黏膜病变中体液因子的变

化及意义.

1   材料和方法

1.1 材料  (1)动物与分组: 20只 SD大鼠 (225-275 g

购自中南大学湘雅医学院实验动物中心) 随机分成两组

实验组行门静脉两步法结扎加左肾上腺静脉结扎手术;

对照组为假手术组. (2)试剂: 兔抗大鼠ecNOS多克隆抗

体 兔抗大鼠 iNOS多克隆抗体 兔抗大鼠ET-1多克

隆抗体 山羊抗大鼠TNF- 多克隆抗体 通用型S-P

染色试剂盒 生物素标记兔抗山羊 IgG 染色试剂盒及

DAB购自北京中山生物技术有限公司.

1.2 方法  (1)动物模型制备: 对 Tanoue et al [3]方法加以改

进 应用门静脉两步法结扎加左肾上腺静脉结扎制备

门脉高压大鼠模型. (2)门静脉完全结扎后2 wk 将两

组大鼠麻醉后开腹 找到肠系膜上静脉 剪一小口 将

一根充满生理盐水的硬膜外导管置入静脉近端 以鼠

右心房水平为 0 点 测定门静脉压力. 其后小心切除
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小段乙状结肠 常规固定 脱水 透明 石蜡包埋.

(3) 免疫组化SP染色法  抗原修复(NOS ET-1应用EDTA

煮沸20 min; TNF- 应用柠檬酸缓冲液煮沸20 min) 余

同说明; DAB显色; PBS代替一抗作阴性对照. (4)判断标

准: 反应产物的染色强度以光密度值(optical density OD

值)表示. 选取结肠不同部位(黏膜 黏膜下层 肌层) 每

一部位随机选5处 应用计算机辅助HPIAS-1000 图

像分析系统测定反应产物的A值(若无记为0) 每一标

本取平均A值.

        统计学处理  应用SPSS10.0 for window统计软件分

析 检测数据以 sx ± 表示 计量资料组间比较采用 t
检验 P <0.05 为差异有显著性.

2   结果

2.1 一般情况及静脉压力  实验组大鼠腹壁血管 肠系

膜血管扩张较对照组明显; 实验组大鼠有两只可见腹腔

内有少量腹水生成 余大鼠及对照组未见明显腹水生

成; 实验组大鼠门静脉压力较对照组明显升高(20.90

3.27 cm H2O vs 11.43 1.55 cm H2O P <0.01).

2.2 NOS表达情况  NOS表达阳性细胞为胞质内棕黄色

颗粒 可见于黏膜上皮 肠腺腺腔 黏膜下层血管内皮

同时在黏膜表面及肌层也可见黄染产物. 实验组中iNOS

的表达强度明显高于对照组(2.97 0.51 vs 2.33 0.76

P <0.05) 但ecNOS的表达强度两组间无明显差异(2.01

0.69 vs 1.87 0.56 P >0.05).

2.3 ET-1表达情况  阳性表达为棕黄色颗粒 主要见

于黏膜下层 黏膜上皮 黏膜表面及肌层亦可见少量黄染.

实验组表达强度高于对照组(2.01 0.32 vs 1.38 0.74

P < 0.05).

2.4 TNF- 表达情况  阳性表达于黏膜层可见黄染产

物 阳性细胞为胞质内可见棕黄色颗粒; 实验组TNF-

表达强度较对照组明显增高(2.57 0.64 vs  1.67 0.36

P  <0.01).

3   讨论

门脉高压症肠黏膜病变发病机制至今尚不清楚. 既然分

流手术可使PHC 好转 提示门静脉压力与PHC 间有

一定相关关系[ 4-6 ] 然而也有研究发现PHC与 HVPG

无明显相关 [ 7 ] 故在PHC形成中门静脉压力升高可能

并非惟一因素. 随着对门静脉高压症胃黏膜病变认识的

加深 血管活性因子等体液因子在PHC中的作用受到

关注 初步研究提示局部体液因子参与PHC的发展进

程[ 2 ]. 有学者研究认为门静脉结扎制作的大鼠门脉高压

模型可用于PHC的研究[ 2 ] 本研究中门静脉完全结扎

后2 wk 实验组大鼠门静脉压力较对照组明显升高 认

为门脉高压大鼠模型制作成功.

        内源性NO是一种强烈的血管舒张因子 也是新型

的细胞内信使和神经递质 在机体的病理生理过程中

有重要作用[8]. 由于NO稳定性差 半衰期甚短 直接

测定十分困难 作为合成NO的惟一限速酶NOS成为

研究NO的重要手段.本研究中 实验组结肠中iNOS的

表达强度明显高于对照组(P <0.05) 但 ecNOS在结肠

中的表达强度两组间无明显差异(P  >0.05). 其升高可能

是由于升高的门脉压力使肠道回流受阻 肠道淤血 水

肿 肠黏膜屏障受损 毒素物质移位 入血 同时由于

回流受阻 高毒素血液在肠局部较长时间的刺激血管

内皮等 使 iNOS 生成增加 这必然使NO生成增加

致血管扩张 加重淤血. 尚有学者认为NO使平滑肌舒

张 调节胃肠动力[9] NO 升高使结肠运动功能减弱

延长了黏膜与损伤因素接触时间 而加剧结肠黏膜损

伤.本研究中结肠处ecNOS无明显变化 可能在PHC不

起重要作用.

        ET-1可通过其受体起多效性的生物作用[10] 对于

门脉高压症肠道黏膜中ET-1表达情况尚未见报道. 本

研究中 ET-1 在实验组表达强度高于对照组. 一方

面 在通常情况下 扩血管物质与缩血管物质的释放和

激活处于一动态平衡 以此提供一相对稳定的微环境

ET-1升高可保持局部微环境相对稳定; 另一方面 由于

ET-1尚可诱导黏膜损伤[11] 过量表达的ET-1必使肠

道黏膜进一步受损.

        TNF- 是一种细胞毒性蛋白 研究表明TNF-

不仅可激活NOS基因[12, 13] 也可激活ET-1基因[14]. 本

研究中TNF- 在实验组表达强度高于对照组 升高可

能为回流受阻 水肿 淤血使肠黏膜屏障受损 毒

素物质移位 诱使肠道黏膜局部TNF- 生成增加. TNF-

升高既可激活ET-1 NOS基因 而参与门脉高压症结肠黏

膜病变过程; 同时TNF- 尚可增加血管通透性[15] 其升高

也加重肠壁水肿 损伤黏膜屏障而加重局部病变.

       由此可见 门脉高压结肠黏膜病变是多因素共同

作用的结果 其机制尚有待进一步阐明.
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摘要

目的: 探讨黄连素对人结肠癌细胞系HT-29 的作用及与

Ca2+有关的机制 为黄连素作为一种新的结肠癌化学治疗

药物进行理论上的准备和提供相关实验结果.

方法: 0.1 µmol/L 0.3 µmol/L 3.0 µmol/L 30.0 µmol/L
的黄连素加入到HT-29结肠癌细胞系培养液中. 分别在第1 d

第 2 d 第 3 d测量各有关值. 以 bapta-AM(33 µmol/L)为
细胞内Ca2+螯合剂 verapamil (50 mmol/L)为细胞膜Ca2+

通道拮抗剂 分别抑制细胞内Ca2+和细胞膜Ca2+通道 对

比观察黄连素对细胞内Ca2+的影响及结肠癌细胞在不同

Ca2+浓度条件下各有关值. 细胞记数检测细胞的生长和增

生 用免疫荧光分光光度法检测细胞内Ca2+浓度.

结果: 黄连素在浓度大于0.3 µmol/L时则有明显的量效关系
抑制结肠癌细胞的生长. 黄连素在浓度大于0.3 µmol/L时对
细胞内Ca2+的释放有抑制作用.

结论: 黄连素能够抑制Ca2+的释放可能为黄连素抑制HT-

29细胞生长和增生的一个机制.
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0   引言

结肠癌是常见的恶性肿瘤之一 他严重地危害着人们

的身体健康. 目前临床上结肠癌常用的化疗药物毒副作

用大 寻找新的化疗效果好 毒副作用小的药物 可

以提高结肠癌患者的治疗效果 提高患者的生存期及

生存质量. 已有研究证实黄连素(berberine, ber)对平滑肌

细胞内Ca2+有作用[1]. Ca2+作为第二信使可能以某种形式

参与肿瘤生长和繁殖的调节[2]. 本题采用细胞培养的方

法 将黄连素加入到结肠癌细胞培养环境中 观察培养

上清中细胞内Ca2+的改变 同时观察ber 对结肠癌细

胞生长 增生的影响 为ber作为一种新的结肠癌化疗

药物进行理论上的研究.

1   材料和方法

1.1 材料  细胞系: HT-29细胞系购自中南大学湘雅医学

院肿瘤研究所 该细胞系由该所引自ATCC. 主要试剂

和仪器: berberine (Sigma) Fura-2/AM (Sigma) bapta-

AM(Sigma) verapamil(Sigma) 日本产岛津RF-5000

荧光分光光度计.

1.2 方法

1.2.1 细胞培养  HT-29以RPMI-1640为培养液 加入

100 mL/L热灭活的FBS及青霉素和链霉素 HT-29细胞

置于37 50 mL/L CO2培养箱中培养 以1 106/mL

细胞接种 24 h 后 分组加药: 终浓度为 0.1 µmol/L
0.3 µmol/L 3.0 µmol/L 30.0 µmol/L 的 ber加入到HT-
29结肠癌细胞系培养液中. 以 bapta-AM (33 µmol/L)为
细胞内Ca2+螯合剂 verapamil (30 mmol/L)为细胞膜Ca2+

通道拮抗剂 分别抑制胞内Ca2+及胞膜钙通道 对比

观察黄连素对细胞内Ca2+的影响. 24 h后测量钙离子浓度.

1.2.2 生长曲线的绘制  采用氮兰四唑盐实验(MTT)法

取对数生长期的HT-29细胞按传代方式制成单细胞悬

液 以每孔4 103个细胞接种于96孔培养板中 培

养24 h 后 弃去原细胞培养液 实验组每孔加入ber
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母液 使其浓度为0.1 µmol/L 0.3 µmol/L 3.0 µmol/L
30.0 µmol/L 对照组不加药 换成与实验组相同体积
的培养液. 每组每个时间点设6个平行孔 继续培养箱

内培养 培养6 d 每组各取6孔加入MTT溶液(5 mg/mL)

20 µL 37 孵育 4 h后弃去孔内培养液 每孔加入
15 µLDMSO震荡10 min. 以空白孔调零 在酶联免疫
检测仪上测490nm波长处的每孔吸光度值(aborbance A

值) 求其平均值.

1.2.3 免疫荧光分光光度法检测钙离子浓度  经典的

Fura-2/AM负载测钙[2]方法: 用无血清的培养液洗涤细

胞 将106细胞悬浮于1 mL含 2.5 mmol/L Fura-2/AM

和 2 g/L BSA的BSS液中 37 温浴80 min 并不断

振荡. 用冷BSS洗涤细胞2次 去除胞外游离的Fura-2/

AM. 将细胞悬浮在冷BSS中. 连续测定340 nm 380 nm

波长激发光交替激发时 490 nm发射新的荧光强度F

同时记录荧光强度比值R (R =F340/F380). 扫描结果由Su-

per Ion Probe Software软件自动分析 依据公式[Ca2+]I =Kd

(Rmin-R)/(R-Rmax) (Ff2/Fb2), 其中Kd为 Fura-2/AM

与钙离子结合反应的解离平衡常数. Ff2/Fb2 分别为钙离

子游离与饱和时380 nm的荧光强度. 自发荧光以未负载

Fura-2/AM的细胞同样方法测得 计算时减去.

         统计学处理  采用统计软件SPSS10.0分析. 根据资料性

质 实验数据均以 sx ± 表示 用 t检验处理 P <0.05
为有统计学差异.

2   结果

2.1 ber对HT-29细胞生长 增生的影响  不同浓度的

ber对HT-29细胞干预后的生长曲线如图1. 细胞接种

后 对照组细胞几乎呈线性生长 72 h后细胞数量大

约增加8倍. ber干预后呈剂量依赖性抑制细胞增生 生

长曲线向右移 3.0 µmol/L及 30.0 µmol/L浓度抑制细
胞增生较明显.

图1  不同浓度ber 对HT-29细胞干预后的生长曲线.

2.2 ber 对 HT-29[Ca2+] I的影响  不同浓度的ber 及

verapamil Bapta-AM对HT-29 [Ca2+]I的影响见表1. 结

果显示当ber浓度在0.3-30 µmol/L之间时 对[Ca2+]I有
抑制作用 但作用强度比胞膜Ca2+拮抗剂verapamil弱

比胞内Ca2+螯合剂Bapta-AM更弱.

表1  Ber 和 verapamil Bapta-AM对HT-29[Ca2+]I的影响(n =6)

组别       浓度( µmol/L) [Ca2+]I(nmol/L)

对照 145.5 10.7

Ber 0.1 141.3 9.5

0.3 123.7 7.5a

3.0 120.7 10.3a

           30.0 118.8 8.5a

Verapamil  50 110.3 8.7a

Bapta-AM  33   20.1 5.4b

aP <0.05, bP <0.01 vs 对照组.

3   讨论

黄连素是从毛莨科黄连素(Coptis chinensi)根状茎中提取

的一种季胺类化合物 属于异喹啉生物碱 主要用于肠

道炎症伴发热 其毒副作用很小. 近年来有研究证实

ber对肿瘤细胞系也有作用[3]. 关于ber对肿瘤细胞的作

用机制 以前侧重于ber与细胞凋亡的关系[4]. Ca2+作为

一种第二信使 在细胞信号传导中起着重要作用[5].

         细胞钙以结合钙(如与带负电的脂质及蛋白质结合)

和游离钙两种形式存在. 在通常情况下 细胞外液约

50-60 %是结合钙 游离钙浓度约0.1-10 mmol/L 细

胞内钙则99.9 %以上为结合钙 主要分布于细胞核 线

粒体 内质网 /肌浆网和质膜 而胞内游离钙极少. 细

胞在非激活状态时 胞内游离钙浓度仅为0.1µmol/L左

右 但胞内游离钙浓度的改变却是细胞生理功能的关

键环节. 钙库如内质网 线粒体中的Ca2+缓冲能力很

大 在调节细胞质内Ca2+浓度中起着重要作用. 当一种

刺激使胞外即使少量的Ca2+进入胞内溶质或钙库释放

稍有增加时 均可以导致胞质内Ca2+浓度大幅度增加

继而引起一系列生理生化反应 而起到传递细胞外信

号的作用[6]. 由此可见 胞内游离钙浓度的变化是细胞

生理功能的重要物质基础 胞内游离钙浓度的调节也

就成为信息传递过程中的关键环节[7, 8].

        细胞游离钙浓度的变化是Ca2+跨膜转运的结果. 胞
外Ca2+内流: 钙在细胞内外的电化学梯度大于其他许多
离子 细胞外Ca2+可通过被动扩散进入细胞内 但控
制胞外Ca2+内流最主要的途径还是通过细胞膜上的钙
通道. 钙通道的种类很多 但对其确切的分子结构大多
还不完全清楚 目前认为有五大钙通道: (1)电压操纵的
钙通道(voltage-operated calcium channels VOCs): 常见
于应激细胞 其活动受膜电压变化的影响 存在于心

肌 骨骼肌 神经元及内分泌等不同细胞中[9]. (1)受体

操纵的钙通道(receptor-operated calcium channels  RCCs):

见于神经元与其靶细胞之间的突触传递[10]. (3) 第二信使

操纵的钙通道(second messenger operated calcium channels

SMOCs): 受控于细胞的第二信使 其电导很小[11]. (4)机

械操纵的钙通道(mechanically operated calcium channels

MOCs): 内皮细胞上有牵张刺激的钙通道 这一通道也
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存在于平滑肌与骨骼肌中[12]. (5) 漏流钙通道(leak calcium

channels LCCs): 也称为静息钙通道或背景钙通道 存

在于平滑肌与心肌细胞膜中 在无电化学或机械刺激时

参与静息钙电流 协助调节静息细胞内Ca2+浓度[13].

        细胞内钙主要储存于内质网(endoplasmic reticulum

ER)/ 肌浆网(sarcoplasmic reticulum SR)内. 目前已知

ER/SR有两类钙库 即IP3敏感(IP3-sensitive calcium

pools IsCaP)和 IP3不敏感钙库(IisCaP) 分别通过上面

的IP3受体通道和ryanodine受体通道释放Ca2+[14].

        本研究发现浓度大于0.3 µmol/L时黄连素可以降低
胞内Ca2+浓度 结果如表所示. 在正常培养环境中 胞

内Ca2+浓度为145.5 10.7 nmol/L verapamil 50  µmol/L
可以使胞内Ca2+浓度降至110.3 8.7 nmol/L. 而verapamil

的作用位点为VOCs 这说明在HT-29细胞胞膜上存

在VOCs 这一点与Jamie et al [14]的研究结果相一致; 由

于 RCCs 仅见于神经元与其靶细胞之间的突触传递;

SMOCs由于受控于细胞的第二信使; MOCs仅见于血管内

皮细胞 平滑肌和骨骼肌; LCCs仅存于心肌和平滑肌细

胞膜 参与静息钙电流. 故在HT-29细胞中黄连素降低

[Ca2+]I胞外钙离子内流环节可能涉及到的通道为VOCs

和SMOCs. 而在细胞内钙离子动员方面 Bischof et al [15]

已经证实HT-29细胞胞内钙可以通过ER/SR钙库动员.

故本实验推测黄连素降低细胞内钙离子浓度其机制可能

是通过VOCs或SMOCs或抑制ER SR胞内钙离子的释放

进而降低胞内钙离子浓度; 在观察的0.1-10.0 µmol/L浓度
范围内 其抑制用的强度弱于50 µmol/L的细胞膜L-通
道拮抗剂verapamil (30 µmol/L黄连素组 vs 50 µmol/L verapamil
组 P >0.05 无显著性差异) 更不如33 µmol/L的胞内钙
离子螯合剂bapta-AM (30 µmol/L黄连素组 vs 33 µmol/L
bapta-AM组 P <0.05 差异有显著性).

4     参考文献
1 Cao JW, Luo HS, Yu BP, Huang XD, Sheng ZX, Yu JP. Effects

of berberine on intracellular free calcium in smooth muscle
cells of Guinea pig colon. Digestion  2001;64:179-183

2 Scott DA, de Souza W, Benchimol M, Zhong L, Lu HG, Moreno

SN, Docampo R. Presence of a plant-like proton-pumping
pyrophosphatase in acidocalcisomes of Trypanosoma cruzi.
J Biol Chem  1998;273:22151-22158

3 Li XK, Motwani M, Tong W, Bornmann W, Schwartz GK.
Huanglian, A Chinese herbal extract inhibits cell growth by
suppressing the expressing of cyclinB1 and inhibiting CDC2
kinase activity in human cancer cells. Mol Pharmacol  2000;58:
1287-1293

4 Lin HL, Liu TY, Wu CW, Chi CW. Berberine modulates ex-
pression of mdr1 gene product and the responses of digestive
track cancer cells to Paclitaxel. Br J Cancer  1999;81:416-422

5 Shen MR, Chou CY, Browning JA, Wilkins RJ, Ellory JC. Hu-
man cervical cancer cells use Ca2+ signalling, protein tyrosine
phosphorylation and MAP kinase in regulatory volume
decrease. J Physiol  2001;537(Pt 2):347-362

6 刘景生. 细胞信息与调控. 第 1版. 北京: 北京医科大学中国协和
医科大学联合出版社,  1998:169-170

7 Gomez-Lagunas F, Melishchuk A, Armstrong CM. Block of
Shaker potassium channels by external calcium ions. Proc Natl
Acad Sci USA  2003;100:347-351

8 Kindzelskii AL, Petty HR.Intracellular calcium waves accompany
neutrophil polarization, formylmethionylleucylphenylalanine
stimulation, and phagocytosis: a high speed microscopy study. J
Immunol  2003;170:64-72

9 Yoshida M, Ishikawa M, Izumi H, De Santis R, Morisawa M.
Store-operated calcium channel regulates the chemotactic
behavior of ascidian sperm. Proc Natl Acad Sci USA  2003;100:
149-154

10 Mao L, Wang JQ. Group I metabotropic glutamate receptor-
mediated calcium signalling and immediate early gene ex-
pression in cultured rat striatal neurons. Eur J Neurosci  2003;
17:741-750

11 Mitra P, Slaughter MM. Calcium-induced transitions between
the spontaneous miniature outward and the transient out-
ward currents in retinal amacrine cells. J Gen Physiol  2002;
119:373-388

12 Jorgensen NR, Teilmann SC, Henriksen Z, Civitelli R, Sorensen
OH, Steinberg TH. Activation of L-type calcium channels is
required for gap junction-mediated intercellular calcium sig-
naling in osteoblastic cells. J Biol Chem  2003;278:4082-4086

13 Subramani S, Vijayanand C, Tharion E. Differential effects of
organic calcium-channel blockers on diastolic SR calcium-han-
dling in the frog heart. Br J Pharmacol  2002;137:756-760

14 Jamie H, Dyason K, Milne PJ, Grant G, Graz CJ. The influence
of acetoacetate and butyrate on calcium influx and ATP con-
centrations in HT-29 cells. Pharmazie  2001;56:332-336

15 Bischof G, Brenman J, Bredt DS, Machen TE. Possible regula-
tion of capacitative Ca2+ entry into colonic epithelial cells by
NO and cGMP. Cell Calcium  1995;17:250-262

1644                ISSN  1009-3079   CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 10月 15日  第 11卷  第 10期



• 研究快报 •

DPC4蛋白在不同病理分期的结肠肿瘤中的表达

唐朝晖, 邹声泉, 杨想平, 陈启奇

唐朝晖, 邹声泉, 华中科技大学同济医学院附属同济医院普外科
湖北省武汉市  430030
杨想平, Rheinisch-Westfalische Technische Hochschule生化系
德国亚琛  D-52074
陈启奇, 依阿华州立大学病理系  美国依阿华  IA 52242
项目负责人: 唐朝晖, 430030, 湖北省武汉市解放大道1195号, 华中科技大
学同济医学院附属同济医院普外科.  tangzh45@21cn.com
电话: 027-83663410
收稿日期: 2002-01-24    接受日期: 2002-02-20

摘要

目的: 探讨DPC4基因的突变是否仅仅发生在结肠癌变过程

的晚期.

方法: 我们通过免疫组织化学法检测了102例经石蜡包埋固

定的结肠肿瘤标本 所有标本被分为5期: 期(腺瘤 36

例); 期 (黏膜下癌 8例); 期(不伴淋巴结转移的浸润

性癌 11 例) 期(伴淋巴结转移的浸润性癌 25 例);

期(伴远处器官 组织转移的浸润性癌 22 例).

结果: DPC4 蛋白缺失表达率在结肠腺瘤为5.5 % (2/36)

在结肠癌中为27 % (18/66) 其中在结肠癌 期中为12.5 %

(1/8); 在 期中为9 % (1/11); 在 期中为36 % (9/25); 在

期中为32 % (7/22). 结肠癌和结肠腺瘤的DPC4蛋白缺失表

达率相比差异有极显著性(P <0.01). 期和 期结肠癌的DPC4

蛋白缺失率与 期和 期相比差异有极显著性(P  <0.01).

结论: DPC4 蛋白缺失表达率随着结肠癌的进展而增加

DPC4基因的突变发生在结肠组织癌变过程的晚期. 如果结

肠组织标本中存在DPC4基因突变 意味该组织可能已恶

性变. 这将有助于增加对结肠癌的预见性.
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0   引言

结肠癌的发生 发展经过了一个多步骤 多阶段的过
程 此过程主要与体内大量的癌基因激活和/或抑癌基
因失活的积聚密切相关.最近 一种新的定位于18q21.1
位置的抑癌基因 DPC4/SMAD4被发现 其在一种与结
肠癌癌变过程密切相关的机制-TGF-β信号传导途径
中居于中心地位[2]. 在本试验中我们通过免疫组化的方法
观察了处于不同病理学分期的结肠肿瘤中DPC4蛋白的
表达情况 旨在探讨该基因的表达与结肠肿瘤生物学
的关系及在结肠癌诊断中的意义.

1   材料和方法

1.1 材料  收集我院1999-05/2001-04 102例术后或结肠

镜检后经石蜡包埋用于常规病理学检查的结肠肿瘤标

本 分5期: I期(腺瘤 36例); II期(黏膜下癌 8例); III

期 (不伴淋巴结转移的浸润性癌 11例) IV期(伴淋巴

结转移的浸润性癌 25例); V期(伴远处器官 组织转

移的浸润性癌 22例) 其中18例转移至肝脏 3例转

移至肺 1例转移至骨. 所有病例术前均未行放 化疗.

1.2 方法  5 µm石蜡切片脱蜡至水; 微波处理 加DPC4
单抗(clone B8 Santa Cruz 公司产品 1 100 稀释)

4 过夜; 生物素化羊抗小鼠 IgG(1 200) 30 min;

ABC 试剂(1 100) 6 min. DAB显色 苏木素复染

脱水 透明 封片. PBS缓冲液作为阴性对照. 结果判

断: 肿瘤组织中大多数细胞胞质中的强而均一的表达和

胞核中灶状表达为阳性; 细胞胞质中的弱的表达和胞核

中无表达为弱阳性; 细胞胞质中和胞核中均无表达为阴

性; 在后续的分析中阳性和弱阳性加在一起作为阳性与

阴性对比.

        统计学处理  各期结肠肿瘤中DPC4蛋白表达的差

异性经 χ2检验 P <0.05为差异有显著性 P <0.01为
差异有极显著性.

2   结果

2.1 免疫组织化学染色  正常的结肠组织 淋巴结 基

底层纤维母细胞均有中到重度的DPC4蛋白表达. 结肠

腺瘤和III期结肠癌显示中度的DPC4表达. 部分结肠癌

细胞(V期)的胞质和胞核缺失DPC4蛋白的表达 而其

周边正常细胞则呈灶状的DPC4表达.

2.2 DPC4蛋白缺失表达率和肿瘤分期  结肠腺瘤中有

2例(5.5 % 2/36) 而结肠癌中有18例标本(27 % 18/66)

DPC4蛋白表达阴性. 二者的DPC4蛋白缺失表达率相比

差异有极显著性(P <0.01). DPC4蛋白缺失表达率随着结

肠癌的进展而增加. 在结肠癌 II期中DPC4蛋白缺失率

为12.5 % (1/8); 在 III期中为9 % (1/11); 在 IV期中为36 %

(9/25); 在 V期中为32 % (7/22). II 期和 III 期结肠癌的

DPC4蛋白缺失率与 IV期和V期相比差异有极显著性

(P <0.01).

3   讨论

结肠癌是一种基因疾病 多种癌基因及抑癌基因与其

肿瘤生物学过程有关. 包括: p53 DCC的失活; k-ras的突

变; c-met c-ErbB-2的扩增以及微卫星不稳定性等[3-9].

DPC4基因定位于染色体 18q21.1 最初是在胰腺癌

中 随后在结肠癌和胆管癌中相继发现其失活. DPC4

基因编码的DPC4蛋白是转化生长因子 β (TGF-β)超家
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族信号传导途径的成员 参与细胞内信号传导. 且DPC4
在TGF-β信号传导途径中居于中心地位[10-12].
        在本研究中 DPC4蛋白表达缺失率在I期中是5.5 %
(2/36) 在 II期中是12.5 % (1/8) 在 III期中是9 % (1/11)
在 IV 期中是36 % (9/25) 在 VI 期中是32 % (7/22)
缺失率随着肿瘤的进展而增加. 显然 DPC4基因的突变
发生在结肠组织癌变过程的晚期. 在胰腺癌中也观察到
了这种相似的现象[13-15]. 这种现象对肿瘤生物学的研究
有着重要的意义 因为其再次证明生物学特性的重大
改变总是和特定基因的改变强烈的联系在一起.
        在基因水平检测DPC4的突变是比较困难的 因为
需要将肿瘤组织显微切割后以获比较纯的肿瘤样本而
后分析 故基因水平的检测费时 费力 过程复杂 费
用较高.Wilentz et al [16, 17] (2 000)的研究表明DPC4蛋白
的免疫组化分析是一种检测DPC4基因改变的特异 敏
感的方法.且与基因分析相比还具有以下优点: 其允许将
基因的改变和组织病理分类直接联系起来; 其费用较为
经济 操作简便 可检测大量标本; 可检测石蜡包埋固

定的已存档的病理标本.
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摘要

目的: 探讨酪氨酸蛋白激酶(TPK)抑制剂Genistein和细胞外

信号调节激酶(ERK)激酶MEK抑制剂PD98059对酸性及碱

性成纤维细胞生长因子(aFGF bFGF)诱导的人大肠癌细胞

株CCL229 细胞增生的抑制作用

方法: 以不同浓度的aFGF或 bFGF刺激CCL229细胞 再

对由 aFGF 或 bFGF 引起增生的细胞施加不同浓度的

Genistein 或 PD98059 通过MTT比色法 观察Genistein

及 PD98059 对细胞增生的抑制作用
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结果: aFGF和bFGF均可使该细胞株增生比明显增加 而

Genistein 和PD98059均可使该细胞株增生比明显下降 其

程度均随浓度增高而增强 且Genistein 的抑制作用强于

PD98059

结论: 该细胞株中aFGF及bFGF受体有TPK活性 Genistein

对aFGF及bFGF引起的细胞增生具有抑制作用 且aFGF

及bFGF可能通过激活TPK受体从而激活Ras-Raf-ERK信

号传导途径来调控CCL229 细胞增生 PD98059可有效阻

滞此传导途径

尚海, 张颐, 单吉贤. Genistein 和PD98059对aFGF 及bFGF 诱导的CCL229

细胞增生的抑制作用. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1646-1649

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1646.asp

0   引言

酪氨酸蛋白激酶(tyrosine protein kinase TPK)是一种催

化蛋白质分子中酪氨酸残基磷酸化的蛋白激酶. 当生长

因子与其受体结合后即可诱导受体TPK 活性的激活

从而使底物蛋白磷酸化 调节细胞的分裂 增生[1 ]

Ras-Raf-ERK为其下游信号传导途径之一. 本文应用

TPK的特异性抑制剂Genistein及ERK激酶MEK抑制剂

PD98059 观察以上2种抑制剂对aFGF或 bFGF诱导的

细胞增生的抑制作用 进一步认识肿瘤细胞内的信号

传导机制 并为通过阻断信号传导途径而抑制肿瘤细

胞增生提供依据

1   材料和方法

1.1 材料  人大肠癌细胞系CCL229 由中国医科大学

细胞生物教研室提供. aFGF bFGF购自北京邦定科技

有限公司; Genistein DMEM培养基 四甲基偶氮唑

蓝(MTT)购自Sigma公司; PD98059购自Promega公司; 二

甲基亚砜(DMSO)为市售分析纯试剂. 酶联免疫检测仪为

奥地利TACAN 公司产品

1.2  方法

1.2.1 细胞培养CCL229细胞在含100 mL/L小牛血清

100 U/mL青霉素 100 µg/mL链霉素的DMEM培养基
中贴壁生长 于37 50 mL/L CO2培养箱中传代培

养

1.2.2 实验分组  消化处于指数增生期的细胞 以5

103个细胞 /孔接种于96孔板 在37 50 mL/L CO2
及饱和湿度的条件下恒温密闭培养. 随机分组为: (1)空白

对照组; (2)aFGF组 观察aFGF对细胞的作用; (3) bFGF

组 观察bFGF对细胞的作用; (4)gen组 观察genistein

对细胞的作用; (5)PD组 观察PD98059对细胞的作用;

(6) aFGF+ gen组 观察 aFGF和Genistein 同时施加对

细胞的作用; (7) bFGF+ gen组 观察bFGF和Genistein

同时施加对细胞的作用; (8) aFGF +PD组 观察aFGF

和 PD98059同时施加对细胞的作用; (9) bFGF+PD组

观察bFGF和 PD98059 同时施加对细胞的作用

1.2.3 施加因素  当细胞达到亚融合状态时 吸出旧培

养液 每孔加入200 µL 无血清培养液 12 h 后吸出
旧培养液. 按分组要求加入肝素8 µL (2 µg/ µL) 不同
量的 aFGF bFGF Genistein PD98059 及培养液

使各孔终体积均为 200 µL. aFGF+ gen 组 细胞与
Genistein温育30 min后加入aFGF; bFGF+ gen组 细胞

与Genistein温育30 min后加入bFGF; aFGF +PD组 细

胞与PD98059温育1 h加入aFGF; bFGF +PD组 细胞

与PD98059温育 1 h加入 bFGF. 各组具体剂量见表1

1.2.4 MTT比色  将 96孔板放回孵箱 2 d后倾出培养

液 每孔加MTT溶液(5 mg/mL) 20 µL. 继续孵育4 h
每孔加入150 µL DMSO 振荡10 min 用酶联免疫检
测仪读取每孔A值(测量波长620 nm 参考波长490 nm).

绘制细胞生长曲线 根据公式B/A 100 %计算细胞

的增生 抑制率(A B 分别为对照组和实验组的光密

度值). 实验重复 3 次 每浓度均设 3 孔

       统计学处理  采用 SPSS 软件进行数据统计处理

P <0.05 有统计学意义

表1  各组施加因素剂量

分组 aFGF(µg/mL) bFGF(ng/mL) gen(µg/mL) PD(µmol/L)

对照组 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

aFGF组        0.15        0.3         0.6        1.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

bFGF组 0 0 0 0         25          50         75       100 0 0 0 0 0 0 0 0

gen组 0 0 0 0 0 0 0 0 6         12         24          48 0 0 0 0

PD组 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0          50       100       150        200

aFGF+ gen组  0.6        0.6         0.6        0.6 0 0 0 0 6         12         24          48 0 0 0 0

bFGF+gen组 0 0 0 0         50          50         50         50 6         12         24          48 0 0 0 0

aFGF +PD组   0.6        0.6         0.6        0.6 0 0 0 0 0 0 0 0         50        100        150       200

bFGF +PD组 0 0 0 0         50          50         50         50 0 0 0 0         50        100        150       200
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2   结果

2.1 aFGF和 bFGF对CCL229细胞增生程度的影响  随

aFGF及 bFGF浓度升高 aFGF组及bFGF组增生比明

显增加 二者相比 bFGF组增生程度更明显(表 2)

表2  aFGF和bFGF对CCL229细胞增生的影响

aFGF浓度(µg/mL)      bFGF浓度(ng/mL)        细胞A值          增生比(%)

0         0    0.802 0.004        100

        0.15         0    0.855 0.017        107

          0.3         0    1.017 0.031a        127

          0.6         0    1.093 0.009a        136

          1.2                        0    1.211 0.025a        151

0                   25    1.055 0.032a        132

0      50    1.318 0.041a        164

0      75    1.412 0.027a        176

0    100    1.486 0.021a        185

aP <0.05 vs 对照组.

2.2 genistein对CCL229细胞增生的抑制作用  随genistein

浓度增加 gen组 aFGF+gen组及 bFGF+gen组细胞

增生比下降程度明显增加; genistein对bFGF引起的细胞

增生抑制作用最强(P <0.05) 对 aFGF引起的细胞增生

抑制作用也强于 gen 组(表 3)

2.3 PD98059对CCL229细胞增生的抑制作用  加入PD98059

后 PD 组 aFGF+PD 组及 bFGF+PD 组细胞增生比

明显下降 其下降程度随PD98089 浓度增加而增加

三组比较 PD98089对bFGF诱导的细胞增生抑制作用

最强(P <0.05) 其次为 aFGF+PD 组

2.4 genistein和 PD98059对CCL229细胞抑制作用的比

较 genistein 对 CCL229 细胞的抑制作用及对aFGF或

bFGF 诱导的 CCL229 细胞增生的抑制作用均强于

PD98059 (P <0.05 表3 4)

3   讨论

肿瘤细胞的侵袭 转移是一个多步骤 多因素的过

程 随着对细胞内信号传导途径研究的深入 发现癌变

表3  genistein对 aFGF或 bFGF诱导的CCL229细胞增生的影响

           gen组        aFGF+gen组       bFGF+gen组
genistein 浓度(µg/mL)

        A值 增生比 (%) A值 增生比 (%) A值 增生比(%)

0  0.802 0.004      100      1.093 0.009      100       1.318 0.041              100

6  0.747 0.014a        93      0.907 0.008a        83       0.910 0.022a     69

           12  0.690 0.009a        86      0.872 0.036a        80       0.723 0.019a     55

           24  0.385 0.027a        48      0.487 0.015a        45       0.578 0.008a     44

           48  0.164 0.033a        20      0.213 0.040a                   19       0.189 0.029a     14

aP <0.05 vs 对照组.

表4  PD98059对aFGF或bFGF诱导的CCL229细胞增生的影响

           PD组        aFGF+PD组       bFGF+PD组
PD98059浓度(mmol/L)

        A值 增生比 (%) A值 增生比 (%) A值 增生比(%)

0  0.802 0.004      100      1.093 0.009      100       1.318 0.041   100

           50  0.770 0.048        96      1.021 0.012a        93       1.186 0.022a     90

         100  0.722 0.040a        90      0.907 0.025a        83       1.068 0.036a     81

         150  0.674 0.017a        84      0.853 0.019a        78       0.949 0.027a     72

         200  0.569 0.006a        71      0.678 0.008a        62       0.778 0.011a     59

aP <0.05 vs 对照组.

与异常的细胞间信息传递密切相关[2-4]. 酪氨酸蛋白激酶

信号系统是一条重要的信号传导途径. 许多生长因子受

体具有TPK 活性 该蛋白激酶能以受体本身为底物

发生自身磷酸化 进而引起多种蛋白质的磷酸化 与细

胞增生密切相关[5-9]. 而Ras-Raf-ERK为其下游信号传导

途径之一[ 10-12 ] 二者相辅相成 相互作用 共同完

成细胞内信号传导过程

        本实验观察到aFGF和 bFGF均可促进大肠癌细胞

株CCL229 的增生 且随浓度升高 作用加强. 加入

TPK抑制剂genistein或ERK激酶MEK抑制剂PD98059

后 细胞增生明显受抑制 随浓度升高 抑制增强

且genistein的抑制作用强于PD98059 说明CCL229细

胞的增生主要由TPK活化介导 Ras-Raf-ERK为其下

游信号传导途径. 并且 aFGF+gen组及bFGF+gen组对

细胞的抑制程度明显大于gen组 aFGF+PD组及bFGF+

PD 组对细胞的抑制程度也明显大于 PD 组 说明

genistein及 PD98059对 aFGF和 bFGF诱导的细胞增生

具有更强的抑制作用
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        研究已证实大肠癌中存在FGF及其受体的过度表

达[13-18]. 本实验将为以阻断信号传导途径为靶点治疗大

肠癌提供实验依据
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摘要

目的: 探讨CO2气腹对肠道菌群生物学特性的影响.

方法: 采用细菌显微培养 通用引物PCR及细菌形态学检

测技术对CO2气腹后大鼠肠道菌群进行细菌鉴定 并观察

其繁殖及群集性能.

结果: CO2气腹后肠道细菌繁殖能力最强的仍是大肠杆菌

乳酸杆菌 双岐杆菌和肠球菌 并无特异性菌株生长与繁

殖. 随着CO2气腹持续时间的延长及压力的增高 肠道细

菌群集率 细菌潜生体检出率逐渐增大. CO2气腹持续2 h

后 肠道菌群潜生体大量生长 并可稳定传代 有明显的

群集现象.

结论: CO2气腹后肠道细菌繁殖能力及适应能力显著增强

应充分估计其对抗生素的耐受特性.

周丁华, 卫冰, 李宁, 黎介寿. CO2气腹对肠道菌群生物学特性影响的实验研
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0   引言

随着腹腔镜技术及其配套器械的不断完善 腹腔镜手

术作为一种微创诊断和治疗手段 其应用范围不断扩

大 手术时间也相应延长 CO2气腹对机体的影响也

将更加显著[1-5]. CO2气腹对机体呼吸 循环系统影响的

研究已有大量文献报道[6-9]. 本文采用PCR检测及细菌显

微培养技术 对CO2气腹后肠道菌群生物学特性进行了

研究. 现将结果报告如下:

1   材料和方法

1.1 材料  健康Wistar 大鼠 40只 体质量200-250 g

20只 20只. 随机分为低压组(气腹压1.33 kPa )

中压组(气腹压2.0 kPa ) 高压组(气腹压2.67 kPa )以

及对照组. 所有Wistar大鼠无消化道症状 均未使用过

抗生素及影响肠道菌群的药物. 试剂:普通琼脂培养基;

PCR试剂由上海生物技术服务公司提供; DNA提取试剂

盒由中国人民解放军微生物监测中心提供; 试验菌株如

大肠杆菌 变形杆菌 金色葡萄球菌 肠球菌 乳酸杆

菌 双歧杆菌 沙门菌 志贺菌 肠杆菌 军团杆菌及

其他细菌等均购自中国药品生物制品研究所; 标准菌液

制备时将100 µL的蒸馏水加入1.5 mL离心管中 用接
种环挑取一环菌落于蒸馏水中 震荡 混匀 备用; 引

物合成由塞百盛生物技术公司合成与纯化.

1.2 方法  乙醚麻醉后 平卧固定 腹部酒精消毒 闭

合法建立CO2气腹 气腹压力设定为1.33 kPa 2.0 kPa

2.67 kPa 持续时间分别定为30 min 1.0 h 2.0 h 4.0 h.

结束时经气腹针排出气体. 于气腹后次日取少许粪便标

本制成混悬液 震荡均匀 涂片做革兰氏染色 在Opton

相差显微镜下观察标本细菌群集情况. 同时 将混悬液

分为三份 一份分别稀释成103 106倍 在37 琼

脂糖平板上培养24 h后 在Opton相差显微镜下观察

菌群繁殖情况 一份采用Shapiro的方法[3]进行细菌显微

培养 以显微摄像系统动态观察并记录菌群的繁殖 生

长 运动的过程; 另一份做PCR检测. 行 PCR检测时

20 µL反应体系含引物FU1 10 pmol FU2 10 pmol 模
板DNA 2 µL dNTP各 200 µmmol Taq酶1.0 u. 94 
变性 30 s 50 退火 30 s 72 延伸 90 s 共 35个

循环.

      统计学处理  测定数据以 sx ± 表示 所得数据进
行方差分析及配对 t检验.

2   结果

2.1 肠道细菌PCR检测及鉴定  选择多种试验菌株进行

特异性检测 结果显示气腹后大鼠粪便中的大肠杆菌

乳酸杆菌 双歧杆菌 肠球菌出现阳性结果 未发现其

他菌株特异性扩增产物.

2.2 肠道细菌镜检及鉴定  正常大鼠粪便中可见少量细

菌的潜生体和繁殖体及短小杆菌 不能传代生长. 气腹

后大鼠粪便中可见大量细菌的潜生体和繁殖体 其子

代个体中仍有潜生体生长 并有群集现象. 随着气腹持

续时间的延长及气腹压力的增高 肠道细菌群集率 细

菌潜生体检出率逐渐增大; 气腹持续时间2 h后 气腹

低压组 中压组 高压组细菌群集率 细菌潜生体检出

率均显著大于对照组(表 1 2).

表1  各组不同气腹持续时间的肠道细菌群集率变化( sx ± ,%)

组别  n        30 min       1.0 h           2.0 h              4.0 h

低压组 10     9.1 3.4   9.4 3.7   15.5 4.8a    26.7 11.2b

中压组 10     9.3 2.9    9.7 4.4   21.6 11.8b     35.5 16.2b

高压组 10     9.2 3.6   9.8 3.5   32.3 14.2b   47.6 19.5b

对照组 10     8.8 3.2   9.2 2.5    9.4 2.6        9.3 3.4

aP <0.05, bP <0.01 vs 对照组.

表2  各组不同气腹持续时间的肠道细菌潜生体检出率变化( sx ± ,%)

组别  n       30 min        1.0 h             2.0 h            4.0 h

低压组 10     2.5 0.4   2.7 0.7     7.2 0.8a    11.3 6.2b

中压组 10     2.3 0.5   2.6 0.6   10.5 5.7b    18.5 11.1b

高压组 10     2.2 0.6   2.8 0.8   12.8 9.2b    27.5 14.5b

对照组 10     2.4 0.4   2.5 0.5     2.4 0.6      2.5 0.4

aP <0.05, bP <0.01 vs 对照组.

2.3 肠道细菌显微培养  气腹后大鼠粪便细菌培养出大

肠杆菌 乳酸杆菌 双歧杆菌 肠球菌. 细菌的运动有

灵活运动和定向运动两种方式. 气腹后大鼠粪便混悬液

在37 细菌接种板上动态观察8 h后 出现细菌潜生

体多部位断裂增生 多部位出芽增生 形成数个子代

最终发育成繁殖体.

3   讨论

随着腹腔镜技术的广泛应用 CO2气腹对机体所产生

的各种病理生理学改变受到众多学者的重视[10-14] . 本文

应用PCR检测及细菌显微培养技术 研究了CO2气腹

后肠道菌群生物学特性. 结果显示 大鼠气腹后肠道细

菌繁殖能力最强的仍是大肠杆菌 乳酸杆菌 双岐杆菌

和肠球菌 并无特异性菌株生长与繁殖. 随着气腹持续

时间的延长及气腹压力的增高 肠道细菌群集率 细菌

潜生体检出率逐渐增大. 气腹持续2 h后 肠道菌群潜

生体大量生长 并可稳定传代 有明显的群集现象. 气

腹后肠道菌群的上述特征性变化 一方面可能是腹腔

内压力增高导致内脏血管收缩 静脉回流减少 致使心

脏的前负荷降低[15-17]. 同时 由于腹内高压机械性压迫

大鼠肠道毛细血管床 反射性引起血管血流阻力增高

导致肠道黏膜血流灌注不足 进而引起肠黏膜淤血水

肿 肠黏液pH 值改变 有利于肠道细菌的繁殖与群

集; 另一方面可能是腹内高压导致机体全身或肠道局部

免疫功能下降[18, 19]. 加之肠道细菌有较强的传代繁殖能
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力和特殊的运动方式 使得肠道菌群得以大量繁殖与

生长.当肠道环境有利于细菌繁殖时 细菌潜生体迅速

发育成多个繁殖体 当不利于细菌繁殖时 细菌繁殖体

又迅速转变成为潜生体. 气腹后肠道细菌的上述生物学

特征变化使得其对渗透压 湿度 酸碱性等不利环境有

较强的耐受性.

       CO2气腹不仅促使肠道细菌大量繁殖与群集 而且

还有利于肠道细菌移位和播散[20, 21] 且肠道细菌繁殖

群集 移位和播散与气腹压力及持续时间密切相关.因

此 实施腹腔镜手术时 CO2气腹压力应尽量控制在既

能满足手术要求 又能对机体肠道菌群产生较小影响

的水平. 实施气腹时保持腹肌良好的松弛 有助于维持

和降低腹腔内压. 此外 根据患者与手术需要 采取

术中间歇放气可缓解高腹内压对腹腔内血管的压迫

维持肠道黏膜内环境的相对稳定. 腹腔镜手术后 要充

分估计到气腹后肠道细菌对抗生素的耐受特性 使用

兼顾细菌因素和宿主因素两方面的药物 以降低肠道

细菌群集率 抑制其潜生体的形成 阻止肠道细菌移位

和播散.
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摘要

目的: 研究CO2气腹对胃肠肌电活动的影响.

方法: 采用电生理方法 观察CO2气腹不同压力 不同持

续时间大鼠胃肠消化间期综合肌电(IMC)各时相变化规律

统计单位时间内胃 十二指肠及回肠肌电快波数及气腹前

后肌电快波数变化率.

结果: 正常大鼠胃肠消化间期常出现IMC 时相 但缺乏

IMC 时相与 时相. CO2气腹后大鼠胃肠IMC 时相极

少出现. 随着气腹持续时间的延长及气腹压力的增高 大

鼠胃 十二指肠及回肠肌电单位时间内快波数逐渐减少. 气

腹持续1 h后 高压组(气腹压2.67 kPa)的胃 十二指肠

及回肠肌电快波数变化率显著大于对照组.气腹持续 2 h

后 低压组(气腹压1.33 kPa ) 中压组(气腹压2.0 kPa )的

胃 十二指肠及回肠肌电快波数变化率显著大于对照组.

结论: CO2气腹可抑制胃肠肌电活动 并导致胃肠肌电活

动节律紊乱.
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0   引言

随着腹腔镜技术的广泛应用 CO2气腹对机体所产生

的各种病理生理学改变受到众多学者的重视[1-5]. 目前

CO2气腹对机体呼吸 循环系统影响的研究已有大量

文献报道[6-9] 而有关对胃肠动力学影响的研究较少. 本

文研究了CO2气腹对大鼠胃肠肌电活动的作用. 现将结

果报告如下:

1   材料和方法

1.1 材料  健康Wistar 大鼠 40只 体质量200-250 g

20 只, 20 只. 随机分为低压组(气腹压1.33 kPa )

中压组(气腹压2.0 kPa ) 高压组(气腹压2.67 kPa )以

及对照组. 引导电极的安置: 乙醚麻醉后 按外科常规

手术行上腹正中切口 将三对自制颜色不同的小型

银-氯化银双电极分别埋置于胃窦(幽门上5 mm) 十
二指肠(幽门下5 mm)和回肠(回盲部近端20 mm)的浆膜
面. 每对电极双极的间距为4 mm 电极由腹腔穿过腹膜
和肌层 在胸背部皮下潜行 于两肩胛骨之间引出体外.
1.2 方法  术后 7-10 d 待大鼠伤口 饮食恢复正常
后开始进行实验.实验前禁食8-24 h 乙醚麻醉后 平
卧固定 腹部酒精消毒 闭合法建立CO2气腹 气腹
压力设定为1.33 kPa 2.0 kPa 2.67 kPa 持续时间分
别定为0.5 h 1.0 h 2.0 h 4.0 h. 结束时经气腹针
排出气体. 对照组仅插入气腹针 并不注入CO2气体.引
导电极导线接四道生理记录仪 经放大的电信号由记录
仪显示器显示. 观察 IMC各时相变化 胃肠肌电信号以
80 min 为 1个记录单位 统计各组胃肠肌电的快波总
数 计算气腹前后胃肠肌电快波数变化率.胃肠肌电快
波数变化率= (气腹前快波总数-气腹后快波总数)/ 气
腹前快波总数 100 %
        统计学处理  测定数据以 sx ± 表示 所得数据进行
方差分析及配对 t 检验.

2   结果

正常大鼠胃肠消化间期 IMC 常出现 时相 但缺乏

IMC 时相与 时相. CO2气腹后大鼠胃肠IMC 时相

极少出现. 随着气腹持续时间的延长及气腹压力的增

高 大鼠胃 十二指肠及回肠肌电单位时间内快波数逐

渐减少. 气腹持续时间1 h后 高压组的胃 十二指肠

及回肠肌电快波数变化率显著大于对照组. 气腹持续时

间2 h后 气腹低压组 中压组的胃 十二指肠及回

肠肌电快波数变化率显著大于对照组(表1-3).

表1  各组不同气腹持续时间的胃肌电快波数变化率( sx ± ,%)

组别  n        30 min          1.0 h            2.0 h              4.0 h

低压组 10      9.1 3.6   10.3 3.8   17.6 5.9a    36.7 11.9b

中压组 10      9.3 2.7   11.9 4.2   28.8 14.7b    47.5 18.3b

高压组 10    10.2 4.5   20.7 3.5a  36.6 18.2b  58.5 21.6b

对照组 10      8.7 3.1    8.9 2.2     8.7 2.5       8.8 3.3

aP <0.05, bP <0.01 vs 对照组.

表2  各组不同气腹持续时间的十二指肠肌电快波变化率( sx ± ,%)

组别         n           30 min          1.0 h             2.0 h              4.0 h

低压组        10        7.5 2.4     9.7 2.7    17.6 13.5a    28.3 6.2b

中压组        10        8.3 2.5   10.6 3.3    21.9 15.3b   39.5 21.5b

高压组        10        9.2 2.9   16.8 3.4a   28.8 19.2b   46.7 24.5b

对照组        10        6.5 1.7     6.9 2.0      6.6 1.6        6.5 1.4

aP <0.05, bP <0.01 vs 对照组.
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表3  各组不同气腹持续时间的回肠肌电快波变化率( sx ± ,%)

组别         n           30 min       1.0 h           2.0 h             4.0 h

低压组        10        3.5 0.4   4.7 0.7     8.9 1.9a      11.5 8.8b

中压组        10        4.3 0.5   5.6 0.8   11.6 6.8b     25.8 15.6b

高压组        10        5.2 0.8   9.8 1.0a   19.2 10.4b  34.5 19.5b

对照组        10        3.5 0.7   3.5 0.8     3.4 0.6       3.5 0.7

aP <0.05, bP <0.01 vs 对照组.

3   讨论

随着腹腔镜及其配套器械的不断完善 腹腔镜手术作

为一种微创诊断和治疗手段 其应用范围不断扩大[10-14].

胃肠肌电活动是研究胃肠运动形式及其规律的灵敏指

标.消化间期移行性运动综合波(MMC)反映了胃肠道在

消化间期运动的周期性变化 以电活动为指标研究胃

肠运动时 这种周期性变化称为IMC. IMC通常被分为

4个时相( - ).

       本研究发现 正常大鼠胃肠消化间期IMC常出现

时相 但缺乏IMC 时相与 时相. CO2气腹后大鼠

胃肠 IMC 时相极少出现 且胃 十二指肠及回肠

单位时间内快波数显著减少. 说明CO2气腹可导致大鼠

胃肠肌电活动节律紊乱 抑制胃肠道的蠕动功能. CO2
气腹后胃肠道肌电上述特征性变化 一方面可能是腹

腔内压力增高可导致内脏血管收缩 静脉回流减少 致

使心脏的前负荷降低[15-17]. 同时 腹内压力机械性压迫

胃肠道毛细血管床 反射性引起血管血流阻力增高 导

致胃肠道血流灌注不足 进而引起胃肠道淤血水肿 抑

制了胃肠平滑肌肌电活动; 另一方面可能是CO2高度的

可溶性和腹腔 血液之间CO2的压力梯度导致CO2吸收

迅速增加 引起全身或局部高碳酸血症和酸中毒 从而

降低了胃肠平滑肌受体对外界刺激的敏感性.

       本研究还表明 CO2气腹对胃 十二指肠一直到回

肠(末端)的消化道肌电活动均有一定的抑制作用. 随着气

腹持续时间的延长及气腹压力的增高 CO2气腹对胃肠

肌电活动的抑制作用显著增强.因此 实施腹腔镜手术

时 CO2气腹压力应尽量控制在既能满足手术要求 又

能对机体胃肠道肌电活动产生较小影响的低水平. 实施

CO2气腹时保持腹肌良好的松弛 有助于维持和降低

腹腔内压. 此外 根据患者与手术需要 采取术中间

歇放气可缓解高腹内压对腹腔内血管的压迫 维持胃

肠道内环境的相对稳定. 腹腔镜手术后 要充分估计到

CO2气腹后胃肠肌电活动的影响 适量使用促胃肠动

力的药物 有助于尽早恢复胃肠道的运动功能.
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摘要

目的: 研究CO2气腹对胃黏膜血管活性肠肽(VIP) 及P物质

(SP)含量的影响.

方法: 采用放射免疫分析方法 对CO2气腹不同压力 不

同持续时间大鼠胃黏膜VIP及S P 的含量进行测定.

结果: 大鼠CO2 气腹后胃黏膜VIP 及SP 含量均发生变化. 随

着气腹持续时间的延长 大鼠胃黏膜VIP 含量逐渐减少

而胃黏膜SP 含量却逐渐增大. 气腹时间持续1 h后 高压

组胃黏膜VIP 含量显著小于对照组 而高压组胃黏膜SP

含量显著大于对照组.气腹时间持续2 h后 气腹低压组

中压组胃黏膜VIP 含量均显著小于对照组 而胃黏膜SP

含量均显著大于对照组.

结论: CO2 气腹可导致胃黏膜VIP及SP含量变化 其影响

程度取决于气腹压力大小和气腹持续时间长短.

周丁华, 卫冰, 李宁, 黎介寿. CO2气腹对胃黏膜血管活性肠肽及 P 物质含量

的影响. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1654-1655
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0   引言

随着腹腔镜技术的广泛应用 CO2 气腹对机体所产生

的各种病理生理学改变受到众多学者的重视[1-5]. 特别是

CO2气腹对机体呼吸 循环系统影响的研究已有大量

文献报道[6-9] 本文采用放射免疫分析方法 对CO2气

腹后小鼠胃肠黏膜血管活性肠肽(vessel active peptide

VIP)及P物质(SP)的含量进行了研究.现将结果报告如下:

1   材料和方法

1.1 材料  健康 Wistar 大鼠 40 只 体质量200-250 g

20只 20只. 随机分为低压组 (气腹压1.33 kPa)

中压组(气腹压2.0 kPa) 高压组(气腹压2.67 kPa)以及

对照组.

1.2 方法  乙醚麻醉后 平卧固定 腹部酒精消毒 闭

合法建立CO2气腹 气腹压力设定为 1.33 kPa 2.0 kPa

2.67 kPa 持续时间分别定为30 min 1.0 h 2.0 h 4.0 h.

结束时经气腹针排出气体.即刻将大鼠断颈处死 取鼠

胃在冷盐水中清洗 取部分黏膜组织 用滤纸吸干水

分 称质量 每毫克(湿重)加入 300 µL冰醋酸 煮沸
5 min 在玻璃匀浆器中匀浆 离心(3 500 r/min) 20

min 取上清夜置-20  冰箱保存 1 mo内测定.VIP

及SP 放射免疫药盒由晶美生物工程有限公司北京分公

司提供 具体测定方法按说明书进行 2 种激素同一

批分别测定 质量控制符合放射免疫测定要求.

        统计学处理  测定数据以 sx ± 表示 所得数据进行
方差分析及配对 t 检验.

2   结果

大鼠CO2 气腹后胃黏膜VIP及SP含量均发生变化. 随着

气腹持续时间的延长 大鼠胃黏膜 VIP含量逐渐减少

而胃黏膜SP含量却逐渐增大.气腹时间持续1 h后 高

压组胃黏膜VIP含量显著小于对照组 而高压组胃黏

膜SP含量显著大于对照组. 气腹时间持续2 h后 气

腹低压组,中压组胃黏膜VIP 含量均显著小于对照组

而胃黏膜SP 含量均显著大于对照组(表 1 2)

表1  各组不同气腹持续时间的胃黏膜 VIP 含量变化( sx ± , pg/mL)

组别         n        30 min            1.0 h               2.0 h             4.0 h

低压组    10     72.1 28.6    70.3 27.8    61.6 25.6a    56.7 26.5b

中压组    10     71.3 22.8    68.9 28.2    54.8 24.7b   45.5 23.4b

高压组    10      69.2 24.5    61.4 23.5a      46.6 28.2b      38.5 25.5b

对照组    10     75.3 28.5    74.2 32.7    75.8 29.5    72.9 32.3

aP<0.05  bP<0.01 vs对照组.

表2  各组不同气腹持续时间的胃黏膜 SP 含量变化( sx ± ,pg/mL)

组别        n         30 min            1.0 h               2.0 h              4.0 h

低压组    10   190.1 38.3   210.3 43.8    277.6 55.9a    336.7 81.9b

中压组    10   205.3 48.6   211.9 44.2   328.8 64.7b   444.5 98.5b

高压组    10   212.2 54.5   270.6 53.5a   486.6 88.2b    558.5 91.6b

对照组    10   185.7 37.0   186.9 39.2   185.7 38.5   185.8 32.4

aP <0.05, bP <0.01, vs 对照组比较.

3   讨论

胃肠道黏膜是产生胃肠道调节肽 ( regulatory peptide) 的

主要场所 其中 SP 是兴奋性运动神经元的主递质之一

VIP 是抑制性运动神经元的主递质之一. 他们与胃肠道

的肠肌神经丛和黏膜下神经丛共同构成有别于交感神
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经和副交感神经系的第三大自律神经-胃肠道神经系统.

       我们以前的研究发现 CO2气腹可导致胃肠肌电活

动节律紊乱 并抑制胃肠肌电活动[10]. 本文采用放射免

疫分析方法 对CO2 气腹不同压力 不同作用时间大

鼠胃黏膜VIP及 SP的含量进行测定. 结果表明 大鼠

CO2气腹后胃黏膜VIP 及 SP 含量均发生变化 且随气

腹持续时间的延长及气腹压力的增大 大鼠胃黏膜VIP

含量逐渐减少 而胃黏膜 SP 含量逐渐增大. 由于胃黏

膜VIP及 SP作为胃肠道神经系统主递质 与交感神经

和副交感神经系统共同构筑起胃肠道运动调节体系

故推测CO2气腹对胃黏膜VIP及 SP含量的影响在抑制

胃肠肌电活动 降低胃肠蠕动及胃排空功能中起重要

作用. 目前  CO2气腹后胃黏膜 VIP含量下降和SP含量

升高的机制仍不清楚 可能是腹腔内压力增高导致内脏

血管收缩 静脉回流减少 致使心脏的前负荷降低[11-14].

同时 CO2气腹后的腹内高压 机械性压迫胃肠道毛细

血管床 导致胃肠道血流灌注不足 以及腹腔 血液之

间CO2的压力梯度导致CO2吸收迅速增加 引起全身

或局部高碳酸血症和酸中毒[15] 可能对此起重要作用.
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摘要

目的: 探索降低腹腔严重感染致多器官功能障碍(MODS)患

者死亡率的治疗措施.

方法: (1)整体治疗MODS时 在 炎性递质 细菌 内

外毒素 微循环 免疫功能 营养代谢 基础疾病 脏器

功能 等方面进行兼顾和并治; (2)采用短程大剂量山莨菪

碱联用地塞米松为主的救治方案; (3)应用 分阶段代谢营

养支持 治疗; (4) 配合 解毒固本颗粒 治疗.

结果: 本组53例 应用常规疗法31例患者 22例死亡

死亡率70.96 %. 采用综合救治新对策22例患者 死亡8

例 死亡率36.36 %. 经 χ2检验 两组死亡率具有显著的
统计学差异(µ =2.469 P <0.05).

结论: 腹腔严重感染致MODS治疗困难 死亡率高 采用

综合救治新对策能降低MODS的死亡率.

岳茂兴. 腹腔严重感染致多器官功能障碍的临床救治新对策. 世界华人消化

杂志  2003;11(10):1656-1657

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1656.asp

0   引言

尽管现代外科治疗手段日新月异 腹腔严重感染致多

器官功能障碍(MODS)仍有极高的发病率[1] 近20 a其

死亡率并未见明显降低[2]. 我院在近12 a间 共收治明

确诊断为腹腔严重感染导致MODS的患者53例 应用

常规疗法31例 采用综合救治新策略22例 现报告

如下:

1   材料和方法

1.1 材料  53 例均为住院患者. 其中男32例 女21例

年龄8-93 岁. 原发疾病: 急性化脓性胆管炎20例 出

血环死性胰腺炎1例 巨大肝脓肿3例 腹腔内脓肿11

例 肠穿孔 弥漫性腹膜炎7例 膈下巨大脓肿1例

败血症4 例 复合伤合并感染6例. 感染灶检出细菌:

大肠杆菌 副大肠杆菌占52.83 %; 肠球菌 金黄色葡

萄球菌 链球菌占33.96 %; 绿脓杆菌占3.77 %; 克雷

伯菌 脆弱拟杆菌占9.43 %. 药敏结果大肠杆菌对5种

抗生素严重耐药 克雷伯菌 绿脓杆菌均对7种抗生素

严重耐药 全部G -杆菌都对氨苄青霉素耐药 但对

第三代头孢子菌素如头孢噻肟 头孢唑肟 头孢哌酮等

较为敏感. 衰竭脏器情况: 2个脏器障碍15例 3个器

官障碍18例 4个器官障碍19例 6个器官障碍1例.

1.2方法  (1)传统常规疗法按常规进行; (2)采用新对策疗

法; 从治疗的一开始就在 炎性递质 细菌 内外毒

素 微循环障碍 免疫功能失调 等方面进行兼顾和并

治: (1) 外科手术消除脓肿极为重要; (2)改善微循环 防止

微血栓[3]; (3)序贯性抗生素治疗; (4)代谢营养支持治疗[4];

(5)配合 解毒固本颗粒 治疗[5]; (8)大剂量应用腹腔

灌洗液清洗腹腔; (9)选择性肠道去污染; (10)加强监护治

疗; (11)防治可能发生的并发症等.

2   结果

本组共53 例 应用常规疗法31 例患者 22 例死亡

死亡率70.96 %. 采用综合救治新对策22例患者 死亡

8例 死亡率36.36 %. 经 χ2检验 两组死亡率具有显
著的统计学差异(µ =2.469 P <0.05).

3   讨论

3.1 抗生素 外科手术 营养代谢支持和加强监护

治疗 是处理腹腔严重感染的四大支柱  (1)腹腔感染

主要由大肠杆菌 肠球菌 克雷伯菌 肠杆菌 变形杆

菌 类杆菌属 厌氧性球菌 梭状芽孢杆菌 梭形菌属

引起. 革兰氏阴性需氧菌主要通过其内毒素发挥致病作

用 引起全身性脓毒反应和腹部局部反应. 而厌氧菌的

主要毒性作用是其外酶素和荚膜多糖. 腹腔严重感染的

抗生素应用必须及早进行 合理地选用抗生素是必不

可少的. (2)预防性治疗措施的关键是清除和控制引起败

血症的炎症 感染和脓肿. (3)腹腔严重感染患者常处于

高分解代谢状态 机体蛋白消耗大 营养的消化吸收

也存在一定的障碍 因此完全的代谢营养支持非常必要[4].

(4)腹腔严重感染患者进行ICU加强监护治疗具有十分重

要的意义 他能及时估价病情 迅速地评价治疗效果.

3.2 关键是要清除和控制引起败血症的炎症 感染和脓

肿  腹腔严重感染致MODS患者最关键是要清除和控制

引起败血症的炎症 感染和脓肿 早期应用抗生素虽可

防止脓肿的形成 但一旦发现脓肿应立即切开引流或

穿刺置管引流. 外科严重感染并发MODS并不是手术治

疗的禁忌证 相反在强有力的支持治疗下采取积极态

度消除感染这一诱发因素 反而有可能及时有效中断

MODS 及MOF的发展 利于治疗的成功.

3.3 采用序贯性抗生素治疗的重要性  序贯性抗生素治
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疗包括3个给药阶段: (1)在取得培养及药敏报告前 应

按照经验性抗生素方案给药 抗生素的应用应该能覆
盖引起感染的所有致病菌 采用对肝 肾功能影响极
小的抗生素 如抗厌氧菌的甲硝唑或替硝唑和抗需氧
菌的第三代头孢菌素 对腹腔严重感染的致病菌特别
有效. (2)经 3-4 取得药敏报告后 应选用针对性更强
的抗生素治疗以取得最佳的疗效 并需预防二重感染
的发生. (3)在抗生素治疗后7-9 患者情况明显好
转 可开始考虑改换口服治疗 以巩固疗效.
3.4 改善微循环 防止微血栓形成  山莨菪碱: 0.66 mg/
Kg / 次; 3/d. 地塞米松: 0.66 mg/kg / 次; 3/d. 静脉滴注或静
脉推注 共3 d. 他有扼止危重状态进展 促进症状缓解
改善微循环 防止微血栓及良好的降温 抗毒 抗炎
抗休克作用 对重要脏器无损伤作用.

3.5 大剂量应用腹腔灌洗液清洗腹腔  在清除和控制引

起败血症的炎症 感染和脓肿手术时 大剂量应用腹腔

灌洗液清洗腹腔很重要. 已有脓液溢出或外漏者 应作全

面的腹腔清洗 以减少坏死组织 细菌总数和稀释毒素.

3.6 从阻断全身炎性反应来防治MODS  国际上采用外

源性物质以对抗过度生成的炎症递质等临床实验相继

失败 有的甚至显示有害作用[6]. 而传统中医中药 如

通里攻下加清热解毒 活血化瘀 通腑清肠之法 方药

采用大承气汤 大陷胸汤 桃红承气汤等加减临床验证

有较好的疗效. 我们采用研制的 解毒固本颗粒

由306医院制剂室制作提供[5]. 成分及用量: 栀子15 g 

黄芩 15 g 柴胡 15 g 生地 15 g 甘草 15 g 连翘

15 g 玄参 15 g 僵蚕 15 g 防风 15 g 大黄 8 g

等 取得满意的治疗效果. 他具有多途径 多靶点

多环节发挥治疗作用的特点.

3.7 采用分阶段代谢营养支持及免疫营养支持治疗  腹

腔严重感染患者常处于高分解代谢状态 机体蛋白消

耗大 营养的消化吸收也存在一定的障碍 因此完全的

代谢营养支持非常必要: 代谢营养支持的方法可分肠外

(TPN)和肠内(TEN)两大类. 在救治中证实 这是阻止病

情进一步发展的关键性环节之一. 这为腹腔严重感染患

者最终获得治愈提供了一个极为有利的条件.

       临床研究和动物实验证实 本治疗措施兼顾了腹

腔严重感染致MODS患者的 炎性递质 细菌 内外毒

素 微循环障碍 免疫功能失调 营养代谢紊乱 基础

疾病 脏器功能 八个主要方面  有显著地改善微循环

抗细胞因子 抗氧自由基及促进损伤细胞逆转的作用.

为临床综合治疗腹腔严重感染致MODS患者提供了一

条途径.
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摘要

目的: 探讨解毒固本冲剂在腹腔感染合并全身炎性反应综合

征中的治疗作用.

方法: 选取腹腔感染合并全身炎性反应综合征患者60例

根据入院先后次序随机分为标准治疗组 中西医结合治疗

组. 原发病: 急性阑尾炎36 例 肠梗阻12 例 上消化道

穿孔8例 急性胰腺炎6例. 标准治疗组入院后均根据病情

分别采取手术 抗炎 补液 禁食水等综合治疗; 中西医结

合治疗组在标准治疗基础上加用解毒固本冲剂24 g/200 mL

口服 禁食水患者不禁药 10 mL/ 次 间隔30 min 分

次饮入或从胃管内注入. 分别于开始治疗后24 h 48 h

72 h 观测体温 脉搏 白细胞总数及排气 排便时间.

结果: 解毒固本冲剂可以降低体温 脉搏 白细胞总数
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缩短排气排便时间.

结论: 中西医结合疗法较传统疗法有明显优势 其中解毒

固本冲剂通过多靶向 多部位 整体观 双向调节的特点

发挥重要作用.

姜玉峰, 岳茂兴. 解毒固本冲剂治疗腹腔感染合并全身炎性反应综合征的临

床研究. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1657-1659

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1657.asp

0   引言

腹腔严重感染情况下 胃肠黏膜损伤导致白细胞系统

持续激活 应激状态下免疫稳态失衡时 多种炎性递

质失控性释放产生一系列瀑布样级联反应的综合过程

中常出现全身性炎症反应综合征(SIRS) 多脏器功能

失常综合征(MODS)和多脏器功能衰竭(MODS)往往成为

疾病的最后转归[1]. 我们已经通过实验研究证实解毒固本

冲剂有通过调节炎性递质释放 降低SIRS时肺 肝

肠等器官受到的损害 保护重要脏器 阻止了病程进

一步向MODS发展的作用[2]. 用于腹腔感染合并全身炎

性反应综合征患者 可明显改善SIRS的诊断指标 并

可促进早期排气 胃肠功能早期恢复. 现报告如下:

1   材料和方法

1.1 材料  60 例 SIRS患者男34例 女26例. 年龄 12-

68岁 平均36.5 12岁 均为收住院治疗患者. 所观

察病例入选标准均符合SIRS诊断标准[3]. 根据入院先后

次序随机分为标准治疗组 中西医结合治疗组. 原发病:

急性阑尾炎36例 肠梗阻12例 上消化道穿孔8例

急性胰腺炎6例. 解毒固本冲剂以黄芩 柴胡 连翘 大

黄等为主 每袋含生药12 g 由本院制剂室制作提供.

1.2 方法  标准治疗组入院后均根据病情分别采取手术

抗炎 补液 禁食水等综合治疗; 中西医结合治疗组

在标准治疗基础上加用解毒固本冲剂24 g口服 禁食水

患者不禁药 解毒固本冲剂溶成200 mL 10 mL/次 间

隔30 min 分次饮入或从胃管内注入. 分别于开始治疗

后24 h 48 h 72 h观测体温 脉搏 白细胞总数及排

气 排便时间.

        统计学处理  应用SAS统计分析应用软件包采用组

间 t 检验.

2   结果

解毒固本冲剂可以降低体温 脉搏 白细胞总数 缩

短排气 排便时间(表 1).

3   讨论

腹腔严重感染后 肠道黏膜屏障功能受到损害 免疫

系统消除功能也被阻断 由此使肠道内菌群移位 造成

肠源性内毒素血症 机体受到肠道细菌和内毒素刺激

释放大量活性物质 引起促炎和抗炎因素失衡 随着病

程的进一步发展 会不可避免地出现全身炎性反应综

合征(SIRS)过程 进一步恶化则会演变为多脏器功能失

常综合征(MODS)或多脏器功能衰竭(MOF). SIRS主要的

临床特征是持续高代谢 高动力循环状态和过度的炎

症反应 与感染的严重程度呈正相关 临床典型表现为

高热 脉速 呼吸快及白细胞增高. 由腹腔感染引发时

则可能出现麻痹性肠梗阻.在本研究中发现解毒固本冲

剂可以降低体温 脉搏 白细胞总数 缩短排气 排便

时间.

       1990年代 试图阻断SIRS瀑布反应各个环节的抗

炎症治疗成为研究热点 但内毒素单抗 肿瘤坏死因子

单抗等炎症递质拮抗剂等一系列尝试从实验室走向临

床时接连失败[4]. 因此 有必要通过其他方式进一步进

行研究. 急腹症中医辨证以阳明证或少阳证者居多 解

毒固本冲剂以大柴胡汤化裁而成 主治少阳 阳明合

病 诸药合用 共奏外解少阳 内泻热结之功. 本方

剂重用大黄 动物实验证实大黄具有拮抗炎性递质的

作用[5]. 解毒固本冲剂可能通过以下机制取得治疗作用:

(1)机械排出作用 大黄主要致泻成分为结合型蒽甙 部

位在大肠[6] 通过荡涤肠道 使实邪积滞排出 减少

细菌 内毒素 代谢产物的蓄积及再吸收; (2)直接破

坏内毒素结构; (3)改善肠管微循环 增加血流量; (4)减

少过量细胞因子的产生 降低过度免疫反应; (5)抗菌消

炎 大黄 黄芩 柴胡等均有较强的抗菌作用 减少细

菌的增生 使内毒素产生减少; (6)促进免疫 现代药

理研究证实柴胡多糖等成分对特异及非特异免疫均有

促进作用[7] 大黄的不同成分分别具有免疫抑制和免

疫促进作用[8]; (7)解热 镇痛 抑制胰酶作用[9]; (8)改

善 SIRS状态下异常代谢; (9)脏器保护作用 大黄等中

药能保护细胞间紧密连接 维持细胞结构完整等. 在本

研究中 可以发现解毒固本冲剂对于应激状态下的SIRS

有较好的治疗作用. 因其多靶向 多部位 整体观 双

表1  病例观测结果

体温( ) 脉搏(次 /min) 白细胞总数( 109/L)
   排气排便时间

       24 h 48 h        72 h 24 h        48 h 72 h      24 h           48 h    72 h

标准治疗组 38.7 0.56   37.9 0.46   37.2 0.63  98.2 0.6   95.6 0.3    90.7 0.6  12.4 0.6  11.7 0.3  10.8 0.56  52.3 6.4

中西医结合治疗组 37.4 0.33a  37.2 0.43b  37.1 0.35  88.7 0.4a  86.4 0.6a  82.1 0.9a  10.2 0.4a  9.3 0.6a   7.4 0.2a  31.2 4.9a

aP 0.01 vs 标准治疗组  bP 0.05 vs 标准治疗组
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向调节等的治疗特点 符合辨证论治的中医治疗法

则 亦符合现代医学理论 避免了单克隆抗体等疗法的

片面性 因此中西医结合治疗较单纯西医治疗具有较

大的优势.
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摘要

目的: 比较TIPSS和EVS治疗食管静脉曲张破裂出血的疗

效, 治疗前后两组患者肝功能的变化和术后患者的死亡原因.

方法: 回顾性分析两组各18例经TIPSS和EVS治疗的食管

静脉曲张破裂出血患者在治疗后不同时间的死亡率 再出

血率及治疗前后血浆白蛋白和胆红素的变化.

结果: TIPSS组在术后30 d的死亡率略低于硬化剂治疗组

(16.67% vs  22.22 %) 术后 1 a 两组的死亡率比较有

显著差异 (22.22% vs 44.44%); 术后2a, TIPSS组仍略低于

EVS组(38.89 % vs 50.00 %) 但差异无显著性. 在术后2 a

的随诊期内 EVS组的再出血率高于TIPSS组. 与EVS组

比较 TIPSS组患者术后肝功能的降低更明显.

结论: TIPSS治疗的近期疗效优于EVS治疗 中远期疗效

的对比尚需进一步的观察. TIPSS术后肝功能的衰竭是本组

患者治疗后死亡的主要原因  而EVS组患者的术后死亡与

再出血密切相关.

诸葛宇征, 王英德, 刘丽娜, 宫爱霞, 赵钢. TIPSS和EVS治疗食管静脉曲张

破裂出血的临床分析. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1659-1660

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1659.asp

0   引言

经颈静脉肝内门体静脉支架分流术(TIPSS)曾在食管静

脉曲张破裂出血的治疗中引起人们的广泛关注[1-3]. 但由

于存在术后分流道狭窄或闭塞导致再出血和术后门体

分流性肝性脑病的发生 其治疗门脉高压征的地位仍

存争议. 食管静脉硬化术(EVS) 因操作相对简单 安

全  一次可处理多条曲张血管 已成为治疗和预防食

管静脉曲张破裂出血的常用方法之一. 本文比较了

TIPSS和EVS 治疗难治性和反复发作性食管静脉曲张破

裂出血的疗效.

1   材料和方法

1.1 材料  2000-04/2001-01在我院住院行TIPSS和EVS

治疗的患者各18例. 所有上消化道出血的患者均行急诊

或择期胃镜检查 明确出血原因. 内科治疗有效者采用

择期TIPSS 或EVS治疗; 无效者则采用急诊TIPSS或EVS

治疗 患者一般情况见表 1.

1.2 方法  TIPSS技术参照Richter et al方法略加修改. EVS

采用VE电子胃镜, 首先明确患者食管静脉曲张情况和

出血部位 每条曲张静脉注射1-2 mL硬化剂  每次处

理1-4条静脉. 硬化剂治疗后再出血者 均行再次硬化

剂治疗. 随诊: TIPSS组的患者术后采用超声多普勒观察

分流道是否通畅, 两组患者定期复查肝功能和血常规

随诊期限为2 a.

        统计学处理  所有结果以 sx ± 表示. 两组间的差异
采用 t 检验. 死亡率和再出血率用四格表确切概率法计

算. P  <0.05为有显著性差异.
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表1  TIPSS组和EVS组患者一般情况

        TIPSS          EVS

n            18            18

男性            10 9

女性 8 9

年龄      58 (35-72岁)      57 (37-68岁)

Child-Pugh分级

A 3 4

B 8 7

C 7 7

食管静脉曲张

III 8 9

IV            10 9

治疗时机

急诊            11            10

择期 7 8

2   结果

TIPSS 治疗组患者 分流道均能有效的建立 达到控

制出血和降低门静脉压力的效果. 门静脉压力从术前

46.32± 6.54 cm H2O降到术后21.43± 4.40 cm H2O (P <0.001);
EVS 治疗组的患者 在治疗当时出血都能得到有效的

控制或明显减轻.

2.1 死亡率  治疗后 30 d患者死亡率分别是: TIPSS 组

16.67 % (3/18); EVS组 22.22 % (4/18). 术后1 a TIPSS

组为 22.22 % (4/18) EVS组为44.44 % (8/18) 两组

差异有显著性(P <0.05). 在 2 a的随诊期内 TIPSS 组

的累计死亡率为38.89 % (7/18) EVS组的累计死亡率

为50.00 % (9/18) 差异无显著性(P >0.05).

表2  TIPSS组术前, 术后血清白蛋白及总胆红素变化( sx ± )

时间  n 白蛋白(g/dL) 总胆红素(mg/dL)

治疗前 18 3.32±0.55 3.28±1.62

治疗后12 mo 12 2.84±0.34 4.86±2.30

治疗后24 mo  9 2.63±0.34a 6.78±2.50 a

aP <0.05 vs 治疗前.

表3  EVS组术前, 术后血清白蛋白及总胆红素变化( sx ± )

时间 n 白蛋白(g/dL) 总胆红素(mg/dL)

治疗前 18 3.15±0.43 2.54±0.53

治疗后12 mo 11 3.18±0.54 2.74±0.68

治疗后24 mo  8 2.98±0.40 3.48±1.50

表4  TIPSS组与EVS组治疗前后外周血血小板计数( sx ± 万 /mm3)

     TIPSS      EVS

时间  n 血小板  n 血小板

治疗前 18 6.60±4.30 18 7.89±4.12

治疗后12 mo 15 7.43±3.32 10 8.02±3.98

治疗后24 mo   9 7.23±4.02   6 7.96±4.15

2.2 再出血率  TIPSS组在手术后30 d无 1例复发上消

化道大出血. 随诊期内 TIPSS组有 5例发生上消化道

出血 占总数的27.78 % (5/18) 4 例经内科药物治疗

均可有效止血. EVS治疗组在术后30 d内有6例复发出

血 占患者总数的33.33 % (6/18). 随诊期内又有6例

复发出血 共计有12 例复发出血 占EVS 治疗患者

的66.66 % (12/18). 两组比较差异有显著性(P <0.05).

2.3 肝功能改变  我们采用血清白蛋白和总胆红素作为观

察两组患者术后不同时间肝功能改变的指标 (表2 表3).

2.4 外周血小板计数  在术后不同时间 两组患者外周

血血小板计数无显著变化(表4).

3   讨论

本文总结的患者平均有 2-3 次上消化道大出血病史

肝功能多属Child-Pugh分级的 B C级 这类患者的病

情多较危急 死亡率一般较高. 本研究结果表明 患者

治疗后30 d内的死亡率 TIPSS治疗组低于EVS治疗组

随诊1 a后 这种差别具有显著性 提示TIPSS治疗的

1 a疗效优于EVS治疗. 2 a的观察表明TIPSS治疗的死

亡率仍略低于EVS组 但差异无显著性.  本组资料显

示 在术后随诊期内 EVS治疗组都有较高的再出血率.

从患者的死亡原因分析 TIPSS 治疗组7 例死亡患者

中 3例是死于严重的肝功能衰竭合并的肝肾综合征

3例死于肝昏迷 1例死于反复发作的消化道出血. 这一

结果与TIPSS术治疗后患者血清白蛋白降低和总胆红素

升高均提示 TIPSS治疗可导致肝功能的减退 甚至肝

功能衰竭. 这可能是TIPSS治疗后患者死亡的主要原因.

EVS治疗后的高再出血率提示再出血是EVS治疗组患

者死亡的重要原因. 这一结果与有关的报道在一定程度

上相一致.

        外周血血小板计数是反映肝硬化患者脾功能亢进的

一个较敏感的指标. 尽管在部分行TIPSS 治疗患者中

观察到术后脾脏有不同程度的缩小 血小板计数也有

上升 但本研究显示 治疗后TIPSS组和EVS组外周

血血小板计数均无明显升高. 这一结果支持TIPSS治疗

对改善脾功能亢进无明显作用的结论.

      总之 本研究的结果提示 对于肝功能较差 由于

严重的门静脉高压出现反复发作的和药物治疗无效的

食管胃底静脉曲张破裂出血的患者 两种方法均能达

到有效急诊止血目的. TIPSS治疗的近期(1 a)疗效要优于

EVS 治疗 长期疗效有待进一步的观察.
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