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摘要

乙型肝炎病毒(HBV)是一种嗜肝部分双链DNA病毒 基因

组长度只有 3.2 kb 结构基因与调节基因序列之间重叠

甚至结构基因序列之间重叠 因此HBV DNA序列的利用

率之高实属罕见. 1979年首次报告HBV DNA的全基因序列

并确定4个主要的开放读码框架(ORF)之后 一直沿用至今.

我们在中国流行株HBV基因序列的分析中 在前-S1和X

基因之前 分别发现了 2 段编码基因序列: 前 - 前 -S 基因

长度 135 bp 编码产物为 45 aa; 前 -X 基因长度 168 bp

编码产物为 56 aa. 在前 - 前 -S 基因 前 -X 基因的上游存

在启动子序列 具有指导报告基因表达的活性. 对15例慢

性乙型肝炎(CHB)患者基因型 C 型 9 例 B 型 1 例 B/C 混

合型5例 共31个克隆测序结果 发现均存在前-前-S基

因区. 17 例 CHB 患者 A 型 1 例 B 型 3 例 C 型 10 例 B/

C 混合型 3 例 共测序 45 个克隆 C 型编码前 -X 区的克

隆数占总编码克隆数的60% C型不能编码前-X区的原因

主要是A2608 C/T替换突变或C/A2733 T替换突变单一突

变; 而 B 型 B/C 型都不能编码前 -X 区蛋白 主要因为

双突变的存在.在 HBV 基因组中发现前 - 前 -S 和前 -X 基

因序列的存在改写了HBV DNA编码基因序列研究的历史.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)是一种嗜肝部分双链 DNA 病毒

不仅引起急 慢性病毒性肝炎 而且与肝纤维化(LF)

肝细胞癌(HCC)的发生 发展密切相关[1]. 全世界约有 3.

5 亿人受到 HBV 感染 危害严重 但目前除了一小部分

患者对干扰素 α(IFNα)或核苷类似物拉米夫定的治疗有

一定应答之外 还没有特效的治疗技术和方法 [ 2 - 1 0 ] .

1979 年 Gelibert et al 首次报告了 HBV DNA 的全基因序

列并确定 4 个主要的开放读码框架(ORF)之后 一直沿

用至今[11]. HBV 基因组只有 3.2 kb 其结构特点是结构

基因与调节基因序列之间重叠 甚至结构基因序列之

间重叠 HBV DNA序列的利用率之高实属罕见[12-20]. 关

于这一紧密 DNA 结构中是否存在新的编码序列 一直

没有进行系统的研究. 最近我们对于中国 HBV 流行株

的全基因序列进行克隆和序列分析 发现了前 - 前 -

S 和前 -X 基因序列 改写了 HBV DNA 编码基因序列

研究的历史[21-24].

1   乙型肝炎病毒新开放读码框架的(再)发现及其验证

1.1 前 - 前 -S 区定义  1979 年 Gelibert et al 首次报

告了乙型肝炎病毒(HBV)基因组的全序列 并定位了 4

个开放读框(ORF). 我国学者于 1984 年报道了大陆 HBV

株(adr)的序列[25]. 目前在美国国立卫生研究院(NIH)的核

苷酸序列数据库(GenBank)中 存储了 200 多个 HBV 全

基因组序列 但之后学者对 4 个 ORF 分区的界定并无

异议 沿用至今. 1995 年 Gunther et al 利用长距离多

聚酶链反应(LA-PCR)技术 辅以 TA 克隆法将患者体

内的 HBV 基因组克隆到质粒载体中 该方案保证了扩

增片段与原模板之间的高度一致性 又展示了模板多

样性 比 Gelibert et al 早先建立的研究方法操作更简

便 获得的数据更精确[26].

        本研究利用 LA-PCR 技术扩增了中国 HBV 流行株

DNA 全基因序列 在分析所获得的 5 个克隆的过程中

在前 -S1 区之前发现还存在一个 ORF 长度 135 bp 编

码 45 aa 命名为前 - 前 -S 区. 初期选择的 GenBank 中

6个其他血清型的HBV克隆株进行比较 其中3个克隆

具有前 - 前 -S 区 ORF. 应用 DNASIS 软件的蛋白质分析

功能分析了前 - 前 -S 前 -S1 前 -S2 和 S 基因的完全

表达产物 前 - 前 -S 区较以往认为的大蛋白多出一个

小的疏水区. 其中的 19(21)个疏水氨基酸在前 - 前 -S 区

形成了一个小的疏水功能域 可能与蛋白的空间折叠

或表面蛋白合成后分泌有关. 前-前-S多肽推断氨基酸

序列中含有 6 个亮氨酸(L) 分别位于第 3 9 15 19

27 39 位 前 3 个 L 是否可形成亮氨酸拉链结构 尚

需要进一步证实[21-24].

        我们应用了 2 种方法来证实前 - 前 -S 区的真实存

在. 首先是在GenBank中选择不同血清型的HBV基因组

全序列 应用 DNASIS 软件重新确定其 ORF 结果发现

甘人宝 et al Mukaide et al [27] Okamoto et al [28]报告的

HBV基因组序列中均存在前-前-S区. 其次是利用NIH

网站的 BLAST 同源基因序列搜索软件 将前 - 前 -S
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区编码氨基酸序列输入后进行同源性搜索 结果发现

已经存入GenBank中的序列中 有5个克隆的氨基酸序

列与本研究获得的序列有较高的同源性 GenBank注册

号分别为: BAA32849 S43492 CAA25747 BAA89327

和 CAB38230(未发表资料 1998 年) 氨基酸残基序列

同源性分别为 95% 93% 93% 77% 和 66%. 综合上

述 2 种方法证实的结果以及我们的资料 可以肯定前 -

前 -S 区是实际存在的[29-35].

        前 - 前 -S 区 ORF 最早在 1983 年 Fujiyama et al [36]克

隆的 adr 亚型的 S 基因产物中被提及 作者认为存在

一身份不明的ORF(unidentified reading frame); 而Mimms

et al [37]将 Fujiyama et al 报告的克隆(S43492)进行再分析

后 认为该段多肽是前 -S1 多肽内部 他们认为的前 -

S1 长度为 164 aa 而不是通常认为的 119 aa 或 108 aa.

我们认为多种资料的研究结果证明前 - 前 -S 区的存

在 以往的研究认为该区的编码并不是一种普遍现

象 因而未加以重视[38-45]. 我们分析的结果提示具有

前 - 前 -S 区的 HBV 克隆株多来自日本和中国 欧美

学者在最初的研究中获得的样本存在一定的偏差 这

可能是忽视该区域的原因之一. 另外 由于目前仍缺乏

对 HBV 的大规模分子流行病学资料 因而早期发现

前 - 前 -S 区的学者可能认为一些位点发生变异 而不

认为这是一种主流现象 但我们对其他学者获得的克

隆进行分析也发现了前 - 前 -S 区 应当认为前 - 前 -

S 区的存在不是一种个别现象 至少在中国和日本是

非常常见的[46-50].

        总之 在 HBV 前 -S1 ORF 之前存在有一融合编码

的 ORF 我们将其命名为前 - 前 -S 区. 如前 - 前 -S 多

肽的表达得到进一步证实 将对 HBV 感染的检测 疫

苗设计 HBV 进入肝细胞机制(受体学说) 表面抗原

的表达过程及功能 宿主抗感染机制 肝细胞癌产生

机制研究均产生重大影响[51-55].

1.2 前-X基因定义  本研究在分析所获得的5个HBV全

基因组 在X区之前发现还存在一个ORF 长度168 bp

编码 56 aa. 以 G683-A2 编码的前 -X 多肽分析 该多

肽分子量约为 6.2 kD 有 15 个疏水氨基酸 24 个极性

氨基酸. 应用DNASIS软件的蛋白质分析功能分析了前-

X-X 基因的完全表达产物 前 -X 区较以往认为的 X 蛋

白多出一个小的亲水区. 前 -X 区编码多肽含有 5 个 C

可能形成多个二硫键 易于产生新的二级结构. 前-X多

肽含有 24 个极性氨基酸 形成一个亲水功能域 可能

影响到整个蛋白的空间构象. 根据针对前 -X 多肽的氨

基酸组成分析 发现该区域含有多个 S 可能是磷酸化

的重要区域 与细胞内信号转导有关.

        我们也应用了2种方法来证实前-X区的存在. 其一

是在 GenBank 中选择不同血清型的 HBV 基因组全序列

应用DNASIS软件重新确定其ORF 结果发现甘人宝et al

揭示的 HBV 基因组序列中存在前 -X 区 ORF. 其他亚型

不表达前 -X 区多是由于前 -X 区起始密码子 ATG 发生

替换突变所致 其他亚型的克隆表现为 TTG(X04615)

或 CTG(克隆 X02763 Z35717 和 G329640). 另一 adr 亚

型克隆 D12980 保留了第一起始密码子 ATG 但在两个

起始密码子之间由于发生替换突变 而终止了前 -X 多

肽的表达. 初步推定前 -X 区起始密码子处发生的替换

突变可能是血清型特异性的. 其二是利用 NIH 网站的

BLAST 软件 将前 -X 区编码氨基酸序列输入后进行同

源性搜索 结果发现已经存入GenBank中的序列中 有

19 个克隆中含有的氨基酸序列与本研究获得的序列有

较高的同源性 分别为来自 2 组报道 其中 2 个克隆是

来自同一序列的不同解释 另 17 个克隆均来自日本学

者对肝细胞癌患者体内存在的 HBV 基因组分析所获得

的. 我们克隆的氨基酸序列与18例相关克隆的比较 发

现同源性为85-94%. 这些克隆的共性为: 第一 均为adr

亚型; 第二 均克隆自 HCC 患者. 综合上述两种方法证

实的结果以及我们的资料 可以肯定前 -X 区是实际

存在的.

        最早在 1990 年 Loncarevic et al [56]自 HCC 患者血液

中克隆的 adr 亚型的 HBV 基因组中提及了前 -X 区 作

者简单介绍了前 -X 区的存在; Takahashi et al [57]于 1995

年的研究结果认为前-X区与HCC有密切关系. 1998年

Takahashi et al 自 HCC 患者体内克隆了 40 株 HBV 全序

列 其中 38 株为 adr 亚型 之中的 18 株含有前 -X 基

因 作者综合以往的资料 认为前 -X 基因与 HCC 有

密切的关系. 但上述资料分析的患者病例数较少 结论

需要进一步推敲. 我们选择的患者为慢性乙型肝炎患

者 并不是 HCC 患者. 我们搜集的 24 株编码前 -X 基

因的克隆均为 adr 亚型 提示前 -X 区的存在可能是一

种亚型特异性现象.

     总之 在 HBV X 基因之前存在有一融合编码的

ORF 为前-X区; 如前-X多肽的表达得到进一步证实

将对 HBV 感染的检测 全 X 蛋白的功能 HBV 的致癌

机制的研究均会产生重大影响. 我们早先的研究探讨了

X 蛋白不同变异株的反式激活作用的强弱 下一步将

探讨前 -X-X 蛋白的反式激活作用.

1.3 文献的回顾性分析  本研究组在以往的研究中着重

研究了 HBV 准种现象 研究的结果提示 HBV 在慢性乙

型肝炎患者体内是以准种群形式存在的. 本研究组应用

新的序列分析软件 利用GenBank中的信息资源 对来

自多家实验室的关于 HBV 基因组的数据进行了比较分

析 结果提示 HBV 存在有新的 ORF.

       目前在美国国立卫生院的 GenBank 中 存储了 200

多 HBV 全基因组序列 本研究初始以限定条件搜索出

符合条件的 HBV 基因组序列共 50 株 其中 adr 血清型

28 株 adw 血清型 22 株 经过比较发现 28 株 adr

血清型的病毒株总一致率为 76.6% 22 株 adw 血清型

的病毒株总一致率为73.9% 提示近四分之一的序列位

点表现为编码的多样性 基因位点包括替换 缺失和插

入突变等多种突变形式[58-62].
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        本课题组研究的 50 个病毒株中 一共有 43 个克隆

编码前 - 前 -S 基因 不表达的 7 个克隆中 5 个克隆在

前 - 前 -S 区起始密码子编码 ATG 处编码 AGG 而另 2

个克隆编码 ATA. adr 血清型 28 个克隆中前 - 前 -S 区的

阳性率为 100% 一致率为 85.2% 高于 adr 血清型病毒

株的总一致率 76.6%; adw 血清型 22 个克隆中前 - 前 -

S 区的阳性率为 98.5% 一致率为 74.8% 与 adw 血

清型总一致率的 73.9% 极为相近.

        我们针对这 50 个病毒株的研究揭示: adr 血清型 28

个克隆中 25 个克隆在前 -X 区起始密码子处编码为

ATG 前 -X 区起始密码子处编码为 ATG 的 25 个病毒

株中 14株自起始密码子ATG至X基因起始密码子ATG

之间的区域的 168 nt 中无终止密码子 提示这 14 个克

隆均编码前 -X 基因 另 11 株克隆发生 C/A2733 T 的

替换突变 导致前-X区表达被提前终止. adw血清型22

个克隆中 在前 -X 区起始密码子处均不表现 ATG 提

示前-X区可能是adr血清型特异性的一种表现. 不表达

前 -X 多肽的病毒株均是因为在前 -X 区起始密码子发

生替换突变 突变形式为 A2608 C/T. 来自多个研究组

的HBV病毒株基因组中均编码前-X基因 我们认为这

说明前 -X 基因是事实存在 是被忽视的一段重要序

列. 被忽略的主要原因在于: (1)获得的 HBV 基因组序列

的数目尚少 不足以展示 HBV 序列的多样性; (2)前 -

X 区为 adr 血清型特异性现象 在既往的研究中缺少对

adr 血清型 HBV 基因组的深入研究; (3)A2608 C/T 替换

突变 C/A2733 T 替换突变以及上述 2 个位点的双替换

突变导致前 -X 区多肽表达被终止 HBV 编码的 X 蛋白

自然自下一个 ATG 开始. 因此针对前 -X 区域的替换突

变的研究仍需要进一步加强.

       总之 我们应用现有的计算机软件对 GenBank 中

存储的50个HBV病毒株全基因组进行了深入分析 前-

前 -S 区的存在是较为普遍的现象 而前 -X 区的编码具

有 adr 血清型特异性特点 A2608 C/T 和 / 或 C/A2733 T

替换突变是导致前 -X 基因编码失败的主要原因. 结合

上述结果 我们修正 HBV 基因结构图见图 1 进一步

的分子生物学和抗体流行病学研究正在进行之中[63-65].

图 1  HBV 各 ORF 修正图.

2   S 区和 X 基因启动子的重新定义

2.1 前 - 前 -S 启动子  为进一步证实上述的研究结果

本研究组扩增前 - 前 -S ORF 中 ATG 上游 277 bp 核苷

酸序列 分析发现该序列富含 TA(61%) 虽无真核生物

的启动子元件 TATA 盒 但发现含有 TATA 样盒. 以分

离克隆株 G387-A7 为模板将该序列进行克隆 构建含

报告基因 CAT 的重组质粒 瞬时转染 HepG2 细胞 酶

联免疫黏附法(ELISA)方法检测氯霉素乙酰化酶(CAT)表

达活性 结果发现我们界定的前-前-S-基因启动子序

列能够激活下游 CAT 的表达 具有启动子的活性 与

pCAT-basic相比A值均明显升高. 重复试验也得到了同

样的结果. Bogomolski et al 亦发现前 -S2/S 启动子不含

典型的 TATA 盒 但有启动子活性 可与胞核提取物特

异结合. 在与 SP1 SP2 比较的过程中发现 前 - 前 -S

基因与 SP1 部分重叠 这与 SP2 和前 -S1 的关系相似.

前 - 前 -S- 基因启动子完全包含在 SP1 中 前 - 前 -

S- 基因启动子与 SP1 的关系如何 二者之间是相互重

叠 还是共用启动子 还有待于进一步研究 但可以肯

定的是前 - 前 -S- 基因 ORF 上游的序列具有启动子活

性(图 2)[23].

图 2  pCAT3- 前 - 前 -S-p 转染 HepG2 细胞 24 h 后 CAT 的表达. 组
1: pCAT-basic; 组 2: pCAT-promoter ; 组 3 pCAT3- 前 - 前 -S-p.

2.2 前 -X 基因启动子讨论  为进一步证实前 -X 区的初

步研究结果 聚合酶链反应(PCR)法扩增前 -X 基因

ORF 起始密码子 ATG 上游 225 bp 核苷酸序列 分析发

现该序列含有真核生物的启动子元件 TATA 盒 与 XP

序列比较仅有30 bp的核苷酸重叠. 以分离克隆株G387-

A7 为模板将该序列进行克隆 构建含报告基因 CAT 的

重组质粒 瞬时转染 HepG2 细胞 ELISA 方法检测 CAT

表达活性 结果发现确有启动子活性 与 pCAT-basic

pCAT-promoter 相比 A 值均明显升高. 重复试验也得到

了同样的结果 为研究前 -X 的存在提供了新的证据

(图 3)[24].

3   前 - 前 -S 基因和前 -X 基因的分子流行病学研究

3.1 前-前-S基因的分子流行病学研究  为证实前-前-

S 区的存在 采用 PCR-TA 克隆 - 测序方法测定前 -
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前 -S 区的编码方式 同时以巢式 PCR- 多引物 PCR 法

确定患者体内 HBV 基因型 探讨基因型与前 - 前 -S 区

编码区之间的关系 结果发现 15 例患者中 基因型 C

型 9 例 B 型 1 例 B/C 混合型 5 例; 共 31 个克隆测序

结果 均编码前 - 前 -S 区 编码区长度 135 bp 编码

45 aa. 见图 4.

        结果证实: 1. 前 - 前 -S 区编码是一种普遍现象; 2.

前 - 前 -S 区编码与 HBV 基因型无关.

图 3  pCAT3- 前 -X-p 转染 HepG2 细胞后 CAT 的表达. 组 1: pCAT-
basic; 组 2: pCAT-promoter; 组 3: pCAT3- 前 -X-p.

3.2 前 -X 基因的分子流行病学研究  为证实前 -X 区的

存在 采用 PCR-TA 克隆 - 测序方法测定前 -X 区的编

码方式 同时以巢式 PCR-多引物 PCR法确定患者体内

HBV基因型 探讨基因型与前-X区编码区之间的关系

结果发现: 17例患者中 A型 1例 B 型3例 C型10例

B/C 混合型 3 例; 共测序 45 个克隆 其中发生 A2608

C/T 替换突变者 15 例 发生 C/A2733 T 替换突变者 13

例 发生双突变 10 例 见表 1.

表 1  前 -X 区编码突变在 HBV 基因型中的分布

A2608 C/T替换突变      C/A2733 T替换突变        双替换突变        编码前-X区

A 型 0    0     1 0

B 型 0    0     6 2

C 型 5    3     0            18

B/C 0    0     3 7

比例 %         11.1 6.7             22.2            60

        上述结果证明: 1. C型编码前-X区的克隆数占总编

码克隆数的 66.7% 近年来的研究表明 HBV C 基因型

是中国大陆地区主要流行基因型 因此推断前 -X 区

编码现象在中国 HBV 感染者中较为普遍 这同时提示

前 -X 区的编码具有一定的基因型特异性; 2. C 型编码

前-X区发生突变而终止前-X表达的原因主要以A2608

C/T 替换突变或 C/A2733 T 替换突变单突变形式为主

而 B 型 B/C 型主要因为双突变的发生而导致了前 -X

区不编码蛋白(图 5).

       总之 我们通过针对文献的再分析和分子生物学

方法证实了前 - 前 -S 区和前 -X 区的实际存在 并重新

确定了 S 区启动子和 X 启动子的位置 提出全 S 基因和

全 X 基因在 HBV 基因组中的新位置 可能对 HBV 生活

史 病毒受体 肝细胞的癌变等研究提出新的思路[66-68].
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• 消息 •

World Journal of Gastroenterology 稿件来源及论文资助情况

随着我国科学研究整体水平的提高 质量较高的论文逐年增加 来自名牌大学 研究院所 特别是具有良好

科学记录的实验室 课题组和科学家的论文增长幅度较大.  2003-04-01/2003-10-01 以来 World Journal of

Gastroenterology WJG 共收到论文 618 篇 其中国内论文 501 篇(81.06%) 国际论文 117 篇(18.93%).

WJG 2003 年 1-10 期共发表论文 521 篇 其中文献综述 21 篇 食管癌 27 篇 胃癌 54 篇 肝癌 65 篇 大

肠癌 39 篇 病毒性肝炎 46 篇 幽门螺杆菌 20 篇 基础研究 115 篇 临床研究 62 篇 研究快报 62 篇 病

例报告 8 篇 读者来信 2 篇. 发表国内论文 450 篇(86.37%) 发表国际论文 71 篇(13.62%). 作者共 2949 人

国际作者占 14.41% 国内作者占 85.90%. 发表论文分布 34 个国家和地区 包括阿根延 澳大利亚 巴基斯

坦 巴西 比利时 波兰 丹麦 德国 法国 芬兰 韩国 荷兰 加拿大 克罗地亚 美国 南

非 南斯拉夫 日本 瑞典 瑞士 沙特阿拉伯 泰国 土耳其 西班牙 希腊 新加坡 匈牙利

伊朗 意大利 印度 英国 中国 中国台湾 中国香港.   基金资助论文 292 篇(56.04%) 各项目基金

论文共 440 篇(84.45%) 其中国际基金论文 25 篇(4.79%) 国家 973 863 国家自然科学基金资助论文 180

篇(34.54%) 部 省级基金资助论文 235 篇(45.10%). WJG 2002 年共发表论文 226 篇 分布为 26 个地区

国内论文占 93.36% 国际论文占 6.63% 基金论文占 60.61%. WJG 2001 年共发表论文 173 篇 分布 20 个

地区 112 个机构 国际论文占 35% 基金论文占 55%. WJG 2000 年共发表论文 205 篇 基金论文占 50%.

WJG 1999 年共发表论文 144 篇 分布 20 个地区 100 个机构 国际论文占 23% 基金论文占 50%. WJG

1998 年共发表论文 183 篇 11 个地区分布 国际论文占 9.84% 基金论文占 59.56%.
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Abstract
AIM: To express gastric cancer related gene GCRG224 by
using thioredoxin fusion expression system.

METHODS: GCRG224 cDNA with complete open reading
frame was amplified by PCR from plasmid pGEM-T, and
then cloned into thioredoxin fusion expression vector
pET102/D-TOPO. The recombinant plasmid was further
transformed into E.coli BL21 strain. After induction with
IPTG, thioredoxin-GCRG224 fusion protein was expressed
in E.coli.

RESULTS: SDS-PAGE analysis showed the thioredoxin-
GCRG224 fusion protein with a relative molecule mass of
16 800 was highly expressed. The thin layer gel scanning
analysis showed that the yield of GCRG224 fusion protein
was 22.3% of the total bacterial protein.

CONCLUSION: The GCRG224 recombinant fusion protein
is successfully expressed in E.coli.

Wu YQ, Wang GS, Wang MW, Wu BY, You WD, Wang WH. Cloning and
expression of gastric cancer related gene GCRG224 in E.coli. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):763-766

摘要

目的: 利用硫氧还蛋白融合表达系统表达胃癌相关基因

GCRG224.

方法: 采用PCR技术从pGEM-T质粒上扩增出含完整ORF

的GCRG224 cDNA序列 将其克隆至硫氧还蛋白融合表达

载体 pET102/D-TOPO 中 转化大肠杆菌 BL21 经 IPTG

诱导表达重组融合蛋白 SDS-PAGE分析表达产物.

结果: 高效表达出相对分子量约16 800的重组融合蛋白. 薄

层凝胶扫描显示 其表达量占菌体总蛋白质的 22.3%.

结论: 在大肠杆菌中成功表达了GCRG224重组融合蛋白.

伍银桥, 王刚石, 王孟薇, 吴本俨, 尤纬缔, 王卫华. 胃癌相关基因 GCRG224

的克隆及其在大肠杆菌中的表达. 世界华人消化杂志  2004;12(4):763-766

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/763.asp

0   引言

研究表明 胃癌的发生发展过程中涉及到多种癌基

因 抑癌基因的变化[1-7] 但迄今为止 仍未从基因

角度阐明胃癌发生 浸润或转移等方面的机制 胃癌

的早期诊断 预后判断和治疗等各方面均无明显突

破 其年死亡率在我国仍居各类恶性肿瘤之首[8-13]. 我

们应用荧光标记的 mRNA 差异显示技术分析了我国人

胃窦部进展期腺癌组织 癌旁组织和正常胃黏膜组织

之间表达基因的差异 从中筛选并克隆出 1 条基因序

列 命名为 GCRG224 生物信息学分析显示其与已

知的蛋白质无同源性[14-15]. 为了获得GCRG224蛋白并进

一步研究其在胃癌发生发展中的作用 我们通过 PCR

方法 扩增了含完整 ORF 的 GCRG224 cDNA 序列. 采

用基因重组技术 构建了融合基因表达载体 p E T -

224 并在大肠杆菌中得到高效表达.

1   材料和方法

1.1 材料  含目的片段的 pGEM-T 质粒由本室王刚石博

士构建保存. E.coli TOP10 BL21 StarTM(DE3)菌株

platinum  Pfx DNA polymerase 和 pET102/D-TOPO 载体

均为 Invitrogen 公司产品. IPTG 质粒提取试剂盒购自

Promega公司. DNA分子质量标准DL2000购自宝生物工

程有限公司(Takara). 蛋白质分子质量标准购自北京原平

皓生物有限公司. SDS Tris 碱为 Gibco 公司产品. 丙烯

酰胺 甘氨酸为Sigma公司产品. 按照GCRG224的cDNA

序列设计了一对引物 并根据表达载体要求在上游引物

5 - 端加入 CACC 序列 以便于后续的定向克隆. 引

• 胃癌 GASTRIC CANCER  •
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物由中国科学院微生物所合成. 引物序列如下: P1: 5   -

C ACC ATT CCT GGT AAC CCA AGT CC -3 ; P2: 5 -

GAG AGA AGG AAC TTA TCT ACG GC -3 .

1.2 方法  以 pGEM-T 质粒为模板 以 P1 P2 为引

物 用 Pfx DNA 聚合酶扩增出含完整 ORF 的 GCRG224

cDNA 序列. PCR 扩增的条件是: 94 变性 30 s 55 退

火 30 s 68 延伸 1 min 25 次循环反应后 于 68 

继续延伸10 min. 表达载体的构建按产品说明将PCR产

物与 pET102/D-TOPO 载体连接 转化 TOP10 感受态

菌 随机挑取 10 个菌落 进行 PCR 鉴定. 选取经过

PCR 初步鉴定的阳性菌落 送上海博亚生物工程公司

测序. 将质粒 DNA 转化 BL21 StarTM(DE3)感受态菌 接

种于 10 mL 含氨苄青霉素(100 mg/L)的 LB 液体培养基中

37 过夜培养后按 1 50 放大培养至 OD600 达 0.5-0.6

加入 IPTG 至浓度为 1 mmol/L 诱导培养 3-4 h. 收集

菌体进行SDS-PAGE凝胶电泳检测. 离心收集诱导培养

的工程菌菌体 悬浮于裂解缓冲液中 经反复冷融或

超声破碎后离心 沉淀不溶解蛋白 上清即为可溶组

分 再进行 SDS-PAGE 凝胶电泳. 根据上清组分与沉

淀组分中的蛋白的含量 判断其表达形式.

2   结果

2.1 目的基因片段的扩增及序列分析  PCR扩增产物经琼

脂糖凝胶电泳后 可见 1 条清晰 单一 大小约 214 bp

的特异性扩增条带(图 1) 其大小与预计的相吻合. 序

列测定结果与理论预期一致.

图 1  GCRG224 PCR 扩增片段. 1: DNA marker; 2: PCR product.

2.2 融合蛋白表达的鉴定  SDS-PAGE 分析表明 工程

菌经 IPTG 诱导后 在相对分子质量约 16 800 处出现了

1条明显的新蛋白带 其大小与理论推算的融合蛋白相

对分子质量相符合 未诱导的工程菌中未见此带. 在诱

导后 1 h 该蛋白即开始表达 3-4 h 达高峰. 凝胶薄层扫

描分析显示其表达量约占菌体总蛋白的 22.3%. 将菌体

进行冻融裂解或超声破碎 离心后分别取其上清和沉

淀进行 SDS-PAGE 凝胶电泳检测 发现无论诱导时间

长短 thioredoxin/GCRG224 融合蛋白均主要以包涵体

形式存在于沉淀中 菌体裂解物上清在相应位置没有

明确条带出现(图 2 3).

图 2  GCRG224 蛋白表达形式的确定. 1: Marker; 2, 5: Supernatant
and precipitation without induction; 3, 6: Supernatant and precipitation
after induction with IPTG for 3 h; 4,7: Supernatant and precipitation
after induction with IPTG for 4 h.

图 3  GCRG224 融合表达蛋白的 SDS-PAGE 凝胶薄层扫描图谱.

3   讨论

癌基因和抑癌基因以及与肿瘤发生相关的其他因素的研

究一直是近年来肿瘤研究的焦点[16-19]. 在胃癌的发生发展

过程中涉及到 HER2/neu met k-sam ras c-myc

Bcl-2 APC E-Cadherin p53 Rb cyclin 等多种基

因[20-29]. 但这些基因在胃癌组织中变异的特异性不强

仍很难用作胃癌的监测指标. 至今为止 国内外缺乏对
人胃癌组织特异性基因的了解和研究. GCRG224是本实
验室应用荧光标记的mRNA差异显示技术(DDRT-PCR)

从我国人胃窦部进展期腺癌组织 癌旁组织和正常胃

黏膜组织中筛选并克隆出的 1 条差异表达基因序列.

GCRG224在非癌组织的表达高于肿瘤组织; 原位杂交表

明其在 5/30 例腺癌 3/18 例不典型增生和 6/18 例肠上

皮化生表达高于正常胃腺体 而在 26/30 例正常胃黏膜

上皮有显著过表达[15].

        为了进一步弄清楚 GCRG224 在胃癌发生发展中的

作用及在胃癌诊断中的意义. 我们以获得的含完整开放

阅读框架的 GCRG224 cDNA 片段为切入点 利用大肠

杆菌高密度生长的优势和易于表达蛋白 纯化简单 尤

其是以融合蛋白表达的形式等特点 进行了 GCRG224

c D N A 片段在原核系统中的表达 为后续的功能研

究 蛋白制备及其抗体研制提供了良好的实验材料. 可

以预期 对 GCRG224 的深入研究 不仅有助于阐明胃
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癌的发病机制 也将为胃癌的诊断 治疗和预后判断

提供新的思路和手段. 通常PCR产物与载体的直接连接

效率不高 并且有非特异性背景菌落产生 造成后续

的筛选困难. 而拓朴异构酶 却能高效且快速地将PCR

产物与载体相连 同时我们使用的 TOPO 平端克隆方

法主要是载体进行了改良设计 含有 ccdB (control of

cell death)基因[30-32] 可降低非特异性背景菌落 也易

于筛选. 在原核细胞表达时 为获得产量高 利于基

因工程下游纯化的工作 目前多主张选用以融合蛋白

表达形式的载体 这样既能解决表达蛋白的纯化 又

可防止宿主菌蛋白酶对融合蛋白的降解 有利于保护

目的蛋白的生物活性. 我们选用 pET102/D-TOPO 表达

载体 是近年构建的新型载体 带有强大的 T7 表达

启动子 给实验操作带来极为有利的方便.

      我们以 pET102/D-TOPO 载体高水平地表达了人

thioredoxin/GCRG224 融合蛋白 产物表达量占菌体总

蛋白的22.3%. 我们选用pET102/D-TOPO载体除了希望

得到高水平表达的重组融合蛋白 同时还希望获得可

溶性蛋白 但其表达仍主要以包涵体的形式存在. 究其

形成包涵体的原因 可能有以下几个方面: (1)重组蛋白

的高水平表达. 一般而言 包涵体的形成是外源蛋白在

大肠杆菌中高效表达时的普遍现象. (2)大肠杆菌胞质与

真核细胞胞质环境的差异使重组的外源蛋白不能在大

肠杆菌中进行正常的折叠[33-34]. (3)包涵体的形成虽与所

表达蛋白的分子无关 但却受肽链氨基酸组成的影响

大量疏水氨基酸的存在易促进蛋白的聚集[35]. (4)细菌培

养温度 pH等也可能影响包涵体的形成[36-38]. 包涵体蛋

白虽然往往无生物活性 需要重新溶解和复性 但也为

重组蛋白纯化带来了极大的方便 此外 包涵体的形成

有利于防止蛋白酶对表达蛋白的降解 增加了产物的

稳定性.
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Abstract
AIM: To evaluate the effects of the Syk mRNA expression
in human gastric carcinoma on tumor growth and
metastasis, and the correlation of expression of the Syk
gene with p53.

METHODS: Using semi-RT-PCR technique, we detected
specimens from 61 gastric carcinoma patients (tumor
tissues, adjacent normal tissues) for their rate and level
of Syk and p53 gene expression. Meanwhile, immunohis-
tochemical staining was also used to detect Syk expression.

RESULTS: All normal gastric tissues were detected the
expression of the Syk gene. Unlike normal tissue, 47 out
of 61 breast cancer tissue did not show any detectable Syk
mRNA expression, and there were significant difference
between the two groups (χ2=72.3, P <0.05). The level of
Syk mRNA in the primary gastric carcinoma tissues was
significantly lower than that in the adjacent non-cancerous
gastric tissues (t =2.1, P <0.05). Furthermore, only 3 gartric
carcinoma tissues in 31 patients with lymph node metastasis
had the Syk mRNA expression. The Syk mRNA expression
was negatively correlated to lymph node metastasis (χ2=
4.85, P <0.05). And the Syk expression was correlated to
that of p53 (χ2 =22.03, P <0.05).

CONCLUSION: The expression of the Syk gene may play
an important role in suppressing growth and metastasis in
gastric cancer. Syk gene expression is repressed in a p53-
dependent manner.

Xia JG, Ding YB, Chen GY. Expression of tyrosine kinase Syk and its
clinical significance in gastric carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2004;12(4):767-769

摘要

目的: 探索酪氨酸激酶 Syk (spleen tyrosine kinase Syk)

基因的表达与胃癌生成及转移的关系.

方法: 用半定量RT-PCR检测胃癌组织 正常胃组织61例

Syk mRNA p53 的表达 同时用免疫组化方法检测 Syk

的表达.

结果: 所有正常胃组织都有 Syk 基因的表达 而 61 例胃癌

组织中只有14例表达 正常胃组织Syk基因表达率显著高

于胃癌组织(χ2=72.3 P <0.05) 且胃癌组织中Syk mRNA

含量比正常胃组织显著降低(t =2.1 P <0.05). 31例有淋巴

结转移的胃癌组织中 3 例有 Syk 基因表达 30 例无淋巴

结转移的胃癌中有 11 例检测到 Syk mRNA 的表达 有淋

巴结转移的胃癌Syk mRNA的表达率和表达水平显著降低

(χ2=4.85 P <0.05) 且 Syk mRNA 表达与 p53 的表达呈

正相关(χ2=22.03 P <0.05).

结论: Syk 基因的表达缺失与胃癌的生长及转移相关 呈

p53 依赖性.

夏建国, 丁永斌, 陈国玉. 胃癌候选抑癌基因 Syk 表达的意义. 世界华人消化

杂志  2004;12(4):767-769

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/767.asp

0   引言

胃癌的发生 发展是一个复杂的多阶段的过程 包括

癌基因的激活和抑癌基因的变异和缺失. 在对胃癌的研究

中 基因的变异对肿瘤的生成和转移一直是焦点[1-2] 在

胃癌的信号传导途径中 酪氨酸激酶起着至关重要的

作用. 酪氨酸激酶 Syk 是一种非受体型蛋白酪氨酸激

酶 近来的研究表明Syk的表达缺失与恶性肿瘤的发病

机制有关 其被认为能抑制恶性肿瘤的生长和转移. 我

们用半定量 RT-PCR 法检测胃癌中 Syk 的表达情况 同

时分析患者的发病年龄 肿瘤大小 病理分级 淋巴结

转移的情况 以探讨Syk的表达与胃癌病理特征的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  我院 2002-08/2003-08 手术切除的胃癌标本

61 例 分别取瘤体及距瘤体 5 cm 外正常胃组织标本
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迅速经液氮冷冻后置 -70 冰箱保存备用. 年龄 16-80

岁(平均 55 岁) 男 37 例 女 24 例 有淋巴结转移

31 例. 所有肿瘤标本都经病理证实 总 RNA 的提取采

用 Roche 公司 Trizol RNA 提取试剂.

1.2 方法  按说明书过程提取总 RNA. RT 及 PCR 在 PE-

2400 型 PCR 仪上进行. 取总 RNA4 µL 经 RNase Free

DNase消化可能存在的痕量DNA后 采用逆转录酶Mu-

MLV 按 20 µL 体系 42 逆转录 45 min 99  5 min 灭

活AMV酶. 取得的cDNA按50 µL的体系进行PCR扩增

PCR 反应系统如下: 10×Buffer 5 µL MgCl2 3 µL dNTP

Mix 1 µL 引物 1 2 各 1 µL Taq 酶 0.5 µL 模板

10 µL 无核酸水 33.5 µL. 预变性 94  5 min 94 

变性 45 s 61 退火 1 min 72  延伸 45 s 30 个

循环后 72 延伸 7 min. Syk 扩增引物正链为: 5 -

CATGTCAAGGATAAGAACATCATAGA-3 ; 反链为:

5 -AGTTCACCACGTCATAGTAGTAATT-3 扩增

片段为 514 bp. 并用甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶(GAPDH)用

作内对照 GAPDH 引物正链为: 5 -AGAAGGCTGGG

GCTCATTTGCAGGG-3 负链为: 5 -GTCACTGG

CGTCTTCACCACCATG-3 扩增片段为143 bp. PCR产

物 5 µL 于 15 g/L 琼脂糖凝胶电泳 于紫外分析仪下分

析结果. 电泳产物条带用 Fluor-S 多图像分析 每一电

泳带的强度与 GAPDH 相对照 算出每一 PCR 产物的

相对含量. p53 扩引物正链为 5 -ACGACGGGGCTGGT

TGCCCA-3 反链为 5 -CTCCCAGAGACCCCAGT

TGC-3 扩增片段为 201 bp 反应条件为预变性 94 

5 min 94 变性 30 s 56 退火 30 min 72 延

伸 30 s 30 个循环后 72 延伸 7 min.

       同时用免疫组化检测患者 Syk 表达情况 瘤体标本

中性甲醛固定 石蜡包埋 连续切片 厚约 4 µm 进

行免疫组化检查. 切片脱蜡水化后 PBS(磷酸缓冲液

PH=7.4)冲洗 3 次 3 min/ 次; 加过氧化物酶阻断溶液

50 µL 以阻断内源性过氧化酶活生 室温下孵育 10 min;

切片放入盛有0.01 mol/L PBS溶液中置微波炉中至90 

左右 10 min. PBS 冲洗 3 次 每次 3 min. 每张切片

加入 100mL/L 羊血清 50 µL 室温下孵育 10 min PBS

冲洗 1 次. 切片中加入第一单抗(鼠抗人 Syk 1 25 )

50 uL 室温下反应 2 h; PBS 冲洗 3 次 3 min/ 次. 再加

入生物素标记的二抗(羊抗鼠 IgG 1 50)后室温下孵

育 10 min PBS 冲洗 加入链球菌抗生素 - 过氧化物

溶液 50 uL 室温下孵育 10 min PBS 冲洗 最后切

片上加入新配制的 DAB(联苯二胺)溶液 100 µL 蒸馏

水冲洗 苏木素染色 梯度酒精脱水干燥 中性树胶封

闭. Syk 为细胞膜着色 按肿瘤细胞着色强度及阳性细

胞的分析范围分为两个等级: 以 10-30% 细胞呈弱 中

等强度阳性反应为标准 分为阴性和阳性 并分析其与

患者肿瘤大小 肿瘤分级 淋巴结大小情况.

        统计学处理  不同组织中 Syk 基因的表达强度的比

较用 t 检验. 相关性分析采用 χ2 统计学分析.

2   结果

2.1 Syk 在胃癌组织中的表达  应用 RT-PCR 法 正常

胃组织 61 例均能检测出 Syk mRNA 的表达 而胃癌标

本 61 例仅 14 例有 Syk mRNA 的表达 (χ2=72.3 P <0.05

图 1). 有淋巴结转移的 31 例胃癌中 有 3 例可检测出

Syk mRNA 表达 而无淋巴结转移的 30 例胃癌组织中

11 例有 Syk mRNA 表达(χ2=4.85 P <0.05). Syk mRNA

的表达与年龄 肿瘤分级 大小及浸润深度无关(资料

未列出). 应用免疫组化法 在 61 例正常胃组织中有 56

例 Syk 阳性 61 例胃癌组织中有 12 例阳性 两组 Syk

阳性率差异有显著性(χ2=61.43 P <0.05). RT-PCR 法和

免疫组化法检测 Syk 的阳性率没有显著性差异(χ2=3.27

P >0.05).

图 1   正常胃组织 Syk 基因 PCR 产物电泳图.

2.2 半定量 RT-PCR  RT-PCR 产物 10 µL 用 15 g/L 的

琼脂糖电泳 GAPDH 作为对照 分析不同组织中 Syk

含量(图 1). 胃癌组织中 Syk 表达水平为 1.71±1.23 邻

近正常胃组织中为 3.19±0.59 胃癌组织 Syk/GAPDH 比

邻近组织显著降低(t =2.1 P <0.05). 有转移的胃癌组

织 Syk 表达水平为 1.18±1.13 无转移的胃癌组织 Syk

表达水平为 2.14± 1 .27 有转移的胃癌组织中 Syk/

GAPDH 比无转移者显著降低(t =3.4 P <0.05).

2.3 p53 基因在胃癌组织中的表达  61 例胃癌组织中有

19 例可检测到 p53 基因 邻近正常胃组织中有 53 例有
p53 基因表达 胃癌组织中 Syk 基因表达率显著低于正

常胃组织(χ2=36.91 P <0.05). 31 例有淋巴结转移的胃
癌组织中 p53 mRNA 表达阳性 4例 30例无淋巴结转移

的胃癌组织中阳性表达15例 有淋巴结转移p53 mRNA
阳性率显著低于无淋巴结组(χ2=8.13 P <0.05).

2.4 Syk mRNA 与 p53 mRNA 表达的关系  p53 表达阳
性的 19例胃癌瘤体中 有12例检出Syk mRNA的表达

42 例 p53 阴性胃癌组织中 Syk mRNA 的表达 2 例 p53
表达阳性的胃癌组织 Syk mRNA的表达检测高于 p53表

达阴性的胃癌组织(χ2=22.03 P <0.05).

3   讨论

Syk 广泛在造血细胞上表达 长期以来一直作为信号

传导过程中一个影响因子而被广泛研究. 在前后串排和

多个自体磷酸化部位含有两个 Src同源序列SH2. Syk通

过 SH2 区域与依赖酪氨酸的免疫受体活化基序(ITAM)

Marker                    A            B          C        D

514 bp

143 bp
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结合而活化 并且在淋巴细胞发展及免疫细胞活化过
程中起着极为重要的作用 Syk 的表达缺失可导致 B
T 细胞的成熟障碍 从而使机体失去对突变细胞的监
控作用[3].
        我们应用RT-PCR及免疫组化法检测Syk在胃癌在
的表达情况 结果发现 Syk mRNA 在胃正常组织中表
达率及表达水平高于胃癌组织 两组差异有显著性
这表明 Syk mRNA 的表达缺失可能与胃癌的发生有关
Sada et al 认为 Syk 是一种候选抑癌基因 Syk 的缺失会
致免疫细胞发育 成熟障碍 重者会导致重症联合免
疫缺陷病(SCID) 从而使肿瘤易于发生. 同时我们也注意
到 RT-PCR 法检测 Syk 的阳性率高于免疫组化法 但两
种检测方法差异没有显著性 这可能与样本量过小有关.
        在31例有淋巴结转移的胃癌组织中只有3例检测到
Syk mRNA 的表达 有淋巴结转移的胃癌细胞的 Syk
mRNA 的检测率远低于无淋巴结转移组 这表明 Syk
mRNA的表达缺失可能与胃癌的淋巴转移有关 但非受
体型酪氨酸激酶 Syk 的信号传导在肿瘤的转移过程中如
何起作用还不清楚. Carter WB 认为 Syk 与 HER2/neu 一对
功能相反的抑癌 / 癌基因 HER2/neu 的过度表达可诱导
血管内皮细胞的收缩 从而使肿瘤细胞易于穿过血管屏
障 易于发生转移 而 Syk 可抑制 HER2/neu 的收缩血管
内皮细胞作用 从而抑制肿瘤的转移[4].Mahabeleshwar 研
究认为 Syk 通过抑制 PI-3 (phosphatidylinositol 3 PI-3)
激酶的活性 从而抑制肿瘤细胞的分裂和核因子 NF -
κB 调节的 u-PA(urokinase type plasminogrn u-PA)的激
活分泌 而过去研究证实 u-PA 的激活分泌与多种恶性
肿瘤的发生 发展及转移相关[5-6].
        在 p53 表达阳性的胃癌组织中 Syk mRNA 的表达
率及表达水平较高 且与 p53 表达相关 Syk 基因的

表达呈 p53 依赖性的 在肿瘤生成过程中 p53 的功能

丧失会导致 Syk 的活性下降 从而使肿瘤易于生成和

转移. Syk 是内皮细胞生长的重要调控因素 非受体型

蛋白酪氨酸激酶在胃癌的生成 转移过程中的作用尚

进一步探索. 现在的初步研究为将来防治胃癌提供了新

的分子学靶位 因而对 Syk 的进一步深入研究 必将

为胃癌治疗的提供新的策略[7-8].
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Abstract
AIM: To study the role of apoptosis-related gene p53, Bcl-
2, and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in gastric
cancinogenesis.

METHODS: Immunohistochemical method (LSAB) was used
to assess p53, Bcl-2, PCNA expression in specimens of 52
patients with gastric cancer and precancerous lesions.

RESULTS: In the patients with intestinal metaplasia, dys-
plasia and gastric cancer, the expression rates of p53 were
27.8%, 38.2% and 57.7% respectively. The expression
rates of Bcl-2 were 33.3%, 50.0% and 65.4%, and PCNA
indexes were 41.4±13.0, 47.9±8.9 and 53.0±11.9
respectively. In patients with intestinal-type carcinoma, p53
and Bcl-2 remained expressed in all precancerous tissues
after development into cancer. In diffuse-type carcinoma,
the positive Bcl-2 expression became negative in one
patient. PCNA LI markedly increased from precancerous
lesions to cancer, and a significant difference was observed
in intestinal-type carcinoma (P <0.001).

CONCLUSION: The expression of p53 and Bcl-2 signifi-
cantly influences the development of intestinal-type gastric
carcinoma, and the proliferating activity of the cancer cells
gradually increase.

Wu YQ, Wang MW, Wu BY, You WD, Zhu QF. Expression of apoptosis-
related proteins and proliferating cell nuclear antigen during stomach
canceration. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):770-773

摘要

目的: 探讨凋亡相关基因 p53 Bcl-2 和增生细胞核抗原

(PCNA)在胃癌发生中的作用以及在胃癌早期诊断中的意义.

方法: 采用免疫组化(LSAB)方法检测52例胃癌癌变前后组

织标本的 p53 Bcl-2 和 PCNA 的表达.

结果: 肠上皮化生 不典型增生和胃癌的p53蛋白表达分别

为 27.8% 38.2% 和 57.7%; Bcl-2 蛋白表达分别为 33.3%

50.0%和65.4%; PCNA LI分别为41.4 13.0 47.9 8.9和

53.0 11.9. 在肠型胃癌 癌前 p53 Bcl-2 阳性者发展

到癌时仍全为阳性 无 1 例转阴性; 在弥漫型胃癌 癌前

Bcl-2阳性者到癌时有1例转阴; PCNA LI由癌前发展到癌

时明显增高 在肠型胃癌差异有显著性(P <0.001).

结论: 在肠型胃癌发生发展过程中 p53 Bcl-2 蛋白表

达起重要作用 且细胞增生活性逐渐升高.

伍银桥, 王孟薇, 吴本俨, 尤纬缔, 祝庆孚. 胃癌变前后凋亡相关蛋白和 PCNA
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0   引言

胃癌的发生发展是一个多基因变异累积逐渐演变的复

杂过程 包括癌基因的激活和抑癌基因的失活而导致

无限制增生[1-2] 同时 肿瘤的发生与凋亡也有密切

关系[3-6]. 细胞增生与凋亡的失衡导致细胞的过度积聚

可能是胃癌发生的病理基础[7-9]. 为探讨凋亡相关蛋白在

胃癌发生不同阶段中的作用及细胞增生活性的变化

我们检测了凋亡相关基因 p53 Bcl-2 以及增生细胞核

抗原(PCNA)在胃癌变前后组织标本中的表达.

1   材料和方法

1.1 材料  经胃镜下黏膜活检和 / 或手术切除胃标本的

病理检查诊断为癌 资料完整 在最后诊断前具有随访

结果的病例共 52 例 均为男性 年龄 62-82 岁(平均

70.1 岁). 经 Lauren 分型示肠型胃癌 40 例 弥漫型胃癌

12 例. 根据病变的不同阶段分为两个组: 癌时 即经

胃镜黏膜活检或手术切除胃标本诊断为癌当时的标本.

癌前 即在癌诊断之前 随访时间超过 1 a 且与



发生癌部位相同的黏膜活检组织第 1 次经病理诊断为

中重度肠上皮化生或中重度异型增生的标本 随访时

间为 1-11. 4 a (平均为 3.7 a). 其中中重度肠上皮化生病

例 18 例 中重度异型增生病例 34 例.

1.2 方法  p53 Bcl-2 蛋白表达及 PCNA 均采用免疫组

化 LSAB 法检测. 抗 p53 mAb (DO-1)和抗 Bcl-2 mAb 购

于北京中山生物技术有限公司 PCNA mAb 和 LSAB 试

剂盒为 Dako 公司产品. 实验步骤按试剂盒说明书进行.

阳性对照为已知阳性组织切片在同一条件下反应 阴

性对照以正常兔血清代替第一抗体. p53 Bcl-2 结果

按如下方法进行评分: (1)阳性着色程度: 无着色为0 浅

着色为 1 深着色为 2; (2)阳性着色范围: 无着色为 0

着色小于 1/3 为 1 着色大于 1/3 为 2 弥漫性着色为

3. 然后将以上两项相加为最后结果: 大于或等于 3 为阳

性病例. PCNA 计数用 PCNA 标记指数(PCNA LI ) :

LI=PCNA 阳性细胞数 / 计数细胞总数 100%.

        统计学处理  所得数据采用 χ2 检验 t 检验.

2   结果

2.1 胃癌变前后 p53 Bcl-2 及 PCNA 的表达  从肠上

皮化生 不典型增生到胃癌组织 p53 和 Bcl-2 表达阳

性率逐渐增高 且 p53 Bcl-2 表达阳性率在胃癌组

织与中重度肠上皮化生间差异有显著性(P <0.05) 而

胃癌组织和不典型增生 不典型增生和肠上皮化生之

间差异尚无显著性(P >0.05). PCNA LI 在肠上皮化生

不典型增生到胃癌组织也逐渐递增 且相互之间比较

差异均有显著性意义(P <0.05 表 1). p53 阳性着色位

于细胞核 呈棕黄色颗粒状. Bcl-2 阳性着色位于细胞

质 呈棕黄色. 各切片显色分布不均 以片状和局灶

性为主 少数为弥漫性分布. PCNA 阳性着色位于细胞

核 呈棕黄色细颗粒状.

表 1  胃癌和癌前组织 p53, Bcl-2 及 PCNA 的表达 n(%)

分组     n       p53                  Bcl-2      PCNA/mean SD

胃癌组织   52   30 (57.7)a   34 (65.4)a 53.0 11.9a

不典型增生   34   13 (38.2)             17 (50.0) 47.9 8.9a

肠上皮化生   18    5 (27.8)    6 (33.3) 41.4 13.0

aP <0.05 vs 肠上皮化生.

2.2 胃癌变前后 p53 Bcl-2 和 PCNA 的自身对照  癌

前 p53 阳性者 18 例到癌时仍全部为阳性 癌前 p53 阴

性到发展为癌时则有 12 例表达阳性 主要为肠型胃

癌 而没有1例癌前p53阳性者在癌时转为阴性. 发展为

弥漫型胃癌者在癌前阴性到癌时基本上仍为阴性(9/10).

Bcl-2 蛋白表达在肠型胃癌中 癌前阳性者到发展为

癌时仍持续阳性 没有1 例转阴性 癌前阴性者到癌时

则有 9 例转为阳性. 在弥漫型胃癌 癌前 Bcl-2 阳性者

到癌时有 1 例转为阴性 癌前阴性者到癌时也有 3 例

转为阳性(表 2). 在肠型胃癌 PCNA  LI 在癌时较癌前

明显增加 差异有显著性(P  <0.001); 而在弥漫型胃

癌 虽然癌时 PCNA  LI 较癌前也增高 但差异无显著

性(P >0.05 表 3).

表 2  胃癌变前后 p53, Bcl-2 的自身对照(n =52)

  肠型胃癌 弥漫型胃癌
癌前 n

 +      -                +    -

p53 + 18 16      0 2    0

- 34 11    13 1    9

Bcl-2 + 23 20      0 2    1

- 29   9    11 3    6

表 3  胃癌变前后 PCNA 的比较(mean SD)

胃癌 n 癌前             癌时         癌变前后差       P 值

肠型             40     43.9 11.2   54.0 11.6     10.1 14.6      0.0 004

弥漫型             12     46.4 10.2   49.2 12.8       2.8 14.0      0.5 047

3   讨论

正常人胃黏膜上皮组织更新较快 以细胞凋亡和增生

维持着细胞总数的平衡 倘若这一平衡失常 就有可能

导致许多疾病发生[9]. 细胞凋亡与细胞增生平衡的失调

在胃癌的发生发展过程中起重要作用[3 6-8]. 细胞凋亡受

众多基因调控 其中最为重要的是 Bcl-2 家族和 p53

这些基因的产物表达异常可促使细胞恶性增生并阻止

细胞凋亡. p53 基因的主要生物学功能是监护细胞基因

的完整性 DNA 受损时 p53 基因编码产生的蛋白积

聚 复制终止 利于 DNA 修复 如修复失败 则诱

发细胞凋亡. p53 基因的突变则丧失其功能 还具有促

进细胞恶性转化的功能 导致细胞恶性增生. 用免疫组

化法可检出p53蛋白的异常表达且与p53基因突变有良

好的相关性[10]. p53 基因的突变常见于胃癌中 且 p53

蛋白的异常表达与胃癌的进展及预后有关[11-15]. 在胃癌

前病变中也有异常表达 多数研究结果认为p53基因突

变于癌变后期才发生[3, 16-17] 但也有人在肠化生阶段检

测到 p53 基因突变 认为其属于胃癌变过程中的早期

事件[18-19]. 本研究中 p53 基因在中重度肠上皮化生和

中重度不典型增生阶段均有阳性表达 且随肠上皮化

生 不典型增生 胃癌 其阳性表达率逐渐增加. 对癌

变前后的自身对照研究发现 癌前 p53 阳性者 18 例到

癌时仍全部为阳性 癌前p53阴性到发展为癌时出现阳

性者有 12 例 主要为肠型胃癌 而没有 1 例癌前 p53阳

性者在癌时转阴. 发展为弥漫型胃癌者在癌前阴性到癌

时基本上仍为阴性(9/10). 结果提示从胃黏膜肠上皮化

生 异型增生及其向胃癌演变过程中 p53 基因的表达

起着重要的作用 特别是在肠型胃癌的发展过程中

p53的作用尤其突出 在癌前表达阳性者将持续表达直

到发生癌 癌前 p53 不表达者 在恶变的过程中 也
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可逐渐出现表达. 而在弥漫型胃癌 p53 的作用显得并

不明显 可以持续为阴性.

        Bcl-2是目前公认的一种重要的调节细胞凋亡基因[20]

他的激活和过表达能抑制细胞正常的凋亡. Bcl-2 基因

并不影响细胞的增生 而是通过抑制细胞凋亡而延长

细胞寿命 从而增加了肿瘤发生的机会并促进肿瘤的

发展. Bcl-2 表达与胃癌发生发展有关[21-26]. 本研究显

示 胃癌时组织 Bcl-2 阳性率为 65.4%(34/52) 中重度

不典型增生 Bcl-2 阳性率为 50.0%(17/34) 中重度肠上

皮化生 Bcl-2 阳性率为 33.3%(6/18). 从肠上皮化生 不

典型增生 胃癌 其阳性表达率也逐渐增加. 对癌变前

后 Bcl-2 表达的自身对照 发现在肠型胃癌 癌前

Bcl-2 阳性者到发展为癌时仍持续阳性 没有 1 例转

阴 而癌前阴性者到癌时则有9例转阳性. 提示Bcl-2表

达与从肠上皮化生 异型增生到癌的发展过程相关. 而

在弥漫型胃癌 癌前 Bcl-2 阳性者到癌时有 1 例转阴

性 癌前阴性者到癌时也有 3 例转为阳性 提示在弥

漫型胃癌的发生发展过程中 Bcl-2 基因的表达关系

不大.

          肿瘤细胞的最基本特征是增生失控所致的持续不断

的增生. PCNA 是一种核蛋白 几乎所有处于增生状态

的细胞核均有表达. 他是 DNA 合成酶 的辅助蛋白

为细胞合成 DNA 所必需 细胞动力学研究表明其表达

及合成与细胞增生周期有关 G1 期 PCNA 逐渐增多 S

期达高峰 因此他能准确地反映细胞的生长速度和状

态. PCNA 阳性细胞的多少与肿瘤发展 预后均有密切

关系[27-30]. 在肿瘤的发生过程中 细胞增生活跃 处

于增生状态 其 PCNA 表达明显增强 且随着疾病的

发展 PCNA LI 也逐渐增加[31]. 我们的结果也证实了这一

点 PCNA 在整个胃癌的演化过程中 一直处于逐步

上升状态. 发展为肠型胃癌者癌时的 PCNA LI 显著高于

癌前. 在由癌前向癌的发展过程中 细胞处于增生状

态 生长迅速 S 期即 DNA 合成期细胞数增多 易

于出现 DNA 的损伤以及修复失败 使具有恶性潜能的

细胞易于向恶性转化.

        由胃黏膜肠化生和不典型增生发展到癌是一个多因

素参与的过程 在癌变过程的每一阶段都存在着癌基

因和抑癌基因的一系列变化 特别是肠型胃癌. 本实验

显示 p53 Bcl-2 基因与肠型胃癌恶性变关系密切

在肠型胃癌发生发展过程中 p53 Bcl-2 蛋白表达可

能起重要作用 且增生活性逐渐升高. 通过监测这些指

标有助于早期诊断胃癌.

4     参考文献
1 Tamura G. Genetic and epigenetic alterations of tumor sup-

pressor and tumor-related genes in gastric cancer. Histol
Histopathol  2002;17:323-329

2 Yasui W, Yokozaki H, Fujimoto J, Naka K, Kuniyasu H, Tahara
E. Genetic and epigenetic alterations in multistep carcinogen-
esis of the stomach. J Gastroenterol  2000;35:111-115

3 Xu AG, Li SG, Liu JH, Gan AH. Function of apoptosis and

expression of the proteins Bcl-2, P53 and C-myc in the develop-
ment of gastric cancer. World J Gastroenterol  2001;7:403-406

4 Li HL, Chen DD, Li XH, Zhang HW, Lu YQ, Ye CL, Ren XD.
Changes of NFκB, p-53, Bcl-2 and caspase in apoptosis in-
duced by JTE-552 in human gastric adenocarcinoma cell line
AGS cells: role of reactive oxygen species. World J Gastroenterol
2002;8:431-435

5 张学军, 郭礼和. 细胞凋亡失调与疾病关系的研究. 中华医学杂
志  1998;78:565-566

6 Tu SP, Zhong J, Tan JH, Jiang XH, Qiao MM, Wu YX, Jiang
SH. Induction of apoptosis by arsenic trioxide and hydroxy
camptothecin in gastric cancer cells in vitro .  World J
Gastroenterol  2000;6:532-539

7 Xu AG, Li SG, Liu JH, Shen JG, Jiang B, Gan AH. Correlation
between apoptosis and proliferation in gastric pre-carcinoma.
Zhonghua Yixue Zazhi  1999;79:185-186

8 Pan CJ, Zhong P, Huang XR, Liu KY, Wang SX. Study on the
correlation between proliferation and apoptosis in atrophy
and intestinal metaplasia of gastric mucosa. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2000;8:143-146

9 Correa P, Miller MJ. Carcinogenesis, apoptosis and cell
proliferation. Br Med Bull  1998;54:151-162

10 Brambilla E, Gazzeri S, Moro D, Caron de Fromentel C, Gouyer
V, Jacrot M, Brambilla C. Immunohistochemical study of P53
in human lung carcinomas. Am J Pathol  1993;143:199-210

11 Kikuyama S, Inada T, Shimizu K, Miyakita M, Ogata Y. P53,
Bcl-2 and thymidine phosphorylase as predictive markers of
chemotherapy in patients with advanced and recurrent gas-
tric cancer. Anticancer Res  2001;21:2149-2153

12 Meng FJ, Dai WS, Pan BR. P53 genes expression and its corre-
lation with metastasis and prognosis in gastric carcinoma.
Xin Xiaohuabingxue Zazhi  1996;4:677-678

13 Maehara Y, Tomoda M, Hasuda S, Kabashima A, Tokunaga
E, Kakeji Y, Sugimachi K. Prognostic value of P53 protein
expression for patients with gastric cancer-a multivariate
analysis. Br J Cancer  1999;79:1255-1261

14 Zhang L, Fu HM, Jin SZ, Huang R, Zhou CG. Overexpression
of P53 and relationship between extracellular matrix and
differentiation, invasion and metastasis of gastric carcinoma.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2001;9:992-996

15 Liu XP, Tsushimi K, Tsushimi M, Oga A, Kawauchi S, Furuya
T, Sasaki K. Expression of P53 protein as a prognostic indica-
tor of reduced survival time in diffuse-type gastric carcinoma.
Pathol Int  2001;51:440-444

16 Craanen ME, Blok P, Dekker W, Offerhaus GJ, Tytgat GN. Chro-
nology of P53 protein accumulation in gastric carcinogenesis.
Gut  1995;36:848-852

17 Wu MS, Shun CT, Sheu JC, Wang HP, Wang JT, Lee WJ, Chen
CJ, Wang TH, Lin TL. Overexpression of mutant P53 and c-
erbB-2 proteins and mutations of the p15 and p16 genes in
human gastric carcinoma: with respect to histological sub-
types and stages. J Gastroenterol Hepatol  1998;13:305-310

18 Wang J, Chi DS, Kalin GB, Sosinski C, Miller LE, Burja I,
Thomas E. Helicobacter pylori infection and oncogene expres-
sions in gastric carcinoma and its precursor lesions. Dig Dis
Sci  2002;47:107-113

19 Wang DX, Fang DC, Liu WW, Luo YH, Lu R. Study on the
loss of heterozygosity at YNZ22 gene and p53 gene alteration
in the gastric intestinal metaplasia. Jiefangjun Yixue Zazhi  2001;
26:36-38

20 Chou HK, Chen SL, Hsu CT, Chao YC, Tsao YP. Bcl-2 accel-
erates retinoic acid-induced growth arrest and recovery in
human gastric cancer cells. Biochem J  2000;348:473-479

21 戴洁, 于淑霞, 祁晓莉, 簿爱华, 许永利, 郭中英. Bcl-2, c-myc 蛋
白在胃癌前病变 胃癌中的表达. 华人消化杂志  1998;6(特刊
7):494-495

22 Walker C, Robertson L, Myskow M, Dixon G. Expression of
the Bcl-2 protein in normal and dysplastic bronchial epithe-
lium and in lung carcinomas. Br J Cancer  1995;72:164-169

23 Wang YK, Ji XL, Ma NX. Expressions of P53, Bcl-2 and c-

772                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 4 月 15 日  第 12 卷  第 4 期



erbB-2 proteins in precarcinomatous gastric mucosa. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  1999;7:114-116

24 Inada T, Kikuyama S, Ichikawa A, Igarashi S, Ogata Y. Bcl-2
expression as a prognostic factor of survival of gastric
carcinoma. Anticancer Res  1998;18:2003-2010

25 Muller W, Schneiders A, Hommel G, Gabbert HE. Prognostic
value of Bcl-2 expression in gastric cancer. Anticancer Res  1998;
18:4699-4704

26 Gao HJ, Bai JF, Peng YS, Sun G, Zhao HL, Lv XZ, Zhao ZQ,
Xiao SD. Expression and mutual relationship of tumor sup-
pression gene and apoptosis regulating gene in gastric carci-
noma and paracancerous tissues. Zhonghua Xiaohua Zazhi
2000;20:178-181

27 Noda H, Maehara Y, Irie K, Kakeji Y, Yonemura T, Sugimachi
K. Increased proliferative activity caused by loss of p21(WAF1/
CIP1) expression and its clinical significance in patients with

early-stage gastric carcinoma. Cancer  2002;94: 2107-2112
28 Konno S, Takebayashi Y, Aiba M, Akiyama S, Ogawa K. Clini-

copathological and prognostic significance of thymidine phos-
phorylase and proliferating cell nuclear antigen in gastric
carcinoma. Cancer Lett  2001;166:103-111

29 Maeda K, Chung YS, Onoda N, Kato Y, Nitta A, Arimoto Y,
Yamada N, Kondo Y, Sowa M. Proliferating cell nuclear anti-
gen labeling index of preoperative biopsy specimens in gastric
carcinoma with special reference to prognosis. Cancer  1994;
73:528-533

30 吴华星, 赵玉兰, 潘林娜, 武春龙, 冯占军. 内镜下胃癌活检标本
PCNA 的表达及意义. 世界华人消化杂志  2003;11:92-93

31 Chiang CP, Lang MJ, Liu BY, Wang JT, Leu JS, Hahn LJ, Kuo
MY. Expression of proliferating cell nuclear antigen (PCNA)
in oral submucous fibrosis, oral epithelial hyperkeratosis and
oral epithelial dysplasia in Taiwan. Oral Oncol  2000;36:353-359

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2004年版权归世界胃肠病学杂志社

• 消息 •

World Journal of Gastroenterology 编委会组成

World Journal of Gastroenterology WJG 编辑委员会由来自 53 个国家的 179 位消化病学专家组成 具

有广泛的代表性 特别是聘请了一批工作在临床和科研一线 具有良好科学记录的中青年专家为评委. 分别来

自以下国家: ALBANIA(1) ALGERIA(1) ARGENTINA(2) AUSTRIA(1) BELARUS(1) BELGIUM(1)

BRAZIL(1) CANADA(1) CHINA(38) COSTA RICA(1) DENMARK(1) EGYPT(1) FINLAND(1)

GERMANY(7) GREECE(1) HUNGARY(2) ICELAND(1) INDIA(2) IRAN(1) IRELAND(1) ISRAEL

(1) ITALY(2) JAPAN(3) KENYA(1) LATVIA(1) LITHUANIA(1) MACEDONIA(1) MALAYSIA(2)

MONACO(1) NEW ZEALAND(1) PHILIPPINES(1) POLAND(2) ROMANIA(1) RUSSIA(3) SINGAPORE

(1) SLOVENIA(3) SOUTH AFRICA(1) SOUTH KOREA(2) SPAIN(1) SRI LANKA(1) SWEDEN(2)

SWITZERLAND(2) THAILAND(1) THE NETHERLANDS(1) TURKEY(1) UNITED KINGDOM(7) UNITED

STATES(55) YUGOSLAVIA(1).WJG 编委的任务是针对论文的科学性 创新性和先进性及可读性进行评价和修

改 并针对我国现阶段科学研究整体水平和科研人员英文报告撰写能力的实际情况对稿件提出具体的建设性意见;

对投送 WJG 稿件的题名 摘要 引言 材料和方法 结果和讨论等进行综合评价 根据是否能较好地反映

我国或国际消化病学临床和基础的先进水平决定所投论文是否被接受. 目前 投送 WJG 稿件的质量差别较大

有些论文的科学性 可读性方面的问题较多. 为此 WJG 制定了稿件评审要点 对控制 WJG 的学术质量起到

了核心作用.

伍银桥, 等. 胃癌变前后凋亡相关蛋白和PCNA的表达                                                  773



World Chin J Digestol  2004 April;12(4):774-777
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

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

• 肝癌 LIVER CANCER •

肝癌患者树突状细胞融合肝癌细胞体外诱导特异性抗肝
癌免疫

王   亮, 殷晓煜, 吕明德, 李宝金, 黄洁夫

王亮, 殷晓煜, 吕明德, 李宝金, 黄洁夫, 中山大学附属第一医院肝胆外
科  广东省广州市  510080
国家自然科学基金资助课题, No. 30100180
项目负责人: 殷晓煜, 510080, 广东省广州市, 中山大学附属第一医院肝胆
外科.  yinxy@21cn.com
电话: 020-87765183    传真: 020-87765183
收稿日期: 2003-11-26    接受日期: 2003-12-16

Eliciting specific antitumor immunity
against hepatocellular carcinoma in
vitro by fusions of HCC patient-derived
dendritic cells with HCC cells

Liang Wang, Xiao-Yu Yin, Ming-De Lu, Bao-Jin Li, Jie-Fu Huang

Liang Wang, Xiao-Yu Yin, Ming-De Lu, Bao-Jin Li, Jie-Fu Huang,
Department of Hepatobiliary Surgery, the First Affiliated Hospital, Sun
Yat-sen University, Guangzhou 510080, Guangdong Province, China
Supported by the National Natural Science Foundation of China,
No. 30100180
Correspondence to: Dr. Xiao-Yu Yin, Department of Hepatobiliary
Surgery, the First Affiliated Hospital, Sun Yat-sen University, Guangzhou
510080, Guangdong Province, China.  yinxy@21cn.com
Received: 2003-11-26    Accepted: 2003-12-16

Abstract
AIM: To investigate the ability of fusions of HCC patient-
derived dendritic cells (DC) with HCC cells to induce au-
tologous T lymphocytes to elicit specific immunity against
HCC in vitro.

METHODS: Dendritic cells isolated from HCC patient pe-
ripheral blood were cultured and proliferated in vitro for
one week by using recombinant human granulocyte/mac-
rophage-colony stimulating factor (rhGM-CSF) and
interleukin-4 (rhIL-4).  Expression of DC surface markers
was assessed by flow cytometry.  Fusions of DC with HepG2
cells (HepG2/DC) were achieved by polythyleneglycol (PEG).
The ability of HepG2/DC to stimulate proliferation and differ-
entiation of autologous T lymphocytes was assessed by MTT
method, and the specific killing efficacy of HepG2/DC-induced
cytotoxic T lymphocytes (CTL) to HepG2 was evaluated.

RESULTS: Following one week culture, DC presented a high-
level expression of CD1a, HLA-DR, CD54, CD80 and CD86.
Fusions had remarkably greater ability to stimulate pro-
liferation of autologous T lymphocytes in comparison with
HepG2, HepG2+DC, DC and PBS, with an A value of 0.816±
0.019 vs 0.541±0.020, 0.632±0.018, 0.564±0.018, 0.345±0.013,
respectively (P<0.05). The HepG2/DC-activated CTLs showed
a potent specific killing efficacy to HepG2.

CONCLUSION: Fusions of HCC patient-derived DC with HCC
cells can effectively stimulate autologous T lymphocytes

to elicit specific antitumor immunity against HCC, and may
represent as a promising approach of immunotherapy for HCC.

Wang L, Yin XY, Lu MD, Li BJ, Huang JF. Eliciting specific antitumor
immunity against hepatocellular carcinoma in vitro by fusions of HCC
patient-derived dendritic cells with HCC cells. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(4):774-777

摘要

目的: 探讨肝癌(HCC)患者树突状细胞(DC)融合 HCC 细

胞体外诱导同源 T 淋巴细胞产生特异性抗 HCC 免疫的

效能.

方法: 应用人重组粒细胞/巨噬细胞集落刺激因子(rhGM-

CSF)和白介素-4(rhIL-4)对肝癌患者外周血单个核细胞

进行体外诱导产生树突状细胞 流式细胞仪检测 DC表

面标志物表达水平 聚乙二醇融合 D C 与肝癌细胞

HepG2 MTT 法测定融合细胞(HepG2/DC)刺激同源 T

淋巴细胞增生 分化能力 细胞毒性试验检测 HepG2/

DC 诱导的细胞毒 T 淋巴细胞(CTL)对 HepG2 的特异性

杀伤作用.

结果: 体外培养 1 wk 后的 DC 高度表达 CD1a HLA-

DR CD54 CD80 和 CD86 融合细胞 HepG2/DC 刺激

同源T淋巴细胞增值能力显著高于HepG2 HepG2+DC

DC 及 PBS A 值分别为 0.816±0.019 0.541± 0.020

0.632±0.018 0.564±0.018 0.345±0.013 (P <0.05)

HepG2/DC 活化的 CTL 对 HepG2 具有明显的特异性杀伤

作用.

结论: HCC 患者外周血 DC 融合 HCC 细胞可有效诱导同

源 T 淋巴细胞产生特异性抗 HCC 免疫 可望成为一条

HCC 免疫治疗的有效途径.
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0   引言

树突状细胞(dendritic cell DC)是人体内专职的抗原呈递

细胞 他能有效活化同源 T 淋巴细胞产生抗原特异性免

疫应答[1-2] 利用 DC 呈递肿瘤抗原进而诱导特异性抗肿

瘤免疫是当今肿瘤免疫治疗领域的一个研究热点[3-10]

其关键之处是如何使DC能有效呈递肿瘤抗原. DC与肿



瘤细胞融合是最近发展起来的新技术[11-12] 他能确保

DC在获得肿瘤细胞全部基因的基础上表达并呈递多种

肿瘤抗原. 我们通过体外实验探讨DC融合肝细胞性肝癌

(hepatocellular carcinoma HCC)细胞诱导同源T淋巴细胞

产生特异性细胞毒性 T 淋巴细胞(cytotoxic T lymphocyte

CTL)及其对 HCC 细胞的杀伤效能.

1   材料和方法

1.1 材料  2.5 g/L 胰蛋白酶液 +0.2 g/L EDTA RPMI1640

培养基购自 Gibco 公司; 胎牛血清购自 Hyclone 公司;

20 mmol/L HEPES 为 Sigma 公司产品; 2 mmol/L 谷氨酰

胺购自 Gibco 公司; 500 mL/L 聚乙二醇购自 Sigma 公司;

淋巴细胞分离液购自上海试剂二厂; 四甲基偶氮唑盐

(MTT)为上海生工公司产品 用 0.02 mol/L PBS 液配制

5 g/L 储存液; 重组人粒细胞 / 巨噬细胞集落刺激因子(

rhGM-CSF) 重组人白介素-4(rhIL-4)及重组人白介素-

2(rhIL-2)购自 Sigma 公司; 鼠抗人 CD1a-FITC(异硫氰酸

荧光素) HLA-DR-FITC CD14-PE(藻红朊荧光素)

CD54-PE CD80-PE 和 CD86-FITC 为 Pharmingen 及

Caltag公司产品; 细胞毒性分析试剂盒(Cyto Tox 96Non-

Radicative Cytotoxicity Assay Kit )为 Promega 公司产品;

HepG2 人肝癌细胞株 BEL-7402 人肝癌细胞株和

SMM-1990人胰腺癌细胞株均由中山大学动物实验中心

提供; 流式细胞仪为美国 Beckman-Coulter 产品.

1.2 方法  取 4 例 HCC 患者外周血肝素抗凝 以淋巴

细胞分离液分离外周血单个核细胞(peripheral blood

mononuclear cells PBMC) 无钙镁 Hanks 液(pH7.2)洗涤

3 遍 将细胞密度调节为 109/L 后加入 6 孔板培养 2 h

吸去悬浮细胞(淋巴细胞)另作培养 留下贴壁细胞并

加入含 GM-CSF(100 µg/L) IL-4 (20 µg/L) 100 mL/L

胎牛血清的 RPMI1640 培养液 在 37 50 mL/L CO2

孵箱中培养 2-3 d 半量更换培养液 培养 7 d. 将收

集的淋巴细胞用含人 IL-2 (20 kU/L)的 RPMI1640 培养液

培养 备用. 采用流式细胞仪检测 DC 表面 CD1a HLA-

DR CD14 CD54 CD80 和 CD86 的表达. 肝癌细胞株

HepG2 经 Co60 照射(30Gy)后 将 DC 与 HepG2 按 3 1

的比例加入含 500 mL/L 聚乙二醇的 RPMI1640 混合

培养 5 min 用 RPMI1640 缓慢稀释 洗涤 以含

rhGM-CSF(50 µg/L)的 RPMI1640 培养液培养融合细胞

(HepG2/DC) 2 d 待用. 淋巴细胞增生试验设 5 组: A 组:

HepG2/DC 与同源 T 淋巴细胞培养(1 5); B 组: HepG2

与同源 T 淋巴细胞培养; C 组: HepG2+DC 与同源 T 淋巴

细胞培养; D组: DC与同源T淋巴细胞培养; E组: PBS与

同源 T 淋巴细胞培养. 各组置于 96 孔板混合培养 48h

后 加入 MTT(5 g/L)10 µL 继续培养 8 h 离心培养板

(2 000 r/min 10 min) 弃上清 加 DMSO 100 µL/ 孔

轻轻震荡 待结晶完全溶解后再放置 10 min 于570 nm

测定 A 值. 每组设 3 个复孔 取均值. 将融合细胞和淋

巴细胞按 1 10 比例混合 以含人 IL-2 (20 kU/L)的

RPMI1640 培养液培养 1 wk 收集淋巴细胞作为 CTL.

采用乳酸脱氢酶释放法测定细胞毒性 96 孔培养板每

孔加入 0.05 mL(细胞密度 2×105/mL)HepG2 BEL-7402

和 SMM-1990 肿瘤细胞 按效应细胞与靶细胞 10 1

20 1 40 1 的比例加入 CTL(体积为 0.05 mL) 每

种条件设 3 个复孔 并分别设立效应细胞和肿瘤细胞

对照 置于 37 50 ml/L CO2 孵育 6 h 然后收集上

清 0.05 mL 加入底物 0.05 mL 室温避光作用 30 min

加入 0.05 mL 终止液 用酶标仪于 490 nm 处测定 A 值.

细胞毒性(%) (效应细胞和靶细胞组A-效应细胞对照组

A- 自发释放组 A)/(最大释放组 A- 自发释放组 A)×100%.

        统计学处理  结果以 mean±SD 表示 采用 SPSS 10.0

作统计分析 采用 t 检验.

2   结果

2.1 树突状细胞的获取及鉴定  HCC 患者 PBMC 中的贴

壁细胞培养 2 d 后 可见均匀散布的细胞聚体形成并有

少量悬浮细胞 悬浮细胞体积仍较小; 继续培养3-4 d 悬

浮细胞明显增多并聚集成大小不一的细胞团; 至 6-7 d

细胞分散悬浮 体积变大 毛刺多而密 呈现典型的成

熟DC形态. 流式细胞仪检测结果显示 73.7%以上的细

胞表达 DC 标志分子 CD1a 而单核细胞标志分子 CD14

小于 8.4% 表明经 rhGM-CSF 与 rhIL-4 细胞因子诱导

后大部分单核细胞转变成 DC. 此外 DC 尚高水平表达

HLA-DR(86.5 ) CD54(94.9 ) CD80(83.1 )和 CD86

(75.3 )多种共刺激因子.

2.2 淋巴细胞增生试验  各组混合淋巴细胞培养结果可

见融合细胞(HepG2/DC A: 0.816±0.019*)刺激同源淋巴细

胞增生能力显著高于其他各组(HepG2 A: 0.541±0.020;

HepG2+DC A : 0.632±0.018; DC A : 0.564±0.018;

PBS A : 0.345±0.013; *P <0.05).

2.3 CTL 特异性杀伤效能  在各种不同的效靶细胞比例

条件下 HepG2/DC 诱导的 CTL 对 HepG2 BEL-7402

和 SMM-1990 的杀伤效能可见 其对 HepG2 的杀伤率

显著高于 BEL-7402 和 SMM-1990 并随效靶细胞比例

增高而升高 以 40 1 时杀伤效能为最佳(图 1).

图 1  CTL 对不同靶细胞的细胞毒性.
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3   讨论

DC 是人体内最重要的专职抗原呈递细胞 成熟的 DC

细胞表面表达有丰富的 MHC-I II 类分子及 CD54

CD80 CD86 等多种共刺激分子 能直接活化原始

CD4+ 及 CD8+T 淋巴细胞 产生抗原特异性免疫应答反

应[1]. 近年来 随着应用 GM-CSF 和 IL-4 体外成功培

养 扩增 DC 技术的出现 有关 DC 在诱导抗肿瘤免

疫方面的作用受到了人们的极大关注. 已有研究[6-8, 13-17]

表明 应用 DC 呈递肿瘤抗原可以成功诱导特异性抗黑

色素瘤 甲状旁腺癌 肾癌 前列腺癌 胰腺癌 淋巴

瘤及白血病等免疫应答. 利用 DC 诱导特异性抗肿瘤免

疫的关键之处是要确保 DC 能有效呈递肿瘤抗原.

       目前通常采用以下 3 种途径使 DC 负载并呈递肿瘤

抗原: (1)与肿瘤肽裂解产物混合培养[18]. 该方法虽然简

便 但由于肿瘤抗原需经 DC 吞噬 加工才得以呈递

而 DC 一旦成熟即散失吞噬功能 故难以保证 DC 能有

效地呈递肿瘤抗原; 此外 经此途径获取的肿瘤抗原属

于外源性的 DC 呈递时主要活化 CD4+T 淋巴细胞而非

诱导 CTL 的生成 而后者才是抗肿瘤的主导力量[1]. (2)

与肿瘤提取的 mRNA 混合培养[17]. 由于体外 mRNA 极不

稳定 在提取及被 DC 吞噬过程中容易遭受破坏 不

能确保在 DC 内能有效合成肿瘤抗原. (3)直接转染编码

特异性肿瘤抗原的基因[19]. 该方法仅适用于已有确定特

异性抗原的肿瘤 且这种针对单一抗原的免疫应答不

利于杀灭所有的肿瘤细胞 因为肿瘤细胞可通过下调

该基因的表达而发生 免疫逃逸 . 上述三种途径使 DC

负载肿瘤抗原的效力往往较差 尤其是对象 HCC 这样

免疫原性较弱且缺乏确定特异性抗原的肿瘤 这可能

是至今为止极少见有应用上述三种途径诱导特异性抗

HCC 免疫研究报道的原因.

        最近 Gong et al [20-21]采用细胞融合技术将人 DC 与

人卵巢癌 乳腺癌肿瘤细胞融合 融合的 DC 能有效地

诱导同源 T 淋巴细胞产生特异性抗肿瘤 CTL. 该方法的

优点是融合的 DC 含有肿瘤细胞的全部 DNA/RNA 从

而能确保 DC 有效地呈递各种已知及未知的肿瘤抗原

由此可激发针对多种肿瘤抗原的特异性细胞免疫应答

有利于杀灭更多的肿瘤细胞; 此外 经此途径获得的肿

瘤抗原为内源性抗原 DC 呈递时主要诱导 CD8+T 淋巴

细胞产生CTL免疫应答[1]. 该方法为以DC为基础的肿瘤

免疫治疗提供了一条新途径. 已有研究显示[22-23] 将正

常的鼠源 DC 与鼠肝癌细胞融合可以成功诱导同源鼠 T

淋巴细胞产生特异性抗肝癌免疫. HCC 患者外周血中

DC 低表达共刺激分子 存在一定的功能缺陷[24]. 有关

此类 DC 诱导同源 T 淋巴细胞产生特异性抗 HCC 免疫

的效能目前尚不清楚. 我们发现 HCC 患者外周血 DC

经 rhGM-CSF rhIL-4 体外共培养 1 wk 后不仅在形态

学上趋于成熟 而且流式细胞仪检测结果表明 DC 表达

高水平的 HLA-DR CD54 CD80 CD86 各种共刺

激分子 提示采用 rhGM-CSF rhIL-4 体外培养可以

改善 HCC 患者外周血 DC 的功能状态. 淋巴细胞混合培

养试验证明了HepG2/DC融合细胞能有效刺激同源T淋

巴细胞增生 显著高于单纯 DC 和 / 或 HepG2 的刺激

效能. 体外杀伤试验显示经 HepG2/DC 诱导产生的 CTL

对HepG2具有显著的特异性杀伤作用 杀伤能力随效靶

细胞比增高而增强. HCC 是我国常见的肿瘤之一[25-27]

恶性程度高 疗效差[28-33] 我们的结果表明 HCC

患者外周血来源的DC与肝癌细胞融合可以有效诱导特

异性抗 HCC 免疫应答 从而为 HCC 的免疫治疗提供

了一条新的可供选择途径.
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得出较明确的科学结论 实验证据是否充足. 临床研究重点应看其样本大小和统计学分析结果. (6)讨论: 是否条

理分明 有无系统的理论分析和有价值的科学结论. (7)参考文献: 文献引用是否恰当和充分 特别是最新文献

的引用情况. (8)综合评价: 论文的科学性 创新性和可读性是否能较好地反映我国或国际胃肠病学临床和基础研

究的先进水平.
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Abstract
AIM: To explore the effects of metastasis-suppressor gene
KAI1 on tumorigenicity and metastasis of hepatocellular
carcinoma cells MHCC97-H with high metastatic potential
in nude mice.

METHODS: The MHCC97-H hepatocellular carcinoma cells
with high metastatic potential transfected with sense or
antisense KAI1 expression plasmid in our previous experi-
ments were inoculated subcutaneously into nude mice. The
growth of subcutaneous tumor was observed, then the
subcutaneous tumor tissues were harvested and implanted
orthotopicly into nude mice liver. The tumor metastasis in
lung was carefully examined under microscope. MHCC97-H
and the cells transfected with vector pCI-neo, but without
KAI1 gene were used as control.

RESULTS: The different cells inoculated subcutaneously all
had tumorigenicity. There were no significant differences
in the speed of tumor growth among different groups, but
the antisense group showed stronger invasion ability than
others. The spontaneous metastasis to lung occurred in
latency period of six weeks via orthotopic implantation of
tumor tissue. Immunostaining showed strongly positive for

AFP in lung metastatic lesions, which indicated those were
lung metastatic lesions from hepatocellular carcinoma. The
number of lung metastatic lesions increased dramaticly in
antisense group (P =0.00 158), decreased significantly in
sense group (P =0.00 465) and no significant difference in
vector pCI-neo group (P =0.15 166), as compared with
their paternal MHCC97-H group.

CONCLUSION: The metastasis-suppressor gene KAI1 has
no significant effects on tumorigenicity and growth of
MHCC97-H hepatocellular carcinoma cells, but enhanced
KAI1 expression can decrease the invasion ability and
inhibit the metastasis, which offers an important clue to
investigate the anti-metastasis treatment for hepatocellular
carcinoma.

Peng ZH, Yang JM, Tang B, Si SH, Fang DC, Luo YH. Effects of me-
tastasis-suppressor gene KAI1 on tumorigenicity and metastasis of  hepa-
tocellular carcinoma MHCC97-H cells with high metastatic potential in
nude mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):778-781

摘要

目的: 研究肿瘤转移抑制基因KAI1对MHCC97-H细胞裸

鼠成瘤及转移的影响.

方法: 将已转染KAI1正 反义核苷酸的高转移潜能肝癌细

胞 MHCC97-H 接种裸鼠皮下 观察皮下肿瘤生长情况

再将皮下肿瘤组织进行裸鼠原位肝接种 观察接种后肿瘤

肺转移情况. 其中 转染空载体及未转染的MHCC97-H亲

本细胞作为实验对照组.

结果: 正义组 反义组 空载体组及亲本细胞组裸鼠皮下

均成瘤 肿瘤出现的时间 肿瘤块生长的速度无明显差异

生长方式上反义组表现出明显的侵袭性. 原位肝接种6 wk

后裸鼠肺部均出现癌巢 AFP染色可见癌巢中肿瘤细胞质

有黄色颗粒沉着 证实为肝癌转移至肺形成的转移灶. 与

MHCC97-H亲本细胞组比较 反义组转移灶数目明显增加

(P =0.0 0158) 正义组转移灶数目明显减少(P =0.00 465) 差

异均有显著性 而载体组转移灶数目无明显变化(P =0.15 166).

结论: 肿瘤转移抑制基因KAI1对MHCC97-H细胞裸鼠成

瘤性及肿瘤生长无明显影响 但上调KAI1蛋白的表达水平

能在一定程度上降低肿瘤的侵袭性 抑制转移的发生. 这为

肝癌的抗转移治疗研究提供了重要线索.

彭志红, 杨建民, 唐波, 司遂海, 房殿春, 罗元辉. KAI1 基因对 MHCC97-H 细

胞裸鼠成瘤及转移的影响. 世界华人消化杂志  2004;12(4):778-781
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0   引言

原发性肝癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一[1-9]. 肝癌

发病隐匿 发展迅速[10-12] 大多数患者在确诊时已有

转移[13-16] 不宜或无法切除[17-19] 死亡率位列我国恶

性肿瘤病死率的第二位[20] 而术后大部分患者死于复

发. 转移和复发是影响肝癌预后的主要因素. 因此 阐

明肝癌转移 复发的发生机制 寻求有效的抗转移治疗

措施 对改善肝癌患者预后有重要意义. KAI1基因是在

前列腺癌细胞中发现的一种肿瘤转移抑制基因 属跨膜

4超家族(transmembrane 4 superfamily TM4SF)成员. 已有

研究表明其在多种恶性肿瘤如卵巢癌[21] 宫颈癌[22]

子宫内膜癌[23]等中表达减少 但对肝癌的影响国内外

研究较少 而且多均从组织病理学角度进行 在裸鼠体

内进行实验 模拟肝癌体内发生 发展 转移的研究未

见报道. 我们即从该角度入手 建立裸鼠肝癌成瘤及转

移模型 探讨 KAI1 基因对肝癌侵袭 转移的影响

为肝癌的抗转移治疗提供线索.

1   材料和方法

1.1 材料  MHCC97-H 肝癌细胞系为上海复旦大学医学

院附属中山医院肝癌研究所建立的高转移潜能细胞

属贴壁生长型[24]. 我们前已利用亚克隆技术构建了人类

KAI1 全长正 反义结构基因哺乳动物真核表达质粒

通过 DOTAP脂质体介导的转染系统分别将其转入该肝

癌细胞中 并进行了基因整合和表达的鉴定 说明基因

转染成功 可获得预期 KAI1 蛋白表达[25]. 转染有 KAI1

正义基因的肝癌细胞重新命名为 MHCC97-H-S 转染

KAI1 反义基因的肝癌细胞命名为 MHCC97-H-AS 转

染有 pCI-neo 空载体的肝癌细胞命名为 MHCC97-H-pCI.

细胞培养条件为: 高糖 DMEM(Hyclone 公司)加 100 mL/L 优

等胎牛血清(Hyclone 公司)和两种抗生素(青霉素 100 mg/L

链霉素 100 mg/L) 37 50 mL/L CO2 饱和湿度培

养. 实验用BALB/c裸鼠购自华中科技大学同济医学院动

物学部(生产合格证号: 医动字第 19-52 号). 共 80 只 先

后分为两批 每批 40 只 均为 4-6 周龄 质量 17-

20 g. 每批随机分为 4 组 每组 10 只 分别为正义组 反

义组 MHCC97-H 亲本细胞组 空载体组. 饲养在重庆

医科大学动物中心 恒温(25-27 ) 恒湿(45-50 )

新鲜空气高度除尘除菌 无特殊病原体(SPF)环境下饲

养. 动物置于有机玻璃饲养盒内 安放于层流式超净架

内 每只饲养盒内饲养 5 只动物 灭菌处理的水和饲料

供动物自由摄入. 实验过程为无菌操作.

1.2 方法  将处于对数生长期癌细胞培养液丢弃 用无

菌中性PBS洗涤细胞1次 胰酶消化 从培养瓶洗脱下

吹打成单细胞悬液. 离心后重悬 密度约为 5 1010/L

在1 h内将0.2 mL单细胞悬液接种于裸鼠右侧背部皮下.

接种后密切观察接种部位肿瘤的生长情况. 在皮下肿瘤

长至直径1 cm左右时用脱颈法处死裸鼠 取肿瘤组织

仔细去除表面的纤维包膜 血管 用 PBS 缓冲液漂

洗后放入盛 DMEM 培养液的培养皿中 切成约 1 mm3

小块瘤组织待用. 每组处死 1 只 其余继续饲养观察.

用 30 g/L 硫酸戊巴比妥钠腹腔注射法麻醉裸鼠 剂量

40-50 mg/kg. 动物取仰卧位 皮肤用 5 g/L 碘伏消毒 2

次 铺无菌孔巾. 取左肋缘下切口 长约 1-2 cm 分

层切开腹壁 进入腹腔 暴露肝脏左叶. 轻轻将肝左

叶拖出腹腔置于湿纱布上 在其表面做 0.3 cm 斜切

口 压迫止血 将瘤组织块植入肝内 每组每只约

3 块瘤组织 压迫切口 待切口表面血凝将肝脏轻

轻地送回腹腔 6-0 的无损伤缝线逐层缝合腹膜 腹

壁肌肉及皮肤 无菌饲养(Cancer Res 1993;53:1204).

每周观察动物 1 次 用精密卡尺测量肿瘤最大直径和

垂直短径. 参照文献(中华医学杂志 2000;80:831) 测

量肿瘤长短径 肿瘤体积为长径 短径 2 0.5 绘

制各组肿瘤生长的体积曲线. 接种 8 wk 后处死裸鼠

肿瘤组织行 HE 染色. 原位肝接种肿瘤接种 6 wk 后处

死裸鼠 观察肝脏肿瘤组织侵犯周围脏器 组织情况

测量肿瘤大小 取肝脏肿瘤组织甲醛固定 石蜡包

埋 HE 染色. 切除所有肺组织 40 g/L甲醛溶液固定

石蜡包埋. 双肺蜡块取5个冠状切面 每个切面连续切

5 张 每张厚 4-5 µm 每个切面之间相距 0.8 mm (以

最大冠状切面为中心) 切片做 HE 染色 在镜下进行

肺转移结节记数(同一个结节出现于不同切面上按一个

结节计) 比较各组肺转移结节数目的差异. 取肺组织

石蜡切片用 SP 法行 AFP 免疫组化染色 对转移灶行

定性观察. 兔抗人AFP多克隆抗体及SP免疫组化试剂

盒均为北京中山公司产品. 具体步骤按照试剂盒说明

进行.

        统计学处理  所有实验数据均经t 检验.

2   结果

2.1 皮下接种后肿瘤  裸鼠共 40 只 在实验过程中无

意外死亡 均存活. 在皮下注射肿瘤细胞悬液后各组均

在 2 wk 左右出现肿瘤组织块 随后肿瘤组织块增长迅

速 并逐渐可见肿瘤表面红色粗大的肿瘤血管. 接种

8 wk 后处死裸鼠 分离切除皮下肿瘤块 并测量其大

小. 在分离过程中可见肿瘤组织呈鱼肉状 质脆 易出

血 中间可见坏死 肿瘤与深部组织呈浸润性生长(表

1 图 1 ) .

表 1  正 反义 KAI1 基因转染的肝癌细胞皮下和原位肝接种的侵犯部位

肿瘤        皮下种植肿瘤(n =10)            肝种植肿瘤(n =10)

分组                       股骨           脊柱           腹膜     膈肌     肠系膜

反义组 4        5 6 4 2

正义组 0        1 1 0 0

97 组 2        3 3 2 1

载体组 3        2 4 1 1

2.2 原位肝接种后肿瘤  裸鼠共 40 只 在实验过程中也

彭志红, 等. KAI1 基因对 MHCC97-H 细胞裸鼠成瘤及转移的影响                                                  779



无意外死亡 均存活. 接种 6 wk 后裸鼠衰竭 处死裸

鼠 打开腹腔 可见肝脏部位白色肿瘤组织块 表

面凹凸不平结节状 有丰富的肿瘤血管. 肿瘤侵犯大部

分肝脏 只存留少量肝组织 有的可见肿瘤组织与腹

膜 腹壁 肠系膜等组织粘连 有一只可见膈肌上

白色癌灶. 分离肿瘤组织时见肿瘤组织呈鱼肉状 质

脆 易出血 中间可见坏死. 各组肿瘤组织侵犯周围

脏器 组织(表 1 图 2). 巨检见双肺呈暗红色 未见

明显转移结节. 镜检见转移灶分布于周边肺 以间质内

微转移瘤和血管内瘤栓为主 灶内癌细胞体积明显增

大 核大浆少 多见病理性核分裂像. 如上方法记数

转移情况 可见反义组转移灶数目为 27.7 3.8 个 /

只 正义组转移灶数目为 16.1 2.2 个 / 只 载体组

转移灶数目为 21.6 3.6 个 / 只 MHCC97-H 亲本细胞

组为 19.3 2.3 个 / 只. 其中 与 MHCC97-H 亲本细胞

组比较 反义组转移灶数目明显增加 正义组转移灶

数目明显减少 差异均有显著性(P <0.01) 而载体组

转移灶数目无明显变化(P >0.1). 肺转移灶及肺血管瘤栓

(图 3 4). 肺转移灶的 AFP 表达部位主要在上述核大浆

少 细胞聚集的细胞团块内 呈细胞质着色 可见癌

巢中肿瘤细胞质有黄色颗粒沉着(图 5). 证明这些细胞团

图 1  皮下肿瘤生长曲线.

图 2  肝肿瘤 HE 200.

图 5  肺转移瘤 AFP 染色 200.图 4  肺血管内瘤栓 200.

图 3  肺转移瘤 HE 200.

块确是肝癌转移至肺形成的转移灶.

3   讨论

肿瘤细胞的侵袭转移是一个复杂的生物学过程 涉及

癌细胞从原发灶脱落 侵袭和穿透基底膜 降解细胞外

基质 向远处转移等. 因此 深入研究肝癌转移的发生

机制 寻求有效的抗转移治疗措施 对改善肝癌患者预

后具有重要意义. KAI1基因是前列腺癌的转移抑制基因.

该基因定位于人类染色体 11p11.2 全长约 80 kb 包

括 8 kb 的 5  区域 10 个外显子 9 个内含子和 8 kb

的 3 区 编码产物为含 267 个氨基酸的细胞膜糖蛋白

Mr 29 610. 其分子结构中含有 4 个跨膜功能区和一个大

的胞外糖基化功能区 因而结构上属跨膜 4 超家族

(transmembrane 4 superfamily TM4SF) 成员 其生物

学功能至今仍有诸多不清楚的地方. 他们在细胞膜上的

定位和广泛的糖基化提示他们在细胞与细胞及细胞与

胞外基质的相互作用中发挥功能 而这些作用在肿瘤

的侵袭和转移中具有十分重要的意义. 特别是这些分子

的N糖基化与其抑制转移作用是一致的 因为N端连接

寡聚糖的过程与转移表型有关. 研究发现 MRP1 基因产

物与细胞的穿透性和运动性有关 并可降低某些肿瘤细

胞的转移潜能 而且在肿瘤细胞中 MRP-1 与 KAI1 变

化具有一致性. 另外大部分TM4SF成员同B细胞MHC
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类糖蛋白或 T 细胞的 CD4 和 CD8 分子介导细胞和周围

环境的信号转导 进而影响细胞的运动和分化.

       本实验可看出 从生长速度看 皮下肿瘤和肝原

位 种 植 肿 瘤 各 组 基 本 一 致 说 明 K A I 1 基 因 对

MHCC97-H 肝癌细胞的生长无明显影响 这与前期的

体外实验结果是一致的 即转染正 反义 KAI1 基因

及空载体细胞与原细胞株比较 绘制的生长曲线无差

异 也与 Takaoka et al 在结肠癌 Dong et al 在前列腺

癌细胞中的研究结果一致. 从生长方式看 反义组明显

呈浸润性 皮下肿瘤表现为与深部组织融合生长 有

的甚至侵犯脊柱 原位肝种植肿瘤表现为分别侵犯腹

膜 皮下组织 肠系膜甚至膈肌(在膈肌上形成白色

转移灶) 载体组 MHCC97-H 亲本细胞组则浸润性

较差 而正义组则几乎未见周围脏器 组织浸润 说

明 KAI1 基因影响肿瘤的侵袭性 反义基因使 KAI1 基

因的功能减弱 在动物体内具体表现为反义组肿瘤组

织侵袭性增强 而正义基因则明显增强了其功能 表

现为肿瘤组织向周围组织的侵袭能力减弱 这与我们

以前体外Boyden Chamber侵袭实验的结果一致. 从KAI1

基因对肺转移的影响看 反义组转移灶数目为 27.7

3.8 个 / 只 正义组转移灶数目为 16.1 2.2 个 / 只 载

体组转移灶数目为 21.6 3.6 个 / 只 MHCC97-H 亲本

组为 19.3 2.3 个 / 只. 与 MHCC97-H 亲本细胞组比较

反义组转移灶数目明显增加(P =0.00 158) 正义组转移

灶数目明显减少(P =0.00 465) 差异均有显著性 而

载体组转移灶数目无明显变化(P =0.15 166). 说明 KAI1

反义基因明显促进了肺转移的发生 即 KAI1 基因失去

了其肿瘤转移抑制作用而使转移更易发生 而正义基

因上调了KAI1蛋白的表达水平从而在一定程度上抑制

了转移的发生. 提示上调KAI1基因在肝癌细胞内的表达

可能是抑制肝癌转移的一条有效途径 这为肝细胞癌

的抗转移治疗提供了实验基础.

       肿瘤转移的发生过程极其复杂 他涉及肿瘤细胞

与细胞之间 肿瘤细胞与细胞外基质之间以及细胞外

基质与细胞外基质之间的相互作用. 在今后的工作中

为进一步研究 KAI1 影响转移的可能机制 我们拟从

细胞外基质成分入手 探讨 KAI1 对细胞外基质各成分

表达的影响.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of heat shock protein
70 (HSP70) and caspase 3 protein and their clinical signifi-
cance in hepatocellular carcinomas and surrounding liver tissues.

METHODS: The expression of HSP70 and caspase 3 pro-
tein were detected by immunohistochemistry in hepatocel-
lular carcinomas (HCC) and their surrounding liver tissues.

RESULTS: The positive rate and intensity of HSP70 in HCCs
were significantly higher than those in pericarcinomatous
liver tissues (68.6% vs 31.4%, P <0.01), and these of
caspase protein were significantly lower (17.1% vs 35.7%,
P <0.01). The expression level of HSP70 and caspase protein
in HCCs was remarkably related to differentiation degree
and tumor size of HCCs, and the poorer differentiation,
the stronger the expression of HSP70 (F =5.219 and 5.421
respectively, P <0.01), the weaker the expression of caspase
3 protein (F =5.944 and 4.571 respectively, P <0.01). The
correlation analysis indicated that there was a negative
relationship between expression of HSP70 and caspase
protein in HCC and their surrounding liver tissues (r = 0.4 126
and 0.5 237 respectively, P <0.01).

CONCLUSION: The expression of HSP70 may make un-
controlled growth and unceasingly increased malignant de-
gree of HCC by accelerating cell transformation and prolif-
eration and inhibiting apoptosis. HSP70 may be an important
marker for evaluation of prognosis in patients with HCC.

Peng SH, Deng H, Feng DY, Zheng H. Expression of HSP 70 and
caspase 3 and their significance in hepatocellular carcinoma tissues.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):782-784

摘要

目的: 研究热休克蛋白70和caspase 3在肝细胞癌及癌旁肝

组织中的表达及其临床意义.

方法: 利用免疫组织化学检测70例肝细胞癌及其癌旁肝组

织中 HSP70 和 caspase 3 蛋白的表达.

结果: HCC中HSP70的阳性率和阳性强度明显高于癌旁肝组

织(68.6%vs 31.4% P <0.01) 而 caspase3 蛋白的阳性率

和阳性强度明显低于癌旁肝组织(17.1%vs 35.7% P <0.01).

在HCC中HSP70和caspase3蛋白的表达强度与HCC的分

化程度和肿瘤的大小明显相关 分化愈差和肿瘤愈大

HSP70 表达愈强(分别为: F =5.219 和 5.421 P 均<0.01)而

caspase3蛋白表达愈弱(分别为F =5.944和4.571 P均 <0.01).

统计学分析显示在 HCC 及其癌旁肝组织中 HSP70 和

caspase 3蛋白的表达呈明显负相关(分别为: r  =-0.4 126和

-0.5237 P 均<0.01).

结论: 本文结果提示在HCC发生过程中HSP70的表达可能

通过促进细胞的转化和增生及抑制细胞的凋亡 使HCC呈

现无限制的生长及恶性程度不断增高; 检测HSP70有望能

成为判断HCC预后的重要指标之一.

彭绍华, 邓虹, 冯德云, 郑晖. 肝癌组织 HSP70 和 caspase 3 的表达意义. 世

界华人消化杂志  2004;12(4):782-784
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0   引言

在我国及日本肝细胞癌(HCC)是一种死亡率非常高的高度

恶性肿瘤[1-10] 其发生与肝炎病毒感染密切相关[11-14]

并呈多步骤多阶段的特性[15-16]. 尽管HCC的研究和治疗

在近年取得了很大的进展[17-26] 但其发生的分子机制

及比较特异的诊断标记物和治疗靶分子均未得到明确

的鉴定. 最近Chuma et al [27]利用基因芯片技术研究发现

热休克蛋白 70(HSP70)可能是一种鉴别早期 HCC 的有

效分子标记物. HSP70是一组重要应激蛋白. 在肿瘤细胞

中表达异常 能与癌基因 抑癌基因产生结合 并与肿

瘤细胞的细胞周期调控 增生 凋亡 分化 多药耐药

肿瘤免疫以及肿瘤细胞的发生发展密切相关 [ 2 8 ]

caspase 3 是凋亡信号转导通路中的重要执行分子 其

激活后导致细胞的不可逆性凋亡[29]. 我们利用组织芯片

技术和免疫组织化学方法检测 HSP70 和 caspase 3 在

HCC 及其癌旁肝组织中的表达 并探讨二者的相关性

及其临床意义.



1   材料和方法

1.1 材料  1996-01/2003-02湘雅医院肝胆外科手术切除

的 HCC 标本 70 例(均附癌旁肝组织)及胆囊炎患者切除

的正常肝组织 10 例. 所有标本经 40 g/L 甲醛固定 常

规石蜡包埋 切片 病理学确诊. 在 70 例 HCC 中男

53 例 女 17 例 平均年龄 53.4 (27-68 岁); 肿瘤直径

小于或等于 5 cm者 25例; 5.1-10 cm 者 29例; 大于10 cm

者16例. 其中肝内有多个肿瘤结节者19例; 患者术前均

未做过任何放疗和化疗. HCC 组织根据Edmondson标准

分级 其中 级 11 例 级 31 例 级 23 例 级

5 例. 所有癌旁肝组织均有不同程度的肝纤维化和肝硬

化 其中有非典型增生者 22 例. 抗 HSP70 抗磷酸化

Caspase3蛋白抗体及二步法Elivision试剂盒均购自福州

迈新生物技术开发公司.

1.2 方法  利用自行设计制作的模具制备含 96 孔直径

2 mm 的蜡胚; 在显微镜下 HE 切片 选取要检测的区

域 在石蜡包埋块上用孔径 1.8 mm 的骨髓穿刺针穿下

对应区域的组织 灌入制备好的蜡胚的小孔中 并使各

组织柱表面平整 在切片机上切取 4 µm 的连续切片

60 烤片备用(制作组织芯片). 切片脱蜡至水; 30 mL/L

H2O2阻断内源性过氧化物酶30 min; 高火档微波修抗原

5 min; 然后按免疫组织化学二步法操作. 用 PBS 代替一

抗作阴性对照. 参照Bresalier半定量公式判断染色结果:

在每张切片中随机选取 10 个视野 根据细胞染色强度

分为 4 级 并分别计分: 阴性 细胞无着色(0); 弱阳

性 细胞着色为浅黄色(1); 中度阳性 细胞着色为棕黄

色(2); 强阳性 细胞着色为棕褐色(3). 计数每一强度的

视野数 根据下列计算公式计算每张切片的平均染色

强度: IS(intensity score)= {(0 F0)+(1 F1)+(2 F2)

+(3 F3)} F =% 10 视野.

        统计学处理  用SPSS10.0统计软件进行χ2检验及相

关性分析.

2   结果

2.1 HSP70 和 caspase3 蛋白的表达  HSP70 和 caspase3 蛋白

的阳性信号主要位于细胞质 少数细胞核阳性(图 1

2) 在 HCC 及癌旁肝组织中 HSP70 蛋白的阳性率分别

为68.6%和31.4% 正常肝组织10例中仅2例呈弱阳性

HCC 中的阳性表达率明显高于癌旁肝组织(P <0.01).

caspase3 蛋白在 HCC 和癌旁肝组织中的阳性率分别为

17.1%和 35.7% 正常肝组织的阳性率为80% HCC中的

阳性表达率明显低于癌旁肝组织和正常肝组织(P <0.01).

2.2 HSP70 和 caspase3 表达与 HCC  在 HCC 中 HSP70 和

caspase3蛋白的表达强度与HCC的分化程度明显相关 分

化愈差 HSP70 表达愈强 而 caspase3 蛋白表达愈弱 反

之亦然(P <0.01 表 1); HCC 肿块愈大 HSP70 蛋白表达强

而caspase3蛋白表达愈弱 反之亦然(P <0.01 表1).在HCC

和癌旁肝组织中HSP70和caspase3蛋白的表达强度呈明显

负相关(分别为 r =-0.4 126 和 -0.5 237 P <0.01 表 1).

表 1  HSP70 和 caspase3 表达与 HCC 病理关系

HCC                 n      HSP70 蛋白表达(IS)   caspase3 蛋白表达(IS)

分级

11 0.78 0.43 1.49 0.65

31 1.64 1.05a 1.52 0.95b

23 1.81 1.10a 0.80 0.57b

  5 2.01 0.84a 0.46 0.24b

肿块直径

5 cm 25 1.11 0.88 1.42 0.87

5.1-10 cm 29 1.88 1.07c 1.01 0.99d

> 10 cm 16 2.02 0.77c 0.63 0.44d

总计 70 1.59 1.21 1.07 0.98

癌旁肝组织 70 1.07 0.98 1.87 1.10

aP <0.01, bP <0.01 vs I 级, cP <0.01, dP <0.01 vs 5 cm.

图 1  HCC 胞质中 HSP70 阳性.  SP×400.

图 2  HCC 胞质中 Caspase 阳性, 部分胞核阳性. SP×400.

3   讨论

既往报道在多种肿瘤和转化的培养细胞中 HSP70 呈过

表达 对维持肿瘤细胞的增生非常重要[30-32]. 本结果显

示 HSP70 在 HCC 中的表达率和表达强度均显著高于癌

旁肝组织 并与 HCC 的分化程度和肿瘤的大小明显相

关 分化愈差表达愈强 肿瘤愈大表达愈强 与尹燕明

et al  的结果基本一致. Chuma et al [27]利用基因芯片技术

研究热休克蛋白 7 0 在 HCC 中的表达 并认为检测

HSP70 蛋白的表达可作为早期肝细胞癌的重要诊断指

标. 根据我们的资料 HSP70 有望能成为判断 HCC 预后

的重要指标之一.
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        在 HCC 的发生中常存在细胞增生和细胞凋亡的失
衡 caspase 3 是细胞凋亡通路中重要的执行分子 其
以磷酸化方式激活后导致细胞发生不可逆性凋亡[29, 33]

利用免疫组织化学检测磷酸化 caspase 3 蛋白的表达
能基本反映细胞凋亡的状况. 本资料显示HCC中磷酸化
caspase3蛋白的表达率和表达强度均显著低于癌旁肝组
织 亦与 HCC 的分化程度和肿瘤大小明显相关 分化
愈差和瘤块愈大其表达愈弱. 提示在HCC的发生发展过
程中可能存在癌细胞的低凋亡.
       HSP70 是否具有直接调节细胞凋亡的作用 目前尚
无定论 尹燕明 et al 研究结果显示 HCC 中 HSP70 的
表达与细胞凋亡指数呈明显正相关; Chen et al 发现表达
HSP70的HepG2细胞能显著抑制UVC诱导的凋亡; 赵霞
et al 利用反义寡核苷酸阻断 HSP70 的表达可诱导卵巢
癌细胞的凋亡; 本文结果显示在 HCC 和癌旁肝组织中
HSP70 和 caspase3 蛋白的表达强度呈明显负相关. 推测
在 HCC 发生过程中 HSP70 的表达可能通过促进细胞的
转化和增生及抑制细胞的凋亡 使 HCC 呈现无限制的

生长及恶性程度不断增高.
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Abstract
AIM: To try to identify pre-pre-S region in hepatitis B virus
(HBV) genome and to study the relationship between the
genotype and the existence of pre-pre-S region.

METHODS: Genomic DNA of HBV was extracted from the
sera of patients with HBV infection. Multiple-primers poly-
merase chain reaction (PCR) method was used to identify
the genotype of HBV strains. Then the pre-pre-S region
was amplified by PCR method, and TA cloned into pGEM
Teasy vector. After sequencing of the target region, vector
8.0 software was used to analyse the sequences.

RESULTS: Fifteen male patients were collected in this study.
There were 1 genotype B, 5 genotype B and C mixture,
and 9 genotype C. Amplified PCR products of the pre-pre-S
region from these 15 samples were ligated into the pGEM
Teasy vectors. After sequencing, 31 clones were found
being encoding for pre-pre-S peptide.

CONCLUSION: Existence of coding gene of the pre-pre-S
region is popular in B or C genotype of HBV.

Yang Q, Dong J, Cheng J. Molecular epidemiological features of pre-
pre-S region in hepatitis B virus genome. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2004;12(4):785-789

摘要

目的: 探讨乙型肝炎病毒(HBV)基因组是否存在前-前-S编码

基因 并探讨前-前-S基因与HBV基因型分布之间的关系.

方法: 自慢性乙型肝炎患者血清中提取病毒基因组 DNA

首先应用多引物-多聚酶链反应(PCR)进行HBV基因型分

型 之后将前 - 前 -S 区扩增 TA 克隆到 pGEM Teasy 载

体后进行单克隆测序 利用Vector 8.0软件进行序列分析.

结果: 选择 15 例患者 经过 HBV 基因型分型实验确定基

因型为 B 型者 1 例 B/C 混合型者 5 例 C 型 9 例. 自 15 例

患者血清中提取的HBV基因组中扩增出前-前-S基因片

段 TA 克隆后选择 31 个克隆进行测序 测序结果证明这

31 个克隆均编码前 - 前 -S 基因.

结论: 前 - 前 -S 区编码在 B C 基因型中均为普遍存在的

现象.

杨倩, 董菁, 成军. 乙型肝炎病毒基因组前 - 前 -S 基因区的分子流行病学研

究. 世界华人消化杂志  2004;12(4):785-789

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/785.asp

0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)基因组全长在 3 200个核苷酸(nt)左

右 为部分双链 DNA 病毒. Gelibert et al [1-2]于 1979 年

发表了 HBV 基因组的第一个全长核苷酸序列 我国学

者[3-4]于 1984 年报道了中国大陆 HBV 全序列. Gelibert et al

最初的研究将 HBV 基因组划分出 4 个开放读码框架

(ORF) [1] 分别命名为 S C P X 区 4 个 ORF 中

表达的氨基酸长度不同 其生物学功能也不相同[5] 其

中全 S 区又因不同的起始密码子(ATG)而又人为的分为

前 -S1 前 -S2 和 S 三个区 前 -S1 前 -S2 和表面

抗原主蛋白是按照同一开放读码顺序(in frame)进行翻译

的. 我们[6-9]研究了乙型肝炎患者血清中存在的HBV病毒

基因组 寻找到新的 ORF 存在的证据[7-9] 并初步重

新确定了全 S 基因(前 - 前 -S 前 -S1 前 -S2 和主蛋白

基因)和全X(前-X X基因)基因的启动子[10-11]. 本文以分

子流行病学方法证实了前 - 前 -S 区的存在状态.

1   材料和方法

1.1 血清采集和 DNA 提取  血清来源: 15 例患者 诊

断为病毒性肝炎 乙型 慢性 符合 2000 年 病毒性

肝炎防治方案 (试行)[12] 临床初步检测 HBV DNA 阳性.

DNA 提取: 自静脉中采集 5 ml 全血 分离血清 200 µl
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血清加入蛋白酶 K 及其缓冲液 65 消化过夜 饱

和酚 氯仿(1 1)抽提总 DNA 无水乙醇沉淀 加

入无 DNA 酶的 RNA 酶消化后 -20 保存备用.

1.2 HBV 基因型分析  参考 Naito et al [13]设立的 6 种主要

基因型分型方法 建立 HBV 基因型的检测方法. 简言

之 应用巢式 - 多引物 - 多聚酶链反应 外引物: 上游

引物序列: 5 - AGC ATG GGA GGT TGG TCT TC-3

下游引物序列: 5 - AAG GCA TCA AGG CAG GAT AGC-

3 目的片段长度约 1 429 bp 自前 -S1 区起始处

至 S 区终止子下游 226 bp. 内引物: 上游引物序列: 5 -

GGC TCA AGT TCC GGA ACA GT-3 A 基因型特异

性下游引物: 5 - CTC GCG GAG ATT GAC GAG ATG

T-3 B 基因型特异性下游引物: 5 -CAG GTT GGT

GAG TGA CTG GAG A-3 C 基因型特异性下游引物:

5 - GGT CCT AGG AAT CCT GAT GTT G-3 . 外引物扩

增 PCR 程序参数如下: 94  1 min 预变性 94  1 min

30 s 变性 59  1 min 30 s 退火 72  2 min 钟延

长 共 30 个循环 72 延长 10 min. 内引物扩增 PCR

程序参数如下: 94  1 min 预变性 94  30 s 变性

58  30 s 退火 72  30 s 延长 共 35 个循环. NT-

PCR 产物经过 3% 琼脂糖凝胶电泳后判断 HBV 基因型.

1.3 前-前-S区的克隆及序列分析  采用本研究组以往

报告[14-16]的 PCR-TA 克隆 - 测序方法.多聚酶链反应

(PCR)扩增前 - 前 -S 区: 前 - 前 -S 上游引物为 P1: 5 -

CTA GAT TCT ATC CTA CCC ACA C P2: 5 -TTG

GGA ACA AAA GAT TCG TCC-3 P1 下游第 70-72 nt

处为前 - 前 -S 区起始密码子 ATG P2 上游 30-32 nt 处

为前-S1区起始密码子ATG. PCR参数如下: 94  1 min

预变性 94  60 s 变性 60  60 s 退火 72  60 s

延长 共 35 个循环 72 再延长 10 min.

        克隆目的片段: 将 PCR 产物在 1% 琼脂糖凝胶中电

泳 切取目的片段 玻璃奶法回收PCR产物 与Promega

公司所产的pGEM Teasy载体连接过夜. 将连接好的重组

质粒转入细菌 JM109 氨苄青霉素(Amp)和 X-gal 蓝白

斑法筛选阳性菌落 进一步提取质粒鉴定. DNA测序: 选

择经鉴定 pGEM Teasy 内插入约 220 bp 产物的菌落送检

测序 由上海博亚公司完成. 测序引物为pGEM Teasy载

体自有的 T7 SP6 测序引物.

1.4 序列分析  应用 DNASIS 2.5 和 Vector 8.0 版软件对

进行了测序分析的 HBV 前 - 前 -S基因序列进行碱基序

列和氨基酸序列一致性分析. 该软件比较后提供两个数

据: 阳性率和一致率 阳性率是选定区域推定序列的核

苷酸(氨基酸)序列数目与区域总长度之比 推定序列

是软件自动比较所有序列 参考每个核苷酸(氨基酸)位

点上每个克隆的编码方式 由大多数克隆(多于 70%)

编码的核苷酸(氨基酸)组成的一致性序列 阳性率用于

展示区域内部的插入突变或 / 和缺失突变 以及较少见

的单一位点多种核苷酸(氨基酸)编码方式; 一致率是选定

区域全部克隆均为一致的核苷酸(氨基酸)数目与最长的

单一克隆核苷酸(氨基酸)序列数目之比 表示该段区域

核苷酸(氨基酸)序列一致性 用于展示区域内部的替换

突变或 / 和缺失突变. 各区段之间的划分是在计算机软

件比较的基础上 人为划定的 最短的分区至少大于

200 nt 不选择阳性率小于 97% 的区域 因为这提示该

段内有较长的缺失突变.

2   结果

2.1 经过分型研究 获得的内引物 PCR 产物电泳结果

见图 1.

图 1  HBV DNA 分型的内引物 PCR 产物电泳结果.

        应用该基因型分型方法 电泳时展示的 HBV A 基

因型 PCR 产物长度为 68 bp B 型为 281 bp C 型为

122 bp. 本研究的 15 例患者中 基因型为 B 型者 1 例

B/C 混合型者 5 例 C 型 9 例.

2.2 前 - 前 -S 基因核酸序列分析  前 - 前 -S 基因全长

135 bp 31 株核苷酸序列比较见图 2. 本研究扩增的靶

区域全长 218 nt 包括前 - 前 -S 基因上游 46 nt 和下游

前 -S1 区 37 nt 靶区域除去引物区比较提示阳性率为

100.0% 一致率为 73.5%; 前 - 前 -S 基因编码框架自

第 70-204 nt 阳性率为 100.0% 一致率为 89.6%

相对较为保守; 前-前-S基因的一致率高于靶区域的一

致率 其原因在于有 3 株克隆在前 -S1区域出现缺失突

变 导致一致率的下降.

       在序列比较中 我们发现来自同一患者体内的克

隆之间的一致性大于 95% 符合准种表现. 图 2 中显示

第 20 nt 存在替换突变的现象 来自其他患者编码密码

子为 TCA 而来自 F244 患者的 3 株克隆密码子为 TTA

(C T 替换突变 箭头前核苷酸代表其他 14 个患者的

编码核苷酸 箭头后核苷酸代表某患者的特异性变异

下同) 表现出替换突变的特异性; 此外 Y948患者2个

克隆在 114 位点的 C T 替换突变 155 位点的 C A

替换突变 F332 患者 2 个克隆在 128 位的 C T 替换

突变 Y1001 患者 2 个克隆在 167 位点的 T C 突变

均展示出个体化突变的现象.

Y624   F189  188   187    186   185

    1       C         B       B/C      B       C

500 bp

250 bp

100 bp



70      119
     F238-2 B (69) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     F238-3 B (69) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
  F244-1 B/C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTTAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
  F244-2 B/C (69) ATGCAGTTAATCATTACTTTAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
  F244-3 B/C (70) ATGCAGTTAACCATTACTTTAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     F246-2 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     F246-3 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     F246-4 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     F248-1 C (69) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACACACTCTGTGG
     F248-2 C (70) ATGCAGTTCATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     F248-4 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     F222-5 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCCAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y948-1 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCCAAACTAGGCATTATTTACATACTTTGTGG
     Y948-2 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCCAAACTAGGCATTATTTACATACTTTGTGG
     Y949-1 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y949-2 C (69) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y951-1 C (69) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y951-2 C (69) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y967-1 C (69) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y967-2 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y991-2 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACCAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y991-3 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCACAACCAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y992-1 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCCAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
     Y992-2 C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCCAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
  F332-1 B/C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACCAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
  F332-2 B/C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACCAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
  Y999-1 B/C (70) ATGCAGTTAACCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
Y1001-1 B/C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
Y1001-3 B/C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
  Y994-1 B/C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
  Y994-2 B/C (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG
  Consensus (70) ATGCAGTTAATCATTACTTCAAAACTAGGCATTATTTACATACTCTGTGG

120                                            169
     F238-2 B            (119) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     F238-3 B            (119) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
  F244-1 B/C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
  F244-2 B/C            (119) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
  F244-3 B/C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     F246-2 C            (120) AAGGCGGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     F246-3 C            (120) AAGGCGGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     F246-4 C            (120) AAGGCGGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     F248-1 C            (119) AAGGCGGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     F248-2 C            (120) AAGGCGGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     F248-4 C            (120) AAGGCGGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     F222-5 C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     Y948-1 C            (120) AAGGCTGGCATTTTATATAAGAGAGAAACTACACGAAGTGCCTCATTTTG
     Y948-2 C            (120) AAGGCTGGCATTTTATATAAGAGAGAAACTACACGAAGTGCCTCATTTTG
     Y949-1 C            (120) AAGGCGGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     Y949-2 C            (119) AAGGCGGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     Y951-1 C            (119) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     Y951-2 C            (119) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     Y967-1 C            (119) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     Y967-2 C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     Y991-2 C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     Y991-3 C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
     Y992-1 C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGTGCCTCATTTTG
     Y992-2 C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGTGCCTCATTTTG
  F332-1 B/C            (120) AAGGCTGGTATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
  F332-2 B/C            (120) AAGGCTGGTATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
  Y999-1 B/C            (120) AAGGCGGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
Y1001-1 B/C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTCTG
Y1001-3 B/C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTCTG
  Y994-1 B/C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
  Y994-2 B/C            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG

     Consensus            (120) AAGGCTGGCATTCTATATAAGAGAGAAACTACACGCAGCGCCTCATTTTG
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2.3 前 - 前 -S 基因蛋白质序列分析  全部 31 株克隆编

码的氨基酸序列比较见图3. 前-前-S多肽全长45 aa 总

一致率为 75.6% 可分为 2 部分 1-20 aa 为高变区 总

一致率为 60.0%; 21-45 为高保守区 总一致率为 88.0%.

由于图 2 展示出核苷酸序列中存在的个体化突变现象

相应的氨基酸序列也存在个体化突变现象. 对应于核苷

酸序列的变化 F244 患者的 3 株克隆在第 7 位氨基酸

残基表现出 S L 突变(箭头前氨基酸代表其他 14 个患

者的编码序列 箭头后氨基酸代表某患者的特异性变

异 下同) F332 患者 2 个克隆在第 20 位氨基酸残基

表现出 A V 突变 Y948 患者 2 个克隆在第 29 位氨

基酸残基表现出 A E 突变 Y1001 患者 2 个克隆在

第 33 位氨基酸残基表现出 F S 突变 符合核苷酸序

列中表现出的个体化突变现象.

         1      45

   f222-5   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f238-2   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f238-3   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f244-1   (1) MQLIITLKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f244-2   (1) MQLIITLKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f244-3   (1) MQLTITLKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f246-2   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRRAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f246-3   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRRAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f246-4   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRRAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f248-1   (1) MQLIITSKLGIIYTLCGRRAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f248-2   (1) MQFIITSKLGIIYILCGRRAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f248-4   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRRAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f332-1   (1) MQLIITSKPGIIYILCGRLVFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   f332-2   (1) MQLIITSKPGIIYILCGRLVFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y948-1   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHEVPHFVGHHILGNKSYS

   y948-2   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHEVPHFVGHHILGNKSYS

   y949-1   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRRAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y949-2   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRRAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y951-1   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y951-2   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y967-1   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y967-2   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y991-2   (1) MQLIITSKPGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y991-3   (1) MQLIITSQPGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y992-1   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAVPHFVGHHILGNKSYS

   y992-2   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAVPHFVGHHILGNKSYS

   y994-1   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y994-2   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

   y999-1   (1) MQLTITSKLGIIYILCGRRAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

 y1001-1   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHSVGHHILGNKSYS

 y1001-3   (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHSVGHHILGNKSYS

Consensus (1) MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYS

图 3  前 - 前 -S 多肽氨基酸序列比较. Consensus: 比较后推断的一
致性序列

3  讨论

本研究组在近期的研究中着重阐述了 HBV 准种现象[17-24]

在此基础上 我们发现以往界定的 HBV 前 -S1 基因之

前存在一个 ORF[25] 将其命名为前 - 前 -S 基因. 为了

证实前 - 前 -S 基因的实际存在 采取横断面研究方式

对慢性乙型肝炎患者体内感染的 HBV 基因组是否存在

前 - 前 -S 基因进行了研究.

        本研究随机选择了 HBV DNA 阳性的患者 首先进

行了 HBV 基因型分型研究. Naito et al [13]建立的快速分

型鉴定方法是基于不同 HBV 基因型之间存在一定的序

列差异 研究者经过比较后选择相对较为特异的区域

设计为一端引物 而在较为保守的区域选择序列设计

为另一端引物. 本文中型特异性引物为下游引物 在保

守的前 -S2 中段设计了上游引物. 在进行 PCR 过程中

将不同型特异型引物与保守的对应引物配对进行扩增

只有型特异性引物可以与上游保守引物配合扩增出PCR

产物. 经过分型研究 本研究抽取的 15 例患者中 基因

型为 B 型者 1 例 B/C 混合型者 5 例 C 型 9 例. 由于是

随机抽取的样本 且样本量较少 上述分型结果并不代

表是普遍现象. 进行 HBV 基因型分型的研究试图阐明

前 - 前 -S 基因的存在与 HBV 基因型之间的关系.

       自选择的15例患者中将前-前-S基因克隆到T easy

载体中 之后随机选择阳性克隆进行测序 并将核苷酸

序列进行比较. 除患者 Y999 和 F222 选择 1 个克隆进行

测序之外 其他 13 例患者选择 2 个以上的克隆测序和

序列分析 一共测序了 31 个克隆. 经过序列分析发现

这 31 例克隆均编码前 - 前 -S多肽 前 - 前 -S基因 ORF

与前 -S1 读码框架一致 说明无论 B 型或 C 型的 HBV

170 204

     F238-2 B  (169)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

     F238-3 B (169)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

 F244-1 B/C (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

 F244-2 B/C  (169)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

 F244-3 B/C (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

     F246-2 C  (170)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

     F246-3 C  (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

     F246-4 C (170)   TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

     F248-1 C (169)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

     F248-2 C  (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

     F248-4 C (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

     F222-5 C  (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y948-1 C  (170)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y948-2 C  (170)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y949-1 C (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y949-2 C  (169)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y951-1 C  (169)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y951-2 C (169)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y967-1 C  (169)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y967-2 C  (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y991-2 C  (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y991-3 C (170)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y992-1 C  (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

    Y992-2 C (170)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

 F332-1 B/C  (170)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

 F332-2 B/C  (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

 Y999-1 B/C  (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

Y1001-1 B/C (170)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

Y1001-3 B/C  (170)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

 Y994-1 B/C (170)     TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

 Y994-2 B/C (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

  Consensus (170)    TGGGTCACCATATTCTTGGGAACAAGAGCTACAGC

图 2  前 - 前 -S 基因核酸序列比较. Consensus: 比较后推断的一致
性序列.
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基因组均编码前-前-S基因. 由于扩增时选择的引物距

离前 - 前 -S 基因的上游或下游较远的地方 可以较为

完整的表现该基因的编码情况. 本研究发现前-前-S基

因编码 45 aa 根据替换突变的频度 将前 - 前 -S 多

肽分为 2 部分 前 - 前 -S 多肽总一致率为 75.6% 其

中 1-20 aa 为高变区 8 个位点发生变异 总一致率

为 60.0%; 21-45 为高保守区 仅 3 个位点发生变异

总一致率为 88.0%.

        针对所有 31 个克隆的分析发现病毒氨基酸序列的

变异具有2个特点 其一是病毒氨基酸序列的变异具有

患者个体化突变的特点 这是近年来我们 [ 24 ]在针对

HBV准种研究中的一个重要发现. 既往我们[14, 24]的研究

并未涉及 10 例患者以上的测序比较分析 提出 HBV 变

异具有个体化特点的假说 而本文重点研究了 15 例患

者以及 31 个克隆 经过详细的序列分析研究 发现在

一定的特殊位点会出现相对特异性的变异 这种变异

以替换突变为主 具有较为强烈的个体化特征 即突变

表现为来自某患者的所有克隆的编码氨基酸与来自其

他患者的 HBV 编码氨基酸不同 而来自其他患者的

HBV 在该位点具有一致性. 本文发现: F244 患者的 3 株

克隆在第 7 位氨基酸残基表现出 S L 突变 F332 患

者 2 个克隆在第 20 位氨基酸残基表现出 A V 突变

Y948 患者 2 个克隆在第 29 位氨基酸残基表现出 A E

突变 Y1001 患者 2 个克隆在第 33 位氨基酸残基表现

出 F S 突变 而其他患者来源的 HBV 在相应位点表

现出相对一致的氨基酸编码特点.这在 HBV 进化中的意

义尚不清楚 但这种变异的指纹样特点在追踪感染链源

头方面可能有意义. 变异的另一个特点是在氨基酸序列中

某些位点的变异表现出相对的一致性 比较突出的是第

19 位氨基酸位点 F246 的 3 个克隆 F248 的 3 个克隆

Y949 的 2 个克隆和 Y999 的 1 个克隆编码为 R 而来自

其他11 个患者的22 个克隆均编码L. L为非极性氨基酸

R为带正电荷的极性氨基酸 属碱性氨基酸. HBsAg血清

型的分型是基于第122位氨基酸的K/R[26]和第160位点氨

基酸的 K/R 变异[27] 那么前 - 前 -S 基因第 19 位氨基酸

残基的 L/R突变是否与全S 基因(包括前-前 -S 前-S1

前-S2和主蛋白)的血清型分型有关 还需要进一步研究.

        总之 本研究应用分子流行病学研究方法 自 15

例患者的血清中提取了 HBV DNA 基因组 之后应用

HBV 基因型分型技术和 PCR-TA 克隆 - 测序技术展示

了前 - 前 -S 基因的广泛存在 这些样本来自普通 HBV

感染者 结合本研究组针对前 -X 基因的研究[8, 11] 我

们初步推断前 - 前 -S 基因的存在是一种普遍现象 是

否编码前 - 前 -S 基因与 HBV 的 B 或 C 基因型无关. 这

个重要发现的意义有待于进一步阐明.
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Abstract
AIM: To investigate the biological function of pre-X protein
encoded by hepatitis B virus (HBV) genome, and to screen
proteins in hepatocytes interacting with pre-X protein by
yeast-two hybrid technique.

METHODS: The pre-X gene was amplified by polymerase
chain reaction (PCR) and pre-X bait plasmid was con-
structed by using yeast-two hybrid system 3, then the con-
structed vector was transformed into yeast AH109. The
transformed yeast mated with yeast Y187 containing hepa-
tocytes cDNA library plasmid in 2×YPDA medium. Diploid
yeast was plated on synthetic dropout nutrient medium
(SD/-Trp-Leu-His-Ade) and synthetic dropout nutrient
medium (SD/-Trp-Leu-His-Ade) containing x-α-gal for
selecting two times and screening. After extracting and
sequencing of plasmid from blue colonies, the results were

analyzed by bioinformatics.

RESULTS: Nineteen colonies were sequenced, in which five
colonies were homo sapiens ferritin, one colonies was homo
sapiens insulin-like growth factor binding protein 3
(IGFBP3), one homo sapiens aldolase B, one homo sapiens
gene for glycosylphosphatidylinositol anchor attachment 1
(GAA1), one homo sapiens hemopexin, one homo sapiens
C1 esterase inhibitor (C1-INH), one homo sapiens
vitronectin, one homo sapiens voltage-dependent anion
channel 1 (VDAC1), one hepsin (transmembrane protease,
serine 1), one homo sapiens spindling, one homo sapiens
plasminogen (PLG), three hypothetical proteins, and one
homo sapiens chromosome 16 clone RP11-542M13.

CONCLUSION: Genes of pre-X interacting proteins in hepa-
tocytes are successfully cloned and the results bring some
new clues for studying the biological functions of pre-X
and associated proteins.

Liu M, Wang L, Cheng J, Zhang SL, Shao Q, Zhang J, Yang Q, Dong J.
Screening and identification of interacting proteins with pre-X protein
of hepatitis B virus in hepatocytes by yeast-two hybrid technique. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):790-793

摘要

目的: 用酵母双杂交技术筛选肝细胞中与乙型肝炎病毒

(HBV)前-X蛋白结合蛋白的编码基因.

方法: 用多聚酶链反应(PCR)法扩增HBV基因组中的前-X

基因 连接入酵母表达载体pGBKT-7中构建诱饵质粒 转

化酵母细胞AH109并在其内表达 然后与转化了人肝细胞

文库质粒的酵母细胞Y187进行配合 在营养缺陷型培养基

上进行双重筛选阳性菌落 增菌后提出质粒 转化入大肠

杆菌(DH5 α) 提出质粒并测序 进行生物信息学分析.

结果: 成功克隆出 HBV 的前 -X 基因 构建表达载体并在

酵母细胞中表达 配合后选出在四重缺陷( SD/-Trp-Leu-

Ade-His)培养基及铺有X-α-半乳糖(X-α-gal)的四重缺陷

培养基上均能生长并变成蓝色的真阳性菌落19个 其中5

个是人铁蛋白; 1 个是人的胰岛素样生长因子结合蛋白 3

(IGFBP3); 1个是人醛缩酶B; 1个是人糖基化磷脂酰肌醇锚

定结合因子1(GPAA1); 1个是人血红素结合蛋白; 1个是人

C1酯酶抑制子(C1-INH); 1个是人玻连蛋白; 1个是人电压

依赖性阴离子通道 1 (VDAC1); 1 个是丝氨酸穿膜蛋白酶

(hepsin); 1 个是人梭素; 1 个是人纤溶酶原(PLG); 3 个是人

假想蛋白; 1 个是 RP11-542M13 克隆,位于染色体 16.



结论: 成功克隆出前 -X 的结合蛋白 为进一步研究 HBV

的前-X蛋白的作用提供了新线索.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)是一种嗜肝性部分双链 DNA 病

毒 不仅引起急 慢性病毒性肝炎 而且与肝纤维

化(LF) 肝细胞癌(HCC)的发生发展密切相关[1]. 1979

年 Gelibert et al [2]首次报告了 HBV DNA 的全基因序列并

确定 4 个主要的开放读码框架(ORF) 分别命名为S C

P X 区 一直沿用至今. HBV 基因组只有 3.2 kb 其

结构特点是结构基因与调节基因序列之间重叠 甚至

结构基因序列之间重叠[3]. 关于这一紧密 DNA 结构中是

否存在新的编码序列 一直没有进行系统的研究. 最近

董菁 et al 对于中国 HBV 流行株的全基因序列进行克隆

和序列分析 发现了前 - 前 -S 和前 -X 基因序列 改

写了 HBV DNA 编码基因序列研究的历史[4-7]. 病毒蛋白

和肝细胞蛋白之间的作用是病毒致病的关键之一 通

过与肝细胞中的许多蛋白质的相互作用 介导病毒进

入肝细胞 影响这些蛋白质的活性功能 进一步调节改

变细胞功能 影响病毒复制 造成机体免疫功能失调

感染慢性化及肿瘤发生. 深入研究这些蛋白之间相互作

用对于揭示病毒性肝炎发病机制 寻找可能的新的治

疗方法均有重要意义. 我们应用酵母双杂交技术筛选肝

细胞 cDNA 文库中与 HBV 前 -X 蛋白结合蛋白基因 以

筛选与前 -X 蛋白有相互作用的蛋白 为研究前 -X 的

功能提供线索.

1   材料和方法

1.1 材料  Saccharomyces cerevisiae AH109 酵母株 Y187

酵母株(K1612-1) cDNA 肝细胞文库等均购自 Clontech

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

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

培养基 X-α- 半乳糖苷酶(Gal)等购自 Clontech 公司

半硫酸腺苷 醋酸锂购自 Sigma 公司. 复杂高效感受态

(FSB) 本室自制. 大肠杆菌(DH5α) 本室保存.

1.2 方法

1.2.1 前 -X 基因 PCR 扩增  根据董菁 et al 的研究[4]

确定前 -X 基因序列 长度 168 bp. 以此设计引物 同

时在引物两端加酶切位点行PCR扩增. 将扩增产物连接

于 pGEM-T 载体 转化 DH5α 后提质粒行酶切鉴定

测序 确定扩增的基因结果正确.

1.2.2 诱饵质粒的构建及表达  构建前 -X 基因的酵母表

达载体pGBKT7-前-X 用醋酸锂法转入单倍体酵母细

胞 AH109.

1.2.3 酵母肝文库的构建  cDNA 肝文库进行增菌后 提

出质粒 转化入酵母细胞(Y187) 经文库滴定 确定文

库细胞计数大于 1 109 细胞 /mL.

1.2.4 诱饵与肝文库的酵母配合  挑取在 SD/-Trp 选择培

养基上生长转化子(计数大于1 109细胞/ml)与肝细胞文

库混合 30 轻摇配合过夜 24 h 后铺板 SD/-Trp/-

Leu/ -His 25 块 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 25 块. 同时

进行阳性对照实验及文库滴定. 生长16  d后挑取生长大

于 3 mm 的酵母集落 在铺有 X-α- 半乳糖苷酶的 QDO

上检查 α- 半乳糖苷酶活性 认为在 QDO 培养基上生

长且出现蓝色菌落的配合为阳性集落.

1.2.5 阳性质粒的克隆和分析  挑取真正的阳性集落按

照试剂盒提供的操作指南 Lyticase 法提取酵母质粒. 提

取的质粒以复杂冰冻高效感受态方法转化大肠杆菌

于含有氨苄青霉素的 SOB 平板培养 所获得的菌落酶

切鉴定后测序. 阳性克隆DNA测序后 提交GenBank比

对 进行生物信息学分析 并把所获新的基因存入

GenBank 数据库.

2   结果

2.1 pGBKT7- 前 -X 诱饵质粒的构建及表达  利用自行

设计的引物成功克隆出前 -X 基因(图 1) 酶切鉴定与

预期片段符合后连接到用相同酶所切的 pGBKT7 载体

中. 再次酶切鉴定结果正确. 由此表明前-X基因已按正

确方向克隆入酵母表达载体 pGBKT7中 pGBKT7- 前-

X 诱饵质粒构建成功.

图 1  前 -X 基因 PCR 扩增凝胶电泳图.

2.2 配合后 cDNA 筛选配合后筛选出既能在 4 缺(SD/-

Trp/-Leu/-His/-Ade)培养基又能在铺有 X-α-gal 的 4 缺

培养基上生长并变成蓝色的真阳性菌落 行 PCR 验证

有插入序列 结果见图 2.

图 1  文库扩增筛选部分菌落 PCR 扩增结果. M: 2 000 bp, 1-7 是不同
的集落 PCR 扩增结果.
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2.3 cDNA 测序与同源性分析初步结果  阳性菌落测序

后 与 GenBank 数据库进行初步比较. 19 个均与已知

基因的部分序列高度同源(98-100%) 详细结果见表 1.

表 1  前 -X 蛋白结合的肝细胞中蛋白的类型

序号  筛选出的目的基因                                  同源性 相同克隆数

  1     人铁蛋白           99-100%            5

  2     人胰岛素样生长因子结合蛋白 3(IGFBP3)     99%            1

  3     人醛缩酶 B     99%            1

  4     人糖基化磷脂酰肌醇锚定结合因子 1(GAA1)   99%            1

  5     人血红素结合蛋白     99%            1

  6     人 C1 酯酶抑制子(C1-INH)                            100%           1

  7     人玻连蛋白     99%            1

  8     人电压依赖性阴离子通道 1 (VDAC1)              98%            1

  9     丝氨酸穿膜蛋白酶(hepsin)                             100%            1

10    人梭素   100%           1

11    人纤溶酶原(PLG)     98%            1

12    人假想蛋白                 99%           3

13    RP11-542M13 克隆 位于染色体 16              100%          1

3   讨论

最早在1990年Loncarevic et al [8]在对HCC患者血液HBV

基因组的研究中简单介绍了前 -X 区的存在. Takahashi

et al [9]于 1995年的研究结果认为前-X区与HCC有密切

关系. 1998 年 Hiroi et al [10]自 HCC 患者体内克隆了 40

株 HBV 全序列 其中 38 株为 adr 亚型 之中的 18 株

含有前 -X 基因 作者综合以往的资料 认为前 -X 基

因与HCC有密切的关系. 但上述资料分析的患者病例数

较少 结论需要进一步推敲. 董菁et al对于中国HBV流

行株的全基因序列进行克隆和序列分析 界定了乙型

肝炎病毒前 -X 基因区 根据针对前 -X 多肽的氨基酸

组成分析 发现该区域含有多个 S 可能是磷酸化的重

要区域 与细胞内信号转导有关[4]. 关于前-X编码蛋白

的功能及相互作用蛋白还需应用多种分子生物学技术

从多方面研究.

         酵母双杂交技术是近年来新发展起来的一种分析真

核细胞中蛋白 - 蛋白 蛋白 -DNA 蛋白 -RNA 相互

作用的一种有效的基因分析方法. 我们应用此技术成功

的筛选出前 -X 蛋白相互作用蛋白. 其中特别有意义的

是糖基化磷脂酰肌醇糖基化磷脂酰肌醇锚定结合因子1

(glycosyl phosphatidylinositol anchor attachment GAA1) 电

压依赖性阴离子通道 1 (VDAC1)和丝氨酸穿膜蛋白酶

(Hepsin).

         糖基化磷脂酰肌醇(glycosyl phosphatidylinositol GPI)

结合是蛋白锚定细胞膜表面的一般机制[10]. GPI锚定蛋白

的作用是细胞与细胞间的相互作用而不是细胞生长[11].

大多数原核细胞表面蛋白通过共价黏附 GPI 被锚定于

细胞膜. 转录后黏附 GPI 是在细胞表面表达这些蛋白的

基础[12]. 这种膜锚定也广泛存在于所有真核组织. 在哺乳

动物细胞有 100 多个细胞表面蛋白存在各种大小和功

能的 GPI 锚定位点[13]. 在内质网中 GPI 前体和一种蛋白

前体形成 GPI 锚定蛋白. GPI 锚定蛋白有两个信号多肽.

一个是氨基末端信号多肽直接易位穿过内质网膜. 另一

个是羧基末端信号多肽直接黏附 GPI 锚凹. 转录后 羧

基端GPI黏附信号立即被GPI氨基转移酶识别并分离信

号以 GPI 取代. 从 F9 细胞裂解 GAA1 发现 GAA1 是蛋

白前体 GPI 锚凹的基础而对 GPI 合成无作用. 缺少

GAA1 羧基末端介导的蛋白前体和 GPI 氨基转移无法

形成. GAA1和Gpi8p形成复合物 所以这两个蛋白对于

羧基末端介导的形成是必要的[10]. HBV 前 -X 蛋白与

GAA1 有相互作用 推测前 -X 蛋白与细胞死亡对细胞

转化和肿瘤发生起作用 有研究表明C-Raf可通过调节

线粒体 VDAC 影响细胞存活[21]. VDAC 结合 Ca(2+) 使

Ca(2+)透过 在调节线粒体 Ca(2+)的自身稳定中有作用
[14-21]. HBV 前 -X 与 VDAC 有相互作用 推测前 -X 蛋

白与线粒体膜蛋白可结合 从而影响线粒体膜通透性

与 HBV 感染癌变有关.

        丝氨酸穿膜蛋白酶是一种 51 kDa的膜相关性丝氨酸

蛋白酶 作为一种完整的膜蛋白参与细胞生长和维持

合适的细胞形态. 在许多原发性肿瘤和生长分化快的细胞

中有丝氨酸穿膜蛋白酶超表达 如肝癌细胞 哺乳动物

癌细胞 外周神经细胞和幼小仓鼠肾细胞中水平高 而

在人脐带和大鼠毛细血管上皮细胞测不到[22]. 肝癌细胞用

抗 - 丝氨酸穿膜蛋白酶抗体处理后生长抑制 推测正常

细胞生长在细胞表面要有丝氨酸穿膜蛋白酶分子 但丝

氨酸穿膜蛋白酶超表达与肿瘤发生有关[23]. Chen et al [24]认

为丝氨酸穿膜蛋白酶在癌前状态超表达意味着丝氨酸

穿膜蛋白酶在肿瘤侵入时有作用. Wu et al [25]认为丝氨酸

穿膜蛋白酶是一种 II 型穿膜丝氨酸蛋白酶 肝细胞表

面大量表达 对血液凝集 肝细胞生长和受精过程有一

定作用. 前-X蛋白与丝氨酸穿膜蛋白酶有相互作用 是

否与 HBV 癌变发生有关有待进一步研究证实.

        众所周知 HBV 感染与 HCC 发生 发展密切相关.

我们用酵母双杂交技术成功筛查出与 HBV 前 -X 蛋白

相互作用蛋白 提示前-X蛋白与信号传导 细胞凋亡

HCC 发生等关系密切 这一部分的研究还有待进一步

深入.
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Abstract
AIM: To identify pre-X region in hepatitis B virus (HBV)
genome and to study the relationship between the geno-
type and the existence of pre-X region.

METHODS: HBV genomic DNA was extracted from the sera
of patients with HBV infection. Multiple-primers polymerase
chain reaction (PCR) method was used to identify the geno-
type of HBV strains. Pre-X region was amplified by PCR
method, and TA cloning technique was used to clone the
DNA fragment into pGEM Teasy vector. After sequencing
of the target region, Vector 8.0 software was used to analysis
the sequences.

RESULTS: Seventeen samples were collected in this study.
One genotype A, 3 genotype B, 10 genotype C and 3 B/C
genotype mixture were identified. After sequencing, 27
clones from 45 clones (60%) were found encoding the
pre-X peptide. Eighteen from 27 clones (66.7%) pre-X
coding sequences were found from C genotype. Three
types of replacement mutation led to pre-mature coding
of pre-X gene. The mutation in pre-X peptide had feature

of individually mutation.

CONCLUSION: Coding of the pre-X gene is popular in HBV
genome.

Dong J, Yang Q, Cheng J. Molecular epidemiological features of pre-
X region in hepatitis B virus genome. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2004;12(4):794-800

摘要

目的: 探讨乙型肝炎病毒(HBV)基因组是否存在前-X编码

基因 并探讨前 -X 基因与 HBV 基因型之间的关系.

方法: 自慢性乙型肝炎患者血清中提取乙型肝炎病毒基因

组 首先应用多引物-多聚酶链反应(PCR)进行HBV基因

型分型. 之后将前-X区扩增 TA克隆到pGEM Teasy载体

后进行单克隆测序 利用 Vector 8.0 软件进行序列分析.

结果: 17 例患者中 A 型者 1 例 B 型 3 例 B/C 混合

型者3例 C型10例. 克隆测序的45个克隆中 27个(60%)

克隆编码前 -X 多肽 其中 18 个(66.7%)克隆来自 C 基因

型. 有3种形式突变导致前-X区编码不能. 前-X区多肽具

有个体化突变现象.

结论: 前 -X 区编码在 B C 基因型中均为普遍存在的现

象 其编码具有 C 型倾向性.

董菁, 杨倩, 成军. 乙型肝炎病毒基因组前 -X 区的分子流行病学研究. 世界

华人消化杂志  2004;12(4):794-800
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0   引言

Gelibertet al [1-2]于 1979 年第一次解读了乙型肝炎病毒

(HBV)基因组 全长在 3 200 个核苷酸(nt)左右 为部分

双链 DNA 病毒. 之后学者[3-4]将 HBV 基因组划分出 4 个

开放读码框架(ORF) 分别命名为 S C P X 区. 4 个

ORF 中表达的氨基酸长度不同 S 基因编码 HBV 囊膜

蛋白 包裹 HBV 病毒; C基因编码核心蛋白 系 HBV基

因组的附着部位; P 基因编码多聚酶 在基因组复制过

程中起重要作用; X 基因编码产物的功能不明确 研究

发现具有反式激活作用[5-6] 可激活宿主或病毒的基因

表达. 我国学者[7-8]于 1984 年报道了中国大陆 HBV 全序

列 近来我们利用长距离 - 精确多聚酶链反应(LA-

PCR)方法[9]研究了乙型肝炎患者血清中存在的 HBV 病

毒基因组 确定了前 - 前 -S 基因[10]和前 -X 基因[11]的

以及上述 2 个基因的启动子[12-13] 并以文献流行病学



方法确定了前 - 前 -S 基因和前 -X 基因的普遍性[14]. 本

文以分子流行病学实验方法证实了前-X区的存在状态.

1   材料和方法

1.1 材料

1.1.1 血清采集  血清来源: 17 例患者 诊断为病毒性

肝炎 乙型 慢性 符合中华医学会传染病与寄生虫病

学分会 中华医学会肝病学分会2000年联合制定的 病

毒性肝炎防治方案 ( 试行) [ 1 5 ] 临床初步检测 H B V

DNA 阳性.

1.1.2 DNA 提取  自静脉中采集 5 mL 全血 分离血清

200 µL 血清加入蛋白酶 K 及其缓冲液 65 消化过

夜 饱和酚 氯仿(1 1)抽提总 DNA 无水乙醇沉

淀 加入无 DNA 酶的 RNA 酶消化后 -20 保存备用.

1.2 方法

1.2.1 HBV 基因型分析  参考 Naitoet al [16]设立的 6 种主

要基因型分型方法 建立 HBV 基因型的检测方法. 简言

之 应用巢式-多引物-多聚酶链反应 外引物: 上游引

物序列: 5 - AGC ATG GGA GGT TGG TCT TC-3 下游

引物序列: 5 - AAG GCA TCA AGG CAG GAT AGC-3

目的片段长度约 1 429 bp 自前 -S1 区起始处至 S 区终

止子下游226 bp. 内引物: 上游引物序列: 5 - GGC TCA

AGT TCC GGA ACA GT-3 A 基因型特异性下游引物:

5 - CTC GCG GAG ATT GAC GAG ATG T-3 B 基因

型特异性下游引物: 5 -CAG GTT GGT GAG TGA CTG

GAG A-3 C 基因型特异性下游引物: 5 -GGT CCT

AGG AAT CCT GAT GTT G-3 .

        外引物扩增 PCR 程序参数如下: 94  1 min 预变

性 94  1 min 30 s 变性 59  1 min 30 s 退火 72 

2 min 延长 共 30 个循环 72 延长 10 min. 内引物

扩增 PCR 程序参数如下: 94  1 min 预变性 94  30 s

变性 58  30 s 退火 72  30 s 延长 共 35 个循

环. NT-PCR 产物经过 3% 琼脂糖凝胶电泳后判断 HBV

基因型.

1.2.2 前-X区的克隆及序列分析  采用本研究组以往报

告[17-19]的 PCR-TA 克隆 - 测序方法. PCR 扩增前 -X 区基

因: 前 -X 上游引物为 P1: 5 - CCA AGT GTT TGC TGA

CGC AAC C 下游引物为 P2: 5 - GGA TCC AGT TGG

CAG CAC ACC-3 P1 下游第 31-33 nt 处为前 -X 区起

始密码子 ATG P2 上游 30-32 nt 处为前 S1 区起始密码

子 ATG. 前 -X 区 PCR 参数如下: 94  1 min 预变性

94  60 s 变性 58  60 s 退火 72  60 s 延长

共 35 个循环 72 再延长 10 min.

        克隆目的片段: 将 PCR 产物在 1% 琼脂糖凝胶中电

泳 切取目的片段 玻璃奶法回收PCR产物 与Promega

公司所产的pGEM Teasy载体连接过夜. 将连接好的重组

质粒转入细菌 JM109 氨苄青霉素(Amp)和 X-gal 蓝白

斑法筛选阳性菌落 进一步提取质粒鉴定. DNA测序: 选

择经鉴定 pGEM Teasy 内插入 230 bp 产物的菌落送检测

序 由上海博亚公司完成. 测序引物为 pGEM Teasy 载

体自有的 T7 SP6 测序引物.

1.2.3 序列分析  应用 Vector 8.0 版软件对进行了测序分

析的 HBV 前 -X 基因序列进行碱基序列和氨基酸序列
一致性分析. 该软件比较后提供两个数据: 阳性率和一致

率 阳性率是选定区域推定序列的核苷酸(氨基酸)序
列数目与区域总长度之比 推定序列是软件自动比较

所有序列 参考每个核苷酸(氨基酸)位点上每个克隆
的编码方式 由大多数克隆(多于 70%)编码的核苷酸

(氨基酸)组成的一致性序列 阳性率用于展示区域内
部的插入突变或 / 和缺失突变 以及较少见的单一位

点多种核苷酸(氨基酸)编码方式; 一致率是选定区域全部
克隆均为一致的核苷酸(氨基酸)数目与最长的单一克隆

核苷酸(氨基酸)序列数目之比 表示该段区域核苷酸
(氨基酸)序列一致性 用于展示区域内部的替换突变

或 / 和缺失突变.

2   结果

2.1 HBV基因型分型  获得的内引物 PCR 产物电泳结果

见图 1.

图 1  HBV 基因型分型电泳图. F40 泳道为阴性; F39 为 B/C 基因型混
合存在; F38 泳道为 C 基因型.

        应用该基因型分型方法 电泳时展示的HBV A基因

型 PCR 产物长度为 68 bp B 型为 281 bp C 型为 122 bp.

本研究的 17 例患者中 基因型为 A 型者 1 例 基因

型为 B 型者 3 例 B/C 混合型者 3 例 C 型 10 例.

2.2 前 -X 基因核酸序列分析  前 -X 基因全长 168 bp

45 株核苷酸序列比较见图 2. 本研究扩增的靶区域全长

231 nt 包括前 -X 基因上游 30 nt 和下游 X 基因 30 nt.

靶区域除去引物区全长187 bp 比较结果提示阳性率为

99.5% 一致率为 78.1% 其中 154 nt 编码方式有 A/G/

C3 种; 前 -X 基因编码框架自第 31 至第 198 nt 阳性率

为99.4% 一致率为76.8%; 在序列比较中 我们发现来

自同一患者体内的克隆之间的一致性大于 95% 符合

准种表现.

       图2显示了所有的45个克隆前-X区的核苷酸序列

以及由这 45 个克隆推断出的一致性序列. 这 45 个克隆

中 有 27 个克隆编码前 -X 多肽 占观察序列的 60%.
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导致前 -X 基因编码不能的原因在于 A2608 C/T 替换突

变或 C/A2733 T 替换突变或上述位点的双突变[14] 研

究结果提示双替换突变是导致前-X区编码不能的主要

原因 占 22.2%.

        前 -X 基因的编码与否与基因型之间的关系见表 1.

研究提示A型仅有1个克隆 是由于双替换突变导致了

编码失败; B 型8个克隆中 6个克隆是由于双替换突变

导致了编码失败; C 型 26 个克隆中 5 个克隆由于 A2608

C/T 替换突变 3 个克隆由于 C/A2733 T 替换突变

导致了编码失败. C 型测序的 26 个克隆中有 18 个克隆

编码前 -X 区 占 69.2%; B 型测序的 8 个克隆中仅有

2 个克隆编码前 -X 区 占 25%. 选择测序的 45 个克隆

中有 27 个克隆编码前 -X 区 其中 B 型 2 个 C 型 18

个 B/C 混合型 7 例.

       值得注意的是患者 F298 共选择了 4 个克隆进行

测序 其中克隆 F298-1 发生 A2608 C 替换突变 导

致前 -X 区编码不能 其他 3 个克隆未发生替换突变.

表 1  前 -X 区编码突变在 HBV 基因型中的分布

     A2608 C/T替换突变     C/A2733 T替换突变     双替换突变      编码前-X区

A 型 0       0      1 0

B 型 0       0      6 2

C 型 5       3      0            18

B/C 0       0      3 7

比例 %         11.1   6.7 22.2            60

                 31       80

  F296-1 C   (31) ATGGGGCTTGGCCATTGGCCATCAGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  F296-4 C   (31) ATGGGGCTTGGCCATTGGCCATCAGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  F296-5 C   (31) ATGGGGCTTGGCCATTGGCCATCAGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  F298-1 C   (31) CTGGGGCTTGGCTATTGGCCATCGCCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  F298-2 C   (31) ATGGGGCTTGGCTATTGGCCATCGCCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  F298-3 C   (31) ATGGGGCTTGGCTATTGGCCATCGCCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  F298-5 C   (31) ATGGGGCTTGGCCATAGGCCATCAGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  F299-1 C   (31) CTGGGGCTTGGCTATTGGCCATCGCCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  F299-2 C   (31) CTGGGGCTTGGCTATTGGCCATCGCCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

F300-1 B/C   (31) CTGGGGCTTGGCTATAGGCCATCGCCGTATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

F300-2 B/C   (31) CTGGGGCTTGGCTATAGGCCATCGCCGTATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

F300-4 B/C   (31) CTGGGGCTTGGCTATAGGCCATCGCCGTATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  F325-2 B   (31) TTGGGGCTTGGCCATAGGCCATCAGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGTCTC

  F325-3 B   (31) TTGGGGCTTGGCCATAGGCCATCAGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGTCTC

  F325-4 B   (31) TTGGGGCTTGGCCATAGGCCATCAGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGTCTC

  F325-6 B   (31) TTGGGGCTTGGCCATAGGCCATCAGCACATGCGTGGAACCTTTGTGTCTC

  F326-1 C   (31) ATGGGGCTTGGCCATAGGCCATCAGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  F326-2 C   (31) ATGGGGCTTGGCCATAGGCCATCGGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  F326-4 C   (31) ATGGGGCTTGGCCATAGGCCATCGGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  F326-6 C   (31) ATGGGGCTTGGCCATAGGCCATCGGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  F327-1 C   (31) TTGGGGCTTGGCTATAGGCCATCAGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  F327-2 C   (31) TTGGGGCTTGGCTATAGGCCATCAGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  Y931-2 B   (31) ATGGGGCTTGGCTATTGGCCATCGCCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  Y931-3 B   (31) ATGGGGCTTGGCTATTGGCCATCGCCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  Y933-1 B   (31) TTGGGGCTTGGCCATAGGCCATCAGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGTCTC

  Y933-2 B   (31) TTGGGGCTTGGCCATAGGCCATCAGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGTCTC

  Y940-4 C   (31) ATGGGGCTTGGCTATTGGCCATCGCCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  Y942-3 C   (31) ATGGGGCTTGGCTATTGGCCATCGCCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  Y943-1 A   (31) TTGGGGCTTGGCCATAGGCCATCAGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGTCTC

  Y947-2 C   (31) ATGGGGCTTGGCCATAGGCCATCAGCGCGTGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  Y947-3 C   (31) ATGGGGCTTGGCCATAGGCCATCAGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  Y949-2 C   (31) ATGGGGCTTGGCTATTGGCCATCGACGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  Y949-3 C   (31) ATGGGGCTTGGCTATTGGCCATCAACGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  Y949-4 C   (31) ATGGGGCTTGGCTATTGGCCATCAACGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  Y949-5 C   (31) ATGGGGCTTGGCTATTGGCCATCAACGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

Y982-1 B/C   (31) ATGGGGCTTGGCCATTGGCCATCAGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

Y982-3 B/C   (31) ATGGGGCTTGGCCATAGGCCATCGGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

Y982-4 B/C   (31) ATGGGGCTTGGCCATTGGCCATCAGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

Y982-5 B/C   (31) ATGGGGCTTGGCCATAGGCCATCGGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

Y982-6 B/C   (31) ATGGGGCTTGGCCATTGGCCATCAGCGCATGCGTGGAACCTTTGTAGCTC

Y983-2 B/C   (31) ATGGGGCTTGGCCATCGGCCATCGGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

Y983-3 B/C   (31) ATGGGGCTTGGCCATCGGCCATCGGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  Y985-2 C   (31) ATGGGGCTTGGCCATAGGCCATCGGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  Y985-3 C   (31) ATGGGGCTTGGCCATAGGCCATCGGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

  Y985-6 C   (31) ATGGGGCTTGGCCATAGGCCATCGGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

 Consensus   (31) ATGGGGCTTGGCCATAGGCCATCGGCGCATGCGTGGAACCTTTGTGGCTC

       81     130

  F296-1 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTTGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  F296-4 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  F296-5 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  F298-1 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  F298-2 C   (81) CTCAGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  F298-3 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  F298-5 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  F299-1 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  F299-2 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

F300-1 B/C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

F300-2 B/C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

F300-4 B/C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  F325-2 B   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCCGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  F325-3 B   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCCGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  F325-4 B   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCCGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  F325-6 B   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCCGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  F326-1 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCCTGTTTTGCTCGCAGC

  F326-2 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCCTGTTTTGCTCGCAGC

  F326-4 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCCTGTTTTGCTCGCAGC

  F326-6 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCCTGTTTTGCTCGCAGC

  F327-1 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  F327-2 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  Y931-2 B   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTTCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  Y931-3 B   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTTCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  Y933-1 B   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCCGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  Y933-2 B   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCCGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  Y940-4 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  Y942-3 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC
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  Y943-1 A   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCCGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  Y947-2 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  Y947-3 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  Y949-2 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  Y949-3 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  Y949-4 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  Y949-5 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

Y982-1 B/C   (81) CCCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

Y982-3 B/C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCCTGTTTTGCTCGCAGC

Y982-4 B/C   (81) CTCTGCCGATCCGTACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

Y982-5 B/C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

Y982-6 B/C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

Y983-2 B/C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

Y983-3 B/C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  Y985-2 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  Y985-3 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

  Y985-6 C   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

 Consensus   (81) CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTTGCTCGCAGC

     131     180

  F296-1 C  (131) CGGTCTGGGGCAAACCTTATCGGAACTGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  F296-4 C  (131) CGGTCTGGAGCAAACCTTATCGGAACTGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  F296-5 C  (131) CGGTCTGGAGCAAACCTTATCGGAACTGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  F298-1 C  (131) CGGTCTGGAGCAAAACTTATCGGCACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  F298-2 C  (131) CGGTCTGGGGCGAAACTTATCGGAACCGACAACTCTGTCGTCCTCTCTCG

  F298-3 C  (131) CGGTCTGGGGCGAAACTTATCGGAACCGACAACTCTGTCGTCCTCTCTCG

  F298-5 C  (131) CGGTCTGGAGCGAAACTTATCGGAACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  F299-1 C  (131) CGATCTGGAGCAAAACTTATCGGCACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  F299-2 C  (131) CGGTCTGGAGCAAAACTTATCGGCACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

F300-1 B/C  (131) CGGTCTGGAGCGAAACTTATCGGAACTGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

F300-2 B/C  (131) CGGTCTGGAGCGAAACTTATCGGAACTGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

F300-4 B/C  (131) CGGTCTGGAGCGAAACTTATCGGAACTGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  F325-2 B  (131) AGGTCTGGGGCAAAACTCATCGGGACTGACAATTCTGTCGTGCTCTCCCG

  F325-3 B  (131) AGGTCTGGGGCAAAACTCATCGGGACTGACAATTCTGTCGTGCCCTCCCG

  F325-4 B  (131) AGGTCTGGGGCAAAACTCATCGGGACTGACAATTCTGTCGTGCTCTCCCG

  F325-6 B  (131) AGGTCTGGGGCAAAACTCATCGGGACTGACAATTCTGTCGTGCTCTCCCG

  F326-1 C  (131) CGGTCTGGGGCAAAACTTATCGGCACCGACAACTCCGTTGTCCTCTCTCG

  F326-2 C  (131) CGGTCTGGGGCAAAACTTATCGGCACCGACAACTCCGTTGTCCTCTCTCG

  F326-4 C  (131) CGGTCTGGGGCAAAACTTATCGGCACCGACAACTCCGTTGTCCTCTCTCG

  F326-6 C  (131) CGGTCTGGGGCAAAACTTATCGGCACCGACAACTCCGTTGTCCTCTCTCG

  F327-1 C  (131) CGGTCTGGAGCAAAACTTCTCGGCACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  F327-2 C  (131) CGGTCTGGAGCAACACTTCTCGGCACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  Y931-2 B  (131) CGGTCTGGAGCGAAACTTATCGGAACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  Y931-3 B  (131) CGGTCTGGAGCGAAACTTATCGGAACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  Y933-1 B  (131) AGGTCTGGAGCGAAACTCATCGGGACTGACAATTCTGTCGTGCTCTCCCG

  Y933-2 B  (131) AGGTCTGGAGCAAAACTCATCGGGACTGACAATTCTGTCGTGCTCTCCCG

  Y940-4 C  (131) CGGTCTGGAGCGAAACTTATCGGAACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  Y942-3 C  (131) CGGTCTGGAGCGAAACTTATCGGAACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  Y943-1 A  (131) AGGTCTGGAGCAAAACTCATCGGGACTGACAATTCTGTCGTGCTCTCCCG

  Y947-2 C  (131) CGGTCTGGAGCGAAACTTATCGGAACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  Y947-3 C  (131) CGGTCTGGAGCGAAACTTATCGGAACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  Y949-2 C  (131) CGGTCTGGAGCGAAACTTATCGGCACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  Y949-3 C  (131) CGGTCTGGAGCAAAACTTATCGGCACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  Y949-4 C  (131) CGGTCTGGAGCAAAACTTATCGGCACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  Y949-5 C  (131) CGGTCTGGAGCAAAACTTATCGGCACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

Y982-1 B/C  (131) CGGTCTGGAGCGAAACTTATCGGAACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

Y982-3 B/C  (131) CGGTCTGGGGCAAAACTTATCGGCACCGACAACTCCGTTGTCCTCTCTCG

Y982-4 B/C  (131) CGGTCTGGAGCGAAACTTATCGGAACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

Y982-5 B/C  (131) CGGTCTGGGGCAAAACTTATCGGCACCGACAACTCAGTTGTCCTCTCTCG

Y982-6 B/C  (131) CGGTCTGGAGCGAAACTTATCGGAACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

Y983-2 B/C  (131) CGGTCTGGAGCGAAACTCATCGGAACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

Y983-3 B/C  (131) CGGTCTGGAGCGAAACTCATCGGAACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

  Y985-2 C  (131) CGGTCTGGGGCAAAACTTATCGGCACCGACAACTCAGTTGTCCTCTCTCG

  Y985-3 C  (131) CGGTCTGGGGCAAAACTTATCGGCACCGACAACTCAGTTGTCCTCTCTCG

  Y985-6 C  (131) CGGTCTGGGGCAAAACTTATCGGCACCGACAACTCAGTTGTCCTCTCTCG

 Consensus  (131) CGGTCTGGAGCAAAACTTATCGG ACCGACAACTCTGTTGTCCTCTCTCG

        181               198

  F296-1 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  F296-4 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  F296-5 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  F298-1 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  F298-2 C  (181) GAAATACACCTCTTTTCC

  F298-3 C  (181) GAAATACACCTCTTTTCC

  F298-5 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  F299-1 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  F299-2 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

F300-1 B/C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

F300-2 B/C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

F300-4 B/C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  F325-2 B  (181) CAAGTACACCTCATTTCC

  F325-3 B  (181) CAAGTACACCTCATTTCC

  F325-4 B  (181) CAAGTACACCTCATTTCC

  F325-6 B  (181) CAAGTACACCTCATTTCC

  F326-1 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  F326-2 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  F326-4 C  (181) GAAAGACACCTCCTTTCC

  F326-6 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  F327-1 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  F327-2 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  Y931-2 B  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  Y931-3 B  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  Y933-1 B  (181) CAAGTATACATCATTTCC

  Y933-2 B  (181) CAAGTATACATCATTTCC

  Y940-4 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  Y942-3 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  Y943-1 A  (181) CAAGTATACATCATTTCC

  Y947-2 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  Y947-3 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  Y949-2 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  Y949-3 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  Y949-4 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  Y949-5 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

Y982-1 B/C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

Y982-3 B/C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

Y982-4 B/C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC
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Y982-5 B/C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

Y982-6 B/C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

Y983-2 B/C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

Y983-3 B/C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  Y985-2 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  Y985-3 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

  Y985-6 C  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

 Consensus  (181) GAAATACACCTCCTTTCC

图 2  前 -X 基因核酸序列比较. Consensus: 比较后推断的一致性
序列.

2.3 前 -X 基因蛋白质序列分析  45 株克隆中有 27 个克

隆编码的前 -X 多肽 其氨基酸序列比较见图 3. 前 -X

多肽全长 56 aa 总一致率为 73.2%. 经过比较 按照一

致率的差异分为 3 部分 1-10 aa 为高变区 一致率

为 60.0%; 11-36 aa 为高保守区 一致率为 88.5% 其

中 19-36 aa是保守区中的保守区 一致率为94.4%; 37-

56 aa 为另一高变区 一致率为 60.0%.

       氨基酸序列中的部分替换突变具有来源个体化现

象 我们[20]曾命名其为 HBV 个体化突变.第 26 aa 来

自其他患者的病毒株均编码 P 而来自患者 Y931 的 2

个克隆编码 S; 相应的 第 40 aa 来自其他患者的病

毒株均编码 Y 而来自患者 Y983 的 2 个克隆编码 H.

          氨基酸的变异还表现为一些位点的变异具有相对的

普遍意义 比如第 5 aa 的 Y(10)/H(17)(括号中为编码该

氨基酸残基的克隆数 下同) 第6 aa的W(12)/R(15) 第

37 aa 的 G(11)/S(16) 第 38 aa 的 E(15)/K(12) 第 42 aa 的

N(14)/H(13).

3   讨论

本研究组[21-29]在近期的研究中着重阐述了 HBV 准种现

象 在此基础上 我们发现以往界定的 HBV 前 -S1 基

因之前存在一个 ORF 将其命名为前 - 前 -S基因[10]. 同

时发现 X基因之前存在一融合表达的ORF 命名为前-

X 区[11] 为了证实前 -X 基因的实际存在以及氨基酸序

列特点 我们采取横断面研究方式对慢性乙型肝炎患

者体内感染的 HBV 基因组进行了研究.

        本研究选择了 17 例 HBV DNA 阳性的患者 按照

Naito et al [13]建立的快速分型鉴定方案进行了HBV基因

型分型研究 试图探讨 HBV 基因型别与前 -X 区编码

 1        56

    f298-2 (1) MGLGYWPSPHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWGETYRNRQLCRPLSEIHLFS

    f298-3 (1) MGLGYWPSPHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWGETYRNRQLCRPLSEIHLFS

    f298-5 (1) MGLGHRPSAHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWSETYRNRQLCCPLSEIHLLS

    f326-1 (1) MGLGHRPSAHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWGKTYRHRQLRCPLSEIHLLS

    f326-2 (1) MGLGHRPSAHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWGKTYRHRQLRCPLSEIHLLS

    f326-4 (1) MGLGHRPSAHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWGKTYRHRQLRCPLSERHLLS

    f326-6 (1) MGLGHRPSAHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWGKTYRHRQLRCPLSEIHLLS

   y931-2 (1) MGLGYWPSPHAWNLCGSSADPYCGTSSSLFCSQPVWSETYRNRQLCCPLSEIHLLS

   y931-3 (1) MGLGYWPSPHAWNLCGSSADPYCGTSSSLFCSQPVWSETYRNRQLCCPLSEIHLLS

   y940-4 (1) MGLGYWPSPHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWSETYRNRQLCCPLSEIHLLS

   y942-3 (1) MGLGYWPSPHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWSETYRNRQLCCPLSEIHLLS

   y947-2 (1) MGLGHRPSARAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWSETYRNRQLCCPLSEIHLLS

   y947-3 (1) MGLGHRPSAHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWSETYRNRQLCCPLSEIHLLS

   y949-2 (1) MGLGYWPSTHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWSETYRHRQLCCPLSEIHLLS

   y949-3 (1) MGLGYWPSTHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWSKTYRHRQLCCPLSEIHLLS

   y949-4 (1) MGLGYWPSTHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWSKTYRHRQLCCPLSEIHLLS

   y949-5 (1) MGLGYWPSTHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWSKTYRHRQLCCPLSEIHLLS

   y982-1 (1) MGLGHWPSAHAWNLCGSPADPYCGTPSSLFCSQPVWSETYRNRQLCCPLSEIHLLS

   y982-3 (1) MGLGHRPSAHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWGKTYRHRQLRCPLSEIHLLS

   y982-4 (1) MGLGHWPSAHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWSETYRNRQLCCPLSEIHLLS

   y982-5 (1) MGLGHRPSAHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWGKTYRHRQLSCPLSEIHLLS

   y982-6 (1) MGLGHWPSAHAWNLCSSSADPYCGTPSSLFCSQPVWSETYRNRQLCCPLSEIHLLS

   y983-2 (1) MGLGHRPSAHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWSETHRNRQLCCPLSEIHLLS

   y983-3 (1) MGLGHRPSAHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWSETHRNRQLCCPLSEIHLLS

   y985-2 (1) MGLGHRPSAHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWGKTYRHRQLSCPLSEIHLLS

   y985-3 (1) MGLGHRPSAHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWGKTYRHRQLSCPLSEIHLLS

   y985-6 (1) MGLGHRPSAHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWGKTYRHRQLSCPLSEIHLLS

Consensus (1) MGLGHRPSAHAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWSETYRNRQLCCPLSEIHLLS

图 3  前 -X 多肽氨基酸序列比较. Consensus: 比较后推断的一致性序列.

798                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 4 月 15 日  第 12 卷  第 4 期



之间的关系. 经过分型研究 本研究抽取的 17 例患者

中 基因型为 A 型者 1 例 基因型为 B 型者 3 例 B/C

混合型者 3 例 C 型 10 例. 自 17 例患者的克隆库中随

机选择了共 45 个克隆进行核酸序列测定 其中 27 个克

隆编码前 -X 区 18 个克隆不编码前 -X 基因. 编码前 -

X 基因的克隆中以 C 基因型为最多 有 18 个克隆 来

自 7 例患者; 其中 B 型 2 个克隆 来自 1 例患者; B/C 混

合型 7 个克隆 来自 2 例患者. 10 例患者体内的 HBV 病

毒基因组编码前-X基因 占采样总数的58.8% (10/17)

提示多数患者体内的 HBV 基因组编码前 -X 基因. 进行

HBV 基因型分型的研究试图阐明前 -X 基因的存在与

HBV 基因型之间的关系 结果发现 C 型测序的 26 个克

隆中有 18 个(69.2%)克隆编码前 -X 区 B 型测序的 8 个

克隆中仅有 2 个(25%)克隆编码前 -X 区 提示前 -X 基

因的编码具有一定的 HBV C 基因型倾向性 但并不具

有基因型特异性.

        我们[14]之前的研究发现前 -X 基因编码不能主要由

于 3 种突变所导致 即 A2608 C/T 替换突变 C/A2733

T 替换突变以及上述 2 个位点的双替换突变. 第一种变

异导致前 -X 区起始密码子 ATG 突变为 C/TTG 病毒 X

蛋白自动以下一个ATG为起始密码子; 第二种变异导致

前 -X 区 ATG 与原 X 区之间 ATG 之间第 44 位氨基酸编

码子发生终止突变 C/AGA 突变为 TGA 导致前 -X 基

因表达被提前终止; 双替换突变是指上述的 2 种突变同

时发生. 表 1 初步揭示了 HBV 基因型与前 -X 基因编码

不能之间的关系. 结果发现 A 基因型 1 个克隆 B 基因

型 6 个克隆和 B/C 混合型 3 个克隆发生了双替换突变

而 C 基因型前 -X 区编码不能的 8 个克隆均表现为单位

点替换突变 其中 A2608 C/T 突变 5 个 C/A2733 T

突变 3 个 本组研究结果初步提示 C 基因型 HBV 基因

组与其他基因型导致前 -X 编码不能的机制是不同的

相对而言 C 基因型的变异是初步的 而 A B 基因型

的变异是进一步的. 值得注意的是患者F298 在选择的

4 个测序克隆中 其中 1 个克隆发生 A2608 C 替换突变

而导致前 -X 区编码不能 其他 3 个克隆未发生替换突

变 这提示前 -X 区变异是渐变的 并不是一成不变的.

        针对前-X多肽氨基酸序列进行的分析发现前-X多

肽存在2个高度变异区和一个高度保守区. 前-X多肽全

长 56 aa 氨基酸序列总一致率为 73.2%. 高度变异区存

在于肽段的两端 分别为1-10 aa 一致率为60.0%; 37-

56 aa 为另一高变区 一致率为 60.0%. 上述 2 个区域的

一致率较前 -X 多肽的总一致率低 13.2%. 前 -X 多肽的

中央部分为高保守区 11-36 aa段一致率为88.5% 19-

36 aa 的一致率高达 94.4%. 这些发现对以后前 -X 多肽

的检测有重要意义. 前 -X 多肽之中的变异以替换突变

为主 而之中部分位点的变异展示出 HBV 个体化突变

特征[20]. 如第 26 aa 来自其他患者的病毒株均编码 P

而来自患者 Y931 的 2 个克隆编码 S; 第 40 aa 来自其

他患者的病毒株均编码 Y 而来自患者 Y983 的 2 个克

隆编码 H 这些变异提示 HBV 基因组的变异就象人类

的指纹 这在 HBV 生活史中具有什么样的意义 还

需要进一步研究.

        前 -X 区多肽氨基酸的变异还表现为一些位点的变

异具有相对的普遍意义 比如第 5 aa 的 Y(10)/H(17)(括

号中为编码该氨基酸残基的克隆数 下同) 第 6 aa 的

W(12)/R(15) 第 37 aa 的 G(11)/S(16) 第 38 aa 的 E(15)/

K(12) 第 42 aa 的 N(14)/H(13). 这些位点的变化可能具

有进一步分型的意义 需要进一步研究.

        总之 本研究应用分子流行病学研究方法 自 17

例患者的血清中提取了 HBV DNA 基因组 之后应用

HBV 基因型分型技术和 PCR-TA 克隆 - 测序技术展示

了前 -X 基因的存在 这些样本来自普通 HBV 感染

者 而不是来自原发性肝癌患者[30-31] 提示前 -X 基

因的存在是一种普遍现象.结合本研究组针对前 -X 基

因的研究[11, 13-14] 我们认为应当加强对前 -X 区的研

究 将 Loncarevic et al [32]最初的研究提高到蛋白水平.

本研究还提示前 -X 基因存在 HBV C 基因型倾向性 但

不存在基因型的特异性.
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World Journal of Gastroenterology 稿件来源及论文资助情况

随着我国科学研究整体水平的提高 质量较高的论文逐年增加 来自名牌大学 研究院所 特别是具有良好

科学记录的实验室 课题组和科学家的论文增长幅度较大.  2003-04-01/2003-10-01 以来 World Journal of

Gastroenterology WJG 共收到论文 618 篇 其中国内论文 501 篇(81.06%) 国际论文 117 篇(18.93%).

WJG 2003 年 1-10 期共发表论文 521 篇 其中文献综述 21 篇 食管癌 27 篇 胃癌 54 篇 肝癌 65 篇 大

肠癌 39 篇 病毒性肝炎 46 篇 幽门螺杆菌 20 篇 基础研究 115 篇 临床研究 62 篇 研究快报 62 篇 病

例报告 8 篇 读者来信 2 篇. 发表国内论文 450 篇(86.37%) 发表国际论文 71 篇(13.62%). 作者共 2949 人

国际作者占 14.41% 国内作者占 85.90%. 发表论文分布 34 个国家和地区 包括阿根延 澳大利亚 巴基斯

坦 巴西 比利时 波兰 丹麦 德国 法国 芬兰 韩国 荷兰 加拿大 克罗地亚 美国 南

非 南斯拉夫 日本 瑞典 瑞士 沙特阿拉伯 泰国 土耳其 西班牙 希腊 新加坡 匈牙利

伊朗 意大利 印度 英国 中国 中国台湾 中国香港.   基金资助论文 292 篇(56.04%) 各项目基金

论文共 440 篇(84.45%) 其中国际基金论文 25 篇(4.79%) 国家 973 863 国家自然科学基金资助论文 180

篇(34.54%) 部 省级基金资助论文 235 篇(45.10%). WJG 2002 年共发表论文 226 篇 分布为 26 个地区

国内论文占 93.36% 国际论文占 6.63% 基金论文占 60.61%. WJG 2001 年共发表论文 173 篇 分布 20 个

地区 112 个机构 国际论文占 35% 基金论文占 55%. WJG 2000 年共发表论文 205 篇 基金论文占 50%.

WJG 1999 年共发表论文 144 篇 分布 20 个地区 100 个机构 国际论文占 23% 基金论文占 50%. WJG

1998 年共发表论文 183 篇 11 个地区分布 国际论文占 9.84% 基金论文占 59.56%.
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Abstract
AIM: To clone and identify a new gene NS5ATP2 and its
spliced variant transactivated by hepatitis C virus non-structural
protein 5A.

METHODS: On the base of subtractive cDNA library of
genes transactivated by NS5A protein of hepatitis C virus,
the coding sequence of new gene and its spliced variant
were obtained by bioinformatics methods. Polymerase
chain reaction (PCR) was conducted to amplify NS5ATP2
gene.

RESULTS: The coding sequence of new gene and its spliced
variant were cloned and Identification successfully.

CONCLUSION: A novel gene has been recognized as the

new target transactivated by HCV NS5A protein. These
results bring some new clues for studying the biological
functions of the new gene and pathogenesis of the viral
proteins.

Yang Q, Cheng J, Liu Y, Hong Y, Wang JJ, Zhang SL. Cloning and
identification of NS5ATP2 gene and its spliced variant transactivated
by hepatitis C virus non-structural protein 5A. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(4):801-804

摘要

目的: HCV NS5A 病毒蛋白反式激活作用的新的靶基因

NS5ATP2及其不同剪接体基因序列的确立 克隆化研究.

方法: 依据我室构建的 NS5A 反式激活基因差异表达的

cDNA消减文库 利用生物信息学技术获得 提取HepG2

细胞的总 RNA 进行反转录(RT-PCR) 扩增产物与原

核表达载体连接 进行测序鉴定.

结果: 经测序鉴定成功获得新基因的编码序列 并意

外发现了 NS5ATP2 的不同剪接体 对 NS5ATP2 基因组

进行分析 获得剪接体的编码序列 并成功进行了克隆

化研究.

结论: 利用分子生物信息学技术 发现并鉴定了 HCV

NS5A反式激活作用的新的靶基因NS5ATP2(615)及其可

变剪接体 NS5ATP2(216) 为研究新基因的生物学功能

及丙肝发病机制提供新的依据.

杨倩, 成军, 刘妍, 洪源, 王建军, 张树林. 丙型肝炎病毒非结构蛋白 NS5A 反

式激活基因 2基因组DNA结构分析及其不同剪切体的克隆化研究. 世界华人

消化杂志  2004;12(4):801-804

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/801.asp

0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)是含外膜蛋白的单股正链 RNA 病

毒 属黄病毒科肝炎病毒类. 在大多数感染人群中丙型

肝炎病毒表现为持续性感染 并可导致慢性肝炎 肝硬

化 或肝细胞癌[1-4]. 在体外实验中证实 NS5A 对细胞周

期及细胞生长具有调节作用 可能与慢性肝炎 肝细胞

癌的发生发展有着密切的关系[5-6]. 我室利用抑制性消减

杂交技术 对于NS5A表达载体转染的肝母细胞瘤细胞

系 HepG2 的基因表达谱变化进行比较研究 发现了

NS5A蛋白可以反式激活一些基因的表达. 其中包括未知

功能基因 命名为 NS5ATP2[7-10]. 我们对其进行了克隆
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化研究 成功获得了 NS5ATP2 的编码序列 在此过

程中我们意外发现了 NS5ATP2 基因的不同剪切体 对

NS5ATP2 基因组进行分析 确定了该基因剪切体的编

码序列 并进行了克隆化研究.

1   材料和方法

1.1 主要实验材料和试剂  肝母细胞瘤细胞系 HepG2 和

感受态大肠杆菌 D H 5 α 为本室保存 T a q 酶购自

Promega 公司 pGEM-T 载体购自 Promega 公司. 玻璃奶

回收试剂盒购自博大公司. DNA序列测定由上海申友公

司完成.

1.2 NS5ATP2 基因序列的确定  利用抑制性消减杂交技

术构建NS5A反式激活基因差异表达的cDNA消减文库

挑选 90 个克隆测序 与 GenBank 数据库进行初步比较.

15 个克隆未检索到任何对应的相似序列 可能代表了

某些新基因. 利用美国国立卫生院(NIH)国立医学图书馆

(NLM)国立生物工程中心(NCBI)建立的核苷酸序列数据

库(GenBank)及其同源基因序列的搜索(BLASTN) 发现

其中一个新基因与 GenBank 中注册的已知功能基因序

列没有同源. 电子拼接推定该基因的开放读码框架获得

相应的全长编码基因 将该未知功能基因命名为

NS5ATP2. 对 NS5ATP2进行电子拼接 发现其开放读码

框长 615 bp 编码 207 氨基酸残基[11-13].

1.3 多聚酶链反应(PCR)扩增 NS5ATP2 基因  根据

NS5ATP2 的全长编码基因 设计上下游引物. 上游引物

-GGA TTC ATG GCT TCG GTC TCC TCT GC-3

下游引物 5 -GGT ACC TCA GGA GTG TGG CTC ACT

GG -3 . 以反转录产物为模板进行 PCR PCR 参数如

下: 94   min 预变性 94  60 s 变性 60  60 s

退火 72  60 s 延伸 共 35 个循环 72 再延伸

10 min.

1.4 基因克隆化  克隆目的片段 将 PCR 产物在 0.9% 琼

脂糖凝胶中电泳 切取目的片段 玻璃奶法回收PCR产

物 与 pGEM-T 载体连接 转化 DH5α 感受态细菌

在含氨苄青霉素的LB/X-gal/IPTG培养板上 37 培养

18 h. 挑取白色菌落 增菌. 提取质粒进行限制性酶切分

析鉴定 发现两个大小不一致的酶切片段 挑选相应菌

落送测序.

1.5 生物信息学分析  将测序得到的两个核苷酸序列进

行分析 其中一个与我们预测的 NS5ATP2 序列完全一

致 而另一个序列与 NS5ATP2 部分同源 利用美国国

立卫生院(NIH)国立医学图书馆(NLM)国立生物工程中心

(NCBI)建立的核苷酸序列数据库(GenBank)进行搜索

确定了两个序列的染色体定位 并对其基因组进行了

分析.

2   结果

2.1 目的基因的 PCR 扩增  以 HepG2 细胞系 cDNA 文库

为模板 PCR 反应后经 0.9% 琼脂糖凝胶电泳 可见

长度为 615 bp 和 500 bp 的两种电泳条带 见图 1. PCR

产物与 T- 载体连接 转化大肠杆菌 提取质粒进行

酶切鉴定 结果见图 2.

图 1  NS5ATP2 PCR 电泳图.

图 2  pEGM-T-NS5ATP2 酶切电泳图.

2.2 不同剪切体的发现  将连接两个不同大小片段的质

粒进行测序 其中一个结果完全符合 NS5ATP2 的拼接

序列 编码序列全长为 615 bp 表明我们已顺利得到

NS5ATP2 基因编码序列. 同时我们测序得到另一个与

NS5ATP2 部分同源序列 测序全长为 513 bp 利用生

物信息学技术推断其编码序列为 219 bp.

2.3 将 NS5ATP2(615 bp)与 NS5ATP2(513 bp)编码序列进

行比较 结果见图 3:

615  ATG GCT TCG GTC TCC TCT GCG ACC TTC TCG

513  ATG GCT TCG GTC TCC TCT GCG ACC TTC TCG

615  GGC CAC GGG GCT CGG TCC CTA CTG CAG TTC

513  GGC CAC GGG GCT CGG TCC CTA CTG CAG TTC

615  CTG CGG CTG GTA GGG CAG CTC AAG AGA GTC

513  CTG CGG CTG GTA GGG CAG CTC AAG AGA GTC

615  CCA CGA ACT GGC TGG GTA TAC AGA AAT GTC

513  CCA CGA ACT GGC TGG GTA TAC AGA AAT GTC

615  CAG AGG CCG GAG AGC GTT TCA GAT CAC ATG

513  CAG AGG CCG GAG AGC GTT TCA GAT CAC ATG

615  TAC CGG ATG GCA GTT ATG GCT ATG GTG ATC

513  TAC CGG ATG GCA GTT ATG GCT ATG GTG ATC

615  AAA GAT GAC CGT CTT AAC AAA GAC CGA TGT

513  AAA GAT GAC CGT CTT AAC AAA GAC C-- ---

2 000 bp

   750 bp
  500 bp

2 000 bp
   750 bp
  500 bp

   M     11-1    6-3

  T-TP2
Kpn l/EcoR1
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615  GTA CGC CTA GCC CTG GTT CAT GAT ATG GCA

513  --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---

615  GAA TGC ATC GTT GGG GAC ATA GCA CCA GCA

513  --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---

615  GAT AAC ATC CCC AAA GAA GAA AAA CAT AGG

513  --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---

615  CGA GAA GAG GAA GCT ATG AAG CAG ATA ACC

513  --- --- -GG AAG CTA TGA

615  CAG CTC CTA CCA GAG GAC CTC AGA AAG GAG

615  CTC TAT GAA CTT TGG GAA GAG TAC GAG ACC

615  CAA TCT AGT GCA GAA GCC AAA TTT GTG AAG

615  CAG CTA GAC CAA TGT GAA ATG ATT CTT CAA

615  GCA TCT GAA TAT GAA GAC CTT GAA CAC AAA

615  CCT GGG AGA CTG CAA GAC TTC TAT GAT TCC

615  ACA GCA GGA AAA TTC AAT CAC CCT GAG ATA

615  GTC CAG CTT GTT TCT GAA CTT GAG GCA GAA

615  AGA AGC ACT AAC ATA GCT GCA GCT GCC AGT

615  GAG CCA CAC TCC TGA

图 3 NS5ATP2(615 bp)与 NS5ATP2(513 bp)编码序列比较.

2.4 生物信息学分析  登录美国国立卫生院(NIH)国立医

学图书馆(NLM)国立生物工程中心(NCBI)建立的核苷酸

序列数据库(GenBank)(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 确

定 NS5ATP2 (615 bp)与 NS5ATP2(513 bp)的染色体定位

并进行比较分析. 发现二者均定位于 6q22.1-23.3 但

内含子和外显子结构不同 NS5ATP2(615 bp)基因位于

123 630-97 844 nt NS5ATP2 (513 bp) 基因位于123 630-

122 235 nt 见图 4 5:

图 4  NS5ATP2(615)基因结构示意图. (   外显子    内含子).

图 5  NS5ATP2(513 bp)基因结构示意图.(     外显子    内含子).

3   讨论

人类基因组的精细完整序列图谱公布 是人类生命科

学史上的重要的里程碑 基因组序列的阐明能从根本

上影响我们对生物学的认识和对医学的实践. 利用基因

组 DNA 序列可以为科研提供很多方面的方便 这些基

因组序列可以用来帮助寻找新基因[14]. 人类基因大约有

25 000-35 000 条 通过与基因组序列的对比 我们

还能发现基因不同的剪切形式 为进一步实验验证提

供信息[15-18]. 一个基因可以通过如下几种方式产生多个

转录体 如不同的转录起始位点 可变剪接 选择不同

的加尾信号位点 RNA编辑等. 可变剪接包括3种类型:

(1) 内含子的保留; (2)可变外显子的保留或切除; (3) 3 -

和 5 - 剪接位点的转移(shift)导致外显子的增长或缩

短[19-21]. 可变剪接是从相对简单的基因组提高蛋白质组

多样性的重要机制 蛋白质组的多样性与多细胞高等

生物的复杂性相适应. 从可变剪接涉及的基因分布格局

分析 可变剪接多发生在参与信号传导和表达调节等复

杂过程的基因上 如受体 信号传导通路(凋亡) 转录

因子等[22-26]. 对个体分化发育和一些关键的细胞生理过程

如凋亡 细胞兴奋等的精确调控有重要意义[27-29]. 一个

基因通过可变剪接产生多个转录异构体 各个不同的

转录异构体编码结构和功能不同的蛋白质 他们分别

在细胞 / 个体分化发育不同阶段 在不同的组织 有

各自特异的表达和功能. 因此 可变剪接是一种在转录

后 RNA 水平调控基因表达的重要机制[30].

        我室在进行病毒性肝炎发病机制的研究过程中 利

用抑制性消减杂交技术 酵母双杂交技术 酵母单杂

交技术 基因芯片技术 筛选出乙型肝炎 丙型肝炎病

毒蛋白反式激活的新基因 与病毒蛋白-蛋白相结合的

新基因 如 NS5A-TP4 NS5A-TP6 HCBP6 SPBP1

等 在对上述基因进行功能研究的过程中 我们发现

这些新基因与细胞信号传导 细胞生长 癌基因及抑癌

基因的表达有着密切的联系 为研究病毒性肝炎的发

病机制提供了新的方向 新的线索[31-34]. NS5A 是非结

构蛋白的一种 目前认为NS5A蛋白是在细胞蛋白激酶

作用下发生磷酸化修饰后发挥生物调节作用的. 近年研

究发现 NS5A 是转录反式激活因子 其羧基末端富含

酸性氨基酸及脯氨酸 这是真核细胞转录因子特有的

结构特征. 尽管 NS5A 蛋白是存在于胞质中 但其具有

功能性核定位信号(nucleic localization signal NLS)序

列 即 PPRKKRVV(354-362 aa) 因此有核信号转导

功能[35-36]. 为进一步研究其对细胞基因表达的调节作

用 我室利用抑制性消减杂交技术筛选出HCV NS5A反

式激活基因差异表达的cDNA消减文库 对挑选的克隆

进行分析发现其中一个新基因与 GenBank 中注册的已

知功能基因序列没有同源. 将该未知功能基因命名为

NS5ATP2. 电子拼接推定该基因的开放读码框架获得相

应的全长编码基因 TP2 的 ORF 长度为 615 bp 编码

204 个氨基酸残基. 根据这一序列设计引物 以人肝癌

细胞 cDNA 为模板 PCR 反应扩增 TP2 基因序列. 在

NS5A-TP2 基因的克隆化研究过程中 随机挑选的两个

克隆进行酶切鉴定时 凝胶电泳得到600 bp和500 bp两

个 DNA 片段 将相应的克隆进行测序 其中一个克

隆序列与 NS5A-TP2 推定序列完全一致 表明我们已顺

利得到 NS5A-TP2 另一个克隆序列测序全长为 513 bp

与 TP2 部分同源 登陆美国国立卫生院(NIH)国立医学

图书馆(NLM)国立生物工程中心(NCBI)建立的核苷酸序

列数据库(GenBank)(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 确定

NS5ATP2(615 bp)与 NS5ATP2(513 bp)的染色体定位 并

进行比较分析.  发现二者均定位于 6 q 2 2 . 1 - 2 3 . 3

NS5ATP2(615 bp)基因位于 123 630-97 844 nt NS5ATP2
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(513 bp) 基因位于 123 630-122 235 nt NS5ATP2(615 bp)

与NS5ATP2 (513 bp)是由同一基因编码的不同剪切体. 对

NS5ATP2 (513 bp)进行生物信息学分析推定该基因的开

放读码框架为216 bp 编码72个氨基酸 我们根据其开

放读码框架将 NS5ATP2 (513 bp)重新命名为 NS5ATP2

(216 bp). 得到 NS5ATP2 基因及其剪切体的编码序列

是该基因的生物学研究的第一步 对其进行深入的研究

为丙型肝炎的发病机制的研究提供了新的研究方向[37].
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Abstract
AIM: To explore the biological and immunoregulatory func-
tions of hepatitis B e antigen (HBeAg) which is a secreted
nonparticulate version of the viral nucleocapsid hepatitis B
core antigen (HBcAg), yeast-two hybrid technique was
performed to seek proteins in hepatocytes interacting with
HBeAg and a novel gene named as E-19 was identified. To
clone E-19 homologous gene from different species, a
Macaca fascicularis homologous gene E-19 was identified
by bioinformatics.

METHODS: HBeAg bait plasmid was constructed and trans-
formed into yeast AH109 (a type). AH109 was mated with
yeast cells Y187 (α type) containing liver cDNA library plasmid
pCAT2 in 2×YPDA medium. Plasmid of true positive blue
colonies were extracted and analyzed by DNA sequencing
and a new human gene E-19 was identified. A Macaca

fascicularis homologous gene E-19 was identified by
bioinformatics methods.

RESULTS: A Macaca fascicularis homologous gene E-19
was identified by bioinformatics. The Macaca fascicularis
homologous gene E-19 was consisted of 378 nt and en-
coded a protein of 125 aa.

CONCLUSION: Human gene E-19, a HBeAg interacting pro-
teins in hepatocytes, is successfully cloned by yeast-two
hybrid technique and a Macaca fascicularis homologous
gene E-19 is identified by bioinformatics.

Wu Y, Cheng J, Lu YY, Wang L, Liu Y, Zhang J, Li K. Identification and
sequence analysis of a Macaca fascicularis homologous gene to hu-
man hepatitis B virus e antigen binding protein E-19. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(4):805-808

摘要

目的: 乙型肝炎病毒e抗原(HBeAg)对HBV的感染和复制都

不是必须的 普遍认为他与HBV引起免疫耐受 免疫系统

功能障碍有关. 应用酵母双杂交技术我们克隆了人肝细胞

cDNA文库中与HBeAg相互作用蛋白的基因E-19 应用生

物信息学技术克隆猴的E-19同源基因.

方法: 应用酵母双杂交系统3 将多聚酶链反应(PCR)法扩

增的HBeAg基因连接入酵母表达载体pGBKT7中构建诱饵

质粒 转化酵母细胞AH109并在其内表达 然后与转化了人

肝cDNA文库质粒pACT2的酵母细胞Y187进行配合 提取

阳性菌落并测序 确定人E-19基因序列 利用生物信息学技

术克隆猴的 E-19 同源基因 并进行编码产物的序列分析.

结果: 成功克隆出人的HBeAg结合蛋白新基因E-19. 应用

生物信息学技术 确定克隆了猴E-19同源基因 编码基因

全长 378 nt 编码产物由 125 aa 组成.

结论: 成功克隆出人的 HBeAg 的肝细胞结合蛋白 E-19 基

因 并发现 确定了猴 E-19 的同源基因 为研究 E-19

基因的结构与功能 表达与调控 生物学意义以及在病毒

性肝炎发病机制中的作用奠定了基础.

吴煜, 成军, 陆荫英, 王琳, 刘妍, 张健, 李克. 乙型肝炎病毒 E 抗原结合蛋白 E-19

的猴同源基因的克隆化与序列分析. 世界华人消化杂志  2004;12(4):805-808

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/805.asp

0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)感染的慢性化机制是目前乙型肝炎
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研究领域中的重要课题 虽然涉及多方面的因素 其

中之一就是与HBeAg的免疫学调节作用有关. HBeAg在慢

性乙型肝炎发病机制中的作用和分子生物学机制目前还

不十分清楚[1-3]. HBeAg可阻断细胞毒性T淋巴细胞优先清

除对HBcAg特异的Th1细胞及Th1细胞介导的抗-HBc抗

体反应 使免疫应答转换为 Th2细胞亚型 使 HBV 逃避

免疫清除 感染慢性化[4-7]. 为了阐明HBeAg在慢性乙型肝

炎发病机制中的作用 必须首先阐明在肝细胞中 HBeAg

结合的肝细胞蛋白类型 我们应用酵母双杂交技术 从

肝细胞的 cDNA 文库中筛选到一个 HBeAg 的结合蛋白新

基因 命名为 E-19 为了寻找不同种属生物的 E-19

同源基因 我们利用生物信息学技术 鉴定 克隆了

猴 E-19 基因 对于其基因和编码产物序列进行了分析.

1   材料和方法

1.1 材料  AH109 酵母菌株(MA Ta trp1-901 leu2-

3 112 ura3-52 his3-200 gal4 gal80 LYS2::

GAL1 UAS-GAL1 TATA-HIS3 GAL2 UAS-GAL2 TATA-

ADE2URA3::MEL1TATA-lac Z MEL1) 预转化的 cDNA 肝

文库(Y187) pGBKT7-BD pGADT7-AD 克隆载体及

酵母 YPD 培养基 SD/-Trp SD/-Leu SD/-Trp/-

Leu/-His SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 等培养基 X-α-

gal 购于 Clontech 公司. 大 Taq DNA 聚合酶 T4 DNA 连

接酶 Eco R I 和 Pst I 购于 Takara 生物公司. IPTG 及

X-α-Gal  及 pGEM-T 载体 RT-PCR 试剂盒购于

Promega 公司. HBeAg 扩增引物(P1 5 - GAA TTC ATG

CAA CTT TTT CAC CTC TG -3 p2 5 - CTG CAG

GCC CCA AAG CCA CCC AAG GC-3 新基因 E-19 扩

增引物(P3 5 -GAA TTC ATG TCA TGG ACA CCC ACC

TC -3 P4 5 - GGA TCC AGA AAG AAA CAG GGT GAG

GG  -3 由合成及 DNA 测序由上海博亚公司承担.

1.2 方法

1.2.1 酵母双杂交筛选  PCR扩增HBeAg基因与pGBKT7

载体连接构建表达载体 转然酵母细胞 AH109 并培养

至 1 1012/L-1 与 1 ml(1×106)的肝文库酵母细胞配合

生长 6-18 d 后挑取真阳性菌落. 应用逆转录 RT-PCR 扩

增人 E-19 基因的全序列.

1.2.2 猴E-19基因的克隆化  以人的HBeAg结合蛋白E-

19 基因序列作为参照 应用在线核苷酸序列同源性的

比对软件(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) 对于核苷酸数据

库 nr 中收录的核苷酸序列进行同源性比对 并确定猴

E-19 的同源基因.

2   结果

2.1 pGBKT7-HBeAg重组诱饵质粒的构建及表达  成功

扩增出 HBeAg 基因片段 连接到 pGBKT7 载体中酶切

鉴定结果正确. 诱饵质粒转化酵母 AH109 株.

2.2 诱饵与肝文库酵母菌株配合结果  配合后筛选出既

能在在四缺(SD/-Trp-Leu-Ade-His)培养基又能在铺有

X-α- 半乳糖(X-α-gal)的四缺培养基上均能生长并变

成蓝色的真阳性菌落 在 GenBank 中寻找同源序列.

2.3 新基因全序及表达载体的克隆及重组结果  RT-PCR

方法成功克隆出人 E-19 新基因的完整序列 大小为

351 bp GenBank 注册号 AF529373(图 1).

2.4 人 E-19 猴同源基因的克隆化  利用生物信息学技

术 发现 确定了猴 E-19 的同源基因 为研究 E-

19 基因的结构与功能 表达与调控 生物学意义以及

在病毒性肝炎发病机制中的作用奠定了基础(图 2).

2.5 人与猴E-19基因序列及编码产物序列的比较  人与猴

E-19 基因序列的比较 有 13 nt 位点的核苷酸序列不同

同源性为 96.56% (365/378); 人与猴 E-19 基因编码产物序

列的比较 有6 aa位点的氨基酸残疾序列不同 同源性为

95.20% (119/125). 另外 人与猴E-19基因序列及编码产物

序列的比较 在人 E-19 基因序列的 255-256 nt 之间 猴

E-19 基因中有一段 27 nt 的核苷酸序列的插入 即猴 E-

19 蛋白中有一段 9 aa 的氨基酸残基序列的插入 但是这

种变化的生物学意义需要进行深入的研究(图 3 4).

M   S   W   T   P   T   S   C   S   C   G   L   G   D   G

              1  ATG TCA TGG ACA CCC ACC TCT TGT TCC TGC GGC CTC GGT GAT GGC

I   G   H   I    L   G   V   Q   R   R   P   T   R   A   R

           46  ATA GGT CAC ATT TTG GGA GTT CAG AGG AGG CCT ACA AGG GCA AGG

S   D   G   R   A   R   L   V   L   R   A   S    L   S    L

           91   TCA GAT GGC AGA GCA AGG TTG GTC CTC AGG GCC TCT CTA AGC CTT

R   A   P   P   L   L   G   L   G   C   L   V   N   C   H

         136   AGG GCC CCT CCT CTC CTT GGC CTT GGC TGT TTG GTT AAC TGT CAC

L   P   L   R   A   S    A   L   Y   L   F   P   S    S    Q

         181   CTT CCA CTC AGG GCC TCT GCT CTA TAT CTA TTC CCT TCC AGC CAG

T   G   R   W   G   L   P   P   T   P   E   D   E   D   K

         226   ACT GGC AGA TGG GGG CTT CCC CCT ACC CCT GAG GAT GAG GAC AAG

P   L   G   Q   F   S   V   P   V   L   L   P   W   A   A

         271   CCC CTC GGC CAG TTC AGC GTT CCC GTG CTT CTC CCT TGG GCA GCC

S   L    L    S    P    S    P    C   F    F    L    *

         316   TCT CTC TTG AGC CCC TCA CCC TGT TTC TTT CTG TGA

图 1  人 E-19 新基因序列(GenBank 号; AF529373).

图 2   E-19 的猴同源基因序列及其编码产物.

   1      ATGTCATGGACACCCACCTCTTGTTCCTGCGGCCTCGGTGATGGC

M  S   W  T   P   T   S   C   S   C   G   L   G   D   G

                      46    ATAGGTCACATTTTGAGAGTTCAGAGGAGGCCTACAAGGGCAAGG

I   G   H   I   L   R   V   Q   R   R   P   T   R   A   R

                       91    TCAGATGGCAGAGCAAGGTTGGTCCTCAGGGCCTCACTAAGCCTT

S   D   G   R   A   R   L   V   L   R   A   S   L   S   L

                     136    AGGGCCCCTCCTCTCCTTGGCCTTGGCTGTTTGGTTAGCTGTCAC

R   A   P   P   L   L   G   L   G   C   L   V   S   C   H

                     181     CTCCCACTCAGGGCCTCTGCTCTATGTCTATTCCCTTCCAGCCAG

L   P   L   R   A   S   A   L   C   L   F   P   S   S   Q

                     226     ACTAGCAGATGGGGCCTCCCCCCTACCCCTACTTTTTGCATGGCA

T  S   R   W  G   L   P   P   T   P   T   F   C   M   A

                     271    GCAGGTACCCCTGAGGACAAGGACAAGCCCCTTGGCCAGTTCAGT

A   G   T   P   E   D   K   D   K   P   L   G   Q   F   S

                     316    GTTCCCATGCTTCTCCCTTGGGCAGCCTCTCTCTTGAGCCCCTCA

V   P   M   L   L   P   W   A   A   S   L   L   S   P   S

                 361    CCCTGTTTCTTTCTGTGA 378

                            P      C      F       F       L      *
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人 ATGTCATGGACACCCACCTCTTGTTCCTGCGGCCTCGGTGATGGC

猴 ATGTCATGGACACCCACCTCTTGTTCCTGCGGCCTCGGTGATGGC

人 ATAGGTCACATTTTGGGAGTTCAGAGGAGGCCTACAAGGGCAAGG

猴 ATAGGTCACATTTTGAGAGTTCAGAGGAGGCCTACAAGGGCAAGG

人 TCAGATGGCAGAGCAAGGTTGGTCCTCAGGGCCTCTCTAAGCCTT

猴 TCAGATGGCAGAGCAAGGTTGGTCCTCAGGGCCTCACTAAGCCTT

人 AGGGCCCCTCCTCTCCTTGGCCTTGGCTGTTTGGTTAACTGTCAC

猴 AGGGCCCCTCCTCTCCTTGGCCTTGGCTGTTTGGTTAGCTGTCAC

人 CTTCCACTCAGGGCCTCTGCTCTATATCTATTCCCTTCCAGCCAG

猴 CTCCCACTCAGGGCCTCTGCTCTATGTCTATTCCCTTCCAGCCAG

人 ACTGGCAGATGGGGGCTTCCCCCTACCCCT---------------

猴 ACTAGCAGATGGGGCCTCCCCCCTACCCCTACTTTTTGCATGGCA

人 ------------GAGGATGAGGACAAGCCCCTCGGCCAGTTCAGC

猴 GCAGGTACCCCTGAGGACAAGGACAAGCCCCTTGGCCAGTTCAGT

人 GTTCCCGTGCTTCTCCCTTGGGCAGCCTCTCTCTTGAGCCCCTCA

猴 GTTCCCATGCTTCTCCCTTGGGCAGCCTCTCTCTTGAGCCCCTCA

人 CCCTGTTTCTTTCTGTGA

猴 CCCTGTTTCTTTCTGTGA

图 3  人和猴 E-19 基因核苷酸序列的比较.

人 MSWTPTSCSCGLGDGIGHILGVQRRPTRAR

猴 MSWTPTSCSCGLGDGIGHILRVQRRPTRAR

人 SDGRARLVLRASLSLRAPPLLGLGCLVNCH

猴 SDGRARLVLRASLSLRAPPLLGLGCLVSCH

人 LPLRASALYLFPSSQTGRWGLPPTP-----

猴 LPLRASALCLFPSSQTSRWGLPPTPTFCMA

人 ----EDEDKPLGQFSVPVLLPWAASLLSPS

猴 AGTPEDKDKPLGQFSVPMLLPWAASLLSPS

人 PCFFL*

猴 PCFFL*

图 4  人和猴 E-19 基因编码蛋白序列的比较.

3   讨论

全世界有 3.5 亿人处于 HBV 慢性感染状态 其中有相

当部分要发展为肝硬化 肝细胞癌[8-14]. HBV 感染之

后 一部分患者转为慢性感染 而另一部分患者可以自

愈. 关于HBV感染者自愈的机制以及影响因素等始终是

人们关注的焦点 试图通过比较 HBV 感染之后不同的

结局之间的差别 阐明 HBV 感染慢性化的免疫学机制

和分子生物学机制 但是到目前为止 关于 HBV 感染

慢性化的分子生物学机制仍然不十分清楚. HBV感染后

的结局 一方面取决于病毒的因素 更重要的是取决

于 HBV 感染者的免疫学状态和反应机制[15-24]. 长期以

来 HBeAg 的免疫学调节作用在 HBV 慢性感染的形成

过程中的重要地位成为人们关注的一个关键环节 但

是具体的机制还不清楚. 为了发现 HBeAg 在 HBV 感染

慢性化中的可能的意义和机制 我们利用研究蛋白-蛋

白相互作用的酵母双杂交技术 对于 HBeAg 在肝细胞

中结合的蛋白类型进行了细致有效的筛选 从中发现

了一些有益的线索. 其中发现的 HBeAg 结合蛋白 E-19

时一种从来没有研究报道的新基因类型 关于 E-19 基

因的结构与功能 表达与调控 生物学意义以及在病毒

性肝炎发病机制中的作用还不清楚 需要进行系统 深

入的研究. 为了研究不同种属的 E-19 基因的结构和功

能 我们利用生物信息学技术 克隆 鉴定了猴 E-19

的同源基因. 除了与人 E-19 基因序列和编码产物序列

具有高度的同源性之外 在猴 E-19 基因中还发现了一

段 27 nt 的 DNA 片段的插入 其生物学意义有待于进一

步的研究证实.

         不同种属生物的基因克隆化以及不同种属生物的

基因组计划的开展 积累了大量的不同种属生物的基

因核苷酸序列 形成了一个庞大的数据库 同时为了配

合这些核苷酸序列的分析建立了功能强大的计算机分

析软件. 核苷酸数据库的建立和计算机分析技术的结合

开辟了生物学研究的新的领域 并逐渐形成了生物信

息学(bioinformatics)新兴学科[25-26]. 生物信息学理论和技

术的出现 极大地加速了基因的分子生物学的发展 同

时为生命科学研究提供了前所未有的新的机遇. 目前生

物信息学技术已然成为基因的分子生物学领域不可或

缺的技术手段 甚至在当今时代 仅从核苷酸序列数据

库的分析入手 就可以获得大量有价值的信息 甚至可

以直接鉴定 克隆新的基因. 根据不同种属生物基因序

列高度同源性的原理 应用生物信息学技术克隆鉴定

新的基因的研究结果越来越多 已经成为基因的分子生

物学领域的重要环节. 我们曾经应用分子生物学与生物

信息学的原理和技术 应用核苷酸数据库结合计算机分

析技术 克隆了利什曼原虫的表面蛋白基因新基因[27-31].

同时 我们在克隆丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋白人

HCBP6 基因的同时 利用分子生物学技术和生物信息

学技术相结合的方法 克隆了不同种属的 HCBP6 的基

因序列 本文同样利用分子生物学技术和生物信息学技

术相结合的原理 克隆 鉴定了猴E-19的编码基因 所

有这些研究结果充分说明了生物信息学技术在现代基因

的分子生物学研究领域的重要作用和地位[32-38]. E-19 基

因不同生物种属同源基因序列克隆化成功和结构的比较

必将促进对于E-19新基因结构和功能的研究和认识 最

终为阐明 HBV 感染的发病机制做出贡献.
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Abstract
AIM: To study the inhibitory effects of HCBP6 on the
transactivating effect of HCV core protein.

METHODS: The recombinant vectors expressive HCV core
protein and HCBP6 protein were constructed, respectively,
by routine molecular techniques. The hepatoblastoma cell
line HepG2 were co-transfected. The chloramphenicol
transferase (CAT) expressive levels under the SV40 early
promoter were determined by an enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) kit.

RESULTS: The recombinant vectors of pcDNA3.1(-)-HCBP6
and pcDNA3.1(-)-core were constructed, and demonstrated
correctly by restriction enzyme digestion and sequencing
analysis. The hepatoblastoma cell line HepG2 was trans-
fected with the vector alone or combined, respectively.
The expression level of CAT indicated that the inhibitory
rate was 40.4-62.3%.

CONCLUSION: The expression of HCBP6 has inhibitory

effects on the transacting activity of HCV core protein.

Cheng J, Li K, Liu Y, Wang L, Lu YY, Zhong YW. Effects of HCBP6
protein on transactivating function of HCV core protein. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(4):809-812

摘要

目的: 研究 HCBP6 蛋白在细胞内表达时 是否通过蛋白 -

蛋白之间的相互作用 对 HCV 核心蛋白的反式激活作用

产生影响.

方法: 利用常规的分子生物学技术分别构建HCBP6蛋白和

丙型肝炎病毒(HCV)核心蛋白的真核表达载体. 酶联免疫黏

附法 enzyme-linked immunosorbent assay ELISA)检测

CAT的表达水平 间接测定HCV核心蛋白对于SV40病毒

即刻早期启动子的反式激活活性.

结果: 重组表达载体pcDNA3.1(-)-HCBP6 pcDNA3.1(-)-

core 经过限制性内切酶作图分析和核苷酸序列分析证实正

确无误. 转染HepG2 细胞之后 HCV核心蛋白的表达 对

于SV40病毒即刻早期启动子的转录表达活性具有显著的

反式激活作用. 但是 当与HCBP6蛋白的表达载体进行共

转染时 SV40 病毒的即刻早期启动子的转录活性受到抑

制. 重复试验得到了相似的结果. HCBP6 蛋白的表达对于

HCV反式激活SV40病毒即刻早期启动转录活性的抑制率

40.4-62.3%.

结论: HCBP6蛋白在细胞内的表达对HCV核心蛋白反式激

活SV40病毒的即刻早期启动子的转录活性具有显著的抑

制作用.

成军, 李克, 刘妍, 王琳, 陆荫英, 钟彦伟. HCBP6 对 HCV 核心蛋白反式激活

作用的影响. 世界华人消化杂志  2004;12(4):809-812

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/809.asp

0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)核心蛋白结合蛋白 6(HCBP6)是我

们应用酵母双杂交(yeast-two hybrid)技术从肝细胞cDNA

文库中筛选得到的一种与 HCV 核心蛋白能够结合的未

知功能基因[1-2]. 他位于人22号染色体上的不含有内含子

(intron)的基因. HCBP6蛋白也可能分布在细胞核膜的胞

质侧 其生物学功能与生物大分子细胞质 / 核之间的

主动运输过程有关[3-6]. HCBP6蛋白能够上调和下调一系

列不同基因的表达水平[7]. HCBP6 蛋白对于新生多肽相

关复合体 α 亚单位(NACA)的基因表达具有显著的上调
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作用 提高 4.75 倍. HCBP6 蛋白的表达的确对于 NACA

的启动子转录活性具有显著的上调作用[8]. 因此 认为

HCV 的核心蛋白可能通过与 HCBP6 蛋白之间的结合

干扰细胞内正常的新生多肽的转运过程 [9-12].  另外

HCV 核心蛋白与HCBP6蛋白之间的结合 对于HCV核

心蛋白的生物学活性也应该具有显著的影响 但是目

前还缺乏这方面的研究资料.我们利用细胞共转染技术

证实 HCBP6 蛋白在细胞内的表达 可以抑制 HCV 核心

蛋白对于 SV40 病毒即刻早期启动子的转录表达活性.

1   材料和方法

1.1 材料  pcDNA3.1(-)真核表达载体(Invitrogen 公司)

SV40 病毒即刻早期启动子指导的 CAT的报告基因表达

载体 pCAT3 载体购自 Promega 公司 脂质体 FuGENE6

购自 Roche 公司 Taq DNA 聚合酶购自鼎国生物公

司 限制性内切酶购自 Takara 公司. 质粒 DNA 提取试

剂盒(Promega 公司) 玻璃奶 DNA 回收试剂盒(博大公

司) CAT ELISA 试剂盒(Roche 公司). 引物合成 核苷

酸序列测序由上海博亚公司完成. E. coli DH5α 肝母细

胞瘤细胞系 HepG2 为本室保存 pcDNA3.1(-)-HCBP6

pcDNA3.1(-)-core 构建和鉴定见文献[7, 13-15].

1.2 方法  HepG2 细胞系在含 100 mL/L 小牛血清的

DMEM 培养液中生长. 细胞生长至 50-80% 融合度时采

用脂质体转染法 具体转染方法参照 FuGENE6 说明书

进行 质粒转染 48 h 后收获细胞进行裂解 提取上

清液 取 200 µL 用于检测 CAT 的表达量. 具体方法严

格按照 CAT ELISA 试剂盒说明书进行 在 415 nm 光

波下测吸光度 A 值[16-20].

2   结果

利用重组表达载体的限制性内切酶作图分析和插入片

段的核苷酸序列分析 证实构建的 p c D N A 3 . 1 ( - ) -

HCBP6 pcDNA3.1(-)-core 表达载体正确[7-13]. 由 2 人

分别进行共转染实验. 第一批实验中 发现 HCV 核心

蛋白的表达对SV40即刻早期启动子的转录活性具有显

著的反式激活作用. 当与HCBP6蛋白的表达载体进行共

转染时 对于 HCV 核心蛋白的反式激活作用具有显著

的抑制作用 抑制率为 62.3%(图 1). 第 2 批实验中 结

果类似. HCV 核心蛋白反式激活 SV40 即刻早期启动子

的转录活性达到 4.7 倍 当与 HCBP6 蛋白的表达载体

进行共转染时 对于 HCV 核心蛋白的反式激活作用具

有显著的抑制作用 抑制率为 40.4%(表 1 图 2).

表 1  pCAT3 + pcDNA3.1(-)-core 和 pcDNA3.1(-)-Hcbp6 共转染实验

分组 报告质粒 转染质粒            CAT 酶 A 值 相对倍数

1 pCAT3-promoter pCAT3-basic        0.345 1.0

2 pCAT3-promoter pcDNA3.1(-)        0.395 1.0

3 pCAT3-promoter pcDNA3.1(-)-core     1.629 4.7

4 pCAT3-promoter pcDNA3.1(-)HCBP6   0.402 1.0

5 pCAT3-promoter pcDNA3.1(-)-core

pcDNA3.1(-)HCBP6   0.988 2.8

3   讨论

肝炎病毒蛋白的表达 对于肝细胞的基因表达谱具有

显著的影响[21-26]. 有些病毒蛋白具有细胞核内定位信

号 通过不同的磷酸化修饰 发生细胞质到细胞核的转

位 在细胞核内发挥其反式激活作用 这种细胞核内的

反式激活作用 或者通过直接与肝细胞基因组 DNA 序

列中的启动子结构结合 发挥转录调节作用; 或者通过

与细胞核内的相关的转录因子蛋白之间的结合 间接

影响肝细胞基因组的转录表达[27-49]. 但是 肝炎病毒蛋

白的亚细胞定位更为主要的是在细胞质中分布 通过

复杂的多环节的信号转导通路 间接对肝细胞基因组

的转录表达发挥反式调节作用. 肝炎病毒蛋白的反式激

活经常会有共同的作用对象 发现一些共同的反式调

节靶基因. 2 种技术同时发现的反式调节基因类型包括:

MHBst 调节原癌基因 c-myc HBxAg 蛋白反式调节 S-

100 钙结合蛋白 A11 HCV NS3 蛋白反式调节真核翻译

延伸因子 2(EEF2) HCV NS5A 蛋白反式调节新基因序

图 1  HCBP6 对 HCV 核心蛋白反式激活作用的影响. 1: pCAT3; 2:

pCAT3 + pcDNA3.1(-)-Hcbp6; 3: pCAT3 + pcDNA3.1(-)-core; 4:

pCAT3 + pcDNA3.1(-)-core; 5: pCAT3 + pcDNA3.1(-)-core

+pcDNA3.1(-)-Hcbp6; 6: pCAT3 + pcDNA3.1(-)-core + pcDNA3.1

(-)-Hcbp6.

图 2  肝母细胞瘤细胞系 HepG2 的共转染实验. 1: 对照 pCAT3-basic;

2: 空白 pcDNA3.1-; 3: HCV 核心; 4: HCBP6; 5:  HCV 核心 +HCBP6.
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列 NS3TP6 等[36].

        利用报告基因的共转染技术 我们首先证实了HCV

核心蛋白的反式激活作用 同时发现 HBV 和 HCV 反

式激活作用的蛋白之间还具有显著的协同作用. 我们也

曾经利用酵母双杂技术 对于 HCV 核心蛋白的肝细胞

内的结合蛋白进行筛选 获得了一个新的未知功能基

因 命名为HCBP6[1, 50-61]. 除了酵母双杂交的筛选以及回

交试验结果证实HCBP6蛋白与HCV核心蛋白之间具有

结合作用之外 我们还利用经典的免疫共沉淀技术证

实了这 2 种蛋白在体外的相互结合[57]. HCBP6 蛋白与绿

色荧光蛋白的融合蛋白的表达 也提示 HCBP6 蛋白的

亚细胞定位在细胞核膜的胞质侧[3]. 因为 HCV 核心蛋白

具有反式激活作用 在肝细胞内又能够与 HCBP6 蛋白

结合 因此 我们推测HCBP6与HCV核心蛋白的结合

应对于HCV核心蛋白的反式调节作用具有显著的影响.

本文结果表明存在这样的生物学效应[62-70]. 目前我们正

在研究 HCV 核心蛋白的反式激活作用 以及 HCBP6

蛋白的表达对 HCV 核心蛋白反式激活作用进行抑制的

信号转导途径. 相信通过这些研究 最终阐明 HCV 核

心蛋白在慢性病毒性肝炎 肝纤维化 HCC 发生发

展中的作用和机制.
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Abstract
AIM: To investigate the regulatory effects of non-struc-
tural protein 5A of hepatitis C virus (HCV NS) protein on
NS3TP6 gene promoter.

METHODS: The sequence of NS3TP6 gene promoter was
identified in GenBank by bioinformatics and amplified from
HepG2 genome by polymerase chain reaction (PCR), which
was cloned into pCAT3 reporter vector. The HepG2 cell
line was transfected by pCAT3-NS3TP6-p, and co-tranfected
by pCAT3-NS3TP6-p and pcDNA3.1(-)-NS5A, respectively.
The chloramphenicol acetyltransferase (CAT) activity was
detected by an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) kit.

RESULTS: The recombinant vector of reporter gene ex-
pressive vector pCAT3-NS3TP6-p was approved correctly
by restriction enzyme digestion and sequencing analysis.
In the transfection experiment of HepG2, pCAT3-NS3TP6-p
had higher activity of CAT expression than that of pCAT3-
basic demonstrated by an ELISA kit. The expression level

of CAT in co-transfection of pCAT3-NS3TP6-p and pcDNA3.1
(-)-NS5A was 1.87 times as higher as that of pCAT3-
NS3TP6-p plasmid alone.

CONCLUSION: Cell transfection and ELISA technology are
successfully used to prove the results from microarray of
HCV NS5A, which brings some new clues for studying the
trans-regulated and immune regulation mechanism of NS5A.

Hong Y, Yang Q, Cheng J, Liu Y, Wang JJ. Up-regulating effect of
hepatitis C virus NS5A protein on NS3TP6 gene promoter. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(4):813-816

摘要

目的: 探讨丙型肝炎病毒(HCV)非结构蛋白 5A(NS5A)对

NS3TP6启动子转录的激活作用.

方法: 以我实验室前期研究中得到的HCV NS5A/NS3的基

因表达谱芯片结果为基础 利用生物信息学技术确定

NS3TP6 的启动子区域(NS3TP6-p) 聚合酶链反应(PCR)

扩增 NS3TP6-p 克隆至真核报告载体 pCAT3 中 构建

pCAT3-NS3TP6-p 报告载体; 以该质粒转染肝癌细胞系

HepG2 细胞系 用酶联免疫黏附法(ELISA)检测氯霉素乙

酰转移酶(CAT)的表达活性; 并与pcDNA3.1(-)-NS5A共转

染 HepG2 细胞系 用 ELISA 法检测 CAT 的表达活性.

结果: 限制性内切酶消化和序列分析结果表明 构建的

NS3TP6-p指导的报告基因表达载体pCAT3-NS3TP6-p正

确无误. pCAT3-NS3TP6-p在HepG2细胞中能够启动CAT

的表达; 共转染实验中pCAT3-NS3TP6-p+pcDNA3.1(-)-

NS5A 组 CAT 的表达活性是 pCAT3-NS3TP6-p 单独转染

试验的1.87 倍.

结论: 我室克隆的NS3TP6启动子有指导下游基因转录表达

的活性; HCV的NS5A蛋白具有对NS3TP6基因启动子的转

录具有反式激活作用. 本实验进一步验证了我室利用基因表

达谱技术研究HCV NS5A蛋白反式激活作用的结果 为进

一步阐明丙型肝炎病毒非结构蛋白5A的反式激活作用及免

疫调节机制提供了新的依据.

洪源, 杨倩, 成军, 刘妍, 王建军. 丙型肝炎病毒 NS5A 蛋白上调 NS3TP6 基

因启动子表达活性的研究. 世界华人消化杂志  2004;12(4):813-816
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)属于黄病毒属 是含外膜蛋白的
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单股正链RNA病毒. 在大多数感染人群中HCV表现为持

续性感染 并可导致慢性肝炎 肝硬化 或肝细胞癌

(HCC) 而且与肝脏脂肪变 糖代谢紊乱有关[1-10]. HCV

基因组含有单一的开放读码框架 编码 3 010-3 033 个

氨基酸残基(aa)的多肽前体 两侧是 5 - 非翻译区及

3 - 非翻译区. 因为 HCV 的基因复制形式没有经过

DNA 阶段 不存在 HCV 基因组与肝细胞基因组 DNA

的整合 所以 HCV 主要是通过基因组编码蛋白和肝

细胞蛋白之间的相互作用及肝细胞蛋白与 HCV 调节基

因的相互作用造成对肝细胞的损伤. 其中非结构蛋白

NS5A 具有多种生物学功能 在 HCV 多蛋白的成熟和

RNA 的复制过程中具有十分重要的作用[11-14]. 研究表

明 NS5A 上存在干扰素 α 敏感决定区(ISDR) 与干扰

素 α 治疗的敏感性相关[15-16]; 此外 NS5A 还是一种作

用很强转录激活因子[17-21] 调控着细胞基因的转录 还

包括对细胞周期及细胞生长的调节 并与感染HCV的细

胞发生恶性转化过程有关. 对于NS5A蛋白的反式调节功

能 我实验室已证明他可以反式激活 SV40 早期启动子 /

增强子[21] 并应用抑制性消减杂交技术(suppression

subtractive hybridization SSH)和基因表达谱芯片技术

(cDNA microarray)[24-26]等不同的技术对NS5A/NS3的反式

调节基因进行了研究[22-23]. 为了对NS5A反式调节基因的

筛选结果进行验证 我们选取了基因表达谱芯片得到

的 NS5A 反式调节基因 -NS3TP6 为研究对象 利用生

物信息学手段对 NS3TP6 上游调控序列进行分析 克

隆 并与报告基因氯霉素乙酰转移酶(CAT)构建表达质

粒 与 NS5A 表达载体共转染 研究 NS5A 对 NS3TP6

启动子(promoter)是否具有激活作用 使下游 CAT 基因

的表达增强 这一结果也为研究 NS5A 的信号传导途

径提供新的理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料  大肠杆菌 DH5α 肝母细胞瘤细胞系 HepG2

pcDNA3.1(-)-NS5A 为本室保存. pGEM-T pCAT3

载体购自Promega公司 脂质体FuGENE6购自Roche公

司 Taq DNA 聚合酶购自鼎国生物公司 限制性内切酶

购自 Takara 公司. 质粒 DNA 提取试剂盒(Promega 公司)

玻璃奶DNA回收试剂盒(博大公司) CAT ELISA试剂盒

(Roche公司). 引物合成 核苷酸序列测序由上海博亚公

司完成.

1.2 方法

1.2.1 启动子结构分析  根据 GenBank 中 NS3TP6 基因组

序列 确定NS3TP6的转录起始点 选取其上游1 000 bp

通过在线分析(http://www.fruitfly.org)预测其启动子活性

区域. 设计并合成引物 在上下游引物的 5 - 端分别

加上 Kpn I 和 Xho I 酶切位点序列. 上游引物: 5 -GGT

ACC TTC TTG ACT TTT GGT GTC TTG-3 ; 下游引物:

5 -CTC GAG CAG CAT TCA GTC TAC AAC CAG-3 .

1.2.2 质粒构建  PCR 扩增 NS3TP6 启动子序列 玻璃

奶纯化回收 DNA 片段 在 T4 DNA 连接酶的作用下

与 pGEM-T 载体连接 转化大肠杆菌 DH5α 挑取在

选择平皿(Amp X-gal/IPTG)生长的白色阳性菌落提取

质粒 经酶切(Kpn I/Xho I)及测序鉴定. Kpn I/Xho I 双酶

切重组质粒 pGEM-T-NS3TP6-p 玻璃奶纯化回收酶

切产物 定向克隆至 pCAT3 载体 构建成重组质粒

pCAT3-NS3TP6-p. 经双酶切及菌落 PCR 鉴定连接产

物 试剂盒法提取质粒以备转染.

1.2.3 细胞培养及 pCAT3-NS3TP6-p 转染肝母细胞瘤

细胞系  HepG2 细胞系在含 10% 小牛血清的 DMEM 培

养液中生长. 细胞生长至 50-80% 融合度时采用脂质体

转染法 具体转染方法参照 FuGENE6 说明书进行 质

粒 pCAT3-NS3TP6-p 转染 48 h 后收获细胞

1.2.4 共转染实验  细胞生长至 50-80% 融合度时 质

粒 pCAT3-NS3TP6-p 与 pcDNA3.1(-)-NS5A 共转染

HepG2 细胞系. 具体转染方法参照 FuGENE6 说明书进

行 转染 48 h 后收获细胞.

1.2.5 CAT 表达量的检测  将收获的细胞进行裂解 提

取上清液 取 200 µL 用于检测 CAT 的表达量. 具体方

法严格按照 CAT ELISA 试剂盒说明书进行 在 415 nm

光波下测吸光度 A 值.

2   结果

2.1 NS3TP6 启动子结构  根据 GenBank 中基因组序列

确定 NS3TP6 的转录起始点 选取其上游 1 080 bp 其

核苷酸序列见图1. 对此序列进行分析发现有多个TATA

盒及 TATA 样盒存在.

     1 TCTTGACTTT TGGTGTCTTG AAATAGAAGA TTATTTTTGT ATGTATGTAT

    51 CTACCTCACA GAAGTTATTG ATTTGGTGGA AGAGCACTAG GAGTAGAGTC

   101 AGAAAAGCTG GGAAAAATCC TGCAGCTTCC TTATATTTTT AACCTTTTGC

   151 TATAGAATTA TAACTAAATG AGTTCATTGA TTTGTGTGTG TAAAAGTGCT

   201 TAGTACAATG CCTAGACTTA TCATTTATCA ATAAATATCA TTCTTAAAAC

   251 TGACCATAAA AATATTAGAA AAGTAGAATA TCTAGACAAT ATTTTAGAAA

   301 AAGGGAGCTT AAAGAATTTG GAAAATGTCA TTCATCTGTC CAAATGTCTG

   351 CCAAGCTAAG GCTCTCACTA CAGGGAGAGG TATAGTTTAG ATGTTAGAGT

   401 GTAAACCCAA TTTTTTAATG TGGTCATAGT TATTAATTCT TTATGCCTTG

   451 CAATTTGTTG TAATTCAGTA AAAGCCTTTT TTCATCCTGA AATTTAAAAA

   501 AATTATCTAG TGGTTTCTTT TTTGCTTTCA TGGATTCACT GTCTTCAAAT

   551 AAACTTTTGA ACTTTGGGGA ATTTATGCCA TATGAGGTTT GAGGTTTTGA

   601 CTCAACTTTT TTCCCATTTA GATATACAGT TATGGCAACC TCTCATTGTA

   651 TAAATGTACG GGTTATTATT TAATTTCAGA AACAATCACA ATATGTTATC

   701 CTATTGGATA CTAGTTACAA GTTTTCTTTG TTTTATTTAG ATTTCTGAAA

   751 CTGATGAAAA AGAAGACCTG CTGCATGAAA ACTGCTTGAT GCAAGATGAA

   801 ATTGCCTGGC TCAGGCTGGA AAAAGACACA ATAAGAAACC AAAACCTGGA

   851 AAATAAATAC TTAAAAGAAT TTGAAATTGT GAAAAGAAAG CGTGAAGACC

   901 TTCAAAAGGC TCTAAAACGG AATGGGGAAA CATTAGCAAA AACGATAGCC

   951 TGTTACAGTG GACAGCTTGC TGCTCTGACA GATGAAAACA CAACGCTGCA

  1001 TTCCAAACTG GAGAAGCAAA GAGAGAGTAG GCAAAGACTG GAAACAGAAA

  1051 TGCAATCATG TGGTTGTAGA CTGAATGCTG

图 1   NS3TP6 基因转录起始点上游序列.
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2.2 在线分析  (http://www.fruitfly.org)预测其启动子活性

区域.

     Start   End    Score                Promoter Sequence

      639   689     0.90      cctctcattgtataaatgtacgggttattatttaatttcagaaacaatca

2.3 重组质粒的构建  以 HepG2 基因组为模板 PCR 扩

增 NS3TP6 启动子序列 1 000 bp 处出现所需条带. 将

扩增产物与 pGEM-T 载体连接 双酶切鉴定 并送

测序鉴定正确. 双酶切产物与 pCAT3 载体连接 双酶

切鉴定如图 2 所示(4 000 bp 的 pCAT3-basic 载体片段和

1 081 bp 的 NS3TP6 启动子片段) 连接转化生长的菌

落进行 PCR 鉴定所示 于 1 081 bp 处可见理想条带.

图 2  以 HepG2 基因组 DNA 为模板, PCR 扩增 NS3TP6 启动子序列.

2.4 重组质粒转染实验及报告基因 CAT 的检测  将重组

质粒 pCAT3-NS3TP6-p 转染 HepG2 细胞 可见 pCAT3-

NS3TP6-p 具有启动子活性 pcDNA3.1(-)-NS5A 和

pCAT3-NS3TP6-p 共转染后 CAT 的表达较对照质粒

明显升高 说明 NS5A 对 NS3TP6 启动子具有激活作用

(表 1) 重复试验得到同样的结果(表 2).

表 1  pCAT3-NS3TP6-p+pcDNA3.1(-)-NS5A 共转染后 CAT 的表达

组别             质粒 吸光度(A 值)

阴性对照      pCAT3-basic        0.033

阳性对照(control)    pCAT3-control        2.215

实验组      pCAT3-NS3TP6-p        0.165

共转染组      pCAT3-NS3TP6-p+ pcDNA3.1(-)-NS5A                  0.329

表 2  pCAT3-NS3TP6-p+pcDNA3.1(-)-NS5A 共转染重复实验

组别 质粒              吸光度(A 值)

阴性对照     pCAT3-basic        0.045

阳性对照(control)   pCAT3-control        0.879

实验组     pCAT3-NS3TP6-p        0.182

共转染组     pCAT3-NS3TP6-p+ pcDNA3.1(-)-NS5A       0.317

3   讨论

HCV 非结构蛋白 NS5A 为丝氨酸磷酸化蛋白 因磷酸

化程度的不同而存在p56和p58两种胞质磷酸化蛋白形

式. NS5A 定位于肝细胞内质网核周区网状膜 形成核

糖核蛋白复合物 在病毒基因组的翻译中起重要的作

用. 同时 NS5A 因为能直接与双链 RNA 依赖的蛋白激酶

结合 并使其失活 从而抵抗 IFNα 的抗病毒而受到广

泛的重视[27-30]. 目前研究认为 NS5A 除上述的作用外

还具有转录反式激活因子的功能 但其确切的机制及

途径并不十分清楚 研究发现 NS5A 可以引起胞内 Ca2+

分布异常 启动 Ca2+ 相关的信号传导途径 导致转录

因子蛋白 NF-κB 和 STAT-3 转位于核内 发挥其反式

激活作用[31-36].

        尽管 NS5A 蛋白是存在于胞质中 但研究发现其具

有功能性核定位信号(nucleic localization signal NLS)序

列 即 PPRKKRVV(354-362 aa) 因此有核信号转导功

能[37]. Satoh et al [38]为了说明 NS5A 蛋白的细胞定位 他

们采用多种 NS5A 蛋白 N- 端或 C- 端缺失突变体 通

过在细胞株中短暂表达的亚细胞定位分析发现 N- 端

缺失的 NS5A 蛋白位于细胞核 并且只要 NS5A 蛋白 N-

端 27 个氨基酸残基序列缺失 就可使其定位于胞核

中 因此他们认为 NS5A 蛋白的细胞定位主要决定于

其 N- 端的分子结构. 同时 他们也研究了 NS5A 蛋白

的分解过程 认为 NS5A 蛋白裂解仅发生在其 N- 端和

C- 端的少数几个位点 此裂解作用可以被凋亡刺激剂

加强 被半胱氨酸蛋白酶抑制剂 Z-VAD-FMK 所抑

制 说明 NS5A 蛋白的裂解来源于一种或几种半胱氨

酸蛋白酶样的蛋白酶. 基于对 NS5A 蛋白突变的分析

他们推测裂解产物包括一种去除 N- 端和 C- 端的 NS5A

蛋白(155-389 aa) 与此种裂解产物相同氨基酸序列的

多肽存在于细胞核中. 我们利用基因芯片技术对于HCV

的 NS5A 反式调节的靶基因成功地进行了筛选 其中

上调 NS3TP6 基因表达的能力最强 -Cy5/Cy3 值达 3.4.

NS3TP6基因为邵清 et al [39] 于2 003年从人肝组织cDNA

文库中测序得来 目前对于他的功能研究并不多. 通过

美国国立图书馆(NCBI)在线软件分析 确定 NS3TP6 基

因的启动子序列 构建 CAT 表达的载体 与 NS5A 表

达载体共转染 结果表明 NS5A 可以激活 NS3TP6 基因

的启动子 与对照组相比 A 值升高约 2 倍 重复试验

亦得到同样的结果. 结合基因芯片结果 我们认为

NS5A 上调 NS3TP6 基因的表达 可能与 NS5A 对基因

启动子的激活有关 这一结论还需要NS5A胞质信号传

导通路阻断试验进一步证实. 总之 本研究验证了前期

NS5A 反式激活基因的筛选结果 为丙肝病毒的反式

调节机制提供了新的线索.
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Abstract
AIM: To investigate the biological functions of a novel hepa-
titis B virus e antigen (HBeAg) binding protein E-18, and to
use cDNA microarray technique to screen genes regulated
by E-18.

METHODS: A novel gene E-18 coding for HBeAg was
screened and identified by using yeast two-hybrid system
3 and co-immunoprecipitation technique. The E-18 coding
DNA fragment was amplified by reverse transcription poly-
merase chain reaction (RT-PCR) technique from HepG2
cell. The expressive vector of pcDNA3.1-E-18 was con-
structed by routine molecular biological methods. The
HepG2 cells were transfected with pcDNA3.1(-) and
pcDNA3.1-E-18, respectively by using lipofectamine. The
total RNA was isolated and reverse transcribed. The cDNA
of each sample were subjected to microarray screening

with 1 152 cDNA probes and analyzed by bioinformatics.

RESULTS: E-18 cDNA sequence was obtained and identified
by yeast two-hybrid screening and bioinformatics analysis.
The expressive vector was constructed and confirmed by
DNA sequencing analysis and restriction enzyme digestion.
High quality mRNA and cDNA of transfected HepG2 cells
had been prepared and successful microarray screening
conducted. From the scanning results, there were 52 differ-
ential expression genes, of which 36 genes were down-
regulated, and 16 genes were up-regulated.

CONCLUSION: Microarray technique is successfully used
to screen the genes trans-regulated by E-18. The expres-
sion of E-18 protein affects the expression spectrum of
HepG2 cell.
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摘要

目的: 应用基因芯片技术对于pcDNA3.1(-)和pcDNA3.1(-)-

E-18 分别转染的 HepG2 细胞的基因表达谱进行分析 筛

选能被 E-18 反式调节的靶基因 研究未知功能的HBeAg

结合蛋白E-18的生物学功能.

方法: 应用酵母双杂交技术和体外免疫共沉淀技术筛选并验

证 HBeAg 的肝细胞结合蛋白基因 反转录聚合酶链反应

(RT-PCR)技术从HepG2细胞中扩增E-18蛋白编码基因片

段 以常规的分子生物学技术构建表达载体 pcDNA3.1(-)-

E-18. 以脂质体技术转染肝母细胞瘤细胞系HepG2 提取

总 m R N A 逆转录为 c D N A 与转染空白表达载体

pcDNA3.1(-)的HepG2细胞进行DNA芯片分析并比较.

结果: 筛选出肝文库中HBeAg结合蛋白E-18的编码基因

构建的表达载体经过限制性内切酶分析和DNA序列测定鉴

定正确. 提取转染细胞的总 mRNA 并进行逆转录成为

cDNA 进行 DNA 芯片技术分析. 在 1 159 个基因表达谱

的筛选中 发现有 52 个基因有差异表达 其中 36 种基

因表达水平显著下调 16 种基因表达水平显著上调.

结论: 成功地应用DNA芯片技术筛选出HBeAg结合蛋白新

基因 E-18 的反式调节蛋白 证明 E-18 基因的表达对于

肝细胞基因表达谱有显著影响.
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0   引言

乙型肝炎病毒 e抗原(HBeAg)在临床上作为判断 HBV活

动性复制的指标之一 普遍认为他是一种免疫耐受因

子 调节乙型肝炎的免疫发病机制[1-4]. 但 HBeAg 与肝

细胞之间的相互作用以及作用后产生的效应 目前研

究较少且没有明确的结果 因此寻找 HBeAg 与肝细胞

间的相互作用蛋白 并进一步明确其间的作用机制 作

用效应 有助于发现新的HBV感染防治方法. 我们用酵

母双杂交技术和体外免疫共沉淀技术筛选并验证了一

个未知功能的 HBeAg 结合蛋白基因 E-18 的存在 并

进一步用基因表达谱芯片技术筛选能被E-18反式调节

的蛋白基因 为全面深入了解 E-18 的功能及其在 HBV

致肝细胞损伤中的作用研究奠定基础.

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2 细胞及感受态大肠杆菌 JM109(本室保

存) 酵母双杂交系统 -3 试剂盒及相关试剂 PCR-

Select cDNA Subtraction 试剂盒 50×PCR Enzyme Mix

Advantage PCR Cloning 试剂盒(Clontech); pcDNA3.1(-)真

核表达载体(Invitrogen); Lipofectamine PLUS 转染试剂

(Gibco) mRNA Purification 试剂盒(Amersham Pharmacia

Biotech) High Pure PCR Product Purification 试剂盒

(Boehringer Mannheim) T7 SP6 通用引物及 pGEM-

Teasy 载体(Promega) Taq DNA 聚合酶 T4 DNA 连接

酶 EcoR I BamH I 和 Pst I 等限制性内切酶购于

Takara 生物公司 新基因 E-18 扩增引物(P1 5 -GAA

TTC ATG TCC AGG TGG ACT CTG AG-3 P2 5 -

CTC GAG TCA AAA GTC CAC AAA ACT GC-3 )的合成

及 DNA 测序由上海博亚公司承担.

1.2 方法

1.2.1 HBeAg 肝细胞结合蛋白 E-18 的酵母双杂交筛选

及鉴定  应用酵母双杂交技术筛选HBeAg肝细胞结合蛋

白的研究原理 方法 操作步骤以及 E-18 基因真核表

达载体的构建等参考相关的研究论文[5-13].

1.2.2 真核表达载体及细胞转染  E-18 蛋白真核表达质

粒 pcDNA3.1(-)-E-18 由本室构建. 用 Lipofectamine

PLUS 转染试剂将 2 µg pcDNA3.1(-)-E-18 及 pcDNA3.1

(-)空载体分别转染 35 mm 平皿 HepG2 细胞 48 h 后收

获细胞.

1.2.3 细胞mRNA提取  使用mRNA Purification试剂盒

直接提取转染了E-18表达质粒及空载体的HepG2细胞

mRNA 经琼脂糖凝胶电泳及分光光度计进行定性定

量分析.

1.2.4 探针标记  逆转录标记 cDNA 探针并纯化. Cy3-

dUTP 标记对照组细胞 mRNA (5 µg) Cy5-dUTP 标记实

验组细胞 mRNA(5 µg). 乙醇沉淀后溶解在 20 µL 5

SSC+2 g/L SDS 杂交液中.

1.2.5 芯片制备  包含的 1 152 个 cDNA 由上海联合基因

有限公司提供 包括原癌基因和抑癌基因 免疫调节相

关基因 细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因 信号转导

相关基因等. 以通用引物进行 PCR 扩增 PCR 产物长度

为 1 000-3 000 bp. 靶基因以 0.5 µg/ µL 溶解于 3 SSC

溶液中 用 Cartesian 公司的 Cartesian 7 500 点样仪及

TeleChem公司的硅烷化玻片进行点样. 玻片经水合(2 h)

室温干燥(30 min) 紫外线(UV)交联 再分别用2 g/L SDS

水及 2 g/L 的硼氢化钠溶液处理 10 min 晾干备用.

1.2.6 杂交及洗涤  将基因芯片和杂交探针在 95 水浴

变性 5 min 将混合探针加在基因芯片上 置于 60 

杂交 15-17 h. 依次以 2 SSC+ 2 g/L SDS 0.1 SSC +

2 g/L SDS 0.1 SSC 洗涤 10 min 室温晾干.

1.2.7 检测与分析  用 General Scanning 公司的 ScanArray

3 000 扫描芯片. 用预先选定的内参照基因(24 条管家基

因 每个基因点 2 个点 共 48 个点)对 Cy3 和 Cy5 的原

始提取信号进行均衡和修正. 用 ImaGene 3.0 软件分析

Cy3 Cy5 两种荧光信号的强度 计算 Cy5/Cy3 比值. 阳

性结果判断: Cy5/Cy3 大于 2.0 红色荧光 显示表达增

强; Cy5/Cy3 小于 0.5 为绿色荧光 显示表达减弱.

2   结果

2.1 以 HBeAg 为 诱饵  筛选肝细胞文库及鉴定结果

筛选出 HBeAg 结合蛋白新基因 E-18[17] 免疫共沉淀

技术再次证实.

2.1 E-18 蛋白的表达载体构建  E-18 蛋白真核表达质

粒 pcDNA3.1(-)- E-18 构建成功 经相应的限制性内

切酶消化鉴定正确.

2.2 总 RNA 及 mRNA 的定性 定量分析  总 RNA 的

吸光度 A260/A280 大于 1.89 热稳定实验 70 保温

1 h 与 -20  1 h 电泳条带比较 显示 28 S 条带无明

显降解 电泳结果证实已抽提高纯度的总 RNA. mRNA

主要集中于 0.9-4.0 kb 的连续条带.

2.3 E-18蛋白调节的基因表达  在基因芯片的扫描分析

中 如果荧光染料的 Cy5/Cy3 比值在 2.000 以上 就判

断为 E-18 蛋白的上调基因. 研究发现有 16 种基因的表

达水平上调(表 1) 36 种基因表达水平下调(表 2).

表 1  E-18 蛋白影响表达上调的基因

基因种类        GenBank 号(NM)

博来霉素水解酶 000386

DNA 依赖蛋白酶催化亚基 U47077

苹果酸脱氢酶 005917

cAMP 依赖蛋白激酶 002736

磷脂酶 B 006330

焦磷酸酶 021129
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鲨烯环氧酶 003129

遍在蛋白特异性蛋白酶 1 003368

遍在蛋白整合酶 E2D 003340

C5 类固醇脱氢酶 014814

平滑肌细胞相关蛋白 -3 AB01473

维生素 A 反应素 005215

TGF-β 受体 D50683

鸟苷酸环化酶 β 3 003276

染色体分离基因 -1 001316

酪蛋白激酶 1 001892

FKBP 相关蛋白 053274

胸腺素 BD017169

选择素 2 003591

CGI-107 蛋白 016045

cofilin 亚型 1 AF134802

NCK- 相关蛋白 013436

附加素 A4 001153

podocalyxin 005397

细胞分裂周期素 23 004661

mastermind 014757

CD53 抗原 000560

视网膜母细胞瘤结合蛋白 AJ243706

结直肠癌突变基因 006407

结直肠癌缺失基因 002387

P53 结合蛋白 -1 005657

氯化物细胞内途径蛋白 4 013943

钙黏蛋白相关蛋白 004389

未知基因 KIAA0107 006918

未知基因 KIAA1641 025190

未知基因 MGC: 9535 000857

表 2  E-18 蛋白影响表达下调的基因

基因种类      GenBank 号(NM)

谷胱甘肽过氧化物酶 001509

Na K-ATP 酶 D00099

组织蛋白酶 E 001910

胰岛素样生长因子 X57025

RNA 聚合酶 II 002695

EDRK 富集因子 2 005770

金属硫蛋白 005950

肌糖蛋白 1G 000232

G 蛋白通路抑制因子 1 004172

prosaposin 002778

胞膜糖蛋白 007002

局限性小肠结肠炎因子 016353

未知蛋白 AK055991

未知蛋白 AK000383

未知蛋白 AK025912

未知蛋白 AF090094

3   讨论

HBeAg 在 HBV 感染形成的免疫耐受过程中起着关键作

用 是研究有效防治乙型肝炎病毒(HBV)感染的关键

点之一[14-18]. 通过酵母双杂交技术和体外免疫共沉淀技

术 我们发现并验证了肝细胞中与 HBeAg 有相互作用

未知蛋白 E-18. 为研究 E-18 的生物学功能 用基因表

达谱芯片技术对新蛋白 E-18 作了初步的研究 发现

受其影响表达水平改变的基因 以期从中找出线索

为深入研究 E-18 的具体生物学功能奠定基础[19-21].

        构建 pcDNA3.1(-)-E-18 真核表达载体 将空载体

作为对照共同转染 HepG2 细胞 应用基因表达谱芯

片 发现 E-18 的表达可使 HepG2 细胞中 36 种基因的

表达水平下调 16种基因表达水平上调. 在差异表达的

基因中包括各种参与氧化还原反应的酶类(Na K-ATP

酶 谷胱甘肽过氧化物酶 苹果酸脱氢酶 磷脂酶

B 焦磷酸酶 鲨烯环氧酶 C5 类固醇脱氢酶) 细

胞信号转导和细胞周期相关蛋白基因(G 蛋白通路抑制

因子 1 TGF-β 1 受体 鸟苷酸环化酶 β 3 酪蛋白

激酶 1 cAMP 依赖蛋白激酶) 免疫反应调节蛋白基因

(FKBP 相关蛋白 胸腺素 选择素 2)及肿瘤发生相关

基因(视网膜母细胞瘤结合蛋白 结直肠癌突变基因

结直肠癌缺失基因 p53 结合蛋白 -1)等及未知基因.

其中 Prosaposin(多聚顺反子 polycistronic)为含 511 个氨

基酸的糖蛋白 存在于各种组织和体液中 同时以分

泌型和膜整合型 2 种形式存在 是 saposin 的前体 含

有 80 个固定的氨基酸残基是结构域 有相同的半胱氨

酸残基 糖基化作用位点 超螺旋区及蛋白裂解位点

能激活鞘类磷脂溶酶体水解酶 具有特异性水解酸性

神经鞘磷酯的活性 还能刺激神经节苷脂(GM)1β-半乳

糖苷酶的活性 推测在体外具有结合和运送神经节苷

脂的活性[22-24] E-18 对其起上调作用. FKBP 是亲免素

家族中的一员 是免疫抑制剂藤霉素(FK-506)和拉帕霉

素的细胞内受体[25] E-18 下调其表达 提示 E-18 可

能通过影响免疫抑制剂与 FKBP 结合来调节免疫. 肌动

蛋白解聚因子(actin-depolymerizing factor ADF/cofilin)

是肌动蛋白相关蛋白家族中的成员 是肌动蛋白生长

锥的一个重要调节因子 对于肌动蛋白在各种细胞中

的迅速转位非常重要 在生长椎中与肌动蛋白协同存

在 协助轴突的延伸及细胞运动 其活性受 LIM 激酶

和磷酸酯酶的可逆性磷酸化作用调节[26-27]. NCK 相关蛋

白 1(NCKAP1)是 Nap1 类似物 位于人类 2q32 染色体

上 能诱导神经元细胞的凋亡[28]. 黏附素 4 属于黏附素

家族 是一类钙依赖的磷脂结合蛋白 功能未完全明

了 其中部分成员是膜相关因子 参与胞饮和胞吐过

程. 黏附素 4 与家族其他成员间约有 45-59% 的同源

性 有相同的大小及内含子 外显子 编码蛋白具

有 ATP 结合活性 在体内有抗凝血和抑制磷脂酶 A2

的活性[29]. Mastermind 是一种 Notch 通路中的重要蛋白

质 决定着细胞的命运 他可与细胞内 Notch 受体结



合形成复合物 并能增加 Notch 诱导基因的表达 有

证据表明该蛋白可能在Notch通路中作为一种转录的协

同激活因子起效 还有报道 Mastermind 还是 Notch 增

强子复合物从染色体上解聚激活转录过程中的调控元

件[30]. 氯化物细胞内途径蛋白通过离子泵作用调节囊泡

内 pH 值 通过介导氯的渗透维持大的细胞内 pH 值[31].

E-18 能下调上述基因的表达 提示其可能通过多种途

径干预细胞生理活动.

       随着越来越多的未知功能蛋白质被发现 对新蛋

白的生物学功能以及他们在疾病发生 发展 转化过程

中的变化规律的研究逐渐成为生命科学的热点 同时

由于新技术的不断创新 使一系列的研究成为可能. 我

们成功应用基因表达谱芯片技术对E-18新基因的反式

调节基因进行了初步的研究 为下一步的深入研究奠

定了基础.
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Abstract
AIM: Augmenter of liver regeneration (ALR) is a protein
that plays a role in liver regeneration. In order to clarify
the effect of the expression of ALR on profile of the
hepatocytic gene expression, we analyzed difference between
the HepG2 cells transfected with ALR and controls by using
gene chip technology.

METHODS: Total RNA was extracted from HepG2 cells,
and RT-PCR was performed to amplify the coding region
of ALR. The expression of ALR in the transfected HepG2
cells was confirmed by Western blot. Total mRNA was isolated
from the transfected HepG2 cells with pcDNA3.1(-) and
pcDNA3-ALR, respectively. cDNA was prepared by reverse
transcription. Microarray assay was conducted for screening
of up-and down-regulated genes in both HepG2 cells.

RESULTS: The expressive vector of pcDNA3(-)-ALR was
constructed and confirmed by restriction enzyme digestion
and DNA sequencing. The expression of ALR was confirmed
by Western blot. After screening with cDNA microarray,
we found 2 genes were up-regulated, and 24 genes in-
cluding TNFRSF1A-associated via death domain, tissue
inhibitor of metalloproteinase 1, epididymal androgen-related
protein, down-regulated.

CONCLUSION: ALR is a cell growth factor, which has some
influences on gene expression profile of hepatocytes;
Microarray technology is a method to analyze gene ex-
pression spectra of trans-regulation of a protein and con-
ducive to understand the regulative effect of ALR on hepa-
tocytes and other biological function.

Wang L, Li K, Cheng J, Zhang J, Shao Q, Liu M. Screening and
identification of genes transactivated by human augmenter of liver
regeneration by microarray assay. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12
(4):821-823

摘要

目的: 为了阐明人肝再生增强因子(augmenter of liver

regeneration ALR)的表达对于肝细胞基因表达谱的影响

我们应用基因芯片技术 对于转染和未转染的HepG2细胞

进行了分析.

方法: 从HepG2细胞RNA中用反转录聚合酶链反应法(RT-

PCR)扩增出ALR编码区DNA 常规分子生物学技术构建

ALR 的真核表达载体 pcDNA3.1(-)-ALR 利用脂质体转

染技术转染 HepG2 细胞 ALR 的表达以 Western blot 杂

交技术证实.  从转染和非转染细胞 H e p G 2 种提取总

mRNA 逆转录为 cDNA 并进行基因芯片技术分析.

结果: 经过限制性内切酶分析和序列测定 证实 pcDNA3.1

(-)-ALR构建正确. ALR在HepG2细胞中的表达以Western

blot 杂交技术得到证实. 对于 ALR重组表达载体和空白载

体转染的 HepG2 细胞的基因表达谱 利用基因芯片技术

进行分析. 结果表明 2 种基因的表达水平上调 24 种基

因的表达水平下调. 这些基因包括淀粉酶 α 肿瘤坏死因

子受体 金属蛋白酶 1 组织抑制因子 性激素相关蛋白等

基因 相信这些类型的基因在ALR所发挥的生物学效应起

到重要的作用.

结论: ALR对于肝细胞基因表达谱存在一定影响; 基因芯片

技术是分析蛋白反式调节基因表达谱的重要技术途径 有

助于了解ALR对肝细胞和其他生物学功能的调节作用.

王琳, 李克, 成军, 张健, 邵清, 刘敏. 基因表达谱芯片技术筛选肝再生增强因

子反式调节基因. 世界华人消化杂志  2004;12(4):821-823

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/821.asp

0   引言

肝脏是为数不多能够再生的哺乳动物器官 生长因子

在肝再生启动及其进程中发挥着举足轻重的作用[1-7]. 肝

再生增强因子(augmentor of liver regeneration ALR)或

称肝细胞生成素(hepatopoietin HPO) 是一种刺激肝

细胞增生的小分子物质 组织分布广泛 缺乏特异性

但并不排除其作用靶位是特异的. 除了主要的促进肝再

生活性外 ALR 还参与核及线粒体转录文本的合成

稳定 及一些重要脏器(如生殖细胞)的发育过程. 我们
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曾经利用酵母双杂交方法发现了一些与 ALR 具有结合

作用的蛋白质[8-11] 现应用基因表达谱芯片技术(cDNA

microarray)对于 ALR 反式调节的靶基因进行了筛选

从另一角度探讨 ALR 潜在的生物学功能.

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2 细胞及感受态 E.coli JM109(本室保存)

pcDNA3.1(-)真核表达载体(Invitrogen); Lipofectamine

PLUS 转染试剂(Gibco) mRNA Purification 试剂盒

(Amersham Pharmacia Biotech) PCR-Select cDNA Sub-

traction 试剂盒 50 PCR Enzyme Mix Advantage PCR

Cloning 试剂盒(Clontech) High Pure PCR Product Pu-

rification 试剂盒(Boehringer Mannheim) T7 SP6 通用

引物及 pGEM-Teasy 载体(Promega).  真核表达载体及细

胞转染 ALR 蛋白真核表达质粒 pcDNA3.1(-)-ALR 为本

室构建[25]. 用 Lipofectamine PLUS 转染试剂将 2 µg

pcDNA3.1(-)-ALR 及 pcDNA3.1(-)空载体分别转染 35

mm 平皿 HepG2 细胞 48 h 后收获细胞.

1.2 方法  细胞 mRNA 提取使用 mRNA Purification 试剂

盒 直接提取转染了 ALR 表达质粒及空载体的 HepG2

细胞 mRNA 经琼脂糖凝胶电泳及分光光度计进行定

性定量分析. 参照 Schena et al 的方法逆转录标记 cDNA

探针并纯化. Cy3-dUTP 标记对照组细胞 mRNA (5 µg)

Cy5-dUTP 标记实验组细胞 mRNA(5 µg). 乙醇沉淀后溶

解在 5 SSC+2 g/L SDS 20 µL 杂交液中. 包含 1 152 个

cDNA 由上海联合基因有限公司提供 包括原癌基因

和抑癌基因 免疫调节相关基因 细胞凋亡和应激反应

蛋白相关基因 信号转导相关基因等. 以通用引物进行

PCR 扩增 PCR 产物长度为 1 000-3 000 bp. 靶基因以

0.5 g/l 溶解于 3 SSC 溶液中 用 Cartesian 公司的

Cartesian 7500 点样仪及 TeleChem 公司的硅烷化玻片进

行点样. 玻片经水合(2 h) 室温干燥(30 min) 紫外线

(UV)交联 再分别用 2 g/L SDS 水及 2 g/L 的硼氢化

钠溶液处理 10 min 晾干备用.将基因芯片和杂交探针

在 95 水浴变性 5 min 将混合探针加在基因芯片

上 置于 60 杂交15-17 h. 依次以2 SSC+ 2 g/L SDS

1 g/L SSC +2 g/L SDS 1 g/L SSC 洗涤 10 min 室温

晾干.用 General Scanning 公司的 ScanArray 3000 扫描芯

片. 用预先选定的内参照基因(24 条管家基因 每个基

因点 2 个点 共 48 个点)对 Cy3 和 Cy5 的原始提取信号

进行均衡和修正. 用 ImaGene3.0 软件分析 Cy3 Cy5 两种

荧光信号的强度 计算Cy5/Cy3比值. 阳性结果判断: Cy5/

Cy3>2.0 红色荧光 显示表达增强; Cy5/Cy3小于0.5 为

绿色荧光 显示表达减弱[12-19].

2   结果

真核表达质粒pcDNA3.1(-)-ALR由本室构建. 总RNA的

吸光度 A260/A280>1.89 热稳定实验 70 保温 1 h 与

-20  1 h 电泳条带比较 显示 28 S 条带无明显降解

电泳结果证实已抽提高纯度的总RNA. mRNA主要集中

于 0.9-4.0 kb 的连续条带.

2.1 ALR 上调基因两条(表 1).

表 1  部分表达显著增加的基因

GenBank 号            编码蛋白           Cy5/Cy3

NM_000699 淀粉酶 α2A(AMY2A) 2.053

NM_016045 推测蛋白(CGI-107 protein, LOC51012) 2.056

2.2 ALR 下调基因  在基因芯片的扫描分析中 如果荧

光染料的Cy5/Cy3比值在0.500以下 就判断为HCV NS3

蛋白得下调基因. 结果有24种基因的表达水平下调(表2).

表 2  部分表达显著下降的基因

GenBank 登陆号 编码蛋白         Cy5/Cy3

NM_001509 谷光甘肽过氧化物酶 5 转录变体 1            0.183

(附睾雄激素相关蛋白)(GPX5)

NM_002388 小染色体维持缺陷 3(MCM3)            0.287

NM_021016 妊娠特异 1 糖蛋白 3(PSG3)            0.302

NM_003254 金属蛋白酶组织抑制因子 1(TIMP1)            0.341

NM_004728 天冬 - 谷 - 丙 - 天冬 / 组            0.351

氨酸多肽 21 盒(DDX21)

NM_003998 NFκB1            0.367

NM_003330 硫氧还蛋白还原酶 1(TXNRD1)            0.369

NM_001554 富含半胱氨酸的血管生成诱导物 61(CYR61)      0.370

NM_002820 甲状旁腺激素样激素(PTHLH)            0.374

NM_003789 肿瘤坏死因子受体超家族 1A 死亡            0.376

域转录变异体 1 (TRADD)

NM_003564 (transgelin 2 TAGLN2)            0.380

NM_005573 核纤层蛋白 B1 (LMNB1)            0.383

NM_005053 酿酒酵母 RAD23 同源物 (RAD23A)            0.405

NM_007002 细胞膜糖蛋白 Mr 110 000 (GP110)            0.428

NM_005770 small EDRK-rich factor 2 (SERF2)            0.441

NM_001823 脑肌酸激酶(CKB)            0.449

NM_001343 disabled (Drosophila) homolog 2            0.453

(mitogen-responsive phosphoprotein) (DAB2)

NM_014889 金属蛋白酶(MP1)            0.454

NM_002782 妊娠特异 β1 糖蛋白 6(PSG6)            0.454

NM_003752 真核转录起始因子 3 亚单位 8 (EIF3S8)            0.455

NM_005160 肾上腺 β 受体激酶 2(ADRBK2)            0.473

NM_003682 MAPK 激活死亡域(MADD)            0.476

NM_000048 精氨酸琥珀酸裂解酶(ASL)            0.483

NM_005950 金属硫蛋白 1G(MT1G)            0.491

3   讨论

肝炎 肝硬化在我国发病率高 危害严重 预防肝坏

死与促进肝再生已成为目前临床肝损伤各种治疗的出发

点. ALR 是一种能够特异作用肝细胞或肝癌细胞细胞因
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子 具有明确救治功能和药用价值. 他促使肝细胞从 G1

期向 S 期过渡 有助于肝再生的完成[20-30]. ALR 调控肝再

生的作用机制是研究是问题的关键 但还不能取得一致.

        我们利用基因芯片技术对 ALR 上调 下调基因进

行分析 结果表明 24 种基因的表达水平下调 包括

肿瘤坏死因子受体 金属蛋白酶 1 组织抑制因子 激

素相关蛋白等基因. 肿瘤坏死因子受体胞质内保守的死

亡域( T R A D D ) 是触发细胞凋亡通路的必要的成分

MADD 被鉴定为 TNFR1 信号复合物含死亡域蛋白家族

成员 他们在 TNF 起始的不同信号级联反应中起到中

枢调节作用 资料显示 MADD 可激活丝裂源活化蛋白

激酶(MAPK)的ERK及JNK途径并使胞质内磷脂酶A2的

磷酸化进而导致花生四烯酸的释放 除了介导炎症的

发生还参与TNF诱导的凋亡. ALR对这两种基因均有一

定的下调 可能的解释是在肝再生过程中对细胞凋亡

产生部分抑制作用 新增肝脏组织以自分泌形式分泌

生长因子为其他细胞的再生提供丝裂源和死亡信号的

抑制分子. ALR下调的另一种感兴趣蛋白是金属蛋白酶

组织抑制因子 1(TIMP1) TIMP 是参与细胞外基质降解

代谢的基质金属蛋白酶(MMP)特异性抑制物 可以抑制

所有 MMP 的活性 在肝纤维化的发生发展中起重要作

用. 我国学者认为 TIMP1 可特异性地结合激活间质胶原

酶从而抑制其对胶原蛋白的分解 促进肝纤维化形成

而重组 ALR 有减轻实验性肝纤维化形成的作用. TIMP1

表达的上调或下调的效应方向依赖于细胞背景 我们发

现ALR在人肝癌细胞(HepG2)中下调TIMP1基因的表达

这种活性对于有序的肝再生和抗肝纤维化治疗是十分有

利的. 此作用被另一组实验所证实 王爱民et al观察到大

剂量 ALR 对 TIMP1 基因的表达有明显的抑制作用. 实验

结果发现 ALR 下调了一些性激素相关蛋白 如谷光甘

肽过氧化物酶 5 该蛋白可保护精子细胞膜免受脂质过

氧化的损害 ALR 能够显著下调其基因的表达 可能

与 ALR 在调节生殖细胞发育过程中有关系 但是具体

作用不明. 此外 ALR 下调一些核酸与蛋白的翻译与修

饰功能相关蛋白: 天冬-谷-丙-天冬/组氨酸多肽21盒

真核转录起始因子 3 亚单位 8 NFκB1 等. 受 ALR 上调

的蛋白很少 其中包括一个未知功能基因 我们正对

其进行克隆 并将在真核细胞内证实这种上调作用.

4     参考文献
1 Cheng J, Wang L, Li K, Lu YY, Wang G, Liu Y, Zhong YW,

Duan HJ, Hong Y, Li L, Zhang LX, Chen JM. Screening of
augmenter of liver regeneration-binding proteins by yeast-two
hybrid technique. Hepatobiliary Pancreat Dis Int  2003;2:81-84

2 Francavilla A, Vujanovic NL, Polimeno L, Azzarone A, Iacobellis
A, Deleo A, Hagiya M, Whiteside TL, Starzl TE. The in vivo
effect of hepatotrophic factors augmenter of liver regeneration,
hepatocyte growth factor, and insulin-like growth factor-II on
liver natural killer cell functions. Hepatology  1997;25:411-415

3 Yang XM, He FC. The advance of augmenter of liver
regeneration. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2000;8:725-727

4 Chen L, An W, Tan X, Gao D, Dai J. Phosphorylation of hepatic
stimulator substance on mitogen-activated protein kinase in BEL-
7402 hepatoma cells. Zhonghua Ganzangbing Zazhi  2001;9:22-24

5 Lange H, Lisowsky T, Gerber J, Muhlenhoff U, Kispal G, Lill

R. An essential function of the mitochondrial sulfhydryl oxi-
dase Erv1p/ALR in the maturation of cytosolic Fe/S proteins.
EMBO Rep  2001;2:715-720

6 Lisowsky T, Lee JE, Polimeno L, Francavilla A, Hofhaus G.
Mammalian augmenter of liver regeneration protein is a sulf-
hydryl oxidase. Dig Liver Dis  2001;33:173-180

7 Gandhi CR, Kuddus R, Subbotin VM, Prelich J, Murase N,
Rao AS, Nalesnik MA, Watkins SC, DeLeo A, Trucco M, Starzl
TE. A fresh look at augmenter of liver regeneration in rats.
Hepatology  1999;29:1435-1445

8 董菁, 成军, 刘友昭, 王勤环, 王刚, 施双双. 大鼠肝再生增强因子
假基因的克隆化与序列分析. 中华肝脏病杂志  2001;9:105-107

9 夏小兵, 成军, 王刚, 杨继珍, 刘妍, 董菁, 王琳, 李克. 人肝再生增
强因子在毕赤酵母中的表达. 世界华人消化杂志  2001;9:743-746

10 Cheng J, Wang L, Li K, Lu YY, Liu Y, Duan HJ, Hong Y, Wang
G, Li L, Zhang LX. Cloning and expression of the gene of
human augmenter of liver regeneration in yeast cells.
Hepatobiliary Pancreatic Dis Int  2002;1:87-91

11 王琳, 李克, 成军, 陆荫英, 王刚, 刘妍, 钟彦伟, 段惠娟, 洪源. 筛
选与克隆肝再生增强因子结合蛋白的基因. 世界华人消化杂志
2002;10:161-164

12 成军. 基因芯片技术的原理及其在肝病研究中的应用. 中华肝脏
病杂志  2002;10:302

13 刘妍, 成军, 王建军, 陆荫英, 杨倩. 应用基因表达谱芯片技术筛
选丙型肝炎病毒核心蛋白反式调节基因. 解放军医学杂志  2003;
28:55-57

14 刘妍, 成军, 李克, 杨倩, 陆荫英, 王琳, 王建军. 丙型肝炎病毒核
心蛋白结合蛋白 6 基因转染肝癌细胞的基因表达谱芯片分析. 世
界华人消化杂志  2003;11:394-398

15 刘妍, 成军, 王建军, 杨倩, 陆荫英.  基因芯片技术在肝炎病毒研
究中的应用. 世界华人消化杂志  2003;11:461-463

16 成军, 刘妍, 洪源, 王建军, 杨倩. 基因表达谱芯片技术筛选乙型肝
炎病毒 X 蛋白反式调节基因. 世界华人消化杂志  2003;11:920-924

17 成军, 刘妍, 洪源, 王建军, 杨倩 基因表达谱芯片技术筛选丙
型肝炎病毒非结构蛋白 3 反式调节靶基因. 世界华人消化杂志
2003;11:930-934

18 洪源, 刘妍, 成军, 杨倩, 王建军. 应用表达谱芯片技术对截短型
乙型肝炎病毒表面抗原中蛋白反式调节基因的研究. 世界华人消
化杂志  2003;11:943-946

19 洪源, 刘妍, 成军, 杨倩, 王建军. 应用表达谱芯片技术对丙型肝
炎病毒非结构蛋白 5A 反式调节基因的研究. 世界华人消化杂志
2003;11:939-942

20 王刚, 刘妍, 牟劲松, 洪源, 邵得志, 张耀新, 李莉, 成军. 大鼠肝再生
相关基因 LRRP1 的克隆化. 世界华人消化杂志  2002;10:165-168

21 Dong J, Cheng J, Wang QH, Shi SS, Wang G, Si CW. Cloning
and analysis of the genomic DNA sequence of augmenter of
liver regeneration from rat. Chin Med Sci J  2002;17:63-67

22 成军, 李莉, 张玲霞, 陆荫英. 肝再生增强因子的作用机制. 临床
肝胆病杂志  2002;18:146-148

23 王琳, 李克, 成军, 陆荫英. 人肝再生增强因子表达载体的构建及
其在酵母中的表达. 中华肝脏病杂志  2002;10:384

24 Cheng J. Progress in Augmenter of liver regeneration
superfamily. Shengwuxue Zazhi  2000;17:4-7

25 Shen M, Qiu DK, Chen Y, Xiong WJ. Effects of recombinant
augmenter of liver regeneration protein,danshen and
oxymatrine on rat fibroblasts. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2001;9:1129-1133

26 Xu W, Wang S, Wang G, Wei H, He F, Yang X. Identification
and characterization of differentially expressed genes in the
early response phase during liver regeneration. Biochem Biophys
Res Commun  2000;278:318-325

27 Yang XM, Hu ZY, Xie L, Wu ZZ, Wu CT, He FC. In vitro
stimulation of HTC hepatoma cell growth by recombinant
human augmenter of liver regeneration (ALR). Shengli Xue
bao 1997;49:557-561

28 Yang X, Wang A, Zhou P, Wang Q, Wei H, Wu Z, He F.
Protective effect of recombinant human augmenter of liver
regeneration on CCl4-induced hepatitis in mice. Chin Med J
(Engl)  1998;111:625-629

29 Adams GA, Maestri M, Squiers EC, Alfrey EJ, Starzl TE, Dafoe
DC. Augmenter of liver regeneration enhances the success
rate of fetal pancreas transplantation in rodents. Transplantation
1998;65:32-36

30 Giorda R, Hagiya M, Seki T, Shimonishi M, Sakai H, Michaelson
J, Francavilla A, Starzl TE, Trucco M. Analysis of the struc-
ture and expression of the augmenter of liver regeneration
(ALR) gene. MolMed  1996;2:97-108



World Chin J Digestol  2004 April;12(4):824-827
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

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

•病毒性肝炎 VIRAL HEPATITIS •

血清类粘蛋白2下调乙型肝炎病毒表面抗原基因启动子
转录活性的研究

洪   源, 成   军, 杨   倩, 刘   妍, 王建军

洪源, 成军, 杨倩, 刘妍, 王建军, 中国人民解放军第 302 医院传染病研究所
基因治疗研究中心 全军病毒性肝炎防治研究重点实验室  北京市  100039
洪源, 男, 1974-12, 福建省莆田市人, 汉族. 1998 年毕业于第四军医大学军
医系, 获医学学士学位, 2003 年毕业于解放军军医进修学院 获得内科传染
病学硕士学位, 主要课题方向是肝炎病毒与肝细胞相互作用的分子生物学机制.
国家自然科学基金攻关项目, No. C03011402, No. C30070689
军队 九 五 科技攻关项目, No. 98D063
军队回国留学人员启动基金项目, No. 98H038
军队 十 五 科技攻关青年基金项目, No. 01Q138
军队 十 五 科技攻关面上项目, No. 01MB135
项目负责人: 成军, 100039, 北京市西四环中路 100 号, 中国人民解放军第
302 医院传染病研究所基因治疗研究中心 全军病毒性肝炎防治研究重点实
验室.  cj@genetherapy.com.cn
电话: 010-66933392     传真:010-63801283
收稿日期: 2003-11-13    接受日期: 2003-12-16

Down-regulating effect of orosomucoid
2 on preS1 promoter of hepatitis B virus

Yuan Hong, Jun Cheng, Qian Yang, Yan Liu, Jian-Jun Wang

Yuan Hong, Jun Cheng, Qian Yang, Yan Liu, Jian-Jun Wang, Gene
Therapy Research Center, Institute of Infectious Diseases, the 302 Hospital
of PLA, Beijing 100039, China
Supported by Grants from the National Natural Scientific Foundation,
No. C03011402, No. C30070690; and the 9.5 Research and Technique
Foundation of PLA, No. 98D063; and the Launching Foundation for
Student Studying Abroad of PLA, No. 98H038; and the 10.5 Youth
Research and Technique Foundation of PLA, No. 01Q138; and the 10.5
Research and Technique Foundation of PLA, No.01MB135.
Correspondence to: Dr. Jun Cheng, Gene Therapy Research Center,
Institute of Infectious Diseases, The 302 Hospital of PLA, 100
Xisihuanzhong Road, Beijing 100039, China.  cj@genetherapy.com.cn
Received: 2003-11-13    Accepted: 2003-12-16

Abstract
AIM: To investigate activity of orosomucoid 2 (ORM2) on
preS1 promoter (SP ) of hepatitis B virus (HBV).

METHODS: Yeast one-hybrid system was employed in
screening of DNA-binding proteins specifically recognizing
HBV-SP I sequence, in which ORM2 was identified in
GenBank by bioinformatics. For further studying the inter-
action between ORM2 and HBV-SP , the sequence of
ORM2 was amplified from HepG2 genome by polymerase
chain reaction (PCR) technique, which was then cloned
into pcDNA3.1(-) expression vector. The HepG2 cell line
was transfected by pCAT3- SP , and co-transfected by
pCAT3-SP  and pcDNA3.1(-)-ORM2, respectively. The
chloramphenicol acetyltransferase (CAT) activity was detected
by an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit.

RESULTS: pCAT3-SP  had higher activity of CAT than
pCAT3-basic by ELISA kit. The expression of CAT from pCAT3-
SP  was increased 81.9%, as compared with that in the
co-transfection of pCAT3-SP  and pcDNA3.1(-)-ORM2.

CONCLUSION: Cell transfection and ELISA technology are
successfully used to prove the results from yeast one-hybrid
system, which brings some new clues for studying the
specific binding proteins of HBV- SP  and its transcrip-
tional regulation mechanism.

Hong Y, Cheng J, Yang Q, Liu Y, Wang JJ. Down-regulating effect of
orosomucoid 2 on preS1 promoter of hepatitis B virus. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(4):824-827

摘要

目的: 探讨血清类粘蛋白2(ORM2)对乙型肝炎病毒(HBV)表

面抗原基因启动子 (HBV-SP )转录的激活作用.

方法: 以我实验室前期得到的HBV-SP 的酵母单杂交系统

筛选结果为基础 利用生物信息学技术确定ORM2的基因

编码区域 聚合酶链反应(PCR)扩增 ORM2 编码基因 克

隆至真核表达载体 pcDNA3.1(-)中 构建 pcDNA3.1(-)-

ORM2载体; 将该质粒与SP 的氯霉素乙酰转移酶(CAT)

报告载体pCAT3-SP 共转染肝癌细胞系HepG2细胞系

并以 pCAT3-SP 单独转染 HepG2 细胞系作为对照 酶

联免疫吸附法(ELISA)检测CAT的表达活性.

结果: pCAT3-SP 在HepG2细胞中能够启动CAT的表达;

共转染实验中pCAT3-SP +pcDNA3.1(-)-ORM2组CAT

的表达活性较pCAT3-SP 下降了81.9%.

结论: ORM2蛋白具有对HBV-SP 的反式抑制作用. 本实

验验证了我室利用酵母单杂交技术筛选HBV-SP 特异结

合蛋白的结果 为进一步了解HBV-SP 的转录调控机制

及其与SP I结合的反式作用因子提供了新的线索.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)是一种严重危害人类健康的致病

因子. 他感染人体除引起急慢性乙型肝炎和肝硬化外

还与肝癌的发生有密切关系[1-4]. HBV 属嗜肝 DNA 病

毒 目前在其基因组中已发现并鉴定的顺式元件有4个

启动子 2 个增强子和糖皮质激素应答元件. 其中表面

抗原基因含有两个串联的启动子 SP I 和 SP . SP I (2

219-2 780 nt)的主要作用是调节 2.4 kb mRNA 的转录



编码表面抗原大蛋白[5-8]. 有研究[9]证实 SP I 含有典型

TATA 盒序列 是HBV转录调节的重要组分 也是HBV

嗜肝性的重要原因之一. 为了寻找与 SP I 结合的肝特异

性转录作用因子 我室[10]应用酵母单杂交体系[11-23] 以

SP I 核心序列为 诱饵 对人肝细胞 cDNA 文库成

功进行了筛选 得到了12个结合蛋白基因. 本实验为了

对 SP 酵母单杂交的筛选结果进行验证 选取了其

中的一个反式作用因子基因-血清类粘蛋白2(ORM2)为

研究对象 利用生物信息学手段对 ORM2 基因编码序

列进行分析 克隆 与真核表达载体 pcDNA3.1(-)连

接 构建了表达质粒; 与 SP 的 CAT 报告载体 pCAT3-

SP 共转染 旨在研究 ORM2 对 SP 是否具有激活

作用 使下游 CAT 基因的表达发生变化 这一结果也

为研究 HBV 的转录调节机制提供新的理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2 细胞及感受态 E.coli JM109(本室保存)

pcDNA3.1(-)真核表达载体(Invitrogen); Lipofectamine

PLUS 转染试剂(Gibco) mRNA Purification 试剂盒

(Amersham Pharmacia Biotech) PCR-Select cDNA Sub-

traction 试剂盒 50×PCR Enzyme Mix Advantage PCR

Cloning 试剂盒(Clontech) High Pure PCR Product Pu-

rification 试剂盒(Boehringer Mannheim) T7 SP6 通用

引物 pGEM-Teasy 载体(Promega). 真核表达载体及

pCAT3-SP I 重组质粒为本室构建.

1.2 方法

1.2.1 基因编码序列分析  根据 GenBank 中 ORM2 的基

因组序列 确定 ORM2 的翻译起始子及终止密码子. 设

计并合成引物 在上下游引物的 5 - 端分别加上 EcoR

I 和 Xho I 酶切位点序列. 上游引物: 5 -GAA TTC ATG

GCG CTG TCC TGG GTT CT-3 ; 下游引物: 5 -CTC GAG

GAT CCA AGG CTG TGT CCT GC-3 全长共 625 bp.

1.2.2 质粒构建  以 HepG2 细胞基因组为模板 进行聚

合酶链反应(PCR)反应 PCR 产物经 1% 琼脂糖凝胶电

泳 切胶 玻璃奶回收 DNA 片段 纯化. 在 T4 DNA 连

接酶的作用下 与 pGEM-T 载体连接 转化大肠杆菌

DH5α 挑取在选择平皿(Amp X-gal/IPTG)生长的白

色菌落提取质粒 经酶切(EcoR I/Xho I)及测序鉴定.

EcoR I/Xho I 双酶切重组质粒 pGEM-T-ORM2 玻璃奶

纯化回收酶切产物 定向克隆至 pcDNA3.1(-)载体 构

建成重组质粒 pcDNA3.1(-)-ORM2. 经双酶切及菌落

PCR 鉴定连接产物 试剂盒法提取质粒.

1.2.3 细胞培养及 pCAT3-SP 转染 HepG2 细胞系

HepG2 细胞系在含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养液中生

长. 细胞生长至 50-80% 时采用脂质体转染法 具体转

染方法参照 FuGENE6 说明书进行 质粒 pCAT3-SP

转染 48 h 后收获细胞.

1.2.4 共转染实验  细胞生长至 50-80% 融合度时 质

粒 pCAT3-SP 与pcDNA3.1(-)-ORM2 共转染HepG2细

胞系. 具体转染方法参照 FuGENE6 说明书进行 转染

48 h 后收获细胞.

1.2.5 CAT 表达量的检测  将收获的细胞进行裂解 提

取上清液 取 200 µL 用于检测 CAT 的表达量. 具体方

法严格按照 CAT ELISA 试剂盒说明书进行 在 415 nm

光波下测吸光度 A 值.

2   结果

2.1 pcDNA3.1(-)-ORM2重组质粒的构建  利用自行设

计的引物成功扩增出 ORM2 的基因编码序列 经 1% 琼

脂糖凝胶电泳分析显示扩增片段约625 bp 与预期片段

符合(图 1). 将扩增产物与 pGEM-T 载体连接 双酶切鉴

定 1% 琼脂糖凝胶电泳分析显示两条带(3 000 bp 的

pGEM-T 载体和 625 bp 的 ORM2 DNA 片段) 与预期

一致(图 2). 将双酶切产物与 pcDNA3.1(-)载体连接 双

酶切鉴定如图3所示(5 400 bp的pcDNA3.1(-)载体和625

bp 的 ORM2 DNA 片段) DNA 测序结果和 GenBank 中

ORM2 的基因序列完全一致.

2.2 pCAT3-SP 重组质粒的瞬时转染及报告基因CAT

表达的检测  将重组质粒 pCAT3-SP 转染 HepG2 细

胞 CAT ELISA 结果如表 1 所示 具有启动子活性.

2.3 pCAT3-SP 与 pcDNA3.1(1)-ORM2 重组质粒共

转染及 CAT 表达的检测  将 pCAT3-SP 与 pcDNA3.1

( - ) - O R M 2 共转染 H e p G 2 细胞时 C A T 的表达较

pCAT3-SP 单独转染明显降低 如表 2 所示 说明

ORM2 对 HBV-SP 具有反式抑制作用.

图 1  以 HepG2 基因组 DNA 为模板 PCR 扩增 ORM2 序列.

图 2  pGEM-T-ORM2 双酶切鉴定(EcoR I/Xho I).
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图 3  pcDNA3.1(-)-ORM2 双酶切鉴定(EcoR I/Xho I).

表 1  pCAT3-SP 转染 HepG2 细胞后 CAT 的表达(A 值,mean±SD)

组别质粒                         吸光度

阴性对照组         pCAT3-basic                      0.450±0.012

阳性对照组        pCAT3-promoter                      0.875±0.022

实验组                pCAT3-SP                      2.136±0.051

表 2  pCAT3-SP 与 pcDNA3.1(-)-ORM2 共转染 HepG2 后 CAT

的表达(A 值, mean±SD)

组别        质粒                                      吸光度

阴性对照组         pCAT3-basic                                          0.338±0.002

阳性对照组         pCAT3-promoter                                    0.612±0.007

实验对照组         pCAT3-SP                                          2.143±0.028

共转染组             pCAT3-SP +pcDNA3.1(-)-ORM2        0.389±0.075

3   讨论

SP I 是 HBV 的一个重要转录元件 调节 HBV 表面抗

原大蛋白的表达. 对携带 HBV DNA 的转基因小鼠及感

染 HBV 的黑猩猩模型的研究[24-25]表明 表面抗原主蛋

白可在不同的组织中表达 而表面抗原大蛋白只在肝

内特异发现 这一结果强烈提示: 表面抗原大蛋白的表

达具有肝特异性 SP I 在肝特异性表达中起着关键作

用. Raney et al [6]通过应用瞬时转染分析 体外 RNase

保护分析等方法 对这一现象的原因进行了研究 结果

显示 肝细胞核因子 1(HNF1)与 SP I 的结合可能是主要

原因. 将该因子去除后 SP I 的转录活性下降了 20 倍.

同时可能还有其他肝特异因子参与调节. 为了寻找新的

肝特异结合蛋白 我室以 SP I 核心序列为 诱饵

整合入酵母基因组 构建了酵母报告株; 经加入人肝

cDNA 文库进行筛选 得到了 12 个双阳性克隆 共表

达 10 种蛋白 其中有血清类粘蛋白 2 丝氨酸脱水

酶 人肝细胞生长因子样蛋白等已知功能蛋白及 3 个

未知功能蛋白. 为了对这一结果进行验证并深入研究

HBV 的转录调控机制 我们选取了其中的一个已知功

能基因 -ORM2 为研究对象 以 CAT 为报告基因 在

真核细胞内对二者的相互作用进行了共转染验证.

    人血清类粘蛋白又称为 α 1 酸糖蛋白( α 1-ac id

glycoprotein AGP) 是分子量为 41-43 kDa 等电点(pI)

为 2.8-3.8 的糖蛋白[26]. 在人 鼠和其他物种中 他都

是一种主要的血浆急性期反应蛋白. 当有组织损伤或感

染时 在糖皮质激素和细胞因子的联合作用下 其表达

水平明显升高 可作为感染性肠炎的诊断标志之一[27].

他的氨基酸序列首先从人的血浆中分离得到 从不同个

体的血浆中分离得到的 ORM 序列具有很大的异质性[28].

其中ORM2编码基因位于ORM1下游约3.3 kb处 由2个

分离的基因座组成; Northern blot 杂交检测结果显示[29]

人肝脏中的 ORM mRNA 主要来自 ORM1 编码基因的转

录 ORM2在肝脏中的表达水平很低. 尽管对 ORM的结

构研究早已开始 但目前对他的生物学功能了解的仍

不十分清楚. 一般认为 他在血浆中可以结合和携带亲

脂性药物 使药物发挥效用; 依赖碳端氨基酸 发挥免

疫应答介导和结合活性; 对 ORM 转基因鼠的研究可以

在小鼠体内了解与 ORM 结合药物的效果 揭示免疫反

应中应答元件和组织特异性元件的功能[30].

          本实验的主要目的是验证前期酵母单杂交的筛选结

果 在共转染实验中 pCAT3-SP 和 pcDNA3.1(-)-

ORM2组的CAT的表达活性较pCAT3-SP 单独转染下

降了 81.9% 说明 ORM2 可与 HBV-SP I 结合 且对

SP I 的转录活性有明显的抑制作用. 尽管这一结论与体

内的情况不符 因为在体内 ORM2 主要分布于血浆

中 与 HBV-SP I 的核内分布存在着一定的区室阻隔.

但这一结果有可能为今后HBV的治疗开辟一条新途径.
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Abstract
AIM: To investigate the biological functions of NS5ATP9,
and to screen proteins in leukocytes interacting NS5ATP9
protein by yeast-two hybrid.

METHODS: The NS5ATP9 gene was amplified by poly-
merase chain reaction (PCR) and NS5ATP9 bait plasmid
was constructed by using yeast-two hybrid system 3, and
the yeast AH109 was then transformed. The transformed
yeast mated with yeast Y187 containing leukocytes cDNA
library plasmid in 2×YPDA medium. Diploid yeast was plated
on synthetic dropout nutrient medium (SD/-Trp-Leu-His-
Ade) and synthetic dropout nutrient medium (SD/-Trp-Leu-

His-Ade) containing X-α-gal for selecting two times and
screening. After extracting and sequencing of plasmid DNA
from blue co lonies, we underwent analysis  by
bioinformatics.

RESULTS: Forty six colonies were sequenced, among which
thirteen colonies were Homo sapiens immunoglobulin light
chain, ten ubiquitin, two ferritin heavy chain, eleven Homo
sapiens rearranged immunoglobulin lambda light chain,
one 14-3-3 family protein, one Meningococcus PorA protein,
three RNA polymerase III, one tobacco mitogen activated
protein kinase, two cytochrome P450 II, one SLIT2 protein,
and one dependent-protein kinase catalylic subunit.

CONCLUSION: Genes of NS5ATP9 interacting proteins in
leukocytes are successfully cloned and the results bring
some new clues for studying the biological functions of
NS5ATP9 and associated proteins.

Li Q, Liang YD, Cheng J, Wang L, Zhang J, Shao Q, Liu M, Cheng ML.
Screening and cloning of genes coding for leukocyte proteins interacting
with NS5ATP9 by yeast-two hybrid technique. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(4):828-831

摘要

目的: 我们在以往的研究中 应用抑制性消减杂交技术

(SSH)筛选得到了丙型肝炎病毒非结构蛋白5A反式激活蛋

白9(NS5ATP9) NS5ATP9是一种未知功能新基因. 为了进

一步研究NS5ATP9的生物学功能 应用酵母双杂交技术

筛选并克隆人白细胞中与NS5ATP9蛋白相互作用蛋白的基

因 进一步阐明 NS5ATP9 的生物学功能及其作用途径.

方法: 用多聚酶链反应(PCR)法扩增 NS5ATP9 基因 连接

入酵母表达载体pGBKT7中构建诱饵质粒 转化酵母细胞

AH109并在其内表达 然后与转化了人白细胞cDNA文库

质粒pACT2的酵母细胞Y187进行配合 在营养缺陷型培

养基和X-α-半乳糖(X-α-gal)上进行双重筛选阳性菌落并

测序 进行生物信息学分析.

结果: 成功克隆出NS5ATP9基因并在酵母细胞中表达 配

合后选出既能在四重缺陷(SD/-Trp-Leu-Ade-His)培养基上

生长 又能在铺有X-α-gal的四缺培养基上变蓝的真阳性

菌落 46 个 其中含人类免疫球蛋白轻链 13 个 核小体表

面蛋白10个 铁蛋白重链2个 人类重组免疫球蛋白 轻

链 11 个 14-3-3 家族蛋白 1 个 脑膜炎球菌 PorA 蛋白 1

个 RNA多聚酶III 3 个 烟草有丝分裂原激活蛋白激酶1

个 细胞色素 P450  2 个 SLIT2 蛋白 1 个 DNA 依赖



蛋白激酶催化亚基 1 个.

结论: 成功克隆出丙型肝炎病毒 NS5ATP9 蛋白的结合蛋

白 为进一步研究NS5ATP9的生物学作用提供了新的线索.

李强, 梁耀东, 成军, 王琳, 张建, 邵清, 刘敏, 程明亮. 应用酵母双杂交技术筛
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)严重危害人们的身体健康 全世界

慢性感染的人数超过 1.7 亿[1]. 感染 HCV 后 引起急慢

性肝炎 肝脂肪变 肝纤维化甚至发展成为肝细胞癌.

而对于慢性丙型肝炎的治疗 目前主要用干扰素 α 和

利巴韦林抗病毒治疗 但其疗效有限 仅仅达 20-40%.

大量的研究表明 作为 HCV 非结构蛋白 5A (HCV NS5A)

是干扰素 α 作用的靶位 是否也可能是其他抗病毒药

物的靶位 这就有必要对他的功能作深入的研究.

        我们实验室应用抑制性消减杂交技术(SSH)及生物信

息学技术(bioinformatics) 筛选出 HCV NS5A 反式激活新

型靶基因 NS5ATP9 在 GenBank 中注册 注册号为

AF529370. NS5ATP9 基因的编码序列全长为 336 个核苷

酸(nt) 编码产物由 111个氨基酸残基(aa)组成. 我们已经

应用基因表达谱芯片技术(cDNA microarray)对于NS5ATP9

反式调节基因进行筛选 成功筛选出反式调节作用的

靶基因 为了进一步从不同的角度研究 NS5ATP9 的作

用 我们又运用酵母双杂交技术筛选 NS5ATP9 蛋白结

合蛋白基因 对这种基因的功能进行初步研究.

1   材料和方法

1.1 材料  pGBKT7-BD 克隆载体 pGADT7-AD 克隆

载体 pGBKT7-53对照质粒 pGBKT7-Lam 对照质粒

Saccharomyces cerevisiae AH109 酵母株 Y187 酵母株

(K1612-1) 预转化入酵母的对照质粒 pGBKT7-53

(AH109) 编码 DNA-BD/ 鼠 p53 融合蛋白 pTD1-1

(Y187) 质粒 pACT2 中编码 AD/SV40 大 T 抗原融合蛋

白 以及预转化的 cDNA 白细胞文库(Y187) 质粒

pACT2 表达 AD/cDNA 文库融合蛋白(PT3183-1) 以上

产品均购自Clontech公司. 酵母YPDA 培养基 SD/-Trp

培养基 SD/-Leu SD/-Trp/-Leu SD/-Trp/-Leu/-His

SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade X-α- 半乳糖苷酶(Gal)等购

自 Clontech 公司 Nco BamH 半硫酸腺苷 醋

酸锂购自 Sigma 公司.

1.2 方法

1.2.1 诱饵质粒的构建及表达  PCR 扩增 NS5ATP9 基因

凝胶电泳 回收 连接到 T 载体 酶切 测序符合率达

100% 与 pGBKT7 载体连接 用 Nco 和 BamH 双酶

切鉴定后 表明酵母表达载体 pGBKT7-NS5ATP9 构建

成功 用醋酸锂法转入酵母细胞 AH109 后 在四缺培

养基上培养以排除其自身激活作用[2-3].

1.2.2 诱饵与白细胞文库的酵母配合  挑取在 SD/-Trp 选

择培养基上生长转化子(计数大于 1 109 细胞 /ml)与白

细胞文库混合 30 轻摇配合过夜 24 h 后铺板 SD/-

Trp/-Leu/ -His 25 块 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 25 块.

同时进行阳性对照实验及文库滴定. 生长18 d后把长出

的大于 3 mm 的酵母集落 在铺有 X-α- 半乳糖苷酶的

QDO 上检查 α- 半乳糖苷酶活性 认为在 QDO 培养基

上生长且出现蓝色菌落的配合为阳性集落.

1.2.3 阳性质粒的克隆和分析  挑取真正的阳性集落按

照试剂盒提供的操作指南 Lyticase 法提取酵母质粒. 提

取的质粒以复杂冰冻高效感受态方法转化大肠杆菌

于含有氨苄青霉素的 SOB 平板培养 所获得的菌落酶

切鉴定后测序. 阳性克隆DNA测序后 提交GenBank分

析 所获基因都能在 GenBank 数据库中找到同源基因.

2   结果

2.1 部分筛选克隆 Bgl 酶切鉴定结果  pACT2 内含有

两个 Bgl 酶切位点 分别位于多克隆位点两侧 使用

该内切酶消化将释放出白细胞文库的基因片段(图 1).

图 1  酵母双杂交技术筛选的部分克隆的 Bgl 酶切鉴定.

2.2 cDNA 测序与同源性分析初步结果  配合后筛选出

既能在 4chongquexian 重缺陷(SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade)

培养基又能在铺有X-α-gal 的4缺培养基上均能生长并

变成蓝色的真阳性菌落 46 个克隆测序 与 GenBank 数

据库进行初步比较. 46个均与已知基因的部分序列高度

同源(98-100%) 详细结果见表 1.

表 1  诱饵与白细胞文库酵母菌株配合结果

序号 筛选出目的基因                      同源性   相同克隆数

  1 人类免疫球蛋白轻链               99%          13

  2 核小体表面蛋白                     98-100%          10

  3 铁蛋白重链 1                       98-99%              2

  4 人类重组免疫球蛋白 轻链                98-99%          11

  5 14-3-3 家族蛋白              100%              1

  6 脑膜炎球菌 PorA 蛋白               99%              1

  7 RNA 多聚酶 III               99%              3

  8 烟草有丝分裂原激活蛋白(MAP)激酶 100%              1

  9 细胞色素 P450                            99%              2

10 SLIT2 蛋白                                         99%              1

11 DNA 依赖蛋白激酶催化亚基                98%              1
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3   讨论

丙型肝炎病毒基因编码 10 种蛋白 包括结构蛋白和非

结构蛋白. 非结构蛋白 NS5A 与丙型肝炎的致病有关

而丙型肝炎的致病机制可能与病毒蛋白对肝细胞或白

细胞的作用有关.  非结构蛋白 5 A 反式激活蛋白 9

(NS5ATP9)是NS5A的反式激活新型靶基因编码的蛋白

研究他的功能对理解 NS5A 蛋白的作用具有重要意义.

因此 我们利用1990年代初出现的酵母双杂交技术 进

行了白细胞文库的筛选 希望筛选出与病毒蛋白相互

作用的蛋白基因. 酵母双杂交系统是分析真核细胞中蛋

白 - 蛋白 蛋白 -DNA 蛋白 -RNA 相互作用的一种有

效的基因分析方法 他的产生为研究蛋白在体内生理

情况下的相互作用提供了一种新的遗传学方法. 酵母双

杂交系统通过将两个推定有相互作用的蛋白 X 和 Y 分

别融合到一酵母转录激活因子的 BD 和 AD 上 X 与 Y

的相互作用重构了激活因子 从而导致下游 报告基

因 的转录 产生容易探测到的表型[4-8].

       我们在真核表达载体 pGBK-T7 中构建 pGBKT7-

NS5ATP9 诱饵质粒并在酵母菌株 AH109 中表达了

NS5ATP9 基因 与人白细胞 cDNA 文库的酵母菌株

Y187 进行配合 筛选出与之相互作用的蛋白基因 11

种. 其中 有基因编码的蛋白属于 14-3-3 家族的蛋

白 通过结合磷酸丝氨酸 遏制蛋白介导信号转导 他

普遍存在与动 植物中 编码的蛋白与 RAF1 和 CD25

磷酸酶相互作用 在连接有丝分裂信号和细胞周期中

起重要作用[9-17]. 脑膜炎球菌 PorA 蛋白用作疫苗是很有

前途的 虽然已经搞清楚这个蛋白的结构 但是对他

的结构与 PorA 蛋白抗体的关系还知知甚少 研究发现

可能主要与效应器功能活动和可变区基因序列有关[18].

由 RNA 多聚酶 III 引起转录包含多聚酶的复原 启动

延伸 终止的步骤. 多聚酶 III 由 16 个亚单位组成 一

部分受 HeLa 细胞修饰 能分解成 hRPC32 hRPC39

hRPC62 亚复合物 但他的核心缺乏亚复合物 不能

与附属因子连接而使启动子依赖的转录起动. 特有的转

录启动能力需要自然亚复合物恢复. 亚单位的一部分与

RNA 多聚酶 III 转录起始因子的两个亚复合物(hTBP/

hTFIIIB90)相互作用. 这些说明 hRPC32-hRPC39-

hRPC62 亚复合物经 TFIIIB hRPC39 相互作用指导

RNA 多聚酶 III 结合到 FIIIB-DNA 复合物[19-21] 提示

NS5ATP9可能与转录有关. 烟草有丝分裂原激活蛋白激

酶在细胞的分裂中起重要作用 而 NS5ATP9 能与他相

互作用 提示他可能与肝细胞的分化有关[22]. SLIT2 是

一种分泌型的富含亮氨酸重复区的蛋白质 有明确的

肿瘤抑制作用 SLIT2转染COS-7细胞的培养液能延缓

细胞的生长和诱导 SW48 结肠癌细胞凋亡 SLIT2 的过

表达可以抑制 70% 的体外培养乳腺癌细胞的集落化生

长 在发生肺癌及乳腺癌时 由于其启动子的甲基化或

等位基因的丢失而导致其失活[23-26]. 铁蛋白是主要铁储

存蛋白 由两部分亚基(重链和轻链)构成. 基因分析显

示他由多基因家族或者多个外显子编码. 细胞内铁蛋白

的生物合成受铁的调节 他是翻译调节的顺式元件 在

铁蛋白重链5 -非翻译前导区. 鼠纤维母细胞瞬时转染

体 \ 稳定转化体能激活人铁蛋白重链 mRNA 的转录.

mRNA 翻译是基因表达调控的重要机制 不同亚单位

说明铁吸收 存储 释放的不同. 铁蛋白重链使细胞

内铁分离 刺激铁调节蛋白 2 的表达 c-myc 抑制了

他的表达而使铁库储存铁增加. 这就调控细胞内铁的浓

度 对细胞增生调控起重要作用[27-36].

       通过以上结果提供的这些线索 我们可以进行更

深入的研究 进一步弄清各种蛋白对 NS5ATP9 生物学

功能的影响及其确切的作用 为寻找与HCVNS5A的靶

位相互作用的蛋白开辟新道路. 当然 这些结合蛋白的

发现只是研究病毒蛋白功能的一个起点 在极其复杂

的体内环境中 需要更多的实验证据来揭示这种结合

的生物学意义.
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Abstract
AIM: To investigate the biological function of HCTP4, yeast-
two hybrid was performed to screen proteins interacting
with HCTP4 in leukocytes.

METHODS: The HCTP4 gene was amplified by polymerase
chain reaction (PCR) and HCTP4 bait plasmid was con-
structed by using yeast-two hybrid system 3, then the con-
structed vector was transformed into yeast AH109. The
transformed yeast mated with yeast Y187 containing leu-
kocytes cDNA library plasmid in 2×YPDA medium. Diploid
yeast was plated on synthetic dropout nutrient medium
(SD/-Trp-Leu-His-Ade) and synthetic dropout nutrient
medium (SD/-Trp-Leu-His-Ade) containing x-α-gal for se-
lecting two times and screening. After extracting and se-
quencing of plasmid from blue colonies, we underwent
analysis by bioinformatics.

RESULTS: Forty-four colonies were sequenced, among

which twenty-five colonies were immunoglobulin lambda
light chain, six human DNA sequences from clone RP11-
189K21, four human DNA sequences from clone RP11-
507C10, two homo sapiens 12p BAC RPCI11-75L1, one
homo sapiens BAC clone RP11-21M10, one homo sapiens
ubiquitin ligase mind bomb (MIB), one homo sapiens genomic
DNA, chromosome 11 clone: RP11-867O8, one human DNA
sequence from clone RP3-509I19, one homo sapiens small
nuclear ribonucleoprotein polypeptide G, one homo sapiens
UMP-CMP kinase (UMP-CMPK), and a new gene.

CONCLUSION: Genes of HCTP4 interacting proteins in leu-
kocytes are successfully cloned and the results bring some
new clues for studying the biological functions of HCTP4
and associated proteins.

Liu M, Cheng J, Zhang SL, Wang L, Shao Q, Zhang J, Liang YD.
Screening of HCTP4 interacting proteins in leukocytes by yeast-two
hybrid technique. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):832-835

摘要

目的: 用酵母双杂交技术筛选白细胞中与HCTP4蛋白结合

的蛋白的编码基因.

方法: 用多聚酶链反应(PCR)法扩增 HCTP4 基因 连接入

酵母表达载体 pGBKT-7 中构建诱饵质粒 转化酵母细胞

AH109并在其内表达 然后与转化了人白细胞文库质粒的

酵母细胞Y187进行配合 在营养缺陷型培养基上进行双重

筛选阳性菌落 增菌后提出质粒 转化入大肠杆菌(DH5α)

提出质粒并测序 进行生物信息学分析.

结果: 成功克隆出HCTP4基因并在酵母细胞中表达 配合

后选出在四缺(SD/-Trp- Leu-Ade- His)培养基及铺有X-α-

半乳糖(X-α-gal)的四重缺陷培养基上均能生长并变成蓝色

的真阳性菌落 44 个 其中25 个免疫球蛋白 轻链; 6个来

自 RP11-189K21 克隆的人 DNA 序列; 4 个来自 RP11-

507C10 克隆的人 DNA 序列; 2 个人 BAC 克隆 RPCI11-

75L1; 1个人BAC克隆RP11-21M10; 1个人遍素酶智能弹

(MIB); 1 个来自 RP11-867O8 克隆的人 DNA 基因; 1 个来

自 RP3-509I19 克隆的人 DNA 序列; 1 个小核糖核蛋白 G;

1 个 UMP-CMP 激酶; 1 个新基因.

结论: 成功克隆出HCTP4的结合蛋白 为进一步研究丙型

肝炎病毒(HCV)的作用提供了新线索.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)基因组为一线状单股正链 RNA 病

毒 属黄病毒属. 由编码区 5 - 非编码区和 3 -

非编码区组成. 编码区包括两部分 即结构区与非结构

区. 前者较保守 后者易发生变异. 结构区分 C 区和 E

区 相应的编码物分别是核心蛋白和囊膜蛋白 由他们

组成病毒颗粒. HCV 核心蛋白位于病毒多肽的氨基末

端 被宿主的信号肽酶切割后产生. 丙型肝炎病毒核心

蛋白除了作为核壳蛋白具有病毒颗粒组装功能外 还

具有多种调控细胞 病毒基因表达 细胞生长以及免疫

调节等功能 其氨基酸序列高度保守 临床和实验研究

显示 HCV 核心(core)蛋白与肝硬化 肝细胞癌(HCC)发

生发展过程密切相关[1-2]. 为了从不同的角度对HCV核心

蛋白的反式调节基因进行验证及研究 我们应用基因

表达谱芯片技术(cDNA microarray)和分子克隆方法对

HCV 核心蛋白反式调节的靶基因成功地进行了筛选和

克隆 并将其中一新的靶基因命名为 HCTP4[3] 为更加

广泛深入地研究HCV核心蛋白的反式调节基因HCTP4

我们用酵母双杂交技术筛选白细胞中与 HCTP4 结合蛋

白基因.

1   材料和方法

1.1 材料  Saccharomyces cerevisiae AH109 酵母株 Y187

酵母株(K1612-1) cDNA 淋巴文库 以上产品均购自

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

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

His/-Ade X-α- 半乳糖苷酶(Gal)等购自 Clontech 公司

半硫酸腺苷 醋酸锂购自 Sigma 公司. 复杂高效感受态

(FSB) 本室自制. 大肠杆菌(DH5α) 本室保存.

1.2 方法

1.2.1 诱饵质粒的构建及表达  HCTP4 的酵母表达载体

pGBKT7-HCTP4 用醋酸锂法转入酵母细胞 AH109 由本

室构建.

1.2.2 酵母淋巴文库的构建  cDNA 淋巴文库进行增菌

后 提出质粒 转化入酵母细胞(Y187) 经文库滴定

确定文库细胞计数大于 1 109 细胞 /mL.

1.2.3 诱饵与淋巴文库的酵母配合  挑取在SD/-Trp选择

培养基上生长转化子(计数大于 1 109 细胞 /mL)与淋巴

文库混合 30 轻摇配合过夜 24 h 后铺板 SD/-Trp/-

Leu/ -His 25 块 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 25 块. 同时

进行阳性对照实验及文库滴定. 生长16 d后把长出的大

于 3 mm 的酵母集落 在铺有 X-α- 半乳糖苷酶的 QDO

上检查 α- 半乳糖苷酶活性 认为在 QDO 培养基上生

长且出现蓝色菌落的配合为阳性集落.

1.2.4 阳性质粒的克隆和分析  挑取真正的阳性集落按

照试剂盒提供的操作指南 Lyticase 法提取酵母质粒. 提

取的质粒以复杂冰冻高效感受态方法转化大肠杆菌

于含有氨苄青霉素的 SOB 平板培养 所获得的菌落酶

切鉴定后测序. 阳性克隆 DNA 测序后 提交 GenBank

比对 进行生物信息学分析 并把所获新的基因存入

GenBank 数据库.

2   结果

2.1 cDNA测序与同源性分析初步结果  配合后筛选出既

能在4重缺陷(SD/-Trp/-Leu/- His/-Ade)培养基又能在铺

有X-α-gal 的4重缺陷培养基上均能生长并变成蓝色的

真阳性菌落 44 个克隆测序 与 GenBank 数据库进行初

步比较. 其中有 1 个克隆为新基因 其余 43 个均与已知

基因的部分序列高度同源(93-100%) 详细结果见表 1.

表 1  HCTP4 蛋白结合的白细胞中蛋白的类型

序号  筛选出的目的基因                                  同源性       相同克隆数

  1     免疫球蛋白 轻链 95%          25

  2     来自 RP11-189K21 克隆的人 DNA 序列        99%             6

  3     来自 RP11-507C10 克隆的人 DNA 序列        95%             4

  4     人 BAC 克隆 RPCI11-75L1                           99%             2

  5     人 BAC 克隆 RP11-21M10                            96%             1

  6     人遍素酶智能弹(MIB)                               100%             1

  7     来自 RP11-867O8 克隆的人 DNA 基因          99%             1

  8     来自 RP3-509I19 克隆的人 DNA 序列           93%             1

  9     小核糖核蛋白 G                                         100%             1

10      UMP-CMP 激酶                                          99%             1

11      新基因            100%                1

3   讨论

研究新基因的结构与功能是目前分子生物学研究领域

中最具挑战性的工作之一 可以从不同角度入手[4-5]. 酵

母双杂交系统是近年来新发展起来的一种分析真核细

胞中蛋白 - 蛋白 蛋白 -DNA 蛋白 -RNA 相互作用的

一种有效的基因分析方法. 该方法建立以来 经过不断

的完善和发展 不但可以检测已知蛋白质之间的相互

作用 更重要的在于发现新的与已知蛋白质相互作用

的未知蛋白. 蛋白质与蛋白质的相互作用是很多生命现

象的基础 [ 6 - 9 ] .  本研究应用的是酵母双杂交系统 3

(Clontech 公司商品化的双杂交系统) 由于有 3 个表达

基因用来筛选及严格的对照 其阳性率达95%以上 假

阳性率 5% 以下.

       我们在真核表达载体 pGBK-T7 中构建 pGBKT7-

HCTP4 诱饵质粒并在酵母菌株 AH109 中表达了 HCTP4

基因 与人淋巴 cDNA 文库的酵母菌株 Y187 进行配合.

挑取阳性克隆 44 个 筛选出与 HCTP4 相互作用的蛋白

基因11种 其中免疫球蛋白 轻链 智能弹(mind bomb

MIB) 小核糖核蛋白 G UMP-CMP 激酶与免疫调节

信号转导及能量供给等作用相关.

        本研究挑取阳性克隆 44 个 其中免疫球蛋白 轻

链 25 个 占 56. 8%. 用抑制性消减杂交法筛选 HCV 肿

瘤相关性基因显示免疫球蛋白轻链与染色体易位及核
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苷酸修复有关[10]. 高度保守的HCV核心蛋白具有免疫调

节功能[11-12] HCV 核心蛋白与免疫球蛋白轻链的相互

作用在HCV患者慢性化及肿瘤发生中起一定作用. 我们

用酵母双杂交法进一步证明了 HCV 核心蛋白的反式调

节基因 HCTP4 与免疫调节相关.

       智能弹(mind bomb MIB)是一种泛素酶 是通过

Delta有效激活Notch信号的基础. MIB与细胞内Delta区

相互作用促进他的内在化和遍在性. 细胞移植研究表明

MIB的功能是有效的激活邻近细胞Notch的信号基础[13].

穿膜蛋白 Notch 作为信号受体 穿膜蛋白 Delta 作为配

体介导几个不同组织的细胞分化信号. Notch信号可能是

从细胞表面直接传递到细胞核 Notch 受体在正常发育

和肿瘤发生中均有重要作用[14].

        在剪接体装配的早期阶段小核糖核蛋白是必需的

核糖核蛋白复合物为核前-mRNA剪接提供动力[15]. 核苷

单磷酸激酶(UMP/CMP)位于细胞质和细胞核[16] 催化

三磷酸腺苷(ATP)末端的磷酸盐转移到 UMP 或 CMP[17].

动力学分析表明UMP/CMP激酶优先选择用ATP作为磷

酸盐供体 但 UMP和 CMP作为磷酸盐受体是平等的[18].

Liou et al [19]研究显示 UMP/CMP 激酶对于细胞核酸合成

所需的 UDP CDP 和 dCDP 的形成有重要的作用. Pasti

et al [20]报道 UMP-CMP 激酶在 UTP CTP 和 dCTP 磷酸

化作用中具有重要的催化作用. 细胞激酶磷酸化作用在

核酸类似物的抗病毒治疗中是必需的. 几种胞苷和脱氧

胞苷是重要的抗肿瘤和抗病毒药 这些药物在发挥治疗

作用要求逐步磷酸化作用到他们的三磷酸盐结构. UMP/

CMP激酶对于核酸类似物的磷酸化作用已明确. 通过细胞

酶磷酸化脱氧胞苷是活化这些物质的首要条件[16, 20].

        丙型肝炎病毒核心蛋白长 191 aa 是一种多功能蛋

白质 具有调节细胞凋亡 [ 2 1 - 2 3 ] 脂代谢 [ 2 4 ] 转录

免疫呈递等作用[25]. 尽管循环中可见到 HCV 抗体 但

H C V 患者感染仍持续且可进展到肝硬化 肝癌 [ 2 6 ] .

HCV 不但在肝细胞复制 而且在单核细胞 B 细胞和

T细胞也可复制[27-32]. HCV感染外周血细胞改变免疫细胞

功能 引起无效的免疫反应在 HCV 发病机制中有重要

作用[33]. HCV 核心蛋白具有广泛的反式激活作用[34-35]

与宿主蛋白相互作用 可能是病毒感染导致肝细胞损

伤和肝细胞癌发生 发展的重要原因. 我们用酵母双杂

交法筛选与 HCTP4 相互作用的蛋白 进一步验证了

HCV 具有免疫调节 信号转导等多种功能.
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Abstract
AIM: To investigate the biological function of NS5ATP1 and
to screen proteins in leukocytes interacting with NS5ATP1
by yeast-two hybrid.

METHODS: The NS5ATP1 gene was amplified by poly-
merase chain reaction (PCR) and NS5ATP1 bait plasmid
was constructed by using yeast-two hybrid system 3, then
the constructed vector was transformed into yeast AH109.
The transformed yeast mated with yeast Y187 containing
leukocytes cDNA library plasmid in 2×YPDA medium. Diploid
yeast was plated on synthetic dropout nutrient medium
(SD/-Trp-Leu-His-Ade) and synthetic dropout nutrient
medium (SD/-Trp-Leu-His-Ade) containing x-α-gal for
selecting two times and screening. After extracting and
sequencing of plasmid from blue colonies, the results were
analyzed by bioinformatics.

RESULTS: Ten colonies were sequenced, among which two

colonies were human HLA-B27 mRNA, two homo sapiens
arsA arsenite transporter, ATP-binding, homolog 1
(bacterial) (ASNA1) gene, one homo sapiens haplotype
E22i mitochondrion, one homo sapiens pyrin (MEFV) gene,
one homo sapiens cofilin 1, one homo sapiens chromo-
some 15, one s homo sapiens chromosome 17, clone RP11-
353N14, and one new gene.

CONCLUSION: Genes of NS5ATP1 interacting proteins in
leukocytes are successfully cloned and the results bring
some new clues for studying the biological functions of
NS5ATP1 and associated proteins.

Liu M, Cheng J, Zhang SL, Wang L, Shao Q, Zhang J, Liang YD.
Screening of NS5ATP1 interacting proteins in leukocytes by yeast-two
hybrid technique. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):836-839

摘要

目的: 用酵母双杂交技术筛选白细胞中与NSA5TP1结合蛋

白的编码基因.

方法: 用多聚酶链反应(PCR)法扩增 NS5ATP1 基因 连接

入酵母表达载体pGBKT-7中构建诱饵质粒 转化酵母细胞

AH109并在其内表达 然后与转化了人白细胞文库质粒的酵

母细胞Y187进行配合 在营养缺陷型培养基上进行双重筛

选阳性菌落 增菌后提出质粒 转化入大肠杆菌(DH5α) 提

出质粒并测序 进行生物信息学分析.

结果: 成功克隆出NS5ATP1基因并在酵母细胞中表达 配

合后选出在四缺(SD/-Trp-Leu-Ade-His)培养基及铺有X-

α-半乳糖(X-α-gal)的四缺培养基上均能生长并变成蓝色的

真阳性菌落 10 个 其中 2 个人 HLA-B27; 2个人亚砷酸盐

转移子(arsA); 1 个人单倍型 E22i 线粒体; 1 个人 pyrin

(MEFV); 1 个人肌动蛋白素 1 (cofilin 1); 1 个人染色体 15;

1 个来自 RP11-353N14 克隆人的 DNA 基因 位于染色体

17; 1 个新基因.

结论: 成功克隆出 NS5ATP1 的结合蛋白 为进一步研究

HCV的作用提供了新线索.

刘敏, 成军, 张树林, 王琳, 邵清, 张健, 梁耀东. 应用酵母双杂交技术筛选白

细胞 cDNA 文库与 NS5ATP1 结合蛋白基因. 世界华人消化杂志  2004;12

(4):836-839
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)基因组为一线状单股正链 RNA 病



毒 属黄病毒属. 丙型肝炎病毒(HCV)的感染不仅引起

急 慢性病毒性肝炎 而且与肝纤维化 肝细胞癌的发

生密切相关. 病毒性肝炎的发病机制中涉及到复杂的反

式调节机制[1-2]. 肝炎病毒的反式调节机制至少包括三方

面的含义: 一方面是肝炎病毒蛋白对于肝细胞基因组表

达调节的反式调节 即肝炎病毒蛋白与肝细胞基因组

启动子 DNA 结合 对于肝细胞基因表达谱产生影响;

第二方面是肝细胞蛋白对于肝炎病毒基因表达的反式

调节; 第三方面是肝炎病毒蛋白对于肝炎病毒基因组的

反式调节. 关于肝炎病毒反式调节机制的研究 从理论

可以加深对于肝炎病毒的分子生物学调节控制的深入

了解 为探索抗肝炎病毒的新技术 新疗法奠定坚实的

理论基础[3]. 为了从不同的角度对HCV NS5A的反式调节

基因进行验证及研究 我们应用抑制性消减杂交技术

(cDNA microarray)和分子克隆方法对 HCV NS5A 反式调

节的靶基因成功地进行了筛选和克隆 并将其中一新

的靶基因命名为 NS5ATP1[4] 为更加广泛深入地研究

HCV NS5A 的反式调节基因 NS5ATP1 我们用酵母双

杂交技术筛选白细胞中与 NS5ATP1 结合蛋白基因.

1   材料和方法

1.1 材料  Saccharomyces cerevisiae AH109 酵母株 预

转化的 cDNA 白细胞文库 Y187 酵母株(K1612-1) 酵母

YPDA 培养基 SD/-Trp 培养基 SD/-Leu SD/-Trp/-

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

X-α- 半乳糖苷酶(Gal)等均购自 Clontech 公司 半硫

酸腺苷 醋酸锂购自Sigma公司. 复杂高效感受态(FSB)

本室自制. 大肠杆菌(DH5α) 本室保存. cDNA 白细胞

文库插入序列扩增引物(P1:5 -TAC CAC TAC AAT GGA

TG-3 2:5 -TTT TCA GTA TCT ACG AT-3 合

成及 DNA 测序由上海博亚公司承担.

1.2 方法

1.2.1 诱饵质粒的构建及表达  PCR 扩增 NS5ATP1 基

因 与酵母表达载体 pGBKT7 连接 酶切鉴定后用醋酸

锂法将 pGBKT7- NS5ATP1 转入酵母细胞 AH109.

1.2.2 酵母白细胞文库的构建  cDNA 白细胞文库进行增

菌后 提出质粒 转化入酵母细胞(Y187) 经文库滴定

确定文库细胞计数大于 1 109 细胞 /mL.

1.2.3 诱饵与白细胞文库的酵母配合  挑取在SD/-Trp选

择培养基上生长转化子(计数大于1 109细胞/mL)与白

细胞文库混合 30 轻摇配合过夜 20-24 h 后可见

少许颗粒状物 显微镜下可见三叶状体. 将配合产物铺

板 SD/-Trp/-Leu/ -His 25块 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade

25 块. 同时进行阳性对照实验及文库滴定. 生长 16 d 后

把长出的大于 3 mm 的酵母集落 在铺有 X-α- 半乳糖

苷酶的 QDO 上检查 α- 半乳糖苷酶活性 认为在 QDO

培养基上生长且出现蓝色菌落的配合为阳性集落.

1.2.4 阳性质粒的克隆和分析  挑取真正的阳性集落

用 cDNA 白细胞插入序列引物做 PCR 扩增 行凝胶电

泳有阳性条带后按照试剂盒提供的操作指南Lyticase法

提取酵母质粒. 提取的质粒以复杂冰冻高效感受态方法

转化大肠杆菌 于含有氨苄青霉素的SOB平板培养 所

获得的菌落酶切鉴定后测序. 阳性克隆DNA测序后 提

交GenBank比对 进行生物信息学分析 并把所获新的

基因存入 GenBank 数据库.

2   结果

2.1 pGBKT7-NS5ATP1诱饵质粒的构建及表达  利用自

行设计的引物成功克隆出 NS5ATP1 基因 酶切鉴定与

预期片段符合后连接到用相同酶所切的 pGBKT7 载体

中. 再次酶切鉴定结果正确. 由此表明 NS5ATP1 已按正

确方向克隆入酵母表达载体 pGBKT7 中 pGBKT7-

NS5ATP1 诱饵质粒构建成功.

2.2 配合后 cDNA 筛选配合后筛选出既能在 4 缺(SD/-

Trp/-Leu/-His/-Ade)培养基又能在铺有 X-α-gal 的 4 缺

培养基上生长并变成蓝色的真阳性菌落 10 个 行 PCR

验证有插入序列 结果见图 1.

图 1  文库扩增筛选菌落 PCR 扩增结果.

2.3 cDNA 测序与同源性分析初步结果  阳性菌落测序

后 与 GenBank 数据库进行初步比较. 其中有 1 个克隆

为新基因 其余 9 个均与已知基因的部分序列高度同

源(98-100%) 详细结果见表 1.

表 1  NS5ATP1 蛋白结合的白细胞中蛋白的类型

序号  筛选出的目的基因                                  同源性  相同克隆数

1     人 HLA-B27 98%        2

2     人亚砷酸盐转移子(arsA)            100%        2

3     人单倍型 E22i 线粒体 99%        1

4     人 pyrin (MEFV) 99%        1

5     人肌动蛋白素 1(cofilin 1) 99%        1

6     人染色体 15 98%            1

7     来自 RP11-353N14 克隆的人            100%            1

       DNA 基因, 位于染色体 17

8     新基因            100%            1

3   讨论

丙型肝炎病毒基因编码一多聚蛋白的前体可被宿主和

病毒的蛋白酶切割产生至少 10 个独特的蛋白. HCV 非
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结构蛋白5A(HCV NS5A)基因(位于6 258-7 601 bp之间)

编码的 56 kD 的 NS5A 蛋白(448 aa)具有多种生物学功

能 除了参与 HCV 多蛋白的成熟和 RNA 的复制过程

外 NS5A 蛋白还是一种作用很强的转录激活因子

能够影响细胞信号转导途径 激活多种病毒及细胞基

因启动子 调控着细胞基因的转录 与感染 HCV 的

细胞发生恶性转化过程密切相关[5-8]. 不同磷酸化形式的

NS5A 蛋白具有反式激活作用也是目前关于 NS5A 生物

学功能研究的热点 推测NS5A蛋白的这种反式激活作

用 可能是 HCV 感染与肝细胞癌发生发展密切相关的

重要的分子生物学机制[9-10].

        我们用酵母双杂交技术对新基因 NS5ATP1 进行进

一步研究获得 10 个阳性克隆. 其中人白细胞抗原 2 个.

HCV 的免疫发病机制为众多的研究所证实  尽管血中

出现 HCV 抗体 但 HCV 仍持续感染 考虑机体不能

产生有效的免疫清除病毒[11-14]. HCV持续感染与遗传性

免疫缺陷和紊乱有关[15]. 患者人白细胞抗原与HCV的基

因型 疾病的预后 干扰素的疗效有关[16-17]. 本研究

证实 NS5A 相关基因 NS5ATP1 可与 ILA-B27 结合 可

能影响机体免疫系统.

       亚砷酸盐是一种强毒性和致癌物 与三价和五价

离子反应影响多种生物化学过程. 在细菌 亚砷酸盐的

解毒作用通过特有的染色体和质粒传递的操纵子编码

的流出系统分别传递低水平和高水平的抗亚砷酸盐物

质完成. 亚砷酸盐质粒携带的砷操纵子由两个调节基因

(ArsR and ArsD)及三个结构基因(ArsA  ArsB  and ArsC)

组成[18]. ArsA 外周膜阴离子易位的 ATP 酶 ArsAB 的

外周膜成分 通过一个连接子序列相连[19]. 氧化阴离子

依赖性的 ATP 酶由 ArsA 基因编码且与 ArsB 编码通道

穿膜蛋白相关. ArsC 是一种亚砷酸盐还原酶. 在大肠杆

菌 ArsA 与 ArsB 共同操纵穿膜通道 使亚砷酸盐流出.

人源性细菌 ArsA (hARSA-I) 与细菌 arsA 类似 是非穿

膜区 ATP 酶超家族的一员. Southern 和 Northern 分析表

明在人基因有两个杂交基因且许多组织表达 hARSA-I.

Western 分析表明交叉反应的 37 kDa 和 42 kDa 蛋白存

在于两个不同的人细胞系. hARSA-I 与细菌 ArsA 不同

hASNA-I 是亚砷酸盐诱导的而不是亚砷酸盐依赖的

ATP 酶 但与细菌ArsA有一些相同的生化特性[20]. 肝脏

是机体的解毒器官 HCV 感染引起肝功能损伤 毒性

产物蓄积. 本研究证实 NS5ATP1 可与 ArsA 结合 影响

机体的解毒功能.

       FMF 是一种隐性遗传性疾病 特征性表现是间断

发作性的发热 疼痛. 典型发作持续 1-3 d 伴随病变

部位大量白细胞积聚. FMF 的反应基因称为 MEFV

MEFV基因位于16号染色体短臂 编码抗炎性蛋白 他

的蛋白产物称为 pyrin 或 marenostrin[21]. Pyrin 是一种781

个氨基酸的蛋白 以组织限制性的方式存在于中性白

细胞 单核细胞和嗜酸细胞及皮肤纤维组织 滑膜 和

腹膜. pyrin 是含 PyD 蛋白家族的一员 可能与凋亡

炎症和天然免疫有关. 用酵母双杂交方法证实pyrin可与

长 195 aa 的凋亡颗粒蛋白 ASC 结合 ASC 是一种凋亡

前蛋白 在 HL-60 细胞 反叉的 ASC 多聚核酸可阻

止抗肿瘤药依托泊甙诱导的凋亡. ASC转染细胞可形成

颗粒 ASC 与 pyrin 共转染细胞 颗粒阳性细胞增加

且存活时间延长. 免疫荧光研究显示 pyrin 与 ASC 共同

定位于颗粒. 并证实 pyrin 在凋亡通道中有作用[22-23].

Pyrin 在成熟的中性粒细胞表达 推测具有炎性调节因

子作用. 体外用炎前因子 γ 干扰素 肿瘤因子 脂多

糖刺激单核细胞可诱导 MEFV 表达增加 而抗炎因子

I L - 4 I L - 1 0 和转移生长因子抑制这种表达 [ 2 4 ] .

Mansfield et al [25]证实 pyrin 在白细胞细胞支架水平调节

炎性反应. 本研究证实 NS5ATP1 与 pyrin 结合 从而参

与炎症反应及细胞凋亡.

        肌动蛋白素(Cofilin)通过切断肌动蛋白丝和增加解

聚作用在肌动蛋白动力中发挥重要作用. 肌动蛋白细胞

骨架识别在许多细胞基础活动中扮演重要脚色 包括

细胞移动 黏附 形态发生和细胞动力. Cofilin 的活性

通过磷酸化和去磷酸化可逆调节. Cofilin 调节肌动蛋白

细胞骨架改型从而影响许多细胞的活性 包括细胞能

动性 黏附性和细胞分裂. 肌动蛋白的识别常常通过细

胞外刺激启动 如结合生长因子和化学吸引剂细胞表面

受体和基质蛋白整合素受体. 肌动蛋白丝运动经历肌动

蛋白识别 通过几种肌动蛋白结合蛋白协同调节. 其中

cofilin和他相关的因子肌动蛋白解聚因子(ADF)结合肌动

蛋白单体 丝且有效的解聚和切断肌动蛋白丝. 因此 他

们在快速转换肌动蛋白丝中有重要作用. 本研究证实

NS5ATP1与肌动蛋白素结合 影响细胞的基础活动[26-27].

        尽管循环中可见到 HCV 抗体 但 HCV 患者感染仍

持续且可进展到肝癌 肝硬化. HCV 不但在肝细胞复

制 而且在单核细胞 B 细胞和 T 细胞也可复制. HCV

感染外周血细胞改变免疫细胞功能 引起无效的免疫

反应在HCV发病机制中有重要作用. 我们用酵母双杂交

方法筛选出 NS5ATP1 结合蛋白 表明 NS5ATP1 在干

预细胞免疫 参与炎性反应和细胞凋亡 影响细胞解

毒及细胞的基础活动中有一定作用. NS5ATP1作为一个

新基因其功能还需进一步研究.
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Abstract
AIM: To screen and identify the up- and down-regulated
genes of TAHCCP2 in the hepatocyte, and to investigate its
possible function of TAHCCP2 in vivo by cDNA microarray assay.

METHODS: Suppression subtractive hybridization (SSH)
and bioinformatics techniques were used for screening and
cloning of the target gene TAHCCP2 transactivated by HCV
core protein. Total mRNA was isolated from HepG2 cells
transfected pcDNA3.1(-)-TAHCCP2 and pcDNA3.1(-) empty
vector, respectively, cDNA was prepared by reverse
transcription. Microarray was conducted for screening of
up-and down-regulated genes of both HepG2 cells.

RESULTS: The expressive vector of pcDNA3.1(-)-TAHCCP2
was constructed and confirmed by restriction enzyme di-
gestion and DNA sequencing. After screening with DNA
microarray, we found that 4 genes were down-regulated.

CONCLUSION: The obtained sequences may be target

genes transactivated by TAHCCP2, among which some
genes coding proteins involve inoxidative stress, cell growth
and energy metabolism. Advanced experiments need to
be done to prove this finding.

Wang JJ, Liu Y, Cheng J, Yang Q, Ji D, Dang XY, Xu ZQ, Wang CH.
Screening and identification of the genes transactivated by human
gene 2 transactivated by hepatitis C virus core protein using microarray
assay. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):840-842

摘要

目的: 应用基因表达谱芯片技术了解TAHCCP2在肝细胞中

可能上调或下调的基因 了解其可能的调节功能线索.

方法: 应用抑制性消减杂交(SSH)技术及生物信息学(bioinfo-

rmatics)技术筛选并克隆HCV核心蛋白反式激活的新型靶

基因 TAHCCP2.以 TAHCCP2 表达质粒 pcDNA3.1(-)-

TAHCCP2 转染 HepG2 细胞 以空载体 pcDNA3.1(-)为平

行对照 制备转染后的细胞裂解液 提取mRNA. 应用基因

表达谱芯片技术对差异表达mRNA进行检测和分析.

结果: TAHCCP2表达载体pcDNA3.1(-)-TAHCCP2经酶切

鉴定和DNA测序鉴定正确. 经基因表达谱芯片分析 4种基

因的表达水平下调.

结论: 筛选到的一些与体内氧化应激 细胞生长和能量代

谢相关的基因 推测了TAHCCP2可能存在的调控机制的

线索 尚需进一步的实验证明.
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0   引言
丙型肝炎病毒(HCV)基因组含有单一的开放读码框架

编码 3 010-3 033 个氨基酸残基的多肽前体 两侧是

5 - 非翻译区及 3 - 非翻译区.多肽前体至少被加工

为十种结构蛋白和非结构蛋白 其中核心区(1-573 nt)

编码的21 kDa HCV核衣壳蛋白(191 aa)是一种多功能蛋

白质 在 HCV 致病过程中可能起着重要的作用[1-5] 最

近研究其与HCV感染后脂肪肝的形成也有一定关系[6-9].

本室利用抑制性消减杂交技术(suppression subtractive

hybridization SSH) 对于表达 HCV 核心蛋白载体转

染的 H e p G 2 细胞进行研究 结合生物信息学技术



(bioinformatics)克隆了核心蛋白反式激活作用的新靶基

因 命名为 HCV 核心蛋白反式激活基因 2(TAHCCP2).

并应用基因表达谱芯片技术筛选与克隆 TAHCCP2 调

节的基因 推测其在体内可能存在功能的线索 为研

究HCV的致病机制及探索未知基因的功能提供了新的

方向.

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2 细胞及感受态大肠杆菌 JM109(本室保

存) pcDNA3.1(-)真核表达载体(Invitrogen); FuGENE6 转

染试剂(Roche) mRNA Purification试剂盒购自Amersham

Pharmacia Biotech PCR-Select cDNA Subtraction 试剂

盒 50×PCR Enzyme Mix Advantage PCR Cloning 试剂

盒购自 Clontech High Pure PCR Product Purification 试

剂盒购自 Boehringer Mannheim 公司 丙型肝炎病毒核

心蛋白真核表达质粒 pcDNA3.1(-)-core 由本室构建.

T7 SP6 通用引物及 pGEM-Teasy 载体(Promega). DNA

序列测定由上海申友公司完成.

1.2 方法

1.2.1 消减杂交文库的建立及克隆分析  分别将 pcDNA3.1

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

后提取 mRNA 按 PCR-Select cDNA Subtraction 试剂盒

扩增差异表达的 cDNA. 对于所获基因片段序列分析表

明 其中之一为新型基因片段 与 GenBank 中注册的

已知功能基因序列没有同源性 利用表达序列标签

(EST)序列的搜索和比对 进行电子拼接 根据基因

起始密码子的Kozak规则和终止密码子下游保守的多聚

腺苷酸信号序列 确定新型基因序列. 从 HepG2 细胞

提取总 RNA 以逆转录多聚酶链反应(RT-PCR)技术扩

增获得该新基因的全长序列 并测序证实 命名为

HCV 核心蛋白反式激活基因 2(TAHCCP2) 在 GenBank

中注册 注册号为 AY039043. TAHCCP2 基因的编码序

列全长为 429 个核苷酸(nt) 编码产物由 142 个氨基酸

残基(aa)组成.

1.2.2 真核表达载体及细胞转染  TAHCCP2 真核表达质

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

试剂将 2 µg pcDNA3.1(-)-TAHCCP2 及 pcDNA3.1(-)空载

体分别转染 35 mm 平皿 HepG2 细胞 48 h 后收获细胞.

1.2.3 细胞mRNA 提取  使用 mRNA Purification 试剂盒

直接提取转染了 pcDNA3.1(-)-TAHCCP2 表达质粒及空

载体的 HepG2 细胞 mRNA 经琼脂糖凝胶电泳及分光

光度计进行定性定量分析.

1.2.4 探针标记  参照Schena et al 的方法逆转录标记cDNA

探针并纯化. Cy3-dUTP 标记对照组细胞 mRNA(5 µg)

Cy5-dUTP 标记实验组细胞 mRNA(5 µg). 乙醇沉淀后溶

解在 20 µL 5 SSC+0.2% SDS 杂交液中.

1.2.5 芯片制备  包含的 1 152 个 cDNA 由上海联合基因

有限公司提供 包括原癌基因和抑癌基因 免疫调节

相关基因 细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因 信号

转导相关基因等. 以通用引物进行 PCR 扩增 PCR 产物

长度为1 000 bp-3 000 bp. 靶基因以0.5 µg/ µL溶解于3

SSC 溶液中 用 Cartesian 公司的 Cartesian 7 500点样仪及

TeleChem 公司的硅烷化玻片进行点样. 玻片经水合(2 h)

室温干燥(30 min) 紫外线(UV)交联 再分别用 0.2%

SDS 水及 0.2%的硼氢化钠溶液处理 10 min 晾干备用.

1.2.6 杂交及洗涤  将基因芯片和杂交探针在 95 水浴

变性 5 min 将混合探针加在基因芯片上 置于 60 

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

0.2% SDS 0.1% SSC 洗涤 10 min 室温晾干.

1.2.7 检测与分析  用 General Scanning 公司的 ScanArray

3 000 扫描芯片. 用预先选定的内参照基因(24 条管家基

因 每个基因点 2 个点 共 48 个点)对 Cy3 和 Cy5 的原

始提取信号进行均衡和修正. 用 ImaGene3.0 软件分析

Cy3 Cy5 两种荧光信号的强度 计算 Cy5/Cy3 比值.

阳性结果判断: Cy5/Cy3>2.0 红色荧光 显示表达增

强; Cy5/Cy3<0.5 为绿色荧光 显示表达减弱.

2   结果

2.1 pcDNA3.1(-)-TAHCCP2的表达载体构建  TAHCCP2

真核表达质粒 pcDNA3.1(-)-TAHCCP2 经测序及酶切鉴

定均正确.

2.2 总 RNA 及 mRNA 的定性 定量分析  总 RNA 的

吸光度 A260/A280>1.89 热稳定实验 70 保温 1 h

与 -20  1 h 电泳条带比较 显示 28 S 条带无明显降

解 电泳结果证实已抽提高纯度的总 RNA. mRNA 主要

集中于 0.9-4.0 kb 的连续条带.

2.3 TAHCCP2基因下调基因  在基因芯片的扫描分析中

如果荧光染料的 Cy5/Cy3 比值在 0.500 以下 就判断为

TAHCCP2 的下调基因. 在本研究中发现有 4 种基因的表

达水平下调(表 1) 未发现表达水平明显上调的基因.

表 1  TAHCCP2 基因下调基因类型

编号        Cy5/Cy3 比值 基因名称

   1 0.096 谷胱甘肽过氧化物酶 2 (GPX2)

   2 0.337 烯醇化酶 3 (ENO3)

   3 0.467 HGF 激活因子(HGFAC)

  4 0.467 人类假想蛋白

3   讨论

HCV 核心蛋白是一种多功能蛋白质 具有多种调控细

胞 病毒基因表达 细胞生长以及免疫调节等功能. 核

心蛋白对细胞信号转导途径 尤其是核因子 -κB (NF-

κB) 激活因子 1(AP-1)和血浆反应因子(SRE)相关途径

具有明显的增强作用; 在 HepG2 细胞中 核心蛋白激活

人类 c-myc 基因 劳氏肉瘤病毒长末端重复序列(RSV

LTR)和 SV40 早期启动子[10] ; 核心蛋白还能抑制或增强

p53 基因启动子功能[11-12] 这些证据表明核心蛋白具有
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潜在的致癌作用. Aoki et al [13]发现HCV核心蛋白通过和

14-3-3 蛋白相互作用表现出一种新型的 Raf-1 激酶激

活蛋白特性 可能对肝细胞的生长起调节作用. HCV

核心蛋白的反式激活功能在 HCV 致病中发挥重要的作

用 研究其作用分子生物学机制有助于理解 HCV 感染

的慢性化和致癌作用机制.

        本室利用抑制性消减杂交技术对于表达 HCV 核心

蛋白载体转染的 HepG2 细胞进行研究 结合生物信息

学技术克隆了 HCV 核心蛋白反式激活作用的新靶基

因 命名为 HCV 核心蛋白反式激活基因 2(TAHCCP2)

并构建其真核表达载体TAHCCP2-3.1(-). 应用基因表达

谱芯片技术筛选与克隆 TAHCCP2 调节的基因 推测其

在体内可能存在功能的线索. 基因表达谱芯片技术可快速

有效地检测到两组组织或细胞基因表达谱的差异. 本实验

我们用分子生物学技术构建了 TAHCCP2 的真核表达载

体 pcDNA3.1(-)-TAHCCP2 并用空载体作为阴性对照

利用脂质体转染HepG2细胞 之后从中提取总RNA 逆

转录为 cDNA 进行基因芯片技术分析. 结果表明 4 种

基因的表达水平下调 无表达水平明显上调的基因.

        在下调表达的基因中 谷胱甘肽过氧化物酶(GPX)

是参与体内氧化应激作用的重要的酶[14-16]. 氧化应激可

导致体内活性氧簇(ROS)和 ROS 清除分子数量的失衡.

这一过程中 GPX1 可以减少细胞内大部分的 ROS 起

到重要作用. GPX1 的过表达可以延迟细胞生长 保护

他们不受GSH和过氧化氢毒性作用的损害[17]. 肝细胞生

长因子激活剂(HGF-A)是一种常见的激活 HGF 的丝氨

酸蛋白酶 可以使非活性状态的单链的肝细胞生长因

子(HGF)转化为有活性的二聚体结构. HGF 是一种多功

能的多肽 参与肿瘤的生长 组织发生和损伤的修复.

他的作用依赖与被 HGFA 激活和结合到特异的 HGF 受

体(c-Met)上[18]. 研究发现 HGF 对于肝损伤后的修复

毛发生长 上皮细胞的分裂和抗凋亡因子的产生也有

重要意义[19-22]. 烯醇化酶是参与体内糖酵解途径的酶

类 其表达水平的降低可能会影响体内的能量代谢.

        通过表达谱芯片技术对TAHCCP2的调节基因的分

析 我们发现他所下调的 3 种基因涉及体内氧化应激

细胞生长和能量代谢 主要起到负性调节的作用. 作为

体内正常存在的基因 在 HCV 核心蛋白存在时表达增

加 负性调节上述基因 可能与 HCV 感染后的发病

机制有一定的关系. 关于其在体内与各种活性因子的具

体调节机制 仍需进一步实验来验证.
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Abstract
AIM: To clone and identify human genes transactivated by
human gene 1 transactivated by hepatitis C virus NS3 protein
(NS3TP1) by constructing a cDNA subtractive library with
suppression subtractive hybridization (SSH).

METHODS: Suppression subtractive hybridization and
bioinformatics were used for screening and cloning of the
target genes transactivated by NS3TP1 protein. The mRNA
was isolated from HepG2 cells transfected pcDNA3.1(-)-
NS3TP1 and pcDNA3.1(-) empty vector, respectively, and
SSH method was employed to analyze the differentially
expressed cDNA sequence between the two groups. After
restriction enzyme Rsa I digestion, small sizes cDNAs were

obtained. Then tester cDNA was divided into two groups
and ligated to the specific adaptor 1 and adaptor 2,
respectively. Tester cDNA was hybridized with driver cDNA
twice and underwent polymerase chain reaction (PCR)
twice,  and then was subcloned into pGEM-Teasy plasmid
vectors to set up the subtractive library. Amplification of
the library was carried out with E. coli strain DH5α. The
cDNA was sequenced and analyzed in GenBank with Blast
search after PCR.

RESULTS: The subtractive library of genes transactivated
by NS3TP1 was constructed successfully. The amplified
library contained 68 positive clones. Colony PCR showed
that these clones contained 200-1000 bp inserts. Sequence
analysis was performed in 36 clones, ramdomly, and the
full length sequences were obtained with bioinformatics
method. Altogether 23 coding sequences were obtained,
which consisted of 20 known and 3 unknown ones.

CONCLUSION: The obtained sequences may be target
genes transactivated by NS3TP1. among which some genes
coding proteins involve in cell cycle regulation, metabolism,
immunity and cell apoptosis. This finding brings some new
clues for studying the biological functions of NS3TP1.

Ji D, Cheng J, Wang JJ, Liu Y, Yang Q, Dang XY, Wang CH. Screening
and cloning of the target genes transactivated by human gene 1
transactivated by hepatitis C virus NS3 protein using suppression sub-
tractive hybridization. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):843-846

摘要

目的: 筛选与克隆丙型肝炎病毒(HCV)NS3反式激活基因1

的反式激活基因 了解其可能存在的调节功能线索.

方法: 应用抑制性消减杂交(SSH)技术及生物信息学(bioin-

formatics)技术筛选并克隆NS3TP1反式激活的新型靶基因.

以NS3TP1表达质粒pcDNA3.1(-)-NS3TP1转染HepG2细

胞 以空载体pcDNA3.1(-)为平行对照 制备转染后的细胞

裂解液 提取 mRNA 并逆转录为 cDNA 经 Rsa I 酶切后

将实验组cDNA分成两组 分别与两种不同的接头衔接 再

与对照组cDNA进行两次消减杂交及两次抑制性聚合酶链

反应(PCR) 将产物与pGEM-Teasy载体连接 构建cDNA

消减文库 并转染大肠杆菌进行文库扩增 随机挑选克隆

PCR扩增后进行测序及同源性分析.

结果: 成功构建人NS3TP1反式激活基因差异表达的cDNA

消减文库. 文库扩增后得到68个阳性克隆 进行菌落PCR

分析 均得到 200-1 000 bp 插入片段. 随机挑选其中 36 个

插入片段测序 并通过生物信息学分析获得其全长基因序
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列 结果共获得 23 种编码基因 其中 3 个为未知功能的

新基因.

结论: 筛选到的 cDNA 全长序列 包括一些与细胞生长调

节 物质代谢 免疫及细胞凋亡密切相关的蛋白编码基因

推测了NS3TP1可能存在的调控机制的线索.

纪冬, 成军, 王建军, 刘妍, 杨倩, 党晓燕, 王春花. 应用抑制性消减杂交技术克

隆和筛选丙型肝炎病毒 NS3 蛋白反式激活基因 1 的反式调节基因. 世界华人

消化杂志  2004;12(4):843-846

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/843.asp

0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)非结构蛋白3(NS3)具有丝氨酸蛋白

酶 三磷酸核苷酶 (NTPase) 和解旋酶 (Helicase) 的功

能 在 HCV 多聚蛋白的成熟和病毒复制过程中发挥重

要作用 并且对于宿主多种基因具有反式激活作用 影

响细胞的功能 诸如细胞增生 凋亡 甚至是 HCV 的

致癌作用[1-2]. 我室对NS3反式激活基因进行筛选和克隆

化研究 发现了NS3蛋白上调一些基因的表达 并且包

括一些未知功能基因 其中之一命名为 NS3TP1 利用

生物信息学技术确定其开放读码框架(ORF) 并对其进

行了克隆化研究 顺利得到了 NS3TP1 基因编码序列.

为了解其细胞内功能 我们利用抑制性消减杂交技术

构建NS3TP1作用于肝母细胞瘤细胞系HepG2细胞的反

式调节 cDNA 消减文库 筛选差异表达的基因片段 并

应用生物信息学进行分析 为了解 NS3TP1 的功能 进

一步探讨 HCV 发病及致癌机制提供新的研究方向.

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2 细胞及感受态大肠杆菌 DH5α 为本室

保存 pcDNA3.1(-)真核表达载体购自 Invitrogen 公司;

FuGENE6 转染试剂购自 Roche公司 mRNA Purification

试剂盒购自 Amersham Pharmacia Biotech 公司 PCR-

Select cDNA Subtraction 试剂盒 50 PCR Enzyme

Mix Advantage PCR Cloning 试剂盒购自 Clontech 公

司 High Pure PCR Product Purification 试剂盒购自

Boehringer Mannheim 公司 T7 SP6 通用引物及 pGEM-

Teasy 载体购自 Promega 公司.

1.2 真核表达载体的细胞转染  NS3TP1 真核表达质粒

pcDNA3.1(-)-NS3TP1 由本室构建. 用 FuGENE6 转染试

剂将2 µg pcDNA3.1(-)-NS3TP1及pcDNA3.1(-)空载体分

别转染 35 mm 平皿 HepG2 细胞 48 h 后收获细胞.

1.3 细胞 mRNA 提取  使用 mRNA Purification 试剂盒

直接提取转染了重组表达质粒及空载体的 HepG2 细胞

mRNA 经琼脂糖凝胶电泳及分光光度计进行定性定

量分析.

1.4 消减杂交文库的建立  采用Clontech公司的PCR-Se-

lect cDNA Subtraction Kit 常规 SSH 方法按说明书进行:

以转染了重组表达质粒及空载体的 HepG2 细胞 mRNA

为模板逆转录合成双链 cDNA(dscDNA) 并分别标记为

Tester 和 Driver dscDNA 经 Rsa (一种识别 4 碱基序

列的内切酶)消化 产生相对较短的平端片段 纯化

酶切产物. 将 Tester 的 dscDNA 分为两份 分别连接试

剂盒提供的特殊设计的寡核苷酸接头Adaptor 1和Adap-

tor 2 然后与过量的Driver dscDNA进行杂交; 合并两种

杂交产物后再与Driver dscDNA作第2次杂交; 然后将杂

交产物做选择性 PCR 扩增 使 Tester dscDNA 中特异性

表达或高表达的片段得到特异性扩增.

1.5 消减文库扩增及克隆鉴定分析  扩增产物与 pGEM-

Teasy 载体连接 转化 DH5α 感受态细菌 在含氨苄青

霉素的 LB/X-gal/IPTG 培养板上 37 培养 18 h. 共得

到 68 个白色菌落 以 pGEM-Teasy 载体多克隆位点两

端 T7/SP6 引物进行菌落 PCR 扩增 证明含有插入片段

后(200-1 000 bp) 随机挑选其中个 36 个克隆增菌 测

序(上海申友公司) 并且应用生物信息学将测得序列

GenBank 数据库进行同源性分析.

2   结果

2.1 pcDNA3.1(-)-NS3TP1 的表达载体构建  NS3TP1 真

核表达质粒 pcDNA3.1(-)-NS3TP1 经测序及酶切鉴定均

正确.

2.2 mRNA 的定性定量分析  使用高质量的 mRNA 是保

证 cDNA 高产量的前提. 紫外分光检测显示 转染了

pcDNA3.1(-)-NS3TP1 质粒及空载体的 HepG2 细胞

mRNA 分别为 4.84 µg 和 6.13 µg A260/A280= 1.92.

2.0 琼脂糖凝胶电泳见 mRNA 为大于 0.5 kb 清晰慧尾

片状条带.

2.3 dscDNA 两端连接效率检测  dscDNA 与接头连接效

率的高低是决定抑制性消减杂交成败的最关键步骤. 将

连接有 adaptor l 和 adaptor 2 的两组 dscDNA 分别用不同

的特异性引物(看家基因甘油三磷酸脱氢酶 G3PDH 引

物)进行 28 个循环扩增 产物用 2.0% 琼脂糖凝胶电泳

鉴定. 结果显示两组 dscDNA 扩增产物浓度相当 说明

dscDNA 已与接头高效率连接.

2.4 cDNA 消减文库消减效率的鉴定  分别取 l µL 抑制

性及非抑制性PCR产物为模板 用看家基因G3PDH引物

进行 PCR扩增 分别在18 23 28 33 次循环结束时从

体系中吸取 5 µL 进行电泳鉴定. 结果显示: 与非抑制性

PCR产物相比 抑制性PCR产物中G3PDH基因产物大大

减少 说明所构建的消减文库具有很高的消减效率(图1).

图 1  消减效率分析结果. 1-4: 未消减组, 引物为 G3PDH3 5 , PCR
循环次数分别为 1 8 2 3 2 8 3 3 ;  5 - 8 :  消减组,  引物为
G3PDH3 5 ,  P C R 循环次数分别为 18 23 28 3 3 .

M   1    2    3    4    5    6   7     8

2 000 bp

   500 bp
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2.5 差异表达 cDNA 片段的扩增及克隆  杂交产物经两

轮 PCR 扩增后 菌落 PCR 扩增结果显示为 200-1000 bp

大小不等的插入片段 所获得的 68 个克隆中几乎均含

有插入片段 这些条带可能代表差异表达的基因片段

(图 2).

图 2  部分克隆菌落 PCR 鉴定电泳图.

2.6 cDNA 测序与同源性分析初步结果  挑选其中 36 个

克隆测序 与GenBank数据库进行初步比较. 有33个与

已知基因的部分序列高度同源(97-100%) 3 个克隆未

检索到任何对应的相似序列 可能代表了某些新基因

详细结果见表 1.

表 1  阳性克隆与 GenBank 同源序列比较结果

同源蛋白名称 同源克隆数     同源性(%)

核糖体蛋白            9        98-100

CDC28 蛋白激酶            3        99-100

皮肤 T 细胞淋巴瘤肿瘤抗原 HD-CL-08            2        99-100

真核翻译延长因子            2        99-100

胰岛素样生长因子结合蛋白            2        97-100

β5- 微管蛋白            1             100

RAS 癌基因家族 RAB10            1             100

纤维结合素            1             100

白蛋白            1             100

线粒体单倍体            1             100

细胞色素 C 氧化酶亚单位 IV 亚型 1(COX4I1)    1             100

真核翻译起始因子 3            1             100

肝丙酮酸脱氢酶            1             100

ATP 合酶 H+ 转运 线粒体 F1 复合体        1               99

α-2 巨球蛋白            1               99

膜整合溶酶体 / 后期核内体蛋白            1   99

凋亡抑制子(IEX-1L)            1   99

蛋白二硫化物异构酶相关蛋白            1   99

甲状腺激素受体相互作用蛋白 3(TRIP3)            1   98

蛋白激酶 WEE1            1   97

新基因序列            3

克隆总计        36

3   讨论

HCV NS3 蛋白为一多功能蛋白 近年研究表明他对多

种基因具有反式激活作用[3-4] 为了解 NS3 在丙肝发病

机制中的作用 我室构建出 HCV NS3 反式激活基因差

异表达的 cDNA 消减文库 并发现了一些新基因 其中

一个命名为 NS3TP1 GenBank 收录 AY116969. 对其进

行克隆化研究 反应产物经测序完全符合计算机分析

结果 表明我们顺利得到了 NS3TP1 编码序列. NS3TP1

的 ORF 长度为 1 932 个核苷酸(nt) 编码 642 个氨基酸

残基(aa)[5]. 为进一步研究 NS3TP1 这一新基因的功能

明确 HCV NS3 在丙型肝炎发病机制中的作用 我们构

建 NS3TP1 基因真核表达载体 pcDNA3.1(-)-NS3TP1

利用抑制性消减杂交技术[6] (suppression subtractive

hybridization SSH)筛选并克隆 NS3TP1 反式激活的靶

基因 推测其在体内可能存在功能的线索.

      SSH 方法是近年发展起来的一项新的基因克隆技

术 与传统的方法比较 具有实验周期短 易操作 可

靠性高 假阳性率低等特点 能有效地分离扩增低丰度

特异表达的基因 可以在较短的时间内获得较理想的实

验结果[7]. 我们将真核表达载体 pcDNA3.1(-)-NS3TP1

转染肝母细胞瘤细胞系 HepG2 并以转染空白载体的

相同细胞系作为对照 以 2 种转染的细胞系中提取的

mRNA为起始材料 应用SSH方法成功地构建了NS3TP1

反式激活相关基因差异表达的cDNA消减文库 挑选36

个克隆测序分析 主要包括两种类型的序列 即已知功

能的基因序列和未知功能的基因序列. 在本次实验中共

获得3个差异表达的未知序列 对其基因结构和功能正

在研究之中.

        在已知功能基因序列中 主要包括以下几种类型:

(1)细胞内结构与细胞生长相关蛋白 如线粒体蛋白 核

糖体蛋白 纤维结合素 β5- 微管蛋白 真核翻译起

始因子 真核翻译延长因子等 在细胞生长 分化 黏

附中起重要作用. (2)参与细胞内代谢的蛋白基因 如白

蛋白在各种物质代谢中起运输作用 并且是维持血浆

胶体渗透压的重要物质. 肝丙酮酸脱氢酶参与了三羧酸

循环等的代谢. 细胞色素 C 氧化酶是线粒体呼吸链的终

末酶 他是一个多亚单位的酶复合体 功能是将电子从

细胞色素c传递到分子氧 并且为线粒体内膜提供一部

分的电化学梯度. 复合体由线粒体及核编码的共13个亚

单位组成 线粒体编码的亚单位是电子转运体并且有

质子泵活性 而核编码的亚单位功能尚不清楚 但他们

可能发挥了对于复合体的调控作用. 本实验筛选到的细

胞色素 c 氧化酶 IV 亚型 1(COX4I1)属于核编码的亚单

位 位于 NOC4 基因的 3 - 端 并且与之共用一个启

动子. 这很可能说明了HCV NS3蛋白涉及到了线粒体的

呼吸链 改变了细胞的正常的能量代谢. (3)参与信号转

导途径 影响 HCV 与宿主细胞的相互反应 导致肝硬

化 肝癌等病理改变. 如 CDC28 蛋白激酶属于细胞周

期素依赖性激酶(CDK)家族 是细胞由G1期到 S期 G2

期到 M 期所必需 影响着细胞分裂的过程[8] 近年研

究认为 CDK 在慢性肝炎向肝细胞癌(HCC)的转换过程

M     1     2     3    4     5      6     7     8     9    10   11

2 000 bp

   500 bp



中具有十分重要的意义[9]. 蛋白激酶 WEE1 为一种细胞

周期调节蛋白 主要通过阻断 M 期启动因子(MPF)

包括 cdc2 激酶和细胞周期蛋白 B 特异性的调控细胞

G2/M 的转换 抑制细胞的有丝分裂. 既往研究发现

WEE1 激酶的活性和水平在 S 期均升高 在细胞进入

M 期时则很快下降[10] 研究者认为这种现象可能是由

于当 DNA 的复制被阻断时 WEE1 激酶的降解就被抑

制 在进入 DNA 复制期间有一种因子可以使 WEE1 激

酶保持持续的高水平直至进入 M 期 推测这种因子即

c-Fos/AP-1[11]. 王建军 et al [12]研究发现了HCV核心蛋白

可以上调 WEE1 基因的表达 而本研究则说明了 HCV

NS3 也可以上调 WEE1 基因. RAS 癌基因家族 RAB10 为

RAS 样小分子量的 GTP 结合蛋白 主要负责真核细胞

内的膜运输. 癌基因RAS可以与RAF超家族结合 从而

启动 MAPK 信号转导途径[13] HCV NS3 与 RAS 家庭成

员相互作用的关系还需进一步的研究. 凋亡抑制子IEX-

1L Wu et al [14]于 1998 年克隆出来 他们运用 mRNA

差异性展示技术发现了与早期即刻反应基因 IEX-1 同

源的基因[15] 但他在 IEX-1 编码区 211 位点上有 111

个核苷酸的插入 故将之命名为 IEX-1L 认为他是

IEX-1 未经过剪切的形式 包含了 IEX-1 全部的内含

子. IEX-1L 可以保护细胞免于由 Fas 或肿瘤坏死因子

(TNF)α 介导的凋亡 并且还发现用 α 干扰素(IFN)处

理 JurKat 细胞时 NF-kappaB 的细胞存活功能是通过

I E X - 1 L 来完成的 因为他是惟一的核因子( N F -

kappaB)蛋白调节基因. 本实验得到 NS3TP1 可以反式激

活 IEX-1L 提示了 NS3 蛋白与 IFNα 治疗 HCV 时的耐

药有关. (4)肝外组织相关性基因. 如甲状腺激素受体相互

作用蛋白 3(TRIP3) 胰岛素样生长因子结合蛋白 皮肤

T 细胞淋巴瘤肿瘤抗原 可能与 HCV 所致自身免疫性

损伤有关 但具体意义尚待进一步研究.

        通过对 NS3TP1 的上述反式激活基因的分析 我们

发现他与体内物质代谢 信号转导 凋亡关系密切 在

病毒感染后肝细胞恶性变方面有一定的作用 而且还

与肝外组织有关 这可能与 HCV 所致肝外疾患有一定

的关系. NS3TP1 是正常人体存在的基因 在病毒蛋白

NS3 的存在下其功能被进一步激活. 关于其在体内与各

种活性因子的具体调节机制 仍需进行详细的实验来

研究. 对新基因的研究及其功能的确定是分子生物学领

域一项很具有挑战性的工作 NS3TP1 抑制性消减文库

的建立为研究其功能提供了理论依据 并为 HCV 感染

慢性化机制提供了新的研究方向.
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Abstract
AIM: To clone and identify human genes transactivated by
NS3TP2 by constructing a cDNA subtractive library with
suppression subtractive hybridization technique.

METHODS: Suppression subtractive hybridization (SSH)
and bioinformatics were used for screening and cloning of
the target genes transactivated by NS3TP2 protein. The
mRNA was isolated from HepG2 cells transfected pcDNA3.1
(-)-NS3TP2 and pcDNA3.1(-) empty vector, respectively,
and SSH method was employed to analyze the differentially
expressed DNA sequence between the two groups. After
restriction enzyme Rsa I digestion, small sizes cDNAs were

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

RESULTS: The subtractive library of genes transactivated
by NS3TP2 was constructed successfully. The amplified
library contained 61 positive clones. Colony PCR showed
that these clones contained 200-1000 bp inserts. Sequence
analysis was performed in 30 clones, and the full length
sequences were obtained with bioinformatics method.
Altogether 21 coding sequences were identified.

CONCLUSION: The obtained sequences may be target
genes transactivated by NS3TP2, among which some genes
coding proteins involve cell cycle regulation, metabolism,
immunity and cell apoptosis. Advanced experiments need
to be done to prove this finding.

Dang XY, Cheng J, Deng H, Wang JJ, Yang Q, Liu Y, Ji D, Wang CH.
Screening and cloning of the target genes transactivated by human
gene 2 transactivated by hepatitis C virus NS3 protein using suppression
subtractive hybridization. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):847-850

摘要

目的: 应用抑制性消减杂交(SSH)技术构建丙型肝炎病毒

(HCV)NS3蛋白反式激活相关基因差异表达的cDNA消减

文库 克隆 HCV NS3 蛋白反式激活相关基因.

方法: 以HCV NS3表达质粒pcDNA3.1(-)-NS3转染HepG2

细胞 以空载体 pcDNA3.1(-)为对照; 制备转染后的细胞

裂解液 从中提取 mRNA 并合成 cDNA 经 RsaI 酶切后

将实验组cDNA分成两组 分别与两种不同的接头衔接 再

与对照组cDNA进行两次消减杂交及两次抑制性PCR 将

产物与 T/A 载体连接 构建 cDNA 消减文库 并转染大肠

杆菌进行文库扩增 随机挑选克隆PCR后进行测序及同源

性分析.

结果: 成功构建人HCV NS3蛋白反式激活相关基因差异表

达的 cDNA 消减文库. 文库扩增后得到61 个白色克隆 进

行菌落 PCR分析 均得到 100-1 000 bp 插入片段. 挑取30

个插入片段测序分析 得到30个已知功能基因序列.

结论: 筛选到的 cDNA 全长序列 包括一些与细胞生长调

节 物质代谢 免疫及细胞凋亡密切相关的蛋白编码基
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因 推测了 NS3TP2 可能存在的调控机制的线索.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)非结构蛋白(non-structural region)

NS3 是 HCV 基因组编码蛋白中具有重要作用的蛋白之

一 他由 631 个氨基酸残基(aa)组成. NS3 区编码的蛋

白包括解旋酶 三磷酸核苷酶 (NTPase)和丝氨酸蛋白

酶. 其中解旋酶与 RNA 的解旋复制有关 丝氨酸蛋白

酶具有催化 HCV 病毒多蛋白的活性 其在裂解加工过

程中具有重要的作用[1]. Errington et al [9]研究还发现 NS3

可通过与核内蛋白质间相互作用 进一步在转录水平

上调节基因表达 在HCV持续感染及肝细胞损害中发挥

重要作用[2]. 因此 HCV NS3 对肝细胞的生长 代谢 细

胞信号转导途径甚至是恶性转化产生重要影响. 本室利用

抑制性消减杂交技术(suppression subtractive hybridization

SSH) 对于表达 HCV NS3 载体转染的 HepG2 细胞进行

研究 并结合生物信息学技术(bioinformatics)克隆了

NS3 蛋白反式激活作用的新靶基因 其中之一命名为

HCV NS3 蛋白反式激活基因 2(NS3TP2). 并继续应用抑

制性消减杂交技术筛选与克隆 NS3TP2 反式激活的基

因 推测其在体内可能存在功能的线索 为研究 HCV

的致病机制提供新的方向.

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2 细胞 感受态大肠杆菌 DH5α(我室

保存) pcDNA3.1(-)真核表达载体(Invitrogen); FuGENE6

转染试剂(Roche) mRNA Purification 试剂盒(Amersham

Pharmacia Biotech) PCR-Select cDNA Subtraction 试剂

盒 50 PCR Enzyme Mix Advantage PCR Cloning 试

剂盒(Clontech) High Pure PCR Product Purification 试剂

盒(Boehringer Mannheim) T7 SP6 通用引物及 pGEM-

Teasy 载体(Promega).

1.2 方法

1.2.1 消减杂交文库的建立及克隆分析  分别将 pcDNA3.1

(-)-NS3 及 pcDNA3.1(-)空载体转染 HepG2 细胞 48 h

后提取 mRNA 按 PCR-Select cDNA Subtraction 试剂盒

扩增差异表达的 CDNA. 对于所获基因片段序列分析表

明 其中之一为新型基因片段 与 GenBank 中注册的

已知功能基因序列没有同源性 利用表达序列标签

(EST)序列的搜索和比对 进行电子拼接 根据基因起

始密码子的 Kozak 规则和终止密码子下游保守的多聚腺

苷酸信号序列 确定新型基因序列. 从 HepG2 细胞提取

总RNA 以逆转录多聚酶链反应(RT-PCR)技术扩增获得

该新基因的全长序列 并测序证实 命名为HCV NS3反

式激活基因 2(NS3TP2) 在 GenBank 中注册 注册号

为AY116970. NS3TP2基因的编码序列全长为1299个核

苷酸(nt) 编码产物由 432 个氨基酸残基组成.

1.2.2 真核表达载体及细胞转染  HCV NS3 蛋白反式激

活基因2(NS3TP2)真核表达质粒pcDNA3.1(-)-NS3TP2 由

本室构建. 用 FuGENE6 转染试剂将 2 µg pcDNA3.1 (-)-

NS3TP2 及 pcDNA3.1(-)空载体分别转染 35 mm 平皿

HepG2 细胞 48 h 后收获细胞.

1.2.3 细胞mRNA提取  使用mRNA Purification试剂盒

直接提取转染了 NS3 表达质粒及空载体的 HepG2 细胞

mRNA 经琼脂糖凝胶电泳及分光光度计进行定性定

量分析.

1.2.4 双链 cDNA(dscDNA)合成  用 Clontech 公司的

PCR-SelectTM cDNA Subtraction Kit 中的试剂 以获得

的 mRNA 为模板逆转录合成 cDNA.

1.2.5 消减杂交文库的建立  采用 Clontech 公司的 PCR-

SelectTM cDNA Subtraction et al 常规 SSH 方法按说明

书进行[3]: 转染了 NS3 表达质粒及空载体的 HepG2 细胞

cDNA 分别标记为 Tester 和 Driver 经 Rsa (一种识别

4 碱基序列的内切酶)消化 产生相对较短的平端片段

纯化酶切产物. 将 Tester 的 cDNA 分为两份 分别连接

试剂盒提供的特殊设计的寡核苷酸接头 Adapter 1 和

Adapter 2 然后与过量的Driver cDNA进行杂交; 合并两

种杂交产物后再与Driver cDNA作第2次杂交; 然后将杂

交产物做选择性 PCR 扩增 使 Tester cDNA 中特异性表

达或高表达的片段得到特异性扩增.

1.2.6 克隆鉴定分析  扩增产物与 pGEM-Teasy 载体连

接 转化 JM109 感受态细菌 在含氨苄青霉素的 LB/X-

gal/IPTG 培养板上 37 培养 18 h. 挑取白色菌落 增

菌 以 pGEM-Teasy 载体多克隆位点两端 T7/SP6 引物进

行菌落 PCR 扩增 证明含有插入片段后(100-1 000 bp)

测序(上海申友公司).   应用生物信息学将测得序列

GenBank 数据库进行同源性分析.

2   结果

2.1 pcDNA3.1(-)-TAHCCP2 的表达载体构建  NS3TP2

真核表达质粒 pcDNA3.1(-)-NS3TP2 经测序及酶切鉴定

均正确.

2.2 mRNA 的定性定量分析  使用高质量的 mRNA 是保

证cDNA高产量的前提. 紫外分光检测显示 转染了NS3

表达质粒及空载体的 HepG2 细胞 mRNA 分别为 3.00 µg

和 5.92 µg A260/A 280 =1.87. 1.0 琼脂糖凝胶电泳见

mRNA 为大于 0.5 kb 清晰慧尾片状条带 证实 mRNA质

优量足.

2.3 dscDNA 两端连接效率检测  dscDNA 与接头连接效

率的高低是决定抑制性消减杂交成败的最关键步骤. 将

连接有 adaptor l 和 adaptor 2 的两组 dscDNA 分别用两个

基因特异性引物(G3PDH 3 - 和 5 -)与一个基因特异

性引物(G3PDH 3 )和一个 PCR 引物 1 进行 28 个循环扩

增 产物用 2.0% 琼脂糖凝胶电泳鉴定. 结果显示两组
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dscDNA 扩增产物浓度相当 说明 dscDNA 已与接头高

效率连接.

2.4 cDNA 消减文库消减效率的鉴定  分别取 l µL 抑制

性及非抑制性 PCR 产物为模板 用看家基因 G3PDH 引

物进行 PCR 扩增 分别在 18 23 28 33 次循环结束

时从体系中吸取 5 µL 进行电泳鉴定. 结果显示: 与非抑

制性 PCR 产物相比 抑制性 PCR 产物中 G3PDH 基因产

物大大减少 说明所构建的消减文库具有很高的消减

效率(图 1).

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

表 1  阳性克隆与 GenBank 同源序列比较结果

已知的同源序列编码蛋白   相同克隆数     同源性(%)

核糖体蛋白         10         99-100

锰超氧化物歧化酶             1 100

酪氨酸 3 单氧化酶激活蛋白             1 100

苯丙氨酸羟化酶             1 100

胰岛素样生长因子 mRNA             1                93

结合蛋白 2 (IMP-2)

肝细胞癌相关抗原 64             1                99

DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His)             1              100

框多肽 15 (DDX15)

肌动蛋白             1 100

载脂蛋白 A-II             1 100

纤连蛋白 1(FN1)             1 100

翻译控制的肿瘤蛋白 1             1   99

白蛋白             1 100

溶酶体相关的跨膜蛋白 4β             1 100

真核翻译延长因子 1α             1 100

细胞色素 C 氧化酶亚单位 IV 同工型 1             1 100

含硒蛋白 P             1 100

电压依赖的阴离子通道 1             1   96

α-2 巨球蛋白             1 100

肿瘤排斥抗原 1             1   97

MLN51 蛋白             1 100

酸性(亮氨酸富集)核磷蛋白 32B             1 100

克隆总计         30

2.5 差异表达 cDNA 片段的扩增及克隆  杂交产物经两

轮 PCR 扩增后 菌落 PCR 扩增结果显示为 200-1 000 bp

大小不等的插入片段 所获得的 61 个克隆中几乎均

含有插入片段 这些条带可能代表差异表达的基因片

段(图 2).

图 2  部分克隆(NS312-22)菌落 PCR 鉴定电泳图.

2.6 cDNA 测序与同源性分析初步结果  挑选其中 30 个

克隆测序 与 GenBank 数据库进行初步比较. 有 30 个

与已知基因的部分序列高度同源(93-100%) 详细结果

见表 1.

3   讨论

众所周知 HCV NS3 具有多种生物功能 其中他的反

式激活作用在HCV致病中发挥重要的作用. 为了进一步

了解HCV NS3在丙型肝炎的发生及发展中的作用 本中

心首先利用抑制性消减杂交技术(suppression subtractive

hybridization SSH)结合生物信息学技术(bioinformatics)

克隆了NS3蛋白反式激活作用的新靶基因 其中之一命

名为 HCV NS3蛋白反式激活基因 2(NS3TP2) 我们应用

的抑制性消减杂交方法具有实验周期短 可靠性高 假

阳性率低 易操作等优点 能有效地分离扩增低丰度特

异表达的基因 可以在较短的时间内获得较理想的实

验结果[3]. 我们将真核表达载体pcDNA3.1(-)-NS3TP2转

染至肝母细胞瘤细胞系 HepG2 并以转染空白载体的

相同细胞系作为对照 以 2 种转染的细胞系中提取的

mRNA为起始材料 应用SSH方法成功地构建了NS3TP2

反式激活相关基因差异表达的cDNA消减文库 挑选30

个克隆测序分析 获得 30 个已知功能的基因序列.

         在已知功能的基因序列中其中包括筛选到的纤连蛋

白(FN) 他是一种多功能的广泛存在于胞质和细胞外基

质中的糖蛋白. FN 在促进细胞附着 迁移 分化 伤口

愈合和肿瘤转移中发挥重要作用. 而且他是炎症修复时

细胞外的主要成分. 慢性肝炎 早期肝硬化的血浆FN往

往升高 反映纤维组织增生和结缔组织代谢增加. 纤维

连接素的增加 在肝损害时基质组成的改变中出现最

早 为 I 型胶原(CI)的沉积提供支架. 肝纤维化损伤时

且 FN 最先增多 通过纤维母细胞表面黏附受体将信息

传入细胞内 在肝纤维化中起 起搏点 样启动作

M     1      2      3      4         5      6     7       8

   500 bp

M   12   13  14   15   16   17   18   19   20   21   22

2 000 bp

   750 bp

   100 bp



用. FN 还可增加丝分裂素激活蛋白激酶(MAPK)活动

刺激激活蛋白 -1(AP-1)活动 即激活原癌基因 c-fos 和

c-Jun 的活动 从而使 FN 的表达与肝细胞癌(HCC)的

分化 侵入和转移呈高度相关本实验中 HCV NS3 上调

FN 的表达 因此可以推测或许 NS3 与肝纤维化 肝癌

的发生发展有关.

        本实验的结果还表明 HCV NS3 可上调翻译控制的

肿瘤蛋白(TCTP)的表达 TCTP 也即人组胺释放因子

(HRF) 其被在种系发生中高度保守的 Tpt1 基因所编

码. TCTP 在大量的真核生物中广泛表达[4-7] 他涉及细

胞生长 急性变应反应且被被证实为抗凋亡蛋白[8]. 另

有报道 TPT1 可上调肿瘤蛋白的表达[9-11] 因此 HCV

NS3 在 HCV 导致的高癌变率中或许发挥正向作用.

        另外筛选到载脂蛋白A (apoA )是重要的脂类代

谢物质 已知 HCV 的病毒颗粒可被 apoA 包围 这样

HCV 病毒颗粒即可通过肝细胞膜上的相应受体进入肝

细胞中 从而实现HCV的感染过程. 因此NS3或许有促

进 HCV 感染的作用.

       在已知功能的序列中 还包括细胞内结构 细胞

生长相关蛋白和参与细胞内代谢的蛋白基因 如核糖

体蛋白 真核翻译延长因子 1α 白蛋白 肌动蛋白

α-2 巨球蛋白 含硒蛋白 P 锰超氧化物歧化酶 苯

丙氨酸羟化酶及 DEAD 框多肽 15 等物质 他们在细胞

的生长 分化及各种物质代谢中发挥重要作用. 其中

DEAD 框蛋白质是具有保守性天冬 - 谷 - 丙 - 天冬氨酸

基序的一类蛋白质 他参与多种细胞生物学过程 包括

改变 RNA 的二级结构 调节翻译起始作用 细胞核和

线粒体剪接 核糖体和剪接小体的装配等过程. 苯丙氨

酸羟化酶可使苯丙氨酸转化为酪氨酸 调控苯丙氨酸

在体内的分解代谢.

        通过应用抑制性消减杂交技术克隆 HCV NS3 蛋白

反式激活基因 2 我们发现他与体内数种物质代谢 凋

亡 信号转导等活动高度相关. 特别是他可上调与肝纤

维化 癌变等高度相关因子 为我们进一步阐明 HCV

感染及其引起的各种病变机制提供新的方向.
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Abstract
AIM: To construct a subtractive cDNA library of genes dif-
ferential expressed in human hepatocarcinoma cell line
HepG2 cells treated with bicyclol using suppression sub-
tractive hybridization (SSH) technique and to clone genes
associated with its regulation effects.

METHODS: The mRNA was isolated from HepG2 cells
treated with bicyclol and dimathyl sulfoxide (DMSO),
respectively, and then cDNA was synthesized. After restriction
enzyme RsaI digestion, small sizes cDNA were obtained.
Tester cDNA was subdivided into two portions and each
was ligated with different cDNA adaptor. After tester cDNA
was hybridized with driver cDNA twice and underwent
nested polymerase chain reaction (PCR) twice, the DNA
fragment was subcloned into T/A plasmid vectors to set
up the subtractive cDNA library. Amplification of the library
was carried out with E. coli strain JM109. The cDNA was
sequenced and analyzed in GenBank with Blast search after

colony PCR.

RESULTS: The subtractive cDNA library of genes differentially
expressed in HepG2 cells treated with bicyclol was con-
structed successfully. The amplified library contained 46
positive clones. Colony PCR showed that these clones
contained 200-1 000 bp inserts. Thirty clones were ana-
lyzed by sequencing and bioinformatics. fourteen known
genes were obtained.

CONCLUSION: A subtractive cDNA library of genes differ-
ential expressed in HepG2 cells treated with bicyclol using
SSH technique is constructed successfully, which brings
some new clues for studying the regulation mechanism of
bicyclol in vivo.

Wang JJ, Ji D, Cheng J, Liu Y, Yang Q, Dang XY, Wang CH. Screening
and cloning of genes differential expressed in HepG2 cells treated with
bicyclol by suppression subtractive hybridization. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(4):851-854

摘要

目的: 应用抑制性消减杂交(suppression subtractive hybrid-

ization SSH)技术构建双环醇处理的人肝癌细胞系HepG2

差异表达基因的cDNA消减文库 筛选并克隆双环醇调节相

关基因 阐明双环醇对肝细胞调节作用的分子生物学机制.

方法: 以双环醇处理 HepG2 细胞 同时以二甲基硫氧化物

(DMSO)处理的相同细胞系作为对照; 24 h后制备细胞裂解

液 提取 mRNA并逆转录为 cDNA 经RsaI 酶切后 将实

验组 cDNA分成两组 分别与两种不同的接头衔接 再与

对照组cDNA进行两次消减杂交及两次抑制性多聚酶链反

应(PCR) 将产物与 T/A 载体连接 构建 cDNA 消减文库

并转染大肠杆菌进行文库扩增 随机挑选克隆PCR扩增后

进行测序及同源性分析.

结果: 成功构建双环醇处理 HepG2 细胞差异表达基因的

cDNA消减文库. 文库扩增后得到46个白色克隆 进行菌落

PCR 分析 均得到 200-1 000 bp 插入片段. 挑取含有插入

片段的30个克隆进行测序 并通过生物信息学分析获得14

种已知基因序列.

结论: 应用SSH技术成功构建了双环醇处理HepG2细胞差

异表达基因的cDNA消减文库. 该文库的建立为进一步阐明

双环醇在体内的调节机制提供依据.
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0   引言

双环醇(商品名: 百赛诺)是由中国医学科学院药物研究所

研发 北京协和药厂生产 经国家药品监督管理局批

准上市的国家一类抗肝炎化学合成新药. 该药是我国第

一个有国际独立知识产权的国家一类新药. 双环醇对各

种原因引起的肝损伤有明显的保护作用. 对于慢性肝

炎 双环醇对丙氨酸转氨酶(ALT)升高的患者疗效显

著 而且安全性好 近年来广泛应用于病毒性肝炎的治

疗中.虽然在临床上取得了一定的疗效 但是起作用的

分子生物学机制没有进行系统的研究. 为了阐明双环醇

作用的分子生物学机制 我们拟对双环醇作用的靶基

因进行筛选. 抑制性消减杂交技术(suppression subtractive

hybridization SSH)是 1990 年代后期建立的一种基因克

隆的新技术 可以快速有效地检测到差异表达的基因. 本

项研究应用 SSH 技术 构建双环醇作用于人肝癌细胞

HepG2后差异表达基因的cDNA消减文库 筛选并克隆双

环醇的免疫调节基因 并应用生物信息学(bioinformatics)

技术初步获得其基因全长序列. 为深入了解双环醇病毒

性肝炎的治疗过程中的作用机制提供新的理论依据.

1   材料和方法

1.1 主要试剂及载体  人肝癌细胞系 HepG2 细胞及大肠

杆菌 JM109(本室保存) mRNA Purification 试剂盒

(Amersham Pharmacia Biotech) PCR-Select cDNA Sub-

traction 试剂盒(Clontech) 50 PCR Enzyme Mix

Advantage PCR Cloning 试剂盒(Clontech) High Pure

PCR Product Purification 试剂盒(Boehringer Mannheim)

T7 SP6 通用引物及 pGEM-T 载体(Promega). DNA 序

列测定由上海博亚公司完成.

1.2 药物处理及 mRNA 提取  双环醇为二甲基硫氧化物

(DMSO)溶液. 在 35 mm 培养皿中常规培养 HepG2 细胞

细胞生长至对数期时分别将双环醇及 DMSO 加入细胞

培养液中 使双环醇终浓度达到 1 10-5 M/L 24 h

后收获细胞. 使用 mRNA Purification 试剂盒 直接提取

双环醇及 DMSO 处理的 HepG2 细胞 mRNA 经琼脂糖

凝胶电泳及分光光度计分别进行定性 定量分析.

1.3 消减杂交文库的建立  采用 PCR-Select cDNA Sub-

traction Kit 常规 SSH 方法按说明书进行: 以双环醇及

DMSO 处理的 HepG2 细胞 mRNA 为模板逆转录合成双

链 cDNA(dscDNA) 并分别标记为 Tester 和 Driver

dscDNA 经 Rsa (一种识别 4 碱基序列的内切酶)消化

产生相对较短的平端片段 纯化酶切产物. 将 Tester 的

dscDNA 分为两份 分别连接试剂盒提供的特殊设计的

寡核苷酸接头 Adapter 1 和 Adapter 2 然后与过量的

Driver dscDNA 进行杂交; 合并两种杂交产物后再与

Driver dscDNA作第2次杂交; 然后将杂交产物做选择性

PCR 扩增 使 Tester dscDNA 中特异性表达或高表达的

片段得到特异性扩增.

1.4 消减文库扩增及克隆分析  扩增产物与 pGEM-T 载

体连接 转化 JM109 感受态细菌 在含氨苄青霉素的

LB/X-gal/IPTG 培养板上 37 培养 18 h. 挑取白色菌

落 增菌 以 pGEM-T 载体多克隆位点两端 T7/SP6 引物

进行菌落PCR扩增 证明含有插入片段后(200-1 000 bp)

测序. 应用生物信息学将测得序列与 GenBank数据库进

行同源性分析.

2   结果

2.1 mRNA 的定性 定量分析  使用高质量的 mRNA 是

保证 cDNA 高产量的前提. 紫外分光检测显示 双环醇

及 DMSO 处理的 HepG2 细胞 mRNA 分别为 4.28 µg 和

4.35 µg A260/A280 =1.89. 1.0 琼脂糖凝胶电泳见

mRNA 为大于 0.5 kb 清晰慧尾片状条带 证实 mRNA质

优量足.

2.2 dscDNA 两端连接效率检测  dscDNA 与接头连接效

率的高低是决定抑制性消减杂交成败的最关键步骤. 将

连接有 adaptor l 和 adaptor 2 的两组 dscDNA 分别用不同

的特异性引物(看家基因甘油三磷酸脱氢酶 G3PDH 引

物)进行 28 个循环扩增 产物用 2.0% 琼脂糖凝胶电泳

鉴定. 结果显示两组 dscDNA 扩增产物浓度相当 说明

dscDNA 已与接头高效率连接.

2.3 cDNA 消减文库消减效率的鉴定  分别以消减及未

消减 PCR 产物为模板 用 G3PDH 引物进行 PCR 扩增

分别在 18 23 28 33 次循环结束时从体系中吸取

5 µL 进行电泳鉴定. 结果显示: 与未消减组 PCR 产物相

比 消减组 PCR 产物中 G3PDH 基因产物大大减少 说

明所构建的消减文库具有很高的消减效率 见图 1.

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

2.4 差异表达 cDNA 片段的扩增及克隆  杂交产物经两

轮 PCR 扩增后 菌落 PCR 扩增结果显示为200-1 000 bp

大小不等的插入片段 所获得的 85 个克隆中几乎均含

有插入片段 这些条带可能代表差异表达的基因片段

见图 2.

2.5 cDNA 测序与同源性分析结果  随机挑选 30 个克隆

测序 与 GenBank 数据库进行初步比较. 应用生物信息

学技术分析发现 其余 22 个克隆均与已知基因的部分

序列高度同源(98-100%) 共编码 14 种基因. 8 个克隆

为人染色体上的序列 不与任何已知功能的基因同源
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关于他们的具体基因归属仍需进一步研究分析. 详细结

果见下表 1.

图 2  部分克隆(1-13)菌落 PCR 鉴定电泳图.

表 1  阳性克隆与 GenBank 同源序列比较结果

同源蛋白基因      相同克隆数         同源性

组蛋白 H2A 2          100%

v-fos 转换效应蛋白 (Fte-1) 1          100%

翻译起始因子 1          100%

胰岛素样生长因子结合蛋白 1(IGFBP1) 1          100%

羧肽酶 N 1            99%

真核翻译延长因子 1 2          100%

铁蛋白重链多肽 1            98%

伴侣蛋白 10 相关蛋白 (EPFP1) 1            99%

根蛋白 (RDX) 1          100%

开心蛋白(yippee protein) 1            99%

惟一锌指(OZF)基因 1            99%

腺苷酸环化酶相关蛋白(CAP) 1            98%

线粒体蛋白 3     98-100%

核糖体蛋白 5     98-100%

人类染色体克隆 8     98-100%

3   讨论

百赛诺(双环醇片)是我国第一个有国际独立知识产权的

国家一类新药. 双环醇对各种原因引起的肝损伤有明显

的保护作用. 近年的研究发现: 双环醇可保护扑热息痛导

致的急性肝损伤 使肝脏能量代谢和磷脂代谢趋于正

常 并对损伤的线粒体功能有显著的保护作用[1]. 双环

醇对刀豆蛋白 A(Con A)引起的小鼠肝细胞核 DNA 损伤

具有明显的保护作用[2]. Lu et al [3]通过对小鼠的研究发

现 双环醇可以通过提高肝细胞对黄曲酶毒素 B 1

(AFB1)的解毒能力来对抗 AFB1 对肝细胞的毒性作用.

基于双环醇对肝细胞的保护作用 目前双环醇广泛的

应用于病毒性肝炎的治疗中. 国内研究提示: 双环醇对慢

性丙型肝炎有很好的改善临床症状和降低转氨酶的作

用 长期服用 无明显不良反应 患者的耐受性好[4]. 此

外 双环醇还可剂量依赖性保护缺血 - 再灌注引起的

血清丙二醛(MDA)及尿素氮(BUN)升高 肾还原型谷胱

甘肽(GSH)含量降低 同时可诱导谷胱甘肽巯基转移酶

(GST)的活性 缓解由于缺血 - 再灌注损伤引起的线粒

体膜流动性降低 对肾缺血-再灌注损伤有保护作用[5].

          抑制性消减杂交方法是近年发展起来的一项新的基

因克隆技术 与传统的方法比较 具有实验周期短 易

操作 可靠性高 假阳性率低等特点 能有效地分离扩

增低丰度特异表达的基因 可以在较短的时间内获得

较理想的实验结果. 我们将双环醇刺激肝母细胞瘤细胞

系HepG2 并以双环醇溶剂DMSO刺激的相同细胞系作

为对照 以 2种细胞系中提取的 mRNA 为起始材料 应

用 SSH 方法成功地构建了双环醇激活相关基因差异表

达的cDNA消减文库 随机挑选30个克隆测序分析 有

22 个克隆与已知功能的基因高度同源(98-100%) 共编

码 14 种基因. 8 个克隆为人染色体上的序列 不与任何

已知功能的基因同源 关于他们的具体基因归属仍需

进一步研究分析.

        14 种已知功能的基因可分为 3 类: (1)与细胞结构

生长 增生相关的基因. 如线粒体蛋白 核糖体蛋白

为细胞内结构的蛋白. 腺苷酸环化酶相关蛋白(CAP)为广

泛存在 高度保守 具有双重功能的蛋白质 其氨基末

端是细胞响应上游的 RAS 调节信号系统 结合腺苷酸

环化酶; 而羧基末端结合球形肌动蛋白 改变微丝系统

动态的重组 是保持正常细胞形态和生长所需要的[6].

根蛋白可将肌动蛋白丝连接到细胞质膜 对细胞的运

动 黏附 增生和保持细胞膜的完整性起到重要作用[7].

根蛋白在肝脏中主要集中于胆管细胞膜上. 由于其支持

多药耐药蛋白 2(Mrp2)定位到胆管膜(BCM)上 根蛋白

对结合胆红素的分泌非常重要[8]. 也有研究提示他可能

是人类自然杀伤(NK)细胞的一种特殊的生物学标记

并且对 NK 细胞的功能可能起到特殊的作用[9]. v-fos 转

换效应蛋白 (Fte-1):  编码参与蛋白输入线粒体功能的哺

乳动物同源基因 参与细胞周期循环[10]. (2)维持细胞稳

定 促进损伤细胞再生 修复的基因. 组蛋白 H2A 参

与细胞转录激活 DNA 修复 减数分裂和细胞凋亡等

生物学作用. H2A羧基末端结构的改变可导致染色质稳定

性和 DNA 折叠功能的改变[11]. 在细胞核内可保护常染色

质免于异染色质的异位伸展的损害[12]. Fernandes et al [13]研

究发现 组蛋白H2A有较强的抗细菌感染作用. 铁蛋白

重链多肽: 铁蛋白是体内主要储存铁的蛋白质 与体内

铁的代谢密切相关. 有研究发现肝脏中其水平的升高为

抵抗氧化应激损伤的机制之一[14] 近来还有研究认为

铁蛋白重链基因有抗凋亡作用 可以使肝脏免受缺血

性损伤[15]. 胰岛素样生长因子结合蛋白1 (IGFBP-1) 在肝

脏和子宫内膜大量表达 调节胰岛素样生长因子(IGF)

的生物利用度 还可能通过对 MAPK/ERK 和 C/EBPβ
信号系统的影响来支持肝细胞的再生[16].  在肝脏中

IGFBP-1 的转录被胰岛素抑制 因此可以作为肝脏内

胰岛素敏感度的指标. IGFBP-1 的过表达可通过降低

IGF-I 和 / 或 IGF-II 的促有丝分裂活性 抑制肝脏肿

瘤的形成[17]. 还有报道IGFBP-1抑制乳腺肿瘤细胞的活
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动[18]. 在 II 型糖尿病患者 通过降低 IGF 对血管内皮细

胞的潜在的促分裂作用 血液循环中高水平的磷酸化的

IGFBP-1可降低高血压病和心血管疾病的进展[19]. (3)锌指

蛋白相关基因. 惟一锌指(OZF)基因: 编码 10 种锌指蛋白

的基因 在乳腺和胰腺肿瘤细胞中较正常细胞中要多[20-21].

开心蛋白(yippee protein)是 Roxstrom-Lindquist et al [22]克隆

出的一种果蝇属蛋白 在真核生物中高度保守 广泛

存在于各种动物的细胞内 具有与锌结合的特性. 羧肽

酶N(CPN)是由两个50 kD小亚单位和两个83 kD大亚单

位组成的锌指样金属蛋白酶[23] 由肝脏产生[24] 也有

人认为在胃 肺 肠 脾 肾也有表达[25]. CPN 可以分

离进入血流的激肽 血管舒张素 血小板因子这些有生

物活性的多肽的羧基末端的精氨酸和赖氨酸残基[26-27].

CPN 也可分离补体 C3a 和 C5a 羧基末端的精氨酸[28] 极

大地减少 C3a 和 C5a 的诱导平滑肌舒张 血管舒张和

白细胞趋化 以及肥大细胞释放组胺的生物学活性.

       通过对上述双环醇激活相关基因的分析 我们发

现应用双环醇刺激细胞后 一些与细胞生长 增生 维

持细胞稳定及促进损伤细胞再生 修复的基因表达增

高. 这些基因的作用也与体内的信号转导系统 抗肿瘤

形成机制有一定的作用 提示双环醇在维持细胞稳定

促进损伤细胞修复及抗肿瘤形成方面可能有一定作用.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship of glycyrrhizin and
interleukin 18 (IL-18) gene expression and to explore the
molecular biological mechanisms of glycyrrhizin in antivirus
functions.

METHODS: cDNA microarray was used for the study of
up-regulated gene by glycyrrhizin. Polymerase chain reaction
(PCR) technique was employed to amplify the sequence of
IL-18 promoter by using HepG2 cell genomic DNA as the
template, named IL-18P, and the PCR product was cloned
into pGEM-T vector. The IL-18P gene was cut from T-IL-
18 P by KpnI and Bgl II, and then cloned into pCAT3 basic,
named pCAT3- IL-18P. pCAT3-IL-18P was transfected into
the HepG2 cell line and cotransfected HepG2 cells with
glycyrrhizin by FuGENE 6 transfection reagents. The HepG2

cells transfected with pCAT3-basic was used as negative
control. The activity of chloramphenicol acetyltransferase
(CAT) in HepG2 cells transfected was detected by an en-
zyme-linked immunoassay (ELISA) kit after 48 h, which
reflected the transactivating function of glycyrrhizin to IL-
18 gene promoter.

RESULTS: The expressive vector pCAT3-IL-18P was con-
structed and confirmed by restriction enzyme digestion
and sequencing. The expression of CAT in HepG2 cells
transfected with pCAT3-IL-18P and stimulated with HepG2
was 7.7 times as higher as that of pCAT3-basic, and 1.5
times as higher as that of pCAT3-IL-18P.

CONCLUSION: HepG2 can up-regulate IL-18 gene
promoter. These results provide a new evidence to ex-
plain the molecular biological mechanisms of HepG2 in
immuno-regulation and antivirus.

Wang JJ, Li BW, Cheng J, Liu Y, Xu ZQ, Yang Q, Ji D, Dang XY, Wang CH.
Up-regulating effects of glycyrrhizin on interleukin-18 gene expression by
cDNA microarray. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):855-858

摘要

目的: 了解甘草甜素调节白介素-18(IL-18)基因启动子的活

性 为甘草甜素的作用机制提供理论依据.

方法: 应用基因表达谱芯片技术对于甘草甜素刺激HepG2

细胞之后的基因表达谱进行研究. 聚合酶链反应(PCR)扩增

IL-18基因启动子 命名为IL-18P. 以T-A克隆法 将IL-

18P 基因片段连入载体 pGEM-T. 将获得的质粒 pT-IL-

18P 与报告质粒 pCAT3-basic 分别用 KpnI 和 Bgl II 双酶

切后构建IL-18启动子报告基因表达载体pCAT3-IL-18P

以重组表达质粒pCAT3-IL-18P瞬时转染HepG2细胞 以

转染pCAT3 basic的HepG2细胞为阴性对照 甘草甜素刺

激后24 h后收获细胞. 用酶联免疫黏附法(ELISA)检测细胞

中氯霉素乙酰转移酶(CAT)的表达活性.

结果: 表达谱基因芯片研究结果表明 甘草甜素可上调IL-

18 基因表达水平达 2.815 倍. 构建的报告载体 pCAT3-IL-

18P经过序列分析和酶切鉴定正确. pCAT3-IL-18P和甘草

甜素瞬时转染的 HepG2 细胞的 CAT 表达活性是 CAT3 空

载体的 7.7 倍 pCAT3-IL-18P 的 1.5 倍.

结论: 甘草甜素可以上调 IL-18 启动子的活性 进而上调

IL-18基因的表达. 为深入了解甘草甜素的免疫调节作用及

其在病毒的清除过程中的作用机制提供新的理论依据.
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0   引言

甘草甜素(glycyrrhizin GL) 是从甘草的根茎提取的

一种有效药理成分 由2分子的葡萄糖醛酸与甘草酸组

成的复合物 具有抗炎症及抗过敏作用. 研究表明

甘草甜素在乙型肝炎和丙型肝炎抗病毒治疗 保护肝

细胞 避免肝损害中具有重要应用前景 并且具有潜在

的抑制肝细胞肿瘤增生的作用[1]. 甘草甜素能诱导小鼠

血清中细胞因子干扰素 γ (IFNγ )的产生 对巨噬细胞

及自然杀伤(NK)细胞活性有显著增强作用[2] 并且选择

性刺激小鼠肝内 T 细胞的增生[3]. 这些结果提示甘草甜

素可能具有免疫调节作用. 但是这些药理学作用的分子

生物学机制还不十分清楚. 本研究利用基因芯片技术筛

选 GL 上调和下调的靶基因 首先证实 GL 可以上调

HepG2 细胞系中的白介素 -18 (IL-18)基因的表达. 采用

基因重组技术构建pCAT3-IL-18P报告基因载体 与甘

草甜素共转染人肿瘤细胞系 HepG2 细胞 应用报告基

因氯霉素乙酰转移酶(CAT)共转染瞬时表达系统 测得

下游 CAT 基因的表达增强. 证明 GL 可上调 IL-18 启动

子活性 进而上调 IL-18 基因的表达. IL-18 又名 IFNγ
诱导因子(IGIF IFN γ -inducing factor) 说明人和动

物应用 GL 后 首先刺激表达 IL-18 然后诱导 IFNγ
的产生 从而达到其免疫调节的治疗作用. 这些结果为

深入了解GL的免疫调节作用及其在病毒的清除过程中

的作用机制提供新的理论依据.

1   材料和方法

1.1 实验材料及主要试剂  (1)菌种及细胞株: 人肝癌细胞

系HepG2细胞及大肠杆菌JM109菌株为本室保存. (2)工

具酶: Tag DNA 聚合酶 T4 DNA 连接酶及限制性内切

酶均购自Takara公司. (3)试剂盒: 质粒DNA提取试剂盒

中间载体 pGEM-T 及报告质粒 pCAT3-basic 均购自

Promega 公司; CAT-ELISA检测试剂盒及质粒 DNA转染

试剂盒购自Roche公司. GL由深圳健安医药公司提供. 其

他生化试剂购自 Sigma 公司.

1.2 目的基因的扩增与纯化  由 GenBank 分析的IL-18基

因的转录起始位点上游选取978 bp及向下游截取186 bp

设计引物. 在上下游引物的 5 - 端分别引入 KpnI 和 Bgl

II 单一酶切位点 上游引物 P1: 5 -GGT ACC ACT CTG

TAC TGG CAA AAC ACA- 3 . 下游引物 P2: 5 -AGA

TCT GTT CCT TTC CTC TTC CCG AAG - 3 以 HepG2

细胞基因组 DNA 为模板 PCR 扩增包含IL-18P 基因启

动子全序列的 DNA 片段 PCR 产物经 1% 琼脂糖凝胶

电泳 切胶 回收纯化.

1.3 真核表达载体的构建 纯化和 DNA 测序  以 T-A

克隆法 用 T4 DNA 连接酶将 IL-18P 基因片段连入载

体 pGEM-T. 将获得的质粒 pTA-IL-18P 和报告质粒

pCAT3-basic分别用KpnI和NheI双酶切后用T4 DNA连

接酶进行定向连接 产物转化JM109宿主菌 筛选抗氨

苄青霉素阳性菌落; 提取质粒 再次双酶切及PCR鉴定

正向插入克隆 命名为 pCAT3- IL-18P. DNA 测序由

上海博亚公司完成.

1.4 探针标记  参照 Schena 等方法逆转录标记 cDNA 探

针并纯化. Cy3-dUTP 标记对照组细胞 mRNA (5 µg)

Cy5-dUTP 标记实验组细胞 mRNA (5 µg). 乙醇沉淀后溶

解在 20 µL 5 SSC+0.2% SDS 杂交液中.

1.5 芯片制备  芯片包含的 1 152 个 cDNA 由上海联合基

因有限公司提供 包括原癌基因和抑癌基因 免疫调

节相关基因 细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因 信

号转导相关基因等. 以通用引物进行 PCR 扩增 PCR

产物长度为 1 000-3 000 bp. 靶基因以 0.5 µg/ µL 溶解于

3 SSC 溶液中 用 Cartesian 公司的 Cartesian 7 500 点

样仪及TeleChem公司的硅烷化玻片进行点样. 玻片经水

合(2 h) 室温干燥(30 min) UV 交联 再分别用 0.2%

SDS 水及 0.2% 的硼氢化钠溶液处理 10 min 晾干备用.

1.6 杂交及洗涤  将基因芯片和杂交探针在 95 水浴变

性 5 min 将混合探针加在基因芯片上 置于 60 杂

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

0.2% SDS 0.1% SSC 洗涤 10 min 室温晾干.

1.7 检测与分析  用 General Scanning 公司的 ScanArray

3 000 扫描芯片. 用预先选定的内参照基因(24 条管家基

因 每个基因点 2 个点 共 48 个点)对 Cy3 和 Cy5 的原

始提取信号进行均衡和修正. 用 ImaGene3.0 软件分析

Cy3 Cy5 两种荧光信号的强度 计算 Cy5/Cy3 比值. 阳

性结果判断: Cy5/Cy3>2.0 红色荧光 显示表达增强;

Cy5/Cy3<0.5 为绿色荧光 显示表达减弱.

1.8 细胞转染及 IL-18P 活性检测  磁珠法提取质粒

pCAT3- IL-18P 以备转染 以标准方案培养 HepG2 细

胞. 具体转染方法参照转染说明书进行. 转染 48 h 后收

集细胞 收集细胞裂解液 用于 CAT 活性检测.

1.9 甘草甜素与 pCAT3- IL-18P 共转染实验  在 35 mm

培养皿中常规培养 HepG2 细胞 细胞生长至对数期时

分别将甘草甜素 +pCAT3-IL-18PP 及 pCAT3-IL-18P 加

入细胞培养液中 甘草甜素终浓度为 200 µg/mL 同时

以转染 pCAT3-Basic的 HepG2细胞作阴性对照. 转染 24 h

后 收集细胞裂解液 用于 CAT 活性检测. 所有实验

严格平行操作.

1.10 CAT 表达水平检测  按照试剂盒说明书进行. 取

1.0 ng/mL的CAT标准品(试剂盒提供)及细胞裂解液200 µL

加入已包被抗体的 96 孔板中 37 温育 2 h 再依

次加入第 1 抗体(地高辛标记的抗 -CAT) 第 2 抗体(偶联

有过氧化物酶的地高辛抗体anti-DIG-POD) 200 µL 37 

温育1 h后 加入过氧化物酶的底物室温显色10-30 min.

用酶标仪检测标本在 415 nm 波长的吸光度 其数值反
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映细胞提取物中的CAT表达水平. 以未作转染的细胞裂

解液平行实验作空白对照.

2   结果

2.1 芯片杂交体系验证及结果分析  在芯片上共有 1 152

个 cDNA. 为了监控芯片杂交技术体系的整个过程 在

芯片上设置了阴性对照(8 条水稻基因 共 8 个点) 这

些点的杂交信号均很低 证实了数据的可靠性. 由于实

验组探针标记Cy5荧光素(呈红色) 对照组探针标记Cy3

荧光素(呈绿色) 红绿颜色的差异就显示该基因在实验

组和对照组中基因表达水平上的差异 黄色代表表达

水平无差异. 按阳性标准 从 1 152 个基因中筛选出差

异表达基因共 94 条 占 8.15 % 其中 38 条基因表达增

强 56 条基因表达降低. 并均在 GenBank 登录. 其中

HepG2 细胞受到甘草甜素的刺激之后 IL-18 基因转录

活性水平提高到 2.815 倍.

2.2 重组质粒的酶切鉴定   pCAT3-IL-18P 鉴定电泳图

谱如图 1 所示 重组质粒 pCAT3-IL-18P 分别以 KpnI/

Bgl II 双酶切及 PCR鉴定均显示 1 163 bp正向插入条带.

说明重组质粒 pCAT3-IL-18P 构建正确.

图 1  pCAT3-IL-18P 鉴定电泳图谱. 1: pCAT3-IL-18PKpnI/Bgl II 双酶

切, 可见 1 169 bp 的 IL-18P DNA 条带; M: DNA Marker (15 000 bp+

2 000 bp).

2.3 克隆的包含IL-18基因启动子核苷酸序列  如图2所

示. 所克隆的区域包括一部分IL-18基因序列 其中+1-

40 核苷酸序列是由 GenBank 分析的 IL-18 基因的转录

起始位点.

-978 ACTCTGTACT GGCAAAACAC AAAAACAAAA TGCCACCTTG CTAATTCCCT

-928 TCCTAGCAAA GTAATACAGT TTAGCACATG TTCAAGAAAA AAATGGCTAA

-878 GAAATTTTGT TTCCACTAAT TATTTTCAAG ACTGTGATAT TTACACTCTG

-828 CTCTTCAAAC GTTACATTTT ATAAGACTAT TTTTTAACAT GTTGAACATA

-778 AGCCCTAAAT ATATGTATCC TTAAATTGTA TTTCAAATAT TTTAGGTCAG

-728 TCTTTGCTAT CATTCCAGGA ATAGAAAGTT TTAACACTGG AAACTGCAAG

-678 TAAATATTTG CCCTCTTACC TGAATTTTGG TATCCCTCTC CCCAAGCTTA

-628 CTTTCTGTTG CAGAAAGTGT AAAAATTATT AAATAAAATT CTAATGATGG

-578 TATCCGTGTG GCTTGCATCT GATACAGCAG ATAAAGAAGT TTTATGAAAA

-528 TGGACTCCTG TTCCACTGAA AAGTAAATCT TAATGGCCTG TATCAACTAT

-478 CCTTTGACAC CATATTGAGC TTGGGAGGAA GGGGAAGTCC TGAATGAGGT

-428 TATAAAGTAA AAGAAAATAT TTGCAAAATG TTCCTTTTTT TAAAATGTTA

-378 CATTTTAGAA ATATTTTAAG TGTTGTAACA TTGTAGGAAT TACCCCAATA

-328 GGACTGATTA TTCCGCATTG TAAAATAAGA AAAAGTTTTG TGCTGAAGTG

-278 TGACCAGGAA GTCTGAAAAT GAAGAGAGAC AGATGACAAA AGAAGATGCT

-228 TCTAATGGAC TAAGGAGGTG CTTTCTTAAA GTCAGAAAGA GATACTCAGA

-178 AAGAGGTACA GGTTTTGGAA GGCACAGAGC CCCAACTTTT ACGGAAGAAA

-128 AGATTTCATG AAAATAGTGA TATTACATTA AAAGAAGTAC TCGTATCCTC

  -78 TGCCACTTTA TTTCGACTTC CATTGCCCTA GGAAAGAGCC TGTTTGAAGG

    -28                  CGGGCCCAAG GAGTGCCGAC AGCAGTCTCC TCCCTCCACC TTCTTCCTCA

   +23                 TTCTCTCCCC AGCTTGCTGA GCCCTTTGCT CCCCTGGCGA CTGCCTGGAC

   +73                 AGTCAGCAAG GAATTGTCTC CCAGTGCATT TTGCCCTCCT GGCTGCCAAC

+123 TCTGGCTGCT AAAGCGGCTG CCACCTGCTG CAGTCTACAC AGCTTCGGGA

+173 AGAGGAAAGG AAC

图 2  克隆的包含 IL-18 基因启动子的核苷酸序列图.

2.4 重组质粒 pCAT3-IL-18P 与甘草甜素共转染  实验

结果: 空载体对照组 pCAT3 basic 的 CAT 的吸光度值为

0.074 pCAT3-IL-18P 的 CAT 的吸光度值为 0.385 共

转染 pCAT3-IL-18P / 甘草甜素的 HepG2细胞 CAT的吸

光度值为 0.575 共转染 pCAT3-IL-18P/ 甘草甜素的

CAT 的表达明显增强 是 CAT3 空载体的 7.7 倍 是

pCAT3-IL-18P 的 1.5 倍 说明甘草甜素对 IL-18 基因

启动子有反式激活作用 转录激活 IL-18 基因启动子

的活性 使其下游 CAT 基因的表达增强(图 3).

图 3  CAT 酶表达结果. 1: pCAT3 basic; 2: pCAT3- IL-18P; 3: 甘草甜
素 + pCAT3-IL-18P.

3   讨论

日本米诺发医药公司(Minophagen)生产的甘草甜素注射

液 具有广泛的药理作用 在抗炎 抗溃疡 抗过敏反

应 皮肤病治疗等方面具有很好疗效. 研究表明 甘

草甜素在治疗慢性乙型 丙型肝炎病毒感染 预防肝

硬化 肝细胞癌方面同样具有明显疗效[4-7]. 甘草甜素对

四氯化碳 甲基偶氮苯 扑热息痛所致肝损伤有明显

保护作用 能抑制磷酯酶A2的活性; 能诱导产生IFNγ和

增强NK细胞活性 保护肝细胞和激活网状内皮系统[8-11].

甘草甜素在肝脏分解为甘草次酸和葡萄糖醛酸 可与

毒性物质结合而起解毒作用[12]. 甘草甜素具有诱导产生

IFNγ 的作用 对单纯孢疹病毒具有特异的灭活效果;

对水痘 带状孢疹病毒复制有抑制作用[12-13]. 甘草甜素
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对皮质类固醇在肝内代谢失活起竞争性抑制作用 间

接提高皮质量类固醇的血中浓度而产生皮质样作用[13].

甘草甜素可抑制纤溶酶系统的活化 阻止血清对毛细

血管渗透性的促进 抑制膜通透性的亢进 并且有抑

制肉芽肿形成的作用 对延迟过敏反应症也有抑制作

用. 关于甘草甜素免疫调节机制的研究 对于深入阐明

甘草甜素的药理作用机制 提高甘草甜素在慢性病毒

性肝炎中的疗效 都具有十分重要的意义.

        白介素 18(IL-18)最初命名为 γ 干扰素诱生因子. 他

可诱生 γ 干扰素(IFNγ) 加强 FasL 介导的细胞毒效应

增强 IL-2 粒细胞巨噬细胞集落刺激因子(GM-CSF)

的活性 促进肿瘤坏死因子 α(TNFα) IL-1 胞间黏

附分子 1(IC-MA-1) IL-8 的表达 诱生 IL-4 [14-15]

与 IL-12 的生物学功能有相近之处 对 T 细胞有多种调

节功能 可以显著刺激 Thl 细胞产生 IFNγ[16] 促进 Thl

增生及 Fas 介导的 Thl 细胞的细胞毒作用[17]. IL-18 能刺

激 NK 细胞增生 活化 但需要与其他细胞因子组成才

能发挥较强的促增生作用. Tomura et al [18]发现 IL-18 单

独对小鼠脾脏 NK 细胞的促增生作用并不强 但与 IL-

2 或 IL-12 组合可以刺激 NK 细胞向淋巴母细胞转化

并较强地促进 NK 细胞增生 活化. Takeda et al [19]的实

验显示敲除 IL-18 基因的小鼠体内的 NK 细胞失去了体

外活化的能力 说明 IL-18 是 NK 的发育成熟和活化

的必须细胞因子. NK细胞在肿瘤免疫中占有重要地位

是机体抗肿瘤的第一道防线. IL-18对NK细胞抗肿瘤作

用的调节 显示了 IL-18 在肿瘤治疗方面较好的应用

前景[20]. Seki et al [21]认为肝细胞在细菌感染时产生急性

期蛋白 补体等 枯否细胞在各种细菌刺激剂(包括

脂多糖 细菌超抗原)作用下产生 IL-12 IL-18 进

一步激活肝脏自然杀伤(NK)细胞 T 细胞产生 IFNγ
对肿瘤细胞 微生物感染细胞产生细胞毒性 在防御

微生物感染和血源性肿瘤转移中起重要作用.

        本研究采用基因重组技术 自 IL-18 基因上游自碱

基ATG上推976 bp 以HepG2细胞基因组DNA为模板

设计引物 PCR 扩增包含 IL-18 基因启动子全序列的

DNA 片段 构建 pCAT3-IL-18P 报告基因载体 应用

报告基因氯霉素乙酰转移酶(CAT)共转染瞬时表达系统

与甘草甜素共转染 HepG2 细胞 测得共转染甘草甜素 /

pCAT3-IL-18P 的 CAT 的表达明显增强 是 CAT3 空

载体的 7.7 倍 是 pCAT3-IL-18P 的 1.5 倍 说明甘

草甜素对IL-18基因启动子有反式激活作用 转录激活

IL-18 基因的活性. 证明甘草甜素可上调 IL-18 启动子

活性 进而上调 IL-18 基因的表达 为深入了解甘草

甜素的免疫调节作用及其在病毒的清除过程中的作用

机制提供新的理论依据.
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Abstract
AIM: To explore the therapeutic effects of recombinant
human augmenter of liver regeneration (ALR) on CCl4 liver
damage of mice.

METHODS: The recombinant human ALR was prepared
by standard procedure of fermentation and chromatography
techniques. Chemical liver damage model of mice was
established by CCl4. The mice were divided into two groups:
group one was treated by recombinant ALR, 2 mg/kg or
20 µg, 1/12 h, 4 times, and group two was treated by
normal saline as control. After treatment, the mice were

sacrificed for collecting the blood sample. For evaluation
of chemical liver damage, the serum ALT and AST levels
were determined by an autobiochemical processor.

RESULTS: The CCl4 liver damage model was established.
After the treatment with recombinant human ALR, the ALT
and AST levels in treated groups were significantly de-
creased as compared with the group treated with normal
saline (ALT: 991 U/L vs 2134 U/L, P <0.01; AST: 938 U/L
vs 1873 U/L, P <0.01), indicating the potent therapeutic
effects of recombinant human ALR on mice model of
chemical damage caused by CCl4.

CONCLUSION: Recombinant human ALR is successfully
prepared and effective in the treatment of murine CCl4
liver damage.

Wang YH, Cheng J, Hong Y, Wang L, Liu Y, Zhang J, Li K. Therapeutic
effects of recombinant human augmenter of liver regeneration on murine
liver damage caused by carbon tetrachloride. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(4):859-861

摘要

目的: 利用大肠杆菌的基因工程技术 制备重组的人肝再生

增强因子(ALR)药物 对于CCl4肝损伤的小鼠模型进行治疗

评价重组的人肝再生增强因子在肝损伤治疗中的效果和价值.

方法: 应用大肠杆菌系统 表达 纯化重组人肝再生增强

因子蛋白. 利用四氯化碳法制备肝细胞损伤的动物模型 以

重组的人肝再生增强因子药物进行治疗 以生理盐水治疗

作为对照 比较治疗后血清ALT AST 水平的变化 评价

重组的人肝再生增强因子对于肝损伤的治疗作用.

结果: 成功制备了重组的人肝再生增强因子药物 纯度在

98%以上. 成功制备了四氯化碳的小鼠肝损伤模型 经过重

组的人肝再生增强因子药物治疗后 血清中ALT AST水

平都有显著的下降(ALT: 991 U/L 对 2 134 U/L P <0.01;

AST: 938 U/L 对 1873 U/L P <0.01).

结论: 重组的人肝再生增强因子药物 有希望成为各种原

因引起的肝细胞损伤的治疗药物.

王永华, 成军, 洪源, 王琳, 刘妍, 张健, 李克. 重组人肝再生增强因子对小鼠

CCl4 中毒性肝损伤的治疗作用. 世界华人消化杂志  2004;12(4):859-861

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/859.asp

0   引言

肝脏疾病在我国常见[1-10] 如各类病毒性肝炎[8-12] 肝
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硬化[13-14]. 而肝病的一个普遍的现象就是肝细胞的损

害 因此 各种肝脏疾病的治疗 除了病因治疗之

外 促进肝细胞的再生和修复是一项重要的课题和治

疗目标. 我们利用大肠杆菌表达重组人肝再生增强因子

药物蛋白 探索促进肝细胞再生和修复的新型药物和

新型治疗方法.

1   材料和方法

1.1 材料  应用聚合酶链反应(PCR)技术扩增人 ALR 的

cDNA 基因片段 克隆到 E.coli 表达载体 pBV220 中 转

化 E.coli JM109 制备工程菌. 发酵后 分离纯化包涵

体 经过包涵体的变性和复性 然后利用阴离子交换层

析 阳离子交换层析和分子筛等技术 纯化重组人肝再

生增强因子 通过聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)检测显

示 制备的重组人肝再生增强因子纯度在 98%以上. 具

有促进肝细胞再生的生物学活性.

1.2 方法  取质量大约 25 g 的 Baclb/c 小鼠 25 只. 5 只小

鼠 ip 生理盐水作为对照组.小鼠模型 20 只 100 mL/L%

的 CCl4 10 mL/kg ip 制备模型. 造模 4 h 后随即分成

4 组开始治疗试验. 生理盐水组应用生理盐水治疗; 促肝

细胞生长素组应用促肝细胞生长素 200 mg/kg ip 1 次 /

12 h 共 4 次; 治疗组 I 应用重组人肝再生增强因子蛋

白 2 mg/kg ip 1 次 /12 h 共 4 次; 治疗组 II 应用重组

人肝再生增强因子蛋白 20 µg/kg ip 1 次 /12 h 共

4 次. 完成治疗后 24 h处死动物取血. 治疗完成后 处死

动物 留取血清标本 统一用全自动生化仪对于血清中

的 ALT AST 水平进行检测.

2   结果

通过发酵 细菌包涵体的变性和复性 蛋白质纯化步

骤 获得了重组人肝再生增强因子药物 PAGE 检测结

果表明 制备的重组人肝再生增强因子蛋白纯度在

98% 以上. 应用 CCl4 后小鼠出现明显的肝脏损伤 表现

在血清转氨酶 ALT AST 水平都显著上升. 正常对照组

(n = 5)血清中的 ALT 和 AST 水平分别为 26 U/L 和 78 U/L.

但中毒后 72 h 分别上升为 2 134 和 1 873 U/L. 造模前

ALT 和 AST 水平分别为 26 U/L 和 78 U/L. 造模 4 h 之后

应用生理盐水治疗组 ALT 和 AST 水平分别为 2 134 U/L

和 1 873 U/L 应用促肝细胞生长素(200 mg/kg)治疗组

ALT 和 AST 水平分别为 1 172 U/L 和 1 098 U/L 重组

人肝再生增强因子治疗组 I (2 mg/kg)ALT 和 AST 水平分

别为 1 243 U/L 和 1 342 U/L 重组人肝再生增强因子

治疗组 II (20 µg/kg)ALT 和 AST 水平分别为 991 U/L 和

938 U/L (P <0.01 P <0.01) 说明 2 种剂量的重组人

肝再生增强因子对于小鼠化学肝损伤都有显著的治疗

作用.

3   讨论

肝脏具有强大的再生能力 关于 ALR 作用的机制研

究 关键环节就是 ALR 结合的特异性的受体. ALR 受

体蛋白 75 Mr. ALR 受体不仅仅分布在细胞膜上 而且

在细胞器的膜结构上也有.

         肝再生增强因子促进肝再生的机制研究也取得了显

著的进展. 目前认为 肝再生增强因子促进肝再生的作

用机制可能与干扰素 γ 的调节有关. 外源性 ALR 可以通

过诱导转录因子和翻译相关因子的表达调节线粒体的功

能 或者通过抑制 NK 细胞的细胞毒性. Polimeno et al [17]

的研究结果表明 ALR 对于干扰素 γ (IFNγ)基因表达

的影响. IFNγ 由激活的 NK 细胞所产生 对于线粒体转

录因子A的表达具有显著的调控作用. 外源性ALR对于

NK 细胞 IFNγ 的表达具有显著的下调作用 70% 肝切

除动物模型如果施以外源性 IFNγ 则可以抑制线粒体

转录因子 A 的表达活性 同时抑制肝再生的过程. 这一

结果表明 ALR 是通过生长因子和免疫因子调节的双重

调节机制 影响肝再生的过程. 研究结果表明 肝脏中

的NK细胞对再生的肝细胞的细胞毒作用可能是爆发性

肝炎不能进行有效的肝再生的重要机制. ALR就是通过

抑制肝脏内 NK细胞的细胞毒活性 来实现促进肝再生

的. 对于各种类型的急性肝脏疾病肝脏的 ALR mRNA

血清中 ALR 蛋白以及外周血 NK 细胞毒活性进行检测

以阐明肝再生不力与肝内 NK 细胞活性之间的关系. 结

果表明 肝脏内 ALR mRNA 的表达水平显著提高 血

清中ALR水平与肝内ALR mRNA表达水平呈正相关. 在

急性肝损伤期 血清中ALR水平与NK细胞活性呈显著

负相关的关系. ALR由肝脏产生 在肝脏损伤时释放. 研

究结果表明 肝脏产生的ALR通过抑制肝内NK细胞的

细胞毒活性 促进肝再生[18-24].

      肝脏疾病的病因是多种多样的 发病机制各不相

同 因此应该根据病因进行针对性的治疗. 这是目前肝

脏疾病治疗的根本原则. 但是 在目前针对病因学治疗

效果欠佳的情况下 针对各种肝脏疾病都有不同程度

的肝细胞损伤的实际情况 考虑促进肝细胞损伤的修

复和肝细胞的再生也是目前不可或缺的补充治疗手段.

相信随着重组人肝再生增强因子的制备成功 对于各

种肝脏疾病的治疗有进入到一个崭新的阶段.
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Abstract
AIM: To observe the variation of viral load and characteristics
of within-host dynamics in patients with chronic hepatitis
B virus infection without receiving antiviral therapy.

METHODS: Serum was collected consecutively from 3
patients with different clinical phenotype, ALT and total
bilirubin were determined, and HBV DNA was measured
by quantitative TaqMan fluorogenic PCR.

RESULTS: Spontaneous fluctuations of HBV DNA load were
observed when measured daily, weekly and monthly in
our untreated patients with chronic HBV infection, but there
was no determinate correlation between HBV DNA loads
and ALT values.

CONCLUSION: The spontaneous fluctuation of viral load in
untreated patients with different clinical phenotype displays
some characteristic patterns. Here we propose a PID pattern
for host feedback to virus using population quantity of HBV
as variant, which may be used for the prediction of virus-host
ecological evolution in persistent HBV infection.

Deng GH, Wang ZL, Wang YM, Wang KF, Fan Y. Dynamic determination
and analysis of serum virus load in patients with chronic HBV infection.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):862-865

摘要

目的: 观察未抗病毒治疗的慢性乙型肝炎病毒(HBV)感染者

体内病毒载量的变化及其动力学特征.

方法: 采用荧光定量 PCR 方法对未进行抗病毒治疗的 3 例

不同临床表型的慢性HBV感染者血清HBV载量进行连续

监测 同时测定每一时相点的血清 ALT 和总胆红素.

结果: 不管是间隔 1 d 1 wk 还是 1 mon 3 例慢性 HBV

感染者体内 HBV DNA 水平均存在自发波动 且与血清

ALT和总胆红素变化相关性不确定.

结论: 3 例慢性感染者体内HBV载量的自然波动表现出一

定的模式特征. 我们提出一种宿主对病毒负反馈控制的PID

模式 以期对持续性病毒感染的体内生态演化作出评价和

预测.

邓国宏, 王宗笠, 王宇明, 王开发, 范燚. 慢性 HBV 感染者血清病毒动力学的

检测及分析. 世界华人消化杂志  2004;12(4):862-865

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/862.asp

0   引言

近年来 人们逐渐从生态学角度来研究感染性疾病.

宿主体内的群体动力学(within-host population dynamics)

从多元 综合 定量 演化的角度来研究持续性病

毒感染 着重考虑对决定宿主体内病毒群体丰度

(abundance) 多样性(diversity)和分布(distribution)的主

要因素以及免疫反应进行定量描述和数学分析 以揭

示宿主体内持续性病毒感染的生态演化特征及机制[1-4].

虽然人们对乙型肝炎病毒(hepatitis B virus HBV)感染

有不少研究[5-10] 但对于大量未用药的慢性 HBV 感染

者体内的病毒动力学(within-host viral dynamics)仍然知

之甚少 绝大多数的病毒定量仅限于单一时相点的测

定. 少量有关 HCV 的研究显示 未治疗的慢性 HCV 感

染者体内病毒载量存在自发波动 变化范围为 2.5-

128 倍 且与 ALT 水平无显著相关[11]. 体内 HBV 的自

然波动是否存在尚不清楚. 我们采用荧光定量PCR方法

对未进行抗病毒治疗的 3 例不同临床表型患者血清

HBV 载量进行了连续监测 并分析 HBV 载量变化模

式与疾病的关系.



1   材料和方法

1.1 材料  按全国病毒性肝炎防治方案(西安 2000)诊

断标准 收集肝硬化和慢性肝炎(重度)住院患者各 1

例 均为男性; 无症状携带志愿者 1 名 女性(表 1).

表 1  3 例 HBV 感染者病史情况

     HBV 血清学标志
编号   性别      年龄       诊断

         HBsAg   HBsAb  HBeAg HBeAb  HBcAb HBcAbIgM HAV     HCV     HDV     HEV

  A 男 56 肝炎肝硬化 + + +

  B 男 36 慢性肝炎(重度) + + + +

  C 女 38 无症状携带者 + + +

1.2 方法  3 例患者在监测期及监测前 1 a 内均未抗病毒

治疗. 对每例患者均连续采集不同时相点的血样 3 mL

分离血清后检测 ALT 和总胆红素 剩余样本 -70 冻

存. 病毒标志采用商用 ELISA 试剂盒(上海科华公司产

品)检测. 血清 ALT 和总胆红素检测采用 7250 型全自动

生化分析仪(Hitachi Japan)进行. HBV DNA 定量采用

LightCycler 荧光定量 PCR 仪(Roche 公司)和商用 HBV 荧

光 PCR 试剂盒(深圳匹基生物)按说明书操作进行. 所有

标本的病毒定量检测在同一批次进行 确保各时相点

结果之间的可比性.

         统计学处理  为了分析两个变量间线性相关密切程

度和相关方向 选用 SPSS 9.0 统计软件中的 Pearson 相

关分析方法[12]. 计算公式如下:

          其中            分别是变量           的均值;           分别是变量

          的第   个观测值.

2   结果

慢性 HBV 感染者 A 血清 HBV DNA 在观察期间呈波动
变化 开始比较平缓 逐渐加强 变化幅度为 16 倍
(最大值 /最小值). 患者C血清HBV DNA也呈波动变化
开始变化较强 中间平缓 再加强 变化幅度为 76 倍
(最大值 / 最小值). 患者 B 血清 HBV DNA 经小幅度波动
后总体呈单调递减变化 25 d后趋于平稳 变化幅度为
3 490 倍 (最大值 / 最小值) (见图 1 2). 患者 A C 的血
清 HBV DNA 波动与 ALT 总胆红素的波动之间无显著
相关性 而患者 B 血清 HBV DNA 波动与 ALT 总胆红
素的波动显著相关见表 2.

表 2  3 例慢性 HBV 感染者血清 HBV DNA 与 ALT 总胆红素之间的

Pearson 相关系数

HBV     DNA

        患者 A 患者 B               患者 C

ALT   0.712 (P =0.073)      0.785 (P =0.012)   -0.121 (P =0.740)

总胆红素 -0.202 (P =0.663)      0.863 (P =0.003)     0.090 (P =0.804)

图 1  3 例慢性 HBV 感染者血清 HBV DNA 和 ALT.
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图 2  3 例慢性 HBV 感染者血清 HBV DNA 和总胆红素.

3   讨论

有关自然状态下慢性 HCV HBV 感染者体内病毒动力

学的研究极少 且采用斑点杂交 bDNA 等半定量 / 定

量方法 灵敏度低 稳定性 重复性不好. TaqMan 荧光

定量 PCR 方法[13]是病毒定量中一种特异性强 灵敏度

高 准确性好的方法 已开始推广. 本实验所有 HBV

DNA 定量均在同一批完成 更避免了定标 操作上的

误差 定量数据之间的可比性高.

        Chun et al 采用基于 PCR 的 HBV DNA 半定量方法

对未抗病毒治疗的 35 例慢性 HBV 感染者病毒载量进

行监测(每2 mo 1 次 持续8 mo) 结果表明 慢性HBV

感染者血清病毒载量存在大幅度波动 这种自发波动

取决于个体 与 ALT 前 C 变异 HBV 基因型 血清

病毒标志(eAg 状态)无关[14]. 我们的结果显示 不管是

间隔 1 d 1 wk 还是 1 mo 3 例不同临床表型慢性 HBV

感染者体内 HBV DNA 水平均存在自发波动. 同时 病

毒水平的波动表现出一定的模式特征: 患者 A C 体内

病毒水平无明显的单调递增或递减趋势 波动的幅度

小 限于 100 倍以内 与 ALT 水平变化无相关性 病

毒复制和肝功能处于一种相对稳定状态; 患者 B 体内

病毒水平呈单调递减 变化幅度大 为 3 490 倍 与

ALT 水平变化相关 显示出病毒受抑制 肝功能恢复

的过程. 限于采样原因 本实验观察到的病毒波动周期

尚不够多 以后的研究尚需进一步延长监测时间 并

观察更多的不同临床表型的病例数 以找到自然状态

下慢性 HBV 感染者体内病毒动力学不同的特征模式.

       实际上 宿主体内感染与免疫的群体动力学是高

度非线性的 多元的 精确的数学模型需要考虑很多

个变量且往往难以求解. 因此 群体动力学研究本身需

要新的简便有效的算法 根据体内病毒种群数量的变

化来分析感染与免疫非线性相互作用的特征模式. 若将

健康人体考虑为稳态 则免疫反应类似于一种针对病

原的负反馈控制. 人体能经受病原体的干扰而恢复到相

对稳定状态 表明存在高效的负反馈免疫自控机制. 抗

病毒药拉米夫定可使血清 HBV DNA 数量急剧下降 一

旦撤除 病毒数量迅速上升至原来的水平并维持平

衡 强烈表明机体的负反馈控制具有某种确定性 [15].

同时 HBV感染的病程及发病的严重程度在不同临床

类型 甚至不同患者之间又各不相同 表现出极强的

个性. PID(比例 积分 微分 partial integral and

differential)算法是自动化控制理论中研究反馈控制的一

种优秀的模式 其算法综合考虑变量的当前值 平均

值和变化率并给出反馈量 使系统获得长期稳定行为.

控制论中的 PID 算法已成功地应用于神经生物学 在

人工神经网络(artificial neural networks ANNs) 视觉

发生 听觉发生等研究中得到充分应用[16-17]. 因此 我

们考虑将 PID 模式用于分析持续性病毒感染中宿主反

馈控制的特征. 宿主对病毒控制的 PID 模式可用公式表

示如下:

Xi :病毒的当前量; Xi+1: 病毒下一时刻的量;            : 病毒在 Xi 附近的平

均值; Xi / t 病毒在 i 时刻的前置变化率 α1, α2, α3: PID 特征参数.

        在 PID 模式下 我们不用知道病毒与宿主相互作

用的太多细节 就可以抓住系统反馈控制的关键特征

这些特征可以刻划 HBV 感染的演化规律. 同时 PID 模

式具有极强的个性 不同的 HBV 感染临床表型可能具

有不同的 PID 特征. 通过特征参数可以预见病毒种群的

变化趋势. 新近研究表明HBV在体内的清除可能主要依

赖于非溶细胞性途径 肝细胞的损伤可能是非特异性

CD8
+T 细胞介导的[18]. 因此 宿主反应的模式是至关重

要的 错误的 不考虑病毒种群当前值 平均值和变化

率的模式(比如病毒数量已经下降了 宿主却继续损伤

肝细胞)会导致严重肝损伤. 宿主反应的PID模式可决定

HBV 是受到控制 持续感染还是暴发肝衰竭.

        以 HBV 种群数量为变量 可确立宿主反应的 PID

模式特征 从而得到体内 HBV 动力学参数 包括 HBV

负载水平 产生率 清除率 感染细胞更新率等. 成功

的 PID模式可同样适用于 HCV HIV等其他持续性病毒

感染疾病 对持续性病毒感染的体内生态演化作出评价

和预测 为临床防治提供理论依据和行之有效的措施.

Xi+1 = Xi + α 1 Xi +α2 m

Xi
i

j
∑

 + α 3⊿Xi /⊿t  (     j = I- m+1) 其中

m

Xi
i

j
∑
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Abstract
AIM: To develop a DNA microarray to detect hepatitis virus
B (HBV) DNA, hepatitis virus C (HCV) RNA, HBV YMDD
mutant and HCV genotype simultaneously. At the same
time, the chip was compared with other techniques to
evaluate its prospect in clinical application.

METHODS: A set of probes was designed to detect HBV
DNA, HCV RNA, HBV YMDD mutant and HCV genotype. The
probes were synthesized by DNA synthesizer. The
microarray was prepared by spotting the probes onto the
specially treated glass sliders. Serum samples were collected
from inpatients and outpatients at the Department of In-
fectious Diseases, the Third Affiliated Hospital of Zhongshan
University. Among the samples, 20 were comfirmed HBV
DNA positive by fluorescent quantitation PCR, 20 were HCV
RNA positive, 20 were comfirmed YMDD mutant by mismatched
PCR, 10 were HBV DNA and HCV RNA negative. HBV DNA
and HCV RNA were extracted from the serum, then amplified
by asymmetric PCR or RT-PCR in the presence of sense
fluorescein labeled primers. The products of HBV YMDD
and HCV NS-5 were purified and sequenced. Following

the hybridization of amplified products on the microarrays,
detection was carried out by the fluorescence scanner.
The detection results were obtained by analyzing the in-
tensity and ratio of the fluorescence signals using image
analysis software.

RESULTS: For the HBV DNA positive samples and HCV RNA
positive samples, an intensive signal was observed at the
point of corresponding probes on the microarrays. In detection
of YMDD mutant,  the coincident rate of the microarray
and the mismatched PCR was 75%, the coincident rate of
microarray and sequencing was 95%. In detection of HCV
genotype, the coincident rate of microarray and sequencing
was 75%.

CONCLUSION: The technology of microarray appears to
be versatile, with a great sensitivity and specifity in detection
of HBV and HCV. Furthermore, it can find co-infection of
different virus strains. But it has some false negative rate
and false positive rate in HCV genotyping.

Chen W, Li G, Ma HH, Tang ZH, Huang CH, Han XY. Development and
application of a mixed microarray in detection of genes of HBV and
HCV. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):866-870

摘要

目的: 制备一款肝炎病毒检测芯片 能同时实现对乙型肝

炎病毒(HBV) 丙型肝炎病毒(HCV) HBV YMDD 变异

株及HCV基因型的检测 并与其他检测方法进行比较 以

探讨基因芯片技术临床应用的可行性.

方法: 根据 HBV HCV 的序列设计出探针 采用点样法

制备芯片.收集HBV DNA阳性和HCV RNA阳性血清各20

份 YMDD变异株阳性血清20份 HBV DNA阴性和HCV

RNA阴性血清各10份 用基因诊断芯片检测 并与荧光定

量法 错配 PCR 及测序法比较.

结果: HBV DNA阳性标本和HCV RNA阳性标本用芯片检

测均为阳性; 芯片法检测HBV YMDD变异株和错配PCR法

的符合率为 75% 和测序法的符合率为 95%; 芯片法检测

HCV基因型和测序法的符合率为75%.

结论: 基因诊断芯片的敏感性和特异性较高 且能检测出

不同病毒株的共生状态 但在检测HCV基因型方面存在一

定的假阴性和假阳性.

陈伟, 李刚, 马会慧, 汤正好, 黄呈辉, 韩晓燕. 乙 丙型肝炎病毒基因联合

诊断芯片的研制及应用. 世界华人消化杂志  2004;12(4):866-870
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0   引言

基因芯片是指将许多特定的寡核苷酸片段或基因片段

作为探针 有规律地排列固定于支持物上 然后与待测

的标记样品的基因按碱基配对原理进行杂交 再通过

激光共聚焦荧光检测系统对芯片进行扫描 并配以计

算机系统对每一探针上的荧光信号作出分析比较 从

而迅速得出所要的信息[1]. 通过设计不同的探针阵列

使用特定的分析方法可使该技术具有多种不同的应用

价值 如基因表达谱分析 突变检测 单碱基多态性分

析 杂交测序(SBH) 药物筛选及病原体检测[2-14]等.

我们将基因芯片技术应用于常见传染病 - 病毒性肝炎

的诊断 并与其他检测方法比较 探讨基因芯片在临床

诊断方面的价值.

1   材料和方法

1.1 材料  血清标本来自中山大学附属第三医院传染病

科2002/2003年住院和门诊患者 其中HBV DNA阳性血

清 20 份 HCV RNA 阳性血清 20 份 YMDD变异株阳性

血清 20 份及 HBV DNA HCV RNA 阴性血清各 10 份.

1.2 方法  从 GeneBank 下载 HBV HCV 的相关序列资

料 设计出一套分别用于检测 HBV DNA HCV RNA

HBV YMDD 变异株及 HCV 基因型的探针. 采用点样法

将合成好的寡核苷酸探针用点样仪按一定的矩阵点在

表面经过醛基化处理的玻片上 同时点上用于系统监

控的阴性参照 阳性参照和空白对照(表 1). 设计引物

根据 HBV HCV 的基因组序列 设计 6 对引物. 有关

的 HCV 靶基因设计了内 外引物各一对以进行巢式

PCR. 其中引物 PBS P4 S2 和 YS 的 5 端用荧光素 Cy3

标记. 取血清 100 µL 加入 0.5 mL 无菌离心管中 98 

15 min 12 000 r/min 离心 5 min 取上清为模板;

将引物 PBA 稀释 10 倍 使 PBS 与 PBA 浓度之比为 10 1

进行不对称 PCR. 循环参数为 94  5 min 94  30 s

50  30 s 72  30 s 45 个循环 72  10 min; 将

引物 YA 稀释 10 倍 使 YS 与 YA 浓度之比为 10 1

进行不对称 PCR. 循环参数为 94  5 min 94  30 s

55  30 s 72  30 s 45 个循环 72  10 min;

HCV RNA 阳性血清 100 µL 加入 1 mL TRIZOL 溶液 充

分混合 室温放置 15 min 加入 0.2 mL 氯仿 振荡

摇匀 室温放置 10 min 4  12 000 rpm 离心 10 min

吸取上层水相置于另一无菌离心管中 加入等体积异

丙醇 室温沉淀 10 min 4  12 000 r/m 离心 10 min

弃上清 75% 乙醇洗两遍 沉淀的 RNA 于室温下自

然干燥 用 10 µL DEPC 水重悬沉淀 RNA 置于冰浴立

即用于合成cDNA; 采用逆转录试剂盒(MBI) 按说明书操

作; 第 1 次扩增用外引物 P1 P3(表 2)进行对称 PCR 循

环参数为 94  5 min 94  30 s 40  30 s 72 

30 s 35 个循环 72  10 min. 取第 1 次扩增产物 5 µL

稀释 10 倍后取 5 µL 作为模板 加入内引物 并将引

物 P2 稀释 10 倍 进行不对称 PCR 反应体系和循环参

数同第 1 次扩增; 第 1 次扩增用外引物 S1 A2(表 2)进

行对称 PCR 循环参数为 94  5 min 94  30 s

50  30 s 72  30 s 35 个循环 72  10 min. 取

第 1 次扩增产物 5 µL 稀释 10 倍后取 5 µL 作为模板

加入内引物 并将引物A1稀释10倍 进行不对称PCR

反应体系和循环参数同第 1 次扩增. 取四种 PCR 产物各

2 µL 与 24 µL 杂交液混匀 取 10 µL 杂交混合物加

于芯片反应区中 于 45 水浴中杂交 1 h. 杂交反应结

束后将芯片依次用洗液 A B C 各清洗 1 min 室温晾

干.扫描仪为GenePix4000B; 激光强度和PMT设置为650

和 33; 激发波长为 532 nm; 根据配套软件分析结果.HBV

P 区包含有 YMDD 区域的片段及 HCV NS-5 区片段的序

列测定和分析.取 PCR 产物 50 µL 电泳 切取目的条带

凝胶回收纯化 DNA 按 QIA quick Gel Extraction kit 试剂盒

说明书进行. PCR产物纯化后 采用双脱氧链终止法 在

ABI377全自动测序仪上进行双向测序 测序工作由上海

博亚公司和上海生工生物工程服务公司完成.

表 1  用于不同检测目的的探针序列

No   Sequence(5 -3 ) Length      Tm      GC%    Target

  1

  2

  3

  4

  5

  6

  7

  8

  9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

2   结果

2.1 基因芯片检测 HBV DNA 和 HCV RNA  用 HBV

DNA 荧光定量检测证实为 HBV DNA( )的血清标本 20

份和HCV  RNA荧光定量检测证实为HCV RNA( )的血

清标本 20 份 与芯片杂交后 在相应探针位置均出现

很强的杂交信号 阴性血清无杂交信号(表 3 4).

ATA  AAG  CCT  CTC  GGT  GA

CAC  CGG  CGA  TAA  CC

GCA  CCG  GCG  GTA  GC

GAT  GTA  GCA  GGT  GAG  AGT  G

GAG  AGT  GTT  ACC  GCA  GC

CAG  CGA  GTG  TAT  GGC  A

TGT  AAC  CGC  AGG  ATT  G

TGC  CCT  TTG  CTG  TTT

CGC  AGT  AAA  GCC  GC

GTC  TTT  GAG  ACC  CGC  G

GGG  CAG  TAA  TAA  CCT  T

GCG  TTG  GGT  GAG  TGA  C

CAG  TCC  TTG  ATG  TTG  GC

CGA  TAG  CCG  CAG  TTT  TG

CGA  TAG  CCG  CAG  TTC  TG

AGG  TGA  AGC  GAA  GTG  C

GTT  CCG  CAG  ACC  ACT  AT

AT  CAT   CCA  CAT  AAC  TGA

ACA  TCA  TCA   ATA  TAA  CT

CAT  CAT  CCA  TAT  AAC  TGA

17

14

14

19

17

16

16

15

14

16

16

16

17

17

17

16

17

17

17

18

47.4

46.2

46.8

   47

47.9

47.8

46.8

46.2

47.6

48.1

47.7

48.1

48.1

47.6

48.3

47.9

47.1

43.2

38.3

45.5

47

64

79

53

59

56

50

47

64

63.5

43.75

64

53

53

62.5

56

53

35

24

33

1 a

1 b

1 b

1 c

1 c

2 a

2 b

2 c

3 a

3 b

4 a

5 a

6 a

1 b

1 b

HBV

HCV

YVDD

YIDD

YMDD
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表 2  HBV, HCV 基因相关引物

Name Polarity Position  Sequence(5 -3 )

PBS      + 1 526 CGCACCTCTCTTTACGC

PBA      _ 1 795 ATTTATGCCTACAGCCTCC

P1      _    320 ATACTCGAGGTGCACGGTCTACGAGACC

P2      _    310 CACTCTCGAGCACCCTATCAGGCAGT

P3      +     33 CTGTGAGGA ACTACTGTCTT

P4      +     60 TTCACGCAGAAAGCGTCTAG

S1      + 8 199 GTSAAYRCCTGG AAA TCAAAGAA

S2      + 8 229 ATGGGSTTYKCRTATGACACC

A1      _ 8 557 CAGATAACGACAAGGTCGTCTC

A2      _ 8 624 GTACCT AGTCATAGCCTCCGTG

YS      +    673 AGT GCM ATTTGTTCAGTG

YA      _ 1 105 CCTTGTAAGTTGGCGA

Y =C, T; K =T G; R =A G; S =C G; M =A, C.

表 3  基因芯片和荧光定量检测 HBV DNA 的比较

    定量法
芯片法 合计

阳性 阴性

阳性   20     0    20

阴性     0   10    10

合计   20   10    30

表 4  基因芯片和荧光定量检测 HCV RNA 的比较

    定量法
芯片法 合计

阳性 阴性

阳性   20     0   20

阴性     0   10   10

合计   20   10   30

表 5  芯片法和测序法检测 HBV YMDD 变异株的结果比较

测序法
芯片法          合计

         YMDD   YVDD    YIDD     V+I    M+V+I    其他

YMDD 3 0 0 0 0 0 3

YVDD 0         10 0 0 0 0         10

YIDD 0 0 2 0 0 0 2

V+I 0 2 1 0 0 0 3

M+V+I 1 0 0 0 0 0 1

未检出 0 0 0 0 0 1 1

合计 4         12 3 0 0 1         20

2.2 基因芯片检测 HBV YMDD 变异株  用错配 PCR 法

检测为 YMDD 变异的血清标本 20 份 扩增产物回收纯

化后进行 DNA 序列测定 结果为 YMDD 野生株 4 例

YVDD 变异株 12 例 YIDD 变异株 3 例 还有 1 例的

蛋氨酸(M)三联体密码的第 3 个碱基由 G 变为 A. 芯片检

测结果为YMDD野生株3例 YVDD变异株10例 YIDD

变异株 2 例 YVDD+YIDD3 例 YMDD+YVDD+YVDD1

例 有 1 例未能检出(表 5).

2.3 基因芯片检测 HCV 基因型  HCV NS-5 区扩增产物

20 份回收纯化后进行 DNA 序列测定 4 份测序不成功.

16 份测序结果用 GeneBank 的 Blast 软件进行在线比对

并用 DNAStar 和 GeneBank 中的 HCV标准株序列进行同

源性分析 结果表明 16 份测序样品均为 HCV 1b 型; 芯

片检测结果为 HCV 1b 型 11 例 1c 型 2 例 1b 型

3b 型 1 例 有 2 例用芯片未能分型(表 6).

表 6  芯片法和测序法检测 HCV 基因型的结果比较

测序法
芯片法

           1 b    1 b 3 b   1 c     未检出    合计

     1 b            11 0 0 0          11

1 b 3 b 1 0 0 0 1

    1 c 2 0 0 0 2

未检出 2 0 0 0 2

  合计            16 0 0 0         16

3   讨论

在我国 病毒性肝炎的发病率很高[15-17] 其中以引起

慢性肝炎的乙型 丙型肝炎病毒对患者危害最大[18-24]

是发展为肝硬化 肝功能衰竭和原发性肝癌的主要危

险因素之一[25-27] 临床上很多情况下对 HBV HCV 的

基因都要进行检测. 此外 随着HBV治疗药物拉米夫定

的广泛使用 HBV 耐药现象的出现已成为临床应用的

一个棘手问题[28-32] 有效检测 HBV 耐药相关 DNA 突变

成为指导临床用药 提高治疗效率 降低患者负担的重

要手段. 目前 最常用的HBV耐药基因诊断方法是DNA

测序法. 该方法准确但成本较高 临床应用有一定局限

性; 另一缺点是对感染病毒中优势株的检测效果较好

但较难发现非优势株 不能检测多种病毒株并存的情

况. 由于 HCV RNA 变异大 除存在不同型外 还有很

多亚型 而 HCV 的基因型在分子流行病学 干扰素疗

效评估及疫苗研制等方面具有重要意义[33-38]. 目前国内

尚无普遍推广使用的 HCV 分型标准试剂盒 应用较多

的是 LiPA 方法[39] 此法成本较高 操作较复杂. 基因

芯片技术由于同时将大量探针固定于支持物上 所以

可以一次性对样品中大量序列进行检测和分析 基因

芯片在病毒性肝炎诊断上的价值在于 有可能对多种

病毒以及病毒的耐药性 变异型等情况 通过一张芯

片同时诊断出来.

        实验结果表明 芯片对 HBV DNA 和 HCV RNA 的

检出率达到100 这和本实验所用的标本有一定关系.

为了成功地获得目的片段 我们选择了荧光定量检测

报告病毒拷贝数较高的血清标本. 对于 HCV RNA 阳性

的血清标本 我们采用巢式 PCR 扩增.HBV DNA 阳性
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标本 20 例和 HCV RNA 阳性标本 20 例芯片检测皆为阳

性 扩增产物稀释 16 倍后 仍可检测到很强的荧光信

号 阴性血清芯片检测全部阴性. 说明HBV DNA HCV

RNA 检测探针设计合理 芯片质量控制较好 无假阳

性出现 芯片具有较好的敏感性和特异性. 基因芯片检

测 HBV YMDD 变异株与测序法比较 二者完全一致的

15 例(15/20) 部分一致的有 4 例(4/20) 两种方法的符

合率为 95 此外 有些测序报告为单一病毒株的样

品 和芯片杂交后 在不同的探针位置都有阳性荧光信

号 且信号强度有差别 考虑为不同病毒株共存 信号

强的探针所对应的病毒株即为优势株 实验中还发现

芯片检测 HBV YMDD 变异株时有 1 例未检出 假阴性

率为5 假阴性的出现是因为在探针对应的序列附近

有碱基发生突变 由此可见 基因芯片检测 H B V

YMDD变异株的敏感性和特异性均较高 还能检测出野

生株和变异株共存情况 这有利于判断病情变化和指

导临床用药. 用芯片检测HCV基因型时假阴性率和假阳

性率各为12.5 通过比较测序结果和探针序列 发现

假阴性的出现是由于2例标本的核酸序列与探针在相应

区域有1-2个碱基不同 而且这些有差异的碱基接近探

针的中心位置 致使杂交时不能结合; 假阳性的出现则

是因为有2例标本的核酸序列与探针序列很接近 碱基

差异位于探针 5 端 二者发生非特异性结合.

        基因芯片技术是在 PCR 的基础上用核酸杂交加以

确认 有较高的灵敏度和特异性 可以直接检测病原

体 尤其针对用常规检测方法灵敏度低 费时 难以判

断预后 或不能对具有治疗意义的亚群进行检测的病

原体 则更有价值.但在实际操作中 直接采用核酸杂

交进行检测 杂交信号难以检测 导致敏感性低 所以

在目前 样品扩增 如通过 PCR 来提高敏感性仍是必

不可少的措施 但亦导致实验步骤的复杂化和扩增环

节带来的假阳性和假阴性. 因此 从多个方面进行优化

包括标记方式的改进 提高杂交信号检测仪器的灵敏

度 杂交温度的控制等都是基因芯片能否用于临床检

测的关键[40-42].
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Abstract
AIM: To explore the possibility of differentiating functional
islet-like cells from marrow mesenchymal stem cells.

METHODS: Rat marrow mesenchymal stem cells (MSC)
were isolated from Wistar rats and cultured. Passaged
MSCs were induced to differentiate into islet-like cells under
following condition: LN group, pre-induced with L-DMEM
including 10 mmoL/LNicotinamide +1 mmoL/L βMercapto-
ethanol +20 mL/L fetal bovine serum for 24 h,then induced
with serum free H-DMEM solution including 10 mmoL/L
nicotinamide +1 mmoL/L βmercaptoethanol for 10 h. HN
group, pre-induced with L-DMEM including 20 mmoL/L
Nicotinamide +20 mL/L fetal bovine serum for 24 h, then
induced with serum free H-DMEM solution including 10
mmoL/L nicotinamide for 10 h. Differentiated cells were
observed under inverse microscope, insulin and nestin
expressed in differentiated cells were detected with
immunocytochemistry. Diabetes model was induced with
streptozotocin (STZ) injection, and 3 diabetes rats were
subcutaneously injected with 1×107 islet cells differentiated
from MSC respectively, and blood glucose level was tested
1 week after cell injection.

RESULTS: Islet –like clustered cells were observed under
both LN and HN groups, abundant insulin expression was
detected in islet-like cells, and nestin was detected in pre-
differentiated cells. Glucose level in STZ-diabetic rats could
be effectively controlled by islet cells differentiated from MSC.

CONCLUSION: Islet-like functional cells can be differentiated
from marrow mesenchymal stem cells, which may be a
new procedure for clinical treatment of diabetes.

Chen LB, Jiang XB, Yang L. Islet-like cells differentiated from rat mar-
row mesenchymal stem cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):
871-874

摘要

目的: 探讨体外自体骨髓基质干细胞(MSC)定向诱导分

化为胰岛样细胞的可能性 为进一步诱导分化胰岛细

胞治疗糖尿病奠定实验和理论基础.

方法: 对 Wistar 大鼠骨髓基质干细胞(MSC)进行体外培

养 通过不同的条件诱导 MSC 向胰岛样细胞分化: LN

组 10 mmoL/L 尼克酰胺 1 mmoL/L β- 巯基乙醇的

L-DMEM(含 20 mL/L FBS)预先诱导 24 h 10 mmoL/L

尼克酰胺 1mmol/L β-巯基乙醇的无血清H-DMEM诱

导 10 h. HN 组 含 20 mmoL/L 尼克酰胺的 L-DMEM

(20 mL/L FBS)预先诱导 24 h 20 mmoL/L 尼克酰胺的

无血清H-DMEM诱导10 h. 诱导细胞形态通过倒置显微

镜观察 并通过免疫细胞化学检测分化细胞表达Insulin

和 Nestin. 向 3 只 Streptozotocin(STZ)诱导糖尿病大鼠皮

下种植 MSC 分化胰岛细胞 1×107 1 wk 后观察大鼠血

糖水平变化.

结果: LN HN 组细胞均可见部分骨髓基质干细胞分

化 增生 形成胰岛样细胞团 部分细胞向神经元样细

胞分化 对照组细胞未见明显分化. 免疫细胞化学显示

Insulin 在诱导细胞呈显著表达 Nestin 在分化前细胞

显著表达. 皮下种植 MSC 分化胰岛细胞可有效降低 STZ

糖尿病大鼠的血糖水平.

结论: 体外诱导骨髓基质干细胞定向分化为胰岛样细胞

存在可行性 本实验将可能为临床糖尿病干细胞治疗

提供新的途径.

陈立波, 姜小兵, 杨炼. 大鼠骨髓基质干细胞分化为胰岛样细胞. 世界华人消

化杂志  2004;12(4):871-874
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0   引言

骨髓基质干细胞(marrow mesenchymal stem cell MSC)

存在定向分化潜能 已有报道 MSC 可以分化为脂肪细

胞 软骨细胞 肌细胞等中胚层细胞和神经细胞等外
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胚层细胞以及肝细胞等内胚层细胞 [1-2]. 但对 MSC 是否

可以在体外直接诱导分化为胰岛细胞国内外文献都未

见报道. 我们发现 在体外培养大鼠 MSC 通过不同

条件培养基对 MSC 进行定向诱导分化 可以稳定诱导

部分 MSC 形成功能性胰岛样细胞团 在体实验初步证

明 MSC 分化胰岛细胞可有效降低 STZ 糖尿病大鼠的血

糖水平. 现将结果报告如下.

1   材料和方法

1.1 材料  Wistar 大鼠购自同济医学院实验动物中心. L-

DMEM H-DMEM 胎牛血清(fetal bovine serum

FBS)等购自 GIBCO 公司 β- 巯基乙醇 尼克酰胺

B27购自Sigma公司; Nestin Insulin mAB购自Santa Cruz

公司.

1.2 方法  无菌条件下取 4-8 wk Wistar 大鼠胫骨和股骨

用含 20 mL/L FBS 的 L-DMEM 冲出骨髓 充分吹打成单

细胞悬液 200 目筛网过滤 调整细胞密度 按 1

109/L 密度接种 37 502 mL/L CO2 的细胞培养箱

培养 48 h 后更换培养液 弃去未贴壁细胞 此后每 3-

4 d 换液 1 次. 约 10 d 待 MSC 接近长满瓶底时以 252 mL/L

胰蛋白酶消化 吹打成单细胞悬液 1 000 r/min 离心

10 min 弃上清 用含 20 mL/L FBS 的 L-DMEM 悬

浮沉淀 按 1 3 比例传代. 取传至 2-3 代的 MSC 细胞

按 5 108/L密度接种于置有盖玻片的 24 孔板内制备细

胞爬片 待细胞长至 70-80% 融合时 按下列几种方法

诱导 MSC 分化: LN 组 10 mmol/L 尼克酰胺 1 mmoL/L

β- 巯基乙醇的 L-DMEM(含 20 mL/L FBS)预先诱导 24 h

更换培养液 PBS 洗涤 3 次 再加入含 10 mmol/L 尼

克酰胺 1 mmoL/L β- 巯基乙醇的无血清 H-DMEM 诱

导 10 h. HN 组 含 20 mmoL/L 尼克酰胺的 L-DMEM

(20 mL/L FBS)预先诱导 24 h 更换培养液 PBS 洗涤

3 次 再加入含20 mmoL/L尼克酰胺的无血清H-DMEM

诱导 10 h. 同时设立以下对照组: (1)不加任何诱导剂

(2)10 mmoL/L 尼克酰胺 (3)加 1 mmoL/L β- 巯基乙醇.

不同时期诱导细胞在倒置显微镜下观察形态变化 免

疫细胞化学检测细胞表达 insulin 和 Nestin 的表达水平.

1.3 分化细胞在体控制血糖效应的初步观察  取200 g左

右健康大鼠经尾静脉注射 STZ 50 mg/kg 制备糖尿病模

型.1 wk 后以 8 只血糖水平高于 24 mmoL/L 大鼠为实验

对象 3 只大鼠各皮下注射诱导分化细胞 1×107 3 只

大鼠各皮下注射未诱导分化细胞 1×107 2 只大鼠为接

受皮下注射为空白对照. 注射细胞1 wk后测定各只大鼠

血糖水平.

2   结果

2.1 MSC 的分离培养分化  将骨髓细胞悬液接种在培养

瓶里 48 h 内可见大量贴壁细胞 此时换液除去未贴

壁细胞 3-4 d 后可见数个细胞克隆 细胞为纺锤

形 成网状或栏栅状排列 形态均一. 10-15 d 后 MSC

接近融合 传 2-3 代后 MSC 纯度达 99% 以上. 通过 LN

HN 诱导骨髓基质干细胞分化 30 min-2 h 光镜下可见

部分细胞转分化为胰岛样细胞(图 1) 倒置显微镜下细

胞呈圆形团状排列 细胞内含有丰富的内分泌颗粒 和

ESC 定向分化形成的胰岛样细胞相似. 并可见部分细胞

分化为神经元样细胞. 而不同对照条件下培养的MSC细

胞仍呈梭形 无上述胰岛样细胞形成.

图 1  MSC 诱导分化为胰岛样细胞( 40).

2.2 检测 Insulin Nestin 等的表达  在诱导分化为胰岛

样细胞的胞质中可以见到大量的insulin阳性表达产物

而在未分化的梭形细胞未见到insulin表达(图2). 我们同

时发现 nestin 在分化前梭形细胞呈阳性表达 尤其在

向神经元样分化细胞中表达明显(图 3).

图 2  Insulin 在诱导分化细胞表达( 10).

图 3  Nestin 在分化为胰岛样细胞前的 MSC 表达( 40).
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2.3 皮下种植MSC分化胰岛细胞对糖尿病大鼠血糖水平

控制的初步观察见表 1.

表 1  MSC 分化胰岛细胞在体控制糖尿病大鼠血糖水平

不同注射组 注射前                        注射 1 wk 后

血糖水平( mmoL/L)              血糖水平(mmoL/L)

 分化细胞 1 >33.3    25.4

分化细胞 2 >33.3    21.4

分化细胞 3   25.3    19.7

未分化细胞 1 >33.3  >33.3

未分化细胞 2   28.9    29.7

阴性对照鼠 >33.3  >33.3

        由于实验组动物数量较少且实验持续时间较短 我

们未进行统计学处理. 尽管缺乏统计学依据 但从表 1

可以推测 和 MSC 相比 诱导分化形成的胰岛样细胞

可有效降低糖尿病大鼠血糖水平.

3   讨论

糖尿病是世界范围的常见病 胰岛细胞移植是最有价

值的治疗方法之一 但供体来源缺乏 胰岛细胞体外以

及移植活力难以维持和移植排斥等阻碍了胰岛细胞移

植的应用[3-7]. 胰腺导管上皮内干细胞[8-14] 胚胎干细胞

(ESC)[15-20]和其他多种来源的干细胞[21-22]可分化为功能性

胰岛细胞 但存在供体细胞来源不足或移植排斥等缺

陷. 近来发现骨髓基质干细胞(MSC)可以诱导分化为脂肪

细胞 成骨细胞 肌细胞 内皮细胞 神经细胞 肝细

胞等多胚层细胞[1-2, 23-26]. 诱导MSC分化为功能性细胞理

论上可以解决器官移植的主要障碍: (1)自体MSC定向分

化后移植(Auto-graft)可以避免移植排斥; (2)骨髓干细胞

来源丰富且具有巨大的增生效能[27] 可能解决供体来

源不足问题 为临床提供足够的功能细胞或组织.

骨髓基质干细胞不仅可分化为中胚层细胞如脂肪细

胞 也可以分化为肝细胞等内胚层细胞; 肝细胞和胰岛

细胞来源于同一祖细胞[21] 肝细胞中的干细胞可以转

分化为胰岛细胞[22] 都表明诱导骨髓干细胞分化为胰

岛细胞理论上存在可行性. 在体实验也证明分化骨髓细

胞可以在受体糖尿病动物胰岛中分化为胰岛样细胞

并有效调控血糖水平[28]. 因而 通过分离患者自体骨髓

干细胞并诱导分化 将可能提供足够的功能性胰岛细

胞 而不会发生移植排斥 具有重要的科研价值和临床

应用前景. 但在体外直接诱导MSC分化为功能性胰岛样

细胞尚未见报道. 我们通过分离培养大鼠 MSC 并采取

适当条件成功诱导 MSC 向胰岛样细胞分化.

        我们通过不同条件诱导 MSC 体外定向分化 首次

发现MSC可以分化为胰岛样细胞团. 形态学和初步的功

能鉴定结果可确定所诱导细胞为胰岛样细胞: (1)ESC诱

导的胰岛样细胞在形态上和本组结果相似[16]; (2)MSC可

向中胚层分化 本组诱导细胞形态上属于内胚层细

胞 说明MSC已被成功诱导跨胚层分化 内胚层细胞在

适宜条件下可向肝细胞 胰岛细胞进一步分化 而尼克

酰胺是较特异的胰岛细胞分化剂 因而本组细胞为胰岛

样细胞; (3)本组中部分细胞向神经元样细胞分化 细胞分

化过程中胰岛样细胞可能来源于神经元样细胞[ 8-9, 12, 16]

进一步支持本组细胞属于胰岛样细胞. 免疫组织化学显

示 insulin 在诱导分化细胞呈特异性表达 从蛋白水平

证实本组诱导细胞为功能性胰岛样细胞. 有报道 Nestin

阳性细胞是 ESC 等干细胞向胰岛样细胞分化过程中胰

岛样细胞的前体细胞[12, 16]. 为进一步确定MSC诱导分化

为胰岛样细胞的可能性 我们对胰岛细胞 Nestin 的表

达进行检测 发现 Nestin 在胰岛样细胞分化前的细胞

呈特异表达 尤其在部分向神经元样细胞分化的细胞

中显著表达 进一步证明 MSC 向胰岛样细胞诱导的可

行性. 有报道干细胞可通过细胞融合或黏附相应蛋白质

而获得其他细胞表型[29-31] 本组中分化细胞性质还需

要RT-PCR检察insulin基因转录 测定细胞分泌insulin

等的进一步验证. 尽管缺乏统计学资料 我们的在体实

验初步表明 MSC 分化胰岛细胞可有效降低糖尿病大鼠

的血糖水平.

         本文首次报道体外骨髓基质干细胞(MSC)可以诱导

分化为胰岛样细胞. 尽管需要对分化细胞进行进一步的

功能学鉴定 MSC 分化细胞的免疫学特性 以及明确

分化细胞对糖尿病的治疗效应 我们的形态学和初步

功能表明这些细胞为功能性胰岛样细胞. 本研究结果为

通过 MSC 诱导胰岛样细胞 以及通过大规模制备分化

的功能胰岛细胞治疗糖尿病提供了新的途径.
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Abstract
AIM: To examine whether obstructive jaundice influences
the production of nitric oxide and alters hepatic functions
including energy metabolism.

METHODS: Hepatocytes were isolated by perfusing the
liver with collagenase and cultured from a rat model of
obstructive jaundice or sham-control. Rat cultured hepa-
tocytes were incubated with cytokines including IL-1β. The
production of nitric oxide was measured with Griess reagent
method and Western blot analysis. Adenine nucleotides
(ATP, ADP and AMP) were measured by a high performance
liqiud chromatography. Ketone bodies in the medium were
measured enzymatically.

RESULTS: Obstructive jaundice increased the production
of nitric oxide by IL-1β time-and dose- dependently. West-
ern blot analysis revealed that protein levels of iNOS were
unchanged between two groups. IL-1β decreased the ATP
content and KBR in obstructive jaundice but not that in
sham-control. Addition of L-NMMA blocked the decreases
of ATP content and KBR as well as nitric oxide production.

CONCLUSION: Enhancement of nitric oxide production
following obstructive jaundice is associated with the alteration
of hepatic energy metabolism through mitochondrial
dysfuntion, resulting in liver failure. Regulation of nitric
oxide may be a useful therapy for preventing liver damage
in obstructive jaundice.

Tu W, Zhi YH, Guo RX. Effect of nitric oxide on hepatic dysfuction in rat
obstructive jaundice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):875-879

摘要

目的: 探讨一氧化氮(NO)在梗阻性黄疸合并肝功能障碍中的

作用.

方法: 将56只Wistar大鼠随机分成假手术对照组和胆总管

结扎组(实验组). 应用胶原酶灌注法分离肝细胞并进行培养;

用白介素-1β(IL-1β)等细胞因子处理培养的肝细胞 应用

Griess法和Western印迹分析法检测两组NO及诱导型一氧

化氮合酶(iNOS)的产生; 应用高效液相色谱法(HPLC)检测两

组肝细胞5 三磷酸腺苷(ATP)的合成; 应用酶法检测两组肝

细胞酮体含量并计算酮体比率(乙酰乙酸盐/β-羟基丁酸盐)

(KBR).

结果: 实验组NO产生量明显高于对照组(207.99 µmoL/L vs

78.57 µmoL/L P <0.01); NO 的产生与 IL-1β 作用时间和

作用剂量有关; 实验组和对照组的iNOS产生量在蛋白水平

没有差异; IL-1β 降低了实验组培养肝细胞的 ATP 含量

(15.94 nmoL/106 cells vs 20.21 nmoL/106cells P <0.05)

对照组改变不明显; IL-1β 降低了两组的 KBR 实验组降

低程度大于对照组; 一氧化氮合酶(NOS)抑制剂NG-甲基-

- 精氨酸(L-NMMA)抑制了 NO 的产生 使降低的肝细

胞 ATP 含量 KBR 得以恢复.

结论: 梗阻性黄疸能够促进肝细胞产生NO 导致肝功能障

碍. L-NMMA可以缓解由于大量NO导致的ATP合成障碍

及KBR下降. 对NO产生的调节可能会成为预防及治疗梗

阻性黄疸继发肝功能损害的有效方法.

涂巍, 智迎辉, 郭仁宣. 一氧化氮在大鼠梗阻性黄疸继发肝功能损伤中的作用.
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0   引言

梗阻性黄疸患者术后经常并发肝功能衰竭 严重者导

致死亡. 梗阻性黄疸可以导致机体复杂而严重的病理生

理改变[1-3] 但目前其机制尚不清楚. 一氧化氮(NO)对机

体生理活动的影响作用主要依靠刺激因子的种类和反应

条件[4-8] . 某些细胞因子如IL-1β等能够诱导肝细胞iNOS基

因的表达 促进肝细胞产生NO 抑制ATP 合成 降低酮

体比率(KBR) 从而造成细胞线粒体功能的异常[9-11]. 因

此 可以推测NO与梗阻性黄疸并发的肝功能衰竭之间

存在着密切关系. 目前 国内外关于此方面的研究较少

并且存在着争议. 我们检测梗阻性黄疸大鼠肝细胞 NO
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的产生并探讨其在肝功能障碍中的作用如下:

1   材料和方法

1.1 材料  56 只 Wistar 大鼠(6-8 周龄 250-300 g)

由中国医科大学实验动物管理中心提供. 人重组 IL-1β
由大塚制药公司提供 每毫克 IL-1β 蛋白含有 2×107u

的活性成分. 兔抗鼠 iNOS 多克隆抗体购自美国 Santa

Cruz 公司. Williams E 培养基购自美国 GIBCO 公司.

ECL 显色剂购自 Amersham Pharmacia 公司. 测定酮体含

量的酶反应试剂盒购自美国 Phoenix Pharmaceuticals 公

司. 其他试剂购自美国 Sigma 公司.

1.2 方法  动物模型制作根据中国医科大学实验动物管

理中心的饲养方法喂养所有大鼠. 实验动物随机分成 2

组: 假手术对照组 28 只; 胆总管结扎组(实验组)28 只. 在

乙醚全身麻醉下 对实验组大鼠进行胆总管结扎术: 取

上腹部正中切口入腹 游离胆总管后用 4-0 丝线双重

结扎 结间横断胆总管 关腹. 对照组仅在胰腺上方游

离胆总管 不结扎即关腹[12].  分别于术后 1 3 5

7 d 对实验组(OJ)和对照组(Sham)大鼠取血样. 血样在室

温下存放 30 min 后进行血清生化分析 即测定两组大

鼠血清总胆红素水平和转氨酶水平. 应用胶原酶灌注

法 分别于术后 1 3 5 7 d 从 OJ 组和 Sham 组大

鼠肝脏中分离肝细胞 [13]. 应用 trypan blue 法计算选取具

有 80 以上活性的肝细胞进行培养. 将每毫升含有 5-

6×105 个有活性细胞的培养液播种于塑料培养皿(2 mL

培养液 / 培养皿 美国 Falcon Plastic 公司)中. 将培养皿

放入 37 50 mL/L CO2 的温箱内进行单层培养. 培

养基为 Williams E 培养基(含有 11mM 的葡萄糖) 其

中加入 100 mL/L 新生小牛血清 HEPES (5 mM) 青霉

素(100 ku/L) 链霉素(0.1 g/L) 地塞米松(10-8 moL/L)和胰

岛素(10-8 mol/L). 培养4-5 h后用含有新鲜血清而不含激

素的培养基(1.5 mL/ 皿)取代原培养基 培养过夜后以备

后续实验. 参考 Horiuti 法通过计算细胞核的数量推算细

胞数量[14]. 细胞核与细胞比例为1.39 0.03 (mean±SD). 应

用显微镜确定培养肝细胞的纯化率大于98%[15]. NO产生

量的测定 参照以往文献报道 应用 Griess  reagent 法通

过测定培养上清液中亚硝酸盐含量来估算NO产生量[16].

移去原培养基 用新鲜的 illiams E 培养液漂洗肝

细胞两遍. 分别用含有和不含有 IL-1β (IL-1β 1 nm;

347 ku/L)的 1 mL 培养液继续培养术后 7 d 分离的肝细

胞 12 h 测定亚硝酸盐含量前 15 min 向培养液中加入

NG- 甲基 - - 精氨酸(L-NMMA 330 µmol/L)或 L- 精

氨酸(10 mmoL/L). 分别测定两组术后不同时间分离肝细

胞培养上清液中的亚硝酸盐含量. 在未加入 IL-1β 时及

加入后 0 h h h 和 12 h 分别测定两组术后 7 d

分离的肝细胞培养上清液内的亚硝酸盐含量. 亚硝酸钠

作为标准对照. Western 印迹分析 将 OJ 组术后 d 分离

肝细胞的培养皿置于冰面 用冷磷酸盐缓冲液漂洗细

胞两遍 将细胞放入含有 50 mL/L 甘油 20 g/L SDS

和 20 g/L 2- 巯基乙醇的 125 mM Tris-Hcl 缓冲液中

(PH =6.8) 在 100 下煮沸 3 min 以 16 500 g 离心

5 min. 抽取上清液 行 SDS- 聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-

PAGE) 将电泳印记固定于聚乙烯二氟膜上. 以兔抗鼠

iNOS 多克隆抗体作为一抗进行免疫结合 应用 ECL 系

统显色. 细胞内ATP含量的测定 参照以往报道所描述的

方法[17] 应用高效液相色谱法测定两组肝细胞核苷酸

(ATP ADP 和 AMP)含量. 在 4 下 迅速移去培养液

用 1 mL 盐溶液漂洗细胞两遍 与 70 g/L 高氯酸混合

以橡胶棒搅匀. 用 2 moL/L 磷酸钾试剂调整细胞裂解液

PH 值至 6.0-6.5 以 10 000 g 离心 10 min. 滤过上清液并

在 -80 下保存 以备测定. 应用容积为 40 mL 以

0.1 mmoL/L 磷酸二氢胺盐(PH6.0)为缓冲剂 流动率为

1 mL/min 的反向洗脱柱(ODS-M4 mm×50 mm 柱温 50 

灌注体积 40 µL)分别在 2.19 min 2.48 min 和 4.05 min

分离出 ATP ADP 和 AMP. 以 254 nm 的光谱测定核苷

酸含量. 酮体率的测定 应用酶反应试剂盒测定两组培养

肝细胞的酮体含量. 酮体率(KBR)可通过计算乙酰乙酸盐

与 β- 羟基丁酸盐含量的比值而获得.

        统计学处理  所有数据采用 mean±SD 表示 统计学

处理采用 SPSS 软件和 Microsoft excel 软件在微机上进

行 两组间差异比较采用 检验 以 P <0.05 为差异

显著 P <0.01 为差异非常显著.

2   结果

胆总管结扎后1 d (实验1 d) OJ组大鼠血清胆红素 AST

和 ALT 水平没有发生显著变化 大于或等于 3 d 出现显

著升高并在 5 d 和 7 d 达到最高值.整个实验中 Sham 组

胆红素和转氨酶水平没有发生明显变化(表 1 2). 在实

验 1 d 3 d 5 d 和 7 d 分离两组大鼠肝细胞并进行培

养. 加入 IL-1β 后 Sham 组有 NO 产生 但其水平没

有变化. OJ 组 NO1-5 d 逐渐增加 7 d 时其水平大约是

Sham 组的 3 倍以上. 大于或等于 9 d 未见 NO 产生 考

虑可能是肝细胞活性降低的缘故(表3). 培养肝细胞中添

加 IL-1β 后 4 h 开始 NO 逐渐产生. 于 12 h 实验(OJ)

组NO产生量明显高于对照(Sham)组 (P <0.01). 当向两组

培养肝细胞中加入 NO 产生促进剂 L- 精氨酸(L-Arg)

两组 NO 产生量增加 加入 NOS 抑制剂 L-NMMA 后 NO

水平显著降低(表4). 两组NO水平的差异随着IL-1β应用

浓度的增加而增大 最大可达1-10 nmoL/L 但于10-9 浓

度时达到峰值 继续增加IL-1β浓度并不能使NO产生得

到增加. 两组 ED50 相似 大约为 0.2 nmol/L. 这表明梗阻

性黄疸提高了肝细胞 iNOS 对 IL-1β 的反应性(表 5).

Western 电泳分析显示两组间 iNOS 蛋白(130 ku)产生量

并没有显著差异( 图 1 ) 无论是否向两组中加入 L -

NMMA 或 L- 精氨酸 iNOS 蛋白所对应的电泳条带均

未发生变化 这说明OJ组高水平NO的产生可能是NOS

蛋白受到翻译后修饰作用的结果.

         NO对正常或受损肝细胞能量代谢的调节起着重要
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的作用. 我们对两组培养肝细胞 ATP 含量进行了比较

(表 6). 未加入 IL-1β 时 两组培养肝细胞的 ATP 含量

相似. 加入 IL-1β 后 OJ 组 ATP 含量下降 Sham 组

没有发生显著变化 二者差异显著. L-NMMA的加入使

OJ 组下降的 ATP 含量有所上升. L- 精氨酸的加入使

Sham 组的 ATP 含量有所下降 但他并没有使两组的

ATP 含量产生显著差异. KBR 与线粒体 NAD+/NADH 的

比例成正相关(氧化还原状态下) 因此他能够反映肝

细胞的线粒体功能. IL-1β 显著降低了 OJ 组的 KBR

Sham组的降低程度不明显 二者差异显著. L-NMMA的

加入使 OJ 组下降的 ATP 含量有所上升 而 L- 精氨酸

的加入对 KBR 的影响作用不显著(表 7).

图 1  梗阻性黄疸对肝细胞 iNOS 蛋白表达的影响.

表 1  血清胆红素的产生与术后时间的关系

胆红素 mg/L          Day 1               Day 3              Day 5             Day 7

Sham                   0.2±0.0             0.2±0.0            0.2±0.1           0.2±0.0

OJ                       0.3±0.0               0.9±0.2a                   6. 9±0.8 a              6. 7±0.5a

aP <0.01 vs Sham.

表 2  血清转氨酶的变化与术后时间的关系

转氨酶(IU/L)         Day 1               Day 3               Day 5             Day 7

GPT (OJ)             12.5±0.9             52±1.2a            60±1.4a           61±0.8a

GOT (OJ)                20±1.8           172 ±2.1b          210±2.5b         227±1.7b

GPT (Sham)            10±0.2             11±0.3             12±0.3            13±0.5

GOT (Sham)           12±0.5             13±1.0             14±0.6            16±0.2

aP <0.05, bP <0.01 vs Sham.

表 3  NO 的产生与术后时间的关系

NO nmol/L             Day 1             Day 3               Day 5              Day 7

Sham                 82.94±4.2        80.06±5.2         89.35±4.8        78.57±3.2

OJ                   110.92±9.2       119.80±9.8       123.19±10.2     210.00±15.1b

bP <0.01 vs Sham.

表 4  NO 的产生与 IL-1β 作用时间的关系

                                      0 h                                         4 h                                           8 h                                          12 h
NO

   Sham      OJ     Sham      OJ    Sham      OJ     Sham   OJ

IL-1β (−)        0        0   2.82±1.7 5.41±2.6 2.91±0.3 6.45±1.8  6.16±1.9           13.61±0.7

IL-1β (+) 1.29±0.3 6.12±1.8 11.48±2.4        38.45±1.5          68.15±7.2          92.41±4.2b            78.57±10.6        207.99±3.9b

L-NMMA  9.17±2.7           19.95±1.4

L-Arg                         120.25±3.5         300.58±5.9b

bP <0.01 vs Sham.

表 5  NO 的产生与 IL-1β 浓度的关系

NO (nmol/L)   10-15               10-14               10-13                10-12                  10-11                  10-10                    10-9                     10-8

OJ 0.5±0.0 0.8±0.0 1.0±0.0 1.2±0.1 30.0±1.9 92.4±7.8 b 207.9±3.9b   206.5±9.6b

Sham 0.4±0.0 0.7±0.0 0.9±0.0 0.8±0.0  0.9±0.0 25.6±0.9   78.6±10.6     68.3±7.6

bP <0.01 vs Sham.

表 6  NO 对肝细胞 ATP 产生的影响

    0 t /h       4 t /h                                     8 t/h                                     12 t /h
ATP(nmol/L)
                        IL-1β(-)               IL-1β(+)            IL-1β(-)               IL-1β(+)               IL-1β(-)            IL-1β(+)              IL-1β(-)              IL-1β(+)

Sham                 27.9±1.1              27.9±1.1              26.8±0.5               26.2±0.2               23.8±0.6              23.6±0.6              23.3±0.7               21.2±0.3

OJ                     28.1±0.4              28.1±0.4              26.1±0.4                24.6±0.8              23.2±0.2              22.7±0.3              20.8±0.8               15.9±1.1a

aP <0.05 vs Sham.
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3   讨论

NO 代谢异常会导致许多疾病的发生[18-20]. 决定 NO 是保

护性还是损伤性的最重要因素在于 NO 的定位 产生

NO 的数量以及与 NO 相同位置中正在产生的超氧化阴

离子的相对数量[21-24]. 梗阻性黄疸后期 机体产生的

NO 大量积聚 其血管舒张作用和毒性作用增强 血

管过度扩张不仅不能改善肝微循环 反而加剧门体静

脉分流 减少肝脏对抗原物质的接触和摄取 结果导致

肝脏损伤加重乃至肝硬化[25]. 张崴 et al [26]也曾报道肝硬

化晚期血清中 NO 的产生增加 并且与肝硬化腹水病

程密切相关. 陈刚et al [27]报道在腹腔感染及其并发症的

发生发展过程中 可观察到 iNOS 的表达和大量 NO 的

产生. 本结果显示 与 Sham 组相比 炎症递质 IL-1β
显著增加了胆总管结扎后 1 d OJ 组 NO 的产生. 血清胆

红素和转氨酶(AST ALT)水平并无变化 而 3 d 显著

升高 5-7 d AST ALT 达最高值 7 d NO 产生量大

约是对照组的3倍以上. IL-1β 对两组NO产生的影响效

应与其作用的时间及作用剂量有关. Western印迹分析分

析表明 iNOS 的活化导致了 OJ 组 NO 产生量的增加 而

NOS 的含量并没有增加. 王玉梅 et al [23]也曾报道在 FS-

112 诱导的肝衰竭模型中 肝组织 iNOS 的变化与血清

ALT TB 水平的变化相平行 提示 NO 的变化与肝损

伤的程度相一致. 另据报道 酪氨酸磷酸化作用可能参

与 iNOS 翻译后的修饰过程 L- 精氨酸(阳离子氨基酸)

能够促进 NO 的产生[28]. 以上报道与本研究的结果相

似 此外 酶的磷酸化作用似乎能够激活 iNOS.

        本结果显示 实验 7d NOS 抑制剂 L-NMMA 的加

入可以抑制肝细胞 NO的产生 使降低的肝细胞ATP含

量 KBR 得以恢复. L- 精氨酸的加入使两组 NO 的产

生量增加 50-60 . 加入IL-1β 后 OJ 组培养肝细胞ATP

含量和KBR下降显著. KBR反映线粒体NAD+/NADH的比

例关系(氧化还原状态下) 并且与线粒体呼吸链磷酸化

作用密切相关 低水平 KBR 与线粒体功能障碍有关[29].

L-NMMA 可以抑制 OJ 组 ATP 含量和 KBR 的降低 同

时也可以使 Sham 组的 KBR 得以恢复 而 L- 精氨酸的

加入对两组ATP含量和KBR都未产生显著影响. 这些结

果表明 NO 产生量的增加能够使肝细胞线粒体的功能

发生障碍 从而抑制ATP的合成. 另据报道 NO在线粒

体水平可以抑制 Krebs 环化酶的活性和呼吸链作用

NOS 抑制剂能够抑制细胞因子和内毒素介导的 NO 产生

并且对肝硬化导致的循环超负荷具有治疗作用[30-31]

表 7  NO 的产生对肝细胞 KBR 的影响

                  4 t /h                                8 t /h                                               12 t /h                  12 t /h
KBR

IL-1β (-)         IL-1β (+)            IL-1β (-) IL-1β (+)          IL-1β (-)             IL-1β (+) L-NMMA              L-Arg

Sham           4.3 1.7              2.8 0.1              3.7 0.5              1.8 0.1              2.3 0.7              0.6 0.0              1.5 0.1              0.7 0.0

OJ              4.0 1.2              2.4 0.1              3.4 0.3  0.5 0.0b         1.7 0.2              0.2 0.0a 1.4 0.1           0.3 0.0

aP <0.05, bP <0.01 vs Sham.

这些观点也支持了本实验的结论.

        研究表明 NO 的大量产生尤其是血管内皮源性 NO

的产生与血管 心脏的活动及肾脏功能的改变密切相

关[32-33]. 梗阻性黄疸的预后同有效循环血量改变密切相

关[34]. 然而 目前关于梗阻性黄疸时 NO 产生与肝功能

障碍之间关系的研究很少. 我们发现 梗阻性黄疸时

NO 的大量产生可以促进肝细胞线粒体功能发生障碍

IL-1β 诱导产生的 NO 对于梗阻性黄疸时肝功能的进一

步恶化具有重要的促进作用. L-NMMA可以缓解由于大

量 NO 导致的 ATP 合成障碍及 KBR 下降. 因此 对 NO

产生的调节可能会成为预防及治疗梗阻性黄疸继发肝

功能损害的有效方法.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of melatonin (Mel) on liver
ischemia reperfusion (I/R) injury in rats.

METHODS: 150 male Wistar rats (190-210 g, 6-7weeks
age) were divided into three groups at random: Mel exposure
group, alcohol solvent control group and saline control
group. The left branches of portal vein, hepatic artery,
hepatic duct were blocked up for 60 min and then opened
to establish liver I/R I models in rats. In each group,
samples were collected in 0.5, 1, 6, 12, and 24 h after
reperfusion respectively. 20 mg/kg of Mel was injected
peritoneally in rats 30 min before experimentation in Mel
exposure group. The duplicate concentration of alcohol
and the same volume of saline were injected in control
group as a substitution. Serum alanine aminotransferase
(ALT) by auto biochemical analyzer, and superoxide
dismutase (SOD) and terminal productions of lipid
peroxidationin (MDA) in liver tissue were measured. Patho-
logical changes in liver and immunohistochemical straining
of ICAM-1 were determined with optical microscope.

RESULTS: The level of ALT measured in various time after
reperfusion in Mel group was totally significantly lower than

that in alcohol and saline control groups (P <0.05). The
level of MDA measured in 6 h, 12 h, and 24 h after
reperfusion in Mel group was significantly lower than that
in alcohol and saline control groups (P <0.05). The level
of SOD measured in 12, 24 h after reperfusion in Mel group
was significantly higher than that in alcohol and saline control
groups (P <0.05). The expression level of ICAM-1 (%)
measured in various time after reperfusion in Mel group
was significantly lower than that in alcohol and saline control
groups (P <0.05).

CONCLUSION: Exotic Mel inhibits the activities of ALT, in-
creases activities of superoxide dismutase (SOD), and
decreases the cumulation of MDA in liver reperfusion tissue
and expression of ICAM-1 in liver reperfusion tissue.
Therefore, it can improve the hepatic function after
reperfusion and plays a definitely protective role in liver I/R.

Li JY, Zhang WH, Zhou Y, Yang J, Qin YM. Protective effect of melato-
nin on liver ischemia reperfusion injury in rats. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(4):880-885

摘要

目的:  探讨褪黑素对大鼠肝再灌注损伤的影响作用及其机制.

方法: 150 只健康  Wistar 大鼠(质量 190-210 g 6-7 周

龄) 随机分为褪黑素处理组(Mel) 酒精溶媒对照组(Alc)和

生理盐水对照组(NS). 建立肝缺血再灌注损伤模型 缺血均

为 60 min 之后每组分别按再灌注后 30 min 1 6

12 24 h 采集标本. M 组(20 mg/kg)于缺血前 30 min 腹腔

注射 melatonin; A 组采取与 Mel 组相同浓度的酒精液 N

组则注射同比例的生理盐水. 测定血清丙氨酸氨基转移酶

(ALT) 肝组织中超氧化物岐化酶(SOD)及肝组织过氧化的

终产物-丙二醛(MDA) 对肝组织进行HE 染色及ICAM-

1免疫组化染色.

结果: Mel组在再灌注后各时点的ALT均显著低于Alc及NS

对照组(aP  <0.05) 且 Alc 组与 NS 组相比无显著性差异.

Mel 组在再灌注后 6 12 24 h 时点的 MDA 显著低于 Alc

及 NS 对照组(aP <0.05) 且各时点内 Alc 组与 NS 组相比

无显著性差异. Mel 组在再灌注后 12 24 h 时点的 SOD 显

著高于 Alc 及 NS 对照组(cP <0.05) 且各时点内 Alc 组与

NS组相比无显著性差异. Mel组在再灌注后各时点ICAM-

1 染色的阳性细胞率均显著低于 Alc 组和 NS 组(aP <0.05)

且每时点内的Alc组与NS组相比无显著性差异.

结论: 外源性Mel可以抑制再灌注后血清丙氨酸氨基转移酶

(ALT) 增加肝组织超氧化物歧化酶(SOD) 的活性 减



少肝组织MDA的浓度 抑制肝组织ICAM-1蛋白的表达

对缺血再灌注肝损伤有明确的保护作用.

李建一, 张文海, 周勇, 杨军, 秦毅民. Melatonin 对大鼠肝再灌注损伤的保护

作用. 世界华人消化杂志  2004;12(4):880-885

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/880.asp

0   引言

肝移植目前已成为治疗终末期肝病的有效方法 但是
仍然存在着术后原发无功能肝 排斥反应等亟待解决
的并发症. 肝的再灌注损伤能够导致移植术后原发无功能
肝(primary non-function liver)的发生 是导致肝移植失败
的主要原因[1]. 再灌注损伤的发病机制至今尚未被完全阐
明[2] 与如下因素有关: 一氧化氮与内皮素[3-4] 细胞因
子(包括 IL TNF IFN 等)[5] Kupffer 细胞的激活[6-7] 黏
附分子的表达与中性粒细胞的浸润[8] 线粒体能量变
化及通透性的改变[9] 核转录因子的表达 热休克蛋
白的表达[10] 凋亡相关蛋白的表达及凋亡的发生等[11].
褪黑素(melatonin Mel)由于其在生殖系统 脂肪代谢和
毛发替换 调节睡眠 免疫系统 心血管系统及抗氧化
损伤及抗衰老方面的作用日益受到人们的重视而成为
研究的热点[12]. 在肝脏方面的研究则主要限于中毒及免
疫性肝损伤[13] 我们以大鼠为研究对象 建立肝再灌
注损伤模型 按时点采集标本 对血清丙氨酸氨基转
移酶(ALT) 肝组织脂质过氧化物的终产物-丙二醛(MDA)
及肝组织超氧化物岐化酶(SOD)进行测定; 对肝组织进行
HE 染色及 ICAM-1免疫组化染色 光镜下观察肝组织细
胞形态学改变 探讨 Mel 对大鼠肝再灌注损伤的影响作
用及其机制 为 Mel 在临床肝脏外科的应用提供依据.

1   材料和方法

1.1 材料  健康 Wistar 大鼠(质量 190-210 g 6-7 周

龄)150 只 随机分为 3 组 即褪黑素处理组(Mel) 酒

精溶媒对照组(Alc) 生理盐水对照组(NS). 分别建立肝

再灌注损伤模型 缺血时间均为 60 min 之后每组分

别按再灌注后 30 min 1 6 12 24 h 采集标本. 在

缺血手术前将以上3组大鼠分别饲养在12 h光照 12 h黑

暗的条件下(07:30-19:30 为光明 其余为黑暗)至少 1 wk

自由摄食饮水. 动物模型制备 参照 Kobayashi 法 采取以

动脉夹夹闭肝门静脉左支 肝动脉左支 左肝管 60 min

之后放开 建立大鼠肝左叶 中叶再灌注损伤模型[14].

褪黑素(Melatonin) 1 g 购自美国 Sigma 公司 经 400 mL/L
酒精生理盐水溶解后低温保存 每次用时稀释 10 倍
按 20 mg/kg 计算给药量后 Mel 组于缺血前 30 min 腹
腔注射; Alc 组采取与 Mel 组相同浓度的酒精液; NS 组则
注射同比例的生理盐水. 麻醉采取用硫喷妥钠(40 mg/kg)
缺血手术前45 min(即腹腔给药前15 min)大鼠股二头肌肌
肉注射. 40 g/L 多聚甲醛 0.1 moL/L 磷酸缓冲液(PH =7.3);
SOD MDA试剂盒均购自南京建成生物工程研究所; 血
生化相关试剂购自德国宝灵曼公司; ICAM-1 试剂盒购
自英国Serotech公司.  OLYMPUS-BX60光学显微镜及照
像系统; HITACHI-7600A 全自动生化分析仪.
1.2 方法  经膈肌心脏穿刺取血; 取左叶边缘肝组织 200-
210 g 行 SOD 及 MDA 测定; 取中叶中央部肝组织 2 cm×
1 cm ×0.3 cm行ICAM-1免疫组化染色. 利用自动生化分
析仪测定ALT TBA法测定MDA NBT还原法测定SOD
SP 法对肝细胞进行 ICAM-1 染色. 免疫组化结果在 400
倍光镜下观察 胞质内出现株黄色细颗粒者为阳性细
胞(包括肝血窦内皮细胞和肝细胞). 计数每个高倍视野中
100 个细胞中 ICAM-1 阳性细胞个数 每张切片计数 5
个视野 求出均值用 mean±SD 表示 得出阳性细胞百
分率. 所有数据均用专业软件SPSS 11.0进行统计 采用

方差分析及 SNK 检验[11].

2   结果

2.1 血清 ALT  Mel 组在再灌注后各时点的 ALT 均显著

低于 Alc 组及 NS 组(aP <0.05) 且 Alc 组与 NS 组相比

无显著性差异(表 1).

表 1 缺血再灌注大鼠血清 ALT(mean±SD, µkat/L)

分组 30 min        1 h             6 h    12 h         24 h

Melatonin         3.4 1.2a     3.1 1.0a    3.1 1.0a    3.2 1.1a    4.5 1.8a

Alcohol               6.7 2.3     6.2 2.7    6.0 2.5    5.6 2.1    5.5 2.3

N.S.               6.6 2.2      6.4 2.4    6.0 1.7    5.4 1.9    5.2 1.2

aP <0.05, vs Alcohol, NS 组.

2.2 肝组织 MDA 和 SOD  Mel 组在再灌注后 6 12 24 h

时点的 MDA 显著低于 Alc 及 NS 对照组(mP  <0.05) 且各时

点内Alc组与NS组相比无显著性差异; Mel组在再灌注后12

24 h 时点的 SOD 显著高于 Alc 及 NS 对照组(cP  <0.05) 且

各时点内 Alc 组与 NS 组相比无显著性差异(表 2).

表 2  缺血再灌注大鼠肝 MDA(mean±SD )

分组     30 min       1 h      6 h     12 h       24 h

MDA(nmol/g) Melatonin 436 139 496 67 556 99a 693 158a 1001 318a

Alcohol 396 85 548 112 742 102           1 001 186 1815 458

N.S. 445 93 559 117 724 144 974 115 1844 668

SOD (kNU/g) Melatonin 125 40 153 55 164 61 244 63c   234 51c

Alcohol 103 6 121 23 130 31 181 53   151 48

N.S. 99 24 132 24 135 20 167 33   142 26

aP <0.05, vs Alcohol, NS 组; cP <0.05, vs Alcohol, NS 组.
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2.3 肝组织 ICAM-1 染色  Mel 组再灌注后各时点的阳

性细胞率均显著低于 Alc 组和 NS 组(aP <0.05) 且每时

点内的Alcohol组与N.S. 组相比无显著性差异. 阳性细胞

多为肝血窦内皮细胞 或为靠近中央静脉的肝细胞(图

1-6). 两组对照组的阳性细胞率的变化有明显的规律

性 早在30 min及1 h时与Mel组相比就有较高的表达

且在再灌注后 6-24 h 呈平台值(表 3).

表 3  缺血再灌注肝组织 ICAM-1 染色 (mean±SD, %)

分组  30 min         1 h            6 h    12 h         24 h

Melatonin        4.1 2.4a     7.8 2.4a  12.6 4.2a   16.3 3.0a  14.8 4.0a

Alcohol        15.9 3.2   22.7 3.7   40.1 4.4  39.2 6.0  39.0 5.2

N.S.              17.9 2.8    23.0 4.5   42.8 4.8   42.0 5.9  40.4 5.5

aP <0.05, vs Alcohol, NS 组.

图 1  Melatonin 组再灌注 1 h×400.

图 2  Alcoho 组再灌注 1 h×400.

图 3  NS 组再灌注 1 h×400.

图 4  Melatonin 组  再灌注 6 h×400.

图 5  Alcohol 组再灌注 6 h×400.

图 6  NS 组再灌注 6 h×400.

图 7  Melatonin 组再灌注 12 h×400.

2.4 肝组织 HE 染色  在再灌注 12 h (图 7-9)及其之后的

24 h (图 10-12)时点的 Mel 处理组的肝细胞变性 坏死

的程度与范围 肝索结构的破环程度与范围均明显的

轻于 Alc 组和 NS 组. 并且对各组别内的各时点作了比
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较 发现随着再灌注的时间的延长 两个对照组肝细
胞变性坏死的程度及肝索破环的范围也逐渐扩大 到
再灌注 24 h 时达到高峰; 而这一变化在 Mel 组则表现不
明显 从再灌注 12 及 24 h 的病理切片来看 区别不明
显. 提示外源性 Mel 可以减轻 I/R 后肝细胞的变性和坏
死的程度及范围.

图 8  Alcohol 组再灌注 12 h  ×400.

图 9  NS 组再灌注 12 h×400.

图 10  Melatonin 组再灌注 24 h ×400.

图 11  Alcohol 组再灌注 24 h ×400.

图 12  NS 组再灌注 24 h ×400.

3   讨论

一般认为 I/R 可以造成 ROS 的大量释放[15-16] ; ROS 可以

攻击生物膜 造成后者通透性的改变[17] ; 生物膜通透性的

改变诱发Ca2+在细胞内及线粒体等浓度升高(Overload)[18];

细胞内 Ca2+ Overload 又加速 ROS 的产生 同时可激活

多种磷脂酶 促进膜磷脂分解 造成膜磷脂降解产物花

生四烯酸 溶血磷脂等增多 ; 花生四烯酸的代谢产物

(如白三烯)能吸引大量中性粒细胞黏附于血管内皮并进

入组织[19]; 中性粒细胞与血管内皮细胞黏附后进一步激

活 自身合成释放如 TNF IL 黏附分子[20-21]等多

种具有趋化作用的炎性递质 [22-23] 使白细胞浸润进一

步加重 同时对血液流变学 微血管口径及血管通透性

的影响最终造成了再灌注后的无复流现象[24-25]. 另一方

面 早在 1991 年 Ianas et al 首次报道了 Mel 的具有抗

氧化作用[26] 之后 2a Tan 的研究说明与 GSH 及甘露醇

相比 Mel 能更有效地清除 ·OH[27]. 1996 年 Marshall

的研究发现 Mel 清除 ROO. 的能力是 VE 的 2 倍[28] 因

此 Mel 是目前为止发现的最有效和最理想的自由基清

除剂之一.

        血清中 ALT 是最敏感的肝功检测指标之一[29]. 表

1 显示各组的 ALT 在再灌注后 30 min 已普遍升高 而

且持续到再灌注后 24 h. 从每个时点内组别情况来看

Mel 组的 ALT 值均显著低于其他两组对照组(aP <0.05)

肝功能的损害明显减轻. 实验分别测定肝组织 MDA

SOD作为评价ROS损伤及内源性抗ROS的指标[30-31]. 表2

第一组数据显示的是再灌注后肝组织 MDA 各组各时点

的变化情况 总体来看 随着时间的延长 各组 MDA

在肝组织内逐渐堆积 呈逐渐增高的趋势 从再灌注 6

h 开始 与对照组相比 Mel 组 MDA 增加的速度逐渐放慢

在 6 12 24 h 时点 MDA 值均显著性的低于对照组(aP

< 0.05) 说明外源性 Mel 可以有效的降低再灌注后肝组

织中 MDA 的浓度. 2001 年 Sinha et al 通过闭塞大鼠的大

脑中动脉来模拟脑 I/R 过程中 发现 Mel 组的 MDA 的

水平显著低于溶媒对照组(P <0.05)[32]; 之后 1 a Inci et al

在以 Mel 为处理因素用于肺 I/R 的模型研究中同样发

现 Mel 组肺组织内的 MDA MPO 的活性以及支气

管肺泡的亚硝酸水平都明显的低于对照组(P <0.05)[33]. 表
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2 的第二组数据显示由于再灌注损伤释放了大量 ROS

反应性的造成 SOD 随着再灌注时间的延长而保护性的

增高 这种增高在再灌注后 12 h 达到了高峰. 与对照组

相比 Mel 组这种保护性的增高更为明显 且延续的时

间更长 在 12 h 及 24 h 时这种明显的增高差异具有显

著性(cP <0.05). 说明外源性 Mel 可以提高再灌注后肝组

织 SOD 的活性. 与此同时以 Mel 为处理因素 以 MDA

SOD GSH. px GSSG LPO等为测定的相关指标的再灌

注损伤研究分别在胃[34] 心脏[35] 小肠[36-37]等脏器中

得到了相类似的结果. 近年来有关 Mel 结构研究提示吲

哚环 5 位上的甲氧基和侧链上的 N- 乙酰基是 Mel 作为

自由基清除剂的必需基团[38]. Mel主要通过提供电子来清

除自由基 失去电子后Mel本身变成了毒性很低的吲哚

阳离子自由基 而他又能清除超氧阴离子自由基(O2
-)

最后变成 AMFK 并经肾脏排出[39]. 另外 Mel 还可以通

过增强诸如 SOD GSH. px 等抗自由基酶系的活性来发

挥其清除自由基的作用[40]. 更有报道证明 外源性应用

Mel 可以在通过提升 SOD mRNA 的表达 来发挥其对

再灌注损伤的保护作用[41]. 最近有关 Mel 外周受体的研

究显示 Mel可与除中枢外的多系统多脏器中的受体相

结合 来发挥多种生理作用[42]. 通过统计肝细胞 ICAM-

1 染色的阳性细胞率 其结果显示 Mel 组再灌注后各时

点的阳性细胞率均显著低于对照组(aP <0.05) 且每时

点内的 Alc 组与 NS 组相比无显著性差异. 验证了 I/R 诱

发肝细胞 ICAM-1 的强表达 而外源性 Mel 可以有效

的抑制 ICAM-1 的表达. 2000 年 Cuzzocrea et al 通过钳

夹肠系膜上动脉及腹腔干动脉建立大鼠的内脏器官缺血

再灌注模型 不仅通过测定 MDA LPO 等指标证实了

Mel可以通过清除ROS及抗氧化的途径来发挥对再灌注

损伤的保护作用 并且通过对回肠组织的免疫组织化

学染色发现 与对照组相比 Mel 组的 ICAM-1 及 P-

selectin 的蛋白表达明显减少(P <0.05)[43]; 1 a 以后他们在

用 Mel 治疗二硝基苯磺酸所引起的结肠炎时再次证实

了 Mel 可以通过抑制 ICAM-1 的表达 有效地抑制中

性粒细胞的浸润而发挥治疗作用[44].

4     参考文献
1 Jassem W, Susan V. The role of mitochondria in ischemia/

reperfusion injury. Transplantation  2002;73:493-499
2 Mathie, Robert T. Hepatic ischemia-reperfusion injury. A J

Surg  2001;181:160-166
3 陈玺华, 李正中, 鲍民生, 郑绘霞. 一氧化氮在大鼠肝缺血再灌注

损伤中的作用. 世界华人消化杂志  1999;7:295-297
4 Gong JP, Tu B. Protective effect of nitric oxide induced by

ischemic preconditioning on reperfusion injury of rat liver graft.
World J Gastroenterol  2004;10:73-76

5 Takiguchi M, Totsuka E. Attenuation of microcirculatory dis-
turbance after liver ischemia by newly synthesized inflamma-
tory cytokine suppressor, FR167653. Hepatogastroenterology
2003;50:789-793

6 Schauer RJ, Gerbes AL. Induction of cellular resistance against
Kupffer cell-derived oxidant stress: a novel concept of
hepatoprotection by ischemic preconditioning. Hepatology
2003;37:286-295

7 Zhu XH, Qiu YD. Effect of matrine on Kupffer cell activation
in cold ischemia reperfusion injury of rat liver. World J
Gastroenterol  2002;8:1112-1116

8 Benkoel L, Dodero F. Expression of intercellular adhesion mol-
ecule-1 (ICAM- 1) during ischemia-reperfusion in human liver
tissue allograft: image analysis by confocal laser scanning
microscopy. Dig Dis Sci  2003;48:2167-2172

9 Zhang WH, Wang JS, Zhou Y, Li JY, Shen H, Shi MK, Ding YT.
Gadolinium chloride and salvia miltiorrhiza compound ame-
liorate reperfusion injury in hepatocellular mitochondria. World
J Gastroenterol  2003;9:2040-2044

10 Boeri D, Dondero F, Storace D, Maiello M, Pasqualini M, Pellicci
R. Heat-shock protein 70 favours human liver recovery from
ischaemia-reperfusion. Eur J Clin Invest  2003;33: 500-504

11 Li SQ, Liang LJ, Huang JF, Li Z. Hepatocyte apoptosis in-
duced by hepatic ischemia-reperfusion injury in cirrhotic rats.
Hepatobiliary Pancreat Dis Int  2003;2:102-105

12 Dubocovich ML, Rivera-Bermudez MA, Gerdin MJ, Masana
MI. Molecular pharmacology, regulation and function of mam-
malian melatonin receptors. Front Biosci  2003;8:d1093-1098

13 Jahovic N, Cevik H, Sehirli AO, Yegen BC, Sener G. Melatonin
prevents methotrexate-induced hepatorenal oxidative injury
in rats. J Pineal Res  2003;34:282-287

14 Arai M, Thurman RG, Lemasters JJ. Ischemic preconditioning
of rat livers against cold storage-reperfusion injury: role of
nonparenchymal cells and the phenomenon of heterologous
preconditioning. Liver Transpl  2001;7:292-299

15 Bagchi D, Bagchi M. Free radicals and grape seed proantho-
cyanidin extract: importance in human health and disease
prevention. Toxicology  2000;148:187-197

16 Harrison R. Structure and function of xanthine oxidoreductase:
where are we now? Free Radic Biol Med  2002;33:774-797

17 Meneshian A, Bulkley GB. The physiology of endothelial xan-
thine oxidase: from urate catabolism to reperfusion injury to
inflammatory signal transduction. Microcirculation  2002;9:
161-175

18 Sakon M, Ariyoshi H, Umeshita K, Monden M. Ischemia-
reperfusion injury of the liver with special reference to cal-
cium-dependent mechanisms. Surg Today  2002;32:1-12

19 Belous A, Knox C, Nicoud IB, Pierce J, Anderson C, Pinson
CW, Chari RS. Reversed activity of mitochondrial adenine
nucleotide translocator in ischemia-reperfusion. Transplantation
2003;75:1717-1723

20 Fujii M, Noshima S, Nakayashiki C. Expression of intercellular
adhesion molecule-1 (ICAM-1) during hypoxia-reoxygenation
by sinusoidal endothelial cells (SECs) in an obstructive jaun-
dice model. J Hepatobiliary Pancreat Surg  2002;9:367-371

21 Wu P, Li X, Zhou T, Zhang MJ, Chen JL, Wang WM, Chen N,
Dong DC. Role of Pselectin and anti P selectin monoclonal
antibody in apoptosis during hepatic/renal ischemia
reperfusion injury. World J Gastroenterol  2000;6:244-247

22 Frijns CJ, Kappelle LJ. Inflammatory cell adhesion molecules
in ischemic cerebrovascular disease. Stroke  2002;33:2115-2122

23 Young CS, Palma JM, Mosher BD. Hepatic ischemia/
reperfusion injury in P-selectin and intercellular adhesion mol-
ecule-1 double-mutant mice. Am Surg  2001;67:737-744

24 Lentsch AB, Kato A, Yoshidome H, McMasters KM, Edwards
MJ. Inflammatory mechanisms and therapeutic strategies for
warm hepatic ischemia/reperfusion injury. Hepatology  2000;
32:169-173

25 Biasi F, Poli G. Effect of perioperative infusion of antioxidants
on neutrophil activation during liver transplantation in
humans. Transplant Proceed  2002;34:755-758

26 Ianas O, Manda D, Campean D, Ionescu M, Soare G. Effects
of melatonin and its relation to the hypothalamic-hypophy-
seal-gonadal axis. Adv Exp Med Biol  1999;460:321-328

27 Reiter RJ, Tan DX, Mayo JC, Sainz RM, Leon J, Czarnocki Z.
Melatonin as an antioxidant: biochemical mechanisms and
pathophysiological implications in humans. Acta Biochim Pol
2003;50:1129-1146

884                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 4 月 15 日  第 12 卷  第 4 期



28 Gitto E, Romeo C, Reiter RJ. Melatonin reduces oxidative stress
in surgical neonates. J Pediatr Surg  2004;39:184-189

29 Lhuillier F, Parmantier P, Goudable J. Hepatic ischemia is
associated with an increase in liver parenchyma nitric oxide
that is in part enzyme-independent. Anesthesiology  2003;98:
373-378

30 Klein MB, Chan PH, Chang J. Protective effects of superoxide
dismutase against ischemia-reperfusion injury: development
and application of a transgenic animal model. Plast Reconstr
Surg  2003;111:251-255

31 Michael D. Wheeler, Michelle Katuna, Comparison of the ef-
fect of adenoviral delivery of three superoxide dismutase gene
against hepatic ischemia-reperfusion injury. Human Gene
Therapy  2001;12:2167-2177

32 Sinha K, Degaonkar MN. Effect of melatonin on ischemia
reperfusion injury induced by middle cerebral artery occlu-
sion in rats. Eur J Pharmacol  2001;428:185-192

33 Inci I, Inci D, Dutly A. Melatonin attenuates posttransplant
lung ischemia-reperfusion injury. Ann Thorac Surg  2002;73:
220-225

34 Cabeza J, Motilva V. Mechanisms involved in gastric protec-
tion of melatonin against oxidant stress by ischemia-
reperfusion in rats. Life Sciences  2001;68:1405-1415

35 Kaneko S, Okumura K, Numaguchi Y, Matsui H, Murase K,
Mokuno S. Melatonin scavenges hydroxyl radical and pro-
tects isolated rat hearts from ischemic reperfusion injury. Life
Sci  2000;67:101-112

36 Ustundag B, Kazez A, Demirbag M, Canatan H, Halifeoglu I,
Ozercan IH. Protective effect of melatonin on antioxidative

system in experimental ischemia-reperfusion of rat small
intestine. Cell Physiol Biochem  2000;10:229-236

37 Kazez A, Demirbag M, Ustundag B, Ozercan IH, Saglam M.
The role of melatonin in prevention of intestinal schemia-
reperfusion injury in rats. J Pediatr Surg  2000;35:1444-1448

38 Witt-Enderby PA, Bennett J, Jarzynka MJ, Firestine S, Melan
MA. Melatonin receptors and their regulation: biochemical
and structural mechanisms. Life Sci  2003;72:2183-2198

39 Cuzzocrea S, Reiter RJ. Pharmacological action of melatonin
in shock, inflammation and ischemia/reperfusion injury. Eur
J Pharmacol  2001;426:1-10

40 Simonini G, Pignone A, Generini S, Falcini F. Emerging poten-
tials for an antioxidant therapy as a new approach to the
treatment of systemic sclerosis. Toxicology  2000;155:1-15

41 Sainz RM, Mayo JC, Reiter RJ, Antolin I, Esteban MM,
Rodriguez C. Melatonin regulates glucocorticoid receptor: an
answer to its antiapoptotic action in thymus. FASEB J  1999;
13:1547-1556

42 Mailliet F, Audinot V, Malpaux B. Molecular pharmacology
of the ovine melatonin receptor: comparison with recombi-
nant human MT(1) and MT(2) receptors. Biochem Pharmacol
2004;67:667-677

43 Cuzzocrea S, Costantino G, Mazzon E, Micali A, De Sarro A,
Caputi AP. Beneficial effects of melatonin in a rat model of
splanchnic artery occlusion and reperfusion. J Pineal Res  2000;
28:52-63

44 Cuzzocrea S, Costantino G, Mazzon E, Micali A, De Sarro A,
Caputi AP. Melatonin reduces dinitrobenzene sulfonic acid-
induced colitis. J Pineal Res  2001;30:1-12

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2004年版权归世界胃肠病学杂志社

• 消息 •

肠源性内毒素血症与肝病 出版

    多种肝炎与肝病大多伴有肠源性内毒素血症(IETM). 胆病患者的临床表现与IETM 密切相关 常与患者血浆细

胞因子 炎性介质 自由基等相伴而生. 韩德五教授领导的山西医科大学肝病研究所 20 年来围绕 IETM 与肝病

进行了深入而系统的研究,在大量动物实验与临床研究基础上提出了新的观点和理论(1)一般认为各种肝炎是通过各

自的病因及其发病机制所造成的肝损伤(称之为 原发性肝损伤 ).我们发现原发性肝损伤往往伴有IETM,后者通过

过度或持续激活枯否细胞所释放的细胞因子,炎性介质,自由基等又损伤了肝组织 这种肝损伤称之为 继发性肝

损伤 . 肝炎 肝病患者的临床表现是这两种肝损伤的叠和; (2)由于 IETM 过度或持续激活枯否细胞可促使肝炎重

症化(如重型肝炎)和慢性化(急性肝炎 慢性肝炎 肝纤维化 肝硬化 肝癌) 故对肝炎的发展与转归有着重要影

响; (3)严重的急 慢性肝病可因内毒素而诱发肝功能衰竭. 因此 IETM 是多种肝病的危险因素. 此理论为防治肝

炎 肝病提供了新的思路. 显然 降低肠源性内毒素水平和阻断内毒素生物学效应的发挥就成了防治肝炎的关键

因素之一.

    本书共 10 章 51 节 约 120 万字 并附有百余张图片. 内容主要取材于 40 名研究生(包括博士生与硕士生)

的学位论文 以证实此学说的客观存在. 为了便与国际交流在论文之前附有英文摘要. 本书对多种肝炎 肝病的

发病机制进行了再认识 故对消化内 外科 感染科医师 病理生理学教师及研究生均有重要参考价值.

    本书已由中国科学技术出版社出版 各地新华书店发行. 购买者也可与山西医科大学肝病研究所直接联系

电话: 0351-4135067.
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Abstract
AIM: To study the effects of Ginko biloba extract (EGb) on
hepato-fibrosis induced by carbon tetrachloride (CCl4) in
rat model.

METHODS: Rat liver fibrosis model was induced by CCl4
administration. Wistar rats were randomly divided into 5
groups: normal control group, a model group, a interven-
tional group, a therapeutic group, and a EGb group. The
EGb interventional group, apart from administration of CCl4,
was treated concurrently with EGb 0.3 g/kg, ig once a day;
the EGb therapeutic group was treated with EGb 0.3 g/kg,
ig once a day after cirrhosis was induced successfully, and
the EGb group was treated only with EGb 0.3 g/kg, ig once
a day. At the end of week 8 and 16, all the rats were sacrificed.
The pathological changes of liver were observed by H-E and
Von-Gieson staining.The expression of mRNA and proteins
of collagen I/ TGFβ1 in liver were determined by RT-PCR
and immunohistochemistry.

RESULTS: The degree of liver fibrosis and level of mRNA
and proteins of collagen I/ TGFβ1 in liver were significantly
reduced in the EGb interventional and therapeutic groups
compared with those in the model group (type I collagen
mRNA: 0.0 778 0.054 vs 0.2 361 0.113, 0.1 075
0.007 vs 0.2 361 0.113, P <0.01; type I collagen proteins:
0.2 563 0.0 009 vs 0.2 885 0.0 025, 0.2 541 0.0 076
vs 0.2 885 0.0 025 , P <0.01; TGFβ1 mRNA: 0.523
0.015 vs 0.956 0.049 , 0.524 0.009 vs 0.956 0.049,
P <0.01; TGFβ1 proteins: 0.2 785 0.0 012 vs 0.3 015
0.0 012, 0.2 791 0.0 016 vs 0.3 015 0.0 012, P <0.01).

The EGb group had the same results as the normal control
group.

CONCLUSION: EGb has prophylactic and therapeutic effects
on CCl4–induced rat  liver fibrosis, probably through its anti-
lipoperoxidation, suppressing the activation of hepatic stel-
late cells and transition and reducing the synthesis of he-
patic type I collagen and TGFβ1.

Hu W, Shi ZH, Ma TF, Yu JP. Effects of Ginkgo biloba extract on liver
fibrosis induced by carbon tetrachloride in rats. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(4):886-891

摘要

目的:  探讨银杏叶提取物对实验性大鼠肝纤维化的预防及

治疗作用机制.

方法: 采用四氯化碳腹腔注射诱导的大鼠肝纤维化模型

60只Wistar大鼠分为5组: 模型组 银杏叶干预组 银杏叶

治疗组 银杏叶组 另设正常对照组 应用HE染色观察大

鼠肝组织的改变及Von-Gieson胶原纤维特殊染色观察肝纤

维化程度 并采用免疫组织化学染色法及RT-PCR法检测

肝组织 I 型胶原 TGF-β1 蛋白和 mRNA 的表达.

结果: 银杏叶干预及治疗组与模型组相比肝组织结构明显改

善 纤维化增生程度减轻; 肝组织内 I 型胶原 TGF-β1

的含量(I 型胶原: 0.2 563 0.0 009 vs 0.2 885 0.0 025

0.2 541 0.0 076 vs 0.2 885 0.0 025 P <0.01; TGF-

β1: 0.2 785 0.0 012 vs 0.3 015 0.0 012 0.2 791

0.0016 vs 0.3 015 0.0 012 P <0.01)以及 mRNA 的表

达均明显低于模型组(I型胶原: 0.0 778 0.054 vs 0.2 361

0.113 0.1 075 0.007 vs 0.2 361 0.113 P <0.01;

0.523 0.015 vs 0.956 0.049 0.524 0.009 vs 0.956

0.049 P <0.01); 银杏叶组与正常对照组之间无差异.

结论: 银杏叶提取物可抑制肝星状细胞激活和转化 下调

I 型胶原 TGF-β1 蛋白质及其 mRNA 的表达 从而抑制

或逆转纤维化形成.

胡伟, 时昭红, 马庭芳, 于皆平. 银杏叶提取物抗大鼠肝纤维化的作用. 世界
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0   引言

肝纤维化是一切慢性肝病发展至肝硬化的必经之路

是由于肝脏细胞外基质(ECM)合成和降解失衡 最终

引起 ECM 过渡沉积所致 [1-8].  其中转化生长因子 β 1



(TGF-β1)被认为是肝纤维化形成过程中重要的始动刺

激因子之一[9-12]. 虽然普遍认为肝纤维化在一定条件下是

可以逆转的 但至今仍缺乏有效的抗纤维化药物. 银杏

叶提取物(EGb)主要药理成分为黄酮甙和银杏内酯 具

有广泛的生物学作用[13-18] 主要包括清除氧自由基

抑制脂质过氧化 改善微循环等. 银杏叶提取物具有防

止肝损伤 治疗肝纤维化的作用[19]. 我们选用 CCl4 诱导

的大鼠肝纤维化模型 旨在进一步探讨 EGb 抗肝纤维

化作用的机制 为 EGb 的临床应用提供理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  SPF 级 Wistar 大鼠 60 只 体质量 160

20 g 购于湖北省实验动物中心; EGb 由武汉市一医院

中药制剂室提供 经湖北午时药业股份有限公司检验

编号 02-391; CCl4 郑州化学试剂二厂产品; I 型胶原

TGF-β1 多克隆抗体及兔抗鼠 SP 试剂盒为北京中山生

物制品公司产品; Trizol 购自 Gibco 公司; 逆转录酶

MMLV Oligo(dT)18 Tac 酶 MixdNTP 均为 Promega

公司产品; RNA酶抑制剂为大连宝生物工程有限公司产

品; TGFβ1 和 I 型胶原及磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)基

因引物序列为 TGFβ1: 上游 5 -TGAGTGGCTGTCTTT

TGA CG-3 下游 5 -ACTTCC AACCCAGGTCCTT

C-3 ; I 型胶原: 上游 5 -TACTACCGGGCCGATGAT

GC-3 下游 5 -TCCTTGGGGTTTGGGCTGATGTA-

3 ; GAPDH: 上游 5 -TCCCTC AACATTGTCAGCAA-

3 下游 5 -AGCTCCACAACGGATACATT-3

均由上海生物工程制品公司合成; HPIAAS-2000彩色图

文分析系统; Biotra PCR 扩增仪 Eppendorf 低温离心

机 紫外分光光度仪等; E p p e n d o r f  低温离心机

Biometra UNOII PCR 扩增仪 PE-Lamda 25UV 紫外分

光光度计 HW-8B 型超级微量恒温器 Bio-Rad 电

泳仪 Bio-Rad GELDOC-2000 紫外凝胶成像系统.

1.2 方法  将 60 只大鼠随机分为 5 组: 正常对照组 10 只

模型组 18 只 银杏叶干预组 12 只 银杏叶治疗组 14

只 银杏叶组 6 只 各组间暴露因素无差异. 模型组

干预组及治疗组均给予 CCl4 石蜡油 1 1(V V)混

合 腹腔注射 8 wk 1 mL/kg 2 次 /wk. 干预组同时

给予银杏叶制剂悬浊液 0.3 g/kg 灌胃 1 次 /d. 模型组

和治疗组在 8 wk 中共有 6 只死亡. 此后治疗组给予银杏

叶制剂悬浊液 0.3 g/kg 灌胃 1 次 /d 共 8 wk. 正常对

照组给予生理盐水 1 mL/kg 腹腔注射 8 wk. 银杏叶组

仅给予银杏叶制剂悬浊液 0.3 g/kg 1 次 /d. 实验总周数

为 16 wk. 所有的动物都给予自来水及标准大鼠饲料喂

养 每 12 h 灯照及黑暗交替. 最后 1 次用药后 3 d 处死

大鼠. 肝脏标本取右叶相同的部分以 40 g/L 甲醛固定

3 d内石蜡包埋备组织病理学检测; 余下肝脏于液氮中速

冻 -80 冰箱内保存 备肝组织匀浆测组织生化

抽提组织 RNA.

1.2.1 病理学研究  肝组织分别用 HE 染色和 Von-Gieson

胶原纤维染色法检测肝纤维化组织病理学 按照改良

Knodell 评分标准[20]进行纤维化程度评估: 0 级 无纤维

化; 1 级 汇管区扩大 轻度纤维化; 2 级 汇管区周

围纤维化 纤维隔形成 小叶结构保留; 3 级 纤维隔

伴小叶结构紊乱 无肝硬化; 4 级 早期肝硬变或肯定

的肝硬化. 肝组织 I 型胶原 TGF-β1 蛋白的免疫组化

采用 PAP 法 DAB 显色. I 型胶原 TGF-β1 表达程度应

用 HPIAAS-2000 彩色医学图像分析仪 对各组切片随

机选取 10 个视野测量其光密度值 取其平均值作为该

切片的平均光密度值(MOD).

1.2.2 I 型胶原 TGF-β1mRNA 表达  取 50-100 mg 左

右冻存标本放入 0.5 mL 玻璃匀浆器中加 Trizol 1 mL 室

温下匀浆 抽提组织 RNA 加氯仿 0.2 mL 4 

12 000 g 下低温离心 15 min 取上清加等体积异戊醇

4 12 000 g 下低温离心 10 min 750 mL/L 乙醇 1 mL

洗涤 加 dd H2O 30-50 µL 55-60 温浴 10 min. 紫

外分光光度仪检测吸光度 A 值. -80 冰箱内保存. 取

RNA 2 µg 加上 dd H2O 及 Oligo (dT) 1 µL 置于 70 水浴

箱内 5 min 冰上 5 min 加 MMLV buffer dNTP

RNA 酶及其抑制剂 ddH2O 共 25 µL 于 42 温浴

90 min. 反应总体积为 25 µL 含 Taq 酶 Buffer 2.5 µL

d NTP Mix (2.5 moL/L) 2 µL Taq 酶 1 U Pimer (mix)

1 µL c DNA 1 µL 加双蒸水达 25 µL 体系混匀后离

心 15 s. TGFβ1 的扩增条件: 95  3 min 预变性 开始

循环: 95   30 s 54  30 s 72  45 s. 共循环 35

次 最后彻底延伸于 72  7 min 4 保存 扩增

产物长度为350 bp. I型胶原的扩增条件:  95  3 min 预

变性 开始循环: 95  30 s 57  30 s 72  45 s.

共循环 35 次 最后彻底延伸于 72  7 min 4 保

存 扩增产物长度为 317 bp. GAPDH 的扩增条件: 95 

3 min 预变性 开始循环: 95  30 s 54  30 s 72 

45 s. 共循环 35 次 最后彻底延伸于 72  7 min 4 

保存 扩增产物长度为 309 bp. PCR 产物经 2% 琼脂糖

凝胶 25 mV 50 mA 下电泳. 电泳结果经 Fluros-

Multimager 扫描仪扫描成像. 用 Multi-Analyst software

package进行PCR产物半定量 TGFβ1和I型胶原mRNA

相对含量用 T G F β 1 和 I 型胶原的积分光密度值与

GAPDH 的积分光密度值的比值表示.

         统计学处理  计量资料以mean±SD 表示. 应用SPSS

1.0 统计软件包处理分析. 纤维化程度以等级资料表示

并采用 Ridit 检验进行分析. P <0.05 有统计学意义.

2   结果

2.1 肝组织病理学  模型组 HE 染色可见多数正常肝小

叶结构破坏或消失 由汇管区伸出较粗大的胶原纤维

条索 分割 包绕肝小叶形成假小叶 肝细胞索排列紊

乱 肝细胞浊肿明显 并见广泛的脂肪变性 部分肝细

胞坏死. 纤维隔内有大量单核 淋巴 嗜酸性细胞及

成纤维细胞浸润; VG胶原染色可见红色胶原纤维大量增

胡伟, 等. 银杏叶提取物抗大鼠肝纤维化的作用                                                            887



生 汇管区 - 中央静脉区纤维间隔宽大 增生的肝细

胞被胶原纤维包绕 分割成大小不等的假小叶 部分肝

脏已形成典型肝硬化的改变. 银杏叶干预组肝细胞有不

同程度变性 坏死 汇管区及小叶间有少量纤维组织增

生 与模型组比较差异显著 肝纤维化程度计分显示与

模型组有明显差异(P <0.05); 治疗组肝细胞也有不同程

度变性 坏死 汇管区及小叶间有少量纤维组织增生

部分向小叶内伸展 纤维间隔变细 肝纤维化程度计分

也显示与模型组有明显差异(P <0.05 表 1 图 1).

表 1  各组大鼠肝纤维化程度分级比较

   肝纤维化分级
组别 n

            0 级     级     级      级     级

正常对照组 a 12 12 0 0 0 0

模型组    14 (4/18)   0 0 1 5 8

干预组 a 12   0 4 6 2 0

治疗组 a    12 (2/14)   0 4 5 3 0

银杏叶组 a 6   0 0 0 0 0

aP <0.05 vs 模型组.

2.2 TGF-β1 和 I 型胶原蛋白表达  正常对照组和银杏

叶组肝组织几乎不表达 TGF-β1 模型组 TGF-β1 阳性

细胞主要位于中央小叶和门静脉周围纤维带及肝纤维

间隔中 主要见于 Kuffer 细胞 类间质细胞质及其周

围; EGb干预及治疗组阳性染色程度较模型组明显减轻.

正常对照组和银杏叶组肝组织I型胶原蛋白主要存在于

中央静脉 门脉区三联管管周及管间纤维组织 模型组

I 型胶原阳性细胞染色明显增多 除汇管区 中央静

脉周围增多外 在纤维间隔内弥漫分布; 而 EGb 干预及

治疗组I型胶原蛋白主要位于中央静脉和门静脉周围纤

维带(表 2 图 2).

表 2  各组大鼠肝组织 I 型胶原及 TGF-β1 蛋白表达的比较(mean±SD)

分组  n       I 型胶原 TGF-β1

正常对照组 10 0.2625 0.029b        0.2723 0.0089b

个模型组     14 (4/18) 0.2885 0.0025        0.3015 0.0012

干预组 12 0.2563 0.0009b        0.2785 0.0012b

治疗组     12 (2/14) 0.2541 0.0076b        0.2791 0.0016b

银杏叶组  6 0.2632 0.026b        0.2733 0.0078b

bP <0.01 vs 模型组.

2.3 I 型胶原和 TGF-β1mRNA 表达  模型组肝组织 I 型

前胶原 TGF-β1 mRNA 相对含量显著高于正常对照

组 银杏叶组 EGb 干预及治疗组(P <0.01 表 3 图

3); 正常对照组 银杏叶组 EGb 干预及治疗组的 I 型

前胶原 TGF-β1 mRNA 相对含量无明显差异(P >0.05).

表 3  各组大鼠 TGFβ1 和 I 型胶原 mRNA 的表达比较(mean±SD)

分组  n  I 型胶原 /A            TGF-β1/A

正常对照组 10 0.047 0.05c               0.507 0.003c

模型组       14(4/18) 0.236 0.113          0.956 0.049

干预组 12 0.078 0.054c          0.523 0.015c

治疗组     12 (2/14) 0.108 0.007c          0.524 0.009c

银杏叶组   6 0.057 0.063c          0.536 0.017c

cP <0.001 vs 模型组.
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图 1 各组大鼠肝组织病理变化. A: 模型组大鼠肝组织 HE 染色 100;  B: :银杏叶干预组大鼠肝组织 HE 染色 100; C:  银杏叶治疗组大鼠肝组织
HE 染色 100;  D: 模型组大鼠肝组织 VG 染色 100; E:  银杏叶干预组大鼠肝组织 VG 染色 100;  F: 银杏叶治疗组大鼠肝组织 VG 染色 100.

图 2  I 型胶原 TGF-β1 在各组大鼠肝组织中的表达. A:  I 型胶原在模型组大鼠肝组织表达 100; B: I 型胶原在银杏叶治疗组大鼠肝组织表达
100; C : I 型胶原在银杏叶干预组大鼠肝组织表达 100; D: TGF-β1 在模型组大鼠肝组织表达 100; E:  TGF-β1 在银杏叶治疗组大鼠肝组织表
达 100; F: TGF-β1 在银杏叶干预组大鼠肝组织表达 100.

图 3  I 型胶原 TGF-β1mRNA 在各组大鼠肝组织中的表达. A: 各组大鼠肝组织 GAPDH mRNA 电泳条带; B: 各组大鼠肝组织 I 型胶原 mRNA 电
泳条带; C: 各组大鼠肝组织 TGF-β1 mRNA 电泳条带.
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3 讨论

肝星状细胞(HSC)活化是肝纤维化发生的核心环节 氧

化应激及脂质过氧化是引起肝细胞损伤与 HSC 活化的

重要机制[21-26]. 肝损伤产生的氧自由基及细胞因子等激

活 HSC 产生大量以 I 型胶原为主的间质胶原 引起

细胞外基质(ECM)数量和质量上的变化 最终导致肝

纤维化的发生[27-31]. 因此 抑制 HSC 的激活 减轻细

胞因子对其的影响成为防治肝纤维化的关键. 银杏叶提

取物(EGb)是天然的血小板活化因子拮抗剂. 其主要成分

银杏黄酮甙类有较强的抗氧化作用[13-17]. 黄酮苷的母核

中含有还原性羟基功能基团 可直接清除 O2
- /OH

H2O2 等氧自由基 并能捕获脂质自由基 脂过氧自由

基 脂氧自由基和烷自由基等基团 终止自由基连锁

反应链 从而抑制氧自由基反应和脂质过氧化反应

抑制 MDA 共轭二烯等毒性物质的生成 增强自由

基反应酶类如 SOD GST-PX 等的活性 减缓氧自由

基和脂质过氧化损伤. 国内已有资料表明[19] EGb 通过

抗氧化应激抑制 NF-κB 诱导的 HSC 活化 抑制肝纤

维化的发生.

        我们利用 CCl4 诱导实验性肝纤维化模型 同时用

EGb 干预和治疗 结果显示 实验性大鼠腹腔注射

CCl4 8 wk 后肝表面可见大小不一的颗粒 镜下可见胶

原纤维大量沉积于汇管区 围绕肝再生结节 成功诱

导出肝纤维化. 干预组8 wk后大鼠均无明显肝纤维化形

成 与正常对照组相比 除肝细胞排列紊乱外 汇

管区无胶原纤维沉积; 治疗组8 wk后肝纤维化的程度也

明显改善 汇管区及小叶间仅有少量纤维组织增生

部分向小叶内伸展 证实 EGb 具有防治 CCl4 诱导实验

性肝纤维化的作用. 免疫组化则显示正常对照组及银杏

叶组 I 型胶原的表达仅见于汇管区 而模型组中 I 型

胶原阳性细胞染色明显增多 其分布除汇管区 中央

静脉周围增多外 在肝纤维隔内也呈弥漫分布 EGb

干预及治疗组I型胶原阳性细胞免疫组化染色程度明显

弱于模型组; 正常对照组及银杏叶组 TGFβ1 几乎不表

达 模型组 TGF-β1 阳性细胞主要位于中央小叶和门

静脉周围纤维带及肝纤维间隔中 EGb 干预及治疗组

阳性染色程度较模型组明显减轻. 同样 利用 RT-PCR

检测肝组织I型胶原和TGFβ1 mRNA的相对含量也表明正

常及EGb组大鼠的表达很弱 而模型组I型胶原和TGFβ1

mRNA 显著增强 EGb 干预及治疗组则明显低于模型

组 二者有显著差异(P <0.0 001). 提示 EGb 可能通过减

轻氧自由基和脂质过氧化对肝细胞的损伤 抑制 HSC

的增生 减少 TGF-β1 mRNA 的表达 从转录水平降

低了 I 型胶原 mRNA 的生成 最终抑制 / 逆转肝纤维化

的发生 并且无毒副作用. 此为 EGb 应用于肝纤维化

的防治提供了理论依据.
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Abstract
AIM: To detect somatic mutations in the complete mito-
chondrial genome and to investigate the role of mtDNA in
the tumorigenesis of esophageal cancer.

METHODS: A temporal temperature gradient gel electro-
phoresis (TTGE) method was used to analyze the somatic
mitochondrial DNA (mtDNA) mutations in esophageal
cancer. The entire mitochondrial genomes in 20 tumor
samples and paired normal tissues were amplified by using
32 pairs of overlapping primers.  DNA fragments showing
different banding patterns between normal and tumor
mtDNA were sequenced to identify the somatic mutations
and germline variations.

RESULTS: Eleven out of the 20 tumors (55%) displayed at
least one somatic mtDNA mutation. Total fourteen somatic
mutations were found. Among them, one was in tRNA
(7.1%), 4 in mRNA (28.5%), and 9 in the hypervariable D
loop region (64.3%). There were two missense mutations
in four novel somatic mutations. A total of 187 distinct
germline variations were identified. Fourteen of these varia-
tions were novel, and 173 of them had been recorded in

the Mitomap database.

CONCLUSION: The high incidence of mtDNA mutations pre-
sents in patients with esophageal cancer. mtDNA alter-
ations may play an important role in tumorigenesis of esoph-
ageal cancer.

Tan DJ, Liu LL, Liu P, Wen Y, Chang J, Yeh KT, Wong LJC. Mitochon-
drial DNA somatic mutations and germline variations in patients with
esophageal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):892-896

摘要

目的: 探讨线粒体DNA体细胞性突变和种系性变异在食管

癌的发生情况及其可能的作用.

方法: 利用时相温度梯度电泳方法分析了食管癌的线粒体基

因体细胞性突变. 采用32对重叠引物扩增了来自20例食管

癌患者的肿瘤组织和配对正常组织的线粒体全长基因 在

肿瘤和正常组织中不同的电泳条带类型的DNA片段被测序

以辩明其突变类型.

结果: 在20例肿瘤中11例(55%)至少发现一个体细胞性突

变 总共发现 14 个体细胞性突变 其中 1 个位于 rRNA

(7.1%) 4个位于mRNA(28.5%) 另外9个位于高变D环区

(64.3%). 4 个新的体细胞性突变中 2 个为错义突变. 在测序

片段中共发现187个种系性变异 其中14个为新发现的变

异 173 个为已被报道并记录在线粒体基因数据库中.

结论: 食管癌患者线粒体DNA存在高发生频率的体细胞性

突变提示线粒体DNA的变异可能与食管癌的发生发展有关.

谭端军, 刘玲玲, 刘鹏, 文毅, Julia Chang,  Kun-Tu Yeh,  LeeJun C Wong.

食管癌线粒体 DNA 体细胞性突变与种系性变异. 世界华人消化杂志  2004;

12(4):892-896
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0   引言

线粒体是细胞质内的重要细胞器 他通过氧化磷酸化以

ATP 形式产生能量 线粒体 DNA(mitochondrial DNA

mtDNA)缺失性突变已在众多的神经肌肉疾病中被报道[1-5].

线粒体 DNA 的突变率较核基因增高至少 10 倍 线粒

体 DNA 具有高突变率 对于与肿瘤有关的氧化性 DNA

损伤极为敏感 [6-8].  线粒体在能量代谢 活性氧的产

生 衰老和细胞凋亡的起始过程中的重要角色提示线

粒体是细胞死亡和非正常生长的关键点 因此而在肿

瘤的发生过程中可能起着重要作用. 体细胞性线粒体



DNA 突变已经在乳腺癌 结直肠癌 膀胱癌 头颈

部肿瘤 白血病 肺癌和口腔癌被报道[9-17]. 是否在食

管癌组织中同样具有线粒体基因的体细胞性突变? 如果

有突变那么他们与食管癌发生发展具有何种和关系? 他

们与其他肿瘤中报道的突变率是否具有差异? 为了阐明

上述问题 我们对食管癌组织线粒体基因体细胞性突

变和肿瘤特征的相关性进行了探讨.

1   材料和方法

1.1 材料  食管癌组织和匹配的正常组织共 20 例 使

用蛋白酶 K 和酚 / 氯仿抽提总 DNA 荧光 Hoechst 染料

H33258 于 DYNA QUANT200 系统上测定含量 DNA 被

稀释至 5 mg/L 供 PCR 反应使用.

1.2 方法  首先使用 32 对重叠引物扩增线粒体 16.6 kb

全长基因 所得片段长度为 306-805 bp 平均 594 bp

扩增片段全长 18 953 bp. 由于部分扩增区域重叠 因

此较线粒体基因 16 569 bp 长出 14%. 利用时相温度梯

度凝胶电泳筛选线粒体基因体细胞性突变 对来自于

正常组织和肿瘤组织的片段进行配对分析 [ 18-19 ].  在

TTGE 分析中 单一条带的迁移变化代表着同质性的

DNA改变 出现多条带则代表异质性的突变. 对任何显

示肿瘤和正常组织电泳条带类型的不同的DNA片段进

行测序分析 以辩明确切的突变. DNA测序采用荧光染

料链终止测序试剂盒(Perkin Elmer )于 ABI377(applied

biosys tem)自动测序仪上进行. DNA 测序结果利用

MacVectorTM 7.0  [20] (Oxford Molecular Ltd Oxford

England)软件与MitoMap的剑桥修正序列[21]进行比对分

析 在肿瘤和正常组织线粒体基因中均发现的变异被

认为是种系性突变 如在二者间出现不同则筛选为体

细胞性突变.

2   结果

2.1 体细胞性突变率  在 20 例食管癌中有 11 例(55%)具

有体细胞性线粒体基因突变 其中 9 例在高变 D 环区

具有突变. 8 例具有 1 个突变 剩余 3 例具有多个突变

突变总数达 14 个. 除核酸 303-309 位点多聚 C 的插入与

缺失外 每种突变仅发生 1 次. 在全部 14 个突变中

1 个位于 rRNA(7.1%) 4 个位于 mRNA(28.5%) 另外

9 个位于高变 D 环区(64.3%) 且均位于核酸 303-315

区域. 肿瘤组织中 5 个突变为同质状态 其中有 3 个在

其周围正常组织为异质状态. 异质性产生可能是由于包

含肿瘤周围正常组织所致 或者形态学正常的组织在

分子水平已经发生了改变. 剩余的 9 个突变在肿瘤组织

中为异质状态 其中6个是由周围正常组织同质状态向

肿瘤的异质状态发生转变 3 个在肿瘤和周围正常组

织中均为异质状态 但突变线粒体 DNA 在定量上的所

占百分率不同(表 1).

2.2 错义突变的保留情况  在所有的 14 个突变中有 4 个

突变是出现在新发现的突变位点上 这些位点的变异

在以前的研究中和 MitoMap 中未见记载(见表 1) 其中

2 个错义突变分别发生在 ND4L 和 ATPase 6 基因区

G10500A 造成了 11 号位点氨基酸由丙氨酸向苏氨酸转

变 动物进化保留情况分析显示该位点在脊椎动脉是

属于保守序列 该患者的正常组织已发生变异 但在肿

瘤组织中又发生回复性突变见图1. A9182G造成了氨基

酸 219 号位点的天冬酰胺向丝氨酸转变 同样该区域

在脊椎动脉也属于相对保守的序列见图 1 这种突变

有可能造成 ATP 合成酶功能的不良.

表 1  食管癌组织的线粒体基因体细胞性突变

病例 基因 1 体细胞性突变   类型 2   核酸编码                  氨基酸改变 3       已报道情况

E02 D 环 T310C HT HT 多态性

E05 D 环 303 309 缺失 C (C8 C7/8) HM HT 多态性

E05 12S A1544T HM HT 新突变

E09 D 环 303 309 缺失 C (C9/8 C8/9) HT HT 多态性

E10 D 环 303 309 插入 C (C8 C8/9) HM HT 多态性

E12 ND4L G10500A HM HT GCA ACA A11T 新突变

E14 D 环 303 309 插入 CC (C7 C9) HM HT 多态性

E14 COX III G9377A HM HM TGG TGA W57W 多态性

E15 D 环 303 309 缺失 C (C8/9 C8) HT HM 多态性

E15 ATPase 6 A9182G HT HM AAC AGC N219S 新突变

E16 D 环 303 309 插入 C (C7/8 C7/8/9) HT HT 多态性

E17 D 环 303 309 插入 C (C8 C9) HM HM 多态性

E18 ND4 10941 缺失 TAACAACCCCC HM HT 新突变

E19 D 环 303 309 缺失 CC (C9/10 C7) HT HM 多态性

1COX- 细胞色素 C 氧化酶亚单位; ATPase-ATP 合成酶亚单位; ND-NADH 氧化还原酶亚单位; 2Ht: Heteroplasmy 异质性;  Hm: homoplasmy 同
质性; 3A- 丙氨酸; T- 苏氨酸; W- 色氨酸; N- 天冬酰胺; S- 丝氨酸. 总突变数 14 个 其中 6 个为 HM HT 3 个为 HT HM 2 个为 HM
HM 3 个为 HT HT
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图 1  体细性突变位点的进化保留情况分析.

2.3 移码突变  我们发现 1 例位于 NADH 氧化还原酶亚

单位 4 基因的 11 个碱基缺失(起始于 10 941 位点 终

止于 10 946 位点) 自 61 号氨基酸位点开始 其后续

的编码发生移位 在移位154个氨基酸后遭遇链终止密

码子UAA而氨基酸链合成终止. NADH氧化还原酶亚单

位 4 基因共包含 459 个氨基酸 而本例肿瘤由于移码

突变而导致编码合成了 215 个氨基酸后即终止了合成.

TTGE 和测序图像均显示该突变为异质性改变(图 2).

图 2  NADH 氧化还原酶亚单位 4 基因异质性的移码缺失突变.

2.4 种系性序列变异  我们对 TTGE 上显示出在正常和

肿瘤组织电泳条带不同的 DNA 片段进行了测序 以辩

明可能的体细胞性突变 当将正常组织的序列与已报

道的剑桥序列进行比较时 我们也检测到187个种系性

变异 其中 173 个已被记录在 MitoMap 数据库中 发生

频率在 25% 以上的变异包括 248-249 缺失 A 303-309

插入或缺失 C 311-315 插入 C T489C 514-523 缺失

CA. A8860G T9540C C12705T T16189C C16223T

T16304C 和 T16519C. 此外 本研究也发现 14 个在其他

文献和线粒体文库中未见报道的 新的种系性变异 除

2 个位于 D 环区外 其余 12 个位于基因编码区. 其中

7 个位于呼吸链氧化磷酸化复合物 I 4 个位于复合物

IV 1 个位于复合物 V 7 个错义变异造成了氨基酸

的改变 但所有的新变异均仅发生一次见表 2 .

表 2  食管癌组织发现的新种系性突变

病例 基因      核酸改变 类型           编码          氨基酸改变 4

E13 D 环        G251A HM

E3 D 环        C481T HM

E19 COII        T7711C HM CTT CTC L42L

E16 COII        G7910C HM GAG CAG E109Q

E16 COII        G7912C HM GAG GAC E109D

E15    ATPase 6        G9182A HT AGC AAC S219N

E1 COIII        A9545G HM GGA GGG G113G

E14 ND3        T10282A HT CTA CAA L75Q

E13 ND4L        T10609C HM ATA ACA M47T

E2 ND4        A11976C HT TAC TCC Y406S

E8 ND5        G12561A HM CAG CAA Q75Q

E5 ND5        C12882T HM TTC TTT F182F

E1 ND5        T12957C HM AAT AAC N207N

E13 ND5        G13928C HM AGC ACC S513T

4D- 天冬氨酸; E- 谷氨酸; F- 苯丙氨酸; G- 甘氨酸; L- 亮氨酸; M- 甲

硫氨酸; N- 天冬酰胺; Q- 谷氨酰胺; S- 丝氨酸; T- 苏氨酸; Y- 酪氨酸.

错义变异用加黑表示.

3   讨论

线粒体是体内重要的细胞器 存在于胞质内. 每个人类

细胞中含有数以百计的线粒体 每个线粒体内含有 2-

10 个拷贝的 mtDNA 分子. mtDNA 位于线粒体基质中

是目前发现的惟一存在于人细胞质中的 DNA 分子 他

是独立于细胞核染色体外的基因组 具有自我复制 转

录和编码功能. 线粒体既有自己的一套遗传控制系统

同时也受细胞核DNA的控制. 许多生物化学反应都在线

粒体内进行 其中尤为重要的是通过氧化磷酸化作用

产生 ATP 供生命活动需要. 我们报道了人类食管癌的

体细胞性突变的全面研究 在 14 个独立的体细胞性突

变中 10 个已经在其他肿瘤中被报道 4个为首次被观

察到. 最近报道的研究结果显示 大部分针对肿瘤的体

细胞性线粒体基因突变的研究都集中在 D 环区和包含

有微卫星的区域 但对全线粒体基因进行突变检测的

较少 约 7-80% 的线粒体基因已被采用不同的方法进

行研究 包括单链构象多态性检测 二维基因扫描和手

动测序等[9-10, 13]. 最具有对比性的研究是通过全线粒体基

因测序调查了 10 例卵巢癌的体细胞性突变 其中发现

60% (6/10)卵巢癌具有体细胞性突变 33% 的突变位

于 D 环区[9]. 在本研究中我们对全线粒体基因突变进行

了扫描 发现 55% 的食管癌具有线粒体基因体细胞性

突变 64.3% 的突变位于 D 环区 其突变发生率与上

述卵巢癌研究基本相同 D 环区突变发生率略高 但

全部位于核酸303-315区域. 既往的研究表明该区域是

一个高度多态的区域 胞嘧啶(C)的数目在不同个体的
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正常组织是非常多变的 在核酸 310 位点为胸腺嘧啶

(T) 其前后分别为单核苷酸 C 的重复 其中 303-309

的长度从 7C 到 10C 不等 最常见的野生型为 7-8C

311-315 绝大部分为 6C[22]. 在我们的另一项研究中发

现 在 149 个不同类型的肿瘤中 43 例(占 28.86%)具有

该区域的体细胞性突变 最常见的表现形式是插入和

缺失 说明这是一个基因不稳定区域[23].

       另外 我们还发现部分突变位于线粒体结构与功

能的重要区域 但在肿瘤发生学过程中每种突变所扮

演的作用尚不清楚 但在基因编码区 进化保留区 复

制起始区 转录推动子和转录因子结合位点的突变可

能影响整个线粒体的转录量和成熟蛋白 最后 氧化磷

酸化活性将受到影响. 例如 NADH 氧化还原酶亚单位

4基因异质性的移码缺失突变导致了氨基酸合成链的终

止; 此外 二个保留的错义突变也可能具有一定的意

义 如 ATP6 合成酶亚单位 6 的 219 号位点天冬酰胺向

丝氨酸转变 这个位点在脊椎动物是属于保守序列

这种改变将可能导致NADH氧化还原酶功能的改变. 此

外NADH氧化还原酶亚单位4L的11号氨基酸位点丙氨

酸向苏氨酸转变 此位点同属脊椎动物保守序列 但

正常组织中发生突变 而在肿瘤组织中又回复为原保

留序列 在肿瘤组织这种返祖现象的原因不明 但我

们认为在肿瘤组织中的体细胞性突变可能是乘客突变

(passenger mutation)或一过性突变 或者在肿瘤发生学

上并不扮演起因角色.

        我们发现许多的种系性突变 值得提及的是在 14

个新的种系性变异中 7 个为错义变异 导致了氨基酸

的变化. 剩余的均为同质性变异 尽管通常认为这种同

质 多态性突变的生物化学作用很弱 不足以引起氧化

磷酸化的改变 但长时间 轻微的氧化磷酸化改变最终

可导致氧化应激 尤其在肿瘤等疾病出现时 他们可

能因影响肿瘤发生的危险因素而在肿瘤的发生发展过

程中发挥潜在的作用. 通过对全mtDNA突变检测表明食

管癌组织中存在高频率的体细胞突变 他们在线粒体

基因中的分布是散在的 在食管癌发病中的作用目前尚

难以判断 但可以明确的是 mtDNA 的编码和非编码区

的突变会影响 mtDNA 的正常表达 影响线粒体蛋白质

的合成与功能 这些突变是否参与了肿瘤的发生与发展

尚有待进一步的生物化学研究加以证实. 薛凌霄[24-25]et al

通过恶性肿瘤报告分析了消化系恶性肿瘤的发病状况

在1 691例恶性肿瘤中统计分析结果显示消化系恶性肿

瘤 1 160 例占 68.60% 其中食管癌 552 例占 47.59%

是发生率最高的肿瘤 而且容易发生区域淋巴结转移

手术后 5 a 生存率约 10%. 在多种肿瘤中等位基因异常

被证明是肿瘤发生早期事件 食管癌中常见的染色体

缺失区及其相关基因有 17 号染色体短臂(p53 基因) 13

号染色体长臂(Rb 基因)等[26]. 林军 et al [27]从基因水平探

讨湖北地区汉族人食管癌 HLA-DQB1 等位基因的遗传

易感性 结果发现湖北汉族人食管癌患者与正常人比

较 HLA-DQB1.0301 基因频率显著增高. 汪栋 et al [28]

的研究发现有 53.8% 的食管癌具有抑癌基因 p16 基因

第 2 外显子缺失 而癌旁正常食管组织均无缺失. 其他

多项研究也证实食管癌的发生与遗传具有一定的相关

性[29-32] 本研究中发现的线粒体基因突变可能对食管

癌发生的研究具有重要意义 首先本研究明确了食管

癌的发生发展过程中具有高发生频率的线粒体基因的

突变; 其次 这些突变引起了基因编码的氨基酸发生改

变 导致了基因功能的不良; 第三 这些变异可能反映

食管癌的遗传风险特征或有可能作为潜在的肿瘤生物

学标志之一 进一步对这些突变所造成的线粒体功能

变化进行研究可望为彻底阐明食管癌的发生发展提供

基础研究依据.
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Abstract
AIM: To study the relationship between the expression of
HLA class I and clinicopathological significance in colorectal
cancers.

METHODS: Expression of HLA class I and associated pro-
teins was studied by immunohistochemistry in colorectal
cancer, histologically normal mucosa adjacent to cancer
(<3 cm), and histologically normal mucosa distant from
cancer. Several monoclonal antibodies (mAbs) were used
in this study: HC10 and HCA2 reacted with the nonmorphic
determinant of heavy chain of HLA class I antigen; L368
reacted with β2 microglobulin; SY1 reacted with LMP2
antigen, and TO-5 reacted with calnexin.

RESULTS: In colorectal cancer tissues, the expression of
HLA –A,B/C, β2M, LMP2 and calnexin were reduced compared
to that of both in histologically normal mucosa adjacent to
cancer and histologically normal mucosa distant from cancer
(P =0.001).The expression of calnexin in cancer was also
reduced compared to that of both in histologically normal
mucosa adjacent to cancer and histologically normal mucosa
distant from cancer (P =0.004). The expression of HLA-B/
C antigen in cancer was associated with diverse groups of
pathological stage. With increase in Dukes staging of the
cancer, the expression of HLA-B/C downregulated, in which
that in Dukes A was higher than that in Dukes D (P =0.0262).

CONCLUSION: The expression of HLA class I and associated
protein is downregulated in the colorectal cancer tissue. It
may be one important mechanism by which colorectal can-

cer cell escapes immune surveillance.

Shen LS, Huang PL, Zhang JQ. Expression of HLA molecule in colorectal
cancer tissue. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):897-901

摘要

目的: 探讨大肠癌组织HLA-I类分子及相关分子表达及其

意义.

方法: 用免疫组化的方法 以切端黏膜作为正常对照 检

测大肠癌组织 癌旁组织和正常黏膜组织中HLA-I类分子

及相关分子的表达 并结合肿瘤的临床病理资料综合分析.

结果: 受检的大肠癌组织中重链HLA-A位点 B/C位点及

轻链beta2微球蛋白(β2M)较其相应正常黏膜表达明显下调

(P =0.0 001); 肠癌中低分子量多肽(LMP2)(P =0.0 001) 钙

联蛋白(calnexin)(P =0.004)较正常黏膜表达明显下调; 肠癌

中 HLA-I 类分子表达与肿瘤分化无关; 随着肿瘤的 Dukes

分期 癌组织中HLA-I类分子表达渐次降低 但各位点表

达情况并不相同 HLA-B/C表达水平与肿瘤分期相关 其

在Dukes A期表达水平高于D期(P =0.0262).

结论: 肠癌组织及癌旁黏膜中HLA-I类分子 低分子量多

肽及钙联蛋白较正常黏膜表达明显下调; 肠癌组织中HLA-

B/C 位点随着肿瘤 Dukes分期演进其表达下调.

申龙树, 黄培林, 张建琼. 大肠癌组织 HLA-I 类抗原及相关分子的表达意义.

世界华人消化杂志  2004;12(4):897-901

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/897.asp

0   引言

人类白细胞抗原(human leukocyte antigen HLA)在肿瘤

中表达下调或丢失使肿瘤抗原不能与 HLA-I 类抗原结

合而递呈 细胞毒性淋巴细胞(cytotoxic T lymphocyte

CTL)不能识别肿瘤抗原 导致肿瘤细胞逃避 CTL 杀伤

作用而存活 这是肿瘤逃避机体免疫监视的重要途

径 成为肿瘤免疫研究热点[1-4]. 但各种肿瘤 HLA-I 抗

原表达水平各家报道不一 我们收集 65 例肠癌及其临

床病理资料 应用免疫组化的方法研究肠癌组织

HLA-I 类抗原及相关分子的表达并探讨其临床病理学

意义.

1   材料和方法

1.1 材料  收集东南大学附属中大医院 2000/2001 年 65



898                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 4 月 15 日  第 12 卷  第 4 期

例肠癌手术切除标本及其临床病理资料 取肠癌组织

及紧靠肠癌的癌旁组织(靠近肠癌组织 3 cm 范围内)

常规石蜡包埋 切片 经病理医师明确诊断. 同时以

切端黏膜作正常对照. 其中直肠癌 30 例 结肠癌 35

例 男 37 例 女 28 例. Dukes A 期 9 例 B 期 28 例

C 期 20 例 D 期 8 例; 高分化 21 例 中分化 25 例

低分化 19 例. HC10(抗 HLA-A 位点重链抗原决定基)

HCA2(抗 HLA-B C 抗原决定基) L368(抗 β2M 抗原

决定基) S Y - 1 ( 抗 L M P 2 抗原决定基) T O - 5 ( 抗

Calnexin 抗原决定基)单克隆抗体 阴性对照: 无关抗体

MK2-23. 以上抗体均由Soldano Ferrone教授 (Department

of  Immunology Rosewell Park Cancer Institute USA)

提供.

1.2 方法  生物素亲合素复合物酶标法(ABC 法)免疫组

化方法参照 Ferrone s Lab 的方法 DAB 显色 试

剂盒均为美国 Vector 公司产品. 取石蜡标本 切成 4 µm

薄片 脱蜡至水 在微波炉中用柠檬酸钠抗原修复液

中 100 抗原修复 15 min PBS 冲洗后用双氧水阻断

15 min 冲洗后用 Casin 室温下阻断 40 min 分别加

入一抗 HC10 (1 10) HCA2 (1 40) L368 (1 40)

SY-1(1 180) TO-5(1 40) MK2-23(1 100). 4 

冰箱过夜 PBS 冲洗后 加入生物素化二抗(1  200)

37  60 min PBS 冲洗后 加入生物素亲合素复合

物(1 20) 37  40 min 冲洗后浸入酶底物溶液中

(0.5 g/L DAB 100 mL 30 mL/L 双氧水 10 µL) 室温下

反应5 min. 蒸馏水洗片终止反应 苏木精染核 封片后

观察[5-6]. 染色结果分别由两位病理医师按以下标准判

断 每张切片观察全部视野. 以组织中淋巴细胞作为阳

性参照对象 判断该片中淋巴细胞是否着色 以反映染

色成功与否; 染色呈棕黄色且阳性面积大于或等于75%

记为 3 分; 染色呈黄色且阳性面积大于或等于 75% 或染

色呈棕黄色且阳性面积在 25-75% 之间记为 2 分; 染色

呈淡黄色且阳性面积大于或等于 75% 或染色呈黄色且

阳性面积在 25% 与 75% 之间记为 1分; 阳性染色面积小

于或等于 25% 分记为 0 分[4, 6-7]. 以正常黏膜作为对照

结合临床病理资料进行分期 分级[8-9] 统计每组各抗

原的表达水平 并进行相关性分析.

        统计学处理  用SAS软件(SAS institute Inc USA 6.12版)

对资料用配对 t 检验和 χ2 检验进行统计分析.

2   结果

所有组织切片中淋巴细胞都表达 HLA-A HLA-B/C

β 2M LMP2  和 calnexin 且明显高于正常黏膜细胞

(P =0.0 001) 成为本实验良好的内参照. HLA-A B/

C重链抗原在正常黏膜中多表达于细胞膜上 呈黄色或

棕黄色; 正常黏膜的 HLA-A HLA-B/C 的表达水平高

于肠癌组织(P =0.0 001 图 1). 癌旁组织的 HLA-A

HLA-B/C 的表达水平介于肠癌组织和正常黏膜之间

癌旁组织与肠癌组织的表达水平差异性无显著性. 在肠

癌细胞表面 HLA-A HLA-B/C 具有异质性即在同一

肠癌组织中部分区域呈阳性 部分区域呈阴性 呈现

异质性表达(图 2-5).

        肿瘤组织 HLA-A HLA-B/C 抗原表达水平与肿瘤

分化程度无明显相关性; HLA-A表达随着Dukes分期依

次降低 但无明显差异; HLA-B/C 位点抗原表达随着

Dukes 分期明显下调 A 期与 D 期差异显著(P =0.0 262);

而且肠癌中 HLA-A B/C 抗原异质性表达现象只发生

在肠癌浸润周围组织及淋巴结或出现远处转移时(Dukes

B C 期 表 1). β2 微球蛋白(β2M)与 HLA-I 类抗原重

链通过非共价键结合 表达在细胞质及细胞膜表面

呈黄色或淡黄色. β2M 在肠癌组织中表达水平较正常黏

膜低(P =0.0 001); 癌旁黏膜表达强于肠癌组织而弱于正

常黏膜 与肠癌组织差异无显著性; 肠癌组织 β2M 表达

水平与肿瘤分期 分级 转移无明显相关性(图1 表1).

低分子量蛋白 2(LMP2)表达在细胞质内 钙联蛋白

(calnexin)呈膜浆型表达 呈黄色或淡黄色(图 6 7) 在

肠癌组织中呈现异质性表达 表达水平较正常黏膜低

(P =0.004); 癌旁黏膜的LMP2和calnexin表达水平低于正

常黏膜 高于肠癌组织(P <0.01). LMP2 和 calnexin 的表

达水平与肠癌分级 分期无明显相关性(图 1 表 1).

图 1  肠癌组织 HLA-I 类分子及相关分子的表达.

表 1  HLA-I 类分子及相关分子表达与肠癌病理的关系(mean±SD)

                         HLA-A     HLA-BC         β2M         LMP2     CALNEXIN

分化  高            0.90±1.00   1.46±1.03   1.06±1.12   1.23±1.00    1.32±0.79

         中            1.20±0.98   1.25±1.26   1.13±0.96   1.60±1.03    1.60±1.03

         低            2.33±1.15   1.68±0.90   1.45±0.93   1.59± 0.91   1.59±0.91

分期  A             1.00±0.81   2.50±0.81a   1.75±0.50   1.75±0.95    1.50±1.00

         B             1.42±1.10   1.76±0.86    1.23±1.05   1.75±0.88   1.60±0.96

         C             0.75±1.05   1.53±1.18    0.83±1.27   1.07±0.93   1.29±1.09

         D             1.00±1.00   0.90±0.74    0.75±1.50 0.90±1.00    1.12±1.43

bP  <0.01 vs D 期.

   HLA-A        HLA-B/C        β2M            LMP         calnexin

HLA-I 类分子各位点及相关蛋白

3
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图 2  HLA-B/C 分子在正常黏膜中表达 400.

图 3  HLA-B/C 分子在肠癌中表达 200.

图 4  HLA-B/C 分子在肠癌中异质性表达 200.

图 5  HLA-B/C 分子在肠癌中不表达 200.

图 6  Calnexin 分子在肠癌中表达 200.

图 7  LMP2 分子在肠癌中表达 200.

3   讨论

肿瘤细胞表面 HLA-I 类抗原表达下调是肿瘤逃避免疫

监视的重要途径[10-11]. 本结果显示肠癌组织中 HLA-A

B/C 重链 β2M 表达水平较正常黏膜明显下调(P <0.01)

在肿瘤的 Dukes 分期中 HLA-I 抗原中各位点情况并

不相同 HLA-B/C 位点表达水平在 Dukes A 期与 D 期

具有差异显著性. 抗原异质性表达现象只有出现在肠癌

发生浸润及转移时. 肠癌细胞表面HLA-I类抗原表达降

低使肿瘤可以逃避 CTL 的杀伤作用 有利于癌细胞的

生存[12-13]. 肠癌组织存在多个亚克隆 在肠癌 Dukes 分

期中 HLA-I 类分子高表达的亚克隆被 CTL 杀伤

HLA-I 类抗原低表达的亚克隆得以演化成为优势克

隆[10-11, 14-15]. 肠癌细胞随着分期的变化 该抗原表达逐

渐降低 并且在浸润至周围组织和 / 或发生淋巴结转移

的肠癌细胞中HLA-I类抗原亦呈现低表达; 而在正常黏

膜 肠癌早期未见该类抗原异质性表达现象.

        肠癌细胞表面 HLA-I 类抗原表达降低逃避免疫监

视的机制涉及许多方面因素 其中 β2M 表达下调或发

生突变是影响 HLA-I 类抗原表达的重要因素[16-17]. β2M

与 HLA-I 类抗原重链通过非共价键结合 可使重链稳

定地表达在细胞膜上 发挥递呈抗原的作用. 若 β2M 发

生突变或缺失 可致 HLA-I 类抗原重链不能有效表达

在细胞膜上[18-19]. 在本研究中肠癌细胞 β2M 的表达明显

下调. β2M 表达变化与 HLA-A B/C 位点在肠癌中的改



变基本保持一致 随着 β 2M 表达下调 HLA-I 类抗

原重链表达亦下调 提示 β2M 参与影响 HLA-I 类抗原

表达. LMP2主要作用是将抗原蛋白加工成适合与HLA-

I 类抗原结合的多肽 他对 HLA-I 类抗原在细胞膜上

表达的密度和稳定性起重要作用[20-22] LMP2 缺陷或表

达降低可导致 H L A - I 类抗原不能负载抗原肽 使

HLA-I 类抗原表达下调[23]. 在宫颈癌 卵巢癌 恶性

黑色素瘤 肺小细胞癌 肾癌中发现 HLA-I 类抗原

低表达伴随抗原加工递呈系统分子低表达或缺陷[24-26].

在本实验中 比较正常黏膜与癌组织中 LMP2 分子表

达 发现肠癌中这种抗原表达低于正常黏膜(P <0.01).

该抗原与肠癌分级 分期无相关性 但随着肿瘤的

Dukes 分期这种分子表达下降. 本实验结果显示同时存

在 LMP2 HLA-I 类抗原下调 提示 LMP2 下调是导

致 H L A - I 类抗原下调的重要因素之一.  钙联蛋白

(calnexin)是一种分子伴侣 他帮助 HLA-I 类抗原正确

折叠 形成有功能的二聚体[27-28]. 低表达或缺乏calnexin

可使 HLA-I 不能形成二聚体 导致 HLA-I 类抗原表

达下调[29-32]. 在本研究中 比较切端黏膜与癌组织中

calnexin 分子表达 显示肠癌中 calnexin 表达明显低于

正常黏膜 calnexin 分子与肠癌分级无相关性 但随着

Dukes 分期 这种分子表达逐步下调. 肠癌中这种分子

表达与 HLA-I 类抗原改变不一致. 结果提示 calnexin 是

一种影响 HLA-I 类抗原表达重要因素 他影响 HLA-

I类抗原的表达与β2M影响HLA-I类抗原表达下调的机

制不同.

      在癌旁组织中 HLA-A B/C β2M LMP2 表达介

于正常组织与癌组织之间 HLA-A HLA-B/C β2M

在癌旁与肠癌组织表达水平无显著差异 LMP calnexin

在癌旁与肠癌组织表达差异性显著(P <0.01). 癌旁组织

和肠癌组织均出现 HLA-A HLA-B/C β2M 表达下

调 提示肠癌组织通过某种细胞间的影响因子 降低

HLA-I 类抗原表达 这种作用对正常黏膜或癌细胞表

面 HLA-I 类抗原的表达影响较为显著[33].  癌旁组织

LMP2 calnexin 表达下调 但结果与 HLA-I 类抗原的

表达有差异 提示影响HLA-I类抗原与LMP2 calnexin

表达的机制不完全一样. 本结果为肠癌的免疫治疗提供

重要的理论依据.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of COX-2 and iNOS  in
H pylori associated chronic gastritis, and also to analyze
the relationship between apoptosis and proliferation and
COX-2, iNOS expression in gastric epithelia cells.

METHODS: A total of 22 patients were diagnosed as having
chronic superficial gastritis by endoscopy and pathology.
H pylori infection was detected by fast urease and Giemsa
stain. The expression of  COX-1, COX-2, and iNOS was
detected by RT-PCR and immunohistochemistry. Apoptosis
and proliferation of gastric epithelial cells were quanti-
tated by apoptosis index (AI) and PCNA labelling index
(PCNA-LI).

RESULTS: There was a significant increase in both COX-2
and iNOS expression in H pylori positive gastritis compared
with normal mucosa. Epithelial cell proliferation index and
apoptosis index in H pylori gastritis were greater than that
in normal mucosa; Expression of COX-2 and iNOS induced
by H pylori had positive correlation with apoptosis and
proliferation in gastric epithelial cells (r =0.716,0.603,
P <0.01; r =0.665, 0.572, P <0.01).

CONCLUSION: H pylori infection leads to gastric mucosal
overexpression of COX-2 and iNOS, which is involved in
apoptosis and proliferation inbalance in gastric epithelia

cell. Therefore, it may be one of the crucial mechanisms
of H pylori inducing gastric cancer.

Chen BL, Zeng ZR, Hu PJ, Tang BD, He Y, Chen W. Association between
Helicobacter pylori infection and expression of COX-2 and iNOS in chronic
gastritis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):902-906

摘要

目的: 探讨幽门螺杆菌(H pylori )感染对慢性胃炎胃黏膜环

氧化酶-2(COX-2) 一氧化氮合酶(iNOS)表达以及对胃上

皮细胞增生与凋亡的影响 阐明H pylori 可能的致癌机制.

方法: 22 例经胃镜及病理确诊为慢性浅表性胃炎患者 采

用快速尿素酶及改良Giemsa染色法检测H pylori ; 采用半

定量RT-PCR和免疫组化法检测胃黏膜中COX-1 COX-

2和iNOS的表达; 以染色法原位检测胃上皮细胞的凋亡; 以

免疫组化法检测胃上皮细胞的增生.

结果: 与正常对照组相比 H pylori 相关性胃炎胃黏膜组

织COX-2和iNOS表达明显增高 增生 凋亡指数差异显

著; H pylori 感染导致的 COX-2 和 iNOS 表达程度与胃黏

膜上皮细胞增生 凋亡呈正相关(r =0.716 0.603 P <0.01;

r  =0.665 0.572, P <0.01).

结论: H pylori 感染导致胃黏膜COX-2和iNOS的高表达

与胃上皮细胞的增生与凋亡失衡有关 从而参与致癌.

陈白莉, 曾志荣, 胡品津, 唐保东, 何瑶, 陈为. 幽门螺杆菌感染与慢性胃炎胃

黏膜组织中 COX-2 iNOS 表达的相关性研究. 世界华人消化杂志  2004;

12(4):902-906
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0   引言

COX-2 和 iNOS 为诱导型酶 其表达与胃肠道肿瘤发

生密切相关[1-7]. 业已明确 H pylori 感染是慢性胃炎的重

要致病因子 是胃癌发生的重要始发因素[8-15] 但其

致癌机制尚不清楚. 为此 我们比较 COX-2 和 iNOS 在

H pylor i 相关性胃炎和正常胃黏膜中的表达情况及

COX-2 和 iNOS 与胃上皮细胞凋亡和增生的关系 以探

讨 H pylori 可能的致癌机制.

1   材料和方法

1.1 材料  我院 2000-12/2001-04 因上腹不适就诊患者



43 例 其中经胃镜及病理检查确诊为慢性浅表性胃炎

22 例 (男 9 例 女 13 例 年龄 46 13 岁) 采用快

速尿素酶试验和组织学 Giemsa 染色检测 H pylori 为阳

性; 另 H pylori 阴性和胃黏膜正常患者 21 例(男 8 例 女

13 例 年龄 38 13 岁)作为对照. 凡有以下情况之一者

除外: 近 1 mo 内接受过抗 H pylori 治疗 使用过影响

H pylori 的药物 使用过 NSAID 或激素以及伴有其他

系统严重疾病. 每例于胃窦部取 4 块黏膜组织 其中 2

块迅速放入液氮 另 2 块固定于 40 g/L 中性甲醛.

1.2 方法  采用常规 SP 法进行免疫组织化学染色. 一抗为

兔抗人COX-1和COX-2多克隆抗体(购自美国Santa Cruz

公司) iNOS 兔抗人多克隆抗体(购自武汉博士德公司).

以食管壁平滑肌细胞的棕黄色着色为阳性对照 以 PBS

代替一抗作阴性对照,结果判定采用半定量积分法[16]. RT-

PCR 检测胃黏膜组织 COX-1 COX-2 和 iNOSmRNA 表

达. 采用经典总RNA抽提试剂盒(上海生工)提取胃窦黏膜

组织中的总RNA. RT-PCR采用Gibco公司一步法试剂盒.

反应体系 50 µL 包括 2 反应混合物 25 µL 总 RNA

1 µg, 上下游引物(10 pM)各 1 µL RT/PLTINUM Taq 酶

1 µL 加 DEPC 处理的去离子水到 50 µL. PCR 引物为:

COX-1 5 -GCAACACTGGAACATGGCTA-3 F 5 -

ACGCCACCATTCTGTCTTTG-3 R(517 bp). COX-2 5 -

TTGCTGTTCCCACCCATGTC-3 F 5 -ATGCGTGAA

GTGCTGGGCAA-3 R(520 bp). iNOS  5 -ACCACTCGG

CTGCAGAATCC-3 F 5 -CATTGCCAAACGTACTGG

TC-3 R (480 bp). β-actin  5 -CAAGAGATGGCCACGG

CTGCT-3 F  5 -TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA-3

R (275 bp). 94 变性 55 退火 72 延伸 扩增

共 30 个循环. 取 PCR产物,在含有溴化乙锭的 15 g/L琼脂

糖凝胶上电泳 紫外灯下照像 应用激光扫描仪进行密

度扫描 β-actin 作为内参照. 胃黏膜上皮凋亡细胞的原

位检测试剂盒(In Situ Cell Death Detection Kit,POD)为德国

宝灵曼公司产品. 染色步骤: 按试剂盒说明书进行 以PBS

替代TUNEL反应液作阴性对照. 每张切片计算1 000个以

上上皮细胞的凋亡细胞(分布于 5 个以上不同视野) 以

100 个细胞中阳性细胞数来表示细胞凋亡指数(AI %)[17].

胃黏膜上皮细胞增生的检测采用免疫组化 LSAB 法 鼠

抗人 PCNA 单克隆抗体和过氧化酶标记的链霉卵白素

(SP)染色试剂盒购自 Dako 公司 操作按说明书进行.

PCNA 阳性的细胞核有棕褐色颗粒 每张切片计算 1 000

个以上上皮细胞的 PCNA阳性细胞数(分布于 5个以上不

同视野) 以 100 个细胞中阳性细胞数来表示细胞增生

指数(PCNA-LI %)[17].

        统计学处理  对两样本均数的比较采用 t检验; 对两

样本率的比较采用精确概率法; 对等级资料及未知分布

的计量资料采用秩和检验; 对双变量正态分布资料采用

直线相关分析, 未知分布资料采用Spearman等级相关分

析 P <0.05 为显著性差异.

2   结果

2.1 胃黏膜 COX-1,COX-2和 iNOS 蛋白的表达  H pylori

感染组及正常组胃黏膜固有层细胞 腺上皮细胞均有

COX-1 表达 且无统计学差异. COX-2 阳性细胞呈棕

黄色颗粒状 主要位于胃窦上皮细胞 固有层单核细胞

和中性粒细胞胞质, 部分切片中巨噬细胞亦有染色(图

1) 与正常组相比(14.3% 3/21) H pylori 感染组 COX-

2 阳性表达率(68.2% 15/22)明显升高(P <0.01). iNOS 主

要表达在上皮细胞 固有层炎性细胞 胞质呈棕黄色

颗粒状. H pylori 感染组 iNOS 阳性细胞表达率为 59.1%

(13/22) 而正常组仅 1 例呈低表达(4.8% 1/21) 两

组间有统计学差异(P <0.01).

2.2 胃黏膜 COX-1 COX-2 和 iNOS mRNA 的表达

RT-PCR 结果显示 H pylori 感染组与正常组均有 COX-1

mRNA 表达 两组间无统计学差异. H pylori感染组95.5%

(21/22)有 COX-2 mRNA 表达 中位数为 1.13 正常

组中位数为 0.02 二者之间有统计学差异. H pylori 感染

组 86.4%(19/22)有 iNOS mRNA 表达 中位数为 0.56 正

常组中位数为 0.01 二者之间有显著性差异(P <0.01

图 2).  RT-PCR 与免疫组化法检测 H pylori 感染组

COX-2 和 iNOS 表达结果显示两种方法存在统计学差异

(P <0.05) 即 RT-PCR 较免疫组化法更敏感(表 1 2).

2.3 胃上皮细胞凋亡和增生  PCNA阳性细胞主要分布于

胃小凹底部和腺体 H pylori 感染组增生指数为 17.3

10.9 与正常组(11.5 7.4)比较有统计学差异(P <0.05).

凋亡细胞主要位于胃黏膜表面及腺体 H pylori 感染组

凋亡指数为 11.9 6.8 与正常组(5.3 3.5)相比差异

显著(P <0.05). 胃上皮细胞增生 凋亡与 COX-1 表达无

相关性(r =0.138 0.102 P >0.05) 而与 COX-2 iNOS

表达呈正相关(r =0.716 0.603 P <0.01; r =0.665

0.572 P <0.01).

表 1  RT-PCR 和免疫组化法检测 Hp 感染组 COX-2 表达结果

     免疫组化法
          合计

+ -
RT-P + 15 6 21

CR -   0 1   1

合计 15 7 22

RT-PCR 与免疫组化法比较 P <0.05, 两种方法检测结果有差异. RT-
PCR 较免疫组化法更敏感.

表 2  RT-PCR 和免疫组化法检测 Hp 感染组 iNOS 表达结果

    免疫组化法
            合计

 + -
RT-PCR + 13 6 19

-   0 3   3

合计 13 9 22

RT-PCR 与免疫组化法 比较 P <0.05, 两种方法检测结果有差异. RT-
PCR 较免疫组化法更敏感.
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图 1  COX-1 COX-2 在胃黏膜中的表达: COX-1 在正常组及 Hp 感
染组胃黏膜固有层单核细胞(A, B)和腺上皮细胞(C, D)中有明显表达. 正
常胃黏膜中固有层腺上皮细胞少量 COX-2 表达(E);  Hp 阳性胃炎
COX-2 明显表达 主要位于上皮细胞(F, G) 固有层炎症细胞(H, I).

图 2  RT-PCR 法分析 COX-1 COX-2 及 iNOS 在胃黏膜中的表达. 从
胃窦组织中提取RNA进行cDNA合成和PCR扩增, 产生COX-1(517 bp),
COX-2 (520 bp), iNOS (480 bp)和 β-actin (275 bp)四种产物.
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3   讨论

幽门螺杆菌感染与人类胃癌发生 发展的关系早已为

人们所熟知 不过 H pylori 感染诱发胃癌的确切机制

不明. 研究发现 H pylori 培养滤液可诱导人胃癌上皮细

胞 COX-2 mRNA 表达的显著上调 与 H pylori 相关性

胃癌有密切关系[18]. 本结果显示 H pylori 相关性胃炎

胃黏膜组织 COX-2 和 iNOS mRNA 水平明显升高 提

示H pylori感染与COX-2和iNOS mRNA表达关系密切

H pylori 感染可增强胃黏膜中 COX-2 和 iNOS 的表达

这与国内外报道一致[19-20] 表明 COX-2 iNOS 表达

在 H pylori 相关性胃病包括胃炎和胃癌发生中起作用.

H pylori 感染可能通过激活 NF-κB 因子 进而促进

COX-2 iNOS mRNA 的表达[ 21]. RT-PCR 和免疫组化技

术是检测细胞因子在组织或细胞中的表达常用的两种

方法 与免疫组化法相比 RT-PCR 技术具有快速

灵敏 准确的优点[22].

        近年来研究表明 COX-2 和 iNOS 不仅是启动炎症

反应的关键酶 而且还通过促进细胞增生 抑制细胞

凋亡 促进肿瘤血管形成 增加肿瘤细胞侵袭 转

移的潜能等机制参与各种肿瘤的发生 发展过程[23-26].

已经证实 在人胃癌组织中 COX-2 和 iNOS 表达明显

上调[27-28] COX-2 高表达能增加胃癌患者淋巴结转移

的危险性[29]. 动物实验表明COX-2抑制剂能诱导裸鼠细

胞凋亡 从而抑制胃癌的生长 [ 30 ] 这些结果均提示

COX-2 和 iNOS 过度表达与胃癌有关. 本研究比较了

COX-2 iNOS mRNA表达与增生及凋亡的相关性 提示

在慢性胃炎阶段 胃黏膜上皮细胞增生指数 凋亡指数

与 COX-2 和 iNOSmRNA 表达呈正相关 说明 COX-2 和

iNOSmRNA的表达与胃黏膜上皮细胞增生 凋亡关系密

切 使细胞增生和凋亡失衡 从而促进肿瘤的发生[31]. 我

们既往的研究及国内外大量研究均证实 H pylori 感染

可促进胃黏膜上皮细胞的增生及凋亡[32-33]. 本研究另一结

果亦显示 H pylori 感染组增生与凋亡均明显高于对照

组 然而导致增生及凋亡的内在机制仍不明确. 总之

H pylori 感染可上调 COX-2 和 iNOS 表达 诱导胃黏膜

上皮细胞增生 导致的 COX-2 和 iNOS 表达程度与胃黏

膜上皮细胞增生 凋亡呈正相关 因此推测 COX-2 和

iNOS基因的表达参与了H pylori 相关性胃炎向癌前病变

和胃癌的演变过程. H pylori 感染的胃黏膜 COX-2 和

iNOS 高度表达 尤其是他在胃恶性肿瘤中的出现和在

大肠癌的形成过程中的重要特征[34-35] 提示 COX-2 和

iNOS 的诱导可能是 H pylori 潜在致癌的重要机制.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of transections of the cervical
sympathetic trunk (TCST) on the gastric mucosal blood
flow (GMBF) in water immersion restrain rats.

METHODS: A total of 30 male Sprague-Dawleys rats were
randomly allocated into three groups: control group (Group
I), water immersion restrain group (Group II) and TCST
followed by water immersion restrain (Group III). Superior
cervical ganglion were exposed and splited, but not cut off
in Group I and Group II. In Group III, we cut off and ligated
the cervical sympathetic nerve trunk below 3 mm of superior
cervical ganglion. Then the rats of Group II and Group III
were vertically immersed into water (23±1 ). Six hours
later, GMBF  were measured by laser Doppler blood stream
meter. And we evaluated the gastric mucosal ulcer index
(UI) according to Guth score.

RESULTS: There was mucosal bleeding and erosion in
Group II, Group III was obviously relived as compared with
Group II. The GMBF was 68.9±12.7; 130.0±14.5 (PU) in
Group II and Group III respectively, while the UI was 50.1±
12.3; 26.6±9.4.(P <0.01). The GMBF and UI was significant
negative correlation (γ = -0.847, P <0.01). ET-1 in plasma
and gastric mucosa in Group II were higher than those in
Group I. ET-1 in plasma in Group III were higher than that
in Group I, while they were lower than that in Group II.

ET-1 in plasma had a moderate negative-correlation with
GMBF.

CONCLUSION: Increased the GMBF due to TCST may con-
tribute to attenuation in the lesion of gastric muscoa in wa-
ter immersion restrain rats, and it may have something to
do with ET-1 in plasma and gastric mucosa.

Zhao GY, Meng LX, Chen YY, Cui JJ. Effects of transections of cervical
sympathetic trunk on gastric mucosal blood flow and ET-1 in water
immersion restrain rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):907-910

摘要

目的:  研究颈交感神经干离断对浸水大鼠胃黏膜血流量的

影响.

方法: 30只 SD大鼠随机分为3组(n =10) I组为正常对照

组 II组为浸水对照组; III组为颈交感神经干离断后浸水组.

I II组只将颈交感神经干暴露 分离,不离断; III组离断颈

交感神经干并将断端结扎. 将II III组大鼠垂直浸水(水温

23 1 )至剑突水平 6 h 后取出 测定各组胃黏膜血

流量(GMBF),评价黏膜损伤程度. 放免法测定血浆及胃黏膜

ET-1 含量.

结果: II组胃黏膜见出血及糜烂. III组黏膜损伤程度明显轻于

II组. III组与II组比较GMBF明显升高 二者分别为130.0

14.5 ;  68.9 12.7 (P <0.01). II组和III组的溃疡指数(UI)分

别为 50.1 12.3; 26.6 9.4 差异极显著(P <0.01)  II

组和 III 组的 GMBF 值与 UI 呈高度负相关 γ = -0.847

P <0.001. II 组大鼠的血浆及胃黏膜的 ET-1 值明显高于 I

组 P <0.01; III 组的血浆 ET-1 值也明显高于 I 组但与 II

组比较明显减少 P <0.01. III组大鼠的胃黏膜组织的ET-

1 值明显高于 I 组 P <0.01 但与 II 组比较无显著差异.

结论: 颈交感干离断可增加浸水应激大鼠胃黏膜血流量

对胃黏膜损伤有保护作用. 血浆及胃黏膜ET-1参与了颈交

感神经干离断对胃黏膜保护的作用.

赵广翊, 孟凌新, 陈延英, 崔健君. 颈交感神经干离断对应激大鼠 ET-1 及胃

黏膜血流量的影响. 世界华人消化杂志  2004;12(4):907-910
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0   引言

应激性溃疡是指机体在各类严重创伤 危重疾病等严

重应激状态下 发生的急性消化道糜烂 溃疡等病
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变 可引起消化道出血 穿孔[1]. 其损伤机制涉及到胃

的运动 分泌 血流 胃肠激素 氧自由基及细胞凋亡

等多种因素[2-10] 但近年来研究表明 局部胃黏膜血

流量(GMBF)减少是其主要的病理生理过程[11-15]. 星状神

经节阻滞作为一种疼痛治疗方法 在国内外已被广泛

应用. 星状神经节切除可减弱应激性溃疡的严重程度已

被实验证实[16]. 但有关其内在的作用机制尚未有文献阐

明. 内皮素 1(ET-1)是一种主要由血管内皮细胞分泌的

缩血管生物活性多肽[12, 17]. 研究表明 内源性 ET-1 通

过强烈的缩血管作用 对胃黏膜的损伤作用最强 被认

为是胃黏膜损伤的始动因子[14, 17]. 我们以经典的浸水应

激造成大鼠急性胃黏膜损伤 观察颈交感干离断对应

激大鼠胃黏膜血流量 血浆及胃黏膜 ET-1 含量的变

化 探讨星状神经节阻滞对胃黏膜血流量的影响及其

可能的作用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  Sprague-Dawleys大鼠(中国医科大学实验动

物中心提供) PF3 型激光多普勒血流仪(Perimed 瑞

典) S-500P 紫外光视光连续分光光度计(法国) 内

皮素 -1 试剂盒(北京东亚)

1.2 方法  选用健康 200-250 g SD 大鼠 30 只 禁食

12 h 禁水1 h 后随机分为3 组: I组(正常对照组 n =10);

II 组(应激对照组 n =10); III 组(颈交感神经干离断后

应激组 n =10). 模型的制备: 25 g/L 戊巴比妥钠 40 mg/kg

ip将大鼠麻醉. 在显微镜下于颈总动脉分叉处的背侧面

找到颈上神经节 I II 组只将颈交感神经干暴露 分

离 不离断; III 组距其下 3 mm 处离断颈交感神经干并

将断端结扎 缝合切口. 以上大鼠均于术后禁食(不禁

水)24 h 后乙醚轻度麻醉 II III 组大鼠束缚四肢于

自制木板上 待其清醒后将动物浸水(水温 23 1 )

至剑突水平 浸水应激至 6 h 取出.

       胃黏膜血流量的测定  用 25 g/L 戊巴比妥钠ip 再次

麻醉动物 于剑突下沿正中线剖腹并游离出胃 于幽

门前壁少血管处切一 5 mm 小口. 插入 PF3 型激光多普

勒血流仪(测量单位为 PU)探头分别于胃窦 胃体部的

大小弯处 4 点测 GMBF 取其平均值. 抽取腹主动脉血

2 mL 注入含 100 g/L EDTA 二钠 30 µL 和抑肽酶 40 µL

的试管中 混匀后 4 3 000 r/min 离心 10 min

分离血浆. 置 -20 保存. 测定时室温复融 再次 4 

3 000 rpm 离心 5 min 取上清测定. 放免法测定血浆

ET-1浓度. 切除全胃 沿胃大弯切开并翻转胃黏膜使之

朝外 经生理盐水漂洗后 按 Guth (Gastroenterology

1979;76:88-93) 标准评定损伤指数(UI):  点状糜烂 1 分

小于 1 mm 2 分 1-2 mm 3 分 3-4 mm 4 分 大于 5 mm

5 分. 剪取 1 小块嵴下 5 mm 的胃体上部黏膜 常规石蜡

切片 HE 染色后 进行组织学观察. 剥取腺胃部的胃

黏膜组织 滤纸吸净水分液氮冷冻后 转入 -70 深

低温冰箱储存备测 ET-1.

        统计学处理  应用 SPSS V10.0 美国 SPSS 公司(2000

年)专业统计软件进行数据处理 数据均以 mean±SD 表

示 两样本间均数比较用 t 检验 两变量间关系用直

线相关分析. P <0.05 统计学差异显著.

2   结果

在I 组中有1只大鼠因戊巴比妥钠ip再次麻醉动物时死

于呼吸抑制 被排除. II III 组动物实验过程中无异

常经过. 肉眼观察 I 组胃黏膜表面光滑 未见糜烂及溃

疡. II III 组大鼠胃黏膜损伤主要分布于腺胃部 表现

为点状出血性溃疡和条索状出血性溃疡 II组中少数表

现为黏膜水肿及糜烂. III 组溃疡指数为 26.6 9.4 II

组溃疡指数为 49.1 13.9 差异显著(P <0.01 表 1)

光镜下 I组 胃黏膜表面光滑有轻度渗出改变(图1). II组

可见黏膜表面上皮坏死 脱落形成表浅糜烂 并有渗

出及片状出血改变 腺体分泌亢进 间质水肿(图 2). III

组 黏膜损伤较 II 组程度减轻 表面可见轻度上皮坏死

脱落 形成较浅糜烂 有的表面仍光滑未见上皮细胞坏

死 并见点状出血(图 3).

图 1  I 组黏膜表面光滑  HE×200.

图 2  II 组黏膜表面上皮坏死 脱落形成糜烂 腺体分泌亢进 HE×200.

图 3  III 组轻度上皮坏死脱落形成较浅糜烂 点状出血 HE×200.
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        II 组大鼠的血浆的 ET-1 值明显高于 I 组(P <0.01);

III 组的血浆 ET-1 值也明显高于 I 组但与 II 组比较明显

减少(P <0.01). II 组大鼠的胃黏膜组织的 ET-1值明显高

于 I 组(P <0.01); 组胃黏膜组织的 ET-1 值也明显高于

I组 但与II组比较无显著差异. 三组血浆ET-1与GMBF

呈中度负相关(γ =-0.638 P <0.01). 血浆 ET-1 与胃黏

膜 ET-1 呈中度正相关(γ =0.589 P <0.01).

表 1  浸水大鼠 GMBF UI 及 ET-1 的变化

分组   n        GMBF(PU)            UI           pET(ng/L)     mET(ng/g/tissue)

I   9       211.2 8.8    -   159.7 56.3   489.8 184.8

II 10 68.9 12.7a    50.1 12.3   269.1 34.0a    856.3 144.1a

III 10        130.0 14.5ab 26.6 9.4b   211.2 33.3ab 716.7 95.0a

aP <0.01 vs I 组; bP <0.01 vs II 组.

3   讨论

胃黏膜微循环障碍是应激性溃疡发生的主要的病理生理

过程. 胃黏膜血流量的调节机制十分复杂 其中ET起着

重要作用. 星状神经节阻滞(SGB)是一种临床上常用的神

经阻滞技术 其不仅对其支配范围内的疾病有治疗作

用 近来其治疗范围已涉及到机体神经 内分泌 免疫

系统的某些疾病[18]. 研究表明 中枢神经系统中主要是

下丘脑和延髓对 GMBF有影响 下丘脑对 GMBF的影响

可能是由去甲肾上腺素介导的. 交感神经节后纤维分布

于胃血管壁周围 主要通过释放去甲肾上腺素使 GMBF

减少 导致 SU 的发生[12] 此时行 SGB 其作用在于阻断

调理和改善了这种病理生理过程. 峯田昌之应用超声多

普勒观察到:  SGB 后人体腹腔动脉 肠系膜上动脉血流

量增加 [19]. 大鼠颈交感神经干离断可以模拟人类的星状

神经节阻滞 鼠 TCST 后 表现为持续的眼裂狭小等这

与人的 SGB 表现的上睑下垂相一致; 长期反复的 SGB 可

产生与经 TCST 同样的结果. 切断颈上神经节前纤维(颈

交感神经干) 而保存颈上神经节可以保证节后纤维不

变性 是模拟人类SGB的较好的模型[20]. 下丘脑-垂体-

肾上腺轴及颈交感神经干 - 下颌下腺轴在神经 - 内分

泌 - 免疫系统的相互作用中起着重要作用. 啮齿类动物

的颈交感神经干 - 下颌下腺神经内分泌轴在应激情况

下起着重要作用 其各种多肽的释放是受交感神经控

制的[21]. 本结果表明 大鼠应激后胃黏膜血流量减少

出现急性胃黏膜损伤. 而行颈交感神经干离断后 应激

大鼠胃黏膜血流量的下降较单纯应激组明显减少 溃

疡指数明显减少 说明颈交感神经干离断可增加胃黏

膜血流 对胃黏膜的损伤有保护作用. 其原因与颈交感

神经干离断降低胃部交感神经功能 调理下丘脑[22]

使机体的植物神经系统 内分泌及免疫等功能保持正

常 维持恒常性机能活化有关.

        ET是血管内皮细胞分泌的由21个氨基酸残基构成

的短链多肽 是具有强大收缩血管作用的血管活性物

质 ET 增加通过收缩血管及增加渗出 减少循环血

量等途径来降低胃黏膜血流进而引起胃黏膜损伤. 李兆

申 et al [23]研究发现 在冷束缚应激诱发大鼠急性胃黏

膜损伤的过程中 内源性 ET 水平异常升高 并通过其

强烈的缩血管作用引起 GMBF 显著下降 参与应激性

溃疡的病理生理过程 造成胃黏膜缺血 糜烂 溃疡损

伤. 而特异性 ET-1 抗体及 ET-1 受体拮抗剂可有效地改

善胃黏膜组织血液灌流 减轻胃黏膜组织损伤程度 起

到保护胃黏膜组织的作用[24-26]. 我们发现浸水应激时大鼠

血浆及胃黏膜组织 ET-1 明显增加 且血浆 ET-1 与

GMBF 呈负相关 相应的溃疡指数增加. 说明 ET-1 在

应激性溃疡的发生中起着重要作用. 而行颈交感神经干

离断后 应激大鼠的血浆 ET-1 明显减少 提示颈交

感神经干离断保护胃黏膜与降低血中的 ET-1 有关. 至

于应激大鼠胃黏膜组织 ET-1 含量异常增高 可能为

应激状态下胃黏膜组织 ET-1mRNA 表达异常增加 导

致 ET-1 大量合成分泌的缘故 段义民 et al [27]通过放免

组化法研究 发现大鼠胃黏膜肌层血管内皮细胞 平

滑肌细胞及胃黏膜上皮细胞的胞质中存在 ET-1阳性物

质 且应激后 ET-1 阳性细胞表达数量与强度较正常

对照组明显增加. 提示应激后胃黏膜组织局部可大量增

加 ET-1 的合成 分泌 从而参与 SU 的病理生理过

程. 这也可能是两组应激大鼠间胃黏膜组织 ET-1 含量

无显著差别的原因.

        总之 尽管动物交感神经节的解剖位置与人类有所

不同 然而 我们的研究结果表明: 颈交感干离断可

增加浸水应激大鼠胃黏膜血流量 对胃黏膜损伤有保护

作用. 大鼠浸水应激时血浆与胃黏膜组织 ET-1 均升高.

颈交感神经干离断对胃黏膜损伤保护作用的机制可能与

其调节血浆及胃黏膜 ET-1 水平有关. 临床上 早期行

星状神经节阻滞是否可以降低应激性溃疡的发生率并减

弱其严重程度尚待进一步研究.

4     参考文献
1 萧树东, 许国铭, 李兆申, 黄莛庭, 孙永华, 卢亦成, 杨兴易, 湛先

保, 赵继宗, 王集生. 应激性溃疡防治建议. 中华医学杂志  2002;
82:1000-1001

2 乐桥良, 文晓冬. 大鼠应激性溃疡中一氧化氮的作用. 世界华人
消化杂志  2000;8:815-816

3 雷银雪, 湛先保, 李兆申, 许国铭. 酸及抗酸剂在应激性溃疡中的
作用. 华人消化杂志  1998;6:434-435

4 Liu GS, Huang YX, Li SW, Pan BR, Wang X, Sun DY, Wang
QL. Experimental study on mechanism and protection of stress
ulcer produced by explosive noise. World J Gastroenterol  1998;
4:519-523

5 Qui BS, Mei QB, Liu L, Tchou-Wong KM. Effects of nitric
oxide on gastric ulceration induced by nicotine and cold-re-
straint stress. World J Gastroenterol  2004;10:594-597

6 陈国裕, 王志荣, 陈锡美. 热休克蛋白在胃黏膜保护中的作用. 世
界华人消化杂志  2002;10:969-971

7 刘婧, 李兆申, 许国铭, 宛新建, 王雯. 细胞凋亡和增生在大鼠应
激性溃疡发病中的作用. 中华消化杂志  2003;23:595-598

8 张根葆, 钱大青, 孙俊, 秦兵, 徐玉兰. 银杏叶提取物对大鼠应激
性溃疡的保护作用. 世界华人消化杂志  1999;7:869-871

9 张国锋, 张明敖, 陈易人, 汪良. 内皮素 一氧化氮在内毒素血症



大鼠胃黏膜损伤中的作用. 世界华人消化杂志  2000;8(特刊 8):24
10 孙波, 李兆申. 非甾体类抗炎药胃黏膜损伤及预防实验研究. 世

界华人消化杂志  2000;8:271-275
11 许冠荪, 孙勇, 王振玖, 张道芹, 顾新建. 电针对应激大鼠胃黏膜

血流量及跨膜电位差的影响. 华人消化杂志  1998;6:4-6
12 罗燕军, 于皆平. 胃黏膜血流变化的影响因素. 世界华人消化杂

志  2001;9:671-674
13 秦名, 黄欲新. 针刺对胃黏膜保护作用及其机制的研究进展. 世

界华人消化杂志  2000;8:456-457
14 杨琦, 秦名, 黄欲新, 王景杰, 赵保民, 高巍, 王庆莉. 电针对应激

大鼠胃黏膜血流及血浆 ET, NO, CGPR 的影响. 第四军医大学
学报  2001;22:800-803

15 Kawano S, Tsuji S. Role of mucosal blood flow: a concep-
tional review in gastric mucosal injury and protection. J
Gastroenterol Hepatol  2000;15(Suppl):D1-6

16 小川秀道.星状神经节阻滞的继发(中枢)性作用: 家兔胃溃疡模型
的实验研究. 疼痛学杂志  1994;2:152-153

17 孙大勇, 黄裕新, 褚自宏, 高巍, 王庆莉, 刘国实. 电针对狗胃黏膜
血流量的影响及与血浆胃肠激素的关系. 华人消化杂志  1998;
6:936-938

18 张丽红, 张秉钧. 星状神经节阻滞的机制. 国外医学 · 麻醉学与复
苏分册 2003;24:79-81

19 Masayuki M, Yoshinori T, Mitsuaki M. Change of blood flow
in celiac artery and superior mesenteric artery after stellate

ganglion block. Masui  1993;42:1808-1812
20 张丽红, 董有静, 崔健君. 颈交感神经干离断对妊娠大鼠及胎鼠

的影响. 临床麻醉学杂志  2003;19:91-93
21 Rougeot C, Rosinski-Chupin I, Mathison R, Rougeon F. Ro-

dent submandibular gland peptide hormones and other bio-
logically active peptides. Peptides  2000;21:443-455

22 Adachi M, Otsuki M, Akatsu M, Tase C. The effects of heat
stimulation and cold stress on the rats with cervical
sympathectomy. Masui  2003;52:1293-1299

23 李兆申, 段义民, 湛先保, 许国铭. 内皮素在大鼠冷束缚应激性溃
疡中的作用. 解放军医学杂志  1999;24:15-17

24 段义民, 李兆申, 湛先保, 龚燕芳, 许国铭. 内皮素 -1 特异性抗体
对应激性胃黏膜损伤的保护作用. 世界华人消化杂志  2003;11:
990-993

25 Kuwahara K, Kitsukawa Y, Suzuki Y, Saito Y. Effects of sev-
eral endothelin receptor antagonists on gastrointestinal tran-
sit of guinea pigs. Dig Dis Sci  2000;45:960-966

26 Krejci V, Hiltebrand LB, Erni D, Sigurdsson GH. Endothelin
receptor antagonist bosentan improves microcirculatory blood
flow in splanchnic organs in septic shock. Crit Care Med  2003;
31:203-210

27 段义民, 李兆申, 万维琴, 湛先保, 许国铭. 应激状态下胃黏膜组
织内皮素 -1 水平及其免疫组化研究. 解放军医学杂志  2002;27:
677-679

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2004年版权归世界胃肠病学杂志社

• 消息 •

World Journal of Gastroenterology 稿件管理

为了加快 World Journal of Gastroenterology WJG 稿件管理的信息化 电子化进程 提高办刊质量

规范编辑工作流程 提高工作效率 我们成功开发了世界胃肠病学杂志社稿件管理系统 并于 2003-04-15 投

入使用 来稿登记  稿件回执 稿件初审 二审(包括选择审稿专家和发送审稿通知书) 审稿意见 终审

定稿 发送录用通知书 退稿 编辑加工 数据交换 网上投稿查询等 全部实现了自动生成 电子化处

理. 作者在WJG 网上投稿查询系统内提交用户名(第一作者)和密码(文章编号)后可查询到稿件的处理状态 如编

号 刊名 题名 作者 收稿日期 送审日期 接受日期 退稿日期 发票编号 待发表日期 入卷

(期)和出版页码等在内的 28 个项目.

910                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 4 月 15 日  第 12 卷  第 4 期



World Chin J Digestol  2004 April;12(4):911-913
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

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

•临床研究 CLINICAL RESEARCH •

超声图预测肝硬化患者食管静脉曲张程度

张晓红, 张宇锋, 宁方芹, 杨绍基

张晓红, 张宇锋, 杨绍基, 中山大学第三附属医院传染病科
广东省广州市  510630
宁方芹, 中山大学第三附属医院科研科  广东省广州市  510630
张晓红, 女, 1966-10-22 生, 黑龙江省肇东市人, 汉族.  2001 年中山大学
内科学硕士, 现任中山大学附属第三医院传染病科主治医师. 从事医疗 教
学和研究工作, 并于 2002 年起在职博士生.
项目负责人: 张晓红, 510630, 广东省广州市, 中山大学第三附属医院传染
病科.  zhangxhope@yahoo.com.cn
电话: 020-85516867-2027    传真: 020-85515940
收稿日期: 2003-12-12    接受日期: 2004-02-01

Ultrasonographic prediction of
esophageal varices in patients
with liver cirrhosis

Xiao-Hong Zhang, Yu-Feng Zhang, Fang-Qin Ning, Shao-Ji Yang

Xiao-Hong Zhang, Yu-Feng Zhang, Shao-Ji Yang, Department of In-
fectious Diseases, The Third Affiliated Hospital of Sun Yat-Sen
University, Guangzhou 510630, Guangdong Province, China
Fang-Qin Ning, Department of Scientific Research, The Third Affili-
ated Hospital of Sun Yat-Sen University, Guangzhou 510630, Guangdong
Province, China
Correspondence to: Xiao-Hong Zhang, Department of Infectious
Diseases, The Third Affiliated Hospital of Sun Yat-Sen University, Guangzhou
510630,Guangdong Province, China. zhangxhope@yahoo.com.cn
Received: 2003-12-12    Accepted: 2004-02-01

Abstract
AIM: To study the value of ultrasonographic prediction of
the esophageal varices in patients with liver cirrhosis.

METHODS: All 207 cases were examined by ultrasonography
and endoscopy, and classified according to the Child-Pugh
score. The valuable ultrasonographic variables were selected
to form regression formulae to predict the esophageal
varices degrees in patients with liver cirrhosis.

RESULTS: The esophageal varices degree was correlated
with Child-Pugh classification (r =0.39, P <0.01). In class
Child-Pugh C, about 93.3% of patients had over medium
degree of esophageal varices. The Logistic formula (P(B)=1/
[1+e-(-19.554+9.295AS-2.757PUV-4.278GBBL+1.288PVD)] might predict Child-
Pugh B, and the diagnostic accuracy was 92.7%. The Lo-
gistic formula (P(A)=1/[1+e-(-0.405+1.686PUV)] might predict
Child-Pugh A, and the diagnostic accuracy was 68.0%.

CONCLUSION: A majority of patients in class Child-Pugh C
has over moderate esophageal varices, therefore all patients
in this class should be examined by endoscopy. But patients
in classes Child-Pugh B and A should be examined by
ultrasonography first, and for high risk patients, endoscopy
should be carried out.

Zhang XH, Zhang YF, Ning FQ, Yang SJ. Ultrasonographic prediction
of esophageal varices in patients with liver cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(4):911-913

摘要

目的: 筛选有意义的超声检查指标 结合 Child-Pugh分级

对中度以上食管静脉曲张的肝硬化患者进行预测 探讨超

声检查预测肝硬化患者食管静脉曲张程度的价值.

方法: 将所有病例按 Child-Pugh 评分分级 进行超声及胃

镜检查 用 Spearman 等级相关分析筛选出与食管静脉曲

张程度相关并且对其判断贡献较大的指标 建立 Logistic

回归方程.

结果: 食管静脉曲张程度与Child-Pugh分级呈正相关(r =0.39

P <0.01) Child-Pugh C 级患者中度以上食管静脉曲张占

93.3%. 对 Child-Pugh A 级患者 判断食管静脉曲张程度贡

献较大的指标是 PUV Logistic 回归方程: P(A)=1/[1+e-(-

0.405+ 1.686PUV)] 其判断准确率为 68.0% 敏感性为 60.0%

特异性为 78.3%. 对 Child-Pugh B 级患者判断食管静脉曲

张程度贡献较大的指标有PVD PUV GBBL和AS Logistic

回归方程: P(B)=1/[1+e-(-19.554+9.295AS-2.757PUV-4.278GBBL+1.288PVD)]

其判断准确率为92.7% 敏感性为96.8% 特异性为80.0%.

结论: Child-Pugh C 级肝硬化患者绝大部分有中度以上的

食管静脉曲张; 以超声检查指标建立的回归方程对 Child-

Pugh A B级患者中度以上的食管静脉曲张判断符合率较

高 可以用于肝硬化患者食管静脉曲张程度的预测.

张晓红, 张宇锋, 宁方芹, 杨绍基. 超声图预测肝硬化患者食管静脉曲张程度.

世界华人消化杂志  2004;12(4):911-913

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/911.asp

0   引言

肝硬化在我国常见[1-6] 而食管静脉曲张是肝硬化门静

脉高压侧枝循环建立与开放的结果[7-11] 是肝硬化致

死性上消化道出血的主要原因[12-16]. 食管静脉曲张破裂

出血发生率与其曲张程度呈正相关 中度以上食管静

脉曲张患者是上消化道出血的高危人群[17-18]. 胃镜是诊

断及治疗食管静脉曲张的有效手段 但具有侵入性 给

患者造成一定的痛苦 且费用较高 将其作为常规检

查 患者难以接受. B 超检查可以从多个指标上间接反

映门静脉高压的程度 而且 B 超检查简便 无创 经

济 易普及[19-22]. 我们对不同 Child-Pugh 分级的肝硬化

患者进行了 B 超及胃镜检查 以找出通过 B 超检查指

标预测食管静脉曲张程度的方法.
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1   材料和方法

1.1 材料  2000-08/2001-08在我科就诊的从未发生过消

化道出血的肝硬化患者 207 例 符合 2000 年(西安)全国

传染病与寄生虫病学术会议修订的诊断标准 年龄

19-76(平均 46.7 岁); 男 189 例 女 18 例. 其中乙型肝

炎后肝硬化 165 例 丙型肝炎后肝硬化 13 例 乙型重

叠丙型肝炎肝硬化 6 例 酒精性肝硬化 20 例 原发性

胆汁性肝硬化 3 例. Child-Pugh A 级 64 例 B 级 69 例

C 级 74 例.

1.2 方法  超声医师和胃镜医师均在未知彼此检查结果

及 Child-Pugh分级的情况下实施检查. 入院后24 h内行

常规体检 肝功能及凝血酶原活动度检查 按 Child-

Pugh评分分级. 采用BioSound AU4彩色多普勒超声诊断

仪 探头频率 3.5-5.0 MHz 受检者禁食 8 h 以上 进

行肝 胆囊 脾及腹水的检查 测量右肝最大斜径

(RLOD) 脾长径(SPL) 脾厚度(SPT)及脾门到下缘角距

离 计算脾指数(SPI) 脾指数 =脾厚度 脾门到脾下缘

角距离. 门静脉内径(PVD) 门静脉血流最大速度(PVmax)

和平均速度(PVmean) 脾静脉内径(SPVD) 检查是否有

脐旁静脉重新开放(PUV) 有脐旁静脉重新开放者 测

量脐旁静脉内径及最大血流速度和平均血流速度. 检查

胆囊壁是否呈双边(GBBL) 并测量胆囊壁厚度(GBT). 检

测腹水量(AS). 在与超声检查同 1wk 内采用 Olympus240

型电子胃镜进行检查 食管静脉曲张程度分为 3 度 轻

度: 食管静脉向食管内隆起小于3 mm 外观呈条索状; 中

度: 曲张静脉向腔内隆起3-6 mm; 外观呈串珠状; 重度: 食

管静脉向食管隆起大于 6 mm 外观呈结节状或瘤状.

        统计学处理  采用SPSS 11.0统计软件进行Spearman

等级相关分析 及 Logistic 回归分析. 计量资料均数的

比较用 t 检验 计数资料率的比较用 χ2 检验.

2   结果

胃镜检查 207 例 中度以上食管静脉曲张 137 例 轻

度及无食管静脉曲张 70 例.经 Spearman 等级相关分析

筛选出与食管静脉曲张程度相关的 B 超检查指标(表

1) 相关系数(r)的 P 值小于 0.01 的指标有 PVD SPL

SPI SPV D PUV GB BL GB T P 值等于 0.01 的

指标有AS. Child-Pugh A级患者中度以上食管静脉曲张

者占 39.1%(25/64) Child-Pugh B 级患者中度以上食

管静脉曲张者占 60.9%(42/69) Child-Pugh C 级患者

中度以上食管静脉曲张者占93.3%(69/74). 3组之间比较

差异有显著性(P <0.01).

        与食管静脉曲张相关的 8 项指标 Logistic 回归分析

显示 对Child-Pugh A级患者判断食管静脉曲张程度贡

献较大的指标有 PUV Logistic 回归方程: P(A)=1/[1+e-

(-0.405+1.686PUV)] 其判断准确率为 68.0% 敏感性为 60.0%

特异性为78.3%. 对Child-Pugh B级患者判断食管静脉曲张

程度贡献较大的指标有 PVD PUV GBBL 和 AS Logistic

回归方程: P(B)=1/[1+e-(-19.554+9.295AS-2.757PUV-4.278GBBL+1.288PVD)] 其判

断准确率为 92.7% 敏感性为 96.8% 特异性为 80.0%.

以所得方程 P(A)=1/[1+e-(-0.405+1.686PUV)]分析另一组 32 例

Child-Pugh A级肝硬化患者的资料: 判断准确率为65.1%

敏感性为 58.4% 特异性为 74.3%. 以所得方程 P(B)=1/

[1+e-(-19.554+9.295AS-2.757PUV-4.278GBBL+1.288PVD)] 分析另一组39例

Child-Pugh B级肝硬化患者的资料: 判断准确率为85.8%

敏感性为 90.4% 特异性为 76.2%.

表 1  食管静脉曲张程度相关的 B 超检查指标(mean±SD, %)

         PUVb          GBBL
b          ASa

食管静脉曲张   PVD(mm) GBT(mm)     SPL(mm)       SPI SPVD(mm)
   0       1          0         1         0        1       2      3

轻度及以下 12.3 1.4 5.8 2.3 131.9 24.1 31.7 13.4 8.1 2.3 74.5    25.5     80.8    19.2     59.6    12.8   14.9  10.6

中度及以上 13.4 2.0b 7.4 3.2b 149.6 29.0b 39.9 16.0b 9.3 2.7b 41.6    58.4     46.1    53.9     33.7    36.0   15.7  13.5

bP <0.01, aP <0.05

3   讨论

肝硬化 Child-Pugh 分级是国际上通用的肝硬化肝储备

功能的分级标准 与肝硬化食管静脉曲张程度及上消化

道出血关系密切[23-24] 是严重食管静脉曲张的独立危

险性指标[17,25]. 本组资料与此相符 食管静脉曲张程度

与 Child-Pugh 分级呈正相关(r =0.39 P <0.01); A B

C级患者中度以上食管静脉曲张分别占39.1% 60.9%和

9 3 . 3 % .  经等级相关分析显示超声检测指标 P V D

PUV GBBL GBT SPL SPI SPVD AS 与食管静

脉曲张程度呈正相关 其中 PVD PUV GBBL 和 AS

对 Child-Pugh B 级患者判断食管静脉曲张程度贡献较

大. 肝硬化门静脉压力增高 直接导致门静脉扩张

并使肝和内脏微血管滤过增加 淋巴产生增加 加之

低蛋白血症使血浆胶体渗透压降低 导致腹水形成[26].

胆囊壁增厚在肝硬化患者极为普遍. 脐旁静脉重新开放

是门静脉高压导致侧枝循环建立的结果 随着肝硬化

程度的加重和门静脉高压的加剧脐旁静脉重开的比例

增加 在 Child-Pugh A B C 级中分别占 6.3% 25.9%

和 33.3% [27-28]. 因此 门静脉扩张 胆囊壁增厚 脐

旁静脉重开以及腹水的出现与食管静脉曲张均基于门

静脉压力升高的共同病理基础 有着内在的必然联系.

以这些指标经 Logistic 回归分析所建立的回归方程对

Child-Pugh B级肝硬化患者中度以上食管静脉曲张判断

准确率达 92.7%. 以此方程预测另一组病例 判断的准

确率可达 85.8%. Imperiale et al [28]对食管静脉曲张破裂

出血进行内镜预防性套扎的 Meta 分析显示 预防性套
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扎能减少首次出血的发生率和死亡率. Lo et al [29]报道在

Child-Pugh B级患者中对食管静脉曲张高危患者进行预

防性套扎效果更好. 本研究提示 通过对 Child-Pugh B

级肝硬化患者进行超声检查 以简单的指标对食管静脉

曲张程度进行预测准确性高 经此筛选高危患者再行胃

镜检查及预防性套扎会具有更好的针对性 既能节省医

疗费用又可以避免部分患者进行胃镜检查的痛苦 本方

法简便 安全 切实可行 具有临床应用价值.

        Child-Pugh C级肝硬化患者绝大部分(93.3%)有中度

以上的食管静脉曲张. 因此 Child-Pugh C 级肝硬化患

者无需进行筛选 均应进行胃镜检查 以便及时对食管

静脉曲张进行诊断和治疗 预防其破裂出血. 对 Child-

Pugh A级患者判断食管静脉曲张程度贡献较大的指标是

PUV 既往研究认为 Child-Pugh A 级肝硬化患者中脐旁

静脉重开占 6.3%[28] 本组资料显示用 PUV 判断 Child-

Pugh A级肝硬化患者中度以上食管静脉曲张的准确率为

68.0%. 仍然可以作为胃镜检查前一个较好的筛选指标.

4     参考文献
1 王吉耀. 食管静脉曲张破裂出血的预防. 世界华人消化杂志  2000;

8(特刊 8):66
2 姚希贤. 肝病上消化道出血的研究现状与进展. 华人消化杂志

1998;6(特刊 8):36-38
3 Li H, Li RC, Liao SS, Gong J, Zeng XJ, Li YP. Long-term effec-

tiveness of infant low-dose hepatitis B vaccine immunization
in Zhuang Minority Area in China. World J Gastroenterol  1999;
5:122-124

4 Wu J, Cheng ML, Zhang GH, Zhai RW, Huang NH, Li CX, Luo
TY, Lu S, Yu ZQ, Yao YM, Zhang YY, Ren LZ, Ye L, Li L,
 Zhang HN. Epidemiological and histopathological study of
relevance of Guizhou Maotai liquor and liver diseases. World
J Gastroenterol  2002;8:571-574

5 黄正明, 杨新波, 于仁娈. 肝硬化的药物治疗. 世界华人消化杂志
2002;10:957-958

6 付铁娟. 肝硬变所致上消化道出血的药物治疗. 世界华人消化杂
志  2000;8:907-908

7 诸琦, 吴云林. 超声内镜对食管胃底静脉曲张的诊断及治疗疗效
判断. 世界华人消化杂志  2000;8:1137-1138

8 赵超, 陈少波, 周建平, 肖文, 范汉恭, 吴学威, 冯干炘, 何维雄. 影
响肝硬变食管胃底静脉曲张破裂出血预后的分析. 世界华人消化
杂志  2000;8:466-467

9 Zhu JY, Leng XS, Wang D, Du RY. Effects of somatostatin on
splanchnic hemodynamics in cirrhotic patients with portal
hypertension. World J Gastroenterol  2000;6:143-144

10 Saitoh O, Sugi K, Kojima K, Matsumoto H, Nakagawa K,
Kayazawa M, Tanaka S, Teranishi T, Hirata I, Katsu KI. In-
creased prevalence of intestinal inflammation in patients with
liver cirrhosis. World J Gastroenterol  1999;5:391-396

11 殷晓煜, 吕明德, 黄洁夫, 梁力建. 肝硬化门脉高压症门脉血流动
力学变化及其与食管静脉曲张出血的关系. 中华超声影像学杂志
2000;9:325-328

12 李孝生, 沈鼎明, 邹建忠, 刘长安, 张炼. 小剂量心得安加川芎嗪
预防食管静脉曲张破裂出血的实验与临床研究. 世界华人消化杂
志  2000;8:135-138

13 彭林, 王卫东, 区金锐, 陈盛, 孙建. 门静脉高压症患者断流术前
后的胃镜观察. 世界华人消化杂志  2002;10:107-108

14 El Atti EA, Nevens F, Bogaerts K, Verbeke G, Fevery J. Va-
riceal pressure is a strong predictor of variceal haemorrhage
in patients with cirrhosis as well as in patients with non-
cirrhotic portal hypertension. Gut  1999;45:618-621

15 Longstreth GF, Feitelberg SP. Successful outpatient manage-
ment of acute upper gastrointestinal hemorrhage: use of prac-
tice guidelines in a large patient series. World J Gastroenterol
1998;4:230

16 孙晓滨, 赵聪, 史维, 邱雄, 吴立平, 李慧, 周耀霞, 农春燕. 肝硬变
患者肝静脉血流频谱的变化. 世界华人消化杂志  2001;9:356-357

17 Merkel C, Zoli M, Siringo S, van Buuren H, Magalotti D, Angeli
P, Sacerdoti D, Bolondi L, Gatta A. Prognostic indicators of
risk for first variceal bleeding in cirrhosis: a multicenter study
in 711 patients to validate and improve the North Italian
Endoscopic Club (NIEC) index. Am J Gastroenterol  2000;95:
2915-2920

18 张荣, 郭昭友, 郭进兰. 门脉高压时内镜检查所见与出血危险因
素探讨. 世界华人消化杂志  2000;8(特刊 8):19

19 Ohta M, Hashizume M, Kawanaka H, Akazawa K, Tomikawa
M, Higashi H, Kishihara F, Tanoue K, Sugimachi K. Prognos-
tic significance of hepatic vein waveform by Doppler ultra-
sonography in cirrhotic patients with portal hypertension. Am
J Gastroenterol  1995;90:1853-1857

20 Zhu JA, Hu B. Ultrasonography in predicting and screening
liver cirrhosis in children: A preliminary study. World J
Gastroenterol  2003;9:2348-2349

21 施玉湘. 肝硬变患者 B 超与内镜检查对预测门脉高压性上消化道
出血的临床价值. 世界华人消化杂志  2000;8(特刊 8):75

22 Gorg C, Riera-Knorrenschild J, Dietrich J. Pictorial review:
Colour Doppler ultrasound flow patterns in the portal venous
system. Br J Radiol  2002;75:919-929

23 Merli M, Nicolini G, Angeloni S, Rinaldi V, De Santis A, Merkel
C, Attili AF, Riggio O. Incidence and natural history of small
esophageal varices in cirrhotic patients. J Hepatol  2003;38:
266-272

24 吴凤婷, 李玉生. 肝硬化患者食道静脉曲张程度与门静脉脾静脉
内径 肝硬化分级的相关性研究. 中西医结合肝病杂志  2001;
11:84-85

25 Zaman A, Becker T, Lapidus J, Benner K. Risk factors for the
presence of varices in cirrhotic patients without a history of
variceal hemorrhage. Arch Intern Med  2001;161:2564-2570

26 骆抗先. 乙型肝炎基础和临床. 第 2 版. 北京: 人民卫生出版社,
2001:550-551

27 Domland M, Gebel M, Caselitz M, Bleck J, Manns MP. Com-
parison of portal venous flow in cirrhotic patients with and
without paraumbilical vein patency using duplex-sonography.
Ultraschall Med  2000;21:165-169

28 Imperiale TF, Chalasani N. A meta-analysis of endoscopic
variceal ligation for primary prophylaxis of esophageal va-
riceal bleeding. Hepatology  2001;33:802-807

29 Lo GH, Lai KH, Cheng JS, Lin CK, Hsu PI, Chiang HT. Pro-
phylactic banding ligation of high-risk esophageal varices in
patients with cirrhosis: a prospective, randomized trial. J
Hepatol  1999;31:451-456



World Chin J Digestol  2004 April;12(4):914-916
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

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

•基础研究 BASIC RESEARCH •

高脂血症表型与脂肪肝的关系

陈其奎, 陈海英, 王凌云, 陈为宪, 黄志清

陈其奎, 王凌云, 陈为宪, 黄志清, 中山大学附属第二医院消化内科
广东省广州市  510120
陈海英, 广东省中山市人民医院消化内科工作  广东省中山市  528400
陈其奎, 男, 1963-07-01 生, 安徽省怀宁人, 汉族, 1997 年中山医科大学博
士. 中山大学附属第二医院消化内科副主任, 副教授, 副主任医师, 硕士研究
生导师. 主要从事肝 胰疾病的基础和临床研究工作. 已发表研究论文 40 篇,
参与编写专著4部, 研究成果曾获国家教委和广东省医药卫生科技进步二等奖.
项目负责人: 陈其奎, 510120, 广东省广州市沿江西路 107 号, 中山大学附
属第二医院消化内科.  qkchen@21cn.com
电话: 020-81332598    传真: 020-81332244
收稿日期: 2003-12-29    接受日期: 2004-01-08

Association between fatty liver and
hyperlipidemia

Qi-Kui Chen, Hai-Ying Chen, Ling-Yun Wang, Wei-Xian Chen,

Zhi-Qing Huang

Qi-Kui Chen, Ling-Yun Wang, Wei-Xian Chen, Zhi-Qing Huang,
Department of Gastroenterology, The Second Affiliated Hospital, Sun
Yat-sen University. Guangzhou 510120, Guangdong Province, China
Hai-Ying Chen, Department of Gastroenterology, Zhongshan People
Hospital, Zhongshan 528400, Guangdong Province, China
Correspondence to: Qi-Kui Chen, Department of Gastroenterology,
The Second Affiliated Hospital, Sun Yat-sen University, 107 West
Yanjiang Road, Guangzhou 510120, Guangdong Province, China.
qkchen@21cn.com
Received: 2003-12-29    Accepted: 2004-01-08

Abstract
AIM: To investigate the association between the formation
of fatty liver and the phenotypes of hyperlipidemia.

METHODS: A total of 258 patients with hyperlipidemia were
found in 413 patients with fatty liver, and 61 cases of hy-
perlipidemia in non-fatty liver patients were selected ran-
domly as controls. The complications and liver function
abnormalities were compared between two groups.

RESULTS: The proportion of hypertriglyceridemia and mixed
hyperlipidemia was higher in the patients with fatty liver
than non-fatty liver. Odds ratios (OR) of finding fatty liver
in the patients with mixed hyperlipidemia and hypertrigly-
ceridemia were 5.966 and 2.960 respectively, relative to
hypercholesterolemia. The percentage of complications of
type diabetes mellitus, obesity, hypertension, hyperuris-
emia and the evelation of serum alanine aminotransferase
(ALT), γ-glutamyltransferase (GGT) were higher in patients
with fatty liver than non-fatty liver. But, there were no
differences in coincidence of diabetes mellitus, obesity,
hyperten-sion, hyperurisemia, coronary heart disease,
choelithiasis among various phenotypes of hyperlipidemia.

CONCLUSION: The pathogenesis of fatty liver can be re-
lated to mixed hyperlipidemia and hypertriglyceridemia.
The complications of patients with fatty liver may be more
common than those with non-fatty liver, but have no dif-

ferences of complications among various phenotypes of
hyperlipidemia.

Chen QK, Chen HY, Wang LY, Chen WX, Huang ZQ. Association be-
tween fatty liver and hyperlipidemia. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;
12(4):914-916

摘要

目的:  探讨高脂血症表型与脂肪肝形成之间的关系及临床

特点.

方法: 收集脂肪肝病例 413 例 伴高脂血症的脂肪肝患者

258 例 为高脂血症脂肪肝组; 随机抽取上述时间段非脂

肪肝患者 200 例 作为对照组 其中高脂血症的 61 例

为高脂血症非脂肪肝组. Logistic回归方程分析高脂血症表

型与脂肪肝形成的关系. 比较各型高脂血症脂肪肝的临床并

发症及肝功能的差异.

结果: 413 例脂肪肝中 高甘油三酯(TG)血症和混合性高

脂血症的比例明显高于对照组. 混合性高脂血症和高TG血

症与高胆固醇(CHO)血症相比 其发生脂肪肝的优势比

(OR)分别为5.966和2.960. 高脂血症脂肪肝组合并 型糖

尿病 肥胖 高血压 高尿酸血症 以及ALT和GGT升高

的比例显著高于高脂血症非脂肪肝组. 脂肪肝患者各型高脂

血症之间合并 型糖尿病 肥胖 高血压 冠心病 高尿

酸血症和胆石症的比例无显著差异.

结论: 脂肪肝的形成与患者合并混合性高脂血症和高TG血

症有关. 高脂血症脂肪肝组相关并发症发生的比例较高脂血

症非脂肪肝组高 且肝功能损害较明显 但与高脂血症的

表型无关.

陈其奎, 陈海英, 王凌云, 陈为宪, 黄志清. 高脂血症表型与脂肪肝的关系. 世

界华人消化杂志  2004;12(4):914-916
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0   引言

高脂血症作为脂肪肝发病的危险因素已为大多数研究

证实[1-6] 但不同表型高脂血症引起脂肪肝的临床特点

及差异 国内少见报道[7-9]. 我们对各型高脂血症与脂

肪肝的关系 以及不同高脂血症表型脂肪肝的临床合

并症 肝功能进行比较 探讨其差异及特点.

1   材料和方法

1.1 材料  我院 1998-01/2002-05 诊断为脂肪肝的患者



413 例. 其中 伴高脂血症的脂肪肝患者 258 例[(慢性

胃炎 消化性溃疡 功能性胃肠病等) 为高脂血症脂

肪肝组; 随机抽取上述时间段存非脂肪肝患者 200 例]

作为对照组 其中并发高脂血症的 61 例 为高脂血症

非脂肪肝组. 脂肪肝的诊断按照2002年中华医学会肝脏

病学分会的标准[10]. 血脂异常按 2001 年美国 ATP

(Adult Treatment Panel )标准[11].

1.2 方法  分别收集各组的初诊年龄 性别 型糖

尿病 肥胖 高血压 冠心病 高尿酸血症 胆石症以

及血清甘油三酯(TG) 胆固醇(CHO)和天门冬氨酸氨基

转移酶 (AST) 丙氨酸氨基转移酶(ALT) γ 谷氨酰转

移酶(GGT)和总胆红素(TB)等肝功能指标. 所有生化指标

均在日立 7170A 生化全自动分析仪进行检测.

        统计学处理  用统计学SPSS10.0软件包进行统计.

P <0.05为显著性差异. 率的比较用χ2 检验. Logistic回归

方程分析高脂血症表型与脂肪肝的关系.

2   结果

2.1 脂肪肝伴发各型高脂血症比较  在 413 例脂肪肝中

男女比例为: 1 1.11 平均年龄 54.4 8.9 岁. 与 200

例非脂肪肝组相比 性别(1 1.19)和年龄(55.6 7.8 岁)

的差异无统计学意义. 脂肪肝组混合性高脂血症的比例

最高 占27.4% 其次分别为高TG血症(20.1%)和高CHO

血症(15.0%) 三者间分别有显著性差异(P <0.05). 伴发高

TG 血症和混合性高脂血症的比例明显高于 200 例非脂

肪肝对照组(表 1).

表 1  脂肪肝组和非脂肪肝组血脂异常率的比较 n (%)

血脂表型  脂肪肝组 非脂肪肝组             P 值

高 TG 血症   83 (20.1)       16 (8.0)            0.000

高 CHO 血症   62 (15.0)a     34 (17.0)            0.525

混合性高脂血症 113 (27.4)       11 (5.5)            0.000

aP <0.05, vs 高 TG 血症和混合性高脂血症.

2.2 高脂血症表型与脂肪肝形成之间的关系  Logistic 回

归分析表明 三种高脂血症表型中 混合性高脂血症和

高 TG 血症与脂肪肝的形成密切相关. 与高 CHO 血症相

比 混合性高脂血症和高 TG 血症患者发生脂肪肝的优

势比(OR)分别为 5.966 和 2.960(表 2).

表 2  高脂血脂表型与脂肪肝关系的 logistic 回归分析 *

变量     β      SE       OR                  χ2 P 值

高 TG 血症 1.085        0.337       2.960        10.337       0.001

混合性高脂血症 1.786    0.379      5.966        22.239       0.000

* 与高 CHO 血症组比较.

2.3 高脂血症脂肪肝与高脂血症非脂肪肝比较  在413例

脂肪肝患者中 伴高脂血症者 258 例 占 62.5%. 200

例非脂肪肝组 伴高脂血症者 61 例 占 30.5%. 经 χ2

检验 高脂血症脂肪肝组合并 型糖尿病 肥胖 高

血压 高尿酸血症的比例和 ALT GGT 升高的比例显

著高于高脂血症非脂肪肝组(表 3).

表 3  高脂血症脂肪肝与高脂血症非脂肪肝组的合并症及肝功能 n(%)

指标 高脂血症脂肪肝组 高脂血症非脂肪肝组 P 值

型糖尿病        145 (56.2) 3 (4.9) 0.000

肥胖        158 (61.2) 5 (8.2) 0.000

高血压        125 (48.5) 4 (6.6) 0.000

冠心病          49 (19.0)            7 (11.5) 0.165

高尿酸血症          78 (30.2)            8 (13.1) 0.007

胆石症            13 (5.0) 1 (1.6) 0.244

AST ( 40 U/L)          45 (17.4)          11 (18.0) 0.913

ALT ( 40 U/L)          85 (32.9) 6 (9.8) 0.000

GGT ( 50 U/L)          97 (37.6)           14 (22.9) 0.031

TB ( 17.1 µmol/L)     40 (15.5)           10 (16.4) 0.864

2.4 脂肪肝各型高脂血症之间临床合并症的比较  经χ2检

验 各型高脂血症之间伴发 型糖尿病 肥胖 高血压

冠心病 高尿酸血症和胆石症的比例无显著差异(表 4).

表 4  各型高脂血症脂肪肝临床合并症的比较 n(%)

指标    高 TG 血症组   高 CHO 血症组      混合高脂血症组      P 值
         n = 83        n = 62 n =113

糖尿病         49 (59.4)       33 (53.2) 75 (66.4)            0.215

型糖尿病  43 (51.8)       31 (50.0) 71 (62.8)            0.162

肥胖         49 (59.0)       37 (59.7)              72 (63.7)            0.769

高血压         33 (39.8)       33 (53.2)              59 (52.2)            0.156

冠心病         12 (14.5)       16 (25.8)              21 (18.6)            0.224

高尿酸血症  26 (31.3)       18 (29.0)              34 (30.1)            0.956

胆石症            4 (4.8)          5 (8.1)                 4 (3.5)            0.422

3   讨论

高脂血症好发于各类人群 是多种慢性疾病的发病基

础[12-15]. 各型高脂血症均可伴发脂肪肝 而脂肪肝可能

演变为非酒精性脂肪肝炎 肝纤维化 甚至肝硬化[16-17].

本资料表明 混合性高脂血症和高 TG 血症患者较高

CHO 血症患者更容易发生脂肪肝. 国外学者也认为

高 TG 血症 而不是高 CHO 血症 可增加脂肪肝发生

的危险性[5]. 对于脂肪肝患者合并高脂血症的比例 国

外学者的报道有所差异. Harrison et al [17]报道 22 例脂肪

肝病例中 合并高脂血症 14 例 占 63.6%.  而 Bacon

et al [18]报道 33 例脂肪肝病例 合并高脂血症者只占

21%. 我们发现 413 例脂肪肝病例 伴高脂血症的脂

肪肝 258 例 占 62.5% 与国内的报道基本类似[9]

其中伴发混合性高脂血症比例最高 占总脂肪肝病例

的 27.4% 其次分别为高 TG 血症(20.1%)和高 CHO 血

陈其奎, 等. 高脂血症表型与脂肪肝的关系                                                                   915



症(15.0%).

        国外一组 46 例糖耐量正常的非酒精性脂肪肝患者

进行病例 - 对照研究 发现 TG 为脂肪肝发病的危险

因素. Omagari et al [6]对 3 432 例门诊患者进行调查 也

认为 TG 为脂肪肝发病的独立危险因素之一. 尽管如

此 也有学者提出 高脂血症发生脂肪肝的作用是复杂

的 并很难从肥胖和糖尿病的作用中独立出来[19]. 我们

发现 高 TG 血症和混合性高脂血症与脂肪肝的发病关

系密切.

        由于脂肪肝发病因素的多样性及各种危险因素复杂

的相互作用 使得脂肪肝的病因尚未完全明确. 除与高

脂血症外 还可能与糖尿病 肥胖 HCV 感染 营养

不良和快速减肥等危险因素有关[1, 6, 20]. 糖尿病尤其是

型糖尿病与非酒精性脂肪肝之间有密切关系[21-22] 许

多研究提出 胰岛素抵抗可能是脂肪肝发生的一个重

要机制[23-24] 型糖尿病常伴有胰岛素抵抗和高胰岛

素血症 可引起肝脏脂质代谢异常和氧应激并抑制线

粒体 β 氧化 导致肝脏脂质沉积及脂肪肝的形成[25]. 而

高尿酸血症为胰岛素抵抗的表现之一 因此可能与脂

肪肝发病相关. 高血压和冠心病是两种与胰岛素抵抗有

关的疾病 与脂肪肝的发生存在相关性[25-26]. 脂肪肝也

与肥胖关系密切 大多数研究表明 69-100% 的非酒

精性脂肪肝炎患者伴有肥胖[27]. 本研究发现高脂血症脂

肪肝合并 型糖尿病 肥胖 高血压 高尿酸血症显著

高于高脂血症非脂肪肝组. 提示在高脂血症基础上伴发

上述疾病 可能使脂肪肝发病的危险性增加. 但各表型

高脂血症间合并 型糖尿病 肥胖 高血压 冠心病

高尿酸血症和胆石症的比例无显著差异.

       高脂血症发生脂肪肝的机制未明 可能与 二次

打击 学说有关[28] 高 TG 血症 肝内脂肪的动态平

衡被破坏和游离脂肪酸(FFA)产生增多 FFA 干扰胰岛

素与受体结合 使胰岛素作用减弱并伴有胰岛素抵抗

导致脂肪在肝脏沉积[29]. FFA 毒性作用可造成细胞内膜

性结构如线粒体的肿胀等 还能形成反应氧化类体

(ROS) 激活并诱导产生细胞因子 加重对肝细胞的

损害.
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Abstract
AIM: To assess the clinical value of procedure for prolapse
and haemorrhoids (PPH).

METHODS: A total of 226 III- and IV-degree haemorrhoids
were treated with PPH. The pain, bleeding, prolapse and
edema in annal, before the procedure,1, 6 and 30 days
after the procedure, and in the end of the follow-up were
analyzed.

RESULTS: Of the 226 patients, the mean operation time
was 9 min. In the next day after the procedure, the pain
rate was 20.5% and the bleeding rate was 5.7%, but 30
days later, pain and bleeding were cured. All the patients
had the first stool 46.9±10.9 h after the procedure and the
mean hospital time was 4.4±1.2 d. 8.0±1.7 d after the
procedure, most of the patients came to the work. Retention
of urine (10%) and bleeding (5.7%) were the main compli-
cations. The  unusual complications included infection, stenosis
and back ache. There were 2 severe patients who had
twice of procedure. In 186 patients followed-up (89.6%),
4.5% had a little bleeding. The mean follow-up time was
22.4±7.4 mo.

CONCLUSION: PPH is effective, safe, and minimal invasive,
and it is the first choice to deal with severe haemorrhoids.

Yao LQ, Zhong YS, Sun YH, Ge SY, Liu HB, Zhen LW. Effects of
procedure for prolapse and haemorrhoids on severe hemorrhoids: a
report of 226 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(4):917-919

摘要

目的: 探讨吻合器痔上黏膜钉合术(PPH)治疗重度痔疮的临

床疗效.

方法: 对 226 例 III IV 度痔疮患者行 PPH 术 比较患者

术前 术后 1 6 30 d 和随访终点的疼痛 出血 坠

胀和水肿情况.

结果: 226例患者的平均手术时间为9 min; 术后1 d疼痛的

发生率为 20.5 出血的发生率为5.7%; 至术后30 d疼痛

出血情况明显改善; 术后 46.9 10.8 h 出现首次排便; 平均

住院天数为 4.4 1.2 d; 恢复正常工作的平均时间 8.0

1.7 d; 术后并发症发生率低 以尿潴留(10 )和出血(5.7 )

多见 但少见的并发症(感染 吻合口狭窄 腰背部酸痛

等)也需引起重视; 有2例严重的痔疮患者先后作了2次PPH

术 术后恢复良好; 随访了 186 例患者 平均随访时间为

22.4 7.4 mo 随访率为 89.6 (186/208) 仅有 4.5

的患者表现为少量的出血 其余均恢复良好 无复发.

结论: 吻合器痔上黏膜钉合术具有手术时间短 创伤小

恢复快 并发症少等优点 是治疗重度内痔的理想方法.

姚礼庆, 钟芸诗, 孙益红, 戈少云, 刘厚宝, 郑烈伟. 吻合器痔上黏膜钉合术治

疗重度痔疮 226 例. 世界华人消化杂志  2004;12(4):917-919

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/917.asp

0   引言

近代认为 痔的发生是由于肛垫下移造成的. 吻合器痔

上黏膜钉合术(procedure for prolapse and haemorrhoids

PPH)是基于此理论建立起来的治疗重度痔疮的新术

式 我国 2000-07 至今已开展了近 7 000 例此类手术

并修订了 PPH 术暂行规范[1] 但是国内尚无对其长期

疗效的评价 我院作为国内最先开展 PPH 术的医院

已治疗了 226 例患者 现将其中长期疗效总结如下:

1   材料和方法

1.1 材料  2000-07/2002-12 我院普外科共收治行 PPH

术的患者 226 例 男 108 例 女 118 例 年龄 22-85

(平均 53.1 岁). III 度痔疮 84 例 占 37.2 IV 度痔疮

142 例 占 62.8 . 病程 3-45(平均 16.7 a). 其中 43 例

曾有内痔结扎手术史 57 例曾有内痔手术切除史 另

有 79 例患者曾有内痔硬化剂治疗史.

1.2 方法  采用美国强生公司的痔黏膜环状切除吻合器.
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术前肠道准备同一般肛门手术 腰麻下取膀胱截石

位 会阴部常规消毒(女性患者同时作阴道消毒)铺巾.

扩肛至能容纳 4 指 1-2 min 用 3 把无创伤钳在 3 点夹

住肛管环 放入肛管扩张器(CAD33) 在会阴部 1 5

7 11 点各固定 1 针 取出内芯. 通过 CAD33 将肛镜

缝扎器(PSA33)置入 PSA33 能遮盖直肠壁上 270o 范围

内有脱垂的黏膜痔块 从肛镜腔内可见到 90o 的脱垂黏

膜痔块 缝针较为容易. 缝针的距离在齿状线上2-3 cm

通过 PSA33 转动将直肠黏膜下缝扎 1 圈 注意女性患

者在作直肠黏膜下缝合时 左手食指伸入阴道内 防止

将阴道后壁黏膜缝入. 退出 PSA33 将张大到最大限度

的 33 mm 吻合器(HCS33)头端伸入到缝扎处上端 环扎

缝线打结 用 ST100 带线器通过 HCS33 的孔道将线带

出. 向外用力牵引结扎线并顺时针方向旋转收紧HCS33

的保险装置 关闭 HCS33 状态 20 s 左右(可加强止血

作用). 将 HCS33 逆时针方向旋转 1 wk 取出 HCS33. 通

过肛镜检查结扎环有无出血 有活动性出血者可加缝1

针止血. 术后一般观察 1-3 d 出院 门诊定期随访. 我

们分别对患者术后 1 6 30 d 的疼痛程度 出血情

况 肛门坠胀感和肛门周围水肿进行评价(表 1). 另外

还对手术的并发症 复发率 随访终点症状改善率等进

行了统计. 所有患者均在术后 30 d 进行门诊随访 以

了解吻合口的情况. 患者的远期随访则采用电话随访和

书信随访相结合的方式 以期提高随访率.

        统计学处理  所有资料通过 SPSS 11.0 进行统计 计

数资料的统计采用 χ2 检验 计量资料的统计采用 t 检验.

表 1  手术后症状的恢复

2   结果

2.1 近期疗效  全组手术均采用 1 g/L 布比卡因 2 mL 行

腰麻或骶麻 平均手术时间为 9.5 2.3 (7-15 min); 而

且前 50 例患者的平均手术时间为 11.3 2.2 min 此后

的 176 例患者的平均手术时间为 8.4 3.2 min 二者相

比的差异有统计学意义(P <0.05). 术后 1 6 和 30 d 患者

的疼痛 出血 坠胀 水肿程度采用下述的标准进行评

价(表 1). 术后首次排便一般出现在 46.9 10.8 (12-72 h)

后. 50 例以后的患者 术后给予鸦片酊 15 滴 tid

p.o. 1 d 以延缓患者首次排便时间. 平均住院时间

4.39 1.22 d 最短者仅住院 2 d. 而术后住院天数平

均为 3.1 1.1 d 最短者术后 1 d 出院. 本组患者一般

在术后 4-30 d 恢复工作 平均 8.0 1.7 d. 一般术后

1 wk 患者即可回到自己的工作岗位 对于发生并发症

的患者则会适当延迟. 2 例十分严重的痔疮患者通过 1

次 PPH 术无法达到根治的目的 在第 1 次手术后 1 mo

再次行 PPH 术才治愈 第 2 次手术的吻合口须做在前

一次吻合口的上方 1 cm.

2.2 中长期疗效  取 2002-12-31 为随访终点 大于或

等于 1 mo 的患者 208 例. 随访病例数 186 例 随访率

为 89.6 . 随访时间 11/3-29(平均 22.4 7.4 mo). 患者

症状改善情况(表 2). 失访与随访患者相比 仅术前便

污程度上有统计学差别(P <0.05).

表 2   患者症状的中远期改善

aP <0.05.

2.3 术后并发症  尿潴留发生率 10 由于我们对于

60 岁以上的老年男性患者均采用术后留置导尿 1 d 的方

法 因此术后尿潴留的发生率较低; 疼痛 发生率 70.3%

大多轻微 仅 20.5% 的患者需要术后给予口服或静脉

止痛剂; 出血 发生率较低 仅为 5.7% 大多无需特别处

疼痛程度

0 分 无疼痛

1 分 轻微 无需使用止痛药

2 分 疼痛 需口服止痛药

3 分 疼痛不能忍受 需用止痛剂肌肉注射

出血程度

0 分 无出血

1 分 创面少量渗血 排便时无滴血

2 分 创面少量渗血 排便时有少量滴血

3 分 创面少量渗血 排便时出血量较大

坠胀程度

0 分 无坠胀感

1 分 轻微 无需处理

2 分 坠胀明显 但无需立即排便

3 分 肛门坠胀难以忍受 需立即排便

水肿程度

0 分 无水肿

1 分 肛缘及创面周围有轻度水肿

2 分 肛缘及创面周围有中度水肿

3 分 肛缘及创面周围水肿明显

   术后 1 d

29.7

49.8

13.1%

        7.4%

  94.3

  3.3%

  1.6%

        0.8%

12.3%

78.7%

  9.0%

0

   9.0%

 85.2%

  5.7%

0

术后 6 d

84.4

15.6%

0

0

100

0

0

0

95.9

4.1%

0

0

90.2

9.8%

0

0

 术后 30 d

 100

0

0

 0

  100

0

0

0

100

0

0

0

100

0

0

  0

疼痛

出血 无

纸染血

滴血

无便时

骚痒

脱垂 无

脱出 回纳慢

脱出 手回纳

很难或不回纳

术前便污 从不

黏液排出

偶尔排污

大便失禁

20.5%

0

28.5

64.3%

7.2%

0

0

0

32.6%

67.4%

45.0 a

55 a

0a

0

29.5

0

32.8

59.8

7.4%

0

0

0

41.7%a

58.3%

62.3%

23.8%a

13.9%a

0

0

95.5

4.5

0

0

0

100

100

                     术前    随访终点

              (186 例患者)

               失访患者 22 例    随访患者 186 例
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理 可自行好转 只有 2 例患者术后出血较多 需

要予局部止血处理; 感染 1 例 表现为术后顽固性的疼

痛和低热 给予度冷丁效果不佳 给予静脉使用抗生素

和局部使用柳氮磺胺吡啶栓剂后症状好转 但并发单

纯性肛瘘 3 mo 后行肛瘘手术才好转; 腰背部酸胀 见

于开展 PPH 术较早期的病例 仅有 1 例 局部给予复方

角菜酸酯和柳氮磺胺吡啶栓剂等对症处理 术后4 mo好

转; 吻合口狭窄 1 例 见于开展 PPH 术早期 主要原因

是吻合口过高且荷包缝合时不在一个平面上 我们采用

肠镜下水囊扩张的方法 经 3-4 次扩张 患者的症状明

显好转. 随着时间的推移 吻合口上的钉子脱落 再加

上大便的扩张作用 症状将会有进一步的改善.

3   讨论

III IV 度脱垂性内痔的治疗以外剥内扎术为主 该

手术方法简单 根治效果好 复发率较低 但术后

肛门部疼痛时间长 创面愈合慢 并且手术后肛门失

禁以及肛管狭窄等并发症发生率较高. PPH手术是将痔

块(即 肛垫 )上方的直肠黏膜环形切除一圈 使脱

垂的肛垫回纳入肛管内 恢复了局部正常的解剖 而

且同时切断了痔上动脉分支 有利于异常增大的 肛

垫 的恢复. PPH 术具有手术时间短 创伤小 恢复

快 无痛 并发症发生率低等优点 且手术恢复良好

术后1 mo已完全恢复. 自姚礼庆 et al [2]首先报道其近期

疗效以来 国内报道的文献涉及的病例数较少 我们总

结了 226 例患者的临床资料 希望能为科学评价 PPH

手术的近期疗效提供佐证. 至今 国内外进行的 PPH

例数已近 5 万 对其远期疗效的总结 仅见于较少量

的报道[3] 国内更是空白. 本组对术后超过 1 mo 的 208

例患者随访 22.4 7.4 mo 仅有 8 例患者术后仍有少

量出血 其余均取得了满意的疗效 但毕竟随访时间尚

短 最近 Sutherland et al [4]总结 7 篇随机前瞻性对照临

床试验 指出 PPH 手术具有明显的优势 但是尚需要

更大标本量和更长期的报道 以得出科学的报道.

       傅传刚 et al [5]认为 PPH 术的主要并发症包括尿潴

留 出血 下腹痛 肛门部疼痛和感染 与本报道相似

尿潴留仍为最常见的并发症 我们体会女性患者术后

大多可自行解尿 可以不留置导尿 而年龄超过 60 岁

的男性患者 术后常规留置 1 d 导尿 对于防止尿潴

留的发生大有裨益. 术后出血多为在吻合器手术后未仔

细检查吻合口 吻合处有活动性出血. 术中检查吻合口

出血情况应成为常规[1]. 我们遇到1例术后局部感染的患

者 以难治性的疼痛和低热为表现 给予局部柳氮磺

胺吡啶栓和静脉使用抗生素等处理后症状好转 但并

发单纯性肛瘘 3 mo 后行肛瘘手术才恢复. 国外有前

瞻随机双盲试验证实 [ 6 ] 术前给予单剂广谱抗生素

可显著减低术后感染的发生率. 最近 Ripetti et al [7]报

道 PPH 术后直肠穿孔合并后腹膜气肿和纵隔气肿 1

例 我们遇到的 1 例术后腰背部酸胀者 可能也存在

直肠小的穿孔 合并后腹膜气肿. 因此 对于 PPH 术

后存在较为严重腰背部酸痛的患者 应考虑到后腹膜

气肿可能. PPH 术后吻合口的狭窄 主要原因是吻合口

过高且荷包缝合时不在一个平面上. 最初 国内外的经

验是将吻合口作在齿状线上 5 cm 目前多数作者认为

吻合口应作在距齿状线上 2-3 cm. 这样效果好 狭窄

少. 若发生狭窄 我们采用肠镜下水囊扩张的方法 经

3-4 次扩张 症状会明显好转. 随着时间的推移. 吻合口

上的钉子脱落 再加上大便的扩张作用 症状将会有

进一步的改善[8-10].

        PPH手术对于痔疮伴直肠黏膜脱垂的患者可能1次

不能完全治愈 在术前须向患者讲明并取得理解. 国内

外的文献和作者的实践证明 先后进行 2 次 PPH 术是

安全的 未发生狭窄和再次复发. 第 2 次手术的吻合口

须做在前一次吻合口上方 1 cm 处.
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Abstract
AIM: To evaluate clinical symptoms, quality of life (QOL)
outcomes in patients with irritable bowel syndrome (IBS)
receiving different therapies.

METHODS: 172 Roma II positive-IBS patients were as-
signed to 8 weeks of different therapies with Group A:
pinaverium bromide (100 mg three times daily), Group B:
pinaverium bromide (100 mg three times daily) plus doxepin
(25 mg once daily) or Group C: placebo. Main outcomes
assessment included a Chinese version of the SF-36 Health
Survey Scales and symptomatic scores at baseline and 8
weeks.

RESULTS: Symptom relief was achieved by 40.5%, 65.4%
and 30.5% in groups A, B and C respectively. The total
symptom improvement rate was 73.0%, 88.5% and 47.9%
respectively. Compared with group C, the total symptom
improvement rate in groups A and B had significant improve-
ment (P =0.046 and 0.002 respectively). More group B pa-
tients noted symptom relief than groups A and C (P =0.045
and 0.015 respectively). Compared with group C, QOL in
groups A and B had a striking improvement. Patients in
group B noted more scales of SF-36 improvement. The
scores of BP, GH, VT, SF and MH scales had significant
improvement in group B, and the level of PF, RP, GH, VT,
RE and MH were comparable with general population in
Hangzhou (P >0.05). There was no significant difference
of symptoms relief rate in three subgroups of IBS (P >0.05).
There was not a significant correlation between symp-
tomatic treatment and QOL improvement (P >0.05).

CONCLUSION: SF-36 quality of life and symptom analysis
should be recommended to evaluate the effectiveness of
IBS. Pinaverium bromide combined with doxepin can sig-
nificantly improve symptoms and QOL, which is effective
in the treatment of IBS.

Chen SJ, Li GX, Wang LJ, Sun LM, Si JM. SF-36 quality of life in
effectiveness assessment for irritable bowel syndrome. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(4):920-923

摘要

目的: 采用SF-36生活质量和临床症状综合评价不同疗法对

肠易激综合征(IBS)患者的疗效.

方法: 2001-01/2002-01消化科门诊符合罗马II标准的IBS

患者 172 例 按排便习惯分为便秘为主型 腹泻为主型和

腹泻便秘交替型 分别接受一种方案治疗, 疗程为8 wk. 方

案A: 匹维溴胺(100 mg 3次/d); 方案B: 匹维溴胺(100 mg

3 次 /d)+ 多虑平(25 mg  晚服); 方案 C: 安慰剂对照组. 分

别记录治疗前后患者SF-36生活质量评分和症状积分.

结果: A方案症状显效率和总有效率分别为40.5%和73.0%;

B方案分别为65.4%和88.5%; C方案分别为30.5%和47.9%.

A B方案总有效率均显著高于C方案 (P =0.046 和 0.002),

B方案与A C方案显效率均有显著差异(P =0.045 和 0.015).

A B方案对生活质量的改善优于C方案, 以B方案对各个

纬度的生活质量改善最为明显. B 方案治疗后, 躯体疼痛

(BP) 总体健康(GH) 活力(VT) 社会功能(SF)和精神健康

(MH)维度的积分有显著提高(P <0.05) 且患者的生理功能

(PF) 生理职能(RP) 总体健康(GH) 活力(VT) 情感职能

(RE)和精神健康(MH)6个维度的生活质量甚至接近杭州市普

通人群的生活质量(P >0.05). 三种不同亚型患者症状总有效

率 显效率均无显著的统计学差异(P >0.05). 症状疗效和生

活质量改善呈一定的相关性,但相关无统计学意义(P  >0.05).

结论: 综合 SF-36 生活质量标准和症状疗效 可全面评价

IBS疗效. 联合匹维溴胺和抗抑郁药对改善患者的生活质量

和IBS症状疗效最佳.

陈淑洁, 李耿心, 王良静, 孙蕾民, 姒健敏. 应用 SF-36 生活质量对肠易激综

合征进行疗效评价. 世界华人消化杂志  2004;12(4):920-923

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/920.asp

0   引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是常见的慢性



功能性疾病[1-10]. 在发达国家 IBS 发病率高达 15-20

IBS 患者约占消化科门诊的 30 左右. 目前 IBS 发病机

制不明 尚缺乏理想的治疗方法和统一的疗效评价手

段. 由于单一的症状学不能全面评价 IBS 患者治疗前后

生理 心理多方面的变化 因此生活质量对 IBS 疗效的

评价越来越受到重视. 我们采用匹维溴胺或匹维溴胺 +

多虑平不同治疗方案 使用症状和生活质量双重标准

全面评价疗效 以优选 IBS 治疗方案.

1   材料和方法

1.1 材料  通过浙江省消化中心全省网络 病例选择覆

盖平原 山区 海岛 城市等不同地区共 10 所定点

医院. 2001-01/2002-01 各医院消化科门诊就诊的符合

1999 年罗马 II 诊断标准的 IBS 患者. 在过去 12 mo 中

腹部不适和疼痛的时间等于或超过 3 mo 且具备以下

3 项中的2项: (1)排便能使其缓解; (2)伴有排便频率的改

变; (3)伴有与排便一致的改变[11]. 排除怀疑或证实有与症

状相关的器质性疾病患者 2 wk 内服用过解痉剂 胃

肠动力或抗精神病药物以及不能完成 8 wk 疗程或随访

的患者. 按IBS患者排便习惯将IBS分为便秘为主型 腹

泻为主型和腹泻便秘交替型. 标准如下[12-13]: (1)便秘为主

型: 排便频率小于 3 次/wk 或超过 1/4时间的排便用力或

排便结块而无腹泻症状; (2)腹泻为主型: 排便频率 大于

3 次 /d 或超过 1/4 时间的排便急迫 稀便或水样便而无

便秘症状; (3) 腹泻便秘交替型: 上述腹泻和便秘症状交

替发作.

1.2 方法  共有 172 例 IBS 患者按自愿接受一种方案治

疗. 疗程为 8 wk. 方案 A: 匹维溴胺(100 mg 3 次 /d); 方案

B: 匹维溴胺 (100 mg 3 次 /d) + 多虑平 (25 mg 晚服) ; 方

案 C: 安慰剂对照组. A 方案 74 例 男 25 例 女 49 例

平均年龄 40±14 岁; B 方案 52 例, 男 17 例 女 35 例

平均年龄 43±11 岁; C 方案 46 例 男 17 例 女 35 例

平均年龄 49±11 岁. 三组患者在性别 年龄 和症状

分布上 (包括腹痛频率 腹痛时间 大便形状异常 排

便过程异常 腹胀和黏液便) 都有可比性 (P >0.05). 分

别记录治疗前后症状积分和SF-36生活质量评分. 症状

等级评分表包括腹痛时间 (无 小于 1 h/d 1-8 h/d

大于 8 h/d) 腹痛频率 (无 小于 2 d/wk 2-5 d/wk 大

于 5 d/wk) 排便形状异常 (无 小于 1/4 1/4-3/4 大于

3/4 时间) 排便过程异常 (无 小于 1/4 1/4-3/4 大于

3/4 时间) 黏液便 (无 小于 1/4 1/4-3/4 大于 3/4 时

间)和排便时腹胀 (无 小于1/4  1/4-3/4 大于3/4时间)

6 项. 每项计为 0-3 分 总分 0-18分. 记录治疗前后症状

积分变化. 显效 : 症状消失或症状积分减少 80%以上;

有效 : 症状积分减少 50% 以上; 无效 : 症状积分

减少少于 50%. 总有效包括显效和有效. 生活质量评价:

采用浙江大学李鲁教授提供的汉化版 SF-36 健康调查

量表[14] 包括 36 个条目,对生理功能(PF) 生理职能

(RP) 躯体疼痛(BP) 总体健康(GH) 活力(VT) 社

会功能(SF) 情感职能(RE) 精神健康(MH)8个维度进行

评价. 各个维度的记分用李克累加法 按最后题值计算

原始分数 再用标准公式计算转换分数[15]. 最后各个维

度得分为 0 分(最差)-100 分(最好).

         统计学处理  采用 SPSS10.0 统计软件包. 计数资料

以频数和百分数表示 计量资料以 mean±SD 表示 分

别采用χ2检验和t检验. 相关分析采用Pearson相关分析.

P <0.05 为差异有显著性.

2   结果

2.1 不同方案症状疗效  三种方案症状总有效率 显效

率均有明显的统计学差异 (P <0.05). A 方案总有效率

均显著高于 C 方案 (P <0.05) B 方案总有效率高于 A

方案,但无显著差异(P >0.05). B 方案与 A C 方案显效

率均有显著差异 (P <0.05) A 方案显效率高于 C 方案

但无统计学差异 (P >0.05). 见表1. 便秘型IBS总有效率和

显效率分别为 61.1% 和 33.3%; 腹泻型 IBS 分别为 79.3%

和 41.4%; 便秘腹泻交替型 IBS 分别为 69.2% 和 53.9%.

三种不同亚型症状总有效率 显效率均无明显的统计

学差异(P >0.05).

表 1  IBS 三种方案症状疗效比较

疗效      A 方案              B 方案              C 方案

总有效 54 73.0c 46 88.5a d 22 47.9

显效 30 40.5 34 65.4b 14 30.5

有效 24 32.5 12 23.1   8 17.4

无效 20 27.0   6 11.5 24 52.1

合计  74        100.0 52       100.0 46       100.0

 aP <0.01,  bP <0.05 vs A, C 方案. cP <0.05 vs C 方案, dP <0.01 vs C 方案.

2.2 不同方案SF-36生活质量评价  三种方案治疗后IBS

患者的生活质量均得到不同程度的改善. A方案治疗后

总体健康 (GH) 活力 (VT) 和精神健康 (MH) 维度积分

显著提高 (P <0.05). C 方案治疗后 仅活力纬度的生活

质量得到显著改善 (P <0.05). 联合疗法(B方案)对生活质

量的改善最明显. 其中躯体疼痛(BP) 总体健康(GH) 活

力(VT) 社会功能(SF)和精神健康(MH)维度的积分提高

有统计学意义 (P <0.05). 联合疗法治疗后 IBS 患者的

生理功能(PF) 生理职能(RP) 总体健康(GH) 活力(VT)

情感职能(RE)和精神健康(MH)6个维度的生活质量甚至

接近杭州市普通人群的生活质量 (表 2).

2.3 症状疗效 - 生活质量相关性分析  症状疗效和生活

质量改善呈一定的相关性,但相关无统计学意义 (P >0.05).

见表 3.
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表 3  IBS 症状改善 - 生活质量提高相关分析表

SF-36 生活质量提高     症状积分改善        P 值     相关系数(r)

PF       3.6 (21.2)       -4.3 (2.4)           0.229       -0.274

RP       8.3 (41.1)       -4.3 (2.4)      0.738       -0.078

BP     27.6 (48.0)       -4.3 (2.4)      0.497       -0.161

GH     19.6 (34.4)            -4.3 (2.4)           0.227       -0.291

VT                         20.2 (22.6)            -4.3 (2.4)           0.900       -0.031

SF     39.0 (15.6)            -4.3 (2.4)          0.053        -0.399

RE       6.1 (49.8)            -4.3 (2.4)          0.081        -0.390

MH                        22.6 (47.9)            -4.3 (2.4)          0.375        -0.216

3   讨论

肠易激综合征是消化系统疾病中常见的慢性疾病 至

今尚无治疗 IBS 的理想药物[16]. 我们的研究使用症状和

QOL 双重标准 以期全面评价疗效. SF-36 健康调查量

表中文版 经过文化调试 符合我国国情 能比较

全面的反映 IBS 患者的生活质量情况. 在国内 SF-36 量

表用于 IBS 人群疗效评价尚属首次.

        胃肠动力学的异常被认为是IBS最基本的病理生理

学基础 由此学者提出解痉剂可作为常规用药或一种

必须的基础用药. 匹维溴胺是一种高选择性的钙离子通

道阻滞剂. 主要通过消除肠平滑肌的高反应性 从而

缓解IBS患者的腹部症状. 最近一项研究[17] 以匹维溴胺

50 mg 3 次 /d 共 2 wk 治疗 24 例 IBS 患者腹痛

腹胀 黏液便和大便习惯各项症状均有显著改善. 我们

研究发现 单用匹维溴胺 100 mg 3 次 /d 治疗 IBS 的显

效率 总有效率可达 40.5% 和 73.0% 总有效率明显高

于对照组 (P <0.05) 且生活质量的总体健康 (GH) 活

力 (VT) 和精神健康 (MH) 维度积分显著提高 (P <0.05).

      IBS 已被心身医学家描述为七种经典的心身疾病之

一. 国外学者发现 40-50% 的 IBS 患者有心理障碍表现

包括抑郁 焦虑 精神症状躯体化等 80% IBS 患

者的病情发作和加重与心理因素密切相关[9]. 对这些患者

使用抗抑郁药物 能提高心理情绪 不仅如此 有研究

显示抗抑郁药物能调节胃肠道的生理 或许对胃肠神

经系统有某些直接的作用. Clouse et al [ 18]认为小剂量三

环类抗抑郁药 (25-125 mg/d) 对 IBS 有一定的治疗作用

对 138 例患者的 5 a 随访结果显示至少 85 患者对抗抑

郁药有中度以上的治疗反应. 研究表明高选择性的钙离

子通道阻滞剂联合抗精神药物治疗疗效优于单药治疗.

我们研究显示 匹维溴胺和多虑平的联合治疗 其症

状显效率 总有效率分别为 65.4% 和 88.5%, 均明显高

于对照组的 30.5% 和 47.9%. 与单用匹维溴胺治疗相

比 联合疗法显效率和总有效率较高. 从生活质量的改

善来看 联合疗法患者的躯体疼痛(BP) 总体健康

(GH) 活力(VT) 社会功能(SF)和精神健康(MH)维度

的积分显著提高 (P <0.05).

         应用SF-36量表不仅能反映患者治疗前后的生活质

量变化 并能比较不同疗法对IBS患者生活质量的差异.

同时 通过症状疗效和生活质量相关性分析 发现临床

症状的改善并不一定意味着生活质量的提高 生活质

量的提高也不一定伴随症状的改善. 因此 在评价疗效

时 不能单一的以症状疗效作为标准 尤其对功能性胃

肠疾病. 从 IBS 患者症状疗效和生活质量改善来看 以

匹维溴胺为主的联合治疗疗效最佳. 临床上需重视生活

质量评价在 IBS 治疗中的应用,不断寻求新的和更有效

的治疗方法.
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国科技论文产出世界第五 医药卫生期刊竞争力强劲

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

肠病学杂志 外 其余 10 种均为 中华牌 期刊.  此外 刚选出的第二届中国百种杰出学术期刊中 19

种医药卫生类期刊及其主编榜上有名. 纵观 2002 年中国科技论文各项统计 可以看到中国科技论文数量和影响

力水平继续保持上升趋势 但中国与世界科技强国还有很大差距. 据 国际竞争力度报告 评价 中国科技

竞争力在 49 个被评价的国家和地区中处于中等偏下的水平. 据 SCI 统计 中国论文平均被引用率低于世界平均

水平.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)是嗜肝 DNA 病毒的一种 HBV

DNA 的长度为 3.2 kb 具有 4 个开放读码框架(ORF)

分别编码 HBV 的表面抗原蛋白 核心 /e 抗原蛋白 X

蛋白以及 HBV DNA 聚合酶(HBV DNA P)[1]. HBV DNA P

基因在 ORF 中最长 并且与 C S X 基因区有重叠

其编码的 P 蛋白含有 3 个功能域和 1 个无意义的隔离片

(spacer) 目前对聚合酶及其所编码的各个功能区域蛋

白质的功能的认识虽然还不是很清楚 但已经取得了

一定的进展.

1   HBV DNA P RNase H 结构和功能

嗜肝病毒逆转录酶(聚合酶)含有的 4 个结构域 排列顺

序为N-末端蛋白(TP) 隔离片(spacer SP) 逆转录酶(RT)/

DNA 多聚酶和 RNase H. 各区段分别在 2 307-2 840 nt

2 841-0-132 nt 133-1 128 nt 1 129-1 621 nt[2]. TP 和 SP

对嗜肝病毒聚合酶是独特的 TP 内的第 96 位酪氨酸残

基可引导DNA合成 并使聚合酶与病毒DNA共价结合

SP 无已知的功能 只是将末端蛋白和其他分子连接起

来 逆转录酶(RT)和 RNase H 包含两个已知的酶活性

位点 后二者与其他相关的逆转录病毒和逆转录因子

的聚合酶是一致的[3-14]. Kim et al 对人HBV聚合酶的N-

末端或 C- 末端和结构域同时删除形成变异株 并将

变异株和野毒株一起在大肠杆菌中表达 经直链淀粉

柱层析法纯化后 二者纯化蛋白的 DNA 依赖性的 DNA

聚合酶活性进行比较 证明 TP 或隔离片删除分别可以

使酶活性减少到 70% 而 RNase H 删除对聚合酶活性

的影响要大于前二者 单个 DNA 聚合酶或 DNA 聚合

酶 N- 末端删除仍能保持酶活性 说明就 HBV 多聚酶

的聚合活性而言 小的结构域的聚合活性要小于聚合

酶结构域的活性[15]. Lin et al 研究两个自然发生的 HBV

颗粒(isolates) 56 和 2-18 核酸序列有 98.7% 的同源

性 但是复制效率不同. 转染到 HepG2 细胞后 从 56

转染细胞的细胞内病毒核心颗粒分离出的HBV DNA明

显高于2-18. 用功能域基因替代法研究二者复制效率差

异的结构基础. 将 2-18 中的完整 P 基因和 TP SP RT

和 RNase H 分别用 56 相应区域替代形成全长嵌合基因

组. 细胞转染分析提示 2-18 的全部 P 基因组用 56 的

P基因替代使病毒复制轻度增强. 惟一获得像56颗粒体

的高复制效率的嵌合基因组是用 56 的 RT 替代 2-18 的

RT 的基因组. 在 RT 区域内 2-18 与 56 的氨基酸差异

在 617 位(蛋氨酸对亮氨酸) 652 位(丝氨酸对脯氨酸)

682 位(缬氨酸对亮氨酸). 652 位氨基酸上的点突变是这

种复制效率差异的原因. HBV RT 结构域的同源性模型

研究提示 652 位氨基酸残基从脯氨酸到丝氨酸突变可

能影响对模板 - 引物相互作用的 HBV RT 的构造 导

致多聚酶活性减弱[16]. Kim et al 将人的 HBV 聚合酶在兔

网状细胞裂解系统中表达. 表达蛋白显示出DNA依赖性

的 DNA 聚合酶活性 在体外转录和翻译产生分子量大

约 100 kD 的大蛋白. HBV DNA 聚合酶可以被阿菲迪霉

素(抗病毒抗生素)和 NEM 抑制 在 pH7.5 和温度 37 

时聚合反应最佳 同时 聚合酶活性需要有 MaCl2 或

MgCl2(MnCl2 更佳). 在 75 mM NaCl 或 100 mM KCl 存在

时活性较好(75 mM NaCl 更佳)[17]. 目前 兔网织红细胞

裂解液(RRL)是惟一能在体外试验条件下产生由病毒逆

转录酶(P 蛋白) pgRNA 的 RNA 茎环结构( )和细胞蛋

白共同组成的核蛋白复合物 进行DHBV P蛋白的翻译

的体系. 这一系统也能提供必要的因子. 然而 他有限的

翻译能力限制了对蛋白复合物的深入研究. 为克服这种

限制 Beck et al先在大肠杆菌内表达产生大量的DHBV

P 蛋白 然后再在 RRL 中的进行核蛋白复合物的重构.

因为以往在细菌中产生全长P蛋白的尝试没有成功 于

是单独在大肠杆菌中表达TP和逆转录酶-RNase H(RT-

RH). 结果 TP 和 C 末端经微小修改后的 RT-RH 也能

有相当量的表达 当加入到 RRL 时 能进行 - 依赖

性 DNA 引物合成 证明翻译后的活化[18]. Lott et al 用昆

虫细胞同时感染独立表达核心蛋白和多聚酶的杆状病

毒. 结果发现核心蛋白与多聚酶相互作用的特征之一是

核心蛋白与表达全长的多聚酶及多聚酶的 TP RT

RNase H 每个区域共同沉淀. 其中构建了迷你 RNase H

(FRNH)质粒 氨基酸范围在 680-780 aa 含有一个

FLAG 抗原决定基. 用抗 -FLAG 抗体与 FRNH 免疫沉

淀 Western blot 分析抗 -FLAG 和抗核心抗体 证明

核心蛋白与迷你 RNase H 多肽共沉淀[19].

2   RNase H 与细胞因子

嗜肝病毒逆转录酶与前基因组 RNA 模板上的 RNA 信

号 特异结合 并且靠 RT 自身引导(蛋白引导). 蛋白

引导不仅需要病毒逆转录酶和 RNA 模板 也需要

特异的宿主细胞因子( 细胞蛋白) 包括热休克蛋白
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HSP90 多种共陪伴(cochaperone)蛋白 还有一些不

清楚的成分共同组成的核蛋白复合物. 有功能的复合物

催化合成短链 DNA引物 该引物又作为 与TP共价结

合的模板. Cho et al 认为 HSP90 及其相关产物在 DHBV

感染通过 RNA 信号 与 DHBV 聚合酶结合对 DHBV 复

制起重要作用. 同理 用兔网状细胞裂解液中合成人

HBV 聚合酶蛋白在体外与 HSP90 形成联合体 HSP90

用 MBP 共纯化 聚合酶蛋白在 HepG2 细胞中表达 提

示在体内人的HBV聚合酶与HSP90相关. 为了对HSP90

的作用位点进行定位 HBV 聚合酶翻译的几个删除突

变与抗 HSP90 抗体在体外共沉淀 结果提示 TP 的 C-

末端和 RT 单独与 HSP90 发生作用[20]. HBV 聚合酶单独

与 HSP90 的 N- 末端和 C- 末端相互作用 HSP90 的 N-

末端片段(1-302 aa)与 HBV 聚合酶的 TP 和 RP 都有相互

作用 而 C- 末端片段(438-723 aa)仅与 RT 相互作用

其中间片段(327-438 aa)则与HBV聚合酶无相互作用[21].

Hu et al 构建两个迷你 RT(miniRT)表达片段 pcDNA-

miniRT1(miniRT1)将改建后的 DHBV RT多肽的 N-末端

(1-17 aa) C- 末端(734-786 aa) 隔离片(245-352 aa)

切除 含 564 aa(野毒株 786 aa) pcDNA-miniRT2

(miniRT2)在miniRT1基础上将C-末端进一步截短(575-

786 aa) 含 394 aa. MiniRT1 与野毒株 RT 一样具有蛋

白引导功能 MiniRT2 具有完整的 结合的活性 但

是仅有极少的蛋白引导活性(为野毒株的1-5%). 这两个

mini-RT 蛋白含有与 HSP90 和 p23 相关的结合域. 结果

(1) HSP90 能识别 TP 和 RT 域上的两个特异区域 含

有两个陪伴结合区域的 mini-RT 蛋白保留了全部的

结合活性 RT 和 RNase H 区域外的序列在蛋白引导时

起作用 很可能在催化 DNA 合成时需要. (2)在体外用

高浓度的盐和非离子洗涤液使 RT 和细胞因子(HSP90)

解离 单独表达 RT 纯化的 RT 失去了 结合和蛋白

引导的功能. 但含有HSP90和ATP的网状细胞裂解液能

恢复这种功能. HSP90 对 RT 与 RNA 的结合 不仅起到

建立的功能 而且还有维护的功能. (3)在 RT 合成过程

中不需要 HSP90 但 HSP90 可激活转译后的 RT  [22].

DHBV RT需要宿主细胞因子的辅助进行RT与 的特异

结合和蛋白引导功能.RT与 交互作用和蛋白引导需要

HSP90.  HSP90 的几个辅因子在体外足以保持重组

DHBV RT 的 结合和蛋白引导活性 重组 RT 活性需

要 HSP90 HSP70 HSP40 Hop/p60 四种蛋白 蛋

白 p23 可进一步提高重组 RT 的动力学. RT 被陪伴蛋白

激活是一个动力学过程 需要 ATP 水解和 HSP90 ATP

酶活性. HSP90 和 HSP70 是 ATP 酶 在 ATP 结合和水

解时易于折叠 HSP40 能刺激 HSP70 的 ATP 酶活性和

调节 HSP70 的伴护功能. p60 能与 HSP90 和 HSP70 结

合 p23 小的 酸性磷蛋白质 与 HSP90 结合 进一

步提高重组动力学. 说明对 RT 活化来说 宿主因子的

最小补充是必要的和充分的. 两个截短的迷你型 DHBV

RT 与谷胱苷肽 S- 转移酶(GST)形成融合蛋白 GST-

miniRT1 和 GST-miniRT2 在大肠杆菌中表达并纯

化 另外还构建了有两个氨基酸替换而不能与 RNA

结合的突变型 MiniRT2/CA29 和在 RT 的活性位点两个

氨基酸替换(YMDD 变成 YMHA) 使 RT 失去活性的

MiniRT1/YMHA. 在重构蛋白引导反应中 显示在兔网

织红细胞裂解液中 依靠 H S P 9 0 的存在 G S T -

min iRT1 在体外有强烈的蛋白引导活性. 用已知的

HSP90 陪伴联合体的组成成分代替兔的网状细胞裂解

物 刺激蛋白引导 结果 H S P 9 0 H S P 7 0 H o p

Ydj1(HSP40) 在一起能重新组成蛋白引导反应 单

独或任何两个或三个蛋白组合是无效的 偶尔 HSP70

加 Ydj1 能微弱刺激蛋白引导反应 但比四种相加效力

小得多. 同时 这种蛋白引导反应与陪伴蛋白浓度呈正

相关. 四种纯化的陪伴蛋白重新组成的蛋白引导活性较

网状细胞裂解物要低 可能是二者动力学差异所致. 适

当延长作用时间 可以使陪伴蛋白的引导活性提高.

p23可以提高蛋白引导的重新组成. 与RT的催化活性有

关 失去了活性位点的突变 RT 完全没有蛋白引导的

作用[23]. Park et al 研究证明 HSP90 可以被抗 -HSP90 抗

体抑制; 在体外 HSP90 被含有 1%NP-40 的 1 M 氯化钠

解吸后几乎完全失去了对在昆虫细胞内表达的 HBV 聚

合酶的引导活性. 人HBV聚合酶与前基因组RNA结合与

鸭 HBV 聚合酶不同 HSP90 不仅维持人 HBV 聚合酶

与前基因组 RNA 结合的联合体 而且使 HBV 聚合酶能

胜任在体外引导作用. HSP70 是 HSP90 联合体组成成

分 但 HSP70 可能直接与 HBV 聚合酶结合不需要

HSP90 参与[24]. 构建杆状病毒载体 pFPolE 编码人 HBV

聚合酶开放读码框架(ORF)和 3 - 非翻译区(NTR)含

有 DR2 DR1 和 茎环 茎环对引导 HBV 复制起

模板作用. 构建的含 HBV 聚合酶的重组质粒经 M2 琼

脂珠纯化 SDS-PAGE 电泳及考马斯亮蓝染后 可

得一条约 60 kDa 的蛋白质带 经 N- 末端氨基酸测序

及 BLAST 程序进行同源性分析 然后进行免疫斑点

分 析 和 体 外 引 导 试 验 结 果 提 示 陪 伴 蛋 白

(chaperonin)HSP60 与 HBV Pol 之间有特异性的相互作

用关系. HSP60 与 HBV 聚合酶相互作用 是使 HBV 聚

合酶变成活性状态的重要阶段. HSP60在体外强烈影响

HBV聚合酶活性. (1)通过蛋白特异性抗体封闭HSP60

可降低 HBV 聚合酶活性; (2)在 ATP 存在的情况下增加

HSP60 可提高聚合酶活性; (3)ATP 与 HSP60 共同激

活 HBV 聚合酶. 体内试验显示 通过 C 540(变异的

HSP60)抑制细胞内的 HSP60 可导致 HBV 聚合酶活

性的降低. 因此 HSP60 与 HBV 聚合酶相互作用对激

活 HBV 聚合酶是有明显意义的[25]. 进一步在昆虫细胞

中使用重组杆状病毒表达聚合酶的几个删除突变的蛋

白质 然后用M2免疫共沉淀 显示HSP60结合到HBV

P 需要两个在 Pol 上的最小位点: TP(1-199 aa)和 RH

(680-842 aa).在人的HBV宿主细胞HepG2中显示HBV

Pol 也可以与 HSP60 结合; HSP60 通过与 TP 和 RH 位
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点结合激活 HBV Pol 而 Pol 与 HSP60 结合不需要前

基因组RNA[26].

3   RNase H 与病毒复制

Walton et al 认为核糖核酸酶(RNase H) 在HBV复制过程

中能识别并有效裂开 DNA-RNA 杂交的 RNA 链 但是

缺乏序列选择性. 然而 DNA-RNA 杂交链的构成又需

要特异性的序列识别.在这种前提下 为了解与靶 RNA

(共价连接到 RNase H)互补的反义寡核苷酸能否用于引

导RNase H进行特异性杂交链的裂开. DNA寡核苷酸与

RNase H联合使得核糖核酸酶活性对HBV mRNA具有特

异性.  一个改良的 对 HBV mRNA 的 DR1 是特异性的

13 碱基寡核苷酸 用水溶性交联剂与改良的大肠杆菌

RNase H 连接. 含 1 200 碱基 包括 DR1 的 HBV RNA

片段被合成作为 T7 RNA 聚合酶的底物. RNase H- 寡核

苷酸交联物与HBV mRNA裂开产生的RNA片段在不同

浓度下发生反应 在最合适条件下 85% 的底物裂开

用于对照的包括单用 RNase H 寡核苷酸和无裂解活

性的不相关的 mRNA底物. RNase H 与HBV反义寡核苷

酸连接能特异性裂解靶 HBV 片段[27]. HBV 虽然是 DNA

病毒 但其复制需要 HBV 多聚酶基因编码的逆转录

酶 而 HBV 多聚酶的生化结构不能从核壳体释放酶活

性蛋白. Qadri et al用酵母为基础的遗传学方法表达HBV

逆转录酶. 通过 HBV 逆转录酶基因替代酵母逆转座子

(retrotransposon )Ty1 成分的逆转录酶产生杂交的 Ty1/

HBV . 另外 构建了与杂交 Ty1/HBVRT 的转录物反义

方向的指示基因 his3AI. his3AI 的拼接 Ty1/HBVRT

RNA cDNA 的合成及整合都依赖于逆转录酶的活性

Ty1/HBVRThis3AI 转录物被同源性重组或整合酶介导的

插入和之后的 HIS3 基因的表达 由一系列的逆转录产

生的组氨酸原养型微生物(prototrophs)产物. 用这种方法

成功地检测内源性 Ty1 表达缺陷的酵母菌中 HBV 逆转

录酶活性 同负链 DNA 合成的具有蛋白引导活性的

HBV 多聚酶是一致的. HBV 逆转录酶或 RNase H 的删

除 可以导致组氨酸原养型微生物的明显减少 在体

外由逆转录酶刺激的病毒样颗粒内 HBV 编码的 HBx 蛋

白成倍增加. 再者 在拉米夫定存在条件下 没有观

察到组氨酸原养型微生物(His protrophs)的酵母组氨酸

(yeast His+)生长. 因此 这种在酵母中基因选择的方

法 是安全 经济 可靠的的方法 具有大量进行辅因

子和 HBV 多聚酶功能抑制剂筛选的潜力[28].
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0   引言

细胞凋亡(apoptosis) 又称细胞程序化死亡(programmed

cell death PCD) 是细胞死亡形式之一 他以细胞

DNA 发生特异性的降解 形态上表现为核固缩 胞膜

发泡和凋亡小体形成为特征. PCD由天门冬氨酸(Asp)特

异性半胱氨酸(Cys)蛋白酶(Caspartate-specific cysteinyl

proteinase)  即胱冬肽酶(Caspase或Casp)家族介导. 活化

的胱冬肽酶触发酶级联效应 引起染色体 DNA 的降解

及细胞解体[1]. 胱冬肽酶家族是 PCD 过程的关键元件

他的激活与超常表达均引起细胞凋亡 因此又称死亡

蛋白酶 他们通过与众多蛋白质因子的相互作用调控

PCD. 近来大量的研究表明 胱冬肽酶家族触发的细胞

凋亡在肝细胞损伤过程中发挥重要作用 例如有研究

间接认为暴发性肝炎的发生与细胞凋亡有关[2] 并且

慢性乙型肝炎与慢性丙型肝炎患者肝活检标本中 肝

细胞凋亡率明显高于正常人 前者在平均 6 左右

后者在 1 以下 两组在统计学上有显著差异. 慢性病

毒性肝炎病理改变中常见嗜酸性小体 局灶性死亡 现

在认为均是细胞凋亡的典型表现 而且 经干扰素 α
(IFNα)治疗后 肝脏的凋亡情况明显改善 肝功能发

生好转[3]. 这些都提示细胞凋亡与慢性病毒性肝炎有关.

许多研究越来越显示肝炎病毒蛋白通过对胱冬肽酶家

族基因表达的调节而参与了肝细胞的凋亡过程.

1   胱冬肽酶蛋白酶家族

1.1 胱冬肽酶蛋白酶家族的结构以及生物学特性  胱冬

肽酶蛋白酶家族也称为 ICE/CED-3 家族[4] 是一组与

细胞因子成熟和细胞凋亡有关的蛋白酶 是美丽隐杆

线虫(caenorhabditis elegans)死亡基因 CED-3 的同源物.

胱冬肽酶蛋白酶家族是新一族细胞凋亡蛋白酶 在细

胞凋亡过程中起 刽子手 的作用. 该家族的主要特

征: 活性是由活性中心的半胱氨酸上的巯基发挥的 所

以属于半胱氨酸酶类. 这个家族的蛋白酶具有特异性地

在特定的氨基酸序列中将肽链从天门冬氨酸之后切断

的活性; 与线虫主要死亡基因 Ced-3 编码的蛋白 CED-

3 的氨基酸序列有 29% 的同源性. 在含有半胱氨酸活性

位点的氨基酸残基是保守的 都为 QACRG5 肽.

       未活化的胱冬肽酶家族蛋白酶是以酶原形式存在

的 酶原的氨基端有一段被称为 原结构域 ( p r o -

domain)的序列. 酶原活化时不但要将原结构域切除 并

且要将剩余部分剪切成一大一小两个亚基 分别称为

p20和p10 活性酶就是由这两种亚基以(p20/p10)2的形

式组成的. 这种活化反应也是 Asp 特异的 剪切发生在

酶原中保守序列的Asp与其后的氨基酸残基之间 一般

是先切下羧基端的小亚基 然后再从大亚基的氨基端

切去原结构域. 这种剪切可以是酶原及中间活性酶自我

催化 也可以是其他白介素 - 1β 转换酶 I C E 家

族蛋白酶的作用 还有其他酶类如颗粒酶 B 参与.

       已命名的胱冬肽酶家族成员均已克隆成功 他们

不但在氨基酸序列上具有同源性 而且在空间结构上

也很相似. 目前已经获得了胱冬肽酶 -1(ICE)和胱冬肽

酶 -3(CPP32)的 X 线结晶图像 结果显示他们具有相似

的空间结构 在 p20 的 C- 端和 p10 的 N- 端有 200 多

个氨基酸残基的序列尤为保守 在空间结构上组成相

似的 β 折叠中心和相邻的 α 螺旋 保守的 对蛋白

酶活性有特殊意义的氨基酸残基均位于这一段 并形

成特定的结构. 不同源的序列主要存在于p20的N-端和

p20 与 p10 交界处 这两个部位的氨基酸残基在蛋白酶

活化过程中一般被全部或部分切除.

         所有的成员都保守性地包含有与底物P1Asp作用

的氨基酸残基 如在 I C E 中 他们是催化中心的

Cys285 与酶 / 抑制剂复合物的巯基半缩醛以氢键结

合的 His237 以及可以稳定反应中间物氧阴离子的

Gly238. 另外 Arg179 Arg341 Gln383 和 Ser347 形

成容纳 P1Asp 的 口袋 Ser339 靠近 Cys285 的巯

基 以氢键结合 P1 位的酰胺. 与 P2-P4 作用的氨基酸

残基则变异比较大 这可能是各个成员识别不同底物

的特异性之所在. 在活性 Cys 周围的氨基酸序列也很保

守 一般都有 Gln-Ala-Cys-Arg-Gly(QACRG)五肽序

列 在胱冬肽酶 -8 胱冬肽酶 -10 中为 QACQG 在

胱冬肽酶-9中是QACGG 这三个成员都有一个氨基酸

残基的变异 但这种变异不影响蛋白酶的剪切活性和

特异性.

1.2 胱冬肽酶蛋白酶家族成员及其生物学效应  经过近

几年的工作 目前已经从人和动物细胞中克隆到 10 几

种这样的蛋白酶. 1996 年 Alnemrie et al [4]提出将人源性

的 ICE/CED-3 蛋白酶统一命名为 天冬氨酸特异性半

胱氨酸蛋白酶 即胱冬肽酶 将已经克隆出来的 ICE

蛋白酶依次命名为胱冬肽酶 -1 至胱冬肽酶 -14 其中
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胱冬肽酶 11 12 鼠类同系物尚未在人类细胞中发现.

胱冬肽酶 按功能为启动子胱冬肽酶(胱冬肽酶 -2

8 9 10)和效应子胱冬肽酶 -3 6 7) .  效应子被

启动子激活 执行最终的亡效应. 而启动子胱冬肽酶则

被特定的结合蛋白 其胱冬肽酶及本身激活[5]. 这些结

合蛋白质将凋亡信号和胱冬肽酶联系起来 决定两种

基本凋亡途径 即线体途径和死亡受体途径. 按照结构

同源性的大小 可以将胱冬肽酶蛋白酶分为3 个组 即

胱冬肽酶 - 1 4 5 1 1 胱冬肽酶 - 3 6 7

8 1 0 以及胱冬肽酶 - 2 9 分别以胱冬肽酶 - 1

胱冬肽酶-2和胱冬肽酶-3为代表. 其中胱冬肽酶-1 即

ICE ICE 基因定位于染色体 11q13-23 编码的 ICE

前体(pro-ICE)全长 404 aa 约 45 kD 蛋白酶活性中

心是位于 283-287 aa 位置的 Gln-Ala-Cys-Arg-Gly

(QACRG)五肽序列 其中 Cys285 是发挥酶切活性的关

键残基. ICE 最初是从人单核细胞 THP-1 中分离得到

的 可以将 34 kD 的 IL-1 前体(pro-IL-1)剪切为 17 kD

的成熟 IL-1 这种剪切对于 IL-1 活性的发挥是必须

的. 不表达 ICE 的细胞系转化白介素 -1(IL-1)基因后可

以产生前 -IL-1 但不能分泌有活性的成熟 IL-1; ICE

特异性抑制剂可以阻断金黄色葡萄球菌刺激引起的IL-

1 的分泌. 在小鼠成纤维细胞中过度表达引起细胞凋

亡 而牛痘病毒基因 CrmA (cytokine response modified

antigen)[6]和哺乳动物的原癌基因 Bcl-2可特异性地抑制

ICE介导的细胞凋亡. 胱冬肽酶-1以前体形式存在于胞

质 他的激活依赖胱冬肽酶 -11. 胱冬肽酶 -11 过度表

达同样诱导感染细胞凋亡 其凋亡诱导作用也被 CrmA

和Bcl-2对抗. 胱冬肽酶-11似乎特异地激活胱冬肽酶-

1 实验表明 缺乏胱冬肽酶 -11 时 胱冬肽酶 -1 的

作用消失[7].

        胱冬肽酶 -3 又分别命名为 CPP32(cysteine protease

protein, 32kD) prICE 凋亡素 (apopain)和 Yama(印度

传说中的死亡之神) 现在一般认为胱冬肽酶 -3 是细

胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶 也是细胞毒T淋巴

细胞(CTL)细胞杀伤机制的重要组成部分. 前 - 胱冬肽

酶 -3 含有 277 aa 分子量约 32 kD 与 ICE 有 30% 同

源性 与 CED-3 有 35% 同源 是胱冬肽酶家族中与

CED-3 同源性最高的 不论从结构同源性还是从底物

特异性来看都与 CED-3 很相似 所以有人认为他是

CED-3 在哺乳动物中的同源蛋白. 胱冬肽酶 -3 的原结

构域明显短于 ICE 只有 28 aa 但蛋白酶活性中心和与

结合底物有关的保守的氨基酸均与 ICE 一致. 胱冬肽

酶 -3 在细胞凋亡中起着不可替代的作用 胱冬肽酶 -

3 基因转染昆虫 Sf9 细胞后引起细胞凋亡 这个过程可

以被 Bcl-2 阻断; 在发生凋亡的细胞提取液中去除胱冬

肽酶 -3 后 这些提取液就失去了诱导细胞凋亡的能

力; 再加入纯化的胱冬肽酶-3后他就又恢复了致凋亡的

功能. 胱冬肽酶 -3 可以被多种因素活化 在 CTL 细胞

的杀伤作用中 他既可被Fas/FasL途径活化 也可以通

过颗粒酶B途径活化. 胱冬肽酶-3最主要的底物是多聚

(ADP- 核糖)聚合酶 (poly (ADP-ribose) polymerase

PARP) 该酶与 DNA 修复 基因完整性监护有关.

       胱冬肽酶 -8 曾分别命名为 FLICE(FADD-like ICE)

MACH(MORT1-associated CED-3 homolog)和 Mch5

(mammalian ced homolog 5). 胱冬肽酶-8前体共有479 aa

分子量为 55 kD 其显著的特点是在 N- 端有 2 个 70 aa

左右的结构域 与 FADD 的 N- 端的死亡效应结构域

(death effector domain, DED)同源 这种同源的结构域可

以发生相互聚合 提供了胱冬肽酶 -8 与 FADD 相互结

合的一个部位[8]. 正由于胱冬肽酶 -8 具有 FADD 样 DED

结构域 并且能够通过 DED 结构域与 FADD 结合 所

以胱冬肽酶 -8 可以在凋亡过程中间接与细胞膜受体发

生联系 从而将细胞膜事件转化为细胞质事件. 他们认

为 在非活化情况下胱冬肽酶 -8 的两个 FADD 样 DED

结构是互相结合在一起的. 当细胞膜表面的 Fas 与其配

体 FasL 或相应的单抗结合后 受体发生多聚化 引

起 FADD 与受体胞质区死亡结构域互相结合. 这种结合

使 FADD 的 DED 结构域发生变构 变构后的 DED 可

以与胞质中胱冬肽酶 -8 的一个 DED 结构域结合 使

胱冬肽酶 -8 的两个 DED 结构域分开 同时使胱冬肽

酶 -8 的 ICE 同源区释放出来 恢复蛋白酶活性 通

过自我催化生成活性形式的胱冬肽酶 -8 蛋白酶 后者

再作用于胞质中其他 ICE 家族蛋白酶 使他们发生逐

级活化.

1.3 胱冬肽酶家族蛋白酶在细胞凋亡中的活化顺序  胱

冬肽酶蛋白酶在死亡受体介导的细胞凋亡中起着中心

的作用[9]. Fas 与配体结合而活化后 首先引起 YVAD 和

zVAD 敏感的 ICE 家族蛋白酶活化 然后再活化 DEVD

敏感的蛋白酶. 其中胱冬肽酶-8是这一凋亡过程中首先

被活化的 ICE 家族蛋白酶. 胱冬肽酶 -8 活化后 一方

面他可以剪切活化胱冬肽酶 -3 胱冬肽酶 -7 胱冬

肽酶 -4 胱冬肽酶 -9 和胱冬肽酶 -10 通过这些蛋

白酶剪切底物使凋亡得以进行; 另一方面 他的活性可

以被 CrmA 所抑制 籍此可作为细胞凋亡负调控因素

作用的环节. 胱冬肽酶-8的活化可以是Fas与其配体结

合引起的 FADD 蛋白与胱冬肽酶 -8 结合的结果 也可

能是颗粒酶 B ICE 等作用的结果. 所以其他能够引起

细胞凋亡的因素也可以通过激活颗粒酶 B 或 ICE 来激

活凋亡信号转导途径. 胱冬肽酶 -8 活化后引起胱冬肽

酶 - 3 和胱冬肽酶 - 7 活化 这两种酶都可以剪切

PARP 引起 DNA 的降解. 另外胱冬肽酶 -3 还可以活

化胱冬肽酶 -6 后者可以降解层蛋白 B. 此外 U1 核

糖体蛋白的 70 kD 亚基(U1-70 K) DNA 依赖的蛋白

(DNA-PK)的催化亚基 微丝相关蛋白 Gas-2 β- 肌

动蛋白 蛋白激酶 Cd(PKCd) 视网膜母细胞瘤蛋白

DNA 拓扑异构酶 I 和 II 等也都可能作为胱冬肽酶 -3 和

胱冬肽酶-6的作用底物. 在哺乳动物细胞的凋亡过程中

胱冬肽酶 -3 6 7 是与 CED-3 最相似的蛋白酶 他
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们完成了大部分剪切底物的作用 发挥了 CED-3 在美

丽线虫中发挥的作用[10].

       目前认为 能够将细胞膜事件与细胞质事件联系起

来的蛋白质除了 FADD/胱冬肽酶 -8通路外还有其他形

式 新发现的胞质蛋白 CRADD 可以将 RIP 与胱冬肽

酶 -2 联系起来. 另外 胱冬肽酶 -10 和胱冬肽酶 -9 都

已被证明可以在凋亡信号传导过程中先于其他蛋白酶

活化 并通过其酶活性将信号传给其他胱冬肽酶蛋白

酶. 其他 ICE 家族蛋白酶虽然也在不同程度上参与凋亡

过程 但具体细节还不十分清楚 他们可能是在不同

细胞和组织起作用 也有可能是作为后备机制辅助上

述途径的进行.

2   乙型和丙型肝炎病毒蛋白对胱冬肽酶基因表达的调节

2.1 丙型肝炎病毒蛋白对胱冬肽酶基因表达的调节  丙

型肝炎病毒(HCV)隶属于黄病毒科 是非甲非乙型肝炎

的主要病原体. 大约 50% 的感染患者转为慢性 最常见

为慢性活动型肝炎 最终可以发展为肝硬化和肝细胞

癌. 在肝细胞受到损伤时 有些被称为死亡因子的细胞

因子被激活 如 Fas  L /Fas 抗体 肿瘤坏死因子 α
(TNFα) 转化生长因子 β1(TGFβ1) 干扰素 γ IFNγ
等 通过与靶细胞上的受体结合 引起凋亡的发生. 已

有研究报道暴发性肝炎[2]和慢性病毒性肝炎[3]的发生均

与细胞凋亡有关. 无论是受体介导的传导 还是通过颗

粒 - 排粒途径 细胞凋亡时 在引起 DNA 降解之前几

乎都存在一个共同的通路 即靶细胞内的胱冬肽酶的

激活 尤其是胱冬肽酶-3的激活最为重要[11]. 为了阐明

作为凋亡关键执行者的胱冬肽酶蛋白酶家族是否参与

了 HCV 感染的发病机制以及胱冬肽酶的活性如何作用

导致肝损伤 Bantel et al [12]运用免疫组织化学和 West-

ern blot 检测了胱冬肽酶 -3 胱冬肽酶 -7 和 PARP 三者

截短型的活性形式 而非胱冬肽酶和PARP的非活化前

体形式. 作者发现对比正常对照 HCV患者的肝小叶中

胱冬肽酶的活性是明显升高的. 有趣的是这些免疫反应

细胞还没有表现出明显的凋亡形态. 胱冬肽酶的活性程

度和疾病的分级显著相关 例如炎症坏死度. 相反 与

其他的一些常用的代表指标没有相关性 例如血清转

氨酶和病毒载量. 在炎症分度为0活检标本中只有7.7%

的肝细胞检测出胱冬肽酶 -3 的活化 而炎症分度为 3

活检标本中有 20.9% 的细胞染色阳性.这些资料表明胱

冬肽酶蛋白酶家族的活化参与了HCV相关的肝损伤. 而

且 对于胱冬肽酶的活性检测可作为早期肝损害的一

种可靠的指示标签 这可能会开辟针对 HCV 感染的新

的诊断和治疗策略.

        持续性的 HCV 感染经常进展为慢性肝炎 肝硬化

和肝细胞肿瘤. 现在普遍认为 抗肿瘤药的抗癌机制之

一为抗肿瘤药诱导肿瘤细胞发生凋亡. 也有文献报道抗

肿瘤药也可诱导正常肝细胞凋亡 如 Tsuki-date et al [13]

发现 经秋水仙碱与长春新碱处理后的体外培养的肝

细胞 出现细胞凋亡所具有的典型的生化学特征 即

梯状 DNA 电泳图谱. 联系到许多抗肿瘤药的肝毒性

不难推测肿瘤的发生与细胞凋亡的抑制有关. HCV抑制

细胞凋亡的机制已报道有多种.

        HCV可通过自身的病毒蛋白抑制Fas介导的凋亡而

造成持续感染. Machida et al [14]利用能表达核心蛋白

E1 E2 和 NS2 蛋白的 HCV 转基因鼠来研究 HCV 蛋白

对 Fas 信号的作用影响. HCV 转基因鼠的转基因表达可

导致对致死量的 Fas 抗体的耐受. 在表达 HCV蛋白的小

鼠肝脏中凋亡细胞明显减少. 病理组织学和DNA片断分

析揭示了 HCV 蛋白抑制 Fas介导的细胞凋亡. 通过检测

胱冬肽酶活性 发现 HCV 蛋白能抑制胱冬肽酶 -9 和 -

3/7 而非胱冬肽酶-8的活性. 在表达HCV蛋白的小鼠中

细胞色素 C 从线粒体的释放受到抑制. 这些资料表明

HCV 蛋白可通过压制细胞色素 C 从线粒体的释放因而

抑制胱冬肽酶 -9 和 -3/7 的活性 而直接或间接抑制

Fas 介导的凋亡和死亡.

         借助增强肝细胞自身的凋亡抑制剂的活性而逃避凋

亡 造成持续感染. Otsuka et al [15]采用瞬时转染了 HCV

核心蛋白的 HepG2 细胞系来研究核心蛋白对于细胞凋

亡的作用机制. 首先发现核心蛋白能抑制位于胱冬肽

酶 -8 下游和胱冬肽酶 -3 上游的凋亡级联反应. 其次在

表达核心蛋白的细胞中 bcl-xl 的 mRNA 水平是增高

的 并进一步发现是由于核心蛋白通过细胞外调节激

酶途径增强了 bcl-xl 启动子的活性. 作者认为核心蛋白

通过增强 bcl-xl 的表达从而抑制胱冬肽酶 -3 活性 可

以在线粒体水平上抑制细胞凋亡.

        在 HCV 感染期间 核心蛋白可通过促进免疫细胞

的凋亡 减弱免疫细胞的免疫清除杀伤功能有利于

HCV 的持续感染. Hahn et al [16]将核心蛋白瞬时稳定转

染到人类 T 淋巴细胞系 Jurkat 中 研究发现对比转染空

载体 DNA 的对照细胞 表达核心蛋白的 Jurkat 细胞对

Fas介导的凋亡敏感性增加. 并证实核心蛋白结合到胞质

中的Fas结构域可以增强Fas介导的凋亡下游信号. 核心

蛋白的表达不改变细胞表面Fas的表达 这表明表达核

心蛋白的细胞对 Fas 配体敏感性增加并不是由于 Fas 的

表达上调. 而且 作者还观察到表达核心蛋白的细胞中

胱冬肽酶 -3 的活性增强.

        HCV 可保护肝细胞逃避机体细胞因子介导的凋亡.

Ghosh et al [17]研究发现表达 NS5A 的 HepG2 细胞表现出

对TNFα介导的凋亡过程的抑制作用. NS5A蛋白可阻断

胱冬肽酶 -3 的激活 抑制对凋亡作用底物 PARP 的蛋

白水解作用. 作者认为NS5A蛋白可保护细胞免于TNFα
介导的凋亡. HCV肝炎病毒蛋白之间可借助胱冬肽酶家

族蛋白酶相互作用 传达调控信号完成发病机制的一

系列级联反应. Goh et al [18]利用酵母双杂交系统筛选发

现 HCV 核心蛋白和 NS5A 间存在着一种新的相互作用

并在体外通过结合试验和免疫共沉淀加以证实. 有趣的

是 当核心蛋白和 NS5A 共表达于哺乳动物细胞中时
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NS5A被剪切成特定大小的片断. 核心蛋白的过度表达产

生了许多濒临死亡的圆形细胞 可见到诸如 DNA 阶梯

和截短型 PARP1(poly ADP-ribose polymerase 1) 而此

二者都是凋亡的指示信号. 进一步发现 NS5A 的蛋白水

解和这些凋亡事件能被胱冬肽酶抑制剂 Z-VAD 所抑

制 这暗示着核心蛋白诱导凋亡 NS5A 能被胱冬肽

酶剪切. 作者认为在 HCV 感染细胞中 核心蛋白可能

提供了内部的凋亡信号 产生截短型的 NS5A. 核心蛋

白-NS5A这种相互作用以及NS5A剪切体下游的生物学

功能 Satoh et al [19]进行了更深入的研究 发现这种

截短型的 NS5A与核定位有关 并参与了宿主细胞的转

录调节.

2.2 乙型肝炎病毒蛋白对胱冬肽酶基因表达的调节  乙

型肝炎病毒的慢性感染是引发人肝细胞癌(hepatocellular

carcinoma, HCC)的主要危险因子. HCC 的发生似乎与凋

亡密切相关 凋亡过程的中断可能导致HCC的发生. 已

有相关多种报道 HBV 可通过干预肝细胞的凋亡机制

造成肝炎病毒的持续性感染而诱发 HCC.例如 TNF 相

关性凋亡的配体(TNF-related apoptosis-inducing ligand

TRAIL)在多种癌症中能继续诱导凋亡. TRAIL也是一种

临床癌症治疗药物.Yano et al [20]研究发现在HBV相关性

HCC中 肿瘤组织中胱冬肽酶-3的活性和TRAIL-R1 -

R2 的表达明显低于邻近的非肿瘤组织. HBV 相关性

HCC 揭示了能显著性抑制胱冬肽酶 -3 的活性 抑制

凋亡. TRAIL-R1 -R2 表现出与胱冬肽酶 -3 的活性协

调一致的相关性 均与 HCC 的凋亡机制紧密相连. 生

存素(survivin) 作为一种抗凋亡蛋白在绝大多数人类肿瘤

中是过度表达的. Marusawa et al [21]发现其能与细胞内

HBxAg 结合蛋白(hepatitis B X-interacting protein

HBXIP)形成复合物 HBXIP 最初被发现是因为其能与

HBX 蛋白相互作用. 生存素 -HBXIP 复合物 而并非单

独的生存素或 HBXIP 能结合到前 - 胱冬肽酶 -9 阻止

其募集到APAF1上 从而选择性抑制线粒体/细胞色素

C 介导的凋亡过程. 病毒的 HBxAg 蛋白也能与生存素 -

HBXIP 复合物结合 通过生存素依赖途径从而抑制胱

冬肽酶的活化. 这样 HBXIP 作为生存素的协同因子

在细胞凋亡机制和病毒病原体所致的肝细胞致癌作用

间充当了桥梁连接作用. Yeh et al [22]筛选鉴定出台湾肝

癌患者中普遍存在着新型突变体 HBx-A31 并且发现

在 HepG2 细胞中这种突变体增强 TNFα 诱导升高的

CPP32/ 胱冬肽酶 -3 活性的作用是减弱的. 作者认为这

种突变体是病毒逃避免疫监督的一种策略 并有助于

多步肝细胞致癌过程.

        除了通过抑制凋亡致病外 调控肝细胞对凋亡机

制超敏也是HBV造成肝细胞损伤的发病机制之一. Kim

et al [23]发现 HBX 蛋白表达能针对 TNFα 和抗 -Fas 的治

疗产生胱冬肽酶-8 和胱冬肽酶-3的过度激活 这种激

活导致对凋亡机制敏感. 作者报道 H B X 与 c - F L I P

(cellular FLICE inhibitory protein)共定位于胞质并能直接

相互作用 而 c-FLIP 是死亡诱导信号复合物(death-

inducing signaling complex DISC)的一个关键调节因子.

c-FLIP 的过度表达能保护细胞免于 HBX 介导的凋亡.

并且 c-FLIP 以及胱冬肽酶 -8 抑制剂也能保护细胞

免于 HBX 介导的凋亡. 这些资料表明 HBX 能废止 c-

FLIP 的凋亡抑制功能 从而导致细胞即使在阈值浓度

以下也对 TNFα 凋亡信号产生超敏反应. 该研究为 HBV

感染者出现肝内细胞生长下调现象提供了一个新的发

病机制 并为干预 HBV 相关的肝脏肿瘤和疾病的治疗

策略提供了新的靶位.

          近来的研究多认为肝炎病毒引起的肝细胞损伤与细

胞凋亡有密切的关系 抑制或促进肝细胞凋亡都可以

是肝炎病毒的致病机制. 作为凋亡信号传递途径中特殊

的死亡信号分子胱冬肽酶家族 其与肝炎病毒蛋白间

的相互作用也日益受到人们的关注. 阐明肝炎病毒蛋白

调节胱冬肽酶家族基因表达的机制 可望为研制凋亡

干预剂提供方向. 虽然在这一方面研究仍处在体外实验

及动物实验水平 但是随着研究的深入各种凋亡干预

剂的运用可望为临床上各种病毒性肝病的防治提供新

的思路 探索新的路径.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)的感染 不

仅引起急 慢性病毒性肝炎 而且与肝纤维化 肝

细胞癌(HCC)的发生密切相关. 虽然 HBV HCV 感染与

肝细胞癌之间的关系已经得到确定 但是具体的分子

生物学机制还有许多工作要做. 其中肝炎病毒编码蛋白

对于肝细胞基因组表达的反式调节作用 即肝炎病毒

蛋白与肝细胞基因组启动子 DNA 结合 对于肝细胞基

因表达谱产生影响 从而调节肝细胞的生长 代谢

凋亡及恶性转化 在病毒感染致病机制中起着重要作

用[1-5]. 人碱性亮氨酸拉链蛋白 LZIP 是碱性亮氨酸拉链

蛋白家族重要成员之一 在肝炎病毒致肝细胞癌发生

过程中发挥重要作用.

1   LZIP 蛋白的基本结构及其功能调节

1.1 碱性亮氨酸拉链蛋白家族  碱性亮氨酸拉链(basic

leucine zipper bZIP) 即 bZip 结构 就是在许多细

胞调控蛋白中发现的一段富含亮氨酸的序列 这个区

域易形成两亲性 α 螺旋或卷曲构象. 最早发现于 CCAAT/

增强子结合蛋白(CCAAT/enhancer binding protein C/EBP)

C/EBP 家族的羧基端 35 个氨基酸残基具有能够形成 α
螺旋结构的特点 每隔 6 个氨基酸残基即出现一个亮

氨酸残基 这就导致第7个亮氨酸残基都在螺旋的同一

个方向出现. 由于这类蛋白质都以二聚体形式与DNA结

合 两个分子 α 螺旋的亮氨酸一侧是形成二聚体的基

础 形同拉链. 然而亮氨酸拉链并非直接结合 DNA

而是以肽链氨基端富含碱性氨基酸的 20-30 个 N- 端结

构域与 DNA 结合 若不形成二聚体则这个碱性区对

DNA 的亲和力明显降低 因此这类蛋白质的 DNA 结合

结构域实际是以碱性区和亮氨酸拉链结构的整体作为

基础.与 C/EBP 氨基酸序列类似 许多转录调控蛋白质

如 Jun Fos 和 myc 蛋白等 均含有 bZip 结构 统称

为碱性亮氨酸拉链家族蛋白质 bZIPs 蛋白是真核生

物最大 最保守的一类转录因子[6].

1.2 LZIP 蛋白的基本结构  人 LZIP 蛋白是碱性亮氨酸

拉链家族蛋白质成员之一 对bZIPs 蛋白质家族遗传树

分析显示 LZIP 蛋白是独立的一个分支 而不与其他

bZIPs 蛋白如 Jun Fos ATF1 ATF6 CREB CREM

等形成同簇. LZIP 蛋白由 371 个氨基酸残基(aa)组成

N- 末端(1-151 aa 组成)含有宿主细胞因子 HCF-1 结合

基序(host cell factor-binding motifs HBM) HBM 由

4 个氨基酸残基组成(DHTY) 富含酸性氨基酸 Glu 或

Asp 比例约占 20.5%; 位于 LZIP 蛋白中间的是碱性亮氨

酸拉链 DNA 结合区 富含赖氨酸和精氨酸(152-171 aa

组成) 此区的作用是与 DNA 结合并可形成 α 螺旋;

178-220 aa 组成螺旋了的螺旋功能域(coi led-coi l

domains) 是 LZIP 蛋白质同二聚体或异二聚体形成区

域; C- 末端(221-371 aa 组成)富含脯氨酸 Pro 比例约

11%. 大量的疏水氨基酸残基(亮氨酸)分散存在于两个末



932                ISSN  1009-3079   CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 4 月 15 日  第 12 卷  第 4 期

13 Tsuki-date K, Yamamoto K, Snyder JW, Farber JL. Microtu-
bule antagonists activate programmed cell death (apoptosis)
in cultured rat hepatocytes. Am J Pathol  1993;143:918-925

14 Machida K, Tsukiyama-Kohara K, Seike E, Tone S, Shibasaki
F, Shimizu M, Takahashi H, Hayashi Y, Funata N, Taya C,
Yonekawa H, Kohara M. Inhibition of cytochrome c release in
Fas-mediated signaling pathway in transgenic mice induced
to express hepatitis C viral proteins. J Biol Chem  2001;276:
12140-12146

15 Otsuka M, Kato N, Taniguchi H, Yoshida H, Goto T, Shiratori
Y, Omata M. Hepatitis C virus core protein inhibits apoptosis
via enhanced Bcl-xL expression. Virology  2002;296:84-93

16 Hahn CS, Cho YG, Kang BS, Lester IM, Hahn YS. The HCV
core protein acts as a positive regulator of fas-mediated
apoptosis in a human lymphoblastoid T cell line. Virology
2000;276:127-137

17 Ghosh AK, Majumder M, Steele R, Meyer K, Ray R, Ray RB.
Hepatitis C virus NS5A protein protects against TNF-alpha
mediated apoptotic cell death. Virus Res  2000;67:173-178

18 Goh PY, Tan YJ, Lim SP, Lim SG, Tan YH, Hong WJ. The
hepatitis C virus core protein interacts with NS5A and acti-
vates its caspase-mediated proteolytic cleavage. Virology
2001;290:224-236

19 Satoh S, Hirota M, Noguchi T, Hijikata M, Handa H,
Shimotohno K. Cleavage of hepatitis C virus nonstructural
protein 5A by a caspase-like protease(s) in mammalian cells.
Virology  2000;270:476-487

20 Yano Y, Hayashi Y, Nakaji M, Nagano H, Seo Y, Ninomiya T,
Yoon S, Wada A, Hirai M, Kim SR, Yokozaki H, Kasuga M.
Different apoptotic regulation of TRAIL-caspase pathway in
HBV- and HCV-related hepatocellular carcinoma. Int J Mol
Med  2003;11:499-504

21 Marusawa H, Matsuzawa S, Welsh K, Zou H, Armstrong R,
Tamm I, Reed JC. HBXIP functions as a cofactor of survivin
in apoptosis suppression. EMBO J  2003;22:2729-2740

22 Yeh CT, Shen CH, Tai DI, Chu CM, Liaw YF. Identification
and characterization of a prevalent hepatitis B virus X protein
mutant in Taiwanese patients with hepatocellular carcinoma.
Oncogene  2000;19:5213-5220

23 Kim KH, Seong BL. Pro-apoptotic function of HBV X protein
is mediated by interaction with c-FLIP and enhancement of
death-inducing signal. EMBO J  2003;22:2104-2116

乙型肝炎病毒和丙型肝炎病毒蛋白

对亮氨酸拉链蛋白LZIP的调节

刘   妍, 成   军

刘  妍, 成  军, 中国人民解放军第 302 医院传染病研究所基因治疗研究
中心 全军病毒性肝炎防治研究重点实验室  北京市 100039
国家自然科学基金项目, No. C03011402, No. C30070689, 军队 九
五 科技攻关项目 No.98D063, 军队回国留学人员启动基金项目, No.
98H038, 军队 十 五 科技攻关青年基金项目, No.01Q138, 军队 十
五 科技攻关面上项目, No.01MB135.
项目负责人: 成军, 10039, 北京市西四环中路 100 号, 中国人民解放军第 302
医院传染病研究所基因治疗研究中心 全军病毒性肝炎防治研究重点实验室.
cj@genetherapy.com.cn
电话: 010-66933391    传真: 010-63801283
收稿日期: 2003-11-13    接受日期: 2003-12-16

刘妍, 成军. 乙型肝炎病毒和丙型肝炎病毒蛋白对亮氨酸拉链蛋白 LZIP 的调

节. 世界华人消化杂志  2004;12(4):932-935

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/932.asp

0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)的感染 不

仅引起急 慢性病毒性肝炎 而且与肝纤维化 肝

细胞癌(HCC)的发生密切相关. 虽然 HBV HCV 感染与

肝细胞癌之间的关系已经得到确定 但是具体的分子

生物学机制还有许多工作要做. 其中肝炎病毒编码蛋白

对于肝细胞基因组表达的反式调节作用 即肝炎病毒

蛋白与肝细胞基因组启动子 DNA 结合 对于肝细胞基

因表达谱产生影响 从而调节肝细胞的生长 代谢

凋亡及恶性转化 在病毒感染致病机制中起着重要作

用[1-5]. 人碱性亮氨酸拉链蛋白 LZIP 是碱性亮氨酸拉链

蛋白家族重要成员之一 在肝炎病毒致肝细胞癌发生

过程中发挥重要作用.

1   LZIP 蛋白的基本结构及其功能调节

1.1 碱性亮氨酸拉链蛋白家族  碱性亮氨酸拉链(basic

leucine zipper bZIP) 即 bZip 结构 就是在许多细

胞调控蛋白中发现的一段富含亮氨酸的序列 这个区

域易形成两亲性 α 螺旋或卷曲构象. 最早发现于 CCAAT/

增强子结合蛋白(CCAAT/enhancer binding protein C/EBP)

C/EBP 家族的羧基端 35 个氨基酸残基具有能够形成 α
螺旋结构的特点 每隔 6 个氨基酸残基即出现一个亮

氨酸残基 这就导致第7个亮氨酸残基都在螺旋的同一

个方向出现. 由于这类蛋白质都以二聚体形式与DNA结

合 两个分子 α 螺旋的亮氨酸一侧是形成二聚体的基

础 形同拉链. 然而亮氨酸拉链并非直接结合 DNA

而是以肽链氨基端富含碱性氨基酸的 20-30 个 N- 端结

构域与 DNA 结合 若不形成二聚体则这个碱性区对

DNA 的亲和力明显降低 因此这类蛋白质的 DNA 结合

结构域实际是以碱性区和亮氨酸拉链结构的整体作为

基础.与 C/EBP 氨基酸序列类似 许多转录调控蛋白质

如 Jun Fos 和 myc 蛋白等 均含有 bZip 结构 统称

为碱性亮氨酸拉链家族蛋白质 bZIPs 蛋白是真核生

物最大 最保守的一类转录因子[6].

1.2 LZIP 蛋白的基本结构  人 LZIP 蛋白是碱性亮氨酸

拉链家族蛋白质成员之一 对bZIPs 蛋白质家族遗传树

分析显示 LZIP 蛋白是独立的一个分支 而不与其他

bZIPs 蛋白如 Jun Fos ATF1 ATF6 CREB CREM

等形成同簇. LZIP 蛋白由 371 个氨基酸残基(aa)组成

N- 末端(1-151 aa 组成)含有宿主细胞因子 HCF-1 结合

基序(host cell factor-binding motifs HBM) HBM 由

4 个氨基酸残基组成(DHTY) 富含酸性氨基酸 Glu 或

Asp 比例约占 20.5%; 位于 LZIP 蛋白中间的是碱性亮氨

酸拉链 DNA 结合区 富含赖氨酸和精氨酸(152-171 aa

组成) 此区的作用是与 DNA 结合并可形成 α 螺旋;

178-220 aa 组成螺旋了的螺旋功能域(coi led-coi l

domains) 是 LZIP 蛋白质同二聚体或异二聚体形成区

域; C- 末端(221-371 aa 组成)富含脯氨酸 Pro 比例约

11%. 大量的疏水氨基酸残基(亮氨酸)分散存在于两个末
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端序列内 与许多反式激活功能域类似. 分别将 LZIP

的 N- 末端 1-154 aa 和 C- 末端 244-371 aa 与酵母 GAL4

DNA 结合域融合 在瞬时转染细胞中通过检测 GAL4

应答报告基因萤虫素酶(Luc)的活性 对 LZIP 两端是

否存在反式激活功能域进行研究 发现 GAL4-LZIPN154

和 GAL4-LZIPC244-371 均增强了下游报告基因的表达

并且 N- 末端的激活活性是 C- 末端的 2.7 倍 结果提

示 LZIP 蛋白含有 2 个潜在的反式激活功能域 N- 末

端的反式激活功能更强[7].

        全长的LZIP蛋白定位于内质网(ER) LZIP蛋白229

和 243 aa 的强疏水序列是单次跨膜功能域 将碱性亮

氨酸拉链区与 C- 末端分离. 另一个 bZIPs 家族成员

ATF-6 也是 ER 膜定位的转录因子 具有单一跨膜结

构. DTT 是一种很强的还原剂 处理细胞后能够诱导

ER 应激(stress)应答 ATF-6 在疏水序列或近疏水序列

被裂解 从而使 N- 末端和 bZIP 功能域易位到细胞核

中 与 ATF-6 基因结构相似性说明 LZIP 蛋白 C- 末端

也可能滞留在 ER 腔 并不参与转录激活. 羧基末端截

短的 LZIP(1-280 aa 含有 LZIP 完整的胞质区 跨膜

功能域及 ER 腔的 31 aa)在 DTT 刺激后 仍定位于 ER

膜而不发生转位. 其他 bZIPs 蛋白如 Jun Fos CREB

CREM ATF1 ATF6 等 4-6 个含有亮氨酸拉链功能

域 而 LZIP 的亮氨酸拉链螺旋区更长 含有 7 个亮氨

酸拉链结构. LZIP 蛋白在真核细胞及组织中广泛存在

在原核中也有所发现 正常肝细胞 肝癌细胞HepG2以

及 HCV 阳性血清患者肝组织中均表达 LZIP 蛋白[8].

       LZIP 的碱性区域和亮氨酸拉链部分与 bZIPs 蛋白

ATF-6/CREB 亚家族的其他成员高度同源 尽管 LZIP

激活细胞的靶基因不是十分清楚 LZIP 能够与经典的

cAMP 应答元件 CRE(cAMP response elements)同源二聚

体结合 激活含有 CRE 的报告基因的转录. cAMP 对基

因表达调节的信号传导途径: 胞外配体与其受体结合

后 G 蛋白与活化 cAMP 环化酶产生胞内信使 cAMP

cAMP 继而活化 PKA 使异四聚体的 PKA 解离 催化

亚基从而由细胞质进入细胞核内 然后使转录因子

cAMP 应答元件结合蛋白 CREB(cAMP response element

binding protein CREB)在 N- 端转录活性区附近的

Ser133 磷酸化活化 磷酸化的 CREB 即可与 DNA 分子

上 cAMP 调节靶基因附近的异端称为 CRE(cAMP re-

sponse element)的回文序列(TGACGTCA)结合 从而起

调节靶基因的作用. 此外 磷酸化的 CREB 可被蛋白磷

酸酶 PP-1 脱去 Ser133 的磷酸基团 从而终止 CREB

的活化 即终止 cAMP 对基因转录调节信号. 受 cAMP

调节的转录因子还有 CREM I 和 II ATF1 3 4

6 等 他们都能与 CRE 结合 都属于具有亮氨酸拉链

基本结构的转录因子家族[9].

        人 LZIP 蛋白与小鼠 LZIP2蛋白 果蝇 BBF2/dCREB-

A 蛋白以及 CREB-H 蛋白高度同源 也含有 HCF1 结

合基序 即 D/EHXY 四肽序列 提示 LZIP 与 HCF1 之

间的相互作用在物种进化过程中是高度保守的. BBF2/

dCREB-A 蛋白能够激活果蝇脂肪体特异性增强子元件

及哺乳动物肝特异性增强子元件的转录. 人LZIP蛋白可

以与 CRE 一致序列及 AP1 应答基序结合 同时加入 80

倍过剩的未标记 CRE 或 AP1 寡核苷酸后这种结合作用

消失 实验还发现 LZIP 与 SP1 NF-κB AP2 应答

序列不发生结合.

1.3 细胞内LZIP的转录活性调节  宿主细胞因子(host cell

factor-1 HCF-1)是细胞增生过程中必需的染色质相

关蛋白 是单纯疱疹病毒(HSV)转录激活因子 VP16 的

反式激活细胞靶基因 作用结果是刺激 HSV 病毒立即

早期基因转录的一种多蛋白增强子复合物的组装

HCF-1 在所有类型细胞中表达 是细胞周期通过 G1

期向前进展的必需因子. HCF-1还可与细胞广泛表达的

碱性亮氨酸拉链蛋白 LZIP 相互作用. 研究发现 HSV

的 VP16 蛋白以病毒模拟细胞转录因子 LZIP 的方式与

HCF1 相互作用 调控细胞周期进展. LZIP 和 VP16 均

含有 4 个氨基酸(D/EHXY X 可以为任意氨基酸残基)的

HCF-1 结合基序(HBM) 被 HCF-1 的 N- 末端 β 螺旋

桨结构功能域识别 HBM 对于 LZIP 发挥正常的反式激

活功能是必需的. LZIP 蛋白的 N- 末端 1-92 个氨基酸残

基含有潜在的转录激活功能域 该功能域由3个功能性

元件组成 即 HCF-1 结合基序 HBM 和 2 个富含亮氨酸

的 LxxLL 基序(11-DLLAFLL-17 52-DLLCSLL-58).已

知 LxxLL 基序是众多转录共激活因子中共有的序列

在介导蛋白 - 蛋白相互作用 尤其是核内激素受体的

识别过程中起重要作用. LZIP 是典型的序列特异性的

DNA 结合蛋白 在其 DNA 激活功能域内含有 LxxLL 基

序 能够刺激基因转录活性.研究发现 LxxLL 基序突

变显著降低 LZIP 的反式激活作用 但是并不影响 LZIP

与 HCF-1β 螺旋桨结构之间相互作用 表明 LxxLL 基

序并不是 LZIP 与 HCF-1β 螺旋桨结构相互作用所必

需 LxxLL 基序可能通过与 HCF-1 的其他区域相互作

用或者募集转录激活必需的另外的细胞辅因子[10-15].

        HCLP-1 是新近鉴定的含有 Kelch 重复结构的 HCF

样蛋白 HCLP-1 是细胞遍在表达的核蛋白 与 HCF-

1 不同的是 HCLP-1 并不与 VP16 蛋白作用而是选择

性的与 LZIP 相互作用 这种物理作用的结果是抑制了

LZIP 依赖的基因转录. LZIP 与 HCLP-1 优先定位于细

胞核内 缺失突变分析显示 HCLP-1 蛋白结合 LZIP

蛋白的靶位位于 109-315 aa 此区含有碱性亮氨酸拉

链 DNA 结合功能域. 电泳泳动迁移率实验(EMSA)显

示 HCLP-1 蛋白干扰了转录因子 LZIP 与其 DNA 靶

点即 CRE 寡核苷酸的结合活性 并且呈剂量依赖的方

式. 可见 HCLP-1 是 LZIP 蛋白特异性的转录抑制因子.

HCLP-1 蛋白的分子量比 HCF-1 蛋白小的多 完整的

分子结构由一个 6 片 β 螺旋结构组成. 在分子结构上

HCLP-1 与 HCF-1 蛋白裂解产物 HCFp50 及其相似

HCFp50 存在于 G0 期细胞的胞质中 含有完整的 β 螺
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旋结构 保留了与 VP16 结合的能力. 内源性的 HCLP-

1 定位于间期 HeLa 细胞的胞核中 虽然不能推断在细

胞周期的特定时相 HCLP-1 可能会定位于细胞质 但

是从 HCLP-1 与 HCFp50 的结构相似性考虑 推测

HCLP-1 也可能在细胞周期特定时相将 LZIP 滞留于细

胞质中 从而抑制 LZIP 的转录活性[16].

2   LZIP 与乙型肝炎病毒 X 蛋白

长度为 3.2 kb 的乙型肝炎病毒(hepatitis B virus HBV)

基因组含有 4 个开放读码框架(ORF) 前 3 个 ORF 编码

病毒结构蛋白 即表面抗原 核心抗原及病毒多聚酶抗

原 第 4 个 ORF 在所有哺乳动物嗜肝病毒中高度保守

编码 16.5 kD 的 X 蛋白 HBV 感染过程中 X 基因产生

1 kb 的 mRNA. X 蛋白能够直接或间接地激活各种转录

因子和肿瘤基因 是慢性 HBV 感染导致 HCC 发生的重

要协同因子 X 蛋白转基因鼠发生 HCC 的事实更加支

持上述论点. 研究发现 X 蛋白能与大多数含有 bZIP 结

构的转录因子结合 如 CREB/ATF C/EBP ATF1/

ATF2 NF-IL6 结合 增加他们的 DNA 亲和力 参

与细胞转录的调控[23-27].

        X蛋白能与CREB/ATF家族的碱性亮氨酸拉链功能

域相结合 这种结合增加了 CREB/ATF 与 CRE 位点的

亲和性 但并不能改变 CREB/ATF 形成二聚体的速率

甲基化干扰足迹实验证实 CREB DNA 复合物与 CREB-

X 蛋白复合物之间的差异 表明 CREB 的碱性亮氨酸

拉链结构是 X 蛋白作用的靶点. X 蛋白也能够激活其他

的 bZIPs 家族蛋白质 AP1 c-myc 等的转录活性 在

病毒感染细胞信号转导及致 HCC 发生过程中具有重要

意义. X 蛋白是否与人 LZIP 蛋白相互作用 对内源性

LZIP 的表达是上调还是下调 对 LZIP 蛋白的功能影

响等还有待深入研究[28-30].

3   LZIP 与 HCV 核心蛋白

丙型肝炎病毒是 RNA 病毒 能够引起肝炎 肝硬化

肝衰竭和肝细胞癌. 约 1 0 % 的 H C V 感染患者发生

HCC 全球 HCV 感染者超过 1.7 亿 也就是说约有 1

千万 HCV 感染患者具有发生 HCC 的风险. 因此 阐明

该病毒的恶性转化机制对于理解 HCV 感染强大的致癌

潜能具有重要意义. 已知 HCV 病毒基因组编码一个

3 010-3 033 aa 的大开放读码框架 多肽前体至少被加

工为 10 种结构蛋白和非结构蛋白 在参与 HCV 感染

相关的 HCC 发生过程的众多因素中 HCV 核心蛋白

是最具有推动力的肿瘤蛋白[17-20]. 目前尚没有直接的证

据证明HCV核心蛋白能够与RNA聚合酶II启动子直接

相互作用 推测其对基因表达的调控作用间接来自与

某些细胞辅助因子的相互作用. 应用酵母双杂交实验在

人肝 cDNA 文库中筛选 HCV 核心蛋白的结合蛋白 研

究发现 HCV 核心蛋白与 LZIP 特异性相互结合 而并

不与其他 bZIPs 蛋白如 CREB ATF4 c-Jun c-Fos

发生相互结合作用. HCV核心蛋白C-末端91-191 aa对

于与 LZIP 结合是必需的 而 3 个不同截短的突变子(分

别含有 1-123 aa 1-100 aa 1-75 aa)表现为微弱的

甚至完全失去与 LZIP 结合的活性[21].

        细胞 LZIP 蛋白是 HCV 核心蛋白结合蛋白 是细

胞恶性转化的辅助因子. LZIP 是 cAMP 调节途径中的转

录因子 在 HCV 核心蛋白存在时 LZIP 展示细胞肿

瘤抑制蛋白的活性 大量实验证实 HCV 核心蛋白与

LZIP 相互作用 LZIP 是核内的 CRE 活化因子 其转

录活性受 HCV 核心蛋白抑制 与 HCV 核心蛋白的特

异性相互作用对 LZIP 的转录活性具有很大影响 首

先 HCV 核心蛋白抑制核内活化的 LZIP 同源二聚体的

形成; 其次 研究显示 在 HepG2 和 HeLa 细胞中内

源性LZIP蛋白及通过细胞转染外源性过表达的LZIP均

优先定位于细胞核内 在表达 HCV 核心蛋白的细胞中

发现 大量的核内 LZIP 重新定位于细胞质中; 此外

反式显性负突变形式的LZIP(transdominant negative form

of LZIP LZIPm2)的表达能够抑制内源性 LZIP 蛋白依

赖的激活 HCV 核心蛋白对 LZIPm2 的增生活性有促

进作用 上述实验表明 HCV 核心蛋白与 LZIP 结合

后 由于亚细胞定位隔绝而使 LZIP 的核内转录功能失

活 这种内源性 LZIP 蛋白功能缺失的结果是细胞异常

增生效应 表现为 NIH3T3 细胞集落形成 非锚着依

赖性生长. 可见 LZIP 与已知的 2 个抑瘤蛋白 p53 和

Rb 相似 也执行肿瘤抑制蛋白的功能 在 HCV 核心

蛋白致肝细胞发生恶性转化过程中具有至关重要的作

用 然而 在 HCV 核心蛋白不存在的情况下 LZIP

是否发挥肿瘤抑制蛋白的功能还有待进一步研究[21].

        研究发现 LZIP 还与人 luman 蛋白密切相关 不

同的是 LZIP 是 HCV 核心蛋白在细胞内直接作用的靶

位 而 luman 蛋白是单纯疱疹病毒(HSV)VP16 蛋白相关

的细胞增生因子(VP16-associated cell proliferation

factor HCF)间接作用的靶位 HCF 是调控细胞增生

的重要细胞因子 推测 HCF 与 LZIP 共享同样的信号

途径干扰不同病毒感染的宿主细胞生长调节 导致细

胞恶性增生.

        我们应用基因表达谱芯片技术对 HCV 核心蛋白表

达质粒 pcDNA3.1(-)-core 转染的 HepG2 细胞和空载体

处理的相同细胞差异表达的mRNA进行检测 研究HCV

核心蛋白上调及下调基因的表达 结果显示 HCV 核

心蛋白能够下调亮氨酸拉链蛋白 LZIP 的表达 LZIP 是

推定的抑癌因子 提示这种内源性LZIP表达水平降低

可能会导致 LZIP 肿瘤抑制功能的缺失 对阐明 HCV 核

心蛋白的致瘤机制提供有力的证据[22].
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)不仅可引起

急慢性病毒性肝炎 而且与肝纤维化和肝细胞癌(HCC)

的发生及发展密切相关. HCC是严重危害人民健康的疾

病之一 在对 HCC 的致病机制的探索中 原癌基因也

成为研究的的重点. 研究发现 HBV 和 HCV 均能调节

原癌基因 c-jun 的激活与表达 从而导致肝细胞异常增

生 分化 进而引起肝细胞癌变. 通过对肝炎病毒和癌

基因 c-jun 之间关系的阐述 有助于我们掌握肝细胞癌

变的分子机制.

1   c-jun 的结构和功能

c-jun 原癌基因如同其他的癌基因 在正常情况下不

表达或只有极少水平的表达. 当受到细胞外理化因素或

细胞内信号级联刺激后 c-jun 基因可被激活 激活
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)不仅可引起

急慢性病毒性肝炎 而且与肝纤维化和肝细胞癌(HCC)

的发生及发展密切相关. HCC是严重危害人民健康的疾

病之一 在对 HCC 的致病机制的探索中 原癌基因也

成为研究的的重点. 研究发现 HBV 和 HCV 均能调节

原癌基因 c-jun 的激活与表达 从而导致肝细胞异常增

生 分化 进而引起肝细胞癌变. 通过对肝炎病毒和癌

基因 c-jun 之间关系的阐述 有助于我们掌握肝细胞癌

变的分子机制.

1   c-jun 的结构和功能

c-jun 原癌基因如同其他的癌基因 在正常情况下不

表达或只有极少水平的表达. 当受到细胞外理化因素或

细胞内信号级联刺激后 c-jun 基因可被激活 激活
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的 c-jun 基因的蛋白表达产物有 3 种: c-jun junB 和

junD 分子量大约为 40 kDa. c-jun 属于碱性亮氨酸拉

链蛋白质家族 他能形成同源二聚体 或者与转录因

子 Fos 家族的成员形成异源二聚体 即转录因子 AP-

1. 可结合 DNA 链上的共同序列 5 -TGA(C/G)TCA-3 .

c-fos和 c-jun mRNA强烈诱导可导致AP-1结合的增加.

c-jun 在形成 fos/jun 或 jun/jun 复合物时转录活性增加.

c-jun 可调节数个对细胞增生 分化和凋亡重要的基因

表达 从而表明 AP-1 在致癌机制中发挥重要作用[1]. c-

jun 通过抑制抑癌基因 p53 的作用对肿瘤细胞的凋亡进

行抑制. c-jun的磷酸化在凋亡诱导的过程中发挥重要作

用. c-jun 近端的顺式元件AP-1位点涉及他的启动子自

激活[2]. 1993 年 Karin et al 研究小组发现 一种蛋白激

酶能够磷酸化 c-jun 其磷酸化位点位于 c-jun 氨基末

端活性区丝氨酸残基 63 和 73 (Ser63 和 Ser73) 该蛋白

激酶被称为 c-jun 氨基末端激酶(c-jun N-terminal

kinase JNK). 紫外光 热休克及细胞因子可导致JNK的

激活[3-5]  而 JNK 又可激活下游靶基 c-jun[6] 从而有

效激活下游 AP-1 结合活动和增加 c-jun 表达. 表达的

核蛋白c-jun 能提高细胞周期蛋白的表达和细胞周期的

进展[7].

2  c-jun 的激活及调控特点

c-jun 的功能性激活触发了 JNK 信号路径导致氨基末

端的磷酸化[8]. 磷酸化的 c-jun 蛋白的活动可被翻译后

调节[ 9-10]. 原癌基因Ras的激活与氨基末端c-jun位点增

加的磷酸化相关. c-jun 氨基末端位点刺激新 c-jun的合

成[9, 11] 且 c-jun 氨基末端磷酸化对 c-jun 蛋白合成的

自动刺激是重要的[2, 12] 对 c-jun 和 Ras 的转化也是重

要的 [11, 13-14]. JNK的激活和c-jun 氨基末端磷酸化建立了

一个正向调节环路促进 c-jun 的合成[2, 12]. 新的 c-jun 的

合成涉及活化的 c-jun 同源二聚体或 c-jun-ATF2 与 c-

jun 启动子的结合 [15]. c-jun 启动子的转录反应主要由 2

个元素介导: Jun1与Jun2. 翻译后c-jun的氨基末端磷酸

化可形成 c-jun-AP-1 DNA 结合复合体的延伸形式. 激

活的 c-jun 蛋白的持续积累可由 c-jun 的转录刺激和翻

译后磷酸化调控.

        Nishizuka et al 早在 1988 年就提出第二信使系列激

活 c-jun 的途径. 细胞因子 激素等刺激物作为第一信

使作用于胞膜上的受体 激活膜内第二信使三磷酸肌

醇 血清中性 1 2- 酰基甘油和 Ca2+ 进而激活蛋白

激酶 C(protein kinase C PKC) PKC 通过调节 jun 磷

酸化水平而增强活性 AP-1 在转录时的活性诱导 c-jun

的表达 进而调节靶基因表达和转录速率 发生信使作

用. 由于 JNKs 是有丝分裂原激活蛋白激酶(mitogen-ac-

tivated protein kinase MAPK)组分之一 MAPK 家族

都为丝氨酸(Ser)/ 苏氨酸(Thr)蛋白激酶 其激活需要分

子中的酪氨酸(Tyr)和 Thr 同时磷酸化. MAPK 被激活

后 也可催化 c-jun 磷酸化 以调节基因的转录和

mRNA 的翻译. Henkler et al [16]认为 c-jun 氨基末端在体

内并不是细胞外信号调节激酶(extracellar signal-regu-

lated kinase ERKs)ERK/MAPK 作用的底物 ERK/

MAPK 路径被认为触发了 Jun 的磷酸化.

3  HBV 对原癌基因 c-jun 的表达调节

HBV 是嗜肝 DNA病毒的一种 HBV DNA 长度为3.2 kb.

HBV 含有 4 个开放读码框架(ORF) 分别编码 HBV 的

表面抗原蛋白 核心 /e 抗原 X 蛋白以及 HBV DNA

聚合酶. 其中HBV的X蛋白能通过各种途径反式激活原

癌基因 因此慢性 HBV 感染与肝癌的形成具有十分密

切的联系.

       HBV X 蛋白的分子量为 16.5 kDa 是一个中等而不

是广泛作用的转录反式激活子. 他能激活大量的细胞和

病毒的基因 包括原癌基因 例如 c-myc c-Fos

c-Jun 因此调节许多宿主基因的功能 例如转录

细胞周期进展 增生 凋亡 DNA 修复[17-19]. 虽然 HBx

不直接结合于双链 DNA 但核内的 HBx 可由结合于数

个转录因子而被激活[20] 而胞质内的成分触发了细胞

间的信号路径[21]. HBx 的激活定位于与特异的转录因子

AP-1 的结合位点. Benn et al 报道 X 序列即使切去了顶

端 仍保留他的反式激活功能 表明了 HBx 介导的

反式激活作用的重要性[22]. HBx 在缺乏相应激活子的情

况下不能激活 DNA 元件 他需要有力的激活域以共转

录. 一系列微弱的酸性激活域 包括 c-Jun 激活域 c-

fos 激活域的两个亚区域对 HBx 的作用是不起作用的

表明了 HBx 的效果不依赖于酸性激活域的酸性序列.

Haviv et al [23]研究表明 HBx 能够刺激大量增强子 - 启动

子单位的转录 比如 c-fos c-Jun. 在 X 蛋白存在的

情况下 c-fos c-Jun基因可更好的表达. 重要的是AP-

1 复合体的构成在 HBx 的诱导过程中发生了变化 从

c-fos- c-Jun 异源二聚体的暂时积累转变为 c-Jun 同源

二聚体的长期积累.

        有报道表明正常肝组织中 c-jun 为低水平表达 但

在整合 HBV DNA 的 HCC 组织中呈高水平表达[24]. 有人

发现 c-jun 对于肝癌的发展来说并不是必需的 c-jun

对肝癌的促进作用只出现在HCC的发生早期. 还有报道

原癌基因 c-jun 的过度表达在 HCC 变的机制中发挥重

要作用. HBx 作为反式激活因子能激活原癌基因 c-jun

启动子 c-jun 的调节序列可在转录水平上被 HBx 蛋

白激活. Zhou et al [25]研究证实HBx蛋白能显著的反式激

活定位于 c-jun 癌基因的 5 - 上游的调节序列 且

报道 X 基因的激活需要 c-jun 基因的 AP-1序列. HBx 触

发了 Jun 氨基末端的磷酸化 HBx 通过 JNK 信号转导

级联的激活诱导 c-jun 基因. 且仅仅野生型的 HBx 能诱

导 Jun 的磷酸化 再次表明了 JNK 反应信号激活的激

发仅仅由胞质内的 HBx 诱导. c-jun 氨基末端的磷酸化

提高了 HBx 的反式激活功能[9] 表明了 c-jun 的氨基

末端转录激活域是HBx活动中的主要位点. HBx作用于
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c-jun 的转录激活域不影响 c-jun 同源二聚体或 c-jun/

c-fos 异源二聚体的结合. HBx 能决定 c-jun 的翻译后调

节致使这个蛋白在转录激活过程更加有效. Choi et al [26]

研究发现胰岛素刺激细胞肿瘤激活子例如 c-jun c-

fos 和 c-myc. 胰岛素可通过 HBV 增强子 I (EnI)的 AP-1

结合位点提高 HBx 蛋白的表达. 胰岛素能提高 HBx 在

HBV 感染的 HCC 发展中的作用 或许通过 HBx 与其

他细胞原癌基因相互作用. 在 c-jun 的激活中 HBx 与癌

基因Raf-1共同协作. Natoli et al [27] 报道Raf-1的共转染

决定 HBx 诱导的 c-jun 的转录活动的强烈增加. 在

HepG2细胞系中HBx诱导的AP1的激活作用与在c-Jun/

c-Fos 异型二聚体的 DNA 结合活动中的增加相关联

不依赖细胞系中 c-Fos 和 c-Jun 蛋白全部数量的增加

也不依赖与 HBx 与两个蛋白之间二聚体的形成 表明

涉及了转录因子的翻译后调节.

4   HCV 对原癌基因 c-jun 的表达调节

HCV 核心蛋白是一种多功能蛋白 不仅仅作为一种病

毒结构蛋白 而且能够影响多种细胞信号转导途径

激活多种病毒及细胞基因启动子 具有广泛的反式激

活作用. Kim et al [28]报道原始的 22 kDa 的核心蛋白定位

于转染细胞的细胞质 其抑制了在所有检测的启动因

子中的表达 相反的 截短的 HCV 核心蛋白定位于核

内并不显示抑制活动. 他或许作为细胞基因表达抑制子.

Soo et al [29]报道全长HCV分离株全基因组克隆的转染上

调AP-1的结合活动和c-jun 转录. HCV核心蛋白在AP-

1 转录活动上的效果部分的归因于 c-Jun 氨基末端激活

域的磷酸化 也归因于 Fos 和 Jun 基因转录的诱导.

Erhardt et al [30]研究表明 HCV 核心蛋白的表达可激活细

胞外信号调节的激酶(ERK) c-jun N- 末端激酶(JNK).

这些与 c-Jun 的激活相伴随.
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0   引言

癌基因(oncogene)是一类编码关键性调控蛋白的正常细

胞基因 在正常情况下 不表达或只有有限表达 又

称原癌基因(proto-oncogene). 当受到理化等因素刺激

时 他们可以异常表达 导致细胞的增生 分化或癌变.

众所周知 乙型肝炎病毒(HBV)不仅可引起急慢性病

毒性肝炎 而且与肝纤维化和肝细胞癌(HCC)的发生及

发展密切相关. 许多实验已证实肝细胞癌变过程涉及多

种原癌基因的激活和突变 其中 HBV 对原癌基因 c-fos

的激活及表达调节也越来越受到关注. 通过对 HBV 与

c-fos 之间表达调节的阐述 有助于进一步了解 HBV 导

致 HCC 的分子学机制.

1   c-fos 结构 功能及激活过程

c-fos 原癌基因是最主要的即刻早期癌基因家族成员之

一 包括 fra-1 fra-2 fosB 的多基因家族中的一种.

单独的 c-fos 基因对细胞的生长 分化可能不起主要作

用. 当细胞受到外界刺激时 数十分钟即开始表达产物

为 55 kDa 的 c-Fos 蛋白 数十小时恢复至正常 其存

在于胎肝及中枢神经系统中 半衰期短 只有 2 h. 表

达的 c-Fos 蛋白立即转位至核内 与另一种原癌基因

c-jun 的表达产物 c-Jun 核蛋白通过亮氨酸拉链形式形

成 Fos-Jun 异源二聚体 即构成特异的 RNA 多聚酶

转录因子激活蛋白 -1(activation protein-1 AP-1)[1-7]

他可存在于不同细胞类型中 许多不同基因的调节区

域都存在AP-1的结合位点. 但c-Fos蛋白自身不能形成

同源二聚体 也不能单独与 AP-1 结合位点结合. AP-

1 参与大量的生物过程包括细胞分化 增生 凋亡和

致癌性转化. AP-1 与 DNA 结合作为转录活化因子参与

转录机制 进一步激活目的基因的表达. 因此 c-fos 具

有信号系统的特征 可能参与胞质与胞核的信息传递.

      c-fos 基因能否参与转录和表达受多种因素制约

不但受细胞内环境的影响 还要受细胞外传递信号的

刺激 从而引起 c-fos 表达的增强或抑制. c-fos 基因启

动子区有 3 个主要转录调控元素 c A M P 反应元素

(cAMP-response element CRE) 血清反应元素(serum

response element SRE)及 sis 诱导元素(sis-inducible

element SRE). 上述元素的协同作用 对 c-fos 基因在

体内的正确表达起重要的调控作用.

        c-Fos 蛋白作为 AP-1 的成分 被认为是参与细胞

分裂 分化以及转化的一种重要分子. 除了正常的促进

细胞发育和生长外 c-Fos 蛋白还通过抗增生而参与细

胞的凋亡及细胞损伤的反应. 在c-fos和 c-Jun的DNA结

合域涉及额外的转录后调节 即为半胱氨酸残基氧化

作用的减少 后者可能对 DNA 的连接有利. 在 AP-1 的

功能调节过程中 c-fos 和 c-Jun 的磷酸化和去磷酸化作

为翻译后调节具有重要的作用. 而且c-fos的C末端的磷

酸化对负向自动调节和转化是重要的[8-9].

        c-fos 基因可作为第三信使 将外界刺激引起的第

二信使介导的短时程信号 在基因表达上转换为长时

程信号. 研究证实至少有 3 种明确的第二信使能激活 c-

fos 即甘油二酯(DG)依赖的蛋白激酶 C(PKC) cAMP

和钙调蛋白复合物(Ca2+-CaM). 报道称细胞因子 激素

等刺激物作为第一信使作用于胞膜上的受体 激活膜

内第二信使 后者在转而激活即刻早期基因(IEG)的转

录 该转录生成的 mRNA 逸出胞核至胞质 翻译成

fos jun 等核磷蛋白 二者结合形成异源二聚体 AP-

1 重新转位至核内 结合到靶基因的 DNA 调节区 进

而调节靶基因表达和转录速率 发生信使作用. 另有数

据表明Stat3的磷酸化在HCC发生机制中可能是一个早

期事件 其激活了 c-fos 和 c-jun 基因 或许有助于

肝细胞的恶性变.

2   乙型肝炎病毒对 c-fos 基因表达的调节

原癌基因的表达与整合的 DNA 在肝细胞癌中要比正常

肝脏中高的多. 由于 HBV 并非致癌病毒 在感染肝细

胞中无直接致癌作用 甚至无致细胞病变效应 HBV

的具有反式激活作用的蛋白可能参与转录的激活和调

节过程 刺激癌基因的激活和肝细胞的转化.

2.1 HBx对c-fos基因表达的调节  HBV编码一个16.5 kDa

的蛋白称为 X 抗原[10] 主要定位于胞质内 且仅仅在

胞质内发挥反式调节作用. 他可调节转录 细胞周期

增生 凋亡和 DNA 修复等多种宿主功能[11-13]. 虽然 HBx

不直接结合于双链 DNA 但核内的 HBx 可由结合于数

个转录因子而被激活 [14] 而胞质内的成分触发了细胞

间的信号路径[15]. HBx 的激活定位于与特异的转录因子

AP-1 的结合位点. Murakami et al 报道 X 序列即使切去

了顶端 仍保留他的反式激活功能 表明了 HBx 介导

的反式激活作用的重要性[16]. HBx 在缺乏相应激活子的

情况下不能激活 DNA 元件 他需要有力的激活域以共

转录. 一系列微弱的酸性激活域 包括c-Jun激活域 c-

fos 激活域的两个亚区域对 HBx 的作用是不起作用的
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表明了HBx的效果不依赖于酸性激活域的酸性序列. 研

究表明 HBx 能够刺激大量增强子 - 启动子单位的转

录 比如 c-fos c-Jun. 在 X 蛋白存在的情况下 c-

fos c-Jun 基因可更好的表达.

        转基因鼠实验表明 HBx 与 HCC 的发生机制直接相

关 [17]. HBx 单独并不导致肿瘤形成 但可以下调细胞进

程而最终导致肝癌. Murakami et al报道HBx通过细胞间

调节信号转导路径 尤其是蛋白激酶 C(protein kinase

C PKC)[6] Janus 激酶(janus kinase) JAK/ 转录信号

转导子与激活子(signal transducters and activators of

transcription STAT)[18] Src [19] 及 Ras 信号 [20-22]来间接

激活 c-fos 转录. 胞质内 HBx 激活了 Ras 导致了 Raf 和丝

分裂素激活蛋白激酶(MAPK)[15] 引起 Ras-Raf- MAPK

级联反应 介导 c-fos 的重新合成. 而且 Raf 的接触

突变体可阻止HBx的诱导基因c-fos. MAPK家族为丝氨

酸 / 苏氨酸(Ser/Thr)蛋白激酶 他的激活需要分子中的

酪氨酸(Tyr)和苏氨酸(Thr)同时磷酸化. MAPK 被激活后

致 c-fos 磷酸化 以调节基因的转录和 mRNA 的翻译

使细胞由 G0 期进入到 G1 期. 细胞外信号调节激酶

(extracellar signal-regulated kinase ERKs)属于 MAPK

的一组成员 研究表明 ERKs 在 Ras 依赖的路径中介导

c-fos基因的激活 [23-24]. 在分化的和分化差的肝细胞系中

HBx 均能快速激活丝分裂素激活蛋白激酶(MAPK)的

ERK 成分. 各种各样的 Ras/MAPK 信号级联激活 ERK

进一步触发了 AP-1 的诱导. Henkler et al [25]同样报道

ERK/MAPK 对 c-fos 的表达是重要的 ERK/MAPK 的

永久性阻滞可导致 AP-1 活动的降低. 然而 ERK/MAPK

暂时的抑制并不丧失 AP-1 的激活 表明了 HBx 能通

过另一种机制激活 AP-1. 另有报道称 HBx 或作用于线

粒体或作用于内质网或结合于二者触发 Ca2+ 进入胞质.

Ca2+ 短暂释放导致了脯氨酸富集的酪氨酸激酶 2(Pyk2)

的激活 Pyk2 激酶结合且激活 Src 家族激酶. 激活的 Src

激酶通过促进与Shc和 生长因子结合蛋白(Grb2)相关联

而刺激 Ras 激活的 Ras 通过 Raf 有丝分裂原激活的蛋

白激酶途径导致核内转录因子的激活 如激活 c-fos

最终导致 AP-1 的激活. Balsano et al 通过发现 HBV X 蛋

白反式激活内源性c-fos和染色体外转染的c-fos调节序

列[26]而证实 c-fos 在致癌机制的可能作用.

2.2 HBs 对 c-fos 基因表达的调节  前 -S2/S 和前 -S1 均

是潜在的反式激活子. HBV 前 -S/S 区对 c-fos 具有反式

激活作用. Beasley et al [27]报道HBsAg血清阳性的患者比

HBsAg血清阴性的患者发生 HCC 要高 100倍的风险. 在

HCC 组织中原癌基因的表达比正常肝脏显示出较高水

平且与 HBV DNA 整合. 整合 蛋白的表达在 HCC 中或

许激活了 c-fos. Lauer et al [28]研究表明 HBs 的反式激活

需要羧基末端截断而产生反式激活功能结合 AP-1

HBs基因的截断发生在219-645核苷酸  HBV截短的

蛋白直接结合于转录因子结合位点而激活数个细胞和

病毒启动子. 共转染实验证实 HBV 主要表面抗原的

3 - 末端(S 区域的 426-855 核苷酸)是 X 启动子 - 增

强子调节元件的反式激活子. 以前实验发现HBV主要表

面基因的 3 - 末端 即 636-746 核苷酸在 HCC 组织

中频繁的发现. Lauer et al [29]发现 3 - 端缺失羧基端的

中等表面基因(前 -S2/St)具有反式激活功能 前 -S2/St

能够激活人癌基因 c-fos 的启动子.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)持续感染 增加了肝纤维化和肝

细胞癌(HCC)的危险性 其机制与HCV引起机体免疫调

节障碍有关. HCV基因表达产物中 高度保守的HCV 核

心(core)蛋白具有免疫调节功能. 辅助性T细胞产生白介

素(IL-2) HCV 患者 IL-2 表达分泌异常 与痊愈有明

显相关性. 研究表明 HCV 核心蛋白具有转录激活 IL-2

启动子的作用 本文对此方面的研究作一综述.

1   HCV 核心蛋白具有免疫调节功能

HCV 感染是一个严重的影响人类健康的世界性问题.

80% 的 HCV 感染慢性化 且容易进展为肝硬化 HCC[1].

HCV 不但感染肝细胞还能感染免疫细胞 如巨噬细

胞 B 细胞和 T 细胞 且具有改变免疫细胞功能的作

用[2-4]. HCV RNA 基因大约 9.5 kb 长 编码一个长的多

聚蛋白. 通过蛋白分解过程这个多聚蛋白可产生10个不

同的结构和非结构蛋白. 结构蛋白核心蛋白和包膜蛋白

E1 E2 糖蛋白位于多聚蛋白的 N- 端部分 在 RNA

复制中非结构(NS)蛋白在多聚蛋白的剩余部分. HCV 基

因产物中 高度保守的 HCV 核心蛋白具有免疫调节功

能[5-6].

        由于 HCV 仅感染人和黑猩猩 且在细胞培养不能

有效复制 评价各个 HCV 编码蛋白在 HCV 感染过程中

调节宿主免疫反应的能力比较困难. 因此 许多的调控

研究都是应用分子生物学技术 在细胞系水平上进行

的. 将重组痘苗病毒感染鼠表达HCV基因可作为一种方

法评价特有的 HCV 多肽可能的免疫调节作用[7-8]. Large

et al [9]运用此方法研究认为HCV感染早期阶段首先产生

HCV 核心蛋白 HCV 核心蛋白通过抑制抗病毒的细胞

毒性T淋巴细胞(CTL)抑制宿主免疫反应. 核心蛋白的转

基因鼠研究显示 T 淋巴细胞反应 包括干扰素 γ
(IFNγ)和 IL-2 分泌表达 与对照比较明显被抑制. HCV

核心蛋白转基因鼠肝门束可见与血清谷丙转氨酶(ALT)

升高相关的明显的淋巴细胞浸润. HCV核心蛋白编码转

基因鼠的肝组织改变与慢性 HCV 感染的患者相似 转

基因鼠病灶也聚集在肝门和小叶. 非转基因同窝出生鼠

和 HCV 核心蛋白转基因鼠生育的 Fas 缺陷 lpr 鼠未见肝

内淋巴细胞或肝损害. 推测 T 淋巴细胞的抑制也许增加

外周血 T 淋巴细胞对 Fas 介导的凋亡的敏感性 T 淋巴

细胞核心蛋白表达对引起免疫调节障碍 凋亡淋巴细

胞在肝脏积聚和随后的肝脏损害起关键性作用[10].

       尽管中和性抗体提供保护性免疫 大多数病毒感

染通过 CTL 介导的免疫反应清除[11-12]. 但推测除了 CTL

的溶解 抗病毒的细胞因子对于 HCV 感染的清除也很

重要[13]. 抗病毒的细胞因子与I型免疫反应相关. HCV 感

染患者有明显的细胞因子增生. 急性HCV感染1型细胞

因子 IFNγ和IL-2分泌与痊愈有明显相关性[14]. 1型细胞

因子见于 HCV 阳性健康人 而 2 型细胞因子增生见于

慢性HCV患者[15]. 体液免疫和细胞免疫的平衡由多种细

胞因子调节. 辅助性 T 细胞产生的 IL-2 是一种 T 细胞特

有的丝分裂素和分化因子[16]. 细胞因子反应的改变与

HCV 持续感染有关 增加了肝纤维化和 HCC 的危险

性. 研究 HCV 引起机体免疫调节障碍是有效的 HCV 治

疗的关键.

2   IL-2 启动子的转录调节机制

休眠状态的 T 细胞活化需要两种不同的信号. 第一种信

号来自于 T 细胞抗原受体(TCR)识别抗原多肽和抗原呈
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)持续感染 增加了肝纤维化和肝

细胞癌(HCC)的危险性 其机制与HCV引起机体免疫调

节障碍有关. HCV基因表达产物中 高度保守的HCV 核

心(core)蛋白具有免疫调节功能. 辅助性T细胞产生白介

素(IL-2) HCV 患者 IL-2 表达分泌异常 与痊愈有明

显相关性. 研究表明 HCV 核心蛋白具有转录激活 IL-2

启动子的作用 本文对此方面的研究作一综述.

1   HCV 核心蛋白具有免疫调节功能

HCV 感染是一个严重的影响人类健康的世界性问题.

80% 的 HCV 感染慢性化 且容易进展为肝硬化 HCC[1].

HCV 不但感染肝细胞还能感染免疫细胞 如巨噬细

胞 B 细胞和 T 细胞 且具有改变免疫细胞功能的作

用[2-4]. HCV RNA 基因大约 9.5 kb 长 编码一个长的多

聚蛋白. 通过蛋白分解过程这个多聚蛋白可产生10个不

同的结构和非结构蛋白. 结构蛋白核心蛋白和包膜蛋白

E1 E2 糖蛋白位于多聚蛋白的 N- 端部分 在 RNA

复制中非结构(NS)蛋白在多聚蛋白的剩余部分. HCV 基

因产物中 高度保守的 HCV 核心蛋白具有免疫调节功

能[5-6].

        由于 HCV 仅感染人和黑猩猩 且在细胞培养不能

有效复制 评价各个 HCV 编码蛋白在 HCV 感染过程中

调节宿主免疫反应的能力比较困难. 因此 许多的调控

研究都是应用分子生物学技术 在细胞系水平上进行

的. 将重组痘苗病毒感染鼠表达HCV基因可作为一种方

法评价特有的 HCV 多肽可能的免疫调节作用[7-8]. Large

et al [9]运用此方法研究认为HCV感染早期阶段首先产生

HCV 核心蛋白 HCV 核心蛋白通过抑制抗病毒的细胞

毒性T淋巴细胞(CTL)抑制宿主免疫反应. 核心蛋白的转

基因鼠研究显示 T 淋巴细胞反应 包括干扰素 γ
(IFNγ)和 IL-2 分泌表达 与对照比较明显被抑制. HCV

核心蛋白转基因鼠肝门束可见与血清谷丙转氨酶(ALT)

升高相关的明显的淋巴细胞浸润. HCV核心蛋白编码转

基因鼠的肝组织改变与慢性 HCV 感染的患者相似 转

基因鼠病灶也聚集在肝门和小叶. 非转基因同窝出生鼠

和 HCV 核心蛋白转基因鼠生育的 Fas 缺陷 lpr 鼠未见肝

内淋巴细胞或肝损害. 推测 T 淋巴细胞的抑制也许增加

外周血 T 淋巴细胞对 Fas 介导的凋亡的敏感性 T 淋巴

细胞核心蛋白表达对引起免疫调节障碍 凋亡淋巴细

胞在肝脏积聚和随后的肝脏损害起关键性作用[10].

       尽管中和性抗体提供保护性免疫 大多数病毒感

染通过 CTL 介导的免疫反应清除[11-12]. 但推测除了 CTL

的溶解 抗病毒的细胞因子对于 HCV 感染的清除也很

重要[13]. 抗病毒的细胞因子与I型免疫反应相关. HCV 感

染患者有明显的细胞因子增生. 急性HCV感染1型细胞

因子 IFNγ和IL-2分泌与痊愈有明显相关性[14]. 1型细胞

因子见于 HCV 阳性健康人 而 2 型细胞因子增生见于

慢性HCV患者[15]. 体液免疫和细胞免疫的平衡由多种细

胞因子调节. 辅助性 T 细胞产生的 IL-2 是一种 T 细胞特

有的丝分裂素和分化因子[16]. 细胞因子反应的改变与

HCV 持续感染有关 增加了肝纤维化和 HCC 的危险

性. 研究 HCV 引起机体免疫调节障碍是有效的 HCV 治

疗的关键.

2   IL-2 启动子的转录调节机制

休眠状态的 T 细胞活化需要两种不同的信号. 第一种信

号来自于 T 细胞抗原受体(TCR)识别抗原多肽和抗原呈
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现细胞(APC)上 MHC 分子. 这个信号导致 T 细胞对二次

由 APC 提供的协同刺激信号的有效反应[17]. CD28 分子

作为基本的受体在 T 细胞产生协同刺激信号 CD28 结

合抗 -CD28 单克隆抗体或与 TCR 相伴的配体引起 T 细

胞完全活化[18]. 除了 CD28 外 T 细胞有多个协同刺激

分子 包括 CD5 CD2 CD44 CD9 [19]. CD28 具有

协同刺激 IL-2 启动子基因表达的作用. 还有许多 IL-2

启动子基因元素涉及调节 IL-2 基因转录活性 包括 T

细胞活化核因子(nuclear factor of activated T cells

NFAT) NF-κB 结合位点和 CD28 反应元素(CD28RE).

NFAT 是转录因子的一个家族 调节诱导活化许多重

要的免疫基因的转录. NFAT 是胞质中固有的 以潜在

的磷酸化形式存在. 以钙调素依赖的钙调磷酸酶激活方

式增加胞质中钙水平 通过磷酸化作用激活 NFAT[20].

尽管 NFAT 家族的所有蛋白均具有高度保守的 DNA 结

合区而且与 AP-1蛋白协同结合 IL-2启动子的 NFAT位

点 但每一个成员又有特殊的优先结合其他启动子的

位点. 瞬时转染突变型 NFAT 蛋白表明靶启动子的转录

激活与突变型NFAT特有的DNA结合相关. 不同的NFAT

蛋白优先和有效的结合位点可能程序性暂时表达不同

细胞因子基因[21]. NFAT/AP-1 是第一个发现的关键的

IL-2基因转录调节因子. 但是 更多证据表明由CD28协

同刺激的 NF-κB 在 T 细胞活化中扮演了更重要的角色.

       NF-κB 家族成员由几个不同的亚单位组成 包括

c-Rel RelB p52 和家族中的遍在蛋白Rel-A (p65) 和

p50. c-Rel 在 NF-κB 刺激激活时被诱导合成. NF-κB 是

这些亚单位的二聚体复合物以游离状态与相关连的抑

制性家族分子 IκB 存在于细胞质中[22]. 不同的二聚体复

合物被各种能够磷酸化 / 降解 IκB 的刺激激活易位到细

胞核区. 这些刺激包括来自TCR/CD28[23]和肿瘤坏死因子

(TNF)受体的信号[24].

        CD28协同刺激以时间依赖的方式上调NF-AT/AP-

1 和 NF-κB [25] 介导上调 IL-2 转录 增加 mRNA 稳

定性 延长 mRNA 半衰期[26]. CD28 结合转录因子 NFAT

和 NF-κB 结合位点及 IL-2 启动子的 CD28 反应元件呈

时间依赖性增加. 非 CD28 协同刺激时由于缺乏 IκB 灭

活使 NF-κB 的重要成员 c-Rel 不能易位到细胞核区而

降低了 NF-κB 的活性. 非 CD28 协同刺激不能活化 c-

Rel/NF-κB 故不能维持 IL-2 启动子活性[27].

        诱导NF-κB要求来自连接CD28受体的协同刺激信

号. NF-κB 调节不仅仅是 NF-κB 增强元素的作用 而

且还有 IL-2 启动子的 CD28RE 的作用. CD28RE 与 NF-

κB 家族的许多成员和 NFAT 相互作用 是 CD28 协同

刺激信号形成的基础[28].

        IL-2 基因转录的出现依赖于 T 细胞活化的方式. 重

要的引起 IL-2 转录增加的原因是改变核结构中包括

300 bp 启动子区的基因. IL-2 基因主要在 CD4(+)T 细胞

以依赖 NF-κB 家族成员 c-Rel 的方式转录. c-Rel 是核

结构包括 300 bp 的 IL-2 启动子对主要在 CD4(+) T 细胞

的CD3/CD28反应发生球形改变的基础[29]. 来自c-Rel缺

陷鼠的 T 细胞不能产生 IL-2 说明 c-Rel 在调节 IL-

2 基因表达中起关键性作用[30].

3   HCV 核心蛋白转录激活 IL-2 启动子的机制

信号肽酶介导从 HCV 多聚蛋白 191 残基下游 E1 糖蛋白

分离核心蛋白[31]. 核心蛋白在172残基附近位点通过微球

蛋白相关活性进一步加工[32]. 这些HCV核心蛋白位于核

周内质网[33]. HCV 核心蛋白前 122 aa 可有效调节 c-myc

和异性肝炎病毒(HBV)的基因启动子 缺失 1-152 aa 的

截断残基无活性 推测羧基端部分对于激活 IL-2 启动

子是必须的. HCV 核心蛋白的羧基端部分对于他在核周

内质网的定位是十分重要的. 这意味着核心蛋白的亚细

胞定位或羧基端疏水性残基可能对于他刺激 IL-2 启动

子转录是重要的[34]. Bergqvist et al [35]用 Jurkat 细胞研究

显示 自然感染过程中存在的 HCV 核心蛋白在其他刺

激因子存在的情况下有促进IL-2启动子转录的作用. 核

心蛋白在转录水平调节宿主和病毒启动子. HCV 核心蛋

白全长而不是部分表达可激活 NFAT 介导的 IL-2 启动

子在 Jurkat 细胞的表达.

        T 细胞中 IL-2 的合成是在转录水平调节的. 通过衔

接细胞表面受体引起信号转导级联启动 随后结合IL-

2 启动子特有元素的转录因子诱导 IL-2 基因的转录[36].

交联 TCR 启始信号涉及酪氨酸激酶依赖激活的磷脂酶

C-γ(PLC-γ)和生成的甘油二酯及 1 4 5- 三磷酸肌

醇(IP3)[37]. 下游信号激活包括p21ras细胞分裂素(丝裂原)

活化蛋白激酶[38]和钙依赖途径[39]. IP3
 受体存在内质网

膜 细胞内储存的钙通过 IP3
 受体激活介导的 TCR 刺激

释放[40]. 一种可能的方式是HCV核心蛋白定位于内质网

刺激钙信号 通过增加内质网钙的浓度或通过促进钙

释放引起对刺激更大的反应.

        Bergqvist et al [41]报道HCV核心蛋白作用于NFAT活

化的基础Ca2+ 信号. HCV核心蛋白作用Ca2+ 信号不依赖

于 PLC-γ 活性或增加 IP3 产物且不需要功能性 IP3 受体

推测病毒蛋白插入内质网膜可有效促进 Ca2+ 漏出引起

一系列后果. 感染的T淋巴细胞表达HCV核心蛋白通过

诱导 Ca 2+ 浓度的震荡改变 Ca 2+ 信号的信息内容和强

度 最终诱导基因表达和功能分化 有助于建立持续

感染. 相反 当细胞用钙离子载体或抗 -TCR 协同刺激

时 HCV 核心蛋白仅有很少的转录激活功能. HCV 核心

蛋白对于转录无普遍作用 因为仅在 NFAT结合位点存

在于报告质粒时可观察到活性. HCV 核心蛋白替代诱导

因子触发钙释放进一步支持了NFAT活化的要求. 正如加

入ECTA耗竭细胞外钙一样通过加入环孢菌素A可抑制

HCV核心蛋白激活IL-2启动子. 环孢菌素A通过抑制钙

调磷酸酶依赖的NFAT去磷酸化抑制NFAT依赖的转录.

由此推测 HCV核心蛋白的作用由转录因子NFAT介导

且 HCV 核心蛋白的活化作用要有 NFAT 激活钙调磷酸

酶. 核心蛋白蛋白激活转录要有钙释放进入细胞质[35].
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        HCV 核心蛋白存在时 仅有佛波乙酯(TPA)刺激就

可诱导 IL-2 启动子在细胞中转录 当细胞有抗 -CD28

或弗司扣林(forskolin)协同刺激时 IL-2 表达明显增加.

HCV 核心蛋白和 TPA 诱导高水平的 IL-2启动子转录需

要有抗 -CD28 和弗司扣林的协同刺激[42]. 交联 CD28 信

号包括由压力激活蛋白激酶(stress-activated  protein

kinases)去磷酸化的 c-Jun IκB-α 转录激活通过 c-

Rel 或 RelA/p65 结合 IL-2 启动子的一个 κB 类似位点

CD28RE介导. 蛋白激酶A(PKA)在细胞中有许多有效靶

位且可能存在多种功能. 体外 HCV 核心蛋白可通过

PKA和蛋白激酶C(PKC)磷酸化. 腺苷酸环化酶激活因子

弗司扣林作为环磷腺苷诱导剂(蛋白激酶A)被广泛应用.

HCV核心蛋白在转录激活的作用时通过PKA或CD28协

同刺激呈现相似作用. 推测是单一因子启动两种不同的

途径[43].

        c-Rel 是有效的因子 可通过弗司扣林和抗 -CD28

诱导. 但是 弗司扣林的作用不是单一的引起核心蛋白

磷酸化 因为结果还依赖于启动子类型. 刺激 Jurkat 细

胞 由弗司扣林激活PKA引起核易位和DNA结合RelA/

p65 减少 IL-2 基因转录降低. 但是 这种情况下 c-

Rel 的表达和DNA 结合增加[44]. 刺激TCR 诱导IL-2合成

必须有T细胞特有的酪氨酸激酶p56lck. 因此 在p56lck

缺陷 J.CaM.1 细胞系 TCR 交联既不能诱导钙释放 也不

能诱导 IL-2 合成. 但在这些细胞 HCV 核心蛋白能够

诱导 IL-2 启动子的转录. p56lck 对于 HCV 核心蛋白基

因的转录激活作用是可有可无的 推测核心蛋白的作

用在 p56lck 信号转导级联的下游[35].
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0   引言

富含脯氨酸的酪氨酸激酶-2 (proline-rich tyrosine kinase

2 Pyk-2)是一种属于局灶黏附激酶(FAK)家族的细胞质

中的酪氨酸激酶[1-2]. Pyk-2在多种组织中表达丰富 包括

大脑 肺 肠 肾 脾[3-4]和血管平滑肌细胞[5-7]. Pyk-2能

被多种细胞外刺激物激活 例如 G 蛋白耦合受体( G

protein-coupled receptor GPCR)激动剂 蛋白激酶 C

(PKC)的活化 细胞内钙离子浓度的升高 紫外线(UV)

辐射和细胞外摩尔渗透压浓度[1-2]. 此外 Eguchi et al [8]

等还证明在小鼠血管平滑肌细胞血管紧张素 II 可通过

提高细胞内钙离子浓度而激活Pyk-2. Pyk-2当酪氨酸残

基自身磷酸化后就能为包括Src酪氨酸激酶家族的其他

包含SH2 (src homology)结构域的蛋白提供结合位点[9-10].

例如 Pyk-2 与 c-Scr 的结合导致接头蛋白转位到质膜和

随后的依赖 p21ras 的细胞外信号调节激酶(ERK)1/2 激

活[10-11]. 越来越多的研究资料表明 Pyk-2 参与了许多细

胞生命活动的代谢过程 其与病毒性肝病的关系也引

起人们的关注. 本文就近几年 Pyk-2 的研究状况作一简

要综述.

1   Pyk-2 的结构和功能

1.1 FAK 非受体型酪氨酸激酶家族  Pyk-2 具有多种命

名 比如相关黏附局灶酪氨酸激酶(related adhesion fo-

cal tyrosine kinase RAFTK) 细胞黏附激酶 -β(cell

adhesion kinase β CAK-β) 细胞黏附依赖性酪氨酸

激酶 (cell adhesion-ependent tyrosine kinase CADTK)

或者局灶黏附激酶 -2 ( focal  adhesion kinase-2

FAK2) 属于 FAK 非受体型酪氨酸激酶家族中的一员

可以表达于不同的细胞类型中 包括神经细胞和造血

细胞[4, 12-15]. Pyk-2 与 FAK 具有明显的序列同源性(中心

催化结构域具有60%相似性 羧基端与氨基端都有40%

相似性). 这两种激酶呈现出45%氨基酸同源性并且都缺

少 SH2 或 SH3 结构域 而在许多其他的胞质酪氨酸激

酶中都具有此结构 虽不包含 SH2 和 SH3 结构域却具

有几个结合位点能与含有SH2/SH3的信号蛋白作用[4, 13].

Pyk-2 和 FAK 都具有长的氨基端和羧基端末端结构域

中间夹杂有中心激酶结构域. 并且Pyk-2和FAK在高度

保守的中央催化区具有同样全面的结构 例如包含SH2

结构域蛋白的磷酸化 / 停泊位点[16-17] 包含 SH3 结构域

蛋白的富含脯氨酸结合位点[18-19] 以及有关的氨基末

端带4.1(NH2-terminal band 4.1) 埃兹蛋白(ezrin)等蛋白

的同源结构域[20]. 二者主要的自身磷酸化位点也是保守

的. Pyk-2 和 FAK 中这一位点已被证实可充当 Src 家族

激酶的结合位点[9]. 其他几个与 FAK 相互作用的蛋白也

被证实能与 Pyk-2 结合 这种结合作用的生物学意义

还没能完全阐明[9, 18, 21-23]. 例如与 FAK 相似 Pyk-2 也

具有大的氨基端和羧基端末端结构域借助他们 Pyk-2

能与几种信号分子和细胞骨架蛋白相互作用[9, 18, 21-22].

Ueda et al [24]利用酵母双杂交系统筛选鉴定出一种新型
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0   引言

富含脯氨酸的酪氨酸激酶-2 (proline-rich tyrosine kinase

2 Pyk-2)是一种属于局灶黏附激酶(FAK)家族的细胞质

中的酪氨酸激酶[1-2]. Pyk-2在多种组织中表达丰富 包括

大脑 肺 肠 肾 脾[3-4]和血管平滑肌细胞[5-7]. Pyk-2能

被多种细胞外刺激物激活 例如 G 蛋白耦合受体( G

protein-coupled receptor GPCR)激动剂 蛋白激酶 C

(PKC)的活化 细胞内钙离子浓度的升高 紫外线(UV)

辐射和细胞外摩尔渗透压浓度[1-2]. 此外 Eguchi et al [8]

等还证明在小鼠血管平滑肌细胞血管紧张素 II 可通过

提高细胞内钙离子浓度而激活Pyk-2. Pyk-2当酪氨酸残

基自身磷酸化后就能为包括Src酪氨酸激酶家族的其他

包含SH2 (src homology)结构域的蛋白提供结合位点[9-10].

例如 Pyk-2 与 c-Scr 的结合导致接头蛋白转位到质膜和

随后的依赖 p21ras 的细胞外信号调节激酶(ERK)1/2 激

活[10-11]. 越来越多的研究资料表明 Pyk-2 参与了许多细

胞生命活动的代谢过程 其与病毒性肝病的关系也引

起人们的关注. 本文就近几年 Pyk-2 的研究状况作一简

要综述.

1   Pyk-2 的结构和功能

1.1 FAK 非受体型酪氨酸激酶家族  Pyk-2 具有多种命

名 比如相关黏附局灶酪氨酸激酶(related adhesion fo-

cal tyrosine kinase RAFTK) 细胞黏附激酶 -β(cell

adhesion kinase β CAK-β) 细胞黏附依赖性酪氨酸

激酶 (cell adhesion-ependent tyrosine kinase CADTK)

或者局灶黏附激酶 -2 ( focal  adhesion kinase-2

FAK2) 属于 FAK 非受体型酪氨酸激酶家族中的一员

可以表达于不同的细胞类型中 包括神经细胞和造血

细胞[4, 12-15]. Pyk-2 与 FAK 具有明显的序列同源性(中心

催化结构域具有60%相似性 羧基端与氨基端都有40%

相似性). 这两种激酶呈现出45%氨基酸同源性并且都缺

少 SH2 或 SH3 结构域 而在许多其他的胞质酪氨酸激

酶中都具有此结构 虽不包含 SH2 和 SH3 结构域却具

有几个结合位点能与含有SH2/SH3的信号蛋白作用[4, 13].

Pyk-2 和 FAK 都具有长的氨基端和羧基端末端结构域

中间夹杂有中心激酶结构域. 并且Pyk-2和FAK在高度

保守的中央催化区具有同样全面的结构 例如包含SH2

结构域蛋白的磷酸化 / 停泊位点[16-17] 包含 SH3 结构域

蛋白的富含脯氨酸结合位点[18-19] 以及有关的氨基末

端带4.1(NH2-terminal band 4.1) 埃兹蛋白(ezrin)等蛋白

的同源结构域[20]. 二者主要的自身磷酸化位点也是保守

的. Pyk-2 和 FAK 中这一位点已被证实可充当 Src 家族

激酶的结合位点[9]. 其他几个与 FAK 相互作用的蛋白也

被证实能与 Pyk-2 结合 这种结合作用的生物学意义

还没能完全阐明[9, 18, 21-23]. 例如与 FAK 相似 Pyk-2 也

具有大的氨基端和羧基端末端结构域借助他们 Pyk-2

能与几种信号分子和细胞骨架蛋白相互作用[9, 18, 21-22].

Ueda et al [24]利用酵母双杂交系统筛选鉴定出一种新型
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的与 Pyk-2 相互作用的蛋白命名为分子量为 200 kD 的

FAK 家族激酶结合蛋白(FAK family kinase-interacting

protein of 200 kD FIP200). 体外结合实验和免疫共沉

淀进一步证实了 FIP200 和 Pyk-2 的结合作用 相似的

实验也表明 FIP200 能与 FAK 结合.

        尽管 Pyk-2 在结构上相似于 FAK 但 Pyk-2 似乎

还有不同于FAK的细胞功能. 通过酵母双杂交或另外的

基于酵母的克隆技术已鉴定出2种与Pyk-2相互作用蛋

白 Nirs 和 Pap. Nirs 是一种与果蝇视网膜变性蛋白 B

有关的跨膜蛋白[25]. Pap (α 和 β 亚型)是一种具有 Arf-

GAP 活性的胞质蛋白 参与了肺泡转运的调节[26]. 并且

这两种蛋白似乎都与 Pyk-2 相互作用而不与 FAK 作用.

另外虽然 FAK 已被证实在整合素介导的细胞迁移过程

中发挥重要作用[27-30] 但在纤维原细胞中 Pyk-2 的表

达并不促进细胞迁移[31]. 缺乏局灶黏附激酶(FAK-/-)的

纤维原细胞表现出形态上和迁移性的缺陷但可被 FAK

的再表达逆转. 作为 FAK 相关激酶的 Pyk-2 在 FAK-/-

细胞中可表达 然而呈现出核周的分布并且功能上不

能替代FAK[32]. 这是因为FAK的羧基端(FAK-CT)而非氨

基端在体内可与 β1- 整合素形成复合物[33-34]. FAK 羧基

端内一个被称为灶性黏附靶向基序的结构能促进 FAK

定位到整合素受体丛集区[35] 并且对于结合 β- 整合素

相关蛋白也是很重要的[36]. FAK 和 Pyk-2 在其羧基端结

构域都包含保守位点能结合α-整合素相关蛋白桩蛋白

(paxillin)[37-38]. 然而在纤维原细胞或平滑肌细胞中Pyk-2

不能牢固地定位于病灶接触位点[31-39]. 随后的研究又提

出通过 FAK 的整合素信号可保护细胞免于凋亡[40]和促

进细胞周期的进程[41]. 相反在许多细胞系中 Pyk-2 的过

量表达可诱导凋亡[42]. 尽管在整合素信号传导中 Pyk-2

的潜在功能不是很清楚 但在许多其他的细胞过程中

Pyk-2 都发挥作用 包括钙离子诱导的铁通道的调节

和裂原激活蛋白激酶(MAPK)的激活[17] Jannus 蛋白 N-

末端激酶(JNK)活化[43-44]和在 PC12 细胞中 Src 介导的

MAPK信号途径的激活[9]. Ren et al [45]发现FAK 和Pyk-2

在细胞骨架组织中参与介导了不同的作用机制. 在纤维

细胞中 Pyk-2 的过表达而非 FAK 诱导了细胞骨架结构

的重建 而且 Pyk-2 诱导的细胞骨架结构的重建能被

FAK 挽救. 为了深入研究 Pyk-2 介导的细胞骨架的重建

机制 有资料报道利用酵母双杂交系统筛选能与 Pyk-

2 相互作用的蛋白. 并且确定了一种新型与 Pyk-2 相互

作用的蛋白 含有 rhoGAP 蛋白的PH 和 SH3结构域(PH

and SH3 domain containing rhoGAP protein PSGAP).

PSGAP在体内 体外均能促进GTPase 对CDC42 和 RhoA

的催化活性. Pyk-2 结合到 PSGAP 的 SH3 结构域 抑制

PSGAP 对 CDC42 的作用从而激活 CDC42 的活性. 该研

究表明 PSGAP 可作为 Pyk-2 的一种介体通过小 G 蛋白

调整细胞骨架的组建.

        Almeida et al 认为 FAK 和 Pyk-2/FAK-CT 在病灶接

触位点上很可能协同促进促迁移信号复合物的形成

该复合物也可能包括在这些位点上的活化的 ERK2 和

JNK. Klingleil et al [46]的研究认为当通常的结合 SH2 或

SH3 的蛋白靶向到 FAK 和 Pyk-2 就可以作为一种复合

物的形式起到增强FAK-/- (focal adhesion kinase-iull)细

胞迁移性的作用. 共同的作用蛋白募集例如 Src 家族的

PTKs 和 p130Cas 可能是增强迁移性信号的病灶接触相

关信号复合物形成过程中的第一步. 已有的研究表明

p130Cas的酪氨酸磷酸化和ERK2活化而介导的信号能

协同增强细胞的迁移 据此 Candice et al 认为 FAK 作

用于 p130Cas 和 ERK2 信号的上游而协同这些迁移增

强信号.

        Siciliano et al [47]利用大白鼠海马回切片和皮质的突

触小体来研究两种高度相关的细胞质的酪氨酸激酶

Pyk-2 和 FAK 的调节机制 结果发现膜的去极化能增

加 Pyk-2 和 FAK 的酪氨酸磷酸化 谷氨酸盐和离子化

谷氨酸盐受体特殊的促效药能促进 FAK 的酪氨酸磷酸

化而对 Pyk-2 没有作用. 作者认为海马回切片中 在涉

及到 Ca2+ 和 PKC 的信号途径中 Pyk-2 和 FAK 的酪氨酸

磷酸化受到不同的调节. Pyk-2 和 FAK 可能在各种神经

元的活动之间提供了某些特殊的连接 增加了胞质Ca2+

和蛋白酪氨酸磷酸化 这些对于神经元的生存和突触

的可塑性非常重要.

1.2 PYK-2 的功能

1.2.1 影响 Pyk-2 活性的因素  Pyk-2 能被多种能升高细

胞内钙离子浓度的细胞外刺激物所激活[9, 13, 43-44] 包括乙

酰胆碱受体或诱导钙内流的电压式钙通道 G 蛋白耦连

受体激动剂例如血管舒缓激肽 溶血磷脂酸 血管紧张

素II以及其他能促进钙从细胞内钙库释放的递质[7, 9,23, 44].

此外佛波醇酯 G蛋白藕连受体激活剂和整合素触发的

信号都可能导致Pyk-2 的酪氨酸磷酸化[9, 13]. 有报道认为

自然杀伤(NK)细胞表达 Pyk-2 而非 FAK β-1/2 整合

素由内到外(outside-in)信号传导促进Pyk-2的激活[48-49].

最近的研究又表明 P y k - 2  可能通过与一种新型的

GTPase 激活蛋白称为 Pap 相互作用而参与了肺泡的转

运[26]. Wang et al [50]在研究水杨酸盐对参与血管紧张素II

和血小板来源生长因子激活的某些信号传导元件可能

的作用位点时发现水杨酸盐能抑制钙离子依赖的非受

体型酪氨酸激酶 Pyk-2 和 c-Src 的磷酸化.

1.2.2 PYK-2 参与了多种信号途径  Pyk-2 最先被认识

是作为一种与MAPK和JNK信号途径连接的关键酶 而

此信号途径在细胞生长和黏附过程中发挥重要作用. 近

来 Pyk-2 更被证明是多种细胞信号途径的一种上游调

节因子 包括 Src 和 MAPK 家族的多种成员[1].

        在血管平滑肌细胞(VSMC)中血管紧张素 II 能诱导

介于 Pyk-2 和 ERK1/2 Src Shc Grb2 这 4 种因子的

上游调控因子之间的复合物形成 表明Pyk-2参与了血

管紧张素 II 诱导激活的 ERK1/2 的调控. 已有的研究已

发现在血管平滑肌细胞中 Pyk-2 参与了血管紧张素 II

诱导的蛋白合成及其此过程中涉及到的两条信号传导
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途径的调节 即 ERK1/2 和磷脂酰激酶 -3/Akt 途径.

Rocic et al [51]在培养的 VSMC 中利用反义寡核苷酸下调

Pyk-2 的表达. 结果发现 Pyk-2 的表达下调 80% 导致由

血管紧张素 II 诱导的 ERK1/2 p70S6 激酶和 Akt 活性

受到 80% 抑制 而且 Pyk-2 的下调导致血管紧张素 II

诱导的蛋白合成受到完全抑制. 作者认为 Pyk-2 作为

ERK1/2 和磷脂酰激酶 -3/Akt 途径的一种上游调节因子

参与了血管紧张素 II 诱导的 VSMC 蛋白合成.

        再如Park et al [52]发现PC12细胞中蛋白激酶A(PKA)

对于去极化诱导的 ERK 和 p38 的激活是必需的 此外

还发现去极化诱导的 Pyk-2 的酪氨酸残基的磷酸化可

由于 PKA 的抑制而被阻断 而 Pyk-2 是 MAPK 活化的

一个关键的钙敏性上游调节因子. 与去极化诱导的信号

途径相反 由缓激肽 一种 G 蛋白耦连受体激动剂 不

能被PKA的抑制而被阻断. 作者认为PKA的抑制阻断了

去极化诱导的 Pyk-2/MAP 激酶途径的活化 因此阻断

了早期基因的表达.

        Sorokin et al 在大鼠和人肾小球系膜细胞中研究了

ERK 和 p38 丝裂原活化蛋白激酶内皮素(ET)- 依赖性激

活的分子机制 发现在表达Pyk-2结构域阴性的人和大

鼠肾小球系膜细胞中 ET-1 诱导的 p38 MAPK 途径(而

不是ERK途径)激活受到抑制. 这表明Pyk-2参与了ET-

1 介导的 p38 MAP 激酶级联反应激活.

       Jeon et al [53]报道在大鼠海马回中通过电惊厥休克

(ECS)可以激活 MAPKs MEK 和 Rafs 由于在神经细胞

中有报道 Pyk-2 和 Src 参与了 MAPK 的激活 受此启发

作者探讨了电惊厥休克后 Pyk-2 是否为 Raf-MEK-

MAPK 级联反应的上游途径 结果检测到 ECS 后大鼠

海马回中 Pyk-2 的酪氨酸磷酸化和激活. ECS 能瞬时增

加 Pyk-2 多个酪氨酸残基的磷酸化 并且这种磷酸化

作用 1 min 后达到高峰 10 min 后降到基础值; 1 min 后也

观察到 Pyk-2 与 Src 和 Grb2 Grb2 与 Ras 的结合增强.

综合实验结果作者认为 ECS 激活 Pyk-2 其经由 Src

Grb2 和 Ras 将信号转导到 MAPK 级联反应.

        Sancho et al [54]发现Pyk-2与微管组织中心(microtubule-

organizing center MTOC)共定位于迁移性 NK 细胞的蔓

延边缘. 当多克隆的 NK 细胞结合到 K562 靶位时 Pyk-

2就异位到NK与靶细胞相互作用区域. 此过程的特异性

体现在具有抑制或激活 CD94/NKG2 表位的 NK 细胞中.

Pyk-2 MTOC 和桩蛋白(paxillin)转移到 NK 与靶细胞相

互作用区域 此过程的调节是建立在控制靶细胞杀伤

的 NK 细胞受体介导的对靶细胞的特异性识别的基础

上.并行体外激酶测定表明 Pyk-2 能被特异性的信号激

活 这些信号能触发其移位和NK细胞介导的细胞毒性.

野生型和显负性的 Pyk-2 突变体二者的过表达 而非

ZAP-70 野生型能阻止 MTOC 和桩蛋白特异性的移位

并且可阻断NK细胞的细胞毒性反应.作者认为Pyk-2的

区室化与有效的信号转导有关;另外 该研究还表明

Pyk-2在能调节细胞毒性反应的信号复合物的组装过程

中发挥重要作用.

         体内葡萄糖既可作为一种营养因子又是生理和病理

过程的调节因子. Gautam et al 报道葡萄糖和某些糖类能

通过一种机制快速激活 ERK 该机制不依赖葡萄糖的

摄入和新陈代谢以及PKC 而依赖PYK-2 GRB2 SOS

RAS RAF 和 MEK1 并且通过葡萄糖(运)载体 1(glucose

transporter)的过表达得到放大而不是 Glut2 Glut3 或

Glut4. 这种放大作用不依赖葡萄糖的摄取而依赖 Glut1

羧基端的第 463-468 aa IASGFR. Glut1 羧基端的第

469-492 的残基端缺失对这种机制是无效的 但是第

465 位的丝氨酸或 468 位的精氨酸的突变产生的显负性

体能抑制葡萄糖依赖的ERK激活. 葡萄糖促进Pyk-2 第

402和881位的酪氨酸残基磷酸化和Pyk-2 结合到Myc-

Glut1 上. 据此作者认为通过一种需要 Pyk-2 和 Glut1 羧

基端的第463-468残基 IASGFR 参与的机制 葡萄糖激

活 GRB2/SOS/RAS/RAF/MEK1/ERK 信号途径 并且在

葡萄糖将信号传导到 Pyk-2 和 ERK 的过程中 Glut1 充

当了一种传感器 换能器和放大器的作用.

       Pyk-2 和雄激素受体(androgen receptor AR) 在

前列腺癌进程中的一个关键转录因子 他们之间的连

接关系仍是不清楚. Wang et al [55]报道利用全长的雄激素

受体结合蛋白 ARA55 一种共调节因子作为诱饵 分

离到 ARA55 相互作用蛋白 Pyk-2 并且证实 Pyk-2通过

灭活 ARA55 能抑制 AR 的反式激活作用. 这种灭活作用

是由于 Pyk-2对于 ARA55 的第 43 位直接磷酸化的结果.

         Pyk-2在前列腺上皮细胞中的表达与前列腺癌的恶

性程度相关. Picascia et al [56]利用PC3细胞系来研究Pyk-

2 在前列腺细胞增生和分化过程中的调节作用. 在 PC3

细胞中 Pyk-2 能被常规的刺激物例如肿瘤坏死因子 -α
和溶血磷脂酸(LPA)所激活. 而 LPA 不但刺激 Pyk-2 的

磷酸化还能诱导这些细胞中ERK1/2的激活. PC3细胞克

隆(PC3-PKM)能表达显负性的激酶缺陷型Pyk-2的突变

体 该细胞系的增生与野生型 PC3 细胞相比明显下降.

作者认为 Pyk-2 在前列腺细胞增生的调节中发挥作

用 其表达水平可作为前列腺细胞分化状态的一种灵

敏的指示标志.

         糖元合成激酶3β (GSK3 β)是一种参与了多种细胞活

动的丝氨酸 / 色氨酸激酶. 其酪氨酸残基被磷酸化后表

现出活化. Hartigan et al [57]首先证实 GSK3β 在体内和原

位都是 Pyk-2 的作用底物. GSK3β 的酪氨酸被磷酸化后

表现出活.

        单核细胞趋化蛋白 1(MCP-1)在动脉粥样硬化和炎

症过程中具有决定性的作用. Yamasaki et al [58]研究了单

核细胞系 THP-1 中 Pyk-2 在 MCP-1 介导的信号转导中

的作用 发现 MCP-1 刺激后 Pyk-2 的酪氨酸残基被快

速磷酸化 Lyn Shc 和桩蛋白的酪氨酸残基也被磷酸

化. 通过免疫沉淀和免疫印迹实验检测到这些免疫分子

间的结合 发现 Pyk-2 和 Lyn 的结合依赖于 MCP-1 的

刺激和 Pyk-2 酪氨酸残基的磷酸化 p38 的磷酸化也
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依赖 Pyk-2 酪氨酸残基的磷酸化 然而 Pyk-2 和桩蛋

白 Grb2 的结合不受 MCP-1 的刺激影响. ERK 的磷酸

化并没有因为负性激酶 Pyk-2 的过表达而受到影响. 作

者认为在 THP-1 细胞中 Pyk-2 可以与桩蛋白 Grb2

Lyn 形成复合物 但是 Pyk-2 并不总是参与 MCP-1 介

导的信号转导途径.

2   PYK-2 在病毒性肝炎中的意义

乙型肝炎病毒(HBV)基因组的 X 开放读码框(ORF)编码

一条 145-154 aa 的蛋白 分子量 17 kD 左右. 乙型肝炎

病毒 X 蛋白(HBxAg)对于土拨鼠的嗜肝病毒感染和其他

哺乳动物嗜肝DNA病毒在体内复制是必不可少的. HBx

对 Src 的激活对于 HBV DNA 的复制非常重要. Bouchard

et al [59]报道 HBx 激活胞质钙离子依赖的 Pyk-2 其是

Src激酶的激活剂. 抑制Pyk-2或者由线粒体钙通道介导

的钙信号就可以阻断 HBx 对于 HBV DNA 复制的激活

这表明HBx作用于线粒体钙通道的调节. 能升高胞质钙

离子浓度的反应物能替代HBx蛋白在HBV DNA复制中

的作用. 因此作者认为对于 HBV DNA 的复制胞质钙离

子浓度的变化是一种基本条件并且由 HBx 蛋白介导.

       Pyk-2 作为 FAK 非受体型酪氨酸激酶家族中的一

员 可被细胞内外多种刺激诱导激活 参与了多种信号

传导途径 再细胞的生存代谢过程具有重要的作用 进

一步阐明其在肝脏疾病发生发展过程中的作用机制对

于寻找肝病治疗预防的突破口很有意义 也是我们面

临的艰巨任务.
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0   引言

核因子 κB (nuclear factor of κB NF-κB)是一种广泛存

在的转录因子 几乎每个真核细胞中都存在NF-κB 不

同的刺激信号激活该转录因子后 参与相应的基因表达

的调控 如细胞的生长 分化 凋亡 炎症反应 肿瘤

发生等[1-2]. 由于其广泛的生物学活性 对 NF-κB 的研

究为阐明某些疾病的发病机制及治疗具有重要的意义.

1    NF-κB 的结构及信号转导机制

1986 年 Sen et al [3]首次发现成熟浆细胞中存在与免疫

球蛋白 κ 轻链基因的增强子序列特异性结合 并促进

κ 链基因转录的核蛋白因子. 随后的研究发现 NF-κB

是一种普遍存在的转录因子 已发现有150多种物质可

以激活 NF-κB 受 NF-κB 调控的基因多达 150 种[4]. 最

初研究发现NF-κB是由p50和p65两个亚单位组成的异

二聚体 后来发现存在有 NF-κB 家族 由于 NF-κB 与

Rel 家族有较强的同源性 所以又把 NF-κB 与 Rel 合

称为 Rel/NF-κB 家族 在哺乳类动物中已发现 Rel/NF-

κB 家族的 5 个成员: p65(RelA) RelB c-Rel p50

(NF-κB1) p52(NF-κB2). 在大多数细胞中 p50 和 p65

是 NF-κB 活性形式的主要成分 所以通常所说的 NF-

κB 或 Rel/NF-κB 即为 p50/p65 异源二聚体. NF-κB 特异

的结合位点是 κB 其 DNA 序列为 5 -GGGRNYYYC

C-3 (R 为任一嘌呤 Y 为任一嘧啶 N 为任一核苷酸)

该序列也称为 κB 元件.  NF-κB 家族成员在 N- 端有一

个约300个氨基酸残基(aa)的高度保守的Rel同源区 负

责 NF-κB 因子的二聚化 核定向易位 与 DNA 及 IκB

结合. 根据 C- 端的结构和功能不同 将 NF-κB 因子的

组成肽链分为 p50 和 Rel 组 p50 组包括 p50 p52 而

Rel 组包括 p65 RelB c-Rel. p50 组成员的主要功能是

结合DNA 不具有转录激活功能. Rel组成员具有转录激

活作用. p50组成员和Rel组成员间形成的异源二聚体为

转录激活复合物 而 p50 组间形成的同源二聚体为转

录抑制复合物. 通常 NF-κB 与 IκB (inhibitory protein of

NF-κB)结合. NF-κB的激活受其胞质抑制蛋白IκB的调

控  IκBs 与 NF-κB 结合 掩盖他的核定位信号 从

而使 NF-κB 滞留在细胞质内 处于无活性状态. IκB 也

是一种大的抑制分子家族 包括 IκBα IκBβ IκB

IκBγ Bcl-3 和 Caltus(果蝇中)等成员 它们的共

同特点是在 C- 端有锚蛋白(Ank)重复序列 除了 Bcl

外 其他 IκB 成员有一个与降解有关的 PEST 区. Bcl

是惟一位于核内并促进 NF-κB 转录 而非抑制 NF-κB

核易位的 IκB 家族成员[5-8]. 另外 Cohen et al [9]在研究

促炎症细胞因子激活 NF-κB 的信号转导中 分离到一

个较大的白介素 -1(IL-1)诱导的 IKK 复合物 IKK 是

由 IKKα IKKβ 和 IKKγ 三个亚单位组成的三聚体

IKKα 和 IKKβ 共同有一个与降解有关的 kD 区和一个亮

氨酸拉链(LZ) IKKα IKKβ 和 IKKγ 三者功能不同

且不可相互替代 IKKα和IKKβ为酶解功能单位 IKKγ
为调节单位 负责对 IKKα 和 IKKβ 的活性进行调节.

NF-κB 信号转导通路十分复杂 多数认为是: 各种信

号经由不同的方式激活 IKK IKK 进一步将 IκB 磷酸

化 例如 IκBa 的磷酸化部位分别在 Ser32 和 Ser36 而

IκBβ的磷酸化部位在Sre19和Ser23. 接下来在泛素连接

酶的作用下 IκB 上的某些 Lys 发生泛素化 导致 IκB

被 26S 的蛋白酶体水解 于是受其抑制的 NF-κB 得以

释放 发生核易位 进入细胞核与相应的κB位点结合

启动特异的靶基因转录[10].

2   NF-κB 的研究策略

由于 NF-κB 有多种功能 其信号转导途径亦十分复

杂 对它的研究方法多种多样 目前研究的主要目的在

于阐明: 什么因子可以激活 NF-κB; 什么因子可以抑制

NF-κB的激活 这些因子是通过何种径作用的? NF-κB

被激活后用什么手段进行证实? 下文介绍几种常用的关

于 NF-κB 的研究策略 根据实验目的 可以单独应

用 但更多的是将几种方法结合使用.

2.1 转基因小鼠模型  Carlsen et al [11]于 2000 年建立了一

种转基因小鼠动物模型 用来在体内动态观察 NF-κB

的活性. 模型的构建方法为: (1)将Igκ轻链启动子基因(至

少含 3 个 NF-κB 的结合位点)与荧光虫的荧光素编码基

因相连构成 3x-κB-luc 目的基因 将该基因与质粒相

连 构成表达载体 用 Hind 和 Bgl 使质粒载体线

性化; (2) 小鼠(C57BL/6J CBA/J)与 小鼠交配 取

出受精卵 用微注射法将线性化的质粒注入受精卵内

将该受精卵植入假孕小鼠子宫内  3x-κB-luc基因阳性

的子代小鼠可用来作为模型; (3)由于该转基因小鼠携带

有 NF-κB 控制的萤光素酶编码基因 能使萤光素发

光 因此可根据不同的需要将完整的小鼠或部分器官

与一特殊的显像系统相连 先给小鼠注射 D- 萤光素

再根据需要注射不同的 NF-κB 激活物如肿瘤坏死因子

α(TNFα)等 用显像系统观察不同部位的光强度 根
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据光强度判断 NF-κB 的活性. 他们的研究结果表明

在无外界刺激的情况下 小鼠的颈部淋巴结 胸腺 腹

部集合淋巴结有强的发光 用 TNFα IL-1α 或脂多

糖(LPS)刺激小鼠后 光强度明显增加且呈组织特异性

即皮肤 肺 脾 小肠壁 腹腔集合淋巴结最强 肝

肾 心 骨胳肌次之 脂肪组织最弱. 进一步用紫外线

照射皮肤或建立类风湿关节炎模型 相应的皮肤区及

受累关节光强度明显增加. 该模型用途广 特异性好

不仅用来阐明某些疾病的发病机制 也可用来筛选抑

制 NF-κB 活性的药物 如给小鼠注射 TNFα 之前注射

地塞米松 则相应部位的光强度未增加 表明地塞米松

能抑制 TNFα 激活 NF-κB 的作用[12-13].

2.2 抗体定位及酶学检测  如前所述 刺激因子激活

NF-κB 其易位于核内 与靶基因结合发挥作用. 检

测 NF-κB 是否定位于核内 可判断 NF-κB 是否被激

活 常用抗 p65 的单克隆抗体作为一抗 用异硫氰酸荧

光素标记的兔抗鼠抗体为二抗 将细胞与抗体孵育后

用免疫荧光分析法确定p65的位置 将这一方法称为抗

体定位法. Purcell et al [14] 用 p65 单克隆抗体免疫荧光分

析法检测到乙型肝炎病毒X蛋白(pX)能通过不依赖IKK

的途径激活 NF-κB. 该法简便易行 但可靠性略差

因此常将该法与酶学检测结合使用[15-16]. 酶学检测的基

本原理为: 将 Igκ 链的基因片段(含 NF-κB 的结合位点)

与虫荧光素酶编码基因(报告基因)相连 构建质粒表达

载体 将该载体转染细胞 用刺激因子如 TNFα 激活

NF-κB 报告基因表达荧光素酶 通过对该酶的检

测 可确定某因子是否激活 NF-κB 及 NF-κB 是否发

挥转录调节作用. 将抗体定位与酶学检测结合使用 不

仅能确定 NF-κB 是否易位入核内 而且能得知 NF-κB

是否发挥转录调节作用.

2.3 DNA 迁移率变动试验  DNA 迁移率变动试验(DNA

mobility shift assay EMSA) 又叫凝胶阻滞(gel retardation)

试验 是一种体外研究 DNA 与蛋白质相互作用的特殊

的凝胶电泳技术.基本原理为[17] : 在凝胶电泳中 由于

电场的作用 小分子 DNA 片段比其结合了蛋白质的

DNA 片段向阳极移动的速度快 因此 可标记短的双

链 DNA 片段 将其与蛋白质混合 对混合物进行凝胶

电泳 若目的 DNA 与特异性蛋白质结合 其向阳极移

动的速度受到阻滞 对凝胶进行放射性自显影 就可证

实特异性 DNA 与相应蛋白结合. 在进行 NF-κB 研究

中 标记 Igκ 轻链 DNA 与特异性刺激因子刺激的细

胞核提取物作用 然后进行 DNA 迁移率变动试验 若

该刺激因子能激活 NF-κB 后者易位入细胞核内 则

核提取物中出现 NF-κB 标记的 DNA 与 NF-κB 结合

进行放射性自显影可发现二者结合及结合的位点 反

之亦然. 该实验已广泛用于 NF-κB 的研究中[18-21] 其不

仅能证实某些疾病的发病与 NF-κB 有关 而且用于阻

断 NF-κB 活性的药物的筛选. Herfarth et al [22]证实 在

葡聚糖硫酸钠(dextran sulphate sodium)激活 NF-κB 后所

致小鼠的结肠炎发病中 NF-κB 的激活可被胶毒霉素

(gliotoxin)阻断 因而认为胶毒霉素是有希望的治疗结

肠炎的药物.

2.4 显负性突变体的应用  显负性突变是基因的构成突

变 这种突变体基因表达有缺陷的产物 即表达产物可

与野生型基因表达产物结合 但结合后使野生型基因

表达产物失去激活作用[23]. 显负性突变体在NF-κB信号

转导研究中应用十分广泛 显负性突变体主要用来做

对照 根据实验目的 可构建多种显负性突变体[23-27]. 如

为阐明某刺激因子是否通过 IKK 途径激活 NF-κB 可

构建该因子的显负性突变体作对照 将突变型因子及

野生型因子分别与IKK作用 以观察刺激因子能否通过

IKK 途径激活 NF-κB. Nemoto et al [28]为了研究有丝分裂

原激活蛋白激酶激酶激酶1(mitogen-activated protein kinase

kinase kinase 1 MEKK1)对 IKK 复合体的激活作用 构建

了 M E K K 1 的显负性突变体 经实验证实 野生型

MEKK1对IKK有激活作用 而显负性突变体MEKK1不仅

不能激活 IKK 而且有阻碍 TNFα 激活 IKK 的作用.

3     参考文献
1 Heyninck K, Krike MM, Beyaert R. Structure-function analy-

sis of the A20-binding inhibitor of NF-KB activation,ABIN-1.
FEBS Letters  2003;536:135-140

2 Nair A, Venkatraman M, Malieka TT, Nair B, Karunagaran D.
NF-KB is constitutive activated in high-grade squamous
intraepithelial lesions and squamous cell carcinomas of the
human uterine cervix. Oncogene  2003;22:50-58

3 Sen R, Baltimore D. Inducibility of Kappa immunoglobulin
enhancer-binding protein Nf-Kappa B by a posttranslational
mechanism. Cell  1986;47:921-928

4 Pahl HL. Activators and target genes of Rel/NF-KapaaB tran-
scription factors. Oncogene 1999;18:6853-6886

5 Chen X, Shen B, Xia L, Khaletzkij A, Cheu D, Wong DCJ, Li
LL. Activation of nuclear KB in radioresistance of TP53-inac-
tive human keratinocytes. Cancer Res  2002;62:1213-1221

6 Karin M. How NF-Kappa B is activated: the role of the kinase
(IKK) complex. Oncogene  1999;49:6867-6874

7 Baeuerl PA, Baltimore D. NF-kappa B ten years after. Cell
1996;87:13-20

8 Stancovski I, Baltimore D. NF-kappaB activation: the I kappaB
complex. Cell  1997;91:299-302

9 Cohen L, Henzel WJ, Baeuerle PA. IKPA is a scaffold protein
of the I kappaB complex. Nature  1998;395:292-296

10 Huffel SV, Delaei F, Heyninck K, Valck DD, Beyaert R. Iden-
tification of a novel A20-binding inhibitor of nuclear factor-
KB activation termed ABIN-2. J Biol Chem 2001;276:3026-
30223

11 Carlsen H, Moskaug J, Fromm SH, Blohoff R. In vivo imaging
of NF-KB activity. J Immunol  2002;168:1441-1446

12 Lernbecher T, Muller U, Wirth T. Distinct NF-kappa B/Rel
transcription factors are responsible for tissue-specific and
inducible gene activation. Nature  1993;365:767-770

13 Blackwell TS, Yull FE, Chen CL, Venkatakrishnan A, Blackwell
TR, Hicks DJ, Lancaster LH, Christman JW, Kerr LD.
Multiorgan nuclear factor kappa B activation in a transgenic
mouse model of systemic inflammation. Am J Respir Crit Care
Med  2000;162:1095-1101

14 Purcell NH, Yu C, He D, Xiang J, Paran N, DiDonato JA,
Yamaoka S, Shaul Y, Lin A. Activation of NF-kappaB by
hepatitis B virus X protein through an IkappaB kinase-inde-
pendent mechanism. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol
2001;280:G669-G677

15 Kwon JA, Rho HM. Hepatitis B viral core protein activates the
hepatitis B viral enhancer II/pregenomic promoter through



950                ISSN  1009-3079   CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 4 月 15 日  第 12 卷  第 4 期

the nuclear factor kappaB binding site. Biochem Cell Biol  2002;
80:445-455

16 DiDonato JA, Hayakawa M, Rothwarf DM, Zandi E, Karin M.
A cytokine-responsive IkappaB kinase that activates the tran-
scription factor NF-kappaB. Nature  1997;388:548-554

17 Weaver RF. Molecular biology. 2 ed. 北京:科学出版社,  2002:
124-127

18 Haversen L, Ohlsson BG, Hahn-Zoric M, Hanson LA, Mattsby-
Baltzer I. Lactoferrin down-regulates the LPS-induced cytokine
production in monocytic cells via NF-kappa B. Cell Immunol
2002;220:83-95

19 Arlt A, Vorndamm J, Muerkoster S, Yu H, Schmidt WE, Folsch
UR, Schafer H. Autocrine production of interleukin 1beta confers
constitutive nuclear factor kappaB activity and chemoresistance
in pancreatic carcinoma cell lines. Cancer Res  2002;62:910-916

20 Kabouridis PS, Hasan M, Newson J, Gilroy DW, Lawrence T.
Inhibition of NF-kappa B activity by a membrane-transduc-
ing mutant of I kappa B alpha. J Immunol  2002;9:2587-2593

21 Chiao PJ, Na R, Niu J, Sclabas GM, Dong Q, Curley SA. Role
of Rel/NF-kappaB transcription factors in apoptosis of hu-
man hepatocellular carcinoma cells. Cancer  2002;95:1696-1705

22 Herfarth H, Brand K, Rath HC, Rogler G, Scholmerich J, Falk
W. Nuclear factor-kappa B activity and intestinal inflamma-
tion in dextran sulphate sodium (DSS)-induced colitis in mice
is suppressed by gliotoxin. Clin Exp Immunol  2000;120:59-65

23 Weaver RF. Molecular biology. second ed. 北京: 科学出版社,
2002:178-181

24 Swantek JL, Christerson L, Cobb MH. Lipopolysaccharide-in-
duced tumor necrosis factor-a promoter activity is inhibitor of
nuclear factor-kB kinase-dependent. J Biol Chem  1999;274:
11667-11671

25 Muzio M, Ni J, Feng P, Dixit VM. IRAK (Pelle) family member
IRAK-2 and MyD88 as proximal mediators of IL-1 signaling.
Science  1997;278:1612-1615

26 Berenson JR, Ma HM, Vescio R. The role of nuclear factor-
kappaB in the biology and treatment of multiple myeloma.
Semin Oncol  2001;28:626-633

27 Kibbe MR, Johnnides C, Gleixner S, Kovesdi I, Lizonova A,
Zuckerbraun B, Billiar TR, Tzeng E, Muluk SC. Regulation of
tissue factor expression in smooth muscle cells with nitric
oxide. J Vasc Surg  2003;37:650-659

28 Nemoto S, DiDonato JA, Lin A. Coordinate regulation of
IkappaB kinases by mitogen-activated protein kinase kinase
kinase 1 and NF-kappaB-inducing kinase. Mol Cell Biol  1998;
18:7336-7343

王春花, 成军, 刘煜, 杨艳杰, 纪冬, 党晓燕, 中国人民解放军第 302 医院
传染病研究所基因治疗研究中心, 全军病毒性肝炎防治研究重点实验
室  北京市  100039
郎振为, 首都医科大学佑安医院病理科  北京市  100050
国家自然科学基金项目, No. C03011402, No. C30070689, 军队 九 五
科技攻关项目 No.98D063, 军队回国留学人员启动基金项目, No.
98H038, 军队 十 五 科技攻关青年基金项目, No.01Q138, 军队 十
五 科技攻关面上项目, No.01MB135.
项目负责人: 成军, 10039, 北京市西四环中路 100 号, 中国人民解放军第 302
医院传染病研究所基因治疗研究中心 全军病毒性肝炎防治研究重点实验室.
cj@genetherapy.com.cn
电话: 010-66933391    传真: 010-63801283
收稿日期: 2003-11-13    接受日期: 2003-12-16

王春花, 成军, 郎振为, 吴煜, 杨艳杰, 纪冬, 党晓燕. 细胞色素 CYP E1 与肝

脏疾病关系的研究进展. 世界华人消化杂志  2004;12(4):950-954

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/950.asp

0   引言

在肝细胞微粒体内有 1 个氧化还原酶系统 由多种水

解酶和结合酶组成. 这个酶系统在生理情况下 可以促

进生理活性物质的灭活和排泄 另一方面也可以促进

药物代谢 所以又叫药酶. 细胞色素 P450 是药酶中的

一种多功能氧化还原酶 他可以使药物的烃基及芳香

基羟化 使硝基及偶氮化合物还原成氨基 因他的一氧

化碳结合物的吸收光谱高峰在 450 nm 处 故叫 P450.

P450 是肝药酶中最重要的酶系 参与各种外源物(如药

物 化学毒物 致癌物等)和内源物(如类固醇激素 维

生素 D 胆酸等)在体内代谢过程. P450 中现已知有 70

多种药物代谢酶分别催化不同物质的生物转化. 其中细

胞色素 P450 E1(CYP E1)是二甲基亚硝胺 D- 脱甲

基酶 主要在肝脏表达 一些疏水性的外来物质经CYP

E1 转化后形成极性更大的物质排出体外 而有时可

能被转化为细胞毒 致癌 致突变作用更强的物质 例

如他代谢酒精 四氯化碳 对乙酰氨基酚等 生成毒性

更大的物质; 代谢乙醇生成活性氧基 产生肝毒性 因

此生物学效应具有双面性[1]. 越来越多的研究表明 CYP

E1 与各种肝病的关系密切.

1   CYP E1

1.1 CYP E1 的分布和基因结构  1987 年 Wrighton et al

同时从人的肝微粒体分离纯化出CYP E1并分别命名

为 P450HLj 和 P450ALC. 其与先前在兔和大鼠肝微粒体

中发现的 CYP E1 的氨基酸序列约有 80% 是相同的

彼此间的活性非常相似 并且迄今发现的作用底物在

人和动物中也是相同的[2] 这为利用动物替代人类进

行实验研究提供了可行性具有重要的科研意义. 人的

CYP E1 主要分布于成人肝脏并富集于肝小叶中心区

域 近年陆续发现在鼻腔 食管 胃 小肠 结肠 肺

肾和皮肤等许多肝外组织器官有不同程度的表达. CYP

E1 的分子量为 56.9 KDa 基因定位于第 10 号染色体

上 其大小为 11.4 kb 由 9 个外显子和 8 个内显子 一

个典型的 TATA 盒子组成 编码 493 个氨基酸残基(aa)

的蛋白 他的全部序列及其上游的 2 788 bp 和下游的

559 bp 的顺序[3].

1.2 CYP E1 的基因多态性  CYP E1 的个体差异大

体外用免疫学方法检测发现可达 50 倍 同一个体受到

诱导激活前后差别也较大 例如酒精代谢中除了酒精

脱氢酶为主要系统 他如同血型一样终生不会改变

CYP E1 系统占酒精代谢能力的 15% 左右 而且可以

被激活 一般所谓酒量愈练愈大 就是和这个代谢路

径有关. 此外该酶也存在显著种族差异 如日本人美国

黑人[4]均明显低于美国白人. 这些差异可能与遗传因素有

关 因为 CYP E1 存在 6 种限制性内切酶片段长度多

态性(RFLP)  即 Taq Dra Rsa 和 Msp RFLP

以及 5 - 端的 Pst 和 Rsa RFLP[5] 其中 Dra 的

5 - 端的 Pst 和 Rsa 在转录水平影响 CYP E1 的
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在肝细胞微粒体内有 1 个氧化还原酶系统 由多种水

解酶和结合酶组成. 这个酶系统在生理情况下 可以促

进生理活性物质的灭活和排泄 另一方面也可以促进

药物代谢 所以又叫药酶. 细胞色素 P450 是药酶中的

一种多功能氧化还原酶 他可以使药物的烃基及芳香

基羟化 使硝基及偶氮化合物还原成氨基 因他的一氧

化碳结合物的吸收光谱高峰在 450 nm 处 故叫 P450.

P450 是肝药酶中最重要的酶系 参与各种外源物(如药

物 化学毒物 致癌物等)和内源物(如类固醇激素 维

生素 D 胆酸等)在体内代谢过程. P450 中现已知有 70

多种药物代谢酶分别催化不同物质的生物转化. 其中细

胞色素 P450 E1(CYP E1)是二甲基亚硝胺 D- 脱甲

基酶 主要在肝脏表达 一些疏水性的外来物质经CYP

E1 转化后形成极性更大的物质排出体外 而有时可

能被转化为细胞毒 致癌 致突变作用更强的物质 例

如他代谢酒精 四氯化碳 对乙酰氨基酚等 生成毒性

更大的物质; 代谢乙醇生成活性氧基 产生肝毒性 因

此生物学效应具有双面性[1]. 越来越多的研究表明 CYP

E1 与各种肝病的关系密切.

1   CYP E1

1.1 CYP E1 的分布和基因结构  1987 年 Wrighton et al

同时从人的肝微粒体分离纯化出CYP E1并分别命名

为 P450HLj 和 P450ALC. 其与先前在兔和大鼠肝微粒体

中发现的 CYP E1 的氨基酸序列约有 80% 是相同的

彼此间的活性非常相似 并且迄今发现的作用底物在

人和动物中也是相同的[2] 这为利用动物替代人类进

行实验研究提供了可行性具有重要的科研意义. 人的

CYP E1 主要分布于成人肝脏并富集于肝小叶中心区

域 近年陆续发现在鼻腔 食管 胃 小肠 结肠 肺

肾和皮肤等许多肝外组织器官有不同程度的表达. CYP

E1 的分子量为 56.9 KDa 基因定位于第 10 号染色体

上 其大小为 11.4 kb 由 9 个外显子和 8 个内显子 一

个典型的 TATA 盒子组成 编码 493 个氨基酸残基(aa)

的蛋白 他的全部序列及其上游的 2 788 bp 和下游的

559 bp 的顺序[3].

1.2 CYP E1 的基因多态性  CYP E1 的个体差异大

体外用免疫学方法检测发现可达 50 倍 同一个体受到

诱导激活前后差别也较大 例如酒精代谢中除了酒精

脱氢酶为主要系统 他如同血型一样终生不会改变

CYP E1 系统占酒精代谢能力的 15% 左右 而且可以

被激活 一般所谓酒量愈练愈大 就是和这个代谢路

径有关. 此外该酶也存在显著种族差异 如日本人美国

黑人[4]均明显低于美国白人. 这些差异可能与遗传因素有

关 因为 CYP E1 存在 6 种限制性内切酶片段长度多

态性(RFLP)  即 Taq Dra Rsa 和 Msp RFLP

以及 5 - 端的 Pst 和 Rsa RFLP[5] 其中 Dra 的

5 - 端的 Pst 和 Rsa 在转录水平影响 CYP E1 的
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表达 C2 等位基因使其增加.

        CYP E1 的基因多态性使基因转录水平有明显差

别 从而导致CYP E1在体内的活性不同 而对药物

毒物和致癌物的代谢不同 以至对相关疾病的易感性

不同. 李靖涛 et al 研究了细胞色素 P450 E1 基因多态

性在非酒精性脂肪肝中的意义 结果证实 非酒精性脂

肪肝与 CYP E1 基因 Rsa 及 Pst RFLPs 关系密切

其中 C2 基因在其发病机制中起一定作用.

        酒精性脂肪肝的发病机制尚不明确. 但免疫介导和

自由基损害是重要的机制 而遗传因素和环境因素的

作用也不容忽视. 目前 越来越多的研究着眼于酒精引

起肝损伤的易感人群的遗传特点. 现认为与乙醇代谢有

关的酶编码基因乙醇脱氢酶 (ADH) 乙醛脱氢酶(ALDH)

和细胞色素 P4502E1 编码基因的多态性在酒精性肝病

的遗传倾向中具有重要意义. 当存在高活性 ADH 同功

酶 高活性 CYP E1 或低活性 ALDH 时 可致乙醛

产生率增加而氧化率减低.

      胃癌的发生与环境致癌物有关 然而 即使是在

胃癌高发区 也只有小部分人发生胃癌. 提示在相似的

暴露条件下 个体易患因素在发病过程中起重要作用.

代谢酶遗传多态性与个体肿瘤易患性的关系是一个日

益受到关注的研究领域[6]. 蔡琳et al [7]首次对代谢酶基因

多态与环境暴露在胃癌发生中的作用进行探讨 结果

发现 CYP E1 和 GSTM1 基因多态与胃癌易患性有关

个体代谢致癌物的能力直接影响癌症的易患性 调节

致癌物代谢的遗传因素是胃癌发生的重要因素 由于

大多数环境致癌物是间接致癌物 需经体内代谢活化

才能转化成他们的最终形式 CYP 2E1 是活化亚硝

胺等小分子质量致癌物的 相代谢酶[8]. 谷胱甘肽S-转

移酶(GST)M1 属 相代谢酶 他对致癌物多环芳烃环

氧化物有很强的解毒能力 其解毒作用在防治肿瘤发

生的过程中有重要功用 代谢酶基因等位缺失和酶活

性低下 可导致宿主对一些毒物和致癌物的敏感性增

高[9]. 因此 相代谢酶和 相代谢酶之间的平衡决定

了致癌物在体内的剂量 影响了胃癌发生的危险性.

2   CYP E1 与肝脏疾病的关系

2.1 酒精性肝病  酒精性脂肪肝的发病机制尚不明确. 可

能与下列因素有关: (1) 酒精代谢产物乙醛对肝细胞的损

伤; (2)细胞内过氧化物堆积; (3)酒精干扰了微粒体解毒

功能; (4)肝网状组织细胞系统障碍 伴枯否(Kupffer)细

胞净化功能下降. 众所周知乙醇摄入后能诱导 CYP

E1的表达和活性[10-11]. 这是因为当血与肝组织乙醇浓度

较低时 大部分乙醇由 ADH 氧化代谢. 然而在慢性酗

酒者中并不能诱导 ADH 而细胞色素 P4502E1 却能高

度诱导. 戴宁et al 通过动物实验发现酒精性脂肪肝肝细

胞色素 P450 E 的表达在腺泡 区显著增强 并向

区弥散 与肝脂肪变的分布相一致 并可能与脂质过

氧化有关.

       P4502El 能产生大量的 OH- O2
- H202 等自由基

这些氧自由基可使DNA 蛋白质和脂质氧化. 在酒精所

致的肝损害中 P4502E1 诱导和激活的巨噬细胞是氧自

由基的重要来源[12-14]. 体内乙醇的摄入与源于氧化应激

的自由基的生成相关联 已发现反应性的氧核素参与

了大鼠乙醇诱导的肝脏损伤的发病机制[15]. 在肝细胞中

乙醇主要诱导生成 CYP E1 而其可能是反应性的氧

核素的一种来源 可以导致肝损伤[16]. French et al 已报

道利用肠源型模型的酒精循环周期中 乙醇的血清水

平与诱导生成的 CYP E1 呈现相关关系; 更重要的是

CYP E1 的浓度与病理分级有关 故有人认为 CYP

E1 参与了乙醇诱导的肝脏疾病. 而且 CYP E1 的抑

制剂能部分减弱由肠源性乙醇导致的肝脏病理损伤[17].

此外在能被内毒素激活的枯否氏细胞中 NADPH 依赖

的氧化酶也是反应性的氧核素的一种来源. 因此关于氧

化应激是来源于肝细胞中的CYP E1还是枯否氏细胞

中的 NADPH 氧化酶存在争议.

        有资料认为CYP E1与枯否氏细胞协同作用. CYP

E1过度表达导致的氧应激可能使Kupffer细胞产生反

应性氧中间物(ROI)或促细胞分裂 使肝细胞对氧化诱

导的损伤敏感 从而促进肝细胞的损伤. 为了评价 CYP

E1 表达对肝细胞损伤反应的效果 通过转染鼠肝细

胞株 RALA255-10G 建立了 2 株新的细胞株 S-

CYP15(CYP E1 表达水平增加)和 AN-CYP10(CYP

E1表达水平下降). S-CYP15细胞株通过Northern blot分

析 免疫杂交 催化活性等证实其 CYP E1 水平增

加 经对乙酰氨基酚处理后 其细胞死亡的敏感性增

加. 与 AN-CYP10 相比 S-CYP15 经过氧化氢和超氧

化产生物甲荼酮处理后细胞死亡明显减少. S-CYP15对

这些 ROI 的反应是耐受凋亡 而 AN-CYP10 因细胞坏

死而死亡. 对ROI诱导的细胞死亡的不同的敏感性是因

为 AN-CYP10 细胞株的谷胱甘肽(GSH)水平明显下降

化学性诱导的 GSH 耗竭触发了 S-CYP10 而非 AN-

CYP10 细胞株的细胞死亡. 由于 GSH 的部分作用 CYP

E1表达增加可使肝细胞耐受ROI诱导的细胞变性. 因

此 CYP E1 过度表达和 GSH 耗竭使肝细胞容易死亡.

      此外 乙醇加多不饱和脂肪酸喂养的大鼠 相比

对照只用乙醇喂养的大鼠在诱导CYP E1及其随后发

生的肝脏氧化损伤时具有协同作用[18].

        CYP E1 乙醇代谢物和增高的脂质过氧化物三

者之间的相互作用与酒精性肝病的发病机制密切相关.

Niemela et al [19]研究比较了人类各种细胞色素酶的表达

与乙醛加合物的产生之间的关系. 结果发现乙醇诱导的

CYP E1 存在于所有的酒精性肝脏中 而在患有各种

不同程度的肝病的嗜酒患者中CYP2A6在小叶分区的三

区肝细胞中也是大量丰富的 CYP3A415在酒精性肝硬

化中占有绝对优势. CYP E1和CYP2A6的免疫反应性

的位点共同定位于脂肪沉积处和乙醛脂质过氧化物来

源的蛋白加合物的存在位点处. 在源于肥胖症和糖尿病
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而导致的脂肪肝患者的中央小叶的肝细胞中 CYP 酶类

的含量也是非常丰富的 故作者认为酒精诱导的肝损

伤与 CYP2A6 CYP E1 和 CYP3A4 的总体被诱导和

乙醛脂质过氧化物来源的蛋白 - 乙醛加合物二者有关

系. 然而在非酒精性脂肪变性的患者中也可见CYP被诱

导生成.

        然而 CYP E1 在实验性酒精性肝病(alcoholic liver

disease ALD)中的体内作用是有争议的. 尽管CYP E1

的诱导生成和实验性 ALD 存在密切的相关关系[18] 并

且 CYP E1 的抑制剂能改善酒精性肝损伤[20] 但与

野生型鼠一样 CYP E1基因敲除鼠(knockout mice)仍

表现出易感的乙醇诱导的肝损伤和对其他的 CYP 家族

成员(CYP1A CYP2A CYP2B CYP3A)同样的诱导作

用. 而且尽管已诱导出 CYP E1[21] 但氯化钆仍能阻

断酒精性肝损伤 表明 CYP E1 的诱导产生与酒精

性肝损伤之间相关关系的脱节. 但后两项实验只能检验

实验性 ALD 的早期阶段 至于在实验性 ALD 的进展过

程中是否 CYP E1 发挥作用仍需去研究. 还需指出

CYP E1 的活性在小鼠体内比大鼠和人类天生固有要

低的多 因此在评价 CYP E1 在 ALD 中的作用时

由小鼠为实验对象得到的结论需要谨慎地加以考虑. 另

外CYP E1的过表达对于小鼠酒精性肝损伤的作用还

需进一步研究评价.

          有资料报道在肠源性的单纯乙醇喂养和乙醇加氯化

钆喂养的模型中 CYP E1 都可被相同地诱导; 但氯

化钆能阻止肝脏的病理损伤[21]. 这些数据表明来源于枯

否氏细胞而非肝细胞中的CYP E1的氧化应激在乙醇

诱导的肝脏损伤的始动过程中占有优势. 但Kono et al [22]

认为目前得到的许多数据涉及到的抑制剂或营养素处

理可能是非特异性的 并推荐基因敲除技术有助于避

免这些潜在的问题. 并利用 CYP E1 敲除鼠为实验对

象采用肠源性乙醇喂养模型探讨了CYP E1是否参与

了酒精诱导的肝脏损伤 结果发现来源于 CYP E1 的

氧化剂在鼠早期酒精诱导的肝脏损伤的机制中没有或

只发挥很小的作用. 同时还发现 CYP 家族的其他成员

例如 CYP3A CYP2A12 CYP1A 和 CYP2B 在 CYP

E1 +/+ 和 -/- 的小鼠中被诱导表达的程度是相似的

这表明P450 的其他亚型可能在早期乙醇诱导的肝脏损

伤的始动过程中是一种起作用的因子.

2.2 非酒精性脂肪肝  非酒精性脂肪性肝炎(nonalcoholic

steatohepatitis NASH)和酒精性肝病(ALD)具有相似的病

理特征. 这些病理组织学的异常包括脂肪变性 肝细胞

损伤 复合性炎症性小叶浸润和程度不等的纤维化[23-26].

有资料已表明患有 NASH 的患者存在肝内 CYP E1 的

上调表达[27]. 由于 CYP E1 能促进脂质过氧化反应而

在 ALD 中发挥关键的作用 因而 Leclercq et al [28]提出

CYP E1 是否也是 NASH 发展过程中的一个关键因子

并加以验证. 在缺乏蛋氨酸和胆碱(methionine- and choline-

deficient MCD)的小鼠膳食模式中发现 肝损伤与

CYP E1 的诱导产生和升高 100 倍的肝脏脂质过氧化

物明显相关. 微粒体中 NADPH 依赖的脂质氧化酶有助

于这些脂质过氧化物的形成 并且体外抑制实验证实

CYP E1 是主要的催化剂. 为了进一步阐明 CYP E1

作为一种氧化应激始动因子在NASH中的作用 作者利

用一种 CYP E1-/- 小鼠给予 MCD 饮食 结果发现

CYP E1 缺陷型鼠表现出既不能阻止 NASH 的进展又

不能制止微粒体中 NADPH 依赖的脂质过氧化物的升

高 这意味着存在另一种非 CYP E1 的过氧化物酶途

径. 在患有 NASH 的 CYP E1 缺陷型鼠而非野生型鼠

中 可见cYP4A10  CYP4A14发生上调. 而且体外肝脏

微粒体脂质过氧化物可被抗鼠 CYP4A10 的抗体充分抑

制. Isabelle et al的实验结果表明实验性NASH与肝脏微

粒体脂质过氧化物高度相关. CYP E1 在野生型鼠中

是参与此过程的主要的酶类 但不是催化内源性脂质

过氧化反应的 P450 蛋白家族的惟一的一个 并且鉴定

出 CYP4A 酶类在肝脏氧化应激反应中可作为另外一种

替代的始动因子.

       有趣的是 糖尿病和饥饿这些因子被报道在临床

上与更严重的 NASH 的进展密切相关[29-30] 并且也能

上调CYP E1的表达. 在由MCD膳食诱导而发生NASH

的大鼠中 CYP E1 表达的范围和在小叶中的分布与

脂肪变性和炎症的分布范围密切相关[31].

2.3 自身免疫性肝病 药物性肝炎和中毒性肝病  细胞

色素 P450 (CYPs)和鸟苷二磷酸(UDP)- 葡糖苷酸转移酶

(glucuronosyltransferases)(UGTs)在许多肝内和肝外疾病中

都是自身免疫抗体的靶目标. 直接对抗肝内 CYPs 和

UGTs的自身抗体最先是通过间接免疫荧光法被鉴定的

并命名为抗肝肾微粒体抗体. 肝肾微粒体 型抗体被检

测到为直接抗 CYP2D6. 丙型肝炎病毒和丁型肝炎病毒

可诱导很多自身免疫现象 并且也检测到许多自身抗

体 例如在将近 4% 的慢性丙型肝炎患者中可检测到

抗 -CYP2D6 的自身抗体 大约 2% 的患者可检测到抗-

CYP2A6 的自身抗体.

       在小部分患者中 已知某些药物能诱导免疫介导

的特发性药物反应 也即药物性肝炎. 药物诱导的肝炎

经常与抗肝的 CYPs 或其他的肝脏蛋白的自身抗体有

关 例如氟烷导致的药物性肝炎可检测到抗 CYP E1

的自身抗体 抗惊厥药物诱发的肝炎与抗 CYP3A 的自

身抗体有关[32]. 药物型肝炎的发病机制还可能是某些药

物在肝内通过 CYP E1 代谢产生一些毒性产物 如自

由基 氧基等 与肝细胞内的大分子物质(如蛋白质 核

酸等)共价结合或造成细胞质膜的脂质过氧化最后导致

肝细胞坏死. 例如许多长期酗酒者服用常规剂量的醋氨

酚时出现肝毒性 可能与乙醇诱导的 CYP E1 的表达

增强有关.

        CCl4 是一种肝毒剂 在肝中经 P4502E1 转化为三

氯甲基自由基(CCl3) 通过氢黏附而攻击内质网膜上

的磷脂分子 引起膜的脂质过氧化 CCl3 . 继而与膜
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脂质和蛋白质大分子进行共价结合 引起膜结构和功

能完整性的破坏 从而引起细胞和 P450 分子损伤 引

起血清 ALT 和 AST 活性升高 P450 含量降低和肝细

胞变性坏死. 众所周知 苯巴比妥通过诱导 P4502E1 而

加重CCl4肝毒性. 视黄醇喂养小鼠能减轻四氯化碳诱导

的肝脏损伤. Inder et al [33]研究了细胞色素 CYP E1 在

此过程中是否发挥作用. 结果发现在小鼠中 视黄醇本

身并不能改变组成性的或者诱导性的 CYP E1 的表

达 然而如果与 CCl4 结合应用 视黄醇确能减少 CCl4

生物活化后得到的毒性代谢物的数量. 作者认为视黄醇

减轻四氯化碳诱导的肝脏损伤是通过降低 CCl4 的生物

活化作用而不是通过减少 CYP E1 的表达.

2.4 病毒性肝病  张顺财 et al 研究发现病毒感染所致肝

脏疾病中 CYP E1 的各基因型分布与正常人相似 这

表明病毒性肝病与 CYP E1 的基因型无关. 细胞色素

P4502E1 可表达于人类外周血淋巴细胞中 先前的研

究已暗示了可利用这种既定的易获取的组织作为 CYP

E1含量状况的报告因子的可能性. 受此启发Haufroid

et al [34]深入研究二者间的关联性 利用两种对照状态

下即慢性丙型肝炎(CHC)和胰岛素依赖的糖尿病(IDD)患

者 评定其外周血淋巴细胞中 CYP E1 的表达情况

也即一种器官病变和一种全身疾病的比较. 结果发现在

慢性丙型肝炎患者中肝内CYP E1的表达和肝病的进

展程度(包括小叶炎症和纤维化指标)明显相关 观察

到肝脏的改变与肝小叶地带CYP E1的优先分布协调

一致. 然而没有观测到任何由于肝脏病变而影响外周血

淋巴细胞中 CYP E1 的表达的结果. 但在胰岛素依赖

的糖尿病患者中对比对照可观测到外周血淋巴细胞中

平均 CYP E1 的表达水平呈现有统计学意义的升高.

作者认为肝脏疾病时外周血淋巴细胞中CYP E1表达

水平的检测没有帮助 而在全身性疾病例如糖尿病的

状况下 推荐这种相对非侵袭性的检测方法来监测

CYP E1 的诱导水平.

       患有肝脏疾病时 磷脂酰乙醇胺转甲基酶的活性

是受到抑制的 但缺乏的卵磷脂可通过给予多烯卵磷脂

(polyenylphosphatidylcholine PPC)得到补充. 实验证实[35]

PPC 可阻止 CYP E1 的诱导生成和纤维化. 酒精中毒

和丙型肝炎通常是共存的 这可导致加速的肝纤维化

肝硬化和肝细胞癌. PPC 作为一种适宜的抗纤维化的药

物正被应用于临床以验证其疗效.

2.5 肝细胞癌  一些研究发现某些物质经 P4502E1 转

化为致癌的代谢物而导致组织癌变 对 P4502E1 的诱

导或抑制可以影响致癌作用 如苯巴比妥通过诱导

P4502E1而促进黄曲霉素的致癌作用. 亚硝胺类化合物

这类物质需经体内细胞色素 p450 2E1(CYP E1)等酶

代谢活化后方具致癌潜能. Tsutsumi et al [36]在一组大鼠

饮用水中加入一定量的乙醇使其CYP E1水平高于对

照组 再加入最低致癌剂量的 N - 亚硝基二甲苯

(NDMA) 60 wk 后乙醇处理组肝组织病理检查发现癌

前病变 对照组则未出现 表明乙醇诱导的 CYP

E1 加速 NDMA 的致癌作用. 近来有关 CYP E1 的基因

多态性与个体癌症的易感性的研究越来越受到关注

已有相关报道认为胃癌 鼻咽癌的易感性与 CYP E1

的多态性有关[7]. 但有关肝癌与CYP E1的多态性的研

究未见相关报道.

       肝脏是体内物质最主要的进行解毒 转化代谢的

器官 CYP E1 主要在肝脏表达 参与许多内原性及

外原性化合物的代谢 鉴定出更多的 CYP E1 作用底

物 阐明其个体种族差异的机制 进一步寻找基因多态

性位点以及影响其表达及活性的因素 对于解释某些

肝脏疾病的发生 发展以及对于疾病的治疗预防都有

重要的意义.
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摘要

生物芯片技术是近年发展起来的极具时代特征的新型检测

分析技术. 他的出现实现了对生物样品高效 快速和高通

量的微量检测 使全面 综合分析某些生命现象成为可能

从而为生命科学 医学 化学 新药开发 食品与环境监

督等众多领域提供了强有力的技术支持.
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0   引言

人类基因组计划(human genome project HGP)的成功和

蛋白质组计划(human proteome project HPP)的启动

获得了数量巨大的基因和蛋白质信息. 对庞大的基因组

和蛋白质组信息进行处理和研究 必需设计和利用更

为高效的软件和硬件技术 建立新型 高效 快速

的检测分析技术. 同时 随着生命科学与众多相关学科

如物理学 微电子学 计算机科学 材料科学 微

加工技术 有机合成技术等的迅猛发展和综合交叉

为生物芯片(biochip)的实现提供了实践上的可能性.

         所谓生物芯片技术就是通过微加工工艺将大量生物

识别分子如核酸片段 多肽分子 甚至组织切片 细

胞等按照预先设置的排列方式固定在厘米见方的芯片

片基(基质或载体)上 利用生物分子之间的特异性亲

和反应 实现对基因 配体 抗原等生物活性物质的检

测分析. 由于生物芯片采用了微电子学的并行处理和高

密度集成的概念 因此可同时并行分析成千上万种生

物分子 具有高通量 高灵敏度和并行检测的特点.

1   生物芯片技术的分类

传统杂交分析技术以硝酸纤维素膜或尼龙膜为载体

杂交反应后经放射自显影进行检测. 由于硝酸纤维素膜

或尼龙膜等材料有渗透作用 易使被分析的材料扩散

因此生物芯片分析利用固相表面作为载体. 固相表面无

渗透作用 少量的生化物质可准确地沉淀到特定位置

上; 同时固相片基能够提供一个均匀的接触面 可以提

高定量分析的质量.

        制作生物芯片的载体材料很多 大致可分为四类:

无机材料 天然有机聚合物 人工合成的有机高分子聚

合物和各种高分子聚合物制成的膜. 目前 适用于制

作生物芯片的载体材料只有少数几种 如玻璃片 金属

片 各种有机高分子制作的薄膜等. 生物芯片按载体可

分为: 硅晶片芯片 玻璃芯片 塑料芯片和磁珠芯片

等.  根据芯片上固定的探针不同 他又可分为: 基因芯

片 蛋白质芯片 组织芯片和细胞芯片等. 另外 根据

原理不同 生物芯片可分为: 元件型微阵列芯片 通道

型微阵列芯片和生物传感芯片等新型生物芯片.

2   基因芯片

基因芯片(gene chip) 也叫 DNA 芯片 DNA 微阵列

(DNA microarray) 寡核苷酸阵列(oligonucleotide

array) 其实质是在玻片 硅片 薄膜等载体上有序

地 高密度地固定大量的靶基因片段或寡核苷酸片

段 这些被固定的分子探针在基质上就形成了高密度

DNA 微阵列. 样品核酸分子经过标记后 与固定在载

体上的 DNA 阵列中的点进行杂交.  通过检测杂交信号

而获得样品分子的数量和序列信息 从而对基因序列

及功能进行大规模 高密度地研究. 由于基因芯片采

用了信息的集约化和平行处理原理 具有无可比拟的

高效 快速和多参数的特点 是传统生物技术的一次

重大创新和突破.

       基因芯片技术的高通量 高精度 高效率在差异

表达基因的筛选中得到了广泛的应用 他所揭示的基

因表达谱可以提供相当丰富的信息 能发现传统临床

医学所不能诊断的疾病类型和在疾病发生 发展中特

殊表达的基因 有助于寻找新的诊断方法和治疗手段.

应用cDNA微阵列技术发现了一些在食管癌中差异表达

的基因[1-3] 研究这些基因在食管癌发生 发展中的

作用 对于阐明肿瘤发生 发展的机制 寻找肿瘤

标志物 设计新的抗肿瘤药物和有针对性地进行个体

治疗都有至关重要的意义. 刘业海 et al [4]应用 cDNA 微

阵列技术比较分析了喉癌配对组织的基因表达谱 结

果表明: 在正常组织和喉癌组织中 基因表达相差 3 倍

以上者为 35 个 其中在喉癌组织中表达上调的基因为

8 个 下调基因为 27 个; 相差 5 倍以上的基因有 7 个

这7个基因均在喉癌组织中表达下调. Affymetrix公司把

p53 基因全长序列和已知突变的探针集成在芯片上

制成 p53 基因芯片 将在癌症早期诊断中发挥作用.
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Heller et al [5]构建了 96 个基因的 cDNA 微阵列 研究

了类风湿关节炎 肠炎基因的特征性表达活性 确定了

许多基因与这两种病变的关系 为探讨基因芯片在诊

断感染性疾病方面提供了新的思路. 华盛顿大学利用含

5 766 个基因的芯片研究了卵巢癌基因表达谱的变化

找出在卵巢癌组织中过度表达的 30 个由 GenBank 收录

的基因[6] .

      基因芯片在感染性疾病 遗传性疾病 重症传染

病和恶性肿瘤等疾病的临床诊断方面具有独特的优势:

一张芯片能同时对多种疾病进行检测 无需机体免疫

应答反应期 能及早诊断; 待测样品用量小; 能特异性检

测病原微生物的亚型及变异; 可在短时间内掌握大量的

疾病诊断信息. 目前 基因芯片已广泛用于发现疾病相

关基因 建立疾病诊断指标和基础生物学及医学研究领

域. 但基因芯片技术仍有其局限性 如设备价格昂贵

加上操作人员的训练及仪器的维护经费 是一个沉重

的负担; 如果没有一个合理正确的分析逻辑 从实验后

数据分析中的得到的结果很有可能造成严重的错误

误导实验人员. 因此 微阵列系统的整合是一件非常重

要的相当复杂的工作. 通过适当的分工 将生物学家

软件工程人员和机械工程人员的专长整合 才能够完

成高标准的微阵列系统.

3   蛋白质芯片

蛋白质是一切生命活动的基础 受基因表达的调控

因而以检测样品中mRNA丰度为基础的cDNA芯片是当

今研究中倍受关注的技术手段. 但是 细胞内 mRNA 的

信息远不能反映基因产物的最终功能形式 - 蛋白质的

表达状况 mRNA 的丰度与其最终表达产物 - 蛋白质

的丰度之间并没有直接的关联; 更何况许多蛋白质还有

翻译后修饰加工 结构变化 蛋白质与蛋白质间 蛋白

质与其他生物大分子的相互作用等 因此以微阵列技

术对生物样品行整体蛋白质表达分析的蛋白质芯片

(protein chip)在后基因组时代越来越受重视.

        蛋白芯片 也称肽芯片(peptide chip) 是根据蛋白

质 - 蛋白质相互作用而设计的高通量蛋白检测技术平

台. 其主要特点是将已知蛋白阵列固定在载体上 用来

检测相配对的未知蛋白. 固定在载体上的蛋白质可以是

抗体 抗原 受体 配体 酶 底物以及蛋白结合因子

等. 这种新技术可以在一次实验中比较生物样品中成百

上千的蛋白质的相对丰度. 在实际应用中 抗体芯片研

究得最多.  此外 还有表面增强激光解吸离子化

(surface-enhanced laser desorption/ionization SELDI)蛋

白质质谱芯片 组织芯片(tissue chip)和细胞芯片(cell

microarray)等.

3.1 抗体芯片  抗体芯片(antibody microarray) 是将能

识别特异抗原的抗体制成微阵列 检测生物样品中抗

原蛋白表达模式的方法. Clontech 公司推出的第一代抗

体芯片 Ab Microarray 380 包含了固定在芯片片基上的

378 种已知蛋白质的单克隆抗体 可以在一次简单实

验中同时检测样品中的 378 种蛋白质的表达情况 并

且可以在一张芯片上对两种样品的表达模式进行比较

分析. 这使得抗体芯片在毒性实验 疾病研究和药物开

发上有广泛的应用前景. Ab Microarray 380 芯片上每个

抗体都是并列双点以增加结果的可靠性 抗体针对广

泛的胞内蛋白和膜结合蛋白 已知参与信号传导 癌

症 细胞周期调控 细胞结构 凋亡和神经生物学等广

泛的生物功能 因而可以用于检测某一特定的生理或病

理过程相关蛋白的表达模式; 同时 还可以作为 DNA芯

片的补充 用于研究蛋白和基因表达之间的关系.

3.2 表面增强激光解吸离子化蛋白质质谱芯片  SELDI

蛋白质质谱芯片技术是 Taylor 医学院的Hutchens 和 Yip 发

展起来的[7-9] . 这种技术是利用经过特殊处理的固相支持物

或芯片的层析表面 根据蛋白质物理 化学性质的不同

选择性地从待测生物样品中捕获配体 将其结合在芯片

的固相层析表面上 经原位清洗和浓缩后 结合TOF-MS

技术 对结合的多肽或蛋白质进行质谱分析[7-10] .

        美国Ciphergen Biosystems公司购买了SELDI技术的生产

专利 在此基础上推出一种称为 Ciphergen s proteinchip

biomarker system 的技术平台 将蛋白质组学研究技术

整合在类似 芯片 的装置上进行. 他的核心技术就是

SELDI质谱和飞行时间检测技术的相互整合[7]. 通过把蛋

白质结合在芯片上直接进行 TOF-MS 分析 去除了分

析前复杂的样品制备过程. 不经严格纯化 直接用患者

的血液 尿液 脑脊液 胸腔积液等体液以及细胞裂解

液进行分析. 同时 还可以定量和定性分析结合的靶蛋

白[7, 11-13]. 他的操作具有相对简单 高效 快速和准确

等特点 一经出台就受到临床研究工作者的高度青

睐 同时预示着有可能最先进入临床蛋白质组检测的

应用前景[7] .

      Petricoin et al [14]利用 Ciphergen 公司的专利技术

SELDI 蛋白质芯片 - 飞行时间质谱仪对已知诊断的卵

巢癌样品进行研究 以确定一个合适的分辨标准-蛋白

质表达谱型.  他们发现在质 / 荷比为 534 989 2 111

2 251 和 2 465 Da 处的 5 个峰的同时变化对卵巢癌的诊

断具有意义. 其中Mr 2 251 Da的蛋白质峰在肿瘤患者血

清中的表达水平低于正常人. 他们利用这种特殊的血清

蛋白质谱型对来自无癌 早期 晚期卵巢癌和良性疾病

的妇女血清样品进行了盲法分析. 结果表明 50 例卵

巢癌的样品被全部准确检出为肿瘤 其中包括 18 例

期患者; 对照组 66 例非恶性肿瘤人群中有 63 例被确定

为非恶性肿瘤. 这种方法的灵敏度为 100% 特异性为

95% 阳性预测值为 94%.  Jr et al [15]利用 SELDI 技术

鉴定了已知的 4 种前列腺相关的生物标志物: 前列腺特

异性抗原(PSA) 前列腺酸性磷酸酶(pros ta te  ac id

phosphotase PAP) 前列腺特异性肽(prostate specific

peptide PSP)和前列腺特异性膜抗原(prostate specific

membrane antigen PSMA) 并从 LCM 获得的前列腺癌



张立勇, 等. 生物芯片技术                                                                957

细胞裂解物和正常前列腺细胞裂解物中发现了一些在前

列腺中表达上调的蛋白质 其分子量分别为33 kD 18 kD

和 3. 5 kD 这些蛋白质很可能发展成为新的肿瘤标志

物. Qu et al [16]利用生物信息学算法从前列腺癌患者血清

得到的SELDI图谱中得出了两种分类法(classifier). 其中

AdaBoost classifier 可以将前列腺癌患者和健康人分开

其特异性和敏感性均为 100%. Adam et al [17]利用生物信

息学方法从 SELDI 血清图谱中找到了 9 个差异蛋白组

成的特征性图谱 可以将前列腺癌患者 前列腺良性增

生和健康人分开. 其敏感性为 83% 特异性为 97%

实验组人群和总体人群的阳性预测值分别为 96% 和

91%. 赵晓航 et al [18] 利用 SELDI 质谱芯片技术从食管鳞

状细胞癌患者血清中发现了十种候选的肿瘤标志物.

近年来 高校蛋白质组学研究院与多家临床医院密切

合作 从 30 例患者和相应数量的健康人血清样品中成

功筛选出 15 个候选的肺癌标志分子 其中 5 个具有很

高的灵敏性和特异性. 这 5 个候选的肺癌标志分子中有

2 个在非小细胞肺癌患者的血清中表达上调 3 个表达

下调[19]. 这些候选标志分子的发现为分子诊断技术的发

展提供了关键性的基础 一旦实现临床应用 将大大改

变我国目前对肺癌临床检测的手段 改变待病灶形成

后才能检测出来的状况.

      目前 利用 Ciphergen Biosystems 公司的 SELDI-

TOF-MS 技术平台已发现了前列腺癌 老年痴呆症

急性肾衰竭 乳腺癌 肾结石 膀胱癌和尿道感染等疾

病的生物标志物的候选物 有望成为早期诊断的标志

物 用于大规模的临床筛查[7, 11, 15].

3.3 组织芯片  组织芯片 也称组织微阵列(tissue mi-

croarrays TMAs) 是美国 NIH 的 Kononen et al [20]于

1998年发明的. 他是一种将成百上千个组织标本排列在

同一张玻璃片上的技术 可以通过一张组织切片研究

数百对组织标本的 RNA DNA 或某种蛋白质的表达情

况. 以往在人们对肿瘤发生 发展机制的大量研究中曾

先后发现了许多与肿瘤发展进程或预后相关的 标志

物 但是要想验证他们通常十分困难. 而组织微阵列

技术可以在一张玻璃切片上同时分析大量的组织标本

正好解决了这个难题 使某些研究结果最终有可能用于

指导临床诊断和治疗.  TMAs 在肿瘤研究领域中的应用

已有大量报道[21-26].

          TMAs是一种大规模群体水平的研究工具. 虽然由于

取材微小可能使某一个点与供体组织不完全一致 但

大规模的统计分析将明显消除单个数据的差异对最终

结果的影响.  有学者用 TMAs 和正规的组织切片进行了

对比研究 结果显示两种方法的一致性大于 95 [27]. 由

于所有的组织都可以被放置在 TMAs 中 因而他不仅

仅在肿瘤研究领域 在其他方面如炎症性疾病 心血管

和神经系统疾病 一些动物模型的组织标本 以及细胞

系的研究中都将体现出他的实用价值.  目前 这种技

术还有许多问题有待于解决 但已显示出重要的科研

和应用价值 也存在很大的经济价值. 近 2 a TMAs 得

到了迅速发展 相信在不久的将来他将在分子病理学

研究领域发挥更大的作用.

3.4 细胞芯片  细胞芯片 也称仿生芯片 是将单个

细胞与一个电子集成电路芯片经特殊方法结合起来的

微型装置. 其原理是当细胞面临一定的电压时 细胞膜

微孔就会张开 具有渗透性. 通过计算机控制微型装置

中的芯片就可以控制细胞的活动. 这样在根本不影响周

围细胞的情况下 可以对目标基因或细胞进行基因导

入 蛋白质提取等研究. 生物医学专家认为 最终开发

出的细胞芯片能够精确调节电压 这样就可以激活不

同的人体组织细胞 包括从肌肉 骨骼到人脑细胞; 如

果把他们植入人体 就可以取代或修补人体病变细胞

组织.  此外 细胞芯片还可用于研究细胞分泌和胞间

通讯及细胞分类 纯化等.

        最近出现了一种细胞微阵列芯片[28] 他是将不同的

质粒 DNA 点在玻璃片上做成质粒 DNA 芯片 接着在

脂质转染试剂处理好的芯片上培养细胞 被转染的细

胞因此获得了外源 DNA 赋予的新性状 因此也称为反

向转染(reverse transfection). 这种技术不但可以用于

cDNA 融合肽或 RNA 分子的分析 而且还可以用于

研究一些细胞因子 化学抑制剂或放射性标记对基因

表达的影响.

4   芯片实验室

芯片实验室(Lab-on-a-Chip)是生物芯片研究领域的一

个热点[11]. 他是利用微机电加工技术与生物技术 将采

样 稀释 加试剂 反应 分离 检测等化学分

析的全过程集成于一体 缩小构成芯片上的实验室系

统[29-31]. 他是一个多学科交叉的新领域 他的最终目标

是对分析的全过程实现全集成 从而极大地缩短检测

分析时间 节省实验材料.

       目前美国的 Nanogen 公司 Affymetrix 公司 宾西

法尼亚大学医学院和密歇根大学的科学家通过利用在

芯片上制作出的加热器 阀门 泵 微量分析器 电化

学检测器或光电子学检测器等 将样品制备 化学反应

和检测3部分作了部分集成. Gene Logic公司设计制造的

生物芯片可以从待检样品中分离出 DNA 或 RNA 并对

其进行荧光标记. 当样品流过固定于栅栏状微通道内的

探针时 即可捕获与之互补的靶核酸序列. 然后应用自

己开发的检测设备实现对杂交结果的检测分析. 这种芯

片上的寡核苷酸探针具有较大的黏附面积 可以灵敏

地检测到稀有基因的变化. 同时 由于该芯片设计的微

通道具有浓缩和富集作用 所以可以加速杂交反应 缩

短测试时间 降低测试成本. 1998-06 Nanogen 公司

首次报道用芯片实验室所实现的从样品制备到反应结

果显示的全部分析过程. 这个实验室的成功是生物芯片

研究领域的一大突破 他向人们展示了用生物芯片制

作芯片实验室的可能.



        芯片实验室是缩小了的生化分析器 他将样品制

备 生化反应到检测分析的整个过程集成在芯片上

解决了基因 / 蛋白质芯片技术中存在的一些问题 如

对实验室规模 仪器设备要求较高 依赖性较强; 芯片

之间的重复性较差; 样品制备和标记操作的一体化性能

欠佳等[32-34]. 芯片实验室的发展前景广阔 但现有芯片

实验室的研究水平比理论上所要达到的水平还相差很

多 这是因为: (1)微量样品与检测准确度的矛盾; (2)芯片

的小尺寸与检测器等的连接等.  但他的出现必将会给生

命科学 医学 化学 新药开发 农作物育种和改良

司法鉴定 食品与环境监督等众多领域提供强有力的技

术支持 从而带来检测分析领域的一场革命.

5     参考文献
1 Lu J, Liu Z, Xiong M, Wang Q, Wang X, Yang G, Zhao L, Qiu Z,

Zhou C, Wu M. Gene expression profile changes in initiation
and progression of squamous cell carcinoma of esophagus. Int
J Cancer  2001;91:288-294

2 Zhou J, Zhao LQ, Xiong MM, Wang XQ, Yang GR, Qiu ZL, Wu M,
Liu ZH. Gene expression profiles at different stages of human esoph-
ageal squamous cell carcinoma. World J Gastroenterol  2003;9:9-15

3 Su H, Hu N, Shih J, Hu Y, Wang QH, Chuang EY, Roth MJ,
Wang C, Goldstein AM, Ding T, Dawsey SM, Giffen C,
Emmert-Buck MR, Taylor PR. Gene expression analysis of
esophageal squamous cell carcinoma reveals consistent mo-
lecular profiles related to a family history of upper gastrointes-
tinal cancer. Cancer Res  2003;63:3872–3876

4 刘业海, 唐平章, 徐震纲, 祁永发, 丁芳, 张立勇, 王海涛, 刘芝华.
EMP-1 基因在喉癌中的表达差异分析. 中国医学科学院学报
2003;25:49-51

5 Heller RA, Schena M, Chai A, Shalon D, Bedilion T, Gilmore J,
Woolley DE, Davis RW. Discovery and analysis of inflamma-
tory disease-related genes using cDNA microarray. Proc Natl
Acad Sci USA  1997;94:2150-2155

6 Wang K, Gan L, Jeffery E, Gayle M, Gown AM, Skelly M,
Nelson PS, Ng WV, Schummer M, Hood L, Mulligan J. Moni-
toring gene expression profile changes in ovarian carcinomas
using cDNA microarray. Gene  1999;229:101-108

7 张立勇, 赵晓航, 吴旻. 表面增强激光解吸电离质谱芯片在蛋白
质组学研究中的应用. 生命的化学  2002;22:478-480

8 Ching J, Voivodov KI, Hutchens TW. Surface chemistries en-
abling photoinduced uncoupling/desorption of covalently
tethered biomolecules. J Org Chem  1996;61:3582-3583

9 Issaq HJ, Veenstra TD, Conrads TP, Felschow D. The SELDI-
TOF MS approach to proteomics: protein profiling and biomarker
identification. Biochem Biophys Res Commun  2002;292:587-592

10 Merchant M, Weinberger SR. Recent advancements in surface-
enhanced laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry. Electrophoresis  2000;21:1164-1177

11 Weinberger S R, Morris TS, Pawlak M. Recent trends in protein
biochip technology. Pharmacogenomics  2000;1:395-416

12 von Eggeling F, Davies H, Lomas L, Fiedler W, Junker K,
Claussen U, Ernst G. Tissue-specific microdissection coupled
with ProteinChip array technologies: applications in cancer
research. BioTechniques  2000;29:1066-1070

13 May M, Heebner G. Laboratory technology trends: the power
of proteomics. Science  2001;292:317-335

14 Petricoin EF, Ardekani AM, Hitt BA, Levine PJ, Fusaro VA,
Steinberg SM, Mills GB, Simone C, Fishman DA, Kohn EC,
Liotta LA. Use of proteomic patterns in serum to identify
ovarian cancer. Lancet  2002;359:572-577

15 Jr GW, Cazares LH, Leung SM, Nasim S, Adam BL, Yip TT,
Schellhammer PF, Gong L, Vlahou A. Proteinchip® surface-
enhanced laser desorption/ionization (SELDI) mass
spectrometry: a novel protein biochip technology for detec-

tion of prostate biomarhers in complex protein mixtures. Pros-
tate Cancer Prostatic Dis  1999;2:264-276

16 Qu Y, Adam BL, Yasui Y, Ward MD, Cazares LH, Schellhammer
PF, Feng Z, Semmes OJ, Wright GL Jr. Boosted decision tree
analysis of surface-enhanced laser desorption/ionization mass
spectral serum profiles discriminates prostate cancer from
noncancer patients. Clini Chem 2002;48:1835-1843

17 Adam BL, Qu Y, Davis JW, Ward MD, Clements MA, Cazares
LH, Semmes OJ, Schellhammer PF, Yasui Y, Feng Z, Wright GL
Jr. Serum protein fingerprinting coupled with a pattern-matching
algorithm distinguishes prostate cancer from benign prostate
hyperplasia and healthy men. Cancer Res  2002; 62:3609-3614

18 Zhao XH, Mao YS, Zhang LY, Liu Y, Wang HX, Yip TT, Ying
WT, Qian XH, Liu F, Wang XQ, Ni XG, Xu Y, Zhang DC, Wu
M. Discovery of esophageal cancer protein biomarkers from
sera. AACR Program/Proceedings Supplement  2002:79

19 Xiao XY, Tang Y, Wei XP, He DC. A preliminary analysis of
non-small cell lung cancer biomarkers in serum. Biomed
Environ Sci  2003;16:140-148

20 Kononen J, Bubendorf L, Kallioniemi A, Barlund M, Schraml
P, Leighton S, Torhorst J, Mihatsch MJ, Sauter G, Kallioniemi
OP. Tissue microarrays for high-throughput molecular pro-
filing of tumor specimens. Nat Med  1998;4:844-847

21 Schraml P, Kononen J, Bubendorf L, Moch H, Bissig H, Nocito
A, Mihatsch MJ, Kallioniemi OP, Sauter G. Tissue microarrays
for gene amplification surveys in many different tumor types.
Clin Cancer Res  1999;5:1966-1975

22 Bubendorf L, Kolmer M, Kononen J, Koivisto P, Mousses S,
Chen Y, Mahlamaki E, Schraml P, Moch H, Willi N, Elkahloun
AG, Pretlow TG, Gasser TC, Mihatsch MJ, Sauter G, Kallioniemi
OP. Hormone therapy failure in human prostate cancer: analy-
sis by complementary DNA and tissue microarrays. J Natl
Cancer Inst  1999;91:1758-1764

23 Moch H, Schraml P, Bubendorf L, Mirlacher M, Kononen J,
Gasser T, Mihatsch MJ, Kallioniemi OP, Sauter G. High-
throughput tissue microarray analysis to evaluate genes un-
covered by cDNA microarray screening in renal cell carcinoma.
Am J Pathol  1999;154:981-986

24 Barlund M, Forozan F, Kononen J, Bubendorf L, Chen Y,
Bittner ML, Torhorst J, Haas P, Bucher C, Sauter G,
Kallioniemi OP, Kallioniemi A. Detecting activation of ribo-
somal protein S6 kinase by complementary DNA and tissue
microarray analysis. J Natl Cancer Inst  2000;92:1252-1259

25 Mucci NR, Akdas G, Manely S, Rubin MA. Neurodocrine ex-
pression in metastatic heterogeneous protein expression. Hu-
man Pathol  2000;31:406-414

26 Nocito A, Bubendorf L, Maria Tinner E, Suess K, Wagner U,
Forster T, Kononen J, Fijan A, Bruderer J, Schmid U, Ackermann
D, Maurer R, Alund G, Knonagel H, Rist M, Anabitarte M, Hering
F, Hardmeier T, Schoenenberger AJ, Flury R, Jager P, Luc Fehr J,
Schraml P, Moch H, Mihatsch MJ, Gasser T, Sauter G. Microarray
of bladder cancer tissue are highly representative of proliferation
index and histological grade. J Pathol  2001;194:349-357

27 Camp RL, Charette LA, Rimm DL. Validation of tissue
microarray technology in breast carcinoma. Lab Invest  2000;
80: 1943-1949

28 郭志儒. 一种新型的生物芯片-活细胞芯片. 中国兽医学报  2002;
22:21

29 王琪, 方向东, 王小宁, 戚正武. 缩微芯片实验室. 生命的化学
2000;20:87-89

30 Jackson DJ, Naber JF, Roussel TJ Jr, Crain MM, Walsh KM,
Keynton RS, Baldwin RP. Portable high-voltage power sup-
ply and electrochemical detection circuits for microchip cap-
illary electrophoresis. Anal Chem  2003;75:3311-3317

31 Huikko K, Kostiainen R, Kotiaho T. Introduction to micro-
analytical systems: bioanalytical and pharmaceutical
applications. Eur J Pharm Sci  2003;20:149-171

32 Weigl BH, Bardell RL, Cabrera CR. Lab-on-a-chip for drug
development. Adv Drug Deliv Rev  2003;55:349-377

33 Gambari R, Borgatti M, Altomare L, Manaresi N, Medoro G,
Romani A, Tartagni M, Guerrieri R. Applications to cancer
research of “lab-on-a-chip” devices based on dielectrophoresis
(DEP). Technol Cancer Res Treat  2003;2:31-40

34 Jain KK. Lab-on-a-chip and microarrays: discovery and
development. Pharmacogenomics  2003;4:123-125

958                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 4 月 15 日  第 12 卷  第 4 期



World Chin J Digestol  2004 April;12(4):959-961
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

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

• 文献综述 •

RNA干扰技术与消化系肿瘤的基因治疗

陆   嵘, 房静远

陆嵘, 房静远, 上海第二医科大学附属仁济医院  上海市消化疾病研究
所  上海市 200001
项目负责人: 房静远, 200001, 上海市山东中路 145 号, 上海第二医科大学
附属仁济医院消化疾病研究所.  jingyuanfang@yahoo.com
电话: 021-62360930
收稿日期: 2003-10-30    接受日期: 2003-12-08

摘要

将靶基因序列同源的双链 RNA(double- stranded RNA

dsRNA)导入细胞可以抑制某些基因的表达 即 RNA干扰

(RNA interference RNAi).  RNAi是机体中普遍存在的机制

起到负责基因的表达和调控的作用. 由于RNAi能够高效特异

地抑制基因表达 RNAi技术在研究基因功能 遗传规律 信

号转导机制等多个领域迅速展开. 作为一项崭新的技术

RNAi在肿瘤的基因治疗方面具有非常广阔的前景. 本文就近

年来RNAi技术在消化系肿瘤的基因治疗中的运用作一综述
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0   引言

RNAi 现象最早在 1998 年由 Fire et al [1]首次发现并命

名 是通过导入特异序列的 dsRNA 引起基因沉默方法.

由于 RNAi 抑制基因表达具有特异性和高效性 同时

伴随近年来合成 dsRNA 技术上的改进 RNAi 已成为

研究基因功能 肿瘤基因治疗 病毒感染基因治疗的

新方法. 目前已发现通过 RNAi 抑制 K-ras Bcl-2

CDK-2 PLK-1 p53 等肿瘤相关基因 能够使胰腺

癌 肝癌等多种消化系肿瘤细胞增生速度减慢 恶性

程度降低 凋亡加快[2-3]. 目前有关 RNAi 的研究已经成

为分子生物学的热点.  预测 RNAi 将是未来 10 a 间最有

可能产生重大成果的领域之一 并被美国 Science

杂志评选为 2002 年度世界十大科学成就之首.

1   RNAi 的作用机制

RNAi 属于转录后基因沉默机制(post transcriptional gene

silencing PTGS) 其本质是小分子干扰 RNA(small

interferring RNA siRNA)高效 特异地阻断体内同源

基因表达 致使 mRNA 降解和基因表达受抑. 研究表

明 RNAi 广泛存在于各种生物体 植物 真菌 锥

虫 果蝇和哺乳动物中都发现了 RNAi 现象[4]. 自然界

中 RNAi 可能是动植物体内的一种保护机制 主要

作用在于防御病毒感染 维持基因组中转座子的稳

定 参与胚胎发育等[5]. RNAi 的具体机制和过程尚未十

分清楚 可能的作用机制是 外源导入或者由转基因

病毒感染等各种方式引入的dsRNA 在Dicer酶(特异识

别 dsRNA 的 RNaseIII 家族中的一员)的作用下 以一种

ATP 依赖的方式逐步切割 RNA 降解成 21-23 个核苷

酸的 siRNA. siRNA 双链同其他一些蛋白和酶结合成

RNA 诱导沉默复合物(RNA-induced silencing complex

RISC). 随后在 siRNA 的引导下 RISC 识别与反义链互

补的 mRNA 在结合部位切割 mRNA mRNA 与小片段

的正义链置换 切割后断裂的mRNA随之降解 从而使

该基因的表达受抑 而 RISC 复合物又可以参加下一个

RNAi作用循环[6]. 目前已发现多种基因参与RNAi的作用

过程 例如 rde-1和 rde-4基因被认为参与了 RNAi 的启

动步骤 而 rde-1 家族中的一个成员是翻译起始因子

rde-2 和 mut-7 基因是 PTGS 效应阶段的重要基因[7].

        近来的研究还表明RNAi可能还牵涉到其他更加复

杂的机制 如 RNAi 可以通过基因组区域的重新甲基化

而抑制基因表达[8-9].  Wassenegger et al [8]发现外源的dsRNA

可以导致基因组上的DNA序列甲基化. 如果甲基化出现

在编码区 则转录照常进行 但基因表现 PTGS 如果

甲基化出现在启动子区域 则转录不能进行 从而表现

为转录水平的沉默现象(TGS). TGS 不及 PTGS 稳定 也

不具备可遗传性. 研究还发现 RNAi 与染色体重排和异

染色质形成有关 通过改变染色质的结构可以影响基

因的表达[10-11]. 此外 在线虫上还发现 内源编码的

RNAi 诱导物 如 lin-4 基因的产物 也会在转译水平

上抑制基因的表达[12].

2   RNAi 技术的运用

依据 RNAi 现象 科学家建立了 RNAi 技术 即人为

设计合成针对某特定基因序列的 dsRNA 来关闭或抑制

该基因的表达. dsRNA 的合成包括化学合成法 体外转

录法 转录载体体内转录法等. 其中 以 DNA 为模板

体内合成 siRNA 载体的成功应用 为 RNAi 的研究提

供了更为简便和实用的方法 使 RNAi 技术真正成为

了可被广泛采用的有力工具[13].

        RNAi 技术在基因功能的研究中具有许多传统方法

无法比拟的特点和优势. 首先 RNAi 具有较高的特异

性 只引起与 dsRNA 同源的 mRNA 降解. RNAi 技术中

siRNA 序列选择余地大 21-23 个核苷酸中只要改变

一个核苷酸 就可以使该 siRNA 序列不对靶向 mRNA

起作用 因此 RNAi 可用来抑制单个核苷酸突变基因
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的表达. 例如血管内皮生长因子(VEGF)在肿瘤生长过程

中具有重要作用 至少存在 5 个亚型 其功能和临床

作用各不相同. 通过抑制 VEGF 的表达可以达到治疗肿

瘤的目的 然而至今尚缺乏抑制特定VEGF亚型的有效

手段. Zhang et al [14]成功利用RNAi技术抑制了VEGF188

亚型的表达 结果使该亚型的表达下降 42.7% 而其

他亚型的表达未受影响. 其次 RNAi 抑制基因表达具有

很高的效率 仅需少量的dsRNA就能有效抑制靶基因表

达. Verma et al [15]研究发现要达到相同的抑制 β- 连环蛋

白基因的目的 反义寡核苷酸技术所需浓度为2 umol/L

而 siRNA 则仅需要 20 nmol/L. Aoki et al [16]比较了反义

RNA技术和RNAi对人癌细胞的影响 作者将正义和反

义 RNA 表达质粒转染肝癌细胞和胰腺癌细胞 以往的

观点认为如果同时转染正义和反义 RNA 反义转染的

作用可能会被正义转染消除 但是研究结果却发现同

时转染正义和反义 RNA 质粒对目的基因的抑制作用明

显高于单一的反义 RNA 转染 而单一的正义转染则不

能抑制基因表达. 作者提出通过 RNAi 来抑制靶基因的

表达 其效果优于反义 RNA 技术. 并且 RNAi 技术在转

染细胞 48 h 后即可了解抑制靶基因表达后的生物学现

象 若使用基因敲除等其他技术 往往需要较长的时间.

此外 RNAi 具有可传播性 即 siRNA 可以在 RNA 依

赖性 RNA 聚合酶的作用下进行大量扩增 并转运出细

胞 使 RNAi 扩散到整个机体并可以传代[17].

         RNAi技术正改变着功能基因组学领域的研究步伐.

由于 RNAi 能够特异 高效 经济地抑制基因表达

可以作为代替基因敲除的遗传工具 因此迅速发展的

RNAi技术已经成为一种功能强大的研究哺乳动物中选

择性抑制特异性基因表达和研究基因功能的重要方法.

此外 RNAi还为某些疾病的基因治疗提供了新途径 尤

其是针对某个基因表达异常增高引起的疾病 如病毒

感染 肿瘤等[18]. RNAi有望治疗艾滋病和丙型肝炎等病

毒感染性疾病 并降低某些病毒相关性肿瘤的发生率

如宫颈癌 肝癌等[19-22]. Wilson et al [23]设计针对 HCV 基

因组的 siRNA 以电穿孔方式导入人肝癌细胞(Huh-7)

病毒特异蛋白的表达水平可降低 90 从而有效减少

病毒复制 并且siRNA的干扰作用的持续时间超过3 wk.

动物体内实验也发现 siRNA 能保护小鼠抵御 HCV 病毒

的感染[24].

3   RNAi 与消化系肿瘤

肿瘤的形成是一个多步骤的过程 其中原癌基因的异

常激活和过度表达是重要因素之一. 通过 RNAi 技术抑

制肿瘤细胞中这些过度表达的基因 将有利于肿瘤的

治疗. 例如在人类常见的肿瘤中约 30 存在活化的 ras

癌基因 胰腺癌中更是高达 85 . Brummelkamp et al [2]

建立了 K-ras 的 siRNA 表达系统 并转染人胰腺癌细

胞系 CAPAN-1 发现能够显著降低 K-ras 的 mRNA 表

达水平 并可明显抑制细胞克隆的生长以及阻止裸鼠

肿瘤的形成.

        β-连环蛋白和APC基因是WNT信号传导途径的关

键成分. 这些基因的突变可引起 β- 连环蛋白表达水平

增加 导致细胞过度增生 促进结肠息肉和结肠癌的发

展. 有学者[15]构建了β-连环蛋白基因的siRNA并转染结

肠癌细胞系SW480和HCT116 这2种细胞分别存在APC

和 β- 连环蛋白基因突变 因此 β- 连环蛋白水平升高.

结果发现转染 siRNA 后能显著降低 β- 连环蛋白基因的

表达 并抑制癌细胞的增生. siRNA 可以针对 β- 连环

蛋白基因的多个靶区域 使得蛋白表达量降低90 反

义寡核苷酸技术虽然也能用于抑制β-连环蛋白基因的

表达 但其抑制效果明显低于 RNAi. 作者进一步用转

染 β- 连环蛋白基因 siRNA 的 HCT116 细胞注射裸鼠

4/8 存活超过 70 d 而对照组则全部死亡.

       端粒酶的活化使细胞具有无限增生的能力 是恶

性肿瘤的普遍现象. 正常细胞不表达端粒酶 而大多数

肿瘤细胞中有端粒酶的表达[25]. Kosciolek et al [26]构建了

端粒酶逆转录酶(hTERT)和端粒酶 RNA(hTR)的同源序

列 dsRNA 并转染各种肿瘤细胞系 结果发现这 2 种

dsRNA 都能使肿瘤细胞内的端粒酶活性有所降低 并

且 RNAi 对端粒酶表达的抑制作用具有浓度和时间的双

重依赖性. 作者认为端粒酶可作为肿瘤分子治疗的靶基

因 通过siRNA抑制端粒酶活性是非常具有潜力的方法.

         肿瘤细胞接触某种治疗药物后可获得对其他非相关

药物的广泛耐药性 这种现象称为多药耐药(multidrug

resistance MDR). MDR 是肿瘤化疗的主要障碍之一

而 MDR1 基因的过度表达及基因产物 P 糖蛋白增加是

MDR 的重要原因. Nieth et al [27]通过 RNAi 技术 设计

了特异的 siRNA 处理胰腺癌和胃癌细胞来抑制 MDR1的

表达. 结果发现这2种细胞的MDR1的mRNA和蛋白表达

量可降低 90 以上. 细胞对柔红霉素的耐药作用分别下

降了89%和58%. 结论提示RNAi技术可作为一种特殊的

方法运用于肿瘤患者 提高肿瘤细胞对药物的敏感性.

        目前认为正确维持甲基化状态是生长发育过程中所

必需的 而肿瘤发生过程中普遍存在甲基化失衡的情

况[28]. DNA 甲基化酶(DNA methyltransferase Dnmt)活性

升高是癌细胞的一个具有特征的早期分子改变 可引

起 DNA 发生异常甲基化 基因活性改变和染色体不稳

定. Matsukura et al [29]建立了Dnmt1的siRNA的表达质粒

转染结肠癌细胞系 HCT116 结果可以使 Dnmt1 的表达

显著降低 并可引起肿瘤细胞的生长停止.

        Williams et al [30]通过 cDNA 微阵列分析发现结肠癌

细胞 HCT116 中 c-myc 和 survivin 表达明显升高 于是

分别构建 c-myc 和 survivin 的 siRNA 转染 HCT116 细胞

结果2种基因的蛋白表达量显著下降 并且细胞增生也

受到抑制. 将转染 survivin siRNA 的细胞注射裸鼠 与

对照组相比可使肿瘤直径减小为原来的 1/7. 而将转染

c-myc siRNA 细胞注射裸鼠 肿瘤直径减少 26 . 由于

这 2 个基因都与细胞增生有关 因此相对 c-myc 而言
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survivin 更有可能成为肿瘤治疗的靶基因.  作者提出

RNAi 可作为一种新型的抗癌治疗手段 并且 RNAi 结

合cDNA微阵列分析是探索过度表达的肿瘤相关基因的

有力工具.

       目前使用 RNAi 技术应用于人类疾病的预防和治疗

尚在起步之中 需要更加广泛和细致的研究. 仍有许多

问题需要解决 比如提高 R N A i 的转染效率 避免

RNAi转染后在细胞内的降解等. 但是现有的研究成果已

经使人们认识到 RNAi 对肿瘤基因研究的巨大潜力 也

为肿瘤的基因治疗带来了新的希望[31].

4     参考文献
1 Fire A, Xu S, Montgomery MK, Kostas SA, Driver SE, Mello

CC. Potent and specific genetic interference by double-stranded
RNA in Caenorhabditis elegans. Nature  1998;391:806-811

2 Brummelkamp TR, Bernards R, Agami R. Stable suppression
of tumorigenicity by virus-mediated RNA interference. Cancer
Cell  2002;2:243-247

3 McCaffrey AP, Meuse L, Pham TT, Conklin DS, Hannon GJ,
Kay MA. RNA interference in adult mice. Nature  2002;418:
38-39

4 Brantl S. Antisense-RNA regulation and RNA interference.
Biochim Biophys Acta  2002;1575:15-25

5 Agami R. RNAi and related mechanisms and their potential
use for therapy. Curr Opin Chem Biol  2002;6:829-834

6 Shi Y. Mammalian RNAi for the masses. Trends Genet  2003;
19:9-12

7 Sijen T, Plasterk RH. Transposon silencing in the Caenorhabditis
elegans germ line by natural RNAi. Nature  2003;426:310-314

8 Wassenegger M, Heimes S, Riedel L, Sanger HL. RNA-di-
rected de novo methylation of genomic sequences in plants.
Cell  1994;76:567-576

9 Mette MF, Aufsatz W, van der Winden J, Matzke MA, Matzke
AJ. Transcriptional silencing and promoter methylation trig-
gered by double-stranded RNA. EMBO J  2000;19:5194-5201

10 Mochizuki K, Fine NA, Fujisawa T, Gorovsky MA. Analysis
of a piwi-related gene implicates small RNAs in genome rear-
rangement in tetrahymena. Cell  2002;110:689-699

11 Volpe TA, Kidner C, Hall IM, Teng G, Grewal SI, Martienssen
RA. Regulation of heterochromatic silencing and histone H3
lysine-9 methylation by RNAi. Science  2002;297:1833-1837

12 Hannon GJ. RNA interference. Nature  2002;418:244-251
13 Miyagishi M, Taira K. Development and application of siRNA

expression vector. Nucleic Acids Res Suppl  2002;2:113-114
14 Zhang L, Yang N, Mohamed-Hadley A, Rubin SC, Coukos G.

Vector-based RNAi, a novel tool for isoform-specific knock-
down of VEGF and anti-angiogenesis gene therapy of cancer.
Biochem Biophys Res Commun  2003;303:1169-1178

15 Verma UN, Surabhi RM, Schmaltieg A, Becerra C, Gaynor RB.

Small interfering RNAs directed against beta-Catenin inhibit
the in vitro and in vivo growth of colon cancer cells. Clin Cancer
Res  2003;9:1291-1300

16 Aoki Y, Cioca DP, Oidaira H, Kamiya J, Kiyosawa K. RNA
interference may be more potent than antisense RNA in human
cancer cell lines. Clin Exp Pharmacol Physiol  2003;30:96-102

17 Dalmay T, Hamilton A, Rudd S, Angell S, Baulcombe DC. An
RNA-dependent RNA polymerase gene in Arabidopsis is re-
quired for posttranscriptional gene silencing mediated by a
transgene but not by a virus. Cell  2000;101:543-553

18 Lieberman J, Song E, Lee SK, Shankar P. Interfering with
disease: opportunities and roadblocks to harnessing RNA
interference. Trends Mol Med  2003;9:397-403

19 Novina CD, Murray MF, Dykxhoorn DM, Beresford PJ, Riess J,
Lee SK, Collman RG, Lieberman J, Shankar P, Sharp PA. siRNA-
directed inhibition of HIV-1 infection. Nat Med  2002; 8:681-686

20 Gitlin L, Karelsky S, Andino R. Short interfering RNA confers
intracellular antiviral immunity in human cells. Nature  2002;
418:430-434

21 Jacque JM, Triques K, Stevenson M. Modulation of HIV-1
replication  by RNA interference. Nature  2002;418:435-438

22 Milner J. RNA interference for treating cancers caused by viral
infection. Expert Opin Biol Ther  2003;3:459-467

23 Wilson JA, Jayasena S, Khvorova A, Sabatinos S, Rodrigue-
Gervais IG, Arya S, Sarangi F, Harris-Brandts M, Beaulieu S,
Richardson CD. RNA interference blocks gene expression and
RNA synthesis from hepatitis C replicons propagated in hu-
man liver cells. Proc Natl Acad Sci USA  2003;100:2783-2788

24 McCaffrey AP, Meuse L, Pham TT, Conklin DS, Hannon GJ,
Kay MA. RNA interference in adult mice. Nature  2002;418:38-39

25 Horikawa I, Cable PL, Mazur SJ, Appella E, Afshari CA,
Barrett JC. Downstream E-box-mediated regulation of the
human telomerase reverse transcriptase (hTERT) gene
transcription: evidence for an endogenous mechanism of tran-
scriptional repression. Mol Biol Cell  2002;13:2585-2597

26 Kosciolek BA, Kalantidis K, Tabler M, Rowley PT. Inhibition of
telomerase activity in human cancer cells by RNA interference.
Mol Cancer Ther  2003;2:209-216

27 Nieth C, Priebsch A, Stege A, Lage H. Modulation of the
classical multidrug resistance (MDR) phenotype by RNA in-
terference (RNAi). FEBS Lett  2003;545:144-150

28 Nephew KP, Huang TH. Epigenetic gene silencing in cancer
initiation and progression. Cancer Lett  2003;190:125-133

29 Matsukura S, Jones PA, Takai D. Establishment of condi-
tional vectors for hairpin siRNA knockdowns. Nucleic Acids
Res  2003;31:77

30 Williams NS, Gaynor RB, Scoggin S, Verma U, Gokaslan T,
Simmang C, Fleming J, Tavana D, Frenkel E, Becerra C. Iden-
tification and validation of genes involved in the pathogenesis
of colorectal cancer using cDNA microarrays and RNA
interference. Clin Cancer Res  2003;9:931-946

31 Borkhardt A. Blocking oncogenes in malignant cells by RNA
interference-new hope for a highly specific cancer treatment.
Cancer Cell  2002;2:167-168



World Chin J Digestol  2004 April;12(4):962-964
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

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

• 文献综述 •

基因功能研究新途径- RNA干扰

万志红, 王宇明

万志红, 王宇明, 中国人民解放军第三军医大学西南医院全军感染病研
究所  重庆市  400038
国家自然科学基金资助课题, No. 30300304
项目负责人: 万志红, 400038, 重庆市, 中国人民解放军第三军医大学西南
医院全军感染病研究所.  zhihong_wan@sohu.com
电话: 023-68754289    传真: 023-65337618
收稿日期: 2003-08-11    接受日期: 2003-10-18

摘要

近年来的研究表明 一些小的双链RNA可以高效特异地阻

断体内特定基因表达 促使mRNA降解 诱使细胞表现出

特定基因缺失的表型 称为 RNA 干扰(RNA interference

RNAi). 他是体内抵御外在感染的一种重要保护机制 也可以

作为一种简单有效的代替基因敲除的遗传工具. 现就RNAi

的研究进展做一综述.
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0   引言

传统基因功能的研究方法包括: 基因敲除 转基因

反义技术和显微注射等. 随着人类和鼠基因组序列分析

工作的完成 要求我们用更快捷 准确 有效的工具去

研究哺乳动物的基因功能. RNA 干扰(RNA interference

RNAi)提供了一个基因功能研究的新途径. 虽然已有证据

显示 RNAi 在小鼠早期发育中起作用 但对所有哺乳

动物是否有普遍意义还不够清楚. 现就 RNAi 的研究进

展做一综述.

          所有有机物都有限制异常或外源基因表达的保护机

制. 随着转基因技术的广泛应用 发现转入的基因可被

机体当作外源遗传物质. 以植物为例 发现转入基因可

诱导其自身沉默 并以一种称为转录后基因沉默(post

transcriptional gene silencing PTGS)或共抑制(cosuppression)

的过程同时引起同源基因的沉默[1]. 而当在线虫中转入双
链RNA后导致的同源基因沉默比正义或反义RNA更为

有效 这一现象因此引起研究者的关注. 在许多种属中
引入双链 RNA (double stranded RNA dsRNA)均可引起

强烈 特异性的基因沉默(gene silencing) 这种现象称
为 RNA 干扰 [2-4] . 这种特异性抑制靶基因的转录后表达

的现象 存在于从低等的线虫到人类培养细胞等多种
有机体 通过序列特异性引起转录后基因沉默. 如今

RNA 干扰已成为分子生物学领域最热门的研究课题之
一. 过去几年的研究表明RNA干扰在植物和动物中都会

发生 并且参与抵抗病毒感染 转座子沉默机制等过程.

RNAi 有关技术是研究转录后调控的有效工具 可用

于功能基因组学研究以及基因治疗等临床用途.

1   RNA 干扰的作用特点

RNA干扰可以从两个水平引起基因沉默: (1)转录后沉默:

特异性抑制靶基因的转录后表达. 即 RNAi 作用于信使

RNA从宿主细胞DNA模板转录后. dsRNA通过碱基互补

结合于 mRNA 的特定区域 随后通过引导相关的酶复

合物引起 mRNA 互补片段的降解 诱导相关的基因沉

默. (2)转录水平沉默: 序列特异性调节基因组功能. 其中

RNA 引导的 DNA 甲基化(RdDM)现象第 1 次在植物中发

现 尽管 RdDM 只在植物中研究较深 但越来越多的

证据表明他能在许多生物体中调节基因功能[5-6]. 与启动

子序列同源的 siRNA(short interfering RNA siRNA)

一般引起启动子甲基化 从而在转录水平干扰基因表

达; 与开放性阅读框架序列同源的 siRNA 一般抑制靶

基因的转录后表达.

       目前认为 RNAi 至少包括两步 RNA 的降解过程 第

一步为 dsRNA 降解形成特征性的与靶基因同源的 21-

23 个核苷酸的双链 RNA 第二步为这些短核苷酸序列

参与形成多亚基复合物 称为 RNA 诱导的沉默复合物

(RNA-induced silencing complex RISC) 并引导复合

物中的核酸内切酶降解特异性的 mRNA 阻止 mRNA

翻译成蛋白质. 序列特异性要求siRNA与目的基因之间

必须完全配对. 最近有学者报道从果蝇中成功分离到执

行上述第一步核酸降解过程的名为 Dicer 的酶 他是

特异性酶解 dsRNA 的 RNase 核酸酶家族成员 在进

化中高度保守[7]. 此外 siRNA 可作为一种特殊引物

在 RNA 依赖RNA 聚合酶(RdRp)作用下以靶 mRNA为模

板合成 dsRNA 后者可被降解形成新的 siRNA; 新生成

的 siRNA 又可进入上述循环 这种过程称为随机降解

性多聚酶链反应(random degradative PCR). 新生的dsRNA

反复合成和降解 不断产生新的 siRNA 使靶 mRNA

渐进性减少 从而发挥强大的诱导基因沉默现象[8-9].

        与反义核酸 核酶相比较 干扰 RNA 的作用特点

包括: (1)特异性抑制目的基因. 针对某特定的内源基因

的 dsRNA 转入动物体内或胚胎内 能特异抑制该基因

的功能 而单链正义或反义 RNA 的抑制作用较弱或缺

失. (2)广泛分布且可遗传. dsRNA 分子能够在线虫体内

被有效转运至全身各处 用经小肠微注射或者浸润喂

食线虫的方法都能得到各组织中对靶基因的抑制 在

体细胞和生殖细胞中都能检测 RNA 的表达 并且其子
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代也产生了对相应基因强烈而特异的抑制效应[10] 但

此特点仅限于低等生物 目前在哺乳动物尚未发现; (3)

RNAi 的靶序列需慎重选择. 实验证明 只有针对编码

区的 dsRNA 才能产生有效和特异性的干涉 针对内含

子区域的dsRNA序列则不能产生; 此外dsRNA的长度对

RNAi的效率有影响[11]. 选择靶序列应避免高度同源序列

之间的交叉干扰 例如对线虫的体壁肌肉肌球蛋白重链

的编码区基因进行RNAi实验 当选择其5 端高度保守

区作为靶序列进行dsRNA注射时产生致死表型 而选择

其他部分进行实验时则产生预期的瘫痪表型[12].

2   RNA 干扰的应用

2.1 研究基因功能的新工具  通过RNAi特异性抑制基因

的表达来阐明基因在生物体中的特定功能. 现存的一些

抑制哺乳细胞特定基因表达的方法的效果和重复性都

不理想 而 RNAi 由于能在极低浓度 微量(nmol 范

围)siRNA 存在情况下显示出特殊有效性 在研究哺乳

动物细胞培养物的基因功能方面有极大的应用前景. 许

多基因已被成功地从哺乳动物体细胞和胚胎细胞系中敲

除 包括常用的 HeLa HEK293 和 P19 细胞[13-15].

21 nt 的双链 RNA 已经成为敲除特定基因在哺乳动物

细胞系中表达的强大工具 对分析功能显性缺陷型也

非常有用. 将靶向特定基因的大约 21 碱基长短的双链

siRNAs (small interfering RNAs) 或者是 45-50 碱基长

短的发夹结构 RNA (small hairpin RNA shRNA)转染到

细胞. shRNA 在细胞内会自动被加工成为 siRNA 从而

引发基因沉默或者表达抑制. 现在有多个报道证实通过

质粒表达siRNAs同样可以抑制特定基因的表达. 尽管细

节各有不同 但载体大都是用 Pol III 启动子启动编码

shRNA 的序列. 选用 Pol III 启动子的原因在于这个启动

子总是在离启动子一个固定距离的位置开始转录合成

RNA 遇到 4-5 个连续的 U 即终止 非常精确. 当这

种带有PolIII 启动子和shRNA编码序列的质粒转染哺乳

动物细胞时 这种能表达 siRNA 的质粒确实能够下调

特定基因的表达 抑制范围包括外源基因和内源基因.

采用质粒表达 siRNA 的优点在于: 通过 siRNA 表达质粒

的选择标记 siRNA 载体能够更长时间地抑制目的基

因表达; 此外 由于质粒可以复制扩增 相比起化学

合成来说 能够显著降低制备 siRNA 的成本[16-17].

       目前可以实现 RNAi 在特定时期针对特定组织细胞

对目的基因功能的干扰 如dsRNA成功用于小鼠早期胚

胎特异基因的阻断 分别阻断了卵母细胞的c-mos和早

期胚胎(植入前)的 E-cadherin 及 GFP 转基因的表达[18]

为基因调控和发育研究提供了广泛使用该技术的可能.

人工导入 dsRNA 以抑制基因功能将成为在后基因组时

代进行基因功能分析的有效手段.

2.2 抗病毒治疗的新策略  对哺乳动物而言 30 bp 以

上的 dsRNA 能够诱导抗病毒干扰素反应 整体性地抑

制mRNA翻译[19-20]. 但导入短的siRNA到哺乳动物细胞中

不会激活干扰素反应 却能诱导序列特异性的 mRNA

降解[21-22]. RNAi介导的转录后沉默提供了在病毒生命周

期的多个阶段抑制病毒和细胞内基因复制的强有力的

潜在工具[23-24]. siRNA抗病毒机制与依赖于细胞及体液免

疫不同 而是依赖于 siRNA 与目标 RNA 的核苷酸碱基

配对 引导酶降解病毒的目的基因. Novina et al [25]证实

siRNA能通过HIV-1病毒受体进入人体细胞 针对HIV

受体 CD14 及次要受体 CCR5 设计的 siRNA 能降低两个

受体的表达; 针对关键基因 gap 的 siRNA 能降解 gap 基

因 最终抑制病毒基因组 RNA 聚集及 P24 蛋白产生

并能降低现症感染的病毒复制. Gitlin et al [26]也报道用脊

髓灰质炎病毒的 siRNA 预处理人和小鼠细胞能够显著

降低病毒滴度以及从感染的细胞中清除病毒. 这些最新

的实验研究表明 RNAi 确实能抑制病毒感染. 但由于

这些实验都是在体外合成 siRNA 导入细胞内 而 RNA

oligo 合成费用昂贵 及其对基因表达抑制的暂时性及

RNA的不稳定性严重制约了他的应用. 由于体外转录的

缺陷 最近 Jacque et al [27]用 T7 启动子在细胞内转录

siRNA 并报道 RNAi 能抑制人细胞株及淋巴细胞感染

HIV 结果发现 siRNA 能作用于 HIV 的多种基因阻

止病毒复制 并且进入细胞内的病毒可被 siRNA 降解.

3   存在问题及展望

siRNA 可能用于许多抗病毒作用 但仍有许多问题还

需进一步研究. 最重要的一点是siRNA并不能作用于所

有病毒的RNA序列: 某些序列可能藏于二级结构或目的

RNA的折叠区域; 某些序列可能与蛋白质形成紧密结构

从而使 siRNA 无法识别[28]. 因此最合适靶序列的选择需

要反复试验. 此外 病毒容易发生变异 一方面逃避

机体免疫识别 另一方面避免 siRNA 识别. 可以针对病

毒的保守区域或病毒的多个靶序列设计多个 siRNA. 在

使用siRNA抗病毒的过程中病毒可能产生抵抗siRNA的

蛋白 Silhavy et al [28]报道病毒产生 19 ku 的蛋白(p19)

是一基因沉默的抑制因子 体外实验发现 p19 能与 21-

25 nt 的 RNA3 末端的 2 个核苷酸结合 从而阻断

siRNA 的作用.

        siRNA 已经很有效地导入了培养细胞 但如何把他

用于动物体内 甚至患者体内还需要更进一步改进方

法. 尽管抗病毒 siRNA 方法还不够完善 但 siRNA 已显

示出比以往基因治疗更明显的优势. 目前处于研究状态

的反义核酸和核酶 虽然表现出一定程度的抗病毒活

性 但核酶不稳定 反义核酸的抑制作用较弱. RNAi和

siRNA 的发现产生了一种新的功能基因组研究策略

同时有可能研究出基于 RNAi 的基因治疗药物.

4     参考文献
1 Vaucherel H, Fagard M. Transcriptional gene silencing in plants:

targets, inducers and regulators. Trends Genet  2001;17:29-35
2 Bosher JM, Labouesse M. RNA interference:genetic wand and

genetic watchdog. Nat Cell Biol  2000;2:E31-E36



万志红, 等. 基因功能研究新途径-RNA干扰                                                  964

3 Hannon GJ. RNA interference. Nature  2002;409:363-366
4 Pickford AS, Cogoni C. RNA-mediated gene silencing. Cell

Mol Life Sci  2003;60:871-882
5 Yotsuyanagi H, Hino K, Tomita E, Toyoda J, Yasuda K, Iino

S. Precore and core promoter mutations,hepatitis B virus DNA
levels and progressive liver injury in chronic hepatitis B. J
Hepatol  2002;37:355-363

6 De Clercq E. Highlights in the development of new antiviral
agents. Mini Rev Med Chem  2002;2:163-175

7 Bernstein E, Caudy AA, Hammond SM, Hannon GJ. Role for
bidentate ribonuclease in the initiation stepl of RNA
interference. Nature  2001;409:363-366

8 Lipardi C, Wei Q, Paterson BM. RNAi as random degradative
PCR: siRNA primers convert mRNA into dsRNA that are
degraded to generate new siRNAs. Cell  2001;107:297-307

9 Hutvagner G, McLachlan J, Pasquinelli AE, Balint E, Tuschl
T, Zamore PD. Acellular function for the RNA-interference
enzyme Dicer in the maturation of the let-7 small temporal
RNA. Science  2001;293:834-838

10 Baulcombe D. RNA silencing. Diced defence. Nature  2001;
409:295-296

11 Hammond SM, Bernstein E, Beach D, Hannon GJ. An RNA-
directed nuclease mediates post-transcriptional gene silenc-
ing in Drosophils cells. Nature  2000;404:293-296

12 Elbashir SM, Lendeckel W, Tushl T. RNA interference is mediated
by 21- and 22-nucleotide RNAs. Genes Dev  2001;15:188-200

13 Harborth J, Elbashir SM, Bechert K, Tuschl T, Weber K. Iden-
tification of essential genes in cultured mammalian cells us-
ing small interfering RNAs. J Cell Sci  2001;114:4557-4565

14 Paddison PJ, Caudy AA, Hannon GJ. Stable suppression of
gene expression by RNAi in mammalian cells. Proc Natl Acad
Sci USA  2002;99:1443–1448

15 Caplen NJ. RNAi as a gene therapy approach. Expert Opin
Biol Ther  2003;3:575-586

16 Sui G, Soohoo C, Affar el B, Gay F, Shi Y, Forrester WC, Shi Y.
A DNA vector-based RNAi technology to suppress gene ex-
pression in mammalian cells. Proc Natl Acad Sci USA  2002;99:
5515-5520

17 Brummelkamp TR, Bernards R, Agami R. A system for stable
expression of short interfering RNAs in mammalian cells. Science
2002;296:550-553

18 Wiannty F, Zernicka-Goetz M. Specific interference with gene
function by double-strand RNA in early mouse development.
Nat Cell Biol  2000;2:70-75

19 Kumar M, Carmichael GG. Antisense RNA: function and fate
of duplex RNA in cells of higher eukaryotes. Microbiol Mol Biol
Rev  1998;62:1415-1434

20 Stark GR, Kerr IM, Williams BR, Silverman RH, Schreiber RD.
How cells respond to interferons. Annu Rev Biochem  1998;67:
227-264

21 Elbashir SM, Lendeckel W, Tuschl T. RNA interferences is
mediated by 21-and 22-nucleotide RNAs. Genes Dev  2001;
15:188-200

22 Elbashir SM, Martinez J, Patkaniowska A, Lendeckel W, Tuschl
T. Functional anatomy of siRNAs for mediating efficient RNAi
in Drosophila melanogaster embryolysate. EMBO J  2001;20:
6877-6888

23 Carmichael GG. Medicine: silencing viruses with RNA. Nature
2002;418:379-380

24 Bitko V, Barik S. Phenotypic silencing of cytoplasmic genes
using sequence-specific double-stranded short interfering RNA
and its application in the reverse genetics of wild type nega-
tive-strand RNA viruses. BMC Microbiol  2001;1:34

25 Novina CD, Murray MF, Dykxhoorn DM, Beresford PJ, Riess
J, Lee SK, Collman RG, Lieberman J, Shankar P, Sharp PA.
siRNA-directed inhibition of HIV-1 infection. Nat Med  2002;
8:681-686

26 Gitlin L, Karelsky S, Andino R. Short interfering RNA confers
intracellular antiviral immunity in human cells. Nature  2002;
418:430-434

27 Jacque JM, Triques K, Stevenson M. Modulation of HIV-1
replication by RNA interference. Nature  2002;418:435-438

28 Silhavy D, Molnar A, Lucioli A, Szittya G, Hornyik C, Tavazza
M, Burgyan J. A viral protein suppresses RNA silencing and
bingds silencing-generated, 21-to 25-nucleotide double-
stranded RNAs. EMBO J  2002;21:3070-3080



World Chin J Digestol  2004 April;12(4):965-968
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

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

• 文献综述 •

错配修复基因甲基化紊乱与消化系肿瘤

孙丹凤, 房静远

孙丹凤, 房静远, 上海第二医科大学附属仁济医院  上海市  200001
项目负责人: 房静远, 200001, 上海市山东中路 145 号, 上海市消化疾病研
究所.  jingyuanfang@yahoo.com
电话: 021-63200874    传真: 021-63266027
收稿日期: 2003-06-27    接受日期: 2003-08-16

摘要

肿瘤的发生过程中 表型遗传修饰对肿瘤相关基因的表达

起调控作用 主要有总基因组甲基化水平降低 癌基因的

低甲基化和抑癌基因的高甲基化及抑癌基因的低乙酰化. 其

中 DNA错配修复基因的失活与基因的甲基化紊乱密切相

关. hMLH1(human Mut L homologue 1 )和 hMSH2(human

Mut S homologue 2 )是DNA错配修复的主要控制基因 其

表达的失活与该启动子区高甲基化有关. 本文就消化系肿瘤

发生中错配修复与甲基化紊乱关系作一综述.
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0   引言

消化系统肿瘤的发生与很多因素有关 其中作为抑制

肿瘤发生的 DNA 错配修复基因的失活存在于很多肿瘤

中 主要为 hMLH1 基因. 该基因失活可产生微卫星不

稳定现象 多项研究发现其失活与启动子区高甲基化

有关. 甲基化可使基因表达下调 在真核生物中参与多

种重要生物学功能. 错配修复基因的甲基化在肿瘤发生

过程中起重要作用 经甲基化抑制剂处理后该基因可

重新表达 从而恢复对 DNA 的错配修复功能.

1   错配修复

错配修复(mismatch repair MMR) 是细胞纠正复制错误

的重要手段 常出现在增生过程中以维持基因的精确性.

hMLH1 和 hMSH 2 是主要的 DNA 错配修复控制基因.

MLH1和MSH2基因蛋白产物的功能是识别和修复错配

的 DNA. hMLH 1 或 hMSH 2 基因完全失活时 不能对

转换和颠换突变进行识别和修复 因而激活肿瘤基因或

使某些抑癌基因失活 最终可导致细胞死亡或肿瘤形

成. 肿瘤形成时 MMR 缺失的细胞突变率提高 1 000 倍

这可由微卫星不稳定(microsatellite instability MSI)分析

获知. 所谓MSI是指由于MMR突变功能异常 造成DNA

频发复制错误 导致细胞的微卫星DNA序列发生改变

表现为微卫星片段长度增加或减少.

2   DNA 甲基化

DNA 甲基化是脊椎动物 DNA 惟一的自然化学修饰方

式 由 DNA 甲基化转移酶(DNA methyltransferase

DNMT)介导 将胞嘧啶转变为 5- 甲基胞嘧啶的一种反

应 主要发生在胞嘧啶 - 鸟嘌呤的 CpG 二核苷酸中的

胞嘧啶碱基上. 真核生物中 DNA 甲基化修饰的生物

学功能有重要意义 包括在转录水平抑制基因的表达

参与真核生物胚胎发育调节 参与基因组印迹和 X 染

色体失活及与细胞分化 增生有关. 通常将 CpG 丰富

的区域称为 CpG 岛 多种基因的启动子和第 1 外显子

富含 CpG 岛. 在正常组织中 散在的 CpG 通常是甲基

化的 而 CpG 岛则为非甲基化. 在肿瘤发生过程中

该模式发生逆转 包括总基因组甲基化水平降低 癌基

因的低甲基化和抑癌基因的高甲基化. 抑癌基因的高度广

泛甲基化使DNA发生转录抑制 抑癌基因的不能表达参

与了肿瘤的发生. 近来又发现与肿瘤发生密切相关的错配

修复基因亦存在这一现象. 甲基化酶抑制剂5-aza及其衍

生物 5-aza-dC 可逆转这一反应而使甲基化水平降低.

3   hMLH 1 和 hMSH 2 的甲基化调控

hMLH 1 和 hMSH 2 在生理状况下表达丰富的蛋白产物

以维持基因的精确性 当其发生突变 缺失或其他改变

时 则影响其正常表达 出现错配修复功能障碍

与肿瘤的发生有关[1]. 许多研究证实 hMLH1启动子甲基

化在 MSI 阳性肿瘤中很常见 该甲基化阻断 hMLH1 的

转录. Deng et al [2] 在研究伴 MSI 的散发性结直肠癌时

在 hMLH 1 启动子区鉴定出一个 CCAAT 盒 发现在其

上游 2 个碱基对处的一个 CpG 位点甲基化可抑制转录

因子 CBF 与 CCAAT 盒的结合 认为这是导致结肠癌

中 hMLH 1 基因失活的原因之一. 有学者[3]分析了 hMLH 1

启动子区 CpG 岛甲基化模式 发现启动子特殊区域的

甲基化程度在 hMLH 1 基因失活中起重要作用 而其

更上游区域及第1外显子起始区的甲基化状态与基因失

活无必然联系. 这些发现都表明hMLH1基因的失活与其

启动子某些特殊区域的甲基化有关. 另外 Deng et al [4]

还证实 在表达正常水平 hMLH 1 的 17 个结直肠细胞

系和 54 例结直肠肿瘤中分别有 4 个细胞系和 16 例肿瘤

存在 hMLH 1 位点的杂合性缺失(loss of heterozygosity

LOH) 而在所有表达非正常水平 hMLH 1 的 9 个细胞系

和 9 例肿瘤中均未发现这一现象. 强烈提示杂合性缺失

并不常与 hMLH 1 基因的失活有关. 一项研究[5]检测了

100 例原发性胃癌患者 发现 hMLH 1 甲基化的发生频
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率与年龄增长呈正相关 并提出 hMLH 1 甲基化在老

年人群胃癌发生中有重要作用.

        有关 hMSH 2 甲基化研究的报道相对较少 除个别

研究认为甲基化调控其基因表达[6]外 多数实验显示

其在结直肠癌[7]和胃癌[8-10]等发生中与该基因失活关系

不明显. 相反 该基因的甲基化与内分泌肿瘤[11] 肺

癌[12]和乳腺癌[13]等的该基因失活有关.

4   错配修复基因甲基化紊乱与微卫星异常

4.1胃癌  胃癌与其他人类散发性肿瘤相比有较高的MSI.

Shin et al [14]在研究 hMLH 1 hMSH 2 的遗传状态与表

达水平及 MSI 的关系时 观察了 11 种人类胃癌细胞系.

发现仅 3 种伴有 hMLH 1 hMSH 2 遗传学改变的细胞

系有 MSI. 3 种含野生型基因的细胞系 尽管并无 MSI

其 hMLH 1 hMSH 2 表达明显下降. 由此可见 相对

低水平的 hMLH 1 hMSH 2 表达仍可维持微卫星稳定

(microsatellite stable MSS). 该研究认为 MSI 仅与错配修

复基因的遗传改变有关. 为研究 hMLH1启动子高甲基化

在伴 MSI 多发性胃癌的形成中所起的作用 Jung et al [9]

分析了来自 15 个患者的 33 例多发性胃癌. 发现所有高

频 MSI( high-frequency MSI MSI-H)缺乏 hMLH 1 的

表达而仍有 hMSH 2 表达 无 MSI 或低频 MSI (lower-

frequency MSI MSI-L)者则均有这 2 种基因的表达而

所有不表达 hMLH 1 者均存在该基因高甲基化状态.

Fang et al [15]及其他不少学者[16-19]也发现伴 MSI-H 的胃

癌其 hMLH 1 甲基化程度明显高于 MSI-L 或 MSS者. 而早

期胃癌中的 MSI 现象及由高甲基化所致的 hMLH 1 失活

则较胃腺瘤更常见[20-21]. 散发性胃癌中约有15% MSI-H.

Kang et al [10]研究了 hMLH 1 和 hMSH 2 启动子甲基化与

其基因表达在散发性胃癌中的相互关系 以及这2个错

配修复基因与复制错误(replication error RER)的关系.

发现 hMLH 1 表达缺失仅存在于 RER 阳性组 95% RER

阳性肿瘤有 hMLH 1高甲基化. 不管RER阳性或阴性 所

有肿瘤均无hMSH 2启动子甲基化 并都表达hMSH 2. 提

示在 MSI-H 散发性胃癌中 hMLH 1 启动子区甲基化

可能是基因失活的主要机制[22]. 一项研究[23]发现 8 例家

族性胃癌(FGC)中有 6 例 MSI 4 例 MSI 显示 hMLH 1

表达紊乱 且此 4 例 MSI 均有 hMLH 1 启动子甲基化.

与此相反 有 hMLH 1 表达的胃癌则未发现该启动子

区甲基化. 近来研究表明 早期乳头状型胃腺癌较其他

形态学类型的胃癌有更高及更广泛的 MSI-H 并指出

由启动子甲基化导致的hMLH 1表达静默是引起乳头状

胃腺癌错配修复功能失活的原因所在 且是其形成过

程中的一个早期事件[24]. 有学者提出hMLH 1启动子高甲

基化是小凹型胃癌发展中一个起始的较重要因素[25]

而肠型胃癌启动子区的高甲基化较恶性弥漫型更常见[26].

Sakata et al [27]观察了17例单发性胃癌和13例多发性胃癌

以及邻近和远离这些肿瘤的正常组织. 发现所有 MSI-H

肿瘤存在 hMLH 1 启动子甲基化 并与 hMLH 1 蛋白

表达相关. 而且伴MSI-H的单发性和多发性胃癌的邻近

正常组织有同样高水平的 hMLH 1 启动子甲基化. 提示

MSI-H胃癌正常黏膜组织的 hMLH 1启动子高甲基化可

增加其向肿瘤发展的危险性. Baek et al [8]检测86例胃腺

瘤 hMLH 1 和 hMSH 2 的表达 发现 87% MSI 阳性腺

瘤 hMLH 1 表达缺失或减少 而所有这些腺瘤都存在

hMLH 1 启动子甲基化.  MSI 阴性腺瘤 hMLH 1 表达失

活仅占 4%. hMSH 2 基因则在大多数腺瘤中有大量表

达 而与 MSI 状态无关. 提示由启动子甲基化所致的

hMLH 1 表达失活是 MSI 阳性胃腺瘤的一个早期事件

并可能是其起源. 尽管大多数伴 MSI 的散发性胃癌与

hMLH1 高甲基化有关 却仍有一部分胃癌虽有 hMLH1

高甲基化而不表现为 MSI. 有学者[28]就此现象进行研

究 将 hMLH1 启动子区由远及近分成 3 个区域 各

自分析他们的高甲基化与 MSI 之间的联系. 最终发现

hMLH 1 启动子近端区域的高甲基化在伴有 MSI 的胃癌

形成过程中起重要作用. Kang et al [29]亦发现靠近hMLH 1

启动子转录近端某个特定小区域的甲基化往往与肿瘤

的 MSI 阳性有关. 鉴于 MSI 与胃癌的密切关系 MSI 很

可能为将来胃癌的诊断及分类提供一种很好的分子生

物学手段[30].

4.2 结直肠癌  当前结直肠肿瘤形成模式以 APC 基因突

变作为起始事件 其他如凋亡相关基因 DNA 错配修

复基因等的异常则为结直肠癌发生的早期阶段奠定基

础. 这些基因的失活常和启动子区高甲基化有关. 研究证

明DNA甲基化在肿瘤发展过程中起潜在媒介作用. 结直

肠癌中 DNA 错配修复基因的失活与 MSI 有关. 许多研

究发现大多数伴MSI的散发性结直肠癌有 hMLH 1启动

子甲基化 且该甲基化常与 hMLH 1 表达缺失有关. 伴

MSI 的结直肠癌其高甲基化可通过去甲基化逆转而重新

表达 hMLH 1 并使 MMR 缺失的细胞系恢复 MMR 功能.

由此提出散发性结直肠癌的MMR是由 hMLH 1的表型遗

传修饰即甲基化而失活. 10-15%的散发性结直肠癌及大

多数遗传性非息肉性结直肠癌(hereditary nonpolyposis

colorectal cancer HNPCC) 伴有 MSI-H 其中 HNPCC

的错配修复基因失活常由突变引起 而散发性结直肠

癌的基因失活则如前所述与甲基化有关[31-33]. 因此对MSI-

H 肿瘤甲基化及基因突变的分析可作为 HNPCC 筛选的

一种有效手段[34]. 虽然免疫组化技术亦能鉴定错配修复

基因的突变情况 但他不能取代对 MSI 的检测分析[35].

另外 血清学基础上的甲基化分析也可作为发现和监

控 MSI 结直肠癌的一种手段[36]. Young et al [37]将按照

Bethesda 标准规定的 112 例 MSI-H 家族性结直肠癌和

57例MSI-H散发性结直肠癌相比较 发现散发性肿瘤的

MSI较 HNPCC更为广泛. 在 hMLH 1表达缺失的肿瘤中分

别有 87% 的散发性肿瘤和 55% 的 HNPCC 有 hMLH 1 甲

基化. Miyakura et al [38]在研究 88 例散发性结直肠癌时

88.9% 的 MSI-H 结直肠癌有 hMLH 1 启动子甲基化 其

中又有 89% 为完全甲基化并伴有 hMLH 1 蛋白表达减
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少. 在部分甲基化的病例中 仅 hMLH 1 启动子上游区

域出现甲基化. 在MSI-H的正常黏膜中亦有33.3%为部分

甲基化. 因此认为 hMLH 1 启动子上游区域甲基化可能是

MSI-H肿瘤发生过程中的一个早期事件[39]. 另外他们还提

出 甲基化的频率和女性[40-41]及年龄增长密切相关. 有学

者提出一些右半结肠的增生性息肉可增加 MSI 散发性结

直肠癌发生的概率 肿瘤细胞亚群的 hMLH 1 启动子甲

基化在肿瘤发展过程中起决定性作用[42]. 15-25% 的散发

性结直肠癌有复制错误 (RER) 现象. 研究表明大多数(70%)

RER 阳性肿瘤细胞系突变表现型是由 hMLH 1 启动子甲

基化引起的 而与杂合性缺失无关[43]. Cunningham et al [44]

研究 257 例非选择性的结直肠癌患者 其中 88% 的

hMLH 1 阴性患者及所有 MSI-H 者有 hMLH 1 启动子甲

基化而未检测到 hMLH 1突变. 部分由炎症性肠病(infla-

mmatory bowel disease IBD)所致的肿瘤亦有 MSI 特

征 研究发现他们与 hMLH 1 启动子甲基化密切相关

尤其在 MSI-H 中.  同时 hMLH 1 甲基化及 MSI 又与

hMLH 1 表达减少明显相关. 因此 现认为 hMLH 1 甲基

化导致至少一种 IBD 肿瘤亚型的 DNA MMR 缺失[45]. 研究

表明 由 MMR 缺失所致的结直肠癌对抗多种化疗药物

包括 5- 氟尿嘧啶(5-FU). 体外试验显示 5-aza-dC 诱导

的去甲基化反应可使 MLH1 蛋白重新表达 进而克服

对 5-FU 的抵抗 这将为今后肿瘤化疗方案的完善提

供帮助[46]. Plumb et al [47]的研究也支持这一观点. 值得注

意的是 近来有学者[48]提出 MSI 反而可逆转由 DNA 甲

基化所致的结直肠癌不良预后 其机制尚有待进一步

研究.

4.3 肝细胞癌  迄今为止 尚未明确 MSI 在肝癌发生过

程中的作用. 一项研究[49]对 36 例肝癌的 hMLH 1 和

hMSH 2 进行免疫组化分析 显示所有肿瘤均染色阳

性. 并对微卫星标记物 BAT26 进行检测 结果无一肿瘤

在该位点表现MSI. 这些发现提示MMR缺失在肝癌发生

过程中无明显影响[50]. Kondo et al [51]研究来自 40 例患者

的非癌组织及癌组织基因组 DNA 非癌组织的 LOH

MSI DNA 甲基化分别占 38% 15% 和 83% 而癌组

织此 3 类现象分别占 98% 20% 和 100%. 未检测到由

甲基化引起的 hMLH 1 基因静默 这一现象与肝癌低

MSI 相一致. 由此可见 肝癌发生 发展中 LOH 及

DNA 甲基化紊乱起着关键作用 而与甲基化引起的

hMLH 1 基因静默无关.

        总之 在肿瘤发生过程中 错配修复基因 hMLH 1

启动子区的高甲基化使该基因表达沉默 导致细胞

DNA MMR 功能障碍 以致胃癌和结直肠癌的发生. 甲

基化酶抑制剂可逆转这一现象的事实 可能为今后肿

瘤的治疗提供一种新的思路.
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摘要

随着医学科学的迅速发展 肝移植和肝癌手术已逐渐成为

普遍的手术.  然而 供肝的保存和肝癌手术时 肝门部常温

阻血后的再灌注损伤是导致移植肝脏和肝癌术后的肝脏功

能不良的重要因素.  当肝脏的缺血再灌注时 Ca2+ 细胞内

大量流入 引起与 Ca2+ 依赖性水解蛋白酶(calpain µ)的活

性化(初期反应变化)为十分重要的基点. 我们曾经通过

TBHP(tert-butyl hydroperxride)处理培养肝细胞 发现细

胞内 Ca2+ 的大量流入 从而发现及确定了 calpain µ 的活

性化出现 继而发现了细胞膜bleb的形成 造成细胞骨骼

蛋白如 talin α-actinin酶系统的大量分解.  我们曾在大白

鼠的动物模型中 以 68% 肝门部常温阻血 10 min 再灌

注 5 min 反复重复 6 次共缺血 1 h 但未发现 calpain µ
的出现.  在人体肝脏手术中 肝门常温阻血 12 min 也同

样地未发现 calpain µ的出现.  另外 在肝门部常温阻血前

静脉注射prostaglandin I2 (PGI2)的诱导体OP2507 prostag-

landin E1 (PGE1)或 prednisolone 发现即使肝门部常温阻

血 25 min 也未发现 calpain µ 的出现.
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0   引言

在肝切除及肝移植手术中 缺血再灌注损伤是不可避
免的重要复杂问题. 众所周知 肝脏是一个非常脆弱和

容易出血的脏器. 自从1908年Prlingle [1]首先报道了肝两
叶安全阻血方法以来 此方法已经逐渐引起世界各国

肝脏外科界的极大重视.  预防肝脏缺血再灌注损伤 在
肝移植和肝癌合并肝硬化手术中是非常重要的.  对于肝

脏外科医生来说 如果能有安全的 1 h 全肝血流阻断时
间 安全的肝切除术便能够得到很好的实施.  这样不仅

减少出血量 而且还可以避免输血所带来的一系列不
良反应 如肝炎(不同型) HIV 感染等.  所以对于寻找

肝脏的缺血再灌注损伤的预防方法 在肝脏外科日常

手术中是至关重要的.

       近年来 对于肝脏的缺血再灌注损伤这一问题已

经引起了许多研究者的极大重视 并且做了大量的研

究工作 但依然未解明其全貌 对其根本原因和机制

并未有一个明确的解释.   肝脏的缺血再灌注损伤所引

起的细胞反应如同 水面落石 所引起涟漪现象. 我

们的研究是从肝脏的缺血再灌注损伤所引起的细胞分

子结构 细胞外的 Ca2+ 的流入 从而引起 Ca2+ 依赖性

蛋白水解酶(calpain µ)的活性化的初期反应这一重要和

致命过程来着手的.

1   缺血再灌注引起细胞损害机制

引起肝组织损害大体分为细胞外因素(细胞性和液性因

素)和细胞内因素(细胞损害机构) 二者之间相互影响

即使前者较显著受到影响 后者的反应受到抑制 所造

成细胞损害也较轻微.  故从后者的细胞内损害机制来考

虑肝脏的缺血损伤机制(图 1).  当缺血再灌注时引起血

流中诸多的因子 platelet-activating factor (血小板活性

化因子)[2] endothelin (内皮因子)[3] surperoxide (过氧

化物)[4]等大量增加 从而引起细胞外 Ca2+ 的大量流入

细胞内 细胞内Ca2+的大量增加从而引起Ca2+依赖性酶

系统的活性化 如: phospholipase C(磷酸脂质酶 C)[5]

calmodulin(钙调节蛋白)[6]依赖性 kinase 和 calpain µ[7]等

导致细胞凋亡的重要因素.  细胞膜存在的酶系统在维持

细胞骨骼上起着非常重要的作用.

图 1  肝缺血再灌注损伤在细胞膜上的发生机制.

        许多研究结果表明 在这些酶系统中 calpain 是最

敏感而又重要的枪机[8-12]. 近来有研究者报道 calpain 存

在于很多的细胞膜上[13]. 在正常情况下 细胞膜上的

calpain 是没有活性的. 当各种原因造成细胞环境改变

时 并且激活了 calpain 的活性时 使其活性化. 自 1964

年由Goll et al [14]首先在大白鼠脑细胞中发现calpain的存

在 但对其作用及机制并没有明确阐述. 直到 1976年由

Dayton et al [15]解明了 calpain  是与 Ca2+ 相依赖的. calpain
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的活性化必须由 Ca2+ 激活. 由于 Ca2+ 所流入的量不同以

及各种细胞内所含量不同 如心肌细胞和骨骼肌细胞

及血小板中含量较多 故引起 calpain 可分为两种 即

µM 和 m M(图 2). 当细胞内 Ca2+ 的浓度(µM 水平)增加

时 切断了 calpain 构造式 的中心 Cys108 和 His265 的结

构 从而使 calpain 构造式 破裂 继而使 calpain 的

活性型(80 k)被降解到活性化型(78 k).

图 2  发生 calpain 活性化的机制.

       当 calpain µ 活性降解后 从而引起细胞膜上的酶

如 talin α-actinin 的分解. 同时引起线粒体膜电位的改

变 进而导致细胞膜的 Bleb 出现 最终导致细胞崩溃

而凋亡.  另外 bleb 的形成大致分为 3 个阶段(图 3): 小

的 bleb bleb 的脱落和 bleb 的崩解.  bleb 的崩解可引

起细胞不可逆性的损害.  研究还表明 由于细胞内 Ca2+

的大量增加 从而引起细胞内 ATP 减少 使其降解

为 ADP-AMP 同时也使 Na -K -ATP 酶活性减低

导致细胞内 Na 浓度增高 从而激活细胞膜上 Na+/Ca2+

交换蛋白 使细胞内 Ca2+ 浓度增高的恶性循环. 另外

ATP大量降解使细胞内线粒体严重水肿 最终导致细胞

死亡. 在研究中还发现 肝脏缺血再灌注可以引起细胞

的 cytokine 如 interleukin 1β (IL-1β)和 tumor  necrosis

factor α (TNF-α)大量产生.  一方面 当 IL-1β 的大量

产生 可以使cAMP降解 造成细胞内Ca2+浓度的增加

使得 calpain µ 活性化 同时也使 talin 降解 导致细

胞凋亡.  另一方面 由于 TNF- α 的产生 刺激了 TNF

的感受器 TNF-R1 和 TNF-R2 使磷脂酶活性化.  1996

年 Arora 和 Gores 曾报道过当磷脂酶被活性化时 更加

使得 calpain 的活性化递增 这样可以加速细胞的凋亡.

        用TBHP (tert-butyl hydroperxride)处理后的肝细胞使

细胞内 Ca2+ 浓度上升 从而激活 calpain µ 的活性 发

现细胞膜的 bleb 形成 同时 talin 等的细胞骨骼蛋白分

解也被证实[16].

2   缺血再灌注的安全时间

研究者曾以 68 大白鼠的肝温缺血 1 h 和 2 h 再灌注模

型中(图 4) 在缺血前 30 min 从阴茎静脉注射 PGI2 的

诱导体(OP-2507)或 prednisolone 来测定投入组和对

照组的胆汁流量 血流量 AST 和 ALT 的值 细胞

膜的 bleb 形成 calpain µ talin 及 cytokine 等 发现

投入组与对照组间有明显差异.   所以 在肝缺血前

静脉注射 PGI2 或 prednisolone 等 对肝脏功能的保护

起着非常重要的作用 尤其是对长期肝硬化及肝硬化

较重的患者来讲 更是十分重要的[17].

图 3 Bleb 形成的过程 分解 凋亡.

图 4  肝缺血再灌注损伤起 cytokin 产生导致细胞死亡的径路.

图 5  68% 大白鼠的肝缺血模型.

        研究者以68 间歇性肝温缺血1 h和再灌注2 h (图

5)分为 3 个组: 1 组是缺血 10 min 间歇 5 min 连续 6

次共缺血1 h后再灌注2 h; 2组是缺血15 min 间歇5 min

连续 4 次共缺血 1 h 后再灌注 2 h; 3 组是缺血 20 min

间歇 5 min 连续 3 次 共缺血 1 h 后再灌注 2 h.  以能否

引起肝细胞膜的 bleb 的形成 能否引起 calpain 的活性

化 同时能否引起 talin 的分解. 对 ATP 及 energy  charge

进行测试 发现在间歇性缺血 1 h 后的第 3 组和 2 h 后

再灌注的第 2 组和第 3 组均发现 calpain µ 和 talin 的表
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达 同时在电子及光学显微镜下发现 bleb 的形成.  研

究者还测得了第 3 组在再灌注 2 h 后 ATP 及能量降解

同时在电子显微镜下观察到了线粒体水肿及膨大.

        总之 间歇性的肝温缺血 10 min 再灌注 5 min 的

连续操作的方法对于肝脏手术较为安全.  在肝脏外科手

术中尤其是肝癌伴有活动性肝炎(乙型或丙型)来说

术后能否引起肝功能衰竭是至关重要的原则.  我们绝对

不能轻视这一点.  如果不注意不重视这一个环节 将

给肝脏手术后因肝功能衰竭带来危及患者的生命.

3   静脉注射 prostaglandin  E1(PGE1)

研究者已经确立了 PGI2 PGE1 和 prednisolone 对肝温

缺血再灌注损伤的保护作用.  在肝脏外科及肝移植手术

中 缺血再灌注损伤是不可避免的.  那么如何来抑制

缺血再灌注所带来的肝脏损害 能否较安全的延长缺

血时间 是研究中一直关注的问题.

        在肝切除手术中 研究者曾以上述同样的方法进行

了 12 min 的肝门部常温阻血 发现肝活检中 calpain µ
没有表达.  研究者还发现在肝门阻血前投入 PGE1 缺

血时间延长到 20-25 min 其肝组织活检中 calpain µ 也

未被发现. 由此可见 肝温阻血前投入 PGE1 后 25 min

的肝温阻血是较为安全的时间.

       近年来 许多同行界对肝缺血再灌注损伤问题有

种种看法 尤其是对肝门部常温阻血时间纷说不一. 更

重要的是对肝硬化较重的同时伴有活动性肝炎的肝癌

患者 到底在肝切除后能否引起肝功能衰竭 行多长时

间的肝门部阻血较为安全 至今没有一个明确的报道.

我们从细胞膜及膜上酶系统的着眼 较精确的科学的

研究其损伤机制的全部过程 并得到了肝安全温缺血

的时间以及抑制肝温缺血再灌注损伤的方法.
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摘要

抑制性消减杂交技术(Suppressive subtractive hybridization

SSH)是近年来兴起的一种检测差异表达基因的方法 广泛

用于寻找疾病及肿瘤相关基因 生长和发育相关基因 药

物的筛选和靶向治疗及其明确基因的功能等. 本文从SSH技

术的原理 效率 存在的问题和展望及其在感染病学中的

应用等方面进行了综述.

王方, 王宇明. 抑制性消减杂交技术及其在感染病学中的应用. 世界华人消化

杂志  2004;12(4):972-975

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/972.asp

0   引言

新近人类基因组计划(human genome project HGP)顺利

完成 通过对人类基因组结构的了解 建立了较为系

统的庞大数据库; 其他物种的基因组结构亦在不断地阐

明与完善. 然而 HGP 的完成仅仅是阐明人类众多基

因的基础和必经之路. 基因是细胞的遗传物质 决定细

胞的生物学性状. 细胞的生物学功能最终是由大量的基

因表达产物即蛋白质来完成的. 基因表达是一个复杂而

精细的网络调控过程 细胞的生物学事件是在某一特

定的时间与空间里 多种基因表达及其相互调控的结

果. 明确细胞在生理与病理条件下的基因表达及其调控

过程 将对细胞的生理与病理状态的干预提供极大的

帮助.高等真核生物约含有 10 万个不同基因 但在生

物体的发育过程中只有 15% 的基因得以表达 而这大

约 15 000 个基因的表达是按时间和空间顺序有序地进

行着 这种表达方式即为基因的差别表达(differential
expression). 而分子生物学的首要任务之一便是要比较不
同细胞或不同基因型在基因表达上的差异 这不仅是研
究生命过程分子机制的基础 亦是分离克隆目的基因的
前提.为了更有效地发现差异表达基因 近年来发展了
一系列方法 包括差异显示PCR (differential display PCR
DD-PCR) RNA指纹技术(RNA fingerprinting) 抑制性消
减杂交技术(suppressive subtractive hybridization SSH)
基因系列表达分析(sequence analyses of gene expression

SAGE) Real-time Quantitative PCR (TaqMan) DNA 微

阵列(DNA microarray 或 gene chip)等. 尽管每一种方

法均有各自的优缺点 但总的来说筛选差异表达基因

的方法已从既费时又费力的方法 如聚丙酰胺凝胶为

基础的差异显示发展到自动高通量检测方法 如 DNA

微阵列 但微阵列只能检测已知基因 不能发现未知基

因. 消减杂交(subtractive hybridization SH)是一种富集差

异表达基因的有效方法 这种方法最初是 60 年代中期

由 Bautz 和 Reilly 使用 用于纯化噬菌体 T4 mRNA[1]

这种单纯杂交方法有一定的限制 因为需要大量的

mRNA 进行杂交 杂交后微量的 cDNA 进行克隆亦较困

难. 这种方法被 Duguid 和 Dinauer 进一步优化 在 cDNA

后加接头 可以进行选择性 PCR 扩增[2]. Diatchenko 和

Gurskaya et al [3-4]又进一步改进了抑制性杂交 PCR 技

术 即 SSH 方法 经过几轮循环可以将差异表达基因

扩增 1 000 倍.

1   SSH 技术的原理和方法[3-4]

SSH 是抑制性 PCR 与消减杂交技术相结合的更简单

更快速的分离差异基因的方法. 该方法运用了杂交二级

动力学原理 即丰度高的单链 DNA 在退火时产生同源

杂交的速度快于丰度低的单链 DNA 从而使原来在丰

度上有差别的单链DNA相对含量达到基本一致. 而抑制

PCR 则是利用链内退火优于链间退火的特点 使非目

的序列片段两端反向重复序列在退火时产生类似发卡

的互补结构 无法作为模板与引物配对 从而选择性抑

制非目的基因片段的扩增. 这样既利用了消减杂交技术

的消减富集 又利用了抑制性 PCR 技术进行了高效率

的动力学富集.具体操作流程见图 1.

        第 1 步: SSH 技术首先将由 mRNA 逆转录来的检测

子 cDNA(Tester)和驱动子 cDNA(Driver)分别用同一种识

别四碱基序列的限制性内切酶 Rsa 消化形成平均长

度大于 500 bp 的 cDNA 片段 这样可增加有差别表达

基因检出的可能性 以防止长链片段形成的复杂结构

对消减杂交的干扰.

        第2步: 连接接头(Adaptor). 将Tester cDNA均分为两

份 分别接上接头 Adaptor 1 和 Adaptor2. Adaptor 设计

十分巧妙 由一长链(40 nt)和一短链(10 nt)组成的一端

是平端的双链 DNA 片段 且双链 5 端均无磷酸化基

团 保证了 Adaptor以惟一方向与cDNA片段连接. 接头

外侧序列与第 1 次 PCR 引物序列相同 而内侧序列则

与第 2 次 PCR(巢式 PCR)引物序列相同 有利于后续

PCR 的筛选扩增. 此外接头上含有 7 启动子序列及内



切酶识别位点 为以后克隆和测序提供方便.

        第 3 步: 两轮消减杂交. 用过量 Driver cDNA 样品与

上述两份连有接头的 Tester cDNA 样品进行第 1 次消减

杂交 分别得到 4 种产物. 这种不充分杂交使得单链

cDNA分子在浓度上基本相同. 同时由于Tester cDNA与

Driver cDNA 序列中相同片段大都形成异源双链分子

使得Tester cDNA中差异表达基因得到第一次富集;

然后混合上述两份杂交样品 同时加入新的变性

Driver cDNA 进行第 2 次消减杂交.此次杂交只有第 1 次

杂交后经扣除和丰度均等化的单链 Tester cDNA 能与

Driver cDNA形成双链分子. 这一次杂交进一步富集了差

异表达的 cDNA 并且还形成了 2 个 5 端分别接不同

接头的双链分子 .

       第 4 步: 两次 PCR 反应. 5 端填平末端 加入根

据接头设计的引物进行两次 PCR. 第 1 次 PCR 基于抑制

反应 只有两端连接有 2 个不同接头的双链 cDNA 片段

(如 )才能得到指数扩增. 第 2 次 PCR 实际上是巢式

PCR 极大地提高了扩增特异性 使差异表达的目的

基因片段得到大量富集.然后利用接头上存在的酶切位

点 插入适当载体 转化细菌 初步筛选出具有插入的

克隆 再经杂交筛出具有差异表达的克隆 进行测序

同源分析等系列工作 最后完成全长基因的克隆 鉴定.

图 1  SSH 流程示意图.

2   SSH 技术效率分析

对于一个理想的消减系统 不管目的基因丰度如何

均能产生有效富集 且在耗时进行筛选之前 就能鉴

定消减效率 以最大限度地降低假阳性. 那么 SSH 技

术的消减效率究竟如何呢 为了进一步指导 SSH 技术

的应用 Ji et al [5]首次用数学模型和实验模型全面研究

了其实际的效率和局限性.

         Ji et al 根据杂交二级动力学原理推算出的数学模型

表明 影响 SSH 效率的一个主要因素是靶基因的浓度

和其在 Tester 和 Driver 中的比例 R 浓度越高 比例

越大 SSH 富集的效率越高; 靶基因富集的效率和 R3

成正比. 实验模型用来进一步证实理论模型的结论.

        在实验模型中 首先检测SSH 富集存在于Tester而

不存于 Driver 中的靶基因的效率. 将 fx174 DNA 和成纤

维细胞(Fibroblast)cDNA 混合后作为 Tester Fibroblast

cDNA 作为 Driver fx174 DNA 为靶基因. 结果当 fx174

DNA 的含量大于总 Tester 的 0.01 时 凝胶电泳可以

看到清晰的 fx174 DNA 条带; 当 fx174 DNA 含量在总

Tester 的 0.1-1 之间时 凝胶电泳看到 fx174 DNA 条

带的清晰度同前 说明 SSH PCR 富集 fx174 DNA 的效

率同前; 而当 fx174 DNA 含量小于总 Tester 的 0.01 时

凝胶电泳看不到清晰的 fx174 DNA 条带 这和理论模

型不太一致 此时富集的不是靶基因 fx174 DNA 而

是随机扩增的 Fibroblast cDNA 片段 原因可能是当

Tester 中 fx174 DNA 含量低于 0.01% 时 在第二次杂交

时 2 条链不能有效退火 而在后续的 PCR 扩增中双链

cDNA是必需的. 进一步检测在Tester和 Driver中均存在

但丰度不同的靶基因被富集的效率. Tester 中含固定的

1% 的靶基因 fx174 DNA 而 Driver 中所含靶基因 fx174

DNA 的浓度依次从 0% 递减到 0.1%. 结果发现当 Tester

中靶基因的含量比 Driver 中高 5 倍以上时 凝胶电泳

可以看到清晰的靶基因条带 当Tester中的靶基因含量

低于 Driver 中的 5 倍时 则看不到靶基因条带; 再进一

步改变靶基因在 Tester 和 Driver 中的浓度比例和丰度:

Tester cDNA 中含 0.1% fx174 DNA 而 Driver cDNA 中

fx174 DNA 的浓度依次从 0.1% 到 0 结果和前一次相

同 有效的靶基因富集主要取决于靶基因在 Tester 和

Driver 中的浓度比 而和靶基因的绝对含量没有关

系 即当 Tester 中 fx174 DNA 浓度大于 Driver 中的 5 倍

时 则靶基因得到有效富集.

        该实验模型结果对于有效地应用SSH技术和合理解

释SSH PCR的实验结果很有意义. 要获得有效的靶基因

富集 对于只存在于 Tester 中的靶基因而言 靶基因至

少应占 Tester 的 0.01% 对于表达丰度不同的基因 靶

基因在 Tester 中的浓度应大于 Driver 中的 5 倍. 实际的

PCR 扩增效率也可能影响到 SSH PCR 的效率 但为了

简化模型 没有在模型中考虑.

3   SSH 技术在感染病学领域中的应用

3.1 研究细菌毒力相关基因  SSH 技术可以研究细菌病

原体的致病株和非致病株或弱致病株之间的基因序列
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差异. 这种基因序列差异可能和细菌的毒力岛(pathogenicity

islands PIs)有关. PIs 是存在于致病株的基因序列 和

细菌的致病性有关. PIs 具有一些共同的结构特征 包

括非典型的鸟嘌呤加胞嘧啶的含量百分比 侧翼区存

在重复或插入序列等结构特征[6].

         SSH技术最初由Akopyants et al [7]应用于研究幽门螺

杆菌致病株的致病基因 后来相继应用于大肠杆菌[8]

亲水气单胞菌[9] B. pseudomallei 菌[10] 肺炎杆菌的致

病株毒力相关基因[11]. Janke et al [8]用 SSH 技术检测致病

性大肠埃希氏杆菌株536和非致病株K-12 株MG1655之

间的差异表达基因 发现有22个毒力株536特异性差异

表达基因 其中 5 个和已知毒力决定簇具有同源性 可

能代表部分毒力岛基因. Reckseidler et al [10]用 SSH 技术

检测毒力株 B. pseudomallei 和无毒株 B. thailandensis 之

间的差异表达基因 结果发现了 B. pseudomallei 株编码

荚膜多糖的糖基转移酶基因 当糖基转移酶基因被失活

以后 在动物模型中 B. pseudomallei 株和B. thailandensis

株的 LD50 值相似 说明这个糖基转移酶基因和荚膜

的产生对细菌毒力很重要. Reckseidler 还发现用 SSH 技

术鉴定的消减克隆基因组具有非典型的鸟嘌呤加胞嘧

啶含量百分比 而此非典型特征是 PIs 岛的一个特征

表明该方法对于检测细菌毒力株的特异序列十分有效.

最近 Han et al [12]用SSH 技术发现从胃溃疡患者和非溃

疡患者分离出的幽门螺杆菌株的基因序列存在一些特

异的差别 这些差别和菌株的致病性有关.

3.2 研究病原体感染后的应答基因  徐晓春 et al [13]将被

约氏疟原虫感染的斯氏按蚊作检测子 未被感染的斯氏

按蚊作驱动子 二者之间做 SSH 寻找与约氏疟原虫感

染相关的应答基因. 表达上调的24个克隆中 12个为功

能已知基因 4 个为功能未知基因 7 个为新基因 其

中有9个基因与经过细菌脂多糖(lipopolysaccharide LPS)

处理的免疫细胞来源的基因序列具有同源性 表明在疟

原虫感染斯氏按蚊过程中涉及多种生物化学过程 尤其

与免疫系统和能量代谢有关. Patzwahl et al  [14]用 SSH 技

术分离出相同程度病理改变的 HCV 感染肝组织和非病

毒性肝脏疾病肝组织之间的差异应答基因 分别是 γ-

干扰素(γ-IFN)诱导的化学趋化因子基因 干扰素诱导

蛋白 10 (IP-10)基因 α/β-IFN 诱导的抗病毒 MxA 基

因 α/β-IFN 诱导的 p44 基因 α/β/γ-IFN 诱导的 IFI-

56K 基因 同非病毒感染引起的肝脏疾病相比 这些基

因的表达增高50倍. Riemer et al [15]用同样的方法检测瘙

痒病感染后脑组织应答基因 发现有 19 个基因表达上

调 其中有相当一部分基因的表达可以被IFN诱导 如

IP-10 2 5 - 寡核苷酸合成酶 Mx 蛋白 IIGP 蛋

白 HLA- 和 补体 β2- 微球蛋白等 表明干扰

素反应在瘙痒病的发病机制中起重要作用.

3.3 研究与病原体发育阶段相关的基因  了解病原体在

不同发育期的差异表达基因对于了解病原体的生理发

育和致病机制具有重要意义. Dessens et al [16]用SSH技术

成功扩增了疟原虫子孢子在蚊子中肠期的差异表达基

因. 将存在于蚊子中肠期的虐原虫P. berghei ANKA 克隆

234 作检测子 血液中无性阶段的非配子体克隆 233 作

驱动子 经过筛选和鉴定发现 4 个差异表达基因; 而

Matuschewski et al [17]则发现有30个基因在唾液腺子孢子

内上调表达 其中一个基因编码蛋白激酶 这些基因

编码的产物可能与疟原虫在肝细胞内感染和发育有关.

Bellatin et al [18]用同样的方法发现 2 个基因显著表达于

利什曼原虫无鞭毛体阶段: 新基因A600和β微管蛋白基

因 Northern 印迹法检测到这 2 个基因的表达升高 6 倍.

序列分析表明 A600 包含 1 个 293 bp 的开放读码框架

编码一个膜蛋白或一个分泌蛋白 可能对于无鞭毛体

的分化或在吞噬溶酶体内的生存起重要作用.

3.4 研究病毒基因在肿瘤发生中的作用  刘妍 et al [19]用

SSH 技术在转染 HBX 的 pcDNA3.1(-)-X 载体和空载体

pcDNA3.1(-)之间寻找 HBX 转染相关基因. 结果共有 85

个阳性克隆 将其中的 65 个克隆进行序列分析 有

19 个功能已知基因和 15 个功能未知基因 正在进一

步研究其功能. 刘杰et al [20]在转染编码HBxAg基因的重

组逆转录病毒载体的 HepG2 x 细胞和转染空载体的

HepG2Cat 细胞之间做 SSH 克隆和 HBxAg 有关的全

长基因片段 用原位杂交和Northern印迹进行差异筛选

用 RACE PCR 扩增全长 结果发现一个 C2 基因的表达

在 HepG2 x 细胞被抑制 其全长为 1.35 kb 编码一个含

113 个氨基酸的小蛋白. 将 C2 基因导入 HepG2 细胞可以

抑制细胞的生长 在裸鼠可以抑制肿瘤的生长. C2基因

也表达于正常肝脏 但肝癌组织中无表达. 结果表明

HBx 可以通过调节基因表达而促进或抑制细胞生长.

4   SSH 存在的问题和展望

SSH 综合了 DD PCR 和 RDA 两种技术的特点 因此具

备两项技术各自的优点且相应地改进了各自的缺点. Liu

et al [21]用 DNA 阵列 SSH DD-PCR 3 种方法寻找用

全反式维甲酸作用于急性早幼粒细胞白血病 NB4 细胞

系的差异表达基因. 用588个已知基因构成的DNA阵列

中 99 个基因的信号强度大于 2 倍 37 个表达上调

62 个表达下调; 用 DD-PCR 法检测到的 30 个克隆经

Northern 杂交分析只有 13 个代表差异应答基因; 用 SSH

方法得到 703 个克隆 代表 316 个基因 其中 278 个表

达上调 38个表达下调; 159个是已知基因 132个是新

序列片断. 经逆向Northern 印迹和半定量RT-PCR筛选

159 个已知基因中 63 个差异表达 132 个新基因中 49

个差异表达. 用 3 种不同的方法 共检测出 169 个差异

应答基因 100 个上调 69 个下调 结果是可信的. 如

RIG-E RIG-G和细胞色素P450基因用DD-PCR和SSH

检测结果一致 有 16 个基因 如 MCP IL-8  Src 样蛋

白和 Bfl-1 等用 cDNA 阵列和 SSH 均得到证实. 3 种方法

中 cDNA阵列仅含588个已知基因 范围有限 而DD-

PCR 仅得到部分差异表达基因 只有 SSH 比较全面地
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检测了差异表达基因.

        SSH 也存在一些缺点和不足. 既往人们普遍认为用

SSH 寻找差异表达基因时 Tester 和 Driver 之间的背景

要尽可能相同 如同一个体的病变和正常组织间 同一

组织的不同发育或治疗时期 但我们从 Ji et al [5]的试验

模型和理论模型可以看出 SSH 检测低丰度表达的靶基

因的能力是有限的. 要获得有效的靶基因富集 对于只

表达于 Tester 的基因 靶基因含量至少应占 Tester 的

0.01% 对于表达丰度不同的基因 Tester 中靶基因

浓度应大于 Driver 的 5 倍. 所以 Ji et al 认为 SSH 方法主

要用于富集高度差异表达的基因 如病毒感染前后或2

种不同组织中的差异表达基因谱; 而同一组织患病前后

或同一组织的不同发育或治疗时期 基因表达的变化

可能和生理学变化有关 丰度较低 用 SSH PCR 不能

有效富集 用其他方法筛选大量 SSH PCR 文库既费时

又费力. Li et al [22]用鼠血脑屏障的毛细血管与鼠的肝和

肾之间做 SSH 寻找与血脑屏障有关的特异表达基因

以期从分子水平阐明脑血管病变的机制及发现促进药物

通过血脑屏障的新靶标 就是一个用 SSH 在不同的组

织间寻找差异表达基因的典范; 而 Nagayama et al 用 SSH

在正常个体和患病个体间成功地寻找到与自身免疫性

肝炎发病相关的基因 IP-10. Patzwahl et al [14] 用 SSH 在

不同病因引起的病理改变基本相同的不同个体间成功

地发现了与慢性 HCV 感染有关的应答基因.

       除此之外 SSH 还存在一些其他缺点和不足 如

对起始材料相对要求较多 不适于来源困难的样品 且

若用 DNA做SSH 则需来源样品保持新鲜以防RNA降

解造成信息丢失; 非酶切位点区域内的点突变 小缺失

或插入均不能有效被发现; 得到的片段尚需扩增其全长;

筛选过程较繁杂. 在实际应用中 选择合适的内切酶消

化是关键 提高接头与片段的连接效率则是整个筛选

过程有效性的保证 选择高效的筛选方法可以提高靶

基因的检出率; 用不同方法相互结合可以取长补短 提

高差异应答基因的检出率. 如 Nishizuka et al  先后用

DD-PCR 及 SSH 检测非致瘤性和致瘤性 HeLa x纤维母细

胞 CGL1 和CGL3 细胞株间的差异应答基因 用SSH筛选

出了用 DD 法未筛选出的p16基因 但用DD-PCR和 SSH

技术均未发现的 IAP 基因 却用寡核苷酸微阵列检出了.

         随着人类基因组计划和微生物全基因组测序的逐渐

完成及基因芯片技术的成熟 SSH 与微阵列结合将促进

差异基因的大规模快速筛选 而且筛选到的特异序列可

与相应的基因序列库中 EST 进行同源比较或通过计算机

分析查找到基因的全序列 进而推测 鉴定基因表达蛋白

的功能 进一步把基因克隆的研究推向基因功能的研究.
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摘要

幽门螺杆菌(Hp)根除治疗后 因细菌数量减少和尿素酶活

性受抑制或其他产尿素酶的细菌过度生长 常导致多种Hp

检测方法出现假阴性或假阳性 影响对 Hp 根除治疗效果

的评价. 本文对根除治疗后Hp检查方法和时机的选择加以

综述 Hp 根除治疗后 6 mo 尿素酶依赖性试验(RUT 或
13C-UBT)评价根除治疗效果准确性高 粪便 Hp 抗原(Hp

SA)试验在根除治疗后6 mo仍有一定的假阳性 准确性不

如尿素酶依赖性试验.
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0   引言

自 1983 年 Warren 和 Marshall 从胃黏膜活检标本中成功

地分离出幽门螺杆菌(Helicobacter pylori Hp)以来

大量研究结果证明 Hp 是慢性活动性胃炎和消化性溃

疡的主要病因 长期感染可导致胃黏膜萎缩 肠上皮

化生及异型增生 是胃黏膜相关淋巴样组织(mucosa

associated lymphoid tissue MALT)淋巴瘤和胃癌发生的高

危因素. 诊断 Hp 感染的检查方法有很多 大致分为利

用胃镜钳取胃黏膜组织的侵入性检查和不需要胃镜检查

的非侵入性检查两大类. 前者包括快速尿素酶试验(rapid

urease test RUT) 病理组织学检查 Hp 培养 聚

合酶链反应(PCR)技术和胃内指示药喷洒染色法. 后者包

括血清 Hp 抗体测定 同位素标记尿素呼气试验(urea

breath test UBT)和粪便 Hp 抗原(Helicobacter pylori-

specific antigens in the stool Hp SA)试验.

        Hp 感染的根除(eradication)治疗 是指抗 Hp 治疗停

药至少 4 wk 以后复查 Hp 阴性 即 Hp 消失 也称 Hp

感染治愈 停药后不易复发. 及时有效地根除 Hp 可促

进溃疡愈合减少复发[1] 在一定程度上阻止慢性胃炎

发生萎缩 肠化及阻断已形成的萎缩 肠化的进一步发

展[2] 对低度恶性 MALT 淋巴瘤的疗效已被临床证实[3].

精确的检查方法是评价 Hp 根除治疗效果的关键 常

用的 Hp 检查方法在用于未治疗人群时 其敏感性和

特异性都非常高; 但用于已经进行抗菌药物治疗的患者

时 由于细菌数目急剧减少 其敏感性会相应下降

导致假阴性. 本文对近年来国内外有关评价 Hp 根除治

疗效果的研究进展加以综述.

1   RUT

RUT 的基础在于 Hp 具有极强的尿素酶活性 水解尿

素而产生氨和二氧化碳 氨引起 pH 值增高 从而使

pH 指示剂改变颜色. RUT 因其简便 可靠和快速提供

实验结果 是侵入性检查中诊断 Hp 感染的首选方法

文献报道 RUT 诊断 Hp 感染的敏感性为 89-96.3% 特

异性达97.9-100%[4-5]. 活检标本的尿素酶活性主要与感

染的 Hp 数量有关 细菌数量过少或尿素酶活性受到

抑制都可能导致 RUT 假阴性. 以 Hp 培养为标准 当活

检组织中细菌量大于 105 菌落形成单位(colony forming

unit CFU)时 RUT 的阳性率为 100% 当细菌量在

103-104 CFU 时 RUT 的阳性率降低 如果细菌量在

103 CFU 以下则 RUT 阴性[6]. 未经治疗的 Hp 感染者每块

活检标本中细菌量可达 106 CFU 故 RUT 阳性反应强

烈 敏感性高. 抗 Hp 治疗后因细菌量减少或尿素酶活

性降低 假阴性增加. 因此 传统的观念认为在评价Hp

根除效果时不宜单独使用 RUT

        使用质子泵抑制剂(PPI)和抗生素治疗 Hp 感染 可

导致 Hp 重新分布到胃的近端. 因此 Hp 根除治疗后复

查 应取胃窦及胃体部多个活检组织进行 RUT. 近年来

研究发现 根除治疗后 RUT 检测 Hp 的敏感性降低[4, 7].

Nakshabendi et al [8]研究结果显示 十二指肠溃疡患者

口服奥美拉唑 20 mg 2 次 /d 连续 8 wk 不但明显

减少胃窦部 Hp 菌量 而且显著抑制 Hp 尿素酶活性. 可

能是 Hp 在生存环境不利时发生形态变异 常由 S 型缩

卷成球形 其尿素酶活性减低. 但在停药后 3-6 mo又可

恢复其典型形态 尿素酶活性恢复. 丹麦学者 Rune[9]提

出如果使用 RUT 评价 Hp 根除效果 应在抗 Hp 治疗停

药后 6-12 mo 进行 以避免假阴性结果的出现. 日本学

者 Murata et al [10]以细菌培养和组织切片 HE 染色为 金

标准 探讨 RUT 评价 Hp 根除效果的准确性. 结果显

示根除治疗后 RUT 检测 Hp 的敏感性和特异性分别为

58.8% 和 97.8%. 然而 如果抗 Hp 治疗停药 4 mo 以上

复查 RUT 的敏感性和特异性均达 100%. 但是 该研

究病例数偏少 4 mo 以内复查者 47 例 4 mo 以上复

查者只有 16 例. 我们对 127 例 Hp 根除治疗后复查的研

究结果表明 以细菌培养和组织切片改良 Giemsa 染色



为 金标准 RUT 检测 Hp 的敏感性只有 64.3%. 根

除治疗停药后 1 mo RUT 敏感性 55.6% 准确性 84.4%;

停药后 2 mo RUT 敏感性 42.9% 准确性 86.7%. 然而

如果在完成 Hp 根除治疗后 6 mo 以上复查 RUT 检测

Hp 结果则与 金标准 完全一致[11]. 因此 在 Hp 根

除治疗后 6 mo 以上复查 RUT 可以正确判断 Hp 根除

效果. 对于 Hp 根除治疗后临床上有上消化道出血 消

瘦和体重减轻等 报警 症状的患者 胃镜检查必

要的情况下 选择合适的时机(6 mo 以上) RUT 可作

为评价 Hp 根除效果的首选方法.

2   UBT

UBT 的原理是利用 Hp 产生的尿素酶水解同位素 13C 或
14C 标记的尿素 生成 13CO2 或 14CO2 后弥散入血 经

肺呼出体外. 13C是存在于自然界的稳定的非放射性同位

素 其优点是对人体无害 适用于任何人(包括孕妇

和儿童); 但缺点是 13C-UBT 需用质谱仪分析 费用

高 一般医院尚未普及应用. 14C-UBT 具有一定放射

性 不适于孕妇及儿童 且半衰期长可污染环境.

UBT 由于无创无痛 操作简便和安全可靠 具有较高

的敏感性和特异性 可以反映全胃 Hp 感染状况而避

免了活检误差. UBT 是目前评价 Hp 是否根除的最佳方

法 常作为 金标准 评价其他检查方法的敏感性

和特异性. 对消化性溃疡或功能性消化不良者 Hp 根

除治疗后若无 报警 症状 则 UBT 为评价 Hp 根

除效果的首选方法.

       由于 UBT 也是尿素酶依赖性检查方法之一 在根

除治疗后的早期因尿素酶活性减低可能出现假阴性结

果 同时由于抑酸剂的应用使胃酸分泌锐减 致胃内其

他产尿素酶的细菌过度生长而出现较高的假阳性.

Slomianski et al [12]报道根除治疗后6 wk 13C-UBT检测Hp

的特异性为 71%. Tokunaga et al [13]对 109 例 Hp感染者根

除治疗后随访 6 mo 采用细菌培养 组织学检查和
13C-UBT 联合检查 Hp. 治疗后 31- 90 d 进行第一次检

查 治疗后6 mo行第二次检查. 结果第一次检查认为Hp

已根除的患者有 4.6 复发 考虑其主要原因是第一次

检查结果为假阴性. 另一方面 13C-UBT检查结果显示根

除失败的6例 没有继续治疗的情况下 6 mo时复查Hp

自动转阴 考虑第一次检查结果可能为假阳性.

        Miwa et al [14]报道 199 例 Hp 感染者根除治疗后

1 mo 和 6 mo 分别进行 13C-UBT 和侵入性检查. 将 1 mo

和 6 mo 时的 13C-UBT 值进行比较 截止点设在 0.5%.

治疗后1 mo检查时有94.9 的患者13C-UBT 值低于0.5%

即 Hp 阴性 6 mo 时复查仍为阴性. 而 13C-UBT 值高于

0.5% 的患者中有 60.9 在 6 mo 复查时已低于 0.5% 被

认为 Hp 已根除. 13C-UBT 评价 Hp 根除效果 根除治疗

后 1 mo检查的可靠性虽达 94.6 但假阳性率较高. 因

此 UBT 最好在 Hp 根除治疗后 6 mo 检查 以降低其

假阳性率. Yoshimura et al [15]研究结果显示 Hp 根除治疗

后 6 mo 复查 UBT 与以活检为基础的侵入性检查的准

确性无统计学差异. Epple et al [16]报道Hp根除治疗后6 mo

UBT 的准确性达 98.9 .
              13C-UBT 可有效评估 Hp 根除治疗效果 但遗憾的

是 13C-UBT 检查需昂贵的仪器和试剂 通常只有少数

医疗中心可以进行. 故仍需寻找一种价廉 敏感和特异

的非侵入性检查方法评价 Hp 根除效果 新近开展的

Hp SA 试验基本达到上述要求.

3   Hp SA 试验

Hp SA 试验是通过酶联免疫方法(enzyme immunoassay

EIA)检测粪便中 Hp 抗原 反映消化道 Hp 感染状况. 其

优点为仅需粪便标本 90 min 即可出结果 且相对价

廉 并有较高的敏感性和特异性. Varia et al [17]对 501 例

患者的研究结果显示 Hp SA 诊断 Hp 感染 敏感性和

特异性分别为 94.1% 和 91.8%. Hp SA 已被美国 FDA 批

准用于监测有症状的成年 Hp 感染者的诊断和 Hp 根除

治疗效果的评价. 具有国际权威性的欧洲 Hp 研究组

(EHPSG) Maastricht2-2000 共识报告[18]认为 评价 Hp

根除效果首选 UBT 如果不能进行 UBT 选择 Hp SA.

Hp 根除治疗后 虽然 Hp 已被杀死 但其抗原仍存在

于粪便中 以及其他细菌抗原的交叉反应等原因 Hp SA

存在很高的假阳性 使其在根除治疗后的准确性明显

降低. Bilardi et al [19]用组织学检查 RUT 及培养作为

金标准 比较了三联杀菌治疗后 Hp SA 及 13C-UBT

监测 Hp 根除治疗的效果 结果发现二者敏感性相似

但 Hp SA 的假阳性率明显高于 13C-UBT 阳性预测值

明显低于 13C-UBT. Makristathis et al [20]报道 55 例 Hp

感染者在抗菌治疗 35 d 后 41 例证实已根除的患者中

有 13 例 HpSA 阳性 敏感性和特异性分别为 68.3 和

85.7 提示 Hp 根除治疗后 1 mo 检测 Hp SA 为时过

早. Caselli et al [21]在 Makristathis 的研究基础上将随访时

间延长 结果 72 例已根除的患者 HpSA 检测有 13 例假

阳性(18 ) 其中 3 例 6 mo 复查时 HpSA 转阴 而 13C-

UBT 只有 1 例假阳性. 因此 Hp SA 应该在根除治疗后

至少 6 mo 进行 且其准确性不及 13C-UBT.

        虽然正常胃黏膜不到 1 wk 即更换 1 次 但当合并其

他消化道炎症如阑尾炎或憩室炎时 黏膜更换延迟[18]. 有

关根除治疗后 Hp SA 在体内存留的时间 尚未见详细

报道 故Hp SA在根除治疗后的诊断时机及其准确性有

待进一步研究和证实.

        总之 Hp 根除治疗后 6 mo 行 RUT 或 13C-UBT 评价

根除效果均有很高的准确性 可根据复查时是否需要

内镜检查来进行选择. Hp SA试验在Hp根除治疗后6 mo

仍有一定的假阳性 准确性不如前 2 种方法 但随着

对其研究的深入 其有望成为评价 Hp 根除效果的简

单 经济而又准确的新方法. Hp 根除后血清中 Hp IgG

和 Hp IgA 抗体可持续存在 故不宜用血清学方法评价

Hp 根除治疗效果.
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摘要

人急性粒细胞性白血病干细胞(LSC)的分离 鉴定及功能

研究认为肿瘤起源于干细胞 是一种干细胞疾病. 虽然有证

据表明 实体肿瘤也存在类似的肿瘤干细胞 但基于条件

限制长久以来没有得到分离鉴定. 最近具有自我更新和分化

能力以及特异表面标志的乳腺癌 脑肿瘤干细胞相继被分

离鉴定 提出实体肿瘤是干细胞疾病的理念 认为肿瘤

是功能异质性的 只有小部分肿瘤干细胞才有成瘤及维持

恶性显型的作用 因此肿瘤的治疗关键应是针对肿瘤干细

胞的治疗 这对传统的肿瘤治疗方式提出了巨大的挑战. 作

为新课题 实体肿瘤干细胞的起源 研究方法 研究内容及

进一步研究方向尚需探讨 但是肿瘤干细胞研究对实体肿瘤

发生发展机制的阐明 治疗新靶点的发现等将产生深远影响.
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0   引言

干细胞(stem cells)是一类未分化的细胞或原始细胞 多

潜能分化及自我更新能力是其两个主要生物学特性[1-8]. 继

造血干细胞(hematopoietic stem cells HSC)的发现[9-13] 许

多学者提出肿瘤干细胞假说 即肿瘤起源于正常干细

胞遗传突变的积累[10, 14-15]. 1994 年Lapidot et al [16]首次通

过特异细胞表面标志分离出了人急性粒细胞性白血病

干细胞(leukemic stem cells LSC) 发现只有 LSC 才

具有不断自我更新维持其恶性显型的作用 证明了肿

瘤干细胞的客观存在. 最近乳腺癌[17]和脑瘤[18]中相继分

离纯化出了具有特异表面标志的肿瘤干细胞 开创了

实体肿瘤干细胞研究的新局面 并提出实体肿瘤也是

一种干细胞疾病的理念[17-18].

1   理论依据

1.1 Stochastic 与 Hierarchy 学说  许多肿瘤移植动物实验

表明 只有当注射(皮下或股部)肿瘤细胞数大于 106 时

才能在局部形成肿瘤 由此产生了两种肿瘤形成学说

即 Stochastic 与 Hierarchy 学说[19] 分别解释了为何不

是每个肿瘤细胞都能再接种形成移植瘤. Stochastic学说

认为所有肿瘤细胞是功能同质的 每个肿瘤细胞都有

再形成肿瘤的能力 但其进入细胞周期增生分裂是由

一些低概率的随机事件控制. 因此 要阐明肿瘤的生物

学特性必须研究全部肿瘤细胞. 而 Hierarchy 学说认为

肿瘤细胞在功能上存在很大的异质性 只有极小部分

肿瘤起源细胞(tumor-initiating cell T-IC)才有成瘤能

力 且成瘤率较高. 这种 T-IC 即为肿瘤干细胞 与其

他肿瘤细胞不同 其具有自我更新和分化能力 因此

应该成为肿瘤研究的靶点.

1.2 造血系统肿瘤干细胞  造血系统是研究干细胞较好的

模式 目前研究较为深入. 早在 1960 年代就曾发现一些

来自小鼠腹水的骨髓瘤细胞只有很少一部分(1/10 000-

1/100)能在体外克隆形成试验形成克隆 只有 1-4 的

移植白血病细胞能在脾脏形成克隆[19-20]. 肿瘤细胞克隆

形成能力的差异提示造血系统肿瘤是异质的 可能存

在为数极少的肿瘤干细胞 只有后者才有成瘤能力.

而近年来一种以 CD34+CD38- 为特异表面标志的细胞在

急性粒细胞白血病(AML)中得到分离纯化 能转移人

AML 至 NOD/SCID 小鼠 在其体内形成 AML 被命名为

SCID 白血病起源细胞(SCID leukemia-initiating cells

SL-IC)[16, 21-22] 这种细胞即人 LSC.

1.3 实体肿瘤的复发和转移  目前临床上对实体肿瘤的

治疗都是针对其全部的肿瘤细胞 而评价治疗手段的

有效与否一般都是以肿瘤的消退或缓解程度为标准. 虽

然肿瘤能达到消退或缓解 但往往在一段时间后会复

发 这也是肿瘤患者5 a生存率低的主要原因[23-24]. 这可

能与肿瘤干细胞的存在有关 因为干细胞相对于已分

化细胞或成熟细胞对凋亡更不敏感 继续存活而成为

复发的根源[25-26]. 大约30 乳腺癌患者临床确诊时已经

存在骨髓的微转移 但 5 a 后其中只有 50 的患者显

示转移征象 这可能与转移的肿瘤细胞是不是肿瘤干

细胞有关[17, 26].

2   实体肿瘤干细胞的发现及起源

2.1 实体肿瘤干细胞的发现  早在 1960/1970 年代 许

多学者业已找到实体肿瘤干细胞存在的实验依据: 实体

肿瘤细胞存在异质性 只有小部分细胞有克隆形成能

力. Hamburger et al [27]发现只有 1/1 000-1/5 000 的肺癌

卵巢癌与神经母细胞瘤细胞有能力在体外软琼脂培养

基上形成克隆(细胞克隆培养) 这与 LSC 有很大的相

似性 是一种 癌干细胞(cancer stem cells) . 但是由
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于当时实验技术等的限制尚未对其进行分离纯化. 最

近 Al-Hajj et al [17]通过特异性的细胞表面标志率先在

人乳腺癌中分离纯化出 乳腺癌干细胞(breast cancer

initiating cells BRCa-IC) 这种细胞以 Lin-ESA+

CD44+CD24-/low 为特异细胞表面标志 只占肿瘤细胞的

2 . 通过有限稀释分析发现其在NOD/SCID小鼠的成瘤

能力至少是其他肿瘤细胞的 50 倍 即使少于 100 个细

胞也能在小鼠体内成瘤 而且能体内连续传代. 研究还

发现由这种 BRCa-IC 形成的小鼠移植瘤与原先 BRCa-

IC 来源的人乳腺癌组织具有相同的显型 即移植瘤既

含有这种BRCa-IC又具有其他肿瘤细胞. 提示极强的自

我复制更新能力与不断分化能力是 BRCa-IC 两个主要

特性. BRCa-IC 的发现证实了实体肿瘤干细胞的存在

为其他实体肿瘤干细胞的发现提供了理论支持[28-29].

Singh et al [18]在包括成神经管细胞瘤 星形细胞瘤 室

管膜细胞瘤及神经节神经胶质瘤在内的一系列脑部肿

瘤中分离出 CD133+ 的 脑肿瘤干细胞(brain tumor stem

cells BTSC) . 研究发现各种病理类型脑肿瘤的 BTSC

体外培养均能形成神经球样克隆(neurosphere-l ike

colonies) 称为肿瘤球(tumor spheres). BTSC 与 BRCa-IC

相似 具有很强的自我更新和分化能力 其形成肿瘤球

的细胞显型与原位肿瘤是一样的. 此外 BTSC还存在染

色体的异常 即 10 号 16 号染色体缺失 18 号染色体

增加 核型为 45 XY[18]. 提示 BTSC 已经从其正常来源的

细胞发生遗传转变 可以解释其恶性增生和分化.

2.2 实体肿瘤干细胞的起源  正常组织干细胞与肿瘤细

胞存在很多共同点[30]. 迄今 肿瘤干细胞起源于何种细

胞尚未有定论 目前有两种假说[30, 14]: (1)由于正常干细

胞 包括 HSC 已经存在被激活的自我更新机制 获得

较少突变即有可能恶性转化 而且干细胞存活时间较

长 有更多的突变机会形成肿瘤干细胞; (2)一些已经开

始分化的原始细胞或成熟细胞也有可能在癌变以前重

新获得自我更新能力 经历突变形成肿瘤干细胞(图 1).

正常 HSC 表面标志为 Lin-CD34+CD38-Thy-1+ 而 LSCs

为 Lin-CD34+CD38-Thy-1- 二者的差别只在于 Thy-1 的

表达与否 因此 Thy-1- 的原始细胞或者丢失 Thy-1表达

的HSC都有可能经历突变而恶性转化为肿瘤干细胞[31-32].

此外 Notch 细胞信号转导途径的激活[33-37] Wnt 信

号途径的失调控[38-41] Shh-Gli 途径的下调[42-46]等诸多

信号转导途径与造血系统 表皮组织 乳腺组织以及肠

上皮组织的干细胞自我更新 增生 分化失调而致恶性

转化有关 而这些研究尚处于初始阶段.

3   研究方法和意义

3.1 肿瘤干细胞的分离纯化  近年来 干细胞研究的发

展很大程度上依赖于细胞分化抗原的研究进展. 细胞表

面特异性标志的确定是肿瘤干细胞分离的第一步. 一般

原则为结合谱系标志(Lineage-) 正常干细胞特异标志

(如分离 BTSC 的 CD133 与分离 LSCs 的 CD34)以及正常

组织特异性标志(如上皮特异性标志 ESA)等综合评价

很多学者认为结合阳性标志和阴性标志可以更有效的分

离干细胞(如 BRCa-IC 为 CD44+CD24-). 研究发现 Sca-1

与 keratin-6[47] integrin β1[48] Musashi-1 与 Hes1[49-50]等

表面标志可作为肠干细胞分离的标志 也可作为结肠

癌干细胞分离的参考. 目前高通量的细胞分选系统主要

有: 磁性细胞分选系统和流式细胞技术(FACS). 分离过程

主要分为两步[17]: 首先分别按各细胞表面标志进行细胞

群(包括细胞表面分子 + 与 细胞)的筛选 各细胞群按

不同细胞浓度接种 NOD/SCID 小鼠 观察肿瘤生长

比较各组成瘤能力 筛选出优势细胞表面标志. 其次针

对几种优势细胞表面标志进行组合(例如 A+B-C+) 筛

出各组合的细胞群 各按不同浓度组接种NOD/SCID小

鼠 比较各细胞群成瘤能力 确定目的细胞.

图 1  干细胞在正常乳腺生长与乳腺癌发生中的作用(Dontu et al ).

3.2 肿瘤干细胞的鉴定  目前尚不能从形态学来鉴定干

细胞 而尝试从功能学方法 即对其自我更新能力与不

断分化能力两个主要特性进行评价是干细胞鉴定的主

要方法[51]. Al-Hajj et al [17]将人原位或胸水转移癌细胞根

据细胞表面标志进行筛选 将筛选的特定细胞群以不

同浓度在 NOD/SCID 小鼠乳腺脂肪板进行体内接种

发现 Lin-ESA+CD44+CD24-/low 细胞不仅有很强的成瘤能

力 而且可以在小鼠体内连续传代 表明其自我更新

复制能力; 而体外培养显现极强的肿瘤球形成能力亦可

评价 BTSC 自我复制的能力[18]. 对 BRCa-IC 与 BTSC 分

化能力的评价是通过对其形成的移植瘤或体外肿瘤球

细胞显型的分析. 研究发现这种移植瘤或肿瘤球中含有

的与原 BRCa-IC BTSC 一样的干细胞是其自我更新

的结果 而大量无特异表面标志的其他异质肿瘤细胞

则是其异常分化的产物.

3.3 未来研究方向  (1)加强对正常组织干细胞生物学行

为 细胞表面标志的研究 为更多实体肿瘤干细胞的分

离鉴定提供理论支持; (2)最近研究表明 成体干细胞

造血干细胞 神经干细胞还有胚胎干细胞的基因表达

谱存在很大的重叠性 包括激活的 TGF-β 生长激

素与凝血酶受体信号途径以及 ABC 家族膜转运蛋白等

的高表达 这赋予了这些细胞的 干细胞性 [15, 52-53].

Dontu et al [54]用基因芯片研究比较了正常乳腺干细胞样

Normal development

 

 

 

 

  

 

Stem cellStem cell

Self-renewal

D
iff

er
en

tia
tio

n

Progenltor cell

Cancer stem cell

Differentiation

Self-renewal

Cancer stem cell

Cance stem cell

Carcinogenesis

Non-tumoilgenic cancer

cells

Non-tumorlgenic cancer cells

Cancer stem cell
Cancer stem cell

Non-tumorlgenic cancer cells

Differentiation

Self-renewal
Eplthelial progenitors

Myoepithellat cellDuctal eplthellal cell
Alveolar cell

?

? ?

?



冯波, 等. 肿瘤干细胞与实体肿瘤                                                               981

细胞与其分化的成熟乳腺细胞的基因表达谱也发现这

种干细胞样细胞存在类似基因的高表达 有证据已经

表明这些基因的失调控与乳腺癌的发病有关. 因此研究

实体肿瘤干细胞与正常组织干细胞及其他异质肿瘤细胞

的基因表达谱 并对其差异基因进行功能研究 可以阐明

肿瘤干细胞的起源以及肿瘤发生发展的基本机制 从而

可以寻找实体肿瘤治疗的新靶点; (3)Notch [33-37] Wnt [38-41]

Shh-Gli[42-46]及 BMI1[55-56]等细胞信号转导途径与造血系

统 表皮组织 乳腺组织以及肠上皮组织的干细胞自

我更新 增生 分化有关 也与肿瘤的发生发展有

关 研究实体肿瘤干细胞与其他肿瘤细胞这些信号转

导途径的差异有助于阐明肿瘤的发病机制; (4)实体肿瘤

干细胞的含量极少且不断分化 所以发展高效的体外

培养系统 细胞扩增技术以及维持干细胞未分化状态

技术是今后研究的艰巨任务[54].

3.4 实体肿瘤干细胞的研究意义   (1)乳腺癌和脑瘤干细

胞的发现 分离及鉴定证明了 Hierarchy 学说的正确性

即只有小部分肿瘤干细胞才有成瘤能力并维持肿瘤显型.

干细胞表达 MDR1 与 ABC 转运蛋白等耐药分子[57-58] 对

化疗与凋亡不敏感[59-60]. 如果肿瘤干细胞高表达这类分

子 也有可能对治疗耐受 这解释了肿瘤治疗后的复发

转移[17, 26]. (2)肿瘤的发病机制尚未阐明[61-62] 对实体肿

瘤干细胞遗传属性 生物学行为 信号转导等进行系统

研究 有助于从根本上阐明肿瘤的发生发展机制. (3)传

统肿瘤治疗都是针对所有的肿瘤细胞 而且认为肿瘤

细胞具有功能同质性. 而实际上如果肿瘤是源于肿瘤干

细胞 是一种干细胞疾病 我们先前诸多关于肿瘤发生

发展机制 细胞信号途径等的研究成果需要重新评价

因为肿瘤干细胞的生物学行为与其他肿瘤细胞可能存

在质的差别. 最新研究表明 联合黄胆素与蛋白酶抑制

剂能选择性杀伤 LSC 但对正常 HSC 无影响[63] 有效

的治疗需要选择性杀伤肿瘤干细胞[31] 这对传统治疗

提出极大的挑战. (4)通过对肿瘤干细胞基因表达谱 生

物学行为以及功能的不断深入研究 可以阐明其遗传

机制 恶性转化路径 从而发掘针对干细胞的治疗新靶

点 为临床彻底根治肿瘤展示了新希望.

       总之 实体肿瘤干细胞的发现无疑给全世界学者

一个很大的惊喜 而就像对待其他新事物一样我们需

要对其进行更多的研究. 尝试从胃肠道肿瘤 肺肿瘤

皮肤肿瘤等分离出类似的肿瘤干细胞并对其进行系统

的研究是我们努力的方向.
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摘要

胃肠功能障碍容易诱发多器官功能障碍综合征(MODS)

胃黏膜内pH(pHi)值作为研究胃肠功能障碍患者病情变化的

主要检测指标 能够敏感反映MODS发生过程中最容易受

累的胃肠黏膜缺氧情况 较其他临床指标更早提示患者病

情的变化.目前测定胃 pHi 的方法主要有张力计法和胃管

法 二者均能够连续测定胃 pHi 值 及时准确地反映胃肠

功能障碍患者的病情变化.本文通过查阅大量文献资料并结

合临床经验 系统阐述了胃肠功能障碍患者胃pHi的监测

方法 意义和需要注意的问题 为及早采取相应治疗措施

预防MODS的发生提供理论依据和临床参考.

李建忠, 余飞飞, 岳茂兴. 胃肠功能障碍患者胃黏膜内 pH 值的监测方法和意

义. 世界华人消化杂志  2004;12(3):983-984
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0   引言

胃肠功能障碍易诱发多器官功能障碍综合征(MODS)

但目前临床上还没有十分明确的用于预警胃肠功能障

碍患者病情变化的检测指标. 胃黏膜内pH(pHi)值能够敏

感反映 MODS 发生过程中最容易受累的胃肠黏膜缺氧

情况 可以作为研究胃肠功能障碍患者病情变化的主

要检测指标 进而为及早采取相应措施 预防MODS的

发生提供依据 [1-3]. 现就测定胃肠功能障碍患者胃pHi的

方法 意义和需要注意的问题综述如下.

1   监测 pHi 的临床意义

机体在维持其内环境和行使功能时所需要的能量直接

来源于 ATP 的分解即 ATP ADP+Pi+H+ 能量. 当机体

遭受创伤 失血感染等因素后 组织细胞氧供缺乏 可

导致 ATP 的合成小于其分解而产生多余的 H+ 大量的

H+ 存在于胃黏膜内 从而引起 pHi 值下降 严重时可

引发胃肠功能障碍直至并发 MODS. 组织细胞缺氧程度

越严重 胃 pHi 值下降越显著. 因此胃 pHi 值提供了部

分器官组织氧合充分与否的判定依据 而这些器官如

胃肠道的完整性对于患者的存活率十分重要. 胃 pHi 测

定值低于正常 可提示黏膜通透性增加 黏膜损伤并

出现重复性灌注 即细菌 毒素入侵 菌血症和多

器官功能障碍或衰竭. 根据此原理 测定胃 pHi 值可以

作为复苏过程中有临床价值的一个重要指标. 临床研究

发现 以 p H i 值诊断胃肠道慢性缺氧 其敏感性为

95% 特异性为 100%; 在诊断腹主动脉瘤术后缺氧性

结肠炎中 其敏感性为 100% 特异性为 87%; 在早期

发现休克中 其敏感度远高于乳酸 [3-5].

2   测定 pHi 的方法

2.1 张力计法  用生理盐水将 TRIP-NGS 导管远端的聚

硅酮膜水囊内的气体完全排空 再将生理盐水抽空.

以三通管锁闭水囊 防止气体混入. 然后采用常规经

鼻饲插胃管的方法 将导管前端送入胃腔内 并经X线

检查证实导管的水囊确实在胃腔内. 将2.5 mL室温生理

盐水经三通管开关注入水囊 防止气体混入. 之后关闭

开关 开始计算平衡时间. 60 min 后用注射器缓慢抽出

1.0 mL 囊内液体弃掉 再抽取囊内所剩液体 立即用

血气分析仪测定 PCO2.同时抽取动脉血 测定 HCO3
-.

利用 Herderson-HasseeLbaLch 方程 pHi=6.1+Lg(HCO3
-/

PCO2 K 0.03) 求出 pHi 值(K 为校正系数 60 min

时 K=1.13). 聚硅酮膜对 CO2 等分子有良好的通透性. 但

不能透过 H+. Herderson-HasseeLbaLch 方程成立是基于

以下理论: (1)测得的PCO2等于胃黏膜内实际PCO2; (2)组

织中 HCO3
- 等于动脉血 HCO3

- [4-8].

2.2 胃管法  患者经鼻插入胃管 吸尽胃内容物后 向

胃内注入 30 mL 生理盐水 夹闭胃管 定时抽取胃

液 弃去前 10 mL 留取后 2 mL. 所得标本立即用

ABL-300 血气分析仪测定胃肠道二氧化碳分压(PCO2).

同时经动脉采血测定 HCO3
- 浓度 根据下列公式计算

pHi [pHi =6.1+Lg (HCO3
-/ PCO2 K 0.03)(K 为校正系

数 60 min 时 K=1.13)]. 胃管法测定 pHi 值不仅简单方

便 经济实用 而且测定结果准确可靠 [6-10].

3   测定 pHi 值应注意的问题

3.1 影响 pHi 值的因素  (1)反渗: 胃黏膜分泌 H+ 与胰

腺分泌的 HCO3
- 反应 可引起胃内 PCO2 增高 导致

pHi 降低; 相反分泌 H + 引起的 碱潮 又可使动脉

HCO3
- 升高 以上两种情况均不直接反映氧代谢情况.

(2)全身性酸中毒: 代谢性或呼吸性酸中毒均可使 pHi 降

低 干扰 pHi 的准确测定. (3) CO2 排出减少: 当组织灌

注减少 但又不伴有细胞缺氧时 就不会造成组织 CO2

蓄积. 有关实验表明只有当出现无氧代谢时 CO2 才显
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著升高 [7-12].

3.2 改良措施  (1)针对反渗: 使用 H2 受体阻断剂或质子

泵阻断剂 如甲氰咪胍 雷尼替丁 洛塞克等 可达到

抑制胃酸分泌的作用. 另外长期禁食的患者胃酸分泌也

很少 以上措施可显著减少对临床判读 pHi 的干扰. (2)

针对全身性酸中毒: 将 pHi 标准化即 pHi=7.40-Lg(PCO2/

PaCO2) 可避免诸如肺通气障碍或肾功能不全等对测

定结果的影响 [8-15].

3.3 需要注意的问题  (1)对于长期保留胃管的禁食患者

持续测定 pHi 值还存在很大困难. 另外对于没有禁食水

的患者 在测定胃 pHi 值 应至少禁食水 1 h 以上

所获得的结果较为理想. 若患者有胃积血的现象 则不

适宜测定胃 pHi 值. (2)采用胃管法进行 pHi 值的计算

对于已经出现血液动力学异常和酸碱与电解质平衡紊

乱的患者 并无实际临床意义. (3)外伤手术患者由于发

病急 术后插管较多 如何及时准确地测定胃 pHi值尚

待进一步研究. (4)也有研究表明: 部分非胃肠功能障碍患

者也可能出现 pHi 降低的现象 但无临床症状出现.确

定此类人群 pHi 值的实际意义 可做进一步检查 防

止干扰临床诊断. (5)技术人员 测定设备也可影响胃

pHi 值的测定结果. 通过严格培训的技术人员能更准确

地测定胃 pHi 值 不同型号的血气分析仪对所测定的

结果误差有显著性 以上总体失误率在可达 34%. (6)

使用磷酸缓冲液 可以提高测定数据的可靠性 比使

用生理盐水更能增加胃 pHi 值的精确度. (7)对胃 pHi 值

正常下限值的理解对于判定所测定的胃 pHi 值意义有

直接的影响 部分学者采用 7.32 也有一些专家采用

7.35. 事实上 想获得精确的胃 pHi 值正常下限值是很

困难的 在利用胃 pHi 值判断患者病情时一定要结合

当时患者的具体病情. (8)测定胃pHi 值时 一定要注意

操作过程中避免与空气接触 排气和排液过程应充分

利用三通开关和另一侧开口 在形成负压后要立即关

闭开口[9-17].

      总之 胃肠道是血液灌流减少发生最早 最明显

且恢复最迟的脏器.而胃肠道黏膜的逆向微循环特点

使胃肠黏膜在缺血缺氧时更易受损伤. 胃肠黏膜的缺血

缺氧增加了胃肠黏膜的通透性 削弱了其免疫 屏障功

能 导致肠道细菌. 内毒素移位 是全身炎症反应综

合征(SIRS)的重要原因 成为病情向多器官功能障碍

(MODS)演变的重要因素.胃肠黏膜血流的减少 引起局

部组织氧供的下降 导致胃肠黏膜局部以无氧代谢为

主 形成局部高碳酸血症 且胃肠黏膜局部碳酸血症的

程度与胃肠道血流的减少相关.常规监测中 pHa PaO2/

FiO2 的改变常明显迟于 pHi 的改变 反映组织水平上

氧代谢平衡的pHi可作为评定全身性氧代谢平衡指标的

替代方法. 在临床工作中上 胃张力计和胃管法均能够

连续测定胃 pHi 值 比较准确地反映胃肠功能障碍患

者的病情变化 进一步为及早采取治疗措施提供临床

诊断依据.但由于患者的疾病种类不同 病情变化复

杂 在测定胃 pHi 值时需要综合分析技术操作细节

部分患者的具体测定方法和实际意义尚待进一步讨论

和评价.
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摘要

目的: 探讨c-MYC与大肠癌血管生成的关系 可能机制及

与临床病理特征间的关系.

方法: 采用免疫组化 S-P 法对 50 例大肠癌组织 16 例正

常大肠组织的 c-MYC 血管内皮生长因子(vascular en-

dothelial growth factor VEGF)及 CD34 进行检测.

结果: c-MYC与VEGF的表达之间存在显著相关性(χ2 =

9.232 P =0.002) c-MYC VEGF 阳性组及 c-MYC

VEGF 双阳性组的 MVD 值(43.3 9.6 42.3 9.2 42.6

8.9)均显著高于c-MYC VEGF阴性组及双阴性组的MVD

值(t = 2.253 2.105 2.301 P<0.05) ; c-MYC VEGF

及双阳性组大肠癌的淋巴结转移率明显高于阴性组(χ2  =

6.879 5.711 P <0.05) 且以双阳性组最高(68.9%);  c-

MYC VEGF 及双阳性组的阳性率随 Dukes 分期而增加

(χ2 =9.306 6.330 6.953 P <0.05); 而 c-MYC VEGF

的阳性率与大肠癌的组织学类型及分化程度无关(P  >0.05).

结论: c-MYC 与大肠癌的血管生成相关 并可能是通过

VEGF引起的 这为以c-MYC为靶点的基因治疗提供了理

论依据 .
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0   引言

血管生成对肿瘤的生长 侵袭 转移起着重要作用.其
出现在肿瘤发展的早期 如没有血管生成 肿瘤因得不
到充足的血液供应而不能持续生长. c-MYC不仅在细胞的
增生与生长方面发挥重要作用 而且其还是血管生成的
重要调节者[1]. 血管内皮生长因子是一个重要的血管生成
因子 在肿瘤的血管生成中发挥着重要作用.为探讨 c-
MYC在大肠癌血管生成中的作用 可能机制及与临床病
理特征间的关系 我们采用免疫组化方法对50例大肠癌
及 16 例正常标本的 c-MYC VEGF MVD 进行检测 分
析c-MYC与VEGF的表达及MVD间的关系 现报道如下:

1   材料和方法

1.1 材料  中 晚期大肠癌标本 50 例 正常大肠黏膜
标本(癌旁 5-10 cm)16 例取自武汉大学中南医院 2002/

2003 新鲜手术标本. 50 例大肠癌中 男 24 例 女 26
例 年龄最大 69 岁 最小 24 岁 平均年龄 50.28 岁.
所有患者手术前均未接受放疗与化疗.根据全国大肠癌
病理研究统一规范 按组织学类型分为腺癌 黏液腺
癌 印戒细胞癌; 按组织学分化程度分为高 中 低
分化; 按 Dukes 分期分为 A B C 三期. 所有标本经
100 mL/L 的甲醛溶液固定 常规石蜡包埋 切片厚
4 µm. 鼠抗人 c-MYC VEGF CD34 单克隆抗体以及
超敏 S-P 试剂盒均购自福州迈新公司.
1.2 方法

1.2.1 超敏 S-P 免疫组化染色法  一抗工作浓度为 1 50
以乳腺癌切片作为 c-MYC 的阳性对照 大肠癌切片作
为 VEGF 的阳性对照 PBS 代替一抗作为阴性对照.
1.2.2 结果判定  MVD 计数: 在光镜下计数微血管 凡
染成棕色 明显与微血管分开的内皮细胞或内皮细胞簇
也可视为微血管(图1). 先在低倍镜下找出微血管最丰富
区 在 200 倍视野下随机计数 5 个视野 取平均数为此
标本的 MVD 计数; 对 c-MYC VEGF 在高倍镜(400 倍)
下随机数 5 个视野 每视野连续数 100 个细胞 数胞质
或胞核染成棕黄色的细胞 按平均率有 10% 以上细胞
呈棕黄色定为阳性 染色细胞数小于 10% 者为阴性.
        统计学处理  统计分析使用 SPSS11.5 统计软件 采

用 χ 2 检验 确切概率法 t  检验对所得结果进行分

析 P <0.05 为差异有显著性.

2   结果

2.1 c-MYC 与 VEGF 的表达特点及相关性  c-MYC 主
要位于细胞质 少数位于细胞核(图 2); VEGF 的表达主
要位于细胞质 也可见于细胞膜(图3).大肠癌组织中 c-
MYC 表达主要位于细胞质 也见于细胞核(图 4); VEGF
表达主要位于细胞质(图 5). 在大多数癌组织中 c-MYC
呈均一性表达 在一些癌组织中则呈异质性表达
VEGF 亦如此. 正常大肠黏膜偶见黏膜上皮细胞表达 c-
MYC 但阳性细胞率低于10%; 正常大肠黏膜未见VEGF
表达.在所检测的大肠癌标本中 c-MYC 与 VEGF 的表

达之间存在显著相关性(χ2=9.232 P =0.002)(表 1).

表 1  c-MYC 与 VEGF 表达之间的关系

   c-MYC
VEGF 合计

           阳性            阴性

阳性 29 10   39

阴性  2   9   11

合计 31 19   50

P <0.01.
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2.2 c-MYC VEGF 与 MVD 大肠癌临床病理特征

间的关系  c-MYC VEGF 阳性组的 MVD 值显著高于

阴性组的MVD值; 同样c-MYC VEGF双阳性组的MVD

值也显著高于双阴性组. c-MYC VEGF 阳性组大肠癌

淋巴结转移率明显高于阴性组; 双阳性组大肠癌的淋巴

结转移率明显高于双阴性组; 双阳性组与单阳性组的转

移率之间无显著性差异 但双阳性组的转移率高于单

阳性组的转移率. 总体上 c-MYC VEGF 及双阳性组

的阳性率随 Dukes 分期而增加 但 Dukes A B 期间的

c-MYC 阳性率及 Dukes B C 期间的 VEGF 阳性率差异

无显著性 并且双阳性组 Dukes B C 期的比率高于单

阳性组;  c-MYC VEGF 及双阳性组的阳性率与大肠癌

的组织学类型及分化程度无关 (表 2).

表 2  c-MYC VEGF 与 MVD 大肠癌临床病理特征间的关系

     c-MYC                   VEGF        c-MYC VEGF共表达
项目

                 阳性        阴性          阳性        阴性      双阳性      双阴性

组织学类型

腺癌 24 16 32 8 22 7

黏液腺癌   5   2   5 2   5 1

印戒细胞癌   2   1   2 1   2 1

分化程度

          高 12   4 14 2 11 2

          中 17 12 21 8 16 6

          低   2   3   4 1   2 1

淋巴结转移

          有 20  5b 23 2a 20 2a

          无 11 14 16 9   9 7

Dukes

          A 期   4   9a   7 6a   4 5a

          B 期   9   6 12 3   8 2

          C 期 18   4 20 2 14 2

MVD 值                        43.3     34.7    42.3   34.4   42.6   34.9

             9.6           8.3a        9.2        8.1a         8.9      6.2a

aP <0.05, bP <0.01 vs 阳性组.

图 1  肿瘤微血管.

图 2  正常 c-MYC.

图 3  正常 VEGF.

图 4  c-MYC 阳性 ×400.

图 5  VEGF 阳性 ×400.

3   讨论

在许多肿瘤组织 如大肠癌 乳腺癌 小细胞肺癌

黑色素细胞癌等组织中均能检测到癌基因产物 c-MYC

的表达增加 并且其与肿瘤的侵袭性 分化及患者的



预后密切相关[2-5]. 近年来 研究人员发现 c-MYC 活化

时也具有促进肿瘤血管生成的作用. Baudino et al [6]发

现 c-MYC-/-的胚胎干细胞和卵黄囊内皮细胞VEGF表

达减少 c-Myc-/- 的胚胎有明显的血管生成障碍 并且

c-MYC-/- 的肿瘤细胞移植到 SCID 鼠后 形成的肿瘤明

显减小. 此外 c-MYC-/- 的小鼠的表型与 VEGF或其受体

Flk-1 缺失的小鼠相似 并且加入 VEGF 能恢复 c-

MYC-/- 的卵黄囊内皮细胞的生长缺陷.此外  Pelengaris

et al [1]发现 c-MYC 活化的转化细胞在恶变成癌时 能

更早的形成血管及发生转移.VEGF 也叫血管通透因子

(VFP) 是一种强效血管生成因子 可促进血管内皮

细胞增生 提高血管通透性 改变细胞外基质 从而促

进血管生成. 国内外学者[7-10]研究发现 VEGF 与胃癌

大肠癌 肺癌等多种肿瘤的 MVD 浸润 转移相关

并且与他们的发生 发展及患者的预后密切相关.经过

VEGF 受体反义核酸处理的胃癌细胞在移植到裸鼠后

癌细胞凋亡明显增加 腹腔转移率下降; 并且人化的抗

VEGF 单克隆抗体(rhuMab VEGF)与常规化疗药物联合

使用治疗已经发生转移的大肠癌患者 能改善其预后

延长患者的存活时间[11-12]. 我们的研究提示:c-MYC 与

VEGF 的表达之间存在密切相关性 c-MYC 可能不仅

通过促进细胞的增生  抑制细胞分化而在大肠癌的发

生 发展中发挥作用 而且还能经 VEGF促进大肠癌血

管的生成 进而有利于大肠癌的生长 转移. 同时我们

的研究还表明:并不是所有的 VEGF 的表达都依赖 c-

MYC.已有研究[13-15]发现许多生长因子 如表皮生长因

子(EGF) 转化生长因子(TGF-α  TGF-β ) 纤维母

细胞生长因子(FGF) 组织因子(TF)等均能促进 VEGF

mRNA 的表达 而且 c-MYC 阳性的大肠癌组织 也

有少数的 VEGF 的表达是阴性的 这充分说明大肠癌

发生的复杂性 - 机体的生理功能不是基因 蛋白之间

单纯的线性关系决定的 一种基因或蛋白的表达总是

受到许多基因或蛋白的调控 且一种生理功能也可经

由许多种不同的途径而产生.但在一个肿瘤患者身上

可能某一功能的调控途径暂时是固定的 这鼓励我们

应该深入研究他们之间的关系 从而可以为患者选择

更好的个体化治疗方法.
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摘要

目的: 探讨端粒酶活性 细胞凋亡及 p53 Bcl-2 基因表

达与胃肠道间质瘤(GIST)生物学行为的关系.

方法: 分别采用端粒酶活性试剂盒 原位末端标记和免疫

组织化学的方法对38 例GIST 标本进行端粒酶活性 细胞

凋亡和p53 Bcl-2基因表达的检测 并结合临床病理资料

进行分析.

结果: GIST端粒酶活性阳性率在恶性中为85%(17/20) 在

潜在恶性中为 22.8%(2/9) 在良性中为 0(0/9)(P <0.01);

GIST 细胞凋亡指数在恶性中为11.7 5.4 在潜在恶性中

为 30.2 5.6 在良性中为 45.2 7.2(P <0.05); 端粒酶阳性

组细胞凋亡指数为 9.5 5.7 阴性组为 22.9 8.4(P <0.01);

端粒酶阳性组 p53 阳性表达率为 78.9% 阴性组为 40.0%

(P <0.05); 端粒酶阳性组 Bcl-2 阳性表达率为 84.2% 阴

性组为40.0%(P <0.05).

结论: 端粒酶活性 细胞凋亡与 GIST 良恶性有关 他们

的检测有助于GIST的临床病理诊断.

王强, 孙威, 秦晔, 于泽成, 朱健. 胃肠道间质瘤端粒酶活性与细胞凋亡及
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0   引言

胃肠道间质瘤(gastrointestinal stromal tumors GIST)这

一概念由 Mazur el al [1]于 1983 年首先提出 认为此类

肿瘤起源于胃肠道固有肌层和黏膜肌层 由梭形细胞

和上皮细胞组成 并根据其分化的不同及免疫组织化

学检查结果分为肌肉型 神经型 混合型和未定型.

GIST 最终诊断有赖于术后标本的病理学检查和具有特

征的免疫组织化学标记物酪氨酸激酶生长因子受体

(CD117 或 C-kit)和骨髓干细胞抗原(CD34)的检测. 近年

来国内外对其研究逐渐增多[1-7]. 本文通过检测 GIST 中

端粒酶活性 细胞凋亡及调节基因 p53 Bcl-2 表达

探讨其临床病理意义以及他们之间的相互关系.

1   材料和方法

1.1 材料  从我院 1996-06/2002-06 手术切除的 GIST 病

例中选择诊断明确 病历完整者 38 例. 本组病例标本重

新调出后 均经同一病理医师进行复查并作免疫组织化

学检测 CD117 和 CD34 结果 CD117 阳性率为 92.1%(35/

38) CD34 阳性率为 86.8%(33/38). 本组中男 23 例 女

15 例. 27-74 岁 平均 52.6 岁. 肿瘤部位: 胃 17 例 小

肠 11 例 结直肠 10 例. 按纪小龙 et al [8]提出的 GIST 分

类标准 区分为良性GIST 9例 潜在恶性GIST 9例 恶

性 GIST 20 例. 另取 10 例正常胃肠道平滑肌组织(NSMT)

作为对照 取自胃肠道良性病变手术切除标本 远离病

变部位取材 其中胃标本 5 例 肠标本 5 例. 标本一部

分放置-80 低温冰箱保存 一部分标本经100 mL/L甲

醛溶液固定 石蜡包埋 制成5 µm厚组织切片. (1)试剂:

端粒酶检测试剂购于军事医学科学院放射医学研究所;

细胞凋亡检测试剂 p53 Bcl-2 单克隆抗体 生物素

标记二抗购于武汉博士德生物工程公司; S-P 试剂盒为

ZYMED 公司产品. (2)方法: 端粒酶活性检测: 按试剂盒

说明进行操作 具体步骤: 取约 30-50 mg 组织 剪碎

裂解 离心 取上清. 在反应管中依次加入 TRAP 混合

物 25 µL Taq 酶 0.2 µL 细胞提取液 1 µL 混匀

30 保温 30 min 反向引物 0.5 µL 在 DNA 合成仪

上进行 PCR 扩增. 反应条件为: 94 变性 30 s 35 

退火 30 s 72 延伸 30 s 循环 30 次. PCR 反应产

物在 120 mg/L 聚丙烯酰胺凝胶中电泳 硝酸银染色.

细胞凋亡检测: 采用原位末端标记法 具体步骤: 玻片

预先用0.1 g/L多聚赖氨酸处理; 切片常规脱蜡至水化

30 mL/L H2O2 10 min 蒸馏水洗 3 次; TBS 1 100 稀

释的蛋白酶 K 37 15 min 蒸馏水洗 2 min

3 次; TdT 和 DIG-dUTP 湿盒中 37 90 min; TBS 冲洗

6 min 封闭液 20 min; 1 100 抗 - DIG-BIOTIN 37 

湿盒中 30 min TBS 洗 3 min 3 次; DAB 显色避光 10-

30 min 水洗; 苏木精复染后脱水 透明 明胶封固. p53

Bcl-2 检测: 采用免疫组织化学 S-P 法 按试剂盒说明

进行操作. 结果判断: 端粒酶活性判断标准: 出现 梯形

条带者为阳性; 细胞凋亡判断标准: 以细胞核中有棕黄色

颗粒 背景清晰者为阳性细胞 由于后期 DNA 片段可

透过核膜扩散至胞质 故胞质亦可呈阳性. 400 倍显微

镜下 在标记良好区域选择 10 个视野计数 每个视野

计数 100 个细胞. 凋亡指数(API)=阳性细胞总和/1000

100%; p53 Bcl-2 判断标准: p53 蛋白表达于细胞核

Bcl-2 蛋白表达于细胞质 均显示为棕黄色 以着色

细胞大于 20% 为阳性表达.
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        统计学处理  采用 χ2 t 检验.

2   结果

2.1 端粒酶及细胞凋亡表达的检测结果  恶性 GIST 端粒

酶阳性表达率明显高于潜在恶性 GIST 良性 GIST 和

NSMT(χ2 检验 P <0.01); 从 NSMT 良性 GIST 潜在

恶性 GIST 到恶性 GIST 其 API 依次明显递减(先行方差

齐性检验 本组数据方差齐 然后行 t 检验 P <0.05)

(表 1).

表 1  端粒酶活性 细胞凋亡在 NSMT GIST 中的表达

                                                             端粒酶                       API
组别  n

  阳性(n)       阳性率(%)     (mean±SD)

NSMT 10         -               -              72.1 9.3

良性 GIST   9         -               -              45.2 7.2

潜在恶性 GIST   9         2              22.8           30.2 5.6

恶性 GIST 20                 17             85.0           11.7 5.4

2.2 GIST 中端粒酶活性与细胞凋亡及 p53 Bcl-2 表达

的关系  GIST 中端粒酶阳性组 API 明显低于阴性组(先

行方差齐性检验 本组数据方差齐 然后行 t 检验

P <0.01) 二者间呈显著负相关; GIST 中端粒酶阳性组

p53 阳性表达率明显高于阴性组(χ2 检验 P <0.05) 二

者间呈显著正相关; GIST 中端粒酶阳性组 Bcl-2 阳性表

达率明显高于阴性组(χ2 检验 P <0.05) 二者间呈显

著正相关(表 2).

表 2  GIST 中端粒酶活性与细胞凋亡及 p53 Bcl-2 表达的关系

组别     n  API (mean±SD)  p53 阳性表达率  Bcl-2 阳性表达率

端粒酶阳性组      19      9.5 5.7a             78.9%b                 84.2%b

端粒酶阴性组      19      22.9 8.4             40.0%                 40.0%

aP <0.01, bP <0.05 vs 阴性组.

3   讨论

端粒酶是一种包含自身模扳RNA的核蛋白体. 活性状态

下能发挥逆转录酶的作用 特异性延长染色体末端端

粒的重复 DNA 序列 从而抵消或延缓端粒在正常情况

随细胞分裂次数的增加而不断短缩的变化 使细胞发

生永生化或恶变[9-13]. 近年来大量实验研究表明 多数

恶性肿瘤端粒酶活性阳性[14-18] 而良性肿瘤和正常体

细胞中除少数生殖细胞 造血干细胞 生发层细胞具

有端粒酶活性外 均检测不到端粒酶活性[19-23]. 端粒酶

的这一特性使其敏感性和特异性超过以往任何肿瘤指

标 提示其在临床鉴别诊断和推测预后方面作用巨大.

有关端粒酶与GIST的研究较少 本组中20例恶性GIST

组织中端粒酶阳性表达率为 85% (17 / 20 ) 这一结果

与Shay  et al [15]报道的人类肿瘤平均端粒酶阳性率相近

说明端粒酶也是恶性GIST 较为理想的标记物. 15%(3/20)

的恶性 GIST 组织未检测到端粒酶阳性表达 可能是因

为存在 端粒酶旁路 机制或者可能端粒的短缩尚不足

以激活端粒酶[16-17]. 在潜在恶性GIST 中有2例检测到端

粒酶阳性表达 对这2例标本进行了必要的重复检测及

稀释后检测 其结果一致 不是假阳性 因此对这 2 例

应密切追踪观察 以注意其有无恶变. 上述研究结果说

明端粒酶活性检测可以鉴别良恶性 GIST.

       细胞凋亡又称程序性细胞死亡 是指在一定生理

和病理情况下 机体为维护内环境稳定 通过基因调控

而使细胞自动消亡的过程. 细胞凋亡在维持组织 器官

的正常形态和功能方面起着重要的作用. 若基因突变使

凋亡调控信号下调 则发生突变的细胞得以生存 并可

异常增生 最终形成肿瘤. 有研究表明[24-30] : 细胞凋亡

与肿瘤的发生 发展和转归密切相关. 有关GIST细胞凋

亡的研究较少 本研究显示细胞凋亡与 GIST 良恶性呈

显著的负相关 即随着 GIST 良恶性的改变 其细胞凋

亡越来越少.

       细胞每分裂一次 端粒的长度就相应的缩短 但

端粒缩短到一定程度时 一方面细胞失去分裂能力而

发生凋亡 而另一方面细胞中的端粒酶可能被激活 使

端粒功能得以恢复[31] 这就是端粒酶与凋亡之间内在

和必然的联系. 我们将二者结合起来进行研究显示: GIST

端粒酶活性与细胞凋亡之间呈显著负相关 即肿瘤细

胞端粒酶活性越高 其细胞凋亡越少; 相反 肿瘤细胞

端粒酶活性降低 其细胞凋亡则增加.

        本研究同时还显示凋亡调节基因 p53 Bcl-2 表达

与端粒酶活性呈显著正相关 即 p53 Bcl-2 过表达时

端粒酶活性增强 这一结果与有的文献[17, 21]报道相

符 但也有的文献[22-23]报道其表达水平与端粒酶活

性无关 .

        总之 通过 GIST 中端粒酶活性与细胞凋亡及调节

基因的检测 可为其良恶性鉴别及预后判断提供帮助.

同样以端粒酶和细胞凋亡为靶点 筛选合适的治疗方

式针对性地治疗GIST也可望成为一大措施. 当然 由于

本组病例数较少 加之端粒酶活性与细胞凋亡之间的

联系可能十分复杂 其具体情况如何尚有待于我们今

后通过细胞系的研究来进一步加以证实.
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摘要

目的: 通过常见消化道癌对不同抗癌药物以及不同联合用药

方案的敏感性作比较  以期寻找各自的合理的化疗用药方

案 从而指导不同消化道癌的化疗.

方法: 通过肿瘤细胞体外药敏试验(即四甲基偶氮唑盐着色

法. MTT)  对97例食管癌 116例胃癌 34例肝癌以及169

例大肠癌新鲜标本进行化疗药物敏感性检测 并对其结果

作比较.

结果: 除对丝裂霉素(mitomycin C MMC) 顺氯氨铂

(cisplatin DDP) 5- 氟尿嘧啶(5-flurouracil 5-FU) 加

DDP的敏感性无差异外(P  >0.05) 对其余所有药物的敏感

性均有显著性差异(P <0.01) 其中 食管癌 胃癌及大

肠癌均对 5-FU 加羟基喜树碱(hydroxycamptothecine.

HCPT. OPT) 5-FU 加 MMC 最敏感 其敏感率分别为

79.4% 和 73.2% 78.4% 和 62.7% 60.4% 和 55.6%,肝

癌则对 5-FU 加 MMC 及 5-FU 加柔红霉素(aunorubicin

DNR)最敏感 其敏感率分别为 70.5% 和 79.4%.

结论: 不同的消化道肿瘤对不同抗癌药物的敏感性存在差

异 且联合药物的敏感性优于单药.

王崇树, 魏寿江, 赵国刚, 侯华芳. 不同消化道癌对化疗药物敏感性的应用研

究. 世界华人消化杂志  2004;12(4):997-999

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/997.asp

0   引言

如何选择对某一种具体肿瘤有效的抗癌药物 提高术

后化疗效果 并寻找用药规律 一直是临床肿瘤化疗

界关注的问题. 我们采用 MTT 法对 416 例不同消化道癌



中 一方面可致气滞血瘀 结而成块; 另一方面 又

可随气升降流行附注于其他部位形成新的病灶 这一

特点与肿瘤的生物学行为非常相类似. 因此痰瘀交阻与

肿瘤的形成和转移密切相关. 消痰散结方主要由半夏

南星等燥湿化痰药组成 针对肿瘤痰瘀互结的特性 以

化痰除痞 散结聚 消除肿块为目的 进而阻断肿瘤的

生长和转移[13-14]. 中医辩证发现 临床患者均具有不同

程度的痰瘀互结的现象 采用消痰散结中药治疗一段

时间后 病情可得到不同程度的缓解 血清 VEGF水平

明显下降[2]. 本研究结果发现 中药组远处脏器转移率

明显低于荷瘤对照组及 5-FU 化疗组 且中药组 荷瘤

对照组在目的基因片断处均出现 DNA 条带 但中药组

条带的宽窄及深浅与对照组均不一致 经计算机图像分

析其面积灰度值表明 消方可使 VEGF121 VEGF165

KDRmRNA 表达水平显著下降 且在消方组中癌组织

内 VEGF KDRmRNA 表达量较化疗组癌组织表达量亦

明显下降. 提示消方可能通过下调 VEGF KDR 基因进

而起到抑制胃癌的生长及转移的作用 也有可能通过

竞争性地抑制 VEGF 与其受体 KDR 的结合来抑制新生

血管形成 来达到抑制肿瘤的生长转移.
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摘要

目的:  在四氯化碳诱导的实验性肝纤维化大鼠中研究肝细胞

凋亡及 Fas 抗原和 Bcl-2 蛋白表达与增生细胞核抗原

(PCNA)的关系.

方法: 将 SD 大鼠 44 只随机分成 2 组 每组 22 只 分别

造模.常规石蜡切片 TUNEL 原位标记法检测细胞凋亡指

数 免疫组织化学法检测 Fas 抗原 Bcl-2 蛋白和 PCNA.

结果: 病理模型组实验大鼠肝组织细胞凋亡指数(AI)明显低

于正常对照组 (0.31 0.12 vs 0.49 0.10), P <0.01. 与正

常对照组相比 病理模型组实验大鼠肝组织Fas阳性表达计

分明显降低(2.72 0.47 vs 1.75 0.67) P <0.01. Fas 与

Bcl-2呈明显负相关(r =-0.67 P <0.05). AI 与Bcl-2 (r  =-

0.28 P >0.05) PI(r =-0.33 P >0.05)和 Fas(r =0.31

P  >0.05)均无相关性.

结论: Fas 和 Bcl-2 参与肝纤维化的发生过程中 二者在其中

起着相反的作用 细胞凋亡在肝纤维化中明显低下 而细胞增

生无明显变化 表明在肝纤维化中存在细胞凋亡和增生失衡.

曲宝戈, 严茂祥, 陈芝芸, 项柏康. 肝纤维化大鼠肝细胞凋亡和增生的关系. 世

界华人消化杂志  2004;12(4):990-993
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0   引言

细胞增生和凋亡是相互伴随的 高增生时伴有凋亡指

数增高. 肝细胞中也存在着不同程度的增生和凋亡 但

二者之间在肝纤维化中所起的作用尚不清楚. 本研究通

过检测在四氯化碳(CCl4)诱发的大鼠肝纤维化肝组织中

的细胞凋亡指数及相关基因表达产物(Fas 抗原及 Bcl-2

蛋白)与增生细胞核抗原(PCNA)以便了解肝细胞凋亡和

细胞增生在肝纤维化中的作用 对进一步阐明肝纤维

化的发病机制具有重要意义.

1   材料和方法

1.1 材料  SD 封闭群 清洁级大鼠 44 只 由西安实

验动物中心提供 雌雄各半 体质量 90 10 g. CCl4

分析纯由浙江荧光化工有限公司生产 批号: 980512.

CD95 (Fas)多克隆抗体 3 mL Bcl-2 多克隆抗体 3 mL

美国 Santa  Cruz 公司产品; PCNA 单克隆抗体 3 mL 美

国 ZYMED 公司产品; TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒

APoPTag TM 试剂盒 美国 Intergen (Oncor)公司生产;

DAKO Envision 显色系统 DAKO 公司生产. 病理切片机

(LEICARM2025 上海生产) 生物组织自动脱水机(S-

12F 武汉生产) 生物组织冷冻包埋机(BM-VI 武汉生

产) Olympus 光学显微镜(日本 Olympus 株式会社生产).

1.2 方法

1.2.1 动物分组和造模  SD 大鼠 44 只 自由饮水 标

准饲料饲养. 随机分成 2 组 每组 22 只: (1)正常对照组:

以等量生理盐水皮下注射 9 wk 并用等量生理盐水灌

胃 9 wk; (2)病理模型组: 造模同时 用等量生理盐水灌

胃 9 wk; 造模方法为: 前 4 wk 各组动物按 0.3 mL/100 g

皮下注射 400 mL /L CCl4 (用色拉油稀释) 2 次 /wk 首

次用量加倍. 后 5 wk 各组动物按 0.2 mL/100 g 皮下注射

体重 400 mL /L CCl4 2 次 /wk 共 9 wk. 正常对照组

以等量生理盐水皮下注射. 末次给药后 24 h 处死大鼠

取肝脏左叶以 100 mL/L 甲醛固定 石蜡切片用于检测.

1.2.2 HE 染色  石蜡包埋后制成 4 µm 厚连续切片 常

规 HE 染色进行病理诊断.

1.2.3 TUNEL 原位细胞凋亡检测方法  按 APoPTag TM

试剂盒操作说明进行.镜下观察阳性细胞 操作步骤中

省略 TdT 酶作阴性对照.

1.2.4 免疫组化染色  检测细胞凋亡相关基因表达产物:

Fas 抗原及 Bcl-2 蛋白与 PCNA. 免疫组化染色采用二步

法 Envision 工作程序. 分别以 TBS 替代 Fas 多克隆抗体

Bcl-2 多克隆抗体和 PCNA 单克隆抗体作阴性对照 以

已知阳性的淋巴瘤组织切片作阳性对照.

1.3 观察指标

1.3.1  计算细胞凋亡指数(apoptosis index AI)及细胞增
生指数(PCNA Index,PI)在光镜下观察 TUNEL 染色及
PCNA 免疫组化染色的显色反应 数5个以上高倍视野
每个视野计数 100 个细胞中的阳性细胞(染色的阳性物

质呈棕黄色)数 取其平均值分别作为 AI 及 PI.

1.3.2 Fas 及 Bcl-2 蛋白  Fas 免疫阳性反应颗粒位于胞膜

和胞质 而Bcl-2位于胞质;为棕黄色颗粒.Fas以每个高

倍视野阳性细胞数来计算: 无阳性细胞表达为(-) 1-

25 为( ) 26-50 为(+) 大于 50 为(++) 分别记为

0 1 2 3 分. Bcl-2 参考 Reiner et al [1]的标准加以

改进分别为: 无阳性细胞表达为(-) 小于10%为( ), 小

于 1/3 为(+) 小于 2/3 为(++) 大于 2/3 为(+++) 分别

记为 0 1 2 3 4 分.

        统计学处理  采用 SPSS for window 10.0 统计分析软

件进行 t 检验和 spearman 相关系数分析.

2   结果

2.1 大鼠肝组织  AI 和 PI 大鼠肝组织细胞凋亡表现为核

固缩或破碎 与周围细胞连接松散  阳性细胞分布在

小叶内 多散在于中央静脉周围及汇管区. PCNA 阳性

细胞散在于纤维间隔内或其周围  呈单个或散在不规

则分布 阳性物质位于核内 呈棕黄色细小颗粒. 病

理模型组大鼠肝组织 AI 明显低于正常对照组  有非常

显著的统计学意义(P <0.01); 两组大鼠肝组织 PI 对比则

无统计学差异(P >0.05)(表 1).

表 1  大鼠肝组织细胞的 AI 和 PI(mean s, %)

组别    n                               AI                                 PI

正常对照组          19                       0.49 0.10                    0.47 0.17

病理模型组          12                       0.31 0.12a                   0.46 0.19

aP <0.01 vs 正常对照组.

2.2 大鼠肝组织 Fas 和 Bcl-2 表达情况  大鼠肝组织 Fas

表达以肝细胞质为主 呈弥漫性着色 部分表达在肝细

胞膜上 阳性细胞呈灶状或团块状分布于肝小叶周边

主要在碎屑状坏死处密集. Bcl-2 弥散分布于假小叶及

其边缘 部分散在分布于中央静脉周围及汇管区. 病理

模型组大鼠肝组织Fas阳性表达较正常对照组明显降低

(P <0.01); 病理模型组大鼠肝组织Bcl-2阳性表达较正常

对照组明显增高 有显著的统计学差异(P <0.01)(表 2).

表 2  大鼠肝组织 Fas 和 Bcl-2 阳性表达计分(mean s, %)

组别                   n       Fas                              Bcl-2

正常对照组       19 2.72 0.47                     1.55 0.93

病理模型组       12 1.75 0.67a                    2.92 1.00

aP <0.01 vs 正常对照组.

2.3 病理模型组肝纤维化实验大鼠肝组织细胞凋亡和细

胞增生相关基因表达产物之间的关系  Fas与Bcl-2呈明

显负相关(r =-0.67 P <0.05); AI 与 Bcl-2 (r  =-0.28

P >0.05)及 Fas (r  =0.31 P >0.05)均无相关性;  PI 与 AI

(r =-0.33 P >0.05)和 Bcl-2 (r =0.07 P >0.05)无相关性.
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3   讨论

3.1 细胞凋亡在肝纤维化中的作用  细胞凋亡可能是不

同类型肝病细胞死亡的共同通路[2]  严重慢性病毒性肝

炎患者肝细胞凋亡明显增加, 提示凋亡细胞的死亡可能

参与慢性肝炎和肝硬化性肝损伤的发生[3]. PBC 患者肝

中肝细胞和胆管上皮细胞凋亡率增加[4].  凋亡发生在

CCl4 引起的肝硬化 并参与肝硬化受损肝组织的再生

反应[5]. 本实验结果显示: 大鼠肝组织细胞凋亡表现为核

固缩或破碎 与周围细胞连接松散 阳性细胞分布在小

叶内  多散在于中央静脉周围及汇管区. 病理模型组大

鼠肝组织 AI 明显低于正常对照组 P <0.01. 表明在

CCl4 造模诱发肝纤维化大鼠中存在细胞凋亡不足.

        Fas 是介导细胞凋亡的细胞表面蛋白 是凋亡因子

受体. 细胞膜上的 Fas 起凋亡 按钮 的作用 Fas 及

FasL 相互作用是介导肝细胞凋亡的主要途径[6-7]. Fas 和

FasL 可表达于不同的细胞导致凋亡(所谓 trabs 型凋亡)

也可以表达于同一细胞导致凋亡(所谓 cis 型凋亡) [8].

Hiramatsu et al [9]研究显示: 慢性肝炎 Fas 抗原阳性组其

门脉周围 门脉区和小叶内炎症坏死程度均比阴性组

严重. 本实验大鼠肝组织 Fas 阳性细胞表达的分布也具

有上述类似特点. 本实验结果显示 与正常对照组相

比, 病理模型组实验大鼠肝组织 Fas 阳性表达计分明显

降低 P <0.01 表明 Fas 参与肝纤维化发生. 但本实

验结果表明 AI 和 Fas 无相关性(r =0.31 P >0.05) 可

能和细胞凋亡过程中Fas表达与染色质断裂发生的时相

不同及凋亡细胞在组织中存在时间很短有关.

        Bcl-2 基因编码一个 26 kD 蛋白 Bcl-2 过表达可

抑制细胞凋亡 从而使细胞增生和凋亡不平衡 即细

胞增生速度虽无改变 但由于凋亡细胞的减少会导致

细胞的相对增多[10]. Bcl-2 家族参与慢性肝病细胞凋亡的

调节[11]. 慢性肝炎门脉小胆管区 Bcl-2 阳性 在新形成

处 尤其是活动性慢性肝炎和活动性肝硬化中 Bcl-2

表达最多[12]. 肝细胞增生带中 Bcl-2 蛋白表达明显高

于肝细胞坏死带[13]. 本实验结果显示 病理模型组大

鼠肝组织 Bcl-2 阳性表达计分较正常对照组明显增

高 P <0.01 表 Bcl-2 在肝纤维化中起一定的作用.

        有研究显示 Bcl-2 的过度表达可部分抑制 Fas 蛋

白介导细胞凋亡信号的传导[7]. 肝硬化中也见到 FasL 表

达 可见引起肝细胞变化的因素可能触发FasL表达 并

促进 Fas/FasL 介导的细胞凋亡的发生[14]. 有人[15]认为

Bcl-2蛋白在细胞凋亡中起着与 Fas抗原相反的作用.肝

硬化 Bcl-2 表达增加与肝癌发生有关[16]. 本实验结果显

示 Fas 与 Bcl-2 呈明显负相关(r =-0.67 P <0.05) 从

而支持上述观点.

3.2 细胞增生在肝纤维化中的作用  PCNA是近年来发展

的原位检测细胞增生活性的新型探针 他是 DNA 聚合

酶的辅助蛋白 在细胞周期的 G1 期开始表达 S 期达

高峰 G2M 期下降 其量的变化与 DNA 合成一致 能

够反映细胞的增生活性[17]. 有关 PCNA 表达与肝硬化或

肝纤维化关系的观点不一. Wyllie et al [17]报道 PCNA 的

表达增加说明肝细胞存在异常增生 可能与其他基因

异常(如 p53 ras 和 myc 等原癌基因突变)有关. Kawakita

和 Ojanguren et al [18-19]发现肝硬化时 肝细胞的增生能

力相当低下. 而本实验结果与上述结论并不完全一致

因而有待于进一步的探讨.

         肝硬化小胆管和胆小管细胞增生活性增加与Bcl-2

高表达相关[20]. 但本实验结果表明 PI 和 Bcl-2 无相关性

(r =0.07 P >0.05) 因此认为 Bcl-2 对肝细胞增生的

影响不明显.

3.3 肝纤维化大鼠肝组织细胞凋亡和增生的关系  Chen

et al [21]报道给予 CCl4 72 h 后肝细胞凋亡明显增加. 给予

CCl4 15 wk 后, 造模组肝细胞凋亡较对照组更明显. CCl4

引起的大鼠肝硬化中肝细胞增生持续存在 尤其在

CCl4 造模的实验中期更明显. 本实验未进行 Fas 抗原和

PCNA 免疫组化双染色 因而无法知道其分布规律. 但

本实验结果显示 Fas 和 Bcl-2 与 PI 无相关性(r =0.30

P >0.05 r =0.07 P >0.05). 因此 Fas 和 Bcl-2 和细胞增

生的确切关系尚待进一步研究.

       正常情况下 细胞凋亡和增生的平衡维持着细胞

群体数量的相对恒定 细胞凋亡调节着机体细胞增生

与死亡之间的平衡 维持组织器官正常生理功能及细

胞数量的稳定 细胞增生和 / 或凋亡的异常与许多疾

病发生有密切的关系. 本实验结果显示:  PI和AI呈负相

关 表明在肝纤维化中存在细胞凋亡和增生的失衡.
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摘要

目的: 探讨 PTEN 的表达在大肠癌发生 发展中的作用及

其在预后判断中的临床意义.

方法: 采用免疫组化S-P方法对12例正常大肠组织 45例

大肠癌组织进行PTEN蛋白表达的研究.

结果: 大肠癌组织中PTEN 蛋白阳性表达率(42.22%) 明

显低于正常大肠组织(91.67%) 两组比较有显著性差异

(P <0.05). PTEN 蛋白表达与大肠癌肿瘤大小 患者年龄

组织分级 临床分期无关. PTEN 蛋白的表达与大肠癌淋巴

结转移 远处脏器转移及预后有关.

结论: PTEN 蛋白的异常表达参与了大肠癌的癌变过程

PTEN 可以作为判断大肠癌浸润和转移的分子学指标 并

对大肠癌预后有一定的参考价值.

孙文洲, 武春龙, 于丽波, 潘林娜. 大肠组织中 PTEN 表达在大肠癌诊断与预

后中的临床意义. 世界华人消化杂志  2004;12(4):993-994

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/993.asp

0   引言

PTEN 是近年来发现的一种新的抑癌基因 具有双重

特异性磷酸酶活性 人类多种肿瘤中存在 PTEN 的异

常表达 国内外关于 PTEN 基因突变分析方面的文献

较多 但关于 PTEN 基因在大肠癌组织中表达的文献

较少 本文采用免疫组化 S-P 方法研究正常大肠组

织 大肠癌组织 PTEN 蛋白表达 分析其与临床病理

特征 患者预后的关系 初步探讨 PTEN 在大肠癌进展

中的作用机制 为大肠癌的临床治疗 预后判断提供理

论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  收集我院外科 1994-01/1997-10 手术标本存

档蜡块 大肠癌组织 45 例 上述实验标本蜡块存档完

好 临床病理资料完整 并均获 5 a 以上的随访 病理

分型和组织分级按 WHO 分类标准 分期按 TNM 标准.

患者年龄 25-71 岁 平均 58 岁. 男 31 例 女 14 例. 肿

瘤位于右半结肠 8 例 左半结肠 6 例 横结肠 2 例 直

肠29例. 术前未接受化疗及放疗. 选取45例大肠癌组织

中 12 例癌旁组织 经病理学检查确诊为正常组织 作

为正常对照组. 蜡块常规制备 4 µm 连续切片 2 张 1 张

行 HE 染色复查诊断 另 1 张行免疫组化检测.

ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 4 月 15 日  第 12 卷  第 4 期                               993



10 Kennedy MM, Lamb D, King G, Kerr KM. Cell proliferation,
cell loss and expression of bcl-2 and P53 in human  pulmo-
nary neoplasms. Br J Cancer  1997;75:545

11 Chen N, Deng T, Chen P, Li L. The regulation of apoptosis by
Bcl-2, bcl-X(L), Bcl-2alpha and Bax in chronicliver disease.
Zhonghua Neike Zazhi  2000;39:808-810

12 Nakopoulou L, Stefanaki K, Vourlakou C, Manolaki N,
Gakiopoulou H, Michalopoulos G. Bcl-2 protein expression
in  acute  and  chronic hepatitis  cirrhosis and hepatocellular
carcinoma. Pathol  Res  Pract  1999;195:19-24

13 Zhang B, Zhang D, Ma Y. Expressions of Bcl-2, Bax and Bak
proteins in liver tissues of hepatitis B patients and their
significance. Zhonghua Ganzangbing Zazhi  1999;7:74-76

14 Hockenbery DM, Oltvai ZN, Yin XM, Milliman CL, Korsmeyer
SJ. Bcl-2 function in an antioxidant pathway to prevent
apoptosis. Cell  1993;75:241-251

15 Luo KX, Zhu YF, Zhang LX, He HT, Wang XS, Zhang L. In situ
investigation of Fas/FasL expression in chronic hepatitis B
infection and related liver diseases. J Viral Hepat  1997;4:303-307

16 Frommel TO, Yong S, Zarling EJ. Immunohistochemical evalu-
ation of Bcl-2 gene family expression in liver of hepatitis C

and cirrhotic patients: a novel  mechanism to explain the high
incidence of hepatocarcinoma in cirrhotics. Am J Gastroenterol
1999;94:178-182

17 Wyllie AH, Apoptosis. Death gets a brakse. Nature  1994;369:
272-273

18 Kawakita N, Seki S, Sakaguchi H, Yanai A, Kuroki T,
Mizoguchi Y, Kobayashi K, Monna T. Analysis of proliferat-
ing hepatocytes using a monoclonal antibody against prolif-
erating cell nuclear antigen/cyclin in embedded tissues from
various liver disease fixed in formaldehyde. Am J Pathol  1992;
140:513-520

19 Ojanguren I, Ariza A, Llatjos M, Castella E, Mate JL, Navas-
Palacios JJ. Proliferating  cell nuclear antigen expression in
normal regenerative and neoplastic liver, a fine-needle aspira-
tion cytology and biopsy study. Hum Pathol  1993;24:905-908

20 Gapany C, Zhao M, Zimmermann A. The apoptosis protector,
bcl-2 protein, is downregulated in bile duct epithelial cells of
human liver allografts. J Hepatol  1997;26:535-542

21 Chen L, Yang Z, Qiu F. Studies on hepatocyte apoptosis, prolif-
eration and oncogene c-fos expression in carbon tetrachloride-
induced cirrhotic rat liver. J Tongji Med Univ  1999;19:53-55

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2004年版权归世界胃肠病学杂志社

• 研究快报 •

大肠组织中 PTEN 表达在大肠癌诊断与预后中的临床意义

孙文洲, 武春龙, 于丽波, 潘林娜

孙文洲, 武春龙, 于丽波, 潘林娜, 哈尔滨医科大学第三临床医学院
黑龙江省哈尔滨市  150040
项目负责人: 孙文洲, 150040, 黑龙江省哈尔滨市南岗区哈平路 150 号, 哈
尔滨医科大学第三临床医学院.  sunwenzhou2003@yahoo.com.cn
电话: 0451-86677580-2022
收稿日期: 2003-11-05    接受日期: 2003-12-06

摘要

目的: 探讨 PTEN 的表达在大肠癌发生 发展中的作用及

其在预后判断中的临床意义.

方法: 采用免疫组化S-P方法对12例正常大肠组织 45例

大肠癌组织进行PTEN蛋白表达的研究.

结果: 大肠癌组织中PTEN 蛋白阳性表达率(42.22%) 明

显低于正常大肠组织(91.67%) 两组比较有显著性差异

(P <0.05). PTEN 蛋白表达与大肠癌肿瘤大小 患者年龄

组织分级 临床分期无关. PTEN 蛋白的表达与大肠癌淋巴

结转移 远处脏器转移及预后有关.

结论: PTEN 蛋白的异常表达参与了大肠癌的癌变过程

PTEN 可以作为判断大肠癌浸润和转移的分子学指标 并

对大肠癌预后有一定的参考价值.

孙文洲, 武春龙, 于丽波, 潘林娜. 大肠组织中 PTEN 表达在大肠癌诊断与预

后中的临床意义. 世界华人消化杂志  2004;12(4):993-994

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/993.asp

0   引言

PTEN 是近年来发现的一种新的抑癌基因 具有双重

特异性磷酸酶活性 人类多种肿瘤中存在 PTEN 的异

常表达 国内外关于 PTEN 基因突变分析方面的文献

较多 但关于 PTEN 基因在大肠癌组织中表达的文献

较少 本文采用免疫组化 S-P 方法研究正常大肠组

织 大肠癌组织 PTEN 蛋白表达 分析其与临床病理

特征 患者预后的关系 初步探讨 PTEN 在大肠癌进展

中的作用机制 为大肠癌的临床治疗 预后判断提供理

论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  收集我院外科 1994-01/1997-10 手术标本存

档蜡块 大肠癌组织 45 例 上述实验标本蜡块存档完

好 临床病理资料完整 并均获 5 a 以上的随访 病理

分型和组织分级按 WHO 分类标准 分期按 TNM 标准.

患者年龄 25-71 岁 平均 58 岁. 男 31 例 女 14 例. 肿

瘤位于右半结肠 8 例 左半结肠 6 例 横结肠 2 例 直

肠29例. 术前未接受化疗及放疗. 选取45例大肠癌组织

中 12 例癌旁组织 经病理学检查确诊为正常组织 作

为正常对照组. 蜡块常规制备 4 µm 连续切片 2 张 1 张

行 HE 染色复查诊断 另 1 张行免疫组化检测.
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1.2 方法  免疫组化染色采用 S-P 法 兔单克隆抗 PTEN

蛋白抗体为美国 NEOMARKER 公司产品 S-P 试剂盒

由福州迈新生物技术公司提供. 用已知的阳性切片作为

阳性对照 用 PBS 代替一抗作阴性对照. 实验严格按试

剂盒说明书操作. 结果判定:用光学显微镜检查显色反应.

PTEN 的阳性染色主要定位于细胞质中 偶可见于细

胞核或细胞膜 以出现棕黄色颗粒为阳性信号. 判断标

准: 每例均随机观察 5 个高倍视野 用半定量积分法判

断结果 每张切片阳性细胞数小于 5% 为 0 分 6-25%

为 1 分 26-50% 为 2 分 51-75% 为 3 分 大于 75%

为 4 分; 阳性强度黄色为 1 分 棕黄色为 2 分 棕褐色

为 3 分. 二者积分相乘 0 分为阴性(-) 1-4 分为弱阳

性(+) 5-8 分为中度阳性(++) 9-12 分为强阳性(+++).

        统计学处理  数据经 SAS 软件处理 采用 χ2 检验进

行统计学分析.

2   结果

PTEN 在正常大肠组织中阳性率为 91.67% 大肠癌组

织中 PTEN 表达率为 42.22% 大肠癌组织中 PTEN 蛋

白表达与正常大肠组织有显著性差异(P <0.05 表 1).

       患者的年龄 肿瘤的大小 病理分级 临床分期

与 PTEN 的表达无关. 伴有 3 个以上淋巴结转移 有远

处脏器转移的肿瘤 PTEN 的表达与对照组比较明显下

降 有显著差异(P <0.05). 存活 5 a 以上者的 PTEN 蛋白

阳性表达率 58.33%(14/24) 明显高于死亡者 23.81%(5/

21) 两组之间有显著差异(P <0.05 表 2).

表 1  PTEN 在不同大肠组织的表达

       PTEN
组别  n 阳性率(%)

+ ++ +++

正常大肠组织 12 1 6 3 2      91.67

大肠癌组织 45 26 18 1 0                42.22

表 2  大肠癌组织中 PTEN 的表达与临床及病理学特征之间的关系

  PTEN
临床病理因素 n P  值

( ) (+ +++)

年龄(年)            > 0.05

50 19   9        10

>50 26  17           9

肿瘤大小(cm)            > 0.05

3 14    7           7

>3 31  19        12

淋巴结转移            < 0.05

0-3 19    7        12

>3 26  19           7

组织分化            > 0.05

高, 中 25  13        12

低 20          13           7

TNM 分期            > 0.05

I+ II 10   4           6

III+ IV 35          22                     13

远处转移            < 0.05

无 36 18        18

有  9   8            1

生存时间(年)            < 0.05

5 24         10        14

<5 21 16           5

3   讨论

PTEN 基因是 1997 年发现并命名的一种抑癌基因 立

即成为癌变机制研究的热点 其定位于 10q23.3 研究

发现 人体多种肿瘤有第 10q23.3 染色体的杂合性丢

失 并与肿瘤的发生 发展有关. PTEN 有促进细胞凋

亡 参与细胞周期调控 抑制细胞黏附等重要的生物学

功能[1-4]. PTEN 基因的异常表达使 PTEN 的正常功能减

弱 导致癌细胞黏附力下降 细胞分化降低 从而侵袭

性增强 发生淋巴结转移.

        本研究结果表明 PTEN 在正常大肠组织 大肠癌
组织中的表达逐级降低 大肠癌组织中的表达为42.22%
与国内报道的结果类似[5]. Gu et al [6]利用基因转染实验研
究发现 PTEN 可使 FAK 脱磷酸化 从而阻止整合素介
导的细胞迁移和局灶黏附的形成 也可阻断Shc/MAOK通
路 抑制细胞的无方向性随机迁移. PTEN 失活或突变有
利于肿瘤细胞的浸润和转移的发生.本研究结果表明与此
相符 有多个淋巴结转移 远处脏器转移的肿瘤中 PTEN
的表达明显下降. 侵袭转移导致的恶性发展 使患者的生
存期缩短 本研究发现 PTEN表达减弱伴有患者生存期
的缩短 提示 PTEN 表达的下降参与大肠癌的进展 可

能对预测患者的预后有一定的价值.
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摘要

目的: 探讨端粒酶活性 细胞凋亡及 p53 Bcl-2 基因表

达与胃肠道间质瘤(GIST)生物学行为的关系.

方法: 分别采用端粒酶活性试剂盒 原位末端标记和免疫

组织化学的方法对38 例GIST 标本进行端粒酶活性 细胞

凋亡和p53 Bcl-2基因表达的检测 并结合临床病理资料

进行分析.

结果: GIST端粒酶活性阳性率在恶性中为85%(17/20) 在

潜在恶性中为 22.8%(2/9) 在良性中为 0(0/9)(P <0.01);

GIST 细胞凋亡指数在恶性中为11.7 5.4 在潜在恶性中

为 30.2 5.6 在良性中为 45.2 7.2(P <0.05); 端粒酶阳性

组细胞凋亡指数为 9.5 5.7 阴性组为 22.9 8.4(P <0.01);

端粒酶阳性组 p53 阳性表达率为 78.9% 阴性组为 40.0%

(P <0.05); 端粒酶阳性组 Bcl-2 阳性表达率为 84.2% 阴

性组为40.0%(P <0.05).

结论: 端粒酶活性 细胞凋亡与 GIST 良恶性有关 他们

的检测有助于GIST的临床病理诊断.

王强, 孙威, 秦晔, 于泽成, 朱健. 胃肠道间质瘤端粒酶活性与细胞凋亡及

p53 Bcl-2 表达的关系. 世界华人消化杂志  2004;12(4):995-997

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/995.asp

0   引言

胃肠道间质瘤(gastrointestinal stromal tumors GIST)这

一概念由 Mazur el al [1]于 1983 年首先提出 认为此类

肿瘤起源于胃肠道固有肌层和黏膜肌层 由梭形细胞

和上皮细胞组成 并根据其分化的不同及免疫组织化

学检查结果分为肌肉型 神经型 混合型和未定型.

GIST 最终诊断有赖于术后标本的病理学检查和具有特

征的免疫组织化学标记物酪氨酸激酶生长因子受体

(CD117 或 C-kit)和骨髓干细胞抗原(CD34)的检测. 近年

来国内外对其研究逐渐增多[1-7]. 本文通过检测 GIST 中

端粒酶活性 细胞凋亡及调节基因 p53 Bcl-2 表达

探讨其临床病理意义以及他们之间的相互关系.

1   材料和方法

1.1 材料  从我院 1996-06/2002-06 手术切除的 GIST 病

例中选择诊断明确 病历完整者 38 例. 本组病例标本重

新调出后 均经同一病理医师进行复查并作免疫组织化

学检测 CD117 和 CD34 结果 CD117 阳性率为 92.1%(35/

38) CD34 阳性率为 86.8%(33/38). 本组中男 23 例 女

15 例. 27-74 岁 平均 52.6 岁. 肿瘤部位: 胃 17 例 小

肠 11 例 结直肠 10 例. 按纪小龙 et al [8]提出的 GIST 分

类标准 区分为良性GIST 9例 潜在恶性GIST 9例 恶

性 GIST 20 例. 另取 10 例正常胃肠道平滑肌组织(NSMT)

作为对照 取自胃肠道良性病变手术切除标本 远离病

变部位取材 其中胃标本 5 例 肠标本 5 例. 标本一部

分放置-80 低温冰箱保存 一部分标本经100 mL/L甲

醛溶液固定 石蜡包埋 制成5 µm厚组织切片. (1)试剂:

端粒酶检测试剂购于军事医学科学院放射医学研究所;

细胞凋亡检测试剂 p53 Bcl-2 单克隆抗体 生物素

标记二抗购于武汉博士德生物工程公司; S-P 试剂盒为

ZYMED 公司产品. (2)方法: 端粒酶活性检测: 按试剂盒

说明进行操作 具体步骤: 取约 30-50 mg 组织 剪碎

裂解 离心 取上清. 在反应管中依次加入 TRAP 混合

物 25 µL Taq 酶 0.2 µL 细胞提取液 1 µL 混匀

30 保温 30 min 反向引物 0.5 µL 在 DNA 合成仪

上进行 PCR 扩增. 反应条件为: 94 变性 30 s 35 

退火 30 s 72 延伸 30 s 循环 30 次. PCR 反应产

物在 120 mg/L 聚丙烯酰胺凝胶中电泳 硝酸银染色.

细胞凋亡检测: 采用原位末端标记法 具体步骤: 玻片

预先用0.1 g/L多聚赖氨酸处理; 切片常规脱蜡至水化

30 mL/L H2O2 10 min 蒸馏水洗 3 次; TBS 1 100 稀

释的蛋白酶 K 37 15 min 蒸馏水洗 2 min

3 次; TdT 和 DIG-dUTP 湿盒中 37 90 min; TBS 冲洗

6 min 封闭液 20 min; 1 100 抗 - DIG-BIOTIN 37 

湿盒中 30 min TBS 洗 3 min 3 次; DAB 显色避光 10-

30 min 水洗; 苏木精复染后脱水 透明 明胶封固. p53

Bcl-2 检测: 采用免疫组织化学 S-P 法 按试剂盒说明

进行操作. 结果判断: 端粒酶活性判断标准: 出现 梯形

条带者为阳性; 细胞凋亡判断标准: 以细胞核中有棕黄色

颗粒 背景清晰者为阳性细胞 由于后期 DNA 片段可

透过核膜扩散至胞质 故胞质亦可呈阳性. 400 倍显微

镜下 在标记良好区域选择 10 个视野计数 每个视野

计数 100 个细胞. 凋亡指数(API)=阳性细胞总和/1000

100%; p53 Bcl-2 判断标准: p53 蛋白表达于细胞核

Bcl-2 蛋白表达于细胞质 均显示为棕黄色 以着色

细胞大于 20% 为阳性表达.
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        统计学处理  采用 χ2 t 检验.

2   结果

2.1 端粒酶及细胞凋亡表达的检测结果  恶性 GIST 端粒

酶阳性表达率明显高于潜在恶性 GIST 良性 GIST 和

NSMT(χ2 检验 P <0.01); 从 NSMT 良性 GIST 潜在

恶性 GIST 到恶性 GIST 其 API 依次明显递减(先行方差

齐性检验 本组数据方差齐 然后行 t 检验 P <0.05)

(表 1).

表 1  端粒酶活性 细胞凋亡在 NSMT GIST 中的表达

                                                             端粒酶                       API
组别  n

  阳性(n)       阳性率(%)     (mean±SD)

NSMT 10         -               -              72.1 9.3

良性 GIST   9         -               -              45.2 7.2

潜在恶性 GIST   9         2              22.8           30.2 5.6

恶性 GIST 20                 17             85.0           11.7 5.4

2.2 GIST 中端粒酶活性与细胞凋亡及 p53 Bcl-2 表达

的关系  GIST 中端粒酶阳性组 API 明显低于阴性组(先

行方差齐性检验 本组数据方差齐 然后行 t 检验

P <0.01) 二者间呈显著负相关; GIST 中端粒酶阳性组

p53 阳性表达率明显高于阴性组(χ2 检验 P <0.05) 二

者间呈显著正相关; GIST 中端粒酶阳性组 Bcl-2 阳性表

达率明显高于阴性组(χ2 检验 P <0.05) 二者间呈显

著正相关(表 2).

表 2  GIST 中端粒酶活性与细胞凋亡及 p53 Bcl-2 表达的关系

组别     n  API (mean±SD)  p53 阳性表达率  Bcl-2 阳性表达率

端粒酶阳性组      19      9.5 5.7a             78.9%b                 84.2%b

端粒酶阴性组      19      22.9 8.4             40.0%                 40.0%

aP <0.01, bP <0.05 vs 阴性组.

3   讨论

端粒酶是一种包含自身模扳RNA的核蛋白体. 活性状态

下能发挥逆转录酶的作用 特异性延长染色体末端端

粒的重复 DNA 序列 从而抵消或延缓端粒在正常情况

随细胞分裂次数的增加而不断短缩的变化 使细胞发

生永生化或恶变[9-13]. 近年来大量实验研究表明 多数

恶性肿瘤端粒酶活性阳性[14-18] 而良性肿瘤和正常体

细胞中除少数生殖细胞 造血干细胞 生发层细胞具

有端粒酶活性外 均检测不到端粒酶活性[19-23]. 端粒酶

的这一特性使其敏感性和特异性超过以往任何肿瘤指

标 提示其在临床鉴别诊断和推测预后方面作用巨大.

有关端粒酶与GIST的研究较少 本组中20例恶性GIST

组织中端粒酶阳性表达率为 85% (17 / 20 ) 这一结果

与Shay  et al [15]报道的人类肿瘤平均端粒酶阳性率相近

说明端粒酶也是恶性GIST 较为理想的标记物. 15%(3/20)

的恶性 GIST 组织未检测到端粒酶阳性表达 可能是因

为存在 端粒酶旁路 机制或者可能端粒的短缩尚不足

以激活端粒酶[16-17]. 在潜在恶性GIST 中有2例检测到端

粒酶阳性表达 对这2例标本进行了必要的重复检测及

稀释后检测 其结果一致 不是假阳性 因此对这 2 例

应密切追踪观察 以注意其有无恶变. 上述研究结果说

明端粒酶活性检测可以鉴别良恶性 GIST.

       细胞凋亡又称程序性细胞死亡 是指在一定生理

和病理情况下 机体为维护内环境稳定 通过基因调控

而使细胞自动消亡的过程. 细胞凋亡在维持组织 器官

的正常形态和功能方面起着重要的作用. 若基因突变使

凋亡调控信号下调 则发生突变的细胞得以生存 并可

异常增生 最终形成肿瘤. 有研究表明[24-30] : 细胞凋亡

与肿瘤的发生 发展和转归密切相关. 有关GIST细胞凋

亡的研究较少 本研究显示细胞凋亡与 GIST 良恶性呈

显著的负相关 即随着 GIST 良恶性的改变 其细胞凋

亡越来越少.

       细胞每分裂一次 端粒的长度就相应的缩短 但

端粒缩短到一定程度时 一方面细胞失去分裂能力而

发生凋亡 而另一方面细胞中的端粒酶可能被激活 使

端粒功能得以恢复[31] 这就是端粒酶与凋亡之间内在

和必然的联系. 我们将二者结合起来进行研究显示: GIST

端粒酶活性与细胞凋亡之间呈显著负相关 即肿瘤细

胞端粒酶活性越高 其细胞凋亡越少; 相反 肿瘤细胞

端粒酶活性降低 其细胞凋亡则增加.

        本研究同时还显示凋亡调节基因 p53 Bcl-2 表达

与端粒酶活性呈显著正相关 即 p53 Bcl-2 过表达时

端粒酶活性增强 这一结果与有的文献[17, 21]报道相

符 但也有的文献[22-23]报道其表达水平与端粒酶活

性无关 .

        总之 通过 GIST 中端粒酶活性与细胞凋亡及调节

基因的检测 可为其良恶性鉴别及预后判断提供帮助.

同样以端粒酶和细胞凋亡为靶点 筛选合适的治疗方

式针对性地治疗GIST也可望成为一大措施. 当然 由于

本组病例数较少 加之端粒酶活性与细胞凋亡之间的

联系可能十分复杂 其具体情况如何尚有待于我们今

后通过细胞系的研究来进一步加以证实.
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摘要

目的: 通过常见消化道癌对不同抗癌药物以及不同联合用药

方案的敏感性作比较  以期寻找各自的合理的化疗用药方

案 从而指导不同消化道癌的化疗.

方法: 通过肿瘤细胞体外药敏试验(即四甲基偶氮唑盐着色

法. MTT)  对97例食管癌 116例胃癌 34例肝癌以及169

例大肠癌新鲜标本进行化疗药物敏感性检测 并对其结果

作比较.

结果: 除对丝裂霉素(mitomycin C MMC) 顺氯氨铂

(cisplatin DDP) 5- 氟尿嘧啶(5-flurouracil 5-FU) 加

DDP的敏感性无差异外(P  >0.05) 对其余所有药物的敏感

性均有显著性差异(P <0.01) 其中 食管癌 胃癌及大

肠癌均对 5-FU 加羟基喜树碱(hydroxycamptothecine.

HCPT. OPT) 5-FU 加 MMC 最敏感 其敏感率分别为

79.4% 和 73.2% 78.4% 和 62.7% 60.4% 和 55.6%,肝

癌则对 5-FU 加 MMC 及 5-FU 加柔红霉素(aunorubicin

DNR)最敏感 其敏感率分别为 70.5% 和 79.4%.

结论: 不同的消化道肿瘤对不同抗癌药物的敏感性存在差

异 且联合药物的敏感性优于单药.

王崇树, 魏寿江, 赵国刚, 侯华芳. 不同消化道癌对化疗药物敏感性的应用研

究. 世界华人消化杂志  2004;12(4):997-999

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/997.asp

0   引言

如何选择对某一种具体肿瘤有效的抗癌药物 提高术

后化疗效果 并寻找用药规律 一直是临床肿瘤化疗

界关注的问题. 我们采用 MTT 法对 416 例不同消化道癌
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进行体外原代细胞培养和药物持续作用法 检测其对

化疗药物的敏感性 并进行比较 以期指导消化道肿瘤

患者的临床化疗用药.

1   材料和方法

1.1 材料  消化道恶性肿瘤(均经病理学证实 且术前

术中未使用抗癌药物)416 例 食管癌 97 例 男 71 例

女 26 例 年龄 29-77 岁; 胃癌 116 例 男 85 例 女

31 例 年龄 25-73 岁; 原发性肝细胞癌 34 例 男 25

例 女 9 例 年龄 28-69 岁; 大肠癌 169 例 男 97 例

女 72 例 年龄 20-79 岁. CO2 细胞培养箱(美国 Forma

Sicentific 生产); 96 孔细胞培养板(丹麦 Nunc 公司生产);

100 mL/L 小牛血清(购自杭州四季青公司); MTT(美国

Sigma 公司); 二甲亚砜(dimethlysulfoxide DMSO 购自重

庆东风试剂厂); RPMI1640(美国 GIBCO 公司); 5-FU(上

海旭东海普药业公司); MMC(日本协和发酵工业株式会

社) HCPT(湖北美尔雅美升药业有限公司提供); 阿霉

素(doxorubicin 浙江海正药业股份有限公司); CDDP

(山东齐鲁制药厂).

1.2 方法  术中切除消化道恶性肿瘤后 自癌细胞生长

旺盛的肿瘤边缘处切取约 1.5 cm3 瘤组织 放入适量的

双抗液(含青霉素 100 kU/mL 链霉素 100 mg/L)中 常

规修剪去除肿瘤周围坏死组织及非肿瘤组织 尔后剪

碎肿瘤组织并用 200 目不锈钢滤网制成肿瘤单细胞悬

液 离心后弃上清夜(1 000 r/min 10 min 以下同) 用

含 100 mL/L 小牛血清的 RPMI1640 液调整细胞浓度为

5 107-8/L 种植于无菌 96 孔培养板上 每孔 200 µL

(重庆医科大学学报 1992;17(2): 103). 癌细胞药敏试验设

试剂对照(含100 mL/L小牛血清的RPMI1640液各200  µL

分别加入培养板第 1 列的 8 个平行孔 在结果判断时

以排除试剂对实验的影响) 肿瘤细胞阴性对照(未加

抗癌药物的肿瘤单细胞悬液各 200 µL 分别加入培养板

第 2 列的 8 个平行孔) 各种抗癌药物试验组(每种药物

有 3 个平行孔) 每孔加药量为 20 µL 终浓度为各抗

癌药物血峰浓度的 1/10. 将培养板置于 37  100 mL/L

CO2 及饱和湿度的细胞培养箱中培养 68 h 后 取出离心

弃上清夜,每孔加入不完全培养液 200 µL MTT (5 g/L)

20 µL 继续培养 4 h 取出再离心弃上清液 每孔

加 DMSO 200 µL 微量振荡器振荡 5 min 在 578 nm

波长自动酶标仪上进行比色 读数 测出每孔吸光度(A)

值. 药物对肿瘤细胞抑制率 =[1-(药物孔平均 A 值 / 肿瘤

细胞阴性对照孔平均 A 值)] 100% 大于 70% 为敏感

50-70%为中度敏感  小于50%为不敏感(耐药); 中度敏

感和敏感归为阳性 不敏感归为阴性 敏感率(%)则为

阳性病例与该组总病例相除的百分率.

        统计学处理  采用 SAS 统计软件对本组计数资料进

行 χ2 检验.

2   结果

本组 4 种不同的消化道癌除对 DDP MMC 及 5-FU 加

DDP 的敏感性差异无统计学意义外(P >0.05) 对其余所

有药物的敏感性差异均有显著性统计学意义(P  <0.01). 其

中 食管癌 胃癌及大肠癌对单药组的敏感性均以

HCPT 和 MMC 为好 其敏感率分别为 61.9% 和 57.7%

59.5% 和 53.4% 48.5% 和 51.0% 对联合药物组的敏

感性均以 5-FU 加 HCPT 和 5-FU 加 MMC 为好 其敏感

率分别为 79.4% 和 73.2% 78.4% 和 62.7% 60.4% 和

55.6%; 而肝癌对单药组的敏感性则以 MMC 和 DNR 为

好 其敏感率分别为 50.0% 和 55.9% 对联合药物组的

敏感性则以5-FU加HCPT 5-FU加MMC和5-FU加DNR

为好 其敏感率分别为 70.5% 79.4% 79.4%. (表 1).

3   讨论

消化道癌是人类最常见的恶性肿瘤[1-5] 在我国不同地

区食管癌[6] 胃癌[7-8] 原发性肝癌[9-10] 大肠癌[11-12]

的发病率尚在逐年增加 其死亡率仍居高不下; 治疗原

表 1  消化道癌 416 例对化疗药物的敏感性(n, %)

 食管癌(n =97)          胃癌(n =116)          肝癌 (n =34)       大肠癌(n =169)
测试药物

        敏感数      敏感率    敏感数     敏感率    敏感数     敏感率     敏感数           敏感率            χ2值 P 值

5-FU 25 25.77       48       41.38   7 20.59       64 37.87        12.48 0.006

HCPT 60 61.86       69       59.48 11 32.35       82 48.52        16.67 0.001

DDP 39 40.21       32       27.59 13 38.24       58 34.32          4.06 0.255

 MMC 56 57.73       62       53.45 17 50.00       86 50.89          1.31 0.728

DOX 15 15.46       26       22.41 16 47.06       40 23.67        14.13 0.003

DNR 24 24.74       46       39.66 19 55.88       51 30.18        15.82 0.001

5-FU+HCPT 77 79.38       91       78.45 24 70.59         102 60.36        16.71 0.001

5-FU+DDP 45 46.39       50       43.10 14 41.18       85 50.30         1.95 0.582

5-FU+MMC 71 73.20       72       62.07 27 79.41       94 55.62        13.98 0.003

5-FU+DOX 23 23.71       39       33.62 23 67.65       46 27.22        25.00 0.001

5-FU+DNR 31 31.96       57       49.14 27 79.41       79 46.75        23.37 0.001
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则仍是以手术为主的综合治疗 而化疗疗效并不甚理

想. 研究表明[13-15] 肿瘤细胞体外药敏试验结果与体内

疗效的符合率高达 80% 以上 MTT 试验结果为阴性

者 用药不敏感(耐药) 我们采用 MTT 法实验 结合近

年临床消化道肿瘤常用的以 5-FU HCPT 等为代表的

6种抗癌药物及其各种组合方案 对我院近年收治的416

例临床消化道癌实施肿瘤细胞体外药敏筛选 并将不同

种类的消化道肿瘤对同一种药物或方案的敏感性差异进

行比较 结果显示: 本组4种不同的消化道肿瘤除对DDP

MMC 及 5-FU 加 DDP 的敏感性无差异外(P >0.05) 对其

余所有药物的敏感性均有显著性差异(P <0.01); 其中

食管癌 胃癌及大肠癌对单药组的敏感性均以HCPT和

MMC 为好 其敏感率分别为 61.9% 和 57.7% 59.5% 和

53.5% 48.5% 和 51.0% 对联合药物组的敏感性均以

5-FU 加 HCPT 和 5-FU 加 MMC 为好 其敏感率分别为

79.4% 和 73.0% 78.5% 和 62.7% 60.4% 和 55.6% 而

肝癌对单药组的敏感性则以MMC和DNR为好 其敏感

率分别为 50.0% 和 55.9% 对联合药物组的敏感性则以

5-FU 加 HCPT 5-FU 加 MMC 和 5-FU 加 DNR 为好 其

敏感率分别为 70.5% 79.4% 79.4%; 本结果表明: 不同

的消化道肿瘤对同一种化疗药物或同一种化疗药物组

合方案的敏感性存在差异 单药组间 食管癌及胃癌均

以对 HCPT 的敏感性最好 肝癌以对 DNR 的敏感性最

好 大肠癌以对MMC的敏感性最好; 联合药物组间 食

管癌 胃癌及大肠癌均以对 5-FU 加 HCPT 的敏感性最

好 肝癌以对 5-FU 加 MMC 和 5-FU 加 DNR 的敏感性

最好; 联合药物组的敏感性均明显优于单药组的敏感性

表明对消化道肿瘤患者进行化疗时应尽量选择联合用

药的方案; 单一使用5-FU DDP及DOX的敏感性均低

与唐亚辉 et al [15]的结果差异较大 是否与实验操作方

法 选择肿瘤细胞浓度甚至肿瘤患者的地区差异(肿瘤

耐药性的个体差异)等因素有关尚不清楚 应引起临床

消化道肿瘤医师的重视; 有 3 例食管癌 5 例胃癌 2

例肝癌及 6 例大肠癌对所有受试药物均不敏感(耐药)

具体原因不清楚 尚待深入研究.
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摘要

目的 : 对比直肠癌多种治疗模式对患者生存率的影响.

方法: 1994-01/2001-12 住院的 pTNM II III 期直肠癌患

者 242 例 男 149 例 女 93 例 平均年龄 53(20-82 岁)

分为单纯手术组 57 例; 联合化疗组64 例; 联合放化疗组66

例; 免疫化疗组 65 例. 随访 12-72 (中位随访时间 47 mo)

随访率 94.2%.

结果: 术前放疗组的保肛率 79% 显著高于其他组(56%

53% 和 51% P =0.004). 单纯手术组与联合化疗组和免疫

化疗组相比 术后复发率无显著差异(16% 14%和15%)

而联合放 化疗组复发率为6%; 与其他三组比较有显著性

差异(P 0.026); 免疫化疗组远处转移率显著降低(30% 对

13% P =0.011). 与单纯手术组相比 联合化疗组在 5 a

生存率有提高(68% 对 76% P =0.078); 放化疗组和免

疫化疗组的总生存率均有显著提高(68% 对 82%和 80%;

P =0.040 和 0.015).

结论: 直肠癌根治术加辅助放 化疗或免疫化疗的总体治

疗模式效果优于单纯手术.

刘福坤, 祁晓平, 陈彻, 许哲, 李国立, 黎介寿. 直肠癌根治术联合放化疗的临

床疗效比较. 世界华人消化杂志  2004;12(4):1000-1002

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1000.asp

0   引言

直肠癌是我国常见的恶性肿瘤之一[1-3] 目前最有效的

治疗方法仍为手术治疗[4-5]. 术后仍有盆腔局部复发[6-7].

因此 对直肠癌的治疗应采用以手术为主的综合治疗.

我们自 1994 起对 242 例直肠癌患者进行分组对照研

究 对临床治疗效果进行分析.

1   材料和方法

1.1 材料  1994-01/2001-12南京军区南京总医院普通外

科收治的直肠癌 pTNM II III 期患者共 242 例. 入院后

术前病理证实为直肠腺癌 各项检查未发现远处转移

者 按入院顺序进入各实验组. 全部患者均接受直肠癌

根治手术 切除标本作病理检查 观察肠壁各层受癌

侵犯情况 同时每例标本均至少检查 10 个以上淋巴

结 观察区域淋巴结受癌侵犯情况. 分为: 单纯手术组

57 例 接受直肠癌根治手术 术前术后均未行辅助

治疗; 联合化疗组 64 例 术前接受静脉化疗 术后接

受 8 个疗程静脉化疗; 联合放化疗组 66 例 术前行放

疗 术后接受 8 个疗程静脉化疗; 免疫化疗组 55 例 术

前接受静脉化疗 术后行 8 个疗程静脉化疗 同时接

受CD3AK自体细胞回输治疗. 该组每次化疗前抽自体血

20 mL 分离淋巴细胞 加入 CD3 单抗体外培养 1 wk

化疗结束后再回输. 在 242 例中 男 149 例 女 93 例

平均年龄 53(20-82 岁). pTNM 期 99 例 其中单纯手

术组 2 3 例 术前化疗组 26 例 术前放疗组 2 7 例

免疫化疗组 23 例; pTNM 期 143 例 其中单纯手术组

34 例 术前化疗组 38 例 术前放疗组 39 例 免疫

化疗组 32 例. 随访时间为 12-72 (中位随访时间 47 mo).

共 14 例失访 随访率 94.2%. 242 例均如期接受手术

根据术中肿瘤位置 浸润范围以及解剖条件 行经腹直

肠癌前切除术(Dixon 手术) 超低位前切除术或直肠癌

经腹会阴联合切除术(Miles手术) 保肛手术标本下切缘

距肿瘤下缘大于2 cm并保持外括约肌的完整. 术中见癌

灶界清 未见术前辅助治疗影响对切除范围的判断. 术

后患者恢复良好 病理报告无切缘癌残留.

1.2 方法  手术均由直肠癌专业小组医生按标准施行根

治性切除术. 术前辅助化疗: 一经病理证实为直肠腺癌

血常规 生化无明显异常 即行一个疗程的静脉化疗

方案为: 丝裂霉素(MMC) 8 mg/m2 顺铂(CDDP) 60 mg/m2 分

别溶于 20 mL 生理盐水中 第 1 d 静脉注射. 甲酰四氢叶

酸钙(leucovorin LV) 100 mg 加入 500 mL 的 50 g/L 葡萄糖

液中静脉滴注 结束后 10 min 以 5-FU 500 mg/m2 加

入 500 mL 的 50 g/L 葡萄糖液中静脉持续滴注 第 1-5 d

1 次 /d. 化疗结束后 7-10 d 行手术治疗. 术后辅助化疗:

自术后 3 wk 恢复良好后开始 共 8 个疗程 用时

1 a. 每疗程用药及剂量同术前辅助化疗 前 6 mo 每月 1

个疗程 以后每 2-3 wk 1 次 再完成 2 个疗程化疗. 化疗

毒性反应的评定按世界卫生组织(world health organization

WHO)统一标准. 术前辅助化疗前后 术后辅助化疗每

疗程开始前和结束时均检查肝肾功能 外周血白细胞

计数 血小板计数和心电图. 记录其级别最高的毒性反

应 出现 3 级及以上的毒性反应则进行对症处理 化

疗推迟 1-2 wk 进行 若毒性反应持续存在 则剂量

减半. 放疗组经病理证实为直肠腺癌 检查血常规

生化无明显异常 即在我院放疗科接受放疗. 使用西门

子 M6740 直线加速器 采用前后对穿射野和等中心剂

量. 总剂量 40 Gy 每次剂量为 2 Gy 共 20 次 整
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个疗程持续 4 wk. 放疗结束后休息 1-2 wk 后手术. 全部

患者均作随访. 包括: 术后 1 a 内 血常规 肝肾功能

每月复查 1 次 体格检查 胸片和肝胆 B 超每 3 mo 复

查 1 次 2 a 后改为每 6 mo 复查 CT 纤维肠镜和

核素检查每年 1 次. 其目的是及时发现盆腔复发及肝

肺 脑 骨 腹腔等处转移. 随访至 2002-12-31.

        统计学处理  统计软件使用 SPSS 10.0 版. 生存率资

料的单因素分析用 Kaplan-Meier 法作生存曲线 以

Log-rank 法作显著性检验. 影响预后指标的多因素分析

采用 Cox 风险比例模型. 失访病例和非直肠癌死亡者

按统计要求列为截尾数据处理. 计数资料组间差异作χ2

检验. 计量资料组间差异作方差分析.

2   结果

将不同 TNM 分期合并进行统计分析. 结果表明 各治疗

组保肛手术率单纯手术组为 56% 联合化疗组 53% 术

前放疗组 79% 免疫化疗组 51% 术前放疗组的保

肛率显著高于其他组(P =0.004). 至随访结束 单纯手

术组共有 9 例盆腔复发 17 例远处转移 18 例死亡;

联合化疗组有 9 例盆腔复发 12 例远处转移 15 例

死亡; 放化疗组有 4 例盆腔复发 13 远处转移 12 例

死亡; 免疫化疗组有 8 例盆腔复发 7 例远处转移 11

例死亡. 以 Kaplan-Meier 法计算 4 组的 5 a 累积盆腔

复发率分别为 16% 14% 6% 15%; 5 a 累积远处

转移率分别为 30% 19% 20% 13%; 5 a 累积总体
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图 1  不同治疗组直肠癌的累积总生存率.
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这表明 手术加辅助放 化疗或免疫化疗的总体治疗
模式效果优于单纯手术. 对于中晚期直肠癌 除了积极
进行手术治疗外 术前放疗加术后化疗可显著降低复
发率 提高 5 a 生存率 术后化疗加免疫化疗则显著降
低转移率 提高生存率. 说明不同的治疗模式产生的治
疗效果不完全相同. 对每 1 例直肠癌如何选择正确的治
疗模式 应根据患者的具体情况来决定 要将各种治疗
方法有机地结合起来 发挥各自的特长 建立有效的综

合治疗措施 是提高直肠癌总体治疗效果的关键.

4     参考文献
1 莫善兢, 刘瑛, 许立功. 大肠癌. 见: 汤钊猷. 现代肿瘤学. 上海. 上

海医科大学出版社,  2000:776
2 顾晋. 大肠癌的诊治进展. 中国实用外科杂志  2002;22:371-374
3 郁宝铭. 重视直肠癌的综合治疗. 外科理论与实践  2003;8:173-174
4 曹卫国, 车锦凤, 赵胜光, 陈石磊, 许赭, 金冶宁. 直肠癌术后局部

复发综合治疗的疗效分析. 外科理论与实践  2003;8:187-189
5 Moozar KL, Wong CS, Couture J. Anorectal malignant

melanoma: treatment with surgery or radiation therapy, or
both. Can J Surg  2003;46:345-349

6 刘福坤, 许哲, 祁晓平, 李国立, 黎介寿. 结直肠癌术后复发与生
存因素分析. 医学研究生学报  2000;13:298-300

7 Ruo L, Tickoo S, Klimstra DS, Minsky BD, Saltz L, Mazumdar
M, Paty PB, Wong WD, Larson SM, Cohen AM, Guillem JG.
Long-term prognostic significance of extent of rectal cancer
response to preoperative radiation and chemotherapy. Ann
Surg  2002;236:75-81

8 Wolmark N, Colangelo L, Wieand S. National surgical adju-
vant breast project trials in colon cancer. Semin Oncol  2001;28
(1 Suppl 1):9-13

9 Paty PB, Cohen AM. The role of surgery and chemoradiation
therapy for cancer of the rectum. Curr Probl Cancer  1999;23:
233-249

10 Onaitis MW, Noone RB, Hartwig M, Hurwitz H, Morse M,
Jowell P, McGrath K, Lee C, Anscher MS, Clary B, Mantyh C,
Pappas TN, Ludwig K, Seigler HF, Tyler DS. Neoadjuvant
chemoradiation for rectal cancer: analysis of clinical outcomes
from a 13-year institutional experience. Ann Surg  2001;233:
778-785

11 Sauer R, Fietkau R, Wittekind C, Rodel C, Martus P,
Hohenberger W, Tschmelitsch J, Sabitzer H, Karstens JH, Becker
H, Hess C, Raab R. Adjuvant vs. Neoadjuvant radiochemo-
therapy for locally advanced rectal cancer the Germantrial
CAO/ARO/AIO-94. Colorectal Dis  2003;5:406-415

12 Tjandra JJ, Reading DM, McLachlan SA, Gunn IF, Green MD,
McLaughlin SJ, Millar JL, Pedersen JS. Phase II clinical trial of
preoperative combined chemoradiation for T3 and T4 resect-
able rectal cancer: preliminary results. Dis Colon Rectum  2001;
44:1113-1122

• 临床经验 •

乙肝肝硬化患者血清 IFN-γ 及相关因子水平与肝脏炎症活动的关系

唐洁婷, 房静远, 顾伟齐

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2004年版权归世界胃肠病学杂志社

唐洁婷, 房静远, 顾伟齐, 上海第二医科大学附属仁济医院, 上海市消
化疾病研究所  上海市  200001
项目负责人: 房静远, 200001, 上海市山东中路 145 号, 上海第二医科大学
附属仁济医院,上海市消化疾病研究所.  jingyuanfang@yahoo.com
电话: 021-63200874    传真:021-63266027
收稿日期: 2003-09-15    接受日期: 2003-10-27

摘要

目的: 探讨乙肝肝硬化患者血清中 IFN-γ IL-2 及 sIL-2R

的水平与肝脏炎症活动的关系.

方法: 应用双抗体夹心ELISA方法测定43例乙肝肝硬化患

者(其中静止性肝硬化23例; 活动性肝硬化20例)及19例正

常人血清IFN-γ IL-2 及sIL-2R水平; 并分析其与肝脏炎

症情况的关系.

结果: 活动性肝硬化患者血清 IFN-γ IL-2 及sIL-2R浓度

均明显高于静止性肝硬化组及正常对照组(35.881 9.032

vs 23.619 8.183 and 21.213 5.876 11.989 7.232

vs 6.003 2.174 and 5.404 2.161 848.656 368.105

vs 380.571 290.107 and 94.917 83.672; P <0.01) 肝

硬化患者血清IFN-γ与ALT IL-2与SB sIL-2R与ALT

SB 有相关性 且 IFN-γ 与 IL-2 呈正相关.

结论: IFN-γ及相关因子在肝硬化免疫病理中起重要作用

且与肝脏炎症活动密切相关, 肝组织损伤可能是IFN-γ及相

关因子活性增加的原因.

唐洁婷, 房静远, 顾伟齐. 乙肝肝硬化患者血清 IFN-γ 及相关因子水平与肝脏

炎症活动的关系. 世界华人消化杂志  2004;12(4):1002-1004

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1002.asp

0   引言

以往的研究已证明 乙型肝炎的发生并不是由乙肝病

毒直接侵袭肝脏细胞所引起 而是与病毒抗原和机体

免疫系统相互作用有关 而 CD4+TH 细胞在细胞免疫

和体液免疫应答过程中有着重要的辅助作用.根据产生

的细胞因子不同 CD4+T 细胞又可分为 TH1 TH2 亚

群 其中 TH1 细胞以产生 IFN-γ IL-2 及 TNF-β 为

特征.研究表明 TH1 型免疫反应与感染的免疫性和防

御性有关.乙肝病情演变后期进入肝硬化阶段后 其免

疫功能的紊乱 肝相关细胞因子表达与肝损伤的关系

目前资料尚少 我们对 43 例乙肝肝硬化患者及 19 例正

常人血清 IFN-γ IL-2 及 sIL-2R 进行检测 并探讨
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其与肝硬化患者肝脏炎症活动的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  肝硬化组(LC): 乙肝肝硬化住院患者 43 例 符

合临床诊断标准 其中女 18 例 男 25 例 年龄为 33-

81 岁 平均 58.4 岁 部分病例为 HBeAg 阳性. 并按

2000 年西安会议制定的病毒性肝炎诊断标准 将 43 例

患者分为静止性肝硬化组(SLC)23 例 活动性肝硬化

组(ALC) 20 例; 正常人群组(NC): 19 例 其中女 9 例

男 10 例 年龄为 25-65 岁 平均 40.9 岁(HBsAg

HBsAb HBeAg HBeAb HBcAb 及抗 HCV 均阴性

肝功能指标均正常). 主要试剂:  IFN-γ 和 IL-2 试剂盒分

别购自美国 R&D 公司和法国 Diaclone 公司 sIL-2R 试

剂盒购自深圳晶美生物制品有限公司.

1.2 方法  所有受检者均在清晨空腹抽取外周静脉血5 mL

静置 30 min 待血块回缩后分离血清 2 000 rpm 离

心 10 min 预留取部分血清作肝功能及 HBV 标志物的

检测 其余血清 -70 保存待测. IFN-γ IL-2 及 sIL-

2R 的检测均用双抗体夹心 ELISA 方法 具体操作严格

按试剂盒说明书进行.

    统计学处理  采用 SPSS 统计系统 实验数据以

mean±SD 表示 两组间均数比较采用 t 检验 相关性研

究采用 Spearman 等级相关分析 P  < 0.05 有统计学意义.

2   结果

2.1 IFN-γ IL-2 浓度 ALC 组明显高于 NC 组 SLC

组 而 SLC 组与 NC 组差别无统计学意义; sIL-2R 浓度

在 NC 组 SLC 组 ALC 组中逐渐升高 且各组差
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IFN-γ r =0.324a r =0.177

IL-2 r =0.263

aP <0.05.
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乙肝病毒免疫力. Sawayama et al [8]报道 慢性 HBV 感

染的肝硬化患者 其血清 sIL-2R 水平与 ALT 水平呈

正相关 与本组实验结果一致. sIL-2R增高的机制目前

尚不完全清楚 可能因为 HBV 感染通过激活 T 细胞杀

伤 HBV 的同时 引起肝细胞损伤 使肝脏对 sIL-2R 的

清除能力降低; 另一方面 又可通过激活 T 细胞使 sIL-

2R 释放增加 从而引起血 sIL-2R 水平增高.

       Milich et al [9]用 HBeAg 和 HBcAg 分别接种纯种小

鼠 发现HBeAg免疫后表现为TH2反应类型 用HBcAg

免疫则为 TH1 反应类型. 还有研究[10]认为 HBeAg 与

慢性乙肝患者 PMBC 增生和产生 IFN-γ 和 IL-10 有关.

Schlaak et al [11]研究发现 在体外 HBeAg 诱导 PMBC 产

生 TH2 反应类型. 本研究中 HBeAg(+)组 IFN-γ 浓度与

HBeAg(-)相比显著降低 提示 HBeAg 在这部分患者体

内诱导了一个 TH2 型反应. 而本结果中 两组 IL-2 浓

度 sIL-2R 浓度差异不具统计学意义 可能与 HBeAg

(+)组病例样本较小有关.

       目前研究认为 肝硬化患者存在 TH1/TH2 细胞平

衡失调 抑制性 T 细胞活性下降等免疫功能紊乱情况

这些似能解释病情活动的肝硬化患者 IFN-γ IL-2 及

sIL-2R 活性增加的现象 肝组织损伤可能是 IFN-γ 及

相关因子活性增加的原因. 检测肝硬化患者血清中的各细

胞因子水平 或在肝组织中的表达程度 可了解患者体

内免疫功能紊乱情况 预测肝脏炎症反应程度和预后.
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摘要

目的: 观察探讨络泰注射用血塞通(冻干)综合法莫替丁与胶

态次枸橼酸铋治疗十二指肠球部溃疡(DU)的疗效.

方法: 将 120 例 DU 患者随机均分为治疗组和对照组 治

疗组为前2 wk静滴络泰 静滴法莫替丁及口服胶态次枸橼

酸铋 后 2 wk 单口服法莫替丁 对照组为前 2 wk 静滴

法莫替丁及口服胶态次枸橼酸铋 后 2 wk 单口服法莫替

丁 两组疗程均为 4 wk.

结果: (1)治疗组60 例中愈合54例(90%) 好转4例(6.7%)

无效 2 例(3.3%) 总有效率 96.7%.(2)对照组 60 例中愈合38

例(63.3%) 好转12 例(20%) 无效10 例(16.7%) 总有效率

83.3%. 治疗组疗效优于对照组 二者有显著差异(P <0.05).

结论: 络泰综合法莫替丁与胶态次枸橼酸铋治疗DU可提高

愈合率及总有效率 是治疗DU的一种具有较好疗效的方法.
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0   引言

络泰既往报道多见于治疗心脑血管方面之疾病 我们

根据络泰之有效成分可针对消化性溃疡的一些病因以及

发病机制中治疗有效的药理及其作用 采用络泰注射用

血塞通(冻干)综合法莫替丁 胶态次枸橼酸铋治疗60例

十二指肠球部溃疡(DU)患者 取得明显效果 报道如下:

1   材料和方法

1.1 材料  1999-01/2003-01 患者共 120 例 均来源
于我院住院患者 男 80 例 女 40 例 年龄 20-60 岁
平均 34.5 岁. 病程 6 mo-7 a 全部病例均有不同程度的
反酸 嗳气 空腹痛及夜间痛等病史 而无幽门梗阻或
出血 亦无胃手术史 均经电子胃镜检查确诊有DU 溃
疡面直径最大 2 cm 最小 0.1 cm. 全部病例以前均未用
过络泰 法莫替丁及胶态次枸橼酸铋治疗. 随机将120例
患者均分为两组 治疗组 60 例 男 40 例 女 20 例 对
照组60例 男40例 女20例 本文两组病例在性别 年
龄分布 职业 吸烟史以及溃疡病家族史等方面均无明
显差异 溃疡数目及溃疡大小两组也基本相同.

1.2 方法  对照组: 给予消化性溃疡的一般治疗 即注

意休息及饮食 作息规律 合理膳食而禁酒 咖啡 浓茶

等 免过冷 过热 粗糙及刺激性食物 戒除不良嗜好

忌过劳过累等 并给患者制酸静滴法莫替丁注射剂40 mg

2 次 /d 以及口服胶态次枸橼酸铋 110 mg 4 次 /d 以上

静滴法莫替丁注射剂及口服胶态次枸橼酸铋维持 2 wk

后 改单用口服法莫替丁片剂 20 mg 2 次 /d  2 wk.

治疗组: 在上述对照组治疗方法的基础上前2 wk加用生

理盐水或 5% 葡萄糖溶液加络泰注射用血塞通(冻干)

(昆明制药集团股份有限公司生产)0.4 g缓慢静脉滴注

1 次 /d 如此维持 2 wk 后停用络泰 治疗组其余用药

及时间疗程同上述对照组的治疗方法. 两组全部病例本

次治疗期间不用其他任何药物.

1.3 疗效评定标准[1]  愈合: 疗程结束后自觉症状完全消

失 胃镜复查溃疡灶由活动期转为瘢痕期或已消失; 好

转: 疗程结束后自觉症状减轻 胃镜复查溃疡灶由活动

期转为愈合期 溃疡缩小大于或等于 50 ; 无效: 自觉

症状无变化 溃疡缩小小于 50% 或不变或扩大.

        统计学处理  两组间比率采用 χ2 检验 P <0.05 有

显著性差异.

2   结果

治疗组及对照组疗效见表 1 两组经统计学处理 有

显著性差异(P <0.05).

表 1  两组疗效比较

组别       n    愈合( ) 好转( )       总有效( )(愈合 + 好转)

治疗组     60    54 (90%)  4 (6.7%)         58 (96.7%)

对照组     60     38 (63.3%) 12 (20%)         50 (83.3%)

P <0.05.

3   讨论

DU 的病因可有多种 近年来发现其与幽门螺杆菌(Hp)

感染[2] 循环及代谢功能障碍 免疫因素[3]以及氧自

由基[4]等较为密切. 络泰即注射用血塞通(冻干) 由中

药三七提纯精制而成 其有效成分为三七总皂甙 三

七及其提取物均具有调节机体的免疫功能 改善胃黏

膜血供 促进胃黏膜细胞生长恢复 抗 Hp 以及抗氧

自由基等作用 [5]. 本治疗组的治疗机制 亦可能与以下

因素有关: 法莫替丁制酸 胶态次枸橼酸铋隔离保护溃

疡面 从而与络泰协同或更充分修复组织 愈合创面

和溃疡 抗 Hp 以及抗氧自由基等作用 从而三者综

合用药治 DU 可提高愈合率和总有效率.

       DU 属于中医学胃痛 胃脘痛 心下痛等范畴 发

病机制多为脾虚胃热 脾寒胃热 常兼夹肝气 湿郁 热

毒 寒热虚实错杂 病情缠绵难愈 病久入络 瘀组络久

腐熟成痈而成溃疡 故病久尤其应重视辨瘀血的辨证 临

床凡见舌质青 有瘀点 胃痛如针刺或痛有定处 或痛无

休止或胃脘处如有物顶感等症状 诸症不必悉具 但见一

症即可按血瘀论治 三七既能化瘀止血 通脉活络 消肿

定痛 又能补虚强壮 故对上述疾病均可应用[6-8].

        在提高消化性溃疡愈合质量(QOUH)方面 三七作为

活血化瘀药物可用于溃疡各期的治疗 运用此药物可抑

制 Hp 感染及增强胃黏膜屏障功能 还可增加胃黏膜循

环灌注 促进胃黏膜组织的能量代谢 保证黏膜上皮细

胞再生及溃疡底部和边缘部腺体再生 保持黏膜微环境

的酸碱平衡 从而有效地提高QOUH及防治溃疡复发[9-11].

       本文应用络泰注射用血塞通(冻干)综合法莫替丁

胶态次枸橼酸铋治疗十二指肠球部溃疡 疗效优于单

用法莫替丁 胶态次枸橼酸铋的对照组 未见毒副反

应 且络泰为中成药 无传统方剂的需较繁琐地煎制后

才能使用等缺点 药品易久存及易于患者接受 利于临

床推广 本文综合疗法提示其可作为一种治疗十二指

肠球部溃疡的方法.
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摘要

目的: 探讨脆性组氨酸三联体基因(fragile histidine trail

FHIT)蛋白在 38 例溃疡性结肠炎(ulcerative colitis UC)

25 例 Crohn s 病 11 例 UC 相关性腺癌和 13 例正常对

照组中的表达情况.

方法: 标本常规石蜡包埋 采用免疫组化法检测 FHIT 在

UC Crohn s 病 UC 相关性腺癌和正常对照组中的表达.

结果: 38 例 UC 中 25 例 FHIT 蛋白表达阴性; 25 例 Crohn s

病中 19 例表达阴性; 11 例 UC 相关性腺癌中 6 例表达

阴性. FHIT 蛋白在 UC 和正常对照组(71.43% vs 7.69%

χ2 =18 .80 P <0.01) Crohn s 病和正常对照组(76%

vs 7.69% χ2 =18 .88 P <0.01) UC 相关性腺癌和正

常对照组(54.55% vs 7.69% χ2 =7 .75 P <0.05)间均有

显著性差异; 而在 UC 和 UC 相关性腺癌中无显著性差异

(54.55% vs 71.43% χ2 =0.05 P >0.05).

结论: FHIT蛋白在炎症性肠病(inflammatory bowel disease

IBD)和 UC相关性腺癌中呈低表达或缺失 提示该基因可

能与 IBD 和 UC 相关性腺癌发生有关.

施华秀, 任建林, 王琳, 洪东旭, 陈建民, 卢雅丕, 吴艳环. 脆性组氨酸三联体基因

蛋白表达与炎症性肠病的临床关系. 世界华人消化杂志  2004;12(4):1006-1007

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1006.asp

0   引言

最近 FHIT 基因在国外被成功分离 该基因具有不稳

定性[1-2] 在多种肿瘤中 包括食管癌[3] 胃癌[4] 结

肠癌[5-7] 肺癌[8-9] 肝癌[10] 头颈癌[11] 乳腺癌[12]

胰腺癌[ 13 ]和肾癌[ 14 ]中 均有改变 以缺失为主 还

有外源序列的插入[15]. 国外学者Skopelitou et al [16]研究认

为 FHIT 基因与 IBD UC 相关性腺癌发生有关 目前

国内尚无类似报道 我们采用免疫组化 SP 法检测 IBD

和 UC 相关性腺癌组织中 FHIT 蛋白表达情况 探讨

FHIT 基因与 IBD 和 UC 相关性腺癌的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  厦门中山医院病理科 2000-01/2003-08 存档

石蜡块 男 37 例 女 50 例 年龄 26-80 岁 平均

59.2 岁.其中 UC38 例 Crohn s 病 25 例 UC 相关

性腺癌 11 例 正常对照组 13 例 FHIT 抗体购自北

京中山生物工程公司.

1.2 方法  所有标本经 100 mL/L 甲醛固定 常规石蜡

包埋 4 µm 切片 采用免疫组化 SP 法观察 FHIT 蛋

白表达情况.结果判断: FHIT 基因表达产物定位于细胞

质 呈棕黄色颗粒状[17]. 先按染色强度评分: 无色 0 分;

浅黄色 1 分; 黄色 2 分; 棕黄色 3 分.再按阳性细胞所占

百分比评分: 阴性 0 分; 阳性细胞小于或等于 10  1 分;

阳性细胞 11-50  2 分; 阳性细胞 51-75  3 分; 阳性细

胞大于 75  4 分. 染色强度与阳性细胞相乘 乘积 9-

12分为表达阳性; 6-8分为表达减弱; 0-5分为表达阴性.

        统计学处理  采用χ2检验.

2   结果

2.1 FHIT 蛋白在正常组织中表达  13 例正常对照组中

1 例 FHIT 蛋白表达阴性(7.69%)(表 1).

2.2 FHIT 蛋白在 IBD 中表达  38 例 UC 中 25 例 FHIT

蛋白表达阴性(71.43%) UC 中 FHIT 蛋白阴性表达率

显著高于正常对照组(71.43% vs  7.69% χ2=18.80

P <0.01).25 例 Crohn s 病中 19 例 FHIT 蛋白表达阴

性(76%) Crohn s 病中 FHIT 蛋白阴性表达率显著高于

正常对照组(76% vs 7.69% χ2=18.88 P <0.01)(表 1).

2.3 FHIT 蛋白在 UC 相关性腺癌中表达  11 例 UC 相关

性腺癌中 6 例 FHIT 蛋白表达阴性(54.55%) UC 相关

性腺癌中 FHIT 蛋白阴性表达率显著高于正常对照组

(54.55% vs 7.69% χ2 =7.75 P <0.05) FHIT 蛋白在

UC 相关性腺癌与 UC 中表达无显著性差异(54.55% vs

71.43% χ2=0.05 P >0.05) (表 1).

表 1  FHIT 蛋白在不同肠黏膜组织中的表达

FHIT 蛋白表达
组织类型          合计

0-5 分       6-8 分       9-12 分

UC    25        6 7            38

Crohn s 病    19            2 4            25

UC 相关性腺癌      6            2 3            11

正常黏膜      1            12            13

3   讨论

FHIT 基因是 1996 年 Ohta et al [18]利用外显子捕获法发

现定位于染色体 3p14.2 的基因 他存在于大多数正常

组织中 国外研究发现多种肿瘤组织中 FHIT 蛋白表

达降低或丢失 并发现与该基因转录和缺失有关 提
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示该基因可能为肿瘤候选抑制基因. Capuzzi et al [19]对55

例胃腺癌的研究表明 FHIT 蛋白缺失与 Lauren 分类

肿瘤浸润无关 而与分期 分级 生存期相关 分期越

晚 分级越高 FHIT 丢失率越大 FHIT 表达阴性患

者存活时间明显低于 FHIT 表达阳性患者. Ho et al [20]对

48 例早期肺癌的研究显示 58.3 存在 FHIT表达缺失

说明 FHIT 变化在支气管上皮细胞生长中起重要作用.

        FHIT 作为一种肿瘤抑制基因 是否与 IBD 和 UC 相

关性腺癌有关? 我们的研究证实 FHIT 蛋白在 UC

Crohn s病和UC相关性腺癌中阴性表达率分别为71.43%

76% 和 54.55% 与国外报道的结果基本一致. Skopelitou

et al [16]研究发现 FHIT 蛋白在 UC Crohn s 病和 UC 相

关性腺癌中阴性表达率分别为 92.11% 80% 和 30.77%

而且还发现 FHIT 蛋白表达在 IBD 活动期和慢性愈合

期 活动期和正常黏膜 慢性愈合期和正常黏膜 UC和

UC 相关性腺癌间存在显著性差异 提示 FHIT 可能与

IBD 活动程度 UC 相关性腺癌发生有关. 赵坡 et al [21]

采用免疫组化检测 60 例结肠癌中 FHIT 蛋白表达 发

现 55 表达阴性.

       国内外学者利用 RT-PCR 和 cDNA 测序等方法 已

在许多恶性肿瘤组织和细胞系中发现FHIT基因高频率

缺失和 / 或异常转录. Mori et al [22]对 62 例结肠癌进行研

究 发现结肠癌异常 FHIT 转录本的检出率为 50%. Lee

et al [23]在 35 例胃腺癌中发现 20 例存在 FHIT 基因高频

率的缺失 异常转录 提示 FHIT 基因的缺失和 / 或异

常可能造成了肿瘤的发生.

      目前 国内外关于 FHIT 蛋白与 IBD 的研究甚少

我们的研究结果提示 FHIT 蛋白低表达与 IBD 发生 发

展有一定联系 FHIT 蛋白用免疫组化方法易于检测

可能成为新的诊治分析指标 用于临床病情监测.但由

于FHIT基因在结肠上皮细胞中的生理作用尚不十分清

楚 只有进一步研究 才能更好地探索其在肠道炎症发

病过程中的作用.
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