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• 述评 EDITORIAL •

发展以抗乙肝病毒为目的 RNA 干扰的思路

潘金水, 任建林, 王小众

潘金水,  福建医科大学2003级硕士班, 厦门大学附属中山医院消化内科 
福建省厦门市 361004
任建林,  厦门大学附属中山医院消化内科 厦门市消化病研究所 福建省
厦门市 361004
王小众,  福建医科大学附属协和医院消化内科 福建省福州市 350001
通讯作者：任建林, 361004, 福建省厦门市湖滨南路201号, 厦门大学附属
中山医院消化内科, 厦门市消化病研究所. jianlinr@msn.com      
收稿日期:  2005-10-14    接受日期: 2005-10-31

摘要
RNA干扰的重要作用之一就是治疗应用, 如进行抗病
毒治疗等. 体内RNA干扰存在干扰片段稳定性差、转
运效率低等不足之处. 随着研究的深入, 学者们对上述
问题提出了各种解决方案. 本文对这些解决方案进行
了初步的总结.
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0  引言

自从1990年后发现RNA干扰(RNA interference, RNAi)这
一现象以来, RNAi已被广泛应用于基因功能、抗病毒

治疗和信号转导系统上下游分子相互关系的研究. 乙肝

病毒(hepatitis B virus, HBV)可导致急、慢性肝炎、肝

硬化、肝细胞癌等一系列严重甚至可能危及生命的后

果. 虽然普及乙肝疫苗以来, 病毒携带者及急慢性肝炎

患者数量已有明显下降, 但目前对于已携带有HBV的患

者并无治疗良策, 因现有的抗病毒药物疗效欠佳[1-5], 且
未能清除HBV转录本并可导致耐药突变. RNAi是指由

特定双链RNA(double stranded　RNA, dsRNA)引发同

源mRNA降解的转录后基因静默机制, 是一种古老的保

护机体免受病毒入侵的机制. 由于RNAi作用机制的特

殊性, 已有多组体外试验显示出RNAi在抗HBV方面的

优越性[6-8]. 但是RNAi同样也存在一些局限之处, 主要有: 
(1)干扰片段(small interfering RNA, siRNA)与靶mRNA的

序列必须精确配对, 否则将导致干扰效应的明显下降; (2) 
siRNA转运入细胞的效率较低; (3) siRNA在体内稳定性

差, 极易被体内的细胞RNA酶降解[9-12]. 本文结合目前研究

成果试就上述问题的解决方案进行初步的探讨.

1  优选靶位点准确设计siRNA
目前将HBV分为8个基因型, 即A, B, C, D, E, F, G和H

型. 我国存在A, B, C, D等4个基因型, 北方城市以基因C
型流行为主, 由北方至南方, 基因B型感染率逐渐增高, 
深圳基因B型和C型感染率比例相当, 少数民族地区基

因D型有较高的感染率, 西藏则以D型为主[13]. 已知不

同基因型及同一基因型内部HBV基因组核苷酸序列存

在变异现象, 但位点变异的机率并不均等. 董菁 et al [14]

研究表明可将HBV基因组分为高度可变区及高度保

守区. 因此, 设计siRNA时选择区域流行率较高的基因

型的高度保守区作为靶位点, 将使siRNA适应性更广. 
此外, 针对HBV四个开放读码框设计的siRNA干扰效

应并不相同, Zhang et al [15]发现针对S区的siRNA干扰

效应更为显著. 据推测可能为针对S区的siRNA除抑制

HBsAg合成外, 同时具有影响HBV DNA聚合酶合成的

＂额外效应＂所致. 但Konishi额外效应＂所致. 但Konishi＂所致. 但Konishi所致. 但Konishi et al [6]的观察与此有所不

同: 针对多聚腺苷酸尾的siRNA干扰效应最强, 其次为

前C区, 再次为S区. 可以推测, 针对某一特定开放读码

框并根据干扰位点选择原则[16]设计的干扰片段并不一

定具有相同的干扰效应. 这可能与mRNA具有二级结

构, 并且某些序列与蛋白质结合有关, 因而mRNA上的

某些序列可能位于其空间结构的内侧, 不易于为RNA
诱导的静默复合体(RNA-induced silencing complex, 
RISC)结合所致. 以往多数的siRNA设计程序主要是根

据GC含量来选择靶位, Heale et al [17]认为这种方法易于

造成假阴性, 建立在对靶mRNA二级结构分析基础上

的可及性预测(accessibility prediction), 更易于筛选出

理想的靶位点, 并认为siRNA二聚体端热力学特性是

影响干扰活性的主要因素. Nam et al [18]对microRNA前

体结构进行分析, 建立一个概率模型, 有助于优选干扰

位点及优化siRNA设计. 因此, 有必要对开放读码框内

符合干扰位点选择原则的各靶位点进行筛选, 选择其

中干扰效应最强的靶位点设计siRNA. 值得注意的是, 
已为人们所熟知的HBV在抗病毒药物的化学压力下出

现耐药突变的现象, 在RNAi中同样存在. 由于HBV准

种以及HBV自身变异能力的存在, 可能使原来有效的

siRNA出现干扰效力下降的情况[19].

2  提高siRNA转运入细胞的效率

真核细胞不易摄取外源性裸露核酸, 因而导致转染效

率低下. 这可能是在长期的生物进化过程中真核生物

形成的一种抵抗外界致畸、致突变因素入侵的防御

本领. 在秀丽隐杆线虫中siRNA可以通过RNA-依赖的



RNA聚合酶活性而发生扩增[20], 然而并未在真核细胞

中发现这一现象. 在植物及果蝇中存在一种称为Dicer
的核酸内切酶, 可以将长双链RNA降解成长度为21-23 
bp的siRNA[21-22]. Brown et al [23]发现传播疟疾的斯氏按

蚊可出现遗传性RNAi效应. 尚未在哺乳动物细胞中发

现前述现象的存在. 因此, 在哺乳动物体内进行RNAi
试验, siRNA必须在体外合成后导入细胞内, 或由导入

细胞内可表达特定siRNA的表达质粒产生. 所以, 有
必要提高siRNA转运入细胞的效率. 可能的解决途径

如下: 
2.1 改变给药途径 唾液中含有丰富的RNA酶, 因此siR-
NA仅能经胃肠道外途径给药. 虽然有不少数量的试验

证实在小鼠模型体内RNAi法抗HBV效果显著[7,24-25], 但
是这些试验都有一个引人注目的特点, 就是均采用流

体转染法(hydrodynamic transfection)[26-28]. Yang et al [29]

采用高压流体注射法. 将可编码HBV DNA的质粒溶解

于相当于小鼠体质量8%的平衡盐溶液在5-8 s内经鼠质量8%的平衡盐溶液在5-8 s内经鼠8%的平衡盐溶液在5-8 s内经鼠

尾静脉注入, 发现HBV DNA的复制受到明显的抑制. 
流体转染法有利于肝脏摄取外源性核酸, 但在临床上

则不易采用, 因为在短时间内注入如此大量的液体, 将
导致循环超负荷, 几乎必然导致急性心力衰竭. 因为血

浆中存在RNA酶, siRNA在血浆中极不稳定, 且浓度较

低时不易为肝脏所摄取, 所以静脉滴注法亦不能采用. 
而肝脏动脉灌注法则可能有一定的应用价值, siRNA
在肝脏局部可达到较高的血药浓度, 易于被肝脏摄取. 
但是肝脏动脉灌注作为一种有创的介入方法, 不利于

反复采用, 因此需提高siRNA在血浆中的稳定性, 有助

于延长给药间隔时间.. 
2.2 应用病毒载体表达所需siRNA 已有多种载体被用

于体内转运siRNA，包括质粒[7]、逆转录病毒[30-31]、

腺病毒[32-33]、腺相关病毒[34-35]、慢病毒属[36]等等. 应用

病毒载体转运siRNA易于到达靶器官, 并且具有干扰

效应长的优点. Uprichard et al [37]向转基因小鼠导入可

表达针对HBV siRNA的重组腺病毒, 可将HBV复制抑

制至几乎测不出的水平, 并且这一效应可长达26 d. 向
小鼠中脑神经元注射入腺相关病毒转运的siRNA, 发
现邻近部位的酪氨酸羟化酶表达受抑制长达数周邻近部位的酪氨酸羟化酶表达受抑制长达数周近部位的酪氨酸羟化酶表达受抑制长达数周[38]. 
Banerjea et al [39]应用慢病毒载体将抗HIV-1 rev蛋白的

siRNA转入CD34+造血祖细胞. 转导后的造血祖细胞能

在体外分化成巨噬细胞, 并能在患有严重免疫缺陷病

的小鼠体内分化成具有抗HIV-1活性的T淋巴细胞. 虽
然应用病毒载体干扰效果多数较理想, 但还是有些不

足之处, 如需进行病毒重组、可能引起插入突变[40], 特
别是逆转录病毒[41], 如果是应用于治疗目的更需慎重

考虑[42].
2.3 提高siRNA的定向转运能力 在siRNA末端偶联上

脂溶性物质可能会促进细胞对其摄取. 如在siRNA的5’

-端连接上胆固醇、石胆酸、十二烷酸或长链烷基后

能增加肝细胞膜对siRNA的通透性[43]. Soutschek et al [44]

发现经胆固醇修饰后的s iRNA能抑制小鼠载脂蛋白

B基因表达apoB, 并降低血浆中apoB水平以及降低总

胆固醇水平. 聚乙烯亚胺[45]、atelocollagen[46]与siRNA
结合后也能增强其稳定性并促进s iRNA在体内的运

输. 不少研究也显示出类脂介导的siRNA转运技术也

有较高的应用价值[47-49]. Lorenz et al [43]利用亚磷酸键

在siRNA5’-端共价结合上亲脂性的胆固醇、石胆酸、

十二烷酸衍生物, 经修饰后的siRNA能抑制LacZ活性. 
Massaro et al [50]发现肺泡表面活性物质能作为一种载

体有效地将siRNA转运至小鼠的肺泡.
2.4 构建长时程RNAi模型 由于siRNA易被体内的RNA
酶降解, 不易于到达特定靶器官, 且反复给药受客观条

件限制, 于是构建长时程RNAi模型便成为一个优先考

虑的方法. 长时程RNAi主要的思路是利用各种方法将

可表达siRNA的基因元件整合到细胞基因组中, 其中

转座子是较常应用的方法. 现已有数个研究显示出长

时程RNAi的可行性与优越性. Heggestad et al [51]利用

哺乳动物Tc1样＂睡美人转座子＂(transposon sleeping＂睡美人转座子＂(transposon sleeping睡美人转座子＂(transposon sleeping＂(transposon sleeping(transposon sleeping 
beauty)把siRNA表达盒整合至细胞基因组中, 发现绿, 发现绿发现绿

色荧光蛋白的表达受到明显抑制; 针对内源性核纤层

蛋白A基因进行RNAi也取得长时程而显著的效果(相
应蛋白表达下降95%以上). L1是一个非长末端重复的

逆转录转座子, 约占人类基因组容量的17%[52]. Yang 
et al [53]利用L1逆转录转座子作为载体携带siRNA表达

盒插入真核细胞基因组内, 发现对绿色荧光蛋白表达

的抑制率达87%, 这一效应长达3 mo以上, 并且受细

胞传代影响不明显. 应用L1逆转录转座子的优点有[53]: 
(1)L1蛋白无明显的免疫原性, 即使是意外地引起基因

组中外源性启动子的表达; (2)逆转录病毒介导的整合

常同时整合具有强启动子效应的长重复末端; L1在整

合过程中则常常丢失其内在的启动子, 不致有激活宿

主基因表达之虞; (3)即使仅有单拷贝RNAi表达盒发生

整合亦足以引起强有力的干扰效应. 逆转录病毒倾向

于多拷贝整合, 质粒易于发生串联重复整合, 这些情况

都可能激发非特异的干扰素表达, 导致siRNA的降解; 
(4)不必进行病毒重组. 有些其他的转座子也可以应用. 
最近, Ding et al [54]发现从飞蛾身上提取出的PB转座子

(piggyBac transposon)可作为一种基因载体, 携带外源

基因片段快捷插入哺乳动物基因中并保持活性, 引发

基因突变, 籍此了解某类基因的特定功能. 可以预测, 
PB转座子将成为一个构建长时程RNAi模型的有力工

具. Gupta et al [55]通过置换U6启动子的天然增强子, 建
立蜕皮素诱导的RNAi系统. 当加入蜕皮素后, p53基因

的表达即呈现出剂量、时间依赖性抑制. 这是一个有

益的尝试, 有利于进行＂按需调节＂的RNAi.＂按需调节＂的RNAi.按需调节＂的RNAi.＂的RNAi.的RNAi.
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3  提高siRNA在体内的稳定性

血浆中存在的核酸酶可导致siRNA的降解[56-57], 从而直

接限制了RNAi在机体内的应用. 必须有效地解决这一

问题才能将RNAi应用于治疗目的. 目前提高siRNA在

体内稳定性的方法主要有下列几种: 
3.1 siRNA骨架的修饰 对核酸骨架进行修饰是个值得

考虑的方向[58-59], 主要是对核酸链中磷酸基团的化学

修饰. 以其他元素取代磷酸基中的氧, 如以硫置换氧形

成磷硫酰[59]、硼(-BH3)置换氧[60]等. 有的研究认为以硫

置换氧并不影响siRNA的活性, 但如整个骨架中磷酸

基的氧均为硫所取代则可能有一定的细胞毒性[61]. El-
men et al [62]合成核酸锁定链(locked nucleic acid, LNA), 
即一种高亲和力的RNA样核苷酸类似物. LNA能与

siRNA形成较稳定的二聚体结构, 延长siRNA在血浆中

的半衰期而不影响干扰效应.
3.2 碱基的化学修饰 对siRNA内的碱基进行化学修

饰 [42,63-64]有几个优点: (1)增加对热力学和核酸酶的稳

定性; (2)延长siRNA在循环中的半衰期; (3)改善siRNA
的生物分布和药代动力学特性, 并有利于转运siRNA
至特定细胞内; (4)增强与靶mRNA的亲和力. 但是, 通
常情况下野生型siRNA的碱基被取代可能造成干扰效

应下降. 如在HeLa细胞株中, 尿嘧啶被N-甲基-尿嘧啶

取代后造成siRNA活性丧失, 2, 6-二氨基嘌呤取代腺嘌

呤后亦可出现类似表现[58].
3.3 核糖的化学修饰 核糖的化学修饰主要发生在2, -羟
基、4’-氧上. 2’-羟基的修饰方法有以亚胺基(-NH2)、
氟、羟甲基取代羟基等. 氟取代羟基后能增强培养

基中siRNA的稳定性, 并能抑制质粒表达荧光素酶[65]. 
Allerson et al[66]亦发现2’-羟基被羟甲基或氟取代后siR-
NA的稳定性和活性均有增加. 4’-氧被硫取代后能增强

对核酸酶的抵抗力, 而且如果硫取代发生在有意义链

的末端效果则更为显著[67]. Morrissey et al [68]对siRNA二

聚体的有意义链内嘧啶核苷酸的2’-羟基以氟取代, 嘌
呤核苷酸进行脱氧; 对反义链内的嘧啶核苷酸同样予

以氟取代, 而嘌呤核苷酸则以羟甲基取代2’-羟基, 3’-
端则接上单个磷硫酰. 经过上述处理后, siRNA在血浆

中的半衰期明显延长, 并且干扰效应有显著增强, 同时

siRNA的应用剂量能降至临床上相对可行的水平.
总之, 近年来, 各领域的学者们对RNAi机制进行近年来, 各领域的学者们对RNAi机制进行

了深入的研究, 扩展了其体内外应用范围. 尽管目前还

存在前述这些尚未解决的问题, 限制了RNAi的治疗应

用. 我们相信随着各种技术的完善, 这些不足之处能得

到妥善解决, RNAi有望进入临床应用, 为战胜疾病如

HBV等提供一个全新的有力武器. 综合目前的研究成

果, 构建可诱导的siRNA表达盒, 以转座子为中介整合

入细胞基因组中应该是一个发展治疗目的RNAi的首

选方案. 

值得一提的是以往多数学者认为RNAi是高度精

确的, 即使仅有一个碱基错配亦能使其效应明显下降. 
但近来研究证实RNAi还存在所谓的＂脱靶现象＂, 指＂脱靶现象＂, 指脱靶现象＂, 指＂, 指, 指
siRNA能造成非完全同源mRNA降解的现象[69-70]. 这种

现象可能是由于siRNA与靶mRNA内的某些核苷酸摆

动配对造成的, 如G/U错配[69]. 因此, RNAi有时可能意

外地造成其他靶mRNA非特异性降解, 进行治疗试验

时须警惕这一现象的存在. 计算机模型分析显示, 21 nt
的siRNA有助于提高干扰的特异性[71].

4　  参考文献
1      Dienstag JL, Schiff ER, Wright TL, Perrillo RP, Hann HW,  
           Goodman Z, Crowther L, Condreay LD, Woessner M, Rubin M,  
         Brown NA. Lamivudine as initial treatment for chronic hepati 
           tis B in the United States. N Engl J Med 1999; 341: 1256-1263
2 Lai CL, Chien RN, Leung NW, Chang TT, Guan R, Tai DI, Ng 

KY, Wu PC, Dent JC, Barber J, Stephenson SL, Gray DF. A one-
year trial of lamivudine for chronic hepatitis B. Asia Hepatitis 
Lamivudine Study Group. N Engl J Med 1998; 339: 61-68

3 Schalm SW, Heathcote J, Cianciara J, Farrell G, Sherman M, 
Willems B, Dhillon A, Moorat A, Barber J, Gray DF. Lamivu-
dine and alpha interferon combination treatment of patients 
with chronic hepatitis B infection: a randomised trial. Gut  
2000; 46: 562-568

4 Janssen HL, van Zonneveld M, Senturk H, Zeuzem S, Akarca 
US, Cakaloglu Y, Simon C, So TM, Gerken G, de Man RA, 
Niesters HG, Zondervan P, Hansen B, Schalm SW. Pegylated 
interferon alfa-2b alone or in combination with lamivudine for 
HBeAg-positive chronic hepatitis B: a randomised trial. Lancet 
2005; 365: 123-129

5 Chan HL, Leung NW, Hui AY, Wong VW, Liew CT, Chim 
AM, Chan FK, Hung LC, Lee YT, Tam JS, Lam CW, Sung JJ. 
A randomized, controlled trial of combination therapy for 
chronic hepatitis B: comparing pegylated interferon-alpha2b 
and lamivudine with lamivudine alone. Ann Intern Med 2005; 
142: 240-250

6 Konishi M, Wu CH, Wu GY. Inhibition of HBV replication by 
siRNA in a stable HBV-producing cell line. Hepatology 2003; 38: 
842-850

7 McCaffrey AP, Nakai H, Pandey K, Huang Z, Salazar FH, Xu H, 
Wieland SF, Marion PL, Kay MA. Inhibition of hepatitis B virus 
in mice by RNA interference. Nat Biotechnol 2003; 21: 639-644

8 Ying C, De Clercq E, Neyts J. Selective inhibition of hepatitis 
B virus replication by RNA interference. Biochem Biophys Res 
Commun  2003; 309: 482-484

9 Kitabwalla M, Ruprecht RM. RNA interference-a new weapon 
against HIV and beyond. N Engl J Med  2002; 347: 1364-1367

10 Downward J. RNA interference. BMJ  2004; 328: 1245-1248
11 Stevenson M. Therapeutic potential of RNA interference. N 

Engl J Med  2004; 351: 1772-1777
12 潘金水, 任建林, 董菁, 王小众. RNA干扰的机制及其抗肝炎病毒

的应用. 世界华人消化杂志  2005; 13: 1322-1326 
13 杨艳杰, 成军, 陈东风, 吴煜, 黄燕萍, 钟彦伟, 王春花, 刘敏. 乙

型肝炎病毒基因分型的临床意义. 世界华人消化杂志 2004; 12: 
1670-1673

14 董菁, 成军, 杨倩. 乙型肝炎病毒基因组高变区界定的初步研究. 
世界华人消化杂志  2004; 12: 42-46

15 Zhang XN, Xiong W, Wang JD, Hu YW, Xiang L, Yuan ZH. 
siRNA-mediated inhibition of HBV replication and expression. 
World J Gastroenterol  2004; 10: 2967-2971 

16 Elbashir SM, Martinez J, Patkaniowska A, Lendeckel W, Tuschl 
T. Functional anatomy of siRNAs for mediating efficient RNAi 
in Drosophila melanogaster embryo lysate. EMBO J  2001; 20: 
6877-6888 

17 Heale BS, Soifer HS, Bowers C, Rossi JJ. siRNA target site sec-

潘金水, 等. 发展以抗乙肝病毒为目的RNA干扰的思路                                                                                               2723



ondary structure predictions using local stable substructures. 
Nucleic Acids Res  2005; 33: e30

18 Nam JW, Shin KR, Han J, Lee Y, Kim VN, Zhang BT. Human 
microRNA prediction through a probabilistic co-learning 
model of sequence and structure. Nucleic Acids Res  2005; 33: 
3570-3581

19 Wu HL, Huang LR, Huang CC, Lai HL, Liu CJ, Huang YT, Hsu 
YW, Lu CY, Chen DS, Chen PJ. RNA interference-mediated 
control of hepatitis B virus and emergence of resistant mutant. 
Gastroenterology  2005; 128: 708-716

20 Tabara H, Grishok A, Mello CC. RNAi in C. elegans: soaking 
in the genome sequence. Science  1998; 282: 430-431 

21 Bernstein E, Caudy AA, Hammond SM, Hannon GJ. Role for 
a bidentate ribonuclease in the initiation step of RNA interfer-
ence. Nature  2001; 409: 363-366   

22 Zamore PD, Tuschl T, Sharp PA, Bartel DP. RNAi: double-
stranded RNA directs the ATP-dependent cleavage of mRNA 
at 21 to 23 nucleotide intervals. Cell  2000; 101: 25-33

23 Brown AE, Bugeon L, Crisanti A, Catteruccia F. Stable and 
heritable gene silencing in the malaria vector Anopheles ste-
phensi. Nucleic Acids Res  2003; 31: e85

24 Giladi H, Ketzinel-Gilad M, Rivkin L, Felig Y, Nussbaum O, 
Galun E. Small interfering RNA inhibits hepatitis B virus repli-
cation in mice. Mol Ther  2003; 8: 769-776

25 Klein C, Bock CT, Wedemeyer H, Wustefeld T, Locarnini S, 
Dienes HP, Kubicka S, Manns MP, Trautwein C. Inhibition of 
hepatitis B virus replication in vivo by nucleoside analogues 
and siRNA. Gastroenterology  2003; 125: 9-18

26 Liu F, Song Y, Liu D. Hydrodynamics-based transfection in 
animals by systemic administration of plasmid DNA. Gene 
Ther 1999; 6: 1258-1266

27 Zhang G, Budker V, Wolff JA. High levels of foreign gene ex-
pression in hepatocytes after tail vein injections of naked plas-
mid DNA. Hum Gene Ther  1999; 10: 1735-1737

28 Chang J, Sigal LJ, Lerro A, Taylor J. Replication of the human 
hepatitis delta virus genome is initiated in mouse hepatocytes 
following intravenous injection of naked DNA or RNA se-
quences. J Virol  2001; 75: 3469-3473

29 Yang PL, Althage A, Chung J, Chisari FV. Hydrodynamic in-
jection of viral DNA: a mouse model of acute hepatitis B virus 
infection. Proc Natl Acad Sci USA  2002; 99: 13825-13830

30 Chen J, Wall NR, Kocher K, Duclos N, Fabbro D, Neuberg 
D, Griffin JD, Shi Y, Gilliland DG. Stable expression of small 
interfering RNA sensitizes TEL-PDGFbetaR to inhibition with 
imatinib or rapamycin. J Clin Invest  2004; 113: 1784-1791

31 Li H, Li WX, Ding SW. Induction and suppression of RNA si-
lencing by an animal virus. Science  2002; 296: 1319-1321

32 Li H, Fu X, Chen Y, Hong Y, Tan Y, Cao H, Wu M, Wang H. 
Use of adenovirus-delivered siRNA to target oncoprotein 
p28GANK in hepatocellular carcinoma. Gastroenterology 2005; 
128: 2029-2041

33 Hosono T, Mizuguchi H, Katayama K, Koizumi N, Kawabata K, 
Yamaguchi T, Nakagawa S, Watanabe Y, Mayumi T, Hayaka-
wa T. RNA interference of PPARgamma using fiber-modified 
adenovirus vector efficiently suppresses preadipocyte-to-adi-
pocyte differentiation in 3T3-L1 cells. Gene  2005; 348: 157-165

34 Boden D, Pusch O, Lee F, Tucker L, Ramratnam B. Efficient 
gene transfer of HIV-1-specific short hairpin RNA into human 
lymphocytic cells using recombinant adeno-associated virus 
vectors. Mol Ther  2004; 9: 396-402

35 Pinkenburg O, Platz J, Beisswenger C, Vogelmeier C, Bals R. 
Inhibition of NF-kappaB mediated inflammation by siRNA ex-
pressed by recombinant adeno-associated virus. J Virol Methods  
2004; 120: 119-122

36 Rubinson DA, Dillon CP, Kwiatkowski AV, Sievers C, Yang 
L, Kopinja J, Rooney DL, Ihrig MM, McManus MT, Gertler 
FB, Scott ML, Van Parijs L. A lentivirus-based system to func-
tionally silence genes in primary mammalian cells, stem cells 
and transgenic mice by RNA interference. Nat Genet  2003; 33: 

401-406
37 Uprichard SL, Boyd B, Althage A, Chisari FV. Clearance of 

hepatitis B virus from the liver of transgenic mice by short 
hairpin RNAs. Proc Natl Acad Sci U S A  2005; 102: 773-778

38 Hommel JD, Sears RM, Georgescu D, Simmons DL, DiLeone 
RJ. Local gene knockdown in the brain using viral-mediated 
RNA interference. Nat Med  2003; 9: 1539-1544

39 Banerjea A, Li MJ, Bauer G, Remling L, Lee NS, Rossi J, Akkina 
R. Inhibition of HIV-1 by lentiviral vector-transduced siRNAs 
in T lymphocytes differentiated in SCID-hu mice and CD34+ 
progenitor cell-derived macrophages. Mol Ther  2003; 8: 62-71

40 Hacein-Bey-Abina S, von Kalle C, Schmidt M, Le Deist F, 
Wulffraat N, McIntyre E, Radford I, Villeval JL, Fraser CC, 
Cavazzana-Calvo M, Fischer A. A serious adverse event after 
successful gene therapy for X-linked severe combined immu-
nodeficiency. N Engl J Med  2003; 348: 255-256

41 Marshall E. Gene therapy. Second child in French trial is found 
to have leukemia. Science  2003; 299: 320

42 Dorsett Y, Tuschl T. siRNAs: applications in functional genom-
ics and potential as therapeutics. Nat Rev Drug Discov  2004; 3: 
318-329

43 Lorenz C, Hadwiger P, John M, Vornlocher HP, Unverzagt 
C. Steroid and lipid conjugates of siRNAs to enhance cellular 
uptake and gene silencing in liver cells. Bioorg Med Chem Lett 
2004; 14: 4975-4977

44 Soutschek J, Akinc A, Bramlage B, Charisse K, Constien R, 
Donoghue M, Elbashir S, Geick A, Hadwiger P, Harborth J, 
John M, Kesavan V, Lavine G, Pandey RK, Racie T, Rajeev KG, 
Rohl I, Toudjarska I, Wang G, Wuschko S, Bumcrot D, Kote-
liansky V, Limmer S, Manoharan M, Vornlocher HP. Thera-
peutic silencing of an endogenous gene by systemic adminis-
tration of modified siRNAs. Nature  2004; 432: 173-178

45 Urban-Klein B, Werth S, Abuharbeid S, Czubayko F, Aigner A. 
RNAi-mediated gene-targeting through systemic application 
of polyethylenimine (PEI)-complexed siRNA in vivo. Gene Ther  
2005; 12: 461-466

46 Minakuchi Y, Takeshita F, Kosaka N, Sasaki H, Yamamoto Y, 
Kouno M, Honma K, Nagahara S, Hanai K, Sano A, Kato T, 
Terada M, Ochiya T. Atelocollagen-mediated synthetic small 
interfering RNA delivery for effective gene silencing in vitro 
and in vivo. Nucleic Acids Res  2004; 32: e109

47 Sioud M, Sorensen DR. Systemic delivery of synthetic siRNAs. 
Methods Mol Biol  2004; 252: 515-522 

48 Ge Q, Filip L, Bai A, Nguyen T, Eisen HN, Chen J. Inhibition 
of influenza virus production in virus-infected mice by RNA 
interference. Proc Natl Acad Sci USA  2004; 101: 8676-8681

49 Zhang Y, Zhang YF, Bryant J, Charles A, Boado RJ, Pardridge 
WM. Intravenous RNA interference gene therapy targeting the 
human epidermal growth factor receptor prolongs survival in 
intracranial brain cancer. Clin Cancer Res  2004; 10: 3667-3677 

50 Massaro D, Massaro GD, Clerch LB. Noninvasive delivery 
of small inhibitory RNA and other reagents to pulmonary 
alveoli in mice. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol  2004; 287: 
L1066-L1070

51 Heggestad AD, Notterpek L, Fletcher BS. Transposon-based 
RNAi delivery system for generating knockdown cell lines. 
Biochem Biophys Res Commun  2004; 316: 643-650

52 Kazazian HH Jr. Mobile elements: drivers of genome evolu-
tion. Science  2004; 303: 1626-1632

53 Yang N, Zhang L, Kazazian HH Jr. L1 retrotransposon-mediat-
ed stable gene silencing. Nucleic Acids Res  2005; 33: e57

54 Ding S, Wu X, Li G, Han M, Zhuang Y, Xu T. Efficient transpo-
sition of the piggyBac (PB) transposon in mammalian cells and 
mice. Cell  2005; 122: 473-483 

55 Gupta S, Schoer RA, Egan JE, Hannon GJ, Mittal V. Inducible, 
reversible, and stable RNA interference in mammalian cells. 
Proc Natl Acad Sci USA  2004; 101: 1927-1932

56 Dykxhoorn DM, Lieberman J. The silent revolution: RNA 
interference as basic biology, research tool, and therapeutic. 

2724                           ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R               世界华人消化杂志     2005年12月15日    第13卷   第23期



Annu Rev Med  2005; 56: 401-423
57 Paroo Z, Corey DR. Challenges for RNAi in vivo. Trends Bio-

technol  2004; 22: 390-394
58 Chiu YL, Rana TM. siRNA function in RNAi: a chemical modi-

fication analysis. RNA  2003; 9: 1034-1048
59 Harborth J, Elbashir SM, Vandenburgh K, Manninga H, Scar-

inge SA, Weber K, Tuschl T. Sequence, chemical, and structur-
al variation of small interfering RNAs and short hairpin RNAs 
and the effect on mammalian gene silencing. Antisense Nucleic 
Acid Drug Dev  2003; 13: 83-105

60 Hall AH, Wan J, Shaughnessy EE, Ramsay Shaw B, Alexander 
KA. RNA interference using boranophosphate siRNAs: struc-
ture-activity relationships. Nucleic Acids Res  2004; 32: 5991-6000

61 Amarzguioui M, Holen T, Babaie E, Prydz H. Tolerance for 
mutations and chemical modifications in a siRNA. Nucleic Ac-
ids Res 2003; 31: 589-595

62 Elmen J, Thonberg H, Ljungberg K, Frieden M, Westergaard 
M, Xu Y, Wahren B, Liang Z, Orum H, Koch T, Wahlestedt C. 
Locked nucleic acid (LNA) mediated improvements in siRNA 
stability and functionality. Nucleic Acids Res  2005; 33: 439-447

63 Kurreck J. Antisense technologies. Improvement through novel 
chemical modifications. Eur J Biochem  2003; 270: 1628-1644

64 Manoharan M. RNA interference and chemically modified siR-
NAs. Nucleic Acids Res Suppl  2003; : 115-116

65 Capodici J, Kariko K, Weissman D. Inhibition of HIV-1 infec-
tion by small interfering RNA-mediated RNA interference. J 

Immunol  2002; 169: 5196-5201
66 Allerson CR, Sioufi N, Jarres R, Prakash TP, Naik N, Berdeja A, 

Wanders L, Griffey RH, Swayze EE, Bhat B. Fully 2'-modified 
oligonucleotide duplexes with improved in vitro potency and 
stability compared to unmodified small interfering RNA. J Med 
Chem  2005; 48: 901-904

67 Hoshika S, Minakawa N, Matsuda A. Synthesis and physical 
and physiological properties of 4'-thioRNA: application to 
post-modification of RNA aptamer toward NF-kappaB. Nucleic 
Acids Res  2004; 32: 3815-3825  

68 Morrissey DV, Blanchard K, Shaw L, Jensen K, Lockridge JA, 
Dickinson B, McSwiggen JA, Vargeese C, Bowman K, Shaffer 
CS, Polisky BA, Zinnen S. Activity of stabilized short interfer-
ing RNA in a mouse model of hepatitis B virus replication. 
Hepatology  2005; 41: 1349-1356

69 Saxena S, Jonsson ZO, Dutta A. Small RNAs with imperfect 
match to endogenous mRNA repress translation. Implications 
for off-target activity of small inhibitory RNA in mammalian 
cells. J Biol Chem  2003; 278: 44312-44319

70 Jackson AL, Bartz SR, Schelter J, Kobayashi SV, Burchard J, 
Mao M, Li B, Cavet G, Linsley PS. Expression profiling reveals 
off-target gene regulation by RNAi. Nat Biotechnol  2003; 21: 
635-637

71 Qiu S, Adema CM, Lane T. A computational study of off-
target effects of RNA interference. Nucleic Acids Res  2005; 33: 
1834-1847

电��� ���� ��������� ���� ������  ����  ������������  菅鑫妍  审读  张海宁

潘金水, 等. 发展以抗乙肝病毒为目的RNA干扰的思路                                                                                               2725

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R   2005年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                                            • 消息 •                
    2004年度中国科技论文统计结果

本刊讯 自1987年以来, 中国科学技术信息研究所一直承担着中国科技人员在国内外发表论文数量和影响的统计分析工作. 2005年

的科技论文与引文统计工作现已完成.

国际论文数据主要取自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), 今年新增加了对美国《医学索引》（MEDLINE）的统计分析. 同时首次对SCI收录的社会科学论文进行了总体统计.

国内论文数据取自中国科学技术信息研究所研制的《中国科技论文与引文数据库》（CSTPCD）, 该数据库2004年度收录的中

国科技论文统计源期刊共1608种.

美国《医学索引（Index Medicus/MEDLINE）》创刊于1879年, 由美国国立医学图书馆（National Library of Medicine）编

辑出版, 收录世界70多个国家和地区, 40余种文字的4800种生物医学及相关学科期刊, 是当今世界较权威的生物医学文献检索系

统, 收录文献反映了全球生物医学领域较高水平的研究成果. 该系统有较为严格的选刊程序和标准, 我国大陆目前有75种期刊被

该系统收录.2004年该系统共收录中国论文18962篇.

2004年SCI收录的中国大陆论文中, 国际合作产生的论文为11963篇, 占我国发表论文总数的20.8%, 所占比例比2003年减少了

2.8个百分点; 我国作者为第一作者的国际合著论文6599篇, 合作伙伴涉及71个国家(地区); 其他国家作者为第一作者、我国作者

参与工作的国际合著论文为5364篇, 合作伙伴涉及64个国家(地区).

2004年我国科技人员在国内科技期刊上共发表论文309952篇, 比2003年增加35514篇, 增长12.9%; 海外作者在我国刊物上发

表论文1472篇, 比2003年增加278篇.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of KAI 1 and nm23-H1 
protein in gastric cancer, and to explore the clinicopath-
ological significance of KAI 1 protein in the progression 
of gastric cancer.

METHODS: Eighty-seven paraffin-embedded specime-
ns of gastric cancer were investigated immunohistoche-
mically by Envision method with rabbit anti-human KAI 
1 polyclonal antibody and mouse anti-human nm23-H1 
monoclonal antibody. Statistical analysis was perform-
ed using chi-square test.

RESULTS: The positive  rate of  KAI  1  expression  in 
gastric  cancer  with  lymph  node  metastasis  (60%, 
39/65) was significantly lower than that without lymph 
node  metastasis  (95%,  21/22, P <0.05), but the rate 
was  markedly  higher  in  early-stage  tissues  of  gastric 
cancer  than  that  in  late-stage ones  (94%, 16/17 vs 
63%, 44/70, P <0.05). The patients with KAI 1 positive 
tumor tended to have a longer survival time (P <0.05). 
The expression of nm23-H1 was notably decreased in 
gastric cancer with lymph node metastasis in compari-
son with  that without  lymph node metastasis  (18% vs 

77%, P <0.05), but nm23-H1 expression  rate  in early- 
and meta-phase gastric cancers was higher  than  that 
in late-phase gastric cancers (65% vs 26%, P <0.05).

CONCLUSION: KAI 1 and nm23-H1 are both associat-
ed with invasive ability of gastric cancer. Furthermore, 
KAI 1 is correlated with prognosis of patients with gast-
ric cancers. Combined detection of KAI 1 and nm23-H1 
may be helpful in predicting the prognosis and further 
directing the clinical therapy of gastric cancer.

Key Words: KAI 1; nm23-H1; Gastric cancer; Prognosis

Meng LH, Xin Y, Wu DY, Zhang SM. Clinicopathological significance 
of KAI 1 and nm23-H1 expression in gastric cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2005;13(23):2726-2730

摘要
目的: 观察胃癌组织中KAI 1和nm23-H1蛋白的表达与
临床病理生物学的关系, 探讨KAI 1蛋白在胃癌发生�

发展中的作用. 

方法: 应用兔抗人KAI 1多克隆抗体和鼠抗人nm23-H1

单克隆抗体对87例手术切除胃癌标本以PV-9000免疫
组化二步法进行染色, 用χ2检验进行统计学分析. 

结果: 伴有淋巴结转移的胃癌组织中KAI 1蛋白表达
阳性率(60%, 39/65)明显低于无淋巴结转移的胃癌组
织(95%, 21/22, P <0.05), 早中期胃癌组织中KAI 1蛋白
表达阳性率(94%, 16/17)显著高于晚期胃癌组织(63%, 
44/70, P <0.05), KAI 1蛋白高表达者其生存期亦较长
(P <0.05); 伴有淋巴结转移的胃癌组织中nm23-H1蛋白
表达阳性率明显低于无淋巴结转移的胃癌组织(18% 
vs  77%, P <0.05), 早中期胃癌组织中nm23-H1蛋白表达
阳性率明显高于晚期胃癌组织(65% vs  26%, P <0.05). 

结论: KAI 1和nm23-H1蛋白均与胃癌侵袭转移有关, 
且KAI 1表达与胃癌患者预后密切相关, 将两种指标联
合检测, 可作为正确判断胃癌患者预后, 指导临床治疗
的分子生物学指标. 

关键词�� KAI 1; nm23-H1; 胃癌; 预后
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0  引言

胃癌是我国死亡率最高的恶性��之一 [1-7], 侵袭转

移是��的最�要恶性特征, 也是胃癌��失败导致

死亡的主要原因. ��转移是一个多步骤�连续的过

程, 受多种癌�因和抑癌�因的调控[8-12]. KAI 1是�

�转移抑制�因, 属四跨膜超家族(transmembrance 4 
superfamily, TM4SF)的�员, KAI 1/CD82对多种��的

转移具有抑制作用, KAI 1对��转移的抑制作用可能

源于其对细胞运��转移和增生的影响[13-15]. nm23-H1

的mRNA水平与癌细胞转移的关系更为密切, 该�因

编码一种具有二磷酸核苷激酶(NDPK)活性的蛋白质, 
通过影响微�聚合状��G蛋白�导的信号传导通路

而调节细胞代谢, 从而对��细胞的增殖�分化�侵

袭�转移起�要作用[16-19]. 我们对二种��转移抑制

�因KAI 1/CD82和nm23-H1在胃癌组织中的表达�行

比较��, 探讨其在胃癌侵袭转移中的作用�与胃癌

生物学行为和预后的关系, 为临床胃癌转移的有效防

�提供科学的依据. 

1  材料和方法

1�1 材料 2002-07/2003-06辽宁省��医院�中国医科

大学附属第一医院��科手术切除胃癌存档蜡块87
例. 男60例, 女27例, 年龄26-74(平均56)岁. 早期5例, 中
期12例, 晚期70例. 有淋巴结转移65例, 无淋巴结转移

22例. 全部病例均无临床辅助检查可见的其他脏器转

移癌, 均有5 a以上的跟踪随访. 每例均选择癌组织�

癌与正常组织交界处和淋巴结转移癌组织的常规石

蜡包埋蜡块各一枚, 制做�4 µm厚的连续切片供检

测用. 兔抗人KAI 1多克隆抗体(1∶50)�鼠抗人nm23-
H1mAB(1∶100)分别购自Santa Cruz和北京中山生物�

术有限公司, PV-9000免疫组化二步法检测试剂盒购自

北京中山生物�术有限公司.   
1�2 方法 采用PV-9000免疫组化二步法检测KAI 1和
nm23-H1蛋白表达. 以中山公司赠送阳性切片为阳性对

照, 以PBS代替一抗作�性对照. KAI 1和nm23-H1蛋白

免疫染色阳性信号为定位于细胞质, 呈棕黄色颗粒. 每
个标本随机观察5个高倍视野, 每个视野计数200个�

�细胞, 取平均值. 阳性细胞数<5%为�性(-), 5-25%
为弱阳性(+), 25-50%为中度阳性(++), >50%为强阳性

(+++). 为便于结�分析处理, 将(+)-(+++)列为阳性组.
统计学处理 利用χ2检验比较率的差异. P <0.05视

为差异有统计学意义. 

2  结果

2�1 胃癌组织KAI 1和nm23-H1蛋白的表达 KAI 1蛋
白在胃黏膜上皮细胞的胞质中呈阳性表达, 胃癌组黏膜上皮细胞的胞质中呈阳性表达, 胃癌组膜上皮细胞的胞质中呈阳性表达, 胃癌组

织KAI 1蛋白表达阳性率为69%(60/87), 显著低于癌

旁组织84%(54/64)(P <0.05); nm23-H; nm23-Hnm23-H1蛋白在胃癌组

织中表达阳性率为33%(29/87), 显著低于癌旁组织

59%(38/64)(P <0.05, 图1A).
2�2 KAI 1和nm23-H1蛋白表达与胃癌病理的关系 肠
型胃癌KAI 1蛋白表达阳性率(85%)高于弥漫型胃癌

(64%), 但无统计学意义(P >0.05). 伴有淋巴结转移的胃

癌组织中KAI 1蛋白表达阳性率(60%)明显低于无淋巴

结转移的胃癌组织(95%)(P <0.05), 呈负相关; 早中期胃

癌组织中KAI 1蛋白表达阳性率(94%)明显高于晚期胃

癌组织(63%)(P <0.05). 肠型胃癌nm23-H1蛋白表达阳性

率(30%)低于弥漫型胃癌(34%), 但两者无统计学意义

(P >0.05). 伴有淋巴结转移的胃癌组织中nm23-H1蛋白

表达阳性率(18%)明显低于无淋巴结转移的胃癌组织

(77%)(P <0.05), 呈负相关; 早中期胃癌组织中nm23-H1

蛋白表达阳性率(65%)明显高于晚期胃癌组织(26%, 
P <0.05, 表1). KAI 1蛋白表达与胃癌患者生存期密切

相关(P <0.01), KAI 1蛋白高表达者其生存期亦较长(图
1B, 图2, 图3).图2, 图3).).
2�� 胃癌组织中KAI 1和nm23-H1蛋白表达的关系 在
KAI 1蛋白表达阳性的60例胃癌组织中nm23-H1蛋白表

达阳性率为45%(27/60), 27例KAI 1蛋白表达�性的胃

癌组织中nm23-H1蛋白表达阳性率为7%(2/27), 两者相

比有显著差异(P <0.05, 表2). 
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白��与胃癌患者生存期�关系.

术后生存期 (a)

100

80

60

40

20

0

存
活

率
 (

%
 )

<3 (n = 36)      ≥3, ≤5 (n = 14)        >5 (n = 37)

47.2

χ2 = 19.7, P<0.01

85.7 91.9B

孟丽辉, 等� 胃癌组织KAI 1和nm2�-H1蛋白的表达意义                                                                                               2727



3  讨论

��侵袭转移是一系列复杂�多步骤的连续过程, KAI 
1�因有直接的抑制��作用, 在��的发生��中的

表 1 KAI 1和nm23-H1蛋白表达与胃癌病理生物学的关系

aP<0�05�

                                       KAI 1蛋白表达               nm2�-H1蛋白表达

                         n     -   +～+++ 阳性率 (%)    -   +～+++ 阳性率 (%)

Lauren分型   

肠型         20   �       17          85        14          �           �0

弥漫型         �7 24       4�          �4           44        2�           �4 

淋巴结转移   

(+)         �5 2�       �9          �0         5�        12           18

(-)         22   1       21          95a           5        17           77a

临床分期   

早期           5   0         5         100           1          4           80

中期         12   1       11           92           5          7           58

晚期         70 2�       44           ��a         52        18           2�a

病理生物学 

表 2 KAI 1和nm23-H1蛋白表达的关系

χ2 = 8�48, P<0�01 �

                                           nm2�-H1表达　　　　　　　  

                                       +                        -   　　　　　  

+                                    27                 ��                               �0

-                                      2　　　　        25                    27

合计                       29　　　　        58　　                    78

KAI 1表达                                                                                  合计 

图 2 胃癌中KAI 1蛋白表达情况PV-9000二步法. A: �高分化腺癌呈阳性���� �: 低分化腺癌呈阴性���� C: ����癌呈阴性���� �: ��������癌呈阴性���� �: �������癌呈阴性���� �: ����

移癌呈阴性��.

A B

C D

A B

图 3 胃癌中nm23-H1表达情况 PV-9000二步法 (×400). A: ����移癌灶呈阴性���� �: 低分化腺癌呈阳性��. 

负调控作用已经在多个��中报道[15,20-23]. 尽�KAI 1
�因确切功能还不清楚, 但目前一致认为KAI 1/CD82
对��转移的抑制作用可能源于其对细胞运��转

移和增生的影响, 这与其可调节细胞的黏附有关[24]. 
我们发现, 有淋巴结转移的胃癌组织KAI 1表达阳性

率(60%)明显低于无淋巴节转移者(95%), 胃癌组织中

KAI 1表达阳性率(69%)明显低于癌旁组织(84%), 提示

KAI 1与胃癌淋巴结转移的发生�发�有关, KAI 1表
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达的下调可能促使胃癌细胞获得了恶性转化和侵袭转

移的潜能, 这个能力可促使癌细胞扩散以�扩散中的

癌细胞在淋巴结内定居, 并有效地形�淋巴结转移. 此
外, 也可能KAI 1表达的下调削弱了癌细胞间的黏附能

力, 从而促�了癌细胞的扩散. 本��还发现KAI 1表
达与Lauren分型无明显相关(P >0.05), 而与临床病理分

期呈正相关, 早中期胃癌患者的癌细胞中KAI 1表达的

阳性率明显高于晚期患者(P <0.05). 并且, 胃癌患者的

生存期与KAI 1表达的阳性率也呈正相关(P <0.01), 这
些结�表明KAI 1蛋白可作为一个客观判�胃癌患者

预后的�的分子生物学指标. 
人类的nm23�因定位于17号染色体长臂的着丝

点附近, 有三种亚型即nm23-H1, nm23-H2, nm23-H3, 其
中nm23-H1的mRNA水平与癌细胞转移的关系更为密

切, Nakayama et al��认为在��期胃癌组织中nm23
�因表达无一定规律, 且n m23低表达者预后差, 而
Muller et al的��结�显示nm23阳性表达与胃癌组织

学类型分化程度�临床分期有关, 与淋巴结转移无关, 
淋巴�血�受侵犯组nm23表达阳性率高于无侵犯组. 
并发现nm23表达阳性者预后较�性表达者差. 本结

�显示nm23-H1的阳性表达与Lauren分型无明显相关

(P >0.05), 而与有无淋巴结转移以�临床病理分期密切

相关(P <0.05), 提示nm23�因表达缺失的胃癌具有更

强的侵袭能力, 更容易发生淋巴结转移. 
在��KAI 1蛋白与nm23-H1表达的关系中发现, 

经统计学处理二者有密切相关关系, KAI 1阳性表达病

例nm23-H1蛋白上调. 本结�显示KAI 1在胃癌的临床

分期�病期��中具有�要作用. nm23-H1表达同样与

胃癌组织类型密切相关, 提示KAI 1与nm23-H1可能通

过不同作用机制影响胃癌的生长方式, 而KAI 1异常表

达可�一步促�病期��. 由于例数少, 他们在胃癌�

�中的作用尚需扩大样本量�行深入的��. KAI 1和
nm23-H1蛋白均与胃癌侵袭转移有关, 且KAI 1表达与

胃癌患者预后密切相关, 将两种指标联合检测, 可作为

正确判�胃癌患者预后, 指导临床��的分子生物学

指标. 我们对KAI 1蛋白在胃癌组织中表达的��, 加
深了对胃癌转移机制的理解, 结�为深入理解细胞黏

附异常�其调控因素在胃癌发生�发�中的作用提供

了�的��资料. 通过对胃癌组织中KAI 1�nm23-H1

蛋白表达的比较��, 解释了KAI 1和nm23-H1在胃癌

组织中的表达与����的关系, 发现联合应用KAI 1
和nm23-H1蛋白检测可用于预测胃癌患者预后, 指导临

床��. 
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第11届全国中西医结合结直肠肛门病学术会议征文通知
                                                                                   

本刊讯 第11届全国中西医结合结直肠肛门病学术会议定于2006-03在广东省深圳市召开, 本次会议由中国中西医结合学会主办, 

现将有关征文事项通知如下.

1 征文内容

本次会议的征文内容包括��1���结直肠肛门����的�������������2�结直肠肛门���病的�����的����1���结直肠肛门����的�������������2�结直肠肛门���病的�����的���1���结直肠肛门����的�������������2�结直肠肛门���病的�����的��

术����, 直肠癌扩大根�术式和�效, 中低位直肠癌保肛手术方法�适应�和效�, 肛�直肠癌会�肛门��术的术式�方�和效�, 肛�直肠癌会�肛门��术的术式�方和效�, 肛�直肠癌会�肛门��术的术式�方

法�效���3�中西医结合��结肠慢传输型�出口梗阻型�结肠�直肠�盆腔�盆底解剖生理功能异常等便秘�病的����方

法�适应��临床�效和经验教训��4�中西医结合��炎症性肠病的经验�手术方式选择��5�中西医结合预防���肛肠常见�

病的�方法��经验��6�采用中西医结合��结直肠肛门�病的临床护理�造口护理的�方法��经验��7�肛门�结直肠损伤�

异物处理的经验��8���国内外肛肠�病检查���的�器械��设备��药物.

2 征文要求

文章应有临床实用性, ����应具有科学性和先�性�全文4 000字以内, 要求寄打印稿�欢迎用软盘或电子信箱投稿�, 并附500

字以内的摘要一份, 关键词3-5个� 征文稿件请寄��1�广东省公安边防总队医院�深圳武警医院�肛肠外科柯玮收, 邮编� 518029, 

电话� 0755-82699768, 手机�13714327555, Email�kewei1968@126.com��2�深圳市第二人民医院肛肠科舒洪权收, 邮编� 518039, 

电话� 0755-26250353, 手机�13923803457, Email�ssshhhqqq66@163.com. 

3 其他

本次会议可授予国家级继续教育Ⅰ类学分6分, 会议具体日期�详细地址另行通知. 欢迎广大相关领域工作���人员参加.
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核糖体蛋白 L5 在胃癌中的表达及功能

刘 骥, 李纪鹏, 陈冬利, 张洪伟, 王为忠
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Abstract
AIM: To investigate the expression of ribosomal protein 
L15 (RPL5) in gastric cancer as well as its effect on the 
proliferation of gastric cancer cells.

METHODS: The expression of RPL5 was detected in 
gastric cancer cell lines AGS, MKN45, SGC7901 and 
MGC803 by Western blot. The specific siRNA vector of 
RPL5 was constructed and then transfected into AGS 
cells. The expression of RPL5 in the transfectants was 
examined by Western blot. The growth of transfected 
cells was evaluated by MTT assay and flow cytometry.

RESULTS: The expression of RPL5 in gastric cancer 
cell lines AGS, MKN45, SGC7901 and MGC803 were 
all significantly higher than that in GES-1 and normal 
epithelial cells of gastric mucosa. The specific siRNA 
vectors of RPL5, named U6-RPL5A and U6-RPL5B, 
were successfully constructed and transfected into AGS 
cells. U6-RPL5A could inhibit the expression of RPL5 
significantly. The growth rate of U6-RPL5A transfected 
cells, named AGS-U6-RPL5A, was lower than the 
control cells, and the percentage of the cells that was 
in proliferation phase was decreased by about 5%.

CONCLUSION: RPL5 can inhibit the proliferation of 
gastric cancer cells, and further investigation of RPL5 
function will be helpful in the diagnosis and treatment 
of gastric cancer.

Key Words: Ribosomal protein; gastric cancer; siRNA
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摘要
目的: 探讨核糖体蛋白L5(ribosomal protein L5, RPL5)
在胃癌细胞中的表达及对胃癌细胞生长的影响. 

方法: Western blot检测RPL5在胃癌细胞系中的表达, 
构建RPL5特异性siRNA载体, 转染细胞, Western blot进
行鉴定, MTT方法和流式细胞术检测转染细胞的生长
变化. 

结果: RPL5在胃癌细胞系AGS、MKN45、SGC7901、
MGC803中的表达均明显强于在GES-1和正常胃黏膜
上皮中的表达. 成功构建RPL5特异性siRNA载体U6-
RPL5A和U6-RPL5B, 转染AGS细胞, 进行稳定筛选, 发
现U6-RPL5A能显著抑制RPL5的表达, 其相应的细胞
系AGS-U6-RPL5A的生长速度减慢. 细胞周期检测结
果显示AGS-U6-RPL5A细胞中处于增殖期的细胞减少
了约5%. 

结论: 对RPL5功能的进一步深入研究可能会有助于胃
癌的诊断和治疗. 

关键词�� 核糖体蛋白; 胃癌; siRNA
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0  引言

核糖体既是蛋白质生物合成的场所, 也是一个功能单

位. 核糖体蛋白(ribosomal protein, RP)除组成核糖体, 
参与蛋白质的合成之外, 还具有其他功能, 尤其近年来

发现的许多核糖体的体外功能, 对重新认识和评估核

糖体的作用具有重要的意义[1-5]. 我们在前期的基因芯

片的研究中发现, 核糖体蛋白RPL5在胃癌组织中的表
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达明显高于癌旁组织, 提示RPL5可能在胃癌的发生、

发展中发挥作用. 我们将在先前工作的基础上进一步

探讨RPL5在胃癌中所起的作用和可能分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 组织标本和细胞株 正常胃黏膜组织的胃镜标本

分别来源于2例胃镜下胃黏膜表现正常的患者, 病理

检查亦表明为正常胃黏膜上皮组织. 标本取出后立即

置于液氮中, 后于-70℃保存. 永生化正常胃上皮细胞

系GES-1、胃癌细胞系AGS、MKN45、SGC7901、
MGC803均为本实验室保存.
1.1.2 主要试剂  mU6pro载体为美国密西根大学Turner
教授惠赠. RPL5单克隆抗体和ECL试剂购自San ta 
Cruz公司, β-actin单克隆抗体、MTT和DMSO均购自

Sigma公司. 羊抗鼠二抗购自北京中山生物技术有限

公司, NC膜购自Hybond公司. 小量质粒抽提试剂盒为

Promega公司产品, Lipofectamin 2000为Invitrogen公司

产品, G418为Gibco公司产品.   
1.2 方法

1.2.1 质粒构建和细胞转染  以mU6pro为载体, 根据siRNA
设计原则设计两对RPL5特异性siRNA寡核苷酸. 第一对正

向寡核苷酸L1: 5'-tttgtgcatcatcatggagttaacataactccatgatg-
atgcacttttt-3', 反向寡核苷酸L2: 5'-ctagaaaaagtgcatcatca
tggagttatgttaactccatgatgatgca-3'. 第二对正向寡核苷酸

L3: 5'-tttgcaatggtcttaatgttccacaggaacattaagaccattgcttttt-3', 
反向寡核苷酸L4: 5'-ctagaaaaagcaatggtcttaatgttcctgtgga
acattaagaccattg-3'. 正反向寡核苷酸体外退火, 退火后

的双链siRNA与用BbsⅠ和XbaⅠ酶切后的mU6pro载
体片段于16℃连接过夜. 连接产物转化E.col i  DH5a
感受态细胞, 挑取单克隆并且提取质粒, 以Hin d Ⅲ和

XbaⅠ酶切鉴定重组质粒. 收集酶切鉴定正确的重组

质粒, 送上海生工公司进行测序. 采用Invitrogen公司

Lipofectamin 2000并按其说明书方法进行. 细胞转染时

将AGS细胞接种于6孔板, 待细胞生长融合达80%后进

行细胞转染, 每孔分别加入4 mL Lipofectamin 2000和
2 mg质粒, 因为对于mU6pro表达载体, 由于其不含有

筛选标签, 稳定转染时同时共转染pcDNA3.1A.  转染

后2 d加G418进行抗性筛选, 浓度为500 mg/L, 筛选时

间为6 wk.  挑取10个克隆进行鉴定. 
1.2.2 细胞生长曲线绘制 采用MTT法进行. 取对数生

长期细胞按每孔2×103接种于96孔板, 分AGS、AGS-
mU6pro和AGS-U6-RPL5A三组, 每组3个复孔, 置于

细胞培养箱中常规培养. 在第1, 3, 5, 7 d, 每天每种细

胞各取出3孔进行MTT计数, 每孔加入20 mL MTT贮
存液(5 g/L), 继续培养4 h. 将培养上清置换成200 mL 

DMSO, ELISA仪读取吸光度, 检测波长为490 nm. 仅
含培养液的孔作为空白对照, 仅用DMSO处理组为阴

性对照. 
1.2.3 细胞周期测定 收获对数生长期的细胞, 胰酶消化

后用冷PBS洗涤2次, 离心弃上清, 加入0.5 mL的PBS混
悬细胞, 再加入1 mL无水乙醇固定, 4℃过夜. 离心弃

上清, 冷PBS洗涤2次, 经碘化丙啶染色后, 流式细胞仪

进行细胞周期检测. 重复三次, 取一典型测定结果为代表.
1.2.4 Western blot  以80 mg蛋白为加样量进行SDS-PAGE
电泳, 然后转移至hybond-NC膜, 以TTBS对膜进行漂

洗, 室温封闭2 h, 加入一抗, 4℃孵育过夜. TTBS洗膜, 
加入相应二抗室温孵育1 h, 最后用ECL试剂进行蛋

白条带显色. 以β-actin作为内参照. 利用BioRad公司的

Quantity One软件进行条带的定量. 
统计学处理 采用Student-Newman-Keuls检验进行

数据差异分析, P <0.05认为有显著性差异. 

2  结果

2.1 RPL5在胃黏膜组织和胃癌细胞系中的表达 为了

研究RPL5在胃癌的表达, 我们以两例正常胃黏膜组织

和人永生化正常细胞系GES-1作为对照, 对胃癌细胞

系AGS、MKN45、SGC7901、MGC803进行Western 
blot检测, 比较RPL5的含量. 在各细胞总蛋白上样量

相同的条件下(β-actin条带的亮度基本相同), RPL5在
肿瘤细胞系中高表达, 在GES-1和两例正常胃黏膜上

皮组织中的表达均较弱(图1). 用Quantity One软件定

量分析的结果表明, RPL5在胃癌细胞系中的表达均

强于GES-1和正常胃黏膜上皮. RPL5蛋白的分子量为

23 ku. 在进一步的实验中, 我们选用了RPL5表达较高

的AGS细胞作为研究对象.
2.2 RPL5特异性siRNA的构建及对细胞内RPL5的抑制

作用 将退火后的两对寡核苷酸分别克隆入mU6pro载
体, 命名为U6-RPL5A和U6-RPL5B, 用Hin d Ⅲ和XbaⅠ
双酶切鉴定, 释放出大小为380 bp的片段(包括U6启动段(包括U6启动(包括U6启动

子和克隆入的寡核苷酸), 表明载体构建成功(图2), 测
序结果也与预期一致. 空载体对照mU6pro酶切释放出

1 100 bp的片段(包括U6启动子和EGFP基因序列).段(包括U6启动子和EGFP基因序列).(包括U6启动子和EGFP基因序列).  
将U6-RPL5A和U6-RPL5B分别以10∶1的比例与例与

pcDNA3.1A混和, 共同转染AGS细胞, 2 d后用500 mg/L
的G418筛选, 分别挑取10个单克隆, 用Western blot鉴
定RPL5的表达. U6-RPL5A和U6-RPL5B转染后阳性单

克隆的鉴定结果显示, AGS-U6-RPL5A中RPL5的表达

明显低于AGS-mU6pro的表达, 而AGS-U6-RPL5B中
RPL5的表达与AGS-mU6pro差异不明显(图3). 这一结

果表明U6-RPL5A更能有效抑制RPL5的表达, 且我们

成功获得了RPL5低表达的细胞系.
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2.3 RPL5特异性s iRNA对胃癌细胞的生长抑制作用 
我们用MTT方法检测了转染细胞的生长速度, 发现

RPL5的表达下调可使细胞的生长速度明显减慢, 表
现为AGS-U6-RPL5A细胞在第5, 7 d的吸光度值(A )
均明显低于AGS和AGS-mU6pro(P <0.05, 图4). 进一

步进行细胞周期的分析, 结果表明AGS-U6-RPL5A
处于S+G2+M增殖期的细胞数明显低于AGS和AGS-
mU6pro, 其比例约减少5％(图5). 

3  讨论

翻译调节和核糖体组装是细胞内重要的生理过程, 与
细胞的生长和细胞周期进展密切相关. 这一生理过程

在肿瘤细胞中常常出现异常, 结果导致蛋白合成速率

的增加, 细胞生长速度和细胞周期进展加快. 核糖体蛋

白的异常表达是肿瘤细胞翻译调节和核糖体组装异常

的重要表现之一[6-11]. 
核糖体蛋白与肿瘤的关系的直接证据来源于

图 1 Western b lot检测RPL5在胃黏膜组织和胃癌细胞系中的表达. 

N1: 胃黏膜组织1; N2: 胃黏膜组织2; GES-1: 永生化胃黏膜上皮细胞; 

AGS、SGC7901、MKN45以及MGC803: 胃癌细胞系.

图 2 RPL5 siRNA载体的鉴定 (Hin d III和Xba  I酶切的电泳结果). M: DNA

分子量标准; A: 构建的U6-RPL5A; B: U6-RPL5B; C: 载体及空载体

mU6pro.

图 3 Western blot检测转染细胞中RPL5的表达. A: AGS-mU6pro; B: 

AGS-U6-RPL5B; C: AGS-U6-RPL5A.

图 4 MTT法检测转染细胞的生长曲线. aP<0.05, AGS-U6-RPL5A vs  

AGS-mU6pro, AGS.

图 5 流式细胞术检测转染细胞的细胞周期分布. A: AGS; B: AGS-
mU6pro; C: AGS-U6-RPL5A.
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Amsterdam et al [12]对斑马鱼的研究. 他们筛选产生了12
种易发生肿瘤的斑马鱼, 发现其中有11种斑马鱼有不

同核糖体蛋白的突变, 证实这些核糖体蛋白的突变导

致了斑马鱼肿瘤的发生. 因而他们认为斑马鱼中的核

糖体蛋白是肿瘤相关基因. 
而在人类肿瘤中, Pogue-Geile et al [13,14]首先发现

RPS3在大肠癌中的表达上调. 随后越来越多的研究表

明, 人类核糖体蛋白的高表达与肿瘤密切相关[15-20], 特
别是近年来由于基因芯片和消减杂交技术等高通量技

术的大量应用, 鉴定了多个在肿瘤中高表达的核糖体

蛋白. 例如: 在化学致癌剂诱导的口腔癌中, RPS2的表

达上调[21]; 在乳腺癌中, RPL7[22]、RPL19[23]和RPL8是
高表达的; RPL19和RPS12[24]在头颈部肿瘤中的表达是

升高的; RPS19在子宫平滑肌瘤和头颈部肿瘤[25]中的

表达上调; RPL17a在大肠癌中的表达升高[26,27]. 另外, 
RPS2和RPL10a在多种肿瘤中也有较高表达[28]. Wang et 
al [29]在克隆了RPL15全长的基础上研究了RPL15在食

道癌上的表达, 发现RPL15在食道癌中的表达是升高

的. 而我们的先前的基因芯片的研究发现, RPL5在胃

癌组织中的表达明显强于癌旁组织, 本项研究进一步

发现, RPL5在多株胃癌细胞系中的表达均明显强于胃

黏膜上皮组织和永生化胃黏膜上皮细胞系GES-1, 表
明RPL5很可能是胃癌细胞中一个上调的蛋白, 他可能

在胃癌的诊断方面有一定的作用. 进一步的临床标本

研究将有助于阐明RPL5在胃癌患者中的表达频率、

强度以及分布. 
Gardner-Thorpe et al [30]探讨了核糖体蛋白用于肿

瘤治疗的可能, 他们将核糖体蛋白P2的反义核酸转染

PaCa-2和BxPC-3细胞系, 结果发现核糖体蛋白P2的反

义核酸能显著抑制肿瘤细胞系PaCa-2和BxPC-3生长, 
其抑制率分别为63％和65％. 而我们的研究也表明, 用
siRNA技术干预RPL5的表达可以显著抑制胃癌细胞

系AGS的生长. 这两项类似的结果表明干预肿瘤细胞

中核糖体蛋白的表达可能可以用于肿瘤的治疗. RPL5
可能有希望成为胃癌治疗的一个新的靶分子. RPL5的
siRNA抑制胃癌细胞生长的机制目前不清, 可能与胃

癌细胞周期的阻滞或凋亡的诱导有关系, 尚需进一步

的实验来探讨. 
Amsterdam et al [12]发现斑马鱼中核糖体蛋白的突

变与肿瘤的发生密切相关, 但是在人类中尚未发现肿

瘤中有突变的核糖体蛋白存在, 因此, RPL5在胃癌中

存在突变的可能性不大, 这一点还需要我们进一步用

实验进行证实. 
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首届北京地坛感染病学术会议
                                                                                   

本刊讯 为庆祝建院60周年, 北京地坛医院决定于2006-03-02/04在北京召开全国性的“首届北京地坛感染病学术会议”, 预计全

国的同行500人参加这次重要的会议．会议邀请了40余位我国德高望重、年富力强的感染病专家作专题学术讲演．

1 会议征稿内容

这次感染病学术会议征文的内容包括病毒性肝炎、HIV/AIDS、各种传染性疾病和感染性疾病, 抗生素的合理使用, 也包括新发/复

燃的传染病．论文全文和摘要请发到电子信箱: cj@genetherapy.com.cn; 或hy@genetherapy.com.cn．

2 与会专家名单

首届北京地坛感染病学术会议邀请的专题报告专家（按照汉语拼音排序）有: 白雪帆, 陈智, 陈志海, 成军, 段钟平, 窦晓光, 

范小玲, 高志良, 郭利民, 侯金林, 贾继东, 郎振为, 李长青, 李兰娟, 李太生, 李兴旺, 刘沛, 刘庄, 伦文辉, 毛羽, 缪晓辉, 

穆毅, 宁琴, 牛俊奇, 任红, 施光峰, 斯崇文, 谭德明, 唐红, 唐小平, 万谟彬, 王凤水, 王福生, 王贵强, 王磊, 王玲, 王宇

明, 王宪波, 魏红山, 魏来, 翁心华, 谢青, 谢雯, 谢尧, 邢卉春, 徐道振, 杨东亮, 杨钧, 袁正宏, 赵红心, 庄辉．

3 联系方式

首届北京地坛感染病学术会议组织委员会主席为成军教授. 地址: 北京市东城区安外大街地坛公园13号; 邮编: 100011; 电话: 

010-64481639; 传真: 010-64481639; Email: cj@genetherapy.com.cn.

　　欢迎全国感染病学界的各位专家和同仁来北京参加这次盛会．
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Abstract
AIM: ��� ����������� ��� ���� ����������� ��� �b�  I l��cu� p��lym��rp���m� ��f 
�p��l�p��pr������ B (Ap�� B) ���� ��d ����r ����r��l c��r-
r�l������� w��� c�r����c ��p������ C ��ru� ��f�c����� ��d 
��rum l�p�d m���b��l��m.

METHODS: P��lym�r��� c���� r��c�����-r���r�c����� fr��-
m��� l����� p��lym��rp���m (PCR-RFLP) ��c���qu� 
w�� u��d ��� ���lyz� ��� ������yp� ��f ��� Ap�� B ���� 
�� 77 p������� ��d 62 c����r��l�, �cc��rd��� ��� ��� d����� 
��f c��� c����r��l ��udy. M���w��l�, ��� bl����d ��mpl�� 
w�r� ���lyz�d f��r ��p���c fu�c����� ��d ��rum l�p�d by 
�u���m���c b���c��m���ry ���lyz�r.

RESULTS: ��� fr�qu��c��� ��f �+�– ��d �–�– ��f �b�  
I l��cu� p��lym��rp���m w�r� d�ff�r��� b��w��� ��� p�-
������ ��d ��� c����r��l� ��d ��� fr�qu��cy ��f �+ �ll�l� �� 
��� p������� w�� l��w�r ���� ���� �� ��� c����r��l� (0.071 
��  0.121, P  = 0.136), but no statistical significance was 
f��u�d. ��� fr�qu��cy ��f �+ �ll�l� �� p������� w��� HCV 

RNA≥80 000 copies/L was significantly lower than that 
w��� HCV RNA<80 000 c��p���/L (0.048 ��  0.179, P  = 
0.035). Fur���rm��r�, ��� l���l� ��f Ap�� B �� ��� p������� 
��f �+�– genotype were significantly higher than those in 
��� p������� ��f �–�– ������yp� (P  = 0.019). ��� ��rum 
l���l� ��f l��w d�����y l�p��pr������ (LDL) ��d Ap�� B w�r� 
��������ly c��rr�l���d w��� ��rum HCV RNA l���l� �� 
p������� w��� c�r����c ��p������ C (r  = -0.460, P  = 0.016; 
r  = -0.538, P  = 0.005, r��p�c����ly), ��d ��� c��rr�l������ 
w��� ��rum �l����� �m�����r���f�r��� (AL�) l���l� w�� 
���� f��u�d.

CONCLUSION: ��� �b�  I l��cu� p��lym��rp���m ��f Ap�� 
B ���� �� ���� c��rr�l���d w��� �u�c�p��b�l��y ��f C������ 
p���pl� ��� HCV, bu� �� m�y �ff�c� ��� HCV ��r�l l���d �� 
p������� w��� c�r����c ��p������ C. ��� ��r������� ��f �+ 
�ll�l� m�y �ff�c� ��rum Ap�� B l���l� �� p������� w��� 
c�r����c HCV ��f�c�����. ��� ��rum l���l� ��f LDL ��d 
Ap�� B �r� cl����ly c��rr�l���d w��� ��rum HCV RNA l��-
�l� �� p������� w��� c�r����c ��p������ C.

K�y W��rd�: �������� ���������� ��� �������������� ���������� ���������� ��� �������������� �� 

g����� P��ym�������m�� S��um ����d 

Li Y, Liu ZW, Han QY, Li H. Correlations of chronic hepatitis 
C virus infection with Xba  I polymorphism of apolipoprotein B 
gene and serum lipid metabolism. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2005;13(23):2736-2741

摘要
目的���� 探讨载脂蛋白B(Apo B)基因Xba  I位点多态性和
血脂水平与慢性丙型肝炎之间的关系.

方法�� 通过病例对照研究设计, 采用聚合酶链式反应－

限制性片段长度多态性(PCR-RFLP)技术观察77例慢
性丙型肝炎患者和62例健康对照者的Apo B基因Xba  I
位点的多态性, 采用全自动生化分析仪进行肝功、血
脂水平的分析比较.

结果�� 慢性丙型肝炎组和对照组Apo B基因Xba  I位点
X+X–, X–X–基因型构成不等, 慢性丙型肝炎组X+等位基
因频率低于对照组(0.071 vs  0.121, P  = 0.136), 且病例
组中肝硬化组X+等位基因频率低于慢性肝炎组, 但未
显示统计学的显著差异. 病例组中不同病毒载量组间



Apo B基因Xba  I位点基因型分布存在显著差异, HCV 
RNA≥80 000 copies/L组X+等位基因频率低于HCV 
RNA＜80 000 copies/L组(0.048 vs  0.179, P  = 0.035). 病
例组中X+X–基因型的血清胆固醇 (CHO)水平、低密
度脂蛋白(LDL)水平及Apo B水平均高于X–X–组, 而且
Apo B水平的差异具统计学显著性 (P = 0.019); 血清
高密度脂蛋白(HDL)水平低于X–X–组, 但无统计学差
异. 慢性丙型肝炎患者血清Apo B水平和LDL水平与
血清HCV  RNA水平之间均呈直线负相关关系 (分别为r = 
-0.538, P  = 0.005; r  = -0.460, P  = 0.016), 但与谷丙转氨
酶(ALT)水平无相关性.

结论�� Apo B基因Xba  I位点的多态性与我国人群对
HCV的易感性没有直接联系, 但与慢性丙型肝炎患者
的病毒载量有关. X+等位基因频率可影响慢性丙型肝
炎患者Apo B水平. 慢性丙型肝炎患者血清LDL水平和
Apo B水平与血清HCV RNA水平显著相关.

关键词: 慢性丙型肝炎; 载脂蛋白B基因; 多态性; 血脂
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0  引言

丙型肝炎是丙型肝炎病毒 (HCV) 引起的一种常见传

染病. 我国目前一般人群的感染率达3.2%, 是丙型肝炎

的高流行区[1]. HCV感染不仅可引起急、慢性肝炎, 而
且与肝纤维化和肝细胞癌的发生及发展密切相关[2], 严
重危害人民的生命健康. 近年来发现HCV感染与脂蛋

白转运系统有密切的联系[3,5,10,12].大量研究证实低密度

脂蛋白受体(LDL-R)可能是HCV感染靶细胞的重要受

体分子[11-14]. 载脂蛋白B 既是低密度脂蛋白(LDL)的主

要载脂蛋白, 又是细胞表面LDL-R的配体, 因此在HCV
感染肝细胞的过程中扮演着重要的角色[4,6,17,18]. 单采浆

血浆分离置换法被认为是安全清除载脂蛋白B的一种

快速而有效的方法, 国外一些研究[19-21]发现, 此法能有

效降低HCV患者体内的病毒负荷. 目前, 载脂蛋白B基
因结构已充分阐明, 研究证实其具有多个多态性位点, 
有些位点的多态性与血脂变化及LDL受体结合相关, 
Xba I位点就是其中具代表性的一个[22-24], 一些研究证

实其与冠心病、胆结石病的易感性有关[27-30], 但其与

慢性丙型肝炎的关系尚未见报道. 我们采用病例对照

研究设计, 应用聚合酶链式反应(PCR)和限制性片段长

度多态性(RFLP)技术, 探索载脂蛋白B基因Xba I位点

多态性及血脂成分与慢性丙型肝炎之间的关系.

1  ����������

1.1 材料 慢性丙型肝炎患者77例, 来自2002-10/2004-04

在西安交通大学第一医院就诊的患者, 其中男性46
例, 女性31例, 平均年龄43.6±14.1岁. 所有患者均排除

合并有肾功能损害者以及合并其他慢性肝脏疾病(甲
型、乙型、戊型病毒性肝炎, 药物性肝炎, 酒精性肝

炎, 自身免疫性肝炎, Wilson's病)和可引起脂代谢性紊

乱的其他疾病(包括糖尿病, 获得性免疫缺陷综合征及

甲状腺功能亢进). 按照2000年病毒性肝炎防治方案的

临床分类和诊断标准, 慢性丙型肝炎65例, HCV相关肝

硬化12例. 健康对照者62例, 来自西安市健康献血员及

本院健康工作人员, 其中男性37例, 女性25例, 平均年

龄40.0±9.8岁.
研究对象均为中国汉族人, 且均为随机选择, 无血

缘关系. 经统计学分析, 病例组与对照组性别、年龄均

无显著性差异.
1.2 方法  
1.2.1 基因组DNA抽提 采用美国Geture公司生产、深

圳晶美试剂公司提供的人全血DNA提取试剂盒.
1.2.2 基因多态性检测 均采用聚合酶链式反应-限制性

片段长度多态性(PCR-RFLP)分析. 按文献[31]的报道

由上海宝信生物公司合成引物, 其上游引物序列为5' 
-GGAGACTATTCAGAAGCTAA-3', 下游引物序列为

5'-GAAGAGCCTGAAGACTGACT-3'. 预计扩增片段

全长为710 bp. 扩增条件: 95 ℃预变性3 min后进入下

述循环周期: 95 ℃变性30 s, 56.5 ℃退火30 s, 72 ℃延

伸60 s. 35个循环后72 ℃保温7 min结束反应. 以20 g/L
的琼脂糖凝胶(含0.5 g/L溴乙錠)水平电泳检测PCR产

物. 扩增产物为Apo B基因第26外显子包含Xba I酶切

位点的多态性片段, 长度为710 bp. 取PCR扩增产物15 
μL加入Xba I酶(立陶宛MBI公司生产、深圳晶美试剂

公司提供)15 U, 37 ℃消化过夜后, 以20 g/L的琼脂糖

凝胶(含0.5 g/L溴乙錠)120 V稳压电压分离酶切产物

40 min, 以DL2000 Marker为标准分子量, 在紫外灯下

检视各区带并分析结果.仅出现一条710 bp片段为X–

X–基因型; 出现433 bp和277 bp两条片段为X+X+ 基因

型; 出现710 bp、433 bp 和277 bp三条片段为X+X–基

因型.
1.2.3 肝功及血脂成分的测定 肝功能、血脂用全自动

生物化学分析仪(日本日立株式会社, 7170A)检测. 检
查项目有谷丙转氨酶(ALT), 胆固醇(CHO), 高密度脂

蛋白(HDL), 低密度脂蛋白(LDL), 载脂蛋白B(Apo B).
1.2.4 血清HCV RNA水平的检测  采用深圳达安基因有

限公司提供的定量试剂盒及实时定量PCR扩增仪检测

血清HCV RNA水平.
统计学处理 用SPSS11.0统计学软件分析处理. 计

量资料用(mean±SD)表示, 采用t检验; 计数资料用χ2

检验.
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2.1 PCR-RFLP结果分析 PCR扩增产物全长710 bp, 与
预计长度相符. 将酶切产物进行限制性片段长度多态

性分析, 结果显示有两种带型: 仅出现一条710 bp片段

为X–X–基因型; 出现710 bp、433 bp和277 bp三条片段

为X+X–基因型(图1, 2).                      

2.2 病例组和对照组基因型分布及基因频率的比较 中

国汉族人(包括病例及对照)基因型均以X–X–基因型占

优势, X+X–杂合子少见, 未见X+X+基因型. 少见的等位

基因X+频率在病例组低于对照组, 分别为0.071, 0.121, 
但经χ2检验无统计学显著性(P = 0.136, 表1).
2.3 病例组各亚组与对照组基因型分布及基因频率的比

较 慢性肝炎组的等位基因X+频率明显低于健康对照组, 
以肝硬化组为最明显, 但经χ2检验无显著性(P  = 0.280, 
表2).
2.4 病例组中各基因型间血脂水平比较 对病例组X–X–

和X+X–基因型间的血脂水平进行比较, X+X–组的CHO, 
LDL, APO B水平均高于X–X–组,  经t检验仅Apo B有统

计学意义(P = 0.019); X+X–组的HDL水平低于X–X–组, 
但无统计学显著性(表3).
2.5 Apo B基因Xba I 酶切位点基因型与慢性丙型肝炎

患者病毒载量的相关性 按照血清中HCV RNA的水平, 
以HCV RNA＜80 000 copies/L为阴性, 将慢性丙型肝

炎患者分为HCV RNA阳性组和HCV RNA阴性组, 比
较两组间基因型分布的差异性.连续性校正χ2检验显

示, 两组之间差异显著(表4).
2.6 慢性丙型肝炎患者血清Apo B水平与血清HCV RNA
水平和ALT水平相关性 相关性分析显示, 慢性丙型肝

炎患者血清Apo B水平与血清HCV RNA水平之间呈直

线负相关关系(R =-0.538, P = 0.005), 但与ALT水平无

相关性(R = 0.224, P = 0.210).
2.7 慢性丙型肝炎患者血清LDL水平与血清HCV RNA

表 1 病例组与对照组基因型分布及基因频率的比较

 n
X–X–

(%)

X+X–

(%)

X+X+

(%)
X+ X–

病例组 77 66 (85.7)(85.7) 11 (14.3)(14.3) 0 (0)(0) 7.1% 92.9%

对照组 62 47 (75.8)(75.8) 15(24.2)(24.2) 0 (0)(0) 12.1% 87.9%

两组基因型比较 χ2 = 2.217, P = 0.136.

表 2 病例组各亚组与对照组基因型分布及基因频率的比较

 n X–X– (%) X+X– (%) X+X+ (%)      X+ (%) X– (%)

慢性肝炎组 65 55 (84.6)(84.6) 10 (15.4)(15.4) 0 (0)(0)      7.7 92.3

肝硬化组 12 11 (91.7)(91.7)   1 (8.3)(8.3) 0 (0)(0)      4.2 95.8

对照组 62 47 (75.8)(75.8) 15 (24.2)(24.2) 0 (0)(0)    12.1 87.9

χ2 = 2.548, P = 0.280.

表 3 病例组中各种基因型间血脂水平比较 (mean��������

  n CHO (mmol/L) HDL (mmol/L) LDL (mmol/L) APO B (mg/L)

X–X– 30 4.30±1.02 1.10±0.38 1.83±0.62 0.55±0.23

X+X–   3 4.40±0.79a 1.02±0.18b 1.90±0.16c 0.89±0.23d

X+X+   0 - - - -

aP = 0.850, bP=0.540, cP=0.622, dP = 0.019 vs  X–X–组.

图 2 酶切后电泳图. 1, 2: ��–�–型, 仅为一条�1�� ������ �: ��1�� ������ �: ����� �: ��� �: ��: ��+�–型, 出

现�1�� ��, ��� ��, 2�� ���条���� �: ������1�� ��, ��� ��, 2�� ���条���� �: �������条���� �: �������� �: ������: ������

图 1 酶切前电泳图. 1, 2, �: ���1�� ������������ �: ����: ���1�� ������������ �: ������ �: ����: ����

��
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水平和ALT水平相关性 相关性分析显示, 慢性丙型肝

炎患者血清LDL水平与血清HCV RNA水平之间呈直

线负相关关系(R = -0.460, P = 0.016), 但与ALT水平无

相关性(R = -0.007, P = 0.968).

3  ����

HCV感染具有宿主特异性, 对其体外研究造成了很

大障碍, 其致病机制尚不清楚.目前认为, 阻断HCV感

染靶细胞的关键问题是搞清楚宿主细胞表面的HCV
受体或辅助受体. 近年来在对感染细胞和机体的大量

研究[12,15,16]证实, LDL-R即使不是唯一的, 也是重要的

HCV感染靶细胞的受体分子, 并且HCV内化过程是由

HCV-LDL/HCV-VLDL复合物通过LDL-R进行的.
载脂蛋白B100 既是LDL的主要载脂蛋白, 又是

细胞表面LDL-R的专一性配体, 许多研究均证实它与

HCV感染密切相关. 在丙型肝炎患者的血清中, HCV
可与LDL或VLDL相结合而存在[6-9], 而且用抗Apo B
抗体可以从感染血清中沉淀出HCV[4]. Andre et al [6]证

实纯化的HCV病毒颗粒富含甘油三酯, 且至少含有

Apo B, HCV RNA和核心蛋白三种成分; 进一步研究

发现抗 Apo B抗体和抗Apo E抗体可以阻断病毒颗粒

进入细胞, 反之上调LDL-R可以促进病毒颗粒的细胞

内化作用. Petit et al [18]报道HCV感染者血清Apo B水

平显著低于正常人, 而且Apo B水平与肝脏脂肪变性

和HCV病毒载量呈现负相关关系. 这些研究充分证明, 
载脂蛋白B是HCV感染靶细胞所依赖的重要的内源性

蛋白质之一.
载脂蛋白B100基因结构现已充分阐明, 人类Apo 

B100基因定位于第二号染色体短臂末端, 全长43 kb, 
包含29个外显子和28个内含子. 在已知的基因中, Apo 
B100基因具有最明显的多态性. 某些位点的多态性与

血脂变化及LDL受体结合相关, Xba I位点就是研究较

多的一个. Xba I酶切位点的多态性是由于2 488位密码

子第三个碱基突变(ACC→ACT), 产生一个Xba I酶切

位点, 但并未改变所编码的氨基酸序列. 以往的研究虽

然对Xba I位点的多态性是否是缺血性心脏病或冠心病

的易感因素存在争议[25,26,32,33], 却一致认为Xba I酶切位

点多态性可明显影响血脂水平[24-29]. 纯合子X+ X+基因

型血浆中TC、LDL、Apo B100水平最高, 杂合子X+X–

次之, 纯合子X–X–最低[25,28,29,33]. 体外动力学研究发现, 
X+X+基因型的LDL与其受体结合力及经受体介导的清

除率均低于具X–X–基因型的LDL[22].
本研究结果显示, 中国汉族人(包括病例及对照) 

Apo B基因型均以X–X–基因型占优势, X+X–杂合子少

见, 未见X+X+基因型; 对照组X+等位基因频率略高于以

往国内文献报道[23,29], 明显低于白种人[26,33], 提示X+等

位基因的频率存在明显的种族特异性. 本研究发现, 丙
型肝炎患者的X+等位基因频率低于健康对照组, 以肝

硬化组为著, 但无统计学意义, 其原因可能是: (1)该位

点的多态性与人群对HCV的易感性没有必然的联系; 
(2)与统计样本量相对较少有关. 在不同病毒载量的慢

性丙肝患者组之间, Apo B基因Xba I位点基因型分布

存在显著差异. HCV RNA≥80 000 copies/L组X+等位

基因频率低于HCV RNA＜80 000 copies/L组, 提示由

于杂合子X+X–基因型的LDL与其受体结合力及经受体

介导的清除率均低于纯合子X–X–基因型, 可能影响了

HCV感染靶细胞的效率, 因而导致其血清中病毒血症

水平较低. 我们比较了病例组各种基因型间的血脂水

平, 发现X+X–组的CHO, LDL, APO B水平均高于X–X–

组, 仅APO B有统计学意义(P = 0.019). 这一结果与以

往的国内外研究结果相符[25,28,29,33]. 虽然Xba I位点的变

异并未改变所编码的氨基酸序列, 但可通过减弱LDL
与其受体的结合, 降低LDL的分解代谢率而使血浆

CHO , LDL, APO B水平升高.
我们还发现, 慢性丙型肝炎患者血清Apo B水平、

血清LDL水平与血清HCV RNA水平之间均呈显著负

相关关系. 这与相关文献报道[17,18]一致, 其机制可能为

血清中Apo B、LDL通过与LDL-R的结合而竞争性的

抑制了HCV病毒颗粒的细胞内化作用, 因而随着血清

Apo B水平、血清LDL水平的升高而血清病毒载量趋

于下降. 本研究中我们未发现血清Apo B水平、血清

LDL水平与ALT水平的相关性, 其原因可能是: (1)转氨

酶的影响因素较多; (2)血清Apo B水平、血清LDL水
平对病毒载量的影响远远超过其对肝损伤的影响, 而
肝脏的损伤程度还与宿主的免疫反应密切相关, 二者

之间并不是平行发展的.
总之, 我们观察到 Apo B基因Xba I位点的多态性、

血清Apo B水平、血清LDL水平均可显著影响慢性丙

表 4  Apo B 基因Xba I酶切位点基因型与慢性丙型肝炎患者病毒载量的相关性

ｎ X–X– X+X– X+X+   X+ (%) X– (%)

病例组 77 66 11 0   7.1 92.9

HCV RNA�80 000 co�ies/L组�80 000 co�ies/L组 14   9   5 0 17.9 82.1

HCV RNA�80 000 co�ies/L组�80 000 co�ies/L组 63 57   6 0   4.8 95.2

χ2 = 4.456, P = 0.035.
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型肝炎患者的血清HCV RNA水平. 尚需扩大样本量进

行证实及更深入的研究. 如载脂蛋白B的基因多态性和

丙型肝炎临床病程、预后有无关系？载脂蛋白B仅仅

是作为HCV的运输和结构蛋白存在而影响血清HCV水

平, 还是有其他的影响机制？单采浆血浆分离置换法

降低丙型肝炎患者病毒负荷的机制是什么？弄清这些

关系, 不仅对我们认识HCV与其受体作用的机制有重

要意义, 而且有助于探索治疗HCV感染的新方法.
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effect of tissue inhibitor 
of metalloproteinase-2 (TIMP-2) targeted antisense 
oligonucleotide (asON) on the progress of experimental 
liver fibrosis in rats.

METHODS: Twenty-two rats were divided into asON 
treatment (n = 6), model (n = 6), and normal control 
group (n = 10). The liver fibrosis model was induced by 
human serum albumin (HSA). During modeling, the rats 
were treated with antisense oligonucleotides via tail vein. 
The level of TIMP-2 expression was detected by reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR), in situ 
hybridization, immunohistochemical staining and enzyme 
linked immunosorbent assay (ELISA). The effect of asON 

on liver fibrosis was analyzed by histopathological exami-
nation, immunohistochemical staining of collagenⅠand Ⅳ, 
and special staining of collagen fiber as well as electron 
microscopy.

RESULTS: The pathological grading was notably im-
proved in asON group than that in model group (u = 
2.071, P <0.05). The serum and tissue expression 
of TIMP-2 were lower in asON group than those in 
model group (T = 55, P <0.05; t = 3.332, P <0.05), 
but higher than those in the control (T = 55, P <0.05; 
t = 5.550, P <0.05). Image quantitative analysis for 
immunohistochemical staining of collagen Ⅳ showed 
that the value was significant decreased in asON group 
as compared with that in model group (t = 2.310, P 
<0.05), but still higher than that in the control (t = 3.623, 
P <0.05); The value for collagenⅠwas also decreased 
in asON group as compared with that in model group (t 
= 2.845, P <0.05). Less collagen deposition was found 
in the hepatic sinusoid of asON group, which was not 
significantly different from that of model group.

CONCLUSION: TIMP-2 targeted asON can inhibit the 
progress of experimental liver fibrosis in rats.

Key Words: Antisense oligonucleotide; Tissue inhibitor 
of metalloproteinase-2; Liver fibrosis; Rats

Nie QH, Zhang YF, Xie YM, Shao B, Li J, Gou YZ, Zhou YX. Antisense 
oligonucleotides-based inhibition of gene and protein expression of 
tissue inhibitor of metalloproteinase-2 on experimental liver fibrosis 
in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(23):2742-2747

摘要
目的: 探讨以TIMP-2为靶基因, 应用反义寡核苷酸
(asON)技术抑制其在肝组织中的表达对大鼠肝纤维化
发展的影响. 

方法: 22只大鼠分为治疗组(n  = 6)、模型组(n  = 6)和
正常对照组(n  = 10). 以人血白蛋白免疫攻击方法制备
免疫诱导型肝纤维化大鼠模型. 模型制备过程中, 治疗
组大鼠以尾静脉注射方式给予针对TIMP-2的硫代反
义寡核苷酸. RT-PCR、原位杂交、免疫组化、ELISA
等方法检测TIMP-2的转录以及表达水平. 用病理学检
查以及Ⅰ、Ⅳ型胶原的免疫组化结果分析肝纤维化发

World Chin J Digestol  2005 December 15;13(23):2742-2747
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展程度. 通过胶原纤维特殊染色及电镜等观察asON对
大鼠肝纤维化的影响. 

结果: 治疗组病理学分级状况优于模型组(u  = 2.071, 
P <0.05). 治疗组血清T I M P-2低于模型组(T  = 55, 
P <0.05), 高于正常对照组(T  = 55, P <0.05). 治疗组肝组
织TIMP-2 mRNA表达弱于模型组(t  = 3.332, P <0.05), 
高于正常对照组(t  =5.550, P <0.05). Ⅳ型胶原免疫组化
图像定量分析结果显示, 治疗组与模型组有显著差异(t 
= 2.310, P <0.05), 其表达较低, 但仍高于正常对照组(t  = 
3.623, P <0.05). 治疗组Ⅰ型胶原免疫组化图像扫描结
果与模型组相比, 其数值亦较低(t  = 2.845, P <0.05). 治
疗组肝窦基底膜胶原沉积较轻, 与模型组无明显差异. 

结论: 抑制TIMP-2在肝组织中的表达可以减缓大鼠肝
纤维化发展.
 
关键词�� 反义寡核苷酸; 金属蛋白酶组织抑制因子-2; 肝纤

维化; 大鼠
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0  引言

肝纤维化是肝组织受损伤后细胞外基质(E C M), 尤
其是Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型胶原过度增生沉积和降解减少造

成的病理性结果[1,2]. 近年来, 随着对其发生机制的深

入研究, 特别是对ECM合成与降解分子生物学的了

解, 许多学者针对ECM的代谢, 尤其是胶原合成与降

解上的不同环节, 提出了多种治疗措施[3]. 基质金属

蛋白酶(matrix metalloproteinases, MMPs)是一组能

降解ECM的蛋白分解酶, 其活性与其特异性抑制因

子——金属蛋白酶组织抑制因子(tissue inhibitor of 
metalloproteinases, TIMPs)在组织中的表达密切相

关[4,5]. 正常状态下, TIMPs与MMPs处于动态平衡, 调节

肝内ECM的生成和降解[6]. 在病理状态下, 肝星状细胞

(HSC)活化, TIMPs表达增加, 其与组织中活性MMPs以
1∶1摩尔比结合, 形成复合体, 从而抑制其降解ECM
的能力[7]. 目前已发现的4种TIMP中, TIMP-1和TIMP-2
在肝组织中表达, 被认为与肝纤维化密切相关[8,9]. 我们

前期应用反义寡核苷酸(asON)技术, 以TIMP-1为靶基

因, 研究TIMP-1在肝组织中的抑制性表达对肝纤维化

发展的影响, 证实了TIMP-1在纤维化肝组织中表达的

抑制可以减缓甚至逆转肝纤维化的发展[10]. TIMP-1和
TIMP-2对MMPs的抑制活性, 因MMPs种类的不同, 其
敏感性存在显著差异[11], TIMP-2与TIMP-1相比, 不具

备对MMP-1等Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型胶原酶的抑制能力, 但其

为MMP-2(Ⅳ型胶原酶)的主要抑制因子[12]. 肝纤维化

时, 肝内胶原蛋白主要为Ⅰ、Ⅲ型胶原, 其中Ⅰ型胶原

的增生最为明显, Ⅳ型胶原的增生沉积并不占主要地

位[13,14]. 但研究证实, 肝纤维化时, Ⅳ型胶原的过度沉

积可使肝窦毛细血管化, 肝血流和结构改变, 从而加剧

肝脏病变[15]. 因此, 在肝纤维化组织中抑制TIMP-2的表

达, 间接增强MMP-2的活性, 改变Ⅳ型胶原在肝脏中的

沉积, 亦有可能减缓肝纤维化的发展. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 反义寡核苷酸的设计与合成 根据大鼠TIMP-2的
全基因cDNA序列设计[16]. 针对TIMP-2基因组的调控

序列、结构蛋白、编码区序列等分析, 设计2组不同的

反义寡核苷酸, 序列如下:
DNA   Seq1  5'-GCAAACGTTACGTCTACATC-3'

                   Seq2  5'-GATCAGCTCTTGAGGACGAA-3'
20-聚硫代磷酸脱氧核苷的化学合成在美国ABI公

司391A PCRMATE EP DNA合成仪上自动进行, 硫代

修饰asON采用TETD/乙氰法, 高效薄层色谱法纯化[17], 
纯化后纯度>99%, 由北京军事医学科学院二所王升启

研究员协助完成.
1.1.2 动物实验  Wistar大鼠, ♀, 体质量150-180 g, 22
只, 购自第四军医大学动物中心. 随机将22只大鼠分为

3组: 治疗组和模型组, 每组6只, 正常对照组10只. 参照

王宝恩 et al [18]应用的人血白蛋白免疫攻击方法制备免

疫诱导型肝纤维化大鼠模型. 在尾静脉攻击剂量维持

期间, 治疗组大鼠于每次尾静脉注射白蛋白24 h后给

予硫代反义寡核苷酸(20 μg/g, 尾静脉注射, 共20次); 
模型组6只大鼠于每次尾静脉注射白蛋白24 h后尾静

脉注射等量无菌生理盐水; 10只同等条件下饲养的

Wistar大鼠为正常对照组. 
1.1.3 血清标本的制备 治疗组自维持剂量攻击的第

2 wk始, 于每周第二次给予硫代反义寡核苷酸前, 采
血0.5 mL, 离心后取血清, -70℃保存, 共9次. 其他2组
大鼠在同样时间同样方式采血. 所有大鼠处死时亦取

血清标本. 血清标本全部采集完成后统一检测. 
1.1.4 肝组织标本的采集  尾静脉攻击结束1 wk后, 所
有大鼠麻醉后活杀, 取肝脏标本, 统一备检.   
1.2 方法

1.2.1 病理学观察  常规HE染色观察肝组织学改变. 病
理组织学判定标准按照王宝恩 et al [19]的标准, 根椐病

理切片中胶原纤维增生程度, 将肝纤维化、肝硬化分

为6级. 无胶原纤维增生的正常肝组织为0级. 每张切片

随机选取5个视野, 分别记录病理分级, 并取其平均值

(4舍5入)作为该肝组织切片的病理分级. Von Gieson、
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1.2.6 肝组织羟脯氨酸测定 肝组织经脱脂、脱水、干

燥后, 于6 mol/L HCl 121℃水解3 h, 再用对二甲氨基

苯甲醛显色法测定[23]. 肝组织总蛋白中羟脯氨酸含量

以“mg Hyp/g”表示. 
1.2.7 电镜观察 常规制备肝组织电镜标本, 送本校电镜

室透射电镜(日本Jeol公司JEM-100SX型)观察.
统 计 学 处 理 对肝纤维化病理学分级和血清

TIMP-2检测结果应用Wilcoxon秩和检验和Wilcoxon符
号秩检验进行分析, 其他实验结果应用两样本t检验进

行分析. 上述检验方法均采用SPSS 10.0统计软件处理. 

2  结果

2.1 肝纤维化病理学分级 治疗组病理学分级状况优

于模型组(Wilcoxon秩和检验, u = 2.071, P <0.05)(表3). 
Von Gieson、Masson胶原纤维特殊染色可见治疗组纤

维间隔较纤细.
2.2 血清TIMP-2的检测结果 理论上, ELISA读数仪

读数(吸光度)与TIMP-2蛋白量成比例关系, 能较好

的反映血清TIMP-2水平[24]. 血清TIMP-2检测结果显

示, 治疗组低于模型组(Wilcoxon符号秩检验, T  = 55, 
P <0.05), 高于正常对照组(T  = 55, P <0.05)(图1).
2.3 肝组织TIMP-2 mRNA RT-PCR结果 治疗组TIMP-2 
mRNA表达弱于模型组(t  = 3.332, P <0.05), 高于正常

对照组(t  = 5.550, P <0.05), 表明以TIMP-2为靶基因的

asON确可在一定程度上抑制TIMP-2 mRNA的转录水

平(表4). MMP-2 mRNA RT-PCR结果显示治疗组与模

型组没有显著差异, 图2显示各实验组各取一份标本所

做RT-PCR结果. 
2.4 TIMP-2的原位杂交和免疫组化图像扫描结果 治疗

组图像扫描结果均低于模型组(于模型组(模型组(P <0.05), 且免疫组化图

Masson胶原纤维特殊染色观察肝组织胶原沉积情况. 
1.2.2 血清TIMP-2的检测 利用双夹心ELISA方法定

量测定血清中TIMP-2[20]. TIMP-2单克隆抗体购于美

国Maxim生物技术公司, 产品编号为MAB-0283. 应
用ELISA读数仪(ELx800, Bio-Tek Instruments, INC.  
USA)在450 nm波长处测吸光度. 
1.2.3 RT-PCR法检测肝组织TIMP-2 mRNA的表达  用
Promega公司生产的Total RNA Isolation System提取

肝组织总RNA. PCR反应体系内含cDNA 2 μL、10×
buffer 2 μL、4×dNTP(2 mmol/L)2 μL, TIMP-2、
b-actin引物(10 mmol/L)各2 μL, Taq酶16.67 nkat, 超
重水补至20 μL. 治疗组、模型组及正常对照组共22
份标本各取1 μg总RNA抽提物加入此反应体系, 反应

参数为: 97℃预变性2 min; 94℃变性30 s, 56℃退火

30 s, 72℃延伸50 s, 30个循环; 最后72℃延伸7 min. 
取PCR扩增产物10 μL加入20 g/L的琼脂糖凝胶孔中, 
在TAE缓冲液, 电压50 V电泳1 h, 溴化乙锭显色后成

像定量分析, 用TIMP-2/b-actin比值表示TIMP-2表达水

平. 各组各取一份标本(治疗组、模型组均取自肝纤维

化等级为Ⅳ的大鼠肝组织标本, 正常对照组随机), 在
检测TIMP-2 mRNA的同时检测MMP-2 mRNA的表达

(TIMP-2和MMP-2引物序列[21]见表1, 2).
1.2.4 原位杂交法检测TIMP-2 mRNA  TIMP-2 cDNA探

针及原位杂交试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公

司. 应用我们既往开展的地高辛标记探针原位杂交法

进行操作[22], 结果经计算机图像灰度扫描数字转换后, 
进行统计学处理. 
1.2.5 TIMP-2相关抗原、Ⅰ、Ⅳ型胶原的免疫组化 所
用试剂盒分别购自福州迈新生物技术开发公司和武汉

博士德生物工程有限公司, 操作按试剂盒说明书进行. 
TIMP-2相关抗原、Ⅰ型胶原免疫组化结果经计算机

图像灰度扫描数字转换后, 进行统计学处理. Ⅳ型胶原

免疫组化染色每个标本制作3张切片, 随机选择5个不

同视野, 测定标准测量窗口中肝窦壁阳性区域的面积比. 

表 1 TIMP-2、b-actin引物序列

引物                                   核苷酸序列        产物位置 (bp)

TIMP��  正义链     5'�GTTTTGCAATGCAGATGTAG�3' 5�0

               反义链     5'�ATGTCGAGAAACTCCTGCTT�3' 

b�actin   正义链     5'�ACCCCCACTGAAAAA�3'                 1�0

               反义链     5'�ATCTTCAAACCTCCATGATG�3'

表 2 MMP-2引物序列

                                                                                        产物
                                                                                               位置 (bp)

MMP�� 正义链    5'�TTCTTCAAGGACCGGTTTATTTGG�3'  330

              反义链    5'�CTTCTTCACTTCATTGTATCTCCA�3'

引物                                   核苷酸序列

表 3 实验动物肝纤维化病理学级别分布

                                                 肝纤维化病理学分级

           0       Ⅰ       Ⅱ       Ⅲ        Ⅳ       Ⅴ       Ⅵ

正常对照组         10         10        0        0         0    0         0         0

治疗组              6           0     0        0          �    �         1         1

模型组              6           0        0        0         0    1         �         3

组别                     n

图 1 血清TIMP-2检测结果.
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像扫描结果差异性更为显著(免疫组化t  = 8.391 vs  原
位杂交t  = 3.803)(图3). 
2.5 Ⅰ、Ⅳ型胶原的免疫组化结果 Ⅳ型胶原免疫组化

图像定量分析结果显示, 治疗组与模型组有显著差异(t  
= 2.310, P <0.05), 其表达较低, 但仍高于正常对照组(t  = 
3.623, P <0.05). 治疗组Ⅰ型胶原免疫组化图像扫描结

果与模型组相比, 其数值亦较低(t  = 2.845, P<0.05)(表5). 
2.6 电镜观察结果 治疗组肝窦基底膜胶原沉积较轻, 
“失窗口”现象较弱, 但仍可观察到活化的肝星状细

胞(图4, 图5), 与模型组无明显差异. 

3  讨论

肝纤维化是肝细胞坏死或损伤后常见的反应, 可由

多种因素引起, 包括肝脏感染(病毒, 细菌, 真菌, 寄生

虫)、酒精中毒、药物性肝炎以及一些先天性疾病等,  
其中, 病毒性肝炎是国内肝纤维化最主要的原因, 其发

病机制复杂, 常迁延不愈, 若不经治疗, 最终可发展至

肝硬化、肝衰竭甚至肝癌, 严重危害人类健康[25,26]. 研
究认为, 病毒性肝炎引起的纤维化是机体对病毒感染

引起的广泛性肝脏炎症的修复反应, 其中, 病毒感染是

病因, 纤维化是病理基础, 由此, 临床上将对病毒性肝

炎的治疗分为两种策略: 抗病毒治疗和阻止肝纤维化

的发展. 在抗病毒治疗方面, 经多年的努力, 已有多种

药物应用于临床, 但因病毒变异等因素, 其治疗效果总

是不尽人意[27]. 因此, 研究肝纤维化发生的具体机制, 
并进而针对性地进行治疗, 阻止其发展, 对提高病毒性

肝炎治疗效果有着极为重要的意义. 
根据核苷酸杂交原理, 寡核苷酸可特异性地结合

基因组DNA/RNA, 从而在基因水平上干扰致病蛋白

质的产生过程, 这一寡核苷酸被称为反义寡核苷酸

(asON). asON具有特异、高效、易人工合成等优势, 通
过适当修饰, 可增强透膜性、稳定性及生物利用度, 从
而使其作为药用成为可能[28,29]. 目前已有17种反义寡核

苷酸药物进入临床试验, 其中一种用于治疗巨细胞病

毒性视网膜炎和艾滋患者并发巨细胞视网膜炎的反义

寡核苷酸药物Vitravene已上市, 临床应用也已取得较

好效果[30]. 在肝纤维化方面, 以TGF-b1为靶基因的反

义寡核苷酸药物也已被证实有较好的抑制肝纤维化发

表 5 Ⅰ、Ⅳ型胶原的免疫组化图像分析结果

组别         n      Ⅰ型胶原灰度扫描结果        Ⅳ型胶原阳性面积比

正常对照组    10           57.7±18.0�                    �.�6±1.13

治疗组         6         319.5±76.6�                    6.�7±1.�6

模型组         6         �99.9±13�.88                    8.�6±1.��

图 3 TIMP-2的原位杂交和免疫组化图像扫描结果.
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图 4 治疗组肝窦周围可观察到激活的肝星状细胞 (箭头处), 但肝窦基

底膜胶原沉积较弱 (×7.5 k).

→

图 5 模型组肝窦内皮细胞周围有大量胶原沉积 (图右上箭头示窦内

皮细胞), 肝窦毛细血管化 (×6 k).

→

→

表 4 大鼠肝脏中TIMP-2基因表达

组别                                   n                            TIMP��

正常对照组                 10                        0.36±0.08

治疗组                                   6                        0.69±0.16

模型组                                   6                        1.06±0.��

图 2 TIMP-2 mRNA和MMP-2 mRNA表达的电泳图.

TIMP-2
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模型组                    治疗组                正常对照组
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展的作用[31,32]. 我们前期利用硫代修饰asON特异性阻

断TIMP-1的基因和蛋白表达, 证实TIMP-1在纤维化肝

组织中表达的抑制亦可减缓甚至逆转肝纤维化的发

展[10,17]. 
TIMP-2是肝内Ⅳ型胶原酶MMP-2的主要抑制因

子, TIMP-2/MMP-2系统对Ⅳ型胶原的增生沉积和降解

起着重要的调节作用[33]. 在肝纤维化组织中, Ⅳ型胶原

并不是肝脏内沉积胶原的主要成分, 但其主要表达于

肝窦基底膜, 其过度沉积增生可导致肝窦毛细血管化

(hepatic sinusoid capillarization), 影响肝内外物质交换, 
加重肝功能损害[34]. 因此, 抑制肝组织中TIMP-2的表

达, 间接增强MMP-2的活力, 有助于分解过多沉积在肝

窦基底膜内的Ⅳ型胶原, 改善肝细胞与血液间的物质

交换, 降低肝细胞功能的损害. 实验结果表明, 我们所

设计的针对TIMP-2基因的反义寡核苷酸可有效的抑

制TIMP-2 mRNA的转录及相关蛋白在肝组织内的表

达, Ⅳ型胶原免疫组化染色结果也显示抑制TIMP-2的
表达可增强MMP-2对Ⅳ型胶原的降解. 电镜观察显示

虽治疗组肝星状细胞活化与模型组无显著差异, 但其

肝窦基底膜处胶原沉积较弱, 肝窦失窗口现象也较弱, 
这一结果表明治疗组肝窦功能受损较弱, 肝细胞物质

交换尚可, 肝功能受损程度也较轻. 肝组织Ⅰ型胶原及

羟脯氨酸含量的检测结果亦显示治疗组纤维化程度低

于模型组. 
我们对MMP-2 mRNA的检测结果显示, TIMP-2转

录水平的降低对MMP-2 mRNA的转录没有明显影响, 
说明在肝脏纤维化过程中, MMP-2的表达可能并不存

在TIMP-2的正反馈调整. 此外, 我们在实验中观察到, 
治疗组大鼠肝纤维化组织中TIMP-2蛋白表达的抑制

程度较其mRNA转录水平的抑制程度更为明显, 其原

因尚需进一步探讨. 
电镜观察显示虽治疗组肝星状细胞活化与模型组

无显著差异, 但其肝窦基底膜处胶原沉积较弱, 肝窦失

窗口现象也较弱, 这一结果表明治疗组肝窦功能受损

较弱, 肝细胞物质交换尚可, 肝功能受损害程度也较轻. 
总之, 针对TIMP-2设计的硫代反义寡核苷酸对实

验性免疫性肝纤维化大鼠模型有一定抗肝纤维化作

用, 但较针对TIMP-1设计的硫代反义寡核苷酸为弱, 
若单独应用, 可能效果不甚明显. 但我们认为, 其抗纤

维化机制与阻断TIMP-1表达的抗纤维化机制并不重

复. 因此, 我们认为在选用TIMP-1为基因治疗的靶基

因时, 同时设计针对TIMP-2的反义寡核苷酸, 联合应

用, 应能提高抗肝纤维化的疗效. 
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消化道肿瘤外科治疗2006年高级论坛征文通知

本刊讯　《中华胃肠外科杂志》与浙江省人民医院定于2006-04-21/25在杭州共同举办“消化道肿瘤外科治疗专题”高级论坛, 主

要探讨消化道肿瘤手术治疗的有关问题, 包括不同术式的选择及手术的规范化问题、腹腔镜下进行各种手术的选择及相关问题. 

为活跃学术论坛, 促进消化道肿瘤外科治疗的发展, 特向广大普外科工作者征稿.

1 会议具体内容

论坛的具体内容包括: (1)肝移植手术适应证及相关问题(黄洁夫主讲); (2)肝胆系统肿瘤手术的选择(郑树森主讲); (3)消化系统

肿瘤的综合治疗(樊代明主讲); (4)胰腺肿瘤外科治疗进展(赵玉沛主讲); (5)胃癌的根治性手术(詹文华主讲); (6)腹腔镜下的胃

癌根治术(余佩武主讲); (7)胃癌腹膜转移的外科治疗(朱正纲主讲); （8）低位直肠癌的保肛手术(汪建平主讲）; (9)腹腔镜下

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

2 征文要求

内容应与消化道肿瘤(以胃肠道为主)外科治疗有关. 采用word文档格式, 字数3 500字符左右, 摘要500字左右(宋体、小四号).

3 文章投送形式

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

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

4 联系地址及截稿

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

编辑部一室, 电话: 020-87335945.
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Abstract
AIM: To investigate the immune state of patients with 
primary hepatic carcinoma (PHC) liver cancer after 
treatment with thymosin α1 during perioperative pe-
riod.

METHODS: One hundred and three patients with PHC 
were divided into two groups. The patients in group A 
(n  = 35) received hepatectomy plus thymosin α1 treat-
ment and the patients in group B (n  = 68) underwent 
hepatectomy only. Twenty normal blood donors were 
used as controls. Before and 7, 14, and 21 d after 
treatment, the changes of serum CD3+, CD4+CD8+, 
CD8+CD28+, and CD16+CD56+ were measured by flow 
cytometry. MTT colometric assay was performed to de-
tect the activity of interleukin-2 (IL-2).

RESULTS: Before hepatectomy and thymosin α1 treat-
ment, serum CD8+, CD4+/CD8+, CD8+CD28+, CD16+/
CD56+ and IL-2 were markedly lower in group A than 
that in the controls (F  = 8.2, P  = 0.005), while after treat-
ment, serum CD4+/CD8+, CD16+CD56+ were significantly 
increased (F  = 8.4, P  = 0.004). Seven days after hepa-
tectomy, serum CD4+/CD8+, CD8+CD28+, CD16+/CD56+ 
were elevated (F  = 4.7, P  = 0.005 or F= 3.5, P  = 0.04), 
and 14 d after hepatectomy, the level of serum IL-2 was 
inceased (F  = 3.6, P  = 0.03). For group B, serum CD4+, 
CD8+, CD4+/CD8+, CD8+/CD28+, CD16+/CD56+ were 
notably reduced 7 d after hepatectomy (F = 5.4, P = 0.006 
or F  = 3.6, P  = 0.02). The levels of serum CD8+ and 
CD8+/CD28+ were still lower (F  = 5.0, P  = 0.007) at 14 
d than those before operation, but the levels of CD4+, 
CD4+/CD8+, and CD16+/CD56+ restored to some extent. 
At 21 d, serum CD8+ level still didn’t restore (F  = 6.3, 
P  = 0.000). The levels of serum CD3+, CD8+, CD4+/
CD8+, CD8+/CD28+, CD16+/CD56+ were all lower in 
group B than those in group A (F  = 7.2, P  = 0.001). 

CONCLUSION: The immunosuppression exists in 
patients with PHC, and it can be aggravated in early 
stage after hepatectomy. However, the immunosup-
pression can be alleviated by thymosin α1 treatment 
during perioperative period.

Key Words: ������������������ α1; L��p��c�te �ub�et�; I��ter-

leuk���-2; Hepat�c carc�����a; Per��perat�ve per��d 

Xu Q, Li P, Xue P, Zhu WP, Chen RX, Yu X. Effects of thymosin α1 
on the immune function in perioperative patients with primary liver 
cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(23):2748-2751

摘要
目的: 研究胸腺肽α1对原发性肝癌患者围手术期免疫
功能的影响.

方法: 103例确诊为原发性肝癌患者分为2组, A组采用胸
腺肽α1+手术治疗 (n = 35), B组仅手术治疗 (n = 68). 胸腺
肽α1治疗前后及手术前、手术后7, 14, 21 d用流式细
胞仪检测CD3+, CD4+, CD8+, CD8+CD28+, CD16+CD56+

的变化,  MTT比色法测定IL-2活性. 

结果: A组CD8+, CD4+/CD8+, CD8+CD28+, CD16+CD56+ 



及IL-2均明显低于正常对照组 (F  = 8.2, P  = 0.005); 
术前经胸腺肽α1治疗后CD4+/CD8+, CD16+CD56+较
治疗前增高(F  = 8.4, P  = 0.004); 术后7 d CD4+/CD8+, 
CD8+CD28+, CD16+CD56+较术前增高(F  = 4.7, P  = 0.005
或F  = 3.5, P  = 0.04), 术后14 d IL-2也增高(F  = 3.6, P  = 
0.03). B组术后7 d, CD4+, CD8+, CD4+/CD8+, CD8+CD28+, 
CD16+CD56+较术前明显降低(F  = 5.4, P  = 0.006或F  = 
3.6, P  = 0.02), 术后14 d, CD8+, CD8+CD28+仍然低于术
前(F  = 5.0, P  = 0.007), 其他指标有所恢复; 术后21 d, 
CD8+仍未恢复至术前水平(F  = 6.3, P  = 0.000); B组术后
7 d, CD3+, CD8+, CD4+/CD8+, CD8+CD28+, CD16+CD56+

均明显低于A组(F  = 7.2, P  = 0.001).

结论: 肝癌患者存在免疫抑制, 术后早期免疫抑制程度
加重, 围手术期胸腺肽α1治疗可有效改善肝癌围手术
期免疫抑制状况.

关键词: 胸腺肽α1; T淋巴细胞亚群; IL-2; 肝癌; 围手术期
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0  引言

原发性肝癌(简称肝癌)患者存在严重的免疫抑制现

象[1]. 我们发现, 肝癌患者围手术期免疫抑制程度加

重, 尤其是术后1 wk左右免疫抑制现象尤为严重[2], 免
疫调节治疗对预防术后复发及减轻肝动脉化疗栓塞

(transcatheter arterial chemoembolization, TACE)后免疫

抑制有良好效果[3], 但围手术期免疫调节治疗一直未引

起足够重视. 为此, 我们自1999-01开始, 对35例肝癌患

者使用胸腺肽α1进行围手术期免疫治疗, 以探讨胸腺

肽α1对肝癌围手术期免疫功能影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 手术治疗经病理确诊为原发性肝癌, A组胸腺

肽α1+手术治疗组, 35例; B组手术治疗组, 68例; 健康

义务献血人员20例为正常对照(表1). 
1.2 方法 A组术前4 d每天sc胸腺肽α1(美国赛生公司)1.6 
mg, 术后1 wk每2 d sc胸腺肽α1(1.6 mg), 2 wk后每周2
次皮下注射胸腺肽α1(1.6 mg)共3 wk. B组病例常规术

前准备后进行手术治疗, 手术前后不进行免疫治疗. A
组于胸腺肽α1治疗前, 术前、术后7, 14, 21 d, B组于术

前、术后7, 14, 21 d分别用流式细胞仪检测外周血CD3
+, 

CD4
+, CD8

+, CD16
+CD56

+, CD8
+CD28

+. CD3
+, CD4

+, CD8
+, 

CD16
+CD56

+, CD8
+CD28

+ 荧光抗体均购自美国BD公司, 
MTT比色法检测IL-2. 手术切缘≥2 cm为根治性切除, 
<2 cm为姑息性切除, A组根治性切除24例(68.6%), 姑息

性切除11例(31.4%), B组根治性切除43例(63.2%), 姑息性

切除25例(36.8%). 手术方式包括局部切除57例, 左外叶

切除10例, 左半肝切除7例, 右半肝切除6例, 右三叶切除

术3例, 第Ⅷ肝段切除2例. 门静脉癌栓同时行取栓术. 
统计学处理 数据均用SPSS(10.0)软件处理, 结

果采用mean±SD表示, 用方差分析进行统计学处理,             
P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 胸腺肽α1对术前肝癌患者免疫功能的影响 术前A组

经胸腺肽α1治疗后CD4
+/CD8

+, CD16
+

 CD56
+较治疗前增高, 

肝癌患者在治疗前CD8
+, CD4

+/CD8
+ , CD8

+CD28
+, CD16

+
 

CD56
+, IL-2均明显低于正常对照组(表2). 

2.2 AB组患者手术前后免疫指标的变化 A组经胸腺肽α1
治疗后, 术后7 d CD4

+/CD8
+, CD8

+CD28
+, CD16

+
 CD56

+较术前

增高, 术后14 d IL-2也增高(表3). B组术后7 d CD4
+, CD8

+, 
CD4

+/CD8
+

 , CD8
+CD28

+, CD16
+

 CD56
+较术前明显降低, 术后

14 d CD8
+, CD8

+CD28
+仍然低于术前, 其他指标有所恢复, 术

后21 d CD8
+仍未恢复至术前水平. B组术后7 d CD3

+, CD8
+, 

CD4
+/CD8

+
 , CD8

+CD28
+, CD16

+
 CD56

+均明显低于A组(P<0.01). 

3  讨论

肝癌术后复发是患者死亡主要原因, 复发多在术后1-2 

表 1 原发性肝癌患者临床和病理资料

项目 A组 B组

男 28 55

女             7 13

平均年龄 (�)(�)�)) 47 44

HBsAg(+) 29 57

肝硬化：     有 34 64

                   无             1             4

Child分级：A级 28 56

                   B级             7 12

AFP (mg/L)：�20：�20 21 38

                   ≥20 14 30

肿瘤：        单个 33 61

                   ≥2个             2             7

肿瘤大小 (mm)：�50 19 40

                           ≥50 16 28

肿瘤包膜:    完整 11 25

                   不完整 24 43

门静脉癌栓: 有             8 14

                    无 27 54

Edmondson分级: �, �分级: �, �, ��             7 18

                             Ⅲ, �, �� 28 50
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a内[4], 术后化疗结合免疫治疗预防肝癌复发为大部分

学者所肯定[5]. 周伟平et al [6]报道TACE+LAK+白细胞

介素-2联合治疗有效降低肝癌术后复发率, 化疗结合

α-干扰素治疗能预防复发或延迟复发时间, 但对肝癌

围手术期免疫治疗长期以来未引起足够重视. 我们发

现肝癌患者存在严重免疫抑制, 手术治疗、麻醉、输

血等因素均可进一步损害患者免疫功能, 表现为术后

7 d CD4
+, CD8

+, CD4
+/CD8

+, CD8
+CD28

+, CD16
+CD56

+较术

前下降, 出现较术前更为严重的免疫抑制期, 在以往的

研究中我们称之为免疫极度抑制期[2], 此后由于肿瘤切

除, 免疫抑制虽有不同程度恢复但仍不满意. 临床研究

发现, 肝癌患者术后免疫功能愈低, 恢复愈慢, 术后复

发愈早, 复发率愈高, 提高或加快免疫功能的恢复有利

于降低复发率[6]. 围手术期成为一个综合治疗空白区, 
此期间循环中残存的肿瘤或肝内残留肿瘤细胞极易逃

逸肿瘤免疫监视成为转移和复发的主要因素. 许多研

究表明, 恶性肿瘤患者外周血中存在微转移癌细胞, 骆
成玉et al [7]在研究大肠癌微转移癌细胞中发现许多大

肠癌患者本身在术前就存在循环中微转移癌细胞, 术
中解剖对组织的牵拉或挤压等可导致癌细胞种植与转

移. Capurro et al [8]在研究肝癌外周血GPC-3 mRNA表

达时也发现高表达GPC-3 mRNA与肝癌微转移的发生

有密切关系, 并指出肝癌患者外周血中存在微转移癌

细胞. 在肝癌免疫中起重要作用的效应细胞是T细胞, 

CD8
+按CD28

+表达与否分为CD8
+CD28

+细胞毒T细胞和

CD8
+CD28

-抑制性T细胞, 细胞毒T细胞在抗肿瘤效应中

起关键作用, 该细胞与肿瘤直接接触, 通过分泌穿孔素

和释放颗粒酶和淋巴毒素直接杀伤肿瘤细胞或通过高

表达Fasl与靶细胞表面Fas结合而诱导肿瘤细胞凋亡[9]. 
该效应在荷瘤早期、肿瘤缓解期或清除手术后残余肿

瘤细胞中发挥重要作用. 本组资料显示, 未经免疫治疗

患者术前CD8
+CD28

+与CD8
+T细胞已处于低水平, 术后

CD8
+CD28

+与CD8
+T细胞同时下降, 此时机体免疫功能

受到抑制, 残余肿瘤细胞或微转移癌细胞易于逃逸免

疫攻击, 出现扩散与转移, 因此, 围手术期综合治疗及

免疫治疗应该是预防复发的重要内容之一. 
Tα1是氨基酸乙酰化的28个氨基酸组成的多肽, 除

作为免疫增强剂外, 还具有直接抗瘤毒和抗肿瘤作用[10], 
Tα1通过对CD3

+, CD4
+, CD16

+CD56
+ NK细胞刺激, 增强NK

细胞的杀伤活性, 促使致敏淋巴细胞分泌IL-2, α及γ-干
扰素, 增强致敏淋巴细胞IL-2R的表达[11], 还可促进T细
胞表面抗原Thy1、2, Ly1、2、3表达, 增强T细胞介导同

种或自身淋巴细胞反应能力, 增强机体免疫应答功能[12]. 
因此, 具有免疫调节和抑制肿瘤细胞增殖作用. 本研究

中我们发现Tα1可使术前肝癌患者CD4
+/CD8

+比例恢复, 
CD16

+CD56
+ (NK细胞)增多. 术后继续使用Tα1可有效消

除术后7 d左右的免疫极度抑制期, 表现为A组经胸腺肽

α1治疗后, 术后7 d CD4
+/CD8

+
 , CD8

+CD28
+, CD16

+
 CD56

+较

表 2 ���2 ������α1���肝癌患者�������� ������������肝癌患者�������� ������������������

免疫指标 A组治疗前 A组治疗后 正常对照

CD
3

+ (%) 60.5±7.5 64.2±9.0                  69.1 ±7.6

CD
4

+ (%) 30.5±8.1 35.5±7.5                  47.0 ±6.9

CD
8

+ (%) 42.2±7.5 33.8±8.2 26.4±5.8b

CD
4

+/CD
8

+   0.8±0.3    1.4±0.3b   1.7±0.2b

CD
8

+CD
28

+ (%)   8.5±2.2 10.2±2.0 18.0±2.2b

CD
16

+
 
CD

56
+ (%) 14.8±3.1  21.0±2.5b 27.5±3.0b

IL-2 (kU/L) 40.2±4.3 49.8±3.5 81.5±4.7b

bP�0.011 vs  A组治疗前.

表 3 AB组患者手��后��指标�变化 ���������������������������

指标    
A组组 B组组

术前 术后7 dd 术后14 dd 术后21 dd 术前 术后7 dd 术后14 dd 术后21 dd

CD
3

+ (%) 60.5±7.5 64.1±8.0 63.6±8.2 79.3±8.1 54.3±8.4 30.6±8.4 39.4±9.6 44.2±8.8

CD
4

+ (%) 30.5±8.1 48.0±7.9 40.5±6.3 44.6±7.1 28.8±7.6 16.1±7.6a 29.1±8.4 36.0±7.4

CD
8

+ (%) 42.2±7.5 34.5±8.5 33.7±7.7 32.4±7.0 44.1±6.6 21.4±5.0b 24.0±5.1b 23.5±5.7b

CD
4

+/CD
8

+   0.8±0.3    1.4±0.3a   1.6±0.2b    1.6±0.3b 0.8±0.3 0.4±0.3a 1.3±0.2a 1.2±0.2a

CD
8

+CD
28

+ (%)   8.5±2.2  16.7±2.1b 19.0±2.3b  16.7±2.3b 8.6±2.2 3.94±2.0b 4.8±2.3b 9.8±2.1

CD
16

+
 
CD

56
+ (%) 14.8±3.1  23.5±3.2b 24.7±3.4b  29.1±3.0b 11.3±2.1 6.1±2.1b 16.6±2.6 19.6±3.0

IL-2 (kU/L) 40.2±4.3 45.7±4.0 70.2±4.3a  87.5±4.1b 38.6±4.2 30.5±3.9 31.8±4.2 59.3±4.2

aP�0.05,  bP�0.01 vs 术前.
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术前增高, 术后14 d IL-2也增高, A组术后7 d CD3
+, CD8

+, 
CD4

+/CD8
+

 , CD8
+CD28

+, CD16
+

 CD56
+均明显高于B组. 在此

后的使用中治疗组(A组)肝癌患者免疫指标恢复较未治

疗组(B组)满意, 这不仅有利于减少术后感染等并发症, 
也为术后TACE及其他免疫治疗提供了良好的条件. 
致谢: 南通大学公共卫生学院统计学教研室沈毅帮助

数据处理及统计. 
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Abstract
AIM: To investigate the role of hepatocyte apoptosis 
in the pathogenesis of alcohol-induced liver diseases 
(ALD) in rats.

METHODS: The rat model of liver injury was induced 
by combination of drinking and gastric irrigation of eth-
anol. The morphological changes of the liver were ob-
served by routine HE staining under light microscope. 
The hepatocyte apoptosis was examined by TUNEL, 
and the levels of serum alanine aminotransferase (ALT) 
and aspartate transaminase (AST) were detected by 
the rate method.

RESULTS: At the end of the 5th week, the light and 
moderate steatosis appeared in ethanol-treated rat 
livers, the proportion of fatty degeneration was 40% 
(8/20); At the end of the 10th week, the proportion 

was increased to 85%(17/20), and the morphologi-
cal changes of alcoholic hepatitis (AH) were found in 
45%(9/20) rats. The serum levels of ALT and AST (nkat/L) 
in ethanol-treated rats were significantly higher than 
those of the controls (5 wk: 1 017±267 vs  550±133,
P  <0.05; 1 350±333 vs  967±150, P  <0.05; 10 wk: 
1 500±267 vs 767±250, P <0.05; 2 167±533 vs 850±
183, P <0.05), and ALT and AST levels at 10 wk were 
also higher than those at 5 wk (P  <0.05). The TUNEL 
indexes (%) at 5 and 10 wk were 0.33±0.49% and 2.03
±1.61% respectively (P  <0.05), and the index at 10 wk 
was significantly different from that of the controls (0.10
±0.21%, P  <0.05). Furthermore, the TUNEL index of 
alcoholic hepatitis was significantly higher than that 
of alcoholic fatty liver (3.24±1.50% vs  1.12±0.63%, P  
<0.05). Both show the significant difference.

CONCLUSION: Chronic and excessive ethanol con-
sumption can cause liver injury in rats. The amount 
and time of daily ethanol intake is closely related with 
the degrees of liver injury. Hepatocyte apoptosis may 
play an important role in the pathogenesis of ALD.

Key Words: Alcohol; Liver injury; Apoptosis; TUNEL 

Fu JF, Shi QH, Yue XH, Zhang DH. Liver injury and hepatocyte 
apoptosis induced by chronic alcoholic intoxication in rats. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(23):2752-2756

摘要
目的: 研究肝细胞凋亡在实验性大鼠乙醇性肝病(ALD)
发生、发展中的作用. 

方法: 给大鼠饮用220 g/L的乙醇，并结合540 g/L乙醇
分次、少量灌胃的方法建立大鼠肝损伤模型; 常规HE
染色, 光镜观察大鼠病理学形态改变, 用TUNEL法检
测肝细胞凋亡, 速率法检测血清ALT, AST水平.

结果: 灌乙醇5 wk大鼠肝脏出现轻到中度脂肪变性, 脂
滴为以大泡型为主的混合脂滴, 脂变率为40%(8/20); 
10 wk, 85%(17/20)大鼠发生肝脂肪变, 45%(9/20)大
鼠出现乙醇性肝炎的病理变化. 5, 10 w k大鼠血清
ALT, AST均较同期对照组有显著升高 (5 wk: 1 017
±267 vs  550±133, P <0.05; 1 350±333 vs  967±150, 
P <0.05; 10 wk: 1 500±267 vs  767±250, P <0.05; 2 167



±533 vs  850±183, P <0.05); 灌乙醇10 wk血清ALT, 
AST较5 wk升高(P <0.05), 有统计学意义. 5, 10 wk大鼠
TUNEL指数分别为0.33±0.49%、2.03±1.61%, 与同
期对照组相比,  5 wk无显著差异, 10 wk有显著性差异
(P <0.05); 灌乙醇10 wk TUNEL指数较5 wk高, 有显著
性差异(P <0.05). 按病理损伤程度, 将实验组分成乙醇
性肝炎(AH)组和乙醇性脂肪肝(AFL)组, 结果显示AH
组TUNEL指数也较AFL组高(3.24±1.50% vs  1.12±
0.63%, P <0.05), 差异显著.

结论: 过量饮用乙醇可以引起中毒性肝脏疾病, 饮用乙
醇及持续时间与肝损伤的发生有密切关系. 细胞凋亡
在乙醇诱发肝损伤时可能起着重要作用.

关键词:  乙醇; 肝损伤; 凋亡; TUNEL
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0  引言

乙醇性肝病 (alcoholic liver disease, ALD) 是因长期

过量饮酒引起的中毒性肝脏疾病, 主要有3种, 即: 乙
醇性脂肪肝 (alcoholic fatty liver, AFL)、乙醇性肝炎

(alcoholic hepatitis, AH)和乙醇性肝硬化(alcoholic liver 
cirrhosis, ALC), 三者可单独出现, 也可同时并存或先后

移行[1], 重度乙醇中毒造成的肝损伤往往威胁到患者的

生命[2]. 西方国家ALD发病率较高, 酗酒者患肝硬化是

正常人的6.8倍, 在美国城市25-64岁人群中, 乙醇性肝

硬化的死亡率居第三位[3]. 北京协和医院1982-1991报
告ALD的病死率为1.1%, 1996年报告达9.1%[4]. 随着乙

醇饮品消耗量的增多, ALD的发病率也随之上升. 关于

ALD的发病机制, 目前尚未完全阐明. 过去只注意研究

乙醇本身或其代谢产物对肝细胞的直接毒性作用以及

营养失调、肝脏代谢异常及脂质过氧化等变化在ALD
发病学中的作用[5]. 近年来, 发现免疫反应和细胞基因

异常调控及凋亡机制参与ALD的病理损伤过程, 认为

细胞凋亡是造成ALD的主要因素[6]. 

1 材料和方法

1.1 材料 雌性Wistar大鼠60只, 质量90-110 g, 本院动

物实验科提供. 原位细胞凋亡检测试剂盒 (terminal 
deoxynucleotidyl transferase nick end labeling, TUNEL),
为德国Boehringer  Mannheim公司产品. 浓缩缓冲液、

DAB溶液和浓缩过氧化氢溶液, 购自北京中山生物技

术有限公司. 丙氨酸氨基转移酶 (ALT)、天门冬氨酸

氨基转移酶 (AST)、血清总胆红素 (T BiLi) 检测试剂

购自上海张江生物技术有限公司. 

1.2 方法 雌性Wistar大鼠60只正常喂养1 wk后, 随机分

为2组, 对照组10只/笼, 共20只; 实验组10只/笼, 共40
只. 造模方法为: 先给大鼠随意饮用50 g/L的乙醇3 d, 
第4天换成100 g/L, 以后每隔1 wk增加20 g/L直至180 
g/L, 然后在每周增加10 g/L直至终浓度为220 g/L; 从饮

用220 g/L的乙醇开始, 以540 g/L乙醇1.5 mL每日分3次
灌胃至5 wk末; 以540 g/L乙醇1.2 mL每日分3次灌胃至

10 wk末. 对照组饮用自来水, 灌胃时采用生理盐水, 灌
胃方法及时间同上. 于开始灌胃5 wk末、10 wk末分别

处死实验组各20只及对照组各10只, 腔静脉取血, 剖腹

取肝脏. 细胞凋亡检测采用TUNEL法, 操作按说明书

进行. TUNEL阳性计数选择标记效果较好的区域, 在
400×视野中计数阳性细胞数, 阳性细胞数除以肝细胞

总数作为细胞凋亡指数 (TUNEL指数), 每例计数5个
视野, 取均值以百分数表示, <1.5%属于低凋亡指数, ≥
1.5%属于高凋亡指数. 

统计学处理 采用SPSS11.0统计分析软件, 数据以

mean±SD表示, 各组间比较采用两样本均数的t检验. 

2  结果

灌乙醇前实验组大鼠烦躁易激怒, 好斗; 灌乙醇5 wk后
大鼠行动不稳, 步态蹒跚, 嗜睡, 鼠毛较乱, 晦暗无光

泽, 进食量平均约为对照组的2/3, 灌乙醇10 wk后以上

症状进一步加重, 对照组未见异常. 试验组大鼠体质量

比同期对照组轻, 差异显著; 试验组大鼠肝质量较同期

对照组有所升高, 经统计学分析无显著性差异 (表1). 
2.1 HE染色观察 灌乙醇5 wk 40% (8/20) 大鼠发生肝脂

肪变性, 脂滴为以大泡型为主的混合脂滴, 少数大鼠肝

脂变程度较为严重(图1A); 灌乙醇10 wk, 肝损伤进一

步加重, 脂变率上升达85% (17/20), 45% (9/20)大鼠出

现乙醇性肝炎的病理变化: 肝细胞脂肪变性, 伴有不同

程度炎性细胞的浸润和点状坏死(图1B). 试验组大鼠

ALT, AST均比同期对照组高, 差异显著; 灌乙醇10 wk 
ALT, AST较灌乙醇5 wk升高, 有显著性差异, T BiLi在
各组中变化不大, 无显著性差异(表1). 
2.2 乙醇诱发肝损伤时大鼠肝细胞凋亡指数的变化 TUNEL
阳性表达为胞核棕色或棕褐色 (图1C), 灌乙醇 5 wk及
10 wk肝细胞试验组大鼠TUNEL指数均比同期对照组

高, 灌乙醇5 wk差异不显著, 灌乙醇10 wk有显著性差

异; 灌乙醇10 wk TUNEL指数比灌乙醇5 wk高, 差异显

著 (表1). 将实验组(灌乙醇5 wk, 灌乙醇10 wk)按肝组

织损伤程度分为AFL组和AH组, 比较二者的TUNEL指
数及血清ALT, AST水平, 结果AH组TUNEL指数较AFL
组升高, 有显著性差异; AH组的血清ALT, AST水平均

较AFL组高, 差异显著, 提示AH损伤较AFL更为严重 
(表2). 
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3  讨论

建立乙醇性肝损伤的动物模型可模仿人体ALD的病

理变化, 在ALD的研究中具有重要的作用. Tsudamoto-
French大鼠ALD模型是国外通用的ALD动物模型, 该
模型的肝脏病变基本上接近人类ALD病理变化, 但是

由于价格昂贵, 在国内尚未得到应用[7-9]. 国内有人采

用乙醇灌胃法, 我们重复的结果显示大鼠的死亡率很

高, 实验难以进行. 我们采用给大鼠饮用220 g/L乙醇, 
并结合540 g/L乙醇分次, 少量灌胃的方法成功地复制

出了大鼠ALD的部分病变. 我们认为制备ALD动物模

型时, 必须保持动物血液中高乙醇含量, 使其肝脏长期

处于持续高氧化代谢状态, 才能造成乙醇肝损伤[10]. 此
外, 我们选择雌性大鼠进行实验, 主要是因为雌性大鼠

较雄性大鼠更易于发生乙醇性肝损伤[11], 从而缩短造

模时间. 在本研究中, 灌乙醇5 wk大鼠肝脏即可出现轻

到中度脂肪变性, 脂变率为40% (8/20), 脂滴为以大泡

型为主的混合脂滴, 未见明显的气球样变性; 血清ALT, 

AST均有不同程度升高, 与对照组比, 有显著性差异, 
血清T BiLi水平变化不大; 肝脏轻度肿大, 与同期对照

组比较无显著性差异, 体质量较同期对照组轻. 灌乙醇

10 wk, 脂肪变性进一步加重, 85%大鼠发生肝脂肪变, 
45%大鼠肝组织损伤更严重, 出现AH的病理变化, 血
清ALT, AST升高更为显著, 与同期对照组比有显著性

差异. 上述变化表明, 过量饮用乙醇可引起中毒性肝脏

疾病, 同时也表明饮用乙醇量及持续时间与肝损伤的

发生有密切关系[12-16]. 
关于ALD的发病机制, 目前尚未完全阐明. 过去只

注意研究乙醇本身或其代谢产物对肝细胞的直接毒

性作用以及营养失调[17], 肝脏代谢异常及脂质过氧化

等变化在ALD发病学中的作用[18,19]. 近年来, 发现细胞

凋亡机制参与ALD的病理损伤过程, 认为细胞凋亡是

造成ALD的主要因素. 细胞凋亡 (cell apoptosis) 或程

序化细胞死亡 (programmed cell death, PCD) 是多细胞

有机体为调控机体发育, 维护内环境稳定, 由基因控

制的细胞主动死亡过程. 凋亡是正常细胞现象, 但也

可被许多外部因素激发, 提示激活凋亡控制基因的机

制可以不同. 肝细胞凋亡发生在肝发育和成人肝的肝

细胞更新时, 也发生在各种病毒、免疫、肿瘤和药物

引起的肝脏疾病[20-23]. 检测凋亡细胞是利用细胞凋亡

时产生特征性DNA片段, 以TdT介导的dUTP缺口末

端标记技术原位显示凋亡细胞的形态和分布. 实验中

表 2  AFL组与AH组TUNEL指数及血清ALT, AST水平的比较

分组  n TUNEL指数 (�)�) ALT (nkat/L) AST (nkat/L)

AFL 16 1.12±0.63 1 234±183 1 467±317

AH  9 3.24±1.50a 1 600±167a 2 600±450a

aP <0.05 vs  AFL.

表 1 乙醇诱发肝损伤时大鼠体质量, 肝质量和肝��的��, 肝质量和肝��的��肝质量和肝��的��

t/wk 分组  n
体质量

(g)

肝质量

(g)

ALT

(nkat/L)

AST

(nkat/L)

T BiLi

(µmol/L)
TUNEL指数 (�)�)

5

对照 10 214.7±14.2 8.8±0.8 550±133 967±150 6.4±2.4  0.00

实验 20 198.5±10.4a 9.0±0.9 1 017±267a 1 350±333a 6.8±2.2 0.33±0.49

10
对照 10 248.2±18.2 9.3±0.9 767±250 850±183 6.5±2.2 0.10±0.21

实验 20 227.3±10.8a 9.7±1.1.7±1.1 1 500±267c 2 167±533c 6.5±2.3   2.03±1.61ac

aP<0.05 vs 对照组;; cP<0.05 vs  5 wk.

图 1 大鼠肝脏组织学 (×200). A: 灌胃5 wk HE大量以大泡型为主的混合脂滴; B: 灌胃10 wk HE肝实质内有点状坏死区; C: 灌胃10 wk TUNEL染色

显示凋亡细胞.

A CB
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可见TUNEL阳性细胞核染成棕色, 与周围肝细胞比, 
体积缩小、核固缩明显. 本研究中, 对照组、灌乙醇

5 wk、灌乙醇10 wk肝细胞平均TUNEL指数(%)分别

为0.10±0.21, 0.33±0.49, 2.03±1.61, 尤其灌乙醇10 
wk, TUNEL指数>1.5%, 属于高凋亡指数. 表明长期过

量饮用乙醇的大鼠肝细胞凋亡指数明显高于正常大

鼠, 提示乙醇诱发大鼠肝细胞凋亡与乙醇的作用时间

和量均有关系. 我们同时比较了AFL组与AH组, AH
组TUNEL指数为3.24±1.50%, 也属高凋亡指数, 与
文献[24]报道基本一致. AH组血清ALT为1 600±167 
nkat/L, AST为2 600±450 nkat/L, 与AFL组比较, 差异

显著, 表明AH肝组织损伤程度较AFL更为严重, 并且

此种损伤伴有肝细胞高凋亡指数的出现, 进一步表明

肝细胞凋亡在乙醇诱发肝损伤时可能起着极其重要

的作用[25]. 关于在ALD中肝细胞发生调亡的机制尚无

统一认识, 目前认为与以下因素密切相关: 细胞色素

P450ІІE1 (cytochrome P450ІІE1, CYPІІE1) 的活化[26]; 
Fas及其配体的作用[27-29]; 肿瘤坏死因子(TNF-α)和受

体(TNFR1)活性增高[30]等. 这将是我们今后研究的方

向. 
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Abstract
AIM: To explore the correlations between the expression of 
somatostatin (SS), gastrin (GAS) mRNA and cell apoptosis 
index (AI) and Bcl-2, Bax in large intestinal cancer.

METHODS: The expression of GAS and SS genes 
were detected in 62 colorectal cancer patients by 
nested reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR), and the apoptosis of the cells was detected 
by TUNEL method. The protein expression of Bcl-2, 
Bax, GAS, and SS were detected using immunohisto-
chemical staining (S-P method)..

RESULTS: The expression of GAS and SS mRNA and 
protein were basically consistent. The AI in SS high and 
moderate expression patients with large intestinal can-
cer was remarkably higher than that in SS low expres-
sion ones (q  = 5.06, 3.95, both P  <0.01), while it was 
just opposite in GAS positive patients (q = 6.66, 6.33, 
P <0.01). The positive rates of Bax and Bcl-2 expres-
sion had significant difference between SS (or GAS) 

high, moderate and low expression patients with large 
intestinal cancer (Bax: χ2 = 9.24, 6.91, P  <0.05; Bcl-2: 
χ2 = 7.17, 13.83, P  <0.05). The positive rate of Bax ex-
pression in SS high (80%, 8/10) and moderate (76.5%, 
13/17) expression patients was notably higher than 
that in the low expression ones (40.0%, 14/35) (χ2 = 
5.24, 6.09, P  < 0.05), but the rate of Bcl-2 expression 
was just opposite (χ2 = 4.71, 4.70, P  <0.05). The posi-
tive rate of Bcl-2 expression in GAS high (90.9%,10/11) 
and moderate (86.7%,13/15) expression patients was 
markedly higher than that in the low expression ones 
(44.4%, 16/36) (χ2 = 5.60, 7.69, P <0.05), but the posi-
tive rate of Bax expression in GAS high expression pa-
tients (27.3%, 3/8) was obviously lower than that in the 
low expression ones (69.4%, 25/36) (χ2 = 4.59, P <0.05). 
Bax expression was not significantly different between 
moderate and low GAS positive patients. The value of 
GAS/SS was positively correlated with Bcl-2 expres-
sion (r  = 0.34, P  <0.01), but negatively with the AI 
value and Bax expression (r = －0.546, P  <0.01; r  = 
－0.299, P  <0.05).

CONCLUSION: GAS and SS play important roles in 
the regulation and control of cell apoptosis in large in-
testinal carcinoma, and the mechanism may be related 
to the aberrant expression of Bcl-2 and Bax..

Key Words: Large intestinal cancer; Gastrin; Somato-
statin; Bcl-2; Bax

Mao JD, Wu P, Xia XH, Hu JQ. Relationship between expression 
of gastrin, somatostatin mRNA and cell apoptosis and Bcl-2, 
Bax in large intestinal carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(23):2757-2761

摘要
目的: 探讨大肠癌组织中胃泌素(GAS)、生长抑素(SS) 
mRNA及蛋白的表达与大肠癌细胞凋亡指数(AI)和
Bcl-2、Bax的相关性.

方法: 采用巢式RT-PCR方法检测62例大肠癌组织中
GAS、SS的基因表达, 用TUNEL法检测细胞凋亡情况, 
大肠癌组织中GAS、SS、Bcl-2、Bax的蛋白表达采用



免疫组织化学S-P法.

结果：大肠癌组织中GAS、SS mRNA的表达与其
蛋白表达基本一致. 在大肠癌组织SS高表达组、中
表达组的AI明显高于SS低表达组(q  = 5.06, q  = 3.95, 
均P <0.01); 而在GAS各表达组中的AI变化与此相反
(q  = 6.66, q  = 6.33，均P <0.01). Bax、Bcl-2阳性表
达率在S S和G A S低表达组、中表达组、高表达组
三组间相比较存在着明显差别(χ2 = 9.24,  χ2 = 6.91; 
χ2 = 7.17, χ2 = 13.83, 均P <0.05), 其中Bax在SS高表
达组(80%, 8/10)、中表达组(76.5%, 13/17)的阳性表
达率明显高于低表达组(40.0%, 14/35)(χ2 = 5.24, χ2 = 
6.09, 均P <0.05); Bcl-2与其相反(χ2 = 4.71, χ2 = 4.70, 均
P <0.05). Bcl-2在GAS高表达组(90.9%, 10/11)、中表
达组(86.7%, 13/15)的阳性表达率明显高于低表达组
(44.4%, 16/36)(χ2  = 5.60, χ2 = 7.69, 均P <0.05); Bax
在GAS高表达组(27.3%, 3/8)的阳性表达率明显低于
低表达组(69.4%, 25/36)(χ2 = 4.59, P <0.05); 而Bax
在GAS中表达组(46.7%, 7/15)的阳性表达率低于低
表达组, 但其无明显差别. GAS/SS积分比值变化与
Bcl-2呈正相关(r  = 0.34, P <0.01), 与AI、Bax呈负相关
(r = -0.546, P <0.01; r  = -0.299,  P <0.05).

结论：G A S、S S对大肠癌细胞凋亡的调控可能与
Bcl-2、Bax的异常表达有关.

关键词�大肠癌; 胃泌素; 生长抑素; Bcl-2; Bax
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0  引言

胃泌素(gastrin, GAS)、生长抑素(somatostatin, SS)分别

通过其受体对胃肠道黏膜起着十分重要的生理调节作

用, GAS、SS蛋白表达的异常与肿瘤发生有关, 近来研

究发现SS可抑制大肠癌细胞的增殖, 促进细胞的凋亡, 
而GAS的作用与其相反[1-5], 但其对大肠癌细胞凋亡的

调控是通过何种机制来实现仍处于探索阶段. 我们采

用巢式RT-PCR、免疫组织化学S-P法和分子生物学细

胞原位凋亡检测技术中的TUNEL法, 检测大肠癌组织

中GAS、SS、Bcl-2、Bax及细胞凋亡的表达情况, 探
讨GAS、SS与凋亡指数(apoptosis, AI)及大肠癌细胞凋

亡调控基因bcl-2、bax的相关性.进一步了解GAS、SS
是否通过对bcl-2、bax基因的影响来实现对大肠癌细

胞凋亡的调控.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2003/2005大肠癌手术切除的新鲜标本62
例, 手术前均未行化疗, 其中直肠癌41例, 结肠癌21例, 
女性22例, 男性40例, 年龄28-77岁, 平均年龄50.9±7.8
岁; 大体类型为溃疡型38例, 隆起型21例, 浸润型3例; 
组织学类型: 乳头状腺癌18例, 管状腺癌24例, 黏液腺

癌7例, 印戒细胞癌7例和未分化癌6例; Dukes分期: A、

B期34例, C、D期28例.
兔抗人胃泌素、生长抑素多克隆抗体 ,  鼠抗人

Bcl-2、Bax单克隆抗体, 免疫组化试剂盒均由北京中

山生物技术有限公司提供. 细胞凋亡检测试剂盒由武

汉博士德生物工程有限公司提供. 逆转录试剂盒、

SK312 Trizol试剂、Taq DNA 聚合酶, Marker, dNTP均
由上海生工公司提供. GAS mRNA、SS mRNA 扩增引

物由上海生工公司合成(表1).
1.2 方法 
1.2.1 巢式RT-PCR方法检测GAS、SS mRNA表达 
(1)总RNA提取和cDNA合成: 取大肠癌组织标本各

100 mg, 剪刀剪碎, 移入匀浆器, 加入1 mL Trizol试剂, 
匀浆. 总RNA提取和cDNA合成具体步骤参照文献[6]
报道. (2)cDNA的PCR扩增: 第一轮PCR: 总反应体系

为25 μL, cDNA 2.5 μL, Taq DNA聚合酶1 U, 加入引

物1、引物2, 94℃初始变性5 min后, 按表1所示条件在

表 1　RT-PCR所用各引物的分子生物学特征

引物名称                                                  引物序列                                                                         PCR条件                                         产物长度

1: 5’TATGTGCTGATCTTTGCACTGGCT3’(sense: 6 307-6 330)                                                                                   

2: 5’CTCATCCTCAGCACTGCGGCGGCC3’(antisense: 6 718-6 695)                                                                                                       

                                                                                                                                                     

3: 5’GAGCTACCCTGGCTGGAGCAGCAG3’ (sense: 6 415-6 438)                                                              

2: 5’CTCATCCTCAGCACTGCGGCGGCC3’ (antisense: 6 718-6 695)                                                                                            

                                                                                                                                                      

1: 5’ATGCTGTCCTGCCGCCTCCAG3’(sense: 106-126)                                                

2: 5’ACAGGATGTGAAAGTCTTCCA3’(antisense: 1 330-1 310)                                                                                                              

                                                                                                                                         

3: 5’GCTGCTGCCGCGGGGAAGCAG3’(sense: 223-243)                   

2: 5’ACAGGATGTGAAAGTCTTCCA3’(antisense: 1 330-1 310)                                                                                  

                                                                                                                         

94℃, 30 s

60℃, 45 s

72℃, 45 s

94℃, 30 s

60℃, 45 s

72℃, 45 s

94℃, 30 s

60℃, 45 s

72℃, 45 s

94℃, 30 s

60℃, 45 s

72℃, 45 s

 282 bp

174 bp

348 bp

231 bp

GAS 

GAS 

SS

SS
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2  结果

2.1 大肠癌组织中GAS、SS mRNA的表达 GAS、SS 
mRNA逆转录巢式PCR扩增最终产物分别为174 bp、
231 bp. 62例大肠癌组织中GAS、SS mRNA表达阳性

率分别为54.8％(34/62)、51.6％(32/62)，与GAS、SS
的蛋白表达基本一致.
2.2 大肠癌GAS、SS各组间AI的检测 在大肠癌组织

GAS高表达组的细胞凋亡指数3.56±2.48%、GAS中
表达组的细胞凋亡指数(4.24±2.71%)明显低于低表达

组的细胞凋亡指数(8.06±2.88%), 有显著性差异(q 高与

低 = 6.66, q中与低 = 6.33, 均P<0.01); 而AI在大肠癌组织SS
不同表达强度之间的变化与其相反(q高与低 = 5.06, q中与低 = 
3.95, 均P<0.01). 结果表明, AI随着大肠癌组织SS表达

强度的增强而升高, 随着GAS表达积分的增加而降低

(表2).

Perkin-Elmer 480扩增移仪上进行30个循环扩增, 最后

延伸6 min. 以5×缓冲液2.5 μL cDNA作为空白对照, 
其它反应条件和参数不变. 第二轮PCR: 除引物更换为

引物2、引物3外, 其它反应条件和参数不变. 各基因每

轮扩增产物片段长度(表1). (3)PCR产物分析: 取6 μL 
扩增产物在50 g/L的聚丙烯酰胺凝胶电泳. 取下聚丙烯

酰胺凝胶, 100 mL/L乙醇, 50 g/L冰乙酸固定20 min.
蒸馏水冲洗, 2 g/LAgNO3染色30 min. 25 g/L碳酸钠, 
0.16 g/L甲醛溶液显色, 100 g/L冰乙酸停止显像. 观察

结果并对图像进行分析像进行分析进行分析.
1.2.2 免疫组化(S-P法) 按照试剂盒要求检测62例大肠癌

组织中GAS、SS、Bcl-2、Bax的表达情况, 以正常胰腺组

织作SS阳性对照, 以正常胃窦黏膜作GAS阳性对照, 正
常扁桃体组织作Bcl-2阳性对照, 以何杰金淋巴瘤组织作

Bax阳性对照, 用0.01 mol/L PBS替代一抗作阴性对照.
1.2.3 组织细胞原位凋亡检测采用TUNEL法 具体步骤

按试剂盒说明书操作, 阴性对照标记液中无TDT, 阳性

对照反应液以1 mg/L Dnase处理10 min.
1.2.4 结果判断标准 SS、GAS主要定位于细胞质, 部
分定位于细胞膜上, 先根据切片中的细胞质染色深浅

打分: 细胞质无染色为1分, 浅黄色为2分, 棕黄色为3
分, 棕褐色为4分; 再按切片中阳性细胞数占整个肿瘤棕褐色为4分; 再按切片中阳性细胞数占整个肿瘤褐色为4分; 再按切片中阳性细胞数占整个肿瘤

细胞的百分数比例评分(取10个高倍视野, 每个高倍视

野计数100个肿瘤细胞中的阳性细胞数, 计算其平均

数): <5%为1分, 5-10%为2分, 11-20%为3分, >21%为4
分. GAS、SS反应半定量积分按其阳性细胞数量与染

色深浅的二项积分的乘积数来表示, 按GAS、SS的反

应强度的半定量积分的高低各分为三组: 1-3分为低表

达组, 4-8分为中表达组, 9-16分为高表达组.
Bcl-2、Bax主要定位于细胞质, 参照Fromowitz方质, 参照Fromowitz方, 参照Fromowitz方

法对组织中棕黄色反应产物根据其染色强度, 阳性细

胞数的百分比作半定量处理. 无着色计0分, 浅黄色计1
分, 棕黄色计2分, 棕褐色计3分; 阳性细胞数占整个肿

瘤细胞的百分数比例评分(取10个高倍视野, 每个高倍(取10个高倍视野, 每个高倍取10个高倍视野, 每个高倍

视野计数100个肿瘤细胞中的阳性细胞数, 计算其平均

数): ≤25%计1分, 26-50%计2分, 51-75%计3分, >75%
计4分. 以上两项相加，≤2分为阴性(－)，3分为阳－)，3分为阳)，3分为阳

性(＋), 4分为中度阳性(＋＋),(＋), 4分为中度阳性(＋＋),＋), 4分为中度阳性(＋＋), ≥５分为强阳性(＋＋

＋). TUNEL阳性物质定位于细胞核, 偶见散在于细胞细胞胞

质. 凋亡指数为每例标本检查20个高倍视野, 计算其中. 凋亡指数为每例标本检查20个高倍视野, 计算其中

TUNEL阳性细胞与总的腺体细胞之比.
统计学处理 大肠癌组织中SS、GAS不同表达强

度之间Bcl-2、Bax的比较采用χ2检验，而AI的比较采

用q检验和GAS、SS表达积分的比值变化与Bcl-2、
Bax的相关性分析采用Spearman等级相关检验. 所有的

数据均使用专业统计软件包SPSS10.0进行统计分析.

表 2　大肠癌SS、GAS不同表达强度之间AI的比较 (mean±SD)

SS和GAS表达强度            n                   AI                   F 值               P值

SS

低表达组                                       5.18 ± 3.40      

中表达组                                       7.69 ± 2.84a            7.90           <0.01

高表达组                                       9.08 ± 1.63a

GAS

低表达组                                       8.06 ± 2.88

中表达组                                       4.24 ± 2.71b           16.72         <0.01

高表达组                                       3.56 ± 2.48b

35

17

10

36

15

11

与低表达组比较, 经q检验，aP<0.01； bP<0.01.

2.3 大肠癌GAS、SS各组间Bcl-2、Bax表达的检测

Bcl-2、Bax阳性表达率在SS和GAS低表达组、中表达

组、高表达组三组间相比较存在着明显差别(χ2
Bax(ss) = 

9.24, χ2
Bax(GAS) = 6.91; χ2

Bcl-2(ss) = 7.17, χ2
Bcl-2(GAS)=13.83, 均

P<0.05), 其中Bax在SS高表达组(80%, 8/10)、中表达组

(76.5%, 13/17)的阳性表达率明显高于低表达组(40.0%, 
14/35)(χ2

高与低 = 5.24, χ2
中与低 = 6.09, 均P<0.05); Bcl-2与

其相反(χ2
高与低 = 4.71, χ2

中与低 = 4.70, 均P<0.05). Bcl-2在

表 3　大肠癌SS、GAS表达强度与Bax、Bcl-2表达率的关系

                                        Bcl-2           Bax

                               +(%)           �                +(%)              �

SS

高表达                      10          4 (40.0)a       6               8 (80.0)a             2       

中表达                      17          8 (47.1)a       9             13 (76.5)a             4       

低表达                      35        27 (77.1)        8             14 (40.0)            21 

GAS

高表达                      11        10 (90.9)b       1               3 (27.3)c             8       

中表达                      15        13 (86.7)b       2               7 (46.7)              8       

低表达                      36        16 (44.4)      20             25 (69.4)            11

与低表达组比较, aP<0.05; bP<0.05; cP<0.05.
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GAS高表达组(90.9%, 10/11)、中表达组(86.7%, 13/15)
的阳性表达率明显高于低表达组(44.4%,16/36)(χ2

高与

低 = 5.60, χ2
中与低 = 7.69, 均P<0.05); Bax在GAS高表达组

(27.3%, 3/8)的阳性表达率明显低于低表达组(69.4%, 
25/36)(χ2 = 4.59, P <0.05); 而Bax在GAS中表达组

(46.7%, 7/15)的阳性表达率低于低表达组, 但无明显差

别(P>0.05)(表3). GAS/SS积分比值变化与Bcl-2呈正相

关(r = 0.34, P<0.01), 与AI、Bax呈负相关(r AI = -0.546, 
P<0.01; r Bax = -0.299,  P<0.05).

3  讨论

近来研究已证实许多组织生长受激素调节, 这些组织

发生肿瘤仍然受激素控制, 胃肠激素广泛存在于人体

组织中, 它的异常表达可导致组织细胞生长调节失控, 
形成肿瘤[7-14]. GAS是一种胃肠肽, 对消化道黏膜有营

养作用, 主要由消化道的G细胞分泌, GAS的异常表达

可导致胃肠道细胞的生长失控, 形成肿瘤[15-19]. 有研究

发现GAS高表达易发生大肠癌, 同时可促进大肠癌的

生长[20,21]. 干扰GAS的作用可能成为大肠癌治疗新的

靶点. 细胞凋亡是近年来肿瘤研究的热点, 它是一种凋

亡相关基因共同调控的自身程序化死亡, 它不仅能保

持机体处于稳定状态中, 而且对肿瘤的发生、发展及

治疗等都起着重要作用. bax /bcl -2基因是bcl -2家族中

一对正负调节基因, 近年来研究发现肿瘤细胞凋亡的

调控不仅与bax、bcl -2基因蛋白表达异常有关, 而且与

bax /bcl -2的半定量积分比值成负相关[22-27]. 大肠癌的

发生与多种凋亡调控基因失衡有关. 近年来研究发现

GAS、SS与大肠癌的细胞凋亡密切相关, GAS对某些

消化道上皮及其来源肿瘤细胞的凋亡可能具有抑制

作用[28,29]. Wang et al [30]研究发现, 外源性GAS可通过诱

导bcl -2基因的蛋白表达增加, 来抑制MKN45细胞的凋

亡; 但可被其受体拮抗剂丙谷胺所阻断. 董家鸿 et al [31]

研究发现, GAS能促进胆管癌细胞bcl -2基因的表达, 而
对bax基因的表达无影响, 认为胃泌素是bcl -2基因激

活与过度表达的重要因素. Hartwich et al [32]研究发现, 
GAS抑制细胞凋亡可能是通过诱导凋亡抑制基因bcl -2 
mRNA的过度表达和抑制bax基因的表达而实现的. 可
见, 目前国内外有关GAS对bax基因的影响意见仍不

一致．

而SS是由D细胞分泌的一种环状多肽类激素, 广
泛存在于人体的内分泌及外分泌系统中, 在人体内具

有广泛的生物学效应, 主要表现抑制作用, 它对人体多

种激素的分泌具有重要的调节作用. 大量研究表明SS
及其类似物不仅能抑制内分泌肿瘤的增殖, 对消化系

实体性肿瘤亦存在抑制作用, 它可通过与特异性的G
蛋白偶联型受体SSTR1-SSTR结合或通过抑制促肿瘤

生长的生长因子和激素的合成与分泌而抑制肿瘤的发

生和肿瘤细胞的增殖,促进其细胞的凋亡[33-36]. SS及其

类似物可抑制肿瘤细胞的生长在多种肿瘤组织中已得

到证实, 但其抑制肿瘤生长的具体分子机制仍不十分

清楚. Sharma et al [37]在体外用SS类似物(SSAS)奥曲肽

(octreotide)对乳腺癌CHO-K1细胞研究发现, 奥曲肽可

通过快速时间依赖性诱导Wtp53表达和bax表达增加, 
从而引起肿瘤细胞发生凋亡. 近来通过对腹膜巨噬细

胞凋亡的研究还发现, SS可通过上调不依赖于p53蓄积

的bax基因和NO来实现对凋亡的调控[38]. 这一点在急

性胰腺炎腺泡细胞凋亡的研究中得到了进一步证实[39]. 
可见SS和SSAS诱导细胞凋亡的基因调控途径可能与

凋亡细胞的种类有关. 唐卓斌 et al [40]研究发现SS类似

物奥曲肽不仅可使SGC-7901细胞中的bax  mRNA和蛋

白表达增加, 而且还可使bcl -2基因的mRNA和蛋白表

达显著减少, 认为奥曲肽有可能通过上调bax基因和下

调bcl -2基因的mRNA和蛋白表达, 诱导SCC-7901细胞凋

亡, 这可能是奥曲肽抑制胃癌生长机制之一, 我们的研究

与其一致. 这为SS类似物奥曲肽应用到临床治疗胃结肠

癌提供了新的思路和实验依据．

我们实验研究结果发现大肠癌组织中GAS、SS 
mRNA的表达与其蛋白表达基本一致. 通过对大肠癌

组织GAS、SS不同表达组中的凋亡指数以及bax、
bcl -2基因表达结果的检测还发现: 在大肠癌组织中SS
表达越强, 凋亡指数越高; bax基因的阳性表达率随着

SS积分表达的增加而升高, 而bcl -2的表达随着SS表
达的增强趋于下降. GAS表达水平愈高, AI越低, bcl -2
基因的表达越强, 而bax基因表达与此相反. 实验提示,  
SS能促进大肠癌细胞凋亡, 抑制肿瘤的生长, SS对大

肠癌细胞凋亡的调控可能是通过诱导bax基因的过度

表达和下调bcl -2基因活性而实现的; 而GAS主要促进

大肠癌细胞的增殖, 抑制细胞凋亡, 其机制可能与SS相
反. 近年来研究发现大肠癌组织GAS/SS比值的变化能

够反映大肠癌的部分生物学特性，如大肠癌的发生、

发展及其恶性表型、分化程度、临床分期以及估计

预后情况等, 其GAS/SS积分比值的升高在肿瘤发生、

发展上具有更重要的意义[1]. 本实验结果显示, 大肠癌

组织GAS、SS的表达水平与细胞凋亡及其调控基因

bax、bcl -2表达关系密切. GAS、SS的异常表达导致大

肠癌细胞凋亡调控基因蛋白的表达异常, 特别是bcl -2/
bax系统的失衡, 可能是大肠癌发生、发展的重要原因

之一.
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Abstract
AIM: To observe the changes of serum pro-inflammatory 
and anti-inflammatory cytokine activities in mice with 
experimental colitis.

METHODS: A total of 33 BALB/c mice were randomly 
divided into control (n = 15) and experiment group(n = 18). 
After sensitized by 2, 4-dinitrochlorobenzene (DNCB) 
smeared on the abdominal skin, the mice in the experi-
ment group were challenged with DNCB enema, while 
those in the control group were treated with ethanol. 
The body weight, stool viscosity and hematochezia 
were observed and accumulated as disease active 
index (DAI) score; the colon pathological score was 
achieved by macropathology and HE staining of sec-
tion prepared for microscopy. The activity of serum 
IL-1, TNFa, IL-6, IL-4 and IL-10 was determined..

RESULTS: The percentage of diarrhea was 59% in 
the experiment mice 24 h after DNCB treatment, and 
serious weight loss was found, 20% mice died. Patho-
logically, the mice in the control group had normal 
histological structures and glands, and no ulcer was 

found except for occasional light mucosal congestion. 
However, the decrease in the number of glands and 
disturbance of tissue structure were observed in the 
mice of experiment group. Moreover, erosion, hemor-
rhage, necrosis as well as deeper ulcers were easily 
seen. As compared with those in the control mice, the 
DAI (3.82 ± 2.77 vs  1.25 ± 1.65, P  <0.05), pathologic 
score (2.47 ± 1.33 vs  0.38 ± 0.72, P  <0.05) were signif-
icantly increased in the experiment mice. The activities 
of pro-inflammatory cytokines such as IL-1(112.9 ± 8.3 
ng/L vs  81.2 ± 16.3 ng/L, P  <0.01), TNF-a(137.9 ±36.7 
ng/L vs  110.3 ± 22.4 ng/L, P  <0.05), and IL-6(48.2 ± 
4.3 ng/L vs  36.1 ± 7.2 ng/L, P  <0.01) were significantly 
increased, while the activities of anti-inflammatory cy-
tokines such as IL-4 (96.7 ± 16.5 ng/L vs  130.1 ± 13.1 
ng/L, P  <0.01) and IL-10(107.3 ± 31.2 ng/L vs  149.8 ± 
45.1 ng/L, P  <0.01) were markedly lowered.

CONCLUSION: The pathological progress of colitis in-
duced by DNCB is possiblely related with the increased 
activities of pro-inflammatory cytokines and decreased 
activities of anti-inflammatory cytokines..

Key Words: Ulcerative colitis; Cytokines; 2, 4-dinitro-
chlorobenzene; Mice
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摘要
目的：观察在实验性结肠炎过程中, 小鼠体内促炎细
胞因子和抗炎细胞因子活性的变化.

方法：BALB/c小鼠33只随机分为对照组(n =15)和实验
组(n =18), 小鼠先以DNCB涂腹液涂腹致敏, 然后实验
组以DNCB灌肠液灌肠, 对照组以相应体积的乙醇灌
肠. 每日观察小鼠体质量和大便性状, 并采用疾病活动
指数(DAI)对动物状态进行评分. 所有小鼠处死后观察
大体形态改变, 并自病变严重部位取组织标本, HE染
色, 镜下观察结肠的病理学改变. 各组小鼠断头取血, 
分离出血清, 采用双抗体夹心ELISA法测定血清IL-1, 
TNF-a, IL-6, IL-4, IL-10的吸光度.

结果：灌肠24 h后实验组小鼠腹泻百分率达59%, 体质



量明显减轻, 死亡20%. 病理学检查对照组小鼠结肠无
黏连, 黏膜轻度充血, 无溃疡形成, 镜下组织结构可见, 
腺体排列基本整齐; 实验组小鼠腺体数目减少, 组织
结构紊乱, 黏膜糜烂, 出血、坏死和大面积深层溃疡. 
与对照组相比, 实验组小鼠疾病活动指数(3.82±2.77 
vs  1.25±1.65, P <0.05), 组织病理学评分(2.47±1.33 vs  
0.38±0.72, P <0.05)显著升高; 促炎细胞因子IL-1(112.9
±8.3 ng/L vs  81.2±16.3 ng/L, P <0.01), TNF-a (137.9
±36.7 vs  110.3±22.4 ng/L, P <0.05), IL-6(48.2±4.3 
ng/L vs  36.1±7.2 ng/L, P <0.01)活性亦显著升高, 而抗
炎细胞因子IL-4(96.7±16.5 ng/L vs  130.1±13.1 ng/L, 
P <0.01)和 IL-10(107.3±31.2 ng/L vs  149.8±45.1 ng/L, 
P <0.01)活性显著降低.

结论：DNCB诱导的结肠炎与促炎细胞因子水平升高, 
抗炎细胞因子水平降低有关.

关键词�溃疡性结肠炎; 细胞因子; 2,4-二硝基氯苯; 小鼠
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种原因不明

的慢性非特异性胃肠道疾病. 其发病率无论是在西方

国家还是在我国均有逐年升高的趋势[1,2]. 在对其病因

和发病机制的研究中, 认为免疫因素与UC关系密切,  
特别是促炎细胞因子和抗炎细胞因子的动态平衡对

UC的发生、发展可能具有决定性作用[3]. 二硝基氯苯

(DNCB)是一种小分子化合物, 它可以作为半抗原与组

织蛋白结合成完全抗原激发T细胞介导的免疫反应[4]. 
我们已经在国内首先建立了DNCB诱发的小鼠肠迟发

过敏反应及结肠溃疡模型, 并发现T细胞释放的移动抑

制因子在此肠炎中活性明显升高[5-7]. 现检测此结肠炎

过程中其他的促炎因子IL-1, TNFa和IL-6, 以及某些抗

炎因子IL-4和IL-10活性的改变, 以进一步探讨促炎因

子和抗炎因子在溃疡性结肠炎发病中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂BALB/c小鼠(广州军区武汉陆军总医

院动物中心提供), 7-9周龄, 体质量18-21 g. DNCB涂腹

液制备: 称取DNCB(北京化学试剂公司)330 mg, 溶于

丙酮: 橄榄油(1∶1)混合液10 mL中, 成为终浓度33 g/
L, 封好瓶口, 低温保存备用. DNCB灌肠液: 称取DNCB 
40 mg溶于600 mL/L乙醇中, 配成浓度为4 g/L DNCB
溶液, 封好瓶口, 低温保存备用. IL-1, TNFa, IL-6, IL-4, 
IL-10的ELISA试剂盒购自北京邦定泰克生物有限公

司. 酶标仪(MK 3型, Labsystem  Dragon公司); SHZ-82 

型水浴箱(江苏省太仓医疗器械厂).
1.2 方法 BALB/c小鼠33只随机分为对照组(15只)和
实验组(18只); 小鼠腹部剪毛约2.0 cm×1.5 cm, 以
33 g/L DNCB涂腹液50 μL涂腹, 1次/d, 连续4 d; d5开
始灌肠, 将直径1 mm的硅胶管插入小鼠结肠, 插管尖

端距肛门约3-3.5 cm[5], 以 4 g/L DNCB 2 μL/g灌肠

1次/d, 连续4 d, 对照组灌以相应体积的600 mL/L乙
醇. 每日观察小鼠体质量和大便性状. 并采用疾病活

动指数(DAI)[8]对动物状态进行评分: 体质量: 体质量

不变为0分, 体质量比正常下降1-5%为1分, 6-10%为2
分, 11-15%为3分, 大于15%为4分; 大便黏稠度: 正常

为0分, 松散的大便为2分, 腹泻为4分; 大便出血: 正常

为0分, 显性出血为2分. 所有小鼠均于d9用颈椎脱臼法

处死, 打开腹腔, 分离大肠, 沿肠系膜附着部纵行剪开

肠壁, 观察大体形态改变. 并自病变严重部位取组织标

本, 置100 g/L甲醛液中固定, 常规石蜡切片(5 μm), HE
染色, 镜下观察结肠的病理学改变. 大体形态评分的方

法基本参考文献[8]并稍微改进: 结肠无黏连(结肠与其

他组织剥离较易)、无溃疡、无炎症为0分; 结肠轻度、无炎症为0分; 结肠轻度无炎症为0分; 结肠轻度

黏连、局部充血为1分; 结肠重度黏连并发现1处溃疡

(<1 cm)为2分; 1处以上溃疡(<1 cm)伴炎症为3分; 多处

溃疡(>1cm)伴炎症为4分. 镜下病理学评分的方法: 在
高倍视野(200倍)下分组对每只小鼠的切片进行观察. 
正常结肠黏膜为0级, 隐窝缺损1/3为1级, 隐窝缺损2/3
为2级, 固有层覆盖单层上皮伴轻度炎性细胞浸润为3
级, 黏膜糜烂、溃疡伴显著的炎性细胞浸润为4级. 各
组小鼠断头取血分离血清, 采用双抗体夹心ELISA法

测定血清IL-1, TNFa, IL-6, IL-4, IL-10的吸光度A , 波
长450 nm. 具体操作均按试剂盒说明进行.

统计学处理 数据用 mean±SD表示, 各组间进行t
检验, P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 病理学检查 灌肠24 h后实验组小鼠腹泻百分率

达59%, 体质量明显减轻, 死亡20%. 与对照组相比, 
实验组小鼠疾病活动指数(3.82±2.77 vs  1.25±1.65, 
P <0.05), 组织病理学评分(2.47±1.33 vs   0.38±0.72, 
P <0.05)显著升高, 与我们以前的报道相同[5, 6]. 灌肠d5
处死小鼠, 打开腹腔,  对照组小鼠结肠无黏连, 黏膜轻

度充血, 无溃疡形成, 镜下组织结构可见, 腺体排列基

本整齐; 实验组小鼠可见较广泛的结肠黏连、近端肠

腔扩张及少量白色渗出物, 结肠黏膜充血、坏死、多

处溃疡形成, 镜下隐窝缺损明显, 组织结构紊乱, 黏膜

糜烂, 出血、坏死和大面积深层溃疡. HE染色镜下可

见实验组小鼠肠组织损伤的程度明显加重(图1).
2.2 炎症因子活性的变化 实验组小鼠血清TNFa, IL-1
和IL-6的活性显著高于对照组. 而血清IL-4, IL-10显著
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症细胞的趋化作用, 吸引其进入肠道病变部位, 从而引

起一系列病理改变, 如结肠上皮损伤、小血管炎、隐

窝脓肿等, 最终造成UC的发病[17]. TNFa引起肠道黏膜

损伤的可能机制包括释放血小板活化因子、生成白三

烯和氧自由基、诱导一氧化氮合酶, 从而产生大量一

氧化氮引起细胞损伤; 同时TNFa启动T、B淋巴细胞

活化[18]. IL-1, TNFa及IL-6均可在UC黏膜病变中存在, 
特别是活化的IL-6与UC的免疫和临床表现有非常密切

的关系. 
抗炎细胞因子中最重要的是IL-4和IL-10, DNCB

诱导的UC的小鼠血清中抗炎细胞因子IL-4, IL-10活性

显著性降低. 大量研究资料证实IL-4能抑制单核巨噬

细胞产生IL-1β和TNFa, 下调活化的单核巨噬细胞分

泌氧自由基的能力, 而且存在剂量-效应关系[19]. IL-4和
IL-10抑制诱生型一氧化氮合酶(iNOS)的表达, iNOS是
一个静止的基因, 仅在免疫反应或炎症才被激活, iNOS
活性增强, 产生过量的NO, 对肠黏膜有杀伤毒性及促

进炎症的作用[20]. IL-4还能抑制前列腺素E2和IL-8的产

生. 人IL-10能下调活化的单核细胞和巨噬细胞转录分

泌IL-1β, IL-6, IL-8, TNFa和G-CSF. IL-10基因敲除小

鼠可自发形成结肠炎. 本实验表明, DNCB诱导的结肠

炎小鼠血清中促炎细胞因子IL-1, TNFa和IL-6活性显

著地高于对照组, 而抗炎细胞因子IL-4, IL-10活性与对

照组组比较有显著性降低, 提示DNCB诱导的结肠炎

发病过程可能与促炎细胞因子的水平升高、抗炎细胞

因子水平降低有关, 即细胞因子网络平衡被破坏, 故综

合运用细胞因子, 重新建立细胞因子网络平衡, 可能是

治疗UC的一种有效途径[21-23].
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地低于对照组(图2).

3  讨论

致敏原2, 4-二硝基氯苯(DNCB)能够诱发小鼠出现结

肠溃疡. 由于DNCB是通过激活T细胞而诱导结肠炎, 
所以在发病机制上与人类的U C有一定的相似性 [5]. 
在以Ｔ细胞激活为特征的肠炎中, IL-5[9], TNFa[10-12], 
IL-1, IL-6[12]和IL-16[13]等参与, 但这些都是从UC患者

测得[9,11,13], 而与DNCB肠炎有关的细胞因子仅见报道

TNFa[10], 并且不是小鼠. 我们观察到促炎细胞因子IL-1, 
IL-6和TNFa活性升高, 而抗炎细胞因子IL-4和IL-10活
性降低, 提示结肠炎的发病可能与促炎细胞因子活性升

高而抗炎细胞因子活性降低有关. 在UC发生过程中, 免
疫系统是引起肠道炎症与损伤的重要因素[14], 细胞因子

在调节肠道免疫中既有促进炎症发展又有抗炎作用, 
促炎细胞因子IL-1, IL-6, TNFa和抗炎细胞因子IL-4, 
IL-10常处于动态平衡，如果失去平衡, 则会导致肠炎

发生[15]. IL-1是一种具有多种生物活性并能作用于体

内多种组织和器官的细胞因子, 根据等电点不同, IL-1
可分为IL-1a和IL-1β, 人体内IL-1活性主要由后者介导. 
IL-1的作用由IL-1受体拮抗剂(IL-1ra)控制, 体内外实

验均证实IL-1r a能抑制IL-1不同的生物学活性, 有研究

发现IL-1和IL-1r a之间的平衡决定IL-1对炎症过程的

促进作用[16], 在UC中IL-1可以产生对中性粒细胞等炎

A B

图 1   DNCB诱导的小鼠结肠炎病理改变 (×100 , HE染色). A: 对照组; B: 

实验组. 腺体减少, 结构紊乱, ����, ������溃疡.����, ������溃疡.���, ������溃疡.
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2006年第5届全国肝脏疾病学术研讨会议征文通知

本刊讯 为了加快国内肝病学术交流、促进我国肝病学科的发展, 由中华医学会肝病学分会、中华肝脏病杂志编辑委员会主办的

“第5届全国肝脏疾病学术研讨会议”定于2006-05在辽宁省大连市召开. 届时国内知名肝病专家将就国内外肝病研究的进展及热

点问题进行继续教育讲座, 并授予参会代表国家级继续教育Ⅰ类学分. 现将征文通知公布如下:

1 征文内容

(1)病毒性肝炎发病机制的研究进展; (2)病毒性肝炎的治疗策略; (3)乙型病毒性肝炎的长期治疗; (4)丙型肝炎的抗病毒治疗; 

(5)肝纤维化发病机制研究进展; (6)肝纤维化的防治; (7)肝硬化的规范化治疗; (8)肝细胞癌的病因学研究进展; (9)肝癌的发病

机制研究进展; (10)肝癌的早期诊断; (11)肝癌的手术治疗及方案选择; (12)肝癌的非手术治疗; (13)肝癌的生物治疗; (14)自

身免疫性肝病的发病机制; (15)自身免疫性肝病的诊断和治疗; (16)肝移植后肝炎复发的诊断预防和治疗; (17)生物人工肝的应

用及进展; (18)小儿自身免疫性肝病; (19)肝肾综合征; (20)肝功能衰竭; (21)肝干细胞的研究进展及临床应用; (22)脂肪肝及

酒精性肝病; (23)非酒精性脂肪性肝病.

    

2 征稿要求

参加会议论文要求全文(中文)及500字(词)左右中文摘要各一份, 应包括目的、材料与方法、结果、讨论, 并写清单位、作者姓名

及邮编(请自留底稿, 恕不退稿). 凡已在全国性学术会议上或全国公开发行的刊物上发表过的论文, 不再受理.

3 论文寄至地址

400010, 重庆市渝中区临江路74号, 中华肝脏病杂志编辑部收.请在信封左下角注明“会议征文”. 欢迎用软盘和电子邮件方式投

搞. 电子邮件地址: zhgz@vip.163.com. 征文截稿日期: 2006-02-28(以邮戳为准).

欢迎从事肝病临床和基础研究工作的医务人员及科研工作者踊跃投稿, 参加会议.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of stress on the expression 
of neuronal nitric oxide synthase (nNOS) in colonic nerv-
ous system in rats. 

METHODS: Thirty male SD rats were randomly divided 
into control group, stress group and NG-nitro-L-arginine 
methyl ester (L-NAME) group. The rat model of water 
immersion-restraint stress (WRS) was established. The 
expression of nNOS in colonic submucous plexus and 
myenteric plexus in the rats was examined by immuno-
histochemical staining and analyzed by computer image 
analysis system.

RESULTS: nNOS immune-positive substance was mo-
stly expressed in the neurons of submucous plexus 
and myenteric plexus. In comparison with that in contr-
ol group, the gray value of nNOS positive neurons in 
submucous plexus and myenteric plexus was signifi-
cantly decreased (P = 0.02 or P = 0.005), and the den-
sity of nNOS positive neurons was increased markedly 
(P = 0.04 or P = 0.01) in stress group. Moreover, nNOS 

expression in mucosal epithelial cells and lamina pro-
pria lymphocytes were also observed. In comparison 
with that in stress group, the gray value of nNOS posi-
tive neurons in submucous plexus and myenteric plexus 
was increased (P = 0.04), and the density of nNOS 
positive neurons was decreased (P = 0.04 or P = 0.03) in 
L-NAME group. nNOS expression was not significantly 
different between the rats of L-NAME and control group 
(P >0.05).

CONCLUSION: WRS can increase the expression of 
nNOS in colonic nervous system in rats, which suggests 
nitric oxide (NO) may play an important role in WRS-
induced function disorder of colon.

Key Words: Stress; Colonic nervous system; Neuronal 

nitric oxide synthase; Immunohistochemistry
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摘要
目的: 探讨应激对大鼠结肠神经系统nNOS表达的影响. 

方法: SD大鼠30只随机分为对照组, 应激组和L-NAME
组, 采用水浸-束缚应激(WRS)动物模型, 用免疫组织化
学ABC法检测nNOS在大鼠结肠黏膜下神经丛和肌间
神经丛的表达, 应用计算机图像分析系统对其表达进
行定量分析. 

结果: 与对照组比较, 应激组黏膜下神经丛和肌间神经
丛的nNOS阳性神经元的灰度值明显减少(P  = 0.02或P  
= 0.005), 阳性神经元细胞数的平均密度增加(P  = 0.04
或P  = 0.01), 表达增强, 且在黏膜上皮细胞、固有层淋
巴细胞也有nNOS表达. L-NAME组黏膜下神经丛和肌
间神经丛的nNOS阳性神经元的灰度值较应激组增加
(P  = 0.04), 平均密度下降(P  = 0.04或P  = 0.03), 表达减
弱, 而与对照组比较均无明显差异(P  >0.05). 

结论: 应激可引起大鼠结肠神经系统nNOS表达增强, 
提示一氧化氮(NO)在应激所致的结肠功能失调中可能
起重要作用. 

关键词�� 应激; 肠神经系统; nNOS; 免疫组化
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0  引言

肠道存在复杂的肠神经系统(enteric nervous system, 
ENS). ENS接受中枢神经系统的调控, 并通过各种神

经介质调节肠道平滑肌的运动和腺体分泌, 维持其正

常生理功能. 近年来发现应激参与肠道某些功能性疾

病、自身免疫性疾病(如肠易激综合征, IBS)的发生、

发展[1-3]. 一氧化氮(nitric oxide, NO)是一种新型气体信

号分子和神经递质, 可舒张胃肠平滑肌, 调节肠道血液

循环, 参与细胞信号传递, 在肠道的生理及病理过程中

具有重要的生物学功能[4-6]. 有关应激对神经型一氧化

氮合酶(nNOS)在大鼠肠神经系统表达的影响尚未见

相关报道. 我们采用水浸-束缚应激(water immersion-
restraint stress, WRS)动物模型[7], 应用免疫组织化学方

法, 旨在探讨应激对大鼠结肠神经系统nNOS表达的影

响, 并为IBS动物模型的制作提供新的思路.  

1  材料和方法

1.1 材料 左旋硝基精氨酸甲酯(NG-nitro-L-arginine 
methyl ester, L-NAME)购自美国Sigma公司, 使用前用

生理盐水稀释(浓度为5 g/L); 兔抗鼠nNOS多克隆抗

体(工作浓度为1∶100)和免疫组织化学试剂盒(即用

型SABC)均购自武汉博士德生物工程有限公司. 清洁

级♂SD大鼠30只(浙江省实验动物中心提供), 体质量

200-220 g, 随机分成对照组、应激组和L-NAME组, 每
组10只. 实验前大鼠禁食24 h, 禁水1 h. L-NAME组大

鼠在应激前30 min ip L-NAME 20 mg/kg, 对照组和应

激组大鼠均于实验前30 min ip等体积生理盐水. 然后

将应激组和L-NAME组大鼠束缚于鼠板上并垂直浸入

20±1℃水浴中, 水面平大鼠胸骨剑突水平, 持续4 h. 
对照组不施加应激.  
1.2 方法 大鼠用10 g/L戊巴比妥钠(30 mg/kg)颈后皮

下注射麻醉. 剖腹后在距回肠末端3 cm处剪取长度为

1.0 cm的结肠标本. 切开肠管后用生理盐水漂洗, 放入

40 g/L多聚甲醛溶液固定, 常规石蜡包埋后制作4 µm
切片, 用于HE染色和免疫组织化学分析. 免疫组织化

学采用SABC法, 主要步骤包括: 石蜡切片脱蜡、梯

度酒精脱水; 30 mL/L H2O2甲醇液室温孵育20 min灭
活内源性过氧化物酶; 枸橼酸缓冲液(0.01 mol/L, pH 
6.0)中92-100℃抗原修复20 min, 冷却; 30 mL/L正常

山羊血清37℃孵育20 min; 一抗工作液(兔抗鼠nNOS)
冰箱内4℃孵育24 h; 生物素标记的羊抗鼠IgG 37℃孵

育20 min; 链霉卵白素37℃孵育20 min; SABC室温孵

育20 min; DAB显色, 黄色或棕黄色产物为阳性标记; 

苏木素复染; 常规脱水、透明、封片; 光镜下观察. 以
0.01 mol/L PBS(pH 7.4)代替一抗作为阴性对照. 每张

切片随机连续选取不重叠的5个高倍视野(×400), 计
数每个高倍视野内黏膜下神经丛和肌间神经丛的阳性

神经元数, 取其平均值分别代表两种神经丛内阳性神

经元的平均密度(阳性神经元细胞数/高倍视野); 并用

Nikon Act-1图像分析仪和Image-Pro Plus 4.5图像分析

软件测量阳性神经元的灰度值, 取平均值代表阳性神

经元的灰度值以反映nNOS蛋白的相对含量. 
统计学处理  所有数据以均数±标准差(mean±

SD)表示, 运用SPSS 10.0统计软件进行t检验, P <0.05为
有统计学意义.

2  结果

2.1 病理组织学变化 光镜下对照组、应激组和L-NAME
组大鼠结肠组织结构完整, 均未见明显损伤性改变. 
2.2 结肠nNOS的表达 对照组大鼠nNOS免疫阳性产物

主要见于结肠黏膜下神经丛和肌间神经丛的神经元, 
定位于细胞质(图1). 应激组nNOS免疫阳性产物除在上

述结构表达外, 黏膜上皮细胞、固有层淋巴细胞也有

表达(图2). L-NAME组nNOS免疫阳性产物主要见于结

肠黏膜下神经丛和肌间神经丛的神经元(图3). 
2.3 图像分析结果 结肠黏膜下神经丛nNOS阳性神经

元灰度值和平均密度的变化: 应激组nNOS阳性神经元

灰度值较对照组明显减少(P <0.05), 阳性神经元的平均

密度高于对照组(P <0.05), 即nNOS表达增强. 与应激

组相比, L-NAME组黏膜下神经丛的nNOS阳性神经元

图 1 对照组大鼠结肠神经系统nNOS表达 (×400). A: 黏膜下神经丛;  

B: 肌间神经丛. 

A

B
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灰度值增加(P <0.05), 平均密度降低(P <0.05), 即nNOS
表达减弱. 结肠肌间神经丛nNOS阳性神经元灰度值和

平均密度的变化: 应激组肌间神经丛的nNOS阳性神经

元灰度值较对照组显著减少(P <0.01), 平均密度高于对

照组(P <0.05), 即nNOS表达明显增强. 与应激组相比, 
L-NAME组肌间神经丛的nNOS阳性神经元灰度值增

加(P <0.05), 平均密度降低(P <0.05), 即nNOS表达明显

减弱(表1).   

图 2 应激组大鼠结肠神经系统nNOS表达 (×400). A: 黏膜下神经丛;  B: 肌间神经丛. 

图 3 L-NAME组大鼠结肠神经系统nNOS表达 (×400). A: 黏膜下神经丛;  B: 肌间神经丛. 

A

表 1 大鼠结肠黏膜下神经丛和肌间神经丛nNOS阳性神经元的灰度值
和平均密度 (n  = 10, mean±SD)

                  黏膜下神经丛                         肌间神经丛

                          灰度值　　  平均密度       灰度值          平均密度

对照组    17�.1�±3.29   1.�6±0.34 173.96±4.12    7.12±1.�6

应激组    174.34±4.�4a  2.0�±0.�9a 166.36±�.2�b     �.92±1.97a

L-NAME组 17�.0�±�.07c  1.64±0.��c 172.12±4.13c     7.1�±1.1�c

分组

aP<0.0�, bP<0.01 vs 对照组; cP<0.0� vs 应激组. 
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3  讨论

NO是近年来发现的一种小分子气体信号分子和重要

的神经递质. 内源性NO以L-精氨酸(L-Arg)为底物, 在
NADPH、O2和原卟啉Ⅸ等因子辅助下, 由一氧化氮合

酶(NOS)作用下产生. NO具有高度脂溶性, 合成后以

扩散方式到达靶细胞, 与细胞中可溶性鸟甘酸环化酶

(SGC)结合, 通过改变SGC的空间构型提高酶活性, 使
细胞内环磷酸鸟苷(cGMP)生成增多, 激活依赖cGMP蛋

白激酶的钙泵, 从而参与细胞间信息传递[8,9]. NOS是NO
合成过程中唯一的限速酶, 其活性依赖于NADPH、

C a 2+和钙调蛋白 ,  可被左旋精氨酸结构类似物 (如
L-NAME)竞争性抑制[10,11]. NOS包括三种亚型: 神经型

NOS(neuronal NOS, nNOS)、内皮型NOS(endothelial 
NOS, eNOS)和诱导型NOS(inducible NOS, iNOS). 前两

者合称为结构型NOS(constitutive NOS, cNOS). 酶细胞

化学方法研究发现[12-14], NOS广泛分布于哺乳动物的肠

道组织, 但此方法不能区分cNOS与iNOS. 我们采用免

疫组化方法显示, nNOS主要分布于大鼠结肠黏膜下神

经丛和肌间神经丛神经元, 定位于细胞质. 上述结果为

揭示nNOS在大鼠肠道中的分布规律提供了形态学资

料, 并进一步证实NO是结肠重要的信号分子和神经递质. 
结肠的神经支配较为复杂, 其运动形式也比小肠

复杂且多变[15,16]. 结肠肌间神经丛包括初级、二级及三

级神经丛. 初级神经丛与二级神经丛相连形成网络, 其
神经纤维穿入环行肌, 并直接支配环行肌的运动, 而纵

行肌则由三级肌间丛支配. 肌间神经丛部分神经纤维

伸至肠黏膜后形成感觉末梢. 而黏膜下神经丛的神经

元不仅支配肠黏膜和黏膜肌层, 有些神经元还伸至肌

间神经丛. 因此, 我们推测, 在生理状态下, 黏膜下神经

丛内NO主要与结肠黏膜肌的收缩、腺体分泌和黏膜

感觉有关, 而肌间神经丛NO主要参与了对结肠环行肌

运动的调节. 
研究表明, 应激通过神经体液调节, 常导致胃肠
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功能失调, 表现为胃肠运动、分泌和消化转运时间

的改变[17-19]. 然而, 应激引起或加重结肠功能紊乱的

发病机制尚不清楚. 有关NO与胃肠动力学的研究显

示, 胃肠组织均可在cNOS催化下产生NO, 参与对肠道

平滑肌收缩的非胆碱能非肾上腺素能(nonadrenergic 
noncholinergic, NANC)神经调节: NO含量减少时, 胃肠

运动加快; 反之, 胃肠运动减慢[20]. 本研究显示, 水浸-
束缚应激后黏膜下神经丛和肌间神经丛内nNOS阳性

神经元的表达增强, 而预先用NOS抑制剂L-NAME处
理可逆转nNOS的表达结果. 我们推测, 水浸-束缚应激

状态下, 大鼠结肠黏膜下神经丛和肌间神经丛的神经

元nNOS表达增强, 由nNOS催化L-Arg生成的NO含量

增加, 扩散至周围靶细胞后, 不仅抑制平滑肌的收缩, 
导致结肠运动减弱, 而且抑制了结肠黏膜肌的收缩、

腺体分泌和黏膜感觉.  
不同的应激往往产生不同的胃肠运动效应[21-25]. 激

怒、恐惧、痛性刺激和高强度训练可使健康人的胃排

空延迟, 结肠运动增强; 动物经束缚制动、电刺激和强

迫游泳等急性应激后, 也可产生胃肠排空延迟. 近年来

研究发现应激可诱发、加重IBS的症状[26-28], 导致结肠

动力增强(腹泻型IBS)或减弱(便秘型IBS), 但至今尚无

一种成熟的IBS动物模型, 因此有关IBS发病机制的基

础研究较少. 本研究结果显示WRS后肠神经系统nNOS
表达增强, 提示应激状态下抑制性神经递质NO产生增

加, 参与了对肠道平滑肌活动的抑制, 但未引起结肠组

织学变化. 因此, 我们认为WRS可作为研究IBS肠道动

力异常的较为理想的动物模型. 
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摘要

DNA甲基化异常是胃癌发生的重要机制之一, 为了能尽早

发现并纠正DNA甲基化异常, 阻止胃癌的发生, 胃黏膜癌前

病变中DNA甲基化状态的研究日益受到重视. 众多研究表

明, 胃黏膜癌前病变中多种基因中存在甲基化异常, 而且基

因的甲基化异常程度与年龄、性别有关, 还与胃黏膜上皮细

胞是否存在活动性炎症、肠化及幽门螺杆菌感染有关. 叶酸

缺乏可导致DNA甲基化的紊乱和DNA修复机制效率的减弱, 
叶酸摄入量不足患胃癌的相对危险度增高; 胃黏膜癌前病变

患者体内叶酸不足, 黏膜细胞总基因组DNA甲基化水平下

降; 经叶酸治疗后, 体内叶酸升高, 黏膜细胞总基因组DNA
甲基化水平上升, 异型增生、肠上皮化生明显改善. 因此, 叶
酸缺乏与胃黏膜癌前病变的发生、发展有关, 及时纠正叶酸

不足, 可逆转胃黏膜的病理改变, 减少胃癌的发生.  
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0  引言

DNA甲基化 (DNA methylation) 是哺乳动物DNA复制后

调节方式之一, 也是脊椎动物DNA唯一的自然化学修饰

方式. DNA甲基化的生物学功能是影响蛋白质和DNA的

特异性结合作用, 在基因表达调控中起重要作用. 肿瘤中

DNA甲基化状态的研究颇多, 对肿瘤组织中甲基化异常

现象的解释是: (1)致癌物与DNA相互作用形成加合物阻

碍了酶活性甲基化作用, 使DNA甲基丢失; (2)致癌物又

可激发DNA的再甲基化作用, 使一些未受致癌物影响的

CpG(胞嘧啶-鸟嘧啶)序列出现新的甲基化; (3)甲基转移

酶活性增高, 导致抑癌基因启动子区域高甲基化, 抑制抑

癌基因的表达, 导致肿瘤的发生. 为了能尽早发现并纠正

DNA甲基化异常, 阻止胃癌的发生, 胃黏膜癌前病变中

DNA甲基化状态的研究日益受到重视. 胃黏膜是人体中

较早与各种有害物质直接接触的部位, 而且黏膜上皮细

胞对损害因素的反应快而强烈. 因此, 研究胃癌前病变如

萎缩、肠化、中-重度不典型增生、息肉等组织细胞中

DNA甲基化状态的变化, 也许可以找到肿瘤发生的早期

原因, 可为胃黏膜癌前病变的逆转和胃癌的防治找到措

施. 但就在胃黏膜癌前病变中DNA的甲基化状态目前尚

不十分清楚. 人们发现叶酸等维生素缺乏可引起DNA甲

基化异常. 叶酸是甲基基团的最终来源之一, 在维持DNA
甲基化中起着重要的作用 [1]. 我们就近年来对于胃黏膜癌

前病变中DNA甲基化状态、蛋白表达及与叶酸的相关性

的研究情况进行简要概述. 

1  胃癌前病变中DNA甲基化状态及蛋白表达

近年来的研究发现, 胃黏膜癌前病变中p16、hMLh1、
E-cadherin、COX-2、DAP-kinase、GSTP1、MGMT、
p14、THBS1、TIMP3、RASSFIA等多种基因中存在

CpG岛的甲基化异常. Jang et al [2]研究发现胃癌组织周围

的非肿瘤组织中黏膜存在腺体萎缩和慢性炎症时, 检测

发现该部位黏膜细胞中p16基因启动子区域呈高甲基化

和p16蛋白的低表达, 并认为前者可能是胃黏膜癌前病变

中很早发生且非常普遍的现象, 根据其严重程度对判断

胃黏膜癌前病变的预后以及预测其发生癌变的危险程度

具有积极意义. Rocco et al  [3]研究发现在胃黏膜癌前病变

的肠化细胞中和弥漫性生长的胃癌细胞中p16蛋白过度

表达, 同样地, 在分化低的胃癌细胞中p16蛋白的表达低, 
这可能反映出细胞增殖分裂中选择正确分裂增殖的压力

增大, 而发生异型增殖, 同时这样的细胞具有了一定的侵

袭性. 因此, 认为p16蛋白的表达高低与胃黏膜癌前病变

中细胞的分化程度呈正相关. To et al  [4]在对胃黏膜肠化细

胞中肿瘤相关基因的启动子区域甲基化状态的研究中发

现: (1)DAP-kinase、p14、p15和p16基因的启动子区域高

甲基化非常普遍; (2)E-cadherin和hMLH1基因的启动子

区域高甲基化也时常发生; (3)GSTP1基因的启动子区域

不存在高甲基化. 因此, 认为肿瘤相关基因的甲基化异常

是胃黏膜上皮细胞肠化并向癌变发生、发展过程中普遍

存在的现象. 为找到在胃癌发生、发展过程中始终存在

基因CpG岛的甲基化异常, Kang et al  [5]进行了79例胃息

肉、57例胃黏膜肠化、74例慢性胃炎、80例原发性胃癌

的研究, 结果发现: (1)只在胃癌中存在GSTP1和RASSFIA
基因甲基化异常; (2)在胃炎、黏膜肠化和息肉中显示

COX-2、hMLH1和p16基因低甲基化状态, 而在慢性胃炎

中这些基因呈现明显的甲基化异常; (3)MGMT基因在胃

黏膜的四种损伤中均呈现相似的较低(8.8-21.3%)的甲基

化异常; (4)APC和E-cadherin基因在胃黏膜的四种损伤中



均呈现程度相似的较高比例 (53-85%) 的甲基化异常; (5) 
DAP-kinase、p14、THBS1和TIMP3基因在胃癌发生、发

展的过程中其甲基化异常程度呈现逐渐明显的趋势. 通
过上述结果, 作者提出在胃癌发生、发展的过程中基因

的甲基化异常始终存在且呈逐渐加重的趋势, 基因甲基

化异常累积的结果导致了肿瘤的发生.
不仅胃黏膜病变中存在DNA甲基化异常, 蛋白表达

异常, 而且研究发现这种异常与年龄、性别有关. Waki 
et al  [6]研究了胃黏膜癌前病变中E-cadherin、hMLH1、
p16基因的甲基化状态, 发现22岁以下的尸解测试者胃黏

膜癌前病变的细胞中E-cadherin、hMLH1、p16基因启动

子区域未被甲基化, 而45岁以上的尸解测试者胃黏膜癌

前病变的细胞中E-cadherin、p16基因启动子区域被甲基

化修饰的分别占86%和29%. 手术切除后的胃癌旁组织癌

前病变细胞中E-cadherin基因被甲基化修饰的占47-67%, 
hMLH1占47-67%, p16占22-44%. 在尸解测试者中无论年

龄大小均未发现hMLH1被甲基化修饰, 而手术切除后的

胃癌旁组织癌前病变细胞中能检测到被甲基化修饰, 说
明测定hMLH1甲基化状态可用于胃黏膜癌前病变严重程

度的判断, 以及是否已是早癌的判断. Kang et al [7]对慢性胃

炎胃黏膜上皮细胞中COX-2、DAP-kinase、E-caderin、
GSTP1、MGMT、hMLH1、p14、p16、THBS1、TIMP3
和RASSFIA  11个基因进行研究, 发现基因CpG岛的甲基

化异常与患者的年龄、性别有关, 还与胃黏膜上皮细胞

是否存在肠化、活动性炎症有关. 随着年龄的增加, 基因

的甲基化异常程度增加, 尤其在男性患者, 以及合并有胃

黏膜上皮细胞有肠化和活动性炎症的情况下, 这类现象

更为严重. Tamura et al  [8]对慢性胃炎、胃癌和癌旁组织

细胞中APC、DAP-kinase、DCC、E-caderin、GSTP1、
hMLH1、p16、PTEN、RASSFIA、RUNX3和TSLC1基
因的甲基化状态进行研究, 除RUNX3和TSLC1基因外, 其
他的基因启动子区域的甲基化异常在慢性胃炎和肿瘤组

织中有明显的差异. 因而, 认为RUNX3和TSLC1基因甲基

化异常始于胃黏膜上皮细胞中, 且随着患者年龄的增加

而加重, 最终导致该基因的表达缺失, 使黏膜上皮细胞发

生癌变. RUNX3和TSLC1基因表达在正常胃黏膜上皮细

胞中存在, 而在胃癌和癌旁组织细胞中均缺失, 因此, 认
为临床上可通过检测RUNX3和TSLC1基因是否表达来

作为胃癌的一种分子生物学诊断方法. 还提出通过检测

hMLH1和p16基因的甲基化状态可预知胃癌的转移侵袭

能力的大小. 
胃黏膜癌前病变中蛋白表达异常还与幽门螺杆菌感

染有关. Shirin et al  [9]研究发现合并幽门螺杆菌感染的慢

性胃炎中p16基因蛋白呈过度表达, 并促使胃黏膜上皮细

胞的凋亡. 
因此, DNA的甲基化异常存在于非肿瘤细胞中, 存在

于细胞的衰老过程中, 存在于胃癌发生、发展的早期阶

段, 而且非常常见[10,11]. 

2  叶酸与胃癌前病变中DNA甲基化异常的相关性

叶酸为B族维生素, 主要存在于蔬菜和水果, 人体自身不

能合成叶酸, 必须从膳食获取, 若蔬菜和水果摄入不足, 
极易造成叶酸缺乏. 人们最初认识叶酸与疾病的关系是

因为缺乏叶酸能引起巨幼细胞性贫血, 随后发现, 叶酸缺

乏还可以引起先天性缺陷和心血管系统疾病. 最近研究

表明, 在人体细胞中, 为消除因体内、外各种因素导致的

DNA损伤, 修复机制必不可少, 叶酸缺乏导致DNA甲基

化的紊乱和DNA修复机制效率减弱. 体内、外实验都证

实, 叶酸缺乏还可致DNA低甲基化和染色体损害[12]. 如
叶酸缺乏可导致P53编码区域的低甲基化, 相反, 补充叶

酸又可恢复这个区域的甲基化状态[13], 因此, 认为叶酸缺

乏将给人体健康带来潜在的危险, 可能与人类肿瘤的发

生有关. 
那么, 叶酸是如何维护基因甲基化状态和蛋白表达

的呢？叶酸通过提供或接受一碳单位在许多生化反应中

发挥其辅助因子的作用, 以5-甲基-THF形式存在的叶酸

在蛋白质转变为S-腺苷甲硫氨酸 (SAM) 中起重要作用. 
SAM是DNA甲基化作用的直接甲基提供者. 亚甲基四氢

叶酸还原酶 (MTHFR) 在S-腺苷甲硫氨酸形成过程中起

关键作用, 该基因有两个常见多态即C677T和A1298C, 前
者位于催化区而后者位于活化调节区. 已有许多分子流

行病学研究探讨MTHFR基因多态与肿瘤发病风险的关

系. Ma et al [14]报道一个随访了12 a的研究, 其中含有202
例结肠癌和326例正常对照, 结果发现C677T变异显著降

低, 结肠癌的发病风险同样显著降低. 而C677T变异显

著降低受到叶酸摄入量的影响. 他们提出, 叶酸充足时, 
MTHFR基因型变异降低, 肿瘤发病风险也降低, 是因为

在这种情况下既有足够的甲基供体保证正常甲基化, 又
由于MTHFR活性降低而抑制了5-甲基四氢叶酸通路, 使
DNA正常合成和修复得以加强. 然而, 当叶酸摄入不足时

变异基因型携带者可能既有DNA甲基化异常又有DNA合

成/修复异常, 从而导致细胞癌变风险增加. Mayne et al  [15]

在美国进行的一项关于饮食营养素摄入与食管癌及胃癌

发病风险的研究中发现, 叶酸摄入量最低的人群患食管

腺癌、食管鳞癌、贲门癌及胃癌的相对危险度比叶酸摄

入量最高的人群分别高出2.08倍、1.72倍、1.37倍和1.49
倍. Fang et al [16,17]研究发现, 人胃癌灶总基因组DNA甲基

化水平降低, 也发现低甲基化的胃癌患者, 血浆叶酸水平

较低, 这证实叶酸维持的甲基化作用的降低, 是人胃癌发

生的机制之一. 
为进一步明确人胃癌发生中维生素含量和DNA甲

基化水平与模式的变化及维生素对癌前疾病的干预作

用, 房静远 et al [18](1) 以微量生化法检测了56例慢性萎

缩性胃炎(CAG)、6例胃溃疡和27例胃癌及45例健康成

人的血浆叶酸及部分检测了供应病灶的动脉和所属静脉

血中叶酸及胃手术标本不同部位和活检胃黏膜细胞内叶

酸的变化. (2)分别采用甲基化酶孵育、 3H-SAM掺入法
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及Southern blot法观察了慢性胃炎、胃癌患者总基因组

DNA、c-myc、c-Ha-ras癌基因的DNA甲基化水平的改变

等. (3)分别以叶酸对中重度慢性胃炎行临床干预. 结果表

明, 胃癌患者血浆、胃黏膜细胞的叶酸水平明显低于正

常人; 其总基因组DNA甲基化水平下降, 癌区和癌旁区的

c-myc、c-Ha-ras癌基因片段DNA甲基化水平下降, 且甲

基化水平降低情况与血浆叶酸降低有关. 慢性胃炎经叶

酸干预半年后, 血及胃黏膜组织和细胞内相应的叶酸升

高及总基因组DNA甲基化水平上升, 异型增生、肠上皮

化生改善明显. 朱舜时 et al  [19,20]就叶酸对胃癌和其他胃肠

道癌发生的干预作用进行了7 a随访, 证实叶酸对胃肠道

癌的发生有干预作用, 叶酸可治疗萎缩性胃炎, 改善胃黏

膜病理. 他认为补充叶酸可以影响胃黏膜基因调控, 减轻

损伤, 抑制增殖, 使萎缩、肠化及异型增生明显改善, 从
而阻断胃癌癌前病变的进展.  

总之, 叶酸在基因甲基化修饰和保持基因组稳定性

方面具有重要作用. 因此, 对于癌症发生的高危人群在明

确其DNA甲基化情况的前提下, 补充叶酸是一种明智的

选择, 对于胃癌前病变采用叶酸治疗, 不仅有使萎缩、肠

化及异型增生改善的作用, 更有可能预防胃癌的发生. 由
于这方面的研究工作较少, 尤其叶酸缺乏如何导致DNA
甲基化异常?补充叶酸治疗后DNA甲基化状态是否得到

改善?哪些基因的甲基化状态更易受到叶酸缺乏的影响?
能否在其中选择一种基因, 通过检测其甲基化状态和血

液中叶酸水平作为临床诊断、治疗、预后判断的依据?
等等, 有许多理论有待完善, 因此, 深入的研究DNA甲基

化、叶酸与癌前病变的关系对于逆转癌前病变, 预防肿

瘤的发生有重要意义. 
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摘要 

细胞凋亡是急性胰腺炎时的一个重要病理特征, 可在多脏器

中出现, 直接关系着病情的进展变化. 它主要由凋亡相关基

因控制, 但也受炎症介质的影响. 我们就急性胰腺炎时主要

的炎症介质(如一氧化氮、肿瘤坏死因子α、转化生长因子

β1、白细胞介素10、核转录因子-κB等) 在参与细胞凋亡作

用的方面作一综述.

关键词:  急性胰腺炎; 急性脑损伤; 发病机制
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0  引言

凋亡(apoposis)是一种主动的、由内在基因调控的不同

于坏死的细胞死亡形式. 细胞凋亡在生命过程中具有

重要的生物学意义, 它严格控制着细胞死亡和增殖的

平衡. 其形态学表现过程为有完整的细胞膜、细胞体

积缩小、胞核固缩、凋亡小体形成, 但线粒体和酶原

颗粒完整. 因此, 凋亡与坏死的最大本质区别是前者不

引起或很少引起炎症反应. 
急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是临床常见急

腹症之一, 根据病情轻重分为急性轻症胰腺炎(mi ld 
acute pancreatitis, MAP)和重症急性胰腺炎(severe acute 
pancreatitis, SAP); 又根据病理类型可分为急性水肿性

胰腺炎(acute edematous pancreatitis, AEP)和急性坏死

性胰腺炎(acute necrotizing pancreatitis, ANP). AP多数

为自限性疾病, 约15-20%患者的病情可能恶化, 并出现

局部并发症或器官衰竭, 最终发展成为SAP. SAP的最

终结果总是局部和全身性炎症反应, 这与炎症介质的

过度生成有关[1]. 目前认为MAP之所以发展成为SAP是
由于异常激活的胰酶在造成胰腺损伤的同时, 激活了

胰腺内及胰腺外的炎症细胞释放炎症介质, 从而形成

SIRS和MOF[2]. 以往认为急性胰腺炎中细胞的死亡方

式是坏死, 近年来发现急性胰腺炎与胰腺腺体细胞凋

亡有关[3-5], 细胞凋亡参与了急性胰腺炎的发病[6, 7]. 胰
腺腺泡细胞的不同死亡方式即细胞凋亡、细胞坏死与

胰腺炎的病情轻重有关, 胰腺腺泡细胞凋亡可能是胰

腺炎发生后对机体较为有利的一种反应[8-10]. 同时, 很
多研究发现在SAP引起的全身并发症中, 胰腺外脏器

如肝脏、小肠、肾脏、肺、心脏、胸腺等也存在着细

胞凋亡, 并且其程度与脏器损伤程度密切相关[11-16]．

细胞凋亡主要受基因调控, 但在众多研究中也发现AP
时细胞损伤释放的一些无机小分子、细胞因子、炎症

介质及毒性物质作用均会影响细胞的凋亡. 这些细胞

活性分子及一些应激因素参与细胞的凋亡过程, 在引

导细胞凋亡的基因调控方面具有重要的意义, 起到间

接调控作用, 也是急性胰腺炎时细胞凋亡的重要参与

者, 其作用不容忽视. 我们就AP时主要的炎症介质在

参与细胞凋亡作用方面作一综述.

1  一氧化氮 (nitric oxide, NO)

NO是一种无机小分子化合物, 在人体正常功能调节和

许多疾病的发生中起着十分重要的作用, 具有复杂的

生物学活性. 催化NO产生的NO合酶广泛存在于哺乳

动物的组织和细胞中, 有两种形式: 原生型(cNOS)和诱

生型(iNOS). NO对机体的作用具有两面性[17], cNOS催化

生成的小剂量NO常有细胞保护作用, 而iNOS激活生

成的大量NO与许多疾病的发生相关[18]．从诱导出现

ANP后5 min, 就开始持续产生大量的NO, 通过产生过

氧化的硝酸盐或其毒性中间产物损伤组织细胞, 加重

了胰腺的损伤[19]. 此外, 过量NO促进了ANP所致的肺

损伤[20], 其诱发产生大量的细胞因子又加重对肾脏的

损伤[21, 22]. 同时, 小剂量NO具有保护作用, Werner 
et al [23]证实小剂量的NO可改善AP时的微循环障碍, 保
护内皮细胞, 维持血管壁的完整性, 增加毛细血管血

流, 间接或直接保护胰腺细胞, 提供外源性NO可明显

减轻实验性急性胰腺炎的损伤程度, 而阻断内源性NO
则显著加重许多损伤因子所致的胰腺损伤[24]. 

Fehsel et al [25]通过实验发现外源性NO或由细胞因

子、细菌毒素诱导iNOS生成后再合成释放的内源性

NO均能有效地诱导胸腺细胞凋亡, 并提出NO能诱导

其他多种类型细胞凋亡, 从此人们开始关注NO与细胞

凋亡的关系. 许多研究发现急性胰腺炎时血清NO水平



均有不同程度的下降, 其下降程度跟病情呈正相关, 低
水平的NO往往预示着炎症程度重、预后差. Kaneto 
et al [26]对大鼠胰腺分离出的胰岛B细胞进行研究, 发现

高浓度NO会出现细胞凋亡. 用升高血清NO的方法常

能减轻AP的炎症反应, 提高实验对象的生存率. 刘牧

林 et al [27]应用外源性NO生成剂及NO抑制剂对ANP小
鼠进行实验性治疗, 结果发现应用外源性NO生成剂组

NO含量较高, 平均生存时间长, 而用NO抑制剂组NO
降低更明显, 血清TNF值升高, 病理坏死严重, 平均生

存时间缩短, 因此认为NO参与AP的病情调控演变, 并
且有一定的治疗作用, 推测这可能跟NO促进部分胰腺

腺泡细胞凋亡, 限制了炎症反应的扩大有关. NO能通

过一系列途径诱导胰腺细胞凋亡[28], 主要有: (1)通过

sGC-cGMP途径调节细胞凋亡, 使胰腺微循环改善; (2)
通过活性氧中间物(ROI)途径诱导细胞凋亡, 抑制中性

粒细胞(PMN)在胰腺内积聚; (3)通过破坏能量代谢途

径导致细胞凋亡, 使感染得以控制; (4)通过基因调控途

径调节细胞凋亡与p53表达.
 
2  肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis factor-alpha, TNF-α)

TNF-α是主要由活化的单核/巨噬细胞分泌的细胞因主要由活化的单核/巨噬细胞分泌的细胞因

子, 具有多种生物学活性, 与胰腺炎症程度密切相关. 
SAP患者血清TNF-α较MAP患者高, 且两者均较正常

对照组明显增高, 而治疗后两者均明显下降[29]. TNF-α
与细胞凋亡的关系密切相关. Bhatia et al [30]在AP大鼠

血清和胰腺组织中测到TNF-α的表达, 认为TNF-α通过

诱导胰腺腺泡细胞凋亡, 降低AP的严重程度. Yasuda 
et al [31]在AP小鼠胰腺组织上测到TNF-α mRNA的表达, 
认为TNF-α可通过诱导胰腺腺泡细胞凋亡减少消化酶

的产生, 改善预后, 因此起防御作用. 常华 et al [32]对AP
胰腺细胞凋亡与TNF-α之间的关系进行了研究, 发现

胰腺炎组大鼠术后1 h凋亡细胞进行性增多, 6 h后减

少, 6 h凋亡指数显著高于3 h、12 h, TNF-α浓度3 h、
6 h较1 h明显降低, 12 h较6 h明显升高, 认为诱导胰腺

细胞凋亡是TNF-α参与AP发病机制的一个重要因素, 
这种作用与TNF-α自身的浓度有关. 张永宏 et al [33]认

为血清TNF-α对细胞凋亡调控表现出双面性, 即低浓

度的TNF-α能诱导细胞凋亡, 促进炎症愈合; 而高浓度

的TNF-α则导致胰腺腺泡细胞坏死. Malka et al [34]通过

观察不同浓度TNF-α处理的AR4-2J细胞时发现, TNF-α
在>10 μg/L时, 才能诱导AR4-2J细胞的凋亡, 在100 μg/L
时, 诱导凋亡达到最大程度(40%), 在10-100 μg/L范围

内其诱导凋亡效应呈时间-剂量依赖性. 胰腺腺泡细

胞膜上存在着TNF-α受体，单核巨噬细胞被激活释放

低浓度的TNF-α, 与其受体细胞结合诱导细胞凋亡; 大
量的TNF-α进一步激发一系列级联反应, 诱导IL-1、
IL-6、IL-8等的表达[33], 使细胞因子过度激活引起胰腺

细胞坏死, 最终导致胰腺及胰腺外组织的损伤, 而在敲

除TNF-α受体的AP动物中观察不到胰腺细胞凋亡[16].
Kimura et al  [9]在蛙皮素诱导的胰腺炎大鼠模型中应用

TNF-α拮抗剂，能抑制胰腺细胞凋亡. TNF-α亦参与

AP时其他脏器的凋亡过程. 张刚 et al  [35-37]在ANP引起

的肺损伤中发现肺内TNF-α基因转录表达过度上调, 
而肺内细胞凋亡指数与TNF-α mRNA水平呈负相关, 
过度表达的TNF-α可能使肺内的中性粒细胞凋亡延

迟, 因而认为TNF-α的过度生成是中性粒细胞延迟凋

亡的部分原因. TNF-α引起细胞凋亡的机制可能通过

激活T细胞表面的Fasl配体, Fasl配体再与胰腺细胞膜

上的TNF-α受体结合促使细胞凋亡. Satoh et al  [38]认为

TNF-α也可通过激活富含脯氨酸的酪氨酸激酶-2途径, 
引起细胞支架的结构破坏, 并可通过蛋白激酶C介导的

不同机制触发细胞的死亡信号, 达到凋亡的目的. 

3 转化生长因子β1 (transforming growth factor-β1, TGF-β1）

TGF-β1是一种调节细胞增殖、分化及细胞间基质表

达的一类多功能细胞生长因子, 与纤维化关系最为密

切. 同时, 又可抑制肝细胞、胃肠道上皮细胞等多种细

胞的增殖, 跟细胞凋亡密切相关, 是一种正性细胞凋亡

触发因子. 在AP大鼠模型中发现, 巨噬细胞诱导产生

的TGF-β1是使AP时肝细胞发生凋亡的重要因素[39,40]. 
Takeyama et al [41]研究SAP大鼠时发现肝细胞有凋亡发

生, SAP并发的腹水具有诱导肝细胞凋亡的作用, 肝细

胞凋亡和肝细胞损伤可以被IL-1转化酶抑制剂所缓解, 
中和转化生长因子β(TGF-β)可以部分的阻止凋亡的发

生, 研究人员认为在SAP时肝细胞凋亡的发生与腹水

中的TGF-β有关. 在雨蛙肽诱导的AP大鼠模型中发现

TGF-β1以促进腺泡细胞凋亡的方式来清除受损的腺

泡细胞, 能减轻AP的炎症反应. 用抑制TGF-β的方法不

仅能减轻其导致的胰腺纤维化, 同时也能保护胰腺细

胞过多凋亡引起的慢性损伤, 说明TGF-β1又有促进胰

腺腺泡细胞凋亡的作用[42]. TIEG(TGF-β诱导的早期基

因)是一种TGF-β调控的锌指编码基因, 存在于正常人

胰腺外分泌导管细胞和腺细胞群, 与胰腺炎的凋亡有

关[43]. 研究发现, 经TGF-β处理的胰腺外分泌细胞可见

TIEG 表达上调且细胞凋亡率增加[44], 说明TGF-β诱导

细胞凋亡的可能机制是诱导TIEG的表达增加. 另外, 
有学者[45]提出TGF-β1虽能诱导胰腺细胞的凋亡, 但并

不是诱岛胰腺细胞凋亡的主要因素, 因为在对SAP大在对SAP大对SAP大
鼠的研究中发现TGF-的研究中发现TGF-研究中发现TGF-β1有明显的表达, 但其表达的规

律与Bax基因蛋白表达的规律不一致. 这可能跟胰腺细

胞凋亡的多因素、多途径有关.

4  白细胞介素10 (interleukin-10, IL-10)

IL-10是以抑制Th1细胞克隆细胞因子合成为特点的多

2774                           ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R               世界华人消化杂志     �00�年1�月1�日    第13卷   第�3期



效免疫调节因子, 主要由Th2细胞产生, 通过抑制NO和

TNF的产生及氧自由基的释放, 降低多核粒细胞, 单核

粒细胞和巨噬细胞的功能, 起到抗炎性作用. IL-10与
急性胰腺炎有密切关系, 内源性或外源性IL-10可以抑

制单核细胞和巨噬细胞的活性, 从而抑制这些细胞释

放促炎因子, 调节全身免疫反应及炎症反应, 对胰腺具

有保护作用. Rongione et al  [46]在用蛙皮素诱导AP的大

鼠中发现, 注射IL-10后, 血浆淀粉酶浓度明显下降, 胰
腺组织水肿、炎症浸润减轻、空泡形成减少, 而且血

浆中检测不到TNF-α, 说明IL-10在发生AP时能减轻胰

腺炎症的严重程度. 近年来发现, 这种保护作用可能与

促进细胞凋亡相关. 谷俊朝 et al  [47]发现AP大鼠早期给

予IL-10治疗组肝组织中Bcl-2表达增强, Bax表达降低, 
肝细胞凋亡减少, 因而说明IL-10可能通过改变凋亡调

控基因的表达, 达到促进细胞凋亡的目的. 张宏杰 et 
al [48]将SAP模型大鼠分成IL-10预防组(术前1 h腹腔注射

IL-10 150 kU，之后每2 h给一次)、IL-10治疗组(术后1 h
腹腔注射IL-10 150 kU, 之后每2 h给一次）、对照组, 
发现用IL-10干预的SAP大鼠坏死程度较对照组明显

减轻, 血淀粉酶、脂肪酶、iNOS也较对照组明显降低, 
且干预组高表达TGF-β1, 凋亡率显著增加. 因此, 认为

IL-10不仅诱导机体大量合成TGF-β1, 降低iNOs的产生

来阻断SAP的发展, 而且也通过胰腺细胞的凋亡来减

少其坏死, 控制炎症程度. IL-10促使细胞凋亡的机制

目前还不甚清楚, 可能与改变凋亡基因的表达, 提高局

部TGF-β1的浓度及抑制炎症介质的释放有关. 

5  核转录因子-κB (nuclear factor-kappa B, NF-κB)

NF-κB最初从B淋巴细胞核中提取而出, 是一类主要参

与炎性分子表达调控的转录因子[49,50]. 他是能与某些基他是能与某些基是能与某些基

因启动因子及增强子区的κB序列结合的蛋白质, 他能他能能

启动或增强基因的转录[51-54]. 随后发现它存在于多种于多种多种

细胞中, 参与多种生理、病理过程的调控, 是一种多向

性、多效性调控因子, 在机体的炎症反应、凋亡调控

等方面发挥重要作用. 近年来, NF-κB在AP发病机制中

的作用成为一个新的研究热点. 有动物实验研究表明, 
AP时应用NF-κB抑制剂能抑制炎症因子的表达和释

放, 可以使胰腺细胞凋亡增加, 坏死细胞减少, 减轻动

物SAP模型的病情及降低实验组动物组死亡率[55-57]. 裴
红红 et al [58, 59]通过大鼠的动物实验发现NF-κB参与了

水肿性和坏死性胰腺炎的发病, 水肿型胰腺炎较坏死

性胰腺炎NF-κB表达强度明显减弱, 认为可能是由于

水肿型胰腺炎时存在着细胞凋亡的保护机制所引起. 
因此，NF-κB有一定的抗凋亡作用.

NF-κB参与抗凋亡作用的途径有: (1)通过调控多

种基因转录及蛋白表达, 包括黏附因子、细胞因子

等. Satoh et al [60]发现SAP发生后, NF-κB活化显著增加, 

NF-κB活化有时间依赖性, 随着时间增加而活化增强, 
NF-κB的异常活化可促进前炎症因子(TNF-α、IL-1、
IL-6)等炎性基因的转录, 而TNF-α、IL-1作为细胞外

刺激信号又可激活NF-κB的表达, 进一步放大炎症反

应. SAP时肝脏NF-κB的活化促进了细胞间黏附分子

-1(ICAM-1)的表达, 进而导致多形核粒细胞在肝组织

中聚集, 从而引起肝损伤[61]. NF-κB诱导产生的黏附因

子及细胞因子, 不仅抑制了腺泡细胞的凋亡, 促进炎症

的扩大, 也引起了胰腺外的损伤. (2)通过诱导TNF-α
抑制胰腺细胞的凋亡. 腺泡细胞膜上存在T N F-α受

体，TNF-α与其结合后能诱导NF-κB激活再次产生、

释放TNF-α[62]，损伤组织．TNF-α能抑制凋亡蛋白酶

caspse-δ的活化，NF-κB通过操纵caspse-δ的活化抑

制胰腺细胞的凋亡[63]. (3)与凋亡调控基因有关. Haddad  
et al [64]发现在肺泡Ⅱ型上皮细胞凋亡过程中NF-κB能
上调Bcl-2的表达, 同时还能下调Bax,  参与抗凋亡过

程. Wang et al [65]证实NF-κB能通过激活Bcl-2家族中的

A1/BFI-1在抗凋亡中发挥作用. 因此，NF-κB主要通过

上调Bcl-2、Bcl-XL基因启动抗凋亡作用, 同时也抑制

P53、Bax基因表达抑制诱导的凋亡作用[66].

6  其他

血小板活化因子(PAF)是由胰腺细胞或导管细胞产生

的, 具有活化中性粒细胞功能, 并使之通过释放过氧化

氢、一氧化氮等物质诱导细胞坏死或细胞凋亡而导致

细胞死亡. 用PAF的拮抗剂(BN52021)治疗用蛙皮素诱

导的鼠胰腺炎, 既减少了细胞凋亡, 也减少了细胞坏死
[67]. 黏附分子也与凋亡有关. ANP时细胞黏附分子的异

常表达, 致使上皮细胞与细胞基质间连接破坏, 从而参

与了肠黏膜上皮细胞凋亡, 增加了肠黏膜上皮细胞凋

亡[68]. IL-1在急性胰腺炎的发病过程中起重要作用, 其
浓度与死亡率呈正相关[69]. Fink et al [70]用雨蛙素诱导大

鼠胰腺炎, 通过注射抗血清去除中性粒细胞和巨噬细

胞降低胰腺组织中的IL-1β, 结果IL-6水平明显降低, 胰
腺组织损伤明显减轻. 另有实验证据表明白细胞介素

-1β转化酶抑制剂有显著地减轻急性胰腺炎大鼠的病

情并能提高其生存率的作用, Rau et al  [71]发现这种作用

跟限制腺泡细胞的坏死程度相关, 但机制尚不清楚, 可
能与凋亡有一定的联系. IL-6也是AP时一种重要的炎

症介质, 在SAP大鼠模型中能发现其水平明显升高[72]. 
余少鸿 et al  [73]用大黄素治疗SAP大鼠, 发现大黄素能

明显抑制TNF-α、IL-6的释放, 诱导受损胰腺细胞的

凋亡, 从而改善SAP的病情发展. 但IL-6与腺泡细胞凋

亡的具体关系尚不清楚, 有待进一步研究. IL-8、白三

烯、磷脂酶A2、血栓素A2等也是AP时重要的炎症介

质, 对其发展变化及转归也起重要作用[74], 但在参与细

胞凋亡方面意义尚不明确．
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总之, 细胞凋亡是一个复杂的生物学表现, 其调控

虽受凋亡相关基因主导, 但却受各种诱导因素的影响. 
值得注意的是, AP时细胞凋亡并不是由某种影响因素

单独发挥主要作用, 而是各因素综合作用的结果, 它
们之间的关系更是一个网络式的结构. 目前各方面报

道均表明, AP时应用各种方法来诱导细胞凋亡能控制

SAP病情的发展, 有利于治疗, 但尚处于研究起步阶段. 
研究AP时炎症介质与细胞凋亡的关系有利于我们了

解AP的发病过程, 并能为科学地寻找有效的治疗方法

提供思路，从而提高临床上SAP的治疗水平.
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摘要 

国内外的研究都表明, 宿主对HBV各种抗原产生不同程度的

免疫耐受, 目前治疗乙肝的药物疗效均有限. 过继免疫疗法

因其有希望从源头上解决免疫耐受的问题, 故在慢性乙肝治

疗上有很好的应用前景. 我们就过继免疫在乙肝治疗中的研

究及其临床应用前景进行了回顾和展望.
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0  引言

目前, 多数学者认为HBV感染慢性化的主要机制是宿主

对HBV各种抗原产生不同程度的特异性免疫无应答, 即
免疫耐受. HBV可以经胎盘传染胎儿, 胎儿免疫系统尚未

发育成熟, 体内HBV特异性T细胞因阴性选择而导致克隆

清除. 多数实验结果表明成人感染HBV的免疫耐受主要

机制为个体免疫系统不健全. 如Th1/Th2细胞失衡, HBV感

染免疫细胞等. 总体来说, 乙肝慢性化与个体特异性免疫

功能减弱有关. 过继免疫治疗(adoptive immunotherapy)是
将体外激活的免疫活性细胞或细胞因子进行免疫性转移, 
输给肿瘤或感染病毒的宿主, 使他们在体内产生协同作他们在体内产生协同作们在体内产生协同作

用, 由免疫活性细胞杀伤、溶解肿瘤或病毒感染的细胞,、溶解肿瘤或病毒感染的细胞,溶解肿瘤或病毒感染的细胞, 
直接或间接地介导机体的抗肿瘤或抗病毒效应. 过继免

疫疗法因为可以借正常个体的免疫功能来协助或纠正有

免疫功能障碍的患者, 故在慢性乙肝治疗上有较好的应

用前景. 我们将对此进行综述.

1  骨髓移植 (BMT) 疗法

既往临床观察表明, 一些合并HBV感染的血液病患者接

受乙型肝炎表面抗体(抗-HBs)阳性供者骨髓后, 在造血和

免疫功能重建的同时, 其体内的HBV也被清除. 近年来,   
随着研究者对这一现象的认识逐渐深入, 有关研究报道

不断增多[1-3]. Shouval et al [4]研究发现: 用重组的乙型肝炎

表面抗原(HBsAg)免疫供者小鼠, 然后将其骨髓移植给

免疫抑制的受者小鼠, 受者体内可检测到抗-HBs, 提示供

者对乙型肝炎的免疫功能已转移到受者体内. Lau et al [5]

报道21例合并HBV感染的患者, 其中5例接受抗-HBs/抗
-HBc阳性的骨髓移植, 2例产生持续的HBsAg阴转和抗

-HBs阳转, 这2例患者移植前HBeAg和HBV DNA均为

阴性, 且均为成年人; 1例发生一过性阴转. 而2例未发生

阴转者均为儿童, 且病毒为高复制, 其中1例患者与供者

HLA抗原有2个位点不一致, 另1例接受经疫苗免疫产生

抗-HBs的供者骨髓. 另16例接受抗-HBs阴性供者骨髓的

患者, 无一例发生阴转, 说明过继免疫在HBV的清除中起

重要作用, 但也可能存在其他因素的影响, 如病毒复制的

水平, 获得免疫的方式等. 随后Lau et al [6]又观察了13例接

受抗-HBs阳性供者的骨髓, 其中抗-HBs/抗-HBc阳性6例, 
抗-HBc阳性7例, 4例HBsAg阴转, 抗-HBs转阳, 且全部都

是接受抗-HBs/抗-HBc阳性骨髓的患者; 而7例接受仅抗

-HBs阳性的患者无一例阴转, 故有人认为疫苗免疫对于

HBV的清除是不足的, 而且发生清除的时间一般在BMT
后3-6 mo. Lau et al [7]研究受体体内淋巴细胞后, 发现了受

体体内T淋巴细胞来源于供体, 并且是针对核心C抗原, 而
不是针对表面抗原, 这证明了上述现象发生的机制. 对于

合并HBV感染的需移植者, 接受BMT后, 常需要大剂量的

免疫抑制剂治疗, 这很可能诱发肝炎的活动, 甚至发生重

型肝炎. Caselitz et al [8]研究认为在合并HBV感染的移植

患者中, 由于肝衰竭引起死亡的可能性至少部分与HBV
的再活动有关. Chen et al [9]报告了43例接受BMT的HBV
感染者, 其中32例接受异基因BMT, 11例接受自体BMT. 
随访1-11 a, 接受异基因BMT的患者有26(81.3%)例发生

肝功能损害, 5例发展为暴发型肝炎; 在接受自体BMT的
患者有4(36.4%)例发生肝功能损害, 无一例发生暴发型肝

炎, 提示自身移植的安全性较高. Lau et al [5]报道4例接受

抗-HBs阳性供者的骨髓发生HBV清除的患者中, 虽然均

出现不同程度的肝损害, 但没有出现暴发型肝炎, 原因可

能与细胞毒性T淋巴细胞(CTL)的非细胞毒性作用机制有

关. 反之, 乙肝抗体阳性的患者接受乙肝病毒携带者骨髓

移植, 则有发生爆发型肝炎的报道型肝炎的报道肝炎的报道[10]. 
不少研究者[11-13]发现: 骨髓移植致死性并发症中, 肝

损害, 特别是在HBV阳性患者中, 是主要诱发因素. 如何

防止和减少HBV感染者接受BMT后发生肝脏损害, 是目

前需要解决的一个问题. Daily et al [14]报道, 应用丙种球蛋

白肌注能起到预防作用. 最近, Lau et al [5]报道应用泛昔洛

韦降低合并乙型肝炎的血液病患者的病毒水平, 可减少



肝脏损害的发生率. 拉米夫定在防止骨髓移植肝损害及

乙肝复发上, 作用最为肯定[15-18]. 
上述研究表明, 接受BMT后的HBsAg阴转率明显高

于自发的转换率或应用干扰素后的阴转率, 在目前尚缺

乏有效清除HBV治疗手段的情况下, BMT过继免疫给我

们提供了一种治疗慢性乙肝的思路.. 

2  外周淋巴细胞输注 (PBLs) 疗法

2.1  LAK细胞疗法 1970年后Morgan年后MorganMorgan et al [19]发现白细胞

介素-2(IL-2)对T淋巴细胞具有扩增和激活作用. 1982年
Rosenberg et al [20]发现: 正常人和肿瘤患者的外周血单核

细胞在含IL-2的培养基中, 经2-3 d时间培养后出现显著

的杀伤活性, 后将这种细胞称为淋巴因子激活的杀伤细

胞即LAK细胞. 1987年开始用于慢性乙肝的治疗,到目前

已有18 a的历史. 总结其治疗经验后发现: 临床上有反复

轻度肝功能受损, ALT轻度升高, HBeAg阳性或HBV-DNA
阳性, 但滴度较低的患者效果较佳. 其HBeAg阴转率近期

为44%, 远期为58%; DNA则分别为57%和70%. 应用LAK
细胞治疗效果, 受个体免疫状态的影响, 免疫低下者效果

差. 由于LAK细胞治疗中需要使用大量IL-2, 而IL-2可引

起毛细血管渗透性增加综合征. 一般不良反应有发热, 恶征. 一般不良反应有发热, 恶. 一般不良反应有发热, 恶
心, 乏力, 肌肉酸痛, 严重的有败血症. 目前研究的方向是是

寻找更有效果的LAK前体细胞(脐血, 骨髓, TIL细胞等); 
改善LAK细胞诱导方法(加入抗CD3, IL-7等); 改变LAK
细胞的输注途径(通过肝动脉导管). 这些研究或多或少的

提高了LAK细胞的疗效, 减轻了其治疗的副作用. 
2.2  树突状细胞(DC)疗法 树突状细胞(dendritic cells, 
DCs), 顾名思义为一种边缘有树枝状突起的大细胞, 在体

内含量极少, 但却发挥着非常重要的作用, 是机体识别外

来抗原(病原体)和自身变异抗原(肿瘤抗原等)的最重要

的抗原递呈细胞. 越来越多的证据表明由DC激活的细胞

免疫, 特别是CTL介导的免疫反应, 通过杀伤感染的肝细

胞和释放抗病毒的细胞因子来清除HBV. 尽管血中存在

高浓度的病毒抗原, 慢性乙肝患者没有启动有效的免疫患者没有启动有效的免疫没有启动有效的免疫

反应. 作为起核心作用的DC细胞可能与慢性乙肝患者对患者对对

病毒抗原的这种弱反应有关. 现已有研究表明包括HBV
在内的多种病毒感染中, 均存在抗原递呈功能缺陷[21-23]. 
Wong et al [24]还发现在乙肝相关性肝癌患者体内, 树突状

细胞也存在缺陷, 这种减弱的抗原呈递功能可通过肿瘤

抗原致敏增强. Akbar et al [25]通过用HBV转基因鼠模型研

究HBV感染后机体免疫耐受状态与DC等免疫细胞功能

的关系, 发现这种状态并不是因为淋巴细胞功能缺陷, 而
是由于抗原递呈功能缺陷, 特别是DC功能缺陷引起.  Yan 
et al [26]研究经过干扰素治疗的慢性乙肝患者体内树突状

细胞亚类数量变化, 发现对干扰素治疗有效果的患者体

内树突状细胞特别是髓系树突状细胞明显升高, 也间接

证明了树突状细胞在乙肝病毒清除中的关键作用. 因此, 
诱导成熟的DC细胞进行免疫过继治疗, 可能会取得对

慢性乙肝患者重建细胞免疫的作用. DC用于抗病毒的免患者重建细胞免疫的作用. DC用于抗病毒的免重建细胞免疫的作用. DC用于抗病毒的免

疫治疗的基本方法是: 体外用细胞因子诱导扩增DC, 并
用病毒抗原冲击致敏, 再将致敏的DC回输到体内, 诱导

出特异性的CTL, 从而发挥抗病毒作用. 为了能保持高水

平而持久的抗病毒免疫应答, 可用病毒抗原多肽基因修

饰DC, 使之持续表达基因产物. 因此, 寻找更有效的基因

载体, 转染DC就成为目前的主要研究方向. 目前用重组

腺病毒以及腺相关病毒作为载体, 转染细胞因子如GM-
CSF, IL-12, IL-7以及乙肝抗原(S, C, E)等基因入DC, 诱导

出的特异性CTL, 据初步研究[27-29], 杀伤作用提高显著. 据
初步临床实验[30], 树突状细胞疫苗应用于人体是安全有

效的. Gao et al [31]研究树突状细胞和血清HBV-DNA水平

和肝脏炎症程度关系, 发现DC2数量和病毒数正相关, 而
DC细胞数量和肝脏炎症积分无明显相关性, 这表明树突

状细胞可能通过激活CTL, 针对的是乙肝病毒, 因而不会

加重肝脏细胞损伤. Chen et al [32]用表面抗原致敏的树突

状细胞治疗19例慢性乙肝患者, 10 名(52.6%)患者E抗原

转为阴性; 2例联合拉米夫定的患者获得完全应答. 初步

疗效表明与干扰素相当, 并发现合用拉米夫定效果更佳.  
Furukawa et al [33]发现用表面抗原致敏的树突状细胞疫苗, 
防止慢性乙肝患者肝移植术后复发, 取得较好效果. 现已

取得一些进展, 但抗乙肝病毒治疗方面没有开展大范围

的研究, 能否用于清除HBV, 尚待进一步研究. 
2.3 CIK细胞疗法 CIK细胞全称为多种细胞因子诱导的杀

伤细胞, 1991年美国斯坦福大学医学院骨髓移植中心首

先报道了这种高增殖力和高细胞毒性的细胞因子激活的

杀伤细胞的培养方法. 1994年Lu et al [34]报道了体外大量

增值CIK细胞的方法后, 在全世界范围内引起了普遍的关

注. 国内外很多学者对其细胞来源, 免疫学特性, 抗病毒

抗肿瘤的杀伤效能都作了深入的研究和阐述 .  To n g 
et al [35]在体外试验中比较了CIK细胞和LAK细胞的杀伤

作用: CIK细胞最强毒力在培养第10-28 d, 可杀伤2.5-3.5
个对数级的肿瘤细胞, 而LAK细胞仅杀伤0.5-1.5个对数

级细胞. 由于CIK细胞具有非MHC限制性, 高增殖活性,殖活性,活性, 
高细胞毒力, 细胞来源丰富等优点, 目前已经开始试用于

治疗慢性乙型肝炎. 体外试验发现, 加入纯化HBsAg共培

养后, 可以诱导CIK细胞产生特异性杀伤作用. 已有研究

表明[36], 慢性乙肝患者CIK细胞同样存在缺陷. 因此怎样

加强其杀伤活性为目前研究重点. 目前通过转染CIK细胞

以及与树突状细胞共培养, 实验证明能够大大增强其杀

伤活性[37,38]. Gao et al [39]对16名慢性乙肝患者用CIK治疗

52 wk, 取得较好效果, 完成治疗的14名患者中, DNA转

阴, HBeAg/anti-HBe血清转换, 及肝功能恢复正常的各占

42.86%(6/14). 但CIK细胞用于临床治疗慢性乙型肝炎的

经验和报道仍然很少, 其清除病毒的机制和效果尚需更需更更

多的研究来阐明. 其他淋巴细胞, 如自然杀伤细胞即NK
细胞[40], 趋化因子活化的杀伤细胞即CHAK细胞, 初步研

究表现出了较好的应用前景. Maghazachi et al [41]通过研究
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CHAK细胞体外常规生物学活性发现: CHAK细胞是一类

不同于PBMC细胞及LAK细胞的新型免疫杀伤细胞, 虽然

其在诱生初期并不比LAK细胞强, 但随着培养时间延长, 
CHAK细胞逐渐显示出更强的杀伤活性, 且杀伤功能维持

时间较LAK细胞久. 

3  其他过继免疫疗法

3.1 造血干细胞移植 由于HBV不仅能感染患者的骨髓基

质细胞, 而且还感染患者的外周血淋巴细胞, 且骨髓移植

风险较高; 因此, 有研究者将目光投向了造血干细胞. Ilan 
et al [42]观察了12例接受HBsAg阳性供者的造血干细胞移

植的患者, 其中HBsAg阳性8例, 阴性4例. 随访13.2 mo(中
位数), 8例HBsAg阳性患者中有1例死于肝衰竭, 1例ALT
升高; 4例阴性患者无一例发生HBV感染. 因此认为, 造; 4例阴性患者无一例发生HBV感染. 因此认为, 造4例阴性患者无一例发生HBV感染. 因此认为, 造
血干细胞移植可能会减少HBV感染, 且HBsAg阳性并不

是造血干细胞移植的反指征, 除非HBV处于高复制水平.  
Chiba et al [43]报告一例慢性乙肝患者因急性淋巴细胞白血

病而接受外周血干细胞移植, 供体为单纯乙肝表面抗体

阳性. 结果获得彻底痊愈. 因患者应用拉米夫定, 并认为

拉米夫定可能起协同作用. 
3.2 肝移植过继免疫 其在动物实验中也显示出了良好的

前景: Li et al [44]对28只小鼠实施原位肝移植, 对21只小鼠

实施骨髓移植作为对照. 供体小鼠均为乙肝表面抗原疫

苗注射后并出现抗-HBs, 阳性, 结果接受肝移植的小鼠

有23只(82%)出现了抗-HBs, 并持续了2-9 wk. 而接受骨

髓移植的21只小鼠有19只(90%)出现了抗-HBs, 并持续了

2-12 wk. Dahmen et al [45]亦有类似报道: 对34只小鼠实施

原位肝移植, 供体为抗-HBs小鼠. 结果29只(85%)出现了

抗-HBs并持续了2-10 wk, 且受体和供体最大滴度无明显

差异. 上述研究显示出了肝移植可能作为过继免疫的一

个手段, 其机制及能否临床应用有待进一步研究.. 

4  展望

随着对乙型肝炎慢性化和免疫耐受机制的揭示, 免疫调

节疗法在慢性乙肝治疗中将发挥越来越重要的作用. 骨
髓移植是一种彻底的免疫重建, 最有希望达到完全清除

HBV的目的.  但骨髓移植死亡率高, 花费大, 限制了其在

临床上的应用. 因此, 深入探讨其过继免疫的作用机制, 
改进移植方法, 有望使这一方法应用到慢性乙肝的治疗

中. 外周淋巴细胞输注疗法, 是比较安全, 操作较为方便,
已经应用于临床[46], 并取得较好效果的免疫过继疗法. 因
为慢性乙肝免疫耐受机制可能与多种淋巴细胞功能缺陷

相关, 从多方面不同角度着手, 如: 积极改善培养方法[47], 
混合淋巴细胞(LAK, CIK, DC等)培养及输注[48-50], 以及联

合抗病毒药物, 导入某些免疫佐剂[51-53]及抗原片段等段等等[54-56], 
理论上能增加过继免疫疗效, 上述体外试验也表明能取

得更好效果. 但应用于人体的有效性尚需进一步较大规

模临床试验加以证明. 怎样增强外周血淋巴细胞活性, 如

导入某种基因片段等, 联合应用生物反应及免疫调节剂,段等, 联合应用生物反应及免疫调节剂,等, 联合应用生物反应及免疫调节剂, 
可能为今后研究方向. 因慢性乙肝患者个体免疫缺陷不

尽相同, 针对个体免疫缺陷的病因有针对性的辨证应用, 
能否指导临床应用有待进一步研究. 
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摘要

纳米细菌(nanobacteria, Nb)是近年来才被发现的超微细菌. 
纳米细菌体积极其微小, 其最小直径仅50 nm, 大大低于理论

上细菌体积的下限. 因此纳米细菌在被发现的初期, 其存在

的真实性就受到许多学者的质疑, 并且由此引发了一场关于

微生物最小体积的争论. 随着研究的不断深入, 纳米细菌的

生物学特性不断地被揭示, 纳米细菌已经成为当前研究的一

个热点问题. 在医学界, 纳米细菌被认为与肾结石、胆囊结

石、动脉粥样硬化等病理性钙化疾病的发生有关系. 本文在

复习大量文献的基础上, 针对纳米细菌的生物学特性以及纳

米细菌与人类疾病等方面作一简单的回顾与总结. 

关键词: 纳米细菌; 生物矿化; 细菌被膜; 胆囊结石; 肾结石
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0  引言

芬兰科学家Ciftcioglu et al [1]进行哺乳动物细胞培养时发

现细胞内存在一种原核微生物, 能通过100 nm的滤菌器, 
Kajander将其命名为纳米细菌 (nanobacteria). 纳米细菌广

泛存在于自然界的矿物质中和生物体内, 能感染人类、

牛、鹿和其它哺乳动物, 是一种人畜共患的致病原. 纳米

细菌能感染人体任何组织和细胞, 分泌钙化的脂多糖生物

膜, 具有较大的毒性, 能引起受感染细胞发生空泡样改变, 
与人类多种疾病的发生密切相关[2-8]. 纳米细菌的发现及

其生物学特性的揭示, 引起了众多国内外学者的关注[9-38]. 

1  纳米细菌的发现

芬兰科学家Ciftcioglu et al  [1]在其细胞培养过程中, 发现

在胎牛血清中存在一种直径50-500 nm的微粒; 这种颗

粒物对伽玛射线具有很强的耐受性; 针对包括支原体在

内的所有已知微生物的特异性检测实验均为阴性; 这
种颗粒物在血琼脂培养基以及支原体培养基中无法生

长, 通常的细菌染色方法难以着色. 因此, Kajander判定

这是一种新的微生物 ,  根据其体型微小并且栖息在血

液中的特点, 将其命名为Nanobacterium sanguineum, 简
称Nanobacteria[39], 中文译名纳米细菌, 并将菌种保存于

德国微生物存储中心 (DSM No: 5819-5821, the German 
Collection of Micro-organisms, Braunschweig, Germany). 

2  纳米细菌的生物学特性

2.1 纳米细菌——哺乳动物体内最小的细菌 细胞培养时

所使用的血清通常采用过滤法达到无菌的目的, 通常采

用直径0.1 µm的滤膜过滤除菌. Kajander研究发现, 0.1的滤膜过滤除菌. Kajander研究发现, 0.1 µm
的滤膜过滤并不能有效地清除血清中的纳米细菌, 但是

血清经过0.05 µm的滤膜过滤则能有效清除纳米细菌污的滤膜过滤则能有效清除纳米细菌污

染. 细胞培养条件下的纳米细菌经过0.2 µm的滤膜过滤后的滤膜过滤后

约有3%的纳米细菌可以通过滤膜, 而在加压过滤的情况

下, 约有50%的纳米细菌可以通过0.2 µm的滤膜. 刚刚经的滤膜. 刚刚经

过过滤的纳米细菌在相差显微镜下无法发现, 但在不含

血清添加剂的细胞培养液中培养24 h后, 即可以用相差显

微镜观测到. 电子显微镜观察显示, 纳米细菌的平均直径

为200 nm, 而子代纳米细菌的最小直径仅50 nm. 传统的

观点认为, 只有当细胞直径在不低于140 nm时, 才能维持

其最基本的新陈代谢[40,41]. Kajander认为, 纳米细菌可能

是地球形成早期、在原始大气条件下的一种最原始的生

命形式, 因此不能用衡量已经经过几十亿年进化的生命

形式的观点去衡量这种古老的生命形式[42], 并且推测, 纳
米细菌遭受不良因素的侵害后可以形成许多的体形微小

的碎片, 并将其释放到环境中, 每一个碎片都可能携带部

分遗传信息, 在特定条件下, 这些"基本"颗粒聚集在一起

形成群落, 当足够数量的"基本"颗粒提供完整的遗传信息

时, 则可以形成新的纳米细菌. 
2.2 纳米细菌缓慢的增殖周期 微生物学家通常是通过对

某种微生物进行培养, 进而了解该种微生物的特性. 然
而, 并非每种微生物都是可以在实验室中进行培养的, 
主要原因在于这些微生物的培养条件我们并不清楚, 其
生存环境以及是否与其他微生物存在共生关系我们并

不十分了解[43]. 纳米细菌就是一种对生长环境要求非常

苛刻的微生物, 其新陈代谢率极为缓慢, 仅为普通细菌

的1/10 000[44]. 研究发现, 纳米细菌主要利用环境中的氨

基酸而不是葡萄糖来提供能量, 谷氨酰胺、天冬酰胺以

及精氨酸均可被其利用. 在37 ℃有50-10 mL/L的二氧化

碳及900-950 mL/L的空气存在的潮湿环境下, 并且在含

有100 mL/L胎牛血清和适量谷氨酰胺的pH值7.4的细胞

培养基中, 纳米细菌能够缓慢生长, 平均倍增时间为3 d, 



而在无血清的细胞培养基中, 其增殖速度变慢, 细菌倍

增时间可延长至5-6 d, 在添加适量促纳米细菌生长因子

BGF(一种杆菌培养上清的超滤液)或N3(纳米细菌培养上

清的超滤液)的条件下, 其增殖速度加快, 倍增时间可缩

短至0.6-1 d. 在有促纳米细菌生长因子BGF存在的条件

下, 纳米细菌甚至可以在固体培养基中生长, 并形成直径 
l mm大小的细菌集落.  
2.3 纳米细菌独特的生物矿化现象 当在含血清的培养基

中培养的纳米细菌被转移至不含血清的培养基中继续培

养时 (DMEM或RPMI-1640), 在1 a之内就可以观察到纳

米细菌出现贴壁现象, 在1 wk之内, 就可以在纳米细菌的

周围形成几微米厚的生物被膜 (biofilm), 并且紧紧贴附于

培养瓶底部, 而纳米细菌栖息其中[20](这与在含血清培养

基中培养的纳米细菌的形态明显不同), 此时其大小接近

于一个酵母细胞, 2-3 wk以后, 由于生物被膜的增厚, 其直

径已近似于一个红细胞的大小. 用EDX法对这种生物被

膜的化学组成进行分析, 显示其钙磷的峰值与羟基磷灰

石极其相似, 电子显微镜观察以及傅立叶转换红外频谱

(fourier transform IR spectroscopy, FTIR)分析显示其主要

成分为碳酸羟基磷灰石(carbonate hydroxyapatite)[2], 而且, 
不论在有无血清作为添加剂的情况下, 都可以见到这种

被羟基磷灰石包绕的纳米细菌, 这种情况甚至可以在处

于分裂期的纳米细菌中见到. 纳米细菌并不产生尿激酶

和碱性磷酸酶, 并且即便经过长达数周的培养, 其培养基

的pH值也不会出现明显的变化, 一直稳定在7.4左右, 这
表明在纳米细菌细胞膜表面所生成的羟基磷灰石结晶是

源自于生物大分子的, 即生物矿化现象, 而并非是由于pH
值改变所导致的简单的物理结晶现象. 

纳米细菌利用培养体系中的钙、磷合成羟基磷灰石

作为其生物被膜的主要成分, 这种生物矿化过程受到生

长环境中某些因素的调控, 从而使其呈现不同的外观, 如
羟基磷灰石形、细菌被膜形、沙粒形、结石形和类似肿

瘤的外形. 在含有新鲜血清的培养基中纳米细菌的生物

矿化现象程度较轻微, 这是由于血清中含有强效羟基磷

灰石合成抑制因子, 骨钙素[45] (osteocalcin) 和胎球蛋白

(fetuin)[46], 由于这些抑制蛋白的存在, 所以在有血清存在

的情况下, 纳米细菌的生物矿化作用受到明显抑制. 当血

清浓度降低时, 纳米细菌的生物矿化现象增强, 在不含血

清的培养体系中, 生物矿化现象剧烈而迅速. 尽管改良的

Loeffler固体培养基中含有750 mL/L血清成分, 但血清蛋

白成分在灭菌过程中受到破坏, 所以在此培养基中的纳

米细菌的矿化作用并不受抑制, 在此培养基中生长的纳

米细菌其菌落直径可达1-5 mm. 另外, 当有乙二胺四乙酸

(EDTA)存在时, 纳米细菌的生物现象会受到明显的抑制. 
由于矿化生物被膜的保护作用以及极其缓慢的新陈

代谢率, 使纳米细菌能够耐受各种不利的物理条件[47]和

化学损伤因素[25]以及多种抗生素[48]的打击. 

2.4 纳米细菌的检测方法 由于纳米细菌在标准微生物培

养基中无法生长, 并且即便是在最适宜其生长的细胞培

养环境中, 纳米细菌的生长也极为缓慢, 其新陈代谢率

仅为普通细菌的万分之一, 这使得许多基于检测细菌新

陈代谢的微生物学方法无法检测纳米细菌的存在. 由于

纳米细菌难以用传统的火焰法和乙醇法固定, 并且大多

数染料无法穿透其细胞壁, 而且不能用普通显微镜对其

进行观察, 因此常规的细菌学染色法并不能检测到纳米

细菌的存在. 通过Kajander et al  [43]的研究, 发现70℃干烤

10 min, 可以将其有效固定; 另外, 用茜素红S、刚果红以

及硝酸银染料可以使纳米细菌着色; 而培养状态下的纳

米细菌可以在放大400倍的相差显微镜下清晰地观察其

生长情况; 用DNA荧光染料 (Dapi或Hoechst) 按普通细菌

DNA染色的条件对纳米细菌DNA进行染色均不成功, 而
当按照线粒体DNA以及病毒DNA染色条件, 对纳米细菌

DNA进行染色时, 荧光显微镜下可以观察到特征性的荧

光; 用纳米细菌特异性抗体进行荧光染色也可以清晰地

显示纳米细菌的存在; 利用电子显微镜对经过负染的纳

米细菌进行观察, 可以清晰的显示80-350 nm大小、单独

或聚集成簇的纳米细菌以及其表面的生物被膜(biofilm)
结构; 而用透射电镜对纳米细菌的超薄切片进行观察, 可
以清晰的显示其内部结构[2,21]. 
2.5 纳米细菌的核酸 因为蛋白酶K、蛋白激酶、脂肪

酶、淀粉酶以及超声波不能有效地破坏、裂解纳米细菌, 
所以不能采用标准的核酸抽提法[49]抽提纳米细菌的核酸. 
Kajander et al  [43]用HCl对纳米细菌进行消化：室温时, 将
纳米细菌置于1 mol/L的HCl中数分钟后, 其羟基磷灰石

外壳便会消失, 随后, 纳米细菌的蛋白和核酸成分逐渐被

释放到裂解液中. 用HCl裂解法从纳米细菌中抽提的"核
酸"成分的最大紫外吸收峰在270 nm处, 而按常规方法抽

提的普通细菌的核酸的最大紫外吸收峰在260 nm处[43]. 
由于用盐酸裂解法抽提的"核酸"产物在pH值高于2-3时发

生凝聚现象, 所以未能对其进行进一步分析. 
经过实验, 发现除用1 mol/L的HCl消化外, EDTA-

SDS溶液二次煮沸消化、EDTA-EGTA-枯草杆菌蛋白酶

(subtilisin)消化、液氮研磨法以及木瓜蛋白酶—SDS消
化, 均能达到消化纳米细菌的目的. 用后面几种方法消化

纳米细菌后都可以获得白色纤维素样的抽提物, 虽然这

种物质在其抽提过程中表现出与DNA相似的沉淀、溶解

特征, 然而并不能被EB(溴苯乙啶)染色, 而针对胞嘧啶及

其修饰物的特异性探针检测均呈现非特异性结合, 从而

显示其并非核酸成分. 
紫外光谱研究显示, 这种假想的"核酸"与HCl裂解纳

米细菌所得"核酸"具有相似的紫外吸收峰, 其最大紫外

吸收峰在269-270 nm, 这与核酸中胸腺嘧啶 (T, 269-270 
nm) 和胞嘧啶 (C, 271-275 nm) 含量高而腺嘌呤、鸟嘌

呤 (A、G, 250-260 nm) 含量低的情况相吻合. 而高效液
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相色谱(HPLC)分析显示, 这种假想的"核酸"不能被蚁酸

水解成单个的核苷酸. 而在3 mol/L或5 mol/L的HCl中
煮沸5 h, 再经葡聚糖凝胶G-50柱层析后, HPLC分析其水

解产物表现出比较纯的核苷酸 (nucleobase) 的峰值, 其
中两个峰值与methyldeoxyadenosine(甲基脱氧嘧啶)和
7-deazaadenosine特征性的峰值相同[43]. 
2.6 纳米细菌的系统发生学分类 用纳米细菌中提取的核酸

作为PCR模板扩增16S rRNA基因. 使用通用引物1492 RPL
(GGCTCGAGCGGCCGCCCGGGTTAC CTTGTTACGACTT)
和细菌特异性引物8FPL(GCGGATCCGCGGCCGCTGC 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG)进行PCR反应[38,50]. 结果

显示, 纳米细菌16S rRNA基因序列含有1 406个碱基, 其
系统发生学分类显示, 纳米细菌属于Proteobacteria属的

α2亚群. 与其近缘的细菌大多栖息于土壤、温泉、哺

乳动物细胞和植物体内. 例如: Rhizobia (根瘤菌) 可以

侵入植物的细胞中与宿主形成共生, 而Agrobacteria和
Phyllobacteria可以导致宿主患病, Brucella (布鲁氏菌)
和Bartonella (巴尔通氏体菌) 能在哺乳动物的细胞内寄

生, 从而造成人与动物患病, 纳米细菌可与这两种细菌

产生交叉免疫反应 .  而与纳米细菌最为近源的细菌是

Thiobacillus, 这种细菌生存在温泉中, 能导致温泉中的碳

酸盐沉淀[51,52]. 

3  纳米细菌的致病性

3.1 纳米细菌的细胞毒作用 纳米细菌对体外培养的细胞

具有细胞毒性作用[53]. 将成纤维细胞和纳米细菌共同培

养时, 纳米细菌在十几分钟之内便开始吸附于细胞膜的

特定区域, 并逐渐通过受体介导的胞饮作用被转移至细

胞内部, 分布在包涵体富集的细胞核周围, 在溶酶体的消

化作用下形成细胞核周围的空泡状结构, 纳米细菌在其

中被缓慢降解, 细胞感染纳米细菌1-3 d后, 开始出现凋亡

的形态特征. 如果纳米细菌在含血清的培养基中经过数

次传代培养, 其细胞毒性作用会明显减弱甚至消失. 研究

表明, 纳米细菌细胞毒性作用的发生机制, 与其在细胞内

被降解释放出内毒素有关, 其细胞毒性与纳米细菌浓度

和细胞在纳米细菌中暴露时间成正比. 
Kari et al [54]用99mTc标记纳米细菌后通过耳缘静脉

注入到实验兔体内, 用SPECT (Single Photon Emission 
Computed Tomography) 观察纳米细菌在实验兔体内的分

布. 发现纳米细菌注入兔子静脉内10-12 min时, 在脾脏、

心脏、肾脏及胃肠道中具有较高的放射活性; 45 h后, 在
实验兔子尿液以及肝脏、肾脏、脾脏等组织中仍具有较

高的放射活性.  
由于800 mL/L的牛血清制品中存在纳米细菌感

染[38], 因此牛可能是纳米细菌的自然宿主. 纳米细菌通过

污染牛血液制品而对全世界范围内与细胞培养有关的科

研工作和临床医疗安全造成不利影响. 由于纳米细菌不

仅体形微小能够侵入细胞内, 而且其新陈代谢极为缓慢

并且能够合成矿化的生物被膜, 具有极强的抵抗不利环

境的特点, 因此纳米细菌一旦造成人和动物的感染, 则很

难被机体的防御机制清除, 进而造成受感染者的生理机

能紊乱. 大约8%的正常人血液中存在纳米细菌抗原[38,55], 
现研究表明纳米细菌与肾结石、胆结石、前列腺炎、多

囊肾、多囊肝、动脉粥样硬化等疾病有关[2-8,56]. 
3.2 纳米细菌与肾结石 肾结石是一种泌尿系统常见疾

病[57-65]; 肾绞痛发作时患者异常痛苦. 肾结石患者可以并

发泌尿系统感染、肾盂积水, 严重时可以导致肾功能衰

竭. 肾结石的晶体成分包括草酸钙、磷酸钙、细菌、嘌

呤、胱氨酸等, 其中绝大多数为草酸钙与磷灰石的复合

物. 部分肾结石的形成与细菌感染有关, 尿液中的细菌产

生尿素酶、尿激酶、碱性磷酸酶, 使尿液的pH值升高, 从
而有利于肾结石的形成. 但Grases et al  [66]发现部分患者

肾结石的形成并不是由尿液的pH值升高所致, 从而推测

尿液中存在其他微生物的感染. Kajander et al  [2]对30例肾

结石患者进行纳米细菌培养, 均得到阳性结果, 在其后的

动物实验中, 发现静注99mTc标记的纳米细菌15 min后, 纳
米细菌可在实验兔肾脏中聚集并排泄至尿液中[64], 因此

认为纳米细菌在体内可能诱导钙化和促进肾结石的形成, 
其依据主要有以下几方面: (1)在人类的血液中发现了纳

米细菌; (2)纳米细菌作为有生命的微生物可从血液排泄

到尿液中; (3)在人肾结石中发现了纳米细菌抗原; (4)纳
米细菌攻击成纤维细胞, 发生细胞内、外钙化, 并具有细

胞毒性作用. Ciftcioglu et al  [67]对72例肾结石患者进行纳

米细菌培养和单克隆抗体免疫荧光染色鉴定, 其中70例
阳性(97.2%). Garcia Cuerpo et al  [68]应用培养的纳米细菌

经皮做肾穿刺注射, 成功地建立了纳米细菌致肾结石的

动物模型, 从而证实纳米细菌感染可以导致肾结石发生.  
3.3 纳米细菌与肾囊性病变 多囊肾是一种常染色体显性

遗传病, 患者常常死于肾功能衰竭. Hjelle et al  [4]在84.7%
多囊肾患者的血清、囊液、囊壁及尿液中培养出纳米细

菌, 并发现囊液中的内毒素主要由纳米细菌产生. 纳米细

菌在多囊肾的发生、发展中起着重要的作用, 其发病机

制可能为: 纳米细菌依靠其周围的矿化外壳作为载体, 吸
附尿液中的各种毒素, 并通过胞饮作用使细菌溶酶体破

裂释放出毒素和自由基, 损害肾小管上皮细胞, 使其脱落

至尿液中, 久之造成肾小管梗阻和肾组织不可复性损害, 
形成肾囊肿. 
3.4 纳米细菌与动脉粥样硬化 近年来, 有学者认为感染

因素可能与动脉粥样硬化的发生有关, 有关动脉粥样硬

化感染学说的研究受到广泛的关注. 众所周知, 动脉硬化

是一个脂质沉积于动脉壁局部和斑块形成的过程, 此过

程由一种炎症反应介导. 与炎症反应有关的感染物质有

肺炎衣原体、幽门螺杆菌、巨细胞病毒和各种致病微生

物. 肺炎衣原体是与动脉粥样硬化因果关系研究中论据

最多的病原微生物, 离体和体内实验研究表明肺炎衣原

体致病机制可能是加速局部脂质沉积, 但这一学说无法
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解释粥样斑块中存在大量钙化物的现象. 由于纳米细菌

本身具有矿化能力, 一些学者认为其可能参与了动脉粥

样斑块的形成. Miller et al  [6]从粥样斑块中培养出纳米细

菌, 从而推断纳米细菌在动脉粥样斑块形成中起到重要

的作用. Maniscalco et al  [69]对77例血清学检查纳米细菌阳

性的冠状动脉硬化患者采用comET治疗4 mo, 57%患者

冠脉狭窄程度明显改善, 14%患者冠脉狭窄中度改善, 约
84%(16/19) 患者的心绞痛症状缓解, 从而认为此药物可

能是通过杀灭粥样斑块中的纳米细菌达到治疗作用. 
3.5 纳米细菌与胆结石 胆石病发病率高, 危害严重, 发病

机制至今尚未完全明了[70-73]. 中南大学湘雅二医院Wen 
et al  [74]对75例胆道疾病患者的胆汁标本进行纳米细菌培

养, 经免疫组织化学染色和电子显微镜观察证实, 胆道

疾病患者胆汁纳米细菌感染阳性率为61.3%; 用ELISA法

检测76例胆囊结石患者血清中纳米细菌抗原, 24例纳米

细菌呈阳性, 阳性率为31.6%, 而338例正常人群血清中

仅有27例呈阳性, 阳性率为8%, 两者比较差异显著[55]. 以
上结果说明, 胆汁纳米细菌感染, 可能与胆囊结石的发

生有关, 我们在这方面进行了进一步的研究, 动物实验

显示, 注射纳米细菌的实验兔胆囊结石的发生率为83% 
(25/30), 而对照组动物胆囊结石的发生率仅为17%(5/30), 
两组比较差异显著, 说明胆汁纳米细菌感染确实能引起

兔胆囊结石的发生. 有必要对其成石机制进行深入研究. 
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Abstract
AIM: To clone the encoding gene of Ss-A/Ro ribonucle-
oprotein 60 ku subunit, and to detect the expression of 
Ss-A/Ro 60 ku subunit and its variants in the drug resi-
stance gastric cancer cells.

METHODS: The encoding gene of Ss-A/Ro ribonucl-
eoprotein 60 ku subunit was cloned by reverse transcri-
ption-polymerase chain reaction. The expression of 
Ss-A/Ro 60 ku subunit and its variants in the gastric 
cancer cells were analyzed by semi-quantitative RT-
PCR.

RESULTS: The Ss-A/Ro 60 ku subunit was successful-
ly cloned, and its two transcription variants, with a 
length of 52 and 41 bp, respectively, were found out. 
The expression of Ss-A/Ro 60 ku subunit and its two 
variants in the SGC7901/VCR cells was higher than 
that in the SGC7901 ones (P = 0.000 1, P = 0.001).

CONCLUSION: The Ss-A/Ro 60 ku subunit and its 

variants are multi-drug resistance-related molecules.

Key Words: Gastric cancer; Ss-A/Ro 60 ku subunit; Vari-
ant; Multi-drug resistance

Han QL, Ding J, Guo CC, Wang X, Qiao TD, Zhang XY, Fan DM. 
Expression of Ss-A/Ro ribonucleoprotein 60 ku subunit and its 
variants in drug-resistant gastric cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi 2005;13(23):2788-2790

摘要

目的: 克隆Ss-A/Ro 60 ku亚单位编码基因, 检测Ss-A/Ro 
60 ku亚单位及其变异体在耐药胃癌细胞中的表达情况. 

方法: 应用RT-PCR克隆Ss-A/Ro 60 ku亚单位编码基因, 应用

半定量RT-PCR检测Ss-A/Ro 60 ku亚单位及其变异体在胃癌

细胞中的表达情况. 

结果: 成功克隆了Ss-A/Ro 60 ku亚单位编码基因, 并发现

了他的两种变异体, 长度分别为52 bp和41 bp. 半定量RT-
PCR结果显示, Ss-A/Ro 60 ku亚单位在SGC7901/VCR中的

表达强度高于SGC7901细胞(P  = 0.000 1), Ss-A/Ro 60 ku亚

单位的两种变异体在SGC7901/VCR中的表达强度也高于

SGC7901细胞(P  = 0.001). 

结论: Ss-A/Ro 60 ku亚单位及其两种变异体为胃癌多药耐

药相关分子. 

关键词: 胃癌; Ss-A/Ro 60 ku亚单位; 变异体; 多药耐药
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0  引言

肿瘤细胞的多药耐药[1-2]严重影响了肿瘤化疗的效果, 虽
然导致肿瘤多药耐药的众多机制被阐明, 但仍不能完全

解释肿瘤的多药耐药, 鉴于此, 我们应用消减杂交及改良

DDRT-PCR法对胃癌耐药细胞中的耐药相关分子进行了

研究, 从耐药胃癌细胞中克隆了与耐药相关的多个已知

分子和未知分子[3], 其中Ss-A/Ro ribonucleoprotein 60 ku 
subunit(Ro 60)是在耐长春新碱的胃癌细胞系SGC7901/
VCR与SGC7901的差示比较中发现的在SGC7901/VCR中
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高表达的基因, 在克隆Ro 60编码基因的时候, 我们发现

了Ro 60编码基因的两种变异体Ro 60 V1及Ro 60 V2 [4], 本
课题对他们在胃癌耐药细胞中的表达情况进行了研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞SGC7901: 引自军事医学科学院, 由
第四军医大学消化病研究所保存; 人胃癌长春新碱耐药

亚系SGC7901/VCR: 由第四军医大学消化病研究所建

立、保存; Hela细胞: 由第四军医大学消化病研究所保

存. RPMI 1640及胰蛋白酶购自Hyclone公司; 胎牛血清购

自浙江金华公司; 细胞总RNA提取试剂盒购自华舜公司; 
M-MuLV反转录酶、Taq酶及DNA分子量标准购自MBI
公司.
1.2 方法

1.2.1 Ro 60编码基因的克隆 利用RNA提取试剂盒提取胃

癌细胞SGC7901/VCR的总RNA, 以RT-PCR法克隆Ro 60
编码基因, 上游引物为: 5'ATA ACG AGG GAG AGG AGA 
AAG G 3'; 下游引物为: 5'GTG TCC ACC TGC ACT CCA 
TGT C 3', 将PCR产物与pUCm-T载体连接后进行DNA序

列测定. 
1.2.2 Ro 60及其变异体在胃癌细胞中的表达分析 培养及

收集SGC7901、SGC7901/VCR及Hela细胞, 利用试剂盒

提取的总RNA, 用紫外分光光度计对提取的RNA进行定

量, 逆转录法制备cDNA, 根据Ro 60编码基因及其变异体

的序列, 应用Premer Primer 5软件设计序列特异性引物, 
引物序列如下: Ro 60上游引物: 5'-AAA CAC ACC TGC 
TGA TGT CTT C- 3'; 下游引物: 5'-GGG TAT TTT GCA 
AGG CTC TAT CAT C -3'. Ro 60 V1上游引物: 5'-AAA 
CAC ACC TGC TGA TGT CTT C -3'; 下游引物: 5'-GGG 
TAT TTT GCA AGG CTC TTT TAG G -3'. Ro 60 V2上游引

物: 5'-AAA CAC ACC TGC TGA TGT CTT C -3'; 下游引

物: 5'-GGT ATT TTG CAA GGA TCC AGA G -3'. GAPDH
上游引物: 5'-GAA GGT GAA GGT CGG AGT C-3'; 下游

引物: 5'-GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-3'. 进行PCR
反应, 以10 g/L琼脂糖凝胶电泳分离PCR产物, 比较各扩

增产物在各细胞间表达水平的强弱, 应用图像分析仪对

扩增条带做了扫描半定量. 
统计学处理 应用SPSS 11.0统计软件, 对各扩增条带

的灰度值进行t检验. 

2  结果

2.1 Ro 60编码基因的克隆及DNA测序分析 本研究成功地

扩增了Ro 60编码基因. 通过DNA序列测定, 发现了Ro 60
的三种cDNA克隆, 其中一种克隆与Ro 60 cDNA序列完

全一致, 另外两种cDNA克隆分别于Ro 60 cDNA序列的

第1 727和1 728核苷酸之间插入了长度为52 bp和41 bp
的核苷酸序列, 遂将其命名为Ro 60 V1、Ro 60 V2, Ro 60 
V1插入的核苷酸序列为: ACACTGTAAAATAGTTTTGC

TTTGTTGAATAATACGTGTGTACCTAAAAGAG; Ro 60 
V2插入的核苷酸序列为: GCATGTTGGATATGTGCGGC
TTTGATACTGGAGCTCTGGAT. 
2.2 Ro 60及其变异体在胃癌细胞中表达的半定量RT-PCR
结果 半定量RT-PCR结果显示, Ro 60在SGC7901/VCR中
的表达强度高于SGC7901细胞及Hela细胞(P <0.01), Ro 
60的两种变异体在SGC7901/VCR中的表达强度也高于

SGC7901细胞及Hela细胞(P <0.01)(图1, 表1).

3  讨论

胃癌细胞的多药耐药性是胃癌化疗失败的主要原因, 我
们以前的研究发现, 在胃癌细胞的多药耐药中, 除了有

P-gp、MRP、GST等经典的耐药分子参与外, 凋亡基因

的改变、蛋白激酶C以及某些离子通道也参与了胃癌细

胞多药耐药性的形成[5-7]. 为了深入研究胃癌细胞MDR的
发生机制, 我们应用改良差示PCR技术比较了胃癌长春

新碱耐药细胞SGC7901/VCR与药敏细胞SGC7901基因表

达的差异, 结果表明, 与药敏细胞SGC7901相比, Ro 60在
耐药细胞SGC7901/VCR中的表达明显上调, 在研究Ro 60
基因的同时, 我们又发现了Ro 60基因的两种转录变异体. 

Ro 60是从人T淋巴母细胞白血病细胞cDNA文库

中首次克隆得到的[8], 人Ro 60基因定位于第一号染色体

1q31区, 全长cDNA为1 890 bp, 编码525个氨基酸残基, 分
子量为60 ku[9]. Ro 60是多种自身免疫性疾病, 如系统性

红斑狼疮、干燥综合征等疾病的自身抗原[10]. Ro 60是一

种RNA结合蛋白, 目前Ro 60的功能一直不是很清楚[11-13]. 
为了解Ro 60及其转录变异体在耐药胃癌细胞中的

表达情况, 我们应用半定量RT-PCR对他们在胃癌细胞

表 1 Ro 60、V1及V2的半定量RT-PCR灰度扫描结果 (n = 4)

                Ro 60        Ro 60 V1        Ro 60 V2        GAPDH

SGC7901/ VCR  174.7±7.11  178.3±6.73  171.2±7.96  177.4±8.36

SGC7901            7�.3±4.92a   90.1±4.39a   91.2±�.94a 168.2±7.69

Hela            96.�±�.09a 89.4±4.96a   74.2±�.39a 167.7±7.98

aP<0.01 vs  SGC7901/VCR.

图 1 Ro 60、Ro 60 V1及Ro 60 V2的半定量RT-PCR结果 . 

Ro 60

Ro 60 V1

Ro 60 V2

GAPDH

Hela               SGC7901           SGC7901/VCR
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中的表达进行了研究, 结果表明, Ro 60及其变异体Ro 
60 V1、Ro 60 V2在SGC7901/VCR中的表达明显高于

SGC7901细胞和Hela细胞. SGC7901细胞和Hela细胞一样, 
他们都是对化疗药物敏感的肿瘤细胞, 而SGC7901/VCR
细胞是SGC7901细胞在长春新碱(VCR)的诱导下培养出

的耐药胃癌细胞, 经耐药谱检测, 其不但对长春新碱耐药, 
而且对其他化学结构及作用机制不同的化疗药物也呈高

度的耐药性, 这就表明, SGC7901/VCR细胞是一株多药耐

药的胃癌细胞[14,15]. Ro 60及其变异体Ro 60 V1、Ro 60 V2
在SGC7901/VCR细胞中高表达表明, 他们在胃癌多药耐

药的机制中可能起着一定的作用, 是胃癌细胞多药耐药

相关分子, 为进一步研究Ro 60及其两种转录变异体在肿

瘤多药耐药中的功能提供了一定的实验基础. 
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Abstract
AIM: To investigate the role of cell adhesion molecule 
P-selectin L-EGF monoclonal antibody (L-EGF Mab) in 
the inhibition of the metastasis of gastric cancer in sev-
ere combined immunodeficient (SCID) mice.

METHODS: Human gastric cancer cell line SGC-7901 
was orthotopically implanted into SCID mice to estab-
lish metastatic model. At the 3rd day after implantation, 
the mice were intravenously injected with normal saline 
(n = 11) or P-selectin L-EGF Mab (n = 9). At the end of 
the 6th wk, pathological examinations were performed 
on the tissues from stomach  and other possible invad-
ed organs. Meanwhile, polymerase chain reaction was 
performed on the gastric cancer tissues.

RESULTS: The metastatic rate in the mice treated with 

normal saline was 81.8% (9/11), and that in the mice 
treated with P-selectin L-EGF Mab was 11.1% (1/9). There 
was significant difference between them (P <0.05). The 
level of P-selectin mRNA expression in the gastric can-
cer with metastasis was markedly increased in com-
parison with that without metastasis, and P-selectin 
mRNA expression in the mice treated with P-selectin 
L-EGF Mab was significantly lower than that in the 
ones treated with normal saline (cycle threshold: 20.54±
2.20 vs 17.09±1.40, P <0.05).

CONCLUSION: P-selectin adhesion molecule is related 
to tumor metastasis, and P-selectin L-EGF Mab can 
inhibit the metastasis by down-regulating the express-
ion of P-selectin mRNA.

Key Words: P-selection L-EGF monoclonal antibody; 
Human gastric cancer; SCID mice; Metastasis

Chen JL, Chen MX, Lu JL, Chen WX, Zhu JS, Chen NW, Lu YM, 
Zhou T, Wu YL, Chen GQ. Inhibition of P-selectin L-EGF monoclo-
nal antibody on metastasis of human gastric carcinoma in severe 
combined immunodeficient mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(23):2791-2794

摘要

目的: 研究黏附分子P选择素L-EGF单抗在SCID小鼠胃癌转

移中的治疗作用及其机制. 

方法: 用SGC-7901人胃癌组织原位移植SCID小鼠建立转移

模型. 术后第3天开始, 动物分别静脉注射生理盐水(生理盐

水组, n  = 11)或P选择素L-EGF单克隆抗体(L-EGF单抗组, n 
= 9), 6 wk末取部分胃癌组织、肿大淋巴结和可疑转移脏器

作病理检查; 同时取部分胃癌组织作荧光定量PCR检测. 

结果: 生理盐水组肿瘤转移率为81.8%(9/11), L-EGF单抗组

转移率为11.1%(1/9), 两组相比有显著性差异(P <0.05). 荧光

定量PCR测定显示, SCID小鼠伴有癌转移者其胃癌中P选择

素mRNA表达较不伴癌转移者明显增强; L-EGF单抗组P选

择素mRNA表达较生理盐水组低(Ct值: 20.54±2.20 vs  17.09±
1.40, P <0.05). 

结论: P选择素与癌转移密切相关, 其L-EGF单抗具有抗转移

作用; 其机制可能与阻断癌细胞与血管内皮的黏附以及抑制

P选择素基因表达有关. 

关键词: P选择素单克隆抗体; SCID小鼠; 胃癌; 转移

P 选择素 L-EGF 单抗对 SCID 小鼠胃癌转移抑制作用

陈金联, 陈明祥, 陆金来, 陈维雄, 朱金水, 陈尼维, 陆允敏, 周 同, 吴云林, 陈国强 
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取胃壁生长的肿瘤组织、肿大淋巴结和可疑转移脏器, 
40 g/L福尔马林固定, 石蜡包埋, 制作病理切片, HE染色, 
观察肿瘤转移情况. 同时取部分胃癌组织置液氮下保存. 
1.2.4 TRIzol法抽提总RNA SCID小鼠胃癌组织总RNA
提取按TRIzol法抽提. 组织块(约100 mg)置匀浆器, 加
TRIZol(100 mg组织加TRIZol 2 mL), 冷冻匀浆, 置
Eppendor f管, 15-30℃孵育5 m in, 加入氯仿(0.2 mL
氯仿/mL TRIZol), 15-30℃孵育2-3 m in, 4℃ 12 000 g
离心15 m in, 取上清液至新的Eppendorf管, 加异丙醇

(0.5 mL异丙醇/mL TRIzol), 15-30℃孵育样品10 min, 4℃ 
12 000 g离心10 m in, 弃上清液, 750 mL/L乙醇洗涤沉

淀一次, 4℃ 7 500 g离心5 min, 弃乙醇, 空气或真空干燥

5-10 min, 加DEPC处理水溶解RNA, -80℃保存备用. 
1.2.5 鼠的P选择素荧光探针序 P selectin f: GCATACTCAT
GGAATAACTCACG; P selectin r: GACGTCATTGAGGTG
AGCG; P selectin probe: AGGCACTTCACAGACTTAGT
GGCCAT.
1.2.6 cDNA合成 取出RNA模板, 分别加入2 μL已经标记

好的消毒离心管中, RT-PCR试剂盒解冻, 依次加入稀释

好的逆转录酶0.5 μL、dNTPs 0.2 μL、上、下游引物各

0.2 μL、DEPC水4.9 μL、RT-buffer 2 μL, 总体积10 μL. 
然后依次插入预先设置(37℃ 1 h、95℃ 3 m in)加热模

块, 逆转录cDNA完成, 放入-80℃冰箱备用.
1.2.7 荧光PCR 取出消毒好的96孔联体反应板, 分别加

入cDNA模板, 取出实时荧光定量PCR试剂盒解冻, 依
次加入Taq酶1 μL、dNTPs 0.5 μL、上、下游引物各

0.5 μL、荧光标记探针0.5 μL、5×b u f f e r 10 μL、
ddH2O 32 μL、cDNA 5 μL, 放入全自动实时荧光定量

PCR仪(美国ABI 7000)板槽中. 扩增条件: (1)93℃ 2 min; 
(2)93℃ 30 s、55℃ 1 min共40个循环.

统计学处理 c2精确法检验和t检验. 

2  结果

2.1 P选择素L-EGF单抗对小鼠胃癌转移的影响 人胃癌组

织SGC-7901原位移植SCID小鼠后, 于第6周末处死. 经病

理检查发现, 胃癌局部生长良好, 肿瘤向胃腔内不规则突

出, 质硬脆; 光镜下观察见低分化腺癌组织, 浸润黏膜下

层、黏膜层和肌层. 
小鼠胃癌原位移植术后6 wk, 生理盐水组肿瘤转移

率为81.8%(9/11), 分别为淋巴结转移9例(9/11), 肝脏6例
(6/11), 肺脏和胰腺各为2例. 但经P选择素L-EGF单克隆

抗体注射治疗的SCID小鼠胃癌原位移植术后6 wk, 则肿

瘤的脏器和淋巴结转移被抑制. L-EGF单抗治疗组发现

1例转移(1/9), 仅发现淋巴结转移, 未发现肝脏等脏器转

移. 余8例未发现有肿瘤转移. 经c2检验, 两组差异显著, 
P <0.05. 此外, P选择素L-EGF单克隆抗体对胃癌原位移植

肿瘤的生长未见影响. 
2.2 P选择素mRNA在SCID小鼠胃癌组织中的表达 应用

陈金联, 陈明祥, 陆金来, 陈维雄, 朱金水, 陈尼维, 陆允敏, 周同, 吴云林, 陈

国强. P选择素L-EGF单抗对SCID小鼠胃癌转移抑制作用. 世界华人消化杂

志 200�;13(23):2791-2794

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2791.asp

0  引言

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 肿瘤转移为恶性肿

瘤致死的关键因素. 肿瘤转移机制至今仍未完全明了. 近
年研究表明, 细胞黏附分子在胃癌等肿瘤转移中起着十

分重要的作用[1,2]. 我们已对胃癌组织进行P选择素表达研

究, 发现P选择素在胃癌组织中表达与肿瘤转移和预后显

著相关[3]. 最近我们用人胃癌组织原位移植SCID小鼠建

立胃癌转移模型, 发现P选择素单克隆抗体对胃癌具有抗

转移作用[4]. 
近年P选择素的分子结构与功能关系已引起重视. 研

究认为, P选择素的凝集素与表皮生长因子结构域的共

同区域(L-EGF)可能是其黏附更有效的功能域. 最近应用

RT-PCR方法从人血小板克隆出L-EGF基因, 并成功地制

备P选择素L-EGF单克隆抗体, 体外实验表明其可特异性

结合P选择素, 具有抗活化血小板与中性粒细胞黏附的功

能[5]. 迄今为止, 国内外未见P选择素L-EGF单克隆抗体抗

肿瘤转移的动物实验研究报道. 我们在建立人胃癌组织

原位移植SCID小鼠胃癌转移模型的基础上, 用荧光定量

PCR技术研究胃癌组织P选择素表达与肿瘤转移的关系, 
观察P选择素L-EGF单抗对胃癌转移的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 逆转录酶、Taq DNA聚合酶、上下游引物和荧

光标记探针由中山大学达安基因股份有限公司(广州)提
供. 重度联合免疫缺陷(SCID)小鼠, 健康, ♂, 6-7周龄, 体
质量为20-25 g, 由中国科学院上海实验动物中心提供.   
1.2 方法

1.2.1 动物模型 SCID小鼠30只, 随机分为试验组(20只)和
正常对照组(10只). 试验组动物模型制作采用裸鼠皮下传

代的SGC-7901人胃癌组织原位移植方法[4]. 动物麻醉后, 
切开左上腹皮肤、腹壁和腹膜, 暴露胃壁, 在胃大弯中部

用剪刀损伤胃浆膜约3 mm大小, 用0号丝线将人胃癌组

织块(150 mg, 约5 mm×7 mm大小)缝在损伤处, 然后将

胃送入腹腔, 腹壁、皮肤用丝线缝合.  
1.2.2 动物实验方法 动物模型制作后, 动物随机分为生理

盐水注射组(生理盐水组, n  = 11)与P选择素L-EGF单克隆

抗体注射组(L-EGF单抗组, n  = 9). 术后第3 d, L-EGF单抗

组静脉内注射P选择素L-EGF单克隆抗体(上海交通大学

附属瑞金医院), 每次100 μg(以100 μL生理盐水稀释), 2
次/wk, 共3 wk; 生理盐水组注射生理盐水, 每次100 μL, 
2次/wk, 共3 wk. 此外, 正常对照组, n  = 10, 不作胃癌组织

原位移植与生理盐水或L-EGF单抗注射.  
1.2.3 标本采集及病理学检查 动物均于术后第6周末处死, 
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荧光定量PCR技术检测胃癌组织P选择素表达, 阈值循环

圈数(Ct): 每个模板的Ct值与该模板的起始拷贝数的对数

存在线性关系, 起始拷贝数越多, Ct值越小. 结果发现, P
选择素的表达明显不同. 生理盐水组11例中有9例P选择

素mRNA荧光定量PCR的C t值较低, 表明这9例P选择素

mRNA表达较强, 经病理学检查发现这9例均伴有淋巴

结和(或)脏器的肿瘤转移; 2例不伴肿瘤转移者, P选择素

mRNA荧光定量PCR的Ct值较高, 表明其P选择素mRNA
表达水平较低. 同时发现, L-EGF单抗组9例中有8例P选择

素mRNA荧光定量PCR的Ct值较高, 表明这8例的P选择素

mRNA表达较低; 1例P选择素mRNA表达与生理盐水组伴

肿瘤转移者相近, 此例发现有淋巴结转移, 未发现肝脏等

转移. 此外, 10例正常小鼠胃标本P选择素mRNA荧光定

量PCR的Ct值较高, 表明正常小鼠胃组织P选择素mRNA
表达均较低. 生理盐水组P选择素mRNA表达较正常小鼠

胃组织P选择素mRNA表达明显增强, L-EGF单抗组P选择

素mRNA表达较生理盐水组低, 各组之间差异有统计学

意义(P <0.05)(图1AB, 表1). 

3  讨论

近年来研究表明, 肿瘤的浸润和转移是一个复杂的多环

节过程, 其中肿瘤细胞与细胞外基质和血管内皮细胞相

互作用在肿瘤转移过程中起关键性的作用. 已知细胞与

细胞、细胞与细胞外基质的黏附作用是通过黏附分子介

导的. 近年来有关细胞黏附分子与肿瘤转移机制的研究

已越来越被人们所重视. 选择素是新近确定的一类黏附

分子家族, 其重要成分之一的P选择素(GMP140/颗粒表面

膜蛋白, 分子质量140 ku)主要分布于中等大小血管内皮

细胞棒状小体(Weibel-Palade)及血小板α颗粒, 并随这些

细胞活化而迅速表达于细胞膜表面或释放至血液中[6]. 有
关研究表明, P选择素通过介导肿瘤细胞与内皮细胞和血

小板之间相互作用, 在肿瘤转移过程中可能起黏附介导

作用[7-9]. 
我们已对60例胃癌患者进行免疫组化研究, 结果发

现黏附分子受体P选择素不仅在肿瘤血管内皮上表达, 而
且在肿瘤细胞膜上表达, 淋巴结有癌转移者P选择素阳性

表达率明显高于无淋巴结转移者, 且阳性表达者的平均

存活期和5 a生存率明显低于阴性者[3]. 最近研究发现P选
择素单克隆抗体对胃癌具有抗转移作用[4]. Tozawa et al [10]

的研究表明, 肾细胞癌Lewis X抗原的表达与组织病理学

指标和预后显著相关. Ferroni et al [11]测定了181例结肠癌, 
34例良性疾病和181例正常对照者的血浆可溶性P选择素

水平, 结果发现, 血浆可溶性P选择素水平与肿瘤转移相

关, 是预测肿瘤复发的一项独立的预后因子. 研究表明, 
选择素表达与肿瘤转移密切相关, 阳性表达者易浸润转

移, 因此预后较差. 
近年P选择素的分子结构与功能关系已引起重视. 选

择素分子含有凝集素样区、表皮生长因子样区(EGF样
区)、补体蛋白重复序列区、疏水跨膜区和胞质短尾. 一
般认为, P选择素分子胞外区的凝集素结构域可能是P选
择素识别配基并介导细胞间黏附的主要活性部位, 但还

需要胞外区表皮生长因子结构域的稳定和调节, 增强其

黏附亲和力与特异性. 因此, P选择素的凝集素与表皮生

长因子结构域的共同区域(L-EGF)可能是其黏附更有效

的功能域. 为进一步探讨P选择素在肿瘤转移过程中的作

用及其抗黏附治疗意义, 最近应用RT-PCR方法从人血小

板克隆出L-EGF基因, 并成功地制备P选择素L-EGF单克

隆抗体, 体外实验表明其可特异性结合P选择素, 具有抗

活化血小板与中性粒细胞黏附的功能. TNFα诱导血管内

皮细胞活化, 从而表达P选择素, 而P选择素L-EGF单克隆

抗体可明显抑制活化内皮细胞与中性粒细胞黏附活化[5]. 
动物实验研究发现, P选择素L-EGF单克隆抗体通过抑制

内皮细胞与中性粒细胞、树突状细胞等的黏附活化, 对
肝、肾缺血再灌注损伤具有治疗作用[12]. 

我们建立了人胃癌组织原位移植SC ID小鼠胃癌转

移模型,  进行了P选择素L-EGF单克隆抗体抗转移的动物

实验研究. 我们发现, 经注射P选择素L-EGF单抗后小鼠

的肿瘤转移率显著低于生理盐水对照组, 分别为11.1%与

81.8%, L-EGF单抗组未发现肝脏等脏器转移, 两组之间

差别显著, P <0.05. 结果表明, P选择素L-EGF单抗抑制了

图 1 生理盐水组、L-EGF单抗组SCID小鼠与正常小鼠胃组织P选择素
mRNA表达. A: 生理盐水组与正常小鼠; B: L-EGF单抗组. 

表 1 各组动物胃组织P选择素mRNA检测结果 (Ct值, mean±SD)

组别                              n                            P选择素mRNA的Ct值

生理盐水组             11                                   17.09±1.40

L-EGF单抗组               9                                   20.�4±2.20

正常对照组             10                                   28.38±2.63
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肿瘤的转移. 表明P选择素L-EGF单抗抑制肿瘤转移作用

较P选择素单抗进一步增强[4]. Dimitroff et al [13]的免疫组

化研究发现, P选择素糖蛋白配体1(PSGL-1)主要表达于

骨转移性前列腺肿瘤细胞表面, 表明PSGL-1与前列腺癌

的肿瘤转移相关. Enns et al [14]研究结果表明, 选择素与配

体sLe(a)相互作用在结肠癌肝转移中起重要作用. Murata 
et al [15]研究发现, 抑制选择素配体Lewis X表达可抑制结

肠癌的转移. Ludwig et al [16]的研究表明, 内皮细胞P选择

素表达在实验性黑色素瘤肺转移中起重要作用. 结果表

明, 选择素通过介导内皮细胞、血小板与肿瘤细胞的黏

附, 在肿瘤转移过程中起重要作用, 其单克隆抗体可抑制

肿瘤的转移. 
荧光定量PCR技术研究癌组织mRNA基因表达, 可实

时定量分析, 因此可较好地研究P选择素mRNA基因表达

与肿瘤转移中的关系. 结果发现, 正常对照鼠胃组织P选
择素mRNA表达较低, SCID小鼠有癌转移者其胃癌组织

中P选择素mRNA表达显著较不伴癌转移者强, 这可能由

于在肿瘤转移过程中选择素基因受刺激和激活, 导致其

转录水平上调, 后者通过促进癌组织中P选择素黏附分子

的合成从而加强肿瘤的转移. 有关研究表明, TNFα、脂

多糖、凝血酶等可刺激诱导活化血小板和血管内皮细胞

从细胞水平或基因转录水平表达P选择素. 肿瘤细胞可分

泌血管渗透因子、IL-1等细胞因子, 后者可刺激内皮细胞

棒状小体的释放和细胞膜选择素表达, 而促进肿瘤的转

移[4]. 表明, 在肿瘤转移过程中, P选择素合成与释放增强, 
从而P选择素表达增强. Borsig et al [17]研究发现, P选择素

通过介导肿瘤细胞与血小板和白细胞的黏附作用, 在肿

瘤转移中起重要作用. Ferroni et al [11]研究表明, 血浆P选
择素水平与结肠癌肿瘤转移相关, 是一项独立的预后指

标. 我们发现, P选择素L-EGF单抗组胃癌组织中P选择素

mRNA表达显著减低. Sumariwalla et al [18]研究表明, P选择

素糖蛋白配体1可抑制炎症细胞TNFα的产生, 已知TNFα
可刺激血小板和血管内皮细胞P选择素的表达, 因此, P选
择素糖蛋白配体1可能通过抑制炎症细胞TNFα的产生, 
从而抑制P选择素的表达. 表明, P选择素L-EGF单克隆抗

体可能通过抑制选择素mRNA基因表达而进一步发挥抗

转移作用. 
总之, P选择素L-EGF单克隆抗体作用于P选择素分

子的关键表位, 因此其抗黏附作用更强, 体内应用的副作

用可能更少. 进一步研究P选择素L-EGF单克隆抗体的抗

肿瘤转移作用及其机制, 将对胃癌和其他肿瘤的抗转移

治疗具有重要意义. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of leptin and trans-
forming growth factor-α (TGF-α) in the H pylori infected 
gastric mucosa, and to explore the correlation between 
leptin and TGF-α.

METHODS: Immunocytochemistry was used to detect 
the expression of leptin and TGF-α in the mucosal bio-
psies from the corpus ventriculi and the gastric antrum 
of patients with H pylori + and H pylori - chronic gastritis 
and gastric ulcer.

RESULTS: Leptin was weakly positive in the corpus 
ventriculi mucosa of normal person. The expression 
of leptin and TGF-α were significantly increased in the 
corpus ventriculi mucosa of H pylori + infected patients 
with gastritis and gastric ulcer as compared with that 
in the H pylori - patients (leptin: 73.33% vs 23.08%, 
P <0.05; 70.59% vs 25.00%, P <0.05; TGF-α: 73.33% 
vs 15.38%, P <0.05; 76.47% vs 25.00%, P <0.05). The 
expression of leptin had no significant difference in the 
gastric antral mucosa between the four groups (P >0.05). 
The expression of TGF-α was markedly higher in the 
gastric antral mucosa of patients with H pylori + chronic 

gastritis than that in patients with H pylori - gastritis 
(53.33% vs 7.69%, P <0.05). The expression of leptin 
and TGF-α was positively correlated in the corpus ven-
triculi mucosa (r = 0.80, P <0.01).

CONCLUSION: The expression of leptin and TGF-α is 
positively correlated in the corpus ventriculi mucosa of H 
pylori + patients with chronic gastritis and gastric ulcer.

Key Words: Leptin; Transforming growth factor-α; Heli-
cobacter pylori ; Chronic gastritis; Gastric ulcer
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摘要

目的: 探讨瘦素和转化生长因子-α(TGF-α)在幽门螺杆菌(H 
pylori )感染的胃黏膜表达之间的关系. 

方法: 用免疫组织化学法检测H pylori阳性(H pylori +)和阴性

(H pylori -)慢性胃炎和胃溃疡患者胃体和胃窦部活检标本. 

结果: 瘦素在正常人的胃体黏膜内有弱阳性表达. 瘦素和

TGF-α在H pylori +胃炎和胃溃疡患者胃体黏膜内的过表达

率较H pylori -者明显增强(瘦素: 73.33% vs  23.08%, P <0.05; 
70.59% vs  25.00%, P <0.05; TGF-α: 73.33% vs  15.38%, 
P <0.05; 76.47% vs  25.00%, P <0.05). 瘦素在四组患者的胃

窦部表达无差别(P >0.05). TGF-α在H pylori +胃炎患者胃窦

部的表达较H pylori -胃炎患者显著增强(53.33% vs  7.69%, 
P <0.05). 胃体部瘦素与TGF-α的表达呈显著正相关(r  = 0.80, 
P <0.01), 胃窦部二者无相关关系. 

结论: 胃体部瘦素与TGF-α在幽门螺杆菌感染慢性胃炎和胃

溃疡患者的表达呈显著正相关, 胃窦部二者无相关关系. 

关键词: 瘦素; 转化生长因子-α; 幽门螺杆菌; 慢性胃炎; 胃溃疡

李点玲, 张桂英. 瘦素和TGF-α在幽门螺杆菌感染慢性胃炎和胃溃疡患者胃

黏膜内的表达及意义. 世界华人消化杂志 200�;13(23):279�-2798

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2795.asp

0  引言

近年来发现瘦素及其受体存在于人和鼠的胃黏膜, 研究
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表明[1]胃源性瘦素主要由主细胞和壁细胞分泌. 而瘦素

受体分布于整个胃黏膜, 瘦素通过自分泌和旁分泌的方

式与其特异的受体结合后发挥生理作用[2]. 目前胃源性瘦

素的作用尚不清楚. 动物实验表明瘦素可调节胃的饱食

感和肠道营养物质的吸收[3], 对各种有害因子所致胃黏

膜的损伤有保护作用[4-6]. H pylori作为一种胃黏膜生物损

伤因子, 与瘦素有密切的联系. 我们的目的为检测瘦素、

TGF-α在H pylori相关胃炎和胃溃疡患者胃黏膜内的表

达, 并探讨瘦素和TGF-α在H pylori相关胃炎和胃溃疡发

病机制中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 病例选择及取材 入选标准: (1)年龄为18-70岁; (2)体
重指数在18-35 kg/m2之间. 排除标准: (1)糖尿病及空腹血

糖异常者(>7.0 mmol/L); (2)胃癌患者或不能排除恶变者; 
(3)胃溃疡患者有严重并发症如幽门梗阻、活动性出血

等; (4)合并其他严重疾病, 如明显心、肺、肝、肾功能不

全者; (5)有胃、十二指肠手术史者. 经上述标准选择胃镜

下诊断为慢性胃炎或胃黏膜大致正常的患者28例, 自胃

体大弯侧中段和距幽门3 cm内的胃窦小弯侧各取两块胃

黏膜组织; 胃镜下诊断为胃窦溃疡(活动期)患者33例, 自
溃疡病灶边缘和胃体大弯侧中段各取2块黏膜组织, 以上

用于瘦素和TGF-α的免疫组化和HE染色. 所有患者在距

幽门3 cm内的胃窦小弯侧和胃体大弯侧各取一块黏膜组

织用于快速尿素酶试验.
1.1.2 免疫组化的主要试剂 TGF-α多克隆抗体的浓缩液及

SP试剂盒, 购自北京中山生物工程有限公司; 瘦素多克隆

抗体的浓缩液, 购自深圳晶美生物工程有限公司.  
1.2 方法 活检胃黏膜组织用40 g/L中性甲醛溶液固定

24 h, 石蜡包埋, 行4 mm连续切片, 采用SP法作免疫组化

染色. 其中瘦素一抗工作浓度为1∶50, TGF-α为1∶25. 
阴性对照: 以PBS代替一抗; 阳性对照瘦素为脂肪组织, 
TGF-α为胰腺癌组织. H pylori感染的诊断: 所有病例均行

快速尿素酶试验和HE染色, 2种阳性者定为H pylori +, 2种
阴性者定为H pylori -. 结果判断: 参照文献[7]采用综合评

分法, 根据细胞着色深度及阳性细胞数分别记分为0-3分, 
着色程度以多数细胞着色程度为准. 凡细胞质或腺腔内

黏液浅棕色者为1分、棕色者为2分、深棕色者为3分、

不着色为0分; 整块切片中阳性细胞占所有胃黏膜细胞的

比例<30%为1分、30-70%为2分、>70%为3分、无细胞

着色为0分. 根据上述两项指标的积分分为4级, 0分为阴

性(–)、2-3分为弱阳性(+)、4分为阳性(++)、5-6分为强阳

性(+++)、4分以上为过表达. 
统计学处理 我们采用计数资料, 应用SPSS 11.0统计

软件进行c2检验、秩和检验及Spearman等级相关分析. 

2  结果

2.1 患者一般情况 61例H pylori +与H pylori -慢性胃炎和胃

溃疡患者纳入实验对象. 患者的年龄和体重指数如表1所示. 
四组比较差异无显著性(年龄P = 0.63, 体重指数P = 0.66). 
2.2 瘦素和TGF-α在胃黏膜上皮细胞的表达和分布 瘦素

和TGF-α的阳性细胞表达为细胞质内棕黄色颗粒. 瘦素在

正常人的胃体上皮腺体呈弱阳性表达, 主要位于胃体的

腺体细胞. TGF-α在正常人胃体、胃窦上皮腺体都有弱阳

性表达, 表达部位主要在胃腺颈部、基底部. 
2.3 瘦素和TGF-α在慢性胃炎和胃溃疡患者胃黏膜上皮细

胞表达 瘦素在H pylori +胃炎、H pylori -胃炎、H pylori +

胃溃疡、H pylor i -胃溃疡患者胃窦腺上皮的阳性(P  = 
0.89)和强阳性(P  = 0.93)表达率比较差异无显著性; 胃体

腺上皮四组阳性表达率, H pylori +较H pylori -有增高的趋

势, 但四组比较差异无显著性(P  = 0.28), 胃体腺上皮在H 
pylori +组强阳性表达率高于H pylori -组(0.01<P <0.05); 瘦
素在胃体腺上皮的阳性和强阳性例数和的表达率均显著

高于胃窦部(P <0.01)(表2).
TGF-α在四组的胃窦腺上皮的阳性率, H pylori +胃炎

和胃溃疡组分别较H pylori -组有增高趋势, 但四组比较差

异无显著性(P  = 0.59); 四组的胃体腺上皮的阳性表达率

也无显著性差异(P  = 0.28); 四组胃窦腺上皮的强阳性率, 
H pylori +胃炎、H pylori +胃溃疡、H pylori -胃溃疡组显著

高于H pylori -胃炎组(P <0.05), H pylori +和H pylori -胃溃疡

两组比较差异无显著性(P >0.05); 四组胃体腺上皮强阳性

表达率, H pylori +胃炎和胃溃疡组分别显著高于H pylori -

组(P <0.05); TGF-α在胃体(P  = 0.36)和胃窦(P  = 0.28)例数

和的阳性和强阳性表达率无显著差别(表3).
2.4 运用Spearman法进行等级相关性分析 胃体腺上皮瘦

素与TGF-α二者的表达平行且呈正相关(P <0.01, r  = 0.79); 
胃窦腺上皮二者无相关关系(P  = 0.28, r  = 0.14). 

3  讨论

H pylori感染胃黏膜后可诱导局部一系列细胞因子表达, 

表 1  H pylori +、H pylori -的胃炎和胃溃疡患者的年龄、体重指数

             n        年龄 (a)               体重指数 (kg/m2)

             H pylori + H pylori -  H pylori +  H pylori -  H pylori +  H pylori -   

胃炎           1�          13           4�.33      4�.77        22.04       22.74

胃溃疡        17          16           4�.6�      40.13        21.64       22.49

合计           32          29           4�.�3      42.62        21.83       22.60

组别

aP<0.0� vs H pylori -胃炎组; cP<0.0� vs H pylori -胃溃疡组; bP<0.01 vs 胃

窦例数和.

表 2 瘦素在四组患者胃黏膜上皮细胞表达的比较

                       胃窦             胃体        阳性率 (%)   过表达率 (%)

                                 -  + ++ +++ -   + ++ +++ 胃窦   胃体     胃窦   胃体

H pylori  +胃炎组 1�  12 2  1     0   0   4   6    �  20.00 100.00b 6.67  73.33ab

H pylori  -胃炎组 13  10 2  1     0   1   9   3    0  23.08   92.31  7.69   23.08

H pylori  +溃疡组 17  12 3  1     1   0   �   6    6  29.41 100.00 11.76  70.�9c

H pylori  -溃疡组 16  13 1  2     0   2 10   3    1  18.7�   87.�0 12.�0  2�.00

组别                     n
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这些细胞因子构成一个复杂的炎症免疫调节网络, 在H 
pylori相关胃炎和胃溃疡的发病机制中发挥重要作用. 瘦
素作为一种新的细胞因子和胃肠激素, 参与胃肠的炎症

免疫反应, 研究表明, 瘦素在H pylori感染相关疾病中起一

定的作用, 但作用机制及与其他细胞因子的相互作用还

不明确. 而TGF-α是一种胃黏膜保护细胞因子, 在H pylori
感染所致黏膜损伤和溃疡愈合过程中起重要作用. 明确

瘦素和TGF-α在H pylori相关胃炎和胃溃疡患者胃黏膜内

的表达, 对了解H pylori的致病机制和胃源性瘦素的作用

有重要意义. 
本研究结果表明, 瘦素在正常人的胃黏膜上皮呈弱

阳性表达, 位于胃体的腺体细胞, 而在胃窦腺上皮细胞无

阳性表达, 与文献报道用免疫组化法检测的结果一致[6,8]. 
有研究[1]表明胃源性瘦素主要存在于胃黏膜的主细胞和

壁细胞, 少量存在于胃腺基底部的内分泌细胞. 由于胃窦

幽门腺只含少量壁细胞, 而无主细胞分布, 故瘦素在胃窦

可能有少量分泌, 但因含量较低而用免疫组织化学法不

能检测到. 若改用灵敏度高的其他方法, 如用RT-PCR和

Western印迹法, 在人的胃窦黏膜上皮细胞则可检测到瘦

素的mRNA和蛋白[1]. 
H pylori是导致慢性活动性胃炎的病原菌, 可诱导免

疫细胞包括中性粒细胞、淋巴细胞和单核细胞在黏膜局

部浸润. 我们的研究显示H pylori +胃炎患者胃体上皮细

胞瘦素表达水平较H pylori -患者明显增强, 其机制可能是

H pylori感染诱导的免疫细胞在胃黏膜局部产生和释放

的炎性细胞因子可刺激胃黏膜上皮细胞从血中摄取瘦素, 
使炎症局部的上皮细胞分泌瘦素增多[2], 从而使瘦素在胃

黏膜局部的表达增强. 国外研究表明胃源性瘦素对胃黏

膜的损伤有保护作用[4,9], 并有诱导胃黏膜细胞增殖而维

持黏膜完整性的作用[10], 而H pylori感染时瘦素高表达, 推
测胃源性瘦素可能参与了H pylori感染所致黏膜损伤的修

复和炎症愈合过程. 
本研究提示瘦素在胃窦溃疡边缘组织与慢性胃炎胃

窦部的表达无显著差别, 而Konturek et al [11]应用动物模型

研究发现胃底溃疡边缘组织的瘦素mRNA和蛋白表达水

平显著增高, 二者的研究结果不相符. 这种差异可能与瘦

素在胃黏膜组织的定位表达和实验方法有关. 我们所选

患者均为胃窦溃疡, Konturek et al [11]则选用胃底溃疡, 研
究[2,12]表明瘦素的免疫组化阳性细胞位于胃底和胃体的

胃底腺, 而在胃窦幽门腺极少或不分布; 另外我们采用免

疫组化检测瘦素的含量变化, 而Konturek et al [11]则用灵敏

度高的RT-PCR和Western印迹法. 有人推测胃源性瘦素对

化学物质诱导的胃溃疡有促进其愈合作用[11]. 人类胃溃

疡的形成机制与动物模型的不同, 且瘦素在胃黏膜的主

要表达部位与胃溃疡好发部位不同, 胃源性瘦素在人类

胃溃疡发病中是否起作用有待进一步研究. 
T G F-α可在正常胃黏膜表达 ,  说明在正常情况下

TGF-α对维持胃黏膜上皮的代谢和胃黏膜结构完整性起

作用. 国内外研究[11,13]及本研究都显示TGF-α在H pylori +

胃炎患者胃黏膜上皮细胞的表达显著高于H pylori -胃炎

者, 其机制可能是H pylori感染引起胃黏膜的炎症反应, 刺
激淋巴细胞释放淋巴因子, 诱导TGF-α等肽类生长因子表

达, 参与炎症愈合过程并促进黏膜再生修复. 
消化性溃疡的愈合是一个非常复杂的过程, 包括上

皮细胞的更新和凋亡、胃腺体的修复、血管生成和肉芽

组织的形成. 本研究结果显示胃溃疡患者溃疡边缘组织

TGF-α的表达较H pylori -慢性胃炎显著增强, 与国内外[11,14]

的研究结果一致. TGF-α的高表达可以促进多种细胞有丝

分裂, 促使溃疡边缘增生、分化的表皮细胞迁移至肉芽

组织覆盖溃疡面, 并伸入肉芽组织内重建溃疡瘢痕中的

胃黏膜腺体, 从而有利于溃疡的愈合[15]. 
瘦素和细胞因子的相互调控关系, 在不同疾病都有

研究报道, 但由于实验条件等各种因素的影响, 瘦素与细

胞因子的关系尚未达成共识. 已有研究表明瘦素与TGF-α
在发病过程中具有相互协调作用[11]. 本研究结果显示在H 
pylori感染相关疾病中胃体上皮细胞的瘦素与TGF-α蛋白

表达水平呈显著正相关. 但胃窦部二者的表达水平无相

关关系, 其原因可能与瘦素在胃黏膜的阳性表达部位和

实验方法的敏感性有关. 在H pylori感染相关疾病中, 胃黏

膜分泌的瘦素与TGF-α的相互作用有待进一步研究. 
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    国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会

      暨第三届全国普通外科主任论坛第一轮通知

本刊讯 第二届国际肝胆胰协会中国分会学术会议将于2006-10在武汉举行.

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

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

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

巨大成功.

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

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

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

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

名参加.

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

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

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

（收）, 邮编: 430030; 联系电话: 027-83662599. （世界胃肠病学杂志社 2005-09-15）
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Abstract
AIM: To evaluate the effect of time-resolved fluorescen-
ce immunoassay (TRFIA) and electro-chemilumines-
cence immunoassay (ECLIA) for detecting the serum 
level of carcinoembryonic antigen (CEA) and their influ-
ence on the positive rate of serum CEA in patients with 
colorectal carcinoma.

METHODS: Serum CEA levels were detected with 
both TRFIA and ECLIA in 90 samples from patients 
with colorectal carcinoma (n = 30), non-colorectal car-
cinoma (n = 30), and the healthy controls (n = 30). The 
data were analyzed with statistical software SPSS.

RESULTS: The level of CEA was significantly higher 
in the colorectal cancer group (TRFIA: 44.12±95.27 
μg/L, ECLIA: 35.96±71.83 μg/L) than that in the heal-

thy control group (TRFIA: 1.04±0.55 μg/L, ECLIA: 
0.71±0.48 μg/L) (P <0.01). The sensitivities of TRFIA 
and ELCIA were 60.0% and 66.7%; the specificities 
were 98.3% and 100%; the accuracies were 85.6% 
and 88.9%; the positive predictive rates were 94.7% 
and 95.2%; and the negative predictive rates were 
83.1% and 85.7%, respectively. The results of ELCIA 
were better than those of the TRFIA, and they were 
well correlated (r = 0.973 8). There was no significant 
difference between the two methods (P >0.05).

CONCLUSION: There is a good correlation between 
TRFIA and ECLIA for detection of the serum CEA level. 
They have high sensitivities and good stabilities, and 
are suitable for clinical detection of serum CEA.

Key Words: T ime-resolved f luorescence immu-
noassay; Electro-chemiluminescence immunoassay; 
Carcinoembryonic antigen; Colorectal carcinoma

Zhang QY, Sun L, Zhang SG, Wang Q. Comparison between time-
resolved fluorescence immunoassay and electro-chemiluminescence 
immunoassay for detection of serum carcinoembryonic antigen in 
colorectal carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2005;13(23):2799-2802

摘要

目的: 对时间分辨荧光免疫法(TRFIA)与电化学发光免疫法

(ECLIA)检测血清癌胚抗原CEA作比较分析, 了解两种方法

的特点及这两种方法对结直肠癌检出率的影响. 

方法: 分别采用TRFIA法及ECLIA法检测正常人、结直肠

癌、非结直肠癌患者组共90例, 每组各30例临床送检标本血

清CEA含量, 应用SPSS(Chicago, USA)软件进行统计学比较

和分析. 

结果: 结直肠癌组CEA值(TRFIA法: 44.12±95.27 μg/L, 
ECLIA法: 35.96±71.83 μg/L)明显高于正常组(TRFIA
法: 1.04±0.55 μg/L, ECLIA法: 0.71±0.48 μg/L)(P <0.01). 
TRFIA和ECLIA的灵敏度分别为60.0%、66.7%, 特异性

98.3%、100%, 准确性85.6%、88.9%, 阳性预测值94.7%、

95.2%及阴性预测值83.1%、85.7%. 两种方法检测的灵敏

度、特异性、准确性、阳性预测值及阴性预测值略有不

同, 后者优于前者, 但两者无显著差异(P >0.05), 相关性好(r = 
0.973 8). 

结论: TRFIA法和ECLIA法具有良好的相关性, 并且具有灵
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敏度高和稳定性好等优点, 可应用于临床血清CEA检测. 

关键词: 时间分辨荧光免疫分析; 电化学发光免疫分析; 癌胚抗原; 

结直肠癌

张青云, 孙丽, 张书耕, 王琼. 时间分辨荧光免疫法与电化学发光法检测结直

肠肿瘤标志CEA的比较. 世界华人消化杂志 �005;13(�3):�7��-�80�

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2799.asp

0  引言

癌胚抗原(carcino embryonic antigen, CEA)广泛分布于胚

胎多种器官组织, 出生后血内含量很低. 他可在多种恶性

肿瘤如结直肠癌、胰腺癌、胃癌、肺癌、宫颈癌等表

达, 其中结直肠癌阳性率最高. 临床上CEA主要用于结直

肠癌的诊断、判断肿瘤分期和病变程度、监测治疗和预

报复发等[1-7], 因而通过检测血液中癌胚抗原的含量, 对
动态监测跟踪结直肠癌的病情变化和观察治疗效果有重

要的临床价值. 临床实验室用于检测CEA的方法主要有

放射免疫分析(RIA)、酶联免疫分析(ELISA)、化学发光

免疫分析(CLIA)等检测方法. 近年来发展起来的时间分

辨荧光免疫分析(time-resolved fluorescence immunoassay, 
TRFIA)和电化学发光免疫分析(electrochemilumin escence 
immunoassay, ECLIA)测量技术, 具有灵敏度高、稳定性

好和无放射性污染等优点[8-14], 超过了上述传统的检测方

法. 而检测方法的改进是提高血清学诊断阳性率的重要

途径. 因此我们采用TRFIA法与ECLIA法对比分析了临床

送检的血清标本CEA的含量, 并对检测结果进行了统计

分析和比较, 旨在进一步了解TRFIA法与ECLIA方法的特

点及这两种方法对结直肠癌检出率的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 正常对照组30例为北京大学临床肿瘤学院经体

检及辅助检查排除各种恶性疾病的健康人员(男4例, 女26
例), 年龄23-63岁, 平均年龄35岁. 肿瘤组60例: 结直肠癌

30例(男12例, 女18例), 年龄25-86岁, 平均年龄60岁; 非结

直肠癌30例包括淋巴瘤、肝癌和乳癌术后(男5例, 女25
例), 年龄30-74岁, 平均年龄55岁, 均为北京大学临床肿瘤

学院门诊和住院患者, 肿瘤手术后标本均经病理证实. 
1.2 方法 空腹取血2 mL经4 000 r/min离心10 min, 取血

清备用. 时间分辨荧光分析系统泰莱-Ⅰ及其配套试剂

由广州丰华公司提供, 全自动电化学发光免疫分析系统

Elecsys 2010及配套试剂由罗氏公司提供. TRFIA操作方

法: 试剂及微孔反应板置室温平衡. 将微孔反应板安装到

支架上, 揭去密封胶带, 洗板2次, 并在干净的吸水纸上拍

干. 向微孔中加入标准品(Std)及样品(Unk)25 μL/孔. 再依

次加入分析缓冲液200 μL/孔, 为避免污染应弃掉第一管. 
加样时滴头应在微孔中部的上方, 避免与小孔边缘或其

中的试剂接触. 微孔反应板置室温震荡温育3 h. 取下反

应板, 用洗板机洗板6次(洗液加入量调节在能充满整个微

孔, 并防止溢出), 并于干净的吸水纸上将微孔内残留的液

体拍干, 然后加入铕标记物工作液200 μL/孔, 室温震荡

温育1 h, 洗板6次, 拍干后加入增强液200 μL/孔(加入过

程中避免碰到小孔边缘或其底部, 以免产生污染). 最后微

孔反应板室温震荡5 min测定结果, 数据分析由其自带的

LOG–LOG_B函数处理. ECLIA操作方法: 加样10 μL, 其
余操作由电化学发光免疫分析仪Elecsys 2010自动完成, 
两点定标. 参考数值: 95％健康人CEA≤5.0 μg/L. 

统计学处理 SPSS 11.0(Chicago, USA)统计软件, 各组

计量数据以均数±标准差(mean±SD)表示, 敏感性、特

异性、准确性、阳性预测值及阴性预测值比较用χ2检验. 

2  结果

2.1 CEA检测结果 结直肠癌组CEA值(TRFIA法44.12±
95.27 μg/L, ECLIA法35.96±71.83 μg/L)明显高于正常

组(TRFIA法1.04±0.55 μg/L, ECLIA法0.71±0.48 μg/
L), 有显著性差异(P <0.01). 以TRFIA和ECLIA的CEA
≤5.0 μg/L为参考范围, 分析非结直肠癌组和结直肠癌

组, 两种方法无显著差异(P >0.05). 30例正常人TRFIA和

ECLIA的CEA值分别为1.04±0.55 μg/L和0.71±0.48 μg/
L, 两者有显著差异(t = 3.927, P  = 0.000<0.01)(表1). 
2.2 相关性分析 90份受检者血清样品同时用两种方法测

得CEA结果的相关性分析表明, 其直线回归方程为y  = 
1.278 5x-0.685, r = 0.973 8, P<0.01. 两者呈显著正相关(图1). 
2.3 比较CEA TRFIA和CEA ECLIA的灵敏度、特异性及

准确性、阳性预测值及阴性预测值(表2). 

表 1 TRFIA和ECLIA对正常组、非结直肠癌组和结直肠癌组CEA的测定值

            CEA TRFIA                     CEA ECLIA

组别           n                         阳性  阳性                         阳性  阳性

                                                     例  率 (％)                         例  率 (％)

正常组              30  1.04±0.55      0    0         0.71±0.48b         0     0

非结直肠癌组   30  1.65±1.1�      1    3.33    1.55±1.04       0     0

结直肠癌组      30  44.1±�5.�7b  18    60.0    35.�±71.83b   �0   66.7

μg/L                                 μg/L

bP<0.01 vs  正常组CEA TRFIA.

表 2 TRFIA和ECLIA检测CEA对直肠癌诊断的评价 (％)

方法              灵敏度     特异性     准确性     阳性预测值     阴性预测值

CEA TRFIA     60.0         �8.3         85.6            �4.7                 83.1

CEA ECLIA     66.7         100          88.�            �5.�                 85.7

图 1 CEA TRFIA和CEA ECLIA的相关关系. 
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3  讨论

C E A是一种结构复杂的可溶性糖蛋白 ,  分子量约为

200 ku, 是从结肠癌和胎儿肠中提取的一种肿瘤相关抗

原, 由内胚层细胞分化而来, 在细胞质中形成, 越过细胞

膜进入体液, 故可在多种体液中检测出. 肝脏是其分解代

谢的场所, 血中半衰期为2 d, 是消化系统恶性肿瘤诊断的

可靠指标[15], 尤其是对结直肠癌的诊断意义最大, 胃癌次

之. 人血清中CEA浓度的体外测定, 对结直肠癌等恶性肿

瘤的临床诊断、疗效监测及预后评估具有重要意义[16-20]. 
以往对血液中肿瘤标记物CEA的检测主要依赖于放

射免疫法和ELISA法, 前者由于有放射性污染, 对操作人

员有危害, 且不利于环境保护. ELISA法影响因素多, 每次

测定必须做标准曲线, 否则结果不稳定, 不适合单份标本

的检测. 近来发展的时间分辨荧光免疫法和电化学发光

免疫法均是快速、简便、无污染的检测技术. 我们运用

这两种技术对30例结直肠患者、30例非结直肠患者及30
例健康体检人员进行CEA检测及比较, 结果显示, 结直肠

癌组CEA值(TRFIA法44.12±95.27 μg/L, ECLIA法35.96
±71.83 μg/L)明显高于正常组(TRFIA法1.04±0.55 μg/L, 
ECLIA法0.71±0.48 μg/L), 有显著性差异(P <0.01). 本实

验CEA TRFIA敏感性60.0％、特异性98.3％及阳性预测

值94.7％, 与Fernandes et al [21]应用该方法测得结直肠CEA
结果相近似, 分别为56％、95％、94％. 而CEA ECLIA的

阳性检出率66.7％, 也与国内外文献[22,23]报道的阳性率

为66.7％及68％基本相同. 
TRFIA是一种新型的超微量检测技术. 其基本原理

是以三价稀土离子及其螯合物作为示踪剂标记抗体, 当
与相应的抗原结合时, 抗原抗体复合物在增强液中解离, 
并在特定激发光激发下发出特定波长的荧光, 利用时间

分辨荧光免疫测定仪测定复合物中的稀土离子发射的荧

光强度, 从而确定待测抗原的量[24,25]. 该方法具有信噪比

高、重复性好, 不受样品的自然荧光干扰等特点[26-28]. 而
ECLIA则是采用电促化学发光, 使用非同位素金属三联

吡啶钌作为标记物, 由电极发光, 在三丙胺的参与下发

生的化学反应, 并以顺磁性微粒为固相载体, 从而大大提

高了灵敏度, 增加了线性范围[29-31]. 目前关于这两种方法

对比报道还较少, 本实验中CEA TRFIA和CEA ECLIA的

灵敏度分别为60.0％、66.7％, 特异性98.3％、100％, 准
确性85.6％、88.9％, 阳性预测值94.7% 、95.2%及阴性

预测值83.1%、85.7%. 两种方法检测的灵敏度、特异性

及准确性等略有不同, 后者优于前者, 但两者无显著差异

(P >0.05), 相关性好, R = 0.973 8. 说明TRFIA和ECLIA这

两种方法均适于临床CEA检测. 
另外本实验中C E A E C L I A正常值明显低于C E A 

TRFIA, 两者有显著差异(P <0.01). 表明前者可能对低值

的检测敏感性更高. 而在灵敏度、特异性、准确性等检

测指标, CEA ECLIA也优于CEA TRFIA. 原因可能: (1)电
化学发光免疫分析系统Elecsys 2010是全自动操作, 可保

证各次实验条件一致; 而时间分辨荧光分析系统泰莱-Ⅰ
则需多步手工操作, 如加样、洗涤、温育、制作标准曲

线等, 人为误差较大. (2)时间分辨荧光免疫分析法CEA测

定试剂盒是新研制出的国产试剂盒, 与罗氏电化学发光

CEA试剂盒可能存在一定差异. 我们的综合实验结果说

明TRFIA法和ECLIA法均能充分满足临床和科研试验的

需求, 尤其适用于临床常规和急诊检测, 具有很好的应用

前景. 
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                                                                                                                                                            • 消息 •                
    我国科技论文总数连续三年世界第五

本刊讯 2004年度中国科技论文统计结果于2005-12-06在北京揭晓, 与上一年度相比, 我国科技论文SCI论文数增长15.2％, 论文

被引用篇数和次数分别增长4.4％和4.3％. 更可喜的是, 在过去十年间, 我国论文被引用数已排在世界第14位, 与上一年同一数

据相比, 位次提高了4位.

    据介绍, 2004年度《科学引文索引》（SCI）、《工程索引》（EI）和《科学技术会议录索引》（ISTP）共收录我国作者的

论文111 356篇, 比上年增加93 352篇, 增长率为19.3％. 我国科技论文占世界论文总数的6.3％, 较上年增加1.2％, 连续3年保

持在世界第5位, 前4位国家是美国、日本、英国和德国. 根据生物医学专家的建议, 今年在统计中新增加了美国《医学索引》

（MEDLINE）检索系统, 该系统是当今较权威的生物医学文献检索系统, 我国大陆75种期刊被收录其中.

    2004年度我国国内论文最多的学科仍是临床医学, 基础医学名列第六. 国内被引用次数最多的学科也是临床医学, 基础医学

名列第五. 国际被引用论文篇数, 基础医学与临床医学名列第八和第九. 由于综合大学并校, 高校论文产出前20位排名榜中已不

见了医学院校, 但在MEDLINE收录的高等院校排名中, 仍可看到医学科技论文对综合大学论文排名的贡献. 2004年排在SCI收录论

文数第一的医疗机构是北京大学第一医院, 解放军总医院在国内论文被引用次数、国内论文数和国际国内论文总数三个统计项目

中，均名列医疗机构第一.

    在同时公布的第四届中国百种杰出学术期刊中, 22种医药卫生类期刊榜上有名.[摘自《健康报（记者张荔子）》] 
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Abstract
AIM: To introduce an effective method of immunogold 
electron microscopy for the detection of nanobacteria.

METHODS: Nanobacteria were fixed in the 25 g/L glut-
araldehyde, and then were embedded in resin. After 
they were cut into ultrathin slices by diamond knife, 
an indirect immunogold electronic microscopy staining 
was performed on the nanobacteria using the specific 
antibody of nanobacteria.

RESULTS: The nanobacteria were ball- or stick-like 
with a length of 80-350 nm under electron microscope. 
Nanobacteria were combined with the specific antibo-
dy. The adhesion of the immune colloidal gold granule 
was observed under the electronic microscopy.

CONCLUSION: The immune electronic microscopy can 
not only reveal the ultrastructure of nanobacteria, but 
also indicate its special antigenicity.

Key Words: Nanobacteria; Immune electron micros-
copy; Bacterial biofilm

Wang LM, Shen WL, Zhou Z, Zhang SL. Detection of nanobacteria 

by immune electron microscopy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(23):2803-2805

摘要

目的: 介绍一种有效鉴别纳米细菌的金标记免疫电镜方法. 

方法: 纳米细菌经25 g/L戊二醛固定、树脂包埋后, 用钻石刀

制成超薄切片, 用纳米细菌特异性抗体进行间接金标免疫电

镜染色. 

结果: 纳米细菌经负染后于透射电镜下观察, 呈球形或短棒

状颗粒, 大小约为80-350 nm. 纳米细菌可以和特异性抗体结

合, 在电镜下表现为胶体金颗粒的附着. 

结论: 采用免疫电镜的方法, 在较好地显示纳米细菌超微结

构的同时, 又可以指示其独特的抗原性. 

关键词: 纳米细菌; 免疫电镜; 细菌被膜

王利民, 沈文律, 周珍, 张士莲. 纳米细菌的免疫电镜检测. 世界华人消化杂

志  2005;13(23):2803-2805

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2803.asp

0  引言

芬兰科学家Kajander et al [1]进行哺乳动物细胞培养时, 发
现纳米细菌(nanobacteria, Nb)是迄今为止在人体内发现

的最小的有细胞壁的细菌, 其直径80-500 nm, 呈球状或

球杆状, 细胞壁厚, 无荚膜与鞭毛结构, 体积极小, 可通过

0.1-0.4 µm的滤菌膜, 普通的细菌学检测方法很难发现. 
纳米细菌在pH 7.4和生理性钙、磷浓度中能形成羟磷灰

石碳酸盐结晶, 产生坚硬的钙化外壳覆盖于菌体周围, 因
此在高温、强酸等条件下仍能存活. 纳米细菌不能用普

通微生物培养基培养, 但在37℃、pH 7.4和50 mL/L CO2

条件下的细胞培养基中生长良好. 纳米细菌感染, 可以引

起肾结石的形成[2,3]以及动脉粥样硬化[4-6], 并且与胆结石

的发生有密切关系[7], 因此纳米细菌的研究越来越受到医

学界的重视. 
纳米细菌极其微小, 普通的光学显微镜根本无法对

其进行观察, 而高分辨的电子显微镜则能清晰的显示其

结构. 我们介绍一种检测纳米细菌的免疫电镜方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 透射电子显微镜: JEM 2010型, 日本, 工作电

压80 kV; 扫描电子显微镜: KYKY 2800型, 中国; 冷冻
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离心机: Hettich UNIVERSAL 16R型, 德国; Mouse anti-
nanobacteria mAb 8D10: Nanobac Oy, 芬兰; Colloidal gold-
affinipure goat anti-mouse lgG: Jackson Immuno, 美国; 纳
米细菌: Nanobac Oy, 芬兰.
1.2 方法 纳米细菌在细胞培养条件下培养4 wk, 取出培

养瓶, 旋紧瓶口螺纹盖, 置于超声清洗仪器中, 超声处理

5 min, 使贴附于培养瓶壁的纳米细菌脱落, 并使聚集成

团的纳米细菌分散, 混匀, 吸取2 mL培养液, 12 000 g离
心20 min, 弃上清液, PBS洗涤沉淀, 25 mL/L戊二醛4℃
固定24 h, 双蒸水洗涤5 min×3次, 12 000 g离心后加入

0.5 mL无水乙醇制成混悬液. 在配有VANTAGE DSI型能

谱仪的KYKY 2800型扫描电镜上, 对其进行能谱分析, 工
作电压20 kV. 

上述经戊二醛固定的纳米细菌用双蒸水洗涤5 min
×3次, 12 000 g离心后加入0.5 mL双蒸水制成混悬液. 
将附有碳支持膜的200目铜网浮于上述悬液的液滴上

5 min, 用滤纸小心吸除液体, 再置于10 mL/L磷钨酸悬液

的液滴上90 s, 用滤纸小心吸除液体、晾干, 在JEM 2010
透射电镜下观察, 工作电压80 kV. 

胶体金标记抗体免疫电镜检测采用包埋后染色法, 
上述标本离心后弃上清, 沉淀用10 mL/L四氧化锇后固定

2 h, 梯度乙醇脱水, 环氧树脂包埋, 用钻石刀进行超薄切

片, 切片置于200目有膜铜网上, 将铜网浮于100 mL/L FBS滴
上, 室温40 min, 一抗(100 mg/L, mouse anti-nanobacteria 
mAb 8D10, Nanobac Oy)室温孵育60 min后4℃过夜, pH 
7.4 PBS洗3 min×3次, pH 8.2 PBS洗5 min, 加1∶20稀释

的12 nm胶体金标记羊抗小鼠IgG, 室温孵育45 min, 双
蒸水洗3 min×3次, 50 mL/L醋酸铀染色5 min, 双蒸水

洗3 min×3次, 枸橼酸铅染色5 min, 双蒸水充分洗涤, 干
燥后在JEM 100CX透射电镜下观察, PBS 替代一抗作为

阴性对照. 

2  结果

能谱分析显示 ,  纳米细菌含有钙、磷、铝、硅、硫、

铜、铁等元素, 其钙磷比值为1.58(图1), 与羟基磷灰石中

钙磷比值相似. 
纳米细菌经负染后于透射电镜下观察, 呈球形或短

棒状颗粒, 大小约为80-350 nm, 聚集成簇状(图2A), 超薄

切片显示其表面被覆针样的由羟基磷灰石构成的细菌被

膜(biofilm)(图2B). 
应用鼠抗纳米细菌的特异性单克隆抗体对其进行免

疫学染色, 并用胶体金标记的二抗进行定位显示, 电镜结

果显示胆汁中培养所得的纳米颗粒与纳米细菌抗体产生

特异性结合(图3A). 而在以PBS代替8D10抗体的阴性对

照中, 未观察到胶体金颗粒(图3B).

3  讨论

芬兰科学家Kajander发现了能导致细胞培养污染并杀死

图 1 纳米细菌能谱分析 (第2代, 第4 wk), 工作电压20 kV. 

图 2 透射电镜下观察纳米细菌. A: 负染(×10 000); B: 超薄切片(×30 000).
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图 3 纳米细菌的免疫电镜观察. A: 免疫电镜(×10 000); B: 阴性对照
(×10 000).
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电编  张敏  编辑  菅鑫妍  审读  张海宁        

培养细胞的纳米细菌. 迄今为止, 纳米细菌是已知能在人

类和哺乳动物血液中生存的、最小的、能够进行自我增

殖的细菌. 他们的大小以纳米计, 直径由50-500 nm, 因
此, 只能在电子显微镜和其他高分辨率显微镜下[8]才能观

察到他们. 纳米细菌是一种极其微小的细胞内生长的细

菌, 当处于不利于生长的环境中时, 能形成一层含钙的磷

酸盐外壳, 这层含钙的生物膜同样能使他们在对大多数

微生物来说都难以生存的、有害的理化条件中存活下来, 
并且能作为结晶的核心促进肾结石的形成. 纳米细菌有

着与众不同的特征, 包括: 耐高温、可以通过直径0.1 µm
的滤菌膜、改变外形、形成并且调节自身机能以适应周

围各种环境因素的变化[1,9]. 
尽管大量的研究显示, 在人类和部分哺乳动物体内

确实存在着纳米细菌感染[2,4-7,10-15], 但是也有一部分学者

对纳米细菌的存在提出了质疑[16]. 争论的焦点在于, 纳米

细菌体型过于微小, 以至于无法用现有的微生物学理论

解释纳米细菌的许多特性, 而以往关于纳米细菌的报道, 
大多是以电镜为主的形态学研究. 因此部分学者认为纳

米细菌其实并不存在[17]. 我们利用免疫电镜的方法, 成功

地在显示纳米细菌超微结构的同时, 将其独特的抗原性

显示出来, 为进一步研究纳米细菌与人类疾病的关系提

供了一种非常有价值的研究方法. 采用这种方法, 能非常

容易的将纳米细菌与其他纳米级无机物鉴别开来. 我们

期待着能有更多的学者研究纳米细菌感染对人类健康的

影响. 
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Abstract
AIM: ��� �������� ��� ������ ��� ��� ������� ��������� ������� �������� ��� ������ ��� ��� ������� ��������� ���� 
����g����d ���d�������� C������ ��d W������ ��d����� 
��� u�������v� �������� (UC), ��d ��� ��v����g��� ��� �����-
����.

METHODS: ��� ���u�� ���d�� ��� UC ��� ����������d,��� ���u�� ���d�� ��� UC ��� ����������d, 
��d ���� ��� ���� ���� ������d (�������) ���� ��� ������-
������� ��� ���-��k� ����d��, d�������������, g���������, 
��d ���������. ���� ��� �������u��� ������ ��� ���-
���v�d, ��d ��� ��������� ��� ��� ��������� ��� ���-
��z�d. 

RESULTS: ��� d������ ����v� ��d�� (DAI) ��d 
���������������g�� ������ (HPS) ��� ��� ���� d���� (DAI: 
5.10±4.07, HPS: 8.00±6.38), ��� ���d����� d���� (DAI: 
0.80±1.87, HPS: 1.30±1.49), ��� ��g� d���� (DAI: 
1.00±1.94, HPS: 0.90±1.45), ��d ��� �������v� ��������� 
g���u� (DAI: 5.30±4.37, HPS: 8.00±5.12) ���� ���k-
�d�� ������ ���� ������ ��� ��� ��g���v� ��������� g���u� 
(DAI: 8.60±1.26, HPS: 13.20±1.69) (��� P <0.05). ��� 
DAI ��d HPS ��� ��� ���d����� d���� g���u� ���� ���k-
�d�� ������ ���� ������ ��� ��� ���� d���� g���u� ��d ��� 
�������v� ��������� g���u� (��� P <0.05), �u� ����� ��� 
��� ��g�������� d��������� ������� ��� ���d����� ��d 
��g� d���� g���u� (P >0.05). ��� ��v��� ��� �������uk��-4 

(IL-4) ��� ��� ����, ���d�����, ��d ��g� d���� g���u�, ��d 
��� �������v� ��������� g���u� ���� ���k�d�� ������ ���� 
������ ��� ��� ��g���v� ��������� g���u� (32.33±15.30, 
25.79±6.33, 29.92±12.81, 28.45±9.30 v�  63.89±11.31, 
��� P <0.05), �u� ��� ��v��� ��� �����������-γ (IFN-γ) ���� 
���k�d�� ��g��� ���� ������ ��� ��� ��g���v� ��������� 
g���u� (198.38±31.46, 187.49±13.04, 188.14±14.11, 
207.64±41.44 v�  127.41±21.47, ��� P <0.05).

CONCLUSION: ��� ������������� ����� ��� ���-��k���� ������������� ����� ��� ���-��k� 
����d��, d�������������, g���������, ��d ��������� 
��� d������� �������u��� ������ ��� UC, ����� ��� �� 
������d ���� ��� ��gu������� ��� IL-4 ��d IFN-γ ��v��.

K�� W���d�: Ulcerative colitis; Integrated traditional 

Chinese and Western medicine; Mice

Liu JJ, Zheng CQ, Pan LL, Wen Y, Hu GZ. Experimental research on 
treatment of ulcerative colitis with integrative traditional Chinese 
and Western medicine. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(23): 
2806-2808

摘要

目的: 探讨中西医结合灌肠治疗溃疡性结肠炎(ulcerative 
colitis, UC)的疗效及其作用机制.

方法: 建立小鼠UC动物模型后, 中西医结合灌肠治疗, 观察疗, 中西医结合灌肠治疗, 观察疗中西医结合灌肠治疗, 观察疗

效并探讨其作用机制.

结果:  低、中、高剂量组及阳性对照组的疾病活动指

数、病理组织学记分较阴性对照组有显著的统计学差

异(5.10±4.07和8.00±6.38, 0.80±1.87和1.30±1.49, 
1.00±1.94和0.90±1.45, 5.30±4.37和8.00±5.12, vs  
8.60±1.26和13.20±1.69, 所有P <0.05). 中剂量组的疾病活

动指数、病理组织学记分较低剂量组、阳性对照组有显著

的统计学差异(P <0.05), 而与高剂量组比较无显著的统计学

差异(P >0.05). 低、中、高剂量组及阳性对照组的IL-4组织

含量较阴性对照组明显降低(P <0.05), 而IFN-γ含量明显升高

(P <0.05).

结论: 锡锡类散、地塞米松、庆大、黄连素结合灌肠治疗溃

疡性结肠炎的疗效显著,其治疗作用可能是通过调节细胞因

子IL-4、IFN-γ来实现的.

关键词:  溃疡性结肠炎; 中西医结合; 小鼠

刘敬军, 郑长青, 潘丽丽, 闻英, 胡刚正. 中西医结合治疗溃疡性结肠炎. 世界

中西医结合治疗溃疡性结肠炎

刘敬军, 郑长青, 潘丽丽, 闻 英, 胡刚正 
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种反复发作的非

特异性炎症, 病因及发病机制尚未完全清楚.本病急性爆

发型死亡率较高, 慢性持续型易癌变, 目前该病已被世界

卫生组织列为现代难治病症之一. 在我国UC的发病率呈

逐年上升趋势, 因此寻找有效的治疗方法是亟待解决的

问题. 我科应用中西医结合灌肠治疗UC已有二十余年历

史, 并收到了较好疗效.为科学评价该疗法疗效、探讨其

机理, 我们对该疗法进行了实验研究, 现报告如下.  
              
1  材料和方法

1.1 材料 动物选用6-8 wk SPF级BALB/C♀小鼠, 体质

量约20-25 g,由中国医科大学附属第二临床学院动物

实验中心提供 .恶唑酮(OXZ)由Sigma公司提供 .  小鼠

白介素-4 (interleukin-4, IL-4)定量试剂盒、小鼠干扰

素-γ(interferon-γ, IFN-γ)定量试剂盒均由上海森雄科技实

业有限公司提供. 地塞米松、庆大、2%黄连素、锡类散

均由中国医科大学第二临床学院药剂科提供.
1.2 方法 UC模型的建立: 取小鼠50只, 实验前5 d 30 g/L恶
唑酮无水乙醇溶液0.15 mL涂抹腹部皮肤暴露部位, 范围

2 cm×2 cm. 实验前24ｈ, 禁食不禁水, 先用50 g/L水合氯

醛0.15 mL腹腔注射使小鼠轻度麻醉, 约25 min以后用套

接了小号导尿管的1 mL注射器抽吸10 g/L恶唑酮500 g/L
乙醇溶液0.15 mL, 从肛门导尿管缓慢插入深度约3.5 cm, 
然后将药液缓慢注入, 停20 s后抽出导尿管, 再将小鼠倒

悬约30 s后放入盒中. 给药方法: 将恶唑酮灌肠的50只小

鼠随机分为5组, 每组10只, 即: 阳性对照组、阴性对照

组、低剂量组、中剂量组、高剂量组, 同时取未行恶唑

酮灌肠小鼠10只设正常组(30 g/L恶唑酮无水乙醇溶液换

成无水乙醇溶液涂抹腹部皮肤, 10 g/L恶唑酮500 mL/L乙
醇溶液换成500 mL/L乙醇溶液0.15 mL灌肠, 余处置同其

它组小鼠). 实验第2天至第8天, 全部小鼠2次/d灌肠, 灌肠

药物及每天药物总量分别如下: 阳性对照组为柳氮磺吡

啶15 mg、生理盐水0.5 mL; 阴性对照组为生理盐水0.5 mL; 
低剂量组为庆大0.02万单位、黄连素0.25 mL、地塞米松

0.012 5 mg、锡类散5 mg;中剂量组为庆大0.04万单位、

黄连素0.5 mL、地塞米松0.025 mg、锡类散10 mg; 高剂

量组为庆大0.06万单位、黄连素0.75 mL、地塞米松0.037 
5 mg、锡类散15 mg; 正常组为生理盐水0.5 mL. 实验第9
天处死全部小鼠, 留取结肠标本分别行病理切片检查及

采用双抗体夹心ABC-ELISA法检测IL-4、INF-γ. 观察指

标: 观察指标为疾病活动指数(DAI)、病理组织学记分, 
用参考文献[1]和[2]的评分标准.

统计学处理 所有计算均用 SPSS 10.0 统计软件来完

成, 数据用mean±SD表述, 各组数据之间的比较采用t检验. 

2  结果

2.1 一般状况改变 阴性对照组小鼠全部出现程度不同的

精神萎靡、厌食、懒动等症状, 体质量平均下降21.3%, 
全部小鼠出现稀便, 其中4只小鼠便潜血阳性, 4只小鼠便

血. 低剂量组8只小鼠出现程度不同的精神萎靡、厌食、

懒动等症状, 体质量平均下降10.9%, 5只小鼠出现稀便, 
4只小鼠便潜血阳性, 2只小鼠便血.中剂量组3只小鼠出

现轻度的精神萎靡、厌食、懒动症状, 体质量平均下降

0.5%, 无小鼠出现稀便, 1只小鼠便潜血阳性. 高剂量组2
只小鼠出现轻度的精神萎靡、厌食、懒动症状, 另有1只
上述症状较重, 1只小鼠体质量下降, 无小鼠出现稀便, 1
只小鼠便潜血阳性. 阳性对照组7只小鼠出现程度不同的

精神萎靡、厌食、懒动等症状, 体质量平均下降10.3%, 5
只小鼠出现稀便, 2只小鼠便潜血阳性, 3只小鼠便血. 正
常组小鼠一般状况无明显改变. 各组DAI结果比较(表1).

2.2 病理改变 阴性对照组小鼠末端结肠全部出现中、重

度充血、水肿, 散在糜烂、潜溃疡. 低剂量组8只小鼠末

端结肠出现轻、重不等的充血、水肿, 其中6只小鼠出现

糜烂, 3只小鼠出现潜溃疡. 中剂量组及高剂量组小鼠均

有3只末端结肠出现轻、中度的充血、水肿, 未出现溃

疡. 阳性对照组见5只小鼠末端结肠出现轻、重不等的充

血、水肿, 并可见糜烂、溃疡. 光镜下阴性对照组小鼠末

端结肠均出现水肿、溃疡及糜烂, 其中1例溃疡达肌层, 
全部小鼠黏膜及黏膜下层见细胞浸润. 低剂量组4只小

鼠末端结肠出现溃疡、2只出现糜烂, 黏膜及黏膜下层细

胞浸润. 阳性对照组见4只小鼠末端结肠出现溃疡, 未出

现糜烂, 可见细胞浸润. 中剂量组及高剂量组小鼠光镜下

无溃疡、糜烂, 黏膜及黏膜下层细胞浸润均较前面各组

轻. 正常组小鼠末端结肠大体及镜下均无明显改变. 各组

病理组织学记分比较( 表1). 各组IL-4、IFN-γ含量的比较

(表2). 

3  讨论

UC是一种慢性非特异性炎症[3,4], 目前主要采用氨基水杨

酸制剂、糖皮质激素及免疫抑制剂对该病进行治疗, 疗
效多不满意, 且长期应用有较多的副作用[5-10]. 中医治疗

有许多优势, 如果中西医结合, 能够相互取长补短、协同

表 1 各组���结果���组���������结果���组������结果���组������

组别  n DAI���� 病理组织学��

低剂量组 10 5.10±4.07a   8.00±6.38a

中剂量组 10 0.80±1.87ace   1.30±1.49ace

高剂量组 10 1.00±1.94±1.94a   0.90±1.45a

阳性对照组 10 5.30±4.37a   8.00±5.12a

阴性对照组 10 8.60±1.26 13.20±1.69

aP<0.05 vs 阴性对照组; cP<0.05 vs 阳性对照组、低剂量组; eP>0.05 vs 高

剂量组.
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作用, 达到标本兼顾, 取得明显疗效.
锡类散主要成分有西牛黄、冰片、珍珠、青黛等, 

其中西牛黄有息风、清热止痛作用; 冰片有消肿、防

腐、止痛、止痒作用; 珍珠有良好的收敛生肌作用, 并兼

清热解毒之功; 青黛有凉血、解毒之功效, 能降低毛细血

管通透性, 对平滑肌有抑制作用. 地塞米松具有广泛的抗

炎和免疫抑制作用, 它能增强血管的张力, 改善血管壁的

通透性, 使炎性渗出物减少, 从而抑制肠壁的炎症反应, 
使结肠的基底膜再生并使肠道结缔组织基质恢复正常. 
庆大霉素、黄连素有控制肠道感染和消炎的作用. 诸药

通过局部灌肠给药使药物直达病灶, 不仅有利于药物作

用的发挥且能使药物作用时间延长. 由于联合用药、局

部用药, 降低了各药用量及疗程, 从而减少副作用的发生. 
本研究表明该疗法有效, 中等剂量组与低剂量组比较疗

效明显提高, 而高剂量组较中等剂量组DAI及病例组织学

记分无明显统计学差异(P >0.05), 两者疗效想当.
已有很多证据表明CD4+T细胞在UC的发病机制中

起着重要作用[11-14]. 根据细胞因子表达谱的不同将CD4+T
细胞分为Th1细胞、Th2细胞. Th1细胞主要分泌IFN-γ、
IL-2, Th2细胞主要分泌IL-4、IL-5, 通过分泌的细胞因子

Th1细胞、Th2细胞相互调节对方的生长分化, 从而维持

Th1细胞、Th2细胞之间的平衡, 这一平衡的破坏与炎症

性肠病的发病密切相关. 恶唑酮所诱导的结肠炎由Th2
细胞(主要分泌IL-4)所介导, 本研究阴性对照组较正常

组IL-4升高 (P <0.05), IFN-γ降低(P <0.05), 该结果与以往

的报道相符[15,16]; 而低剂量组、中剂量组、高剂量组及

阳性对照组较阴性对照组IL-4降低(P <0.05), IFN-γ升高

(P <0.05), 因而考虑本研究所应用的中西医结合灌肠是通

过调节细胞因子IL-4及IFN-γ来改善 Th1细胞、Th2细胞

之间的平衡而发挥疗效的.但是疗效明显优于低剂量组的

中剂量组和高剂量组的IL-4及IFN-γ的含量较前两组却无

明显改善, 考虑其中可能还有其它细胞因子参与, 这有待

进一步研究.
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表 2 各组�L-4、�FN-γ含量的�� (mean±S�)

组别 IL-4 (ng/L) IFN-γ (ng/L)

低剂量组 32.33±15.30a 198.38±31.46a

中剂量组 25.79±6.33ac 187.49±13.04ac

高剂量组 29.92±12.81ac 188.14±14.11ac

阳性对照组 28.45±9.30a 207.64±41.44a

阴性对照组 63.89±11.31 127.41±21.47

正常组 23.69±9.08 205.44±39.86

aP<0.05 vs 阴性对照组; cP>0.05 vs 低剂量组.
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摘要

目的: 探讨HBeAg阴性慢性乙型肝炎患者血清HBV-DNA与

ALT相互关系. 

方法: 选择HBeAg阴性慢乙肝82例, 分为A群 (ALT为正常的

1-2倍)及B群(ALT>正常的2倍)采用Hitachi7600全自动生化分

析仪检查肝功, 采用Abbott Axsym System(美国)检查乙肝病毒

学, 采用PCR定量法(Cobas Amplicor HBV Monitor testTM)检查

血清HBV-DNA定量. 

结果: 患者血清HBV-DNA中位数是2.7×108(200-4.7×1010)cop-
ies/mL, A群HBV-DNA中位数是5.6×107(200-4.7×1010)copies/
mL, B群HBV-DNA中位数是1.0×109(200-1.7×1010)copies/mL, 
B群比A群明显高(P<0.001). 另外, A群及B群各自的血清HBV-
DNA值及ALT值间无明显相关性, 但总的82例患者血清HBV-
DNA值及ALT值间有明显相关性(r = 0.416, P<0.001), HBeAg阴

性慢乙肝血清ALT上升之前血清HBV-DNA值上升. 

结论: 定期复查HBV-DNA, 及时应用抗病毒药物可预防及避

免急性恶化, 也可以减少肝硬化及肝癌的发生率. 

关键词: 慢性乙型肝炎; HBeAg; HBV-DNA; ALT
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ALT的关系. 世界华人消化杂志  2005;13(23):2809-2810

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2809.asp

0  引言

HBeAg阴性慢性乙型肝炎(慢乙肝)临床经过多样, 大部

分伴有肝硬化, 时有引起急性恶化, 病死率及肝癌发生率

比HbeAg阳性慢乙肝高[1]. 所以在临床上判断对HBeAg
阴性慢乙肝的治疗时机及治疗对象很重要. 我们用荧光

定量聚合酶连反应方法检测HBeAg阴性慢乙肝患者血清

HBV-DNA和ALT水平, 并分析两者间相互关系. 这对掌握

HBeAg阴性慢乙肝的治疗时机及治疗对象具有重要临床

意义. 

1  材料和方法

1.1 材料  2003/2004年HBeAg阴性慢乙肝82例 ,  分为

A(ALT为正常的1-2倍)和B群(ALT>正常的2倍). 排除酒精

因素、抗-HCV(+). 诊断标准参考2000年病毒性肝炎防治

方案[2]. 
1.2 方法 肝功检查采用Hitachi7600全自动生化分析仪, 
乙肝病毒学检查采用Abbott Axsym System(美国), 血清

定量检查采用PCR定量法(Cobas Amplicor HBV MonitorCobas Amplicor HBV Monitorobas Amplicor HBV Monitor 
testTM). 

统计学处理 采用SPSS10.0处理系统, 各群间比较采

用Whitney U分析、Chi-square分析、Spearman相关分析.Chi-square分析、Spearman相关分析.hi-square分析、Spearman相关分析. 

2  结果

两群间AST、ALT及ALB有差异 ,  但性别 ,  年龄 ,  TB
无差异 (表 1 ) .  血清H B V- D N A中位数是 2 . 7× 1 0 8 

(200-4.7×1010) copies/mL, A群HBV-DNA中位数是

5.6×107 (200-4.7×1010) copies/mL, B群HBV-DNA中位

数是1.0×109(200-1.7×1010) copies/mL, B群比A群明显

高 (P <0.001). 另外, A群及B群各自的血清HBV-DNA值及

ALT值间无明显相关性, 但总的82例患者血清HBV-DNA
值及ALT值间有明显相关性 (r = 0.416, P <0.001). 

3  讨论

慢乙肝肝组织学检查结果及血清学检查结果间的相

关性分析在临床上很重要, 已进行了研究, 血清AST、
ALT值可以反映肝坏死及肝炎症的程度 ,  但不是绝对

成比例的[3-5]. HBeAg阴性慢乙肝临床经过多样, 大部分

伴有肝硬化, 时有引起急性恶化, 病死率及肝癌发生率

比HBeAg阳性慢乙肝高[1]. 所以在临床上判断对HBeAg
阴性慢乙肝的治疗时机及治疗对象是很重要 .  美国对

HBeAg阴性慢乙肝治疗标准定为HBV-DNA>1.0×105 
copies/L并且ALT值>正常值的2倍[6]. 本研究结果表明共

82例HBeAg阴性慢乙肝患者血清HBV-DNA中位数是

2.7×108(200-4.7×1010 ) copies/mL, A群HBV-DNA中位数

表  1 各群患者的临床特性

分组
A���� 

(ALT 1-2�)ALT 1-2�)�)

B���� 

(ALT�2�)ALT�2�)�)
   P ��

n
性别 (���)(���)

年龄 (�)(�)�))

AST (0-666.8 nkat�L)

ALT (0-666.8 nkat�L)

TB (10 mg�L)

ALBumin (10 mg�L)

52

38�14

46 (10-61)

45 (23-103)

56 (41-79)

0.9 (0.4-10.8)

4.3 (2.3-5.3)

30

23�7

49 (18-62)

126 (56-947)

150 (81-594)

1.4 (0.4-16.9)

3.9 (1.8-5.5)

   0.720

   0.620

< 0.001

< 0.001

   0.082

   0.018

HBeAg阴性慢性乙型肝炎患者血清HBV-DNA和ALT的关系
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是5.6×107(200-4.7×1010)copies/mL, B群HBV-DNA中位

数是1.0×109(200-1.7×1010) copies/mL, B群比A群明显

高(P <0.001), 均高于美国规定的治疗标准, ALT虽然不高

但HBV-DNA明显高, 其中位数达5.6×107(200-4.7×1010) 
copies/mL. Rehermann[7]认为HBeAg阴性慢乙肝不同于

HBeAg阳性慢乙肝, 肝损伤与HBV增值引起的体内免疫

反应有关. Zavaglia et al  [8]研究指出, HBV-DNA值与门脉

及门脉周围炎症度在HBeAg阳性慢乙肝中无相关性, 但
在HBeAg阴性慢乙肝中有相关性. 这也可能与HBV增值

引起的体内免疫反应有关. 提示, ALT虽然不高但HBV-
DNA明显高的HBeAg阴性慢乙肝在临床上应给于抗病

毒治疗. 另外, 本研究结果表明A群及B群各自的血清

HBV-DNA值及ALT值间无明显相关性, 但总的82例患

者血清HBV-DNA值及ALT值间有明显相关性(r  = 0.416, 
P <0.001), HBeAg阴性慢乙肝血清ALT上升之前血清

HBV-DNA值上升并引起急性恶化, 提示在临床上定期复

查HBV-DNA, 及时应用抗病毒药物可以预防及避免急性

恶化, 也可以减少肝硬化及肝癌的发生率. 
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                                                                                                                                                            • 消息 •                
    第一届全国临床营养支持学术会议通知

经中华医学会外科学分会批准，“第十届全国临床营养支持学术会议”将于2006-05在上海召开．本次会议由中华医学会外科学分

会营养支持学组主办、复旦大学附属中山医院承办，主要内容为临床营养支持领域的基础和临床实践总结．现将征文要求通知如

下：

1 征文要求

请将未公开发表的论文全文以及800字以内的中文摘要邮寄到上海市医学院路136号，上海中山医院外科吴国豪收，邮编：

200032；同时请用Email将论文全文及摘要发送到prowugh@yahoo.com.cn，注明上海中山医院外科吴国豪收.征文请自留底稿，恕

不退稿.

2 截稿日期

征文截止日期：2006-03-15.

本次会议举行优秀论文评奖活动，欢迎踊跃投稿. 会议向正式代表颁布中华医学会继续教育学分.
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摘要

1例顽固性腹泻患者, 经影像学初步诊断, 病理组织学确诊为

肾上腺副神经节瘤, 为一罕见病例. 

关键词: 副神经节瘤; 腹泻; 肾上腺

赵善超, 郑少斌, 毛向明, 谭万龙, 宋于刚.  肾上腺副神经节瘤引起顽固性腹

泻1例.  世界华人消化杂志 2005;13(23)��2811

http://www. wjgnet. com/1009-3079/13/2811. asp

1  病例报告

患者, 女, 46岁, 因反复腹泻80 d, 四肢无力10 h急诊入院; 
每日腹泻4-5次, 为黄色稀水样便. 入院后查血钾低, 最低

达1. 5 mmol/L; 查血常规、尿常规正常, 多次查粪常规检

偶有潜血(+). 胃镜检查示: 慢性萎缩性胃炎伴胆汁反流. 
肠镜检查示: 考虑感染性肠炎. 肠镜病理诊断示: (乙状结

肠)黏膜轻度炎症. 胰腺外分泌功能试验未见明显异常. 行
菌落分析示菌群Ⅱ0失调. 入院后经补钾、生态制剂、抗

感染等对症、支持治疗后血钾升至正常, 四肢无力好转, 
但腹泻仍无明显好转. 进一步查腹部超声示右侧腹膜后

稍强回声光团; 腹部增强CT示. 右侧肾上腺区占位, 考虑

为肾上腺良性肿瘤, 以肾上腺腺瘤可能性大. 经各项检查

及术前准备, 于2005-07-18在全麻下行腹腔镜下右肾上腺

肿瘤切除术. 术中见右肾上极上方肾上腺区有一圆形肿

物, 直径约5 cm, 表面光滑. 将肿物完整切除, 送病理检

查. 病理诊断: (右肾上腺)副神经节瘤伴神经节细胞及雪

旺氏细胞分化. 术后患者恢复顺利, 大便每天1次, 为成形

软便; 术后3 d复查血钾正常. 顺利出院后随访2 mo, 排便

正常, 定期复查血钾正常. 

2  讨论

副节瘤是起源于副神经节的非上皮性神经内分泌肿瘤, 
临床上比较少见, 可以来源于肾上腺或肾上腺外, 大部分

为良性肿瘤, 10%左右有恶性倾向[1]; 肾上腺副神经节瘤

也称嗜铬细胞瘤, 可引起高血压、低血钾等临床表现, 但
引起腹泻的极少, 一般认为与细胞分泌过多的血管活性

肠肽及生长激素释放抑制因子有关; 治疗上主张积极手

术切除肿瘤[2]. 本例以顽固性腹泻伴低钾为主要表现, 其
低钾考虑有腹泻丢失及肿瘤直接作用双重原因. 经内科

治疗效果不满意, 手术切除肿瘤后效果良好. 

3      参考文献
1	 Miller	RB,	Boon	MS,	Atkins	JP,	Lowry	LD.		Vagal	paraganglio-

ma:	the	Jefferson	experience.		Otolaryngol Head Neck Surg		2000;	
122:	482-487

2	 吴阶平.  吴阶平泌尿外科学.  第1版.  山东: 山东科学技术出版社,  
2004:	1687-1688
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