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 述评 EDITORIAL 

Wnt/β-catenin信号转导途径: 大肠癌治疗的新靶点

向德兵, 王 东, 谢家印

向德兵, 王东, 谢家印, 中国人民解放军第三军医大学大坪
医院野战外科研究所肿瘤中心 重庆市 400042
向德兵, 2000年第三军医大学病理学硕士, 2004年第三军医大
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dongwang64@hotmail.com
电话: 023-68757346  传真: 023-68757706
收稿日期: 2006-06-04    接受日期: 2006-06-24

摘要
大肠癌是最常见的恶性肿瘤之一, 其发病呈
上升趋势, 严重威胁人民生命健康, 目前主要
采取以手术和放化疗为主的综合治疗, 传统
的化疗药物对患者的预后也只能起到有限的
作用, 因此新的分子靶向治疗迫在眉睫. Wnt/
β-catenin信号途径在胚胎发育过程以及多种
肿瘤的发生、发展中起重要作用. 由于其在人
类不同肿瘤中的广泛激活, 调节细胞的生长、

迁移和分化, 已被公认为肿瘤发生过程中关键
的信号通路之一, 尤其在大肠癌的发生、发展
上, 目前研究表明, 约90%的大肠癌发生与该
通路过度激活有关. 近年研究发现, 一些非甾
体抗炎药、植物类化合物、酪氨酸激酶抑制
剂和血管生成抑制剂等能抑制Wnt/β-catenin
信号途径过度激活, 以及针对该途径重要信号
分子的小分子抑制剂和基因治疗等分子靶向
治疗均显示了很好的抗癌前景.

关键词: 大肠癌; β-catenin; Wnt; 信号转导; 肿瘤

治疗

向德兵, 王东, 谢家印. Wnt/β-catenin信号转导途径: 大肠癌治

疗的新靶点.  世界华人消化杂志  2006;14(25):2473-2479

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/2473.asp

0  引言

Wnt信号转导途径是目前已知的胚胎发育所必

须的信号转导途径, 同时在肿瘤的发生、发展

中该途径也占据着重要的地位[1]. 现已经证实, 
该通路的过度激活与多种人类肿瘤的发生有密

切的联系, 尤其在大肠癌的发生、发展上, 目
前研究表明, 约90%的大肠癌发生与该通路过

度激活有关[2]. 经典Wnt信号转导途径致癌的关

键是该途径任何一个信号分子异常致β-catenin
在胞质中累积, 继而进入核内激活Tcf-4转录因

子, 启动靶基因转录, 因此经典Wnt信号转导途

径又称为Wnt/β-catenin信号转导途径. 我们对

Wnt/β-catenin信号转导途径与大肠癌发生、发

展的关系, 以及针对该信号途径的治疗策略做一

概述. 

1  经典Wnt/β-catenin信号途径

经典Wnt/β-catenin信号包括胞膜、胞质、胞核

信号3部分, 可概括为: Wnt蛋白与胞膜上的卷

曲蛋白(frizzled, Frz)受体及低密度脂蛋白受体

相关蛋白(low density lipoprotein receptor related 
protein) LRP-5, LRP-6辅助受体结合; 同时Wnt
和Frz受体的结合被WIF-1, Cerberus和FrzB竞
争性抑制, 而Dickkof家族(DKK-1, DKK-2)通过

间接减少可利用的辅助受体LRP的数量来间接

抑制Wnt与膜受体的结合[3-4]. 胞膜上的Wnt信号

活化后使胞质内散乱蛋白(dishevelled, Dsh)激
活, Dsh被磷酸化, 抑制β-catenin降解复合体降

解β-catenin; β-catenin降解复合体包括大肠腺瘤

息肉蛋白(adenomatous polyposis coli, APC), 轴
蛋白(axin), 糖原合成酶激酶(glycogen synthase 
kinase-3β, GSK-3β) 和酪蛋白激酶1a/e (casein 
kinase, CK1a)等, β-catenin降解复合体异常(如
APC或axin突变等)和β-catenin基因本身突变均

可致β-catenin降解障碍, 在胞质内积累继而进入

细胞核, 激活转录因子Tcf-4/LEF, 启动靶基因转

录(如c-myc, cyclinD1, MMP-7, FGF-18, EGFR
等)[5-11].

2  Wnt/β-catenin信号途径在大肠癌发生、发展

中的作用

2.1 Wnt基因及其受体异常 Wnt基因家族至少包

含19个富含半胱氨酸的糖化蛋白. Wnt蛋白在

胞膜上和Frz的7次跨膜受体相结合, 同时结合

LRP-5和LRP-6, 这是Wnt信号通路活化的重要

起始信号. Wnt途径抑制剂WIF-1, Cerberus, FrzB

www.wjgnet.com
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等竞争性抑制Wnt与Frz结合, 而Dickkof家族

(DKK-1, DKK-2)通过间接减少可利用的辅助受

体LRP的数量来间接抑制Wnt与膜受体的结合. 
Wnt基因家族成员的Wnt-1, Wnt-3和Wnt-10b都
是由MMTV诱发小鼠乳腺癌的过程中活化的癌

基因. 小鼠Wnt-1, Wnt-2, Wnt-3a, Wnt-5a, Wnt-7
基因在体外均具有转化细胞的能力. 目前研究

表明, Wnt基因及其受体异常与人类肿瘤的发生

可能相关. 例如, Wnt-2和Wnt-5a可能与大肠癌

发生、发展有关[12]. DKK-1失活在大肠癌进展中

也可能起重要作用[13]. 
2.2 β-catenin基因异常 β-catenin基因(CTNNB1)
定位于人染色体3P21.3-P22, 该区域是人类基因

组经常发生恶性改变的区域, 基因全长23.2 kb, 
共有16个外显子, 其mRNA长度为3362个核苷

酸残基[14]. β-catenin基因(CTNNB1)外显子3的第

33, 37, 41, 45位密码子编码区域构成的β-catenin
蛋白的NH2末端, 他是与复合体结合后发生磷

酸化的位点, 其缺失或突变会导致β-catenin不
与复合体结合而免于降解, 导致β-catenin在胞

质的积聚, 游离的β-catenin进入核内与Tcf-4结
合, 促进相应的靶基因转录, 则可促使肿瘤的发

生. 在大肠腺瘤和大肠癌中有相当比例的肿瘤

有β-catenin基因突变, 且以外显子3最为常见. 在
APC基因完整的大肠癌中β-catenin基因外显子3
的突变率高达50%[15]. 在实验性毒物诱导的动物

大肠癌中也可频繁检测到β-catenin基因突变[16]. 
2.3 β-catenin降解复合体异常 β-catenin降解复

合体的功能在于使β-catenin磷酸化, 而后被泛

素-蛋白酶体系统降解. APC基因最初是从家族

性多发性息肉腺瘤综合征(familial adenomatous 
polyposis, FAP)患者中发现并克隆的, 现在公认

为是一个典型的抑癌基因. APC基因与结肠癌

发生的关系极为密切, 其突变后可导致结肠上

皮细胞过度增生, 形成息肉, 最终导致肿瘤的形

成. 大约80%散发性结肠癌中可检测到APC基因

缺失突变或失活, 而APC基因的缺失或失活被公

认为是结肠癌发生的早期事件[17]. axin基因也和

APC基因一样起抑癌基因作用. 研究发现, 一些

没有APC和β-catenin基因突变的大肠癌中出现

了axin的突变, 导致β-catenin的核累积, 并与错

配修复缺陷密切相关[18]. β-catenin降解复合体任

何一个信号分子突变、缺失或功能异常等均可

致β-catenin降解受阻从而在胞质内累积, 随即游

离的β-catenin进入核内, 激活靶基因的表达. 
2.4 Tcf-4及其靶基因异常 Tcf家族包含4个不同
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的蛋白Tcf-1, Tcf-2, Tcf-3, Tcf-4/Lef. 在大肠正常

上皮及肿瘤细胞中表达的主要是Tcf-4. 人Tcf-4 
(hTcf-4)是人结肠上皮主要的家族成分[19], 其基

因编码定位于染色体10q25.3, 包括17个外显子

和许多选择性结合位点[20]. Duval et al [21]在24株
大肠癌细胞中发现有12株细胞Tcf-4发生突变, 
其中有半数发生在基因的3'末端, 这些突变基因

产物可能减少C-末端结合蛋白的结合, 从而增

强基因的转录活性, 说明Tcf-4基因在结肠癌的

发生中起重要作用. 且各种原因过渡激活Wnt信
号途径后均可致β-catenin在胞质内累积, 游离的

β-catenin进入核内与Tcf-4结合形成复合物, 启动

下游靶基因的异常转录从而促进肿瘤发生及细

胞周期进程. 这些靶基因多与细胞凋亡、细胞

生长、血管生成及肿瘤侵袭转移有关, 如c-myc, 
cyclinD1, MMP-7等. 我们通过对β-catenin与
c-myc, cyclinD1蛋白在大肠癌的表达情况进行

相关分析, 结果显示, β-catenin与c-myc, cyclinD1
表达均呈明显正相关, 提示β-catenin异位表达可

能是原癌基因c-myc和cylinD1激活的原因之一, 
并在大肠癌发生、发展中起重要作用[22].

3  Wnt/β-catenin信号途径: 大肠癌治疗的新

靶点

Wnt/β-catenin信号途径目前是公认的与大肠癌

等多种肿瘤发生、发展密切相关的信号途径, 
因此近年国内外学者从多方面研究了针对该信

号途径的干预策略, 包括多种非细胞毒性药物

(如非甾体类抗炎药物, 植物类化合物等)对该途

径的调控作用, 以及针对该途径重要信号分子

的小分子抑制剂、分子靶向治疗和基因治疗

等[23-25]. 
3.1 非甾体类抗炎药物NSAIDs 在过去10 a里, 
大量的流行病学和临床研究资料表明, 现有的

许多非细胞毒性药物显示良好的抗癌前景, 研
究最多的是非甾体类抗炎药物, 其中包括选择

性COX-2抑制剂. 许多肿瘤均高表达COX-2. 大
量研究表明, NSAIDs抗癌作用机制主要与其抑

制肿瘤细胞COX-2表达有关, 但同时也有较多

研究表明, NSAIDs对不表达COX-2的肿瘤细胞

也有较强的抑制作用, 因此认为NSAIDs可能

通过COX-2依赖和非依赖机制同时发挥抗癌作

用. 目前研究表明, Wnt/β-catenin信号途径是多

种NSAIDs作用的分子靶点(表1)[23-25]. Dihlmann 
et al [26]研究表明, 消炎痛(indomethacin)和阿司匹

林(aspirin)均可抑制大肠癌细胞β-catenin/Tcf转
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录活性和靶基因cyclinD1表达, 对β-catenin/Tcf
复合物形成无影响. Dihlmann et al [27]研究也表

明, 阿司匹林可增加大肠癌细胞β-catenin蛋白磷

酸化, 从而促进β-catenin降解. 在人体试验研究

也发现, 舒林酸(sulindac)的抗癌活性与其抑制

FAP患者腺瘤组织β-catenin核表达有关[28]. 多种

NSAIDs (indomethacin, meloxicam, sulindac等)
在预防致癌剂诱发的动物大肠肿瘤发生上也起

了重要作用, 其机制多与其抑制β-catenin核表达

密切相关[29].
3.2 植物类化合物 流行病学调查显示, 大肠癌的

发病与饮食结构有关, 西方发达国家人群中其

发病率明显高于那些以素食为主、进食较少肉

类和动物脂肪的人群, 如东南亚地区的居民. 许
多植物多酚化合物, 抗氧化剂, ω-3脂肪酸等对

大肠癌有明显的预防和治疗作用, 并能提高放

化疗敏感性, 减轻放化疗对正常组织的毒性反

应[40-41]. 已有研究证实, 姜黄素(curcumin)可抑制

大肠癌HCT116细胞的β-catenin/Tcf转录活性和

β-catenin/Tcf与DNA结合活性, 促进caspase介导

的β-catenin降解, 并下调靶基因c-myc表达[42]. 绿
茶和白茶均可抑制转基因小鼠C57BL/6J-APC 
(Min+)小肠肿瘤发生率, 其机制与下调β-catenin, 
cyclinD1和c-Jun蛋白表达密切相关[43]. 绿花椰菜

(broccoli)的成分之一莱菔硫烷(sulforaphane)可
抑制大肠癌SW480细胞的β-catenin和cyclinD1
表达, 下调cyclinD1启动子活性, 并诱导细胞生

长受阻和凋亡[44]. 植物类化合物β-拉帕醌呈剂量

依赖方式诱导大肠癌HCT116细胞生长受阻和

凋亡, 与其激活caspase-3, 促进β-catenin降解密

切相关[45]. 咖啡酸苯乙酯(caffeic acid phenethyl 
ester, CAPE)是一种酚类抗氧化剂, 广泛存在于

多种含树脂的植物和蜂胶中 ,  也能人工合成 , 
是蜂胶抗肿瘤作用的主要活性成分, 对肿瘤细

胞具有选择性的抑制作用, 而对正常细胞几乎

没有毒性作用. 我们研究发现, CAPE呈剂量和

■相关报道
Kundu et al重点、

全面综述了非甾
体 类 抗 炎 药 物
(NSAIDs)对Wnt/
β-catenin信号途
径调控作用. 李琳
娜 et al 重点介绍
了Wnt/β-catenin
信号途径在大肠
癌发生、发展中
的作用.

     

表  1  NSAIDs对Wnt/β-catenin信号途径调控作用

NSAIDs	                  对Wnt/β-catenin信号途径调控作用	                            细胞/组织及参考文献

Indomethacin         抑制核β-catenin表达                                                         大鼠大肠肿瘤[29]

                               抑制核β-catenin和cyclinD1表达                                        SW480细胞[30]

                               抑制总β-catenin表达                                                         HT-29, HCA-7, SW480, HCT116细胞[31]

                               抑制β-catenin和cyclinD1表达, 抑制β-catenin/Tcf            SW480, HCT116细胞[32]

                               与DNA结合活性    

                               抑制cyclinD1表达                                                               SW480, HCT116, LoVo细胞[26]

Sulindac                  抑制核β-catenin表达                                                         大鼠大肠肿瘤[29]

                               抑制核β-catenin表达                                                         FAP患者腺瘤[28]

                               增加膜β-catenin表达                                                         APC△716小鼠[33]

                               抑制β-catenin表达                                                             Min+小鼠[34]

Sulindac sulfide      抑制核β-catenin和cyclinD1表达                                        SW480细胞

                               抑制磷酸化β-catenin, cyclinD1和Met表达, 抑制               DLD1和SW480细胞[28]

                               β-catenin/Tcf转录活性    

Aspirin                    抑制cyclinD1表达                                                               SW480, HCT116, LoVo细胞[26]

                               抑制β-catenin/Tcf转录活性, 促进β-catenin磷酸化           SW480细胞[27]

                               和非磷酸化降解   

                               促进β-catenin降解                                                             HCT116细胞[35]

Rofecoxib	               上调小肠息肉β-catenin膜表达	                                          APC△716小鼠[33]

Diclofenac              抑制核β-catenin和cyclinD1表达	                          SW480细胞[30]

Celecoxib	               减少肠隐窝细胞β-catenin及核β-catenin表达                   致癌剂AOM处理的大鼠[36], Caco-2细胞[37]

                               促进β-catenin降解(蛋白酶体和Caspase依赖方式)	

Meloxicam             抑制核β-catenin表达	                                                         大鼠大肠肿瘤[29]

Etodolac	               上调E-cadherin蛋白和mRNA表达	                          Caco-2细胞[38]

Nabumetone          抑制β-catenin表达                                                             Min+小鼠[39]

                               上调E-cadherin和GSK-3β表达

                               抑制核β-catenin和cyclinD1表达                                        致癌剂AOM处理的大鼠[39]

                               上调E-cadherin和GSK-3β表达
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时间依赖方式抑制大肠癌细胞增殖, 诱导细胞

凋亡和细胞周期阻滞[46], 并抑制大肠癌细胞的

β-catenin/Tcf转录活性和靶基因cyclinD1, c-myc
表达[47], 且体内CAPE明显抑制大肠癌细胞裸鼠

皮下移植瘤的生长和促进细胞凋亡[48].
3.3 分子靶向治疗 随着对肿瘤细胞信号传导途

径研究的不断深入, 人们对肿瘤细胞内部的癌

基因和抑癌基因等的相互作用, 以及他们对肿

瘤微环境的影响已经越来越清楚, 因此针对肿

瘤的特异性分子靶点设计抗肿瘤治疗新方案

成为可能. 目前已经有mAb治疗、小分子抑制

剂、新生血管抑制剂、基因与病毒治疗、细胞

载体的靶向治疗等多个肿瘤靶向治疗药物问世. 
分子靶向药物通过阻断肿瘤细胞或相关细胞的

信号转导, 来控制细胞基因表达, 从而抑制或杀

死肿瘤细胞, 靶向药物最大的优点是以肿瘤细

胞或与之相关的细胞为靶点, 选择性地抑制或

杀死肿瘤细胞, 而不损伤人体的正常细胞, 因而

是一类极具发展前景的肿瘤治疗药物. 目前还

没有针对Wnt/β-catenin信号途径的特异性靶向

治疗药物, 但一些其他靶向治疗药物及实验室

研究均显示该信号途径可做为分子靶向治疗的

潜在靶点.
3.3.1 小分子抑制剂 小分子抑制剂是分子靶向

治疗研究的热点. 研究表明, β-catenin不仅受丝

氨酸/苏氨酸磷酸化调节, 而且也受生长因子介

导的酪氨酸磷酸化调节[49-50]. 酪氨酸激酶抑制剂

格列卫(Glivec/Gleevec)是一种小分子蛋白, 已
用于慢性髓性白血病和胃肠道间质瘤的临床

治疗. 研究发现, 格列卫能显著抑制大肠癌细胞

增殖, 并能下调Wnt/β-catenin信号途径转录活

性, 使β-catenin从细胞核到细胞膜转位[51], 所以

β-catenin也是格列卫的潜在靶点. 因此格列卫有

望进一步开发为大肠癌的辅助治疗药物. 血管

内皮抑素(endostatin)是一种由约184个氨基酸组

成的多肽, 这种天然蛋白质是胶原XVⅢ上的相

对分子质量为20 kDa的C端片段. 其在1997年
从血管内皮细胞瘤细胞中被分离出来, 是特异

的血管生成抑制剂, 体内外对多种肿瘤有明显

的抑制作用. 近年研究发现, endostatin不仅抑制

血管生成, 体内外对大肠癌、乳腺癌、肺癌等

肿瘤细胞也有直接的抑制作用, 对大肠癌抑制

作用最强[52]. Hanai et al [53]报道endostatin是Wnt/
β-catenin信号途径的有效抑制剂, 抑制内皮细胞

和大肠癌DLD-1细胞株的Wnt/β-catenin信号转

录活性, 促进β-catenin降解. Lepourcelet et al [54]通

过高通量方法对7000种化合物文库中筛选, 发
现8种化合物能特异地抑制β-catenin与Tcf-4复合

物形成, 抑制β-catenin/Tcf-4转录活性, 下调靶基

因cyclinD1和c-myc表达, 从而抑制大肠癌细胞

增殖. 但其临床应用前景仍需进一步探讨. 
3.3.2 病毒和基因治疗 目前国内外肿瘤基因治

疗研究领域中, 针对抑癌基因p53的重组人p53
腺病毒是研究最为深入、进展最快的一种基因

治疗产品, 临床上也显示了较好的疗效. 研究表

明P53蛋白可上调泛素E3连接酶Siah-1的表达量

和活性, 促进和加强β-catenin的降解, 阻止该信

号途径转录因子Tcf-4的活化; 或直接抑制Tcf-4
的转录, 从而抑制Wnt/β-catenin信号途径[55-57]. 
针对Wnt/β-catenin信号途径的病毒和基因治疗

研究的靶分子主要是该信号途径的关键分子

β-catenin和核转录因子Tcf-4. 以β-catenin为靶

点的基因治疗策略主要是反义寡核苷酸和RNA
干扰(RNAi). 研究报道, β-catenin反义寡核苷酸

呈剂量依赖方式减少β-catenin mRNA和蛋白表

达、Tcf-4转录活性和cyclinD1表达, 体内外显著

抑制APC基因突变的大肠癌细胞增殖[58-59]. van 
de Wetering et al [60]报道, β-catenin siRNA明显抑

制大肠癌LS174T细胞Tcf-4转录活性, 并诱导细

胞周期阻滞和促进细胞分化. Verma et al [61]用非

病毒载体Oligofectamine转染β-catenin siRNA, 
体内外对APC基因突变或β-catenin基因突变的

大肠癌细胞均有明显的增殖抑制作用. Brunori 
et al [62]利用大肠癌Wnt/β-catenin信号途径异常

激活的特点, 构建了Tcf-限制复制型溶瘤腺病毒, 
病毒可在高β-catenin/Tcf-4转录活性的细胞中选

择性复制而融解靶细胞, 体外显示较好的抑制

肿瘤生长作用. Malerba et al [63]构建了Tcf-限制

复制型细小病毒, 即将Tcf转录因子的结合位点

插入P4启动子, P4启动子控制着小鼠细小病毒

NS1, NS2蛋白的表达. 发现细小病毒产物在出

现Wnt信号的大肠癌细胞株中增加了300倍, 但
在无Wnt信号的其他细胞株中明显降低, 显示

较好的抗癌活性和安全性. 针对转录因子的基

因治疗还有一种新的decoy(圈套/诱骗)策略, 即
合成与顺式元件相一致的双链寡聚脱氧核苷酸

(ODNs), 竞争性抑制反式因子(转录因子)与顺

式元件的结合, 干扰转录因子的DNA结合活性. 
Seki et al [64]研究证实, 含有Tcf-4顺式结合元件的

18-mer双链Tcf-4 decoy ODNs显著抑制HEK293

■创新盘点
本 文 较 全 面 阐
述 了 以 W n t / β - 
catenin信号转导
途径为靶点的大
肠癌治疗进展, 重
点介绍了小分子
抑制剂、病毒和
基因治疗等分子
靶向治疗策略.
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细胞和大肠癌HCT116细胞Tcf-4转录活性, 抑制

下游靶基因cyclinD1, c-myc和MMP-7表达; 抑制

大肠癌HCT116细胞增殖, 而对正常的HEK293
细胞增殖无影响, 因此对大肠癌等肿瘤的基因

治疗显示了较好的应用前景. 
总之, Wnt/β-catenin信号转导途径与大肠癌

的发生、发展密切相关, 针对该信号途径的分

子靶向治疗策略有望为大肠癌的治疗提供新的

有效途径, 非甾体类抗炎药物和植物类化合物

等多种非细胞毒性药物也将为大肠癌的预防和

综合治疗起到极其重要的作用. 

4      参考文献
1	 Reya T, Clevers H. Wnt signalling in stem cells and 

cancer. Nature 2005; 434: 843-850
2	 Thorstensen L, Lind GE, Lovig T, Diep CB, Meling 

GI, Rognum TO, Lothe RA. Genetic and epigenetic 
changes of components affecting the WNT pathway 
in colorectal carcinomas stratified by microsatellite 
instability. Neoplasia 2005; 7: 99-108

3	 Mao J, Wang J, Liu B, Pan W, Farr GH 3rd, Flynn C, 
Yuan H, Takada S, Kimelman D, Li L, Wu D. Low-
density lipoprotein receptor-related protein-5 binds 
to Axin and regulates the canonical Wnt signaling 
pathway. Mol Cell 2001; 7: 801-809 

4	 Mao B, Wu W, Davidson G, Marhold J, Li M, 
Mechler BM, Delius H, Hoppe D, Stannek P, 
Walter C, Glinka A, Niehrs C. Kremen proteins are 
Dickkopf receptors that regulate Wnt/beta-catenin 
signalling. Nature 2002; 417: 664-667   

5	 Taketo MM. Shutting down Wnt signal-activated 
cancer. Nat Genet 2004; 36: 320-322 

6	 He TC, Sparks AB, Rago C, Hermeking H, Zawel 
L, da Costa LT, Morin PJ, Vogelstein B, Kinzler 
KW. Identification of c-MYC as a target of the APC 
pathway. Science 1998; 281: 1509-1512

7	 Tetsu O, McCormick F. Beta-catenin regulates 
expression of cyclin D1 in colon carcinoma cells. 
Nature 1999; 398: 422-426

8	 Shtutman M, Zhurinsky J, Simcha I, Albanese C, 
D'Amico M, Pestell R, Ben-Ze'ev A. The cyclin D1 
gene is a target of the beta-catenin/LEF-1 pathway. 
Proc Natl Acad Sci USA 1999; 96: 5522-5527

9	 Shimokawa T, Furukawa Y, Sakai M, Li M, Miwa 
N, Lin YM, Nakamura Y. Involvement of the 
FGF18 gene in colorectal carcinogenesis, as a novel 
downstream target of the beta-catenin/T-cell factor 
complex. Cancer Res 2003; 63: 6116-6120

10	 Tan X, Apte U, Micsenyi A, Kotsagrelos E, Luo JH, 
Ranganathan S, Monga DK, Bell A, Michalopoulos 
GK, Monga SP. Epidermal growth factor receptor: 
a novel target of the Wnt/beta-catenin pathway in 
liver. Gastroenterology 2005; 129: 285-302

11	 Li YJ, Wei ZM, Meng YX, Ji XR. Beta-catenin up-
regulates the expression of cyclinD1, c-myc and 
MMP-7 in human pancreatic cancer: relationships 
with carcinogenesis and metastasis. World J 
Gastroenterol 2005; 11: 2117-2123

12	 Smith K, Bui TD, Poulsom R, Kaklamanis L, 
Williams G, Harris AL. Up-regulation of macro-
phage wnt gene expression in adenoma-carcinoma 

progression of human colorectal cancer. Br J Cancer 
1999; 81: 496-502

13	 Aguilera O, Fraga MF, Ballestar E, Paz MF, Herranz 
M, Espada J, Garcia JM, Munoz A, Esteller M, 
Gonzalez-Sancho JM. Epigenetic inactivation of 
the Wnt antagonist DICKKOPF-1 (DKK-1) gene 
in human colorectal cancer. Oncogene 2006; 25: 
4116-4121

14	 Trent JM, Wiltshire R, Su LK, Nicolaides NC, 
Vogelstein B, Kinzler KW. The gene for the APC-
binding protein beta-catenin (CTNNB1) maps to 
chromosome 3p22, a region frequently altered in 
human malignancies. Cytogenet Cell Genet 1995; 71: 
343-344

15	 Sparks AB, Morin PJ, Vogelstein B, Kinzler KW. 
Mutational analysis of the APC/beta-catenin/Tcf 
pathway in colorectal cancer. Cancer Res 1998; 58: 
1130-1134

16	 Kohno H, Suzuki R, Sugie S, Tanaka T. Beta-Catenin 
mutations in a mouse model of inflammation-
r e l a t e d c o l o n c a r c i n o g e n e s i s i n d u c e d b y 
1,2-dimethylhydrazine and dextran sodium sulfate. 
Cancer Sci 2005; 96: 69-76

17	 Bright-Thomas RM, Hargest R. APC, beta-Catenin 
and hTCF-4; an unholy trinity in the genesis of 
colorectal cancer. Eur J Surg Oncol 2003; 29: 107-117

18	 Liu W, Dong X, Mai M, Seelan RS, Taniguchi K, 
Krishnadath KK, Halling KC, Cunningham JM, 
Boardman LA, Qian C, Christensen E, Schmidt 
SS, Roche PC, Smith DI, Thibodeau SN. Mutations 
in AXIN2 cause colorectal cancer with defective 
mismatch repair by activating beta-catenin/TCF 
signalling. Nat Genet 2000; 26: 146-147

19	 Korinek V, Barker N, Morin PJ, van Wichen D, de 
Weger R, Kinzler KW, Vogelstein B, Clevers H. 
Constitutive transcriptional activation by a beta-
catenin-Tcf complex in APC-/- colon carcinoma. 
Science 1997; 275: 1784-1787

20	 Duval A, Busson-Leconiat M, Berger R, Hamelin R. 
Assignment of the TCF-4 gene (TCF7L2) to human 
chromosome band 10q25.3. Cytogenet Cell Genet 
2000; 88: 264-265

21	 Duval A, Rolland S, Tubacher E, Bui H, Thomas 
G, Hamelin R. The human T-cell transcription 
factor-4 gene: structure, extensive characterization 
of alternative splicings, and mutational analysis 
in colorectal cancer cell lines. Cancer Res 2000; 60: 
3872-3879

22	 向德兵, 吴晓华, 李增鹏, 刘友生. β-catenin, cyclin D1
和C-myc在大肠癌组织中的表达. 世界华人消化杂志 
2002; 10: 305-308

23	 Luu HH, Zhang R, Haydon RC, Rayburn E, Kang 
Q, Si W, Park JK, Wang H, Peng Y, Jiang W, He TC. 
Wnt/beta-catenin signaling pathway as a novel 
cancer drug target. Curr Cancer Drug Targets 2004; 4: 
653-671

24	 Dihlmann S, von Knebel Doeberitz M. Wnt/beta-
catenin-pathway as a molecular target for future 
anti-cancer therapeutics. Int J Cancer 2005; 113: 
515-524

25	 Kundu JK, Choi KY, Surh YJ. beta-Catenin-
mediated signaling: a novel molecular target 
for chemoprevention with anti-inflammatory 
substances. Biochim Biophys Acta 2006; 1765: 14-24

26	 Dihlmann S, Siermann A, von Knebel Doeberitz M. 
The nonsteroidal anti-inflammatory drugs aspirin 
and indomethacin attenuate beta-catenin/TCF-4 

■应用要点
分子靶向治疗是
肿瘤治疗领域研
究的重点方向之
一 ,  是 一 类 极 具
发展前景的肿瘤
治疗策略 .  Wnt /
β-catenin信号转
导途径与大肠癌
等多种肿瘤的发
生密切相关, 因此
可做为分子靶向
治疗的潜在靶点.



www.wjgnet.com

2478                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2006年9月8日     第14卷     第25期

 

signaling. Oncogene 2001; 20: 645-653
27	 Dihlmann S, Klein S, Doeberitz Mv MK. Reduction 

of beta-catenin/T-cell transcription factor signaling 
by aspirin and indomethacin is caused by an 
increased stabilization of phosphorylated beta-
catenin. Mol Cancer Ther 2003; 2: 509-516

28	 Boon EM, Keller JJ, Wormhoudt TA, Giardiello FM, 
Offerhaus GJ, van der Neut R, Pals ST. Sulindac 
targets nuclear beta-catenin accumulation and Wnt 
signalling in adenomas of patients with familial 
adenomatous polyposis and in human colorectal 
cancer cell lines. Br J Cancer 2004; 90: 224-229

29	 Brown WA, Skinner SA, Vogiagis D, O'Brien PE. 
Inhibition of beta-catenin translocation in rodent 
colorectal tumors: a novel explanation for the protec-
tive effect of nonsteroidal antiinflammatory drugs in 
colorectal cancer. Dig Dis Sci 2001; 46: 2314-2321

30	 Gardner SH, Hawcroft G, Hull MA. Effect of 
nonsteroidal anti-inflammatory drugs on beta-
catenin prote in levels and catenin-re la ted 
transcription in human colorectal cancer cells. Br J 
Cancer 2004; 91: 153-163

31	 Smith ML, Hawcroft G, Hull MA. The effect of 
non-steroidal anti-inflammatory drugs on human 
colorectal cancer cells: evidence of different mecha-
nisms of action. Eur J Cancer 2000; 36: 664-674

32	 Hawcroft G, D'Amico M, Albanese C, Markham 
AF, Pestell RG, Hull MA. Indomethacin induces 
differential expression of beta-catenin, gamma-
catenin and T-cell factor target genes in human 
colorectal cancer cells. Carcinogenesis 2002; 23: 
107-114

33	 Oshima M, Murai N, Kargman S, Arguello M, Luk P, 
Kwong E, Taketo MM, Evans JF. Chemoprevention 
of intestinal polyposis in the Apcdelta716 mouse 
by rofecoxib, a specific cyclooxygenase-2 inhibitor. 
Cancer Res 2001; 61: 1733-1740

34	 McEntee MF, Chiu CH, Whelan J. Relationship 
of beta-catenin and Bcl-2 expression to sulindac-
induced regression of intestinal tumors in Min 
mice. Carcinogenesis 1999; 20: 635-640

35	 Lee EJ, Park HG, Kang HS. Sodium salicylate 
induces apoptosis in HCT116 colorectal cancer cells 
through activation of p38MAPK. Int J Oncol 2003; 
23: 503-508

36	 Y a m a d a Y , Y o s h i m i N , H i r o s e Y , H a r a A , 
Shimizu M, Kuno T, Katayama M, Qiao Z, Mori 
H. Suppression of occurrence and advancement 
of beta-catenin-accumulated crypts, possible 
premalignant lesions of colon cancer, by selective 
cyclooxygenase-2 inhibitor, celecoxib. Jpn J Cancer 
Res 2001; 92: 617-623

37	 Maier TJ, Janssen A, Schmidt R, Geisslinger G, 
Grosch S. Targeting the beta-catenin/APC pathway: 
a novel mechanism to explain the cyclooxygenase-
2-independent anticarcinogenic effects of celecoxib 
in human colon carcinoma cells. FASEB J 2005; 19: 
1353-1355

38	 Noda M, Tatsumi Y, Tomizawa M, Takama T, 
Mitsufuji S, Sugihara H, Kashima K, Hattori T. 
Effects of etodolac, a selective cyclooxygenase-2 
inhibitor , on the expression of E-cadherin-
catenin complexes in gastrointestinal cell lines. J 
Gastroenterol 2002; 37: 896-904

39	 Roy HK, Karoski WJ, Ratashak A, Smyrk TC. 
Chemoprevention of intestinal tumorigenesis by 
nabumetone: induction of apoptosis and Bcl-2 

downregulation. Br J Cancer 2001; 84: 1412-1416
40	 Garg AK, Buchholz TA, Aggarwal BB. Chemo-

sensitization and radiosensitization of tumors by 
plant polyphenols. Antioxid Redox Signal 2005; 7: 
1630-1647

41	 Surh YJ. Cancer chemoprevention with dietary 
phytochemicals. Nat Rev Cancer 2003; 3: 768-780

42	 Jaiswal AS, Marlow BP, Gupta N, Narayan S. 
Beta-catenin-mediated transactivation and cell-
cell adhesion pathways are important in curcumin 
(diferuylmethane)-induced growth arrest and 
apoptosis in colon cancer cells. Oncogene 2002; 21: 
8414-8427

43	 Orner GA, Dashwood WM, Blum CA, Diaz GD, Li 
Q, Dashwood RH. Suppression of tumorigenesis 
in the Apc(min) mouse: down-regulation of beta-
catenin signaling by a combination of tea plus 
sulindac. Carcinogenesis 2003; 24: 263-267

44	 Joe AK, Liu H, Suzui M, Vural ME, Xiao D, 
Weinste in IB . Resveratro l induces growth 
inhibition, S-phase arrest, apoptosis, and changes in 
biomarker expression in several human cancer cell 
lines. Clin Cancer Res 2002; 8: 893-903

45	 Choi BT, Cheong J, Choi YH. beta-Lapachone-
induced apoptosis is associated with activation of 
caspase-3 and inactivation of NF-kappaB in human 
colon cancer HCT-116 cells. Anticancer Drugs 2003; 
14: 845-850

46	 Wang D, Xiang DB, He YJ, Li ZP, Wu XH, Mou JH, 
Xiao HL, Zhang QH. Effect of caffeic acid phenethyl 
ester on proliferation and apoptosis of colorectal 
cancer cells in vitro. World J Gastroenterol 2005; 11: 
4008-4012

47	 Xiang D, Wang D, He Y, Xie J, Zhong Z, Li Z, Xie J. 
Caffeic acid phenethyl ester induces growth arrest 
and apoptosis of colon cancer cells via the beta-
catenin/T-cell factor signaling. Anticancer Drugs 
2006; 17: 753-762

48	 向德兵, 王东, 牟江洪, 仲召阳, 肖华亮, 张沁宏, 李
增鹏. 咖啡酸苯乙酯对人大肠癌HCT116细胞裸鼠
皮下移植瘤生长的影响. 解放军医学杂志 2005; 30: 
953-955

49	 Playford MP, Bicknell D, Bodmer WF, Macaulay 
VM. Insulin-like growth factor 1 regulates the 
location, stability, and transcriptional activity 
of beta-catenin. Proc Natl Acad Sci USA 2000; 97: 
12103-12108

50	 Danilkovitch-Miagkova A. Oncogenic signaling 
pathways activated by RON receptor tyrosine 
kinase. Curr Cancer Drug Targets 2003; 3: 31-40

51	 Zhou L, An N, Haydon RC, Zhou Q, Cheng H, Peng 
Y, Jiang W, Luu HH, Vanichakarn P, Szatkowski JP, 
Park JY, Breyer B, He TC. Tyrosine kinase inhibitor 
STI-571/Gleevec down-regulates the beta-catenin 
signaling activity. Cancer Lett 2003; 193: 161-170

52	 Dkhissi F, Lu H, Soria C, Opolon P, Griscelli F, 
Liu H, Khattar P, Mishal Z, Perricaudet M, Li H. 
Endostatin exhibits a direct antitumor effect in 
addition to its antiangiogenic activity in colon 
cancer cells. Hum Gene Ther 2003; 14: 997-1008

53	 Hanai J, Gloy J, Karumanchi SA, Kale S, Tang J, Hu 
G, Chan B, Ramchandran R, Jha V, Sukhatme VP, 
Sokol S. Endostatin is a potential inhibitor of Wnt 
signaling. J Cell Biol 2002; 158: 529-539

54	 Lepourcelet M, Chen YN, France DS, Wang 
H, Crews P, Petersen F, Bruseo C, Wood AW, 
Shivdasani RA. Small-molecule antagonists of the 

■名词解释
β - c a t e n i n 降 解
复 合 体 :  是 由 大
肠 腺 瘤 息 肉 蛋
白(adenomatous 
po lypos i s  co l i , 
A P C ) ,  轴 蛋 白 
(axin), 糖原合成
酶激酶(glycogen 
synthase kinase-
3β ,  GSK-3β )和
酪蛋白激酶1a /e 
( ca se in  k inase , 
C K 1 a ) 等 组 成 , 
其 功 能 在 于 使
β-catenin磷酸化, 
而后被泛素-蛋白
酶体系统降解.



www.wjgnet.com

向德兵, 等. Wnt/b-catenin信号转导途径: 大肠癌治疗的新靶点                                                                                     2479

oncogenic Tcf/beta-catenin protein complex. Cancer 
Cell 2004; 5: 91-102

55	 Liu J, Stevens J, Rote CA, Yost HJ, Hu Y, Neufeld 
KL, White RL, Matsunami N. Siah-1 mediates a 
novel beta-catenin degradation pathway linking 
p53 to the adenomatous polyposis coli protein. Mol 
Cell 2001; 7: 927-936

56	 Matsuzawa SI, Reed JC. Siah-1, SIP, and Ebi 
collaborate in a novel pathway for beta-catenin 
degradation linked to p53 responses. Mol Cell 2001; 
7: 915-926

57	 Rother K, Johne C, Spiesbach K, Haugwitz U, 
Tschop K, Wasner M, Klein-Hitpass L, Moroy T, 
Mossner J, Engeland K. Identification of Tcf-4 as a 
transcriptional target of p53 signalling. Oncogene 
2004; 23: 3376-3384

58	 Roh H, Green DW, Boswell CB, Pippin JA, Drebin 
JA. Suppression of beta-catenin inhibits the 
neoplastic growth of APC-mutant colon cancer 
cells. Cancer Res 2001; 61: 6563-6568

59	 Green DW, Roh H, Pippin JA, Drebin JA. Beta-
catenin antisense treatment decreases beta-
catenin expression and tumor growth rate in colon 
carcinoma xenografts. J Surg Res 2001; 101: 16-20

60	 van de Wetering M, Oving I, Muncan V, Pon 
Fong MT, Brantjes H, van Leenen D, Holstege FC, 
Brummelkamp TR, Agami R, Clevers H. Specific 
inhibition of gene expression using a stably 
integrated, inducible small-interfering-RNA vector. 
EMBO Rep 2003; 4: 609-615

61	 Verma UN, Surabhi RM, Schmaltieg A, Becerra 
C, Gaynor RB. Small interfering RNAs directed 
against beta-catenin inhibit the in vitro and in vivo 
growth of colon cancer cells. Clin Cancer Res 2003; 9: 
1291-1300

62	 Brunori M, Malerba M, Kashiwazaki H, Iggo 
R. Replicating adenoviruses that target tumors 
with constitutive activation of the wnt signaling 
pathway. J Virol 2001; 75: 2857-2865

63	 Malerba M, Daeffler L, Rommelaere J, Iggo RD. 
Replicating parvoviruses that target colon cancer 
cells. J Virol 2003; 77: 6683-6691

64	 Seki Y, Yamamoto H, Yee Ngan C, Yasui M, Tomita 
N, Kitani K, Takemasa I, Ikeda M, Sekimoto M, 
Matsuura N, Albanese C, Kaneda Y, Pestell RG, 
Monden M. Construction of a novel DNA decoy 
that inhibits the oncogenic beta-catenin/T-cell 
factor pathway. Mol Cancer Ther 2006; 5: 985-994

             电编  张敏  编辑  潘伯荣

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2006年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                             
                • 消息 •

欢迎订阅2006年《世界华人消化杂志》

本刊讯 《世界华人消化杂志》为中国科技核心期刊、2003年百种中国杰出学术期刊、《中文核心期刊要目

总览》2004年版内科学类的核心期刊、中国科技论文统计源期刊,《世界华人消化杂志》发表的英文摘要被

美国《化学文摘(Chemical Abstracts)》, 荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBASE/Excerpta Medica)》, 俄罗斯

《文摘杂志(Abstracts Journals)》收录. 

本刊主要报道食管癌、胃癌、肝癌、大肠癌、病毒性肝炎、幽门螺杆菌、中医中药、中西医结合等胃肠

病学和肝病学的新进展及原创性等基础或临床研究的文章.

《世界华人消化杂志》2006年由北京报刊发行局发行, 国际标准刊号ISSN 1009-3079, 国内统一刊号

CN 14–1260/R, 邮发代号82-262, 出版日期8, 18, 28日, 月价72.00, 年价864元. 欢迎广大消化科医务工作

者及科教研人员、各大图书馆订阅. 联系地址: 100023 北京市2345信箱, 世界胃肠病学杂志社. 联系电话: 

010-85381901-1020; 传真: 010-85381893; E-mail: wcjd@wjgnet.com; 网址: www.wjgnet.com.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年9月8日; 14(25): 2480-2483
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH 

单甲氧基聚乙二醇对大鼠胰岛的免疫修饰作用

赵 刚, 崔 静, 黎少山, 殷 涛, 胡伟国, 吴河水, 王春友

赵刚, 崔静, 黎少山, 殷涛, 胡伟国, 吴河水, 王春友, 华中科
技大学同济医学院附属协和医院胰腺外科中心 湖北省武汉
市 430022  
赵刚, 博士, 讲师, 毕业于华中科技大学同济医学院, 现工作于附
属协和医院胰腺外科中心, 主要从事胰腺疾病基础与临床研究.
湖北省卫生厅青年科技人才资助项目, No. QJX2005-4
通讯作者: 王春友, 430022, 湖北省武汉市, 华中科技大学同济
医学院附属协和医院胰腺外科中心. chunyouwang52@126.com
收稿日期: 2006-05-08    接受日期: 2006-07-19

Immune modification of rat 
islet by methoxy-polyethylene 
glycol 

Gang Zhao, Jing Cui, Shao-Shan Li, Tao Yin, 
Wei-Guo Hu, He-Shui Wu, Chun-You Wang

Gang Zhao, Jing Cui, Shao-Shan Li, Tao Yin, Wei-
Guo Hu, He-Shui Wu, Chun-You Wang, Pancreatic 
Surgery Center of Union Hospital, Tongji Medical College, 
Huazhong University of Science and Technology, Wuhan 
430022, China
Supported by Young Scholar Foundation of Health Depart-
ment of Hubei Province, No. QJX2005-4
Correspondence to: Chun-You Wang, Pancreatic Sur-
gery Center of Union Hospital, Tongji Medical College, 
Huazhong University of Science and Technology, Wuhan 
430022, China. chunyouwang52@126.com
Received: 2006-05-08    Accepted: 2006-07-19 

Abstract
AIM: To investigate the insulin secretion 
changes of rat islets after immune modification 
of methoxy-polyethylene glycol (mPEG).

METHODS: The islets isolated from Wistar rats 
were divided into control group and mPEG-
treated groups (with 200, 300 and 400 g/L 
mPEG, respectively). After culture for 24 h, the 
viability of islets was detected by dithizone 
staining, and insulin secretion function was ex-
amined by glucose stimulation test. The islets 
from different groups were mixed with splenic 
lymphocyte from SD rats to evaluate the immu-
nogenicity.

RESULTS: The viability of islets or the insulin 
secretion function in the three treatment groups 
was not significantly different from that in the 
control group. However, the cytoxicity rates 
in mPEG-treated groups were markedly lower 

than those in the control group (24.7%, 14.8%, 
21.4% vs 69.5%, t = 2.378, 2.584, 2.472, all P < 0.05). 
Furthermore, the cytoxicity in the islets treated 
with 300 g/L mPEG was the lowest (14.8% vs 
24.7%, 21.4%, t = 2.285, 2.383, both P < 0.05).

CONCLUSION: mPEG can mask the immuno-
genicity of rat islets while hardly affect the vi-
ability and insulin secretion.

Key Words: Islet; Methoxy-polyethylene glycol; Im-
mune modification

Zhao G, Cui J, Li SS, Yin T, Hu WG, Wu HS, Wang 
CY. Immune modification of rat islet by methoxy-
polyethylene glycol. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(25):2480-2483

摘要
目的: 研究单甲氧基聚乙二醇(mPEG 5000)对
Wistar大鼠胰岛表面抗原的掩蔽作用及对胰
岛素分泌功能的影响. 

方法: 分离Wista r大鼠的胰岛, 对照组不进
行任何处理, 处理组分别用200, 300, 400 g/L 
mPEG包裹, 培养24 h后分别用双硫腙染色检
测胰岛细胞活性、葡萄糖刺激实验检测胰岛
的分泌功能改变, 取SD大鼠脾淋巴细胞分别
与上述各组胰岛进行混合培养, 通过杀伤实验
检测胰岛免疫原性. 

结果: 与对照组相比, 不同浓度mPEG包裹对
大鼠胰岛活性及胰岛素分泌功能无明显影
响, 不同浓度处理组的胰岛细胞杀伤率均明
显低于对照组(24.7%, 14.8%, 21.4% vs  69.5%, 
t  = 2.378, 2.584, 2.472, P 均<0.05), 但300 g/L 
mPEG处理组的杀伤率最低(14.8% vs  24.7%, 
21.4%, t  = 2.285, 2.383, P均<0.05).

结论: mPEG有效掩蔽大鼠胰岛表面抗原, 且
不影响胰岛细胞的活性及胰岛素分泌功能, 具
有较好的免疫修饰作用.

关键词: 胰岛; 单甲氧基聚乙二醇; 免疫修饰

赵刚, 崔静, 黎少山, 殷涛, 胡伟国, 吴河水, 王春友. 单甲氧

®

■背景资料
胰岛移植作为治
疗糖尿病的有效
措施之一, 是目前
细胞移植研究的
热点之一. 特别是
胰岛干细胞培养
及分化研究的迅
速进展, 使得免疫
排斥反应成为胰
岛移植临床应用
的主要限制因素.

■研发前沿
目前多用生物材
料制成免疫隔离
装置如中空纤维, 
血管内装置, 或以
海藻酸钠-聚赖氨
酸为基础的大包
囊或微包囊, 通过
免疫隔离作用有
效地延长了胰岛
移植物存活时间, 
但仍然存生物相
容性不够, 物质交
换和胰岛素分泌
障碍等缺陷. 新型
高分子生物材料
m P E G 给胰岛移
植带来新的希望.
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0  引言

胰岛移植由于简单易行和安全性高的特点, 近
年来在糖尿病的细胞治疗中受到愈来愈多的关

注, 但强烈的移植排斥反应限制了胰岛移植在

临床中的应用[1]. 我们采用有机高分子材料单

甲氧基聚乙二醇(methoxy-polyethylene glycol, 
mPEG)包裹大鼠胰岛细胞, 利用mPEG对细胞表

面抗原免疫掩蔽作用, 观察其对胰岛免疫原性

及胰岛细胞生物活性的影响, 以探讨其用于胰

岛移植时免疫修饰的可行性. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar和SD♂大鼠, 体质量250-300 g, 
由华中科技大学同济医学院实验动物中心提

供; mPEG (M r 5000, mPEG-SPA)、Ⅴ型胶原

酶、链脲佐菌素(STZ)、RPMI 1640购自Sigma
公司; Ficoll 400购自Pharmacia公司; 小牛血清

购自Gibico公司. 125I2-胰岛素放射免疫分析试剂

盒购自北京原子能研究所. Wistar大鼠进行胰

管原位插管, 灌注Ⅴ型胶原酶(38℃, 0.5 g/L, 含
7.5 mmol/L Ca2+的Hanks液, pH 7.8) 4 mL, 使胰

腺充分膨胀, 原位消化5 min. 处死并完整摘除胰

腺, 置于上述Ⅴ型胶原酶溶液6 mL中, 将胰腺剪

碎, 38℃水浴振荡消化30 min. 用Ficoll 400进行

不连续密度梯度(250, 230, 200, 110 g/L)离心, 吸
取23%-20%, 20%-11%界面细胞, 即为纯化的胰

岛细胞. 经Ⅴ型胶原酶消化分离, Ficoll 400密度

梯度纯化, 制备的胰岛纯度为95%, 光镜下DTZ 
染色后, 胰岛细胞团染成腥红色或红色, 外分泌

组织不着色, 呈圆形、椭圆形或不规则形. 分离

纯化后的组织悬液用双硫腙(双硫腙10 mg, 无
水乙醇3 mL, 250 g/L氨水50 mL)进行染色, 挑取

100个当量(每1个胰岛当量相当于直径150 mm
的胰岛细胞团)的胰岛细胞, 置于37℃, 50 mL/L 
CO2培养箱中培养[1].
1.2 方法 

1.2.1 mPEG包裹胰岛 将培养1 d的胰岛用PBS洗
涤2次. 将洗涤后的胰岛悬浮于含有11 mmol/L葡
萄糖的PBS 500 μL中(pH 8.0). 分别称取mPEG 
0.10, 0.15, 0.20 g, 完全溶于上述悬液中, 使
mPEG的终浓度为200 g/L(A组), 300 g/L(B组), 
400 g/L (C组), 置于CO2的培养箱中反应1 h, PBS

洗涤1次后继续培养. 
1.2.2 葡萄糖刺激实验 将不同组胰岛分别置低

糖(含2.8 mmoL/L葡萄糖)和高糖(含16.7 mmoL/L
葡萄糖+10 mmoL/L氨茶碱), CO2的培养箱中孵

育4 h, 放射免疫法检测培养液中的胰岛素含量. 
1.2.3 同种异体脾脏淋巴细胞对胰岛杀伤实验  
无菌取出SD大鼠脾脏组织, 碾磨法获取细胞悬

液后用Tris-NH4Cl溶解红细胞, 多次洗涤后获取

淋巴细胞悬液并计数, 调节细胞浓度至1×108/L. 
以对照组和不同浓度mPEG处理组胰岛为靶细

胞进行细胞毒实验, 分别以不同效靶比(12.5∶
1, 25∶1, 50∶1, 100∶1)培养72 h, 倒置显微镜

动态观察胰岛及淋巴细胞形态改变, 终止反应

后加入100 μL乳酸脱氢酶(LDH)室温反应10-30 
min, 在酶标仪570 nm处测A值以评定细胞杀伤

率(%) = (杀伤组A值-阴性对照组A值)/(最大释

放组A值-阴性对照组A值)×100%[2].
统计学处理 应用SPSS软件对各组试验数据

进行统计学分析.

2  结果

2.1 胰岛体外生物学活性 培养3 d, 用葡萄糖刺激

实验检测表明, 不同组胰岛细胞的胰岛素分泌

功能无明显差异(表1). 
2.2 体外混合培养同种异体大鼠脾淋巴细胞与

胰岛 对照组16 h后胰岛周围出现明显的淋巴细

胞聚集现象, 24 h后出现胰岛破坏, 48 h被破坏

胰岛逐渐增多; 实验组16 h后胰岛周围未出现

明显的淋巴细胞聚集现象. 连续观察72 h以上, 
仅出现少量被破坏胰岛(图1). 细胞杀伤实验表

明各处理组的最大杀伤率分别为24.7%, 14.8%, 
21.4%, 均显著低于对照组(69.5%, t  = 2.378, 
2.584, 2.472, P <0.05); 其中300 g/L mPEG组杀伤

率最低(P <0.05,  图2).

3  讨论

胰岛移植作为治疗糖尿病的有效措施之一, 正
受到愈来愈多的关注, 然而移植排斥反应限制

■相关报道
文 献 报 道 ,  将
m P E G 衍生物用
于修饰红细胞的
ABH血型抗原和
淋巴细胞的HLA
抗原, 有效降低红
细胞和淋巴细胞
的免疫原性, 但对
于 m P E G 对胰岛
免疫修饰的研究
则甚少.

■创新盘点
与以往应用生物
材料包裹胰岛细
胞从而产生免疫
隔离效应不同, 该
研究应用 m P E G
的甲氧基团与胰
岛表面MHC抗原
分子的氨基酸残
基 结 合 ,  使 同 种
异体淋巴细胞不
能识别胰岛表面
M H C 抗 原 分 子 , 
从而发挥免疫修
饰作用. 同时证实
m P E G 对与胰岛
细胞的生物活性
没有显著影响, 为
m P E G 的临床应
用提供理论基础.

表  1  mPEG包裹对大鼠胰岛分泌功能的影响 (mean±
SD, μU/L)

                                                                      mPEG

                                       200 g/L            300 g/L            400 g/L

低      6.63±1.74     5.49±1.56     5.91±1.80     5.54±1.27

高    25.85±5.22   24.23±4.86   25.29±4.77   23.43±4.31

糖相      对照组
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其在临床广泛应用. 近来研究表明, 利用生物材

料制成免疫隔离装置如中空纤维、血管内装

置、以海藻酸钠-聚赖氨酸为基础的大包囊或微

包囊, 可有效隔离胰岛细胞与免疫细胞, 使免疫

细胞不能直接损伤胰岛, 从而避免或缓解排斥

反应的发生. 但他仍然存在着诸多缺陷: (1)材料

的生物相容性不够, 使巨噬细胞在局部聚集发

生纤维化进而造成隔离装置的降解; (2)尽管隔

离装置为生物半透膜, 仍然在一定程度上存在

着物质交换和胰岛素分泌障碍; (3)免疫球蛋白

和补体仍然可能穿透生物材料并对胰岛造成损

伤. 因此需要发展新的生物材料以进一步改善

胰岛移植效果[3-4]. 最近研究发现, 有机高分子化

合物mPEG具有与蛋白质大分子结合后遮蔽其

抗原性的特点. mPEG是以聚乙二醇为骨架的线

性高分子化合物, 具有许多优良的化学特性, 无
免疫原性、低毒, 其惰性基团-甲氧基, 可与不同

的氨基酸残基通过胺酯键形成稳定的化学连

接[5], 在细胞表面形成一层由线性单链mPEG构

成的水化膜具有屏障作用, 可在细胞表面的受

体与其相应的配体间形成空间位阻, 阻断受体

与配体的结合和识别. 文献报道, 将mPEG衍生

物用于修饰红细胞的ABH血型抗原和淋巴细胞

的HLA抗原, 有效降低红细胞和淋巴细胞的免

疫原性, 但对于mPEG对胰岛免疫修饰的研究则

甚少[6-8]. 
我们通过同种异体胰岛淋巴细胞混合反应

模拟体内胰岛移植模型, 观察到SD大鼠淋巴细

胞对mPEG修饰的Wistar大鼠胰岛的杀伤效应明

显降低, 表明mPEG通过其甲氧基团与胰岛表面

MHC抗原分子的氨基酸残基结合, 使同种异体

淋巴细胞不能识别胰岛表面MHC抗原分子, 从
而避免诱导免疫排斥反应. 为探讨mPEG包裹的

最佳反应浓度, 我们采用200, 300, 400 g/L 3种
不同浓度的mPEG进行包裹. 结果显示300 g/L 
m P E G包裹后的胰岛的免疫原性最弱 ,  表明

mPEG浓度过高或过低均可能使mPEG与表面抗

原氨基酸残基不能达到饱和连接, 从而仍有可

■应用要点
本研究从反应浓
度的角度, 初步探
讨了最佳反应条
件. 为进一步改善
免疫修饰作用, 则
应从反应时间, 并
以 m P E G 为基本
基团加上不同改
构残基等角度进
行深入研究.

图  1  同种异体脾脏淋巴细胞与Wistar大鼠胰岛混合培养结果(倒置显微镜×200). A: 对照; B: 200 g/L mPEG; C: 300 g/L 

mPEG; D: 400 g/L mPEG.

■名词解释
1 免疫隔离: 是指
通过生物材料包
裹胰岛细胞, 有效
隔离胰岛细胞与
免疫细胞, 使免疫
细胞不能直接损
伤胰岛, 从而避免
或缓解排斥反应
的发生. 
2 免疫修饰: 是指
m P E G 的惰性基
团-甲氧基 ,  可与
不同的氨基酸残
基通过胺酯键形
成稳定的化学连
接, 在细胞表面形
成一层由线性单
链 m P E G 构成的
水化膜具有屏障
作用, 可在细胞表
面的受体与其相
应的配体间形成
空间位阻, 阻断受
体与配体的结合
和识别, 使免疫细
胞不能识别胰岛
素表面的MHC抗
原, 从而避免排斥
反应的发生.
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图  2  同种异体脾脏淋巴细胞对Wistar胰岛杀伤效应. 
aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  200 g/L和400 g/L mPEG处理

组.
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能诱导不同程度的免疫排斥反应. 为进一步探

讨mPEG用于体内胰岛移植的安全性, 我们还检

测了mPEG包裹后胰岛活性及胰岛素分泌功能

的改变. 结果表明, 对照组与各实验组在培养不

同时间细胞存活率无明显改变, 同时低糖相、

高糖相的胰岛素分泌水平无显著性差异. 提示

mPEG与以往的免疫隔离材料不同, 他并非在胰

岛表面形成一层包膜, 因而不影响胰岛与外环

境的物质交换以及胰岛素分泌和释放. 本研究

结果表明, mPEG对胰岛细胞具有较好的免疫修

饰作用, 化学性质稳定且不影响胰岛的生物活

性, 但应对不同残基衍生物及反应条件进一步

优化以有效缓解胰岛移植排斥反应. 

4      参考文献
1	 赵刚, 王芳, 王春友. 转化生长因子-β1基因修饰树突

状细胞诱导异种胰岛移植耐受. 中华普通外科杂志 
2005; 20: 428-431

2	 赵刚, 王芳, 王春友. 抗原负载的免疫缺陷树突状细胞

诱导异种胰岛移植耐受. 中国免疫学杂志 2005; 21: 
608-611

3	 Sutherland DE. Current s tatus of beta-cel l 
r e p l a c e m e n t t h e r a p y ( p a n c r e a s a n d i s l e t 
transplantation) for treatment of diabetes mellitus. 
Transplant Proc 2003; 35: 1625-1627

4	 de Vos P, van Hoogmoed CG, van Zanten J , 
Netter S, Strubbe JH, Busscher HJ. Long-term 
biocompatibility, chemistry, and function of 
microencapsulated pancreatic islets. Biomaterials 
2003; 24: 305-312

5	 C h e n A M , S c o t t M D . C u r r e n t a n d f u t u r e 
applications of immunological attenuation via 
pegylation of cells and tissue. BioDrugs 2001; 15: 
833-847

6	 Murad KL, Gosselin EJ, Eaton JW, Scott MD. 
Stealth cells: prevention of major histocompatibility 
complex class II-mediated T-cell activation by cell 
surface modification. Blood 1999; 94: 2135-2141

7	 Jang JY, Lee DY, Park SJ, Byun Y. Immune reactions 
of lymphocytes and macrophages against PEG-
grafted pancreatic islets. Biomaterials 2004; 25: 
3663-3669 

8	 李伟, 张印则, 周华友, 兰炯采, 章扬培, 张志欣. 
mPEG修饰HLA抗原的方法学研究. 生命科学研究 
2003; 7: 374-376

             电编  张敏  编辑  潘伯荣

■同行评价
糖尿病是人类常
见多发病, 其发病
机制及治疗的研
究是医学研究的
难点之一 .  最近 , 
异体或异种胰岛
细胞移植是治疗
糖尿病新探索. 本
研究立足于研究
单甲氧基聚乙二
醇(mPEG 5000)对
Wistar大鼠胰岛
表面抗原的掩蔽
作用及对胰岛素
分泌功能的影响, 
以解决胰岛细胞
异体移植的排斥
反应. 该研究选题
新颖, 具有很强的
科研价值.
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Abstract
AIM: To explore the role of calcitonin gene-
related peptide (CGRP) in gastric distention-
induced visceral pain in conscious rats.

METHODS: Balloons were implanted into the 
stomach of 24 male Sprague Dawley rats. In this 
study we observed the following outcomes: (1) 
effects of noxious distention or CGRP intrave-
nous injection on gastric sensitivity; (2) effects of 
a specific CGRP receptor antagonist, hCGRP8-37 
on gastric hypersensitivity; (3) relationship be-
tween the doses of CGRP & hCGRP8-37 and 
their effects on gastric sensitivity. Gastric sensi-
tivity was evaluated with gastric pain threshold 
determined by electromyography (EMG) of the 
neck muscles.

RESULTS: After intravenous injection of CGRP, 
the values of gastric pain threshold were 11.7 ± 
2.6, 19.2 ± 2.0, and 18.3 ± 2.5 mmHg in experi-

ment group, operation control group, and nor-
mal saline group, respectively, and there was 
significant difference between the former one 
and latter two (P < 0.05). CGRP down-regulated 
the gastric pain threshold. hCGRP8-37 reversed 
the harmful gastric distention, and inhibited the 
gastric hypersensitivity in a dose-dependent 
manner (r = 0.821, P < 0.01).

CONCLUSION: Gastric distention can stimu-
late the gastric hypersensitivity, in which CGRP 
plays an important role.

Key Words: Functional dyspepsia; Visceral afferent; 
Calcitonin gene-related peptide

Zhang FF, Mo JZ, Lv YL, Chen SL, Lv M, Zhang JY, 
Yang L. Role of calcitonin gene-related peptide in gastric 
hypersensitivity in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(25):2484-2487

摘要
目的: 探索降钙素基因相关肽(CGRP)相关的
干预措施对胃痛觉过敏的影响, 了解CGRP在
胃痛觉过敏形成过程中发挥的作用. 

方法: 成年SD ♂大鼠, 均植入胃内气囊. 观
察伤害性扩张或CGRP iv对大鼠疼痛阈值的
影响; 观察由上述措施诱发内脏过敏的大鼠
在给予CGRP受体特异性拮抗剂hCGRP8-37
后疼痛阈值的变化; 观察不同剂量CGRP和
hCGRP8-37对疼痛阈值的影响. 

结 果 :  C G R P i v 后 胃 疼 痛 阈 值 为 11 . 7±
2 . 6  m m H g ,  对 照 组 疼 痛 阈 值 为 1 9 . 2±
2.0  m m H g,  生理盐水对照组则为18.3±
2.5 mmHg, 实验组与其他两组比较P 均<0.05. 
CGRP使大鼠的疼痛阈值降低. hCGRP8-37能
逆转伤害性扩张和CGRP引起的内脏敏感性
增高, 该作用呈剂量依赖性(r  = 0.821, P <0.01).

结论: 胃扩张刺激能引起胃敏感性增高, 在此
过程中CGRP具有重要的作用.

关键词: 功能性消化不良; 内脏传入神经; 降钙素基

因相关肽

®

■背景资料
内脏敏感性增高
是临床上一大类
功能性消化系统
疾 病 如 :  肠 易 激
综合征、功能性
消化不良的重要
发病机制之一, 但
是内脏感觉过敏
的产生机制尚无
定论, 对于肠易激
综合征和功能性
消化不良等疾病
的治疗效果有限. 
目前已证实无论
是中枢还是外周
CGRP的释放均参
与内脏敏感性变
化.
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0  引言

功能性消化不良与内脏神经感觉敏感性增高

有关, 且后者具有特异性[1]. 早已证实胃肠道有

降钙素基因相关肽(CGRP)神经纤维存在, 辣椒

素敏感的神经纤维中80% CGRP免疫反应阳性, 
而且在脊髓背根神经节内也发现CGRP免疫反

应阳性的神经元, 这些神经元接受无髓鞘感觉

神经纤维的投射. 现认为无论是中枢还是外周

CGRP的释放均参与内脏敏感性变化. 但是目前

关于CGRP与内脏感知的研究主要基于体表疼

痛模型, 而且与内脏敏感性改变的研究主要集

中在直肠和乙状结肠[2-6], 对CGRP在胃等其他部

位刺激传入方面的作用尚无报道. 已发现伤害

性扩张刺激能在中枢神经系统和肠神经系统诱

导CGRP和c-Fos的表达[7], 而且二者的表达具有

相关性. 我们通过探索CGRP相关的干预措施对

胃痛觉过敏的影响, 了解CGRP在胃痛觉过敏形

成过程中发挥的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年SD大鼠, ♂, 体质量350-400 g, 
购自中科院上海实验动物中心 ;  乳胶气囊

(l /2.5 c m, D /2 c m)与聚乙烯导管(l /10 c m, 
D /0.2 cm)为自制; CGRP (rat)和hCGRP8-37购自

Sigma; 溶于9 g/L无菌氯化钠溶液. 将所有SD大

鼠单独置于笼中饲养, 每12 h昼-夜交替, 尽量保

持安静, 实验前给予1 wk时间适应环境.
1.2 方法 

1.2.1 伤害性胃扩张 适应环境后, 术前禁食12 h, 
不禁水, 20 g/L戊巴比妥(40 mg/kg) ip麻醉, 打开

腹腔, 游离胃大弯, 在距贲门2 cm处沿胃大弯剪

开胃壁约1 cm, 放入气囊. 气囊约占大鼠近端胃

的60%, 在不充盈的状态下, 气囊不会阻塞幽门, 
也不会阻碍胃排空. 气囊植入前, 先扩张数小时

以消除扩张阻力. 气囊的直径一定要超过大鼠

胃的内径, 否则扩张时测得的压力不能反映胃

内的压力. 再次确定气囊是否完好, 缝合胃壁, 
固定气囊, 逐层缝合胃壁, 气囊所连接的导管经

皮下隧道固定于大鼠颈部. 术后当天禁食, 次日

按常规喂养, 观察其腹部体征和排便情况. 48 h
后将大鼠放置于特制的笼内, 固定. 气囊通过导

管连接压力计, 行时相性胃扩张(80 mmHg, 每
扩张20 min间歇10 min)2 h. 在颈部肌肉中植入3
枚不锈钢电极, 用丝线固定, 所接导线与气囊导

管固定于大鼠颈部的同一水平. 在刺激过程中

将颈部电极与肌电仪相连接, 起始扩张压力为

5 mmHg, 每次增加5 mmHg, 记录颈部肌肉的电

位, 当颈肌电位达到基础值的2倍时, 此时的扩

张强度就作为疼痛阈值[8]. 所有大鼠均接受胃内

气囊和颈肌电极植入, 实验组行伤害性扩张或

CGRP处理, 溶剂对照组使用生理盐水iv. 
1.2.2 实验步骤 (1)在伤害性扩张(80 mmHg)或
CGRP (500 ng) iv预处理后, hCGRP8-37 (30 μg) 
iv(通过颈静脉), 10 min后测定疼痛阈值. 设溶剂

对照组、手术对照组. (2)给予未经伤害性扩张

刺激的大鼠不同剂量(250, 500和750 ng)的CGRP 
iv, 10 min后测定疼痛阈值. (3)在伤害性扩张诱

发胃痛觉过敏后, 给予不同剂量(7.5, 15, 30和
60 μg)的hCGRP8-37 iv(通过颈静脉), 10 min
后测定疼痛阈值 .  (4)在伤害性扩张或C G R P 
(500 ng) iv预处理后, hCGRP8-37 (30 μg)鞘内注

射, 10 min后测定疼痛阈值. 实验分组均采用随

机方法进行.
统计学处理 疼痛阈值用均值±标准差表

示, 各组间差异用方差分析, P <0.05定为差异显

著. 剂量与效应的相关性采用Spearman相关分

析法. 使用SPSS 10.0软件完成统计分析.

2  结果

2.1 伤害性扩张和CGRP对大鼠胃疼痛阈值的

影响 在对大鼠伤害性扩张或CGRP注射前先进

行随机化分组, 经测定各组间疼痛阈值无显著

差异(P >0.05). 大鼠经历伤害性扩张刺激后, 胃
疼痛阈值显著降低, 为9.2±2.0 mmHg, 对照组

则为17.5±4.2 mmHg (P <0.05). CGRP iv后胃疼

痛阈值为11.7±2.6 mmHg, 对照组疼痛阈值为

19.2±2.0 mmHg, 生理盐水对照组则为18.3±
2.5 mmHg, 实验组与其他两组比较P均<0.05. 当
CGRP iv剂量达到500 ng后, 胃疼痛阈值显著降

低(500 ng时P <0.05, 750 ng时P <0.01), 阈值的下

降与剂量相关(r s = 0.821, P <0.01, 图1).
2.2 hCGRP8-37 iv对胃高敏大鼠疼痛阈值的影响 
在扩张引起的胃痛觉过敏的大鼠, hCGRP8-37 
(30 μg) iv后使其疼痛阈值恢复至正常(16.7±
5.2 mmHg). 在CGRP引起的胃痛觉过敏的大鼠, 
hCGRP8-37 (30 μg) iv后使其疼痛阈值恢复(20.0
±3.2 mmHg), 接近正常(图2). 当hCGRP8-37 iv

■研发前沿
最近临床研究发
现, 存在胃感觉过
敏的功能性消化
不良患者胃组织
中 的 C G R P 含 量
高于对照组. Chan 
et  al 发现在直肠
敏感性增高的大
便失禁患者中, 其
直肠黏膜下神经
丛 的 C G R P 阳 性
神经纤维增多, 这
与在动物实验中
获得的信息一致. 
目前有关胃扩张
性刺激在延髓以
上的传导途径和
刺激后肠神经系
统活动情况的资
料较少, 同时关于
C G R P 与 内 脏 敏
感性改变的研究
主要集中在直肠
和 乙 状 结 肠 ,  对
CGRP在胃等其他
部位刺激传入方
面的作用报道很
少.
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剂量达到15 μg后, 因扩张引起的降低的阈值出

现上升, 15 μg时为12.5±2.9 mmHg, 30 μg时为

18.8±2.5 mmHg, 60 μg时为22.5±2.9 mmHg. 阈
值的上升与剂量相关(r s = 0.821, P <0.01).
2.3 hCGRP8-37鞘内注射对胃高敏大鼠疼痛阈

值的影响 在扩张引起的胃痛觉过敏的大鼠, hC-
GRP8-37 (30 μg)鞘内注射后使其疼痛阈值恢复

至正常(17.5±2.9 mmHg). 在CGRP引起的胃痛

觉过敏的大鼠, hCGRP8-37 (30 μg)鞘内注射后

使其疼痛阈值恢复( 21.5±4.8 mmHg), 接近正常

(图3).

3  讨论

气囊扩张引起的内脏感觉阈值改变见于大多数

肠易激综合征患者[9], 这种内脏敏感性变化似乎

是患者既往内脏传入机制致敏的结果. 这种致

敏既可以发生在外周或中枢, 也可以二者同时

发生, 但是这种变化的确切机制和参与的递质

未明. 胃肠道敏感性的评价常利用气囊扩张来

完成, 因为中空脏器的扩张能模拟自然状态下

内脏的刺激方式, 而且气囊扩张是一种具有可

重复性的可靠的机械性刺激. 对于人而言, 内脏

扩张诱导的感觉或疼痛通过语言表达或视觉分

析量表很容易进行评价. 唯一需要注意的是应

使用标准程序以获得可重复性的数据. 就动物

而言, 由于动物主观的内脏感觉阈值不易获得, 
因此研究者将注意力转向内脏-内脏(心率、血

压、平滑肌收缩)或内脏动力反射如结直肠扩张

诱导的腹部收缩. 
大多数有关清醒动物胃肠道敏感性的研

究使用结肠扩张, 利用植入腹外斜肌内的电极

监测腹部收缩的频率. 其目标大多集中在结直

肠敏感性变化, 有关上消化道如胃的敏感性改

变机制研究较少. 由于传入纤维起源和投射不

同, 例如在大鼠, 升结肠和直肠初级传入神经元

胞体位于T13-L2及L6-S2的背根神经节中, 而胃

的初级传入神经元胞体位于则位于T8-T10, 所
以结肠扩张获得的数据不能推及到消化道其他

部位的扩张. 近期研究发现, 半数以上的功能性

消化不良存在胃饱胀、不适和疼痛的感知阈下

降, 而胃肠器质性疾病(如消化性溃疡)的患者以

及健康人则无上述表现, 这表明功能性消化不

良与内脏神经感觉敏感性增高有关, 且后者具

有特异性[7]. 鉴于临床常见病功能性消化不良与

胃痛觉过敏的关系密切, 目前对功能性消化不

良等疾病的治疗效果有限, 因此有必要深入研

究内脏敏感性改变的机制, 继而探索可行的干

预环节, 进而寻找安全有效的干预物质, 从而才

能达到根本改善这类功能性疾病治疗效果的目

的. 有研究显示, 大鼠的胃扩张并不能产生腹部

收缩, 但是能引起抬头和身体的伸展, 因此本研

究使用了另一种评价胃敏感性的方法[8]. 利用非

麻醉状态下大鼠颈肌的肌电图作为定量的参数. 
过去曾用被动的逃避动作来评价清醒大鼠胃扩

张对其行为的影响, 但这种方法需要多次试验, 
用于确定疼痛阈值和药物研究时并不方便. 研
究发现人所能承受的最大胃扩张压力与大鼠接

近[8]. 因此此方法获得的疼痛阈值较可靠. 例如, 
当扩张压力低于10 mmHg时, 孤束核神经元的活

图  2  hCGRP8-37 iv对胃高敏大鼠疼痛阈值的影响. aP<0.05 

vs  注射前.
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图  3  hCGRP8-37鞘内注射对胃高敏大鼠疼痛阈值的影响. 
aP<0.05 vs  注射前.

■应用要点
通过CGRP相关干
预措施对大鼠内
脏敏感性影响的
观察, 进一步证实
在胃敏感性增高
过程中CGRP具有
重要的作用, 这可
能对临床有关疾
病的治疗具有一
些参考价值.
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图  1  不同剂量CGRP对胃疼痛阈值的影响. aP <0.05, bP  

<0.01 vs  前两组.
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动增强. 另一方面, 压力必须超过80 mmHg才能

诱导孤束核的c-Fos表达. 该模型的不足之处是

有创伤性. 但是气囊植入后大鼠的生存率>95%, 
其进食与正常大鼠无异, 手术后3 wk未发现气囊

损坏. 
辣椒素敏感的传入神经纤维通过免疫组化

显示, 多种神经肽类染色阳性, 其中CGRP是在

大鼠外来内脏传入神经纤维中具有相当比重的

神经肽类物质. CGRP与降钙素(calcitonin, CT)、
支链淀粉(amylin, AMY)及肾上腺髓质素同属

降钙素家族. 他们的胺基端都具有6个氨基酸组

成的环状结构. CGRP分为αCGRP, bCGRP两类, 
αCGRP是一种由37个氨基酸组成的肽类物质, 
由降钙素基因编码. 在神经组织中降钙素基因

交替拼接合成αCGRP. bCGRP是αCGRP的类似

物, 在人类两者有3个氨基酸存在差异, 在大鼠

仅有1个氨基酸不同. bCGRP有其独特的编码基

因, 与CT基因高度相似. αCGRP和bCGRP发挥

相似的生物学作用. 传统上将CGRP受体分为两

类: CGRP1和CGRP2
[10]. 其中CGRP1受体对CGRP

的拮抗剂hCGRP8-37较敏感. 我们发现, iv CGRP
能产生类似伤害性扩张诱发的胃痛觉过敏 , 
CGRP受体特异性的拮抗剂hCGRP8-37能逆转

伤害性扩张或CGRP对胃痛觉过敏的诱导作用, 
而且CGRP和hCGRP8-37的作用呈剂量依赖性. 
上述结果与Plourde et al [11]在结肠的发现类似, 
他们使用结肠内乙酸灌注法制造内脏高敏的大

鼠模型研究CGRP的作用, 发现iv hCGRP8-37能
完全消除乙酸致敏作用, 同时, CGRP iv可增高

肠道敏感性, 类似乙酸的作用, 而且, 鞘内注射

hCGRP8-37可逆转CGRP iv或乙酸所致的肠道

敏感性增高, 其作用呈剂量依赖性. 上述事实说

明CGRP在消化道致敏过程中发挥重要的作用. 
但是根据我们的研究, 不能判断周围CGRP

受体在消化道致敏中的确切作用. 事实上, 我们

发现通过外周给予CGRP能产生伤害性刺激引

起的胃痛觉过敏, 提示CGRP在外周能发挥作

用, 除非这种神经肽能通过血-脑屏障. CGRP也
许既能通过外周又能通过中枢产生痛觉过敏作

用, 可能这种作用最初发生于外周, 继发于中枢. 

由于CGRP穿透血-脑屏障的机制并不十分清楚, 
CGRP在该内脏痛觉过敏模型中作用的确切位

置尚不能确定. 
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■同行评价
鉴于临床常见病
功能性消化不良
与胃痛觉过敏的
关系密切, 目前对
功能性消化不良
等疾病的治疗效
果有限, 因此有必
要深入研究内脏
敏感性改变的机
制, 继而探索可行
的干预环节, 寻找
安全有效的干预
物质, 从而达到根
本改善这类功能
性疾病治疗效果
的目的, 本文对于
临床了解和诊治
功能性消化不良
具有较好参考价
值.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of radix salviae 
miltiorrhizae (RSM) on the changes of [Ca2+]i 
induced by endothelin-1 (ET-1) in hepatic 
stellate cells (HSCs).

METHODS: After preparation of RSM cream, 
the effects of RSM on ET-1-induced changes of 
HSCs [Ca2+]i were observed by laser scanning 
confocal microscopy.

RESULTS: In normal buffer (including Ca2+, 
buffer A), the fluorescence intensity was en-
hanced accordingly with the increase of ET-1 
concentration. The cumulative-response curve 
showed EC50 was 1.1×10-9 mol/L. After incuba-

tion of HSCs with ET-1 in buffer A and buffer 
B (absence of extracellular calcium, EGTA), the 
duration of calcium peak had significant differ-
ence (165.2 ± 10.1 s vs 91.0 ± 7.2 s, P < 0.01), while 
the value of calcium peak had no significant dif-
ference. The ET-1-induced duration of calcium 
wave decreased markedly in the cells pretreated 
with RSM in buffer A as compared with that in 
the ones treated by ET-1 alone (69.1 ± 12.5 s vs 
165.2 ± 10.1 s, P < 0.01). The calcium peak value 
and duration of calcium wave had no significant 
changes between the cells pre-incubated with 
RSM in buffer B and A (P > 0.05). In the cells 
pre-incubated with RSM, KCl-induced elevation 
of [Ca2+]i was decreased, and the calcium peak 
value (78.0% ± 6.1% → 26.3% ± 1.2%, P < 0.01) 
and duration of calcium wave (70.8 ± 10.4 s → 
15.9 ± 5.1 s, P < 0.01) were decreased significantly.

CONCLUSION: RSM inhibits ET-1-induced 
depletion of intracellular calcium, which has no 
correlations with the influx of extracellular calci-
um. RSM can also inhibit KCl-induced influx of 
calcium, indicating its characteristic of blocking 
voltage-operated Ca2+ channel.

Key Words: Radix salviae miltiorrhizae; Endothe-
lin-1; Calcium; Hepatic stellate cell

Yao DM, Fang SM, Yang CJ, Xiu HM, Su SW, Yao XX. 
Effects of radix salviae miltiorrhizae on endothelin-1-
induced calcium changes in hepatic stellate cells. Shijie 
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摘要
目的: 探讨丹参降门脉压作用是否与抑制
ET-1介导的HSCs [Ca2+]i升高有关. 

方法: 制备丹参浸膏借助激光共聚焦显微镜
(LSCM)观察丹参对ET-1介导HSCs [Ca2+]i升
高的影响. 

结果: 含钙细胞培养液(A液)中加入浓度梯度
的ET-1后, 荧光强度逐渐增加, 作出累积反应
曲线后, EC50值约在1.1×10-9 mol/L, 此浓度
的ET-1作用于A液和B液, 钙波持续时间相比
有显著性差异(165.2±10.1 s vs  91.0±7.2 s, 

®

■背景资料
肝硬化系内科常
见疾病, 严重威胁
着人类健康. 门脉
高压高动力循环
是肝硬化腹水形
成、上消化道出
血、肝肾综合征
等严重并发症的
病理基础, 其发病
机制尚未完全阐
明, 目前认为门脉
高压的形成系肝
内血流阻力以及
门脉血流量增加
综合作用的结果. 
多项研究表明肝
星状细胞(HSCs)
在肝脏微循环调
节以及门脉高压
的形成中起重要
作 用 .  目 前 他 已
作为预防和治疗
慢性肝病的靶细
胞. 因此, 能抑制
HSCs收缩的药物
有可能在门脉高
压治疗中发挥重
要作用.
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P <0.01), 而钙峰值相比无显著性差异. 丹参预
处理A液后加入ET-1, 钙波持续时间同ET-1相
比有显著性降低(69.1±12.5 s vs  165.2±10.1 s, 
P <0.01). 丹参预处理B液后加入ET-1, 同丹参
处理A液组相比钙峰值和钙波持续时间均无
显著性差异(P >0.05). 丹参预处理后, 加入KCl
可降低其诱发的[Ca2+]i的升高, 钙峰值(78.0%
±6.1%→26.3%±1.2%, P <0.01)和钙波持续时
间(70.8±10.4 s→15.9±5.1 s, P <0.01)均明显
下降.

结论: 丹参可抑制ET-1引发的细胞内钙释放, 
而与外钙内流关系不大, 同时可抑制KCl诱发
的钙内流, 表明丹参具有电压依赖性钙通道阻
断作用.

关键词: 丹参; 内皮素-1; 钙; 肝星状细胞

姚冬梅, 房澍名, 杨川杰, 修贺明, 苏素文, 姚希贤. 丹参对内皮

素-1介导的肝星状细胞Ca2+浓度变化的影响机制.  世界华人消

化杂志  2006;14(25):2488-2492
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0  引言

近年来对丹参(rad ix sa lv iae mi l t io r rh izae, 
RSM)、RSM复方制剂及RSM有效成分在慢性

肝病治疗中的作用得到广泛共识, 并通过动物

实验与临床研究证实了其抗肝纤维化的作用机

制[1]. 但目前尚缺乏其在肝硬化门脉高压治疗的

研究, Yao et al [2]通过胆总管结扎法, 制备犬肝硬

变门脉高压模型, 表明RSM可降低肝硬化犬门

静脉压力, 但其机制尚未完全阐明. 肝星状细胞

(hepatic stellate cells, HSCs)收缩是介导肝硬化门

脉高压的主要因素, 其中内皮素-1 (endothelin-1, 
ET-1)引起的收缩反应最强. RSM降门脉压作

用是否与抑制ET-1引起的HSCs收缩有关, 目
前尚乏研究. 因此, 我们制备RSM纯化浸膏借

助激光共聚焦显微镜(laser scanning confocal 
microscopy, LSCM)技术, 进一步从细胞水平探

讨RSM降门脉压作用的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝星状细胞株CFSC由美国Greenwel教
授建株并惠赠, 其表型为活化的HSCs. 激光共

聚焦显微镜(Leica DM IRBE), ET-1(美国Sigma
公司), Fluo-3, AM Ester(美国Biotium公司). 
RSM(石家庄市乐仁堂)500 g, 加蒸馏水, 文火

煮沸20 min, 取药液纱布过滤, 共2次, 将2次药

液混合后以4000 r/min离心15 min, 取上清, 加

95 mL/L乙醇至60%-80%体积, 0-4℃静置过夜. 
弃沉淀, 取上清于旋转蒸发仪负压蒸馏, 蒸干乙

醇和水份后即得RSM浸膏, 并稀释成生药50 g/
L备用. 正常含钙细胞培养液(A液, mmol/L): 
NaCl 130, KCl 2.7, CaCl2 1.5, MgCl2 2, HEPES 
10, glucose 10, pH 7.4 (NaOH); 无钙细胞培养液

(B液, mmol/L, 用钙螯合剂EGTA替代CaCl2以

去除细胞外液Ca2+): NaCl 130, KCl 2.7, EGTA 1, 
MgCl2 2, HEPES 10, glucose 10, pH 7.4 (NaOH).
1.2 方法 

1.2.1 钙荧光探针的负载 钙荧光探针Fluo-3/AM
用纯DMSO配成1 mmol/L的储备液, -20℃避光

保存备用. 促溶剂F-127溶于DMSO (F-127∶DMSO
质量比为1∶5)室温保存备用. 实验前取1 μL 
Fluo-3/AM储备液溶于1 mL A液, 再加入1 μL 
F-127, 混匀后向培养板中加500 μL Fluo-3/AM, 
终浓度为1 μmol/L. 37℃避光孵育约30 min, 吸
去负载液, 再用A液或B液漂洗爬片2-3次, 用
滤纸尽量吸干盖玻片的液体后, 将其放置于倒

置显微镜上端的浴槽中 ,  加入500 μL细胞培

养液(A或B液), 待上机检测HSCs胞质游离钙

([Ca2+]i). 
1.2.2 LSCM检测HSCs [Ca2+]i 将负载好的细胞

放在LSCM的载物台上, 调节焦距使图像达到最

清晰, 选取活性良好的HSCs进行实验观察. 激发

波长488 nm, 发射波长530 nm, 40倍物镜, XYT
扫描方式, 在Time Series程序下开始预扫描, 根
据细胞对药物反应的预实验结果, 扫描时间间

隔5 s, 用药后观察300 s. 计算细胞面积变化时

观察时间延长至600 s, 该浓度的Fluo-3/AM对

细胞形态无影响, 细胞核位置正常, 细胞内钙

荧光强度无明显波动. 据干预因素的不同分为

以下5组(每组n = 5): (1)对照组: 按ET-1组加药

时间顺次向A液加入与实验组同等体积的生理

盐水; (2)ET-1组(10-12, 10-11, 10-10, 10-9, 10-8, 10-7, 
10-6 mol/L): 从低浓度开始向A液顺次加入ET-1, 
根据预实验结果, 每次加药时间选择在上一浓

度ET-1作用达峰值时刻, 作出浓度累积反应曲

线, 选择EC50(达到最大效应50%时所对应的浓

度)作为以后的实验浓度; (3)EC50 ET-1组: 向A
液加入1.1×10-9 mol/L ET-1; (4)EC50 ET-1组: 向
B液加入1.1×10-9 mol/L ET-1; (5)RSM+ET-1
组: 4.22 g/L RSM预处理10 min后, 加入ET-1; 
(6)EGTA+RSM+ET-1组: 在B液中加入RSM 
4.22 g/L 10 min后加入ET-1; (7)RSM+KCl组: 
4.22 g/L RSM预处理10 min后, 加入100 mmol/L 

■研发前沿
近年来, 大多数研
究都集中在HSCs
激活后细胞外基
质 合 成 增 加 的
分 子 机 制 ,  而 对
HSCs激活后引起
细胞收缩力增加
的机制研究尚少. 
因此, 从细胞学水
平研究门脉高压
的机制是当前研
究的热点.
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 K C l. 每个被染色细胞只使用一次, 加上述干

预前细胞在培养液中需稳定5-10 m i n. 利用

LSCM所配备的计算与图像软件(Leica confocal 
software, TCS SP2), 计算并绘制荧光强度相对值

在加药前后随时间的动态变化曲线, [Ca2+]i的变

化用Fluo-3/AM与Ca2+结合后荧光强度变化百分

数表示, 荧光强度越大, [Ca2+]i越高. [Ca2+]i荧光

强度变化百分数(%) = (F -F 0)/F 0×100%, 其中F
为LSCM测量时整个细胞的平均荧光强度, F 0为

用药前的[Ca2+]i荧光强度. 利用LSCM配备的面

积分析软件计算面积变化的百分数(%) = (S -S 0)/
S 0×100%, 其中S为给药后细胞面积, S 0为用药

前的细胞面积.
统计学处理 所有结果以mean±SD表示, 组

间比较采用独立样本t检验, 同一标本给药前后

用配对t检验. 应用SPSS 10.0统计软件处理, 以
P <0.05为有统计学差异.

2  结果

LSCM下Ca2+成像的HSCs仍可见普通倒置显微

镜下的形态特征, 细胞内[Ca2+]i的浓度的高低由

细胞被激发出的荧光强弱表示, 荧光强度越强

表示[Ca2+]i浓度越高, 反之则越低. 本实验HSCs
与Fluo-3/AM孵育后, 所有细胞均被染色, 且各

细胞间的荧光强度基本一致. 为证明细胞培养

液本身对HSCs [Ca2+]i的影响, 观察了4个HSCs
在实验所需的时间内[Ca2+]i的动态变化, 结果表

明, HSCs在实验所需的整个时间内[Ca2+]i荧光强

度基本保持稳定. 
2.1 ET-1对HSCs [Ca2+]i的影响 A液中加入浓度

梯度的ET-1后, 荧光强度逐渐增加, 作出累积反

应曲线后, EC50值约在1.1×10-9 mol/L. ET-1(终
浓度1.1×10-9 mol/L)作用于A液, 5 s时[Ca2+]i开
始增高, 25 s达到峰值(110.2%±12.0%), 维持

至95 s后开始逐渐下降, 170 s后趋于平稳, 但
其水平仍稍高于加药前水平, 钙波持续时间为

165.2±10.1 s; 而ET-1(终浓度1.1×10-9 mol/L)
作用于B液, 15 s时[Ca2+]i开始增高, 25 s时达到

峰值(98.3%±13.8%), 然后逐渐下降, 至105 s后
稳定在稍高于基线水平, 钙波持续时间为91.0±
7.2 s, 两组峰值相比无显著性差异, 钙波持续时

间相比有显著性差异(P <0.01, 图1). 表明ET-1引
起HSCs峰值的出现系源于细胞内贮存钙的释

放, 而外钙内流介导了钙波的增宽. 
2.2 RSM的作用 (1)RSM+ET-1组: 在含钙细胞

培养液(A液), RSM预处理后加入ET-1, [Ca2+]i

的峰值为115.0%±11.6%, 钙波持续时间为69.1
±12.5 s, 同单纯ET-1组相比钙锋值无显著性差

异, 而钙波持续时间有显著性差异(P <0.01, 表
1). (2)EGTA+RSM+ET-1组: 无钙细胞培养液(B
液)中加入RSM预处理后, ET-1引起的[Ca2+]i峰
值(104.3%±10.3%), 同RSM组相比无显著性差

异, 钙波持续时间为78.5±13.4 s, 同RSM组相

比无显著性差异(P >0.05), 表明RSM主要通过细

胞内的机制抑制[Ca2+]i升高(表1). (3)RSM+KCl
组:  RSM预处理后, 加入KCl可降低其诱发的

[Ca2+]i的升高, 峰值降至26.3%±1.2%, 钙波宽度

降至15.9±5.1 s, 同单纯KCl组比均有显著性差

异(P均<0.01), 钙波宽度低于尼索地平+KCl组, 
但二者无统计学差异, 表明RSM具有L-型电压

依赖性钙通道(voltage-operated calcium channel, 
VOCC)阻断作用(表1).

3  讨论

RSM是目前临床应用较为广泛的主要活血化瘀

药物, 以RSM为主药的系列中药组方抑肝纤、

复方861合剂、扶正化瘀方、强肝胶囊以及益

肝浓缩煎剂等已证实具有肯定的抗肝纤维化作

用[1,3]. 但其在门脉高压治疗中的研究尚少, Yao 
et al [2]通过临床和动物实验研究表明, RSM可改

图  1  ET-1在A液和B液中对[Ca2+]i的影响.
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表  1  丹参对肝星状细胞[Ca2+]i的影响 (mean±SD)

     
分组	                          [Ca2+]i峰值(%)	   钙波宽度(s)

ET-1	                        110.2±12.0	 165.2±10.1

RSM+ET-1	        115.0±11.6	   69.1±12.5b

EGTA+RSM+ET-1	        104.3±10.3	   78.5±13.4b

RSM+KCl	                         26.3±1.2b	   15.9±5.1b

KCl	                          78.0±6.1	   70.8±10.4b

尼索地平+KCl	          28.9±5.1b	   25.3±8.2b

bP<0.01 vs  ET-1.

■创新盘点
本研究采用目前
具 有 最 强 缩 血
管 作 用 的 内 皮
素-1(ET-1)作为刺
激因子, 观察丹参
预处理后对ET-1
介导HSCs Ca2+的
影响, 探讨丹参降
低门脉压力的机
制, 此种方法目前
国内外尚无报道.
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善肝硬化患者临床症状, 降低门静脉内径、血

流量, 同时降低肝硬化犬门静脉压, 而对平均动

脉压、心率无影响. 表明RSM既可有效降低肝

硬化犬的门静脉压力, 又无全身血液动力学副

作用, 为一有希望的降门脉压药物. 多项体内

外研究表明, HSCs在肝脏微循环调节以及门脉

高压的形成中起重要作用[4-5]. 其中ET-1引起的

收缩反应最强, 在肝硬化门脉高压中发挥重要

作用[6], 因此, 本研究首先探讨了ET-1引发HSCs 
[Ca2+]i变化的细胞内机制, 藉此为实验基础, 进
一步观察了RSM对ET-1引发的HSCs [Ca2+]i的影

响, RSM如能抑制HSCs [Ca2+]i的增加, 则其有可

能藉此途径发挥降低肝内血流阻力的作用. 
目前有关ET-1引起[Ca2+]i增高的机制多集

中在对血管平滑肌细胞、心肌细胞等的研究, 
多认为ET-1引起的细胞收缩需要细胞内贮钙释

放和外钙内流共同介导[6-11], 而对ET-1介导HSCs 
[Ca2+]i增高机制的研究很少, 已有的研究认为

ET-1引发的HSCs内贮钙释放导致了[Ca2+]i增加, 
介导了细胞收缩, 但外钙内流是否参与了ET-1引
发的HSCs [Ca2+]i增高目前尚存在分歧[12-14], 有
认为ET-1引起的内钙释放和外钙内流共同介导

了HSCs [Ca2+]i增加, 而有者则持相反观点, 认为

ET-1引发的HSCs [Ca2+]i的变化主要由细胞内贮

钙释放所致, 而与外钙内流无关. 因此, 进一步

阐明ET-1引起HSCs [Ca2+]i增加的机制将为靶向

选择药物抑制ET-1介导的HSCs [Ca2+]i的增加提

供依据, 从而可能有助于门脉高压的治疗. 
采用钙荧光探针Fluo-3/AM和LSCM成像

技术, 观察了ET-1对HSCs [Ca2+]i的影响, Fluo-3/
AM是一种敏感性钙荧光指示剂, 能特异性地与

Ca2+结合, 并在一定波长激发光激发后产生荧

光, 藉荧光强度变化指示[Ca2+]i浓度的相应变

化. 为了明确细胞外钙内流是否参与了ET-1引
发的HSCs [Ca2+]i增加, 分别在含钙和无钙细胞

外液观察由ET-1介导的HSCs [Ca2+]i变化. 结果

显示, 在含钙和无钙细胞外液中, ET-1均能引起

HSCs钙峰(钙峰系同加药前相比, 细胞[Ca2+]i增
加的最高值, 主要代表细胞内贮存钙的释放)的
出现, 含钙和无钙细胞外液相比无显著差异, 表
明细胞外液钙的有无并不影响ET-1引起的钙峰

值的高低; 而无钙组钙波(钙波指加药后从细胞

[Ca2+]i增加到逐渐回至基线趋于平稳的时间, 主
要由外钙内流介导)持续时间明显短于含钙组

(P <0.01), 同时, 无钙组细胞面积减少亦低于含

钙组(P <0.05), 表明外钙内流在一定程度上也介

导了HSCs面积减少. 已证实HSCs细胞面积减少

是细胞产生收缩力的重要标志, 目前多数研究

认为, 当HSCs面积减少时代表细胞有收缩, 特
别是减少>8%时, 此种收缩作用同钙峰值及钙

波持续时间密切相关[15-16]. 尽管ET-1在含钙和无

钙细胞外液中均可引起细胞收缩, 但在无钙细

胞外液引起的收缩明显小于含钙细胞外液, 表
明外钙内流亦介导了ET-1引发的HSCs收缩. 甚
至有研究表明, 单纯细胞内贮钙释放引起的钙

峰不足以引发细胞收缩, 而细胞内贮钙排空后

引发的外钙内流介导了HSCs收缩[13,17]. 基于以

上结论, 抑制ET-1引发的HSCs [Ca2+]i升高, 一
方面抑制内贮钙的释放, 另一方面抑制外钙内

流. 细胞内贮钙的释放系由细胞膜受体介导激

活内质网三磷酸肌醇(IP3)受体所致, 但目前尚无

IP3受体特异性拮抗剂; 目前认为外钙内流可能

由VOCC、受体依赖性钙通道(receptor-operated 
calcium channel, ROCC)和钙贮库调控的钙通

道(stroe-operated calcium channel, SOCC)介导, 
VOCC系在膜电位发生变化时被激活, 由通道的

开放介导细胞外钙内流; ROCC介导外钙内流的

机制尚未阐明, 有学者认为受体被激活后促进

VOCC开放; SOCC系在细胞钙贮库钙排空后为

补充钙贮库中的Ca2+被激活, 他引发细胞外钙内

流[9,18-20], 因此, 如采用VOCC, ROCC, SOCC抑制

剂可能对抑制外钙内流介导的HSCs收缩有效. 
RSM是否通过以上所述途径抑制HSCs收

缩, 目前鲜有研究, 从RSM对内皮细胞、血小

板、心肌细胞等的研究表明, RSM可抑制细胞

内钙增高, 罗伟波 et al [21]用丹酚酸B可抑制低氧

引起的人脐静脉内皮细胞钙离子的升高, 王唯 
et al [22]研究表明丹酚酸B可抑制凝血酶激发的兔

血小板内钙升高, 李全凤 et al [23]发现RSM滴丸

可抑制心肌细胞缺血缺氧所致钙超载, 有认为

RSM抑制细胞内贮钙升高的机制可能与其具有

L-型VOCC阻断作用有关, 徐长庆 et al [24]采用膜

片钳全细胞式记录方法, 观察RSM酮Ⅱa对豚鼠

单个心室肌细胞跨膜电位及L-型钙电流的影响, 
证明RSM酮Ⅱa有类异搏停样L-型VOCC阻断作

用, 陈旭华 et al [25]、钱卫民 et al [26]亦观察到同样

结果, 我们将HSCs用RSM预处理后可抑制KCl
对L-型VOCC激活, 表明RSM具有L-型VOCC阻
断作用. 尽管RSM可通过L-型VOCC抑制外钙内

流, 但本研究表明在含钙和无钙细胞外液, RSM
均可抑制ET-1介导HSCs [Ca2+]i升高, 含钙组同

无钙组钙峰值及钙波宽度相比并无显著性差异, 

■应用要点
目前对肝硬化门
脉高压尚缺有效
而乏副作用的预
防及治疗药物, 本
研究表明丹参在
门脉高压的预防
和治疗中发挥重
要作用, 其应用安
全有效而乏副作
用, 系一良好的慢
性肝病治疗药物.
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表明RSM对ET-1介导的HSCs [Ca2+]i主要通过抑

制细胞内钙增加从而抑制HSCs收缩, 由于细胞

内钙增加的机制十分复杂, RSM究竟系通过何

种途径发挥作用尚需深入研究.  
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effects of 
antisense heparanase gene on the proliferation 
and invasion of human pancreatic cancer cell 
line SW1990 in vitro.

METHODS: Human pancreatic cancer cell line 
SW1990 was transfected with the plasmid ex-
pressing antisense heparanase gene. Meanwhile, 
the empty vector and non-transfection group 
were designed. The cell cycle distribution was 
analyzed by flow cytometry; the protein ex-
pression of heparanase gene was detected by 
Western blot and immunohistochemistry, and 
the mRNA transcription level was assayed by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR). The colony-forming unit assay was 

used to measure the ability of cell growth, and 
Transwell chamber model was employed to test 
the ability of cell invasion in vitro.

RESULTS: In comparison with the cells trans-
fected with empty vector or without transfec-
tion, SW1990 cells transfected with antisense 
heparanase gene had a significant decrease in 
S-phase cell population (18.8% ± 2.5% vs 36.3% ± 
2.2%, 33.2% ± 2.1%, both P < 0.01) and a marked 
increase in G1-phase cell population (66.0% ± 
2.7% vs 30.7 ± 3.2%, 39.8% ± 4.9%, P < 0.01). The 
protein expression and mRNA transcription 
were decreased by 34.3% and 37.8% individual-
ly. The colony formation was  largely decreased 
(12.2 ± 2.8 vs 30.8 ± 4.4, 28.3 ± 2.7, P < 0.01); and 
finally, the cells moved from the upper chamber 
into the lower one in Transwell chamber assay 
were less than those in the control groups (13.0 ± 
3.5 vs 34.8 ± 5.8, 29.4 ± 5.6, P < 0.01).

CONCLUSION: Transfection of antisense hepa-
ranase gene can inhibit the ability of cell prolif-
eration and invasion in human pancreatic cancer 
cell lines SW1990 in vitro.

Key Words: Heparanase; Antisense; Pancreatic can-
cer; Transfection; Proliferation; Invasion
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摘要
目 的 :  研 究 反 义 肝 素 酶 基 因 对 人 胰 腺 癌
SW1990细胞体外增殖和侵袭能力的抑制作用. 

方法: 反义肝素酶基因转染胰腺癌SW1990细
胞, 并设空载体对照组和空白对照组, 以流式
细胞仪检测细胞周期; 免疫组化、Western blot
及RT-PCR检测肝素酶蛋白和mRNA表达; 平
板克隆形成实验检测细胞增殖活性, Transwell
侵袭小室模型检测细胞体外侵袭能力. 

结果: 与空白组和空载组比较, 反义组细胞
周期中S期比例明显减少(18.8%±2.5% v s  
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■背景资料
胰腺癌生物学侵
袭性高, 易发生早
期转移, 确诊时多
属晚期, 手术切除
率仅为20%左右, 
术后5 a生存率不
到5%, 是预后最
差的消化道恶性
肿瘤之一, 针对胰
腺癌转移发生、

发展的分子机制, 
确立新的转移防
治靶点是提高疗
效的关键.



36.3%±2.2%, 33.2%±2.1%, P <0.01), G1期
细胞比例明显升高(66.0%±2.7% vs  30.7%±

3.2%, 39.8%±4.9%, P <0.01); 肝素酶蛋白及
mRNA表达分别降低34.3%和37.8%; 细胞克
隆形成数目减少(12.2±2.8 vs  30.8±4.4, 28.3
±2.7, P <0.01); Transwell侵袭小室中24 h穿膜
细胞数减少(13.0±3.5 vs  34.8±5.8, 29.4±5.6, 
P <0.01).

结论: 反义肝素酶基因抑制人胰腺癌SW1990
细胞体外增殖及侵袭能力.

关键词: 肝素酶; 反义; 胰腺癌; 转染; 增殖; 侵袭
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0  引言

乙酰肝素酶(heparanase, Hpa)是新近克隆成功

的一种葡萄糖苷内切酶, 能特异性识别、裂解

细胞外基质和基底膜的主要成分硫酸乙酰肝素

蛋白多糖(heparan sulfate proteoglycans, HSPG)
的硫酸肝素(heparan sulfate, HS)侧链, 同多种

恶性肿瘤的转移、侵袭和预后相关[1-5]. 研究表

明, 胰腺癌中H p a高表达, 并同胰腺癌的预后

呈负相关 [6-7].  针对肿瘤的肝素酶基因的反义

寡核苷酸治疗已有报道, 但未见反义肝素酶基

因在胰腺癌方面的研究报道. 我们采用前期实

验构建成功人肝素酶反义荧光真核表达载体

(pIRES2-EGFP-aHpa)稳定转染的人胰腺癌细胞

株SW1990[8], 并利用流式细胞术、免疫组化、

分子杂交和体外侵袭模型等方法研究反义肝素

酶基因对胰腺癌细胞SW1990体外增殖活性和

侵袭能力的影响, 为进一步探讨反义肝素酶基

因抗胰腺癌侵袭的分子机制提供有价值的实验

依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌高转移细胞株SW1990由第

二军医大学王力博士惠赠. 含人肝素酶cDNA全

长基因表达质粒pcDNA3-Hpa、荧光真核表达

载体pIRES2-EGFP由第三军医大学杨仕明博士

惠赠. DOTAP脂质体转染试剂(德国Roche), 兔
抗人Hpa多克隆抗体(美国Santa Cruz); 逆转录

试剂盒(美国Promega), Trizol试剂(美国Gibco), 
Transwell侵袭小室(美国Costar), Matrigel人工
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基质胶(美国BD), PCR仪(美国AmplitronⅡ), 紫
外分光光度仪(美国Beckman), 电泳仪(美国Bio-
Rad, PAC3000), 图像分析仪(美国Tebuas 6803), 
流式细胞仪(美国BD,  FACSCalibur).
1.2 方法 采用前期实验成功转染反义肝素酶基

因表达质粒(pIRES2-EGFP-aHpa)、绿色荧光表

达质粒pIRES2-EGFP的胰腺癌SW1990细胞和

未转染基因的SW1990细胞[8], 分别称为反义组

(胰腺癌SW1990细胞转染反义肝素酶基因)、
空载组(细胞仅转染pIRES2-EGFP空载体)和空

白组(细胞未转染基因及空载体). 细胞培养于

含100 mL/L胎牛血清DMEM培养液中, 37℃, 
50 mL/L CO2环境下, 采用台盼蓝计数, 保持细

胞活力>90%. 
1.2.1 免疫组化检测转染细胞Hpa表达 采用链

霉素-生物素免疫组织化学染色(SP)法, 主要操

作步骤如下: 将盖玻片置培养皿中, 细胞按2×
107/L密度接种于培养皿中制备细胞爬片. 细胞

爬片以40 g/L多聚甲醛室温下固定10 min, PBS
冲洗, 5 g/L Triton X-100孵育20 min, PBS清洗, 
30 mL/L H2O2孵育, 10 mL/L正常山羊血清封闭

非特异性抗原, 加1∶100兔抗人肝素酶一抗工

作液, 4℃孵育过夜后加入生物素化羊抗兔二抗

工作液, 37℃孵育,  PBS冲洗, DAB显色, 苏木素

复染, 封片. PBS代替一抗为阴性对照. 显微镜观

察阳性细胞数及染色强度. 
1.2.2 RT-P C R法检测转染细胞H p a m R N A
表 达  取转染后继续培养 4 8  h的 S W 1 9 9 0
细胞 ,  以T R I z o l法提取总R N A,  以紫外分

光光度计检验纯度并定量 .  按逆转录试剂

盒说明书步骤进行实验 .  应用军事医学科

学院的G o l d K e y软件设计P C R引物 ,  上游

引物: 5'-G T G AT G A G G C A A G TAT T C T T T 
GGAGCA-3'; 下游引物: 5'-TTCTAAGACCTT
TGGGACCTCATGGAT-3', 理论扩增片段长度

327 bp, 由中国科学院微生物研究所基因工程

中心Backman实验室合成. 逆转录体系于97℃变

性10 min后冰浴5 min, 加Taq酶1 μL, 放入PCR
仪进行核酸扩增. 循环参数: 94℃ 90 s, 56℃ 
120 s, 72℃ 60 s, 共35个循环, 结束前72℃延

伸10 min. 反应产物经1 g/L琼脂糖凝胶电泳

后在图像分析仪下分析扩增条带灰度, 以IDV 
(integrated density value)值进行半定量分析. 
1.2.3 Western blot法检测转染细胞Hpa蛋白表

达 取转染后继续培养的3组SW1990细胞, 加
冰预冷的裂解缓冲液裂解细胞, 离心取上清液

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝素酶是惟一能
特异性识别、裂
解硫酸乙酰肝素
蛋白多糖的硫酸
肝素侧链的一种
葡萄糖苷内切酶, 
可通过降解ECM
和BM中的HSPG, 
破坏限制肿瘤转
移的屏障, 同时促
进肿瘤血管形成, 
从而促进肿瘤生
长和转移. 肝素酶
同多种恶性肿瘤
的转移、侵袭和
预后相关, 由此推
测肝素酶可能是
肿瘤细胞侵袭转
移所必备的前提
条件之一, 可望成
为肿瘤转移治疗
的一个新的基因
靶点.
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50 μL(约含蛋白质50 μg)于试管中, 行100 g/L
聚丙烯酰胺凝胶电泳 ,  电转至硝酸纤维素膜 . 
5 g/L脱脂奶粉封闭非特异性抗原, 加入1∶500
兔抗人Hpa多克隆抗体, 室温孵育1 h, 洗膜后加

入辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠二抗, 室
温1 h, DAB显色, 以蛋白条带的IDV值进行半定

量分析. 
1.2.4 流式细胞仪检测细胞周期 3组细胞胰蛋白

酶消化成单细胞悬液, 离心重悬后冷70 g/L乙醇

固定, 4℃保存. PBS液清洗后加入碘化丙啶(PI)
染液, 混匀, 4℃放置30 min, 300目尼龙膜过滤, 
调整细胞浓度1×109/L, 流式细胞仪检测并软件

分析结果, 每组重复3次. 
1.2.5 平板克隆形成实验检测细胞克隆形成能力 
3组细胞消化成细胞悬液, 并作梯度倍比稀释, 
按每孔50个细胞接种于24孔板, 每组细胞各接

种6孔. 静止培养2-3 wk, 当培养板中出现肉眼

可见的克隆时, 终止培养. PBS清洗后加纯甲醇

1 mL固定15 min, 吉姆萨液染色. 将培养板置于

显微镜低倍下计数大于50个细胞的克隆数, 按
公式计算克隆形成率. 克隆形成率(%) = 克隆数 
/接种细胞数×100%
1.2.6 Transwell侵袭小室模型测定细胞体外侵

袭能力 将浓度为0.5 g/L Matrigel人工基质胶

20 μL铺于Transwell侵袭小室聚碳酯微孔膜(孔
径8 μm)的上表面, 置37℃ 30 min使其聚成凝

胶. Transwell上室中分别加入已消化重悬的各组

细胞100 μL (1×108/L), 下室中加入600 μL含趋

化因子无血清DMEM培养基, 培养24 h后取出, 
PBS清洗, 棉签去除滤膜上层细胞, 将已经侵入

并贴附于微孔膜下层的细胞固定并吉姆萨液染

色, 显微镜下直接观察穿过膜的细胞数. 随机计

数5个视野, 计数每个视野内穿过8 μm微孔的细

胞数. 以侵袭细胞的相对数目来表示肿瘤细胞

的侵袭能力.

统计学处理  所有计量资料以m e a n±S D
表示, 采用t检验, P <0.05为统计学差异显著, 以
SPSS 10.0软件进行统计分析.

2  结果

2.1 免疫组化检测转染细胞肝素酶表达 3组细

胞中均出现棕褐色颗粒状染色, 提示各组细胞

均有肝素酶表达, 但反义组细胞表达强度明显

较空白组和空载组减弱, 对照组和空载组之间

无明显差别(图1), 表明反义Hpa基因转染抑制

SW1990细胞肝素酶表达. 
2.2 RT-PCR检测转染细胞肝素酶mRNA表达 3组
细胞Hpa mRNA的特异扩增片段长度为327 bp, 
与理论设计扩增长度一致(图2), 图像分析仪分

析空白组、空载组、反义组扩增条带灰度(IDV
值), 反义组同对照组比较明显降低, 差异有显著

意义(t  = 2.99, P = 0.04<0.05), 空白组与空载组

比较无差异, 反义组Hpa mRNA表达较空白组降

低34.3%(表1). 表明反义Hpa基因转染抑制细胞

Hpa mRNA表达. 
2.3 Western blot法检测转染细胞肝素酶蛋白表

达 3组细胞均有Hpa蛋白表达(图3), 灰度检测

提示反义组Hpa蛋白表达明显降低(t = 5.44, P = 
0.00<0.01), 较空白组降低37.8%, 空白组与空载

图  1  转染细胞肝素酶表达 (IHC×200). A: 空白组; B: 空载组; C: 反义组.

A B C

图  2  转染细胞Hpa mRNA表达图谱. 1: DNA分子质量

Marker; 2, 3: 空白组; 4, 5: 空载组; 6, 7: 反义组.

■相关报道
Uno et al构建含有
全长人Hpa  cDNA
序列的反义腺病
毒 载 体 ,  并 转 染
高 表 达 H p a 的 肿
瘤 细 胞 株 后 ,  发
现H p a 基 因 的 表
达 受 到 抑 制 ,  而
且在体外和体内
均能抑制肿瘤细
胞 的 浸 润 能 力 . 
Edovitsky et al 将
直 接 作 用 于 H p a 
mRNA的锤头状
的 抗 H p a 核 酶 或
s iRNA重组到质
粒载体中, 再转染
肿瘤细胞株中, 发
现被转染的细胞
株 H p a 表 达 水 平
下降, 侵袭力和黏
附力显著降低, 动
物在体内实验表
现为血管分布减
少, 转移能力的下
降.
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组比较无差异(表1), 表明反义Hpa基因转染抑制

细胞Hpa蛋白表达.
2.4 流式细胞仪检测细胞周期 空白组、空载

组、反义组S期细胞所占比例分别为36.3%±

2.2%, 33.2%±2.1%和18.8%±2.5%, G1期分别为

30.7%±3.2%, 39.8%±4.9%和66.0%±2.7%, 反
义组与对照组比较, S期细胞比例明显降低(t = 
9.10, P = 0.00<0.01), 而G1期细胞比例明显升高, 
比较均有显著差异(t = 14.60, P = 0.00<0.01), 表
明反义肝素酶基因转染后, SW1990细胞DNA合

成期所占的细胞比例明显减少, 而停滞于G1期

的细胞明显增多, 提示反义Hpa基因转染抑制细

胞DNA合成能力(图4).
2.5 平板克隆形成实验检测细胞克隆形成能力 3
组细胞培养2 wk后均有克隆形成(图5), 反义组

克隆形成数、克隆形成率较对照组明显减少, 
差异有显著意义(t = 8.74, P = 0.00<0.01), 空白组

与空载组比较无差异(表2). 表明反义Hpa基因转

染降低SW1990细胞克隆形成能力, 细胞增殖活

性受抑.
2.6 Transwell侵袭小室模型测定细胞体外侵袭能

力 3组细胞在Transwell侵袭小室中24 h穿膜细

胞数比较, 反义组穿膜细胞数明显减少, 差异有

显著意义(t = 7.19, P = 0.00<0.01), 空白组与空载

组比较无差异(表2, 图6). 表明反义Hpa基因转染

 

1               2             3 

图  3  转染细胞Hpa蛋白表达Western blot图谱. 1: 空白组; 

2: 空载组; 3: 反义组.

表  1  转染细胞肝素酶mRNA及蛋白表达灰度分析比较
(IDV, mean±SD, n  = 3)

     
分组	                   RT-PCR	                    Western blot

空白组	               43.4±6.7	                  203.5±21.3

空载组	               42.5±7.2	                  198.2±15.4

反义组	               28.5±5.4a	                  126.5±12.1b

aP<0.05, bP<0.01.
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图  4  转染细胞流式细胞仪细胞周期分析结果. A: 空白组; B: 空载组; C: 反义组.

A B C

图  5  转染细胞平板克隆形成实验 (Gimsa×200). A: 空白组; B: 空载组; C: 反义组.

表  2  转染细胞克隆形成及侵袭能力比较 (mean±SD, 
个/视野)

     
分组           克隆形成数      克隆形成率(%)	     穿膜细胞数

空白组	   30.8±4.4            61.6%	      34.8±5.8

空载组	   28.3±2.7            56.6%              29.4±5.6

反义组       12.2±2.8b           24.4%              13.0±3.5b

bP<0.01 vs  空白组.

■应用要点
本研究通过体外
实验研究反义肝
素酶基因对胰腺
癌的抑制作用, 试
图找到一种抑制
胰腺癌生长和转
移的新途径, 为反
义肝素酶基因在
临床治疗胰腺癌
提供实验依据.

■创新盘点
针对肿瘤的肝素
酶基因的反义寡
核苷酸治疗已有
报道, 但未见反义
肝素酶基因对胰
腺癌细胞抑制作
用的研究报道.
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降低SW1990细胞体外侵袭能力.

3  讨论

胰腺癌由于解剖位置特殊和生物学侵袭性高, 
症状缺乏特异性, 易发生早期转移, 因而确诊时

多属晚期, 手术切除率仅为20%左右, 术后5 a生
存率不到5%, 是预后最差的消化道恶性肿瘤之

一[9-10]. 肿瘤局部浸润和远处转移是影响手术效

果和生存期的主要原因. 尽管胰腺癌的综合治

疗得到不断发展完善, 但当前的治疗效果仍不

满意. 针对胰腺癌发生、发展的分子机制, 确立

新的防治靶点是提高疗效的关键, 具有重要性

意义. 过去的研究揭示了肿瘤浸润和转移是一

个复杂的多步骤的连续过程, 包括癌细胞在原

发部位的生长以及向周围组织的侵袭和远处转

移等一系列过程, 其中肿瘤细胞的恶性增殖和

细胞外基质降解是其中的重要步骤, 但有关调

控肿瘤细胞浸润和转移的分子机制尚不清楚. 
Hpa是一种β-D-葡萄糖苷酸内切酶, 他能够

裂解HS侧链, 进而破坏由细胞外基质和基底膜

组成的屏障结构, 在肿瘤细胞浸润、转移和肿

瘤血管形成过程中起着重要作用[11-14]. Hpa基因

位于人染色体4q21.3, 由Vlodavsky, Hulett et al
于1999年分离并克隆. 现已明确Hpa促进肿瘤侵

袭和转移的机制有[15-18]: (1)降解HSPG, 破坏细

胞侵袭的屏障; (2)促肿瘤血管生成, 直接作用于

内皮细胞以生芽方式促进血管生成和间接地释

放和活化了HS结合的多种生长因子(如碱性成

纤维细胞生长因子、血管内皮生长因子等), 促
进肿瘤血管形成; (3)介导细胞对ECM及BM的黏

附, 引起细胞在基质中的扩散以及促进BM的重

塑, 帮助肿瘤细胞侵入血管; (4)HSPG降解后产

生的HS片段可激活HS的受体CD44v3, 发出细胞

内迁移信号, 从而促进肿瘤细胞的扩散与转移; 
(5)HSPG降解后的产物可以抑制活化的T淋巴细

胞, 从而引起免疫抑制, 促进肿瘤转移. 研究表

明, 肝素酶同多种肿瘤的侵袭、转移及预后相

关, 肿瘤细胞恶性程度越高、转移潜能越大、

生长速度越快, 其表达水平越高, 而良性肿瘤则

低水平表达. 因此, 人们推测Hpa可能是肿瘤细

胞侵袭转移所必备的前提条件之一, Hpa可望成

为肿瘤转移生物治疗的一个新的基因靶点. 
利用反义核酸对肿瘤进行反义基因治疗是

近十几年兴起的一项治疗肿瘤的新技术, 其原

理是利用反义核酸与其靶基因或基因产物互补

形成一种特殊的基因封条结构, 在转录或翻译

水平阻断靶基因的异常表达, 阻断细胞内异常

信号的传导, 促进细胞正常分化或诱导细胞凋

亡, 以达到治疗肿瘤的目的. 反义核酸所针对的

靶点应该是在肿瘤发生、发展中起关键作用的

一种或几种癌基因、抗癌基因、自分泌生长因

子及其受体基因等[19]. 近年来, 针对Hpa基因的

反义核酸治疗显示对肿瘤的生长和转移有良好

的抑制作用, 尽管还在实验室阶段, 但已显示

出诱人前景. Uno et al [20]构建了含有全长人Hpa  
cDNA序列的反义腺病毒载体, 将此反义腺病毒

转染高表达Hpa的肿瘤细胞株后, 发现Hpa基因

的表达受到抑制, 而且Hpa反义腺病毒不仅在体

外抑制肿瘤细胞的浸润能力, 在体内也可抑制

肿瘤细胞的胸膜播散. Edovitsky et al [21]将直接作

用于Hpa mRNA的锤头状的抗Hpa核酶或siRNA
重组到质粒载体中, 再转染到人乳腺癌、鼠淋

巴瘤和黑色素瘤细胞株中, 体外实验发现被转

染的细胞株Hpa表达水平下降, 侵袭力和黏附力

显著降低, 动物在体内实验表现为血管分布减

少, 转移能力的下降. 
研究培养肿瘤细胞增殖和侵袭能力的方法

有细胞生长曲线、细胞周期分析、细胞克隆形

成实验、体外侵袭实验等, 通过这些实验可以

对肿瘤细胞的增殖和侵袭能力进行综合判断. 
增殖和侵袭能力高者细胞体外生存能力强, 恶
性程度高, 体内易发生转移[22]. 我们利用前期实

验转染反义人肝素酶基因的人胰腺癌高转移细

胞株SW1990, 通过细胞周期分析、细胞克隆形

A B C

图  6  转染细胞体外侵袭能力 (Gimsa×200). A: 空白组; B: 空载组; C: 反义组.

■名词解释
硫酸乙酰肝素蛋
白多糖 (heparan 
sulfate proteogly-
cans, HSPG): 是
一种蛋白聚糖类
碳水化合物, 是脊
椎动物和无脊椎
动物组织细胞外
基质(extracellular 
matrix, ECM)和
基底膜(basement 
membrane, BM)
的主要成分之一, 
能与细胞表面及
ECM中的活性分
子结合, 黏附于细
胞表面 ,  是ECM
聚集和稳定的基
础, 在组织构成、

血管形成和细胞
黏附等诸多方面
发挥重要的生理
作用. 
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成实验、体外侵袭实验等研究反义肝素酶基因

对胰腺癌细胞的体外增殖和侵袭活性的影响, 
结果发现, 转染反义Hpa基因的细胞克隆形成

数、克隆形成率、Transwell侵袭小室中穿膜细

胞数均明显较对照组降低; 细胞周期分析发现

其处于DNA合成期的细胞明显减少, 而停滞于

G1期的细胞明显增多. 上述结果表明反义Hpa基
因转染明显抑制了胰腺癌细胞的增殖与侵袭能

力, 显示出反义Hpa基因在胰腺癌治疗中的前景. 
我们进一步采用免疫组化和Western blot免

疫印迹方法在蛋白水平上、用RT-PCR方法在

mRNA水平上检测了胰腺癌细胞Hpa的表达, 结
果发现转染了反义基因的胰腺癌SW1990细胞

Hpa表达明显较对照组降低, 显示反义Hpa基因

对SW1990细胞表达Hpa有较强的抑制作用, 提
示反义Hpa基因抗胰腺癌增殖和侵袭的分子机

制可能是其在基因转录水平上其下调了肝素酶

的表达, 从而改变胰腺癌细胞的生长周期, 抑制

癌细胞增殖及侵袭, 但是这种调控机制尚需进

一步深入研究. 
致谢: 第三军医大学西南医院消化专科中心杨

仕明博士提供质粒载体、肝素酶抗体及部分实

验经费. 
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Abstract
AIM: To explore tumor markers for the diagnosis 
of hepatocellular carcinoma (HCC) through 
detecting the serum protein spectrum differently 
expressed between hepatitis B virus (HBV) 
carriers and HCC patients.

METHODS: We detected the serum protein 
spectrum in 27 HCC patients, 27 HBV carriers 
and 25 healthy controls using surface enhanced 
laser desorption ionization time-of-flight mass 
spectrometry (SELDI-TOF-MS) technique, and 
the diagnosis model was established through 
analyzing the detected data by biomarker pat-
terns software (BPS) 5.0.

RESULTS: The protein peaks, which could dis-
criminate HBV carriers from HCC patients and 
healthy individuals, as well as healthy individu-
als from HCC patients, were detected. A diagno-
sis model based on the detected data was estab-
lished with the specificity of 93%, 96%, 84%, and 
sensitivity of 85%, 96%, 89%, respectively. In ad-
dition, the 8141-Da protein in HCC patients had 
a higher expression than that in HBV carriers (P 
< 10-5); the expression of 3448-Da protein was  
higher both in HCC patients and HBV carriers 
than that in healthy controls (P < 10-5), but it had 
no significant difference between HCC patients 
and HBV carriers (P > 0.05), indicating that 
3448-Da protein might be a potential marker for 
HBV infection; 7771-Da protein was differently 
expressed between the three groups of patients.

CONCLUSION: With a high specificity and sen-
sitivity, the detection of serum protein spectrum 
can be performed easily and quickly by SELDI-
TOF-MS technique, which provides a serological 
way for the diagnosis of HCC.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Proteomics; 
Tumor marker; Surface enhanced laser desorption 
ionization time-of-flight mass spectrometry

Tian ZB, Liu H, Sun GR, Kong XJ, Zhang CP, Wang 
B. Application of surface enhanced laser desorption 
ionization time-of-flight mass spectrometry technology in 
the diagnosis of hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(25):2499-2503

摘要
目的: 检测HBV感染携带者与肝细胞癌(HCC)
患者血清蛋白质的差异性表达, 以发现HCC

www.wjgnet.com

®

■背景资料
我国是一个肝炎
大国, 原发性肝癌
的发病率高且预
后差, 目前尚无单
一的敏感且特异
的标志物能诊断
所有肝癌. SELDI
蛋白质芯片技术
是近年来新兴的
蛋白质组学技术,
本研究利用其具
有快捷, 简单, 灵
敏, 可同时检测多
种 蛋 白 质 ,  并 且
可检测微量蛋白
等特点, 用以筛选
HCC的标志蛋白, 
为HCC的诊治开
辟新的途径.



的肿瘤诊断标志物. 

方法: 用表面增强的激光解析电离飞行时间
质谱(SELDI-TOF-MS)技术检测27例HCC患
者, 27例HBV感染携带者, 25例健康对照血清
中的蛋白质谱, 并用Biomarker Patterns System 
5.0软件分析, 建立诊断模型. 

结果: 检测HCC患者与HBV感染携带者, 正
常对照与H C C患者, 正常对照与H B V感染
携带者的差异性蛋白分子, 据此构建分类模
型, 得到的灵敏度和特异度分别为93%, 85%; 
96%, 96%; 84%, 89%. 其中相对分子质量为
8141 Da的蛋白峰在HCC组明显高于HBV感
染组(P <10-5); 相对分子质量为3448 Da的蛋白
峰在HCC及HBV感染携带组表达均较正常组
显著增高(P <10-5), 而在HCC-HBV组无明显差
异(P >0.05), 提示其可能为HBV感染的一种标
志蛋白; 相对分子质量为7771 Da的蛋白峰在3
组中均有差异性表达.

结论: SELDI蛋白芯片技术检测血清蛋白质
谱法诊断HCC具有较高的灵敏度和特异度, 
操作简单快捷, 临床应用前景广阔, 为HCC诊
断提供了新的血清学方法.

关键词: 肝细胞癌; 蛋白质组学; 肿瘤标志物; 表面
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0  引言

原发性肝细胞癌(H C C)是我国常见的恶性肿

瘤, 其死亡率位居第二, 由于HCC患者早期常

无明显症状, 发现时已属中晚期, 患者预后差. 
其中约90%是乙型肝炎病毒(HBV)感染者经过

15-25 a的慢性过程转化而来的. HBV感染致

HCC发生的详细机制尚不十分清楚, 因此, 对高

危人群筛查发现早期HCC并给予干预治疗和跟

踪随访是降低HCC发生的有效方法. AFP及CT
检查是发现HCC的主要检查手段, 但对发现早

期HCC特别是对监测HBV感染者何时发生癌变

尚无可靠预测作用. 因此, 迫切需要探索一种

快速、简单、灵敏度高、特异性好的早期诊

断方法. 
许多疾病即使在没有任何症状的早期, 细

胞内的蛋白质在成分和数量上都会有一定程

2500                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2006年9月8日     第14卷     第25期

度改变, 并通过血清蛋白质水平反映出来. 因
此, 通过比较不同人群血清中差异蛋白质的表

达 ,  可能筛选出肿瘤相关的标志分子或特异

性的蛋白质谱. SELDI (surface enhanced laser 
desorption/ionization)蛋白质芯片技术[1-2]是近年

来新兴的一种蛋白质组研究技术, 可以对体液

和血清中的蛋白质进行检测, 为寻找肿瘤相关

蛋白质标志物提供了重要的技术手段. 目前已

陆续报道采用SELDI蛋白质芯片技术检测膀胱

癌、卵巢癌、前列腺癌、乳腺癌等[3-6]患者血清

中特异的标志分子. 我们运用该技术检测HCC
患者、HBV携带者及健康对照的血清蛋白质差

异性表达, 通过分别比较各组之间蛋白质谱表

达的差异, 筛选HCC的标志蛋白, 为HCC的诊

断、治疗以及发病机制的探讨提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 HBV阳性且未治疗的HCC患者27(男
22, 女5)例, 平均年龄55岁, 均经病理或临床诊

断确诊; 单纯HBV感染携带者27(男20, 女7)例, 
平均年龄50岁; 健康对照25(男14, 女11)例, 平
均年龄49岁. 标本均取自青岛大学医学院附属

医院, 各组年龄及性别均匹配(c2检验, P >0.05). 
50 mmol/L醋酸钠(NaAc, pH 4.0), 9 mmol/L尿
素(U9, 含DTT), HPLC水, 乙氰, 三氟乙酸, 饱和

芥子酸(SPA), Triton均购自美国Sigma公司, 蛋
白质芯片时间质谱分析仪(PBSⅡC)及弱阳离

子交换(WCX-2)蛋白质芯片由美国C iphergen 
Biosystems公司提供, 低温离心机购自日本日立

公司. 采集空腹全血标本5 mL, 立即放入4℃, 静
置3 h, 4℃ 4000 r/min离心10 min, 吸取血清按

每管50 µL分装后置-86℃冰箱保存备用.
1.2 方法 取血清10 µL加入U9 20 µL混匀后

冰浴300 r/m in震荡30 m in, 然后加入WCX-2 
buffer (50 mmol/L NaAc, pH 4.0) 360 µL. 将
芯片装入生物芯片处理器(Bioprocessor), 每
孔加入WCX-2 buffer (50 mmol/L NaAc, pH 
4.0)  200  µ L预处理芯片 ,  置于振荡器(M S1 
Minishaker) 300 r/min约5 min, 重复上述操作1
次. 在芯片处理器每孔中加入处理好的血清样

100 µL, 置振荡器300 r/min, 1 h. 甩出样品, 每
孔加入WCX-2 buffer 200 µL, 室温置振荡器

300 r/min, 震荡5 min, 甩去孔中液体, 再次加入

WCX-2 buffer 200 µL, 重复操作1次. 每孔加入

HEPES (1 mmol/L, pH 4.0) 200 µL, 立刻甩出. 
立刻拆开芯片处理器, 取出芯片, 风干后, 立刻

www.wjgnet.com

■研发前沿
SELDI蛋白质芯
片技术的运用为
发现肿瘤相关的
多蛋白生物标记
物标记提供了一
种全新的蛋白质
组学方法, 目前国
内外研究聚焦于
探索早期肿瘤标
志物以及选择肿
瘤的治疗靶点, 但
是其研究技术仍
难以实现鉴定细
胞和组织的每一
个蛋白质, 蛋白质
数据库尚待完善. 
目前集蛋白质分
离和鉴定于一体
的蛋白质芯片的
研究正在迅速发
展, 相信蛋白质组
学技术将最终成
为人类重大疾病
机制阐明和诊断
的有利武器.
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在每个加样孔上加SPA 0.5 µL并重复1次. 然后

行质谱分析. 蛋白质芯片采用PBSⅡC型蛋白质

芯片时间飞行质谱仪读取数据, 仪器每天用标

准多肽和低于200 kDa的蛋白质标准分子校正: 
系统的质量偏差为0.1%. 检测芯片时参数设置

如下: 激光强度210, 检测敏感度10, 优化分子质

量范围为2-10 kDa, 最高分子质量为50 kDa.
统计学处理 采用C iphergen prote inch ip 

3 . 0版本的分析软件自动采集数据 ,  结果用

Biomarker Wizard软件转化为Excel表后用BPS 
5.0 (biomarker patterns systems 5.0)软件分析

HCC患者、HBV携带者、正常对照的蛋白质谱

差异, 并将差异蛋白分子构建分类模型, 从而得

出特异度和灵敏度.

2  结果

2.1 质谱分析 用Ciphergen proteinchip 3.0软件

在分子质量为1.2-30 kDa范围内对3组样品进

行质谱分析, 用Biomarker Wizard软件对分子质

量及能量校正后共得出92个有意义峰, 将其转

入BPS 5.0分析, 分别对HBV感染携带者样本与

HCC样本(HBV-HCC)、正常样本与HCC样本

(N-HCC)、正常样本与HBV感染携带者进行比

较(N-HBV), 检测出差异蛋白峰(表1). 将全部92
个峰在分子质量为1.2-30 kDa范围内构建分类

模型, 分别选择有意义的峰构建结构图, 根据此

分类模式得出其灵敏度和特异度(表2). 
2.2 蛋白表达差异 通过BPS5.0软件统计分析, 显
示相对分子质量8141 Da的蛋白峰为HBV-HCC
组差别最显著的蛋白峰 ,  其在H C C组表达显

著高于HBV组(图1); 3448 Da的蛋白峰为区别

N-HCC, N-HBV组最有意义的蛋白峰, 其在HBV, 
HCC组均高于N组, 而在HBV-HCC组无明显差

别(图2, 3); 另外, 7771 Da的蛋白峰在3组中表达

均有差异, 其在正常对照组中表达最高, 在HCC
组表达次之 ,  在H B V感染携带组中表达最低

(图4). 

3  讨论

癌症的发生是一个多因素诱导、多事件参与、

多基因突变的漫长的多阶段过程. HCC也不例

外, 其中HBV的感染在HCC发生过程中具有重

要的意义. 目前关于HBV的致癌机制在基因水

平研究最多的是关于X基因的整合引起肝细胞

一系列的功能变化[7]. 在肝细胞癌变过程中某些

癌变相关的基因表达异常, 合成并分泌一些微

■应用要点
8141 Da, 3448 Da, 
7771 Da等蛋白标
志分子可有望为
HCC的标志分子, 
分离并鉴定这些
分子将对HCC的
诊断治及发病机
制的探索提供理
论依据.

图  1  蛋白峰8141 Da在HBV组中表达下降, 在HCC中表达升
高.

图  2  蛋白峰3448 Da在HBV组中表达升高, 在N组表达下
降.

■创新盘点
本研究运用新兴
的蛋白质组学技
术寻找HCC的肿
瘤标志物, 为HCC
的诊断开辟了新
的途径.
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量蛋白进入外周血, 通常难以检测到或处于极

低水平, 临床上现有的HCC标志物众多, 尚无单

一标志物能够诊断所有HCC. 敏感而特异的如

AFP-L3, HCC特异性GGT和TGF-β1等, 他们间

无相关性并起互补作用, 这就需要探索一种新

的技术以发现早期肿瘤标志物. 
SELDI蛋白质芯片技术是近年发展起来的

先进的蛋白质组学技术, 可检测疾病进展中不

同阶段血清中多肽量的变化, 翻译后修饰的改

变或某些多肽的聚糖结构变化, 为HCC肿瘤标

志物的进展提供了一个新的方法, 他以灵敏度

高、特异性好、重复性强、操作简单、可同

时检测血清中的多种蛋白质等优势, 已被应用

于检测血清、尿液、细胞裂解液、脑脊液、

组织等[3,8-10]多种生物学样品. 我们运用SELDI
蛋白质芯片结合生物信息学技术, 检测了27例
HCC患者, 27例HBV感染携带者, 25例正常人

血清中蛋白质的差异性表达, 从中筛选出各自

的相关性标志分子, 使用此标志分子检测HBV-
HCC, N-HCC, N-HBV得出的灵敏度, 特异度分

别为85%, 93%; 96%, 96%; 89%, 84%. 研究显示, 
8141 Da的蛋白峰为HBV-HCC组差别最显著的

蛋白峰, 其在HCC组表达显著高于HBV组, 检测

并鉴定此分子的表达对HCC的诊断具有重要意

义; 3448 Da的蛋白峰在HCC组及HBV感染携带

组均较正常组显著增高, 而在HBV-HCC组无明

显差异, 提示其可能为HBV感染的一种标志蛋

白; 而7771 Da的蛋白峰在三组中均有差异性表

达, 其在正常对照中表达则最高, HCC中表达次

之, 而在HBV组表达最低. 为此, 我们据其分子

质量进行检索(http://us.expasy.org/tools/tagident.
html), 查得其与血小板因子-4 (PF-4)前体的分子

质量最为接近, PF-4具有抑制内皮细胞增殖和细

胞周期中的作用, 可通过干扰血管生成而抑制

肿瘤细胞生长[11], 而该蛋白是否为PF-4以及其在

肝癌发生、进展过程中的具体作用尚待进一步

探讨. 因此, 鉴定出这些蛋白分子, 并进一步研

究其构象、氨基酸组成及生物学功能, 将有助

于探讨疾病发生的机制, 并为设计治疗靶点提

供依据, 对蛋白质数据库的完善具有重要意义. 
由于我们采集和处理要求较高, 故可以用

于分析的样本量相对较少, 对本实验相关标志

分子的敏感性和特异性的提高有影响 .  因此 , 
我们将在今后的研究中扩大样本量, 并对一部

分样本进行盲筛, 进一步确认本实验筛选出蛋

白质分子的特异性和敏感性, 同时还要对HCC
发展不同阶段, 不同类型患者进行蛋白质谱分

析, 以期发现HCC分期分类的标志分子. 在临床

 图  4  SELDI-TOF
质谱: 7771 Da的蛋
白峰在HBV, HCC及
正常对照组之间的
蛋白峰图, 可见其
在HCC中表达明显
高于HBV患者, 而
正常对照中表达则
最高.

■名词解释
SELDI-TOF-MS
技术: 表面增强的
激光解吸电离飞
行时间质谱技术,
主要用于蛋白质
的研究, 工作原理
是当激光到达蛋
白样品表面时, 样
品结晶发生离子
化和解吸附, 结果
使分析物电离, 并
转变为气相, 在电
场中快速运动即
“飞行”, 带正电
荷的蛋白质被排
斥而正极飞离金
属片, 当一定电压
下的电场能量施
加在蛋白质分子
上时, 其飞行速度
取决于质量, 蛋白
芯片阅读器精确
记录被检分子的
飞行时间并据此
得出分子量.

表  2  HBV-HCC, N-HCC, N-HBV组的灵敏度和特异度(%)

     
                              HBV-HCC            N-HCC              N-HBV

灵敏度                      85                    96                    89

特异度                      93                    96                    84

表  1  HBV-HCC, N-HCC, N-HBV组的差异蛋白峰 (Da)

     
HBV-HCC        8141       77711       10 2672        9288        3939    

N-HCC            34482   13 756         13 968         6884        3377        77711        8566        7934

N-HBV            34482      3377            3890          77711      7934     10 2672

1表示此蛋白峰在3组中均有差异表达; 2表示其在2组中有差异性表达.
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检测中, 运用多个标志分子代替单一标志分子

鉴定肿瘤早期出现的微小蛋白, 可望早期诊断

HCC. 本研究表明, SELDI蛋白质芯片结合生物

信息学技术可检测出HCC患者血清中肿瘤特异

性蛋白质图谱, 可以作为潜在的检测和分类癌

症及癌症分型的临床工具, 有高度敏感性和特

异性, 为HCC的诊断提供了崭新的途径和方法, 
具有广阔的临床应用前景. 此外, 鉴定出相关蛋

白标志分子将有助于了解HCC的产生及预后. 
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■同行评价
本文采用SELDI
蛋白芯片技术检
测HBV了感染携
带者与HCC患者
血清蛋白质的差
异性表达, 以发现
HCC的肿瘤诊断
标志物, 实验结果
可信, 具有较高学
术价值及实用价
值.
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2006中国结直肠肛门外科学术会议通知

本刊讯 为了加强与世界同行的交流与接轨, 将我国直肠肛门外科的专利化发展到一个新的台阶, 由“中华医

学会外科学分会结直肠肛门外科学组”、“中国抗癌协会大肠癌专业委员会”、“中国中医药学会肛肠分

会”和“中国中西医结合学会大肠肛门病专业委员会”共同主办的“2006中国结直肠肛门外科学术会议”将

于2006-11-09/12在珠海国际会议中心大酒店举行. 届时结直肠肛门外科的专家、同行将共聚一堂, 规划我国结

直肠肛门外科协作研究、共同发展的前景. 大会将邀请国际最著名的美国、欧洲、新加坡、日本、香港及台

湾的专家和我国外科界、中医界、肿瘤界以及相关领域的专家就本专业进展作专题报告. 大会同时还采用手

术录像、提问、讨论、争鸣、答疑、展板等多种方式进行研究交流. 这将是我国结直肠肛门外科学界的一次

盛会. 诚邀普通外科、结直肠肛门外科的专家、同行参会, 参会者可获得中华医学会Ⅰ类继续教育学分.

        联系电话: 020-87331428, 87332200-86698 
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Abstract
AIM: To investigate the expression patterns 
of hepatocyte nuclear factor 4α (HNF-4α) and 
HNF-3b in normal human tissues, so as to 
provide the bases for further exploration of 
their relationships with hepatitis B virus (HBV) 
replication in hepatitis B patients.

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect the expression of HNF-4α and HNF-
3b in human tissues of liver, brain, lung, kidney, 
heart, spleen, intestine, pancreas, stomach and 
thyroid from 14 corpses. The differences of their 
expression in different tissues were analyzed.

RESULTS: The expression patterns of HNF-4α 
and HNF-3b was different among the 10 kinds 

of human tissues (HNF-4α: F = 22.479, P < 0.01; 
HNF-3b: F = 13.021, P < 0.01). Both HNF-4α 
and HNF-3b expression were not detected in 
brain, lung, stomach, appendix, thymus, adrenal 
gland and tonsil. Besides the tissues mentioned 
above, the expression of HNF-4α was signifi-
cantly higher in liver, kidney, heart, spleen and 
intestines than that in the other tissues; the 
expression of HNF-3b was markedly higher in 
liver, kidney, heart and pancreas than that in the 
other tissues. The difference between high-level 
expression and low-level expression group has 
statistical significance (P < 0.05); however, the 
difference among those tissues with high-level 
expression had no statistical significance (P > 
0.05).

CONCLUSION: The expression of HNF-4a and 
HNF-3b are different among human tissues, and 
they are highly expressed in some tissues such 
as liver. This result indicates that HNF-4a and 
HNF-3b might participate in the tissue-specific 
replication of HBV.

Key Words: Hepatocyte nuclear factor 4α; Hepato-
cyte nuclear factor 3b; Human tissue; Expression; 
Hepatitis B virus replication

Long Y, Tang H, Liu C, He F, Liu L, Zhao LS, Huang 
FJ. Expression of hepatocyte nuclear factor 4α and 
3β in human tissues. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(25):2504-2509

摘要
目的: 观察肝细胞核因子4α (H e p a t o c y t e 
Nuclear Factor 4α, HNF-4α)和HNF-3b在人主
要组织器官中的表达情况, 为进一步探索这两
个因子与慢性乙型肝炎患者HBV复制之间的
可能关系提供理论基础. 

方法: 采用免疫组织化学染色方法检测HNF-
4α和H N F-3b在14例尸解标本的主要器官
(肝、脑、肺、肾、心、脾、肠、胰腺、胃和
甲状腺)中的表达情况. 

结果: HNF-4α和HNF-3β在10个器官的表达
情况不同(HNF-4α: F  = 22.479, P <0.01; HNF-

®

■背景资料
肝富集转录因子
( L E T F s )是一类
具基因转录调控
作用的蛋白质分
子, 主要存在于肝
脏 ,  他能与HBV 
的 4 个 启 动 子 结
合 ,  对HBV基因
转录起重要调控
作用. 肝细胞核因
子4α (HNF-4α)和
3b (HNF-3b)均为
LETFs的成员, 对
于其在人体各器
官的分布情况, 虽
曾有少数研究报
道, 但仍缺乏系统
性 及 全 面 性 ,  因
此, 观察人体主要
器官中二者的表
达情况, 对今后进
一步研究LETFs
与HBV嗜肝性的
可能关系, 奠定一
定研究基础.
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3β: F  = 13.021, P <0.01). HNF-4α在肝、肾、

心、脾和肠中呈高水平表达, 在肺和甲状腺呈
低水平表达; HNF-3β在肝、肾、心和胰腺中
呈高水平表达, 在脾、肺、肠和甲状腺中呈
低水平表达; HNF-4α和HNF-3β在脑、胃、阑
尾、胸腺、肾上腺和扁桃体中均不表达; 上
述HNF-4α和HNF-3β高表达组和低表达组的
表达水平差异有统计学意义(P <0.05), 而高表
达组各器官之间的表达水平差异无统计学意
义(P >0.05).

结论: 人体各组织中HNF-4α与HNF-3b的表
达水平不同, 在肝脏的表达水平较高, 这提示
二者有可能参与了HBV的组织特异性复制.

关键词: 肝细胞核因子4α; 肝细胞核因子3b; 器官; 

表达; HBV复制
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0  引言

肝富集转录因子(liver-enriched transcription 
factors, LETFs)是一类主要存在于肝脏并且可以

调控肝特异基因表达的转录因子, 他可以分为

6大类[1]: (1)含亮氨酸拉链结构域的CCAAT/增
强子结合蛋白(CCAAT/enhancer binding protein, 
C/EBP); (2)肝细胞核因子1家族(hepa tocy te 
nuclear factor 1, HNF1), 含一个可变的同源结构

域; (3)HNF-3家族; (4)HNF-4家族; (5)具有一个

锌指DNA结合结构域的固醇类受体相关转录因

子、甲胎蛋白转录因子(fetoprotein transcription 
factor, FTF)、人B1结合因子(human B1-binding 
factor, hB1F); (6)HNF6. 这些转录因子及其相

互作用构成的复杂调控网络精确地控制着肝脏

的早期发育及各项功能的发挥. 乙型肝炎病毒

(hepatitis B virus, HBV)属嗜肝DNA病毒. 研究显

示, LETFs在HBV肝特异性转录复制中具有重要

的调控作用[2]. 体外细胞培养和动物实验研究表

明, HNF-4α可以支持HBV在非肝源细胞中的复

制[3], 而HNF-3b对HBV复制具抑制作用[4]. 但目

前对HNF-4α和HNF-3b在人体组织器官中的表

达情况及其与HBV复制间的相互关系尚不十分

清楚. 我们利用免疫组织化学方法, 观察HNF-4α
和HNF-3b在人体全身主要器官中的表达, 旨在

为今后进一步探讨二者对HBV复制的可能调控

机制提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 尸解14例全身主要组织器官, 由四川大

学华西基础医学与法医学院提供. 男13例, 女1
例, 年龄17-78岁; 均为意外猝死, 无肝病史, 每例

尸解者取8-15个组织器官不等. 全身组织器官包

括肝(13例)、脑(13例)、肺(14例)、心(14例)、
肠(6例)、脾(14例)、胰腺(11例)、肾(13例)、胃

(3例)、甲状腺(5例)以及个别其他器官. 上述器

官均由40 g/L甲醛固定.
1.2 方法 石蜡切片厚度为3 µm. 组织芯片用二

甲苯脱蜡3次, 用乙醇梯度水化, 然后用30 mL/L 
H2O2 37℃孵育20 min, 以去除内源性过氧化物

酶; 微波加热3次, 进行抗原修复; 30 g/L小牛

血清白蛋白封闭20 min; 吸去封闭液后加一抗, 
一抗为羊抗HNF-3β和羊抗HNF-4a(美国Santa 
Cruz生物技术公司), 分别按1∶30和1∶50比例

稀释, 37℃孵育1 h后, 4℃过夜; 经PBS洗涤3次
后加二抗, 二抗为生物素化的兔抗山羊抗体(北
京中杉金桥生物技术有限公司), 37℃孵育1 h; 
用PBS洗涤3次后加SABC试剂(北京中杉金桥生

物技术有限公司), 37℃孵育1 h; PBS洗涤3次后

用DAB(武汉博士德生物工程有限公司)显色, 苏
木素复染2 min, 10 mL/L盐酸酒精分化20 s, 树
胶封片. 参照Axiotis标准[5], 由2位病理医生采

用盲法独立在高倍镜(×400)下读片, 每张切片

随机观察5个不重复的视野, 然后分别从染色强

度和阳性细胞数进行评分, 再计算总分 = 染色

强度分值+阳性细胞计数分值, 为使结果更加准

确可靠, 每个标本均用3张切片进行免疫组化染

色, 读片结果取平均值. 结果判读及程度分析标

准(DAB显色): 染色强度为不着色或阳性细胞数

<10%者评为0分; 染色强度为黄色或阳性细胞数

在10%-40%者评为1分; 染色强度为棕黄色或阳

性细胞数在41%-70%者评为2分; 染色强度为黄

褐色或阳性细胞数>70%者评为3分. 本实验中将

总分≤1分判定为不表达(无染色阳性信号), 2-3
分为低水平表达(染色强度弱, 阳性细胞数少), 
4-6分为高水平表达(染色强度较强, 阳性细胞数

较多).
统计学处理  所得数据用F 值表示 ,  采用

SPSS 10.0软件包进行方差分析和k一致性检验, 
P <0.05认为有统计学意义.

2  结果

免疫组织化学染色结果显示, HNF-4α在肝、

肾、心、脾和肠中呈高水平表达, 在肺和甲状

■应用要点
本文对HNF-4α和
HNF-3b在人体各
器官的分布情况
进 行 了 观 察 ,  并
且初步探讨了二
者在不同器官分
布不同的可能原
因, 为进一步研究
HNF-4α和HNF-
3b这2种LETFs与
HBV嗜肝性的可
能关系提供理论
基础.
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腺呈低水平表达; HNF-3b在肝、肾、心和胰腺

中呈高水平表达, 在脾、肺、甲状腺和肠中呈

低水平表达; 此外, HNF-4α和HNF-3b在喉和肌

肉中也检测到少量表达, 而二者在脑、胃、阑

尾、胸腺、肾上腺、扁桃体和脂肪中均未检

测到表达; 由于阑尾、小脑、喉、胸腺、肾上

腺、扁桃体、肌肉、脂肪的标本数相对很少(<3
例), 故未纳入统计学分析(图1-2). 双人盲法读

片, 结果进行k一致性检验, k值为0.658, 说明一

致性较好(k值大于0.75说明一致性好, 小于0.4说
明一致性不够理想). 对HNF-4α和HNF-3b在10
个主要器官(肝、脑、肺、心、肠、脾、胰腺、

肾、胃、甲状腺)的表达结果进行方差分析, 统
计结果表明, HNF-4α和HNF-3b在上述10个器

官的表达情况不同(HNF-4α: F  = 22.479, P <0.01; 
HNF-3b: F  = 13.021, P <0.01), 又对HNF-4α和

HNF-3b在肝脏和在其他9个器官的表达情况进

行两两比较, 以及比较HNF-4α和HNF-3b在同一

器官中的表达情况, 统计结果显示, HNF-4α在肝

脏中的表达水平与其在肾、心、脾、肠中的表

达水平相近, 差异无统计学意义(P >0.05); HNF-

4α在肝脏中的表达水平高于其在胰腺、脑、

肺、胃、甲状腺中的表达水平, 差异有统计学

意义(P <0.05); HNF-3b在肝脏中的表达水平与其

在肾、心、胰腺中的表达水平相近, 差异无统

计学意义(P >0.05); HNF-3b在肝脏中的表达水

平高于其在肠、脾、脑、肺、胃、甲状腺中的

表达水平, 差异有统计学意义(P <0.05). 结果提

示, HNF-4α主要在人体的肝、肾、心、肠、脾

中表达, 而HNF-3b则主要在肝、肾、心、胰腺

中表达(表1). HNF-4α和HNF-3b在肝、肾、心、

脑、胃和甲状腺中的表达水平相近, 差别无统

计学意义(P >0.05), 而在肠、肺、脾和胰腺中的

表达水平不同, 差别有统计学意义(P <0.05), 其
中HNF-4a在肠、肺、脾的表达水平较HNF-3b

高, HNF-3b则在胰腺中的表达水平较HNF-4a高

(表2).

3  讨论

H N F-4α和H N F-3b均为L E T F s家族的成员 , 
L E T F s是调节肝特异基因转录的关键作用因

子, 在肝脏的发育过程中发挥着重要的作用[6]. 

图  1  HNF-4α的表达. A: 肝; B: 肾; C: 心; D: 脾; E: 肠; F: 肺; G: 甲状腺; H: 脑; I: 胃.

A B C

D E F

G H I

■同行评价
本文观察了肝细
胞核因子4α和肝
细胞核因子3b在
人主要组织器官
中的表达情况, 探
讨了这2个因子与
慢性乙型肝炎患
者HBV复制之间
的可能关系, 具有
一定学术价值.
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HNF-4是孤类固醇激素核受体超家族成员之一, 
其特征是含有2个高度保守的区域, 即位于氨

基端的含2个“锌指基序”的DNA结合区和位

于羧基端的配体结合区. HNF-3家族包括3个成

员: HNF-3α, HNF-3b和HNF-3g, 他们都含有1个
具有翼状螺旋结构的DNA结合区[7]. 在小鼠胚

胎发育4.5 d, HNF-4主要在原内胚层表达, 从发

育5.5 d之后, HNF-4主要表达在内脏内胚层, 而

HNF-3b, HNF-3α和HNF-3g在发育过程中是依

次出现的. HNF-3b mRNA最先表达在原基和节

点, 紧接着是HNF-3α表达在内胚层, 顺序形成

肝、肺、胰腺和消化管的组分, 而HNF-3g主要

表达在消化道形成之后的内胚层[8]. 在肝脏发育

早期, HNF-4即可以激活一些肝脏基因表达, 如
甲状腺激素结合蛋白和α1抗胰蛋白酶以及内源

性的HNF-1α[9], 另外, 他还可能是一种肿瘤抑制

因子, 在肝细胞的分化和抗增殖方面起到重要

作用[10-11], 尽管其转录活性可被HNF-1α所阻断, 
然而其上游调控作用目前仍不清楚, 可能受一

潜在的配体影响. 在小鼠胚胎发育中, HNF-3对
于节点和脊索轴的形成以及内胚层的分化是必

图  2  HNF-3β的表达. A: 肝; B: 肾; C: 心; D: 胰腺; E: 肺; F: 甲状腺; G: 脑; H: 胃.

A B C

D E F

G H

表  1  HNF-4α和HNF-3b在肝和在其他器官的表达情况
两两比较结果

     
                                    HNF-4α                         HNF-3b

                                 F                P                  F                  P

肝与肾             0.3846       >0.05       0.2308        >0.05

肝与心             0.5110       >0.05       0.3516        >0.05

肝与肠             0.1538       >0.05       2.4231        <0.05

肝与脾            0.7253       >0.05       1.8516        <0.05

肝与胰腺         3.0629       <0.05       0.9231        >0.05

肝与脑             3.7692       <0.05       3.6154        <0.05

肝与肺             3.4396       <0.05       3.2802        <0.05

肝与胃             3.4872       <0.05       2.9231        <0.05

肝与甲状腺      2.1538       <0.05       2.1231        <0.05

比较

表  2  HNF-4α和HNF-3b在同一器官中的表达情况

     
器官           F                P            器官                  F               P

肝         0.346       >0.05       甲状腺        0.038      >0.05

肾         0.020       >0.05       肠             12.097      <0.05

心         0.041       >0.05       肺               6.036      <0.05

脑         0.094       >0.05       脾               5.948      <0.05

胃         0.143       >0.05       胰腺            9.828      <0.05
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需的[12]. 另外, HNF-3还与其他LETFs作用, 共同

激活肝脏特异基因, 如α1抗胰蛋白酶和HNF-1α
等的表达[13-14], 且其产物还可以通过自我激活来

维持其自身的合成[15]. 此外, HNF-3在调节代谢

器官的分化方面也起到了关键作用. 由于HNF-3
家族在胚胎发育早期表达, 具有较强的转活能

力, 因此, 他可能是参与肝脏发育过程的LETFs
级联调控网络中最重要的作用因子. HNF-4和
HNF-3除了参与肝脏的发育过程外, 对HBV的

复制也可能具有调控作用. 体外实验结果显示

HNF-4α可以通过刺激前基因组RNA的合成, 从
而支持HBV复制, 相反, HNF-3可以拮抗核激素

受体介导的病毒复制, 这表明这些LETFs可能操

纵了某些分子开关, 而这些开关限制了病毒的

嗜肝性[16]. 我们的实验检测了HNF-4α和HNF-3b
在人全身主要器官的分布情况, 意在为进一步

探索二者与HBV的组织特异性复制之间的可能

关系提供理论依据. 
我们的结果显示, HNF-4α主要在肝、肾、

心、脾、肠表达, 而HNF-3b主要在肝、肾、胰

腺、心表达. 已有文献报道, HNF-4主要表达在

成人的肝、肾、肠[17], 此外, 在结肠、胰腺和睾

丸中也有少量表达. 我们的实验全面系统地检

测了HNF-4α和HNF-3b在人全身主要器官中的

表达情况, 且进行了表达水平的比较, 同时对

HNF-4α与HNF-3b在同一器官中的相对表达水

平也进行了比较, 结果可能更具参考价值. 对
于HNF-3b的器官分布情况, 目前尚无详细的报

道, 由于其在调节代谢器官的分化方面具有重

要作用, 因此也不难解释HNF-3b在肝、肾、胰

腺等代谢器官的高表达状态. 此外, 实验结果还

显示, HNF-4a在脾、肠的表达水平较HNF-3b
高, 而HNF-3b在胰腺的表达水平较HNF-4a高, 
其可能的机制及意义还需进行深入的研究. 由
于本实验中每个组织芯片只作3次免疫组化染

色, 故尚不能说明同一种因子在不同个体的同

一器官之间的表达一致性如何, 对于此问题的

探索, 还需进一步的实验研究. 由于我们的实验

仅对正常肝脏进行了检测, 结果提示, HNF-4a
和HNF-3b在正常肝脏中的表达水平均较高, 而
已有研究表明二者对HBV复制的调控作用却是

相反的, 是否二者的表达水平在生理状态下处

于一种动态平衡, 而在病理状态下水平发生了

改变, 即HNF-3b水平下降而HNF-4a水平升高, 
从而支持HBV在肝脏的复制, 这个可能理论尚

需进一步的研究来验证. 由于HNF-3b可以激活

HNF-1a, 而HNF-1a对HNF-4又具有负性调控作

用, 因此, HNF-3b可以间接地抑制HNF-4a的转

活作用, 即HNF-3b的存在可以部分的中和HNF-
4a对HBV复制的支持作用, 这也对如胰腺这样

的器官(HNF-3b的表达较HNF-4a高)为何不会

出现HBV的复制作出了可能的解释. 然而, 本实

验只对HNF-4a和HNF-3b进行了研究, 并未检测

HNF-4和HNF-3的其他2个亚型HNF-4b, 4g以及

HNF-3a, 3g的表达情况, 对于这些亚型的组织

分布及可能的功能以及HNF-4a和HNF-3b及其

亚型之间的相互关系, 仍需大量的实验来加以

阐明. 至于为何HNF-4a和HNF-3b在某些器官表

达有差异, 为何某些HNF-4a高表达器官(如脾、

肠、肺等)却无HBV的复制, 是否其中有复杂的

调控因子网络在起作用, 抑或在肝脏之外的某

些器官二者亦存在拮抗作用, 其中的复杂机制, 
还需要进行深入的探索和研究. 

动物实验及体外细胞培养实验结果均已表

明, LETFs中的HNF-4a和HNF-3b都参与调节

HBV的复制, 且分别具有正性和负性调控作用. 
但是这一结论目前尚未在人的实验中得以证实. 
本实验结果显示, 人体各组织中HNF-3b与HNF-
4a的表达水平不同, 在肝、肾等器官表达水平

较高, 提示二者可能与HBV的组织特异性复制

有关, 且可能参与了对病毒复制和转录的调控, 
这为深入研究人体中HBV的复制机制奠定实验

基础. 
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Abstract
AIM: To invest igate the ef fect of matr ix 
metalloproteinases (MMPs) on the neutrophil 
chemokine neutrophil activating peptide-2 
(NAP-2) of intestinal epithelial cells and 
its relationship with the pathogenesis of 
inflammatory bowel disease (IBD). 

METHODS: Caco-2 human colonic carcinoma 
cells and human CCD-18 colonic myofibroblast 
cells were incubated for 24 h at 37℃ with 50 
mL/L CO2 before being treated with human 
recombinant MMP-3, IL-1β, the MMP inhibitors 
doxycyclin, CT1399, CT1847 and monoclonal 
anti-human NAP-2 neutralizing antibody, re-
spectively. The cultured cells were tested by che-

motaxis assay. PBP mRNA and MMPs mRNA in 
Crohn’s disease and ulcerative colitis tissues and 
cultured cells were examined by reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR). 
The expression of NAP-2 protein in Crohn’s dis-
ease and ulcerative colitis tissues and cultured 
cells was detected by enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) and Western blot.

RESULTS: Chemotaxis assays indicated that 
neutrophil chemoattraction of Caco-2 cells stim-
ulated by IL-1β was significantly increased by 
MMP-3 (U = 24.60, P = 0.005; U = 37.22, P = 0.002); 
50 μmol doxycyclin and 0.1 μmol CT1847 obvi-
ously inhibited the neutrophil chemoattractant 
response of Caco-2 cells (U = 15.18, P = 0.01; U 
= 34.73, P = 0.002), respectively; 1 mg/L mono-
clonal anti-human NAP-2 neutralizing antibody 
significantly inhibited neutrophil chemoattrac-
tion of Caco-2 cells (U = 156.04, P = 0.000). RT-
PCR showed that MMP-1, MMP-2, MMP-3, and 
MMP-10 mRNA were expressed in CCD-18 cells; 
PBP mRNA was expressed in Caco-2 cells and 
intestinal mucosa of ulcerative colitis. ELISA and 
Western blot found that the expression of NAP-2 
protein in intestinal mucosa of ulcerative colitis 
was significantly higher than that in intestinal of 
Crohn’s disease (U = 28.57, P = 0.005).

CONCLUSION: MMPs can activate the neutro-
phil chemokine NAP-2 of intestinal epithelial 
cells, which indicates that intestinal epithelial 
immune activation may require the involvement 
of lamina propria stromal cells.

Key Words: Inflammatory bowel disease; Matrix 
metalloproteinases; Neutrophil activating peptide-2; 
Platelet basic protein 

Lv XP, Zhan LL, Jiang HX, Tang GD. Effect of matrix 
metalloproteinase on the neutrophil  chemokine 
neutrophil activating peptide-2 of intestinal epithelial 
cells in inflammatory bowel disease. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi. 2006;14(25):2510-2515

摘要
目的: 探讨肠上皮细胞基质金属蛋白激酶
(MMPs)对中性白细胞化学趋化物NAP-2的影

■背景资料
炎症性肠病(IBD)
包括溃疡性结肠
炎(UC)和克罗恩
病(CD), 为非特异
性肠炎. 最近的研
究发现 I B D炎症
组织的基质金属
蛋白激酶(MMPs)
表达增高, 但其与
I B D炎症发生的
确切机制仍未完
全阐明. 

®
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响及其与炎症性肠病炎症发生的关系. 

方法: 培养Caco-2高分化人结肠癌上皮细胞
和CCD-18细胞, 分别加入人重组MMP-3、
IL-1β、MMP抑制剂强力霉素、CT1399、
CT1487和抗人NAP-2中性白细胞mAb, Caco-2
和CCD-18细胞于37℃含50 mL/LCO2条件下
培养24 h, 进行化学趋化性试验. 取克罗恩病
(CD)和溃疡性结肠炎(UC)的肠黏膜切除标本
作实验组. 用RT-PCR方法检测Caco-2细胞和
CD和UC的肠黏膜组织的PBP mRNA和MMPs 
mRNA; 用ELISA和Western blot法分别检测
Caco-2细胞和CD和UC的肠黏膜组织的NAP-2
蛋白.  

结果: MMP-3明显增加IL-1β刺激的Caco-2细
胞吸引外周中性白细胞的能力(U  = 24.60, P  = 
0.005; U  = 37.22, P  = 0.002); 50 μmol强力霉素
和0.1 μmol CT1847能显著抑制Caco-2细胞对
中性白细胞的趋化性(U  = 15.18, P  = 0.01; U  = 
34.73, P  = 0.002); 1 mg/L抗人NAP-2中性白细
胞mAb能显著抑制Caco-2细胞对中性白细胞
的化学趋化性(U  = 156.04, P  = 0.000). RT-PCR
分析表明, MMP-1 mRNA, MMP-2 mRNA, 
MMP-3 mRNA和MMP-10 mRNA被CCD-18细
胞表达; PBP mRNA被Caco-2细胞和UC患者
的肠黏膜表达. ELISA和Western blot法分析表
明, NAP-2蛋白在活动性UC患者的肠黏膜明
显增高, 与CD的结果比较有显著性差异(U  = 
28.57, P  = 0.005). 

结论: MMP能激发肠上皮细胞对中性白细胞
的趋化反应, MMP通过激活中性白细胞化学
趋化物NAP-2产生的免疫调节机制引起炎症
性肠病肠上皮细胞炎症发生. 

关键词: 炎症性肠病; 基质金属蛋白激酶; 中性白细

胞激肽-2; 血小板基础蛋白
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0  引言

炎症性肠病(IBD)包括溃疡性结肠炎(UC)和克

罗恩病(CD), 为非特异性肠炎, 其病情反复迁延, 
治疗困难. 最近的研究发现IBD炎症组织的基质

金属蛋白激酶(MMPs)表达增高, 但其与IBD炎

症发生的确切机制仍未完全阐明[1]. 因此, 我们

研究肠上皮细胞MMPs对中性白细胞化学趋化

物NAP-2的影响及其与IBD发生的关系, 进一步

探讨IBD炎症发生的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 Caco-2为高分化人结肠癌上皮细胞株

(由英国伦敦大学皇后玛丽医学和牙科学院消

化病研究中心Ian R Sanderson教授惠赠)保存于

加入100 mL/L FCS(Invitrogen,英国)的DMEM
液中. Caco-2细胞以3×105/孔接种于聚碳酸酯

培养盘中, 然后置于6孔板中, 每孔加入4 mL(膜
两侧各2 mL)含有100 mL/L胎牛血清的培养基

中培养18-22 d. 以同样方法培养CCD-18人结肠

肌纤维原细胞(CRL-1459, Manassas, 美国). 把
CCD-18细胞加入Caco-2细胞, 然后分别加入

0.5-50 nmol/L人重组MMP-3(San Diego, 美国)、
1 mg/L人重组IL-1β(R&D, Systems, 英国)、
MMP抑制剂50 μmol/L强力霉素、1 μmol/L 
CT1399、0.1 μmol/L CT1847和1 mg/L抗人

NAP-2中性白细胞mAb(R&D Systems, 英国), 
Caco-2细胞和CCD-18细胞于37℃含50 mL/L 
CO2培养箱内培养24 h. 19例CD和20例UC患者

的肠黏膜切除标本作实验组, 对照组为18例结肠

癌的正常肠黏膜标本. 其中CD 9例、UC 10例和

对照组9例的肠黏膜切除标本按Flint et al [2]报道

的方法分离肠上皮细胞, 其余标本立即放入液氮

灌中, 然后再放入-70℃的冰箱中保存备用.
1.2 方法 

1.2.1 化学趋化性试验 在96孔化学趋化性试验板

中加入上述各种细胞培养悬液, 盖上每孔5 μm
大小的滤膜. 分别加入通过梯度离心方法从健康

人外周血中分离出5×108/L中性分叶核细胞和

单核细胞, 放入50 mL/L CO2的培养箱内于37℃
温度培养1 h, 用显微镜计数通过滤膜的细胞, 计
算出化学趋化反应指数. 
1.2.2 RT-RCR检测PBP, MMP s mRNA表达 
采用N C B I  B L A S T软件设计 ,  所有引物购

自Inv i t rogen公司, 引物序列如下: PBP: F5'-
T C A C C C T C A C T C A G A G G T C T T-3 ' , R5 '-
AGTGGGTTGAAACCAGGCTTA-3', 片段长度

为666 bp; MMP-1: F5'-ATGCACAGCTTTCCTC
CACT-3', R5'-CAGGGTTTCAGCATCTGGTT-3', 
片段长度252 bp; MMP-2: F5'-CACTTTCCTGGG
CAACAAAT-3', R5'-GGACAGACGGAAGTTCT
TGG-3', 片段长度244 bp; MMP-3: F5'-AATCAA
TTCTGGGCCATCAG-3', R5'-AGTGCCCATATT
G T G C C T T C-3 ' , 片段长度395 b p; M M P-8: 

■创新盘点
I B D炎症免疫反
应机制是目前研
究 的 热 点 .  本 文
研究了M M P s对
中性白细胞化学
趋化物NAP-2的
影 响 ,  提 出 了 由
M M P s活动介导
的 I B D肠黏膜上
皮细胞发生炎症
的新模式, 提示免
疫反应需要有肠
黏膜固有层间质
细胞的参与. 
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F5'-CTGCAAGGTTATCCCAAGGA-3', R5'-
TTGGTCCACTGAAGACATGG-3', 片段长度

250 bp; MMP-9: F5'-TTCATCTTCCAAGGCCAA
TC-3', R5'-TGTCGCTGTCAAAGTTCGAG-3', 片
段长度2747 bp; MMP-10: F5'-GCAGCGGACAA
ATACTGGAG-3', R5'-CCCTATCTCGCCTAGCA
AT G -3 ' ,  片段长度230  b p;  M M P-12 :  F5 ' -
G C T G T C A C TA C C G T G G G A A A-3 ' ,  R5 '-
TTGGGATAATTTGGCTCTGG-3', 片段长度

230 bp; β-actin: F5'-GATGCAGAAGGAGATCA
CTG-3', R5'-TAGTCCGCCTAGAAGCATTTG-3', 
片段长度201 bp. 用TRIzol(Invitrogen 英国)从上

述各组培养细胞和各组标本组织匀浆中提取总

RNA, 测A 260nm/A 280nm值, 计算RNA浓度. 取RNA 2 
μg加入随机引物及M-MLV逆转录酶合成cDNA. 
再用逆转录反应液2 μL作为模板, 加入引物和

Taq酶后用PCR仪扩增, 循环步骤如下: 变性94℃ 
30 s, 退火55℃ 30 s, 延伸45 s, 共32个循环; 72℃
延伸5 min终止反应. 以β-actin作为内参照. 扩增

引物用15 g/L的琼脂凝胶电泳, 紫外线自动凝胶

成像系统照相. 
1.2.3 Western blotting检测NAP-2蛋白 收集上述各

组的病理标本, 加入溶解缓冲液(25 mmol/L TBS, pH7.5, 
加入0.1 mmol/L EDTA, 5 g/L deoxycholate, 10 
g/L IPEGAL, 1 g/L SDS), 并把组织制成匀浆, 在
4℃温度下以10 000 g离心15 min, 用BCA法(试
剂购自Sigma公司)测定上清液的NAP-2蛋白质

含量. 再取20 μg加到Nupage 120 g/L Bis-Tris凝
胶中(Invitrogen, 英国), 加入移动缓冲液, 通过

电泳作用, 把蛋白转移到PVDF膜上(Millipore, 
英国), 取出膜加入10 g/L牛奶TBS(含0.1 g/L 
Tween), 在4℃下固定3 h, 然后加入200 mg/L多
抗山羊抗人NAP-2抗体(R&D systems, 英国)孵
育1晚, 用包含0.1 g/L Tween的TBS反复洗膜, 用
2.5 μg/L过氧化酶兔抗山羊抗体(Glostrup, 丹麦)
在4℃下孵育1 h, 杂交带被高敏感化学发光系统

显像. 
1.2.4 ELISA检测NAP-2 按药盒说明书操作, 试
剂购自R&D Systems公司(英国),  操作完毕后, 
测样品及标准品450 nm吸光度(A值), 以标准品

A值做出标准曲线, 根据标准曲线计算出上述各

组培养细胞和各组病理标本组织匀浆上清液的

样品值.
统计学处理 所有结果用平均数±标准值表

示, 采用SPSS 10.0软件进行数据分析, 对相关资

料进行U检验, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2 .1  M M P s诱导肠上皮细胞对中性白细胞的

趋化反应 Caco-2细胞对中性白细胞和单核细

胞趋化反应试验, 加入不同浓度的MMP-3, 前
者在有和缺乏I L-1β刺激情况下, 二者表现显

著性差异(19.5±4.1, 8.3±2.2, U  = 24.60, P  = 
0.005<0.05; 32.5±4.4, 9.6±4.2, U  = 37.22, P = 
0.002<0.05); 而对单核细胞却无此现象. Caco-2
细胞和CCD-18细胞共同培养, 在有IL-1β或加入

IL-1β后, 再加入MMP抑制剂强力霉素、CT1847
和CT1399, Caco-2细胞对中性白细胞趋化试验

表明, 二者表现显著性差异(17.5±7.5, 5.5±2.5, 
U  =15.18, P  =0.01<0.05; 22.5±5.0, 3.8±2.0, U  
=34.73, P  =0.002<0.05). Caco-2细胞在有和缺乏

IL-1β刺激的CCD-18细胞的共同培养液中分别

作中性白细胞趋化试验. 用RT-PCR分析在有和

缺乏IL-1β处理的Caco-2和CCD-18细胞共同培

养液中的各种MMPs mRNA的表达, 结果表明, 
在有IL-1β存在的条件下MMP-1 mRNA, MMP-2 
mRNA, MMP-3 mRNA和MMP-10 mRNA在

CCD-18细胞中表达阳性(图1).
2.2 NAP-2介导的依靠MMP的Caco-2的化学趋

化性反应 血小板基础蛋白(platelet basic protein, 
PBP), CTAP-Ⅲ(connec t ine t issue-ac t ivatig 
peptide-Ⅲ), β-血栓球蛋白(β-thromboglobulin, 
β-TG)及NAP-2的氨基酸序列(图2), 箭头所指的

是他们的断裂位点. Caco-2细胞和CCD-18细胞

的共同培养液缺乏IL-1β或加入IL-1β, 再加入抗

人NAP-2中性白细胞mAb的条件下对中性白细

胞趋化反应, 二者有显著性差异(43.2±2.6, 14.9
±2.2, U  =156.04, P  = 0.000<0.05). RT-PCR分析

PBP mRNA表达, 结果表明, PBP mRNA在有IL-
1β刺激的Caco-2细胞中有阳性表达. 用ELISA
性检测Caco-2和CCD-18细胞培养液在有或缺乏

IL-1β条件下的NAP-2蛋白, 结果表明, 在有IL-
1β刺激的Caco-2细胞中的NAP-2比CCD-18的明

显增高, 二者相比有显著性差异(26.5±3.3 ng/L, 
3.4±0.8 ng/L, U  =68.32, P  = 0.001<0.05). 肠上皮

细胞MMP介导的通过PBP和NAP-2的炎症反应

的模型见图2E. 
2.3 PBD/NAP-2 mRNA和蛋白在肠炎症性黏膜

的表达 RT-PCR分析CD和UC的PBP mRNA在孤

立上皮细胞(isolated epithehial cells, IEC)和整层

黏膜切除标本的表达, 结果表明, PBP mRNA在

UC肠黏膜IEC的表面及隐窝(crypt)和活动性的

UC整层肠黏膜均阳性表达. Western blotting测

■同行评价
本文探讨了炎症
性肠病发生过程
中肠上皮细胞基
质金属蛋白激酶
对中性白细胞化
学趋化物NAP-2
的影响, 提出了由
基质金属蛋白激
酶活动介导的炎
症性肠病的肠粘
膜上皮细胞发生
炎症的新模式, 提
示免疫反应需要
有肠粘膜固有层
间质细胞的参与, 
对进一步了解溃
疡性结肠炎的发
生机制有较重要
的意义. 文章的科
学性、创新性和
可读性能较好地
反映我国胃肠病
学基础研究的先
进水平.
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图  1  MMPs诱导肠上皮细胞对中性白细胞的趋化反应. β:
β-actin; W: water; M: marker 100 bp.
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图  2  NAP-2介导的依靠MMP的Caco-2的化学趋化性反应.

定NAP-2蛋白在正常肠黏膜组织和CD及UC肠

黏膜组织的整层黏膜表达, 结果表明, NAP-2蛋
白在正常肠黏膜和活动性的CD及UC整层黏膜

均阳性表达. 用ELIAS法分析 NAP-2蛋白在正常

的黏膜组织和在CD及UC的肠黏膜组织的表达, 
活动性UC炎与CD的结果比较, 二者有显著性差

异(7.6±1.3 ng/G, 3.6±0.52 ng/G, U  = 28.57, P = 
0.002<0.05, 图3). 
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3  讨论

M M P s主要来源于发生炎症的肠黏膜间质细

胞, 他和肠黏膜的炎症损害及组织再生密切相

关[3-4]. 人结肠癌Caco-2肠上皮细胞加入MMP-3, 
分别在有和缺乏IL-1β的条件下培养24 h后, 进
行的趋化性试验, 结果示MMP-3明显增加IL-
1β刺激的Caco-2细胞吸引外周中性白细胞的能

力, 但对单核细胞无任何影响. 据报道, IL-1β不
能直接诱导Caco-2细胞的化学趋化性, 可能由

于不同的细胞的基因转录抑制有关[5]. 肠黏膜的

MMPs主要在间质细胞的胞浆被激活[6-7]. Caco-2
细胞和CCD-18人结肠肌纤维原细胞共同培养

24 h后的化学趋化性试验, 在IL-1β存在的情况

下, Caco-2细胞显著提高对中性白细胞的吸引能

力. 为了进一步证实这种变化是否由于MMPs的
介导, 在上述培养基中加入广谱的MMP抑制剂

强力霉素、CT1847、MMP-2和MMP-8的抑制

剂CT1399[4],  50 μmol/L强力霉素和0.1 μmol/L 
CT1847能显著抑制Caco-2细胞对中性白细胞的

趋化性. 当用IL-1β刺激CCD-18细胞和Caco-2细
胞, 化学趋化性结果与上述的相似. RT-PCR实验

表明, 在有IL-1β存在的条件下MMP-1 mRNA, 
MMP-2 mRNA, MMP-3 mRNA和MMP-10 
mRNA被CCD-18细胞表达. 这表明此化学趋化

性现象是由MMPs诱导的,  对肠黏膜炎症起上调

作用[3-8]. 
肠黏膜上皮细胞的肌纤维原细胞MMPs能

诱导某些蛋白转变成对中性白细胞有潜在趋化

作用的活性蛋白. 我们找到一些对中性白细胞

有趋化性的物质, NAP-2(CXCL-7, 是具有高度

潜在趋化性ELRCXC家族中的一种)、IL-8、某

些致癌基因、巨噬细胞炎症蛋白-2(macrophage 
inflammatory protein-2, MIP-2)和上皮细胞性

中性白细胞趋化物-78(epthel ial cel l-derived 
neutrophil attractant-78, ENA-78)[9]. NAP-2是唯

一一种已知的具有对中性白细胞潜在趋化性

PBP[10], PBP(94 aa, 10.3 kDa)来源于人类血小

板α-颗粒. PBP在NH2端紧靠CTAP-Ⅲ, β-TG和

NAP-2, 在这些物质中, 只有NAP-2具有化学

趋化性. 在IL-1β刺激的条件下于Caco-2细胞

和CCD-18细胞共同培养基中加入1 mg/L抗人

NAP-2中性白细胞mAb, 结果显示化学趋化性

几乎全部抑制, 这表明NAP-2是一种重要的诱

导Caco细胞对中性白细胞趋化性物质. 实际上, 
PBP mRNA和PBP/NAP-2存在于有IL-1β刺激

的Caco-2细胞中, 但不存在于缺乏IL-1β刺激的

Caco-2或CCD-18细胞中, 在18例的正常结肠黏

膜组织有2例(1例是整层黏膜切除组织, 另1例是

从黏膜切除组织中分离的上皮细胞)和19例CD
的4例黏膜组织(整层黏膜切除组织)分别检测出

低水平的PBP mRNA. 20例UC的黏膜组织有16
例(10例是整层黏膜切除组织, 6例是从黏膜切

除组织中分离的上皮细胞)检测出高水平的PBP 
mRNA. 活动性UC的整层黏膜组织NAP-2比同

组的CD高出约2倍. 据报道, 化学趋化物质作为

MMPs的主要目标[11-12]. 基于我们的研究, 我们提

出了一个由MMP活动介导的IBD的肠黏膜上皮

细胞发生炎症的新模式. 对于损害或免疫反应

的刺激, 肠黏膜上皮细胞合成和分泌PBP, PBP可
能有抵抗病原微生物的功能[13], 但他并不影响白

细胞运动功能[14]. 黏膜下层的肌纤维原细胞释放

有活性的MMP, 将分解上皮细胞的PBP变成有

化学趋化活性的NAP-2, 增加对中性白细胞的趋

化性, 从而造成肠道上皮的炎症损害. 这种炎症
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发生机制可能支持UC发生时中性白细胞聚集、

PBP/NAP-2明显增加. 因此, 我们推断这可能是

肠道的一种免疫调节机制, 因为中性白细胞在

肠黏膜上皮层的聚集和活动不仅需要来自上皮

细胞的信号, 而且可能还依靠来自黏膜固有层

的信号. 
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Abstract
AIM: To detect the expression of S-phase kinase 
associated protein 2 (SKP2) and assess its 
prognostic value in human colorectal carcinoma.

METHODS: SP immunohistochemical method 
was used to detect the expression of SKP2 P27 
proteins in the tissues of colorectal carcinoma (n 
= 68). Survival analyses were performed using 
the Kaplan-Meier method and Cox regression 
model.

RESULTS: Of 68 cases with colorectal carci-
noma, the positive rates of SKP2 and P27 expres-
sion were 41.2% (n = 28) and 52.9% (n = 36). The 
expression of SKP2 was significantly correlated 
with the differentiation of carcinoma (χ2 = 
14.073, P = 0.001), but it had no significant corre-
lation with tumor AJCC staging, the gender and 
ages of patients (P > 0.05). There was a negative 

correlation between SKP2 and P27 expression (r 
= -0.528, P = 0.0001). With regard to prognosis, 
the overall survival rate for patients with the 
high-SKP2 expression was significantly lower 
as compared with that for the ones with low-
SKP2 expression (31.5 ± 4.0 mo vs 54.5 ± 2.1 mo, 
P < 0.01). Furthermore, the expression of SKP2 
was an independent predictor of prognosis by 
multivariate Cox regression model analysis (RR 
= 6.227, P = 0.033).

CONCLUSION: SKP2 expression can serve as a 
useful prognostic marker in colorectal carcinoma 
patients.

Key Words: S-phase kinass-associated protein 2; 
Colorectal carcinoma; Prognosis

Sun LC, Sui GJ, Liu YQ. Expression and prognostic 
significance of S-phase kinase associated protein 2 in 
colorectal carcinomas tissues. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(25):2516-2520

摘要
目的: 探讨SKP2在大肠癌中的表达和预后作用. 

方法:  采用S P免疫组化法检测68例大肠癌
手术切除组织标本中SKP2和P27的表达, 用
Kaplan-Meier和Cox回归分析法进行生存分析. 

结果: 在68例大肠癌组织中, SKP2和P27的阳
性表达率分别为41.2% (n  = 28)和52.9% (n  = 
36). SKP2的表达与组织分级显著相关(χ2 = 
14.073, P  = 0.001). SKP2表达与年龄、性别和
AJCC分期无关(P >0.05). SKP2和P27负相关
(r  = -0.528, P  = 0.0001). SKP2高表达组的总
生存期较SKP2低表达组短(31.5±4.0 mo vs  
54.5±2.1 mo, P <0.01). 多因素Cox回归分析表
明, SKP2表达是大肠癌的独立预后因素(RR  = 
6.227, P  = 0.033).

结论: SKP2表达可以作为大肠癌患者预后的
指标.

关键词: S期激酶相关蛋白2; 大肠癌; 预后

®

■背景资料
发现和寻找大肠
癌新的预后标志
物和治疗靶点是
提 高 大 肠 癌 疗
效 的 策 略 之 一 . 
SKP2在多种恶性
肿瘤中高表达且
与许多恶性肿瘤
预后差相关. 
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0  引言

细胞周期调节异常是恶性肿瘤形成的机制之一. 
P27是真核细胞的细胞周期抑制蛋白, 抑制细胞

周期G1-S的进展[1-2]. P27功能的缺失使细胞周期

进展, 细胞恶性转化. 在许多恶性肿瘤组织中其

表达减少, 如: 肺癌[3]、乳腺癌[4]、大肠癌[5]、垂

体瘤[6]、淋巴瘤[7]、神经胶质瘤[8]等, 且与预后

差相关. P27蛋白表达减少是由于依赖泛素的蛋

白分解增加. SKP2是泛素连接酶中F-Box蛋白

的一种, 能特异识别P27, 将之分解[9-11]. SKP2在
多种恶性肿瘤中高表达且与许多恶性肿瘤预后

差相关[12-15]. 最近发现, SKP2在大肠癌中高表达, 
但其预测预后作用尚不清楚. 我们通过对SKP2
表达水平的检测, 分析其与临床病理学特征间

的关系, 探讨SKP2在大肠癌发生、发展过程中

的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院2000-10/2003-06新鲜手术原发大

肠癌患者标本68例, 所有标本经病理证实, 术前

未治疗. 男35例, 女33例, 平均年龄(52.6±9.7)岁. 
随访5-60(中位33.5) mo, 其中24位患者死于大肠

癌. 标本经40 g/L甲醛固定后常规制作石蜡包埋

切片, 切片厚4 μm. HE染色复述病理组织学特

征, 其他切片行SP免疫组化染色. 鼠抗人SKP2
和P27 mAb购自Santa Cruz, 鼠SP试剂盒及DAB-
HCL显色试剂盒均购自北京中杉金桥生物公司.
1.2 方法 SKP2和P27表达染色均为常规SP免疫

组化法, 具体步骤按试剂说明书进行. 染色结果

判断标准: 400倍显微镜下每张切片计数5个视

野, 每个视野100个肿瘤细胞, 取阳性细胞数百

分比的平均值. SKP2阳性细胞为棕黄色颗粒, 主
要位于细胞核或细胞核伴细胞质内. 以每张切

片阳性细胞数超过20%为高表达. P27阳性反应

产物主要位于细胞核, 阳性判断标准为该位置

出现了明确的棕黄色颗粒, 小于50%为低表达, 
大于50%为高表达. 以北京中杉金桥生物公司提

供的阳性切片作为阳性对照, 以0.01 mol/L PBS
液(pH 7.4)替代一抗作为阴性对照.

统计学处理 应用SPSS 10.0统计软件. SKP2
和P27与临床因素比较用χ 2检验或t 检验 .  用
Kaplan-Meier和COX回归分析法进行生存分析. 

生存率比较采用Log rank检验. P <0.05有统计学

意义.

2  结果

2.1 SKP2和P27表达及与临床病理学特征的关

系 随机选择5个高倍视野, 计数100个肿瘤细胞, 
计算阳性细胞百分率. SKP2阳性染色呈棕黄色, 
主要位于细胞核或细胞核伴细胞质内. SKP2阳
性细胞数<5%为(-), 5%-20%为(+), >20%为(++). 

■相关报道
S K P 2 在 大 肠 癌
中高表达, 与P27
负相关 .  Shapira 
et  al 报道过度表
达 SKP2与大肠癌
预后差显著相关, 
SKP2可能是大肠
癌总生存的预后
标志物.

A

B

C

D

图  1  大肠癌组织SKP2, P27的表达(SP×100). A: SKP2高表

达; B: SKP2低表达; C: P27高表达; D: P27低表达.
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分析中将(-)、(+)归为低表达组, (++)归为高表

达组(图1A-B). 在68例大肠癌中, SKP2和P27
的阳性表达率分别为41.2% (n = 28), 52.9% (n 
= 36). SKP2高表达与年龄、性别和AJCC分期

无关(P >0.05); 与组织分级显著相关(P <0.05, 表
1). P27蛋白阳性染色呈棕黄色, 定位于细胞核

(图1C-D). P27阳性细胞数<10%为(-), 10%-50%
为(+), >50%为(++). 将(-)、(+)归为低表达组, 
(++)归为高表达组. P27高表达与年龄、性别无

关(P >0.05); 与AJCC分期、组织分级显著相关

(P <0.05, 表1). 
2.2 SKP2与P27蛋白表达相关性 SKP2蛋白表达

与P27蛋白表达呈负相关(r  = -0.528, P<0.05, 表2).
2.3 SKP2与大肠癌患者生存期相关性 为了确定

SKP2表达与大肠癌患者预后的关系, 我们绘制

了Kaplan-Meier生存曲线(图2). 在60 mo随访期

内, SKP2高表达组平均生存时间显著低于SKP2
低表达组, 分别为31.5±4.0 mo和54.5±2.1 mo 
(P <0.001). 单因素COX回归分析示: SKP2高表

达、癌组织分化差、临床分期高与生存期短

显著相关(P <0.001). 将SKP2表达、分期、肿瘤

分化、P27、年龄、性别经多因素COX回归分

析(表3)发现, SKP2高表达、临床分期高、癌

组织分化差显著增加患者的死亡风险(P <0.05, 
P <0.05, P <0.01). SKP2表达是大肠癌的独立预后

因素.

3  讨论

我们的研究发现S K P2蛋白在41.2%的手术切

除的大肠癌组织中高表达. SKP2高表达与组织

分化差显著相关, 表明其与大肠癌高侵袭性有

关. SKP2对正常或异常细胞进入S相是必需的, 
所以在正常细胞中SKP2少量表达. SKP2在许

多恶性肿瘤中高表达, 其表达水平及活性与肿

瘤的发生、发展及生物学性状均有关[12-16]. 目
前认为SKP2蛋白在转录和转录后水平调节[17]. 
SKP2在肿瘤中过度表达的机制尚不清楚. APC/
CCdh1(anaphase promoting complex/cyclosome in 
complex with its activator Cdh1)泛素连接酶分解

G0/G1期SKP2[17-18]. 在某些癌组织中, SKP2的过

度表达由于基因的扩增, Cdh1失活或表达减少, 
可能提高SKP2蛋白水平. APC/CCdh1复合体的其

他成分的改变也可能导致SKP2的稳定. 在结肠

癌细胞, APC/C的2个主要功能亚基, Apc6/Cdc16
和Apc8/Cdc23变异失去活性[19]. 此外, SKP2可能

包含阻碍SKP2和APC/CCdh1物理作用的变异, 这
些变异可能主要影响N末端的D Box或Cdh1结
合位点, 使SKP2抗拒APC/CCdh1的泛素化. 

图  2  大肠癌患者生存曲线与SKP2表达. 

表  1  SKP2和P27表达与大肠癌临床病理特征的关系

     
                                                          SKP2                                                          P27

                                   低表达(n  = 40)    高表达(n = 28)            低表达(n = 32)   高表达(n = 36)          

年龄(岁)                       52.2±1.5          53.2±2.0                 54.4±1.5         51.0±1.7

性别  男                       22                     13                             14                     21      

         女                       18                     15                             18                     15

AJCC分期 Ⅱ               24                     12                             12                     24a                  

                 Ⅲ+Ⅳ         16                     16                             20                     12

组织分化   高               17                       3                              3                      17                  

                 中               18                      11                            15                     14

                 低未             5                      14b                           14                       5b

临床病理

aP<0.05, bP<0.01.
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表  2  SKP2蛋白表达与P27蛋白表达相关性

     
                                  SKP2表达

                             高                  低        

高	           10                22        -0.528        0.0001

低	           30	                 6

P27表达                                                          r                    P        

■创新盘点
本文采用SP免疫
组化法探讨SKP2
在大肠癌中的表
达 和 预 后 作 用 , 
首次在国内报道
SKP2与大肠癌预
后相关性.
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SKP2是Skp1-Cullin-F-Box (SCF复合体)E3

连接酶中的一种F-B o x蛋白, 他特异识别P27
蛋白使之经蛋白酶体途径分解[20]. 许多肿瘤中

SKP2蛋白与P27蛋白呈负相关[21]. 我们发现68例
大肠癌组织中SKP2蛋白与P27蛋白呈负相关. 在
标本中有10例同时高表达SKP2与P27, 6例同时

低表达SKP2与P27, 表明除了SKP2尚有其他的

机制调节P27表达. Cks1是高度保守的Suc1/Cks
家族成员之一, SKP2泛素连接酶复合体降解的

靶点是CDK抑制剂P27, 这个过程需要Cks1. 研
究表明, 在体内体外, SKP2只有结合Cks1后才能

识别P27, 并进行泛素化蛋白酶降解. P27在胞质

内可能存在多种泛素化降解途径. P27从细胞核

到细胞质的运输可能是由jun激活结构域结合蛋

白1(Jab1)调节的. Cks1, Jab1, SKP2和其他因子

可能在分解P27中发挥作用. P27与SKP2, Cks1, 
Jab1之间的关系尚需进一步研究[22]. 

SKP2与许多恶性肿瘤预后差相关, 例如肺

癌[22]、口腔鳞状细胞癌[14]、胃癌[13]. 有关SKP2
在大肠癌中与预后的相关性国内外研究较少. 
本研究中, SKP2高表达的大肠癌患者生存期短; 
而SKP2低表达生存期较长. 多因素分析表明: 
SKP2表达是大肠癌的独立预后因素. SKP2尚
参与许多细胞周期调节因子及转录因子泛素化

降解, 如: CyclinA, CyclinB, CyclinE, CyclinD1, 
CDC25B, P21, P130, P53, P57, E2F, hOrclP
等[23-26]. 这些底物的变化可能与恶性肿瘤预后差

有关. 我们的研究结果与Shapira et al [19]的结果一

致. 总之, SKP2高表达与大肠癌高侵袭性有关, 
SKP2可能作为大肠癌的预后指标和治疗的新

靶点. 
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Abstract
AIM: To detect the expression of transforming 
growth factor-β 1 (TGF-β 1) and connective 
tissue growth factor (CTGF) as well as their 
correlations in the different stages of hepatic 
fibrosis.

METHODS: Liver puncture was performed on 
41 patients with chronic viral hepatitis. The ex-
pression of TGF-β1 and CTGF were detected by 
immunohistochemistry and other serum fibrosis 
markers were examined by enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA). Subsequently, the 
images of TGF-β1 and CTGF were analyzed for 
semi-quantification by multimedia color image 
analyzer.

RESULTS: The expression of TGF-β1 and CTGF 
were increased with the elevation of fibrosis 
stage (F = 49.56, 23.01, both P < 0.05) except S1 
and S2 stage. TGF-β1 expression was not sig-
nificantly different among patients of G1, G2, G3 
and G4 stage. CTGF expression of G4 stage was 
distinctly different from that of G1, G2 and G3 
stage, while no difference was observed among 
patients of G1, G2 and G3 stage. There was closely 

positive correlation between the levels of TGF-β1 
and CTGF in hepatic tissue (r = 0.855, P < 0.05). 
The tissue levels of TGF-β1 and CTGF were posi-
tively correlated with serum levels of PCIII, LN, 
HA, and IVC (TGF-β1: r = 0.744, 0.815, 0.756 and 
0.741, P < 0.05; CTGF: r = 0.663, 0.690, 0.686 and 
0.640, P < 0.05).

CONCLUSION: The expression of TGF-β1 and 
CTGF are closely correlated with the degree of 
hepatic fibrosis, and the expression of CTGF is 
more reliable, especially in the early stage.

Key Words: Transforming growth factor-β1; Connec-
tive tissue growth factor; Hepatic fibrosis
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摘要
目的: 观察肝纤维化不同阶段转化生长因子β1 

(TGF-β1)和结缔组织生长因子(CTGF)在肝组
织内表达的相关性. 

方法: 41例行肝组织活检慢性病毒性肝炎患
者, 免疫组织化学检测TGF-β1和CTGF, 并用
多媒体彩色图像分析仪对上述二指标进行图
像分析定量. 

结果: 按肝纤维化分组, 除S1, S2期无统计学
差别意义外, TGF-β1和CTGF均随纤维化分期
加重而表达增加(F  = 49.56, 23.01, P <0.05). 按
炎症活动度分组G1, G2, G3, G4组间TGF-β1两
两比较无显著性差异. G1, G2, G3组CTGF两两
比较无显著性差异, 而G4组则有统计学意义. 
肝组织中TGF-β1与CTGF呈正相关(r  = 0.855, 
P <0.05). TGF-β1和CTGF与血清PCⅢ, LN, 
HA, ⅣC均呈正相关(TGF-β1: r  = 0.744 ,0.815, 
0.756, 0.741, P <0.05; r  = 0.663, 0.690, 0.686, 
0.640, P <0.05).

结论: 肝脏TGF-β1和CTGF表达水平与肝组
织纤维化程度密切相关, 在早期肝硬化阶段
CTGF表达更可靠.
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■背景资料
肝纤维化是继发
于肝脏炎症或损
伤后组织修复的
代偿反应, 是许多
慢性肝病发展的
普遍结果, 进一步
发展则形成肝硬
化, 是一种严重威
胁人类健康的疾
病 .
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0  引言

肝纤维化是继发于肝脏炎症或损伤后组织修复

的代偿反应, 是许多慢性肝病发展的普遍结果, 
进一步发展则形成肝硬化, 是一种严重威胁人

类健康的疾病. 研究肝纤维化发展过程及发病

机制以及客观评价肝纤维化程度有重要的意义. 
我们以慢性病毒性肝炎患者为研究对象, 观察

肝纤维化不同阶段转化生长因子β1 (transforming 
growth factor-β1, TGF-β1)和结缔组织生长因子

(connective tissue growth factor, CTGF)在肝组织

内表达情况, 探讨TGF-β1和CTGF与肝纤维化发

生、发展及炎症损伤的关系. 同时评价TGF-β1

和CTGF及其他常用血清纤维化标志物与肝纤

维化的相关性, 从而为临床提供更为可靠的反

应肝纤维化的指标. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-03/10住院41例慢性病毒性肝炎患

者, 男28例, 女13例; 年龄15-60岁(平均36岁). 符
合2000年《病毒性肝炎防治方案》的诊疗标准, 
其中: 轻度29例, 中度6例, 重度6例. 病原学诊断: 
乙型肝炎38例, 丙型肝炎3例. 上述病例经血清

学检查均排除甲、丁、戊型肝炎病毒感染及其

他系统疾病, 无肝穿刺活检禁忌症. 各组间性别

和年龄分布差异无显著性(P >0.05). 所有病例均

在B超引导下进行肝穿刺活检, 穿刺针采用德国

进口16#针, 经皮负压抽吸肝穿法. 肝穿刺标本长

度应超过1 cm(即镜下超过6个肝小叶范围). 活
检组织用40 g/L中性甲醛溶液固定24 h, 石蜡包

埋保存. 肝穿刺前抽取空腹不抗凝静脉血3 mL, 
待血块收缩后以3000 r/min速度离心10 min, 
取血清置于-20℃冰箱保存待检. 一抗、二抗、

DAB显色剂等均购自武汉博士德生物技术有限

公司. 
1.2 方法 血清肝纤维化指标透明质酸(HA)、
Ⅲ型前胶原(PCⅢ)、层黏连蛋白(LN)、Ⅳ型胶

原(ⅣC)检测均采用酶联免疫法. 血清乙型肝炎

表面抗原(HBsAg)、抗HBs、乙型肝炎e抗原

(HBeAg)、抗HBe、抗HBc、抗HBcIgM、抗

HCV采用酶联免疫法; HBV DNA, HCV RNA采
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用PCR法; 抗HDV, 抗HEV, 抗HEVIgM采用酶联

免疫法. 活检组织用40 g/L中性甲醛溶液固定, 
石蜡包埋, 连续切片, 进行HE, Mallory染色, 常
规显微镜观察. 按照2000年全国诊断标准由病

理专科医师对肝脏炎症活动度和纤维化程度分

别进行分级、分期做出组织学诊断. TGF-β1检

测: 利用石蜡切片按常规ABC法进行. 40 g/L中
性甲醛固定肝组织24 h, 石蜡包埋, 制成4 mm
厚的连续切片, 常规脱蜡至水; 30 g/L过氧化氢

37℃孵育10 min; 枸橼酸盐缓冲液微波修复抗

原10 min. 其后每片滴加50 mL BSA封闭液温

箱孵育20 min后, 滴加稀释一抗(兔IgG)37℃温

箱孵育1 h后, 滴加二抗(生物素羊抗兔)温箱孵

育20 min, SABC温箱孵育20 min后DAB显色, 
苏木精衬染, 1 mL/L盐酸酒精分化, 梯度乙醇

脱水, 二甲苯透明, 中性树胶封片. 阳性组织呈

棕色, 阴性组织呈蓝色. CTGF指标检测: 将石蜡

切片常规脱蜡至水后, 每片滴加胃蛋白酶50 mL
孵育20 min后, 滴加50 g/L BSA 50 mL封闭液

温箱孵育20 min后, 滴加稀释一抗(兔IgG)37℃
温箱孵育1 h后, 滴加二抗(生物素羊抗兔)温箱

孵育20 min, SABC温箱孵育20 min后DAB显
色, 苏木精衬染, 1 mL/L盐酸酒精分化, 梯度乙

醇脱水, 二甲苯透明, 中性树胶封片. 阳性组织

呈棕色, 阴性组织呈蓝色. PBS缓冲液代替一抗

做阴性对照.  肝组织TGF-β1和CTGF免疫组织化

学染色. 肝组织TGF-β1和CTGF表达图像分析定

量方法: 于40倍物镜下用Olympus C3040-ADU
彩色图像摄录输入仪将图像输入Meta Morph/
DP10/BX41彩色图像分析仪, 每张切片选取四周

及中央5个区域, 均取该区域阳性反应最多的视

野, 测阳性反应面积比(阳性面积/肝组织面积×

100%), 即吸光度值, 再取平均值. 
统计学处理 计量资料用均数±标准差表

示, 统计学处理全过程采用SPSS 11.5版本统计

软件, 采用方差分析. 分析前行方差齐性检验, 
方差齐时用S N K法(q 检验), 若方差不齐时用

Tamhane's法(q '检验), 各指标间相关分析采用直

线相关分析, P <0.05时认为有统计学意义.

2  结果

2.1 肝组织TGF-β1和CTGF表达 TGF-β1染色阳性

物质呈棕黄色. S0期未见明显阳性物质; S1, S2期

主要分布于汇管区、窦壁及窦内皮细胞; S3期主

要表达纤维间隔、炎症坏死灶与纤维化发生活

跃部位的肝细胞也有表达; S4期肝细胞内可见大

www.wjgnet.com

■应用要点
在 正 常 状 态 下 , 
CTGF表达水平很
低, 而且主要在间
质细胞中表达, 其
作用也局限于结
缔组织, 因此阻断
CTGF的表达或抑
制其生物活性有
可能成为特异、

有效的治疗纤维
化的手段.



丁宁, 等. 转化生长因子β1和结缔组织生长因子在肝纤维化中的表达                                                                               2523

www.wjgnet.com

量染色阳性物质(图1). CTGF染色阳性物质呈棕

黄色. S0期未见明显阳性物质, 偶在Disse间隙、

汇管区基质及间质细胞内可见少量表达; S1, S2

期主要分布于窦内皮细胞、成纤维细胞、星状

细胞及汇管区, 胆管上皮细胞有时也呈阳性反

应; S3, S4期在炎症反应较明显区域的肝细胞及

近汇管区的肝细胞偶见阳性着色(图2). 
2.2 肝TGF-β1和CTGF与肝组织炎症活动度的关

系(表1) 按炎症活动度分组G1, G2, G3, G4组间

TGF-β1两两比较无显著性差异. G1, G2, G3组
CTGF两两比较无显著性差异, 而G4组则有统计

学意义. 
2.3 肝TGF-β1和CTGF与血清纤维化指标的关系

(表2) 肝组织中TGF-β1与CTGF指标呈正相关(r  
= 0.855, P  = 0.001), 肝组织TGF-β1水平与血清

PCⅢ, LN, HA, ⅣC均呈正相关(r  = 0.744, 0.815, 
0.756, 0.741, P值均为0.001). 肝组织CTGF水平

与血清PCⅢ, LN, HA, ⅣC均呈正相关(r  = 0.663, 
0.690, 0.686, 0.640, P值均为0.001).

3  讨论

肝纤维化是许多慢性肝病发展的普遍后果, 近
年来研究发现, TGF-β1, CTGF与肝纤维化关系

密切. 国内外关于TGF-β1和CTGF的基础研究大

多为细胞培养和动物实验, 临床研究有关人体

肝组织内TGF-β1和CTGF的分布及其临床意义

的研究较少. 我们探讨慢性肝炎患者肝脏病理

组织中TGF-β1, CTGF的分布与肝纤维化的关

系, 并应用数字彩色图像分析技术加以定量分

析, 更好地评估肝脏纤维化程度, 对指导临床工

作有极其重要的意义. 肝纤维化是以胶原为主

的细胞外基质(ECM)合成增多, 而降解相对减

少, 两者失去动态平衡, 故过多ECM沉积于肝内

而引起肝纤维化, 是各种慢性肝病向肝硬化发

展所共有的病理改变和必经途径. 而TGF-β1是

调控肝纤维化发生、发展的核心物质[1]. TGF-β1

是一组具有多种生物学功能的蛋白多肽, 对细

胞的生长、分化和多种生理、病理过程起重要

的调节作用. 他参与细胞周期的调控, 血管及胚

胎的形成, 诱导细胞凋亡以及免疫调节等过程. 
肝脏中多种细胞均可产生TGF-β[2], 如肝星状细

胞、枯否细胞、内皮细胞、来自血液的T淋巴

细胞以及血小板等, 至少有6种亚型[3], 在哺乳动

物中只发现了3种亚型, 即TGF-β1-3. 其中在肝脏

中含量最高、功能最重要的是TGF-β1. 在正常

肝脏, TGF-β1绝大部分分布于枯否细胞, 其次为

图  1  慢性乙型肝炎肝组织TGF-β1表达 (SABC×
400). A: S0期; B: S4期.

表  1  肝脏纤维化分期与TGF-β1, CTGF和PCⅢ, LN, HA, ⅣC 的关系(mean±SD)

     
纤维化       n           TGF-β1 (A)	        CTGF (A)               PCⅢ(μg/L)                  LN (ng/L)                 HA (μg/L)               IVC (μg/L)

S0	 9        0.07±0.01a       0.11±0.15a       80.89±15.99a       111.38±11.30       57.63±14.01      43.73±9.36

S1	 9        0.15±0.01        0.12±0.01      101.12±29.46a       117.77±17.70       79.39±13.00      46.29±10.30

S2           11        0.25±0.05        0.21±0.04      100.93±13.89        160.83±21.35       95.32±25.55a     52.76±11.61

S3	 7        0.44±0.35a       0.36±0.03a     149.57±48.58a       172.03±24.40     116.69±16.59a     62.42±8.17a

S4                      5             0.48±0.01a            0.41±0.02a         257.84±26.37a             202.37±4.17a         292.62±4.84a         111.74±4.87a

F值                         49.56	         23.01	    39.22	                    31.29	               38.76	          47.58

aP<0.05, 两两比较.

BA

表  2  肝组织TGF-β1和CTGF表达水平与肝组织炎症活动
度的关系 (mean±SD, A )

     
炎症活动度        n                      TGF-β1	           CTGF

G0	          4	           0.09±0.04	     0.07±0.03

G1	          4	           0.13±0.03a	     0.11±0.02a

G2	        15	           0.17±0.10a	     0.17±0.12a

G3	        12	           0.33±0.14a	     0.27±0.12a

G4                                     6               0.46±0.03a        0.38±0.03

F值	 　	               12.91	           7.59	

aP<0.05 vs  G0组.

■同行评价
TGF-β1, CTGF与
肝纤维化发生之
间的关系国内外
已有不少研究, 本
文用免疫组织化
学方法研究了人
病毒性慢性肝炎
组 织 中 T G F - β 1 , 
CTGF的表达与肝
纤维化程度之间
的关系, 类似报道
较少, 研究有一定
意义.
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肝星状细胞, 而肝窦内皮细胞和肝细胞则无表

达. 研究表明TGF-β1活化后生物学作用是由细

胞膜上的特异受体与TGF-β特异结合, 亲和力很

高, 分别是Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ型受体, 3型受体在大多数

情况下共存于细胞膜上. TGF-β1活化后与细胞

膜表面受体结合, 激活Smads蛋白并形成复合物, 
由此转入核内与各种转录因子相结合, 从而调

控基因转录[4-5]. TGF-β1在所有类型的细胞中均

以无活性形式合成和分泌, 在体内通过二硫键

结合而活化, 活化后可与受体结合并表现出生

物活性[6]. 
肝纤维化的形成机制为细胞外基质(ECM)

的合成和降解失调. 病理特征为胶原纤维生成

及大量细胞外基质在Disse间隙沉积. 而ECM的

合成和降解过程很大程度由TGF-β1控制[7]. 他既

能促进基质合成, 又可抑制其降解, 同时又抑制

肝细胞再生、促其凋亡, 从而使肝脏内肝实质

细胞与间质成分比例失调, 使肝脏外基质代谢

紊乱, 在Disse间隙过度沉积, 继之肝窦毛细血管

化. 国内外的研究证实, TGF-β1与纤维化关系极

为密切, 但在肝纤维化的不同阶段其来源和分

布尚有不同看法. 多数学者认为, 肝纤维化时肝

内TGF-β1主要由肝间质细胞合成, 而肝细胞是

否为TGF-β1的来源一直存在争议. 本实验发现

在不同纤维化肝组织中, TGF-β1染色阳性物质

其分布及表达浓度有一定差异. S0期未见明显阳

性物质; S1, S2期主要分布于汇管区、窦壁及窦

内皮细胞, 肝实质细胞内未出现; S3期主要分布

于纤维间隔、炎症坏死灶与纤维化发生活跃部

位的肝细胞也有表达; S4期在肝细胞内可见大量

染色阳性物质, 这与张敏 et al [8]研究一致, 实验

提示肝纤维化早期TGF-β1表达增加主要来源于

肝间质细胞, 发展至后期肝细胞亦成为重要来

源. 有报道大鼠退变肝细胞中原位杂交TGF-β1 

mRNA阳性[9], 也有用RT-PCR法检测培养人肝

细胞TGF-β1 mRNA表达[10]. 通过肝组织病理切

片TGF-β1免疫组化定量分析可以得出, 在肝纤

维化早期TGF-β1的表达就有升高. 除S1, S2期

无统计学差别意义外, 其余各组间有明显差异

(P <0.05). 而对于其他血清肝纤维化指标, 除PC
Ⅲ之外, 其余各项在纤维化S1期与S0期比较均无

明显差异, 显示TGF-β1与PCⅢ在反映轻度纤维

化或早期纤维化方面比其他各项指标更敏感. 
这与Czaja et al [11]通过肝纤维动物模型得出结果

相符. 实验发现肝纤维化分级与TGF-β1之间呈

正相关, 因此临床可以通过定量检测TGF-β1观

察病理变化及判断抗纤维化药物治疗作用. 
CTGF属即刻早期基因, 最初是从人脐静

脉血管内皮细胞培养上清液中分离得到, 分子

量38 kDa, 富含半胱氨酸的肝磷脂多肽, 是一

种新近发现的致纤维化生长因子, 实验研究认

为, 星状细胞(HSC)是其主要来源, 而CTGF表达

上调, 也是星状细胞活化的中心通道. CTGF在
TGF-β1下游起作用, 介导TGF-β1促ECM聚集和

组织器官纤维化的效应, 而TGF-β1对CTGF基因

转录有明显调控作用. 人和动物的研究资料表

明, 在器官纤维化时CTGF表达增加是一共同现

象. CTGF长期过度表达能明显促进纤维化的发

生、发展. 如果与TGF-β1共同注入小鼠皮下, 前
者诱导纤维化形成, 而CTGF则促进皮下纤维化

的持久延续. CTGF能被数种因子转录激活, 其
中以TGF-β最引人注目, 另外, PDGF, EGF, FGF
也被证实可以引起CTGF的表达, 但是其作用微

弱和短暂. CTGF的主要作用是: (1)促进细胞有

丝分裂和成纤维细胞增殖, 合成胶原; (2)介导细

胞黏附和趋化作用; (3)诱导细胞凋亡; (4)促进血

管形成. 在肝、肾、肺、胰腺、血管及皮肤等

许多器官组织纤维化病变中, CTGF与TGF-β大
多协同表达增加, 以提升促纤维化效应[12-14]. 临
床及实验研究均发现CTGF表达增高, 与器官纤

图  2  慢性乙型肝炎肝组织CTGF表达 (SABC×400). A: S0期; B: S4期.

 
BA
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维化程度积分呈显著正相关, 而应用药物或反

义核苷酸阻断CTGF表达, 可显著减少Ⅰ, Ⅲ, Ⅳ
型胶原及纤维连接蛋白间表达, 显著减轻器官

纤维化病理改变. Tamatani et al [15]用ELISA在胆

道闭锁患者血清中检测出的CTGF的含量明显

高于正常人. 此外组织学研究也显示在纤维化

模型大鼠和人纤维化的肝组织中CTGF mRNA
的水平均明显高于正常对照组, 且CTGF水平的

增高与肝纤维化进展程度相平行, 证实了CTGF
自始至终参与了纤维化的过程, 与肝纤维化的

发生、发展密切相关[16-17]. Hayashi et al [18]对正

常人、肝硬化及肝癌患者活检标本进行了研究, 
发现在肝硬化结节纤维化区域, CTGF大量表达, 
而肝细胞甚至肝癌细胞无CTGF表达, 正常肝组

织无或极少表达CTGF. 提示CTGF基因表达与

肝纤维化病变具有直接相关性. 
我们经免疫组化检测发现, C T G F在S0期

仅见于汇管区少量梭状间质细胞内, 表达水平

很低, 随肝纤维化程度的增加表达呈增加趋势. 
可见于小叶周围扩大的纤维组织内的成纤维

细胞、窦内皮细胞、胆管上皮细胞也可表达

CTGF, 但不起主导作用. 提示肝脏损伤后, 以
TGF-β等多种细胞因子分泌增多, 特异性的诱

导CTGF表达增加, 促进ECM合成与积聚. 结果

与宋仕玲 e t a l [19]应用肝纤维化大鼠实验结果

相似. 研究表明, CTGF与TGF-β1有良好的相关

性, 相关系数为0.855 (P <0.05), 但比较起来与血

清肝纤维化指标相关程度来看TGF-β1似乎更密

切一些. 虽然TGF-β1是诱导胶原沉积致纤维化

最重要的因子, 阻断潜在TGF-β1的活化, 抑制

配体和受体间的相互作用以及抑制信号向下传

导, 是有效的治疗手段; 但由于他还有抗增殖和

抗炎症作用, 长期直接干预TGF-β1及其下游分

子可出现严重副作用. 例如去除TGF-β1基因的

小鼠因失去对炎症过程的抑制, 而在出生后很

快死于全身性炎症[20]. 而CTGF对结缔组织细胞

起作用, 能维持成纤维细胞表型, 在正常状态下

CTGF表达水平很低, 而且主要在间质细胞中表

达, 其作用亦限于结缔组织, 是一个更具特异性

的靶位, 故阻断他可能逆转纤维化, 开创治疗纤

维化疾病的新纪元. 
从肝组织炎症活动度分级来看, G1, G2, G3, 

G4的肝组织内TGF-β1和CTGF表达水平均比G0

显著增高, 但炎症分级处于G1, G2, G3, G4的肝组

织之间相互比较TGF-β1水平却无显著性差异, 
提示肝组织炎症的存在是促使TGF-β1表达的必

要条件, 而与肝组织炎症活动度之间无必然联

系. 而G1, G2, G3期CTGF的表达无显著性差异, 
G4期则有统计学意义, 这说明CTGF的表达与肝

细胞炎性活动在一定程度上存在相关性, 肝纤

维化程度越高, CTGF表达越强烈. 而在早期肝

硬化阶段检测CTGF则有明确诊疗意义, 因而推

测他可作为一个更为可靠的反映肝纤维化的检

测指标. 
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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内外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.
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摘要
P53凋亡刺激蛋白(apop tos i s s t imu la t i ng 
protein of P53, ASPP)家族是新近发现的与
P53有关的肿瘤抑制基因家族. P53是目前公
认的肿瘤抑制基因, 他能诱导细胞周期阻滞
或直接诱导细胞凋亡, 但其如何作用这两种
不同选择的机制一直不清, 直到ASPP家族的
发现, 才使这一问题逐渐明了. ASPP与P53的
作用主要是能特异性增强P53的细胞凋亡功
能, 而对P53的细胞生长停滞功能则没有影响. 

关键词: P53凋亡刺激蛋白; 细胞凋亡;  P53
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0  引言

P53凋亡刺激蛋白(apoptosis stimulating protein 
of P53, ASPP)是Samuels et al[1]在2001年发现

的一种新的肿瘤抑制基因家族, 随后在2003年
又宣布发现了ASPP家族的另一个成员iASPP 
(inhibitory member of the ASPP family)[2]. 目
前, 已经发现了该基因家族的3个成员: ASPP1, 
ASPP2和iASPP. ASPP1和ASPP2与P53结合后

能激活P53的抑癌功能, 而iASPP与P53结合后

却是抑制P53的抑癌功能, 这是首次发现功能完

全相反的成员共存于同一基因家族的现象. 现
对ASPP蛋白家族的结构、功能、与P53及其他

蛋白质之间的关系等方面的研究进展进行综述. 

1  结构

ASPP家族共有3个成员 :  ASPP1,  ASPP2和
iASPP. 其命名源于结构上的共同点[3,8], 即: 都
含有大量谷氨基重复(ankyrin repeat), SH3结构

域(SH3 domain), 丰富的锚蛋白结构域(proline-
rich domain)的相关蛋白质. 研究证实, ASPP家
族成员均通过谷氨基重复和SH3结构域与P53
发生作用[4]. 

关于ASPP家族结构的探索经历了一个较

为漫长的过程, 最早发现的是ASPP的不完整片

段(53BP2及Bbp[6]). 早在1994年, Iwabuchi et al [5]

通过酵母双杂交技术, 利用P53 DNA结合区域

作为诱饵, 结果发现了与P53相互作用的2种蛋

白: 53BP2(目前证实的ASPP2的C末端的528个
氨基酸)以及与ASPP2无关的BRCA1( 53BP1). 
1996年, Naumovski et al[6]发现了ASPP2的另

一个不完整片段: Bbp(即不包含N末端123个氨

基酸的ASPP2片段); 2001及2003年, Samuels 
e t a l [1]先后通过实验发现了ASPP的完整结构. 
ASPP1由PPP1R13B基因编码, 由1090个氨基酸

组成, 其功能区域包括pro, ank及SH3. ASPP2
由TP53BP2编码, 由1128个氨基酸组成, 其功能

区域由pro, ank, SH3和a-helical组成. ASPP1和
ASPP2蛋白在N末端和C末端有很大相似性[7], 
都是MMPM序列开始, 且都从蛋氨酸开始转录. 
iASPP在人类由PPP1R13L基因编码, 而在线虫

中由ape-1基因编码, 他由351个氨基酸组成, 是
一个P56A结合蛋白, 其C末端的223个氨基酸与

53BP2的C末端有52%相同, iASPP和线虫P53凋
亡刺激蛋白家族抑制成员(Ce-iASPP)在C末端

有广泛相似性. 而最近Slee  et al[8]又发现了1个
与iASPP的C端同源, N端更长的的iASPP, 由828
个氨基酸组成, 故将以前的短iASPP称为iASPP/
R I A(因为i A S P P曾被鉴定为R e l-a s s o c i a t e d 
inhibitor, RIA), 将长iASPP称为iASPP.

2  功能及与P53的关系

2.1 功能 对ASPP家族功能的研究, 最初是从其

片段(53BP2和Bbp)开始的, 故得出的结论亦有

较大差异. Iwabuchi et al [5]认为, 因为53BP2能与

P53的DNA结合区域结合, 故其能通过该结合而

阻止P53与DNA结合, 从而抑制P53的促凋亡作

用. 而Yang et al [9]将53BP2转染到Hela及Cos-1细
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胞中发现其能导致细胞凋亡, 这与Ao et al [10]的

结果相一致, 即当53BP2高水平表达时促进细胞

凋亡, 而低水平表达将导致细胞对DNA损失物

质敏感性增强. Naumovski et al [6]将Bbp转染入细

胞, 发现其并不能引起细胞凋亡, 但能引起G2/M
期阻滞. Iwabuchi e t a l [11]通过转染实验发现, 
53BP2在加强P53应答基因P21的转录的同时, 还
增加P53抑制转染了癌基因ras和E1A的小鼠胚胎

成纤维细胞的转化病灶的形成的能力.
张云 et al [12]利用RT-PCR方法, 测定ASPP2 

mRNA在正常人血液单核细胞与人淋巴瘤细胞

株Jurkat及成纤维细胞和结肠癌细胞株HT-29的
表达水平, 结果发现ASPP2 mRNA在正常人血液

单核细胞中的表达水平比淋巴瘤细胞株Jurkat的
表达水平高, 而正常人成纤维细胞中ASPP2的表

达水平比结肠癌细胞株HT-29低, 表明ASPP2的
mRNA表达量是在P53野生型的肿瘤细胞中降低

而不是在P53突变型的肿瘤细胞中, 说明ASPP2
调节着肿瘤抑制功能. Lossos et al [13]用荧光定量

RT-PCR和免疫组化方法对弥漫性大B细胞淋巴

瘤(diffuse large B cell lymphoma, DLBCL)和滤

泡性淋巴瘤(follicular center lymphoma, FCL)等
进行研究发现, ASPP2表达高的患者存活时间长, 
而ASPP2表达低患者存活时间短, 提示ASPP2表
达量的高低可能与肿瘤的预后亦有关. Samuels 
et al [1]对野生型P53乳腺癌的ASPP1和ASPP2的
mRNA表达研究发现, 有60%的肿瘤ASPP1表达

水平下降, 23%的肿瘤ASPP2表达水平下降, 且
在这23%的肿瘤中有90%的ASPP1表达水平下

降, 同时通过对Jw2, Tero, Saos-2细胞株研究, 发
现ASPP1/ASPP2和P53共表达,可使转染的肿瘤

细胞株50%凋亡, 而ASPP1和ASPP2与E2F1和
Bax等肿瘤抑制基因共表达则不能使细胞凋亡

增加.
Bergamaschi et al [2]检测了8例野生型P53和

ASPP水平正常的乳腺癌患者的iASPP含量, 结果

发现7例患者的iASPP都增高, 同时他们还利用

RNA干扰或反义RNA技术阻段iASPP表达, 发现

能诱导美丽线虫及人类细胞发生依赖P53的凋

亡, 这表明新发现的A S P P家族成员对细胞凋

亡具有抑制作用, 故将其命名为iASPP. Zhang 
e t  a l [14]采用半定量RT-P C R方法检测i A S P P 
mRNA在急性白血病(acute leukemia, AL)细胞中

的表达, 发现与正常人及CR期AL患者相比, 初
发AL细胞存在iASPP高表达, 提示iASPP的高

表达可能在部分AL的发生或进展中起一定作

用. Yang et al  [9]研究发现, iASPP能与核因子

-Kappa B(nuclear factor-Kappa B, NF-κB)的亚

单位P65(RelA)结合, 控制NF-κB的转录活性, 
在心脏、胎盘、前列腺等组织中高表达, 在肝

脏、睾丸组织和白细胞中低表达. 
通过以上一系列研究证实, ASPP蛋白家族

与人类肿瘤密切相关. ASPP1及ASPP2通过增

强P53与DNA的结合, 促进P53促凋亡基因启动

子的活化[1], 从而特异性增强P53的促细胞凋亡

功能, 但对P53的细胞生长停滞功能没有影响, 
Samuels et al [1]通过体外实验证实了这一点, 在表

达ASPP2的U2OS细胞内, 检测P53是选择与抗凋

亡基因Bax的启动子结合还是与细胞周期依赖

性激酶抑制剂P21的启动子结合, 结果显示P53
更易与促凋亡基因Bax的启动子结合. 而iASPP
与ASPP1及ASPP2的功能刚好相反, 他能抑制细

胞凋亡, 因为iASPP与ASPP1/ASPP2一样, 具有

相同的与P53结合的区域, 故其可通过与ASPP1
和ASPP2竞争与P53结合, 从而抑制P53的抑癌

功能.
2.2 与P53的关系 众所周知, P53蛋白在细胞凋

亡过程中起着至关重要的作用. 根据细胞内P53
的状态可将肿瘤分为2类, 即野生型P53肿瘤和

突变型P53肿瘤. 据多项研究表明, 在50%的肿

瘤细胞中存在着P53突变. Vogelstein et al [15]观

察发现, 具有遗传性P53基因突变的小鼠在幼年

时即自发发生肿瘤, P53的突变区域主要集中在

P53的核心区域或DNA结合区, 与ASPP作用区

域相一致. Iwabuchi et al [5]在早期的研究中发现, 
当P53DNA结合区域的R175H或R273H发生突

变后, 53BP2就不能与P53相互作用. 随后Gorina 
e t a l [4]又观察到, P53最易发生突变的2个区域

(R248W和R273H), 也是P53的DNA结合区域及

与ASPP2结合的区域, 尽管Samuels et al [1]通过体

外实验发现, ASPP1及ASPP2既能与野生型P53
结合, 也能与突变型P53结合, 但突变后的P53已
不再能与ASPP蛋白相互作用, 这样, ASPP就不

能发挥其增强P53的促凋亡作用而诱导细胞凋

亡.研究者进一步研究发现, 在肿瘤中当介导P53
与ASPP2相互作用的一个重要氨基酸残基R181
突变成亮氨酸或异亮氨酸, 这些残基就不再能

与ASPP1或ASPP2共同作用来增强肿瘤抑制基

因Bax的促凋亡作用.
与此同时, 研究者又发现, 仍有大量肿瘤发

生于含有未突变P53即野生型P53细胞中, 例如

在白血病、乳腺肿瘤以及肝脏的恶性肿瘤中, 

■研发前沿
ASPP蛋白与其他
蛋白质的关系, 及
他们相互作用的
具体机制亦是亟
待研究的问题. 
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P53的突变率小于25%, 此时肿瘤细胞主要通过

下调ASPP1及ASPP2的表达量或使iASPP的表

达量升高来抑制细胞凋亡. Liu et al [16]发现在含

有野生型P53的肿瘤细胞中, ASPP1及ASPP2的
mRNA的表达下降, 其下降可能与ASPP的5'非
转录区CpG岛的异常高甲基化有关, 但因目前对

ASPP的上游调节器的研究尚处于探索之中, 故
导致其甲基化的具体机制尚待进一步研究. 此
外, 在含有野生型P53的肿瘤细胞中, ASPP蛋白

自身是否发生了突变也是值得思考的问题, 尽
管Mori et al [17]通过对大量不论是表达野生型还

是突变型P53的肿瘤细胞进行观察, 均未发现

53BP2存在突变, 但这并不能说明ASPP蛋白自

身是否发生了突变.

3  与其他蛋白质的关系

ASPP作为能决定细胞凋亡的重要蛋白, 他们自

身是否受到严格的调节亦是科学家们一直探索

的问题. 到目前为止, 通过酵母双杂交实验已发

现至少6种能与ASPP2发生作用的蛋白质, 即: 
Bcl-2 (Espanel et al )[18], p65/Rel (Helps et al )[19], 
蛋白质磷酸酶(Naumovski et al )[6], c-Yes相关蛋

白/YAP(Yang et al )[9], 结肠腺瘤样息肉病同系物

/APLI (Nakagawa et al )[20]及丙型肝炎病毒(Cao 
et al )[21] . ASPP2仍然通过其谷氨酸重复和SH3结
构域与这些蛋白结合; 同时, 除P53之外的能与

ASPP1结合的蛋白质也相继被发现.
3.1 Bcl-2 Bcl-2是一种早以被证实能抑制细胞凋

亡, 延长细胞寿命的蛋白质. 他能够抑制P53诱
导的细胞凋亡而不影响其对细胞周期的阻滞作

用. ASPP2与Bcl-2 的结合区域和其与P53的结合

区域相同, 即SH3结构域和谷氨酸重复序列, 故
P53与Bcl-2不能同时与ASPP2结合, 他们通过竞

争与ASPP2结合. 已知Bcl-2能够抑制P53介导的

凋亡而不影响其对细胞周期的调节, 其中可能

的机制是, ASPP2通过与Bcl-2竞争与P53结合, 
使Bcl-2与P53隔离, 抑制Bcl-2, 从而加强了P53
介导的促细胞凋亡作用. 但是, Bcl-2还可以通过

抑制另一种与P53类似的能导致细胞凋亡的转

录因子E2F-1来抑制凋亡, 而研究发现, ASPP并
不能影响E2F-1介导的细胞凋亡. 这是否意味着

Bcl-2是通过两套不同的机制分别作用于P53和
E2F-1从而达到抑制细胞凋亡的作用的, 或者可

以说ASPP1和ASPP2的促进细胞凋亡的作用并

不是完全通过抑制Bcl-2来实现的, 而只能说是

增强了P53的促凋亡作用[1]. 总之, ASPP2与Bcl-2

的相互作用的结果及其重要性尚待进一步阐明.
3.2 P65 Yang e t a l [9]通过实验发现, ASPP2能
与N F-κ B的亚单位P65(R e l A)发生相互作用. 
N F-κ B是核因子中重要的一组蛋白质 ,  包括

N F-κ B1(P50), N F-κ B2(P52)和R e l癌蛋白如

RelA(P65), RelB(P68)及c-Rel等, 是普遍存在于

细胞质中的一种快反应转录因子, 一般以二聚

体形式存在.在静息时他与抑制性κB(inhibitory 
κB, IκB)结合而形成一种无活性的三聚体形式, 
当细胞受到应激原等外界刺激时, IκB的丝氨酸

残基磷酸化, 并进一步泛素化, IκB与NF-κB分

离, NF-κB得以释放出来, 迅速发生核易位, 与
相应的序列结合, 从而启动或增强某些基因的

转录. 53BP2(即ASPP2的第123-1128个氨基酸)
能与P65的中心区域, 包括: 二聚体化功能区, 核
定位信号及富含脯氨酸的基序结合, 过表达的

P65能导致53BP2过表达从而抑制细胞凋亡, 但
53BP2只是ASPP2的一个片段, P65对完整的

ASPP1及ASPP2的作用和影响尚待进一步研究.
总之, 癌症是对人类生命威胁最严重的疾

病, 全世界科学家多年来一直致力于寻找根除

他的有效方法, ASPP的发现又一次证明了抑癌

基因的力量, 也大大激发了科学家前进的信心, 
但目前对ASPP的研究才刚起步, 对ASPP的调

控机制的进一步探讨, 通过抑制iASPP或激活

ASPP来提高P53的诱导细胞凋亡的功能, 开发能

对ASPP基因产生修复和激活作用的药物, 并将

之应用于临床, 将是科学家下一步努力的方向.
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摘要
哺乳动物大肠中的厌氧微生物能发酵产生大
量的短链脂肪酸(SCFA), 包括乙酸、丙酸和
丁酸, 其中丁酸是结肠能量的首选来源, 对
肠黏膜修复及结肠炎和结肠癌的预防起作
用. 近年来, 随着分子生物学技术的发展, 关
于肠道产丁酸菌种类、数量及发酵特性的研
究有了很大进展. 本文就单胃动物肠道产丁
酸菌种类、丁酸产生途径的研究新进展进行
综述.

关键词: 产丁酸菌; 丁酸; 结肠
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0  引言

哺乳动物大肠中的厌氧微生物可发酵产生大量

的短链脂肪酸(SCFA), 包括乙酸、丙酸和丁酸. 
这些SCFA能够为结肠提供能量, 其中丁酸是肠

黏膜细胞的主要能量来源[1]. 人肠道细胞体外研

究表明, 丁酸可促进肠黏膜修复及其功能恢复, 
并且能抑制炎症细胞因子的形成, 从而起抗炎

症作用[2-3]. 通过肠道灌注, 丁酸钠可促进三硝基

苯磺酸实验性结肠炎的愈合[4]. 体外研究表明, 
丁酸还具有抗肿瘤作用, 他可减少肠道上皮细

胞的肿瘤坏死因子的分泌[3], 能诱导肿瘤细胞分

化和凋亡, 从而抑制肿瘤生长, 并且这种作用对

肿瘤等转化细胞具有特异性[1]. 国内外已有许多

关于丁酸对肠道功能的报道, 但对肠道内产丁

酸菌的报道还较少, 肠道内产丁酸菌可产生大

量丁酸, 因此本文就肠道产丁酸菌的种类及其

产丁酸的调控作一综述. 

1  肠道产丁酸菌种类及分布

在正常生理状态下, 胃肠道微生物的生态环境

保持相对稳定 ,  但不同肠段因环境条件不同

其微生物的种类和数量存在差异 .  胃中的低

pH (2.5-3.5)对大多数微生物有抑制作用, 细菌

平均数量为103 CFU/mL; 小肠由于胆汁和胰

液的作用 ,  停留在其中的微生物种类和数量

也相对较少, 细菌平均数量为108 CFU/mL. 大
肠由于特殊的位置、结构、酸碱条件和厌氧

环境使得其中的微生物种类最复杂 ,  数量最

多. 有研究表明在健康成年人结肠中栖息的细

菌数量达到1013-1014 CFU/L, 有300-400种, 主
要为Bacteroides , Eubacterium , Bifidobacterium , 
Peptostreptococcus , Clostridium , Enterobacteria-
ceae , Streptococcus , Faecalibacterium和Lactobaci-
llus等[5]. 

产丁酸菌主要存在于盲肠和结肠, 主要属

于梭菌属(Clostridium )、真杆菌属(Eubacterium )
和梭杆菌属(Fusobacterium ). 由于传统培养方

法的限制, 关于肠道中产丁酸菌的种类和数量

知之甚少. 近年来, 随着分子生物学技术的发

展, 肠道产丁酸菌的研究有了很大进展, 许多

产丁酸菌得以被认识或重新被命名. 过去的研

究认为, Fusobacterium prausnitzii的一些菌株

是肠道中主要的产丁酸菌之一[6]. 但是最近研

究发现, 表型上属于F. prausnitzii的产丁酸菌菌

株在16S rDNA序列遗传进化上并不与真正的

Fusobacterium菌株相关[7], 进一步研究被鉴定

归为新属的种, 即Faecalibacterium prausnitzii [8]. 
Eubacterium菌也是肠道和粪样中主要产丁酸

菌, 如E. rectale , E. ramulus , E. ventriosum , E. 
oxidoreducens等都可在人粪样中分离到. Duncan 
et al [9-10]从人粪样中除分离到E. oxidoreducens
和F. prausnitzii外, 还发现了5株与已有菌不同

的产丁酸菌. 这5株菌之间其16S rDNA序列相

似性在98.5%以上, 表型及发酵特性相似, 且均

与E. rectale最为接近, 但通过16S rDNA序列分

析后发现这些菌株与R. cecicola关系更近, 但与
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和化学益生素将
具有良好的应用
前景.



所有已知菌的相似性都低于95%, 经进一步研

究鉴定认为属于新种Roseburia intestinalis . 迄
今, 根据16S rRNA (rDNA)进化树分析, 肠道中

产丁酸的Eubacterium属的菌以及R. cecicola , R. 
intestinalis和F. prausnitzii种的菌株都属于梭菌

聚类(Clostridial clusters), 但分散在不同的亚群, 
其中R. cecicola , R. intestinalis属于Cluster XIVa, 
与E. rectale最接近, 而F. prausnitzii与其他产丁酸

菌的进化关系稍远, 而与多个Ruminococcus种相

近, 属同一个亚群Cluster Ⅳ[1]. 
不同人个体中其肠道产丁酸菌在种类和数

量分布上存在差异. Barcenilla et al [11]利用厌氧滚

管技术从3个健康人(婴儿, 成年素食者和成年杂

食者)的新鲜粪样中分离了313株产丁酸菌, 发现

有74株细菌体外发酵产丁酸量大于2 mmol/L, 
其中从婴儿粪样中分离到的产丁酸菌产丁酸浓

度最高, 约有50%的菌株产丁酸量大于10 mmol/
L. 通过16S rDNA和RFLP分析进一步发现, 3种
粪样中的主要产丁酸菌种类存在很大差异: 婴
儿粪样中产丁酸菌种类最多 ,  而素食者次之 , 
杂食者粪样中产丁酸菌种类要明显少于前两

者. 通过对24株代表性菌株进行全序列测定分

析, 发现其中10株分别属于E. rectale , E. ramulus
或R. cecicola , 有部分菌株与E. ventriosum或F. 
prausnitzii的全序列相似性大于97%, 另有部分

为未知菌. Hold et al [12]利用16S rRNA种特异性

探针对10人粪样中产丁酸菌Eubacterium hallii , F. 
prausnitzii , R. intestinalis和Coprococcus eutactus
进行流式细胞计数, 发现每个人粪样中至少栖

息着3种产丁酸菌, 即E. hallii , F. prausnitzii , R. 
intestinalis , 分别占整个粪样中细菌总数0.6%, 
3.8%, 2.3%, 其中R. intestinalis和F. prausnitzii
相关菌株是人粪样中数量最多的产丁酸菌. 与
人肠道产丁酸菌研究相比, 对动物的研究较少. 
Gong et al [13-14]利用16S rRNA基因克隆和序列技

术研究肉仔鸡肠道微生物菌群结构, 在发现肉

仔鸡盲肠和回肠中产丁酸菌和乳酸杆菌、真杆

菌一起为三大主要菌群的同时, 平板计数分析

发现产丁酸菌F. prausnitzii在盲肠中数量最多, 
其他肠道部位较少. 但是, 其他产丁酸菌的种类

和数量尚不清楚. 
以上研究表明, F. prausnitzii和R. intestinalis

可能是人和动物肠道中优势的产丁酸菌. 而且最

新研究还表明, 这两种菌在体外发酵时可产生大

量丁酸, 丁酸产量高于10 mmol/L[8-9]. 因此, 这两

种产丁酸菌可能对肠道健康起着重要的作用.
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2  产丁酸途径

产丁酸菌可通过丙酮酸途径经过丁酰CoA生成

丁酸(图1). 一般认为, 丁酸激酶作用是生成丁酸

的主要途径. 但近年来研究表明, 丁酰CoA: 乙
酰CoA转移酶可能是丁酸形成过程中的主要酶. 
Barcenilla et al [11]体外培养研究发现, 分离自人粪

样的74株产丁酸菌中50%需要消耗乙酸产生丁

酸, 表明他们都是利用丁酰CoA: 乙酰CoA转移

酶来形成丁酸. 
Duncan et al [15-16]发现来自人粪样的R. intes-

tinalis , F. prausnitzii和Coprococcus  sp., 在体外

培养时均可产生大量丁酸, 其中R. intestinalis和
F. prausnitzii具有丁酰CoA: 乙酰CoA转移酶的

活性, 而无丁酸激酶活性, 当以葡萄糖为底物进

行体外培养时需要添加乙酸才能产生丁酸, 说
明这两种菌是纯乙酸利用菌. 相反, Coprococcus 
sp.本身能够产生乙酸, 在其培养液中能同时检

测到丁酰CoA: 乙酰CoA转移酶和丁酸激酶的活

性. Louis et al [17]利用对丁酸激酶基因的检测, 发
现来自不同梭菌亚群(Cluster Ⅳ, XIVa和XVI)的
38株代表性产丁酸菌中只有4株具有丁酸激酶

活性, 而酶活分析表明38株菌都有丁酰CoA: 乙
酰CoA转移酶活性. 一般情况下, 肠道中乙酸是

浓度最高的一种脂肪酸, 因此, 丁酰CoA: 乙酰

CoA转移酶可能是肠道中生成丁酸的主要途径. 
Charrier et al [18]在结肠细菌Roseburia  sp.中发现

了一种新的CoA转移酶的基因, 他与乙酰CoA水

解酶和4-羟基丁酰CoA转移酶的序列相似, 在大

肠杆菌中表达后在乙酸存在时表现出利用丁酰

CoA的活性. 这种新发现的CoA转移酶可能在结

肠丁酸的形成过程中起重要作用.
我们研究发现在仔猪后肠甘露寡糖显著降

低乙酸含量, 而显著提高丁酸含量; 甜菜汁组乙
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图  1  丁酸产生途径(引自Pryde S E, 2002).
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酸比例随剂量增加而下降, 而丁酸则随之显著

上升, 因此可能存在明显的乙酸转化为丁酸的

过程.

3  对产丁酸的影响

3.1 肠道乳酸产生菌和利用菌 结肠中许多细菌

包括双歧杆菌和乳杆菌可产生乳酸, 但在正常

状态下乳酸不能在健康人肠道中积聚; 相反, 当
结肠产生病变如发生结肠炎时, 乳酸却会积聚. 
乳酸浓度升高将会影响营养、水的吸收, 改变

结肠微生物区系及结肠pH值. 因此维持结肠生

态系统中乳酸利用菌和产丁酸菌的平衡对于防

止乳酸积累以及稳定结肠代谢有重要作用(图2). 
Duncan et al [19]从粪样中分离到9株乳酸利用菌, 
他们均能利用乳酸和乙酸产生丁酸, 其中4株经

序列鉴定为E. hallii , 两株为Anaerostipes caccae . 
E. hallii代谢35 mmol/L乳酸可生成25 mmol/L
丁酸, 但在葡萄糖存在时其活性受到抑制. 当
以淀粉为底物, 乳酸利用菌株与淀粉利用菌双

歧杆菌Bifidobacterium adolescentis菌株共培

养时, 该双歧杆菌产生的所有乳酸全部转化成

丁酸. 这种交互作用有助于解释日粮抗性淀粉

的产丁酸作用(图2). 体外研究Bifidobacterium 
adolescentis , 乳酸利用菌和产丁酸菌如E. hallii , 
Anaerostipes caccae的相互作用时发现, E. hallii , 
A. caccae在用淀粉纯培养时不能生长, 但与B. 
adolescentis共生时则可产生丁酸[20]. Bourriaud 
et al [21]通过体外培养发现人肠道微生物可利用

D型和L型乳酸作为前体合成丁酸. Tsukahara 
e t a l [22]利用猪粪研究发现, 葡萄糖酸可刺激丁

酸的产生, 并经鉴定发现猪粪中Megasphaera 
elsdenii和Mitsuokella multiacida可利用乳酸和乙

酸产生丁酸. 因此由乳酸转变为丁酸需要不同

细菌的协同作用. 
3.2 发酵底物 结肠中丁酸的产生与抗小肠消化

而进入结肠的底物种类和含量相关. 食物中纤

维成分是细菌发酵产丁酸的主要来源, 每天大

约消耗80 g纤维残渣生成300-400 mmol短链脂

肪酸, 其中60-80 mmol为丁酸 [1]. Schneider 
et al [23]研究发现高纤维含量的食物可使人粪便

丁酸浓度提高20%. 
结肠内淀粉含量与丁酸产量也有密切的关

系. Duncan et al [10]通过体外发酵发现支链淀粉

和菊糖可促进产丁酸菌Roseburia菌株的生长, 
而果胶和木聚糖则无促增殖作用. 当结肠内抗

性淀粉的量增加时, 结肠丁酸浓度增加, 其在短

链脂肪酸中所占的比例也随之增加. 抗性淀粉

在盲肠和结肠中均可被发酵产生丁酸, 而添加

麦麸可抑制抗性淀粉在盲肠中的发酵, 从而提

高其在结肠的发酵, 使结肠中丁酸浓度显著增

加[24]. 
除抗性淀粉和菊糖外, 许多报道表明, 其他

可作为化学益生素的非降解寡糖如大豆纤维、

异麦芽低聚糖、果寡糖、棉子糖和龙胆二糖等

可以通过调控肠道微生物区系特别是促进乳酸

杆菌和双歧杆菌的增殖从而起到保健作用 [24]. 
Weaver et al [25]报道阿卡波糖是Actinoplanes形成

的一种寡糖, 他能抑制双糖和淀粉的消化, 人服

用后, 粪便中丁酸产量显著增加, 而乙酸和丙酸

的产量下降. 而这些肠道有益菌的主要发酵产

物通常是乳酸, 因此, 很多化学益生素可能通过

促进产乳酸间接地提高了丁酸的产量(图2). 本
实验室在研究外源乳酸菌对仔猪肠道微生物发

酵时发现, 仔猪断奶后, 结肠挥发性脂肪酸浓度

明显下降, 但外源乳酸菌可促进仔猪结肠丁酸

的产生[26]. 因此, 用于调控乳酸菌群的益生素和

化学益生素可能都具有促进产丁酸的功能. pH
也是影响丁酸产生的一个重要因素, 在添加混

合碳水化合物时通过体外持续厌氧培养人粪样

微生物发现, pH 5.5时丁酸浓度(24.9 mmol/L)显
著高于pH 6.5时丁酸浓度(13.8 mmol/L), 同时发

现低pH条件下产丁酸菌的数量增加[27].
丁酸对肠道健康起重要作用, 产丁酸菌的研

究正引起很多研究工作者的兴趣. 近年来随着

分子生物学技术的发展, 关于肠道产丁酸菌群

组成及丁酸调控的研究有了很大的进展, 肠道

产丁酸菌及其丁酸产生、食物或日粮及宿主健

康三者之间的关系将会进一步阐明, 而调控肠

道丁酸产量的新型益生素和化学益生素将具有

良好的应用前景. 
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摘要
食管癌根治术后局部复发率高达40%-60%, 
是导致食管癌患者死亡的主要原因, 自1970
年起开始食管癌根治术后预防性放射治疗的
研究, 多项回顾性研究认为术后放射治疗延
长了食管癌患者的生存期, 但近年来的前瞻
性随机对照研究未能确定这一结果, 本文就
这一方面的研究进展作一综述. 
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0  引言

食管癌根治术后多发生局部复发或区域淋巴结

转移, 复发率可高达40%-60%, 是影响食管癌患

者远期生存的主要因素, 术后进行预防性放射

治疗能否降低局部复发, 提高生存率, 目前仍看

法不一致, 早期的多项回顾性研究认为术后放

射治疗延长了食管癌患者的生存期, 而近年来

的前瞻性随机对照研究未能确定这一结果. 本
文就这一方面的研究进展作一综述. 

1  食管癌术后放疗的价值

本文所指术后放疗是指食管癌根治术后预防性

放射治疗. Kasai et al [1]首先报道了食管癌术后

放疗的回顾性非随机研究, 认为术后放疗可使

5 a生存率由单一手术的21%提高到35%, 并对

颈部及纵隔淋巴结转移有预防作用, 能提高生

存率, 进一步分层分析显示对手术后尚无淋巴

结转移者进行术后放疗有价值, 而对已有淋巴

结转移者则不能提高生存率. 此后多项回顾性

研究结果均显示术后放疗延长食管癌患者的

生存期. 1991年Teniere et al [2]首次报道了14个

单位联合的随机分组术后放疗研究结果, 术后

放疗组102例, 术后3 mo开始放疗, 45-55 Gy/5-
6 wk; 对照组单纯手术119例, 随访观察3-9 a, 
结果显示, 5 a生存率术后放疗组18.6%, 对照

组17.6%, 无论术后淋巴结转移情况如何, 术后

放疗均未提高生存率, 仅能提高无淋巴结转移

患者的局控率. Fok et al [3]对130例食管癌术后

患者(60例根治性手术, 70例姑息性手术)随机

分为术后放疗组和单纯手术组各65例, 术后放

疗范围仅照射瘤床, 大分割3.5 Gy/F, 3次/wk, 
照射剂量49-52.5 Gy, 结果显示, 术后放疗仅

对姑息性术后患者可减低局部复发, 并发症显

著高于对照组 ,  其中5例死于胃出血 ,  中位生

存期分别为术后放疗组8.7 mo、单纯手术组

15.2 mo(P  = 0.02), 该研究病例混有贲门癌而

且照射方式为大分割. Zieren et al [4]的随机对照

研究也显示了术后放疗不提高总生存率和无复

发生存率, 但增加了吻合口狭窄的发生并延长

了患者的术后恢复. Yamamoto et al [5]分析了89
例手术治疗的食管癌患者, 其中48例接受术后

放疗, 22例接受术后化疗, 另19例未行术后放

化疗, 化疗方案采用PF方案, 术后放疗照射野

包括双侧锁骨上引流区和上纵隔引流区, 脊髓

用2 cm铅条遮挡, 照射剂量44-56 Gy, 2 a随访

结果显示, 淋巴结阳性者局部控制率在术后放

疗组为94%, 术后化疗组为74%, 术后未接受放

化疗者为40%(P = 0.006), 术后放疗可降低局部

复发.
国内对术后放疗进行了多项研究, 研究结果

也不尽一致: 刘明 et al [6]和朱海文 et al [7]报道术

后放疗能减少复发,提高生存率; 李云英 et al [8]报

道术后放疗能提高无淋巴结转移患者的局控率

和生存率, 但不能提高淋巴结转移患者的生存率, 
上述报道为非随机性研究; 1997年梅泽如 et al [9]

报道了105例胸腹食管癌术后放疗的随机研究

结果: 术后放疗减少局部失败但未能提高5 a生
存率; 2003年Xiao et al [10]报道了1986-1997的
495例食管癌手术治疗的前瞻性随机试验结果, 
为目前前瞻性随机试验中病例数最多者, 其中
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275例行单纯手术治疗, 220例接受术后50-60 Gy
常规分割放疗, 照射野包括全食管床及双侧锁骨

上引流区, 单纯手术组与术后放疗组的5 a总生

存率分别为37.1%, 41.3%(P = 0.4474), 其中Ⅲ期患

者5 a年生存率分别为13.1%, 35.1%(P = 0.0027), 
术后淋巴结转移者的5 a生存率分别为14.7%, 
29.2%, 局部复发率分别为25.0%, 16.2%(P = 0.002). 
结果说明, 术后预防性放疗可提高Ⅲ期食管癌根

治术后的生存率,降低局部复发率. 2005年Xiao 
et al [11]进一步分析了食管癌术后淋巴结转移数

目对预后的影响和术后放疗的结果, 549例食管

癌术后患者(单纯手术组275例、术后放疗组274
例), 根据术后淋巴结转移数目分为A组(淋巴结

转移阴性、269例)、B组(淋巴结转移1-2枚、

159例)、C组(淋巴结转移≥3枚、121例), 结果

显示, 相同T3患者A, B, C组的5 a生存率分别为

50.6%, 29.3%, 11.7%(P = 0.0000); 相同Ⅲ期患者

A组(T4N0M0), B组(T3-4N1M0), C组(T3-4N2M0)的5 a
生存率分别为58.1%, 30.6%, 14.4%(P = 0.0092); 
淋巴结转移患者单纯手术组和术后放疗组的5 a
生存率分别为17.6%, 34.1%(P = 0.0378), 术后出

现胸腔内淋巴结转移及锁骨上淋巴结转移的发

生率差别很大(35.9% vs  21.5%, 19.7% vs  4.6%, P
＜0.012); 淋巴结转移阴性患者单纯手术组和术

后放疗组的胸腔内淋巴结转移率分别为27.8%, 
13.3%(P = 0.006), 进一步说明, 术后放疗可提高

淋巴结转移患者的生存率, 并能减低所有食管癌

患者的胸腔内及锁骨上复发. 陆进成 et al [12]对食

管癌根治术后预防性放疗随机研究的Meta分析

也表明对食管癌根治术后淋巴结阳性患者进行

预防性放疗可明显提高5 a生存率.

2  食管癌术后放疗的照射范围

食管癌根治术后预防性放射治疗的照射范围包

括双侧锁骨上、纵隔, 下胸段食管癌上腹部贲门

旁、胃左动脉、腹腔动脉区也包括在照射野内, 
照射范围大, 毒性反应损伤明显, 易产生放射性

食道炎、放射性胃炎、放射性肺炎、放射性心

脏损伤、气管狭窄等并发症, 影响患者的生存质

量, 近来这种照射方式受到了挑战.
食管癌淋巴结转移途径与正常的淋巴引流

基本上是一致的, 主要是区域性和上下双向性的

转移. 首先主要是肿瘤所在部位的食管旁淋巴

结, 然后是颈段的颈深淋巴结和锁骨上淋巴结, 
当癌细胞侵入到食管黏膜深层至黏膜下的淋巴

管内后, 开始上下流动, 离开局部主病灶, 直接随

淋巴管流动转移至远隔淋巴结, 构成跳跃性淋

巴结转移. 当癌浸润至食管外膜时, 肿瘤不仅浸

润浅部黏膜深层及黏膜下淋巴管, 而且直接浸

润至肌层外膜的深部淋巴管, 所以随着远处跳

跃性转移的同时,连续性转移也增加了. 因此区

域淋巴结转移是影响食管癌预后的重要因素,食
管癌手术时淋巴结的清扫是根治手术的重要组

成部分.
对胸中下段食管癌常有的手术路径是采用

左后外开胸加开腹径路, 此手术进路的优点为胸

中下段食管暴露好, 对肿瘤的广泛切除和下纵

隔、腹腔淋巴结的清扫较满意, 但其缺点主要为

上纵隔内及锁骨上区的淋巴结难以清扫, 因此手

术后解剖关系已经发生变化: 残胃上提,原来的

贲门旁及胃左淋巴结区已不复存在, 而上纵隔及

锁骨上区的淋巴区域有可能成为亚临床病灶侵

及区域. 刘明 et al [13]报道食管癌根治术后纵隔淋

巴结转移的部位有一定规律: 发生左、右上纵隔

气管旁淋巴结转移发生几率最高(64.1%), 应该

是术后预防性照射的重点区域. 郑明章 et al [14]报

道食管癌术后淋巴结转移最常见是在锁骨上区

和上纵隔, 共占85.2%, 左、右锁骨上淋巴结转移

发生率在统计学上无差异; 上纵隔转移最常见于

右锁骨头后区, 中纵隔也较常见,这三个部位占

了98.2%, 未显示出不同病变部位术后出现淋巴

结转移部位上的差异. 国外学者[15-17]的回顾性研

究结果亦表明胸中上段食管癌术后复发主要在

颈部及纵隔淋巴结并建议进行术后放疗. 因此对

胸上、中段食管癌术后放疗的靶区确定为双锁

骨上区及上、中纵隔,但对于原发灶位于胸下段

者, 靶区应包括双锁骨上区、纵隔及食管床, 尤
其近年来胸段食管癌多采用颈胸腹三野清扫术, 
淋巴结清扫比较彻底[14,18-19], 术后照射野相对缩

小, 从而使放射反应会大大减轻, 使放疗能按计

划顺利完成, 保证了治疗效果. 何健 et al [20]对86
例根治性食管癌术后患者进行小野放疗, 照射范

围仅包括瘤床, 野长度一般<15 cm(术前病变长

度2.5-10 cm), 常规分割治疗32.0-72.7 Gy/16-45
次/25-54 d, 所有患者均能耐受, 无严重急性反应

和后期并发症, 5 a生存率(30.3%), 5 a局控率与

大野照射相似(57.4%).

3  食管癌术后放疗开始的时间

食管癌术后放射治疗何时开始, 是否越早越好, 
对预后影响如何, 目前尚未见随机性研究报道. 
蒋月 et al [21]的回顾性研究表明食管癌根治术后

■应用要点
本文对食管癌术
后放疗的应用价
值包括放疗效果, 
剂量, 照射野范围
和时机进行了较
全面的综述, 对今
后的研究方向提
出新的见解.
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4-6 wk开始放射治疗生存率明显好于放疗时间

<4 wk和>6 wk者, 建议食管癌术后放射治疗开

始的时间应在术后4-6 wk为宜, 使得患者有充分

的恢复时间; 对术后高危患者缩短术后放射治

疗开始的时间是不必要的, 可以通过改变放疗

分割方式, 来提高肿瘤局部控制率, 延长生存率.
总之, 食管癌根治术后预防性放射治疗可

提高Ⅲ期食管癌根治术后的生存率, 降低局部

复发率, 对于淋巴结转移个数≥3枚者应结合术

后化疗. 术后放疗照射靶区应进一步开展研究, 
以找出更合适的食管癌术后放疗范围. 
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摘要
转化生长因子β (TGF-β)在肿瘤发生、发展中
具有双重作用: 在肿瘤发生的起始阶段TGF-β
扮演着肿瘤抑制者的角色, 而在进展期TGF-β
起着促使肿瘤细胞浸润转移的作用. TGF-β促
进肿瘤浸润和转移的机制有: 诱导肿瘤周围
的基质环境改变; 诱导上皮细胞-间充质转化; 
促血管新生和抑制宿主免疫系统杀伤肿瘤
细胞.
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0  引言

转化生长因子β (transforming growth factor-β, 
TGF-β)是一类功能复杂的细胞因子, 广泛参与

哺乳动物的各种病理生理过程. 最初的研究发

现, TGF-β抑制上皮细胞和造血细胞的增殖, 促
进细胞凋亡. 随后的实验又证明TGF-β对多种上

皮性肿瘤细胞(如胃癌、结肠癌、肝癌、肺癌、

肾癌及前列腺癌)的体外增殖起负调控作用, 其
信号传导通路中任何组分发生突变都将使细胞

具有选择性生长优势, 导致肿瘤的发生[1]. 因为

这种增殖抑制特性, TGF-β一度被认为是最有潜

力的癌症治疗的研究热点[2]. 但随着研究的深入, 
人们发现TGF-β在肿瘤进展期能够促进肿瘤侵

袭和转移[1]. 因此有学者提出TGF-β在肿瘤的发

生、发展中是一把“双刃剑”[1]. 本文就TGF-β
促进肿瘤浸润和转移方面的研究进展做一综述. 

1  TGF-β信号传导通路

TGF-β是以大分子无活性的蛋白前体形式由正

常细胞和转化细胞分泌的, 需激活后才能发挥

其生物学活性. TGF-β信号从细胞膜传入细胞核, 
经历配体-受体-细胞内信号转导分子-基因表达-
细胞生长抑制、分化或凋亡组成的信号转导通

路. TGF-β受体(TGF-β receptors, TβR)广泛表达

于机体组织细胞表面. 被激活的TGF-β通过与细

胞膜表面具有丝氨酸/苏氨酸激酶活性的TβRⅠ
和TβRⅡ结合, 激活受体, 使之具有激酶活性, 将
信号放大并磷酸化细胞内受体调控的Smads蛋
白(R-Smads, 包括Smads2, 3), 磷酸化的R-Smads
与共用介质Smads (Co-Smads, 包括Smads4)形成

复合体进入细胞核. 细胞核内Smads寡聚体结合

DNA和相关的转录因子调控靶基因的表达. 抑
制型Smads可阻断受体磷酸化R-Smads, 启动

泛素化作用, 使受体复合物降解, 抑制信号的

传导[3].

2  TGF-β促进肿瘤浸润和转移

恶性肿瘤之所以成为致命性疾病, 主要是因为

肿瘤细胞具有对临近正常组织的浸润和远处转

移的能力. 早在1990年代, Gorsch et al [4]应用原位

免疫组化方法研究了57例乳腺癌组织中TGF-β1
的表达情况, 结果显示TGF-β1表达水平越高, 癌
细胞浸润转移的能力越强, 癌症相关的死亡率

越高. 这种联系与患者年龄、肿瘤大小和雌激

素受体水平无关. 对结肠癌、肝癌、胃癌、肺

癌和前列腺癌的体外和体内研究也得到了类似

的结果[2]. 同时, 有研究发现阻断TGF-β信号传

导通路能够减少肿瘤的转移. Tian et al [5]运用截

短的Smads2/3显负性突变体抑制乳腺肿瘤细胞

系的TGF-β信号通路, 结果发现肿瘤细胞的转移

能力被抑制. 结肠癌的微卫星不稳定性研究发

现, TβRⅡ无活性的突变, 使转移减少, 增加了患

者术后的存活率, 将TβRⅡ基因的cDNA转染到

TβR表达缺失的大肠癌细胞中, 这些细胞生长率

降低, 但强刺激了细胞的浸润和转移能力[6]. 最
近, Siegel et al [7]通过对TGF-β在MMTV/neu转基

因鼠乳腺癌发生和肺转移中的作用的研究, 发
现持续激活TGF-β信号传导能够延长乳腺肿瘤

形成的潜伏期, 但同时增加了血管外的肺转移; 

®

■背景资料
TGF-β一度被认
为对肿瘤细胞的
增殖起负调控作
用, 是最有潜力的
癌症治疗的研究
热点; 但随着研究
的深入, 人们发现
TGF-β在肿瘤的
发生、发展中是
一把“双刃剑”, 
在肿瘤进展期能
够促进肿瘤侵袭
和转移.
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相反, TβRⅡ的显负性突变减少了肿瘤形成的潜

伏期, 但显著抑制了肺转移. Muraoka et al [8]在另

一项类似的研究中证明TGF-β/MMTV-neu双转

基因鼠与MMTV-neu单转基因鼠形成肿瘤的潜

伏期相近, 但前者的瘤体较小; 然而3 mo后双转

基因鼠的肺转移是单转基因鼠的3倍. 这两项研

究证明了TGF-β在肿瘤发生、发展中的双重作

用: 在肿瘤发生的起始阶段TGF-β扮演着肿瘤抑

制者的角色, 而在进展期TGF-β起着促使肿瘤浸

润转移的作用.

3  机制

恶性肿瘤转移的级联反应涉及到一系列步骤, 
包括局部浸润、肿瘤细胞渗入血管、肿瘤细胞

在血管和淋巴管内循环、黏附于远处位点、外

渗、最终在远处形成新的肿瘤. TGF-β调节这一

过程中的多个环节, 如促进有利于浸润转移的

基质环境形成、促进血管新生和抑制宿主抗肿

瘤免疫反应等.
3.1 TGF-β诱导肿瘤周围的基质环境改变以促进

浸润与转移 肿瘤细胞必须破坏与其邻近细胞的

接触, 穿过基底膜和基质, 才能浸润邻近组织和

转移到远处. 因此基底膜的降解和细胞外间质

的重塑对于肿瘤浸润和转移而言是至关重要的. 
在正常的细胞中, TGF-β上调细胞外间质基因和

蛋白酶抑制剂的表达, 而抑制参与间质降解的

蛋白酶的产生. 相反, 在乳腺、胰腺和前列腺肿

瘤细胞系中, TGF-β促进蛋白酶(如基质金属蛋

白酶、尿激酶等)的产生, 水解基底膜, 使肿瘤细

胞得以进入结缔组织[9-10]. 肿瘤成纤维细胞也参

与基质环境的降解和重塑. Ohuchida et al [11]应用

体外侵袭测定的方法研究发现, 胰腺癌细胞与

未经辐射处理后的胰腺成纤维细胞共培养可增

强癌细胞的侵袭能力, 而将胰腺癌细胞与经辐

射处理后的胰腺成纤维细胞共培养后, 癌细胞

的侵袭能力更强. 这种现象与癌细胞C-met磷酸

化增加、经辐射后胰腺成纤维细胞表达TGF-β1
增加有关.

目前, 越来越多的证据显示在癌的发生过

程中, 上皮细胞周围的基质会被“激活”, 形成

癌相关基质, 然后反过来促进肿瘤的发生与进

展[12]. 被“激活”的基质最主要的特征是成纤维

细胞转分化为肌成纤维细胞, 与创伤修复的基

质反应相似. 体内外实验均证明TGF-β能够刺激

成纤维细胞向肌成纤维细胞的表型转换, 提示

我们由癌细胞产生的TGF-β对有促癌作用的基

质环境的形成有关键的作用[13].
3 .2 诱导上皮细胞-间充质转化(e p i t h e l i a l- 
mesenchymal transition, EMT) EMT是具有极性

的上皮细胞转换成具有活动能力、能够在细胞

基质间自由移动的细胞的过程, 主要的特征有

细胞黏附分子(如E-钙黏蛋白)表达的减少、细

胞角蛋白细胞骨架转化为波形蛋白为主的细胞

骨架及形态上具有间充质细胞的特征等. 这种

表型的转换允许肿瘤细胞摆脱细胞-细胞间连

接, 而表现得更具侵袭性[14]. 实验证明TGF-β能
够诱导培养基中正常细胞和转化细胞形态的改

变以及EMT特征的出现[15]. Xu et al [16]研究发现

经TGF-β处理的肝癌细胞系SMMC-7721细胞明

显变为梭形, 且E-钙黏蛋表达减少, TGF-β还诱

导β-连环蛋白的核转运, 这些都增强细胞移行能

力. Han et al [17]报道TGF-β诱导皮肤鳞癌细胞发

生EMT, 形成梭状细胞癌, 而肿瘤细胞的TβRⅡ
的显负性突变抑制这种转化, 进一步, 皮肤梭状

细胞癌细胞转染显负性TβRⅡ后, 其在体内的致

瘤性减弱, 且形成鳞癌. 对乳腺癌细胞和成纤维

样结肠癌细胞系的研究也得到类似结果. Snail
是E-钙黏蛋白基因表达的直接抑制剂, 乳腺浸润

导管癌组织中Snail过表达. Peinado et al [18]发现

TGF-β诱导MDCK细胞(犬肾细胞系)Snail表达, 
而促使细胞发生EMT. TGF-β还可能经过RhoA
和PI-3K途径诱导Akt/PKB激活, 作用于ZO-1, 
使细胞形态改变, 细胞间连接变化, 引起细胞的

迁移.
3.3 促血管新生的直接和间接作用 新生血管的

形成对于肿瘤的生长和浸润转移是必不可少的. 
血管提供肿瘤细胞需要的营养和氧分; 而肿瘤

细胞内渗到循环系统, 导致肿瘤转移. 早期研究

显示TGF-β能够使内皮细胞形成管样结构. 条件

敲除TGF-β1信号传导途径上组分的研究和对遗

传性毛细血管扩张症的研究均证明, TGF-β对正

常血管的形成和保证血管完整性的重要作用[1]. 
Hasegawa et al [19]发现在非小细胞肺癌中TGF-β1
的高水平表达与微血管密度增加相关, 二者均

提示患者预后差. 而在体内实验中应用TGF-β抗
体则可减少新生血管的生成. TGF-β还能诱导血

管内皮生长因子(vascular endothelial cell growth 
factor, VEGF)的表达间接刺激血管形成[20]. 另外

TGF-β诱导金属蛋白酶表达, 抑制金属蛋白酶组

织抑制剂的产生, 从而形成富含蛋白酶的微环

境以利于内皮细胞的迁移.
3.4 抑制宿主免疫系统杀伤肿瘤细胞 TGF-β是

■创新盘点
本文详细阐述了
TGF-β促进肿瘤
浸润转移机制: 诱
导肿瘤周围的基
质环境改变; 诱导
上皮细胞-间充质
转化; 促血管新生
和抑制宿主免疫
系统杀伤肿瘤细
胞. 加深了读者对
TGF-β在肿瘤发
生、发展中的双
重作用的理解.
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 很强的免疫抑制因子, 通过抑制宿主免疫系统

杀伤肿瘤细胞, 促进肿瘤的发生、侵袭和转移. 
其机制有: TGF-β对白介素2(IL-2)诱导的T淋巴

细胞增殖和活化起负调控作用; 抑制细胞毒性T
淋巴细胞(CTL, 包括肿瘤浸润淋巴细胞即TIL细
胞)、自然杀伤细胞(NK)和淋巴因子激活杀伤

细胞(LAK)的杀伤活性; 增加CD8抑制性T细胞

的产生; 阻止免疫球蛋白的合成; 抑制干扰素诱

导的MHCⅡ类抗原表达, 阻止CTL对肿瘤细胞

的识别[21]. 实验研究也证实了TGF-β在肿瘤逃避

免疫监视方面发挥重要作用. 早期研究发现一

种具有强免疫原性的紫外线诱导的肿瘤细胞系, 
转染了TGF-β质粒后, 无论在体内还是体外均无

法刺激CTL的应答. 近期有研究显示, 向表达T
细胞靶向显负性TβRⅡ的转基因鼠体内注入高

转移性肿瘤细胞, 会刺激肿瘤特异性CTL的产生

而抑制瘤体的形成[22]. 同样, 将转染表达显负性

TβRⅡ逆转录病毒的骨髓干细胞移植入小鼠体

内后, 注入此种小鼠体内的肿瘤细胞生长受到

抑制[23]. 

4  展望

在TGF-β被单独分离出来25 a后的今天, 对于

TGF-β在肿瘤中的角色的研究主要围绕着其在

肿瘤发生、发展中具有的双重作用, 即癌变早

期TGF-β作为抑癌因子出现, 而在癌症晚期通过

自分泌(作用于癌细胞本身)和旁分泌(作用于癌

细胞周围的微环境)方式刺激肿瘤浸润转移. 但
是这种转换的分子生物学机制尚待进一步研究, 
这对于TGF-β在肿瘤防治方面的研究是必不可

少的.
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■同行评价
转化生长因子与
肿瘤的相互关系
的研究已有较多
的报道, 主要的研
究内容为对肿瘤
的抑制作用, 本综
述从另一角度描
述了转化生长因
子对肿瘤生长的
促进作用, 有一定
的新意, 对科研有
一定的指导作用.
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2007 中华肝胆胰脾外科 ( 国际 ) 学术论坛征文通知

本刊讯 “2007中华肝胆胰脾外科(国际)论坛”应澳门特区外科学会的盛情邀请于2007-04-13/16在澳门举办, 
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1 征文内容

(1)肝癌诊断及外科与综合治疗: 新诊断技术-可切除与否的界定-综合治疗与序贯化思路-对复发转移的研究进

展-微创技术实际应用的可能性; (2)医源性胆管损伤的预防-胆管下端功能状态对修复及重建的影响-肝胆管结

石外科治疗的新经验-肝门胆管癌根治性切除的实施与效果; (3)胰腺炎-重症急性、出血坏死性、“凶险性”-

治疗中早期复苏的策略与实施-相关并发症的预防和处理; (4)胰腺癌-早期诊断的思路与进展-根治术在当前的

含义和尺度-术前减黄与并发症的处理; (5)脾功能研究进展-保脾和切脾含义和抉择-PH时单纯切脾的指征与价

值; (6)肝移植-应用指征的决策-供肝切取与保存-技术性与非技术性并发症-再移植-远期存活的努力.
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摘要
肾是重症急性胰腺炎(S A P)最常受累的胰
外器官之一, 文献报道SAP并发肾损害高达
53.9%, 如进展为急性肾衰(ARF)则病死率高
达50%. ARF是SAP独立的死亡危险因素. 近
年的研究表明, SAP肾损害与SAP时大量产
生的细胞因子和炎症介质(IL-1, IL-6, IL-8, 
IL-10, PAF, TNF, ET)等引起组织损伤和微循
环障碍有关. SAP时肾及肾周间隙可出现包括
肾周脂肪线等影像学异常, 以及明显的肾组
织学变化. 细胞因子和炎症介质拮抗剂的应
用是防治SAP肾损害的新进展. 

关键词: 胰腺炎; 肾损害; 发病机制; 影像学; 病理组

织学; 治疗

王国品. 重症急性胰腺炎时肾损害的研究进展. 世界华人消化杂

志  2006;14(25):2542-2545
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0  引言

重症急性胰腺炎(SAP)是指急性胰腺炎(AP)伴
有其他器官功能不全和(或)局部并发症. 胰外器

官的损伤甚至功能衰竭主要累及肺、肾、心、

肝、脑、胃肠道等 ;  局部并发症包括胰腺坏

死、假性囊肿和脓肿. SAP预后凶险, 最近文献

报告的病死率仍在20%-30%[1], 并发肾、肺等胰

外器官损害是SAP死亡的主要原因, 如并发多

器官衰竭, 则病死率高达50%. 

1 SAP时的肾损害

由于局部炎症的侵袭、毒素、胰酶、各种炎

症介质和细胞因子的作用, 使肾脏成为SAP时
最常受累的胰外器官之一. 文献报道SAP并发

肾损害高达53.9%, 并发急性肾衰(ARF)达23%, 
其病死率高达50%[2-3]. Ljutic et al [4]回顾性分析

了554例AP患者, 并发ARF者的病死率达58%, 
且患者均具有较高的Ranson评分. Kes et al [5]研

究了563例AP患者, 14%发生ARF, 其中68.4%的

ARF发生前已有多器官衰竭, 仅8.9%的ARF为
首先发生衰竭的器官, ARF与AP的严重程度有

关, 需要肾替代疗法的ARF患者预后更差, ARF
组的病死率达74.7%, 而肾功能正常组的病死率

仅7.4%. Company et al [6]的结果显示, SAP时ARF
的发生率为35.8%, 而死亡组的ARF发生率高达

71.4%, 存活组仅为19.5%. ARF是AP独立的死

亡危险因素, 其优势比(odds ratio, OR )为10(P  = 
0.009), 而呼吸衰竭的OR为7.086(P  = 0.017).

2 SAP肾损害的机制

SAP并发肾损害的机制尚未完全明了. 肾脏的

血供十分丰富, 是SAP早期休克最易受累的靶

器官. 胰腺出血坏死、大量液体渗出、血容量

锐减、血压下降, 从而导致肾缺血、肾小球滤

过率降低, 临床出现少尿. 另外, 胰酶产生的蛋

白分解产物, 成为肾毒性物质, 加重了肾功能障

碍. 过去, 常从以下3个方面来解释SAP的肾损

害[7-8]: (1)胰源性肾毒性, 即胰蛋白酶活性肽释

放酶-激肽系统的产物所致; (2)肾内血流动力学

失控: Greenstein et al [8]认为, SAP患者的活性蛋

白酶可显著激活肾素-血管紧张素系统, 对肾血

管系统强烈作用造成肾血管阻力增高, 组织形

态学的研究已证实, SAP时存在肾微循环障碍, 
而微循环障碍是导致胰腺炎症进展、出血坏死, 
以及胰外重要器官损害的病理生理基础[9]; (3)
高尿酸血症: 当血尿酸增高时, 可因尿中尿酸的

排量增多而损害肾脏.
实验研究表明, SAP早期即有细胞因子水

平的升高和肠道屏障的损害, 细胞因子通过损

害肠道屏障引起肠源性细菌和内毒素移位; 同
时, 肠源性细菌和内毒素移位又促进细胞因子

的大量释放, 加重肠黏膜屏障本身的损害, 造成

恶性循环, 引起全身性炎症反应和多器官功能

衰竭[10]. 临床观察发现, AP患者74.6%有内毒素

血症, 患者血浆内毒素结合蛋白、内毒素受体
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水平均升高, 而血浆内毒素抑制物水平却明显

降低, 重症患者这一变化更为显著[11]. 近年来, 已
经认识到SAP时大量产生的细胞因子和炎症介

质在SAP肾损害中的重要作用[12-13]. SAP早期内

毒素血症、细菌易位及其导致的体内单核巨噬

细胞、中性粒细胞、淋巴细胞产生多种细胞因

子和炎症介质, 如肿瘤坏死因子(TNF-α)、血小

板活化因子(PAF)、白细胞介素1(IL-1)、IL-6、
IL-8、IL-10等, 引起全身性炎症反应及肾组织充

血、水肿、肾小管上皮细胞坏死脱落. 同时, 内
毒素又是内皮素(ET)最强烈的刺激剂, 大量产生

的ET使肾动、静脉和直小血管强烈收缩, 是导

致SAP肾损害的重要原因.
I L-1对SA P炎性反应具有放大和调节作用; 

IL-6主要参与脓毒症时机体的急性相反应, 包括

发热、白细胞增多、血管通透性增加等, 其水平与

AP的严重程度和并发症的发生率呈正相关[14], 新
近的研究显示IL-6可用于并发症的早期评估[15]; 
IL-8通过其受体促使中性粒细胞黏附于内皮细

胞, 对中性粒细胞产生强大的趋化性和激活作

用, 产生氧自由基和各种酶类, 造成组织损伤. 尚
能破坏血管内皮的完整性, 增加其通透性, SAP
有并发症者I L-8水平明显高于无并发症者 [16]; 
TNF-α在SAP发展过程中起重要作用, 他可诱导

IL-1β和IL-6的产生, 并作用内皮细胞使其血栓

调节蛋白活性降低, 加重肾缺血和形成血栓, 还
能激活炎症细胞和NO与氧自由基释放, 直接造

成肾组织损害. 目前已知PAF是SAP发生与发展

过程中重要的炎症介质, 且与并发症的发生率和

病死率有明显关系. PAF的大量释放及其直接和

间接的系统性反应构成了全身性炎症反应综合

症, 并造成了循环系统的功能障碍, 从而导致AP
特征性的多器官功能衰竭[17]. 有实验表明, PAF
参与肾和肝细胞的凋亡与坏死, 从而引起肝、

肾的组织损伤[18]; ET是迄今发现的最强烈的血

管收缩因子, 他在血中水平升高, 将强烈地收缩

中、小动脉, 尤其是肾动、静脉. 目前, 已知肾小

球、肾血管、近曲小管以及系膜细胞上都有高

密度ET受体[19], ET与这些受体结合将大大降低

肾血流量, 造成肾脏缺血、坏死、功能障碍甚至

衰竭. 血栓素A2(TXA2)是强烈的血小板凝集剂

和血管收缩剂, 可造成微循环障碍, 导致胰腺、

肾脏缺血、坏死. 在大鼠SAP模型中研究显示, 
SAP时血浆及肾组织中TXA2水平明显增高, 与
肾损害的严重程度密切相关, 且可被TXA2合成

酶抑制剂ozagrel所阻断[20].

SAP肾损害与肾小管细胞凋亡有关. Takase 
et al [21]研究发现, 在诱发实验性SAP 6 h后, SAP
大鼠肾小管细胞出现凋亡, 将SAP大鼠产生的腹

水注射到健康大鼠腹腔, 也导致肾小管细胞的

凋亡. 内毒素和TNF-α均可诱导肾小管细胞凋

亡. 细胞凋亡是受基因调控的, bcl- 2是重要的凋

亡抑制基因, 而bax则促进细胞凋亡. 实验研究显

示, SAP时bax在肾小球和肾小管的表达均明显

上升, 且随病程延长而逐渐增高, bcl- 2/bax比值

逐渐下降, 细胞凋亡逐渐增加[22]. 因此, SAP时可

能通过上调bax表达并下调bcl- 2表达引起肾细

胞凋亡, 从而导致肾损害.

3  SAP肾及肾周间隙的影像学改变

Mortele et al[23]用螺旋CT研究了SAP患者肾及肾

周的受累情况, 影像学的异常包括肾周脂肪线

(stranding of perirenal fat)、肾周液体积聚、输

尿管受侵、肾静脉血栓形成、肾实质异常等. 
肾周脂肪线即肾周脂肪内明显衰减的线形或曲

线形结构, 37例出现肾周脂肪线的患者中26例
为双侧肾周受累. 肾周脂肪线的出现与胰腺炎

严重程度相关[23]. 根据胰腺炎的严重程度(轻、

中、重), 肾周脂肪线出现率在右侧分别为8.5%, 
32.9%, 61.2%, 左侧分别为10.2%, 42.7%, 72.3%. 
肾周和被膜下液体积聚在右侧分别为1.7%, 
6.1%, 5.6%, 左侧分别为0, 6.1%, 11.1%. 肾血管

异常包括肾静脉狭窄、肾周静脉曲张、肾静脉

血栓形成, 由于弥漫炎症性病变对肾动脉形成

的压力, 肾实质出现不对称强化. 肾集合系统异

常主要见于大囊肿压迫致远端输尿管不全梗阻

或近端输尿管被肾周囊肿包绕.

4  SAP肾损害的组织学改变

大体标本: 动物实验发现SAP大鼠肾明显充血、

水肿, 伴有散在出血点[24]. 光镜检查: 肾小管细

胞肿胀, 部分坏死, 肾小管内有大量管型形成. 
从病变时间观察, SAP大鼠在术后24 h, 肾小管

上皮水肿, 肾间质炎细胞浸润; 术后48 h可见肾

小管上皮细胞肿胀、部分坏死, 肾小管内有大

量管型形成. 电镜观察: 肾近曲小管线粒体肿

胀、内嵴不清及空泡化, 次级溶酶体增多, 内质

网扩张, 腔面大部分微绒毛因脱落而减少, 排列

紊乱[25]. 进一步的研究发现, 在胰腺炎造模术后

12 h肾脏肿胀, 表明点状出血; 术后48 h整个肾

脏体积增大, 呈暗紫色. 光镜观察: 6 h肾小球未

见明显改变, 肾近曲小管上皮细胞普遍呈明显

■创新盘点
关于SAP肾损害
的 研 究 资 料 不
多. 本文较详细地
阐述了SAP时肾
损害的机制、肾
及肾周影像学变
化、病理组织学
改变并指出SAP
肾损害的防治重
点是改善肾微循
环、清除和抑制
炎症介质和细胞
因子. 
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的水样变性, 胞质疏松, 染色变浅, 部分肾小管

上皮细胞坏死、脱落, 阻塞管腔; 术后12 h, 肾
近曲小管上皮细胞变性、坏死、核固缩, 胞质

红染, 部分肾小管管腔内可见蛋白管型; 术后24 
h, 肾小球严重淤血, 肾小管内充填红细胞管型, 
滤过膜受损. 电镜观察: 术后3和6 h可见肾小球

毛细血管腔内血小板聚集、变形, 伸出伪足, 部
分足细胞的足突局部融合; 6 h还可见肾间质血

管明显扩张充血, 管腔内堵满红细胞及变形的

血小板; 12 h可见肾小球毛细血管腔内红细胞

淤积, 血小板变形圆化, 伸出伪足, 并黏附于血

管内皮细胞, 基底膜不均匀增厚; 24 h可见肾小

球毛细血管腔内更多的血小板聚集, 此外还可

见纤维素析出, 基底膜局部增厚, 间质血管内可

见新鲜血栓形成[26].

5  SAP肾损害的治疗

SAP时应积极防治肾损害的发生, 避免使用一

切可能引起肾实质损害的药物. 临床上早期积

极扩容是预防肾功能衰竭的重要措施之一. 纠
正水、电解质失衡, 试用血管扩张剂, 在补足

血容量的前提下使用利尿剂等. 高渗盐水可提

高血容量、改善微循环和血液动力学、减轻

血管内皮细胞肿胀、减少组织器官淤血水肿. 
Oreopoulos et al [27]的研究表明, 高渗盐水能通过

抑制巨噬细胞来调节促炎因子和抗炎因子之间

的平衡, 减轻SAP时的全身性炎症反应. 一旦进

展到肾功能衰竭, 则血液净化是其主要的治疗

手段, 包括血液透析、腹膜透析、连续性动静

脉血液滤过(CRRT)等, CRRT通透性和吸附能力

强, 可持续滤过和吸附各种中大分子的细胞因

子和炎症介质, 如TNF-α, IL-1, 心肌坏死因子、

前列腺素、血栓素等. 新近报道高容量的CRRT
清除TNF-α的作用强, 能更有效的清除血液中的

细胞因子和炎症介质[28].
SAP并发器官功能障碍及死亡与早期的全

身性炎症反应有关[29], 近年来, 已经发现使用细

胞因子和炎症介质的抑制剂治疗, 能减轻胰腺

病变的严重程度, 降低并发症的发生率和病死

率. 如用抗TNF-α抗体实施阻断能降低TNF-α
水平, 减轻胰腺病变和胰腺炎的严重程度, 降
低实验动物的死亡率. 临床与实验研究均显示, 
PAF的拮抗剂能明显降低SAP的全身性炎症反

应以及SAP患者器官功能不全的发生率和病死

率[30-31]. 动物实验研究证实, ET受体拮抗剂能显

著改善SAP大鼠的微循环、稳定毛细血管渗透

性、改善肾功能[32-33]. SAP时早期应用生长抑素有

预防肾损害的作用, 生长抑素治疗后SAP早期的

内毒素、TNF-α、IL-1β、IL-6等水平明显减低, 
肾间质和肾小球出血水肿等病理变化减轻[24]. 生
长抑素和生长激素能明显降低SAP炎症介质的过

度释放, 减轻全身性炎症反应, 抑制肾组织的炎症

反应, 对SAP肾损害有重要保护作用[34]; 并能减少

并发症, 提高生存率[35].
中药对SAP及其胰外器官损害有较好的防

治作用. 有文献报道生大黄在治疗急性胰腺炎

时能抑制PAF, TNF-α, IL等多种细胞因子, 并能

抑制肠道的细菌易位[36]. 清胰汤能促进肠道内毒

素的排泄, 减轻内毒素血症, 抑制内毒素对全身

器官、组织的损伤[37]. 大承气汤和活血清胰汤具

有通理攻下、活血化淤和清热解毒作用, 能抑

制胰酶活性和PAF的释放, 减少有毒物质吸收, 
促进肠道功能恢复, 改善器官微循环, 对实验性

SAP的胰外器官有保护作用[38]. 
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■同行评价
SAP肾损害的研
究不多, 本文题目
明确 ,  内容合理 , 
条理清楚, 对指导
SAP肾损害的研
究有一定价值和
意义. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of vascular 
endothelial growth factor (VEGF) in human 
gastric cell line MKN28 in vitro, and identify 
whether exogenous prostaglandin E2 (PGE2) can 
increase the expression of VEGF.

METHODS: Human gastric cell line MKN28 
was culture in vitro and then treated with 0.1, 
1, 5, and 10 μmol/L PGE2 for 3 h. Real-time 
polymerase chain reaction (PCR) and Western 
blot were used to detect the expression of VEGF 
mRNA and protein, respectively.

RESULTS: The transcription of VEGF mRNA 
increased in a dose-dependent manner after 
PGE2 treatment, and the difference between the 

groups of 0.1, 1, 5, 10 μmol/L PGE2 treatment 
and the control group had statistical significanc-
es (0.67 ± 0.093, 0.74 ± 0.13, 0.87 ± 0.07, 1.49 ± 0.15 
vs 0.42 ± 0.10, P < 0.05 or P < 0.01). PGE2 also up-
regulated the expression of VEGF protein in a 
dose-dependent manner, and except 0.1 μmol/L 
PGE2 treatment group, the difference between 
the groups of 1, 5, 10 μmol/L PGE2 treatment 
and the control group had statistical signifi-
cances (51.02 ± 2.16, 66.69 ± 9.85, 136.49 ± 6.89 vs 
26.87 ± 3.98, P < 0.05 or P < 0.01).

CONCLUSION: PGE 2 can promote VEGF 
mRNA transcription and protein expression in 
human gastric cancer cell line MKN28.

Key Words: Exogenous prostaglandin E2; Vascular 
endothelial growth factor; mRNA Transcription; 
Protein expression

Xiao WM, Shi RH, Ding YB, Wu J, Tong JD, Yan 
ZG. Effects of prostaglandin E2 on expression of 
vascular endothelial growth factor in human gastric 
cancer cell line MKN28. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 观察前列腺素E2 (PGE2)对胃癌MKN28
细胞血管内皮生长因子(VEGF) mRNA转录、

蛋白表达水平的影响. 

方法: 对胃癌MKN28细胞分别给予0.1, 1, 5, 
10 μmol/L浓度的PGE2处理3 h, 分别以实时
PCR, Western blot检测VEGF mRNA转录水平
及VEGF蛋白表达水平的变化. 

结果: 胃癌MKN28细胞经用不同浓度的PGE2

作用3 h, VEGF mRNA表达呈剂量依赖性增
加, 其表达在PGE2浓度为0.1, 1, 5, 10 μmol/L
时与对照组之间的差异均有统计学意义(0.67
±0.093, 0.74±0.13, 0.87±0.07, 1.49±0.15 
vs  0.42±0.10, P <0.05或P <0.01). VEGF蛋白
表达量与P G E2浓度存在正相关 ,  其表达在
PGE2浓度为1, 5, 10 μmol/L组与对照组之间
的差异均有统计学意义(51.02±2.16, 66.69±
9.85, 136.49±6.89 vs  26.87±3.98, P <0.05或

®

■背景资料
胃癌是消化道最
常见的恶性肿瘤, 
其发病率和死亡
率居我国恶性肿
瘤之首 ,  5 a存活
率 很 低 .  因 此 寻
找一种新的、有
效的胃癌化学预
防、治疗方案成
为令人瞩目的课
题. 近年来COX-2
及其产物PGE2在
促肿瘤血管生成
方面的作用受到
研究者的关注.
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P <0.01).

结论: 外源性PGE2可显著增加胃癌MKN28细
胞VEGF的表达.

关键词: 前列腺素E2; 血管内皮生长因子; mRNA转

录; 蛋白表达
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0  引言

环氧化酶-2 (cyclooxygenase-2, COX-2)是一种诱

导酶, 在细胞受到各种刺激时, 如组织损伤、炎

症或细胞恶性转化时表达增强. 近年来大量的

研究已表明, COX-2与胃癌的发生和进展高度相

关. COX-2促进恶性肿瘤发生的主要作用机制之

一是通过其重要产物前列腺素E2 (prostaglandin 
E2, PGE2) 而实现的, PGE2能够增加癌细胞与基

质的黏附, 促进黏附分子表达, 激活细胞骨架系

统, 促进新生血管形成并进而促进肿瘤浸润和

转移[1-2]. 研究还表明PGE2可上调血管内皮生长

因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)等
血管生成因子的表达, 进而参与肿瘤的新生血

管生成[3-4]. 我们探讨不同浓度的外源性的PGE2

对胃癌MKN28细胞VEGF mRNA和VEGF蛋白

的表达的影响, 以进一步阐明COX-2在胃癌发

生、发展中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM-F12培养基(GIBCO), 胎牛血清

(Life Technologies), TRIzol Reagent RNA抽提试

剂盒(Invitrogen公司), RNase抑制剂(Promega公
司), RNA Master SYBR Green I kit (Roche公司), 
DEPC (Promega公司), 荧光定量PCR仪(Roche 
公司), DNA Marker (DL2000) (TaKaRa公司), 丙
烯酰胺、亚甲双丙烯酰胺、SDS、β-巯基乙醇

(Sigma公司, 北京夏斯生物技术公司分装), 牛血

清白蛋白(Sigma公司), PGE2 (Calbiochem公司), 
β-actin多抗(Santa Cruz公司), VEGF多抗、羊抗

兔二抗(Santa Cruz公司), 其他试剂为进口分装

或国产分析纯.
1.2 方法 将MKN28胃癌细胞株(上海瑞金医院消

化科惠赠)在DMEM-F12培养基(含100 mL/L胎
牛血清, 青霉素100 kU/L, 链霉素100 kU/L, 无
菌状态下抽滤)中37℃, 50 mL/L CO2及饱和湿

度培养. MKN28胃癌细胞株依PGE2浓度分成不

同的处理组, PGE2作用浓度分别为0.1 μmol/L, 
1 μmol/L, 5 μmol/L, 10 μmol/L, 作用3 h后收

集细胞分别进行Real-Time PCR, Western blot检
测. 不加PGE2处理的设为对照组.
1.2.1 VEGF mRNA的测定 收集细胞, 加入1 mL 
TRIzol试剂提取总RNA, 用紫外分光光度仪测定

其浓度和纯度, 并用12 g/L甲醛变性琼脂糖凝胶

电泳鉴定总RNA的完整性. 取总RNA (500 mg/L) 
1 μL在Lightcycler仪器上进行Real-Time PCR, 
反应程序:  61℃逆转录20 m i n, 95℃预变性

2 min, 然后进入循环: 95℃变性5 s, 58℃退火

5 min, 72℃延伸13 s, 30个循环. 逐渐降温至

30℃. 在每个循环末80℃时进行实时荧光检测. 
应用Primer Premier 5.0和Oligo 6设计PCR扩增

引物. VEGF引物为: 5'-CCTGGTGGACATCTT
CCAGGAGTACC-3'和5'-GAAGCTCATCTCT
CCTATGTGCTGGC-3'; 设内参照GAPDH的引

物为: 5'-CACCATCTTCCAGGAGCGAG-3'和
5'-TCACGCCACAGTTTCCCGGA-3'. 取扩增

产物在15 g/L琼脂糖凝胶上电泳, 然后在High 
Performance Ultraviolet Transilluminator (UVP)
凝胶成像系统上扫描, 并分析结果. 采用瑞士

Roche公司的定量分析系统进行相对定量, 用
GAPDH的Ct值与VEGF基因Ct值的比值代表该

基因在每份样本中的相对含量. 
1.2.2 Western blot检测VEGF的蛋白的表达 收集

细胞, 细胞裂解液裂解细胞, 制备总蛋白, 使最

终上样总蛋白为40 μg, 进行100 g/L SDS-PAGE
蛋白电泳(100 V恒压电泳2-2.5 h), 电泳完毕后

以湿转移的方法(288 mA, 88 min)将分离的蛋

白条带转移至硝酸纤维素膜上. 将转膜后的胶用

考马斯亮蓝染液37℃染色并观察转膜效率. 使用

50 g/L脱脂牛奶37℃封闭孵育1 h, 加入1∶200
稀释的VEGF多抗, 4℃摇动下过夜, 洗膜, 加入

含1∶2000稀释的过氧化物酶联二抗, 37℃摇动

孵育2 h, 洗膜, 用ECL化学发光法显影. 以小鼠

抗人β-actin抗体作为一抗进行Western blot检测, 
作为判断结果的内参照. 显影之后根据Western 
blot彩色标准电泳指示条带(marker)中的位置, 
分析所测电泳条带的性质. 电泳条带经Image J
软件处理, 进行各实验组条带与对照组条带面

积灰度值分析, 目的条带与内参照条带的比值

代表目的蛋白的表达水平.
统计学处理 应用SPSS 10.0软件包分析处

理, 数据用以mean±SD表示, 两组数据比较采用

■研发前沿
COX-2, PGE2在
肿瘤血管生成作
用机制的研究成
了肿瘤研究领域
一个热点. VEGF
是 肿 瘤 血 管 形
成的关键驱动因
子 ,  和 肿 瘤 的 发
生、发展密切相
关. COX-2诱导肿
瘤血管生成的机
制之一可能是通
过其催化合成的
PGE 2上调VEGF
等血管生成因子
有关.
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t检验. P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 Real-Time PCR结果 Real-Time PCR扩增产物

的电泳结果显示: VEGF片段长度在100-250 bp
之间, GAPDH片段长度在250-500 bp之间, 符
合设计的长度(图1A). 经PGE2作用3 h, VEGF 
mRNA目的条带灰度随PGE2浓度的增高而逐渐

增强. 用内参照条带与目的基因条带的比值进

行分析, 结果显示VEGF mRNA的表达在PGE2浓

度为0.1 µmol/L, 1 µmol/L, 5 µmol/L, 10 µmol/
L处理组与对照组之间的差异均有统计学意义

(0.67±0.093 vs  0.42±0.10, P <0.05; 0.74±0.13, 
0.87±0.07, 1.49±0.15 vs  0.42±0.10, P <0.01), 
说明经PGE2作用3 h, VEGF mRNA表达呈剂量

依赖性增加, PGE2在转录水平影响VEGF的表达

(图1B). 
2.2 Western blot结果 胃癌MKN28细胞中可检测

到较弱的VEGF蛋白水平表达, 经PGE2作用3 h, 
VEGF蛋白条带灰度逐渐增强, 用目的条带与内

参照条带的比值代表目的蛋白的表达水平进行

分析, 结果显示VEGF蛋白表达量与PGE2浓度存

在正相关(图2). VEGF蛋白表达在PGE2浓度为

1 μmol/L, 5 μmol/L, 10 μmol/L组与对照组之

间的差异均有统计学意义(51.02±2.16 vs  26.87
±3.98 P <0.05; 66.69±9.85, 136.49±6.89 vs  
26.87±3.98, P <0.01), PGE2浓度为0.1 μmol/L时, 
VEGF蛋白表达量也增加, 但无统计学意义.

3  讨论

胃癌在我国是高发的恶性肿瘤之一, 其死亡率

在所有恶性肿瘤中居第一位, 严重危害人民身

体健康. 近年来通过对COX-2在胃癌组织中表达

的检测以及流行病学、细胞学实验、动物学实

验等大量的研究已证实, COX-2与胃癌的发生

和进展高度相关, COX-2在胃癌中呈高表达, 而
且其表达水平和淋巴结转移、肿瘤分期存在高

度的相关性[5]. 已有的研究结果提示COX-2催化

合成的前列腺素(PG)如前列腺素E2 (PGE2)有促

进癌症发生、发展的作用[4,6], 同时COX-2抑制

剂通过减少PG的生成而具有防治胃癌、结肠癌

等实体瘤的作用[7-8], 但确切机制不详. 近年来研

究观察到PGE2具有促进肿瘤血管生成的作用, 
而COX-2抑制剂可抑制肿瘤血管的生成[9], 因而

对PGE2在肿瘤血管生成中作用机制的研究成了

肿瘤研究领域一个热点[10]. 在癌症发生、发展

的各个阶段均有血管新生过程. 癌细胞来源的

生长因子通过旁分泌途径刺激局部内皮细胞增

殖形成血管芽, 并向分泌这些生长因子的部位

(肿瘤)生长[11]. 肿瘤组织内的新生血管越丰富, 
肿瘤细胞生长越快、越容易发生血行转移. 因
此, 新生血管的形成在肿瘤的发生、发展过程

中起着极其重要的作用. 目前常采用微血管密

图  1  不同浓度的PGE2作用MKN28细胞的Real-Time PCR结
果. A: 电泳图; B: PGE2呈剂量依赖性促进VEGF mRNA的转

录. aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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图  2  不同浓度的PGE2作用MKN28细胞的Western blot检测. 
A: Western blot结果; B: PGE2呈剂量依赖性促进VEGF蛋白

的表达, aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

■创新盘点
本 研 究 以 胃 癌
MKN28细胞株作
为研究对象, 首次
证实PGE2对胃癌
细胞VEGFmRNA
转录、蛋白表达
水平的影响, 国内
尚缺乏这方面的
报道.
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度(microvessel density, MVD)来定量评估肿瘤

的新生血管. 不少研究发现, 随着肿瘤MVD的增

加, 肿瘤侵袭转移等恶性潜能也明显增加[12-13]. 
启动肿瘤血管新生的因子众多, 目前已知的血

管生成促进因子包括VEGF、血小板源生长因

子、转化生长因子、表皮细胞生长因子等. 其
中VEGF是第1个确定性状特点的血管特异生长

因子, 是最重要的血管形成促进因子, 在创伤和

大多数肿瘤(包括实体瘤和血液系统瘤)的生长

过程中高度表达, 为肿瘤细胞的生长和新生血

管网的建立提供营养, 并与肿瘤的转移、预后

相关[14].
在胃癌的发生、发展过程中, 同样涉及到

肿瘤新生血管的形成 ,  并与患者的预后密切

相关. 研究[15-17]发现在胃癌组织中COX-2的表

达、P G E2的含量和M V D存在高度的相关性, 
COX-2表达与VEGF表达也显著相关, COX-2与
VEGF-C表达水平并与淋巴结转移相关. 我们认

为COX-2促肿瘤血管形成可能是通过PGE2促进

胃癌组织VEGF等相关基因表达来实现的. PGE2

可刺激实体肿瘤中新生血管的产生, 从而促进

肿瘤生长, 增加肿瘤转移的机率. 研究者在细胞

水平上已证明PGE2可促进小鼠巨噬细胞和结肠

癌细胞的VEGF表达增加[18-19]. Huang et al [20]也

证实, COX-2质粒转染可增加HIF-1a (hypoxia-
inducible factor-1a)及VEGF在胃癌AGS细胞

株中表达, 从而增加胃癌细胞向远处转移的机

率, 选择性COX-2抑制剂NS398可以通过抑制

C O X-2酶活性, 减少P G E2产生而抑制这一过

程. 本项研究检测了人胃癌MKN28细胞VEGF 
mRNA转录、蛋白表达的水平以及PGE2对胃癌

MKN28细胞VEGF表达的影响. 研究结果显示, 
PGE2可正向调节胃癌MKN28细胞VEGF mRNA
转录水平及VEGF蛋白表达. Real-Time PCR结果

显示, 随PGE2作用浓度的增加, VEGF mRNA转

录水平也明显增加. Western blot实验结果进一

步显示, PGE2作用后, VEGF蛋白表达水平明显

增加, 且蛋白表达水平与PGE2浓度呈正相关. 提
示PGE2可以通过增加VEGF表达, 促进肿瘤新生

血管的生成, 进一步增加肿瘤转移的机率.
由此可见 ,  在肿瘤的转移和侵袭过程中 , 

COX-2/PGE2增加肿瘤细胞中的VEGF表达是其

中重要的一环. COX-2/PGE2可通过增加VEGF
表达, 增加实体肿瘤中MVD, 扩大肿瘤组织的营

养来源, 给肿瘤细胞提供充足的营养条件, 进而

促进肿瘤细胞增殖; 高表达的VEGF还可刺激局

部血管或淋巴管增殖, 增加肿瘤细胞转移的机

率. 这可能是COX-2诱导肿瘤血管生成的机制之

一, 提示COX-2抑制剂可抑制VEGF表达和肿瘤

血管生成, 这为临床应用COX-2抑制剂抗胃癌血

管生成提供了理论依据. 
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■同行评价
本课题以胃癌细
胞株为研究对象, 
研究前列腺素E 2

对其VEGF转录及
表达的影响, 实验
设计合理, 方法学
可靠, 结果显示前
列腺素E 2能增加
VEGF转录及表达
水平, 且与剂量正
相关, 对于进一步
阐明COX在胃癌
发生、发展中的
作用具有一定意
义.

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2006年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

中国中西医结合学会第九次全国中西医结合
影像学术交流大会

本刊讯 兹定于2007-05-10/14, 在泰安市泰山饭店召开中国中西医结合学会影像学专业委员会第九次学术会

议暨全国中西医结合影像诊断与研究学习班. 欢迎相关领域研究人员、医师与会交流经验. 现将有关征文事项

通知如下:

1 征文内容及类别

大会征集内容包括: (1)中西医结合影像学的基础与临床应用研究; (2)影像学(包括X线、CT、MRI、USG及核

素等)的临床应用; (3)介入技术的临床应用; (4)其他传统医学, 如针灸等方面的影像学研究及有关信息的交流; 

(5)影像学最新进展介绍及有关信息的发布. 文章内容可涉及: 有创新意义的实验研究、临床论著、综述、技

术交流、经验介绍及临床病例报告、短篇、个案等.

2 征文要求

来稿请寄3000字左右全文及300字左右摘要各一份, 统一用A4纸打印并附3.5寸Word文档软盘(发E-mail者可不

交软盘). 软盘文件名或E-mail的主题请注明“中西医影像学术会议征文”; 来稿必须附单位介绍信, 注明论文

作者署名无争议、不涉及保密、无一稿多投. 已在全国公开发行的刊物上发表的论文不再采用; 稿件请自留底

稿, 概不退稿.

3 联系方式及截止日期

山东省济南市文化西路42号《中国中西医结合影像学杂志》编辑部. 邮编: 250011; 电话: 0531-82950414-6689; 

E-mail: yxbjb@163.com; 1jb@sdzydfy.com. 2006-12-30截止收稿, 以当地邮戳为准.

    

4 其他

大会同期将举办国家级继续教育项目: 中国中西医结合影像学诊断与研究学习班. 届时将邀请国内知名专家前

来讲学, 并授予国家级继续教育学分.
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的表达及对HBV DNA复制的影响
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Retrovirus-mediated 
expression of dual-target 
antisense RNA in liver cells 
of transgenic mice and its 
influence on replication of 
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Abstract
AIM: To detect the expression of X and P region 
dual-target antisense RNA of hepatitis B virus 
(HBV) mediated by ratroviral vector in the liver 
cells of transgenic mice and its effect on the 
replication of HBV DNA.

METHODS: The recombinant retroviral vector 
plasmids expressing dual-target antisense RNA 
complementary to HBV X and P region were 
constructed and then injected into the trans-
genic mice. The experimental mice were divided 
into blank, pLXSN, pLXSN-asX, pLXSN-asP, 
pLXSN-asXP, and pLXSN-seXP group. The to-
tal RNA, extracted from the mice at the 8th wk, 
was reversely transcribed, and then the cDNA 
was amplified with polymerase chain reaction 
(PCR). Thereafter, agarose gel electrophoresis, 
sequencing analysis and fluorescent PCR were 

performed. The replication of HBV DNA was 
tested by fluorescence quantitative PCR.

RESULTS: The HBV dual-target antisense RNA 
was expressed in the liver cells of mice and with 
high efficiency. After 8 wk, the replications of 
HBV DNA (×105 copies/g) were 7.24 ± 1.62, 9.49 
± 3.34, 2.60 ± 1.13, 2.83 ± 1.67, 3.24 ± 0.45, 6.52 ± 
1.53 in blank, pLXSN, pLXSN-asX, pLXSN-asP, 
pLXSN-asXP and pLXSN-seXP group. The levels 
of HBV DNA were significantly higher in single- 
or dual-target antisense RNA groups than those 
in other groups (P < 0.05). However, there were 
no marked differences between control groups 
as well as between single-target and dual-target 
group (P > 0.05).

CONCLUSION: The hepatitis B virus dual-target 
antisense RNA can be expressed in the liver cells 
of transgenic mice with high efficiency, and it 
can inhibit the replication of HBV DNA in mice 
liver. However, there is no significant difference 
between single-target and dual-target RNA.

Key Words: Hepatitis B virus; Dual-target antisense 
RNA; Transgenic mice; HBV DNA
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Retrovirus-mediated expression of dual-target antisense 
RNA in liver cells of transgenic mice and its influence on 
replication of hepatitis B virus. Shijie Huaren Xiaohua 
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摘要
目的: 探讨逆转录病毒介导的乙型肝炎病毒
(HBV) X, P单、双靶区的反义RNA在乙型肝
炎转基因小鼠肝细胞中HBV复制的影响. 

方法: 构建表达HBV X, P双靶区正、反义
RNA的重组载体质粒, 与脂质体混合, 注入
小鼠体内, 第8周时取小鼠肝脏, 提取肝组织
总RNA, 进行逆转录, 将逆转录后的cDNA用
P C R扩增, 琼脂凝胶电泳和D N A测序定性, 
荧光聚合酶链反应定量; 提取肝组织基因组
DNA, 利用荧光聚合酶链反应定量测定HBV 
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■背景资料
反义RNA技术已
被证明是研究、

治疗病毒感染性
疾病、遗传性疾
病、肿瘤等多种
疾病的行之有效
的手段之一. 可针
对在疾病发生、

发 展 过 程 中 发
挥重要作用的生
长因子、受体、

关键酶、原癌基
因、抑癌基因或
凋亡相关基因, 通
过反义RNA 技术
特异性地进行结
合, 封闭或调节其
功能及产物表达, 
从而达到治疗目
的. 近年来, 体外
研究及动物实验
显示该方法具有
较大的临床应用
前景. 而且HBV是
一种高变异病毒, 
故容易产生耐药
现象, 如果能增加
反义RNA的结合
位点有可能对耐
药株起到抑制作
用.



DNA含量. 

结果: 经过PCR扩增, 琼脂凝胶电泳和DNA测
序定性, 荧光聚合酶链反应定量等方法检测
到小鼠肝脏内反义RNA得到高效表达; 8 wk
后, 对HBV DNA (×105 copies/g)的作用: 与
对照组相比(7.24±1.62), 空质粒组(9.49±
3.34)及正义RNA组(6.52±1.53)之间无明显差
异, 单(2.60±1.13, 2.83±1.67)、双靶区反义
RNA组(3.24±0.45)与对照组之间有明显差异
(P <0.05), 但单、双靶区反义RNA组间无明显
差异(P >0.05).

结论: 将脂质体包裹逆转录病毒载体(质粒)介
导的单、双靶区乙肝病毒反义RNA经iv导入
转基因小鼠细胞的方法可行; 反义RNA对乙
型肝炎病毒转基因小鼠有显著抗HBV复制作
用; 对转基因小鼠肝脏中HBV DNA的复制有
明显的抑制作用, 但单、双靶区反义RNA组
间无明显差异.

关键词: 乙型肝炎病毒; 反义RNA; 转基因小鼠; 

HBV DNA

张政, 席宏丽, 公维波, 李文刚, 于敏, 曾争, 徐小元. 逆转录病毒

介导双靶区反义RNA在转基因小鼠肝细胞中的表达及对HBV 

DNA复制的影响.  世界华人消化杂志  2006;14(25):2551-2555
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0  引言

乙型肝炎(HB)是严重危害我国人民身体健康的

传染病, 近年来发展起来的基因技术为治疗HB
提供了新途径[1-2]. 反义RNA是1980年代初发现

的一种自然调控基因, 他是一类能与特异mRNA
互补的小分子RNA, 通过其对mRNA的调控影

响相应基因的表达与复制[3], 从而达到基因治疗

的目的. 体外研究表明, 反义RNA在细胞水平上

具有明显的抗HBV复制和表达作用[1-2,4]. 但HBV
是高变异性病毒, 多靶位反义RNA可能会取得

更高的抑制效率, 有研究表明, 双靶区反义RNA
在体外有抗HBV的作用, 并且证明双靶区反义

RNA较单靶区反义RNA抑制HBV复制的作用

更强[5], 我们通过构建对HBV X, P区双靶区反义

RNA逆转录病毒载体, 与脂质体混合, 并将其注

入HBV转基因小鼠, 利用脂质体的组织靶向性, 
将逆转录病毒载体导入肝细胞, 研究反义RNA
在转基因小鼠肝细胞中的表达, 通过检测小鼠

肝细胞中HBV DNA含量来研究反义RNA对转

基因小鼠肝细胞内HBV复制的抑制作用. 
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1  材料和方法

1.1 材料 单、双靶区逆转录病毒载体质粒由本

室构建[6], 分别合成互补于HBV (ayw亚型)X区

核苷酸1400-1430 nt的X片段以及互补于HBV P 
区核苷酸2375-2405 nt的P片段的单靶区, 以及

X, P区正、反义双靶区载体质粒; 转基因鼠购自

广州空军医院[7], 血清HBsAg(+), HBV DNA(+), 
48只(体质量18-20 g), 雌雄各半; 脂质体购自

北京晶美公司; TRNzol试剂盒购自Invitrogen公
司; AMV, RNA酶抑制剂、Taq酶、Buffer液、

DNTPS等购自北京赛百胜公司; PCR仪、PCR荧
光定量仪为ABI5700型; SYBR Green荧光染料

购于北京天来生物医学科技公司; 引物序列由

北京赛百胜合成; DNA测序由北京奥科公司完

成; HBV DNA定量检测试剂盒购自广州达安基

因有限公司.
1.2 方法 

1.2.1 重组逆转录病毒载体的构建 [6] 据H B V 
(ayw)基因序列, 合成互补于HBV (ayw亚型)X区

核苷酸1400-1430 nt的X片段以及互补于HBV P
区核苷酸2375-2405 nt的P片段, X片段两端分

别含有SpeⅠ和Bam HⅠ酶切位点. P片段两端分

别含有AvrⅡ和BclⅠ酶切位点. 逆转录病毒载体

pLXSN用相同的限制性内切酶酶切后, 琼脂糖

凝胶电泳分离, 低溶点胶回收纯化大片段. 将X
片段或P片段与载体片段按3∶1摩尔浓度比混

匀, 分别正向、反向插入质粒的相应酶切位点. 
将连接物转化感受态JM109细菌, 铺于LB平板,
氨苄青霉素筛选, 37℃过夜, 挑取菌落, 扩增后

提取质粒, 经限制性内切酶分析筛选出正、反

向插入的重组质粒. 将表达X区和P区反义RNA
重组载体质粒分别命名为pLXSN-asX, pLXSN-
asP. 将表达X区和P区正义RNA重组载体质粒

分别命名为pLXSN-seX, pLXSN-seP. 将pLXSN-
asX和pLXSN-seX用AvrⅡ和BclⅠ酶切后正向、

反向插入P片段构建双靶区重组载体质粒. 将X, 
P双靶区反义RNA和正义RNA重组载体质粒分

别命名为pLXSN-asXP和pLXSN-seXP.
1.2.2 脂质体包裹逆转录病毒载体(质粒)的制备[8] 
脂质体(20 mmol/L)与50 g/L的葡萄糖按2∶3的
比例混匀. 将等体积的质粒(1 kg/L)迅速加入上

述溶液, 充分混匀, 室温下反应1 h后应用, 即脂

质体-质粒混合物. 
1.2.3 转染乙型肝炎转基因鼠[8] 将48只转基因鼠

随机分为6组, 每组8只(最后存活44只). 第1组为

blank组(注射50 g/L的葡萄糖的空白对照), 第

www.wjgnet.com

■研发前沿
反义技术作为分
子生物学的新型
抗 基 因 技 术 ,  目
前不仅广泛应用
于生理学、病理
学、药理学的基
础研究, 而且已成
为药物发展的新
兴 策 略 .  在 反 义
RNA基础上发展
的RNAi是目前研
究的热点. 目前亟
待解决的问题一
是没有一种满意
的乙肝动物模型, 
另外就是缺乏特
异性的肝脏导向
药物.
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2-6组分别为pLXSN(空白载体对照)、pLXSN-
asX(反义单靶区X组)、pLXSN-asP(反义单靶

区P组)、p L X S N-a s X P(反义双靶区X P组)、
pLXSN-seXP(正义双靶区XP组). 分别在1, 3, 
5 d经尾静脉给每只小鼠注射相应的脂质体-质
粒混合物200 µL, 空白对照注射50 g/L葡萄糖

200 µL. 于第8周取小鼠肝脏冷藏后备检. 
1.2.4 组织RNA的提取 取各小鼠部分肝组织称

质量后, 按照TRIzol说明书进行准备和操作. 
1.2.5 RNA的逆转录 根据逆转录病毒载体的目

的基因片段碱基顺序利用Primer 5软件设计引

物(引物序列见1.2.6). 取10 µg RNA, 将RNA、

引物(各组均取上游引物)、AMV、RNA酶抑

制剂、dNTP、Buffer液加入一个反应体系中, 
42℃ 60 min, 94℃ 5 min终止反应. 
1.2.6 cDNA的PCR扩增 由于质粒pLXSN-asX和

pLXSN-asP插入片段分别只有30 bp, 故设计引

物一端与插入片段互补, 一端与载体互补; 质粒

pLXSN-asXP和pLXSN-seXP引物一端与X片段

互补, 一端与P片段互补. 引物序列: pLXSN-asX
组: sense: 5'CTGTACTAGTACGTAAACAAA
GGA3', antisense: 5'GCGGGACTATGGTTGC
TGAC3'; pLXSN-asP组: sense: 5'CGAGGGAG
TTCTTCTTCTGA3', antisense: 5'TCTGTTGT
GCCCAGTCATAG3'; pLXSN-asXP组: sense: 
5'CTAGTACGTAAACAAAGGAC3', antisense: 
5'CAGAAGAAGAACTCCCTC3'; pLXSN-seXP
组: sense: 5'CTGCGTCTGTACTAGTTGCG3', 
antisense: 5'GAGGCGAGGGAGTTCTTCTT3'.  
条件: pLXSN-asX组: 94℃ 60 s, 60℃ 80 s, 72℃ 
90 s共35循环; pLXSN-asP组: 94℃ 60 s, 56℃ 
45 s, 72℃ 90 s共35循环; pLXSN-asXP组: 94℃ 
60 s, 52℃ 75 s, 72℃ 75 s共35循环; pLXSN-
seXP组: 60 s, 57℃ 45 s, 72℃ 45 s共35循环, 然
后进行琼脂凝胶电泳及测序检测.  
1.2.7 荧光PCR定量分析 按照SYBR荧光定量试

剂盒说明书严格操作. 
1.2.8 肝组织HBV DNA的检测 每只小鼠各取部

分肝组织称质量后研磨, 提取基因组DNA, 各
取0.5 mg基因组DNA, 依照HBV核酸扩增荧光

定量检测试剂盒使用说明进行操作, 定量检测

HBV DNA含量. 
1.2.9 血清HBV DNA的检测 血清HBV DNA依

照HBV核酸扩增荧光定量检测试剂盒使用说明

进行检测, 结果以拷贝数/L表示.
统计学处理 引物设计软件: Primer 5; 统计

软件: SPSS 11.5, 方法为单因素方差分析.

2  结果

扩增产物经琼脂凝胶电泳分析与理论预计值

相符(pLXSN-asX组, pLXSN-asP组, pLXSN-
asXP组, pLXSN-seXP组分别应扩增出218 bp, 
130 bp, 394 bp, 397 bp条带(图1). 经北京奥科

公司测序鉴定核苷酸测序结果基本正确; PCR定
量分析结果见表1. 经过检测pLXSN-asX组平均

每克肝组织可检测到4.63×108拷贝反义RNA; 
pLXSN-asP组可检测到3.68×108拷贝反义RNA; 
pLXSN-asXP组可检测到4.60×108拷贝反义

RNA; pLXSN-seXP组可检测到2.0×106拷贝正

义RNA. 说明各组RNA在肝组织中均得到了表

达. 然后分别检测了肝组织及血清中HBV DNA
的含量(浓度), 用来检测反义RNA对小鼠HBV复

制的影响(表2, 表3).

3  讨论

反义RNA导入细胞后, 可以与其相应的mRNA
结合, 阻断其表达, 从而达到抑制病毒复制的作

图  1  扩增产物的琼脂凝胶电泳分析. 1: pLXSN-asX组; 2: 

pLXSN-asP组; 3: pLXSN-asXP组; 4: pLXSN-seXP组; Blank

组和pLXSN组均未能扩增出条带.

■相关报道
吴赤红 et al 曾将
表达HBV X区和P
区正、反义RNA
的重组体分别转
染PA317细胞, 获
取含逆转录病毒
颗 粒 的 细 胞 上
清, 感染2.2.15细
胞. 结果表明, 表
达HBV X区和P
区反义RNA的重
组载体质粒转染
包装细胞后形成
稳定表达的克隆, 
并能够释放约108 
CFU/L感染滴度
的假病毒颗粒. 针
对HBV X, P 区的
单靶区反义RNA
对HBsAg, HBeAg 
均有明显的抑制
作用, 且抑制作用
相 近 ;  而 二 者 联
合表达则有协同
作 用 ,  双 靶 区 反
义RNA对HBV的
抑制作用显著提
高, 并对细胞无毒
副作用. 赵尉 et al
检测了反义RNA
对转基因小鼠肝
组织中HBV标志
物及血清中HBV 
DNA的影响 ,  认
为 双 靶 区 反 义
RNA比单靶区反
义RNA抑制HBV 
DNA的复制作用
更强.

M       1       2      3       4

500 bp

100 bp

218 bp

130 bp

394 bp 397 bp

表  1  正、反义RNA在肝细胞中的表达(拷贝/g)

     
       pLXSN-asX    pLXSN-asP   pLXSN-asXP   pLXSN-seXP

            (×108)             (×108)            (×108)             (×106)

            4.53               2.29             4.55              1.18

            4.57               1.56             2.10              0.61

            5.69               6.65             9.63              2.49

            4.64               5.65             5.08              1.23

            4.27               0.67             2.96              2.92

            3.97               0.89             3.29              5.04

            4.73               6.32             ---              1.36

            4.60               5.37             ---              1.19

平均4.63±0.49    3.68±2.56   4.60±2.69   2.00±1.44
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用, 我们可以通过检测血液及肝细胞中HBV的

抗原标志物或HBV DNA来判断他的作用, 但是

他能否起作用的前提是反义RNA是否被导入细

胞内并得到表达. 季伟 et al [9]曾观察到利用逆转

录病毒载体包装细胞系统能够介导HBV反义基

因在真核细胞中转录表达. 本实验利用脂质体

包裹逆转录病毒载体靶向导入肝细胞, 通过提

取总RNA, 进行逆转录, 再利用PCR扩增, 琼脂

凝胶电泳, 核苷酸测序的方法检测目的基因片

段, 并利用荧光定量PCR的方法来检测其表达的

数量. 结果表明, 反义RNA在转基因小鼠肝组织

中得到正确表达, 每克肝组织中可检测到反义

RNA约2.0×106-4.6×108拷贝. Goodarzi et al [10]

合成了一系列的互补于HBV Pre-S及S基因的反

义RNA片段, 把反义HBV RNA经不同途径注射

小鼠, 系统地研究了反义HBV RNA在机体内的

分布、稳定性及毒性等问题, 结果发现, 无论何

种注射途径, 在注射后10-30 min内反义RNA在

肝脏的浓度最高, 达1.3%-2%注射总量. 我们在

8 wk后仍能检测到反义RNA的表达, 说明反义

RNA在转基因小鼠体内得到了持续表达. 
HBV虽是一种DNA病毒, 但其复制存在逆

转录过程, 其先形成3.5 kb前基因组RNA, 以
此作为DNA复制的模板. 同时作为HBsAg、
HBeAg、HBcAg、PreSl、PreS2、DNA多聚

酶、H B x A g的翻译模板. 而在转录过程中存

在2.4, 2.1, 0.7 kb的RNA均可以成为反义RNA
的重要结合靶链. 由于HBV DNA多聚酶缺乏

校对作用, 在复制过程中易产生变异株而导致

对药物治疗敏感降低或耐药现象 ,  因此需要

研究作用于H B V位点较多的药物或疗法 .  我
室曾构建了表达互补于H B V (a y w亚型)的X
区(1400-1430 n t)的X片段, 互补于HBV P区
(2375-2405 nt)片段的正义、反义RNA的单、双

靶区重组载体质粒并转染PA317细胞, 并观察到

细胞内HBV反义RNA有明显抗HBV复制和表达

的作用, 而且双靶区反义RNA抗HBV的作用较

单靶区反义RNA更明显[5]. 我们在上述实验的基

 ■应用要点
本文的实验再次
验证了反义RNA
对HBV的复制有
抑制作用, 为今后
反义药物的开发
及进一步研究提
供参考.

表  2  反义RNA对转基因鼠肝细胞HBV DNA复制的影响(×105拷贝/g)

     
                    blank                pLXSN             pLXSN-asX         pLXSN-asP        pLXSN-asXP      pLXSN-seXP

                 10.40                 8.44                 2.44                    2.41                  3.29                 6.60

                   6.33                 6.04                 1.94                    2.97                  3.27                 5.44

                   6.10               11.50                 1.70                    1.09                  2.68                 6.67

                   5.53               10.70                 3.03                    3.97                  3.11               10.14

                   6.73               14.40                 1.38                    1.40                  4.04                 6.10

                   8.60                 5.85                 2.90                    1.66                  3.03                 5.55

                   7.92                 ---                 2.36                    6.24                  ---                 5.94

                   6.31                 ---                 5.03                    2.87                  ---                 5.68

平均      7.24±1.62       9.49±3.34       2.60±1.13a        2.83±1.67a      3.24±0.45a      6.52±1.53

aP<0.05 vs  blank组、pLXSN组和pLXSN-seXP组.

表  3  反义RNA对转基因鼠血清HBV DNA浓度的影响(×108拷贝/L)

     
                    blank                pLXSN             pLXSN-asX         pLXSN-asP        pLXSN-asXP      pLXSN-seXP

                 10.10                 0.92                 6.40                    1.30                  0.96                 8.60

                 11.00                 7.20                 1.00                    3.10                  1.00                 9.80

                   2.00               15.00                 0.93                    3.20                  1.00                 0.91

                   5.10               10.00                 1.20                    3.20                  0.87                 2.60

                   1.97               21.00                 0.76                    1.00                  1.10                 3.30

                   1.68               31.00                 6.50                    0.96                  2.90                 6.80

                   6.80                ---                  1.10                    1.15                  ---                 1.40

                   8.60                ---                  5.20                    3.50                  ---                 1.10 

平均      5.91±3.80      9.54±7.52       2.89±2.64a        2.04±1.18a       1.31±0.78a      4.31±3.57

aP<0.05 vs  blank组、pLXSN组和pLXSN-seXP组.
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础上, 将单、双靶区反义RNA iv转基因小鼠体

内, 观察对转基因小鼠肝组织内HBV DNA复制

的影响. 
反义RNA体内抗HBV的研究报道还并不

多, Robaczewska et al [11]在北京鸭乙肝模型上

(DHBV), 通过iv的方法, 将靶向于DHBV大包膜

蛋白起始编码区的反义RNA (O-ODN-AS2)和包

裹有PFI的反义RNA (PEI/O-ODN-AS2)分别转

入, 流式仪分析表明, PFI/O-ODN-AS2的表达效

率比O-ODN-AS2高出3倍, 且治疗9 d后肝脏组

织中的DHBV DNA和RNA水平都明显降低, 而
在相同抑制程度下其所需剂量比O-ODN-AS2, 
PEI/O-ODN-AS2对照组都要少. Ma et al [12]设计

了以HBV PreS2基因的3203-3240 nt核苷酸为靶

位点的反义RNA, 以HCC组织特异性反义RNA
表达载体(AFP为启动子, 结合GF7-PL和HA20-
PL的四元件复合体)包装, 经共培养和尾静脉注

射分别转入HepG2.2.15细胞系和裸鼠体内, 结
果发现, 该反义RNA可抑制细胞上清中HBsAg, 
HBeAg的表达分别达33.4%和58.5%. 本实验通

过检测小鼠肝细胞中HBV DNA含量表明, 与对

照组相比, 空质粒组及正义RNA组之间无明显

差异, 单、双靶区反义RNA组与对照组有明显

差异, 说明反义RNA对转基因小鼠肝脏中HBV 
DNA的复制有明显的抑制作用, 但单、双靶区

反义RNA组间无明显差异, 与预计不一致, 其原

因可能有: (1)双靶区反义RNA因结合靶点多, 可
能达到完全结合的能力较差. (2)HBV DNA变异

程度低, 双靶区反义RNA的抑制作用与单双靶

区反义RNA的作用相差不明显. (3)样品例数偏

少, 系统误差较大, 或者时间偏短尚未能发挥出

双靶区反义RNA的作用. 
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■名词解释
1 反义RNA:  指
其核苷酸系列可
以与其靶RNA(主
要 是 m R N A ) 互
补 杂 交 产 生 双
链RNA,  影响靶
RNA的正常加工
修饰、翻译等过
程 ,  从 而 调 控 基
因的表达的一类
RNA分子. 
2 PCR: polyme-
rasechainreaction
的英文缩写, 多聚
酶 链 式 反 应 .  他
是 以 4 种 核 苷 酸
为原料 ,  以DNA
的一条链为模板, 
在多聚酶的催化
下 ,  通 过 碱 基 配
对使寡核苷酸引
物向 3 ' 方向延长
合成DNA互补链
(CDNA)的反应 . 
通过反复几次循
环 ,  DNA片段数
量就能成指数状
上升, 使目的基因
快速大量扩增.
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Abstract
AIM: To explore the clinical valued of combined 
detection for tumor necrosis factor-α (TNF-α), 
carbohydrate antigen 19-9 (CA19-9) and 
carcinoembryonic antigen (CEA) in the gastric 
fluid of elderly patients diagnosed with gastric 
cancer.

METHODS: A total of 103 patients underwent 
upper gastrointestinal endoscopic examination 
were classified as follows: gastric cancer (n = 42), 
superficial gastritis (n = 30), atrophy gastritis 
with various degrees of intestinal metaplasia 
or atypical hyperplasia (n = 31). The levels of 
TNF-α, CA19-9 and CEA in gastric fluid were 

examined, respectively, using immunoradiomet-
ric assay (IRMA).

RESULTS: The levels of TNF-α, CA19-9 and 
CEA in gastric fluid were significantly elevated 
in patients with gastric cancer than those in ones 
with benign gastric diseases (8.96 ± 2.10 mg/L 
vs 4.92 ± 1.24, 5.66 ± 1.25 mg/L; 59.47 ± 10.58 
IU/L vs 36.89 ± 11.23, 38.73 ± 9.23 IU/L; 31.68 
± 5.58 mg/L vs 17.55 ± 3.82, 19.42 ± 5.19 mg/L, 
all P < 0.001). The sensitivity and specificity of 
combined detection for TNF-α, CA19-9 and CEA 
were 97.4% and 89.3%, respectively, which were 
markedly higher than those of any sinle index 
detection.

CONCLUSION: Combined detection of TNF-α, 
CA19-9 and CEA can improve the diagnosis of 
gastric cancer in the elderly patients.

Key Words: Immunoradiometric assay; Gastric 
cancer; Tumor necrosis factor-alpha; Carbohydrate 
antigen 19-9; Carcinoembryonic antigen antigen; 
Combined detection

Li M, Liu SY, Li WD, Jiang J, Pan JQ, Ye ZL, Chang 
WW, Zhang WQ. Clinical value of combined detection 
of tumor necrosis factor-α, carbohydrate antigen 19-9 
and carcinoembryonic antigen in gastric fluid of elderly 
patients with gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 探讨老年患者胃液中TNF-α, CA19-9和
CEA联合检测对胃癌的诊断价值. 

方法: 采用放射免疫技术测定42例胃癌和61
例良性胃病老年患者胃液中TNF-α, CA19-9
和CEA浓度. 

结果: 胃癌组胃液中TNF-α, CA19-9和CEA
的浓度显著高于良性胃病组(8.96±2.10 mg/L 
vs  4.92±1.24, 5.66±1.25 mg/L; 59.47±
10.58 IU/L vs  36.89±11.23, 38.73±9.23 IU/L; 
31.68±5.58 mg/L vs  17.55±3.82, 19.42±

®

■背景资料
目前关于血液中
胃肠道肿瘤标志
物联合检测报道
较多, 但对于胃液
中指标研究较少, 
且临床价值意义
评价不一.
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5.19 mg/L, 均P <0.001); 胃癌组联合检测胃液
中TNF-α, CA19-9和CEA, 其敏感度和特异度
分别97.4%, 89.3%, 均明显高于单项指标的敏
感度和特异度.

结论: 联合检测胃液中TNF-α, CA19-9和CEA
能有助于提高胃癌的诊断.

关键词: 固相免疫放射分析法; 胃癌; 肿瘤坏死因子

α; 糖链抗原19-9; 癌胚抗原; 联合检测

李明, 刘顺英, 李卫东, 江洁, 潘金泉, 叶正龙, 常尉文, 张文清. 

探讨老年胃癌患者胃液中TNF-α, CA19-9和CEA联合检测的临

床价值.  世界华人消化杂志  2006;14(25):2560-2562
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0  引言

现阶段关于胃肠道肿瘤标志物联合检测报道

较多, 临床价值意义评价不一. 我们尝试联合

检测老年胃癌及良性胃病患者胃液中TNF-α, 
CA19-9, CEA的水平, 以期获得较高的敏感度、

特异度和诊断准确率. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择我院2004-01/12的门诊患者103例, 
男49例(47.6%), 女54例(52.4%). 年龄60-87(69.7
±6.4)岁. 其中浅表性胃炎(甲组)30例, 萎缩性胃

炎伴不同程度肠化生、不典型增生(乙组)31例, 
各期胃癌(丙组)42例. 均经胃镜及病理学检查

确诊. GC-911型γ放射免疫计数器由科大创新股

份有限公司中佳分公司提供; 125I-肿瘤坏死因子

alpha (TNF-α)放射免疫分析药盒、125I-糖类抗原

19-9放射免疫分析药盒、125I-癌胚抗原(CEA)放
射免疫分析药盒均由北京北免东雅生物技术研

究所提供. 按说明书操作, 并进行质量控制.
1.2 方法 每例患者均在当天检查前空腹8 h以上. 
于胃镜检查时直视下用导管抽取胃液5 mL, 氢
氧化钠调整pH为7.0, 以4000 r/min离心10 min后
取上清液2 mL -70℃冻存待测. 剔除胃液中有明

显血液、胆汁者. TNF-α, CA19-9和CEA测定用

IRMA法, 采用GC-911型g放射免疫计数器对标

本进行检测. 胃液参考值采用胃良性患者组(乙
组)总体均数95%可信区间的上限作为阳性值标

准, 计算出TNF-α, CA19-9, CEA分别为6.12 mg/L, 
42.11 IU/L, 21.32 mg/L.

统计学处理 使用SPSS 11.5统计软件对数据

进行分析, 计量资料用mean±SD表示, 两组计量

资料的比较使用t检验, 多组计量资料的比较使

用方差分析, P <0.05认为有显著性统计学差异.

2  结果

2.1 胃液中各项指标的检测水平比较及检测结

果评价指标 胃癌组与胃良性病变组相比, 数
值有明显的差异(P均<0.001); 胃良性病变组之

间无统计学意义(P >0.05, 表1). 胃液各指标中

TNF-α的灵敏度、特异度、阳性预期值、阴性

预期值和阳性似然比均高于CA19-9和CEA(表2). 
2.2 胃液中各项指标的联合检测 胃液中各项指

标联合检测, 以TNF-α, CA19-9和CEA 3者组合

诊断效能最高(表3).

3  讨论

消化道肿瘤早期多无明显症状和体征, 部分患

者就诊时已失去治疗机会, 因此早期诊断十分

重要. 国内外有用单一肿瘤标志物检测消化道

肿瘤的报道, 但诊断阳性率都不高. van Eeden 
et al [1]指出与血液中CEA相比, 胃液中CEA检测

对于胃癌诊断具有更大的价值. 而联合检测胃

表  1  老年患者胃液中各项指标的检测水平比较(mean
±SD)

     
分组      n    TNF-α (mg/L)    CA19-9 (IU/L)	      CEA (mg/L)

甲       30   4.92±1.24     36.89±11.23     17.55±3.82

乙       31   5.66±1.25     38.73±9.23       19.42±5.19

丙       42   8.96±2.10b    59.47±10.58b    31.68±5.58b

bP<0.001 vs  甲组、乙组.

表  2  老年患者胃液中各项指标检测结果的评价指标

     
检测              灵敏         特异      阳性预     阴性预      阳性

指标              度(%)        度(%)     期值(%)    期值(%)    似然比

TNF-α	     69.1	    75.4	   65.9	  77.9       2.81

CA19-9	     65.7	    67.2	   58.3	  74.6       2.03

CEA	     61.9	    70.5	   59.1	  72.9       2.09

■创新盘点
本研究检测老年
胃癌患者胃液中
TNF-α, CA19-9, 
CEA的水平, 并探
讨了不同组合的
敏感度、特异度, 
此组合方式在国
内外未见相同报
道.

表  3  老年患者胃液中各项指标的联合检测

     
组合              灵敏         特异      阳性预     阴性预      阳性

方式              度(%)        度(%)     期值(%)    期值(%)    似然比

1, 2	     69.8	    72.5	   61.7	  72.2        2.23

1, 3	     73.7	    76.2	   77.9	  74.3        3.02

2, 3	     68.2	    71.3	   60.2	  71.4        2.18

1, 2, 3	     97.4	    89.3	   93.4	  85.3        3.96

1: TNF-α; 2: CA19-9; 3: CEA.
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 液中的肿瘤标志物是诊断消化道肿瘤新的尝

试[2-3]. 胃液中CA19-9和CEA都是较好的消化道

肿瘤标志物[4], 而TNF-α作为致炎因子在胃癌的

发生、发展中起着重要的作用, 他是内源性的

肿瘤促进剂[5]. 胃液各指标中TNF-α的灵敏度、

特异度、阳性预期值、阴性预期值和阳性似然

比均高于CA19-9和CEA. 但其单独应用诊断效

果仍然偏低, 而联合检测可提高其敏感度、特

异性, 增加胃癌诊断的准确度[3,6]. 研究证明[2-3,6-7], 
将数种标志物按一定方式进行联合检测可起到

优势互补的作用, 可明显提高胃癌诊断的准确

度. 本研究结果提示, 虽然两项指标联合测定

能够提高胃癌诊断的灵敏度, 但胃液中TNF-α, 
CEA, CA19-9三者同时检测的组合方式可获得

更高的灵敏度和特异度, 能够提高胃癌诊断的准

确度, 是临床诊断胃癌的一种有效的辅助手段.  
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Abstract
AIM: To establish a polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) method to detect A1166C polymorphism 
of angiotensin Ⅱ type 1 receptor (AT1R) gene.

METHODS: A1166C polymorphism was detect-
ed and analyzed in 50 anti-HBs positive healthy 
controls in the serum and 46 patients with liver 
cirrhosis after hepatitis B virus infection. A set 
of primers was designed according to AT1R 
gene. The enzyme digestion site for restriction 
endonuclease DdeⅠwas also designed around 
A1166C. A or C allele was assured based on the 
enzymatic result of the polymerase chain reac-
tion products.

RESULTS: Sequencing revealed 99% homo-
geneity between the two homozygous strains 
and the AT1R gene. The anticipated mutations 
appeared at position A1166C. As for genotype 
or allele, there were no significant differences 

at position A1166C between the hepatitis group 
and the liver cirrhosis group (P > 0.05).

CONCLUSION: The established method can be 
applied to detect the A1166C polymorphism of 
AT1R gene. The mutation at A1166C site has no 
correlation with liver fibrosis.

Key Words: Polymerase chain reaction; Restriction 
fragment length polymorphism; Fibrosis; Angi-
otensin Ⅱ; Angiotensin Ⅱ type 1 receptor
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J, Mao Y. A1166C polymorphism of angiotensin Ⅱ 
type 1 receptor gene and its role in pathogenesis 
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摘要
目的: 建立多聚酶链式反应-限制性片段长度
多态分析(PCR-RFLP)法检测血管紧张素ⅡⅠ
型受体基因(AT1R) A1166C位点的多态性. 

方法: 对50例血清抗HBs阳性的健康对照者
及46例HBV感染后肝硬化患者的血管紧张素
ⅡⅠ型受体基因A1166C位点基因多态性的多
态性进行分析. 根据血管紧张素ⅡⅠ型受体基
因设计引物, 在A1166C位设计Dde Ⅰ酶切位
点, 根据PCR产物酶切结果判断该位点为A或C. 

结果: 两株纯合子与AT1R序列同源性在99%
以上, 并在A1166C位点出现预期变异; 肝炎和
肝硬化两组间A1166C位点无论是基因型还是
等位基因均无显著性差异(P >0.05).

结论: PCR-RFLP的方法可用于AT1R基因
A1166C位点基因多态性的检测, 该位点的变
异尚未显示其与肝纤维化有关.

关键词: 多聚酶链式反应; 限制性片段长度多态性

分析; 纤维化; 血管紧张素Ⅱ; 血管紧张素Ⅱ受体
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®

■背景资料
组织局部肾素-血
管紧张素系统的
激活导致肝硬化
发生. 血管紧张素
原启动子多态性
与肝纤维化发生
密切相关, 但血管
紧张素ⅡⅠ型受
体的基因多态性
与肝硬化之间关
系的资料比较缺
乏.
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0  引言

血管紧张素Ⅱ(angiotensin Ⅱ, AngⅡ)是肾素

-血管紧张素-醛固酮系统(rennin-angiotensin-
aldosterone system, RAAS)中调节血管收缩、

维持血容量的主要效应分子, 血管紧张素Ⅱ受

体(angiotensinⅡreceptor, ATR)介导AngⅡ的生

理学效应, 他分为AT1R和AT2R两种亚型, 主要

发挥生物学效应的是AT1R, 是RAAS作用的关

键环节. 目前, 关于AT1R基因多态性的研究较

多, 其中A1166C位点是一个重要位点. 1994年, 
Bonnardeaux et al [1]首先描述了A1166C变异, 部
分学者认为CC基因型与高血压有关[2-5], 但是其

他研究者持不同态度[6-10]. 目前还认为A1166C与
动脉粥样硬化[11]、左心室肥大[7,12]、冠心病[13]有

关. 近年研究发现AT1R及其mRNA的高表达与

肝纤维化有关[14-15]. 那么A1166C位点的变异与

肝纤维化是否有关呢? 目前, 国内外尚未有报道. 
为此, 我们建立了多聚酶链式反应-限制性片段

长度多态分析(PCR-RFLP)检测A1166C位点的

变异并探讨其在肝纤维化中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2004-06/12北京地坛医院住院的

抗HBs抗体阳性的对照者血清标本50份, 男女各

25例, 年龄36±4.1岁. 肝硬化血清标本46份, 男
女各23例, 年龄43±6.3岁. 病例的诊断标准符合

2000年西安第十次全国病毒性肝炎及肝病学术

会议制定的《病毒性肝炎防治方案》. Taq聚合

酶为上海生工生物工程公司产品, 100 bp DNA 
ladder和DdeⅠ内切酶为Promega公司产品, PCR
仪为ABI公司9700型. 质粒提取采用Sigma公司

GenElute Plasmid Miniprep Kit. 根据A1166C位
点位于2个引物之间设计引物, 由北京赛百盛公

司合成. 引物序列如下: P1: 5'-GATAATGTAAG
CTCATCCACCA-3'; P2: 5'-AATGTGGCTTTGC
TTTGTCTTG-3'. 扩增产物为257 bp.
1.2 方法 外周血白细胞基因组的提取: 采用华美

生物工程公司ReadyPCRTM全血基因组DNA纯

化系统, 严格按照试剂盒说明书操作. PCR反应

体系: PCR系统含10×缓冲液3 μL, 25 mmol/L 
dNTPs 0.4 μL, 25 μmol/L P1和P2各0.5 μL, Taq
聚合酶2 U, 血细胞提取物4 μL, 反应总体积为

30 μL. 循环条件: 94℃预热3 min, 94℃ 20 s, 
55℃ 20 s, 72℃ 30 s, 共35个循环, 最后, 72℃

延伸7 min. 取扩增产物8 μL经30 g/L琼脂糖

凝胶(含1 mg/L EB)电泳, 在 257 bp处出现荧

光带者为阳性. PCR产物酶切: DdeⅠ酶切位点

为C'TNAG, 如果A1166C位点为C, 则产生Dde
Ⅰ酶切位点, 如果为A, 则酶切失败. 取PCR产

物8.5 μL, 10×缓冲液D 1 μL, DdeⅠ 0.5 μL 
(5 U), 37℃酶切16 h. 取酶切产物10 μL经30 g/L
琼脂糖凝胶电泳, 只在257 bp处出现条带者为

AA纯合子, 在140 bp和117 bp处出现条带者为

CC纯合子, 在以上3个位置均有条带者AC杂合

子. PCR产物的分子克隆与测序: 分别取AA纯

合子(命名为DT-A1166)和CC纯合子(命名为DT-
1166C)的PCR产物, 用低熔点琼脂糖凝胶电泳分

离纯化, 直接与T-easy载体连接, 转化XL-1-Blue
细菌, PCR筛选阳性克隆, 提取质粒, 采用通用引

物, 经双脱氧链末端终止法进行双向测序(由上

海生工生物工程公司完成). DNA序列资料采用

Vector NTI 9.0软件包及GeneDoc 2.6分析.
统计学处理 SPSS 10.0软件包, 计数资料组

间差异采用χ2检验分析, P <0.05认为组间有显著

差异.

2  结果

2.1 PCR产物酶切电泳 分别取AA纯合子、AC
杂合子和CC纯合子阳性标本DdeⅠ酶切产物各

2份经30 g/L琼脂糖凝胶电泳, 结果与预期相符

(图1).
2.2 PCR产物克隆测序 将DT-A1166, DT-1166C
和AT1R基因(GenBank注册号: D13814)相应序

列进行比对发现, DT-A1166确为AA纯合子, DT-
1166C确为CC纯合子, 序列同源性在99%以上

(图2).
2.3 肝病和肝硬化A1166C位点基因多态性 肝炎

(恢复期)和肝硬化标本A1166C位点基因多态性

检测结果见表1, 所有标本均未检出CC纯合子. 

M        1        2        3        4        5        6

1500

500
400
300

200

100

bp

图  1  A1166C PCR扩增产物Dde Ⅰ酶切电泳结果. M: 100 bp 

DNA ladder; 1, 2: AA纯合子; 3, 4: AC杂合子; 5, 6: CC纯合

子.
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两组间无论是基因型还是等位基因均无显著性

差异(P >0.05).

3  讨论

AT1R基因位于第3号染色体长臂2区1-5带上

(3q21-q25). 人类只有单一的AT1R基因, 他的编

码区只有1个外显子, 无内含子, 有1个开放读

码框, 全长1080 bp. AT1R含有359个氨基酸残

基, 属于G蛋白家族成员, 并与牛、大鼠的氨基

酸顺序高度一致. AT1R是RAAS的重要组成部

分, 除了对心血管系统的调节作用, 在心、肾间

质纤维化及肝纤维化中的作用也越来越受到重

视. 有学者发现AT1R与鼠胰腺的纤维化有关[16]. 
AT1R的拮抗剂也可以减轻心脏的纤维化[17]. 目
前已有动物实验研究表明, 大鼠的肝星形细胞

(HSC)存在AT1R, 并经测序得到证实, 而且用

AT1R拮抗剂治疗肝大鼠纤维化取得了明显的疗

效[18]. 
肝纤维化形成过程中, HSC的激活和增生, 

尤其是HSC表型的激活是肝纤维化形成过程的

关键. 近来研究表明, RAAS参与了HSC的激活

过程. Wei et al [19]证明了肝纤维化形成时醛固酮

合成酶基因-CYP11B2 mRNA在HSC中表达增

强, 醛固酮拮抗剂安体舒通对早期肝纤维化具

有抑制作用, 同时发现了肝脏激活的HSC表达

AT-1受体. 提示AngⅡ及其受体AT1R在HSC的
激活和转化过程中可能具有重要的作用. L im 
et al [20]用AT-1受体拮抗剂Losartan治疗肥厚性

心肌病大鼠, 取得明显疗效, Ⅰ型胶原及转化

生长因子-β (TGF-β) mRNA表达均减少了50%
以上. Yoshiji et al [21]新近发现AT-1受体拮抗剂

Candesartan可减轻大鼠肝纤维化, 降低肝纤维化

血清标志物和 TGF-β mRNA等表达水平. 
现有结果显示AT1R可能与肝纤维化有关, 

但AT1R的A1166C位点多态性是否与肝纤维

化有关, 国内外尚无类似研究资料. 我们建立

了PCR-RFLP检测AT1R基因A1166C位点的变

异, 经过测序证实该方法准确可靠, 可以用于该

位点多态性的检测. 但是, 目前尚不明确是否

A1166→C的变异会影响RAAS的活性. A1166C
位于AT1R的3'非翻译区, 不可能直接影响mRNA
的稳定性, 可能是与一种影响AT1R转录、翻译

或影响mRNA的稳定性的蛋白因子基因存在共

分离的结果[1]. 本文对50例肝炎和46例肝硬化外

周血基因组中AT1R基因A1166C位点基因多态

性检测尚未显示其与肝纤维化有关, 究竟该位

点的多态性是否会影响RAAS的活性, 还需扩大

样本量进行更进一步的深入研究.  
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表  1  肝炎和肝硬化A1166C位点基因多态性比较结果 (n/%)

     
基因型	                        肝炎 (恢复期)	          肝硬化

AA	                         45 (90.0)	       44 (95.7)

AC	                           5 (10.0)	         2 (4.3)

A等位基因	         50 (90.9)	       46 (95.8)

C等位基因	           5 (9.1)	         2 (4.2)

图  2  PCR产物克隆测序比较结果. 

GATAATGTAAGCTCATCCACCAAGAAGCCTGCACCATGTTTTGAGGTTGAGTGACATGTTCGAAACCTGTCCATAAAGTAATTTTGTG
························································································

························································································

························································································

HUMAGRT1B    :
DT-A1166          :
DT-1166C          :

:          88
:          88
:          88

AAAGAAGGAGCAAGAGAACATTCCTCTGCAGCACTTCACTACCAAATGAGCcTTAGCTACTTTTCAGAATTGAAGGAGAAAa TGCATT
·················································································  ······

···················································   ····································

························································································

HUMAGRT1B    :
DT-A1166          :
DT-1166C          :

:        175
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Abstract
AIM: To investigate the dynamic changes of 
serum total bile acid (TBA) in infantile cytome-
galovirus hepatitis.

METHODS: The levels of serum TBA in 21 in-
fants suffered cytomegalovirus hepatitis were 
detected dynamically (at the first visit to a doc-
tor, before treatment in hospital, 2 wk after treat-
ment, and at the time leaving hospital). Mean-
while, the results were comparatively analyzed 
with alanine aminotransferase (ALT) and aspar-
tate aminotransferase (AST) levels.

RESULTS: Of the 21 cases, the positive rate of 
TBA was significantly higher than that of ALT 
before treatment in hospital (100% vs 80.9%, P 
< 0.01). The infants with TBA > 80 μmol/L had 
higher risk of unfavorable prognosis than those 
with TBA ≤ 80 μmol/L (75% vs 23.1%, P < 0.01).

CONCLUSION: TBA is a sensitive index in the 
diagnosis of infantile cytomegalovirus hepati-

tis, and dynamic inspection can help to guide 
the therapy, judge the severity and evaluate the 
prognosis of this disease.

Key Words: Infant; Cytomegalovirus hepatitis; Se-
rum total bile acid; Dynamic change
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摘要
目的: 探讨血清总胆汁酸(TBA)在巨细胞病毒
(CMV)肝炎患儿中的动态变化和临床诊疗价值. 

方法: 对21例CMV肝炎患儿血清TBA按照初
次就诊时、入院后治疗前、治疗2 wk后、出
院时进行动态检测, 并与ALT和AST作比较. 

结果: 21例CMV肝炎患儿入院治疗前TBA阳
性率高于ALT阳性率(100% vs  80.9%, P <0.01); 
入院治疗前TBA>80 μmol/L组预后不良发
生率明显大于TBA≤80 μmol/L组(75% vs  
23.1%, P <0.01).

结论: TBA是诊断婴幼儿CMV肝炎的敏感指
标, 其动态检测对指导临床治疗、反映病变程
度和预后判断有一定临床参考价值.

关键词: 婴儿; 巨细胞病毒肝炎; 血清总胆汁酸; 动

态变化
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0  引言

近年来, 对血清总胆汁酸(TBA)测定与肝病关系

的认识有很大的进展, 为探讨TBA在婴幼儿巨

细胞病毒(CMV)肝炎中的动态变化及临床诊疗

价值, 我们对2003-09/2004-09我院诊治的21例
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■背景资料
婴幼儿巨细胞病
毒性肝炎近年来
在我国发病率有
所上升, 该病病情
可轻可重, 但大部
分预后良好, 少数
重症患者可有肝
硬化腹水, 如累及
其他系统则病程
延长. 



CMV肝炎患儿进行TBA及相关指标检测并随

访, 现将结果报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-09/2004-09本院CMV肝炎住院患

儿21例, 男12例, 女9例, 年龄30 d-15 mo. 根据

CMV感染诊断方案[1], 21例患儿均确诊为CMV
肝炎. 所有患儿血CMV-IgM(+), 尿CMV-DNA-
PCR(+), 伴有黄疸、病理性肝脏体征和血清氨

基酸转氨酶增高. 对照组: 我院儿童保健科查体

检测出的乙型肝炎婴幼儿20例, 男11例, 女9例, 
年龄6 mo-40 mo, 血HBsAg(+), 血HBV-DNA-
PCR(+).
1.2 方法 CMV肝炎组患儿按照初次就诊时、入

院后治疗前、治疗2 wk后、出院时采集4次静脉

血, 乙型肝炎对照组采血1次, 所有标本采集后

及时分离血清, 当日进行血清TBA及常规肝功

检测, 标本无溶血, 无乳糜. TBA采用循环速率

法, 应用美国DADE Dimension AR全自动生化分

析仪测定, 试剂盒为美国德灵公司提供, 质控血

清为英国Randox定值质控品.
统计学处理 EpiData 3.0建立数据库, SPSS 

11.5软件包进行统计学处理. 计数资料用频数或

百分数表示; 计量资料用mean±SD表示, 使用独

立样本t检验、重复测量方差分析、χ2检验进行

统计分析.

2  结果

2.1 CMV肝炎组初次就诊及乙肝对照组TBA, 
ALT和AST的测定 CMV肝炎患儿初次就诊时
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TBA平均值大约是正常上限的6倍, ALT和AST
平均值大约是正常上限的2倍, TBA检测的灵敏

度高于ALT和AST. 乙型肝炎对照组TBA平均值

稍高于正常上限(表1).
2.2 CMV肝炎组TBA, ALT, AST动态测定结果及

异常检出率 21例CMV肝炎患儿治疗前TBA阳

性率是100%, ALT的阳性率是80.9%, TBA阳性

率高于ALT的阳性率. CMV肝炎患儿治疗2 wk
后TBA平均值约降至正常上限3倍, 而ALT平均

值降至正常上限1.5倍左右, TBA下降比ALT明
显(表2). 
2.3 预后 21例患儿中有20例经抗炎及清胆利

肝中药治疗2-8 wk后有不同程度好转, 1例放

弃治疗. 根据入院治疗前TBA检测结果, 将21
例分为两组, A组13例, TBA≤80 μmol/L, B组8
例, TBA>80 μmol/L. 随访2-3 a, A组复发3例, B
组复发6例(肝硬化1例), 两组预后不良发生率

分别为23.1%及75.0%, 行Fisher精确检验, P = 
0.032<0.05, A, B两组预后不良发生率差异具有

显著性.

3  讨论

婴幼儿肝炎综合征作为婴幼儿期常见的黄疸性

疾病之一, 近年发病率有所上升[2-3], 其病理变

化包括淤胆、肝细胞肿胀、结缔组织增生、汇

管区炎症等[4]. CMV是婴幼儿肝炎综合征的主

要病原体, 也是导致小儿先天畸形的重要原因

之一[5-6]. 有研究显示, CMV感染人体细胞后使

花生四烯酸释放, 通过环氧合酶(COX)催化产

生反应性氧物质(ROS)[7], ROS激活细胞质内非

www.wjgnet.com

表  1  CMV肝炎患儿初次就诊与乙肝对照组TBA, ALT, AST测定结果 (mean±SD)

     
分组                            n      　 TBA (μmol/L)                ALT (nkat/L)                     AST (nkat/L)

CMV肝炎组  　       21         61.6±34.3b         1892.0±1213.6b          2137.1±1440.3b       

乙型肝炎对照组      20         15.1±4.9             1062.2±191.8             1085.2±198.4

bP<0.01 vs  乙型肝炎对照组.

表  2  CMV肝炎组TBA, ALT, AST动态测定结果及异常检出率

     
     　                                             TBA (μmol/L)                              ALT (nkat/L)                                     AST (nkat/L)

                                             mean±SD   异常率(%)           mean±SD       异常率(%)           mean±SD          异常率(%)

治疗前                 21        61.6±34.3     100           1892.0±1213.6      80.9          2137.1±1440.3        76.2 

治疗2 wk后         20        39.7±19.7a  　95.2         1618.7±936.8a       85.7          1588.6±836.8a         80.9

出院时                 20   　 12.7±7.7ac       14.3         1098.6±153.4ac      23.8          1035.2±136.7ac        14.3

aP<0.05 vs  治疗前; cP<0.05 vs  治疗2 wk后.

时间                        n 

■应用要点
本研究结果显示
血清总胆汁酸可
以灵敏快速的反
映CMV肝炎患儿
在治疗中的病情
变化, 所以他是反
映婴幼儿CMV肝
炎病变程度及疗
效的良好指标, 有
一定的临床价值.
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活性状态的核因子-κB (NF-κB), 后者引起与免

疫和炎症反应有关的多种细胞基因、病毒基因

的表达, 从而引起细胞炎症反应, 损害肝及胆管

细胞. CMV感染导致胆管上皮增生, 造成胆道

不完全机械性梗阻, 可出现肝功能异常, 也可表

现为淤胆型肝炎. 10%先天性CMV感染的婴儿

会出现严重的临床表现, 常见的有肝脾肿大、

黄疸、小头畸形、体质量低下、紫癜、先天畸

形等[8-9]. 由于CMV具有亲肝特性, 故肝脏是最

容易受累的脏器之一[10]. 在各项常规肝功能检

测中, TBA测定不仅能早期反映肝细胞损害, 而
且能同时反映肝脏的分泌状态、肝脏合成与代

谢[11-12]. 胆汁酸在肝细胞内合成, 随胆汁排入小

肠, 约95%的胆汁酸在回肠末端被重吸收, 经门

静脉至肝脏, 肝细胞将其90%-95%摄取, 再将之

分泌至胆汁中形成“肠-肝循环”[13]. 在肝功能

损害时, ALT虽可灵敏地反映肝细胞损伤情况, 
但肝细胞性黄疸及胆汁瘀积时不如胆汁酸升高

显著, 并且转氨酶升高幅度与肝病严重度不一

定平行. 本文资料显示, CMV感染患儿初次就

诊时ALT平均值比正常上限仅升高约2倍(正常

上限为60 U/L), 而TBA平均值比正常上限升高

约6倍(正常上限为12 mmol/L), 甚至有些患儿在

ALT无明显变化时TBA就已经上升, 提示作为

患儿肝细胞损伤的诊断指标, ALT在灵敏度方

面不如TBA. 早期发现症状性婴幼儿CMV肝炎

并积极治疗, 可减少后遗症的发生. 本文21例患

儿在治疗前TBA阳性率高于ALT阳性率, TBA
阳性率与ALT阳性率分别为100%和80.9%, 统
计学分析, 有显著性差异(P <0.01), 故TBA是反

映婴幼儿CMV肝炎肝功损害的灵敏指标[14]. 婴
儿CMV肝炎病情可轻可重, 如累及其他系统则

病程延长, 对本病一般采取对症、支持治疗, 保
肝、退黄疸[15]. CMV肝炎患儿治疗2 wk后TBA
平均值降至正常上限3倍, 而ALT平均值降至正

常上限1.5倍左右, TBA下降比ALT明显, 使临床

医师可以及时了解治疗的效果, 为进一步调整

治疗方案提供了依据. 据临床观察, 在治疗过程

中TBA下降越快, 临床症状改善明显, 治疗预后

越好; 下降越慢预后越差, 血清TBA值与肝病严

重程度及临床症状具有一定相关性. 同时我们

对21例患儿进行动态随访2-3 a, 发现入院治疗

前TBA>80 mmol/L组预后不良发生率明显大于

TBA≤80 mmol/L组, 故认为TBA对判断婴幼儿

CMV肝炎预后具有一定价值. 
总之, 血清TBA测定对肝脏实质性损伤、

胆管阻塞及胆汁淤积等能进行综合评价, 是反

映婴幼儿CMV肝炎肝功损害的灵敏指标, 所以

血清TBA测定作为婴幼儿CMV肝炎的筛选及动

态监测的指标, 具有一定的临床价值. 另外血清

TBA在反映婴幼儿CMV肝炎病情及疗效方面优

于其他肝功能指标, 是反映病变程度及疗效的

良好指标, 值得在临床推广应用.  
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■名词解释
1 婴儿肝炎综合
征: 简称婴肝, 是
儿科常见病, 他是
指一组于婴儿期
( 包 括 新 生 儿 期 )
起病, 伴有黄疸、

病理性肝脏体征
和血清氨基酸转
氨酶增高的临床
症候群.
2 瘀胆性肝炎: 指
各种原因(包括各
种肝炎病毒、药
物、内分泌、自
身免疫性疾病等)
引起的肝内胆红
素结合与排泄障
碍, 而导致黄疸持
久不退或进行性
加深, 他是一种病
因诸多、发病机
理复杂的综合征, 
而不是单独的疾
病.
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Abstract
AIM: To assess the efficacy of biofeedback 
therapy in the patients received intersphincteric 
resection for very low rectal cancer.

METHODS: From 1999 to 2006, a total of 16 
patients underwent intersphincteric resection, 
and all of them received biofeedback treatments. 
Therapeutic responses were evaluated with 
Vaizey, Wexner scoring systems and vectorial 
manometry.

RESULTS: After biofeedback treatments, the 
Vaizey and Wexner scores were markedly de-
creased as compared with those before treat-
ments (6.4 vs 8.6, P < 0.001; 5.4 vs 7.2, P < 0.001); 
the maximal contraction pressure (mmHg) and 
contraction vector volume [cm×(mmHg)2] were 
significantly increased (205.6 ± 44.5 vs 143.6 ± 
46.5, P < 0.001; 50 664.6 ± 8040.1 vs 13 337.0 ± 
7491.1, P < 0.001); the asymmetric index as the 

resting or contracting of sphincter was dramati-
cally down-regulated (46.8 ± 7.5 vs 58.3 ± 7.4, P 
< 0.001; 29.9 ± 6.7 vs 38.3 ± 7.2, P < 0.001); at last, 
the positive rate of rectoanal reflex was also in-
creased from 6.3% to 31.3%.

CONCLUSION: The maximal pressure and vec-
tor volume are deficient in patients after inter-
sphincteric resection, while biofeedback therapy 
can partly improve the anal sphincter function.

Key Words: Low rectal cancer; Biofeedback; Inter-
sphincteric resection

Cong JC, Zhang H, Chen CS, Liu EQ. Biofeedback therapy 
can improve the anal sphincter function in patients with 
intersphincteric resection for low rectal cancer. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(25):2566-2570

摘要
目的: 研究生物反馈技术是否可以提高超低
位直肠癌内括约肌切除术后的排便功能. 

方法: 对16例内括约肌切除术后的患者进行
生物反馈治疗, 分别应用Vaizey和Wexner评分
及直肠肛管向量测压技术来评价生物反馈的
效果. 

结果: 生物反馈治疗后Vaizey和Wexner评
分显著降低(6.4 vs  8.6, P <0.001; 5.4 vs 7.2, 
P <0.001), 最大收缩压(mmHg)及收缩向量容
积[cm×(mmHg)2]均显著性提高(205.6±44.5 
vs  143.6±46.5, P <0.001; 50 664.6±8040.1 vs  
13 337.0±7491.1, P <0.001), 静息及收缩时的
不均衡指数均显著降低(46.8±7.5 vs  58.3±
7.4, P <0.001; 29.9±6.7 vs  38.3±7.2, P <0.001), 
直肠肛管反射的阳性率也由训练前的6.3%提
高至31.3%.

结论: 内括约肌切除术后肛管最大压力及向
量容积下降, 生物反馈技术可以改善部分的排
便功能, 可以作为提高超低位直肠癌内括约肌
切除术后肛门括约肌功能的方法.

®

■背景资料
I S R 的 手 术 要 点
是经腹完成全直
肠系膜切除术, 直
肠游离至肛提肌
平 面 后 ,  经 肛 门
于括约肌间沟处
切开肛管皮肤,分
离内括约肌直至
将直肠及内括约
肌全部切除,再行
结肠肛管吻合,亦
称内括约肌全切
除(TISR). 若切除
部分内括约肌,称
为内括约肌次全
切除(SISR). TISR
适用于肿瘤侵及
或超出齿状线者, 
SISR适用于齿状
线上2 cm以内的
肿 瘤 .  若 肿 瘤 侵
及肛门外括约肌, 
则可同时切除外
括约肌深、浅部, 
保留皮下部(ISR 
plus PESR). 肿瘤
远端切除长度至
少应达1 cm, 外周
4 mm以上.
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0  引言

随着吻合技术的发展 ,  越来越多的低位直肠

癌患者可以避免永久的腹壁造口 ,  但是仍然

有20%的患者因为肿瘤位置过低而不得不行

腹会阴联合切除(abdominoperineal resection, 
APR), 严重影响了生活质量. 内括约肌切除术[1-4] 

(intersphincteric resection, ISR)就是针对肿瘤位

于距肛缘5 cm以下的保肛术式, 但是他存在2个
医生和患者都关心的问题: 术后局部复发和术

后肛门功能. 术后肛门功能主要涉及术后短期

或长期可能面临的便失禁问题, 而生物反馈训

练治疗便失禁的成功率可以达到50%-92%[5-7], 
但是对ISR患者的作用尚未可知. 本研究即对

ISR术后的患者进行生物反馈治疗, 应用向量测

压检测技术对治疗前后的肛门括约肌功能进行

检测, 旨在对生物反馈训练对ISR术后的排便控

制能力影响进行综合评价. 

1  材料和方法

1.1 材料 随访1999-03/2006-01 16例超低位直

肠癌施行ISR手术患者, 其中男5例, 女11例, 平
均年龄56(41-74)岁; 肿瘤距肛缘2.0-4.5(平均

3.3) cm, 距离采用侧卧位硬质乙状结肠镜测量; 
肿瘤直径2.1-4.0(平均2.9) cm, ; 其中Dukes A期

3例, Dukes B期13例, 病理类型为高分化腺癌者

6例, 中分化腺癌者10例. 选择40-72岁无肛门直

肠疾患、无排便功能障碍的正常患者30例(男10
例, 女20例)作为对照组.
1.2 方法 

1.2.1 术后1 mo行生物反馈训练 (1)加强肛周肌

肉力量的生物反馈训练: 患者取左侧卧位, 将肛

探式压力电极插入肛管, 观察计算机显示器上

正常压力波形的同时指导患者调整用力方式, 
教会患者使用肛门括约肌, 随意地提高肛门括

约肌收缩波幅, 出现正常图形后及时给予鼓励. 
每次训练30 min, 每日2次. 3 wk后, 当患者能正

确进行肛周肌肉收缩后, 可使用便携式生物反

馈训练仪在家中训练. 每次20 min, 每日2次. (2)
改善直肠感觉性与肛门外括约肌协调性的生物

反馈训练: 将带气囊的测压导管插入直肠, 从显

示器上观察到扩张气囊达到感觉阈值的压力波

形后减少注气量. 嘱患者观察显示器上的压力

波形, 同时反复注气, 让患者体会气囊膨胀的感

觉, 直到关闭显示器后随机注气时患者仍可清

楚地体会到气囊被扩张. 感觉阈值达正常水平

后, 继续反复进行扩张气囊的训练, 使患者不需

看显示器上的信号, 仅凭直肠被扩张的感觉来

收缩肛门, 医生于一旁指导并加以纠正, 以养成

只要直肠被扩张, 肛门外括约肌就会反射性收

缩的习惯. 每次训练30 min, 每日1次. 当直肠扩

张的容量很低时, 肛门外括约肌即能反射性收

缩, 且维持恒定便可结束训练. (3)与电刺激结

合的生物反馈训练: 采用生物反馈训练仪及诱

发电位检测仪对患者进行电刺激, 调整电流量

正好达到括约肌收缩的强度, 间歇性刺激肛门

直肠及盆底肌的神经系统, 促进肌肉收缩. 每次

15 min, 每日1次. 
1 .2 .2  向量测压检测  仪器设备 :  瑞典C T D-
Synectics公司生产的高分辨率多通道胃肠功能

监测系统(PC Polygram, HR)及压力换能器; 瑞
典CTD-Synectics公司生产的向量测压软件分

析系统; 低顺应性水灌注系统: 氮气瓶提供压力

维持在40 kPa, 压力传导介质为纯净蒸馏水, 液
体滴数为0.5 mL/min; 测压导管: 选择8通道聚

乙稀测压导管, 直径0.5 cm, 各通道侧孔直径

1.0 mm, 开口位于距导管顶端5 cm的同一横

断面上, 相邻侧孔间距为45°. 检测方法: 左侧

卧位, 安静下检测. 测压导管连接在8个换能器

上, 压力定标范围0-50 mmHg, 导管插入肛门

6-8 cm, 观察肛管纵轴8个方位上每一横断面的

压力值, 启用恒速拖拽系统以0.17 cm/s匀速向

外牵拉, 分别观察肛管在松弛(R)和收缩肛门(S)
状态时的压力变化, 信号经传感器输入计算机

进行分析和储存. 检测指标包括最大压力值、

向量容积、不均横指数、直肠肛管反射. 
1.2.3 失禁评分 分别采用Vaizey和Wexner评分来

比较生物反馈前后肛门功能变化, Vaizey评分[8]

是一项24分的标准, Wexner评分[9]是一项20分的

标准, 两者都是0分表示正常.
统计学处理 数据结果均以均值±标准差

(mean±SD)表示, 数据之间比较用t检验, P <0.05
为差异有显著性意义.

2  结果

所有随访患者均接受生物反馈训练3-4 wk, 本
组研究中在生物反馈训练前后没有失访者. 对

■相关报道
I S R 的 技 术 及 术
后的两大问题的
讨 论 自 1 9 9 2 开
始 在 D i s  C o l o n 
Rectum杂志上报
道 甚 多 ,  在 技 术
上逐渐倾向于腹
腔 镜 技 术 ,  术 后
的问题局部复发
率为0%-13%, 排
便功能满意度在
57%-82%, 目前国
外报道的功能最
好的是Saito et al , 
国内报道多数着
重于技术方面的
描述.
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此16名患者分别采用Vaizey和Wexner评分, 治疗

前的平均Vaizey评分为8.6 (2-14)分, 治疗后平均

为6.4 (2-12)分, 有显著性差异(P <0.001, 图1). 治
疗前的Wexner评分为7.2分(2-12分), 治疗后平均

为5.4分(1-9分), 有显著性差异(P <0.001, 图2). 所
有患者治疗前后均行直肠肛管向量测压, 结果

显示, 患者经生物反馈训练后, 最大收缩压及收

缩向量容积均显著性提高(P <0.001), 而最大静

息压(P = 0.002)及静息向量容积(P = 0.001), 虽
然在治疗后出现统计学上差异, 但是从数据上

看似乎差别不大(表1). 生物反馈训练后的不均

衡指数变化见表2, 静息及收缩时均有显著性差

异(P <0.001). 此外直肠肛管反射的阳性率由训

练前的6.3% (1/16), 提高至31.3% (5/16).

3  讨论

1992年Braun et al [1]首先报道行内括约肌切除术

治疗肿瘤位置距肛门5 cm以内的超低位直肠

癌, 其手术的局部复发率为0%-13%, 排便功能

满意度在57%-82%[1-4,10]之间. 但是详细分析各个

研究所采用的评价标准不难看出, 多数研究只

采用患者的主观评价, 这是一个不准确的标准, 
因为患者不可能选择回到术前状态, 患者的主

观也很容易被干扰, 因为患者总是希望看到选

择手术后有利的一面, 而且即使是这种达到评

分优良的患者, 其排便功能仍然达不到术前及

正常人的水平, 这就需要一个能够锻炼“新直

肠肛管”的总体功能的方法. 生物反馈训练在

临床上就被广泛的用来治疗便失禁. 一项系统

性文献分析发现[11], 在英国采用的针对便失禁的

生物反馈治疗结果显示48.6%的患者可以达到

治愈, 71.7%的患者自述症状得到改善. 但是有

些随机对照研究发现[12], 生物反馈的作用并不确

切, 而且目前的生物反馈治疗也没有一个统一

的标准, 在方法学方面存在缺陷[6,13], 因此需要从

客观上对他的作用作出评价. 
本组研究结果显示, 无论在生物反馈治疗前

还是治疗后, ISR术后的肛门功能的向量测压结

果远比正常人低. 运用生物反馈治疗后, 在主观

上81.3% (13/16)患者自觉症状有不同程度的改

善, 18.8% (3/16)的患者自觉没有明显变化. 从向

量测压结果来看, 肛管最大压力值和向量容积

较训练前均明显提高, 最大限度地恢复了肛门

表  1  生物反馈训练前后直肠肛管向量测压与肌电检测结果 (mean±SD)

     
                                       最大静息压               最大收缩压                 静息向量容积                       收缩向量容积

                                          (mmHg)                      (mmHg)                    (cm×mmHg2)                                        (cm×mmHg2)

训练前	                   65.6±13.3             143.6±46.5                  509.2±95.0	          13 337.0±7491.1

训练后	                   66.6±13.0	 205.6±44.5	      516.5±96.0	          50 664.6±8040.1

正常对照          	 206.4±23.4	 325.2±33.6	 50 688.9±6124.7	          99 203.0±9478.9

表  2  生物反馈治疗前后不均衡指数的变化 (mean±SD)

     
                               静息不均衡指数          收缩不均衡指数

训练前	                  58.3±7.4	    38.3±7.2

训练后	                  46.8±7.5	    29.9±6.7

正常对照组	  31.3±5.1	    27.6±4.3

■创新盘点
ISR术后的肛门括
约肌功能问题是
困扰患者及医生
的一大难题, 虽然
多数的报道结果
比较理想, 但是大
多数是从患者的
主观角度出发, 缺
乏客观根据, 有的
报道中采用传统
的直肠肛管测压
技术, 但是不仅肛
管压力是评价括
约肌的重要指标, 
肛管高压区的长
度同样重要, 只有
把二者结合起来
才能更精确和全
面. 所以本文应用
的向量测压更能
全面的反映“新
直肠肛管”的总
体功能. 可以看出
ISR术后的肛门括
约肌功能并不理
想, 主要涉及便失
禁的问题, 而生物
反馈在治疗便失
禁方面有一定的
作用, 但是最近对
生物反馈的作用
争论颇多, 有人认
为生物反馈完全
是患者受暗示的
结果, 并不能解决
实际问题. 本文便
从主观客观两方
面综合评价生物
反馈对ISR术后的
肛门功能的作用.

 

图  1  生物反馈治疗前后的Vaizey评分.
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图  2  生物反馈治疗前后的Wexner评分.
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直肠功能. 向量测压的结果以收缩时变化明显, 
而最大静息压和静息向量容积在数值上感觉变

化不大, 由于本组研究例数少, 所以得出的显著

性差异有待商榷. 本组患者治疗后的各项指标

均明显提高, 没有出现在文献中报道的在治疗

便失禁时无效或部分无效的结果, 这可能和ISR
手术适应症的选择有关, 因为术前必须选择那

种括约肌功能良好的患者, 而且ISR手术只切除

内括约肌, 外括约肌保留完好, 这跟引起便失禁

的原因不一样, 因为在针对便失禁的各种研究

中, 分娩等因素引起的外括约肌损伤占多数. 另
一方面, 这种术式似乎也可以解释静息时向量

测压结果变化不大的原因, 因为生理研究发现, 
收缩压主要由外括约肌提供, 而静息压则55%由

内括约肌、15%由痔丛和30%由外括约肌提供[14], 
ISR手术的结果只剩下外括约肌, 导致术后静息

压大幅下降在所难免, 而生物反馈的作用主要

针对盆底肌肉, 所以不太可能明显改善静息压

力. 即使是对收缩时功能的改善, 生物反馈治疗

后的收缩向量测压仍远低于正常人的标准. 本
组研究的另一项指标, 不均衡指数是经过计算

机处理后向量测压所特有的指标. 在正常人肛

管压力分布也是不对称的, 存在着纵向压力梯

度及横向不对称性. Taylor et al [15]发现, 在近端肛

管, 前方压力低于其他方向的压力; 在远端肛管, 
后方压力低于其他方向的压力. 所以, 不均衡指

数在正常人也不可能是零, 据此可以判断肛管

四周的压力分布的对称程度, 从而评估有无局

部肌力减弱或肌肉缺损. 对于ISR手术, 从术后

的不均衡指数就可以看出手术中对外括约肌的

损伤程度. 本组研究显示, 所有的患者术后不均

衡指数均有不同程度的增加, 考虑都有不同程

度的外括约肌损伤, 因为内括约肌已经完全切

除, 不存在由于内括约肌的不对称性引起的不

均衡指数增加, 而术者总会下意识的多切除肿

瘤所处的位置, 这就不可避免损伤部分外括约

肌. 至于生物反馈对不均衡指数的作用, 可以看

出治疗后的不均衡指数明显下降, 因为已经没

有内括约肌参与, 可以看出静息与收缩时的不

均衡指数均显著下降, 而没有出现在直肠肛管

向量测压中静息压变化不明显的情况. 至于直

肠肛管反射, ISR术后93.8%的患者出现阴性, 这
与ISR的术式有关. 在直肠癌低位前切除术的研

究中发现, 肛门内括约肌的损伤会引起直肠肛

门抑制反射[16], 而ISR手术完全切除内括约肌及

直肠肛管处的黏膜感觉器官, 这就不难解释为

什么会如此多的患者出现直肠肛管反射阴性. 
但是并不是所有患者都出现反射阴性, 而且在

生物反馈治疗后直肠肛管反射的阳性率由训练

前的6.3%提高至31.3%, 这说明仍有其他盆底因

素参与直肠肛管反射. 在研究中还发现, 在生物

反馈训练前有37.5% (6/16)的患者对气体和液体

分辨不清, 训练后这些患者的症状没有明显改

善, 而这6例患者中有4例在随访1 a后才逐渐产

生满意的分辨能力, 这说明, 生物反馈对这种神

经感觉的改善作用不大. 
总之, 生物反馈治疗可以改善ISR术后的肛

门功能, 无论是患者主观上还是客观检测指标

均较治疗前有所改善, 但是生物反馈治疗对静

息状态下括约肌功能的改变不大, 尤其是对直

肠肛管的末端感觉功能的提高无明显作用. 对
于生物反馈的作用还需临床的长期大样本随访

和经验积累.  
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摘要
本文通过4例胆道解剖变异影像与临床手术对
比分析, 提出预防由于胆道解剖变异引起胆道
损伤的方法.
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0  引言

胆道解剖变异术前诊断困难, 术中判断和治疗

决策难度大, 极易引起胆道损伤. 胆道手术者必

须认识到胆道的解剖变异较为常见而且复杂, 
思想上的重视和严格规范是正确处理胆管变异

避免胆管损伤的关键环节[1]. 我们通过4例报告, 
以引起同道的足够重视. 

1  病例报告和讨论

例1 硬化性萎缩性胆石性胆囊炎致胆总管结石

引起梗阻性黄疸. 女, 67岁, 反复间断右上腹痛

3 d, 腹痛加重, 高热, 黄疸1 d, 查体: 巩膜黄染, 
右上腹肌卫, 压痛. WBC: 15×109/L, N: 0.85. 术
前B超CT: 胆囊结石, 胆总管结石, 急诊全麻下手

术. 术中探查曾误以为粗大扩张的胆总管结石

为“胆囊结石”, 但仔细从文式孔探查未触及

胆总管, 实时术中B超引导探查证实为: 硬化性

萎缩性胆石性胆囊炎, 扭曲扩张胆总管结石(图
1). 变应术式为: 逆行切下胆囊, 还原肝外胆管走

行, 行胆总管切开取石术, “T”管引流术.  
硬化萎缩性胆囊是因长期慢性炎症, 胆囊

壁被硬化的纤维组织取代, 黏膜破坏, 不含胆汁, 
胆囊萎缩使肝外胆管受牵拉扭曲, 易致肝外胆

管结石. 本例胆囊仅有0.6 cm大小内含泥沙样结

石, 胆囊萎缩于胆囊床上向右上牵拉肝外胆管, 
使胆总管走行发生变化, 该囊腔与肝总管, 胆总

管融合, 形成三管汇合部的一部分. 术中极易误

为扭曲扩张的胆总管结石为胆囊结石而行胆囊

切除术, 从而造成胆管损伤. 若解剖所为的胆囊

管至十二指肠上缘或后方仍不见肝总管, 则胆

总管误认为胆囊管的可能性极大, 不能夹闭或

切断[2].
例2 胆囊结石, 胆囊管结石并行肝总管结石

引起的梗阻性黄疸. 男, 75岁. 右上腹痛, 高热, 
黄疸3 d, 右上腹肌卫, 压痛. WBC: 18×109/L, N: 
0.90. 术前B超CT: 胆囊结石, 胆总管结石, 在全

麻下行急诊手术, 术中探查: 胆囊7 cm×6 cm
大小, 壁光滑, 内含结石. 自文式孔探查可触及

“胆总管结石”, 逆行切下胆囊, 发现胆囊管止

于“胆总管”前壁, 从肝十二指肠韧带右侧穿

刺证实为胆总管, 切开取出胆固醇样结石, 向
下探查F10尿管顺利入十二指肠, 向上探查该管

进入胆囊, 未通至左右肝管. 从文式孔探查, 原
切开“胆总管”左侧切仍可触及移动结石, 切
开取出胆色素样结石, 向下探查F10尿管顺利入

十二指肠, 向上探查至左右肝管. 该管为肝总管

结石. 至此, 方明白, 先前切开之“胆总管”为

长胆囊管, 胆囊管行至肝总管前壁后斜行于肝

总管右侧, 且两管并行伴结石(图2).  
如未向上探查至左右肝管而将长胆囊管结

石误为胆总管结石行T管引流势必造成肝总管

结石遗漏, 梗阻性黄疸未解决而再次手术. 胆道
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■背景资料
由于胆道解剖先
天性或病理性变
异常常导致手术
引起胆道损伤, 给
临床造成不可挽
回的局面. 术前多
重影像检查, 术中
高度重视, 术中实
时 B 超 引 导 对 预
防胆道损伤有不
可低估的作用.

A                                     B

图  1  胆囊萎缩牵拉使胆总管受牵拉扭曲扩张. A: 术前CT

极易误诊为胆囊结石; B: 术中见胆囊萎缩于胆囊床.



切开取石, 不应只重视下段胆道通畅, 更应关注

上段胆道通畅问题. 术前仔细分析CT片可发现

双结石影对指导手术有重要意义.
例3 主乳头部结石嵌顿, 副乳头通畅致一过

性梗阻性黄疸. 男, 65岁. 患者1 mo来间断右上

腹疼痛, 时有发热, 全身黄染, 曾在本地医院行

抗炎, 保肝治疗, 上述症状消失, 但体质量减轻

约5 kg. 查体无阳性发现. B超: 胆囊结石, 胆总

管扩张1.5 cm, 疑壶腹部占位. MRI: 胆总管扩

张, 胆总管下段杯口征. 生化系列, 肿瘤系列正

常. 术前诊断: 胆囊结石, 低位梗阻性黄疸, 壶腹

部占位? 在全麻下行剖腹探查, 术中证实: 胆囊

结石, 胆总管扩张约1.5 cm, 乳头部2 cm×2 cm
光滑不活动肿物(图3). 行胆囊切除术, 胆总管探

查术, F10尿管顺利入十二指肠, 但乳头部肿物仍

可触及, 作Koccher切口, 于乳头部切开十二指

肠见乳头部饱满, 呈绒毛球状, 可触及质硬肿物, 
再次从胆总管置入F10尿管从壶腹部副乳头入

十二指肠, 术中B超证实主乳头部肿物为结石嵌

顿. 经十二指肠切开乳头取出结石, 行T管引流

术, 缝合十二指肠切开处, 关腹, 术后恢复良好. 
胆囊结石继发胆总管结石, 结石向下移动至乳

头部嵌顿可引起梗阻性黄疸. 如有副乳头通畅

黄疸可消退, 此时极易误诊为乳头部肿瘤产生

波动性黄疸. 本例主乳头结石嵌顿, 副乳头通畅

致一过性梗阻性黄疸临床十分罕见, 应高度重

视. 胆总管向下探查应想到从壶腹部副乳头入

十二指肠的可能性, 尤其术前考虑壶腹部占位, 
更应重视. 术中B超引导探查即可避免副损伤, 

2572                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2006年9月8日     第14卷     第25期

假道的形成, 又可直接观察, 应大力提倡. 
例4 胆总管结石开口于空肠并梗阻性黄疸. 

女, 70岁. 右上腹痛, 高热, 黄疸1 d, 右上腹肌卫, 
压痛. WBC: 28×109/L, N: 0.97. 血淀粉酶正常. 
术前B超: 胆总管扩张, 胆总管下段结石, 在全麻

下行急诊手术, 术中探查胆囊10 cm×6 cm大

小, 壁光滑, 张力高. 自文式孔探查未触及胆总

管结石, 胆总管扩张直径2 cm, 打开之, 探查胆

总管于胰头上斜行左下方走于胰腺后方, 取出

结石, F10尿管顺利入空肠, 回吸得肠液. 置T管引

流, 术闭(图4). 该例患者术前B超仅能明确胆总

管下段结石, 而术前与CT互补对胆管走行术前

有了明确判断, 这对术中预防胆管损伤及手术

操作方向具有重要指导意义. 胆总管开口空肠

实属罕见. 此型易致ERCP检查或奥狄氏扩约肌

切开成型术寻找十二指肠乳头困难, 操作失败. 

2      参考文献
1	 黄志强. 黄志强胆道外科. 第1版. 济南: 山东科学技术

出版社, 1999: 462-467
2	 王炳煌. 腹腔镜胆囊切除胆管损伤. 中华肝胆外科杂

志 2005; 11: 155-157
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图  2  胆囊管肝总管并行伴结石. A: 术前CT片可见双结石影; B: 术中所见; C: 钳子示胆囊管肝总管并行.

A                                           B                                       C

←

A                                     B                      C 图  3  主乳头部结石嵌顿, 副
乳头通畅. A: 术中B超示壶腹

部双管; B: 术中所见主乳头部

结石嵌顿; C: 双管示主乳头, 

副乳头.

A                                         B

图  4  胆总管结石开口于空肠. A: 术前CT示胆总管结石位

于脊柱左侧; B: 术后经T管造影胆总管开口于空肠.

■同行评价
胆道解剖变异是
导致术中胆管损
伤的常见原因, 术
中时刻警惕胆道
变异的存在对预
防胆管损伤有重
要意义. 本文报道
了4例胆道变异情
况, 对临床避免胆
管损伤有一定指
导意义.
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1  投稿总则
1.1 性质 世界华人消化杂志®, 国际标准刊号

ISSN 1009-3079, 国内统一刊号CN 14-1260/R, 
大16开, 旬刊, 每期160页, 定价24元, 全年864元, 
邮发代号82-262, 由世界胃肠病学杂志社出版. 
世界华人消化杂志主要报道消化基础研究、消

化临床研究、消化内科、消化内镜、消化外

科、消化肿瘤、消化介入治疗、消化病理、消

化预防医学、消化护理、消化医学、影像消化

误诊误治、消化中西医结合、消化检验、消化

新技术应用、消化诊断指南、消化治疗指南、

消化病诊断、消化病治疗、消化新药应用、消

化专家门诊. 世界华人消化杂志被国际权威检

索系统美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, 
CA)、荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/
Excerpta Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志

(Abstract Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论

文统计与分析(科技部列选为中国科技论文统

计源期刊)、《中文核心期刊要目总览》2004
年版内科学类的核心期刊、中国学术期刊文

摘、中国生物医学文献光盘数据库、中文科技

资料目录医药卫生、解放军医学图书馆CMCC
系统、中国医学文摘外科学分册(英文版)、中

国医学文摘内科学分册(英文版)收录. 2005年版

中国科技期刊引证报告:《世界华人消化杂志》

的总被引频次为3 353, 位居1 608种中国科技论

文统计源期刊的第8位, 内科医学类, 28种期刊

的第2位.《世界华人消化杂志》的影响因子为

1.769, 位居1 608种中国科技论文统计源期刊的

第14位, 内科医学类, 28种期刊的第2位.《世界

华人消化杂志》的即年指标0.211, 他引总引比

0.30, 地区分布数28, 基金论文比0.43, 国际论文

比0.01. 世界华人消化杂志荣获2001、2003年度

百种中国杰出学术期刊称号.
1.2 栏目 述评, 食管癌, 胃癌, 肝癌, 病毒性肝炎, 
大肠癌, 幽门螺杆菌, 基础研究, 临床研究, 焦点

论坛, 文献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 
会议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性

及实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作

规范, 表达准确. 专家述评4 000字以内, 研究原

著6 000字以内, 焦点论坛4 000字以内, 文献综

述6 000字以内, 研究快报4 000以内字, 临床经

验1 800字以内, 病例报告800字以内.
2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用, 如ALT, AST, mAb, WBC, 
RBC, Hb, T, P, R, BP, PU, GU, DU, ACTH, DNA, 
LD50, HBsAg, HCV RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, 
IgA, IgM, TCM, RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 
为减少排印错误, 外文、阿拉伯数字、标点符

号必须正确打印在A4纸上 .  中医药名词英译

要遵循以下原则: (1)有对等词者, 直接采用原

有英语词, 如中风stroke, 发热fever; (2)有对应

词者应根据上下文合理选用原英语词, 如八法

eight principal methods; (3)英语中没有对等词

或相应词者, 宜用汉语拼音, 如阴yin, 阳yang, 
阴阳学说yinyangology, 人中renzhong, 气功

qigong; 汉语拼音要以词为单位分写, 如weixibao 
nizhuanwan(胃细胞逆转丸), guizhitang(桂枝汤). 
通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
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目总览收录的学
术类期刊.
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N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高
4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一

律采用法定计量单位表示, 例如, 血液中的总蛋

白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总

脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿

素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固

醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、

肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生

素A、维生素E、维生素B1、维生素B2、维生

素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、

汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰
岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12

用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 
例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 
5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 七年, 7 a; 雌性♀, 雄性♂, 
酶活性国际单位IU=16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 
百分比％, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类

改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ改成mg, 长度

m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例
如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不

能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文

章内应统一. 单位符号没有单、复数的区分, 例
如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 
8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10年, 
10 a; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 
mL/ L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾
上腺素, 1 g/ L肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 
pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 
10%葡萄糖改为560 mmol/ L或100 g/ L葡萄糖; 
45 ppm=45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用
r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一律

以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大写

P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标准

差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean±
SE. 统计学显著性用aP  <0.05, bP  <0.01(P  >0.05
不注). 如同一表中另有一套P值, 则cP  <0.05, dP  
<0.01; 第三套为eP  <0.05, fP  <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995
出版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采

用汉字数字 ,  如二氧化碳、十二指肠、三倍

静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60=Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N-甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分

子量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD
改为M r 30 000或30kDa(M大写斜体, r小写正体, 
下角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即
A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用

原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在

＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24
岁, 56.4±0.5 d.3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 
ng/ L, 131.6±0.4 mmol/L, t  =28.4±0.2℃. BP
用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×

109/L, WBC构成比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确

的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不
明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 

1-2
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体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学

数字采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5±
0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 
前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean
±SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来
定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百

多g, 平均数波动在百位数, 故应写成3.6±0.4 
kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其
SD/3=0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来

定:分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 
000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前

后的阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距

离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不

移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字左右, 最好不超过26个字. 避免用

“的研究”或“的观察”等非特定词.
3.2 作者 论文署名作者不宜过多, 一般不超过8
人, 主要应限于参加研究工作并能解答文章有关

问题、能对文稿内容负责者, 对研究工作有贡献

的其他人可放入致谢中. 作者署名的次序按贡献

大小排列, 多作者时姓名间用逗号, 如是单名, 则
在姓与名之间空1格(正文和参考文献中不空格). 
世界华人消化杂志要求所有署名人写清楚自己

对文章的贡献. 第一方面是直接参与, 包括: (1)酝
酿和设计实验; (2)采集数据; (3)分析/解释数据. 
第二方面是文章撰写, 包括: (1)起草文章; (2)对
文章的知识性内容作批评性审阅. 第三方面是工

作支持, 包括: (1)统计分析; (2)获取研究经费; (3)
行政、技术或材料支持; (4)指导; (5)支持性贡献. 
每个人必须在第一至第三方面至少具备一条, 才
能成为文章的署名作者. 世界华人消化杂志不设

置共同第一作者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室  河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 男, 1966-02-26
生, 河北省定县人, 汉族. 1994年北京中医药大学

硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病的病理研究.
3.5 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No.30224801 
3.6 通讯作者 格式如: 通讯作者: 马连生, 030001, 
山西省太原市双塔西街77号, 太原消化病研治

中心. wcjd@wjgnet.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:     接受日期: 
3.7 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 署名一般不超过8人. 作者姓名汉语拼音拼

写法规定为: 先名, 后姓; 首字母大写, 双名之间

用半字线“-”分开, 多作者时姓名间加逗号. 格式

如: “潘伯荣”的汉语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位  先写作者 ,  后写单位的全称及省市邮

政编码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, 
Department of Pathology, Chengde Medical 
College, Chengde 067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
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Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.com
收稿及接受日期  格式如: Received:  Accepted:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求

与中文摘要一致. 格式如下: 
Abstract 
AIM:
METHODS:
RESULTS:
CONCLUSION:
Zhang XC, Gao RF, Li BQ, Ma LS, Mei LX, Wu 
YZ, Liu FQ, Liao ZL. Effects of Weixibao nizhu-
anwan on gastric precancerous lesions 300 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006; 14:
3.8 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对
照组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其

临床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例

进行过随访, 有多少例因出现不良反应而中途

停止研究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数

据, 有什么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要

真实、准确、具体, 所列数据经用何种统计学

方法处理; 应给出结果的置信区间和统计学显

著性检验的确切值; 概率写P , 后应写出相应显

著性检验值), 结论(全文总结, 准确无误的观点

及价值), 中文摘要格式如下: 
摘要

目的:
方法:
结果:
结论:
张旭晨, 高瑞丰, 李炳庆, 马连生, 梅立新, 吴玉

珍, 刘凤芹, 廖振林. 胃细胞逆转丸治疗胃癌前

期病变300例. 世界华人消化杂志  2006;14: 
3.9 正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 
材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号

一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1
格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3).
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他相

关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的

研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详细描

述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关

文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进

之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并
有足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文

即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其

容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出现

的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白

图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 图
1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; 
C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按●、

○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计

学显著性用: aP<0.05, bP<0.01(P >0.05不注). 如同

一表中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套
为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具

体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  对照组等, 注在表

的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单

位符号应注在表的右上方, 表内个位数、小数

点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或

未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上

等. 表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用

t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图

请附黑白照片, 并考入磁盘内; 彩色图请提供冲

洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩
色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条黏 
贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴.
致谢  致谢后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 
左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录方

法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排序. 
提倡对国内同行近年已发表的相关研究论文给

予充分的反映, 并在文内引用处右上角加方括

号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在“Pang 
et al”的右上角注角码号; 若正文中仅引用某文

献中的论述, 则在该论述的句末右上角注码号. 
如马连生[1]报告……, 潘伯荣 et al [2-5]认为……; 
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PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文叙述时, 
用与正文同号的数字并排, 如本实验方法见文

献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年核心期刊为

准, 引用被PubMed收录的期刊文献用英文表达, 
请附引用文献网上摘要打印件, 包括PMID编号

(摘要的左下方). 按顺序编号装订, 并考入磁盘

内. 在引用参考文献页码末尾注明PMID编号; 
无PMID编号的期刊请删除(重要文献必须保留

者, 请附首页复印件). 期刊: 序号, 作者(列出全

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID编

号 ; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷次, 版
次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页. 参考文献格

式如下: 
1    Ma LS, Pan BR. Strengthen international aca-

demic exchange and promote development of 
gas-troenterology. World J Gastroenterol  1998; 
4: 1 [PMID: 11819215]

2   马连生, 潘伯荣, 马景云. 世界胃肠病学杂志

英文版的现状. 世界华人消化杂志 2001; 9: 
855-863 

3    Lam SK. Academic investigator's perspectives 
of medical treatment for peptic ulcer. In:
Swabb EA, Azabo S, eds. Ulcer disease: 
investigation and basis for therapy. New York: 
Marcel Dekker, 1991: 431-450  

4    尚克中,  陈九如. 胃肠道造影原理与诊断. 第
1版. 上海: 上海科学技术文献出版社, 1995: 
382-385

4  投稿须知
4.1 投稿信件 来稿包括所有作者签名的作者投

稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多投; 
(2)是否有经济利益或其他关系造成的利益冲突; 
(3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所有作

者均符合作者条件, 所有作者均同意该文代表

其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通讯作

者的姓名、地址、电话、传真和电子邮件; 通
讯作者应负责与其他作者联系, 修改并最终审

核复核稿; (5)可建议熟悉该专业的审稿人或因

利益冲突而不适宜审阅该稿的审稿人姓名; (6)
来稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄

密, 如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所

有参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版

出版权转让给本刊编辑部, 所有来稿均需接受

同行审阅.
4.2 审稿过程 所有来稿均经2位同行专家的严格

评审, 所有审稿人的姓名对作者通常是保密的. 

投稿时, 作者可以提出要求回避的同行专家名

单, 也可以推荐2位非本单位的审稿人, 尤其是

本刊编委会成员. 审稿过程大约需要1 mo.
4.3 录用 来稿经本刊编辑部初审、2位同行专家

评审, 将评审后的稿件分为优先发表、可以发

表、修改后发表、修改后再审、退稿等项处理. 
录用稿件作者需交纳发表费, 发表后可获得2本
样刊及20套单行本(稿酬).
4.4 修改时间 来稿经同行专家审查后, 认为内容

需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把原

稿寄回给作者自行修改. 当原稿退还作者修改

时, 作者必须于1 mo内将修改后的稿件及软盘

寄回编辑部; 逾期寄回的, 作重新投稿处理.
4.5 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 
编辑部可将文章在《中国学术期刊光盘版》、

《中文生物医学期刊/会议文献数据库》等媒体

上长期发布; 作者允许该文章被美国《化学文

摘》、《荷兰医学文摘库/医学文摘》、俄罗斯

《文摘杂志》、《中国生物学文摘》等国内外

相关文摘与检索系统收录. 
4.6 投稿清单 (1)投稿函; (2)第1部分为题名及作

者, 作者及单位, 第1作者简介, 基金资助项目, 通
讯作者Email, 电话, 传真, 收稿日期, 接受日期; 
(3)第2部分英文摘要; (4)第3部分中文摘要; (5)第
4部分为0引言, 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法, 
统计学处理, 2 结果, 3 讨论, 致谢, 4 参考文献.
4.7 投稿地址 在线投稿: http://www.wjgnet.com/
wcjd/ch/index.aspx. 邮局寄送(已在线提交的稿

件不必再寄): 请将打印的稿件一式2份(附高质

量的图)、存有全文(文字、图表)的磁盘和其他

信息(全部文件的清单, 各文件的名称、格式和

使用平台等)寄往: 100023, 北京市2345信箱, 世
界胃肠病学杂志社.

世界胃肠病学杂志社

100023, 北京市2345信箱

郎辛庄北路58号院怡寿园1066号
电话: 010-85381901
传真: 010-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com 
http://www.wjgnet.com
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重庆市第三军医大学附属新桥医院肝胆外科

李胜 研究员
山东省肿瘤防治研究院

李旭 副教授 
广东省广州市南方医院急诊科

李延青 教授
山东大学齐鲁医院消化科

刘彬彬 副研究员 
复旦大学附属中山医院

                                                                 • 致谢 •	

致谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！
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浙江中医学院附属医院消化科

秦环龙 教授
上海交通大学附属第六人民医院外科

施瑞华 教授 
南京医科大学第一附属医院消化科

谭学瑞 教授 
汕大医学院第一附属医院

王春友 教授 
华中科技大学同济医学院附属协和医院胰腺外科中心

王鲁 副教授
复旦大学附属中山医院肝外科、复旦大学肝癌研究所

王晓艳 副教授
中南大学湘雅三医院消化内科

王学美 研究员
北京大学第一医院中西医结合研究室

王志刚 副主任医师 
上海市第六人民医院普外科

阎晓初 教授
第三军医大学西南医院病理学研究所

杨林 副研究员 
中山大学附属第三医院感染病科

杨希山 教授 
广东省中医药局

姚登福 教授 
南通大学附属医院分子医学中心

伊力亚尔·夏合丁 教授 
新疆医科大学第一附属医院胸外科

阴赪宏 研究员 
首都医科大学附属北京友谊医院感染暨急救医学科

张锦生 教授 
复旦大学上海医学院病理学系

周学文 教授 
辽宁中医学院附属医院消化内科

邹小明 教授 
哈尔滨医科大学附属第二医院普外二科
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