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Abstract
Ultrasound-guided alcohol sclerotherapy is 
the first-line treatment for simple hepatic cysts, 
having a history of 22 years. However, there are 
no guidelines for hepatic cysts either in China 
or abroad. The cure rate differs significantly 
between medical institutions. Therefore, it is 
necessary to write guidelines for standardizing 
treatment programs to increase the efficacy of 
alcohol sclerotherapy. The key issues include the 
choice of therapy, minimal alcohol concentration 
for curing cysts, and maximal alcohol doses 
within safe limits, etc. 
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摘要
单纯性肝囊肿酒精硬化治疗已有22年的历史, 

目前已成为治疗单纯性肝囊肿的一线方案. 然
而, 至今国内外一直没有肝囊肿治疗标准方案
(Guideline), 致使不同医疗机构囊肿治愈率明
显不同. 目前有必要规范囊肿治疗方案, 提高
囊肿治愈率. 规范方案目前存在的主要问题包
括囊肿酒精硬化治疗方法的选择、治愈囊肿
的最低有效酒精浓度、最大酒精用量及安全
性等. 
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0  引言

自1985年Bean首先报道在超声引导下肝囊肿置

管引流行酒精硬化治疗以来[1], 目前, 酒精硬化

治疗已成为治疗单纯性肝囊肿的一线方案. 国
外多采用囊肿置管保留酒精方法[2-5], 而国内多

采用细针穿刺短时间保留酒精法及酒精反复冲

洗置换囊液法(即: 冲洗法)[6-7]. 上述方法的优缺

点如何? 哪一种方法较好? 另外, 肝囊肿酒精硬

化治疗疗效的关键在于保证囊腔内有较高的酒

精浓度且囊壁均能接触到酒精. 那么, 囊腔内酒

精浓度多高才能够治愈囊肿? 治愈囊肿需要多

少酒精? 多长时间? 及其对人的安全性如何? 酒
精硬化治疗肝囊肿的确切机制是什么? 这些都

是治愈肝囊肿的关键问题. 本文将对以上问题

逐一探讨.

1  酒精硬化治疗肝囊肿的机制

囊肿腔内的囊液是由囊壁上皮细胞所分泌, 上
皮细胞不断分泌, 囊肿不断增大. Bean[8]1981年
的试验证明950 mL/L酒精与囊肿壁上皮接触1-3 
min, 就可使上皮细胞固定、失活, 但未见其确

切的病理报道. 酒精使囊壁上皮细胞脱水, 蛋白

凝固变性, 势必降低或消除膜蛋白的功能, 改变

生物膜蛋白和脂质的比例, 使之转运氨基酸的

能力降低和钙的内流异常, 导致细胞死亡, 不再
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■背景资料
乙醇硬化治疗肝
囊肿已有 2 2年
的历史 ,  是一种
微创、经济、简
便、安全、有效
的治疗方法, 目前
已被广泛应用并
成为单纯性肝囊
肿的一线治疗方
法.



分泌囊液, 并产生无菌性炎症使囊壁黏连, 纤维

组织增生, 从而囊腔闭合, 囊肿消失[9]. 目前国内

外对囊肿上皮细胞变性、坏死的过程, 期间上

皮细胞胞膜、细胞器的超微结构的改变等未见

报道.

2  酒精硬化治疗肝囊肿的方法及其疗效、优缺

点和适应征

超声引导下酒精硬化治疗肝囊肿的方法较多, 
大体可分为保留法和冲洗法2类. 保留法: 在超

声引导下借助Seldinger技术, 将6-8 F猪尾巴导管

置入囊腔内(或细针直接穿刺), 注入造影剂, 证
实囊腔与胆道系统及腹腔不相通, 抽尽囊液, 向
囊内注入20 mL/L利多卡因5-10 mL后, 再注入囊

腔容积1/5-1/3的950或990 mL/L的酒精, 最多不

超过100 mL, 保留20 min. 期间置管者应变换体

位, 每个体位保持5 min, 以确保囊壁与酒精充分

接触. 硬化完毕, 抽尽酒精结束治疗(即: 单次保

留法). 若囊肿较大, 可即刻或隔日重复硬化(即: 
多次保留法). 冲洗法: 在超声引导下置管或插入

PTC针后, 抽尽囊液, 用20-50 mL(或用抽出囊液

量1/5-1/3)的990 mL/L酒精冲洗, 再反复注入酒

精直至囊液澄清, 拔针, 即单阶段(single-session)
冲洗法. 囊肿较大者, 亦可隔日重复上述治疗, 
即多阶段(multiple-sessions)冲洗法.

目前国外治疗囊肿策略 :  小囊肿采取置

管后单次或2次保留囊腔容积1/5-1/3的酒精

20 min, 大囊肿采取多次保留法[1,10-13], 治愈率

71%-100%[14-15], 有效率83%-100%[14,16-17]. 国内多

主张冲洗法治疗囊肿, 治愈率在58.5%-81.5%, 
有效率97.7%-100%[6-7]. 

国外采取的保留法需要置管, 其优势在于

可将囊液抽尽, 减少因残液稀释酒精而降低疗

效. 同时还可让患者来回侧身, 让所有囊壁均能

接触到酒精, 保证所有囊壁上皮的变性. 但该法

较置入PTC针冲洗法创伤大, 出血率高, 需要住

院治疗, 增加了医疗费用. 而后者虽不能完全抽

尽囊液, 但经反复冲洗后囊腔酒精浓度基本可

达到990 mL/L. 其还可使囊内沉淀的蛋白及时抽

出, 防止因蛋白贴壁而影响硬化. 此外加压冲洗

可冲开皱缩的囊壁, 使酒精与囊壁上皮接触更

充分, 硬化显著. 该法创伤小, 简便易行, 无需住

院, 门诊术后观察数小时即可回家, 费用低, 更
易推广.

崔屹 et al [18]用单阶段冲洗法治疗141例非寄

生虫性肝囊肿, 结果发现囊径≤10 cm, 治愈率
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59%, 有效率95%; >10 cm者治愈率18%, 有效率

76%, 并提出此法治疗囊径在10 cm以内者, 疗效

好. 黄敏 et al [7]对于≥10 cm的肝囊肿采取多阶

段冲洗法治疗, 冲洗2次/d, 治疗2-3 d, 并未使得

疗效有所改善. 分析其原因, 可能与囊肿较大时, 
单纯冲洗不侧身, 无法保证所有囊壁均能接触

到酒精及硬化时间短有关. 而用多次保留法治

疗巨大肝囊肿(囊径≥10 cm), 治愈25个(86.2%), 
有4例未闭合, 其中2例为注射4次后导管脱落, 2
例为直径20和23 cm的特大囊肿, 但此4例囊肿经

治疗后均<5 cm且症状消失[19]. 由此可见, 酒精

单阶段冲洗法对10 cm以内的肝囊肿有较好的疗

效, 而多次保留法对10 cm以上者疗效较好. 目前

治疗的肝囊肿以直径≤10 cm的多见, 故单阶段

冲洗法更值得推广, 其治愈率高, 即使有个别未

治愈的, 因其最终直径<5 cm, 亦无临床症状, 无
需治疗. 

3  影响酒精硬化治疗肝囊肿疗效的因素

3.1 酒精硬化治疗肝囊肿的有效浓度 目前常用

950-990 mL/L酒精作为硬化剂治疗囊肿, 均有较

好疗效. 因囊液常无法抽尽, 使得注入的酒精被

稀释, 故最终治疗囊肿的有效酒精浓度常不得

而知. Okano et al [20]用990 mL/L酒精治疗8例巨

大肝囊肿(直径10-16 cm, 容积350-1590 mL), 每
次保留20-100 mL, 平均保留1.4次, 结果有5例囊

肿直径缩小一半以上, 6例症状消失. 经公式推

算后发现, 这5例患者囊内酒精浓度>40%. 因此

提出囊内酒精浓度>40%时即可取得最佳疗效且

副作用少. 但此试验例数少, 最终酒精浓度是推

算得出, 且以囊腔缩小一半以上作为最佳疗效

的标准, 值得怀疑, 故尚需大规模的、精确的临

床试验验证.
3.2 囊肿大小 文献报道囊肿直径愈小, 硬化效果

愈好. 据报道[18], 肝囊肿囊径<6 cm, 6-10 cm, >10 
cm的治愈率分别为80%, 44.5%, 18.2%; 有效率

分别为100%, 92.1%, 75.8%. 俞同福 et al [21]研究

亦显示<5 cm组与5-8 cm及>8 cm组疗效有显著

性差异, 囊肿直径愈小, 治疗后消失率愈高. 因
此肝囊肿符合适应征者应尽早治疗, 以获得最

佳疗效.
3.3 硬化次数 据报道, 多次硬化有效率(95%)显
著高于单次硬化有效率(57%: P <0.001)[22], 且2
次酒精硬化复发率(0%)较1次硬化复发率(32%)
低[23]. 李宗狂 et al [19]采用多次硬化治疗29个巨大

肝囊肿, 11个注射4次, 8个注射5次, 6个注射6次, 
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■研发前沿
如何规范囊肿治
疗方法, 提高囊肿
治愈率 ,  特别是
在治疗方法的选
择、治愈囊肿的
最低有效乙醇浓
度、最大酒精用
量及安全性方面, 
目前尚无定论 ,  
成为亟待解决的
问题.
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4个注射7次, 使巨大肝囊肿的治愈率增至86.2%, 
这也证实多次硬化的有效性.
3.4 硬化时间 酒精硬化治疗囊肿的时间, 依囊

肿大小和方法而定. 保留法治疗小囊肿时, 多
采用单次保留20-60 min, 而大囊肿则采用多阶

段保留, 曾有220 min的报道[12], 有较好疗效. 而
Larssen et al [24]采用单次保留酒精10 min治疗肝

囊肿, 平均随访23 mo, 结果囊肿平均容积缩小

95%(P <0.005). Yang et al [25]分别用950 mL/L酒精

保留4或2 h治疗肝囊肿, 结果表明两组间疗效无

差异. 而冲洗法以冲洗至囊液完全澄清为标准, 
不强调冲洗时间. 因此, 不同疗法治疗囊肿的最

佳时间有待于进一步研究.

4  肝囊肿二次治疗时机的选择

较多报道显示 ,  在囊肿硬化后的短时间内 (1 
wk-3 mo)会有囊液的再次产生, 随后经长期随访

发现其逐渐消失或缩小[10,26-28]. 分析其原因可能

是酒精致囊肿炎症反应, 炎性渗出所致, 而非治

疗无效. 此时酒精已使囊壁上皮变性、失活, 不
再分泌囊液. 随着炎症的吸收, 囊腔最终闭塞[27]. 
Larssen从细胞学和生化学角度, 研究肝囊肿经

酒精硬化前后囊液成分的变化, 结果表明硬化

后, 细胞学和生化学参数均支持有炎症反应参

与[29]. 因此, 酒精初次硬化治疗肝囊肿后, 其疗效

评价和二次治疗至少应在3 mo后进行.

5  酒精硬化治疗肝囊肿安全性的探讨

酒精治疗囊肿时, 因囊壁对酒精的吸收和渗漏

等原因, 常出现醉酒反应: 口中呼出酒味、恶

心、面色潮红、头晕、呼吸和心率加快等. 郑
怀竞 et al [30], 报道急性乙醇饮用者全血中乙醇

达1 g/L时即为法定醉酒, 达2 g/L时即为中毒量, 
达5 g/L时为致死量. 为防止出现严重的神经毒

性反应, 现认为单次注入囊腔内的酒精不能超

过100 mL. 经临床试验验证, 该剂量较安全, 仅
少数患者在治疗后有醉酒反应, 经对症治疗或

休息后可缓解. Larssen保留不超过100 mL的酒

精10-20 min, 术后1 h血酒精浓度为0-0.3 g/L[28]. 
Kairaluoma et al [10]将保留时间增至40-60 min, 结
果术后20 min平均血酒精浓度为0.43±0.38 g/L, 
最高达1.02 g/L; 术后80 min平均血酒精浓度为

0.38±0.32 g/L, 最高达0.92 g/L.
Ya n g e t a l [25]尝试用单次保留囊腔容积

30%-40%的950 mL/L酒精2或4 h治疗27例巨大

肝囊肿(8-23 cm), 平均酒精用量为138.3 mL, 最

多用200 mL. 有7例血压下降(26%), 25例出现醉

酒反应(93%). 检测的9例患者术后每小时血酒

精浓度显示: 血酒精浓度在3或4 h时达到高峰, 
0.6-1.99 g/L(平均1.28 g/L), 其副反应大, 血酒精

浓度高可能与其酒精用量大及保留时间长有关. 
这与Kairaluoma et al [10]报道注入酒精的总量与

每公斤体质量血中酒精含量的增加显著相关一

致. 但Akinci et al [31]硬化治疗肾囊肿97例, 单次

最多用酒精200 mL, 取得良好疗效且无并发症. 
Bozkurt et al [32]在成功治愈1例20 cm×25 cm×

16 cm的肾囊肿时, 单次最多用酒精350 mL, 随
访8 mo亦无并发症. 因此选择单次保留超过100 
mL的酒精治疗囊肿时应谨慎,  其安全性还有待

于探讨.
以上我们介绍了国内外对肝囊肿酒精硬化

治疗的研究现状和进展, 而肝囊肿酒精硬化治

疗的确切机制等还需进一步研究, 我们建议, 对
酒精硬化治疗肝囊肿方法进行一项多中心、随

机对照研究, 比较保留法和冲洗法的临床疗效, 
有助于规范囊肿治疗方法. 建议囊肿直径<10 cm
建议行单阶段冲洗法, 囊肿直径>10 cm行多次

保留法. 囊肿越小, 治疗效果越好, 因此建议肝

囊肿>5 cm或有明显的因囊肿引起的压迫症状

者即可治疗. 当然, 囊肿硬化治疗还有许多没有

解决的问题, 如治愈肝囊肿的最低有效治愈囊

肿的囊内酒精浓度, 以及该浓度下酒精最短保

留时间、最佳注入囊内酒精量, 人体对酒精的

最大耐受量, 酒精对正常肝细胞的影响, 囊壁上

皮细胞的坏死过程等, 都有待于进一步研究.
总之, 超声引导下无水酒精硬化治疗肝囊肿

是一种微创、经济、简便、安全、有效的方法.
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■应用要点
高浓度乙醇硬化
治疗肝囊肿已成
为囊肿治疗的一
线方案, 但其最佳
治疗方案尚待研
究, 如何能最大发
挥其微创、安全
的优势, 同时又提
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Abstract
Tradi t iona l ly , the d iagnos i s o f chron ic 
pancreatitis (CP) requires confirmation by 
tests that measure perturbations of either 
pancreatic structure or function. The diagnostic 
criteria from the 2000 Survey in the Asia-
Pacific Region are accepted internationally. The 
distinction between big- and small-duct CP has 
both diagnostic and therapeutic implications. 
Autoimmune pancreatitis (AIP) is recognized 
as one special type of CP. Endoscopic therapy 
is appealing because it may offer an alternative 
to surgical procedures for CP. Furthermore, 
e n d o s c o p i c t h e r a p y d o e s n o t p r e c l u d e 
subsequent surgery if it is necessary. Operations 
for CP are varied, and there is no single 
operation for all patients. Malignancy must be 
excluded in the preoperative evaluation. 

Key Words: Chronic pancreatitis; Endoscopic 
therapy
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摘要
传统的慢性胰腺炎(chronic pancreatitis, CP)诊
断着眼于胰腺形态和功能的异常, 2000年亚太
共识会确定的标准是目前国际上较为公认的
标准. “大导管”、“小导管”胰腺炎的确定
对CP的诊断和治疗具有双重价值. 自身免疫
性胰腺炎作为CP的一个特殊类型越来越受到
临床医生的关注. CP内镜治疗是另外一种很
有前途的外科处理手段, 而且内镜手段并不排
斥随后必须要进行的手术治疗. CP的手术方
式多样化, 没有统一的单一术式适合所有CP
患者, 在术前排除恶性病变是必须的.

关键词: 慢性胰腺炎; 内镜治疗
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0  引言

慢性胰腺炎(chronic pancreatitis, CP)是由多种原

因所致的胰腺弥漫性或限局性炎症. 由于炎症

持续不断地发展, 导致腺体发生一系列复杂、

不可逆的损害 ,  并在临床上表现出进行性的

内、外分泌功能衰退及多种临床症状.

1  诊断

CP由于多种致病因素相互影响, 使临床表现变

得复杂、多样. 基于不同的角度, CP有不同的分

类法, 诊断标准不一. 传统上CP的诊断方法着眼

于发现胰腺形态和功能异常(表1). 根据检查方

法组合和敏感度的不同, CP的诊断标准也经历

了不同的阶段. 1963-1984年马赛, 1988年的马

赛、罗马, 1996年瑞士苏黎世几次国际研讨会

将CP基本上分为两大类, 即以病理形态学改变

为主要依据的马赛分类法和以临床表现为主要

依据的苏黎世分类法. 至今病理形态学的改变

仍是诊断CP的金标准, 但临床上又很难以胰腺

组织作为疾病的诊断依据. 1995年日本制定的

CP诊断标准也接纳了马赛以病理形态学为主要

依据的分类法. 2000年的亚太共识会上确定的
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■背景资料
慢性胰腺炎(CP)
是一种良性疾患, 
其自然病程显示
他是一个进行性
的炎症过程 .  目
前有关CP的诊断
还是一种经验性
诊断, 哪种诊断是
诊断CP的“金标
准”还未达成共
识. 针对CP, 内镜
治疗是近年来发
展起来一种治疗
手段 ,  他适合CP
某些固定的指征; 
CP的手术方式多
样化, 没有统一的
单一术式适合所
有CP患者 ,  手术
效果也存在个体
差异.



CP的诊断标准为: 有临床症状和体征, 并具备下

列之一者: (1)内镜逆行胰胆管造影(ERCP)显示

胰管有改变, (2)促胰泌素试验阳性, (3)胰腺钙

化, (4)提示CP的内镜超声(EUS)异常[1]. 尽管这

种分类法存在着一些问题, 但也是国际上较公

认的CP诊断标准.
有些患者的胰腺炎症主要累及腺体和胰管

的细小分支, 而主胰管无明显的改变. 如按上述

诊断标准则难以对此类患者做出诊断. 针对此

种情况, 有人提出按炎症主要累及的部位, 将CP
分为“大导管” (big-duct)和“小导管” (small-
duct)两种炎症类型[2], 并发现各自的临床表现

及辅助检查结果均呈现不同特征(表2). 大导管

病变意味着胰管和腺体出现常规影像学检查可

发现的明显异常, 这些改变包括超声(US)、CT
或ERCP可发现的主胰管扩张、胰腺萎缩或弥

漫性钙化; 而小导管病变意味着没有上述的异

常表现. 这个区别具有诊断和治疗上的双重价

值, 大导管病变出现明显形态的异常, 且常伴有

内、外分泌功能不全, 诊断相对简单; 而小导管

病变的影像学检查可能是正常的, 而且通常还

没有出现功能异常, 诊断相对困难. 目前小导管

CP仍是诊断的难点.
近年CP的一个特殊类型自身免疫性胰腺炎

(autoimmune pancreatitis, AIP)越来越受到受到

临床医生的关注. 1961年Sarles首先报道一种与

自身免疫有关的特殊类型的CP, 1995年Yoshida
在总结先前报道的基础上提出AIP的概念和诊

断标准, 其特点为高γ球蛋白血症、自身抗体阳

性、胰腺增大, 组织学上以胰管周围淋巴细胞

和浆细胞严重浸润性炎症为特征, 并出现腺叶

萎缩和严重纤维化, 尤为重要的是其对皮质类

固醇治疗敏感[3]. 
据报道, 干燥综合症、原发性硬化性胆管

炎、原发性胆汁性肝硬化、自身免疫性肝炎、

炎症性肠病、Ⅰ型糖尿病和免疫性血小板减少

症等自身免疫疾病均与AIP有联系[4]. 据统计, 临
床上近2%接受ERCP的CP患者被证实为AIP, 患
者通常没有症状或仅有轻微的上腹部不适症

状, 影像学检查显示胰腺增大, 因胰头肿大或纤

维化所致的胆总管远端狭窄而引起梗阻性黄疸, 
近期出现的糖尿病以及疑似胰腺癌的单个或多

个胰腺肿块. 该疾病一般没有急性胰腺炎发作

的病史. 
AIP自然病程方面的资料很少, 有些患者因

怀疑胰腺癌或淋巴瘤而接受手术治疗, 大多数
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患者接受皮质激素的治疗. 据报道, po皮质激素

可取得很好的治疗效果. 通常一个疗程的皮质

激素治疗可以纠正或明显改善黄疸、糖尿病、

高γ球蛋白血症、胰腺增大、胰管狭窄和胰腺功

能不全的症状, 但一些胰管不规则改变可能持

续存在. 大多数患者停用激素后无复发, 但也有

少数患者出现复发.

2  内镜治疗

近十余年, 随着纤维十二指肠镜的普及与应用, 
为CP的治疗开辟了一个新的途径. 尤其近年来

内镜治疗CP新技术的出现和进一步成熟, 如胰

管支架置放术和胰管内镜取石(包括或不包括

体外冲击波碎石), 使得内镜治疗CP指征逐渐扩 
大[5]. 导致CP患者腹痛的胰管和十二指肠乳头狭

窄、胰石、假性囊肿及胰腺分裂、Oddi括约肌

功能异常等均可以选用内镜治疗. 与外科手术

相比, 内镜疗法具有创伤小、并发症和死亡率

低、安全、费用低等优点. 因此可作为外科手

www.wjgnet.com

■研发前沿
本文就国际上流
行的主流理论和
治疗方式, 并结合
自己的体会, 对慢
性胰腺炎的诊断
和治疗最新进展
加以简要的介绍. 

表  1  CP的诊断方法

     
形态检测                                                功能检测

超声内镜(EUS)                促胰泌素或促胰泌素-CCK试验

经内镜逆行                                 粪便弹性蛋白酶

胰胆管造影(ERCP)

计算机体层摄影(CT)                            血清胰蛋白酶

磁共振成像/磁共振                              粪便脂肪

胆胰管成像(MRI/MRCP)

腹部超声                                     血糖

腹部X光平片	

按敏感性的降密次排列, CCK: 胆囊收缩素.

表  2  “大导管”和“小导管”CP的特征

     
特征		          大导管                  小导管

性别                             男                       女

辅助检查

    胰泌素试验              异常                   异常

    血清胰蛋白酶原       多为异常            正常

影像检查

    胰腺弥漫钙化           常见                    罕见

    ERCP                       多为明显异常     轻度异常或正常

症状

    脂肪泻                     常见                    罕见

疼痛治疗

胰酶制剂                      无明显效果         疗效明显

手术治疗                      有效                    无效
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术的一种替代疗法. 此外, 内镜治疗并不排斥随

后必须要进行的的手术治疗. 而且通过内镜手

段减低胰管内压的结果可预测外科引流的效果. 
近年有关内镜治疗CP的报道已达几千例, 但目

前尚缺乏内、外科和内镜治疗大样本的随机、

对照研究, 故无法得出不同个体应选择何种疗

法的确切适应征, 内镜治疗CP的远期疗效有待

进一步提高. 下面就内镜治疗涉及到的指征简

介如下. 
(1)内镜下胆、胰管括约肌切开术: 括约肌

切开后, 可消除胆、胰管开口的狭窄, 降低胰管

内压. 同时, 也是胰管支架术、胰管活检、胰管

狭窄扩张和取石等后续治疗的先决条件. (2)胰
管扩张术: 单纯扩张后, 多数患者症状复发故胰

管扩张均与支架置入、取石等疗法联合应用. 
(3)胰管支架术: 该方法是内镜治疗慢性胰腺炎

的最主要措施. 十二指肠乳头周围及胰头部胰

管狭窄, 伴远端胰管扩张者是胰管支架术的最

主要适应征[6]. 关于胰管支架管放置与更换支

架的时间也存有争议. 一种意见为如无症状或

并发症, 支架可一直放置, 而无需更换; 另一种

意见为每3个月更换支架, 以保持引流通畅. 目
前多数人认为待胰性腹痛复发时更换支架较定

期更换更为恰当[9]. 近年的研究发现, 移出支架

后, 有些患者的胰管狭窄虽持续存在, 但腹痛症

状却可明显缓解. 推测其原因可能与内镜治疗

时的括约肌切开、胰管扩张、取石等多种措施

不同程度地改变了胰液的流出有关[7]. (4)胰腺

结石取除术: 该方法主要适用于主胰管内的结

石. 对于管壁粘连的胰管结石, 可先用导管推动

结石, 使其游离再将其套出. 对于胰管内小结石, 
可通过冲洗将其排出. 对于结石过大、过硬者

可附加液电碎石(EHL)将结石粉碎后取出或进

行体外冲击波碎石(ESWL)后取石, 对有结石残

留且症状明显者应行手术治疗[8]. (5)胰腺假性囊

肿的治疗: 对于临床上有明显症状、囊肿逐渐

增大和出现感染、出血、破裂及消化道梗阻者

需进行干预, 并可首先选用内镜治疗[9]. 内镜治

疗是通过在囊肿与消化道之间制造一引流通道, 
使囊液经过通道流至消化道内, 而达到治愈囊

肿的目的. 根据囊肿与胰管是否相通, 可选用经

十二指肠乳头的间接引流和经胃或十二指肠壁

的直接引流. (6)胆道梗阻的治疗: 胆道内支架置

入可使慢性胰腺炎合并胆道梗阻者的黄疸减轻, 
胆汁淤滞状态得到改善, 胆管炎易于控制, 但远

期疗效不佳. 目前, 胆道内支架置入仅适于一些

高危患者以及为减轻黄疸、控制胆道感染的临

时措施. (7)胰瘘的治疗: 慢性胰腺炎时并发的胰

瘘多为胰液从假性囊肿、破裂胰管漏出而形成

的内瘘. 多数患者需行ERCP检查方可确定胰液

漏出的部位. 对内科治疗无效的患者或作为综

合治疗手段之一, 可经内镜向胰管内置入支架

或鼻胰管引流, 通常引流管的先端应置于胰瘘

口远端. 对内镜治疗失败者应行手术治疗.

3  外科治疗

虽然不同病因所致的CP形态学上略有差别, 但
其基本改变大致类似. 这些形态学改变, 在临床

上既引起内、外分泌功能的变化, 又导致一些

器质性并发症. 因此CP的治疗是一项多学科的

工作, 其中包括去除病因、改善胰腺内外分泌

功能、消除腹痛等内科措施及处理器质性并发

症和难以控制腹痛的外科治疗.
CP的外科治疗是在内科治疗无效的前提下

进行的. 外科治疗有以下3个目的: (1)消除或缓

解难以控制的腹痛, (2)处理CP末期相关并发症

(胆道梗阻, 假性囊肿的形成等), (3)排除胰腺癌

的存在. 
对于CP患者而言, 具备下面3种形态学变化, 

适合外科手术治疗: (1)局域性(远端或近端)纤维

化, (2)弥散性胰管扩张(胰管扩张的长度大于10 
cm, 直径大于5-7 mm), (3)相关或相邻器官的梗

阻和闭塞(胆道梗阻、十二指肠梗阻或假性囊肿

的压迫). 这些解剖学变化可被CT和/或ERCP确
定. 如果患者无法进行上述指标的评价, 而直接

进行外科手术治疗, 则很难预见其手术效果及

疼痛的缓解情况. CP手术方式共分两大类: 胰管

减压手术和胰腺切除手术. (1)胰管减压手术: 此
类手术仅限于“大导管”CP. 胰管梗阻致内压

增高是此类CP患者腹痛的主要原因, 如能有效

地降低胰管压力, 大多数患者的腹痛可以得到

明显的缓解. 胰管减压手术既可缓解症状, 又能

最大限度地保留胰腺组织, 被认为是比较理想

的术式之一. 有些患者手术后症状复发, 可能与

胰头部或钩突胰管阻塞及疾病进展有关[10]. 
在各类胰管减压引流术中, 胰管空肠侧吻合

术减压效果最充分, 且操作比较简单, 并发症少, 
是近20年应用最广泛的一种胰管减压手术. (2)
胰腺切除术: 根据病变部位、程度与范围, 选择

胰头或远侧(尾侧)胰腺切除术. 胰头切除术包括

胰十二指肠切除、保留幽门的胰十二指肠切除

■同行评价
本文介绍了慢性
胰腺炎诊治的进
展, 有一定的参考
价值和应用价值. 
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及保留十二指肠的胰头切除术. 前两种术式可

用于胰头部炎性肿块较大、多发性胰石或囊肿, 
与周围脏器粘连严重, 合并胆总管、十二指肠

梗阻的患者. 但因手术创伤大, 合并症多等问题

而引起争议.
保留十二指肠的胰头切除术是由Beger率

先倡导的一种新的术式. 该手术仅切除病变的

胰头, 保留了胃、十二指肠及胆道正常的连续

性. 通过实践, 已证实技术上是可行的. 此后

Warren、Frey、梁英树、今泉俊秀 et al以该术

式为基础, 施行了若干改进.
胰头肿块的定性诊断是选择术式的前提, 

也是目前胰腺外科的一个难点. 术中穿刺细胞

学及冰冻活检是确定诊断最可靠的根据. 因胰

腺癌癌灶周围伴随有炎症改变, 切取表层胰腺

组织常难以得到阳性结果. 切取活检组织前, 应
将胰头充分游离, 仔细观察胰头前后有无凸起

的结节, 认真触诊肿块内最硬的部份, 选择距病

灶最近的路径, 从胰头的前方或后方切取病变

组织. 对细胞学及术中冰冻阴性, 而临床仍不能

排除的恶性者, 应将病变组织大块剜除再次送

检. 如证实为恶性, 行胰十二指肠切除; 若仍未

证实为癌, 可以选择保留十二指肠的胰头切除

术(Frey法)来终止手术.
CP是一种良性疾患, 其自然病程显示他是

一个进行性的炎症过程. 目前有关CP的诊断还

是一种经验性诊断, 哪种诊断是诊断CP的“金

标准”还未达成共识. 针对CP, 内镜治疗是近年

来发展起来一种治疗手段, 他适合CP某些固定

的指征. CP的手术方式多样化, 没有统一的单一

术式适合所有CP患者, 手术效果也存在个体差

异. 所以, 必须全面、仔细了解每一个患者的具

体情况, 选择最合适的治疗方法和时机, 遵循个

体化的原则, 才能获得满意的疗效.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of low-dose all-
trans-retinoic acid (ATRA) supplementation 
on the concentrations of hepatic retinoids, 
formation of polar retinoid metabolites (PRMs), 
expression of microsomal cytochrome P4502E1 
(CYP2E1) and liver injury in ethanol-fed rats.

METHODS: A rat model of alcoholic liver dis-
ease (ALD) was induced by intragastric infusion 
of ethanol. Thirty male SD rats were randomly 
assigned to four groups: group A was a control 
group, rats of groups B, C and D were received 
intra-gastric infusion of alcohol (8 g/kg) for 8 
weeks, and rats of groups C and D were admin-
istered all-trans-RA at two different doses (150 
µg/kg body wt in group C and 1.5 mg/kg body 

wt in group D), by intragastric infusion, for 4 
weeks. The concentrations of retinoids in rat liv-
er were detected using high-performance liquid 
chromatography (HPLC), the levels of CYP2E1 
were measured by Western blotting, and patho-
logical changes in the livers were observed un-
der light microscope.

RESULTS: Retinoid (vitamin A, RA, retinyl pal-
mitate) concentrations in the livers of ethanol-
fed rats were markedly diminished (8.13 ± 1.379 
nmol/g, 0.077 ± 0.029 nmol/g and 132.6 ± 6.472 
nmol/g, respectively, vs 21.43 ± 2.944 nmol/g, 
0.183 ± 0.037 nmol/g and 221.1 ± 10.35 nmol/g; 
P < 0.01) in group B animals compared with 
those in group A animals. Furthermore, obvi-
ous peaks representing PRMs were observed 
in extracts from the livers of group B animals. 
In group C animals, the RA and vitamin A con-
centrations were raised to control levels and the 
retinyl palmitate concentrations were partially 
restored (P < 0.05). In group D animals, RA and 
retinyl palmitate concentrations were completely 
restored. However, the vitamin A concentrations 
were higher than those of controls (27.26 ± 3.149 
nmol/g vs 21.43 ± 2.944 nmol/g, P < 0.05). Histo-
logical observation of liver tissues indicated that 
ATRA treatment notably reduced hepatocellular 
swelling and steatosis, but the expression of 
CYP2E1 was not affected by ATRA. 

CONCLUSION: Low-dose ATRA treatment 
can restore retinoid concentrations and abolish 
PRMs formation in the livers of ALD rats, and 
eventually ameliorates liver injury.

Key Words: Alcoholic liver disease; All-trans retinoic 
acid; Retinoids; CYP2E1; High-performance liquid 
chromatography; Western blotting
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摘要
目的: 研究补充小剂量全反式维甲酸(ATRA)
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■背景资料
酒精是世界范围
内被广泛滥用的
成瘾性物质, 长期
大量饮酒可导致
酒精性肝病(包括
酒精性脂肪肝、
酒精性肝炎、酒
精性肝纤维化和
肝硬化)及一些与
酒精相关的疾病
(酒精性心脏病 , 
癌症等). 因此, 探
讨这些疾病的病
理生理机制和寻
求有价值的治疗
措施显得尤为重
要. 



对酒精喂养大鼠肝脏维生素A类物质(r e t i-
noids, 主要是维生素A和RA)含量、维生素
A类物质极性代谢产物(PRMs)形成, 细胞色
素P4502E1(CYP2E1)表达和肝细胞损伤的
影响. 

方法: 将30只SD大鼠随机分为A组(正常对照
组), B组(单纯乙醇组)、C组(无水乙醇8 g/kg 
ig 8 wk+150 µg/kg ATRA)、D组(无水乙醇8 
g/kg ig 8 wk+1.5 mg/kg ATRA ig 4 wk)四组. 
光镜下观察肝组织病理变化, 高效液相色谱
(HPLC)技术测定肝组织中Vitamin A类物质
(retinoids)的含量, Western blotting检测肝脏
CYP2E1的表达. 

结果: B组大鼠肝脏RA、维生素A(Retinol)和
维生素A棕榈酸酯(retinyl palmitate)与A组相
比含量显著降低(0.077±0.029 nmol/g vs  0.183
±0.037 nmol/g, 8.13±1.379 nmol/g vs  21.43
±2.944 nmol/g, 132.6±6.472 nmol/g vs  221.1
±10.35 nmol/g, P <0.01), 且肝脏中出现明显
的PRMs. C组RA和Retinol含量恢复至A组水
平, retinyl palmitate含量也部分恢复. D组RA
和retinyl palmitate完全恢复至正常水平, 而
Retinol水平较A组升高(27.26±3.149 nmol/g 
vs  21.43±2.944 nmol/g, P <0.05). 两种剂量
的ATRA均可完全阻止PRMs形成. 病理组织
学检查显示补充ATRA可明显减轻肝细胞肿
胀、脂肪变性, 但对CYP2E1的表达没有明显
影响.

结论: 小剂量ATRA能恢复酒精性肝病(ALD)
大鼠肝脏retinoids含量, 阻止PRMs产生, 从而
减轻肝细胞损伤.

关键词: 酒精性肝病; 全反式维甲酸; Retinoids; 

CYP2E1; 高效液相色谱; 免疫印迹
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0  引言

长期大量饮酒可改变肝脏维生素A代谢, 导致肝

脏维生素A及维甲酸(RA)缺乏[1], 肝脏中PRMs形
成及CYP2E1表达增加[2], PRMs可能在ALD的发

病机制中起重要作用. RA是维生素A最具有生

物活性的代谢物, 他在控制细胞增殖、分化及

正常功能发挥中起重要调节作用[1]. 但自力 et al
研究证实PRMs通过诱导肝细胞凋亡而对肝细
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胞产生毒性作用. Chung et al [4]研究发现小剂量

ATRA可抑制乙醇导致的大鼠肝细胞过度增生.  
本实验通过建立酒精性肝损伤模型, 观察小剂

量ATRA对肝脏retinoids和PRMs含量、CYP2E1
表达及肝脏损伤的影响.  

1  材料和方法

1.1 材料 健康SD大鼠30只, 体质量180-220 g, 由
本校实验动物学部提供. 标准品(色谱级)视黄醇

(Retinol)、视黄醇棕榈酸酯(retinyl palmitate)、
RA和内标视黄醇醋酸酯(retinyl acetate)均购自

Sigma公司, 甲醇(色谱纯)和正己烷(分析纯)为天

津市标准科技有限公司产品. 无水乙醇(分析纯)
由上海振兴化工一厂生产. CYP2E1多克隆抗体

由德国埃尔兰根-纽伦堡大学医学部肝病实验室

友情赠送, 增强化学发光(ECL)试剂为Pierce公司

产品, 免疫组化SP试剂盒购自北京中杉金桥生

物技术有限公司. 高效液相色谱仪HPLC为美国

Waters公司生产: 2690型分离单元, 996型二极管

阵列检测器, 自动进样装置, Millennium 3.20版本

数据工作站. 色谱柱: Eurospher C 18反相色谱柱, 
250 mm×4.6 mm, 5 µm(产自德国KNAUER公司).  
1.2 方法 将30只SD大鼠随机分为4组(A、B、

C、D组), 正常对照组(A组)6只, 实验组(B、C、
D组)各组8只. B、C、D组用无水乙醇和生理

盐水配制的500 mL/L乙醇溶液ig, 开始剂量为4  
g/kg体质量, 经过2 wk的适应期, 剂量逐渐加大

到8 g/kg体质量, 分早晚两次ig. A组以等量生理

盐水ig, 其余条件相同. 8 wk后, C、D组开始同

时给予ATRA ig, 剂量分别为150 µg/kg、1.5 mg/
kg, 持续4 wk. 实验期间各组大鼠自由进食全价

营养颗粒饲料及饮用水. 每周记录大鼠体质量

一次. 造模结束后, 各组大鼠禁食过夜, 然后用

60 g/L水合氯醛0.5 mL/100 g ip麻醉, 心脏取血2
份. 一份肝素抗凝, 3000 r/min离心15 min获取血

浆; 另一份直接3000 r/min离心15 min获得血清. 
取出肝脏, 取部分肝组织固定制作光镜切片, 其
余肝脏速冻于液氮中, 随后放入-80℃冰箱储存

以待检测. 
1.2.1 肝脏标本retinoids提取: 参照Liu et al [2]所述

方法, 取肝组织约0.3 g, 加入冰上预冷的HEPES 
Buffer 1 mL和甲醇0.5 mL, 冰上匀浆后取1 mL
匀浆液, 依次加入0.5 mol/L KOH乙醇溶液150 
µL、无水乙醇50 µL、内标溶液100 µL, 再加

入4 mL正己烷, 旋涡振荡1 min, 然后4℃下4000 
r/min离心10 min, 将上清正己烷层转移至另一试

www.wjgnet.com

■研发前沿
不论在酗酒者还
是在动物模型中, 
长期大量摄入酒
精可导致肝脏维
生素A及RA缺乏, 
肝脏中PRMs形成
及CYP2E1表达增
加. RA和CYP2E1
在ALD发病中起
重要作用, PRMs
在ALD肝损害中
所发挥的作用还
未被阐明. 维生素
A缺乏和过量都
有肝毒性, 且乙醇
可增强维生素A
的毒性作用.
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管, 剩余物中加入6 mol/L盐酸100 µL, 再次用4 
mL正己烷提取. 把两次提取物混合, 氮气流吹干

正己烷, 无水乙醇重新溶解干燥物待用. 上述动

物处死取标本和retinoids的提取过程均在避光

条件下进行, 以防retinoids遇光分解. 
1.2.2 HPLC分析: (1)HPLC流动相: 溶液A: 甲醇

-水(70∶30, V/V, 水中含10 g/L醋酸铵), 溶液B: 
甲醇. (2)流动相梯度设置: 1000 mL/L溶液A持

续8 min, 接着10 min的线性梯度至300 mL/L溶
液A和700 mL/L溶液B, 然后20 min的线性梯度

至1000 mL/L溶液B, 并持续20 min, 最后2 min的
梯度回至1000 mL/L溶液A[2]. (3)流速: 1 mL/min. 
(4)检测波长: 340 nm. (5)RA、Retinol、retinyl 
acetate和retinyl palmitate的洗脱时间分别是22.3 
min、27.6 min、32.2 min和46.7 min. (6)retinoids
各成分含量的计算是以内标ret inyl acetate的
HPLC峰面积为基础. 
1.2.3 Western blot: 肝组织约0.2 g, 加入匀浆液

(100 mmol Tris, pH7.4, 0.1 mmol EDTA, 0.32 
mol蔗糖, 0.1 mmol DDT和蛋白酶抑制剂PMSF, 
Aprotinin, Leupeptin)冰上匀浆, 然后进行低温

差速离心: 4600 r/min离心5 min, 取上清, 8200 
r/min离心5 min, 取上清, 275 000 r/min离心

60 min. 将沉淀物混悬于此缓冲液: 100 mmol 
Tris, pH7.4, 0.1 mmol EDTA, 0.1 mmol DDT, 
1.15%(W/V)KCl和20%(V/V)甘油[5]. Bradford比

色法测定蛋白浓度, 进行SDS-PAGE电泳(4%浓

缩胶, 12%分离胶), 电转移法将蛋白质转移至

醋酸纤维素膜(NC膜), 50 g/L脱脂牛奶封闭1 h, 
兔抗人多克隆C Y P2E1抗体(1∶1800)37℃孵

育1.5 h, 辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗兔

I g G(1∶2000)37℃孵育1 h, 增强化学发光法

(ECL)显色, X光片曝光显影.  
统计学处理 使用SPSS11.5统计软件包进行

统计学处理. 试验数据以mean±SD表示, 计量资

料采用单因素方差分析, 各处理组间用最小显

著性差数法(LSD)进行多重比较.

2  结果

2.1 肝组织石蜡切片HE染色结果 对照组肝组

织结构完整, 肝细胞索排布规则. 单纯乙醇ig组
肝细胞出现明显脂肪变性, 主要位于肝小叶中

心带, 胞体肿大甚至成球形, 胞质透明, 胞核被

挤至胞质边缘, 肝窦受压, 肝索紊乱. 有散在肝

细胞点状坏死, 坏死灶区和汇管区有炎性细胞

浸润. 乙醇ig+RA 150 µg/kg组和乙醇ig+RA 1.5 
mg/kg组肝细胞脂肪变性较单纯乙醇灌胃组减

轻, 胞体肿大但无球形, 胞质网状, 无肝细胞点

状坏死. 肝索排列欠整齐(图1).
2.2 HPLC肝脏retinoids含量 乙醇ig 3 mo后, 与
正常对照组相比, 单纯乙醇ig组大鼠肝脏RA含

量降低了58%(P <0.01), 而肝脏Retinol和retinyl 

■创新盘点
本实验使用小剂
量ATRA对酒精灌
胃大鼠进行干预, 
采用HPLC检测大
鼠肝脏retinoids含
量的变化, 进一步
证实了PRMs形成
在酒精性肝损害
发病中有重要作
用, 小剂量ATRA
对酒精性肝损害
起保护作用.

图  1  大鼠肝脏病理组织学变化. A: 对照组; B: 单纯乙醇ig组; C: 乙醇ig+ATRA 150 μg/kg; D: 乙醇ig+ATRA 1.5 mg/kg; 
A-B放大倍数(×200); C-D放大倍数(×100).

A B

C D
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palmitate含量分别减少了60%及40%(P<0.01). 然
而与单纯乙醇ig组相比, 对乙醇ig的大鼠给予两

种不同剂量(150 µg/kg和1.5 mg/kg体质量)的RA
均可恢复肝脏RA含量至正常水平. 补充RA 150 
µg/kg使肝脏Retinol含量恢复至对照组水平, 补充

RA 1.5 mg/kg则使肝脏Retinol含量高于对照组水

平, 两者差异有显著性意义(P<0.05). 与对照组和

单纯乙醇ig组比较, 给予RA 150 µg/kg可部分恢复

肝脏retinyl palmitate水平(P<0.05), RA 1.5 mg/kg则

完全恢复肝脏retinyl palmitate至正常水平(表1). 
从HPLC色谱图(图2)可看出, 在单纯乙醇ig

组大鼠肝脏, 21 min至26 min处出现明显乙醇诱

导的肝脏retinoids极性代谢产物(PRMs), 而两种

剂量的RA补充均可阻止该极性产物的产生.
2.3 Western blot结果 对照组大鼠肝脏CYP2E1表
达低下, 在乙醇的诱导下, CYP2E1的表达显著

升高(P <0.01), 灰度值约为对照组的4倍. 乙醇ig
后给予RA补充, 150 µg/kg和1.5 mg/kg均未明显

■应用要点
尽管ALD患者肝
脏维生素A及RA
含量明显减少, 但
补充维生素A常
加重酒精性肝损
伤, 故临床应用时
需谨慎考虑其狭
窄的治疗窗. 因此
探索RA治疗ALD
的最适剂量, 以达
到最大治疗效果
最小毒性作用具
有重要的临床意
义.

图  2  肝组织retiniods提取物高
效液相色谱图. A: 正常对照组; B: 
单纯乙醇ig组; C: 乙醇ig+ATRA 

150 μg/kg; D: 乙醇ig+ATRA 1.5 
mg/kg; 1: RA; 2: 维生素A; 3: 内

标, 视黄醇醋酸酯; 4: 视黄醇棕榈

酸酯; 5: PRMs.
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降低CYP2E1的表达(P >0.05)(图3).

3  讨论

大量研究发现, 酒精性肝病患者的肝脏维生素

A含量明显降低. 甚至当肝损伤只是中度(脂肪

肝), 血液中维生素A、视黄醇结合蛋白(RBP)等
未受影响时, 肝脏中维生素A就已显著降低. 本
研究发现, 大鼠长期大量摄入乙醇后, 肝脏维生

素A、RA和retinyl palmitate及血浆中RA大幅

度降低, 但血浆中retinyl palmitate不受明显影

响. 此与Wang et al [9]和Chung et al [10]报道一致. 
乙醇干扰retinoids在肝脏的代谢主要有以下3种
机制: (1)乙醇是维生素A氧化代谢成RA的一种

竞争性抑制剂, 正常情况下乙醇在体内主要由

乙醇脱氢酶(ADH)氧化成乙醛接着由乙醛脱氢

酶(ALDH)氧化成乙酸排出体外. 维生素A与乙

醇共同拥有ADH、ALDH这条代谢途径. 乙醇

可竞争性抑制ADH和ALDH, 阻止维生素A氧

化为RA[11]. (2)乙醇诱导肝微粒体细胞色素P450 
2E1(CYP2E1)表达显著增加, 使维生素A和RA代

谢成各种极性产物明显增多[8]. (3)乙醇促进视黄

醇酯(维生素A的储存形式)从肝脏转移到肝外组

织器官增多[11]. 
PRMs是一类物质的总称, 包括4-oxo-RA, 

18-OH-RA和一些未被确认的产物[7,16]. PRMs在
ALD肝损害中所发挥的作用还未被阐明. Dan  
et al [3]已从细胞水平证实PRMs具有肝细胞毒性. 
他们从酒精ig的大鼠肝脏中将PRMs提取出来, 
作用于HepG2细胞和大鼠原代肝细胞, 结果证明

PRMs以浓度依赖和时间依赖方式通过诱导凋

亡导致肝细胞死亡. 本实验结果显示, PRMs在
大鼠酒精性肝损伤中明显增高, 给酒精ig大鼠补

充ATRA 4 wk后, 2种剂量的ATRA处理组均无

PRMs产生. 同时, 150 µg/kg组大鼠肝脏的维生

素A、RA和血浆中RA完全恢复到正常对照组

水平, 肝脏中retinyl palmitate得到部分恢复; 1.5 

mg/kg组大鼠肝脏retinyl palmitate可完全回复至

正常水平, 但是维生素A的水平却高于对照组, 
此可能与RA反馈抑制维生素A的氧化和促进维

生素A酯化有关. 故推测ATRA阻滞PRMs的形成

可能是由于ATRA补充可恢复肝脏维生素A代谢

平衡, 使维生素A和RA含量正常.
CYP2E1是微粒体呼吸链上的一种氧化酶, 

在ALD发病中起非常重要的作用, 长期大量乙

醇摄入可以使其含量增加10倍之多[13]. CYP2E1
可将许多小分子物质代谢活化成毒性产物, 如
将乙醇代谢成具有毒性的乙醛, 并产生氧自由

基, 促进脂质过氧化等[15]. 通过CYP2E1, 维生素

A和RA被生物转化为PRMs, CYP2E1抑制剂氯

美噻唑可以有效阻止PRMs产生[7]. 本试验结果

显示, 补充ATRA不能明显降低CYP2E1的表达, 
但却能阻止PRMs产生. 此可能是由于CYP2E1
的活性受到抑制, 也可能是另有途径阻止PRMs

■名词解释
P R M s :  维生素
A 类 物 质 极 性
代谢产物 ,  是一
类物质的总称 , 
包括4 - o x o - R A , 
18-OH-RA和一些
未被确认的产物. 
通过CYP2E1, 维
生素A和RA被生
物转化为PRMs, 
PRMs可能是促进
酒精性肝损害的
毒性物质.
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图  3  各组大鼠肝脏CYP2E1表达. 1: 正常对照组; 2: 单纯乙
醇ig组; 3: 乙醇ig+ATRA 150 μg/kg; 4: 乙醇ig+ATRA 1.5 
mg/kg.

表  1  各组大鼠肝脏retinoids含量(mean±SD, n  = 6)

     
浓度		

正常对照组                  单纯乙醇ig组	         
乙醇ig+	              乙醇ig+

(nmol/g肝组织)					        RA(150 µg/kg)                 RA(1.5 mg/kg)

RA	               0.183±0.037d             0.077±0.029	  0.181±0.027d	      0.179±0.023d

Retinol	               21.43±2.944d               8.13±1.379	  22.05±2.977d	      27.26±3.149ad

retinyl palmitate     221.1±10.35d	  132.6±6.472	  175.3±18.16bd	      212.9±15.51d

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  单纯乙醇ig组.
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的产生. 
本研究证明小剂量ATRA补充可能通过恢

复乙醇导致的肝脏维生素A和R A缺乏 ,  阻止

PRMs产生, 从而减轻酒精性肝损伤. 本实验进

一步证实了PRMs形成在酒精性肝损害发病中

的作用, 但是其具体作用机制以及高剂量ATRA
对酒精性肝病的影响还不十分清楚, 有待我们

进一步研究.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of cyclosporine A 
(CsA) on cisplatin (CDDP)-induced apoptosis of 
hepatocellular carcinoma (HCC) cells.  

METHODS: SMMC 7721 HCC cells were cul-
tured (re-cultured every 3 d) and divided into 
six groups: A (control), B (10 mg/L CsA), C (40 
mg/L CsA), D (20 mg/L CDDP), E (10 mg/L 
CsA + 20 mg/L CDDP), and F (40 mg/L CsA 
+ 20 mg/L CDDP). Morphological changes 
were observed by fluorescence microscopy, cell 
growth was assessed with the methyl thiazolyl 
tetrazolium (MTT) assay at 24 and 48 h, and 
apoptosis was assessed by flow cytometry. 

RESULTS: The number of necrotic cells in 
groups E and F was more and the number of 
apoptotic HCC cells was significantly lower in 
groups E and F than in group D. The apoptotic 
rate was significantly lower in groups E (22.7% ± 
2.4%) and F (22.8% ± 2.8%) than in group D (32.7% 

± 2.8%, P = 0.008). The rate of apoptosis in groups 
A, B and C was the lowest, although there were 
no obvious differences between the groups. 

CONCLUSION: CsA decreases the rate of CD-
DP-induced apoptosis in HCC cells. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Cyclosporine 
A; Cisplatin; Apoptosis; Methyl thiazolyl tetrazolium 
assay; Flow cytometry

Zeng ZL, Cui YF, Peng W. Effect of cyclosporine A on 
cisplatin-induced apoptosis of hepatocellular carcinoma 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(31): 3267-3271

摘要
目的: 探讨免疫抑制剂环孢素A(cyclosporine 
A, CsA)对顺铂(cisplatin, CDDP)诱导的肝癌
细胞(hepatocelluar carcinoma cells, HCC)凋亡
的影响及可能机制. 

方法: 采用SMMC7721肝癌细胞进行培养, 3 
d传一代. 分成A组(空白对照)、B组(加入10 
mg/L的CsA)、C组(加入40 mg/L的CsA)、D组
(加入20 mg/L的CDDP)、E组(加入10 mg/L的
CsA+20 mg/L的CDDP)、F组(加入40 mg/L的
CsA+20 mg/L的CDDP), 在荧光显微镜下观察
各组细胞的形态学变化, 采用噻唑蓝(methyl 
thiazolyl tetrazolium, MTT)比色法测定细胞24 
h及48 h存活率, 并用流式细胞仪检测各组细
胞在24 h的凋亡率. 

结果: E, F组在倒置光学显微镜下呈现多量细
胞坏死, 凋亡小体较D组明显减少. D组凋亡率
最高, 为32.7%±2.8%; 而E, F组凋亡率分别为
22.7%±2.4%及22.8%±2.8%; A, B, C组凋亡
率最低且组间差异不明显. E, F组与D组相比
差异显著(P  = 0.008). 

结论: CsA可以抑制CDDP诱导的肝癌细胞 
凋亡.

关键词: 肝癌; 环孢素; 顺铂; 凋亡; 噻唑蓝比色法; 

流式细胞仪 
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■背景资料
环孢素和顺铂都
有较强的广谱抗
癌作用, 并且与多
种抗肿瘤药有协
同作用 ,  且无交
叉耐药等特点, 为
当前联合化疗中
最常用的药物之
一. 关于环孢素应
用于移植后排异
反应, 各方说法不
一, 有人认为可增
加癌症的复发率, 
有人认为无影响. 
本实验设计了几
种不同的方案来
验证C sA对肝癌
细胞凋亡的影响. 
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0  引言

肝移植后常规应用免疫抑制剂环孢素A(cyclos-
porine A, CsA), 但是对于肝癌患者, 肝移植后

应用CsA是否会导致肿瘤的高复发及CsA对肝

癌细胞凋亡的影响仍存在争议. 顺铂(cisplatin, 
CDDP)属细胞周期非特异性药物, 可抑制癌细

胞的DNA复制过程, 并损伤其细胞膜上结构, 有
较强的广谱抗癌作用, 并且与多种抗肿瘤药有

协同作用, 且无交叉耐药等特点, 为当前联合化

疗中最常用的药物之一. 我们通过体外实验观

察CsA对CDDP诱导的肝癌细胞凋亡产生的影响

及探讨可能的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞系SMMC7721, 由本院实验

中心刘伟老师培养并提供, 在含有100 mL/L胎牛

血清、青霉素(100 kU/L)及链霉素(100 kU/L)的
高糖DMEM培养基中37℃、50 mL/L CO2条件下

培养, 每3 d传一代. 优级胎牛血清、高糖DMEM
培养基购自Hyclone公司, Annexin-V凋亡检测试

剂盒购自晶美生物工程公司, caspase-3活性检测

试剂盒购自BioVision公司, 3, 4-甲基-2-噻唑基

-2, 5-二苯基溴化四氮唑(MTT)为Ameresco公司

产品, 环孢素-A(甲醇溶解)、DMSO(二甲基亚

砜)为Sigma公司产品, CDDP购自齐鲁制药厂.
1.2 方法 
1 . 2 . 1  细胞存活率检测 :  将处于对数期的

SMMC7721细胞接种于96孔板200 μL完全培养

基中, 每孔细胞数为1×105. 分别加终浓度为10, 
20, 30, 40, 50 mg/L的CsA, 对照组加入等体积的

PBS溶液, 每组设3个复孔. 培养48 h, 每24 h检测

1次细胞存活率, 方法: 加入20 μL MTT (5 mg/L), 
孵育4 h, 终止培养, 1500 r/min离心5 min, 弃去上

清, 每孔加入DMSO 200 μL, 充分振荡混匀, 于
酶标仪SLT spectra, Austria上测定450 nm的吸光

度A值. 按下列公式计算细胞存活率 = (实验组

吸光度/对照组吸光度)×100%.
1.2.2 细胞凋亡的诱导: 取对数生长期细胞, 分
成6组: A组(对照组)加入与实验组等量的甲醇

(无CsA)及PBS稀释液(无CDDP), B组(单纯加入

mg/L/mL的CsA), C组(单纯加入40 mg/L的CsA), 
D组(单纯加入20 mg/L的CDDP), E组(同时加入

10 mg/L的CsA及20 mg/L的CDDP), F组(同时加

入40 mg/L的CsA及20 mg/L的CDDP). 以上各组
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均作用24 h, 以诱导细胞凋亡. 
1.2.3 caspase-3的活性检测: 收集上述各组细胞, 
1000 r/m in离心10 m in, 用预冷的PBS液洗涤1
次; 加入caspase-3活性检测试剂盒提供的细胞

裂解液50 μL置于冰上反应10 min, 10 000 g离心

1 min; 将裂解物分离出来加入96孔板, 每孔加入

4 mmol/L的DEVD-ρna 5 μL在37℃反应1-2 h; 于
酶标仪SLT spectra, Austria上测定450 nm的吸光

度A值.
1.2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡: 收集上述各组

细胞, 总数为1×106以上, 1000 r/min离心10 min, 
用预冷的含PBS液洗涤2次, 然后制成500 μL细胞

悬液, 经过300目尼龙滤网过滤后加入Annexin-V 
FITC 10 μL及20 g/L的碘化丙啶(propidine iodide, 
PI) 5 μL, 4℃下避光反应15 min后送流式细胞

室进行肝癌细胞早期凋亡的流式细胞仪(B D 
FACSort, USA)检测, 软件系统为Cell Quest 3.0, 
流式细胞数据分析使用WinMDI 2.8.

收集上述各组细胞, 在倒置光学显微镜下

观察各组细胞的形态学变化.
统计学处理 所有数据采用mean±SD表示, 

数据处理使用统计软件进行t检验和方差分析. 统
计软件使用SPSS13.0, 显著性水平为α = 0.05.

2  结果

2.1 细胞形态的变化 对照组细胞贴壁生长良好, 
边界清楚, 呈上皮样细胞形态, 可见较多的核分

裂相. 单纯CsA组作用48 h后可见细胞形态基本

与对照组相同, 核分裂相略少, 边界稍模糊, 但
细胞贴壁生长良好. 单纯CDDP组作用48 h后可

见大部分细胞凋亡, 细胞褶皱为圆形, 折光率减

弱, 细胞间距变大, 可见凋亡小体, 少部分细胞

坏死. CDDP联合CsA组作用48 h后可见多量细

胞坏死, 细胞肿大, 细胞膜破裂, 贴壁能力下降, 
多数脱落漂浮于培养液中, 部分细胞可见凋亡

形态特征(图1).
2.2 SMMC7721细胞生长抑制率 结果显示, CsA
在10-50 mg/L的范围内对肝癌细胞的生长抑制

呈减弱趋势, 浓度越高, 作用时间越长, 对肝癌

细胞生长的影响越小. 10 mg/L组对肝癌细胞生

长抑制作用最强, 其他各组在48 h后抑制作用明

显减弱, 与空白对照组比较无差异(表1).
2.3 SMMC7721细胞凋亡及坏死 检测结果显示, 
D组诱导细胞凋亡率最高, 为32.7%±2.8%. E, F
组细胞凋亡率较D组低, 分别为22.7%±2.4%和

22.8%±2.8%. 两组之间无明显差异(P >0.05), 但

www.wjgnet.com

■研发前沿
本文的热点在于
不同浓度的C sA
对肝癌细胞凋亡
的 影 响 是 不 同
的 ,  关于此方面
的争论一直是临
床 中 不 断 的 话
题. Caspase家族
与凋亡的关系近
年越来越受到大
家的重视, CsA与
凋亡的关系及对
caspase-3的影响
一直是本研究领
域中亟待解决的
问题, 而顺铂与凋
亡的关系近年来
也成为研究的重
点.
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与D组相比差异显著(P  = 0.008). A, B, C 3组凋亡

率及坏死率最低, 组间差异不明显(表2).
2.4 caspase-3活性的检测 A组与B组各时段与单

纯裂解液空白对照组比较无变化, C组作用24 h
后无变化, 48 h后变化较明显. 其他各组作用24 h
效果即很明显, E, F组作用48 h后效果最好(表2).

3  讨论

CsA是肝移植术后常规应用的免疫抑制剂, 但
是肝癌患者行肝移植术后是否应用CsA, 用量

多少始终是临床经常争论的一个话题. F re i se 
et al [1]通过动物实验证明, 在不应用抗癌药物的

情况下, CsA对细胞凋亡呈抑制作用, 并且在某

种程度上增加肝癌的复发率和肺部的转移率. 
Vivarelli et al [2]根据82个肝癌肝移植患者的回

顾性调查研究发现, 对于HCC的肝移植患者, 术
后CsA的剂量高低对生存率有一定的影响. 因
此, 国外有学者建议, 对于患恶性肿瘤的器官移

植患者, 应尽量减少CsA的应用. 但随着对凋亡

研究的深入, Hartel et al [3]报道, CsA与细胞凋亡

的关系呈双向性, 当浓度低时, 促进凋亡, 当浓

度高时, 抑制凋亡[4-5]. 国内也有CsA对肝癌细胞

增殖和凋亡的影响及联合应用抗癌药物后肝癌

细胞增殖、凋亡变化的报道[6]. 从表1可以看出, 
CsA作用24 h后细胞的存活率明显增加, 证明凋

亡率和坏死率降低, 说明CsA对细胞凋亡有抑

制作用. 本研究没有观察48 h以后各组的存活

率, 但根据以往的研究结果可以推测各组肝癌

细胞的存活率可能进一步增加[7-9]. 而表2的结果

表明, CsA对肝癌细胞增殖的影响随着浓度的增

加而减弱, 20 mg/L以上浓度的CsA对肝癌细胞

的增殖几乎没有影响, 而20 mg/L以下浓度对肝

癌细胞的增殖有抑制作用. 并且从表1的结果可

以看出, CsA对肝癌细胞的增殖存在时效性, 时
间越长, 抑制的效果越差[7-8]. 众所周知, CsA对

细胞凋亡的抑制作用主要体现在对线粒体渗透

性转换孔存在特异性抑制, 通过与钙调磷酸酶

结合而阻止线粒体膜电位下降, 进而抑制细胞

色素C的释放而抑制细胞凋亡[10-12]. 我们发现B, 
C组的凋亡率和坏死率与空白对照组相比没有

统计学差异, 说明此剂量下的CsA对细胞凋亡的

影响不大, 该结果与高金亭 et al [7]的研究结果一 
致[8-9,13-15]. 这个结果同时也说明, 对于患恶性肿

瘤的器官移植患者, 应用低浓度的CsA是安全

可靠的, 不会引起肿瘤的复发和转移[16-17]. 我们

■创新盘点
本文中设计了不
同 浓 度 梯 度 的
CsA, 并研究各种
浓度下其对凋亡
的影响, 以及用各
种不同的方法研
究CsA及CDDP的
相互作用和可能
的机制. 

表  1  MTT法测定CsA对肝癌细胞存活率的影响(mean±
SD, %)

     
t /h

	                                  CsA(mg/L)

                10	                 20                30                40                50

24  23.3±5.1b  60.5±8.2b 57.4±9.1b 62.8±8.5b  65.5±9.4b

48  24.3±4.7b  92.0±7.0  94.0±5.1  93.0±6.4   91.9±8.0

bP<0.01 vs  对照组; 对照组存活率为100%.

图  1  SMMC7721细胞形态学变化(倒置显微镜×100). A: 对照组; B: CsA; C: CDDP; D: CDDP+CsA.  

A B

DC
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同样发现单纯CsA组与空白组的caspase-3活性

变化没有统计学差异, 说明CsA虽然可以抑制

细胞色素C释放, 但却不能阻止caspase-3的激 
活[18-22], 而CsA对caspase-3下游酶活性的影响如

何在国内外还没有相关的报道, 本实验亦没有涉

及, 尚需日后进一步研究. CDDP是国内外比较常

用的抗肿瘤药物, 可抑制癌细胞的DNA复制过

程, 并损伤其细胞膜上结构[23-25]. 其对癌细胞的

作用随着剂量的不同而改变, 小剂量引起细胞凋

亡, 大剂量则主要引起细胞坏死[26-30]. 本实验中

顺铂的剂量为临床常用剂量, 在此剂量下的顺铂

主要通过诱导细胞凋亡而杀伤肝癌细胞, 而加入

CsA后其诱导凋亡作用减弱了, 可以看出E, F两
组的caspase-3活性虽然远远高于CDDP组, 但是

流式细胞仪测定凋亡的结果却显示E, F组的凋亡

率要小于单纯CDDP组, 说明CsA对于CDDP诱导

的凋亡发挥了抑制作用. 分析原因可能与其直接

造成细胞坏死和其他因素有关, 其具体作用机制

尚需进一步的研究证明.
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■应用要点
本文结果表明 , 
C sA对肝癌细胞
增殖的影响随着
浓度的增加而减
弱, 20 mg/L以上
浓度的C sA对肝
癌细胞的增殖几
乎没有影响. 而20 
mg/L以下浓度对
肝癌细胞的增殖
有抑制作用. CsA
对C D D P诱导的
凋亡发挥了抑制
作用, 分析原因可
能与其直接造成
细胞坏死和其他
因素有关, 所以临
床中应用C sA抑
制排斥反应时不
应使用大剂量的
CsA, 以免造成肿
瘤的复发. 

表  2  流式细胞仪检测SMMC7721细胞24 h的凋亡率及坏死率和caspase-3活性测定结果(mean±SD)

     
                                       A组	              B组	        C组	                 D组	           E组	                     F组
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bP<0.01 vs  A组; cP<0.05, dP<0.01 vs  对照组(24 h: 0.051±0.031; 48 h: 0.054±0.029).
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Abstract
AIM: To establish a simple and stable model of 
orthotopic small intestinal transplantation in rats 
that minimizes mortality. 

METHODS: The graft removed en bloc consisted 
of the entire small intestine, portal vein and 
donor aortic segment, along with the superior 
mesenteric artery. The graft was perfused in 
situ and the gut lumen was irrigated during the 
operation. Revascularization was accomplished 
by end-to-side anastomosis of the graft aortic 
segment to the prepared recipient aorta, and by 
the formation of a cuff anastomosis between the 
donor portal vein and the recipient left renal 
vein. In the first part of the two-stage procedure, 
the distal end of the graft was anastomosed to 

the side of the distal ileum, and the proximal 
end was fixed to the abdominal wall. Seven days 
after heterotopic transplantation, the second 
procedure was performed. The native small in-
testine above the jejunojejunostomy was resected 
and the distal end was closed. The proximal end 
was end-to-side anastomosed to the proximal 
end of the graft. 

RESULTS: A total of 174 intestinal transplanta-
tions were performed in rats, 44 of which were 
in the formal experimental group, with a surviv-
al rate of 90.9%. The time for recipient surgery 
was 50 ± 15 min. The average time for the arte-
rial and venous anastomoses was 20 ± 5 min and 
2 ± 1 min, respectively. The average time for the 
two-stage surgical procedure was approximately 
35 ± 15 min. Four rats died within 5 d of the first 
operation. These technical failures were due to 
anesthesia complications, intestinal fistula and 
intestinal obstruction. No rats died after the sec-
ond operation. Forty animals survived for > 3 
mo. 

CONCLUSION: The two-stage orthotopic in-
testinal transplantation technique used in this 
study allows graft recovery from ischemic dam-
age, the avoidance of life-threatening intestinal 
anastomotic complications, and increases sur-
vival rate.  

Key Words: Intestinal transplantation; Animal mod-
els; Orthotopic; Heterotopic transplantation

Zhu L, Li YS, Li JS. Establishment of two-step orthotopic 
small intestinal transplantation in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(31): 3272-3277

摘要
目的: 建立一种简单稳定、死亡率低的二步
法大鼠原位小肠移植模型.  

方法: 整块获取带肠系膜上动脉的腹主动脉
和门静脉的全小肠, 血管重建采用供体腹主动
脉和受体腹主动脉端侧吻合、供体门静脉和
受体左肾静脉端套管吻合. 受体第一步手术
时, 供肠远端端侧吻合于受体的末端回肠, 已

®

■背景资料
小肠移植是治疗
终末期小肠功能
衰竭的理想方法, 
但由于解剖、生
理等方面的独特
性 ,  使小肠移植
的发展落后于肾
脏、肝脏和心脏
等其他器官移植. 
动物模型在促进
小肠移植的临床
应用中起重要作
用. 狗、猪、鼠等
动物模型的建立, 
已用于进行小肠
移植的研究, 由于
大鼠遗传背景明
确、饲养环境和
条件容易控制, 其
实验结果也具有
较强的科学性和
可比性等因素, 因
此大鼠是小肠移
植研究的最常用
的动物模型. 
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结扎的供肠近端固定于右侧腹壁(不做腹壁造
口). 7 d后行第2步手术, 自Tritze韧带下1 cm到
回肠吻合口上1 cm切除受体小肠, 受体空肠残
端端侧吻合于供肠近端. 

结果: 共进行二步法大鼠原位小肠移植手术
174次, 正式实验44次, 手术成功率90.9%. 受
体第1次手术时间约50±15 min, 其中动脉吻
合时间约为20±5 min, 静脉吻合时间2±1 
min, 受体第2次手术时间约35±15 min. 4只大
鼠死于第一次手术后5 d内, 2只死于肠瘘, 1只
死于麻醉意外, 1只死于肠梗阻. 第2次术后没
有大鼠死亡, 40只大鼠均长期存活(超过3 mo). 

结论: 二步法大鼠原位小肠移植方法安全可
靠, 并发症少, 生存率高.

关键词: 小肠移植; 动物模型; 原位移植; 异位移植
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0  引言

小肠移植是治疗终末期小肠功能衰竭(不能维

持中心静脉营养的小肠功能不全 )的理想方 
法 [1-3].  由于小肠为体内最大的淋巴库和细菌

库, 移植免疫反应较其他脏器移植更为剧烈和

复杂, 在排斥移植物的同时肠源性感染时有发

生, 从而严重制约小肠移植应用[4-5]. 动物模型在

促进小肠移植的临床应用中起重要作用[6-7]. 大
鼠是最常用的动物模型, 大鼠异位小肠移植模

型(heterotopic intestinal transplantation  HIT)首
先由Monchik et al [8]于1971年建立, 用于移植小

肠的免疫学研究. 手术操作简单, 死亡率低是这

种模型的主要优点, 不足之处是不符合生理解

剖, 存在废用性的移植肠黏膜萎缩和吸收功能

低下. 一步法大鼠原位小肠移植模型(orthotopic 
intestinal transplantation OIT)由Kort et al [9]于1973
年建立, 是移植小肠生理学研究的最佳模型. 这
种模型的高死亡率使他的应用远不及HIT. 我们

建立了一种简单、安全的二步法大鼠原位全小

肠移植模型, 同传统的一步法OIT相比, 二步法

OIT可减少手术并发症和死亡率, 有利于移植小

肠从缺血再灌注损伤中恢复, 使OIT的手术成功

显著提高.

1  材料和方法

1.1 材料 供、受体均选用健康成年♂近交系清

洁级Wister大鼠, 体质量220-260 g, 由中国科学院

上海实验动物中心提供, 术前经过至少5 d时间

适应环境并单独喂养水和食物. 手术时按照供体

体质量略小于受体的原则配对. 术前供受体均置

于代谢笼内禁食过夜, 自由饮水. 术前采用戊巴

比妥40 mg/kg和阿托品0.1 mg/kg ip麻醉, 术中动

物如苏醒, 可追加戊巴比妥初始剂量的1/2. 
1.2 方法 
1.2.1 动物模型的制作及标本采集: 供体手术: 供
体麻醉后于背部皮下注射葡萄糖生理盐水10 
mL, 术中不予静脉补液, 取腹部大“十”字形

切口入腹, 在髂血管分叉以上血管夹夹闭腹主

动脉和下腔静脉, 游离带肠系膜上动脉的腹主

动脉段, 至回肠末端1 cm以下切除全部结肠, 结
扎并切断脾静脉、幽门静脉, 在门静脉和肠系

膜上动脉夹角间, 分离并结扎肠引流淋巴管, 门
静脉的右缘缝标记线, 游离门静脉至肝门. Treitz
韧带以下1 cm切断空肠, 将肠管理顺, 肠腔用含

5 g/L的新霉素乳酸林格液5 mL灌洗, 两端结扎. 
自左肾下腹主动脉向近心端插入22GA静脉套管

针直达肠系膜上动脉开口处, 结扎预置在腹主

动脉上的5-0丝线, 用含103 U/L肝素的冰乳酸林

格氏液5 mL灌洗血管床, 速度用微量泵(B.Braun, 
Melsungen AG, Germany)控制在40 mL/h, 将碎

冰屑倒在小肠上快速降温, 紧贴肝脏下缘剪断

门静脉以便灌洗液流出, 至小肠系膜苍白, 门静

脉断端流出液清亮, 迅速取下供肠及带肠系膜

上动脉段、门静脉置于4℃乳酸林格氏液中. 结
扎腹主动脉远端, 修整好腹主动脉近端, 将预先

做好的cuff管套于门静脉上并将门静脉末段翻

转覆盖在cuff管上, 调整好两者的位置, 使静脉

套管的柄部恰好位于门静脉的背侧, 用7-0丝线

妥善结扎固定.   
1.2.2 受体手术: 在供体手术结扎幽门静脉后, 助
手进行受体手术, 取腹部正中直切口, 进腹后将

小肠推向右上方, 钝性分离并游离出肾下腹主

动脉约1 cm以备吻合, 将左侧输尿管结扎切断,
分离、结扎左肾动脉, 用显微血管夹夹闭左肾

静脉起始部, 靠近肾门用7-0缝线将肾静脉间隔

120度缝3针作牵引, 于3针以远剪断左肾静脉移

去肾脏. 此时, 术者已将供肠修整完毕, 术者用

改良李氏钳[27]纵形夹闭肾下腹主动脉, 剪出一

椭圆形缺口, 大小与供肠腹主动脉动脉口径相

似. 将供肠调整好血管方向后置于自制的保存

袋中移入术野, 行带肠系膜上动脉的腹主动脉

与受体腹主动脉的端侧吻合, 先将供肠用置于

■研发前沿
自M o - n c h i k于
1971年首先建立
大鼠小肠移植模
型以来, 出现了各
种各样模型, 这些
模型能简化手术
操作 ,  缩短了移
植肠冷保存时间, 
减少血管吻合口
和肠吻合口并发
症, 提高手术成功
率, 减少早期死亡
率, 保证移植物术
后功能, 是小肠移
植模型研究的热
点、重点. 
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术者的右侧, 9-0医用无损伤缝线缝合动脉吻合

口上、下两端, 然后连续缝合吻合动脉吻合口

的左侧, 再将供肠用置于术者的左侧, 吻合动脉

吻合口的右侧, 共约16-18针, 吻合口周围用生物

蛋白胶封闭. 动脉吻合完毕后, 将供肠门静脉插

入受体左肾静脉, 检查确认血管无扭曲后用7-0
丝线结扎妥善固定(图1). 依次打开肾静脉止血

夹、李氏钳, 检查动静脉吻合口无渗血后, 剪去

保存袋, 依次开放左肾静脉、供肠腹主动脉恢

复供肠血液灌注, 即见肠系膜上动脉搏动明显, 
移植肠迅速恢复红润(图2), 立即用温盐水行移

植肠复温. 理顺供肠肠管顺序, 将其置于受体右

侧腹腔, 用7-0丝线将供肠末端回肠端侧吻合于

受体回肠末段, 将末端已经结扎的供肠近端固

定在左侧腹壁上, 不做腹壁造口(图3). 异位移植

1 wk后行二步法大鼠原位小肠移植第2步, 再次

入腹后, 自Tritze韧带下1 cm远端至距回肠吻合

口上1 cm将受体大部分空回肠切除近端, 受体回

肠残端结扎, 空肠残端和已结扎的供肠近端行

端侧吻合(图4).
1.2.3 术后管理: 第1步手术后, 大鼠苏醒后自由

进水、进食; 第2步手术后, 术后24 h内大鼠进食

糖盐水, 次日流质饮食, 3 d后恢复正常饮食, 术
后不用免疫抑制剂, 存活超过7 d者视为手术成

功. 术后观察一般状况及体质量. 两次手术后大

鼠均单笼饲养, 室温控制在25℃左右.

2  结果

共进行大鼠异位全小肠移植手术174次. 其中预

实验阶段行130次, 正式实验阶段44次, 手术成

功率分别为48.6%和90.9%. 在预实验阶段动物

的死亡原因主要是麻醉意外, 动脉吻合口血栓, 
大出血, 肠瘘, 肠梗阻等. 正式实验中4例动物分

别死于麻醉意外1例, 吻合口瘘2例, 肠梗阻1例. 
大鼠小肠移植手术由两人配合完成, 耗时约175
±15 min. 其中供体手术时间约60±10 min; 供
肠修整8±3 min; 受体第1次手术时间约50±15 

min, 其中移植肠冷缺血时间(动脉冷灌注开始至

恢复血液供应的时间)约为30±5 min, 动脉吻合

时间约为20±5 min, 静脉吻合时间2±1 min, 受
体第2次手术时间约35±15 min. 

3  讨论

自Monchik于1971年首次建立大鼠小肠移植模

型以来, 先后建立了各种各样模型, 但均分成异

位小肠移植(HIT)和原位小肠移植(OIT). HIT模
型由于死亡率低(19.7%)被广泛用于移植小肠的

■相关报道
1973年Kort建立
的 经 典 一 步 法
O I T由于受体的
手术创伤大, 致死
性肠道并发症多
(20%), 死亡率高
达32.5%, 大大限
制了这种模型的
应用. Yoo et al研
究异位移植术后3 
d行原位移植, 一
步法O I T和二步
法O I T的长期存
活率分别为40%
和70%. 

■创新盘点
大鼠异位小肠移
植的模型技术简
单、死亡率低, 但
不符合生理, 长时
间异位将导致黏
膜萎缩、细菌移
位和吸收功能下
降. 经典的一步法
原位小肠移植受
体的手术创伤大, 
致死性肠道并发
症多 ,  死亡率高 . 
本研究创新的建
立了一种改进的, 
更加安全的二步
法大鼠原位小肠
移植模型, 即可保
证原位移植, 又使
受体手术创伤减
少, 而且在暂时性
异位移植期间, 移
植小肠有时间从
缺血再灌注等损
伤中恢复, 因此术
后严重的肠吻合
并发症减少, 提高
了原位小肠移植
的成功率(90.9%). 

图  1  血管吻合示意
图. 供肠带肠系膜上动
脉的腹主动脉段与受

体的腹主动脉端侧吻

合, 供肠门静脉套入受

体左肾静脉. 
  

图  2  开放血流后的供肠, 血供良好, 肠系膜内动静脉清晰
可见, 右上可见静脉套管.    

图  3  二步法大鼠原位小肠移植第一步手术肠吻合示意图. 
供肠远端和受体末段回肠端侧吻合, 供肠近端结扎固定于左

侧腹壁, 无腹壁造口.   

graft

colon

recipient intestine

abdominal wall

图  4  二步法大鼠原位小肠移植第二步手术肠吻合示意图. 
受体小肠已大部切除, 受体回肠残端结扎, 受体空肠残端吻

合于供肠近端.

graft

abdominal wall recipient 
   colon
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免疫学研究[10-11]. 但一些研究显示HIT的移植肠, 
通透性高、运动功能减低, 加重排斥反应[12-14]. 
Schroeder et al [15-16]发现移植小肠长时间异位将

导致黏膜萎缩和吸收功能下降. Schweizer et al [17]

发现HIT后移植小肠黏膜明显萎缩, 隐窝深度及

绒毛高度减少. 将异位小肠移植于原位后, 结果

所有关于黏膜的指标都恢复到正常. HIT导致移

植小肠萎缩和吸收功能低下的原因是由于缺乏

胃肠道内营养素的刺激. 异位小肠移植由于没

有消化液的刺激, 存在明显的废用性萎缩, 而且

异位小肠移植至少需要一个腹壁造口, 通常两

个腹壁造口, 易发生粪便污染. 在肠黏膜萎缩的

基础上存在细菌污染, 使HIT细菌易位明显多于

OIT[18]. 细菌易位会导致肠源性感染, 进而刺激

细胞因子的产生, 从而诱发或加重排斥反应, 而
排斥反应发生又会加重感染, 形成恶性循环. 因
此即使用于免疫学方面的研究, HIT也有明显缺

陷[19]. 近来国外有关小肠移植免疫学方面的研究

也趋向都采用OIT模型[20-21], 而有关移植小肠生

理学方面的研究大多采用OIT模型[22-24]. 
OIT恢复肠道的连续性, 有利于肠黏膜修

复, 减少细菌移位, 从生理角度看OIT是最好的

模型. 1973年Kort et al建立的经典一步法OIT
由于受体的手术创伤大, 致死性肠道并发症多

(20%), 死亡率高达32.5%, 大大限制了这种模型

的应用. 随着显微外科的进步和围手术期循环

维持技术的提高, 很多学者对一步法OIT进行了

改进[25-27], 死亡率得以下降. 但在实验研究中, 一
步法OIT仍被高吻合口并发症和早期死亡率所

困扰. 因此, 一些学者采用二步法大鼠原位小肠

移植模型, 同传统的一步法OIT相比, 二步法OIT
能减少致死性的肠道并发症和手术创伤, 并有

利于移植小肠从缺血再灌注损伤中恢复, 使OIT
的手术成功显著提高[28-30]. Yoo et al[31]异位移植

术后3 d行原位移植, 一步法OIT和二步法OIT的
长期存活率分别为40%和70%. Kitagawa et al [32]

认为二步法OIT和一步法OIT肠功能恢复没有

显著差异, 但二步法OIT死亡率显著低于一步法

OIT. 我们为进一步提高生存率(90.9%), 保证移

植物术后功能, 减少并发症, 对二步法原位小肠

移植技术做了如下改进: (1)手术行2人操作. 冷
缺血时间控制在40 min以内, 这部分受体术后

均能顺利存活下来. 冷缺血时间超过60 min则
受体术后难以苏醒. 说明冷缺血时间过长是影

响手术成功率的主要因素. 冷缺血时间过长影

响供肠质量和移植物术后功能的恢复, 同时影

响受体下肢血液循环. 在恢复血流后热缺血期

间组织内积聚的大量代谢产物和再灌注时产生

的大量炎性介质、溶酶体酶进入血液循环, 对
心脏泵血机能和血管调节机能均产生不利影

响. 我们在手术时采用2人操作, 加快了分离结

扎操作时的速度, 减少了手术时间, 更重要的是

在术者进行供体手术后半程时, 助手可进行受

体开始阶段的手术; 而单人操作时则必须先取

下供肠放入冷保存液中再进行受体手术. 2人操

作能显著的减少供肠的冷缺血保存时间(减少

20 min), 缩短至30±5 min. (2)肠吻合行端侧吻

合. 移植小肠由于去神经和缺血再灌注损伤, 术
后运动功能变化明显, 移植小肠和受体残余小

肠运动不协调, 这是OIT肠吻合口并发症高于

HIT的原因. Kort报道吻合口瘘和梗阻达20%. 
我们在肠吻合时供肠上下均采用端侧吻合技术 
(图3-4), 使肠运动不协调时吻合口产生的张力

减小. 另外在每次关腹前均将肠吻合口置于腹

腔最上面, 保证出现吻合口并发症时大网膜可

包裹吻合口. 上述这些措施减少了OIT后至死性

的肠吻合口并发症(正式实验时致死性肠道并

发症5%). (3)动脉吻合口应用生物蛋白胶. 大鼠

的血容量约为70 mL/kg体质量, 一次性失血达

15 mL/kg即可发生低血容量性休克. 受体大鼠

在血管吻合前不会有太多出血, 但是在血管吻

合完成、开放移植肠血供之后, 由于吻合口出

血和移植肠血管床开放将造成血容量相对不足. 
动脉吻合口出血虽可通过温盐水棉球压迫止血, 
但由于实际操作中动脉开放前静脉已吻合, 操
作较困难, 效果不确实, 压迫过程中(1-2 min)受
体亦有失血. 吻合口出血可能和吻合前血管用

肝素冲洗有关, 而压迫止血的原理是在缝针处

形成小的血栓. 基于上述原因, 本研究在动脉吻

合后应用生物蛋白胶(可对抗肝素, 促进止血)封
闭动脉吻合口1 wk, 结果发现开放血流后动脉

吻合口周围无渗血和漏血, 不必压迫止血. (4)血
管吻合时应用自制的保存袋放置移植肠. 在进

行血管吻合时, 通常用冰盐水纱布保护移植肠

置入腹腔. 为防止腹腔升高冰盐水纱布的温度, 
需更换冰盐水纱布或间歇给于冰盐水. 这一方

面增加手术时间, 同时也难以保证整个吻合过

程中移植肠各处始终处于4℃以下, 加之冰盐水

会降低受体体温增加手术创伤, 而且较大的冰

盐水纱布也会妨碍手术操作. 我们在血管吻合

时, 供肠放置在自制的保存袋当中(图5), 保存袋

中有未溶解的冰块使供肠始终处于低温保存状

■应用要点
本文建立的二步
法大鼠原位小肠
移植 ,  符合生理 , 
可缩短移植肠冷
保存时间 ,  减少
血管吻合口和肠
吻合口并发症, 提
高了手术成功率, 
是进行小肠移植
研究的简单、安
全、可靠的动物
模型. 
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■名词解释
冷缺血时间: 动脉
冷灌注开始至恢
复血液供应的时
间 .  温缺血时间 , 
移植物离开冷保
存液之后到血供
恢复之间的时间. 

态, 几乎没有(2±1 min)温缺血时间(移植肠离开

冷保存液之后到血供恢复之间的时间), 而温缺

血时间同移植肠术后功能的恢复是相关的, 同
时保存袋同腹腔之间隔以纱布也防止了受体体

温的下降. 另外, 由于供肠在保存袋中, 吻合中

移动供肠方便并可保证移动中无触摸技术. (5)
其他改进. 供体手术时, 进入腹腔后首先同时夹

闭髂血管以上的主动脉和下腔静脉, 可改善内

脏器官的血液灌注. 供体手术时, 在门静脉、肠

系膜上动脉夹角内寻找和结扎肠引流淋巴管, 
有利于减少术后肠淋巴瘘. 供体主动脉穿刺置

管时, 使用静脉套管针代替头皮针或硅胶管, 可
减少血管内皮损伤, 开始灌注时在拔出管芯可

防止置管时的血液反流. 血管冲洗时应用套管

针代替平针头可减少内皮损伤, 并可避免平针

头刺破很薄的门静脉和肾静脉(图6). 在两步法

大鼠原位小肠移植第1步(暂时性异位小肠移植

期间)采用无腹壁造口技术(供肠近端结扎固定

于腹壁, 远端和受体回肠端侧吻合), 可减少造

口相关的并发症和粪便对移植肠的污染(图3). 
(6)血管重建采用供体门静脉和受体左肾静脉端

端套管吻合. 这种静脉回流方式可避免阻断下

腔静脉导致的对受体血流动力学的影响, 但这

种方法须切除左肾, 体循环回流不符合生理解 
剖[33-35], 也是这种模型的不足之处.

总之, 本试验建立的二步法大鼠原位小肠移

植, 可缩短移植肠冷保存时间, 减少血管吻合口

和肠吻合口并发症, 能提高手术成功率, 是进行

小肠移植研究的简单、安全、可靠的动物模型.
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Abstract
AIM: To quantitatively detect bifidobacteria and 
lactobacilli in feces of Parenteral nutrition (PN) 
rabbits by real-time quantitative PCR.

METHODS: Sixteen New Zealand white rab-
bits weighing 200-250 g were divided into two 
experimental groups: control group and PN 
group. On day 10, we obtained fresh feces from 
the rectum. Whole bacterial DNA was extracted 
from the feces, genus-specific primers of bifido-
bacterium and lactobacillus were synthesized, and 
the specificities of the primers were evaluated by 
conventional PCR.

RESULTS: The detection limit of the method 
used in this study was found to be 100 per PCR. 

Standard curves obtained for the strains bifido-
bacterium adolescentis and lactobacillus plant were 
in good agreement. These two kinds of genus-
specific primers were proved to be species-
specific by agarose gel electrophoresis. The pop-
ulation of bifidobacteria and lactobacilli in the 
wet feces (0.05 g) of PN rabbits was significantly 
lower than that in the control group (4.62 ± 0.24 
and 4.29 ± 0.49 vs 5.84 ± 0.92 and 5.14 ± 1.07; P < 
0.01).

CONCLUSION: The real-time PCR procedure 
described here is a specific, accurate, rapid, and 
easy method for the quantification of bifidobac-
teria and lactobacilli in feces of infant rabbits. 
Dysfunction of the intestinal barrier induced by 
long-time PN-fed may be related to the decreas-
ing number of bifidobacteria and lactobacilli in 
the intestine.

Key Words: Bifidobacteria; Lactobacilli; Real-time 
PCR; Parenteral nutrition

Chen JJ, Cai W. Quantification of bifidobacteria and 
lactobacilli in feces of PN rabbits by real-time PCR. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(31): 3278-3283

摘要
目的: 通过研究PN过程中肠道双歧杆菌和乳
杆菌的变化, 探讨PN导致肠屏障功能障碍的
机制. 

方法: 将新西兰种白兔16只, 分成对照组(正常
兔食饲养)和PN组(幼兔完全肠外营养). 10 d后
自直肠取出新鲜粪便, 抽提所有细菌DNA, 常
规PCR检测合成的双歧杆菌和乳杆菌属引物
的特异性. 应用青春双歧杆菌和植物乳杆菌作
外标准品, 梯度稀释制作标准曲线, 作灵敏度
测定. 应用SYBR Green I Real-time PCR法, 定
量检测粪便中双歧杆菌和乳杆菌含量. 

结果: 琼脂糖凝胶电泳显示两种引物特异性
良好, 灵敏度达到102个菌. 溶解曲线显示单一

®

■背景资料
双歧杆菌(bifido-
bacter ia )和乳杆
菌 (lac tobaci l l i )
是恒温动物肠道
内重要的原籍菌
群 ,  而长期肠外
营养 (parentera l 
nutriton, PN)会导
致肠道原籍菌群
失调 ,  损害肠屏
障. 
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峰形, 说明没有引物二聚体形成. 粪便细菌定
量结果显示, PN组幼兔湿粪(0.05 g)中双歧杆
菌和乳杆菌含量显著低于对照组(4.62±0.24, 
4.29±0.49 vs  5.84±0.92, 5.14±1.07; P <0.01).

结论: Real-time PCR法能准确迅速地对幼兔
粪便双歧杆菌和乳杆菌进行定量检测. 长期肠
外营养导致的肠屏障障碍可能与肠内双歧杆
菌和乳杆菌的数量减少有关.

关键词: 双歧杆菌; 乳杆菌; 实时荧光定量PCR技

术; 肠外营养
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0  引言

双歧杆菌(bifidobacteria )和乳杆菌(lactobacilli )
作为恒温动物肠道内重要的原籍菌群 ,  发挥

维持微生态平衡、生物拮抗、免疫调节、营

养等多方面的生理作用 .  而长期的肠外营养

(parenteral nutriton, PN)会导致肠道微菌群失调, 
损害肠屏障, 进而导致肠菌移位和内毒素血症[1].  
因此我们, 通过研究PN过程中肠道双歧杆菌和

乳杆菌的变化, 探讨PN导致肠屏障功能障碍的

机制. 由于双歧杆菌和乳杆菌属厌氧菌, 其传统

的培养记数法存在送检条件苛刻、培养难度

大, 检测结果受细菌离体时间、外界环境因素

和培养基性能的影响大等诸多缺点, 使精确定

量分析难以进行. 实时荧光定量PCR技术(real-
time PCR)利用细菌基因组的核酸序列为鉴别基

础, 不受上述条件的限制, 为厌氧菌的定量检测

提供了新的途径. 因此我们采用目前最新的real-
time PCR方法对幼兔粪便标本进行双歧杆菌和

乳杆菌计数.

1  材料和方法

1.1 材料 生后2 wk的新西兰种白兔16只, 雌雄

不限, 体质量200-250 g, 分为2组, 对照组7只, 
PN组9只. 双歧杆菌冻干菌粉为青春双歧杆菌

(Bifidobacterium adolescentis ), 乳杆菌冻干菌粉

为植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum ), 由上海

交通大学生命科学技术学院杭晓敏博士惠赠. 
大肠杆菌菌株来自本院细菌室. 
1.2 方法
1.2.1 分组: PN组幼兔行颈静脉插管, 使用旋

转输液装置 ,  微泵持续24 h输注营养液[240  

mL/(kg·d)], 根据体质量增长情况调节输液量, 营
养液配方见文献[2]. 对照组正常兔食饲养. 幼
兔单笼饲养, 设定室内环境12 h明暗交替, 室温

20-24℃. PN组幼兔PN持续10 d后, 停用静脉营

养液, 持续输注生理盐水2 h后称质量, 与对照组

一起过量麻醉, 开腹取直肠内粪便.
1.2.2 粪便标本收集和细菌DNA抽提: 均取直肠

内粪便, 立即置入无菌离心管, -20℃冻存, 24 h
内抽提粪便内细菌基因组DNA. 用QIAamp DNA 
stool kit (Qiagen, Hilden, Germany)抽提粪便内细

菌基因组DNA, 具体操作依照说明书进行. 由于

双歧杆菌菌壁较厚, 故对部分步骤稍作改动.
1.2.3 双歧杆菌和乳杆菌属特异性引物设计: 双
歧杆菌和乳杆菌属特异性引物(genium-specific 
primers)分别参照文献[3-4]. 上下游引物序列见表

1, 引物对由中国科学院闪晶生物有限公司合成.
1.2.4 实验用菌株及基因组DNA抽提: 分别取青

春双歧杆菌冻干菌粉0.05 g、植物乳杆菌冻干菌

粉0.05 g、大肠杆菌菌株培养液1 mL, 细菌DNA
抽提步骤同1.2.2, -20℃保存.
1.2.5 引物对特异性检测: 取菌株基因组DNA
抽提液进行常规PCR反应: 50 μL标准PCR反应

体系, 10×PCR Buffer 5 μL, 25 mmol/L Mg2＋ 3 
μL, 10 mmol/L dNTPs 1 μL, 25 μmol/L上下游引

物各1 μL, DNA模板1 μL, 5×106 U/L Taq DNA 
polymerase (Promega) 0.5 μL, ddH2O 37.5 μL. 反
应条件: 94℃变性3 min, 循环35次: 94℃变性

40 s, 55℃退火20 s, 72℃延伸1 min 15 s, 72℃
延伸5 min. 所有常规PCR反应于PTC-100TM 
programmable thermal controller(MJ Research 
INC.)上进行. 用11 g/L的琼脂糖凝胶电泳分析

PCR扩增产物, 以DNA marker DL2000(TaKaRa) 
为分子量标准.
1.2.6 外标准品制备和标准曲线制作: 外标准品

制备: 以青春双歧杆菌和植物乳杆菌的PCR产

物经割胶回收后作为目的D N A片段 ,  连接至

TaKaRa pMD18-T(大连宝生物)载体上, 重组

质粒转化至DH-5α宿主细胞中, 克隆后分离质

粒DNA. 经A值测定, 换算青春双歧杆菌和植

物乳杆菌的拷贝数, 制作标准曲线. 标准曲线
制作: 将外标准品做10倍系列稀释, 使其形成

107-102拷贝/L, 按下列条件进行real-time PCR
反应, 反应体系20 μL: 10×PCR Buffer 2 μL, 25 
mmol/L Mg2+ 2 μL, 10 mmol/L dNTPs 0.5 μL, 25 
μmol/L上下游引物各0.25 μL, DNA模板1 μL,  
5×106 U/L Taq酶(Promega) 0.25 μL, 20×

■研发前沿
本文通过研究PN
过程中肠道双歧
杆菌和乳杆菌的
变化 ,  对PN导致
肠屏障功能障碍
的机制进行了初
步的探索. 由于双
歧杆菌和乳杆菌
属厌氧菌, 传统培
养计数法存在送
检及培养条件苛
刻 ,  培养存活率
低 ,  计数不准确 , 
因此目前应用分
子生物学技术对
其进行定量分析
成为该研究领域
的热点. 
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到达荧光阈值的初始循环数(Ct)为纵坐标得到

双歧杆菌和乳杆菌的标准曲线(图3), 为待测样

品的双歧杆菌和乳杆菌定量提供了参照标准.
2.4 溶解曲线与假阳性 阳性模板在荧光定量

PCR反应的后期, 产物经融解、冷却后得到溶解

曲线(图4), 可见融解曲线成单峰, 说明扩增产物

单一. 与SYBRGreen I荧光染料结合的片段为目

标DNA片段, 基线附近的浅棕色曲线为阴性对

照反应物的溶解曲线, 可见无产物单峰出现, 说
明该反应条件较好地避免了定量检测过程中假

阳性结果的出现.
2.5 样品双歧杆菌和乳杆菌定量 每份样品所含

拷贝数都可通过Ct值与标准曲线比较得到, 荧光

定量PCR仪可通过微机内的LightCyclerSoftware
处理直接给出定量结果. 由于粪便内双歧杆菌

和乳杆菌绝对值不呈正态分布, 故取其对数值

(log10)进行Student t检验. 结果显示, PN组双歧杆

菌和乳杆菌含量显著低于对照组(P <0.01, 表2).

SYBR Green I 0.5 μL, ddH2O 13.25 μL. 双
歧杆菌反应条件 :  95℃变性3 m i n ,  循环40
次 :  9 5℃变性4 0  s→6 1℃退火2 5  s→7 2℃
延伸1 m i n 20 s ,  融解95℃  0  s (20℃ / s )→
71℃  15 s(20℃ /s→95℃0 s(0.1℃ /s) ,  冷却

40℃  30 s(20℃ /s) ;  乳杆菌反应条件 :  95℃
变性3 m i n; 循环40次: 95℃变性40 s→61℃
退火25 s→72℃延伸1 m i n,  融解95℃  0  s 
(20℃/s)→71℃ 15 s(20℃/s→95℃ 0 s(0.1℃/s), 
冷却40℃ 30 s(20℃/s). 所有荧光定量PCR反应

均在LightCycler (Roche)上进行.
1.2.7 Real-time PCR法检测幼兔粪便双歧杆菌和
乳杆菌含量: 将待测样品DNA抽提液按与制备

标准曲线相同的反应体系和反应条件进行real-
time PCR反应, 每次实验都设阴性对照和标准品

校正, 每个样品都做3个平行复孔, 以保证实验

数据的有效性和可重复性. 扩增完毕后, 进行溶

解曲线分析.
统计学处理 采用SPSS for Windows 10.0统

计软件. 计量数据以mean±SD表示, 采用Student 
t检验比较组间差别, P <0.05差别有统计学意义.

2  结果

2.1 PCR产物鉴定 用11 g/L的琼脂糖凝胶电泳分

析菌株基因组DNA常规PCR扩增产物, 青春双

歧杆菌和植物乳杆菌基因组DNA分别在1428 bp
和600 bp处显示了单一扩增物区带(图1), 而大肠

杆菌基因组DNA未见扩增物区带. 
2.2 扩增曲线与灵敏度测定 不同拷贝数的模板

随循环数的增加, 其荧光强度逐渐增强, 在经过

一段指数扩增期后曲线趋于平行, 即出现“平

台效应”, 指数扩增期模板拷贝数与荧光累积

值的一一对应关系形成了双歧杆菌和乳杆菌定

量的基础. 从扩增曲线图可见少至100个菌仍有

特征性曲线生长, 说明该real-time PCR具有较好

的灵敏度(图2).
2.3 双歧杆菌和乳杆菌标准曲线 以不同拷贝数

的阳性模板的对数为横坐标, 以PCR反应过程中

                4     3      2      1

2000 bp
1000 bp
                       500 bp

图  1  菌株基因组DNA常规PCR扩增产物. 1: Marker; 2: 植物
乳杆菌; 3: 青春双歧杆菌; 4: 大肠杆菌.

表  1  双歧杆菌和乳杆菌属特异性引物

      Bacterium Primer Primer sequence (5'→3') Amplicon size (bp)

Bifidobacterium lm26-f GAT TCT GGC TCA GGA TGA ACG 1428
lm3-r CGG GTG CTI CCC ACT TTC ATG

Lactobacillus L159-f GGA AAC AG(A/G) TGC TAA TAC CG 600
L677-r CAC CGC TAC ACA TGG AG

表  2  兔类双歧杆菌和乳杆菌含量M

      
分组                 n        双歧杆菌N(SD)         乳杆菌N(SD)

对照组           7         5.84(0.92)         5.14(1.07)
PN组              9         4.62(0.24)b         4.29(0.49)b

P值         0.004         0.006

M: 0.05 g湿粪含量; N: 对数值(log10); 
bP<0.01 vs  对照组.

■应用要点
本文所采用的实
时荧光定量PCR
技术 ( r e a l - t i m e 
Q-PCR), 利用细
菌基因组的核酸
序列为鉴别基础, 
不受上述条件的
限制, 为双歧杆菌
和乳杆菌的定量
检测提供了新的
途径, 为后续研究
的开展和临床应
用进行了有益地
探索.
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3  讨论

双歧杆菌和乳杆菌不仅是人类肠道内主要的共

宿微生物, 在健康家兔中也是优势菌群. 国内牛

钟相 et al [5-6]曾对健康成年家兔消化道中双歧杆

菌和乳杆菌进行研究, 发现二者均为优势菌群. 
但采用传统培养方法作双歧杆菌和乳杆菌的定

量分析费时费力, 其过程易受细菌离体时间、

外界环境因素、培养基性能和非特异性菌落混

杂等多种因素影响, 检测失败率高, 结果缺乏稳

定性、可靠性, 计数不精确, 属半定量检测; 而
且由于个别菌种难以培养, 故不能准确地反应

消化道内的细菌含量[7]. 因此, 拥有一种能对双

歧杆菌、乳杆菌进行快速、准确定量的方法变

得尤为必要. 
近年来, 一种方便、快速、准确的非培养

细菌定量方法逐渐受到青睐, 即real-time PCR法. 
Real-time PCR技术是以双歧杆菌16S rRNA编码

基因特异区的核酸序列为鉴别基础, 设计引物, 
经PCR扩增, 扩增产物与荧光染料结合, 再通过

荧光信号的测定实现实时定量分析的. 其融会了

PCR的灵敏性和光谱技术定量精确的优点, 使定

量分析结果更精确、敏感、省时, 同时具有较

好的重复性[8]. 不仅可以避免传统检测方法的缺

陷, 而且由于PCR扩增和产物分析的全过程均
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■同行评价
本文设计合理, 结
论中肯, 是一篇较
好的基础研究论
文.

图  2  杆菌模板循环数
与荧光强度关系图. A: 双
歧杆菌; B: 乳酸菌.
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图  3  标准曲线. A: 双歧杆菌; B: 乳酸菌.
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在单管封闭条件下进行, 并由微机控制, 因此可

消除产物污染, 提高检测效率. 该方法既有荧光

原位杂交(FISH)的特异性, 又有PCR的敏感性[9].  
Martsuki et al研究发现应用PCR方法检测双歧

杆菌, 比传统培养法灵敏10-100倍[10]. Real-time 
PCR是基于对PCR过程中荧光变化的连续监测, 
和常规PCR的终点检测不同, real-time PCR定量

发生于扩增的指数期, 可以避免常见于PCR由于

模板产物比率不同导致的偏倚[11]. 
由于本研究目的是对幼兔直肠粪便内全部

双歧杆菌和乳杆菌进行定量检测, 故使用此两

种细菌的属特异性引物. 参照文献[3-4]合成的

引物和从双歧杆菌、乳杆菌、大肠杆菌菌株中

抽提的DNA作常规PCR, 可见双歧杆菌扩增产物

大小为1428 bp, 乳杆菌扩增产物大小约为600 bp, 
阴性对照大肠杆菌未见电泳条带, 说明此两种属

特异性引物能准确地鉴别双歧杆菌和乳杆菌. 
同时, real-time PCR反应条件的选择和优

化对于反应成功与否非常关键. 其中荧光染料

SYBRGreen I的使用浓度是非常关键的因素, 如
果SYBRGreen I的浓度过低会使荧光信号的变

化降低, 这意味着低拷贝的样品可能无法检出; 
而SYBRGreen I的浓度过高时, 又将抑制PCR反
应, 降低PCR反应效率. 通过对浓度递减的方法

确定SYBRGreen I在该体系中的最佳终浓度为

0.5×, 从以梯度稀释的外标准品为模板所做的

扩增曲线可见少至100个菌仍有阳性曲线生长, 
即灵敏度可达102个菌. 同时, 由于SYBRGreen I与
DNA双链呈非特异性结合, 为减少引物二聚体双

链与SYBRGreen I结合而产生的假阳性结果, 实
验将退火温度通过递增的方式最终确定为61℃, 
并通过融解曲线分析验证了产物的单一性. 

标准曲线是样品定量的参照标准, 而外标准

品浓度的精确测定是标准曲线制作的基础, 也是

精确定量的关键. 既往采用常规PCR产物直接梯

度稀释的方法虽然简便但存在不准确、不稳定

的缺点. 本实验是将常规PCR产物克隆到载体上, 
然后抽提质粒, 经嵌含目标片段质粒的浓度测量

和拷贝数换算, 实现了准确定量; 且模板稳定性

高, 可较长时间保存. 这对real-time PCR每次检测

样品时均需有已知浓度模板做校正参考, 显然是

有利的, 同时也利于标准曲线的重复性检验. 
本研究结果显示, 对照组幼兔湿粪(0.05 g)中

双歧杆菌对数值为5.84±0.92, 乳杆菌对数值为

5.14±1.07. PN组幼兔粪便中双歧杆菌和乳杆菌

含量分别为4.62±0.24和4.29±0.49, 显著低于对

照组. 由于双歧杆菌和乳杆菌是菌膜屏障的主要

成分, 而菌膜屏障又是肠屏障的重要组成部分, 
因此我们推测, 长期肠外营养导致的肠菌移位和

内毒素血症等肠屏障障碍的表现和双歧杆菌和

乳杆菌的数量减少有关, 提示我们喂饲外源性益

生菌可能成为改善PN导致肠道菌群失调、维护

肠屏障功能的新途径, 但需要我们在今后的干预

研究中进一步验证. Real-time PCR技术实现了对

双歧杆菌、乳杆菌等难培养菌的实时定量分析, 
为进一步研究实验动物和人肠道菌群的组成及

其动态变化[12-14]提供了有效的检测手段, 具有较

好的实验研究和临床应用前景.
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• 消息 •

关于2006年度山西省期刊质量评估结果的通报

本刊讯 为推动期刊出版事业的繁荣和发展, 中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅

共同组织了2006年度期刊质量评估工作. 此次参评的为2005年度山西省出版的196种期刊, 其中, 社科期刊110

种、科技期刊86种. 评估结果如下: 一级(优秀)期刊共88种, 其中社科期刊42种, 科技期刊46种, 包括世界胃肠

病学杂志和世界华人消化杂志; 二级期刊共103种, 其中社科期刊64种, 科技期刊39种; 三级期刊共5种, 其中社

科期刊4种, 科技期刊1种.  (中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅)
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Abstract
AIM: To clone the recombinant plasmid affecting 
HER-2 gene translation by RNA interference, 
and to analyze the nucleic acid sequence of the 
recombinant plasmid for tumor gene therapy.

METHODS: Two DNA sequences containing a 
small hairpin structure were designed and syn-
thesized. The complement form was obtained by 
annealing and cloning into vector pGPU6/GFP/
Neo, and the recombinant plasmid was trans-
formed into strain DH5α. The plasmid identified 
by restriction enzyme analysis was used for se-

quencing. Human colon cancer HT29 cells were 
transfected with plasmid vector, and then fluo-
rescence photographs were taken and selected 
according to G418. 

RESULTS: The recombinant plasmid was 
cloned, and the sequence was obtained. 

CONCLUSION: Successful cloning of the recom-
binant plasmid may help to discover new gene 
therapies for tumors. 

Key Words: Human epiclermal-growth-factor recep-
tor-2 gene; RNA interfering; Recombinant plasmid; 
Short hairpin RNA

Han MY, Wu AG, Guo AL, Li P, Ji SF, Liu Z. Cloning of 
recombinant plasmid affecting HER-2 in gene translation 
by RNA interference. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
15(31): 3284-3288

摘要
目的: 利用RNA干扰(RNAi)技术, 以HER-2为
靶基因, 设计构建重组表达载体, 并进行测序
鉴定. 

方法:  设计具有短发夹结构的两条D N A序
列, 经退火成互补双链, 再克隆至载体pGPU6/
GFP/Neo中构建重组表达载体, 转化DH5α菌
株, 提取质粒行酶切鉴定后, 并进行序列测定. 
再转染人大肠癌HT29细胞, 进行荧光摄像和
G418抗性筛选. 

结果: 将合成的DNA序列退火后克隆到载体
上, 经酶切和测序鉴定确实为所需序列. 

结论: HER-2靶向RNA干扰重组表达载体的
构建成功, 并可以进行稳定筛选.

关键词: HER-2基因; RNA干扰; 重组表达载体; 短

发夹RNA
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■背景资料
HER-2分子是表
皮生长因子受体
家族的第 2位成
员 ,  对细胞的生
长、分化及存活
起重要的调节作
用. HER-2在结直
肠癌中阳性表达
与肿瘤浸润转移
密切相关, 在大肠
癌中其过表达与
否是患者预后的
重要指标. 研究表
明他与表皮生长
因子受体家族其
他3位成员形成异
二聚体, 通过多种
信号转导途径促
进肿瘤的增殖、
转移、耐药性的
产生, 是肿瘤基因
治疗的重要靶位
点.
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0  引言

HER-2(human epidermal-growth-factor recptor 
2 )分子是表皮生长因子受体家族 ( h u m a n 
epidermal-growth-factor recptor)的第2位成员, 对
细胞的生长、分化及存活起重要的调节作用. 
HER-2在结直肠癌中阳性表达与肿瘤浸润转移

密切相关, 在大肠癌中其过表达与否是患者预

后的重要指标[1-2]. 研究表明他与表皮生长因子

受体家族其他3位成员形成异二聚体, 通过多种

信号转导途径促进肿瘤的增殖、转移、耐药性

的产生, 是肿瘤基因治疗的重要靶位点[3]. 
自从RNA干扰技术被《Science》杂志评选

为2002年度世界十大科学成就之首以来, RNA
干扰在结直肠癌的应用方面有了长足的进步. 
针对细胞信号转导、细胞凋亡、细胞周期调控

分子、端粒酶、细胞因子及其受体基因等不同

位点而设计的小干扰RNA对结肠癌细胞均有明

显的阻抑作用[4-5]. RNAi技术具有特异性和高效

性, 已经成为研究基因功能的重要工具[6]. RNAi
技术是通过导入细胞19 nt-23 nt的小分子干扰

RNA(small interference RNA, siRNA), 降解同源

mRNA, 高效、特异性阻断目的基因表达[7]. 但
是, 裸siRNA导入机体和细胞, 转染效率低, 抑
制时间短. 有研究表明, 短发卡状RNA(shor t 
hairpin RNA, shRNA)对靶基因的抑制效果优于

siRNA[8]. 我们构建了针对HER-2基因的短发夹

结构RNA(short hairpin RNA, shRNA)重组表达

载体[9], 期望通过重组表达载体有效感染和表达

HER-2-shRNA发挥RNAi作用.

1  材料和方法

1.1 材料 含有人U6启动子的pGPU6/GFP/Neo
质粒购买于上海吉玛公司 ,  克隆用大肠杆菌

D H5α购买于大连宝生物公司 ,  限制性内切

酶(B a m HⅠ, P s t Ⅰ, B b s Ⅰ)及T4 D N A连接

酶购买于美国N E B公司 ,  核酸分子质量标准

Lambda DNA/Eco 130Ⅰ购买于Fermentas公
司 ,  质粒小量抽提试剂盒为天为时代公司产

品 ,  胶回收试剂盒购买于广州美津生物公司 , 
H T29细胞由广东省人民医院中心实验室赠

送 ,  D H5α大肠杆菌感受态细胞冻存于-70℃
备用. 根据G e n B a n k中报道的H E R-2基因核

苷酸序列(No. M11730), 参考shRNA设计原

则进行设计, 使用B L A S T将选定的序列和相

应的人基因组数据库进行比较 ,  排除和其他

编码序列/E S T同源的序列 .  最后选择出两条

片段作为H E R-2基因干扰片段 ,  一条是位于

395-415 bp的GCTACGTGCTCATCGCTCACA, 
另一条是位于2184-2204 b p的序列G C A G C 
AGAAGATCCGGAAGTA. loop结构选用了

TTCAAGAGA以避免形成终止信号. 反义片段

以后接TTTTTT, 以终止转录. 正义链模板的5'端
添加了CACC, 与BbsⅠ酶切后形成的黏端互补; 
反义链模板的5'端添加了GATC, 与Bam HⅠ酶

切后形成的黏端互补; 并将其送上海生工公司

合成. shRNA1正义链: 5'CACCGCTACGTGCT
CATCGCTCACATTCAAGAGATGTGAGCGAT
GAGCACGTAGCTTTTTTG3'. shRNA1反义链: 
5'CGATGCACGAGTAGCGAGTGTAAGTTCTC
TACACTCGCTACTCGTGCATCGAAAAAACC
TAG3'. shRNA2正义链: 5'CACC GCAGCAGAA
GATCCGGAAGTATTCAAGAGATACTTCCGG
ATCTTCTGCTGC TTTTTTG3'. shRNA2反义链: 
5'CGTCGTCTTCTAGGCCTTCATAAGTTCTCT
ATGAAGGCCTAGAAGAGGACGAAAAAACC
TAG3'. 
1.2 方法 pGPU6/GFP/Neo-shRNA表达载体的构

建. 将DNA Oligo分别用TE(pH8.0)溶解, 浓度为

100 μmol/L. 取相应的正义链和反义链Oligo溶
液, 退火体系: 50 μL = 5 μL(正义链)+5 μL(反义

链)+5 μL退火Buffer+35 μL无菌水, 在PCR仪上

按照如下程序进行退火处理: 95℃ 5 min, 85℃ 
5 min, 75℃ 5 min, 70℃ 5 min, 4℃保存. 退火处

理后得到浓度为10 μmol的shRNA模板. 将所得

模板溶液稀释500倍, 终浓度为20 nmol/L, 用于

连接反应. 载体pGPU6/GFP/Neo经Bam HⅠ和

BbsⅠ双酶切, 琼脂糖电泳, 使用胶回收试剂盒

回收. 将退火片段与经酶切后的载体按摩尔比

3∶1的比例进行连接反应, 置16℃过夜. 将连

接产物分别接种于100 μL的DH5α感受态细胞

中进行转化, 涂布于含Kanamycin抗性(终浓度

为20 mg/L)的LB平板上, 37℃恒温箱培养过夜. 
从每个培养皿上各挑取3个单克隆菌落接种于

3 mL含Kanar抗性(终浓度为20 mg/L)的LB培养

液中, 37℃恒温摇床培养过夜. 用质粒小量抽提

试剂盒小量提取质粒后, 分别用限制性内切酶

PstⅠ和Bam HⅠ做单酶切鉴定, 得到的重组质

粒分别命名pGPU6/GFP/Neo -shRNA1, pGPU6/
GFP/Neo -shRNA2. 将鉴定证实后的两个重组质

粒各取1管菌液送上海英骏公司测序. 所用引物

为5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3'. 以含100 
mL/L小牛血清的RPMI1640培养基培养人大肠

■相关报道
2004年Yang et al
应用逆转录病毒
载体介导s iRNA
引起乳腺癌和卵
巢癌HER2/neu沉
默,导致G0/G1期细
胞增加, 认为其与
细胞周期蛋白D1
降低、p27增加有
关,与下游信号分
子PI3K、pAKt表
达降低有关. 
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癌HT29细胞株, 胰酶消化传代. 细胞铺6孔板, 用
Opti-MEM®Ⅰ无血清培养基(购自Invitrogen公
司), 分别以250 μL稀释4 μg质粒载体和10 μL脂
质体Lipofectamine®2000进行转染, 6-7 h后更换

完全培养基. 转染后的细胞加入600 mg/L G418
筛选, 经14 d后形成阳性克隆, 扩增培养备用. 

2  结果

2.1 单酶切鉴定重组质粒 将合成的shDNA序列片

段连入质粒pGPU6/GFP/Neo(图1)后, 用BamHⅠ和

PstⅠ内切酶分别单酶切, 质粒pGPU6/GFP/Neo
的Bam HⅠ和BbsⅠ酶切位点之间是PstⅠ的酶切

位点. 而插入目的基因片段之后, PstⅠ酶切位点

被取代, 故不能被PstⅠ所酶切. PstⅠ酶切结果显

示有2条带, 第1条为超螺旋的SC构型, 第2条为

质粒的松弛开环的OC构型, 可显示重组体不能

被PstⅠ所酶切. 重组体被Bam HⅠ单酶切而线性

化, 条带在5100 bp左右(图2).
2.2 重组质粒测序鉴定 2个重组质粒shRNA编码

序列与设计的片段完全一致, 表明载体构建正

确(图3). 
2.3 成功转染和稳定筛选重组质粒 编码shRNA
的带绿色荧光蛋白的重组载体转染入HT29细胞

后在绿色荧光激发波长下细胞应显示为绿色(图
4), 转染后24 h荧光显微镜摄片证实转染成功, 
G418稳定筛选出阳性克隆.

3  讨论

目前在研究哺乳动物细胞的基因功能方面, 产
生RNAi效应主要应用的方法有两类: 一类为

体外转录或化学合成siRNA经脂质体或逆转录

病毒载体等转染细胞后介导RNAi, 另一类为发

夹式siRNA表达载体转染细胞后表达的发夹式

siRNAs诱导RNAi. 化学合成的siRNAs抑制作

用时间短, 合成成本昂贵, 并且易于污染RNA
酶而降解, 因此限制其应用. 而发夹式siRNAs
表达载体转染细胞后表达发夹式s iRNAs成本

较低 ,  可以在细胞内R N A酶的作用下被切割

成与体外合成的siRNA相同的序列与结构, 诱
导RNAi. 同时, 他可以稳定持续地表达发夹式

s iRNA, 使RNAi作用时间更长、更稳定[10-11]. 
Brummelkamp et al [8]研究发现将表达载体导入

细胞内在U6启动子的作用下转录产生shRNA, 
其发卡环结构被切除后产生siRNA, 具有表达

量多、持续时间久的优点, 并且还证实以9个核

苷酸序列环为发卡的shRNA产生的抑制效应最

强[12]. Willmore et al [13]应用免疫组化法检测结直

肠良恶性病变erbB-2表达水平. 结果显示, HER-2
基因表达与Duke分期、生存期有关, HER-2表达

强阳性者术后较早发生肝转移, HER-2表达水平

是影响预后的独立因素. 目前HER-2/neu蛋白产

物P185neu所引起的肿瘤细胞内在的对化疗药物

耐药的机制仍不清楚. Pietras et al [14-15]研究提示

P185neu过表达的肿瘤细胞对损伤的修复能力增

强, 是HER-2/neu诱导化疗药物耐药性的关键. 如
能设法阻断癌细胞内HER-2基因的表达, 定会大

大减弱癌细胞增殖能力同时减弱凋亡抑制. 阐明

HER-2基因在肿瘤细胞凋亡抑制和增殖中的作

用, 可为肿瘤治疗提供新的靶点, 具有重要的理

论意义和实际应用前景[16]. 
RNAi作为一种高效的序列特异性基因敲

除技术在恶性肿瘤基因治疗领域发展必定更

加迅速. 如今RNA干扰已经成为药物开发的一

种关键技术. 2004年, RNAi首次作为评估药物

靶标的一种技术进入应用, RNAi开发药物也

将会进入临床试验. s iRNA技术对于药物发展

的一个主要优点是可以在最短的时间, 以相对

较小的经济发展代价来为任何一个目的基因

设计一个特异s iRNA复合物, 同其他传统的小

■创新盘点
本 文 中 构 建 了
HER-2siRNA载
体, 并建立了稳定
转染细胞株, 为进
一步研究HER-2
基因在大肠癌中
的作用以及探索
大肠癌的基因治
疗奠定基础.
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图  1  pGPU6/GFP/Neo 质粒载体图谱.   
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图  2  质粒重组载体的酶切鉴定. M: Lamda/Eco 130Ⅰ; 左
1-3: pshRNA1 PstⅠ酶切; 4-6: pshRNA2 PstⅠ酶切; 右1-3: 
pshRNA1 BamHⅠ酶切; 4-6: pshRNA2 BamHⅠ酶切.
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分子为基础的治疗相比有明显的灵活性[17]. 质
粒pGPU6/GFP/Neo包括一种人U6 RNA聚合酶

Ⅲ启动子, 利用相对单一的启动子和终止序列

产生大量的小RNA. 同时, 位于启动子下游的

shRNA是为了在RNAi质粒进入宿主表达后, 单
链的RNA配对形成短的dsRNA, 引发RNA干

扰. 而且, 该载体中含有可供筛选的卡那耐药基

因, 利于阳性重组子的克隆筛选. 在本实验所

构建的载体含有GFP基因, 在细胞内, GFP基因

的表达产物-绿色荧光蛋白, 可以方便地通过荧

光显微镜或流式细胞仪检测, 确定载体转染效

率. 因此, 我们根据GenBank中报道的HER-2基
因核苷酸序列, 参考shRNA设计原则设计出了

两条阻断HER-2基因表达的RNAi序列, 并成功

克隆至载体pGPU6/GFP/Neo , 通过抗性辅助筛

选, 重组体被整合到宿主细胞基因组后, RNA
干扰(RNAi)效应可以实现传代[18]. 为下一步检

测其对HER-2mRNA的抑制效率和抑制HER-2
蛋白表达情况[19], 进一步研究HER-2基因在大

肠癌中的作用以及探索大肠癌的基因治疗奠定 
基础.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
acute rejection after heart transplantation and 
protein expression of perforin and granzyme B 
in organ recipients. 

METHODS: All ventral heterotopic cardiac 
transplantation models were divided into three 
groups: rejection, treated, and isograft (20 recipi-
ents in each). Mean survival time (MST), histo-
pathological changes, and protein expression of 
perforin and granzyme B in spleen lymphocytes 
were measured by Western blotting. Immuno-
fluorescence techniques were used to determine 
the graft expression of perforin and granzyme B. 

RESULTS: MST of heart allografts in the rejec-
tion and treated groups was 7.8 ± 0.77 d and 

14.80 ± 1.01 d, respectively. Graft survival time 
in the isograft group was > 28 d, The differences 
between the three groups were statistically sig-
nificant. The number of infiltrating cells in the 
rejection group, most of which were positive for 
perforin and granzyme B protein expression, 
was much higher than that in the other groups, 
as was the extent of the histopathological chang-
es. Seven days after transplantation, compared 
with those in the treated group and isograft 
group, perforin protein expression in recipi-
ent spleen lymphocytes in the rejection group 
increased by 3.02-fold and 4.13-fold, while gran-
zyme B protein expression increased by 3.44-fold 
and 2.50-fold, respectively. 

CONCLUSION: Perforin and granzyme B can 
serve as a diagnostic index for acute rejection 
after transplantation. 

Key Words: Perforin; Granzyme; Transplantation; 
Western blotting; Immuno-fluorescence techniques

Zhu P, Chen YF, Li D, Chen XP. Relationship between 
acute rejection after heart transplantation and protein 
expression of perforin and granzyme B. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 研究穿孔素和颗粒酶B蛋白在心脏移植
后表达水平变化与心脏移植急性排斥反应的
关系. 　 

方法: 采用小鼠腹部心脏移植模型, 分为移植
排斥组、实验处理组和同系移植组, 每组20对. 
观察移植物存活时间、供心病理改变. 采用
Western blot法检测受鼠脾脏淋巴细胞穿孔素及
颗粒酶B蛋白表达水平, 免疫荧光方法观察心
脏移植物内穿孔素及颗粒酶B的表达情况. 

结果: 移植排斥组及实验处理组移植物平均
存活时间分别为7.8±0.77 d、14.80±1.01 d, 
同系移植组移植物存活均超过28 d, 三组差异
有显著性. 移植排斥组与实验组及同系移植组
相比较, 移植物内心肌细胞变性坏死严重并有
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■背景资料
免疫排斥反应是
影响同种异体器
官移植疗效的主
要障碍之一. 急性
排斥反应对机体
和移植器官危害
极大, 其机制较为
复杂. 穿孔素及颗
粒酶B主要是由
细胞毒性T淋巴细
胞分泌的一系列
颗粒物质, 在细胞
免疫为主的急性
排斥反应中起重
要作用. 



大量炎性细胞浸润. 移植术后7 d, 移植排斥组
与实验处理组和同系移植组相比, 受鼠脾脏
淋巴细胞穿孔素蛋白表达分别增加3.02倍、
4.13倍, 颗粒酶B蛋白表达分别增加3.44倍、 
2.50倍, 差异有显著性. 与另外两组相比, 移植
排斥组心脏移植物冠状动脉分支内充填大量
穿孔素与颗粒酶B阳性细胞, 组织间隙内也有
较多双阳性细胞浸润.  

结论: 穿孔素与颗粒酶B蛋白表达增加与急性
排斥反应相关, 可作为急性排斥反应的早期诊
断指标. 

关键词: 穿孔素; 颗粒酶; 移植; 免疫印迹; 免疫荧光
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0  引言

免疫排斥反应是影响同种异体器官移植疗效的

主要障碍之一, 可导致移植物的结构损害和功

能衰竭[1-2]. 急性排斥反应对机体和移植器官危

害极大, 其机制较为复杂[3-7]. 穿孔素及颗粒酶B
主要是由细胞毒性T淋巴细胞(Tc)分泌的一系列

颗粒物质, 可以直接杀伤靶细胞[8-10]. 我们采用小

鼠腹部异位心脏移植模型进行相关研究, 探讨

穿孔素及颗粒酶B在小鼠脾脏淋巴细胞及心脏

移植物内的表达及其在排斥反应中的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 近交系C57B L/6小鼠60只及近交系

Balb/c小鼠80只, ♂, 6-8 wk龄, 15-20 g, 购于同

济医学院器官移植研究所. 供、受体质量无显

著性差异, 手术前后不禁饮食. 将实验动物分

为3组: A: 移植排斥组, B: 实验处理组和C: 同
系移植组, 分别为20对. A组供体为C57BL/6小
鼠, 受体为Balb/c小鼠, 无特殊处理, B组供体为

C57BL/6小鼠, 受体为Balb/c小鼠, 受鼠在术前

1 d经尾静脉行特异性供体脾细胞输注, 术前1 d
及术后1 wk联合应用环孢素A(5 µg/g). C组供受

体均为Balb/c小鼠, 无特殊处理. 动物模型采用

小鼠腹部异位心脏移植模型, 将供心主动脉与

受体腹主动脉、供心肺动脉与受体下腔静脉分

别行端侧吻合. 双人双目手术显微镜一台(购于

上海医用光学仪器厂), 显微手术包(购于上海医

疗器械有限公司手术器械厂), 12-0带线缝合针
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(购于宁波医用缝线厂), 5-0医用丝线(上海医用

缝合厂), 戊巴比妥钠(同济医学院职业医学研究

所惠赠), 小鼠脾脏淋巴细胞分离液(深圳达科

为公司), 大鼠抗穿孔素抗体FITC标记(Abcam, 
ab16075), 兔抗颗粒酶B抗体(Abcam, ab4059), 
兔抗beta-actin抗体、辣根过氧化物酶(HRP)标
记羊抗兔及羊抗鼠二抗、羊抗兔荧光二抗试剂

盒(晶美公司), 激光共聚焦显微镜(Olympus). 脾
细胞悬液制备: 采用10 g/L戊巴比妥钠ip麻醉

C57BL/6小鼠(0.01 mL/g), 无菌条件下切取脾脏, 
放入盛有少量D-Hanks液培养皿内, 将之剪成小

块, 转移至200目钢网上, 用灭菌针芯轻轻研磨, 
经网过滤, 即制成单细胞悬液. 1000 r/min离心10 
min, 弃上清, 加入适当红细胞裂解液, 吹打混匀, 
2-3 min后加入D-Hanks液10 mL终止反应, 1000 
r/min离心10 min, 洗2次, 用DMEM培养基调整

细胞浓度至5×1010个/L备用, 采用台盼蓝溶液

染色计算活细胞百分率. 
1.2 方法 术后每日手指触诊受鼠腹部, 如供心不

再搏动或仅有细微颤动均视为排斥终点, 并设

定28 d为观察终点. 移植后7 d分别随机从3组中

挑选受鼠各5只, 断颈处死后取供心和脾组织, 
锡箔纸包裹后冻存于液氮中, 保存备用. 其中2
只供心于40 g/L甲醛溶液内固定24 h后, 石蜡包

埋制成切片HE染色后于光学显微镜下观察. 术
后7 d, 采用小鼠淋巴细胞分离液分出受鼠脾脏

淋巴细胞, 提取蛋白, 采用lowry法调蛋白浓度

一致, 用Western blot方法检测穿孔素及颗粒酶B
的表达水平, 采用Beta-actin作为内参. 其中一抗

(1∶2000)37℃孵育2 h, PBS洗15 min, 重复3次, 
HRP标记二抗(1∶1000)37℃孵育1 h, PBS洗3
次, 于暗室中进行ECL化学发光法显影. Western 
blot蛋白条带采用Gel-pro软件进行灰度扫描分

析, 并计算相对灰度值. 相对灰度值 = IOD(目
的条带)/IOD(内参). 另将移植物取出, 置于样品

托, 制成冰冻切片, 约7 µm厚, 采用预冷丙酮固

定30 min, 含10 mL/L小牛血清的PBST室温封

闭30 min(以下均为避光操作), 加入穿孔素抗体 
(1∶100)室温作用1 h, PBS清洗5 min×3, 羊血清

封闭30 min后加入颗粒酶B抗体室温下作用1 h, 
PBS清洗5 min×3, 羊抗兔CY3荧光素标记二抗

室温作用1 h, PBS清洗5 min×3, 封片后于激光

共聚焦显微镜下观察. 免疫荧光采用Image-pro 
Plus软件进行分析.
统计学处理 实验数据采用mean±SD表示, 

统计学方法采用单因素方差分析及Pearson相关
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■研发前沿
本文采用小鼠腹
部异位心脏移植
模型进行相关研
究, 探讨穿孔素及
颗粒酶B在小鼠
脾脏淋巴细胞及
心脏移植物内的
表达及其在排斥
反应中的意义. 
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分析, 用SPSS10.0软件进行统计分析.

2  结果

2.1 移植心脏存活时间 移植排斥组(A组)移植心

脏平均存活时间为7.8±0.77 d, 实验处理组(B
组)移植心脏平均存活时间为14.80±1.01 d, 所
有同系移植组(C组)移植物在观察终点28 d时均

存活, 3组存活时间比较, 差别有显著性意义(F  = 
2763.28, P <0.01).  
2.2 移植心脏组织学改变 移植术后7 d, 移植排斥

组为典型细胞免疫性损伤病理改变, 心肌细胞变

性坏死、大量炎性细胞浸润, 以淋巴细胞和单核

细胞为主, 病理分级为3级, 实验处理组只有少量

炎性细胞浸润, 心肌细胞变性坏死较轻, 病理分

级为1A级, 同系移植组几乎无炎性细胞浸润, 心
肌细胞无变性坏死, 病理分级为0级(图1). 
2.3 受鼠脾淋巴细胞内穿孔素及颗粒酶 B组表

达 移植排斥组受鼠脾脏淋巴细胞穿孔素蛋白表

达最强, 与实验处理组及同系移植组相比, 分别

增强3.02倍和4.13倍, 差异有显著性(F  = 355.31, 
P <0.01). 3组淋巴细胞颗粒酶B蛋白表达相比, 
移植排斥组分别是实验处理组和同系移植组

的4.44倍和3.50倍, 差异有显著性(F = 325.92, 
P <0.01, 图2, 表1). 将两种蛋白表达的相对灰度

值与相应组别移植物存活时间及病理分级行相

关分析, 提示受鼠脾脏淋巴细胞穿孔素及颗粒

酶B蛋白表达水平与移植物存活时间存在明显

负相关(r  = -0.710, r  = -0.808), 而与病理分级存

在明显正相关(r  = 0.915, r = 0.965).
2.4 3组受鼠心脏移植物内穿孔素及颗粒酶B的表
达 移植术后7 d, 移植排斥组心脏移植物冠状动

脉分支内充填大量穿孔素与颗粒酶B阳性细胞, 
组织间隙内也有较多双阳性细胞浸润, 单视野内

双阳性细胞数为5424±213个. 实验处理组心脏

移植物冠状动脉分支及组织间隙内, 此类双阳性

细胞明显减少, 单视野内双阳性细胞数为54±18

个, 而同系移植组移植物内, 冠状动脉分支及组

织间隙内仅有极少量此类双阳性细胞存在, 单视

野内双阳性细胞数为4±4个. 3组细胞数比较, 差
异显著(F  = 10408.42, P<0.01, 图3). 移植物内双阳

性细胞数与相应组别移植物存活时间及病理分

级行相关分析, 提示移植物内浸润的双阳性细胞

数与移植物存活时间呈明显负相关(r  = -0.771), 
与病理分级呈明显正相关(r  = 0.948). 

3  讨论

同种异体移植物的识别和排斥, 是涉及免疫效

应细胞及调节因子在内的多种细胞间相互复杂

作用的结果[11]. 激活的CD4+辅助性T细胞分化

为Th1和Th2亚群, 通过他们分泌不同细胞因子

而参与不同免疫应答[12-18]. Th1亚群分泌IFN-γ, 
TNF-β和IL2等, 主要介导细胞毒(CTL)和迟发

性超敏反应(DTH), Th2亚群分泌IL4, IL5, IL6, 
IL10, 主要功能是刺激B细胞增生并产生抗体, 
参与体液免疫应答[19-21]. 

以细胞免疫为主的排斥反应, 始终是影响器

官移植效果的主要障碍之一, 其主要效应机制是

由Tc介导的细胞毒作用[22-27], 其机制主要有两种: 
(1)分泌型杀伤, 主要释放一些颗粒性物质, 如穿

孔素、颗粒酶等. 颗粒酶经穿孔素在细胞膜上形

成的小孔进入细胞内, 激活核酸内切酶系统, 使
靶细胞DNA断裂, 引起靶细胞凋亡, 直接杀伤靶

A B C

图  1  移植心脏组织学改变(HE×100). A: 移植排斥组; B: 实验处理组; C: 同系移植组.  

1                    2                   3

A

B

C

图  2  受鼠脾脏淋巴细胞内穿孔素及颗粒酶B蛋白表达. 1: 
移植排斥组; 2: 实验处理组; 3: 同系移植组. A: β-actin; B: 
穿孔素; C: 颗粒酶B. 

■创新盘点
有关穿孔素与颗
粒酶研究主要集
中于外周血淋巴
细胞或移植物浸
润细胞的基因表
达水平, 蛋白水平
研究较少. 本研究
结合Western blot
和免疫荧光等蛋
白检测方法, 并在
小鼠心脏移植模
型上对急性排斥
反应过程中穿孔
素及颗粒酶B蛋
白表达进行探讨. 
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细胞. (2)非分泌型杀伤, 主要通过Fasl和TNF途径

起作用. 穿孔素又称孔形成蛋白、细胞溶素、C9
相关蛋白. 他是一种蛋白酶, 以能在靶细胞膜上

形成孔道, 破坏靶细胞膜的完整性而得名, 含534
个氨基酸. 在静止的细胞毒性前体细胞内穿孔素

表达水平非常低, 一旦激活, 其穿孔素表达水平

显著升高. 颗粒酶, 又名丝氨酸蛋白酶, 已发现鼠

的颗粒酶有7种, 人的颗粒酶有3种, 其中最主要

的是A, B两类. 颗粒酶B具有门冬氨酸酶的活性, 
能迅速引起靶细胞DNA的断裂, 作用强于颗粒酶

A, 是主要的效应分子[28-30]. 
目前, 有关穿孔素与颗粒酶研究主要集中

于外周血淋巴细胞或移植物浸润细胞的基因表

达水平, 蛋白水平研究较少. 我们发现, 移植急

性排斥组受鼠脾脏淋巴细胞穿孔素蛋白表达与

实验处理组和同系移植组相比, 分别增强3.02
倍、4.13倍, 颗粒酶B蛋白表达分别增加3.44

倍、2.50倍, 差异有显著性, 二者表达水平与移

植物存活时间存在明显负相关, 而与病理分级

存在明显正相关. 另外, 移植排斥组术后7 d, 移
植物冠状动脉分支内充填大量穿孔素与颗粒酶

B阳性细胞, 组织间隙内也有较多双阳性细胞浸

润, 显著高于实验处理组及同系移植组. 单视野

内浸润的双阳性细胞数与移植物存活时间呈明

显负相关, 与病理分级呈明显正相关. 急性排斥

反应时, 脾脏淋巴细胞内穿孔素及颗粒酶B蛋白

水平上调或移植物内穿孔素与颗粒酶B双阳性

■应用要点
本文结果对于急
性排斥反应早期
诊断的发展有重
要意义. 

A1 A2 A3

B1 B2 B3

C1 C2 C3

图  3  移植物内穿孔素及颗粒酶B蛋白的表达(×200). A: 移植排斥组; B: 实验处理组; C: 同系移植组. 1: 穿孔素阳性(FITC标
记); 2: 颗粒酶B阳性(PE标记); 3: 双阳性(融合图像). 

表  1  受鼠脾脏淋巴细胞穿孔素及颗粒酶B蛋白表达相对
灰度值(mean±SD)

     
(IOD/IOD)	     移植排斥组        实验处理组	      同系移植组

穿孔素	    0.48±0.06        0.12±0.03       0.09±0.03

颗粒酶B	    0.42±0.05        0.09±0.03       0.12±0.04
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的浸润细胞数明显增加, 有助于我们早期诊断

急性排斥反应的发生. 另外, 结果还表明特异性

供体脾细胞输注联合环孢素能明显抑制淋巴细

胞内穿孔素与颗粒酶B蛋白表达, 并抑制其向移

植物内浸润, 从而延长移植物存活时间. 
有关特异性供体脾细胞输注联合环孢素如

何有效抑制Tc激活, 颗粒酶如何引起靶细胞凋亡

的具体机制还需进一步研究. 这些机制的阐明

对于有效减少排斥反应的发生, 提高移植物的

存活率, 延长移植物存活时间均有重要的意义.
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Abstract
AIM: To study the relationship between clinical 
characteristics, postoperative chemotherapy and 
prognosis in elderly patients with gastric cancer.  

METHODS: One hundred and eighteen elderly 
postoperative patients with gastric cancer were 
retrospectively analyzed from January 1997 to 
January 2006 in our hospitals, using Kaplan-
Meier and Cox regression analysis to evaluate 
candidate prognosis factors, such as gender, 
clinical stage, differentiation, invasion depth, 
lymph node metastasis, distant metastasis, 
lymph-vascular space invasion, number of sur-
gical resection lymph nodes, tumor residual and 
postoperative chemotherapy.  

RESULTS: In univariate survival analysis, clinical 
stage, invasion depth, lymph node metastasis, dis-
tant metastasis, postoperative chemotherapy and 
tumor residual were obviously correlated with 
the prognosis (P < 0.05). In multivariable analysis, 
postoperative chemotherapy, tumor residual and 
clinical stage were confirmed to be independent 
factors (P = 0.000, P = 0.000 and P = 0.002). 

CONCLUSION: Postoperative chemotherapy, 
tumor residual and clinical stage are indepen-
dent prognostic factors in elderly postoperative 
gastric cancer patients, with stage Ⅲ and Ⅳ el-
derly patients that accept postoperative chemo-
therapy having an obvious survival advantage. 
However, postoperative chemotherapy does not 
improve survival in stage Ⅰ and Ⅱ elderly pa-
tients. 

Key Words: Gastric cancer; Elderly patients; Prog-
nosis; Multivariable analysis

Zhang Y, Ma LW, Liang L. Prognostic factors analysis of 
118 elderly postoperative patients with gastric cancer. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(31): 3294-3298

摘要
目的: 研究老年胃癌患者的临床因素以及术
后化疗对预后产生的影响. 

方法: 对1997-01/2006-01我院收治的老年
胃癌术后患者118例进行回顾性分析, 采用
Kaplan-Meier和Cox回归分析评价性别、临
床分期、组织学分化、浸润深度、淋巴结转
移、远处转移、脉管癌栓、手术切除淋巴结
数量、术后肿瘤残留及术后化疗等因素对预
后的影响.  

结果: 单因素分析显示临床分期、浸润深度、
淋巴结转移、远处转移、术后化疗和肿瘤残
留情况与预后明显相关(P<0.05). 多因素分析证
实, 术后化疗、肿瘤残留情况及临床分期为预
后的独立因素(P = 0.000, P = 0.000和P = 0.002). 

结论: 术后化疗、肿瘤残留情况及临床分期
是老年胃癌术后患者预后的独立危险因素, Ⅲ
期及Ⅳ期老年患者接受术后化疗具有明显的
生存优势, 但是, 术后化疗并未改善Ⅰ期及Ⅱ
期老年患者的生存期. 

关键词: 胃癌; 老年患者; 预后; 多因素分析
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■背景资料
胃癌仍是全球发
病 率 较 高 的 癌
症之一 ,  2002年
全球新诊断胃癌
934 000例 ,  死亡
700 000例 .  中国
及日本属高发国
家. 手术是目前胃
癌唯一可治愈的
手段 ,  但近2/3的
胃癌确诊时分期
较晚, 多属姑息性
治疗, 并且胃癌术
后复发及转移率
较高. 目前正进行
大量临床试验, 试
图通过辅助治疗
来提高生存期. 主
要的辅助治疗措
施包括: 术后辅助
化疗与放疗、术
前化疗及放疗等. 
美国目前针对胃
癌的手术方式多
为D0及D1, 并根
据 INT0116试验
确立了术后同步
放化疗为筛选患
者的最佳治疗措
施. 尽管如此, 目
前我国胃癌治疗
的现状并不乐观, 
手术方式尚未标
准及规范化, 辅助
化疗方案及放疗
也未取得共识. 老
年患者占据胃癌
中相当大的一部
分, 关注老年胃癌
患者的健康显得
非常重要. 
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0  引言

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 居消化道

肿瘤死亡原因的第一位, 具有发病率高, 早期诊

断率低, 手术切除率低, 死亡率高等特点, 是严

重危害人民健康的疾病. 文献报道胃癌预后主

要与浸润深度、淋巴结转移、远处转移、病理

类型及分化程度、手术方式和术后肿瘤残留情

况等多种因素有关[1]. 该病多发于老年人, 胃癌

发病率从40岁以后明显升高, 60岁以上是胃癌

高发人群. 胃癌死亡率在30-59岁年龄组中呈下

降趋势, 60岁以上年龄组呈上升趋势, 人口老化

是胃癌死亡率上升的重要因素[2]. 因此进一步探

讨老年胃癌的临床特点以及术后化疗的疗效具

有重要意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 1997-01/2006-01我院接受手术治疗的

老年胃癌患者118例, 术后ECOG评分均为0-2
分, 男97例, 女21例, 平均年龄71(65-86)岁. 全部

病例均经病理证实为胃腺癌, 分期按照1997年
UICC修订后的第5版TNM分期标准. 因为胃癌

具有异质性, 同一胃癌患者的病理标本中可能

含有多种成分, 如同时包括低分化腺癌及印戒

细胞癌, 病理类型以该患者胃癌标本内分化最

差的成分为准.
1.2 方法 按照临床特点, 包括性别、临床分期、

组织学分化、浸润深度、淋巴结转移、远处转

移、脉管癌栓、手术切除淋巴结数量、术后

肿瘤残留以及治疗情况(术后是否接受化疗)分
组, 并对比分析其对生存期的影响. 随访时间

1997-01/2007-04, 中位随访时间68.0(15-123) mo. 
至随访结束时死亡68例, 存活50例. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计分析软件分

析. 生存分析采用Kaplan-Meier和Cox回归分析, 
生存率比较采用Log rank检验, P <0.05为有统计

学意义.

2  结果

共入选病例118例, 利用Kaplan-Meier计算总的

中位生存期30.5 mo, 1年总生存率77.1%, 3年总

生存率45.4%, 5年总生存率33.3%.
2.1 单因素分析
2.1.1 临床因素与预后的关系: 临床因素包括性

别、临床分期、组织学分化、浸润深度、淋巴

结转移、远处转移、脉管癌栓、手术切除淋巴

结数量、术后肿瘤残留. Kaplan-Meier寿命表分

析结果显示, 临床分期、浸润深度、淋巴结转

移、远处转移、手术后肿瘤残留与生存期相关

(P <0.05), 而其他因素与生存期无关(表1).
2.1.2 术后化疗与生存期的关系: 将入选病例按

手术后是否接受化疗分为两组并加以分析, 2组
的ECOG评分状况大致相同. 118例术后胃癌患

者中接受化疗者共56例, 主要以铂类加5-FU为

主; 3/4级骨髓抑制共19例(33.9%), 3/4级非血液

毒性反应共13例(23.2%), 以消化道反应为主. 62
例患者因经济原因及畏惧化疗副作用而未接受

化疗. 有5例患者因化疗副反应而未能完成第1
周期化疗, 1例在化疗时突发猝死. 结果表明胃

癌术后化疗具有统计学意义的生存优势, 中位

生存期37.8对比25.6 mo(P  = 0.045)(表1, 图1F). 
2.2 多因素分析 将单因素分析中显示与预后相

关的临床分期、术后肿瘤残留情况、是否接受

化疗引入Cox回归模型进行分析. 结果表明临

床分期、是否接受化疗及肿瘤残留情况均是预

后的独立危险因素(P  = 0.000、P  = 0.000和P  = 
0.002, 表2).
2.3 不同临床分期患者化疗对生存期的影响 为
了解不同分期患者接受化疗的受益情况, 我们

根据临床分期做了进一步的分层分析(表1). 结
果显示, Ⅲ、Ⅳ期胃癌老年患者接受化疗组具

有明显的生存优势(P <0.05), 可以使总生存期明

显提高; 而Ⅰ、Ⅱ期接受术后化疗的老年患者

并不具备生存优势. 这可能与Ⅰ、Ⅱ期老年患

者生存期较长, 化疗获益程度相对被抵消所致. 

3  讨论

胃癌术后易出现转移复发, 5年生存率较低, 国
内文献一般在50%以下. 詹友庆 e t a l [3]分析了

405例胃癌根治术后患者的预后情况, Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ期患者术后5年生存率分别为75.6%、

58.7%、28.0%及17%, 总的5年生存率为43.4%. 
Hejna et al [4]统计了5个meta分析的结果, 5年生

存率为12%-91.2%, 中位生存期为13-60 mo. 影
响胃癌预后的因素很多, 较为公认的是临床分

期、肿瘤大小、浸润深度、病理类型、淋巴结

转移、是否行根治手术等因素. 肿瘤直径、脉

管癌栓、年龄、性别、肿瘤部位及血小板增多

在部分文献中也显示对预后有影响. 一些肿瘤

标记物的表达水平, 如VEGF、P53、HER-2、
M S I、C O X-2、E-钙黏蛋白及转移抑制基因

nm23等[5-6]也在部分文献中被认为对预后有影

响. 日本国立癌中心分析了6112例胃癌切除病

例的资料, 其中以肿瘤的浸润深度(RR: 4.76)
对胃癌预后的影响因素最大, 其次为淋巴结转

■研发前沿
在我国 ,  以D2为
主或包括更大范
围的根治性手术
正逐渐被外科医
师所接受 .  国外
通过多个meta分
析认为辅助化疗
具备一定的生存
优势 ,  但并不显
著 .  我国关于胃
癌术后化疗对生
存期的报道较少, 
目前正进行临床
回顾性分析及随
机对照试验来证
实辅助化疗的疗
效. 而关于辅助放
疗、术前放疗及
化疗、术中放疗
及化疗的研究正
在进行. S1单药或
联合顺铂作为辅
助化疗方案的疗
效也在接受进一
步评定. 基础研究
中, VGFR受体抗
体2DC101和西妥
昔单抗注射给胃
癌的裸鼠移植模
型, 发现联合治疗
能有效抑制肿瘤
细胞生长. 肿瘤标
记物用于化疗疗
效判断及预测预
后的研究也成为
热点之一. 
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■创新盘点
本 文 主 要 应 用
C o x多因素分析
来判断老年胃癌
患者的预后因素, 
着重于确定不同
分期的胃癌患者
接受术后化疗对
生存期的影响. 资
料详实, 分析较为
准确, 对于临床指
导老年胃癌的术
后化疗具有一定
价值. 

表  1  临床因素与生存期的关系 

     
临床因素	                                                    n

	                  1年生                        3年生                     5年生	          
MST(mo)                P值

                                                                                                存率(％)                   存率(％)                 存率(％)  

性别                     男                         97                   76.3                      41.8                    30.3               28.8              0.152

                            女	                        21                   81.0                      62.6                    47.0                41.1

临床分期              Ⅰ                          21                 100                         92.9                    75.0                  ?

                            Ⅱ                         15                   86.7                       63.0                    47.3               39.2              0.000

                            Ⅲ                         49                   89.8                       47.7                    32.0               34.3             (图1A)

                            Ⅳ                         33                   39.4                         7.6                     0                   11.5

组织学分化          印戒细胞癌          26                   76.9                       47.4                    41.5               29.0              0.145

                            低分化腺癌           52                   75.0                      39.7                    21.0               28.3

                            中分化腺癌           36                    80.6                      54.8                    43.8               44.6

                            高分化腺癌             1

                            黏液腺癌                3

浸润深度              T1                         12                 100                          85.7                    68.6

                            T2                         14                   92.9                      85.7                    73.5                                    0.0000

                            T3                         76                   80.3                      41.9                    28.9                29.0             (图1B)

                            T4                         16                   31.3                        0                         0                    6.1

淋巴结转移          0                           30                    90                         77.8                     58.0

                            1-6                       52                   80.8                      45.7                    34.2               31                 0.000

                            7-15                    19                    84.2                      20.6                      0                  23.3              (图1C) 

                            ≥16                     17                   35.3                         0                         0                  10.6

远处转移             (+)                         13                   46.2                        0                         0                  11.7              0.000

                            (-)                       105                   88.6                      69.4                    57.2                37.8              (图1D)            

脉管癌栓             (+)                         18                   72.2                       36.5                    36.5               26                  0.612

                            (-)                       100                   78.0                      46.7                    33.3               30.5

切除淋巴结数      ≤15                     62                    82.3                      45.0                    36.1               30.5              0.535

                            >15                      56                    71.4                      46.8                    27.4               30.2

肿瘤残留             (-)                         97                   85.6                      55.6                    40.8               41.1              0.000

                            (+)                         21                   38.1                         0                         0                  10                 (图1E) 

化疗组                                               56                   66.1                      38.1                     27.1               37.8              0.045

未化疗组                                           62                   89.3                      53.0                     39.5               25.6              (图1F)  

I期                       化疗                        6                 100                       100                       75                                       0.983

                            未化疗                   15                 100                         90                       75

II期                      化疗                        7                 100                         62.5                     62.5                                    0.365

                            未化疗                     8                   75                         62.5                     31.3

III期                     化疗                      28                 100                         61.2                     42.4               41.1              0.019

                            未化疗                   21                   76.2                      27.8                    13.9                 23.2

IV期                     化疗                      15                    60.0                      16.7                      0                  19.2               0.003

                            未化疗                  18                    22.2                        0                        0                    6.1

移(RR: 4.39)、远处转移(RR: 2.33)、淋巴清除

(RR: 2.06)、年龄(RR: 1.94)、癌的组织学类型

(RR: 1.55)以及肿瘤的大小(RR: 1.40)[7]. 我们入

选的临床因素为性别、临床分期、组织学分

化、浸润深度、淋巴结转移、远处转移、脉

管癌栓、手术切除淋巴结数量、术后肿瘤残

留情况. 研究分析显示, 临床分期、肿瘤浸润

深度、淋巴结转移、远处转移及术后肿瘤残

留均与预后明显相关, 与多数文献报导相一致. 
而组织分化程度、脉管癌栓并未证实与预后 

有关. 
姑息性化疗优于最佳支持治疗的结论已

经基本达成共识, 单药的有效率为10%-30%左

右, 联合化疗有效率为30%-60%左右, 中位生存

期延长6 mo左右[8]. 但是胃癌术后辅助化疗是否

对生存有益一直存在争议. 在过去的30年中, 相
关的研究一直没有停止过. 在1993年以前, 对胃

癌辅助化疗基本没有系统性大样本的研究[9]. 直
到1993年, Hermans et al [10]首次进行了胃癌辅

助化疗的meta分析, 共收录了11项研究, 收录
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了2096名患者, 结论并没有证实辅助化疗对生

存有益(RR: 0.88). Earle et al [11]在1999年发表的

meta分析结果说明了辅助化疗可以使患者轻度

受益(RR: 0.80), 同样2000年Mari et al [12]的研究

也得出基本相似的结论: 胃癌根治术后患者行

辅助化疗轻度有益(RR: 0.82). 2002年时, Panzini  
et al [13]的meta分析结果说明胃癌患者接受辅助

化疗明显受益(RR: 0.72), 可明显延长生存期. 然
而Janunger et al [14]在2002年的研究不支持将辅助

化疗作为胃癌的标准治疗(RR: 0.84). 总之, 虽然

目前不能将辅助化疗作为胃癌的标准治疗, 但
多数研究的结论均支持术后辅助化疗对生活质

■应用要点
本文进一步明确
Ⅲ、Ⅳ期老年胃
癌术后患者接受
化疗的益处, 并建
议Ⅰ、Ⅱ期老年
胃癌术后患者(不
合并高危因素)可
不接受化疗. 
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图  1  临床因素与生存期的关系. A: 临床分期; B: 浸润深度; C:  淋巴结转移; D: 远处转移; E: 术后肿瘤残留; F: 术后化疗.  
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表  2  胃癌预后的多因素分析

     
参数                     分级          P 值           RR      95%可信区间

临床分期            Ⅰ期       0.000      0.047    0.013-0.071

                          Ⅱ期       0.005      0.248    0.093-0.659   

                          Ⅲ期       0.003      0.390    0.211-0.720

                          Ⅳ期                

术后肿瘤残留     有残留   0.027      2.474    1.488-4.111

                           无残留        

术后化疗             化疗     0.002      0.344    0.176-0.672

                           未化疗              

量及总生存期有益, 多个meta分析的结果也支持
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上述观点. 但是由于meta分析本身就存在出版偏

倚等严重缺陷, 使得目前胃癌辅助化疗的效果

仍难以确定, 这个观点也得到了Sastre et al [8]的

支持. 
老年胃癌患者占所有胃癌人数的50%左右. 

因老年人的身体机能衰退, 合并症多, 化疗的副

作用更值得注意, 对生存期的影响也需要慎重

评价. Trumper et al [15]的分析结果显示, 257例70
岁以上的老年食管及胃癌患者接受化疗的毒性

反应对比非老年组(823例)无显著性差异, 提示

老年患者也可较好的耐受化疗. 在本组回顾性

分析研究中, 约10%的老年患者因化疗的副作用

而选择中断治疗, 1例患者猝死. 但从整体来说, 
Ⅲ、Ⅳ期胃癌老年患者接受化疗组具有明显的

生存优势, 较大的提高了生存质量及生存期, 应
当予以肯定; 而Ⅰ期及Ⅱ期老年患者的术后化疗

作用尚未明确, 需要进一步研究来证实.
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Abstract
AIM: To detect the expression of 14-3-3 gene 
family members in hepatocellular carcinoma 
(HCC) by GeneChip and determine its clinical 
significance.

METHODS: Total RNA was isolated from tissue 
of HCC, liver cirrhosis and normal liver, puri-
fied into mRNA by Oligotex, and reverse-tran-
scribed to synthesize two kinds of fluorescently 
labeled cDNA probes (Cy3-dUTP, Cy5-dUTP). 
The targets were mixed together and hybrid-
ized by GeneChip. The expression of 14-3-3 gene 
family members among different liver tissues 
was detected based on signal-to-noise ratios by 
using GenePix Pro3.0 software, the outcome was 
verified by semi-quantitative RT-PCR, and the 
clinical significance of differentially expressed 
genes was explored.

RESULTS: 14-3-3 gene family members were ex-
pressed differently in HCC, 14-3-3γ was down-
regulated and closely related to the integrity 

of the envelope of the tumor. 14-3-3η was up-
regulated in HCC and had a close relationship to 
the clinical stage of HCC. A negative correlation 
was found between 14-3-3γ and 14-3-3η mRNA 
expression (r = -0.403, P < 0.05).

CONCLUSION: Dysfunction of the regulatory 
mechanism of the 14-3-3 gene family may play a 
crucial role in the development of HCC. 14-3-3γ 
and 14-3-3η are closely related to HCC. 

Key Words: 14 -3 -3 ; Hepatocellular carcinoma; Cir-
rhosis; GeneChip

Liu J, Yao SK, Yin F. Significance of differentially 
expressed gene 14-3-3 in hepatocellular carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(31): 3299-3304

摘要
目的: 检测肝癌组织中14-3-3基因家族成员表
达差异的临床意义. 

方法: 用TRIzol一步法提取肝癌组织、硬化
肝组织及正常肝组织的总RNA并纯化mRNA. 
逆转录合成荧光分子(Cy3/Cy5)标记的cDNA
探针与含有14-3-3基因家族成员的基因芯片
杂交, 用GenePix Pro3.0图像分析软件分析不
同病变肝组织中该基因家族成员的表达差异, 
行半定量RT-PCR对结果进行验证并探讨差异
表达基因的临床意义. 

结果: 在肝癌组织中14-3-3基因家族成员呈差
异表达, 其中14-3-3 γ在肝癌组织中明显下调, 
与肿瘤包膜的完整性相关. 14-3-3 η在肝癌组
织中明显上调, 与肿瘤患者的临床分期相关. 
14-3-3 γ与14-3-3 η mRNA的表达强度呈负相关
(r  = -0.403, P <0.05).

结论: 14 -3 -3基因家族调控机制的紊乱参与肝
癌的发生、发展, 其中14-3-3 γ和14-3-3 η与肝
癌的关系最为密切.

关键词: 14-3-3基因; 肝癌; 肝硬化; 基因芯片
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■背景资料
14 -3 -3是一个高
度保守的基因家
族 ,  普遍存在于
真核细胞 ,  参与
细胞许多重要的
生理过程 ,  并在
其中起至关重要
的作用, 如细胞信
号转导、细胞周
期调控、细胞凋
亡、恶性肿瘤的
形成等 .  近年来 , 
14 -3 -3在肿瘤组
织中的表达情况
及与肿瘤间的关
系已受到极大的
关注, 已有学者将
其定义为潜在的
致癌基因. 
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0  引言

14 -3 -3是一个高度保守的基因家族, 普遍存在于

真核细胞, 参与细胞许多重要的生理过程, 并在

其中起至关重要的作用, 如细胞信号转导、细

胞周期调控、细胞凋亡、恶性肿瘤的形成等[1]. 
14 -3 -3在肿瘤组织中的表达情况及与肿瘤间的

关系已受到极大的关注. 国外研究发现14 -3 -3基
因家族成员在肺癌[2]、乳腺癌[3]等肿瘤组织中异

常表达, 认为14 -3 -3调节失控在肿瘤的发生、发

展中发挥重要的作用. 我们用基因芯片技术比

较了14 -3 -3基因家族成员在肝癌、肝硬化和正

常肝组织中的表达情况, 筛选出与肝癌发生、

发展密切相关的基因, 为肝癌的诊断和治疗提

供一个新的靶点.

1  材料和方法

1.1 材料 单发无转移的原发性肝细胞癌(HCC)标
本4例(表1), 肝硬化标本1例, 肝血管瘤周边正常

肝组织标本1例, 均为河北医科大学第四医院肝

胆外科手术切除, 并经病理学检查证实. 手术切

除后迅速液氮冷冻, 置于-80℃超低温冰箱中保

存. 所用芯片为上海博星基因芯片公司提供的人

表达谱芯片BiostarH40s. 另对HCC组织19例(表
2), 癌旁硬化肝组织11例及肝血管瘤周边正常肝

组织7例(术前均未进行任何形式的治疗)作半定

量RT-PCR.
1.2 方法 
1.2.1 芯片流程: 按RNA抽提步骤用TRIzol试剂

抽提HCC、肝硬化及正常肝组织的总RNA, 分
离纯化mRNA, 紫外分光光度计测定和电泳分

析总RNA和mRNA的质量. 基因芯片的杂交步

骤按博星实验室表达谱芯片实验操作流程进

行, 用Cy3-dUTP标记正常肝组织mRNA, 用Cy5-
dUTP分别标记HCC和肝硬化组织mRNA, 逆
转录成cDNA探针, 乙醇沉淀后将标记的两种

探针混合溶解在杂交液中, 置于95℃水浴中变

性2 min. 芯片置于95℃水浴中变性30 s, 取出

后浸无水乙醇30 s, 取出后立即置于冰上, 将探

针置于芯片上, 用盖玻片覆盖, 置于杂交箱中, 
用Paraf i lm密封, 放入42℃杂交箱内杂交过夜

(16-18 h), 洗片室温凉干后, 用ScanArray4000扫
描仪扫描芯片, 用GenePix Pro3.0软件分析Cy3和
Cy5两种荧光信号的强度和比值. 对原始数据进
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行标准化处理. 基因显著性差异表达的判定标

准为: (1)该基因点的Cy3, Cy5信号值皆大于200, 
或其中之一大于800; (2)该基因点的Cy5信号值

/Cy3信号值的比值>2或<0.5. 
1 .2 .2  半定量RT-P C R:  将R N A逆转录合成

cDNA. PCR扩增, 引物序列为: 内参β-ac t in: 
F: 5'-A CACTGTGCCCATCTACGAGG-3'; R: 
5'-CATACTGCTCAGGCCGGGGA-3', 片段长度

为621 bp. 14 -3 -3 γ: F: 5'-GGCTAAATGAGAATG 
AAAGCGACT-3'; R: CGATCCATGACATACA
GACCTGA-3', 片段长度为191 bp. 14 -3 -3 η: F: 
5'-AGAAGATTGAGAAGGAGCTGGAGA-3', R: 
5'-AAACACCTTGCTCTCATACTGGAAA-3', 片
段长度为107 bp. PCR反应条件: 95℃预变性5 
min, 95℃变性30 s, 50-56℃复性30 s, 循环30-35
个周期, 最后72℃延伸5 min. PCR反应时同时扩

增β-actin作为内参照, 复性温度及循环次数根据

不同引物及模板进行调整. 25 g/L琼脂糖凝胶电

泳检测并进行灰度扫描成像. 用目的基因和内

参基因两电泳条带的单位面积内的灰度比值来

反映目的基因的相对表达水平, 计算公式为: 目
的基因相对表达水平 = (目的基因灰度值-背景

灰度值)/(内参基因灰度值-背景灰度值). 
统计学处理  对半定量RT-P C R结果应用

SPSS11.5软件统计, 两两比较用t检验, 多组比较

采用单因素方差分析, 两因素的相关分析用直

线相关分析(Pearson相关系数). P <0.05为差异具

有统计学意义.

2  结果

2.1 抽提RNA 电泳18S, 28S条带清晰, 且28S
带的宽度和亮度是18S的2倍(图1), A 260/A 280在

1.7-2.2之间, 显示得到了高质量的总RNA.
2.2 芯片结果 各组扫描结果经计算机数据叠加

后产生的图像, 绿色代表该基因与正常肝组织

相比较下调, 红色代表上调, 黄色代表表达丰度

相似(图2). 14 -3 -3基因家族成员在HCC组织中的

差异表达, 其中14 -3 -3 γ在HCC组织中均明显下

调, 14 -3 -3 η在HCC组织中均明显上调(表3, 图2).
2.3 半定量RT-PCR HCC组织中14 -3 -3 γ mRNA
的表达显著低于癌旁硬化组织和正常肝组织

(P <0.01), HCC组织中14 -3 -3 η mRNA的表达显

著高于癌旁硬化肝组织和正常肝组织(P <0.05, 
表4). 并且, 14 -3 -3 γ mRNA的表达水平在包膜不

完整的癌组织中要显著低于包膜完整的癌组织

(P <0.05), 而14 -3 -3 η mRNA在临床分期越晚的

HCC患者中的表达水平显著升高(P <0.05, 表5, 
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■相关报道
Qi et al研究发现
14 -3 -3基因家族
成员在肺癌、乳
腺癌等肿瘤组织
中异常表达, 认为
14 -3 -3调节失控
在肿瘤的发生、
发展中发挥重要
的作用 .  有研究
发现在多种肿瘤
细胞中14 -3 -3 σ基
因的“CpG岛”
发生高频率的甲
基化, 使14 -3 -3 σ 
基因沉默或低表
达 ,  从而引起G 2

期检控点损伤 , 
导致基因缺陷积
累 ,  细胞发生恶
性转化 .  Qi et al
研究发现 ,  肺癌
组织中14 -3 -3 β、
14 -3 -3 γ、14 -3 -3 σ
和14 -3 -3 θ基因的
表达均明显上调, 
并且抑制14 -3 -3 ζ
的表达能增强肿
瘤对放疗的敏感
性 ,  认为可以将
14 -3 -3作为肺癌
的诊断标志物和
治疗的靶点.
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图3A-B). HCC组织中14-3-3γ与14-3-3η mRNA
的表达强度呈负相关(r  = -0.403, P <0.05).

3  讨论

14 -3 -3广泛分布于真核生物细胞中, M r 30×103, 

表  1  男性原发性肝癌4例的临床特征

     
No.	 年龄	 HBsAg	 HBeAg	 HBeAb	 HBcAb	 AFP(μg/L)	 肿瘤大小(cm)     肿瘤分化

1	   57	    (+)	    (-)	    (-)	    (+)	     1647	     20×20	               低

2	   48	    (+)	    (-)	    (-)	    (+)	     3000	       8×7	                低

3	   56	    (+)	    (-)	    (-)	    (+)	     1800	     8×7×5             中度

4	   35	    (+)	    (-)	    (+)	    (+)	     3000	      10×6	                低

■创新盘点
到目前为止, 尚无
有关14 -3 -3基因
家族成员在各种
肝组织中的分布
情况以及与HCC
之间关系的报道. 
我们利用基因芯
片技术一次性平
行比较了14 -3 -3
基因家族成员在
不同肝组织中的
表达情况, 筛选出
与肝癌发生、发
展密切相关的基
因, 分析其与肝癌
患者临床参数间
的关系, 为肝癌的
诊断和治疗提供
一个新的靶点.

表  2  肝癌患者19例的临床特征

     
No.           年龄         性别           HBV            HCV        AFP(μg/L)      肿瘤大小(cm)       包膜       癌栓      播散灶        病理诊断

1	 57	 男	 (+)	 (-)	 1647	      20×20             无          有	         无	         HCC, III

2	 49	 男	 (+)	 (-)	 3.44	       8×6	              完整       无	         无	         HCC, II

3	 48	 男	 (+)	 (-)	 3000	       8×7	              部分       有	         无	         HCC, III

4	 58	 男	 (+)	 (-)	 3000        20×10×10          无           有	         有	         HCC, II

5	 56	 男	 (+)	 (-)	 1800	    8×7×5             完整       无	         有	         HCC, II

6	 63	 男	 (+)	 (-)	 164.8	    7×5×5             完整       无	         无	         HCC, III

7	 53	 男	 (+)	 (-)	 397.9	     12×15	             部分       无	         有	         HCC, III

8	 71	 男	 (+)	 (-)	 9.37	     13×10	             部分       无	         无	         HCC, III

9	 50	 男	 (-)	 (-)	 974.9       15×10×10          无           有	         无	         HCC, IV

10	 50	 男	 (+)	 (-)	 3000	     20×20	             无           有	        无	         HCC, II

11	 60	 女	 (+)	 (-)	 195.1	    6×5×5             部分       有	         无	         HCC, III

12	 37	 男	 (+)	 (-)	 408	       5×5	              完整       无	         无	         HCC, II

13	 47	 女	 (+)	 (-)	 1522.1	     10×10	             部分       无	         无	         HCC, III

14	 49	 男	 (+)	 (-)	 3000           4×4×4	             完整       无	         多发	        HCC, III

15	 49	 女	 (+)	 (-)	 40.63          4×5×4	             部分       无	         有	         HCC, IV

16	 66	 男	 (+)	 (-)	 1144           8×6×6	             完整       无	         无	         HCC, II

17	 60	 男	 (+)	 (-)	 1389         10×6×6	             完整       无	         无	         HCC, III

18	 63	 男	 (+)	 (-)	 3000	     10×10	             部分       无	         有	         HCC, II

19	 35	 男	 (+)	 (-)	 3000	     10×10	             部分       无	         有	         HCC, III

表  3  肝癌组织中14 -3 -3 基因家族成员的表达水平

     
			           

全称	                                                                   基因 ID
	                   肝癌

									              1         2         3         4

下调基因

    14-3-3γ   Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan-5-		         Hs.520974         0.08   0.21   0.48   0.41
	      Monooxygenase activation protein, gamma polypeptide	
上调基因
    14-3-3η   yrosine 3-monooxygenase/tryptophan-5-		         Hs.226755         3.15   3.20   2.82   3.51
	       Monooxygenase activation protein, eta polypeptide
其他基因
    14-3-3τ   Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan-5-		         Hs.74405           0.63   0.98   1.04   1.05
	      Monooxygenase activation protein, theta polypeptide
    14-3-3ζ   Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan-5-		         Hs.492407         2.62   1.99   3.25   1.14
	      Monooxygenase activation protein, zeta polypeptide
    14-3-3β   Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan-5-		         Hs.592135         0.89   1.01   1.98   2.11
	      Monooxygenase activation protein, beta polypeptide
    14-3-3ε   Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan-5-		         Hs.513851         0.38   1.31   0.52   0.78
	      Monooxygenase activation protein, epsilon polypeptide
    14-3-3σ   Stratifin					            Hs.523718         1.29   2.33   0.95   1.67
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共有7种(β, γ, ε, ζ, η, σ和τ)亚型, 主要以同源或

异源二聚体的形式存在. 他们的组织分布具有

很大的差异, 14 -3 -3 β, γ在脑组织中表达广泛, 
14 -3 -3 τ主要表达在T细胞和睾丸, 14 -3 -3 σ则主

要表达于上皮细胞中. 不同类型的14 -3 -3在不同

组织或细胞中表达的差异提示不同的14 -3 -3同

工蛋白可能具有其独特的作用[4-5]. 已经证实, 有
200种蛋白与14-3-3蛋白有关联, 14-3-3蛋白与靶

蛋白结合后改变靶蛋白的催化活性、细胞定位

以及对蛋白酶和磷酸酶的敏感性[6], 而这些靶蛋

白的功能涉及到细胞周期调控、细胞内信号传

导, 应激反应、凋亡、转录调节、细胞代谢和

细胞骨架的完整等诸多方面. 由于14-3-3蛋白在

细胞生理功能中发挥着如此重要的作用, 并且

能够结合和调节所有与癌症发生进程有关的蛋

白[7-12], 如Raf, Bcr, p53, p130Cas, p27和Ron等. 其
在肿瘤发生、发展中所起的作用日益受到重视, 
人们已经将其定义为潜在的致癌基因[13], 进而

研究其在肿瘤组织中的表达情况, 以期为肿瘤

诊断和治疗提供新的帮助. 已有研究发现在多

种肿瘤细胞中14 -3 -3 σ基因的“CpG岛”发生高

频率的甲基化, 使14 -3 -3 σ基因沉默或低表达, 从
而引起G2期检控点损伤, 导致基因缺陷积累, 细
胞发生恶性转化[14-15]. Qi et al [2,16]研究发现, 肺癌

组织中14 -3 -3 β、14 -3 -3 γ、14 -3 -3 σ和14 -3 -3 θ基
因的表达均明显上调, 并且抑制14 -3 -3 ζ的表达

能增强肿瘤对放疗的敏感性, 认为可以将14-3-3
蛋白作为肺癌的诊断标志物和治疗的靶点. 

到目前为止, 有关14 -3 -3基因家族成员在各

种肝组织中的分布情况以及与HCC之间关系尚

无系统的研究. 我们利用基因芯片技术一次性

平行比较了14 -3 -3基因家族成员在不同肝组织

中的表达情况, 首次发现, 14 -3 -3基因家族成员

在HCC组织中差异表达, 而在硬化肝组织和正

常肝组织间的表达无显著差别. 在诸多成员中, 
14 -3 -3 γ基因在HCC组织中的表达较正常肝组织

及硬化肝组织明显降低, 14 -3 -3 η基因在肝癌组

织中的表达则明显上调, 其余14 -3 -3基因成员在

各种肝组织中的表达无明显差别, 提示14 -3 -3基
因家族调控机制的紊乱在HCC的发生, 发展中

发挥重要的作用, 其中14 -3 -3 γ和14 -3 -3 η与HCC
的关系最为密切. RT-PCR研究进一步发现, 包膜

■应用要点
本文研究发现 , 
14 -3 -3基因家族
调控机制的紊乱
参与了肝癌的发
生、发展 ,  其中
14 -3 -3 γ和14 -3 -3 η
与肝癌的关系最
为密切 .  选择性
的增强14 -3 -3 γ基
因的表达和抑制
1 4 -3 -3 η基因的
过度活化能够抑
制因乙醇、病毒
感染和各种理化
因素引发的肝细
胞损伤和过度增
殖 ,  为H C C的治
疗提供一个新的
靶点, 而14 -3 -3基
因在肝癌组织中
的差异表达, 也使
得14 -3 -3 γ基因和
14 -3 -3 η基因有可
能成为区分肝癌
和其他肝组织、
HCC和其他癌组
织的标志物 ,  为
HCC的诊断提供
一个新的选择.

表  4  肝组织中14 -3 -3 γ和14 -3 -3 η mRNA的表达水平
(mean±SD, A )

     
分组	       n         14 -3 -3 γ mRNA          14 -3 -3 η mRNA

肝癌	    19         0.707±0.159b          0.570±0.121a

癌旁硬化	    11         0.854±0.105           0.447±0.133

正常对照	      6         0.885±0.092           0.425±0.202

aP<0.05, bP<0.01 vs  癌旁硬化和正常对照.

图  1  各例肝组织提取的RNA凝胶电泳图.

18S
28S

表  5  肝癌中14 -3 -3 γ和14 -3 -3 η mRNA表达与临床参数
的关系(mean±SD, A )

     
临床参数	                  n      14 -3 -3 γ mRNA   14 -3 -3 η mRNA

年龄(岁)                  

    ≥50                  12     0.725±0.100     0.544±0.084

    <50                     7     0.674±0.235     0.615±0.164

性别

    男                      16     0.725±0.147     0.569±0.113    

    女                        3     0.608±0.219     0.576±0.189

肿瘤直径(cm)

    <5                     17     0.800±0.014     0.444±0.100

    ≥5                      2      0.695±0.165     0.585±0.116

癌灶个数

    1                        12     0.742±0.149     0.583±0.093

    ≥2                      7     0.645±0.168     0.548±0.165

门脉瘤栓

    无                      13     0.701±0.186     0.589±0.132

    有                        6     0.718±0.088     0.530±0.088

AFP(μg/L)

    <400                   6     0.763±0.101     0.573±0.132

    ≥400                13     0.680±0.177     0.563±0.102

包膜

    无                        4     0.725±0.106     0.515±0.102

    不完整                 8     0.622±0.189a    0.606±0.149

    完整                     7     0.793±0.099     0.561±0.094

病理分级

    II                          7     0.734±0.098     0.553±0.120

    III                       10     0.667±0.198     0.606±0.115

    IV                         2     0.816±0.022     0.449±0.108

临床分期

    I+II                    10     0.683±0.204     0.503±0.086a

    III                        9      0.732±0.093     0.630±0.119    

aP<0.05.
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不完整的癌组织中14 -3 -3 γ mRNA的表达水平显

著低于包膜完整的癌组织, 提示14 -3 -3 γ基因的

失活可能增强HCC的侵袭性; 而14 -3 -3 η mRNA
在临床分期越晚的HCC患者中表达水平越高, 
提示14 -3 -3 η能够反映患者的临床进程. 已有研

究表明,  14 -3 -3 η基因在DNA损伤引发的细胞

周期停滞中发挥重要的调节作用, 其编码产物

14 -3 -3 η与转录因子miz1结合后, 促使因DNA受

损而引发细胞周期停滞的细胞重新进入增殖周

期, 进而导致细胞的异常增殖、恶变[17]. 因此, 选
择性的增强14 -3 -3 γ基因的活性和抑制14 -3 -3 η
基因的过度活化能抑制因乙醇、病毒感染和各

种理化因素引发的肝细胞损伤和过度增殖, 为
HCC的治疗提供一个新的靶点. 而14 -3 -3基因在

肝癌组织中的差异表达, 也使得14 -3 -3 γ基因和

14 -3 -3 η基因有可能成为区分肝癌和其他肝组

织、HCC和其他癌组织的标志物, 为HCC的诊

断提供一个新的选择.
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2007 年国家继续学习教育项目
“小肠疾病诊治进展及双气囊小肠镜临床应用”讲习班通知

本刊讯 经国家继续医学教育委员会批准, 由南昌大学医学院第三附属医院(南昌市第一医院)主办、《世界华

人消化杂志》协办的2007年国家继续医学教育项目“小肠疾病诊治进展及双气囊小肠镜临床应用”学习班

[项目编号: 2007-03-03-045(国)]定于2007-11-14/17在英雄城南昌举办.

1      授课内容

本讲习班采取理论讲授与操作演示相结合的方式进行, 届时将邀请全国著名消化专家、上海交通大学附属瑞

金医院消化科主任、博士生导师吴云林教授与会授课, 青年专家、国内双气囊小肠镜技术第一人钟捷教授进

行操作演示, 并请江西省消化学会主任委员、南昌大学一附院副院长吕农华教授作专题演讲. 讲习班重点介绍

小肠疾病诊治的历史、现状及最新进展, 传授双气囊电子小肠镜操作技术及诊治知识. 学员可亲手体验双气囊

电子小肠镜操作技巧, 接受专家手把手教导. 学习结束将授予国家I类继续教育学分8分. 

2      联系方式
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Abstract
AIM: To evaluate the therapeutic efficacy and 
safety of anatomical liver resection for hepato-
cellular carcinoma (HCC).

METHODS: Thirty-eight patients who under-
went liver resection for HCC were randomly 
divided into two groups: anatomical liver resec-
tion group (n = 15) and non-anatomical liver 
resection group (n = 23). The amount of intra-
operative bleeding and blood transfusion, time 
of operation, postoperative complications, liver 
function recovery, recurrence and survival rate 
were compared between the two groups.

RESULTS: No operative death was found in this 
study, and there was no significant difference in 
the amount of intraoperative bleeding, postop-
erative complication and hospital-stay between 
the two groups. The rate of satisfactory resec-
tion margin (> 2 cm) was higher in anatomical 
resection group, and the recurrent rate during 
one year was decreased significantly. Anatomic 

resection could also elevate the tumor-free one-
year survival rate.

CONCLUSION: Anatomic liver resection is safe 
and effective, and it is more suitable to hepato-
cellular carcinoma patients with operative indi-
cation than nonanatomic resection.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Anatomical 
liver resection; Treatment

Zhu XH, Qiu YD, Wu YF, Zhou JX, Xu QX, Ding 
YT. Clinical study of anatomical liver resection for 
hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007; 15(31): 3305-3309

摘要
目的: 随机对照观察规则性肝切除术治疗原
发性肝癌的安全性以及临床疗效, 探讨治疗肝
癌合理的手术方式. 

方法: 将38例肝切除术治疗原发性肝癌的患者
随机分为2组: 规则性肝切除术15例, 非规则性
肝切除术23例, 对两组病例的手术和随访情况
进行分析评价. 

结果: 两组均无手术死亡, 术中出血、并发症
发生率、住院时间无显著差异. 规则性肝切除
标本切缘满意率(大于2 cm)较高, 术后近期复
发率显著降低, 一年无瘤生存率高于非规则性
肝切除.

结论: 规则性肝切除是治疗原发性肝癌安全
有效的术式, 对有适应证的病例应尽可能采用
此种手术方式, 有望获得较好的疗效.

关键词: 原发性肝癌; 规则性肝切除术; 治疗
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0  引言

肝切除手术是公认的治疗原发性肝癌的首选方
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■背景资料
非规则性肝切除
容易导致切除范
围不足, 产生切缘
癌残留, 不能达到
根治性切除的标
准. 随着术前肝功
能检测方法和手
术器械的进步以
及对肝脏解剖和
肝癌生物学特性
的深入了解, 规则
性肝切除目前日
益得到临床重视.



法. 以前常采用非规则性肝切除, 其主要缺点是

切除范围往往不足. 这种手术常在手指触摸指

导下完成, 对肿瘤范围(尤其是深度肿瘤)估计不

足, 容易造成切缘癌残留, 不能达到根治性切除

的标准. 近年来随着术前肝功能检测方法和手

术器械的进步以及对肝脏解剖和肝癌生物学特

性的深入了解, 规则性肝切除目前日益得到临

床重视. 本研究选择我院近年来行肝切除术治

疗原发性肝癌的病例, 将规则性肝切除术与非

规则性肝切除进行前瞻性对比研究, 评价规则

性肝切除术的安全性以及临床疗效.

1  材料和方法

1.1 材料 2004-03/2005-12在南京大学医学院附

属鼓楼医院施行肝切除术的原发性肝癌49例(包
括复发性肝癌6例). 男39例, 女10例, 年龄49.4
±14.3(30-73)岁. 术前检查: HBsAg阳性38例
(77.6%), AFP阳性35例(71.4%). 肿瘤小于5 cm的

小肝癌13例, 5-10 cm的大肝癌26例, 大于10 cm
的巨大肝癌10例, 单发病灶35例, 两个以上多发

病灶14例, 合并门静脉二级分支癌栓6例. 临床

肝功能分级: Child-pugh A级42例, Child-pugh B
级7例. 其中, 解剖性肝切除组21例, 非解剖性肝

切除组28例. 术前签署手术同意书和临床研究

同意书. 术后病理检查: 45例(91.8%)为肝细胞性

肝癌, 3例(6.1%)为胆管细胞性肝癌, 1例(2.1%)
为混合型肝癌. 其中34例合并结节性肝硬化, 23
例镜下脉管内发现癌栓(46.9%).
1.2 方法
1.2.1 规则性肝切除术(anatomical hepatectomy, 
ANH): 取双侧肋缘下“人”形切口(Mercedes
切口), 配合框架悬吊式Cray拉钩以使肝脏得到

良好的暴露. 经初步探查肿瘤可以切除, 游离

肝周韧带, 以显露病侧肝脏. 结合术中超声, 按
Couinaid五叶八段法确定肿瘤的大小、数目、位

置以及和周围血管、胆管的关系, 确定拟切除的

肝叶或肝段. 解剖第一肝门, 根据肝切除的范围, 
结扎、切断需切除肝叶的肝动脉、门静脉. 按照

解剖平面切肝采用钳夹法, 即用血管钳钳夹切面

肝组织, 暴露管道, 分别用电灼、结扎、缝扎等

方法来处理不同粗细的断面所遇管道. 门静脉癌

栓连同病侧肝叶一同切除. 常规在切肝时胆管与

Glissonian鞘一起结扎、切断, 不预先在肝门处

游离. 对半肝切除和(或)合并胆囊切除病例, 通过

胆囊管或左肝管断端插管注入美蓝溶液来检测

肝断面是否有胆漏. 肝断面不予缝合, 热盐水纱

布垫敷3-5 min后, 小针线8字或U字形缝合大的
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出血点及胆漏, 小的渗血处可用电刀或氩气凝血

器处理, 于创面处放置腹腔引流.
1.2.2 非规则性肝切除术(atypical hepatectomy, 
ATH): 切口可同样采用双侧肋缘下“人”形切

口, 肿瘤主要位于右半肝也可选用右侧肋缘下

切口. 探查和暴露步骤同解剖性肝切除, 根据肿

瘤位置选择不同的血流阻断方法. 本组全部采

用Pringle入肝血流阻断法. 距离肿瘤边界1-2 cm, 
用电刀预先设定切除线, 沿切除线用指捏、钳

夹法切除肿瘤. 并有门静脉癌栓可自肝断面将

癌栓取出, 开放血流约50 mL, 冲净残余癌栓后

再缝合. 肝断面用肝针对拢缝合, 引流放置及其

他处理同规则性肝切除术.
1.2.3 术中情况的比较和术后处理: 比较规则性

肝切除和非规则性肝切除术中出血量, 输血率. 
检查切除的肿瘤标本, 以切缘大于2 cm为满意, 
比较两组的切缘满意率. 术后常规监测生命体

征, 吸氧. 采用保肝、制酸、抗生素预防感染, 
以及营养支持等治疗. 患者术后不进行预防性

TACE治疗. 出院后6 mo内1 mo随访1次, 6 mo至
26 mo随访1次, 两年以上3 mo随访1次. 随访内

容包括一般情况、肝功能、AFP、腹部B超、

CT或MRI等. 统计总生存率, 1年无瘤生存率和

肿瘤复发时间, 1年复发率等.
统计学处理  将所有统计资料结果输入

Excel表格. 计量资料用mean±SD表示, 分类变

量资料用率表示 .  计量资料分析采用t 检验、

Cochran近似t检验或Wilcoxon秩和检验. 定性资

料分析采用卡方检验或Fisher精确概率检验, 以
双侧α = 0.05为检验水准. 全部统计分析采用

SAS8.0软件实现.

2  结果

2.1 手术情况 本组规则性肝切除术21例, 分别

为: 右半肝切除术11例, 左半肝切除术6例, 右三

叶切除2例, 左三叶切除术1例, 中肝叶切除术1
例. 非规则性肝切除术28例(合并5例门静脉取栓

术). 经统计学处理, 两组患者在年龄、性别、病

程、病情等方面符合均衡性标准. 
2.2 术中情况 两组均无术中死亡, 术中未发生不

可控制的出血. 两组病例的术中失血量, 输血量

无显著差异. 规则性肝切除手术时间显著延长, 
标本切缘满意率显著提高(表1). 
2.3 术后情况 术后3 d, 两组肝功能指标对比结果

见表2. 规则性肝切除组术后3 d血清ALT较非解

剖肝切除显著降低(P <0.05), 两组间总胆红素、

白蛋白和胆碱酯酶比较无显著差异.

www.wjgnet.com

■研发前沿
规则性切除供应
肿瘤所在部分肝
脏血流的门静脉
及其分支所涉及
的区域是较合理
的手术方法 ,  采
用 C T测定余肝
体积联合吲哚氰
绿15  min潴留率
(ICG15)进行术前
肝功能评估, 以决
定具体的肝切除
手术方式.
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对于非规则性或局部切除而言, 指预先切断病

侧肝叶的入肝血流后, 按外科解剖的肝段、肝

叶、半肝或肝三叶的范围切除肝组织. 规则性

肝切除术的要求是预先结扎、切断病侧肝蒂管

道, 在解剖平面上离断肝实质. 非规则性肝切除

基本采用Pringle法进行全肝入肝血流阻断, 方法

简便, 手术时间较短. 在我国, 原发性肝癌绝大

多数在乙肝肝硬变背景下发生, 术前就存在或

手术操作引起肿瘤的肝内播散是影响预后的一

项重要指标[1-2]. 绝大多数肝内转移都是通过门

静脉血行转移播散[3-6]. 因此, 规则性切除供应肿

瘤所在部分肝脏血流的门静脉及其分支所涉及

的区域应是较合理的方法, 可改善肝癌患者的

预后[7-8]. 以往认为规则性肝切除操作复杂、费

时, 术中出血多, 术后死亡率和并发症发生率较

非规则性肝切除高. 近年来, 随着肝脏外科技术

的提高和围手术处理方法的完善, 规则性肝切

除正日益受到临床重视. 
研究表明, 手术失血量的多少与术后并发

症的发生率相关[9-11]. 术中失血少, 术后并发症

明显减少, 而同时因为减少术中输血则可以防

止因抑制自身免疫系统而导致的术后肿瘤复

2.4 手术并发症 全组无手术死亡. 规则性肝切

除术后并发症发生率为52.4%(11/21), 均为轻微

并发症. 非规则性肝切除术后并发症发生率为

42.9%(12/28), 2例严重并发症. 两组比较无统计

学差异. 两组并发症经保守治疗后均痊愈出院

(表3), 全组患者均康复出院. 规则性肝切除组和

非规则性肝切除组总住院时间分别为26.5 d和
27.0 d, 其中术后平均住院时间分别为16.8 d和
18.0 d. 两组比较无显著差异.
2.5 随访结果 本组48例患者获得随访, 非规则性

肝切除术组1例失访, 随访率97.96%, 平均随访

时间为20 mo. 随访结果: 规则性肝切除术组患

者有5例在1年内复发, 复发率为23.81%, 其中4
例患者在术后1年内死亡, 1年生存率为80.95%. 
非规则性肝切除术组患者有10例在6 mo内复发, 
有15例在1年内复发, 复发率为53.57%(15/28), 
有7例患者在1年内死亡, 1年生存率为75.00%. 
规则性肝切除组术后肿瘤1年复发率较非规则

性肝切除组显著降低(P <0.01), 患者1年无瘤生

存率延长(P <0.05)(表4).

3  讨论

规则性肝切除术也称解剖性肝切除术 ,  是相

■创新盘点
开展CT测定余肝
体积联合吲哚氰
绿15  min潴留率
(ICG15)进行术前
肝功能评估, 以决
定具体的手术方
式. 对于无肝硬化
或仅合并有轻度
的肝硬化, 肝功能
及肝储备功能基
本正常, 可考虑行
规则性肝切除. 而
非规则性肝切除
术可适用于合并
有严重肝硬化, 肝
功能储备能力较
差的病例, 以及位
于肝脏边缘的小
肿瘤.

■应用要点
随着肝脏外科技
术的提高和围手
术期处理方法的
完善, 规则性肝切
除正日益受到临
床重视, 具有广阔
的临床应用前景.

表  1  规则性和非规则性肝切除手术中相关指标比较

      分组 手术时间(h)     失血量(mL)    输血量(mL) 切缘满意率(%)

ANH(n  = 21) 4.89±2.61a 513.30±346.57 695.56±243.14 85.71%(18/21)a

ATH(n  = 28) 3.22±1.48 446.58±268.43 592.46±175.70 64.28%(18/28)

aP<0.05 vs  ATH组.

表  2  规则性和非规则性肝切除手术后3 d肝功能指标比较(mean±SD)

      
分组        ALT(IU/L)  TBIL(μmol/L)     ALB(g/L) CHE(μmol/L)

ANH(n  = 15) 274.35±142.21a 15.47±14.67 35.24±4.68 1.84±2.47

ATH(n  = 23) 593.43±535.43 13.38±12.24 33.68±6.75 1.42±1.73

aP<0.05 vs  ATH组.

表  3  规则性和非规则性肝切除术后并发症比较(n )

      
分组

肝功能

衰竭
胆汁漏

胸腔

积液

腹腔

积液
肺不张 出血

ANH 0 1 4 6 0 0

ATH 1 1 4 5 1 0

合计 1 2 8 11 1 0

表  4  规则性和非规则性肝切除患者复发率和生存率比
较(%)

      分组 1年复发率 1年总生存率 1年无瘤生存率

ANH(n  = 15)  23.81b 80.95  76.19a

ATH(n  = 23) 53.57 75.00 46.42

aP<0.05, bP<0.01 vs  ATH组.
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发. 因此减少术中出血, 尽量做到不输血是肝

切除术的关键[12-13]. 本组资料中, 规则性肝切除

术组的平均失血量为513.30 mL, 非规则性肝切

除组的平均失血量为446.58 mL, 两者无显著性

差别(P >0.05). 规则性肝切除术组有8例术中输

血, 输血率38.09%; 非规则性肝切除术组有9例
术中输血, 输血率为32.14%. 两者无显著性差

别(P >0.05). 规则性肝切除的平均输血量695.56 
mL, 而非规则性肝切除为592.46 mL, 两者也无

显著性差别(P >0.05). 由于规则性肝切除术断肝

时基本上是通过无血管界面, 需要离断的血管

胆管旁支很少, 因此熟练掌握断肝技巧后, 术中

出血应该更少, 安全性应更高[14-16]. 
术后3 d检测肝功能指标结果表明, 规则性

肝切除组术后谷丙转氨酶(ALT)升高水平较非

规则性肝切除组显著降低(P <0.05), 提示肝细胞

损伤程度比非规则性肝切除术轻, 手术创伤较

小. 传统认为, 规则性肝切除术技术复杂, 手术

创伤大. 事实上, 按照Couinaud提出的8段分肝

法, 每1段都是解剖和功能的独立单元, 都可以

行单独的肝段甚至亚肝段切除. 因此, 规则性肝

切除术也可以是小范围肝切除. 另外, 由于离断

肝实质时不会破坏大血管和胆管, 故可减少术

中出血, 尤其是能保留健侧肝组织完整的血供, 
避免术后残肝发生缺血、坏死, 减少术后发生

肝功能衰竭的可能[17-18]. 
本组病例中, 规则性肝切除组术后并发症

发生率为52.4%(11/21), 非规则性肝切除组术后

并发症发生率为42.9%(12/28), 两者无统计学意

义(P >0.05). 以胸腔积液, 膈下积液和腹水等轻

微并发症为主, 出血、肝功能衰竭等严重并发

症比较少见. 规则性肝切除组与非规则性肝切

除组的, 住院时间、术后恢复时间均相当, 住院

总费用也没有明显的增加, 因此从时间和经济

两方面来比较, 两组也无明显差异. 规则性肝切

除术对于患者而言是可以接受的. 
保证手术切缘干净无瘤是根治性肝切除术

的主要目的, 也是预防术后复发的基本条件[19-20]. 
规则性肝切除术因为是以肝段为基本的切除单

元, 因而不但能够保证足够的切缘而且还能最

大限度的保留非肿瘤肝组织[21-22]. 此外, 术中应

用B超引导下对肿瘤组织所在的肝段、肝区进

行解剖分离, 术中暴露管道清晰, 切缘确切安全. 
非规则性肝切除的主要缺点是切除范围往往不

足. 这种手术常在手指触摸指导下完成, 对肿瘤

范围(尤其是深度肿瘤)估计不足, 容易造成切缘

癌残留, 不能达到根治性切除的标准. 据报道, 
非规则性肝切除术如仅仅在手法探查的基础上

完成, 术后统计病理结果约有1/3的患者切缘阳

性, 即便是利用术中超声定位仍有1/7切缘癌残

留[23], 因此往往会出现术后近期复发转移的情

况. 在本组资料中, 规则性肝切除和非规则性肝

切除切缘满意率分别为85.71%和64.28%, 统计

学处理有显著性差异, 说明规则性肝切除在肿

瘤根治性方面有较大的优势. 
肝细胞性肝癌有多中心发生的情况, 肝切除

术无法从根本上解决肿瘤转移复发的问题[24-25].  
但是, 规则性肝切除术可以保证切缘, 由于整块

切除了包含门静脉分支的肝段、肝区, 根治性

阻断了肝内肿瘤播散的途径, 可以减少术后近

期复发[26-29]. 本组资料中, 规则性肝切除术组1年
复发率为23.81%, 生存率为80.95%; 非规则性肝

切除术组1年复发率为53.57%, 生存率为75.00%. 
由此可见, 规则性肝切除术具有较为满意的近

期效果. 但由于本组资料例数和随访时间的限

制, 远期效果尚待进一步观察. 
虽然规则性肝切除目前得到重视, 但对具体

患者行规则性或非规则性肝切除应综合考虑, 应
建立在熟练掌握肝切除技术、熟悉肝脏解剖的

基础上. 规则性肝切除术要求更加严格的术前评

估. 对手术适应证的准确把握, 除患者的一般状

况和肿瘤情况外, 肝功能是决定治疗方案的重要

指标. Child分级系统可满足常规肝切除手术的要

求, 为避免出现术后肝功能衰竭, 对术前常规方

法判断手术风险较大的病例, 如肿瘤巨大或肝硬

变较重病例, 我们正在开展CT测定余肝体积联

合吲哚氰绿15 min潴留率(ICG15)进行术前肝功

能评估, 以决定具体的手术方式. 
我们认为, 对于无肝硬化或仅合并有轻度

的肝硬化, 肝功能及肝储备功能基本正常者, 可
考虑行规则性肝切除. 而非规则性肝切除术可

适用于合并有严重肝硬化, 肝功能储备能力较

差的病例, 以及位于肝脏边缘的小肿瘤. 总之, 
我们认为, 规则性肝切除术是一种治疗原发性

肝癌安全有效的理想术式, 但对于不同的病例

应选择个体化的手术方式, 以达到最佳疗效.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of SOCS1 
and STAT3 in hepatocellular carcinoma (HCC), 
as well as their significance in the occurrence 
and development of HCC. 

METHODS: The expression of SOCS1and STAT3 
proteins were examined by immunohistochem-
istry in 48 tissue specimens from HCC and their 
para-carcinoma tissues, 11 from liver cirrhosis 
tissues, and 11 from normal liver tissues. 

RESULTS: The positive rate of SOCS1 ex-
pression was significantly higher in the para-
carcinoma tissues than in the HCC tissues (P < 
0.001), but its expression in liver cirrhosis and 
normal liver tissues was negative. While the 
positive rate of STAT3 expression was markedly 
higher in HCC than in para-carcinoma tissues  
(P < 0.001), its expression in the latter was higher 

than that in liver cirrhosis and normal liver tis-
sues (P < 0.001). Expression of SOCS1 was sig-
nificantly correlated with tumor size (P < 0.01). 
Expression of STAT3 was correlated with the ex-
pression of alpha fetoprotein (AFP) in HCC tis-
sues (P < 0.05). There was a positive correlation 
between the expressions of SOCS1 and STAT3 in 
HCC (rs = 0.431, P < 0.01). 

CONCLUSION: Expression of SOCS1 and 
STAT3 is closely correlated with the develop-
ment of HCC. A markedly positive correlation 
exists between SOCS1 and STAT3 expressions. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Suppressors 
of cytokine signaling; Signal transducers and acti-
vators of transcription 3; Immunohistochemistry

Zhang RG, Zang GQ, Tang ZH, Feng J, Yu YS. Expression 
of SOCS1 and STAT3 in hepatocellular carcinoma tissues 
and its significance. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
15(31): 3310-3314

摘要
目的: 探讨SOCS1和STAT3蛋白在HCC组织
中的表达、相互关系及在HCC发生发展中的 
意义. 

方法: 应用免疫组化方法检测48例HCC组织
和癌周肝组织、肝硬化(liver cirrhosis, LC)组
织(n  = 11)及正常肝组织中(n  = 11)SOCS1和
STAT3的表达水平.  

结果: 癌周肝组织中SOCS1蛋白表达强度显
著高于HCC组织, SOCS1蛋白在LC组织及正
常肝组织中全部呈阴性表达. HCC组织和癌周
肝组织STAT3蛋白阳性表达率显著高于LC组
织和正常肝组织; SOCS1在瘤体大小间的表达
有显著性差异(P <0.01). STAT3在表达AFP阴
性和阳性癌组织组间有显著性差异(P <0.05). 
HCC组织中SOCS1和STAT3表达具有显著等
级正相关(rs  = 0.431, P <0.01).  

结论: SOCS1和STAT3表达与HCC的发生密
切相关, 且两者之间的表达强度具有显著等级
正相关.

关键词: 肝细胞癌; 细胞因子信号转导抑制因子1; 

®

■背景资料
我国是肝癌的高
发区 ,  对其发病
机制的研究是热
点、重点和难点. 
研究表明, 肝细胞
癌 (HCC)的发生
与STAT3蛋白的
磷酸化密切相关, 
同时SOCS1作为
一种新的候选抑
癌基因也发生甲
基化. 但是STAT3
和SOCS1蛋白在
HCC组织中的表
达情况及其关系
未见报道. 
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)的发生

发展机制是涉及多基因调控、多信号通路参

与的复杂网络体系, 是同时牵涉时间和空间概

念的四维概念, 其根源是基因表达的异常. 现代

分子生物学研究表明, HCC的发生、发展与原

癌基因的激活和/或表达增加, 抑癌基因失活和

/或表达减少及信号转导通路的异常等有关 [1]. 
细胞因子受体介导的JAK/STAT(janus kinase/
signal transducer and activator of transcription)
信号传导途径是目前细胞因子研究领域的热

点. JAKs/STATs信号转导通路的异常活化与肿

瘤、免疫相关疾病的病理过程密切相关[2]. 研
究表明, SOCS1基因和STAT3基因分处于该信

号转导通路的上下游, 在多种肿瘤的发生进展

中起一定作用 .  细胞因子信号转导抑制因子

(suppressors of cytokine signaling, SOCS)家族为

多种细胞因子、生长因子和激素的信号传导途

径的负向调节者, SOCS1为SOCS家族中的重要

成员. SOCS1定位在16p12-p13.1, 人类SOCS1基
因编码211个氨基酸[3]. SOCS1不仅是细胞因子

的调节者, 而且在控制T细胞分化和决定细胞

命运方面起重要作用, 与自身免疫、免疫耐受

等多种免疫反应以及肿瘤发生亦有重要关系[4]. 
SOCS1在HCC中广泛甲基化和表达明显降低, 
提示SOCS1可能是一抑癌基因[5-7]. 人类STAT3
基因定位于第12号染色体, STAT3蛋白是信号

转导子与转录激活子家族(signal transducers 
and activators of transcription, STAT)的重要成

员. STAT3是EGFR, IL-6/JAK, Src等多个致癌

性酪氨酸激酶信号通道汇聚的焦点, 在多种肿

瘤细胞和组织中都有过度激活, 如乳腺癌、卵

巢癌、头颈部鳞状细胞癌、前列腺癌、恶性黑

色素瘤、多发性骨髓瘤、淋巴瘤、脑瘤、非小

细胞肺癌和各种白血病等. 由于持续性激活的

STAT3能够促使培养细胞发生恶性转化并能在

裸鼠中形成肿瘤, STAT3已被认为是一种癌基 
因[8-9]. 为了研究癌基因和抑癌基因的异常表达

及信号传导通路改变在HCC发生发展过程中的

分子机制, 我们应用免疫组化方法检测了正常

肝组织及HCC组织中SOCS1和STAT3的表达, 并
探讨其在HCC发生、发展中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝细胞癌、肝硬化及正常肝组织标本

取自2006-01/2006-11手术切除标本及肝穿刺. 
HCC标本48例, 男39例, 女9例, 年龄32-78(平均

51.5)岁. 所有组织标本均经术后病理检查证实

为HCC, 所选病例全部包含有癌旁肝组织, 术前

未予放化疗. 肿瘤分化程度采用Edmondson 4级
分级法. 肝硬化(LC)组织和正常组织各11例, 所
有HCC及LC病例血清HBsAg均为阳性. 标本取

出后立即以40 g/L中性多聚甲醛溶液固定, 常规

石蜡包埋, 5 μm的连续切片, 备作免疫组织化学

检测. SOCS1多克隆抗体(兔抗)为北京博奥森生

物技术有限公司产品, STAT3多克隆抗体(猫抗) 
为Neomarkers公司产品.
1.2 方法 免疫组织化学染色技术的具体操作步

骤采用免疫组织化学链霉菌抗生物素蛋白-过
氧化物酶法(SP法)进行. SOCS1阳性细胞染色

定位于细胞质, 以细胞质中呈浅黄、棕黄、或

更深的棕褐色的细小颗粒作为阳性细胞(图1). 
STAT3的阳性细胞染色定位于细胞质, 以细胞

质中呈浅黄、棕黄、或更深的棕褐色的细小颗

粒作为阳性细胞(图2), 以PBS代替一抗作为阴

性对照. 采用3个参数(即染色强度、阳性细胞

数和两者记分的乘积)的半定量的计数方法. 着
色强度记分标准: 无着色为0分, 浅黄色为1分, 
棕黄色为2分, 棕褐色为3分. 光镜下随机观察10
个高倍视野, 记录5个高倍视野中染色阳性细胞

的百分率. 记分标准: 0%为0分, 1%-25%为1分, 
26%-50%为2分, 51%-75%为3分, >75%为4分. 
染色强度记分与阳性细胞数记分之积为最后得

分: 0分为(-), 1-2分为(+), 3-4分为(++), >4分为

(+++).
统计学处理 应用SPSS11.5统计软件包进行

统计分析, 组间采用非参数两个或多个独立样

本检验, 两指标间采用有序分组资料的等级相

关检验. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 肝组织SOCS1和STAT3的表达 SOCS1蛋白

在HCC组织的表达为(-)6例, (+)30例, (++)12
例, (+++)0例; 在癌旁组织的阳性表达为(-)1
例, (+)11例, (++)30例, (+++)6例; 在LC组织和

正常肝组织的表达全部为阴性 .  经统计学检

验SOCS1蛋白的表达差异有显著性意义(表1, 

■研发前沿
近来细胞因子体
介导的JAK/ STAT 
( j a n u s  k i n a s e /
signal transducer 
and activator of 
tran-scription)信
号传导途径是目
前 细 胞 因 子 研
究领域的热点 , 
SOCS1和STAT3
分处于此通路的
上下游, 在HCC的
发生过程中起着
重要作用, 但是其
确切的作用机制
有待进一步阐明. 
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P <0.01). STAT3蛋白在HCC组织的表达为(-)3例, 
(+)18例, (++)19例, (+++)8例; 在癌旁组织的阳性

表达为(-)0例, (+)22例, (++)21例, (+++)5例; 在肝

硬化组织的阳性表达为(-)4例, (+)7例, (++)0例, 
(+++)0例; 在正常肝组织的阳性表达为(-)5例, 
(+)6例, (++)0例, (+++)0例. 经统计学检验STAT3
蛋白的表达差异有显著性意义(表1, P <0.01). 
2.2 SOCS1和STAT3表达与HCC临床生物学的关
系 SOCS1和STAT3的阳性表达在各性别组和各

年龄组之间无显著差异, SOCS1表达在瘤体大小

间(瘤体<5 cm, ≥5 cm)有显著性差异(P <0.001), 
而在肿瘤分化程度及癌组织中AFP, HBsAg表达

间无显著性差异(表2, P >0.05). STAT3表达在癌

组织AFP表达(阴性和阳性表达)组间有显著性

差异(P <0.05), 而表达在肿瘤分化程度、瘤体大

小及癌组织HBsAg表达组间无显著性差异(表
2, P >0.05). 经等级相关检验表明, HCC组织中

SOCS1和STAT3表达具有显著正相关(表3, rs  = 
0.431, P <0.01).

3  讨论

肿瘤发生和进展的机制至今还未完全阐明, 一般

认为与原癌基因的激活和(或)表达增加, 抑癌基

因失活和(或)表达减少及信号转导通路的异常

等有关, 是一个多因素、多步骤复杂过程. 细胞

因子信号转导抑制因子家族为多种细胞因子、

生长因子和激素的信号传导途径的负向调节者. 
SOCS1为SOCS家族中的重要成员, 最早于1997
年由3个不同的研究小组分别用不同的方法发 
现的[10-12]. SOCS1的mRNA通常以低水平存在于

未受到刺激的细胞内, 但可以在15-30 min内被许

多细胞因子、激素及生长因子所诱导. Tannapfel 
et al [5]用蛋白微列阵方法检测32种蛋白在HCC中
的表达, 发现SOCS1蛋白减少. Nagai et al [6]发现

SOCS1基因在HCC中有50%(4/8)的SOCS1mRNA
表达水平被明显抑制, CpG岛甲基化分析可显示

基因的超甲基化. Yoshikawa et al [7]在HCC细胞

系的SOCS1的CpG岛中鉴别出与其转录沉默相

关的异常甲基化, 发生率为65%(17/26). 本实验

SOCS1蛋白在癌旁肝组织的表达显著高于HCC
组织中的表达, 在HCC组织显著高于呈阴性表

达的LC组织和正常肝组织, 说明SOCS1基因在

HCC发生的早期被多种细胞因子激活, 而并没

有发生完全失活. 同时发现SOCS1蛋白的表达在

瘤体≥5 cm组显著低于<5 cm组(P <0.001), 表明

SOCS1随HCC的生长、进展而表达减少, 可能

与SOCS1基因随HCC的进展而逐步失活有关. 
进一步证明SOCS1表达与HCC的发生和进展有

关, 所以SOCS1的检测对于HCC的早期诊断和

预后判断都有十分重要的意义. 
Yu et al [13]在研究饲喂3'Me-DAB建立的大

■相关报道
Yoshikawa et al 
和Nagai  et  al研
究了HCC细胞系
和组织中SOCS1
基 因 的 甲 基 化
和mRNA表达情
况 ;  Yo s h i k a w a  
et al在HCC细胞
系 S N U - 3 8 7和
H u H - 1中发现
甲 基 化 诱 发 的
SOCS1沉默引起
JAK2的磷酸化和
STAT3的持续激
活, STAT3的激活
可能是SOCS1沉
默导致HCC发生
的一个重要因素. 

■创新盘点
对于 S O C S 1和
STAT3与HCC的
关系 ,  目前主要
集中于 S O C S 1
的基因甲基化和
STAT3的蛋白磷
酸化. 本文首次全
面研究了SOCS1
和STAT3蛋白在
HCC组织的表达
情况, 并发现二者
表达存在正相关
关系.

表  1  肝组织SOCS1和STAT3蛋白的表达

     
分组                 n

   SOCS1的蛋白表达       STAT3的蛋白表达

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

肝细胞癌       48    6   30  12    0b           3   18   19     8b

癌旁肝组织   48    1   11  30    6            0    22   21     5

肝硬化组织   11  11      0    0    0            4     7     0      0

正常肝组织   11  11     0    0    0            5     6     0      0

bP<0.01.

表  2  SOCS1和STAT3表达与HCC临床生物学行为的关系

     
项目                   n

	 SOCS1蛋白表达         STAT3蛋白表达

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

男                   39      5   26    8     0        3   16    13     7

女                     9      1     4    4     0        0     2      6     1

年龄(岁)	

    ＜45           13      2     7    4     0        1     4      5     3

    45-59        26      4   14    8     0        3     8    11     4

    ≥60             9       0     9    0     0        0     4      4     1

瘤体大小                                                 

  >5 cm          33      1   20  12     0b       1   11    15     6

  ≥5 cm         15       5   10    0     0        2     7      4     2

肿瘤分化                                          

  Ⅰ级               3       0     3    0     0        1     2      0     0

  Ⅱ级             34       6   17  11     0        2    11   16     5

  Ⅲ级              11      0   10    1     0        0     5      3     3

AFP

    阳性            23      3   16    4     0        1    13     7     2a

    阴性           19       3    11    5     0        1     4    10     4

HBsAg

    阳性            31     4    21   6     0        1    12   13     5

    阴性             9       1     5    3     0        0      4     4     1

aP<0.05, bP<0.01. 

表  3  HCC组织中SOCS1和STAT3表达之间的关系

     
SOCS1

 	                                   STAT3	                   
合计

                            -                +              ++         +++

-	          1               3              2           0	    6

+	          2             14            10           4         30

++	          0               1              7           4	  12

+++	          0               0              0           0	    0

合计	          3             18            19           8	  48

rs  = 0.431, P  = 0.002.
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鼠HCC模型时, 用免疫组化方法发现STAT3在
H C C发生的再生和L C期表达增加(与对照组

相比P <0.05). 用蛋白印迹法检测显示STAT3呈
强阳性表达(P <0.05). Feng et al [14]发现HCC中
P-STAT3的阳性率为74.5%(41/55), 明显高于癌

周肝组织(23.6%, 13/55, P <0.01), 认为STAT3的
激活可能是HCC发生的早期事件. 本实验中的

STAT3的表达在HCC组织显著高于癌周肝组织, 
癌周肝组织显著高于LC组织, 提示STAT3基因

与HCC的发生发展密切相关, 并且在HCC的发

生发展过程中除了STAT3蛋白发生磷酸化之外, 
还可能存在STAT3基因的扩增. STAT3蛋白表达

在HCC组织AFP阴性表达组显著高于阳性表达

组, 而且在病理分化组间差别无显著意义, 可能

与我们所用抗体不能反映蛋白磷酸化有关. 
JAK/STAT通路代表的是一条极其快速的从

细胞外到细胞核的信号转导通路. 近年来发现

JAK/STAT途径的激活, 对于细胞的生长, 增殖

和转化产生重要影响. Yoshikawa et al [7]在HCC
细胞系SNU-387和HuH-1中发现甲基化诱发的

SOCS1沉默引起JAK2的磷酸化和STAT3的持续

激活, STAT3的激活可能是SOCS1沉默导致HCC
发生的一个重要因素. 

SOCS1能与JAKs(JAK1-JAK3、TYK2)的
JH1区结合并抑制其激酶活性, 从而抑制JAK/
STAT通路的信号传导. SOCS1可能是通过其激

酶抑制区作为一种假底物妨碍J A K的底物与

JAK的结合, 从而抑制JAK的激酶活性[12,15], 进
而抑制STAT3的表达和激活. SOCS1基因的启

动子含有STAT3的结合位点, STAT3可通过与

SOCS1基因的启动子结合而调节其表达. 为了

进一步探讨信号转导通路的异常及癌基因和抑

■应用要点
本文发现癌周组
织中存在SOCS1
和STAT3蛋白的
高表达, 检测其血
清和组织表达能
够为HCC的早期
诊断和鉴别诊断
提供有力证据; 以
SOCS1和STAT3
基因为靶点可以
为包括HCC在内
的恶性肿瘤的治
疗提供新途径. 

A B

图  1  肝组织SOCS1蛋白表达(胞质棕黄色, SP×200). A: HCC组织; B: 癌旁组织.  

A B

DC

图  2  肝组织STAT3蛋白表达(胞质棕黄色, SP×200). A: HCC组织; B: 癌旁组织; C: LC组织; D: 正常肝组织.  
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癌基因相对表达异常在H C C发生发展中的作

用, 我们观察了HCC组织中SOCS1和STAT3蛋白

表达之间的关系. 经等级相关检验表明HCC组

织中SOCS1和STAT3表达具有显著正相关(rs = 
0.431, P <0.005), 提示STAT3的表达可能反馈调

节SOCS1的表达, 从而促进SOCS1发挥抗癌作

用. HCC的发生、发展是一个多因素逐渐演变

的复杂过程. SOCS1和STAT3在HCC中的作用机

制有待进一步研究, 二者之间的相互关系有待

深入探讨. 
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Abstract
Capsaicin has mult iple pharmacological 
actions, and research has been centered on its 
effect on gastric motility. Most relevant studies 
have shown that low doses of capsaicin can 
accelerate, mediate, and high doses can inhibit 
gastric motility. The mechanism of action 
of capsaicin on gastric motility may involve 
vanilloid receptor subtype 1 (VR1), substance P, 
acetylcholine, neurokinin A, ghrelin and calcium 
ions. Capsaicin has promise as a new drug for 
gastric motility disorders. 

Key Words: Capsaicin; Gastric motility; Mechanism 
of action
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摘要
辣椒素(capsaicin, CAP)药理作用广泛, 其对胃
动力的影响已引起消化学者的关注. 多数研究
认为小剂量的CAP可促进胃动力, 一定剂量范
围的CAP可调节胃动力, 而大剂量CAP对胃动
力可能有抑制作用. CAP对胃动力的作用机制

可能与CAP受体(vanilloid receptor subtype 1, 
VR1)、P物质(SP)、乙酰胆碱、神经激肽A、

生长激素释放肽和钙离子等有关. CAP可能成
为一种有前景的胃动力新药.

关键词: 辣椒素; 胃动力; 机制
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0  引言

胃肠动力疾病、功能性胃肠病是近年来导致

消化疾病谱变化的主要因素, 此两类疾病在病

因、发病机制、治疗等方面有许多相似之处, 
关键环节均在于胃肠动力障碍[1-5]. 目前临床上

改善胃肠动力的药物很少, 且作用尚不理想, 对
胃肠动力疾病、功能性胃肠病的治疗面临新的

挑战[6-9]. 辣椒素(capsaicin, CAP)对胃肠动力的作

用已受到越来越多的关注[9-12], 本文就CAP对胃

动力的研究进展进行综述.

1  CAP和CAP受体

CAP是从辣椒果实中提取的主要活性成分, 其
化学名称为反8-甲基-N-香草基-6-壬烯基酰胺. 
他是一种常用的香料, 但大量研究显示CAP具
有镇痛、止痒、抗炎和抗氧化等重要药理作

用, 已经用于临床皮肤病和神经系统疾病等的

治疗[13-14]. 近年研究发现CAP对消化功能有重要

影响, CAP对胃肠动力的作用已引起高度重视. 
Fukushima et al [15]研究显示, (1-10) mg/kg的CAP 
ig能减轻盐酸/乙醇诱导的鼠胃黏膜损伤. Holzer  
et al [16]报道, 10 mg/kg的CAP ig后30 min内可促进

大鼠的胃排空, 具有改善胃动力的作用. 
CAP通过刺激初级传入神经元末梢和细胞

膜上特殊的受体而产生作用, 此类传入神经称

为CAP敏感传入神经(capsaicin-sensitive afferent 
nerves, CSANs), 这一受体即为CAP受体, 又称之

为香草醛受体亚型1(vanilloid receptor subtype 1, 
VR1)[17-18]. VR1广泛分布在脊髓背根神经节、三
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■背景资料
辣椒素是一种常
用的香料, 传统观
念认为辣椒素对
胃黏膜有刺激作
用, 近年研究发现
辣椒素可能对胃
肠黏膜有保护作
用. 辣椒素对胃动
力的影响及其机
制研究尚少, 对其
进行深入研究具
有重要的临床应
用意义.



叉神经节、迷走神经节和有神经节的感觉神经

的中、小神经元上. 传统观念认为VR1是一种神

经系统特异的受体[17]. 近来研究发现一些非神

经组织和上皮细胞也有VR1的分布, 如胃上皮细

胞、喉部上皮细胞、支气管上皮细胞、膀胱上

皮细胞、唾液腺和泪腺等[19-20]. VR1由六个跨膜

蛋白组成, 为非选择性阳离子通道, 他可被辣椒

素类似物(如辣椒素酯、树脂毒素)和伤害性热

刺激(>43℃)激活, 从而减轻膀胱逼尿肌的过激

疼痛, 促进脂代谢及介导细胞凋亡等[18,21-24]. CAP
对胃肠道神经及胃肠黏膜上皮VR1的刺激可能

对胃肠动力及胃酸分泌产生一定的生理及病理

作用.

2  CAP对胃动力的作用

目前国内CAP对胃动力的影响罕见报道, 仅有研

究认为一定剂量的CAP可能抑制胃动力. 叶美红 
et al [25]报道, 100 g/L和400 g/L的辣椒煎剂(1 mL/
鼠)可能通过CSANs抑制无水乙醇诱导的胃黏膜

损伤大鼠的胃运动, 并参与胃黏膜保护作用. 徐
晶华[26]认为, CAP对胃黏膜的保护作用可能与抑

制胃蠕动有关. 
国外关于CAP与胃动力的关系研究较多, 多

数报道显示小剂量的CAP可促进胃动力. Holzer-
Petsche et al [27]报道, 0.0015 mg/kg的CAP可诱导

大鼠的胃体收缩. Shibata et al [28]在狗的上消化

道和近端结肠安置应力传感器, 经消化道灌注

CAP 0.1 mg/kg、0.3 mg/kg和0.5 mg/kg, 结果显

示CAP ig 15 min内可引发胃窦、十二指肠、近

端空肠和结肠的收缩, 且随剂量的增大, 收缩效

应增强. Debreceni et al [29]采用13C标记的辛酸呼

气试验, 检测健康人0.4 mg的CAP一次po后的胃

排空时间, 结果显示胃排空时间从112±15 min
下降到99±14 min, 说明CAP能明显加快胃排空. 

据报道, 一定剂量的CAP可协调胃的容受

性舒张, 增加胃容量. Lee et al [30]用恒压器研究发

现CAP通过VR1通路调节人的感觉、运动功能, 
减弱胃头区的位相性收缩, 增加对胃扩张的敏

感性和顺应性. Holzer-Petsche et al [27]报道0.015 
mg/kg的CAP可诱导大鼠胃体的舒张. Lefebvre 
et al [31]研究发现0.003 mg/kg的CAP可诱导鼠胃

底的舒张, 增加胃容量. Sekiguchi et al [32]应用0.09 
mg/kg的CAP使CSANs“脱敏”后可显著抑制

蛋白酶激活受体-1和蛋白酶激活受体-2诱导的

鼠胃纵形平滑肌的收缩. 
研究显示, 大剂量的CAP对胃动力产生抑制
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作用. Takeuchi et al [33]运用置于大鼠胃部的微型

气囊连于压力传感器记录胃运动, 发现给大鼠

30 mg/kg的CAP ig能抑制乙醇/盐酸诱导的胃黏

膜损伤大鼠的胃运动, 在给药30 min后胃电波的

收缩幅度抑制70%. Shibata et al [34-35]对狗进行试

验, 经十二指肠以1 mL/min的速度持续10 min分
别灌注1 mg、2 mg、5 mg和10 mg等不同剂量

的CAP, 能够抑制胃自发的或胃动素诱导的消化

间期的移行性复合运动, 且随CAP剂量增大抑

制效应增强, 同时观察到经回肠灌注CAP 5-10 
mg, 亦能以剂量依赖的方式抑制餐后的胃肠收

缩和消化间期的胃运动. Evangelista[36]的实验显

示, 经sc或im CAP 100 mg/kg, 使CSANs“去神

经”, 醋酸诱导的胃溃疡大鼠的胃排空率在24 h
及1 wk后明显降低, 显著抑制了胃动力. Fukuda  
et al [37]研究发现, 使CSANs“去神经”剂量的

CAP能抑制生长激素释放肽促发的胃排空. 
另有报道称, 不同时间施用相同剂量的CAP

对胃动力可产生不同的的影响. Zittel et al [38]用

缝合于大鼠胃壁的应力传感器来记录胃动力

指数, 于肠梗阻手术前2 d和2 h分别ip小剂量的

CAP 0.03 mg/kg, 结果显示手术前2 d的CAP组术

后30-45 min的胃动力指数明显高于对照组, 而
手术前2 h的CAP组术后30-45 min的胃动力指数

较对照组下降, 胃动力降低了大约50%-60%.

3  CAP对胃动力的作用机制

CAP的药理作用特殊, 不同剂量和不同时期给药

可以产生四种不同的效应. 初次或小剂量的CAP
作用于CSANs末梢, 可使该神经纤维产生一时

性的兴奋, 释放某些神经递质, 向上级神经元传

递信号, 称为刺激兴奋. 当继续或反复使用CAP, 
可使兴奋的CSANs耗竭大量的神经递质而对刺

激无反应, 出现“脱敏”现象, 又称为CAP的感

觉阻滞作用. 大剂量的CAP在引起原初级刺激

兴奋作用后, 可引起神经递质的过量释放, 导致

CSANs受到严重损害, 失去其信息传入功能, 此
为CAP选择性神经毒性损害, 甚至不可逆性细

胞破坏, 亦称为CAP的化学“去神经”作用[39-40]. 
Mozsik et al [39]报道, 小剂量的CAP 0.005 mg/kg 
ig就能阻止幽门结扎鼠的胃黏膜损害, 而50-100 
mg/kg的大剂量CAP ig却引起胃黏膜损伤加剧. 
Brzozowski et al [41]报道, sc总量达125 mg/kg的
CAP达到“去神经”作用. Bobryshev et al [42]的

研究显示sc  100 mg/kg的大剂量CAP可使CSANs
“去神经”, 而反转保护效应不能减轻胃黏膜
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■研发前沿
胃肠动力疾病、
功能性胃肠病是
近年来消化领域
研究的热点 .  辣
椒素作用于胃肠
道的辣椒素受体
后引起神经递质
如P物质 ( S P )、
胆囊收缩素、神
经激肽A、降钙
素 基 因 相 关 肽
(CGRP)、血管活
性肠肽(VIP)等的
改变, 从而调节胃
肠动力.

■相关报道
大量研究显示, 辣
椒素具有镇痛、
止痒、抗炎和抗
氧化等药理作用, 
已经用于神经系
统疾病及皮肤病
的治疗, 但辣椒素
对胃动力的作用
机制不清, 国外报
道不一, 国内相关
研究较少.
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损伤. 关于CAP的确切剂量, 如产生刺激兴奋、

感觉阻滞及化学“去神经”作用的剂量范围尚

在进一步研究之中. 剂量、时程、使用途径与

效应的关系正是迫切需要解决的问题. 
CAP对胃动力的作用机制非常复杂, 至今

尚不完全清楚, 涉及到神经胃肠病学病理生理

机制的参与. 大量研究显示, 消化道内有很丰富

的CSANs及VR1分布[20,43-45]. Kechagias et al [20]用

免疫组化的方法研究显示人胃窦部活化的G细

胞上有VR1免疫活性的表达, 其黏膜固有层上靠

近血管的轴突样结构亦有VR1的表达; Patterson  
et al [43]用免疫组化的方法发现大约50%的迷走传

入神经支配的鼠胃肠道有VR1的表达. 其背根神

经节要比腹侧神经节上VR1的免疫活性高. Ward 
et al [44]亦用免疫组化的方法检测到人的胃黏膜

肌层有VR1的分布. Faussone et al [45]应用免疫组

化及西氏斑点法研究显示胃黏膜层、黏膜下层

以及壁细胞的神经末梢有VR1的分布, 并发现在

胃壁细胞浆线粒体上也有VR1分布. 
辣椒素激活胃肠道的VR1后钙离子通道开

放, 引起神经元及其纤维释放神经递质如P物质

(SP)、胆囊收缩素、神经激肽A、降钙素基因

相关肽(CGRP)、血管活性肠肽(VIP)和兴奋性

氨基酸(如天门冬氨酸)等, 从而调节胃肠动力[16]. 
Domotor et al [46]的研究显示, 慢性胃炎患者中的

胃黏膜中表达VR1, 可检测到CGRP、SP的表达. 
Kadowaki et al [11]用免疫组化的方法检测到鼠空

肠肌间神经丛的神经纤维上有VR1的表达, 其中

多数VR1表达CGRP, 极少数VR1表达SP. Holzer-
Petsche et al [27]研究认为, 0.0015 mg/kg的CAP诱
导的大鼠胃平滑肌收缩是通过刺激胃黏膜上的

VR1及CSANs途径介导SP释放而实现的. Shibata 
et al [28]报道, 阿托品可抑制小剂量的的CAP ig引
发的上胃肠道平滑肌的收缩, 推测胆碱能中间

神经元释放乙酰胆碱参与小剂量的CAP介导胃

体平滑肌的收缩. Lu et al的实验显示, 胰泌素及

低剂量的内毒素抑制的胃运动是通过CSANs通
路作用实现的[47-48]. Chua et al [49]发现, CAP敏感

迷走神经通路参与胆囊收缩素对胃近端和幽门

舒缩的影响而抑制胃排空. 
Sekiguchi et al [32]研究显示, 初次小剂量的

C A P可刺激C S A N s介导神经激肽A促进胃动

力, 使CSANs“脱敏”剂量的CAP通过CSANs
和蛋白酶激活受体相互作用耗竭大量的神经

激肽A从而抑制蛋白酶激活受体-1和蛋白酶激

活受体-2诱导的大鼠胃纵形平滑肌肌纤维的收

缩. Fukuda et al [37]研究发现, 小剂量的CAP通过

CSANs介导生长激素释放肽加速胃排空, 但是

使CSANs“去神经”剂量的CAP能阻断生长激

素释放肽促发的胃排空. 推断使CSANs“去神

经”剂量的CAP可引起生长激素释放肽的过量

释放, 导致CSANs受到神经毒性损害, 失去其信

息传入功能, 从而抑制胃排空. Dedov et al [50]研

究发现, 小剂量的CAP激活大鼠背根神经节细胞

膜上的VR1后, 主要是初期数秒内大量的Ca2+内

流和随后长时间(几十分钟)的Ca2+复位. 在这一

过程中线粒体对细胞内的Ca2+起缓冲作用, Ca2+  
的复位延迟和CAP使CSANs“脱敏”有关. 而
Sim et al [51]报道, 在无神经影响的状态下, 小剂量

的CAP通过阻断细胞内在的电压依从性钙通道

激发胃窦环形平滑肌细胞的舒张延长, 以剂量

依赖的方式阻止胃窦环形平滑肌细胞的自发收

缩(半数有效量为0.018 mg/kg). Shibata et al [34]发

现, 经十二指肠灌注小剂量的CAP能抑制狗胃自

发的或胃动素诱导的消化间期的移行性复合运

动, 推测小肠内灌注小剂量的CAP可能通过小肠

黏膜上的VR1参与抑制消化间期的胃肠运动. 一
定剂量范围的CAP可协调胃的容受性舒张, 而不

同时间施用相同剂量的CAP对胃动力可产生不

同的的影响, 其发生机制都未见报道. 
总之, CAP对胃动力的影响国内外研究结果

尚不统一. 多数研究认为小剂量的CAP可能促进

胃动力, 一定剂量范围的CAP可调节胃动力, 而
大剂量CAP对胃动力可能有抑制作用. 进一步探

索CAP与胃动力的量效关系、时效关系, 对开发

CAP的新用途和对功能性胃肠病、胃肠动力疾

病的治疗具有重要的意义.
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Abstract
The treatment of liver injury is very difficult, and 
the case fatality rate is high. A new approach to 
treatment is presented by stem cells and their 
characteristics of transversal differentiation. 
Recently, stem cell transplantation has been 
widely used for l iver injury. This art icle 
reviews the advances in the field of stem cell 
transplantation. 
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摘要
急慢性肝损伤病死率高, 其治疗始终是较为
棘手的问题. 干细胞及其“横向分化”特性
的发现为各种疾病的治疗提供了一种新的手
段. 近年来干细胞移植作为一种治疗肝脏损
伤的有效方法正得到日益广泛应用. 本文旨
在对干细胞移植治疗急慢性肝损伤的新进展
作一综述.
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0  引言

干细胞是指一类具有自我更新和分化能力的细

胞[1-2], 干细胞的增殖及定向分化具有广泛的应

用潜能. 大量研究[3-5]表明, 在肝损伤及肝细胞再

生过程中, 干细胞起着重要作用. 干细胞在特定

的环境下可分化成为肝脏干细胞及肝细胞, 从
而参与损伤肝脏的修复和重构. 特别是近年来

随着干细胞分离、培养、鉴定及增殖技术的发

展和成熟, 将多种来源的干细胞用作干细胞移

植的种子细胞已经引起广泛的关注. 目前, 干细

胞研究已在医学领域取得了令人瞩目的成就, 
也为各种原因导致的急慢性肝损伤的治疗提供

了新的思路. 

1  干细胞移植的理论基础

干细胞移植修复损伤肝脏的理论基础源于干细

胞的自身特性, 即肝脏干细胞的“多源性”和

“可塑性”, 是干细胞移植治疗急慢性肝损伤

的理论基础. 近年来, 成年个体多潜能祖细胞

(multipotent adult progenitor cells, MAPCs)的发

现[6]是干细胞研究领域令人鼓舞的发现之一. 肝
脏干细胞不仅可以来源于肝脏自身, 同时发现

非肝源性干细胞也可以分化成为肝脏干细胞, 
甚至分化成有功能的肝细胞. Schwartz et al [7]发

现, 离体的骨髓干细胞在体外可被诱导成肝脏

干细胞和肝细胞. 有学者[8]也证实, 接受骨髓移

植的患者和动物模型肝组织中可以发现带有

供体基因标记的肝细胞 .  大量的基础及临床

研究[6,9]均证实, 骨髓造血干细胞(hematopoietic 
stem cel ls, HSCs)及骨髓间充质干细胞(bone 
marrow stem cells, BMSCs)均可以分化成为肝细

胞. 细胞转化最重要的是功能转化, 细胞形态转

化及细胞表面标志或基因表达尚不足以证明干

®

■背景资料
急慢性肝损伤病
死率高, 其治疗始
终是一较为棘手
的问题. 干细胞及
其“横向分化”
特性的发现为各
种疾病的治疗提
供了一种新的手
段. 近年来干细胞
移植作为一种治
疗肝脏损伤的有
效方法正得到日
益广泛应用. 

■研发前沿
各种原因导致的
急慢性肝损伤中, 
如肝脏的基本构
架尚存, 利用干细
胞无限增殖的特
点及其可向肝细
胞和胆管细胞分
化的潜力, 干细胞
移植技术可望应
用于临床实践中
来救治患者. 
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细胞真正意义上的转化. 这就需要鉴定分化后

的干细胞有无合成白蛋白(albumin, ALB)、甲种

胎儿球蛋白(alphafetoprotein, AFP)等肝脏干细胞

的特异性标志物. 这一问题在许多文献中均有相

关报道[10-12], 认为干细胞不仅发生了形态上的分

化, 同时也证实有功能上的分化. 

2  干细胞移植治疗肝损伤的基础研究

2.1 移植干细胞不同来源 
2.1.1 骨髓间充质干细胞: 有研究 [13]将健康♀

Wistar大鼠随机分为正常组、对照组和实验组. 
对照组和实验组腹腔注射150 mL/kg的四氯化

碳石蜡油溶液建立肝硬化模型. 实验组经尾静

脉输入用BrdU(Bromodeoxyuridine)标记的健康

♂大鼠BMSCs, 分别在不同时间点检测♂性别

决定基因SRY、BrdU的表达及血清肝功能、

AFP等指标. 结果发现BMSCs可以植入肝脏汇

管区、肝细胞索, 植入细胞最早见于移植后约

7 d, 植入的BMSCs能够部分代替肝细胞的功能. 
与Chen et al [14]通过实验证实得到的结论相一致. 
国内王帅 et al [15]采集肝硬化患者骨髓应用Ficoll
分离液分离培养其骨髓间充质干细胞, 应用人

肝细胞生长因子对骨髓间充质干细胞进行定向

诱导分化, 通过细胞形态及其白蛋白和角蛋白

18的表达等指标确定骨髓间充质干细胞可以向

肝样细胞分化. 
2.1.2 血脐带血来源的间充质干细胞: 近年来发

现脐带血来源的间充质干细胞与骨髓来源的间

充分质干细胞有许多相类似的特性, 例如所含

干细胞的增殖与分化力强, 易在体外扩增, 移植

后较少发生排斥反应等优点, 从而越来越受到

重视. 许多研究[16-17]均证实, 可以通过各种不同

的方法在体外成功诱导脐血来源的MSC向肝细

胞转化. Kakinuma et al [18]将人的脐带血来源的

间充质干细胞体外培养后移植入大鼠, 在移植

后6 wk检测到人白蛋白的表达, 并观察到移植

细胞的存活. 国内张卫光 et al [19]将人胚胎脐带血

分离的MSCs植入肝硬化的大鼠体内, 发现移植

大鼠的体质量明显增加和肝纤维化的程度显著

减轻, 认为人胚胎脐带血分离的MSCs可能在肝

硬化大鼠体内分化成为具有肝细胞功能的细胞, 
进而改善外周血的血生化指标和肝脏的组织学

结构, 为今后的临床应用提供实验依据. 
2.1.3 造血干细胞: 近年来研究发现[9], 骨髓或脐

血来源的造血干细胞可以向肝系细胞转化, 进
一步研究[20]表明, CD34+造血干细胞亚群具有更

为良好的向肝系细胞定向分化的潜能, 有望成

为生物人工肝或干细胞移植新的供体细胞来源. 
造血干细胞的可塑性开辟了干细胞移植新方向. 
Lagasse et al [9]纯化正常小鼠的HSCs, 经静脉移

植给有代谢肝病(酪谷酸血症I型)的小鼠, 发现

能改善病鼠的肝功能并延长其寿命. Yang et al [21]

研究显示, 将肝细胞生长因子(hepatocyte growth 
factor, HGF)质粒通过尾静脉快速输入小鼠体内, 
在早期HGF水平有较大的提高, 与范烨 et al [22]的

研究结果相一致. 同时范烨 et al通过实验发现, 
H G F可以促进干细胞进一步向肝样细胞系的

转化. 
2.1.4 胚胎干细胞: 胚胎干细胞起源于腹侧前肠

内胚层, 并在中胚层与早期横膈信号控制下由

早期肝上皮发育而成[23], 特别是在小鼠的肝脏

发育过程中显得更为明显. Jones et al [24]将未分

化鼠胚胎干细胞置于无菌培养皿中培养, 5 d后
形成胚胎样小体(mbryonic stem, ES)后将EB接
种在经甘油处理的24孔板中, 细胞分化后, 在第

3天和第7天分别能检测到AFP和ALB, 说明此

时胚胎干细胞已向肝细胞分化. Teratani et al [25]

成功地将胚胎干细胞分化为肝细胞, 并且认为

这种肝细胞治疗小鼠肝硬化模型效果显著. Hu  
et al [2]发现ES能够经过诱导分化形成为有功能

的胆管内皮细胞, 认为ES将是肝组织工程中的

一种新的细胞来源. 
2.1.5 其他细胞: 因干细胞自身的特性的缘故, 
移植细胞的来源非常广泛, 除常用的胚胎干细

胞、外周血干细胞、骨髓间充质干细胞外唾

液腺上皮细胞 [26]、神经干细胞 [27]、胰腺上皮

细胞[28]也用于干细胞移植研究.
2.2 干细胞植入的不同移植途径 
2.2.1 肝动脉植入: 姚鹏 et al [29]在无菌条件下, 从
患者自身髂后上棘抽取骨髓30-50 mL, 分离纯化

骨髓干细胞, 在局部麻醉下行肝动脉插管, 将分

离的骨髓干细胞移植于肝脏. 结果发现自体骨

髓干细胞移植治疗后, 患者肝功能和凝血机制

明显改善, 生存率提高, 临床症状好转, 表明自

体骨髓干细胞移植对肝衰竭患者治疗有效、安

全, 不良反应少. 北京军区总院张强 et al [30]对经

肝动脉行自体骨髓干细胞移植进行了一系列探

索, 取得可喜成绩. 但这一技术的远期临床效果

还有待进一步研究. 
2.2.2 门静脉植入: 有学者[31]研究表明, 经脾穿刺

肝细胞移植后, 受体脾脏、肝脏、肺、脑、肾

脏均发现DiI标记细胞, 与王平 et al [32]将MSC经

■相关报道
Shu et al分离了小
鼠的骨髓间充质
干细胞, 通过诱导
发现骨髓间充质
干细胞可分化为
肝细胞 .  Lagasse  
et al将纯化的造血
干细胞移植重建
了Ⅰ型酪氨酸血
症模型大鼠肝脏
的生化功能, 使受
体鼠病情得到基
本改善. 
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门静脉注入大鼠的发现有差别. 即细胞主要分

布于受体肝脏, 在肝脏内分布呈现由门静脉小

分支逐渐向肝实质内移行的过程, 并与肝细胞

紧密结合呈索状排列. 在一定程度上提示经过

门静脉途径移植细胞可以起到良好的细胞选择

性分布的作用, 因为假如有大量的细胞通过肝

静脉回流, 那也一定首先在肺内发现. 王平 et al
认为, MSC在体内横向分化的过程中, 必须有肝

脏再生微环境的存在, 而经过介入的选择性血

管内细胞移植技术, 可以将MSC直接注入门静

脉, 最大限度地使MSC停留在肝脏, 为MSC在体

内诱导提供充分保障. 但门静脉植入可以导致

门静脉压力短暂而明显的升高, 重者导致严重

肝损伤和广泛肝坏死. 因此这种途径是否为最

好的移植途径亟待评估[33].
2.2.3 鼠尾静脉植入: 鼠尾静脉植入干细胞是目

前动物研究较为常用的干细胞植入方法, 具有

损伤小、操作简单、污染机率小等优点. 穆丽

雅 et al [34]以红色荧光染料PKH26标记从小鼠骨

髓中分离出的干细胞, 分别从小鼠的尾静脉和

门静脉注入同种异体的四氯化碳-2-乙酰氨基芴

(CCL4-AAF)造成肝损伤的小鼠体内, 移植2 wk
后分别取肝组织, 通过荧光显微镜观察两种移

植途径对小鼠骨髓干细胞向肝脏迁移的影响. 
结果发现骨髓干细胞向肝脏迁移的细胞数与移

植途径无关. 
2.2.4 肠系膜上静脉植: 文献报道[19], 经肠系膜上

静脉移植入MSC, 可明显改善四氯化碳诱导性

肝硬化大鼠的肝纤维化程度, 为肝硬化的治疗

提供实验依据. 此方法创伤大, 感染机率较高, 
对移植成功率的影响较大.

3  干细胞移植治疗肝损伤的临床研究

实验骨髓间充质干细胞在体内外均可转化为肝

细胞样细胞, 且在体内能够部分替代肝细胞的

功能. 国内姚鹏 et al [29]已经将骨髓干细胞移植

应用于临床. 他们用自体骨髓干细胞移植治疗

失代偿期肝硬化30例, 在X射线透视下, 经股脉

插管至肝固有动脉, 将分离好的骨髓干细胞注

入肝内, 移植后大多数患者临床症状有明显改

善, 多数患者血清学检测明显好转, 同时30例患

者中均没有发现严重不良反应及并发症. Strom 
et al [35]指出, 在肝功能不全时将干细胞移植到肝

脏或其他部位例如脾脏, 能够及时地起到支持

肝功能的作用. 同时他们还指出, 临床上已经应

用干细胞移植技术作为整体器官移植的桥梁或

替代治疗. 新近Kumar et al [36]对1例原发性淀粉

样变性病患者进行了肝移植, 手术后10-14 mo
复发, 并出现肝功能衰竭, 然后对该患者进行干

细胞移植, 患者临床症状很快消失而获得治愈. 
Sokal et al [37]报道1例患有Reum病的幼儿在接受

了干细胞移植后, 血液生化指标得到明显改善, 
提示干细胞移植为代谢性肝病的治疗提供了新

的方法. 

4  结论

干细胞移植在基础研究及动物实验方面取得了

许多理想的结果, 因此被认为是最具前景的细

胞源[38]. 但干细胞移植真正应用于临床还有一些

问题需要解决. 如移植细胞的剂量、移植细胞

的时间点的选择、如何提高干细胞的转化率、

体外培养体系的如何建立、移植后的远期效果

观察, 特别是移植后的干细胞是否会分化为肿

瘤细胞等方面, 均需要大样本的资料来回答.
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Abstract
Obestatin and ghrelin are two important 
brain–gut peptides that can combine with 
their receptors and exert important biological 
functions. Obestatin is a 76–98 amino acid 
polypeptide segment of proghrelin that binds 
to the orphan G-protein-coupled receptor 
GPR39, which can suppress food intake, inhibit 
jejunal contraction, and decrease body-weight 
gain. Ghrelin is a 24–51 amino acid peptide 
segment of proghrelin that binds to receptor 
GHS-R, which can enhance appetite and body 
weight, promote the release of GH, and affect 
cardiovascular and immune functions. Obestatin 
is regarded as on biological antagonist, or a Yin 
and Yang activated polypeptide of ghrelin. 

Key Words: Obestatin; Ghrelin; Brain-gut peptide; 
Receptor; Biological functions
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3324-3331

摘要
O b e s t a t i n与G h r e l i n是两种重要的脑肠肽
(brain-gut peptide, BGP), 与其受体结合后发挥
重要的生物学功能. Obestatin位于胃生长素前
体原的76-98片段, 可以结合孤儿G蛋白GPR39
受体, 抑制食物摄取、 空肠的蠕动和体质量
的增加. 而Ghrelin则位于胃生长素前体原的
24-51肽段, 可以结合蛋白受体GHS-R, 增加食
欲和体质量, 促进GH的释放, 影响心血管功能
和免疫机能等. Obestatin被认为是Ghrelin的生
物学拮抗剂或阴阳活性多肽.

关键词: Obestatin; Ghrelin; 脑肠肽; 受体; 生物学

功能
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0  引言

为了寻找研制新型药物的新途径, 斯坦福大学

的Zhang et al对人类基因数据库和其他机体组

织进行了详细研究. 在研究过程中, 他们将注意

力放在了那些数百万年的进化过程中保留下来

的在生物进化过程中发挥非常重要作用的基因

片段上. 结果在胃生长素前体(proghrelin)基因序

列的末端, 科学家们找到了一种新的蛋白质, 并
将其命名为肥胖抑制素(Obestatin), 其中“obe”
是拉丁文来源词“obedere”的缩写, 表示大量

摄食, 而“statin”则表示“抑制”. 接着Zhang  
et al成功从大鼠的胃组织中成功分离出这种能

够抑制饥饿感的激素. 除了人类之外, 在其他10
多种哺乳动物的组织中也发现了此激素. Zhang 
et al [1]的研究同时也证实Obestatin与已发现的胃

生长素Ghrelin之间存在密切的联系, 在维持机

体的代谢平衡中起重要的生物学作用. 本文主

®

■背景资料
Ghrelin是一种具
有多功能的肽, 国
内外目前已有大
量研究. Obestatin
是新近发现的可
调节食欲的多肽, 
被认为是Ghrelin
的对立面, 二者在
生物体内相互平
衡和协调, 发挥重
要生理功能.
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要就Obestatin与Grhelin结构与分布、受体的分

子结构、生理功能及二者的关系作一综述.

1  Obestatin与Ghrelin的结构与分布

1.1 Obestatin的结构与分布 研究证实Obestatin产
生于胃部, 位于胃生长素前体原的76-98多肽段, 
由23个氨基酸残基所组成[1]. 这个氨基酸区域在

种属间具有高度保守性, 表明他在不同种属间

有相关的生物功能. 从大鼠胃组织和血液中纯

化出这种分泌肽, 与所预测的肽段大小和氨基

酸序列相同. 与Ghrelin类似, 其翻译形成的前体

原在剪切后, 他的C末端需经过酰胺化修饰后才

能形成有活性的功能肽. 该激素可与孤儿G蛋白

受体GPR39结合. 
1.2 Ghrelin的结构与分布 Ghrelin的分子质量为

3370.9, 颗粒直径为90-150 nm, 是含有28个氨基

酸残基的多肽. Proghrelin N端的前23个氨基酸

残基具有分泌信号肽特征, 从第24位的甘氨酸

到第51位的28个氨基酸残基为Ghrelin序列, 基
因序列见图1. Ghrelin的C末端的P-R结构(脯氨

酸-精氨酸)为其识别部位. 对Ghrelin的组成和结

构分析表明, Ghrelin主要有两种分子存在形式, 
即第3位丝氨酸残基N端辛酰基化和去N端辛酰

基化. 第3位丝氨酸残基N端辛酰基化, 则具有生

物活性, 去N端辛酰基化后, 则失去生物活性[2]. 
Ghrelin主要由胃底分泌, 下丘脑、肠道、肾脏

和胎盘也有少量分泌[3].

2  Obestatin与Ghrelin受体的分子结构与基因表达

Obes ta t in受体GPR39与Ghre l in受体GHS-R 
(Growth hormone secretagogue receptor, GHS-R)
来源于同一家族. GPR39由452个氨基酸残基构

成, 具有7个跨膜域. GPR39是与G蛋白耦联的受

体, 定位于人2号染色体, 在空肠、回肠、十二

指肠、胃、肝脏及垂体中高度表达[4], 其表达部

位是调节能量平衡的主要器官[5]. 
Ghrelin受体GHS-R有Ia和Ib两种亚型, GHS

的促分泌效应主要是通过与Ia型GHS-R结合而

发挥的. GHS-R Ia含366个氨基酸残基, 有7个跨

膜域; 而GHS-R Ib仅含289个氨基酸残基, 有5个
跨膜域. Ghrelin的功能性受体GHS-R Ia mRNA
主要在垂体、下丘脑弓状核、腹内侧核、漏

斗核、睾丸组织、Leydig细胞和Sertoli细胞内

表达, 而在甲状腺、胰腺、脾脏、脂肪组织及

肾上腺表达水平很低; 而非功能性GHS-R Ib 
mRNA在组织器官中广泛表达. GHS-R在一些正

常组织中常缺乏表达, 但在肿瘤组织中却呈高

浓度表达. 比如在乳腺癌组织中有GHS-R表达, 
但在正常乳腺组织或乳腺纤维腺瘤中不表达[6].

3  Obestatin与Ghrelin的生理功能

3.1 Obestatin的生理功能 为了研究Obestatin所
发挥的生理作用, Zhang及其研究小组在实验室

人工合成了Obestatin激素, 并在体质量正常的

大鼠身上进行了实验, 每天三次采用酰胺化的

Obestatin腹腔内(1 µmol/kg体质量)或脑室内(8 
nmol/kg体质量)注射成年公鼠. 结果发现, 实验

鼠胃部的排空过程变慢, 食物在肠道中的运动

速度减缓, 鼠的进食量平均下降了一半, 体质量

在8 d内减轻了20%[1]. 可能是因为Obestatin抑制

了Ghrelin的活性, 使胃的排空和空肠的收缩受

到抑制, 促使传入迷走神经传入信号, 使中枢产

生过饱应答. 而未被酰胺化的Obestatin则没有这

种效果. Zhang et al的实验研究同时也证明, 注
射Obestatin的公鼠血浆内瘦素的水平没有受影

响, 说明Obestatin缺乏分解脂肪的功能, 也不能

确定Obestatin是否有降血脂的功能. Obestatin的
作用可能主要是调节胃肠的过饱和, 通过刺激

机体, 产生反胃或内脏的不适感来抑制食欲. 近
来在判断减肥药的药效时, 研究者强调, 应排除

Human    GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

Rat         GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR

Mouse     GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR

Chicken   GSSFLSPTYKNIQQQKDTRKPTARLHRR

Human    FNAPFDVGIKLSGVQYQQHSQAL-NH2

Rat         FNAPFDVGIKLSGAQYQQHGAL-NH2

Mouse     FNAPFDVGIKLSGAQYQQHGRAL-NH2

Chicken   FNVPFEIGVKITEREYQEYGQAL-NH2

Ghrelin Obestatin

Prepro-Ghrelin
1       24              51           76         98    117

A B

图  1  不同动物Obestatin和Ghrelin的氨基酸序列. A: Ghrelin氨基酸片段; B: Obestatin氨基酸片段.

■创新盘点
本 文 将 最 新 的
Obesta t in与Gh-
relin研究结果进
行比较综述 ,  对
了解Obestatin或
Ghrelin的研究有
指导作用.
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那些对实验对象的食欲产生非特异性抑制的因

素[7]. 尽管啮齿类动物和人的Obestatin的序列同

源性达到87%, GPR39的达到93%[8-9], 但是从啮

齿类动物实验得到的结果也不总与人的结果吻

合. Obestatin与人的肥胖症及其他疾病之间的联

系尚需进一步探讨. 
随着Obestatin的深入研究, 目前大多数研

究者的结论认为, 采用脑室、腹腔和静脉注射

不同浓度Obes ta t in并不影响鼠的摄食或体质

量变化[10-15]. Obestatin (300 mg/kg)与胆囊收缩

素(CCK)(1 mg/kg)一起腹腔注射大鼠不会改

变CCK引起的摄食量降低, 也不会影响摄食、

迷走神经活力和CCK引起的饱感信号[10]. 基于

Obestatin对摄食和体质量影响的不同实验结果, 
Lagaud et al [16]进行了更深入的探讨. 他们采用宽

量程的Obestatin对小鼠和大鼠进行了研究, 实验

结果显示Obestatin抑制摄食与剂量有关, 低剂量

和高剂量对摄食量都无影响, 这也是其他研究

者未发现Obestatin该作用效果的原因之一. 
其他研究者证实, Obestatin影响大鼠记忆和

学习, 有抗焦虑的作用, 但和Ghrelin一样可以提

高记忆力[17]. Obestatin可抑制渴感[18], 影响睡眠[19], 
促进人视网膜上皮细胞[20]和猪卵巢颗粒细胞增

殖, 并且有剂量依赖性[21]. 
根据本课题组最近研究发现, Obestatin对长

白仔猪原代培养肝细胞也有一定的促增殖作用, 
10 nmol Obestatin 能抑制IGF-I的分泌, 对Apo-B
也有一定下调作用. 
3.2 Ghrelin的生理功能 
3.2.1 对食欲和脂肪合成的影响: Ghrel in是一

种促进食欲和脂肪合成的强效激素[22-24]. 研究

表明, 禁食48 h后大鼠胃中Ghrelin mRNA的表

达增加, 血清Ghrelin浓度升高, 当给予食物后, 
Ghrelin浓度又恢复原来水平, 说明禁食可刺激

Ghrelin合成, 促进胃内分泌细胞分泌Ghrelin[25]. 
在白天或晚上给活动大鼠脑室注射Ghrelin, 均
发现Ghrelin具有强烈的促食欲的生理效应. 此
外, 给GH基因缺陷型大鼠脑室注射Ghrelin, 同
样促进大鼠采食, Ghrelin的促食欲效应不依赖

GH的信号转导途径[22]. Tschop et al [23]报道, 皮下

或脑室注射Ghrelin增加小鼠与大鼠的采食、减

少体脂利用并增加体质量. 对小鼠脑室和外周

注射Ghrelin后发现, Ghrelin可强烈刺激小鼠食

欲, 减少能量消耗, 增加体质量, 甚至改善由于

生长激素缺乏引起的食欲减退症状[26]. 给健康

人静脉注射Ghrelin, 可增加能量摄入量, 促进食

欲[27]. 大量实验表明, 高Ghrelin水平可以增加体

质量, 引起机体肥胖[23,27-29]. 禽类的研究结果却不

同, Furuse et al [30]给雏鸡脑室注射大鼠Ghrelin或
GH释放因子, 结果发现2 h内两者都强烈地抑制

雏鸡的采食. 对于预先禁食3 h的雏鸡, 脑室注射

Ghrelin仍可引起剂量依赖性的采食下降.
3.2.2 Ghrel in对胃肠道功能的影响: 研究证实

Ghrelin的结构与胃动素相类似, Ghrelin在外周

或中枢参与下对胃肠生理活动进行调节. 他能

通过下丘脑刺激食欲, 增加胃酸分泌[31], 提高胃

肠蠕动[32]. 
给大鼠静脉注射Ghrelin引起剂量依赖性的

胃酸分泌增多, 胃运动频率增快、幅度增大[33-34]. 
但该效应可被迷走神经切断或阿托品处理所阻

断, 但不被组胺受体阻断剂所阻断[34], 说明Ghre-
l in通过迷走神经调节机体胃功能[34]. 给麻醉大

鼠脑室注射Ghrelin, 同样刺激胃酸分泌, 该效应

也可被迷走神经切断或阿托品预处理所阻断[35]. 
然而, 以GHS和Ghrelin中枢处理清醒大鼠, 均能

抑制其胃酸的分泌[36]. 这两种完全相反的结果

可能与大鼠是否麻醉有关. 但这些结果都表明

Ghrelin通过迷走神经对胃酸的分泌发挥调节作

用. 外周Ghrelin被认为可以通过血脑屏障进入

脑部发挥作用, 然而, 给完全切断迷走神经的小

鼠腹腔注射Ghrelin, 并未引起采食增加[37]. 通过

手术或化学方法阻滞迷走神经传入纤维, 可消

除静脉注射Ghrelin引起的采食与激活NPY神经

元和GHRH神经元的效应[38]. 
3.2.3 对心血管功能的影响: Ghrelin对心血管系

统发挥多种生理功能, 包括对心力衰竭的保护. 
给健康人静脉注射Ghrelin, 显著降低平均动脉

血压, 增加心输出量, 并不影响心率[39], 且对患慢

性心衰患者也有同样的生理效应[40]. Ghrelin对心

血管系统的调节作用与他促生长激素分泌作用

无关. Ghrelin可影响血液动力学指标, 给人静脉

内注射Ghrelin, 血清生长激素浓度明显增加, 平
均动脉压明显下降, 心脏指数增加16%, 每搏输

出量增加22%[41]. 对结扎盲肠而引起休克的大鼠

进行研究也发现, 与未经处理的休克组大鼠相

比, 腿静脉注射10 nmol/kg剂量的Ghrelin可明显

改善休克大鼠的左心室功能, 增加心输出量与

平均动脉压、心脏指数和每搏输出量[42]. 
3.2.4 促进GH的分泌: 动物实验和临床研究都表

明, Ghrelin有可重复刺激GH释放的作用, 且大剂

■应用要点
Obesta t in和Gh-
relin的生理功能
及其关系的深入
研究有助于大家
了 解 机 体 对 生
长 轴 的 调 节 作
用 .  Obesta t in和
Ghrelin在某些疾
病中的变化对于
应用其进行诊断
和治疗疾病具有
临床价值.
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量给药无明显副作用, 并与其他激素的分泌有

密切关系. Nagaya et al [41]给人静脉注射Ghrelin
发现循环血中GH水平明显升高, Ghrel in具有

强烈的刺激GH释放的作用, 并且呈剂量依赖性

反应[31]. 对自由活动大鼠的研究发现, 不同剂量

Ghrelin(3、12、60 nmol/kg)可引起剂量依赖性

GH释放增加. 虽然3 nmol/kg Ghrelin与3 nmol/kg 
GHRH对GH 促分泌作用相似, 但12 nmol/kg 
Ghrelin远比同剂量的GHRH促GH分泌作用强[35]. 

迷走神经参与垂体释放GH的调节. 迷走神

经传入纤维将胃肠道和后脑的孤束核相连[42], 大
约90%的膈下迷走神经纤维是传入神经纤维, 一
些迷走传入纤维末梢存在于胃肠道黏膜和黏膜

下层中, 直接感受胃肠腔中的各种刺激. 通过化

学或手术的方法选择性地阻滞胃迷走神经, 将
减弱Ghrelin外周处理引起的GH释放效应, 表明

Ghrelin还可通过迷走神经生理性调节GH的释

放[20]. 
3.2.5 对免疫系统的影响: 已发现B细胞和T细胞

能够识别乳腺癌、肺癌、肾癌等肿瘤细胞表达

的肿瘤抗原, 进而介导免疫反应. 在健康人血液

B细胞、T细胞和中性粒细胞中发现有Ghrelin表
达[43]. Dixit et al [44]研究人员发现, 人类T细胞分

泌的Ghrelin通过抑制T细胞分泌细胞因子, 从而

调节由此引起的厌食症, 并进一步提出Ghrelin
可能通过同T细胞膜上的GHS-R结合来调节机

体免疫反应. 睾丸癌组织中淋巴细胞所表达的

Ghrelin有可能同肿瘤所致的厌食症和机体肿瘤

免疫有关. 在高浓度下, Ghrelin能抑制乳腺癌、

肺癌、甲状腺癌细胞株的增殖[45]. 
3.2.6 对甲状腺功能的影响: Caminos et al [46]的研

究观察到甲亢患者血清Ghrelin水平明显降低, 
而甲减患者血清Ghrelin水平明显升高. 有资料

据报道, 肥胖个体血Ghrelin水平低下[47], 厌食和

节食等负能量平衡状态时升高[48]. 但甲亢的消

瘦和负能量平衡却导致血清Ghrelin水平降低, 
甲减时能量消耗和摄食减少却显示血清Ghrelin
水平升高. 这些研究结果提示, 甲状腺功能异常

时血清Ghrelin水平的变化并非是体质量、体脂

量和能量代谢变化所致. 甲状腺激素可能对中

枢或外周Ghrelin的产生和分泌具有直接的调控

作用. 又因甲状腺功能减退伴血清Ghrelin水平

的显著增高, 而摄食明显减少, 提示Ghrelin的促

摄食作用需甲状腺激素的协同参与, 或甲状腺

激素水平低下机体产生Ghrelin抵抗, 导致血清

Ghrelin水平代偿性升高. 血清Ghrelin和胖素-A 
(orexin-A)不是甲亢和甲减患者摄食改变的直接

调节因子. 血清Ghrelin水平随甲状腺功能改变

而变化的机制尚需进一步研究[45]. 
3.2.7 Ghrelin对能量代谢的影响: Ghrelin通过

促进GH的释放, 增加胰岛素抵抗, 刺激糖原生

成, 从而调节机体血糖水平. 综合近年研究结论, 
Ghrelin对胰岛素分泌的影响效应并不一致. 有
报道指出, 给人静脉注射Ghrelin, 即使在血糖浓

度升高的情况下仍能抑制胰岛素的分泌[49], 在
其他实验动物上也有相似效应. 但也有研究发

现, Ghrelin可以促进胰岛素的分泌. Ghrelin在大

鼠胰岛α细胞中和胰高血糖素共存, 同时发现

Ghrelin能增加胰岛α细胞内Ca2+浓度, 刺激胰岛

素分泌[50]. 最近有报道表明, 缺乏重要的核转录

因子Nkx2.2或Pax4会导致小鼠胰岛β细胞发育

分化受阻, 并被Ghrelin细胞替代. 正常小鼠胰腺

也存在一小类细胞能产生Ghrelin, 称为胰岛ε细

胞, 揭示胰岛β细胞和ε细胞具有共同的前体细

胞. 该前体细胞在某些转录因子的调节下发生

不同的分化, 从而维持胰岛内胰岛素和Ghrelin
的平衡, 进而调节机体的葡萄糖代谢[51]. 

下丘脑是控制机体食欲与能量稳态的调节

中枢, 与胃肠道生理功能的调控密切相关, 并
在参与机体采食、GH释放和能量稳态方面发

挥重要作用[52]. 在啮齿类动物中, 机体主要通过

Ghrel in和Lept in分别传递外周饥饿和饱食信

号, 在下丘脑能量平衡中枢进行整合, 然后通

过各种途径对食欲进行调节, 从而维持机体的

能量稳态[29]. 研究发现, Ghrelin能减弱Leptin对
NPY/AgRP神经元的抑制效应, 促进促食欲神经

肽NPY和AgRP的表达和产生, 从而促进采食, 增
加体质量[53-54]. 因而, 通过激活NPY/Y1受体信号

转导通路, Ghrelin作为Leptin的天然拮抗剂发挥

调节食欲与能量稳态的生理作用[22,24,28,55].
3.2.8 其他: Ghrelin的mRNA可以在人的所有组

织中找到[56], Ghrelin还具有调节心脏、肾、胰

腺、脂肪组织和性腺功能的作用[57]. 研究发现, 
Ghrelin能抑制由HCG和cAMP介导的大白鼠体

外细胞睾酮分泌或直接影响LH的促睾酮分泌功

能[58]. Furuta et al [59]报道, 卵巢切除大鼠脑室内注

射Ghrelin可明显抑制黄体生成素(LH)的分泌. 
Ghre l in及其受体参与人和大白鼠睾丸组织促

性腺激素轴系统的调控, 因此Ghrelin可能还是

维持体内激素平衡的一个重要因子. 另据报道, 

■名词解释
脑肠肽(brain-gut 
peptide, BGP): 是
一类具有多种生
理功能的多肽, 在
生长轴的调节中
发挥至关重要的
作用.
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图  2  Obestatin与Ghrelin之间的关系[66].

胰岛细胞瘤、前列腺癌、甲状腺癌和胃肠道类

癌细胞中Ghrelin和GHSR水平升高, 提示Ghre-
l i n的内分泌机制在肿瘤发病中可能起作用 . 
Volante et al [60]报道, 在甲状腺癌细胞系中Ghrelin
抑制细胞生长, 其抑制作用呈量效相关. Shimizu  
et al [61]发现, 肺癌患者血浆中Ghrelin水平高于对

照组, 而化疗后患者的血浆中Ghrelin水平明显

升高. 
此外, Ghrelin还具有改善睡眠与记忆[62]、调

节内分泌[63-64]等生理功能. 

4  Obestatin与Ghrelin的阴阳关系

Zhang et al [1]研究报道, Obestatin是一种与Ghre-
lin有诸多相似之处的脑肠激素, 由胃部产生, 是
由激素前导物质Proghrelin的蛋白质衍生而来. 
Proghrelin翻译后还存在不同剪切方式, 经过翻

译后的不同片段剪切和不同类型的修饰产生不

同的物质. Ghrelin是该前体蛋白经乙酰化修饰

后形成, Obestatin则经该前体C末端酰胺化修饰

产生. Ghrelin能够刺激机体增加对食物的摄入, 
使体质量增加[27]; 而Obestatin可以抑制Ghrelin对
食欲增加和空肠收缩的刺激作用, 说明Obestatin
是Ghrelin的拮抗肽, 而将其称为“反Ghrelin”
激素[1]. Lagaud et al [16]的研究证实, 腹腔注射

Ghrelin 100 nmol/kg大鼠和小鼠皆显著增加摄

食量, Obestatin(100 nmol/kg)则抑制摄食. Ghre-
lin(100 nmol/kg)和Obestatin(100 nmol/kg)一同注

射时互相抵消彼此的作用, 与Zhang et al的结论

一致. Obestatin和Ghrelin两种调节肽在同物种中

睡眠的影响中也发挥了截然相反的作用[65]. 这些

结果都表明, Ghrelin和这个同源的肽段Obestatin
之间存在拮抗或阴阳关系. 但胃肠道里众多的

小分子肽激素是如何进入血液系统, 从而激活

中枢神经系统行使某些既定功能的. 图2采用了

“肠-脑反射轴”的概念回答了这个问题, 科学

分析了Obestatin与Ghrelin之间关系. 该模型是一

个由激素和神经信号通路组成的复杂网络, 神
经信号系统的作用是维持体内平衡和调节机体

行为过程. 

5  结论

Obestatin和Ghrelin的生理功能及其关系的深入

研究有助于我们了解机体对生长轴的调节作

用. Obestatin和Ghrelin在某些疾病中的变化对于

应用其进行诊断和治疗疾病具有重要意义. 专
家分析对能量稳态和体质量控制的微妙平衡中

Ghrelin和Obestatin作用, 也许是成功治疗肥胖症

的关键, 但Obestatin和Ghrelin的发现仍给研究者

留下许多尚未弄清的问题. Obestatin和Ghrelin作
为在人体内新发现的两种脑肠肽, 二者的拮抗

关系对体质量调节的研究有重要价值, 但其病

理生理意义目前尚不完全清楚. 因此, 关于这两

个基因的研究仍将继续和深入. 
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Abstract
The s tudy o f gene func t ions , inc luding 
activation and inactivation, has become a 
hotspot in molecular biology since entering 
the postgenomic phase. To achieve gene 
inactivation, there are four methods: gene knock 
out, antisense oligonuleotides, RNA interference 
and methylated oligonucleotides. Here, we 
emphasize the technology of methylated 
oligonucleotides via backgrounds, mechanism, 
method, current status and perspective. 

Key Words: Methylation; Methylated oligonule-
otides; Gene inactivation

Zhai RL, Wang GB, Cai KL. Application of methylated 
oligonucleotides: A new strategy for gene inactivation. 
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摘要
后基因组时代的分子生物学研究重点转向了
基因功能的研究. 基因功能研究中涉及到对过
度表达的基因进行抑制或者灭活. 本文简要回

顾和评价了基因敲除、反义寡核苷酸技术和
RNA干扰技术等常用的基因灭活工具, 着重
对有可能成为第四代基因灭活工具的甲基化
寡核苷酸技术, 从产生背景、作用机制、技术
路线、应用现状及前景等方面进行了详细的
论述, 以期引起注意和重视.

关键词: 甲基化; 甲基化寡核苷酸; 基因灭活

翟荣林, 王国斌, 蔡开琳. 一种新的基因灭活工具——甲基化寡

核苷酸技术.  世界华人消化杂志  2007;15(31):3332-3337
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0  引言

肿瘤和遗传性疾病往往涉及多个基因功能的改

变. 进入后基因组时代, 分子生物学研究的重点

转向了基因的功能以及与相关疾病的关系上.  
基因功能的研究包括两个方面: 表达激活和表

达灭活. 尤其是对肿瘤原癌基因和某些胚胎发

育过程中的关键基因来说, 通过抑制或灭活他

们的表达, 可以了解这些基因在肿瘤和遗传性

疾病发病过程中所扮演的角色. 灭活基因的方

法有很多, 本文简要回顾了基因功能研究中的

常见工具, 如基因敲除(gene knock out)、反义寡

核苷酸技术和RNA干扰技术, 着重对新近出现

的甲基化寡核苷酸技术, 从产生背景、作用机

制、技术路线、应用现状和存在的问题等方面

进行了详细的阐述.

1  基因灭活手段

基因功能研究中出现最早最成熟的技术就是基

因敲除. 他是根据同源重组的原理, 利用分子生

物学技术增强和减弱甚至灭活某特定靶基因表

达水平, 然后观察实验动物整体功能状态的变

化, 推测靶基因的功能[1]. 基因敲除技术可在整

体动物水平研究基因功能, 但是完全基因敲除

使小鼠所有细胞基因组上都存在基因的缺失或

突变, 有些重要的靶基因敲除或导入会严重影

响动物胚胎的发育, 导致胚胎早期死亡或严重

的发育缺陷, 使得突变无法传代, 不利于在小鼠

®

■背景资料
DNA甲基化与人
类胚胎发育和恶
性肿瘤有密切的
关系 ,  研究DNA
甲基化与肿瘤的
关系成为当前分
子生物学的热点
之一. 
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各个发育阶段进行该基因功能的分析. 条件基

因敲除技术(conditional gene knock out)的建立

为此难题找到了解决的办法. 1994年, Gu et al [2]

应用Cre/loxP重组酶系统实现了外源基因的时

间特异性表达, 在此基础上条件基因敲除技术

得以形成. 条件基因敲除技术是在基因敲除基

础上结合Cre/loxP系统而形成的, 他可以做到在

特定时间, 组织, 细胞中将靶基因敲除, 从而可

以真实的反映特定组织或细胞中靶基因被敲除

或修饰后的结果, 避免在发育早期所有细胞和

组织中完全敲除目的基因后可能产生的胚胎早

期死亡或严重的发育障碍[3-5]. 基因敲除的优点

是基因灭活效果确切可靠, 缺点是技术复杂, 费
时费力. 

反义寡核苷酸技术是指采用一类经人工合

成或构建的反义表达载体表达的寡核苷酸片

段, 长度多为15-30个核苷酸, 导入细胞或者个

体体内, 根据碱基互补原理, 通过与靶DNA或者

mRNA结合形成双链杂交体激活核酸酶H, 裂解

靶mRNA阻断蛋白质的翻译, 或者与DNA结合

成三链结构或与单链DNA结合成双链结构以阻

止靶基因的复制或转录, 以及与mRNA AP位点

结合干扰其剪接、加工和运输, 在mRNA水平

上发挥作用, 从而干扰其表达, 阻止其翻译成蛋

白质[6]. 具体的作用机制目前尚未完全清楚. 反
义寡核苷酸因为是针对特定的靶mRNA(DNA)
的序列设计合成, 因此具有极高的特异性, 并
且容易设计和体外大量合成. 另外反义寡核苷

酸不含病毒序列, 不会产生免疫反应, 也不会

整合入宿主染色体内, 这都为其作为药物应用

于临床提供了可能. 1998年, 第1个反义药物

Vitravene(Fomivirsen)被美国FDA批准通过, 用
以治疗由巨细胞病毒(cytomegalovirus)引起的艾

滋患者的视网膜炎[7]. 目前反义寡核苷酸技术在

动物体内外的应用已经非常普遍[8-9]. 今后要注

意的是, 如何对反义寡核苷酸进行更加有效的

化学修饰以提高其稳定性, 延长其半衰期, 增加

其作用时间和如何定点作用于特定部位, 使靶

组织最大效率地吸收反义核酸, 提高其作用效

果, 减轻毒副作用[10]. 
RNA干扰(RNA interference, RNAi)为第3

代抑制哺乳动物细胞基因表达的有效方法. 他
主要是指由外源或内源性的双链RNA(double 
s t r a n d R N A, d s R N A)导入细胞而引起的与

dsRNA同源的mRNA降解, 进而抑制相应的基

因表达. dsRNA前体进入细胞后, 由核酸酶Ⅲ

-Dicer处理为21-23个碱基的小干扰RNA(small 
interferencing RNA, siRNA). 这些小干扰RNA分

子能与解螺旋酶、核酸酶等结合形成RNA诱导

的沉默复合物(RNA inducing silencing complex,  
RISC), 并与靶基因的互补mRNA结合, 将mRNA
降解, 在转录后水平抑制靶基因的表达, 因而又

称为转录后基因沉默(post-transcriptional gene 
silencing, PTGS)[11-12]. RNA干扰出现的时间不

长, 从1998年的初次报道开始[13], 短短几年中, 
RNAi的研究取得了突飞猛进的发展[14-15], 并被

美国科学界评为2002年度最重要的科技成果之

一. 2006年Andrew Fire和Craig Mello也正是凭

借在RNA干扰领域所做出的杰出贡献而被授予

诺贝尔医学奖[16]. 目前正在进行的基因组siRNA 
文库的建立必将为从全基因组水平对高等动物

基因功能进行高通量RNAi研究打下坚实的基 
础[17]. 相对基因敲除, 反义寡核苷酸技术, RNA
干扰技术在操作上相对简单, 基因沉默灭活效

果可靠, 有望开发出新药应用于临床[18], 尤其是

在肝炎和艾滋病等顽固性病毒性疾病的治疗中

有可喜的应用前景[19-22]. 缺点是无法局限作用于

特定组织和细胞, 这有赖于载体靶向系统研究

的进展.

2  甲基化寡核苷酸技术

2.1 产生的背景 表观遗传学(epigenetics)是与遗

传学(genetics)相对应的概念. 遗传学是指基于

基因序列改变所致基因表达水平变化, 包括基

因突变、基因杂合丢失和微卫星不稳定性等; 
而表观遗传学则是指基于非基因序列改变所致

基因表达水平变化, 包括DNA甲基化、组蛋白

脱乙酰化和染色质构象变化等; 表观基因组学

(epigenomics)则是在基因组水平上对表观遗传

学改变的研究, 以抑癌基因为代表的CpG岛甲基

化所致基因转录失活已经成为肿瘤表观基因组

学研究的重点内容[23-25]. 所谓DNA甲基化是指在

DNA甲基化转移酶的作用下, 基因组5'端CpG二

核苷酸的胞嘧啶第5位碳原子上共价结合一个

甲基基团. 由于DNA甲基化与人类发育和肿瘤

疾病的密切关系, 特别是CpG岛甲基化所致抑癌

基因转录失活, DNA甲基化已经成为表观遗传

学和表观基因组学的重要研究内容, 研究DNA
甲基化与肿瘤的关系成为当前分子生物学的热

点之一.  目前的研究已经表明: 肿瘤细胞和组织

中存在异常的DNA甲基化状态, 表现为基因组

整体甲基化水平降低, 导致遗传不稳定性增加; 

■研发前沿
目前甲基化寡核
苷酸技术的应用
主要集中在体外
肿瘤细胞株的研
究上, 国内外相关
的文献报道不多, 
尚未引起研究者
的注意和重视. 
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组织特异性基因的启动子区域出现从头甲基化

从而导致基因被关闭; 原癌基因多为低甲基化

或不充分甲基化, 低甲基化使原癌基因活化, 导
致重新开放或异常表达, 形成突变热点, 增加染

色体的不稳定性; 抑癌基因多为过度甲基化, 过
度甲基化导致表达失活[26-27]. 这些因素综合起来

导致基因表达异常, 引起细胞恶变, 最终导致肿

瘤的发生[28-30]. 
2.2 作用机制 在哺乳动物中, 甲基化仅影响DNA
链上鸟嘌呤前的胞嘧啶(CpG). 通常细胞中CpG
二核苷酸的甲基化分布并不是均一的, 大约50%
的基因在启动子区域有CpG二核苷酸的富集现

象, 一般该区域的长度从0.5-2 kb不等. 该区域与

基因的转录有密切的关系, 通常处于非甲基化

状态. 处于非甲基化状态的启动子, 环绕的染色

质呈现为开放的构象, 允许转录因子和其他的

激活物靠近. 此外, 转录因子的占据也使其他的

转录抑制因子和染色质重塑蛋白等难以接近启

动子, 最终表现为启动基因表达[31-33]. 相反, CpG
岛高甲基化的启动子则呈现为关闭的构象, 不
但使转录因子无法靠近, 而且还有助于甲基胞

嘧啶结合蛋白﹑转录辅阻遏蛋白﹑DNA甲基

转移酶等对转录有抑制作用的蛋白结合于启动

子区, 启动子失去功能, 结果基因转录灭活而沉 
默[34-35]. 很多资料表明, 基因启动子异常高甲基

化可以导致其转录灭活[36-39]. Zhu et al [40]通过甲

基化寡核苷酸诱导ERβ基因启动子区和外显子

区CpG岛特异性甲基化发现, 在前列腺癌细胞

中, 是ERβ基因启动子区(而不是外显子区)CpG
岛的高甲基化导致了ERβ基因转录失活. 去甲基

化试剂作用前列腺癌细胞后, ERβ mRNA恢复 
表达. 

甲基化寡核苷酸技术是利用针对靶基因合

成的甲基化寡核苷酸片段(methylated oligonu-
cleotides, MON)与基因的其中一条链互补结合

形成半甲基化DNA. 半甲基化DNA表现为复制

叉样结构, 为DNA甲基化转移酶1(DNA methyl-
transferase-1, DNMT1)的优先底物, DNMT1使第

1链迅速甲基化. MON与结合点分离, 甲基化的

第一链与未甲基化的互补链退火形成第2个半

甲基化DNA底物, 同样表现为复制叉样结构, 为
DNMT1作用的优先底物. 结果两条链均发生甲

基化, 随后, 同样的道理, 甲基化扩布到邻近的

CpG二核苷酸中, 最后整个基因的靶位点(如启

动子)发生完全甲基化[41]. 如上所述, 基因启动子

甲基化可以导致其转录失活, 因此通过甲基化

寡核苷酸技术, 我们就可以对所要研究的目的

基因进行特异的灭活[42-43]. 此外, 尚有资料表明, 
CpG岛甲基化表型(CIMP)能够改变染色体的构

象, 产生微卫星不稳定性(MSI)现象, 引起靶基因

突变失活[44-49]. 这种有趣的现象使遗传学和表观

遗传学之间建立起了桥梁, 为研究两者之间的

联系提供了思路[50]. 基因CpG岛的这种甲基化修

饰具有可遗传性, 能够对发育、生理、环境、

病理等不同的信号作出反映, 使遗传信息的表

达按一定程序发生变化, 参与完成细胞的时空

调控和适应调控, 在胚胎发育障碍等先天性疾

病以及恶性肿瘤发病机制中起至关重要的作用. 
2.3 实施路线 甲基化寡核苷酸技术的实施路线

包括: (1)MON的设计与合成: MON是包含20余
个碱基的一小段寡核苷酸片段, 与目的基因启

动子区对应位置的碱基序列完全相同, 不同的

是MON片段中的5'端CpG二核苷酸中的胞嘧啶

环5位碳原子发生甲基化(m5CpG). 而GenBank
数据库中原始的目的基因启动子区的CpG二核

苷酸并未发生甲基化修饰(CpG). MON片段设

计时应注意至少包含3个CpG二核苷酸, 理论上

MON片段中所含的m5CpG越多越好, 这样才能

达到更好的甲基化诱导效果. 为了防止在细胞

中被酶降解, 寡核苷酸片段还需进行硫代磷酸

化等修饰, 此外还可以标记荧光来示踪, 同时还

需要设计非甲基化寡核苷酸片段(unmethylated 
oligonucleotides, UMON)作为对照. UMON碱

基序列与MON完全相同, 不过没有进行CpG二

核苷酸甲基化修饰. MON的合成与引物合成一

样, 可由DNA自动合成仪来完成, 价格比较低

廉. (2)MON的作用: 针对体外细胞的应用, 通常

采用的是脂质体介导的基因转染, 体内实验的

资料目前不多. 目前把MON导入体内外的基因

转染方法主要有两大类: 一类为病毒介导法, 即
利用去掉了致病基因的病毒序列作为载体, 将
外源靶基因导入靶细胞内, 常用的有逆转录病

毒、疱疹和腺病毒等改建的病毒载体; 另一类

为非病毒介导法 ,  包括物理法(显微注射、气

溶胶、基因枪和缝线等)、化学法(磷酸钙沉淀

法、脂质体法和葡聚糖法等)和生物学法(细胞

融合法和受体法等). (3)效果评价: 提取基因组

DNA和总RNA以及蛋白质, 采用甲基化特异性

PCR(MSP)、亚硫酸氢盐测序(BSP)、RT-PCR、
Western blot等手段进行相关的分析. 其中, MSP
法可以了解是否发生了特异性的甲基化诱导, 
BSP可以对那些发生了甲基化的CpG进行精确

■创新盘点
本文简要回顾了
基因敲除等常规
基因灭活手段, 着
重介绍了新近出
现的尚未引起重
视的甲基化寡核
苷酸技术, 并指出
其不可被替代的
独特之处. 
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定位[51-53]. RT-PCR、Western blot则可以从不

同分子水平判断基因灭活的效果及其他相关

分析. 
2.4 应用现状和前景 特别要指出的是, 我们所说

的“甲基化寡核苷酸”和国内外某些同行已经

报道的“甲基化寡核苷酸”名称虽一样, 但却

有着本质的区别[54-56]. 这些研究者报道的甲基化

寡核苷酸本质上是一种修饰的反义RNA片段, 
所说的甲基是指用甲基取代核苷酸间的磷酸酯

上的氧原子, 目的是为了保持在细胞内稳定性, 
不被核酸酶降解. 而我们所说的甲基化寡核苷

酸中的甲基, 是指在寡核苷酸的5'端CpG二核苷

酸的胞嘧啶第5位碳原子上共价结合一个甲基

基团, 目的是为了特异性地诱导同源靶基因启

动子甲基化致转录沉默[57-59]. 两者的甲基锚着位

点和作用原理是不同的. 
目前甲基化寡核苷酸技术的应用多集中在

肿瘤细胞系[60-61], 这实际上就是把他作为一种

基因沉默的工具应用到过度表达的肿瘤相关基

因的研究中, 借此观察这些靶基因的功能. 甲基

化寡核苷酸技术在此所起的作用可以用前述的

其他基因沉默工具代替. 然而, 甲基化寡核苷酸

技术尚具有基因敲除等技术所不能代替的优

点.  例如, 针对肿瘤细胞中抑癌基因启动子发生

甲基化而失活, 我们就可以将正常的组织细胞

或动物模型作为研究对象, 采用甲基化寡核苷

酸技术来诱导其发生甲基化而失活, 模拟肿瘤

细胞和组织中该基因的甲基化行为, 从而生动

地再现肿瘤细胞和组织中抑癌基因甲基化灭活

的过程, 达到相关研究的目的. 这主要是基于甲

基化寡核苷酸技术的作用机制和肿瘤细胞中的

抑癌基因的基因型. 实际上肿瘤相关基因启动

子高甲基化导致转录沉默, 甚至发生MSI突变方

面的文献数不胜数[44-49]. 因此, 甲基化寡核苷酸

技术的应用大有前景, 而这正是其他基因沉默

工具所不能比拟的. 目前甲基化寡核苷酸技术

应用于体内实验的资料不多, 毒副作用的研究

很少, 和反义寡核苷酸技术以及干扰RNA技术

等其他基因治疗手段存在的问题一样. 如何高

效、靶向、安全地把这种神奇的甲基化寡核苷

酸片段应用到个体体内是目前存在的问题之一, 
这有赖于靶向载体研究的进展. 

3  结论

人类表观基因组协会于2003/01正式宣布开

始投资和实施人类表观基因组计划(H u m a n 

Epigenome Project, HEP)[62]. HEP的提出和实施,  
标志着与人类发育和肿瘤疾病密切相关的表观

遗传学和表观基因组研究又跨上了一个新的台

阶[63-64]. HEP不仅可进一步完善人类基因组注释,  
而且对于进一步了解人类发育机制本质, 探寻

与人类发育和肿瘤疾病相关的表观遗传学机制

具有重要而深远的意义, HEP最终目标就是要确

认这些DNA甲基化位点在人类基因组的分布与

频率[65-66]. 利用甲基化寡核苷酸技术, 我们可以

有效地灭活特定的靶基因, 便捷地在细胞和动

物体内生动地再现抑癌基因甲基化导致转录失

活的过程. 因此, 甲基化寡核苷酸技术的出现不

仅为基因功能研究提供了一个有力的工具, 而
且为表观遗传学和表观基因组学的研究提供了

一个非常良好的平台. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of S100A4 
and matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) in 
esophageal squamous cell carcinoma and 
adjacent normal mucosa, and their correlation 
with clinicopathological features. 

METHODS: SP immunohistochemistry was used 
to detect the expression of S100A4 and MMP2 
proteins in 100 cases of esophageal squamous 
cell carcinoma and adjacent normal mucosa.

RESULTS: The positive rates of S100A4 and 
MMP2 protein expression were 52.00% and 
67.00%, respectively, in esophageal squamous 

cell carcinoma, while only 26.00% and 31.00% 
in normal mucosa. The positive rates of S100A4 
and MMP2 protein expression in esophageal 
squamous cell carcinoma were significantly 
higher than those in normal mucosa (P < 0.01). 
The expression of S100A4 and MMP2 protein 
was significantly associated with differentia-
tion, depth of tumor invasion and lymph node 
metastasis (P < 0.05). A positive correlation was 
observed between S100A4 and MMP2 protein in 
esophageal squamous cell carcinoma. 

CONCLUSION: The overexpression of S100A4 
protein may produce a marked effect in the gen-
esis, development and progression of esophageal 
squamous cell carcinoma through regulation of 
MMP2 protein overexpression. S100A4 may be a 
potential marker for evaluating the prognosis of 
esophageal carcinoma.

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
S100A4; Matrix metalloproteinase 2; immunohisto-
chemistry

Zheng XZ, Li SS, Xuan XY, LI N, Wang F. Expression 
of S100A4 and matrix metalloproteinase-2 and their 
correlations with clinicopathological features in 
esophageal squamous cell carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(31): 3338-3342

摘要
目的: 探讨食管鳞癌组织和癌旁正常黏膜组
织中S100A4和MMP2的表达及其与食管鳞癌
临床病理因素之间的关系. 

方法: 应用SP免疫组织化学技术检测100例
食管鳞癌及其癌旁正常黏膜组织中S100A4和
MMP2蛋白的表达. 

结果: 食管鳞癌组织中S100A4和MMP2蛋白
阳性率分别为52.00%和67.00%, 明显高于癌
旁正常黏膜组织26.00%和31.00%(P <0.01). 二
者在食管鳞癌中的表达呈正相关, 且与癌组织
的分化程度、浸润深度、淋巴结转移密切相
关(P <0.05).

®

■背景资料
食管癌是目前世
界范围内死亡率
很高的恶性肿瘤
之一. 中国尤以河
南更为常见. 经过
几代人的努力, 对
食管癌的病因及
发病机制有了一
些认识, 但到目前
为止食管癌的发
生机制并没有从
根本上阐明. 食管
癌仍然严重威胁
人们的生命健康. 
因此探讨食管癌
的发生及演进机
制, 对于降低其发
生率及寻找新的
防治途径都非常
重要. 
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结论: S100A4可能通过对MMP-2蛋白的调控
在食管鳞癌的发生、发展及食管鳞癌的早期

侵袭转移中起关键作用, 有望成为评估食管癌
预后的一个新的标志物.

关键词: 食管鳞癌; S100A4蛋白; 基质金属蛋白酶2; 
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0  引言

食管癌(esophageal cancer, EC)是世界上最常

见的恶性肿瘤之一, 并因侵袭与转移使临床进

展迅速而且预后很差. 因此找到食管癌早期发

生侵袭与转移的主要调控因素, 将直接影响食

管癌的治疗与预后. S100A4蛋白是最近通过

cDNA文库基因表达系列分析(serial analysis of 
gene expression, SAGE)筛选出的与多种恶性肿

瘤生长密切相关的分子, 在恶性肿瘤的侵袭与

转移中起到不可替代的作用[1]. 恶性肿瘤的侵

袭与转移包括血管增生、细胞黏附、侵袭和

细胞扩增等一系列步骤. 其中基质金属蛋白酶

2(matrixmetallo proteinases 2, MMP-2)通过降解

基底膜和包绕肿瘤的基质, 突破基质屏障及促

进新生血管生成在肿瘤的侵袭与转移中起重要

作用. 本文用免疫组化SP法检测了100例食管鳞

癌组织中和癌旁正常黏膜组织中S100A4蛋白的

表达, 探讨其在食管癌发生、发展中的作用; 统
计分析S100A4蛋白与MMP-2蛋白表达的相关

性, 探讨其在食管鳞癌侵袭转移中的作用, 可望

进一步揭示食管癌早期侵袭与转移的分子生物

学机制, 为防治食管癌, 改善预后提供新的思路

和理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 郑州大学第一附属医院2001-2004年手

术切除100例食管癌标本, 男58例, 女42例, 年龄

37-79(57.8±6.2)岁. 按组织分化程度: 高分化25
例, 中分化64例, 低分化11例. 其中淋巴结转移23
例, 无淋巴结转移77例, 侵及浅层(黏膜下层或浅

肌层)36例, 侵及深层(深肌层或外膜)64例. 兔抗

人S100A4(AP-9003)多克隆抗体为美国Neomar-
Ker公司产品, 兔抗人MMP-2多克隆抗体和免疫

组化SP试剂盒购自北京中杉生物公司. 

1.2 方法 免疫组织化学染色采用链酶卵白素-生
物素过氧化物酶法(streptavidin peroxidse, SP). 
S100A4和MMP-2抗体稀释倍数分别为1∶400
和1∶600, DAB显色, 苏木素复染, 染色步骤严

格按说明书进行. 实验中同时作阳性对照及阴

性对照, 扁桃体组织切片作阳性对照, 用PBS代
替一抗作阴性对照. 细胞质或细胞核中呈现棕

黄色染色颗粒为阳性细胞, 计数10个高倍视野

中阳性细胞的百分比计算阳性率. S100A4: 阳
性细胞数<2%为阴性(-), 阳性细胞数≥2%为(+); 
MMP-2: 阳性细胞数≤30%为阴性(-), 阳性细胞

数>30%为(+).
统计学处理 利用SPSS13.0软件, 率的比较

采用χ2检验, 相关分析采用kendall相关分析法, 
检验标准取α = 0.05.

2  结果

2.1 S100A4蛋白的表达 S100A4在正常食管黏

膜细胞的胞质表达弱, 可见胞核着色; 在食管鳞

癌细胞中有中等强度的胞质着色, 偶见胞核着

色, 间质中可见大量血管平滑肌细胞、内皮细

胞着色; 间质淋巴细胞、纤维细胞的胞质着色

较强(图1A-B). 在食管鳞癌组织中的阳性率为

52.0%, 明显高于食管正常黏膜组织中的表达率

26.0%(P <0.01). 在不同分化程度的食管鳞癌组

织中, S100A4蛋白表达率有显著差异. 高、中、

低分化鳞癌中的阳性率分别为36.0%, 51.6%和

90.9%. 随癌细胞浸润深度增加S100A4蛋白阳

性率增高. 浸润至深层(深肌层和外膜)的食管

鳞癌组织中S100A4蛋白阳性表达率为59.4%, 
明显高于浸润至浅层(黏膜和浅肌层)的阳性率

38.9%(P <0.05). 有淋巴结转移组中S100A4蛋
白的阳性表达率(69.5%)高于无淋巴结转移组

(40.0%), 差异具有统计学意义(P <0.05)(表1).
2.2 MMP-2蛋白的表达 MMP-2阳性表达定位

于胞质(图1C-D). 在食管鳞癌组织中的阳性率

67.0%, 明显高于食管正常黏膜组织中的表达率

31.0%(P <0.01). MMP-2蛋白阳性表达率和癌组

织的分化程度、浸润深度及有无淋巴结转移密

切相关(P <0.05), 和患者的年龄、性别无关(表1).
2.3 S100A4蛋白和MMP-2蛋白表达的相关性 食
管鳞癌组织中S100A4蛋白的表达和MMP-2蛋白

的表达呈明显正相关(P <0.01, 表2).

3  讨论

S100A4蛋白是由101个氨基酸组成的多肽, 分子

■研发前沿
侵袭与转移是恶
性肿瘤最主要生
物学特性之一, 是
导致各种治疗失
败 ,  提示预后不
良 ,  致患者死亡
的最主要因素 . 
大量文献证实 , 
S100A4蛋白在多
种恶性肿瘤中高
表达 ,  且同时存
在于肿瘤细胞和
细胞间质 ,  与肿
瘤的生长、侵袭
与转移密切相关. 
S100A4蛋白促肿
瘤形成的机制、
调控肿瘤侵袭与
转移的途径与方
式是目前研究的
热点.
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量约为11.5 kDa, 属于钙结合蛋白家族成员. 很
多研究表明其与多种肿瘤的发生、发展及侵袭

转移有关[2-3]. 本研究结果显示, S100A4蛋白在食

管正常黏膜组织中的表达明显低于其在食管鳞

癌组织中的表达, 且阳性细胞多集中在基底细

胞层; 在食管鳞癌组织中尤其较强表达于纤维

细胞、间质淋巴细胞的胞质. 间质中可见大量血

管平滑肌细胞、内皮细胞着色, 说明S100A4蛋
白不仅存在于肿瘤细胞内, 还同时存在于肿瘤细

胞外. S100A4通过发挥细胞内和细胞外作用, 影
响肿瘤细胞的黏附、酶解、运动、增殖与凋亡

和血管生成而促进肿瘤细胞的浸润和转移[4-5]. 

表  1  食管癌组织中S100A4蛋白和MMP-2蛋白的表达与临床病理学特征的关系

     
临床病理特征	 n

	                         S100A4	                                      MMP-2

			    -            +         阳性率(％)         χ2 	  -            +         阳性率(％)         χ2

正常黏膜	              100	 74         26           26.0         14.208b	 69         31           31.0         25.930b

鳞癌	              100	 48         52           52.0		  33         67           67.0	

性别									       

    男	                58	 30         28           48.3           0.767 	 21         37           63.8         0.642

    女	                42	 18         24           57.1		  12         30           71.4	

年龄									       

    ≥60	                53	 23         30           56.6           0.958	 14         39           73.6         3.054

    ＜60	                47	 25         22           46.8		  19         28           59.6	

分化程度									       

    高	                25	 16           9           36.0		  13         12           48.0	

    中	                64	 31         33           51.6           6.440a	 19         45           70.3         7.330a

    低	                11 	   2           9           90.9		    1         10           90.9	

浸润深度									       

    浅层	                36	 22         14           38.9           3.874a	 19         17           47.2         9.952a

    深层	                64	 26         38           59.4		  14         50           78.1	

淋巴结转移									       

    有	                23	   5         18           69.5           8.253a	   3         20           87.0         5.380a

    无	                77	 43         34           40.0               	 30         47           61.0	

aP<0.05, bP<0.01.

图  1  S100A4和MMP-2免疫组化染
色. A: S100A4食管黏膜(SP法×200); 
B: S100A4食管鳞癌(SP法×400); C: 

MMP-2食管黏膜(SP法×200); D: 

MMP-2食管鳞癌(SP法×400).

A

C

B

D

■相关报道
Ninomiya et al对
52例食管癌患者
进行研究 ,  证实
S 1 0 0 A 4蛋白在
食 管 癌 组 织 中
表 达 高 于 正 常
黏膜 ,  且提示预
后不良 .  Makiko 
Mor iyama-Ki ta  
et al对41例口腔鳞
癌患者进行研究, 
证实S100A4蛋白
是促进肿瘤侵袭
与转移的重要因
子.



www.wjgnet.com

郑献召, 等. 食管鳞癌组织中S100A4和MMP2蛋白表达与临床病理学特征的关系                                                          3341

目前已发现S100A4在乳腺癌、结直肠肿

瘤、胃肿瘤、肺癌、膀胱癌、前列腺癌、胆

囊癌、卵巢癌、胰腺癌、骨肉瘤等肿瘤中高

表达[6-15]. S100A4与细胞分化及肿瘤的发生、发

展及预后密切相关[2,16]. S100A4影响细胞周期, 
进而使细胞恶性变. Lee et al [17]研究了92例早期

乳腺癌患者, 并进行了14年的跟踪随访, 也发现

S100A4蛋白阳性的患者发生远期转移率明显升

高, 且10年生存率显著降低, 说明S100A4阳性的

肿瘤患者预后较差. 本研究结果表明, 在食管鳞

癌组织中, 随着癌分化程度的降低, S100A4蛋
白的表达显著增强, 表明S100A4的表达与食管

癌的恶性程度有关. 随癌细胞侵袭能力的增强, 
S100A4蛋白阳性率增高. 浸润至深层(深肌层和

外膜)的食管鳞癌组织中S100A4蛋白阳性表达

率明显高于浸润至浅层(黏膜和浅肌层)的食管

鳞癌组织, 伴有淋巴结转移的食管鳞癌组织中

S100A4的表达显著增高, 提示S100A4可能与食

管癌的高侵袭力和高转移力有关. 
肿瘤发生侵袭转移时, 基底膜是主要的天

然屏障, MMPs及TIMPs在细胞外基质(ECM)的
动态平衡中起重要作用. 癌细胞与基底膜黏附

后, 释放或激活蛋白水解酶降解基底膜和细胞

外基质然后定向运动穿过缺损的空间. MMPs为
一组锌离子依赖性内肽酶, 几乎能降解ECM的

所有成分, 在肿瘤侵袭转移中具有重要意义[18]. 
MMPs家族中的明胶酶是唯一能降解ECM和基

底膜(basement men, BM)中Ⅳ胶原三螺旋结构的

酶, 可分为MMP-2和MMP-9两个亚型. MMP-2
作为降解基底膜和细胞外基质主要结构的关键

酶, 对恶性肿瘤的发展及间质血管生成起重要

作用. 本研究结果证实了在食管鳞癌组织中存

在MMP-2蛋白的过表达, 其阳性率和癌组织的

分化程度、浸润深度及伴有淋巴结转移密切相

关. 不同年龄组及性别的阳性率无明显差异. 
有文献报道 [ 1 3 ] ,  S 1 0 0 A 4可以通过改变

T I M P-2与黏附于细胞膜上的膜型基质金属

蛋白酶-1(mem-berane-type matr ix metal lo-

proteinase-1, MT1-MMP)的结合来诱导MMP-2
酶原的激活. 还有资料显示, S100A4可通过激活

NF-κB通路诱导MMP-2的合成[19], 说明S100A4
可直接调节M M P-2的合成. 本实验结果证实

S100A4和MMP-2两种蛋白呈正相关. 由此可见, 
S100A4可能通过对MMP-2蛋白的调控在食管鳞

癌的发生、发展及食管鳞癌的早期侵袭转移中

起关键作用. 将其作为判断食管癌恶性程度及

预后的一种生物学指标, 有可能成为食管鳞癌

及其他肿瘤治疗的新靶点.

4      参考文献
1	 Taylor S, Herrington S, Prime W, Rudland PS, 

Barraclough R. S100A4 (p9Ka) protein in colon 
carcinoma and liver metastases: association with 
carcinoma cells and T-lymphocytes. Br J Cancer 
2002; 86: 409-416

2	 Sherbet GV, Lakshmi MS. S100A4 (MTS1) calcium 
binding protein in cancer growth, invasion and 
metastasis. Anticancer Res 1998; 18: 2415-2421 

3	 Takenaga K, Nakamura Y, Sakiyama S. Expression 
of antisense RNA to S100A4 gene encoding an 
S100-related calcium-binding protein suppresses 
metastatic potential of high-metastatic Lewis lung 
carcinoma cells. Oncogene 1997; 14: 331-337

4	 Schmidt-Hansen B, Ornas D, Grigorian M, 
Klingelhofer J , Tulchinsky E, Lukanidin E, 
Ambartsumian N. Extracellular S100A4(mts1) 
s t i m u l a t e s  i n v a s i v e  g r o w t h  o f  m o u s e 
endothelial cells and modulates MMP-13 matrix 
metalloproteinase activity. Oncogene 2004; 23: 
5487-5495  

5	 Semov A, Moreno MJ, Onichtchenko A, Abulrob 
A, Ball M, Ekiel I, Pietrzynski G, Stanimirovic D, 
Alakhov V. Metastasis-associated protein S100A4 
induces angiogenesis through interaction with 
Annexin II and accelerated plasmin formation. J 
Biol Chem 2005; 280: 20833-20841

6	 Cabezon T, Celis JE, Skibshoj I, Klingelhofer J, 
Grigorian M, Gromov P, Rank F, Myklebust JH, 
Maelandsmo GM, Lukanidin E, Ambartsumian 
N. Expression of S100A4 by a variety of cell types 
present in the tumor microenvironment of human 
breast cancer. Int J Cancer 2007; 121: 1433-1444

7	 Cho YG, Kim SW, Nam SW, Yoon SH, Lee SH, Yoo 
NJ, Lee JY, Park WS. Overexpression of S100A4 is 
closely associated with progression of colorectal 
cancer. World J Gastroenterol 2005; 11: 4852-4856

8	 Chen XL, Zhang WG, Chen XY, Sun ZM, Liu 
SH. Correlations of S100A4 protein expression 
to invasion and metastasis of non-small cell lung 
cancer. Ai Zheng 2006; 25: 1134-1137

9	 Agerbaek M, Alsner J, Marcussen N, Lundbeck F, 
Von der Maase H. Focal S100A4 protein expression 
is an independent predictor of development of 
metastatic disease in cystectomized bladder cancer 
patients. Eur Urol 2006; 50: 777-785

10	 Gupta S, Hussain T, MacLennan GT, Fu P, Patel 
J, Mukhtar H. Differential expression of S100A2 
and S100A4 during progression of human prostate 
adenocarcinoma. J Clin Oncol 2003; 21: 106-112

11	 Kikuchi N, Horiuchi A, Osada R, Imai T, Wang C, 
Chen X, Konishi I. Nuclear expression of S100A4 

■应用要点
本 文 研 究 结 果
表明 ,  S100A4及
MMP-2蛋白的表
达与食管癌的恶
性程度、高侵袭
力和高转移力有
关 ,  且两种蛋白
呈明显正相关 . 
S100A4可能通过
对MMP-2蛋白的
调控在食管鳞癌
的发生、发展及
食管鳞癌的早期
侵袭转移中起关
键作用. 联合监测
两种蛋白的表达, 
对判断食管癌恶
性程度及预后更
有意义, 为防治食
管癌, 改善预后提
供新的思路和理
论依据, 有望成为
食管鳞癌及其他
肿瘤治疗的新靶
点.

表  2  S100A4蛋白和MMP-2在食管鳞癌组织中表达

     
S100A4 
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-                   26            22           48

合计              67             33         100         0.262    0.009
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■同行评价
本文内容新颖, 书
写流畅 ,  分析有
据, 具有一定的临
床意义.
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第二届科技信息资源共享促进国际研讨会在京召开

本刊讯 第二届科技信息资源共享促进国际研讨会于2007-10-30在北京中苑宾馆召开, World Journal of 
Gastroenterology (WJG )应邀参加了此次研讨会. 

本届研讨会是由中国科学技术信息研究所与万方数据共同主办的, 继2006年“首届科技信息资源共享促

进国际研讨会”成功举办后的又一次以Digital Object Identifier(数字对象唯一标识符, 以下简称“DOI”)为主

题展开的国际研讨会. 会议上由DOI国际基金会主任Norman Paskin博士、万方数据技术研究院副院长张旭、

中国出版科学研究所张书卿、万方数据技术研究院郭晓峰以及中国科学信息研究所共享促进中心主任彭洁先

后介绍了DOI的发展现状、中文DOI的标准化进程、中文DOI平台系统以及国内科学技术与DOI发展的情况, 

并由Norman Paskin博士与日本Soichi Kubota先生分别对德国国家图书馆(TIB)及日本J-STAGE的DOI应用情况

进行了系统的分析和讲述, 并回答了列席者的提问. 

会议就中文DOI对出版商、对数据集成商、对图书馆的利益与作用进行了详细的解说与讨论, 使国内相

关行业对DOI的认识更进一步, 对信息的国际化共享提供了一个交流的平台. 相关人士对万方数据开发中文

DOI的举措进行了赞赏, 并就DOI同以往同类产品中的优势加以讨论与交流. 

对出版行业而言, 实现引文到其他出版商全文的动态、持久链接和提高出版业服务质量、提升行业整体

竞争力量达作用, 对WJG今后的发展有一定的价值, 我们会以此为参考逐步提升我们的服务质量和竞争力, 争

取在国际同行业中利于更加领先的地位, 为更多的读者与学者提供更高水平的文章与医学数据. (电子编辑: 李

海寅 2007-10-31)
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Abstract
AIM: To characterize the expression of P53 
and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) 
proteins in gastric cardiac adenocarcinoma 
(GCA) with and without paracancerous 
intestinal metaplasia (IM).

METHODS: Immunohistochemical analysis 
(ABC method) was performed on tissues re-
sected from 70 cases of GCA with and without 
paracancerous IM.

RESULTS: The high positive expression rate for 
P53 protein in GCA tissues with paracancerous 
IM (33.33%) was significantly higher than that in 
GCA tissues without paracancerous IM (4.65%) 
(P < 0.01), and the high positive expression rate 
for PCNA protein did not significantly differ be-
tween the two groups (74.07% and 79.07%).

CONCLUSION: The high positive expression 
rate for P53 protein in GCA with paracancerous 
IM is significantly higher than without paracan-
cerous IM, suggesting the possibility of a dif-
ferent molecular basis in the two types of GCA 
with similar morphology.  

Key Words: P53; Proliferating cell nuclear antigen; 
Gastric cardiac adenocarcinoma; Intestinal metapla-
sia; Immunohistochemistry

Gao SG, Wang LD, Feng XS, Ma BG, Fan ZM, Gao SS, 
Guo HQ. P53 and proliferating cell nuclear antigen 
in patients with gastric cardiac adenocarcinoma with 
and without paracancerous intestinal metaplasia in 
Linzhou city. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(31): 
3343-3346

摘要
目的: 探讨贲门腺癌(gastr ic cardia adeno-
carcinoma, GCA)的P53和PCNA分子学特征与

www.wjgnet.com

®

■背景资料
近年来研究表明, 
贲门癌是所有恶
性肿瘤中发病率
增长速度最快的
一种, 其原因尚不
十分清楚. 王立东 
et  al对贲门癌高
发区人群的初步
研究提示, 贲门黏
膜肠上皮化生可
能是贲门癌变早
期的重要组织学
特征, 是GCA的演
变过程中不可缺
少的环节, 但其演
进的分子机制仍
然不清楚. 

■研发前沿
该研究领域中的
研究热点是贲门
癌早期诊断的指
标和手段, 以及高
效特异的防治措
施, 重点是探索高
度敏感和早期、
特异性的生物学
诊断指标以及亟
待研究的问题, 即
贲门腺癌与肠上
皮化生的关系.



癌旁肠上皮化生(intestinal metaplasia, IM)的
关系. 

方法: 采用ABC免疫组织化学分析(immuno-
histochemistry, IHC)法研究了70例癌旁含IM
和不含IM的贲门癌P53和PCNA蛋白表达变化
的特征. 

结果: 癌旁含IM的GCA中P53蛋白阳性高表
达率明显高于癌旁不含IM的GCA(33.33% vs  
4.65%, P <0.01), 而PCNA蛋白在两组中的阳性
高表达率(74.07%和79.07%)比较无显著性差
异(P >0.05).

结论: 癌旁含IM和不含IM的GCA形态相似, 
但可能具有不同的分子基础.

关键词: P53; 细胞增殖核抗原; 贲门癌; 肠上皮化

生; 免疫组化
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市贲门癌P53和PCNA与癌旁肠上皮化生的关系.  世界华人消化

杂志  2007;15(31):3343-3346

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/3343.asp

0  引言

近年来研究表明, 贲门癌(gastric cardia adeno-
carcinoma, GCA)的发生率每年以大于20%的

速率递增[1], 是所有恶性肿瘤中发病率增长速

度最快的一种[2-7], 其原因尚不十分清楚[8]. 王立

东 et al对GCA高发区人群的初步研究提示, 河
南林州市GCA高发区人群贲门黏膜肠上皮化生

(intestinal metaplasia, IM)的检出率明显高于低

发区人群[9-11], 提示IM可能是贲门癌变早期的重

要组织学特征, 是GCA的演变过程中不可缺少

的环节[12], 但是其演进的分子机制仍然不清楚. 
本研究通过检测河南GCA高发区(high incidence 
area, HIA)癌旁含IM和不含IM的GCA组织中P53
和细胞增殖核抗原(PCNA)蛋白表达变化, 将有助

于了解IM和GCA之间的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 2001年河南省GCA高发区林州市人民

医院, 林州市中心医院和林州市姚村食管癌医

院术前均未接受放化疗的GCA患者手术切除组

织标本70例, 男59例, 女11例, 平均年龄58.85±
9.12(46-79)岁. 鼠抗人P53 mAb为美国Oncogene
产品, 鼠抗人PCNA mAb为丹麦Dako公司产品, 
马抗鼠抗体为美国Vector Laboratories公司产品, 
ABC试剂盒和DAB底物试剂盒为美国Vector公
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司产品, 20 g/L小牛冻干血清蛋白(BSA)为美国

Sigma公司产品. 
1.2 方法 所有标本经900 mL/L乙醇固定, 常规脱

水. 每例手术标本均在癌旁1-15 cm处连续取材

10-15块, 同GCA标本一样均经石蜡包埋后, 连
续切片5-8张, 每张切片厚5 μm. 1张组织切片HE
染色, 用于核实组织病理学诊断, 其他用于免疫

组织化学染色. 根据IM的分型标准中所有IM均

含有杯状细胞这一标准, 对所有GCA的癌旁组

织进行病理组织学观察, 按其是否含有IM对70
例GCA标本进行分类. 另取2张GCA标本, 分别

做P53、PCNA免疫组织化学染色(卵白素-生物

素-辣根过氧化氢酶复合物法)[11]. 每一批实验均

设阳性对照、阴性对照和空白对照. 采用已知

阳性的贲门癌组织切片作阳性对照, 已知阴性

的贲门癌组织切片作阴性对照, 已知阳性的贲

门癌组织切片, 以PBS代替一抗作空白对照. P53
染色阳性判定标准: 以细胞核出现棕黄色染色

而胞质不着色为阳性. 每例切片随机记数5个高

倍视野(×400倍), 按阳性细胞所占的百分比, 将
P53核阳性病例分为4级[11]: 其中, “-”、“+”
和“++”为低表达, “+++”为高表达. PCNA染

色阳性判定标准: 以细胞核出现棕黄色染色而

胞质不着色为阳性. 每例切片随机记数10个高

倍视野(×400倍), 共记数1000个癌细胞中PCNA
阳性细胞数, 取均值以“%”表示, 再换算成四

级增殖指数[9]: 其中, “+”和“++”为为低表

达, “+++”和“++++”为高表达. 
统计学处理 采用SPSS10.0统计软件处理, 

用卡方检验比较各指标之间的相互关系, 显著

性水准α定为0.05.

2  结果

对70例GCA组织进行免疫组织化学分析, 发现

癌旁含IM(图1)的GCA中P53蛋白阳性(图2A)高
表达率(+++)(33.33%)明显高于癌旁不含IM的

GCA(4.65%), 而癌旁含IM的GCA中PCNA蛋白

阳性(图2B)高表达率(+++~++++)(74.07%)则低

于癌旁不含IM的GCA(79.07%), 但无显著性差

异(表1). 

3  讨论

我们在以前的研究中发现[12], GCA癌旁IM检出

率高于无症状人群, GCA癌旁IM组织中P53蛋
白高表达率高于无症状人群IM, 认为贲门黏膜

的IM改变是GCA发病率升高的基础, IM发生的

www.wjgnet.com

■相关报道
从1 9 9 8 - 2 0 0 2年
Hamilton、赖少
清、张军先后报
道贲门肿瘤与肠
化具有相关性. 然
而Sharma认为尽
管贲门癌与肠化
有潜在的联系, 但
目前仍然不明确. 
王立东 et al对贲
门癌高发区人群
的初步研究提示, 
河南林州市贲门
癌高发区人群贲
门黏膜肠上皮化
生的检出率明显
高于低发区人群.

■创新盘点
本文发现癌旁含
肠化的贲门癌中
P53蛋白阳性高表
达率明显高于癌
旁不含肠化的贲
门癌, 提示, 这两
种贲门癌起源可
能存在本质区别, 
癌旁含肠化的贲
门癌可能是从肠
化转化发展而来, 
尤其可能是从含
硫化黏蛋白的肠
化演变而来.
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区域在其他致癌因素的共同作用下为GCA的发

生、发展提供了位点, IM可能是贲门腺癌发生

的先决条件[13] . 
本研究的重要发现是, 癌旁含IM的GCA中

P53蛋白阳性高表达率明显高于癌旁不含IM的

GCA, 提示癌旁含IM的GCA和不含IM的GCA不

仅组成不一样, 而且可能具有不同的分子学变

化特征. 说明癌旁含IM的GCA与不含IM的GCA
起源可能存在本质区别, 癌旁含IM的GCA可能

是从IM转化发展而来, 尤其可能是从含硫化黏

蛋白的IM演变而来, 而不含IM的GCA的发生、

发展可能另有途径, 其发生机制以及生物学意

义尚需进一步探讨. 
本研究在免疫组化中的另一个发现是, 癌

旁含IM的GCA中PCNA蛋白阳性高表达率低于

癌旁不含IM的GCA, 但无显著性差异. PCNA即

细胞增殖核抗原, 又称周期素, 是一种很好的判

断细胞增殖状况的标志物, 因此已用于肿瘤细

胞的增殖动力学研究[14-18]. PCNA不仅可以反应

癌细胞的增殖状况, 还与肿瘤细胞的恶性度、

复发和转移有关, 而且对判断患者预后有重要

价值[19-22]. 癌旁含IM的GCA中PCNA蛋白的检出

率与不含IM的GCA比较无显著性差异, 提示两

者之间的增殖能力没有本质区别, 可能两者之

间的恶性度、复发、转移和预后也没有区别, 
进一步说明PCNA蛋白可能不是区别两者之间

差异的敏感指标. 关于这方面的问题, 尚需以后

进一步研究. 
总之, 通过对癌旁含IM和不含IM的GCA进

行P53和PCNA分子学变化的研究, 不仅加深了

对IM与GCA之间关系的了解, 为进一步阐明贲

门癌变机制打下了基础, 而且初步了解到不同

的GCA可能起源不同, 其发生机制以及生物学

意义也可能不同. 下一步工作应结合临床, 探讨

各型GCA之间的恶性程度、淋巴转移等有无差

异, 可能有助于对预后的判断. 探讨各型GCA之

间对放疗、化疗的敏感性, 可能有助于对治疗

方案的选择.

4      参考文献
1	 Li JY, Ershow AG, Chen ZJ, Wacholder S, Li GY, 

Guo W, Li B, Blot WJ. A case-control study of cancer 
of the esophagus and gastric cardia in Linxian. Int J 
Cancer 1989; 43: 755-761

2	 G u a n r e i Y , S u n g l i a n Q . I n c i d e n c e r a t e o f 
adenocarc inoma of the gastr ic cardia , and 
endoscopic classification of early cardial carcinoma 
in Henan Province, the People's Republic of China. 
Endoscopy 1987; 19: 7-10 

3	 贺宇彤, 侯浚, 陈志峰, 乔翠云, 宋国慧, 孟凡书, 冀洪
新, 陈超. 食管癌高发区贲门癌流行趋势分析. 中国公
共卫生 2006; 22: 1434

4	 张立玮, 温登瑰, 王士杰, 李英赛, 于卫芳, 王晓玲, 王
俊和, 李素平, 李永伟, 王顺平, 尔立绵, 丛庆文, 马彩
芬. 食管癌高发区贲门癌、胃癌流行强度分析及其对
内镜筛查的启示. 肿瘤防治研究 2005; 32: 792-795  

5	 Victor T, Du Toit R, Jordaan AM, Bester AJ, van 
Helden PD. No evidence for point mutations in 

表  1  GCA的P53和PCNA蛋白高表达与癌旁IM的关系n (%)

     
GCA

	            P53            P53             PCNA          PCNA
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Abstract
AIM: To explore the colonoscopic and related 
features of ulcerative colitis, with a view to 
improve recognition of ulcerative colitis (UC).

METHODS: According to UC diagnostic code, 
232 cases of UC were collected from 4994 cases 
diagnosed by colonoscope over 18 years. We 
carried out retrospective and statistical analyses 
of the endoscopic data from all cases.

RESULTS: Two hundred and thirty-two cases 
of UC were detected, with an average detection 
rate of 4.65%. There were 134 male and 98 fe-
male cases, with a male to female ratio of 1.37 : 
1. The mean age was 44.11 years, with most pa-
tients between 20 and 69 years. There were two 
age peaks: 66 cases (28.45%) between 30 and 39 
years, and 51 (21.98%) between 50 and 59 years. 
The urban population comprised 70.26% of 
cases, and was higher than the rural population 
(29.74%). Among patients with UC, 13.4% had 
proctitis, 27.2% had proctosigmoiditis, 18.6% 
had left-side colitis, and 40.8% had pan-colitis.

CONCLUSION: There have been an increas-
ing number of patients hospitalized with UC in 
recent years, and the endoscopic detection rate 
for this condition is higher than for others. The 

lesions of UC are commonly located in the left 
colon.

Key Words: Ulcerative colitis; Colonoscopy; Detec-
tion rate

Pan Z, Huang XJ. Colonoscopy of 232 cases of ulcerative 
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摘要
目的: 探讨溃疡性结肠炎结肠镜检出率以及
相关特点, 以提高对此病的认识. 

方法: 按照UC诊断标准, 回顾18年中4994次
结肠镜检出的232例UC内镜资料, 进行分析与
统计学处理. 

结果: 共检出232例溃疡性结肠炎, 18年平均
检出率为4.65%. 男134例, 女98例, 平均年龄
44.11岁, 患者主要集中于20-69岁之间, 可见
两个高峰, 30-39岁之年龄段患者最多, 为66
例, 占28.45%; 其次为50-59岁之年龄段, 为
51例, 占21.98%. 城市居住人口(70.26%)较
农村居住人口(29.74%)比率高. 在U C患者
中, 13.4%为直肠炎, 27.2%为直乙状结肠炎, 
18.6%为左半结肠炎, 全结肠炎为40.8%.

结论: 本地区溃疡性结肠炎发病人数逐渐增
加; 内镜检出率较高.

关键词: 溃疡性结肠炎; 结肠镜; 检出率
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种原因

不明的慢性结肠炎, 属于非特异性炎症性肠病

(IBD), 近年来在我国发病率呈上升趋势, 但与西

方等国相比仍低得多[1]. 随着我们对此病认识的

提高和结肠镜检查的广泛应用, 检出率有增高

之势. 以下回顾性分析总结我院近18年经结肠
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■背景资料
关于溃疡性结肠
炎的发病特点及
内镜下特点的报
道屡见不鲜, 该病
在一定程度上存
在地域的差别. 本
文就兰州大学第
二医院18年来统
计的结肠镜检查
的总人数中诊断
UC患者的一般状
况及内镜特点进
行总结, 从而有助
对该病的进一步
认识. 



镜检出的UC患者232例.

1  材料和方法

1.1 材料 1989-01/2006-12经结肠镜检查的所有患

者及经结肠镜检出的溃疡性结肠炎(UC)患者. 诊
断标准参照2000年成都全国炎症性肠病学术会

议制定的 UC诊断标准[2].
1.2 方法 所有患者均行全结肠镜检查, 记录患者

的一般情况: 性别、年龄、职业、住址及肠镜

诊断结果, 对资料进行回顾性分析.
统计学处理 资料统计分析方法使用χ2检验

或Fisher精确检验, 用SPSS11.0软件分析.

2  结果

2.1 病例数及检出率 1989-2006年经结肠镜检查

的总人数共4994例, 检出溃疡性结肠炎232例, 
占结肠镜检查总数4.65%, 其中每年检查人数及

检出率见表1. 近几年病例数较前明显增加, 最
高年检出率为8.85%, 最低年检出率为2.01%, 18
年平均检出率为4.65%. 经统计学分析, 各年检

出率之间差别无显著性差异.
2.2 性别比 行结肠镜检查的总人数中, 男2998
例, 女1996例, 男女之比1.5∶1. UC中男134例, 
女98例, 男女之比1.37∶1. 男女性别检出率分别

为4.47%和4.91%, 差别无显著性(表1).
2.3 年龄分布 UC患者年龄分布范围为5-87(平均

年龄44.11)岁, 患者主要集中于20-69岁之间. 最多

的年龄段为30-39岁患者, 为66例, 占28.45%;  其
次为50-59岁之年龄段, 为51例, 占21.98%(图1).
2.4 职业构成 干部、工人与其他职业的患者分

别为77例, 56例, 30例, 总共163例. 农民为69例
(图2).
2.5 病变分布 UC患者中13.4 %为直肠炎, 27.2%
为直乙状结肠炎, 18.6%为左半结肠炎, 全结肠

炎为40.8%.

3  讨论

从我院统计结果来看, UC患者的病例逐年增加, 
这与文献报道的我国溃疡性结肠炎的整体发

病趋势相一致[3]. UC患者的平均内镜检出率为

4.65%, 低于西方学者报告的7.34%和6.7%[4-5], 而
高于国内文献报道的2.45%[6]和1.92%[7]. 虽然病

例数逐年增加, 但每年检出率并无此增长趋势, 
且统计学分析, 每年检出率差别无显著性. 由此

分析, 本地区UC发病率并没有逐年增加的趋势, 
病例数的增加可能与结肠镜检查人数的增加, 
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与患者对健康体检意识的提高以及与医务人员

对此病认识程度的提高有关. 
患者的男女性别为1.37∶1, 略高于文献报

道的1.09∶1[3], 与国内报道的1.34∶1[8]基本相一

致, 而国外多报道男女无差别. 但男女各自性别

检出率分别为4.47%与4.91%, 女略高于男, 其原

因有待进一步研究分析. 
患者年龄阶段是5-87岁, 各年龄阶段均可发

病, 与国内外文献报道相一致. 但以30-39岁为最

多, 与西方报道的30岁高峰基本相一致[3]. 50-59
岁为第二小高峰, 平均年龄为44.11岁, 与国内外

报道有不同之处. 平均年龄较文献报道[9]偏大, 
说明不同地区间存在发病的差异. 

www.wjgnet.com

■研发前沿
溃疡性结肠炎的
病因 ,  发病机制 , 
内镜下表现及分
型、分度、分期
与临床治疗和预
后的关系一直是
大家探讨的热点, 
在此方面已有众
多研究与报道.

■创新盘点
本文较突出的是
所搜集资料年限
长 ,  病例数较多 , 
资料准确可靠, 在
一定程度上能客
观反映本地区UC
的发病特点. 本文
对职业与溃疡性
结肠炎患病的相
关性作了较为详
细的总结与分析.

表  1  232例UC患者年检出率

     
时间	       年结肠镜检	     年检出UC           年检

(年)                    查总数(n )                  患者(n )            出率(%)

1989	           192		          9	               4.69

1990	           199	         	          4	               2.01

1991	           135	     	          9	               6.67

1992	           177	         	          9	               5.09

1993	           113	         	        10	               8.85

1994	           117		          4	               3.42

1995	           118		          9	               7.63

1996	           189		        10	               5.29

1997	           154		          9	               5.84

1998	           231		        12	               5.20

1999	           346	         	        18	               5.20

2000	           312	         	        17	               5.45

2001	           337		        15	               4.45

2002	           329	         	        15	               4.56

2003	           334		        22	               6.59

2004	           550		        17	               3.09

2005	           651	         	        23	               3.53

2006	           510		        20	               3.92

总计	         4994	       	      232	               4.65

                       (男2998)               (男134)            (男4.47)

                       (女1996)	    (女98)              (女4.91)
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图  1  UC患者各年龄阶段构成分布图.
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U C患者职业分布中以干部为最多 ,  城镇

居住者总共163例, 占70.26%; 农村居住者为

69例, 占29.74%. 由此可见城市居住人口比农

村居住人口检出率高. 以城镇居住者占大多数, 
与国内文献报道[10]基本相符, 提示可能与人们

的生活水平、生活方式、工作性质以及环境

因素等有关. 
UC病变部位以直肠、乙状结肠及左半结肠

最多见. 本组占59.2%, 全结肠炎占40.8%, 与国

内报道基本相符[11], 但低于国外学者Le-chart报
道[12]的49.6%, 说明不同种族间存在发病部位

差异. 
总之, 本文通过对本院18年来经结肠镜检

出的232例UC患者的一般情况及内镜特点进行

总结, 明确了本地区UC的发病特点, 进一步提高

对UC的认识, 从而提高对该病的诊断水平. 当然

尽管结肠镜是诊断UC的最重要手段, 一般肠镜

肉眼诊断率为90.1%-96.4%[13], 但仍然要结合病

理检查及临床, 以提高诊断准确性. 同时, 需要

增加病例数量以更准确把握其特点, 提高对该

病的认识.
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■同行评价
本文资料可靠, 数
据可信, 有一定的
临床参考价值和
应用意义.

图  2  UC患者职业构成分布图.
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