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Abstract
The mucosal injury induced by ulcerative colitis 
can hardly be repaired and the mechanism has 
not been illuminated yet. No specific method is 
developed in the treatment of ulcerative colitis, 
which results in a prolonged course and incur-
ability of this disease. It may provide a novel 
strategy for the elucidation of the mechanism 
in ulcerative colitis-induced mucosal injury and 
the radical cure of this disease to study the rela-
tionship between the decrease of mucosal stem 
cells and the mucosal injury as well as the dif-
ferentiation and transforming of marrow stem 
cells, which are transported to colonic mucosa 
via blood flow, into colonic mucosal stem cells 
and epidermal cells.
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摘要
溃疡性结肠炎(ulcerative colitis)黏膜损伤无法
修复的原因还没有阐明, 至今无特异性治疗方
法, 造成该病病程迁延、无法治愈. 通过研究
结肠黏膜干细胞减少与病变黏膜损伤的关系
以及骨髓干细胞随血液循环到达结肠黏膜并
转分化为结肠黏膜干细胞和上皮细胞情况, 有
可能阐明溃疡性结肠炎黏膜损伤无法修复的
原因及为从根本上治疗该病提供新思路.
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis)在西方国家的发

病率约为10-20人/10万人, 患病率为100–200人
/10万人[1], 仅美国就有高达100万患者, 每年用

于治疗该病的费用约为120亿元人民币. 溃疡性

结肠炎也是我国较常见的消化道疾病, 近年来

文献报道的病例数目明显升高, 根据我们对国

内10218例患者的统计, 最近10 a报告的病例数

目是前10 a的3.8倍[2]. 到目前为止, 该病病因和

发病机制尚未阐明[3-4],  治疗缺乏特异性, 没有治

愈的方法[5-6], 导致病程迁延, 反复发作, 局部(癌
变、大出血、肠穿孔等)和全身(多器官累及)并
发症增多[7], 重度溃疡性结肠炎死亡率仍较高, 
严重危害患者的健康[8]. 溃疡性结肠炎对社会的

影响也非常大[9-10], 因为他可以发生于幼年而且

容易终生不愈, 影响患者的生长发育、出现心

理问题及失去教育和工作机会, 皮质类固醇或

免疫抑制药物等治疗会导致继发性的健康问题, 
外科手术可能导致并发症如肠功能紊乱.因此, 
该病被世界卫生组织(WHO)列为疑难病之一, 
如何治愈溃疡性结肠炎成为研究的难点和重点. 
氨基水杨酸类药物及皮质类固醇激素是目前治
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■背景资料
溃疡性结肠炎黏
膜损伤无法修复
的原因还没有阐
明, 至今无特异性
治疗方法, 造成该
病病程迁延、无
法治愈. 氨基水杨
酸类药物及皮质
类固醇激素是目
前治疗溃疡性结
肠炎的主要方法, 
这些非特异性抗
炎和免疫抑制药
物, 只能暂时控制
和缓解症状, 不能
从根本上治愈该
病, 长期应用不良
反应增多, 停药后
容易复发, 部分激
素耐药或抵抗的
难治性患者效果
更不理想 ,  因此 , 
必须寻找新的更
加特异的治疗方
法.



疗溃疡性结肠炎的主要方法, 这些非特异性抗炎

和免疫抑制药物, 只能暂时控制和缓解症状, 不
能从根本上治愈该病, 长期应用不良反应增多, 
停药后容易复发(1 a复发率大于50%), 部分激素

耐药或抵抗的难治性患者效果更不理想[11-13], 因
此, 必须寻找新的更加特异的治疗方法. 

1  干细胞与结肠黏膜损伤可能的关系

由于溃疡性结肠炎主要以结肠黏膜弥漫性损害

(炎症、糜烂、溃疡等)为特点, 修复损伤的结肠

黏膜是治愈该病的关键[2]. 正常情况下, 结肠黏

膜上皮是机体更新和修复较快的组织, 为何在

溃疡性结肠炎时机体就不能修复损伤的结肠黏

膜呢?目前尚没有一个满意的解释. 研究表明, 结
肠黏膜的再生和修复依赖于结肠黏膜干细胞, 
结肠黏膜干细胞位于结肠隐窝的底部[14-15], 数量

极少, 可分化为成熟的结肠黏膜细胞, 维持结肠

黏膜的生理更新, 但对于结肠黏膜干细胞的来

源尚不清楚. 溃疡性结肠炎最典型的病理特点

是大量隐窝坏死, 形成脓肿[2], 而结肠黏膜干细

胞位于隐窝基底部, 隐窝坏死导致原本极少的

结肠黏膜干细胞进一步减少, 无法再生和分化

成为足够的结肠黏膜上皮细胞以修复损伤的黏

膜.由此, 我们推测, 结肠黏膜干细胞减少可能是

导致黏膜损伤无法修复的重要原因. 因此, 如何

补充足够的结肠黏膜干细胞就成为治疗该病的

关键.

2  补充结肠黏膜干细胞的方法选择

目前, 增加结肠黏膜干细胞数目可能的途径有

三种: 第一种方法是分离鉴定成体结肠黏膜干

细胞作为患者移植来源, 但由于结肠黏膜干细

胞缺乏高度特异的标记, 分离、培养、鉴定都

非常困难, 靠直接补充结肠黏膜干细胞在当前

是不现实的[16]. 第二种可能是胚胎干细胞作为

结肠黏膜干细胞的来源途径之一, 但由于伦理

学、免疫排斥和可能发生肿瘤、污染等因素限

制了其应用[17]. 第三种可能途径就是骨髓干细

胞动员[18], 因为骨髓干细胞是成体中最原始的

细胞, 有很强的发育潜能, 除可发育分化为各种

血细胞和免疫细胞外, 还具有造血以外的发育

潜能[19-20], 如分化为心肌细胞、肝细胞、神经细

胞等, 这些研究提示, 成体组织干细胞可能来源

于骨髓干细胞, 骨髓干细胞在正常机体中循环, 
遇有组织更新或再生的需求, 便停留下来, 本地

化为组织干细胞, 以补充或更新内源组织干细

胞库, 随后进入增殖和分化程序, 分化为成熟的
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组织细胞, 即骨髓干细胞是成体中最原始的细

胞, 由其逐步分化为各组织干细胞, 再增殖和分

化为特化的组织细胞, 符合经典的细胞分化概

念[21]. 研究还证实, 体外扩增的自体骨髓干细胞

回输给因中子照射引起多脏器衰竭的动物, 经
标记的骨髓干细胞可以在损伤的肠道、皮肤、

肌肉中检测到, 并且一直可以持续到82 d后[22].
因此, 骨髓干细胞也有可能随血液循环到达溃

疡性结肠炎病变结肠黏膜并分化为黏膜上皮细

胞.另外, 某些异体骨髓移植患者, 发生移植物抗

宿主反应形成结肠溃疡后的修复提示, 供体来

源的骨髓干细胞重建了受体肠道的结肠黏膜上

皮[23], 也就是说, 在成体情况下, 骨髓干细胞可

能是结肠黏膜干细胞的来源. 合并白血病的溃

疡性结肠炎患者, 在骨髓移植后, 停用免疫抑制

剂仍然长期缓解、没有复发, 更加提示骨髓来

源的干细胞可能对严重的结肠黏膜上皮细胞损

伤修复具有重要意义[24].

3  骨髓干细胞治疗的优点

骨髓干细胞转分化为结肠黏膜干细胞的前提是

外周血循环中要有足够量的骨髓干细胞, 才能保

证到达病变结肠黏膜并在结肠微环境中转化. 生
理情况下, 外周血循环中骨髓干细胞数量很少, 
只能维持机体生理更新需要, 当溃疡性结肠炎隐

窝坏死严重导致原本极少的结肠黏膜干细胞大

量减少时则无法满足需要. 因此, 利用骨髓干细

胞动员剂-粒细胞集落刺激因子[25-26]等大幅提高

循环中的干细胞数量, 以便随血循环到达病变结

肠, 在结肠微环境中, 受诱导进行增殖和转分化

为结肠黏膜干细胞和结肠黏膜上皮细胞, 增强机

体对病损黏膜的修复能力, 促进溃疡愈合, 恢复

其正常的生理功能. 而且, 利用自体骨髓干细胞

治疗时可不必进行结肠黏膜干细胞(数量少, 缺
乏特异标志)的分离和扩增, 骨髓干细胞的增殖

和转分化在结肠组织微环境中可自行完成. 进行

自体骨髓干细胞动员治疗溃疡性结肠炎, 还将克

服异体移植供体来源少和排斥反应的问题, 相当

于安全、方便的进行了骨髓干细胞的“自我移

植”, 临床意义重大, 应用前景广阔.

4  骨髓干细胞研究的可行性与前景

新技术的出现为干细胞研究提供了必要条件. 
激光捕获显微分离技术可以准确捕获单个结

肠黏膜干细胞 ,  从而能精确观察干细胞数目

与结肠黏膜损伤的关系 ,  具有高灵敏度和良

好重复性(http://www.ebiotrade.com/download/

www.wjgnet.com

■研发前沿
结肠黏膜的再生
和修复依赖于结
肠黏膜干细胞, 其
位于结肠隐窝的
底部 ,  数量极少 , 
可分化为成熟的
结肠黏膜细胞, 维
持结肠黏膜的生
理更新, 但对于结
肠黏膜干细胞的
来源尚不清楚. 溃
疡性结肠炎最典
型的病理特点是
大量隐窝坏死, 形
成脓肿, 而结肠黏
膜干细胞位于隐
窝基底部, 隐窝坏
死导致原本极少
的结肠黏膜干细
胞进一步减少, 无
法再生和分化成
为足够的结肠黏
膜上皮细胞以修
复损伤的黏膜. 由
此, 我们推测, 结
肠黏膜干细胞减
少可能是导致黏
膜损伤无法修复
的重要原因.
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lcmds_vieslet_swf.html); 激光扫描共聚焦显微技

术可以观察到细胞核中荧光染色情况, 为研究荧

光标记的骨髓干细胞转分化为结肠黏膜干细胞

提供了可能.
我们前期预试验结果提示[2], 骨髓干细胞可

随血液循环到达结肠黏膜并转化为结肠黏膜干

细胞. 前期实验中, 首先在一般生理条件下将♂

大鼠骨髓干细胞经尾静脉注射给同窝♀大鼠, 利
用PCR方法检测到受体(♀大鼠)结肠组织中存在

供体(♂大鼠)骨髓Y染色体的性别决定区(Syr)片
断, 说明在生理条件下骨髓干细胞可随血液循环

迁移并定居于结肠组织. 然后我们采用复合法诱

导大鼠溃疡性结肠炎模型, 再经尾静脉注射同窝

异性大鼠的骨髓干细胞, 采用体内示踪、免疫荧

光和激光共聚焦扫描显微镜技术等观察到荧光

标记的骨髓干细胞也可到达结肠受损部位并转

分化为结肠上皮细胞组织. 以上结果提示, 在溃

疡性结肠炎病程中骨髓干细胞作为重要参与者

发挥着重要的作用. 但是这其中还有很多问题尚

未搞清楚, 包括骨髓功能对溃疡性结肠炎病情轻

重和预后是否有关, 骨髓干细胞在溃疡性结肠炎

发生过程中的变化规律, 外周血和原位组织内影

响干细胞定植和分化的因子的改变等问题均未

知, 较为全面地揭示骨髓干细胞的作用机制为将

成为治疗的核心问题.
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■同行评价
骨髓干细胞移植
治疗溃疡性结肠
炎 尚 属 实 验 阶
段 ,  要 过 度 到 临
床应用尚有许多
需要解决的已知
和未知问题．本
文作者在＂溃疡
性结肠炎治疗新
思路＂一文中, 阐
述了干细胞与结
肠黏膜损伤的可
能关系, 并通过大
鼠溃疡性结肠炎
实验模型, 证实回
输同窝异性大鼠
的骨髓干细胞可
以达到结肠受损
部位并转分化为
结肠上皮细胞组
织. 此种方法可能
为溃疡性结肠炎
的未来治疗提供
了的有效途径. 文
章选题新颖, 有创
意, 实验方法较先
进, 为探讨ＵＣ新
的治疗方法提供
参考.
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第十九届全国中西医结合消化会议征文通知

本����� 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2007-08下旬在石家庄市召开第十九届全国中西

医结合消化学术交流会, 并同时举办全国中西医结合消化疾病诊治新进展学习班.

1 征文内容和要求

征文内容: (1)有关消化系统疾病包括食管、胃、肝、胰等诊疗、实验研究进展; (2)中西医结合对慢性肝炎

(病)、肝纤维化临床诊治以及基础、实验研究; (3)中西医结合对消化系统肿瘤诊治经验与实验研究; (4)中西医

结合对“淤血症”以及脾胃学说与脾虚证研究进展. 征文要求: 来稿请附800字论文摘要, 并附软盘或发电子邮

件至211zyke@163.com或czs.xiaohua@163.com(尽量以电子邮件发送). 征文请于2007-06-30前邮寄.

2 学习班招收对象

学习班招收对象: 从事中西医结合、中医或西医消化专业医师以上人员. 参加学习班者授予国家继续教育学分

12分；在大会有论文报告者另授继续教育学分6分.

3 联系方式

(1) 黑龙江省哈尔滨市南岗区学府路45号 解放军第211医院中医科(中国中西医结合学会消化系统疾病专业

委员会), 邮编: 150080, 联系人: 李春雷, 贾云,  联系电话: 0451-57752440或86632450, 传真: 0451-86603878或

0451-57752440; (2) 河北省石家庄和平西路215号河北医科大学附属第二医院, 邮编: 050000, 联系人: 姚希贤, 

冯志杰, 联系电话: 0311-87222301或13333015658.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy of the selective 
cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor nimesulide, 
5-lipoxygenase (5-LOX) inhibitor AA861 and 
their combination on the proliferation and 
apoptosis of human gastric carcinoma cell line 
AGS.

METHODS: Human gastric carcinoma cell line 
AGS was cultured in RPMI1640 medium with 
100 mL/L fetal bovine serum (FBS), 100 kU/L 
penicillin G and 100 kU/L streptomycin in an 
incubator at 37°C, with 100% humidity and 
50 mL/L CO2. Then AGS cells were treated with 
AA861 (25, 50, 100 µmol/L) or nimesulide (50, 
100, 200 µmol/L) or in combination. The mor-
phological changes of AGS cells were observed 

and photographed by inverted microscopy. 
The proliferation of AGS cells was detected by 
thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) as-
says. Acridineorange-ethidiumbromide (AO-
EB) fluorescence staining, TUNEL staining and 
DNA-fragment assay were used to evaluate the 
apoptotic of AGS cells..

RESULTS: The morphological changes were 
observed in AGS cells treated by nimesulide, 
AA861 or their combination under the inverted 
microscope. MTT assay revealed that nimesulide 
and AA861 inhibited the proliferation of AGS 
cells in a dose- and time-dependent manner, 
except for nimesulide of 200 µmol/L at the 24th 
and 48th hour as well as AA861 of 25 µmol/L at 
the 24th hour. TUNEL staining showed that the 
apoptosis rate was elevated with the increase of 
nimesulide and AA861 concentration. MTT as-
say (AA861: 0.240 ± 0.002 vs combination: 0.207 ± 
0.001, P < 0.01; nimesulide: 0.211 ± 0.002 vs com-
bination: 0.207 ± 0.001, P < 0.05), AO-EB staining 
(AA861: 18.17% ± 0.28%, nimesulide: 19.35% ± 
0.74% vs combination: 23.78% ± 0.04%, P < 0.01), 
TUNEL staining (AA861: 18.67% ± 0.03%, nime-
sulide: 20.94% ± 0.48% vs combination: 23.76% 
± 0.92%, P < 0.01) and DNA-fragment assay 
showed that the combined treatment of AA861 
and nimesulide was superior to AA861 or nime-
sulide alone in inhibiting the proliferation and in-
ducing the apoptosis of AGS cells at the 48th hour.

CONCLUSION: Either COX-2 inhibitor nime-
sulide or 5-LOX inhibitor AA861 can inhibit the 
proliferation and induce the apoptosis of human 
AGS cells. The dual inhibition of COX-2 and 
5-LOX may present a superior anticancer effica-
cy to either inhibition of COX-2 or 5-LOX alone.

Key Words: Gastric cancer; AGS cell line; Cyclooxy-
genase-2; 5-lipoxygenase; Dual inhibition; Prolif-
eration; Apoptosis

Chen HL, Zou LY, Li JY, Wang XZ, Chen ZX, Huang YH. 
Dual suppression of cyclooxygenase-2 and 5-lipoxygenase 
inhibits proliferation and induces apoptosis of gastric 
cancer cell line AGS. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(4):323-331
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■背景资料
近年来研究发现,
花生四烯酸代谢
酶在肿瘤的形成
发展中具有重要
作用, 其中COX-2
与5-LOX代谢花
生四烯酸产生大
量活性物质, 介导
细胞增殖凋亡、

肿瘤血管生成、

远处转移等生物
学行为. 胃癌是我
国常见的恶性肿
瘤, 至今无有效的
治疗方法, 从机制
上寻找积极有效
的预防与治疗方
法具有重要的意
义. 目前关于联合
运用COX-2抑制
剂与5-LOX抑制
剂对肿瘤细胞的
作用的研究多集
中于大肠癌、口
腔 癌 ,  联 合 抑 制
COX-2与5-LOX
对胃癌的作用情
况, 国内外鲜有研
究.



摘要
目的: 通过单独及联合应用选择性COX-2抑制
剂尼美舒利和5-LOX抑制剂AA861处理胃癌
细胞系AGS, 比较各实验组的增殖凋亡率, 探
讨联合抑制COX-2和5-LOX两条通路对胃癌
细胞系AGS增殖凋亡的影响. 

方法:  A G S细胞在含100  m L/L小牛血清
+100 kU/L青、链霉素的RPMI1640培养基中
培养, 取对数生长期细胞做为实验组. 以相差
显微镜观察药物处理前后的细胞形态改变; 
设立AA861(25, 50, 100 µmol/L)组, 尼美舒利
(50, 100, 200 µmol/L)组, 及AA861联合尼美舒
利处理组(50 µmol/L AA861+100 µmol/L尼美
舒利), 用四氮唑蓝(MTT)法在24, 48, 72 h测量
细胞吸光度, 以此检测单用及联用AA861与尼
美舒利对细胞生长增殖的影响; 实验通过脱
氧核糖核酸末端转移酶介导的dUTP缺口末端
标记法(TUNEL)和吖啶橙/溴化乙啶(AO/EB)
染色法检测细胞凋亡率, 以DNA-LADDER法
观察凋亡. 

结果: 相差显微镜观察, 药物处理组细胞与
对照组相比, 形态发生明显改变. MTT显示, 
除尼美舒利200 µmol/L的24, 48 h处理组及
AA861 25 µmol/L的24 h处理组外, 尼美舒利
和AA861基本呈时间、剂量依赖性抑制AGS
细胞增殖. TUNEL染色法表明, 尼美舒利或
A A861处理组的细胞凋亡率随着剂量的增
加而升高. 药物处理48 h后, MTT法表明, 细
胞增殖在AA861组和尼美舒利组与两药联用
组间相比差异显著(0.240±0.002 vs  0.207±
0.001, P <0.01; 0.211±0.002 vs  0.207±0.001, 
P <0.05); TUNEL染色法表明, 单药组与两药
联用组细胞凋亡率相比差异明显(AA861组: 
18.67%±0.03%, 尼美舒利组: 20.94%±0.48% 
vs  两药联用组: 23.76%±0.92%, P <0.01); AO/
EB染色法也同时表明, 细胞凋亡单药组与两
药联用组相比差异明显(AA861组: 18.17%±

0.28%、尼美舒利组: 19.35%±0.74% vs  两药
联用组: 23.78%±0.04%, P <0.01). DNA琼脂
糖凝胶电泳法显示, 两药联合处理AGS细胞组
与单药处理组比较, 癌细胞增殖被抑制, 凋亡
明显增加.

结论: COX-2抑制剂尼美舒利和5-LOX抑制
剂AA861对胃癌AGS细胞的增殖抑制以及促
凋亡作用基本呈时间浓度依赖性. 联用尼美舒
利和AA861抑制COX-2与5-LOX两条通路, 与
单独抑制其中一条通路比较, 能更有效抑制胃
癌细胞增殖, 促进凋亡.
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0  引言

胃癌是严重威胁人类生命健康的恶性肿瘤, 具
体发病机制至今仍不明确 ,  亦无有效的治疗

方法. 近几年来, 随着国内外研究的深入, 花
生四烯酸(arachidonic acid, AA)代谢通路在胃

癌的形成与发展中的作用日益受到广泛关注. 
环氧合酶(cyclooxygenase, COX)及脂氧合酶

(lipoxygenase, LOX)是催化体内花生四烯酸代谢

的两个关键酶. 细胞膜上的磷脂在磷脂酶A2作

用下释放出AA, AA经COX及LOX两条通路代谢

产生一系列生物活性物质, 如前列腺素(PGs)、
血栓烷素A(TXA2)、羟基廿碳四烯酸(HETEs)和
白细胞三烯(LTs)等. 通过这些活性物质, COX及

LOX影响细胞信号转导, 结构及代谢, 进而对包

括肿瘤, 炎症在内的多种疾病产生作用[1-3]. COX
分为COX-1和COX-2两种亚型, 根据底物加氧位

点的不同, LOX也分为5-LOX, 8-LOX, 12-LOX
和15-LOX. 国内外研究发现, COX-2和5-LOX
两条通路在多种肿瘤的形成与发展中扮演重要

的角色[1-4]. 研究显示, 在结直肠癌、胃癌、食

管癌、胰腺癌等多种肿瘤组织或细胞中存在

COX-2和5-LOX的高表达, 而相应正常组织则不

表达或者表达量很少[5-9]; 同时, 体内体外的实验

也表明, 应用选择性COX-2抑制剂或5-LOX抑

制剂都可降低下游活性产物, 抑制肿瘤细胞增

殖, 并诱导凋亡[7,9-11]. 但关于联合抑制COX-2及
5-LOX两条通路, 将对肿瘤细胞造成的影响研究

较少, 胃癌中的COX-2及5-LOX双通路抑制则未

见报道. 我们通过单独及联合应用选择性COX-2
抑制剂尼美舒利和5-LOX抑制剂AA861处理胃

癌细胞系AGS, 比较各处理组增殖凋亡率, 探讨

联合抑制COX-2和5-LOX两条通路对胃癌细胞

系AGS增殖凋亡的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞系AGS(中分化胃腺癌细

胞系)购自中国科学院上海细胞生物研究所 , 
5-LOX抑制剂AA861、选择性COX-2抑制剂

尼美舒利和胰酶均购自Sigma公司; 脱氧核糖

www.wjgnet.com

■创新盘点
本 实 验 通 过 单
独 及 联 合 应 用
选择性COX-2抑
制 剂 尼 美 舒 利
和5-LOX抑制剂
AA861处理胃癌
细胞系AGS, 研究
联合抑制COX-2
及5-LOX两条通
路对胃癌的影响. 
发现联用尼美舒
利和AA861抑制
COX-2与5-LOX
两条通路, 与单独
抑制其中一条通
路比较, 能更有效
抑制胃癌细胞增
殖, 促进凋亡. 
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核酸末端转移酶介导的dUTP缺口末端标记法

(TUNEL)凋亡检测试剂盒购自德国罗氏(Roche, 
Germany)公司; DNA抽提试剂盒购自Gentra
公司; 四甲基偶氮唑盐(MTT)购自Fluka公司; 
RPMI1640购自Gibco公司; 其余试剂均为国产生

化试剂.
1 . 2  方 法  细胞在含1 0 0  m L / L新生牛血清

+100 kU/L青、链霉素的RPMI1640培养基中, 
于37℃, 50 mL/L CO2培养箱中常规培养. 取对数

生长期的AGS细胞, 经2.5 g/L胰酶消化后, 按实

验要求以不同浓度接种于培养板或培养瓶, 常
规培养待细胞贴壁后, 换无血清1640培养液同

步化24 h, 按不同实验目的分为对照组、AA861
处理组、尼美舒利处理组、A A861联合尼美

舒利处理组. 其中AA861组, 可分为25 µmol/L, 
50 µmol/L, 100 µmol/L三组; 而尼美舒利则

分为50 µmol/L, 100 µmol/L, 200 µmol/L三组; 
A A861联合尼美舒利处理组则为50 µ m o l/L 
AA861+100 µmol/L尼美舒利. AA861和尼美舒

利都溶于溶剂二甲基亚砜(DMSO)中, 使用时用

无血清的1640培养液稀释至终浓度, 对照组含

等体积溶剂DMSO, 所有处理组的溶剂DMSO浓

度均<1 g/L. 实验皆重复3遍. 
1.2.1 倒置显微镜观察细胞形态 AGS细胞以4×
104-7×104个/孔接种于6孔细胞培养板中, 于药

物处理后48 h取各浓度实验组和对照组细胞, 倒
置显微镜下观察细胞形态. 
1.2.2 M T T法检测各实验组的细胞增殖情况 
AGS细胞以5×103/孔接种于96孔细胞培养板中, 
同步化后添加药物, 设不接种细胞的空白对照

和只加等体积溶剂DMSO的对照组, 每个浓度每

个时间点重复7孔. 药物处理后的24, 48和72 h, 
每孔加入MTT溶液(5 g/L) 20 µL, 37℃孵育4 h后
吸去上清, 每孔再加入DMSO溶液150 µL, 振荡

10 min. 空白孔调零, 测490 nm波长处每孔的吸

光度值(A值), 求平均值. 对照组细胞抑制率记为

0. 实验组按照下列公式计算细胞抑制率: 细胞

抑制率 = (1-实验组A值/对照组A值)×100%. 
1.2.3 实验组AGS细胞凋亡率的检测 (1)TUNEL
染色法: 严格按照TUNEL试剂盒的产品说明

书操作. DAB染色后, 苏木素复染, 封片, 光镜

下观察、计数并拍照. 每片计数500个细胞, 计
算细胞凋亡率(即每100个细胞中TUNEL阳性

细胞所占的百分比); (2)AO/EB染色法: 细胞接

种于六孔培养板中, 按实验要求设立分组, 培
养48 h, 按终浓度5 mg/L的比例加入AO染液

(acridine orange/AO, 100 mg/L溶于PBS)和EB染
液(ethidium bromide/EB, 100 mg/L溶于PBS), 迅
速于荧光显微镜下观察、拍照. 每片计数500个
细胞, 计算细胞凋亡率, 凋亡率 = (早期凋亡细

胞+晚期凋亡细胞)/总细胞数×100%; (3)DNA琼

脂糖凝胶电泳法: 常规消化、收集好实验组细

胞, 严格按DNA抽提试剂盒产品说明书进行操

作. 取细胞总DNA 20 µg, 18 g/L琼脂糖凝胶(含
0.5 g/L溴化乙锭)电泳分离(80 V, 40 min), 紫外

光下自显影, 经计算机扫描成像.
统计学处理 所得数据以mean±SD表示, 采

用SPSS13 for windows软件包进行分析, 组间均

数比较用t检验和方差分析, 率间比较用c2检验.

2  结果

2.1 药物处理后AGS细胞的形态学改变 单独及

联合应用尼美舒利和AA861处理细胞48 h后, 置
于相差显微镜下观察, 50 µmol/L AA861处理组

的细胞, 胞核变小, 核仁明显, 细胞变小, 形态变

成梭形或变圆; 而100 µmol/L尼美舒利处理组的

细胞则形态更不规则, 多边似星形; 两药联用组

的细胞数目大量减少, 细胞胞体变圆, 脱离贴壁

状态, 成为悬浮细胞, 贴壁的细胞则胞质内可见

泡状结构, 胞质浓缩, 胞体变小, 形态亦不规则; 
对照组细胞则呈多边形贴壁生长, 悬浮细胞很

少(图1). 
2.2 MTT法检测AGS细胞的生长情况 除尼美

舒利200 µ m o l/L的24, 48 h处理组及A A861 

表 1 尼美舒利处理后AGS细胞的吸光度(mean±SD, n  = 7)

     
分组                                 24 h                              48 h                             72 h

对照组                  0.383±0.017            0.438±0.014            0.461±0.019     

50 µmol/L             0.311±0.003a           0.316±0.007b           0.278±0.004b      

100 µmol/L           0.293±0.004b           0.272±0.006b           0.238±0.004b      

200 µmol/L           0.289±0.011b           0.276±0.002b           0.205±0.004b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

■应用要点
本实验通过研究
联合抑制COX-2
及5-LOX两条通
路对胃癌的影响, 
进一步探讨胃癌
的具体发病机制, 
并为寻找新的有
效治疗方法提供
理论依据.
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25 µmol/L的24 h处理组外, 尼美舒利和AA861
基本呈时间、剂量依赖性抑制A G S细胞增

殖 ,  细胞增殖抑制率呈上升趋势 .  尼美舒利

200 µmol/L处理细胞72 h, 药物的抑制率最高

(55.66%), 尼美舒利50 µmol/L处理细胞24 h, 
药物的抑制率最低(18.74%, 表1). 100 µmol/L 
AA861作用72 h, AGS细胞的增殖抑制率可达

63.80%(表2). AA861和尼美舒利共同作用AGS
细胞48 h, 实验组细胞的增殖抑制率高于分别单

用尼美舒利(P <0.05)或AA861处理(P <0.01)的实

验组(表3).
2.3 TUNEL染色法检测AGS细胞的凋亡率 经
TUNEL染色与苏木素复染后, 实验组非凋亡细

胞的胞核呈淡蓝紫色着染, 核形态大小比较一

致, 凋亡细胞的核呈深棕色着染, 核固缩, 不规

整, 大小不一致. 对照组凋亡细胞少见, 在不同

视野下进行细胞计数, 测得其凋亡率为4.75%±

0.15%(n  = 3), 不同浓度的尼美舒利和AA861分
别处理48 h, 其促进AGS细胞凋亡的作用基本呈

浓度依赖性; 在作用48 h后, 联合应用100 µmol/L
尼美舒利和50 µmol/L AA861的实验组细胞凋

亡率高于单用其中一种同浓度药物的实验组

细胞凋亡率(P <0.01), 两药联用组为23.76%±

0.92%(n  = 3), 尼美舒利组为20.94%±0.48%(n  = 
3), 而AA861组为18.67%±0.03%(n  = 3), 药物处

理组与对照组(4.75%±0.15%)比较, 均有显著性

差异(P <0.01) (表4, 图2-4). 
2.4 AO/EB双染色法检测AGS的凋亡率 在AO/

图  1  尼 美 舒 利 和
A A 8 6 1 处 理 A G S 细
胞48 h后的细胞形
态 ( 相 差 显 微 镜 ×
200). A: 对照组; B: 

50 µmol/L AA861组; 

C: 100 µmol/L尼美

舒利组; D: 50 µmol/L 

AA861+100 µmol/L

尼美舒利组.

A B

C D

表 2 AA861处理后AGS细胞的吸光度(mean±SD, n  = 7)

     
分组                                24 h                              48 h                              72 h

对照组                  0.473±0.02              0.574±0.07               0.729±0.05     

25 µmol/L             0.441±0.04              0.442±0.05b              0.437±0.03b     

50 µmol/L             0.369±0.07a             0.386±0.04b              0.383±0.05b      

100 µmol/L           0.280±0.05b             0.300±0.03b              0.264±0.05b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

表 3 单用及联用尼美舒利和AA861处理48 h后AGS细胞
的吸光度(mean±SD, n  = 7)

     
分组                                                                        AGS

对照组                                                      0.392±0.048

50 µmol/L AA861                                     0.240±0.002bd

100 µmol/L尼美舒利                                0.211±0.002ad

50 µmol/L AA861+100 µmol/L尼美舒利  0.207±0.001d

aP<0.05, bP<0.01 vs  两药联用组; dP<0.01 vs  对照组.

■名词解释
1  环 氧 合 酶 :  是
前列腺素类生物
合成的限速酶, 催
化代谢花生四烯
酸生成血栓烷素
(TXA2)和前列腺
素E2(PGE2)等活
性 物 质 ,  参 与 疼
痛, 炎症, 肿瘤等
疾病进程.
2  脂 氧 合 酶 :  是
以铁离子为辅基
的 一 组 同 工 酶 ,
可将具有1, 4-顺-
顺 - 戊 二 烯 结 构
的多不饱和脂肪
酸 如 花 生 四 烯
酸、亚油酸等代
谢成为5-HETE, 
LTB4, 12-HETE, 
13-S-HETE等生
物活性产物, 从而
影响细胞信号传
导、结构及代谢.
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EB染色法中, 根据观察可将细胞分为4种类型: 
正常活细胞(viable non-apoptotic cell, VNA)细
胞核染色质被A O染成均一绿色或黄绿色, 细
胞核结构正常; 早期凋亡细胞(viable apoptotic 
cell, VA)细胞核染色质也被AO染成绿色或黄绿

色, 但染色不均一, 细胞核呈固缩状、圆珠状或

碎片状; 晚期凋亡细胞(non-viable apoptotic cell, 
NVA)核染色质被EB染成橙色或红色并呈固缩

状或圆珠状; 坏死细胞(non-viable non-apoptotic 
cell, NVNA)核染色质也被EB染成橙色或红色但

细胞核结构正常(图5). 单独及联合应用尼美舒

利和AA861作用48 h后, 各组的细胞调亡率: 对
照组为4.17%±0.15%, AA861(50 µmol/L)组为

18.71%±0.28%, 尼美舒利单用组(100 µmol/L)
为19.35%±0.74%, 尼美舒利(100 µmol/L)与
AA861(50 µmol/L)合用组为23.78%±0.04%, 药
物组的细胞调亡率显著高于对照组(P <0.05), 与
同等浓度的单药组相比, 合用组的细胞调亡率

明显升高(P <0.01). 
2.5 AGS细胞DNA琼脂糖凝胶电泳 单用及联用

尼美舒利和AA861处理48 h后, AGS细胞DNA琼

脂糖凝胶电泳呈现出典型的DNA梯状条带(图
6), 表明DNA链在核小体间发生断裂, 生成寡核

小体, 提示AGS细胞凋亡. 其中, 以两药联用组

条带最亮, 对照组未能诱导出梯形条带.

3  讨论

AA的代谢酶在多种肿瘤组织中存在过表达, 并

参与肿瘤细胞的增殖凋亡分化过程, 与肿瘤的

血管生成, 侵袭力, 远处转移以及临床预后有

关[1-2,4,6]. 如何抑制AA的代谢酶通路来预防和治

疗肿瘤成为当今的研究热点. 其中, 5-LOX通路

和COX-2通路是现今研究得最为深入的两条代

谢途径. Hong et al [9]发现, 5-LOX和COX-2在结

肠癌、肺癌、前列腺癌、乳腺癌等上皮癌细胞

中都存在过表达, 体内体外实验中, 应用5-LOX
抑制剂或COX-2抑制剂阻断AA的代谢都可引起

多种恶性肿瘤细胞活性降低, 诱导凋亡, 延缓肿

瘤生长速度, 降低远处转移率[10-12]. 研究发现, 使
用外源性PGE2处理或将COX-2基因的质粒转染

多种肝细胞癌细胞株都能明显促进肿瘤细胞的

增殖; 将反义COX-2质粒转染上述肿瘤细胞则可

A B

DC

图 2 尼美舒利作用48 h后AGS细
胞凋亡指数(TUNEL法×200). A: 对

照组; B: 50 µmol/L; C: 100 µmol/L; 

D: 200 µmol/L.

表 4 TUNEL染色法检测尼美舒利和AA861作用48 h后
AGS细胞凋亡率(mean±SD, n  = 3)

     
分组                                                                  凋亡率(%)

对照组                                                     4.75±0.15

尼美舒利            50 µmol/L                   15.41±0.94bd

                          100 µmol/L                  20.94±0.48b

                          200 µmol/L                  21.09±0.92bd

AA861                25 µmol/L                    16.02±4.14bf

                          50 µmol/L                    18.67±0.03b

                          100 µmol/L                  29.48±0.51bf

bP <0.01 vs  对照组; dP <0.01 vs  尼美舒利100 µmol/L组; 
fP<0.01 vs  AA861 50 µmol/L组.

■同行评价
本 文 单 独 及 联
合 应 用 选 择 性
COX-2抑制剂尼
美舒利和5-LOX
抑制剂AA861处
理 胃 癌 细 胞 系
AGS, 分析其对胃
癌细胞系AGS增
殖凋亡的影响, 有
一定创新性, 方法
较可靠.
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抑制增殖[13]. 同时也有报道称, 无论应用药理学

上的5-LOX抑制剂还是转染5-LOX的反义寡核

苷酸来抑制5-LOX, 都能显著促进培养在纤维连

接蛋白上的胰腺癌细胞凋亡[14]. 
随着研究的深入, 有学者发现, AA的代谢通

路存在着动态平衡, COX途径和LOX途径之间

具有交叉作用. 研究表明, 基因敲除5-LOX[15]或

COX-1/COX-2[16]会导致其他通路的活化, 一个

通路的化学抑制剂有可能也激活其他花生四烯

酸代谢通路[17-18]. 据报道, 单独应用COX-2抑制

剂作用烟草提取物预处理过的结肠癌细胞, 肿
瘤细胞增殖受抑制, 凋亡增加, 但在PGE2降低的

 
A B

DC

图 3 AA861作用48 h后AGS细胞凋亡(TUNEL法×200). A: 对照组; B: 25 µmol/L; C: 50 µmol/L; D: 100 µmol/L.

 
A B

DC

图 4 单用及联合尼美舒利与AA861作用48 h后AGS细胞凋亡(TUNEL法×200). A: 对照组; B: 50 µmol/L AA861; C: 

100 µmol/L尼美舒利; D: 100 µmol/L尼美舒利+50 µmol/L AA861.
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A B

DC

图 5 联合尼美舒利和AA861处
理48 h后AGS细胞凋亡率(AO/EB法
×200). A: 对照组; B: AA861组; C: 

尼美舒利组; D: 尼美舒利+AA861

组.

同时, 却伴随LTB4水平升高, 而联合应用COX-2
抑制剂和5-LOX抑制剂的实验组对肿瘤的抑制

效果优于只用一种同浓度抑制剂的实验组, 同
时, PGE2和LTB4含量都降低[19]. 拉伸人髌腱成纤

维细胞(HPTFs)的实验中也发现, 加入消炎痛在

抑制PGE2产生的同时, 能产生更多的LTB4, 而加

入F L A P抑制剂M K-886在抑制LT B4产生的

同时, PGE2的产生却异常增多 [20]. Cherukuri 
et al [21]还发现, 在头颈癌UMSCC 14A细胞中加

入COX-2抑制剂塞来考昔处理, 随着PGE2水平

降低, 5-HETE的水平提高. 而Peters-Golden 
et al [22]报道, 在因5-LOX基因敲除而LT不足的小

鼠模型与野生型小鼠对照中发现, 基因敲除小

鼠的PGE2水平明显升高. 从这些学者的研究中, 
我们似乎真的可以推测: COX-2和5-LOX通路间

存在动态平衡, 抑制其中一种酶可能会引起酶

底物向另一种酶转移, 导致这种酶的合成或活

性增加[23]. 那么同时抑制COX-2和5-LOX两条通

路在肿瘤的预防和治疗方面将具有重要意义和

前景. 有学者报道, 在肺癌模型中发现, 同时抑

制COX-2和5-LOX通路比单独抑制某一通路更

有效[24]. 
国内学者的前期研究发现, COX-2抑制剂尼

美舒利显著抑制胃癌细胞SGC-7901的增殖, 并
诱导凋亡, 且伴随COX-2下游产物PGE2含量的

降低[25]. 而在二甲苯蒽诱导的仓鼠口腔癌模型

研究中, 单用或者联用5-LOX抑制剂齐留通及

COX-2抑制剂塞来考昔都明显降低磷状细胞癌

1    2    3    4   M 图  6  单 用 及 联 用 尼 美
舒 利 与 A A 8 6 1 作 用 4 8  h 后
AGS细胞凋亡情况. 1: 尼美

舒利(100 µmol/L+AA861 

50 µmol/L) ;  2 :  尼美舒利

(100 µmol/L) ;  3 :  AA861 

(50 µmol/L); 4: 对照组; M: 

Mark.

的发生率, 并且在相同剂量下两药连用比单药

更大程度降低磷癌发生率, 具有累加效应[26]. 那么

联用COX-2抑制剂和5-LOX抑制剂对胃癌细胞

的作用如何, 国内外未见报道. 本实验通过检测

COX-2抑制剂尼美舒利和5-LOX抑制剂AA861
单独及联合作用于AGS胃癌细胞后, 引起的胃

癌细胞增殖凋亡变化, 探讨联合抑制COX-2和
5-LOX两条通路对胃癌细胞AGS的作用. 实验

中, 我们用相差显微镜观察药物对AGS细胞形

态的影响, 单用尼美舒利组和两药联合组细胞

形态变化都较大 ,  对照组形态几乎没有变化 , 
提示单独及联合抑制C O X-2和5-L O X两条通

路都会影响细胞的形态. 实验中, MTT结果提

示, 尼美舒利和AA861单独作用AGS细胞时, 其
抑制细胞增殖的作用基本呈浓度时间依赖性. 
200 µmol/L尼美舒利作用24 h, 其细胞增殖抑制

率几乎与100 µmol/L组相等, 作用48 h后, 对细
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 胞的增殖抑制率甚至略低于100 µmol/L组, 考虑

可能与高浓度尼美舒利抑制COX-2后, 引起花生

四烯酸底物向脂氧合酶途径转移, 刺激5-LOX酶

活性升高或者合成增加, 导致5-HETE, LTB4等

下游活性物质含量升高, 促进细胞增殖有关. 单
独及联合应用尼美舒利和AA861处理AGS细胞

48 h, 两药联合组的细胞抑制率明显高于单药组, 
考虑联合抑制COX-2与5-LOX两条通路, 阻断底

物增加对5-LOX通路的刺激作用, 抑制5-LOX下

游活性产物的升高, 更有效抑制了细胞增殖. 在
TUNEL法检测细胞凋亡率实验中, 不同浓度尼

美舒利和AA861单独作用AGS细胞48 h, 处理组

的细胞凋亡率随药物浓度升高而升高, 两药联

合作用48 h的细胞凋亡率明显高于对照组和同

浓度单药组; 进一步AO/EB法检测细胞凋亡率, 
也证实两药联合作用组的细胞凋亡率高于对照

组和同浓度单药组. 但与AO/EB法检测的细胞

凋亡率比较, TUNEL法检测的实验组凋亡率略

高, 估计与TUNEL法利用DNA聚合酶和末端脱

氧核糖核酸转移酶(TdT)来标记DNA链断端的

核酸, 应用TdT进行的末端反应将有DNA链断端

的细胞着色, 无法区别凋亡与坏死, 故存在一定

的假阳性率有关. DNA琼脂糖凝胶电泳实验进

一步证实, COX-2抑制剂尼美舒利和5-LOX抑制

剂AA861单独及联合作用于AGS胃癌细胞, 都可

诱导细胞凋亡. 
总之, COX-2抑制剂尼美舒利和5-LOX抑

制剂AA861对胃癌AGS细胞的增殖抑制与促进

凋亡的作用, 呈时间剂量依赖性, 而联合应用尼

美舒利和AA861抑制COX-2与5-LOX两条通路, 
与单独抑制其中一条通路比较, 能更有效的抑

制胃癌细胞增殖, 促进凋亡. 但双通路抑制对肿

瘤细胞具有更强促凋亡作用的具体机制仍不明

确. 据报道, 5-LOX抑制剂可通过降低下游产物

5-HETE和LTB4水平, 作用于细胞外调节激酶级

联(MEK/ERK)途径及三磷酸肌醇激酶(PI3K)/
Akt途径[27-28], 促进细胞凋亡; 还可干扰抗凋亡

蛋白(如Bcl-2, Mcl-1)和促凋亡蛋白(Bax)的平

衡, 升高促凋亡蛋白/抗凋亡蛋白比值触发线粒

体释放细胞色素C, 激活C a s p a s e级联反应导

致凋亡[29]. 同时, COX-2抑制剂也可降低PGE2水

平, 影响PI3K/Akt通路[30]及调节促/抑凋亡因子

(Bcl-2, MAKs/ras, Caspase-3, Par-4)的平衡[31], 以
促进细胞凋亡. 那么, 5-LOX抑制剂联合COX-2
抑制剂作用于胃癌细胞, 是否也通过减少下游

产物, 作用于一系列信号通路及凋亡相关蛋白, 

促进细胞凋亡, 并阻断底物转移所致的另一代

谢通路激活, 进一步阻断COX-2或5-LOX的促癌

作用? 还需要我们今后进行更深入的研究, 以期

为肿瘤防治找到一条更有效的新途径. 
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Abstract
AIM: To screen the proteins related to gastric 
ulcer recurrence and find out the mechanism of 
gastric ulcer recurrence through proteomic tools.

METHODS:  Acetic acid was used to prepare 
the model of gastric ulcer, whose occurrence 
was induced by interleukin-1β (IL-1β). Two-
dimensional gel electrophoresis (2-DE) was 
performed to separate the total proteins of ulcer-

ative tissues and normal tissues. PDQuest soft-
ware was applied to analyze the obtained 2-DE 
images. The differential protein spots between 
the two groups were identified by peptide mass 
fingerprint (PMF) based on matrix-assisted la-
ser desorption/ionization time of flight mass 
spectrometry (MALDI-TOF-MS) and database 
searching..

RESULTS: The well-resolution and reproducible 
2-DE patterns of rat gastric ulcerative and normal 
tissues were established. A total of 12 differentially 
expressed proteins were identified, of which 7 pro-
teins were up-regulated, including heat shock pro-
tein 27 (HSP27), 78-kDa glucose-regulated protein 
(GRP78), L-lactate dehydrogenase B chain,  glycer-
aldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), 
hemoglobin beta chain, peroxiredoxin-2, peroxire-
doxin-1, and 5 ones were down-regulated, includ-
ing annexin A2, heat shock protein 60 (HSP60), 
chloride intracellular channel protein 1, vinculin, 
gelsolin. The subsequent immunohistochemical 
analysis of HSP27 and GRP78 in gastric ulcerative 
and normal tissues also showed a similar expres-
sion pattern HSP27: 27.90% ± 5.34% vs 22.10% ± 
3.67%, P < 0.05; GRP78: 43.00% ± 4.52% vs 26.30% ± 
3.95%, P < 0.01).

CONCLUSION: The proteins such as HSP27 and 
GRP78 may be involved in the occurrence of 
gastric ulcer, and this may help to further eluci-
date the mechanism of gastric ulcer recurrence.

Key Words: Comparative proteomics; Gastric ulcer; 
Recurrence; Two-dimensional gel electrophoresis; 
Mass spectrometry; Immunohistochemistry

Shen DZ, Li JB, Ye C, Ling JH, Ma GT, Ye RQ, Huang GD, 
Jiang RX. Comparative proteomics analysis on acetic acid-
induced gastric ulcer recurrence caused by interleukin-1β. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(4):332-339

摘要
目的: 筛选胃溃疡复发相关的蛋白质, 进一步
揭示胃溃疡复发的分子机制. 

方法: 以乙酸制备胃溃疡模型, 并用IL-1β诱

■背景资料
胃溃疡是临床常
见病之一, 由于其
复发率极高, 其整
体治疗水平不尽
如人意. 因此, 有
必要从蛋白质整
体水平对胃溃疡
复发的产生机制
进 行 研 究 ,  故 而
对早期预测及其
诊断胃溃疡复发, 
进一步提高其治
愈 率 ,  改 善 预 后
有 重 要 意 义 .  自
1994年Wilkins和
Will iams提出蛋
白质组(Proteome)
后, 以其为核心的
技术的快速发展
使胃溃疡复发的
早期预测、诊断
及其药物靶点的
筛选成为可能. 
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导复发. 采用二维凝胶电泳(2-DE)技术分离胃
溃疡复发大鼠胃溃疡处组织及正常大鼠相应
处胃组织的总蛋白质, 图像分析识别差异表达
的蛋白质点, 基质辅助激光解吸电离飞行时间
质谱(MALDI-TOF-MS)得到相应的肽质量指
纹图(PMF), 搜索数据库鉴定蛋白质. 

结果: 获得分辨率较高、重复性较好的胃溃疡
复发大鼠和正常大鼠胃组织的2-DE图谱, 质
谱分析共鉴定了12个差异蛋白质点, 其中7个
表达上调, 含热休克蛋白27(HSP27)、葡萄糖
调节蛋白(GRP78)、L-乳酸脱氢酶轻链、磷
酸甘油醛脱氢酶、血红蛋白β链、过氧化物
酶2、过氧化物酶1; 5个表达下调, 含膜联蛋
白A2、热休克蛋白60、氯离子通道蛋白1、
黏着斑蛋白、凝溶胶蛋白. 随即采用免疫组化
法检测差异蛋白质HSP27和GRP78在两类组
织中的表达, 结果显示胃溃疡复发组HSP27和
GRP78阳性细胞百分率均显著高于正常对照
组(HSP27: 27.90%±5.34% vs 22.10%±3.67%, 
P <0.05; GRP78: 43.00%±4.52% vs  26.30%±

3.95%, P <0.01).

结论: 差异蛋白如HSP27和GRP78等可能以不
同的方式参与了胃溃疡的复发过程, 为揭示胃
溃疡复发的机制提供了线索.

关键词�� 比较蛋白质组学; 胃溃疡复发; 二维凝胶电

泳; 质谱; 免疫组化
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0  引言

胃溃疡(gastric ulcer, GU)是一多因素、多步骤参

与的全球多发性疾病, 随着溃疡病治疗药物的

进展, GU的近期愈合已不成问题, 但常规抗酸治

疗愈合的溃疡, 停药后一年复发率可接近60%[1], 
深入研究GU复发无疑有着重要的理论和临床意

义. 以往的研究[2-5]虽然揭示了GU复发的某些机

制, 但是这些研究多数是从某个或某几个基因出

发, 而且多半集中在DNA和RNA水平, 而DNA和

RNA水平的变化并不能完全反映蛋白质水平的

变化[6], 可见GU复发的分子机制远未阐明. 因此, 
有必要从蛋白质整体水平对GU复发的产生机制

进行研究. 蛋白质组学的出现及其研究技术的发

展和完善使得从蛋白质组整体水平上研究GU复

发的产生机制成为可能. 为此, 我们以乙酸性GU
复发大鼠胃组织及正常大鼠胃组织为研究对象, 

采用二维凝胶电泳、质谱技术及免疫组化技术

筛选与GU复发相关的蛋白质, 以揭示GU复发的

产生机制, 为其复发的防治提供新的靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级SD大鼠80只, ♂♀各半, 体质

量为150-200 g, 由中南大学医学实验动物中

心提供, 许可证号: SYXK(湘)2005-0005. 合成

人Interliukin1-β(IL-1β)系英国Peprotech公司产

品 ;  丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、三羟甲基

氨基甲烷、甘氨酸、十二烷基磺酸钠(SDS)、
尿素(urea)、3-[3-(胆酰胺基丙基)二甲氨基]丙
磺酸盐(3-(cholamidopropyl)dimethylammonio-
1-propanesulphonate, CHAPS)、IPG缓冲液 
(pH3-10)、24 cm固相化pH梯度干胶条、两性

电解质(pharmalyte, pH3-10)、覆盖液、双向凝

胶电泳标准蛋白质均购自Amershan Pharmacia
公司; 二硫苏糖醇(DTT)、碘乙酰胺、甲苯磺酰

苯丙氨酰氯甲-酮-胰蛋白酶(TPCK-Trypsin)、铁

氰化钾[K3Fe(CN)6]、三氟乙酸(TFA)、碳酸氢铵

(NH4HCO3)、硫代硫酸钠(Na2S2O3)、乙睛、基

质α-氰基-4-羟基肉桂酸(CHCA)均购自Sigma公
司; 作用于HSP27、GRP78的山羊抗鼠多克隆一

抗及辣根过氧化物酶(HRP)标记的兔抗山羊IgG
均系Santa Cruz Biotechnology公司产品; 封闭用

血清、DAB显色液、SP即用型试剂盒均由北京

中山生物技术有限公司提供. 甲醛、二甲苯、

石蜡、伊红、苏木素等均为国产分析纯; 低温

高速离心机(Eppendorf)、IPGphor等电聚焦仪、

Ettan DALTⅡ垂直电泳槽、Imagescanner扫描

仪均为Amersham Biosciences公司产品, Voyager-
DE STR 4307 MALDI-TOF-MS质谱仪为Applied 
Biosystem公司产品, Elx800自动酶标仪系Bio-
Tek Instruments公司产品, PDQuest 7.0凝胶图像

分析软件为Bio-Rad公司产品, 采用motic3.0型图

像处理分析系统对免疫组化结果进行分析. 
1.2 方法

1.2.1 组织标本的处理 将大鼠随机分为正常对

照组和模型复发组, 采用改良的Okabe乙酸涂抹

法[7]制作大鼠实验性GU模型. 术后24 h开始正常

喂养, 连续90 d后据文献[8], 采用IL-1β复制GU复

发大鼠模型, 48 h后颈椎脱臼法处死(处死前禁

食24 h)所有大鼠, 经病理组织学指标确定GU及

GU复发大鼠模型成立. 于GU复发模型成功后

24 h禁食所有大鼠, 48 h后颈椎脱臼法处死所有

大鼠, 分别取出溃疡复发模型组大鼠GU处胃组

■研发前沿
蛋白质组学作为
一门应用大规模
蛋白质分离和识
别技术研究蛋白
质组的学科, 是对
基因组所表达的
整套蛋白质的分
析. 主要分为三个
方向:(1)建立蛋白
质组或亚蛋白质
组及其蛋白质组
连锁群 ;  (2)以重
要生命过程或重
大疾病为对象进
行重要生理病理
体系或过程的差
异蛋白质组学研
究 ;  (3)蛋白质组
学支撑平台和生
物信息学的研究. 
其中差异蛋白质
组学已成为溃疡
研究的最前沿领
域.
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■创新盘点
利用蛋白质组研
究技术, 对正常大
鼠、胃溃疡复发
大鼠胃组织进行
对照分析, 不仅对
胃溃疡复发标志
物的筛选鉴定、

胃溃疡复发的早
期诊断有重要意
义, 还将促进胃溃
疡复发机制的探
索, 为进一步筛选
抗胃溃疡复发的
药物提供有效的
靶蛋白.

织和正常组大鼠相应处胃组织, 予冰盐水反复清

洗干净, 以去除血液, 并尽可能剪去多余的其他

组织, 滤纸吸去多余的液体, 立即一分为二, 一部

分予40 g/L多聚甲醛保存, 留作石蜡切片, 另一

部分则立即置液氮中速冻, 后移至-80℃低温冰

箱保存. 
1.2.2 胃组织总蛋白质的提取 将已处理过的标

本从-80℃冰箱中取出, 称取GU复发组大鼠胃溃

疡处组织及正常大鼠相应部位胃组织, 置于研

磨管, 按照1∶10比例加入组织裂解液(7 mol/L 
urea, 2 mol/L硫脲(thiourea), 2 mL/L 乙基苯基

聚乙二醇(NP-40), 1 mL/L曲拉通X-100(Triton 
X-100), 100 mmol/L DTT,  5 mmol/L苯甲基磺酰

氟(PMSF), 40 g/L CHAPS, 0.5 mmol/L乙二胺

四醋酸(EDTA), 40 mmol/L三(羟甲基)氨基甲烷

(Tris), 2 g/L pharmalyte, 1 g/L DNaseⅠ, 0.25 g/L 
RNase A)1.0 mL, 充分涡旋混匀, 置于37 ℃孵育

1 h, 取出后再充分涡旋, 15000 r/min、4 ℃离心

30 min[9], 吸取上清液即为组织的总蛋白质. 蛋白

质定量试剂盒2D Quantificatoin Kit(Amersham 
Biosciences)测定蛋白质浓度, -80℃冻存备用. 
1.2.3 二维凝胶电泳 主要按IPGphor等电聚焦系

统指南和Gorg et al [10]的方法进行. 第一向固相

pH梯度等电聚焦凝胶电泳, 采用低电压胶内泡

胀法. 1000 μg总蛋白质与水化液(8 mmol/L urea, 
4 g/L CHAPS, 40 mmol/L Tris-HCL, 18 mmol/
L DTT, 0.5 mL/L IPG (pH3-10)缓冲液, 痕量

溴酚蓝) 混合至总体积为450 μL. 蛋白质样本

于IPGphor等电聚焦仪按如下条件: 30 V水化

16 h后经500 V 1 h、1000 V 1 h、8000 V 8.5 h
进行等电聚焦. 等电聚焦结束后分别于10 mL
平衡A液(50 mol/L Tris-HCL, pH 8.8, 6 mol/L 
urea, 300 mL/L甘油, 0.2 g/L DTT, 痕量溴酚蓝)
和10 mL平衡B液(50 mol/L Tris-HCL, pH 8.8, 
6 mol/L urea, 300 mL/L甘油, 3 g/L碘乙酰胺, 
痕量溴酚蓝)各平衡15 min. 平衡后的IPG胶条

转移至12.5 g/L的S D S-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)胶上端, 在Ettan DALTⅡ垂直电泳

槽(Amersham Biosciences)上进行第二向垂直电

泳. 电泳结束后, 参照“Blue Silver”染色方法[11]

对2-D进行考马斯亮蓝染色, 二维凝胶电泳分析

重复3次. 
1.2.4 凝胶图像分析 应用Imagescanner扫描仪扫

描染色的2-D胶, PDQuest 2-DE图像分析软件比

较分析GU复发大鼠胃组织与正常大鼠胃组织二

维电泳图谱的差异, 随机选取表达水平相差2倍

以上的12个蛋白质点进行质谱分析. 所有数据的

统计分析(Student t-test)在SPSS11.5软件上进行, 
数据以mean±SD表示. 
1.2.5 质谱分析 将蛋白质点从凝胶上切割下来

后置于1.5 mL Eppendorf管中, 经脱色工作液

(100 mmol/L Na2S2O3和30 mmol/L K3Fe(CN)6以

1∶1用前混合)脱色, 再用水洗数遍直至干燥仪

抽干, 乙腈脱水直至胶块变为白色, 冷冻真空

干燥仪抽干, 加入TPCK-Trypsin(100 ng/蛋白质

点)37℃酶解12 h, 然后吸取上清至另一0.5 mL 
Eppendorf管中, 剩下胶块再用萃取液(50 g/L乙
睛+2.5 mL/L TFA)萃取2次, 合并上清及2次萃取

液, 冷冻真空干燥仪浓缩样品至5 μL. 取0.5 μL
样品与等体积饱和的CHCA基质液混合, 点样于

不锈钢电样板上, 空气中干燥, 然后用0.1 mL/L
的TFA于板上脱盐, 制备好的样品在Voyager-DE 
STR 4307 MALDE-TOF-MS质谱仪上分析, 采用

反射模式, 正离子谱测定, 真空度4×10-7 Torr, 离
子源加速电压为20 000 V, 反射电压比为1.12, N2

激光波长为377 nm, 脉冲宽度为3 ns, 离子延迟

提取100 ns, 质谱信号单次扫描累加50次, 使用

ACTH作为外部标准, 胰蛋白酶自切降解峰作为

内部标准校正, 获得肽质量指纹图谱(PMF). 
1.2.6 数据库查询 获得的PMF图谱用Mascot 
Distiller软件(Matrixscience)识别单同位素峰, 
获得的肽段质荷比(m/z)数值输入Mascot软件

(Matrixscience, www.matrixscience.com)进行检索. 
搜索数据库为SWISS-PROT和NCBI蛋白质数据

库, 其他检索条件为: 肽片断质量最大允许误差

为100 ppm, 允许的漏切胰酶酶切位点数为1个, 
物种来源为大鼠, 离子种类选择[M+H]+和单同位

素峰(monoisotopic), 固定修饰为半胱胺酸碘乙酰

胺化(carbamidomethy l). 
1.2.7 免疫组化方法 10 mL/L的多聚赖氨酸处理

玻片, 烘干; 按SP免疫组化试剂盒要求将石蜡切

片常规脱腊(二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ分别脱腊)至
水, PBS洗3 min, 3次, 加3 mL/L过氧化氢(H2O2)
处理20 min; PBS洗3 min, 3次, 98℃ 20 min进行

抗原修复, 室温冷却, PBS洗3 min, 3次, 加一抗

山羊抗鼠HSP27(1∶100)、山羊抗鼠GRP78(1∶
50), 4℃孵育过夜. PBS洗3 min, 3次, 加入生物素

化的二抗兔抗山羊(1∶200), 37℃ 30 min, PBS洗
3 min, 3次, 加抗生物素蛋白链菌素辣根过氧化

物酶(streptavidin-HRP)(1∶200) 37℃ 30 min, PBS
洗3 min, 3次. 0.04 mL/L DAB+0.03 mL/L H2O2溶

液显色8-12 min, 水洗, 苏木素复染1 min, 水洗, 
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■应用要点
通过观察胃溃疡
复发大鼠与正常
大鼠胃组织蛋白
质组整体变化, 从
整体上寻找潜在
的药物靶点，并
且通过相关标志
物进行胃溃疡复
发的早期诊断和
治疗, 对于抗胃溃
疡复发具有重要
的意义.

常规树脂封片, 显微镜下观察.  
1.2.8 免疫组化结果判断 设阳性对照及同时用

PBS代替一抗为空白对照, 具体为: 已知HSP27
和GRP78阳性的GU复发胃组织切片分别作为

HSP27和GRP78蛋白免疫组织化学染色的阳性

对照, 同时予PBS代替一抗为阴性对照. 在清晰

的背景上出现特异性棕黄色颗粒者为阳性, 阴性

对照无特异性着色. 采用motic3.0型图像处理分

析系统对免疫组化结果进行分析, 每组各取6只
大鼠, 每只大鼠观察3张切片, 每例随机选出5个
不重复、不重叠的高倍视野(10×40), 计数阳性

细胞数及所有细胞数, 计算阳性细胞率 = 阳性细

胞总数/视野所有细胞总数×100%.
统计学处理 应用统计软件SPSS11.5进行

统计学分析, 计量资料以数据均值加减标准差

(mean±SD)表示, 组间均值的比较采用单因素

方差分析, 组间均值的比较采用独立样本t检验, 
检验水准α = 0.05. 

2  结果

2.1 GU复发组大鼠和正常大鼠胃组织2-DE图谱

图  1 GU复发大鼠与正常大鼠胃组织典型的二维电泳图
谱. A: 正常大鼠胃组织; B: GU复发模型大鼠胃组织.

1 1
2 2

3 3

4 4
5 5 7 7

9 9
10 10 12 12

图  2 局部放大的部分差异表达的蛋白质点. 

正常组      胃溃疡复发组     正常组    胃溃疡复发组      正常组    胃溃疡复发组

正常组      胃溃疡复发组     正常组    胃溃疡复发组      正常组    胃溃疡复发组

正常组      胃溃疡复发组     正常组    胃溃疡复发组      正常组    胃溃疡复发组

表 1 差异蛋白质点应用Mascot 软件在数据库中的搜索结果

          编 Swissprot           蛋白质名称                             分子量         等电点    在胃溃疡复发大鼠  功能

号                 登录号                                                                                                          胃组织中的表达              分类

1 P09621

2 P06761

3 P35704

4 Q07936

5 P42123

6 Q63716

7 P63039

8 Q8K4T7

9 Q9Z0W7

10 Q68FP1

11            P04443

12 Q64727

Heat shock protein 27

GRP78

Peroxiredoxin2

Annexin A2

L-Lactate dehydrogenase 

B Chain

Peroxiredoxin 1

Heat shock protein 60

GlyceRaldehyde 3-

phosphatedehydrogenase

(GAPDH)

Chloride intracellular channel 

protein1

Gelsolin

Hemoglobin beta chain 

Vinculin

22865

72428

21955

33808

36481

22323

57868

36098

28502

86413

15952

117083

6.12

5.12

5.34

7.53

5.68

8.27

6.19

8.43

5.13

5.76

7.98

5.77

↑

↑

↑

↓

↑

↑

↓
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↓

↑
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的建立及比较 建立了分辨率较高、重复性较好

的胃溃疡复发大鼠胃组织及正常大鼠胃组织蛋

白质二维电泳图谱, 应用PDQuest 2DE软件分析

GU复发大鼠与正常大鼠胃组织二维电泳图谱, 
分别可检测到大约1000个蛋白质点, 质谱鉴定

了每组3张2-D胶的平均胶比较(组间比较)后的

12个差异表达的蛋白质点. GU复发大鼠与正常

大鼠胃组织典型的二维电泳图谱见图1, 图2为
局部放大的部分差异表达的蛋白质点.
2.2 差异表达蛋白质点的MALDI-TOF-MS质
谱鉴定及数据库查询 从胶中切取12个差异蛋

白质点, 胶内酶解后进行MALDI-TOF-MS, 获
取肽质量指纹图谱, 数据库搜寻鉴定蛋白质, 1
号蛋白质点鉴定结果见图3、图4. 该差异蛋白

的肽质量指纹图谱经检索S W I S S P R O T数据

库显示为热休克蛋白27(heat shock protein 27, 
HSP27). 共有12个差异蛋白质点得到鉴定, 其详

细信息见表1. 与正常大鼠胃组织比较, 7个蛋白

质即HSP27, 葡萄糖调节蛋白(78 kDa glucose-
regulated protein), L-乳酸脱氢酶轻链(L-lactate 
dehydrogenase B chain), 磷酸甘油醛脱氢酶(glyc-
eraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH), 
血红蛋白β链(hemoglobin beta chain), 过氧化物

酶2(peroxiredoxin2), 过氧化物酶1(peroxiredoxin 
1)在胃溃疡复发大鼠胃组织中表达上调,  5个
蛋白质即膜联蛋白A2(annexin A2), 热休克蛋白

60(heat shock protein-60, HSP60), 氯离子通道蛋

白1(chloride intracellular channel protein 1), 黏着黏着着

斑蛋白(vinculin), 凝溶胶蛋白(gelsolin)在胃溃疡

复发大鼠胃组织中表达下调. 基于数据库查询

结果, 这些蛋白质按功能大致可以分为5类: 分
子伴侣, 细胞信号传导相关蛋白质, 细胞骨架蛋

白, 参与物质代谢或能量产生相关生物酶类, 抗

氧化蛋白.
2.3 免疫组化检测HSP27, GRP78在GU复发大

鼠及正常大鼠胃组织的表达 HSP27, GRP78阳
性表达主要位于胞质内, 表现为在清晰的背景

上, 胞质内出现棕黄色颗粒者为阳性, 阴性对照

无特异性着色. 通过motic3.0型图像处理分析系

统对免疫组化结果进行分析, 每组各取6只大鼠, 
每只大鼠观察3张切片, 每张切片在400倍光镜

下选取5个互不重叠视野, 测量每个视野中所有

阳性细胞百分率, 各取均值为一只大鼠的结果, 
然后进行统计分析. 研究结果表明, GU复发组

HSP27和GRP78阳性细胞百分率均显著高于正

常对照组(P <0.05或P <0.01, 表2, 图5).

3  讨论

G U乃至整个消化性溃疡治疗的核心问题是

如何提高溃疡愈合质量(QOUH). Ta rnawsk i 
et al [12-13]第一次提出溃疡愈合质量(Quality of 
Ulcer healing, QOUH)的概念, 认为溃疡完全愈

合的概念是指修复再生的黏膜上皮组织使之具

有完整的黏膜防御能力, 从而使人们对溃疡复

发和控制复发的认识发生了变化, 因此溃疡愈

图 3 采用MALDI-TOF-MS检测到的1号差异表达蛋白质点的肽质量指纹图(PMF).
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图 4 1号差异点肽质量指纹图(PMF)在NCBInr数据库中的
Mascot检索结果(分值超出阴影区表示有统计学意义).

■名词解释
差异蛋白质组学
研究: 又称功能蛋
白质组研究, 以重
要生命过程或重
大疾病为对象进
行重要生理病理
体系或过程的比
较蛋白质组学研
究, 对正常组织及
病理组织等进行
对照分析, 以进一
步探讨疾病的发
生机制. 845.0736

841.1133
987.6990

1157.4959
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■同行评价
本文对IL-1β致乙
酸性胃溃疡复发
大鼠的比较蛋白
质组学进行了研
究 ,  结 果 结 论 可
靠, 有理论价值.

合质量理论也逐渐受到重视并被采用. 近年的

研究发现, 中药治疗溃疡通过整体调整来实现

对局部病理的修复, 最大限度地调动了机体祛

邪的能力, 故不仅能有效地调节攻击因子和保

护因子之间的失衡, 而且在治愈溃疡的同时, 还
能对紊乱的消化功能进行调整而提高其愈合的

质量[14-15]. 临床中我们当以提高QOUH为依据, 
筛选出与溃疡复发相关的蛋白质, 进而针对性

的开发研制能提高QOUH的药物, 尽可能地防

治胃溃疡的复发.
蛋白质组学是后基因组时代的一门新学科, 

其目的是从整体角度分析细胞或组织内动态

变化的蛋白质组成成分, 了解蛋白质之间的相

互作用和相互联系, 揭示蛋白质功能和生命活

动规律. 蛋白质组学作为一门应用大规模蛋白

质分离和识别技术研究蛋白质组的学科, 是对

基因组所表达的整套蛋白质的分析. 其内容包

括识别各种蛋白质, 确定他们在细胞内外的定

位、修饰、相互反应、活性以及功能, 并对由

此获取的数据进行数据库构建, 以及进行相关

分析技术的研究[16]. 蛋白质组学研究涉及蛋白质

表达模式研究和功能模式研究, 目前以前者研

究较为集中[17]. 本研究以乙酸性胃溃疡复发大鼠

和正常大鼠胃组织为对象, 采用蛋白质组学技

术比较两不同组别大鼠胃组织蛋白质表达谱的

差异, 寻找与胃溃疡复发相关的蛋白质, 这些蛋

白质按其功能大致可分为5类: 分子伴侣, 细胞

信号传导相关蛋白质, 细胞骨架蛋白, 参与物质

代谢或能量产生相关生物酶类, 抗氧化蛋白.
有研究[18]认为, 应激性溃疡在其发生、发展

过程中, 细胞凋亡所起作用不可忽视. 热休克蛋

白(HSP)存在于人及动物的胃黏膜, 而胃黏膜是

热休克反应的代表场所, 在热应激、水束缚、

乙醇等条件下可产生各种HS, 在急性胃黏膜损

害过程中起到胃黏膜保护作用, 且健脾益气中

药能引起HSP27、HSP70表达增加, 从而促进溃

疡的愈合[19]. 热休克蛋白可提高胃黏膜细胞对

应激原的耐受力, 如果热休克蛋白缺乏可降低

胃黏膜对攻击因子的防御功能, 易形成溃疡[20].
HSP27、GRP78均属于热休克蛋白家族成

员, 热休克蛋白(HSPs)是一种古老的、进化上高

A B

C D

图  5 正常大鼠胃组织及GU复发大鼠胃组织HSP27, GRP78的表达(SP×400). A: 正常大鼠胃组织HSP27; B: GU复发大鼠胃
组织HSP27; C: 正常大鼠胃组织GRP78; D: GU复发大鼠胃组织GRP78.

表 2 两组大鼠HSP27、GRP78阳性细胞百分率变化
(mean±SD)(n = 6)  

     

正常对照组           22.10±3.67                 26.30±3.95   

胃溃疡复发组       27.90±5.34a                43.00±4.52b

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常对照组.

阳性细胞数百分率(％)
组别

 HSP27                                GRP78
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度保守的蛋白, 具有保护细胞、抵御外来损伤

的能力, 参与细胞信息的传递和基因的调控, 被
认为对促进溃疡组织修复、提高QOUH有积极

意义[21]. HSP27是HSP家族中小分子量热休克蛋

白(sHSP)亚家族中的一员, 相对分子质量为27 
kDa[22]. 他是热休克基因编码的功能蛋白质, 具
有可溶性, 能阻止应激状态的肌动蛋白和微丝

的分裂, 有利于细胞骨架的稳定, 他不仅对单个

细胞产生应激耐受起重要作用, 而且通过内皮

和上皮的屏障作用, 对组成整个有机体起必要

的保护作用[23]. 在急性炎症期, HSP27阳性表达

增高,可能是由于非磷酸化HSP27a早期提供及

时基础保护作用. HSP27细胞中含量, 减少刺激

HSP27的表达增强, 这种表达是在转录水平上调

节[24], 可能是由HSP27磷酸化水平决定的. 中性

粒细胞和活化的巨噬细胞可以释放白细胞介素

1(IL-1), 肿瘤坏死因子(TNF)等细胞因子, 调节

免疫, 介导炎症反应. 同时, 炎症因子增强HSP27
磷酸化, 调节HSP27的表达. GRP78, 又名免疫球

蛋白重链结合蛋白(immunoglobulin heavy chain 
binding protein, Bip), 与热休克蛋白70(HSP70)家
族具有高度同源性, 被认为是HSP70家族的成员

之一[25]. GRP78的功能很多, 它作为一种分子伴

侣参与蛋白质的折叠和转运, 也是内质网上的

一种应激蛋白, 在低糖、低氧、低Ca2+等应激状

态下大量表达以维持内质网的稳定, 保护细胞. 
由于内质网对内外环境的变化极为敏感, GRP78
既是内质网上的伴侣蛋白, 也是内质网应激的

标志物, 可促进内质网中未折叠蛋白的正确折

叠、修饰, 具有保护内质网功能的作用. 最近研

究显示, 组织器官在缺血、缺氧情况下, 大量分

泌型蛋白多肽在内质网内由于折叠错误而分泌

障碍, 导致GRP78大量表达[26]. 免疫组化结果表

明, HSP27和GRP78在GU复发大鼠胃组织中的

表达均明显高于正常组大鼠, 这同2-DE及质谱

结果基本上是一致的. 说明热休克蛋白在正常

细胞中也能以低水平持续表达, 应激后会明显

增加, 对维持和恢复细胞正常生理功能有重要

的作用. 与文献[27-28]对于HSP家族介导了胃黏膜

的细胞保护机制的论述具有一致性. 我们分析, 
胃组织中热休克蛋白表达增加的可能机制: 当
胃黏膜细胞受到内源性刺激因素(如缺氧、酸碱

度改变等)时, 细胞内蛋白质构型发生改变, 产
生变性聚集的蛋白, 激发细胞的应激反应, 激活

热休克基因, 编码热休克蛋白. 诱导合成的热休

克蛋白又能促进细胞内蛋白质的合成、折叠、装

配、转位, 并促使细胞从应激中恢复, 从而减少了

黏膜细胞的损伤, 保护细胞膜. 同时, 我们亦推测, 
HSP表达增高可引起环氧合酶-1和氧化合成酶的表

达上调, 而氧化合酶-1又使具有保护胃黏膜作用的

前列腺素E2产生增加, 而氧化合成酶的催化产物一

氧化氮可增加胃黏膜的血流量, 也是一种对胃黏膜

具有保护作用的物质. 据报道, HSP还可以抑制胃黏

膜细胞的凋亡以及多种因素引起的细胞损伤等, 对
于低浓度与高浓度的乙醇引起的凋亡, HSP同样具

有抑制作用[29-30]. 
此外,本研究所识别的与GU复发相关的蛋白

质还有抗氧化蛋白如过氧化物酶1(peroxiredoxin 1, 
PDX1)、过氧化物酶2(peroxiredoxin 2, PDX2); 信号

转导蛋白如annexin A; 代谢相关蛋白如L-乳酸脱氢

酶轻链、GAPDH, 以及细胞结构相关蛋白等, 这些

蛋白质与GU复发的关系有待进一步的研究.  
总之, 在本研究中, 我们建立了GU复发大鼠与

正常大鼠胃组织的二维电泳图谱, 识别并鉴定了两

不同组别胃组织之间的12个差异蛋白质, 并应用免

疫组化验证了部分差异蛋白质的表达水平, 说明新

兴的蛋白质组学技术与免疫组化等经典的生物学

技术相结合, 有利于寻找胃溃疡复发过程中的相关

蛋白质. 同时, 本文的结果有助于理解胃溃疡复发

这一病变进展的生物学行为, 并为最终防治胃溃疡

复发提供新的思路和线索. 
致谢: 本课题承中南大学湘雅医院卫生部肿瘤蛋白

质组学重点实验室的技术支持、指导和帮助, 在此

表示忠心的感谢！
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Abstract
AIM: To investigate the effect of resveratrol on 
the proliferation and apoptosis of gastric cancer 
cell line SGC7901.

METHODS: Gastric cancer cell line SGC7901 
was cultured and treated with different con-
centrations (0, 10, 20, 50, 100, 200 μmol/L) of 
resveratrol for 24, 48 and 72 hours. The growth 
inhibition rate of SGC7901 cells was detected 
by MTT method, and cell apoptosis was ana-
lyzed by flow cytometry (FCM) using annexin 
V/propidium iodide (PI) double staining. The 
morphological changes of SGC7901 cells were 
observed by electron microscopy, and caspase-3 
activity was assessed by colorimetric assay..

RESULTS: Resveratrol inhibited the prolifera-
tion of SGC7901 cells in a time- and concen-

tration-dependent manner ranging from 20 to 
300 μmol/L (P < 0.01). After resveratrol treat-
ment at 0, 10, 20, 50, 100, and 200 μmol/L for 24 
hours, the apoptosis rate of SGC7901 cells was 
1.17%, 3.73%, 8.75%, 23.35%, 63.97% and 70.10%, 
while the necrosis rate was 5.66%, 7.22%, 9.86%, 
6.91%, 12.51% and 11.98%, respectively. Elec-
tron microscopy showed typical morphological 
changes in SGC7901 cells. After 100 μmol/L res-
veratrol treatment for 6 hours, the activity of cas-
pase-3 was increased, and reached the peak at 
the 18th hour, then declined gradually. Caspase-3 
activity was still higher at the 48th hour than the 
normal level (0.135 ± 0.036 vs 0.069 ± 0.008, P < 
0.05). After SGC7901 cells were treated with 20, 
50, and 100 μmol/L resveratrol for 18 hours, the 
activity of caspase-3 was 2.68, 3.92 and 5.61 folds 
as high as that in control group (0.169 ± 0.017, 
0.247 ± 0.028, 0.353 ± 0.044 vs 0.063 ± 0.006, P < 
0.01).

CONCLUSION: Resveratrol can inhibit the pro-
liferation and induce apoptosis of SGC7901 cells 
in concentration- and time- dependent manners 
by increasing caspase-3 activity.

Key Words: Resveratrol; Gastric cancer; Prolifera-
tion; Apoptosis; Caspase-3
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摘要
目 的 :  探 讨 白 藜 芦 醇 ( R e s ) 对 胃 癌 细 胞
SGC7901增殖与凋亡的影响. 

方法: MTT法检测不同浓度(0, 10, 20, 50, 100, 
200 μmol/L)Res处理24, 48, 72 h对SGC7901细
胞的抑制率. 流式细胞仪采用AnnexinⅤ和PI
双染检测细胞的早期凋亡率. 电镜扫描观察
SGC7901细胞形态学改变, 分光光度法检测
caspase-3活性. 

结果: Res在20-300 μmol/L浓度范围内, 以浓
度和剂量依赖的方式抑制胃癌细胞的增殖

■背景资料
白藜芦醇的抗肿
瘤机制比较复杂, 
可能是几种机制
共同作用的结果, 
也可能还有其他
未知途径, 发挥作
用的时间、浓度
也因不同细胞类
型 而 不 同 ,  这 可
能与不同类型细
胞的信号传递方
式、细胞周期的
分布差异有关. 但
迄今为止, 其诱导
肿瘤细胞凋亡分
子水平的具体机
制, 尚存在一定的
争议, 甚至得出了
一些看似矛盾的
结 论 .  尽 管 近 年
来, 对白藜芦醇抗
肿瘤的机制进行
了一定的研究, 但
白藜芦醇对胃癌
的作用报道较少, 
尤其是白藜芦醇
对胃癌增殖的影
响及其分子机制. 
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(P <0.01). 经0, 10, 20, 50, 100, 200 μmol/L Res
处理24 h后, 细胞凋亡率分别为1.17%, 3.73%, 
8.75%, 23.35%, 63.97%和70.10%, 晚期凋亡和
坏死的细胞比例分别为5.66%, 7.22%, 9.86%, 
6.91%, 12.51%及11.98%, 各组之间差异不
大. 电镜下见到典型的细胞凋亡的形态学改
变. 100 μmol/L Res处理后6 h caspase-3活性
增加, 18 h达高峰, 24 h后下降, 48 h仍高于正
常(0.135±0.036 vs  0.069±0.008, P <0.05). 经
20, 50, 100 μmol/L Res处理18 h后的细胞的
caspase-3活性分别为0.169±0.017, 0.247±
0.028, 0.353±0.044 (P <0.01), 较对照组(0.063
±0.006)分别增加2.68倍、3.92倍和5.61倍.

结论: Res通过诱导caspase-3活性增加以时间
依赖和浓度依赖的方式抑制SGC7901细胞增
殖, 诱导细胞凋亡.

关键词�� 白藜芦醇; 胃癌; 增值; 凋亡; caspase-3 

王学清, 王贺玲, 李岩,  田丰,  王颖.  白藜芦醇对胃癌细

胞 S G C 7 9 0 1 增 殖 与 凋 亡 的 影 响 .  世 界 华 人 消 化 杂 志  

2007;15(4):340-345

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/340.asp

0  引言

白藜芦醇(resveratrol, Res)是广泛存在于葡萄、

花生和虎杖等多种药用植物中的一种多酚类

化合物. 最近的研究表明, Res具有广泛的预防

和抗肿瘤作用, 他对白血病、甲状腺癌、乳腺

癌、肝癌等多种癌瘤细胞均具有明显的抑制作

用[1-10]. 但目前, 国际上对Res在胃癌的研究还远

未深入. 本实验研究Res对胃癌细胞SGC7901增
殖与凋亡及其对caspase-3活性的影响, 旨在探讨

Res对胃癌潜在的治疗作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株SGC7901购于中国医科

大学细胞生物教研室. Res购自Sigma公司, 纯
度99%, 用DMSO溶解配成100 mmol/L的原溶

液, -20℃避光保存备用. 实验前以RPMI1640培
养液稀释成不同浓度, DMSO终浓度<5 mL/L. 
AnnexinⅤ荧光试剂盒购自晶美生物技术有限公

司. 四甲基偶氮唑蓝(MTT)临用前用PBS(pH 7.4)
配成5 g/L溶液. caspase-3活性分光光度计检测

试剂盒购于南京凯基生物公司.
1.2 方法 人胃癌细胞株SCG7901接种于无菌培

养瓶中, 加入含100 mL/L胎牛血清的RPMI1640
培养基(含有青霉素100 U/mL和链霉素100 U 

/mL), 在37℃、50 mL/L CO2及饱和湿度培养箱

中培养.
1.2.1 MTT法检测不同浓度Res对SCG7901细胞

的生长抑制作用 取处于对数生长期的SCG7901
细胞调整细胞密度为4-5×107/L, 接种于96孔板, 
细胞贴壁后, 实验组加入不同浓度的Res, 使其

终浓度分别为5.0, 10, 20, 50, 100, 200, 300 μmol/L, 
对照组则加等量不含药物的培养液, 另设二甲

基亚砜对照组加入含3 g/L的二甲基亚砜的培养

液, 空白对照孔加入200 μL培养基作本底, 对照

调零. 每个剂量3个平行孔. 于24, 48, 72 h, 各取

一块96孔培养板中, 每孔加入新鲜配制的浓度

为5 g/L的MTT 20 μL. 继续培养3 h后取出培养

皿, 小心吸弃培养基, 每孔加DMSO 150 μL, 轻
轻震荡10 min后, 用酶联仪于490 nm处测出各孔

吸光度值(A值), 按下式计算细胞抑制率: 细胞抑

制率(%) = (1-给药孔平均A值/对照孔平均A值)
×100% . 实验重复3次.
1.2.2 流式细胞仪(FCM) AnnexinⅤ荧光染色检

测细胞凋亡 以0, 10, 20, 50, 100和200 μmol/L 
Res处理24 h的细胞, 分别消化收集各组细胞, 调
整细胞浓度至1×1010/L各取100 μL; PBS洗涤两

次后, 弃上清液; 加入预冷的结合缓冲液100 μL
重悬细胞, 置冰浴; 加入5 μL AnnexinⅤ/FITC和
10 μL PI于细胞悬液中, 轻轻混匀; 将试管置于

室温避光染色15 min; 补加400 μL结合缓冲液混

悬细胞, 流式细胞仪进行检测, 分析细胞凋亡的

百分比.
1.2.3  电镜观察 将100 μmol/L Res处理24 h的细

胞用25 g/L戊二醛固定2 h, 10 g/L锇酸固定1.5 h, 
逐级酒精脱水, 氧化丙烯浸透, 树脂包埋, 超薄

切片机切片, 于透射电子显微镜下观察. 按常规

电镜要求制备标本, 600-800 nm的超薄切片收集

于带膜的铜网上, 经铀、铅电子染色后观察.
1.2.4 caspase-3活性检测 分别收集0, 20, 50和
100 μmol/L Res处理12 h以及100 μmol/L Res处
理6, 12, 18, 24和48 h的细胞2×106个, PBS洗细

胞2次, 加入50 μL预冷的细胞裂解液, 冰上孵育

20 min, 4℃, 10 000 r/min离心1 min, 回收上清, 
测定蛋白浓度, 吸取蛋白裂解上清, 加入50 μL
的2×反应缓冲液、5 μL caspase-3底物DEVD-
pNA 5 μL, 37℃孵育30 min, 分光光度仪405 nm
波长测定吸光度值, 以此表示caspase-3的相对

活性.
统计学处理 本实验所有数据用mean±SD

表示, 采用t检验进行差异性分析.

■创新盘点
本 文 用 不 同 浓
度 的 R e s 处 理
S G C 7 9 0 1 细 胞 , 
细胞内caspase-3
活性随着作用时
间的延长显著增
加, 且有浓度依赖
性, 表明在Res诱
导胃癌SGC7901 
凋亡的过程中有
caspase-3的活化, 
为白藜芦醇的开
发和临床应用提
供科学的理论依
据.
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2  结果

2.1 Res对胃癌SGC7901细胞的生长抑制作用 
Res在10 μmol/L以下对胃癌细胞生长无显著影

响, 在20-300 μmol/L浓度范围内, 作用24 h后, 对
胃癌细胞的增殖有显著的抑制作用(P <0.01), 并
且随着浓度的增加, 对细胞的抑制率也逐渐增

加. 同一浓度Res的对胃癌细胞的抑制作用随着

时间的延长也逐渐增强(表1).
2.2 FCM分析Res诱导SGC7901凋亡的作用 FCM
分析检测细胞为4亚群, 正常细胞胞膜完整, 磷
脂酰丝氨酸基团(PS)无外化, AnnexinⅤ/FITC不
能与之结合, PI不能进入胞内, 为AV-/PI-亚群; 
早期凋亡细胞胞膜完整, 但PS外化, 为AV+/PI-
亚群; 晚期凋亡和坏死细胞, 为AV+/PI+亚群; 还
有部分收集过程中出现损伤的损伤细胞(AV-/
PI+-).

经10, 20, 50, 100, 200 μmol/L Res处理24 h
后和对照组的细胞, 凋亡率分别为3.73%, 8.75%, 
23.35%, 63.97%, 70.10%和1.17%, 提示Res作用

后的SGC7901细胞产生明显凋亡, 并有浓度依赖

性. 经10, 20, 50, 100, 200 μmol/L Res处理24 h后
和对照组的细胞, 晚期凋亡和坏死的细胞比例

分别为7.22%, 9.86%, 6.91%, 12.51%, 11.98%及

5.66%, 各组之间变化不大(图1-2).
2.3 电镜观察 100 μmol/L Res处理后的细胞可见

到典型的细胞凋亡性改变, 细胞核缩小, 染色质

凝集, 细胞表面形成许多球形突起(起泡), 突起

内见被包裹的胞质与细胞器、核的碎片或整个

浓缩的细胞核, 部分突起与细胞脱离, 形成凋亡

小体(apoptotic bodies)(图3).
2.4 Res对胃癌SGC7901细胞caspase-3活性的影

响 100 μmol/L Res处理不同时间后的caspase-3

活性变化见表2, Res处理后6 h caspase-3活性增

加, 18 h达高峰, 24 h后下降, 48 h仍高于正常. 经
20, 50, 100 μmol/L Res处理18 h后的细胞的cas-
pase-3活性分别为0.169±0.017, 0.247±0.028, 
0.353±0.044(P <0.01), 较对照组(0.063±0.006)
分别增加2.68倍、3.92倍和5.61倍.

3  讨论

Res的化学名为3, 4', 5三羟基反均二苯代乙烯, 
分子式C14H12O3, 分子质量228.25, 属于非黄酮

类多酚化合物, 广泛存在于种子植物中, 并以新

鲜葡萄皮中含量最高, 在我国, 则以中药植物虎

杖中含量最为丰富. Res对植物本身起保护作

用, 是植物在不利条件下, 如紫外线照射、真菌

感染、以及机械性损伤所产生的“植物补体”. 
随着研究的深入, 人们发现Res对人类具有抗肿

瘤特性和抗氧化性、抗突变作用, 可显著抑制

多种人类肿瘤细胞的生长、诱导肿瘤细胞凋

亡[3-13]. Chow et al [14]研究发现, 白藜芦醇以剂量

图 1 白藜芦醇对SGC7901诱导凋亡的作用.

表 1 Res对胃癌SGC7901的生长抑制率(mean±SD, %)

     
分组                                                     24 h                            48 h                         72 h

对照组                                      0±8.36        0±7.12      0±6.88

DMSO                                 1.46±5.17 -1.94±6.87 0.95±10.02

                       5 3.11±11.69   4.70±9.85 1.30±9.62

               10 5.49±8.35   4.21±8.50 3.85±4.99

               20            11.09±7.35 19.87±6.83b          25.20±7.64b

Res(μmol/L)           50            22.06±7.21b 27.98±7.55b          33.94±6.44b

             100            28.99±11.04b 36.22±7.19b          42.48±9.84b

             200            42.33±10.03b 49.99±12.43b        57.34±8.64b

             300            58.60±8.12b            66.233±12.75b        70.22±9.10b

bP<0.01 vs 对照组.
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■同行评价
本文探讨白藜芦
醇(Res)对胃癌细
胞SGC7901增殖
与凋亡的影响, 有
一定创新性, 且实
验设计尚合理, 结
果可靠, 有一定说
服力.
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依赖的方式抑制横纹肌肉瘤细胞RD细胞增殖, 
并诱导细胞周期S/G2期捕获. 白藜芦醇能通过

抑制CDK7蛋白激酶的活力、细胞分化、细胞

周期的G2期抑制结肠癌细胞HT129, SW480的增

殖[15], 可通过NF-kB和钙蛋白酶活性引起的磷酸

肌醇3-激酶(PI3K)途经信号抑制, 下调Bcl-2诱导

MCF-7人乳腺癌细胞凋亡[16], 以剂量依赖的方式

抑制前列腺癌DU145细胞生长诱导凋亡[17].
本研究通过M T T法研究表明 ,  在20-300 

μmol/L的浓度范围内, Res对SGC7901细胞的增

殖有抑制作用, 并且表现出时间依赖性和浓度

依赖性. AnnexinⅤ是Ca2+依赖性磷脂结合蛋白

家族中的一员, AnnexinⅤ与磷脂酰丝氨酸基团

(PS)有高特异性结合, PS从细胞膜的脂双层内

层迁移至外层是细胞凋亡级联反应的初始事

件, 利用AnnexinⅤ高度亲和PS可早期检测凋

亡的发生. 本研究中, AnnexinⅤ和PI双染提示

20-200 μmol/L处理胃癌细胞24 h后, 凋亡细胞

数明显增多, 并且有浓度依赖性, 而坏死的细胞

数变化不如凋亡率显著, 说明在该浓度范围内

诱导胃癌细胞凋亡效应要强于引起细胞坏死的

作用, 进一步证实诱导细胞凋亡是杀伤胃癌细

胞的作用机制之一. 我们经过电镜检测发现Res
处理后的细胞形态不完整, 细胞核固缩、裂解

成细胞膜 包绕的碎片, 且有凋亡小体出现, 表现

出典型的凋亡的形态改变.
细胞凋亡可由死亡受体途径和线粒体细胞

色素C途径所介导. 死亡受体通过与“死亡配

体”特异性结合后将凋亡信号由胞外传入胞内, 
在连接分子的媒介下, 引起上游procaspase-8的
激活, 导致procaspase-9激活, 最终导致caspase-3, 

图 2 FCM分析Res诱导SGC7901凋亡的作用. A: 0; B: 10 μmol/L; C: 20 μmol/L; D: 50 μmol/L; E: 100 μmol/L; F: 200 μmol/L.

图 3 100 μmol/L Res处理后细胞的凋亡性改变.

表 2 100 μmol/L Res处理不同时间后的caspase-3活性
变化  

     
时间                   对照组                           Res组

  6 h            0.066±0.007 0.118±0.011b

12 h            0.058±0.007 0.318±0.024b

18 h            0.063±0.006 0.353±0.044b

24 h            0.073±0.011 0.245±0.006b

48 h            0.069±0.008 0.135±0.036a

aP<0.05, bP<0.01 vs 对照组.
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caspase-7激活, 进而裂解DNA损伤细胞, 引起细

胞凋亡. 细胞凋亡还可通过细胞色素C途径. 细
胞色素C从线粒体内释放是关键的一步. 在细胞

凋亡信号的刺激下, 线粒体功能障碍, 膜通透性

改变, 凋亡蛋白包括细胞色素C, Apaf1(apoptotic 
protease activating factor1)等从线粒体释放到胞

质中, 胞质内的细胞色素C在dATP存在下, 与信

号接头分子Apaf1结合, 募集并激活caspase-9,
继而活化caspase-3, 启动caspase的级联反应,
引起细胞凋亡 .  作为凋亡过程中的效应分子 , 
caspase-3既是线粒体途径又是死亡受体途径两

条信号途径的共同通道, 二者一旦启动, 必然引

起的caspase-3级联反应并使其活化, 引起细胞凋

亡. 因此, caspase-3的表达增加标志着细胞内的

凋亡机制已经启动. 
R e s是一种生物活性成分, 近年来发现其

诱导一些肿瘤细胞凋亡中都有caspase-3的参

与[17-26]. Cao et a l [27]发现白藜芦醇引起急性白

血病细胞凋亡需要caspase-3激活. 用Res处理

脑胶质瘤U251细胞有caspase-3的活化, 而且

Res诱导的DNA断裂能完全被一般的caspase
抑制剂(Z-VAD-FMK)或选择性caspase-3抑制

剂(Z-DEVD-FMK)阻断[28]. 那么Res诱导胃癌

SGC7901细胞凋亡的过程中是否有caspase-3的
活化呢? 本文用不同浓度的Res处理SGC7901细
胞, 细胞内caspase-3活性随着作用时间的延长显

著增加, 且有浓度依赖性, 表明在Res诱导胃癌

SGC7901凋亡的过程中有caspase-3的活化. 
细胞凋亡是细胞自身调节的一个程序性死

亡过程, 他不引起炎症反应, 机体亦不会因此而

引发不良现象. 因此细胞凋亡是肿瘤治疗研究

中的一个重要环节. 白藜芦醇不仅能抑制肿瘤

细胞增殖、诱导凋亡, 而且能增强放射诱导的

白血病细胞株EOL-1凋亡[29]. 在特定的肿瘤中

白藜芦醇是一种潜在的TRAIL敏感剂, 通过G1

细胞周期捕获和survivin减少增强TRAIL诱导

的凋亡[30]. 在白血病的联合化疗中, 白藜芦醇

与细胞毒化疗药物协同发挥作用, 抑制生长、

诱导凋亡[31-32]. 本实验证明Res能抑制胃癌细胞

SGC7901生长, 诱导caspase-3激活引起细胞凋

亡, 表明他对治疗胃癌有着很好的应用前景. 虽
然Res对治疗胃癌的前景较好, 但是毒性实验、

动物实验、体内临床实验都还需要验证, 对于

Res抑制胃癌细胞生长并诱导凋亡的具体机制

的研究也是很必要的. 
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Abstract
AIM: To investigate whether human L02 
hepatocytes can repopulate after transplantation 
into the normal and immunocompetent rats 
treated with retrorsine.

METHODS: Human L02 hepatocytes were in-
jected into the peritoneal cavities of fetal Sprague 
Dawley rats to induce immune tolerance. The 
3-week-old rats were injected with retrorsine or 
normal saline. After DiI (1, 1′-dioctadecyl-3, 3, 
3′, 3′-tetramethylindocarbocyanine perchlorate) 
staining, L02 hepatocytes were transplanted 
into the 7-week-old rats via the spleen. Immu-
nofluorescent staining, reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR), S-P immu-
nohistochemistry, and DiI staining were used to 
detect human albumin, human albumin mRNA 
and specific proliferating cell nuclear antigen 
(PCNA) in rat livers. The distribution of human 
L02 hepatocytes was observed under fluores-

cent microscope. The number density and area 
density of PCNA were obtained with the help of 
computer-assisted image analyzer..

RESULTS: Dynamic distribution of human L02 
hepatocytes in rat livers was observed from the 
1st week to 6th month after transplantation, but it 
was from the 1st to 10th week in the controls. Hu-
man albumin and albumin mRNA (241 bp) were 
detected from the 2nd week to the 6th month after 
transplantation, but they could only be detected 
from the 1st to 8th week in the controls. The high-
est expression of human albumin and albumin 
mRNA appeared at the 4th week. Specific hu-
man PCNA was detected in rat livers from the 
2nd week to the 6th month after transplantation, 
but it could only be examined from the 2nd to 6th 
week in the controls. The number of PCNA-pos-
itive cells reached the peak at the 4th week. The 
number density and area density of PCNA were 
significantly different between specific PCNA 
group and its control group (P < 0.05).

CONCLUSION: Retrorsine is able to promote 
the repopulation of transplanted human L02 
hepatocytes, and L02 hepatocytes can survive 
more than 6 months, and repopulate at the same 
time.

Key Words: Hepatocytes; Chimeric liver; Transplan-
tation; Repopulation; Rats; Retrorsine
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摘要
目的: 应用倒千里光碱(retrorsine, Rts), 研究正
常人L02肝细胞移植到具有正常免疫活性的
大鼠肝内的存活与增殖情况. 

方法: SD大鼠出生前宫内ip人L02肝细胞, 诱
导胎鼠对人L02肝细胞产生免疫耐受, 出生
3 wk后分别ip Rts或生理盐水, 再经脾移植DiI  
(1, 1'-dioctadecyl-3, 3, 3', 3'-tetramethylindo-
carbocyanine perchlorate)染色后的人L02

■背景资料
移植细胞在人鼠
嵌合肝内的增殖
是其存活及发挥
功能的关键, 要建
立稳定持久的人
鼠嵌合肝动物模
型 ,  必 须 提 高 移
植细胞的增殖能
力. 本文课题组曾
实验肝脏毒性药
物2-乙酰氨基芴
与部分肝切除术
(2-AAF/PH)联合, 
证实2-AAF/PH模
型中, 2-AAF对移
植 L 0 2 细 胞 无 明
显增殖作用; L02
细胞在2-AAF/PH
处理人鼠嵌合肝
动物模型中存活
10 wk.
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肝细胞 ,  建立人鼠嵌合肝动物模型 .  采用
免疫荧光、逆转录聚合酶链反应(r e v e r s e 
transcription-polymerase chain reaction, RT-
PCR)、免疫组化、DiI荧光示踪等方法, 在
不 同 时 相 分 别 检 测 人 白 蛋 白、人 白 蛋 白
mRNA、特异性人增殖细胞核抗原(PCNA)以
及在荧光显微镜下观察人L02肝细胞在鼠肝
内的分布, 并采用计算机图像分析系统分析不
同时相PCNA阳性细胞的数密度和面积密度. 

结果: 实验组于移植后1 wk-6 mo, 在荧光显微
镜下观察到人L02肝细胞在鼠肝内的动态分
布, 而对照组为移植后1-10 wk; 实验组移植后
2 wk-6 mo, 大鼠检测出人白蛋白、人白蛋白
mRNA及特异性人增殖细胞核抗原PCNA, 而
对照组分别于移植后2-8 wk检测出白蛋白及
人白蛋白mRNA, 移植后2 wk-6 mo检测出特
异性人PCNA. 以上各组阳性细胞的出现均以
移植4 wk最多. PCNA阳性细胞的数密度和面
积密度均显示, 特异性人PCNA组与其对照组
比较有统计学差异(P <0.05).

结论: Rts对移植L02细胞有明显的增殖作用, 
L02细胞在人鼠嵌合肝动物模型中存活并增
殖6 mo以上.

关键词�� 肝细胞; 嵌合肝; 移植; 大鼠; 增殖; 倒千里

光碱 
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0  引言

直接给予受体鼠移植人肝细胞, 移植细胞的存

活数量与时间很有限, 移植细胞在受体肝内的

增殖是其存活及发挥功能的关键, 要建立稳定

持久的人鼠嵌合肝动物模型, 必须提高移植细

胞的增殖能力[1]. 研究认为, 移植细胞要大量增

殖, 必须满足两个条件: 移植肝细胞有更强的生

长优势; 受体细胞的更新必须超过正常肝细胞

更新水平, 二者相辅相存的[2]. 前者常用肝脏毒

性药物: 倒千里光碱(retrorsine, Rts)、2-AAF
等[3-6], 阻断受体肝细胞进入再生周期; 后者常采

用四氯化碳、2/3肝切除等[7-9]再生刺激作用, 二
者共同促进移植肝细胞增殖. 倒千里光碱与部

分肝切除术(retrorsine/partial hepatectomy, Rts/
PH)联合应用, 是移植肝细胞增殖常用模式[10]. 
部分肝切除术给予嵌合肝再生刺激, 提高受体

细胞的更新水平, 倒千里光碱强烈而持续阻断

宿主肝细胞增殖的细胞周期, 而移植肝细胞增

殖的细胞周期却不受影响, 使移植肝细胞有更

强的生长优势, 其具体机制尚不清楚. 二者共同

促进移植肝细胞增殖. 我们将诱导免疫耐受的

大鼠ip Rts, 2 wk后行2/3肝切除术, 同时经脾移

植DiI (1, 1'-dioctadecyl-3, 3, 3', 3'-tetramethylind
ocarbocyanine perchlorate)染色后的L02细胞, 建
立Rts/PH肝细胞增殖模型; 采用免疫荧光、RT-
PCR、免疫组化、DiI荧光示踪以及计算机图像

分析系统等方法, 检测嵌合于具有正常免疫活

性大鼠肝内人L02细胞的存活、增殖情况. 

1  材料和方法

1.1 材料 生育期SD大鼠6只, 购自第三军医大学

实验动物中心. 选择大鼠孕龄15-17 d, 体质量

250-300 g者为实验对象. L02细胞属于人正常肝

细胞, 购自中国科学院上海细胞生物学研究所. 
加入胰酶酶解后, 重新混悬. 血细胞计数板计算

肝细胞的数量, 台盼蓝拒染法计算存活率, 超过

80%的用于实验.
1.2 方法 

1.2.1 模型的制备与分组 孕龄15-17 d的SD大鼠

乙醚吸入麻醉, 孕鼠腹白线逐层剪开, 暴露子

宫. 1 mL注射器将50 μL人L02细胞培养液(含1
×108个细胞)缓慢经孕鼠子宫壁注射到胎鼠腹

腔, 逐层缝合. 至孕鼠自然生产. 药物配制的方

法见参考文献[11]. 孕鼠随机分2组, 产胎鼠各约

30只: 免疫耐受胎鼠出生3 wk和5 wk腹腔内各

注射Rts 30 mg/(kg·只); 对照组: 免疫耐受鼠出生

3 wk和5 wk腹腔内各注射生理盐水, 其余与药

物组同. 出生7 wk, 两组大鼠乙醚麻醉下行2/3肝
切除并经脾移植已标记DiI的L02肝细胞培养液

100 μL(浓度为1012/L以上). 2/3肝切除术: 大鼠

在乙醚吸入麻醉下. 腹白线暴露肝脏, 用细丝线

分别结扎左前叶、右前叶、右后叶及尾叶后切

除, 保留肝中叶, 腹腔青霉素抗炎. DiI荧光染色: 
具体方法见参考文献[12], 标记细胞经4 g/L台盼

蓝染色计数后, 用PBS液调整细胞浓度为1.0×
1012/L; 于荧光显微镜(日本Olympus公司)诺丹明

滤片下进行荧光观察并照相. L02细胞移植: 出
生7 wk实验组胎鼠, 乙醚吸入麻醉, 孕鼠腹白线

逐层剪开, 暴露脾, 自脾系膜缘进针, 向脾体和

脾尾方向, 将100 μL经DiI染色的L02细胞培养液

缓慢注入, 轻压注射点, 防止出血和渗液. 标本

收集: L02细胞移植后wk 1取标本, wk 2开始每

2 wk取一次, 至wk 8后按移植后4 mo, 6 mo取材. 

■研发前沿
倒千里光碱与部
分肝切除术(Rts/
PH)联合应用, 是
移植肝细胞增殖
常用模式 .  PH给
予嵌合肝再生刺
激 ,  而Rts使移植
肝细胞有选择性
生长优势, 其具体
机制尚不清楚. 
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每次每组取4只大鼠. 大鼠在乙醚吸入麻醉下行

肝部分切除术, 新鲜肝组织送冰冻切片, 在荧光

显微镜诺丹明滤片下观察; 部分组织用40 g/L中
性甲醛固定, 送石蜡包埋切片. 
1.2.2 DiI荧光示踪法 用DiI染色L02肝细胞后, 移
植前于荧光显微镜诺丹明滤片下观察; L02细胞

移植后, 大鼠取新鲜肝组织送冰冻切片, 在荧光

显微镜下观察. 
1.2.3 免疫荧光检测肝组织人白蛋白 新鲜肝组

织用冰冻切片4-8 μm, 室温放置30 min后, 入4℃
丙酮固定10 min, 37℃下100 mL/L封闭血清孵

育20 min, 滴加鼠抗人白蛋白mAb(Sigma公司, 
滴度1∶400) 4℃过夜, 加荧光标记二抗, 异硫氰

酸荧光素(Fluorescein isothiocyanate, FITC)标记

山羊抗大鼠IgG(滴度1∶100), 37℃暗室下孵育

45 min. 用900 mL/L缓冲甘油封片, 激光共聚焦

显微镜(瑞士Zeiss公司)下观察. PBS替代一抗作

阴性对照. 
1.2.4 免疫组化检测肝组织特异人增殖细胞核抗

原(PCNA) 采用链霉菌亲生物素蛋白-过氧化酶

法(SP法)染色. 新鲜肝组织用40 g/L中性甲醛固

定, 石蜡包埋切片, 60℃烤箱中烤1-2 h, 脱蜡至

水, 加入含0.5 g/L的Triton×100的PBS室温下孵

育5 min, 37℃下30 mL/L过氧化氢孵育20 min, 
特异性人增殖细胞核抗原mAb (Chemicon公司, 
滴度1∶200)或非特异性增殖细胞核抗原mAb 
(滴度1∶200, 检测所有脊椎动物)4℃过夜, 加聚

合物辅助剂和辣根酶标记羊抗鼠IgG多聚体. 二
氨基联苯胺(DAB)显色, 苏木素复染, 中性树胶

封片, 光镜下观察. PBS替代一抗作阴性对照. 采
用LeicaQWin计算机图像分析系统(德国Leica公
司), 在100倍PCNA免疫组化切片下, 每个切片

随机选取5个测量区域, 计算在不同时相PCNA
阳性细胞的数密度(个/μ m2)和面积密度(μ m2/
μm2). 
1.2.5 RT-PCR检测鼠肝组织人白蛋白mRNA 按
TRIzol提取RNA试剂说明进行, 采用BioDev公
司RT-PCR试剂盒的两步法逆转录和扩增反应, 
引物由大连TaKaRa公司设计合成. 人白蛋白

mRNA引物, 正向引物Hs: 5'-TCGACAACGGCT
CCGGCAT-3', 逆向引物Ha: 5'-AAGGTGTGGT
GCCAGATTTTC-3', 扩增目的片段为241 bp; 正
常大鼠白蛋白mRNA引物, 正向引物Rs: 5'-CGG
TTTAGGGACTTAGGAGAACAGC-3', 逆向引

物Ra: 5'-ATAGTGTCCCAGAAAGCTGGTAGG
G-3', 扩增目的片段为388 bp. 扩增条件: 94℃预

变性5 min, 94℃变性50 s; 55℃退火50 s; 72℃延

伸1 min; 共32个循环, 最后72℃延伸8 min. 采用

未加入AMV反转录酶的扩增作为阴性对照以排

除假阳性的可能. 产物经15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 
溴化乙锭染色后于凝胶成像仪上获取图像.

统计学处理 数据均以mean±SD表示, 采用

SPSS10.0统计分析软件, 两均数的比较采用配对 
t检验.

2  结果

2.1 DiI荧光示踪 DiI染色的阳性细胞在绿色滤

光片下显示红色荧光, 细胞均匀着色呈圆形或

椭圆形, 不能区分胞核与胞质. 实验组于移植后

1 wk-6 mo, 观察到L02肝细胞在鼠肝内的动态分

布. L02细胞自第1周起一直呈亮度不大的散在

均匀分布, 该状态维持4 mo, 至第6月荧光细胞

数目开始减少, 亮度有所减弱, 显示为片状均匀

分布. 对照组早期时相可见L02细胞分布在受体

图 1 DiI染色L02细胞荧光图像(×200). A, B, C: 实验组移植4 wk, 8 wk, 6 mo; D, E, F: 对照组移植4 wk, 8 wk, 6 mo.

■创新盘点
在具有正常免疫
活性的人鼠嵌合
肝模型基础上, 应
用倒千里光碱提
高移植细胞增殖
能力; 采用多样化
检测手段: DiI动
态示踪、免疫荧
光、免疫组化及
RT-PCR, 证实移
植细胞在嵌合肝
中的生物学功能
及增殖能力; 计算
机细胞图像定量
分 析 P C N A 数 密
度和面积密度, 反
映了移植细胞的
增殖情况.

A B C

D E F
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■应用要点
通过应用倒千里
光碱, 提高L02细
胞在人鼠嵌合肝
中的增殖能力, 延
长存活时间, 可获
得稳定持续性的
动物模型; 该模型
构建在正常免疫
系统基础上, 为进
一步研究病毒感
染发病机制、病
毒原学诊断和治
疗等提供良好的
平台.

鼠肝内的门静脉区域, 聚集成团, 以后扩散到肝

实质区域, 荧光细胞数目减少较快, 亮度逐渐减

弱, 维持10 wk左右. 相应时相荧光细胞数目较实

验组明显稀少(图1).
2.2 鼠肝组织中人白蛋白的表达 F ITC标记荧

光二抗, 阳性细胞的胞质在激光共聚焦显微镜

的蓝色滤光片下显示为绿色荧光, 与周围大鼠

肝细胞界限清楚, 胞核未着色. 实验组移植后

2 wk-6 mo大鼠均检测出人白蛋白; 对照组移植

后2-8 wk大鼠可检测出人白蛋白. 两组均以4 wk
发现绿色荧光细胞最多, 实验组比相应时相对

照组阳性细胞数目多. 实验组肝实质显示了轻

度到中度肝索结构的破坏、门脉区炎性细胞浸浸

润和分散的巨大肝细胞, 这些巨大肝细胞都有

大的细胞核; 对照组未见明显上述现象. 实验组

和对照组均未见肝纤维化、肝坏死等(图2). 

2.3 特异人PCNA的表达 特异性人和非特异性

PCNA阳性细胞核DAB显色后均为棕色(图3). 实
验组和对照组各取两份切片, 分为实验组1: 一
抗为特异性人增殖细胞核抗原mAb, 其实验组

移植后2 wk-6 mo检测出特异性人PCNA, 4 wk
最多, 以后逐渐减少, 6 mo后仍有少量; 对照组

移植后2-6 wk, 检测出特异性人PCNA, 仍以4 wk
最多. 对照组相应时相阳性细胞数量略少于实

验组; 实验组2: 一抗为非特异性增殖细胞核抗

原mAb, 其实验组与对照组差别不大, 均移植后

1 wk-6 mo, 检测出大量非特异性人PCNA, 阳性

细胞核数量未见减少. PCNA阳性细胞的数密度

和面积密度均显示, 实验组1与其对照组比较有

统计学差异(P <0.05); 实验组2与其对照组比较

无统计学差异(P >0.05)(表1).
2.4 人白蛋白mRNA的表达 实验组移植后2 wk-

图  2  正 常
鼠肝组织和移
植4 wk嵌合鼠
肝组织中胞质
呈 绿 色 荧 光
的L02细胞(×
400). A: 正常

鼠肝组织; B: 

实验组; C: 对

照组.

图 3 正常鼠肝组织和移植4 wk嵌合鼠肝组织中胞核呈棕色的L02细胞(×200). A: 实验组1; B: 对照组; C: 实验组2; D: 正常

鼠肝组织.

A B

C D

A B C
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■名词解释
倒千里光碱与部
分肝切除术联合
肝细胞增殖模型
(Rts/PH): 是移植
肝细胞增殖常用
模式. 部分肝切除
术给予嵌合肝再
生刺激, 提高受体
细胞的更新水平; 
倒千里光碱强烈
而持续抑制宿主
肝细胞的增殖, 而
不影响移植肝细
胞增殖, 使移植肝
细胞有选择性生
长优势, 二者共同
促进移植肝细胞
增殖, 其具体机制
尚不清楚.

6 mo, 检测出人白蛋白mRNA, 对照组移植后

2-8 wk, 检测出人白蛋白mRNA. 分别采用人和

大鼠白蛋白mRNA引物作RT-PCR时, 可在实验

大鼠肝组织中检测到相应的人白蛋白mRNA条

带(241 bp)及大鼠白蛋白mRNA条带(388 bp)(图4).

3  讨论

动物在胚胎发育时期免疫系统尚未成熟, 接触

到外来抗原时, 可能由于“T淋巴细胞克隆消

除”的原因[13], 会逐渐对这些抗原产生耐受, 因
此, 先用人胎肝细胞诱导胎鼠对人肝细胞产生

免疫耐受, 再把人肝细胞移植到正常大鼠肝内, 
从而建立针对移植物耐受的动物模型[14]. 由于

我们的人鼠嵌合肝模型建立在正常免疫系统上, 
嵌合于鼠肝细胞中的是正常人肝细胞, 对多种

肝炎致病因子易感, 因此可利用人鼠嵌合肝模

型进行已知和未知肝炎致病因子的研究. 应用

标记技术, 在荧光显微镜或流式细胞仪下, 移植

肝细胞与受体肝细胞很容易区别开来, 且能直

观的监测移植肝细胞的功能与转归、分布与存

活. 我们采用亲脂性碳花青荧光染料DiI标记整

个细胞, 荧光衰减非常慢, 有报道[15]用DiI标记的

神经元在体外保持活性4 wk以上, 体内保持9 mo
以上, 仍没有明显衰减和向周围的神经元细胞

转移. 本实验DiI荧光及免疫组化均显示, 移植的

L02细胞首先到达远端门静脉区域和肝窦, 聚集

成团, 逐渐扩散到肝实质区域, 并散在分布, 在
Rts的作用下, 散在分布的L02细胞开始成族增

殖. 实验组L02细胞一直呈亮度不大的散在均匀

分布, 提示移植细胞扩散到肝实质区域后很快

分裂增殖, 导致荧光细胞亮度减弱; 而对照组相

应时相荧光细胞亮度虽大, 但数目较实验组明

显稀少, 提示其分裂增殖相对较少, 说明Rts对移

植细胞有明显增殖作用. 实验组荧光细胞维持

6 mo以上, 而对照组维持8 wk, 证实DiI荧光染料

衰减很慢, 对照组荧光最后的消失不是因为衰

减, 而是移植细胞有限的增殖能力和细胞活性

下降所致. 
我们采用免疫荧光技术和RT-PCR, 从移植

后2 wk-6 mo嵌合肝大鼠肝组织中检测出人白

蛋白及人白蛋白mRNA; 对照组于移植后2-8 wk
检出. 两组均证实人L02细胞在嵌合肝中的存

在, 并具有生物学功能, 但实验组比对照组阳性

持续时间明显延长, 均未见肝纤维化、肝坏死

现象, 说明Rts不仅提高了L02细胞在大鼠肝组

织中的增殖, 而且其肝细胞毒性不影响移植细

胞生物学功能. 另外发现, 实验组肝实质出现肝

索结构的破坏、大量炎性细胞浸润和巨大核肝

细胞, 而对照组不明显, 体现了移植肝细胞与受

体细胞的整合过程, 并逐渐发生移植细胞的增

殖、替代. Laconi et al [2]发现, 由于肝脏总重量和

DNA含量在移植细胞增殖过程, 均未超过正常

水平值, 说明移植细胞并不是简单的与受体细

胞共存, 而是移植细胞的缓慢替代, 而除了Rts, 

图 4 RT-PCR检测肝组织人白蛋白和鼠白蛋白mRNA. 1: 标

准分子量DNA Marker; 2, 3: 正常大鼠肝组织; 4, 5: 人肝组

织; 6, 7: 嵌合鼠肝组织; 2, 4, 6: 大鼠白蛋白mRNA引物; 3, 5, 

7: 人白蛋白mRNA引物.

表 1 大鼠不同时相PCNA的数密度和面积密度(mean±SD, n  = 4)

     
指标                    分组              1 wk          2 wk                        4 wk                    6 wk              4 mo

数密度                    实验组�                                        0.47±0.08a          �.33±0.34a          0.56±0.38a         0.08 ±0.03

(�0-4 μm2/μm2)        对照组�                                        0.�0±0.07           0.46±0.04           0.�4±0.04 

                实验组2           5.53±�.�2           5.68±0.89           6.02±0.87           6.78±�.03           5.77±0.68

                对照组2           6.20±0.85           5.77±�.�8           6.�6±�.02           5.46±�.03           6.73±0.58

面积密度                 实验组�                                        2.�4±0.22a         7.85±�.46a                  3.54±�.63a          0.58±0.72

(�0-4 μm2/μm2)        对照组�                                        �.47±0.04           2.94±0.64           2.37±0.48 

                实验组2           74.8±�.06           69.3±2.84           45.3±3.38           77.3±4.84           84.7±2.67

                对照组2           84.2±6.84           67.5±2.73           66.3±4.48           74.2±5.73           83.3±4.83

aP<0.05 vs 对照组�.

  1      2       3     4      5       6      7

bp

400
300
200

388

241

bp
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移植细胞也可能加速了受体细胞的消亡过程. 
研究表明, 经脾注射大量移植肝细胞(1×108以

上)、肝细胞的多次移植或者移植前诱导肝毒性

等增殖方法, 与注射Rts相比, 肝细胞增殖均显得

很轻微[16]. Rts的毒性包括肝细胞坏死, 并未对肝

细胞增殖造成影响, 为Rts在移植肝细胞的有效

增殖和临床应用提供了依据[17]. Rts是千里光属

植物种中所含吡咯烷类生物碱, 可强烈而持续

阻断宿主肝细胞增殖的细胞周期, 而移植肝细

胞增殖的细胞周期却不受影响, 从而促进了移

植肝细胞的选择性生长, 虽半衰期很短, 但对肝

细胞增殖的抑制作用可持续数周至数月[18]. Rts
主要阻断肝细胞周期S晚期和G2期, 即阻断了随

后的细胞有丝分裂; 也能阻断肝细胞进入S期, 与
DNA结合阻断其合成[19], 但其他结合DNA的试

剂如二乙基亚硝胺却不能维持移植肝细胞的增

殖过程, 提示了生物碱的特殊性[2]. Laconi et al [20]

发现, 在外源性生长刺激如部分肝切除缺乏下, 
仅给予Rts处理, 其结果同Rts/PH联合相似, 提示

除了维持移植肝细胞选择性生长优势以外, Rts
的作用可能还有其他机制存在. 我们也试验了单

独给予Rts, 无pH作用下, Rts同样能提高L02细胞

的增殖能力, 延长其生存时间, 只是移植细胞的

增殖似乎较慢. Gordon et al [21]研究Rts所致不可逆

损伤的巨大肝细胞清除机制, 发现Rts除了阻断

肝细胞的有丝分裂, 导致S晚期和G2期细胞增加

外, 也可因凋亡前体蛋白Bax和抗凋亡蛋白Bcl-xl
的相对水平高低和所处位置, 诱导凋亡, 导致细

胞损伤. 
目前, 计算机图像分析系统应用广泛, 对免

疫组化切片分析和计算移植肝细胞的数量、数

密度、面积、面积密度、细胞最大直径及形态

因子等参数, 可以反映移植肝细胞的增殖情况, 
我们采用计算机图像分析以及统计学分析, 检
测不同时相PCNA细胞的数密度和面积密度. 实
验发现, 特异性人PCNA作一抗时, 实验组与对

照组相应时相的数密度和面积密度有明显差

异且有统计学意义, 前者比后者持续时间明显

延长, 说明倒Rts既能抑制受体肝细胞增殖, 促
进卵圆细胞活化, 也能促进移植肝细胞的增殖. 
Zheng et al [22]推测, 应用Rts后, 肝严重损伤后的

再生可能首先是移植的成年肝细胞的增殖分

化, 其次是单能或双能前体细胞的增殖与分化

的过程. 实验组与对照组增殖期L02细胞高峰均

出现在第4周, 只是前者数量明显多于后者, 以
后检测均逐渐减少, 移植4 mo后, 阳性细胞仅有

少量, 6 mo与4 mo水平相当, 说明L02肝细胞在

鼠肝脏内保持高度分化增殖持续到移植后4 mo
左右, 增殖能力持续时间长, 且最后仍维持在低

水平复制状态. Zheng et al [22]应用Rts和部分肝切

除术处理的二肽酶(dipeptidyl peptidase, DPP)Ⅳ-

大鼠, 移植的DPPⅣ+肝细胞在第1月复制和分裂

次数最多, 以后很快减少, 第3月到达细胞增殖

的相对平台, 但复制一直维持在低水平而不停

止, 我们的结论与之基本相符. 非特异性PCNA
作一抗时, 经计算机图像和统计学分析, 实验组

与对照组在时间和数量上无明显差异, 非特异

性PCNA在1 wk-6 mo一直持续存在且数量很多, 
说明鼠肝细胞在行部分肝切除术后迅速表现出

强烈而持续的增殖趋势, 实验组由于Rts虽允许

受体肝细胞的DNA合成作用, 但主要阻断肝细

胞wk期S晚期和G2期, 即阻断了随后的细胞有

丝分裂, 使受体肝细胞增殖受阻. 该机制也解释

了应用Rts后出现的巨大核肝细胞, 是由于部分

受体肝细胞能够在核内复制合成DNA, 但不能

有丝分裂的结果[20]. 70%肝切除是常见的大鼠肝

再生模型, 由于移植肝细胞数量在嵌合肝中比

例很小, 部分肝切除术促进L02细胞增殖的数量

很少, 所以, 非特异性PCNA在wk 1出现, 而特异

性人PCNA在wk 1未能发现, 并且即使Rts能提

高移植细胞的增殖能力, 但在相应时相特异性

人PCNA与非特异性PCNA比较, 数量明显稀少. 
通过应用药物Rts后, 提高L02细胞在人鼠嵌

合肝中的增殖能力, 延长存活时间, 可获得稳定

持续性的动物模型. 从理论和实践中都能够证

明人鼠嵌合肝动物模型的应用前景, 构建在正

常免疫系统基础上的动物模型, 为进一步研究

病毒感染免疫应答、致病机制、抗病毒治疗和

开发强效疫苗开辟了道路. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of initial enteral 
glutamine supplementation on p-ERK1/2 
expression in ileal mucosa of scalded rats.

METHODS: Healthy adult Sprague Dawley rats 
were randomly divided into enteral nutrition 
(EN) group (n = 40), enteral nutrition plus glu-
tamine (EN + Gln) group (n = 40) and pseudo-
scalded (PS) group (n = 8). Scalded model (30% 
total body surface area, Ⅲ0 scald injury) was 
established in the rats of the former two groups, 
and the corresponding methods were used. The 
expression of p-ERK1/2 in ileal mucosa was 
analyzed by immunohistochemical staining and 
Western blot, and the changes of plasma D-lac-
tate concentration in portal vein were measured 
by ultraviolet spectrophotometry.

RESULTS: The concentration of D-lactate was 

heightened after scalding, and it restored to 
the normal level after 48 hours in EN + Gln 
group, which was significantly lower than that 
in EN group (4.7 ± 0.9 vs 6.9 ± 1.2, P < 0.05). Im-
munohistochemistry revealed the number of 
p-ERK1/2-positive cells had been increased after 
scalded injury, and the percentages of p-ERK1/
2-positive cells had been markedly higher in EN 
+ Gln group than that in EN group at the 24th, 
48th, and 96th hour (villus: 87.6% ± 9.6%, 84.4% 
± 10.3%, 74.6% ± 9.7% vs 64.6% ± 7.3%, 59.6% 
± 7.1%, 58.4% ± 7.4%, P < 0.05; recess: 73.6% 
± 11.2%, 67.4% ± 8.6%, 63.6% ± 7.9% vs 54.3% 
± 6.3%, 51.6% ± 5.9%, 48.4% ± 5.3%, P < 0.05). 
Western blot showed that the expression of 
p-ERK1/2 had been obviously increased in EN 
group at the 12th hour after scalded injury, and 
then decreased gradually, while it reached the 
peak at 24th hour, and then decreased gradually 
in EN + Gln group.

CONCLUSION: In comparison with enteral 
nutrition, enteral glutamine supplementation 
can promote the expression of p-ERK1/2 in ileal 
mucosa and improve the function of intestinal 
barrier in scalded rats.

Key Words: Enteral nutrition; Glutamine; p-ERK1/2; 
D-lactate
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摘要
目的: 观察早期肠内谷氨酰胺补给对烫伤大
鼠回肠p-ERK1/2表达的影响. 

方法: 选健康SD大鼠88只随机分为肠内营养
组(EN组, n  = 40)、肠内营养加谷氨酰胺补给
组(EN+Gln组, n  = 40)和伤前对照组(n  = 8), 制
备总烧伤面积(TBSA)为30%的Ⅲ0烫伤动物模
型, 伤后早期分别给予肠内营养制剂能全力和
能全力加Gln, 于6, 12, 24, 48和96 h观察肠黏
膜细胞p-ERK的表达分布及血浆D-乳酸浓度
变化. 

www.wjgnet.com
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■背景资料
严重烧伤后早期
肠内营养, 维护肠
黏膜屏障功能, 减
少肠内细菌、内
毒素移位, 同时提
高机体免疫功能, 
己成为治疗的关
键. 肠黏膜屏障功
能的维护除应有
良好的血供、氧
供外, 还应促进肠
黏膜细胞的生长
与修复. 肠内免疫
营养剂中的谷氨
酰胺是肠黏膜细
胞的组织特需营
养物质, 加之肠黏
膜细胞必须从肠
腔内获得营养与
在食糜的刺激下
才能增长, 这是肠
外营养所不能, 故
免疫营养配方多
为肠内营养, 具有
维护肠黏膜屏障
功能的作用, 是未
来首选的营养支
持途径. 



结果: 烧伤后血浆D-乳酸水平升高, EN组在
观察时间内血浆D-乳酸水平没有恢复正常 
(P <0.05), EN+G ln组血浆D-乳酸水平在伤后
48 h恢复至伤前水平且明显低于E N组(4.7
±0.9 vs  6.9±1.2, P <0.05). p-ERK1/2免疫组
化染色显示烧伤后阳性细胞数量显著增加, 
EN+Gln组回肠阳性细胞百分比在24, 48, 96 h
明显高于EN组(绒毛: 87.6%±9.6%, 84.4%±

10.3%, 74.6%±9.7% vs  64.6%±7.3%, 59.6%
±7.1%, 58.4%±7.4%, P <0.05; 隐窝: 73.6%±

11.2%, 67.4%±8.6%, 63.6%±7.9% vs  54.3%
±6.3%, 51.6%±5.9%, 48.4%±5.3%, P <0.05). 
Western b lot显示EN组伤后6 h p-ERK1/2
表达明显增加, 12 h达高峰, 然后逐渐下降, 
EN+Gln在24 h达到高峰并逐渐下降.

结论: 相对于肠内营养, 早期肠内给予G ln能
促进肠上皮细胞p-ERK1/2的表达, 改善黏膜
局部的屏障功能.

关键词: 肠内营养; 谷氨酰胺; p-ERK1/2; D-乳酸 
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0  引言

在严重烧伤、感染、休克等应激条件下, 因肠

道缺血缺氧、炎性因子的瀑式释放、营养底

物的缺乏等导致肠黏膜受损, 上皮细胞通透性

增加及增殖受抑制, 肠屏障功能受损, 肠道细

菌移位. 丝裂素活化蛋白激酶(mitogen activated 
protein kinase, MAPK)级联是细胞内重要的信

号转导途径, 其将细胞外刺激传递至细胞核, 参
与细胞的生长、发育、分化等一系列生理过程. 
肠道损伤所涉及缺血、炎症、凋亡等多个病

理机制与MAPK信号道路的调节有关, MAPK/ 
ERK是其中一条重要的信号转导通路, 可被生

长因子、G蛋白偶联受体的配体和转录因子等

激活[1]; ERK通路在促进肠上皮增生、分化、抑

制凋亡中发挥重要作用. 近来研究发现, 谷氨酰

胺(Gln)能促进肠黏膜细胞的增生、减轻肠道损

伤、防止肠黏膜萎缩等作用, 有利于维持肠黏

膜屏障功能. 为此我们设计了本实验, 对烧伤后

大鼠早期肠内补给Gln, 观察其对MAPK/ERK的

活性形式p-ERK1/2的激活作用, 探讨肠内Gln补
给与ERK信号途径关系及其可能的机制. 
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1  材料和方法

1.1 材料 成年健康Wi s t a r大鼠88只, 体质量

220-250 g, 雌雄兼用, 由南昌大学医学院医学

实验动物科学部提供. 雌雄分笼, 适应性喂养1 
wk, 自由摄水饮食. p-ERK鼠mAb购自美国cell 
signaling technology公司, 以及相应的试剂(北京

中山生物技术有限公司).
1.2 方法 

1.2.1 烫伤模型的制作 动物随机分为两组, 即肠

内营养组(EN组)和肠内营养组加谷氨酰胺补给

组(EN+Gln组), 两组所有大鼠均制成烫伤模型, 
每组40只. 另取8只作为伤前对照, 制成假烫模

型, 所得数据作为伤前参考值. 大鼠烫伤前禁食

12 h时, 10 g/L戊巴比妥钠(40 mg/kg)腹腔麻醉, 
背部电推剃毛, 称其质量后采用本实验中心自

制蒸汽烫伤控制器, 设定压力为0.03 mPa, 温度

108℃, 持续8 s, 造成总体表面积(TBSA)为30% 
的Ⅲ0烫伤. 伤后立即腹腔注射平衡液50 mL/kg 
抗休克. 将大鼠放入限制笼内饲养, 于伤后6, 12, 
24, 48和96 h检测观察指标, 在每个时间点, 每组

大鼠均为8只. 
1.2.2  营养液的配制与供给  各组给予同等热

量的肠内营养物, E N组给予肠内营养剂能全

力(Nutric ia公司), EN+G ln组在此基础上添加

Gln(重庆药友制药有限公司惠赠)0.3 g/d·kg; 伤
后4 h开始灌喂营养液; 每日总热量按文献[3]报
道的731.5 kJ/kg给予, 每天计划量分3-5次喂完, 
不限饮水. 
1.2.3 检测指标和方法 (1)血浆D-乳酸测定: 门
静脉血离心后分离血浆, -80℃保存, 用酶联紫

外分光光度法测定血浆D-乳酸水平. (2)肠黏

膜p-E R K1/2的免疫组化测定: 取大鼠回肠末

段石蜡包埋后切片, 应用p-ERK小鼠mAb(ce l l 
signaling technology, Inc, 美国)以及相应的第

二抗体, 按照试剂说明书要求进行免疫组织化

学技术操作. 结果以细胞质或细胞核着棕色者

为阳性染色. 另用PBS代替一抗做阴性对照. 光
镜下观察阳性细胞在小肠黏膜的分布 ;  每只

大鼠观察50个纵向切开的隐窝和绒毛, 统计阳

性细胞百分率 .  其结果以均数±标准差表示; 
(3)Western blot法检测p-ERK1/2的表达: 主要步

骤为载玻片刮取大鼠回肠黏膜层, 称其质量后

加入去污剂裂解缓冲液, 匀浆器匀浆, 冰上裂解

30 min, 将已裂解的组织转移入1.5 mL EP管中, 
4℃, 10 000 g离心10 min, 取上清, 用Folin酚法进

行蛋白定量后, 取40 µL蛋白, 加入上样缓冲液
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■创新盘点
本研究根据免疫
营养理论, 将Gln
加入肠内营养剂
能全力(Nutric ia
公司) ,  应用于烫
伤 动 物 模 型 ,  通
过与单纯应用肠
内营养剂能全力
(Nutricia公司)的
比较, 采用免疫组
化、蛋白印迹等
先进研究方法和
检测手段, 观察肠
内免疫营养对烫
伤大鼠回肠黏膜
细胞p-ERK1/2的
表 达 ,  从 分 子 生
物学和细胞学水
平, 探讨肠内免疫
营养对严重烫伤
后肠黏膜机械屏
障功能的影响及
其可能机制, 为严
重烧伤患者营养
支持和免疫功能
紊乱的治疗提供
理 论 依 据 据 .  据
Internet检索, 目前
未见相关报道.
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煮沸3 min变性后, 完成十二磺基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)和蛋白转膜操作, 膜
片分别与一抗(鼠抗p-ERK1/2 mAb, 稀释浓度为

1∶1000)进行抗原抗体结合反应, 然后将NC移

入10 mL含有羊抗大鼠IgG-HRP的反应液(二抗

1∶1000溶于封闭液)中, 室温平摇120 min; 经适

当洗涤, 膜片与ECL温浴1 min, 保鲜膜包裹后, 
经X光片曝光, 显影和定影, 显现特异的蛋白信

号. 激光光密度仪扫描, 所得p-ERK1/2蛋白带的

综合密度除以伤前相对应样的综合密度的比值, 
即相对A值代表蛋白的相对表达量.

2  结果

2.1 血浆D-乳酸浓度的变化 在烧伤后6 h时EN组

和EN+G ln组动物血浆D-乳酸浓度较伤前均升

高, 在实验所观察时间内EN组均高于伤前水平

(P <0.01或P <0.05); EN+Gln组在48和96 h时D-乳
酸浓度与伤前比较差异无显著性意义(P >0.05), 
组间对照EN+Gln组在48和96 h时D-乳酸浓度明

显低于EN组(P <0.05), 说明补充Gln的肠内营养

能降低血浆D-乳酸浓度(表1).
2.2 回肠绒毛p-ERK1/2的阳性细胞百分比 烧伤

后肠绒毛p-ERK1/2阳性细胞百分升高, EN组

和EN+G ln组在伤后12 h与伤前比较均明显升

高(P <0.01或P <0.05); 组间比较EN+Gln组在24, 
48和96 h时p-ERK1/2阳性细胞明显高于EN组

(P <0.05)(表2). 
2.3 回肠隐窝p-ERK1/2的阳性细胞百分比 在烧

伤后EN组和EN+Gln组肠绒毛p-ERK1/2阳性细

胞百分比较伤前均显著升高(P <0.01或P <0.05); 
组间比较EN+Gln组在24, 48和96 h时p-ERK阳

性细胞与EN组相比均显著升高(P <0.05). 隐窝

p-ERK阳性细胞百分比较伤前均升高(P <0.01或
P <0.05)(表3).
2.4 肠黏膜p-ERK1/2的表达 Western blot分析显

示, 烧伤后p-ERK1/2蛋白表达的水平升高, EN组

在伤后12 h达到最高后逐渐下降; EN+Gln组在

24 h时达到峰值后逐渐下降; 在伤后24, 48 h时
EN+Gln组p-ERK1/2表达明显高于EN组(P <0.01
或P <0.05), 说明补充Gln的肠内营养能促进伤后

表 1 烧伤后门静脉血浆D-乳酸浓度变化(酶联紫外分光光度法)

     
                                                                                                                 伤后时间(h)

                                                      6       12              24                     48           96

EN组                8        3.8±0.6        10.8±1.7b        8.3±1.4b        7.9±1.3b        6.9±1.2a         6.1±1.1a

EN+Gln组        8                          9.4±1.6b         7.8±1.2b        7.2±1.3b        4.7±0.9c         4.1±0.8c

分组           n      伤前值

aP<0.05, bP<0.01 vs 伤前; cP<0.05 vs EN组.

表 2 回肠绒毛p-ERK1/2的阳性细胞百分比变化(%)

     
                                                                                                                 伤后时间(h)

                                                        6        12              24                     48           96

EN组                8        55.3±6.6        64.1±9.6      69.3±9.7a      64.6±7.3       59.6±7.1        58.4±7.4

EN+Gln组        8                           60.3±9.3      70.7±8.9a      87.6±9.6ac     84.4±10.3ac    74.6±9.7ac

分组           n      伤前值

aP<0.05, bP<0.01 vs 伤前; cP<0.05 vs EN组.

表 3 回肠隐窝p-ERK1/2的阳性细胞百分比变化(%)

     
                                                                                                               伤后时间(h)

                                                      6     12           24                      48           96

EN组                8        31.3±4.3      54.1±7.6b     57.3±6.7b     54.3±6.3b         51.6±5.9b      48.4±5.3a

EN+Gln组        8                         52.3±7.4b     56.7±8.6b     73.6±11.2bc      67.4±8.6bc   63.6±7.9bc

分组           n      伤前值

aP<0.05, bP<0.01 vs 伤前; cP<0.05 vs EN组.

■同行评价
本文描述了早期
肠内谷氨酰胺补
给对烫伤大鼠回
肠p-ERK通路的
影响, 总体上书写
比较流畅, 有一定
科学性.
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p-ERK1/2蛋白的表达(图1-2).

3  讨论

严重烧伤后机体呈低血容量状态, 在烧伤等应

激状态下, 在各种细胞因子、激素作用下以高

代谢为特征, 机体组织血流发生改变; 因局部营

养物质、供氧不足和细胞因子的瀑式释放等使

肠道黏膜及其屏障功能受损; 近来的研究表明, 
创伤后G ln补给能通过自身代谢和调节细胞增

生分化的作用, 以维护肠黏膜细胞、保持肠黏

膜屏障的功能. ERK1/2在胞质内分布广泛, 已
证明p-ERK1/2途径是成纤维细胞、角质细胞、

IEC-6等细胞增生的主要细胞内信号传导通路[2]. 
在未受刺激的细胞内主要表现为脱磷酸型, 其
苏氨酸和酪氨酸残基被磷酸化后发生激活, 对
机体细胞的生长、分化和增殖过程中发挥重

要的调控作用[3], p-ERK1/2被激活后, 可以表现

为持久激活或短暂激活, 持久激活(活性高)的
p-ERK1/2可部分转入核内, 可以使相应的转录

因子发生磷酸化, 而短暂激活(活性低)的p44/42 
MAPK不能进入核内, 二者由于“入核量”的差

异使细胞表达不同质或量的产物, 从而产生不

同的细胞生物学效应, 因此ERK1/2在转录水平

上的差异可以使其产生不同的效应. 
本实验中在伤前大鼠的回肠黏膜上皮细

胞内, p-ERK1/2主要存在于胞质中, 核内少量

表达. 烧伤后肠上皮和小肠隐窝阳性细胞的比

例显著增加, 表明烧伤后机体的应激可以激活

p-ERK1/2通路. 在实验各个时间点免疫组化切

片可见小肠绒毛和隐窝处p-ERK1/2阳性细胞均

明显高于伤前; Western blot半定量分析显示, 在
EN组p-ERK1/2的表达在伤后6 h升高后逐步下

降, 而在Gln组则在24 h时再次升高并持续一定

时间; 对此我们推测p-ERK1/2的表达在6 h时的

图 1 烫伤大鼠肠黏膜p-ERK1/2的免疫组化. A: 回肠绒毛EN+Gln组(12 h); B: 回肠绒毛EN+Gln组(24 h); C: 回肠绒毛EN组

(12 h); D: 回肠绒毛EN组(24 h); E: 回肠隐窝EN组(24 h); F: 回肠隐窝EN+Gln组(24 h).

A B

C D

E F
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上升主要是由烧伤后机体的应激状态引起; Gln
组出现再次升高是肠内补充Gln的结果. Gln是快

速增殖细胞如肠上皮细胞、淋巴细胞的主要能

量来源, 众多的研究显示, Gln在肠黏膜代谢和维

护中的作用, 如参与葡萄糖三羧酸循环、氧化

生成ATP供能, 参与黏膜细胞核酸及蛋白质的合

成代谢, 促进肠黏膜细胞的更新和再生, 保持其

超微结构的完整性[4]. 在烧伤后机体对G ln的需

求量远远超过体内合成Gln的能力, 可使肠道黏

膜萎缩、绒毛变稀变矮, 肠黏膜屏障功能下降. 
在近几年的临床和动物实验中发现, 补充Gln后
能明显增加大鼠肠黏膜的质量、DNA和RNA含

量, 恢复绒毛高度、黏膜表面积和隐窝深度, 增
加隐窝细胞的有丝分裂, 加快肠上皮细胞更新

速度, 增强修复能力, 并能增强细胞间的紧密连

结, 减少上皮细胞的凋亡, 阻止肠黏膜萎缩及炎

症所致的通透性增加, 从而恢复并维持黏膜形

态和功能的完整性[5]. 但对于其作用的具体机制

目前尚无具体的报道.   
Wiren et al [6]利用肠切除的动物模型观察早

期肠内谷氨酰胺补给对回肠黏膜表皮细胞生长

因子(EGF)、胰岛素样生长因子-Ⅱ(IGF-Ⅱ)的
影响, 发现G ln能特异性增加两者的水平. EGF
是强有力的促细胞分裂因子, 对肠黏膜细胞具

有促进生长和增生的作用[7-8], p-ERK1/2转导通

路被认为是EGF调节细胞生长和增生的一个关

键通路[9], 在EGF等生长因子刺激引起的细胞反

应中起重要调控作用[10]. 体外研究证实, EGF可
以通过激活p-ERK1/2通路促进小肠上皮细胞的

增生反应[11-13], 因此我们推测Gln组p-ERK1/2在
24 h时再次升高可能是Gln补充引起EGF增加的

结果. 
D-乳酸是肠道细菌特有的代谢产物, 在肠

道应激缺血时, 肠道细菌产生的大量D-乳酸可

通过受损的肠黏膜进入血循环, 引起血浆D-乳
酸水平升高. 在本实验中我们发现, 烧伤后D-乳
酸均升高, Gln组在48和96 h时D-乳酸浓度基本

恢复正常, 说明Gln早期肠内补给能改善肠黏膜

屏障功能. 这可能与Gln在的直接作用及间接调

控有关. 最新研究表明, G ln可以作为信号分子

和生存因子, 起到减轻炎症反应和抗细胞凋亡

的作用, 更为重要的是有试验证实Gln可以诱导

HSP70的产生, 提高细胞生存能力[14-29]; 另一方

面, 在应激、感染等情况下, 由于钙耗竭等因素

导致上皮细胞间紧密连接的重要成分Occludin
去磷酸化而致紧密连接蛋白(TJ)的破坏[30]; 而
Basuroy et al [31]利用Caco-2细胞的体外培养体系

发现, p-ERK1/2直接和Occludin的C末端相互作

用, 阻止Occludin苏氨酸残基的去磷酸化, 引起

TJ蛋白及其相关信号分子的磷酸化, 从而上调

上皮细胞间TJ的表达, 维护肠黏附的完整性及

其屏障功能. 我们通过Western blot法分析了肠

黏膜中p-ERK1/2表达的变化, 发现Gln补充24 h
后再次升高且持续一定的时间, 上述变化对于

局部屏障功能的维护无疑是有益的, 这也可能

是Gln组D-乳酸浓度下降的重要原因. 
总之 ,  烧伤后早期肠内补给G l n能促进

p-ERK1/2的表达, 从而促进肠黏膜细胞的增殖

活化, 改善肠黏膜的屏障功能. 这也可能是G ln
改善伤后肠道功能的重要机制之一. 
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Abstract
AIM: To investigate the therapeutic effect and 
antioxidation mechanism of epigallocatechin-3-
gallate (EGCG) in rats with acetic acid-induced 
colitis.

METHODS: Sixty male rats were randomly as-
signed into 4 groups: normal control (n = 10), 
model placebo (n = 20), EGCG (n = 15), sulfasala-
zine (SASP, n = 15). The rats in normal group 
were treated with regular feeding, while those in 
the other three groups were treated orally with 
normal saline (2 mL/d), EGCG [50 mg/(kg·d)], 
and SASP [0.25 g(kg·d)] respectively for 7 days 
after the colitis model was induced by 80 g/L 
acetic acid. The general condition, food intake, 
weight, stool consistency, and bloody stool were 
observed, and then the disease activity index 
(DAI) and the therapeutic effects were evalu-

ated. All the rats were sacrificed on day 8. The 
colon mucosal damage index (CMDI), and his-
tological scores were evaluated and the tissue 
contents of nitric oxide (NO), malondialdehyde 
(MDA), superoxide dismutase (SOD) were mea-
sured as well..

RESULTS: As compared with the placebo and 
SASP, EGCG notably improved the DAI (1.1 ± 0.9 
vs 3.9 ± 0.4, 3.0 ± 1.2, P < 0.01), CMDI (1.5 ± 0.9 
vs 3.3 ± 0.6, 2.3 ± 0.9, P < 0.05) and histological 
scores (4.6 ± 3.1 vs 9.3 ± 2.8, 7.9 ± 4.0, P < 0.01). In 
comparison with those in model placebo group, 
the levels of NO and MDA in EGCG group were 
significantly reduced (NO: 9.1 ± 5.6 μmol/g 
vs 15.4 ± 5.0 μmol/g, P < 0.05; MDA: 0.9 ± 0.6 
μmol/g vs 1.5 ± 0.6 μmol/g, P < 0.05), while the 
level of SOD was increased remarkably (3090.6 
± 568.4 nkat/mg vs 1373.6 ± 410.1 nkat/mg, P < 
0.05). Besides, the level of SOD was remarkably 
higher in EGCG group than that in SASP group 
(3090.6 ± 568.4 nkat/mg vs 1268.6 ± 431.8 nkat/
mg, P < 0.05).

CONCLUSION: EGCG may ameliorate the in-
flammatory reactions in colitis by its antioxida-
tive activity, and its therapeutic effect is superior 
to that of the conventional medicine SASP.

Key Words: Epigallocatechin-3-gallate; Colitis; Anti-
oxidation; Mechanism

Ran ZH, Chen C, Xiao SD. Therapeutic effect and 
antioxidation mechanism of epigallocatechin-3-gallate 
in rats with colitis induced by acetic acid. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(4):359-364

摘要
目的: 在大鼠结肠炎的模型中, 研究表没食子
儿茶素没食子酸酯(epigallocatechin-3-gallate, 
E G C G)的治疗作用及其抗氧化损伤作用的
机制. 

方法: SD大鼠60只, 随机分为正常对照组(n  
= 10)、模型安慰剂组(n  = 20)、EGCG治疗
组(n  = 15)、柳氮磺吡啶(SASP)治疗组(n  = 
15). 正常组常规饲养, 模型安慰剂组、EGCG

www.wjgnet.com
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■背景资料
溃疡性结肠炎是
一种发生于结肠
黏膜的慢性、炎
症性及溃疡性疾
病, 病因未明, 可
能 与 免 疫 、 感
染、遗传和精神
因素有关, 主要症
状是腹泻、黏液
脓血便、腹痛, 并
且病情轻重不一, 
常反复发作, 病程
漫长. 本病好发于
青、中 年 ,  我 国
发病率较欧、美
低, 且轻型病例多
见, 但近20 a来本
病的发病率有上
升趋势. 本病虽有
药物控制病情, 但
由于反复迁延, 常
常出现并发症, 甚
至癌变 .  近年来 , 
应用中药及天然
植物有效成分治
疗溃疡性结肠炎
取得一定进展, 但
是, 其治疗的作用
机制多不明确.



组、SASP组80 g/L乙酸造模后分别予以生理
盐水2 mL/d、EGCG 50 mg/(kg·d)、SASP 
0.25 g/(kg·d)灌胃治疗7 d, 观察大鼠活动状
态, 进食量, 体质量, 大便性状, 大便出血情
况, 计算疾病活动指数(DAI), 判断疗效. 第8
天处死大鼠并进行结肠黏膜损伤指数(CMDI)
评分, 组织学评级, 测定组织一氧化氮自由基
(NO)、脂质过氧化产物丙二醛(MDA)以及超
氧化物歧化酶(SOD)含量. 

结果: 与模型安慰剂组相比, EGCG显著改善
DAI(1.1±0.9 vs  3.9±0.4, P <0.01)、CMDI(1.5
±0.9 vs  3.3±0.6, P <0.05)和组织学评级(4.6
±3.1 vs  9.3±2.8, P <0.01). 与SASP组相比, 
EGCG显著改善DAI(1.1±0.9 vs  3.0±1.2, 
P <0.01)、CMDI(1.5±0.9 vs  2.3±0.9, P <0.05)
和组织学评级(4.6±3.1 vs  7.9±4.0, P <0.05). 
与模型安慰剂组相比, EGCG组NO含量显著
下降(9.1±5.6 μmol/g vs  15.4±5.0 μmol/g, 
P<0.05), MDA含量也显著下降(0.9±0.6 μmol/g 
vs  1.5±0.6 μmol/g, P <0.05), SOD含量显著提
高(3090.6±568.4 nkat/mg vs  1373.6±410.1 
nkat/mg, P <0.05). 与SASP组相比, EGCG组
SOD含量显著提高(3090.6±568.4 nkat/mg vs  
1268.6±431.8 nkat/mg, P <0.05).

结论: EGCG可通过抑制氧化损伤减轻结肠炎
症反应, 且疗效优于传统药物SASP.

关键词�� 表没食子儿茶素没食子酸酯; 结肠炎; 抗氧

化; 机制 
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是病因尚未

确定的慢性非特异性肠道炎症性疾病, 近年来

有迹象表明我国UC的发生率正逐年增高. 由于

该疾病自然病程的复杂特殊及对患者生活质量

的严重影响, UC的治疗现已成为消化系统疾病

中的难点, 日益受到关注[1]. 由于目前国内外尚

未找到特异性治疗药物, 寻找其他疗效显著且

副作用小的药物以替代目前的常规药物已成为

全世界研究的热点和主要方向. 表没食子儿茶

素没食子酸酯(epigallocatechin-3-gallate, EGCG)
是绿茶中茶多酚的主要成分, 为全天然提取, 无
毒无害, 具抗氧化、免疫调节及抗肿瘤等多种

生物学活性. 本实验将EGCG作为保护剂应用于
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乙酸诱导的大鼠结肠炎模型, 观察其治疗作用

并探讨其抗氧化损伤的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠, 体质量235±4 g, 60只, 由中

国科学院上海实验动物中心提供. 饲养环境: 清
洁级, 温度为20-27ºC, 湿度为40%-70%, 人工照

明, 12 h暗12 h明, 全价颗粒料(Co60辐照), 饮纯

净水. 80 g/L乙酸(分析纯 500 mL中国振亚化工

厂, 苏州), EGCG(罗氏公司, 纯度99%), 柳氮磺

吡啶(SASP, 0.25 g/片, 上海三维制药公司). NO, 
MDA, SOD试剂盒均购自南京建成生物工程研

究所.
1.2 方法 

1.2.1 分组造模治疗与标本采集 大鼠造模前称

其体质量, 随机分组. 正常对照组10只, 常规饲

养. 模型安慰剂组20只、EGCG治疗组和SASP
治疗组各15只造模. 按经典方法造模[2], 禁食不

禁水24 h, 予以乙醚麻醉后, 取仰卧位, 5 g/L肥
皂水灌肠, 插入直径3 mm的聚乙烯纤维导管至

直肠内, 注入80 g/L乙酸溶液1.5-2 mL, 保留15 s
后再注入生理盐水3-5 mL冲洗两次. 造模24 h后
开始治疗, 3组分别予以生理盐水2 mL、EGCG 
50 mg/kg, SASP 0.25 g/kg灌胃治疗, 每日一次, 
连续7 d. 第8天处死大鼠, 分离结肠, 沿肠系膜纵

轴剪开, 冷生理盐水冲洗干净, 立即进行肉眼大

体损伤评分及结肠长度测量. 在远端结肠或横

结肠取一块组织(5 mm×10 mm), 另于炎症或溃

疡处至少取1块组织, 置40 g/L甲醛中固定, 常规

石蜡包埋、切片(4 μm)、HE染色, 组织学评级. 
另于远端结肠或炎症明显处取适量结肠新鲜标

本, 置于液氮中冻存. 
1.2.2 观察指标 (1)疾病活动指数(DAI): 体质量

下降的百分率(体质量不变为0分, 下降1%-5%
为1分, 下降5%-10%为2分, 下降10%-15%为3分, 
>15%为4分)、大便黏稠度(正常为0分, 松散但

不附着于肛周为2分, 腹泻为4分)和大便出血(正
常0分, 隐血阳性为2分, 显性出血为4分)的均数

即为DAI. DAI综合评分介于0-4分之间, 0分代表

正常, 4分代表炎症最大活动度[3]; (2)结肠黏膜损

伤指数(CMDI): 为大体标本评价, 评分标准: 无
损伤为0分, 轻度充血, 水肿, 表面光滑, 无糜烂

或溃疡为1分,  充血水肿, 黏膜粗糙呈颗粒状, 有
糜烂或肠黏连为2分, 高度充血水肿, 黏膜表面

有坏死及溃疡形成, 溃疡最大纵径<1.0 cm, 肠壁

增厚或表面有坏死及炎症为3分, 在3分基础上
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■研发前沿
溃疡性结肠炎虽
有5 -ASA类药物
控 制 病 情 ,  但 病
程 反 复 迁 延 ,  目
前国内外尚未找
到特异性治疗药
物, 寻找其他疗效
显著且副作用小
的药物以替代目
前的常规药物已
成为全世界研究
的热点和主要方
向. 而表没食子儿
茶素没食子酸酯
(EGCG)是从中国
绿茶中提取的一
种成份, 他是绿茶
主要的活性和水
溶性成份, 占绿茶
毛重的9%-13%, 
因为具有特殊的
立 体 化 学 结 构 , 
E G C G 具有非常
强的抗氧化活性, 
在抗癌和心血管
疾病方面担当了
重要的角色. 进一
步开发其药用价
值, 尤其在溃疡性
结肠炎治疗中的
价值是当前的一
大热点.
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溃疡最大纵径>1.0 cm, 或全肠壁坏死为4分[4]. 
1.2.3 组织学评级 切片15个高倍视野的平均评

分. 指标为溃疡、炎症、肉芽肿、上皮细胞异

型增生、病变深度, 按有无及轻中重程度分别

计为0, 1, 2和3, 病变深度达黏膜下层、肌层、

浆膜层分别计为1, 2和3, 以上各项相加得总分. 
实验过程中死亡的动物疾病活动指数(DAI)计
为4分, 但由于死亡原因与结肠炎并不一定相关, 
因此死后的各项评分如组织学评级等不计入统

计分析. 
1.2.4 氧化损伤指标测定 将液氮冻存的组织标

本研磨, 加入试剂盒提供的匀浆液, 制成的组织

匀浆, 吸取上清液待测抗氧化指标, NO自由基、

MDA、SOD测定分别根据试剂盒说明操作. NO
自由基采用硝酸还原酶法, MDA采用硫代巴比

妥酸法(TBA), SOD采用黄嘌呤氧化酶法.
统计学处理 统计软件为SAS6.12, 结果用均

数±标准差表示, 各组总体比较采用单因素方

差分析, 组间均数比较采用t检验, P <0.05为统计

学差异.

2  结果

2.1 实验大鼠一般情况及实验终点时死亡数 各
组造模后大鼠24 h即出现腹泻、肉眼血便、

体质量下降, 伴神萎、少动、毛松, 进食减少. 
EGCG组和SASP组治疗3, 4 d后症状好转, 血便

逐渐消失, 大便性状改善, 体质量增加. 实验终

点时, 模型安慰剂组死亡9只, 4只肠穿孔, 3只
肠出血, 2只巨结肠; EGCG组2只死于肠穿孔; 
SASP组死亡2只, 1只肠穿孔, 1只巨结肠. 
2.2 DAI DAI是评判疾病活动情况和治疗效果

的重要临床指标, DAI>0.5即代表疾病发生. 模
型安慰剂组、EGCG组、SASP组在造模第2天
即出现疾病发作. 安慰剂组在整个实验过程中

炎症活动持续, 无自愈倾向. EGCG组和SASP组

分别在治疗后第3天和第4天开始出现DAI下降

趋势, 实验终点时均有好转, EGCG组DAI(1.1±
0.9)低于SASP(3.0±1.2)和安慰剂(3.9±0.4), 具
统计学显著差异(P <0.01, 图1). 提示EGCG可减

轻临床症状, 且疗效优于传统药物SASP.
2.3 CMDI 正常组黏膜光滑、完整, 未见病变. 
造模各组结肠均见明显肉眼病变, 结肠缩短变

宽、水肿增厚、充血出血及溃疡. 模型安慰剂

组病变最重, 黏膜广泛糜烂坏死, 出血严重, 多
发性溃疡, 并发肠黏连. EGCG及SASP组病变稍

轻, EGCG组以水肿、充血、片状出血为主, 散
在溃疡, 但面积小. SASP组充血出血较明显, 溃
疡多, 无肠黏连. CMDI指数EGCG组(1.5±0.9)明
显低于模型安慰剂组(3.3±0.6)(P <0.01), 亦低于

SASP组(2.3±0.9)(P <0.05).       
2.4 组织学评级 光镜下见正常组黏膜上皮完整, 
细胞形态正常, 杯状细胞可见, 腺体排列整齐, 
黏膜下层、肌层、浆膜层结构清晰. 模型安慰

剂组黏膜上皮坏死脱落, 炎症渗出, 肉芽组织增

生, 典型溃疡形成, 多且广泛, 溃疡周边上皮细

胞异型增生明显, 黏膜下层及肌层水肿, 大量炎

性细胞浸润, 可见出血性坏死, 系膜炎. EGCG组

上皮细胞坏死轻, 溃疡小而浅, 大部分腺体结构

保持完整, 排列稍紊乱, 炎性细胞浸润. 肠壁各

层结构基本完整. SASP组黏膜上皮细胞坏死脱

落, 溃疡较多, 溃疡周边上皮细胞异型增生, 腺
体结构破坏, 炎症细胞浸润(图2). 组织学评级

EGCG组(4.6±3.1)低于模型安慰剂组(9.3±2.8)
和SASP组(7.9±4.0), P值分别小于0.01和0.05.
2.5 氧化损伤指标 模型安慰剂组中NO自由基、

MDA含量显著升高, SOD含量显著下降, EGCG
组可降低组织内NO, MDA含量, 提高SOD含量, 
具统计学差异; SASP抗氧化作用弱, 只能降低

NO含量, 对降低MDA、提高SOD无作用(表1).

■相关报道
Peng et al 的研究
表明 E G C G 有很
强的还原能力, 因
此能抑制组织的
氧化损伤. Itoh和
Basini et al的研究
表明 E G C G 通过
调节SOD发挥抗
氧化损伤作用, 而
氧化应激正是溃
疡性结肠炎的发
病 原 因 之 一 ,  他
们的研究为应用
E G C G 开展溃疡
性结肠炎治疗提
供了有力的理论
支持.

图 1 DAI疾病活动指数变化图. bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 

vs  SASP组.

表 1 各实验组大鼠结肠组织内NO, MDA和SOD含量检
测结果

     
                                  NO              MDA        SOD

                              (umol/g)      (μmol/g)          (nkat/mg)

正常组           8.5±2.0     0.9±0.5    3485.7±583.5

模型安慰剂组   15.4±5.0a   1.5±0.6a    1373.6±410.1a

EGCG组           9.1±5.6c    0.9±0.6c   3090.6±568.4bd

SASP组           9.8±7.7c    1.4±0.7    1268.6±431.8

aP <0.05 vs 正常组; cP <0.05, bP <0.01 vs 模型安慰剂组; 
dP<0.01 vs SASP组.

t /d
造模      1       2       3       4       5        6       7

DAI得分

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0
0.0

正常组 模型安慰剂组 EGCG组 SASP组

bd
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3  讨论

由于UC病因和发病机制目前尚未完全阐明, 因
此治疗缺乏特异性, 常用药物由于疗效的不肯

定以及副作用带来的并发症并不能缩短UC的实

际病程, 对如何减少复发以及提高难治性患者

的疗效仍然是一个难题. 因此, 目前在UC高发

的欧美地区, 辅助及替代治疗成为重要的治疗

手段之一, 其方法多种多样, 主要包括纯天然制

剂、中草药、营养学治疗(饮食及静脉营养)、
复合维生素、肠益生菌、按摩针灸等[5-9]. 大规

模问卷调查显示欧美大约50% UC患者使用这

些治疗, 尤其在青少年UC患者中已取得很好的

疗效[10-11]. 为发掘新药并了解其作用机制, 各种

模拟人类疾病的动物模型应运而生. 乙酸刺激

法是实验性结肠炎的成熟经典动物模型[12-13], 主
要机制是利用乙酸的化学刺激造成结肠黏膜屏

障结构破坏, 使血管通透性增加, 炎症介质增多, 
激活激肽, 促进纤维蛋白水解及干扰凝血过程

等作用引起炎症. 该法简单易行、稳定可靠、

周期短、成功率高、重复性好, 适合用于新药

的开发和疗效评估. 
近年来大量研究证实, EGCG是一种具有

高效生物活性、全天然提取、无毒无害的化合

物, 在医学及生物学上有着广泛的应用前景, 其
药理作用主要有消除自由基、抗氧化; 调节免

疫、治疗免疫系统疾病; 抑菌、抗病毒; 抑制肿

瘤; 防治心血管疾病; 防辐射; 抗衰老等[14-17]. 因
此, 我们选择了EGCG作为保护剂. 在动物实验

中, 根据体质量、大便性状、大便隐血、DAI指
数、CMDI、组织学评级初步判断EGCG能显著

改善乙酸所致大鼠结肠炎的临床症状, 且疗效

优于传统药物SASP. 在EGCG药理机制的研究

中发现EGCG可降低组织内NO, MDA含量, 提高

SOD含量, 这正符合UC的发病机制. 近年来国内

外大量的研究证实氧化损伤是UC发病的重要机

制, NO自由基、脂质过氧化产物丙二醛MDA增

多, 以及SOD抗氧化酶系活性降低都已被证明

参与炎症的始动和发展. NO在体内参与诸多的

病理生理过程, 在UC早期, NO通过增加靶细胞

内5-环磷酸鸟苷(5-cGMP)浓度及抑制P-选择素

基因表达维持微循环的完整性, 抑制血小板、

白细胞在内皮细胞表面的黏附、积聚, 防止血

栓形成和内皮细胞与中性粒细胞、单核细胞的

相互作用. 而在UC中晚期, NO转变为氧化能力

更强的氧化亚硝酸(OONO-), 后者通过自由基链

式反应导致含巯基蛋白和脂质的细胞膜、细胞

器过氧化, 从而使组织细胞损伤[18]. 除NO自由基

外, 中性粒细胞还产生其他超氧化合物和过氧

化物破坏肠上皮[19-21], 这些活性氧产物通过触发

细胞膜上的多链不饱和脂肪酸发生脂质过氧化

反应并产生MDA等脂质过氧化物, 引起细胞膜

结构受损和细胞死亡[22-23]. 活性氧产物和NO衍

■创新盘点
目前针对结肠炎
的治疗药物研究, 
很多仅局限于临
床症状的观察, 同
时缺乏对天然植
物有效成分及作
用机制的探讨, 本
文在上述方面作
了较大改进, 对天
然植物-茶叶的有
效成分治疗结肠
炎的效果和机制
做了深入的研究.

图 2 结肠炎大鼠光镜下组织学观察(HE×200). A: 正常组; B: 模型安慰剂组; C: EGCG组; D: SASP组.

■应用要点
表 没 食 子 儿 茶
素 没 食 子 酸 酯
(EGCG) 是从中国
绿茶中提取的一
种成份, 他是绿茶
主要的活性和水
溶性成份, 具有非
常强的抗氧化活
性, 本研究探讨了
E G C G 对大鼠结
肠炎的治疗作用, 
为使用 E G C G 治
疗结肠炎提供了
实验室的理论支
持.

A B

C D
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生物一起还可以造成细胞再生过程中的DNA损

伤, 从而使上皮发生异型增生, 研究已证明这是

导致UC癌变的重要原因[24]. 另外, 机体的抗氧化

系统功能削弱也加重了氧化损伤. SOD是存在于

生物体内的重要的抗氧化酶系, 能有效清除氧

自由基, 催化O2-分解成H2O2, 进而在过氧化氢酶

的作用下分解成水和氧分子, 从而抑制肠组织

中的脂质过氧化反应[25-26]. 许多学者认为UC体

内, 特别是肠黏膜组织局部SOD活性降低, 清除

氧自由基能力降低是导致自由基堆积造成肠黏

膜损伤的重要机制之一[27-28]. 因此, NO, MDA水

平及SOD活性可间接反映机体的脂质过氧化反

应强度和抗脂质过氧化反应的能力. 而EGCG分

子结构中含有多个游离酚羟基, 能够提供氢质

子参与还原反应, 有很强的还原能力, 因此能抑

制组织的氧化损伤[29]. 国外一些实验表明EGCG
通过调节SOD发挥抗氧化损伤作用[30-31], 为应用

EGCG开展UC治疗提供了有力的理论支持. 
总之, 我们对EGCG治疗乙酸所致大鼠结肠

炎的疗效做了评估, 并发现其疗效优于传统药

物SASP, 机制为通过抑制氧化损伤从而减轻炎

症反应, 对EGCG的开发和临床应用提供了一定

的理论意义和实践价值. 
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■同行评价
本文研究了EGCG
对乙酸诱导大鼠
结肠炎的治疗作
用及抗氧化机制, 
总体设计清楚, 方
法严谨, 有较高的
理论价值.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of epidermal 
growth factor (EGF) on the adhesion, prolifera-
tion, and invasion as well as the expression of 
nuclear factor kappa B (NF-κB) and urokinase 
plasminogen activator (uPA) of pancreatic 
cancer cell line KP4.

METHODS: The invasion, adhesion and prolif-
eration of pancreatic cancer cell line KP4 were 
examined by the corresponding test, respec-
tively. Western blot, reverse transcriptase-poly-
merase chain reaction (RT-PCR) and electropho-
retic mobility shift assay (EMSA) were used to 
investigate NF-κB activity and uPA expression. 
The changes of NF-κB activity, uPA expression 
and invasion of tumor cells were observed as 
pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC), a NF-κB 
inhibitor, was used..

RESULTS: EGF significantly increased the inva-
sion of KP4 cells in a concentration-dependent 
way (50, 25, 5 μg/L vs 0 μg/L: 116 ± 13, 97 ± 10, 
83 ± 7 vs 72 ± 5; t = 3.552, 3.018, 2.373; P = 0.006, 
0.015, 0.042), but did not affect the proliferation 
or adhesion of the cells. NF-κB activity was obvi-
ously enhanced with the increasing of EGF con-
centration. EGF up-regulated the expression of 
uPA at both mRNA and protein levels in a dose-
dependent manner. In addition, pretreatment 
with PDTC markedly attenuated EGF-induced 
NF-κB activity, uPA expression as well as inva-
sion of pancreatic cancer cells.

CONCLUSION: EGF can induce uPA expression 
by NF-κB activation, which accelerates the inva-
sion and metastasis of pancreatic cancer cells.

Key Words: Epidermal growth factor; Pancreatic 
cancer; Urokinase plasminogen activator; Nuclear 
factor kappa B
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摘要
目的: 观察表皮生长因子(EGF)对胰腺癌细胞
KP4增殖、黏附及侵袭力和核转录因子(NF-
κB)、尿激酶型纤溶酶原激活物(uPA)表达的影响. 

方法: 通过细胞侵袭、增殖及黏附实验观察
在EGF影响下肿瘤细胞侵袭、增殖及黏附能
力变化. Western blot, RT-PCR及EMSA实验检
测胰腺癌细胞的NF-κB活性和uPA表达并观
察在NF-κB抑制物PDTC抑制下EGF诱导的
NF-κB活性和uPA表达及肿瘤细胞侵袭力变化. 

结果: EGF能够明显促进胰腺癌细胞的侵袭能
力, 具有明显的剂量依赖性(50, 25, 5 μg/L vs  
0 μg/L: 116±13, 97±10, 83±7 vs  72±5; t  = 
3.552, 3.018, 2.373; P  = 0.006, 0.015, 0.042), 然
而对增殖及黏附力无明显影响. 随着EGF浓度
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■背景资料
表皮生长因子及
其受体在胰腺癌
中表达明显增高, 
并与肿瘤的发展
和预后密切相关, 
提示可能促进胰
腺癌细胞侵袭而
加速肿瘤的进程. 
然而, 其促进胰腺
癌细胞侵袭的机
制还有待进一步
阐明.



的增加, NF-κB活性明显增强. EGF上调uPA蛋
白及mRNA表达, 具有浓度依赖性. PDTC显著
抑制EGF诱导的NF-κB活性、uPA表达及胰腺
癌细胞的侵袭力.

结论: EGF通过激活NF-κB而诱导uPA表达, 
促进胰腺癌细胞的侵袭和转移.

关键词�� 表皮生长因子; 胰腺癌; 尿激酶型纤溶酶原

激活物; 核转录因子-κB 
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0  引言

胰腺癌是一种较常见的恶性肿瘤. 90%的患者

在诊断后1 a内死亡, 5 a生存率仅为1%-3%. 早
期的侵袭和转移而导致的肿瘤扩散是引起患者

死亡的重要原因之一. 表皮生长因子(epidermal 
growth factor, EGF)及其受体在胰腺癌中表达

明显增高, 并与肿瘤的发展和预后密切相关[1-4], 
提示EGF可能促进胰腺癌细胞侵袭而加速肿瘤

进程. 然而, EGF促进胰腺癌细胞侵袭的机制还

有待进一步阐明. 肿瘤侵袭转移是一个多步骤

的复杂过程, 包括肿瘤细胞的黏附和脱黏附、

细胞外基质的降解和重建等过程. 胞外基质降

解是肿瘤浸润转移的首要步骤和分子基础, 大
量的研究资料表明, 尿激酶型纤溶酶原激活物

(urokinase plasminogen activator, uPA)参与胞外

基质降解, 在肿瘤浸润和转移中起到重要作用[5-9]. 
核转录因子(nuclear factor kappa B, NF-κB)参与

调控侵袭相关基因表达, 是促进肿瘤细胞的侵

袭和转移的重要转移因子[10-15]. 本文研究了EGF
对胰腺癌细胞侵袭、增殖及黏附力的影响和其

对NF-κB活性、uPA表达的影响, 探讨EGF促进

胰腺癌侵袭的相关机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞系KP4由日本九洲大学

医学部外科片野光男教授惠赠 .  用含双抗及

100 mL/L小牛血清的DMEM培养液, 在37℃含

50 mL/L CO2的培养箱中传代培养. 人重组EGF
购自Biomedical Technologies公司.
1.2 方法 

1.2.1 Transwell体外侵袭实验 应用24孔Transwell
侵袭小室进行侵袭实验(美国Milliopore公司). 上
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室的聚碳酸酯膜-Matrigel (250 μg/cm2)在37℃聚

合后待用. 不同浓度的EGF处理细胞24 h后, PBS
洗2次后, 在上室孔中准确加入细胞2×105/孔, 
下室中加入趋化因子400 μL (MRC-5细胞48 h
无血清的条件培养液), 培养8 h. 待培养时间结

束后将Transwell上室的附着细胞用湿棉签擦去, 
苏木精染色, 封片后显微镜下(300倍)观察穿过

膜的细胞数. 每张膜中央部分和周围部分各随

机取3个视野, 计数每个视野内的穿过8 μm微孔

的细胞数, 每组重复3次. 
1.2.2 细胞增殖实验 于24孔培养皿内接种1×
104个对数生长期的细胞, 24 h后分别加入不同

浓度的EGF, 48 h后采用WST-1细胞增殖试剂盒

(TaKaRa, Kyoto, Japan)对细胞增殖情况进行检

测, 具体方法参见厂家说明书. 
1.2.3 细胞黏附实验 Matrigel (30 μg/孔)包被24孔
培养板后37℃过夜待用. 不同浓度的EGF处理细

胞24 h后, 按5×104个细胞(50 μL)/孔将细胞加入

包被Matrigel的24孔板, 50 mL/L CO2培养箱内于

37℃孵育1 h. PBS漂洗3次移去悬浮细胞, 黏附

细胞数经WST-1细胞增殖试剂盒测定吸光度进

行评估. 
1.2.4 Western印记实验 不同浓度的EGF处理

胰腺癌细胞48 h后, PBS洗后离心弃上清, 适
当体积裂解缓冲液[50 mmol/L Tris-HCl (pH 
7.5), 150 mmol/L NaCl, 5 mmol/L乙二胺四

乙酸(EDTA, pH 8.0), 1 mmol/L苯甲基磺酰氟

(PMSF), 1 g/L SDS, 1 mg/L抑肽酶, 10 mg/L抑
胃酶肽, 10 mg/L亮抑蛋白酶肽, 10 mg/L抑蛋

白酶肽, 10 mg/L大豆胰蛋白酶抑制剂]重悬细

胞, 超生裂解细胞45 s, 4℃ 15 000 g离心20 min, 
收集上清-70℃保存. BCA定量试剂盒测定蛋

白浓度(Bio-Rad, Hercules, CA). 取等量蛋白泳

道上样, 经100 g/L十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶(SDS-PAGE)电泳, 电转移至聚偏二氟

乙烯(PVDF)膜. 封闭缓冲液[0.1 mmol/L三羟

甲基氨基甲烷缓冲液盐水(TBS), 50 g/L脱脂奶

粉, 1 g/L吐温20]封闭, 加入1∶500抗MMP-2 
(FUJI Chemical Industries, LTD, Toyama, Japan), 
MMP-9(Santa Cruz, CA), β-actin(Biomedical 
Technologies, Stoughton, MA) 4℃孵育过夜. 
1∶2000稀释的酶标二抗室温孵育1 h, TBS洗净

后, 增强化学发光剂(ECL)显色, 暗房中压片, 观
察结果. 
1.2.5 RT-P C R实验  细胞总R N A的提取采用

ISOGEN总RNA提取试剂盒(N ippon Gene, 

www.wjgnet.com

■应用要点
本研究为EGF促
进胰腺癌细胞侵
袭力增强这一功
能提供了进一步
的证据. 通过抑制
肿瘤细胞NF-κB
通路, 可以降低胰
腺癌细胞的侵袭
和转移特征, 为胰
腺癌生物靶向治
疗开辟了一条新
途径.
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Tokyo, Japan), 具体方法参见厂家说明. 电泳鉴

定RNA质量并在A 260nm测其浓度. 所有引物均经

GenBank查询为目前已知基因特异性引物序列. 
uPA sense(5'-AGAATTCACCACCATCGAGA-3'), 
antisense(5'-ATCAGCTTCACAACAGTCAT-3'), 
474 bp. GAPDH sense (5'-CCACCCATGGCAA
ATTCCATGGCA-3'), antisense (5'-TCTAGACG
GCAGGTCAGGTCCACC-3'), 593 bp. 按第一

链合成试剂盒说明进行逆转录(TaKaRa, Kyoto, 
Japan). PCR扩增条件: 变性94℃ 1 min, 退火

55℃ 1 min, 延伸72℃ 1 min, 循环30次. PCR产物

以20 g/L琼脂糖凝胶电泳检测, 用溴化乙锭染色

后长波紫外灯下观测照相, 观察结果. 
1.2.6 EMSA实验 应用EMSA实验检测细胞的

N F-κB的活性 ,  提取不同浓度E G F处理后的

胰腺癌细胞的核蛋白各5 μg, 分别于结合液

[20 mmol/L HEPES-NaOH (pH 7.9), 2 mmol/L 
EDTA, 100 mmol/L NaCl, 100 g/L glycerol, 2 g/L 
NP-40, 聚乙烯, 32P标记的包含NF-κB结合位点

的双链寡核苷酸(核酸序列为5'-AGTTGAGGGG
ACTTTCCCAGGC-3', 购自美国Promega公司)]
中室温下作用30 min, 反应后的混合物上样于

40 g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳后, 行放射自显影. 
1 .2 .7  N F-κB抑制因子P D T C(p y r r o l i d i n e 
dithiocarbamate)抑制实验 NF-κB抑制因子PDTC
预先处理胰腺癌细胞2 h, 依照上述方法进行细

胞侵袭、增殖及黏附实验、Western印记实验、

RT-PCR实验和EMSA实验. 观察PDTC干预下的

细胞侵袭、增殖、黏附能力变化及NF-κB活性

和uPA的表达情况, 作直方图比较.
统计学处理 所有数据均在SPSS13.0软件包

上进行, 实验数据用mean±SD表示. 组间数据的

比较采用两样本均值的t检验, P <0.05为显著性

差异的检验标准.

2  结果

2.1 EGF对胰腺癌细胞侵袭、增殖及黏附的影响 

EGF能够明显促进胰腺癌细胞的侵袭能力(分别

为83±7 vs  72±5, t = 2.373, P = 0.042<0.05; 97
±10 vs  72±5, t = 3.018, P = 0.015<0.05; 116±
13 vs  72±5, t = 3.552, P = 0.006<0.01), 具有明

显的剂量依赖性. 然而, 即使浓度达到100 μg/L, 
EGF对胰腺癌细胞的增殖及黏附力并无明显影

响(表1). 
2.2 EGF对胰腺癌细胞表达uPA及NF-κB活性的

影响 uPA及NF-κB与胰腺癌细胞的侵袭密切相

关[16-17], 因此, 我们检测了EGF对胰腺癌细胞表

达uPA及NF-κB活性的影响. Western blot实验显

图 1 EGF对uPA表达和NF-κB活性的影响. A: Western blot; 

B: RT-PCR; C: EMSA.

表 1 EGF对胰腺癌细胞的侵袭、增殖及黏附力的影响(mean±SD)

     
                                                                                            EGF (μg/L)  

                                              0                            5                          25                         50

细胞侵袭实验               72±5                      83±7a                     97±10a                 11�±13a

细胞增殖实验          0.151±0.027          0.139±0.007          0.142±0.012          0.143±0.00�

细胞黏附实验          0.324±0.024          0.330±0.017          0.328±0.01�          0.323±0.025

实验方法

aP<0.05 vs  EGF 0 μg/L.

0        5      25      50EGF(μg/L)
competitors
10× 100×

C

NF-κB

■同行评价
本文研究了EGF
对胰腺癌细胞侵
袭、增殖及黏附
力的影响和其对
NF-κB活性、uPA
表达的影响, 探讨
EGF促进胰腺癌
侵袭的相关机制, 
研究目的明确, 思
路清晰, 方法设计
合理 ,  图表清晰 , 
结论可靠.

uPA

β-actin

52 kDa

43 kDa

0            5          25          50    EGF(μg/L)A

M         0          5         25        50   EGF(μg/L)

uPA
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474 bp

593 bp

B
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示, EGF处理后, 肿瘤细胞的uPA活性明显升高, 
有剂量依赖性. RT-PCR与Western blot一致, EGF
上调uPA mRNA表达(图1A-B). EMSA结果显示

随着EGF浓度的增加, NF-κB活性明显增强, 具
有明显的剂量依赖性. 竞争实验表明条带有特

异性(图1C). 
2.3 NF-κB抑制物PDTC(pyrrolidine dithiocarba-
mate)抑制EGF介导的NF-κB活性及uPA表达及

肿瘤细胞侵袭力 NF-κB抑制物PDTC明显抑制

EGF诱导的NF-κB的活化, 同时也抑制EGF介导

的uPA表达及胰腺癌细胞侵袭力, 表明EGF是通

过激活NF-κB进一步上调uPA表达, 促进肿瘤侵

袭(图2). 

3  讨论

大多数的胰腺癌患者死于肿瘤的侵袭及转移, 
虽然目前已经发现EGF及其受体的高表达与胰

腺癌的增殖和局部侵袭有关, 但其确切的分子

机制还不明了. 我们的研究表明, EGF与胰腺癌

细胞的侵袭力存在剂量依赖性. 而且, 为了进一

步阐明其中的分子机制, 我们还观察了在EGF影
响下的细胞黏附、增殖能力变化, 检测了胰腺

癌细胞uPA和NF-κB的活性实验结果显示肿瘤

细胞的侵袭力与EGF呈剂量依赖性正相关. 尽管

肿瘤细胞的增殖和黏附也与其侵袭力密切相关, 
但在我们的研究中EGF并没有明显增加细胞的

增殖和黏附力. 这表明EGF对胰腺癌细胞的侵袭

促进作用与这种细胞株的增殖、黏附无关, 提
示还有其他的机制在发挥作用. 

肿瘤侵袭是一个复杂的过程, 与肿瘤细胞

的增殖、黏附、移动及分泌各种酶类有关. 在
这些环节中, 细胞外基质和细胞基底膜的降解

是肿瘤侵袭过程中的关键所在. uPA作用系统被

认为在细胞外基质和基底膜的降解、促进肿瘤

侵袭转移过程中起核心作用[18]. 高水平的uPA已

经被证实代表了快速增殖和低分化胰腺癌的高

侵袭性的临床特征, 而在几种胰腺细胞株中也

有报道称uPA系统的激活与侵袭力有关[19-20]. 我
们证实了E G F可以显著诱导u PA的活性及表

达[21-23], 提示uPA参与了EGF诱导肿瘤细胞的侵

袭. 进一步我们对EGF激活uPA的机制进行了研

究. NF-κB对uPA表达的作用已经得到证实[24-27], 
最近的研究证明, 在某些特定的肿瘤细胞中EGF
可以激活NF-κB[28-29]. 本研究显示EGF显著激发

了NF-κB活性, 而且, 其诱导uPA的表达可以被

NF-κB抑制因子PDTC抑制, 提示EGF调节uPA活

性与激活NF-κB有关. 因此, 我们可以推测在这

些胰腺癌细胞中EGF诱导uPA表达是通过或至

少是部分通过激活NF-κB来实现的. 为证实EGF
是通过上调NF-κB活性来提高肿瘤细胞侵袭力

的理论, 我们进行了NF-κB抑制因子PDTC干预

下的侵袭实验. 在PDTC干预下, EGF激发细胞

侵袭力增加的能力被抑制了, 这表明由EGF引起

肿瘤细胞侵袭力的增加与NF-κB的活化有关. 但
是, 抑制NF-κB的活性并不能完全阻断EGF对肿

瘤细胞侵袭力的影响, 这说明NF-κB并不是EGF
诱导肿瘤侵袭唯一的下游事件, 一定存在某个

或多个其他通路. 进一步分析其他可能的信号

通路, 将对阐明EGF诱导肿瘤细胞侵袭机制有所

帮助. 
总之, 我们的研究为EGF促进胰腺癌细胞侵

袭力增强这一功能提供了进一步的证据. 概括

图 2 PDTC抑制EGF诱导的NF-κB活性和uPA表达及肿瘤细
胞侵袭力. A: EMSA; B: RT-PCR; C: Western blot; D: 细胞

侵袭实验, aP<0.05 vs  EGF组.
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的讲, EGF通过激活了NF-κB的活性, 进而诱导

了uPA的表达, 增高其对细胞基底膜及细胞外基

质的降解, 导致细胞侵袭力的增加, 促进肿瘤细

胞的侵袭和转移, 而这一过程可被NF-κB抑制因

子-PDTC抑制. 这一通路发现的意义在于通过抑

制肿瘤细胞NF-κB通路, 可以降低胰腺癌细胞的

侵袭和转移特征, 为胰腺癌生物靶向治疗开辟

了一条新途径. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of basic 
fibroblast growth factor (bFGF), protein kinase 
B (PKB), and Cyclin A in colorectal cancer and 
their correlations with the clinical pathology.

METHODS: After RNA was extracted by TRIzol 
method from 60 cases of colorectal cancer, their 
adjacent tissues and 10 cases of normal colorectal 
tissues, reverse transcriptase polymerase chain 
reaction (RT-PCR) was used to detect the mRNA 
expression of bFGF, PKB, Cyclin A. The correla-
tion between the results and clinical pathology 
was analyzed..

RESULTS: Compared with those in the cancer-
adjacent tissues, the expression of bFGF, PKB, 
Cyclin A mRNA were significantly up-regulated 
in colorectal cancer tissues (bFGF: 60% vs 10%; 
PKB: 55% vs 35%; Cyclin A: 70% vs 5%; all P < 

0.05), which were significantly correlated with  
Dukes stages (bFGF: χ2 = 4.434, P < 0.05; PKB: 
χ2 = 13.549, P < 0.01; Cyclin A: χ2 = 21.210, P < 
0.01). The level of PKB expression was markedly 
higher in lowly-differentiated tumor than that in 
highly and moderately-differentiated one (14/14 
vs 29/46, P < 0.05), but Cyclin A expression 
showed reverse results (3/14 vs 37/46, P < 0.05).  

CONCLUSION: The expression of bFGF, PKB, 
Cyclin A mRNA may play important roles in the 
carcinogenesis and development of colorectal 
cancer.

Key Words: Coloretal cancer; Basic fibroblast 
growth factor; Protein kinase B; Cyclin A; Reverse 
transcriptase polymerase chain reaction

Lin J, Wang GL, Shan JX. Expression of basic fibroblast 
growth factor, protein kinase B, Cyclin A and their clincial 
significances in the colorectal cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(4):370-374

摘要
目的: 研究大肠癌组织中碱性成纤维细胞生长
因子(bFGF), 蛋白激酶B(PKB)及细胞周期蛋白
A(Cyclin A)mRNA的表达水平及与临床病理的
关系. 

方法: 采用TRIzol法分别提取60例大肠癌组
织, 癌旁组织和10例正常组织的RNA, 应用
RT-PCR方法检测bFGF, PKB, Cyclin A mRNA
的表达水平, PCR产物经凝胶成像及分析系
统扫描后, 以β-actin为参照标化bFGF, PKB, 
Cyclin A的含量. 通过统计学分析其与临床病
理关系. 

结果: bFGF, PKB, Cyclin A在大肠癌组织中的
表达与癌旁组织相比有显著差异(bFGF: 60% 
vs  10%; PKB: 55% vs  35%; Cyclin A: 70% vs  
5%; all P <0.05), 其表达水平与大肠癌Dukes分
期有关(bFGF: χ2 = 4.434, P <0.05; PKB: χ2 = 
13.549, P <0.01; Cyclin A: χ2 = 21.210, P <0.01). 
PKB在低分化肿瘤中的表达阳性率高于中高
分化肿瘤(14/14 vs  29/46, P <0.05). Cyclin A的
表达在高、中分化肿瘤中明显高于低分化肿

■背景资料
近 年 来 ,  细 胞 生
长因子、信号转
导与肿瘤的关系
已日益受到重视. 
bFGF作为一种细
胞丝裂原和促血
管生成因子, 可能
参与肿瘤病理发
生的主要途径, 具
有重要的研究价
值. PKB是丝氨酸
/苏氨酸蛋白激酶, 
PKB是磷脂酰肌
醇3 -激酶的直接
下游靶蛋白, PKB 
成为信号转导深
入研究的焦点, 所
介导细胞存活且
在恶性肿瘤发生
中起着关键的作
用. 细胞周期是所
有肿瘤发生机制
的“最后公路”. 
Cyclin A是参与细
胞周期G2/M转换
的重要作用的蛋
白, 其过度表达使
细胞周期G2/M转
换时间缩短, 进而
促进细胞周期的
进程和细胞过度
增殖, 导致细胞癌
变.
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瘤(37/46 vs 3/14, P <0.05).

结论: bFGF, PKB, Cyclin A的mRNA水平与大
肠癌的发生、发展相关.

关键词�� 大肠癌; 碱性成纤维细胞生长因子; 蛋白激

酶B; 细胞周期蛋白A; 逆转录-聚合酶链反应
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0  引言

大肠癌是我国发病率及死亡率最高的恶性肿瘤

之一, 其发病机制尚未完全清楚. 手术治疗是大

肠癌首选治疗方法.但相当一部分在发现时已出

现浸润或转移, 即便手术切除之后仍有复发, 对
放疗和化疗的治疗效果亦不甚理想. 细胞生长

因子、信号转导与肿瘤的关系已日益受到重视. 
我们采用RT-PCR法检测了60例大肠癌组织及相

应癌旁黏膜、正常黏膜中bFGF, PKB及Cyclin A 
mRNA的表达水平, 并结合临床病理情况进行分

析, 以探讨其在大肠癌发生发展过程中的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 辽宁省肿瘤医院2005-01/2005-05大肠

癌手术切除的新鲜标本60例, 其中男38例, 女
22例; 年龄27-78(平均55.4)岁. 其中高分化28例
(47%), 中分化18例(30%), 低分化14例(23%); 
Dukes分期A期14例(23%), B期20例(33%), C期
+D期26例(44%). 每例标本于手术中取250 mg
左右组织, 置于-70℃超低温冰箱备用. 所有患

者术前均未接受化疗或放疗 .  全部标本均经

病理学证实为大肠腺癌 .  癌旁组织取距癌组

织5 cm的肠组织; 对照组10例, 均为正常大肠

组织. RT-PCR试剂盒Ver2.1购于TakaRa公司. 
bFGF, PKB, Cyclin A及β-actin引物购于TakaRa 
公司; TRIzol试剂购于Gibcobrl公司; 自动电泳

凝胶成像分析仪为Olympus公司产品; PCR 扩
增仪PTC-100TM为美国PE公司产品.
1.2 方法 采用TRIzol法提取总RNA, 用紫外分

光光度计检测R N A纯度及浓度设计并合成引

物见表1, 进行逆转录和PCR检测大肠癌组织中

bFGF, PKB, Cyclin A的表达, 用β-actin做内对

照. PCR产物经凝胶成像及分析系统扫描后, 以
β-actin为参照标化bFGF, PKB, Cyclin A的含量. 
      统计学处理 应用SPSS10.0统计软件包, 进行χ2

检验, 检测bFGF, PKB, Cyclin A mRNA的表达水

平与临床病理因素的关系. 

2  结果

2.1 bFGF, PKB, Cyclin A在大肠癌中的表达 RT-
PCR扩增后bFGF产物为105 bp(图1A), PKB产
物为450 bp(图1B); Cyclin A产物为216 bp(图
1C). 内参照β-actin为498 bp, 所有组织中均有稳

定表达. 以正常大肠组织为对照, 取其相对含量

95%的可信区间为0.547-0.682, 当所测mRNA/
β-actin>0.69为阳性表达. 60例大肠癌中, bFGF阳
性表达45例(60%), PKB 33例(55%), Cyclin A 42
例(70%); 相应癌旁组织中, bFGF阳性表达6例
(10%), PKB 21例(35%), Cyclin A 3例(5%). 上述

三项指标在大肠癌中的阳性表达率均明显高于

癌旁组织(P <0.05). 
2.2 bFGF, PKB, Cyclin A的mRNA表达水平与临

床病理因素的关系 癌组织中bFGF表达明显高

于癌旁组织(P <0.01), C期和D期明显高于A, B

498 bp
105 bp

 1    2   3    4     5   6    7    8   9    10

 1    2   3    4     5   6    7    8   9    10

498 bp
450 bp

 1    2   3    4     5   6    7    8   9    10

498 bp
216 bp

A

B

C

图 1 大肠癌中bFGF, PKB, Cyclin A的表达.  A: bFGF; B: 
PKB; C: Cyclin A. 1: Marker; 2: 正常大肠组织; 3, 5, 7, 9:  A, 
B, C, D期; 4, 6, 8, 10: 相应癌旁组织.

          

表 1   各引物序列和长度

bFGF

PKB

cyclin A

β�actin

引物名称          引物序列                      引物长度(bp)

�'�GGCTACAAGGTCCGTTATG �3'
�'�GATGCTGCCGTACTCATTC �3'
�'�ACCTTTGGGCTCTTGGAT�3'
�'�GCTCTATGTTGCTGCCTGAC�3'
�'�TGGAGTTGTGCTGGCTAC�3'
�'�TCAGGGAGTGCTTTCTTT�3'
�'�GAAACTACCTTCAACTCCATC �3'
�'�CTAGAAGCATTTGCGGTGGACG
ATGGAGGGGCC�3'

10�

��0

216

���

表 1   各引物序列和长度 ■研发前沿
肿瘤细胞信号转
导特别是细胞生
长因子与肿瘤发
生的信号转导更
是该领域的研究
热点 ,  bFGF通过
PI3-K/PKB通路
调控大肠癌细胞
生长的信号转导
机制是其中之.
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期(P <0.05), 而bFGF的表达水平与大肠癌组织

分化程度无关(P >0.05)(表2). PKB在正常组织和

癌旁组织中的表达差异无统计学意义(P >0.05); 
但其阳性表达率和强度均显著低于大肠癌组织

(P <0.05), C、D期阳性表达率高A、B期(P <0.01), 
P K B在低分化肿瘤中的表达阳性率高于中和

高分化肿瘤(P <0.05)(表3). 大肠癌中Cycl in A
的表达阳性率与癌旁相比, 差异有非常显著性

(P <0.01), A, B期无淋巴结转移组明显高于C、D
期有淋巴结转移组(P <0.01); 在高、中分化肿瘤

中Cyclin A明显高于低分化肿瘤(P <0.01)(表4).
上述结果表明bFGF, PKB, Cyclin A在大

肠癌组织中有过度表达, 其表达水平与大肠癌

Dukes分期有关. 且PKB, Cyclin A的mRNA表达

水平与大肠癌的分化组织有关. 
 
3  讨论

bFGF作为一种细胞有丝分裂原和促血管生成因

子, 在许多肿瘤的生长中起着重要的作用. 他对

神经胶质瘤、白血病、肺癌、肝癌等细胞有促

增殖分化功能, 参与了胚胎发育、血管生成、损

伤修复、神经再生、肿瘤生长等多项生理及病

理过程[1-2]. 但对大肠癌细胞这方面的研究报道

很少. 现代分子生物学研究表明bFGF过度表达

与肿瘤发生、发展及预后有密切关系[3-6]. 在大

肠癌中也表现出相似结果[7]. PKB与人类多种恶

性肿瘤, 如结肠癌、卵巢癌、乳腺癌和前列腺癌

的发生密切相关, 其过量产生和活化参与细胞转

化[8-14]. 体外实验发现, 不仅PKB水平在人肺癌癌

前病变细胞和肺癌细胞中明显高于正常支气管

上皮细胞, 而且PKB在前二者中处于持续活化状

态, 在后者中却处于非活化状态, 提示PKB在肺

癌的发生过程中可能起重要作用[15-17]. 本研究结

果表明, PKB在大肠癌组织中表达的阳性率和强

度均明显高于癌旁大肠组织和大肠良性病变组

织, 也提示PKB在大肠癌的发生过程中可能发挥

作用. 我们还发现, PKB在晚期大肠癌组织中的

表达明显高于在早期大肠癌组织中的表达, 在伴

有淋巴结转移大肠癌中的表达也显著高于在无

淋巴结转移大肠癌中的表达. 这与PKB在前列腺

癌中的表达规律相似[16]. 有研究证实, 在非小细

胞肺癌细胞株中, PKB能增强肿瘤细胞的生存能

力,对化疗和放疗产生对抗作用[18-21]; 在乳腺癌

和卵巢癌中, PKB过表达能增强其外侵和转移能

力[13]. 这些结果提示, PKB与大肠癌的进展可能

也密切相关, 甚至可能是预防和治疗中晚期和

高恶性大肠癌的有用靶分子.
恶性肿瘤的发生有多种可能的机制, 如目前

公认的癌基因的过度扩增、抑癌基因的缺失、

生长因子信号传导通路的持续激活等, 这些机制

正是通过直接或间接影响细胞周期调控因子的

功能, 促进细胞周期持续演进, 细胞进入自主的

无限制的增殖和分裂, 表现出旺盛的增殖活性而

发生恶性转化. 从一定程度上细胞周期是所有

这些机制的“最后公路”. 近年研究认为, 细胞

周期主要由细胞周期蛋白、细胞周期蛋白依赖

性激酶和细胞周期蛋白依赖性激酶抑制物三类

物质在G1/S, G2/M两个关键性限制点进行调控. 
Cyclin A是细胞周期G2/M限制点的主要调控元

件, 在部分恶性肿瘤中呈过度表达[22-23]. Cyclin A
是参与细胞周期G2/M转换的重要正性调节因子. 

         

表 3   PKB mRNA的表达与临床病理因素的关系

组织类型  正常组织
                 癌旁组织
                    癌组织
Dukes A、B期
分期 C、D期
组织学    高中分化
分级           低分化 

病理                                     弱阳性        中或强           阳性
参数                            表达(n )        阳性(n )             (n )

10
60
60 
3�
26
�6
1�

  3
1�
  �
  3
  �
  �
  3

   n

  1
  6
3�
1�
20
2�
11

  �
21
�3
1�
2�
2�
1�

         

表 4   Cyclin A mRNA的表达与临床病理参数的关系

Dukes分期 
             A
             B
             C
             D
组织学分级
   高分化
   中分化
   低分化

   癌组织(n )      癌旁组织(n )
 + - + -

1�
20
1�
  �

2�
1�
1�

13
1�
  6
  3

23
1�
  3

 病理参数           n

  

  1
  2
12
  �
 
  �
  �
11

2
1
0
0

2
1
0

12
1�
1�
  �

26
17
1�

         

表 2   bFGF mRNA的表达与临床病理因素的关系

   癌组织(n )             癌旁组织(n )
+ -             +                 - 

1�
20
1�
  �

2�
1�
1�

 

 �
1�
16
  7

21
1�
10

 病理参数           n

6
6
2
1

7
�
�

Dukes分期 
              A
              B
              C
              D
组织学分级
   高分化
   中分化
   低分化

1
2
2
1

2
2
2

13
1�
16
  7

26
16
12

■创新盘点
本 文 通 过 对 6 0
例 大 肠 癌 组 织
中bFGF, PKB及
Cyclin A mRNA
的检测, 进一步证
实bFGF,  PKB及
Cyclin A在大肠
癌组织中有过度
表达, 其表达水平
与大肠癌 D u k e s
分期有关. 为研究
bFGF通过PI3-K/
PKB通路调控大
肠癌细胞增殖的
信号转导机制提
供了更有力的支
持.
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他们过度表达使细胞周期G2/M转换时间缩短, 
进而促进细胞周期的进程和细胞过度增殖,导致

细胞癌变[24]. Cyclin A是一类在哺乳动物细胞S期
和G2/M期两个节点均起重要作用的蛋白, 这提

示Cyclin A的过表达可能是大肠癌发生的早期事

件, Cyclin A是细胞周期进入S期和M期所必须的

调节蛋白, 他的过度表达将会使出于S期和G2/M
期的细胞百分比增加, 从而影响细胞周期的过

程, 促进细胞的增殖, 因此可能是影响大肠黏膜

细胞正常细胞周期重要途径之一.
本实验结果表明, 60例大肠癌组织中Cyclin 

A表达阳性者42例, 阳性率70%, 相应癌旁黏膜

仅检出6例阳性表达, 占10%, 而正常黏膜未见

有Cyclin A的阳性表达, 说明在大肠癌组织中存

在着Cyclin A的过表达. 本实验通过进一步分析

Cyclin A的表达与大肠癌临床病理特点之间的关

系,发现在高、中分化癌中的表达均显著高于低

分化癌中的表达(P <0.01); 在浸润至肌层组中的

表达明显高于浸润至浆膜层组(P <0.05). 这提示

Cyclin A的过表达可能是大肠癌发生的早期事

件, Cyclin A是细胞周期进入S期和M期所必须的

调节蛋白, 他的过度表达将会使出于S期和G2/M
期的细胞百分比增加, 从而影响细胞周期的进

程, 促进细胞的增殖, 因此可能是影响大肠黏膜

细胞正常细胞周期重要途径之一.
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本 文 通 过 对 大
肠 癌 组 织 b F G F, 
PKB, Cyclin A的
表 达 的 研 究 ,  探
讨了bFGF, PKB, 
Cyclin A对于诊断
治疗的特殊价值, 
与目前国内外报
道一致. 论文具有
较高的理论水平
及临床应用价值. 
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Abstract
AIM: To detect expression of E-cadherin, β-catenin 
and matrix metalloproteinase-7 (MMP-7) as 
well as their correlations in colorectal carcinoma 
(CRC).

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect the expression of E-cadherin, β-catenin 
and MMP-7 protein in 60 specimens of CRC and 
8 specimens of normal colorectal tissues. The 
corresponding clinical data were analyzed retro-
spectively..

RESULTS: The positive rates of E-cadherin, nor-
mal β-catenin, abnormal β-catenin and MMP-7 
expression in CRC were 73.3%, 66.7%, 63.3% and 
73.3%, respectively, which were significantly 
correlated with the depth of invasion and lymph 
node metastasis, but not with the age, sex and 

tumor size or position and differentiation of the 
patients’. The normal expression of β-catenin 
was positively correlated with E-cadherin 
expression (r = 0.359, P = 0.005) in CRC, but 
negatively correlated with the abnormal expres-
sion of β-catenin (r = -0.324, P = 0.012). There 
existed positive correlation between the expres-
sion of MMP-7 and the abnormal expression of 
β-catenin (r = 0.487, P = 0.000).

CONCLUSION: The expression of E-cadherin, 
β-catenin and MMP-7 are closely correlated with 
the invasion/metastasis and prognosis of CRC, 
and they may serve as effective markers in the 
judgement CRC prognosis.

Key Words: Colorectal carcinoma; E-cadherin; 
β-catenin; Matrix Metalloproteinase-7; Histopathol-
ogy; Immunohistochemistry

Gu GL, Wei XM, Wang SL, Ren L, Zheng AM, Huang 
RR, Hu YY. Expression of E-cadherin, β-catenin, matrix 
metalloproteinase-7 and their significances in colorectal 
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(4):375-380

摘要
目的: 探讨大肠癌(CRC)中上皮钙黏附蛋白
(E-cad)、β-连接素(β-cat)和基质金属蛋白酶
-7 (MMP-7)的表达水平, 并分析三者的相互
关系. 

方法: 应用免疫组化方法检测60例CRC肿瘤
组织标本和8例正常大肠组织标本中E-cad, 
β-cat和MMP-7的表达水平, 分析E-cad, β-cat
和MMP-7在二者中表达的差异, 并结合其临
床病理资料进行综合分析. 

结果: E-cad、正常β-cat、异常β-cat和MMP-7
在CRC中的阳性表达率分别为73.3%(44/60), 
66.7%(40/60), 63.3%(38/60)和73.3%(44/60). 
E-cad, β-cat和MMP-7的阳性表达率与患者的
年龄、性别和肿瘤的大小、部位及分化类型
均无关. 而与肿瘤的侵犯深度和转移与否密切
相关. E-cad和β-cat正常表达之间呈明显正相
关(r  = 0.359, P  = 0.005). β-cat正常表达和β-cat

www.wjgnet.com
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■背景资料
大肠癌 (CRC)是
我国的常见消化
道 恶 性 肿 瘤 ,  在
CRC的侵袭转移
过程中MMP-7的
作用比其他MMP
成员更重要. 目前
国内研究MMP-7
在大肠癌中表达
的文献较少, 综合
研究E-cad, β-cat
和MMP-7三者在
CRC病变中表达
的报道很少, 而三
者在CRC中相互
关系的研究尚未
见报道.



异常表达之间呈明显负相关(r  = -0.324, P  = 
0.012). β-cat异常表达和MMP-7之间呈明显正
相关(r  = 0.487, P  = 0.000).

结论: E-cad, β-cat和MMP-7的表达与CRC的
侵袭转移和预后密切相关, 可作为判定CRC
预后的有效指标.

关键词�� 大肠癌; 基质金属蛋白酶-7; 上皮钙黏附

蛋白; β-连接素; 组织病理; 免疫组化 
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0  引言

大肠癌(colorectal carcinoma, CRC)是常见消化道

恶性肿瘤, 随着我国人口老龄化、生活习惯、

饮食结构以及环境的改变, CRC的发病率呈上升

趋势[1]. 影响CRC预后的主要因素是肿瘤的侵袭

转移[2-4]. 研究发现, 上皮钙黏附蛋白(E-cadherin, 
E-cad)、β-连接素(β-catenin, β-cat)和基质金属

蛋白酶-7(matrix metalloproteinase-7, MMP-7)
与肿瘤的侵袭、转移密切相关[3-10]. E-cad是一

种Ca2+依赖性细胞黏附分子, 介导上皮细胞黏

附, 保持肿瘤组织的完整性, 阻止肿瘤细胞脱离

原发灶, 从而抑制肿瘤转移. E-cad需与β-cat结
合才能发挥上述生物作用. β-cat除了参与细胞

间黏附外, 也是Wnt/β-cat信号通路的关键因子. 
MMP-7则是Wnt/β-cat信号通路的下游靶基因产

物, 其直接参与分解基底膜和细胞外基质造成

肿瘤侵袭、转移[8-12]. 因此, E-cad, β-cat和MMP-7
的突变或表达异常直接影响肿瘤的侵袭、转移, 
并与生存和预后密切相关. 目前, 综合研究3者
在CRC病变中表达的报道不多, 而且3者在CRC
中相互关系的研究尚未见报道. 我们通过观察

CRC中E-cad, β-cat和MMP-7的表达水平, 分析

其与CRC临床病理以及3者间的相互关系. 探讨

其在CRC生长分化及侵袭转移中的作用和意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 随机选取1996-04/2006-04我院经手术

切除的60例CRC患者肿瘤组织和8例正常大肠

组织的石蜡固定标本. 60例CRC患者中, 男36
例, 女24例. 年龄34-83(中位年龄58.6)岁. 肿瘤

部位: 右半结肠22例、左半结肠20例、直肠18
例. 肿瘤长径2-10(平均4.5±1.6)cm. 病理类型: 
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高分化腺癌16例、中分化腺癌24例、低分化

腺癌10例、黏液腺癌10例. Dukes分期: A期4例
(6.7%), B期32例(53.3%), C期20例(33.3%), D期

4例(6.7%). E-cad鼠抗人mAb(ZM-0092)、β-cat
鼠抗人mAb(ZM-0442)、MMP-7鼠抗人mAb 
(ZM-0334)、SP试剂盒、DAB显色试剂盒均购

自北京中杉金桥生物公司.
1.2 方法 上述标本均经HE染色确诊. 试验由

LAB vision Autostainer360自动染色仪系统(福建

迈新公司)程控完成、镜下图像以Olympus Dp70
图像采集分析仪进行采集、分析. 实验按产品

说明书操作. 切片常规脱蜡至水, E-cad和β-cat组
微波修复5 min, MMP-7组不需抗原修复. 30 mL/L 
H2O2孵育10 min, 蒸馏水冲洗, PBS浸泡5 min, 滴
加正常兔血清工作液, 孵育10 min后倾去, 不洗; 
滴加一抗37℃孵育2 h, PBS冲洗3 min×3次. 滴
加二抗, 孵育15 min, PBS冲洗3 min×3次. 滴加

三抗, 孵育15 min, PBS冲洗3 min×3次, DAB显
色, 苏木素复染, 脱水, 透明, 封片. PBS代替一

抗作阴性对照, 正常大肠黏膜上皮表达情况作

阳性对照. 计数每个点阵全部正常黏膜或癌细

胞. E-cad表达定位于细胞膜; 胞膜阳性细胞数≥

70%记为E-cad阳性, ≥90%记为E-cad强阳性. 从
细胞膜、细胞质两方面观察β-cat的表达[2]. β-cat
在胞膜阳性细胞数≥70%记为β-ca t正常表达, 
β-cat在胞膜阳性细胞数<70%或胞质阳性细胞数

>30%记为β-cat表达异常. MMP-7定位于细胞质. 
依据染色强度和阳性细胞率综合计算评分. 染
色强度: 0为无染色; 1为染色弱; 2为中等染色强

度; 3为染色强. 阳性细胞率: 0为<5%; 1为<25%; 
2为<50%; 3为<75%; 4为≥75%. 以染色强度与

阳性细胞率之和计算评分, 0-2分为阴性(-), 3-5
分为阳性(+), 6-7分为强阳性(++). 两名高年资病

理科医生双盲法读片.
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件统计分

析. 数据用mean±SD表示, 计数资料采用两个或

多个样本率的比较(即: 四格表或R×C表的χ2检

验), 免疫组化表达积分采用Spearman等级相关

分析, 检验水准为P <0.05.

2  结果

2.1 E-cad, β-cat, MMP-7蛋白在CRC中的表达 
E-cad和β-cat呈棕黄色细颗粒状主要表达于上皮

细胞-细胞接触侧的胞膜上(图1A, C), β-cat也可

在胞质异常表达; 肿瘤间质不染色或浅染(图1B, 
D). MMP-7主要表达在细胞质(图1E), 呈棕黄

www.wjgnet.com
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色颗粒状, 部分胞膜染色. 肿瘤间质不染色或浅

染. 在CRC中E-cad阳性表达率为73.3%(44/60), 
其中36.7%(22/60)强阳性表达. β-cat的正常表达

率为66.7%(40/60), 异常表达率为63.3%(38/60). 
MMP-7阳性表达率为73.3%(44/60), 其中40.0% 
(24/60)强阳性表达. 在8例正常大肠黏膜组织

中E-cad和β-cat均为胞膜(强)阳性表达, 胞质阴

性或弱阳性表达. 而MMP-7均为阴性表达(图
1F). 两组中E-cad、异常β-cat和MMP-7表达差

异显著(P <0.05); 正常β-cat的表达无显著性差异

(P >0.05, 表1).
2.2 E-cad, β-cat, MMP-7蛋白表达与CRC临床病

理参数之间的关系 E-cad, β-cat, MMP-7的阳性

表达率与患者的性别、年龄及肿瘤的大小、部

位和分化类型均无明显关系(P >0.05), 而与肿瘤

的侵犯深度和淋巴结转移密切相关. 即: E-cad, 
β-cat, MMP-7的表达与CRC的Dukes分期密切相

关. 其中β-cat异常表达和MMP-7在侵犯浆膜外

组织和有转移者的阳性表达率明显高于侵犯限

于浆膜内和无转移者(P <0.05). 而E-cad和β-cat正
常表达在侵犯限于浆膜内和无转移者中的阳性

率明显高于侵犯浆膜外组织和有转移者(P <0.05, 
表2).
2.3 CRC中E-cad, β-ca t, MMP-7表达的相关

性 Spearman等级相关分析显示, E-cad和β-cat
正常表达之间呈明显正相关(r  = 0.359, P = 
0.005). β-cat正常表达和β-cat异常表达之间呈

明显负相关(r  = -0.324, P = 0.012). β-cat异常表

达和MMP-7之间呈明显正相关(r  = 0.487, P = 
0.000)(表3).

3  讨论

Wnt/β-ca t信息通路在肿瘤的发生、发展、侵

袭、转移中起着非常重要的作用[12-15]. 其关键分

图 1 E-cad, β-cat和MMP-7在大肠癌中的表达(SP, ×200). A: E-cad染色阳性; B: E-cad染色阴性; C: β-cat染色阳性; D: 

β-cat染色阴性; E: MMP-7染色阳性; F: MMP-7染色阴性.

■应用要点
本 文 结 果 提 示
E - c a d ,  β - c a t 和
M M P - 7 的 表 达
与大肠癌的侵袭
转 移 密 切 相 关 . 
E - c a d 和 正 常 表
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常表达的β-cat和
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侵袭转移的促进
因素. 三者之间的
相关关系明显. 这
在评估CRC预后
方面具有一定的
临床价值. 本文结
果也对开始进入
临床的β-cat抑制
剂和MMP抑制剂
的应用提供了一
个有益的理论参
考.
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子β-cat在胞膜、胞质和胞核均可表达. 胞膜上 的β-cat与E-cad等构成连接复合体[16-18], 介导同

表 1 E-cad, β-cat, MMP-7在正常大肠黏膜和大肠癌中的表达

     
                                                E-cad表达         β-cat正常表达   β-cat异常表达        MMP-7表达

                                            (++)    (+)      (-)           (+)    (-)               (+)      (-)           (++)     (+)     (-)

正常大肠黏膜         8          7       1       0             8      0               0       8             0       0       8

大肠癌             60a       22a    22a    16a          40    20             38b    22b          24b    20b    16b

aP<0.05, bP<0.01 vs 正常大肠黏膜.

分组                n

表 2 E-cad, β-cat, MMP-7表达与大肠癌临床病理参数之间的关系

     
                                        E-cad表达                      β-cat正常表达              β-cat异常表达                        MMP-7表达

                              (++)(%)   (+)(%)    (-)(%)            (+)(%)    (-)(%)               (+)(%)    (-)(%)               (++)(%)   (+)(%)    (-)(%)

性别

    男              36   10        16        10      >0.05   26        10      >0.05   22         14      >0.05   14        10        12     >0.05

                            (27.8)   (44.4)   (27.8)             (72.2)   (27.8)              (61.1)   (38.9)              (38.9)   (27.8)   (33.3)

    女              24   12          6          6                  14        10                   16          8                   10        10          4

                            (50.0)   (25.0)   (25.0)             (58.3)   (41.7)              (66.7)   (33.3)              (41.7)   (41.7)   (16.7)

年龄(岁)

    ≥60          30   10        14          6      >0.05   20       10      >0.05   18          12      >0.05   10        10        10     >0.05

                            (33.3)   (46.7)   (20.0)             (66.7)   (33.3)              (60.0)   (40.0)              (33.3)   (33.3)   (33.3)

    <60           30   12          8        10                   20        10                  20         10                  14        10          6

                            (40.0)   (26.7)   (33.3)             (66.7)   (33.3)              (66.7)   (33.3)              (46.7)   (33.3)   (20.0)

肿瘤长径(cm)

    <4             24     8          8          8      >0.05   16          8      >0.05   12         12      >0.05     8          8          8     >0.05

                            (33.3)   (33.3)   (33.3)             (66.7)   (33.3)              (50.0)   (50.0)              (33.3)   (33.3)   (33.3)

    ≥4            36   14        14          8                  24        12                   26        10                16        12          8

                            (38.9)   (38.9)   (22.2)             (66.7)   (33.3)              (72.2)   (27.8)              (44.4)   (33.3)   (22.2)

肿瘤部位

    右半          22     6          8          8      >0.05   15          7      >0.05   14           8      >0.05   12          6          4     >0.05

                            (27.3)   (36.4)   (36.4)             (68.2)   (31.8)              (63.6)   (36.4)              (54.5)   (27.3)   (18.2)

    左半          20   10          6          4                   15         5                   14           6                    8          7          5

                            (50.0)   (30.0)   (20.0)             (75.0)   (25.0)              (70.0)   (30.0)              (40.0)   (35.0)   (25.0)

    直肠          18     6          8          4           10         8                    10          8                     4          7          7

                            (33.3)   (44.4)   (22.2)             (55.6)   (44.4)              (55.6)   (44.4)              (22.2)   (38.9)   (38.9)

肿瘤分化

    好-中等    40   16        14        10      >0.05   28        12      >0.05    24        16      >0.05   15        13         12    >0.05

                            (40.0)   (35.0)   (25.0)             (70.0)   (30.0)              (60.0)   (40.0)              (37.5)   (32.5)   (30.0)

    差              20     6          8          6                  12          8                   14           6                    9          7          4

                            (30.0)   (40.0)   (30.0)             (60.0)   (40.0)              (70.0)   (30.0)              (45.0)   (35.0)   (20.0)

侵袭深度

    浆膜内       32   10        17          5      <0.05   25         7      <0.05    16         16      <0.05     8        12        12     <0.05

                            (31.3)   (53.1)   (15.6)             (78.1)   (21.9)              (50.0)   (50.0)              (25.0)   (37.5)   (37.5)

    浆膜外       28   12          5        11                  15       13                    22          6                   16          8          4

                            (42.9)   (17.9)   (39.3)             (53.6)   (46.4)              (78.6)   (21.4)              (57.1)   (28.6)   (14.3)

淋巴结转移

    无              36   12        18          6      <0.05   28         8       <0.05   19         17      <0.05     9        13        14     <0.05

                            (33.3)   (50.0)   (16.7)             (77.8)   (22.2)              (52.8)   (47.2)              (25.0)   (36.1)   (38.9)

    有              24   10          4        10                  12        12                   19           5                  15          7          2

                            (41.7)   (16.7)   (41.7)             (50.0)   (50.0)              (79.2)   (20.8)              (62.5)   (29.2)     (8.3)

n                                            P 值                                 P 值                                 P 值                                             P 值

■同行评价
本 文 研 究 了 大
肠癌E-cadherin, 
β-catenin, MMP-7
表达及其临床意
义 ,  文 章 的 科 学
性、创新性和可
读性较好, 可以反
映我国结肠癌的
临床和基础研究
的先进水平.
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型细胞相互黏附. β-cat的丝/苏氨酸磷酸化促进

E-cad与β-cat的结合; 而表皮生长因子等生长因

子及其受体使β-cat的酪氨酸磷酸化, 促使β-cat
从复合体中解离而进入细胞质. 胞质中的β-cat
与APC等形成“破坏复合体”, 经蛋白酶体水解

作用而降解. 未被降解的β-cat进入细胞核, 调节

相关靶基因的转录. 在大肠癌细胞, 该通路主要

的基因APC, β-cat的突变或缺失将使Wnt/β-cat
通路在无Wnt信号刺激时仍保持持续激活状态. 
研究发现, 70%-80%的大肠癌存在APC缺失或

突变[19-21]. 本研究检测了E-cad和β-cat在正常大

肠组织和CRC中的表达; 其中β-cat在胞核中的

异常表达情况较少, 考虑为样本量较少所致, 因
β-cat胞核表达与胞质表达意义基本相同, 故未

作胞核表达的统计分析. 本研究发现, E-cad在
CRC中的表达较正常组织减少; 且随肿瘤侵袭

深度加深、出现淋巴结转移而E-cad和β-cat正
常表达明显降低, β-cat异常表达升高, 差异显著. 
这说明E-cad表达较少和β-cat的异常表达不但

参与了CRC的侵袭、转移, 而且还影响到CRC
的早期发生. 目前认为, 肿瘤的发生、发展、侵

袭、转移属于肿瘤整个生物学进程的不同阶段, 
从基因突变意义上可以认为在肿瘤的起源阶段

已决定了肿瘤的转移性状[22]. 本研究结果显示, 
E-cad和β-cat蛋白表达异常贯穿了CRC从早期发

生直至晚期转移的全过程, 与这一理论相吻合.
M M P-7在M M P家族中分子量最小 ,  而

且是唯一在肿瘤细胞表达、不在肿瘤间质

表达的M M P. 因M M P-7分子结构中缺乏与

金属蛋白酶组织抑制因子(t issue inhibitor of 
metalloproteinase, TIMP)相互作用的C末端区域, 

使其具有强大的基质降解功能和广泛的底物特

异性, 同时受TIMP的负调节作用较小. 因此, 在
CRC的侵袭转移过程中MMP-7的作用比其他

MMP成员更重要[23-25]. 本研究显示, MMP-7在肿

瘤组织中的表达明显高于正常组织; 并且随着

肿瘤侵袭转移MMP-7表达明显增高, 这说明在

CRC侵袭、转移过程中MMP-7起促进作用.
肿瘤的发生、发展过程存在着多种基因结

构或功能改变, 先发生改变的上游基因可能是

其下游基因改变的原因. 因此, 上游基因在肿瘤

的发生、发展中可能起着更关键的作用. 研究

显示, β-cat在CRC中可能是一个上游基因, 其突

变失活直接影响Wnt/β-cat通路中信息的传递, 
并可影响MMP-7等下游基因的表达[26-28]. 本研究

显示, 在CRC中β-cat的异常表达与MMP-7呈正

相关, 与β-cat的正常表达呈负相关. 提示β-cat表
达异常与MMP-7表达改变有密切关系, 因此也

影响CRC的侵袭转移.
总之, E-cad, β-cat, MMP-7的表达与CRC肿

瘤的侵袭转移密切相关, 因此, 检测E-cad, β-cat, 
MMP-7在评估CRC预后方面具有一定的临床价

值. 目前化学合成的β-cat抑制剂和MMP抑制剂已

开始进入临床并成为肿瘤治疗领域的热点[29-30]. 
我们的研究结果为临床应用选择性β-cat抑制剂

和MMP抑制剂治疗CRC的侵袭转移提供了一个

有益的参考. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of phospho-
rylated signal transduction and activators of 
transcription-3 (p-STAT3) and E-cadherin as well 
as their correlations with the clinicopathological 
parameters in pancreatic cancer, and to reveal 
the role of STAT3 signal pathway in the invasion 
and metastasis of pancreatic cancer.

METHODS: Immunohistochemistry was 
used to detect the expression of p-STAT3 and 
E-cadherin in 34 cases of pancreatic cancer 
and 10 cases of normal pancreatic tissues. 
Cell invasion assay kit was used to examine 
the invasion ability of pancreatic cancer cells 
SW1990 and CaPan-2. Western blot and elec-
trophoretic mobility shift assay (EMSA) were 
applied to detect the protein expression of 
p-STAT3 and STAT3 DNA-binding activity in 
SW1990 and CaPan-2 cells..

RESULTS: Immunohistochemistry revealed 
high expression of p-STAT3 (64.7%) but low ex-
pression of E-cadherin in pancreatic cancer. The 
expression of p-STAT3 was significantly correlat-
ed with the clinical stages (P = 0.017) and lymph 
node metastasis (P = 0.013), and the expression 
of E-cadherin was correlated with the pathologi-
cal degrees (P = 0.002), clinical stages (P = 0.034) 
and lymph node metastasis (P = 0.019). There 
was a negative correlation between p-STAT3 
and E-cadherin expression in pancreatic cancer (r 
= -0.537, P = 0.001). Cell invasion assay indicated 
a more invasive ability in SW1990 cells than that 
in CaPan-2 cells (P < 0.05). Finally, Western blot 
and EMSA showed that p-STAT3 protein level 
and STAT3 DNA-binding activity were signifi-
cantly higher in SW1990 cells as compared with 
those in CaPan-2 cells (P < 0.05).

CONCLUSION: The expression of p-STAT3 is 
closely related to the invasion and metastasis of 
pancreatic cancer and abnormal expression of 
E-cadherin. The combined detection for these 
two proteins may be useful in determining of 
the metastasis potency of pancreatic cancer.

Key Words: Pancreatic cancer; Signal transduction 
and activators of transcription-3; E-cadherin; Inva-
sion; Metastasis

Huang C, Qiu ZJ, Hu HH, Jiang T, Zhu L, Zhang F, 
Huang KJ, Cao J. Expressions of p-STAT3 and E-cadherin 
in pancreatic cancer and their clinical significances. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(4):381-386

摘要
目 的 :  观 察 信 号 传 导 和 转 录 激 活 因 子 3 
(STAT3)活化形式-磷酸化STAT3(p-STAT3)和
上皮型-钙黏附素(E-cadherin)在胰腺癌组织及
细胞中的表达及其临床意义, 探讨STAT3信号
通路在胰腺癌侵袭转移中的作用. 

方法: 免疫组化检测34例胰腺癌和10例正常
胰腺组织中p-STAT3和E-cad的表达, 并分析其
与胰腺癌临床病理特征的关系. 细胞侵袭测定
试剂盒检测胰腺癌细胞株SW1990和CaPan-2
侵袭能力; 分别采用Western blot和电泳迁移

www.wjgnet.com
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■背景资料
STAT3在多种肿
瘤组织与细胞系
中异常表达和活
化 ,  并 与 肿 瘤 的
多种生物学特性
密 切 相 关 ,  但 是
STAT3在胰腺癌
侵袭转移的作用
机制尚未完全明
确.



率变迁实验(EMSA)检测2种细胞中p-STAT3
蛋白表达及STAT3-DNA结合活性. 

结果: 免疫组化发现p-STAT3在胰腺癌组织
中存在高表达(64.7%), 与临床分期及淋巴结
转移有关(P  = 0.017, P  = 0.013); E-cad在胰腺
癌组织中表达明显降低, 与组织学分级(P  = 
0.002)、临床分期(P  = 0.034)及淋巴结转移
(P  = 0.019)有关. 在胰腺癌组织中, p-STAT3与
E-cad的表达呈负相关(r  = -0.537, P  = 0.001). 
体外侵袭实验发现SW1990细胞比CaPan-2
细胞具有更高的侵袭能力(P <0.05). Western 
b lo t发现在胰腺癌高侵袭力细胞株SW1990
中p-STAT3蛋白呈高表达, 而在低侵袭力细
胞株CaPan-2中呈低表达; EMSA实验亦证
实SW1990细胞较CaPan-2细胞具有更高的
STAT3-DNA结合活性(P <0.05).

结论: p-STAT3与胰腺癌侵袭转移及E-cad异
常表达密切相关; 联合检测两种蛋白对于胰
腺癌恶性潜能的判断具有一定的参考价值.

关键词�� 胰腺癌; 信号传导与转录激活因子3; E-钙

黏附素; 侵袭; 转移 
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0  引言

信号传导和转录激活因子3 (signal transduction 
and activators of transcription-3, STAT3)是近年

来研究异常活跃的转录因子, 多项研究结果显

示STAT3在多种肿瘤组织与细胞系中异常表达

和活化, 并与肿瘤的增殖分化、细胞凋亡、血

管新生和免疫逃避等密切相关[1-7]. 本课题组前

期已证实胰腺癌组织中存在p-STAT3的过表达, 
并与胰腺癌临床病理分期、淋巴结转移和微血

管密度有关[8-9], 提示STAT3的激活可能在胰腺

癌的侵袭转移中起着重要作用. E-cad为钙黏附

素家族成员之一, 主要通过钙依赖的同种亲和

性细胞间的黏附参与建立和维持细胞间的连

接. 大量研究表明在多种肿瘤组织和细胞中存

在E-cad的异常表达, 且其异常表达与肿瘤的侵

袭转移密切相关[10-13]. 本研究采用免疫组化技术

探讨p-STAT3和E-cad在胰腺癌组织中的表达、

其与临床病理特征的关系以及两种蛋白表达的

相关性; 并检测不同转移潜能胰腺癌细胞株中

p-STAT3蛋白的表达水平和STAT3-DNA结合活
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性, 探讨STAT3信号通路与胰腺癌侵袭转移的

关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院1998-01/2006-02的34例手术切除

的胰腺癌石蜡标本, 男22例, 女12例, 平均年龄

59.74±10.82岁, 按UICC(2002)标准Ⅰ期3例、

Ⅱ期18例、Ⅲ期8例、Ⅳ期5例, 组织学分级高

分化18例, 中分化14例, 低分化2例, 供肝附带的

胰腺标本10例作为对照, 行免疫组化检测. 人
胰腺癌细胞系SW1990和CaPan-2购自ATCC. 细
胞在含100 mL/L小牛血清、100 kU/L青霉素

和100 m g/L链霉素的D M E M完全培养基内 , 
37℃、5 mL/L CO2、饱和湿度培养箱中培养. 
细胞单层贴壁生长, 至70%-80%融合时2.5 g/L
胰蛋白酶消化传代. 免疫组化用E-cad第一抗

体购自福州迈新公司, p-STAT3第一抗体(针对

705位酪氨酸磷酸化位点)购自Cell Signal公司, 
二抗购自长岛抗体公司. 细胞侵袭测定试剂盒

购自Chemicon公司. 细胞核蛋白抽提试剂盒购

自ActiveMotif公司. EMSA试剂盒购自Pierce
公司, 生物素标记的STAT3探针由上海生工合

成. Western blot所用p-STAT3第一抗体亦为Cell 
signal公司产品, 辣根过氧化物酶结合的第二抗

体和电化学发光(ECL)试剂盒均购自Santa Cruz
公司. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色 对常规石蜡包埋的胰

腺癌组织连续切片; 二甲苯脱蜡, 梯度乙醇逐级

水化; 30 mL/L H202甲醇溶液灭活内源性过氧化

物酶; 微波抗原修复; 羊血清封闭非特异性抗原, 
一抗和二抗分别孵育、ABC试剂作用、DAB显
色、苏木精复染, 封片观察. 以已知的有p-STAT3
表达的乳腺癌标本和E-cad表达的甲状腺标本

作为阳性对照, 以PBS代替一抗作为阴性空白对

照. 结果采用双人双盲读片, p-STAT3阳性细胞为

细胞核内出现棕黄色颗粒, E-cad阳性细胞为细

胞膜上出现棕黄色颗粒. p-STAT3染色分级标准

按照Campbell et al [14]方法: 400倍镜下任取5个视

野进行计数, 着色细胞少于5%为阴性(-), 着色细

胞占5%-25%为弱阳性(+), 着色细胞占26%-50%
为阳性(++), 着色细胞大于50%为强阳性(+++). 
E-cad染色分级标准按照Jawhari et al [15]方法: 以正

常胰腺或癌组织周围残存的正常胰腺组织E-cad
表达模式为阳性对照, 癌细胞染色完全消失者为

0分; 癌细胞质表达为1分; 癌细胞染色一致性降
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■研发前沿
STAT3是近年来
研究较多的转录
因 子 ,  已 经 成 为
肿瘤治疗中的一
个很有前途的靶
点. 今后研究的重
点是进一步弄清
STAT3上游信号
通路及其激活的
具体细节, 发现一
些新的STAT3下
游靶基因, 进一步
揭示STAT3在致
癌中的作用机制.
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低或灶性降低者为2分; 癌细胞染色与正常胰腺

组织相同者为3分. 0 、1 和2 分者均为异常表达

“-”; 3分为正常表达“+” . 　
1.2.2 细胞侵袭实验 按照我们的方法[16], 取对数

生长期细胞, 胰酶消化, 收集细胞, 加入无血清

培养基, 制成1×109/L的单细胞悬液, 将300 μL
细胞接种于已水化的包被ECMatrix胶(人工重组

基底膜)的小室内部, 分别加入不同浓度AG490 
1 μL, 使其终浓度分别为5, 10, 20 μmol/L, 对照

组加等量PBS. 将小室放置于含100 mL/L胎牛血

清培养基的24孔板中, 继续培养48 h, 用PBS浸湿

的面签擦去小室内部上表面的细胞和ECMatrix
胶, 染色液染色20 min, 光学显微镜下观察穿透

的细胞染为蓝色, 200 μL的100 mL/L醋酸溶解

小室下面已穿透的细胞, 溶解液转移入96孔板

中, 酶标仪检测560 nm处A值(A 560), 以A 560值代

表侵袭的细胞数. 
1.2.3 We s t e r n b l o t 按照我们的方法 [17],  用 
ActiveMotif公司试剂盒提取细胞核蛋白, 分别将

相同含量的蛋白样品和2倍上样缓冲液等体积混

合, 100℃水中煮沸5 min使蛋白变性. SDS-PAGE
电泳后电转移至硝酸纤维素膜上. 50 g/L脱脂奶

粉封闭后, 加入1∶1000稀释的第一抗体, 4℃孵

育过夜, TBS洗膜后, 加入1∶5000稀释的第二抗

体, 室温60 min, TBS洗膜后, ECL增强发光, X线

曝光3 min. 以BAND SCAN图像分析软件进行光

密度积分值分析, 将各目标条带与内参照b-actin
条带进行灰度比较, 进行半定量分析. 
1.2.4 EMSA 取对数生长期细胞, 参照ActiveMotif
公司方法提取细胞核蛋白. 参照Pierce公司方法

将1 μg核蛋白与12 μL纯水、2 μL 10×binding 
Buffer, 1 μL 500 mL/L glycerol, 1 μL 100 nmol/
L MgCl2, 1 μL Poly(dI-dC), 1 μL 10 g/L NP-40和
1 μL生物素标记的STAT3探针(5'biotin-GAT CCT 
TCT GGG AAT TCC TAG ATC-3', 3'-CTA GGA 
AGA CCC TTA AGG ATC TAG-biotin5')共20 μL
反应体系室温孵育10 min, 于60 g/L聚丙烯酰胺

凝胶120 V电泳2 h, 380 mA半干转膜 45 min, 
将尼龙膜置于紫外交联仪中120 m J/c m2交联

1 min, 封闭15 min, HRP连接封闭液孵育15 min, 
PBS洗膜, 平衡液孵育5 min, 与化学发光液作用

5 min后, 将结果曝光于胶片上. 以BAND SCAN
图像分析软件进行EMSA电泳条带的灰度比较

■相关报道
Kusaba发现结直
肠癌标本中存在
p-STAT3的高表
达 ,  且 p - S TAT 3
的表达与肿瘤浸
润深度、血管浸
润、淋巴结转移
及 D u k e s 分期有
关; Xie et al 发现
STAT3可调控恶
性黑色素瘤细胞
中 M M P - 2 表 达 , 
促进恶性黑色素
瘤细胞的肺转移
和脑转移.

A

C

B

D

图 1 p-STAT3和E-cad在胰腺组织中的表达.  A: 正常胰腺组织, p-STAT3阴性; B: 胰腺癌组织, P-STAT3阳性(箭头所指为
胞核阳性); C: 正常胰腺组织, E-cad阳性(箭头所指为胞膜阳性); D: 胰腺癌组织, E-cad阴性.

表 1 p-STAT3和E-cad蛋白在胰腺癌中表达的关系

                                                                         E-cad(n )

p-STAT3(+) 22       6               16

p-STAT3(-) 12     10                 2          

                                                       (+)            (-)
     n
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分析. 
统计学处理 应用SPSS11.5 统计学软件, 采

用c2检验或四格表确切概率检验及Spearman等
级相关检验, 计量资料用t检验, P <0.05定为具有

统计学意义.

2  结果

2 . 1  p - S T AT 3 和 E - c a d 在 胰 腺 癌 中 的 表 达  
p-STAT3的阳性表达主要位于胰腺癌细胞的胞

核内, 染色较深, 多呈散在或灶性分布; E-cad
的阳性表达主要位于正常胰腺组织腺泡及导

管上皮细胞膜上, 尤其是细胞交界处, 呈较强

的均质染色(图1). p-STAT3在胰腺癌组织中的

阳性表达率为64.7%(22/34), 对照组正常胰腺

组织中表达率为0%(0/10), 两者差异有显著性

(P <0.05). E-cad在胰腺癌组织中异常常表达率为

52.9%(18/34), 对照组正常胰腺组织中异常表达

率为0%(0/10), 两者差异亦有显著性(P <0.05).
2.2 p-STAT3和E-cadherin蛋白在胰腺癌中表达的

关系 22例p-STAT3蛋白阳性病例中有16例E-cad
蛋白异常表达, 12例p-STAT3蛋白阴性病例中有

10例E-cad蛋白正常表达, p-STAT3和E-cad表达

呈负相关(r  = -0.537, P  = 0.001)(表1). 
2.3 p-STAT3和E-cad蛋白的表达与胰腺癌临床

病理特征的关系 p-STAT3蛋白的表达与患者的

年龄、肿瘤大小、肿瘤部位、病理分级无关, 
与临床分期、淋巴结转移有关(P <0.05); E-cad
蛋白的异常表达与患者的年龄、肿瘤大小、

肿瘤部位无关, 与病理分级和淋巴结转移有关

(P <0.05)(表2). 
2.4 胰腺癌细胞的体外侵袭能力 体外侵袭实

验发现胰腺癌细胞株S W1990比C a P a n-2具
有更高的侵袭能力 ,  两者相比有显著性差异

(P <0.05)(图2).
2.5 Western blot和EMSA结果 Western blot发现

在胰腺癌高侵袭力细胞株SW1990中p-STAT3
蛋白呈高表达, 而在低侵袭力细胞株CaPan-2

■应用要点
本文对STAT3在
胰腺癌侵袭转移
中的作用机制做
出了初步探讨, 为
深入了解STAT3
信号通路在肿瘤
进展中的作用奠
定了基础.
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图 2 SW1990和CaPan-2细胞的体外侵袭能力比较.  A: 光
镜下观察侵袭的细胞染为蓝色, SW1990侵袭的细胞明显高
于CaPan-2细胞; B: A 值分析显示SW1990侵袭力明显高于
CaPan-2细胞.

表 2 p-STAT3和E-cad的表达与胰腺癌临床病理特征的关系

                                                         p-STAT3                                    E-cad

阳性表达(%) P 值 异常表达(%) P 值
  n

年龄 ≥60岁

 ＜60岁

性别 男

 女

肿瘤大小 ＞2cm

 ≤2cm

肿瘤部位 胰头

 胰体尾

病理分级 高分化

 中低分化

临床分期 I+II期

 III+IV期

淋巴结转移 阴性

    阳性         

19

15

22

12

31

  3

29

  5

18

16

19

15

25

  9       

12(63.2)

10(66.7)

14(63.6)

  8(66.7)

20(64.5)

  2(66.7)

18(62.1)

  4(80.0)

11(61.1)

11(68.8)

  9(47.4)

13(86.7)

13(52.0)

  9(100.0)      

0.832

1.000

1.000

0.635

0.642

0.017

0.013      

  8(42.0)

10(66.7)

12(54.5)

  6(50.0)

17(54.8)

  1(33.3)

15(51.7)

  3(60.0)

  5(27.8)

13(81.3)

  7(36.8)

11(73.3)

10(40.0)

  8(88.9)      

0.154

0.800

0.591

1.000

0.002

0.034

0.019      
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中呈低表达; EMSA实验亦证实SW1990细胞较

CaPan-2细胞具有更高的STAT3-DNA结合活性

(图3). 

3  讨论

信号传导和转录激活因子3(signal transduction 
and activators of transcription-3, STAT3)是近年来

研究异常活跃的转录因子, 当细胞因子或生长

因子激活其上游Janus激酶(Janus kinase, JAK)时, 
STAT3激活并形成磷酸化STAT3(p-STAT3), 二分

子p-STAT3相互作用形成二聚体进入细胞核, 调
节靶基因转录[18-21]. 研究表明STAT3在肺癌[22]、

胰腺癌[23]、恶性黑色素瘤[24]、前列腺癌[25]、胃

癌[26] 、淋巴瘤[27]等多种肿瘤组织与细胞系中异

常表达和激活, 提示STAT3在肿瘤进展中起着

重要作用. 本研究结果显示p-STAT3蛋白在胰腺

癌组织中存在着高表达, 且p-STAT3表达与肿瘤

分期和淋巴结转移密切相关. 此外, 我们发现胰

腺癌高侵袭力细胞株SW1990比低侵袭力细胞

株CaPan-2具有更高的STAT3-DNA结合活性和

p-STAT3蛋白表达, 提示STAT3的异常激活可能

在胰腺癌的侵袭转移中起着重要作用, 但其详

细机制还有待阐明. 
E-cad是介导上皮细胞间黏附的主要黏附分

子, 其功能的正常发挥对维持上皮组织的形态

有重要作用. 多项研究表明E-cad的表达异常和

/或功能丧失在胰腺癌侵袭转移过程中起着重要

作用[28-29], 本研究结果亦显示E-cad的异常表达

与胰腺癌的病理分级、临床分期和淋巴结转移

有关, 但E-cad的调控机制尚未完全阐明. 最近, 
Suiqing et al[30]使用免疫组织化学的方法检测了

30例皮肤鳞状细胞癌标本, 发现在皮肤鳞状细

胞癌中E-cad蛋白呈现低表达, 而p-STAT3蛋白

表达呈现高表达, 且p-STAT3的表达与肿瘤浸润

深度和转移密切相关, 进一步分析证实p-STAT3
和E-cad表达呈现高度负相关. 此外, 有报道显

示STAT3信号通路异常可以改变E-cad所介导

的细胞间连接复合物的形成, 增强结直肠细胞

癌细胞运动性和侵袭性[31], 提示肿瘤中E-cad功
能调控可能与转录因子STAT3的磷酸化密切相

关. 本研究结果显示在胰腺癌组织中p-STAT3与
E-cad表达亦呈负相关(r  = -0.537, P  = 0.001), 这
与Suiqing et al [30]的研究结果相似. 因此, 笔者认

为STAT3作为肿瘤细胞内重要的转录因子, 可能

通过信号传导途径, 影响E-cad的表达及其功能, 
从而减弱细胞间黏附能力, 促进胰腺癌的侵袭

转移. 
本研究初步探讨了STAT3信号通路与胰腺

癌恶性潜能的关系, 结果表明p-STAT3与胰腺癌

侵袭转移及E-cad表达密切相关, 说明STAT3信
号通路在胰腺癌侵袭转移中起着重要作用, 而
联合检测胰腺癌组织中p-STAT3与E-cad的表达

有望成为判断胰腺癌恶性程度的新指标.
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Abstract
Chronic gastritis is closely correlated with the 
occurrence of gastric cancer, and it can be detect-
ed in 80% adults in our country. Standardization 
of diagnosis and treatment for chronic gastritis 
is starved for solution. Various manifestations of 
chronic gastritis are shown by endoscopy, and 
erythema and exudative inflammation are the 
common features under kinds of endoscopes, 
which are the basis for the evolution of chronic 
gastritis. Following-up analysis shows that 
chronic gastritis is in dynamic progression and 
endoscopic classification is of important signifi-
cance for the prediction, development monitor-
ing, clinical treatment guidance, efficacy evalua-
tion, and outcome of this disease.

Key Words: Chronic gastritis; Classification; Inflam-
mation; Endoscope

Ba T,  Mu Q.  Relat ionship between endoscopic 
classification of chronic gastritis and evolution of gastric 
mucosal inflammation. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(4):387-389

摘要
慢性胃炎与胃癌的发生密切相关, 80%以上成
年人具有不同程度的慢性胃炎, 规范慢性胃炎
的诊断与治疗是我们目前急待解决的问题. 内
镜下观察, 慢性胃炎有多种表现, 红班渗出性
胃炎是各类内镜下胃炎的共性特征, 也是慢性
胃炎演变过程的基础. 随访结果表明, 各类胃
炎的病变处于不断变化和缓慢发展的动态过
程, 内镜下胃炎的形态分类对该病的预防、进
展以及临床指导治疗, 判断疗效和分析病变的
转归具有重要意义.

关键词�� 慢性胃炎; 分类; 炎症; 内镜
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0  引言

慢性胃炎是一类在人群中发病率很高的疾病. 
有关资料显示, 80%以上成年人具有不同程度的

慢性胃炎, 在各级医院消化门诊中, 因慢性胃炎

前来就诊患者比例也很高. 同时慢性胃炎与胃

癌发生密切相关. 可见该病不但影响了人们的

生活质量, 对人类健康亦构成了严重的危害. 正
因如此, 要搞清内镜下胃炎的形态分类与胃黏

膜炎症演变过程的关系十分重要. 为此, 笔者查

阅近期主要文献, 结合个人临床经验的点滴体

会, 做简要综述报道. 

1  慢性胃炎的内镜分类

我们通过5090例胃炎观察[1], 认为悉尼胃炎新分

类标准内镜部分以肉眼所见病变描述为主, 观
察简明准确, 内镜医师可以掌握, 把我国2000年
全国慢性胃炎研讨会制定的内镜下慢性胃炎分

为浅表性胃炎(点、片状、条状红斑, 黏膜粗糙

不平, 点/斑状出血)和萎缩性胃炎(黏膜呈颗粒

状, 黏膜血管显露, 色泽灰暗, 皱襞细小)共识意

见[2], 纳入国际统一标准是完全可以做到, 这样

有利于我国胃炎分类诊断的标准化与规范化, 
对提高慢性胃炎诊断的一致性和与国际间进行
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■背景资料
我国制定了慢性
胃炎的诊断与治
疗标准, 但规范慢
性胃炎的诊断与
治疗仍是目前亟
待解决的问题, 对
内镜下慢性胃炎
的形态分类与胃
黏膜炎症演变过
程的关系尚缺乏
深入研究和认识.



更广泛的学术交流有很大的帮助. 
慢性胃炎内镜下炎症的形态特征有黏膜颜

色改变、充血性红斑、水肿、渗出物、红白

相间、血管透见、黏膜增生(结节状、细颗粒

状, 乳头状隆起)、黏膜糜烂(平坦糜烂、隆起糜

烂、凹陷糜烂)、黏膜出血、黏膜皱襞改变(皱
襞增粗、变细)、胆汁反流等11种表现. 经临床

资料表明, 红斑渗出性胃炎(65.5%), 平坦糜烂

性胃炎(9.4%), 隆起糜烂性胃炎(8.2%), 胆汁反

流性胃炎(9.2%), 萎缩性胃炎(5.6%), 出血性胃

炎(1.0%), 皱襞增粗性胃炎(0.2%)等7种类型. 病
变部位分为胃窦(37.2%), 胃窦胃体(30.9%), 全
胃(27.2%), 贲门胃底(4.7%). 病变程度分为轻度

(16.7%), 中度(78.6%), 重度(4.7%). 根据悉尼胃

炎诊断标准[3], 并结合1619例慢性胃炎的内镜和

活检组织检查结果进行对照研究, 笔者提出了

慢性胃炎的内镜分型分级诊断标准[4], 这对慢性

胃炎的内镜特征和分级标准作了进一步细分和

量化, 便于基层医院操作, 而且对慢性胃炎病变

程度的评估和对药物疗效的观察提供了可靠

依据.

2  慢性胃炎的内镜分类与胃黏膜炎症演变过程

的关系

2.1 红斑渗出与各类型胃炎之间的关系 内镜下

所见的充血性红斑(点、片状、条状)、水肿、

红白相间、渗出物等称为红斑渗出性胃炎, 是
各类内镜下胃炎的共性特征, 也是慢性胃炎演

变过程的基础(图1). 通过认识内镜下胃炎的共

性表现, 而找出内镜下个性表现, 这样才能提高

认识与鉴别诊断水平, 也有利于观察各型之间

的演变过程. 
2.2 平坦糜烂与胃溃疡的关系 我们观察发现, 无
糜烂性胃炎时胃溃疡发生率为10.9%, 而胃内有

平坦糜烂时胃溃疡发生率为30.5%-41%, 大大超

过前者. 在红斑渗出性胃炎或萎缩性胃炎中, 有
平坦糜烂者其幽门螺杆菌(H pylori )阳性率、活

动性炎症发生率均显著高于无糜烂者, 胃溃疡

发生率亦显著高于无糜烂者. 同时胃窦糜烂合

并红斑渗出性胃炎时, 胃溃疡发生率亦显著高

于糜烂合并萎缩性胃炎, H pylori阳性率及活动

性炎症发生率亦相应较高. 因此, 推测胃内平坦

糜烂合并胃溃疡的发生首先与糜烂的存在有关,
而糜烂往往是H pylori引起的活动性炎症的表

现, 其次与胃窦红斑渗出性胃炎有关. 目前许多

研究证明消化性溃疡形成与H pylori感染密切相
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关, 从形态学上讲, 糜烂和溃烂仅仅是溃烂深度

的区别, 因此, 糜烂和溃疡具有共同的病理基础. 
2.3 平坦糜烂与隆起糜烂的关系 90例胃黏膜糜

烂中, 平坦糜烂胃底胃体(86.7%)明显多于胃窦

(13.3%), 平坦糜烂伴有隆起糜烂(13.3%), 消化

性溃疡(1.8%), 肠上皮化生(1.3%), 不典型增生

(2.3%), H pylori检出率为43.2%, 而隆起糜烂胃

窦(91.8%)明显多于胃底胃体(8.2%), 隆起糜烂

伴有平坦糜烂(1.8%), 消化性溃疡(7.3%), 肠上

皮化生(5.3%), 不典型增生(6.5%), H pylori检
出率为90.2%. 资料显示, 胃黏膜隆起糜烂与平

坦糜烂存在着明显的部位差异, 这主要是由于

十二指肠胃反流和H pylori主要增殖于胃窦而引

起. 平坦糜烂性胃炎既可在短期内(6-12 wk)内
愈合, 亦可长期存在, 并有相当一部分演变为隆

起糜烂性胃炎, 由于H pylori感染及高胃酸等因

素损害胃黏膜内腺细胞, 导致腺管及腺上皮细

胞增生, 以及嗜中性粒细胞浸润(病变为活动期

者)、淋巴细胞、浆细胞浸润, 黏膜肌肥厚导致

黏膜隆起, 形成隆起糜烂性胃炎. 随着胃黏膜糜

烂类型的不同伴发病变也不同, 在隆起糜烂中

伴有消化性溃疡、萎缩、肠上皮化生、不典型

增生是明显多于平坦糜烂者, 这些都属于癌前

病变和相关病变. 曾对2例平坦糜烂性胃炎和2
例隆起糜烂性胃炎分别在6 mo和1 a进行随访复

查中发现转为Ⅱc早期胃癌和Ⅰ型早期胃癌. 因
此, 对胃黏膜糜烂患者定期随访十分必要. 
2.4 红斑渗出与胃黏膜萎缩的关系 对86例红斑

渗出性胃炎和76例萎缩性胃炎患者进行6 a随
访, 结果显示, 中度红斑渗出性胃炎患者在随访

中有49例(56.9%)病变稳定, 30例(34.9%)病变程

度转为重度, 其中20例(23.3%)转为轻-中度的萎

缩性胃炎, 另有7例(8.2%)红斑渗出性胃炎由中

度好转为轻度. 萎缩性胃炎中有53例(70.7%)病
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■同行评价
本文样本含量较
大, 有较好的临床
说服力, 能体现当
今研究的热点.

图 1 慢性胃炎的演变过程示意图.
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变稳定, 22例(29.3%)病变程度转为重度, 曾经过

2个疗程(6 mo)持续性蒙药治疗, 有10例患者由

重度转为中度, 7例患者由中度转为轻度, 3例患

者转为轻-中度红斑渗出性胃炎, 其中有2例分别

第2、第3年转为黏膜内癌. 随访结果表明, 红斑年转为黏膜内癌. 随访结果表明, 红斑转为黏膜内癌. 随访结果表明, 红斑

渗出性胃炎和萎缩性胃炎的病变都处于不断变

化的动态过程中, 他们又各自表现一些不同特他们又各自表现一些不同特们又各自表现一些不同特

点, 红斑渗出性胃炎比萎缩性胃炎的病变活跃, 
在一定条件下, 病变加重可发展为萎缩性胃炎. 
通过对红斑渗出性胃炎发展成萎缩性胃炎的20
例患者的病情分析可以看出, 35岁以上特别是是

50-60岁的年龄组的红斑渗出性胃炎患者, 原有

重度红斑渗出炎症和存在轻-中度肠上皮化生的

患者, 还有不合理应用H2受体阻滞剂和质子泵

抑制剂药物的患者, 发展为萎缩性胃炎的比例

较高, 这不但说明红斑渗出性胃炎可发展为萎

缩性胃炎, 而且提示炎症、、H pylori感染、胆汁、胆汁胆汁

反流、肠上皮化生可能促进萎缩性胃炎发生的

主要因素. 因此, 红斑渗出性胃炎向萎缩性胃炎

的发展是一个较为复杂和缓慢的过程, 所以, 只
要我们准确诊断和合理应用药物治疗, 可以延

缓胃炎症的发展, 阻止转为萎缩性胃炎, 而且能

防止癌前病变的发生.止癌前病变的发生.癌前病变的发生. 
2.5 胆汁反流与胃黏膜萎缩的关系 510例慢性胃

炎患者中, 内镜诊断单纯胆汁反流性胃炎120例,
检出率为23.5%, 其中25.0%的胆汁反流性胃炎

患者存在H pylori感染, 而非胆汁反流性胃炎患

者的H pylori阳性率达79.5%, 两者间有显著性差

异(P <0.01). 120例单纯胆汁反流性胃炎患者中,
病理检查发现有50%存在胃黏膜萎缩, 16.7%伴

肠上皮化生, 5%出现不典型增生, 而非胆汁反流

性胃炎患者中, 28%存在胃黏膜萎缩, 4.1%伴肠

上皮化生, 0.5%出现不典型增生, 差异非常显著

意义(P <0.01). 本组资料观察表明, 胆汁反流性

胃炎患者中H pylori感染率较低于非胆汁反流性

胃炎, 提示胆汁反流性胃炎与H pylori的感染无

明显关系, 这与有关文献报道一致[5-7]. H pylori能
产生强有力的尿素酶, 分解尿素产生氨, 改变局

部环境, 引起黏膜炎症. H pylori在高浓度的胆汁

酸作用下, 其外形原来的杆状变成表面带有气

泡的球状, 最后浓缩呈团块状而失去活性. 由于

胆汁破坏胃黏膜屏障, 使胃腔内的H+逆弥散到

黏膜, 破坏了黏膜下的中性环镜, 不利于H pylori
生长. 因此, 单纯胆汁反流性胃炎患者H pylori感
染率较低. 病理检查中, 胆汁反流性胃炎有胃黏

膜萎缩、肠上皮化生、不典型增生明显高于非

胆汁反流性胃炎, 提示胃黏膜组织学的异常与

胃液胆酸浓度的升高密切相关. 慢性胃炎→胃

黏膜萎缩→肠上皮化生→不典型增生→胃癌这

一模式过程已为国内外多数学者所公认. 由此

看来, 胆汁反流与萎缩性胃炎, 胃癌关系似乎较

H pylori相关性胃炎更为密切, 值得进一步研究. 
总之, 慢性胃类的内镜下形态分类与胃黏膜

炎症演变过程的关系研究, 对该病的预防和防

止病情进一步发展, 而且对慢性胃炎的临床指

导治疗, 判断疗效和分析病变的转归具有重要

的临床意义..
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Abstract
AIM: To observe the protective effect of esome-
prazole on gastric mucosa and its mechanism.

METHODS:  Before the model of gastric mu-
cosal lesion was made by pure alcohol, esome-
prazole (20 mg/kg) was intragastrically ad-
ministered while Nω-nitro-L-arginine methyl 
ester (L-NAME, 4 mg/kg) and L-arginine (250 
mg/kg) were intravenously injected into the 
rats. Gastric mucosal blood flow (GMBF) was 
measured with laser Doppler flowmetry (LDF), 
while gastric mucosal and serum NO-

2/NO-
3 

levels were examined by cadmium granula-
tion reduction and colorimetric method. The 
changes of ulcer index and the severity of tissue 
necrosis and neutrophil infiltration were also 
observed..

RESULTS: The ulcer index was significantly 
lower in the rats with esomeprazole pretreatment 
than that in the model rats (5.6 ± 2.2 vs 25.3 ± 2.4, 
P < 0.01), and the degree of tissue necrosis and 
neutrophil infiltration were also much milder (P 

< 0.01). Prior administration of L-NAME obvious-
ly inhibited the protective effect of esomeprazole 
was on gastric mucosa, but the inhibition was 
alleviated by L-arginine. Esomeprazole increased 
GMBF and gastric mucosal or serum NO-

2/NO-
3 

level, which was suppressed by L-NAME. Esome-
prazole had no marked effect on the secretion of 
gastric acid.

CONCLUSION: Esomeprazole can protect 
gastric mucosa against alcohol-induced injury, 
which is mediated by nitric oxide.

Key Words: Esomeprazole; Gastric mucosal lesion; 
Cytoprotection; Nitric oxide
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摘要
目的: 探讨埃索美拉唑对大鼠胃黏膜保护的
作用及其机制. 

方法: 在乙醇诱导大鼠胃黏膜损伤前, 预先给
予埃索美拉唑(20 mg/kg)灌胃, L -硝基-精氨酸
甲酯(L -NAME, 4 mg/kg)和L -精氨酸(250 mg/
kg)iv. 采用激光多普勒血流计(LDF)测定胃黏
膜血流量(GMBF), 镉粒还原和比色法测定胃
黏膜和血浆NO-

2/NO-
3含量, 并观察胃黏膜损

伤指数(ulcer index, UI)、溃疡坏死组织和中
性粒细胞浸润严重程度的变化. 

结果: 与模型损伤组比, 埃索美拉唑组大鼠UI
明显降低(5.6±2.2 vs  25.3±2.4, P <0.01), 溃
疡坏死组织和中性粒细胞浸润程度明显减轻
(P <0.01). 预先用L -NAME处理后, 埃索美拉唑
保护胃黏膜损伤作用明显减弱; L -NAME抑制
作用可被L -精氨酸拮抗. 向胃内灌注埃索美拉
唑, 可增加GMBF、胃黏膜和血浆NO-

2/NO-
3 , 

L -NAME可逆转这种作用, 但对埃索美拉唑抑
制酸分泌作用无明显影响.

结论: 埃索美拉唑通过NO介导对大鼠胃黏膜
损伤有重要的保护作用, 而与埃索美拉唑抑制

■背景资料
埃索美拉唑是在
酸相关性疾病治
疗中第一个发展
为光学异构体形
式的PPI , 是奥美
拉唑的左旋异构
体, 通过抑制胃壁
细胞分泌小管的
H+/K+-ATP酶, 抑
制胃酸分泌, 但对
胃黏膜亦有保护
作用, 这方面研究
较少, 其机制目前
不清楚 .   一氧化
氮合成酶 (NOS)
广泛存在于胃肠
道中, 其产物NO
可增加胃肠道黏
膜上皮屏障、刺
激上皮细胞分泌
黏 液 和 碳 酸 氢
盐、减少中性粒
细胞黏附、增加
肥 大 细 胞 稳 定
性、抗自由基作
用及增加黏膜血
流量等调节胃肠
道黏膜防御功能, 
对胃肠道黏膜损
伤有重要保护作
用. 有关NO是否
介导埃索美拉唑
对胃黏膜保护作
用尚未见报道. 
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酸分泌作用无关.
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0  引言

埃索美拉唑(esomeprazole)是人工合成的新一代

质子泵抑制剂(proton pump inhibitor, PPI), 对胃

酸分泌有显著的抑制作用[1-3]; 同时他对胃黏膜具

有保护作用[4-12], 但这方面作用机制尚未完全阐

明. 一氧化氮(nitric oxide , NO)是扩血管物质, 可
增加胃黏膜血流量, 对胃黏膜具有保护作用[13-22]. 
本实验研究了埃索美拉唑对大鼠胃黏膜保护作

用, 并探讨NO是否参与了这一过程. 

1  材料和方法

1.1 材料 纯种、♂、健康SD大鼠(上海西普尔-
必凯实验动物有限公司提供), 体质量200-260 g, 
实验前禁食24 h, 但不禁水. 埃索美拉唑是阿斯

利康公司产品, L -硝基-精氨酸甲酯(Nω-nitro-L -
arginine methyl ester, L -NAME )为Sigma公司产

品, L -精氨酸为上海华美工程公司产品. 镉粒为

上海亭新工厂产品, 甘氨酸、亚硝酸盐为上海试

剂一厂产品, 硫酸铜、N-1-奈乙胺盐酸盐为上海

试剂三厂产品, 对氨基苯磺酸为上海山海科技研

究所产品, 硫酸、硫酸锌、氢氧化钠、粉红为上

海试剂二厂产品. XHF-1高速分解器为上海金山

生化仪器厂产品, TG328 B型分析天平为上海天平

仪器厂产品, 801型离心机为上海手术器械厂产

品, 724微机型可见分光光度计为上海光学仪器

厂产品, 眼科手术器械一套. 激光多普勒血流计

(LDF), LDF-Ⅲ 型, 南开大学制造, 技术参数如下: 
He-Ne光源, 功率2毫瓦(mW), 输出功率>1 mW, 
光纤长2.5 m, 测定范围为1 mm半球区域, 量程

选×1档, 时间常数1 s档, 频率为4 kHz.
1.2 方法

1.2.1 胃黏膜损伤模型制备 大鼠禁食24 h后, 
30 g/L戊巴比钠(4 mg/kg) ip麻醉, 用1 mL无水乙

醇灌胃, 1 h后腹正中切口进入腹腔, 沿胃大弯处

剪开胃, 并进行各项实验指标测定. 
1.2.2 给药和分组 取SD大鼠99只, 分为5组, Ⅰ-Ⅳ
组每组22只, Ⅴ组11只.Ⅰ组: 假手术组, 作为正常

对照; Ⅱ组: 损伤模型组, 作为损伤对照; Ⅲ组: 埃
索美拉唑组, 在用无水乙醇灌胃30 min前, 向胃

内灌注埃索美拉唑(20 mg/kg). Ⅳ组: L -NAME组, 
用埃索美拉唑灌胃20 min前, iv L -NAME (4 mg/
kg). Ⅴ组: L -精氨酸(L-arginine)组, 在iv L -NAME 
15 min前, iv L -精氨酸(250 mg/kg). Ⅰ-Ⅳ组又分

成2小组, 其中1组用于胃酸、胃黏膜血流量、胃

黏膜和血浆NO-
2/NO-

3测定, 另一组用于胃黏膜损

伤指数判定和组织学观察. 对照组给予等量的生

理盐水. 
1.2.3 胃黏膜损伤指数(ulcer index, UI)判定 按

Guth标准计算溃疡指数, 处死动物, 取出胃及

十二指肠, 沿大弯侧剪开后, 展平, 按溃疡或糜

烂面积大小给予计分: 斑点状糜烂为1分, 糜烂

<1 mm为2分, 糜烂介于1-2 mm之间为3分, 糜烂

为2-4 mm为4分, 糜烂>4 mm为5分. 
1.2.4 组织学观察 将全胃固定于甲醛液, 制成石

腊切片, HE染色, 光镜下观察, 评定标准如下: (1)
坏死物质: 未见为0, 仅在溃疡底面边缘有少许

为(+), 薄层覆盖整个溃疡底为(++), 厚层覆盖为

(+++); (2)中性粒细胞浸润: 未见为0, 偶见(+), 明
显(+++), 介于后两者之间为(++). 
1.2.5 胃黏膜血流量(GMBF)测定 采用LDF测定, 
开机预热30 min调出LDF-Ⅲ GMBF测定程序, 从
胃大弯处作一小切口, 用LDF的探头轻轻垂直

地接触胃黏膜表面, 待血流稳定后, 在胃体大小

弯、胃窦大小弯取4点测定GMBF, 取其平均值, 
以激光多普勒信号电压值(mV)表示血流量的相

对数值. 
1.2.6 胃黏膜和血浆NO-

2/NO-
3含量测定 取胃, 用

钝性刀片刮取胃黏膜, 组织匀浆, 离心后, 取上清

液, -20℃贮存待测; 取外周血2 mL, EDTA抗凝, 
离心后, 取上清液, -20℃贮存待测; 采用镉粒还

原和比色法测定[23]. 
1.2.7 胃液pH测定 取胃液2 mL, 加酚红指示剂2
滴, 黄色表示有胃酸存在. 用0.1 mol/L氢氧化钠

滴定至粉红色. 所耗氢氧化钠mL数乖以50, 即为

胃酸浓度(mmol/L), 并换算成pH.
统计学处理 多组计量资料之间比较采用方

差分析, 组间两两比较用q检验; 方差不齐时, 用
秩和检验; 实验数据均以mean±SD表示, 计数

资料之间采用c2检验. 

2  结果

2.1 UI测定 损伤模型组大鼠UI(25.3±2.4)比正

常对照组(0)明显升高(P <0.01); 埃索美拉唑组与

损伤模型组比明显降低(P <0.01); L -NAME组与

损伤模型组比无明显差异(P >0.05), 而比埃索美

■创新盘点
本研究结果显示, 
埃索美拉唑明显
降低由乙醇诱导
大鼠胃黏膜损伤
的溃疡损伤指数
(UI), 溃疡坏死组
织和中性粒细胞
浸润程度明显减
轻 .  N O S 拮抗剂
L -NAME可明显
减弱埃索美拉唑
对胃黏膜损伤保
护作用, L -NAME
抑制作用可被NO
前体L -精氨酸拮
抗. 埃索美拉唑可
增加胃黏膜血流
量 ( G M B F )、胃
黏膜和血浆 NO-

2/
NO-

3 , L-NAME可
逆转这种作用, 但
对埃索美拉唑抑
制酸分泌作用无
明显影响. 表明埃
索美拉唑通过NO
介导对大鼠胃黏
膜损伤有重要的
保护作用, 而与埃
索美拉唑抑制酸
分泌作用无关.



392                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2007年2月8日       第15卷      第4期

www.wjgnet.com

拉唑组明显升高(P <0.01); L -精氨酸组与损伤模

型组和L -NAME组比均明显降低(P <0.01)(表1). 
2.2 胃组织学观察 损伤模型组大鼠溃疡底部可

见大量坏死物质, 周围组织中中性粒细胞浸润

明显; 埃索美拉唑组溃疡底部坏死物质和周围

组织中中性粒细胞浸润均比损伤模型组明显减

轻(P <0.01); L -NAME组溃疡底部坏死物质和周

围组织中中性粒细胞浸润与损伤模型组比均

无明显差异(P >0.05), 而比埃索美拉唑组严重

(P <0.01); L -精氨酸组与损伤模型组和L -NAME
组比二者均明显减轻(P <0.01), 与埃索美拉唑组

比无明显差异(P >0.05)(表1).
2.3 GMBF 损伤模型组大鼠GMBF与正常对照组

比明显降低(P <0.01), 埃索美拉唑组与损伤模型

组比明显升高(P <0.05), L -NAME组与损伤模型

组比无明显差异(P >0.05), 而比埃索美拉唑组明

显降低(P <0.05)(表2). 
2.4 胃黏膜和血浆NO-

2/NO-
3含量 损伤模型组大

鼠胃黏膜和血浆NO-
2/NO-

3比正常对照组均非

常显著增加(P <0.01); 埃索美拉唑组比正常对照

组非常显著增加(P <0.01), 亦比损伤模型组明显

增加(P <0.05); L -NAME组与埃索美拉唑组比显

著减少(P <0.01), 而与正常对照组比无明显差异

(P >0.05)(表2). 
2.5 胃液pH 损伤模型组大鼠胃液pH与正常对照

组比明显降低(P <0.05), 埃索美拉唑组与损伤模

型组比明显升高(P <0.01), L -NAME组与埃索美

拉唑组比无明显差异(P >0.05)(表2).

3  讨论

埃索美拉唑是奥美拉唑的S-异构体, 通过特异性

的靶向作用机制减少胃酸分泌, 为壁细胞中质

子泵的特异性抑制剂, 从而治疗消化性溃疡[1-3]. 
有研究表明, 埃索美拉唑对胃黏膜损伤具有保

护作用[4-12]; Koch et al [4]报道埃索美拉唑能有效

预防消炎痛引起大鼠胃体和胃窦的胃黏膜损伤, 
在消炎痛引起的溃疡模型中, 也能明显改善其

UI; Hatlebakk et al [5]报道, 埃索美拉唑对乙醇引

起的胃黏膜损伤有细胞保护作用的同时能加强

细胞保护适应, 预先给阿司匹林、氯化氨或应

激造成的实验性胃黏膜损伤的大鼠胃内灌注埃

索美拉唑, 能明显减轻胃黏膜损伤[6-7]; 埃索美拉

唑对非甾体类消炎药(NSAIDs)引起的胃黏膜损

伤有很好的保护作用[8-9], Genta et al [8]对需要连

续长期应用NSAIDs类药治疗的风湿性疾病患者

同时给予埃索美拉唑口服, 与对照组比, 埃索美

拉唑能非常有效的预防消化性溃疡发生; 埃索

美拉唑对危重患者应激性胃黏膜损害及胃黏膜

出血有很好的预防作用[10-11]; 对于志愿者口服阿

司匹林引起的胃黏膜损伤埃索美拉唑也有保护

作用[12]. 本实验结果显示, 预先用埃索美拉唑给

由乙醇诱导胃黏膜损伤大鼠灌胃, 与损伤模型

组比, 胃黏膜损伤指数明显降低, 病理组织观察, 
其溃疡坏死物质和周围中性粒细胞浸润亦明显

减少, 表明埃索美拉唑对大鼠胃黏膜损伤具有

保护作用. 
一氧化氮(NO)是由血管内皮细胞产生血管

舒张因子[13-14], 近年来有报道, NO对胃黏膜损伤

有保护作用[13-22]; Konturek et al [15]发现 NO介导

了vit C保护健康志愿者口服阿斯匹林诱导的胃

黏膜损伤; NO抑抑制剂L -NAME能增加水应激

的胃黏膜损伤, 而NO前体L -精氨酸能明显减轻

这种胃黏膜损伤[16-18]; NO可减轻由乙醇诱导的

实验性胃黏膜损伤的严重程度[19-22], Kalia et al [19]

预先用L -NAME(NOS抑制剂)处理大鼠, 发现会

加重由乙醇诱导的胃黏膜损伤, 这种胃黏膜损

伤并能被L -精氨酸逆转, 另外, L -NAME能明显

降低大鼠GMBF和胃黏膜血红蛋含量[20], 表明

NO对胃黏膜损伤有保护作用. 我们用L -NAME
预先处理大鼠, 能明显升高埃索美拉唑降低的

表 1 各组大鼠胃黏膜损伤指数变化和组织学观察(mean±
SD, n  =  11)

         
组别              UI 

  Ⅱ         25.3±2.4                  2       9                2       9

  Ⅲ           5.6±2.2b                 9       2b               8       3b

  Ⅳ         24.8±2.5d                 2       9d               2       9d

  Ⅴ           5.8±2.3b                 8       3b               9       2b   

          ≤+   ++ ~ +++     ≤+   ++ ~ +++

bP<0.01 vs  Ⅱ组; dP<0.01 vs  Ⅲ组.

 坏死物质             中性粒细胞

表 2 Ⅰ-Ⅳ组大鼠GMBF、胃黏膜和血浆NO-
2/NO-

3及胃液
pH的变化(mean±SD, n  =  11)

                     GMBF  胃黏膜NO-
2/NO-

3    血浆 NO-
2/NO-

3     

             (mV)         (nmol/L)                   (μmol/L)    

Ⅰ      324±48    0.35±0.04    29.94±2.08  3.45±0.54 

Ⅱ      190±24b   0.69±0.08b   54.78±4.16b 2.27±0.37a             

Ⅲ      295±45    0.88±0.07    81.56±6.49   6.89±0.78 

Ⅳ      190±27c   0.44±0.08d   31.69±3.47d  6.76±0.72

aP<0.05, bP<0.01 vs  Ⅰ, Ⅲ组; cP<0.05, dP< 0.01 vs  Ⅲ组.

分组 pH

■同行评价
本研究方法和技
术有一定的创新
性, 实验对照设计
合理, 统计学处理
方法恰当, 科学结
论较明确, 实验证
据较充足, 讨论条
理分明, 参考文献
引用较新, 较好地
反映了我国胃病
学临床和基础研
究的先进水平.
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胃黏膜损伤指数, 溃疡底部坏死物质增多, 周
围中性粒细胞浸润也非常明显, 在L -NAME给
药15 min前给予L -精氨酸则能抑制这种损伤作

用, 表明NO介导了埃索美拉唑对胃黏膜的保护

作用. 本实验结果显示, 向胃内灌注埃索美拉

唑, 能明显增加胃黏膜和血浆NO-
2/NO-

3含量, 同
时GMBF亦升高, 而在埃索美拉唑灌胃20 min
前给予L -NAME则能逆转这种作用. 同时, 埃索

美拉唑能著显提高胃液pH, 抑制胃酸分泌, 而
L -NAME则对埃索美拉唑抑制胃酸分泌的作用

无明显影响. 
总之, 我们认为, 埃索美拉唑对大鼠胃黏膜

损伤具有保护作用, NO通过增加GMBF介导了

这种保护作用, 而与埃索美拉唑抑制胃酸分泌

作用无关. 
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Abstract
AIM: To study the anti-viral effect of Ren Xian 
Cao (RXC), extracted from compound agent 
Qiedu Zengning capsule ZL-1, on the replication 
of hepatitis B virus (HBV).

METHODS: HepG2.2.15 cells were co-cultured 
with different concentrations of RXC, and en-
zyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was 
used to examine the secretion of HBsAg and 
HBsAg. Duck models of HBV infection was es-
tablished by intravenous injection of duck HBV, 
and then treated with different doses of RXC. 
The changes of duck HBV DNA were observed..

RESULTS: After RXC addition for 8 days, the 
half toxic concentration (TC50) of RXC was 1126.01 
mg/L, and the half inhibitory concentration 
(IC50) on the secretion of HBsAg and HBeAg was 
17.52 and 754.26 mg/L, respectively. The value 
of therapeutic index (TC50/IC50) for HBsAg and 
HBeAg was 64.27 and 1.49, respectively. RXC at 
a dose of 0.8 g/kg significantly lowered the level 
of serum duck HBV DNA at the 5th, 10th day of 
treatment and 3 days after the end of treatment 
as compared with normal saline did (absorbency: 

0.660 ± 0.07, 0.632 ± 0.03, 0.663 ± 0.05 vs 0.872 ± 0.08, 
P < 0.05).

CONCLUSION: RXC has inhibitory effect on the 
replication of HBV.

Key Words: Hepatitis B virus; HepG2.2.15; Ren 
Xian Cao; Lamivudine

Ouyang YL, Li ZL, Zeng Y. Effect of Chinese medicine 
extract Ren Xian Cao on the replication of hepatitis B 
virus. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(4):394-398

摘要
目的: 观察复方制剂祛毒增宁胶囊(ZL-1)药物
有效组分人衔草(JH)与HBsAg蛋白的结合情
况, 及其体内外抗乙型肝炎病毒的作用. 

方法: HepG2.2.15与不同浓度JH共培养, 采用
ELISA法HBsAg和HBeAg的分泌情况. 建立鸭
乙型肝炎病毒感染模型, 以不同剂量JH进行
治疗, 观察鸭血清乙型肝炎病毒DNA (DHBV-
DNA)的变化. 

结果: JH作用于HepG2.2.15细胞8 d后, 对细
胞的半数毒性浓度(TC50)为1126.01 mg/L, 对
HBsAg和HBeAg分泌量的的半数抑制浓度
(IC50)分别为17.52 mg/L和754.26 mg/L, 对
HBsAg和HBeAg的治疗指数(TC50/IC50)分别
为64.27和1.49. JH 0.8 g/kg能降低感染鸭血清
DHBV-DNA水平, 给药后5、10 d和停药后3 d 
DHBV-DNA吸光度(A )值分别为0.660±0.07, 
0.632±0.03, 0.663±0.05, 与盐水组0.872±
0.08比较, 有显著性差异(P <0.05).

结论: JH有抑制乙肝病毒的作用.

关键词�� 乙型肝炎病毒; HepG2.2.15细胞; 人衔草; 
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0  引言

全球大约有3.5亿人感染乙型肝炎病毒[1], 慢性

■背景资料
目前抗乙型肝炎
药物由于效率不
高、价格昂贵, 临
床治疗仍是难题
之一. 有目的的从
现在已知的中药
中筛选有活性的
抗乙型肝炎药物,
则可以缩短研究
时间, 具有更强的
实用性,显示出巨
大的潜力. 
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携带者有可能发展为原发性肝癌[2]. 尽管有有

效的乙肝疫苗可以预防, 在许多国家乙肝病毒

感染仍然是一个影响健康的主要因素, 尤其是

在中国. 临床上较为常用的药物有干扰素和核

苷类似物如拉米夫定[3]、阿得福韦[4-5]、恩替卡

韦[6], 由于有效率不高和耐药性及价格昂贵使

其临床应用受限. 因此对中药及其提取组分、

有效成分的抗HBV作用研究受到关注. 1980年
代用HBsAg作为乙型肝炎病毒模型对我国的

中草药进行筛选, 随着新的乙肝模型的出现, 如
HepG2.2.15细胞、鸭乙型肝炎病毒感染雏鸭模

型等, 人们对中药的筛选更加深入[7-8].
临床观察复方药物祛毒增宁胶囊(ZL-1)对

艾滋患者治疗6 mo, 患者CD4明显上升病毒载量

减少[9]. 另有文章报道ZL-1也可降低鸭血清乙型

肝炎病毒DNA (DHBV-DNA)水平[10], 具有抗乙

型肝炎病毒的作用. 为进一步分析ZL-1复方药

物中抗HBV的有效组分, 我们以HBsAg蛋白为

靶点, 利用BIAcore技术对ZL-1中的4种主要组

分进行筛选, 进而采用HepG2.2.15细胞为模型, 
观察人衔草(JH)体外抗HBV活性. 以鸭乙型肝炎

病毒感染雏鸭模型, 观察对鸭血清DHBV DNA
水平的影响. 进一步肯定有效组分的抗HBV作

用及其特点. 

1  材料和方法

1 .1  材料  1日龄北京鸭 (♂♀不分 ) ,  体质量

40-50 g, 购自北京前进种鸭动物饲养场. J H
是一种中药提取的有效部位, 为棕色粉末, 易
溶于水 ,  生理盐水配制 .  阳性药物拉米夫定

为葛兰素威康制药公司产品 ,  用生理盐水配

制. HepG2.2.15细胞(自人肝癌HepG2细胞转

染而来, 分泌HBsAg和HBeAg及HBV颗粒), 细
胞购于302医院病毒研究所. 鸭乙型肝炎病毒

DNA(DHBV-DNA)强阳性血清, 采自上海麻

鸭, -70℃保存. Dulbeccos's Modified Eagle, s 
Medium(DMEM)培养基为美国Gibco公司, 胎
牛血清(FBS)为美国HYclone公司, 胰蛋白酶为

Amersco公司, 四甲基偶氮唑蓝(MTT)、G418
为Sigma公司, 二甲基亚砜(DMSO)为夏思生

物, α-32 P-dCTP购自北京福瑞生物技术工程公

司, 缺口翻译药盒购自普洛麦格公司, Sephadex 
G-50, Ficoll PVP购自瑞典Pharmacia公司, SDS
西德Merck公司产品, 鱼精DNA、牛血清白蛋白

为中国科学院生物物理所产品, 硝酸纤维素膜

0.45 nm为Amersham公司产品. 

1.2 方法

1.2.1 生物分子相互作用分析仪(BIAcore)筛选  
BIAcore是以表面等离子共振系统为基础, 进行

实时分子相互作用分析的仪器. BIAcore 3000 
(Uppsala, 瑞典)其中CM5芯片可用于选择中药

复方中有效的组分. HBsAg蛋白用10 nm醋酸钠

(NaAc)(pH5.0)缓冲液配制, 终浓度为30 mg/L, 固
定蛋白时的流速为10 μL/min. 将他耦联到CM5
感应片金薄膜表面上, 先用NHS/EDC活化感应

片的葡聚糖表面, 再耦联HBsAg蛋白, 获得响应

值约为5376.9共振单位(RU). 4种中药提取物溶

于PBS, 取100 μL以10 μL/min速度进样, 分别得

到他们的响应值. 
1.2.2 细胞培养及MTT法测定药物细胞的毒性  

HepG2.2.15细胞用DMEM培养液, 培养液中加

100 mL/L胎牛血清, 100 mg/L青霉素, 100 mg/L
链霉素, G418 200 mg/L, 10  g/L谷氨酰氨. 37℃ 
50 mL/L CO2培养箱中培养. 用2.5 g/L胰蛋白酶, 
37℃消化细胞3 min, 稀释HepG2.2.15细胞至3×
108个/L, 96孔板每孔100 μL, 37℃ 50 mL/L CO2

培养箱中培养. 用MTT法测定药物的细胞毒性, 
96孔板每孔3×108个/L HepG2.2.15细胞100 μL, 
37℃ 50 mL/L CO2培养箱中培养. 1 d后, 换用含

药培养液, 每个浓度5孔, JH用DMEM培养液稀释

成1000, 500, 100, 20, 4 mg/L, 37℃ 50 mL/L CO2

培养箱中继续培养8 d. 向每孔细胞中加入5 mg/
L MTT 10 μL, 每孔存有上清100 μL, 37℃ 50 mL/
L CO2培养箱中培养4 h后, 可见黄黑色甲瓒颗粒, 
每孔加入150 μL酸化异丙醇, 吹打并在室温下放

置, 甲瓒颗粒完全溶解后. 酶标仪570/630 nm波

长测定A值(加入酸化异丙醇1 h内测定)空白对照

及细胞对照各5孔. 细胞抑制百分率 = [(细胞对

照A值-药物作用组A值)/(细胞对照A值-空白对

照A值)]×100%. 用Bliss方法计算半数毒性浓度

(TC50). 
1.2.3 药物对HBsAg和HBeAg分泌的抑制 96孔
板每孔3×108个/L HepG 2.2.15细胞100 μL, 37℃ 
50 mL/L CO2培养箱中培养. 1 d后, 换用含药培

养液, 每个浓度4孔, JH用DMEM培养液稀释成

200  100, 20, 4 mg/L, 37℃ 50 mL/L CO2培养箱

中培养. 每3天换同浓度药液培养, 第9天收集培

养上清, -20℃冰冻保存. ELISA检测试剂盒测定

HBsAg和HBeAg, 酶标仪540/630 nm波长测定A
值. 空白对照及细胞对照各4孔. 抑制百分率 ＝ 
[(细胞对照A值-给药组A值)/(细胞对照A值-空白

对照A值)]×100%. 用Bliss方法计算半数有效浓

■研发前沿
近年来对乙型肝
炎药物的研究有
很大进展, 但是仍
存在不少问题有
待解决. 乙型肝炎
病毒引起的体内
免疫的分子机制
还不完全清楚, 如
何将各种新技术
和试验模型合理
结合起来用于评
价抗乙型肝炎病
毒药物需要进一
步的研究探讨.



396                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2007年2月8日       第15卷      第4期

www.wjgnet.com

度(IC50). 治疗指数TI = TC50/IC50, 可评价药物临

床应用前景, TI<1为有毒无效, TI = 2为有效有毒, 
TI>2为有效低毒. TI值越高, 药物的治疗效果就

越好. 
1.2.4 鸭乙型肝炎病毒感染及药物治疗 1日龄北

京鸭, 经腿胫静脉注射上海麻鸭DHBV-DNA阳

性鸭血清, 每只0.2 mL, 在感染后7 d取血, 分离血

清, -70℃保存待检. 待DHBV感染雏鸭7 d血清检

测为阳性后, 将雏鸭随机分组, 逐只用脚环给动

物编号记录, 每组6只, 进行药物治疗实验, JH给

药组分3个剂量组, 分别为每天0.8 g/kg, 0.4 g/kg, 
0.2 g/kg组, 分2次灌胃给药, 共10 d. 设病毒对照

组(DHBV), 以生理盐水代替药物. 阳性药用拉米

夫定, 口服给药每天50 mg/kg, 分2次给药, 共10 d. 
在感染后第7天即用药前(T0), 用药第5天(T5), 用
药第10天(T10)和停药后第3天(P3), 从鸭腿胫静

脉取血, 分离血清, -70℃保存待检. 最后颈静脉

取血, 分离血清, -70℃保存. 剪断气管, 处死动物, 
剖腹取肝, 预冷的生理盐水冲洗肝脏, 剪成小块

分装, 置-70℃保存. 
1.2.5 血清DHBV-DNA斑点杂交 取上述待检鸭

血清50 μL加入96孔板, 加100 μL变性液混匀, 室
温10 min. 加150 μL中和液混匀, 室温10 min. 取
200 μL上述样品,  每批同时点膜, 测定鸭血清中

DHBV-DNA水平的动态. 按缺口翻译试剂盒说

明书方法, 用32P标记DHBV-DNA探针, 做鸭血

清斑点杂交, 放射自显影膜片斑点, 在酶标检测

仪测定A值(滤光片为490 nm), 计算血清DHBV-
DNA密度, 以杂交斑点A值作为标本DHBV-DNA
水平值. 
1.2.6 鸭肝组织DNA提取和Southern印迹及核酸

杂交检测鸭肝中DHBV-DNA 取冰冻肝组织样

品, 称取300 mg, 在冰上剪碎、电动匀浆器匀浆

总体积为3 mL. 传统方法提取总DNA[11]. DNA溶

于TE, -20℃保存. 检测时取少量进行凝胶电泳. 
DNA琼脂糖凝胶电泳及转膜, 制备HBV探针, 使
用Promega随时引物试剂盒(大片段酶)进行探针

标记, 操作过程按说明书进行. 核酸杂交显影. 利
用美国Media Cybernetics公司生产的计算机辅助

软件Gel-pro Analyzer version 3.0进行相片分析, 
读取条带的A值. 计算每组鸭不同时间血清DNA 
A值的平均值(mean±SD), 并将每组鸭用药后不

同时间(T5, T10)和停药后第3天(P3)血清DHBV-
DNA水平与同组给药前(T0) A值比较, 计算每组

鸭用药后不同时间血清DHBV-DNA的抑制率, 
比较各组鸭血清DHBV-DNA抑制率. DNA抑制

率(%) = [给药前A值－给药后A值]/给药前A值×

100%.

2  结果

2.1 HBsAg蛋白与药物相互作用 首先将HBsAg
蛋白耦联到C M5感应片上, 100 μ L的J H及独

尾(H Q)、青蒿素(Q H S)、红绣球(C d)溶液以

10 μL/min速度进样, 与蛋白结合, JH与HBsAg
蛋白结合的响应值为183.7 RU. HQ, QHS, Cd分
别为162.1, 66.6, 39.1 RU, 在ZL-1 4种组分中JH
响应值最高. 
2.2 MTT法测定药物的细胞毒性 JH半数毒性浓

度为1126.01 mg/L, JH对HepG2.2.15细胞有低

毒作用(表1). JH对HepG2.2.15细胞分泌HBsAg
和HBeAg的抑制效果见表2, 200 mg/L JH对

HepG2.2.15细胞分泌HBsAg和HBeAg的抑制

率分别为78.9%和35.58%, 有显著性作用. JH对

HBeAg的抑制率为35.58%, 在同样浓度下黄芪

多糖的抑制率为9.74%. JH对HepG2.2.15细胞分

泌HBsAg和HBeAg的半数有效浓度(IC50)分别

为17.52 mg/L和754.26 mg/L. 治疗指数分别为

64.27和1.49, HBsAg治疗指数>2, 提示JH在体外

有较好的抗HBV作用. 
2.3 JH对DHBV感染鸭体内血清DHBV-DNA的

影响 实验感染雏鸭30只第7天血清DHBV- DNA
全部阳性. 3TC阳性对照组, 给药第5, 10天(T5, 
10) A值为0.421±0.03和0.513±0.08与给药前

(T0)的A值0.742±0.15比较, 鸭血清DHBV-DNA

    

1000
  500
  100
    20
      4
对照组

浓度(mg/L)          A        抑制率(%) TC50

表 1 JH在2.2.15细胞培养中对细胞的毒性

0.286
0.554
0.593
0.687
0.701
0.715

60
22.5
17.1
3.92
1.96

1126.01

■创新盘点
以乙型肝炎病毒
生命周期中起关
键作用的蛋白为
靶点, 利用Biacore
技术有目的地在
中药中筛选有效
成分, 这是快速、

高通量筛选和鉴
定天然产物体系
中有效成分的有
效途径.

    

200     0.065       78.9       0.735        35.58
100     0.098       68.18       0.829        27.34
  20     0.147       52.27       1.001        12.27
   4     0.298       32.47       1.062          6.92
对照组     0.308        1.141 

浓度(mg/L) 

表 2 JH在2.2.15细胞中对HBsAg和HBeAg活性的抑制
作用

 HBsAg                     HBeAg 

A            抑制率(%)        A           抑制率(%) 
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水平明显下降, 差异具有显著性意义(P <0.01, 
P <0.05, 表3). 对鸭血清DHBV-DNA抑制率与病

毒对照组比较, 成组分析, 给药第5天, 差异具有

显著性(P <0.01, 表4). 实验结果表明, JH 0.8 g/kg
组, 在给药第3天, 死亡1只(灌胃不当所致). 给
药后第5天(T5)和第10天(T10)和停药后3天(P3) 
DHBV-DNA A值分别为0.660±0.07, 0.632±
0.03, 0.663±0.05, 与盐水组0.872±0.08比较

对鸭血清DHBV-DNA有显著性意义(P <0.05). 
0.4 g/k g组 ,  给药后第5天(T5)和10天(T10)
和停药后3天(P3)对鸭血清D H B V-D N A有一

定作用 .  0.2 g/k g组 ,  给药后第5天(T5)、10
天(T10)和停药后第3天(P3)对鸭血清D H B V-
DNA无统计学意义.
2.4 JH对DHBV感染鸭肝组织中DHBV-DNA的

影响 Southern杂交法检测药物治疗鸭肝组织中

的DHBV-DNA, 结果显示, 肝组织中总DHBV-
DNA量没有明显减少. 拉米夫定组感染鸭肝组

织中总DHBV DNA量虽有所减少, 但A值结果比

较显示, 拉米夫定组与盐水组比较鸭肝组织中

总DHBV-DNA量无显著性差异.  盐水组鸭肝组

织中总DHBV-DNA量无明显变化

3  讨论

BIAcore技术能实时检测生物分子与化学分子间

的相互作用[12], 我们的相关实验初步结果显示: 

药物与HBsAg蛋白的结合力与细胞体外实验呈

正相关性, JH与HBsAg蛋白结合而与HBeAg蛋
白没有结合. 根据上面结果我们通过BIAcore技
术, 从ZL-1的四种主要组分中筛选出与HBsAg
蛋白结合最强的JH. 

HepG2.2.15细胞由人肝癌细胞HepG2细胞

转染完整的乙型肝炎病毒基因而来, 可稳定的

分泌HBsAg和HBeAg及病毒颗粒, 是体外筛选

抗HBV药物和药物评价的较好细胞模型, 被广

泛用于抗乙型肝炎病毒药物的体外筛选[13-16]. 本
实验结果表明JH对2.2.15细胞的半数毒性浓度

为1126.01 mg/L,对HBsAg和HBeAg的半数抑制

浓度分别为17.52 mg/L和754.26 mg/L. 提示JH
体外有较好的抗乙型肝炎病毒作用. 

鸭乙型肝炎病毒模型是国家认可的评价抗

肝炎药物疗效的一种模型. 本实验在细胞实验

的基础上, 利用鸭乙型肝炎病毒模型对JH的抗

HBV作用进行研究, 结果显示JH可降低鸭血清

中DHBV-DNA, 停药后没有明显反弹, 肝组织中

总DHBV-DNA的量无明显变化. 拉米夫定可显

著抑制血清中DHBV-DNA, 但停药后出现反弹, 
肝组织中总DHBV-DNA的量虽有所减少, 但与

盐水组比较无显著性差异. 说明JH可以抑制病

毒颗粒在外周血中的释放, 与BIAcore技术结果

相一致, 但其作用机制有待进一步研究. JH给药

后对鸭血清中DHBV-DNA的抑制率为27.52%, 

aP<0.05, bP<0.01 vs  病毒对照组.

    

生理盐水   6          0.991±0.10        0.986±0.06   0.945±0.07        0.938±0.06
JH   0.8  5          0.872±0.08        0.660±0.07a   0.632±0.03a       0.663±0.05a

   0.4  6          0.858±0.12        0.705±0.10a   0.803±0.14        0.666±0.06a

   0.2  6          0.775±0.07        0.731±0.13   0.708±0.09        0.707±0.11
3TC   50  6          0.742±0.15        0.421±0.03b   0.513±0.08a       0.641±0.09

组别 

表 3 JH治疗组与病毒感染对照组鸭血清DHBV-DNA A 值比较

剂量       鸭数                           鸭血清DHBV-DNA A 490值 (mean±SD)

(g/kg)      (n )      T0                  T5          T10                        P3

aP<0.05, bP<0.01 vs  病毒对照组.

    

生理盐水              6             0.50  4.64       5.35
JH    0.8             5           24.31a           27.52a     23.97a

    0.4             6           17.83  6.41     22.38a

    0.2             6             5.68  8.65       8.77
3TC    0.05             6           43.26b           30.86a     13.61

表 4 JH治疗组与病毒感染对照组鸭血清DHBV-DNA水平抑制率的比较

剂量          鸭数                                抑制率(%)

(g/Kg)                  (n )               T5                 T10        P3
药物 

■应用要点
利用Biacore技术
有目的地在中药
中筛选抗乙型肝
炎药物, 不必使用
荧光标记和同位
素, 从而保持了生
物分子的天然活
性, 而且他能实时
检测分子间的相
互作用. 在此基础
上进一步进行细
胞的体外研究和
动物体内的实验
研究, 可以缩短研
究时间, 提高研究
的效率. 但Biacore
技术筛选结果与
细胞及动物实验
结果的相关性有
待继续研究.
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牛巍 e t a l [10]报道ZL-1给药4 wk后, 鸭血清中

DHBV-DNA的抑制率为75%, 分析其原因: 一方

面是由于我们的实验时间只有10 d, 延长用药

时间是否可提高抑制率; 另一方面是由于ZL-1
中的组分有协同作用. 以上结果值得进一步深

入研究. 
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■名词解释
BIA技术: 生物分
子相互作用分析
技术是基于物理
光学现象 ,  (即表
面等离子共振)来
监测传感片表面
液体的折射率变
化, 而这一变化和
传感片表面所结
合生物分子的质
量成正比. 因此可
在非标记的情况
下实时监测生物
分子间的相互作
用. 当进行分子间
相互作用分析时, 
将其中一个反应
物偶联在传感片
上, 含有另一个反
应物的样品通过
液体输送系统以
恒定的流速通过
传感片表面, 分子
间有结合反应而
导致传感片表面
分子浓度的变化
将由等离子共振
信号的改变而得
到测定, 并以共振
单位(RU)作表达.
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Abstract
AIM: To observe the effect of kadsurenone in the 
treatment of acute pancreatitis (AP) in rats.

METHODS:  A total of 120 male Sprague Daw-
ley rats were randomized into 3 groups: control 
group (n = 40), AP model group (n = 40) and 
kadsurenone treatment group (n = 40). The in-
dexes including the plasma levels of malondial-
dehyde (MDA) and superoxide dismutase (SOD), 
amylase (AMY), the volumes of ascites, and pan-
creatitic pathology were observed at the 3rd, 6th, 
12th and 24th hour..

RESULTS: The plasma levels of AMY, MDA, 
and the volumes of ascites were remarkably ele-
vated while the plasma level of SOD was lowered 
in AP rats. Kadsurenone significantly decreased 
the plasma levels of AMY (24 h: 69.6 ± 6.7 μkat/L 
vs 136.6 ± 13.4 μkat/L, P < 0.01), MDA (24 h: 1.45 
± 0.19 nmol/L vs 1.98 ± 0.27 nmol/L, P < 0.05), 
and the volumes of ascites (24 h: 4.03 ± 1.36 mL 
vs 5.15±1.69 mL, P < 0.05), while increased the 
plasma level of SOD (24 h: 35.27 ± 8.34 nmol/L vs 

19.03 ± 8.74 nmol/L, P < 0.05). Severe pathologi-
cal changes were observed in AP rates, but they 
were notably alleviated after kadsurenone treat-
ment.

CONCLUSION: Kadsurenone is effective in the 
treatment of AP by decreasing the level of harm-
ful factor MDA while increasing the level of the 
defensive factor SOD.

Key Words: Acute pancreatitis; Kadsurenone; 
Malondialdehyde; Superoxide dismutase

Wang CG, Ma QJ, Lu JG, He XL, Wang Q, Du XL, 
Chu YK. Therapeutic effect of kadsurenone on acute 
pancreatitis in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(4):399-402

摘要
目的: 观察海风藤酮对急性胰腺炎(AP)大鼠自
由基水平的影响. 

方法: ♂SD大鼠120只随机分为对照组(n  = 
40), AP组(n  = 40)和海风藤酮(SM)治疗组
(n  = 40).  观察3, 6, 12和24 h大鼠血浆丙二
醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)、淀粉酶
(AMY)、腹水量、胰腺病理等指标的变化. 

结果: 与对照组比较, AP组腹水、血清AMY
和MDA升高, SOD水平降低, 且有差异统计学
意义, 经海风藤酮治疗后, 治疗组腹水(24 h: 
4.03±1.36 mL vs  5.15±1.69 mL, P <0.05), 血
清AMY(24 h: 69.6±6.7 μkat/L vs  136.6±13.4 
μkat/L, P <0.01)和MDA(24 h: 1.45±0.19 nmol/
L vs  1.98±0.27 nmol/L, P <0.05)水平显著降低, 
SOD水平显著升高(24 h: 35.27±8.34 nmol/L 
vs  19.03±8.74 nmol/L, P <0.05). AP组大鼠胰
腺病理变化均显著性升高, 而治疗组与AP组
相比在早期(3, 6 h)胰腺病理变化明显减轻.

结论: 海风藤酮通过降低损害因子MDA, 升
高保护因子SOD对AP 有治疗作用.

关键词�� 急性胰腺炎; 海风藤酮; 丙二醛; 超氧化物

歧化酶
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■背景资料
海 风 藤 酮 ( k a d -
surenone)是中药
海风藤的提取物, 
能扩张外周血管, 
改善微循环, 降低
血液黏滞度, 改善
血流变, 增加脏器
微循环的血流量, 
被广泛应用于心
血管, 肺、脑、肾
等疾病的防治. 本
文旨在探讨其对
大鼠急性胰腺炎
的治疗作用.
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是一种并发

症多, 病死率很高的急腹症之一, 他发展迅速, 
病理生理表现复杂多变, 有多种因素及炎性因

子参与救治难度大. 氧自由基(OFR)是AP合并

其他器官损伤、发展为重症急性胰腺炎(severe 
acute pancreatitis, SAP)的重要原因之一[1-2]. 海
风藤酮(kadsurenone)是中药海风藤的提取物[3], 
本研究通过大鼠AP模型, 动态观测大鼠血清丙

二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)、淀粉酶

(AMY)、病理改变等, 以判定海风藤酮对AP治
疗的影响, 为探讨该药在临床上应用治疗AP的
可能性提供理论和实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康Wister大鼠120只, 10-12 wk龄, 体质

量200-300 g, ♂♀不限, 由第四军医大学动物实

验中心提供. 海风藤酮(150 mg)购自北京大学药

学院, 牛磺胆酸钠购自Sigma公司, MDA, SOD检

测试剂盒, 购自南京建成生物工程研究所. 
1.2 方法 采用随机数字把120只大鼠分为3组: 对
照组(n  = 40)、急性胰腺炎(AP)组(n  = 40)和海风

藤酮治疗组(n  = 40). 参照Aho法并加以改进[4]. 所
有大鼠术前禁食12 h , 自由饮水. 称质量, 20 g/L 
戊巴比妥钠腹腔内麻醉, 大鼠仰卧固定, 上腹正

中切口进腹. 对照组进腹后轻揉胰腺及十二指

肠, 暴露时间同其他两组, 关腹. AP组、海风藤

酮组进腹后提起胃、十二指肠, 找到胆总管, 然
后用无损伤血管夹夹闭肝门处的胆总管, 用4号
钝性针头穿刺胆胰管乳头对侧的十二脂肠壁, 将
针头插入胆胰管内约5 mm处, 再用无损伤血管

夹夹住针头远侧的胆胰管向胆胰管内注射50 g/L
牛磺胆酸钠溶液(1 μL/g), 注射速度0. 2 mL/min. 
注射完毕后, 保留针头3 min. 然后松开2个无损

伤血管夹, 抽出针头, 用1号线缝合关腹. 海风藤

酮组关腹立即后腹腔内注射海风藤酮, 注射量为

10 μg/g, 由于海风藤酮均以DMSO(25 g/L)为溶

剂, 故对照组和AP组均于关腹后腹腔内注射等

量的DMSO. 术后各组动物自由饮水. 分别于术

后3, 6, 12, 24 h分批心脏抽血处死大鼠(每组各个

时间点10 只大鼠), 观察腹水性状和量, 采集血液

标本, 在胰头、胰体、胰尾各取一块胰腺组织在
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40 g/L中性福尔马林溶液中固定. 各组大鼠处死

后首先抽取腹水、记量, 观察其颜色及浑浊度; 
观察胰腺大体改变, HE镜下观察病理改变, 并按

照Kusske et al [5]的方法作胰腺组织病理评分, 按
照水肿、炎症、出血、坏死程度不同分0-4分进

行盲法评分. 利用采集的血液标本, 提取血清, 使
用MDA, SOD 检测试剂盒进行检测.

统计学处理 用SPSS12.0统计分析软件包进

行处理, 计量资料以均数±标准差表示, 以t检
验行统计学处理, 计数资料采用c2检验行统计

学处理. 

2  结果

2.1 腹水的性状和量 对照组无明显腹水积聚. 
3 h AP组、海风藤酮组均为淡黄色、澄清的渗

出液; 6 h AP组、海风藤酮组腹水量增加, 为淡

红色、浑浊的液体; 12, 24 h两组腹水量进一步

增加, 但AP组比海风藤酮组腹水颜色更深, 腹
水量更多, 二者有显著性差异(P< 0.05, P <0.01, 
表1).
2.2 血清淀粉酶检测结果  AP组各时间点的淀粉

酶(AMY)水平均较对照组显著升高(P <0.01), 海
风藤酮组各时间点的淀粉酶水平均较AP组显著

降低(P <0.01, 表1). 
2.3 大鼠血清MDA, SOD含量检测 AP组与对

照组比较, 各时间点的MDA水平显著性升高,  
SOD水平显著性降低(P <0.05);在各个时间点上, 
与AP组比较, 海风藤酮组的MDA水平显著性降

低, SOD水平显著性升高(P <0.05, 表2).
2.4 胰腺病理改变及评分 对照组的胰腺组织在

肉眼及光镜下观察基本正常, 仅3, 6 h时有轻度

水肿, 无明显出血及坏死. AP组随时间推移病理

改变程度加质量. 其表现为在3, 6, 12, 24 h分别

以胰腺间质、被膜下水肿, 血管充血、红细胞

溢出, 大量炎性细胞浸润, 胰腺呈片状凝固性坏

死及大片胰腺腺泡结构消失, 胰腺实质局灶性

坏死为主. 海风藤酮组则各时间点胰腺组织的

病理学改变均较胰腺炎组轻. 胰腺组织水肿、

腺泡细胞破坏、出血、坏死均较胰腺炎组轻, 
以3 h及6 h差别最为明显. 根据病理学评分可知

12、24 h海风藤酮组病理学评分亦较AP组低, 
但二者间无显著性差异. AP组与对照组比较, 各
时间点胰腺病理评分均显著性升高(P <0.01); 在
早期(3, 6 h), 与AP组比较海风藤酮组的胰腺病

理评分显著性降低(P <0.05, 表3).
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■同行评价
海风藤在临床上
的功效主治是祛
风湿, 通经络, 行
气 止 痛 ,  利 水 消
肿. 本文观察海风
藤酮对急性胰腺
炎(AP)大鼠的治
疗作用, 对于寻求
急性胰腺炎的有
效治疗方法有一
定临床意义.



王成果, 等. 海风藤酮对急性胰腺炎大鼠的治疗作用                                                                                                          401

www.wjgnet.com

3  讨论

AP的发病机制至今未能完全阐明, 除传统的胰

酶在胰腺内被激活, 引起自身消化外, 多项研究

发现胰腺缺血-再灌注损伤导致的自由基损害在

AP向SAP的演进过程中具有质量要的作用[6-7]. 
鉴于AP发病机制的复杂性, 对其病理机制及病

理过程, 仅仅应用西医药手段进行针对性防治

是困难的, 而采用中西医结合手段显得更为恰

当. 已有报告指出中药不仅可以抑制胰酶的活

性, 还可以改善微循环、抑制自由基的产生、

降低AP时的炎性细胞因子水平, 从而达到治疗

AP的目的. 自由基是在外层电子轨道上含有单

个不配对电子的原子、原子团和分子的总称. 
主要包括氧自由基和脂性自由基. 自由基的化

学性质极为活泼, 易于失去电子(氧化) 或获得电

子(还原), 特别是其氧化作用强, 故具有强烈的

引发脂质过氧化的作用[8-9]. 
海风藤酮是从中药海风藤中提取出来的一

种天然生物物质, 具有行经络, 和血脉, 宽中理

气, 下湿除风之功效, 他主治治风湿痹痛、风寒

骨痛、外感风寒、跌打损伤、闭经等症. 药理

研究证实,  海风藤酮是天然的血小板活化因子

(PAF)拮抗剂, 他能与PAF竞争靶位, 有效地抑制

组织缺血时PAF活性的发挥, 减少内源性花生

四烯酸释放, 提高细胞内环磷酸腺苷的水平, 抑
制TXA2的合成及促进PGI2的产生, 纠正TXA2/
PGI2比例失衡, 故能扩张外周血管, 改善微循环, 
降低血液黏滞度, 改善血流变, 增加脏器微循环

的血流量[10-13]. 最新的研究还发现, 海风藤酮还

具有显著的抗氧化作用和钙离子拮抗样效应, 
能有效清除氧自由基, 抑制钙离子内流, 他还可

降低胰腺酶活性, 减轻胰腺组织自我消化等功

能[14-15]. 海风藤酮广泛应用于心血管, 肺、脑、

肾等疾病的防治. 本研究结果显示, 诱发胰腺炎

后, 早期(3 h)即可见血清MDA含量增高、SOD
降低; 且随着时间推移, 血清MDA进行性升高、

SOD进行性降低, 二者改变的程度与胰腺的病

理改变、AMY水平、腹水量的变化相吻合. 经
海风藤酮治疗后, 虽然MDA仍继续升高, 但各

表 1 各组大鼠不同时间腹水量和血清淀粉酶的比较 (mean±SD, n = 40)

                                   腹水量(mL)                                                                           AMY(μkat/L)

对照          0       0           0                 0              2�.�±�.0        30.0±3.2        29.7±2.4       28.1±2.3

AP     3.19±1.12b  4.51±1.42b  4.98±1.47b   5.15±1.�9b     90.4±11.9b   15�.3±13.�b   14�.4±13.7b    13�.�±13.4b

海风  

藤酮  2.0�±1.48c   2.37±1.15c 2.51±1.24c    4.03±1.3�c     79.3±9.8d     112.9±7.1d       72.1±5.1d       �9.�±�.7d

  3 h        6 h            12 h                 24 h         3 h                  6 h       12 h                24 h

bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05,  dP<0.01 vs  AP组.

分组

表 2 各组大鼠血清MDA和 SOD含量的比较 (mean±SD, n = 10, nmol/L)

                                          MDA                                                                                 SOD 

对照  0.81±0.17   0.8�±0.18    0.78±0.17   0.75±0.21    4�.23±5.94     45.�2±4.3�    4�.21±5.32     47.12±5.10

AP    1.34±0.28a  1.52±0.48a    1.80±0.32a  1.98±0.27a   34.78±7.�9a    27.�9±7.27a   2�.02±8.31a   19.03±8.74a

海风  

藤酮 0.95±0.18c  1.07±0.20c    1.32±0.24c  1.45±0.19c    42.04±�.54c   37.74±8.81c    34.04±�.54c  35.27±8.34c

 3 h       6 h            12 h                24 h        3 h                  6 h      12 h                24 h

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  AP组.

分组

表 3 各组大鼠病理评分 (mean±SD, n = 40)

                                胰腺病理评分 

对照 0.8�±0.51          0                     0        1.18±0.�1

AP   5.20±0.79b  7.10±0.55b    11.72±0.14b    13.45±1.�2b

海风  

藤酮 3.24±0.81c 4.93±1.01c   11.02±0.74      12.73±1.42

3 h               6 h                 12 h               24 h   

bP<0.01 vs 对照组; cP<0.05 vs  AP组.

分组
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时间段均比未治疗组有明显降低; SOD水平在

造模12 h达到最低点后, 开始回升,  AMY水平、

腹水量、胰腺病理改变均较未经治疗的AP组减

轻. 这提示AP时产生大量自由基, 而清除氧自由

基的能力则明显下降, 可导致AP病程进展,  海
风藤酮能减少AP时血清内自由基, 提高保护因

子SOD水平, 减轻胰腺的病理损害, 阻止了病变

的继续发展. 本实验应用海风藤酮来治疗AP, 初
步在自由基水平上了解海风藤酮对AP的影响, 
但是, 海风藤酮减轻AP时自由基损害的具体机

制仍未能清楚阐明, 有进一步研究的必要. 
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中国科学技术信息研究所情报方法研究中心关于
2005年世界华人消化杂志指标检索报告

本刊讯 2005年度《世界华人消化杂志》的总被引频次为2079, 位居全部1652种中国科技论文统计源期刊的第

51位, 内科医学类28种期刊的第4位. 2005年《世界华人消化杂志》的影响因子为0.485, 位居全部1652种中国

科技论文统计源期刊的第449位, 内科医学类28种期刊的第14位.《世界华人消化杂志》的即年指标0.070, 他引

率0.66, 地区分布数26, 基金论文比0.43, 国际论文比0.02,学科影响指标0.46. (世界胃肠病学杂志社2007-02-08) 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of E-cadherin, 
β-catenin and Cyclin D1 and their relationships 
and clinical pathological features in gastric 
adenocarcinoma.

METHODS: Immunohistochemical SP method 
was used to determine the expression of E-cad-
herin, β-catenin and Cyclin D1 protein in 73 
cases of gastric adenocarcinoma tissues and 18 
cases of normal gastric mucosal tissues..

RESULTS: Positive staining for E-cadherin 
and β-catenin was observed on the cellular 
membrane of epithelial cells in normal gastric 
mucosal tissues. The aberrant expression of 
E-cadherin and β-catenin were observed in the 

cytoplasm and/or cellular nucleus of gastric 
cancer cells. The aberrant expression rates of 
E-cadherin and β-catenin were 63.01% (46/73) 
and 56.16% (41/73) in gastric adenocarcinoma, 
respectively, which were associated with the 
differentiation degree, TNM stages, depth of 
infiltration and lymph node metastasis, but not 
with the gender, age and  tumor size. There was 
a significant correlation between E-cadherin and 
β-catenin expression in gastric adenocarcinoma. 
The positive rate of Cyclin D1 expression was 
67.12% (49/73) in gastric adenocarcinoma, no-
tably higher than that in normal gastric tissues 
(0/18, P < 0.01), and it was correlated with the 
differentiation degree and lymph node metasta-
sis. The aberrant expression of E-cadherin and 
β-catenin were positively correlated with the 
high expression of Cyclin D1 gastric carcinoma (r 
= 0.249, 0.376, both P < 0.05).

CONCLUSION: Down-regulated expression of 
E-cadherin and β-catenin exist in gastric carci-
noma, which may promote the pathogenesis and 
development of carcinoma by activation of Cy-
clin D1.

Key Words: Gastric adenocarcinoma; Immunohisto-
chemstry; E-cadherin; β-catenin; Cyclin D1

Wang Y, Ke CS, Zhao Q, Ma SL, Gong Y, Yang F. 
Expression of E-cadherin, β-catenin and Cyclin D1 in 
gastric adenocarcinoma and their clinical significances. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(4):403-407

摘要
目的: 研究E-cadherin, β-catenin, Cyclin D1在
胃腺癌组织中的表达, 探讨三者的表达及临床
病理意义. 

方法: 采用免疫组织化学SP法检测73例胃腺
癌组织及18例正常胃黏膜组织中E-cadherin, 
β-catenin, Cyclin D1蛋白的表达. 

结果: 正常胃黏膜组织中 E - c a d h e r i n 和
β-catenin均呈清晰的棕褐色染色在上皮细胞

www.wjgnet.com
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■背景资料
作为细胞黏附分
子重要组成部分
的E-cadher in和
β-catenin基因, 在
肿瘤分化和转移
过程中有着重要
的作用, 是肿瘤浸
润转移的抑制因
子, 他们中的任何
一种成分异常均
可导致E-cadherin
介 导 的 细 胞 黏
附 系 统 功 能 障
碍. β-catenin除与
E-cadherin结合介
导细胞黏附反应
外, 还参与Wnt信
号转导通路激活
Cyclin D1, c-myc
等癌基因, 与肿瘤
发生密切相关.



细胞膜. E-cadherin和β-catenin在胃癌细胞中
出现细胞质和/或细胞核异常染色, 其异常表
达率分别为63.01%(46/73)和56.16%(41/73), 
且两者的异常表达与胃腺癌的分化程度、

TNM分期、浸润深度及淋巴结转移相关, 与
患者的性别、年龄、肿瘤大小无关 .  胃腺
癌中E-cadher in和β-ca tenin表达密切相关. 
Cycl in D1在胃腺癌组织中的阳性表达率为
67.12%(49/73), 明显高于其在正常胃黏膜组
织中的表达(0%, 0/18), 且与胃腺癌的分化程
度和淋巴结转移相关. E-cadherin和β-catenin
在胃癌中的异常表达与Cyclin D1的过表达呈
显著的正相关(r = 0.249, r  = 0.376, P <0.05).

结论: 胃腺癌中存在E-cadherin和β-catenin
基因的失活及蛋白表达下调. E-cadher in和
β-ca t en in的异常表达可能通过促使或激活
Cyclin D1的过表达而参与胃癌的发生和发展.

关键词 ��  胃癌; 免疫组织化学; E-c a d h e r i n ; 

β-catenin; Cyclin D1 
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0  引言

E-cadherin是维持上皮细胞的极性及细胞间黏

附连接的主要分子, 在Ca2+的参与下介导上皮

细胞间的黏附. E-cadher in发挥细胞间黏附作

用须与细胞内的连环蛋白(α-catenin, β-catenin, 
g-c a t e n i n)结合形成钙黏附素连环素复合体

(E-cad/cat). 在catenin家族中以β-catenin与肿瘤

的关系最为密切, β-catenin异常可导致E-cad/cat
复合体结构破坏和功能障碍 ,  并在肿瘤的浸

润转移过程中发挥重要作用[1]. β-catenin除与

E-cadher in结合介导细胞黏附反应外, 还参与

Wnt信号转导通路激活Cyclin D1, c-myc等癌

基因, 与肿瘤发生密切相关 [2]. 本研究采用免

疫组织化学检测73例胃癌组织中E-cadher in, 
β-catenin和Cyclin D1的表达及其相关性, 探讨三

者在胃腺癌组织中表达及临床病理意义. 

1  材料和方法

1 . 1  材 料  收集同济医学院附属同济医院

2004-01/2006-06手术切除的胃癌标本73例, 其
中男48例, 女25例, 年龄42-71(平均56.4)岁. 肿
瘤大小: 直径≤5 cm, 44例; 直径>5 cm, 29例. 淋
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巴结转移: 阳性者23例, 阴性者50例. TNM分期: 
Ⅰ-Ⅱ期31例, Ⅲ-Ⅳ期42例. 分化程度: 按WHO
分类, 高分化腺癌8例, 中分化腺癌18例, 低分化

腺癌47例. 所有标本均经40 g/L缓冲中性福尔马

林液固定, 常规石蜡包埋, 5 μm厚度连续切片, 1
片行HE染色, 另3片制成涂胶白片作免疫组化

用. 另取18例正常胃黏膜标本做对照. 兔抗人

E-cadherin, β-catenin多克隆抗体购自武汉博士

德生物工程有限公司, 鼠抗人Cyclin D1 mAb购
自Sant Cruz公司, 免疫组化SP试剂盒和DAB显
色试剂盒均购自北京中山生物技术有限公司.
1.2 方法 采用免疫组织化学SP法对胃癌组织中

E-cadherin, β-catenin及Cyclin D1蛋白的表达进

行检测. 实验步骤严格按照试剂盒说明书操作, 
石蜡切片经脱蜡, 梯度酒精水化后, 用30 mL/L 
H2O2甲醇室温孵育15 min, 0.01 mol/L(pH6.0)枸
橼酸盐缓冲液微波修复抗原15 min, 加入50 mL/L
山羊血清孵育20 min后再分别加入一抗(工作

浓度为1∶100)4℃过夜, 再分别加二抗和链霉

素过氧化酶孵育20 min, DAB显色, 苏木素复

染, 封片, 镜检. 用阳性切片在相同条件下染色

作为阳性对照, 用PBS代替一抗作为阴性对照. 
E-cadherin和β-catenin的正常染色主要定位于腺

上皮细胞膜, 以沿细胞膜分布呈棕褐色细小颗

粒状连续性着色即连续的细胞膜染色为阳性. 
染色结果判断标准参照文献[3]方法: 将染色记

为0-3分. 0分: 细胞膜、胞质均未染色; 1分: 细胞

质染色为主; 2分: 异质性染色(细胞膜、胞质混

合染色); 3分: 连续的细胞膜染色. 无连续的细胞

膜染色被视为异常, 即0-2分为异常表达. Cyclin 
D1以上皮细胞核出现棕褐色颗粒为阳性染色. 
每张切片随机选取5个高倍视野, 以阳性细胞核

>10%细胞总数为阳性, 反之为阴性.
统计学处理 采用SPSS13.0 for Windows统

计软件包进行χ2检验及Spearman等级相关分析, 
P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 E-cadherin和β-catenin在胃腺癌组织中的

表达及临床病理意义  正常胃黏膜上皮细胞

E-cadherin和β-catenin表达呈强阳性, 表达部位

相似, 主要定位于细胞膜及细胞间质, 呈黄色网

格状分布, 均匀一致, 细胞质和细胞核表达阴

性. 胃腺癌组织中癌细胞E-cadherin和β-catenin
细胞膜表达减弱, 呈现同质性和/或异质性染色, 
出现细胞质阳性异常染色或以细胞质为主的混

www.wjgnet.com

■同行评价
本文发现胃癌细
胞中E-cadherin, 
β-catenin及Cyclin 
D 1 表 达 异 常 升
高, 与胃腺癌的分
化程度、TNM分
期、浸润深度及
淋巴结转移有关, 
提示他们在胃癌
发生过程中起着
重要的调节作用, 
有临床参考价值.
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合性染色以及完全阴性染色. 在73例胃癌组织

中, E-cadherin和β-catenin的异常表达率分别为

63.01%(46/73)和56.16%(41/73)(表1). E-cadherin
和β-catenin在TNM分期Ⅲ-Ⅳ期、高-中分化腺

癌、有浆膜浸润及淋巴结转移者中表达阳性率

分别低于TNM分期Ⅰ-Ⅱ期、低分化腺癌、无

浆膜浸润及淋巴结转移者, 差异有显著性统计

学意义(表2). 
2.2 Cyclin D1在胃癌中的表达 Cyclin D1阳性产

物为棕褐色颗粒, 主要定位于细胞核. 正常胃黏

膜上皮细胞中Cyclin D1阴性表达. Cyclin D1在
73例胃癌组织内的阳性表达率为67.12%(49/73), 
显著高于其在正常胃黏膜组织中的表达 (表
1). 在不同分化程度的胃癌组织中, Cyclin D1
蛋白的阳性表达率分别为 :  高 -中分化腺癌

42.31%(11/26), 低分化腺癌80.85%(38/47); 两者

比较, 差异有显著性(P <0.01). 此外, Cyclin D1
在伴淋巴结转移的胃癌组织中的阳性表达率

(76.00%)明显高于其在不伴淋巴结转移的胃癌

组织中的表达率(47.83%)(表2). 
2.3 E-cadherin, β-catenin和Cyclin D1在胃癌中

表达的相关性 E-cadher in和β-catenin在胃癌

中的表达具有一定的相关性(表3), 73例胃癌

组织中E-cadherin和β-catenin均正常表达者为

23.29%(17/73), E-cadherin和β-catenin均异常表

达为42.47%(31/73), 两者的表达呈正相关(r  = 
0.295, P <0.05). 在E-cadherin正常表达的46例
中, 35例(76.09%)有Cyclin D1的过表达; 而在

27例E-cadherin表达减弱或缺少的病例中, 14例
(51.85%)Cyclin D1过表达. E-cadherin表达下降

与Cycl in D1的过表达间有着显著的正相关性

(r  = 0.249, P <0.05). β-catenin呈正常表达的41

表 1 E-cadherin, β-catenin和Cyclin D1在正常胃黏膜组织和胃癌中的表达

     
                                                             E-cadherin             β-catenin                Cyclin D1 

                                          正常(%)         异常(%)       P 值          正常(%)        异常(%)        P 值          阴性(%)       阳性(%)        P 值

正常胃黏膜组织   18     18(100)         0(0)         <0.01      18(100)         0(0)          <0.01       0(0)           18(100)      <0.01

胃癌                     73     27(36.99)    46(63.01)                 32(43.84)    41(56.16)                  24(33.88)    49(67.12)

分组                         n

表 2 E-cadherin, β-catenin和Cyclin D1的表达及与胃癌临床病理因素之间的关系

     
                                                           E-cadherin表达                           β-catenin表达                              Cyclin D1表达

                                                异常(%)      正常(%)         P 值         异常(%)       正常(%)        P 值         阴性(%)       阳性(%)       P 值

年龄            

    ≤55岁                26      14(53.85)   12(46.15)   >0.05     18(69.23)     8(30.77)   >0.05     10(38.46)   16(61.54)   >0.05

    >55岁                47      32(68.09)   15(31.91)            23(48.94)   24(51.06)             14(29.79)   33(70.21) 

性别            

    男                48      31(64.58)   17(35.42)   >0.05      25(52.08)   23(47.92)  >0.05     18(37.50)   30(62.50)   >0.05

    女                        25     15(60.00)    10(40.00)            16(64.00)     9(36.00)               6(24.00)   19(76.00) 

肿瘤大小            

    ≤5 cm                44     28(63.64)   16(36.36)    >0.05     25(56.82)   19(43.18)   >0.05     15(34.09)  29(65.91)    >0.05

    >5 cm                29     18(62.07)    11(37.93)                  16(55.17)   13(44.83)               9(31.03)   20(68.97) 

分化程度            

    高-中分化腺癌   26        9(34.62)   17(65.38)    <0.01       5(19.23)   21(80.77)   <0.01    15(57.69)   11(42.31)    <0.01

    低分化腺癌         47      37(78.72)   10(21.28)             36(76.60)  11(23.40)               9(19.15)   38(80.85) 

淋巴结转移           

    有                        23      19(82.61)     4(17.39)   <0.05      18(78.26)    5(21.74)   <0.05    12(52.17)    11(47.83)   <0.05

    无                        50      27(54.00)   23(46.00)             22(44.00)  28(56.00)             12(24.00)   38(76.00) 

浸润深度            

    未侵及浆膜          41     20(48.78)    21(51.22)  <0.05      17(41.46)   24(58.54)   <0.01    17(41.46)   24(58.54)   >0.05

    侵及浆膜             32     26(81.25)      6(18.75)             24(75.00)    8(25.00)               7(21.88)   25(78.12) 

TNM分期            

  Ⅰ-Ⅱ期                31      12(38.71)   19(61.29)    <0.01       9(29.03)   22(70.97)   <0.01      9(29.03)   22(70.97)   >0.05

  Ⅲ-Ⅳ期                42      34(80.95)     8(19.05)             32(76.19)  10(23.81)             15(35.71)   27(64.29)

临床病理特征             n
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例中, 33例(80.49%)呈现Cyclin D1过表达; 而在

β-catenin异常表达的32例中, 15例(46.88%)Cy-
clin D1呈过表达. β-catenin的异常表达与Cyclin 
D1的过表达间亦存在显著的正相关性(r  = 0.376, 
P <0.01). 

3  讨论

E-cadherin是一类介导细胞之间互相黏附的钙依

赖性跨膜糖蛋白, 是细胞黏附功能的执行者, 其
功能是介导细胞与细胞之间的黏附, 维持细胞

结构和形态的稳定. E-cadherin以分子的胞质末

端与连环蛋白(α-catenin, β-catenin, g-catenin)及
肌动蛋白细胞骨架结合形成钙黏附素连环素复

合体(E-cad/cat), 不仅介导细胞黏附, 还直接和间

接的参与细胞的信号传导, 与肿瘤的侵袭和转

移行为密切相关[4-6]. E-cadherin主要介导同型细

胞的黏附功能, 其阳性表达有抑制肿瘤转移的

功能, E-cadherin表达下降或缺失, 会导致细胞间

的相互黏附力下降, 从而使细胞易于分散而向

外周浸润性生长; 一旦获得转移的必要条件, 便
可脱离原发灶而发生转移[7-8], 这种现象已在多

种肿瘤如肺癌、乳腺癌、大肠癌、肝癌、胃癌

等的研究中得到证实[9-14]. catenin家族中的成员

β-catenin是一种连接蛋白, 其编码基因突变、蛋

白表达异常及异位与肿瘤发生或转移密切相关. 
作为细胞黏附分子重要组成部分的E-cadherin
和β-catenin基因, 在肿瘤分化和转移过程中有

着重要的作用, 是肿瘤浸润转移的抑制因子, 他
们中的任何一种成分异常均可导致E-cadherin
介导的细胞黏附系统功能障碍. E-cadherin下调

或β-catenin自身功能变化都可能造成E-cad/cat
复合体的功能降低或丧失, 使β-catenin由胞膜

游离而进入胞质和核, 而核内β-catenin的水平

升高可以活化靶基因, 启动细胞周期, 促进细

胞增生, 最终导致肿瘤的发生. E-cadher in及
β-catenin的异常表达不仅与细胞分化相关, 还
与肿瘤的浸润及转移密切相关. 大量研究表明[15], 
E-cad/β-cat复合物具有抑制肿瘤浸润与转移的

作用, E-cadherin表达强度与组织学分级、肿瘤

大小、淋巴转移、临床分期和静脉侵犯呈负相

关[16]. Behrens et al发现, E-cadherin黏附功能的

丧失可使细胞转为高侵袭性表型, 进一步研究

表明, 在多种肿瘤组织中, 包括肝癌、胃癌、胰

腺癌、前列腺癌、膀胱癌及结直肠癌等, 都发

现有E-cadherin表达的异常, 特别是在肿瘤的转

移灶中, 癌细胞E-cadher in的表达减少甚至消

失[17-18]. 本研究显示, E-cadherin和β-catenin在胃

癌细胞的细胞膜表达与正常胃黏膜上皮细胞相

比明显降低, 并出现细胞质和/或细胞核等各种

形态的异常表达. 随着胃癌分化程度的降低、

浸润深度的增加、TNM分期的进展以及淋巴结

转移的发生, E-cadherin和β-catenin的异常表达

明显增加; 且E-cadherin和β-catenin在胃癌中的

表达强度呈密切正相关(r  = 0.295, P <0.05). 由此

推测, 由于β-catenin基因突变或E-cad/β-cat复合

体的解体, 使得E-cadherin失去与β-catenin的锚

定连接而形成一种活动形式, 加之E-cadherin和
β-catenin表达减少, 细胞失去黏附功能, 导致细

胞分散, 癌细胞表型改变, 获得高侵袭性, 易于

发生浸润和转移, 这些因素在胃癌的进展中均

起重要作用, 看来二者有一定协同作用. 
β-catenin是一种多功能蛋白, 除了结合型

β-catenin可与E-cadherin结合形成E-cad/β-cat
复合体外, 游离型β-catenin是Wnt信号通路重

要组成部分, 可介导Wnt信号转导通路的异常

激活, 这两种作用均与肿瘤的发生、发展密切

相关[3,19-20]. 当β-catenin蛋白本身异常或者降解

途径异常时, 激活Wnt信号传导途径, β-catenin
进入核内与转录调控因子TCF/LEF家族成员结

合, 继而激活下游靶基因Cyclin D1, c-myc, 导致

肿瘤的发生[21]. 当Cyclin D1表达失控时会引起

细胞增殖周期失调[22]. 近年的研究发现, 胃癌的

发生、发展与Cyclin D1的表达有着较为密切

的关系, 夏加增 et al [23]的研究证实, Cyclin D1在
不同胃癌组织中的表达增强, 他们认为Cyclin 
D1过度表达引起胃癌细胞异常增殖 .  本研究

显示, Cyclin D1在胃癌组织中的阳性表达率为

67.12%(49/73), 明显高于其在正常胃黏膜组织

中的表达, 且Cyclin D1的过表达与胃癌的分化

程度和淋巴结转移密切相关. 正常胃黏膜组织

中E-cadherin和β-catenin均为细胞膜强阳性表

达, 细胞质和细胞核几乎不着色, 而E-cadherin
和β-catenin在胃癌组织中大多数表现为细胞质

和/或细胞核内聚集表达, 胞膜表达消失. 本研究

证明, 胃癌中E-cadherin和β-catenin的异常表达

表 3 E-cadherin和β-cat在胃癌中表达的相关性

     
                                        β-catenin 

                               正常(%)         异常(%)   

正常(%)           17(62.96)    10(33.04)     <0.05    0.295

异常(%)           15(32.61)    31(67.39)

E-cadherin                                                         P 值          r
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与Cyclin D1的过表达之间存在着显著的正相关

(P <0.05). 结果提示, E-cadherin和β-catenin异常

表达与Cyclin D1的激活相关, 继之细胞增殖和

分化失控, 这一过程可能在胃癌的发生过程中

发挥重要作用. 
总之, E-cadherin和β-catenin在胃腺癌组织

中存在异常的胞质和/或胞核表达, 异常表达的

E-cadherin和β-catenin与胃癌的浸润和转移密切

相关, 其作用可能通过Cyclin D1基因激活机制

而实现. 
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Abstract
AIM: To explore the effect of H2-receptor blocker 
combined with domperidone on the blood flow 
of portal venous system in patients with liver 
cirrhosis.

METHODS: A total of 60 patients with liver cir-
rhosis were randomly and averagely divided 
into group A, B, and C, treated with H2-receptor 
blocker, domperidone, and their combination, 
respectively. Twenty healthy subjects served 
as normal controls. Portal venous flow (PVF, 
mL/min), splenic venous flow (SVF, mL/min) 
and superior mesenteric venous flow (SMVF, 
mL/min) were determined using Doppler ultra-
sonography before and after treatment..

RESULTS: After treatment, PVF was signifi-
cantly higher than that before treatment (850.23 
± 140.78 vs 695.22 ± 221.44, P < 0.01), while SVF 
and SMVF were lower (both P > 0.05) in group 

A. PVF was increased as compared with that 
before treatment in group B, but there was no 
significant difference (P > 0.05). However, SVF 
and SMVF were markedly decreased as com-
pared with those before treatment in group B 
(SVF: 598.13 ± 272.33 vs 816.40 ± 279.61, P < 0.05; 
SMVF: 504.23 ± 188.54 vs 640.30 ± 200.12, P < 
0.05). PVF was remarkably higher than that be-
fore treatment (876.76 ± 178.65 vs 705.34 ± 200.15, 
P < 0.05), while SVF and SMVF were lower 
(SVF: 605.33 ± 252.86 vs 798.33 ± 280.45, P < 0.01; 
SMVF: 503.43 ± 175.25 vs 650.19 ± 190.62, P < 0.01) 
in group C.

CONCLUSION: H2-receptor blocker and dom-
peridone can improve the blood flow of portal 
venous system, and their combination is more 
effective.

Key Words: Liver cirrhosis; Portal venous system; 
Blood flow; H2-receptor blocker; Domperidone; 
Doppler ultrosonography

Da W, Chen JL, Zhu JS, Chen NW, Sun Q, Chen 
WX. Effect of H2-receptor blocker combined with 
domperidone on the blood flow of portal venous system 
in patients with liver cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(4):408-411

摘要
目的: 探讨H2受体阻滞剂联合多潘立酮对肝

硬化患者门静脉系统血流量的影响. 

方法: 以20名健康人作为正常对照, 60例肝硬

化患者随机分成3组, 分别给予口服高舒达、

口服多潘立酮以及联合用药, 治疗前后采用多

普勒超声测定门静脉(PVF)、脾静脉(SVF)和
肠系膜上静脉(SMVF)血流量(mL/min). 

结果: 治疗后, H2受体阻滞剂组的PVF显著高

于治疗前(850.23±140.78 vs 695.22±221.44, 
P <0.01), SVF和SMVF低于治疗前, 但无显著

差异. 多潘立酮组PVF较治疗前有增高, 无显

著差异, 而SVF和SMVF显著低于治疗前(SVF: 
598.13±272.33 vs  816.40±279.61, P <0.05; 

■背景资料
门静脉高压导致

的食道静脉曲张

破裂出血是肝硬

化患者最危险的

并发症之一 .  目
前, 门静脉高压症

患者除了行肝脏

移植外 ,   尚没有

其他方法去除已

经形成的机械性

梗阻因素. 寻找能

够有效降低门静

脉高压的药物以

及阐明其作用机

制成为研究热点, 
部分药物如H2受
体阻滞剂等已经

被动物实验所证

明有效, 但缺乏更

有力的临床研究

依据.    
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SMVF: 504.23±188.54 vs  640.30±200.12, 
P <0.05). 联合用药组则PVF显著高于治疗前

(876.76±178.65 vs  705.34±200.15, P <0.05), 
而SVF、SMVF显著低于治疗前(SVF: 605.33
±252.86 vs  798.33±280.45, P <0.01; SMVF: 
503.43±175.25 vs  650.19±190.62, P <0.01).

结论: H2受体阻滞剂组及多潘立酮都具有改

善门静脉系统血流的作用, 联合应用作用更为

明显.

关键词�� 肝硬化; 门脉系统; H2受体阻滞剂; 多潘立

酮; 多普勒超声
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0  引言

门静脉高压导致的食道静脉曲张破裂出血是

肝硬化患者最危险的并发症之一, 死亡率高达

50%[1]. 目前, 门静脉高压症患者除了行肝脏移

植外, 尚没有其他方法去除已经形成的机械性

梗阻因素. 已经发现有多种血管活性物质在门

静脉高压的形成过程中发挥着重要的作用[2-3], 
临床观察和实验研究均证实了门静脉高压存在

时, 血液中组胺量显著增高, 引起肝脏流出道梗

阻, 加剧门静脉高压, 应用其拮抗剂可以达到降

低门静脉压力的作用[4]. 有学者发现, 静脉内注

射H2受体阻滞剂可以减少肝脏血管床的阻力, 
可以有效降低门静脉的阻力, 还能增加门静脉

的血流量, 从而改善肝脏的血液供应, 有利于肝

功能的恢复[5-6]. 此外, 动物实验还显示了多潘立

酮能够改善肝硬化时内脏的高动力循环状态, 
作者等研究证实, 多潘立酮对门脉血流量影响

与相关动物实验报道相符合[7]. 我们旨在探讨H2
受体阻滞剂联合多潘立酮对肝硬化患者门静脉

系统血流量的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 本院住院及门诊肝硬化患者60例, 其
中男38例, 女22例, 年龄35-76岁, 平均年龄56. 2
±6.2岁. 所有患者均为肝炎后肝硬化伴有食管

胃底静脉曲张, 均经过胃镜、B超及腹部CT证
实, 既往无脾切除、分流、断流及其他腹部手术

史, 无心血管疾病史, 无合并消化性溃疡史, 其中

Child A级8例, Child B级36例, Child C级16例, 有

食管胃底静脉曲张破裂出血史者20例. 另取20名
健康人(我院工作人员)为正常对照, 其中男12名, 
女8名, 年龄36-68岁, 平均年龄50.0±4.9岁, 无腹

部手术史、心血管疾病史及其他合并用药史. 
1.2 方法

1.2.1 分组 入选肝硬化患者随机分成3组, 分别给

予H2受体阻滞剂(高舒达, 日本山之内制药有限

公司)20 mg, 2次/d、多潘立酮(吗叮琳, 西安杨森

制药有限公司)10 mg, 3次/d以及同时给予上述两

种药物, 疗程4 wk, 分别于治疗前后采用多普勒

超声测定门静脉系统血流参数. 
1.2.2 多普勒超声检查 接受检查者在检查前禁

食、禁水12 h, 取仰卧位测定门静脉主干、脾静

脉主干和肠系膜上静脉的内径D (cm)和平均血

流速度v (cm/s), 血流量Q = (pD 2/4)×v×60 (mL/
min). 获得清晰的血管长轴切面灰阶图像后取样, 
取样容积位于血管中心, 大小以血管半径为准, 
多普勒声束与血管长轴夹角<60°, 反复调整角

度以获得最佳图像, 所有数据都测定3次, 取其平

均值.
统计学处理 采用SPSS统计软件进行统计学

处理, 以P <0.05表示差异有统计学意义.

2  结果

药物治疗前, 肝硬化患者的门静脉血流量(PVF)
显著低于正常对照组, 脾静脉血流量(SVF)和肠

系膜上静脉血流量(SMVF)均显著高于正常对照

组. 治疗后, H2受体阻滞剂组的PVF显著高于治

疗前, SVF和SMVF低于治疗前, 但无显著差异. 
多潘立酮组PVF较治疗前有增高, 无显著差异, 
而SVF和SMVF显著低于治疗前. 联合用药组则

PVF显著高于治疗前而SVF、SMVF显著低于治

疗前. 但无论何种治疗后, 肝硬化患者组的PVF
仍显著低于正常组, 而SVF和SMVF则显著高于

正常对照组. 联合用药组治疗后较另两组的PVF
升高及SVF和SMVF的下降更为明显, 但无统计

学差异(表1).

3  讨论

肝硬化患者门静脉压力增高后可导致食管胃底

静脉曲张以及上消化道出血、腹水、肝性脑病

等各种致命性并发症[8], 门静脉高压是多种因素

共同作用的结果, 内脏高动力循环以及血液中

组胺增加导致血流阻力增加在门脉高压中都起

作用[9-10], Nelson et al [11]通过多普勒超声检查64
例肝硬化患者后发现当脾静脉血流量高于门静

■应用要点
本研究旨在探讨

H2受体阻滞剂联

合多潘立酮对肝

硬化患者门静脉

系统血流量的影

响, 从而为临床应

用提供一定的参

考依据.
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脉血流量时, 实际入肝的血流量反而减少, 促使

异常增多的血流反流, 其中重要的一条途径是

经胃冠状静脉与体循环交通并引起食管静脉曲

张[12], 门静脉压力增高与食管静脉的曲张程度成

正比[13], 因此降低门脉压力, 减轻食管静脉曲张

是预防其破裂出血的关键[14]. 门静脉血流动力学

包括门静脉和脾静脉的压力、血流量、血管内

径、血流速度参数测定, 直接测量多系创伤性, 
应用多普勒超声检查具有简便、无创等优点, 
患者的依从性较好[15]. Dauzat et al [16]在动物实验

研究中同时采用多普勒超声和电磁流量计测定

门脉系统血流参数, 发现两种方法测得的结果

之间有良好的相关性(r  = 0. 918, P <0.01), 并且进

一步发现两者间的差异主要有超声束的角度差

异引起, 当选择调整角度多次测量取平均值再

比较时, 两者相关性上升(r = 0. 934, P <0. 01). 本
研究结果显示, 治疗前肝硬化患者组的PVF显著

低于正常组, 而SVF和SMVF显著高于正常对照

组, 门静脉高压时, 虽然门脉系统总的血流量高

于正常人, 但是由于存在大量侧支分流, 导致由

门静脉进入肝脏的血流量反而显著减少, 形成这

种内脏高动力循环状态的主要原因是此类患者

血液中的胰高血糖素、一氧化氮(NO)、血管活

性肠肽(VIP)、前列腺素等扩血管物质的生成增

多、灭活减少, 同时内脏血管本身对循环中的缩

血管物质的反应性降低[17-18]. 而在此基础上, 随
着门静脉入肝的有效血流减少, 肝脏灌注不足, 
肝功能逐渐减退, 内脏高动力循环状态进一步加

重, 进入一种恶性循环. 
本研究结果还显示, 治疗后H2受体阻滞剂

组的PVF显著高于治疗前, SVF和SMVF低于治

疗前, 但无显著差异, 王延龄 et al [19]在研究甲氰

咪胍对门静脉高压症犬血液动力学影响时发现, 
H2受体阻滞剂能够显著同步降低肝硬化门静脉

压力和阻力, 同时门静脉血流并不减少, 反而有

轻度增加. 其机制在于拮抗组胺受体兴奋时对肝

血管床的收缩作用, 使门静脉和肝静脉扩张, 血
流速度增加, 减少了流出道的阻力, 从而降低了

门静脉压力. 已有学者报道, H2受体阻滞剂的作

用部位在肝静脉和门静脉壁的H2受体[20-21]. 
多潘立酮组PVF较治疗前有增高, 虽无显著

差异, 但SVF和SMVF显著低于治疗前, 与孙群 
et al [22]实验报道结果相同, 即多潘立酮可能对肝

硬化伴食管胃底静脉曲张患者的内脏高动力循

环状态有改善作用. 这可能与多潘立酮是多巴

胺受体拮抗剂, 引起血管平滑肌收缩, 导致内脏

血流量重新分布有关. 
H2受体阻滞剂及多潘立酮都具有改善门静

脉系统血流的作用, 此外H2受体阻滞剂还具有

抑制胃酸、保护胃黏膜的作用, 联合用药组则

PVF显著高于治疗前而SVF、SMVF显著低于治

疗前, 表明其改善门静脉系统血流, 有效降低门

静脉高压的作用更为显著, 而且治疗后较另两组

的PVF升高及SVF和SMVF下降变化更为明显, 
其作用机制有待进一步研究. 
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科学论证支持还

需要后续研究完
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胃肠疾病及动力障碍性胃肠病(包括胃食管反流病); (2)幽门螺杆菌及其相关疾病; (3)胰腺疾病; (4)肝胆疾病; 
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assimilation2007.com)邮寄电子文稿和报名. 凡已在全国性学术会议上或全国公开发行的刊物上发表过的论文,

不予受理. 截稿日期: 2007-02-28(以当地邮戳为准)
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Abstract
AIM: To investigate the expression of nm23-H1 
and its correlation with the clinicopathological 
characteristics in human colorectal carcinoma, 
and to explore the role of nm23-H1 expression in 
the carcinogenesis, development and metastasis 
of colorectal carcinoma.

METHODS: S-P immunohistochemical tech-
nique was used to detect the expression of 
nm23-H1 in 63 cases of colorectal cancer (includ-
ing cancer and cancer-adjacent tissues), 16 cases 
of adenoma and 25 cases of normal colorectal 
tissues..

RESULTS: The level of nm23-H1 expression 
was significantly lower in colorectal cancer tis-
sues than that in cancer-adjacent, normal muco-
sal or adenoma tissues (58.7% vs 90.5%, 96.0%, 
93.8%, P < 0.05), as well as in colorectal cancer 
patients with lymph node metastasis than that 

in patients without metastasis (45.5% vs 73.3%, 
P < 0.05). The expression of nm23-H1 was posi-
tively correlated with the differentiation degree 
(r = 0.192, P < 0.05), but negatively correlated 
with the depth of invasion (r = -0.263, P < 0.05). 
Nm23-H1 expression had no relationship with 
the sex and age of patients’, the morphologic 
type, histological type and sizes of the tumors.

CONCLUSION: Down-regulation of nm23-H1 
expression is an important molecular biologi-
cal event in the carcinogenesis and progression 
of colorectal carcinoma, and can be used as an 
index for the judgment of tumor cell differentia-
tion, invasion and lymph node metastasis.

Key Words: Colorectal carcinomas; nm23-H1; Im-
munohistochemistry

Yang DD, Tian SL, Yu JL. Expression of nm23-H1 and 
its relationship with clinicopathological characteristics 
in human colorectal carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(4):412-415

摘要
目的: 观察nm23-H1的表达与临床病理特征的

关系, 探讨nm23-H1的表达与大肠癌发生、发

展、转移的作用. 

方法:  选取行结、直肠癌根治术的患者63
例 ,  并取腺瘤组织16例做对照 .  应用免疫

组化S-P法检测大肠癌患者癌组织、同源

癌旁组织及正常黏膜组织和大肠腺瘤组织

nm23-H1的表达. 

结果: nm23-H1在癌组织中表达(58.7%)显著

低于癌旁组织(90.5%)、正常黏膜组织(96.0%)
及腺瘤组织(93.8%)(P <0.05). 在大肠癌组织

中, 无淋巴结转移者nm23-H1表达(73.3%)显
著高于有淋巴结转移者(45.5%)(P <0.05). 大肠

癌中nm23-H1表达与肿瘤分化程度呈正相关(r  
= 0.192, P <0.05), 与肿瘤浸润深度呈负相关(r 
= -0.263, P <0.05). nm23-H1表达程度与患者年

龄、性别、肿瘤大体分型、组织学类型、同

期肿瘤大小均无关.

■背景资料
大肠癌是常见的

消化道恶性肿瘤, 
其发病率占我国

消化道癌的第 2
位; 随着我国人口

老龄化、生活习

惯、饮食结构以

及环境的改变, 大
肠癌的发病率呈

上升趋势. 影响大

肠癌预后的主要

因素是肿瘤的生

长分化和侵袭转

移, 其过程十分复

杂, 诸多因素参与

和调控大肠癌的

上述生物学行为, 
其中最引人注意

的是多种 (抑 )癌
基因 .  nm23是近

年来被认为与大

肠癌生长分化和

侵袭转移关系密

切的一个基因.
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结论: nm23-H1表达下调是大肠癌发生、发

展中的重要分子生物学事件, 可作为提示肿瘤

分化、侵袭和淋巴结转移的一项指标.

关键词�� 大肠癌; nm23-H1; 免疫组化

杨冬冬, 田素礼, 于金玲. 大肠癌中nm23-H1的表达及其与临

床病理特征的关系. 世界华人消化杂志  2007;15(4):412-415

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/412.asp

0  引言

恶性肿瘤的转移是一个复杂的生物学行为, 随
着分子生物学的发展, 一种肿瘤转移抑制基因

nm23被鉴定出来, 研究发现他与多种恶性肿瘤

的浸润及转移密切相关[1-3]. 大肠癌转移与nm23
基因表达相关性的研究较少, 且尚存在争论. 为
此, 我们采用免疫组化方法检测大肠癌组织中

nm23-H1基因蛋白的表达, 探讨nm23-H1基因表

达与大肠癌临床病理特征的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2005-02/2006-02行结、直肠癌根治

术的患者, 取癌组织及距癌组织边缘3 cm的癌

旁组织各63例、正常的结、直肠组织25例, 并取

腺瘤组织16例做对照. 63例癌组织中男39例、女

24例, 平均年龄59(43-82)岁. 组织学分型: 高分化

腺癌9例、中分化腺癌34例、低分化腺癌20例. 
有淋巴结转移33例, 无淋巴结转移30例. 

标本采集过程: 手术中, 于肿瘤组织、距肿

瘤边缘3 cm的癌旁组织及手术切缘(正常黏膜)各
取一块组织(大小约1 cm3). 置入40 g/L甲醛溶液

中固定. 同时测量肿瘤大小, 观察大体分型, 记录

患者临床资料. 另采集因大肠良性病变行大肠部

分切除术的标本16例作为对照组. 
1.2 方法 标本用甲醛固定, 石蜡包埋, 连续切片

4 μm厚, 分别行组织学观察及免疫组化染色(SP
法). nm23-H1抗体及S-P试剂盒均购于福州迈新

生物技术开发有限公司. nm23-H1的表达主要位

于胞质内, 染色阳性信号为胞质呈棕黄色颗粒. 
阴性(-): 全部细胞无显色或阳性细胞数<30%; 阳
性(+): 阳性细胞数占30%-60%; 强阳性(++): 阳性

细胞数>60%.
统计学处理 应用SPSS10.0统计软件根据

资料性质采用χ2检验、秩和检验及相关系数, 
P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1  不同组织的n m23 -H1表达  大肠癌组织

中n m23-H1表达阳性率58 .7%(37 /63),  显著

低于癌旁组织90.5%(57/63)及正常黏膜组织

96.0%(24/25), (均P <0.05). 腺瘤组织nm23-H1
阳性率93.8%(15/16), 癌组织与腺瘤组织比较

有显著性差异(P <0.05), 而正常黏膜组织、癌

旁组织与腺瘤组织比较无明显差异(P >0.05) 
(表1).
2.2 不同组织分化程度的结直肠癌中nm23-H1的
表达 在结直肠癌组织中, 高分化组nm23-H1阳
性率(6/9)66.7%; 中分化组阳性率61.8%(21/34);
低分化组阳性率50.0%(10/20). 三者比较有显

著性差异, 其表达与肿瘤分化程度呈正相关(r = 
0.192, P <0.05)(表2).
2.3 不同浸润深度的结直肠癌中nm23-H1的表达 
结直肠癌组织中, 浸润至黏膜层者nm23-H1阳性

率83.3%(5/6); 至肌层者阳性率75.0%(9/12); 至
浆膜及周围脂肪组织者阳性率51.1%(23/45). 三
者比较有显著性差异, 其表达与肿瘤浸润深度

呈负相关(r  = -0.263, P <0.05)(表2). 
2.4 n m23-H1在有无淋巴结转移的癌组织中

的表达 癌组织中, 有淋巴结转移者n m23-H1
阳性率45.5%(15 /33);  无淋巴结转移者阳性

率73.3%(22 /30 ) .  二者比较 ,  有显著性差异

(P <0.05)(表2). 
2.5  不同组织学类型、不同大体分型及不同

肿瘤大小的大肠癌中nm23-H1的表达 癌组织

中, 乳头状腺癌nm23-H1阳性率55.6%(5/9); 管
状腺癌阳性率60.1%(26/43); 黏液状腺癌阳性

率57.1%(4/7) ;  腺鳞状癌、腺瘤恶变阳性率

50.0%(2/4). 四者比较, 无显著性差异(P >0.05). 
隆起型阳性率65.2%(15 /23) ,  浸润型阳性率

53.3%(16/30), 溃疡型阳性率50.0%(5/10), 三者

比较无显著性差异(P >0.05), 肿瘤纵径>3 cm阳

性率60.7%(17/28), <3cm阳性率57.1%(20/35), 二
者比较无显著性差异(P >0.05)(表2). 
2.6 不同年龄、性别nm23-H1的表达 nm23-H1
的 表 达 与 病 人 的 年 龄 、 性 别 无 相 关 性

(P >0.05)(表2). 

    
分组              n  

 
表 1 不同组织的nm23-H1表达

正常黏膜     25         1        18          6                 �����6.0
腺瘤组织     16         1        11          4                 �����3.8
癌旁组织     63         6        3�����        18                 �����0.5
癌组织         63       26        31         6                  58.7

 nm23-H1的表达程度

   -           +          ++
   阳性率(%)

■相关报道
Berney et al研究

认为nm23-H1既
具有大肠肿瘤转

移抑制功能 ,  也
与 肿 瘤 浸 润 发

展呈负相关 .  赵
茜 et al研究提示

nm23-H1表达与

大肠癌分化程度

和淋巴结转移密

切相关. 但也有一

些学者提出了相

反结论, 认为大肠

癌中nm23-H1的
表达与其浸润、

转移、分期无明

显关系. 
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大肠癌的生长分化和侵袭转移. 其过程十分复

杂, 诸多因素参与和调控大肠癌的上述生物学

行为; 其中最引人注意的是多种(抑)癌基因[4-6]. 
nm23-H1基因是1988年Steeg et al [1]从鼠K-1735
黑色素瘤的具有不同转移潜力的细胞系中, 经
差示杂交分离出来的. 人类的nm23基因定位于

17号染色体长臂上, 该基因全长8.5 kb, 由5个外

显子及4个内含子组成. 该基因主要存在于胞质

和脂膜上. 该基因编码一种分子量约为17 kDa
的蛋白质, 具有二磷酸核苷激酶(NDPK)活性, 
NDPK的生物学功能是参与体内三磷酸核苷的

生成, 通过影响微管聚合状态及G蛋白介导的信

号传导通路, 而调节细胞代谢, 从而对肿瘤的增

殖、分化、侵袭及转移起重要作用[1-2,7-8]. 1991
年Stahl et al [9]发现了第二种nm23, 故分别将其

定名为nm23-H1和nm23-H2, 分别编码NDPK的

A亚基和B亚基. Leone et al [10]首先报道约22%结

肠癌中有nm23等位基因缺失. Berney et al [11]研究

认为nm23-H1既具有大肠肿瘤转移抑制功能, 也
与肿瘤浸润发展呈负相关. 赵茜 et al [12]研究提示

nm23-H1表达与大肠癌分化程度和淋巴结转移

密切相关. 但也有一些学者提出了相反结论, 认
为大肠癌中nm23-H1的表达与其浸润、转移、

分期无明显关系[13-15]. 
本研究与前一种结果相一致, 通过对63例

结、直肠癌患者及16例大肠腺瘤患者进行的研

究, 发现癌组织中nm23-H1的表达显著低于正常

黏膜组织、癌旁组织及腺瘤组织. nm23-H1基因

的表达与肿瘤分化程度呈正相关, 与肿瘤浸润深

度呈负相关, 有淋巴结转移者nm23-H1表达低于

无转移者, 而其表达程度与患者年龄、性别、肿

瘤大体分型、组织学类型、同期肿瘤大小均无

关. 以上结果表明: 在大肠癌中, nm23-H1的降表

达是大肠癌发生、发展中的重要分子生物学事

件, 可作为提示肿瘤分化、侵袭和淋巴结转移的

一项指标. 检测nm23-H1在肿瘤细胞中的表达情

况, 可以早期发现具有转移潜能的肿瘤, 有助于

选择合适的治疗措施. 
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表 2 nm23-H1表达与大肠癌患者临床病理特征的关系

  nm23-H1的表达程度

   -           +         ++       阳性率
 P 值

性别               男         
                      女                      
年龄           ＜60 岁                   
                   ≥60岁              
大小            ≤3              
(d/cm)          >3     
组织学类型   乳头状腺癌          
                          管状腺癌    
                      黏液状腺癌    
           腺鳞状癌腺瘤恶变     
大体分型              隆起型             
                            浸润型    
                            溃疡型     
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                            中分化         
                            低分化   
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                                   无     
浸润深度                 黏膜     
                               肌层    
      浆膜及周围脂肪组织   

3�����         15        20        4        61.5%          >0.05
24         11        11        2        54.2%              
36         16        18        2        55.6%          >0.05           
27         10        13        4        62.�����%         
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35         15        15        5        57.1%
  �����           4          4        1        55.6%          
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  7           3          3        1        57.1%
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23           8        13        2        65.2%           
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10           5          4        1        50.0%  
  �����           3          4        2        66.7%         
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20         10          �����        1        50.0%
33         18        13        2        45.5%          <0.05
30           8        18        4        73.3%
  6           1          4        1        83.3%
12           3          7        2        75.0%          <0.05    
45         22        20        3        51.5%
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肿瘤分化、侵袭
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细胞中的表达情

况, 可以早期发现

具有转移潜能的

肿瘤, 有助于选择

合适的治疗措施.
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Abstract
AIM: To evaluate the feasibility, safety, side 
effect, complications and short-term efficacy 
of perioperative (intraoperative and early 
postoperative) continuous hyperthermic 
peritoneal or pelvic perfusion chemotherapy 
(CHPPC) for colorectal cancer.

METHODS: Radical or palliative resection was 
performed in 20 patients with advanced colorec-
tal cancer. During the operation, macroscopic in-
traperitoneal metastases were demolished with 
electrosurgical unit (ESU). The patients with 
colon cancer underwent CHPPC once using 
5-fluorouracil (5-FU) and mitomycin during the 
operation, and then received 5-FU CHPPC once 

per day from postoperative day 1 to 4. The hy-
perthermic perfusion lasted 60-90 minutes with 
a volume of 3000 mL at 43-44℃. The patients 
with rectal cancer were treated with intraopera-
tive CHPPC (using 5-FU and mitomycin) once�.

RESULTS: The success rate of intraoperative 
and postoperative CHPPC was 100%, and the 
temperature during thermochemotherapy was 
maintained 41-43℃ for 60-90 minutes. There 
were no obvious changes in vital signs during 
perfusion except temporary fever, abdominal 
distention and pain. A little amount of hemor-
rhage in pelvic cavity occurred in 1 case with 
rectal cancer and incision healing delay was 
found in another case. All the cases were fol-
lowed up for 3-27 months, of which 2 cases suf-
fered from postoperative peritoneal recurrence 
(15%) and 1 was observed with hepatic metasta-
sis (5%). Two cases with colon cancer and rectal 
cancer, respectively, died of extensive metastasis 
on postoperative month 14 and 10.

CONCLUSION: Perioperative CHPPC for 
colorectal cancer is safe and feasible, with fewer 
side effects and complications, and can be re-
peated without the restriction of therapeutic 
environment. Moreover, it may be beneficial 
to eliminating residual micro cancer and free 
cancer cells in patients following resection of 
colorectal tumors.

Key Words: Continuous hyperthermic peritoneal/
pelvic perfusion chemotherapy; Colorectal cancer; 
Perioperative period

Wei ZG, Li GX, Zhen L, Huang XC, Qing SH, Ba 
MC, Cui SZ. Clinical application of perioperative 
continous hyperthermic peritoneal or pelvic perfusion 
chemotherapy for colorectal cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(4):416-420

摘要
目的: 探讨围手术期(术中和术后早期)腹腔或

盆腔热灌注化疗治疗结直肠癌的可行性、安

全性、毒副作用、并发症和短期抗癌疗效. 

■背景资料
尽管治疗方法不

断发展, 但结直肠

癌患者的预后仍

未得到明显改善, 
其主要原因是术

后腹腔复发及肝

转移. 热灌注化疗

是近年来发展起

来的防治胃肠恶

性肿瘤术后腹腔

复发和肝转移一

种新的治疗方法, 
在提高患者的生

存率及改善预后

方面取得一定的

成就. 近年来国内

外学者对CHPPC
在胃肠恶性肿瘤

防治方面作了广

泛深入的研究, 使
其在理论、方法

及临床应用方面

得到进一步的完

善, 使该疗法成为

胃肠癌术后腹腔

复发和肝转移较

为重要的治疗措

施 ,  但CHPPC一

般只在术中麻醉

状态下实施, 治疗

环境及次数均受

到限制, 疗效也可

能因此受限.
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

围手术期腹腔或盆腔热灌注化疗治疗结直肠癌的临床
应用

魏志刚, 李国新, 甄莉, 黄祥成, 卿三华, 巴明臣, 崔书钟
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方法: 对我院住院治疗的20例进展期结直肠

癌患者术中行根治性或姑息性切除术, 术中

对腹腔内肉眼可见转移癌灶尽量用电刀戳灭; 
结肠癌患者术中行腹腔热灌注化疗1次, 术后

前4 d, 每日腹腔热灌注化疗1次, 化疗液加热

至43-44℃, 循环灌注60-90 min, 共5次; 直肠癌

患者术中盆腔热灌注化疗1次. 

结果: 术中及术后早期行腹腔或盆腔热灌注

化疗成功率为100%, 热化疗时间内腹腔内

化疗液温度均可达到41-43℃, 并恒定保持

60-90 min. 热灌注化疗期间患者生命体征无

明显异常, 除暂时性发热、腹胀、腹痛外无其

他不适, 直肠癌患者盆腔少量出血1例, 切口

愈合延迟1例, 无其他明显毒副作用及并发症. 
随诊率100%, 随访3-27 mo. 其中腹腔转移2例, 
盆腔转移1例, 局部复发率为15%, 肝转移1例, 
肝转移率5%; 结肠癌、直肠癌患者中各有1例
分别在术后14, 10 mo死于全身广泛转移.

结论: 围手术期腹腔或盆腔热灌注化疗结直

肠癌安全可行, 治疗不受环境限制, 并可多次

进行, 毒副作用小, 并发症少, 可能有利于杀

灭腹腔内残余微小癌灶(M C)和游离癌细胞

(FCC).

关键词�� 腹腔/盆腔热灌注化疗; 结直肠癌; 围手术期
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0  引言

腹腔内局部和区域复发以及肝转移是结直肠

癌术后最主要的致死原因, 至今仍无理想的防

治方法[1]. 1988年Fujimoto et al [2]在腹腔化疗

(intraperitoneal chemotherapy, IPC)的基础上, 首
次利用腹腔热灌注化疗(continuous hyperthermic 
peritoneal perfusion chemotherapy, CHPPC)技术

治疗胃肠恶性肿瘤, 近年来CHPPC在防治结直

肠癌术后复发方面取得一定的成效, 但目前由

于设备的原因, CHPPC一般在术中进行, 术后进

行的较少, 使其疗效受到限制. 我们从2004-09开
始用RHL-2000A型热化疗灌注机进行结直肠癌

围手术期(术中及术后早期)腹腔或盆腔热灌注

化疗, 疗效满意, 现作以介绍. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院自2004-09/2006-02应用围手术期腹

腔或盆腔热灌注化疗治疗结直肠癌20例, 其中结

肠癌11例, 男7例, 女4例, 平均年龄为57岁, Dukes
分期: C1期为3例, C2期为6例, D期为2例; 直肠癌

9例, 男5例, 女4例, 平均年龄65岁, Dukes分期: B
期为2例, C期为6例, D期为1例. 诊断均经病理检

查证实, 无严重心脑血管疾病及出血倾向. RHL-
2000A型热化疗灌注机(吉林迈达医疗器械公司

生产), 液体流量/min: 20-600 mL之间可调, 控
温精度: ±1.5℃. 该仪器解决了人工腹水、温度

不均匀、维持有效治疗温度时间短等腔内灌注

设备上的最大困难, 并对工作环境无特殊要求. 
RHL-2000A型一次性医疗专用循环管路

1.2 方法

1.2.1 术中热灌注 术中腹腔热灌注: (1)术中根治

性或姑息性手术切除结肠肿瘤, 腹腔内肉眼癌灶

尽量用电刀戳灭, 然后于盆腔两侧和左右上腹腔

各置一条长6 cm, 内径为0.8 cm, 外径为1 cm, 前
端有多个侧孔的硅胶导管, 放置于盆腔的导管分

别从同侧上腹壁另戳口引出, 上腹腔导管则从同

侧下腹壁引出, 并加以缝合固定, 以备术中及术

后腹腔灌注用, 清洗腹腔后关腹. (2)化疗液的配

制及加热: 5-氟尿嘧啶(5-Fu)1000-1500 mg, 丝裂

霉素(MMC)20 mg 加入3000 mL生理盐水中配制

成化疗液. 打开循环管路包装, 按照说明及无菌

要求将管路安装于灌注机上, 并将热探头测温传

感器置入相应管路测温筒的测温管内, 用生理盐

水将循环管路中的空气全部排净后, 将已经配置

好的化疗液用盐水输入器输入到3000 mL输液袋

内, 并用循环泵导入到放置在加温盒里的U形管

中加热, 并将主控温度设定为45℃. (3)待化疗液

加热到45℃并温度保持稳定时, 停止循环泵, 用
注液管夹关闭管路的输入段和输出段, 打开管路

的接口并将输入端与盆腔引流管相连, 输出端与

上腹腔引流管相连, 然后打开输入段的注液管

夹, 启动循环泵, 以200-500 mL/min的流速(可随

时调整)将已加热好的化疗液灌注到腹腔, 待腹

腔内注入1500-2000  mL的化疗液时, 打开管路

输出段的注液管夹, 使循环管路与腹腔之间形成

闭式循环并维持进出动态平衡, 这样腹腔可达到

最大程度的充盈, 使化疗液更加均匀地分布于腹

腔, 腹腔各脏器均与化疗液充分接触. 循环灌注

过程中, 通过测温系统监测入水口、出水口及腹

腔内的温度, 并通过控温系统调控加热装置, 使
腹腔内化疗液的温度保持在42-43℃的治疗温

度. CHPPC时间为60-90 min, 结束后腹腔内保留

1000 mL的化疗液, 其余的放出体外. 关闭循环

■创新盘点
本研究应用新型

的热化疗灌注机

在患者术中麻醉

状态及术后早期

床边清醒状态下

行热灌注化疗术, 
可反复多次进行, 
实施环境不受限

制, 可能进一步增

加其疗效.
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管路, 解除引流管与管路的连接, 引流管接上负

压引流袋或引流瓶. 
术中盆腔热灌注: 术中切除直肠肿瘤后, 将

腹腔脏器推向上并用纱布将之与盆腔隔开, 在盆

腔放置2条硅胶导管(样式同腹腔灌注), 分别经腹

部和会阴部切口引出, 并与已装于灌注机上的循

环管路相连, 缝合会阴部切口, 化疗液配制同术

中腹腔灌注. 将已加热好的化疗液以300  mL/min 
的流速由腹部导管注入盆腔, 待化疗液完全充盈

盆腔时打开会阴部引流管, 使盆腔与管路形成循

环并维持动态平衡, 盆腔内温度保持42-43℃. 灌
注结束后, 化疗液约200 mL留于体内, 其余放出

体外后关腹并拔除引流管. 
1.2.2 术后早期热灌注 术后第1天开始行CHPPC, 
灌注前用已消毒过的特制引流管清除装置清除

引流管内的纤维组织、凝血块及坏死脱落组织. 
将体外循环管路装于灌注机上并安装好相应测

温装置后, 输液袋内加生理盐水3000 mL和5-
氟尿嘧啶1000-1500 mg, 启动循环泵及加热系

统, 待化疗液稳定到38℃, 可将引流连接到体外

循环管路, 以200-300 mL/min将灌注液注入腹

腔, 待患者适应该温度后, 继续加热至45℃, 并
通过控温系统使腹腔内温度稳定在42-43℃, 并
维持60-90 min, 根据患者耐受情况, 腹腔内化疗

液控制在1500-2000 mL. 灌注过程中, 患者行心

电监护, 并有灌注医师监护, 根据患者情况随时

调控灌注机, 如患者出现难以耐受的情况, 可肌

注杜冷丁50-75 mg. 灌注结束后的处理同术中. 
CHPPC每日1次, 术后共4次, 术后第5天拔除引

流管. 
1.2.3 观察指标 热灌注化疗过程中观察记录患者

的体温、心率、血压、心电图、血氧饱和度及

呼吸频率的变化. 术后观察指标: (1)记录术后每

日的体温, 肠蠕动恢复、肛门或造漏口排气时间

及切口愈合情况. (2)观察术后有无黏连性肠梗

阻、肠穿孔、吻合口漏、腹腔内出血、腹腔内

感染、化学性腹膜炎. (3)术后第1、3、5天血常

规、生化检查. 
1.2.4 术后随访 术后每3 mo复查B超、血常规、

CEA及AFP检查, 必要时进一步行腹部CT检查, 
以确定患者有无腹腔内复发和/或远处转移.

2  结果

2.1 术中腹腔和盆腔热灌注化疗及术后早期

热灌注化疗情况11例次术中腹腔热灌注、9例
次术中盆腔热灌注及44例次术后早期腹腔热

灌注均成功进行, 热化疗时间内患者腔内温度

90%可达42-43℃的治疗温度, 出水口温度均可

达41℃, 开始阶段患者可出现暂时性腹胀、腹

痛的情况, 一般可耐受, 治疗过程中患者体温

升高, 一般于治疗后3 h内恢复治疗前体温. 热
化疗灌注过程患者临床指标变化(表1).
2.2 并发症及毒副作用 热灌注化疗后, 1例发热, 
体温39-39.3℃, 经肌注氯丙嗪和物理降温后恢

复正常; 结肠癌患者切口愈合延迟1例, 直肠癌

患者盆腔少量出血1例; 术后2 d恢复肠蠕动, 4 d
恢复肛门排气; 无明显恶心、呕吐、腹痛等不

良反应, 无血常规、电解质、肝肾功能明显异

常, 无切口及腹腔内感染、化学性腹膜炎、吻

合口漏、黏连性肠梗阻等并发症.黏连性肠梗阻等并发症.连性肠梗阻等并发症. 
2.3 随访结果 随诊率100%, 随访时间3-27 mo, 平
均随访20 mo. 患者术后复查, CEA, AFP等肿瘤

标记物水平下降. 结肠癌患者中腹腔转移2例, 
直肠癌患者盆腔转移1例, 局部复发率15%; 直肠

癌患者肝转移1例, 肝转移率5%; 结肠癌、直肠

癌患者中各有1例分别术后14, 10 mo死于全身

广泛转移, 均为D期患者..

3  讨论

尽管外科手术方法的不断改进以及放疗、化

疗、生物免疫疗法和中医中药的发展, 但结直

肠癌患者的预后和死亡率仍未得到明显改善, 
其主要原因是术后肿瘤腹腔内复发和肝转移. 
Sugarbaker et al [3]指出, 胃肠恶性肿瘤本身可扩散

    监测指标                    0 min                    30 min                    60 min                    90 min

表 1 热化疗过程中患者主要临床指标变化

T(℃)                   36.92±0.30         37.32±0.21        37.51±0.23         37.22±0.20
HR(次/min)         73.05±6.40         75.04±5.40        77.06±4.06         74.03±5.06
BP(mm Hg)      130.26±5.56       132.33±7.21      133.20±6.21       131.22±5.50
                           87.20±5.22        89.31±6.20        89.87±5.30          88.22±5.32
RR(次/min)          18.23±1.56       18.76±1.35        20.21±1.02          18.52±1.25
氧饱和度(%)       99.70±0.30       99.80±0.20        99.81±0.12          99.79±0.23

■应用要点
围手术期腹腔或

盆腔热灌注化疗

实施时应有相应

专业技术人员全

程监护, 并注意检

测患者主要临床

指标; 该治疗方法

腔内化疗液及温

度分布均匀, 无明

显毒副作用及并

发症, 可能有利于

杀灭术后腹腔或

盆腔内残存癌灶

和游离癌细胞, 有
望成为有效防治

结直肠癌术后局

部复发及肝转移

的重要措施.
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到腹膜而无淋巴和血循环转移, 大肠癌术后复发

最常见的解剖部位是手术区域、腹主动脉旁淋

巴结、腹膜表面、盆底和卵巢等; 术后最常见的

转移部位是肝脏. 因此防止这些常见部位的复发

和转移对改善结直肠癌患者的预后及生存率有

极其重要的意义. 
腹腔、盆腔热灌注化疗综合了局部化疗、

热疗和大容量化疗液对腹腔的机械灌洗作用, 
具有局部化疗药浓度高而系统吸收较少的药代

动力学及防止腹腔渗出物形成术后癌细胞保

护层的流体动力学优势, 并充分利用化疗和热

疗的协同作用, 能清除腹腔内游离癌细胞及微

小癌灶, 并有利于清除门静脉内癌细胞和肝内

微小癌灶[4-5]. Kecmanovic et al [6]对其所在医院

1996-2003行细胞减积术并行围手术期CHPPC
的结直肠癌病例进行回顾性分析, 结果术后病

死率率为44.4%, 无治疗相关性死亡, 并发现手

术联合CHPPC可延长患者的生存时间. 术中及

术后早期进行热灌注化疗, 具有诸多优势[7-10]: 
(1)切除部位和手术损伤的腹膜表面在术后最易

发生癌细胞种植复发; (2)此时根治或姑息性切

除肿瘤, 体内肿瘤负荷最小, 细胞分裂、增殖速

度快, 对化疗敏感; (3)腹腔黏连尚未形成, 所有

腹膜表面都能充分的与化疗液接触; (4)腹腔内

温度及化疗液分布较均匀; (5)游离癌细胞及微

小癌灶的保护层尚未形成. 目前热灌注化疗由于

技术原因多在术中进行1次, 疗效可能受到其治

疗次数少的限制. Verwaal et al [11]报道结直肠癌

腹腔广泛转移经手术联合术中热灌注化疗治疗

后腹腔复发率约为80%. 本研究采用新型的热化

疗灌注机, 解决了术后热灌注易发生管路堵塞的

难题, 并通过术中灌注机械冲洗作用, 减轻腹腔

内黏连, 保证术后早期热灌注时腔内化疗液及温

度分布均匀, 并且不受治疗环境的限制, 在术中

及术后多次进行热灌注化疗, 符合化疗药物杀灭

肿瘤细胞的“一级动力学”规律, 可能会增加疗

效. 本组20例结直肠癌患者热灌注化疗过程中及

治疗后, 无明显毒副作用及不良反应, 除1例切口

愈合延迟(经处理后仍Ⅰ期愈合), 1例盆腔少量

出血外(给于止血药物后停止)外, 其余病例均无

吻合口漏、肠穿孔、黏连性肠梗阻、腹腔内出

血及感染等并发症, 表明术中及术后早期腹腔或

盆腔热灌注化疗治疗结直肠癌安全可行; 腹腔转

移2例, 盆腔转移1例, 腔内转移率15%, 肝转移1
例, 2例分别于术后14, 10 mo死亡, 均为D期患者, 
其余疗效较好. 该结果与多数学者[12-15]认为的由

于抗癌药及热疗对肿瘤的穿透力有限, 术中腹腔

热灌注化疗对未能切除的腹腔实体瘤或姑息性

切除后残留较广泛癌灶疗效不佳, 可用于治疗腹

腔局部转移灶及术后残留米粒状微小癌灶, 根治

性术后防治腹腔复发和肝转移的结论相符, 说明

围手术期热灌注化疗应注意其病例的选择. 
总之, 围手术期腹腔或盆腔热灌注化疗安全

性好, 腔内化疗液及温度分布均匀, 并可多次进

行而且不受治疗环境的限制, 无明显毒副作用及

并发症, 可能有利于杀灭术后腹腔或盆腔内残存

癌灶和游离癌细胞, 有望成为有效防治结直肠癌

术后局部复发及肝转移的重要措施, 但其远期疗

效有待观察. 
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全国消化及消化内镜诊断与治疗进展学术研讨会征文启事

本刊讯 为提高我国消化内镜诊疗技术的整体水平, 《中华消化内镜杂志》编辑部拟于2007-08在新疆乌鲁木

齐市召开“全国消化及消化内镜诊断与治疗进展学术研讨会”, 邀请消化和消化内镜专家作有关专题学术报

告. 会议将出论文汇编, 并授予继续教育Ⅰ类学分, 《中华消化内镜杂志》将择优刊登应征论文. 

1       征文内容

征文内容包括消化系统疾病的内镜(食管镜、胃镜、十二指肠镜、小肠镜、大肠镜、肠道镜、腹腔镜、超声

内镜等)诊疗技术; 内镜外科的临床应用及进展; 食管、胃、肠、肝胆、胰腺疾病的基础研究、临床诊治及其

进展(炎症、溃疡、出血、肿瘤、异物等); 消化系统疾病的中医、中西医结合治疗及其进展; 消化内镜消毒及

护理技术, 消化系统疾病的急诊护理. 

2      征文要求

应征文章按《中华消化内镜杂志》稿约要求撰写打印, 并寄3000字以内全文及500字以内的论文摘要各一

份; 已投《中华消化内镜杂志》尚未发表的稿件, 请注明稿号. 应征文章经单位推荐盖公章后, 寄南京市紫竹

林3号《中华消化内镜杂志》编辑部卜小乐、赵在文同志收. 邮编: 210003. 信封左下脚注“征文”字样, 同

时汇寄审稿费10元. 请自留底稿, 恕不退稿. 截稿日期2007-05-31. 有关会议的具体事项另行通知. 联系电话: 

025-83472831, 86086091.

■同行评价
有一定临床实用

价值但如能比较

腹腔热化疗效果

可能更有说服力. 
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Abstract
AIM: To analyze the originating sites, clinical 
manifestat ions, endoscopic and imaging 
features, pathologic findings, treatments 
and prognosis of pat ients suffered from 
neuroendocrine carcinoma (NEC) in digestive 
system.

METHODS: A total of 209 cases, of which 7 cases 
were from our hospital and the other 202 cases 
were reported in literatures from 1994 to 2005, 
were classified as group A and B, respectively. 
Clinical presentation, therapy and prognosis of 
NEC arising from digestive system were dis-
cussed..

RESULTS: NEC mainly occurred in stomach, 
pancreas, rectum, esophagus, small intestine, 
Vater ampullae of duodenum, liver and so on, 
and it had a wide spectrum of clinical presenta-
tions such as abdominal pain, epigastric disten-
tion, symptoms of wasting. Periampullary NEC 
might cause (recurrent) acute pancreatitis, and 
most of them were non-functioning neoplasms. 
Only about 2.4% of NEC cases presented an en-
docrine syndrome. NEC was classified as typical 

carcinoid, atypical carcinoid and small cell carci-
noma, and its masses varied from 0.5 to 13.0 cm 
in diameter, and the diagnosis of NEC depended 
on the features of endoscopic examination, B-ul-
trasound (BUS), computed tomography (CT), 
endoscopic retrograde cholangiopancreatogra-
phy (ERCP), endoscopic ultrasonography (EUS) 
and pathologic findings, especially immunohis-
tochemical markers such as synaptophysin (Syn), 
cytokeratin (CK), neuro-specific enolase (NSE), 
chromogranin A (CgA), epithelial membrane 
antigen (EMA) and (or) neurosecretory granules 
(NSG) observed through electronic microscopy. 
Operation was the dominant strategy in the 
treatment of NEC, assisted by post-operative 
chemotherapy, radiotherapy, chemoemboli-
zation or biotherapy. The initial treatment of 
functioning NEC was to control the symptoms 
caused by excessive hormonal production. Typi-
cal carcinoid had a better prognosis than atypti-
cal carcinoid or small cell carcinoma, and the 
5-year survival rate was as high as 70%. Other 
important prognostic factors consisted of the 
size of the mass, metastasis, and the type of sur-
gical resection.

CONCLUSION: NEC in digestive system often 
originates from stomach, pancreas, rectum, etc. 
It has miscellaneous clinical manifestations and 
rare cases have carcinoid syndrome. The diag-
nosis of NEC mainly depends on pathologic 
findings and operation is the first-line treatment. 
The prognosis of NEC is also correlated with the 
pathologic classifications.

Key Words: Digestive system; Neuroendocrine car-
cinoma

Jiang JX, Shi RH, Lin L. Neuroendocrine carcinoma in 
digestive system: case analysis and literature review. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(4):421-426

摘要
目的: 探讨消化系统神经内分泌癌(NEC)发生

部位、临床表现、内镜及影像学特点、病理

特征、诊断和鉴别诊断、治疗及预后. 

方法: 将我院2000-2005年收治的7例NEC病

www.wjgnet.com
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■背景资料
消化系统神经内

分泌癌 (NEC)较
罕见, 其生物学特

性、恶性程度、

病理学特征及预

后差异很大, 临床

表现不典型, 病理

诊断标准也不统

一, 以致影响临床

治疗及预后判断. 
本文对消化系神

经内分泌癌的发

生部位、临床表

现、内镜及影像

学特点、病理学

特征、诊断和鉴

别诊断、治疗及

预后作了相应的

总结.
   



例和文献检索的202例病例分为A、B两组, 分
别探讨消化系统NEC临床特点, 治疗和预后. 

结果: 消化系统N E C临床表现多为无功能

NEC, 以局部占位及消耗症状为主, 壶腹周围

NEC可以急性胰腺炎发作为首发表现; 有功

能的NEC例数约占2.4%.  大小在0.5-13.0 cm, 
分为典型类癌、不典型类癌和小细胞癌, 确诊

需要进行突触素(Syn)、细胞角蛋白(CK)、神

经特异性烯醇化酶(NSE)、嗜铬素A(CgA)、
上皮膜抗原(EMA)等的免疫组化检查和(或)
电镜检查发现神经内分泌颗粒(NSG). 以手术

治疗为主, 辅以化疗、放疗, 必要时栓塞化疗, 
也可以辅以生物治疗. 对于有功能的NEC, 首
先需要控制因激素分泌过多所致的相关类癌

综合征. 小细胞癌预后最差, 不典型类癌次之, 
类癌预后较好, 5 a生存率可达70%. 肿瘤的大

小、转移与否、手术切除是否彻底等等亦是

影响预后的重要因素.

结论: 消化系统NEC发生部位以胃、胰腺、

直肠等部位多见, 临床表现多样, 少数可有类

癌综合征表现, 治疗方法以手术为主, 辅以放

化疗及生物治疗或介入治疗, 根据病理类型判

断其恶性程度和预后.

关键词�� 消化系统; 神经内分泌癌

蒋建霞, 施瑞华, 林琳. 消化系神经内分泌癌及文献分析209

例. 世界华人消化杂志  2007;15(4):421-426

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/421.asp

0  引言

消化系统神经内分泌癌(NEC)较罕见, 文献报道

约占消化系统恶性肿瘤0.4%-1.8%, 其生物学特

性、恶性程度、病理学特征及预后差异很大, 
临床表现不典型, 病理诊断标准也不统一, 以
致影响临床治疗及预后判断. 本文通过总结209
例消化系统NEC病例, 对其发生部位、临床表

现、内镜及影像学特点、病理学特征、诊断和

鉴别诊断、治疗及预后作了相应的总结. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院2000/2006收治的7例NEC患者发

病年龄37-78 (平均48)岁, 其中男4例, 女3例. 检
索出符合条件的NEC患者202例(国内142例, 国
外60例), 年龄19-83(平均51)岁, 其中男113例, 女
89例. 对中国学术期刊网(CNKI)和PUBMED进

行文献检索(文献时间为1994/2005, 检索词为

神经内分泌癌及消化系统脏器如食管、胃、小
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肠、结肠、肝、胆、胰等等, 将发生于消化系

统的NEC逐一检出并按发生部位归类), 检索出

符合要求并且资料完整的消化系统NEC文献74
篇并予以统计.
1.2 方法 将209例消化系统NEC分为A、B两组, 
A组为7例NEC患者, B组为检索出的符合要求的

202例病例. 分析消化系统NEC的发生部位、临

床表现、内镜及影像学检查、病理特点及免疫

组化、诊断和鉴别诊断、治疗及预后.

2  结果

2.1 发生部位 A、B组NEC的发生部位见表1. 国
内统计的文献尚未有胰腺和壶腹部NEC的报道, 
但有1例脾脏NEC的报道. 
2.2 临床表现 A组临床表现以上腹痛、黄疸、

消瘦、发热为主, 亦有体检发现(1/7例), 病程1 
d-1 a. B组病程15 d-3 a. 食管NEC表现为进行性

吞咽困难(15/20), 吞咽疼痛(5/20), 2例食管NEC
发生脑转移后以头痛为首发表现; 胃NEC多为

上腹部不适, 隐痛或胀痛, 或出现幽门梗阻症状, 
1例胃NEC起源于胃的异位胰腺, 表现为消化

不良及腹泻; 肝脏NEC表现为上腹胀、隐痛不

适、纳差等; 胆囊NEC多表现为右上腹不适、

疼痛、发热等; 胰腺NEC的主要表现为发热、

黄疸、上腹部不适及疼痛、腰背部痛、消瘦等, 
亦有仅通过体检发现, 1例表现为急性复发性胰

腺炎3 a后确诊[1], 1例由肺部小细胞癌转移到胰

腺, 以左锁骨上淋巴结肿大及重症急性胰腺炎

为首发表现[2]; 脾脏肿瘤罕见, NEC更为少见, 缺
乏特异的症状体征, 经术前普通B型超声B-US术前普通B型超声B-USB-US
等影像检查发现, 确诊依赖于术后病理[3]; 小肠

NEC主要表现为肠梗阻症状; 十二指肠NEC主

要表现为皮肤巩膜黄染, 尿黄及肠梗阻症状; 阑
尾NEC多以急性阑尾炎的发作为首发表现, 术
前诊断非常困难, 确诊依赖于手术后病理; 结肠

NEC主要表现为血便、大便习惯改变、下腹包

块; 直肠NEC除出现血便, 大便习惯改变外, 可
有肛门坠胀, 直肠肿块. 文献报道, 极少数患者

(1.6%)的胃肠道类癌患者会出现类癌综合征症

状, 且往往提示有类癌的扩散, 如肝转移, 应高

度重视. 本文仅2.4%的病例(5/209例)出现了类

癌综合症. 1例肝脏原发NEC表现为异位ACTH
综合征. 1例原发灶不明, 转移到肝脏的N E C
表现为WDHA (watery-diarrhea-hypokalemia-
achlorhydria, 水样泻、低血钾、胃酸缺乏)综合

征[4]. 1例表现为胃泌素分泌过多致腹痛、腹泻. 

www.wjgnet.com

■相关报道
消化系统NEC起

源于弥散神经内

分泌系统(DNES)
的 周 围 部 分 , 
DNES细胞来源于

全能干细胞, 在致

癌因素作用下全

能干细胞活化并

转化为恶性细胞, 
具有向鳞癌、腺

癌和 (或 )NEC三

相分化的潜能. 
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1例因生长抑素(SS)过多分泌表现为糖尿病、脂生长抑素(SS)过多分泌表现为糖尿病、脂SS)过多分泌表现为糖尿病、脂

肪泻、胆囊炎. 1例表现为血管活性肠肽(VIP)分血管活性肠肽(VIP)分VIP)分
泌过多所致的WDHA综合征. 
2.3 内镜及影像学检查 胃及肠道NEC内镜下可

表现为糜烂型、斑块型、溃疡型、息肉型(图、斑块型、溃疡型、息肉型(图斑块型、溃疡型、息肉型(图、溃疡型、息肉型(图溃疡型、息肉型(图、息肉型(图息肉型(图
1)、结节型、隆起型、蕈伞型, 与腺癌及一些、结节型、隆起型、蕈伞型, 与腺癌及一些结节型、隆起型、蕈伞型, 与腺癌及一些、隆起型、蕈伞型, 与腺癌及一些隆起型、蕈伞型, 与腺癌及一些、蕈伞型, 与腺癌及一些蕈伞型, 与腺癌及一些

良性病变如息肉、腺瘤等不易区分, 内镜活检

常出现假阴性诊断, 小组织活检常因取材表浅

发生漏诊或误诊, 因此取材时应尽量深取; 胆
囊NEC表现为胆囊壁隆起性病变, 无论B超、

CT或MRI, 与胆囊腺癌及其他少见组织学类型

的肿瘤鉴别均较困难, 确诊需要病理检查, 影
像学检查的意义在于早期发现胆囊占位及周

围浸润情况, 以便确定治疗方案; 结合文献认

为原发肝脏N E C具有以下影像特征: (1)肝脏

肿瘤超声表现: 肝内不均匀强回声或低回声肿

块, 内常有小坏死液化区, 肿瘤血供丰富, 动脉

血流为低阻力型频谱, 肿瘤广泛出血坏死时则

形成巨大囊实性肿块; (2)CT表现: 肝脏内不均

匀低密度肿块, 内常有小坏死液化区, 肿瘤广泛

出血坏死时则形成巨大囊实性肿块, 动态增强

CT扫描早期肿瘤为不均匀增强, 晚期肿瘤逐步

转变为等密度及低密度; (3)MRI表现: TwI为不

均匀低信号, TwII为不均匀强信号; (4)肝动脉造

影: 显示肿瘤血管丰富, 肿瘤明显染色, 当肿瘤

坏死、出血及囊性变时, 血管造影表现为瘤体

内无血管, 瘤周血管受压移位征象[5]. 符合以上

影像特征, 患者无肝硬化病史时, 应想到该病可

能性, 但仍需和其他肝脏肿瘤以及炎性肉芽肿

等鉴别; 胰腺NEC, B-US可能提示为低回声占

位, 伴随胰、胆管扩张, CT平扫提示低密度软组

织占位征象, 增强扫描可被强化, 及发现肿大的

淋巴结, 另外可通过ERCP检查及细针穿刺确诊, 
MRI、经内镜超声检查也是诊断胰腺、壶腹周

围NEC的重要检查方法; 食管NEC脑转移MRI表
现为囊性损害及周围薄层强化灶[6]; 核素显像对

于诊断NEC同样有重要价值; 国外还报道通过

直肠内MRI (EMRI)和内镜超声检查术(EUS)诊内镜超声检查术(EUS)诊EUS)诊
断直肠NEC.  
2.4 病理特点及免疫组化 巨检肿瘤大小, A组

为0.5-3.5 cm, B组1.0-13.0 cm, 其中能分泌生

长抑素(SS)的NEC直径多小于4 cm[7]. 1例肝脏

NEC发生肝内转移及横结肠系膜转移, 大小达

10 cm×8 cm×8 cm. NEC多为单发, 可呈早期

糜烂型、斑块型、溃疡型、隆起型、息肉型、

结节型. 国外报道1例发生于胰腺体部的NEC, 
直径为3.0 cm, 肿瘤内含3个独立的结节, 分别

为0.4 cm, 0.9 cm和2.4 cm, 每个结节周围均有

纤维样包膜, 结节由大量纤维间质分隔, 我院

同样发现1例胰腺N E C表现为多发独立结节 . 
分期可分为早期和中晚期癌 .  早期癌(65/209
例)浸润深度不超过黏膜下层 ,  可有包膜 ,  体

    例数  胃    胰腺   直肠   食管  小肠  壶腹部   肝   结肠   十二指肠   阑尾   胆囊   胆总管  乳头a  副乳头a  脾脏  盲肠  肛管

 
表 1 NEC的发生部位

A组     4                                                  1                                 1                                              1 
B组   35     27b      29       20      19       16       14c   14              9           8        6           1                       1          1       1        1
合计  35     31       29      20       19       17      14     14            10           8        6           1          1           1          1       1        1

图 2 NEC类癌细胞呈腺样排列(HE×400).

a十二指肠降部乳头及副乳头; b包括肺NEC转移到胰腺1例; c包括肝转移性NEC 2例, 其中原发于肺1例, 原发灶不明1例.

■创新盘点
本文相当系统的

总结了消化系的

神经内分泌癌的

临床特点、治疗

及预后, 不只局限

于消化系统的某

个脏器神经内分

泌癌.

图 1 十二指肠球部息肉样隆起, 病理检查示高分化NEC.
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积多小于2.0 cm×2.0 cm×0.5 cm; 中晚期癌

(144/209)可浸润肌层、浆膜层甚至邻近脏器, 
表面多无包膜, 边界不清, 切面呈灰白色, 质地

硬, 可有出血. 分型则根据Ackerman外科病理

学和 Tahara分类标准分为3型[8-9], 即I型: 典型

类癌(79/209例), 镜下特点为癌细胞形态较一

致, 中等大小, 胞质较丰富, 呈淡嗜伊红色或透胞质较丰富, 呈淡嗜伊红色或透较丰富, 呈淡嗜伊红色或透

亮, 核呈圆形、卵圆形, 居中, 核分裂相罕见, 
癌组织排列较规则, 形成巢状、岛屿状、梁索

状或腺泡状、小管状结构, 无坏死(图2). 其中

胃类癌多发生于胃底及胃体部, 极少发生在胃

窦部[10]. Ⅱ型: 不典型类癌(55/209例), 镜下特

点为癌细胞形态不一, 大小不等, 呈圆形、卵

圆形或短梭形, 胞质中等量, 核呈圆形或卵圆胞质中等量, 核呈圆形或卵圆中等量, 核呈圆形或卵圆

形, 染色质颗粒粗, 核分裂易见, 癌细胞排列成

巢或片块状、腺管状及菊形团样结构, 坏死多

见, 此型类癌易误诊为低分化腺癌, 但是与腺

癌比较起来, 瘤细胞总体形态较一致, 常排列

呈巢、条索或小梁状, 具有器官样或菊形团样

结构等, 有助于鉴别, 另外可借助于免疫组化

染色, 腺癌突触素(Syn), 细胞角蛋白(CK), 神突触素(Syn), 细胞角蛋白(CK), 神Syn), 细胞角蛋白(CK), 神细胞角蛋白(CK), 神CK), 神神
经特异性烯醇化酶(NSE), 嗜铬粒蛋白(CgA),NSE), 嗜铬粒蛋白(CgA),嗜铬粒蛋白(CgA),(CgA),),, 
细胞膜抗原(EMA)均呈阴性表达, 不典型类癌(EMA)均呈阴性表达, 不典型类癌)均呈阴性表达, 不典型类癌均呈阴性表达, 不典型类癌

则呈阳性; Ⅲ型: 小细胞癌(75/209例), 镜下特

点为癌细胞体积小, 较一致, 胞质稀少或呈裸胞质稀少或呈裸稀少或呈裸

核状, 核呈圆形、卵圆形或短梭形, 深染, 细胞

界限不清, 弥漫排列成片或呈巢团状, 并可见

大片坏死, 有的还可见菊形团样结构, 易与恶

性淋巴瘤、胚胎型横纹肌肉瘤、小细胞性恶

性黑色素瘤等小细胞肿瘤混淆, 需根据免疫组

化相关标记物确诊[11]. NEC电镜下可见神经内

分泌颗粒(N S G)及张力原纤维、桥粒等结构, 
其中NSG是电镜诊断NEC的依据. 其中16/209
例为复合型癌, 即癌细胞为混合性, 鳞状细胞

和(或)腺细胞和NEC细胞共存, 根据Tahara标
准诊断为NEC并且予以分类[9]. Syn, CK, NSE, 
CgA, EMA是目前公认的神经内分泌标记(图
3), 阳性颗粒见于胞质内, 2-3种标记同时阳性

较有说服力. 
2.5 诊断和鉴别诊断 食管、胃及肠道NEC的临

床表现与普通胃肠道腺癌并无显著差异, 极少

数可有典型的类癌综合征, 而十二指肠NEC更

为罕见, 确诊主要经内镜活检及EUS引导下细

针穿刺活检; 阑尾NEC术前诊断非常困难, 绝
大多数通过术后经病理证实; 肝脏NEC常位于

肝右叶, 多为l-2个结节, 少数为多个结节, 病程

长, 进展慢, 宜经B-US或CT引导下穿刺活检以

诊断; 胆囊、胰腺NEC早期临床表现及影像学

检查与常见胆囊病变及胰腺癌不易鉴别, 但发

生于壶腹部或壶腹周围的N E C会出现胰胆管

梗阻表现甚至急性胰腺炎, ERCP和EUS对诊

断壶腹及其周围NEC更有价值; 转移到肝脏、

A B

C D

图 3 免疫组化阳性细胞(×400). A: CK; B: Syn; C: CgA; D: NSE.

■应用要点
临床医生通过对

消化系统神经内

分泌癌系统的全

面了解, 会更清楚

的认识到这一罕

见疾病, 减少漏诊

或误诊, 同时提醒

临床医生, 对消化

系统常见的肿瘤

有必要进一步研

究是否存在神经

内分泌分化倾向, 
从而指导治疗、

判断预后.
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胰腺等的N E C可能会出现肝脏组织的坏死、

(重症)急性胰腺炎, 通过影像学检查B-US, CT, 
MRI, 支气管镜等寻找原发灶. NEC的诊断除了

综合临床表现、内镜及影像学检查结果外, 确
诊依赖内镜下组织活检, 或经B-US, CT, EUS
引导下的细针穿刺及手术标本的病理检查, 而
且病理诊断时应综合光镜、组织化学及免疫

组化染色甚至电镜技术结果. Ryschich et al [12]

报道转铁蛋白受体是诊断胰腺N E C和胰腺癌

的有价值的指标之一 ,  有待进一步研究证实 . 
总结本研究病例, 胃肠道NEC转移, 多见于肝

脏, 另外可转移至腹膜、淋巴结、骨骼等.  
2.6 治疗及预后 手术仍为治疗的首选方法, 部分

病例经手术可以治愈, 如1例发生于胃内异位胰

腺的NEC 85岁男性患者, 因一般情况较差, 仅进

行了病灶的楔形切除, 患者恢复良好[13]. 另外术

后辅以化疗及放疗, 可提高生存率, 1例63岁男

性患者, 食管小细胞癌累及贲门及纵隔淋巴结, 
经CDDP(顺铂)和VP-16(依托泊苷)化疗6个疗程

后长期生存[14]. 肝动脉栓塞化疗术对部分不能

手术肝NEC病例有一定疗效. 对于肝脏转移性

NEC, 可在手术切除原发灶、化疗、生物治疗

(生长抑素类似物奥曲肽、干扰素治疗)基础上, 
进行肝内转移病灶的手术治疗及肝脏移植[15-16]. 
需要强调的是, 尽管发生类癌综合征致类癌危

象的病例非常罕见, 预防发生类癌危象及对类

癌危象及时而正确的治疗尤为重要. 小细胞癌

属于高度恶性, 早期即呈弥漫性浸润性生长, 难
以发现, 淋巴结转移早, 预后差, 不典型类癌预

后亦较差, 只有类癌预后较好, 5 a生存率可达

70%, 不典型类癌次之, 但仍优于低分化腺癌, 
小细胞癌预后最差. 影响患者预后的因素还包

括(1)肿瘤的直径大小, 若大于2 cm, 转移率高, 
预后也较差; (2)肿瘤局部侵袭和转移情况, 是
否存在肝转移对预后亦有重要影响; (3)对原发

和转移病灶行根治性清除者预后较好; (4)有类

癌综合征表现者一般预后较差. 本研究3种类

型1 a生存率分别为73.1%, 63.4%和61.7%. 对
于消化系统NEC要争取早发现, 早治疗, 选择

手术、放疗、化疗等综合治疗措施, 以提高生

存率.

3  讨论

消化系统 N E C 起源于胺前体摄取和脱羧 
(APUD)细胞, APUD细胞系统是指能摄取胺和

胺前体并在细胞内脱羧产生胺和(或)肽类激素

的内分泌细胞总称. 近年来随着APUD细胞类型

和分布的不断扩展, 发现神经系统内的许多神

经元也具有与APUD细胞相同内分泌功能, 称分

泌性神经元(secretory neuron), 因此提出了弥散

神经内分泌系统(diffuse neuroendocrine system, 
DNES)这一概念, DNES把神经系统和内分泌系

统统一起来构成一个整体, 共同调节机体生理

活动的平衡. DNES分中枢和周围两大部分, 中
枢部分包括下丘脑-垂体轴的细胞和松果体细

胞; 周围部分包括分布在消化系统胃、胰、肝

脏、胆、阑尾、结、直肠及呼吸、泌尿生殖道

等的内分泌细胞. 
近年来, 多数学者认为DNES细胞来源于全

能干细胞, 在致癌因素作用下全能干细胞活化

并转化为恶性细胞, 他既可转变为鳞癌, 也可转

变为腺癌[17], 在少数情况下, 他保持其小细胞形

态, 因此具有向鳞癌、腺癌和(或)NEC三相分化

的潜能. 消化系统NEC发生率据文献报道及文

献复习, 远低于其他类型的恶性肿瘤. 但Waldum 
et a l [18]通过前瞻性研究胃癌组织的组织化学、

免疫组化、电镜表现证实约10%为NEC, 远比

报道的高. Tezel et al [19]通过对44例胰腺癌患者

标本分析, 发现有20例具有NED特点, 由于胰

腺NEC较一般的胰腺腺癌预后要好, 所以对胰

腺癌病理标本要深入分析有无神经内分泌分化

倾向及能否确诊NEC, 以指导治疗和判断预后. 
Yang et al [20]成功建立了转基因斑马鱼发生胰腺

NEC的模型, 将对研究NEC的发生、发展、治

疗及预后具有重要价值. 对其他消化系统恶性

肿瘤标本有必要深入探讨有无NEC分化倾向, 
为指导治疗和判断预后, 目前此方面的工作开

展尚不足. 
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■同行评价
本文通过7例病例

报告合并文献检

索, 探讨了消化系

统神经内分泌癌

发生部位、临床

表现、内镜及影

像学特点、病理

特征、诊断和鉴

别诊断、治疗及

预后 ,  内容很好 , 
有临床指导价值. 
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