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《世界华人消化杂志》是一份同行评议性的旬刊, 
是一份被《中国科技论文统计源期刊》和《中文核
心期刊要目总览》收录的学术类期刊.《世界华人
消化杂志》的英文摘要被美国《化学文摘》, 荷兰
《医学文摘库/医学文摘》和俄罗斯《文摘杂志》
收录.
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Abstract
Hepatic fibrosis is a common pathological ba-
sis of chronic liver disease and liver cirrhosis. 
HBV infection is highly prevalent in China and 
there is an increasing trend of liver disease 
caused by HCV and other factors. However, 
no specific virus-eradicating drugs have been 
available for liver diseases caused by HBV and 
HCV. Cytokine-triggered and HSC-triggered 
waterfall effect does not cease with removal of 
the original pathogenic factor. Therefore, we 
should raise the awareness of prevention and 
treatment of hepatic fibrosis and gradually 
develop a set of basic countermeasures against 
hepatic fibrosis and standardize its implemen-
tation. This paper highlighted some misunder-
standings in current prevention and treatment 
of hepatic fibrosis, and pointed out the neces-
sity and urgency of prevention and treatment 
of liver fibrosis.

Key Words: Liver fibrosis; Prevention and therapy; 
Cytokines; Hepatic stellate cell

Chang XM, Jia A. Emphasis on prevention and treatment 
of hepatic fibrosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
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摘要
肝纤维化是慢性肝病、肝硬化的共同病理
基础. 鉴于我国属HBV感染高流行区, HCV
及其他病因引致的肝病也渐呈增高趋势, 对
HBV、HCV引起的肝病目前尚乏特效的清除
病毒措施, 肝病过程中由细胞因子和肝星状细
胞(HSC)引发起的“瀑布式”效应也不因原
始致病因子的清除而停止. 因此, 应提高对肝
纤维化防治的认识并逐渐探索出一套防治肝
纤维化的基本对策并规范实施. 本文浅析目前
肝纤维防治中的一些误区, 指出防治肝纤维化
的必要性及紧迫性.  

关键词: 肝纤维化; 防治; 细胞因子; 肝星状细胞
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0  引言

肝纤维化是慢性肝病、肝硬化的病理基础, 也
是慢性肝病、肝硬化等进一步恶化的重要原因. 
在我国, 肝炎病毒性肝损害、特别是乙肝和丙

肝病毒的持续感染是造成肝纤维化的主要原因. 
在当前尚无特效方法根治原发疾病的情况下, 
减轻肝纤维化反应便成为十分重要的治疗目标. 

1  充分认识肝纤维化防治的必要性

据世界卫生组织报道[1]全球约20亿人曾感染过

HBV, 其中3.5亿人为慢性HBV感染者, 每年约有

100万人死于HBV感染所致的肝衰竭、肝硬化

和原发性肝癌. 我国属HBV感染高流行区, 每年

有50万到100万新发病例, 一般人群的HBsAg阳
性率为9.09%. 而这些人群中相当大一部分为无

症状HBV携带者, 对这类肝功正常的HBV携带

病例目前尚无特效的清除病毒措施. 过去也曾

认为此类患者不需治疗. 但是, 临床发现, 这类

肝功正常的所谓HBV携带者, 若干年后部分患

者发展为不可逆的失代偿期肝硬化, 造成严重

后果. 山东省立医院赵洪涛 et al [2]在1994年就对

466例HBV无症状携带者进行过肝活检, 结果显

www.wjgnet.com
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肝纤维化是慢性
肝病发展至肝硬
化的必经阶段. 早
期诊断肝纤维化
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疗方法以阻断和
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发生和发展, 对慢
性肝病的治疗具
有十分重要的意
义. 
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示仅22.1%的病例肝组织显示正常, 37.34%的病

例表现非特异性炎症, 40.51%病例为慢性活动

性肝炎并有肝纤维化发生. 证明了乙肝肝纤维

化防治的复杂性和严重性. 另据WHO统计, 全
球HCV的平均感染率约为3%, 估计有1.7-2.0亿
人感染HCV, 每年新发丙型肝炎病例3.5万例[3]. 
全国血清流行病学调查资料显示[4], 我国约3000
万人感染HCV, 一般人群抗HCV阳性率为3.2%. 
HCV感染慢性化机率高、进展快, 可导致肝脏

慢性炎症反应、坏死和纤维化, 部分患者发展

为肝硬化, 甚至肝癌[5]. 此外, 药物、酒精、慢性

感染、淤血、脂肪肝及其他代谢性疾病引致的

肝纤维化也渐呈增高趋势. 
临床大量病例显示, 有些久治不愈的慢性

病毒性肝炎患者进展为肝硬化, 部分不需治疗

的所谓“病毒携带者”最终以失代偿期肝硬化

的结局就诊, 还有部分患者在体格检查时被诊

断为肝硬化或因其他疾病就诊时发现肝功能

已处于失代偿阶段. 而失代偿期肝硬化的治疗

几乎是针对并发症的治疗, 5年生存率仅20%左

右. 因此, 在肝脏病的早期阶段加强对肝纤维化

的防治, 是防止肝硬化发生、预防疾病恶化的

关键. 

2  肝纤维化形成的机制

肝纤维化的实质是由于胶原和其他细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)的合成与降解失衡. 
肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)是ECM最

重要的来源[6]. 各种细胞因子参与HSC的激活和

调控[7], 而金属蛋白酶(metalloproteinase, MMP)
和金属蛋白酶抑制剂(tissue inhibitor of metallo-
proteinase, TIMP)对ECM的降解分别起促进和抑

制作用[8]. 
当肝脏遭受损伤时, 如毒物、乙醇、免疫

等因素造成的理化损伤和免疫损伤, 可诱发单

核/巨噬细胞释放多种效应因子, 如转化生长因

子β1(transforming growth factor-β1, TGFβ1)、血

小板源性生长因子(platelet-derived growth factor, 
PDGF)、肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor, 
TNF)等细胞因子[9]. 上述细胞因子作用于HSC, 
促使HSC活化成为“转化细胞”, 进而转变为

“肌成纤维细胞”, 后者被称为活化的HSC, 被
活化HSC先在细胞内形成前胶原, 通过细胞微管

分泌到细胞外形成胶原分子, 相互交联而成微

纤维, 再经缩合而成稳定的胶原纤维. 包括Ⅰ型

胶原、Ⅱ型胶原、Ⅲ型胶原、Ⅳ型胶原、透明
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质酸、层黏蛋白等. 上述纤维组织在肝内广泛

形成即可造成肝纤维化, 进而发生肝硬化. 此外, 
上述多种细胞因子之间又有相互促进、相互协

同的作用. 被激活的HSC也可分泌多种细胞因

子, 再作用于未被激活的HSC使之活化, 从而形

成了细胞因子的网络作用. 这种多种细胞因子

之间相互促进及对HSC的相互协同作用产生的

放大效应, 被称为“瀑布式效应”[10]. 这种效应

决定了肝纤维过程一旦启动, 就难以停止, 在临

床上表现为病程迁延的慢性过程. 
肝纤维化是肝内ECM过度沉积的结果, 但

更大程度上是肝病后期胶原的降解减少所致. 
在细胞外基质降解过程中起主导作用的是MMP
和TIMP. MMP家族包括MMP-1、MMP-2和
MMP-3. MMP-1以酶原形式在HSC内合成, 作
用底物是Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型胶原, MMP-2在HSC、
枯否细胞、窦内皮细胞内合成, 作用底物比较

广泛, 可作用于蛋白多糖, 也可降解基底膜成

分Ⅳ型胶原、层黏蛋白和纤维连接蛋白. 在肝

纤维化早期MMP活性不强或只有轻微增强, 在
肝纤维化发展过程中, MMP活性逐渐增强, 至
纤维化晚期, 其活性逐渐降低. T I M P家族包

括TIMP-1、TIMP-2和TIMP-3, 可与相对应的

MMP形成1∶1复合物, 从而抑制MMP的活性, 
是抑制胶原降解的主要物质[11]. 越近肝纤维化晚

期, 其活性越强[12]. 这就决定了晚期肝纤维化的

不可逆性. 因此, 肝纤维化的防治应该强调早期

干预、长期治疗. 

3  目前肝纤维化防治的现状和误区

我国处于乙型肝炎高发区, 尽管近年来治疗病

毒性肝炎的药物有一定进展, 但目前对乙肝和

丙肝的治疗手段仍十分有限. 抗病毒药物只能

从最大程度上抑制病毒复制, 控制病情发展, 治
疗适应症窄, 治愈率仅30%-40%. 加之我国大部

分地区仍处于经济不发达状态, 医保覆盖面及

支撑程度有限, 国民就诊意识不强, 医务人员对

肝纤维化防治的知识掌握较少, 使许多原本可

以早期防治的肝病逐渐进展为晚期肝硬化, 带
来沉重的社会负担和家庭负担, 已成为阻碍社

会发展的一大顽疾. 
目前对肝纤维化的防治存在以下误区: (1)

抗病毒治疗可替代抗纤维化治疗: 抗病毒治疗

可在一定程度上抑制病毒复制, 减轻肝脏损伤

和炎症反应, 减少细胞因子的释放, 这是最基本

治疗. 但是抗病毒治疗的适应症窄, 疗效有限, 

www.wjgnet.com

■研发前沿
国内外学者对肝
纤维化发生的机
制及抗肝纤维化
治疗做了大量研
究, 但目前对肝纤
维化的防治存在
一些误区. 

■创新盘点
本文较全面的分
析总结了当前对
肝纤维化认识及
治疗中的一些误
区, 强调了早期抗
肝纤维化的重要
性和必要性. 
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并非杀灭肝炎病毒, 抑制病毒效果也有限, 因而

不能完全阻止肝纤维化的形成. 特别对那些无

抗病毒适应症及抗病毒疗效不好的患者更是如

此; (2)保肝治疗可替代抗肝纤维化治疗: 抗炎

症、抗肝损害药物可以减轻肝脏炎症反应, 同
时减少纤维化组织的形成, 对防治肝纤维化有

积极的作用. 但是, 肝内炎症反应并不一定与肝

功损害相平行[1]. 部分肝病患者只有通过肝脏

活组织穿刺才能发现肝脏炎症的存在, 造成临

床对活动性肝病判断上的偏差. 此外, 某些肝纤

维化可不经炎症期阶段而发生[13]; (3)有肝硬化

指征时再抗肝纤维化治疗: 早期肝纤维化时汇

管区结缔组织逐渐向肝小叶内延伸, 小叶内结

缔组织增多, 尚未达中央静脉. 此时, 形成的纤

维化组织隔比较纤细. 病因消除后, 肝内结构可

恢复正常. 当肝硬化出现时, 纤维结缔组织已将

肝小叶重新分隔包绕, 形成假小叶. 此时, 肝内

纤维间隔粗大, 胶原组织韧性很强、稳定、不

溶[14]. 因此, 当肝硬化出现时肝内纤维组织将不

易降解, 已失去最佳治疗时机; (4)动态观察, 不
需治疗: 临床上常认为肝功正常的所谓“小三

阳”或“大三阳”患者不需治疗. 但实际情况

是这些人群中相当一部分若干年后发展为肝硬

化. 其原因可能是这部分患者肝功与肝脏病理

学表现并不平行, 这部分患者占据了肝硬化患

者的相当比例, 给以往的肝病防治理念带来了

严峻的挑战. 

4  肝纤维化防治的基本策略

肝纤维化是对损伤的修复反应, 肝纤维化是可

以预防、可以逆转的. 要立足于早用药、长程

用药. 特别是对那些无抗病毒适应征或根本治

疗无望的病毒性肝炎患者, 要在积极保肝治疗

的同时, 早期长程使用防治肝纤维化药物. 在观

念上要树立以下观点: (1)彻底治疗原发病不能

完全代替抗纤维化治疗[13]: 当肝脏炎症反应时, 
大量细胞因子释放, HSC通过自分泌和旁分泌

产生的放大效应, 不断促使ECM合成、分泌和

沉积. 肝纤维化不因原来的致病因子终止而停

止发展. 临床上可见某些慢性乙肝、丙肝患者, 
HBV DNA、HCV RNA已转阴, 但肝纤维化仍在

发展中, 某些酒精性肝病患者虽已戒酒, 但肝纤

维化和肝硬化仍在继续发展, 证明原始致病因

子祛除后肝纤维化仍在继续; (2)抗炎症、抗肝

损害药不能完全代替抗肝纤维化治疗: 抗肝损

害药物保护肝细胞膜、稳定细胞器、减轻肝脏

炎症反应, 也可以减轻肝纤维化的形成, 但该类

药物对非炎症性肝纤维化无效. 所谓抗肝纤维

化应该对肝脏ECM的合成、分泌和沉积具有直

接抑制作用, 对MMP具有促进分泌作用. 这些都

是抗肝损害药物所不能及的; (3)不同程度不同

病期的肝纤维化治疗方法应不同: 急性期患者, 
若能及时去除原发病因, 肝纤维化多能逆转或

终止, 不需抗肝纤维化治疗; 慢性肝病患者除考

虑治疗原发病和保肝治疗外, 必须抗肝纤维化

治疗; 至肝硬化特别是早期肝硬化时, 需采取综

合治疗方法, 特别是对MMP的激活治疗应予重

视; 对肝功正常的所谓“病毒携带者”, 应给予

长期抗肝纤维化治疗, 有条件者应定期进行肝

组织穿刺活检. 
抗肝纤维化的治疗旨在减轻肝纤维化程

度、逆转纤维化组织. 合理的治疗方案首先是

尽可能祛除致病因子, 其次为抑制胶原纤维形

成的各个环节, 促进其降解和吸收. 目前比较成

熟并经实验证明具有抗肝纤维化的药物有: (1)
干扰素: 干扰素α的抗病毒作用已被充分肯定, 
近年来实验证明干扰素α具有抑制HSC活化、

诱导激活的HSC凋亡和抑制TGF-β1生成的作

用[15], 干扰素γ也能抑制HSC的活化增殖, 降低

α-肌动蛋白和Ⅰ、Ⅲ型胶原及纤维连接蛋白的

mRNA水平[16]. 干扰素具有抗肝炎病毒和抗肝纤

维化双重效应; (2)秋水仙碱: 属抗微管药物, 抑
制微管蛋白聚合, 从而干扰细胞的胶原分泌. 他
还能刺激胶原酶的活性, 促进胶原降解. 国内外

多数资料报道其抗肝纤维化作用肯定. 但由于

该药物亦系抗肿瘤药物, 能影响蛋白质的合成, 
肿瘤组织及正常组织同样可受到干扰, 故毒性

较大, 限制了临床应用; (3)青霉胺: 青霉胺含有

还原型巯基, 对金属离子有较强的络合作用, 能
络合铜、铝、汞等金属, 用于治疗肝豆状核变

性及原发性胆汁性肝硬化; (4)螺内酯: 实验研究

发现螺内酯能抑制HSC的活化、阻断ECM的合

成, 并能降低TGFβ1和PDGF的活性. 动物实验

显示有明显的预防肝纤维化的作用[17-18]. 但用于

人类的疗效及剂量尚需进一步探索; (5)其他: 近
年来研究发现磷脂酰胆碱能提高MMP水平, 促
进胶原降解; 二甲基前列腺素能减轻肝纤维化

及脂肪沉积, 抑制巨噬细胞释放炎症因子; 维甲

酸类药物能减少Ⅰ型胶原及其mRNA的合成; 脯
氨酸-4-羟化酶抑制物、脯氨酸类似物、精氨酸

及其类似物等均从不同机制起到一定防治肝纤

维化作用, 但其疗效尚需进一步证实; (6)中医中

■应用要点
强调抗肝纤维化
治疗要立足于早
用药、长程用药. 
特别是对那些无
抗病毒适应征或
根本治疗无望的
病毒性肝炎患者, 
要在积极保肝治
疗的同时, 早期长
程使用防治肝纤
维化药物. 
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药: 对肝纤维化的中医治疗多以活血化瘀为主, 
兼以益气补血、养血柔肝或滋补肝肾. 国内研

究发现, 抗肝纤维化比较有效的单味中药有丹

参、黄芪、柴胡、桃仁、当归、冬虫夏草、齐

墩果酸等. 各种中药复方制剂其临床效果已得

到充分证实. 中药抗肝纤维化作用靶点广泛, 具
有抑制炎症反应、减轻肝细胞变性坏死、减少

细胞因子分泌、抑制HSC活化和胶原分泌的作

用. 有些制剂还具有增加胶原酶活性、促进胶

原降解的作用[19-20], 临床应用已取得初步效果. 
由于对肝纤维化的认识有限, 目前临床防

治肝纤维化的工作尚未普及, 真正用于临床的

抗肝纤维化药物仍以中药经典方剂为多, 但长

期使用的效果已初露端倪. 当务之急是提高防

治肝纤维化的认识并组织以循证医学为基础的

防治肝纤维化大规模临床试验, 以期指导临床. 
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Abstract
AIM: To investigate effects of 5-Aza-2'-deoxy-
citydine (5-Aza-dC) and trichostatin A (TSA) 
on the expression and methylation of p16 and 
hMLH-1 gene in gastric carcinoma cells. 

METHODS: Human gastric cancer cell lines 
MKN-45 and MGC-803 were cultured in vitro in 
RPMI 1640 and then treated with different con-
centrations of 5-Aza-dC and TSA. The methyla-

tion of p16 and of hMLH-1 gene in the two kind 
of cell lines was detected using methylation-spe-
cific-polymerase chain reaction (MSP), and the 
expression levels of p16 and hMLH-1 gene were 
detected using reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: Reexpression or raised expressions 
of p16 and hMLH-1 mRNA was detected in 
MGC-803 and MKN-45 gastric cancer cell lines 
after treatment with 5-Aza-dC alone, or in com-
bination with TSA, or with TSA alone. The two 
cell lines showed a characteristic DNA methyla-
tion status in each promoter region of p16 gene 
and hMLH-1 gene. p16 gene was hypermethyl-
ated in MGC-803 and MKN-45; hMLH-1 gene 
was hypermethylated in MGC-803, but hemi-
methylated in MKN-45. The methylation of p16 
and hMLH-1 gene in MKN-45 and MGC-803 
cells was reversed after either 5-Aza-dC  treat-
ment or TSA treatment. 

CONCLUSION: Aberrant methylation of p16 
and hMLH-1 gene is a common event in the oc-
currence and progression of gastric cancer. The 
methylation of promoter region in CPG island 
is a main cause for p16 and hMLH-1 gene tran-
scriptional inactivation. Siginificantly raised 
reexpression of methylated tumor suppressor 
genes was detected after either treatment with 
5-Aza-dC  alone or in combination with TSA. 

Key Words: Gastric carcinoma; DNA methylation; 
5-Aza-2'-deoxycitydine; Trichostatin A; p16  gene; 
hMLH 1 gene

Zhu XJ, Meng CF, Peng G, Dai DQ. Effects of 5-Aza-
2'-deoxycitydine and trichostatin A on expression and 
methylation of p16 and hMLH-1 gene in human gastric 
cancer cell lines. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(17): 1837-1841

摘要
目的: 探讨5-Aza-dC及TSA对胃癌细胞系中抑
癌基因p16 和hMLH-1 基因甲基化水平和基因
表达的影响. 

www.wjgnet.com

®

■背景资料
胃癌是一种严重
威胁人类健康的
恶性肿瘤, 在我国
死亡率居恶性肿
瘤的首位, 约50%
的胃癌患者确诊
时 已 属 晚 期 ,  癌
细胞的转移是影
响疗效的主要因
素. 国内外大量的
资料显示, 胃癌的
发生与其他恶性
肿瘤一样是多基
因、多阶段变异
累积形成的病理
过程. 近来, 在肿
瘤学研究发现启
动子区高甲基化
异常是导致许多
肿瘤抑制基因表
达异常的内在机
制 ,  癌 基 因 的 激
活和抑癌基因的
失活为其中两个
重要的分子事件. 
目 前 ,  普 遍 认 为
DNA甲基化除缺
失与突变之外导
致基因失活的第
三种机制, 在肿瘤
的发生发展起着
不可忽视的作用. 
由于高甲基化而
不表达的抑癌基
因, 如果能应用去
甲基化制剂逆转
甲基化异常状态, 
使之重新表达, 理
论上即可发挥起
抑制肿瘤生长的
功能.

■同行评议者
熊斌, 教授, 武汉
大学中南医院肿
瘤科 



方法:  5 -A z a -d C及T S A处理体外培养的
MKN-45细胞和MGC-803细胞, 应用逆转录
PCR(RT-PCR)法及甲基化特异性PCR(MSP)法
分别检测两株细胞药物干预前后抑癌基因p16
和hMLH-1的表达及甲基化情况. 

结果: MKN-45和MGC-803细胞系经TSA, 
5-Aza-dC及联合作用后使原来不表达或有弱
表达的抑癌基因p16 和hMLH-1 重新表达或表
达增强. 胃癌细胞系MKN-45和MGC-803均显
示p16、hMLH-1基因启动子区存在高甲基化, 
其中p16基因在两种胃癌细胞系中均表现为甲
基化, hMLH-1基因在胃癌细胞系MGC-803中
表现为甲基化而在胃癌细胞系MKN-45中表
现为半甲基化. 在5-Aza-dC及TSA的作用下, 
MKN-45和MGC-803细胞系中p16 及hMLH-1
基因的甲基化状态得到逆转. 

结论: 胃癌细胞系中抑癌基因p16 和hMLH-1
基因启动子甲基化可能是导致其基因失活的
主要原因, 5-Aza-dC单独作用和5-Aza-dC及
TSA联合应用效果相似, 均能显著增强甲基化
的肿瘤抑制基因的重新表达.

关键词: 胃癌; DNA甲基化; 5-氮杂-2'-脱氧胞苷; 

Trichostatin A; p16 基因; hMLH-1 基因
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0  引言

胃癌是一种严重威胁人类健康的恶性肿瘤, 国
内外大量资料显示, 胃癌的发生与其他恶性肿

瘤一样是多基因多阶段变异累积形成的病理过

程[1-5]. 抑癌基因启动子内CpG岛出现异常甲基

化常导致其表达丧失或减少, 从而诱导肿瘤发

生. p16及hMLH-1是已经确认的抑癌基因, 在细

胞凋亡过程中起着重要作用[6-9]. 我们通过此二

基因在MKN-45细胞系及MGC-803细胞系中药

物干预前后的表达以及甲基化的状态探讨该抑

癌基因的表达与其甲基化状态的相关性, 并分

析肿瘤细胞的生物学行为改变, 以探讨胃癌的

发生机制并寻求新的治疗靶点.

1  材料和方法

1.1 材料 MKN-45细胞系、MGC-803细胞系

来自中国医科大学细胞生物教研室 ,  5-氮杂

-2'-脱氧胞苷(5-Aza-dC)及Trichostatin A(TSA)
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为S i g m a产品, 总R N A抽提试剂T R I z o l购自

Invitrogen公司, RT-PCR试剂盒购自Promega
公司, RPMI 1640培养基为Hyclone产品, Taq酶
及dNTP均为TaKaRa产品, Wizard DNA Clean-
up(Promega公司).
1.2 方法 细胞接种于含10 mL/L小牛血清(56℃
灭活30 min)、100×103 U/L青霉素及100×103 
U/L链霉素的pH7.2的RPMI 1640培养液中, 在
37℃、含50 mL/L CO2的湿润空气的恒温密闭式

培养箱中培养. 实验时细胞处于对数生长期, 活
细胞数达95%-100%. 对照组为同期培养不加药

的胃癌细胞; 实验组: (1)5-Aza-dC组: 加5 μmol/L 
5-Aza-dC培养72 h;  (2)TSA组: 加TSA 300 nmol/
L培养24 h; (3)联合组: 加5 μmol/L 5-Aza-dC 培
养48 h后加TSA 300 nmol/L继续培养24 h. 
1.2.1 RT-PCR分析p16 及hMLH-1 基因MRNA
的表达: 用T R I z o l试剂提取各组M K N-45细
胞及M G C-803细胞总R N A, 用逆转录酶和

Oliga(dT)20引物合成cDNA.  p16及hMLH-1基因

引物由上海博亚生物公司合成(表1), 以GAPDH
为内参. PCR反应条件: 94℃ 3 min预变性后开始

35个循环: 94℃ 30 s、54℃ 30 s, 72℃ 45 s, 最后

于72℃延伸10 min. 扩增完毕在20 g/L琼脂糖凝

胶上电泳分离, EB染色, 使用凝胶成像分析系统

检测积分吸光度值, 将各基因与GAPDH吸光度

比值作为其mRNA水平的相对值. 每种细胞每个

基因至少重复实验3次, mRNA表达水平取其平

均值进行统计分析. 
1 .2 .2  甲基化特异性P C R(M S P)分析p16 及

hMLH-1基因甲基化: 蛋白酶K-苯酚抽取法从细

胞中抽取总DNA, 紫外分光光度计检测DNA量

和纯度, 琼脂糖凝胶电泳检测DNA完整性. 稀释

2 μg DNA于50 μL水中, 加入NaOH, 42℃变性

30 min后, 加入新鲜配置的亚硫酸氢钠和氢醌

及石蜡油覆盖均匀, 55℃水浴16 h. 用DNA纯化

试剂盒纯化(按说明书步骤)后将DNA重悬于50  
μL水中, 再加入NaOH, 37℃水浴15 min, 然后用

NaAc、无水乙醇沉淀回收DNA, 干燥, 并重悬

于50 μL水中, -20℃用箔包裹保存. 采用甲基化

特异性PCR扩增的方法, PCR反应条件(以p16
为例): 94℃ 5 min预变性后开始35个循环: 95℃
30 s、57℃ 30 s、72℃ 60 s, 最后于72℃延伸10 
min. 扩增完毕在20 g/L琼脂糖凝胶电泳分离, EB
染色, 使用凝胶成像分析系统分析电泳结果. p16
及hMLH-1基因甲基化及非甲基化引物序列及

产物大小(表2).

www.wjgnet.com

■研发前沿
肿瘤的发生常常
涉及多个抑癌基
因的失活, 针对单
一基因的治疗不
足以抑制肿瘤生
长, 去乙酰化酶或
甲基化抑制剂针
对于整个基因组
而不是特定的基
因, 可同时恢复多
个抑癌基因的表
达, 并降低基因突
变的发生率, 提高
基因组稳定性, 可
成为药物开发提
供新的靶点, 将表
遗传学药物与基
因药物联用将为
肿瘤治疗的治疗
开辟新的领域. 

■创新盘点
胃癌相关抑制基
因启动子CPG岛
DNA甲基化与肿
瘤抑癌基因沉默
关系的研究, 揭示
了胃癌相关抑癌
基因失活的表遗
传学机制, 此为国
际生物学研究的
热 点 之 一 .  体 外
研究5-Aza-dC及
TSA调控和恢复
沉默的胃癌相关
抑制基因表达的
情况, 为恶性肿瘤
的防治提供新的
靶点, 为两药物的
胃癌的临床应用
提供实验依据.
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2  结果

2.1 RT-PCR结果 p16基因在MGC-803细胞中无

表达, 经TSA作用后无表达, 5-Aza-dC 及联合

作用后有较强表达(相对值为0.413, 0.546); 在
M K N-45细胞中有很弱表达(相对值0.16), 经
TSA, 5-Aza-dC 及联合作用后有不同程度表达

(相对值为0.174, 0.876, 0.858).     
hMLH-1基因在MGC-803中无表达, 经TSA

作用后仍无表达, 5-Aza-dC及联合作用后有较强

表(相对值为0.89, 0.91); 在MKN-45细胞中有很

弱表达(相对值1.21), 经TSA, 5-Aza-dC及联合作

用后有不同程度表达(相对值为1.1, 1.22, 1.23). 
总之, p16基因及hMLH-1基因在MGC-803

中不表达, 而在MKN-45细胞中弱表达. 5-Aza-

dC能使MGC-803和MKN-45细胞中沉默的p16
基因的重新表达, TSA对基因表达无明显影响, 
5-Aza-dC及TSA联合应用与5-Aza-dC单独效果

相似. 对于hMLH-1基因在MGC-803细胞中TSA
对基因表达无影响, 5-Aza-dC及联合作用后能

使其重新表达. 但是, 在MKN-45细胞中TSA、

5-Aza-dC及联合作用均对hMLH-1基因的表达

无影响(图1).
2.2 胃癌细胞系经5-Aza-dC和TSA处理前后的

p16、hMLH-1 基因启动子甲基化分析 以研究

对象基因组DNA模板, 经MSP扩增后, 无甲基化

条带而出现非甲基化条带, 判定为非甲基化; 无
非甲基化条带而出现甲基化条带, 判定为甲基

化; 甲基化条带和非甲基化条带同时出现, 判定

为半甲基化(图2). (1)在MGC-803和MKN-45细
胞中, p16基因启动子区CpG岛表现为甲基化, 

表 1 p16 及hMLH-1 基因RT-PCR引物序列

     
基因                       正向引物顺序(5'-3')                              反向引物顺序(5'-3')           产物大小(bp)   退火温度(℃)    循环次数 

p16           CAACGCACCGAATAGTTACGG           GCGCAGTTGGGCTCCG                       105                   55                  38

hMLH-1  AGTGGCTGGACAGAGGAAGA             GATCAGGCAGGTTAGCAAGC             463                   55                  38

GAPDH    CCATGTTCGTCATGGGTGTGAACCA   GCCAGTAGAGCAGGGATGATG          251                   55                  38

表 2 p16 及hMLH-1 基因甲基化及非甲基化引物序列

     
基因                       正向引物顺序(5'-3')                              反向引物顺序(5'-3')                     产物大小(bp)    退火温度(℃)    循环次数 

p16            M   TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC  GACCCCGAACCGCGACCGTAA                 150                     60                  35

                  U    TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT    CAACCCCAAACCACAACCATAA                151                    60                   35 

hMLH-1  M   GATAGCGATTTTTAACGC                    TCTATAAATTACTAAATCTCTTCG                74                      52                  35 

                  U    AGAGTGGATAGTGATTTTTAATGT      ACTCTATAAATTACTAAATCTCTTCA         115                     52                  35

■应用要点
检测特定基因甲
基化状态可为胃
癌早期筛查、发
现残余病灶、判
断是否转移及预
后 提 供 帮 助 .  目
前, 去甲基化诊断
治疗成为全世界
肿瘤研究的热点, 
为攻克肿瘤这一
顽疾提供新的思
路 ,  但迄今为止 , 
用于胃癌甲基化
标记物的基因还
很少, 某些机制尚
未明确, 仍需进一
步研究. 

图 1 胃癌细胞系5-Aza-dC和TSA处理前后p16 、hMLH-1
基因mRNA表达. A: MGC-803; B: MKN-45. m: marker 

DL2000; 1: 对照组; 2: TSA组; 3: 5-Aza-dC组; 4: 联合组. 
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图 2 胃癌细胞系5-Aza-dC和TSA处理前后的p16 、
hMLH-1 基因启动子甲基化表达. A: MGC-803; B: MKN-45. 
m: marker DL2000; Ctrl: 对照组; 1: TSA组; 2: 5-Aza-dC组; 

3: 联合组.
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在MGC-803和MKN-45细胞中, 应用5-Aza-dC
能使hMLH-1基因启动子区CpG岛发生去甲基

化. 联合给予5-Aza-dC及TSA的作用和单独给

予5-Aza-dC相似, 而TSA不影响p16基因DNA甲

基化. (2)在MGC-803细胞中, hMLH-1基因启动

子区CpG岛表现为甲基化(仅出现甲基化条带), 
在MKN-45细胞中表现为半甲基化(同时出现甲

基化和非甲基化条带). 在MGC-803细胞中, 应
用5-Aza-dC能使hMLH-1基因启动子区CpG岛

发生半甲基化(出现甲基化及非甲基化条带). 在
MKN-45中, 药物对DNA甲基化无影响.

3  讨论

近几年, 表遗传学改变的研究取得了长足进展, 
成为胃肠癌临床基础研究的一个热点领域. 表
遗传学是研究非DNA序列变化引起的, 可遗传

的基因表达的改变. 表遗传学的研究对象不是

基因组核苷酸序列所携带的遗传信息, 而是研

究基因表达在时间和空间上的调控问题, 包括

DNA甲基化、组蛋白修饰、基因组印迹、染色

体重塑、基因表达重新编程及X染色体失活等, 
其中最主要的两个研究内容是DNA甲基化和组

蛋白乙酰化[10]. 
DNA甲基化修饰是脊椎动物唯一的DNA 

自然修饰方式, DNA甲基化是指在DNA甲基转

移酶(DNA methyltransferase, Dnmt)的作用下, 以
S-腺苷甲硫氨酸(SAM)为甲基供体, 将甲基基

团转移到胞嘧啶和鸟嘌呤(CpG)二核苷酸的胞

嘧啶中5位碳原子上并与其3'端的鸟嘌呤形成

mCpG, 且在双链对称出现. 癌基因多为不充分

甲基化, 导致重新开放或异常表达; 抑癌基因多

为过度甲基化, 从而表达受抑制[11]. 
组蛋白乙酰化及其逆过程, 分别由组蛋白

乙酰基转移酶(HAT)及去乙酰化转移酶(HDAC)
催化的, HAT可将乙酰辅酶A的乙酰基部分转移

到核心组蛋白氨基末端特定的赖氨酸残基, 中
和其正电荷, 使核小体DNA易于接近转录因子. 
许多研究已证实了组蛋白高/低乙酰化在肿瘤发

生中起重要作用: 组蛋白的乙酰化促进基因转

录, 而去乙酰化抑制基因转录[12]. 
本实验证实胃癌细胞株 M G C - 8 0 3 及

MKN-45中导致p16基因和hMLH-1基因沉默得

主要原因为DNA甲基化, 应用5-Aza-dC作用于

MSP方法证实p16 , hMLH-1基因存在甲基化的

MGC-803细胞和MKN-45细胞, 发现该药物能成

功逆转两基因启动子得甲基化状态, 使该基因

得以重新表达, TSA组效果较差, 联合用药组得

效果与5-Aza-dC效果相似. 
本实验应用的干预药物5-Aza-dC是一种嘧

啶类药物, 应用与治疗复发性, 顽固性白血病和

慢性髓性白血病危象有明显疗效, 但在实体瘤

中作用尚不清楚. 制滴霉素A(TSA)是一种非特

异性HDAC抑制剂, Suzuki et al [13]应用TSA(500 
μ g/L)加入到八个胃癌细胞系中, 发现T S A可

以明显抑制全部胃癌细胞系的生长, 并且可以

诱导胃癌细胞的凋亡. Cameron et al [14]在结肠

癌细胞系的研究中显示: 对p16 , TIMP-3, p15
和hMLH-1基因启动子过度甲基化的结肠癌细

胞, 单用HDAC抑制剂无法使失活的基因重新

表达, 但如果先用小剂量的DNA甲基化抑制剂

处理使基因获得轻度的重新表达, 再用HDAC
抑制剂处理后, 则可使结肠癌细胞基因重新表

达显著增强, 提示组蛋白的脱乙酰化和DNA的

高甲基化共存于基因失活的过程之中. Shaker  
et al [15]将HDAC的抑制剂与5-Aza-dC连用, 降低

剂量来减少5-Aza-dC的毒副作用, 并达到协同增

效作用. 但DNA的高甲基化在导致这些基因失

活中可能扮演主导作用. 
总之, 肿瘤发病机制不仅体现在基因突变

或缺失而导致的遗传学改变, 还体现在以DNA
甲基化为代表的表遗传学改变, 深入研究DNA
甲基化与基因表达的关系及作用机制为胃癌的

早期诊断及去甲基化治疗提供了新的思路.
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中华医学会第八次全国消化系疾病学术会议征文通知

本刊讯 中华医学会消化病学分会定于2008-10-09/12在西安市召开第八次全国消化系疾病学术会议. 现将会议

的征文内容及有关事项通知如下:

1      征文内容 

与消化系统疾病有关的流行病学、基础及临床研究. 根据以下分类请在论文摘要右下角标明: 功能性胃肠疾病

及动力障碍性胃肠病(包括胃食管反流病); 幽门螺杆菌及其相关疾病; 胰腺疾病; 肝胆疾病; 胃肠道肿瘤; 炎症

性肠病; 胃肠激素;  消化疾病介入治疗; 青年委员会专场(全部用英文交流). 

2      征文要求

(1)报送的论文要求800字左右的中文摘要一份, 摘要内容包括: 目的、方法、结果、结论, 注明作者姓名、单

位及邮编. 投青年会专场的论文必须附相应的英文摘要, 第一作者年龄须在45周岁以下(1963-11后出生). (2)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. (3)报送的论文要求电脑打印稿, 经

所在单位审查盖章, 通过本次会议专用网站报送电子文稿及报名注册, 会议将不再接受书面投稿. (4)截稿日期: 

2008-07-15(以当地邮戳为准), 文责自负. 会议网址: http://www.csgd.org.cn. 

希望各省、自治区、直辖市医学会消化病学分会委员积极、认真组织所在地区的相关医生踊跃投稿并

参会.
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Abstract
AIM: To investigate correlation between DNA 
methylation alteration and hepatocellular 
carcinoma as well as to explore mechanisms 
of 5-aza-CR inhibiting hepatoma cell lines and 
reversed methylation.  

METHODS: Human hepatoma cell lines, HuH-7, 
and the murine xenograft model were treated 
with 5-aza-CR. Cell morphology changes were 
determined under phase contrast microscopy, cell 
growth speed was measured using MTT assay, 

cell cycle distribution and apoptosis rate were es-
timated using flow cytometry, methylation status 
of p16 was determined using methylation-specific 
PCR and mRNA expression of p16 was deter-
mined using RT-PCR. 

RESULTS: After treatment with 5-aza-CR, signifi-
cant inhibiting effects were detected both in hepa-
toma cell lines HuH-7 and the murine xenograft 
model cells. In the treatment group, G1 of HuH-7 
increased by 41.1% ± 3.2%, S and G2 + M decreased 
by 39.0% ± 1.4% and 2.2% ± 0.7%, respectively, and 
apoptosis rate increased by 30.0% ± 4.5%. In the 
murine xenograft model group, G1 increased by 
27.4% ± 3.1%, S and G2 + M decreased by 25.8% ± 
2.1% and 1.6% ± 1.8%, respectively, and apoptosis 
rate increased by 2.9% ± 0.6%. Only methylat-
ing PCR product appeared before treatment with 
drugs, Conversely while only demethylating PCR 
amplification product was detected after drug 
treatment. For the murine xenograft model group, 
methylated PCR product was detected in the con-
trol group, however, methylated and demethyl-
ated PCR amplification products were observed in 
the experimental group. Both cell and xenografted 
nude mice presented the expression of p16 mRNA 
in experimental group. No expression of p16 
mRNA was detected in the control group. 

CONCLUSION: 5-aza-CR inhibits tumor cell 
growth, decreases cell cycle and increases mRNA 
expression of p16 in hepatoma cell lines both in 
vitro and in vivo. 5-aza-CR inhibits the malignant 
phenotypes of human hepatocellular carcinoma 
cells and reverses hympermethylation of p16.

Key Words: 5-aza-CR; Hepatocellular carcinoma; 
p16 gene; Methylation-specific PCR; Xenografte

Dong K, Qing Y, Yu XJ, Wen EG. Effects of 5-azacytidine 
on the growth inhibition of human hepatocellular 
carcinoma cells and reversion of p16 hympermethylation. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(17): 1842-1848

摘要
目的: 探讨DNA异常甲基化与肝细胞肝癌间的

®

■背景资料
肝癌的发生发展
是一个涉及到多
基因改变的多阶
段复杂过程, 肝癌
形成后表现出大
量的遗传学和表
遗传学改变. 表遗
传修饰主要包括
DNA甲基化/去甲
基化和组蛋白乙
酰 化 / 去 乙 酰 化 , 
在肿瘤发生发展
中起着重要作用. 
DNA甲基化是肝
癌中p16 基因失活
的主要机制. 肿瘤
相关基因的异常
甲基化在癌形成
中起着持续的可
逆的潜在作用, 这
种异常甲基化可
以通过临床的治
疗来逆转, 使其恢
复 正 常 状 况 .  因
此, 抑癌基因的去
甲基化成为临床
治疗肿瘤的一个
新的途径, 5-氮杂
胞苷是研究DNA
甲基化在细胞分
化和基因活化中
所起作用的一个
重要工具. 

■同行评议者
丁 惠 国 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院肝病消化科; 杨
林, 副研究员, 中
山大学附属第三
医院感染病科
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相关性及5-氮杂胞苷(5-aza-CR)抑制肝癌细胞
恶性表型和逆转甲基化状态的作用及其机制. 

方法: 用5-aza-CR处理肝癌细胞株HuH-7和裸
鼠移植瘤模型, 然后用相差显微镜观察药物
处理前后细胞形态变化, MTT法观察细胞生
长速度变化, 流式细胞仪检测细胞周期、细
胞凋亡率, 甲基化特异性PCR(MSP)检测p16
基因5'CpG岛甲基化状态, RT-PCR法检测p16  
mRNA的表达情况.  

结果: 5-aza-CR对肿瘤细胞HuH-7和裸鼠移植
瘤细胞均有明显的抑制作用; 实验组HuH-7
细胞周期G0/G1期延长41.1%±3.2%, S期缩短
39.0%±1.4%, G2期缩短2.2%±0.7%, 凋亡细
胞增加30.0%±4.5%; 裸鼠移植瘤细胞周期
G0/G1期延长27.4%±3.1%, S期缩短25.8%±

2.1%, G2期缩短1.6%±1.8%, 凋亡细胞增加
2.9%±0.6%; 对照组HuH-7与裸鼠细胞仅甲基
化引物扩增出特异PCR条带, 实验组HuH-7细
胞仅非甲基化引物扩增出特异PCR条带, 而实
验组裸鼠细胞甲基化和非甲基化引物均扩增
出特异PCR条带; 实验组肿瘤细胞HuH-7和裸
鼠移植瘤细胞的p16  mRNA均有表达, 而对照
组则无表达. 

结论:  5-a z a-C R在体外和体内均有抑制肝
癌细胞生长、阻滞细胞周期G1/S和促进p16  
mRNA表达的作用; 5-aza-CR可抑制肝癌细胞
恶性表型和逆转p16甲基化状态.

关键词: 5-氮杂胞苷; 肝癌; p16 基因; 甲基化特异

性PCR; 移植瘤

董科, 李波, 覃扬, 俞小炯, 温尔刚. 5-氮杂胞苷抑制肝癌细胞

恶性表型和逆转甲基化状态的作用及机制. 世界华人消化杂志  

2008; 16(17): 1842-1848
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0  引言

肝癌是危害人类健康的恶性肿瘤之一, 发病率

和死亡率均很高, 肝癌的发生发展是一个涉及

到多基因改变多阶段的复杂过程 ,  肝癌形成

后表现出大量的遗传学改变和表遗传学改变

(epigenetic alterations), 表遗传学改变是基因表

达的主要修饰方式之一, 在肿瘤的发生发展中

起着重要作用[1-2]. 如DNA损伤修复、细胞周期

调控、血管生成及细胞凋亡等都与其调控区的

CpG岛甲基化有密切关系. 肿瘤相关基因的异

常甲基化在癌形成中起着持续可逆的潜在作

用, 这种情况与基因缺失或畸变不同, 这种异常

甲基化可以通过临床的治疗来逆转, 使其恢复

正常状况[3-4]. 许多研究证明HCC中, CpG岛甲基

化发生率较高, 而缺失、突变却相对少见, 可见

DNA甲基化是肝癌中p16基因失活的主要机制. 
于是, 我们用5-氮杂胞苷(5-azacytidine, 5-aza-
CR)处理HuH-7肝癌细胞株(已证实为p16基因

CpG岛甲基化)和裸鼠HuH-7细胞移植瘤[5-6], 在
体外和体内观察其恶性生物学行为与甲基化状

态的变化, 分析其机制.

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞系HuH-7细胞购于武汉大学保

藏中心细胞库裸鼠, 雌雄不分, 4-6 wk龄, 体质量

15-20 g, 购于四川大学华西实验动物中心; 所选

用的甲基化、非甲基化特异引物序列和p16  RT-
PCR引物根据基因序列并参照国外文献设计[7], 
内参照β2微球蛋白(β2-MG)引物(表1), 引物均委

托上海生工公司合成.
1.2 方法 
1.2.1 体外实验: (1)选用HuH-7细胞株, 取对数生

长期细胞调节细胞浓度为5×107个/L, 进行MTT
实验, 试验组加入不同浓度的5-aza-CR, 使其终

浓度分别为1、2、4、8、10 μmol/L, 绘制HuH-7
细胞生长曲线. (2)取处于对数生长期的HuH-7细
胞, 调细胞浓度到5×108个/L, 加入5-aza-CR, 药
物终浓度为5 μmol/L, 对照组不加药. 培养5 d, 送
FCM检测, 分析细胞周期和凋亡峰. (3)未经药物

处理(对照组)和经5 μmol/L 5-aza-CR处理(实验

组)5 d后的HuH-7细胞基因组DNA进行甲基化特

异性PCR(MSP)扩增[7], 反应体系中(25 μL): 双蒸

水11 μL, 10×PCR Reaction Buffer 2.5 μL, dNTP 
2.5 μL, 上、下游引物各1 μL(20 mmol/L), DNA 5 
μL, Taq聚合酶2 U(2 U/2 μL). 反应条件为: 95℃
变性5 min, 95℃变性45 s, 65℃退火45 s, 72℃延

伸45 s, 循环扩增35次. (4)逆转录聚合酶链式反

应(RT-PCR): 经β2-MG PCR扩增后的cDNA再

进行p16基因PCR扩增. 反应体积为30 μL, 其中

l0×PCR Buffer 3 μL, 25 mmol/L MgCl2 3 μL, 25 
mmol/L dNTPmix 3.6 μL, 20 µmol/L Sense 0.75 
μL, 20 µmol/L Antisence 0.75 μL, Taq多聚酶(5 
U/1 μL)1 U(0.2 μL), 稀释RT产物: cDNA 1.2 μL. 
反应条件为: 预变性94℃, 5 min; 变性94℃ 30 s, 
退火58.5℃ 30 s,  72℃延伸1 min, 进行35个循环; 
后延伸72℃冷延伸10℃. 
1.2.2 体内实验: (1)裸鼠人肝癌模型的制作: 将
对数期生长HuH-7细胞调整浓度为5×106/0.2 

■研发前沿
有研究者用5-脱
氧氮杂胞苷处理
肝 癌 细 胞 株 ,  细
胞 生 长 受 到 抑
制 ,  进 一 步 研 究
发现其甲基转移
酶mRNA表达降
低、p16  mRNA、

蛋白表达均增高, 
并使肝癌细胞阻
滞于G1期, 但未对
用药前后肿瘤细
胞的甲基化状态
作进一步的研究, 
也未进行相关的
体内实验研究. 
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mL细胞悬液, 接种于裸小鼠右侧腋下. 共接种

14只裸鼠, 实验组和对照组各7只, 实验组: 接种

裸小鼠1 wk后, 经腹腔内注入5-aza-CR 1.5 μg/g, 
每天一次, 连续3 d; 对照组: 腹腔内只给等体积

生理盐水, 每天一次, 连续3 d. 5 wk后处死裸小

鼠, 并计算两组瘤体积大小和抑瘤率, 抑瘤率

(%) = (1-实验组平均瘤体积/对照组平均瘤体积)
×100%, P <0.05有意义. 标本送检测. (2)实验组

和对照组移植瘤组织细胞DNA p16基因甲基化

状态的检测: 取移植肿瘤组织并提取DNA, 提
取的两组裸鼠移植瘤DNA按体外实验部分的方

法检测p16基因甲基化状态, 反应体系和反应条

件亦同体外实验部分. (3)裸鼠组织细胞RNA的

提取和RT-PCR: 裸鼠肝癌移植瘤组织用TRIzol 
Reagent提取RNA, 以后按体外实验部分进行逆

转录聚合酶链式反应(RT-PCR).
统计学处理 对计量资料及计数资料分别进

行t检验和方差分析.

2  结果

2.1 药物处理前后细胞形态改变 光镜见: 对照组

细胞呈多角形、核大、细胞数量和增殖速度明

显快于实验组; 实验组细胞大小趋于均匀, 形态

趋于规则, 核浆比例降低, 增值分裂减慢, 部分

细胞有凋亡和坏死(图1).
2.2. 5-aza-CR对HuH-7细胞的生长抑制作用 对
照组细胞生长曲线呈快速上升趋势, 实验组当

药浓度上升至4 μmol/L以上时, 细胞生长速度较

对照组明显缓慢(图2).
2.3 HuH-7细胞经药物处理前后的细胞周期和

凋亡值 HuH-7细胞经5-aza-CR处理前后细胞周

期和凋亡率有明显改变: 5-aza-CR对肿瘤细胞

HuH-7有明显的抑制作用, 实验组细胞的细胞

周期发生了明显改变, G0/G1期延长了41.1%±

3.2%, S期缩短了39.0%±1.4%, G2期缩短了2.2%
±0.7%, 凋亡细胞增加了30. 0%±4.5%(图3-4).
2.4 5-aza-CR对HuH-7细胞p16 甲基化状态的影

表 1 p16 基因引物序列和片段大小

     
                                                                            引物序列                         片段大小(bp)

p16            Sense

                 Antisence

β2-M       Sense

                 Antisence

p16M        Sense

                 Antisense

p16U        Sense

                 Anfisemse

5'- ATGGAGCCTTCGGCTGACTG-3'

5'-CGGGCATGGTTACTGCTCTG-3

5'-CTCGCGCTACTCTCTCTTTCTGG-3'

5'-GCTTACATGTCTCGATCCCACTTAA-3'

5'-TTATAGAGGGTGGGGCGGATCGC -3'

5'-GACCCCGAACCGCGACCGTAA-3'

5'-TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT-3'

5'-CAACCCCAAACCACAACCATAA-3'

404

335

150

151

图 1 细胞形态光镜观察图. A: 对照组; B: 实验组.

A B

1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8

0.6
0.4
0.2
0.0

吸
收

值

0 μmol/L             1 μmol/L                2 μmol/L
4 μmol/L             8 μmol/L              10 μmol/L

1         2        3        4        5         6        7
                             t /d

图 2 HuH-7细胞在5-aza-CR作用下的生长曲线. 

■创新盘点
本课题前期研究
阐明启动子区异
常甲基化是HCC
中p 1 6 基 因 失 活
的 重 要 原 因 ,  与
HCC有明确的相
关性. 该论文通过
体外和体内实验, 
来进一步研究p16
基因去甲基化,对
肿瘤细胞凋亡、

细 胞 周 期、p 1 6  
mRNA、P16蛋白
和p16 基因的甲基
化状态的影响. 目
前采用动物模型
来作这方面的对
比研究还少见报
道.



www.wjgnet.com

董科, 等. 5-氮杂胞苷抑制肝癌细胞恶性表型和逆转甲基化状态的作用及机制                                                               1845

响 MSP电泳结果可见, 对照组细胞仅甲基化引

物扩增出特异PCR条带(Am道150 bp), 实验组仅

非甲基化引物扩增出特异PCR条带(Bu道)(图5). 
2.5 用5-aza-CR处理前后HuH-7细胞p16  mRNA
表达变化 实验组细胞有p16  mRNA表达(B道404 
bp), 而对照组没有p16  mRNA表达(A道)(图6).
2.6 裸鼠移植瘤体积的大小 5 wk后, 处死裸鼠, 
实验组和对照组移植肿瘤以及切除移植瘤体积

大小对比结果见图7, 抑瘤率(%) = (1-4.45/8.13)
×100% = 42.44(表2). 
2.7 裸鼠甲基化状态的改变和程度 对照组甲基

化引物扩增阳性(Am道150 bp), 而非甲基化引物

扩增阴性(Au道); 实验组甲基化引物和而非甲基

化引物扩增均阳性(Bm和Bu道)(图8). 
2.8 移植瘤细胞周期和凋亡值 该药对裸鼠移植

瘤亦有明显抑制作用: 实验组和对照组比较, 凋
亡细胞增加2.9%±0.6%, 细胞周期发生了明显

改变, G0/G1期延长了27.4%±3.1%, S期缩短了

25.8%±2.1%, G2期缩短了1.6%±1.8%(图9-10).
2.9 实验组和对照组裸鼠移殖瘤组织细胞p16  

A           B          M

500 bp
200 bp

图 6 HuH-7细胞p16  mRNA表达情况. M: DL2000分子量

Marker; A: 未用药处理的细胞; B: 经药物处理的细胞. 
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图 4 流式细胞术测HuH-7细胞用药前后细胞凋亡峰值. A: 用药前; B: 用药后. 对照组图中所示凋亡峰值为(A): 14%; 实验组

图中所凋亡示峰为(C): 44.9%. 
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80
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A B 图  3  流 式 细 胞 术 检 测
HuH-7细胞用药前后细胞周
期. A: 用药前; B: 用药后. A

中3个峰: 为G1、S、G2期, 所

占百分比: 19.6%、70.1%、

10.3%. B中3个峰: 为G1、

S、G2期, 所占百分比依次是

60.7%、31.2%、8.1%.

荧光信号相对强度值(道数)

细
胞

数

细
胞

数
荧光信号相对强度值(道数)

200 bp
100 bp

M         Am         Au          Bu         Bm

图 5 p16 基因甲基化特异性PCR产物电泳图. M: 分子质量

Marker; A: 未经药处理的HuH-7细胞DNA; B: 经药处理的

HuH-7细胞DNA; m: 甲基化引物; u: 非甲基化引物. 

■应用要点
通过5-aza-CR对
肝癌细胞在体外
和体内作用的研
究 ,  检 测 细 胞 增
殖、细胞周期、

凋亡、p16 甲基化
状态改变、P16蛋
白和p16  mRNA
表 达 变 化 ,  探 讨
DNA甲基化异常
与肝细胞肝癌间
的相关性及5-aza-
CR抑制肝癌细胞
恶性表型和逆转
甲基化状态的作
用及其机制, 对肝
癌的发病机制探
讨、基因和药物
治疗均有一定的
指导意义. 

表 2 两组移植瘤体积大小比较(cm3)

     
裸鼠编号         1         2     3       4   5        6    7      mean±SD

对照组         8.91  9.56  4.91  4.47  9.56  9.19  10.32  8.13±0.32

实验组         4.28  3.44  6.37  3.48  6.16  5.46    1.92  4.45±0.25
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m R N A的表达  实验组H u H-7移植瘤细胞有

p16mRNA表达(B1和B2道, 404 bp); 而对照组

HuH-7移植瘤细胞没有p16  mRNA表达(A1和 
A2道)(图11). 

3  讨论

我们用四唑盐比色法(MTT)检测HuH-7细胞在

用药物处理后的生长曲线. 用一定浓度5-aza-CR
处理后, p16基因异常甲基化就可能得以逆转, 其
抑癌功能可能就得以表现. 然而, 我们发现: 在
5-aza-CR浓度为2 μmol/L以下时, 实验组与对照

组相比, 其抑制作用无显著性差异(P >0.05); 但
当5-aza-CR浓度达到4 μmol/L或以上时, 与对照

组相比, 则抑制作用有显著性差异(P <0.01), 具
统计学意义. 这说明该药物要达一定浓度, 才
有抑制肿瘤细胞生长的作用. M T T结果表明: 

5-aza-CR对HuH-7细胞生长的抑制作用有时间

及浓度依赖作用, 即随着药物浓度的增加, 作用

时间的延长, 细胞生长缓慢、停滞, 甚至死亡. 
这说明低浓度的5-aza-CR可能不能改变p16基因

的异常甲基化状态, 其抑制肿瘤增殖功能尚未

表现出来. 
流式细胞术检测结果: 细胞G0/G1期延长, 分

别由19.6%增加到60.7%, 而G2期和S期均缩短; 
G2期分别由10.0%减少到8.1%; S期分别由70.1%
减少到31.2%. 这提示5-氮杂胞苷可能将通过

G0/G1期而进入S期的HuH-7细胞阻滞于G1期, 从
而导致DNA合成期(S期)细胞含量相对下降; 细
胞凋亡率增加了30.9%, 说明5-aza-CR具有诱导

凋亡的作用. 5-aza-CR可改变肿瘤细胞周期, 使
G0/G1期延长, S期缩短, 这与大多数5-aza-CR的
实验结果是相同的[9-13]. 

迄今已有许多事实证明, 在许多肿瘤中, 包
括肝细胞癌, 对p16基因来说, 除了缺失、突变

外, p16基因甲基化是一种普遍现象. 如图5所示, 
以5 μmol/L 5-aza-CR处理HuH-7细胞5 d后, 均使

p16基因完全去甲基化, 非甲基化引物扩增阳性. 
5-aza-CR同5-脱氧杂氮胞苷一样对p16基因是一

个有效的去甲基化药物[10-11]. 
p16基因mRNA的表达情况决定了p16蛋白

的表达. 我们应用RT-PCR技术检测HuH-7肝癌

细胞, 经5-aza-CR药物处理后, p16基因mRNA
出现表达, 而未经药物处理的细胞未出现p16  
mRNA的表达. 说明5-aza-CR处理后, 肝癌细胞

生长抑制和恶性程度降低是因为5-aza-CR去甲

基化作用, 诱导因高甲基化而处于静止状态的

M         Am         Au          Bm         Bu

200 bp

100 bp

图 8 p16 基因甲基化特异性PCR产物电泳图. M: 分子质量

Marker; A: 对照组的HuH-7裸鼠移植瘤组织细胞DNA; B: 

实验组HuH-7裸鼠移植瘤组织细胞DNA; m: 甲基化引物; u: 

非甲基化引物.

'

A

A1

B

B1

图 7 5 wk后移植肿瘤大小. A, A1: 对照组; B, B1: 实验组.

■名词解释
MSP: 甲基化特异
性PCR. 其原理是
基于亚硫酸氢盐
和氢醌能将DNA
链 上 的 C 碱 基 变
成U碱基; 而当C
碱基被甲基化后, 
这一转化将不会
发生. 这样, 甲基
化与非甲基化的
DNA序列经过亚
硫酸氢盐修饰后, 
即可通过序列特
异的引物区分开
来. 
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基因重新表达, 尤其是抑癌基因p16的表达. 提
示高甲基化状态及p16基因失活在肝癌的发生

发展中起重要作用.  
HuH-7裸鼠移植瘤经5-aza-CR处理后, 肿瘤

细胞生长受到抑制, 裸鼠致瘤性也明显降低, 其
抑瘤率达45%. 进一部用MSP检测p16基因甲基

化状态发现, 对照组甲基化引物扩增阳性, 而非

甲基化引物扩增阴性; 实验组甲基化引物和非

甲基化引物扩增均阳性. 说明该药部分改变了

p16基因的甲基化状态, 也就是说只有部分肿瘤

细胞的p16基因的甲基化改变得以逆转, 从而表

现为甲基化引物和非甲基化引物扩增均有条带. 
进一步研究发现实验组p16  mRNA表达均增高, 

说明5-aza-CR处理后, p16基因功能得以恢复或

部分恢复, P16蛋白重新表达, 使细胞阻滞于G1

期, 在其他凋亡诱导因子的协同作用下, 抑制肿

瘤细胞生长. 同样提示高甲基化状态及p16基因

失活在肝癌的发生发展中起重要作用. 当然, 绝
非仅仅p16抑癌基因, 还可能有其他基因存在异

常高甲基化, 如肖文华 et al [14], 在以往的研究中

发现肝癌中17P13.3位点CpG岛、PYNZ 22.1基
因CpG位点及Rb基因存在异常高甲基化. Zhong 
et al [15]研究发现HuH-7还存在RASSF1A基因启

动子区CpG岛的异常甲基化, 用5-脱氧杂氮胞苷

处理后, 其基因功能得以恢复. 因此, 5-aza-CR去
甲基化作用是否也恢复了这些抑癌基因的功能, 
尚待进一步研究. 用5-aza-CR注射裸鼠腹腔后, 
实验组甲基化检测结果是甲基化引物和非甲基

化引物扩增均阳性, 而体外实验的实验组甲基

化检测结果是甲基化引物扩增阴性, 非甲基化

引物扩增则阳性. 说明腹腔内给药只能部分改

变p16基因的甲基化状态, 也就是说只有部分裸

鼠肿瘤细胞的p16基因的甲基化改变得以逆转. 
为什么会出现这种结果? 我们分析是: (1)给药剂

量不够, 达不高有效的血浓度. (2)给药后裸鼠饲

养时间较短, 使有些肿瘤细胞的异常甲基化还

没逆转过来. (3)给药次数过少使药物的作用时

间过短. 或许还有其他我们不能解释的原因. 
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图 10 HuH-7细胞裸鼠移植瘤细胞凋亡峰值. A: 对照组; B: 实验组. 对照组HuH-7细胞裸鼠移植瘤细胞凋亡峰值(C)15.5%. 

实验组HuH-7细胞裸鼠移植瘤细胞凋亡峰值(B)18.4%. 
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A B 图 9 HuH-7细胞裸鼠移
植瘤细胞周期. A: 对照组; 

B: 实验组. A中所示3个峰: 

G1、S、G2期, 所占百分比: 

23.6%、61.5%、14.9%. B

中所示3个峰: G1、S、G2

期, 所占百分比: 51.0%、

35.7%、13.3%. 

荧光信号相对强度值(道数) 荧光信号相对强度值(道数)

细
胞

数

细
胞

数

 A2         B2       A1        B1       M

500 bp
200 bp

图 11 HuH-7移植瘤细胞p16  mRNA的表达情况. M: DL2000

分子质量marker; A1, A2: 对照组标本; B1, B2: 实验组标本. 

■同行评价
本文设计合理, 研
究方法正确, 图表
清楚 ,  书写规范 , 
有一定的学术价
值及潜在应用价
值. 
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总之, 经药物处理的细胞珠和裸鼠, 其光镜

下、生长曲线、移植瘤大小、细胞周期的变化

和p16  mRNA表达等, 提示5-aza-CR可抑制肝癌

细胞的恶性表型.
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Abstract
AIM: To investigate genome-wide loss of 
heterozygosity (LOH) and homozygous deletion 
in human pancreatic cancer cell lines. 

METHODS: Genome-wide LOH and homozy-
gous deletion in 17 pancreatic cancer cell lines 
were studied using high-density single nucleo-
tide polymorphism array and the data were ana-
lyzed using a special analytical software. PCR 
was performed to verify homozygous deletion 
following screening for potential genetic do-
mains associated with development of pancre-
atic cancer. 

RESULTS: A total of 26 homozygous deletions 
were verified by PCR and the accuracy of the 
chip was 83.9% (26/31). On average, 1.29 genes 
were involved in each region. Each pancreatic 
cancer cell line had different LOH. Different 

chromosome arms presented with various 
LOH frequency with the most common abnor-
malities in 9p and 18q, occurring in 16 cell lines 
(94.1%). 

CONCLUSION: Genome-wide LOH and homo-
zygous deletions are common in pancreatic can-
cer cell lines, indicating existence of novel tumor 
suppressor genes. 

Key Words: Single nucleotide polymorphism array; 
Loss of heterozygosity; Homozygous deletion; Pan-
creatic cancer

Lin LJ, Wang YF, Zheng CQ, Jin Y, Hu GZ, Liu X, Lin Y. 
Genome-wide gene loss in human pancreatic cancer cells. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(17): 1849-1854

摘要
目的: 研究胰腺癌细胞基因组范围内的纯合
性缺失和杂合性缺失(loss of heterozygosity, 
LOH). 

方法: 应用高密度单核苷酸多态性芯片和专
用分析软件, 检测17种胰腺癌细胞株基因组范
围内的纯合性缺失和LOH, 并筛选可能与胰
腺癌发生、发展有关的基因区域, 用PCR验证
纯合性缺失.  

结果: 经过PCR验证, 26个区域确实为纯合性
缺失, 芯片的准确度为83.9%(26/31). 这些缺
失区域中, 平均每个区域只涉及1.29个基因. 
每一种细胞都有不同程度的LOH; 不同染色
体臂出现LOH频率不同, 出现频率最高的为
染色体臂9p和18q, 均为94.1%.

结论: 胰腺癌全基因组范围内出现多处LOH
和纯合性缺失 ,  这些区域可能含有新抑癌 
基因.

关键词: 单核苷酸多态性芯片; 杂合性缺失; 纯合性

缺失; 胰腺癌
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■背景资料
高密度单核苷酸
多态性芯片可以
同时检测基因组
范围内的基因数
目异常和杂合性
缺失, 提供基因异
常的高解析度的
图谱.

■同行评议者
谷 俊 朝 ,  主 任 医
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附属北京友谊医
院 普 外 科 ;  刘 海
林, 主任医师, 上
海交通大学医学
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医院消化科



0  引言

自20世纪50年代以来, 世界各国就展开了对肿

瘤发生机制的探讨, 70年代末, 分子生物学尤其

是分子遗传学的兴起为肿瘤的研究带来曙光, 
自80年代末期开始, 人类基因组计划的实施和

遗传学的进步更是大大推动了肿瘤生物学的研

究, 数个抑癌基因被发现和克隆, 如p53 , Rb, p16
等. 染色体异常是肿瘤的重要特点, 包括原癌基

因的扩增和抑癌基因的缺失等, 染色体异常分

析在肿瘤研究中有重要意义. 理想的分析方法

是对每个肿瘤标本进行全基因组的测序, 与其

正常对照组织进行对比. 但目前的技术和资金

所限, 尚缺乏可行性. 近年来, 比较基因组杂交

(comparative genomic hybridization, CGH)成为

检测基因组范围内基因拷贝数异常的主要方法, 
而杂合性缺失(loss of heterozygosity, LOH)的研

究也成为定位和发现抑癌基因的有效手段. 两
种方法各有其优缺点, 如果两者结合能够得到

更多的信息. 新近出现的高密度单核苷酸多态

性(single nucleotide polymorphism, SNP)芯片, 可
以同时检测基因拷贝数异常和LOH, 提供了基

因异常的高解析度的图谱[1]. 为了揭示胰腺癌发

生的分子机制, 发现新的抑癌基因候选基因, 我
们应用高密度的SNP分析芯片, 研究17种胰腺癌

细胞株基因组范围内的纯合性缺失及LOH.

1  材料和方法

1.1 材料 人类胰腺癌细胞株17种, 其中AsPC-1, 
BxPC-3, Capan-1, Capan-2, CFPAC-1, HPAF-
II, Hs 700T, Hs 766T, PANC-1, Panc 02.03, 
Panc 03.27, Panc 05.04, Panc 08.13, Panc 10.05, 
SU.86.86和SW 1990来自美国细胞库American 
Type Culture Collection(ATCC, Manassas, VA), 
MIA PaCa-2来自日本细胞库Japanese Collection 
of Research Bioresources(JCRB, Osaka, Japan), 
细胞株培养液购自Sigma公司.
1.2 方法 
1.2.1 基因组DNA提取: 应用试剂盒PUREGENE 
DNA Isolation Kit(Gentra Systems, Minneapolis, 
MN)根据说明书提取细胞基因组DNA: 收集2
×106细胞装入1.5 mL Eppendoff管, 加入300 μL
细胞溶解液, 混匀, 加入1.5 μL RNase A液, 37ºC
温育30 min, 加入100 μL蛋白沉淀液, 反复离心

取上清, 直至没有沉淀为止. 加入600 μL的1000 
mL/L乙醇, 轻柔手摇50次, 混合. 离心后去上清, 
试管中加入300 μL的700 mL/L乙醇. 多次颠倒试
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管, 洗DNA沉淀. 离心, 倒除乙醇, DNA于空气中

干燥10-15 min. 加入50 μL的DNA水化液. 分光

光度计测其浓度和纯度. 
1.2.2 芯片制作和分析: Affymetrix基因芯片系统

包括全自动芯片洗涤工作站, 高分辨率芯片扫

描仪和杂交箱. 根据GeneChip Human Mapping 
100 K Array操作手册, 从细胞株中提取DNA
后, 250 ng DNA用2种限制性内切酶XbaⅠ或

Hin dⅢ消化, 末端连接adapter后进行PCR. PCR
产物片段化后, 末端进行标志(labeling), 然后

与Affymetrix公司的GeneChip®Human Mapping 
100 K Mapping microarray上的探针杂交. 检
测基因芯片上近100 000个SNP探针的荧光信

号, 应用分析软件Copy Number Analyzer for 
the Affymetrix GeneChip Mapping 100 K array 
(CNAG), 自动通过分析信号的强弱判定拷贝数

目, 通过杂合性信号的有无分析胰腺癌基因组

的LOH的存在与否[2]. 
1.2.3 纯合性缺失结果验证 分析17种胰腺癌细

胞的数据, 筛选可能与胰腺癌发生、发展有关

的基因, 用PCR验证纯合性缺失. 设计基因特异

的引物扩增细胞株的DNA, 同时提取健康人的

DNA作为正常对照, 蒸馏水作为阴性对照. 引
物设计是应用软件GENETYX-WIN Ver 7.0, 并
由Invitrogen(Carlsbad, CA)公司合成. PCR仪是 
Applied Biosystems(Foster City, CA)GeneAmp 
PCR System 9600. 

2  结果

2.1 胰腺癌细胞株的基因组图谱 应用SNP芯片和

CNAG软件详细分析胰腺癌细胞株的基因组的

异常变化, 绘制了基因组图谱. Hs 766T细胞株的

全基因组图谱, 红色的点是每个SNP的原始荧光

信号, 蓝色曲线是5个连续的SNP点信号综合分

析后得到的平均值(箭头所指处拷贝数为0, 即纯

合性缺失), 染色体下方的绿色条表示杂合性信

号, 无杂合性信号的区域表示LOH阳性(图1). 胰
腺癌基因组出现多处DNA拷贝数异常,  Hs 766T
细胞株在8p, 9p, 10q及20p等多处出现纯合性缺

失(经位点分析, 8p, 9p, 10q处无已知基因, 20p处
有一个基因).
2.2 胰腺癌细胞株的纯合性缺失 筛选可能与胰

腺癌发生和发展有关的含基因区域31个, 应用

特异性引物进行PCR扩增验证纯合性缺失, 经过

PCR验证, 26个区域确实为纯合性缺失, 芯片的

准确度为83.9%. 经过PCR证实的26个有基因的

www.wjgnet.com

■研发前沿
胰腺癌细胞株的
全基因组范围内, 
同时研究纯合性
缺失和杂合性缺
失可以提供更准
确的抑癌基因的
候选区域, 甚至精
细到具体基因.

■相关报道
有学者应用芯片
研究胰腺癌基因
组异常, 提供了大
量信息, 但是信息
量过于繁多而粗
糙 ,  难 以 确 定 具
体 基 因 ,  有 待 提
高 解 析 度 .  例 如
应用2464个BAC 
clones芯片, 解析
度为1.4 Mb; 结合
BAC和cDNA芯
片, 解析度大约1 
Mb; 利用5400个
BAC克隆芯片, 解
析度大约420 kb; 
26 000 cDNA芯
片, 解析度大约60 
kb.
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纯合性缺失区域位置及所涉及基因和细胞. 这
些缺失区域中, 14个区域只涉及1个基因, 11区域

涉及2个基因, 1区域涉及4个基因, 平均每个区

域1.29个基因(表1). 
2.3 胰腺癌细胞株的基因组LOH情况 应用SNP
芯片, 在检测基因拷贝数的同时, 根据杂合性信

号的有无, 可以判定LOH的存在与否, 可以显

示每种胰腺癌细胞株的每一条染色体臂L O H
情况. 17种胰腺癌细胞基因组中, 每一种细胞

都有不同程度的LOH, 其中Panc 08.13细胞的22
条染色体臂发生LOH, 频率最高(50.0%), 其次

是Hs 700T和MIA PaCa-2细胞21条染色体臂有

LOH(47.7%). Panc 05.04出现频率最低, 只有5条

染色体臂发生LOH(11.4%). 
胰腺癌细胞株基因组范围内不同染色体

臂出现LOH频率不同, 图2显示22对染色体臂

LOH出现频率. 高频率的(50%以上)LOH出现在

染色体臂9p(16/17, 94.1%), 18q(16/17, 94.1%), 
17p(15/17, 88.2%), 8p(12/17, 70.6%), 3p(10/17, 
58.8%), 6q(10/17, 58.8%), 9q(10/17, 58.8%), 
12q(10/17, 58.8%), 13q(10/17, 58.8%), 17q(9/17, 
52.9%)和22q(9/17, 52.9%). 

3  讨论

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

■创新盘点
较前研究, 本研究
应用的芯片有2个
主要优势: 第一、

解析度高, 这样使
候选基因范围缩
小, 更易于确定抑
癌基因, 即如表1
中所示, 每个区域
候选基因为1-4个; 
第二、此芯片较
传统芯片相比, 可
以同时研究基因
组范围内的基因
数目异常和杂合
性缺失.

22对染色体臂LOH发生频率(%)100.0
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图  2  胰 腺 癌 细
胞株22对染色体
臂 杂 合 性 缺 失 发
生频率图. 

图 1 应用SNP芯片和CNAG软件显示Hs 766T细胞的基因组图谱.
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■应用要点
本研究为今后胰
腺癌的研究提供
了新的线索和方
向, 可以研究筛选
出的基因在胰腺
癌临床标本中的
变化以及基因功
能.

多属晚期, 除了手术之外, 尚无其他的有效治疗

方法. 术后5年生存率不到5%[3-4], 是预后最差的

消化道恶性肿瘤之一. 同其他肿瘤一样, 胰腺癌

的发生、发展是一个多阶段, 受多基因调控的

过程, 由多种肿瘤相关基因表达失常或肿瘤抑

制基因失活所致. 
基因组DNA的片段扩增或缺失在许多疾病

的发生、发展中起重要作用. 最初检测基因组

范围内基因拷贝数异常的方法是CGH[5], 原理

是用两份标记不同荧光素的样品(检测样品和

对照样品)同时与中期染色体进行杂交, 通过比

较荧光信号强度, 快速而又直观地检测实验样

品和对照样品之间基因组DNA的拷贝数量的差

异. 在此基础上发展起来的比较基因组杂交芯

片(array-CGH), 将DNA克隆或cDNAs做成微阵

列, 代替中期染色体作为杂交靶, 使分辨率提高

从20 Mb提高到<1 Mb[6]. Array-CGH中微阵列探

针通常是PCR扩增的细菌人工染色体(bacterial 
artificial chromosome, BAC)克隆或cDNA分子. 
近期出现的一种含有32 433 BAC芯片解析度提

高到80 kb[7]. 多位学者研究胰腺癌的基因组异

常. 有学者应用2464个BAC clones芯片, 解析度

为1.4 Mb[8]; 有人结合BAC和cDNA芯片, 解析度

大约1 Mb[9]; 有研究利用5400个BAC克隆芯片, 
解析度大约420 kb[10]; 还有利用12 232个克隆

cDNA芯片, 解析度大约300 kb[11]; 14 160 cDNA
芯片, 解析度大约100.1 kb[12]; 26 000 cDNA芯片, 
解析度大约60 kb[13]. 

除了解析度的限制, 这种检测方法的主要

缺陷是CGH只能检测到扩增或缺失这种拷贝数

的异常, 但不能发现Allelic homozygosity(AH), 
即一个等位基因缺失, 而余下的一个等位基因

扩增, 基因数目没有变化, 这需要研究LOH. 所
谓L O H即一个位点上两个多态性的等位基因

中的一个出现突变或缺失, 在肿瘤细胞中是一

种常见的DNA变异. 抑癌基因的杂合性缺失会

导致肿瘤的发生, 因此分析肿瘤组织LOH为定

位和发现抑癌基因的有效手段. 全基因组扫描

LOH传统方法包括微卫星标记法(polymorphic 
microsatellite markers)和限制性片段长度多态性

表 1 17种胰腺癌细胞株中经过PCR验证的含基因的纯合性缺失区域

     
染色体号           染色体区带        起始位置(kb)          终止位置(kb)                   涉及基因                              细胞株

3      3p14.2                          60 152          60 449          FHIT                                       HPAF-II

3      3p14.2                          60 215          60 273          FHIT                                       AsPC-1

6      6q22.33        129 215        129 220          LAMA2                                      MIA PaCa-2

6      6q25.3                        156 991        157 399          ARID1B                                      MIA PaCa-2

8      8p22                          15 119          15 775          TUSC3                                               MIA PaCa-2

8      8q23.3                        114 310        114 656          CSMD3                                       MIA PaCa-2

9      9p22.1-p21.2          19 726          26 039          MTAP, CDKN2A                      Capan-1

9      9p21.3                          20 487          23 511          MTAP, CDKN2A                      MIA PaCa-2

9      9p21.3                          20 866          22 041          MTAP, CDKN2A                      SU.86.86

9      9p21.3                          21 204           22 895          MTAP, CDKN2A                      BxPC-3

9      9p21.3                          21 948           22 090          CDKN2A, CDKN2B                       Panc 03.27

9      9p21.3                          21 948           22 185          CDKN2A, CDKN2B                      Panc 08.13

9      9p21.3                          21 948          22 185          CDKN2A, CDKN2B                      PANC-1

9      9p21.3                          21 971           22 185          CDKN2A, CDKN2B                       Panc 05.04

9      9q32                          112 811        113 577          DEC1, TNC, TNFSF15, TNFSF8         BxPC-3

10    10p12.33-p12.31          18 233           18 738          SLC39A12, CACNB2                      BxPC-3

10    10q22.1                          72 560           73 052          CDH23, PSAP                       BxPC-3

18    18q21.1                          46 937           46 997          RKHD2                                      Panc 05.04

18    18q21.1                          46 937           47 606          RKHD2                                      BxPC-3

18    18q21.2                          49 275           49 712          DCC                                       MIA PaCa-2

18    18q21.2                          49 977           49 987          MBD2                                      MIA PaCa-2

20    20p12.1                          15 048           15 087          C20orf133                                       Hs 766T

21    21q22.3                          41 752           41 802          TMPRSS2                                       BxPC-3

21    21q22.3                          42 289           42 472          ZNF295, UMODL1                      BxPC-3

23    xp11.3                          42 956           43 424          EFHC2                                      MIA PaCa-2

23    Xq26.3                        136 515         136 773          FGF13                                       Capan-1
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■名词解释
单核苷酸多态性
( S N P ) :  主 要 是
指在基因组水平
上由单个核苷酸
的变异所引起的
DNA序列多态性, 
是人类可遗传的
变异中最常见的
一种, 他在人类基
因组中广泛存在, 
平均每500-1000
个碱基对中就有1
个, 是继限制性片
段长度多态性和
微卫星标记之后
的第三代遗传标
记.

标记(restriction fragment length polymorphisms, 
RFLPs). 但是这两种检测LOH方法的缺点是操

作费时费力, 需要大量的样本DNA, 检测能力受

制于标志物的量. 
应用SNP芯片, 可以克服上述方法的缺点. 

SNP芯片的优点是需要的样本DNA量少, 解析

度高, 可以在检测基因拷贝数的变化的同时, 判
定LOH的存在与否. SNP主要是指在基因组水平

上由单个核苷酸的变异所引起的DNA序列多态

性, 是人类可遗传的变异中最常见的一种, 占所

有已知多态性的90%以上. 2004年美国Matthew 
Meyerson研究小组首次应用SNP芯片研究人类

肿瘤全基因组拷贝数目异常[14], 此研究应用约

10 000个SNP的芯片研究了肺癌和乳腺癌的基因

组异常, 同时与传统CGH芯片进行了对比, SNP
芯片解析度最高, 提供了更为精确的包含抑癌基

因和癌基因的候选位点. Calhoun et al发现与微

卫星标记法相比较, 应用SNP芯片可以提高120
倍杂合性信号[15], 有利于LOH的研究. SNP芯片

引起了学者关注, 应用于膀胱癌[16]、卵巢癌[17]、

肺癌[18]及前列腺癌[19-20]等肿瘤的研究. 
我们所用的GeneChip®Human Mapping 100 

K Mapping microarray芯片上近100 000个SNP探
针的荧光信号, 这些SNP位点间的中位物理距

离接近8.5 kb,平均间距是23.6 kb, 这些高密度的

探针, 使解析度明显提高, 有利于抑癌基因的筛

选. 我们发现高频率的(50%以上)LOH出现在染

色体臂9p, 18q, 17p, 8p, 3p, 6q, 9q, 12q, 13q, 17q
和22q. 出现频率最高的9p和18q(16/17, 94.1%)
上分别存在抑癌基因CDKN2A和SMAD4, 他们

与胰腺癌的关系已经被广泛关注[21-25]. 也有研

究发现12q, 17p和18q的LOH与胰腺癌预后不良

有关[26]. 虽然一些高频率LOH的染色体臂上已

经确定了抑癌基因的存在, 例如CDKN2A(9p), 
SMAD4(18q)及TP53(17p)等, 但是, 多数染色体

臂上的杂合性缺失区域中需要进一步的研究. 
LOH研究提供了范围较广的抑癌基因的候选区

域, 研究纯合性缺失可以提供更加小范围的候

选区域. 经过验证的26个有基因的纯合性缺失

区域, 平均每个区域1.29个基因, 这种高解析度

为今后的研究提供了更加明确的方向. 这些纯

合性缺失区域涉及的基因中, 9号染色体短臂上

编码CDKN2A基因缺失出现频率最高, 此基因

蛋白产物为P16蛋白, 是一种抑癌基因, 在胰腺

癌及其他肿瘤中广泛研究[21-22,27-29]. FHIT基因是

属于普遍脆性位点(common fragile sites, CFSs), 

他是一种抑癌基因, 在胰腺癌等多种肿瘤癌变

过程中发挥作用[30-31]. 有些基因形成基底膜的

成分, 或者在细胞连接, 血管形成中有一定作

用, 例如CDH23, LAMA2. 近来的研究也发现

CDH23在胰腺癌中纯合性缺失[13], 但具体功能

尚有待研究. 
应用SNP芯片可以同时研究杂合性缺失和

纯合性缺失, 提供一个更为精细的胰腺癌全基

因组的“扫描图”. 本研究为今后胰腺癌的研

究提供了新的线索和方向, 筛选出的基因在胰

腺癌临床标本中的变化以及基因功能分析有待

进一步研究.
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Abstract
AIM: To investigate the anti-Hcaf cell efficacy 
induced by heat shock protein 70 (HSP70) and 
bacillus calmette-guerin (BCG), and to provide 
references for treatment of human malignant 
tumor using HSP70. 

METHODS: Sixty-four mice were randomly and 
averagely divided into 4 groups: control group 
(injected with 50 μL PBS), BCG group (immu-
nized with 1 mg BCG), HSP70 group (immunized 
with 10 μg HSP70) and combination group (im-
munized with 10 μg HSP70 plus 1 mg BCG). Rat 
tumor model was induced by inoculation of Hcaf 
cells. Survival time, survival rate and tumor size 
were observed evaluated. Tumor tissues col-
lected to observe the characteristics of Hcaf cells 
and alpha-fetoprotein (AFP) expression.  

RESULTS: After immune treatment, the tumor 
growth of mice was inhibited, and the survival 
time was significantly prolonged in the HSP70 
group and the combination group as compared 
with that in the control group (77.1 ± 15.1 d, 
82.8 ± 13.2 d vs 22.9 ± 3.50 d, both P < 0.01); 
meanwhile, the survival rate was also enhanced 
(41.7%, 66.7% vs 0, both P < 0.01). AFP was ex-
pressed markedly in the control group and the 
BCG group; however, it was restrained in the 
HSP70 group and the combination group, espe-
cially in the latter. In comparison with that in the 
control group or the BCG group, the tumor cell 
atypia was decreased in the HSP70 group and 
the combination group.

CONCLUSION: Combination of HSP70 and 
bacillus calmette-guerin can inhibit the growth 
of Hcaf cells remarkably, which is superior to 
HSP70 or BCG alone.  

Key Words: Heat shock protein 70; Bacillus cal-
mette-guerin; Hcaf tumor cell; Immunohistochem-
istry
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摘要
目的: 观察联合应用热休克蛋白70(HSP70)与
卡介苗(BCG)对Hcaf肿瘤的抑制作用, 为应用
肿瘤来源的HSP70治疗人类恶性肿瘤提供参
考依据.  

方法: 实验小鼠64只随机分为对照组、BCG
免疫组、HSP70免疫组和联合组4组, 每组16
只. 小鼠接种Hcaf细胞制成肿瘤模型. BCG组
接种1 mg BCG; HSP70组注射10 μg HSP70, 
联合组以HSP70 10 μg和BCG 1 mg代替, 对照
组注射50 μL PBS液. 观察小鼠的生存时间、

生存率和肿瘤大小等指标的变化. 取肿瘤组织
进行免疫组化实验, 观察肿瘤细胞性状及AFP
的表达情况.   

结果: 应用免疫治疗后, 小鼠肿瘤生长均得
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■背景资料
恶性肿瘤的免疫
治疗越来越受到
人们的关注. 就目
前的研究成果表
明, 通过肿瘤的传
统化疗、放疗及
手术治疗往往难
以获得根治, 难于
解决转移和复发, 
且常有明显的损
伤和毒副作用. 肿
瘤特异性和非特
异性主动免疫治
疗, 通过激发、增
强机体对肿瘤的
主动免疫排斥反
应, 作为传统疗法
的辅助方法, 则有
可能达到根治肿
瘤的目的. 
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周 霞 秋 ,  主 任 医
师, 上海瑞金医院
感染科



到不同程度的的抑制, 生存期均有延长, 其
中HSP70组和联合组与对照组相比差异显著
(77.1±15.1 d, 82.8±13.2 d vs  22.9±3.50 d, 
均P <0.01), 同时生存率也有所提高(41.7%, 
66.7% vs  0, both P <0.01). 对照组及BCG免疫
组AFP表达明显, 而HSP70组和联合组AFP表
达均受到不同程度抑制, 其中联合组尤其显
著. 与对照组及BCG免疫组比较, HSP70组和
联合组肿瘤细胞异型性均有所降低. 

结论: HSP70与BCG联合应用对Hcaf细胞有
明显抑制作用, 其疗效要优于单独应用HSP70
或BCG.

关键词: 热休克蛋白70; 卡介苗; Hcaf肿瘤细胞; 免

疫组化
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1855-1858

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/1855.asp

0  引言

热休克蛋白(heat shock protein, HSP)是一组具有

重要生理功能, 高度保守的蛋白质分子家族, 其
中HSP70是目前研究最多也最深入的一种. 目前

认为HSP70对于人体的许多种恶性肿瘤都有很

好的免疫作用[1-5]. HSP70分离与纯化技术也已比

较完善[6-7], 其用于抗肿瘤的研究也广泛开展[8-11]. 
卡介苗(bacillus calmette-guerin, BCG)作为减毒

活疫苗已经在世界范围内广泛应用, 目前国内

外公认其作为一种有效的免疫佐剂已在防治膀

胱肿瘤方面取得良好效果[12-15], 有实验表明应用

BCG可以控制肿瘤的生长和减少肿瘤的复发[16]. 
本文以此为出发点, 观察HSP70和BCG联合应用

的抗肿瘤效果, 为恶性肿瘤的免疫治疗提供有

实用意义的参考依据.

1  材料和方法

1.1 材料 615小鼠肝癌细胞株Hcaf细胞购于大连

医科大学病理教室, 于♀近交系615小鼠腹腔内

传代扩增. 快速蛋白液项色谱系统(FPLC系统), 
ConA-Sepharose, Mono Q高效层析柱均购自瑞

典Pharmacia公司. 小鼠抗小鼠HSP70单克隆抗

体购自美国Santa Cruz生物技术公司. 碱性磷酸

酶标记的羊抗小鼠IgG购自武汉博士德生物工

程有限公司. FITC标记的兔抗山羊多克隆抗体

购自美国Sigma公司. BCG购自成都生物制品公

司. AFP试剂盒及UltraSensitive s-p试剂盒购于福
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州迈新生物技术开发有限公司. 近交系清洁级

♀615小鼠购自中国医学科学院实验动物繁育

中心, 于中国医科大学医学实验动物中心清洁

级动物间饲养.
1.2 方法 取腹腔传代第6-7天小鼠Hcaf瘤性腹

水, 离心收集细胞, PBS洗涤3次, 留细胞沉淀 
备用. 
1.2.1 HSP70的分离与纯化及定量定性分析: 将
5×109个Hcaf细胞置于40 mL低渗缓冲液(30 
mmol/L NaHCO3 0.5 mmol, L苯甲酰磺酰氟, pH 
7.2)中, 以超声粉碎机破碎, 4℃ 10 000 g离心2 h, 
取上清过ConA-Sepharose柱, 收集未结合组分, 
4℃第一透析液(20 mmol/L Tris-HCl, 20 mmol/L 
NaCl, 15 mmol/L β-疏基乙醇, 3 mmol/L MgCl2, 
pH7.5)中透析过夜, 然后将样品加到EDAD柱上, 
结合部分用含3 mmol/L ADP的缓冲液进行洗脱, 
将洗脱液加于Mono Q柱, 用FPLC系统进行分离, 
200-500 mmol/L梯度NaCl洗脱, 分别收集各洗

脱峰蛋白, 4℃第二透析液(10 mmol/L Tris-HCl, 
pH7.5)中透析过夜. 将各色谱柱分离的样品及

Mono Q柱的各洗脱峰样品在10% SDS-PAGE上
进行相对分子质量及纯度测定. 经免疫印迹分

析确认为HSP70后, 再以比色法进行纯度分析. 
1.2.2 分组、肿瘤模型制备及免疫治疗: 取近交

系615系小鼠64只, 以随机原则分为对照组、

BCG免疫组、HSP70免疫组和联合组4组, 每组

16只. 于小鼠胸部右侧皮下接种Hcaf细胞1×106

个/只, 活细胞率>96%. 制成肿瘤模型后, BCG组

将BCG 1 mg接种于小鼠左侧胸部皮下, 每7天1
次; HSP70组将提取的HSP70以10 μg(以PBS调
制0.2 g/L)注射于小鼠左侧胸部皮下, 每7天1次; 
联合组以HSP70 10 μg和BCG 1 mg代替, 对照组

每次注射50 μL PBS液. 观察各组小鼠的生存时

间、生存率、肿瘤大小等指标. 
1.2.3 免疫组化实验: 取近交系615系小鼠20只, 
按照之前的分组原则及免疫治疗方法处理, 于
荷瘤19 d后猝死所有小鼠, 切取肿瘤组织进行免

疫组化染色, 观察肿瘤细胞性状及AFP的表达 
情况.

统计学处理 所有数据均在SPSS14.0软件包

上进行, t及χ2检验分析结果, P <0.05为显著性差

异的检验标准. 

2  结果

经两次亲和层析和Mono Q柱分离后, 得到纯度

较高的M r约为70 000的蛋白, 免疫印记分析证

www.wjgnet.com
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实, 该蛋白即为HSP70. 应用免疫治疗后, 小鼠肿

瘤生长均得到不同程度的的抑制, 生存期均有

延长, 其中HSP70组和联合组与对照组相比差

异显著(P <0.01). 其中联合治疗组疗效尤其明显, 
无论肿瘤大小、小鼠生存期及生存率均与另外

两个单独免疫组有显著性差异, 本组有5只小鼠

得到长期无瘤存, 7只荷瘤存活, 4只死亡, 生存

率75%. 对照组于荷瘤后28 d内均死亡, 无一长

期存活, 死亡率100%(表1). 切取肿瘤组织进行

免疫组化染色显示, 对照组及BCG免疫组AFP
表达明显, 染色呈强阳性, 而HSP70组和联合组

AFP表达均受到不同程度抑制, 表明肿瘤增生得

到了免疫抑制, 其中联合组尤其显著, 有3只小

鼠肿瘤组织AFP显色阴性. 各免疫组均可见不同

程度的淋巴细胞浸润, 尤其以联合组淋巴细胞

浸润明显. 与对照组及BCG免疫组比较, 另外两

组肿瘤细胞异型性均有所降低, 并可见到肿瘤

中心坏死及肿瘤细胞变性(图1). 

3  讨论

恶性肿瘤的免疫治疗已有近百年的历史, 其作

为手术、放疗及化疗以外的肿瘤第四治疗程式

即肿瘤的生物治疗越来越受到人们的关注. 尽
管人类肿瘤主动免疫治疗还面临许多问题, 如
应怎样克服肿瘤细胞异质性; 如何解除抗体的

免疫抑制状态. 但就目前的研究成果表明, 通过

肿瘤的传统化疗、放疗及手术治疗往往难以获

得根治, 难于解决转移和复发, 且常有明显的损

伤和毒副作用. 通过肿瘤特异性和非特异性主

动免疫治疗, 如能激发、增强机体对肿瘤的主

动免疫排斥反应, 作为传统疗法的辅助方法, 则
有可能达到根治肿瘤的目的. 

机体对于疾病的免疫应答可分为特异性与

非特异性免疫两种, 非特异应答(BCG可以增强

此反应)是与生俱来的, 他的形成并不需要抗原

刺激. 他是广泛地针对多种抗原, 此种反应作用

广泛, 是免疫应答的基础, 但他的针对性不强, 
对某种特定抗原物质往往不能产生足够强度的

反应; 而特异性免疫应答(HSP70可以诱发并增

强此反应)可以达到疾病的最终治愈. 本研究将

二者联合应用, 观察到二者联合应用疗效要大

于单独应用的疗效, 联合组进行免疫治疗后, 肿
瘤显著缩小, 与对照组的肿瘤迅速增长形成鲜

明对比, 平均生存期大于82.8 d, 与对照组相比, 
差异明显(P <0.01), 而且生存率也明显高于其他

各组. 这是因为肿瘤来源的HSP70可以携带多种

肿瘤抗原肽, 可激发有效的抗肿瘤效应[17], 其通

过多种机制表现出抗肿瘤的活性: HSP70作为分

子伴侣与肿瘤细胞内的内源性多肽结合提呈给

杀伤细胞[18]; 通过激活CTL(CD8+)细胞和γδT细
胞杀伤肿瘤[19]; 通过NK细胞发挥作用[8]. HSP70
作为免疫调节剂抑制肿瘤细胞生长及杀伤肿

瘤细胞, 而其抗肿瘤效用又得到传统免疫佐剂

BCG的加强. BCG菌种中的核酸、胞壁中的脂

质、菌体蛋白及脂多糖均能刺激免疫产生抗癌

免疫反应[20-21], BCG中含有的胞壁酰二肽的活性

成分可刺激T、B淋巴细胞功能, 激活巨噬细胞, 
促进NK细胞杀瘤活性[22-23]. 并且因为BCG可在

■创新盘点
本文作者在查阅
大量相关文献后, 
通过具体实验, 首
次提出将热休克
蛋白70与卡介苗
联合应用, 发现其
抗肿瘤作用得到
了增强.

表 1 HSP70与BCG联合应用对小鼠肿瘤、生存期限及生存率的影响 (mean±SD)

     
分组              肿瘤直径(cm) 肿瘤体积(cm3)         平均生存天数(d)         生存率(%)

对照组     12.94±2.32       842.52±534.93  22.9±3.5     -

BCG组     11.53±1.30       593.08±149.10  47.7±11.9     -

HSP70组       8.97±2.36       334.55±237.10bd     >77.1±15.1bd   41.7bd

联合组       3.89±0.96         17.73±8.24bdf        >82.8±13.2bdf   66.7bdf

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  BCG组; fP<0.01 vs  HSP70组.

■应用要点
通过比较联合组
与HSP70的抗肿
瘤作用, 结果显示
联合应用HSP70
与 B C G 较 单 独
应用HSP70具有
更显著的抑瘤和
治 疗 作 用 ,  证 明
HSP70与BCG联
合应用可以增强
疗 效 ,  其 抗 肿 瘤
效果要优于单独
应用HSP70. 本研
究的结果为联合
应用肿瘤源性的
HSP70及BCG治
疗恶性肿瘤提供
了重要的实验依
据. 

图 1 HSP70与BCG联合应用对肿瘤组织AFP表达的影响. A: 对照组; B: HSP70组; C: 联合组.

A B C
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宿主体内长期存活并增殖达几周或几月, 他具

有可诱导强烈而长期的免疫应答的能力. 致使

二者共同作用的结果表现为荷瘤小鼠肿瘤明显

缩小甚至消失, 小鼠生存率显著提高, 组织学显

示肿瘤细胞体积减小, 核分裂相减少, 细胞异型

性不明显, 淋巴细胞大量浸润, AFP表达减少等. 
另外, 通过比较联合组与HSP70的抗肿瘤作

用, 结果显示联合应用HSP70与BCG较单独应

用HSP70具有更显著的抑瘤和治疗作用, 无论在

小鼠的肿瘤大小还是生存率上差别均显著, 这
充分证明HSP70与BCG联合应用可以增强疗效, 
其抗肿瘤效果要优于单独应用HSP70. 总之, 本
研究的结果对于联合应用肿瘤源性的HSP70及
BCG治疗恶性肿瘤提供了重要的实验依据.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of recombinant 
adenovirus Ad-PD-L1 transfection of donor 
mouse C57BL/6 (H-2b) dendritic cells on the 
activation of receptor mouse DBA/2(H-2d) 
lymphocytes.

METHODS: pShuttle-GFP-CMV(-) plasmid and 
adenovirus bone plasmid pAdxsi-GFP-CMV-
PD-L1 were constructed. The recombinant ad-
enovirus Ad-PD-L1 was packed, amplied and 
purified. Dendritic cells derived from donor 
mouse C57BL/6 bone marrow were isolated and 
cultured. The cells ware divided into 3 groups. 
Group A and Group B were transfected with 
recombinant adenovirus Ad-PD-L1-GFP and 

Ad-GFP respectively, and Group C served as 
blank control group. The expression of PD-L1 
was monitored by GFP fluorescence in the in-
fected cells and identified by Western blot. The 
lymphocytes of receptor mouse DBA/2 were 
isolated, and then labeled by carboxyfluorescein 
succinimidylester (CFSE). After co-cultured 
with the dendritic cells in the three groups, flow 
cytometry was used to observe the prolifera-
tion and activation of lymphocytes from DBA/2 
mice. 

RESULTS: Enzyme digestion and sequencing 
confirmed the successful construction of recom-
binant adenovirus Ad-PD-L1. After transfection 
with Ad-PD-L1, PD-L1 expression of dendritic 
cells was verified by Western blot. The expres-
sion of PD-L1 in the dendritic cells infected with 
Ad-PD-L1 was increased by 37% (P < 0.05). After 
co-cultured with the lymphocytes from DBA/2 
mice, the proliferation and activation of receptor 
lymphocytes were suppressed remarkably, and 
the proliferation rate was decreased by 41% as 
compared with that in the control group. 

CONCLUSION: Transfection of donor mouse 
dendritic cells with recombinant adenovirus 
suppresses the proliferation and activation of 
lymphocytes from receptor mice through PD-1/
PD-L1 co-stimulatory pathway. 

Key Words: Programmed death-1; Programmed 
death ligand-1; Adenovirus vector; Dendritic cell; 
Activation of lymphocyte

Zhu Y, Li T, Zhu JY, Chen JF, Leng XS. Effect of 
recombinant adenovirus Ad-PD-L1 transfection of donor 
mouse dendritic cells on the activation of receptor mouse 
lymphocytes. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(17): 
1859-1865

摘要
目的: 观察重组腺病毒载体Ad-PD-L1转染供
体C57BL/6(H-2b)小鼠树突状细胞(DC)对受
体DBA/2(H-2d)小鼠淋巴细胞增殖和激活的
影响. 
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■背景资料
器官移植术后的
急性排斥反应是
受体淋巴细胞激
活后攻击、破坏
新植入的供体器
官, 使其丧失功能
的细胞免疫应答
过 程 .  淋 巴 细 胞
的活化需要双信
号 刺 激 ,  一 个 是
抗 原 肽 - M H C 分
子-CD3/TCR复合
物, 另一个是共刺
激 信 号 ,  由 抗 原
呈递细胞表面的
共 刺 激 分 子 与 T
细胞膜上的配体
结合提供共刺激
信号, 是T淋巴细
胞活化所必须的. 
通过改变抗原呈
递细胞表面分子
表达来阻断共刺
激信号是目前免
疫耐受研究的热
点 .  PD-1/PD-L1
是一个重要的共
刺激通路, 在免疫
系统中扮演负调
控角色. 增强抗原
呈递细胞(如树突
状细胞)上PD-L1
的表达, 则能通过
PD-1/PD-L1共刺
激通路抑制效应T
细胞的活化和增
生, 诱导免疫耐受
现象. 

■同行评议者
仇毓东 ,  副教授 , 
南京大学医学院
附属鼓楼医院肝
胆外科



方法: 构建腺病毒穿梭质粒pShut t l e-GFP-
CMV(-)-PD-L1和腺病毒骨架质粒pAdxs i-
GFP-CMV-PD-L1, 对重组腺病毒Ad-PD-L1进
行包装、扩增和纯化. 分离培养供体C57BL/6
小鼠的DC, 分为3组: 腺病毒载体Ad-PD-L1转
染组(A组), 空载体转染组(B组)和对照组(C
组). Western blot检测转染后各组细胞PD-L1
的表达. 分离受体DBA/2小鼠的淋巴细胞, 用
羧基荧光素二醋酸琥珀酰亚胺酯(CFSE)标记, 
将供体C57BL/6小鼠的DC和受体DBA/2小鼠
淋巴细胞混合培养, 流式细胞仪观察淋巴细胞
的增殖情况. 

结果: 酶切及测序证实含PD-L1的重组腺病毒
载体Ad-PD-L1构建成功. 转染供体C57BL/6小
鼠的DC后其PD-L1的表达升高37%(P <0.05), 
将转染了PD-L1的DC与受体DBA/2小鼠的淋
巴细胞进行共培养. 与对照组相比, PD-L1表
达升高后, 明显地抑制了淋巴细胞的增殖和
活化. 受体DBA/2小鼠的淋巴细胞增殖降低
41%(P <0.01). 

结论: 转染供体C57BL/6小鼠DC后通过共刺
激通路PD-1/PD-L1抑制了受体DBA/2小鼠淋
巴细胞的增殖和激活. 

关键词: PD-L1; PD-1; 共刺激通路; 腺病毒载体; 

树突状细胞; 淋巴细胞激活
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0  引言

同种异体移植排斥主要是受体的淋巴细胞被激

活后进而攻击、破坏新植入的供体器官, 使其

丧失功能的细胞免疫应答过程. 共刺激信号在

同种异体移植的急性排斥反应中对T淋巴细胞

的活化起到重要作用[1-2]. 目前已经证明, 改变共

刺激信号能够成功地诱导免疫耐受[3]. PD-1/PD-
L1(programmed death-1)程序性死亡分子-1/程
序性死亡分子-配体1是一个重要的共刺激通路, 
在免疫系统中扮演负调控(negative regulation)
角色[4-13]. 增强抗原呈递细胞(如树突状细胞)上
PD-L1的表达, 则能通过PD-1/PD-L1共刺激通路

抑制效应T细胞的活化和增生, 诱导免疫耐受现

象. 我们构建含小鼠PD-L1基因的重组腺病毒载

体, 转染供体C57BL/6小鼠骨髓来源的树突状细

胞(dendritic cell, DC), 增加其表面的PD-L1表达, 

1860                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2008年6月18日    第16卷   第17期

再与受体DBA/2小鼠的淋巴细胞混合培养, 通过

PD-1/PD-L1共刺激通路来抑制受体淋巴细胞的

激活, 防止大量效应性T淋巴细胞的产生, 从而

达到防止急性排斥反应发生的目的. 

1  材料和方法

1.1 材料 C57BL/6小鼠和DBA/2小鼠, 6-8 wk龄, 
SPF级, ♂, 购自维通利华公司, 普通饲料喂养, 自
由进食水. 质粒pSport 1-mCD274购自ATCC(美
国标准生物品收藏中心). pShuttle-GFP-CMV(-)
和pAdxsi质粒以及DH5a菌株超级化学感受态

购自北京诺赛基因组研究中心有限公司. 限制

性内切酶I-ceuⅠ, I-sceⅠ, XhoⅠ, KpnⅠ, BglⅡ
购自New England Biolabs公司, CIP酶(Alkaline 
Phosphatase, Calf Intestinal)购自Promega公司, 
DNA聚合酶为pfx DNA polymerase购自Invitrogen
公司, T4 DNA连接酶购自New England Biolabs
公司, 小提质粒试剂盒购自安徽优晶公司, 凝
胶回收试剂盒购自天根生化公司. 重组小鼠粒

细胞巨噬细胞集落刺激因子(rmGM-CSF)购自

PeproTech公司, LPS和丝裂霉素C购自Sigma公
司, 胎牛血清和RPMI 1640培养基购自Hyclone公
司. PE-抗小鼠CD11c, PE-抗小鼠TER119, PE-抗
小鼠Gr1, PE-抗小鼠B220 mAb购自eBioscience公
司. Anti-PE MicroBead购自美天尼公司. CFSE购
自美国Molecular Probes公司.
1.2 方法 BglⅡ和KpnⅠ分别双酶切腺病毒穿梭

质粒pShuttle-GFP-CMV(-)和pSPORT1-PD-L1, 
凝胶回收线性化的pShu t t l e-GFP-CMV(-)和
PD-L1片段, 高效连接液连接(22℃, 3 h), 转化

DH5α感受态细菌, 在卡那霉素抗性的LB平板上

培养过夜, 挑选转化的菌落, 提取质粒, BglⅡ和

KpnⅠ双酶切筛选并鉴定阳性克隆, 同时送检北

京诺赛基因组研究中心有限公司测序分析. 构
建腺病毒穿梭质粒pShuttle-GFP-CMV(-)-PD-L1. 
另外, I-ceuⅠ和I-sceⅠ分别双酶切pShuttle-GFP-
CMV(-)-PD-L1和空的腺病毒骨架质粒pAdxsi, 
凝胶回收GFP-CMV-PD-L1表达框片断和线性

化的pAdxsi, 高效连接液连接(22℃, 3 h), 转化

DH5α感受态细菌, 在氨苄青霉素抗性的LB平

板上培养过夜, 挑选转化的菌落, 提取质粒, Xho
Ⅰ单酶切筛选并鉴定阳性克隆. 构建腺病毒骨

架质粒pAdxsi-GFP-CMV-PD-L1. PacⅠ线性化

pAdxsi-GFP-CMV-PD-L1, 酶切产物转染于事

先准备好的6孔板细胞中(两个孔). 在酶切的小

管中, 先加生理盐水200 μL, 另取一个EP管加

入生理盐水200 μL, 同时加入转染试剂2 μL, 5 

www.wjgnet.com

■研发前沿
通过共刺激途径
诱导免疫耐受是
目前移植免疫研
究最活跃的领域
之一. 针对抗原呈
递细胞, 如树突状
细胞(DC), 采用反
义寡核苷酸、或
单克隆抗体等封
闭共刺激通路是
目前常用的研究
方法. 
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min后将两管混合, 混匀后静置15 min, 分别取

200 μL DNA和转染试剂的混合物加入六孔板细

胞中(活细胞密度保证90%以上)培养孔中轻轻

混合, 继续培养12 h后更换完全培养基. 13 d后
直至90%以上293细胞出现细胞病变(cytopathic 
effect, CPE). 收集上清继续感染293细胞以扩增

病毒. 重组腺病pAdxsi-GFP-CMV-PD-L1纯化采

用氯化铯密度梯度离心法. 收集后的病毒进行

透析, 每次用200×体积的透析Buffer, 透析3次, 
间隔1 h换1次液. 透析后分装成若干小管, -80℃
保存. 取纯化后的Adxsi-GFP-mCD274病毒液

10 μL, 加pH8.0的Tris-HCl 90 μL稀释, 以100 μL 
pH8.0的Tris-HCl作为空白对照, 用分光光度计

测A260及A 260/A 280的值. 病毒颗粒数(VP) = (A 260)
×稀释倍数×1.1×1012. 采用改进的TCID50法
检测病毒感染性滴度. 
1.2.1 供体C57BL/6小鼠骨髓DC的分离和培养: 
小鼠颈椎脱臼处死, 750 mL/L乙醇浸泡10 min, 
无菌取双侧股骨和胫骨, 用RPMI 1640培养基

冲洗出骨髓细胞. 离心, 弃上清后向沉淀中加

入无菌Tr is-NH4Cl溶解红细胞. 过滤网, 加入

MACS Buffer, 离心, 去上清, 重悬细胞沉淀成

为单细胞悬液, 与PE-TER119抗体、PE-Gr1抗
体、PE-B220抗体及抗-PE磁珠孵育. 4℃反应

10 min, 离心洗涤后将细胞悬液加入MS磁分离

柱中并按照说明书进行分离纯化. 以含20 μg/L 
GM-CSF和100 mL/L FCS的RPMI 1640将细胞

悬浮后, 分至24孔细胞培养板中(0.5×106/孔). 
置37℃, 50 mL/L CO2中培养. 隔天半量换液, 7 d
时收获细胞. 
1.2.2 重组腺病毒Ad-PD-L1转染DC: 将收获的

DC计数后调整为2×109/L接种于六孔细胞培养

板中, 每孔加入0.5 mL. 细胞分为3组: (1)PD-L1
组: RPMI 1640+重组腺病毒载体Ad-PD-L1; (2)
阴性对照组: RPMI 1640+空腺病毒载体Ad-GFP; 
(3)空白对照组: RPMI 1640. 孔内加入腺病毒

后, 每隔10-15 min摇匀1次. 2 h后, 每孔中培养液

加至1.5-2 mL, 37℃, 50 mL/L CO2中孵育. 培养

10-16 h后, 每孔加入1 mg/L的LPS诱导DC成熟. 
细胞转染48 h后, 通过荧光显微镜和流式细胞仪

检测GFP, 确定细胞转染效率. 同时检测细胞凋

亡情况. 重组腺病毒Ad-PD-L1转染DC后48 h, 提
取各组细胞的总蛋白, 行Western blot检测各组

细胞PD-L1的表达.  
1.2.3 混合淋巴细胞培养反应并观察改变供体

C57BL/6小鼠的DC的PD-L1表达对受体DBA/2

小鼠淋巴细胞激活和增殖的影响: 颈椎脱臼法

处死DBA/2小鼠, 取其脾脏置于少量RPMI 1640
培养液中, 研磨筛滤成单细胞悬液, 再用小鼠淋

巴细胞分离液分离混合淋巴细胞, 置37℃, 50 
mL/L CO2中培养4 h. 参照文献[14]的方法, 采用

羧基荧光素二醋酸琥珀酰亚胺酯(CFSE)对淋巴

细胞进行标记. 用含100 mL/L FCS的RPMI 1640
培养基悬浮细胞至2×109/L, 以100 μL/孔加入96
孔板. 收集转染了48 h的3组DC, 用25 mg/L丝裂

霉素C 37℃处理30 min, 洗涤3次作为刺激细胞, 
与淋巴细胞以1∶5的比例加入96孔培养板中, 
每孔体积200 μL, 每组设3个复孔. 继续培养96 h, 
收集细胞, 流式细胞仪检测CFSE荧光变化. 

2  结果

2.1 pSPORT1-PD-L1质粒的酶切鉴定和测序 根
据pSPORT1-PD-L1质粒的图谱可知, 小鼠PD-L1
基因插在SalⅠ和NotⅠ之间, 用Eco RⅠ单酶切

或KpnⅠ+BglⅡ双酶切, 分别可得到约6.5 kb和
1.3 kb的2个片段(图1). 进行DNA双向测序, 经测

序结果分析软件及同源性比较分析证实, 与文

献[9]报道PD-L1cDNA序列一致. 表明我们已成

功获得PD-L1cDNA. 
2.2 pShuttle-GFP-CMV(-)-PD-L1穿梭质粒的构

建和鉴定 将pSport1-mCD274用BglⅡ+KpnⅠ双

酶切, 切胶回收含PD-L1基因的1.3 kb的片段, 定
向插入用同样双酶切的穿梭质粒pShuttle-GFP-
CMV(-), 分别提取2个阳性转化菌落质粒, 经Bgl
Ⅱ+KpnⅠ酶切鉴定, 均得到1.3 kb和5.1 kb两个片

段, 证明插入片段正确(图2), 将阳性质粒命名为

pShuttle-GFP-CMV(-)-PD-L1. 经测序证明, 与文献

报道的PD-L1 cDNA序列一致, 表明构建成功. 
2.3 PD-L1重组腺病毒骨架质粒的构建和鉴定 
构建成功的pShuttle-GFP-CMV(-)-PD-L1质粒经

I-CeuⅠ+ I-SceⅠ双酶切, 跑胶回收2.4 kb片段. 
用同样的双酶切pAdxsi载体, 将酶切处理好的载

M    1     2

6.5 kb

1.3 kb

图 1 pSPORT1-PD-L1质粒酶切
鉴定. M: Marker(1 kb DNA ladder)

从上到下分别是: 8, 7, 6, 5, 4, 3, 

2, 1.6, 1 kb, 517, 396, 230 bp; 1: 

EcoRⅠ单酶切结果; 2: KpnⅠ+Bgl
Ⅱ双酶切结果.

■相关报道
目前已经证明, 阻
断共刺激信号能
够成功地诱导免
疫 耐 受 ,  通 过 改
变抗原呈递细胞
表面分子表达诱
导免疫耐受的发
生是完全可能的. 
已进行的尝试包
括将Fas-L的基因
片段导入抗原呈
递细胞中、应用
反义寡核苷酸或
CD40L的单抗封
闭共刺激信号以
及利用体外合成
的HLA相关肽改
变抗原呈递细胞
表面分子结构等
方法都达到了诱
导T细胞凋亡的目
的. 
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体片段和插入片段进行连接, 转化化学感受态

细胞DH5a菌株, 提取3个阳性转化菌落质粒, 经
XhoⅠ酶切后分别可见14, 11.8, 4, 2.6, 2.47, 1.45, 
0.6 kb 7条带(图3), 证明载体构建成功. 得到最

终所需要的腺病毒骨架质粒将其命名为pAdxsi-
GFP-CMV-PD-L1. 
2.4 重组腺病毒滴度测定 A 260/A 280的正常范围: 
1.20-1.30. 检测结果为1.28符合正常范围. 测得

A 260为0.595, 体积2 mL. 总病毒颗粒数为: 0.595
×10×1.1×1012×2 = 1.3×1013 VP, 感染性滴度

测定结果为2×1014 PFU/L.
2.5 最适MOI值的确定 根据六孔培养板中DC
数, 按照MOI = 100, 200, 400, 600分别加入不

同量的腺病毒载体, 综合细胞转染效率(分别为

22.8%, 30.8%, 36.1%, 40.2%, 图4)以及转染后细

胞凋亡比例(分别为2.26%, 4.68%, 5.39%, 10.9%, 
图5)选择最适MOI值, 最终选择MOI = 400进行

转染. 
2.6 pAdxsi-GFP-CMV-PD-L1腺病毒感染DC的

鉴定 荧光显微镜下观察, 在绿色荧光激发通道

GFP受激发, 转染了腺病毒载体的DC发出明亮

的绿色荧光(图6). pAdxsi-GFP-CMV-PD-L1重
组腺病毒感染后用Western blot检测表明: 供体

C57BL/6小鼠DC的PD-L1表达比对照组升高了

37%(P <0.05, 图7). 
2 . 7  转 染 了 重 组 腺 病 毒 A d - P D - L 1 的 供 体

C57BL/6小鼠DC对受体DBA/2小鼠淋巴细胞激

活和增殖的影响 重组腺病毒Ad-PD-L1转染的

供体C57BL/6小鼠的DC与受体DBA/2小鼠的淋

巴细胞进行混合培养后, 明显抑制了受体淋巴

细胞的增殖和活化. 与对照组相比, PD-L1表达

升高后, 受体DBA/2小鼠的淋巴细胞增殖降低了

41%(P <0.01, 图8). 

3  讨论

PD-L1分子是B7超家族的一员, 主要表达于抗

原呈递细胞如树突状细胞(DC), 其受体PD-1主
要在活化的T淋巴细胞, B细胞、髓系细胞和胸

腺细胞中表达. PD-L1和PD-1的结合可以抑制T
细胞受体介导的T细胞增殖和细胞因子的分泌, 
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M     1    2

5.1 kb

1.3 kb

图 2  Bg l Ⅱ+Kpn Ⅰ酶切鉴定
pShuttle-GFP-CMV(-)-PD-L1. M: 

Marker(1 kb DNA ladder), 从上到

下是: 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1.6,1 kb, 

517, 396, 230 bp; 1, 2: pShuttle-

GFP-CMV(-)-PD-L1.

M    1    2    3 图 3 Xho Ⅰ酶切鉴定pAdxsi-GFP-
CMV-PD-L1. M: Marker(1 kb DNA 

ladder), 从上到下是: 8, 7, 6, 5, 4, 3, 

2, 1.6,1 kb, 517, 396, 230 bp; 1-3: 

pAdxsi-GFP-CMV-PD-L1.

■创新盘点
以往的研究表明, 
在同种异体移植
中, 阻断共刺激通
路能够成功地诱
导 免 疫 耐 受 .  在
本 研 究 中 ,  作 者
构建了含PD-L1
基因的腺病毒真
核 表 达 载 体 A d -
PD-L1, 转染供体
C57BL/6小鼠骨
髓 来 源 的 m D C , 
增 加 其 表 面 的
PD-L1表达, 再与
受体DBA/2小鼠
的淋巴细胞混合
培养, 通过PD-1/
PD-L1共刺激通
路来抑制受体淋
巴细胞的激活, 防
止大量效应性T淋
巴细胞的产生, 从
而达到防止急性
排斥反应发生的
目的, 国内外未见
报道. 

图 4 不同MOI值时腺病毒载体对DC的转染效率. A: 未转染; B: MOI = 100; C: MOI = 200; D: MOI = 300; E: MOI = 400; F: 

MOI = 600.
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是T细胞活化的负性调控信号[14-18]. 目前已经有

研究证实, 靶向给予PD-L1-Ig明显抑制心脏移

植物的排斥反应, 提高移植物的存活率[19]. 表明

通过PD-L1/PD-1共刺激信号可以降低T细胞介

导的免疫应答, 从而诱导免疫耐受. 在未成熟树

突状细胞(immature DC, iDC)上由于B7分子表

达相对较低, PD-L1的表达相对较高, 因此导致

PD-L1/PD-1信号通路在iDC上发挥着重要作用-
即可产生对T细胞的抑制效应. 而成熟树突状细

胞(mature DC, mDC)上由于B7和MHC分子呈高

表达, 在此情况下PD-L1/PD-1信号通路的抑制

功能受到削弱, 导致刺激因子与抑制因子的平

衡趋向于刺激效应, 从而使T细胞活化和增殖[20]. 
在本研究中, 我们构建了含PD-L1基因的腺病毒

真核表达载体Ad-PD-L1, 转染供体C57BL/6小
鼠骨髓来源的mDC, 增加其表面的PD-L1表达, 
再与受体DBA/2小鼠的淋巴细胞混合培养, 通过

PD-1/PD-L1共刺激通路来抑制受体淋巴细胞的

激活, 防止大量效应性T淋巴细胞的产生, 从而

达到防止急性排斥反应发生的目的. 我们发现, 
腺病毒载体Ad-PD-L1转染供体C57BL/6小鼠

的mDC后其PD-L1的表达升高了37%(P <0.05), 
将转染了PD-L1的DC与受体DBA/2小鼠的淋

巴细胞进行共培养. 与对照组相比, P D-L1表
达升高后 ,  明显地抑制了淋巴细胞的增殖和

活化. 受体DBA/2小鼠的淋巴细胞增殖降低了

41%(P <0.01). 

A B

图 6 转染了重组腺病毒载体后的小鼠骨髓DC(荧光显微镜, ×100). A: 倒置显微镜; B: 荧光显微镜.

1                   2                     3

33 kDa

GAPDH

图 7 pAdxsi-GFP-CMV-PD-L1重组腺病毒感染的小鼠骨
髓DC. 1: PD-L1组; 2: 空载体组; 3: 对照组.

■应用要点
本研究成功构建
了含小鼠PD-L1
基因的重组腺病
毒 载 体 ,  并 采 用
重 组 腺 病 毒 A d -
PD-L1转染供体
C57BL/6小鼠树
突 细 胞 ,  通 过 共
刺 激 通 路 P D - 1 /
PD-L1抑制了受
体淋巴细胞的激
活, 为进一步的体
内诱导特异性免
疫耐受以及将来
的临床应用打下
了基础. 
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图 5 不同MOI值腺病毒载体转染后DC凋亡情况. A: 未转染; B: MOI = 100; C: MOI = 200; D: MOI = 300; E: MOI = 400; F: 

MOI = 600.
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为了确保对DC的转染效率, 我们采用了腺

病毒作为运载工具. 重组腺病毒载体以其高效

转染性与安全性, 成为目前应用最广泛的基因

工程载体[21]. 他的宿主范围广, 且既能感染处于

分裂增殖期的细胞, 又能感染静止期的细胞. 而
且缺陷型重组腺病毒载体由于不整合入细胞染

色体基因组, 从而具有毒性低和安全性高的优

点, 另外还具有病毒滴度高和装载容量大等特

点[22]. 我们所使用的Adxsi载体系统又具有一些

独特的优点: (1)I-CeuⅠ和I-SceⅠ是属于内含

子编码的归位内切酶, 能识别较长的非回文序

列, 在人和小鼠的基因组内几乎没有出现. 而且

用这两个酶一起使用, 在后续的连接效率会很

高, 避免了同源重组方案(如Adeasy系统)的重

组效率低以及非特异重组等缺点. (2)采用氯化

铯密度梯度超速离心法可保证有活性的病毒比

率提高, VP∶PFU的比值为32, 而一般的阴离子

交换柱的方法纯化的腺病毒的VP∶PFU比值在

50-100之间. 本实验所构建的腺病毒载体中带

有绿色荧光蛋白基因, 通过GFP的表达可确定

该病毒载体对树突细胞的转染效率, 同时我们

还检测了不同MOI值感染DC后其凋亡情况. 我
们发现随着病毒量的增加即复感染指数(MOI)
的增大转染效率也随之增大. 但当MOI为600时, 
凋亡DC的比率明显增加. 因此, 我们采用MOI
值400对DC进行转染. 重组腺病毒Ad-PD-L1
转染供体C57BL/6小鼠的DC后, 与受体DBA/2
小鼠的淋巴细胞进行混合培养. 检测受体小鼠

淋巴细胞的增殖, 我们采用了活体染料羧基荧

光素二醋酸琥珀酰亚胺酯(carboxyfluorescein 
succinimidylester, CFSE), CFSE是一种带负电

荷并具有强荧光的可穿过细胞膜的荧光染料, 
CFSE进入细胞后可以不可逆地与细胞内的氨基

结合偶联到细胞蛋白质上. 当细胞分裂时, CFSE
标记荧光可平均分配到两个子代细胞中, 因此
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在一个增殖的细胞群中, 各连续传代细胞以亲

代细胞荧光强度的一半而递减为特征, 并可以

利用流式细胞术在488 nm激发光下进行分析[23]. 
追踪器官移植中免疫细胞的活化、分裂、增

殖、凋亡一直是移植免疫研究的重点, 在CFSE
标记技术出现之前, 免疫细胞的研究主要是依

靠3H-TdR掺入法和MTT法. 这两种方法只能在

群体水平上检测细胞增殖, 并且只能局限于体

外实验, 而CFSE标记技术能检测免疫反应的动

态变化, 体内或体外追踪某个细胞亚群甚至单

个细胞的分裂增殖, 为免疫细胞的增殖分析提

供了更加全面的资料. 
总之 ,  我们成功构建了含小鼠P D-L1基

因的重组腺病毒载体, 并采用重组腺病毒Ad-
PD-L1转染供体C57BL/6小鼠树突细胞, 通过

共刺激通路PD-1/PD-L1抑制了受体淋巴细胞

的激活. 为进一步的体内免疫耐受实验打下了

良好的基础. 
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Abstract
AIM: To investigate and identify novel tumor-
associated antigens in esophageal squamous cell 
carcinoma (ESCC). 

METHODS: Modified serological proteome 
analysis (mSERPA) strategy was used to sepa-
rate and identify the candidate proteins. The 
subcellular protein fractions (cytosolic, mem-
brane and nuclear fractions) of ESCC cell lines 
and EC0156 cells were extracted first and then 
cytosolic proteins were separated using SDS-
PAGE. The separated proteins were incubated 
with different serum of ESCC patients (29 cases) 
or healthy controls (28 cases) respectively, and 
then one of the positive bands in 43 kDa was 
excised followed by in-gel tryptic digestion. 
Separated peptides were identified using a high 
definition mass spectrometry (HDMS). Western 
blot and immunohistochemical staining (IHC) 
were used to validate possible candidates. 

RESULTS: Successful compartmental protein ex-
traction was demonstrated by specific organelle 
markers. Serum samples of ESCC patients bound 
EC0156 cytoplasmic protein, suggesting selective 
recognition of tumor-associated antigen. 43 kDa 
protein band showed significantly higher positive 
binding rate with serum of ESCC patients (41.4%, 
12/29) than with serum of healthy individuals 
(3.6%, 1/28). Five high-confidence proteins were 
identified from the 43 kDa band using HDMS 
including phosphoglycerate kinase 1 (PGK1), 
β-actin, proteasome 26S subunit, S-adenosylho-
mocysteine hydrolase and hosphoribosylamino-
imidazole carboxylase. Immunohistochemistry. 
Western blot analysis showed that PGK1 was 
located in both cytoplasm and nucleus, and had 
a higher expression in cancer tissues (69.23%, 
18/26) than in normal esophageal epithelia. 

®

■背景资料
食管癌是我国常
见 恶 性 肿 瘤 之
一 ,  居 我 国 恶 性
肿瘤死亡第4位 . 
5 年 生 存 率 只 有
25%-30%, 如果早
期 发 现 ,  及 时 治
疗, 5年生存率可
达70%以上. 因而, 
早期发现, 早期治
疗是提高食管癌
治愈率、改善疗
效的关键. 20世纪
70年代发现肿瘤
患者体内可以检
测到自身抗体和
(或)自身反应性T
淋巴细胞, 证实了
肿瘤抗原的存在. 

■同行评议者
王健生 ,  副教授 , 
西安交通大学医
学院第一附属医
院肿瘤外科
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CONCLUSION: The mSERPA strategy is useful 
for tumor-associated antigen identification. As 
a new candidate of tumor-associated antigen, 
PGK1 was over-expressed in ESCC which may 
play a role in tumorigenesis of ESCC. 

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
Tumor-associated antigen; Phosphoglycerate  
kinase 1

Gao HJ, Zhou LP, Mao YS, Wang W, Qiao YY, Liu F, Cai 
YR, Zhao XH. Phosphoglycerate kinase 1 as a candidate 
of tumor-associated antigen identified from esophageal 
squamous cell carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(17):1866-1872

摘要
目的: 鉴定新的食管鳞癌肿瘤相关抗原. 

方法: 食管癌EC0156细胞总蛋白先经亚组分
预分离, 有效富集胞质、胞膜和胞核等组分蛋
白; 胞质组分蛋白经SDS-PAGE分离后分别与
食管癌患者血清或健康志愿者血清共孵育, 分
离血清结合蛋白条带; 胶内酶解阳性蛋白条
带, 肽段经色谱分离后用SynaptTM HDMS质谱
鉴定. 候选蛋白进一步Western blot经免疫组
化验证. 

结果: 总蛋白经亚组分分离后, 不同组分蛋
白均得到有效富集 .  食管癌患者血清能与
EC0156细胞胞质蛋白结合, 即选择性识别肿
瘤相关抗原. 其中, 43 kDa蛋白条带与食管癌
血清(41.4%, 12/29)和对照(3.6%, 1/28)结合阳
性率具有明显差异. 从该蛋白条带中共鉴定
到磷酸甘油酸激酶、β-actin、蛋白酶体26 s亚
基、S-腺苷高半胱氨酸水解酶和磷酸核糖酰
氨基咪唑羧化酶5个高可信度蛋白. 磷酸甘油
酸激酶(PGK1)定位于胞质和胞核, 在食管癌
组织中高表达(69.23%, 18/26). 

结论: 改良血清蛋白质组分析策略(mSERPA)
可有效分离鉴定肿瘤相关抗原. PGK1是食管
癌候选肿瘤相关抗原, 在食管癌发生发展中可
能发挥重要作用.

关键词: 食管鳞癌; 肿瘤相关抗原; 磷酸甘油酸激酶1

高红军, 周兰萍, 毛友生, 王伟, 乔媛媛, 刘芳, 蔡毅然, 赵晓航. 
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0  引言

食管癌是我国常见恶性肿瘤之一, 居恶性肿瘤

死亡率第四位. 5年生存率只有25%-30%, 如
果早期发现, 及时治疗, 5年生存率可达70%以 
上[1]. 因而, 早期发现, 早期治疗是提高食管癌

治愈率、改善疗效的关键. 在我国食管癌的主

要组织学类型是食管鳞状细胞癌(esophageal 
squamous cell carcinoma, ESCC).

食管癌缺乏特异血清学标志 .目前 ,  食管

癌相关血清标志有癌胚抗原(carcinoembryonic 
antigen, CEA), 细胞角蛋白片段19(cytokeratin 19 
fragments, CYFRA 21-1)和鳞状细胞癌相关抗原

(squamous cell carcinoma associated antigen, SCC 
antigen). 但是, 这些标志诊断食管癌的敏感度

仅为17%, 43.9%和26.8%, 效果不理想, 不能满

足临床诊断需要[2]. 20世纪70年代发现肿瘤患者

体内可以检测到自身抗体和/或自身反应性T淋
巴细胞, 由此表明肿瘤存在自身抗原[3]. 疾病自

身抗原的分离鉴定对研究自身免疫病, 肿瘤的

发病机制, 机体免疫功能与疾病发生发展和转

归的相互关系至关重要. 同时, 也是发展有效疫

苗、诊断试剂、治疗性抗体, 及其筛选有效药

物靶标的重要前提[4].
Prasannan et al于2000年报道了一种称为血

清蛋白质组分析(serological proteome analysis, 
SERPA)的分离鉴定自身抗原的方法[5]. 以蛋白

质二维电泳(two-dimensional electrophoresis, 
2-DE)和免疫印记分析(Western blot)为基础, 联
合蛋白谱鉴定筛选自身抗原. 与常用血清自身

抗原筛选方法, 即重组cDNA表达文库血清学分

析方法(serological analysis of recombinant cDNA 
expression libraries, SEREX)[4,6-8]相比, SERPA主

要优点是避免了构建cDNA文库和预杂交消除

非特异性结合的步骤, 所用时间短; 系统保持着

蛋白质的转录后修饰, 可以更好地展现抗原决

定簇. 目前已有一些用SERPA技术筛选自身抗

原的相关研究[5,9-19]. SERPA的主要不足是, 工作

量大、由2-DE本身的一些缺陷如分离极酸、极

碱蛋白和水溶性差的膜蛋白能力有限, 只能鉴

定丰度相对较高的抗原, 灵敏度有限等.
为避免SERPA技术的缺陷, 提高低丰度抗

原鉴定的可能性, 避免血清污染与肿瘤异质性, 
本研究采用改良SERPA法(modified serological 
proteome analysis, mSERPA), 即以食管癌细胞

亚细胞蛋白组份为抗原, 经一维SDS聚丙烯酰胺

凝胶电泳(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 
gel electrophoresis, SDS-PAGE)分离后以食管

癌患者和健康对照血清为一抗进行免疫印记分

■研发前沿
分离鉴定肿瘤相
关抗原及其自身
抗体是肿瘤标志
研 究 的 热 点 .  血
清蛋白质组分析
(SERPA)是分离
鉴定自身抗原的
重要技术策略之
一, 以蛋白质二维
电泳(2-DE)和免
疫印记 (Western 
blot)分析为基础, 
联合谱鉴定筛选
自 身 抗 原 ,  其 主
要缺点是工作量
大、分离极酸、

极碱蛋白和水溶
性差的膜蛋白受
限, 灵敏度较低. 
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析, 筛选具有特异性信号的蛋白条带, 后者经酶

解、质谱鉴定分离肿瘤自身抗原, 进一步经大

样本免疫组织化学验证. 用mSERPA技术分离鉴

定了食管鳞癌血清肿瘤相关抗原磷酸甘油酸激

酶(phosphoglycerate kinase 1, PGK1).

1  材料和方法

1.1 材料 

1.1 .1  标本来源 :  采集中国医学科学院肿瘤

医院和中国人民解放军海军总医院胸外科

2004-10/2007-04接受单纯手术治疗的29例食管

鳞癌患者术前静脉血和26例配对食管鳞癌新鲜

组织标本. 28例健康志愿者清晨空腹外周血. 其
中, 食管癌病例包括24例男性和5例女性, 年龄

范围41-73岁, 平均年龄59岁, 中位年龄58岁; 健
康志愿者包括20例男性和8例女性, 年龄范围

40-70岁, 平均年龄55岁, 中位年龄54岁. 健康志

愿者均经系统健康体检, 无上消化道相关疾病

史和恶性肿瘤家族史. 所有病例取材得到知情

同意, 术前未行放疗或化疗.
另外26例(与29例血清标本不是一组病例)

新鲜组织标本一经分离, 迅速去除坏死组织和

血管等结缔组织, 分别切取、分离癌和远端切

缘的正常食管黏膜, 放入预冷的生理盐水内, 洗
3-4次. 称质量, 分装, 放入液氮速冻后转入-80℃
冰箱保存. 用于免疫组化分析的经40 g/L甲醛固

定后石蜡包埋.
1.1.2 细胞培养: 人食管鳞癌细胞系ECO156由本

实验室建系[20], 细胞培养于含100 mL/L胎牛血清

的DMEM培养基, 在37℃、50 mL/L CO2条件下

培养.
1.1.3 主要试剂: DMEM培养基购自Gibco/BRL
公司; 丙烯酰胺、N, N'甲叉双丙烯酰胺购自

BBI公司; 四甲基乙二胺、过硫酸铵购自Sigma
公司; 胰酶购自Promega公司; 乙腈、HPLC超
纯水购自A g i l e n t公司; 亮肽素、抑酞酶购自

Fluka公司; 聚偏氟乙烯(PVDF)膜购自Amersham 
Pharmacia Biotech公司; Aprotinin购自Roche公
司; Coomassie Plus Protein Assay蛋白定量试剂

盒购自Pierce公司; ProteoExtractTM亚细胞蛋白组

份提取试剂盒购自Merck公司; S-P试剂盒购自

迈新公司; 辣根过氧化物酶标记的山羊抗人、

抗兔和抗鼠二抗、兔抗山羊二抗和D A B试剂

盒购自中杉金桥公司; 兔抗人PGK1抗体购自

Abnova公司; 小鼠抗人α-tubulin抗体, 山羊抗人

AIF抗体, 兔抗人GLI-1抗体和ECL试剂盒购自

Santa Cruz公司; 真空无抗凝剂采血管购自BD 
公司.
1.2 方法 
1.2.1 血清分离: 清晨空腹抽取肘静脉血约4 mL, 
放入4℃冰箱保存, 30 min后4℃ 1500 r/min离
心10 min, 小心吸取上清转入2 mL离心管中, 
10 000 g , 4℃离心15 min, 将同一例样品的血清

混合后分装于0.5 mL离心管中, 迅速至干冰中, 
后转入-80℃冰箱保存. 处理过程在4 h内完成. 
应用时所有样本冻融≤2次.
1 .2 .2  细胞系亚细胞蛋白组份提取 :  培养的

EC0156细胞待长满培养皿的80%-90%时, 用4℃
预冷的PBS缓冲液漂洗3次, 用ProteoExtract亚细

胞蛋白提取试剂盒按说明书操作步骤将EC0156
细胞裂解蛋白分成胞质、胞膜系统和细胞核等

三个亚组份蛋白, 分别蛋白定量后分装冻存.
1.2.3 Western blot分析: (1)肿瘤自身抗原筛选: 
200 μg胞质组份蛋白样品经12%的SDS-PAGE分
离以后, 湿转法转印至PVDF膜上. 将转印了蛋

白质的PVDF膜分别切割为4 mm宽的小条, 做好

标记后将每个小条分别放入8通道的杂交盘中. 
5%的脱脂牛奶室温封闭3 h后, 分别与1∶200
稀释的食管癌或健康对照血清(一抗)于室温孵

育3 h, 用洗膜液(20 mmol/L Tris-HCl, pH7.5; 50 
mmol/L NaCl; 0.1% Tween-20)洗膜, 5 min×6次; 
与辣根过氧化物酶标记的山羊抗人(1∶3000)二
抗室温孵育1 h. 再经TBST溶液洗膜, 5 min×6
次后ECL化学发光检测. 作用3 min左右, 暗室曝

光. 结果经ChampGel 3000(Sage Creation公司)灰
度扫描. (2)亚组份蛋白分离效果检测: 15 μg不
同组份蛋白上样, 以120 g/L SDS-PAGE分离, 转
膜后分别与抗α-tubulin(1∶200)、AIF(1∶2000)
和GLI-1(1∶200)室温孵育3 h. 洗膜后分别与

对应二抗(1∶3000稀释)孵育后曝光. (3)PGK1
在EC0156亚细胞组分中的表达: 15 μg总蛋白

以120 g/L SDS-PAGE分离, 转膜后分别与抗人

PGK1抗体(1∶200)和辣根过氧化物酶标记的山

羊抗兔的二抗(1∶3000)检测PGK1在不同亚细

胞组份中的表达.
1.2.4 蛋白酶解和质谱鉴定: 切取目的条带经

胰酶酶解[21-22]、反相色谱分离, 肽段经Synapt® 
HDMS(ESI-Q-TOF MS)质谱分析, 用Mascot搜索

引擎搜索NCBInr数据库, 获知氨基酸序列.
1.2.5 免疫组织化学染色及其结果评分: 包含癌

和癌旁正常上皮的组织切片经二甲苯脱蜡, 梯
度乙醇水化后, 浸入3%的H2O2中10 min, 以阻断

内源性过氧化物酶活性.切片经PBS冲洗后, 将

■相关报道
Pereira-Faca et al
在《癌症研究》

杂志上发表了一
篇鉴定肺癌肿瘤
相关抗原的文章. 
该文章应用混合
的细胞系蛋白作
为抗原来源, 血清
筛选前对细胞蛋
白组份做了预分
离, 降低蛋白的复
杂性. 鉴定到肺癌
的肿瘤相关抗原
14-3-3 theta, 联合
annexin 1预测出
55%(10/18)的受
试者具有发生肺
癌的风险.
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其置入0.01 mol/L, pH6.0的柠檬酸缓冲液沸水

浴10 min, 以充分暴露抗原.切片室温冷却30 min
后, PBS冲洗, 滴加山羊非免疫血清, 室温封闭15 
min, 然后滴加小鼠抗人PGK1 mAb(1∶50稀释), 
4℃孵育过夜. 阴性对照采用小鼠的非免疫血清

替代. 切片经PBS冲洗后, 滴加生物素标记的第

二抗体, 室温孵育10 min, PBS冲洗, 而后滴加辣

根过氧化物酶标记的链亲和素抗体, 室温孵育10 
min, PBS冲洗. 切片组织经DAB溶液显色约2-3 
min后, PBS终止反应, 再经苏木素复染、自来水

冲洗返蓝. 经梯度乙醇脱水、二甲苯透明后, 中
性树脂封片.

结果用以下标准评价表达程度, 包括染色

强度和观察结果评分. 着色强度评分: 未着色

(0分)、浅黄色(1分)、浅棕色(2分)和深棕色(3
分); 观察结果评分, 即阳性细胞占病变细胞的百

分比: <5%(0分); 5%-25%(1分); 26%-50%(2分); 
51%-75%(3分)和>75%(4分). 染色强度评分和观

察结果评分的乘积为表达程度, 表达增强(9-12
分)、表达减弱(5-8分)、明显减弱(0-4分). 本研

究以胞质出现均匀分布的棕黄色颗粒和表达强

度综合得分>4分为表达阳性.

2  结果

2.1 亚细胞组份蛋白富集效果评价 食管鳞癌细

胞EC0516总蛋白经分步提取后, 分别用Western 
blot检测细胞质、胞膜和细胞核等标志分子在

不同组份中的表达情况. 结果表明(图1A), 胞
质蛋白标志分子管蛋白(α-tubulin)[23]仅在胞质

蛋白组份中被检测到; 细胞质膜系统蛋白标志

分子凋亡诱导因子(apoptosis-inducing factor, 
AIF)[24-25]主要出现在膜组份, 同时在细胞核组份

也有少量表达; 细胞核标志分子胶质瘤相关癌

基因同源蛋白1(glioma-associated oncogene ho-
molog 1, GLI-1)[26-27]主要出现在细胞核组份中, 
膜组份蛋白中也有少量表达. 结果表明, 经过蛋

白预处理后, 不同细胞亚组份蛋白均得到了有

效富集.
2.2 胞质组分蛋白肿瘤相关抗原的筛选 EC0156
细胞胞质组份蛋白经一维SDS-PAGE分离、转

膜后, 分别与29例食管癌患者和28例健康对照

血清进行Western blot分析. 结果发现, 食管癌患

者血清能与部分肿瘤细胞胞质组份蛋白产生免

疫印迹反应而与正常对照血清形成明显差异, 
其中之一是分子质量为43 kDa的蛋白. 该蛋白

与41.4%(12/29)的食管癌血清呈阳性反应, 仅与

3.6%(1/28)的对照血清呈较弱结合, 可能为食管

癌候选的肿瘤相关抗原(图2).
2.3 分子质量43 kDa候选蛋白的质谱鉴定 食
管癌E C0156细胞胞质组份蛋白经一维S D S-
PA G E分离, 考马斯亮兰染色, 切取分子质量

大约为43 kDa的蛋白条带. 将蛋白经胰蛋白酶

酶解后, 提取的肽段再经Synapt®HDMS质谱

(Waters公司)鉴定. 所得数据用Mascot搜索引擎

搜索NCBInr数据库. 共计检索到5个高可信度

的蛋白(Mascot score>30)按照得分由高到低依

次为磷酸甘油酸激酶(phosphoglycerate kinase 
1, PGK1)、β-actin、蛋白酶体26s亚基(protea-

■创新盘点
为避免SERPA的
缺 陷 ,  提 高 低 丰
度抗原鉴定的可
能 性 ,  本 研 究 采
用 改 良 S E R P A
法(mSERPA), 以
食管癌细胞亚细
胞蛋白组份为抗
原 ,  经一维SDS-
PA G E 分 离 后 以
食管癌患者和健
康对照血清为一
抗进行免疫印记
分 析 ,  筛 选 具 有
特异信号的蛋白
条 带 ,  并 经 质 谱
鉴定肿瘤自身抗
原. 用mSERPA技
术分离鉴定了食
管鳞癌相关抗原
磷酸甘油酸激酶
(PGK1).
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图 1 亚细胞组份蛋白富集与定
位的Western blot分析. A: EC0156

细胞亚细胞组份蛋白富集效果,  

其中cyt、mem和nuc分别表示胞

质、膜系统和细胞核组份蛋白; B: 

PGK1在EC0156亚细胞蛋白组份

中的表达. 下图为对应上图的上

样量对照(考马斯亮兰染色SDS-

PAGE凝胶).

C1           C2          C3          C4          C5         C6

N1           N2          N3          N4         N5         N6

图 2 食管癌血清与EC0156胞质蛋白的Western blot分析. 
EC0156胞质蛋白经SDS-PAGE分离后转到PVDF膜上, 分别

以食管癌血清和健康对照血清为-抗进行Western blot分析. 

C1-C6表示不同食管癌血清的Western blot结果, N1-N6表

示不同健康对照血清的Western blot结果.
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■名词解释
肿 瘤 相 关 抗 原
(TAA): 指肿瘤和
相应正常细胞均
表达, 但是含量在
细胞癌变时明显
增高的抗原. 此类
抗原只表现出量
的变化而无严格
肿瘤特异性. 

some 26S subunit), S-腺苷高半胱氨酸水解酶(S-
adenosylhomocysteine hydrolase)和磷酸核糖酰

氨基咪唑羧化酶(phosphoribosylaminoimidazole 
carboxylase). 选取PGK1做进一步验证, PGK1的
质谱鉴定结果如图3所示.
2.4 PGK1在食管癌不同亚细胞组份中的West-
ern blot分析 食管鳞癌EC0156细胞胞质、细胞

膜系统和胞核等亚细胞组份蛋白经SDS-PAGE
分离、转膜后分别与抗PGK1抗体孵育, 检测

PGK1在不同亚细胞组份蛋白中得的表达. 结果

发现PGK1主要表达于胞质和细胞核组份, 细胞

核组份中PGK1为分子质量80 kDa蛋白, 胞质组

份表现为43 kDa和30 kDa的异构体, 细胞膜系统

未检测到PGK1的表达(图1B).
2.5 PGK1在食管癌组织和癌旁食管上皮的表

达 用免疫组化的方法检测了PGK1在26对配对

食管癌组织和癌旁食管上皮中的表达(图4). 其
中高分化食管癌14例, 中分化食管癌8例, 低分

化食管癌4例. 结果表明PGK1在78.57%高分化

(11/14)、50%中分化(4/8)和75%低分化(3/4)食管

癌组织中表达明显升高. 与正常食管上皮相比, 
食管癌中PGK1表达阳性率为69.23%(18/26), 正
常食管上皮组织PGK1表达率为7.7%(2/26).

3  讨论

分离鉴定肿瘤相关抗原( t u m o r a s s o c i a t e d 
antigens, TAAs)有可能发现新的辅助早诊, 预后

判断和疗效监测的候选肿瘤标志. 本研究通过

先行分离食管癌EC0516细胞胞质、膜系统和细

胞核等不同细胞亚组份蛋白, 使目的蛋白得到

富集并经SDS-PAGE分离后, 与食管癌患者和健

康对照血清杂交, 筛选并获得特异性结合蛋白

即肿瘤自身抗原PGK1.Pereira-Faca等曾用类似

策略鉴定了肺癌相关抗原14-3-3 theta[28].

磷酸甘油酸激酶(phosphoglycerate kinase 
PGK)是糖酵解的关键酶, 存在于所有生物体并

在进化中高度保守, 该酶缺乏可引起生物体代

谢紊乱. PGK是单体的、高度柔曲性的糖酵解

酶, 主要由两个球形结构域构成, 在与底物结合

过程中发生显著的构象改变, 产生催化效应.多
数生物体内含2-3种PGK同工酶, 他们在生物体

内分布不一, 具有独特的生物学功能[29]. PGK1是
一种分泌型糖酵解酶, 催化1, 3-二磷酸甘油酸1
位碳上的高能磷酸基团转移到ADP分子上形成

ATP[30]. 目前报道了13个PGK1突变体, 均为单个

氨基酸突变或缺失[31]. PGK基因突变可导致许多

种疾病, 最常见的是慢性贫血, 如遗传性球形红

细胞溶血性贫血, 同时可伴有智力减退、神经

功能的紊乱和肌肉病变[32]. 近期研究表明PGK1
也与肿瘤发生发展密切相关[33-34]. PGK1在70%
胰腺导管腺癌(n  = 63)和胰腺癌患者血清高表 
达[35]. Shichijo et al通过筛选结肠癌患者的肿瘤

浸润淋巴细胞以发现肿瘤相关抗原、HLA-A2
限制性和肿瘤反应性细胞毒性T细胞 ,  发现

PGK1的表位多肽很可能是HLA-A2(+)结肠癌患

者特异免疫治疗的靶分子[36]. Chen et al用ELISA
方法检测肺癌患者血清PGK1水平, 发现肺癌血

清PGK1水平明显升高(91.45%, 107/117), 而且

PGK1表达水平与不良预后有关[37].
Chuthapisith et al研究了对化疗敏感与否的

↓

A

B

图 4 PGK1在不同食管癌组织和配对癌旁正常上皮的表达. 
A: 食管癌组织; B: 正常食管上皮(×200). 箭头所指细胞为

PGK1表达阳性细胞, 可见胞质和胞核均表达PGK1.

图  3  P G K 1 的 H D M S 质 谱 鉴 定 结 果 .  P G K 1 峰 质 量

为 8 1 7 . 9 的 肽 片 段 经 H D M S 解 析 的 氨 基 酸 序 列 为

LGDVYVNDAFGTAHR.
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■同行评价
本研究方法合理, 
对照可靠, 结果明
确, 具有一定的科
学性, 可读性和创
新性. 

两株乳腺癌细胞系的差异蛋白谱, 发现PGK1表
达与肿瘤对化疗药物敏感性有关[38]. Wang et al
研究表明, PGK1是CXCL12/CXCR4信号通路的

关键下游靶基因, 参与调节肿瘤血管生成而与

肿瘤生长与转移密切相关[39].
迄今, 尚无有关PGK1与食管鳞癌相关的报

道. 我们的研究表明PGK1是食管癌的肿瘤相关

抗原, 在部分食管癌外周血可以检测到PGK1
自身抗体. 免疫组化分析结果发现, P G K1在
78%(11/14)高分化、50%(4/8)中分化和75%(3/4)
的低分化食管癌组织中高表达, 主要定位于细

胞质和细胞核. 为进一步证明PGK1在食管癌

EC0516细胞中的定位, 采用Western blot方法检

测了PGK1在EC0156细胞系的亚细胞蛋白组份

中的表达, 结果表明与免疫组化细胞定位结果

一致, 即PGK1同时存在于食管癌细胞的胞质和

细胞核中. 同时发现, 胞质中除了分子质量为43 
kDa的PGK1表达蛋白外, 还存在一个分子质量

为30 kDa的异构体, 而细胞核中的PGK1呈现分

子质量为80 kDa的表达蛋白. 目前认为PGK1主
要定于细胞质, 分子质量为43 kDa. 30 kDa可能

是该蛋白的截短表达形式或降解片段, 80 kDa
形式可能是该蛋白与其他相互作用蛋白或DNA
等紧密结合的复合体[40-41]. Kumble et al的研究表

明, 在Hela细胞的核基质中PGK1与annexinⅡ紧

密结合发挥DNA多聚酶起始识别因子的功能, 
参与调节细胞的DNA复制[42]. 有趣的是Brichory 
e t a l对肺腺癌细胞A549的研究发现, annexin
Ⅱ是肺癌相关抗原, 在肺癌组织中表达明显升 
高[10]. 肿瘤细胞的DNA复制功能活跃, 而机体失

去了对调节DNA复制功能密切相关的两个调控

蛋白的调控, 同时PGK1与annexinⅡ间可能存在

反馈调节现象. 本实验同样检测到核型PGK1的
表达, 提示PGK1转位到细胞核中可能与细胞的

恶性转化行为相关. 本研究结果与上述其他肿

瘤研究工作结果一致, PGK1在可能食管鳞癌的

发生、发展及转移过程中起重要的作用, 是候

选的肿瘤相关抗原之一, 为深入理解食管癌癌

变机制, 发现新的候选肿瘤标志具有科学意义.
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Abstract
AIM: To elucidate the roles of interferon 
regulatory factor-3 (IRF3) of peripheral blood 
dendritic cells (DCs ) in immune response 
induced by hepatitis B virus (HBV) . 

METHODS: Monocytes CD14+ were separated 
in 28 chronic HBV-infected patients (CH) group 
and 27 healthy volunteers group (control group) 
using magnetic activated cell sorting. Then, 
monocytes were placed on a culture medium 
of RPMI 1640, which were later induced into 
premature MoDC using hGM-CSF and hIL-4. 
We stimulated DCs with PolyI∶C. The mRNA 
expressions of IRF3, TLR3 and IFN-β were de-

tected using real time PCR, TLR3 expression 
was detected using flow cytometry and levels of 
IFN-β in supernatant were evaluated by ELISA.  

RESULTS: In the control group, there was sig-
nificant elevation of IRF3 and IFN-β level at 12 
h following stimulation of PolyI∶C compared 
with that at 0 h. Expression level of IRF3 rose 
and then declined gradually at 24h and 48 h 
(86.27% ± 14.74% vs 70.78% ± 11.16%, P < 0.05). 
In CH group, there was no significant up-regula-
tion of TLR 3 at 0, 12, 24 h while a significant up-
regulation was observed at 48 h (85.46% ± 6.87% 
vs 69.17% ± 20.43%, P < 0.05). The concentration 
of IFN-β had no significant changes at 0 h, 12 h, 
24 h and 48 h in CH groups, while there was a 
significant higher up-regulation of IFN-β mRNA 
expression level at 0, 12, 24 h in the control 
group than in CH group (P < 0.05). 

CONCLUSION: Chronic HBV-infected patients 
fail to activate IRF 3 following virus contraction 
and thereby are unable to secrete enough IFN-β 
to eradicate HBV virus, which may partly con-
tribute to persistent infection of HBV. 

Key Words: Interferon regulatory factor 3; 
Interferon-β; Dendritic cells; HBV

An BY, Xie Q, Wang H, Jia NN, Shen HC, Cai W, Yu 
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regulatory factor 3 of peripheral blood dendritic cells 
in HBV-infected patients. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 探讨慢性乙型肝炎患者外周血树突状
细胞中干扰素调节因子3(interferon regulate 
factor 3, IRF3)在HBV诱导的抗病毒免疫反应
中的表达及作用. 

方法: 选取HBeAg阳性的慢性乙型肝炎患者
28例, 健康对照者27例, 用免疫磁珠细胞分选
(MACS)法获得纯化的CD14+单核细胞, RPMI 
1640培养基培养, 用hGM-CSF、h IL-4诱导
单核细胞成为未成熟的MoDC, 加入PolyI∶

www.wjgnet.com
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■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
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死 亡 率 ,  是 引 起
肝硬化及肝癌最
常见的原因之一. 
HBV感染后导致
的慢性乙型肝炎
(CHB)临床上治
疗困难, 其发病机
理尚未阐明, 因此
对慢性HBV感染
的免疫机制研究
尤为重要. 
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C刺激, 获得成熟的MoDC. PolyI∶C刺激后
0、12、24、48 h收集细胞培养的上清液及细
胞, Real-Time PCR法检测IRF3和Toll样受体
3(TLR3)的表达, ELISA方法检测MoDC细胞
上清液中IFN-β的浓度变化. 

结果: 12 h健康对照组MoDC中IRF3 mRNA
表达水平明显升高, 并达高峰与0 h相比差异
显著(P <0.05), 24、48 h表达逐渐下降. 而患
者组MoDC中IRF3 mRNA的表达上升不明
显. 24 h健康对照组MoDC中TLR3表达上调
显著(86.27%±14.74% vs  70.78%±11.16%, 
P <0.05), 48 h TLR3表达与0 h相比无显著性差
异, 而患者组0、12、24 h TLR3表达上调不明
显, 48 h TLR3表达上调显著(85.46%±6.87% 
vs  69.17%±20.43%, P <0.05). 健康对照组
IFN-β mRNA表达及细胞上清液中的浓度与0 
h相比显著升高(P <0.05), 较患者组0、12、24
和48 h IFN-β的表达显著升高(P <0.05).  

结论:  H B V慢性感染患者在感染病毒后不
能激活I R F3从而导致宿主不能分泌足够的
IFN-β以清除病毒, 这可能是HBV慢性持续感
染的原因之一. 

关键词: 干扰素调节因子3; 干扰素; 树突状细胞; 慢

性乙型肝炎病毒
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染具有

很高的发病率和死亡率, 是引起肝硬化及肝癌

最常见的原因之一[1]. HBV感染后导致的慢性乙

型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)临床上治疗困

难, 其发病机制尚未阐明, 因此对慢性HBV感染

的免疫机制研究尤为重要. 目前, 国内外研究认

为在HBV持续感染中, 宿主免疫应答异常是其

主要的发病机制. 正确调节宿主免疫应答, 可以

促进HBV持续感染患者对病毒的清除[2]. HBV感

染后病毒在复制中产生的基因组DNA、RNA或

dsRNA能够被宿主的模式识别受体(PRRs)识别, 
然后PRRs激发了有效的、适当的抗病毒免疫反

应, 包括产生各种细胞因子, 诱导炎性细胞因子

和适应性免疫反应[3]. 目前研究认为, HBV复制

过程中产生dsRNA可以与TLR3结合, 然后激活

其下游信号传导途径, 通过干扰素调节因子3、
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7的协同激活, 在转录水平对IFN-β的表达进行

调节, 启动抗病毒免疫[4-6]. 缺乏IRF3和IRF7的
基因敲除小鼠, 在抗病毒的反应过程中, IFN-β
的产生明显下降, 提示IRF3、IRF7在抗病毒的

反应过程中起至关重要的作用[7-9]. 然而目前为

止还没有研究报道在HBV感染后诱导的抗病毒

免疫反应中IRF3的表达及作用, 以及IFN-β的分

泌是否异常. 本研究探讨dsRNA(PolyI∶C)刺激

末成熟的单核细胞来源的树突状细胞(monocyet 
dendritic cell, MoDC), 检测IRF3的表达、IFN-β
的分泌状态, 以及其上游受体TLR3的表达, 为进

一步了解CHB的免疫发病机制提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 选择2005-07/2007-02上海交通大学医

学院附属瑞金医院门诊就诊的慢性乙型肝炎

(CHB)患者28例, 按中华医学会肝病学分会、

中华医学会感染病学分会联合制定的《2005
年慢性乙型肝炎防治指南》诊断标准[10], 男女

比例为3∶1, 年龄19-50(平均32.1)岁. 肝功能

异常以血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)升高为主

(67-432 IU/L), 平均149.96±87.53; 胆红素水平

<51.3 μmol/L; HBV血清标志物均为HBsAg、
HBeAg、抗-HBc阳性, HBV DNA定量范围为1.0
×109 copies/L-2.35×1011 copies/L, 平均8.65±
2.47×1010 copies/L. 所有患者在就诊前6 mo内未

接受干扰素、拉米夫定、胸腺素(肽)等抗病毒

或免疫调节药物治疗; 排除合并HAV、HCV、

HEV、HIV、TTV等病毒感染, 排除自身免疫相

关的其他疾病. 27名健康志愿者作为正常对照, 
平均年龄30.4(18-60)岁, 排除各系统其他疾病, 
无酗酒史, 最近6 wk内无感染、未服用抗生素, 
肝功能正常. 
1.2 方法 
1.2.1 外周血单核细胞(monocyte, Mo)分离、培

养: 无菌采集患者及健康志愿者外周血20 mL, 
淋巴细胞分离液分离出外周血单个核细胞, 获
得PBMC, 进行细胞计数, 用适量PBS重悬沉淀

细胞(80 μL/L×107个细胞), 用MACS(Miltenyi 
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)法获得纯化

的CD14+的细胞. 以RPMI 1640完全培养基悬浮

细胞, 每孔约1×106个细胞, 并按照每孔2 mL培
养液的量加入hGM-CSF(Pepro Tech )500 kU/L、
hIL-4(Pepro Tech)250 kU/L, 混匀后依次加入12
孔培养板, 做好时间、日期等标记, 置于37℃, 
50 mL/L CO2培养箱中培养. 于培养第5天在培养

液中加入PolyI∶C(浓度25 mg/L)继续置37℃, 50 
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mL/L CO2培养箱培养, 分别于0、12、24、48 h
收集各孔细胞和培养上清. 
1.2.2 Real-Time PCR检测IRF3、IFN-β和TLR3: 
取1-2×106个MoDC抽提RNA, 用RNA逆转录

试剂盒(Promega. Co)将RNA逆转录为cDNA, 
-20℃保存. Real-Time PCR用Sybr Green半定量

法, Sybr Green荧光定量PCR试剂盒购自Applied 
Biosystems公司, 以GAPDH为内参, 每个样品同

一引物设双复孔, 每次扩增均设阴性对照与阳

性对照, 引物序列见表1.
1.2.3 细胞因子检测: 收集的MoDC培养上清液, 
按酶联免疫吸附剂测定ELISA试剂盒说明检测

IFN-β含量. 细胞因子检测步骤: (1)首先准备检

测样品及试剂, 将检测样品及试剂平衡至室温. 
20 mL 25×浓缩洗涤液用ddH2O稀释至500 mL, 
放置室温备用. (2)用标准品稀释液配制一系列

标准品. (3)按顺序每孔加入200 μL阴性对照、

标准品、细胞上清液样品. (4)用试剂盒附带的

粘纸覆盖. 室温孵育2 h. 记录样品与标准品的位

置. (5)洗板. (6)每孔加辣根过氧化物酶结合的二

抗200 μL, 室温孵育1 h. (7)等体积混合底物溶

液A、B, 按每孔200 μL制备, 15 min内用完, 避
光保存. (8)洗板. (9)每孔加入底物溶液200 μL, 

避光、室温孵育30 min. (10)每孔加入终止液50 
μL, 轻轻敲打反应板使其混匀. 30 min内检测吸

光度, 在450 nm读板, 在540 nm波长校正, 用四

参数对数曲线法建立标准曲线. 
1.2.4 流式细胞仪检测TLR3的表达: 收集培养的

MoDC, 每个标本均设定一同型对照管. 每管细

胞数约5×105-1×106, 用40 g/L多聚甲醛固定10 
min, 加入0.1%皂素常温孵育5 min破膜, 然后加

入不同荧光标记的抗体(避光): 同型对照管分别

加入PE-mouse IgG2b 15 μL(20 μL/1×106); 检测

管同时加PE-抗人TLR3标记抗体, 常温、避光孵

育30 min. 最后加入200 μL 10 g/L多聚甲醛代替

PBS固定、送检. 
统计学处理 用SPSS12.0统计软件计算各

项观察指标的均数和标准差, 采用ONE-WAY 
ANOVA检验检测, P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 MoDC上IRF3 mRNA的表达 经PolyI∶C刺
激后0 h二组MoDC上IRF3 mRNA的表达无显

著性差异(P >0.05). 在12 h对照组MoDC中IRF3 
mRNA的表达上调到12.80±5.11, 与0 h相比升

高显著(P <0.05), 而24 h、48 h IRF3 mRNA表达

分别为5.57±3.50、8.85±4.05, 表达水平较12h
虽有下降但是48 h IRF3 mRNA的表达仍然显

著高于0 h(P <0.05). 患者组MoDC经PolyI∶C刺
激后12、24、48 h IRF3 mRNA的表达没有上

升, 与0 h相比没有显著性差异(P <0.05, 图1). 患
者组与对照组IRF3 mRNA在不同时间点的变化

趋势, 对照组MoDC经PolyI∶C刺激后12 h IRF3 
mRNA的表达显著上升(P <0.05). 患者组IRF3 
mRNA的表达没有随着PolyI∶C的刺激而上调

(图2).
2.2 MoDC中TLR3的表达 (1)Real-Time PCR检测

TLR3 mRNA的表达. 患者组与对照组0 h TLR3 

■相关报道
缺乏IRF3和IRF7
的基因敲除小鼠, 
在抗病毒的反应
过程中, IFN-β的
产生明显下降, 提
示IRF3、 IRF7在
抗病毒的反应过
程中起至关重要
的作用. 

表 1 IRF3 mRNA、TLR3 mRNA、IFN-β mRNA和内参照的引物序列

     
目的基因                                                         引物序列                       产物长度(bp)

IRF3 Upper 5'-GTG CCG GGG GAA GAG TGG GAG TTC-3'          
248

 Lower 5'-TGC CCG GCC CGC CAG AGA-3' 

TLR3 Upper 5'-GAGAGTGCCGTCTATTTGCCACAC-3'          
300

 Lower 5'-GCGGCTGGTAATCTTCTGAGTTGA-3' 

IFN-β Upper 5'-GAC GCC GCA GTG ACC ATC TAT-3'          
243

 Lower 5'-CCCT CCT TGG CCT TCA GGT AAT G-3' 

GAPDH Upper 5'-GAA GGT GAA GGT CGG AGT-3'                          
228

                Lower 5'-GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-3'

20
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0

0               12             24              48
                         t /h

慢性乙型肝炎
患者组
健康对照组

P<0.05
P<0.05

图 1 Real-Time PCR检测IRF3 mRNA的表达. 
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mRNA的表达分别是0.042±0.020和0.115±
0.062, 虽然对照组TLR3 mRNA表达较患者组高

但两组比较无显著性差异(P >0.05). 与流式细胞

仪检测结果一致, 患者组12、24 h TLR3 mRNA
的表达上升不明显, 而48 h的表达水平为0.260±
0.080, 较0 h表达水平显著上升(P <0.05). 而对照

组TLR3 mRNA的表达于12 h达到高峰, 为0.335
±0.107, 较0 h表达水平显著上升(P <0.05), 显
著高于患者组0、12、24 h TLR3 mRNA的表达

水平(表2). (2)流式细胞仪检测MoDC上TLR3的
表达. 二组MoDC经PolyI∶C刺激后于0、12、
24、48 h用流式细胞仪检测TLR3的表达(表3). 
患者组与对照组0 h TLR3的表达分别为69.17%
±20.43%和70.78%±11.16%, 两组相比较无显

著性差异(P >0.05). 患者组MoDC经PolyI∶C刺
激后12、24 h TLR3的表达上升不明显, 而在

48 h TLR3的表达显著升高, 表达量为85.46%±

6.87%, 与0 h相比有显著性差异(P <0.05). 健康对

照组MoDC经PolyI∶C刺激后于0 h时TLR3表达

为70.78%±11.16%与患者组相近, 经PolyI∶C刺
激后12 h TLR3的表达为67.49%±20.89%, 与0 h

相比无显著性差异, 而24 h时TLR3表达明显增

加(86.27%±14.74%), 表达率较患者组提前达高

峰, 48 h后TLR3表达逐渐下降, 与24 h相比有显

著性差异(P <0.05, 图2). 
2.3 MoDC中IFN-β的表达 当dsRNA与MoDC上
的受体结合后, 最终可以使IFN-β的分泌增加, 
从而启动天然免疫及特异性抗病毒免疫反应清

除病毒, 所以最后我们检测了IFN-β的分子水平

及蛋白质水平的表达. 
2.3.1 Real-Time PCR检测IFN-β mRNA的表

达: 经PolyI∶C刺激后0 h二组MoDC上IFN-β 
mRNA的表达无显著性差异(P >0.05). 在12 h对
照组MoDC中IFN-β mRNA表达显著上调(1.16
±0.50), 与0 h相比差异具有显著性(P <0.05). 患
者组IFN-β mRNA 0 h表达水平非常低, 并且经

PolyI∶C刺激后12、24、48 h IFN-β mRNA的表

达分别为0.28±0.14、0.24±0.11、0.52±0.13, 
与0 h相比较几乎没有变化(P >0.05, 图3). 

对照组M o D C受到P o l y I∶C刺激后12 h 
IFN-β mRNA的表达显著上升(P<0.05), 在24、48 
h逐渐恢复到0 h水平, 患者组MoDC受到PolyI∶
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图 2 MoDC经PolyI∶C刺激后于0、12、24、48 h TLR3的表达. A-D: 患者组, 48 h TLR3的表达较0 h上升显著(P<0.05), 12 

h、24 h上升不显著; E-H: 健康对照组, 24 h TLR3的表达较0 h上升显著(P<0.05), 12 h上升不显著; A, E: 0 h; B, F: 12 h; C, G: 

24 h; D, H: 48 h. 

A B C D

E F G H

■创新盘点
本研究通过对慢
性 乙 型 肝 炎 患
者 D C 中 I R F 3、
TLR3、IFN-β的
研究发现HBV慢
性感染患者在感
染病毒后不能激
活IRF3从而导致
宿主不能分泌足
够的 I F N - β 以清
除病毒, 这可能是
HBV慢性持续感
染的原因之一. 

表 2 Real-Time PCR检测TLR3 mRNA的表达

     
                             0 h                     12 h                  24 h             48 h

患者组 0.042±0.020     0.101±0.024        0.117±0.056         0.260±0.080c

对照组 0.115±0.062     0.355±0.107a       0.255±0.112         0.130±0.108 

bP<0.05 vs  同组0 h, 患者组0、12、24 h; cP<0.05 vs  同组0 h.
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C刺激后48 h IFN-β mRNA的表达虽有上调, 但
是与0 h相比没有统计学意义(P >0.05). 
2.3.2 MoDC细胞培养上清液中IFN-β的浓度变

化: MoDC经PolyI∶C刺激后于0、12、24、48 h
保留其细胞培养的上清液, 用ELISA法检测细胞

上清液中IFN-β的浓度. 二组0 h的IFN-β的浓度

分别为: 80.71±42.60 ng/L、78.21±23.89 ng/L, 
二组表达水平相近(P >0.05). 健康对照者在12 h 
IFN-β的浓度与0 h相比明显上升, 有显著性差异

(P <0.05), 较患者组0、12、24、48 h IFN-β的表

达显著升高(P <0.05). 患者组12、24、48 h IFN-β
的浓度分别为75.28±35.22 ng/L、64.69±29.62 
ng/L、62.63±28.72 ng/L, 与0 h相比表达水平没

有显著变化(图4).
二组MoDC经Poly I∶C刺激后于0、12、

24、48 h用ELISA方法检测MoDC培养上清液

中IFN-β的浓度, 二组0 h的IFN-β的浓度相近, 患
者组12、24、48 h IFN-β的浓度与0 h相比表达

水平没有明显上升, 而健康对照组在12 h IFN-β
的浓度上升明显与0 h相比较有显著性差异, 较
患者组0、12、24、48 h IFN-β的表达显著升高

(P <0.05). 

3  讨论

Ⅰ类干扰素在宿主的抗病毒免疫中起关键作用. 
当病毒复制过程中产生dsRNA与TLR3结合, 然后

激活其下游信号传导途径, 诱导干扰素产生, 启
动抗病毒免疫. TLR3的信号传导包括两条途径, 

即MyD88依赖和非依赖途径[11-15]. MyD88非依赖

途径主要通过IRF3磷酸化, 形成二聚体, 进入细

胞核内诱导目标基因IFN-β的转录、表达[16-17]. 
IRF3属于一种磷酸化的蛋白, 持续表达在

所有的细胞中, 主要以无功能的形式(Ⅰ型、Ⅱ

型)存在细胞质中[18-19]. 他具有一个氨基末端, 包
含多个色氨酸, 是DNA结合结构域, 和一个羧

基末端是IRF结合结构域(IAD)及转录激活结构

域. IRF3的转录活性是由羧基末端丝氨酸及苏

氨酸磷酸化来控制的[20-22]. 病毒在复制过程中

产生的dsRNA可以激活TLR3, TLR3激活TBK1, 
TBK1使IRF-3的羧基末端丝氨酸残基磷酸化, 
磷酸化的IRF-3从细胞质转移到细胞核内. 然后

IRF3与干扰素刺激的反应成份(IFN-Stimulated 
response elements, ISRES)诱导目标基因包括

ISG56, IFN-β的转录、激活[23-26]. 有报道表明当

敲除IRF-3基因的小鼠胚胎纤维原细胞(MEFs)
被新城疫病毒(NDV)感染后, IFN-α/β基因表达

低下. 缺乏IRF3的基因敲出小鼠, 在抗病毒的反

应过程中, IFN-β的产生明显下降, 提示IRF3在
抗病毒的反应过程中起至关重要的作用[27-28]. 本
研究通过RT-PCR方法检测IRF3, 结果发现患者

组MoDC经PolyI∶C刺激后12、24、48 h IRF3 
mRNA的表达没有明显上调, 这与TBK1 mRNA
的检测结果一致, 表明患者组IRF3不能受到有

效的信号激活. 提示, 患者组IRF3不能被磷酸化, 
不能进入细胞核内诱导目标基因的转录、激活. 
健康对照组MoDC经PolyI∶C刺激后12 h IRF3 

表 3 慢性乙型肝炎患者外周血mDC上TLR3的表达 (%)

     
                            0 h                              12 h                              24 h            48 h

患者组 69.17±20.43 75.98±18.59 78.23±19.53              85.46±6.87a

对照组 70.78±11.16 67.49±20.89 86.27±14.74a    68.57±16.86

aP<0.05 vs  同组0 h.

■应用要点
本 研 究 探 讨
dsRNA(Poly I∶
C)刺激末成熟的
单核细胞来源的
树 突 状 细 胞 ,  检
测IRF3的表达、

I F N -β 的分泌状
态 ,  以 及 其 上 游
受 体 T L R 3 的 表
达, 为进一步了解
CHB的免疫发病
机制提供实验依
据. 

P<0.05
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图 3 Real-Time PCR检测IFN-β mRNA的表达. 
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图 4 MoDC细胞培养上清液中IFN-β的浓度. 
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mRNA的表达水平显著升高, 而24、48 h IRF3 
mRNA表达水平较12 h虽有下降但是48 h IRF3 
mRNA的表达仍然显著高于0 h, 提示健康对照

组TBK1可以使IRF-3的羧基末端丝氨酸残基磷

酸化, IRF-3形成二聚体, 进入细胞核内, 诱导目

标基因IFN-β的转录、激活[29-30]. 
为了进一步了解患者组IRF3表达低下的原

因, 我们分别用Real-Time PCR和流式细胞仪法

检测了TLR3的表达, 结果发现在健康对照组中

MoDC经PolyI∶C(25 mg/L)刺激后24 h TLR3
表达上调显著(P <0.05), 48 h TLR3表达减少, 与
0 h相比无显著性差异, 而患者组的0、12、24 h 
TLR3的表达上调不明显, 48 h TLR3表达上调显

著(P <0.05). 患者组IRF3 mRNA的表达在48 h没
有上升, 而TLR3的表达上升, 提示: IRF3表达低

下可能存在另外的机制, 需要进一步研究. 患者

组细胞培养液中IFN-β的浓度检测结果及DC细
胞中IFN-β mRNA的检测结果与IRF3结果一致, 
即IFN-β的浓度在PolyI∶C刺激后各个时间点

无显著性变化. 上述结果说明患者组dsRNA与

TLR3结合后IRF3表达障碍, 最终不能激活IFN-β
的转录、表达, MoDC分泌IFN-β的能力低下. 

上述结果表明慢性乙型肝炎患者IRF3表达

异常, 阻断了抗病毒的信号传导, 引起干扰素分

泌异常,  MoDC不能分化成熟、抗原递呈功能受

损, 从而不能有效的诱导天然免疫、激活特异

性抗病毒免疫反应, 使HBV感染后出现免疫耐

受或者免疫清除障碍, 最终导致HBV持续感染.
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Abstract
AIM: To investigate the etiology and clinical 
characteristics of liver cirrhosis in the Northeast 
of China.  

METHODS: We retrospectively analyzed the 
clinical data and laboratory test results of 178 
patients with liver cirrhosis admitted to our hos-
pital from January to October 2007. 

RESULTS: Of the 178 patients, 31 cases (34.3%) 
had simple hepatitis B virus infection; 11 cases 
(6.2%) had simple hepatitis C virus infection; 3 
(1.7%) cases had overlapping infection of hepati-
tis B and C virus; 39 cases (21.9%) had simple al-
coholic cirrhosis; 27 (15.2%) cases had co-injury 
caused by alcohol and hepatitis virus; the rest 
included 8 (4.5%) cases with primary biliary cir-
rhosis and 29 (16.3%) cases with cryptogenic cir-
rhosis. In addition to spider telangiectasia (χ2 = 
4.503, P  = 0.034), other signs and symptoms had 

no significant differences between viral infection 
patients and heavy drinker. Upper gastrointesti-
nal bleeding (42.0%), primary hepatic carcinoma 
(28.7%), secondary infection (16.1%) and hepatic 
encephalopathy were main complications in 
liver cirrhosis. 

CONCLUSION: Hepatitis B virus infection 
is still the main cause of liver cirrhosis in the 
Northeast of China. Portal hypertension often 
happens in simple viral infection, and liver 
function injury usually happens in simple alco-
holism. Hepatocellular carcinoma occurs more 
frequently in the cases with overlapping infec-
tion of hepatitis virus and concurrent of alcohol-
drinking and hepatitis viral infection.  

Key Words: Liver cirrhosis; Etiology; Viral hepatitis

Meng XD, Xiang GQ, He XH, Wang BY. Etiology and 
clinical Character of liver cirrhosis: an analysis of 
178 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(17): 
1880-1884

摘要
目的: 探讨东北地区肝硬化患者病因及临床
特点. 

方法: 选择我院2007-01/2007-10住院确诊的
肝硬化患者178例, 回顾性分析患者的临床资
料和实验室检查结果.  

结果: 178例患者中单纯乙型肝炎病毒感染
61例(34.3%), 单纯丙型肝炎病毒感染11例
(6.2%), 乙型与丙型肝炎病毒重叠感染3例
(1.7%), 单纯饮酒所致肝硬化39例(21.9%), 
酒精合并肝炎病毒共同损伤所致肝硬化27
例(15.2%), 其他为原发性胆汁性肝硬化8例
(4.5%), 不明原因肝硬化29例(16.3%). 肝炎病
毒感染和酒精中毒所致肝硬化相比, 除蜘蛛痣
(χ2 = 4.503, P  = 0.034)外,其他症状和体征的发
生率无显著性差异. 肝硬化并发症为上消化道
出血(42.0%)、原发性肝癌(28.7%)、继发感染
(16.1%)和肝性脑病(11.2%). 

结论: 东北地区的肝硬化病因仍然以乙型肝

®

■背景资料
乙型肝炎疫苗的
普遍接种, 使HBV
感染率下降, 但肝
硬化的发生率仍
然有上升趋势, 寻
找其病因谱改变
的原因, 是预防和
治疗肝硬化的关
键．

■同行评议者
谢晓华 ,  副教授 , 
广州中医药大学
第一附属医院三
外科
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炎病毒感染为主. 单纯病毒感染所致肝硬化的
临床表现以门脉压力增高为主, 酒精中毒则以
肝功能损伤为主, 肝炎病毒重叠感染及嗜酒与
病毒感染并存容易导致肝癌的发生. 

关键词: 肝硬化; 病因; 病毒性肝炎
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0  引言

慢性肝病发展的终末期大部分都要经过肝硬化

阶段, 病因的不同, 肝硬化出现的时间、临床特

征、治疗效果和预后等均有一定的差异. 有研究

证实, 两种病因先后或同时作用于肝脏, 更易导

致肝硬化的发生[1]. HBV感染患者大约10年后进

展为肝硬化, 这个时间比HCV感染患者要早[2]. 而
且, 加强对肝硬化患者的随访, 早期发现其严重

并发症如肝细胞癌, 并采取措施积极干预可以

提高患者生存率[3]. 随着社会的发展, 肝硬化的

病因也在发生变化, 及时把握和干预这种变化,
对预防肝硬化的发生及进展至关重要.

1  材料和方法

1.1 材料 收集我院2007-01/2007-10住院确诊的

178例肝硬化患者的临床资料, 其中男126例, 女
52例, 男女比例2.42∶1, 年龄为19-83(平均55.93
±12.80)岁.
1.2 方法 全部入选病例经过病史采集、临床表

现、血生化检查、腹部彩色多普勒超声, 腹部

增强CT及胃镜检查综合分析, 参考2000年《病

毒性肝炎防治方案》[4], 2005年《慢性乙型肝炎

防治指南》[5], 2004年《丙型肝炎防治指南》[6], 
2006年《酒精性肝病诊疗指南》[7], 肝肾综合征

诊断标准[8], 以及原发性胆汁性肝硬化指导建 
议[9]得出诊断. 就病因及临床特点进行初步探讨. 

统计学处理 应用SPSS11.5统计软件进行χ2

检验及Fisher确切概率法检验, P <0.05为差异有

统计学意义.

2  结果

2.1 病因分类 肝炎病毒感染者共75例(42.1%), 
其中乙型肝炎病毒(HBV)感染61例(34.3%); 丙
型肝炎病毒(HCV)感染11例(6.2%); 乙型和丙型

肝炎病毒重叠感染(B+C)3例(1.7%); 单纯酒精相

关肝硬化(AL)共39例(21.9%); 酒精与肝炎病毒

共同损伤者27例(15.2%), 其中酒精与乙型肝炎

病毒感染(AL+B)有23例(12.9%), 酒精与丙型肝

炎病毒感染(AL+C)有4例(2.3%); 其他为原发性

胆汁性肝硬化(PBC)8例(4.5%); 不明原因肝硬化 
(unknown)29例(16.3%).
2.2 临床表现 肝硬化的临床表现有重叠, 但按其

发生率的高低排在前十位的症状与体征依次为

脾大、腹水、腹胀、乏力、食道静脉曲张、黄

疸、下肢浮肿、肝掌、蜘蛛痣和肝区疼痛. 除
了常见的脾大、腹胀、腹水之外, 酒精相关的

肝硬化患者中乏力、黄疸和蜘蛛痣均有较高的

倾向; 另外, 酒精相关的肝硬化患者中食道静脉

曲张的发生率较高, 尤其合并肝炎病毒感染时

更高(表1). 单纯肝炎病毒感染(包括HBV、HCV
及B+C)和单纯酒精相关肝硬化相比, 除蜘蛛痣

(χ2 = 4.503, P  = 0.034)外, 其他症状和体征的发

生率无显著性差异(表2).
2.3 并发症 肝硬化最常见的并发症为上消化道

出血(UGH)占42.0%, 尤以肝炎病毒感染相关肝

硬化为主, 合并饮酒者发病率更高; 其次为原发

性肝癌(HCC)占28.7%; 继发感染(Infection)占
16.1%和肝性脑病(HE)占11.2%, 其在饮酒者中

有更多的倾向; 而肝肾综合征(HRS)及肝肺综合

征(HPS)相对少见(表3). 在慢性肝炎病毒感染和

单纯酒精相关肝硬化中, 原发性肝癌的发生率

存在显著性差异(χ2 = 5.662, P  = 0.017, 表3); 单
纯酒精中毒与酒精合并肝炎病毒感染所致肝硬

化患者中, 后者更易发生原发性肝癌(χ2 = 6.214, 
P  = 0.013, 表4).

3  讨论

引起肝硬化的病因比较复杂, 了解我国肝硬化

患者的病因特点, 对掌握发病机制、延缓病情

进展及改善预后都具有重要的临床意义.
1992年, 一个小样本统计资料表明, 作为东

北地区肝硬化的病因, 单纯肝炎病毒感染仅占

30%, 饮酒与肝炎病毒共同损伤占40%, 而单纯

酒精中毒所致肝硬化为0[10]. 而本研究显示15年
后前者比例上升至42.1%, 后者降为15.2%; 单
纯酒精中毒作为单独致病因素所致肝硬化上升

为21.9%,这种变化趋势与全国酒精性肝病协作 
组[11]及日本2006年的一项研究结果相一致[12]. 
这表明在我国东北地区肝炎病毒感染, 尤其是

HBV感染仍然是导致肝硬化的首要病因, 但是

嗜酒作为单独的病因明显上升, 成为不容忽视的

问题, 特别是其与肝炎病毒共同损伤在导致肝硬

化的病因中亦占有相当比例, 后两者已成为东北

■相关报道
作者相隔15年的
2次研究, 嗜酒作
为单独病因导致
肝硬化由0%上升
至21.9%, 全国酒
精性肝病调查协
作组的近期总结
也给予明显的佐
证, 提示应该重视
“酒文化”对健
康的影响．
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地区肝硬化的第二和第三大病因. 我国是HBV
感染的高流行区, 根据2002年全国HBV感染者

血清流行病学调查, 三岁以上人群HBsAg的阳

性率为9.09%[13]. 慢性HBV感染者中, 肝硬化失

代偿的年发生率约3%, 5年累计发生率约16%[14], 
其中6%-15%可发展为肝细胞癌[15], 长期持续的

高病毒负荷增加了肝硬化肝癌患者死亡的危险 

性[16]. 如何切断庞大的HBV感染源对减少肝硬

化及其并发症的发生有重大意义. 此外, 随着饮

食习惯的改变和社会交往的增多, 饮酒者不仅数

量增多, 而且趋向于年轻化和女性化[17], 饮酒对

预防心脑血管疾病贡献的夸大等, 都将增加酒精

性肝病的发生. 有研究表明, 各个国家或地区酒

精消耗量与肝硬化的发病率之间呈明显线性相

■创新盘点
北方地区目前肝
硬化危险因素的
改变主要与嗜酒
有关, 后者不仅易
造成肝细胞损伤, 
与肝炎病毒并存
更容易导致原发
性肝癌、继发感
染和肝性脑病的
发生．

表 1 不同病因的肝硬化患者临床表现特点 n (%)

     
                                   HBV             HCV                 B+C                AL             AL+B           AL+C         PBC          Unknown       Total

脾大            39(63.9)       9(81.8)     2(66.7)      27(69.2)    16(66.7)      3(100)     7(87.5)        20(69.0)   123(69.1)

腹水            33(54.1)       8(72.7)     2(66.7)      27(69.2)    14(58.3)      2(66.7)     1(12.5)       24(82.8)   111(62.4)

腹胀            36(59.0)       7(63.6)     3(100)      20(51.3)    13(54.2)      1(33.3)     1(12.5)       17(58.6)     98(55.1)

乏力            24(39.4)       2(18.2)     2(66.7)      14(35.9)      7(29.2)      1(33.3)     3(37.5)       10(34.5)     63(35.4)

食道静脉曲张     16(26.2)        5(45.5)     1(33.3)      16(41.0)      9(37.5)      2(66.7)     3(37.5)         7(24.1)     59(33.1)

黄疸            22(36.1)       1(9.1)     1(33.3)      14(35.9)      4(16.7)      1(33.3)     6(75.0)         8(27.6)     57(32.0)

下肢浮肿            16(26.2)        2(18.2)     1(33.3)      15(38.5)      4(16.7)      1(33.3)     4(50.0)         9(31.0)     52(29.2)

肝掌            16(26.2)        1(9.1)     1(33.3)      10(25.6)      9(37.5)      1(33.3)     3(37.5)         4(13.8)     45(25.3)

蜘蛛痣            10(16.4)       0(0)     2(66.7)      13(33.3)      4(16.7)      1(33.3)      2(25.0)        5(17.2)     37(20.8)

肝区疼痛             2(3.3)          1(9.1)     1(33.3)        1(2.6)        2(8.3)        0(0)           0(0)             4(13.8)     11(6.2)

总例数            61(100)      11(100)     3(100)      39(100)     24(100)       3(100)       8(100)       29(100)    178(100)

表 3 不同病因肝硬化患者并发症的发生情况 n (%)

     
                         HBV          HCV         B+C             AL           AL+B         AL+C        PBC        Unknown      Total

UGH   24(42.1)      5(50.0)      0(0)       9(37.5)     11(44.0)     3(75.0)   0(0)        8(40.0)     60(42.0)

HCC   17(29.8)      4(40.0)      2(100)       2(8.3)       11(44.0)     0(0)        0(0)        5(25.0)     41(28.7)

Infection     6(10.5)      0(0)          0(0)       8(33.3)       3(12.0)     1(25.0)   1(100)        4(20.0)     23(16.1)

HE     7(12.3)      1(10.0)     0(0)       5(20.8)       0(0)         0(0)       0(0)        3(15.0)     16(11.2)

HRS     2(3.5)      0(0)          0(0)       0(0)         0(0)         0(0)       0(0)        0(0)          2(1.4)

HPS     1(100)      0(0)          0(0)       0(0)         0(0)         0(0)       0(0)        0(0)          1(0.7)

Total   57(100)    10(100)      2(100)     24(100)      25(100)      4(100)     1(100)     20(100)    143(100)

表 2 单纯肝炎病毒感染相关肝硬化与单纯酒精相关肝硬化的临床表现比较 n (%)

     
                                    肝炎病毒感染相关肝硬化       单纯酒精相关肝硬化                       

χ2             P
                                          有                无        有                  无

脾大                 50(66.7)          25(33.3)            27(69.2)            12(30.8)       0.077          0.781

腹水                 43(57.3)          32(42.7)            27(69.2)            12(30.8)       1.532          0.216

腹胀                 46(61.3)          29(38.7)            20(51.3)            19(48.7)       1.063          0.302

乏力                 28(37.3)          47(62.7)            14(35.9)            25(64.1)       0.023          0.880

食道静脉曲张 22(29.3)          53(70.7)            16(41.0)            23(59.0)       1.578          0.209

黄疸                 24(32.0)          51(68.0)            14(35.9)            25(64.1)       0.175          0.675

下肢浮肿                 19(25.3)          56(74.7)            15(38.5)            24(61.5)       2.113          0.146

肝掌                 18(24.0)          57(76.0)            10(25.6)            29(74.4)       0.037          0.847

蜘蛛痣                 12(16.0)          63(84.0)            13(33.3)            26(66.7)       4.503          0.034a

肝区疼痛                   4(5.3)          71(94.7)              1(2.5)            38(97.4)       -          0.659

aP<0.05为差异有显著性, -表示用Fisher确切概率法检验.
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■应用要点
肝硬化危险因素
的改变可能与人
们的社会交往理
念、生活习惯有
关, 改善人群的健
康行为、生活方
式是肝硬化一级
预防的重要措.

关关系[18-19]. 嗜酒是肝炎病毒的易感因素, 而酒

精性肝硬化合并肝炎感染的几率更高, 二者对肝

细胞的损伤可能存在协同作用[20]. 研究表明, 酒
精合并HCV感染的肝硬化患者与单纯酒精性肝

硬化患者相比住院时间延长且死亡率增加[21]. 因
此, HBV及HCV感染者应远离酒精, 以减少酒精

和肝炎病毒感染相关肝病的发生.
肝硬化的临床表现仍然以肝功能减退和门

静脉高压症两大类为主, 除了常见的脾大、腹

胀、腹水等临床表现之外, 与肝炎病毒感染相

关的患者中门静脉高压症比较明显, 长期嗜酒

者中则表现为明显的肝功能减退症状. 嗜酒者

尤以乏力、黄疸(肝内淤胆)和蜘蛛痣为多见, 特
别是前臂远端的蜘蛛痣对酒精性肝硬化的诊断

更具特异性. 而当酒精合并肝炎病毒感染时不

仅肝功能损伤重, 其食管胃底静脉曲张的发生

率也很高. 研究表明, 腹水是肝硬化患者其他并

发症发生的高危因素, 重视治疗腹水可以有效

的防止食管胃静脉曲张所致的消化道出血、

自发性腹膜炎、肝肾综合征 ,  从而提高生存 
率[22-23].

本研究提示肝硬化患者的各种并发症中上

消化道出血(42.0%)仍居首位, 尤以肝炎病毒感

染所致的肝硬化为主, 在肝炎病毒感染合并饮

酒者发病率更高; 其次为原发性肝癌(28.7%)、
继发感染(16.1%)和肝性脑病(11.2%); 而肝肾综

合征及肝肺综合征相对少见. 酒精性肝损伤与

病毒性肝损伤相比很少导致肝细胞癌[24]. 本研究

得到了基本一致的结果, 单纯肝炎病毒感染、

单纯饮酒以及肝炎病毒感染与饮酒共同损伤中, 
发生原发性肝癌所占比例分别是33.3%、8.3%
和37.9%. 提示我们在同样存在嗜酒因素的情况

下, 是否合并肝炎病毒感染与原发性肝癌的发

生具有很大的相关性, 即嗜酒合并肝炎病毒感

染者更易合并原发性肝癌(P  = 0.013). 近年国内

外均已证实饮酒对乙型、丙型肝炎后肝硬化乃

至肝癌发生均起促进作用[25-26]. 乙醇可致肝纤维

化, 加剧肝炎后肝硬化的病理, 并反式激活HBV
的X基因编码产物(X蛋白),  促进乙型肝炎及

丙型肝炎的恶性变[27]. 因此嗜酒不仅是肝炎病

毒的易感因素, 两者同时存在显著加重疾病的 
进展.

我国是HBV感染大国, 随着医学知识普及

和乙肝疫苗的广泛接种, 越来越多的人重视了

对乙肝的防范, 但是也不能忽略其他类型病毒

性肝炎的传播和扩散. 本研究中就包含了11例
单纯丙肝病毒感染和3例乙肝与丙肝病毒重叠

感染, 尤其后者值得我们重视. 一项前瞻性研究

表明, 乙肝病毒与丙肝病毒重叠感染是肝癌发

生的最高危险因素[28-29], 本研究3例病毒重叠感

染所致的肝硬化患者中有2例发生了原发性肝

癌, 亦得到一致的结果, 提示病毒的重叠感染可

使肝脏疾病迅速进展.
肝硬化是我国常见疾病和主要死亡病因之

一, 目前无特效治疗方法, 最大限度的长期持续

抑制或清除HBV, 可以减轻肝细胞的炎症坏死

及其所致的肝纤维化[30]; 此外还应该重视嗜酒

作为单独或协同因素对肝脏造成的损伤, 从而

减少肝硬化及其并发症的发生.
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■同行评价
本文目的从流行
病学角度去分析
揭示肝硬化发病
因素或危险因素, 
为预防肝硬化, 提
高一级预防意识, 
加强健康促进, 改
善人群的健康行
为、生活方式提
供依据. 不足之处
是回顾性病例分
析例数偏少, 数据
来源面窄, 欠说服
力. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of deleted 
in pancreatic carcinoma locus 4 (DPC4) and 
transforming growth factor-β1 (TGF-β1) in 
human colorectal cancer tissues and their clinical 
significances.

METHODS: Forty-eight samples of human 
colorectal carcinoma were collected from pa-
tients from January 2005 to December 2005. In 
situ hybridization and immunohistochemistry 
were used to detect DPC4/TGF-β1 mRNA and 
protein expression respectively. 

RESULTS: The expression of DPC4 mRNA was 
lower in colorectal carcinoma specimens as com-
pared with that in normal colorectal specimens 
(52.1% vs 72.9%, P < 0.01), while TGF-β1 mRNA 
expression was higher in carcinoma specimens 
(68.8% vs 41.7%, P < 0.01). The level of DPC4 

protein expression in the cancer specimens was 
significantly lower than that in the normal speci-
mens, while TGF-β1 protein level were higher in 
the carcinoma specimens. DPC4 expression was 
related with the tumor size, clinical stages, dif-
ferentiation degree and lymph node metastasis, 
while TGF-β1 expression was related with the 
clinic stage, differentiation degree and lymph 
node metastasis. There existed a close correla-
tion between DPC4 and TGF-β1 expression (χ2 = 
3.95, P < 0.05). 

CONCLUSION: DPC4 and TGF-β1 are the capi-
tal factors in TGF-β transduction pathway. Low-
expression of DPC4 and over-expression of 
TGF-β1 may serve as an index for unfavorable 
prognosis of colorectal carcinoma. 

Key Words: Colorectal carcinoma; Deleted in pan-
creatic carcinoma locus 4; Transforming growth 
factor-β 1; In situ  hybridization; Immunohisto-
chemistry

Zhang DW, Yang WL, Yao Q. Expression of deleted in 
pancreatic carcinoma locus 4 and transforming growth 
factor-β1 in human colorectal carcinoma and their clinical 
significances. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(17): 
1885-1889

摘要
目的: 探讨大肠癌组织中DPC4和TGF-β1的表
达及其与大肠癌肿瘤大小、淋巴结转移、临
床分期及细胞分化程度等的关系. 

方法: 2005-1/2005-12大肠癌手术切除标本48
例, 原位杂交和免疫组织化学方法分别检测
DPC4和TGF-β1 mRNA及蛋白表达.  

结果:  DPC4 mRNA在大肠癌组织中的表达相
对正常组织较低(52.1% vs  72.9%, P <0.01), 其
表达程度与肿瘤大小、细胞分化程度、临床
分期、淋巴结转移有关. TGF-β1 mRNA在大
肠癌中呈高表达(68.8% vs  41.7%, P <0.01), 与
细胞分化程度、临床分期、淋巴结转移有关. 
DPC4蛋白在大肠癌组织表达程度显著低于
正常组织(P <0.01), 其表达程度与肿瘤大小、

细胞分化程度、临床分期、淋巴结转移有关. 
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■背景资料
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与大肠癌发生、

预后直接有关的
基 因 .  T G F -β信
号转导通路的异
常与肿瘤关系密
切 ,  TGF-β1是这
一家族的主要成
员. DPC4/SMAD4 
是1996年发现的
一种新的肿瘤抑
制基因, 其所编码
的Smad4蛋白是
转导TGF-β1信号
的重要胞质内信
号级联分子, 调节
TGF-β1应答基因
的转录. 
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TGF-β1蛋白在大肠癌组织中呈高表达, 与临
床分期、淋巴结转移有关. TGF-β1和DPC4的
表达有相关性(χ2 = 3.95, P< 0.05). 

结论: TGF-β1和DPC4是TGF-β转导通路中起
瓶颈作用的关键因子, TGF-β1高表达和DPC4 
低表达可作为大肠癌预后不良的指标. 

关键词: 大肠癌; DPC4; TGF-β1; 原位杂交; 免疫组

织化学

张东伟, 杨维良, 姚强. 大肠癌组织抑癌基因DPC4和TGF-β1的

表达意义. 世界华人消化杂志  2008; 16(17): 1885-1889
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0  引言

近年来, 随着人民生活水平的日益提高, 我国大

肠癌的发患者数呈逐年增高的趋势. 转化生长

因子β(TGF-β)是一簇属结构相关的异二聚体多

肽, 他能够调节细胞增殖、分化、形态形成、

凋亡等病理过程及刺激细胞外基质分泌, 抑制

免疫反应等[1-5], TGF-β信号转导通路的异常与肿

瘤关系密切. 该通路的异常常见于一些来源于

上皮细胞肿瘤发展的晚期, 并且常与肿瘤的侵

袭及转移有关. 其中TGF-β1是这一家族的主要

成员. TGF-β信号可抑制B细胞Ig的合成, TGF-β1
在肿瘤细胞中过表达能够破坏宿主T细胞介导

的细胞毒性作用, 并引起CTL(cytolyic T cell)反
应, 纵容了肿瘤的进一步发展[6-7]. 位于染色体

18q21.1的抑癌基因DPC4(deleted in pancreatic 
carcinoma locus4, DPC4)/SMAD4是1996年由美

国约翰·霍普金斯大学研究所Hahn et al发现的一

种新基因. 不少学者认为他是一种肿瘤抑制基

因[8-9]. 其所编码的Smad4蛋白是转导TGF-β1信
号的重要胞质内信号级联分子, 调节TGF-β1应
答基因的转录. Smad4功能失活或表达低下影响

TGF-β1的信号转导并参与肿瘤的形成[10]. 我们

采用原位杂交及免疫组化的方法, 对大肠癌组

织中TGF-β1和DPC4在mRNA及蛋白水平的表

达进行检测, 旨在探讨他们与大肠癌发生发展

的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-01/2005-12手术切除大肠癌标本

48例, 结肠癌26例, 直肠癌22例; 年龄23-80(平均

52.6)岁; 男27例, 女21例; 术前皆未接受放、化

疗. 鼠抗人DPC4单克隆抗体[(B-8)∶sc-7966]购
自Santa Cruz公司. 兔抗人TGF-β1抗体购自武汉
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博士德公司. S-P试剂盒购自福州MAXIM公司. 
DPC4原位杂交检测试剂盒和TGF-β1原位杂交

检测试剂盒均为武汉博士德生物工程有限公司

产品. 
1.2 方法 免疫组织化学染色(S-P法)阴性对照以

PBS缓冲液代替一抗. 病理学家单盲法光学显

微镜下进行观察. DPC4、TGF-β1均主要表达在

细胞质内, 呈棕黄色颗粒. 每张切片选择染色良

好区域, 连续观察10个高倍视野, 每个视野至少

观察50个细胞, 依染色强度分级: 0%为阴性(-), 
5%-25%为弱阳性(+), 26%-50%为中度阳性(++), 
>50%为强阳性(+++). 分子原位杂交操作按照

试剂盒说明进行. DPC4和TGF-β1均主要表达在

细胞质内, 以胞质或胞膜出现棕黄色颗粒为阳

性细胞. 每张切片选择染色良好区域, 随机观察

5个高倍视野, 每个视野至少观察100个细胞, 计
数500个细胞中染色阳性细胞数, <10%为“-”, 
≥10%为“+”[11]. 

统计学处理 所有数据均用SPSS11.0统计软

件分析结果. DPC4/TGF-β1蛋白表达水平用非参

数Ridit检验; DPC4/TGF-β1 mRNA表达水平用

χ2检验. P <0.05为差异有显著性意义. 

2  结果

2.1 免疫组织化学表达结果 DPC4蛋白主要表达

于细胞质, 呈棕黄色染色. 癌组织和正常组织都

有DPC4蛋白表达, 但正常组织表达程度显著高

于癌组织, 部分癌组织表达缺失(11例). DPC4蛋
白表达程度与肿瘤大小、细胞分化程度、临床

分期、淋巴结转移有关, 有统计学意义(表1, 图
1A). TGF-β1蛋白与DPC4蛋白一样, 主要表达于

细胞质, 呈棕黄色染色. 癌组织和正常组织都有

TGF-β1蛋白表达, 但癌组织TGF-β1蛋白的表达

程度明显高于正常组织. TGF-β1蛋白表达程度

与临床分期、淋巴结转移有关, 有统计学意义. 
(表1, 图1B). 
2.2 原位杂交表达 大肠癌组织中DPC4的阳性率

为52.1%(25/48), 正常组织的阳性表达率(72.9%, 
35/48)高于癌组织, 二者相比有显著性差异. 镜
下可见阳性反应物质主要表达于黏膜细胞的胞

质, 呈棕黄色染色, 间质细胞也有表达. 其表达

程度与肿瘤大小、细胞分化程度、临床分期、

淋巴结转移有关, 有统计学意义(表2, 图2A). 大
肠癌组织中TGF-β1的阳性率为(68.8%, 33/48), 
癌组织的阳性表达率高于正常组织 (41.7%, 
20/48), 二者相比有显著性差异. 镜下可见阳
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■相关报道
研究发现Smad4
在多种肿瘤如胆
囊 癌 、 口 腔 鳞
癌、膀胱癌等表
达下调, 并可调控
TGF-β细胞信号
传导通路, 抑制肿
瘤细胞生长. 

■研发前沿
大肠癌的防治已
成为大肠癌研究
的一大热点. 寻找
与大肠癌发生、

发展、预后相关
基因和新的干预
治疗靶点具有重
要意义. 
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性反应物质主要表达于黏膜细胞的胞质或胞

膜, 偶见胞核着色, 呈棕黄色染色, 阳性颗粒粗

细不等. 表达程度与临床分期、淋巴结转移、

细胞分化程度有关, 有统计学意义(表2, 图2B). 
TGF-β1阳性表达的大肠癌组织中, DPC4的阴性

率显著高于TGF-β1阴性表达的大肠癌组织中

DPC4的阴性率(χ2 = 3.95, P <0.05), 二者有相关

关系(表3). 

3  讨论

大肠癌的发生、发展是一个错综复杂的过程, 
受到多种相关基因的调控. TGF-β是一簇结构和

功能密切相关的活性多肽, TGF-β1是这一家族

的主要成员. 在体外已证实TGF-β1能够诱导细

胞周期依赖性激酶(CDK)抑制因子的激活, 阻
滞细胞由G1期到S期的进程[12], 但体内TGF-β1
对人类肿瘤发生发展的作用以及肿瘤细胞逃逸

其负调控功能的机制还不得而知. Smads介导

的TGF-β信号通路大致是: TGF-β成员与TβRⅠ, 
TβRⅡ复合物结合, TβRⅡ引起TβRⅠGS区磷酸

化, 活化的TβRⅠ与胞质内R-Smads同源寡聚体

短暂结合, 使之C末端SSXS丝氨酸残基磷酸化. 
其中Smad1, Smad5和Smad8是BMP的效应分子, 
Smad2和Smad3是Activin/TGF-β的效应分子. 磷
酸化的R-Smads再与Smad4三聚体结合形成异源

六聚体或其他形势寡聚体, 移位至细胞核, 与序

列特异的DNA结合蛋白结合, 激活特定的靶基

因调控转录[13]. TGF-β1对大肠细胞生长具有双

向调节作用, 既可促进细胞生长, 又可抑制细胞

生长. 当大肠黏膜炎症时他在上皮细胞和黏膜

下层呈高表达, 提示TGF-β1与大肠黏膜炎症活

动有关, 而当大肠恶变时他又呈现相互矛盾性

的表达, 如在原代培养的转移性大肠癌细胞中

TGF-β1的表达增高, 而在中度到高度分化的原

位癌的生长则被抑制. 研究发现, 在高分化大肠

癌细胞组织培养中加入外源性的TGF-β1, 癌细

胞生长受到明显抑制, 而对低分化的大肠癌抑

制作用则减弱, 同时大肠腺瘤在向大肠癌的发

表 2 大肠癌组织DPC4/TGF-β1 mRNA的阳性表达 n (％)

     
临床特征             n            DPC4的表达       TGF-β1的表达

性别   

    男          27         16(59.3)    18(66.7)

    女          21           9(42.9)    15(71.4)

年龄   

   ＜60岁          25         14(56.0)    18(72.0)

    ≥60岁          23         11(47.8)    15(65.2)

肿瘤大小   

    ≤5 cm          30         20(66.7)b    22(73.3)

    ＞5 cm          18           5(27.8)    11(61.1)

淋巴结转移   

    无          14         11(78.6)a    13(92.9)a

    有          34         14(41.2)    20(58.8)

分化程度   

    高中分化       28         19(67.9)b    15(53.6)b

    低、未分化   20           6(30.0)    18(90.0)

临床分期   

    A+B          13         10(76.9)a    12(92.3)a

    C+D          35         15(42.9)    21(60.0)

部位   

    结肠           26         13(50.0)    16(61.5)

    直肠          22         12(54.5)    17(77.3)

aP<0.05, bP<0.01.

表 1 大肠癌及正常组织中DPC4、 TGF-β1蛋白表达情况
(n  ＝ 48)

     
组织

     DPC4蛋白表达                   TGF-β1蛋白表达

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

大肠癌b    11   23     12        2           2       8     22     16

 正常                 3     21      24           6     21     18     3

bP<0.01 vs  正常组织.

■应用要点
DPC4的抑癌功能
及调节细胞信号
转导通路的功能
可被引入肿瘤的
基因治疗, 从而使
人工调节DPC4水
平及干涉其作用
通路成为治疗肿
瘤的新的有效方
法. 

■创新盘点
TGF-β1和DPC4
是TGF-β转导通
路 中 起 瓶 颈 作
用 的 关 键 因 子 . 
TGF-β1高表达和
DPC4低表达可作
为大肠癌预后不
良的指标. 

图 1 低分化大肠癌组织黏膜免疫组化结果(SP, ×100). A: DPC4(-); B: TGF-β1(+).

A B
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展过程中TGF-β1呈反应性下降. Shim et al [14]在

分析121例大肠癌患者血浆中TGF-β1水平认为, 
在肠肿瘤进展期这种矛盾转化, 是肿瘤细胞对

TGF-β1的不敏感反应, 可能是由于TGF-β1信号

通道的失活. 而癌细胞的生物学特性也正是由

于受体缺失或性质的改变, 失去TGF-β1的生长

抑制反应. 目前认为, TGF-β1在肿瘤的发展中扮

演了双重角色, 早期当细胞对TGF-β1的抗增殖

效应仍有反应时, TGF-β1起着肿瘤抑制作用; 而
在恶性演进期, 当细胞获得了对TGF-β1生长抑

制作用的耐受性时, 肿瘤细胞可自分泌大量的

TGF-β1, 通过改变肿瘤组织的微环境, 如诱导肿

瘤血管生成, 提高肿瘤细胞的运动能力, 免疫抑

制及胞外基质的合成等来促进肿瘤的发展及转

移[15]. Mamot et al [16]研究了SMAD4在早期大肠

癌(Ⅰ、Ⅱ期)的潜在相关性. 在大量的DNA样本

中, 73例存在SMAD4基因的一个等位基因缺失, 
用PCR方法分析了这73例样本, 其中只有2例有

点突变, 表明抑癌基因SMAD4在早期大肠癌中

很少发生突变. 瑞士巴塞尔大学医院研究小组

指出, 如果患者的肿瘤中检到DPC4这种基因, 则
化疗对其有益的可能大了3倍[17]. 许多大肠癌因

为肿瘤已对化疗有了抵抗性, 因而对化疗没有

反应. DPC4基因抑制了开始失去控制的分裂的

细胞, 因此能抗肿瘤. 他们用实时-定量-PCR法

分析了202名已接受标准治疗(包括5-FU)的大肠

癌患者的肿瘤标本, 得出结论, DPC4在大肠癌患

者中可作为以5-FU为基础的化疗方式的预测性

的标志物. 另外研究表明DPC4失活与大肠癌的

恶性进展, 如远处转移有关[18-19]. 从本实验结果

看, 随着大肠癌的转移及分化程度的降低, DPC4
的阳性率明显下降. 

对T G F-β1反应性降低或丢失在大肠癌

的演进过程中是一个重要事件 ,  这主要涉及

到TGF-β1信号通路组成元件的异常. DPC4在
TGF-β1信号转导中具有关键作用, 其缺失或突

变可使细胞对TGF-β1的生长抑制产生耐受, 促
进肿瘤的发展. 不少学者认为, DPC4基因的缺

失或突变发生在肿瘤进展的后期, 属于晚期分

子事件, 并与肿瘤的浸润和转移密切相关[20-23]. 
而DPC4在大肠癌中的低表达则提示, TGF-β1抑
制肿瘤生长的转导通路被阻断, 这种阻断作用

在转录过程中以及显现. 这种阻断作用可能同

时还是TGF-β1在肿瘤中高表达的原因: 由于大

肠癌组织细胞失去了对TGF-β1的敏感性, 导致

TGF-β1的反馈性表达升高; 而升高的TGF-β1表
达失去抑制肿瘤生长的作用, 却没有丧失对NK, 
LAK等免疫细胞的抑制作用, 因此TGF-β1高表

达和DPC4低表达可能促进肿瘤细胞发生免疫逃

逸. 此外, DPC4还具有一些独立于TGF-β1的功

能, 如DPC4具有调节细胞黏附和侵入的潜在功

能, 以及抑制肿瘤的血管增殖的能力等[24-25]. 因
此我们认为, DPC4的低表达也可能独立促进肿

瘤的浸润及转移, DPC4可被视为一个独立的肿

瘤抑制因子. 本结果显示, TGF-β1阳性表达的

大肠癌组织中, DPC4的阴性率显著高于TGF-β1
阴性表达的大肠癌组织中DPC4的阴性率, 提示

DPC4基因的缺失或突变阻断了TGF-β1抑制肿

瘤生长的转导通路, 而这种阻断作用又可能通

过负反馈作用使肿瘤细胞自分泌TGF-β1增加, 
二者可能共同调节恶性肿瘤的发生发展及生物

学行为. 总之, 本实验结果显示, TGF-β信号转导
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图 2 大肠癌组织黏膜(SP, ×200). A: 高分化DPC4(-); B: 低分化TGF-β1(+).

A B
■名词解释
DPC4 /SMAD4 : 
1996年由美国约
翰 · 霍 普 金 斯 大
学 研 究 所 H a h n 
et  al 发现的一种
新的肿瘤抑制基
因 ,  其 所 编 码 的
Smad4蛋白是转
导TGF-β1信号的
重要胞质内信号
级 联 分 子 ,  调 节
TGF-β1应答基因
的转录. 

表 3 大肠癌组织DPC4和TGF-β1 表达的关系

     
TGF-β1

                                        DPC4

                              +                                          -      

+            14                                   9

-           11                    4

χ2 = 3.95, P<0.05
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通路的紊乱可使细胞逃避TGF-β1介导的生长抑

制效应, 在大肠癌的演进过程中起到了重要作

用. DPC4的减少与大肠癌的恶性程度与发展过

程有直接的关系[26]. 因此, 分析大肠癌组织标本

中TGF-β1和DPC4的表达情况, 对于评估大肠癌

的发展及预后判断具有重要意义, 也为临床治

疗大肠癌提供了一条新的思路. 
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Abstract
Along with the great improvement of life 
qual i ty , more and more pat ients pre fer 
painless endoscopy to traditional endoscopy. 
Most clinical researches have demonstrated 
the feasibility and safety of painless endoscopy 
under intravenous anesthesia. By painless 
endoscopy, doctors are able to give more 
precise observation of the gastrointestinal tract, 
make earlier diagnosis of gastric carcinoma, 
esophagus carcinoma or colon carcinoma. The 
patients could get more comfortable medical 
intervention. Various methods are available 
f o r i n t r a v e n o u s a n e s t h e s i a i n p a i n l e s s 
endoscopy, such as propofol used alone, 
or propofol in combination with fentanyl, 
ketamine or midazolam, etc. All of the painless 
endoscopy methods have few side effects and 
can be applied according to specific clinical 
situations.  

Key Words: Painless endoscopy; Gastrointestinal 
diseases

Xu GS, Wu XL, Liu HN. Application of painless 
e n d o s c o p y  i n  t h e  d i a g n o s i s  a n d  t r e a t m e n t  o f 
gastrointestinal diseases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(17): 1890-1896

摘要
随着人民生活质量的提高, 越来越多的消化
科患者在就诊时选择无痛内镜检查. 大量临
床研究证实静脉麻醉下实施无痛内镜检查和
治疗是安全可行的. 患者在麻醉状态下接受
诊治, 医生可以更仔细地观察胃肠道的细微
病变, 更从容地进行内镜下治疗. 医生可以对
食管癌、胃癌、结肠癌做出更早期的诊断, 
患者也可接受更为舒适的检查和治疗. 临床
采用的静脉麻醉方法很多, 常用的有单用丙
泊酚、丙泊酚与芬太尼、酮替芬、咪唑安定
联用等方案, 可根据临床实际情况合理选用. 

关键词: 无痛内镜; 胃肠道疾病
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0  引言

电子内镜(包括胃镜与肠镜)是诊断消化道疾病

的主要方法之一, 是最主要与最可靠的无创或

微创现代化诊疗手段. 电子内镜通过高分辨率

的光导纤维和冷光源深入消化道内部, 不仅可

以清晰、直接地观察消化道的病变, 将病变图

像放大显示在电脑屏幕上, 便于保存患者病理

资料以动态观察对比病情发展变化, 更方便部

分疑难复杂病例的回顾分析与远程会诊讨论, 
因而诊断的准确性非常高, 特别是对早期食管

癌、胃癌、结肠癌的诊断是其他检查方法所不

能替代的; 此外, 通过电子内镜还可直接进行微

波或高频电凝、电切止血, 食管胃底曲张静脉

套扎、硬化剂注射, 异物取出, 支架置入, 消化

道狭窄气囊、水囊扩张术等微创治疗, 多年来

®

■背景资料
现代社会的发展
对医疗服务提出
了更高的要求, 越
来越多的患者在
需要进行消化内
镜下诊治时选择
无痛技术, 无痛内
镜技术的开展也
体现了麻醉技术
的发展和对患者
的人文关怀. 

■同行评议者
周 国 雄 ,  主 任 医
师, 南通大学附属
医院消化内科
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在消化系统疾病诊治中占有极其重要的位置. 
近年发展起来的胶囊内镜由于价格昂贵, 难以

人为控制内镜走向和观察范围, 不能进行内镜

下治疗等原因, 目前主要用于临床常规方法难

以确诊的小肠疾病的诊断[1-10], 因此, 电子胃镜与

肠镜在消化道疾病诊治中仍将处于主导地位.

1  传统内镜诊治术的痛苦

由于电子胃镜、肠镜检查为侵入性操作, 长期

以来仅在黏膜表面麻醉下进行, 胃镜置入口腔

后刺激咽后壁, 多数患者会出现咽部不适、恶

心、呕吐、呛咳、流涎、流涕 ,  甚至躁动不

安、咽喉黏膜损伤出血、憋气、喉头痉挛等危

险症状, 造成患者紧张焦虑和恐惧而不能配合

完成检查, 不少患者因此逃避或拒绝胃镜检查, 
从而延误病情、贻误治疗时机[11]. 内镜操作的刺

激还可使受检者循环系统发生较大的波动, 个
别严重的应激反应可造成心肺功能损害, 这对

于原有心脑血管疾病的患者极为不利, 检查质

量也难以得到有效保证[12-13]. 另外, 内镜下治疗

技术常常需要患者较长时间的配合, 部分患者

因难以坚持而最终放弃治疗. 在某些特殊病例, 
例如小儿无法与医务人员合作, 犯人自行强吞

牙刷、刀片、勺子等异物企图自杀而又拒绝治

疗等, 都使普通胃镜难以胜任. 
研究表明, 胃溃疡的癌变率非常高, 特别是

无痛性、无症状性胃溃疡, 因不易被发现而更具

危险性. 我国目前早期胃癌的诊断率还远远低于

日本等发达国家, 其原因之一, 就是人群普遍不

愿接受痛苦的胃镜检查, 许多胃癌患者在症状严

重到无法忍受时才来就诊, 而此时往往已经失去

手术时机. 临床推广无痛胃镜检查将扩大胃镜的

适应证, 发现更多的早期胃癌. 结肠癌目前位列

恶性肿瘤的第五位、胃肠道恶性肿瘤的第二位, 
增长速度非常快, 60%发生于直肠、直肠与乙状

结肠交界处, 常常来源于直肠绒毛状腺瘤的恶

变, 预后很差, 而直肠绒毛状腺瘤可在内镜下早

期诊断并经电凝切除而治愈. 目前胃肠道的早期

癌变还是常规体检项目(腹部B超、胸透、肝功

能)所不能发现的, 随着人们保健意识的增强, 许
多人已经开始逐渐接受胃镜、肠镜检查为健康

体检项目. 目前在大型综合医院的内窥镜中心, 
相当多的人不是因为有胃肠道症状来做胃肠镜

检查, 而是为了健康体检而进行胃肠镜检查, 在
这部分健康体检者中, 也发现不少无症状的或早

期的消化道疾病存在, 如: 胃肠道息肉、溃疡、

早期恶性肿瘤等. 但痛苦的胃肠镜检查过程令许

多体检者望而生畏, 以至错过消化道疾病的亚临

床诊断时机. 
即使对于那些能够配合胃镜检查的患者, 其

诊治效果也有明显不同. 临床观察发现, 普通胃

镜术检出的胃炎患者伴胆汁反流的比例(35/102)
远远高于无痛胃镜术(9/98), 其重要原因在于普

通胃镜检查导致受检者强烈的呕吐反应, 内镜下

出现胆汁反流的假象, 而无痛胃镜术消除了受检

者的恶心呕吐反应, 能够更真实地反映患者胃肠

道蠕动和病变情况, 避免不必要的治疗和医疗资

源浪费. 同时, 普通内镜检查不仅可带给患者巨

大的痛苦, 也可影响检查者的诊断质量. 有报道

说, 结肠镜检查中如果退镜时间少于6 min, 将有

1/3的结肠息肉被漏诊. 部分检查者为了缩短患

者痛苦时间, 来不及仔细观察就匆匆退镜, 达不

到满意诊断所需的最低时间, 许多隐蔽的角落无

法仔细观察, 导致疾病的漏诊和误诊. 在无痛内

镜下, 检查者可以更加从容细致地观察胃肠道的

细小病变, 最大限度地消除检查盲区, 从而达到

更高的诊断率. 
结肠镜对结肠的检查直观而确切, 甚至可

通过回盲瓣插入回肠末端进行观察和取活组织

检查, 其病理发现率和优越性远远超过钡剂灌

肠检查. 成人结肠长度约140 cm, 位于盲肠与直

肠之间, 呈“门”形围绕小肠周围, 依其所在位

置及形态结构分为4部分: 升结肠、横结肠、降

结肠、乙状结肠. 结肠的解剖位置曲折迂回, 其
弯曲角度生理变异非常大. 检查前的肠道准备

使结肠充盈欠佳, 肠蠕动过快, 结肠扭曲结圈及

肠镜经过肝曲、脾曲时的痉挛性刺激使检查时

间较长, 部分受检者难以承受其痛苦而放弃, 影
响诊疗效果[14]. 在肠镜操作中, 肠管被牵拉、刺

激、人为肠袢或肠腔的扩张、痉挛等, 可激惹中

枢神经系统引发强烈的植物神经反射及骨骼肌

痉挛, 如心率加快、血压升高、心律紊乱、恶心

呕吐、出汗便意, 强烈疼痛时甚至可引起心跳骤

停. 疼痛是机体通过感觉神经防御伤害性刺激最

为敏感的一种反应, 现代社会随着人们文化阅历

的不断提高, 对疼痛的敏感性也随之提高, 越来

越不能适应和耐受有痛苦的创伤性检查[15].

2  无痛内镜术临床方案

随着人们对生活质量要求的提高, 就诊时要求

安全、舒适、无痛苦、副作用少的检查, 无痛

内镜术应运而生 .  要让患者在浅睡眠的“好

■研发前沿
国内外开展的以
丙泊酚为基础的
静脉麻醉方案作
为无痛内镜诊治
术经临床实践证
实是安全有效的, 
各种方案均可获
得满意的麻醉效
果, 且并发症和副
作用少. 
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梦”中完成检查和治疗, 不仅能够大大提高胃

肠道早期疾病的诊治率, 也顺应了为患者提供

人文关怀、无痛苦服务的现代需要. 现代麻醉

术诱导更迅速、平稳, 麻醉后苏醒快而安全, 使
无痛内镜术应用于临床成为可能. 

在许多发达国家, 无痛内镜已经成为临床

常规操作而普遍开展, 国内也有越来越多的医

院开展无痛内镜术, 即利用安全有效的麻醉方

法以消除患者的恶心、呕吐、咳嗽、疼痛等不

适[16-20], 在麻醉状态下实施胃镜肠镜检查和治

疗, 解除患者的焦虑、紧张、恐惧情绪[21-25], 提
高安全性和舒适性[26-30], 提高检查的准确率[31-35]. 
无痛内镜技术要求安全可靠, 起效快、苏醒迅

速而完全、平稳, 且无不良反应, 整个操作过程

中患者舒适、安静、无痛苦. 无痛内镜技术的

核心为镇静药物的应用及检查适应症的选择, 
术前仔细询问病史、严格掌握适应症是其成功

的前提; 而判断和掌握镇静程度是无痛术成功

的关键. 
近年来, 丙泊酚(异丙酚, propofol)、芬太尼

(fentanyl)、氯胺酮(ketamine)等静脉麻醉药常被

用于无痛内镜术中. 丙泊酚作为新型静脉麻醉

药, 是临床上常用的倍受推崇的可控性强的静

脉麻醉药, 具有速效、短效, 苏醒快而完全, 持
续输注后无蓄积, 且有抗呕吐、毒性小等特点, 
具有其他静脉麻醉药或麻醉性镇痛药无可比拟

的优点, 特别适用于无痛内镜术, 备受国内外内

镜工作者的青睐, 大量的临床研究已肯定了他

在无痛内镜术中应用的安全性[36-38]. 丙泊酚还能

够抑制平滑肌细胞磷酸二酯酶活性, 拮抗多巴

胺D2受体, 使胃肠道平滑肌蠕动减弱, 有利于内

窥镜的置入、观察、活检以及微波高频烧灼等

治疗, 不仅消除了患者难以忍受的痛苦, 更使操

作易于进行, 大大缩短操作时间, 提高检查成功

率, 减少并发症. 所以, 丙泊酚静脉麻醉是实行

无痛胃肠内窥镜诊治术的重要手段之一[39]. 但
单独使用丙泊酚剂量较大, 所需剂量达2.0-2.5 
mg/kg, 甚至可超过3.0 mg/kg, 该药成本高, 对呼

吸循环系统还有剂量依赖性的抑制作用, 能使

呼吸频率减慢, 降低血压、减慢心率. 芬太尼属

于强效镇痛药, 对心血管系统副作用少、易被

纳络酮拮抗, 可降低心肌耗氧量, 减少内镜操作

导致心脏意外的可能性, 也很适合用于无痛内

镜诊治术. 
临床实践中常用的有单用丙泊酚, 以及丙

泊酚与其他镇静药、静脉麻醉药联用的各种方 

案[40]. 如何选择合理的药物配伍, 找出最佳的复

合用药, 即用药量小、内镜操作过程平稳、苏

醒快、呼吸循环功能稳定、副作用少, 达到满

意的麻醉效果和较快的苏醒速度, 是需要麻醉

科学深入探讨的问题. 
有研究者分别观察了150例接受胃镜检查的

患者, 研究常规胃镜检查以及不同静脉麻醉药

物单用或联用的麻醉效果[41]. 这些患者分为5组, 
每组各30例, A组为异丙酚, B组为芬太尼和异丙

酚, C组为咪唑安定和异丙酚, D组为氯胺酮和异

丙酚, E组为传统胃镜. 5组患者的性别、年龄、

体质量、美国麻醉学会分级(ASA)、胃镜检查

时间等均无显著差异. 观察结果表明接受无痛

胃镜检查的患者对检查过程均无知晓, 恶心呕

吐、流涎、躁动等不适反应少或无, 术后满意

度高, 与传统胃镜检查组相比优势显而易见. 另
外, 无痛胃镜组心血管变化也明显优于传统胃

镜组. 传统胃镜组检查中、检查后患者心率明

显增快, 血压明显升高, 对于原有心血管疾病的

患者是很危险的. 无痛胃镜的4个组中只有D组

患者的心率在检查中与检查前相比增快较明显, 
可能是氯胺酮的兴奋交感神经的副作用所致, 
并且D组部分患者醒后诉说有不良的幻觉、噩

梦, 感觉稍差, 苏醒时间也相对较长; A组苏醒最

快, 只是异丙酚用量较大, 患者注药时疼痛、检

查中做美梦者居多; C组苏醒时间、药物起效时

间较快, 但认知能力恢复较慢, 与咪唑安定的镇

静、催眠、顺行性遗忘作用有关; B组仅有1例
注药部位疼痛, 1例血压较度下降, 心率降至50 
次/min, 经给阿托品0.5 mg后立即得到纠正, 该
组满意度、复检意向最多. 由此可见, 无痛术选

择联合用药, 既减少了药物用量, 又能发挥不同

镇静、麻醉药物之间的协同作用, 降低甚至消

除药物的副作用, 使操作更便捷, 患者更舒适、

安全, 术后恢复时间更短. 作者认为联合应用芬

太尼和异丙酚、咪唑安定和异丙酚的优势更多, 
而单用异丙酚或氯胺酮联用异丙酚均不推荐. 

另有研究者[42]观察异丙酚分别联合芬太尼

和咪唑安定的麻醉效果, 分别静注小剂量芬太

尼和咪唑安定2 min后, 静注异丙酚1.6 mg/kg至
睫毛反射消失, 在达到同等麻醉深度时, 异丙酚

-芬太尼麻醉组患者对胃镜置入的耐受性增加, 
胃镜经过咽腔时置入过程平稳. 因为芬太尼是

麻醉性镇痛药, 小剂量芬太尼能有效抑制来自

咽喉部的刺激, 其机制可能是芬太尼与孤束核

及第9、10颅神经核的阿片受体结合抑制了咽

■创新盘点
近年来, 无痛内镜
术在各级医院均
有开展, 报道的临
床方案和不良反
应各有差别, 本文
首次对无痛内镜
术的麻醉方案、

药物配伍原理、

操作注意事项及
处理等内容作了
较全面的归纳和
系统的阐述.
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腔的伤害性刺激, 且异丙酚与芬太尼复合应用

时药物之间具有协同作用, 能够增强催眠作用, 
达到满意的麻醉效果. 所以胃镜经过咽腔时本

组所有患者无1例出现体动、屏气等不良反应. 
而咪唑安定为水溶性苯二氮卓类, 虽然能增强

异丙酚的中枢镇静效果及遗忘作用, 但其对不

良刺激的抑制程度较差, 不能完全抑制胃镜经

过咽腔时的强烈应激反应. 因此异丙酚-咪唑安

定联合麻醉组的部分患者出现了体动、屏气、

咳嗽, 使胃镜不能顺利通过咽部, 需要追加异丙

酚用量. 在胃镜操作时间两组间无明显差异的

前提下, 由于芬太尼并不延长异丙酚的苏醒时

间, 而咪唑安定的镇静作用时间相对偏长, 因此, 
异丙酚复合苏太尼与复合咪唑安定用于无痛胃

镜检查相比, 前者麻醉效果更满意, 苏醒更迅速, 
是更为理想的麻醉选择. 

异丙酚复合咪唑安定或芬太尼麻醉应用于

胃镜检查, 均可消除患者紧张焦虑情绪, 提高

检查耐受性, 使患者本人对整个检查过程无记

忆、无痛苦. 同时由于麻醉状态下胃肠蠕动缓

慢, 便于发现微小病变, 也减少了患者因痛苦产

生的不自觉骚动引起的机械性损伤的发生. 咪
唑安定可以产生剂量依赖性遗忘、抗焦虑、催

眠、肌松和镇静作用, 联合丙泊酚使用不仅可

以消除受检者紧张、恐惧心理, 还可抑制迷走

神经反射, 避免循环系统发生较大的波动, 但咪

唑安定的缺点是镇痛作用不明显, 而芬太尼有

强效镇痛作用, 与异丙酚合用, 不但增强了麻醉

效果, 而且减少了药物用量, 缩短了诱导及苏醒

时间, 达到了满意的麻醉效果[43-44]. 
但也有不同结论. 有研究者观察单用丙泊

酚、丙泊酚联用氯胺酮、丙泊酚联用芬太尼用

于无痛胃镜检查的麻醉效果, 认为氯胺酮与丙

泊酚伍用可发挥两者的协同作用, 氯胺酮可加

强丙泊酚镇痛作用的不足, 且抵消其对呼吸循

环功能的抑制, 而丙泊酚又能消除氯胺酮的梦

幻等不良反应, 检查术中的BP、HR、SPO2、清

醒时间、离院时间与单独使用丙泊酚均无显著

性差异[45]. 作者认为这与氯胺酮有较强的镇痛作

用, 且苏醒快, 小剂量对呼吸循环功能影响较小, 
对交感神经有兴奋作用有关. 芬太尼伍用丙泊

酚, 增强了丙泊酚的镇痛效果, 但两种药物都有

一定的呼吸循环抑制作用, 多数患者检查过程

中有BP、HR、SPO2的下降, 经给氧后可自行改

善, 但清醒时间、离院时间、头昏嗜睡等不良

反应无显著差异. 该作者认为单纯丙泊酚、丙

泊酚与氯胺酮、丙泊酚与芬太尼用于无痛胃镜

检查均可获得满意的麻醉效果, 但以氯胺酮伍

用丙泊酚更为安全有效, 建议将氯胺酮伍用丙

泊酚作为无痛胃镜术的理想麻醉用药方案. 
也有研究者将异丙酚、咪唑安定、芬太尼

三药联合用于胃镜检查麻醉, 其效果可靠, 但麻

醉作用时间更加短促, 要求严格掌握给药时间

与检查时机的紧凑配合, 使操作恰好在药效的

高峰期中进行[46]. 
近来也有人主张使用阿芬太尼及雷米芬太

尼, 是因为他们的安全指数更宽, 苏醒时间更短, 
呼吸抑制作用更少, 血液动力学更稳定. 但由于

某些新型药物价格昂贵等原因, 难以在大多数

医院普遍开展应用. 
瑞芬太尼是一种起效迅速、作用消退快、

镇痛作用强的μ阿片受体激动药. 与芬太尼比较

具有起效更快、作用时间更短暂的特点. 有研究

者认为将其与丙泊酚联合用于无痛肠镜检查更

为安全可行, 优于芬太尼与丙泊酚联用方案[47].

3  无痛内镜术的适应证、禁忌证

尽管无痛内镜术具有以上种种优越性, 但所有

的镇静、麻醉药都可能影响患者生理功能的稳

定性, 而胃镜、肠镜侵入性操作又使患者生理

功能处于应激状态, 因此严格掌握无痛内镜术

的适应症和禁忌症是十分必要的. 
无痛内镜术的适应症: 有胃镜、肠镜检查适

应症但恐惧常规胃镜、肠镜检查者; 精神高度紧

张及恐惧心理; 剧烈呕吐或其他原因难以完成常

规胃镜肠镜检查者; 有癫痫病史及小儿患者不

能合作者; 精神异常患者; 伴有其他疾病而病情

需要做胃镜、肠镜检查者, 如: 高血压、轻度冠

心病患者; 老年人; 胃癌结肠癌的局部化疗; 食
道癌激光治疗; 胃肠道疾病复查、取异物(吞玻

璃、钉子、打火机、锁、首饰、项链)等. 
无痛内镜术的禁忌或相对禁忌症: 原则上

同常规胃镜、肠镜检查禁忌症. 慢性支气管炎肺

代偿功能差; 术前血氧饱和度低于90%; 睡眠呼

吸暂停综合征; 过敏体质, 尤其是镇静药过敏者; 
休克; 孕妇及哺乳期妇女; 容易引起窒息的疾病

如支气管炎致多痰者; 急性消化道大出血; 胃潴

留、肠梗阻; 严重心动过缓者及严重鼾症; 哮喘

病; 严重肺心病; 严重贫血(Hb 30-50 g/L); 低血压; 
极度衰竭; 严重心、肝、肾疾病; 肝性脑病(包括

亚临床期肝性脑病); 神经衰弱; 体形瘦弱; 肥胖

颈短; 心动过缓及房室传导阻滞; 严重高血压等.

■应用要点
本文为从事麻醉
和消化内镜工作
者提供了有益的
借鉴和指导, 并根
据多年的临床经
验提出采取预防
和处理措施来提
高无痛内镜术的
有效性和安全性,
具有临床实用指
导意义.
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4  无痛内镜术的不良反应及处理

多数患者除清醒早期如起床过早有轻微头晕

外, 无其他任何不良感觉. (1)少数患者静注丙

泊酚可有注射部位疼痛. 预防及处理: 尽量选前

臂大血管注射, 或使用丙泊芬前用5%葡萄糖稀

释1倍, 减慢注射速度等. (2)心血管系统不良反

应: 丙泊酚对心血管循环系统有抑制作用, 可引

起血压下降及心率减慢. 注射药物时应减慢速

度, 必要时可使用阿托品、麻黄素处理. (3)呼吸

系统不良反应: 舌后坠、打鼾导致血氧饱和度

下降. 处理: 加大氧流量, 使患者头部后仰, 托起

其下颌, 保持呼吸道通畅; 必要时面罩吸氧或人

工呼吸. (4)少数患者静注一定剂量丙泊酚后出

现肢体不自主运动, 一般增加剂量后可消失. (5)
少数患者发生膈肌痉挛、呃逆, 但无须处理, 很
快会消失. 操作结束后如患者仍处于睡眠状态

或打鼾时, 应将患者左侧卧位, 便于口腔分泌物

及时流出, 以防分泌物流入气道引起呛咳或窒

息. 此外, 芬太尼复合麻醉可见心率减慢、血压

下降, 以收缩压下降更明显, 对呼吸也有一定抑

制作用, 甚至呼吸短暂停顿, 一般均可自行恢复, 
无需特殊处理[48-49]. 

应用异丙酚和芬太尼的无痛术的危险问题, 
主要是药物对循环、呼吸系统的抑制, 表现为血

压下降、心率减慢、低氧血症、呼吸减慢, 大
多数在正常范围, 无须特殊处理, 术后可迅速恢 
复[50-53]. 麻醉诱导前静脉滴注林格液(12 mL/kg), 
可防治血压下降且不引起心率增加, 当血压下

降时静脉注射麻黄素, 心率减慢时静脉注射阿

托品均可迅速纠正. 如SpO2明显下降, 立即退镜

并及时给予面罩加压给氧可纠正. 个别可出现

呼吸或心跳骤停可能危及患者生命, 但经辅助

呼吸和心脏兴奋剂及时抢救, 也多可迅速复苏

而无后遗症; 当仅有呼吸变慢甚至暂停, 血氧饱

和度>70%而无心率变化时, 双手按压胸廓数次

呼吸可恢复, 或加大氧流量, 抬高下颌, 气囊面

罩加压人工呼吸, 1-2 min后多可逆转, 不要轻易

气管插管. 异丙酚对心肺功能的影响与剂量、

注药速度有关, 剂量以1.5 mg/kg为宜, 还应根据

患者的体质、年龄、饮酒史及基础疾病等情况

进行个体化给药, 合理控制剂量. 一般冠心病者

异丙酚安全剂量为(1.5±0.5) mg/kg; 对可能发生

严重并发症者需多加谨慎, 年老体弱者因肠道

准备及禁食可能发生虚脱, 应于术前补足血容

量, 异丙酚用量宜小且需缓慢注射. 异丙酚的过

敏反应表现为过敏性红斑, 对激素或非那根治

疗有效. 此外, 无痛内镜术还可有癫痫样抽搐、

头晕、幻觉等并发症, 均为一过性, 无生命危险. 
注意事项: 为确保患者安全, 无痛内镜术应

严格按照手术室麻醉指南配备检查室: 氧气源, 
充足可靠的吸引, 至少能输送90% O2的自动充

气手动复苏器, 足够的麻药和设备, 符合“基本

麻醉监护标准”的足够监视设备, 足够的电源

插座且需连接应急电源, 观察患者和监视的设

备保证, 足够的照明, 为患者、机器、支持设备

提供足够大的空间, 心脏紧急除颤器等. 时刻做

好准备, 以应付随时发生的紧急情况, 制定和随

时修改方案, 防患于未然. 
在操作过程中应注意: (1)检查前详细了解

患者情况, 对患有多种重要脏器疾病、一般情

况较差而且目前诊断等情况不明者, 不应贸然

施行无痛内镜术. (2)应由具有熟练麻醉基本知

识与心肺复苏技能的麻醉师与技术熟练的内镜

医师共同进行, 两者良好的配合可缩短操作时

间, 减少用药量、并发症及危险发生率. 静注药

物时要慢推以防止静脉炎, 要边注药边密切观

察患者病情. (3)进镜动作要轻柔, 进入口腔内如

发现分泌物较多应先吸净, 在口腔内少注气、

不注水, 以免引起呛咳、误吸. 术中应严格监测

血压、心率、呼吸、血氧饱和度, 常规鼻导管

给氧. (4)若操作时间长, 可适量追加丙泊酚. 老
年人的丙泊酚剂量要适当减小, 并注意保持呼

吸道畅通, 因其易合并呼吸暂停或血氧饱和度

降低; 体质量超重或特别紧张的患者用药量可

适当偏大. (5)术前向患者讲明无痛术的操作程

序和注意事项有助于缓解其紧张情绪. (6)术后

观察30-60 min待患者完全清醒后方可离开, 需
家属陪同, 术后当天不能驾车, 不能从事高空作

业或操作重型机器, 以免发生意外. 

5  结论

随着经济水平的提高, 人们追求无痛化、舒适

化医疗服务的倾向日益强烈. 在静脉全麻下实

施胃镜、肠镜检查和治疗已逐渐被民众所接

受, 且为消化专科医生提高临床诊治水平提供

了有益的帮助. 以丙泊酚为基础的麻醉方案作

为无痛内镜诊治术经临床实践证实是安全有效 
的[54-70], 各种方案均可获得满意的麻醉效果, 实
践操作中可根据内镜中心配备的复苏设备、麻

醉师的经验以及药物来源等灵活选用, 既保证

患者安全平稳地承受内镜下诊治, 又不过度增

加其经济负担. 无论采用哪种方案, 常备急救器

■同行评价
本文综述了无痛
内镜术在胃肠道
检查中的应用, 内
容丰富, 有一定的
临床参考价值. 但
应进一步提炼, 加
强条理性, 增强可
读性.
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械及药品都是非常必要的. 在操作中严密监测

血压、心率、脉搏、血氧饱和度, 是提高无痛

内镜诊治技术的成功率和安全性的关键. 无痛

内镜诊治技术的研究和临床应用, 相信会随着

静脉麻醉药和现代麻醉方案的发展而不断完善. 
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第二十次全国中西医结合消化学术会议征文通知

本刊讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2008-11在上海市召开第二十次全国中西医结合

消化系统疾病学术会议, 并同时举办全国中西医结合消化疾病(重点为肝病、内镜与胃癌)新技术新理论继续

教育学习班. 学习班招收对象; 中西医结合、中医或西医的消化专业医师、科研人员、研究生等. 参加学习班

者授予国家级1类继续教育学分; 大会论文报告者另授继续教育学分6分. 

1    征稿内容

消化内镜技术及其中西医结合临床应用; 脂肪肝、慢性肝炎与肝硬化等常见肝病的中西医结合基础与临床研

究; 消化道肿瘤中西医结合诊疗; 脾胃学说及其临床应用; 其他消化系统疾病(包括食管、胃、肝、胆、胰腺等

疾病)的基础研究、临床研究与实践等.

2    征稿要求

请注明作者姓名、单位、详细通讯地址、邮编. 稿件请附800字论文摘要, 尽可能以电子信件的形式将稿件传

送, 截稿日期: 2008-09-30.

3    联系方式

刘成海, 201203, 上海市浦东新区张衡路528号上海中医药大学附属曙光医院肝病所, 传真: 021-51324445或

51328500, shxhhy2008@yahoo.cn或czs.xiaohua@163.com
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Abstract
Reactive oxygen species (ROS) are established 
m o l e c u l e s  t h a t  a r e  i n j u r i o u s t o  s u c h 
biomolecules as DNA and protein, and that can 
induce lipid peroxidation. However, it is now 
held that Nox/Duox family of NADPH oxidases 
generate ROS in a carefully regulated manner, 
which can act as second messengers influencing 
signal transduction in various cells including 
hepatic stellate cells (HSCs). This paper focused 
on mechanism of ROS generated by NOX/
Duox regulating signal transduction, and then 
reviewed signal transduction of ROS-mediated 
liver profibrogenic factors, e.g., transforming 
growth factor-β (TGF-β), platelet-derived 
growth factor (PDGF), Angiotensin II (Ang II) 
and leptin, et al in HSCs. 
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摘要
活 性 氧 簇 ( R O S ) 长 期 被 认 为 是 一 类 损 伤
DNA、蛋白等生物分子, 引起脂质过氧化反
应的细胞有害分子. 现在认为NADPH氧化酶
(Nox)/Dual氧化酶(Duox)家族是以精确调节的
方式产生ROS, 能作为第二信使影响包括肝星
状细胞(HSCs)在内的各种细胞的信号转导. 本
文讨论NOX/Duox产生的ROS调控信号转导
的机制, 并对近年来关于ROS介导的促肝纤维
化因子(如转化生长因子(TGF-β)、血小板衍
生生长因子(PDGF)、血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)
和瘦素(leptin)等)在HSCs内信号转导的研究
作一综述. 
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0  引言

活性氧簇(reactive oxygen species, ROS)是一

类氧衍生的分子, 包括超氧化物(superox ide, 
O2._)、过氧化氢(hydrogen peroxide, H2O2)、羟

自由基(hydroxyl radical)及各种脂质过氧化反应

的产物, 线粒体偶联的酶, 细胞色素P450一氧化

物酶(CYP 2E1)、NOX、黄嘌呤氧化酶(xanthine 
ox idase)及参与花生四烯酸代谢的酶都能产生

ROS[1]. 由于ROS能与大多数细胞大分子发生反

应, 使酶失活, 引起DNA损伤, 修饰翻译后的蛋

白及脂质过氧化反应损伤细胞膜, 长期将ROS视
为对细胞有害的分子[2-3]. 然而最近的研究发现, 
NOX/Duox家族产生的ROS参与介导细胞内许

多信号通路, 参与调控细胞的生长, 细胞分裂,分
化, 迁移, 凋亡及衰老等许多生理活动, 也与疾
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■背景资料
肝星状细胞在肝
纤维化的发病中
扮演主要角色. 各
种旁分泌、自分
泌的促肝纤维化
因 子 ,  都 要 通 过
信号转导使肝星
状细胞激活、转
化、增殖、分泌
细胞外基(ECM)
及更多的促肝纤
维化因子, 形成恶
性循环, 导致肝纤
维化、肝硬化. 近
年来针对促肝纤
维化因子在肝星
状细胞内的信号
转导有了更深入
的研究, 阻断这些
促肝纤维化因子
在肝星状细胞内
的信号转导有望
减轻甚至逆转肝
纤维化. 
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病的发生密切相关[4-5]. 下面我们就NOX产生的

ROS调控细胞内信号转导的机制及其介导促肝

纤维化因子在HSCs内信号转导的研究现状作一

综述.

1  NOX的结构、功能及其产生的ROS介导细胞内

信号转导的机制

NOX是由6个亚基构成的多蛋白复合体, 最初在

吞噬细胞发现他的表达. 吞噬细胞型NOX的结

构和功能已研究清楚, 他的催化亚基gp91Phox(又
称为NOX2)和调节亚基p22Phox在细胞膜上形成

异二聚体(又称为黄素细胞色素b 558), 其他亚

基通常位于细胞质, 包括p47Phox, p40Phox, p67Phox

和小G蛋白Rac(small GTPase Rac), 吞噬细胞型

NOX激活的经典机制是各种刺激诱导p47Phox, 
p67Phox, p40Phox和Rac激活, 然后这4种细胞质内

的蛋白向细胞膜易位, 与其他两个亚基p22Phox

和NOX2相互作用, 结果将NADPH的两个电子

连续传递给氧分子而产生超氧化物[6-7]. 非吞噬

细胞型NOX在结构与功能上都与吞噬细胞型

NOX相似, 只是不同类型的细胞NOX的亚基

构成不同. 目前发现了6种gp91Phox(NOX2)的同

源蛋白(NOX1, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1
和DUOX2), p47Phox和p67Phox也发现了他们的

同系物, 分别是NOXO1(NOX organizer 1)和
NOXA1(NOX activated 1)[8-9]. Rac蛋白的亚基有

Rac1, Rac1b, Rac2和Rac3, Rac2只参与吞噬细胞

型NOX的激活, Rac1则参与所有非吞噬细胞型

NOX的激活[10]. 
NOX/Duox产生的ROS是受精确调节的, 他

在信号转导、天然免疫和激素合成等许多生物

学功能中发挥了关键作用[8,11]. 现已证明, ROS和
活性氮(reactive nitrogen species, RNS)一样是细

胞内信号转导的第二信使[12]. NOX产生的ROS
介导了细胞内许多信号通路, 如丝裂原活化蛋

白激酶(MAPKs)通路[13-14]、Janus激酶-信号传

导子及转录激活子(JAK-STAT)通路[15]、核因子

-κB(NF-κB)通路[16]等, 参与调控细胞的生长,细
胞分裂, 分化, 迁移, 凋亡及衰老等许多生理活

动, 也与疾病的发生密切相关 [4,5,11]. 
蛋白酪氨酸激酶(protein tyrosine kinase, 

PTK)和蛋白酪氨酸磷酸酶(p ro te in ty ros ine 
phosphatase, PTP)分别使蛋白磷酸化和去磷酸化

来调控细胞内信号传导通路, ROS一方面刺激

酪氨酸及丝氨酸/苏氨酸磷酸化而激活PTK, 另
一方面选择性地氧化修饰PTP活性中心的半胱
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氨酸残基(cysteine residue), 使PTP失活, 促进信

号级联放大[17]. 半胱氨酸还以硫醇盐(thiolate)的
形式存在于硫还氧蛋白(Trx), 蛋白激酶C(PKC), 
Rac蛋白、胱门蛋白酶(caspases)、激活蛋白

-1(AP-1)和NF-κB上, 他们都可被ROS氧化修饰, 
谷氧还蛋白可通过巯基-二硫键交换将他还原

成硫醇盐, 从而恢复PTP的活性[12]. ROS还有调

节离子通道的作用, 他能抑制慢钾通道(IKv)减
少K+电流[18], 激活Ca2+通道触发Ca2+的信号传导, 
降低三磷酸肌醇(IP3)的阈值促进细胞内贮存的

Ca2+释放, 影响Ca2+依赖的信号转导[19]. ROS还可

能通过模似配体-受体相互作用直接激活生长因

子受体[20]. 
稳态信号传导(homeostatic signaling)要求

R O S限制于细胞特定的空间内 ,  亚细胞定位

NOX与PTP的功能发现, 这两个系统常共区域化

(colocalization), ROS信号传导与Ca2+瞬时增加过

程也有区室化(compartmentalization)的现象[17]. 
细胞内ROS的浓度也是受严格调控, 最近研究证

明H2O2不能自由通过生物膜, 他受水通道蛋白

(aquaporins)转运调节[21], 而O2._则是通过氯通道

-3(ClC-3)跨膜转运[22]. 各种生长因子, 细胞因子, 
趋化因子及其他刺激可活化NOX产生大量的

ROS[8]. 当内源性或外源性ROS增多时, ROS从
原来限定的空间逃逸, 触发应激信号传导(stress 
signaling)[17], NOX持续产生过量的ROS可引起

动脉粥样硬化、高血压、肺纤维化等各种慢性

疾病[5].

2  NOX产生的ROS参与HSCs内的信号转导

HSCs表达非吞噬细胞型NOX, Bachmann et al [23]

最早发现HSCs表达p22Phox. 后来Bataller et al [24]

发现在培养激活的HSCs及从肝纤维化患者新分

离的HSCs内p47Phox、gp91Phox和NOX1的mRNA
都有高表达, 但在静止的HSCs没有表达. Adachi 
et al [25]分别从mRNAs和蛋白水平检测到LI-90细
胞(HSCs系)表达p22Phox, gp91Phox, p47Phox和p67Phox. 
Proell et al [26]研究发现在TGF-β刺激HSCs后24 
h NOX4和p47Phox的mRNA表达就已增加, 48 h 
NOX活性明显升高. Rac1被认为是NOX激活的

关键亚基[27], NOX活化产生的ROS作为第二信

使介导了各种促肝纤维化因子在细胞内信号 
转导. 
2.1 ROS介导TGF-β在HSCs内的信号转导 TGF-β
是关键的促肝纤维化因子, 他能激活H S C s转
化为肌纤维母细胞(myofibroblast, MFB), 促进
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■研发前沿
近年来, 在肝星状
细胞信号转导的
研究领域出现了
新热点, NADPH
氧化酶产生的活
性氧簇作为细胞
内信号转导的第
二信史角色得到
了国内外学者的
重新认识和关注, 
如抑制NADPH氧
化酶表达或抑制
NADPH氧化酶的
活 性 ,  减 少 活 性
氧簇产生可阻断
TGF-β、PDGF及 
AngII等在肝星状
细胞内的信号转
导.
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细胞外基质(ECM)合成, 通过下调金属蛋白酶

(MMPs)和上调金属蛋白酶组织抑制剂(TIMPs)
的表达减少ECM降解[28]. 近年研究发现TGF-β
能诱导各种细胞内的NOX激活, 产生的ROS介
导了细胞内信号传导. 如TGF-β1诱导成心肌纤

维细胞产生ROS介导Smad2/3的磷酸化[29], 诱导

人肺动脉平滑肌细胞(HPASMC)产生ROS, 氧
化修饰细胞外信号调节激酶1/2(ERK1/2), 使生

长信号级联放大[30], 诱导人肺纤维细胞内H2O2

增加, 进而引起Ca2+内流, MAPK及AP-1激活[31]. 
Proell et al [26]研究发现在TGF-β促进HSCs转化为

MFB的过程中依赖NOX的激活及ROS的产生. 
可溶性的TGF-βⅡ型受体(TGF-βRⅡ)与TGF-β
结合后, 能降低NOX的活性, 减少ROS产生,从
而阻止HSCs的激活[32]. 抗氧化剂N-乙酰-l-半胱

氨酸(NAC)能抑制TGF-β介导HSC内的Smad2、
Smad3磷酸化和Smad7 mRNA的表达[33]. 维甲酸

(retinoic acid)能阻断TGF-β诱导HSCs内ROS增
加及钙内流, 抑制a-SMA表达, 减轻肝纤维化[34].  
2.2 ROS介导PDGF在HSCs内的信号转导 PDGF
是HSCs最有力的促有丝分裂剂, Sundaresan  
et al [35]很早就发现PDGF的信号转导依赖H2O2的

产生. Catarzi et al [36]研究认为PDGF刺激NIH3T3
细胞 (鼠纤维细胞 )引起磷脂酰肌醇 ( -3 )激酶

(PIP3)和蛋白激酶C(PKC)的激活与NOX活化产

生的H2O2有关. 现已明确酪氨酸磷酸化和ROS
是PDGF信号传导的两个轴, 控制着诸如成簇黏

附激酶(FAK)、GTP酶活化蛋白(GAP)、含有

SH2酪酸氨酸磷酸酶(SHP-2), 磷脂酰肌醇二磷

酸(PIP2), 磷脂酶Cγ(PLCγ)、PI3K等许多下游信

号通路的开放与关闭[37]. Adachi et al [25]研究表

明, PDGF是通过诱导NOX活化产生ROS来激活

HSCs及促他增殖的, PDGF-BB激活原代HSCs
的NOX产生ROS, ROS刺激P38MAPK磷酸化, 
P38MAPK激活后诱导HSCs增殖, 使用NOX的

抑制剂DPI(diphenylene iodonium)或加拿大麻

素(apocynin)能抑制PDGF-BB诱导ROS产生及

HSCs增殖. Adachi et al [38]发现高分子量脂联素

(HMW Adiponectin)可通过激活腺苷单磷酸活化

蛋白激酶(AMPK)来抑制PDGF诱导的HSCs增
殖, 而AMPK抑制HSCs增殖的机制是通过抑制

NOX产生ROS进而抑制AKT(又称为蛋白激酶

B, PKB)信号通路, 使HSCs表达CDK抑制蛋白

p27(kip1)和p21(cip1)增加. 值得注意的是, 抗氧

化剂NAC虽然能阻断TGF-β信号通路[33], 但不

能阻止HSCs的PDGFβ型受体及细胞内ERK、

PKB/Akt磷酸化, 可能NAC介导细胞内的还原-
氧化(cellular redox)不是特异作用于PDGF信号

通路的[39]. 
2.3 ROS介导AngⅡ在HSCs内的信号转导 Ang
Ⅱ也是一个主要的促肝纤维化因子, 他诱导肝

脏的炎症反应, 刺激HSCs激活、增殖、移行,
分泌促炎细胞因子及胶原[40-41]. Bataller et al [24]

研究证实AngⅡ在肝内的致纤维化作用也是通

过激活NADPH氧化酶产生ROS来实现的, Ang
Ⅱ与AT1受体结合后诱导p47Phox磷酸化, NOX
被激活并产生ROS, ROS通过氧化还原修饰使

AKT和MAPKs磷酸化, 增强AP-1的DNA结合活

性. NAC和DPI能减弱AngⅡ刺激HSCs引起的

DNA合成、Ⅰ型胶原mRNA表达、细胞移行、

TGF-β1和其他炎性细胞因子的分泌[24]. Li et al [42]

研究发现, 表没食子儿茶素没食子酸脂(EGCG)
能抑制AngⅡ诱导的NOX表达及ROS的产生, 阻
断ROS依赖的p38和JNK信号通路从而抑制NF-
κB的激活. AngⅡ依赖ROS激活的信号通路还有

Src分子C端激酶(c-Src)、富脯氨酸的酪氨酸激

酶2(proline-rich tyrosine kinase 2, Pyk2)、PI3-K
等[43], 此外AngⅡ激活NOX产生的ROS还能抑制

慢钾通道(IKv)减少K+电流[18], 激活钙通道引起

Ca2+内流[44]. 
2.4 ROS介导leptin在HSCs内的信号转导 Leptin是
近年来发现的促肝纤维化因子, 他能上调HSCs
的TGF-βRⅡ表达[45], 并促进HSCs合成TGF-β[46]、

金属蛋白酶组织抑制剂-1(TIMP-1)[47]、Ⅰ型胶

原[45,48], 加重硫代乙酰胺(thioacetamide)诱导的鼠

肝纤维化[46,49]. Saxena et al [50]研究发现Leptin依赖

ERK和Akt磷酸化促进HSCs增殖并抑制他的凋

亡. Cao et al [47]研究进一步发现Leptin是通过H2O2

介导p38、ERK1/2信号通路及JAK/STAT通路激

活, 从而促进HSCs合成TIMP-1的. 他也依赖H2O2

激活ERK1/2、p38、JAK1和JAK2, 抑制基质金

属蛋白酶-1(MMP-1)基因的表达[51], 促进Ⅰ型胶

原的表达[52]. 单用二亚油酰磷脂酰胆碱(DLPC)
或S-腺苷甲硫氨酸(SAMe)都能减少瘦素刺激的

TIMP-1的mRNA和蛋白表达, 联合使用DLPC
和SAMe能完全阻断ERK1/2、p38的磷酸化及

TIMP-1的表达[53], DLPC和SAMe能阻止Leptin或
甲萘醌(menadione)引起的H2O2产生, 恢复消耗

的谷光苷肽(GSH), 阻断H2O2介导ERK1/2和p38
的激活, 完全抑制Ⅰ型胶原的mRNA表达[54]. 
2.5 ROS还介导了其他促肝纤维化因子在HSCs
内的信号转导 乙醛是酒精性肝病中的主要促

■创新盘点
本文就NADPH氧
化酶/Dual氧化酶
产生的活性氧簇
调控信号转导的
机制, 以及近年来
关于活性氧簇介
导的促肝纤维化
因子在肝星状细
胞内信号转导的
研究作了较新且
全面的阐述.
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■应用要点
本文对防治肝纤
维化有指导作用, 
未来我们可以选
择针对肝星状细
胞的NOX表达或
对NOX的活性有
抑制作用的抗氧
化剂, 来阻断促肝
纤维化因子在肝
星状细胞内的信
号转导, 达到阻止
静止的肝星状细
胞激活、促进肝
星状细胞凋亡, 减
轻甚至逆转肝纤
维化的作用. 

肝纤维化因子之一[55]. Novitskiy et al [56]研究发

现乙醛可引起小鼠HSC s内ROS产生增加, 雷
洛昔芬(ralox ifene)能抑制NOX产生O2·-, 减少

乙醛引起H2O2和O2·-的产生. 乙醛诱导HSCs合
成胶原也依赖H2O2介导PKCδ/ERK1/2及c-Abl
信号通路的激活和过氧化物酶体增殖物激活

受体γ(PPARγ)的磷酸化, 过氧化氢酶(catalase)
能阻断乙醛诱导的PPARγ磷酸化, 抑制胶原产

生[57]. Sugimoto et al [58]研究发现高糖溶液通过

PKC依赖途径激活HSCs的NOX产生ROS, ROS
介导MAPK磷酸化, 导致HSCs增殖并合成Ⅰ型

胶原. Itagaki et al [59]发现雌二醇抗肝纤维化的

作用是通过抑制NOX活性来减少ROS产生, 阻
断MAPK信号通路及转录因子的激活, 从而抑

制TGF-β1的表达和HSCs的激活, 孕酮则有相反

的作用. 亮氨酸(leucine)也能诱导HSCs的NOX
产生ROS, ROS介导了胰岛素受体/胰岛素样生

长因子-Ⅰ受体(IR/IGF-IR)的激活和ERK, Akt及
哺乳类动物雷帕霉素靶蛋白(mammaliantargeto-
frapamycin, mTOR)的磷酸化, 最后导致HSCs合
成Ⅰ型胶原增加, 这一作用可以被加拿大麻素

和谷光苷肽阻断[60]. Kojima-Yuasa et al [61]研究发

现锌缺乏的HSCs内谷光苷肽水平下降, 细胞产

生H2O2增加, 导致HSCs激活. Zhan et al [62]研究

显示凋亡小体使HSCs内的NOX活化进而激活

HSCs促进肝纤维化. ROS还可能是其他各种促

肝纤维化因子细胞内信号传导的共同第二信使, 
如ROS介导了内皮素-1(ET-1)[63], 血管内皮细胞

生长因子(VEGF)[64]等生长因子、细胞因子在

其他细胞的信号转导.  
2.6 ROS介导NF-κB信号通路的激活 NF-κB可
能不是介导HSCs激活和增殖的关键因子, 但他

能使激活的HSCs/MFB持续活化或永生化[65]. 
在HSCs激活过程中NF-κB的活性持续升高, 而
IκB-a在细胞质与细胞核内持续减少[66]. HSCs
内ROS的增加可能是NF-κB活性是持续升高的原

因, 由于NF-κB存在半胱氨酸残基[12], ROS可通过

氧化修饰直接激活NF-κB. 既往研究就证明各种

抗氧化剂如维生素E, a-硫辛酸(a-lipoic acid), 丁
羟甲苯(BHT)及NAC都能抑制NF-κB的激活[67]. 
最近Li et al [68]的研究发现不对称二甲基精氨酸

(asymmetric dimethylarginine, ADMA)诱导HSCs
内ROS的产生后激活了NF-κB依赖的信号通路, 
使TGF-β1表达增加, 导致HSCs激活, 抗氧化剂

吡咯烷二硫代氨基甲酸盐(pyrrolidine dithiocar-
bamate)可以拮抗这一作用.

3  结论

既往我们对ROS在肝纤维化发病的认识局限在

他损伤DNA、蛋白、与膜发生脂质过氧化反

应, 而视之为损伤肝细胞的有害分子, 而上述的

资料表明NOX产生的ROS作为共同的第二信使

介导了许多促肝纤维化因子在HSCs内的信号转

导, 这些信号通路与HSCs的活化、增殖及肝纤

维化发病密切相关[69-70], 因此清除HSCs内过多

的ROS, 能阻断这些促肝纤维化因子在HSCs内
的信号转导, 达到阻止静止的HSCs激活、促进

HSCs凋亡、减轻甚至逆转肝纤维化的作用. 但
并非所有的抗氧化剂都能达到这一作用, 有报

道抗氧化剂谷胱甘肽乙酯(GSH-EE)或水溶性生

育酚(trolox)清除HSCs内ROS后, 反而阻止了内

源性2-花生四稀酸甘油(2-AG)诱导的HSCs凋亡, 
这可能与2-AG不是作用于NOX, 而是通过使线

粒体产生大量的ROS有关[71]. 因此我们认为, 只
有抑制HSCs的NOX表达或抑制NOX的活性来

清除HSCs内过多的ROS, 才能阻断ROS介导的

促肝纤维化因子在HSC内的信号转导,这将是治

疗肝纤维化的一个新途径. 在这一领域中药有

很大潜力,如上述绿茶中提取的EGCG[42]及丹参

中提取的熊果酸(ursolic acid)[72]都能抑制NOX表

达, 减少ROS的产生. 但NOX产生低水平的ROS
介导稳态的信号传导, 完全抑制了NOX活性可

能影响细胞正常的生长、分裂和分化, 这值得

我们进一步研究.
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Abstract
Role of PTEN in tumorigenesis has been 
a hotspot o f research in tumor domain . 
Researchers have recently been concerned about 
its additional role in non-tumor diseases. For 
liver diseases, apart from researches of PTEN 
effects on hepatic cellular cancer pathogenesis, 
t h e r e h a v e b e e n s o m e o t h e r s t u d i e s o n 
relationship between PTEN and other liver 
diseases. This paper reviewed relationship 
between PTEN and liver diseases as well as its 
identification, structure and function. 

Key Words: PTEN; Liver diseases; Hepatocellular 
carcinoma

Hao LS, Zhang XL. Advances in PTEN and hepatic 
diseases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(17): 
1904-1911

摘要
过去, PTEN在肿瘤发生发展中的作用是研究
的热点. 近年来, 一些学者广泛关注PTEN在某
些非肿瘤疾病中的作用. 肝脏疾病方面, 除对
PTEN在肝细胞癌发生发展中的作用进行研究
外, 也有一些PTEN与其他肝脏疾病关系的研

究. 本文就PTEN的发现、结构、功能及与肝
脏疾病的关系等作一综述.

关键词: PTEN; 肝脏疾病; 肝细胞癌
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0  引言

PTEN是迄今发现的第一个具有双重特性磷酸

酶活性的肿瘤抑制基因, 通过对细胞内多条信

号转导通路的负性调控 ,  抑制肿瘤细胞的增

殖、迁移, 诱导肿瘤细胞凋亡, 对维持细胞的正

常生理活动发挥重要作用. PTEN在肿瘤发生发

展中的作用备受关注, 已成为研究的热点. 在肝

脏疾病方面, 除了对肝细胞癌的研究外, 近年来, 
对PTEN与肝细胞癌以外的其他肝脏疾病, 如非

酒精性脂肪性肝炎、肝脂肪变性等的相关性也

进行了探讨. 本文就PTEN的发现、结构、功能

及与肝脏疾病的关系等作一综述.

1  PTEN的发现

PTEN(PTEN/MMAC1/TEP1)是1997年由美国

三家实验室先后发现并克隆的一个新的肿瘤抑

制基因. 1997-03 Li et al[1]在浸润性乳腺癌转移

灶中发现了染色体10q23特定区域的纯合性缺

失, 并分离出一种新的基因, 通过对其开放性读

码框序列进行分析, 发现他可编码蛋白质酪氨

酸磷酸酶(protein tyrosine phosphatase, PTP), 并
与张力蛋白、辅助蛋白有大片同源区, 因此, 将
其命名为第10号染色体缺失的磷酸酶张力蛋白

同源物基因(phosphatase and tensin homologue 
deleted on chromosome ten, PTEN). 同时, Steck 
et al [2]在胶质母细胞瘤中克隆到定位于10q23.3, 
与多种进展期肿瘤突变相关的基因 ,  称之为

多种进展期肿瘤突变基因(mutated in multiply 
advanced cancer 1, MMAC1). 同年4月, 另一研究

小组[3]在研究细胞内PTP时分离克隆到一种新的

酪氨酸磷酸酶, 该酶在人的上皮细胞中表达丰

®

■背景资料
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富, 并可被转化生长因子-β(transforming growth 
factor, TGF-β)下调, 因而将其命名为TGF-β调节

的上皮细胞富含的磷酸酶(TGF-β regulated and 
epithelial cell-enriched phosphatase 1, TEP1). 现
已证明, PTEN、MMAC1、TEP1为同一基因, 编
码同一种蛋白质, 统称为PTEN.

2  PTEN的结构及分布

2.1 PTEN基因结构 PTEN基因定位于10q23.3, 全
长200 kb, 包含9个外显子和8个内含子; 其cDNA
的5'端是由804个核苷酸组成的非编码区, 含多

个CGG重复序列, 为甲基化提供了基础, PTEN
的高甲基化使基因处于静止状态, 导致PTEN
低水平转录及PTEN蛋白的减少甚至缺失; 非
编码区后是开放阅读框, 由1209个核苷酸组成, 
mRNA长5.5 kb, 编码403个氨基酸的蛋白产物; 
PTEN基因的第5外显子十分重要, 编码PTEN蛋

白磷酸酶核心基序[2-4]. 
2.2 PTEN蛋白结构 PTEN蛋白是具有脂质磷酸

酶活性及蛋白磷酸酶活性的双重特异性磷酸酶, 
在酪氨酸和丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶介导的信

号转导过程中发挥重要作用, PTEN功能的实现

和调节与其蛋白结构域密切相关. 从结构上看, 
PTEN蛋白是由403个氨基酸组成的多肽, 相对

分子质量55 kDa, 由N端的磷酸酶结构域、C2结
构域及C端的尾部结构域组成[4-5]. 

PTEN蛋白的磷酸酶结构域由N端第1-185
位氨基酸组成, 其中第123-130位氨基酸构成

了其磷酸酶核心 ,  具有与脂质磷酸酶和蛋白

磷酸酶的双重特异性磷酸酶催化中心同源的

HCXXGRXXR序列, 表明其具有双重特异性磷

酸酶功能. 其中124位半胱氨酸及130位精氨酸

是其催化活性不可缺少的[4]. 值得注意的是, 磷
酸酶结构域尤其是磷酸酶核心内的点突变可

导致PTEN蛋白的脂质磷酸酶和/或蛋白磷酸酶

活性丧失, 例如H123Y(第123位上的组氨酸被

酪氨酸取代)、C124S(第124位上的半胱氨酸被

丝氨酸取代)突变导致磷酸酶活性完全丧失, 而
G129E(第129位上的甘氨酸被谷氨酸取代)突变

仅丧失脂质磷酸酶活性, 保留蛋白磷酸酶活性. 
同时, 磷酸酶结构域在PTEN与细胞膜的静电结

合中也发挥重要作用[5]. 另外, PTEN蛋白的N末

端区域179个氨基酸序列(第7-185位氨基酸)与
细胞骨架中的张力蛋白和辅助蛋白具有高度的

同源性[4]. 辅助蛋白与神经突触小泡的运输有关; 
而张力蛋白在细胞聚集黏着时, 在锚着点通过

黏着斑与肌动蛋白细丝形成复合体, 共同参与

细胞生长调节, 也可能在肿瘤细胞浸润、血管

发生及肿瘤转移中发挥一定作用. 
C2结构域位于磷酸酶结构域后, 由C末端区

域的第186-351位氨基酸构成, 无Ca2+配体, 因而

类似蛋白激酶C的C2结构域[5]; C2结构域与磷酸

酶结构域之间有密切的接触面, 二者共同组成催

化单位, 如剪除C2结构域C端少数残基可使磷酸

酶活性完全丧失. C2结构域的作用可概括为[5-7]: 
(1)介导胞质内PTEN与细胞膜的瞬间结合, 保证

PTEN生物活性作用的发挥; (2)增加PTEN蛋白

的稳定性; (3)保证磷酸酶结构域催化基团正确

有效的空间定位, 以发挥其对底物的作用. 因此, 
C2结构域的完整性对PTEN蛋白的磷酸酶活性

具有重要意义. 
PTEN蛋白的C端尾部结构域是一个由约

50个氨基酸组成的C末端, 含有2个氨基酸单字

母编码(proline-glutamic-acid-serine-threonine, 
PEST)结构域序列和一个PDZ(PSD-95/Dig/ZO1)
同源结构域结合序列及一些能够被磷酸化修饰

的位点[4-5]. 
PEST结构域序列为一富含脯氨酸(P)、谷

氨酰胺(E)、丝氨酸(S)、苏氦酸(T)的约10个氨

基酸组成的结构序列. C端的2个PEST序列分别

位于第350-375位和第379-396位氨基酸. PEST结
构域序列有助于蛋白折叠, 缺失将导致PTEN的

降解速度加快. 因此, PEST序列的存在对PTEN
的稳定性和细胞膜定位起到一定作用, 如果敲

除PEST序列可通过影响蛋白折迭导致PTEN表

达下降[8]. 
PDZ同源结构域结合序列位于C末端的第

400-403位氨基酸, 是一蛋白间相互作用的结构

域[5]. 其作用主要是通过参与蛋白质间的相互作

用增强PTEN的磷酸酶活性和信号通路的转导

效率, 也就是说, PTEN蛋白可通过PDZ结构域结

合序列与其他含有PDZ结构域结合序列的蛋白

相互作用而影响PTEN的功能[9]. 如PTEN蛋白能

够与具有多个PDZ结构域结合序列的反向膜关

联鸟苷酸激酶(membrane associated guanylate ki-
nase inverted, MAGI)相结合, 从而增强PTEN对

下游丝氨酸-苏氨酸蛋白激酶B(serine-threonine 
protein kinase B, Akt)活性的抑制作用, 当敲除

PDZ结构域结合序列则PTEN对Akt的抑制能力

明显下降[10]. 此外, PDZ结构域结合序列亦参与

维护PTEN蛋白的稳定性[4-5]. 
PTEN蛋白C端尾部的一些氨基酸残基, 如

■研发前沿
近年来, 在PTEN
与肝脏疾病的研
究方面, 除了仍集
中于肝细胞癌的
研究外, PTEN与
N A S H、肝脂肪
变性等非肿瘤肝
脏疾病的相关性
也受到了一定的
关注.
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丝氨酸370、丝氨酸385、酪氨酸240、酪氨酸

315、酪氨酸336、苏氨酸382和苏氨酸383等
是能够被磷酸化修饰的位点, 这些位点的突变

将缩短PTEN蛋白的半衰期, 降低PTEN蛋白的

稳定性[4-5,11]. 但也有报道认为蛋白酪蛋白激酶

(protein casein kinase, CK2)对PTEN蛋白C端尾

部的丝氨酸/苏氨酸残基的磷酸化修饰可负性调

节caspase-3在C端尾部区域对PTEN的裂解, 从
而增加PTEN蛋白的稳定性[8]. 另外, C末端磷酸

化修饰也可导致PTEN蛋白的构象改变, 进而掩

盖PDZ结合序列的结合位点, 抑制PTEN被募集

入细胞膜内形成复合物[5], 并且C末端磷酸化能

够干扰PTEN与细胞膜的静电结合[8]. 这提示C末
端磷酸化修饰可能影响PTEN的亚细胞定位. 
2.3 PTEN的亚细胞定位 过去认为PTEN蛋白主

要定位于细胞质[3], 后来发现PTEN蛋白的亚细

胞定位可能与PTEN蛋白的功能及某些肿瘤的发

生有关, 其不同的细胞内分布可能损害了PTEN
的功能, 亚细胞定位的改变可能是肿瘤形成的首

要步骤. Perren et al [12]发现正常胰岛细胞中PTEN
蛋白主要分布在胞核内, 而大部分内分泌性胰

腺肿瘤细胞的PTEN蛋白则主要分布在胞质; Liu  
et al [13]也认为PTEN在胞核和胞质定位的不同对

细胞的生长调节起着不同的作用, 在肿瘤细胞

中主要定位于细胞质, 而在已分化或静止期细胞

主要定位于细胞核. Whiteman et al [14]对皮肤黑

色素瘤PTEN蛋白表达进行研究时发现胞核内

PTEN下降的程度明显大于胞质内下降的程度. 
近年来的研究显示胞质和胞核的PTEN蛋白执

行着不同的功能, 胞质PTEN蛋白下调Akt的磷

酸化、上调p27的表达, 并且是细胞凋亡所必需; 
而胞核PTEN蛋白则下调细胞周期素D1(cyclin 
D1)、阻止丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-acti-
vated protein kinase, MAPK)的磷酸化, 为阻止

细胞生长于G0-G1期所必需[15-16]. 这进一步表明

PTEN的亚细胞定位与其功能的发挥有关. 此外, 
PTEN蛋白的C末端结构域也可能影响PTEN的

亚细胞定位[5]. 

3  PTEN的生物学功能

P T E N编码具有脂质磷酸酶活性和蛋白磷

酸酶活性的双重特异性磷酸酶 ,  使某些磷

脂或蛋白激酶相应位点去磷酸化 ,  通过负性

调控磷脂酰肌醇-3激酶(p h o s p h o i n o s i t o l-3-
kinase, PI3K)/Akt、黏着斑激酶(focal adhesion 
k inase, FAK)及MAPK细胞外信号调节激酶

(extracellular signal-regulated kinase, ERK)等
信号转导抑制肿瘤细胞周期的运行, 诱导肿瘤

细胞凋亡, 并抑制肿瘤细胞的黏附、迁移和分 
化[17-22]. 

P T E N 负 性 调 控 肿 瘤 细 胞 周 期 的 作

用主要是通过其磷酸酶活性对 P I 3 K / A k t
及M A P K / E R K 1 / 2信号通路负性调控实现 
的[18,23-24], 并且主要是细胞核的PTEN参与了细

胞周期的调控[16,25-26]. 其机制可概括为[25-30]: (1)通
过抑制PI3K/Akt或MAPK/ERK1/2信号通路特异

性诱导细胞周期素依赖激酶抑制因子p21、p27
和p51的产生. (2)下调MAPK/ERK1/2介导的胞

核cyclinD1水平. (3)通过Akt、糖原合成酶激酶

3β(glycogen synthase kinase-3beta, GSK-3beta)途
径降解胞核cyclin Dl. 

PTEN蛋白的脂质磷酸酶活性可使磷脂酰肌

醇三磷酸(phosphatidylinositol-3, 4, 5-triphosphate, 
P I P 3 )去磷酸化转变为磷脂酰肌醇二磷酸

(phosphatidylinositol-4, 5-triphosphate, PIP2)而失

活, 继而降低Akt的磷酸化, 抑制PI3K/Akt信号, 
激活capase-3、capase-7、capase-9, 发挥诱导肿

瘤细胞凋亡的作用[4,15,20]. 有趣的是, PTEN蛋白

的亚细胞定位也参与了对细胞凋亡的诱导, 与其

调控细胞周期的作用发生在细胞核相反, 诱导细

胞凋亡主要是胞质PTEN的作用[14-15]. 在最近的

研究中, Lin et al [31]发现PTEN缺失使肾癌细胞的

抗凋亡能力增强, 并且抗凋亡能力的增强与胞质

PI3K/Akt依赖的p12水平及稳定性增加有关, 因
为p12可调节DNA损坏后的修复和凋亡倾向. 

PTEN抑制肿瘤细胞黏附和迁移的作用主要

与其蛋白磷酸酶活性有关. 其机制可能为[4,32-33]: 
(1)使FAK去磷酸化, 负性调控FAK/p130相关底

物(P130 Crk2 associated substrate, p130cas)途径, 
影响肌动蛋白骨架重构和黏着斑复合体的形成, 
从而抑制肿瘤细胞的黏附、迁移; (2)PTEN蛋白

的N端含有一段与细胞辅助蛋白和张力蛋白的

同源序列, 张力蛋白在锚着点通过黏着斑与肌

动蛋白细丝形成复合体, PTEN通过肌动蛋白与

FAK、Src、酪氨酸激酶、生长因子受体和整合

素等形成复合物并降低其磷酸化作用. (3)抑制

Shc磷酸化, 进而抑制Shc介导的肿瘤细胞迁移; 
(4)抑制整合素和生长因子介导的Ras/MAPK通

路, 抑制肿瘤细胞迁移. 
基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinase, 

MMP)可降解细胞外间质, 在一些纤维化疾病

及肿瘤的侵袭力方面发挥重要作用 .  研究发

■创新盘点
本 文 就 P T E N 的
结构、生物学功
能、与肝脏疾病
的关系及目前在
肝脏疾病领域的
最新研究等作了
较全面的阐述.
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现 ,  一些肿瘤如胰腺癌、胃癌及恶性胶质瘤

等的PTEN表达与MMP-2及MMP-9的表达呈

负相关, 并且过表达的PTEN可通过抑制肿瘤

细胞M M P-2及M M P-9的表达、上调基质金

属蛋白酶组织抑制因子-2(t issue inhibi tor of 
metalloproteinase, TIMP-2)的表达抑制肿瘤的侵

袭和转移[34-36]. 而对PTEN调控MMP的机制进行

的研究显示, PTEN可通过下调PI3K/Akt信号负

调控核转录因子-κB(NF-kappa B, NF-κB)及下

调ERK1/2信号负调控转录激活蛋白-1(activating 
protein, AP-1), 进而抑制MMP-9表达及细胞侵

袭力[37-38]. 这些资料表明PTEN可通过负性调控

MMPs的表达, 抑制肿瘤细胞的侵袭力. 
研究发现 ,  狗血管肉瘤的发生发展存在

PTEN的异常, PTEN的点突变或C端结构域缺失

将导致血管肉瘤细胞获得生存优势[39]. 在最近

的研究中, Suzuki et al [40]在对特异性内皮细胞

PTEN突变小鼠进行研究时发现, PTEN杂合性丢

失使小鼠新生血管增加, 纯合性丢失则由于内

皮细胞的过度增生损害了心血管的形成和重塑

而死于胚胎期. PTEN对血管生长的影响可能是

通过调控PI3K信号级联来实现的, 研究发现当

PI3K被抑制后由PTEN表达缺失或降低导致的

血管增生症状则消失[40-41]. 
免疫系统是重要的监护系统, 其功能紊乱

可导致机体对细胞恶变的免疫监视失控, PTEN
对维持免疫系统的稳定性具有重要作用. 研究

发现, 特异性B细胞PTEN基因突变小鼠出现外

周血B细胞及CD4+ T细胞增多, 产生大量自身抗

体, 胸腺结构及外周免疫系统也遭到破坏, 增多

的B细胞迁移能力增强, 抵抗凋亡, 并可发生子

宫内膜癌、前列腺癌及乳腺癌[42]; 而特异性T细
胞PTEN基因缺失的小鼠也出现胸腺增生及T细
胞淋巴瘤[43]. 进一步的研究显示, 无论是T细胞

还是B细胞, 其生长、增殖及存活与PI3K/PIP3
信号密切相关, PTEN可通过对PIP3的调控发挥

对T细胞和B细胞的影响 [44-45]. 

4  PTEN与肝细胞癌

正常人体的肝组织中存在PTEN的基因及蛋白表

达, 且表达水平较高[2]; 而一系列研究显示肝细胞

癌(hepatocellular carcinoma, HCC)中存在PTEN的

表达异常. Fujiwara et al [46]在37例HCC标本中发

现有12例的10q上存在至少有1个位点的等位基

因缺失, 8例存在部分缺失; Yu et al [47]在检测HCC
中PTEN 5'端的甲基化状态时发现, PTEN表达降

低与促甲基化因素有关, 提示PTEN失活可能发

生在转录和转录后的全过程; 而Ma et al [48]在对体

外培养的肝癌细胞系进行检测时发现, PTEN的

低表达可能部分是由于其启动子的活性丧失所

致; Zhang et al [49]在34例HCC中没有发现PTEN基

因纯合性和杂合性丢失, 但有4例样本存在点突

变, 10例HCC组织中有5例表现出PTEN在mRNA
水平表达的降低; 在最近的研究中, Wang et al [50]

对56例肝癌标本和6个肝癌细胞系的PTEN蛋白

表达、第5和第8外显子的基因突变、启动子甲

基化等进行了检测, 结果显示, 56例肝癌标本中

只有24例有PTEN蛋白表达(占42.9%)、32例癌

旁肝组织的PTEN蛋白表达阳性, 6个肝癌细胞

系中有3个PTEN蛋白表达低下; 56例肝癌标本

中有5例发现在内含子4上存在突变, 9例(16.1%)
存在启动子甲基化, 而无第5和第8外显子的基

因突变. 这些资料表明PTEN基因的缺失、突变

或表达产物的失活与肝细胞癌的发生发展密切

相关. 
PTEN的表达低下不仅参与了HCC的发生与

发展, 也与HCC的转移有关. Dong-Dong et al [51]用

免疫组织化学SP法对120例HCC(其中有33例有

淋巴结转移)标本及其癌旁肝组织和10例正常肝

组织的PTEN表达进行了检测, 结果发现PTEN
在所有癌旁肝组织和正常肝组织均有表达, 定
位于细胞质, 而在120例HCC的表达率分别为: 
12.5%阴性、17.5%弱阳性及70%强阳性, 主要

定位于细胞核, 与其对应的含淋巴结转移例数

的百分率分别为: 80%(12/15)、57.14%(12/21)及
10.71%(9/84), 提示PTEN丢失可能与HCC的转

移有关. 
一系列研究显示HCC组织的PTEN表达状

况在预测HCC的预后方面具有潜在的应用价值, 
甚至可作为HCC的预后指标之一. Hu et al  [52]为

了研究PTEN的表达对HCC患者的预测作用, 应
用免疫组织化学检测了105例HCC标本的PTEN
蛋白表达, 并结合病情进展进行了分析, 结果发

现PTEN表达低下的患者较表达正常的患者总

的生存率缩短, 而复发率增高; 在另一项关于

PTEN表达对HCC患者的预测作用的研究中显

示[53], PTEN蛋白表达低下的HCC患者, 门静脉

分支侵犯、血清A F P水平异常的发生率较高, 
PTEN蛋白表达阴性的HCC患者中, ChildB或

ChildC患者显著多于ChildA患者; 在最近的研究

中发现PTEN的低表达不仅参与了HCC的发病

机制, 而且与P27、P53的高表达一起可作为预

■名词解释
乙 型 肝 炎 病 毒 X
蛋 白 ( H B x ) :  乙
型肝炎病毒基因
含 有 4 个 开 放 读
码框, 分别为S、
C、P 和 X ,  其中
由 X 基 因 编 码 的
蛋白质即为HBx, 
HBx由154个氨基
酸组成, 相对分子
量为17 kDa, 与乙
型肝炎病毒感染
和肝癌的发生密
切相关. 
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测HCC患者病程的指标[54-55]. 这些资料证实HCC
组织的PTEN表达缺失或低下的HCC患者预后

较表达正常的差, PTEN的表达与HCC的预后有

关. 此外, PTEN蛋白在HCC组织中的表达水平

与肿瘤的病理学分级和疾病进程呈负相关 [56-57]. 
另外, PTEN在HCC的表达也与HCC的治疗

有关, 某些药物可通过上调PTEN的表达而发挥

对HCC的治疗作用. 在最近一项为了解扶正解毒

汤对患HCC的无胸腺小鼠的作用而进行的研究

显示, 扶正解毒汤能延长患HCC小鼠的存活时

间并减少肿瘤的转移, 其治疗作用部分是通过上

调肝脏PTEN的表达而实现的[58]; 而Lah et al [59]在

研究水飞蓟素对体外培养的肝癌细胞的影响时

也发现, 水飞蓟素抑制肝癌细胞生长的作用与

其增加PTEN的活力和降低Akt的磷酸化密切相

关. 这表明PTEN表达的变化与HCC的治疗密切 
相关. 

5  PTEN与其他肝脏疾病

国内外有关PTEN与肝细胞癌以外的肝脏疾病

的报道甚少. 在非肿瘤肝脏疾病中, 非酒精性脂

肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)由
于其可进展为肝硬化和肝细胞癌而越来越引起

人们的重视[60]. 研究发现特异性肝细胞PTEN缺

陷小鼠在40周龄时肝细胞出现大泡样脂肪变及

气球样变、肝小叶有炎细胞浸润以及肝窦周围

发生纤维化等类似人NASH的组织学表现, 在80 
周龄时, 所有的PTEN缺陷小鼠出现肝脏腺瘤, 
66%的发生肝细胞癌[61-63]. 这似乎表明PTEN在

NASH的形成中扮演重要角色. 进一步的研究发

现特异性肝细胞PTEN缺陷小鼠的肝脏组织学

表现及其产生机制与人非酒精性脂肪性肝炎一

致[64-65], 在引起肝细胞PTEN缺陷小鼠的肝脏脂

肪性炎症损害中主要是脂肪酸合成的基因表达

上调, 脂肪酸β氧化的相关基因表达增加, 肝细

胞膜的脂质过氧化物引起肝细胞的氧化应激导

致了肝脏炎症损害. 这可能为我们弄清NASH的

发病机制及进行有效的治疗提供了启示. 
一些研究显示PTEN的表达异常参与了肝

脂肪变性的发生. 在PTEN缺失的鼠类肝脏表现

出脂肪酸的合成增加、肝脏肿大和脂肪肝形成

的变化[66]; 而Waris et al [67]在研究慢性丙型肝炎

引起的肝脂肪变性时发现丙型肝炎诱发氧化应

激, 继而引起PTEN的失活和PI3K/Akt信号的活

化[67]; 进一步的研究表明在人和大鼠脂肪变性

的肝组织中PTEN的表达均下调, 受高水平不饱

和脂肪酸影响的肝细胞的PTEN表达下调能诱

导肝脂肪变性, 并且哺乳动物雷帕霉素靶分子

(mammalian target of rapamycin, mTOR)和NF-
κB也参与了此过程[68]. 这表明PTEN的低表达与

肝脂肪变性的发生有相关性. 
乙型肝炎病毒X蛋白(hepati t is B virus X 

protein, HBx)在乙型肝炎患者发生肝细胞癌的

过程中扮演重要作用, 而HBx可能是通过抑制

PTEN的作用导致了肝细胞癌的发生[37,69]. 近年

的研究[70]进一步证实PTEN的表达可降低HBx诱
导的PI3K/Akt活性、Akt及Bad的磷酸化, 以及

HBx对凋亡蛋白caspase 3的抑制和对DNA裂解

的保护等一系列HBx产生的抗肝细胞凋亡信号; 
同时PTEN还能使HBx介导的肝细胞生长阻止于

G1期. 这些结果表明PTEN对HBx介导的信号有

强烈的调节作用, PTEN可能是一个阻止乙型肝

炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染引起肝细胞

癌的重要靶点. 

6  结论

PTEN是迄今发现的第一个具有双重特性磷酸

酶活性的肿瘤抑制基因, 自发现以来受到众多

学者的关注, 对于PTEN的磷酸酶活性及其作用

底物、对细胞内信号转导的影响、在肿瘤发生

发展中的作用等研究已取得初步进展. 近年来, 
对PTEN的研究已从肿瘤领域逐渐延伸到一些

非肿瘤领域, 在肝脏疾病方面, 除了对肝细胞癌

的研究外, 一些学者也对PTEN与NASH、肝脂

肪变性等非肿瘤肝脏疾病的关系进行了探讨. 
研究表明, PTEN的表达异常参与了肝细胞癌的

发生发展, 并与其病理学分级和预后有关; PTEN
的缺失或低表达也可能与NASH、肝脂肪变性

的发生具有相关性. 但对于PTEN在肝纤维化形

成和发展中的作用国内外尚无研究报道. 总之, 
PTEN在非肿瘤肝脏疾病中的研究甚少, 在肝纤

维化中的作用尚不清楚, 有待进一步研究探讨.
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Abstract
I r r i t a b l e b o w e l s y n d r o m e i s a c o m m o n 
functional disorder, whose etiology remains 
unknown. Previous researches indicated that 
its pathogenesis might be associated such 
factors as gastrointestinal motor abnormality, 
altered visceral sensation, psychological 
factors, neurotransmitter and imbalance of 
gastrointestinal flora, intestinal infection and 
food intolerance, etc. Besides, recent research has 
touched on relationship between genetics and 
IBS. This paper reviewed relationship between 
the inheritance, gene-linked polymorphism and 
irritable bowel syndrome pathogenesis.  

Key Words: Irritable bowel syndrome; Gene poly-
morphism; Serotonin transporter

Q i u  M X ,  L i u  S .  R e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  g e n e t i c 
p o l y m o r p h i s m  a n d  i r r i t a b l e  b o w e l  s y n d r o m e 
pathogenesis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(17): 
1912-1916

摘要
肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)

是最常见的一种功能性疾病, 病因尚不清楚, 
先前的研究表明其发病机制与下列因素有关: 
胃肠动力学异常, 内脏感觉异常, 精神因素, 神
经递质和肠道菌群失衡, 肠道感染以及食物不
耐受等因素. 而近来遗传因素和IBS发病关系
的研究也进一步深入, 本文综述遗传和相关基
因多态性与IBS发病之间的联系. 

关键词: 肠易激综合征; 基因多态性; 5-HT转运体
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
一种以腹痛或腹部不适伴排便习惯改变为特征

的功能性肠病. 既往分别在胃肠动力[1], 内脏敏

感性[2], 精神心理因素[3-4], 肠道菌群失调[5-8], 肠
道感染[9]和食物不耐受等相关因素方面进行了

较多的研究. 因其病因及发病机制不明确, 使其

治疗方面也存在一定的难度. 遗传学及相关基

因与IBS病因及发病机制的关系也逐渐被关注

与研究.

1  遗传学和发病机制

Morris-Yates et al研究显示[12], 对686例双胞胎进

行问卷调查, 其中33例(4.8%)有一个或者多个胃

肠道症状, 功能性肠病的一致性在单卵双胞胎

是33%, 而在双卵双胞胎是12%(P <0.05), 此研究

说明功能性肠病的发病可能受遗传控制. Lecy  
et al [13]对10, 699例进行了问卷调查, 其中6060个
双胞胎, 同时对其父母是否也患有IBS进行了调

查, 问卷结果是单卵双胞胎有17%的一致性, 双
卵双胞胎8%的一致性, 这一结果进一步支持了

遗传因素在IBS发病中起到重要作用. 因此, 近来

对遗传因素与IBS发病关系进行了大量的研究. 
动力、分泌及内脏感觉改变是肠易激综合

征的特征, 在消化道黏膜层肠嗜铬细胞和感觉

神经之间的5羟色胺(serotonin, 5-HT)信号通路

®

■背景资料
功能性胃肠病病
因及发病机制尚
不明确, 因此对其
采取正确治疗一
直是临床的难点. 
本文综述了针对
目前对肠易激综
合征基因水平的
研究, 认为其发病
与遗传学及相关
基因多态性的关
系是密不可分的.

■同行评议者
张吉翔, 教授, 南
昌大学第二附属
医院消化内科
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调节胃肠道功能, 发现5-HT信号通路的改变有

可能参与IBS患者肠道功能及感觉改变的发病

机制[14-21]. IBS的5-HT信号通路改变的要素包括: 
肠嗜铬细胞数量、色氨酸羟化酶信号水平、血

清5-HT水平和5-HT再摄取转运体的表达等. IBS 
患者中先天的和环境因素均可导致5-HT再摄取

转运体水平的降低, 5-HT选择性再摄取转运体

基因启动子区多态性导致了患者的遗传易感性, 
而炎症介质可诱发5-HT再摄取转运体水平的下

调[22]. 当然, 仍需进一步的研究以获取更全面的

了解5-HT信号通路的改变, 他们的诱因与影响

以及其中何种变化有病理生理学的意义.

2  5-HT 转运体多态性

2.1 与IBS的关系 国内外部分研究表明5-HT遗
传因素可能与IBS的发病相关[23-28], 人类5-HT转
运体基因存在多个多态性位点. 国外研究显示

启动子区的5-HT转运体基因相关多态区(5-HT 
gene-linked polymorphic region, 5-HTTLPR)和内

含子二区的可变数串联重复序列(variable num-
ber tandem repeats, VNTRs)多态性与IBS相关. 
Saito et al [29]一项遗传药理学的研究比较IBS与
正常对照者5-HTTLPR和GNbeta3-C825T等位基

因多态性的基因频率区别, 所有调查对象均完

成调查问卷和抽血, PCR方法检测DNA分型. 结
果显示混合型IBS中5-HT转运体基因的相关多

态区中S等位基因出现频率高于正常对照组, 从
而认为5-HTTLPR与混合型IBS发病有关, 而与

腹泻型IBS和便秘型IBS发病无明显关联. GNbe-
ta3-C825T的基因多态性与所有类型IBS患者无

明显联系. Wang et al [30]也研究了5-HT转运体多

态性与肠易激综合症的关系, 他们使用PCR方法

测定81例IBS患者与48例正常对照者5-HT转运

体基因内含子二区VNTRs和5-HTTLPR的区别, 
结果发现相对于正常对照者, IBS患者的VNTRs
区有较高频率的STin2.12/10基因型和较低频率

的STin2.12/12基因型, 而这个区的基因多态性在

便秘型IBS, 腹泻型IBS和混合型IBS之间无明显

差异. 5-HTTLPR等位基因L/L基因型在便秘型

IBS患者中出现频率高于腹泻型和混合型IBS患
者, 同时L/S基因型出现频率降低, 另有便秘型

IBS中VNTRs中STin2.12/12基因型和5-HTTLPR
中L/L基因型关联出现的频率是高于混合型IBS
和正常对照者的. Yeo et al [31]以194例北美白种

女性IBS患者和448例白种女性健康对照为对象, 
以9种5-HT转运体多态性为基础, 对所有受试者

DNA进行PCR分析, 也同样发现5-HT转运体是

女性腹泻型IBS的一种潜在的疾病侯选基因. Li 
et al [32]探讨5-HT转运体与IBS发病的关系中, 用
PCR方法检测使用罗马Ⅱ标准诊断的87例IBS
患者和96例正常对照者的5-HT转运体基因多态

性, 结果也同样显示5-HTTLPR等位基因L/L基
因型出现频率在便秘型IBS患者显著高于对照

组. 谭慧珍 et al [33]和谢军 et al [34]的研究也同样

显示. 5-HT转运体多态性与IBS患者抑郁和焦虑

症状的关系亦有报道. Jarrett et al [35]研究了两种

精神症状与两种5-HT转运体多态区: 分别是位

于启动子区5-HTTLPR和内含子二区可变数串

联重复序列(STin2 VNTR), 对21例男性患者和

117例女性患者, 均行精神健康史和现在的心理

不良应激评估, 并取血做基因分型. 结果发现存

在纯合的短等位基因5-HTTLPR或携带有STin2 
VNTR等位基因的患者较其他更易有抑郁, 焦虑

病史和一般的心理不良应激, 这个结果支持了

IBS的生物-心理-医学模式, 也支持了5-HT转运

体基因型可以改变抑郁发作的风险. 
2.2 调节5-HT转运体多态性的相关细胞因子 有
多项研究显示肠道黏膜5-HT转运体在结肠炎动

物模型、炎症性肠病和IBS患者肠道黏膜中表

达是降低的, 而5-HT转运体的功能和表达的改

变可能是上述疾病中肠道功能紊乱(动力改变、

黏膜分泌以及感觉异常)的发病基础. 为了能找

出引起5-HT转运体表达下调的调节因子, Foley 
et al [36]选用了来源于有活性的人淋巴细胞作为

条件培养基, 培养结肠上皮细胞(Caco2, 这种培

养基促成了5-HT再摄取), 培养的细胞分别被

IFN-γ(500 mg/L), TNF-α(50 mg/L), IL-12(50 mg/L)
处理, 经过3 d的培养, 结果发现IFN-γ和TNF-α导
致了5-HT运载体功能的降低, 这两种细胞因子

也使得5-HT运载体mRNA和蛋白水平降低.

3  GNbeta3-C825T 基因多态性

GNbeta3通过配体激活作用影响G蛋白翻译, 已
有报道说明功能性消化不良与GNbeta3基因的

纯合基因型C825T多态现象有关[37], 而与下消化

道功能紊乱的关系还不明确. Andresen et al [38]研

究比较GNbeta3基因型的发病在功能性胃肠病

患者与正常对照者之间的不同, 并检测GNbeta3-
C825T在IBS, 上腹痛综合征和IBS合并上腹痛

综合征, 以及上消化道症状评分高低患者之间

遗传性的不同, 结果发现GNbeta3-C825T基因多

态现象与下消化道功能紊乱疾病之间并无关系. 

■研发前沿
TNF-α和IL-10 基
因多态性, á2-肾上
腺素能受体与IBS
关系均是目前国
内外研究重点.
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这一点在Saito et al [29]的研究中也同样显示. 另有

Cao et al [39]研究提示GNbeta3-C825T多态性与抑

郁障碍存在明显的相关性, 认为GNbeta3-C825T
等位基因增加了抑郁障碍患病风险.

4  TNF-α和IL-10基因多态性

炎症可能在部分IBS患者发病机制中起到一定

作用, 持续的炎症反应, 起因于细胞因子调节

炎症反应的不平衡, 而细胞因子受基因控制已

经确立, 那么IBS患者中是否存在特有的遗传

素质所致的抗炎细胞因子产生的改变, 很多学

者对此进行了研究. Friel ing et al [40]的研究显

示炎症可致IL-10启动子区基因多态性的变化. 
Gonsalkorale et al [41]分别从230例IBS患者和正

常对照者的外周血细胞因子中提取DNA, 通过

对IL-10的-1082区的检测分析, 结果发现IBS患
者有明显的高表达IL-10水平基因型的减少. 这
一结果提示了至少部分IBS患者存在抗炎因子

IL-10的量较正常对照低的遗传素质. 另有van 
der Veek et al [42]研究了TNF-α和IL-10基因多态

性和IBS发病的关系, 具体针对IBS患者TNF-α
和IL-10的基因启动子区单核甘酸多态性, 通过

分别从IBS患者和正常对照的外周白细胞中提

取DNA, 分析单个核甘酸TNF-α的-308和-1082
的单核甘酸多态区和IL-10的-819单核甘酸多

态区的基因型和等位基因频率, 结果发现纯合

子高表达TNF-α比较少见, 杂合子TNF-α基因

型(G/A)IBS患者显著高于正常对照者, 更多的

患者相对于对照组表现为A等位基因的高阳性

率, 且同样的倾向出现在腹泻型IBS与其余两种

亚型相对比的情况下. IL-10基因型在患者和正

常对照组单个核甘酸多态区同样分布, IBS患者

中拥有高表达TNF-α和低表达IL-10基因型发生

率较对照组高, 在腹泻型IBS较便秘型和混合型

IBS患者高. Wang et al [43]也研究了IL-10基因启

动子区域的-1082, -819,  -592位置的三倍体等位

基因与腹泻型IBS的关系, 他们利用放大受阻突

变体系PCR方法扩增出IL-10基因启动子区域的

-1082, -819, -592, 比较其腹泻型IBS患者与正常

对照者的区别, 发现腹泻型IBS患者IL-10基因

启动子-819区有较高频率的T/T基因型以及-592
区A/A基因型出现频率增加, 均较健康对照者有

显著性差异. 其结果进一步支持了遗传决定免

疫反应在IBS发病中存在作用的新设想, 更多的

研究须解决哪些确定的细胞因子基因多态性与

IBS各种亚型的关系.

5  á2-肾上腺素能受体与IBS

胃肠道受外周去甲肾上腺素能神经支配来调节

各种消化功能[44]: 包括黏膜分泌, 肠道蠕动和消

化道感觉, 并通过á2-肾上腺素能受体活动, 此
类受体几乎参与了所有肠道神经递质接头前调

节, 他们也同样在突触后间隙起到作用. 临床研

究显示á2-肾上腺素能受体在结肠蠕动幅度和感

觉方面均有作用, 且用á2-肾上腺素能受体激动

剂可以改善肠道功能诱导IBS患者症状缓解. 而
遗传研究表明á2-肾上腺素能受体基因多态性在

功能性下消化道疾病中与便秘及躯体症状有着

明显联系. 有证据显示交感肾上腺素能功能障

碍与IBS的发病也有一定关系[45]临床术后肠梗

阻模型表明在肠肌丛单核细胞中á2-肾上腺素能

受体强烈表达, 该受体通过阻碍肠道神经传递, 
促进该区黏膜炎症反应, 从而致术后消化道功

能异常. 因此认为á2-肾上腺素能受体在肠道炎

症反应过程中是上调的, á2-肾上腺素能受体调

节机制所致的动力改变在炎症和非炎症区都是

存在的, 此项研究为今后在针对á2-肾上腺素能

受体靶向药物治疗IBS提供了可能性的前提. 人
类的á2-肾上腺素能受体分为α2A, α2B和α2C

[46-47]. 
Kim et al [48]研究结果显示两种不同的α2A和α2C肾

上腺素受体与便秘型IBS及高的躯体症状评分

患者有关.

6  结论

IBS与遗传学存在着密切的关系, 其中5-HT转运

体基因多态性在IBS发病中起着很重要的作用, 
IBS患者中5-HT转运体STin2.12/10基因型的出

现可能与IBS发病有关, 而其基因联合多态区等

位基因L/L基因型和其与STin2.12/10基因型关联

出现增加了便秘型IBS的发病率, 而L/S基因型

的出现增加了腹泻型-IBS的发病率[49]. 5-HT转
运体基因多态性也与IBS患者抑郁焦虑症状的

发生也存在密切关系. 虽然在一项5-HT转运体

蛋白活动中基因编码的功能性多态现象与IBS
关系的Meta分析中, Van Kerkhoven et al [50]通过

描述5-HT产生长链和短链等位基因多态现象的

频率, 评价了5-HT转运体蛋白活动中基因编码

的功能性多态现象与IBS的关系, 8个被选的研

究描述了总共1034例IBS患者及1377例正常对

照者短链等位基因的发生与IBS发病风险增加

并无联系. Lee et al [51]的研究也同样认为总体来

说两者之间并无明显联系. 尽管如此, 大量的实

验还是为5-HT转运体基因多态性与IBS的发病

■相关报道
目前针对基因多态
性与IBS关系研究
的文献比较丰富
的, Saito et a l以及
Wang et al 的研究
均系统具体的针
对5-HT转运体多
态性与IBS关系进
行.
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关系提供了肯定的依据, 仍需进一步的研究来

证实其中具体的联系以及机制.
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探讨, 对指导临床
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Abstract
This paper investigated psychological changes in 
patients with constipation based on J.Piagetian 
congnit ive construct ivism and held that 
psychological disturbance of defecation was 
attributable to the disorder of auto-regulation’
s equilibrium mechanism between assimilation 
and accommodation. And this paper thereby 
proposed the psychotherapy model of “cognition-
coordination-construction” to help patients 
establish a new defecation schema to achieve both 
short-term and long-term therapeutic effects. 
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摘要
从皮亚杰的平衡化建构理论出发探讨便秘患

者心理变化, 认为排便心理障碍的根本原因是
由于患者的排便图式中同化与顺应之间自动
调节的平衡机制出现障碍, 从而提出“认知-
协调-建构”的排便心理治疗模式, 以帮助患
者构建适合自己的排便图式, 提高便秘治疗的
近期和远期疗效.  
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0  引言

目前有关便秘的研究多是临床应用, 而较少探

讨便秘患者在诊疗过程中内在心理结构所发生

的变化. 本文基于皮亚杰(J.Piaget)的平衡化建构

图式理论, 引入“排便图式”的概念, 即排便的

认知结构来分析便秘患者心理障碍的产生, 提
出治疗便秘的“认知-协调-建构”模式.

1  认知结构以及排便图式在排便信息加工过程

中的作用

认知结构(cognitive structure)也称为“认知图

式”, 皮亚杰认为认知结构来源于主客体的相

互作用并内化于大脑中而形成, 是知识的内容

及知识的组织形式, 他的基本功能表现为: 获得

外部信息, 并将这些信息转化为自身的知识结

构, 最终用他指导自己的实际行为[1]. 排便是一

种复杂而又协调的生理反射机能, 最初是一些

遗传性的本能反射动作, 在发育成长过程中, 随
着适应各种环境如工作生活条件、饮食习惯、

身体结构与功能及心理因素等种种变化的基础

上, 不断地改变和复杂化而逐渐形成对排便反

射这种机能的一种内在心理结构. 因此, 排便是

一种认知结构, 对此我们引入“排便图式”这

概念,  即排便的认知结构来反映对参与排便过

程的各器官之间自动协调起积极组织和建构作

用的功能结构, 他包括患者对排便的认识及机

体对排便过程的协调能力这两种具体的组成部

分, 既是对过去日常排便信息经验和知识的总
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■背景资料
便秘是常见的胃
肠道症状之一, 其
病因复杂, 发病机
制涉及到多个系
统, 治疗棘手, 临
床上以泻剂或促
动力等药物治疗, 
易产生依赖且副
作用多; 采用外科
治疗远期疗效并
不理想, 近来兴起
的生物反馈训练, 
治疗效果并不如
预期的理想. 本文
试图通过调节便
秘患者的排便心
理障碍, 提高对便
秘的正确认知, 消
除负性情绪, 以期
进一步提高治疗
效果. 

■同行评议者
马欣 ,  主任医师 , 
甘肃省人民医院
消化科



结, 同时又影响和决定着后来排便过程, 并在整

个排便过程发挥了自动调节的重要作用. 
从信息加工角度来说, 排便就是对排便信

息处理的过程, 与通常认知的加工模型一样, 包
括感觉、记忆、控制和反应过程[2]. 其中排便的

认知结构指导着患者的对来自排便过程各方面

的排便信息的加工、整合, 当粪便由直肠进入结

肠时的物理刺激, 患者产生排便感觉时, 并在头

脑中产生了一系列对排便信息加工的过程; 这些

排便信息经过编码后进入记忆系统, 并和记忆系

统中已有的信息进行比较, 通过短时记忆中对排

便信息进一步精细的加工选择, 扬弃那些与以往

重复没有加工的信息, 将得到不同的新知识与经

验保存到长时记忆中而丰富排便的认知结构; 在
控制过程中, 患者对排便加工过程进行控制, 通
过鉴别直肠内容物性质, 实现随意延缓排便, 控
制粪便的能力; 反应过程是对整个排便的认知加

工过程的各种排便信息输入、输出结果进行综

合判断, 以决定是否维持肛门自制, 这些过程相

互作用相互影响整个排便的过程, 患者正是经过

长期反复对排便信息加工的经验积累而逐渐形

成整体上相对稳定的排便图式.

2  图式学说与排便的认知结构

皮亚杰的图式学说认为图式(schema)就是动作

的结构或活动格式, 最初来源于先天遗传, 以后

在适应环境的过程中, 一方面通过同化作用而进

行的内化建构, 使主体动作本身的内部协调; 另
一方面通过顺应作用而进行的外化建构, 以协调

客体之间的外部关系. 图式通过内外双重建构

相互协调而不断地改变和丰富和发展起来, 是主

体反应刺激和认识事物的前提和基础[3], 其中同

化、顺应、平衡是图式发展的三个基本的过程.  
同化(assimilation)指主体在机能上将客体整合到

自己的活动格式中, 我们可将同化过程中的“客

体”理解为排便各种信息, 将图式这个概念理解

为排便的内在知识结构, 由于外界各种因素的影

响, 如忧愁、紧张或生活环境的变化等, 人们行

为就会产生适应性的变化. 把从外界新获得关于

排便知识和经验等新信息纳入到原有排便图式

中来, 使原有排便图式不断巩固和扩大的即是排

便的同化过程. 当客观条件变化如年老体弱、内

脏下垂等原因, 使患者旧的排便认知结构不再能

有效地适应新的变化, 同化不能取得成功, 人们

改变自己的排便图式以适应外界的各种变化, 称
为顺应(accommodation). 他不同于同化只能引起
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图式的量的变化, 顺应是一种质的变化, 表明在

外部各种因素的作用下患者的内部排便认知结

构得到改造、重新建构. 平衡(equilibration)是指

同化作用和顺应作用两种机能的协调一致, 皮亚

杰认为图式是不断建构起来的, 建构活动就是同

化和顺应之间的平衡化过程, 这是通过自身的自

我调节来实现的, 正如皮亚杰所指出“自动调节

则正是平衡化的本性” [4]. 故排便认知结构不是

僵化不变的, 而是在原有的排便认知结构的基础

上, 通过顺应作用适应外界环境的同时也在组

织自身, 在同化作用组织自身的同时也在适应外

界. 因此, 对外适应和对内组织的自动调节是实

现平衡化机制不可分割的两方面, 从而使认知结

构在同化和顺应之间的相互作用下不断发生量

变和部分质变的过程中, 能够保持着动态平衡的

局面. 

3  排便图式平衡化的异常

排便图式既非先天形成, 也非客观环境单纯作

用下的结果, 而是机体与外界相互作用过程中

反复通过对排便过程中所获得的信息进行加工

而不断自动调节着同化和顺应之间的平衡中逐

步形成. 虽然在一定范围内人们能够对外界各

种因素如忧愁、紧张或生活环境的变化等影响, 
产生适应性的变化, 对排便图式自觉调整从而

恢复平衡, 但如果遭受到影响排便的因素过多

或长期反复, 同化和顺应之间平衡化失常超出

自身承受力的限度, 就会导致个人对环境变化

的自动调节机制失效, 从而形成排便的心理障

碍. 因此, 从排便图式平衡化失常原因这角度来

看排便的心理障碍分为同化超强于顺应与顺应

强于同化两种情况. 同化强于顺应时, 患者不顾

机体自身参与排便过程的器官结构或功能的异

常或周围环境的改变, 强烈要求以往正常的排

便作为标准, 通过服用泻药或其他手段以达到

通便的目的, 缺乏恰当的顺应而出现不协调; 此
时诊疗上应促进患者通过自我调节加强外界变

化对内部排便知识结构重新建构的顺应作用, 
同时抑制排便图式对排便信息吸收的同化作用, 
也就是说, 这种情况下治疗重点在于引导患者

重新建构内部的排便知识结构. 顺应大于同化

时, 患者经常忽视便意, 对排便情况不关心, 没
有形成稳定的排便图式, 同时极容易受机体的

变化或周围环境的影响, 这是缺少所必要的同

化所造成排便心理的平衡化故障, 此时患者内

部的排便图式对排便信息处理加工的同化作用
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■研发前沿
当前对便秘的病
因病机、生理病
理等方面的研究
虽然取得许多可
喜的进展, 对便秘
治疗也积累了一
定的经验, 但在临
床上仍常见到许
多患者反复求医
而疗效不佳, 尤其
是远期疗效, 如何
巩固和提高疗效
仍是目前研究的
难点. 

■相关报道
近来研究表明便
秘与结肠癌、乳
腺疾病、早老性
痴呆等疾病的发
生 密 切 相 关 ,  在
这些便秘患者中
65%存在心理障
碍, 对便秘治疗缺
乏信心者占50%
以上. 
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小于排便信息对患者内部的排便图式的顺应作

用时, 这时加强患者的排便图式对排便信息的

过滤、吸收的同化作用, 治疗重心在于提高患

者的排便图式的稳定性. 

4  “认知-协调-建构”模式

通过研究分析可见, 产生排便心理障碍的根本

原因是由于同化与顺应之间自动调节的平衡机

制出现障碍. 一般来说异常的排便图式是患者

长期异常排便积累的结果, 在进行诊治之前, 头
脑已经形成了相当顽固的异常排便的认知结构, 
具有相当的稳定性, 并成为支配患者排便的潜

意识, 对此我们提出“认知-协调-建构”的排便

心理治疗模式, 认为便秘治疗不仅仅是为了通

便, 而是重新启动平衡化机制的正常运作, 通过

“认知→协调→建构”以实现从旧的平衡向新

的平衡转化, 因此整个排便障碍心理治疗可分

为认知、协调与建构三个阶段. (1)认知阶段:  面
对长期受便秘困扰的患者, 首先让患者认识到

排便图式在排便过程中所发挥的重要作用, 理
解到长期便秘所形成的异常排便图式与便秘相

互影响相互加强是造成如今排便不顺利这种恶

性循环的一个重要因素, 以调动患者识别与矫

正异常的排便认知结构的积极性, 通过把排便

的正常机制及便秘的病理改变等相关知识详细

教授给患者, 引导患者对自己排便失衡的原因

进行探讨, 以消除患者的悲观和失望情绪, 使患

者对排便整个心境得到改善, 同时在解释分析

患者排便认知中所存在的错误基础上根据每个

患者的病情特点, 帮助患者领悟适合自己正确

的排便图式. (2)协调阶段: 排便心理障碍就是旧

排便图式与外部客观条件变化协调的障碍, 因
此在协调阶段的重点在于分析同化和顺应哪一

方面出现问题, 针对性进行治疗, 以实现同化和

顺应之间新的平衡, 同时治疗中要根据患者自

身的调节能力与所受到异常因素严重程度, 充
分运用包括各种中西药物、生物反馈以及外

科手术等各种方法与手段, 尽力调节和纠正好

患者的排便障碍病理基础, 为更好促进排便的

认知心理结构转化创造条件; 再者需要持之以

恒、一定强度的认知治疗引发便秘患者的新旧

认知心理的激烈冲突, 来动摇顽固旧的异常排

便图式, 只有在纠正患者的便秘认识上的心理

障碍基础, 才能更好促使正常排便规律的建构.  
(3)建构阶段: 便秘患者的正常排便规律不应以

正常人的排便习惯作为标准, 当前迫切需要建

立正确的排便障碍患者的正常排便标准的评估

体系, 包括坚持合理饮食和形成良好的生活习

惯等方面, 用以指导患者正常排便规律的建构, 
同时要认识到这种建构是在患者已有排便认知

结构基础上通过医者与患者相互交流的能动建

构过程, 因此医师既是治疗者又是教育者, 建构

阶段的关键在于让患者认识新旧排便图式之间

的区别与联系, 并指导患者制定实现二者转换

的方法与步骤, 以达到逐步形成对排便障碍患

者而言正常的排便图式. 
总之, “认知-协调-建构”的模式治疗便秘

与目前人们仅重视改善排便状况的治疗方法不

同在于他重视通过认知提高患者对便秘的认识, 
并在常规治疗便秘基础上, 强调帮助患者构建

适合自己的排便图式, 以巩固、提高疗效, 尤其

是远期疗效, 从而减少长期使用通便药导致的

不良反应. 在临床实践中我们运用“认知-协调

-建构”的模式治疗便秘患者, 也取得较好疗效, 
但目前例数尚少, 尚缺少大样本临床观察来探

索适合便秘患者特点较完善的治疗方案, 这有

待于我们下一步研究.
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■应用要点
本文强调通过认
知提高患者对便
秘的认识, 纠正便
秘患者的排便图
式中同化与顺应
之间自动调节的
平衡化机制异常, 
帮助患者构建适
合自己的排便图
式.

■同行评价
本文立题新颖, 论
据 充 足 ,  内 容 详
实, 具有较好的学
术价值. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of N-desulfated 
heparin on the expression of basic fibroblast 
growth fac tor (bFGF) in human gas t r i c 
carcinoma SGC-7901 cells in vitro.

METHODS: Human gastric carcinoma cell line 
SGC-7901 was cultured in vitro, and then treated 
with N-desulfated heparin at different concen-
trations (0.1, 1.0 g/L). Meanwhile, SGC-7901 
cells cultured in single RPMI 1640 medium were 
used as controls. Each group contained 3 paral-
leled samples. Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) and real time polymerase chain 

reaction (PCR) were used to detect the expres-
sion of bFGF in SGC-7901 cells at 12 h and 24 h, 
respectively.

RESULTS: After treatment with 0.1 or 1.0 g/L 
N-desulfated heparin for 12 or 24 h, bFGF pro-
tein expression was decreased significantly (t = 
7.502, P = 0.002; t = 55.416, P = 0.000; t = 52.221, 
P = 0.000; t = 48.080, P = 0.000). The expression 
of bFGF (CT value) in each N-desulfated heparin 
group was higher than that in the control group 
at the same time. The inhibition of N-desulfated 
heparin on bFGF protein and mRNA expression 
in SGC-7901 cells was dose- and time-depen-
dent.

CONCLUSION: N-desulfated heparin can in-
hibit the expression of bFGF in gastric cancer cell 
line SGC-7901 in a dose- and time-dependent 
manner in vitro.

Key Words: N-desulfated heparin; SGC-7901 gas-
tric carcinoma cell; Basic fibroblast growth factor; 
ELISA; Real time PCR

Chen MX, Chen JL, Lu JL, Hong J, Chen WX, Zhu JS, 
Chen NW, Geng JG. In vitro effect of N-desulfated 
heparin on the expression of basic fibroblast growth factor 
in gastric carcinoma cell line SGC-7901. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(17): 1920-1925

摘要
目的: 探讨N-去硫酸肝素对体外培养人胃
癌SGC-7901细胞碱性成纤维细胞生长因子
(bFGF)表达的影响. 

方法: 体外培养人胃癌SGC-7901细胞, 加入
含不同浓度N-去硫酸肝素(0.1、1.0 g/L, N-去
硫酸肝素组)的RPMI 1640培养液, 并设对照
(为培养液), 每组平行3个样本. 培养12、24 h, 
应用双抗体夹心ABC-ELISA法及实时荧光定
量PCR法检测胃癌细胞bFGF的表达. 

结果: 与对照组相比, 0.1、1.0 g/L N-去硫酸
肝素组培养12、24 h, bFGF的表达下降均有

®

■背景资料
胃癌是我国常见
的消化系肿瘤, 胃
癌的转移是造成
该病的主要死亡
原 因 ,  而 胃 癌 的
转移是一个多因
素、多步骤的过
程, 目前对胃癌的
转移缺少有效的
治疗方法.

■同行评议者
姜慧卿,  教授, 河
北医科大学第二
医院消化科
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统计学意义(t  = 7.502, P  = 0.002; t  = 55.416, P  
= 0.000; t  = 52.221, P  = 0.000; t  = 48.080, P  = 
0.000); 相同时间下各浓度的N-去硫酸肝素组
中bFGF mRNA的表达(CT值)较对照组高. N-
去硫酸肝素对胃癌细胞bFGF蛋白及mRNA表
达的抑制作用具有剂量及时间依赖性.

结论: N-去硫酸肝素可以显著抑制体外培养
人胃癌细胞bFGF的表达, 且具有时间、剂量
依赖性. 

关键词: N-去硫酸肝素; SGC-7901胃癌细胞; 碱性

成纤维细胞生长因子; ELISA; 实时荧光定量PCR
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0  引言

胃癌是我国常见的消化道肿瘤, 胃癌的转移是

造成该病的主要死亡原因, 而胃癌的转移是一

个多因素、多步骤的过程, 目前对胃癌的转移

缺少有效的治疗方法. 业已证实, 几乎所有实体

肿瘤的生长和转移均依赖于新生血管提供大量

的营养物质与生长因子[1-2]. 实体肿瘤的生长通

常分为无血管期和血管期. 即肿瘤长至直径1-2 
mm时, 肿瘤分泌若干因子刺激血管形成, 获得

血供的肿瘤继续增大乃至转移, 因此新生血管

的形成是实体瘤生长的关键. 肿瘤血管形成受

多种因子调节, 其中具有重要实际意义的是碱

性成纤维细胞生长因子(basic fibroblast growth 
faetorb, bFGF), 他与肿瘤血管形成高度相关[3]. 
以往的研究表明, 肝素为高度硫酸化蛋白多糖, 
作为抗凝剂, 已被广泛用于临床[4]. 然而, 由于

肝素强烈的抗凝活性, 限制了他的临床应用, 对
肝素进行化学修饰, 可降低其抗凝活性, 但可增

强其抗肿瘤作用[5-7]. 携带聚苯乙烯的非抗凝性

肝素比普通肝素有更强的抑制肿瘤血管生成作 
用[8]. 本实验研究用N-去硫酸肝素对体外培养胃

癌SGC7901细胞进行处理, 并通过ELISA和荧光

定量PCR方法检测胃癌细胞bFGF的表达, 旨在

为胃癌的治疗找到一个新的治疗途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 bFGF包被抗体R&D MAB293, 检测抗体 
PeproTech 500-P10Bt. N-去硫酸肝素由中国科学

院上海细胞生物学和生物化学研究所提供. 人胃

癌SGC-7901细胞株购自中国医学科学院上海细

胞所. 逆转录酶、Taq DNA聚合酶、引物和荧光

标记探针由中山大学达安基因股份有限公司(广
州)提供.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 用含体积分数100 mL/L胎牛血

清的RPMI 1640培养, 在37℃、体积分数50 mL/
L CO2、饱和湿度的条件下培养24 h, 然后换用

不含胎牛血清的DMEM培养液同步化24 h, 然后

换培养液与N-去硫酸肝素, 分别培养12 h与24 h. 
每个10 mL培养基加SGC-7901胃癌细胞3×106

个细胞, 每组培养3瓶. 收集培养上清液-80℃保

存. 胃癌培养细胞于冻存管保存(液氮).
1.2.2 标准曲线建立: 实验前20 min从冰箱中取

出试剂盒, 以平衡至室温(20-25℃). 设标准孔8
孔, 每孔中各加入样品稀释液100 μL, 第一孔加

标准品100 μL, 混匀后用加样器吸出100 μL, 移
至第二孔. 如此反复作对倍稀释至第七孔, 最后, 
从第七孔中吸出100 μL弃去, 使之体积均为100 
μL. 第八孔为空白对照. 待测品孔中每孔各加入

待测样品100 μL. 将反应板置37℃ 120 min. 用洗

涤液将反应板充分洗涤4-6次, 向滤纸上印干. 每
孔中加入第一抗体工作液50 μL. 将反应板充分

混匀后置37℃ 60 min. 用洗涤液将反应板充分

洗涤4-6次, 向滤纸上印干. 每孔加酶标抗体工作

液100 μL. 将反应板置37℃ 60 min. 洗板同前. 每
孔加入底物工作液100 μL, 置37℃暗处反应5-10 
min. 每孔加入50 μL终止液混匀. 在492 nm处测

吸光值.
以标准品500、250、125、62.5、31.25、

15.62、7.81、0 ng/L之A值在半对数纸上作图, 
画出标准曲线. 将浓度作为X轴(对数轴), A值作

为Y轴(线性轴). 所有A值都应减除空白值后再

行计算. 曲线应为一光滑曲线. 根据样品A值在

该曲线图上查出相应人bFGF含量. 所有的数据

由分析软件Ascent software for Multiskan进行处

理. bFGF探针序列见表1.
1.2.3 荧光定量PCR测定肿瘤细胞bFGF mRNA
表达: TRIzol法抽提小鼠胃癌细胞总RNA, 加
DEPC水溶解RNA, -80℃保存备用. 取出RNA

■研发前沿
肝素为高度硫酸
化蛋白多糖, 作为
抗凝剂, 已被广泛
用于临床 .  然而 , 
由于肝素强烈的
抗凝活性, 限制了
他的临床应用, 对
肝素进行化学修
饰, 可降低其抗凝
活性, 但可增强其
抗肿瘤作用.

表 1 bFGF探针序列

     
                                              bFGF探针序列

荧光探针:      5'-TGTGGCACTGAAACGAACTGGG-3'

正义链探针:  5'-GTCACGGAAATACTCCAGTTGGT-3'

反义链探针:  5'-CCGTTTTGGATCCGAGTTTATACT-3'
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模板分别加至2 μL已标记的消毒离心管中, RT-
PCR试剂盒解冻, 依次加入稀释的逆转氯酶0.5 
μL、dNTP 0.2 μL, 上下游引物各0.2 μL, DEPC
水4.9 μL, RT缓冲液2 μL总体积10 μL, 然后依次

插入预先设置(37℃ 1 h, 95℃ 3 min加热模块, 逆
转录cDNA完成, -80℃保存备用.

取消毒的96孔联体反应板, 分别加入cDNA
模板, 取适时荧光定量PCR试剂盒解冻, 依次加

入Taq酶1 μL、dNTP 0.5 μL、上游引物0.5 μL、
下游引物0.5 μL, 荧光标记探针0.5 μL, 5×缓冲

液10 μL、ddH2O 32 μL、cDNA5 μL, 放入全自

动实时荧光定量PCR(美国ABI7300)模板中. 扩
增条件: 93℃ 2 min, 93℃ 30 s, 55℃ 1 min, 共
40个循环. 应用荧光定量PCR技术检测bFGF 
mRNA表达. CT值: 目标基因扩增的阈值循环数.

统计学处理 使用SAS6.12统计软件, 实验

数据采用m e a n±S D表示, 两组间采用t 检验, 
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 N-去硫酸肝素对胃癌细胞bFGF蛋白表达的

影响 ELISA结果可见, 对照组SGC-7901胃癌细

胞随着培养时间的延长, bFGF的表达量明显增

加(t  = 16.567, P  = 0.000<0.05). 不同浓度的N-去
硫酸肝素对体外培养SGC-7901胃癌细胞分别作

用12、24 h后与对照组相比, bFGF的表达均有

明显下降(t  = 7.502, P  = 0.002<0.05; t  = 55.416, 
P  = 0.000<0.05; t  = 52.221, P  = 0.000<0.05; t  = 
48.080, P  = 0.000<0.05), 且随着N-去硫酸肝素剂

量的加大、作用时间的延长, N-去硫酸肝素对

bFGF的表达的抑制作用增强了(P <0.05), 因而具

有剂量及时间依赖性(表2).
2.2 N-去硫酸肝素对bFGF mRNA表达的影响 使
用荧光定量PCR方法, 12 h对照组bFGF mRNA
的表达(CT值)较24 h对照组高; 相同时间下各浓

度的N-去硫酸肝素组(CT值)较对照组高; 与 0.1 
g/L N-去硫酸肝素组相比, 1.0 g/L N-去硫酸肝素

组中bFGF mRNA的表达(CT值)均明显升高(t  = 
4.120, P  = 0.015<0.05; t  = 6.323, P  = 0.003<0.05); 
0.1 g/L、1.0 g/L的N-去硫酸肝素24 h组与12 h组
相比, bFGF蛋白表达CT值均升高, 且1.0 g/L N-
去硫酸肝素24 h组与12 h组相比, t  = 3.522, P  = 
0.024<0.05. 由于bFGF mRNA的实际含量与CT
值成反比, 因而荧光定量PCR结果表明, N-去硫

酸肝素对SGC-7901胃癌细胞bFGF的表达的抑

制作用呈剂量、时间依赖性(表2, 图1).

3  讨论

肿瘤的恶性增殖和转移是一个极其复杂的过程, 
当肿瘤生长至直径≥1 mm时, 进一步生长就需

要新生血管生长. 肿瘤血管生长对实体瘤的发

生、发展起着重要的作用, 是影响肿瘤生物学

■相关报道
有报道肝素经化
学修饰后, 可减少
戊糖环中碳氧含
量或增加含硫基
团, 可降低抗凝活
性而增强抗炎作
用, 而其抗凝作用
却明显降低, 如经
修饰后N-去硫酸
肝素仅为肝素的
1/76, 氧去硫酸肝
素抗凝活性可降
至肝素5%-30%, 
N-乙酰化可降至
10%以下, 可明显
降低出血副反应.

表 2 N-去硫酸肝素对体外培养SGC-7901细胞的bFGF和bFGF mRNA表达作用 (mean±SD, n  = 3)

     
分组

                                                                 bFGF(ng/L)                            bFGF mRNA(CT值)

             12 h                                   24 h                         12 h                                    24 h

对照组   17.724±0.173     19.690±0.111a       25.956±0.505              24.490±0.145a

0.1 g/L N-去硫酸肝素组 15.313±0.394c     13.301±0.166ac       30.923±0.612c              32.493±0.358c

1.0 g/L N-去硫酸肝素组 12.173±0.063ce     11.174±0.286ace       33.826±0.349ce              35.446±0.299ace

aP<0.05 vs  12 h组; cP<0.05 vs  对照组; eP<0.05 vs  0.1 g/L N-去硫酸肝素组. 

图  1  对 照 组 及 不 同 浓 度 N -
去硫酸肝素(12, 24 h)胃癌细胞
bFGF mRNA扩增动力学曲线图.
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行为和转移潜能的重要因素. 一些研究表明, 低
分子肝素类似物比普通肝素对血管形成具有更

强的抑制作用[9]. N-去硫酸肝素能抑制各种生长

因子、细胞分裂素、细胞外基质蛋白的作用, 
因此能影响肿瘤细胞增殖、迁移和肿瘤的血管

生成从而抗肿瘤转移作用[10]. 有报道肝素经化

学修饰后, 可减少戊糖环中碳氧含量或增加含

硫基团, 可降低抗凝活性而增强抗炎作用, 而其

抗凝作用却明显降低, 如经修饰后N-去硫酸肝

素仅为肝素的1/76[11-12], 氧去硫酸肝素抗凝活性

可降至肝素5%-30%[13], N-乙酰化可降至10%以 
下[14], 可明显降低出血副反应. 

bFGF是FGF家族中第一个发现的成员, 他
是一种碱性多肽, 由146个氨基酸组成, 基本分

子量为18 kDa, pH值为9.6, 主要分布于细胞质

中, 含有4个半胱氨酸残基, 通过形成分子内二

硫键, 在维持bFGF的三级结构中起重要作用. 
bFGF的N端和C端区域分别是肝素受体的结合

部位. bFGF基因位于人类5号染色体上, 为单拷

贝基因, 为三个外显子两个内含子组成. bFGF
在体内分布极为广泛, 脑、心、肾、肾上腺、

骨和胎盘都有bFGF的存在. bFGF作为一种重要

的促血管生成因子, 与肿瘤尤其是实体瘤的关

系尤为密切, 具有促进源自中胚层和神经内胚

层有丝分裂的活性, 有强烈的促血管内皮细胞

分裂增殖和增加血管通透性的作用, 通过促进

新生血管形成, 为肿瘤细胞生长提供营养. 另一

方面通过自分泌或旁分泌方式促进细胞过度增

殖和肿瘤生长[15]. 最近免疫组化研究发现, 食道

癌、前列腺癌、肺癌肿瘤中均发现有不同程度

的bFGF量的表达[16-18]. bFGF参与胃癌的发生、

发展、浸润、转移[19-20]. Zhao et al [21]应用原位杂

交技术来检测105例胃癌组织中bFGF mRNA、

MMP-9 mRNA和CD34蛋白的表达, 结果发现

与阴性对照组相比, 平均微血管密度、b F G F 
mRNA、MMP-9 mRNA表达均明显高于对照组, 
且bFGF mRNA、MMP-9 mRNA与肿瘤的浸润

深度、淋巴结转移、血管浸润、肿瘤的生长方

式有关, 而与肿瘤的分型与分化无关, 因而认为

bFGF可作为一个肿瘤血管形成、浸润转移、胃

癌预后的一个有效指标. Noda et al [22]使用原位

杂交技术检测bFGF mRNA在16例早期和14例晚

期胃癌中的表达以此来阐明bFGF在癌症进展中

的作用, bFGF在弥散型胃癌中的表达要高于肠

型胃癌的表达, bFGF mRNA阴性表达的胃癌患

者生存率要明显高于bFGF mRNA阳性表达的患

者. 研究结果表明, bFGF在弥散型胃癌特别是晚

期胃癌中的表达有着重要的意义. 
本研究使用ELISA方法, 12 h的阴性对照

组、12 h的0.1 g/L N-去硫酸肝素组、12 h 1.0 
g/L N-去硫酸肝素组中培养的胃癌细胞上清夜

中bFGF的含量分别为17.724±0.173、15.313±
0.394、12.173±0.063; 24 h的阴性对照组、24 h 
0.1 g/L N-去硫酸肝素组、24 h 1.0 g/L N-去硫酸

肝素组中培养的胃癌细胞上清夜中bFGF的含量

分别为19.690±0.111、13.301±0.166、11.174
±0.286. 根据实验结果, 12、24 h阴性对照组中

bFGF的蛋白含量分别为17.724±0.173, 19.690
±0.111, 随着培养时间的延长, 培养的胃癌细胞

上清液中bFGF的含量是增加的, 两组间bFGF含
量有明显差异, 符合胃癌细胞体外培养的增殖

规律. 相同时间下, 各浓度的N-去硫酸肝素组与

对照组相比, bFGF的含量均有下降, 且P <0.05, 
表明N-去硫酸肝素对培养的胃癌细胞上清夜

bFGF的表达有抑制作用. 12 h 0.1 g/L N-去硫酸

肝素与24 h 0.1 g/L N-去硫酸肝素相比, bFGF的
含量分别为15.313±0.394, 13.301±0.166, 有
下降趋势, 两组数据之间有差异, t  = 8.151, P  = 
0.001<0.05; 12 h 1.0 g/L N-去硫酸肝素与24 h 
1.0 g/L N-去硫酸肝素组中bFGF的含量分别为

12.173±0.063, 11.174±0.286, 有下降趋势, 两
组数据之间有差异, t  = 5.908, P  = 0.004<0.05; 因
此认为, 随着作用时间的延长, 同一浓度的N-去
硫酸肝素对培养胃癌细胞上清夜中bFGF的表达

抑制作用是增强的, 因而具有时间依赖性. 12 h
的0.1 g/L N-去硫酸肝素组、1.0 g/L N-去硫酸肝

素组中培养胃癌细胞上清夜中bFGF的蛋白含量

分别为15.313±0.394、12.173±0.063; 24 h的0.1 
g/L N-去硫酸肝素组、24 h 1.0 g/L N-去硫酸肝

素组中bFGF的蛋白含量分别为13.301±0.166、
11.174±0.286; 在相同的时间, 1.0 g/L的N-去硫

酸肝素组与0.1 g/L的N-去硫酸肝素组相比, 培养

的胃癌细胞上清夜中bFGF的含量是降低的, 两
组之间均有明显差异(t  = 13.630, P  = 0.000<0.05; 
t  = 11.141, P  = 0.000<0.05), 因此认为N-去硫

酸肝素对bFGF的表达的抑制作用具有剂量依 
赖性. 

陈金联 et al [23]在研究中发现, N-去硫酸肝

素对人胃癌组织原位移植非肥胖性糖尿病(non-
obesity diabetes, NOD)重度联合免疫缺陷(SCID)
小鼠转移模型的肿瘤转移、血管生成和血管内

皮生长因子(VEGF)表达具有抑制作用. 而其在

■应用要点
N-去硫酸肝素可
以显著抑制体外
培养人胃癌细胞
bFGF的表达 ,  且
具有时间、剂量
依赖性. 
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此前的研究中发现, N-去硫酸肝素通过抑制肿

瘤组织VEGF表达和血管生成, 从而抑制肿瘤的

转移, 并且无明显出血等不良反应, 这一结果是

一致的[24]. Shi et al [25]在研究中发现, bFGF主要

通过PI3K途径增加缺氧状态下VEGF的释放, 因
而在肿瘤的血管形成中发挥着关键的作用. Yang 
et al [26]在研究中发现, bFGF能够介导TGF-B在前

列腺癌间质中的活化, 从而参与肿瘤血管的形

成和扩增. Li et al [27]体内外的研究表明, 米非司

酮通过抑制胃腺癌MKN-45细胞VEGF的表达, 
从而抑制细胞转移、血管形成及基底膜异质性

黏附作用, 最终达到有效抑制胃腺癌MKN-45细
胞系的浸润及转移作用. 

本研究使用荧光定量PCR方法, 12 h的阴

性对照组、0.1 g/L N-去硫酸肝素组、1.0 g/L 
N-去硫酸肝素组中bFGF的蛋白表达CT值分别

为25.956±0.505、30.923±0. 612、33.826±
0. 349. 24 h的阴性对照组、0.1 g/L N-去硫酸肝

素、1.0 g/L N-去硫酸肝素组中bFGF的蛋白表

达CT值分别为24.490±0.145、32.493±0.358、
35.446±0.299. 根据本实验结果, 我们不难发现, 
0.1、1.0 g/L组的N-去硫酸肝素对SGC-7901胃
癌细胞分别作用12、24 h后与对照组相比, CT
值均升高(t  = 6.261, P  = 0.003<0.05; t  = 20.694, 
P  = 0.000<0.05; t  = 12.827, P  = 0.002<0.05; t  = 
32.919, P  = 0.000<0.05), 由于bFGF mRNA的实

际含量与CT值负相关, 因此认为N-去硫酸肝素

对SGC-7901胃癌细胞bFGF mRNA的表达具有

抑制作用. 相同的作用时间, 1.0 g/L的N-去硫

酸肝素组与0.1 g/L的N-去硫酸肝素相比, bFGF
的蛋白表达CT值也是增高的(t  = 13.631, P  = 
0.000<0.05; t  = 11.141, P  = 0.000<0.05), 由于CT
值越高, bFGF mRNA的实际含量越低, 因而1.0 
g/L的N-去硫酸肝素比0.1 g/L的N-去硫酸肝素

对培养胃癌细胞bFGF mRNA表达的抑制作用

更强, 具有剂量依赖性. 随着作用时间的延长, 
1.0 g/L N-去硫酸肝素对SGC-7901胃癌细胞作用

24 h组与作用12 h组相比, CT值升高(t  = 5.908, 
P <0.05), 因而胃癌bFGF mRNA表达的量减少; 
0.1 g/L组的N-去硫酸肝素对SGC-7901胃癌细胞

作用24 h组与作用12 h组相比, 胃癌bFGF mRNA
表达的量有下降趋势, CT值升高但P >0.05,可能

与作用浓度偏小有关; 因而认为N-去硫酸肝素

对SGC-7901胃癌细胞bFGF基因的表达的抑制

作用具有时间依赖性. 对照组SGC-7901胃癌细

胞分别培养12、24 h后, 随着作用时间的延长, 

CT值降低, 且t  = 16.567, P  = 0.000<0.05, 因此

bFGF mRNA的实际表达量是增加的, 与培养胃

癌细胞的增殖有关. 
细胞肺癌耐药是由于bFGF增加了抗凋亡蛋

白XIAP和Bcl-xL的表达, 激发了小细胞肺癌的

耐药. 而这种耐药作用的产生是通过包括B-Raf, 
PKCepsilon, S6K-2多蛋白复合体介导产生的. 研
究表明, PKCepsilon的过度表达增加了XIAP和
Bcl-xL水平和小细胞肺癌细胞的耐药. 在一个四

环素诱导的系统中, 增加的S6k-2激酶活性诱导

了XIAP, Bcl-xL抗肿瘤作用的上调[28]. 目前的研

究表明外源性的bFGF能够促进前列腺癌的扩增

和转移. 肝素类似物调控蛋白(HARP)在bFGF的
激发效应中起着一个非常重要的媒介作用. 

总之, bFGF在胃癌的血管移形成和肿瘤转

移中起着重要的作用, N-去硫酸肝素通过抑制

肿瘤组织bFGF的表达和肿瘤的血管形成, 对胃

癌具有抗转移作用且无明显出血不良副反应. 
进一步应用ELISA及荧光定量PCR方法研究N-
去硫酸肝素抗胃癌转移作用及机制, 将对胃癌

实体瘤抗转移治疗提供新的途径.        
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Abstract
AIM: To evaluate the effects of nuclear factor 
kappa B (NF-κB) p65 antisense oligonucleotide on 
the inflammation, expression of cytokines such as 
tumor necrosis factor alpha (TNF-α), interleukins 
(IL-1β, IL-10) and NF-κB in colonic intestinal 
mucosa of mice with trinitrobenzene sulfonic 
acid-induced colitis.

METHODS: Fifty BALB/c mice were ran-
domly divided into model control group (UC), 
antisense oligonucleotide treatment group 
(ASOND), missense oligonucleotide treatment 
group (MSOND), and sense oligonucleotide 

treatment group (SOND). Experimental colitis 
was induced by trinitrobenzene sulfonic acid 
(TNBS)/ethanol enema. Twenty-four hours af-
ter modeling, the mice in the ASOND, MSODN 
and SODN groups were administered with the 
corresponding oligonucleotides. Inflammatory 
scores and mucosal morphological changes were 
evaluated under light microscope. The leves of 
TNF-α, IL-1β, IL-10 and NF-κB were determined 
by immunohistochemistry. 

RESULTS: The inflammatory scores in the 
ASOND group decreased as compared with those 
in the UC, MSOND and SOND group (all P < 0.05). 
The mucosal levels of TNF-α, IL-1β and NF-κB 
expression in the ASOND group were significantly 
lower than those in the UC, MSOND and SOND 
groups (82.68 ± 14.30 vs 168.48 ± 11.89, 166.49 ± 
11.63, 176.49 ± 12.33, P < 0.05; 42.42 ± 5.77 vs 168.48 
± 11.89, 120.43 ± 28.21, 131.43 ± 30.601, P < 0.01; 
62.66 ± 11.32 vs 158.38 ± 12.49, 161.09 ± 12.73, 168.64 
± 11.83, P < 0.01), while IL-10 levels were higher 
(146.68 ± 6.02 vs 62.50 ± 11.57, 58.44 ± 10.92, 54.24 ± 
10.64, P < 0.01).

CONCLUSION: ASOND can attenuate the in-
flammatory degree in mice with experimental 
colitis and effectively down-regulates TNF-α, 
IL-1β and NF-κB expression while up-regulates 
IL-10 secretion. . 

Key Words: Antisense oligonucletide; Colitis; Cytokine; 
Immunohistochemistry

Li BM, LV NH, Xie Y, Chen J, Zhu X, Yi J. Effects of NF-
κB p65 antisense oligonucletides on the expression of 
cytokines and NF-κB in colonic intestinal mucosa of mice 
with TNBS-induced colitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(17): 1926-1931

摘要
目的: 探讨NF-κB p65反义寡核苷酸对实验性
结肠炎BALB/c小鼠肠黏膜NF-κB表达的抑制
作用和对黏膜肿瘤坏死因子(TNF-α)、白细
胞介素(IL-10、IL-1β)表达的影响, 研究其对
肠道炎症的治疗作用. 

®

■背景资料
炎症性肠病的病
因和发病机制目
前尚未完全明确, 
也缺乏特异有效
的治疗药物. 细胞
因子在炎症性肠
病发生发展中的
作用己经被越来
越多的研究所证
实; 而细胞因子是
由NF-κB所调控
也得到了公认. 因
此NF-κB己成为
研究和开发炎症
性肠病治疗新药
物的靶标. 而p65
作为NF-κB重要
的亚基, 在调控靶
基因的转录中起
着关键性的作用. 
p65反义寡核苷酸
能与mRNA互补
杂交形成双股螺
旋结构, 因此采用
p65反义寡核苷酸
能抑制p65 mRNA
的成熟及翻译表
达功能, 减少p65
蛋白的合成, 阻断
及抑制NF-κB的
产生、活化, 最终
可减少细胞因子
的释放, 这些无疑
对溃疡性结肠炎
具有十分重要的
治疗价值. 

■同行评议者
管冬元 ,  副教授 , 
上海中医药大学
基础医学院实验
中医学教研室
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方法: 将50只BALB/c小鼠均分为模型对照组
(UC组)、NF-κB p65反义寡核苷酸组(ASODN
组)、错义寡核苷酸组(MSODN组)和正义寡
核苷酸组(SODN组), 采用2, 4, 6-三硝基苯磺
酸(TNBS)灌肠造模. 造模后24 h后对各组进行
相应灌肠治疗, 灌肠后第7天处死小鼠, 行光镜
下观察肠黏膜炎症并评分, 免疫组化检测各组
小鼠肠黏膜中TNF-α、IL-1β、IL-10和NF-κB
表达.  

结果: A S O D N组小鼠在结肠炎症评分较
UC组、MSODN组和SODN组明显改善(均
P <0.05). ASODN组小鼠TNF-α、IL-1β、NF-
κB表达较UC组、MSODN组和SODN组明显
减少(82.68±14.30 vs  168.48±11.89, 166.49±
11.63, 176.49±12.33, P <0.05; 42.42±5.77 vs  
168.48±11.89, 120.43±28.21, 131.43±30.601, 
P<0.01; 62.66±11.32 vs  158.38±12.49, 161.09
±12.73, 168.64±11.83, P <0.01), 而IL-10表
达则显著增多(146.68±6.02 vs  62.50±11.57, 
58.44±10.92, 54.24±10.64, P<0.01). 

结论: NF-κB p65反义寡核苷酸可抑制NF-κB
的活化, 降低TNF-α、IL-1β表达, 升高IL-10的
表达, 减轻小鼠结肠炎症, 可用于治疗实验性
结肠炎. 

关键词: NF-κB p65反义寡核苷酸; 结肠炎; 细胞因

子; 免疫组化

李弼民, 吕农华, 谢勇, 陈江, 朱萱, 易静. NF-κB p65反义寡核

苷酸对实验性结肠炎小鼠肠黏膜细胞因子和NF-κB表达的影

响. 世界华人消化杂志  2008; 16(17): 1926-1931

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/1926.asp

0  引言

随着生活水平的提高, 炎性肠病的发病呈上升

趋势. 目前认为其发生与遗传、免疫、感染、

环境等因素密切相关, 其中许多细胞因子在炎

性肠病的发病中起重要作用, 这些细胞因子有

白介素(IL-1β、IL-10), 肿瘤坏死因子(TNF-α)
等, 而他们的表达又与核因子NF-κB关系密切, 
其相关性也日益受到人们的重视 .  我们以半

抗原法建立结肠炎BALB/c小鼠模型, 评价NF-
κB p65反义寡核苷酸对2, 4, 6-三硝基苯磺酸

(TNBS)所致结肠炎小鼠NF-κB的抑制作用、对

黏膜细胞因子表达以及对结肠炎症的影响, 从
而探讨NF-κB p65反义寡核苷酸治疗结肠炎的

疗效及可能机制.

1  材料和方法

1.1 材料 BALB/c小鼠50只, 体质量20-23 g, 购

自南昌大学医学院实验动物中心, 由南昌大学

医学院实验动物中心饲养. 称质量、编号后, 均
分为模型对照组(U C组)和N F-κ B p65反义寡

核苷酸组(ASODN组)、NF-κB p65错义寡核

苷酸组(MSODN组), NF-κB p65正义寡核苷酸

组(SODN组). TNBS(购自Sigma公司)(100 g/L)
溶液, 与无水乙醇配成1∶1混合液. TNF-α、

I L-1β、I L-10、  N F-κ B免疫组化试剂盒由

Santa Cruz工程有限公司提供. NF-κB p65寡
核苷酸参照M u r a n o等设计的序列 [1],  由上海

Generary Bioth公司合成, 其序列为: ASODN 
5'-GAAACAGATCGTCCATGGT-3', MSODN  
5'-ATGGAGAATATGAAAGTG-3', SOND: 5'- 
ACCATGGACGATCTGTTTC-3'并全部硫代磷

酸化, PAGE纯化, 纯度>99.9%. 
1.2 方法 
1.2.1 造模: 造模前小鼠在动物房饲养1 wk, 按
照参考文献[2-4]方法采用TNBS灌肠诱导小鼠

结肠炎模型. 造模第2天(24 h后), ASODN组、

MSODN组、SODN组每只小鼠各自肛门灌25 
nmol ASODN、MSODN、SODN, 而UC组则灌

0.5 mL生理盐水, 于灌肠后第7天处死所有存活

小鼠, 收集小鼠结肠及血液. 
1.2.2 光镜观察及炎症评分: 在距肛门4cm处取

结肠组织, 制备石蜡切片, 行HE染色, 以盲法观

察, 光镜观察肠黏膜损伤情况, 参考文献[5]方法

给予评分. 
1.2.3 免疫组化测定细胞因子: 取距肛门4cm小

鼠肠黏膜组织2块, 常规固定、切片, 染色程序

严格按试剂说明书操作. 结果评定: 阳性反应物

质定位于巨噬细胞、淋巴细胞或纤维母细胞胞

质内, 呈黄褐色或棕色颗粒, 弥漫分布于黏膜固

有层及部分上皮内. 随机选择5个视野, 取每视

野内的平均阳性细胞数作为计数标准. 
统计学处理 各组数据以mean±SD表示, 应

用统计软件SPSS11.0处理, 计量资料多组间比较

进行方差分析, 各组间两两比较行最小显著差异t
检验(LSD-检验). 以P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 一般情况 UC组、MSODN组、SODN组

BALB/c小鼠在灌肠后第1天起出现不同程度的

血便、稀便、少动、毛发无光泽、身体蜷缩、

食量减少、体质量下降; ASODN组小鼠在灌肠

后第1天出现与上述对照组小鼠相似的情况, 在
ASODN灌肠后则发生变化, 出现血便、稀便等

■相关报道
甘华田 et al 采用
NF-κB p65反义
核苷酸对溃疡性
结肠炎患者肠道
黏膜固有层单个
核 细 胞 进 行 干
预, 结果发现NF-
κB p65反义核苷
酸可以明显减少
LPS刺激引起IL-
1β mRNA和IL-8 
mRNA表达增强
和相应细胞因子
分泌水平的增高.
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表 1 各组小鼠炎症评分、结肠黏膜细胞因子和NF-κB的表达 (mean±SD)

     
分组                              炎症评分      TNF-α                             IL-1β          NF-κB            IL-10

UC组              10.32±1.25a          168.48±11.89a           115.74±27.63b 158.38±12.49b   62.50±11.57b

AS-ODN组            5.26±0.88              82.68±14.30              42.42±5.77   62.66±11.32 146.68±6.02

MS-ODN组         10.40±1.28a          166.49±11.63a           120.43±28.21b          161.09±12.73b          58.44±10.92b

S-ODN组             11.20±1.38a           176.49±12.33a           131.43±30.601b  168.64±11.83b    54.24±10.64b 

aP<0.05, bP<0.01 vs  ASODN组.

A B

C D

图 1 光镜下小鼠肠黏膜损伤(×100). A: UC组; B: ASODN组; C: MSODN组; D: SODN组.

情况的小鼠减少, 仅2只小鼠出现血便、3只小

鼠出现持续3 d腹泻, 活动性较UC组、MSODN
组、SODN组好. 
2.2 小鼠结肠大体病理及组织学改变 UC组、

MSODN组、SODN组小鼠病变结肠连续性水

肿, 肠壁明显增厚. 剪开肠壁可见黏膜有弥漫性

充血、出血、糜烂, 镜下可见结肠黏膜上皮糜

烂、溃疡及隐窝脓肿形成, 杯状细胞消失, 固
有层中性粒细胞、淋巴细胞浸润, 最严重的见

全层非局限性透壁性坏死, 肠上皮细胞坏死脱

落, 甚至出现黏膜层、黏膜下层及肌层坏死脱

落, 全层大量炎症细胞浸润, 隐窝变形直至破坏

消失(图1A, C-D). 而ASODN组小鼠仅个别小

鼠出现黏膜充血、糜烂, 所有小鼠炎症细胞浸

润也明显减轻, 仅部分小鼠黏膜固有层内有少

量炎性细胞浸润, 见图1B, 炎症积分较UC组、

MSODN组、SODN组低(表1). 
2.3 结肠黏膜NF-κB和细胞因子的表达 ASODN

灌肠后可降低肠黏膜NF-κB、TNF-α、IL-1β表

达, 提高IL-10的表达(表1). 表现为: (1)ASODN
组NF-κB表达低于UC组、MSODN组、SODN
组(图2); (2)ASODN组TNF-α、IL-1β表达也

均低于UC组、MSODN组、SODN组(图3-4); 
(3)ASODN组IL-10表达高于UC组、MSODN
组、SODN组(图5).  

3  讨论

炎性肠病的病因和发病机制目前尚不明确. 大
多数研究认为与免疫反应异常有关, 尤其与局

部肠黏膜免疫反应异常关系密切[6-7]. 研究发现: 
细胞因子、生长因子、黏附分子等均参与了肠

黏膜局部的炎症和免疫反应. Akazawa, Brynskov  
e t a l证实, 在溃疡性结肠炎病人的血清或结肠

黏膜内IL-1, TNF-α、IL-6, IL-8等促炎性细胞因

子明显增加[8-9], 而Schottelius et al则直接证实了

TNF-α、IL-1β在溃疡性结肠炎发病中的作用[9], 

■创新盘点
本文结果显示应
用反义寡核苷酸
技术研究NF-κB
基因得到抑制后, 
小鼠实验性结肠
炎病理状况明显
得到改善, 对于从
分子治疗探讨方
面做了有益的研
究, 选题与研究思
路较新颖. 
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人们也使用抗TNF-α单克隆抗体, 重组IL-10来
治疗炎性肠病并取得了一定的疗效[11-12], 这些研

究进一步证明了细胞因子在IBD发生发展中所

起的非常重要的作用. 由于各种细胞因子的表

达均由核因子NF-κB来调控, 因而抑制NF-κB的
活性可有效治疗IBD. IBD治疗药物如柳氮磺氨

吡啶(SASP)和5-氨基水杨酸(5-ASA)、皮质类固

醇等均直接或间接通过减少靶细胞中的IκBα来

抑制NF-κB的活性, 从而减少炎症细胞因子的产

生达到治疗目的[13-15]. 然而, SASP、5-ASA效果

不佳及患者耐受性差则是其主要不足; 激素则有

很多副作用, 如糖耐受能力降低, 肾上腺抑制、

增加感染的危险性等; 因而, 寻找及研制新型炎

性肠病药物, 尤其能直接抑制NF-κB活性的基因

药物则成为研究热点. 
甘华田 et al采用NF-κB p65反义核苷酸对

A B

C D

图 3 小鼠肠黏膜组织TNF-α阳性表达(×100). A: UC组; B: ASODN组; C: MSODN组; D: SODN组.

A B

C D

图 2 小鼠肠黏膜组织NF-κB阳性表达(×400). A: UC组; B: ASODN组; C: MSODN组; D: SODN组.

■应用要点
本研究探讨了NF-
κB p65 ASODN
对三硝基苯磺钠
(TNBS)结肠炎模
型的的治疗作用, 
为寻找一种新的, 
具有开发潜力的
治疗 I B D的新药
提供实验论据. 



www.wjgnet.com

1930                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志     2008年6月18日    第16卷   第17期

溃疡性结肠炎患者肠道黏膜固有层单个核细

胞进行干预, 结果发现NF-κB p65反义核苷酸

可以明显减少LPS刺激引起IL-1β mRNA和IL-8 
mRNA表达增强和相应细胞因子分泌水平的增

高[16]. Neurath et al使用NF-κB p65反义核苷酸处

理TNBS诱导的小鼠结肠炎模型, 成功地抑制了

肠道的炎症[2]. 此外, Spink et al也分别使用NF-
κB反义核苷酸使DSS诱导的小鼠结肠炎炎症明

显缓解[17]. 上述研究表明NF-κB p65反义核苷酸

抑制NF-κB活性的可行性, 且有望成为治疗炎性

肠病的有效药物. 
本研究成功建立了病理学特征与人类炎性

肠病十分相似的TNBS BALB/c小鼠急性结肠

炎模型. 小鼠经TNBS/Ethanol 灌肠后出现不同

程度的血便、腹泻、体质量下降等症状, 大肠

组织病理学改变发现肠黏膜弥漫性充血、出

A B

C D

图 5 小鼠肠黏膜组织IL-10阳性表达(×100). A: UC组; B: ASODN组; C: MSODN组; D: SODN组.

A B

C D

图 4 小鼠肠黏膜组织IL-1β阳性表达(×100). A: UC组; B: ASODN组; C: MSODN组; D: SODN组.

■同行评价
本文立题新颖, 观
点论述较合理, 具
有较好的学术价
值.
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血、糜烂, 溃疡形成, 腺体破坏、炎性细胞浸润

等. 而经ASODN灌肠治疗后的小鼠, 症状明显

减轻, 病理组织学明显改善, 炎症积分较UC组、

MSODN组和SODN组降低, 有统计学意义, 另外 
ASODN组小鼠结肠TNF-α、IL-1β、NF-κB表达

低于UC组、MSODN组、SODN组, 有统计学意

义, 表明ASODN能通过抑制NF-κB活性, 下调促

炎细胞因子的表达, 提高抑炎细胞因子的表达, 
对结肠炎症的抑制作用, 与Lawrance et al的研究

结果相似[18-19]. 
总之, 本研究证实了NF-κB p65反义寡核苷

酸能抑制NF-κB的活化, 下调TNBS BALB/c小
鼠结肠组织中TNF-α、IL-1β, 上调IL-10的表达, 
降低病理组织学评分, 明显减轻结肠炎症. 因此

NF-κB p65反义寡核苷酸可用于治疗小鼠实验

性结肠炎. 
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Abstract
AIM: To investigate the gut barrier functional 
changes of ovalbumin-induced allergic mice 
and to determine whether there is bacteria 
translocation; and to observe changes of 
CD4+CD25+ regulatory T cells in FA mice spleen 
in order to shed light on relationship between 
CD4+CD25+ regulatory T cells and food allergy.

METHODS: Twenty BALB/c mice on ovalbul-
min (OVA)-free diet were randomly divided 
into experimental group and control group. The 
mice in experimental group were sensitized with 
OVA while mice in control group were given 
normal saline (NS). The intestinal microbial 
flora was detected by culturing the feces. The 

secretory immunoglobulin A (sIgA) in intestinal 
mucus and the diamine oxidase (DAO) in blood 
serum were analyzed using ELISA. The mesen-
teric lymph nodes (MLN), homogenated tissues 
of livers, lungs, kidneys, and NS used for perito-
neal lavage were cultured to determine bacterial 
translocation. The number of CD4+CD25+ regu-
latory T cells (CD4+CD25+ Treg cells) in spleens 
was estimated using flow cytometry.

RESULTS: The number of probiotics in experi-
mental group was significantly lower than that 
of the control group (Lactobacillus: P = 0.006; Bifi-
dobacterium: P = 0.016). In contrast, the number of 
conditional pathogenic bacteria was significantly 
higher than that of control group (Escherichia coli: 
P = 0.001; Bacteroides: P = 0.001). Compared with 
the control group, sIgA (0.107 ± 0.012 vs 0.086 ± 
0.008, P = 0.001) in intestinal mucus, DAO (0.357 
± 0.025 vs 0.179 ± 0.035, P = 0.001) in blood serum 
and frequency of bacteria translocation (47.8% 
vs 15.6%, P = 0.001) were significantly higher in 
experimental group. The number of CD4+CD25+ 
Treg cells was significantly lower in experimen-
tal group (4.350% ± 0.619% vs 6.488% ± 2.313%, P 
= 0.001).

CONCLUSION: Intestinal flora imbalance and 
high intestinal permeability in ovalbumin-
induced allergic mice suggest gut barrier dys-
function. The phenomenon of bacteria transloca-
tion is verified in FA mice. Down-regulation of 
CD4+CD25+ Treg cells may play an important 
role in food allergy.

Key Words: Food allergy; Intestinal flora imbalance; 
Intestinal permeability; Bacterial translocation; 
CD4+CD25+ Treg cells
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摘要
目的: 观察卵清蛋白肠道致敏BALB/c小鼠时

®

■背景资料
近年来食物过敏
的发病率在全球
范围内大大提高, 
尤以西方国家为
明显. 肠道是食物
过敏中重要的受
累脏器, 对于过敏
个体肠道屏障功
能的研究对预防
及治疗食物过敏
有重要的参考意
义. CD4+CD25+调
节 性 T 细 胞 是 发
挥抑制性免疫调
节功能的T细胞亚
群, 其功能紊乱或
数目下降是导致
自身免疫性及过
敏性疾病的重要
原因之一.

■同行评议者
宣世英, 教授, 山
东省青岛市市立
医院肝病内科; 李
瑜元, 教授, 广州
市第一人民医院
内科
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肠道屏障功能变化, 研究有无细菌易位现象发
生; 观察其脾细胞中CD4+CD25+调节性T细胞
数量的变化以期进一步探讨食物过敏机制. 

方法: 无受试蛋白喂养的BALB/c小鼠20只, 
随机分为实验组和对照组. 实验组给予以卵清
蛋白(OVA), 对照组给予等量生理盐水. 培养
法分析粪便菌群、ELISA法测定肠黏液分泌
型免疫球蛋白A(sIgA)含量及血清二胺氧化酶
(DAO)含量. 对肠系膜淋巴结(MLN)、腹腔灌
洗液及肝、肾、肺组织进行培养以探讨有无
细菌易位的发生. 同时, 采用流式细胞术分析
其脾细胞悬液中CD4+CD25+调节性T细胞的
数量变化 

结果: 与对照组相比, 实验组小鼠肠道固有菌
群中益生菌乳酸杆菌、双歧杆菌的含量显著
降低(P  = 0.006, P  = 0.016), 条件致病菌大肠
杆菌、类杆菌的含量显著升高(P  = 0.001, P  = 
0.001); 肠道黏液中sIgA的含量(A 值)显著升
高(0.107±0.012 vs  0.086±0.008, P  = 0.001); 
血清DAO含量(A 值)显著升高(0.357±0.025 
vs  0.179±0.035, P  = 0.001); MLN及外周器
官细菌易位率显著升高(47.8% vs  15.6%, P  
= 0.001); 脾细胞悬液中CD4+CD25+ T细胞数
量显著降低(4.350%±0.618% vs  6.488%±

2.313%, P  = 0.001).

结论: OVA肠道致敏小鼠肠道菌群失调, 肠通
透性增高反映肠屏障功能受损, OVA肠道致敏
小鼠存在肠道细菌易位现象. CD4+CD25+调节
性T细胞细胞的下调可能在食物过敏的发生
中起重要作用.

关键词: 食物过敏; 肠道菌群; 肠通透性; 细菌易位; 

CD4+CD25+调节性T细胞
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0  引言

近年来过敏性疾病的发病率在全球范围内大大

提高, 15%-20%的人曾发生IgE介导的对外来抗

原的高反应性, 约4%-8%的儿童和1%-2%的成

年人发生过食物过敏(food allergy, FA)[1]. FA的

发生机制尚不清楚, 目前的病因研究多集中在

Th1/Th2细胞失衡与卫生假说、细菌毒素及食物

蛋白的共同作用、口服耐受受损等方面[2-4]. 其中, 
CD4+CD25+调节性T细胞(CD4+CD25+ regulatory 

T cells, CD4+CD25+ Treg)作为贯穿各个假说的

线索倍受研究者的关注. CD4+CD25+ Treg细胞

是新近被认识的一类免疫调节细胞, 主要发挥

抑制性免疫调节功能, 其功能紊乱或数目下降

是导致自身免疫性及过敏性疾病的重要原因之

一[5]. 在FA中, 肠道是一个主要的受累脏器, 所
以对肠道屏障功能的研究可能对FA的病因研

究及治疗有一定价值. 肠道屏障包括肠道正常

菌群、黏液层、肠上皮细胞层和肠道免疫系统

等, 其主要功能在于防止肠道内细菌及毒素的

易位(bacterial translocation, BT). 目前, 尚未见

针对肠道屏障的各个组成来全面评价FA的肠道

屏障功能以及在FA中是否存在细菌易位现象

的报道. 本文选用常见的食物过敏原卵清蛋白

(ovalbumin, OVA)对Balb/c小鼠进行肠道致敏, 
对其肠道屏障功能做出全面的评价, 并探讨在

FA的发生发展中是否存在BT现象. 

1  材料和方法

1.1 材料 卵清蛋白(OVA, S igma公司), 小鼠

sIgA、IgE ELISA定量试剂盒(美国RB公司)、邻

连茴香胺(O-dianisidine, Sigma公司), 辣根过氧化

物酶(peroxidase-horseradish, Sigma公司), 盐酸戊

二胺(cadaverine dihydrochloride, Sigma公司), 二
胺氧化酶标准品(diamine oxidase, Sigma公司), 
FITC-抗鼠CD4、PE-抗鼠CD25(美国eBioscience
公司), Balb/c小鼠购于河南省实验动物中心.
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 无受试蛋白喂养Balb/c小鼠20
只, 体质量18-22 g, 雌雄各半, 随机分为实验组

和对照组. 按照文献[6]方法进行致敏, 实验组动

物第1天以含OVA 10 μg和Al(OH)3 1 mg的无菌

生理盐水0.5 mL溶液腹腔注射进行基础致敏; 第
15天以含OVA 10 μg的无菌生理盐水0.5 mL ip进
行强化致敏; 第20、24、28天以含OVA 0.5 mg
的无菌生理盐水0.5 mL进行灌胃激发; 对照组分

别以等量生理盐水进行ip及ig. 以腹泻为造模成

功标志, 如果被致敏小鼠未出现明显腹泻, 可观

察处死后小鼠的肠道内容物, 相对于正常鼠结

肠中的球样大便, 水样粪便亦可被视为腹泻[7].
1.2.2 大便菌群分析: 造模第30天, 取小鼠新鲜粪

便, 制成101-106稀释倍数的混悬液. 分别接种于

相应的培养基上培养大肠杆菌(伊红美兰培养

基)、类杆菌(Bds培养基)、乳酸杆菌(Lbs培养

基)、双歧杆菌(Blb培养基). 大肠杆菌需氧培养

24 h, 其余三菌置于厌氧罐中厌氧培养48 h. 根据

■研发前沿
FA的发生机制尚
不 清 楚 ,  目 前 的
病因研究多集中
在Th1/Th2细胞失
衡与卫生假说、

细菌毒素及食物
蛋 白 的 共 同 作
用、口服耐受受
损等方面 .  其中 , 
CD4+CD25+调节
性T细胞作为贯穿
各个假说的线索
倍受研究者的关
注. 
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菌落形态、涂片分析及耐氧试验结果计算各个

菌种每克粪便中菌落形成单位(CFU/g).
1.2.3 血清总IgE和DAO测定: 造模第31天, 摘眼

球取血并处死小鼠. 全血37℃静止1 h后, 4℃低

温离心取血清. 按试剂盒说明进行血清总IgE测
定, 于酶标仪492 nm处读出A值. 取血清按照黎

君有[8]方法使用分光光度计进行血清DAO测定, 
436 nm处读出吸光度A值.
1.2.4 细菌易位研究: 小鼠处死后以750 mL/L乙醇

浸泡15 min, 于超净工作台内无菌取肠系膜淋巴

结(mesenteric lymph node, MLN)、腹腔灌洗液1 
mL、肝脏、肾脏、肺脏置于增菌液中分别进行

培养. 需氧24 h后或厌氧35℃增菌48 h后观察是

否有细菌生长, 增菌阳性标本进行涂片观察并分

别接种于伊红美兰平板及基础厌氧平板上培养, 
24 h或48 h后观察并涂片鉴定. 有大肠杆菌(G-兼
性厌氧菌)及类杆菌(G-专性厌氧菌)生长者记为

阳性. 易位率 = 阳性器官个数/(小鼠个数×5).
1.2.5 小肠黏液sIgA测定: 取紧靠回盲部小肠肠

段4 cm, 平铺于滤纸上纵向剖开, 刮取肠道内

容物及黏液入EP管, 加入1 mL PBS充分匀浆, 
10 000 g离心15 min, 取上清, 按ELISA试剂盒说

明进行黏液sIgA测定, 在酶标仪492 nm处读出相

应A值.
1 .2 .6  流式细胞仪测定脾脏单个核细胞悬液

CD4+CD25+ Treg细胞: 无菌取脾, 置于缚有200
目筛网的平皿上细细剪碎, 以预冷的Hank's液
收集细胞, 1500 r/min 10 min离心, 弃上清. 取
Tris-NH4Cl溶液5 mL吹匀细胞, 静置5 min裂解

红细胞, 1500 r/min 10 min, 弃上清. PBS液洗涤

3次, 使用含100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培

养液重悬细胞. 调整细胞浓度至(1-2)×106/L. 将
FITC-抗鼠CD4 0.2 μL、PE-抗鼠CD25 0.25 μL
加入流式样管底部, 加入500 μL(细胞总数为5×
105-1×106)细胞悬液混匀, 避光静置30 min后1 
mL PBS洗涤2次, 500 μL PBS重悬细胞上机检测.

统计学处理 实验结果采用SPSS13.0统计软

件包分析. 组间均数比较选用独立样本t检验, 易
位率的比较采用四格表卡方检验. 采用α = 0.05
为假设检验标准. 

2  结果

2.1 粪便菌群分析 FA小鼠的粪便菌群中, 条件致

病菌大肠杆菌(P  = 0.001)及类杆菌(P  = 0.001)的
Log10 CFU/g值明显高于对照组, 肠道益生菌双

歧杆菌(P  = 0.016)及乳酸杆菌(P  = 0.006)的Log10 
CFU/g值则低于对照组(表1).
2.2 血清总IgE和DAO FA小鼠血清总IgE含量(A
值)明显高于对照组(P  = 0.001), 本研究所造FA
动物模型呈高IgE性反应, 所采用的OVA肠道致

敏方法是有效的(表2). 血清DAO含量(A值)明显

高于对照组(P  = 0.005). DAO是一种具有高度活

性的细胞内酶, 存在于哺乳类动物的黏膜或绒

毛上层, 当小肠黏膜机械屏障受损导致通透性增

高时, DAO将释放入血导致外周血中DAO含量

升高. 该结果提示FA小鼠小肠通透性增高(表2).
2.3 小肠黏液sIgA 小肠黏液sIgA含量(A值)明显

高于对照组(P  = 0.002). 作为肠道屏障的重要组

成部分, sIgA与食物抗原结合可加强集合淋巴小

结对抗原的捕获, 强化肠道的免疫屏障功能. 此
结果提示, 在FA中, 小鼠的sIgA反应体系呈亢进

状态(表2).

■相关报道
Bjorksten et al 的
研究表明牛奶过
敏儿童较健康儿
童肠道内乳酸杆
菌 比 例 低 , 而 需
氧菌尤其是肠杆
菌、链球菌比例
高. 有研究者证实
在哮喘等过敏性
疾病的动物模型
中 ,  CD4+ CD25+ 
Treg细胞的数量
显 著 下 降 .  诱 导
口服耐受失败的
牛奶过敏儿童的
外周血单个核细
胞中CD4+CD25+ 
Treg细胞的数量
显著降低. 

表 1 FA及对照组小鼠肠道菌群比较 (n  = 10, Log10 CFU/g, mean±SD)

     
     大肠杆菌                      类杆菌                       双歧杆菌                       乳酸杆菌

实验组     7.139±1.043a 8.153±0.787a 7.049±1.278a     6.151±1.139a

对照组     5.402±0.681 6.151±0.819 8.441±0.639     8.126±0.787

aP<0.05 vs  对照组.

表 2 FA及对照组小鼠各相关统计量比较 (n  = 10, mean±SD)

     
     IgE含量(A 值)             血清DAO含量(A 值)              sIgA含量(A 值)       细菌易位率(%)

实验组    0.488±0.099a  0.357±2.528E-02a           0.107±0.012a            47.8a

对照组    0.307±0.071  0.179±3.510E-02           0.086±0.008             15.6

aP<0.05 vs  对照组.
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2.4 细菌易位 MLN及肝、肺、肾、腹腔灌洗液

培养显示实验组与对照组小鼠均有BT现象发

生, 但实验组细菌易位率显著高于对照组(P  = 
0.001, 表2). 
2.5 脾脏单个核细胞悬液CD4+CD25+ Treg细胞 
流式细胞仪分析FA及照组小鼠脾脏单个核细胞

悬液CD4+CD25+ Treg细胞, 结果表明FA小鼠脾

脏中CD4+CD25+ Treg细胞的数量显著低于对照

组(4.3500%±0.6182% vs  6.4875%±2.3129%, P  
= 0.011, 图1).

3  讨论

FA是一种多因素、多系统参与的, 由遗传背景

和环境因素共同作用发生的复杂疾病. FA的症

状轻则表现为呕吐、腹泻、呼吸困难、皮疹等

不适, 重则发生威胁生命的过敏性休克[9]. 最近

的流行病学调查显示食物过敏在发达国家的发

生率大大高于发展中国家. 卫生假说提出过敏

反应与细菌、病毒、原生动物感染密切相关, 
幼年时过少暴露于上述病原体会导致对Th1细
胞克隆的不充分刺激, 从而不能与Th2细胞克

隆扩增相平衡, 导致一种过敏易患体制[2]. 我们

的研究也表明某些微生物产物, 如葡萄球菌肠

毒素(staphylococcal enterotoxin B, SEB)可能作

为佐剂参与诱导过敏反应[3]. 然而, 肠道过敏的

病原学和发病机制都不甚清楚. 一般认为, 正
常情况下肠道免疫系统不会对食物抗原和肠

道固有细菌发生免疫反应, 称为口服耐受(oral 
tolerance)状态[4]. 这种耐受状态与肠上皮细胞

的各组成部分的完整性、树突状细胞(dendritic 
cell, DC)的提呈作用、CD4+CD25+ Treg细胞的

作用等因素密切相关[10]. 所以, 任何对于肠道抗

原与肠道免疫系统之间共生状态的干扰作用都

会导致食物过敏. 
本研究表明FA小鼠肠道内正常菌群已发生

明显改变, 条件致病菌数量显著高于对照组小

鼠, 益生菌则低于对照组, 导致肠道屏障的第一

道防线被削弱. 血清DAO的增高表明小肠上皮

通透性的增高, 这也进一步提示肠道屏障遭到

破坏. 研究发现, 当肠黏膜屏障被破坏, 上皮通

透性增高时, 食物抗原的经上皮转运会明显加

强, 也就是说肠道免疫系统对微生物产物和食

物大分子抗原摄取增多, 这样会加剧机体对食

物抗原的Th2极化, 发生食物过敏[11]. 同样, 虽然

与其他部位DC相比, 肠道黏膜的DC在一般情况

下低表达B7等启动T细胞必要的共刺激分子, 但
是当肠通透性增高, DC过多暴露于内毒素等细

菌产物时会被启动, 从而启动位于MLN的抗原

特异性T细胞, 诱发食物过敏[12]. 然而本研究也

显示, 在上述指标提示肠道屏障功能被削弱的

同时, 作为肠道屏障保护性因素的sIgA水平却

是增高的. 这就提出了一个问题: sIgA水平的增

高能不能有效的提高肠道屏障功能, 抵消菌群

失调和上皮通透性增高带来的消极作用, 从而

预防BT的发生. 通过对FA小鼠MLN和肝、肺、

肾、腹腔灌洗液的培养, 本研究证实了BT的存

在. BT是指肠道内可存活的和不能存活的微生

物及其产物(包括内毒素等)穿过完整的肠壁到

达外周血及器官的过程[13]. 在急性坏死性胰腺

炎、肝硬化、肠梗阻、烧伤、肠外营养以及多

器官功能衰竭综合征(multiple organ dysfunction 
syndrome, MODS)或者炎症反应综合征(systemic 
inflammatory response syndrome, SIRS)引起肠道

屏障功能受损、肠通透性增高时, 可观察到BT
现象[14-16]. 本实验同时表明, 在对照组小鼠中同

样有BT现象的存在, 但易位率显著低于实验组

小鼠. Karlsson et al [17]的研究表明正常人或某些

疾病状态下, BT是一个普遍现象, 由于正常免疫

系统的保护作用, 可以有效清除血液及淋巴液

中的细菌及毒素, 所以并不会出现诸如自发性

腹膜炎、败血症等明显的临床症状. 那么在FA
发生发展的过程中, BT是加剧疾病进程导致疾

■创新盘点
肠道是接受细菌
和食物抗原攻击
的门户, 同时肠道
也是人体最大的
免疫器官. 本文选
取肠道屏障的组
成部分为指标逐
一进行分析, 以期
对食物过敏小鼠
肠道屏障功能作
出全面的评价, 并
探讨在食物过敏
小鼠中是否存在
细菌易位现象.

图  1  F A 及 对 照 组
小 鼠 脾 脏 细 胞 悬 液
CD4+CD25+ Treg细胞
的表达. A: 对照组小

鼠脾脏CD4 +CD25 + 

T r e g 细 胞 的 表 达

(6.4875%±2.3129%); 

B :  实验组小鼠脾脏

CD4+CD25+ Treg细

胞的表达(4.3500%±
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病恶化还是仅仅作为一种客观现象存在, 还有

待于进一步的证实和研究. 
CD4+CD25+ Treg细胞是具有免疫抑制功

能的T细胞亚群, 其细胞表面表达IL-2受体α链

(C D25). 在维持机体内环境的稳定、抗感染

免疫、诱导移植耐受及自身免疫性疾病等方

面发挥重要作用[18]. 此群细胞可通过细胞表面

CTLA-4和膜TGF-β作用抑制靶细胞表面IL-2α
链表达从而抑制细胞增殖, 或分泌IL-10和TGF-β
来发挥抑制作用, 还可通过抑制DC对T细胞的抗

原提呈作用抑制T细胞的增殖反应[19]. CD4+CD25+ 
Treg细胞对于维持口服耐受有重要的作用. 口服

耐受被打破或诱导口服耐受失败可能导致对食

物抗原的高反应性[20]. 已有研究者证实在哮喘等

过敏性疾病的动物模型中, CD4+CD25+ Treg细胞

的数量下降[21]. 诱导口服耐受失败的牛奶过敏儿

童的外周血单个核细胞中CD4+CD25+ Treg细胞

的数量显著降低[22]. 本研究发现在OVA致敏的

小鼠中CD4+CD25+ Treg细胞数量显著低于对照

组, 也证实了CD4+CD25+ Treg细胞的下降有可能

打破口服耐受, 诱发食物过敏. 
本研究证实FA动物模型中肠道菌群紊乱

及肠通透性增高现象的存在, 这为我们治疗食

物过敏提供了一定的线索. 益生菌的重要功能

之一就在于维持宿主肠道免疫系统平衡. 他们

能刺激Treg细胞产生TGF-β和IL-10, 促进口服

耐受的形成, 并且能够在FA中改善增高的肠道

通透性, 增强sIgA的分泌, 从而有效的提高肠道

屏障功能[23]. 临床研究也证实, 在炎症性肠病、

腹泻、酒精性肝硬化以及一些儿童的过敏性疾 
病[24-28](FA、过敏性皮炎等)中应用益生菌是有

效的. 给予高危新生儿口服鼠李糖乳杆菌能有

效的预防抗原特异性湿疹的发生[29]. 益生菌制剂

还可以防止心理应激大鼠的肠道细菌易位[30]. 这
为我们临床治疗FA提供了依据. 针对菌群失调

与肠通透性增高并存的现象, 我们可以考虑尝

试将益生菌及肠道黏膜保护剂联合使用, 以期

加强肠道屏障的保护作用, 减少肠道免疫系统

对大分子食物抗原的摄取、防止细菌易位, 以
预防食物过敏的发生、加剧并减轻食物过敏引

起的腹泻等肠道症状. 
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Abstract
AIM: To determine e f f i cacy of se lec t ive 
devascularization in management of portal 
hypertension through analysis of such variables 
as portal pressure, postoperative complications 
and survival rates, etc.

METHODS: A total of 217 patients with por-
tal hypertension admitted to our hospital Jan. 
1993 to Dec. 2007 were divided into three 
groups based on 5-year blocks: stage 1 group 
(1993-01/1997-12), stage 2 (1998-01/2002-12) and 
stage 3 group (2003-01/2007-12). The clinical 
data concerning preoperative and postoperative 
differences in free portal pressure, preservation 
rate of paraesophageal varices, postoperative 
early complications and the 5-year survival rates 
were retrospectively analyzed.

RESULTS: The preservation rates of para-

esophageal varices were 33.3% in group 1, 88.2% 
in group 2 and 93.4% in group 3 and signifi-
cant differences were detected among the three 
groups (P < 0.05). Significant differences were 
also detected between preoperative and postop-
erative free portal pressure in each stage group 
(F = 5.22, P < 0.01). Differences in incidence rates 
of post-operative early complications were sig-
nificant among stage 1 (33.3%), stage 2 (14.7%) 
and stage 3 (13.1%)(P < 0.05). 5-year survival 
rates increased from 74.1% in stage 1 group to 
91.2% in stage 2 group, indicating a significant 
difference(P < 0.05).

CONCLUSION: Selective devascularization low-
ers free portal pressure more effectively, reduces 
incidence rates of postoperative early complica-
tions and increases 5-year survival rates for pa-
tients with portal hypertension.

Key Words: Portal hypertension; Selective devas-
cularization; Paraesophageal varices; Free portal 
pressure

Xie M, Cao YJ, Pan YM, Xu BY. Management of 217 portal 
hypertension cases using selective devascularization. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(17): 1938-1941

摘要
目的: 研究选择性断流术(选择性保留食管旁
静脉的断流术)对门静脉高压症临床疗效的
影响. 

方法: 1993-01/2007-12收治门静脉高压症患
者217例, 分为3组: 第1阶段(1993-01/1997-12)
组27例, 第2阶段(1998-01/2002-12)组68例和
第3阶段(2003-01/2007-12)组122例, 对不同组
间食管旁静脉保留率、自由门静脉压变化、

临床疗效等进行回顾性对比分析.  

结果: 食管旁静脉的保留率第1阶段组33.3%, 
第2阶段组88.2%, 第3阶段组93.4%, 组间差
异有统计学意义(P <0.05); 与术前比较, 3个阶
段组术后自由门静脉压差值有统计学意义(F  
= 5.22, P <0.01); 术后近期并发症的发生率第
1阶段组33.3%, 第2阶段组14.7%, 第3阶段组

®

■背景资料
传统断流术治疗
PHT强调“完全
彻底”阻断曲张
静脉, 然而, 离断
胃左静脉主干与
食管旁静脉必将
阻断门奇静脉间
自然形成的代偿
性分流, 使门静脉
压力处于过高压
状态, 不仅不能增
加门静脉的肝脏
灌注, 还可促进食
管胃底区域静脉
曲张再形成和曲
张静脉破裂再出
血. 

■同行评议者
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13.1%, 差异有统计学意义(P <0.05); 术后5年
生存率从第1阶段组的74.1%, 提高到第2阶段
的91.2%, 差异有统计学意义(P <0.05). 

结论: 选择性断流术能够更有效降低门静脉压
力、减少术后近期并发症、提高5年生存率. 

关键词: 门静脉, 高血压; 断流术; 食管旁静脉; 自由

门静脉压
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0  引言

在我国 ,  断流术仍是门静脉脉高压症(p o r t a l 
hypertension, PHT)外科治疗的主要术式之一[1-4]. 
传统断流术只对门奇交通支进行了阻断, 并未

对门静脉血流进行疏导, 术毕自由门静脉压(free 
portal pressure, FPP)下降不明显, 甚至升高[5], 导
致病理性分流的代偿作用丧失, 促进了门奇静

脉之间新的交通支顽固地重建, 最终上消化道

静脉曲张再发[6]. 为了改善此种状况, 我们多年

来对贲门周围血管离断术进行细化改进[7], 逐步

提高了对连通门静脉系统和体循环系统的食管

旁静脉的保留率. 

1  材料和方法

1.1 材料 1993-01/2007-12收治PHT患者217例, 男
143例, 女74例, 年龄13-73(平均47.4±13.0)岁. 胃
镜或钡餐检查证实存在不同程度的食管胃底静

脉曲张者179例, 其中胃镜下见红色征者70例, 术
前明确有消化道出血史者141例. 术后证实患有

肝炎后肝硬化者187例, 酒精性肝硬化者9例, 血
吸虫性肝硬化者7例, 其他14例. 217例患者中共

有198例进行了随访, 随访率达91.3%, 随访年限

1-12年. 术前按Child-Turcotte-Pugh(CTP)评分标

准对患者肝功能进行评估, 常规行腹部B超和

CT或MRI检查, 了解肝硬化程度、脾脏大小、

腹水、门静脉和脾静脉主干的直径及血流方

向、食管胃底周围曲张静脉等情况, 并排除肝脏

占位. CTP分级C级及部分B级病例经吲哚氰绿

(indocyanine green, ICG)清除试验评估肝脏储备

功能. CTP分级C级或肝脏储备功能明显不足的

患者, 不同意或无条件行肝脏移植, 但有断流手

术指征-控制出血、预防再出血时, 术前给予充

分的内科处理. 所有患者均由同一组专科医师择

期手术. 

1.2 方法 依据手术时间不同, 每5年为一个阶

段组进行分析, 即第1阶段: 1993-01/1997-12, 
第2阶段 :  1 9 9 8 - 0 1 / 2 0 0 2 - 1 2以及第3阶段 : 
2003-01/2007-12. 各阶段组患者的平均年龄、

男女比例、术前CTP分级、发生大出血的例数

以及胃镜或钡餐显示食管胃底静脉中-重度曲张

的例数均无显著差异(P >0.05, 表1), 具有可比性. 
根据食管胃底区的解剖特点, 参照传统Sugiura
手术和贲门周围血管离断术, 选择性保留门奇

静脉间自然形成的、代偿性扩张的交通支静脉: 
食管旁静脉和胃冠状静脉主干, 仅阻断其汇入

食管下段和上半胃的穿通支静脉, 对肠系膜上

静脉和脾静脉在腹膜后形成的静脉瘤、脐静脉

和腹壁静脉等门体交通支也尽可能保留. 常规

于手术前后经网膜静脉测定FPP, 并行肝活检. 
若患者无上腹部手术史、未行硬化剂治疗或食

管下段组织水肿黏连不重, 用一次性吻合器行

食管下端横断及吻合, 以阻断胃肠区高压的门

静脉血流自胃及食管壁内流向好发破裂出血的

食管下段静脉. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件包对数

据进行处理. 正态分布计量资料以mean±SD表

示. 两组间比较计量资料采用t检验或Wilcoxon
检验, 多组间比较计量资料采用方差分析. 计数

资料采用χ2检验, 等级资料采用Wilcoxon检验. 
取检验水准α = 0.05. 

2  结果

2.1 食管旁静脉保留率 第1阶段虽然认识到门奇

交通支的代偿性分流作用, 但是因为技术上难

以确保食管旁静脉和胃冠状静脉主干的选择性

保留, 同时因为主观上顾忌传统断流术的权威

性, 为力求上半胃及下段食管穿通支离断的彻底

性, 致使食管旁静脉的保留率较低, 仅33.3%; 第
2, 3阶段随着食管旁静脉选择性保留技术的不断

完善, 不仅能彻底离断下段食管和上半胃的穿通

支, 又能选择性保留门奇交通支, 使食管旁静脉

保留率从88.2%提高到了93.4%; 3个阶段组食管

旁静脉保留率的差异有统计学意义(P<0.01). 
2.2 手术前后FPP的变化 3个阶段组术后FPP均
较术前有所下降; 第1阶段组术后FPP与术前FPP
的差异著显(P <0.05); 第2, 3阶段组术后FPP比术

前下降更显著(P <0.01); 对3个阶段组术后FPP差
值进行方差分析, 结果表明3个阶段组术后FPP
差值的差异有统计学意义(F = 5.22, P <0.01); 两
两比较发现, 与第1阶段组比较, 第2, 3阶段组术

■相关报道
本文作者于2006, 
2 0 0 7  年 分 别 在
《 中 华 普 通 外
科》 ,  《中 华 外
科》发表相关文
章, 前者以选择性
断流术与非选择
性断流术进行对
比研究其疗效, 后
者总结了影响选
择性断流术的重
要指标, 为临床诊
疗提供了参考. 
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后FPP的差值较大, 下降更明显, 差异有统计学

意义(P <0.01, 表2). 
2.3 不同阶段组的预后 术后发生腹腔内出血

当天再手术者3例 ,  术后3 m o内消化道再出

血者3例 ,  腹腔感染伴肝昏迷4例 ,  胸腔积液5
例, 膈下积液8例, 顽固性腹水6例, 肝肾功能衰

竭5例, 胃底瘘1例, 术后近期并发症总发生率

16.1%(35/217). 术后近期并发症的发生率从第1
阶段组的33.3%降低到第2, 3阶段组的14.7%和

13.1%, 其差异有统计学意义(P <0.05, 表3). 对第

1, 2阶段组术后5年生存率进行分析, 因复发大

出血而死亡者4例, 因器官功能衰竭而死亡者9
例, 5年生存率从第1阶段的74.1%提高到第2阶
段的91.2%, 差异有统计学意义(P <0.05, 表3). 

3  讨论

肝硬化门静脉高压症上消化道出血的患者, 尤
其是肝功能代偿较好者, 仍然主要依赖外科断

流术控制出血和预防复发出血[4,8-15]. 传统断流术

强调“完全彻底”地阻断曲张静脉的血流来源

(尤其是胃左静脉及其与奇静脉交通的食管旁静

脉), 认为该操作不仅可以防治食管胃底曲张静

脉破裂大出血, 还可保持较高的门静脉压力, 维
持门静脉血的肝脏灌注, 避免肝功能的进一步

恶化, 是断流术有别于分流术的主要优势. 然而, 
离断胃左静脉主干与食管旁静脉必将阻断门奇

静脉间自然形成的代偿性分流, 使门静脉处于

过高压状态, 而过高的门静脉压力不仅不能增

加门静脉的肝脏灌注, 还可促进食管胃底区域

形成新的侧支血管, 导致静脉曲张再形成和曲

张静脉破裂再出血[6,16]. 我们从20世纪90年代中

后期开始注意保留胃左静脉主干和食管旁静脉

的完整性, 仅离断胃左静脉进入胃壁和食管旁

静脉进入食管壁的壁内穿支静脉, 目的是保证

部分门静脉血经胃冠状静脉→食管旁静脉→半

奇静脉向体循环系统分流. 这样既能阻断下段

食管和上半胃的壁内反常血流防治消化道出血, 
又可维持门奇静脉间自然的代偿性分流而适当

降低门静脉压力[17], 从而减少曲张静脉再发的风

险. 另外, 门奇静脉间的自然分流是机体在病理

过程中逐步形成的一种代偿机制, 其分流量是

适合患者病理生理发展状态的, 既能维持必需

的门静脉入肝血流, 又适当降低了门静脉的压

力, 从而达到动态平衡, 这不同于人为的脾-肾静

脉分流术或门-腔静脉分流术[18-21], 故应予保留. 
早年, 由于受到传统理念及技术的限制, 门

体交通支尤其是食管旁静脉的保留率较低. 目
前, 我们基本上能够完整保留各种形式的门体

交通支, 随着食管旁静脉保留率的提高, 术后近

期疗效十分满意[22], 远期疗效也明显提高. 本组

资料通过比较3个阶段手术前后FPP的变化显示, 
食管旁静脉的保留率提高后FPP降幅更为明显

(P <0.01), 这是机体自身代偿性分流效果的具体

体现, 同时术后近期少有医源性分流术后多见

的肝性脑病等并发症发生, 第2, 3阶段组术后近

期并发症的总发生率明显低于早期(P <0.05), 而
且第2阶段患者5年生存率较第1阶段显著提高

(P <0.05). 这些临床观察均显示了食管旁静脉自

然代偿性分流的优越性. 
总之, 保留病理性扩张的食管旁静脉, 利用

病程中自然形成的代偿性分流途径缓解门静脉

表 1 不同阶段组PHT患者一般资料比较 n (%)

     
                            第1阶段      第2阶段    第3阶段           

P
           (n  = 27)        (n  = 68)     (n  = 122) 

平均年龄(岁)     47.5±       46.3±       47.9±        0.448

                         12.5           11.6          13.9

男/女         18/9            47/21        78/44          0.767

大出血者          17(63.0)     39(57.4)     85(69.7)     0.227

静脉曲张          23(85.2)     57(83.6)     99(81.1)     0.830

CTP分级                                                0.052

    A级         12(44.4)     42(61.8)     85(69.7) 

    B级         13(48.1)     25(36.8)     30(38.2) 

    C级           2(7.4)         1(1.5)         7(5.6)

aP<0.05 vs  第1阶段.

表 3 不同阶段PHT患者术后近期并发症发生率及5年生
存率的比较 %(n /n )

     
阶段    近期并发症总发生率     5年生存率

1          33.3(9/27)                    74.1(20/27)

2          14.7(10/68)a                    91.2(62/68)a

3          13.1(16/122)a   

表 2 不同阶段PHT患者手术前后FPP的变化 (cmH2O, 
mean±SD)

     
阶段    术前FPP               术后FPP       FPP差值

1 40.9±4.25        37.9±5.15a      -3.0±5.70

2 46.3±8.24        37.1±5.74b      -9.2±7.52d

3 44.7±8.20        36.3±5.54b      -8.4±7.05d

aP<0.05,  bP<0.01 vs  术前; dP<0.01 vs  第1阶段.

■应用要点
科学进行围手术
期管理, 对患者进
行全面、细致的
评 估 ,  不 过 度 治
疗 ,  细 化 手 术 操
作, 保留机体的代
偿机制, 大力向基
层推广. 
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系统的过高压状态, 可以有效而合理地降低FPP, 
从而确切控制曲张静脉破裂出血, 减少术后再

出血及器官功能衰竭等近期并发症的发生, 提
高5年生存率. 该术式疗效确切, 是门静脉高压

症患者的最佳疗法之一. 
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Abstract
AIM: To guide operation in treating upper 
gas t ro in tes t ina l b leeding due to por ta l 
hypertension through building a scoring system. 

METHODS: One hundred and seventy-eight pa-
tients with portal hypertension were admitted to 
our hospital from June 2004 to October 2007. The 
patients were scored according to the etiology, 
age, liver function, clinical characteristics, and 
operation history, and corresponding operations 
were selected based on the scores for the treat-
ment of upper gastrointestinal bleeding due to 
portal hypertension. 

RESULTS: Based on the scores, pericardial de-
vascularisation was performed in 89 cases; lower 
esophageal transection plus reanastomosis was 
performed in 22 patients; trans-chest esophageal 
transection plus reanastomosis was performed in 
2 patients; proximal splenorenal shunt was per-

formed in 39 cases; restricted SMV-cava shunt 
was performed in 21 cases; lateral-lateral portal-
cava shunt was performed in 5 cases. Peri-oper-
ational complications included reversed ascites 
(41 cases), plural effusion (8 cases), esophageal 
leakage (1 case), and esophageal stricture (1 
case). Ninety-nine cases were followed up, and 
16 were found with occasional black stool. Re-
hematemesis occurred in 1 case and he died 
finally. Reversible hepatic encephalopathy oc-
curred in 2 cases, and incisional hernia occurred 
in 1 case. 

CONCLUSION: Operational selection based on 
scoring system can improve the operation effect 
and decrease complications in treating upper gas-
trointestinal bleeding due to portal hypertension. 

Key Words: Portal hypertension; Upper gastrointes-
tinal bleeding; Operation; Scoring system

Chen LB, Yang L, Wang GB. Operational options based 
on scoring system to treat upper gastrointestinal bleeding 
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摘要
目的: 建立评分系统指导门静脉高压并发上
消化道出血的手术方式的选择.  

方法: 2004-06/2007-10本组收治门静脉高压
症患者178例, 将患者病因、年龄、肝功能状
态、临床特征、手术史等进行评分, 根据评分
值选择适宜手术方式治疗门静脉高压并发上
消化道出血, 术后随访患者. 

结果: 根据评分, 行贲门周围血管离断术术89
例, 加食管下段横断吻合术22例, 经胸食管横
断吻合2例, 近端脾肾分流术39例, 肠腔限制分
流术21例, 门腔侧侧分流术5例. 围手术期可逆
性腹水41例, 中量胸水8例, 食管吻合口漏1例, 
食管吻合口狭窄1例. 术后随访99例, 偶发黑便
16例, 再发呕血并死亡1例, 1级肝性脑病2例. 
切口疝1例. 

结论: 针对门静脉高压并发上消化道出血的

®

■背景资料
门静脉高压并发
上消化道出血的
外科治疗有多种
手术方式, 各有其
优缺点. 而对于具
体该选择何种手
术方式还缺乏公
认的依据. 因而建
立一种简易公认
的标准来指导手
术方式选择将有
助于提高对该病
的治疗效果. 

■同行评议者
于则利, 教授, 首
都医科大学附属
北京同仁医院外
科
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不同病理生理特征建立评分系统, 根据评分选
择合适的手术方式可改善该疾病的治疗效果. 

关键词: 门静脉高压症; 上消化道出血; 手术; 评分

系统
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0  引言

外科手术是门静脉高压并发上消化道出血的主

要治疗手段, 手术方式主要分为门奇断流和门

腔分流两大类, 对于如何选择合适的手术方式

尚缺乏简易的评价手段. 我们近来针对门静脉

高压并发上消化道出血患者的临床特征建立简

单的评分系统, 根据患者评分值选择相应的手

术方式, 取得较好的近期效果, 现总结报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2004-06/2007-10, 本组收治门静脉高压

症患者178例, 男性124例, 女性54例, 平均年龄

41.2±11.3岁, 其中肝炎后肝硬化92例, 血吸虫性

肝硬化43例, 自身免疫性肝炎23例, 肝前性门静

脉高压20例. Child-Pugh改良分级A级107例, B级
71例. 上消化道出血138例, 胃镜提示食管静脉

重度曲张、近期出血风险43例. 其中脾切除或

脾切除+贲门周围血管离断术术后再出血67例; 
1例患者因门静脉海绵样变分别行5次手术后再

出血. 平诊手术171例, 急诊手术7例. 
1.2 方法 
1.2.1 手术适应症与术式选择: 根据患者肝硬化

病因、肝功能状态、门静脉高压特征、有无

手术史等制定评分标准, 根据评分进行手术方

式选择. 各项累计分数≤8分选择分流手术; >8
分, 选择门奇断流术; >14分, 肝移植或TIPS、内

镜、内科保守治疗(表1). (1)肝炎后肝硬化, 肝炎

病毒复制活跃或慢性活动性肝病, 或肝功能B级, 
评分9-14分, 行选择性贲门周围血管离断+脾切

除术(Ⅰa); 如术前胃镜示食管中、下段重度静

脉曲张, 或术中发现食管壁曲张静脉丰富者, 加
行食管下段吻合器切断吻合(Ⅰb). (2)肝前性门

静脉高压者, 或血吸虫肝硬化、自身免疫性肝

炎、肝炎后肝硬化肝功能A级, 年龄较轻, 以腹

水、上消化道出血为主要特征, 或出血主要由

门静脉高压性胃病引起者, 评分<8分, 行门腔分

流手术: 无手术史, 伴脾功能亢进者, 行脾切除+

脾肾分流+贲门周围血管离断(Ⅱa);  既往行脾切

除+贲门周围血管离断术再发出血者, 行肠腔分

流(Ⅱb)或H型肠腔人造血管搭桥分流(Ⅱc). 如
肠系膜血管条件不佳, 行门腔侧侧限制性分流

(Ⅱd). 既往行脾肾分流再出血者可选择断流术; 
如该类患者在第一次手术时附加断流术, 则行

肠腔或门腔限制或架桥分流术. (3)断流术后再

出血, 肝功能B级, 或门静脉、肠系膜上静脉条

件不佳者, 或分流术后再出血, 行经胸食管下段

吻合器横断吻合术(Ⅲ)或内镜、TIPS、药物治

疗. (4)肝功能失代偿严重者, 评分>14分者条件

允许时行肝移植, 条件不允许时行TIPS、药物

或内镜治疗.

2  结果

2.1 手术方式 行脾切除+贲门周围血管离断术

(Ⅰa)89例, 附加食管横断吻合(Ⅰb)22例; 脾切除

+近端脾肾分流+贲门周围血管离断(Ⅱa)39例; 
肠腔分流(Ⅱb)或H型肠腔人造血管搭桥分流(Ⅱ
c)21例, 门腔侧侧限制性分流(Ⅱd)5例; 食管下

段横断吻合术(Ⅲ)2例. 分流术后常规口服阿司

匹林预防吻合口栓塞. 
2.2 围手术期并发症 无围手术期死亡病例, 可逆

性腹水41例, 合并中量胸水8例, 食管吻合口漏1
例, 食管吻合口狭窄1例. 均经保守治疗后治愈. 
分流手术者I级肝性脑病4例, 饮食调整后缓解. 
2.3 术后随访 术后随访99例, 随访时间6-40 mo. 
偶发黑便16例, 随访期间1例患者断流术后半

年因肝功能衰竭再次出血死亡. 无再发大量呕

血、便血. 其中胃镜随访56例, 与术前相比曲张

静脉基本消失. 分流术后彩超近期随访39例, 吻
合口或搭桥血管均通畅; 可逆性Ⅰ级肝性脑病

2例, 经饮食调整后改善. 1例急诊断流患者术后

并发切口疝. 

3  讨论

门静脉高压仍然是严重影响我国人民健康的常

见疾病. 尤其是近年来HBV、HCV感染流行, 血
吸虫疫情反弹, 以及自身免疫性肝炎发病率上

升等, 门静脉高压症发病率仍居高不下. 其中上

消化道出血是门静脉高压症的最常见外科性并

发症. 肝移植是门静脉高压的最彻底治疗手段, 
但我国以HBV、HCV为主的病因, 经济局限、

供体缺乏, 患者的接受程度低等都制约了肝移

植的广泛开展. 包括药物、内镜等内科手段、

介入治疗等对门静脉高压上消化道出血取得一

■创新盘点
将影响门静脉高
压治疗结果的因
素进行评分, 并以
此选择相应的手
术治疗方式, 有助
于对该病的治疗
方法进行统一规
范, 并提高该病的
治疗效果. 
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定效果[1-2], 但仍然难以取代外科手术. 
目前门静脉高压并发上消化道出血常用的

为门奇断流和门腔分流两类术式. 由于知识水

平、地域、学派、个人偏好等的影响, 在不同

地域往往以一种手术方式为主流. 但断流与分

流手术各有优缺点. 断流术具有技术简单、患

者肝功能影响小、近期效果可靠等优势[3-5], 但
断流术没有解决门静脉高压这一主要病理基础, 
术后再出血率和门静脉高压性胃病发生率仍居

高不下. 如果断流术后门静脉压力仍高于35 cm 
H2O, 术后再出血率明显增加[6]. 分流术可以有效

降低门静脉高压, 但对患者肝功能要求高, 术后

可能加重肝损害. 断流、分流具有多种术式, 每
种方式原理和操作方式各异. 而不同患者病因

不同, 病理生理与临床表现各异, 决定了不同患

者在手术方式选择和疗效的差异. 而以往临床

的手术方式的选择往往依赖于术者的经验喜好, 
没有客观的指标指导具体选择. 因而有必要探

索一套简单易行的手术适应症选择标准来指导

具体手术方式的选择. 
为进一步规范术式选择, 结合不同手术方

式的原理、优点, 我们根据患者的个体特征制

定了量化评分表, 作为手术方式选择的依据, 主
要因素包括: (1)病因学: 肝炎后肝硬化、血吸虫

肝硬化、自身免疫性肝硬化、肝前性门静脉高

压; 由于乙肝、丙肝等肝炎后肝硬化肝实质毁

损较重, 肝功能代偿水平较低, 因而往往难以耐

受较复杂手术的打击. 而血吸虫性肝硬变、肝

前性门静脉高压以及自身免疫性肝硬化肝储备

功能相对较好, 因而可以更好地耐受分流手术. 
其中, 如果患者为慢性活动性肝病, 往往表示患

者肝功能处于失代偿状态, 更难以耐受手术. (2)
肝功能评价, 根据CPS分级判断患者的耐受程

度, 其中胆红素水平、凝血功能更正确反映患

者的肝脏功能, 而前白蛋白较准确地反映肝脏

的合成功能, 因而我们也将血清前白蛋白水平

作为重要的参考指标; (3)门静脉高压特征, 如果

患者以上消化道出血, 腹水为主要表现, 表明患

者主要是门静脉高压高动力循环状态, 门静脉

压力较高, 单纯断流术后往往有较高的再出血

率[6]; 国内研究表明, 断流术后自由门静脉压高

的患者再出血率显著高于FPP较低者, 进一步证

明有效降低门静脉压力对上消化道出血的预防

作用[6-7]. 分流手术往往更能较彻底地降低门静

脉高压水平和术后再出血和腹水的发生率. 而
以反复肝性脑病、黄疸、凝血功能障碍等肝功

能损害为主的门静脉高压症, 表明患者的肝功

能处于较严重的失代偿状态, 患者耐受性较低, 
分流术往往加重肝损害、诱导肝性脑病和肝功

能衰竭的发生, 因而选择断流手术更为适当. (4)
出血原因, 是食管胃底曲张静脉破裂出血还是

门静脉高压性胃病出血; 尤其是门静脉高压性

胃病, 断流术加重患者胃壁淤血缺氧, 因而必须

选择分流手术. 其他如年龄等因素也决定患者

肝功能的代偿能力. 
关于不同分流术式的选择, 我们往往首选脾

肾分流. 这是因为该手术具有以下优势: 该术式

和脾切除处于同一手术野; 可以有效防止脾切

除术后脾静脉血栓; 有效分流脾胃区血流、而

对肠系膜上区血流分流相对较少[8]. 如有脾切除

史或脾静脉、肾静脉条件不佳, 则选择肠腔限

制或架桥分流. 对于门腔分流, 由于分流量过大

往往谨慎应用. 而对远端脾肾分流因分流效果

难以保证、术后分流血管高栓塞率、短期内脾

亢问题等顾虑而较少采用. 需要强调的是, 对近

期出血患者, 我们在分流基础上均附加贲门周

围血管离断, 以充分发挥断流、分流的联合优

势[8-9]. 
既往手术方式也是再手术方式选择的重要

依据. 以往断流手术, 再手术时局部粘连往往极

其严重, 再次断流难以彻底, 选择分流手术效

果更可靠. 以往分流手术史再手术时可考虑断

流, 也可以考虑其他分流方式. 而多次手术史患

者再手术时往往因为既往手术造成局部广泛粘

连和大量侧枝循环在形成, 无论是断流还是分

流手术都极为困难且效果不佳, 必须通过新的

手术途径才能到达治疗目的. 既往有选择经胸

表 1 门静脉高压手术方式选择评分表

     
分数                                  1                         2                 3

病因                 血吸虫肝硬化           肝炎后      慢性活

                        自身免疫性肝硬化    肝硬化      动性肝病

                        肝前性门静脉高压                   

年龄                 <50岁                       >50岁

手术史             无手术史、断流        分流 

                        多次手术

TB(μmol/L)       <17                          <51          >51          

PT(S)                <3                            <6            >6

PreAlb(mg/L)    >80                          <80 

症状                 食管胃底静脉破       黄疸          肝性脑病

                        裂出血、腹水           凝血障碍 

                        门静脉高压性胃病                                  

■应用要点
通过评分法选择
不同的手术方式
治疗门静脉高压
上消化道出血, 将
规范该疾病的治
疗, 有助于科学评
价不同手术方式
的优缺点. 
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再次断流. 但我们认为经胸断流手术创伤大, 患
者耐受性低, 且该术式无法解决更常见的胃周

曲张静脉出血, 术后门静脉高压状态未解除, 因
而效果有限. 我们对该类患者通常在认真评估

手术史基础上努力通过新的分流手术方式以

达到更好的治疗目的. 我们有一例37岁门静脉

海绵样变患者, 既往接受脾切除、断流、分流

失败、再断流等5次手术史, 再发上消化道出

血. 我们通过MRA显示患者门腔系统, 发现患者

SMV缺乏主干, 因而第一次分流失败. 但发现胰

颈部PV、SMV、SPV交汇处膨大. 术中通过翻

转十二指肠和胰头, 经胰腺背面切开解剖分离

出PV、SMV、SPV结合部, 行门-腔分流术, 近
期随访未再出血. 而对于一般情况差、手术史

复杂、或血管条件不佳者选择TIPS[10-14]或内镜

治疗, 条件许可时选择肝移植[15]. 
由于门静脉高压术式复杂, 制定简易、科

学的选择标准有助于指导外科治疗, 提高手术

效果, 降低并发症的发生率. 与相关单一手术方

式相比较, 我们通过将患者相关因素进行评分, 
明确了患者的治疗方式选择, 统一了手术治疗

模式, 取得了较好的临床效果. 尽管没有进行长

期随访研究和对比研究,  我们认为通过评分法

指导门静脉高压并发上消化道出血的术式选择

具有可行性和合理性.
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本文章思路新颖, 
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明, 评分系统的科
学性和客观性等
需要进一步临床
验证, 建议分析已
有资料, 进一步研
究. 
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Abstract
AIM: To assess endoscopic homeostasis method 
for gastrointestinal bleeding due to Dieulafoy 
lesion. 

METHODS: Seventy-seven patients with gastro-
intestinal bleeding due to Dieulafoy lesion were 
treated with the following three kinds of endo-
scopic homeostasis methods: injecting therapy 
with aethoxysclerol (36 cases), endoscopic he-
moclip homeostasis (21 cases), hemoclip hemo-
stasis in combination with injecting therapy of 
aethoxysclerol (20 cases). The successful homeo-
stasis rates and complication rates of the three 
approaches were assessed. 

RESULTS: Successful homeostasis rates of 
the three approaches were 80.6%(29/36), 
95.2%(20/21) and 100(20/20), respectively and a 
significant difference was detected  (P < 0.05). 7 
cases who failed with injecting therapy of aeth-
oxysklerol were treated with hemoclip hemas-

tasis. 5 cases succeeded and 2 cases failed and 
underwent further surgical operation. 1 case who 
failed with hemoclip homeostasis was later treat-
ed with injecting therapy of aethoxysklerol and 
bleeding was controlled. No serious complica-
tions including perforation occurred in patients 
using endoscopic hemostasis method and no re-
bleeding occurred during half-year follow-up.  

CONCLUSION: Hemoclip hemostasis in combi-
nation with injecting therapy of aethoxysklerol 
is the most effective method for gastrointestinal 
bleeding due to Dieulafoy lesion. 

Key Words: Dieulafoy lesion; Gastrointestinal bleed-
ing; Endoscopic therapy

Cui J, Liu YX, Wu CR, Huang LY. Endoscopic therapy 
for gastrointestinal bleeding due to Dieulafoy lesion: an 
analysis of 77 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(17): 1946-1950

摘要
目的: 探讨胃肠道Dieulafoy病出血的内镜止
血治疗方法.  

方法: 胃肠道Dieulafoy病出血患者77例, 分别
采用以下3种内镜治疗方法: 乙氧硬化醇硬化
治疗(36例)、金属夹钳夹止血治疗(21例)、金
属夹钳夹止血联合乙氧硬化醇硬化治疗(20
例). 比较这3种内镜治疗方法的止血成功率及
并发症发生率. 

结 果 :  3 种 方 法 内 镜 止 血 成 功 率 分 别 为
80.6%(29/36)、95.2%(20/21)、100(20/20), 差
异有统计学意义(P <0.05). 乙氧硬化醇硬化治
疗失败的7例患者行金属夹钳夹止血治疗, 5例
成功, 2例失败者行外科手术治疗. 金属夹钳夹
止血治疗失败的1例患者行乙氧硬化醇硬化治
疗, 止血成功. 内镜止血成功者未发生穿孔等
严重并发症, 随访半年未发生再出血. 

结论: 金属夹钳夹止血联合乙氧硬化醇硬化治
疗是Dieulafoy病出血最有效的内镜治疗方法.

关键词: Dieulafoy病; 消化道出血; 内镜治疗

®

■背景资料
Dieulafoy病系一
种少见的先天性
血 管 畸 形 ,  由 于
本病缺乏特异性
症 状 ,  临 床 诊 断
困 难 ,  急 诊 内 镜
检查是诊断该病
的 重 要 手 段 .  一
般认为内科治疗
Dieulafoy病无效, 
主要是内镜治疗
和 手 术 治 疗 .  本
研究采用三种内
镜止血方法治疗
Dieulafoy病出血. 

■同行评议者
李玉民, 教授, 兰
州大学第一医院
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0  引言

Dieulafoy病由Gallad于1884 年首先报道, 1903年
Dieulafoy对其做了系统描述, 文献将本病称为

Dieulafoy病, 亦称为Dieulafoy血管畸形[1]. 本文

收集我院自2004-01/2007-05经内镜确诊的胃肠

道Dieulafoy病出血患者77例, 行内镜下止血治

疗, 取得了良好的治疗效果, 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 消化道出血患者77例, 行急诊内镜检

查, 确诊为Dieulafoy病, 男52例, 女25例, 平均

年龄53岁. 诊断标准: (1)溃疡底部为暴露的血

管断端(多为扩张的小动脉); (2)溃疡浅小, 直径

<0.5 cm; (3)活动期表现为喷射状出血, 如出血

已止, 内镜下仔细观察可发现黑色血痂覆盖, 易
漏诊; (4)本病好发于老年人, 可能与小血管畸形

或动脉硬化有关; (5)内镜下所见病灶多发于胃

体部或底、体交界处[2-4]. 临床表现为反复发作

性呕血、柏油样大便或解暗红色血便, 出血量

约800-2000 mL, 伴有不同程度的休克, 血红蛋

白46-80 g/L. 出血前无明显上腹部不适和疼痛, 
无消化性溃疡史和家族遗传史. 内镜下表现: 所
有患者均可见大量积血及血凝块, 经盐水冲洗

清除积血, 可见新鲜血凝块覆于黏膜上32例(占
41.6% ), 小动脉喷射性出血25例(占32.5%), 破
裂的血管残端20例(占26.0%), 周围黏膜未见明

显充血水肿. 内镜下病灶位于胃体上部29例(占
37.7%), 贲门周围22例(占28.6%), 胃底部10例
(占13.0%), 胃体中部3例(占3.9%), 胃体下部2例
(占2.6%), 胃窦部1例(占1.3%), 十二指肠球部1
例(占1.3%), 十二指肠降段2例(占2.6%), 直结肠

4例(5.2%), 食管3 例(3.9%). 
1.2 方法 本组病例采用三种内镜下治疗方法. (1)
乙氧硬化醇硬化治疗组, 本组有36例采用该治

疗方法, 用10 mL/L乙氧硬化醇围绕血管周围黏

膜下注射, 每点0.5 mL, 一般注射3-6点, 注射总

量3-5 mL, 最后在血管断端注射. (2)金属夹钳夹

止血治疗组, 本组有21例患者采用该治疗方法, 
金属夹持放器为Olympus HX-5LR-1, 金属夹为

Olympus clip HX-600-135, 对出血动脉给予金属

夹钳夹止血, 直至无小动脉喷血、活动性出血

消失或血管残端闭合. (3)金属夹钳夹止血联合

乙氧硬化醇硬化治疗组, 本组有20例患者采用

该治疗方法, 先对出血动脉给予金属夹钳夹止

血, 直至出血停止, 再用1%乙氧硬化醇于血管周

围行黏膜下注射, 每点注射0.5 mL, 一般注射3-6
点, 注射总量3-5 mL. 

统计学处理 采用卡方检验比较三种内镜治

疗方法的止血成功率及并发症发生率有无差异

(应用SPSS10.0统计软件), 以P <0.05为差异有显

著性. 

2  结果

2.1 内镜止血成功率 卡方检验比较三种内镜止

血方法治疗Dieulafoy病出血的止血成功率. 
2.1.1 乙氧硬化醇硬化治疗组的止血成功率: 36例
行乙氧硬化醇硬化治疗者有29例内镜止血成功, 
7例于短期(48 h内)发生再出血, 再出血的患者行

内镜下金属夹钳夹止血治疗, 5例止血成功, 2例
金属夹钳夹止血不成功的患者转外科行手术治

疗, 本组的止血成功率为80.6%(29/36)(图1, 表1). 
2.1.2 金属夹钳夹止血治疗组的止血成功率: 21
例行金属夹钳夹止血治疗者有20例止血成功, 
1例于短期(48 h内)发生再出血 ,  再出血的患

者行乙氧硬化醇硬化治疗联合金属止血夹钳

夹止血治疗, 止血成功, 本组的止血成功率为

95.2%(20/21)(图2, 表1). 
2.1.3 金属夹钳夹止血联合乙氧硬化醇硬化治疗

组的止血成功率: 本组20例患者全部止血成功, 无
再出血病例, 本组的止血成功率为100%(20/20)(图
3, 表1). 
2.2 并发症及随访 本组行内镜下止血治疗的77
例患者, 有2例内镜止血不成功者转外科行手术

治疗, 经内镜止血成功的75例患者无穿孔等严

重并发症发生. 对内镜止血成功者随访半年, 未
再发生消化道出血.

3  讨论

Dieulafoy病系一种少见的先天性血管畸形, 又
称“Dieulafoy溃疡”或“恒径动脉出血”, 自
1898年法国外科医师Dieulafoy描述的3例致命

性胃出血至今已100多年, 该病可发生于消化道

的任何部位, 如食管、结肠、小肠, 好发于胃小

弯距贲门食管连接部6 cm以内[5-8]. 由于本病缺

乏特异性症状, 给临床诊断造成困难, 急诊内镜

检查是诊断该病的重要手段. Dieulafoy病的内镜

下表现有下列几种: (1)胃黏膜浅表凹陷, 中间有

血管走行, 表面有凝血块或血痂; (2)胃小弯黏膜

局灶性缺损伴喷射状出血; (3)偶尔可见小动脉

孤立突出于黏膜表面, 时而可见搏动性出血; (4)

■相关报道
应用垂体后叶素
或生长抑素及其
衍 生 物 ,  能 使 内
脏血管收缩减少
血 流 量 ,  为 治 疗
Dieu la foy  病做
准备 .  上世纪  80
年代以前一直以
外科手术治疗为
主, 自Boron et al
于1987年首创内
镜治疗后, 开始用
内镜治疗本病, 具
有易操作、可重
复、创伤小、安
全有效等优点. 
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更少见的是黏膜表面呈出汗样渗血, 常在出血

时被发现[9-12]. 
本病起病突然, 发病前常无明显诱因, 既往

也多无溃疡病和肝硬化等出血病史, 由于是恒

径动脉破裂出血, 出血量大, 多以呕血或呕血伴

黑便为首发表现[13-16]. Dieulafoy病的发病机制多

数人认为是先天性血管畸形. 正常胃肠壁动脉

随着分支而逐渐变细为0.12-0.2 mm, 最后形成

黏膜下毛细血管网. 本病的小动脉进入浆膜和

肌层后不但不变细反而异常扩张, 其管径可达

0.4-4 mm, 此恒定的血管口径是该病的病理基

础. 如此异常扩张的小动脉迂曲地走行在黏膜

下, 导致覆盖其上的黏膜受顶压, 使其缺血、萎

缩、变薄, 在消化液腐蚀、食糜摩擦下形成小

溃疡, 使小动脉裸露、破裂、出血. 其病原动脉

多数来自胃左动脉分支, 故出血灶多位于距贲

■创新盘点
本研究采用三种
内镜止血方法治
疗Dieulafoy病出
血, 其一为乙氧硬
化醇硬化治疗; 其
二为金属夹钳夹
止血; 其三为金属
夹钳夹止血联合
乙氧硬化醇硬化
治疗 .  结果表明 , 
金属夹钳夹止血
联合乙氧硬化醇
硬化治疗是治疗
Dieulafoy病出血
最有效的方法, 可
有效降低再出血
率. 

表 1 三种内镜止血方法治疗Dieulafoy病出血的止血成功率

     
止血

         乙氧硬化     金属夹     金属夹钳夹止        

P 值
效果

        醇硬化治     钳夹止        血联合乙氧硬

               疗组             血治疗        化醇硬化治疗

               (n  = 36)        组(n  = 21)    组(n  = 20)

成功  29      20            20                

0.045
失败   7        1              0 

合计  36      21            20 

成功率      80.6%      95.2%          100% 

图 1 胃窦后壁Dieulafoy病. A: 治疗前见血管断端渗血; B: 乙氧硬化醇硬化治疗, 渗血停止.

A B

A B

图 2 胃体大弯侧Dieulafoy病. A: 治疗前见血管残端; B: 金属夹钳夹止血治疗.

A B

图 3 胃底Dieulafoy病. A: 治疗前见血管呈水柱样喷血; B: 先用金属夹钳夹止血, 出血停止, 再用1%乙氧硬化醇于血管周围

行黏膜下注射.
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门6 cm内的小弯侧胃壁[17-19]. 小动脉出血后血压

下降, 血管收缩, 血栓形成, 出血可暂时停止, 原
来裸露的血管可潜入黏膜下, 导致内镜检查甚

至手术也未能发现出血部位, 若血压回升或血

痂脱落又可再次大出血. 
一般认为内科治疗Dieulafoy病无效, 主要

是内镜治疗和手术治疗. 应用垂体后叶素或生

长抑素及其衍生物, 能使内脏血管收缩减少血

流量, 为镜下治疗和手术治疗做准备. 上世纪 80
年代以前对Dieulafoy病的治疗一直以外科手术

为主, 自Boron et al [20]于1987年首创经内镜治疗

3例患者获得成功后, 国内外越来越多学者开始

用内镜治疗本病, 死亡率也由原来的60%-70%
降低至20%, 内镜止血具有易操作、可重复、创

伤小、安全有效等优点, 而且在检查过程中即

可实施, 所用方法有黏膜下注射治疗、电凝、

激光、热探子、微波、套扎和钛夹止血等, 各
家报告有效率均在80%以上[21-28]. 

本研究采用三种内镜止血方法治疗

Dieulafoy病出血, 其一为乙氧硬化醇硬化治疗, 
该方法可使血管硬化闭塞防止再出血. 乙氧硬

化醇注射可使局部组织水肿, 出血灶周围压力

增高, 压迫血管, 血管内血栓形成. 静脉旁注射

能迅速引起水肿、炎症, 大量成纤维母细胞增

生, 是硬化剂中最早发生纤维变性的药物, 本研

究有36例患者采用该方法, 内镜止血成功率为

80.6%(29/36). 其二为金属夹钳夹止血, 金属夹

钳夹止血的机制与外科血管缝合或结扎相同, 
是一种物理性机械方法, 其有效的止血作用要

求准确钳夹出血血管断端或出血血管的来源, 
本研究有21例患者采用该方法, 内镜止血成功

率为95.2%(20/21). 其三为金属夹钳夹止血联合

乙氧硬化醇硬化治疗, 本研究有20例患者采用

该方法, 内镜止血成功率为100(20/20). 本研究结

果表明, 金属夹钳夹止血联合乙氧硬化醇硬化

治疗是治疗Dieulafoy病出血最有效的方法, 可
有效降低再出血率. 

金属夹钳夹止血术广泛地适应于非静脉曲

张活动性出血(立即止血)及可见血管残端(预防

再出血), Dieulafoy病是其主要适应证之一[29-30]. 
治疗前由助手先在持放推送器上安装金属夹, 
发现病灶后经内镜钳道将推送管送出内镜前端, 
伸出金属夹, 向后移动手柄部将金属夹张开度

达到最大(1.2 cm), 通过推送器上的旋转装置调

整方向, 使张开的钳叉对准病灶, 然后将推送器

上的滑动柄向后移动, 套锁金属夹, 当听到“咔

哒”声说明金属夹完全合拢, 最后将持放器脱

离金属夹, 并退出持放器, 一般病灶使用1枚金

属夹, 较大病灶可对称性使用2枚或2枚以上金

属夹. 我们体会成功的关键: (1)尽量正面直视病

灶; (2)充分暴露病灶及毗邻关系, 尽量使夹子与

出血区域呈45-90度角; (3)应注意夹子的深度, 
最理想的深度是暴露血管与深层组织一并钳夹, 
不能钳夹过浅, 如果过浅, 短时间内夹子脱落而

引起再出血. 夹子通常在1-3 wk后自行脱落, 与
食物残渣及粪便相混, 通过粪便排除体外, 该
方法损伤小, 易于及时施行, 一次不成功者, 可
重复数次, 即使治疗失败, 还可作为病变位置标

记, 为手术发现病灶提供方便, 避免盲目切除. 
此项技术作为治疗Dieulafoy病的一种积极有

效的方法正逐渐被广大内镜医师所接受, 在此

基础上辅以乙氧硬化醇硬化治疗, 可有效降低

Dieulafoy病内镜治疗后的再出血率. 
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Abstract
AIM: To evaluate clinical features, colonoscopic 
manifestations, PLT levels, ESR levels and 
C-reactive protein (CRP) of ulcerative colitis. 

METHODS: The clinical data obtained from 120 
patients with ulcerative colitis admitted to our 
hospital from Jan. 2003 to Dec. 2006 were retro-
spectively analyzed concerning its colonoscopic 
manifestations, PLT levels, ESR levels and CRP 
concentrations. 

RESULTS: Of 120 cases, the onset age of UC 
mainly fell within the range of 31-40. Mucopuru-
lent Bloody stool and abdominal pain were major 
clinical manifestations present in 72.3% and 60.8% 
of the patients, respectively. Congested and swol-
len mucosa (91.7%), obscure vascular net (84.2%) 
and superficial ulcers (68.3%) were commonly 
seen under colonoscopy. Proctosigmoiditis and 
left-sided colitis were found in 62 patients (51.7%). 
Chronic mucosal inflammation (97.7%), inflam-
matory cells infiltration (50.0%)and crypt abscess 
(41.7%) were found upon pathological examina-
tion. The levels of PLT, ESR and CRP were sig-
nificantly higher than that in healthy controls. 

CONCLUSION: The lesions of UC are common-
ly confined to the left sided colon. Colonoscopy 
plays an important role in UC diagnosis. The 
levels of PLT, ESR and CRP can be used as indi-
cators for severity degree of UC.

Key Words: Ulcerative colitis; Colonoscopy; Clinical 
feature

Shi BB, Huang CF, Zhu Q. Clinical analysis and 
colonoscopic manifestations in 120 patients with 
ulcerative colitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(17): 1951-1953

摘要
目的: 探讨溃疡性结肠炎(UC)的临床特点、

结肠镜表现、血小板(PLT)、血沉(ESR)和C-
反应蛋白(CRP)水平. 

方法: 收集2003-01/2006-12我院诊治的UC患
者120例, 对其临床资料、内镜特点及实验室
检查结果进行回顾性分析.  

结果: 120例患者中, 发病年龄以31-40岁为
主, 临床表现以黏液脓血便(72.3%)和腹痛
(60.8%)为主; 结肠镜镜下表现以黏膜充血水
肿(91.7%)、血管网模糊(84.2%)、浅表溃疡
(68.3%)最为常见, 病变多发生于直肠、乙状
结肠及左半结肠(51.7%); 病理检查以黏膜慢
性炎(97.7%), 炎性细胞浸润(50.0%)及隐窝脓
肿(41.7%)为常见; PLT、ESR及CRP水平较正
常对照组明显升高.   

结论: UC病变大多局限于左半结肠, 结肠镜
对UC有较大的诊断意义, PLT、ESR及CRP可
用来评价UC病情严重性的指标.

关键词: 溃疡性结肠炎; 结肠镜检查; 临床表现

施斌斌, 黄重发, 朱清. 溃疡性结肠炎的临床及内镜特点分析

120例. 世界华人消化杂志  2008; 16(17): 1951-1953
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种原因

www.wjgnet.com

®

■背景资料
溃疡性结肠炎是
目前消化系疾病
研究热点之一, 发
病率呈上升趋势, 
发病机制尚不十
分明确. 临床对疾
病的准确评估并
给予合理的治疗
方案是防止复发
的一个关键因素. 

■同行评议者
崔立红 ,  副教授 , 
中国人民解放军
海军总医院消化
内科



不明的非特异性的慢性结肠炎, 主要表现为肠

道的炎症和溃疡, 病变主要局限于大肠黏膜与

黏膜下层, 近年来本病的发病率呈上升趋势. 我
们收集了2003-01/2006-12我院诊治的UC患者

120例, 对其临床资料、内镜特点及实验室检查

结果进行回顾性分析, 以探讨UC的内镜及临床

特点.

1  材料和方法

1.1 材料 2003-01/2006-12我院诊治的UC患者

120例, 其结肠所见、活检及临床表现, 均符合

2000年成都会议制定的UC诊断标准[1]. 临床资

料记录包括: 一般情况: 性别、年龄、大便性状; 
临床症状; 内镜检查结果、病理结果; 血小板计

数(PLT)、血沉(ESR)、C反应蛋白(CRP).
1.2 方法 应用奥林巴斯CF-140Ⅰ型电子结肠镜

进行全结肠镜检. 全部送达回盲部, 在退镜时, 
位于结肠或直肠炎症最明显处, 取活检3-5块, 以
10%甲醛液固定, 送病理室检验. 所有患者均静

脉采血, 用肝素抗凝. 常规检测血常规、血沉, 
采用速率散射比浊法检测CRP. 
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2  结果

2.1 临床资料 本组120例病例中, 男75例, 女45
例, 男女之比为1.67∶1; 年龄在11-78(平均年龄

42.14)岁, 发病高峰为31-40岁, 为34例(28.3%). 发
病季节四季度间无明显差别. 病程7 d-16年(表1). 
2.2 临床表现 黏液和/或脓血便共87例, 占72.3%; 
腹痛、排便后疼痛减轻, 共73例, 占60.8%; 里急

后重共42例, 占35%; 发热乏力共36例, 占30%; 
体质量减轻共25例, 占20.8%; 贫血共23例, 占
19.1%; 肠外病变共13例, 占10.8%. 发病诱因以

情绪、饮食、劳累、受凉为常见. 
2.3 镜下表现和病理特点 病变部位多发生于

直肠、乙状结肠及左半结肠(51.7%)(表1); 镜
下表现以黏膜充血水肿(91.7%)、血管网模糊

(84.2%)、浅表溃疡(68.3%)为最常见(表2). 病理

主要表现为黏膜慢性炎, 多见炎性细胞浸润、

隐窝脓肿、急性活动等(表3). 
2.4 UC病例PLT、ESR、CRP水平 UC患者PLT
较正常对照组明显升高(P <0.05), ESR明显增快

(P <0.05), CRP水平显著高于正常对照组(P <0.01, 
表4).

3  讨论

UC是一种慢性反复发作性疾病, 近年来, 溃疡性

结肠炎的发病率呈上升趋势, 可能与人们生活习

惯、生活方式的变化、城市环境改变等有关[2-3]. 

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前用于诊断溃
疡性结肠炎活动
性或预后的方法
很多, 血小板、血
沉、C-反应蛋白
对于溃疡性结肠
炎严重程度评估
的作用受到越来
越多的关注.

■相关报道
国内外研究显示, 
血小板计数可作
为病情活动的指
标, C-反应蛋白适
合于反映中、重
度溃疡性结肠炎
的活动性, 并可反
映药物治疗的有
效性. 

表 1 UC病变部位分布

     
病变部位                                       n           百分比(%)

直肠

直肠+乙状结肠

左半结肠

全结肠

次全结肠

跳跃式病变

右半结肠

区域性病变

18

30

14

17

15

9

2

15

15.0

25.0

11.7

14.1

12.5

7.5

1.7

12.5

表 2 UC内镜下表现

     
内镜下表现                      n           百分比(%)

黏膜充血水肿

糜烂

浅表溃疡

纵行溃疡

颗粒结节样改变

溃疡融合

血管网模糊

出血

脓性渗出

假性息肉

肠腔狭窄

结肠袋消失

110

82

65

5

15

16

101

46

90

26

7

10

91.7

68.3

54.2

4.2

12.5

13.3

84.2

38.3

75.0

21.7

5.8

8.3

表 4 UC病例及正常对照组血小板、血沉、C反应蛋白

     
分组(n)          血小板(×109/L)      血沉(mm/h)      C反应蛋白(mg/L)

UC组(65)     269.12±77.01a   34.17±8.23a      15.87±3.74b

正常对         
155.34±46.21    15.86±7.55         3.82±1.25

照组(24)

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常对照组.

表 3 UC病理特点

     
病理表现                                       n           百分比(%)

黏膜慢性炎

炎性细胞浸润

隐窝脓肿

淋巴组织增生

急性活动

肉芽组织

淋巴滤泡形成

炎性渗出

116

60

50

33

41

24

30

18

97.7

50.0

41.7

27.5

34.2

20.0

25.0

15.0
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UC的发病机制至今尚未完全阐明, 目前有自身

免疫、感染、遗传、精神心理因素以及氧自由

基等多种病因学说, 近几年来, 新的分子生物学

机制的研究使本病在病因的研究方面取得了很

大进步[4-5]. 其疾病的特点为反复发作性, 临床对

疾病的准确评估并给予合理的治疗方案是防止

复发的一个关键因素. 
本研究发现, 溃疡性结肠炎临床表现主要

为解黏液脓血, 可伴有腹痛, 多以左下腹疼痛为

主. 结肠镜检查对于UC的确诊十分重要, UC病
变多自直肠或从远端结肠开始向上扩展, 因此

UC病变部位以直肠、乙状结肠及左半结肠最多

见, 本组病例占51.7%, 低于国内学者报道[6]. 本
组患者发病年龄高峰段为31-40岁(28.3%), 男女

发病率之比为1.67∶1, 病理检查结果以黏膜慢

性炎、炎性细胞浸润、隐窝脓肿为多见, 与国

内外研究报道相似[7]. 
近年来研究表明, UC患者体内存在着血液

高凝状态, 血小板增多是炎症性肠病活动期的一

种标志, 并且血小板增多可能是发生全身性血栓

栓塞诱发因素, 血小板在这一病理变化过程中不

仅参与了血栓的形成, 活化的血小板还可释放多

种炎症介质, 如血小板活化因子、血栓素、血小

板生长因子衍生物等, 还能产生氧自由基, 导致

组织损伤. 血栓发生的危险性增加, 提示微血栓

的形成可能是UC的重要发病机制之一. 现有的研

究[8-10]表明, 溃疡性结肠炎存在肠黏膜血管内皮

损伤, 继而暴露基底膜胶原即可诱发血小板激活, 
血小板表面纤维蛋白原受体、血小板α-颗粒膜

糖蛋白显著升高, 内皮细胞暴露内毒素或白介素

-1表达组织因子, 造成促凝血状态, 触发血小板活

化的聚集, 这是活动期溃疡性结肠炎患者存在血

小板激活的病理生理基础. 国外也有用血小板计

数和血小板平均体积作为病情活动的指标[11-12]. 
国内学者研究发现, 活动期溃疡性结肠炎患者P
选择素和血栓素B2显著高于肠易激综合征患者

和正常对照组, 这些发现提示血小板激活可能直

接参与溃疡性结肠炎急性发病过程[13]. 与本次研

究发现溃疡性结肠炎患者血小板计数显著高于

正常对照组相一致. 国内外报道应用肝素、中药

活血化瘀等治疗溃疡性结肠炎, 有效地起到了抑

制血小板活化, 降低血小板聚集, 改善血液循环, 
减轻血管内皮细胞损伤作用, 从而不仅能预防血

栓形成, 还能抑制肠道炎症. CRP、ESR可反映

炎症的活动程度, 国内外学者研究表明, 活动期

溃疡性结肠炎患者CRP可升高, CRP适合于反映

中、重度UC的活动性, 并能够迅速反映药物治

疗的有效性[14-15]. 本次研究也进一步证实了此观

点. 血小板、血沉、C-反应蛋白对于溃疡性结肠

炎的诊断无特异性, 但可作为溃疡性结肠炎严重

程度评估的较好的指标, 并可作为疗效判断的参

考[16]. 
溃疡性结肠炎临床表现缺乏特异性, 目前主

要根据临床表现、内镜检查和病理检查结果来

确诊, 实验室诊断对于UC分级分期有重要帮助, 
并有助于对疗效的判断.
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■应用要点
本研究显示, 结肠
镜及组织检查结
合相关生化检查
可用于对溃疡性
结肠炎患者病情
及预后的判断, 对
治疗有指导意义.

■同行评价
本研究提供了一
些有意义的信息, 
如 U C 的 临 床 表
现, 病变部位, 病
理改变, 实验室检
查等, 但新颖及特
异性不够. 
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