
 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年8月18日; 16(23): 2565-2569
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 述评 EDITORIAL

弥漫性食管痉挛的诊治现状 

朱春兰, 祝喜萍

朱春兰, 祝喜萍, 黑龙江省医院附属消化病医院消化二科 黑
龙江省哈尔滨市 150001
朱春兰, 1983年哈尔滨医科大学本科毕业, 主任医师, 研究生导
师, 主要从事胃肠动力疾病、内镜治疗胆道疾病及肝硬化门静
脉高压合并症的基础与临床研究.
作者������������ 朱春兰与祝喜萍对此文所做贡献均等; 此课题由
朱春兰设计, 研究过程及论文写作由朱春兰, 祝喜萍完成. 
通 � 作 者 ��� 作 者 ��作 者 ����  朱 春 兰 ,  1 5 0 0 0 1 ,  黑 龙 江 省 哈 尔 滨 市 南 岗
区 果 戈 里 大 街 4 0 5 号 ,  黑 龙 江 省 医 院 附 属 消 化 病 医 院 . 
zhuchunlan5055@163.com
电话:  0451-88025055
收稿日期: 2008-04-09 ��日期: 2008-05-0�: 2008-04-09 ��日期: 2008-05-0�2008-04-09   ��日期: 2008-05-0�: 2008-05-0�2008-05-0�
接受日期: 2008-05-2� ����日期: 2008-08-18日期: 2008-05-2� ����日期: 2008-08-18: 2008-05-2� ����日期: 2008-08-182008-05-2�   ����日期: 2008-08-18: 2008-08-182008-08-18

Current diagnosis and therapy 
for diffuse esophageal spasm 

Chun-Lan Zhu, Xi-Ping Zhu

Chun-Lan Zhu, Xi-Ping Zhu, the Second Department of 
Gastroenterology Hospital Affiliated to Heilongjiang Pro-
vincial Hospital, Harbin 150001, Heilongjiang Province, 
China
Correspondence to: Chun-Lan Zhu, Gastroenterology 
Hospital Affiliated to Heilongjiang Provincial Hospital, 
405 Guogeli Street, Nangang District, Harbin 150001, Hei-
longjiang Province, China. zhuchunlan5055@163.com
Received: 2008-04-09    Revised: 2008-05-07
Accepted: 2008-05-27    Published online: 2008-08-18 

Abstract
Dif fuse esophagea l spasm i s a pr imary 
esophageal motility disorder characterized by 
incoordinate esophageal contraction. The etiology 
is still not clear. This study systemically elucidates 
the latest advancement in pathogenesis, diagnosis 
and therapy of diffuse esophageal spasm, and 
then gives an objective and analytic evaluation. In 
this article, we also provide new diagnostic and 
therapeutic strategies for patients with diffuse 
esophageal spasm. 
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摘要
弥漫性食管痉挛是以食管的一种不协调收缩

运动为动力学特征的原发性食管运动障碍性
疾病. 其发病原因尚不十分清楚. 本文较系统
的阐述了弥漫性食管痉挛的发病机制、诊断
方法及治疗措施等最新进展, 并作出较客观的
评析, 为弥漫性食管痉挛的诊断及治疗提供了
新的思路. 
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0  引言

弥漫性食管痉挛(diffuse esophageal spasm, DES)
是以食管的一种不协调收缩运动为动力学特点

的原发性食管运动障碍性疾病. 以慢性间歇性

胸痛和吞咽困难为临床特点. DES的病因目前尚

不清楚, 而且临床症状缺乏特异性, 进行正确的

诊断与治疗比较困难. 近些年来国内外学者在

DES的发病机制、诊断和治疗方面做了较深入

的研究, 本文仅对此作一简要综述与评析.

1  DES发病机制的新认识

DES发病原因尚不清楚. 目前认为可能与食管神

经-肌肉变性、精神心理因素、感觉异常、食管

黏膜刺激、炎症和衰老等因素有关. 近年来国

内外学者主要从以下三方面对DES发病机制进

行了研究与探讨: (1)病理组织学和腔内影像学

方面Pehlivanov et al [1]经腔内超声检查发现DES
患者下食管固有肌层增厚, 但经研究尚不能证

明肌间丛发生病理变化, 提示固有肌层的增厚

并不是DES的原发病因. Dogan et al [2]采用高分

辨率测压法、食管电阻抗仪和腔内超声影像等

技术, 对健康志愿者和食管动力障碍者进行分

析研究, 发现缺乏哺乳动物sprouty2基因可引起

食管神经元增生和食管痉挛. (2)食管蠕动功能

方面在过去10余年中一氧化氮(NO)可调节下食

管括约肌(LES)和食管体的松弛这一假说已得到

众多学者的接受[3]. Konturek et al [4]研究发现NO

www.wjgnet.com

®

■背景资料
弥漫性食管痉挛
(DES)是食管的一
种不协调收缩运
动, 是食管源性胸
痛的病因之一. 其
发病原因尚不十
分 清 楚 ,  临 床 症
状缺乏特异性, 诊
断 亦 较 困 难 .  目
前认为食管压力
测定是诊断DES
最好的方法. 近年
来国内外学者针
对DES诊断做了
一些研究, 但研究
的出发点、角度
及方法各异, 意见
不一, 未能达到共
识. 本文综合了近
年来在此方面研
究的国内外文献, 
对DES的发病机
制、诊断方法及
治疗措施等最新
进展做了详细的
介绍及较客观的
评价, 为DES的诊
断及治疗提供新
的思路. 
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作为抑制性神经递质, 三硝酸甘油(GTN)作为

NO的供体, 当给DES患者静脉滴入GTN 100-200 
mg/(kg·h)时, 食管测压显示DES的部分正常蠕

动得到恢复, 当应用NO合成酶抑制剂时, 对食

管收缩的幅度、时间及传导均无影响. Murray  
et al [5]在一个健康志愿者临床试验中, 静脉给予

重组血红素(NO清除剂)引起食管远端出现同步

收缩, LES松弛率下降, 说明NO在调整食管蠕动

和LES松弛方面具有重要的生理作用. (3)在DES
疼痛的病因学方面为什么DES患者出现胸痛的

原因仍不十分清楚. 推测疼痛可能由于不正常

的同步收缩引起, 而且与收缩的幅度有关. 高幅

收缩可使食管壁张力增加, 若食管壁被拉长可

引起肌肉壁缺血而导致疼痛[1]. 食管测压对环形

肌收缩敏感, 采用高频超声内镜发现在纵形肌

收缩时也可引起疼痛不适[6], 这就可部分解释用

标准食管测压有时不能充分反映疼痛情况, 因
食管纵形肌收缩不增加食管内压力.

2  DES的诊断方法

诊断DES较困难, 典型症状与可靠X线和测压检

查, 对确诊DES很重要, 食管钡剂造影可作为诊

断DES的首选检查, X线检查可见: 食管下段蠕

动减弱; 下2/3食管出现不协调的强烈非推进性

收缩(痉挛); 食管外形呈弯曲状、螺旋状和串珠

状, 严重者可出现食管憩室; 食管下段出现无推

进性第三收缩. 钡剂造影诊断DES阳性率不高, 
易出现假阳性, 也常将DES误认为正常食管[7]. 
目前诊断DES的金标准仍被认为是食管压力测

定[8], 尤其近年开展的自由活动的24 h测压法明

显提高了DES的诊断率. 虽然食管测压法是诊断

DES的金标准, 但其判定标准尚存在异议. 下面

仅对食管标准测压法和自由活动24 h测压法进

行介绍和评价.
2.1 标准测压法 目前普遍应用的是低顺应性气

液灌注法. 笔者采用PC polygraph HR台式高分

辨率多导胃肠动力检测系统, 标准灌注式4通道

食管测压导管, 各相邻侧孔间距5 cm, 灌注式流

速0.6 mL/min, 导管上端与外部的传感器连接

并记录. 国内学者诊断DES标准[9-10]: (1)高幅, 非
推进性收缩, 收缩波振幅大于24.0 kPa, 持续时

间大于6 s, 为典型DES表现; (2)多发性, 反复性

同步收缩, 其发生频率大于湿咽的30%; (3)食管

上、下括约肌压力和功能正常; (4)食管体部的

蠕动传导速度减慢, 小于0.8-1.5 cm/s. Sperandio  
et al [11]对DES(n  = 53)和正常对照组(n  = 53)进行
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测压分析研究, 认为诊断DES应具备如下标准: 
(1)食管远端存在两次以上的同步收缩(湿咽10
次); (2)存在间断的正常蠕动; 而食管远端其他

测压特征对诊断并不重要, 包括重复收缩、收

缩间期延长、逆行收缩、自发性收缩或LES不
完全松弛. 研究发现正常对照组很少有同步收

缩, 没有1例超过湿咽的10%; 伴有胸痛和吞咽困

难的DES, 远端食管的蠕动波幅明显高于仅有胸

痛或吞咽困难者, 同步收缩幅度在两个症状都

存在者明显高于单症状者. Spechler et al [12]诊断

标准: (1)同步收缩超过湿咽的10%; (2)平均收缩

幅度大于30 mmHg, Richter[13]则认为DES同步收

缩幅度常常不是很高. Storr et al [8]强调诊断DES
典型测压表现应同时存在持续时间延长的同步

收缩波, 多峰波和高幅波. 许多作者对测压表现

痉挛运动的准确性持有异议, 不同的研究者使

用不同的诊断标准, 因此可能有许多其他食管

功能障碍疾病被诊为DES, 特别是DES与贲门失

弛缓在临床表现和测压特征上很相似, 需要进

行仔细鉴别, 前者比后者诊断要困难得多[14-15], 
贲门失弛缓食管完全失去正常蠕动或LES压力

增高及吞咽时不完全松弛[14], 假如所有的收缩

均是同步收缩则诊为失弛缓[13].
2.2 自由活动的24 h测压法 此法是用电子计算

机控制的食管测压分析法, Janssens et al [16]1986
年首先报告, 国内报道较少. Stein et al [17]介绍, 用
7Fr导管含有2个电压力传感器置于食管LES上
方5 cm和10 cm处, 压力传感器能精确地测试出

24 h的53.3 kPa以下的压力变化, 压力传感器与

携带式数据记录仪连接在一起, 有静态CMOS
储感器. 患者可回家照常活动. 24 h后取下记患者可回家照常活动. 24 h后取下记可回家照常活动. 24 h后取下记

录数据, 用计算机分析其立位、卧位和进食时

的压力记录. 食管收缩的振幅、时限、传播速

度和形式等均能被计算出来. 目前更为先进的

是自由活动的24 h食管测压和24 h食管pH监测

联合的一次完成方法[18], 使DES诊断更加精确. 
Barham et al[7]对临床可疑患食管动力障碍者(n  
= 390)分别进行标准测压和自由活动的24 h持
续测压、pH监测进行对比研究. 结果: 标准测压

法诊断DES55例, 再用24 h持续测压法复检, 仅
两例能确诊为DES, 而持续测压法确诊DES的16
例中, 用标准测压法只检出4例; 测压同时行24 
h pH监测可鉴别患者的症状是酸反流还是食管

动力异常引起的; 提出自由活动的24 h测压法诊

断DES的特异性波形是: 在食管体(LES上10 cm
以下)发生高幅收缩波(>200 mmHg)、收缩持续

www.wjgnet.com
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时间大于15 s且呈多峰波, 发现此种类型的收缩

定能引起胸痛, 而正常幅度和正常收缩持续时

间的同步收缩不引起胸痛. Hayashi et al [19]采用

24 h测压法及pH监测(n  = 116)诊断DES 45例, 其
中11例是与反流相关的DES(RDES), 30例是自

发性的DES(IDES), 4例伴有GERD的DES(DES-
GERD), 测压发现DES同步收缩的百分率比正

常对照组高, 收缩波持续时间也比较长, 但不像

Barham报告那样明显延长. 建议将DES分成两

种类型, 一种为RDES型, 另一种为IDES型, 因为

RDES型的症状可通过H2受体拮抗剂或质子泵

抑制剂得到控制, 认为此种分类对DES的治疗有

意义.
诊断评析: 食管压力测定是诊断食管动力

障碍疾病的标准技术, 他直接通过测定食管括他直接通过测定食管括直接通过测定食管括

约肌和食管收缩功能来诊断食管功能性疾病. 
综合文献报道及结合笔者经验建议标准测压法

的诊断标准应为: 多发性, 反复性同步收缩(超过

湿咽的20%), 平均收缩幅度大于30 mmHg, 混有

间断的正常蠕动波; 诊断参考标准: 可见自发性

收缩波、重复收缩、多峰波. 同时要注意除外

下列可引起同步收缩的其他疾病: 糖尿病, 酒精

中毒, 淀粉样变性, 硬皮病, 不伴其他疾病的胃-
食管反流及食管器质性梗阻(经钡剂或胃镜检查

除外); 若患者具有典型的临床症状而食管测压

显示正常, 可用激发试验(腾喜龙激发试验最为

常用), 或用自由活动的24 h测压法进一步确诊. 
自由活动的24 h测压法可使DES诊断更为精确, 
尤其同时进行24 h pH监测能区分反流因素引发

的DES, 是一种值得提倡的诊断DES的好方法.

3  DES的治疗

DES与其他已知的痉挛性食管动力障碍疾病(贲
门失弛缓, 高压食管)相同, 其病理生理学仍然不

十分清楚, 由于缺乏病生知识, 因而缺少理想的

治疗方法. 尽管如此, 近年来许多学者开展了多

方面的有关治疗DES的研究, 进行不断的探索与

尝试. 下面仅从药物治疗、非手术治疗与手术

治疗三方面做一介绍和评析.
3.1 药物治疗 DES药物治疗通常与其他食管动

力障碍疾病治疗相似, 使用平滑肌松弛剂, 钙拮

抗剂, 精神药物, 最近有报告使用肉毒杆菌毒素

(BTX)注射治疗. 硝酸脂类药物可使血管和食管

平滑肌松弛, 特别是在急性胸痛发作时可明显

缓解症状[20], 硝酸脂类药物的应用方法决定临

床效果, 用法应与治疗心血管疾病相似, 每次用

药间隔12-16 h, 以避免产生头痛、心动过速等

副作用, 而影响长期用药[7]. 钙离子拮抗剂可降

低LES压力和食管收缩幅度, 但不能恢复食管

运动紊乱的正常蠕动功能[21-22]. 在对不同钙离

子拮抗剂系统研究中发现, 硝苯地平在控制食

管平滑肌收缩方面比异博定, 地尔硫卓有效, 但
地尔硫卓的耐受性好, 当服用硝苯地平出现副

作用时(如: 血管扩张、头痛、颜面发红)可选用

地尔硫卓[23], 有学者建议可选用高选择性胃肠

钙离子拮抗剂[10], 如: 得舒特, 斯巴敏, 舒丽体能

等. DES患者多数存在躯体焦虑, 抑郁心理恐惧

以及特异性的内脏高敏感性. 精神药物可以增

加痛觉阈值, 改善症状, 但不能改变食管动力异

常[13]. 近年来国外学者依据DES的发病机制NO
学说, 使用NO类药物(昔多芬)治疗DES[24], 经高

分辨率测压证实, 25-50 mg昔多芬可减少食管痉

挛动力压和速度, 几乎完全抑制食管收缩, 对固

体和液体吞咽均有效, 在用25-50 mg昔多芬(bid)
维持治疗期间, 无吞咽困难和胸痛发生, 无副作

用. 认为昔多芬能改善食管功能和减轻食管痉

挛引起的吞咽困难和胸痛, 尤其适用于其他治

疗方法失败例. 但观察病例数较少, 需做系列临

床研究. Eherer et al [25]报告昔多芬可明显改善伴

有高压食管动力障碍者食管测压表现(n  = 11), 
但治疗期间有3例患者出现副作用(眩晕、头痛). 
Massey et al [26]报告使用平滑肌松弛剂薄荷油治

疗DES(n  = 8), 将5滴薄荷油滴入10 mL水中, 在
服用前后10 min测LES压力及食管体部收缩幅

度. 结果: LES压力在用药前后无差异; 同步收缩

完全消失; 多峰波、自发性收缩及过度收缩的

数量明显减少; 收缩幅度及收缩持续时间均明

显下降及缩短.
近年来有学者试图采用BTX注射方法治疗

DES, BTX是一种非常有效的类杆菌毒素, 他可

选择性干扰胆碱能神经元抑制乙酰胆碱在突触

前释放[27], Pasricha et al [28]于1993年首先用于治

疗贲门失弛缓有效率达90%. BTX治疗DES只见

少数报道. Storr et al [29]用BTX治疗DES(n  = 9), 
将100 iu BTX用生理盐水10 mL稀释, 从LES开
始沿食管壁行多点注射, 注射间隔1-1.5 cm. 结
果: 一次注射后症状立刻改善率78%(7/9), 4 wk
后89%(8/9)症状缓解; 6 mo后8例仍治疗有效. 认
为在食管不同平面进行BTX注射对DES引起的

症状是有效的, 若症状再现, 通过再次注射BTX
仍有效. 用BTX治疗DES是一种安全、有希望的

治疗方法, 但尚需大量的双盲对照研究作出评

■应用要点
本文的实际应用
价值在于向大家
介绍了DES发病
机制、诊断及治
疗方面新的研究
进 展 ,  总 结 出 食
管压力测定诊断
DES的标准及如
何选择药物治疗. 
为临床工作提供
指导. 
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价[29-30].
3.2 非手术治疗 非手术治疗主要指经内镜探条

或气囊扩张术, 是近年来应用较广泛的创伤小, 
效果好的治疗方法. 探条扩张可缓解吞咽困难

症状, 探条扩张无效者选用气囊扩张[31], 气囊扩

张疗效明显好于探条扩张, 气囊扩张对40%的重

度DES有效, 对90% LES功能障碍者有效[7,13]. 治
疗时要注意避免发生食管穿孔, 出血等并发症.
3.3 手术治疗 DES治疗应首选保守治疗, 手术

治疗仅限于有严重症状, 胸痛或吞咽困难经药

物、非手术治疗无效时才考虑采用[32], 手术治

疗方法多采用食管肌纵切开术. Patti et al [33]报道

手术治疗DES(n  = 34), 经胸腔镜肌切开术后吞

咽困难缓解率达80%, 经腹腔镜肌切开术缓解率

86%, 胸痛缓解率分别为75%和80%, 手术后反

流和烧心的积分也明显改善. 据文献报道外科

治疗成功率达75%[34-25].
治疗评析: DES是食管的一种不协调的收

缩运动, 其特征为食管中下段一时间出现非推

进性的蠕动, 临床主要表现为慢性间歇性胸痛

和吞咽困难. 由于DES病因及发病机制目前尚

不十分清楚, 因此缺乏有效的治疗药物. 对确诊

DES患者可首选硝酸脂类或钙离子拮抗剂治疗, 
此类药物由于易发生头痛, 心动过速, 血管扩张, 
颜面发红等副作用, 长期应用受到限制. 近年来

高选择钙离子拮抗剂在临床得到应用, 由于其

安全性好、副作用小, 可用于治疗DES等食管动

力障碍性疾病. 笔者用随机方法对比硝苯吡啶(n  
= 10)与得舒特(n  = 10)治疗DES疗效, 治疗1 mo
后, 硝苯吡啶组坚持服药仅剩6例, 对两组症状

缓解进行评分无明显差异[36]. 但本组病例数尚

少, 有待进一步研究. 当口服药治疗无效时可选

择BTX局部注射治疗. 对吞咽困难症状明显者

药物治疗无效时, 可应用探条或气囊扩张术. 虽
然文献报道外科手术后DES的各种症状都有可

能改善, 但仍应选择胸痛或吞咽困难经药物、

内镜治疗无效时再考虑外科治疗.
总之, 随着对消化道动力障碍疾病的深入

研究, DES的病因及发病机制会逐渐清楚, DES
的诊断会更加标准化、规范化; 尤其自由活动

的24 h测压法与pH监测的临床应用, 对DES的分

型及治疗具有重要指导意义, 相信DES的诊治有

望在此基础上会得到进一步提高.
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Abstract
Hepatocellular carcinoma (HCC) is a common 
hepatic malignancy worldwide. Its nature of 
rapid growth results in a grave prognosis. 
I ts treatment is chal lenging because the 
mechanisms underlying tumor progression are 
still largely unknown. Recently, new molecular 
targets have been confirmed and various 
targeted agents are now being investigated for 
the treatment of HCC. The progression of HCC 
is closely associated with expression of hepatic 
growth factors that may be molecular targets 
for HCC treatment. This paper concludes the 
expression characters and dynamic changes of 
several hepatoma-related growth factors such as 
IGF-Ⅱ, VEGF, TGF-β1 and HGF.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Insulin-like 

growth factor-Ⅱ; Vascular endothelial growth fac-
tor; Transforming growth factor-β1; Hepatocyte 
growth factor

Yao DF, Gu WJ, Li YM. Expression and dynamic 
alteration of hepatoma-related growth factors during 
malignant transformation of hepatocytes. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(23): 2570-2575

摘要
肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是全球最
常见的恶性肿瘤之一, 其特征是生长快、预
后极差. 肝癌的治疗正面临挑战, 其机制尚未
明朗. 近来已证实了肝癌的一些靶向分子, 正
用于肝癌治疗的研究中. 肝癌进展与肝中生
长因子的过表达密切相关, 且这些生长因子可
能是肝癌治疗的分子靶目标. 本文总结了肝
细胞癌变过程中几种相关生长因子(IGF-Ⅱ、

VEGF、TGF-β1和HGF)的动态表达与变化.

关键词�� 肝癌; 胰岛素样生长因子-Ⅱ; 血管内皮生

长因子; 转化生长因子β1; 肝细胞生长因子

姚登福, 顾文静, 李月明. 肝细胞癌变过程中相关生长因子的表

达与动态变化. 世界华人消化杂志  2008; 16(23): 25�0-25�5
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0  引言

HCC是由病毒、化学致癌物等多病因作用, 癌基

因或癌相关基因激活、抗癌基因失活或胚胎期

某些癌基因重新复活等诸多因素引起肝细胞生

长失控而致癌变[1-2], 经启动、促进、演变多阶段

的发病过程[3-4], 其中数百种基因调控和表达与

肝癌发生、发展密切相关, 肝癌发生背景绝大多

数与肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV; hepatitis C 
virus, HCV)的慢性持续性感染有关[5], 并伴有肝

硬化基础[6-8]. 肝癌的非手术疗法有所进展, 但手

术切除仍是最有效的治疗方法[9-10]. 基因组学、

蛋白组学技术已用于肝癌的早期发现、术后复

发、转移监测, 正向高度灵敏、特异诊断方向

发展[11]. 肝癌进展与肝组织中多种生长因子的过

表达密切相关, 其分子机制复杂[12]. 本文述评了

肝细胞癌变过程中几种相关生长因子(IGF-Ⅱ、

®

■背景资料
肝癌为我国常见
恶性肿瘤, 肝细胞
癌变机制复杂, 有
多种生长因子参
与 .  具 有 多 功 能
的生长因子因作
用细胞的类型、

分化程度、外环
境及是否有其他
生长因子作用而
异, 在胚胎发生发
展、肝细胞生长
和分化过程中起
重要作用. 
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VEGF、TGF-β1和HGF)的动态表达与变化, 他
们有可能成为肝癌治疗的靶目标, 有助于探讨

肝癌发病机制. 

1  肝细胞癌变与核酸代谢

肝癌发生过程中, DNA合成及核酸代谢旺盛[13]. 
全基因组表达谱分析发现, 在肝癌形成过程中大

鼠28 000个基因中, 与正常对照相比, 肝癌发生

早期近3000个基因上调, 其中有1000多个基因上

调幅度大于2倍, 近300个基因上调幅度大于8倍; 
晚期HCC与早期HCC相比, 有近2500个基因上

调, 其中涉及细胞周期、信号转导、肿瘤转移、

凋亡抑制和抑癌基因等[14]. 肝癌总基因组DNA甲

基化水平、部分癌基因及癌相关基因如c-fos等
呈低甲基化状态, DNA胞嘧啶残基的甲基化, 特
别是CCGG序列内位C甲基化状态与基因的调控

和表达有密切关系[15]. 经肝癌模型研究发现在

肝细胞发生癌变过程中, 从细胞变性、癌前病

变和癌变各个阶段, 肝总RNA呈梯度进行性增 
加 [ 1 6 - 1 7 ].  肝癌的发生为多基因病变 ,  肝 I G F 
mRNA、TGF-β1和VEGF等的表达变化与总

RNA相平行[18-20]. 
人肝癌发生背景绝大多数与 HBV、HCV的

慢性持续性感染有关, 并伴有肝硬化基础. 人肝

癌的癌灶组织、癌周组织和远癌组织中, 总RNA
浓度在各组间差异显著[21], 人肝癌发生经过不同

程度肝炎、肝硬化到肝癌长达数十年的发病过

程, 其中包括肝细胞坏死、结节样增生、假小叶

形成、大量的纤维结缔组织代替正常肝细胞使

肿瘤组织残存肝细胞减少, 同时伴肿瘤组织出

血、坏死, 则表现为有形细胞成分减少, 组织总

RNA减少, 其机制复杂[22].

2  IGF-Ⅱ

肝癌发生过程中存在IGF轴的特征性改变, 体内

IGF-Ⅱ是调节胚胎生长发育所必需的生长因子, 
具有刺激DNA和蛋白质合成, 促进细胞有丝分

裂的作用, 还有激活糖原合成酶活性调节糖原

代谢的功能[23-24]. 肝脏是合成和分泌IGF-Ⅱ的主

要器官, 肝细胞癌变过程中胚胎型IGF-Ⅱ基因

活化, 激活已关闭的启动子P3而产生胚胎表型

逆转, 使IGF-Ⅱ呈过度表达状态, 经IGF-Ⅰ受体

(IGF-IR)上酪氨酸激酶途径合成与活化, 肝癌模

型已证实癌变过程中IGF-Ⅱ呈动态表达变化. 肝
硬化再生结节和肝癌细胞分裂导致肝脏供血不

足, 造成局部缺氧状态, 促使IGF-Ⅱ合成增加, 刺
激HCC新生血管的形成[25-26]. 肝癌细胞置于缺氧

状态中培养, IGF-Ⅱ和VEGF mRNA表达增加, 
缺氧可能是诱导IGF-Ⅱ表达的重要因素. 肝脏发

育过程中IGF-Ⅱ基因以启动子、甲基化程度、

印迹状态等进行动态调节[27]. 肝硬化及肝良性

肿瘤IGF-Ⅱ mRNA为成年型, 肝癌发生时, 胚胎

型IGF-Ⅱ mRNA重新表达, IGF-IR表达上调. 癌
前结节及癌旁肝细胞出现IGF-Ⅱ表达提示存在

癌变倾向, 水平愈高预示肝细胞癌变倾向愈大, 
可作为癌前病变信号[28-29], 定期监测有利于病情

观察与及时治疗. 
肝组织I G F-Ⅱ表达受4个启动子(P1-4)和6

种结合蛋白(insulin-like growth factor binding 
protein1-6, IGFBP1-6)的影响, 其中胎肝型P3启动子

活化是导致IGF-Ⅱ持续表达, 细胞增殖以致形

成肝细胞癌的重要驱动因素, 且其过高表达与

P3和P4启动子的再激活及P1启动子失活高度相 
关[30-31]. 局部IGFBP产物的变化, 可增强IGFs在
肝细胞癌变过程的促有丝分裂活性. 肝癌组织

IGF-Ⅱ表达增加, IGFBP3表达下降. IGF-Ⅱ是促

癌基因, IGFBP3是促凋亡基因, 抑制肿瘤形成. 
IGF-Ⅱ通过自分泌或旁分泌生长刺激机制, 促进

癌前期肝细胞的异常增殖和分化. HCC发生初

始阶段, IGF-Ⅱ升高伴有肝脉管区卵圆细胞的出

现, 在小肝癌中可见强阳性表达IGF-Ⅱ, 其水平

可升高40-100倍; IGF-Ⅱ与HCC分化程度有关, 
在低分化癌中见强阳性表达信号, 体内IGF-Ⅱ水

平增高, 与肝病患者病情严重程度有关[32-33]. 然
而IGF轴与肝癌发生关系密切, 其复杂的调控机

制的阐明尚待研究.

3  TGF-β1

TGF是具有生物活性的多肽, 因其能够诱导一

些成纤维细胞系的表现型发生可逆性转化, 所
以具有调节细胞生长、分化及增殖的功能. TGF
三种异构体(TGF-β1-3)分别由内皮细胞及结缔

组织、上皮细胞及神经元细胞和间质性细胞中

特定的基因编码和表达, 各分子间的生物学特

性非常接近[34]. 肝细胞增殖有赖于正相和负相

调节因子间的动态平衡, 在肝细胞增殖调节方

面, TGF-β1具有负相调节作用. TGF-β信号通路

紊乱, 可使肝细胞逃避TGF-β1介导的生长抑制

效应, 与HCC发生、发展密切相关[35]. TGF-β1
不仅可在肝脏中产生, 也可在许多肝外组织如

血小板中产生. 肝组织中, TGF-β1只由非实质细

胞(Kupffer细胞、贮脂细胞/肌成纤维细胞及内

质细胞)产生. 免疫组化研究显示正常肝细胞无

■研发前沿
肝癌的治疗正面
临挑战, 其机制尚
未 明 朗 .  现 已 证
实, 肝癌的一些靶
向分子正用于肝
癌治疗的研究中, 
肝癌进展与肝中
生长因子的过表
达密切相关, 且这
些生长因子可能
是肝癌治疗的分
子靶目标.

■相关报道
肝癌进展与多种
生长因子过表达
密切相关, 其分子
机制复杂. 对IGF-
II、VEGF、TGF- 
β1、HGF与肝癌
关系的研究报道
较多, 他们有可能
成为肝癌治疗的
靶目标, 并为探讨
肝癌发病机制提
供有利依据.
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TGF-β1染色, 但在再生肝、肝硬化及肝癌细胞

中均有不同程度的TGF-β1及TGF-β1 mRNA表

达[36]. 肝癌诱癌模型的动态观察证明, TGF-β1及
TGF-β1 mRNA表达呈渐进性梯度增加[37-38], 在
肝细胞癌变早期, 其作用是通过负相调节机制, 
对肝细胞的癌变起抑制作用. 

在肝癌的进展期, TGF-β1过表达则促进肿

瘤的发展, 免疫抑制效应可能是TGF-β促进进展

期肿瘤生长, 侵袭与转移. 主要通过[39]: 增加癌

细胞与细胞外基质(extracellular matrix, ECM)的
相互作用, 增加血管生成. TGF-β1是ECM产生

和沉积的重要调节因子, 他可通过调节ECM的

黏附特性, 并刺激ECM的生成; 也可刺激成纤维

细胞和其他细胞产生ECM蛋白和细胞黏附蛋白, 
包括胶原、纤维结合素和整合素. 降低某些能

降解ECM的酶的产生(包括胶原酶、肝素酶和

基质纤溶酶), 增加ECM降解酶的抑制蛋白的生

成, 包括纤溶酶原激活因子的抑制因子Ⅰ和金

属蛋白酶的组织抑制因子. 增加ECM蛋白的生

成, 并能以细胞特定的方式增加或降解细胞黏

附特性[40]. 癌细胞的TGF-β1增加, 通过增加蛋白

水解活性及促进与细胞黏附分子的结合, 从而

促进肝癌的侵袭与转移[41]. 由此可见, 在肝癌发

生过程中, TGF-β1表达增加在早期和进展期, 其
作用机制异同. 

4  HGF

HGF基因定位于人7号染色体的长臂上(7-q21.1), 
长约70 kb, 由18个外显子和17个内含子组成. 
HGF是最重要的肝再生介质之一, 其受体c-Met
为酪氨酸激酶型受体, 在肝癌等多种恶性肿瘤

中过表达或突变[42-43]. HGF与c-Met结合后, 通过

作用其下游信号传导通路, 同细胞的生长、分

化、血管生成等密切相关, 对肝癌的产生与维

持均起作用, 所以HGF/c-Met结合的生物学过程

是干预肝癌和其他过表达c-Met癌症的有效靶 
点[44]. HGF通过旁分泌方式作用于邻近细胞, 与
细胞表面的c-Met受体结合并激活该受体的酪

氨酸激酶活性, 从而促进包括肝细胞、上皮细

胞、内皮细胞等多种细胞的生长、迁移和形态

发生. HGF与肝癌细胞表面c-Met受体结合能引

起基质金属蛋白酶表达增加, 从而引起ECM的

降解, 促进肝细胞癌的转移和侵袭[45]. 
胚胎和发育的胎肝组织表达HGF, 正常肝

处于静止状态, 当存在大量肝组织坏死时, HGF
重新表达并分泌. HGF是异二聚体, 作为基底

膜细胞分泌的一种蛋白质, HGF能破坏细胞间

连接, 并刺激癌细胞向外浸润、扩散, 同时诱导

肿瘤新生血管生成. HCC患者血HGF水平与正

常对照组间差异显著, HCC术后HGF的峰值与

术后早期并发症呈明显正相关[46]. 肝组织中的

Kupffer细胞、贮脂细胞HGF表达明显增强, 肝
癌组织中呈阳性染色, 慢性肝炎、肝硬化及正

常肝组织中无阳性染色. 在HCC的疑难病例诊

断中, 免疫组化可能是一项有效诊断方法. 电镜

下HGF定位于癌细胞的滑面内质网, 其表达与

癌细胞分化程度间无相关性. 术后HGF水平高

者, 预后相对差[47]. 慢性肝炎、肝硬化和HCC患
者中HGF水平反映HCC发生状态, 故HGF表达

可作为HCC诊断的一个指标[48].

5  VEGF

VEGF是一种多功能细胞因子, 他具有促进内皮

细胞分裂、增殖和血管构建, 内皮细胞和单核

细胞迁移, 诱导蛋白水解酶、间质胶原酶和组

织因子表达[49]. 肝VEGF主要存在于肝细胞, 内
皮细胞有VEGF受体. 慢性肝病出现肝细胞不典

型增生、腺瘤样增生、再生结节、肝小多角细

胞增生、小管样化生、卵圆细胞增生, 均与肝

细胞癌变的演化过程密切相关[50]. 癌组织VEGF
表达明显升高, 启动了新生血管生长, 血管形成

是肝癌生长、侵袭和转移的基础, 新生血管提

供营养, 排除代谢产物, 也是肝癌细胞播散的途

径[51]. VEGF除促进血管增殖外, 还能增加血管

通透性, 其强度是组织胺的数百倍. 肝癌早期

VEGF过表达, 引起血中VEGF增加. 表现为HCC
患者VEGF水平明显高于慢性肝炎和肝硬化患

者, 反映肝癌早期新生血管形成[52-53]. 
正常肝组织VEGF呈低水平表达, 以满足

生长发育和血管生成需要. VEGF增加与肝癌预

后呈负相关; 无包膜或包膜不完整的肝癌可呈

快速侵袭性生长, 势必造成血液需求量增加, 局
部缺氧, 从而刺激癌细胞大量分泌VEGF, 促使

新生血管大量生成以改善血液供应; HCC细胞

中, VEGF无论是在mRNA水平还是在蛋白水平

均有过量表达; 肝癌组织中VEGF表达与癌体直

径、分化程度间未见显著性差异[51]. 免疫组化资

料显示肝癌伴远处转移组VEGF阳性率为91%, 
可作为监测肿瘤转移的重要指标[54]. 针对VEGF
及其受体的抗血管治疗已有研究, 可选择地结

合亲肝素血管生长因子, 抑制VEGF与受体结合, 
达到抑制VEGF诱导血管内皮细胞增殖的目的, 
将有助于肝癌的治疗[55].

■创新盘点
肝癌是一个多病
因 、 多 基 因 参
与、多阶段的发
病过程. 对与肝癌
发生、发展密切
相关的生长因子
的研究, 有助于探
讨肝细胞癌变的
分子机制, 为肝癌
的分子靶向治疗
奠定基础. 
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6  EGF

EGF是小分子促生长因子, 与转化生长因子α同

归类于EGF家族, 其生物学作用是与EGFR结合

后, 传导一系列细胞增殖分化调控信号[56], 参与

肝细胞增殖调节和肿瘤发生[57]. 肝组织中EGF
最重要作用是促进上皮组织增殖和分化, 促进

胚胎肝小叶、肝内、外胆管的形成、生长和发 
育[58]. 肝脏有很强的转运并代谢EGF的能力, 肝
细胞通过特异性受体介导的胞吞作用摄入门脉

血中的EGF, 摄入的EGF以降解或完全的形式分

泌到胆汁中. 再生肝EGF受体分布与正常肝脏明

显不同, 细胞核中EGF受体明显增加. 肝癌细胞

中EGF过表达, 引起血及尿EGF含量明显升高, 
并与HCC浸润程度、是否转移关系密切. 

EGF与HCC关系表现为: EGF与细胞转化有

关, 向体外培养的人成纤维细胞培养液中加入

EGF持续刺激, 能使细胞由单层生长转化为多

层重叠生长, 从而失去正常的生长特性. 肝脏是

EGF作用的主要靶器官, 肝细胞和肝癌细胞膜上

均有不同程度EGF受体表达[59]. EGF与其受体结

合后促进细胞生长和分化, 正常人肝细胞不合

成EGF, 但癌细胞能够产生EGF和与EGF相关的

转移生长因子A等促生长因子, 这些因子与EGF
受体结合后, 进一步促进肝癌细胞生长. 然而, 
肝组织中EGF表达增多能促使细胞向恶性转化, 
而正常肝细胞则不具备这种功能. 由此, 可认为

EGF对肝癌发生和发展有重要的促进作用, 这种

作用始于癌前病变[60-61].

7  结论

HCC是我国常见的恶性肿瘤, 其死亡率居第2
位, 肝细胞癌变的分子机制复杂, 有多种相关的

生长因子参与[62-63]. 具有多功能的生长因子因作

用细胞的类型、分化程度、外环境及是否有其

他生长因子作用而异, 他在胚胎发生发展、肝

细胞生长和分化过程中起重要作用[10]; HCC为

典型多血管肿瘤, 新生血管形成同样是肝癌细

胞增殖和转移的重要条件, 血管生长因子经与

特异性受体结合, 直接刺激内皮细胞增殖, 并增

加血管通透性, 不仅促进新生血管形成[64], 且有

利于脱落的肝癌细胞进入血管或向肝外转移. 
对肝癌形成过程中多种生长因子的研究, 有助

于肝癌发病机制的探讨, 同时还可对肝细胞癌

变进行动态监测、恶性转化的信号通路过程进

行干预和开展针对异常表达的分子目标进行治 
疗[65].
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Abstract
AIM: To observe the expression changes of 
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) in the 
stomach of Sprague-Dawley (SD) rats exposed 
to light stress.

METHODS: SD rats were exposed to continuous 
light to establish illumination-stressed models. 
Then, gastric tissues were taken from the rats 
exposed to continuous light for 1 d, 2 d, 3 d, 4 
d, 1 wk, 2 wk, 3 wk, 4 wk and their correspond-
ing controls, respectively. The localization and 
expression of GnRH protein and GnRH mRNA 
were detected by immunohistochemistry and 
real-time polymerase chain reaction (PCR), re-

spectively. 

RESULTS: Immunoreactivity was displayed 
mostly in the parietal cells of rat stomachs, and 
there were no differences in this locolization be-
tween the illumination stress groups and their 
corresponding control groups. Compared with 
that in the control group, the mean gray scale of 
GnRH in the rats exposed to continuous illumina-
tion was increased from 2 wk to 4 wk (2 wk: 105.7 
± 7.9 vs 77.4 ± 7.2, P < 0.05; 3 wk: 97.4 ± 7.7 vs 77.6 
± 6.6, P < 0.05; 4 wk: 93.2 ± 2.1 vs 77.9 ± 4.0, P < 0.05). 
The quantity of GnRH mRNA in the rats exposed 
to continuous illumination was also higher than 
that in the controls (2 wk: 1.01 ± 0.10 vs 0.80 ± 0.01, 
P < 0.05; 3 wk: 0.95 ± 0.07 vs 0.81 ± 0.01, P < 0.05; 4 
wk: 0.94 ± 0.05 vs 0.82 ± 0.01, P < 0.05). 

CONCLUSION: The expression of GnRH in 
digestive tract can be effected by illumination 
stress. GnRH may regulate digestive function by 
autocrine and paracrine, suggesting that GnRH 
may be a kind of hormone not only responded 
to normal physiological function of digestive 
tract but also responded to stress activity. 

Key Words: Illumination; Stress; Stomach; Gonado-
tropin-releasing hormone; Rat; Immunohistochem-
istry; Real-time PCR

Huang Z, Yun SF, Lu KG, Han XF, Zhang YM, Jiang C, 
Yao B. Effect of illumination stress on the expression of 
gonadotropin-releasing hormone in stomach of SD rats. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(23): 2576-2580

摘要
目的: 观察光照应激状态下SD大鼠胃内促性
腺素释放素(GnRH)的表达变化.

方法: 建立SD大鼠光照应激模型, 24 h持续
光照, 分别取光照1 d, 2 d, 3 d, 4 d, 1 wk, 2 
wk, 3 wk, 4 wk和相应对照组的胃组织, 采用
免疫组化和Real-time PCR法检测GnRH在各
时间段大鼠胃组织中的定位和蛋白及mRNA
表达变化. 

结果: GnRH阳性细胞广泛分布于大鼠胃壁
上皮细胞, 免疫反应阳性细胞在实验组和对

®

■背景资料
GnRH是一种由脑
组织分泌以调控
生殖系统功能的
信号分子. 有报道
发现, 在消化系统
(如 ,  颌下腺、胃
和肠等)可检测到
较 强 的 G n R H 和
GnRH受体mRNA
杂交信号, 由此认
为GnRH也是一种
胃肠激素. 他可由
消化系统产生并
作用于消化道黏
膜上皮、腺上皮
细胞, 参与胃肠功
能的调节. 但在应
激状态下, 消化系
统中的GnRH定位
和表达是否有变
化尚未见相关报
道. 

■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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照组中定位没有差异. 实验组的GnRH平均灰
度值高于其相应的对照组, 光照2-4 wk时, 实
验组与对照组相比差异均显著(2 wk: 105.7±
7.9 vs  77.4±7.2, P <0.05; 3 wk: 97.4±7.7 vs  
77.6±6.6, P <0.05; 4 wk: 93.2±2.1 vs  77.9±
4.0, P <0.05). 实验组大鼠胃的GnRH mRNA
水平高于对照组, 与对照组相比, 持续光照
2-4 wk时, 实验组大鼠胃的GnRH mRNA增
加具有显著性差异(2 wk: 1.01±0.10 vs  0.80
±0.01, P <0.05; 3 wk: 0.95±0.07 vs  0.81±
0.01, P <0.05; 4 wk: 0.94±0.05 vs  0.82±0.01, 
P <0.05).

结论: 光照应激可以影响消化道中GnRH的表
达, GnRH以自分泌和旁分泌的机制对消化系
统产生调节作用. 提示GnRH除参与消化道正
常生理功能外, 可能还是一种参与应激反应的
激素. 

关键词�� 光照; 应激; 胃; 促性腺素释放素; 大鼠; 免

疫组化; 实时荧光定量PCR
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0  引言

不同的应激条件(如光照、温度等)可以通过

GnRH神经元的调节机制引起GnRH分泌的变

化 [1-3], 并且长时间处于这些应激状态下, 会引

起消化系统功能紊乱等症状[4]. 已有研究表明, 
胃黏膜壁细胞、胃平滑肌细胞, 胃壁细胞上有

GnRH免疫反应阳性上皮细胞, 并表达GnRH 
mRNA[5]. 但在应激状态下, 消化系统中的GnRH
定位和表达是否有变化尚未有报道. 为此, 本实

验通过建立持续光照应激大鼠模型, 利用免疫

组化和Real-time PCR方法观察持续光照应激下

大鼠胃GnRH定位和蛋白及mRNA表达变化, 分
析GnRH是否参与消化系统对应激的反应.  

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级SD♂大鼠80只, 体质量190-210 
g. 动物饲料和垫料(中国人民解放军南京军区南

京总医院动物比较医学科购买). 兔抗大鼠GnRH
抗体(武汉博士德公司), 羊抗兔IgG-HRP(北京博

奥森公司), DAB显色液(福建迈新公司), TRIzol 
RNA提取液(invitrogen), Omniscript RT kit反转录

试剂盒(Qingen), SYBR Green I(invitrogen), 胶回

收试剂盒(杭州博日生物科技公司), 100 bp DNA 
ladder(GenScript).
1.2 方法 
1.2.1 造模: 随机选取40只SD大鼠持续光照(40 
W日光灯), 可自由饮食. 光照应激时间分为1 
d、2 d、3 d、4 d、1 wk、2 wk、3 wk和4 wk 8
个时间段, 每个时间段有5只SD大鼠, 温度为22
±2℃. 同时设立相同数量的正常昼夜节律的SD
大鼠(光照时间∶黑暗时间 = 12 h∶12 h)为对照

组. 对照组室温、光的强度与实验组相同. 实验

操作严格按照南京军区南京总院实验动物伦理

委员会的要求进行.  
1.2.2 动物取材: 光照应激组、对照组在相应时

间段按10 mg/100 g体质量盐酸氯胺酮麻醉后, 
心脏取血处死. 取胃组织放入预冷的0.01 mol/L 
PBS(pH7.4)中冲洗干净. 取部分组织投入Bouin's
液中固定24 h, 用于免疫组化分析, 部分组织放

入液氮内用于Real-time PCR分析.  
1.2.3 免疫组化: 石蜡切片经脱蜡水化之后, 高温

高压进行抗原修复, 然后浸入3%过氧化氢/甲醇

温育30 min, 以除去内源性过氧化物酶. 浸蒸馏

水5 min后入0.01 mol/L PBS(pH7.4)漂洗5 min, 
共3次. 加入兔抗大鼠GnRH抗体(1∶200稀释), 
4℃孵育过夜. 次日经0.01 mol/L PBS(pH7.4)漂
洗5 min, 共3次. 加入羊抗兔IgG-HRP(1∶200稀
释), 室温温育1 h, 0.01 mol/L PBS(pH7.4)漂洗

5 min, 共3次. 滴加DAB显色液显色2 min, 蒸馏

水充分漂洗, 苏木素复染10 s, 常规脱水, 二甲苯

透明, 中性树胶封片, 显微镜下观察拍照. 用0.01 
mol/L PBS(pH7.4)取代第一抗体做阴性对照. 用
Image-Pro plus 6.0图像分析系统对光照不同时

间胃的GnRH的含量进行半定量分析. 测定阳

性细胞的平均灰度, 每个光照时间段分别选4个
标本, 计算其均值. 灰度值低, 说明透光度低, 即
免疫染色阳性强度高. 计算出每个单位面积的

GnRH免疫反应产物的相对含量. 
1.2.4 总RNA的提取和反转录: 将胃从液氮中

取出, 研磨成粉末, 按照TRIzol试剂盒抽提总

mRNA, 使用Omniscript RT kit反转录试剂盒按

照操作说明进行反转录反应, 总体积20 μL, 反
应体系如下: 总RNA50 ng-2 μg至nuclease-free的
小管中, 加DEPC-H2O至12 μL. 65℃ 5 min后, 置
于冰上至少1 min. 在各小管中加入10×第一链

合成缓冲液2 μL, dNTP混合物(10 mmol/L)1 μL, 
RNase抑制剂(10 kU/L)1 μL, Omniscript Reverse 
Transcriptase(200 kU/L)1.0 μL, 反转录引物(10 

■相关报道
刘晓宁研究胃腔
内GnRH类似物对
大鼠消化道胃泌
素免疫阳性细胞
及血液、胃液中
胃泌素含量的影
响, 认为外分泌的
G n R H 对 大 鼠 消
化道中胃泌素的
合成与分泌均起
显著的促进作用. 
Svechkina et al 发
现长期处于光照
状态, 不论年轻的
还是老年大鼠, 他
们的胰腺和淀粉
酶活性都降低影
响胃肠道的动力
而导致消化功能
发生紊乱.

■研发前沿
GnRH已经在消化
系统中发现, 认为
他不仅是一种生
殖激素还是一种
消化激素. 因此寻
求他在消化系统
中的作用和作用
机制成为目前的
研究热点. 
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µmol/L)2 μL, 37℃ 1 h后, 93℃ 5 min中止反应. 
-20℃保存待用.   
1.2.5 引物设计: 在GenBank上查找大鼠GnRH和

内参GAPDH的mRNA序列, 取其保守区, 使用

primier 5.0设计引物, 由上海英骏生物技术有限公

司合成, GnRH: 上游引物5'-CTGGCCCCGTTCAC
CTCTTA-3', 下游引物5'-AGAAATGCGGAAGCC
CACAC-3'; GAPDH: 上游引物5'-ATCACTGCCA
CTCAGAAG-3', 下游引物5'-AAGTCACAGGAG
ACAACC-3'. 扩增片段分别为182 bp和317 bp.  
1.2.6 标准曲线的制作: 将PCR产物割胶回收, 定
量, 按以下浓度稀释: 1×1010、1×109、1×108、

1×107、1×106 copies/L, 进行荧光定量PCR, 制

作标准曲线. 反应体系为: 10×Buffer 2.5 μL、
dNTP(10 mmol/L)0.5 μL、MgCl2(25 mmol/L)2.5 
μL、上游引物(10 μmol/L)1 μL、下游引物(10 
μmol/L)1 μL、SYBR Green I 1 μL、Taq DNA 
polymerase(5 kU/L)0.15 μL、cDNA 1 μL加无核酶

水至25 μL. 反应条件为: 94℃预变性5 min; 94℃ 
30 s , 55℃ 30 s, 72℃ 40 s , 35个循环; 72℃ 7 min. 
1.2.7 GnRH mRNA的荧光定量PCR检测: 取样

本cDNA按照以上条件混合, 同上条件进行PCR
扩增 ,  同时作标准曲线 ,  将目的基因的C T值

(Threshold cycle)与标准曲线的CT值相比较作为

目的基因mRNA的相对含量. 每个样本重复3次, 
以平均值表示最后结果. 

统计学处理 全部数据用SPSS11.0统计软件

计算, 所有数据用mean±SD表示, 并进行独立样

本t检验, 以P <0.05为差异显著. 

2  结果

2.1 免疫组化 标本免疫组织化学染色特异性良

好, 胃GnRH阳性细胞呈棕色, 背底不着色, 易
于识别. GnRH阳性细胞在大鼠胃壁上皮细胞

分布较广泛, 定位于胞膜和胞质中, 胞核呈阴

性. 阴性对照大鼠胃细胞均呈阴性反应(图1). 用
Image-Pro Plus 6.0图像分析结果发现, 实验组的

GnRH平均灰度值高于其相应的对照组, 持续光

照2 wk后, GnRH的平均灰度值达到最高, 与相

表 1 光照应激下大鼠胃GnRH平均灰度值的变化 (mean
±SD, n  = 5)

     
光照时间                   实验组          对照组

1 d              75.3±5.3      74.3±6.8

2 d              75.7±7.1      74.9±6.5

3 d               77.3±6.9      75.3±5.3

4 d               80.6±9.8      76.2±8.8

1 wk               82.7±7.5      76.5±6.5

2 wk             105.7±7.9a      77.4±7.2

3 wk              97.4±7.7a      77.6±6.6

4 wk              93.2±2.1a      77.9±4.0

aP<0.05 vs  对照组.

图 1 不同应激时间的胃GnRH免疫组织化学染色结果(×200). A: 对照组; B: 光照1 d; C: 光照1 wk; D: 光照2 wk; E: 光照4 

wk; F: 阴性对照.

A B C

D E F

■应用要点
本研究为GnRH在
消化系统中的作
用及其作用机制
提供研究依据. 

■创新盘点
利用光照应激造
成消化功能的紊
乱, 探讨在此状态
下, 胃内的GnRH
定位和表达是否
改变, 以及通过什
么途径发生改变, 
尚未相关报道. 
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应对照组相比, 光照2-4 wk后, 实验组的GnRH平

均灰度值显著性增高(105.7±7.9 vs  77.4±7.2, 
97.4±7.7 vs  77.6±6.6, 93.2±2.1 vs  77.9±4.0,  
P <0.05, 表1). 
2.2 Real-time PCR结果 
2.2.1 大鼠胃总RNA的提取: 20 g/L的琼脂糖凝

胶电泳, 可见28S、18S和5S三条rRNA条带, 提
示R N A完整(图2A). 经紫外分光光度计检测, 
A 260/A 280为1.8-2.0. 
2.2.2 引物特异性鉴定: 以cDNA为模板扩增, 可
见182 bp和317 bp(图2B), 未见非特异性条带出

现, 说明引物特异性高.
2.2.3 标准曲线和荧光定量结果: 将割胶回收的

PCR产物按一定浓度稀释后作为模板, 进行荧光

定量PCR扩增, 所得的标准曲线线性关系良好, 

两个基因标准曲线的R2值均超过0.99(图3). 将所

有样本cDNA进行荧光定量PCR扩增, CT值均在

准确的定量范围以内, 因此扩增结果可靠(图4).  
根据标准曲线计算GnRH mRNA的相对含

量, 并进行统计学分析. 结果发现: 实验组大鼠

胃的GnRH mRNA比值高于对照组, 持续光照

2 wk后, GnRH mRNA比值达到最高, 与对照组

相比, 持续光照2-4 wk时, 差异具有显著性(1.01
±0.10 vs  0.80±0.01, 0.95±0.07 vs  0.81±0.01, 
0.94±0.05 vs  0.82±0.01, P <0.05, 表2). 

3  讨论

促性腺激素释放激素(gonadotropin releasing 
hormone, GnRH), 是一种由脑组织分泌以调控

生殖系统功能的信号分子, 刺激垂体细胞分泌

图 3 GAPDH、GnRH标准曲线的制作. A: GAPDH; B: GnRH.
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图 4 基因GAPDH, GnRH的实时荧光定量PCR扩增曲线. A: GAPDH; B: GnRH.

GAPDH(317 bp)
GnRH(182 bp)

1         2         3B 图 2 RNA和引物特异性电泳图. A: RNA

电泳图; B: 引物特异性电泳图; 1: marker; 2: 

GnRH; 3: GAPDH.
28S

18S

5S

A ■名词解释
1  促性腺激素释
放激素 (GnRH) , 
他的主要作用是
刺激卵泡刺激素
(FSH) 和黄体生
成素(LH)的生成, 
从而调控性腺内
配子形成和激素
功 能 .  在 更 进 一
步的研究中,发现
GnRH 不但存在
于下丘脑中,而且
存在于其他脑组
织或非脑组织,他
不但在不同脊椎
动物中结构可变,
而且每一种动物
体中还会有二种
或二种以上形式
的GnRH ,他的功
能也有多种. 
2 应激: 指机体在
受到各种内外环
境因素刺激时所
出现的非特异性
全身反应. 而刺激
因素被称为应激
原. 



www.wjgnet.com

2580                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2008年8月18日     第16卷   第23期

黄体生成激素(luteining hormone, LH)和卵泡刺

激激素(follicle stimulating hormone, FSH). 姚
兵 et al [6-7]通过原位杂交等方法, 在消化系统(如, 
颌下腺、胃和肠等)可检测到较强的G n R H和

GnRH受体mRNA杂交信号, 由此认为GnRH也

是一种胃肠激素, 他可由消化系统产生并作用

于消化道黏膜上皮、腺上皮细胞, 参与胃肠功

能的调节.  
光照周期对动物的内分泌系统影响较大. 光

信号通过视网膜下丘脑神经束经交感神经传到

松果体, 在此光信号转换成褪黑素. 褪黑素具有

昼低夜高的分泌规律, 光周期是调节褪黑素昼

夜节律的重要外环境因素. 褪黑素可作用于下

丘脑-垂体-性腺轴, 也能直接对性腺产生抑制性

作用, 改变GnRH的脉冲频率[8-9]. 光照周期越长, 
褪黑素分泌越低, 对GnRH的抑制作用越弱, 从
而引起GnRH分泌的变化. 连续的光照对内分泌

系统特别是垂体-性腺轴产生重要改变. 褪黑素

分泌减少与生殖能力增加的现象在生活于北半

球的妇女中已经发现[10]. El Qandil et al [11]利用短

日照研究生活在沙漠中飞鼠GnRH的表达水平

时发现, 光照时间缩短,  可以抑制脑垂体正中核

GnRH的释放. 并且长期处于光照时间, 导致胃

肠道内一些淀粉酶的活性减弱, 影响胃肠道的

动力而导致消化功能发生紊乱[12]. 
我们实验结果发现, 光照应激导致GnRH的

蛋白和mRNA表达水平升高, 持续光照2 wk时, 
胃的GnRH的表达水平达到最高, 并且mRNA水

平也达到最高. 持续光照3-4 wk时, GnRH的蛋白

和mRNA表达水平有所降低, 说明机体可能通过

“内稳态机制的调节”, 改变GnRH的脉冲频率. 
推测消化道通过自分泌(或/和旁分泌)的方式产

生GnRH, GnRH参与了胃肠道内淀粉酶等活性

的改变影响胃肠道的动力, 从而参与了胃对光

照应激的生理调节过程. 因此, 我们认为GnRH
除参与消化道正常生理功能外, 可能还是一种

参与应激反应的激素.  
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表 2 光照应激下大鼠胃GnRH mRNA相对含量的改变

     
光照时间       实验组(GnRH/GAPDH)   对照组(GnRH/GAPDH)

1 d              0.82±0.01              0.81±0.01

2 d              0.82±0.02              0.80±0.02

3 d               0.83±0.02              0.80±0.02

4 d               0.86±0.35              0.80±0.02

1 wk               0.90±0.07              0.81±0.01

2 wk               1.01±0.10a              0.80±0.01

3 wk              0.95±0.07a              0.81±0.01

4 wk              0.94±0.05a              0.82±0.01

aP<0.05 vs  对照组.

■同行评价
本研究实验设计
合理, 技术路线正
确, 方法先进, 图
表清晰, 论文结构
严谨 ,  层次分明 , 
结论明确, 具有一
定的理论价值.
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Abstract
AIM: To screen the proteins interacting with the 
whole S protein of hepatitis B virus (HBV) from 
hepatocyte cDNA library by yeast two-hybrid 
system, and to validate interacting behavior 
between fibrinogen alpha chain and the whole S 
protein by reverse yeast two-hybrid.

METHODS: The whole S gene of HBV was 
cloned into yeast expression vector pDEST32 
to construct a bait plasmid, which was verified 
by Western blot. The bait plasmid and prey 
plasmids inserted liver cDNA fragments were 
cotransformed into yeast cells MaV203 by Liac-
mediated transformation. Diploid yeasts were 
plated on synthetic dropout nutrient medium 
to screen positive colonies. After extracting and 
sequencing of prey plasmids from positive colo-
nies, the inserted sequences were bioinformati-
cally analyzed. For reverse yeast two-hybrid, the 
bait plasmid expressing partial fibrinogen alpha 
chain and four prey plasmids expressing the 
whole S protein mutants were re-combined. The 
reconstituted bait plasmid was cotransformed 
into yeast cells MaV203 with the four prey plas-
mids, respectively. Diploid yeasts were plated 
on synthetic dropout nutrient medium and X-gal 
assay was performed to validate the interacting 
behavior.

RESULTS: By yeast two-hybrid technique, prey 
plasmids that were inserted partial gene coding 
266-644 amino acid of fibrinogen alpha chain 
had a positive reaction with bait plasmid coding 
the whole S protein of HBV. By reverse yeast 
two-hybrid, fibrinogen alpha chain protein in-
teracted with the four whole S protein mutants. 
The protein binding domain of the whole S pro-
tein might be the leading 268 amino acids.

CONCLUSION: Fibrinogen alpha chain protein 
may bind the whole S protein of HBV. The inter-
acting domain is in the 266-644 amino acids of 
fibrinogen alpha chain and the frontal 268 amino 
acids of the whole S protein, respectively.

Key Words: Hepatitis B Virus; Whole S protein; Fi-
brinogen alpha chain; Yeast two-hybrid

Zhou F, Ren JL, Lu YP, Chen MY, Xu HZ, Pan JS, Cai JY, 
Dong J. Interaction between fibrinogen alpha chain and 
the whole S protein of hepatitis B virus. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 筛选人肝细胞cDNA文库中与乙型肝炎

www.wjgnet.com

®

■背景资料
病毒蛋白-宿主蛋
白相互作用是目
前的研究热点之
一. 本研究试图通
过相对成熟的酵
母双杂交技术, 对
H B V 全 S 蛋白的
相互作用蛋白进
行筛选和验证, 其
目的是为了探讨
在细胞内过量表
达的囊膜蛋白干
扰肝细胞功能、

病毒蛋白的表达
后加工等方面的
可能性.

■同行评议者
张晓岚, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化内科; 陈
红松 ,  副研究员 , 
北京大学人民医
院肝病研究所



病毒(HBV)全S蛋白相互作用蛋白的基因, 并
反向验证HBV全S蛋白候选结合蛋白之间相
互作用. 

方法:  将全S基因定向克隆到酵母表达载
体pDEST 32, 构建正向筛选的诱饵质粒并
Western blot法验证其在酵母中的表达. 将诱
饵质粒与人肝细胞cDNA文库质粒共同转化
MaV203酵母细胞, 在人肝细胞cDNA文库筛
选候选结合蛋白, 提取阳性菌落质粒测序, 并
分析其生物学性质. 将筛选出的纤维蛋白原α

链中下游序列及不同全S变异株基因, 分别定
向克隆到pDEST32及pDEST22载体中, 利用
Western blot法验证表达. 将诱饵质粒与猎物
质粒共同转化MaV203酵母细胞, 以反向酵母
双杂交方法验证初筛结果的可靠性及正确性. 

结果: 正向的酵母双杂交实验, 经初筛和再转
染实验纤维蛋白原α链可与HBV全S蛋白发生
相互作用. 再以纤维蛋白原α链为靶基因设计
诱饵质粒, 以四种变异的HBV全S蛋白为靶基
因设计猎物质粒, 反向酵母双杂交法证实维蛋
白原α链中下游可与不同全S变异体(总差异
率2%)发生相互作用, 纤维蛋白原α链与全S蛋
白的结合域可能为病毒蛋白的前268aa.

结论: 纤维蛋白原α链中下游可与HBV全S蛋
白产生特异性结合, 其结合域可能与病毒蛋白
的前268aa产生相互作用.

关键词�� 乙型肝炎病毒; 全S基因; 纤维蛋白原α链; 

酵母细胞双杂交技术
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)是一种

部分双链DNA嗜肝病毒, 不仅引起急、慢性病

毒性肝炎, 而且与肝硬化(liver cirrhosis, LC)、
肝细胞癌(hepatic cell carcinoma, HCC)的发生

发展密切相关[1-3]. 以往研究认为HBV S区通过

三个启始密码子(ATG)被人为的分为三个结构

区, 前-S1, 前-S2和S区, 编码三种长度的包膜蛋

白, 即大蛋白(LHBs)、中蛋白(MHBs)和主蛋白

(SHBs). 最近董菁 et al的研究认为中国HBV部

分病毒株的S区存在前前-S区, 即在前-S1之前存

在一编码区域, 这提示HBV包膜蛋白可能存在

第四种形式, 即全S蛋白, 其编码范围为前前-S区
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多肽和LHBs[4-5]. 由于HBV是通过其表达的病毒

蛋白与肝细胞蛋白相互作用导致疾病的进展[6-8], 
因此, 我们利用酵母双杂交技术寻找并证实可

能与全S蛋白相互作用的人类肝细胞内蛋白, 以
探讨全S蛋白功能, 进一步明确HBV可能存在的

致病机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 ProQuestTM酵母双杂交系统、人肝细

胞cDNA文库(货号10422-020)、MaV203酵母高

效感受态、酵母细胞质粒提取试剂盒等均购自

Invitrogen公司. 酵母YPAD培养基、不含氨基酸

的酵母氮碱基等购自Oxoid公司, 抗HIS、抗Pre 
S1、抗HBs鼠单克隆抗体购自Perfect公司. 内切

酶、DNA聚合酶购自TaKaRa公司. 各种氨基酸

及质粒提取试剂盒均购自北京博大泰克公司. 其
他试剂为进口分装或国产分析纯.
1.2 方法 
1.2.1 正向诱饵质粒载体的构建以及其表达的验

证: 按Invitrogen公司操作指南, 以多聚酶链反应

(polymerase chain reaction, PCR)法扩增HBV全

S蛋白编码基因, 将本研究室自HBV感染者血清

中克隆的HBV全S基因(GenBank: EU075334)定
向克隆入酵母表达载体pDEST32中, DNA测序

验证后命名该重组诱饵质粒为pDEST32-w216, 
Western blot方法验证诱饵质粒在酵母细胞中的

表达.
1 .2 .2  正向筛选靶蛋白候选结合蛋白 :  按照

Invitrogen公司酵母双杂交系统操作指南进行酵

母双杂交筛选, 将诱饵质粒pDEST32-w216与包

含肝细胞cDNA文库经过醋酸锂法转入MaV203
酵母细胞中, 在S C-L e u-Tr p、S C-L e u-Tr p-
His+3AT、SC-Leu-Trp-Ura等缺陷培养基以及

X-gal分析等筛选出的阳性克隆, 将初步筛选获

得的阳性克隆中的猎物质粒与pDEST32-w216
进行再转染试验验证, 验证后将阳性克隆猎物

质粒进行DNA测序, 测序结果在美国国立卫生

院(NIH)网站进行BLAST生物信息学分析. 
1.2.3 反向验证诱饵及猎物载体的构建: (1)诱
饵载体的构建: 以正向筛选出的纤维蛋白原α

链诱饵质粒为模板(GenBank号NP_068657), 根
据测序结果设计引物, 上游引物5'-ATGGTCG 
ACTGGACGATTTCGATGATGAAGATACC-
3'(SalⅠ); 下游引物5'-GTGCGGCCGCTAATG 
ATGATGATGATGATGAGAAGTGTGGAT 
ACCTCTGAC-3'(NotⅠ), 下游引物带有HIS标

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前针对HBV X
蛋白 ( H B x ) 的结
合蛋白有较多研
究, 国内成军教授
的实验室针对前S
区、中蛋白的候
选结合蛋白进行
了初步筛选, 但由
于缺少多种技术
手段的验证, 国内
外没有针对HBV
囊膜蛋白结合蛋
白有所定论.

■相关报道
国内李丹 et al 利
用酵母双杂交技
术对HBV前S1多
肽结合蛋白进行
了筛选并验证; 成
军 et al 报道了以
前前S、中蛋白、

截短型中蛋白为
靶蛋白的酵母双
杂交实验, 筛选出
醛 缩 酶 B 等 多 个
候选结合蛋白. 本
文在酵母双杂交
基础上, 进一步进
行反向杂交实验, 
不仅验证初筛结
果的可靠性, 而且
对可能的相互结
合功能域进行初
步探讨. 
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签. PCR条件: 94℃ 3 min, 94℃ 30 s, 58℃ 30 s, 
72℃ 60 s, 经35个循环, 最后72℃ 7 min. PCR
产物为含N o t Ⅰ和S a l Ⅰ酶切位点的纤维蛋白

原α链蛋白基因 ,  双酶切后定向克隆到质粒

pDEST32, DNA测序验证后命名为pDEST32-
Fib. (2)猎物载体的构建: 以含有突变的全S序
列质粒为模板, 其DNA序列可按下列GenBank
号EU075334(S216, 即正向筛选时的靶基因序

列)、EU082433(S245)、EU086837(S246)、
EU086840(S249)寻找, 上游引物: 5'-ATGGTCGA 
CTGGATGCAGTTAATCATTACTTC-3'(Sal
Ⅰ), 下游引物: 5'-GTGCGGCCGCTAGGTTCT 
AATGTATACCCAAAGAC-3'(NotⅠ), PCR扩增

-酶切后与pDEST22连接, DNA测序验证后分

别命名为: pDEST22-w216、pDEST22-w245、
pDEST22-w246和pDEST22-w249.
1.2.4 反向验证诱饵及猎物载体靶基因的表

达:  将重组质粒p D E S T32-F i b、p D E S T22- 
w216、pDEST22-w245、pDEST22-w246和
pDEST22-w249等质粒分别转入MaV203酵母细

胞, 转化诱饵载体酵母细胞在亮氨酸营养缺乏

液体培养基培养过夜, 转化猎物载体酵母细胞

在色氨酸营养缺乏液体培养基培养过夜, 离心收

集酵母细胞, 酵母裂解液裂解后, 保留上清备用. 
Weatern blot方法验证诱饵蛋白表达: 按照

常规操作处理样品后, 分别经120 g/L SDS-PAGE
胶电泳, 经5%脱脂牛奶封闭后, 与1∶1000抗HIS
标签的鼠mAb孵育2 h, 洗脱后再与1∶1000羊抗

鼠二抗室温孵育2 h, 增强化学发光法进行放射

自显影. 猎物蛋白表达的验证: 同诱饵蛋白验证, 

仅将一抗替换为1∶1000抗preS1或抗HBs鼠mAb.
1.2.5 反向验证: 将构建好的重组诱饵及猎物

质粒用醋酸锂法共转入高效MaV203酵母感受

态细胞, 分别涂部在SC-Leu/-Trp, 及SC-Leu/-
Trp/-His+28 mmol/L 3AT(抑制自激活)培养基

上. 将生长在SC-Leu/-Trp/-His+3AT的阳性克

隆划线到SC-Leu/-Trp/-Ura的培养基上, 最后将

阳性菌落接种于YPAD培养皿影印于硝酸纤维

素膜用液氮裂解后置于含X-gal的Z-buffer反应

体系上检查α-半乳糖苷酶活性, 变成蓝色的为

阳性菌落. 试验时交叉以pDEST32与pDEST22- 
w216、pDEST22-w245、pDEST22-w246和
p D E S T22-w249共转染, 或p D E S T32-F i b与
pDEST22共转染为阴性对照.

2  结果

2.1 诱饵质粒构建的验证 HBV全S基因为本实

验室克隆并测序, GenBank号为: EU075334, C2
亚基因型 .  利用定向克隆技术 ,  将全S基因克

隆到pDEST32中, 经验证后将诱饵质粒命名为

pDEST32-w216(图1).
2.2 全S基因酵母双杂交结果 按照Invi t rogen
公司酵母双杂交操作指南方法 ,  我们将p D-
EST32-w216与肝细胞文库(克隆在pDEST22中)
共转染MaV203酵母细胞, 之后利用不同缺陷培

养基来筛选阳性克隆, 最后筛选出的阳性克隆

可以表达His+、Ura+、LacZ报告基因(图2), 将阳

性克隆送检测序. 正向筛选获得阳性克隆进行

DNA测序, 经过BLAST, 确认其中一个阳性克隆

内猎物质粒插入的cDNA序列含有部分纤维蛋

anti-Pres1

+                  -A

anti-HBs

+                 -B

图 1 pDEST32-w216转化MaV203酵母细胞后Western blot的结果. A: 单抗为抗PreS1; B: 抗HBs; +: pDEST32-w216转化

MaV203酵母细胞; -: 阴性对照.

A B C D

图 2 酵母双杂交结果. A: SC-Leu/-Trp缺陷培养基; B: SC-Leu/-Trp/-His+28 mmol/L 3AT缺陷培养基; C: SC-Leu/-

Trp/-Ura缺陷培养基; D: X-gal分析.

■创新盘点
目前没有关于全
S 蛋 白 候 选 结 合
蛋白的筛检及验
证报道. 本研究利
用酵母双杂交系
统操作性较好的
特 点 ,  首 先 自 肝
cDNA文库中筛选
出全S蛋白可能的
宿主结合蛋白-纤
维蛋白原α链, 之
后再以纤维蛋白
原α链设计诱饵载
体, 与全S蛋白的
4种变异体进行反
向酵母双杂交, 通
过该手段验证初
筛结果的可靠性, 
并初步证实相互
结合作用的普遍
性.
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白原α链序列, 即编码266-644aa部分的序列.
2.3 反向验证的诱饵、猎物质粒载体构建及靶

基因表达验证 为进一步验证正向筛选结果的可

靠性以及明确HBV全S蛋白与候选相互作用蛋

白开放读码框(open reading frame, ORF)的正确

性, 我们进行了反向酵母双杂交试验进行验证. 
利用定向克隆技术, 将含HIS标签的纤维蛋白原

α链基因克隆到pDEST32中, 经验证后将诱饵质

粒命名为pDEST32-Fib(图3A). 
为验证相互作用的代表性 ,  我们选择了

4个H B V全S基因为靶基因构建猎物质粒, 靶
基因G e n B a n k号分别为w216(E U075334)、
w 2 4 5 ( E U 0 8 2 4 3 3 )、w 2 4 6 ( E U 0 8 6 8 3 7 )、
w249(EU086840), 均为C2亚基因型. 利用定向

克隆技术, 将全S基因克隆到pDEST22中, 经
验证后将诱饵质粒命名为p D E S T22-w216、
p D E S T22-w245、p D E S T22-w246、p D-
EST22-w249(图3B-C).

试验所采用的不同的全S蛋白之间存在

点替换突变 ,  w216与w246、w249之间存在

2.0%(9/445aa)的差异, 9个替换突变分别位于: 
前前-S区1个, 前S1区下游2个, 前S2上游3个, 主
蛋白区中游3个. w216与w245之间具有明显差

异, 由于w245基因发生编码移行突变, w245前
268aa(前前-S区至主蛋白上游)与w216之间仅有

1个替换突变, w245在第269aa之后编码部分多

聚酶序列, 但比较结果提示其蛋白具有一定结

构相似性(图4).
2 .4  不同全S基因反向酵母双杂交验证结果 
按照Invi t rogen公司酵母双杂交操作指南, 在
交叉设计阴性对照基础上 ,  我们分别将诱饵

质粒p D E S T32-F i b与p D E S T22-w216、p D-
EST22-w245、pDEST22-w246、pDEST22-w249
共转染MaV203酵母细胞, 之后利用不同缺陷培

养基来筛选阳性克隆, 阳性克隆可以表达His+、

Ura+、LacZ报告基因(图5-6).

3  讨论

既往研究认为H B V S区通过三个启始密码子

(ATG)被人为的分为三个结构区, 前-S1, 前-S2
和S区 ,  编码三种长度的包膜蛋白 ,  即大蛋白

(LHBs)、中蛋白(MHBs)和主蛋白(SHBs). 最近

的研究[2]认为中国HBV部分病毒株的S区中存在

一前前S区, 即在前S1之前存在一编码区域, 这
提示HBV包膜蛋白可能存在第四种形式[9]. 我们

将前前S区至S终止密码子编码的蛋白命名为全

S蛋白, 以其为靶蛋白, 利用酵母双杂交技术寻

找并验证其与肝细胞相互作用的蛋白[10]. 
酵母双杂交方法是目前较为可靠的蛋白-

蛋白相互作用研究手段之一[11], 国内学者也将

该手段应用于HBV囊膜蛋白的结合蛋白的研究

之中[12-14]. 我们采用的Invitrogen公司ProQuestTM

酵母双杂交系统, 该系统特点是利用低复制载

体控制猎物基因表达, 同时联合3个报告基因

系统以最大程度的减少酵母细胞双杂交试验

系统的假阳性. 按照该系统操作指南, 候选结

合蛋白的筛选需要经过3个步骤: 初筛、再转

染和反向杂交. 为排除初筛获得的阳性克隆的

操作误差, 将阳性克隆中的猎物质粒提取后与

诱饵质粒再次共转染, 只有初筛和再转染均能

在三缺培养基中生长的阳性克隆才进行DNA
测序验证. 虽然猎物质粒中插入的cDNA编码

具有其原始序列的特异性, 但在插入pDEST22
后也可能在表达过程中出现移位, 需要通过反

向酵母双杂交试验验证. 反向杂交同时也将展

示初筛获得的候选结合蛋白与正向筛选时猎

物蛋白的突变体之间的可能的相互作用, 更加

有利的证明相互作用[15]. 通过正向筛选获得的

阳性克隆猎物质粒含有纤维蛋白原α链的中下

游部分, 即266-644aa(全长644aa), 通过反向酵

母双杂交实验可以得出以下结论: 以纤维蛋白

原α链的266-644a a部分为诱饵质粒除了可以

与表达原靶基因产物(EU075334)的猎物质粒

发生良好的双杂交反应外, 还可以与2种发生

图 3 反向杂交诱饵质粒和猎物质粒靶蛋白表达Western 
bolt的结果. A: 单抗为抗HIS; 1: pDEST32-Fib; B: 单抗为

抗PreS1; C: 单抗为抗PreS1、抗HBs; 1: pDEST22-w216; 2: 

pDEST22-w245; 3: pDEST22-w246; 4: pDEST22-w249; -: 

阴性对照蛋白.

1                             -A

1           2          3           4           - B

1           2          3           4           - C

■应用要点
本文通过酵母双
杂交以及反向杂
交实验, 初步证实
纤 维 蛋 白 原α链
中下游部分可能
与 H B V 全 S 蛋白
的中上游部分发
生结合作用, 为进
一步阐述HBV相
关性肝纤维化提
供了一条新的研
究思路.



www.wjgnet.com

周飞, 等. 乙型肝炎病毒全S蛋白与纤维蛋白原α链的相互作用                2585

替换突变(2%, 9/445aa)的HBV全S蛋白变异株

pDEST22-w246、pDEST22-w249产生良好的

相互作用, 这提示纤维蛋白原α链与HBV全S蛋
白的相互作用不因点替换突变所改变, 提示相

互作用可能具有普遍性. 靶基因w245编码的前

268aa与w216(EU075334)仅有一个替换突变发

生(135aa), 269aa下游为移行突变, 编码部分多聚

酶序列, 但多聚酶序列与全S蛋白具有一定结构

类似性. pDEST32-Fib与pDEST22-w245实验的

阳性结果提示纤维蛋白原α链与HBV全S蛋白的

具体结合域可能位于病毒蛋白的上游部分, 下
游氨基酸序列的类似性可能对反向酵母双杂交

的阳性结果产生影响. 
纤维蛋白原由肝细胞分泌的糖蛋白, 为结

构蛋白参与机体凝血过程, 分子由两对α链、β
链及γ链组成, 每3条肽链(α、β、γ)绞合成索状, 
形成两条索状肽链, 在N末端有二硫键使态个分

子得到稳定. α及β肽链的N-端分别有一段16个

A B C D

E F G H

图 5 pDEST32-Fib为诱饵质粒与不同HBV全S蛋白变异株的反向酵母双杂交. A-D: SC-Leu/-Trp/-His+3AT缺陷培养基; 

E-H: X-gal; A, E: pDEST22-w216双杂交; B, F: pDEST22-w245; C, G: pDEST22-w246; D, H: pDEST22-w249.

图 4 w216与w245氨基酸序列比
较.

        1                                                                   50
     S216 (1)   MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYSMGGWS
     S245 (1)   MQLIITSKLGIIYILCGRLAFYIREKLHAAPHFVGHHILGNKSYSMGGWS
                     51                                                         100
     S216 (51) SKPRQGMGTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEA
     S245 (51) SKPRQGMGTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEA
                       101                                                           135                      150
     S216 (101) NQVGAGAFGPGFTPPHGGLLGWSPQAQGILTTVPVAPPPASTNRQSGRQP
     S245 (101) NQVGAGAFGPGFTPPHGGLLGWSPQAQGILTTVPAAPPPASTNRQSGRQP
                       151                                                                    200
     S216 (151) TPISPPLRDSHPQAMQWNSTTFHQALLDPRVRGLYFPAGGSSSGTVNPVP
     S245 (151) TPISPPLRDSHPQAMQWNSTTFHQALLDPRVRGLYFPAGGSSSGTVNPVP
                       201            250
     S216 (201) TTASPISSIFSRTGDPAPNMENTTSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQS
     S245 (201) TTASPISSIFSRTGDPAPNMENTTSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQS
          251                          268                 300
     S216 (251) LDSWWTSLNFLGGAPTCPGQNSQSPTSNHSPTSCPPICPGYRWMCLRRFI
     S245 (251) LDSWWTSLNFLGGAPTCPAKIR - - - - SPQPPITHQPLVLQFVLAIAGCVC
                       301            350
     S216 (301) IFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLLPGTSTTSTGPCKTCTIPAQGT
     S245 (297) GVLSYSSSSCCYASSSCWFFWTTKVCCPFVLYFQEHQPPARGHARPARFL
                       351                 400
     S216 (351) SMFPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFARFLWEWASVRFSWLSLLVPFVQ
     S245 (347) LKE- - - - - - - -PLCFPLVAVQNLRTETA- -LVFP - SHHP -GLSQD-----
                       401         445
     S216 (401) WFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYNILSPFLPLLPIFFCLWVYI
     S245 (380) - SYG-SGP- - QSV- - - - - - - - - - - - - --SPGS- - - - - - - - - -VY-

■名词解释
1 全S蛋白: 包含
前 前 S、前 S 1、
前S2和主蛋白的
HBV完整囊膜蛋
白. 
2  酵母双杂交反
向杂交实验: 仍利
用酵母双杂交系
统, 将正向筛选猎
物质粒测序结果
作为诱饵质粒靶
基因, 以正向筛选
诱饵质粒靶基因
多种变异体为猎
物质粒靶基因, 进
行的验证性酵母
双杂交实验, 该实
验是一种有效的
蛋白-蛋白相互作
用的验证方法.

SC-Leu-Trp+3AT 28 mmol/L
WSAD+NP068657BD

SC-Leu-Trp+3AT 28 mmol/L
S205AD+NP068057 BD SC-Leu-Trp+3AT 28 mmol/L

S246AD+NP068657 BD

SC-Leu-Trp+3AT 28 mmol/L
S249AD+NP068657 BD
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及14个氨基酸的小肽, 称为纤维肽A及B[16]. Al 
Ghumlas et al [17]研究发现经过α-干扰素治疗后的

慢性肝炎患者血清中的纤维蛋白原的表达较治

疗前有所上升. Brennan et al [18]研究发现纤维蛋

白原基因突变导致纤维蛋白原在肝细胞中的内

质网聚积, 导致肝细胞的坏死, 最终导致肝硬化

的发生. Liu et al [19]研究发现纤维蛋白原在肝细

胞癌的表达下降. 而Fan et al [20]研究发现在肝细

胞癌组织中表达上升, 尤其在转移灶组织高于

其邻近的非癌组织. Yang et al [21]利用HBV的全

X蛋白进行酵母双杂交肝文库的筛选, 也筛选出

了纤维蛋白原β多肽, 这说明HBV编码的病毒蛋

白可能通过与纤维蛋白原家族相互作用, 从而

产生生物学作用. 我们筛选出的为纤维蛋白原α
链也可能在肝细胞内与全S蛋白结合, 导致肝细

胞内的纤维蛋白原的聚积, 肝细胞的坏死, 肝硬

化的发生. 
总之, 本研究通过对酵母双杂交初筛、再

转染以及反向杂交实验, 初步证实了HBV全S蛋
白的上游可能与纤维蛋白原α链中下游发生相

互作用, 这一发现为该病毒蛋白可能存在的生

物学作用提供研究思路. 为了进一步研究结果

的可靠性, 我们将应用免疫共沉淀或哺乳动物

细胞双杂交方法予以验证[22-23]. 
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Abstract
AIM: To observe the effect of hammerhead 
ribozyme targeting connective tissue growth 
factor (CTGF) on TGF-b1-induced collagen I 
synthesis and cell cycle progression in human 
hepatic stellate cells (HSCs). 

METHODS: CTGF hammerhead ribozyme 

cDNA plus two self-cleaving sequences were 
inserted into pTriEx2 to construct recombinant 
vector pTriCTGF-Rz. Both vectors were trans-
fected into human hepatic stellate cell line (LX-2) 
individually, which was then stimulated by 
addition of TGF-b1 to the culture media. Semi-
quantitative reverse-transcription polymerase 
chain reaction was used to determine the tran-
scription of CTGF mRNA and collagen I mRNA 
in LX-2 cells. Collagen I secretion and cell cycle 
progression were measured by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) and flow cytom-
etry, respectively.  

RESULTS: TGF-b1 obviously increased the tran-
scription of CTGF mRNA and collagen I mRNA 
and secretion of collagen I protein in pTriEx2-
transfected LX-2 cells (t = 11.14, 14.36, 7.17; all 
P < 0.01). pTriCTGF-Rz-transfected LX-2 cells 
showed a decrease in the basic transcription of 
CTGF mRNA and collagen I mRNA as well as in 
the secretion of collagen I protein (t = 2.86, 3.06, 
2.97; all P < 0.05). Furthermore, TGF-b1-induced 
increase of CTGF mRNA and collagen I mRNA 
transcription as well as collagen I secretion were 
partially inhibited in pTriCTGF-Rz-transfected 
LX-2 cells (t = 2.99, 3.09, 3.02; all P < 0.05). 
TGF-b1 had no effect on LX-2 cell cycle progres-
sion. 

CONCLUSION: CTGF is an essential down-
stream mediator for TGF-b1-induced collagen I 
production in human HSCs, but TGF-b1 has no 
effect on CTGF-mediated cycle progression of 
HSCs. CTGF may become a new target of gene 
therapy for liver fibrosis.

Key Words: Connective tissue growth factor; Trans-
forming growth factor-b1; Human hepatic stel-
late cell; Hammerhead ribozyme; Gene therapy; 
Reverse-transcription polymerase chain reaction
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targeting connective tissue growth factor on TGF-b1-
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■背景资料
肝纤维化是继发
于多种慢性致病
原因引起以肝内
HSC激活和ECM
过多产生为病理
特征. 近年来研究
表 明 :  细 胞 因 子
TGF-b1与CTGF
共同承担诱导多
种脏器纤维化的
发生. CTGF作为
T G F - b 1 的 下 游
介导者作用于大
鼠HSC表面受体, 
通过信号传导在
转录、转录后水
平诱导HSC合成
Ⅰ型胶原 .  因此 , 
CTGF有可能成为
肝纤维化基因治
疗的一个新靶点.

■同行评议者
张绪清 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第三军医大学附
属西南医院全军
感染病研究所; 阴
赪宏, 研究员, 首
都医科大学附属
北京友谊医院感
染暨急救医学科



摘要
目的: 探讨靶向结缔组织生长因子(CTGF)的
锤头核酶抑制TGF-b1作用下人肝星状细胞
(HSC)Ⅰ型胶原(Col I)合成及其细胞周期进程
的作用.  

方法: 构建含有人CTGF锤头核酶cDNA序列
的重组质粒pTriCTGF-Rz. 将空质粒pTriEx2
和重组质粒pTriCTGF-Rz分别转染人肝星状
细胞系(LX-2)细胞. 细胞分为4组: pTriEx2转
染组, pTriEx2转染加TGF-b1组, pTriCTGF-Rz
转染加TGF-b1组和pTriCTGF-Rz转染组. 采用
半定量RT-PCR测定LX-2细胞CTGF mRNA和
Col I mRNA转录水平, 采用ELISA和流式细胞
仪分别用于LX-2细胞Col I分泌功能和LX-2细
胞周期进程的检测.  

结果: TGF-b1可明显提高LX-2细胞CTGF 
mRNA和Col I mRNA的转录水平及分泌Col 
I蛋白功能(t  = 11.14, 14.36, 7.17, 均P <0.01); 
pTr iCTGF-Rz转染LX-2细胞既能降低基础
CTGF mRNA 和Col I mRNA水平及Col I蛋白
水平(t  = 2.86, 3.06, 2.97, 均P <0.05), 又能部分
拮抗TGF-b1诱导LX-2细胞CTGF mRNA和
Col I mRNA转录和Col I蛋白分泌的增加(t  = 
2.99, 3.09, 3.02, 均P <0.05). TGF-b1对LX-2细
胞周期进程无影响.  

结论: CTGF是TGF-b1作用下人肝星状细胞
合成Col I的下游介导者, TGF-b1对HSC周期
进程无影响, 靶向CTGF有可能成为肝纤维化
基因治疗的新靶点.  

关键词�� 结缔组织生长因子; TGF-b1; 人肝星状细

胞; 锤头核酶; 基因治疗; 逆转录-聚合酶链反应

齐晓艳, 高润平, 王淑华, 张瑞娟, 包万国, 金清龙, 辛桂杰, 杨永

广. 靶向CTGF锤头核酶对TGF-b1作用下人肝星状细胞合成Ⅰ

型胶原的作用. 世界华人消化杂志  2008; 16(23): 2587-25����1
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0  引言

肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)被认为是

多种原因引起肝纤维化发生、发展过程中起

着关键作用的细胞. 一些细胞因子作用于HSC
的表面受体、通过信号传导分子及转录因子

在转录、转录后水平诱导HSC的基因表达、参

与HSC介导肝纤维化的发生[1-4]. TGF-b1可刺激

HSC合成包括Ⅰ型胶原(Collagen I, Col I)在内

的细胞外基质(extracellular matrixc, ECM), 是
非常重要的纤维源性细胞因子[2,4]. 结缔组织生
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长因子(connective tissue growth factor, CTGF)
和TGF-b1共同承担诱导肝纤维化发生的功能. 
TGF-b1通过调控CTGF启动子活性诱导CTGF的
产生. CTGF是TGF-b1诱导大鼠HSC、成骨细胞

合成ECM的下游介导者[5-6]. 因此, CTGF可作为

肝纤维化基因治疗的一个新靶点. 本研究将靶

向人CTGF的锤头核酶cDNA序列插入pTriEx2
质粒, 转染人肝星状细胞系(LX-2)细胞, 观察锤

头核酶对TGF-b1作用下LX-2细胞Col I合成及细

胞周期进程的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM培养基(Gibco BRL公司), 胎
牛血清(Hyclone公司), 人TGF-b1(Peprotech公
司). 肝星状细胞系LX-2细胞由Friedman教授

(美国)与徐列明教授(上海中医药大学肝病研究

所)惠赠. pTriEx2质粒(Novagen公司), XhoⅠ、

NcoⅠ(Toyobo公司), LipofectamineTM2000、
TRIzol(Invitrogen公司), AMV、TagDNA聚合

酶(Promega公司), 人Col I ELISA检测试剂盒

(美国Unionhonest公司). CO2孵箱(德国 BB16/
BB5060), PCR仪(德国Biometra, UNOⅡ), 酶
标仪(美国B L O-R A D), 流式细胞仪(美国B D 
Bioscience公司). 
1.2 方法 
1.2.1 锤头核酶的设计与重组质粒的构建: 采用

中科院上海生化所陈农安研究员核酶设计软件

设计出针对人CTGF mRNA(NCBI, gi: 98986335)
第896碱基切割位点CUA的锤头核酶cDNA序

列, 正义链: 5'-CTTCTCCTGATGAGTCCGTGA
GGACGAAAGCCTG-3', 反义链: 5'-CAGGCTT
TCGTCCTCACGGACTCATCAGGAGAAG-3'; 
在5'和3'端分别连接一自剪酶cDNA序列. 全部

序列由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成, 并插入pBluescriptⅡSK9(-)克隆载体上. 采用

XhoⅠ和NcoⅠ分别对上述克隆载体及pTriEx2
质粒进行双酶切, 通过胶回收、T4连接酶作用

及测序, 成功构建含有针对CTGF mRNA的锤头

核酶和两个自剪酶cDNA序列的pTriCTGF-Rz重
组质粒. 
1.2.2 LX-2细胞培养及质粒转染: LX-2细胞采用

含100 mL/L胎牛血清(FBS)的DMEM(含青霉素

和链霉素各100 kU/L), 于37℃, 50 mL/L CO2孵箱

培养. 生长良好的LX-2细胞用2.5 g/L胰酶消化, 
无钙镁离子hank氏液洗涤, 25 mL/L FBS DMEM
培养基悬浮, 调节细胞浓度为1×108/L, 分别置

www.wjgnet.com

■研发前沿
大鼠体内、外的
研 究 显 示 :  静 止
HSC激活是肝纤
维化发生的关键
环节, CTGF参与
HSC激活, 并且在
HSC介导肝纤维
化的过程中发挥
重要的作用. 近年
来已有在啮齿类
动物以HSC为靶
细 胞、C T G F 为
治疗靶点进行基
因治疗的报道, 然
而, 靶向CTGF的
基因治疗抑制人
类HSC介导肝纤
维化的作用尚不
完全清楚.

■相关报道
2 0 0 4 年 ,  K o z u e 
Uchio采用CTGF
反义寡核苷酸使
小 鼠 肝 内 部 分
CTGF mRNA受
到 抑 制 ,  初 步 显
示其具有治疗实
验性小鼠肝纤维
化的作用 .  2007
年 ,  George采用 
s iRNA诱导大鼠
肝 纤 维 化 肝 组
织 C T G F 基 因 沉
默 ,  使 C T G F 和
TGF-b1基因表达
部分下调, HSC激
活也受到抑制, 减
轻了纤维化的程
度.
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于100 mm培养皿经造模型后用于CTGF mRNA
和Col I mRNA检测及细胞周期进程检测或置于

12孔培养板用于LX-2细胞Col I分泌测定. LX-2
细胞首先于25 mL/L FBS DMEM培养基培养

24 h, 改用1 mL/L FBS DMEM培养24 h, 然后用

LipofectamineTM2000进行质粒转染, 细胞分为4
组: (1)pTriEx2转染组, (2)pTriEx2转染加TGF-b1
组, (3)p Tr i C T G F-R z转染加T G F-b1组, (4) 
pTriCTGF-Rz转染组; 各组质粒转染4 h后, 换用

1 mL/L FBS DMEM培养液, 于(2)、(4)组分别加

入TGF-b1 20 μg/L, 各组继续培养24 h, 用于各种 
检测. 
1.2.3 CTGF mRNA与Col I mRNA转录水平测定: 
收集上述LX-2模型细胞提取总RNA, 通过半定

量PCR筛选出最佳模板RNA含量为0.8 μg, 各组

均取0.8 μg RNA进行逆转录, 然后取5 μL cDNA
分别针对CTGF、Ⅰ型胶原和b-actin进行PCR扩
增; 人CTGF上游引物: 5'-CCTGGTCCAGACCA
CAGAGT-3'; 下游引物: 5'-ATGTCTTCATGCTG
GTGCAG-3', 扩增产物239 bp. 人Ⅰ型胶原上游

引物: 5'-CCTCAAGGGCTCCAACGAG-3'; 下游

引物: 5'-TCAATCACTGTCTTGCCCCA-3', 扩增

产物117 bp. 人b-actin上游引物: 5'-GTCCTCTCC

CAAGTCCACAC-3'; 下游引物: 5'-GGGAGACC
AAAAGCCTTCAT-3', 扩增产物187 bp.  PCR循
环参数: 94℃ 30 s, 58℃ 30 s, 72℃ 1 min, 32个循

环. PCR产物经10 g/L琼脂糖电泳, 使用Gelpro3.2
软件与同组b-actin进行灰度分析. 
1.2.4 LX-2细胞分泌Col I功能测定: 按上述方

法制造LX-2细胞模型后, 收取培养上清, 通过

ELISA测定LX-2分泌Col I的功能, 具体操作按

ELISA试剂盒说明书进行. 
1.2.5 LX-2细胞周期进程检测: 收集上述方法制

造的LX-2模型细胞, 每组含1×106个细胞, 经洗

涤、750 mL/L乙醇固定、PI染色, 采用流式细胞

仪于激发波长488 nm条件下, 测定细胞内DNA
含量, 通过流式细胞仪配套软件分析各组处于

不同细胞增殖周期的百分比. 
统计学处理 用SPSS11.0统计软件中的t检验

进行统计分析, P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 pTriCTGF-Rz对TGF-b1作用下LX-2细胞 
CTGF mRNA的作用 TGF-b1作用下pTriEx2空
质粒转染LX-2细胞CTGF mRNA转录水平明

显高于pTriEx2空质粒转染LX-2细胞(t  = 11.14, 
P <0.01); pTriCTGF-Rz可抑制LX-2细胞CTGF 
mRNA基础转录水平和部分抑制TGF-b1诱导

CTGF mRNA的转录水平(t值分别为2.86和2.99,  
P值均<0.05, 图1A-B). 
2.2 pTriCTGF-Rz对TGF-b1作用下LX-2细胞Col 
I转录和分泌的作用 pTriEx2空质粒转染LX-2细
胞具有基础水平Col I mRNA转录和Col I蛋白分

泌功能, TGF-b1可明显提高pTriEx2转染LX-2细
胞Col I mRNA转录水平和Col I蛋白分泌功能(t
值分别为14.36和7.17, P值均<0.01); pTriCTGF-
Rz可降低LX-2细胞Col I mRNA和Col I蛋白的基

础水平(t值分别为3.06和2.97, P值均<0.05)和部

■创新盘点
核酶既能发挥反
义 R N A 阻 断 靶
RNA的作用 ,  又
能以酶的高效催
化活性裂解破坏
靶RNA,  而且核
酶可重复利用. 因
此, 核酶治疗较反
义寡核苷酸更为
有效. 本文旨在阐
明靶向CTGF锤头
核酶对人HSC系
LX-2细胞合成Ⅰ
型胶原及细胞周
期进程的影响, 为
人类肝纤维化基
因治疗提供理论
依据. 
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图 1 pTriCTGF-Rz对TGF-b1作用下LX-2细胞CTGF mRNA
和Ⅰ型胶原mRNA的作用. A: 半定量RT-PCR电泳图; B:  

CTGF mRNA与b-actin mRNA灰度比; C: Ⅰ型胶原mRNA

与b-actin mRNA灰度比. 1: 空质粒转染组; 2: 空质粒转染

+TGF-b1组; 3: 重组质粒转染+TGF-b1组; 4: 重组质粒转

染组. 
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图 2 pTriCTGF-Rz对TGF-b1作用下LX-2细胞Ⅰ型胶原分泌
的作用. 1: 空质粒转染组; 2: 空质粒加TGF-b1组; 3: 重组质

粒加TGF-b1组; 4: 重组质粒组.  
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■应用要点
肝纤维化基因治
疗可明显抑制或
逆转动物肝纤维
化甚至肝硬化进
程, 有良好的应用
前景. 但基因治疗
从动物模型到临
床实验, 需经过相
当长的时间以证
实其临床效果及
可能出现的不良
反应. 本研究在人
HSC系LX-2细胞
水平上进行了靶
向CTGF锤头核酶
抑制肝纤维化的
基因治疗, 对人类
肝纤维化的治疗
具有实际推动作
用.

分抑制TGF-b1刺激下LX-2细胞Col I mRNA转

录和Col I蛋白分泌(t值分别为3.09和3.02, P值均

<0.05, 图1A, C, 图2). 
2.3 pTriCTGF-Rz与TGF-b1作用下LX-2细胞

周期进程的关系  流式细胞仪检测结果显示 : 
pTriEx2空质粒转染LX-2细胞加TGF-b1作用其

G0-G1期, S期及G2M期细胞百分比与空质粒转染

组是一致的, 提示TGF-b1无促进LX-2细胞周期

进程作用. pTriCTGF-Rz转染组LX-2细胞是否加

TGF-b1均显示G0-G1期细胞数增多, 反映DNA合

成的S期细胞减少(表1).

3  讨论

肝纤维化是各种慢性肝脏疾病导致严重后果的

必然途径. 近年来, 随着对肝纤维化发病机制的

深入研究, 明确提出肝纤维化是可逆转的观点, 
肝纤维化的有效治疗可使硬化肝脏重构、肝功

能改善及门脉高压得以控制[1-2,4]. 在肝纤维化的

发生、发展过程中, HSC从含有维生素A脂滴的

静止状态转化为另一种“激活”的肌成纤维样

细胞. 激活的HSC可表达a-平滑肌动蛋白、具有

高增殖活性及合成肝脏绝大部分ECM的特征[7]. 
因此, 激活的HSC是肝纤维化发生的关键细胞. 
本研究使用的人肝星状细胞系LX-2细胞具有在

无血清条件下存活和高转染特性[8]. 因此, LX-2
细胞比较适合于研究靶向细胞因子的肝纤维化

基因治疗. 
人类C T G F基因定位于6号染色体长臂

上(6q23.1), 含5个外显子和4个内含子. 在人

CTGF基因5'-端的启动子含有TGF-b反应元件

是TGF-b在转录水平调节CTGF表达的重要部

位. CTGF是一种促纤维化的细胞因子, 其过度

表达参与多种器官组织的纤维化[9]. 免疫组织化

学研究显示, CTGF主要分布在慢性丙型肝病肝

组织纤维间隔、窦周间隙及肝硬化结节周围纤

维条带的激活HSC[10], 丙型肝炎肝硬化患者肝

脏CTGF mRNA较健康人升高6.5倍, 与TGF-b1 
mRNA升高呈一致性[11]. 慢性丙型肝炎和酒精性

肝病患者血清CTGF的升高可直接反应其肝纤

维化的进展性[12]. 这些研究结果说明CTGF与人

类肝纤维化有关. 
T G F-b家族含有3个密切相关的异构体

(TGF-b1, TGF-b1, TGF-b3). TGF-b1是肝纤维化

发生学重要的细胞因子[2,13]. CTGF和TGF-b1共
同承担诱导肝纤维化发生的功能: 首先, TGF-b1
通过调控CTGF启动子内TGF-b1反应元件和

Smad结合元件诱导CTGF的产生[5,14]; CTGF是
TGF-b1诱导大鼠HSC、胰星状细胞、成骨细胞

合成ECM的下游介导者[5-6,15-16]; TGF-b1在组织

纤维化呈现早期表达, 而CTGF持续表达则是纤

维化病变缓慢进展的重要因素; CTGF通过增加

TGF-b1纤维原性和抑制BMP-7抗纤维化作用进

一步加强CTGF致纤维化作用[2]. 由于CTGF主要

限于结缔组织内间质细胞表达, 靶向CTGF的抗

肝纤维化治疗不影响TGF-b抗炎和调节免疫功

能[17]. 因此, CTGF是一个较阻断TGF-b更有效和

特异的靶点. 
Kozue Uchio采用CTGF反义寡核苷酸使小

鼠肝内部分CTGF mRNA受到抑制, 初步显示其

具有治疗实验性小鼠肝纤维化的作用[18], 最近, 
有人采用siRNA诱导大鼠肝纤维化肝组织CTGF
的基因沉默, 部分地减少CTGF引起的HSC激

活, 下调CTGF和TGF-b1基因表达, 由此发挥抗

纤维化作用[19]. 核酶既能发挥反义RNA阻断靶

RNA的作用, 又能以酶的高效催化作用, 在RNA
链GUX或CUX的3'端将其裂解破坏. 核酶裂解靶

RNA后自动解离, 参与新的靶RNA切割, 这样循

环往复. 因此, 核酶治疗较反义寡核苷酸更为有

效. 本研究采用核酶设计软件成功的设计并构

建了含有针对人类CTGF mRNA 986位点锤头核

酶cDNA和两个自剪酶序列的pTriCTGF-Rz重组

质粒, 将其转染LX-2细胞, 结果显示: 靶向CTGF
的锤头核酶能有效切割LX-2细胞CTGF mRNA, 
进而抑制TGF-b1诱导LX-2细胞Col I mRNA
转录和蛋白的分泌. 本研究结果表明: CTGF是
TGF-b1诱导人肝星状细胞合成Col I的下游介导

者, 靶向CTGF的锤头核酶有可能成为肝纤维化

基因治疗的新途径.
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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e m e c h a n i s m o f 
brain edema in cirrhotic rats with hepatic 
encephalopathy, and to provide the theoretical 
basis for management of brain edema.

METHODS: Rats were divided into 4 groups 
randomly: normal group (n = 10), normal am-
monia burden group (n = 10), cirrhosis group (n 
= 20), cirrhosis ammonia burden group (n = 20). 
After models were generated successfully, the 
arterial plasma ammonia was measured by dry 
biochemical method, and the evans blue (EB) 
content was examined by colorimetric method; 
the brain water content (BWC) was measured by 
means of dry-wet method and the aquaporin-4 
(APQ-4) in the brain tissue was assessed by im-
munohistochemistry.

RESULTS: In comparison with that in the nor-

mal group and nomal ammonia burden group, 
the arterial plasma ammonia was significantly 
increased in the cirrhosis group and cirrhosis 
ammonia burden group (420.18 ± 75.91, 97.20 ± 
29.66 μmol/L vs 42.62 ± 10.11, 59.33 ± 15.06 μmol/L; 
P < 0.05 or P < 0.01). The EB content (1.96 ± 0.55 
μg/g) and brain water content (75.14 ± 5.68) in 
the cirrhosis ammonia burden group were high-
er than those in the nomal group, nomal ammo-
nia burden group, and cirrhosis group (1.96 ± 0.55 
μg/g vs 1.05 ± 0.18, 1.19 ± 0.38, 1.41 ± 0.46 μg/g; 
75.14 ± 5.68 vs 62.14 ± 2.29, 66.27 ± 4.57 65.58 ± 
4.14; all P < 0.05). The location of APQ-4 expres-
sion in cirrhotic rats was consistent with that in 
normal rats, but both the intensity and area of 
APQ-4 expression were increased as compared 
with those in normal controls (P < 0.05).

CONCLUSION: APQ-4 expression is up-regulat-
ed in cirrhotic rats with hepatic encephalopathy, 
suggesting that APQ-4 may play a role in the oc-
currence of hepatic encephalopathy. 

Key Words: Aquaporin-4; Brain edema; Blood am-
monia; Blood-brain barrier; Liver cirrhosis; Immu-
nohistochemistry

Liu HB, Wang JY. Relationship between aquaporin-4 
expression and brain edema in cirrhotic rats with hepatic 
encephalopathy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(23): 2592-2598

摘要
目的: 探讨肝硬化肝性脑病脑水肿的发生机
制, 为治疗脑水肿新方法的发现提供理论依据. 

方法: 实验大鼠随机分为正常组(n  = 10)、正
常氨负荷组(n  = 10)、肝硬化组(n  = 20)和肝硬
化氨负荷组(n  = 20). 后2组给予400 g/L CCl4

橄榄油, 按0.2 mL/kg腹腔注射, 2 次/wk, 共12 
wk. 前两组给与橄榄油, 注射剂量、部位、频
次、时间同后两组. 正常氨负荷组、肝硬化氨
负荷组分别在最后1次给药2 d后, 给与乙酸胺
盲肠注射. 4组大鼠通过尾静脉注射伊文思蓝
(EB)应用干式生化法测量动脉血氨, 比色法测

®

■背景资料
肝性脑病又称肝
昏 迷 ,  是 各 种 严
重肝病并发的、

以代谢紊乱为基
础、中枢神经系
统功能失调为表
现的常见并发症, 
其主要表现是意
识障碍、行为异
常和昏迷. 肝性脑
病的发病机制迄
今未完全明了. 本
研究采用CCl4制
备大鼠肝硬化动
物模型, 探讨肝硬
化大鼠在氨负荷
前后脑组织含水
量、BBB通透性
和AQP4的变化情
况, 从而探索肝硬
化肝性脑病的发
生机制. 
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量EB含量, 干-湿重法测量脑含水量, 免疫组
化法染色并通过图像分析系统分析脑组织中
AQP4的表达. 

结果: 肝硬化组动脉血氨与正常组、正常氨
负荷组比较有差异性(97.20±29.66 μmol/L 
vs  42.62±10.11, 59.33±15.06 μmol/L, 均
P <0.05), 肝硬化氨负荷组的动脉血氨(420.18
±75.91 μmol/L)与其他各组比较有明显的差
异性(P <0.01). 肝硬化组EB和脑含水量与正
常组、正常氨负荷组比较没有差异性, 而肝
硬化氨负荷组与其他各组比较有差异性(1.96
±0.55 μg/g vs  1.41±0.46, 1.19±0.38, 1.05±
0.18 μg/g; 75.14±5.68 vs  65.58±4.14, 62.14
±2.29, 66.27±4.57, 均P <0.05). 肝硬化大鼠
AQP4表达部位与正常大鼠一致, 但肝硬化大
鼠给与氨负荷后, 无论是平均吸光度还是显色
阳性面积均较正常组增高(P <0.05).

结论: AQP4可能在肝硬化肝性脑病大鼠脑水
肿形成中起一定的作用.

关键词�� 水通道蛋白4; 脑水肿; 血氨; 血脑屏障; 肝

硬化; 免疫组化
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0  引言

肝性脑病又称肝昏迷 ,  是各种严重肝病并发

的、以代谢紊乱为基础、中枢神经系统功能失

调为表现的常见并发症, 其主要表现是意识障

碍、行为异常和昏迷. 肝性脑病的发病机制迄

今未完全明了. 一般认为产生肝性脑病的病理

生理基础是肝细胞功能衰竭和门腔静脉之间有

手术造成的或自然形成的侧支分流, 从而导致

主要来自肠道的许多毒性代谢产物-氨、芳香族

氨基酸和一些假性神经递质, 未经肝脏解毒和

清除, 经侧支循环直接进入体循环, 透过血脑屏

障而至脑部, 引起大脑功能紊乱. 另外, 肝性脑

病时常常出现脑水肿[1]. 最近有学者提出即使在

肝硬化阶段也普遍存在脑水肿且发现脑水肿存

在与肝性脑病密切相关[2-5]. Miese et al [6]对非酒

精性肝硬化患者的研究中也观察到了类似结果. 
本研究采用CCl4制备大鼠肝硬化动物模型, 

探讨肝硬化大鼠在氨负荷前后脑组织含水量、

BBB通透性和AQP4的变化情况, 从而探索肝硬

化肝性脑病的发生机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠60只, 体质量250-300 g, 
由中国医科大学动物中心提供. 国药集团化学试

剂有限公司生产的CCl4溶液, 甲酰胺溶液; 武汉

博士德生物工程有限公司生产的AQP4试剂盒; 
瑞士Fluka公司生产的伊文思蓝(EB).
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: SD大鼠60只随机分为4组: 正
常组(n  = 10)与剩余的50只大鼠一同饲养, 不加

外界干预因素; 正常氨负荷对照组(n  = 10)与其

他50只大鼠一同饲养, 实验末给予氨负荷; 肝硬

化组(n  = 20)与其他40只大鼠一同饲养, 制备肝

硬化模型, 不加外界干预因素; 肝硬化氨负荷组

(n  = 20)与其他40只大鼠一同饲养, 制备肝硬化

模型, 实验末给予氨负荷. 
肝硬化组和肝硬化氨负荷组大鼠共40只, 

给予400 g/L CCl4橄榄油ip, 按0.2 mL/kg给药, 2 
次/wk, 给药时间为12 wk; 另两组大鼠给予同等

量的橄榄油ip, 2 次/wk, 时间为12 wk. 注射期间, 
观察大鼠的毛色、精神状态、体质量. 肝硬化

模型制备后, 应用角膜反射及翻转反射的存在

与否判断是否伴有HE的发生[7].
1.2.2 氨负荷的方法及测定: CCl4 12 wk最后一次

给药后2 d, 开腹后, 经盲肠给予乙酸氨(500 mg/kg, 
用0.5 mL蒸馏水稀释); 正常组及肝硬化组经盲

肠给予蒸馏水0.5 mL, 正常氨负荷组经盲肠给予

乙酸氨, 用量同肝硬化氨负荷组. 制造模型结束

后, 沿中线剪开腹腔, 暴露腹膜后的主动脉, 于
肾动脉下方约1 cm处进行腹主动脉穿刺, 抽取2 
mL动脉血肝素抗凝管密闭保存, 2 h内用上海强

生950干化学分析仪, 干式生化法检测动脉血氨

浓度.
1.2.3 血脑屏障通透性的检测: (1)建立标准曲线[8]: 
取伊文思蓝(EB)10 mg溶于100 mL生理盐水中, 
取出0.1 mL加入1.9 mL甲酰胺中, 混匀作为第1
管, 从第1管中取0.1 mL加入1.9 mL甲酰胺中, 混
匀作为第2管, 再从第2管中取1 mL加入1 mL甲
酰胺中混匀作为第3管, 以此类推共做6管, 其浓

度分别为5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.0313和0.0156 
mg/L, 37℃避光水浴48 h, 于紫外分光光度仪上

(波长632 nm)进行比色, 蒸馏水作空白对照, 制
作出标准曲线. (2)血脑屏障(BBB)通透性的检

测: 动物尾静脉注射2% EB(2 mg/kg)2 h后, 迅速

断头(为清除血液中染料, 向左心室灌注生理盐

水, 直至右心室流出透明液体为止). 取脑称质

量, 加入3 mL甲酰胺, 37℃避光水浴48 h. 1500 

■研发前沿
肝性脑病是急性
或慢性肝衰竭的
主要并发症. 尽管
经过几十年的临
床和基础研究, 肝
性脑病发病的确
切机制仍然不十
分明确.
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r/min, 取上清于波长632 nm进行比色, 根据标

准曲线计算出EB含量, 结果以EB含量/脑质量

(μg/g)表示. 
1.2.4 脑含水量的测定: 应用干-湿重的方法测定

脑含水量[9]. 将脑组织用电子分析天平称湿质量

后, 置入100℃恒温箱中, 24 h后取出称干质量. 
以(湿质量-干质量)/湿质量×100%来计算脑含

水量, 以此代表脑水肿程度.
1.2.5 大脑组织免疫组化及图像分析: 处死后取

大脑组织, 4%甲醛溶液固定, 脑组织切片厚度

5-7 μm, HE染色, 脑组织切片抗原修复后, 内源

性过氧化物酶阻断, 链亲和素-酶复合物方法(SP
法)免疫组织化学染色, 滴加第一抗体: APQ-4
抗体(1∶1500)后, 4℃孵育过夜, 24 h后, 再加入

生物素标志第二抗体-链霉素抗生物素蛋白-过
氧化物酶(SP)-酶底物显色剂(辣根过氧化物酶, 
DAB), 光镜下观察组织细胞呈棕色, 即终止反应

并封片. 采用高清晰度彩色病理图文报告分析

系统对免疫组化图像进行分析(光密度和显色阳

性面积).
统计学处理 采用统计学分析: 血氨, EB值, 

脑含水量, AQP-4表达阳性面积和平均光密度值

等数据以mean±SD表示, 应用SPSS12软件进行

方差分析, 方差不齐时用Tamhane's方法检测, 方
差齐同时用Bonferroni方法检测. P值小于0.05认
为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 模型建立情况及肝、脑组织病理改变 肝硬

化组大鼠死亡5只(12 wk末在肝硬化组大鼠中

随机处死2只, 以确定模型制备情况), 肝硬化氨

负荷组大鼠死亡8只, 正常组及正常氨负荷组大

鼠没有死亡. 活体观察: 肝硬化组及肝硬化氨负

荷组大鼠毛色蓬乱、不光洁、进食减少; 其中

仅肝硬化氨负荷组大鼠角膜反射与翻转反射消

失, 证明出现肝性脑病. 正常组及正常氨负荷组

大鼠没有上述改变. 病理: 肝硬化组及肝硬化氨

负荷组大鼠肝叶体积缩小, 部分可见尾叶代偿

性增大, 肝包膜起伏不平, 肝实质呈大小不等的

结节样外观, 质地硬. HE染色: 小叶结构破坏, 中
央静脉结构不清, 门汇管区扩大, 肝细胞排列紊

乱, 肝窦间隙消失, 小叶内可见肝细胞变性坏死

并伴有淋巴细胞浸润. 纤维组织增生有假小叶

形成, 见部分胆小管扩张及淤胆改变(图1). 正常

组及正常氨负荷组肝脏体积及肝叶形态比例正

常, 颜色红润, 质地柔软, HE染色: 肝小叶分界清

楚, 中央静脉与门汇管区结构关系正常, 辐射状

排列的肝细胞索整齐, 肝窦间隙均一. 脑组织除

肝硬化氨负荷组HE染色可见有细胞水肿, 部分

血管外隙增大, 以大脑的皮层灰质区明显, 皮质

下白质区及基底节区的改变不如上述区域, 其
余组脑细胞间隙正常, 无细胞肿胀、细胞外隙

和血管周围间隙改变(图2).
2.2 动脉血氨 肝硬化大鼠在未给与氨负荷前就

已经存在明显的血氨升高(97.20±29.66 μmol/L), 
与正常组(42.62±10.11 μmol/L)大鼠及正常氨

负荷组(59.33±15.06 μmol/L)大鼠比较均有显

著差异(P <0.05); 给与氨负荷后(420.18±75.91 
μmol/L)差异更加显著(P <0.01). 说明肝硬化大鼠

体内存在氨代谢紊乱, 当给与氨负荷后, 这种紊

乱表现更加显著(图3A).

■相关报道
最近, Papadopoulos 
et al又在肺炎球菌
脑膜炎模型中发
现AQP4敲除的大
鼠脑水肿及死亡
率明显低于野生
型大鼠. 说明不同
原因所致的脑水
肿, 其中AQP4所
起的作用不尽相
同. 

图 1 肝硬化假小叶形成(HE×40).

A

B

图 2 大鼠脑组织病理观(HE×200). A: 正常组; B: 肝硬化

氨负荷组.
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2.3 EB含量 肝硬化组大鼠EB含量(1.41±0.46 
μg/g)、正常氨负荷组大鼠EB含量(1.19±0.38 
μg/g)与正常组大鼠EB含量(1.05±0.18 μg/g)比
较没有显著差异(P >0.05); 肝硬化氨负荷组大鼠

EB含量(1.96±0.55 μg/g)与正常组大鼠EB含量

比较有明显的差异性(P <0.05). 结果表明肝硬化

肝性脑病时存在血脑屏障通透性的增高(图3B).
2.4 脑含水量 正常氨负荷组大鼠脑含水量(66.27
±4.57)与正常组大鼠(62.14±2.29)比较没有

差异性(P >0.05); 肝硬化组大鼠脑含水量(65.58
±4 .14)与正常组大鼠比较没有显著差异性

(P >0.05); 肝硬化氨负荷组大鼠脑含水量(75.14
±5 .68)与肝硬化组大鼠比较有显著差异性

(P <0.05). 结果表明肝硬化氨负荷组大鼠存在脑

水肿, 高血氨可以引起肝硬化大鼠脑水肿的发

生, 而肝硬化实验大鼠的脑水肿不明显(图3C).

2.5 脑组织A Q P-4免疫组化  免疫组化显示 : 
AQP-4表达主要于脑组织毛细血管周围, 高倍镜

观察可见沿细胞膜呈棕色条带状染色, 细胞质

无染色, 血管周围星形胶质细胞足突处染色尤

其明显呈连续条带状, 管状和点圆状, 肝硬化大

鼠AQP4表达部位与正常大鼠一致, 但肝硬大鼠

给与氨负荷后, 无论是平均光密度还是显色阳

性面积均较正常组增高(P <0.05, 图3D-E, 图4).图4).4).

3  讨论

肝性脑病是急性或慢性肝衰竭的主要并发症. 
尽管经过几十年的临床和基础研究, 肝性脑病

发病的确切机制仍然不十分明确. 尽管如此, 氨
中毒学说仍被认为是肝性脑病最重要的发病机

制. 本研究中分别给正常大鼠和肝硬化大鼠氨

负荷观察血氨水平, 结果表明, 肝硬化组、肝硬

■应用要点
通过肝硬化肝性
脑病发生机制的
研究, 可为肝性脑
病的治疗新方法
的发现提供理论
依据.

B

图 3 大鼠氨浓度、EB含量、脑含水量、APQ4光密度及阳性面积的比较. A: 动脉血氨浓度; B: EB含量; C: 脑含水量; D: 

APQ4光密度; E: APQ4阳性面积. 1: 正常组; 2: 正常氨负荷组; 3: 肝硬化组; 4: 肝硬化氨负荷组.A
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化氨负荷组大鼠的血氨均明显高于正常组的血

氨且肝硬化氨负荷组大鼠均出现肝性脑病, 提
示肝硬化大鼠在未给氨之前, 就已经存在氨代

谢紊乱. 氨负荷后, 这种紊乱更加加重, 引起脑

功能障碍, 进一步证明了肝硬化时氨对中枢神

经系统毒性作用的学说. 这种毒性作用的机制

可能是: (1)氨在星形胶质细胞内, 通过谷氨酰胺

合成酶合成谷氨酰胺. 谷氨酰胺是一种很强的

细胞内渗透剂, 其增加导致星形细胞肿胀并最

终导致脑水肿[10]. 影像学也提示谷氨酰胺增高与

脑水肿一致. (2)肝衰竭时, 过高的血氨可能抑制

丙酮酸脱氢酶和α-酮戊二酸脱氢酶, 干扰脑的能

量代谢以致大脑不能维持正常的功能而出现神

经精神症状[11]. (3)但也有学者提出是由于氨在

星形胶质细胞内合成谷氨酰胺时消耗的底物没

能及时补给所致[12]. 这都说明氨中毒在肝性脑病

发生中的重要性. 
本研究发现氨诱导的肝硬化肝性脑病大鼠

均存在脑水肿. 脑水肿形成除与血氨升高有关

外, 最近研究与BBB通透性增强也是相关的[8]. 
Mínguez et al [13]也发现, 血脑屏障通透性改变与

肝性脑病时脑水肿的发生有关. BBB是由脑微

血管内皮细胞及其形成的紧密连接、基膜和星

形胶质细胞足板构成的复杂系统, 一方面是分

隔血液与大脑的屏障, 阻止物质在两者间的通

透, 另一方面又是营养成分、代谢产物以及多

种化学信号分子等的进出通路, 从而构成一个

扩散性屏障[14]. 肝硬化时, 正电子发射体层显像

(positron emission tomography, PET)显示肝性脑

病患者血氨水平增高, 血脑屏障对氨的通透表

面积增大及大脑氨的代谢增高[15]. 本研究发现

氨诱导的肝硬化肝性脑病大鼠存在BBB通透性

增强. 这可能是由于星形胶质细胞的水肿, 引起

BBB间紧密连接破坏所致. 
本研究也发现肝硬化大鼠在给与氨负荷

后, 脑组织内AQP4表达增加明显且脑含水量

亦是增加的. 这进一步说明: 肝硬化肝性脑病

时, 脑内水转运可能存在跨膜转运过程. 目前研

究证实AQP4主要分布在脑组织的星形胶质细

胞膜上, 尤以脑血管周围的星形胶质细胞膜、

脑室脉络丛上皮细胞、室管膜细胞的膜上丰 
富[16-17], 还分布在渗透压感受的区域如视上核, 
下丘脑也有分布[18]. Nielsen et al [19]研究了大鼠

出生后发育过程中AQP4表达水平及细胞分布. 
显示AQP4在出生后第1周含量低, 在第2周明显

增加, 从生后7 d的2%增加到生后14 d的25%. 因

此认为从生后第2周, AQP4就开始发挥生理作

用. AQP4在脑组织中分布广泛、含量丰富, 提
示AQP4具有功能的多样性. 他可能参与中枢

渗透压的感受、脑脊液的分泌和重吸收、脑内

水平衡的维持、血浆渗透压调节、垂体加压素

的分泌等. Vizuete et al认为AQP4 mRNA表达

水平调节与血脑屏障破坏, 胶质细胞肿胀有关. 
在BBB中, 内皮细胞和胶质细胞都表达AQP4. 
AQP4表达水平改变使毛细血管内皮细胞及其

周围的胶质细胞肿胀, 持续的肿胀将导致BBB
结构破坏、通透性增加. 在脑缺血或创伤性损

伤后AQP4表达增强与脑水肿的程度呈正比关

系[16]. 以上结果说明AQP4在脑水肿的发生和发

展中发挥了重要作用, 其表达水平的变化导致

细胞膜通透性改变及水的重新分布, 从而改变

脑内水平衡状态. 另外, Rama Rao et al [20]发现

在用氨培养的星形细胞中, AQP4表达增加出现

A

B

C

图 4 大鼠脑组织AQP-4表达(SP×400). A: 正常组; B: 肝硬

化组; C: 肝硬化氨负荷组.

■同行评价
本文研究肝硬化
大鼠脑水肿的因
素及其机制, 对进
一步认识肝性脑
病的病理生理有
一定的意义, 具有
较好的学术价值.
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在培养的10 h后, 星形细胞水肿的2 h前. 说明

AQP4表达的增加与星形细胞水肿有着因果关

系. 这可能是由于氨通过氧化应激[21]和改变线

粒体通透性[22]使APQ4表达增加而导致的星形

细胞水肿. 并且, 这一过程可分别被抗氧化剂[23]

和线粒体通透性改变的抑制剂[24]阻断. 本实验

发现肝硬化肝性脑病脑水肿时, AQP4表达是增

高的. 推测AQP4可能通过一系列作用改变BBB
的通透性, 改变脑内水平衡状态, 引起脑水肿发

生. Papadopoulos et al [25]发现脑内恶性肿瘤周围

AQP4表达上调与细胞外容积减小密切相关, 并
因此限制了来源于肿瘤血管床的细胞外液向正

常脑实质渗漏. 这提示AQP4表达上调是机体对

脑水肿的适应性改变. 但是Manley et al [26]对剔除

AQP4基因后大鼠水中毒和脑缺血模型进行观

察, 发现AQP4基因敲除的大鼠存活率明显高于

野生型大鼠, 而且脑水含量和星形胶质细胞周

围毛细血管水肿减轻. 最近, Papadopoulos et al [27]

又在肺炎球菌脑膜炎模型中发现AQP4敲除的

大鼠脑水肿及死亡率明显低于野生型大鼠. 说
明不同原因所致的脑水肿, 其中AQP4所起的作

用不尽相同. 
肝性脑病的发病机制是复杂的. 本研究提

示高血氨可使肝硬化肝性脑病大鼠脑水肿加重, 
肝硬化肝性脑病时BBB通透性增强. 肝硬化肝

性脑病与脑水肿密切相关且这时AQP4表达是

增加的. AQP4在肝硬化肝性脑病大鼠脑组织中

表达增加, 其确切的作用还有待进一步研究. 通
过肝硬化肝性脑病发生机制的研究, 可为肝性

脑病的治疗新方法的发现提供理论依据. 
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Abstract
AIM: To construct a recombinant adenovirus 
vector containing fusion suicide gene FCU1, and 
study the cytotoxic effect of prodrug 5-FC on 
colon cancer cells. 

METHODS: Restriction fragment of FCU1 was 
inserted into pDC316 vector with EcoRⅠ and Sal
Ⅰ. Recombinant plasmid pDC316-FCU1 was 
confirmed by restriction enzyme digestion and 
sequencing. Thereafter, pDC316-FCU1 was co-
transfected with adenovirus backbone pBHG into 
293 cells to establish the recombinant adenovirus 
Ad5-FCU1 by homologous recombination. The 
cytotoxic effect of prodrug 5-FC on the infected 
HCT116 cells was determined with MTT assay.

RESULTS: Recombinant plasmid pDC316-
FCU1was constructed successfully. After 
pDC316-FCU1 together with adenovirus back-
bone pBHG was cotransfected into 293 cells, 
significant virus plaques were observed, which 
showed the successful homologous recombina-
tion and virus packaging in 293 cells. The titer 
of the purified Ad-FCU1 was 2 × 1012 PFU/L. 
Nontoxic prodrug 5-FC has significant cytotoxic 
effect on HCT116 cells infected with pAd5-
FCU1. The survival of HCT116/FCU1 cells was 
minimal, while that of the control cells was close 
to 90%, when 5-FC was used at 100 μmol/L.

CONCLUSION: Recombinant adenovirus Ad5-
FCU1 containing fusion suicide gene FCU1 is 
established successfully, which has significant 
killing effect on colon cancer cells in vitro.

Key Words: Colon cancer; Fusion suicide gene; 
Gene therapy

Wu BW, Li YJ, Zhang KJ, Li DF, Zeng ZG, Zhang YH, 
Geng QS. Construction of FCU1 recombinant adenovirus 
vector and its killing effect on colon cancer cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(23): 2599-2603

摘要
目的: 构建含融合自杀基因FCU1的重组腺病
毒载体, 转染293细胞构建重组腺病毒, 并感染
结肠癌细胞, 同时给以前体药物5-FC, 观察其
对结肠癌细胞的杀伤作用. 

方法: 将FCU1基因采用Eco RⅠ、SalⅠ双酶切
克隆至穿梭质粒pDC316, 构建质粒pDC316-
FCU1, 并酶切和测序鉴定. pDC316-FCU1与
骨架质粒pBHG经脂质体共转染HEK 293细
胞, 在HEK 293细胞中同源重组并包装重组腺
病毒Ad5-FCU1. 将Ad5-FCU1感染结肠癌细胞
HCT116, 同时给以前体药物5-FC, MTT法检
测5-FC对HCT116杀伤作用.  

结果: 重组质粒p D C316-F C U1构建成功 . 
pDC316-FCU1与骨架质粒pBHG共转染HEK 
293细胞后, 出现明显的毒斑, 纯化后病毒滴
度为2×1012 PFU/L. 重组病毒Ad5-FCU1感染
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■背景资料
为了进一步提高
自杀基因的疗效, 
许多研究者采用
联合基因治疗或
融合基因治疗的
方法, 取得了令人
鼓舞的效果, 本研
究采用重组腺病
毒载体介导融合
自杀基因FCU1, 
对 结 肠 癌 细 胞
HCT116具有较强
的体外杀伤效应.

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪钢铁 ( 集团 ) 有
限责任公司总医
院消化内科



HCT116细胞后, 给以无毒前体药物5-FC显示
极强的杀伤作用, 当5-FC达100 μmol/L时, 存
活的HCT116/FCU1细胞极少, 而对照组存活
率接近90%.

结论: 成功构建了含融合自杀基因FCU1的
Ad5-FCU1重组腺病毒, FCU1/5-FC自杀基因
系统对结肠癌细胞具有显著的体外杀伤作用. 

关键词�� 结肠癌; 融合自杀基因; 基因治疗
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0  引言

自杀基因疗法是肿瘤基因治疗方法之一. 所谓

自杀基因疗法就是将编码某一敏感因子的基因

导入肿瘤细胞, 使该细胞对某种原本无毒或低

毒的药物产生特异敏感性, 由此导致肿瘤细胞

死亡. 这一表达敏感基因称为自杀基因(suicide 
gene)或药物敏感基因(drug sensi t ive gene). 
Huber和Russel称其为病毒介导酶解药物前体

疗法(virus directed enzyme prodrug treatment, 
VDEPT)[1]. 常用的自杀基因系统有HSV-tk/GCV
系统和CD/5-FC系统等. 

自杀基因CD/5-FC系统中, CD基因编码胞

嘧啶脱氨酶, 可将无毒性的5-氟胞嘧啶(5-FC)转
化为高毒性的5-氟尿嘧啶(5-FU). 融合自杀基因 
FCU1融合了酵母胞嘧啶脱氨酶基因(FCY1)和
尿嘧啶磷酸核糖转移酶基因(FUR1), 后者可进

一步将5-FU转化为5-氟尿嘧啶三磷酸盐(FUTP)
和5-氟脱氧尿嘧啶单磷酸盐(FdUMP), FUPT掺
入RNA(F-RNA), 抑制RNA的活性. FdUMP可抑

制胸苷酸合成酶(thymidylate synthase, TS), 从而

抑制DNA的合成. 而且该酶具有抑制DPD活性

的作用, 减少5-FU的降解[2]. FCU1/5-FC系统较

CD/5-FC系统具有更强的杀瘤作用, 尤其对于具

有5-FU抗药性的肿瘤细胞. 
本研究构建含高效融合自杀基因FCU1的

腺病毒载体, 采用质粒共转染进行同源重组构

建腺病毒载体, 含FCU1重组腺病毒感染结肠癌

细胞HCT116, 观察前体药物5-FC对其杀伤作用, 
为进一步研究提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 质粒载体和细胞株: 细胞株HCT116
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购自中国医学科学院典型培养物上海细胞库. 
pCIneo-FCU1由法国斯特拉斯堡国家科学研究

中心基因工程研究所Erbs教授惠赠. Admax腺
病毒载体系统的穿梭质粒pDC316和骨架质粒

pBHG为病毒基因工程国家重点实验室段招军

博士提供. 主要试剂: RPMI 1640购自Gibco公司; 
胎牛血清购自HyClone公司; 胰蛋白酶购自Ser-
va公司. 限制性内切酶Eco RⅠ、SalⅠ、T4 DNA
连接酶、DNA marker购自TaKaRa公司; 小量质

粒DNA制备试剂盒Reverse Transcription System
试剂盒购自Promega公司; DNA胶回收试剂盒购

自上海Sangon公司; MTT、5-FC购自Sigma公司. 
1.2 方法 
1.2.1 重组腺病毒载体pDC316-FCU1的构建: 
设计扩增FCU1全基因的引物如下: 上游引物: 
5'-CTGCgaattcATGGTGACAGGGGGAATGG-
3'(Eco RⅠ), 下游引物: 5'-GCCAgtcgacTTAAAC 
ACAGTAGTATCTG-3'(SalⅠ). 上游引入Eco RⅠ
位点, 下游引入SalⅠ位点, 以携带FCU1基因的

质粒pCI-FCU1为模板, 用高保真Taq酶进行扩

增, 回收PCR产物, 用Eco RⅠ+SalⅠ双酶切, 回
收. Eco RⅠ+SalⅠ双酶切重组腺病毒载体穿梭

质粒pDC316, 回收线性化的片段. 将上述两片段

进行连接、转化、筛选, 得到重组质粒pDC316-
FCU1. 重组质粒经Eco RⅠ+SalⅠ双酶切鉴定.
1.2.2 重组腺病毒的包装及扩增: 将293细胞接

种于六孔板中, 每孔5×105个细胞, 置37℃含50 
mL/L CO2的培养箱中培养. 待细胞生长至底面

积的80%-90%时, 取骨架质粒pBHG和穿梭质粒

pDC316-FCU1, 用Lipofectamine2000脂质体共

转染HEK 293细胞. 待细胞病变脱落后, 收集细

胞, 经液氮反复冻融3次后, 离心去除细胞碎片, 
0.2 nm滤膜过滤, -70℃保存备用.
1.2.3 重组腺病毒滴度的测定: 采用TCID50法
测定重组腺病毒滴度. 方法如下: 293细胞按1
×104/孔接种于96孔板中, 接种24 h后将系列稀

释的病毒液加入孔中, 每个稀释度接种10孔, 设
置2孔为阴性对照. 37℃、50 mL/L CO2细胞培

养箱培养10 d, 观察每个稀释度细胞病变效应

(CPE)出现的百分率, 按照Admax操作手册中的

公式: T = 101+d(s-0.5)计算病毒的滴度(d为稀释度

的对数值, s为阳性比率之和), 计算出重组腺病

毒的滴度(将TCID50/mL转换成PFU/mL: T = a×
10bTCID50/mL = a×10b-0.7 PFU/mL). 
1.2.4 重组腺病毒感染HCT116细胞及PCR鉴

定: 将HCT116以104接种于24孔板, 12 h后给予
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■研发前沿
F C U 1 基 因 融 合
了酵母胞嘧啶脱
氨酶基因(FCY1)
和尿嘧啶磷酸核
糖 转 移 酶 基 因
(FUR1), 前者可将
无毒的5-FC转化
为5-FU, 后者可将
5-FU进一步转化, 
直接抑制DNA的
合成, 提高了杀伤
作用, 同时避免了
5-FU耐药. 重组腺
病毒载体AdMax
包装系统较最普
及的AdEasy系统
有多种优势, 他通
过Cre/ loxP获得
重组病毒, 这个过
程发生在293细胞
中, 从而避免在细
菌中重组, 在真核
细胞内重组病毒, 
保持了对腺病毒
的生存压力, 有助
于重组腺病毒基
因组的完整性. 此
外, 操作简便、重
组效率高、获得
的病毒产率高.

■相关报道
融 合 自 杀 基 因
F C U 1 较 单 用
FCY1, 或将FCY1
和FUR1分别构建
于独立的载体上
联合应用均具有
1 0 0 倍 的 杀 瘤 作
用. FCU1/5-FC系
统对肝癌细胞显
示较好的杀伤作
用.
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50 MOI的AD-FCU1感染, 以RPMI 1640为对照, 
1-2 h后吸去病毒液, 每孔加入2 mL培养液. 收
集培养48 h的感染细胞, 抽提总DNA用于PCR
检测. 上游引物: 5'-CTGCgaattcATGGTGACA
GGGGGAATGG-3', 下游引物: 5'-GCCAgtcgac 
TTAAACACAGTAGTATCTG-3'. 使用Promega
公司的Reverse Transcription System试剂盒, 按说

明书操作.
1.2.5 5-FC对转染HCT116/FCU1的杀伤作用: 将
HCT116以2×103接种于96孔板, 24 h后给予50 
MOI的AD-FCU1感染, 以RPMI 1640为对照, 1-2 
h后吸去病毒液, 每孔加入新鲜培养液. 48 h后
分别加入不同浓度的5-FC, 分别为0, 0.01, 0.1, 
1, 10, 100 μmol/L, 每组6孔重复. 培养6 d后用

MTT法测定吸光度, 即每孔加MTT(5 g/L)20 μL,
于37℃孵育4 h后, 加MTT溶解液二甲基亚砜

DMSO 150 μL, 再于37℃孵育4 h, 选择490 nm波

长, 酶标仪检测各孔吸光值. 以不加5-FC对照组

吸光值为100%, 计算细胞存活率. 以存活率为纵

坐标, 药物浓度的对数值为横坐标作图.

2  结果

2.1 重组质粒pDC316-FCU1的构建与鉴定 重组

质粒pDC316-FCU1经Eco RⅠ+SalⅠ双酶切, 可
得到一条1.3 kb左右大小的片段, 与预期相符, 酶

切鉴定表明, 质粒构建正确. 测序鉴定, 与已发

表的FCU1的序列完全相符(图1).图1).).
2.2 重组腺病毒包装、扩增和滴度的测定 将质

粒pDC316-FCU1与腺病毒骨架质粒pBHG共

转染HEK 293细胞, 第8天, 细胞变大变圆, 呈
葡萄状, 并开始出现明显噬斑等典型细胞病变

(CPE)(图2). 第11天时, 细胞大部分病变并从底

部脱落. 用TCID50法测定, 病毒滴度为2×109 
PFU/mL.
2.3 重组腺病毒感染HCT116细胞及PCR鉴定 将
HCT116以104接种于24孔板, 12 h后给予50 MOI
的AD-FCU1感染, 以RPMI 1640为对照, 1-2 h后
吸去病毒液, 每孔加入2 mL培养液. 收集培养48 
h的感染细胞, 抽提总DNA用于PCR检测(图3), 
感染细胞能够特异地扩增出1300 bp左右大小的

条带, 与质粒扩增结果一致, 而对照组则为阴性.
2.4 5-FC对HCT116/FCU1细胞的杀伤作用 随
着5-FC浓度的增加, HCT116/FCU1细胞的存活

率明显下降, 当5-FC达100 μmol/L时, 存活的

HCT116/FCU1细胞极少, 而对照组存活率接近

90%(图4).图4).).

M2     2       1     M1 图 1 酶切产物电泳图谱. M1: 

DNA marker DL15000; 1: 重组

质粒pDC316-FCU1; 2: Eco R

Ⅰ+Sal Ⅰ切pDC316-FCU1; 

M2: DNA marker DL2000.

图 2 重组病毒Ad5-FCU1在293细胞上形成的噬斑.

3          2          1       M2       M1

图 3 PCR产物电泳图谱. M1: DL15000 marker; M2: DL2000 

marker; 1: 感染病毒HCT116; 2: pDC316-FCU1作为模板; 3: 

阴性对照.
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图 4 5-FC对HCT116/FCU1细胞的杀伤作用.

■创新盘点
本文首次报道应
用融合自杀基因
FCU1/5-FC系统
杀伤结肠癌细胞
的实验结果, 为进
一步研究提供了
实验依据.
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3  讨论

腺病毒载体法是基因治疗中最有前途的基因转

移方法之一. 其生物学特性得到广泛研究. 腺病

毒有一个中等大小的基因组(平均36 kb), 适合

于容纳于大片段基因, 载体容易构建和操作. 腺
病毒宿主范围广, 不仅能感染繁殖期的细胞, 而
且能感染非分裂期的细胞, 故能达到很高的转

染效率. 在腺病毒生活周期中, 其基因不整合到

宿主细胞中, 因而遗传毒性低. AdMax包装系统

通过Cre/loxP获得重组病毒, 这个过程发生在

293细胞中, 从而避免在细菌中重组. 将克隆的

外源基因的腺病毒穿梭质粒与携带了腺病毒大

部分基因组的包装质粒共转染293细胞, 利用

Cre/loxP系统的作用实现重组, 产生重组腺病毒. 
这个系统有多种优势, 包括操作简便、重组效

率高、获得的病毒产率高、目的基因的表达水

平高等. 本研究构建了含融合自杀基因FCU1的
重组质粒pDC316-FCU1, 采用AdMax系统成功

包装和扩增了Ad5 FCU1重组腺病毒, 经纯化病

毒滴度为2×109 PFU/mL, 并能有效感染结肠癌

细胞HCT116. 
结肠癌是常见的恶性肿瘤之一, 以40-50岁

年龄组发病率最高. 据世界流行病学调查, 发现

结肠癌在北美、西欧、澳大利亚、新西兰等地

的发病率最高. 近年各地资料显示随着人民生

活水平的提高, 饮食结构的改变, 我国发病率呈

逐年上升趋势. 基因治疗是一种崭新的在分子

水平治疗肿瘤的方法. 自杀基因疗法是将自杀

基因导入肿瘤细胞内, 可将无毒的前体药物转

化为杀瘤的药物, 许多自杀基因系统, 如HSV-
tk/GCV[4-5]和CD/5-FC系统[6]等, 均显示了良好的

杀瘤效应. 
为了进一步提高自杀基因的疗效, 许多研

究者采用联合基因治疗或融合基因治疗的方法, 
取得了令人鼓舞的效果[7-9]. FCY1基因编码酵

母的胞嘧啶脱氨酶基因, 可将5-FC转化为5-FU,
研究表明, 用重组腺病毒将FCY1基因导入胃、

肠、肝肿瘤细胞可以增加这些细胞对5-FU的敏

感性, 并显示旁观者效应[10]. FUR1编码酵母尿

嘧啶磷酸核糖转移酶, 可将5-FU进一步转化为

毒性代谢产物5-氟尿嘧啶三磷酸盐和5-氟脱氧

尿嘧啶单磷酸盐, 分别阻断细胞的RNA和DNA
的合成, 直接发挥杀瘤效应. 有学者将FCY1和
FUR1分别构建于独立的载体上联合应用于结肠

癌、肺癌和脑肿瘤, 杀瘤效果和旁观者效应较

单用显著增强[2,11]. 

Erbs et al [12]将FCY1和FUR1两种自杀基因

的编码序列经过特定的酶切连接和定点缺失

突变等过程融合, 构建了新型高效融合自杀基

因FCU1. 研究表明, 融合自杀基因FCU1较单用

FCY1, 或将FCY1和FUR1分别构建于独立的载

体上联合应用均具有100倍的杀瘤作用. FCU1/
5-FC系统对肝癌细胞显示较好的杀伤作用[13]. 
本研究将该融合自杀基因经腺病毒载体导入结

肠癌细胞, 给以无毒的前体药物5-FC, 显示了极

强的杀伤作用. 
自杀基因疗法是治疗肿瘤有着较为肯定疗

效的方法, 采用融合基因或联合基因治疗可大

大提高其疗效, 随着载体技术和靶向性的提高, 
有望成为切实有效的临床治疗手段. 

4      参考文献
1 Huber BE, Richards CA, Krenitsky TA. Retroviral-

mediated gene therapy for the treatment of 
hepatocellular carcinoma: an innovative approach 
for cancer therapy. Proc Natl Acad Sci U S A 1991; 
88: 8039-8043

2 Adachi Y, Tamiya T, Ichikawa T, Terada K, Ono 
Y, Matsumoto K, Furuta T, Hamada H, Ohmoto 
T. Experimental gene therapy for brain tumors 
using adenovirus-mediated transfer of cytosine 
deaminase gene and uracil phosphoribosyltransfera
se gene with 5-fluorocytosine. Hum Gene Ther 2000; 
11: 77-89 

3 Ng P, Parks RJ, Cummings DT, Evelegh CM, 
Graham FL. An enhanced system for construction 
of adenoviral vectors by the two-plasmid rescue 
method. Hum Gene Ther 2000; 11: 693-699

4 Määttä AM, Tenhunen A, Pasanen T, Meriläinen O, 
Pellinen R, Mäkinen K, Alhava E, Wahlfors J. Non-
small cell lung cancer as a target disease for herpes 
simplex type 1 thymidine kinase-ganciclovir gene 
therapy. Int J Oncol 2004; 24: 943-949  

5 Wang J, Lu XX, Chen DZ, Li SF, Zhang LS. Herpes 
simplex virus thymidine kinase and ganciclovir 
suicide gene therapy for human pancreatic cancer. 
World J Gastroenterol 2004; 10: 400-403

6 Rehemtulla A, Hamstra DA, Kievit E, Davis MA, 
Ng EY, Dornfeld K, Lawrence TS. Extracellular 
expression of cytosine deaminase results in 
increased 5-FU production for enhanced enzyme/
prodrug therapy. Anticancer Res 2004; 24: 1393-1399

7 Ou-Yang F, Lan KL, Chen CT, Liu JC, Weng CL, 
Chou CK, Xie X, Hung JY, Wei Y, Hortobagyi GN, 
Hung MC. Endostatin-cytosine deaminase fusion 
protein suppresses tumor growth by targeting 
neovascular endothelial cells. Cancer Res 2006; 66: 
378-384

8 Chung-Faye GA, Chen MJ, Green NK, Burton A, 
Anderson D, Mautner V, Searle PF, Kerr DJ. In vivo 
gene therapy for colon cancer using adenovirus-
mediated, transfer of the fusion gene cytosine 
deaminase and uracil phosphoribosyltransferase. 
Gene Ther 2001; 8: 1547-1554

9 Boucher PD, Im MM, Freytag SO, Shewach DS. A 
novel mechanism of synergistic cytotoxicity with 
5-fluorocytosine and ganciclovir in double suicide 

■应用要点
自杀基因疗法是
治疗肿瘤有着较
为肯定疗效的方
法, 采用融合基因
或联合基因治疗
可大大提高其疗
效, 而且融合自杀
基因FCU1克服了
肿瘤细胞对5-FU
耐药性, 有望成为
切实有效的临床
治疗手段. 



www.wjgnet.com

吴斌文, 等. FCU1重组腺病毒载体构建及对结肠癌细胞的杀伤作用                2603

gene therapy. Cancer Res 2006; 66: 3230-3237 
10 Kanai F, Kawakami T, Hamada H, Sadata A, 

Yoshida Y, Tanaka T, Ohashi M, Tateishi K, 
Shiratori Y, Omata M. Adenovirus-mediated 
transduction of Escherichia coli uracil phosphorib
osyltransferase gene sensitizes cancer cells to low 
concentrations of 5-fluorouracil. Cancer Res 1998; 58: 
1946-1951

11 Koyama F, Sawada H, Hirao T, Fujii H, Hamada 
H, Nakano H. Combined suicide gene therapy 
for human colon cancer cells using adenovirus-
mediated transfer of escherichia coli cytosine 

deaminase gene and Escherichia coli uracil phosp
horibosyltransferase gene with 5-fluorocytosine. 
Cancer Gene Ther 2000; 7: 1015-1022

12 Erbs P, Regulier E, Kintz J, Leroy P, Poitevin Y, 
Exinger F, Jund R, Mehtali M. In vivo cancer gene 
therapy by adenovirus-mediated transfer of a 
bifunctional yeast cytosine deaminase/uracil phos
phoribosyltransferase fusion gene. Cancer Res 2000; 
60: 3813-3822

13 谢娜, 林菊生, 吴斌文, 黎培员. 双功能融合基因在肝
癌细胞中的表达与作用. 世界华人消化杂志 2004; 12: 
1740-1742

           编辑  李军亮  电编  何基才  

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2008年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

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
AIM: To investigate the expression of Ras 
association domain family 1A gene (RASSF1A) 
and CyclinD1 as well as their correlations in 
gastric mucosal lesions.

METHODS: We detected the expression of 
RASSF1A and CyclinD1 in tissue specimens of 
gastric cancer (n = 69), chronic superficial gas-
tritis (n = 45), chronic atrophic gastritis (n = 45), 
chronic gastritis accompanied with intestinal 
metaplasia (n = 45) and chronic gastritis accom-
panied with atypical hyperplasia (n = 47) using 

SP immunohistochemistry.

RESULTS: The positive rate of RASSF1A ex-
pression was significantly lower in gastric carci-
noma than that in chronic superficial gastritis (χ2 
= 10.4, P < 0.05); In the mucosa of precancerous 
lesions, the expression of RASSF1A protein was 
decreased gradually (χ2 = 28.7, P < 0.05), and 
obviously correlated with the degrees of tumor 
differentiation (P < 0.05). CyclinD1 protein was 
hardly expressed in chronic superficial gastritis, 
but its expression was significantly elevated in 
gastric cancer (84.1%). The expression of Cy-
clinD1 was increased gradually in the mucosa of 
precancerous lesions (χ2 = 11.9, P < 0.05), and it 
was markedly higher in gastric carcinoma than 
that in the other lesions (χ2 = 22.0, 19.6, 29.4; all 
P < 0.01). There was a negative correlation be-
tween the expression of RASSF1A and CyclinD1 
protein in gastric carcinoma (rs = -0.323, P < 0.05).

CONCLUSION: RASSF1A expression is down-
regulated while CyclinD1 expression is up-
regulated in gastric mucosa during the evolution 
process of chronic superficial gastritis→chronic 
atrophic gastritis→intestinal metaplasia→gastric 
dysplasia→gastric carcinoma. Combined detec-
tion of the two markers may help to study the 
mechanism of gastric cancer pathogenesis and 
development.

Key Words: Ras association domain family 1A gene; 
CyclinD1; Gastric carcinoma; Immunohistochemistry

Chen YH, Lan ZP, Hui QY, Li BL, Yang YL. Expression 
of RASSF1A and CyclinD1 in gastric mucosal lesions and 
their correlations. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(23): 2604-2609

摘要
目的: ��RASSF1A蛋白和CyclinD1在胃癌
及癌前病变组织中的表达及二者的关系. 

方 法 :  收 集 延 安 大 学 附 属 医 院 2 0 0 5 - 0 1 / 
2006-10行手术切除的69例胃癌患者临床病理

®

■背景资料
胃癌是发病率较
高的恶性肿瘤之
一 ,  他 的 发 生 发
展是一个多基因
多因素共同作用
的 复 杂 过 程 .  本
文通过探讨��
RASSF1A蛋白和
CyclinD1蛋白在
胃癌及癌前病变
组织中的表达及
二者的关系, 为�
�胃癌发生发展
机制提供一定科
学依据.

■同行评议者
汪思应, 教授, 安
徽医科大学实验
动 物 中 心 ;  戴 冬
秋, 教授, 中国医
科大学附属第一
医院肿瘤外科
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资料和切除标本的组织蜡块. 同时收集慢性浅
表性胃炎45例、慢性萎缩性胃炎45例、慢性
胃炎伴肠化生45例及慢性胃炎伴不典型增生
57例胃黏膜组织蜡块. 采用免疫组化SP法检
测胃癌及癌前病变胃黏膜组织中RASSF1A蛋
白和CyclinD1的表达. 

结果: 胃癌组织中RASSF1A表达的阳性率低
于其在慢性浅表性胃炎胃黏膜组织中的阳性
表达率(χ2 = 10.4, P <0.05); RASSF1A蛋白的在
胃癌癌前病变黏膜中阳性率表达逐渐降低(χ2 
= 28.7, P <0.05), 并且与胃癌组织分化程度有
关(P <0.05). 胃癌组织中CyclinD1表达的阳性
率为84.1%, 慢性浅表性胃炎黏膜组织中的几
乎不表达; CyclinD1在胃癌癌前病变黏膜中阳
性率表达逐渐升高(χ2 = 11.9, P <0.05); 胃癌组
与其他各组之间阳性率比较均存在显著性差
异(χ2 = 22.0, 19.6, 29.4, P <0.01); RASSF1A蛋
白和CyclinD1蛋白在胃癌中阳性表达率二者
呈负相关(r s = -0.323, P <0.05).

结论: 胃黏膜在从慢性浅表性胃炎→慢性萎
缩性胃炎→肠化生→不典型增生→胃癌这一
演化模式过程中, RASSF1A蛋白表达减弱, 
CyclinD1蛋白表达增强; 二者的联合检测, 对
��胃癌发生发展机制有一定科学意义.

关键词�� Ras相关区域家族1A; 细胞周期素D1; 胃

癌; 免疫组化
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0  引言

Ras相关区域家族1A(Ras association domain 
family 1A gene, RASSF1A)是新近发现的候选抑

癌基因, 他的表达与肿瘤的发生、发展和预后

有密切的关系; 同时, 其与细胞周期素D1蛋白的

相关性也日益受到广大学者的关注; 为此, 我们

检测胃癌及癌前病变胃黏膜组织中RASSF1A
与C y c l i n D1的蛋白表达 ,  分析R A S S F1A与

CyclinD1在胃癌发生、发展中的作用及其两种

基因的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集延安大学附属医院2005-01/2006-10
行手术切除的69例胃癌患者的临床病理资料和

切除标本的组织蜡块, 所有病例系首次确诊未

进行放疗和化疗, 手术后均经病理证实. 其中高

分化腺癌13例; 中分化腺癌25例; 低分化腺癌31
例; 同时收集慢性浅表性胃炎(chronic superficial 
gastritis, CSG)45例、慢性萎缩性胃炎(chronic 
atrophic gastritis, CAG)45例、慢性胃炎伴肠化生

(imtesnal metaplasisa, IM)45例及慢性胃炎伴不典

型增生(gastric dysplasia, DYS)57例胃黏膜组织

蜡块. RASSF1A鼠抗人mAb(ab23950)购自英国

abcam公司, Cyclind1兔抗人抗体(RMA-0541)购
自福州迈新生物技术开发公司, 免疫组化S-P试
剂盒(SP-9002)购自北京中杉金桥生物技术有限

公司, 显微图像分析系统购于北京泰克仪器有限

公司.
1.2 方法 免疫组化染色采用S-P法, 阴性对照用

PBS液代替一抗作为空白对照, 阳性对照用预

实验已知的阳性为对照片. RASSF1A阳性表

达在细胞质出现棕黄色. CyclinD1阳性表达主

要在细胞核, 少量组织有胞质同时非特异性着

色. 表达强度判定标准如下: 每张切片随机取

10个高倍视野, 每个视野计100个细胞中的阳性

细胞数, 取均值, 以百分数表示阳性指数, 结果

进行半定量分析. 对阳性评分(0%-10%为0分, 
11%-25%为1分, 26%-50%为2分, 51%-75%为3
分, 76%-100%为4分); 同时对染色强度进行评

分(不着色为0, 淡黄色为1分, 棕黄色为2分, 棕
褐色为3分). 结果取两者相加之和, 0-1分(-), 2-3
分(±), 4-5分为(+), 6-7分为(++). 将(-)和(±)定
为阴性, (+) 和(++)定为阳性. 用显微图像分析系

统测定每张阳性片的染色平均光密度来半定量

表达, 即在每张切片随机选5个视野(400×), 测
量每张切片抗原阳性表达产物的平均光密度值, 
并分别取其平均值, 最后计算出来平均光密度

反映该切片的表达强度.
统计学处理 百分率的检验采用χ2检验及

F isher精确概率法, 各组染色光密度值采用t检
验, 相关性分析采用Spearmam等级相关分析, 所
有数据都使用统计学软件SPSS11.5进行处理, 
P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 RASSF1A和CyclinD1在胃黏膜病变中的表

达 RASSF1A蛋白在胃黏膜中主要表达于腺上

皮细胞胞质着色中, 表现为棕黄色颗粒, 颗粒粗

大不规则(图1). 在慢性浅表性胃炎中RASSF1A
表达最强, 表达率为86.7%(39/45); RASSF1A在

胃癌组织中阳性表达率为56.5%(39/69), 二者

■研发前沿
目前关于胃癌及
癌前病变的发展
变化备受关注, 也
是胃癌��领域
的热点, 有关二者
具体发展机制有
待于进一步阐明.
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阳性率比较有显著性差异(χ2 = 10.4, P <0.05). 
RASSF1A在其他胃黏膜病变中表达率见表1, 阳
性表达率随着胃黏膜病变程度加重而逐渐降低, 
各组阳性率经趋势检验有显著性意义(χ2 = 28.7, 
P <0.05); 慢性萎缩性胃炎组、肠上皮化生组和

不典型增生组分别与胃癌组织比较, 阳性率无

显著性意义(χ2 = 2.84; 1.45; 1.49; P >0.05). 
CyclinD1阳性染色位于细胞核, 表现为棕

黄色颗粒, 有时伴细胞质的非特异性染色. 在胃

黏膜从慢性浅表性胃炎→慢性萎缩性胃炎→肠

化生→非典型性增生→胃癌这一演化模式过程

中, 细胞核的染色逐渐增加, 随着胃癌的恶性程

度的增加, 癌细胞核的阳性染色也逐渐加深(图 
2); CyclinD1蛋白在各种黏膜中表达的阳性率如

表1, 经趋势检验, 各组CyclinD1蛋白阳性表达率

有增高趋势(χ2 = 11.9, P <0.05). CyclinD1在慢性

浅表性胃炎和慢性萎缩性胃炎之间及慢性萎缩

性胃炎与不典型增生之间的表达差异无显著性 
(P >0.05); 但胃癌与其他各组之间均存在显著性

差异(χ2 = 22.0; 19.6; 29.4; P <0.05).
2.2 RASSF1A和Cycl inD1在各组胃黏膜病变

中染色平均光密度 用显微图像分析系统测量

RASSF1A蛋白和CyclinD1在各种黏膜中的表达

强度进行定量分析, 用均数和标准误表示结果, 
各组染色平均光密度统计结果见表2. 在慢性浅

表性胃黏膜RASSF1A蛋白表达的平均光密度是

0.219±0.070; 在胃癌组RASSF1A蛋白表达的平

均光密度是0.102±0.030; 二者经t检验平均光密

度有显著性意义(F  = 25.61, P <0.05). RASSF1A
在不同胃黏膜病变中表达的平均光密度值, 从

■相关报道
国内外许多��
发现RASSF1A和
CyclinD1的异常
表达与胃癌的发
生发展密切相关, 
此二者基因的检
测有助于为胃癌
及癌前病变的发
生发展提供科学
意义. 

表 1 RASSF1A和CyclinD1在胃黏膜病变中表达情况

     
分组                n

              RASSF1A表达(n )        
阳性率(%)

          CyclinD1表达(n )
            阳性率(%)

    阳性         阴性         阳性           阴性

慢性浅表性胃炎  45  39   6 �6.67a         0         45              0.00

慢性萎缩性胃炎  45  36   9 �0.00         3         42              6.67

肠上皮化生  45  33 12 73.33         6         39            13.33

不典型增生  57  39 1� 6�.42       15         42            26.31

胃癌   69  39 30 56.52       5�         11            �4.05b

aP<0.05 vs  胃癌组; bP<0.05 vs  其他各组.

A B C D

E F G H

图 1 RASSF1A在不同胃黏膜中阳性表达(S-P法×400). A: 在CSG中的表达; B: 在CAG中表达; C: 在IM中的表达; D: 在DYS

中的表达; E: 在高分化胃腺癌中表达; F: 在中分化胃腺癌中阳性表达; G: 在低分化胃腺癌中表达; H: 在CSG中胃黏膜阴性对照.
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慢性浅表性胃炎→慢性萎缩性胃炎→肠化生→

不典型增生→胃癌是逐渐减弱的见表2, 各组之

间平均光密度均值比较有显著性差异(F  = 12.57, 
P <0.05). CyclinD1在胃黏膜病变中从慢性浅表

性胃炎→慢性萎缩性胃炎→肠化生→不典型增

生→胃癌表达的平均光密度是逐渐增强的见表

2, 各组之间平均光密度均值比较有显著性差异

(F  = 10.24, P <0.05); 胃癌组与其他各组之间平均

光密度均值比较有显著性意义(F  = 13.24, 12.57, 
5.56, P <0.05).
2.3 RASSF1A和CyclinD1在不同分化程度癌组

织的表达 RASSF1A蛋白阳性表达与癌组织分

化程度有关, 低分化组与高、中分化组相比较

有显著性意义(χ2 = 9.84, 8.74, P <0.05); CyclinD1
蛋白的阳性表达与癌组织分化程度无关, 低分

化组与高、中分化组相比较无显著性意义(P > 
0.05, 表3). 用显微图像分析系统测量RASSF1A
蛋白和Cycl inD1蛋白在不同分化程度胃癌组

织中的表达强度进行定量分析, 用均数和标准

误表示结果, 各分化组染色平均光密度统计结

果见表3. RASSF1A蛋白在高、中及低分化胃

癌中平均光密度逐渐降低, 低分化组与高、中

分化组相比较有显著性意义(F  = 6.382, 4.868, 
P <0.05). CyclinD1蛋白表达在高、中及低分化

胃癌中平均光密度逐渐升高, 低分化组与高、

中分化组相比较无显著性意义(F  = 0.039, 0.046, 
P >0.05).
2.4 RASSF1A与CyclinD1在胃癌表达的相互关

系 RASSF1A蛋白与CyclinD1蛋白在胃癌组织中

表达关系统计结果, 二者表达都为阳性26例, 都
为阴性5例; 经Spearmam相关性检验二者呈负相

关(r s = -0.323, P <0.05).

3  讨论

RASSF1A是Dammann et al [1]2000年克隆出的候

选抑癌基因, 在肺和乳腺的正常组织中均有表

达, 但在肺癌和乳腺癌的细胞株和术后标本中

有着很高的缺失率和甲基化. 其cDNA序列中

含有6个外显子, 共1873 bp核苷酸, 编码由340
个氨基酸组成, 分子质量为38.8 kDa的蛋白质. 
目前认为, RASSF1A蛋白可能是一种参与细胞

表 2 RASSF1A和CyclinD1在胃黏膜病变中染色平均光密
度比较 (mean±SD)

            分组                             n               RASSF1A         CyclinD1

慢性浅表性胃炎      45        0.219±0.070c     0

慢性萎缩性胃炎      45        0.114±0.03�      0.139±0.016

肠上皮化生             45        0.110±0.016      0.229±0.023

不典型增生             57        0.10�±0.016      0.303±0.025

胃癌               69        0.102±0.030      0.775±0.033a

aP<0.05 vs  其他各组; cP<0.05 vs  胃癌组.

■创新盘点
本文比较系统阐
释了RASSF1A蛋
白和CyclinD1蛋
白在胃癌及癌前
病变组织中的表
达, 并分析了二者
的相关性, 为胃癌
及癌前病变二者
具体发展机制提
供一定科学依据. 

图 2 CyclinD1不同胃黏膜中阳性表达(S-P法×400). A: 在CSG中的表达; B: 在CAG中表达; C: 在IM中的表达; D: 在DYS中

的表达; E: 在高分化胃腺癌中表达; F: 在中分化胃腺癌中阳性表达; G: 在低分化胃腺癌中表达; H: 在高分化胃腺癌胃黏膜阴性对照.

A B C D

E F G H
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周期调控的重要抑制蛋白, 其通过多种途径抑

制细胞生长、促进细胞凋亡和衰老. RASSF1A
蛋白表达缺失或降低可导致肿瘤的发生. 目前

其作用机制还不十分清楚 .  可能通过以下机

制发挥作用: (1)RASSF1A作为Ras蛋白的效应

器与凋亡前激酶M T S1结合促进细胞凋亡 [2];  
(2)RASSF1A可能通过与微管结合中心体和纺锤

体的功能, 进而调节微管的稳定性, RASSF1A还

能与CDC20结合抑制后期促进联合体(APC)来
调节有丝分裂的进展[3]; (3)RASSF1A可以抑制

CyclinD1的积聚, 使细胞周期停滞在G1/S期
[4]. 

研究表明, RASSF1A蛋白在几乎所有正常

组织呈高表达, 而在肺癌、乳腺癌、卵巢癌、

食管癌, 鼻咽癌、肝癌、胃癌、肾癌和头颈部

肿瘤组织中呈低表达或缺失, 且其蛋白表达的

阳性率与这些肿瘤的恶性程度、淋巴转移及临

床分期均呈负相关[2,5-8]. 本实验发现RASSF1A
蛋白在胃癌组织中表达阳性率56.8%, 较其他胃

黏膜组织表达低; 同时胃黏膜从慢性浅表性胃

炎→慢性萎缩性胃炎→肠化生→不典型增生→

胃癌这一演化模式过程中, RASSF1A蛋白的表

达逐渐降低; RASSF1A蛋白的阳性表达率与胃

癌组织分化程度有统计学意义, 此结果与国内

外文献[6,9-10]报道相似, 这说明在胃癌发生发

展过程中有RASSF1A基因缺失或改变, 应用免

疫组化技术测定胃癌中RASSF1A蛋白的表达情

况, 可对判断肿瘤的恶性程度及淋巴转移具有

重要的参考价值. 
细胞周期素D1为细胞周期相关癌基因, 可

激活CDK4/6的蛋白激酶活性, 促使细胞从G1期

顺利进入S期, 完成DNA复制. 细胞周期素D1
的过渡表达可使细胞持续增值, 从而导致细胞

失控性生长[11]. 在乳腺癌、食道癌、肺癌, 胃
癌及肝癌等多种肿瘤组织中都存在CyclinD1基
因扩增及蛋白过渡表达[12-13]. 本实验结果显示

Cycl inD1在胃癌中阳性率为84.1%, 显著高于

其他胃黏膜病变组织(P <0.05), 但与肿瘤分化

程度无关, 这提示CyclinD1表达异常可能是胃

癌发生发展过程中早期的分子事件. 目前认为, 
CyclinD1基因扩增与CyclinD1蛋白表达间有分

离现象[14]. 仅仅CyclinD1的过表达还不足引起多

数细胞发生转化, 需要其他的肿瘤原癌基因或

抑癌基因连续协同作用. 可见CyclinD1并不是转

化的唯一因子, 但他是维持转化细胞所必需. 
RASSF1A在体内和体外均抑制人类肿瘤

细胞的生长 ,  提示该基因为肿瘤抑制基因 [15], 
具有多种功能, 涉及信号转导、生长调节通路

和细胞增殖、完整及凋亡的调节. 本研究发现

RASSF1A蛋白和CyclinD1蛋白在胃癌中阳性表

达率二者呈负相关, 这提示RASSF1A表达的降

低和CyclinD1表达的升高, 这两基因表达的变

化发生在胃癌的发生发展期. Shivakumar et al [4]

将RASSF1A瞬时转染人不表达该基因的肺腺癌

细胞株H1299后发现, 细胞周期被阻断在G1/S期. 
认为RASSF1A从翻译水平上抑制了CyclinD1的
聚集即阻断了CyclinD1介导的细胞增殖旁路, 从
而阻止了细胞从G1向S期转变, 但CyclinD1或其

下游的G1/S期跃迁因子(如细胞周期蛋白A或E7)
的表达增多抑制RASSF1A诱导的细胞周期停

滞. 然而, 胃癌的发生是多基因参与, 多步骤发

展的过程, CyclinD1的表达也是多因素影响的结

果, 而且在胃癌发生过程中CyclinD1基因变异; 
各种影响因素的总和, 在整个肿瘤细胞生长增

殖调控网络中, RASSF1A基因对CyclinD1表达

的影响大小及其作用机制未完全阐明, 还有待

于通过其他更敏感的实验方法的证实.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of N-acetylcys-
t e i n e ( N A C ) o n h e p a t o c y t e ( u s i n g C 3 A 
immortalized cell line) detoxification and 
biological metabolism, and to compare the 
therapeutic effect between NAC and GSH 
(reduced glutathione).

METHODS: C3A cells were cultured with 
chronic severe hepatitis plasma (CSHP), while 
NAC and GSH were added to the medium with 
a dosage of 25 mmol/L, 5 mmol/L or 1 mmol/L, 
respectively. Meanwhile, C3A cells cultured 
with normal human plasma (NHP) or 100 mL/L 
FBS-MEM were as controls. The contents of GSH 

and MDA in C3A cells and the metabolic rate 
of diazepam were detected 24, 48 and 72 h after 
administration, respectively. 

RESULTS: Comparison between groups 
showed that the content of intra-cellular GSH 
and the metabolic rate of diazepam in C3A cells 
were significantly higher at 24, 48 and 72 h in 
the FBS-MEM group, the NHP group and the 
groups added NAC or GSH in CSHP than those 
in the CSHP group (GSH: F = 246.116, 235.489, 
201.536, all P < 0.01; diazepam: F = 306.812, 
476.722, 502.061, all P < 0.01), but the content 
of intra-celluar MDA in the CSHP group was 
markedly higer than those in the other groups (F 
= 332.48, 662.349, 492.983, all P < 0.01). The con-
tent of intra-celluar GSH and the metabolic rate 
of diazepam in C3A cells in the CSHP + NAC 
groups were higher than those in the CSHP + 
GSH groups (comparison between the same 
dosage: P < 0.01), but the content of intra-celluar 
MDA was in the opposite situation (P < 0.01). 

CONCLUSION: NAC can obviously improve 
the detoxification and biological metabolism of 
C3A cells cultured in CSHP. NAC is superior to 
GSH at the same dosage.  

Key Words: C3A cell line; N-acetylcysteine; Chronic 
severe hepatitis; Detoxification; Biological metabo-
lism

Wei LL, Zheng SJ, Chen Y, Zhao J, Ding M, Duan ZP. 
Effects of N-acetylcysteine on the detoxification and 
biological metabolism of C3A immortalized cell line. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(23): 2610-2614

摘要
目的: 研究N-乙酰半胱氨酸(N-acetylcysteine, 
NAC)对慢性重型肝炎肝衰竭时肝细胞解毒代
谢功能的影响, 并比较NAC与还原型谷胱甘
肽(GSH)的疗效. 

方法: 体外慢性重型肝炎患者血浆(ch ron ic 
severe hepatitis plasma, CSHP)培养C3A细胞, 
并同时分别加入大、中、小三个剂量NAC及
对应剂量的GSH, 以正常血浆(normal human 

®

■背景资料
慢性重型肝炎在
我国发病率高, 病
情 危 重 ,  病 死 率
高 .  慢 性 重 型 肝
炎的治疗一直缺
乏 有 效 药 物 ,  加
强 这 方 面 的 开
发 与 研 究 是 研
究热点之一 .  N-
乙 酰 半 胱 氨 酸
(N-acetylcysteine, 
NAC)具有多种药
理作用, 因具有肝
细胞保护作用而
越来越多用于治
疗多种原因引起
的肝细胞损害, 是
国外用于治疗急
性肝衰竭的有效
药物, 但其应用于
慢性重型肝炎的
治疗尚需进一步
研究. 

■同行评议者
李 涛 ,  副 主 任 医
师, 北京大学人民
医院肝胆外科
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plasma, NHP)及培养基(100 mL/L FBS-MEM)
为对照, 分别于24、48、72 h 3个时间点检测
细胞内GSH及脂质过氧化物(MDA)的含量, 并
检测安定代谢量的变化.  

结果: 24、48、72 h 3个时间点, 培养基组、

正常血浆组、各剂量NAC治疗组和GSH治疗
组C3A细胞中GSH含量与安定代谢量均分别
高于慢性重型肝炎血浆组(GSH: F  = 246.116, 
235.489, 201.536, 均P <0.01; 安定代谢量: F  = 
306.812, 476.722, 502.061, 均P <0.01), 而慢性
重型肝炎血浆组C3A细胞中MDA含量均分别
高于上述各组(F  = 332.48, 662.349, 492.983, 
均P <0.01). 慢性重型肝炎血浆+NAC组与慢
性重型肝炎血浆+GSH组比较, 前者细胞内的
GSH含量和对安定的代谢量, 大、中、小剂量
组均分别高于后者对应剂量组(P <0.01), 而前
者细胞内的MDA含量, 大、中、小剂量组均
分别低于后者对应剂量组(P <0.01). 

结论: NAC可以显著改善慢性重型肝炎肝衰
竭时肝细胞解毒代谢功能, GSH也有相似功
效, 且相同摩尔剂量的NAC效果要优于GSH. 

关键词�� C3A细胞; N-乙酰半胱氨酸; 慢性重型肝

炎; 解毒; 代谢
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0  引言

我国慢性重型肝炎在重型肝炎中所占比例很大, 
病情危重, 病死率高[1]. 体外实验表明, 重型肝炎

肝衰竭患者血浆培养的肝细胞膜严重受损, 肝
细胞大量坏死, 残存细胞的增殖、蛋白合成、

解毒代谢功能均下降[2-3], 血浆中胆红素、胆汁

酸、自由基、炎性细胞因子等毒性物质大量堆

积, 进一步影响细胞的解毒代谢功能, 由此形成

恶性循环. 
慢性重型肝炎的治疗一直缺乏有效药物, 

加强这方面的开发与研究是研究热点之一. N-
乙酰半胱氨酸(N-acetylcysteine, NAC)是细胞内

还原型谷胱甘肽(GSH)的前体, 具有多种药理作

用, 是国外用于治疗急性肝衰竭的有效药物, 但
其应用于慢性重型肝炎的治疗尚需进一步研究. 
本研究利用体外培养C3A细胞, 观察NAC对慢

性重型肝炎肝衰竭时肝细胞解毒代谢功能的影

响, 并以具有类似作用的GSH作为对照, 以期为

NAC应用于慢性重型肝炎临床的治疗提供理论

依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-04/2006-10首都医科大学附属北

京佑安医院人工肝中心进行人工肝治疗的慢性

重型肝炎患者血浆(CSHP)12份, 所选择的慢性

重型肝炎患者均符合2000年全国传染病与寄生

虫病学术会议修订的慢性重型肝炎诊断标准[4], 
另收集正常健康人血浆12份. C3A细胞来自于首

都医科大学附属北京佑安医院人工肝中心细胞

生物研究室. NAC及GSH原料由杭州民生药业

公司提供. 特优级胎牛血清(美国Hyclone公司); 
GIBCO低限量基础培养基MEM(美国Invitrogen
公司); BCA蛋白定量试剂盒(普利莱基因技术有

限公司); 四甲基偶氮唑盐MTT(北京欣经科生物

技术有限公司); 二甲基亚砜DMSO(美国Sigma公
司); GSH检测试剂盒(南京建成生物工程研究所); 
MDA检测试剂盒(南京建成生物工程研究所); 安
定代谢试剂盒(美国康奈尔大学TCC公司). 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 按培养基及药物不同分为以下9组: 
(1)培养基组: 加入100 mL/L FBS-MEM培养基. 
(2)正常血浆组: 加入正常人血浆培养. (3)慢性

重型肝炎血浆组: 加入慢性重型肝炎血浆培养. 
(4)慢性重型肝炎血浆+小剂量NAC组: 加入慢

性重型肝炎血浆及NAC, NAC终浓度为1 mmol/
L(pH7.3). (5)慢性重型肝炎血浆+中剂量NAC组: 
加入慢性重型肝炎血浆及NAC, NAC终浓度为

5 mmol/L(pH7.3). (6)慢性重型肝炎血浆+大剂量

NAC组: 加入慢性重型肝炎血浆及NAC, NAC终
浓度为25 mmol/L(pH7.3). (7)慢性重型肝炎血浆

+小剂量GSH组: 加入慢性重型肝炎血浆及GSH, 
GSH终浓度为1 mmol/L(pH 7.3). (8)慢性重型肝

炎血浆+中剂量GSH组: 加入慢性重型肝炎血浆

及GSH, GSH终浓度为5 mmol/L(pH7.3). (9)慢性

重型肝炎血浆+大剂量GSH组: 加入慢性重型肝

炎血浆及GSH, GSH终浓度为25 mmol/L(pH7.3).  
1.2.2 细胞内还原型谷光甘肽检测: C3A细胞以

5×105/孔的密度接种于12孔板中, 贴壁后于第2
天分别更换9组培养基及药物, 入含50 mL/L CO2

的加湿孵箱培养24、48、72 h, 分别1.25 g/L胰蛋

白酶消化、收集细胞入1.5 mL EP管中, PBS洗3
遍; 每管加入500 μL的RIPA裂解液(含1∶100的
PMSF), 枪头反复吹打混匀, 冰浴30 min, 12 000 
r/min, 4℃离心20 min提取上清; BCA法测定蛋白

■相关报道
首都医科大学附
属北京佑安医院
人工肝中心曾采
用C3A细胞为研
究 对 象 ,  进 行 了
慢性重型肝炎肝
衰竭患者血浆在
体外对其功能影
响 的 研 究 .  研 究
发现慢性重型肝
炎患者的血浆抑
制C3A细胞的解
毒 代 谢 功 能 .  国
内外曾研究发现, 
各种毒性作用对
HepG2细胞(C3A
细胞由其分化获
得)等具有肝细胞
相似功能的细胞
造成损伤后, NAC
对他们的这些细
胞具有显著的保
护作用. 

■研发前沿
慢性重型肝炎的
治疗一直缺乏有
效药物,  NAC治
疗对乙酰氨基酚
致急性肝功能衰
竭 已 获 得 美 国
F D A 批准 ,  但其
应用于慢性重型
肝炎的治疗尚需
进 一 步 研 究 .  本
研究利用体外培
养C3A细胞, 观察
NAC对慢性重型
肝炎肝衰竭时肝
细胞解毒代谢功
能的影响, 并以具
有类似作用并在
临床广泛应用的
GSH作为对照, 以
期为NAC应用于
慢性重型肝炎临
床的治疗提供理
论依据. 
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浓度, 按GSH试剂盒说明步骤用分光光度法测定

各标本吸光度.  
1.2.3 细胞内丙二醛的检测: C3A细胞以5×105/
孔的密度接种于12孔板中, 贴壁后于第2天分别

更换9组培养基及药物, 处理同上, BCA法测定

蛋白浓度, 按MDA试剂盒说明步骤用分光光度

法测定各标本吸光度. 
1.2.4 安定代谢功能检测: C3A细胞以5×104/孔
的密度接种于24孔板中, 贴壁后第2天分别更

换9组培养基及药物, 同时每孔加入安定纯品

10 μg(浓度0.5 g/L, 共加入20 μL溶液), 入含50 
mL/L CO2的加湿孵箱培养, 分别在第24、48、
72  h后收集各孔培养基 ,  按试剂盒所列步骤

ELISA法检测安定代谢量. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计学软件处理

数据, 9组之间及不同时间点采用随机区组设计

的方差分析, P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 不同组不同时间点C3A细胞细胞内还原型

谷胱甘肽含量的对比 C3A细胞连续培养24、
48、72 h后, 测定细胞内GSH含量, 结果各组比

较有显著性差异(P <0.01). 两两比较, 3个时间

点均得出以下相同结果: 即培养基组、正常血

浆组、各剂量NAC治疗组和GSH治疗组C3A细

胞中GSH含量均分别高于慢性重型肝炎血浆组慢性重型肝炎血浆组血浆组

(F 24h = 246.116, F 48h = 235.489, F 72h = 201.536, 均
P <0.01). 慢性重型肝炎血浆+NAC组与慢性重型慢性重型肝炎血浆+NAC组与慢性重型血浆+NAC组与慢性重型慢性重型

肝炎血浆+GSH组比较, 前者细胞内的GSH含量,血浆+GSH组比较, 前者细胞内的GSH含量, 
大、中、小给药剂量组均分别高于后者相对应

剂量的大、中、小剂量组(P <0.01). 随着时间的

延长, 培养基组、正常血浆组、慢性重型肝炎慢性重型肝炎

血浆组、各剂量GSH治疗组细胞内的GSH量逐

渐减低, 有显著性差异(F 1 = 195.434, F 2 =49.421, 
F 3 = 333.518, F 4 = 84.465, F 5 = 113.572, F 6 = 
107.094, 均P <0.01). 各剂量NAC治疗组24、48 h 

GSH含量无差异(P >0.05), 在72 h GSH含量低于

24、48 h(P <0.01, 表1).
2.2 C3A细胞在不同组不同时间点细胞内丙二

醛含量的对比 C3A细胞连续培养24、48、72 h
后, 测定细胞内MDA含量结果各组比较有显著

性差异(P <0.01). 两两比较, 3个时间点均得出以

下相同结果: 即慢性重型肝炎血浆组C3A细胞中慢性重型肝炎血浆组C3A细胞中血浆组C3A细胞中

MDA含量均分别高于培养基组、正常血浆组、

各剂量NAC治疗组和GSH治疗组(F 24h = 332.48, 
F 48h = 662.349, F 72h = 492.983, 均P <0.01). 慢性重慢性重

型肝炎血浆+NAC组与慢性重型肝炎血浆+GSH血浆+NAC组与慢性重型肝炎血浆+GSH慢性重型肝炎血浆+GSH血浆+GSH
组比较, 前者细胞内的MDA含量, 大、中、小

给药剂量组均分别低于后者相对应剂量的大、

中、小剂量组(F 24h = 332.48, F 48h = 662.349, F 72h 
= 492.983, P <0.01). 随着时间的延长, 各组细胞

内的MDA量逐渐增高, 有显著性差异(P <0.01, 
表2).
2.3 C3A细胞在不同组不同时间点的安定代谢

量的对比 C3A细胞连续培养24、48、72 h后, 
测定安定代谢量结果各组比较有显著性差异(F  
= 306.812, 476.722, 502.061; 均P <0.01). 两两比

较, 3个时间点均得出以下相同结果: 即培养基

组、正常血浆组、各剂量NAC治疗组和GSH治

疗组中C3A细胞安定代谢量均分别高于慢性重慢性重

型肝炎血浆组(血浆组(F 24h =306.812, F 48h = 476.722, F 72h 

= 502.061, 均P <0.01). 慢性重型肝炎血浆+NAC慢性重型肝炎血浆+NAC血浆+NAC
组与慢性重型肝炎血浆+GSH组比较, 前者C3A慢性重型肝炎血浆+GSH组比较, 前者C3A血浆+GSH组比较, 前者C3A
细胞对安定的代谢量, 大、中、小剂量组均分

别高于后者相对应剂量的大、中、小剂量组

(F 24h =306.812, F 48h =476.722, F 72h = 502.061, 均
P <0.01). 随着时间的延长, 各组安定代谢量逐渐

增高, 有显著性差异(P <0.01, 表3).

3  讨论

慢性重型肝炎肝衰竭时, 血浆中胆红素、胆汁

酸、炎性细胞因子、自由基等毒性物质含量显

著增高. 有实验显示细胞内的GSH可以直接和

表 1 各组3个时间点细胞内GSH值 (mean±SD)

     
分组     1组               2组               3组               4组               5组               6组               7组               8组               9组

24 h 465.38±    443.77±    248.29±    460.11±    495.66±    592.94±    409.62±    444.72±     517.56±

   23.23          23.08         26.44          46.02          16.84         18.96          13.15          23.04          24.82 

48 h 423.25±    416.26±    207.79±    457.87±    496.76±    578.06±    372.64±    403.28±    454.47±

   18.83          18.73          20.71          39.64        38.09          18.84          20.43          16.44          23.70

72 h 359.77±    359.85±    171.56±    408.25±    436.07±    505.81±    322.98±    358.57±     399.40±  

   17.68          19.16          19.16          43.28         20.82          15.61          35.03          25.46          31.82

■创新盘点
C3A细胞株是从
肝纤维母细胞瘤
细胞转化获得, 具
有良好的肝细胞
特异功能, 与体内
肝细胞极相似, 所
以有较好的体外
实 验 重 现 性 .  本
研究在体外用慢
性重型肝炎患者
血浆培养C3A细
胞, 模拟重型肝炎
肝细胞所处内环
境, 观察了NAC对
这种状态下细胞
解毒代谢功能的
影响. 目前在体外
用慢性重型肝炎
患者血浆直接培
养C3A细胞, 并用
NAC/GSH药物干
预, 国内外尚未见
报道. 

■应用要点
慢性重型肝炎危
害极大, 且慢性重
型肝炎的治疗一
直缺乏有效药物. 
美国肝病研究学
会(AASLD)2005
年提出的“急性
肝 衰 竭 处 理 意
见”, 中华医学会
感染病分会肝衰
竭与人工肝学组
与中华医学会肝
病学分会重型肝
病与人工肝学组
联合提出的“肝
衰竭指南”, 均把
NAC作为对乙酰
氨基酚中毒的主
要药物, 提示该药
具有独特而明确
作用. 本研究揭示
NAC对慢性重型
肝炎患者肝细胞
保护作用的机制, 
并以具有类似作
用并在临床广泛
应用的GSH作为
对照, 为临床慢性
重型肝炎治疗提
供了实验依据, 对
临床实际应用具
有重要理论意义. 



www.wjgnet.com

魏琳琳, 等. N-乙酰半胱氨酸对C3A永生化肝细胞解毒代谢功能的影响                                                                         2613

培养基中的氧自由基反应, 在胆汁酸浓度高的

培养基中, 肝细胞内GSH与氧自由基和亲电子

体反应而耗竭[3], 同时过氧化产物MDA含量增

高, 使细胞的解毒储备功能下降. 
GSH是体内重要的非酶性抗氧化损伤物质, 

在机体解毒反应中起到重要作用[5], 故治疗中补

充GSH意义明确. 而NAC其不仅可作为GSH 的
前体, 即NAC脱乙酰基后成为GSH合成的前体

半胱氨酸, 促进GSH的合成, 从而提高组织内

GSH含量; 而且NAC分子中含有活性巯基(-SH), 
可直接抗过氧化损伤[6-7]. 以上双重机制使NAC
具备更为强大的清除自由基抗氧化损伤作用, 
显著增加慢性重型肝炎血浆培养的C3A细胞的

细胞内GSH含量, 并显著降低细胞内MDA含量, 
且效果好于GSH. 表明NAC提高了慢性重型肝

炎肝衰竭时肝细胞的解毒储备功能, 发挥了明

确的抗过氧化损伤作用.
本研究显示 ,  N A C显著改善了慢性重型

肝炎血浆培养的C3A细胞对安定的代谢. 安定

主要通过两相反应来代谢 ,  细胞色素P450酶
(cytochrome p450, CYP)、谷胱甘肽巯基转移

酶(G S T)分别是第一相和第二相反应中起其

主要作用的酶[8-9]. mGST与细胞色素P-450酶
(CYP450)同位于内质网膜上, 凡由P-450氧化酶

催化的外源性化合物均在此进行代谢, 直接在

mGST作用下被解毒排出体外[10]. 
肝衰竭时, CYP的功能、活性会受遭受破

坏, 整个肝脏CYP的含量会显著下降[11]. CYP基
因受很多内源性因子的影响[12], IL-1、TNF-α、
IFN-β等因子在体内可以抑制CYP的功能. IL-1
可通过抑制肝细胞CYP的基因转录而下调其功

能. 高浓度的胆汁酸可能引起肝细胞滑面内质

网的变化而引起CYP功能的改变[3]. 同时, GST基
因的表达受细胞内氧化应激水平的调控, 细胞

内GSH的含量在调控机制上起很大作用. 慢性

重型肝炎肝衰竭时, 大量氧自由基生成, 细胞抵

抗氧化应激的主要抗氧化剂GSH大量损耗, 细
胞内的氧化还原水平明显降低, 严重影响了GST
催化功能的发挥. 由此, 安定代谢的第一相、第

二相反应均受到很大影响, 从而导致安定代谢

率的相对降低. 
NAC作为抗氧化剂, 能清除活性氧介质, 有

效抑制内毒素、TNF-α、IFN-γ和IL-1β所致细

胞核因子NF-κB的活性, 阻断NF-κB信号转导途

经, 从而下调IL-1、IL-6、IL-8、IL-18及TGF-α
等因子的表达, 抑制炎症反应 [13-14], 从而恢复

CYP的功能和活性. 同时, NAC作为强效的自由

基清除剂和还原型谷胱甘肽供给体, 在慢性重

型肝炎肝衰竭发生时, 可以清除大量氧自由基, 
抵抗细胞氧化应激, 调节细胞内的氧化还原水

平, 从而使GST催化功能得以有效发挥, 在安定

代谢的第一相、第二相反应中均起到重要作用, 
提高了细胞的安定代谢率.

我们的研究也显示,  NAC在补充GSH、降

低MDA、提高安定代谢量的效力和程度上均显

著强于GSH. 分析原因如下: (1)NAC的分子质量

仅163.2 Dal, 比GSH分子质量(307 Dal)小的多, 
因此作为小分子物质, 更容易进入细胞, 促进

GSH的合成, 提高组织内GSH含量. (2)NAC为脂

溶性, 容易进入细胞; GSH为水溶性, 不易进入

细胞. (3)NAC具有多种药理作用, 对细胞功能的

调节位点为多个. 他最主要最显著的作用为清

除自由基, 抗氧化损伤. 除此之外, NAC还可以

减少炎性细胞因子、趋化因子和黏附分子产生, 

表 2 各组3个时间点细胞内MDA值 (mean±SD)

     分组     1组                2组                  3组                  4组               5组               6组               7组               8组                9组

24 h         4.14±0.24  4.23±0.17  10.68±0.33  5.66±0.26  4.90±0.61  3.72±0.22  6.93±0.70  5.83±0.40  4.90±0.38

48 h         5.10±0.32  5.45±0.26  11.80±0.39  6.97±0.48  5.84±0.48  4.88±0.29  7.69±0.54  6.59±0.49  5.88±0.47

72 h         6.06±0.19  6.38±0.27  12.88±0.37  7.88±0.42  6.91±0.56  5.54±0.34  8.57±0.30  7.37±0.39  6.54±0.29

表 3 各组3个时间点安定代谢量 (mean±SD)

     分组     1组                2组                  3组                  4组               5组               6组               7组               8组                9组

24 h          5.79±0.16  5.62±0.13  4.62±0.26  6.74±0.20  8.17±0.20  8.24±0.21  5.84±0.23  6.53±0.38  7.28±0.49

48 h 6.67±0.11  6.44±0.16  5.59±0.19  7.34±0.15  8.85±0.12  8.91±0.11  6.59±0.22  7.26±0.33  8.06±0.24

72 h          7.52±0.14  7.35±0.12  6.44±0.20  8.39±0.37  9.69±0.15  9.69±0.15  7.43±0.25  8.18±0.25  9.02±0.21

■名词解释
1  细胞色素P450
酶 (Cy toch rome 
p450, CYP):  CYP
家 族 的 同 工 酶
CYP1、2、3主要
在肝细胞的内质
网表达, 主要与解
毒和异生化合物
代谢有关. 其中细
胞色素P450 3A4
有较高的苯二氮
卓类代谢活性. 
2  谷胱甘肽硫转
移酶(GST): 广泛
存在于生物体内,
他催化还原型谷
胱甘肽 (GSH)与
各种亲脂性和亲
电子底物的第二
相结合反应. GST 
同工酶是一个超
基因家族,具有广
泛的底物专一性,
是体内重要的解
毒酶系之一. 
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抑制炎症反应, 调节机体免疫状态, 调节细胞凋

亡程序, 并防止核酸分子损伤.
总之, 慢性重型肝炎血浆使C3A细胞内GSH

含量下降、MDA含量增加, 细胞的安定代谢量

降低, 抑制C3A细胞的解毒代谢功能. 在慢性

重型肝炎血浆中加入NAC/GSH均可以提高细

胞内GSH含量, 降低细胞内MDA含量, 减轻细

胞受自由基攻击的程度, 并能够提高慢性重型

肝炎血浆培养C3A细胞的安定代谢量. 尤其是

N A C改善了细胞和细胞生长微环境的综合状

态, 在改善慢性重型肝炎肝衰竭时细胞解毒代

谢功能方面, 效果优于GSH. 美国肝病研究学

会(AASLD)2005年提出的“急性肝衰竭处理意

见”, 中华医学会感染病分会肝衰竭与人工肝

学组与中华医学会肝病学分会重型肝病与人工

肝学组联合提出的“肝衰竭指南”, 均把NAC
作为对乙酰氨基酚中毒的主要药物, 提示该药

具有独特而明确作用[15-16], 我们的研究也支持该

药可用于慢性重型肝炎肝衰竭治疗. 
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Abstract
AIM: To observe the clinical efficacy and 
mechanism of Yinhu cholagogue mixture (YCM) 

combined with endoscopic naso-biliary drainage 
(ENBD) in the treatment of patients with 
obstructive jaundice (OJ).

METHODS: A total of 90 OJ patients were ran-
domly divided into surgery control group (n = 
30), endoscopy control group (n = 30) and YCM 
group (n = 30), treated with traditional open sur-
gery, ENBD alone and YCM plus ENBD, respec-
tively. We observed the T-tube and naso-biliary 
drainage situation, while monitored the serum 
TBIL, DBIL, AKP, GPT, GOT, LPS and IL-6 lev-
els before and after operation. 

RESULTS: On the 14th day after sugery, LPS, 
IL-6 levels and the liver function markers 
such as TBIL, DBIL, AKP, GPT and GOT in all 
the patients decreased obviously, and these 
indexes were markedly lower in YCM group 
than those in the surgery control group and 
endoscopy control group (0.07 ± 0.01 vs 0.12±
0.03, 0.13 ± 0.03; 166.5 ± 31.62 vs 230.2 ± 41.08, 
225.6 ± 42.69; 24.3 ± 7.91 vs 43.3 ± 9.49, 46.7 ± 
11.07; 12.6 ± 4.74 vs 32.2 ± 6.33, 46.7 ± 11.07; 
67.5 ± 25.30 vs 102.5 ± 36.37, 114.9 ± 39.53; 36.8 
± 14.23 vs 79.0 ± 35.88, 82.3 ± 34.79; 46.2 ± 11.07 
vs 84.5 ± 34.79, 80.3 ± 31.62, respectively; P < 
0.05 or 0.01); there were no marked differences 
between the two control groups. On the 5th 
day after operation, combined therapy was 
superior to the other two treatments in bile 
drainage (P < 0.05 or 0.01), but there was no 
significant difference between the two control 
groups. 

CONCLUSION: YCM in combination with 
ENBD can effectively restore liver function, 
promote bile excretion and lower LPS and IL-6 
levels in OJ patients. 

Key Words: Endoscopic nasobiliary drainage; Ob-
structive jaundice; Yinhu cholagogue mixture; 
Combined treatment
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■背景资料
阻塞性黄疸是由
于 肝 内 毛 细 胆
管、小胆管、肝
胆管或胆总管的
机械性狭窄或闭
塞 , 导 致 胆 汁 不
能通过胆管排入
十二指肠反而流
入血的一组常见
疾病. 本文所探讨
的阻塞性黄疸一
般是指那些存在
机械梗阻的原因
使胆汁流出受阻
而又需要外科治
疗的肝内外胆管
阻塞所致的黄疸, 
即通常所称之的
“外科黄”. 其致
病原因大致上包
括结石、肿瘤、

炎症、寄生虫与
先天性畸形等.

■同行评议者
曹志成, 院士, 香
港伊丽莎伯医院
临床肿瘤部、肿
瘤科研部



摘要
目的: 观察茵虎利胆合剂配合鼻胆管引流术
(ENBD)治疗阻塞性黄疸的临床效果, 并探讨
其作用机制.

方法: 将90例阻塞性黄疸患者随机分成手术
对照组、内镜对照组以及茵虎实验组各30例. 
手术组行传统开放手术治疗; 内镜组行ENBD
治疗, 实验组给予ENBD+茵虎利胆合剂治疗. 
观察各组患者T管、鼻胆管引流情况, 同时监
测90例患者术前、术后7、14 d的血清TBIL、
DBIL、AKP、GPT、GOT、LPS的变化和手
术前后IL-6水平变化. 

结果: 术后第14天各组患者血清LPS、IL-6、
TBIL、DBIL、AKP、GPT、GOT较术前均
显著下降(P <0.05或0.01), 且茵虎实验组明显
低于手术及内镜对照组(0.07±0.01 vs  0.12
±0.03, 0.13±0.03; 166.5±31.62 vs  230.2±
41.08, 225.6±42.69; 24.3±7.91 vs  43.3±9.49, 
46.7±11.07; 12.6±4.74 vs  32.2±6.33, 46.7
±11.07; 67.5±25.30 vs  102.5±36.37, 114.9
±39.53; 36.8±14.23 vs  79.0±35.88, 82.3
±34.79; 46.2±11.07 vs  84.5±34.79, 80.3±
31.62, P <0.05或0.01), 手术对照组及内镜对
照组间无显著性差异; 术后5 d始茵虎实验组
胆汁引流水平明显高于手术及内镜对照组
(P <0.05或0.01), 而手术与内镜对照组间无显
著性差异.

结论: 茵虎利胆合剂配合鼻胆管引流可以有
效地治疗阻塞性黄疸, 促进胆汁排泄, 降低
LPS和IL-6.

关键词�� 鼻胆管引流; 阻塞性黄疸; 茵虎利胆合剂; 

联合治疗
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0  引言

阻塞性黄疸(obstructive jaundice, OJ, 以下简称

阻黄)是由于肝内毛细胆管、小胆管、肝胆管

或胆总管的机械性狭窄或闭塞,导致胆汁不能通

过胆管排入十二指肠反而流入血的一组常见疾

病[1]. 现多采用鼻胆管引流术(endoscopic naso-
biliary drainage, ENBD)及手术治疗, 然而临床上

阻黄的患者大多病程长、病情重、一般状况差, 
加之胆红素大量入血, 不能及时排除, 蓄积于体
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内纤维结缔组织及肝、肾、脑等重要器官, 单
纯手术治疗疗效欠佳.我院2005-10/2006-06, 采
用ENBD+茵虎利胆合剂治疗阻黄, 取得较好的

疗效, 现报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 选择2005-10/2006-06在武汉市中西医结

合医院肝胆腔镜外科诊断为阻黄的患者90例, 其
中男性46例, 女性44例, 平均58.4岁, 胆管结石66
例, 壶腹肿瘤6例, Oddis括约肌炎性狭窄3例, 胰
头肿瘤8例, 胆总管下段肿瘤7例, 均排除内科黄

疸性疾病. B超示胆总管扩张, 平均1.2 cm. 采用

区组随机化的原则进行分组, 并借助SPSS统计

分析系统产生随机化方案, 将90例受试者随机分

成三组: A组(手术组)30例, 行传统开放手术治疗; 
B组(内镜组)30例, 行ENBD治疗; C组(实验组)30
例, 行ENBD+茵虎利胆合剂治疗. 甘利欣针剂: 
规格10 mL∶50 mg, 江苏正大天晴制药股份有限

公司, 批号: DG1754; 茵虎利胆合剂由武汉市第

一医院中药房提供; IL-6检测采用武汉博士德公

司提供放免药盒测定;  LPS检测采用武汉博士德

公司提供的鳌试剂合检测.
1.2 方法 
1.2.1 西医诊断标准: 目黄、身黄、尿黄 ,  伴
或不伴腹痛症状 ;  实验室检查血清总胆红素

TBIL>17.1 μmol/L, 血清直接胆红素DBIL>6.8 
μmol/L; 影像学检查(B超、CT、ERCP或MRCP)
提示肝内外胆管扩张; 排除内科黄疸(病毒性肝

炎和代谢性疾病等原因)[2]. 中医诊断符合国家

中医药管理局发布的《中医病证诊断疗效标

准》关于黄疸诊断依据及黄疸湿热证候群[3]. 排
出标准: 内科黄疸性疾病; 病情极危重者; 合并

消化道出血、禁食者.  
1.2.2 手术方法: (1)手术组致病情况: 30例患者

中胆总管结石22例、胰头肿瘤3例、胆总管肿

瘤3例、壶腹肿瘤2例. 手术方式: 胆总管结石者

均行胆总管探查手术; 肿瘤性病变者中4例行胰

十二指肠切除手术(Whipple手术), 余4例因缺乏

手术条件行胆肠吻合手术.术后治疗: 术后给予

甘利欣针150 mg+生理盐水250 mL静脉滴注1次/
d×14 d. (2)内镜组致病情况: 30例患者中胆总管

结石21例、胰头肿瘤2例、Oddis括约肌炎性狭

窄1例、胆总管肿瘤3例、壶腹肿瘤3例. 手术方

式: 胆总管结石者均行内镜下网篮取石术+内镜

下胆管括约肌切开术(endoscopic sphincterotomy, 
EST)+内镜下ENBD; 肿瘤性病变者均行ENBD

www.wjgnet.com

■相关报道
有实验证明茵陈
蒿及金钟茵陈均
能降低CCl4、小
鼠血清GPT, 减轻
肝细胞变性、坏
死, 降低正常小鼠
TC, 且毒副作用
极小. 
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术. 术后治疗: 术后给予甘利欣针150 mg+生理

盐水250 mL静脉滴注1次/d×14 d. (3)实验组致

病情况: 30例患者中胆总管结石23例、胰头肿

瘤3例、Oddis括约肌炎性狭窄2例、胆总管肿瘤

1例、壶腹肿瘤1例.手术方式: 胆总管结石者均

行内镜下网篮取石术+EST+ENBD; 肿瘤性病变

者均行ENBD术. 术后治疗: 术后第1天即给予茵

虎利胆合剂, 100 mL/次, po或鼻饲, 2次/d×14 d. 
1.2.3 观察指标: 手术组、内镜组与实验组, 分
别于术前1 d、术后7 d以及术后14 d晨空腹采外

周静脉血5 mL, 测定血清AKP、GPT、GOT、
TBIL、DBIL水平; 所有治疗组均于术前1 d以及

术后14 d晨空腹采外周静脉血5 mL, 测定内毒素

(LPS)、白细胞介素6(IL-6)水平; 所有治疗组均

于术后5 d、术后7 d、术后10 d以及术后14 d观
察并记录24 h T管或鼻胆管引流量.
1.2.4 疗效判定: 痊愈: 症状消失, 皮肤、巩膜黄染

及体征消失, 肝功能恢复正常, 血清胆红素降至

17 μmol/L(10.0 mg/L)以下; 显效: 症状明显改善, 
皮肤、巩膜黄染及体征大有好转, 血清胆红素降

至25.5 μmol/L(10.0-15.0 mg/L); 有效: 症状有所改

善,  皮肤、巩膜黄染及体征好转, 血清胆红素降

至25.6-34 μmol/L(15.1-20.0 mg/L); 无效: 症状无

改善, 体征、血清胆红素无变化, 甚或加重.
统计学处理 计数资料采用mean±SD表示, 

各组数据采用SPSS13.0软件包进行分析检验, 
P <0.05为差异有显著性意义.

2  结果

2.1 三组患者T管、鼻胆管引流情况比较 术后

5、7、10及14 d, C组与A组比较其胆汁引流

显著增加(P <0.01); C组与B组比较亦显著升高

(P <0.05, 表1).
2.2 三组患者A K P、G P T、G O T、T B I L、

DBIL、LPS、IL-6水平手术前后变化比较 术前

三组患者血清各指标水平无明显差异; 术后14 
d, C组与A组相比较GOT水平明显下降(P <0.05); 

与B组比较亦有下降但无显著性差异(P >0.05);0.05); 
余等指标在术后14 d, C组与A、B组相比较均明

显下降(P <0.05, 表2). 
2.3 三组患者血清内毒素及白细胞介素6水平手

术前后变化比较 术前三组患者血清各指标水平

均无明显差异; 术后14 d, C组与A、B组比较两

指标均明显偏低(P <0.01, 表3).

3  讨论

本文所探讨的阻塞性黄疸一般是指那些存在机

械梗阻的原因使胆汁流出受阻而又需要外科治

疗的肝内外胆管阻塞所致的黄疸[2], 即通常所

称之的“外科黄”. 其致病原因大致上包括结

石、肿瘤、炎症、寄生虫与先天性畸形等.
临床及实验研究表明, 在阻塞性黄疸发生

过程中, 肝脏发生了微循环改变[4]、门静脉压

力增高[5-6]等血流动力学障碍. 主要表现为门静

脉血流量以及肝脏有效循环血量的减少 [7-12]. 
因此增加肝脏的循环血量则有助于肝功能的

恢复[13-14]. 胆道引流对阻塞性黄疸的减黄作用

十分明显, 且能使门静脉血流量增加, 门静脉

压力下降 [15]. 所以现在治疗以鼻胆管引流术或

者单纯的外科开腹手术为主. 然而, 由于临床上

阻黄的患者大多病程长、病情重、机体一般状

况差, 加之胆红素大量入血, 不能及时排除, 胆
色素与弹力纤维具有亲合性, 大量蓄积于体内

纤维结缔组织及肝、肾、脑等器官, 严重影响

了重要器官的功能. 对此现代医学目前尚无一

套完整的针对阻塞性黄疸, 应用ERCP、EST、
ENBD术前、术后等围手术期, 有效地退黄、护

肝、解毒, 且时程短、恢复快、痛苦小的诊疗

方案. 如何将先进的西方外科内镜技术与祖国

传统医学相结合, 在ENBD解除了胆道梗阻问题

的基础上, 再利用复方中药制剂保护肝细胞、

促进胆汁排泌, 从而达到护肝、退黄、解毒之

目的, 是极具意义的新课题.
我国医学大致上将阻黄统属于“黄疸”病

表 1 三组患者T管、鼻胆管引流情况观察表 (n  = 30, mean±SD, mL/d)

     
分组                    术后5 d                 术后7 d                          术后10 d             术后14 d

A组     356.0±54.61          410.0±60.17                  455.1±58.50ce       512.6±67.89cfg

B组     346.8±52.51          398.6±60.08                  453.5±55.34       521.6±58.50cf

C组      446.2±55.03ab          512.7±58.50ab  565.5±56.92ab       632.3±85.38ace

aP<0.05 vs  同期B组; bP<0.01 vs  同期A组; cP<0.05 vs  同组术后5 d; eP<0.05, fP<0.01 vs  同组术后7 d; gP<0.05 

vs  同组术后14 d. 

■应用要点
茵虎利胆合剂配
合鼻胆管引流可
以有效地治疗阻
塞性黄疸, 促进胆
汁排泄, 降低LPS
和IL-6.
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的范畴, 认为其基本病机是湿浊阻滞, 胆汁不循

常道外溢而发黄[16]. 其病因大致有感受时邪疫

毒, 饮食所伤, 脾胃虚弱等. 在治疗原则上, 中医

认为黄疸早期主要是湿热、疫毒为患, 故治疗

上当以祛邪为法, 通过清热、利湿、解毒, 给邪

以出路, 即所谓“治湿不利小便, 非其治也”, 
“诸病黄家, 但利其小便”[16]. 因其是“阻黄”, 
在治疗时还需兼顾其瘀、毒、痰的特点, 治以

祛瘀、解毒、化痰为法, 正如关幼波所言: “治

黄必治血, 血行黄易却”, “治黄需解毒, 毒解

黄易除”, “治黄要治痰, 痰化黄易散”[17].
本研究之茵虎利胆合剂源出于《伤寒论》

中的茵陈蒿汤, 仲景曰[16]: “伤寒七八日, 身黄

如橘子色, 小便不利, 腹微满者, 茵陈蒿汤主

之”. 今有药理研究表明[18], 茵陈蒿汤有抑制肝

细胞凋亡及护肝利胆作用, 且对血小板聚集有

抑制作用. 今茵虎利胆合剂方由茵陈、虎杖、

大黄、生姜等四味中药组成, 方中茵陈[19]性味

苦、微寒, 入脾胃、肝胆经. 本品苦能燥湿, 寒
能清热, 故有清热利湿之功效. 历代文献记载他

“主通身发黄、小便不利”, 为治黄疸要药. 因
其具有苦泄下降, 清热利湿, 利胆退黄之功能, 
为方中之君药. 有实验证明[20]茵陈蒿及金钟茵

陈均能降低CCI4、小鼠血清GPT, 减轻肝细胞变

性、坏死, 降低正常小鼠TC, 且毒副作用极小. 
虎杖[19]性味微苦寒, 入肝、肺、胆经, 能清热、

凉血、解毒, 活血通经, 又能清热利湿, 利胆退黄

排石. 大黄[19], 味苦寒, 归胃、肝、大肠经. 主下

淤血、血闭寒热、破症、积聚、留饮宿食, 荡涤

肠胃, 推陈致新, 通利水谷, 调中化食, 安合五脏. 
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表 3 90例阻黄患者手术前后LPS及IL-6水平变化 (mean
±SD)

     
分组        术前                术后14 d

LPS(EU/mL)

    A组    0.22±0.04   0.12±0.03f

    B组    0.23±0.03   0.13±0.03f

    C组    0.24±0.04   0.07±0.01bdf

IL-6(ng/L)  

    A组  318.4±58.50 230.2±41.08e

    B组  316.2±63.25 225.6±42.69e

    C组  296.3±75.90 166.5±31.62acf

aP<0.05, bP<0.01 vs  同期A组; cP<0.05, dP<0.01 vs  同期B组; 
eP<0.05, fP<0.01 vs  同组术前.

表 2 90例患者术前、术后7 d、术后14 d血清各项指标比较 (mean±SD)

     
分组                             术前            术后7 d       术后14 d

TBIL(μmol/L)

    A组  278.30±90.12     104.20±39.53f      43.30±9.49fg

    B组  284.50±82.22     102.20±28.46f      46.70±11.07fh 

    C组  294.50±90.10       67.40±23.72f       24.30±7.91acfh

DBIL(μmol/L)   

    A组  216.30±64.83       82.50±26.88f       32.20±6.33fh 

    B组  228.40±69.57       80.30±28.46f       46.70±11.07fh

    C组  242.10±64.83       48.80±22.14f       12.60±4.74dfg 

AKP(μ/L)  

    A组   365.40±142.30     224.60±102.77     102.50±36.37fg

    B组  381.30±145.47     236.70±99.61     114.90±39.53fg 

    C组  372.60±158.11     174.30±79.06e       67.50±25.30cfg

GPT(μ/L)   

    A组  244.50±117.09     143.40±79.06       79.00±35.88e 

    B组  216.60±93.33     136.40±71.15       82.30±34.79e

    C组  207.30±98.03     174.30±79.06       36.80±14.23acfg

GOT(μ/L)  

    A组  327.30±158.11     162.40±94.87       84.50±34.79e

    B组  287.20±126.49     146.10±86.65       80.30±31.62f 

    C组  294.80±143.88     108.90±52.18e       46.20±11.07afg

aP<0.05, bP<0.01 vs  同期A组; cP<0.05, dP<0.01 vs  同期B组; eP<0.05, fP<0.01 vs  同组术前; gP<0.05, hP<0.01 vs  

同组术后7 d.

■同行评价
本研究设计周到, 
结果清晰, 为临床
应用提供依据, 但
新颖性一般.
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因其性苦寒, 降泄瘀热, 入血中破一切瘀血. 兼其

气香故又入气, 少用之亦能调气, 治气郁作痛. 其
力沉而不厚, 下一切疼痛积聚. 上述二药为方中

之臣药. 生姜能和胃降逆[19], 利水散结. 《神农本

草经》, 《别录》有记其功用, 其说“主伤寒头

痛鼻塞, 咳逆上气, 止呕吐”, 为方中之佐使. 全
方共奏清热利湿、利胆退黄、散结导滞、化瘀

祛痰通腑之功, 经临床长期观察对加快胆汁排

泌、护肝降酶有确切疗效.
本研究选择临床常用肝功能指标作为

评价指标:  血清总胆红素(T B I L)、直接胆红

素(D B I L)、碱性磷酸酶(A K P)、谷丙转氨酶

(GPT)、谷草转氨酶(GOT)对90例不同病因阻

塞性黄疸患者的肝功能进行评测. 研究表明: 所
有阻黄病例血清中各项指标明显高于正常水

平, 术后第14天(包括手术及内镜治疗), TBIL、
DBIL、AKP、GPT、GOT较术前均显著下降

(P <0.01), 且茵虎利合剂配合内镜治疗组明显低

于手术及内镜对照组(P <0.05或P <0.01), 手术及

内镜对照组间无显著性差异(P >0.05).
我们还动态观察并记录了阻黄患者术后14 

d经鼻胆管或T管的胆汁日引流量, 结果证明随

着胆道梗阻因素的去除, 三组患者术后胆汁引

流量逐渐增加且术后14 d胆汁引流量明显高于

术后5 d(P <0.05), 术后5 d始茵虎利胆合剂配合

内镜治疗组日胆汁引流水平明显高于手术及内

镜对照组(P <0.05或P <0.01), 而手术及内镜对照

组间无显著性差异(P >0.05).
阻 塞 性 黄 疸 时 存 在 的 内 毒 素 血 症

(endotoxemia, ETM)是阻塞性黄疸患者出现高并

发症及高死亡率的重要原因. 阻塞性黄疸时并

发ETM有较高的发生率(24%-81%)[21-22]. 关于梗

阻性黄疸ETM与全身免疫功能的研究[23], 研究

者认为内毒素是引起梗阻性黄疸免疫功能受抑

的主要原因. 而且国内亦有研究表明阻塞性黄

疸时内毒素血症与免疫功能状态密切相关[24].
所以本研究选择了LPS以及IL-6作为观察

指标. IL-6是一种具有多重生物功能的细胞因

子, 也是急性期反应的重要调节因子, 他对估计

创伤、炎症或内毒素介导的宿主反应有重要的

评估作用. 近年来的文献较多地证实了受内毒

素刺激后的Kupffer细胞及巨噬细胞在吞噬、

化学趋化、细胞毒及代谢等功能方面均明显增

强, 并可释放大量的介质参与肝细胞损伤, 如已

知的IL-1、IL-2、IL-6、IL-12及TNF等等, 其中

IL-6在肝损害中起到的作用越来越受到关注.

本研究实验结果表明: 术后14 d患者血清LPS
及IL-6水平较术前明显下降(P<0.05或P<0.01), 且
茵虎利胆合剂配合内镜治疗组LPS(0.07±0.01 
EU/mL)、IL-6(166.5±31.62 μg/L)水平明显低

于手术组LPS(0.12±0.03 EU/mL)、IL-6(230.2±
41.08 μg/L)及内镜组LPS(0.13±0.03 EU/mL)、
IL-6(225.6±42.69 μg/L)的对照组水平(P <0.05或
P<0.01). 茵虎利胆合剂配合ENBD在降低患者血

清内毒素及IL-6水平上疗效优势明显.
然而由于临床上阻塞性黄疸的患者大多病

程长、病情重、病因复杂、病种多, 故临床证

候特征不单表现为中医之肝胆湿热症候群, 茵
虎利胆合剂主要针对肝胆湿热型之阻黄, 而对

如瘀血停滞之阻黄、寒湿阻遏之阻黄、脾虚血

亏、本虚标实之阻黄等等, 还需要在临床实际

中辨证施治, 或灵活加减, 不可一味应用茵虎利

胆合剂, 从而丢掉祖国医学辨证施治、随证变

法之灵魂! 即使是肝胆湿热之阻黄, 在应用茵虎

利胆合剂配合鼻胆管引流术(ENBD)时, 亦需要

注意利湿而不伤阴, 清热而不伤阳, 做到“中病

即止”, “不可过于寒凉”.
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Abstract
Isolated hepatic perfusion (IHP) involves a meth-
od of complete vascular isolation of the liver to 
take the advantage of directed intensive chemo-
therapy that has minimal systemic toxicity. Recent 
clinical studies mainly employed melphalan with 
or without tumor necrosis factor alpha (TNF-α), 
or with hyperthermia in IHP. The results of these 
studies showed that higher response rates and 
survival rates could be achieved by IHP than by 
traditional therapeutics for non-resectable liver 
tumors. In this article, we discussed the current 
status, recent developments and future perspec-
tives of drug selection in IHP.  

Key Words:  Isolated hepatic perfusion; Liver tu-
mor; 5-Fluorouracil; Melphalan; Tumor necrosis 
factor alpha

Ye H, Lu CD, Zheng SM. Drug selection in isolated 
hepatic perfusion for nonresectable liver tumors: recent 
trends and perspectives. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(23): 2621-2625

摘要
肝脏隔离灌注(isolated hepatic perfusion, IHP)
是将肝脏血液循环和体循环完全隔离, 用全
身无法耐受的药物剂量对肝脏肿瘤进行灌注
化疗的方法. 近年临床研究肝脏隔离灌注化
疗药物主要使用马法兰或马法兰联合肿瘤坏
死因子(tumor nicrosis factor-α, TNF-α)及联
合高温等, 初步结果显示IHP较之传统疗法对
不能切除的肝癌疗效有所提高. 本文就目前
肝脏隔离灌注中药物选择的现状及今后发展
等进行综述.  

关键词�� 肝脏隔离灌注; 肝脏肿瘤; 5-氟尿嘧啶; 马

法兰; 肿瘤坏死因子
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0  引言

肝脏隔离灌注化疗(isolated hepatic perfusion, 
IHP)原理是将肝脏血液循环与体循环完全隔离

而对肝脏肿瘤进行灌注化疗的新方法, 主要应

用于不能切除的原发性肝癌和各种类型的肝脏

转移癌. 该方法的最大特点就是可以大幅度提

高药物的剂量, 而通常情况下全身应用同等剂

量或小于该剂量的药物可引起严重或致死的

并发症. IHP向靶器官输送大剂量的细胞毒药

物, 尽管肿瘤与药物接触时间短, 但是大剂量的

细胞毒药物足以对肿瘤细胞造成有效杀伤, 而
对正常肝脏组织的损伤较少. 近年随着肝脏隔

离灌注治疗肝癌的动物和临床研究的进展, 有
较多的化疗药物应用于IHP, 本文结合文献复

习, 综述国内外IHP中化疗药物选择应用的研究 
进展. 

1  IHP研究中常用药物的选择

1.1 氟尿嘧啶类药物 5-FU是临床上肝癌最常用

的化疗药物, 属于细胞周期特异性抗代谢药, 疗
效呈给药时限依赖性. 国外早在上世纪80年代和

90年代初就已有5-FU应用于IHP动物和临床研

www.wjgnet.com
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■背景资料
肝脏隔离灌注化
疗(IHP)基本原理
是通过手术将肝
脏血流和体循环
隔离一定的时间, 
在肝循环中持续
灌注较常规剂量
数倍甚至致死剂
量的化疗药物, 提
高肿瘤负荷区药
物浓度以达到治
疗目的, 同时避免
药物进入体循环, 
不增加或减少化
疗药物对全身和
其他器官的毒副
作用. 

■同行评议者
于聪慧, 教授, 北
京军区总医院肝
胆外科; 王蒙, 副
教授, 中国人民解
放军第二军医大
学附属东方肝胆
外科医院肝外综
合治疗一科



究报道[1-2], Aigner et al [1]对32位肝癌患者采用平

均剂量为1000 mg的5-FU, 在40℃温度下通过IHP
治疗1 h, 结果显示单独应用5-FU行IHP患者组的

中位生存时间为8 mo, 而5-FU/5-FU, 丝裂霉素行

IHP+HAI(hepatic artery infusion, 肝动脉灌注化疗

术)患者组的中位生存时间为12 mo. 国内IHP的
研究起步较晚, 这方面的研究资料相对较少, 邢
雪 et al [3]对大鼠行IHP研究发现, 大鼠IHP 5-FU的

最大耐受剂量(MTD)为250 mg/kg, 当5-FU剂量达

到250 mg/kg以上时就出现肝细胞坏死征象, 当 
5-FU剂量为500 mg/kg或以上时肝功能严重损害, 
肝实质发生片状梗死. de Brauw et al [2]的动物实

验表明在相同5-FU剂量下, IHP比HAI的外周血

中5-FU的浓度要低, 肝组织中的5-FU浓度要高, 
但是肝脏肿瘤内的5-FU浓度并无显著差别. 肿瘤

内的药物浓度高低直接决定肿瘤反应的强弱, 该
实验表明相同5-FU浓度下的IHP较之HAI在提高

肿瘤内药物浓度方面没有优势. 以上研究结果表

明由于受量-效曲线的限制, 5-FU并不适合应用

于IHP. 
1.2 烷化剂类药物 马法兰(melphalan)是一种烷

化剂, 属于细胞周期非特性药物. 马法兰的量-
效曲线较陡, 对结直肠癌治疗较有效, 而且只

要需要相对较短的暴露时间就有较好的抗肿

瘤效应. 目前认为马法兰较适合应用于IHP治
疗结直肠癌肝转移[4-5]. 传统静脉应用5-FU/亚
叶酸碱基治疗结直肠癌肝转移总的肿瘤反应

率只有20%, 总体中位生存时间大约在12 mo[6]. 
Alexander et al [7-9]报道单独用马法兰(1.5-2.5 
mg/kg)或马法兰(1.5 mg/kg)联合肿瘤坏死因子

(tumor nicrosis factor-α, TNF-α)行IHP, 或者采用

马法兰行IHP后, 再行FUDR(Floxuridine, 氟脲

嘧啶脱氧核苷)/亚叶酸的HAI治疗,  肿瘤反应率

可提高到74%, 中位生存时间达27 mo; 治疗黑

色素瘤肝转移的反应率达62%, 中位生存时间

达12 mo.  van Iersel et al [10]近来对200 mg剂量的

马法兰用于IHP来治疗154例大肠癌肝转移的预

后分析中显示总体中位生存时间为24.8 mo, 并
且显示一些辅助的化疗治疗能改善生存时间. 
Mocellin et al [11]对20名肝功能还尚正常, 正常肝

组织被肿瘤平均侵袭了50%, 手术无法切除, 且
至少曾用一种其他办法治疗过而失败的转移性

肝癌患者行单用马法兰(1.5 mg/kg)IHP治疗, 结
果显示3名患者(15%)死于严重肝衰, 6名患者有

一过性的明显肝毒性, 总体肿瘤反应率为70%. 
上述结果表明大剂量马法兰行IHP来治疗其他
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方法治疗失败的肝癌有一定疗效, 但是大剂量

马法兰对肝脏的毒性也是很明显的. 研究如何

减少正常肝脏组织对药物的摄取, 增加肿瘤区

药物的浓度, 可能是减少肝毒性的办法. 
1.3 其他药物 丝裂霉素和顺铂早已被应用于IHP
的研究, 大剂量的丝裂霉素能导致严重的肝内

静脉阻塞等并发症, 有顺铂的药物动力学研究

试验报道顺铂的短效高浓度注射没有持续的低

浓度注射的抗癌效果好; 且以上两种化疗药在

IHP中疗效都不是很显著, 故并不太适合用于

IHP[12-14]. 

2  提高马法兰(melphalan)药物效应的方法

2.1 TNF-α 马法兰联合TNF-α应用于IHP已有不

少报道[7-9]. 对TNF-α诱导抗肿瘤的机制目前一

些学者认为可能是由于肿瘤血管内皮细胞比正

常血管内皮细胞上的TNFR-1表达量多, TNF-α
通过与TNFR-1结合后就依附在血管内皮上, 促
进了血管内皮细胞的凋亡导致血管的通透性

增加. 由于肿瘤血管内皮细胞上TNFR-1表达浓

度远大于正常血管内皮细胞上的TNFR-1, 所以

TNF-α对正常血管内皮细胞影响很小. 肿瘤血

管的通透性增加, 随之和TNF-α联合应用的化

疗药物进入肿瘤, 发挥了抗癌作用[15]. van Etten 
et al [16]在大鼠身上进行了TNF-α和马法兰在IHP
中是否有协同效应的动物实验, 实验结果显示

在软组织肉瘤组别的大鼠中, TNF-α对马法兰有

增强肿瘤反应作用, 但是对结直肠癌肝转移组

别的大鼠, TNF-α对马法兰的协同作用却较少. 
过去的动物实验研究 [17]和临床研究 [18]都表明,
在肢体隔离灌注(isolated limb perfusion, ILP)中
TNF-α能增强马法兰治疗软组织肉瘤和转移性

的恶性黑色素瘤的疗效, 使得TNF-α联合马法兰

行ILP治疗软组织肉瘤和转移性的恶性黑色素

瘤已经被接受. 近年美国有肿瘤外科医生对133
名局限于肢体的高度恶性黑色素瘤患者行ILP患者行ILP行ILP
治疗的临床随机对照研究试验并随访3 mo, 结
果显示TNF-α和马法兰联用的疗效并不比单独

用马法兰疗效较好, 反而带来更多的并发症, 但
是由于随访时间有限并不能完全表明马法兰和

TNF-α没有协同作用[19]. 今后在IHP中TNF-α对
马法兰治疗肿瘤是否有协同作用有待进一步研

究发展. 
2.2 高温 高温能增强马法兰的抗肿瘤疗效认

为可能是高温增加肿瘤局部血流量, 细胞膜的

通透性和药物吸收量增加, 还有可能是高温使

www.wjgnet.com

■应用要点
手术切除主要病
灶加术中辅助隔
离灌注化疗提高
肿瘤负荷区药物
浓度, 减轻化疗药
物对全身和其他
器官的毒副作用, 
以及通过术后肝
动脉灌注化疗预
防术后复发, 从而
探索肝癌综合治
疗的新方法. 
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DNA修复效率减低[20]. 也有研究认为高温灌注

肝脏能诱导免疫细胞对肝脏肿瘤细胞的免疫反

应[21]. 高温联合马法兰应用于IHP治疗肝癌已被

用于临床研究, 温度一般是39-40℃, 但是动物

实验表明使马法兰发挥最佳抗癌疗效的温度是

41.5℃[7,9,22]. Pilati et al [23]已在动物实验中证实马

法兰在42℃和40℃温度之间进行IHP对肝脏的

毒副作用无显著差异, 以上的研究结果为今后

进一步的动物和临床试验来确定在体内能使马

法兰发挥最大的疗效以及肝脏所能耐受的最高

限度的灌注温度而提供了实验依据. 
2.3 其他因素他因素因素 有IHP的动物实验研究显示组胺也

能增强马法兰的抗癌疗效[24]. 目前有肢体隔离灌

注(ILP)的动物实验研究报道IL-2增强马法兰的

治疗肿瘤效果不比TNF-α差, 而且对肝脏和全身

的副作用要比TNF-α引起的轻很多, 所以IL-2是
替代TNF-α, 联合马法兰进行IHP研究的潜在良

好生物制剂[25]. 

3  可能应用于IHP的一些新药物

前面提到的化疗药物(如5-FU[1-3], 裂霉素[12], 顺
铂[13], 马法兰[7-11]等)已经被用于IHP的临床研究, 
过去10余年研究最多的是马法兰, 尽管有不少

让人鼓舞的研究结果, 但是马法兰仍然存在很

多不足如疗效有限, 肝脏毒性大等. 因此, 应该

筛选出一些抗癌效率更高, 安全性更好的新药

物或者一些其他生物制剂来用于IHP的研究. 用
于IHP理想药物需要满足作用瞬间短效, 不可逆

的杀死肿瘤细胞. 下面介绍一些可能能用于IHP
试验研究的药物和生物制剂. 
3.1 草酸铂(L-OHP, oxaliplatin, 奥沙利铂) 草酸铂

是第三代铂类化合物其抗癌作用及毒副作用较

顺铂有着一定的优势, 与DNA结合速率比顺铂

快10倍以上, 而且结合更牢固, 有更强的细胞毒

性, 具有肿瘤细胞吸收快, 体内生物转换迅速而

不需要酶分解催化[26]. 草酸铂与其他铂类有相似他铂类有相似铂类有相似

之处, 即均以DNA为靶作用部位, 铂原子与DNA
链形成交联, 阻断DNA的复制与转录, 而且大部

分交联在1 h之内完成[27]. 草酸铂全身用药剂量

限制的常见原因是骨髓抑制, 对寒冷敏感的肢

(趾)端感觉异常, 以及外周神经毒性等毒副作用, 
但是肝脏毒性很少提到, 并且近来Synold et al [28]

研究发现大剂量草酸铂全身静脉化疗对患者肝

脏毒性影响甚小, 这些提示草酸铂可能适合应

用于 IHP 治疗肝脏转移癌的新药. 
3.2 三氧化二砷(As2O3, 亚砷酸) 三氧化二砷是

中国传统中药砒霜的主要成分,  我国学者应用

三氧化二砷治疗急性早幼粒性白细胞取得了显

著的临床效果. 目前三氧化二砷已经应用于消

化系统实体癌的研究, 其中对肝癌作用的研究

最广泛. 刘连新 et al [29]研究显示, 三氧化二砷可

明显抑制肝癌细胞的生长, 其机制主要是诱导机制主要是诱导主要是诱导

肝癌细胞凋亡, 而凋亡的可能机制是通过半胱机制是通过半胱是通过半胱

氨酸蛋白酶-3起作用, 作用位点是在酶的前体水

平, 其临床应用显示三氧化二砷是一种相对低

毒安全的药物, 而且连续区域化疗对不能手术

的原发性肝癌有很好的治疗效果. 近来有体外

实验表明三氧化二砷具有体外逆转人肝癌细胞

多药耐药性的作用, 这个可能与下调MDR1表
达、增强细胞内药物积累有关[30]. 有动物实验

表明大剂量三氧化二砷对肝癌细胞有抑制细胞

增殖、促进肿瘤细胞凋亡以及抗肿瘤新生血管、促进肿瘤细胞凋亡以及抗肿瘤新生血管

的作用[31]. Lew et al [32]用三氧化二砷(10 mg/kg,/kg,kg, 
0.5 g/L)从血液灌注由甲基胆蒽诱导生成纤维肉

瘤的大鼠, 结果肿瘤组织血管优先关闭, 致肿瘤

中心组织大量坏死,对皮肤、肌肉、肾脏无明显

影响. 目前临床上用三氧化二砷治疗肝癌给药

的途径主要有全身静脉给药, 肝动脉化疗栓塞

术(transcatheterarteialchemoembolization, TACE), 
连续区域肝动脉灌注化疗等, 朱安龙 et al [33]对

17例不适合手术治疗的肝癌患者, 经微泵给予患者, 经微泵给予, 经微泵给予

三氧化二砷连续区域化疗(20 mg/d, 连续5 d). 结
果发现给予4个疗程后, 6例肿瘤体积缩小50%以

上, 无新发病灶出现; 8例缩小10%-49%, 1例无

变化, 2例肿瘤体积增大25%以上. 15例食欲改

善, 10例体质量增加. 7例AFP下降或降至正常. 
14例肝区疼痛或不适减轻或消失. 说明应用三

氧化二砷连续区域化疗具有一定治疗价值, 具
有毒副作反应低, 疗效确切的优点. 吴楠 et al [34]

对三氧化二砷静脉滴注对人体毒副作用进行了

系统的观察, 发现主要的副作用为轻度头痛, 头
晕及手足麻木, 感觉减退, 肌无力等中枢及周围

神经系统症状; 肝功能有改变, 慢性肝炎、肝

硬化者有砷蓄积; 有食欲减退、轻度腹泻、心

悸、胸闷、心动过速等症状; 其他还有水钠潴他还有水钠潴还有水钠潴潴

留, 皮肤黏膜等改变不良现象; 治疗停药后三氧黏膜等改变不良现象; 治疗停药后三氧膜等改变不良现象; 治疗停药后三氧

化二砷在毛发中有一定的蓄积性. 但是治疗剂

量的静脉滴注多为轻度的一过性改变, 未见急

性中毒现象. 综合以上研究显示三氧化二砷可

以考虑应用于IHP的实验研究. 
3.3 肿瘤靶向治疗药物 近年来随着分子生物学

的发展和相关技术的应用, 肿瘤基因标志物不

断被发现, 为更加特异的分子靶向治疗提供了

基础, 从而设计筛选出不少新的以导致肿瘤发

■同行评价
本文内容有一定
的可读性, 同时是
目前肝脏肿瘤有
效治疗方法较少
的 情 况 下 ,  较 新
颖的一种探索方
法, 有一定的科学
性、创新性和可
读性.
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生的基因产物作为靶分子的治疗用药物. 以表

皮细胞生长因子受体(epidermal growth factor re-
ceptor, EGFR)为靶点的单克隆抗癌药艾比特思

(Cetuximab, C-225, Erbitux)和以血管内皮细胞

生长因子受体(vascular endothelial growth factor 
receptor, VEGFR)为靶点的单克隆抗癌药贝伐单

抗(Bevacizumab, Avastin)被证明用来治疗肝癌

和结直肠肝转移癌是有效的[35-36], 此类单克隆抗

癌药的特异性高有望今后应用IHP的研究来提

高治疗肝癌的效率. 近年来探索的肿瘤基因-病
毒治疗利用肿瘤增殖病毒在肿瘤细胞特异性增

殖从而靶向肿瘤, 高效表达抗肿瘤基因其疗效

好于单一的肿瘤增殖病毒治疗或传统的肿瘤基

因治疗, 刘新恒 et al倡导的“癌症的靶向双基

因-病毒治疗”策略, 用ZD55-TRAIL和ZD55-K5 
相结合, 观察其抗癌作用, 结果显示: 他能消灭他能消灭能消灭

所有小鼠的移植性肿瘤[37-38]. 目前已有报道[39]靶

向肿瘤基因-病毒治疗肝脏肿瘤的模型已经在

IHP中建立, 这为下步的靶向肿瘤基因-病毒治疗

肝癌在IHP的应用提供了实验基础. 

4  结论

隔离灌注治疗肝癌在过去的研究中尽管取得不

少的成果, 但是在总体上还是处于临床前期试

验研究阶段, 有许多的课题有待解决. 如由于受

灌注时间、量和次数限制, 需要今后的研究中

发现不仅要求对肝脏毒性小或无以及良好的量

-效曲线, 更要求能在短在时间内直接杀死肿瘤

细胞, 且具有单次灌注后较持久的后续抗癌效

应, 最好还能调变多药耐药基因的药物. 相信今

后发现一种理想的新药和IHP的微创重复使用

是决定IHP能否在临床中广泛使用关键所在. 
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Abstract
Tumor necrosis factor-related apoptosis induc-
ing ligand (Apo2L/TRAIL) is a member of the 
tumor necrosis factor gene superfamily that in-
duces apoptosis through engagement of death 
receptors (DRs). Recent studies have clarified 
that TRAIL/DR pathway was involved in se-
vere liver diseases. In this review, we focus on 
the apoptosis signaling pathways stimulated by 
Apo2L/TRAIL and summarise its relationship 
with apoptosis of hepatocytes. 

Key Words: Tumor necrosis factor-related apoptosis 
inducing ligand; Apoptosis; Hepatocyte

Cao LL, Li YP. Relationship between tumor necrosis 
factor related apoptosis induced ligand and hepatocyte 
apoptosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(23): 
2626-2630

摘要
肿瘤坏死因子相关的调亡诱导配体是TNF家

族成员之一, 通过其死亡受体诱导凋亡. 研究
显示TRAIL/死亡受体途径参与多种肝脏病理
过程, 本文就TRAIL/死亡受体途径的特性、

致凋亡的机制及与肝细胞凋亡关系的最新进
展作一综述. 

关键词�� 肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体; 凋亡; 肝

细胞
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0  引言

肝细胞凋亡是多种肝脏疾病的共同病理表现,
明确肝细胞凋亡的机制及其在疾病发生发展

中的作用 ,  有助于进一步寻求潜在的治疗方

法, 具有重要意义. 肿瘤坏死因子相关的凋亡诱

导配体(tumor necrosis factor related apoptosis 
induced ligand, TRAIL)是近年来发现的肿瘤坏

死因子家族新成员, 能快速诱导不同种类的转

化细胞、肿瘤细胞和病毒感染细胞凋亡. 并且

在多种肝脏疾病中参与诱导肝细胞凋亡. 本文

就TRAIL/死亡受体途径与肝脏损伤的相关性

作一综述. 

1  TRAIL/死亡受体途径

TRAIL又称凋亡素2配体(apo2 ligand, Apo2L), 属
Ⅱ型跨膜蛋白. 最早由Wiley et al [1]在1995年从表

达序列标签库(expressed sequenced tag, EST)中
发现、克隆并命名. 其氨基酸序列具有TNF超家

族的结构特征. TRAIL最重要的生物学特点是选

择性细胞毒作用[2], 即能够诱导肿瘤细胞、病毒

感染细胞或转化细胞发生凋亡, 但对绝大多数正

常细胞无此作用. TRAIL表达广泛, 如人外周血

淋巴细胞、单核细胞、肺、脾脏、前列腺、卵

巢、小肠、结肠和胎盘等有表达, 但脑、肝和睾

丸无表达. TRAIL对正常生理状态下的机体组织

没有毒性, 病理状态下被激活参与机体的免疫反

应, 被认为是机体的一个典型的免疫监视分子. 

®

■背景资料
TRAIL是肿瘤坏
死因子家族新成
员，参与多种肝
脏病理过程. 本文
就TRAIL/死亡受
体途径的特性、

致凋亡的机制及
其在多种疾病中
肝细胞凋亡中的
作用作一综述, 希
望对明确发病机
理及针对关键环
节予以干预有所
帮助.

■同行评议者
邱双健 ,  副教授 , 
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山医院肝癌研究
所、肝肿瘤外科
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TRAIL另一个重要特征是诱导凋亡具有种属特

异性[3], 重组人TRAIL蛋白能够诱导人类肝细胞

大量凋亡, 而对小鼠和非人类灵长目正常组织及

器官无明显毒性作用. 
T R A I L通过特异性地与靶细胞表面的受

体结合发挥作用. TRAIL组织学分布的广泛性

和选择性细胞毒作用 ,  暗示其诱导细胞凋亡

是通过严格的受体表达来调控 [4-5].  目前已发

现TRAIL的受体有5种: 二种死亡受体DR4和
DR5、二种诱骗受体DcR1、DcR2及可溶性受

体骨保护素(osteoprotegerin, OPG)[6]. DR4和
DR5含有细胞质死亡区域(death domain, DD)通
过caspase依赖的信号途径凋亡. DcR1和DcR2
胞内缺乏功能性死亡域, 与TRAIL结合后不介

导凋亡, 故又称为诱骗受体, 其过度表达能够阻

止TRAIL诱导细胞凋亡. 以上4个受体的胞外区

域有高度同源性. 第5种受体是OPG, 作为诱骗

受体也能够阻止TRAIL诱导的凋亡. 受体的正

常表达与否, 是TRAIL诱导凋亡的关键调节因

素. 死亡受体DR4、DR5通过其胞外区与TRAIL
结合并活化后, 其胞内的死亡结构域相互聚集, 
并进一步募集接头蛋白. 接头蛋白接收到死亡

受体传递的凋亡信号后, 引起胞内caspase的前

体(即procaspase)在其末端的局部募集和串联

结合, 从而形成“TRAIL-DR4、DR5-接头蛋白

-Procaspase分子”大分子复合体, 即凋亡酶体

(apotosome). 而后分子中的procaspase通过自

身水解而成为有活性的caspase, 并进一步激活

caspase级联反应, 启动凋亡. 

2  TRAIL/死亡受体途径与肝细胞凋亡

细胞凋亡以DNA发生特异性降解, 形态上出现

核固缩、胞膜发泡和凋亡小体为特征. 以往研

究显示TRAIL/死亡受体途径参与多种肝脏损伤

过程, 下面着重介绍TRAIL在各种肝脏病理损伤

中的作用. 
2.1 TRAIL与病毒性肝炎 TRAIL及其死亡受体

可以特异地杀伤病毒感染的的肝细胞, 而体内

未感染病毒的肝细胞仍对TRAIL诱导的凋亡耐

受. Mundt et al [7-8]利用病毒性肝炎的小鼠模型

和肝炎患者的病理标本发现, 慢性丙肝患者的

肝脏上TRAIL表达增高, 而急性肝炎病毒感染

使肝细胞DR5表达上调. 病毒感染后的肝脏中

TRAIL的高表达不依赖于淋巴细胞或NK细胞, 
提示TRAIL可能是机体通过肝细胞旁分泌的方

式对抗病毒感染. Harry et al [9]研究提示, 人肝

细胞感染HBV后, 细胞内HBV复制水平增加, 
TRAIL诱导凋亡作用随之增强, 这种作用部分

依赖于死亡受体表达的上调. 另有研究者[10-11]

发现HBV转基因鼠的肝炎和肝细胞死亡可以

被一种可溶性的TRAIL受体通过拮抗TRAIL的
功能而抑制. sDR5能够通过阻断TRAIL诱导的

H B V感染的肝细胞的凋亡从而缓解肝脏损伤
[12]. 肝炎病毒感染后组织TRAIL及其受体表达

增高、可溶性T R A I L受体对肝脏损伤的拮抗

作用从两方面说明了TRAIL/死亡受体途径在

病毒性肝炎造成的肝细胞凋亡中发挥重要作

用. Bax蛋白和HBX蛋白在TRAIL诱导的凋亡

中有重要作用. 在肝癌细胞转染HBV或HBX能

明显提高细胞对TRAIL诱导凋亡的敏感性, 这
与Bax蛋白的表达的明显上调相关. 应用RNA
干扰技术敲除Bax, 可以阻断HBV诱导的肝炎

和肝细胞凋亡[10]. HBX能够以剂量依赖的形式

增加HepG2细胞的TRAIL的表达和mRNA转录. 
HBX转染的HepG2细胞通过TRAIL介导的形式

杀伤原代人肝细胞. 
总之, HBV感染机体后, 激活机体的免疫监

视功能, 众多免疫分子参与清除HBV感染细胞. 
TRAIL对于HBV感染来说是一把双刃剑. 一方

面HBV激活TRAIL的表达, TRAIL作为机体的一

个有效的免疫监视分子, 及时清除突变细胞和

转化细胞; 另一方面, TRAIL在杀伤靶细胞的同

时也有可能进一步加剧肝脏的损伤[12]. 
2.2 TRAIL与酒精性肝病 酒精性肝病(alcoholic 
liver disease, ALD)是因长期过量饮酒引起的中

毒性肝脏疾病. 给大鼠长期喂饲酒精, 肝细胞凋

亡比例会明显增加, 且主要集中在肝小叶中央

静脉末端的周围, 这些病变在终止酒精给予后

可逆. 临床各期的酒精性肝病患者活检标本均

发现细胞凋亡[13]. 既往研究显示, ALD引起的肝

细胞凋亡与可溶性TNF-α及细胞毒性T细胞的

膜性TNF-β有关, 他通过与TNF受体1、2结合他通过与TNF受体1、2结合通过与TNF受体1、2结合

后诱导细胞凋亡. 另外, 酒精性肝炎患者的肝脏

Fas受体表达阳性, 且肝细胞FasL表达增强[14]. 而
细胞毒性T淋巴细胞也可以通过Fas受体-配体

相互作用, 促进肝细胞凋亡[15]. 近期研究显示, 
TRAIL/死亡受体途径也参与了ALD引起的肝脏

病理损伤. Mundt研究提示[7], 酒精摄入后鼠肝

TRAIL表达上调且出现脂肪变性, 这个过程可以

被TRAIL的拮抗剂所阻断. TRAIL引起的凋亡和

脂肪变性可能是病毒感染和酒精摄入后单独调

节的结果. TRAIL是酒精摄入后肝脏脂肪变性和

■研发前沿
近年研究者发现
TRAIL及相关配
体在肝脏肿瘤、

病毒性肝炎、酒
精性肝炎等多种
肝脏病理组织中
表达升高. 该途径
还参与缺血再灌
注损伤及肝移植
排斥反应. 但是该
途径在这些疾病
中的确切作用机
制及其与其他途
径之间的联系有
待进一步研究. 
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凋亡的新的调节因子. 
2.3 TRAIL与胆源性肝损伤 胆道梗阻引起肝细

胞分泌及排泄胆汁发生障碍, 肝细胞内外胆汁

浓度升高. 体外实验表现, 胆红素与胆汁酸可

使鼠肝细胞发生凋亡且呈浓度依赖与时间依

赖效应[16]. 尽管已明确Fas/FasL在胆酸的细胞

毒性作用中起重要作用, 研究显示其他死亡受

体途径也参与其中. Hajime et al [16]应用Fas缺失

的细胞HuH-7发现胆酸诱导的细胞凋亡呈时间

和浓度依赖. 通过转染显性负相FADD可以缓

解细胞凋亡和线粒体细色素C的释放. RT-PCR
证实, 胆酸刺激使肝细胞表达TNFR1、DR5和
TRAIL, 但不表达TNF-α. 胆酸刺激引起DR5
在细胞内聚集. 通过上调DR5表达致敏肝细胞

发生TRAIL诱导的凋亡. DR5 mRNA和蛋白

表达上调10倍, 而DR4没有变化. 此过程主要

通过细胞内JNK信号途径[17]调节, JNK抑制剂

SP600125可以阻断胆酸诱导的DR5 mRNA和

蛋白的上调表达. 
2.4 TRAIL与肝脏肿瘤 TRAIL/死亡受体途径是

目前肿瘤学领域的研究热点. 一方面, TRAIL介
导的凋亡直接通过激活级联反应, 与基因无关; 
另一方面, FasL与TNF的临床应用因其严重毒

副作用而受到限制, 而TRAIL具有选择性细胞

毒作用, 对大多正常细胞无损伤, 利用TRAIL诱
导恶变细胞凋亡治疗肿瘤的报道越来越多. 何
松青 et al [18]采用原位杂交法检测了60例肝癌组

织和2种肝癌细胞株的TRAIL表达, 发现肝癌组

织中死亡受体的表达量显著强于正常肝组织, 
两种肝癌细胞株中检测到DR5、DR4、DcR2
的表达, 但DcR1表达缺失. Wa1czak et al [19]发

现将T R A I L注入肿瘤小鼠体内可抑制肿瘤生

长, 而无任何明显毒副作用. Ashkenazi et al [20]将

TRAIL注入猴体内亦发现同样的现象, 且发现

TRAIL与化疗药物有协同抗肿瘤作用. 体外实

验同样显示, 许多化疗药物可增强TRAIL抗肿

瘤的作用, 对TRAIL不敏感的肿瘤细胞株在化

疗药物作用下可变得对TRAIL敏感[21-22]. TRAIL
选择性杀伤靶细胞的特性使其在肿瘤治疗方面

有着诱人的前景. 
2.5 TRAIL与肝脏缺血再灌注损伤 肝脏缺血再灌

注损伤(hepatic ischemia-referpusion injury, HIRI)
见于多种临床病理和手术过程, 是多细胞参与, 
多介质共同作用的、复杂的病理过程. Borghi  
et al [23]观察了16例临床原位肝移植术后细胞凋

亡情况, 整个切片肝细胞凋亡指数为18.7%, 肝

被膜下区为30.4%, 小叶中央区为14.5%, 门静脉

周围区10.3%. 缺血再灌注损伤是肝细胞凋亡的

原因[24]. Feldman报道, 在人同种异体肝移植短暂

缺血再灌注后的凋亡定量分析中, 有约20%的肝

细胞发生凋亡, 提示凋亡是早期移植物损害的表

现, 细胞凋亡与肝缺血再灌注损伤密切相关. Cao 
et al [25]利用正常人肝细胞株HL-7702建立体外缺

氧/再给氧的细胞模型, 单纯模拟缺血再灌注损

伤过程. 研究发现, 缺氧处理后再给氧各时间点

(0-20 h)DR5 mRNA和蛋白表达明显上调, 再给氧

2 h达峰值. 缺氧明显提高外源性TRAIL活性蛋白

对肝细胞的毒性. 缺氧后给予TRAIL, 肝细胞凋

亡率较未缺氧组明显增加. 实验结果提示HIRI通
过TRAIL/死亡受体途径引起肝细胞凋亡. 此方面

的研究目前甚少, 有待进一步深入. 
2.6 TRAIL与肝移植物排异反应 TRAIL作为

机体免疫调节和免疫监视分子之一, 与移植排

斥反应密切相关. 一方面, TRAIL参与CD4+T
细胞、NK细胞、巨噬细胞和树状细胞等多种

免疫细胞的毒性作用, 促进排异反应引起的组

织损伤. Song et al [26]通过免疫组织化学染色和

ELISA检测肾移植手术后发生排斥反应的患者

的组织和血清中TRAIL、DR4和DR5的表达情

况. 研究结果提示TRAIL、DR4和DR5在病理

组织中的表达以及血清中sTRAIL水平明显增

高. 由于膜性和分泌性TRAIL都可以诱导表达

DR4/DR5的细胞发生凋亡, TRAIL/死亡受体可

能参与移植物排斥反应. 肝脏移植术后排斥反

应也有相似表现[27-28]. Strehlau et al [28]检测了39
名肾移植排斥的病理标本和14名肝移植排斥的

57份肝活穿标本中TRAIL的表达情况, 结果显

示TRAIL在98%的肾移植急性排斥标本和99%
的肝移植急性排斥的标本中都有表达. 9名伴有

再发性、灶性硬化的肾移植急性排斥患者都有

TRAIL mRNA的表达. Tashiro et al [27]发现活体

肝移植中移植物损伤与TNFR1和DR5有关, 而
与Fas无关. 移植肝组织中TNFR1和DR5基因和

蛋白水平表达升高, 但Fas表达没有改变. 与FasL
不同, TRAIL基因表达的增高不仅局限于急性排

斥, 在脓毒血症、其他原因引起的移植物损伤

以及移植物慢性失功也发现TRAIL的升高. 另一

方面,  TRAIL可以诱导活化T细胞、巨噬细胞、

NK细胞等多种免疫细胞发生凋亡[29-31]. 通过清

除上述免疫细胞, 可以诱导免疫耐受, 减轻移植

物排斥反应. 因此TRAIL/死亡受体途径在移植

物排斥反应中发挥双刃剑作用, 诱导移植物细

■创新盘点
首次对TRAIL/死
亡受体途径参与
多种肝脏疾病加
以综述.
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胞凋亡加重排斥反应, 诱导宿主活化T细胞凋亡

则促进免疫耐受. 

3  结论

细胞凋亡涉及许多不同的介导因子, 如F a s、
TNF-α、TNF-β1和Bcl-2家族, 他们在许多不

同的肝损伤中均可发挥作用”, 而TRA IL/死
亡受体途径参与多种肝脏病理损伤. 深入研究

TRAIL/死亡受体途径在肝损伤中的作用机制具

有重大的理论和实际意义. 
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第八届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入
新技术研讨会征文通知

本刊讯 为满足全国专家、学者和临床一线医师对消化性病变介入/内镜新技术研究、探讨和交流的需求, 进
一步提升国内消化系疾病尤其是消化道恶性病变介入/内镜诊治的技术水平, 上海同仁医院联合福建省肿瘤医

院, 定于2008-11-7/12在福建省福州市举办第八届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术研讨会. 会

议由福建省抗癌协会、福建省消化内镜学会和福建省放射学会介入学组具体承办. 中华消化内镜学杂志、中

华放射学杂志、世界华人消化杂志和介入放射学杂志共同参与协办. 会议将着重介绍消化道病变内镜治疗、

介入放射学治疗、肿瘤内外科治疗的新理论、新技术和新方法, 为各相关交叉学科之间的相互交流和研讨搭

建一个平台. 本次会议拟安排相关学科的著名专家围绕食管、胆管和胃肠道等消化道管腔内支架治疗应用技

术和发生的问题, 以及消化道病变的消化内镜、介入放射和内外科治疗新进展等热点课题进行精彩演讲及深

入研讨. 会议中还将安排疑难案例讨论及手术操作演示, 内容精彩. 参会者将授予国家级一类继续医学教育学

分10分. 

1      征稿内容

消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等; 消化系良性

病变(如: 门静脉高压、胆道结石和消化道出血等)的内镜及介入新技术应用; 消化病诊治边沿交叉学科与消化

介入诊治新技术相关的论著、文献综述、临床经验和个案报告等稿件.

2      征稿要求

(1)专题讲座由组委会约稿, 也可自荐, 需全文; (2)论著需1000字以内的标准论文摘要, 包括目的、方法、结果

和结论四要素. 经验交流、短篇报道等全文限1000字以内; (3)所有稿件内容应科学、创新、实用、数据准确, 

书写规范, 稿件应是未发表过的论文. 优秀论文将安排在国家级杂志上发表; (4)邮寄稿件要求Word格式打印, 

并附软盘, 特别鼓励E-mail投稿(以附件Word格式传送); (5)截稿日期: 2008-08-31.

3      联系方式

林海澜 ,  350014, 福州市福马路凤坂马路顶91号福建省肿瘤医院介入科 .  hailan@pub2.fz.fj.cn; 手机: 

13850171973, 电话: 0591-83660063-8428, 8017, 传真: 0591-83546120

施宏, 350014, 福州市福马路凤坂马路顶91号福建省肿瘤医院内镜科. endoshihong@hotmail.com; 手机: 

13959105615, 电话: 0591-83660063-8428, 8017, 传真: 0591-83546120
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Abstract
Lactobacillus, as the predominant microorganism 
in gut, is of vital importance in maintaining 
the stability of microbiological environment 
in intestine. The adhering of lactobacillus to 
intestinal epithelia is the primise and basis 
of these actions. In this article, we review the 
progress in the study of the active ingredients, 
the biological features, the adhering mechanisms 
of lactobacillus and their influencing factor. 

Key Words: Lactobacillus ; Adherence factor; Sur-
face-layer protein
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摘要
乳酸菌作为胃肠道的优势菌群, 对于维护胃肠
道微生态环境稳定有重要意义, 而与宿主胃肠
道上皮表面的黏附和定植是发挥这些作用的

前提和基础. 本文就乳酸杆菌黏附活性成分及
其生物学特性, 与肠上皮细胞的黏附机制及其
影响因素的研究现状作一综述.  

关键词�� 乳酸杆菌; 黏附因子; 表层蛋白
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0  引言

人类的胃肠道含有1000多种约1013-1014个微生

物, 其基因组总含量至少是人类基因组的一千

倍[1]. 乳酸菌作为这其中优势菌群, 同宿主胃肠

道上皮表面的黏附和定植可以起到竞争性地排

除病原体和调节宿主细胞反应的效果, 对于维

护胃肠道正常的生态环境稳定起到了重要作用. 
与目前已知的病原菌黏附机制相比, 乳酸菌黏

附因子作用机制的研究还在起步阶段. 目前这

方面的研究正日益受到重视. 本综述着重分析

乳酸菌黏附因子对人类胃肠道的黏附作用机制. 

1  乳酸菌黏附活性成分及其生物学特性

乳酸杆菌和宿主肠上皮细胞的黏附与乳酸菌体

表面成分作用有关, 如脂磷壁酸(lipoteichoic acid, 
LTA)、细胞外多糖(exopolysaccharides, EPS)和
细胞表面蛋白等, 其中细胞表面蛋白起着关键性

的作用[2]. 目前研究证实乳酸菌包括Lactobacillus 
brevis , L. acidophilus , L crispatus , L amylovorus , L 
gallinarum和L. helveticus等其细胞表面蛋白均有

黏附能力, 因其大多分布于细菌表层, 故又被统

称为表层蛋白(surface layer protein, SLP). 
1.1 乳酸菌的表层(S-layer)主要成分 S-layer是大

多数微生物细胞壁的最外层结构, 由分子质量

40-200 kDa的蛋白或糖蛋白亚单位晶体状排列而

成. S-layer厚约5-15 nm, 其疏水外表面由一定大

小和不同形态的孔隙组成多孔状结构, 这些孔隙

构成70%的晶格状表面[3]. 目前对S-layer的生物

功能认识有限, 主要包括组成保护性包膜、细胞

形态决定簇、分子和离子通道、细胞外酶的黏
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肠道内的乳酸杆
菌数量与种类繁
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附部位、以及参与细胞黏附和表面识别的结构[4]. 
SLP的分子质量从25-71 kDa, 最大可达200 

kDa, 占细菌总蛋白的10%-15%, 含有大量的疏

水氨基酸, 占31.9%-38.7%. SLP阳性氨基酸数量

较阴性高12.5%, 导致了高等电点(PI), 其PI值为

9.35-10.4, 并成为乳酸杆菌SLP特征性的标志[5-6]. 
1.2 黏附作用 乳酸菌可识别宿主表面特异受体, 
而宿主表面的蛋白、糖蛋白和糖脂可能就是受

体, 也可选择性地吸附特定种类的细菌. 其黏附

过程包括二步: 第一步是非特异性的, 由菌体结

构的特异性所决定; 第二步是在非特异性结合

的基础上, 菌体的特异性配体进一步与宿主细胞

相应的受体之间特异性的结合, 这主要通过表

层蛋白来发挥作用[7]. Bernet et al用L. acidophilus 
LA1株和肠致病性大肠杆菌一起与Caco-2共同

培养, 发现肠致病菌的黏附能力受抑制, 这可能

是乳杆菌与致病菌之间存在的非特异性的对

肠上皮细胞顶端受体竞争黏附所引起的[8-9]. 并
认为其黏附成分可能是细菌表面的不稳定蛋白

质, 据此研制了含冻干培养上清成分的活菌制

剂, 临床效果较单纯活菌为优, 但这种分泌型黏

附分子的本质尚未阐明. 而包括L. crispatus和L. 
acidophilus在内的一些乳酸菌在祛除或破坏SLP
后其和宿主上皮的黏附能力也降低了[10]. 近来发

现单用L. helveticus的SLP提取物也可以达到抑

制肠致病性大肠杆菌对宿主上皮细胞的黏附的

效果[11]. 许多研究发现在创伤、病毒或细菌感染

引起肠上皮破坏的情况下, 黏膜的破坏使细胞外

基质(ECM)暴露在外允许有害微生物定植和感

染. 乳酸菌通过黏附于这些基质, 就能与病原体

竞争相同的受体占据肠道内潜在的连接位点. 在
使用家禽的体外CbsA黏附实验中, 鸡粪来源的

L. Crispatus可以黏附于鸡肠道组织的胶原或层

连纤维[12]. 有研究通过使用异源性的Escherichia 
coli的CbsB蛋白, 来替代L. Crispatus的CbsB基因

编码S-layer蛋白作胶原黏附功能实验, 结果该异

源性CbsB蛋白不能和胶原黏附, 故研究者认为L. 
brevis和L. Crispatus的S-layer表层结构在与肠上

皮的黏附过程的作用也很关键[13]. 近来已有多项

研究显示L. brevis  ATCC 8287 SLP的SLPA拥有

与人肠上皮细胞、膀胱内皮细胞和纤连蛋白黏

附的能力, 认为乳酸菌SLP可调节不同的宿主表

面的黏附[4]. 
1.3 其他活性分子的黏附作用 除了表层蛋白外, 
其他相关表面成分也起到一定的作用. 多种革

兰氏阳性菌包括葡萄球菌、链球菌及乳杆菌等, 
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不仅细胞壁中含有充足的LTA, 而且在其生长发

育过程中, 不断地向周围环境中释放LTA[14]. 有
报道认为后者可调节L. johnsonii  NCC 533黏附

于Caco-2细胞[15]. 研究显示dlt操纵子编码蛋白可

以将d-丙氨酸酯嵌入乳酸菌细胞壁相关LTA, 而
d-丙氨酸酯在耐酸、抵抗微生物肽、生物膜形

成、抗病原菌的毒性方面起着重要的作用, 通过

对dlt操纵子的插入灭活导致LTA的d-丙氨酸酯不

足, 这可以使L. reuteri  100-23在小鼠肠道的定植

明显减少, 并在和肠道菌株的竞争实验中几乎从

栖息地消失[16]. 
此外, 乳酸菌分泌的EPS可以提高菌株对肠

道表面的非特异性黏附能力. 研究显示乳酸菌合

成的细胞外多糖与细菌聚集也有密切相关, 细菌

聚集是生物膜形成的一个整合的过程, 后者对形

成黏附起到了推动作用[17]. 研究发现EPS可以调

节L. plantarum LP6的黏附作用, 因EPS的表面分

布决定LP6的疏水特性, 细菌和黏液的疏水性接

触可以影响乳酸菌的初步黏附[18].

2  乳酸菌表层蛋白与肠上皮细胞的黏附机制

乳酸菌黏附于肠上皮细胞, 主要通过SLP上的结

构域和相关调节酶的作用, 而在实施上并受环

境的影响(图1).
2.1黏附结构域 蛋白质的结构域是蛋白质中具

有特异结构和独立功能的区域, 与蛋白质本身

的数量相比结构域的数量是有限的, 每个结构

域所包含的成员数也是有限的. 结构域作为一

个重要的进化单元, 可以在基因组中重复出现, 
表明某个结构域在基因组中的重复和重排可能

是影响该基因编码的蛋白质功能的一个重要因

素. 结构域的核苷酸序列比较保守, 可以经若干

代的进化比较完整地保留下来, 也证明了结构

域对于蛋白质的功能无可替代的重要性[19-20]. 
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■研发前沿
近来对乳酸杆菌
与肠上皮细胞黏
附的研究中, 除细
菌表面活性成分
对上皮细胞作用
的观点外, 许多研
究针对乳酸菌表
层蛋白结构域的
描述、相关酶的
修饰作用及对其
影响因素做了深
入的分析, 成为研
究的热点.

乳酸杆菌

结构域

    酶

疏水性
pH      Ca2+

LTA

SLP

EPS

Mucus ECM上皮细胞

图 1 乳酸杆菌同肠上皮细胞黏附图.
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黏附蛋白通常具有革兰氏阳性菌跨膜蛋

白的一些典型特征[21], 其中间肽段往往含有2个
或2个以上拷贝的重复氨基酸序列, 黏附结构

域常位于这些重复序列中, 通过某些特殊的序

列连接于细胞壁. 目前有研究将L. brevis  ATCC 
8287[22]的SLP黏附结构域做了鉴定, 在E.coli的
体外鞭毛显示实验中发现L. brevis的受体连接

区域位于SLP的N端区域, 包括96-176个氨基酸

组成, 主要调节与人肠上皮细胞黏附, 而且在该

蛋白的N端还发现同纤连蛋白(fibronectin)连接

区域, 由96-245个氨基酸组成. Avall-JääskeläinenJääskeläinen 
et al [21]将L. brevis  ATCC 8287 SLPA中的受体-连
接区域(SLPA receptor-binding region)编码基因

引入表达质粒, 然后导入乳酸球菌(Lactococcus 
lactis ), 并且表达于乳球菌表面, 结果使得原本无

黏附能力的乳酸球菌获得了黏附肠道407上皮

细胞系(intestine 407 cells line)及黏附纤连蛋白

的能力. 进一步研究表明, 该黏附能力是由slpA
基因编码的N末端的247个氨基酸(包含30个氨

基酸残基的信号肽)所介导的. 但尽管SLPA的黏

附-连接区域能够使L. lactis获得黏附407细胞的

能力, 其黏附能力仍较野生型L. brevis低. 可能

的解释为野生型L. brevis的S-layer含有50万个

SLPA亚基, 而Lactococcus lactis所表达的LPA受

体-连接区域只相当于野生型L. brevis  S-layer中
很少的一部分SLPA蛋白亚基, 所以质粒转染后

的乳酸球菌黏附能力较野生型L. brevis低. 
近来研究发现包括L. reuter i  1063[22]、L. 

acidophilus  NCFM[23]的细胞外黏附蛋白、L. 
plantarum  WCFS1[24]的凝集素样甘露醇特异黏附

素(Msa)等拥有类似的黏液连接结构域(Mub结
构域), 该结构域在Pfam资料库描述为Muc连接

蛋白(Mucbp), 由50个氨基酸残基组成, 常存在

于与肽聚糖连接的蛋白, 可以和真核生物细胞

膜表面富含亮氨酸的短链模体相结合起黏附作

用. 研究发现部分Mub结构域内或侧方常含有一

些富含脯氨酸(P)的区域, 并通过这个区域同蛋

白其他部分区分开来, 这些区域中脯氨酸往往

被两个非脯氨酸残基隔开, 所以命名为PxxP区
域. 而富含脯氨酸的肽段能形成带状或绞链状

的二级结构, 可以使蛋白黏附时具有更大的活

动性. 在真核生物可以形成富含脯氨酸的模体, 
插入上皮细胞SH3结构域的疏水区域, 这可能

是黏附机制之一[25]. 另有研究显示, Msa含有的

Mub结构域能与肠道上皮细胞表面覆盖的粘液

素(Mucin)中的甘露糖成分发生黏附, 如果加入

某些糖蛋白(glycoproteins fetuin)可以竞争抑制

Mub的黏附作用, 说明黏液中的糖链可能是Mub
结构域的配体[22]. 

不同种类乳酸杆菌黏附结构域具有同源性, 
可通过相关数据库归类分析. 而同一黏附素可

以有不同黏附结构域的存在, 也可以出现一系

列相同的连接域. Boekhorst et al [25]根据存在于

L. reuteri  1063和L. plantarum  WCFS1的Mub和
Msa的结构域序列, 用隐马尔科夫模型(hidden 
markov models, 简称HMM)从Pfam、SMART和
Superfam等数据库中检测搜索潜在的黏液连接

蛋白, 通过序列比对的结果在10个乳酸菌种类

中共鉴定出有30种蛋白含有3个或更多的Mub结
构域. 通过Pfam数据库比较Mucbp结构域, 发现

确认的结构域大小不一, 其变化范围从100个到

200多个氨基酸不等, 出现在胃肠道大多数的乳

酸菌内. 
2.2 通过酶调节的黏附 细菌表面粘附蛋白中部

分是引物酶依赖的, 在革兰氏阳性菌, 这些表面

蛋白c端LPxTG模体可以被引物酶(sortase, SrtA)
所识别, 后者可以切断T和G残基, 使苏氨酸羧

基群共价连接到细胞壁肽聚糖骨架的五甘氨

酸, 和包膜合为一体并在微生物表面显示出来. 
除SrtA, 引物酶家族还包括识别NPQTN模体的

SrtB和识别QVPTGV模体的SrtC等, 因此又将这

些SLP称为引物酶依赖的SLP[26]. 虽然细菌基因

组编码许多引物酶依赖SLP, 但绝大多数没有确

定的功能. 有研究对四种该类蛋白做了功能分

类, 前三种乳酸菌引物酶依赖的SLP(L. reuteri  
1063 Mub、L. plantarum  WCFS1 Msa和L. aci-
dophilus  NCFM Mub)属于黏液黏附蛋白, 第四

种蛋白是L. salivarius UCC118的LspA, 他是一种他是一种是一种

300 kDa的大分子蛋白, 除LPXTG模体以及46个
氨基酸残基组成的YSIRK型信号肽(YSIRK-type 
signal peptide), 其编码基因Lsp在序列上与乳

酸菌Lactobacillus  johnsonii NC533(简称La1)编
码SLP(LJ0621)的基因有80%的同源性[27]. 为了

调查引物酶对lsp黏附是否起作用, van Pijkeren  
et al [28]建立一个缺少引物酶基因(LSL-1606)的
突变株, 发现其同肠上皮HT-29和Caco-2细胞黏

附能力明显降低, 仅达到野生型菌株的61%和

68%, Caco-2细胞影响较少可能同该细胞表面存

在大量非引物酶依赖黏附蛋白的受体有关. 而
同LspA基因突变株对比, 后者黏附能力仅高于

缺乏引物酶UCC118约15%, 这也说明了LspA在

黏附过程中的重要作用.

■创新盘点
目前对乳酸杆菌
黏附机制的研究
主要局限在其中
的某一方面, 而对
其进行全面分析
概括较少. 本文从
乳酸菌的外部结
构特征和活性成
分分析入手由粗
到细逐层深入, 并
通过绘制示意图
使具体机制更为
明了.
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目前研究显示引物酶依赖的SLP能与黏液

相连. 然而这并不意味着所有该类蛋白的作用

和引物酶调节黏附有关, 有些可能和黏液成分

的亲和力相关, 所以需要探明乳酸菌中各种该

类蛋白的功能. 近来, 通过多种生物信息方法包

括种系序列谱和结构域分析来预测L. plantarum  
WCFS1细胞外蛋白, 在该研究中12种蛋白被证

实含有黏附因子, 其中10种含有LPxTG的引物

酶, 包括前面提到的Msa蛋白, 其黏附作用已在

试验中证实[29]. 目前已有学者经计算机模拟这些

特殊菌株中引物酶依赖的黏附素, 并尝试推测

其在生态学上的作用, 而未来的体内和体外的

鉴定实验必然会验证这些假设[30]. 
另外, 有研究显示乳酸菌可以产生EPS合

成酶参与调节聚集和粘附以及生物膜的形成. L 
reuteri  TMW1.106表达糖基转移酶(gtfA)和菊粉

蔗糖酶(inu), 合成大量高分子量的葡聚糖和寡葡

萄糖及少量的果聚糖. 插入灭活破坏inu基因同

时影响了L reuteri  TMW1.106和野生型竞争黏附

小鼠肠上皮, 而破坏gtfA则对粘附没有影响. 根
据同源性分析显示, inu在L reuteri  TMW1.106的
功能除葡聚糖连接蛋白还是葡聚糖的受体, inu
的破坏影响同生物膜葡聚糖基质相连. 相对而

言, gtfA只和葡聚糖合成相关但和连接无关[31]. 
2.3 特殊的乳酸菌蛋白调节的黏附 研究发现La1
上有两类特殊的乳酸菌黏附素. 第一类是存在

于胞质的鸟苷酸结合蛋白EF-Tu(elongation fac-
tor Tu), 在蛋白质翻译过程中对肽链的延长有重

要作用. 然而研究者发现La1的EF-Tu定位在菌

体的表面, 而且在这种蛋白上没有发现可以解

释的结构域或模体, 说明EF-Tu与一般SLP的结

构有所不同. Granato et al [32]将La1用LiCl分离到

一种50 kDa的表面蛋白, 能够介导La1对Caco-2
细胞及黏液素的黏附, 通过测序和比对结果表

明, 他与L. plantarum  WCFS-1的EF-Tu在氨基酸

序列上有83%的同源性. 重组EF-Tu能竞争抑制

La1对Caco-2细胞的黏附, 但抑制率仅40%, 不能

达到100%, 说明EF-Tu可能只是La1的SLP的一

种. 此外, 重组EF-Tu对两种不同的黏液素(胃腔

和肠腔的)的黏附能力相似, 而上述两种黏液素

在结构上存在某些相同寡糖决定簇, 他们可能

为EF-Tu的黏附配体. 
另一类是GroEL热休克家族蛋白(又称分子

伴侣, 属于Hsp60家族), 主要功能是帮助新合成

的蛋白质正确折叠和装配, 以保证蛋白质有效

地发挥功能. 以往认为该类蛋白不存在分泌信

号序列及其他模体结构证明其外分泌性, 没有

黏附功能. 但Bergonzelli et al [33]用ELISA反应证

实GroEL蛋白不仅存在于La1胞质而且位于细菌

表面, 且培养8 h后, 培养基内的GroEL蛋白浓度

大幅度升高, 根据重组GroEL蛋白同La1黏附实

验表明GroEL可能竞争抑制La1对于HT-29细胞

的黏附.

3  影响乳酸菌黏附和定植的因素

3.1 钙离子 以往研究认为乳酸菌的黏附是需要

Ca2+的非特异系统, Ca2+信号活化途径可促进

乳酸菌与肠细胞的特异受体结合 .  研究发现 , 
使用放射标记的多种乳酸菌, 与缺乏钙离子比

较, 在加入钙离子后, L. reuteri  DSM 12246, L. 
plantarum  Q47, L. rhamnosus  GG和L. johnsonii  
NCC 533等同IPEC-J2的黏附明显增加, 而Zn及
Mg的作用不明显. 而且在钙离子存在的情况下, 
黏附力差的菌株其黏附功能增加更明显[34].
3.2 表面疏水性 Vadillo-Rodríguez et al [35]研究发

现由L. acidophilus  ATCC 4356的S-layer表达的

疏水性与表面黏附能力相关, 后者和环境的离

子强度改变相关, 不过不是所有的乳酸菌S-layer
拥有这样的机制. 
3.3 pH值 而前述黏附试验中发现, 无论是La1还
是重组EF-Tu蛋白或重组GroEL蛋白, 对黏液及

Caco-2细胞的黏附都有pH依赖性, pH5.0时的黏

附能力要比pH7的时候强[32-33]. 与此相似, 研究

显示Mub结构域的黏附也是pH依赖性的[22].  
总之, 乳酸菌同肠上皮细胞的黏附机制涉

及细菌本身结构和周围环境等多层次因素, 但
是要更好地查明这些复杂的细菌宿主相互作用

的分子机制还存在着很多困难. 随着人类疾病

与功能基因的发现与识别、基因与蛋白质的表

达和功能研究方面的深入, 相信不久将阐明乳

酸菌的黏附机制.
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表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图请附黑白照片, 并

考入光盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 

必须使用双面胶条黏 贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴. (5)致谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐. 
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Abstract
In respect of the comprehensive effect in 
immunologic regulation (on innate immunity 
and adaptive immunity) and antibacterial 
activity, vitamin D is in a high profile position in 
recent years. Despite the uncertain mechanism, 
it is a common sense that commensal enteric 
microbiota initiate and perpetuate immune-
mediated bowel inflammation. This suggests 
that there may be a link between vitamin D’
s function and pathogenesis of inflammatory 
bowel disease, and vitamin D-associated 
agents may be prospective for treatment of 
inflammatory bowel disease. 

Key Words: Inflammatory bowel disease; Vitamin D; 
Vitamin D receptor; Innate immunity; Adaptive im-
munity

Ma JC, Zhang XL, Hao LS, Liu N. Advances in vitamin D 
and inflammatory bowel disease. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(23): 2637-2643

摘要
由于广泛的免疫调节及抗微生物作用, 维生素
D与自身免疫疾病的关系受到越来越多的关
注. 而对于炎症性肠病, 尽管根本机制不明, 但
关于其发病已形成基本共识, 即在一定环境因
素下, 由共生菌及其所产生致炎因子作用于免
疫缺陷的个体, 产生持续的免疫反应. 由于维
生素D对固有免疫、适应性免疫的调节作用
及其作用方式, 以及其可调控上皮细胞抑菌肽
的产生, 参与肠道微生态的平衡, 有理由认为
活性维生素D的产生和作用的不足可能参与
了炎症性肠病的发病, 同时维生素D可能是很
有前景的预防和治疗炎症性肠病的药物. 

关键词�� 炎症性肠病; 维生素D; 维生素D受体; 固有

免疫; 适应性免疫
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0  引言

维生素D以调节钙磷代谢而广为人知, 近年发

现他有重要的抗细菌感染和免疫调节作用, 维
生素D及其受体(vitamin D receptor, VDR)的
变异, 是佝偻病反复感染的原因, 也可能是多

种自身免疫性疾病的发病基础 .  炎症性肠病

(inflammatory bowel disease, IBD)是由于机体对

肠道菌群缺乏正常防御, 并由细菌成分与免疫

系统相互作用造成的慢性炎症. 维生素D或其受

体功能不足可能参与IBD的形成, 因此, 补充维

生素D对IBD的治疗可能有效, 关于维生素D的

免疫调节机制及其在IBD发病机制中的作用, 我
们就近年的研究进展综述如下. 

1  维生素D的来源及代谢

维生素D是动物所必需的营养成分, 天然维生素

D包括维生素D2(麦角钙化醇)和维生素D3(胆钙

化醇). 维生素D2主要来自植物; 维生素D3主要

来源于鱼肝油、蛋黄、动物肝脏、黄油及牛奶

等动物性食物. 一般认为动物表皮中的7-脱氢胆

www.wjgnet.com
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■背景资料
哺乳动物的肠道
是一个多种菌共
生的环境, 炎症性
肠病发病机制复
杂, 涉及遗传、环
境、免疫等多个
环节, 是欧美国家
的一个多发病. 近
年我国炎症性肠
病发病有快速增
高趋势, 然而由于
其根本机制不明, 
临床治疗手段局
限. 近年对维生素
D的研究显示, 维
生 素 D 可 调 整 固
有免疫、适应性
免疫的平衡, 调控
抑菌肽的产生, 涉
及炎症性肠病发
病机制的多个环
节, 有必要对其进
行进一步研究. 
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潘秀珍, 教授, 福
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研究室; 万军, 主
任医师, 解放军总
医院南楼老年消
化科



固醇经紫外线照射也可自身合成维生素D3. 近
年的研究发现单核细胞、上皮细胞也可在特定

条件下合成维生素D3. 维生素D的活性形式是1, 
25二羟维生素D3(1, 25(OH)2D3). 食物中的维生

素D2、维生素D3在肠道被吸收后以及皮肤中的

7-脱氢胆固醇在紫外线照射下生成的维生素D3
均进入血液, 维生素D3通过血浆中的维生素D结

合蛋白(VBP)被运送至肝脏, 在肝细胞内被25-羟
化酶(25-OHase)作用后形成25-羟基维生素D3( 
25-OHD3), 后者与α球蛋白结合并转移至肾脏后

被1-羟化酶(1-OHase)在1α位上再次羟基化, 生成

具有生物活性的1, 25(OH)2D3.

2  维生素D受体

维生素D通过与V D R结合发挥作用 .  V D R是

核内生物大分子 ,  为类固醇激素/甲状腺激素

受体超家族的成员 .  人V D R基因位于染色体

l2q13-14, 长约75 kb, 由9个外显子、8个内含

子组成. VDR 分为2大类: 核受体(nVDR)和膜

受体(mVDR). 前者主要参与钙磷平衡的维持; 
nVDR则通过影响基因表达, 控制相应蛋白质的

合成. VDR蛋白质从N端到C段可分为6个功能

区(A-E). 其中C区为DNA结合区(DNA-binding 
domain, DBD), 由VDR外显子Ⅱ、Ⅲ编码, 此
区为核受体家族的特异性蛋白质 ,  高度保守 , 
人、大鼠的同源性为98.5%, 可识别靶基因上

的维生素D反应元件. E区为配体结合区(ligand-
binding domain, LBD), 由VDR基因外显子V-IX
编码. 该区是与1, 25-(OH)2D3结合的主要部位, 
与1, 25(OH)2D3有较高的亲和力. 1, 25(OH)2D3
与nVDR结合激活nVDR, 之后nVDR与视黄醛

X受体α(retinoid X receptor α, RXRα)结合形成

VDR/RXRα异二聚体, 该复合物能够与定位于

人和鼠的RelB基因的启动子区域的VDREs特
异性地结合, 随后引起启动子发生构象改变, 从
而影响基因表达, 调节免疫, 促进细胞的增殖与

分化. 维生素D的免疫调节作用是通过nVDR实
现的. 现已证实VDR有广泛的组织学基础, 不仅

存在于经典的靶组织如小肠、肾脏、骨骼、甲

状旁腺中, 还存在于视网膜、胰腺、垂体、肌

肉、睾丸、乳腺、子宫、胎盘、卵巢、脾脏、

骨骼、大肠及皮肤等组织中, 人的单核细胞、

激活的T细胞、B细胞和多种肿瘤细胞也含有

VDR. VDR除对钙、磷代谢具有调节作用外, 还
具有多种重要的生物作用, 如影响中枢神经功

能等.
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3  维生素D与固有免疫

国外早就发现口服维生素D可治疗结核红斑[1]; 
佝偻病等维生素D缺乏的患者易反复感染是一

种普遍的临床现象, 提示维生素D可能与感染有

关. 近两年关于维生素D及其VDR在皮肤黏膜固

有免疫调节中的作用有了很大进展, Martineau 
et a l [2]采用随机、双盲、对照试验评价了维生

素D的抗结核作用, 对伦敦192名接触结核患者

的健康人分别每日单次给予1MIU维生素D或

安慰剂, 发现相较于安慰剂组, 所有接受维生素

D治疗的接触者, 血液都具有明显的抗结核菌

增殖的作用[2]. 目前认为固有免疫在机体抗菌

反应中起决定作用. 维生素D通过固有免疫发

挥作用的模式[3-8]是: 单核、巨噬细胞或树突状

细胞(dentric cell, DC)膜表面模式识别受体, 主
要是Toll-like受体(Toll-like receptors, TLRs), 识
别多种细菌衍生的配体, 即细菌共同表达的特

定保守成分, 或称病原相关分子模式(pathogen-
associated molecular patterns, PAMPs), 如细菌内

毒素/脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)、脂阿拉

伯甘露聚糖、肽聚糖、脂磷壁酸, 包括细菌脂

蛋白, 而后通过一系列细胞内信号转导途径, 使
单核、巨噬细胞VDR和维生素D1羟化酶表达增

加, 并使25羟维生素D(25OHD)转化为活性形式

的1, 25(OH)2D, 与细胞内VDR结合, 转移入核, 
与靶基因启动子区域的VDREs特异性地结合, 
进而诱导表达抑菌肽, 内源性抗菌肽被认为是

机体在进化过程中为适应环境、求得生存而最

早产生的免疫活性分子, 从昆虫、低等脊椎动

物、哺乳动物直至人类均广泛存在, 具有广谱

抗微生物活性, 如抗病毒、细菌、真菌、螺旋

体等作用, 有的还具有细胞毒性包括选择性肿

瘤细胞毒性. 人在带菌环境中不发病, 抑菌肽在

其中发挥了重要作用, 是机体免受肠道菌群感

染的物质基础, 抑菌肽的表达触发了细胞内直

接的抗菌活性[9-10].

4  维生素D与适应性免疫

DC是维生素D调节适应性免疫应答反应重要的

靶细胞, 是目前所知最强的抗原提呈细胞, 他不

同于其他细胞的最显著的特点是能够刺激初始

T细胞增殖, 因此, DC是机体适应性免疫应答的

始动者. 目前已经积累的资料证实DC的异常与

系统性红斑狼疮、银屑病、肌炎及甲状腺炎等

多种自身免疫性疾病密切相关. DC在不同发育

阶段具有不同功能, 未成熟DC具有摄取和加工

www.wjgnet.com

■研发前沿
关于炎症性肠病
的发病机制, 人们
对适应性免疫关
注的较多. 近两年
的研究显示, 对于
肠道这样一个特
殊的带菌环境, 固
有免疫发挥了至
少和适应性免疫
同等重要的作用.
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处理抗原的功能, 但刺激初始T细胞的能力很弱. 
成熟DC可表达第一和第二信号, 直接激活T细
胞, 间接激活B细胞. 1, 25(OH)2D及其1羟化类似

物对DC的作用[11-17]有: (1)具有诱导骨髓细胞分

化为巨噬细胞系的潜能[18], 从而减少DC的数目, 
降低由其诱发的适应性免疫应答而引起的炎症

反应; (2)增加巨噬细胞的数目, 增强局部固有免

疫抗菌反应; (3)抑制DC的成熟, 只有成熟的DC
才具有激活初始T细胞的功能, 因此, DC数目的

减少最终引起T细胞介导的免疫应答下调. 此外

维生素D改善免疫细胞能量代谢, 维持其微环境

中钙、锌、硒等重要离子的稳定[19-20], 调节局部

细胞因子的构成, 维生素D诱导DC表达和分泌

IL-1021[21], 维生素D缺乏会使局部IL-2、IFN、

IL-1β、TNF-α及IL-12表达上调22[22-23], IL-10诱
导CD4+ T细胞分化为Th2细胞. IL-2、IL-12、
IFN则诱导CD4+ T细胞分化为Th1细胞, 维生素D
抑制细胞免疫[24-27]. 维生素D缺乏使免疫耐受遭到

破坏, 引起自身反应的细胞毒性T细胞激活[28-30].

5  维生素D发挥作用的方式

维生素D功能的实现可能是通过以下两条途

径: (1)VDR表达的量及是否变异: 近年研究发现

VDR存在基因变异[31], VDR变异必然导致其与维

生素D结合及功能发挥的异常, 已证实VDR特定

位点的多态性与多种自身免疫病相关[32-33]. (2)调
节内生活性维生素D-1, 25(OH)2D3的产量: 维生

素D发挥功能, 需达到一定浓度, 人1, 25(OH)2D3
正常循环浓度为26-70 ng/L[34]; 而其作用浓度往

往是正常循环浓度的数倍, 1, 25(OH)2D3在局

部如何达到高浓度, 是其发挥作用的另一关键

因素. 1α羟化酶是重要的维生素D羟化酶, 可使

25OHD做为酶底物产生活性1, 25(OH)2D3, 达到

作用部位高浓度, 通过一种内分泌、自分泌、

旁分泌的方式发挥作用[10,35]. 比如人巨噬细胞发

挥抗结核分支杆菌的作用浓度接近4 μg/mL, 当
结核分支杆菌PAMPs和巨噬细胞表面TLR2/1
二聚物结合, 则募集MyD88接头蛋白, 经一系

列的细胞内信号转导途径, 触发1α羟化酶编码

的CYP27B1和VDR表达上调, 同时巨噬细胞内

吞细胞外液中的25OHD, 使细胞内25OHD升高, 
在1α羟化酶作用下, 产生活性1, 25(OH)2D3, 1, 
25(OH)2D3和VDR可在细胞内自由作用. 结合配

体的VDR最终与细胞核特定部位结合, 与NF-kB
相互作用, 最终结果是清除抗原和启动T或B细

胞介导的适应性免疫反应. 实验表明, 1α羟化酶

基因敲除的1-α(OH)ase KO鼠、CD4和CD8淋巴

细胞阳性率显著低于野生型小鼠. 与野生型小

鼠相比, 其腹腔巨噬细胞吞噬功能和脾脏淋巴

细胞增殖能力也显著下降, 说明局部形成活性

维生素D是其发挥作用的重要条件[36]. CYP27B1
存在于巨噬细胞和树突状细胞 ,  特异性抑制

CYP27B1或加入VDR对抗物, TLR2/1L对抑菌肽

mRNA的抑制超过80%, 而且抗菌活性大约降低

了70%[10]. 实验证实影响羟化酶上游蛋白可改变

维生素D作用[37]. 提示我们可通过调控维生素D
羟化酶, 或改变其与VDR的结合来调控局部抗

菌强度.

6  维生素D对IBD的影响

关于IBD的发病机制已形成共识, 即遗传易感

性为基础[38-39]、环境因素参与, 黏膜免疫系统

对肠腔内抗原物质的异常免疫应答造成肠道损

伤. 而且其抗原很可能就是共生菌. 简而言之就

是由细菌成分引发机体自身免疫, 感染和免疫

是IBD发病的关键. 而正常情况下, 肠道上皮细

胞和细胞之间的连接组成一道完整的黏膜屏障, 
阻止微生物及毒性大分子通过, 肠上皮细胞及

潘氏细胞可表达抗菌肽, 分布于肠黏膜表层, 调
整黏膜表层菌群, 保持微生态平衡, 如果黏膜屏

障受损, 菌群失常, 则可能使细菌黏附于上皮细

胞顶层, 进而定植于黏膜表层, 或通过上皮层, 
发生细菌移位, 如再不能被巨噬细胞等吞噬, 则
诱发机体免疫反应, 形成慢性炎症. 

维生素D对感染、免疫的广泛作用, 说明其

具备影响IBD发病的理论基础. 维生素D与感染

的关系是近年临床感染基础研究的一个热点, 
维生素D具有明确的抗感染作用[2,40-43], 可调控抑

菌肽的表达, 维生素D缺乏可使呼吸道、鼻腔、

消化道等黏膜组成的部位感染风险明显增高. 
除已深入研究的抗结核作用外, 近年发现维生

素D在成人肺炎、新生儿感染的发病中具有重

要作用, 目前认为人体存在一条依赖维生素D的

抗感染途径. 维生素D与免疫系统的关系如前所

述, 可通过对种免疫细胞和细胞因子调控固有

免疫和适应性免疫应答反应. 维生素D对免疫系

统的作用在多种自身免疫病得到证实, 因广泛

的免疫调节作用及其在结核病中显现的明确抗

菌作用而受到关注. 临床大量证据表明补充维

生素D可抑制多种自身免疫病, 如脑脊髓膜炎、

甲状腺炎、1型糖尿病、系统性红斑狼疮以及

胶原导致的关节炎和莱姆关节炎[44-50]. 

■相关报道
Froicu用VDR KO
小鼠进行的实验
揭示了在DSS诱
导小鼠实验性结
肠炎模型中, 维生
素 D 直 接 影 响 模
型能否建立成功
以及病变严重程
度; 而Simmons et 
a l 进行的基因多
态性分析, 提供了
有力的遗传学证
据.
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遗传学证据及动物实验表明维生素D和

IBD之间有紧密联系. 人类基因组图谱筛选显示

VDR基因与IBD相关, VDR基因可能是IBD候选

易感基因. Simmons et al [51]对VDR单核苷酸多态

性进行了连锁分析, 发现用TaqⅠ内切酶酶切CD
患者VDR基因, 在352密码子8外显子部位, 相对

于正常人, CD患者“t t”基因型的频率显著增

高, 证实CD易感性和VDR候选区域存在基因联

系. 同时动物实验支持维生素D对IBD发病起关

键作用. Cantorna[52]研究发现维生素D和VDR的
作用决定小鼠是否能形成实验性IBD, 去除维生

素D或阻断VDR可使T细胞自发激活, 加入维生

素D则T细胞的异常反应被修复, 自身免疫得以

避免, 认为其机制是维生素D直接或间接的调节

T细胞发育和功能. Cantorna et al [53]对IL-10 KO
小鼠研究发现, 当维生素D缺乏时, 小鼠很快自

发出现便血、消耗等结肠炎症状, 伴随很高的

死亡率. 给予足量的vitamin D或1, 25(OH)2D3不
会缓解症状, 显示维生素D与IBD的发病相关. 
Froicu et al [9,23,54]的系列实验更有说服力, 由于

目前维生素D所有已知功能均通过VDR发挥作

用, 敲除VDR则可阻断维生素D的作用, 他们建

立了VDR KO小鼠模型, 研究发现1, 25(OH)2D3
抑制包括IBD在内的自身免疫疾病动物模型建

立, VDR KO可导致严重的IBD, VDR/IL-10双基

因敲除小鼠在第8周100%死亡, VDR KO小鼠对

右旋糖酐硫酸酯钠(DSS)极其敏感, 病变严重程

度增加, 去除DSS VDR KO小鼠结肠炎症状不能

缓解, 野生型小鼠在去除DSS 5 d后恢复. 0.5%
的DSS就引起VDR KO小鼠出血、溃疡和体质体质

量减轻, 在对野生型小鼠仅产生轻微症状的DSS减轻, 在对野生型小鼠仅产生轻微症状的DSS
剂量可使VDR KO小鼠死亡率增加. 伴随结肠的

TNF-α、IL-1α、IL-1β、IL-12、IFN-g、IL-10,
单核细胞趋化因子-1(monocyte chemotactic pm-
tein-1, MCP-1)高表达. 给予1, 25(OH)2D3可减低

DSS诱导的野生型小鼠肠道炎症程度和范围. 进
一步研究发现DSS小鼠的早期死亡原因是由于

肠穿孔和内毒素血症, 而且VDR KO小鼠对外生

性注射LPS高敏感, DSS处理的VDR KO濒死小

鼠的腹膜渗出液细菌培养阳性. 表明VDR KO小

鼠免疫功能异常, 抗菌功能低下, 认为VDR在调

节胃肠道炎症, 控制结肠先天免疫和对化学损

伤方面起关键作用. 
维生素D如何影响IBD的发病呢? 正常人肠

道菌株数目约为10万亿到100万亿之间[55-56], 是

人体细胞总数的10倍, 肠黏膜肠道菌群直接接

触, 而不被感染一直都是胃肠学家感兴趣的课

题, 也是IBD发病的关键[57]. 正常情况下, 致病菌

和益生菌, 以及其代谢产物之间保持平衡, 如果

致病菌及其代谢产物增多, 作用于肠道内皮细

胞则会引发肠道炎症. 抑菌肽在维持肠道菌群

平衡中, 保护肠道免受感染中发挥着关键的作

用, 抑菌肽可通过与黏膜表面细菌相互作用, 使
内皮细胞等免受细菌侵害, 由于VDR激活是内

皮细胞表达抑菌肽的先决条件, 因而维生素D在

维持肠道菌群平衡中具有重要作用; 细菌及其

产生的抗原物质发挥作用必须首先与内皮细胞

发生黏附. Martinesi et al [58]以IBD患者外周血单

核细胞(peripheral blood mononuclear cell, PBMC)
为对象, 通过检测凋亡及ICAM-1, 进一步研究

了维生素D及其衍生物对黏附功能的影响. 发
现在PBMC培养液中加入LPS或TNF-α后细胞

间黏附分子-1(intercellular adhesion molecule-1, 
ICAM-1)水平显著升高, 加入1, 25(OH)2D3后
ICAM-1水平显著下降. 1, 25(OH)2D3具有与

TNF-α单抗相似的作用, 可使聚腺苷二磷酸-核
糖聚合酶[Poly(ADP-ribose)polymerase, PARP]
和Caspase-3激活, 抑制CD患者PBMC增殖, 诱导

PBMC凋亡, 使ICAM-1降低; 致病菌及其抗原成

分仅仅与内皮细胞黏附并不能致病, 他必需侵

入黏膜屏障, 发生细菌易位. 肠黏膜屏障完整性

决定细菌是否能够入侵及移位, 细胞间的紧密

连接(tight ajunction, TJ)是细胞间的重要连接方

式, 对维持黏膜屏障的完整起决定作用, 其功能

是只允许小分子离子通过, 微生物及大分子不

能通过. IBD上皮细胞通透性增高, 允许细菌进

入上皮下层, 从而导致IBD的发生, 维生素D可维

持表皮屏障的完整[59-60], 近年对他是否对黏膜屏

障有类似作用开始受到关注受到关注到关注[61-66]. 跨膜蛋白、胞

质附着蛋白及细胞骨架蛋白共同组成了TJ, 连
接黏附分子(junction adhesion molecule, JAM)是
重要的跨膜蛋白. Murphy et al [62]用Caco-2单层细

胞模型发现维生素D可影响JAM的表达, 修复肠

黏膜通透性[67]. 细胞间的的紧密连接和其微环

境中的钙关系密切, 细胞外钙减少可激活细胞

内肌球蛋白激酶活性, 周围连接肌动蛋白和肌

球蛋白的纤维向心性收缩, 使紧密连接破坏, 其
作用依赖于Ca2+, E-钙粘连素结合, 介导紧密连

接的开启和闭合, 其作用同样依赖于Ca2+, Fujita  
et al应用RNA干扰及过表达策略[65], 通过活体

■创新盘点
主要从3个方面揭
示维生素D对IBD
发病的影响 :  (1)
调控抑菌肽产生
从而调节黏膜表
面菌群失常 .  (2)
调节固有免疫及
适应性免疫应答. 
(3)维持黏膜屏障
完整.



www.wjgnet.com

麻继臣, 等. 维生素D与炎症性肠病的研究进展                  2641

及离体实验证实1, 25(OH)2D3使肠黏膜上皮细

胞紧密连接蛋白Claudin-2和Claudin-12表达上

调, 认为上皮细胞存在维生素D依赖性的钙通道, 
对维持肠上皮屏障的功能具有重要作用. Kong  
et al [68]也就VDR维持肠黏膜屏障完整性的作用

及机制进行了研究, 发现VDR KO小鼠结肠黏膜

显示严重的溃疡, 伤口愈合不良, 肠黏膜单层细

胞电阻显著降低, 细胞培养显示1, 25(OH)2D3可
刺激上皮细胞迁移, 提高连接蛋白的表达和单

层细胞电阻, 显著提高由Caco-2单层细胞建立的

紧密连接, 维持结构完整性, 加入VDR的小干扰

RNA则降低Caco-2单层细胞的连接蛋白水平和

单层细胞电阻, 提示VDR通过在黏膜屏障平衡

中扮演关键角色, VD缺乏可能危害黏膜屏障, 导
致黏膜损伤及产生IBD的风险加大. 一旦抗原成

分侵入机体, 维生素D通过抑制细胞免疫[27], 及
自身反应的细胞毒性T细胞激活来调整免疫反

应[29]. 由此可见维生素D可调节黏膜表面菌群, 
抑制肠腔细菌黏附, 调整紧密连接蛋白, 维持黏

膜屏障完整, 抑制致病菌入侵及移位, 调整免疫

反应等结肠炎发病的各个环节均发挥重要作用. 
另外, Zhu et al [69]在对维生素D的研究中发

现, 钙可能与维生素D具有协同作用. 食物中去

除钙, 可加重IL-10 KO小鼠IBD的严重程度; 给
予钙或1, 25(OH)2D3使IBD一定程度缓解; 当同

时给予钙和1, 25(OH)2D3则IBD程度及其轻微. 
并认为钙或1, 25(OH)2D3可减少刀豆蛋白-A刺

激的脾细胞分泌TNF-α、抑制TNF-α相关基因

表达, 对免疫干细胞分化具有作用.

7  结论

同卵双胞胎IBD同时发病的机率最高为50%, 给
遗传学带来了困惑, 同时也为控制IBD的发病带

来了希望, 预防细菌侵入及其保守成分造成的

免疫损伤, 防止疾病的反复发作, 是控制IBD的

关键. 但由于IBD病因及发病机制不明确, 临床

治疗进展缓慢. 维生素D在抗结核研究方面的效

果鼓舞人心, 且其作用机制契合我们对IBD有限

的了解, 同时由于肠道黏膜不能接触到紫外线, 
局部维生素D羟化酶可能发挥更大的作用, 况且

国外的统计数据表明大约32%-77% IBD患者有

骨密度减低, 而且维生素D可通过抑制细胞增殖

周期及血管生成具有抗癌作用[70], VDR的基因

多态性可能参与了结肠癌的发病[71], 维生素D可

能对降低IBD患者癌症的风险具有作用. 可以预

见维生素D对于IBD有很大应用前景, 并可能是

一种的辅助治疗预防复发的有效有效措施, 我
们期待着更多关于维生素D对IBD的治疗循证医

学的证据, 特别是中心协作进行随机、双盲、

对照的前瞻性研究. 
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Abstract
Since the first member of regenerating gene (Reg) 
family was discovered in 1988, it has been veri-
fied that regenerating genes play important roles 
in diabetes, inflammation and injury, and diges-
tive system tumors. Now, more members of Reg 
family have been cloned. With further investiga-
tions, the great role of Reg family, especially Reg 
IV, in digestive system neoplasms has attracted 
more and more attention. 

Key Words: Regenerating gene family; Reg IV; 
Neoplasm; Digestive system
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摘要
再生基因家族自1988年被发现以来, 其在糖尿
病、炎症创伤和肿瘤尤其是消化系统肿瘤中
的作用越来越受到重视. 目前, 越来越多的再
生基因家族成员被发现. 随着相关研究的逐步

深入, 再生基因家族在肿瘤中所起的重要作
用, 尤其是RegⅣ在消化系统肿瘤中作用越来
越引起人们的注意. 

关键词�� 再生基因家族; RegⅣ; 肿瘤; 消化系统肿

瘤
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0  引言

再生基因(regenerating gene, Reg)家族自1988年
被发现以来, 其在糖尿病、炎症创伤和肿瘤尤

其是消化系肿瘤中的作用越来越受到重视. Reg
家族的作用最早是在糖尿病的研究中发现的. 
目前知道Reg家族可促进胰岛细胞的增殖, 改善

糖尿病病鼠的疾病状态. 近年来随着研究的深

入, Reg家族在肿瘤中的重要作用逐渐被人们所

注意. Reg家族尤其是RegⅠ和RegⅣ在消化系统

肿瘤中表达明显上调, 可能起到癌基因的作用, 
并可能作为肿瘤的重要标志物而应用于临床, 
但Reg家族在肿瘤的发生发展中的确切机制还

在进一步的研究中. 

1  再生基因家族

Reg家族属钙依赖的植物血凝素超家族, 他代表

一组分泌蛋白, 其功能相当于急性反应蛋白、

抗凋亡因子或胰腺β细胞和神经细胞的分泌因

子[1]. 根据Reg基因编码蛋白的一级结构, Reg家
族可分为四个亚型(Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ), RegⅠ包

括RegⅠα和Reg Ⅰβ[2]. 到目前为止, 所有Reg家
族具有相似的基因结构, 均含有5个内含子和6
个外显子, 编码158-175个氨基酸的分泌蛋白. 
除了RegⅣ定位在1号染色体外, 其余均在2号染

色体[3]. 胰腺上的Reg基因产物能诱导β细胞凋

亡, RegⅠ与β细胞再生有关, 在1型糖尿病, Reg
Ⅱ被认为是β细胞上的一种抗原物质, 他能启动

T细胞应答[4]. Reg蛋白通过其受体发挥功能, 实
验证明Reg蛋白通过其受体介导从而诱导β细胞

®
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的再生来缓解实验性糖尿病. Reg蛋白可能不仅

只是对β细胞再生非常关键, 而且还在其他各种

生理活动中起调节作用. Reg家族参与肝、胰、

胃和肠细胞的增殖分化, 与糖尿病、炎症与创

伤、肿瘤有关[5]. 

2  再生基因家族的生物学作用

Reg家族的生物学作用涉及到炎症损伤反应、糖

尿病和肿瘤等. RegⅠ具有促进胰腺再生, 促进胰

腺导管和β细胞有丝分裂的作用. Bluth et al [6]研

究发现RegⅠ蛋白及RegⅠ受体mRNA在急性胰

腺炎的小鼠胰腺中表达上调, 急性胰腺炎主要导

致导管和腺泡的RegⅠ蛋白增加, 而导致导管、

胰岛和腺泡的RegⅠ受体增加三倍. 这表明诱导

RegⅠ蛋白及RegⅠ受体生成可能是急性胰腺炎

恢复的一种有效方法. Reg蛋白是除了表皮生长

因子, 转化生长因子α、β和肝细胞生长因子之

外的另一个对胃细胞再生起作用的基因. RegⅠ
是一个对胃细胞再生起作用的基因, RegⅠ具有

促进胃黏膜组织增殖和再生的作用. Ose黏膜组织增殖和再生的作用. Ose膜组织增殖和再生的作用. Ose et al [7]

研究进一步揭示了鼠的RegⅠ的促进增殖和再

生作用是小肠绒毛的增殖和殖修复所必需的. 
RegⅠα基因的表达还提示胃黏膜的再生进程. 
对尸检患者的检测结果发现, 胃泌素与RegⅠ患者的检测结果发现, 胃泌素与RegⅠ的检测结果发现, 胃泌素与RegⅠ 
mRNA峰度相关,免疫组化检测Reg定位于主细

胞和大鼠的胃类嗜铬细胞. 组织芯片研究表明, 
RegⅣ主要在消化系统表达,包括胃、小肠、结

肠及胰腺. Kazumori et al [2]研究进一步证明Reg
选择性表达于肠黏膜的神经内分泌细胞及胃黏

膜的壁细胞; 炎症性肠病和胃溃疡等导致的黏

膜损伤、再生及化生时, RegⅣ表达明显升高; 
RegⅣ在胃肠道肿瘤的发生发展中亦可能具有

重要作用, 可能起到癌基因的作用, 其确切机制

正在进一步的研究中. 

3  再生基因家族的调节机制

Reg家族的调节调节机制目前还不是很清楚, 正
在进一步的研究中. Kämäräinen et al [8]研究了

Reg转录的有关机制. 他们用IL26和地塞米松诱

导Reg在β细胞表达. 报告基因分析显示: Reg启
动子约在-81到-70区, 是个再生基因表达的顺式

反应元件. 凝胶滞后实验显示PARP多聚(ADP2
核糖)聚合酶(poly(ADP2ribos-e) synthetase/
polymerase)涉及到活化的转录DNA/蛋白复合

物,这种复合物的形成受PARP调节. 其可能的调

节机制涉及β细胞中的再生基因转录和DNA修复. 

Zhong et al [9]认为RegⅡ是胰腺外分泌功能损伤的

产物, 他的表达受角质素结构的调控. Reg家族可

促进β细胞增殖, 目前Reg蛋白被认为是自身免

疫性糖尿病的一种自身抗原. 胰腺β细胞的IFNβ

表达促进了1型糖尿病的形成, 而Planas et al [10]

研究表明Reg的过表达加速糖尿病的形成, Reg
蛋白的表达受多种因素如炎症因子等的调节, 
因此在炎症的时候IFNβ通过调节Reg蛋白过表

达而导致糖尿病. Reg家族成员在内分泌细胞中

的表达具有谱系, 并在多种内分泌细胞中起调

节作用. Hervieu et al [11]研究发现RegⅢ在正常小

肠、升结肠、胰腺中表达, 在胰高血糖素导致

的小肠胰管的内分泌细胞和肿瘤性的内分泌细

胞中也均有表达.

4  再生基因家族与肿瘤

目前, Reg家族在肿瘤中的作用逐渐引起了人们

的重视, 越来越多的学者对Reg家族与肿瘤的关

系进行了研究, 尤其是RegⅠ和RegⅣ与消化系

统肿瘤有密切关系. 
4.1 再生基因家族与食道癌 Reg家族与食管癌

的研究主要集中在RegⅠ. 目前知道, 巴雷特食

管是食管癌的癌前病变, 细胞增生过快是巴雷

特食管延长或恶变的重要因素. Chinuki et al [12]

研究显示RegⅠ在巴雷特食管的表达阳性率为

18%(48/266), 尤其在有鳞状上皮化生的巴雷特

食管上常见. 而Reg家族作为上皮生长因子后

抗凋亡因子, 在巴雷特食管中表达上调, 认为其

可能在巴雷特食管恶变中起重要作. Motoyama 
et al [13]研究发现对新辅助化放疗敏感的组织学

上RegⅠ阳性的局部进展期胸段食管鳞癌患者

其累计存活率明显高于对新辅助化放疗敏感的

组织学上RegⅠ阴性的患者, 从而表明RegⅠ的

表达预示了局部进展期胸段食管鳞癌患者予以

食管切除术后新辅助化放疗可获得长期生存. 
Hayashi et al [14]也认为RegⅠα在食管鳞癌的表达

可能为食管鳞癌的放化疗敏感性的一个可靠标

记物, RegⅠα表达阳性的患者对放化疗有较好患者对放化疗有较好对放化疗有较好

敏感性, 这可能对为患者提供更好的个体化治患者提供更好的个体化治提供更好的个体化治

疗有帮助. 
4.2 再生基因家族与胃癌 RegⅠ不仅存在于正常

胃黏膜, 而且存在于胃癌组织. Sekikawa黏膜, 而且存在于胃癌组织. Sekikawa膜, 而且存在于胃癌组织. Sekikawa et al [15]

认为在胃癌的发展过程中, RegⅠα可以被细胞

因子诱导, 其基因产物可能是一种促有丝分裂

因子或抗凋亡因子. 在胃癌细胞中, RegⅠα通过

介导STAT3信号通路的抗凋亡作用导致肿瘤的

■研发前沿
国内对再生基因
家族的研究较少 .  



www.wjgnet.com

2646                           ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2008年8月18日    第16卷   第23期

发生, RegⅠα在胃癌的发生中具有重要作用[16]. 
RegⅣ亦为胃癌中表达上调基因之一, 在胃癌的

发生发展中具有重要价值. Oue et al [17]用免疫组

化的方法研究发现正常胃组织不表达RegⅣ, 而
癌组织的表达率为29.4%, 胃癌中RegⅣ的表达

与肿瘤分级和预后无相关性. Oqe et al [18]发现在

47.8%的胃癌中RegⅣ的表达增强, 并认为RegⅣ
的表达与肿瘤的浸润和转移有关, 且RegⅣ可以

作为胃癌的一种特殊的生物标记物. Miyagawa 
et al [19-21]采用RT-PCR检测胃癌细胞系及临床胃

癌标本中的Reg Ⅳ, 发现腹膜播散的胃癌细胞系

及胃癌组织高表达RegⅣ mRNA, 而且mRNA丰

度与癌细胞浸润腹膜厚度成正比, 提示RegⅣ基

因的高表达可能与胃癌的发生、腹膜播散及侵

袭能力有关; RegⅣ在伴腹膜播撒的胃癌中的表

达水平是正常黏膜的20倍, 而且RegⅣ在伴腹膜黏膜的20倍, 而且RegⅣ在伴腹膜膜的20倍, 而且RegⅣ在伴腹膜

播撒的胃癌中的表达水平明显高于不伴腹膜播

撒的胃癌, 从而表明RegⅣ与胃癌有关, 并可能

是胃癌发生腹膜转移的一个生物标记; RegⅣ在

伴腹膜转移的胃癌中的表达明显高于不伴腹膜

转移的胃癌, 动物实验表明RegⅣ稳定表达能明

显增加胃癌的腹膜转移, 因此认为RegⅣ可能为

一个独立的预后因素, 可能成为检测胃癌腹膜

转移的一个标记物. 马华 et al [22]的研究还发现Ⅰ

/Ⅱ期胃癌不表达RegⅣ蛋白,而Ⅲ/Ⅳ期胃癌阳性

率为47.83%, 提示RegⅣ蛋白可能参与胃癌的生

长侵袭等过程, 作为临床病理诊断浸润性胃癌

的标志物具有重要的参考价值. Mitani et al [23]认

为在胃癌中, 血清RegⅣ的诊断敏感性优于CEA
和CA199, RegⅣ是预测胃癌患者对含5-FU化疗

反感敏感性的一个标记物, RegⅣ阳性表达的患

者较易对5-FU产生耐药. 
4.3 再生基因家族与结直肠癌 Reg家族与结直

肠癌的关系今年来逐渐引起了人们的注意, 尤
其是RegⅣ在结直肠癌中的作用是近几年研究

的热点. 在溃疡性结肠炎－结肠癌事件中, Reg
Ⅰα可以被细胞因子诱导, 其基因产物可能是一

种促有丝分裂因子或抗凋亡因子, 促进了溃疡

性结肠炎向结肠癌的恶变, 表明RegⅠα可能在

结直肠癌发生的早期其作用[24]. RegⅣ不仅序列

与RegⅠ同源, 结构有相似之处, 在结直肠癌中

的上调率也与RegⅠ相近, 那么他在结直肠肿瘤他在结直肠肿瘤在结直肠肿瘤

的发生发展中起着重要作用. Violette et al [25]通

过DD-PCR对HT-29耐药的结肠癌细胞株进行筛

选, 然后用实时定量PCR、Northern证实了Reg
Ⅳ在71%的结直肠癌, 特别是黏液腺癌中高表黏液腺癌中高表液腺癌中高表

达. Zhang et al [26-27]的研究也表明RegⅣ在结直肠

癌中过度表达, 并认为RegⅣ在结直肠癌的发生

发展中可能起重要作用, RegⅣ的表达可能在结

直肠癌早期即发生, 从而RegⅣ的检测也许可以

作为肿瘤转移的一个早期诊断. RegⅣ的上调与

结直肠腺瘤的发生有关, 他的上调在结直肠癌他的上调在结直肠癌的上调在结直肠癌

腺瘤癌变区特别明显, RegⅣ可能是癌发生的早

期标志物, 其表达上调可能与预后有关[28]. Reg
Ⅳ基因在大肠癌中的过表达以及其在血清中的

浓度与肝转移相关, RegⅣ是大肠癌预后差的一

个重要预测因素. Bishnupuri et al [29-30]研究发现

Reg基因家族, 尤其是RegⅣ通过调控抗凋亡基

因如Bcl-2、Bcl-Xl等介导大肠癌的发生, 认为

RegⅣ通过激活EGFR/Ak-t/AP-1信号通路参与

大肠腺癌的发生发展, 因此阻断Reg信号可能成

为治疗大肠腺癌的一种干预手段. 
4.4 再生基因家族与胰腺癌 再生基因与胰腺癌

的研究主要集中在RegⅣ基因. TakeharaTakehara et al [31]

在早期胰腺导管腺癌(pancreatic ductal adenocar-
cinoma, PDAC)的血清中检测到RegⅣ基因, 他
们认为RegⅣ基因可作为一种肿瘤标记物来筛

选PDAC, 并且RegⅣ基因的抗体可能提供一种

新的治疗PDAC的方法. Takehara et al [31]研究发

现RegⅣ在胰腺癌中高表达, 体外实验表明Reg 
Ⅳ单抗能拮抗RegⅣ的抗凋亡作用, 抑制胰腺癌

细胞的生长, 因此认为RegⅣ可能成为诊断早期

胰腺癌的肿瘤标记物, RegⅣ单抗可能为治疗胰

腺癌提供一种新的治疗手段.

5  结论

再生基因家族与肿瘤的关系密切, 尤其是在消

化系肿瘤组织中可见异常表达, Reg基因的表达

增加可以解释溃疡性结肠炎或克隆病的病例患

结肠癌的比例增加. 再生基因家族尤其是RegⅠ
和RegⅣ可能在肿瘤发生发展中起到癌基因 的
作用, 但其确切机制还在研究中. 再生基因家族

有望成为肿瘤靶基因治疗的又一个新靶点, 预
示了其潜在的应用价值. 但再生基因家族参与

肿瘤发生发展的确切的分子机制、调控机制、

受体及受体后途径还需要进一步的研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the mutations of DNA 
polymerase β (polβ) gene promoter in esophageal 
cancer tissue, the corresponding cancer-adjacent 
tissue and distal normal mucosal tissue.

METHODS: We examined the promoter se-
quence of polβ gene in tumor tissues, the cor-
responding cancer-adjacent tissues and normal 
mucosal tissues from 25 patients with esopha-
geal cancer using polymerase chain reaction 
(PCR) and DNA sequence analysis. DNASIS 
and OMIGA softwares were used to analyze the 

DNA sequencing results.

RESULTS: The mutation of polβ gene promoter 
was found in 8 esophageal cancer tissues, 6 cor-
responding cancer-adjacent tissues and 5 normal 
mucosa tissues, respectively. No significant 
change was found among three groups. There 
were 18, 9 and 8 mutation points in three groups 
(35 mutation points in total), respectively. Of the 
35 mutation points, 25 located the core region 
of polβ gene promoter. In all the specimens, 
mutation forms of C→A at -37 nt, G→T at-65 nt, 
and T→C at 29 nt were found 8, 7 and 2 times, 
respectively. Also, the mutation form of C dele-
tion and insertion at -19 nt was found one time, 
respectively.

CONCLUSION: The mutation of DNA polβ gene 
promoter may be related to the carcinogenesis 
and development of esophageal cancer. 

Key Words: DNA polymerase βgene; Promoter; Es-
ophageal cancer; Gene mutation; Sequence analysis

Li YB, Yu YL, Zhao GQ, Wang H, Dong ZM. Mutation 
analyses of DNA polymerase β gene promoter in human 
esophageal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(23): 2649-2652

摘要
目的:  研究人食管癌组织、癌旁组织及其
远端正常黏膜组织中D N A聚合酶β (D N A 
polymerase beta, polβ)基因启动子的突变情况. 

方法: 采用聚合酶链反应(PCR)、DNA序列分
析技术对25例食管癌患者手术切除的病变标
本进行DNA polβ基因启动子序列检测, 并利
用DNASIS、OMIGA等软件分析测序数据.  

结果: 25例中, 食管癌组织、癌旁组织和正常
黏膜组织中DNA polβ基因启动子发生突变
者分别为8、6、5例, 三组间突变率差异无统
计学意义. 在三组标本中共有35个突变点(癌
组织包括18个突变点, 癌旁组织包括9个突变
点, 正常黏膜组织8个突变点), 25个点在polβ
核心启动子区域, 其中, -37位C→A突变出现8
次;-65位G→T突变出现7次; 29位T→C突变出
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■背景资料
食管癌为是我国
常见高发的恶性
肿瘤. 有研究显示, 
在食管癌组织中
存在着polβ基因
mRNA的高表达
和明显的polβ基
因突变, 提示polβ
基因的高表达和
突变可能与食管
癌的发生发展有
关. 为探讨polβ启
动子是否也有突
变的发生, 本实验
将突变的筛查扩
展到基因 5 ' 端的
启动子区, 对食管
癌患者癌组织中
polβ基因启动子
的突变情况进行
了初步的检测和
分析. 

■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



现2次; -19位出现C的缺失和插入C突变各1次. 

结论: DNA polβ基因启动子突变可能与食管
癌的发生和发展有关. 

关键词�� DNA聚合酶β; 启动子; 食管癌; 基因突变; 

序列�析
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0  引言

DNA po1β在脊椎动物的细胞内是一个基本表达

的碱基切除修复中的关键酶, 许多研究证明他

参与了肿瘤的发生和发展[1]. 文献提示[2-3], polβ
在细胞中的过量表达会影响染色体的稳定性,
诱导低水平的微卫星不稳定现象, 从而参与肿

瘤的发生发展. 有研究显示[4-7], 在食管癌组织中

存在着polβ基因mRNA的高表达, 且存在明显的

polβ基因突变, 提示polβ基因的高表达和突变可

能与食管癌的发生发展有关. polβ启动子序列与

其基因转录后调控及其表达有密切关系, 当polβ
启动子出现碱基序列的改变将通过调节影响到

基因表达产物的活性和含量[8]. 为探讨polβ启动

子是否也有突变的发生, 本实验将突变的筛查

扩展到基因5'端的启动子区, 对食管癌患者癌组

织中polβ基因启动子的突变情况进行了初步的

检测和分析. 以了解食管癌、癌旁及其正常组

织中polβ基因启动子有无突变及三者的关系, 为
进一步研究polβ启动子序列对polβ表达的调节

作用及是否该基因的过量表达与启动子突变有

关提供实验基础, 也为阐明食管癌新的发生机

制及基因靶向治疗奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集河南省林州市肿瘤医院和林州市

人民医院手术切除的食管癌标本25例(编号为

N1-N25), 均经病理检查证实为鳞状上皮细胞浸

润癌, 术前患者未接受任何化疗或放疗. 每份标

本取癌组织, 癌旁组织及正常黏膜组织各一块

(0.5 cm×0.5 cm), 标本离体后迅速置于-196℃液

氮保存待用. 质粒pGEM-T、IPTG、X-gal、Taq
酶、T4DNA连接酶均购自Promega公司, 胶回收

试剂盒购自AXYGEN; PCR仪为德国Biometra公
司产品, 紫外凝胶成像仪为美国Pharmacia公司

产品. 
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1.2 方法 
1.2.1 DNA 提取及polβ启动子DNA序列的PCR
扩增: 从液氮中取出食管癌、癌旁及正常组织, 
加液氮在研钵中研碎, 用BIOSCIENCES公司

AxyPrep基因组DNA小量提取试剂盒提取标本

组织的总DNA. 参照polβ基因启动子序列[9], 设
计扩增polβ启动子引物, Pl: 5'-AAAGGATTCC
AGATAAACAC-3', P2: 5'-GCTGGAAGGAAAG
AAGAAAG-3', 产物大小499 bp, 由上海生工公

司合成. PCR 反应体积30 μL: 10×缓冲液3 μL, 
5 mmol/L 4×dNTP 2 μL, 引物P1、P2各0.5 μL, 
Promega公司高保真Taq酶2 U, 组织标本DNA模

板5 μL, 去离子水补足30 μL. 反应条件: 94℃预

变性180 s, 94℃变性45 s, 55℃复性45 s, 72℃延

伸60 s, 扩增25个循环. 取扩增产物5 μL, 用琼脂

糖凝胶电泳, EB染色, 256 nm紫外灯下观察结果.  
1.2.2 转化克隆及测序: 用DNA胶回收试剂盒对

PCR产物进行纯化, 纯化后再次用琼脂糖凝胶

电泳进行鉴定. 鉴定正确, 将纯化所得目的片

段与pGEM-T 4℃连接过夜后, 转化感受态细菌

DH5α, 接种含IPTG和X-gal的Amp+LB平板培

养. 取半个白色菌落留种, 余半个溶到20 μL水
中, 100℃水浴裂解细菌后, 用通用引物T7/SP6
行PCR, 以鉴定目的片段是否转入. 鉴定正确后

用接种环取留种的阳性克隆细菌接种到LB液体

培养基中, 37℃摇床培养过夜, 次日将菌液装入

EP管中封好待测.  
1.2.3 序列比较分析: 测得序列利用DNASIS、
OMIGA软件与GenBank中查到DNA polβ启动子

序列进行同源性比较和分析. 

2  结果

2.1 组织标本polβ启动子DNA序列扩增及阳性

克隆鉴定结果 用引物P1/P2 PCR扩增polβ启动

子DNA序列, 扩增出499 bp目的片段, 结果与预

期一致. 用通用引物T7/SP6鉴定阳性克隆菌落

后电泳, 目的片段675 bp, 比499 bp多176 bp, 结
果正确(图1).
2.2 人食管癌组织、癌旁及其正常黏膜组织中黏膜组织中膜组织中

polβ基因启动子的突变情况 测序结果显示, 25
例人食管癌组织中polβ基因启动子, 共有8例存

在18个位点, 总突变率为32%(8/25); 而25例癌旁

组织中polβ基因启动子有6例存在9个突变位点,
突变率为24%(6/25); 正常黏膜组织有5例突变存黏膜组织有5例突变存膜组织有5例突变存

在8个突变点, 突变率为20%(5/25). 三组比较差

异无统计学意义(P  = 0.611) . 其中, -37位C→A
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■研发前沿
DNA po1β在脊椎
动物的细胞内是
一个基本表达的
碱基切除修复中
的 关 键 酶 ,  许 多
研究证明他参与
了肿瘤的发生和
发 展 .  哺 乳 动 物
DNA修复酶DNA 
polβ的基因在大
多数细胞中都是
基本表达, 但他以
一种组织特异性
的方式调节. polβ
在细胞内的表达
水平必须受到严
格的调控 ,  p o lβ
表达过低、突变
或 缺 失 ,  均 可 造
成DNA修复功能
的 缺 陷 ,  细 胞 中
DNA的损伤不能
被及时修复则导
致突变或细胞毒
性. 启动子区是调
控polβ基因表达
的主要调控区域, 
当polβ启动子出
现碱基序列的改
变可能影响基因
的表达及转录的
稳定性, 从而影响
染色体的稳定性. 
因此, 研究polβ基
因启动子与食管
癌发生发展的关
系, 可能成为进一
步食管癌研究的
热点. 
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突变出现8次;-65 位G→T突变出现7次; 29位T→
C突变出现2次; -19位出现C的缺失和插入突变

各出现1次(表1). 

3  讨论

食管癌为是我国常见高发的恶性肿瘤,在我国居

恶性肿瘤的第四位[10]. 文献显示[11-12], 在食管癌

发生发展中有癌基因和抗癌基因等多种基因发

生突变或缺失和抑癌基因甲基化的现象. polβ是
人体修复酶之一, 主要参与碱基切除修复 (base 
excision repair, BER)以及跨损伤修复, 对受损或

突变基因起修复作用[13-16]. 哺乳动物DNA修复酶

DNA polβ的基因在大多数细胞中都是基本表达, 
但他以一种组织特异性的方式调节. polβ在细胞

内的表达水平必须受到严格的调控, polβ表达过

低、突变或缺失, 均可造成DNA修复功能的缺

陷, 细胞中DNA的损伤不能被及时修复则导致

突变或细胞毒性[17]. 启动子区是调控polβ基因表

达的主要调控区域, polβ启动子出现碱基序列的

改变可能影响基因的表达及转录的稳定性, 从
而影响染色体的稳定性. 

根据DNA polβ基因序列分析文献报道[9], 
polβ基因5'区约-100 bp左右(-113~+62)核心启

动子序列是调节基因表达的重要序列, 该区域

可维持启动子的绝大部份活性. 因此, 本研究将

polβ基因启动子测序范围界定在-261~+238(499 

表 1 25例人食管癌组织、癌旁组织及正常黏膜组织中 polβ基因启动子的突变情况

     
标本 

                                                变异位点

                            癌组织         癌旁组织     正常黏膜组织

1 �����5位G→T; ��位T→C              �1��位T→C; �����5位G→T; 1�����位A→G       －

�  －                              －                  －

3  －                              －      －

4 �131位G→A; �����5位G→T; �9位T→C   －                  �3�位C→A; �19位插入C突变

5  －                           －                    －

���� �1�4位C→T;�100位C→A;            －               �3�位C→A; �9位T→C

 �3�位C→A;�0位G→A 

�  －    －    －

� �3�位C→A   �144位T→C; 1�位G→A   －

9  －    －    －

10  －    －    －

11 �����5位G→T     －                  �109位T→C; �����5位G→T

1�  －    －    －

13  －    －    －

14 �114位G→A; �3�位C→A            �3�位C→A   －19位缺失C突变

15  －    －    －

1����  －    －    －

1�  －           �194位T→C    －

1�  －    －    －

19  －    －    －

�0  －            115位T→C    －

�1  －    －    －

��  －    －    －

�3 �3�位C→A; 1�位G→A   －          �3�位C→A

�4 �1�����位A→G; �111位T→C;       －               �����5位G→T  

 �����5位G→T    －    －

�5  －                             －                 －

图 1 组织标本polβ启动子DNA序列扩增及阳性克隆鉴定
结果. M: DNA marker; 1-2: PCR产物; 3-4: 胶回收产物; 

5-6: 通用引物T7/SP6 PCR扩增鉴定的阳性克隆.

M       1       2       3        4       5       6

2000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

■应用要点
本实验将人食管
癌组织、癌旁组
织及其远端正常
黏膜组织中DNA
聚合酶β基因5'端
的启动子区的突
变情况进行了初
步的检测和比对
分析. 为进一步研
究polβ启动子调
控作用及该基因
的过量表达与启
动子突变相关性
提供实验基础, 也
为阐明食管癌新
的发生机制及基
因靶向治疗奠定
基础. 
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bp)序列之间, 此序列不仅包含了polβ基因启动

子核心区域, 而且延伸跨过第一个外显子. 实验

结果显示, 三组标本总突变位点达35个, 其中25
个位于该基因的核心启动子区域, 表明该启动

子核心区域是一个高度突变性或多态性的区域, 
在食管癌中突变率较高. 从polβ基因启动子变异

位点分析, 在所有发生突变的标本中, 变异并非

独立的突变位点, 常是多位点变异的组合, 并且

有一些变异热点, 如, -37位C→A突变出现8次, 
其出现频率达22.9%(8/35); -65位G→T突变出现

7次, 其出现频率达20%(7/35), 因此, 这一突变形

式有可能是polβ基因启动子在食管癌中的热点

突变形式. 这2个改变不仅在食管癌组织, 而且

在癌旁及正常黏膜组织中均有, 因此推测他也

可能应属于SNP(单核苷酸多态性). 这些变异位

点的存在有何意义, 是否可导致polβ基因表达的

上调或下调及是否与polβ的活性改变即与发病

有关, 值得进一步的深入研究.
本研究结果显示polβ在食管癌癌组织,癌旁

及正常黏膜组织中的突变率差异无统计学意义. 
其原因可能是, 虽然旁癌组织及正常黏膜组织

中表观病理正常, 而polβ基因变异已存在. 光镜

下病理学改变很可能正常的移行黏膜已存在着

组织化学、细胞增殖动力学及分子基因水平的

异常改变, 他们早于临床病理学异常之前出现, 
因此也不能视为正常组织. 提示polβ基因启动子

变异不仅发生在癌变之后, 而且极有可能发生

在食管癌癌变之前. 说明这些细胞已经发生了

polβ调控或蛋白结构的异常, 其分子水平的变

化先于形态学的改变, 这一区域是临床关注的

焦点,可能为潜在癌变区. 提示在肿瘤切除边缘

的周围存在一定区域, 虽然无光镜下可辨认的

癌细胞, 组织学形态和结构仍表现正常, 但存在

基因学已发生“癌变”的食管黏膜组织, 这些

组织可能是造成癌症局部复发的重要原因之一. 
总之, 本研究结果证实在食管癌中也存在polβ基
因启动子突变现象, 他可能与食管癌的发生、

发展存在一定的内在关系. 
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■同行评价
本文在众多食管
癌基础研究方面
有一定新意, 但这
些表达说服力有
限, 研究应继续深
入.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
upper gastrointestinal (GI) symptoms and 
gastric emptying in patients with type 2 diabetes 
mellitus.

METHODS: A total of 411 patients with type 
2 diabetes mellitus were examined in Beijing 
Shunyi District Hospital from November 2005 to 
October 2007, and 264 normal individuals were 
used as controls. We statistically analyzed the 
rate of GI symptoms and the scores of severity. 
Ultrasound scan was performed to measure the 
gastric emptying rate 30, 60, 90 min after drink-
ing water. 

RESULTS: The rate of GI symtoms in diabetic 
patients was significantly higher than that in 
normal controls (60.3% vs 16.7%, P < 0.01). The 
most common GI symptoms in diabetic patients 
were epigastric fullness (77.9%) and abdominal 
distention or belching (61.1%). The scores of 

symptomic severity were also higher in diabetic 
patients (P < 0.01). The gastric emptying in pa-
tients with diabetes was delayed as compared 
with that in normal controls 30, 60 and 90 min 
after drinking water (P < 0.01). Diabetic patients 
with normal and delayed gastric emptying in 60 
min showed significant differences only in early 
satiety, nausea and vomiting (P < 0.05). 

CONCLUSION: Type 2 diabetic patients have 
a significantly higher prevalence of upper GI 
symptoms, and delayed gastric emptying may 
contribute to these symptoms. Ultrasound is 
convenient in detecting the gastric emptying of 
diabetic patients. 

Key Words: Type 2 diabetes mellitus; Upper gas-
trointestinal symptom; Gastric emptying

Li CT, Zhang Y. Upper gastrointestinal symptoms in type 
2 diabetes mellitus and detection of gastric emptying 
by ultrasongraphy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(23): 2653-2655

摘要
目的: 总结分析2型糖尿患者的上消化道症状, 
并检测其胃的液体排空功能. 

方法: 2005-11/2007-10我院门诊和住院的2型
糖尿病患者411例, 统计上消化道症状的出现
率及其严重程度评分, 饮水后30、60、90 min
时, 应用超声检测胃的排空率, 与264例正常人
的对照组进行比较分析.  

结果: 411例患者中有上消化道症状者, 高于
对照组中相应症状的发生率(60.3% vs  16.7%, 
P <0.01), 症状中最常见的是餐后饱胀(77.9%)
和腹胀嗳气(61.1%), 症状严重度的评分也高
于对照组(P <0.01); 30、60、90 min时, 糖尿病
患者胃的排空较对照组显著延缓(P <0.01). 糖
尿病患者中60 min胃排空正常者与延缓者间
只有早饱和恶心呕吐症状的发生率和严重程
度评分有显著差异(P <0.05). 

结论: 2型糖尿病患者上消化道症状有较高的
发生率, 其原因可能与胃排空延缓有关. 超声

www.wjgnet.com
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■背景资料
糖尿病是严重危
害人类健康的常
见病, 是可累及多
组织、器官的全
身性疾病, 发病率
有逐年增长的趋
势. 在糖尿病的多
种并发症中消化
道症状不像其他
并发症那样受到
关注 ,  常被忽视 . 
事实上糖尿病伴
发的消化系统症
状不仅降低患者
的生活质量, 也妨
碍血糖的良好控
制.  

■同行评议者
范建高, 教授, 上
海交通大学附属
第一人民医院消
化内科/脂肪肝诊
治中心



法检测糖尿病患者的胃液排空功能简便易行, 
具有一定的临床应用价值. 

关键词�� 2型糖尿病; 上消化道症状; 胃排空
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0  引言

糖尿病是严重危害人类健康的常见病, 是可累

及多组织、器官的全身性疾病, 发病率有逐年

增长的趋势. 在糖尿病的多种并发症中消化道

症状不像其他并发症那样受到关注, 常被忽视. 
事实上糖尿病伴发的消化系统症状不仅降低患

者的生活质量, 也妨碍血糖的良好控制. 我们于

2005-11/2007-10对411例2型糖尿患者的上消化

道症状进行了总结并应用超声观察了胃的液体

排空功能, 现报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-11/2007-10我院门诊和住院的2型
糖尿病患者411例, 其中男217例, 女194例, 年龄

31-64(平均46.1±17.7)岁; 对照组264例, 男124
例, 女140例, 年龄29-60岁(平均44.7±16.5)岁, 两
组间年龄无显著差异. 两组均须除外既往或新近

的器质性消化系疾病, 如消化性溃疡、胆石症或

其他胆系疾病、肿瘤、做过消化器官手术者, 其
他内科情况如心、肝、肾功能不全、脑血管意

外、硬皮病等结缔组织病等; 有急性酮症酸中毒

或严重尿酮症尿酮体+++以上者亦除外. 记录体

质量指数(BMI)、空腹血糖(PG)、糖化血红蛋白

(HbA1c)和糖尿病病程. 
1.2 方法 根据Horowiz使用的修正问卷调查胃肠

症状: (1)胃疼或不适、(2)腹胀或嗳气、(3)餐后

饱胀感、(4)早饱、(5)纳差、(6)胃液返流或烧

心、(7)恶心或呕吐. 用0-4级的评分系统为症状

的严重程度分级, 4分, 严重(胃肠问题导致健康

受损和营养不良、住院); 3分, 较重(症状防碍了

日常活动并因此就诊); 2分, 中度(症状防碍了部

分日常活动, 需用药物以缓解症状); 1分, 轻度

(日常活动不受影响); 0分, 无症状; 症状轻且在

过去1年内发作≤2次者也计为0分[1]. 胃排空的

检测: 受检查者空腹12 h以上, 半卧位(45度)行超

声检查. 测定空腹基础胃截面积, 2 min饮500 mL
温开水, 立即测定胃窦最大截面积(Dm), 再测定

饮水后30 min(t30)、60 min(t60)、90 min(t90)时
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胃最大截面积(Dt). 胃排空率 = (Dm-Dt)/Dm×

100%. 以60 min胃排空>90%为正常, <90%为排

空延缓[2] . 
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 应

用两样本均数t检验; 记数资料采用χ2检验. 

2  结果

糖尿病患者中伴有上消化道症状者 2 4 8例
(60.3%), 对照组中有44例(16.7%), 两组间有显著

差异(P <0.01). 糖尿病组的各项上消化道症状出

现率及其评分均显著高于对照组(P<0.05, 表1). 
糖尿病组的胃排空率在30、60、90 min时

分别为61.3%±10.2%、72.5%±17.3%和76.4%
±14.7%, 正常对照组分别为78.2%±5.6%、

97.6%±4.1%和99.3%±4.7%, 在各时相点两组

间均有显著差异(P <0.01). 
糖尿病组中60 min胃排空率正常者226例

(55%), 延缓者185例(45%); 二者间各项症状的

出现率及严重程度评分见表2. 早饱症状的发生

率二者间有显著性差异(P <0.05), 但该症状严重

度的评分二者间却无显著差异(P >0.05); 恶心呕

吐症状发生率二者间有显著性差异(P <0.05), 严
重程度的评分二者也有著差异(P <0.05). 其余的

情况两者间均无显著差异(P >0.05).  正常对照组

中胃排空在60 min时全部>90%. 
糖尿病组中60分钟胃排空率正常与延缓

者者比较, 年龄(45.3±18.5 vs  47.8±16.1)、
BMI(24.7±4.1 vs  25.0±4.0)、空腹血糖(8.8±
4.3 vs  10.2±4.6)间均无显著差异(P >0.05), 而糖

化血红蛋白(7.4±2.3 vs  9.6±2.1)和糖尿病病

程(4.5±3.6 vs  7.8±5.2)两组比较有显著差异

(P <0.05). 

3  讨论

糖尿病合并的胃肠症状容易被低估 ,  不仅患

者有时医生都更注意其他并发症. Feldman和
Shiller曾报告, 如特意询问, 则糖尿病门诊患者

有胃肠症状的高达76%. 事实上, 这类患者因易

发生不能预料的血糖波动而影响血糖控制[3]. 许
多临床情况如脆性糖尿病、反复的糖尿病酮症

酸中毒和蛋白质-热量营养不良等, 伴有胃肠并

发症时常可引起临床处理的困难. 本组资料中

糖尿病患者上消症状出现率60.3%. 最常见的依

次是餐后饱胀、腹胀暧气、早饱和胃痛不适. 
出现这些症状时称为糖尿病性消化不良, 引起

的胃排空延缓称糖尿病性胃轻瘫, 现提出用糖

www.wjgnet.com

■应用要点
防治胃肠并发症, 
不仅能改善糖尿
病患者的生活质
量, 而且良好的血
糖控制可能会通
过改善胃的排空
功能而实现.
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尿病胃病(DG)的概念代替胃轻瘫的称谓. 胃排

空延缓是糖尿病胃病的特征性表现, 目前认为

是多种原因导致的这一现象[4-5], 特别是胃肠动

力减弱和胃窦幽门十二指肠运动的不协调[6-7], 
这可能与自主神经病变有关. 但不是唯一因素.

本组资料中糖尿病患者的胃排空率正常与

延缓者比较, 空腹血糖二者间并未检出差异, 但
糖化血红蛋白值则有显著差异, HbA1c反映三个

月的血糖平均控制水平, 提示糖尿病病情的控

制状况可能影响着胃的排空. 糖尿病的病程之

间的差异, 反映出糖尿病患者并发的胃的排空

延缓可能与糖尿病的其他并发症相似, 糖尿病

的病程越久, 并发症的的危险性就可能越高. 
糖尿病患者中胃排空率正常与延缓者比较, 

早饱症状的发生率二者间不同但该症状严重度

的评分却无显著差异; 只有恶心呕吐的发生率

和严重度评分均有差异, 其余症状不论发生率

还是严重度评分均无显著差异. 反映出糖尿病

患者的胃排空率与胃肠症状之间的相关性较差, 

通常不能由某一特定症状推断必定存在胃的排

空延缓. 提示糖尿病胃病患者的胃排空障碍可

以引起上消化道症状, 可能并不是引发症状的

唯一原因[8]. 
糖尿病时胃的排空功能的研究方法中, 主要

有同位素示踪法(标记食物)、药物吸收法和B超
测量法等. 莫永珍比较了13C-辛酸呼气试验与超

声法诊断糖尿病性胃排空障碍[9-10], 结果显示同

一时间点前者所得胃排空率明显低于后者, 但
二者具有高度的相关性.  超声法检测胃排空功

能有多种方法, 在饮水后同一时间点的胃的排

空率或检测胃的半排空时间也不尽相同[11]. 
防治胃肠并发症, 不仅能改善糖尿病患者的

生活质量, 而且良好的血糖控制可能会通过改

善胃的排空功能而实现, 因此非侵入性、低成

本、可重复且容易操作的胃排空检测方法包括

超声检测法, 将在糖尿病的综合治疗中得到更

多的应用. 
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表 1 症状的出现率及其评分 (mean±SD)

     
      糖尿病组(n  = 411)             对照组(n  = 264)

                   出现率(%)       评分         出现率(%)       评分

胃痛不适      24.1      0.49±0.64         9.1     0.16±0.31

腹胀嗳气      61.1      0.�6±0.64       1�.2     0.23±0.33

餐后饱胀      77.9      1.37±0.76       36.4     0.41±0.46

早饱             4�.4      0.36±0.4�         9.1     0.0�±0.19

纳差             14.4      0.29±0.37         9.1     0.06±0.20

反流烧心      17.3      0.27±0.41         9.1     0.13±0.22

恶心呕吐      1�.2      0.32±0.11         0        0  

症状

表 2 胃排空率正常与延缓患者间症状比较 (mean±SD)

     
      排空率正常(n  = 226)    胃排空延缓(n  = 185)

                       出现率(%)       评分       出现率(%)       评分

胃疼不适        24.0      0.44±0.�7      24.3     0.49±0.90

腹胀嗳气        60.0      0.�4±0.��     62.2     0.�9±0.�9

餐后饱胀        �0.0      1.36±0.�1     7�.7     1.30±0.91

早饱               37.�      0.33±0.��     61.�a    0.3�±0.37

纳差               13.0      0.29±0.��     16.2     0.26±0.40

反流烧心        16.0      0.24±0.60     19.0     0.27±0.��

恶心呕吐        16.0      0.2�±0.44     21.1a    0.67±0.60a

症状

aP<0.0� vs  胃排空率正常.

■同行评价
本文设计合理, 选
取病例样本量大, 
实验结果具有一
定的临床价值.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of p14ARF, 
ARF-BP1 and c-myc mRNAs in hepatocellular 
carcinoma (HCC) and their clinical significances. 

METHODS: Abundance of p14ARF, ARF-BP1 and 
c-myc mRNAs was detected by semi-quantifica-
tion reverse transcription polymerase chain reac-
tion (RT-PCR) technique in the samples from 52 
HCCs and their 45 non-tumorous liver tissues, 
and their clinical significances were assayed 
with the clinical parameters. 

RESULTS: The expression levels of p14ARF, 
ARF-BP1 and c-myc mRNAs (77.0%, 77.0%, 
75.0%) were higher in HCC tissues than those 
in the non-tumorous liver tissues (11.1%, 20.0%, 
53.3%), respectively. The expression of p14ARF 
mRNA and ARF-BP1 mRNAs were related to tu-
mor size (t = 2.169, 2.087; both P < 0.05), but the 
expression of c-myc mRNA was not. The expres-
sion of p14ARF, ARF-BP1 and c-myc mRNAs were 
not related to the gender, age, AFP level, clinical 
stageing, HBV infection, envelopes, infiltration 
and metastasis. There was a positive correlation 
between p14ARF and ARF-BP1 expression, p14ARF 
and c-myc expression as well as ARF-BP1 and 
c-myc expression (r = 0.565, 0.436, 0.584; all P < 
0.01). 

CONCLUSION: Over-expression of p14ARF, ARF-
BP1 and c-myc mRNAs are markers in the early 
stage of HCC, and ARF-BP1 over-expression 
play an important role in the genesis and devel-
opment of HCC. ARF-BP1 may become a novel 
therapeutic target against HCC. 

Key Words: p14 ARF; ARF-BP1; c-myc ; Hepatocellular 
carcinoma; Reverse transcription polymerase chain 
reaction

Qin XG, Luo DZ, Lv ZL, Lin J, Su CL. Expression of 
p14ARF, ARF-BP1 and c-myc mRNAs in hepatocellular 
carcinoma and their significances. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(23): 2656-2660

摘要
目的: 探讨肝细胞癌组织中p14 ARF、ARF-BP1
及c-myc的mRNA表达及其与临床参数关系.  

方法:  采用半定量逆转录-聚合酶链式反应
(RT-PCR)技术, 对52例HCC组织及其中45例
相应癌旁组织p14 ARF、ARF-BP1 及c-myc 的
mRNA表达丰度进行检测并分析他们之间的
关系及其与临床参数的关系.  

结果: 在52例HCC组织中p14 ARF、ARF-BP1及
c-myc的mRNA各表达77.0%、77.0%和75.0%, 

®

■背景资料
肝癌是一个多基
因参与的疾病, 其
发病率和死亡率
有逐年升高的趋
势 ,  而 疗 效 仍 不
佳 .  泛 素 连 接 酶
ARF-BP1与肿瘤
的发生发展有密
切 相 关 .  P 1 4 A R F

蛋白通过P14ARF-
Mdm2-P53的P53
途径和非P53途径
发挥抑癌作用. 激
活的c-myc 基因可
导致细胞恶性转
化. P14ARF与ARF-
BP1、  P14ARF与
Myc、ARF-BP1
与Myc之间存在
关系. 

■同行评议者
邱 宝 安 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军海军总医院肝
胆外科
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与45例相应癌旁组织(11.1%、20.0%、53.3%)
比较, 呈高表达. p14 ARF、ARF-BP1  mRNA
的表达与肿瘤大小有关(t  = 2.169, 2.087, 均
P <0.05); 而c-myc  mRNA表达与肿瘤大小无
关. p14 ARF、ARF-BP1 及c-myc 的mRNA表达
在性别、年龄、AFP、临床病理分级、浸润
转移、HBV、包膜等无统计学差异. p14 ARF

与ARF-BP1、p14 ARF与c-myc 及ARF-BP1 与
c-myc 的mRNA表达两两成正相关(r  = 0.565, 
0.436, 0.584, 均P <0.01). 

结论: p14 ARF、ARF-BP1、c-myc 过度表达可
能是HCC发生的早期指标; ARF-BP1 过度表
达可能是影响HCC发生、发展的关键, 干预
ARF-BP1可能是治疗HCC的新途径. 

关键词�� p14 ARF; ARF-BP1 ; c-myc ; 肝细胞癌; 逆转

录-聚合酶链式反应

覃新干, 罗殿中, 吕自力, 林静, 苏传丽. p1���� ARF、ARF�BP1 及

c�myc  mRNA�肝细胞癌中的表达及临床意义. 世界华人消化

杂志  200�; 1�(23)�� 2�5��2��0

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/2656.asp

0  引言

越来越多的研究表明E3泛素连接酶在癌形成

过程中扮演着重要的角色[1], ARF-BP1是具有

HECT(homologous to E6-AP C terminus)区域的

E3泛素连接酶, 与P14ARF、p53、Myc蛋白相互作 
用 [2-3]. p14 ARF是p53上游基因, 也是抑癌基因, 通
过抑制ARF-BP1功能, 抑制肿瘤的生长[2], 激活

的癌基因如Myc、Ras及E1A诱导p14 ARF表达[4]. 
c-myc是细胞原癌基因, 与细胞的增殖、分化、

凋亡有关. 在肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)组织中, ARF-BP1是否与p14 ARF、c-myc发
生相互作用并影响HCC的发生、发展, 目前仍未

清楚. 我们采用半定量逆转录-聚合酶链式反应

(RT-PCR)方法, 检测52例HCC组织中的p14 ARF、

ARF-BP1和c-myc  mRNA表达水平并分析他们

之间的关系及其与临床参数的关系, 探讨三者与

HCC发生、发展的关系及其意义.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2005-03/2006-04在我院接受手术

治疗的52例肝细胞癌患者的癌组织及其中相

应的45例癌旁组织, 2例肝血管瘤患者的肝组

织, 并收集相关临床资料. 52例HCC患者中, 男
性45例, 女性7例, 年龄23-70(平均年龄43.60±
10.87)岁. 所有病例均经病理学确诊, 肝癌组织

学按WHO 2000年标准分级. 所有标本离体后迅

速置入液氮速冻, 然后转-80℃超低温冰箱保存. 
TRIzol总RNA提取试剂盒(Invitrogen公司)、逆

转录试剂盒(Fermentas公司)、PCR试剂Premix 
Tag(TaKaRa公司)、dNTP(上海生物工程技术有

限公司).
1.2 方法 
1.2.1 总RNA提取: 取50 mg癌组织加入1 mL 
TRIzol, 按TRIzol总RNA提取试剂盒说明书进行

操作, RNA放-80℃保存备用. 
1.2.2 RT合成cDNA: 取3 µg RNA, 按逆转录试剂

盒说明书进行操作, 产物-20℃保存备用. 
1.2.3 PCR引物设计及扩增: 扩增目的基因p14 ARF

片段引物序列参见文献[5], 经NCBI BLAST软
件确认其特异性. 扩增目的基因A R F-B P1 、

c-myc片段引物序列通过Primer3软件设计获取

并经NCBI BLAST软件确认其特异性. 看家基因

GAPDH作内对照具体见表1. 
1.2.4 PCR扩增产物的鉴定: 20 g/L琼脂糖凝胶电

泳检测扩增片段, 在157 bp处显带者为ARF-BP1 
mRNA阳性, 200 bp处显带者为p14 ARF mRNA阳

性, 248 bp处显带者为c-myc  mRNA阳性, 452 bp
处显带者为GAPDH mRNA阳性. PCR扩增产物

送广西医科大学医学科学实验中心测序鉴定. 
1 . 2 . 5  目 的 基 因 R T- P C R 产 物 半 定 量 分 析 : 
p14 ARF、ARF-BP1、c-myc、GAPDH RT-PCR产
物在20 g/L琼脂糖凝胶上电泳后, 用凝胶电泳成

像分析系统(Bio-Rad GeLDOC2000)对p14 ARF、

ARF-BP1、c-myc进行半定量分析. 用目的基因

和看家基因两电泳条带单位面积内的灰度比值

来反映目的基因的相对表达水平, 灰度分析采

用凝胶电泳成像分析系统中的Quantity One软件

分析.
统计学处理 采用SPSS10.0统计软件进行统

计, 计量资料采用t检验, 两变量间相关分析采用

直线相关和偏相关分析.

2  结果

2.1 p14 ARF、ARF-BP1、c-myc  RT-PCR产物大小

与鉴定 RT-PCR产物在20 g/L琼脂糖凝胶上电泳

后, 凝胶图像显示: 200 bp处显带为p14 ARF mRNA
阳性; 157 bp处显带为ARF-BP1 mRNA阳性; 248 
bp处显带为c-myc  mRNA阳性. 所有条带显示清

晰可见, 无杂带, 如图1. 测序结果经blast软件核对

与GenBank的p14 ARF、ARF-BP1、c-myc mRNA序

列呈完全一致性, 未见缺失与突变 (图1). 

■相关报道
有研究表明过表
达的c-Myc蛋白引
起ARF表达, 而异
常c - M y c蛋白表
达又是ARF作用
的靶点, 形成ARF
与c - M y c负反馈
调控机制, ARF结
合c - M y c并调控
c-Myc的转录活性
功能, 阻止细胞过
增殖和转化, 同时
抑制c-Myc蛋白诱
导的基因表达. 不
管P53状态如何 ,  
A R F 抑 制A R F -
B P 1 泛素连接酶
活性, 就抑制肿瘤
细胞生长 .  ARF-
B P 1 通过赖氨酸
63连接多聚泛素
链 ,  泛素化Myc . 
存在p14 ARF-ARF-
BP-Myc抑癌途径. 
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2.2 p14 ARF、ARF-BP1及c-myc  RT-PCR产物半定

量测定结果 RT-PCR检测52例癌组织, p14 ARF、

ARF-BP1及c-myc  mRNA阳性表达率分别为

76.9%(40/52)、76.9%(40/52)、75.0%(39/52), 表
达产物经半定量测定并结合临床资料统计分

析, p14 ARF、ARF-BP1  mRNA表达与肿瘤大小

有关, p14 ARF mRNA在大肝癌组织中表达明显

高于小肝癌(t  = 2.169, P  = 0.04, P <0.05), ARF-
BP1 mRNA在大肝癌组织中表达明显低于小肝

癌(t  = 2.087, P  = 0.04, P <0.05). p14 ARF、ARF-BP1  
mRNA表达在性别、年龄、AFP、临床分级、

浸润转移、HBV、包膜关系中没有统计学差异

(P >0.05); c-myc  mRNA表达在性别、年龄、肿

瘤大小、AFP、临床分级、浸润转移、HBV、

包膜关系中均无统计学差异(P >0.05, 表2). 45例
癌旁组织中p14 ARF、ARF-BP1及c-myc  mRNA
阳性表达率分别为11.1%(5/45)、20.0%(9/45)、
53.3%(24/45), 表达产物经半定量测定并结合临

床资料统计分析, 三者mRNA表达与性别、年

龄、肿瘤大小、AFP、临床分级、浸润转移、

HBV、包膜关系中均无统计学差异(P >0.05). 
p14 ARF、ARF-BP1及c-myc  mRNA在癌组织和癌

旁组织中的表达有显著差异(P <0.05). 2例肝血管

瘤中, p14 ARF mRNA、ARF-BP1  mRNA均不表达; 
c-myc  mRNA有1例表达(HBV阳性), 1例不表达. 
2.3 p14 ARF、ARF-BP1及c-myc  mRNA表达的相

关性 RT-PCR方法检测52例癌组织的p14 ARF、

ARF-BP1及c-myc  mRNA表达, 结果p14 ARF、

ARF-BP1及c-myc  mRNA各表达40、40、39例, 
表达产物经凝胶电泳成像分析系统测定灰度

比值. 灰度比值经相关分析p14 ARF与ARF-BP1 (r  
= 0.565, P <0.01)、p14 ARF与c-myc (r  = 0.436, 
P <0.01)及ARF-BP1与c-myc (r  = 0.584, P <0.01)
的mRNA表达两两成正相关; 灰度比值经偏相

关分析, 控制c-myc则p14 ARF与ARF-BP1不相

关(r  = 0.069, P >0.05), 控制p14 ARF则ARF-BP1
与c-myc表达成正相关(r  = 0.632, P <0.01), 控
制ARF-BP1则p14 ARF与c-myc表达成正相关(r  = 
0.527, P <0.01), 而且ARF-BP1与c-myc相关性强

于p14 ARF与c-myc . 

3  讨论

p14 A R F是I N K4a /A R F 基因编码的两种蛋白

(P16INK4a和ARF(P14ARF(人)/p19ARF(鼠))之一, 具
有抑癌功能但机制尚未完全清楚. ARF在正常

细胞表达很低, 激活的癌基因如Myc、ras及E1A

■创新盘点
A R F - B P 1 、

c - m y c 、p 1 4 A R F 
mRNA在肝癌中
高 表 达 ,  他 们 之
间两两成正相关; 
ARF-BP1 可能是
影响p 1 4 A R F抑制
c-myc的因素.

表 1 p14 ARF、ARF-BP1 和c-myc  PCR引物设计及扩增情况

     
基因                                              引物                           产物长度(bp) 退火温度(℃)     循环数(个)

p1���� ARF
        上游�� 5'�ccctcgtgctgatgctactga�3'              

200
        

�0                 30
        下游�� 5'�accaccagcgtgtccaggaa�3'   

ARF�BP1
        上游�� 5'�ccacctccagcttctacagc�3'              

15�
        

5�                 30
        下游�� 5'�ttgactgtgttggccatgtt�3'   

c�myc
        上游�� 5'�cctaccctctcaacgacagc�3'              

2�����
        

55                 30
        下游�� 5'�ctctgaccttttgccaggag�3'   

GAPDH
        上游�� 5'�accacagtccatgccatcact�3'              

����52
                  

30
                       下游�� 5'�tccaccaccctgttgctgta�3'

■应用要点
干预ARF-BP1 可
能是治疗HCC的
新途径.

500 bp
300 bp

100 bp

GAPDH

p14 ARF

500 bp
300 bp

100 bp

GAPDH

ARF-BP1
500 bp
300 bp

100 bp

GAPDH

c-myc

M  1   2   3   4   5   6 M  1   2   3   4   5   6 M  1   2   3   4   5   6

图 1 HCC组织及癌旁肝组织p14 ARF、ARF-BP1 、c-myc  RT-PCR产物琼脂糖电泳结果. M: 标准参照物; 1, 3, 5为癌组织; 2, 4, 

6: 对应癌旁组织; GAPDH: 内参对照, 扩增产物长度为452 bp, p14 ARF基因扩增产物长度为200 bp, ARF-BP1基因扩增产物长

度为157 bp, c-myc基因扩增产物长度为248 bp. 
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诱导ARF表达[4]. 基因缺失、不恰当甲基化等引

发ARF基因表达下调, 导致ARF基因抑癌功能下

降或丧失, 如膀胱癌、非小细胞肺癌发生p14 ARF

基因缺失[6-7]; 在胃癌、结直肠癌中存在p14 ARF

基因启动子区CpG岛甲基化, 引发该基因表达

下调[8-9]. p14 ARF在肝细胞癌、宫颈癌有过表达报

道[10-11], 本组资料结果与他们相似. ARF-BP1基
因位于染色体Xp11.22上, 是近年来新发现的具

有HECT区域的E3泛素连接酶, 他在多种人类肿

瘤组织中的过表达是肿瘤细胞增殖所必需的[3]. 
ARF-BP1与ARF相互作用, 与ARF抑癌功能密

切相关, ARF抑制ARF-BP1功能进而抑制肿瘤

生长[2]. 同时, ARF-BP1与c-Myc的促细胞增殖、

生长等作用有关, 抑制ARF-BP1表达则削弱Myc
依赖基因的激活并消除M y c诱导细胞增殖功 
能[2]. c-myc基因属于癌基因[12], 过表达有促进

肿瘤发生的作用[12-15]. 本研究结果显示p14 ARF、

ARF-BP1及c-myc三者mRNA在HCC高表达, 
p14 A R F在小肝癌中表达低于大肝癌(P <0.05), 
ARF-BP1在小肝癌中表达高于大肝癌(P <0.05), 
提示: (1)乙型肝炎病毒感染 [16], D N A低甲基 
化[17-18]等原因引起c-myc过度表达, 促使肝细胞

过度增殖、分化、恶性病变. 同时, c-Myc过度

表达诱导p14 ARF基因过度表达, 从而发挥p14 ARF

肿瘤抑制作用. (2)p14 ARF、ARF-BP1、c-myc
三者相互影响, 相互制约. 基于p14 ARF mRNA
在小肝细胞癌表达低于大肝细胞癌, ARF-BP1  
m R N A在小肝细胞癌表达高于大肝细胞癌 , 

c-myc过表达有促进肿瘤发生的作用, 可以推测

高表达的p14 ARF、ARF-BP1及c-myc  mRNA可

能是肝细胞过度增殖及恶性变的一个间接指征, 
检测这些基因的表达可能为早期发现HCC提供

依据. 
ARF与ARF-BP1相互作用, 抑制ARF-BP1功

能而抑制肿瘤生长[2]; ARF-BP1与c-myc相互作

用, 抑制ARF-BP1表达则影响c-Myc蛋白功能, 导
致肿瘤细胞增殖抑制并引起细胞周期停滞于G1

期[3]. 研究表明过表达的c-Myc蛋白引起ARF表
达, 而异常c-Myc蛋白表达又是ARF作用的靶点, 
形成ARF与c-Myc蛋白负反馈调控机制, ARF结
合c-Myc蛋白并调控他的转录活性功能, 阻止细

胞过增殖和转化, 同时抑制c-Myc蛋白诱导的基

因表达[19-20]. p14 ARF、ARF-BP1、c-myc三者相互

影响, 相互制约. 本实验检测结果p14 ARF、ARF-
BP1及c-myc  mRNA在HCC高表达, 通过相关分

析发现: p14 ARF、ARF-BP1、c-myc的mRNA表达

成两两正相关. 偏相关分析发现: 对影响p14 ARF、

ARF-BP1相关的c-myc进行控制, 则p14 ARF与

ARF-BP1的mRNA表达不相关(r  = 0.069, P>0.05). 
同样, 控制p14 ARF, ARF-BP1与c-myc的mRNA表

达成正相关(r  = 0.632, P <0.01); 控制ARF-BP1 , 
p14 ARF与c-myc的mRNA表达成正相关(r  = 0.527, 
P<0.01). p14 ARF、ARF-BP1、c-myc可能存在如下

关系: 各种致癌因素导致原癌基因c-myc激活并

过度表达, 引发细胞恶性变, 为了克服这一异常

过程诱发机体出现保护性的p14 ARF抑癌基因高表

■名词解释
偏 相 关 分 析 :  是
排除其他变量的
干扰之后所测量
到的2个变量真正
的相关系数, 即偏
相关分析是控制
“第三者”后所
获得的甲乙二者
的“净”相关系
数. 

表 2 p14 ARF、ARF-BP1 及c-myc  mRNA在HCC中表达的产物灰度比值与临床参数关系

     
临床参数                                          n           p14 ARF              n               ARF-BP1        n        c-myc

性别                   男                    3���� 0.�����±0.2����         3�          0.5�±0.2�          3����          0.5�±0.2�

                          女                      � 0.����5±0.2����           ����         0.�2±0.1�      5  0.3����±0.2����

年龄(岁)          ≤����0　　    15 0.����3±0.20         15         0.52±0.25    15  0.�1±0.2�

                          >����0                    25 0.50±0.25         25         0.�3±0.2�    2����  0.51±0.2�

肿瘤大小(cm)    ＞5                    2� 0.53±0.23         29         0.53±0.22    29  0.52±0.2�

                          ≤5                    12 0.3�±0.22         11         0.�2±0.3����    10  0.�5±0.2�

AFP(µg/L)          ≥����00    19 0.52±0.22         19         0.55±0.22    19  0.5�±0.29

                          <����00      21 0.��������±0.25         21         0.�2±0.31    20  0.5����±0.2����

HCC分级           高�中分化    2� 0.����9±0.23         2�         0.�0±0.2�    2�  0.5�±0.2�

                          低分化    1���� 0.�����±0.25         13         0.55±0.2����    13  0.5����±0.2�

浸润转移           有                    1� 0.�����±0.23         1�         0.�1±0.20    15  0.�����±0.2�

                          无                    23 0.����9±0.2����         2����         0.5�±0.31    2����  0.�0±0.2�

HBV           HBsAg(+)    31 0.�����±0.2����         31         0.�2±0.2�    30  0.55±0.2�

                          HBsAg(�)      9 0.�����±0.23           9         0.�����±0.19      9  0.5�±0.2�

包膜           有                    2� 0.52±0.25         2����         0.59±0.2�    1����  0.5����±0.2�

                          无                    1���� 0.����0±0.1�         1�         0.59±0.2�    15  0.5�±0.2�
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达从而使ARF-BP1基因低表达, 进而影响c-Myc
蛋白功能, 阻止细胞恶变[21]. 本实验结果ARF-
BP1基因却高表达, 打破了c-myc过度表达引起

p14 ARF高表达使ARF-BP1低表达进而影响c-Myc
蛋白功能, 阻止细胞恶变的负反馈调节路径, 导
致肝癌的发生、发展, 提示在HCC中ARF-BP1
是p14 ARF、ARF-BP1及c-myc三者关系的中心环

节, ARF-BP1过度表达可能是影响HCC发生、发

展的关键, 干预ARF-BP1可能是治疗HCC的新途

径, 其机制有待进一步研究. 
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Abstract
AIM: To analysis the expression pattern of 
heat shock protein (HSP) gp96, myeloid cell 
leukemia sequence-1 (MCL-1) and prohibitin 
(PHB) in liver cirrhosis (LC) and hepatocellular 
carcinoma (HCC), as well as their clinical 
significances.

METHODS: Two-step immunohistochemical 
method was employed to detect the expression 
of gp96, MCL-1 and PHB in 19 cases of LC, 32 
cases of HCC and 21 controls (non-LC or non-
HCC liver tissues) respectively. Their relation-
ships with the clinicopathological characteristics 
of HCC were investigated.

RESULTS: HSP gp96 expression increased by 
turns in the controls, LC and HCC (P < 0.05), and 
it was significantly elevated in tumors without 
envelope, with necrosis or portal venous throm-
bosis. HSP gp96 expression correlated nega-
tively with tumor differentiation (r = -0.4655, P 
= 0.0073) and positively with TNM staging (r = 
0.5157, P = 0.0025). Both MCL-1 and PHB were 
over-expressed in HCC, with the former higher 
in tumors with necrosis and the latter higher in 
tumors without envelope than their counterpart 
(P < 0.05).

CONCLUSION: Over-expression of HSP gp96, 
MCL-1 and PHB may play a role in the genesis 
and progression of HCC. Gp96 may be impli-
cated in the development of LC as well as its 
subsequent malignant transformation, and may 
serve as a prognostic biomarker for HCC.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Liver cirrho-
sis; Heat shock protein gp96; Myeloid cell leukemia 
sequence-1; Prohibitin; Immunohistochemistry

Hua TY, Huang JF, Zhang H, Huang DF, Wei Q. 
Expression of heat shock protein gp96, myeloid cell 
leukemia sequence-1 and prohibitin in liver cirrhosis and 
hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(23): 2661-2665

摘要
目的: 分析热休克蛋白gp96、髓样细胞白血
病-1(MCL-1)和阻抑蛋白(PHB)在LC和HCC组
织中的表达及其临床意义. 

方法: 免疫组化二步法分别检测19例LC, 32
例HCC和21例对照组肝组织中gp96, MCL-1
和PHB的表达, 并分析其与肝癌临床病理学特
征的关系. 

结果: gp96在对照组、LC组和HCC组的表
达逐渐增强(P <0.05); HCC无包膜、有坏死
和门静脉有癌栓者g p96表达较高; g p96表
达与HCC分化程度呈负相关(r  = -0.4655, P  
= 0.0073), 与TNM分期呈正相关(r = 0.5157, 
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P  = 0.0025). MCL-1和PHB在HCC组织中过
表达, H C C有坏死者M C L-1表达高于无坏
死者, HCC无包膜者PHB表达高于有包膜者
(P <0.05).

结论: gp96, MCL-1和PHB的过表达可能与
HCC的发生、发展有关. gp96可能参与LC的
发生、发展及向HCC的恶性转化, 有助于判
断HCC患者的预后.

关键词�� 肝细胞癌; 肝硬化; gp96; 髓样细胞白血病

-1; 阻抑蛋白; 免疫组化
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是世

界上最常见、恶性程度最高的肿瘤之一, 位居

全球恶性肿瘤发病率的第5位、死因的第3位[1]. 
肝硬化(liver cirrhosis, LC)尤其是乙型肝炎后肝

硬化是肝癌发生最重要的一个危险因素[2]. LC
和H C C的发生、发展涉及众多基因改变和分

子事件. 我们曾利用基因芯片筛选出LC和HCC
相关基因[3-5], RT-PCR对部分基因表达进行了验

证, 发现LC和HCC组织中热休克蛋白(heat shock 
protein)gp96和髓样细胞白血病-1(myeloid cell 
leukemia sequence-1, MCL-1)上调显著, 而阻抑

蛋白(prohibitin, PHB)下调显著. 本研究旨在用

免疫组织化学方法研究三者在LC和HCC组织中

的表达, 并初步探讨其与LC和HCC发生、发展

的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集南通大学附属医院病理科2004-03/ 
2007-05原发性肝癌组织石蜡标本32例, 均为

HCC, 其中高分化癌9例, 中分化癌12例, 低分化

癌11例, 男25例, 女7例, 平均年龄50.06±13.63
岁, 所有肝癌患者术前均未接受任何全身化疗、

放射治疗、肝动脉栓塞和无水酒精注射等治疗; 
LC组织石蜡标本19例, 其中男12例, 女7例, 平
均年龄52.37±12.14岁; 同时选取非癌非硬化肝

组织石蜡标本21例(癌旁非硬化肝组织11例, 肝
血管瘤4例, 肝内胆管结石6例)作为对照, 其中

男10例, 女11例, 平均年龄47.14±14.55岁. 大鼠

抗人gp96 mAb(1∶100)、小鼠抗人MCL-1 mAb 
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(1∶50)和小鼠抗人PHB mAb(1∶100)均为美国

NeoMarkers公司产品, PV9000通用二步法试剂盒

购自北京中杉金桥生物技术有限公司.
1.2 方法 石蜡包埋标本经4 μm连续切片, 免疫组

化PV9000二步法按说明书进行, DAB显色, 苏
木素复染, 透明封片. 以PBS代替一抗作空白对

照. 每张切片随机选取十个高倍视野, 每个视野

计数100个细胞, 计算阳性细胞百分率. gp96和
MCL-1以胞质或胞核出现棕黄色颗粒为阳性表

达, 阳性细胞数<10%为阴性(-), 10%-25%为弱阳

性(+), 26%-50%为阳性(++), 51%-75%为强阳性

(+++), >75%为超强阳性(++++). PHB以胞质出

现棕黄色颗粒为阳性表达, 阳性细胞数<25%为

阴性(-), 26%-50%为弱阳性(+), 51%-75%为阳性

(++), >75%为强阳性(+++).
统计学处理 采用Stata 7.0统计软件, 阳性率

的比较采用c2检验或Fisher's精确概率法, 阳性表

达强度的两组间比较采用秩和检验, 多组间两

两比较采用秩变换方差分析, 相关性分析采用

Spearman等级相关, P<0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 gp96的表达 p96阳性表达物呈棕黄色颗粒, 
在肝细胞和肝癌细胞主要分布于细胞质, 少数

定位于胞核. HCC组、LC组和对照组gp96阳
性表达率分别为93.75%(30/32), 78.95%(15/19)
和57.14%(12/21); 表达强度分别为HCC组(-)2
例, (+)3例, (++)6例, (+++)12例, (++++)9例, LC
组(-)4例, (+)5例, (++)9例, (+++)1例, 对照组(-)9
例, (+)12例. gp96阳性表达率和表达强度在对照

组、LC组和HCC组均逐渐增加, 组间差异显著

(P <0.05). 
H C C无包膜者g p96表达强于有包膜者 , 

HCC有坏死者表达强于无坏死者, 门静脉有癌

栓形成者表达强于无癌栓者(P <0.05). 低分化

HCC中gp96的表达高于高、中分化, gp96表达

强度与HCC分化程度呈负相关(r  = -0.4655, P  = 
0.0073), 与肝癌TNM分期呈正相关(r  = 0.5157, P  
= 0.0025, 表1). HCC组织gp96的表达与患者的性

别、年龄、肿瘤大小和数目、血清AFP值及肝

脏基础疾病无关(P >0.05).
2.2 MCL-1的表达 MCL-1阳性表达物呈棕黄色

颗粒, 在HCC组织主要分布于细胞质, 在LC和对

照组主要分布于胞核. 各组间MCL-1阳性表达

率无差异(P >0.05); 表达强度在对照组、LC组和

HCC组有逐渐增强的趋势, 但统计学差异仅见
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■研发前沿
肝硬化与肝癌关
系密切, 肝硬化尤
其是乙型肝炎后
肝硬化是肝癌发
生、发展最重要
的一个危险因素. 
因此阻断肝硬化
的发生、发展及
早期预测癌变成
为医学攻关的一
个热点.

■相关报道
本课题组曾利用
基因芯片筛选出
肝硬化和肝癌相
关基因, RT-PCR
对部分基因表达
进 行 了 验 证 ,  发
现肝硬化和肝癌
组 织 中 g p 9 6 和
MCL-1表达上调
显著, 而PHB表达
下调显著. 
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于HCC组和对照组之间(P <0.05, 表2). 
32例HCC中8例发生坏死, 其MCL-1表达分

别为(-)1例, (++)4例, (+++)3例; 24例未发生坏死, 
其MCL-1表达分别为(-)11例, (+)6例, (++)6例, 
(+++)1例. MCL-1表达在肿瘤有坏死者强于无坏

死者(P <0.05). HCC组织MCL-1表达与患者的性

别、年龄、肿瘤大小和数目、肿瘤有无包膜、

门静脉有无癌栓、血清A F P值、肝脏基础疾

病、肿瘤分化程度及TNM分期均无关(P >0.05). 
2.3 PHB的表达 PHB阳性表达物呈棕黄色颗粒, 
在肝细胞和肝癌细胞中分布于细胞质. 肝癌组

PHB的阳性表达率和表达强度均高于肝硬化组

和对照组(P <0.05, 表3). 
32例HCC, 6例有肿瘤包膜, 其PHB表达分

别为(+)4例, (++)2例; 26例无肿瘤包膜, 其PHB
表达分别为(+)6例, (++)13例, (+++)7例. 肿瘤无

包膜者PHB表达强于有包膜者(P <0.05). HCC组
织PHB表达与患者的性别、年龄、肿瘤大小和

数目、肿瘤有无坏死、门静脉有无癌栓、血清

AFP值、肝脏基础疾病、肿瘤分化程度及TNM
分期均无关(P >0.05).

3  讨论

gp96是存在于真核生物细胞内质网中分子质量

为96 kDa的热休克蛋白, 属HSP90家族. Fu et al [6]

认为, gp96的高表达可促进肿瘤的发生. 在乳腺

癌、肾癌、黑色素瘤、肺癌、食管癌、胃癌、

肝癌和结肠癌等组织中都发现gp96有不同程度

的高表达. Singh-Jasuja et al [7]认为gp96的表达能

增强机体对肿瘤的免疫反应. gp96自体肿瘤疫苗

对黑色素瘤和结肠癌的治疗作用已经进入了临

床Ⅰ/Ⅱ期评价[8-9]. 
肝硬化与肝癌的发生密切相关, 每年约有

2%-6.6%的肝硬化患者进展为肝癌, 而非肝硬化

患者的肝癌发生率仅为0.4%. 本研究中gp96的
阳性表达率和表达强度在对照组、LC组和HCC
组逐渐增高 ,  推测其可能参与了肝硬化的发

生、发展及向肝癌的恶性转化过程. 在肝硬化

的形成过程中, 肝细胞再生, 需要gp96作为分子

伴侣来调节、稳定这一过程; 在肝癌的发生、

发展过程中, 由于肿瘤组织生长快, 局部缺血、

缺氧及酸中毒, 这些应激条件诱使肿瘤组织产

生热休克蛋白, 从而保护肿瘤细胞战胜机体内

各种不利的生理环境. 同时, 作为一种抗凋亡蛋

白[10], gp96可能通过诱导细胞凋亡和增殖失衡, 
而在肝硬化和肝癌的发生中发挥重要作用. 此
外, 大分子HBV表面蛋白可以活化gp96的转录

增强子, 诱导gp96表达升高. 本研究51例肝硬化

和肝癌患者中有45例血清HBsAg为阳性, 可能

是造成gp96高表达的另一个原因. 
本研究显示, 无包膜的HCC组织中gp96表

达强于有包膜者; 肿瘤有坏死者表达强于无坏

死者; 门静脉有癌栓形成者表达强于无癌栓者; 
gp96表达与HCC分化程度呈负相关, 与TNM分

期呈正相关. 表明gp96的表达与HCC的生物学

行为有关, 其过表达可能是造成HCC扩散、浸

润和转移的原因之一, 是HCC预后不良的重要

表 1 gp96表达与HCC临床病理学特征的关系

     
项目                     n

                              表达强度

                         -        +        ++       +++      ++++

肿瘤包膜

    有           6          2       0         2         2           0

    无         26          0       3         4       10           9

肿瘤坏死

    有           8          0       0         0         3           5

    无         24          2       3         6         9           4

门静脉癌栓

    有           �          0       0         0         3           4

    无         25          2       3         6         9           5

分化程度     

    高分化            9          1       1         2         4          1

    中分化          12          1       2         4         3          2

    低分化          11          0       0         0         5          6

TNM分期

    Ⅰ期         18          1       3         5         �           2

    Ⅱ期           4          1       0         1         1           1

    Ⅲ期         10          0       0         0         4           6

表 2 Mcl-1在HCC, LC和对照组肝组织中的表达

     
分组                 n

                                 表达强度

        -     +   ++            +++

HCC组      32     12     6   10    4

LC组      19     10     5     4    0

对照组      21     12     9     0    0

表 3 PHB在HCC, LC和对照组肝组织中的表达

     
分组                 n

                                 表达强度

        -     +   ++            +++

HCC组      32     0     10   15    �

LC组      19     4       6     8    1

对照组      21     4     12     5    0

■应用要点
gp96 ,  MCL-1和
PHB的过表达可
能 与 肝 癌 的 发
生、发展有关, 有
可能成为肝癌包
括小肝癌的诊断
标志物. gp96可能
参与了肝硬化的
发生、发展及向
肝癌的恶性转化, 
有助于判断肝癌
患者的预后. 
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因素. 
目前对于小肝癌的诊断主要是依据AFP和

影像学检查. 肝癌患者的血清AFP浓度与肿瘤大

小大体上呈正相关. 本研究显示, gp96的表达与

肿瘤大小和血清AFP值无关, 在HCC直径≤3 cm
组和直径>3 cm组之间无差异, 在AFP<400 μg/L
组和AFP≥400 μg/L组之间无差异, 提示gp96对
小肝癌也具有一定的诊断价值. 

MCL-1基因是在研究人髓样白血病细胞系

ML-1用佛波酯诱导后, 沿单核/巨噬细胞途径分

化过程中, 作为早期诱导基因被首次发现的, 属
Bcl-2基因家族的抗凋亡成员. MCL-1的亚细胞

定位与细胞生长状态密切相关[11]: 在呈指数幂

生长的细胞中, MCL-1主要位于线粒体; 在静止

期细胞, MCL-1主要位于细胞核. 本研究中HCC
组织MCL-1主要呈浆型表达, LC和对照组则以

核型表达为主. 
MCL-1基因定位于人染色体1q21, 该区域

在肿瘤性疾病及其癌前病变中是一个易变化的

区域, 再加上MCL-1所表现出来的抗细胞凋亡

作用, 人们推测MCL-1的表达改变可能与肿瘤

发生有关. 这种猜测首次被证实是在MCL-1转
基因小鼠实验中, 人们发现MCL-1转基因小鼠B
细胞淋巴瘤的发生率增加[12]. 随后, 越来越多的

研究表明MCL-1在人类多种肿瘤组织中过表达, 
如非小细胞肺癌[13]、非霍奇金淋巴瘤[14]、多发性

骨髓瘤[15]等. MCL-1在HCC组织的表达显著高于

邻近癌旁组织, 且与肿瘤大小、肿瘤分级和肝

移植术前接受的治疗无关[16]. 反义寡核苷酸技术

干扰HCC细胞株MCL-1的表达后, HCC细胞凋

亡增加, 且对化疗药物的敏感性增加[17]. 
本研究中MCL-1在对照组、LC组和HCC组

的表达有逐渐增强的趋势, 但统计学差异仅见

于HCC组和对照组之间, 考虑受样本量的限制, 
可能导致某些统计趋势未能充分显现. MCL-1表
达与肿瘤大小无关, 在HCC直径≤3 cm组和直

径>3 cm组之间无差异, 提示MCL-1对小肝癌也

具有一定的诊断价值. 另外, 我们发现HCC有坏

死者MCL-1的表达强度高于无坏死者. 肿瘤组

织由于代谢旺盛, 局部缺血、缺氧和酸性代谢

产物积聚, 引起肿瘤细胞坏死, 坏死局部炎症反

应强烈, 产生大量的细胞因子, 而细胞因子可以

迅速诱导MCL-1表达升高[18]. 同时MCL-1的高表

达可以保护中性粒细胞免于凋亡, 延长其寿命, 
进而参与炎症反应. 

PHB基因是一种潜在的肿瘤抑制基因, 因

其具有明显的抗细胞增殖、抗肿瘤作用而得名. 
关于肿瘤组织中PHB表达的研究结果存在不一

致现象. Ryu et al [19]研究发现PHB在胃癌组织中

的表达显著高于癌旁组织; 而Jang et al [20]的研究

显示早期胃癌组织中PHB的表达下调. 目前有关

PHB在肝癌中的研究尚不多. 蛋白质组研究发现

肝癌细胞株HCC-M中PHB表达上调[21]. 
本研究中, 免疫组化显示HCC组织PHB的

阳性表达率和表达强度均显著高于LC和对照

组, PHB表达与肿瘤大小无关, 在HCC直径≤3 
cm组和直径>3 cm组之间无差异, 提示PHB对肝

癌包括小肝癌具有一定的诊断价值. 
通常肿瘤组织中癌蛋白增加, 抑癌蛋白减

少, 但为什么PHB在肿瘤组织中表达会增加呢? 
Nijtmans et al [22]提出了这样的解释：增殖细胞

中P H B的过表达是由于其启动子区存在能与

MYC癌蛋白相结合的调控元件, 而肿瘤组织中

M Y C等癌蛋白的表达通常升高, 从而诱导了

PHB的表达. 
有趣的是, 在我们基因芯片和RT-PCR实验

中, LC组织和HCC组织PHB表达均下调; 而免疫

组化结果显示, LC组织PHB蛋白表达与对照组

无差异, HCC组织PHB蛋白表达上调. 推测可能

由于翻译水平及翻译后水平的调控机制, 导致了

PHB的mRNA水平和蛋白水平出现不一致现象. 
本研究表明, gp96、MCL-1和PHB的过表达

可能与HCC的发生、发展有关, 有可能成为肝

癌包括小肝癌的诊断标志物. gp96可能参与了肝

硬化的发生、发展及向肝癌的恶性转化, 有助

于判断肝癌患者的预后. 结合之前我们的研究, 
充分证明了基因芯片技术能快速、高效地筛选

出肝硬化和肝癌相关基因, 对这些基因进一步

进行功能研究将为阐明肝硬化和肝癌复杂的发

生机制, 发现肝硬化和肝癌的诊断标志物及药

物治疗干预靶点提供可能. 
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Abstract
AIM: To verify the efficacy and safety of 
adeforvir dipivoxil in the treatment of HbeAg-
positive chronic hepatitis B (CHB). 

METHODS: A total of 40 HbeAg-positive pa-
tients with CHB were divided into group A (n = 
26) and B (n = 14). The patients in group A and B 
were treated with adeforvir dipivoxil (10 mg/d) 
and placebo, respectively, for 12 wk, and then all 
the patients were treated with adeforvir dipiv-
oxil (10 mg/d). The responses were observed 12, 
24, and 48 wk after treatment, and the hepatitis 
B virus markers (HBVMs), and HBV DNA, liver 
function, kidney function, blood routine and 
urine routine were also measured. 

RESULTS: After 12 wk of treatment, the vi-
ral response rates were significantly different 
between group A and B (80.77% vs 7.14%, P < 
0.01); the ALT/AST normalization rates had no 
marked difference between the two groups. Af-
ter 48 wk of treatment, the viral response rates 
in both groups were 78.38%, and the ALT/AST 

normalization rates were 59.46%; the levels of 
ALT, AST and TBiL level reduced significantly (t 
= 5.19, 4.48, 2.47, P < 0.01) compared with those 
before treatment, and the HbeAg-negative rates 
were 18.92%. No severe adverse reactions were 
found in both groups. 

CONCLUSION: Adeforvir dipivoxil has obvi-
ous effect on viral and biochemical responses in 
CHB patients, and it is effective and safe in the 
treatment of CHB. 

Key Words: Adeforvir dipivoxil; Chronic hepatitis B; 
Efficacy

Wang YB, Xie W, Ou WN, Yan J, Cheng J. Therapeutic 
effect of adeforvir dipivoxil for HBeAg-positive patients 
with chronic hepatitis B. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(23): 2666-2668

摘要
目的: 验证阿德福韦酯对HBeAg(+)慢性乙型
肝炎的抗病毒疗效及安全性. 

方法: 试验组给予阿德福韦10 mg/d, 口服, 对
照组给予安慰剂治疗. 试验12 wk后, 对照组
全部改为阿德福韦10 mg/d治疗. 在治疗12、
24、48 wk时检测患者HBVMs、HBV DNA、

肝功能、肾功能、血常规和尿常规. 

结果: 治疗12 wk时治疗组与对照组比较病
毒学应答率差异有统计学意义(80.77% v s  
7.14%, P <0.01), ALT/AST水平复常率在两组
间差异并无统计学意义. 治疗48 wk时病毒学
应答率为78.38%, ALT/AST复常率为59.46%, 
治疗48 wk后ALT、AST、TBiL水平较治疗
前有明显下降(t  = 5.19, 4.48, 2.47, 均P <0.01), 
HBeAg转阴率为18.92%. 所有观察病例均无
严重不良反应发生.   

结论: 阿德福韦酯对乙肝病毒复制有显著抑
制作用, 能明显改善肝功能, 服用10 mg/d剂
量对肾功能、血常规及肝脏合成功能无不良 
影响. 

关键词�� 阿德福韦酯; 慢性乙型肝炎; 疗效

®

■背景资料
慢性乙肝治疗中
抗病毒治疗越来
越为医生们所共
识. 进口阿德福韦
酯是一种在临床
上应用较广泛的
核苷类抗病毒药
物, 相关临床试验
数据较多. 但同类
国产药物虽然在
临床应用较广泛, 
但尚未有大量明
确实验数据. 本文
目的想通过观察
国产同类药物治
疗一年期间效果
及副作用, 使对此
类药物疗效及副
作用的认识更加
明确, 以指导临床
用药. 

■同行评议者
唐晓鹏, 教授, 中
南大学肝病研究
所/中南大学湘雅
二医院感染科; 杨
林, 副研究员, 中
山大学附属第三
医院感染病科
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0  引言

慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)是一种难

治性疾病. 全世界约有20亿人感染过乙肝病毒

(HBV), 全球每年约100万人死于与HBV感染相关

的肝脏疾病[1-3], 我国是CHB的高流行区, 约10%为

乙肝病毒(hepatitis B virus, HBV)感染者, 其中25%
进入慢性肝病阶段, 而现在已有大量资料显示[4], 
通过有效的抗乙肝病毒治疗, 可延缓疾病进程. 
CHB发病机制十分复杂, 病毒持续复制和免疫功

能紊乱是发病重要因素. 目前CHB的治疗主要包

括抗病毒、免疫调节、抗炎保肝、抗纤维化和

对症治疗, 其中抗HBV药物是目前治疗CHB最重

要和有效的方法[5]. 我院于2005-09/2006-12用阿德

福韦酯治疗HBeAg(+)CHB患者40例, 结果显示治

疗效果良好. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择成年HBeAg(+)CHB患者40例, 其
中男33例, 平均年龄29.91±9.11, 女7例, 平均年

龄26.5±5.83, 诊断符合2000年《病毒性肝炎防

治方案》中病毒性肝炎诊断标准[6]. 所有病例符

合下列条件: (1)HBV DNA(荧光定量)≥108拷贝

/L; (2)乙肝病毒血清标志物(HBVMs)为: HBsAg
阳性, HBeAg阳性, 抗-HBc阳性. 抗-HBs阴性, 抗
- HBe阴性; (3)ALT≥80 U/L且ALT≤500 U/L血
总胆红素水平(SB)<40 μmol/L(20 μmol/L为正常

值); (4)排除由药物、酒精和其他因素所致的肝

功能异常. (5)女性排除妊娠. 
1.2 方法 试验前12 wk为双盲对照, 试验组给予

阿德福韦10 mg/d po , 对照组给予安慰剂治疗. 试
验组与对照组在年龄、性别、病史、肝功能、

HBV DNA定量方面条件齐同, 无显著性差异. 按
照医学伦理学要求, 为减少对安慰剂组患者可

能产生的不良影响, 试验12 wk结束时揭盲, 对照

组全部改为阿德福韦10 mg/d治疗. 在治疗12、
24、48 wk时分别抽取患者静脉血查HBVMs(放
射免疫法检测)及HBV DNA(荧光定量聚合酶链

反应法检测)、肝功能、肾功能、血常规、尿常

规. 
统计学处理 计数资料用mean±SD表示, 组

间比较用成对资料t检验, 率的比较采用四格表

资料χ2检验, P <0.05为有显著性. 

2  结果

2.1 肝功能变化: 治疗12 wk时治疗组生化学应答

为11例(11/26, 42.30%), 而对照组仅为2例(2/14, 
14.29%), 但经统计学检验无统计学意义(χ2 = 3.25, 
P >0.05). 至24 wk时, 对照组共有6例发生生化学

应答(6/14, 42.86%), 至48 wk, 所有观察病例中22
例发生生化学应答(22/37, 59.46%, 表1). 治疗前

ALT、AST及TBiL水平与治疗48 wk存在明显差

异, 经统计学检验有统计学意义(P<0.01, 表2). 
2.2 HBV DNA变化: 治疗12 wk治疗组病毒学

应答为21例(21/26, 80.77%), 而对照组仅为1例
(1/14, 7.14%), 两组间差异有统计学意义(χ2 = 
17.07, P <0.01), 至24 wk, 对照组共有12例发生病

毒学应答(12/14, 85.71%, 表1). 提示阿德福韦酯

10 mg/d口服治疗12 wk即可获得较好的病毒学

应答. 至48 wk, 所有观察病例中29例发生病毒

学应答(29/37, 78.38%, 表1), 而其中48 wk HBV 
DNA阴转例数为11例(11/37, 29.73%). 
2.3 HBVMs 治疗12 wk治疗组与对照组发生

HBeAg转阴率分别为7.69和0, 两组间差异无统

计学意义(χ2 = 0.02, P >0.05). 治疗12 wk时治疗

组与对照组发生血清学转换率(即HBeAg转阴, 
抗-HBe转阳性)分别为3.85和0, 两组间差异无统

计学意义(χ2 = 0.10, P >0.05, 表1). 对照组用药至

24 wk又有2例患者HBeAg转阴及HBeAg血清学

转换. 全部观察病例用药至48 wk共有7例发生

HBeAg转阴(7/37, 18.92%), 6例发生HBeAg血清

学转换(6/37  16.22%). 
2.4 安全性评价 在整个试验中共有4例患者发生

不良反应, 表现为转氨酶升高1例, 恶心1例, 腹
泻1例, 脱发1例, 不良反应发生率为10.26%. 未
发现肾功能损害, 对血象无影响(表2). 尿常规检

查未见异常.

■研发前沿
国内外关于此方
面研究多集中在
阿 德 福 韦 酯 疗
效、曾见大剂量
时肾功能损害、

耐药发生等方面, 
针对其长期使用
所导致乙肝病毒
耐药变异位点不
同, 建议使用拉咪
呋定或恩替卡韦
耐药者换用阿德
福韦酯治疗, 或在
早期联合应用减
少耐药发生.

表 1 12、24、48 wk疗效前后比较

     
分组          n

    病毒学应答   生化学应答   HBeAg转阴  HBeAg转换

                         n   应答率(%)   n  应答率(%)  n  应答率(%)  n  应答率(%)

治疗组  26  21   80.77    11   42.30    2    7.69      1     3.85

12 wk

对照组  14     1    7.14      2   14.29    0     0.00     0     0.00

12 wk

对照组  14   12    85.71    6   42.86    2   14.29     2   14.29

24 wk

全部      37N 29    78.38  22  59.46     7   18.92     6   16.22

48 wk

N至48 wk患者因妊娠, 自行停药及转氨酶升高各退出1例.
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3  讨论

阿德福韦酯是阿德福韦的前体, 在体内水解为

阿德福韦, 在细胞激酶的作用下被磷酸化为有

活性的代谢产物即阿德福韦二磷酸盐. 他一方

面与自然底物脱氧腺苷三磷酸竞争, 另一方面

整合到病毒DNA后引起DNA链延长终止, 而最

终抑制HBV cccDNA的复制. 阿德福韦还可以

诱导内生性干扰素α, 增加自然杀伤细胞(NK)
的活力和刺激机体的免疫反应, 因此有较强的

抗HBV作用[7-10]. 随机双盲安慰剂对照的临床试

验表明[11], 在HBeAg阳性慢性乙型肝炎患者, 口
服阿德福韦酯可明显抑制HBV DNA复制, 应用

1年时的HBV DNA转阴率(<106拷贝/L)为28%, 
HBeAg血清学转换率为12%, 其耐药发生率为

0. 本临床研究中口服阿德福韦酯10 mg/d治疗

HBeAg(+)慢性乙型肝炎12 wk, 肝功能复常率达

42.30%, 而对照组为14.29%. 治疗12 wk治疗组

病毒学应答率80.77%, 对照组为7.14%, 二者经

统计学检验均有显著性差异, 提示阿德福韦酯

抗乙肝病毒复制作用并非像有些文献报道的那

样起效缓慢、作用温和, 但是本研究病例数较

少, 而且用药前患者肝功能转氨酶升高水平偏

高, 这样的病例往往伴有内源性病毒清除, 所以

显示疗效较好, 可能与此也有一定的关系. 治疗

48 wk肝功能复常率为59.47%, 病毒学应答率为

78.38%, 48 wk病毒学应答率低于24 wk的原因

考虑与脱落患者中2例均为12 wk即发生病毒学

应答者有关. 48 wk HBV DNA阴转率为29.73%, 
与国内文献报道[12]随机双盲安慰剂对照治疗一

年的临床试验中HBV DNA阴转率(34%)有一些

差别, 考虑与本结果将所有入选病例统一分析

有关, 而按照报道试验结果分组统计则二者结

果近似(分组后HBV DNA阴转率31.25%). 48 wk 
HBeAg血清学转换率为16.22%, HBeAg转阴率

为18.92%. 不良反应发生率为10.26%, 未见严重

不良反应病例. 本研究提示阿德福韦酯10 mg/d
口服对乙肝病毒复制有显著抑制作用, 且能明

显改善肝功能, 起效较快, 作用较强, 在治疗乙

型肝炎时不良反应较少见, 是一种有效的、安

全的抗乙肝病毒治疗药物. 
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chronic hepatitis B. N Engl J Med 2003; 348: 808-816

12 茅益民, 曾民德, 魏来, 谢青, 陆志檬, 牛俊奇, 陈亚岗, 
雷秉钧, 张鸿飞, 杨积明, 李军, 唐勤, 吴国祥, 曹爱平.  
国产阿德福韦酯治疗HBeAg阳性慢性乙型肝炎患者
48周的多中心、随机、双盲、安慰剂平行对照临床
研究. 肝脏 2007; 12: 355-359

           编辑  李军亮  电编  郭海丽  

表 2 治疗前后肝功能、肾功能及血常规变化的比较

                                          治疗前       治疗48 wk后      t             P

治肝功能

肾功能

血常规

ALT         186.76±         55.27±     5.19     <0.01

               152.33             47.27

AST           90.68±         36.65±     4.48     <0.01

                 71.92             24.30

TBIL         19.32±         14.80±     2.47     <0.01

                   9.65               6.16

CHE      9297.11±     9377.03±     0.13     >0.05 

             3392.10         2103.64

ALB           43.81±         46.73±     4.13     <0.01

                   3.84               2.19

BUN           4.35±            4.61±     0.90    >0.05

                   1.16               1.34

CRE        106.63±         91.07±     5.26     <0.01

                 13.06             12.91

WBC           5.47±           5.03±     1.68     >0.05

                   1.31               0.98

HBG        148.91±       158.53±     3.28     <0.01

                 14.67             10.91

PLT         171.50±       174.17±      0.21    >0.05

                 49.62             59.40

■同行评价
本研究主题较新
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Abstract
AIM: To analyze the etiology, diagnosis and 
management of chronic graft dysfunction after 
liver transplantation. 

METHODS: A total of 291cases underwent ortho-
topic liver transplantation in our hospital from Ja-
nunary 1996 to December 2006. The clinical data of 
18 cases with chronic graft dysfunction after liver 
transplantation were analyzed retrospectively. 

RESULTS: Of 18 patients with chronic graft dys-
function after liver transplantation, 2 were found 
with recurrent biliary inflammation, 2 with bili-
ary sludge, 1 with anastomotic biliary stricture, 
4 with nonanastomotic biliary stricture, 3 with 
reccurent hepatitis B, 1 with recurrent hepatitis C, 

1 with recurrent primary biliary cirrhosis, 1with 
hepatic artery stricture, 1 with cytomegalovirus 
(CMV) infection and 2 with chronic rejection. 
After different medical support treatment, inter-
vention or liver re-transplantation, 11 patients 
were improved, and 4 cases were found with 
recurrent diseases. The rest 3 cases died. 

CONCLUSION: Different therapeutic approaches 
may be taken in accordance with different causes 
of chronic graft dysfunction after liver transplan-
tation. For irreversible hepatic allograft failure, 
liver re-transplantation should be carried out. 

Key Words: Liver transplantation; Chronic graft 
dysfunction; Etiology; Diagnosis; Treatment

Shi XL, Ding YT, Wu YF, Wu XY, Qiu YD, Zhou JX, Jiang 
CP, Zhang WW. Etiological diagnosis and management 
of chronic graft dysfunction after liver transptantation: an 
analysis of 18 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(23): 2669-2672

摘要
目的: 探讨肝移植后慢性移植肝失功的病因
诊断和治疗.   

方法: 回顾性分析我院1996-01/2006-12完成
的291例原位肝移植中18例肝移植后慢性移植
肝失功患者的临床资料, 总结肝移植后慢性移
植肝失功的病因及诊断和治疗. 

结果: 18例肝移植后慢性移植肝失功患者发
生反复胆道感染2例、胆管广泛胆泥2例、胆
管吻合口狭窄1例、胆管非吻合口狭窄4例、

乙型肝炎复发3例、丙型肝炎复发1例、胆汁
性肝硬化1例、肝动脉狭窄1例、巨细胞病毒
(CMV)感染1例和慢性排斥反应2例. 通过各种
内科支持治疗、介入治疗或再次肝移植, 11例
好转, 4例病情反复, 3例死亡.  

结论: 根据肝移植后慢性移植肝失功的不同
病因, 可采取不同的治疗手段; 对于不可逆转
的移植肝功能衰竭, 应进行再次肝移植. 

关键词�� 肝移植; 移植肝失功; 病因; 诊断; 治疗
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■背景资料
肝移植是治疗终
末期肝病的有效
方法, 但是各种原
因导致的肝移植
后慢性移植肝失
功是肝移植领域
目前面临的一大
难题, 严重影响着
肝移植患者的长
期生存质量. 
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0  引言

肝移植是治疗终末期肝病的有效方法 ,  但是

各种原因导致的肝移植后慢性移植肝失功是

肝移植领域目前面临的一大难题 ,  严重影响

肝移植患者的长期生存. 慢性移植肝失功是指

在移植后1年以上出现血清谷草转氨酶、碱

性磷酸酶、胆红素的不断增加或持续增高(超
出正常值上限2倍或2倍以上) [1].  本我们回顾

1996-01/2006-12完成的291例肝移植患者的中, 
其中有18例患者属于肝脏移植后慢性移植肝失

功, 现对其病因诊断和治疗总结如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院1996-01/2006-12间进行的291例肝

移植患者. 其中男195例, 女96例; 年龄32-71岁, 
平均48岁. 291例患者中, 有18例患者最终被诊

断为肝脏移植后慢性移植肝失功. 18例肝脏移

植后慢性移植肝失功患者中, 男12例, 女6例, 年
龄33-62岁, 平均41岁. 原发疾病分别为: 乙型肝

炎后肝硬化失代偿期5例; 慢性乙型重症肝炎4
例; 慢性丙型重症肝炎1例; 原发性胆汁性肝硬

化2例; 原发性硬化性胆管炎2例; 酒精性肝硬化

1例; 原发性肝癌3例. 首次肝移植与被诊断为肝

脏移植后慢性移植肝失功相距时间为13-37 mo
不等. 患者无特异性临床表现, 部分患者以乏力, 
纳差, 恶心呕吐为主要临床表现; 部分以发热、

寒颤、黄疸, 腹痛等胆管炎为主要临床表现; 部
分以阻塞性黄疸为主要临床表现, 部分以不全

胆道梗阻和/或反复发生的胆管炎为主要临床表

现. 所有患者的共同特点是出现血清谷草转氨

酶、碱性磷酸酶、胆红素的不断增加或持续增

高. 
1.2 方法 详细病史询问. 包括: (1)肝移植术前原

发肝脏疾病情况. (2)肝移植后早期有无并发症: 
主要询问早期有无感染、胆道并发症、血管并

发症、急性及亚急性排斥反应情况. (3)肝移植

术后的肝功能: 检查随访过程中的肝功能变化

情况, 及相应的药物治疗情况. (4)免疫抑制剂方

案的血液浓度: 详细询问患者免疫抑制方案, 免
疫抑制挤的使用情况, 检查随访的免疫抑制挤

的血药浓度. (5)先前的肝活检情况: 明确有无排

斥反应及复发肝脏疾病. (6)其他: 包括随访过程
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的肝脏及血管超声检查情况. 实验室检查. 所有

患者的实验室检查必须包括下列内容: (1)血常

规. (2)生化检查: 包括肝肾功能. (3)病毒性肝炎

的血清学检查. (4)免疫抑制剂血药浓度. (5)常
见病毒抗体及抗原检查. 影像学检查. (1)超声检

查明确肝脏有无硬化及占位性病变; 血管包括

肝动脉及门静脉有无血栓及狭窄情况, 肝后下

腔静脉有无狭窄情况; 胆道有无狭窄及扩张, 有
无胆泥和结石. (2)腹部核磁共振＋胰胆管成像

(MRI+MRCP): 进一步了解肝脏及肝内外胆道系

统情况. (3)其他: 血管造影明确血管病变的部位

及性质. 肝活检. 所有患者必须常规检查, 以明

确有无排斥反应发生, 及原发性复发情况. 

2  结果

2.1 病因诊断结果 18例肝移植后慢性移植肝失

功患者中, 反复胆道感染2例(2/18), 胆管广泛

胆泥2例(2/18), 胆管吻合口狭窄1例(1/18), 胆
管非吻合口狭窄4例(4/18), 乙型肝炎复发3例
(3/18), 丙型肝炎复发1例(1/18), 胆汁性肝硬化1
例(1/18), 肝动脉狭窄1例(1/18), CMV病毒感染1
例(1/18), 慢性排斥反应2例(2/18)(表1). 
2.2 治疗及疗效 根据不同的病因, 通过各种内科

支持治疗、介入治疗或再次肝移植, 11例好转, 
4例病情反复, 3例死亡(表2). 

3  讨论

目前通常认为, 引起肝移植术后肝移植后慢性

移植肝失功的病因很多, 包括: 排斥反应[2], 血管

并发症[3], 胆道并发症[4], 感染[5], 复发性疾病[6-8], 
新生恶性肿瘤[9]及药物毒性作用等. Abbasoglu  
e t a l [10]对159例移植肝慢性失功能患者进行分

析发现, 移植肝慢性失功的主要原因为: 原发

www.wjgnet.com

■研发前沿
分析肝移植后慢
性移植肝失功的
病因, 并针对不同
病因探索不同的
处理方法是该领
域研究的重点. 

表 1 肝移植后慢性移植肝失功的病因诊断分析

     
病因                                                                              n

胆道并发症              反复胆道感染                     2

                                胆管广泛胆泥                     2

                                吻合口狭窄                     1

                                非吻合口狭窄                     4

原发病复发              乙型肝炎复发                     3

                                丙型肝炎复发                     1

                                胆汁性肝硬化                     1

肝动脉狭窄                                                      1

巨细胞病毒感染                                                      1

慢性排斥反应                                                      2
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疾病复发48例(30.2%)、心脑血管疾病28例
(17.6%)、感染24例(15.1%)和慢性排斥反应15
例(9.4%). 在本组资料中, 胆道并发症为主要原

因, 占50%, 其次为原发病复发27.8%, 慢性排斥

反应11.1%, 血管并发症(肝动脉狭窄)5.55%, 感
染(CMV病毒感染)5.55%. 

肝移植术后胆道并发症的发生率为

17%-30%. 胆道并发症的危险因素包括: 缺血再

灌注损伤, 胆道灌洗不充分, 缺血时间过长, 肝
动脉血栓、肝动脉脂肪变性、慢性排斥、原发

性硬化性胆管炎(PSC)或CMV感染再发、老龄

供体等. 肝移植术后的胆道并发症包括吻合口

漏, 吻合口狭窄及非吻合口狭窄, 胆道感染, 肝
内外胆道广泛胆泥或结石形成[11]. 本组中, 与肝

移植后慢性移植肝失功相关的胆道并发症主

要包括: 吻合口狭窄及非吻合口狭窄、胆道感

染、肝内外胆道广泛胆泥或结石形成. 胆道并

发症的临床表现是非特异性的, 包括发热、寒

颤、黄疸, 腹痛等胆管炎表现, 胆红素及肝酶增

高等. 超声检查, 胆道造影, CT及MRI有助于明

确诊断. 吻合口狭窄与外科技术有关, 常以内镜

或介入方法治疗有效. 非吻合口狭窄尝试药物

治疗效果不佳, 内镜逆行胰胆管造影(ERCP)或
经皮肝穿刺胆道造影(PTC)行球囊扩张及放置

支架有一定作用, 但多数患者球囊扩张及放置

支架失败后, 须行胆肠吻合术. 胆肠吻合对非吻

合口狭窄患者能明显改善症状, 缓解肝功能, 降
低黄疸指数, 但是非吻合口狭窄往往与胆道缺

血有关, 患者肝内外胆管多发狭窄, 故胆肠吻合

术后, 病情仍会反复, 彻底的治疗方法是再次肝

移植. 本组资料中, 有2例患者反复以发热、寒

颤、黄疸, 腹痛等胆管炎为主要临床表现, 黄疸

指数和转氨酶进行性升高, 但是所有影像学检

查未发现血管异常, 未有肝内外胆管扩张, 肝活

检排除了排斥反应. 患者对积极的抗感染治疗

有一定疗效, 但病情反复发作, 黄疸指数和转氨

酶进行性升高, 因未有及时的肝源, 患者最终因

肝功能衰竭而死亡. 目前认为, 反复胆道感染与

胆道缺血有关, 再移植是唯一的出路. 本组中, 2
例广泛胆泥形成的患者, 系肝内外广泛病变, 同
样与胆道缺血有关, 再移植效果好. 

原发疾病的复发是移植肝慢性失功能的重

要原因, 严重影响肝脏移植患者的长期生存, 防
治原发病复发变得越来越重要. 在中国, 乙肝病

毒(HBV)相关的终末期肝病是行肝脏移植的首

要原因. 在本组资料中, 18例患者中9例与乙型

肝炎背景有关, 其中3例(33.3%)乙肝复发, 远低

于早期文献报道的肝移植后乙型肝炎的复发率

为80%. 乙型肝炎免疫球蛋白联合抗核苷药物

(如拉米夫定)治疗减少了乙肝复发, 极大的改善

了移植肝的功能和生存[12], 但是, 对于HBV高水

平复制的受者(HBV-DNA及e抗原阳性)虽经预

防性治疗, 但术后HBV复发率仍高达20%. 另外, 
长期使用拉米夫定可导致乙型肝炎病毒聚合酶

基因反YMDD序列变异(YMDD变异)突变株的

产生[13]. 目前认为, 阿德福韦对拉米夫定抗药的

HBV变异有效. 本资料中, 3例乙肝复发患者2例
经积极的抗乙肝治疗后, 患者病情有明显好转, 
1例患者出现乙肝病毒变异, 虽使用阿德福韦, 
患者病情仍进行性恶化, 因没有等到供肝, 患者

最终死亡. 因此, 对于有乙型肝炎的肝移植患者, 
术后如何预防乙型肝炎的复发, 复发后怎样有

效抗病毒治疗, 而尽量减少病毒变异株的产生, 
虽然目前有相关报道, 但长期疗效有待多中心

进一步研究. 丙型肝炎病毒(HCV)在中国少见, 
但在美国和欧洲, HCV的流行使因HCV行肝脏

移植的数量占全部肝脏移植的40%[14]. 这些患者

移植后HCV复发常见[15]. HCV复发患者行再次

肝脏移植后生存率低, 其可行性也广受争议. 本
资料中的1例慢性丙型重症肝炎患者, 行肝移植

术后20 mo明确丙肝复发, 经干扰素和利巴韦林

治疗后效果不佳, 患者最终进行了再移植, 再移

表 2 肝移植后慢性移植肝失功治疗及预后

     
病因                           治疗方法             预后

反复胆道感染 抗感染, 保肝,                 进行性恶 

                                 支持治疗                       化, 死亡

胆管广泛胆泥 再次肝移植       预后好

胆管吻合口狭窄 内镜逆行胰胆管       好转

                                造影下胆道内支架

胆管非吻合口狭窄 1例ERCP下放置支架     病情有反复

                 2例放支架失败,        病情有反复

                                 胆肠吻合

                 1例再次肝移植      预后好

乙型肝炎复发 2例积极的抗乙肝治疗   预后好

                 1例病毒变异,       死亡

                                 阿德福韦治疗

丙型肝炎复发 干扰素和利巴韦林治疗  预后好

                                 效果不佳, 再次肝移植

胆汁性肝硬化 保肝, 支持治疗      病情反复

肝动脉狭窄 经皮球囊扩张成形      好转

CMV病毒感染 更昔洛韦治疗      预后好

慢性排斥反应 抗排斥效果不佳,       预后好

                                 再次肝移植

■应用要点
根据肝移植后慢
性移植肝失功的
不同病因, 可采取
不同的治疗手段; 
对于不可逆转的
移植肝功能衰竭, 
应进行再次肝移
植.
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植后效果有待长期随访证实. 其他常见的原发

病复发包括胆汁性肝硬化, 原发性硬化性胆管

炎, 原发性肝癌等. 本组资料中, 胆汁性肝硬化

患者我们先行内科支持治疗, 一旦移植肝失代

偿, 必须进行再移植. 
慢性排斥曾是慢性移植肝失功的首要原因. 

近年来因对免疫抑制的深入认识, 慢性排斥反

应的发生有下降的趋势. 本组资料中发生慢性

排斥反应的2例患者, 原发病分别为原发性胆汁

性肝硬化和原发硬化性胆管炎, 在移植后30 mo
和32 mo后出现全身不适无力等非特异性症状, 
经积极的保肝治疗后, 肝功能和黄疸指数进行

性升高, 经肝穿证实为慢性排斥反应. 文献显示, 
普乐可复是治疗慢性排斥反应的有效药物, 故
其中1例患者环孢素(CsA)改成了普乐可复. 但是

疗效不明显, 2例患者经积极的抗排斥及保肝疏

胆治疗后, 效果不明显, 最终通过再次肝移植挽

救了患者生命. 
感染仍是慢性移植物失功的重要原因, 与

过度免疫抑制剂的应用有关. 文献报道, 肝移

植术后感染包括细菌, 真菌及病毒的感染. 其
中真菌感染的死亡率高, 真菌感染的发生率为

14%-42%, 以念珠菌属和曲霉菌属多见[5]. 病毒

感染中, 以CMV感染最多见, 有研究显示肝移

植术后CMV感染高达20%[16]. 本组资料中1例患

者通过抗CMV抗体, pp65抗原检测证实CMV感

染, 通过更昔洛韦治疗后, 患者肝功能明显好转. 
有报道认为更昔洛韦治疗后也会产生耐药菌株, 
在本中心尚未见此类病历, 因此未有这方面诊

治经验. 移植术后血管并发症包括肝动脉、肝

静脉、门静脉的狭窄和血栓形成. 但多数与肝

移植术后早期急性移植肝功能衰竭有关. 本组

资料中有1例发现肝动脉狭窄, 经皮球囊扩张成

形后效果佳. 其他与肝移植后慢性移植肝失功

相关的病因, 因本资料未涉及, 在此不做讨论. 
在肝移植后慢性移植肝失功的治疗中, 有

部分患者最终需要通过再移植才能挽救患者生

命. 那么, 如何决定再次肝移植的适应症及选择

适当的时机呢? 目前认为: 在肝移植术后发生并

发症后, 病程进入不可逆转的移植肝衰竭期应

进行再次肝移植, 以挽救生命; 而对于移植术后

长期胆道感染, 缺血性胆道病变引起的肝内外

胆道多发性、节段性狭窄, 肝内外胆道广泛胆

泥或结石形成, 早期再次肝移植才是最为有效

的方法.
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Abstract
AIM: To invest igate the ef fect iveness of 
parapapillary duodenal diverticulum resection 
in biliary tract surgical procedures. 

METHODS: Clinical dada of 12 patients received 
diverticulectomy for parapapillary duodenal 
diverticula from January 2002 to January 2008 
were analyzed retrospectively. 

RESULTS: Of the 12 cases, 4 cases were com-
bined with cholecystectomy, 3 cases with cho-
ledochotomy, and 5 cases with cholecystectomy 
and choledochotomy. Bile leak was found in 
1 case, who was managed conservatively by 
drainage. All the patients were followed up for 3 
mo to 6 years, and the results were satisfying. 

CONCLUSION: Resection of parapapillary duo-
denal diverticula is reasonable, effective and safe 
in biliary tract surgical procedures. 

Key Words: Parapapillary duodenal diverticula; Di-

verticulectomy; Biliary tract surgical procedure

Zang JF, Chen X, Cao G, Gao JY. Application of 
parapapillary duodenal diverticulum resection in biliary 
tract surgical procedures. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(23): 2673-2675

摘要
目的: 探讨十二指肠乳头旁憩室切除在胆道
手术中应用的方法和疗效.  

方法: 回顾性分析2002-01/2008-01我院在胆
道手术中联合行十二指肠乳头旁憩室切除的
12例患者临床资料. 

结果: 12例患者均施行十二指肠乳头旁憩室
切除术, 其中, 4例联合行胆囊切除术, 3例行胆
管切开取石, 5例为同时行胆囊切除和胆管切
开取石术. 1例发生胆漏, 经保守治疗治愈. 全
组病例随访3 mo至6年, 效果满意.  

结论: 十二指肠乳头旁憩室切除在胆道手术
中的应用是合理、有效、安全的.

关键词�� 十二指肠乳头旁憩室; 憩室切除术; 胆道 

手术
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0  引言

十二指肠乳头旁憩室因其发生部位特殊, 与胆

胰疾病关系密切, 近年来受到外科医生的重视. 
我院自2002-01/2008-01在胆道手术中成功施行

憩室切除术12例, 取得了满意的效果.

1  材料和方法

1.1 材料 男5例, 女7例. 年龄32-71岁, 平均56.2
岁. 病程2 mo至8年, 平均4.6年. 胆囊结石4例; 胆
囊结石合并胆管结石5例, 其中2例为肝内胆管

结石; 单纯胆管结石3例. 均有不同程度的上腹

及右上腹疼痛, 合并胆管炎者4例. 既往有胆道
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■背景资料
十二指肠乳头旁
憩室与胆胰疾病
关系密切, 其多见
于中、老年人, 发
病机制可能是由
于十二指肠乳头
附近是血管、胆
管、胰管穿透肠
壁的部位, 肌层薄
弱, 当肠腔内压力
增高, 黏膜可通过
薄弱处向外突出
形成憩室. 

■同行评议者
万军 ,  主任医师 , 
中国人民解放军
总医院南楼老年
消化科



结石手术史者3例, 有胰腺炎史者5例. 
1.2 方法 12例均经十二指肠镜检查证实开口位

于乳头旁. 上消化道钡剂造影(GI)检查, 位于降

部前方3例, 后方9例, 1例合并十二指肠水平部

憩室, 1例合并空肠多发憩室. 憩室直径0.6-4 cm, 
平均2.1 cm, 经B超、CT、磁共振胰胆管造影

( MRCP)、及MRI 检查了解胆道结石分布情况. 
十二指肠憩室切除方法: 术前置胃管, 右上腹经

腹直肌切口或右肋缘下切口, 充分游离十二指

肠和胰头, 结合术前影像学检查寻找游离憩室, 
完整显露颈部的肠壁肌层, 胆道内置入探条指

引后再切除憩室, 分两层缝合十二指肠切口, 将
胃管调整至该切口附近, 放置腹腔引流. 

2  结果

本组无手术死亡病例, 无胆道残余结石. 术后出

现切口感染1例, 换药后治愈. 12例患者均施行

十二指肠乳头旁憩室切除术, 其中, 4例联合行

胆囊切除术, 3例行胆管切开取石, 5例为同时行

胆囊切除和胆管切开取石术. 1例发生胆漏, 经
保守治疗治愈. 全组病例随访3 mo 到6年, 效果

满意. 

3  讨论

十二指肠乳头旁憩室是指位于十二指肠乳头周

围2 cm内的憩室[1], 可单发或多发, 不同的检查

手段, 发现率各异, 一般在2%-22%之间, 多见于

中、老年人. 发病机制可能是由于十二指肠乳

头附近是血管、胆管、胰管穿透肠壁的部位[2], 
肌层薄弱, 当肠腔内压力增高, 黏膜可通过薄弱

处向外突出形成憩室. 病理上憩室壁由黏膜、

黏膜下层与结缔组织构成, 肌纤维很少. 十二指

肠乳头旁憩室与胆胰疾病关系密切[3], 其发生机

制: 憩室炎等因素使Oddi括约肌功能异常, 和憩

室内食物滞留机械性压迫. 作者曾在一例患者

的憩室中找到术前3 d服用的片状药物. 张柏和 
et al [4]在对700例实施胆囊切除患者术前行胃镜

及上消化道钡餐检查(GI)发现十二指肠憩室18
例. 所以, 在胆胰疾病, 尤其是胆石症、胆总管

扩张的患者中, 更要重视憩室的存在. 本组12例
病人均以胆道疾病为第一诊断入院, 在行上腹

部CT及MRI检查时发现憩室, 然后行GI和十二

指肠镜检查, 证实憩室存在并了解其位置. 在阅

读这些患者的CT、MRI[5-7]时, 注意胆管下端周

围结构的异常, 在了解胆管和胰腺病变的同时, 
连续观察十二指肠降部各断面内侧是否有突向
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胰头钩突部的囊袋状灶, 将有助于憩室的发现. 
但对于十二指肠憩室的诊断, CT和MRI并不优

于GI, 只能起到提示的作用. 另外, 术前影像学

检查, 特别是GI, 对于憩室的定位非常重要, 术
者如能观察GI的整个过程, 将有利于憩室的定

位, 对于直径小的憩室应充分估计术中寻找难

度. 术前胃镜检查可以从肠腔内观察憩室与乳

头的关系, 对于乳头开口于憩室内者, 应主动放

弃憩室切除术[8]. 
十二指肠乳头旁憩室处理方式主要有内翻

缝合、切除、转流术[9-10]. 内翻缝合术可能导致

肠腔梗阻, 对于较大憩室不适宜. 转流手术对

患者胃肠道干扰大, 而且憩室本身未处理, 理论

上仍有可能对周围的胆管、胰腺造成影响. 憩
室切除术由于存在术后发生十二指肠瘘、胆胰

管损伤及胰腺炎的风险, 限制了他的应用. 本组

患者在充分掌握适应证的基础上选用憩室切除

术, 取得了较好的效果. 我们的体会是, 术中充

分游离胰头, 后方通过Kocher切口, 前方主要是

打开胃窦和结肠肝曲之间的胃结肠韧带, 这样

既有利于寻找憩室, 也有利于显露胆管下段进

行胆道探查, 术中及时发现胆道胰腺损伤. 本组

一例患者在使用胆道探条作为指引时发生胰腺

段胆管损伤, 由于充分显露胰头后方组织, 术中

及时发现, 通过直接修补、T管引流而未发生胆

漏. 如果充分游离胰头仍未找到憩室, 可能是其

位于胰腺组织中, 果断放弃憩室切除, 以免造成

严重损伤. 憩室的游离以钝性为主, 找到间隙后

动作轻柔, 切忌暴力; 游离也应充分, 以显露足

够的憩室颈部便于将肌层缝合为宜. 憩室切除

后置入胆道探条作为向导(单纯胆囊切除者可以

经过胆囊管), 并经过憩室开口观察乳头位置, 选
用合成材料的可吸收线, 将黏膜层和浆肌层可

靠缝合, 一是要控制深度, 能浅则浅; 二是要注

意方向, 尽量与胆管走形方向平行. 最后, 放置

腹腔引流管和胃肠减压管一定要到位, 保证引

流有效而通畅, 必要时可选有双套管, 这是预防

胆瘘、胰瘘及肠瘘在腹腔内弥散最有效的方法, 
可以为并发症的治疗争取主动. 本组胆漏病人

就是由于引流通畅, 未产生弥漫性腹膜炎和腹

膜后间隙感染, 为瘘口愈合提供了条件. 
我们认为, 乳头旁憩室切除术在胆道手术

中的应用, 既切除了可能发生出血、炎症、穿

孔的病灶, 同时消除了憩室作为胆胰疾病的病

因, 是一种合理的选择. 只要术前准备充分, 术

www.wjgnet.com

■研发前沿
胆道手术中如何
同时处理十二指
肠乳头旁憩室是
外科医生决策的
难点.

■创新盘点
利用胆道外科医
师的经验同时行
憩室切除, 效果良
好. 
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中利用胆道探查的有利条件, 精细操作, 两者联

合应用是安全可行的. 

4      参考文献
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■同行评价
本文对十二指肠
乳头旁憩实的治
疗进行了有益的
探 讨 ,  实 用 性 较
强, 具有较好的临
床指导意义. 
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北京百世登生物医学科技有限公司第四期编辑培训纪要

本刊讯 2008-01-26, 植物学报主任崔金钟老师应邀为北京百世登生物医学科技有限公司做第五期编辑培训, 
此次培训的主题为“如何初审稿件”.

初审稿件已经成为编辑部审稿工作的首要及重要环节, 其可以减轻审稿人和编辑的工作量, 为编辑部

节省经费, 同时也为作者节省时间, 并缩短文章发表周期. 崔老师将一篇文章从格式、范围、学术水平和写

作水平这四个方面讲述如何初审稿件, 并对符合范围的每篇稿件从IMRAD五部分(Introduction, Material and 

Methods, Result, Abstract, Discussion)作详细系统的解说. 崔老师指出通过初审稿件可以将优秀的论文快速发

表, 最快的传播科研成果, 提高杂志的影响力. 

会后, 世界胃肠病学杂志社同行评议科学编辑就平时工作中遇到的初审稿件问题向崔老师进行咨询, 并

与他交流了自己的工作经验. 

本次会议取得了良好的效果, 编辑不仅进一步明确初审工作, 同时也了解了更多的期刊知识. (编务: 江艳 

2008-08-18)
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Abstract
A male patient of 59 years old was admitted due 
to the metastatic right lower abdominal pain 
for 1 day. He was treated with appendectomy 
because of preoperative diagnosis for acute ap-
pendicitis, but the pathological examination con-
firmed the metastatic adenocarcinoma, which 
was rare in clinic. 

Key Words: Lung adenocarcinoma-associated iso-
lated appendiceal metastasis; Acute appendicitis; 
Abdominal pain

J i  Y C ,  L i u  C ,  Z h a i  B ,  S u n  Y Y ,  H a n  J Q .  L u n g 
adenocarcinoma-associated isolated appendiceal 
metastasis: a case report. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(23): 2676-2677

摘要
患者, 男, 59岁, 因转移性右下腹痛1 d入院, 术

前诊断为急性阑尾炎, 行阑尾切除术, 术后病
理确诊为阑尾转移性腺癌. 肺腺癌阑尾转移临
床较为罕见.  

关键词� 肺腺癌阑尾转移; 急性阑尾炎; 腹痛
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0  引言

肺腺癌因其生物学特点, 易发生远处脏器转移, 
而阑尾转移较罕见.  一般无特异性临床表现, 也
无特异性的辅助检查, 术前诊断困难, 易误诊. 
现报道肺腺癌孤立性阑尾转移1例, 并结合文献

加以讨论. 

1  病例报告

男性患者 ,  5 9岁 .  因转移性右下腹痛1  d于
2007-05-08入院. 患者1 d前无明显诱因出现脐周

疼痛, 后转至右下腹, 呈持续性钝痛, 伴发热, 体
温38.2-39.0℃, 无恶心、呕吐、腹胀等. 体格检

查: 麦氏点压痛, 无反跳痛, 伴肌紧张; 墨菲氏征

阴性, 无移动性浊音. 血常规: WBC: 12.8×109/L, 
Hb: 118 g/L. 术前诊断: 急性阑尾炎. 急诊剖腹探

查, 回盲部未见转移性结节, 见阑尾浆膜充血水

肿, 呈急性炎症, 行阑尾切除术. 术后病理: 阑尾

转移性腺癌. 免疫组化: TTF-1少量(+), CEA(-), 
蜂窝织炎性阑尾炎伴阑尾周围炎(图1). 患者及

家属不同意二期手术, 痊愈后出院. 后于胸外科

按吉西他滨+顺铂进行化疗. 术后随访4 mo, 无肿

瘤复发. 患者2007-03在我院行左肺上叶切除术

+肺门、纵膈淋巴结清扫术, 术后病理:左肺上叶

低分化腺癌, 免疫组化: 重组人甲状腺转录因子

-1(TTF-1)(+), 癌胚抗原(CEA)(+)(图2). 术后行吉

西他滨+顺铂化疗1个疗程. 

2  讨论

肺腺癌因其生物学特点, 易发生远处脏器转移, 
常转移至淋巴结、骨、脑及肺内等, 而阑尾转

®

■背景资料
肺腺癌因其生物
学特点, 易发生远
处 脏 器 转 移 ,  常
转移至淋巴结、

骨、脑及肺内等, 
而阑尾转移较罕
见. 一般无特异性
临床表现, 也无特
异性的辅助检查, 
术前诊断困难, 易
误诊. 

■同行评议者
孙学英, 教授, 哈
尔滨医科大学第
一附属医院黑龙
江省肝脾外科中
心; 吕云福, 教授, 
海南省人民医院
外一科
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移较罕见. 阑尾可因瘤体坏死、感染导致急性

阑尾炎、阑尾周围脓肿等, 临床上常被误诊为

急性阑尾炎(44.0%)、阑尾周围脓肿(14.0%)、
慢性阑尾炎(11.0%)或其他疾病[1]. 一般无特异性

临床表现, 也无特异性的辅助检查, 术前诊断困

难, 易误诊. 因此要做好术前检查, 对可疑者, 术
中应做快速病理检查, 以选择适当的手术方式, 
改善预后. 阑尾腺癌若不伴肠系膜淋巴结肿大, 
可行右半结肠切除术; 若有肠系膜淋巴结肿大, 
则须行淋巴结清扫, 术后辅以化疗以提高存活

率. 文献报道阑尾腺癌右半结肠切除术5年存活

率达68%, 而阑尾切除术仅20%[2], 因此对单纯阑

尾切除术后病理证实为阑尾腺癌者, 应尽早行

二期手术. 

3      参考文献

1 Hata K, Tanaka N, Nomura Y, Wada I, Nagawa H. 
Early appendiceal adenocarcinoma. A review of the 
literature with special reference to optimal surgical 
procedures. J Gastroenterol 2002; 37: 210-214

2 刘文方, 林佩波. 原发性阑尾腺癌2例并文献复习. 肿
瘤防治研究 2000; 27: 424
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■应用要点
对急性阑尾炎的
患者, 要做好术前
检查 ,  对可疑者 , 
术中应做快速病
理检查, 以选择适
当的手术方式, 改
善预后. 

图 1 阑尾转移性腺癌(HE染色×400). 图 2 左肺上叶低分化腺癌(HE染色×400). 

■同行评价
本文所报道病例
实属罕见, 值得发
表. 
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北京百世登生物医学科技有限公司第五期编辑培训纪要

本刊讯 2008-05-06下午15:30分, 北京Thomson Reuters汤姆森科技信息集团业务发展经理吴小勇为北京百世

登生物医学科技有限公司做第六期编辑培训. 本次培训的主题为“WEB OF SCIENCE期刊的遴选标准与过

程”. 

本次培训内容包括: 追溯科学引文索引的历史, 定位WEB OF SCIENCE收录的期刊是被筛选过的高质量

的期刊群, WEB OF SCIENCE的选刊时的评估标准与过程. WEB OF SCIENCE对学术期刊的收录是全面的, 但

并非无所不包, 选刊过程强调质量, 评估标准有期刊的定性分析和定量分析. 评估标准包括: (1)基本的期刊出

版标准; (2)编辑内容; (3)国际性与区域代表性; (4)引文分析.

会后, 由世界胃肠病学杂志社社长马连生向吴经理介绍了World Journal of Gastroenterology (WJG )出版流

程, 汇报2007年WJG发表文章和WJG编委会的组成及贡献. 

吴经理的授课使每位编辑更进一步了解了基于ISI的数据库WEB OF SCIENCE对期刊的遴选标准与过程, 

同时对于自己的编辑工作有了更明确的目标和更高的要求. (编务: 江艳 2008-08-18)
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