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Abstract
Survivin is a new family member of inhibitor 
of apoptosis proteins, which has the function 
of inhibiting apoptosis, inducing proliferation, 
and regulating caryocinesis and angiogenesis. It 
expresses highly and specifically in malignant 
tumors, and closely relates to development, 
metastasis, prognosis and recurrence of tumors. 
The gene therapy targeting survivin has been 
showing its clinical potential increasingly. This 
review summarizes the role of survivin in the 
occurrence and development of hepatocellular 
carcinoma as well as its clinical applications. 

Key Words: Survivin; Hepatocellular carcinoma; 
Gene therapy

Shen Y, Lv B, Ding Y. Role of survivin in hepatocellular 
carcinoma and its clinical applications. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(13): 1273-1278

摘要
survivin是凋亡抑制蛋白家族的新成员, 具有

抑制细胞凋亡、促进细胞增殖、参与调节细
胞有丝分裂及血管生成的多重功能. 他在恶性
肿瘤组织中高特异性表达, 与肿瘤的发生、

转移、预后、复发等密切相关. 靶向survivin
的基因治疗日益显示出临床潜力 .  本文就
survivin在肝癌发生发展中的作用及其临床应
用作一综述. 

关键词: survivin; 肝癌; 基因治疗
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0  引言

自从1997年美国耶鲁大学Altieri et al [1]用效应细

胞蛋白酶受体-1(effector cell protease receptor-1, 
EPR-1)cDNA从人类基因组文库中将survivin筛
选克隆出来后, 各国学者围绕其分子结构及生

物学功能展开了大量基础和临床研究. 作为凋

亡抑制蛋白(inhibitor of apoptosis proteins, IAPs)
家族的新成员, survivin有其独特的分子生物学

特点, 并在细胞增殖凋亡的平衡中起到重要的

调控作用. 原发性肝癌是世界上最常见的恶性

肿瘤之一, 占全世界恶性肿瘤的5%[2]; 在我国, 
每年约有11万人因该病死亡, 占全世界肝癌死亡

人数的45%[3]. 由于肿瘤细胞可借助survivin逃避

凋亡监视而达到无限增殖, 因此, 人们对survivin
的关注日益集中在其与肿瘤发病的关系上. 本
文将就survivin在肝癌发生发展中的作用及其临

床应用作一综述. 

1  survivin的基础研究

1.1 survivin的分子生物学特点 survivin基因定位

于染色体17q25, 全长14.7 kb, 由3个内含子和4个
外显子组成. 其mRNA长约1.9 kb, 所编码的蛋白

包括了142个氨基酸, 在哺乳动物IAP家族中相对

分子质量最小, 仅16.5 kDa. 
与家族中的其他成员相比, survivin在结构

上具有众多不同之处: (1)其氨基末端只含有一个

www.wjgnet.com
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较为保守的BIR(baculovirus IAP repeat)序列, 该
结构直接作用于细胞凋亡的效应分子caspase, 为
IAP抑制细胞凋亡所必需[4-6]; (2)其羧基末端无

RING锌指结构, 代之以一个长度为6.5 nm、由

40个氨基酸组成的α螺旋结构, 该结构是survivin
与纺锤体微管结合的位点, 并负责细胞分裂的执

行[7]; (3)BIR序列和α螺旋结构间的连接区域具有

核输出信号功能, 该信号的突变可引起survivin
抗凋亡与有丝分裂调控作用的分离[8]; (4)人类

survivin存在两种剪接变构体: 一种为缺乏外显

子3(survivin-δ-Ex3), 保留了抗凋亡特性; 另一种

保留了部分内含子2作为隐蔽的外显子(survivin-
2B), 其抗凋亡能力显著下降[9-12]. 
1.2 survivin的分布特点 大量研究显示, survivin
在成熟的终末分化组织中表达沉默, 在胸腺、

胚胎、造血干细胞及分泌期子宫内膜等分裂旺

盛的组织中有微弱表达, 而在包括肝癌在内的

绝大多数肿瘤组织及转化的肿瘤细胞系中过量

表达[13-16]. survivin的这种高选择性分布特点提

示其与细胞的增殖分化有关, 与肿瘤的发生发

展关系密切. 
有关survivin在细胞内分布的大量研究结果

显示, survivin定位可以胞核、胞质为主或两处

分布差异不显[17-19]; 推测这种差异可能是由于

在细胞恶性转化过程中, survivin作为一种转录

因子在胞质及胞核间移位所致. 但不同定位对

肿瘤预后的影响存在分歧: 部分学者认为核表

达者预后较好[20-21], 但也有文献报道survivin胞
质染色阳性者有更高的生存率[22-23], 还有实验证

实, 只有当浆核均有高表达时才能作出预后不

良的估计[24]. 
针对survivin的细胞周期调控作用的相关研

究还发现, 在细胞有丝分裂的不同阶段survivin
可特异性地分布于多种亚细胞元件. Jiang et al [25]

在正常和肿瘤细胞中观察到分裂间期survivin与
中心体共存于胞质, 有丝分裂期移向着丝点, 分
裂后期分布于中间体纺锤体微管处. 这种复杂

的定位显示其在细胞的有丝分裂中占有重要的

功能地位. 

2  survivin在肝癌发病中的研究

2.1 抑制肝癌细胞凋亡 凋亡是一种生理性的程

序化死亡过程, 对多细胞生物的发育、细胞内

环境稳定及免疫防御至关重要. 病理情况下, 转
化的恶性细胞可通过各种机制逃避这种由基

因控制的自主性死亡过程, survivin对细胞凋亡
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的抑制便是重要的机制之一[26]. survivin的过度

表达可使肝癌细胞获得对内外源性凋亡刺激

因子的抵抗而达到无限增生. survivin主要通过

以下几条途径阻断肝癌细胞的凋亡: (1)死亡受

体途径: 直接抑制凋亡终末效应器caspase-3、
caspase-7的活性, 使其不能有效地水解微管结

构蛋白, 维持了纺锤体的完整性, 从而阻断各

种刺激诱导的细胞凋亡过程; (2)线粒体/细胞

色素C途径: 阻断细胞色素C的释放, 干扰上游

caspase-9的活化过程, 间接抑制其对下游效应分

子caspase-3的活化; (3)p21途径: survivin与细胞

周期蛋白依赖性激酶CDK4形成复合体后, 释放

出复合体中的p21, 后者进一步与caspase-3结合

而抑制其活性[27-29]; (4)次级线粒体衍生caspase
活化因子(second mitochondria derived activator 
of caspase, SMAC)途径: SMAC是一种重要的凋

亡调节因子, 他能与现已发现的所有IAP结合, 
使其丧失抑制caspase的作用; survivin可通过结

合并灭活SMAC而达到对凋亡的负性调节. 此
外, 已有研究发现乙型肝炎病毒的HBX蛋白可

与survivin- HBXIP复合物结合, 通过竞争性结合

caspase-9而阻断其所驱动的线粒体/细胞色素C
凋亡通路, 这可能是乙型肝炎后肝癌的潜在发

病机制[30]. 
2.2 促进肝癌细胞增殖 survivin在正常分化组

织与在高增殖性发育组织、肿瘤组织中表达

的巨大差异性, 提示其与细胞的增殖、分化有

关. 通过研究, 发现survivin在促进肝癌细胞的

增殖分化中主要发挥着以下功能: (1)使肝癌细

胞加速通过G1/S期检查点: survivin与CDK4结合

后, 竞争性地抑制CDK4/p16(INK4a)复合物的

形成, 进一步导致CDK2/cyclinE活化和Rb磷酸

化, 从而加快G1→S期的转换; (2)使肝癌细胞逃

避G2/M期凋亡监视点: survivin在G2/M期特异性

表达, 可抵抗因DNA损伤或突变自身诱导的细

胞凋亡, 通过有丝分裂促进转化细胞的异常增

殖[31-34]. 有报道, 在HCC细胞株中转染survivin后, 
G0/G1期的细胞显著减少, 而S期和G2/M期细胞

则增生旺盛[19]. 在Ikeguchi et al [35]测定的61例肝

癌标本中, 有19例标本测出survivin mRNA, 癌
旁组织无1例检出, 其表达水平与高增生能力有

关, 与凋亡指数呈负相关. 
另外, 在有丝分裂早期, survivin与纺锤体的

微管结合, 通过促进姐妹染色单体精确分离和

稳定有丝分裂晚期微管结构而维持了纺锤体的

完整性, 间接促进了细胞的增殖, 抑制细胞的凋
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亡[34,36]. 这种结合具有专一性、浓度依赖性和可

饱和性, 并受微管动力的调节; 一旦survivin与微

管之间的相互作用瓦解, 便会丧失抑制细胞凋

亡的作用, 且使caspase-3的活性增加. 
2.3 参与肝癌血管形成 新生血管的生成是肝癌

侵袭性生长和转移的形态学基础; 血管形成过

程的核心是血管内皮细胞的分裂增殖, 取决于

血管内皮细胞的生存和凋亡的平衡. 有研究显

示, 肿瘤组织中促血管生成的关键因子-血管内

皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)刺激静息的内皮细胞, 可以浓度依赖的

方式显著诱导survivin表达上调[37-39]; 另一方面, 
survivin也可能通过上调VEGF的表达而促进肝

癌的门静脉浸润及远处转移[40]. Coma et al联合

应用反义寡核昔酸技术和R N A干扰技术降低

内皮细胞中survivin的表达后, 发现可完全消除

VEGF对肿瘤坏死因子或神经酰胺诱导的细胞

凋亡的抵抗作用, 引起凋亡增加和干扰血管生

成, 使EC的增殖下降了95%[41-42]. 因此, 抑制sur-
vivin的表达既能维持正常的caspase促凋亡机制, 
又能通过VEGF通路的阻断而间接促进肿瘤血

管的凋亡性退化, 抑制肿瘤生长. 
2.4 与其他肿瘤相关因子的相互作用 survivin可
在生命早期的胚胎组织中表达, 说明细胞的发

育分化需要survivin的参与; 而随着组织的进一

步分化, 成熟的细胞可能通过STAT3、c-myc和
VEGF基因等上游基因使其表达沉默. 在肝癌的

发病过程中, 由于上述基因的异常导致survivin
重新获得表达, 进而推动了肝癌的临床发展. 也
有报道p53基因突变与survivin的过表达有关, 野
生型的p53基因可负性调控su rvivin基因表达, 
突变后的p53基因丧失了对survivin基因转录的

抑制作用, 两者间的表达呈正反馈上调[43-44]. 还
有实验显示, survivin与高敏的肿瘤增殖标志物

Ki67及bcl-2(B-cell leukemia/lymphoma 2, BCL)
的表达均呈显著正相关, 推测对肝癌的恶性生

物学行为有协同作用[45]. 

3  survivin在肝癌临床应用中的研究

3.1 临床意义 
3.1.1 早期诊断: 要成为一种有效而可信的肝癌

早期诊断指标, 要求其在肝癌细胞中有高特异

性的表达. 日本学者Ito et al [46]最早于2000年报道

了survivin在肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)中的表达情况. 他们通过免疫组织化学染

色和RT-PCR技术检测发现, 在HepG2、Huh7、

SK-Hep1、HLE细胞株中均有survivin表达; 在
20例HCC石蜡组织切片中, 有14例survivin蛋白

表达阳性, 阳性率达70%; 另8例肝癌组织中有7
例、6种肝癌细胞系均有survivin mRNA的表达, 
其对应的癌旁组织则无survivin蛋白和survivin 
mRNA的表达. 此后, 又有一系列实验证据[13,47]

表明, survivin在肝癌组织和几乎所有肝癌细胞

株中均有高水平的表达. survivin表达的高特异

性使他具备了良好的早期诊断能力. survivin还
可见于部分癌前和良性病变如结肠息肉, 乳腺

腺瘤等, 表明survivin的表达可能继发于细胞增

殖与死亡失衡的时期或是某些恶性肿瘤的早期

事件. survivin阳性提示组织学上正常的组织存

在癌变的可能, 因而具有早期诊断价值. 
3.1.2 判断转移: 肿瘤微血管的形成既为肿瘤细

胞的增生提供了充足的营养, 又为其向远处扩

散打开了通道. 常宏 et al [48]运用免疫组织化学

法检测56例HCC中survivin的表达, 发现门静脉

有癌栓者survivin的阳性率为72.2%, 无癌栓浸润

者的阳性率为40.0%, 差异有统计学意义; 对sur-
vivin mRNA表达分别做半定量分析及RT-PCR
的结果显示, 其表达与HCC门静脉癌栓发生密

切相关[49-50]. 上述证据表明, survivin可通过抑制

HCC细胞凋亡,增强肿瘤组织微血管的形成,促
进肿瘤肝内播散或远处转移. survivin mRNA或

蛋白的高表达可以作为判断HCC侵袭性和临床

进展的一个潜在重要指标. 
3.1.3 预测放化疗敏感性: 放化疗杀死肿瘤细胞

的机制在于诱导细胞凋亡, 而启动Fas/FasL系统

是诱导凋亡的关键. 肿瘤细胞凋亡机制的缺陷

是耐药性产生的关键因素之一. 对细胞凋亡机

制的修复可增加肿瘤细胞对化疗药物的敏感性,
克服耐药性的产生. 已观察到多种化疗药物(如
紫杉醇、顺铂、阿霉素、丝裂霉素、氟尿嘧啶

等)均可诱导肝癌组织中survivin表达上调, 以逃

避药物毒性, 降低化疗敏感性[51-53]; 而多项体外

实验表明抑制survivin的表达可恢复或增加化疗

药的细胞毒性[54-55]. 
关于survivin与放疗敏感性的关系, Rödel 

et al [56]认为, survivin的高表达是一个降低放疗

敏感性的因素, 降低他的表达可使敏感性升高

1.8-2.2倍. 国内相关研究发现, 针对survivin的
siRNA能够沉寂其基因的表达和抑制肿瘤的生

长, 同时可以提高肿瘤细胞的放射敏感性, 改善

治疗效果[57]. 

■相关报道
王颖 et al 设计合
成了survivin反义
寡核苷酸并转染
hepG2细胞, 运用
流式细胞技术和
MTT法分别检测
细胞凋亡指数和
生长抑制率, 证实
了下调survivin的
表达能诱导细胞
凋亡, 对肝癌有一
定的治疗作用.
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3.1.4 评估预后: 癌的预后差、复发率及死亡率

高, 究其原因, 主要与其快速生长、包膜浸润、

血管侵犯、肝内或远处转移、耐药性产生等恶

性生物学行为有关, 而survivin对上述行为有着

重要的影响[58]. survivin mRNA在人肝癌细胞表达

的研究显示, survivin表达阳性的肝癌患者5年无

病生存率(19%)明显低于其阴性患者(39%), 另外

有57%的肝癌复发患者survivin表达阳性, 而无复

发患者中只有19%发现其表达[59]. 故有研究者[60]

认为, 较传统的恶性肿瘤预后评估指标如肿瘤体

积、分期及淋巴结转移等, survivin能够更迅速可

靠地判断肝癌患者术后复发的风险, 可作为一项

独立的预测指标指导治疗方案的制定与调整. 但
也有部分研究结果不支持上述观点: Guo et al [61]

在90例手术切除的肝癌组织中发现, survivin表达

阳性者为51.1%, 认为其不能作为评估预后的独

立因素; 而国外有学者通过研究也认为, survivin
对肝癌的预后没有明显的影响[62]. 
3.2 应用前景 目前, 肝癌的死亡率在我国消化系

统恶性肿瘤中列第3位, 仅次于胃癌和食管癌; 
在世界范围的癌症死亡中也已跃居第3位. 他临

床进展快、生存期段、传统临床治疗的中远期

疗效均不理想, 因而寻找新的肝癌治疗策略是

全球临床及科研工作者迫切的任务. survivin在
肝癌组织中高选择性表达的特点, 使得靶向sur-
vivin的基因治疗能够精确定位于癌变组织, 有
效破坏癌变细胞特有的生存机制, 诱导细胞凋

亡、降低肿瘤的生长潜能[63-64]; 且基于survivin
的治疗毒性远低于放化疗, 同时能增加癌变细

胞对放化疗的敏感性, 因此, 同survivin进行分子

水平上的拮抗能够高效、特异、安全、长久地

达到控制肝癌发展、促进肝癌细胞凋亡的效果. 
以survivin为靶点的各种治疗技术正成为当今肝

癌防治研究的热点. 
3.2.1 反义技术: 反义核酸技术是根据碱基互补

原理, 设计合成反义于目标DNA或mRNA的序

列片段, 从而抑制目标基因表达和功能发挥的

基因封闭技术. 国内多位学者设计出针对肝癌

细胞株SMMC-7721、hepG2等的反义寡核苷

酸并转染细胞, 均观察到细胞结构呈典型凋亡

改变, 细胞内微管形态结构破坏, 细胞凋亡比率

增加, 同时survivin蛋白及mRNA表达降低, 对
化疗药物的敏感性增高[65-67]. 由此可见, 反义导

致survivin功能的丧失, 可能在细胞周期的进程

中激活了细胞周期检测点的凋亡程序, 降低了

细胞凋亡的阈值; 靶向survivin的反义寡核苷酸

能够有效降低肝癌细胞内survivin的表达, 激活

caspase-3, 而后者则通过对细胞内微管系统的降

解破坏来诱导细胞凋亡. 
3.2.2 RNA干扰技术: RNA干扰是一种在动植物

体内广泛存在的序列特异性的转录后基因沉

默机制, 是指将与靶基因mRNA序列同源的双

链DNA(dsRNA)导入细胞,可导致靶基因mRNA
降解和基因沉默. 卢昕 et al [68]已成功地构建了

survivin基因的RNAi的真核细胞表达载体, 观察

其在人肝癌细胞系SMMC-7721对survivin基因的

抑制效果, 发现其在mRNA及蛋白质水平对Sur-
vivin的抑制率分别达73%和75%; 段瑞红 et al [69]

进一步建立了survivin基因的腺病毒siRNA载体

及重组腺病毒, 转染HepG2肝癌细胞后显著抑制

了survivin mRNA及蛋白的表达, 肝癌细胞凋亡

率明显增加. 这些结果均为RNA干扰技术应用于

肝癌的基因治疗奠定了实验基础. 

4  结论

su rv iv in作为一种新型的凋亡抑制蛋白, 自其

发现以来的十余年间备受瞩目. 其特异性的分

布、复杂的亚细胞定位、对细胞增殖凋亡的双

重调控作用以及在肿瘤的发生、发展中所扮演

的重要角色, 引导着人们从各个角度进行了大

量研究. 可以初步肯定的是, survivin表达的差

异与肝癌的诊断、治疗敏感性及预后间的确

存在着某种联系, 但目前对于这种联系的认识

仍处于萌芽阶段. 其上游有哪些基因、这些基

因又是通过何种确切机制诱导其重新表达? 是
否能获取明确的证据, 以说明survivin确实在肝

癌的发生、转移、对放化疗的反应及预后复发

等方面发挥高特异性标志物的功能? 其推动肝

癌发生发展过程中是否还有其他因素的参与, 
su rvivin与他们的关系如何? 如何进一步提高

survivin靶向治疗的效率及安全性、可行性, 从
而在临床上普及使用? 尚须通过更多的研究来

探讨上述问题, 进而对survivin在临床应用方面

产生深远的影响. 
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Abstract
AIM: To assess the role of Qinggan Huoxue 
(QGHX) formula and its decomposed formulas 
in inhibi t ion of GRP78/Bip, GRP94 and 
caspase-12 activation during endoplasmic 

reticulum (ER) stress-mediated apoptosis in rats 
with ethanol-induced liver injury.

M E T H O D S: A r a t m o de l w i t h e t h a n ol -
induced l iver injury was successfully de-
veloped by gastric gavage of a mixture of 
ethanol and corn oil for 10 wk. Then, fifty 
rats were further divided into f ive condi-
tion- and weight-matched groups (n = 10): 
control, model, QGHX, QG, and HX group. 
Rats in model and treatment groups were 
given this ethanol mixture every morning, 
and subsequently administrated with normal 
saline, QGHX [9.5 g/(kg•d)], QG [3 g/(kg•d)], 
or HX [6.5 g/(kg•d)] every afternoon. Rats in 
control group were given the same volume 
of normal saline. Two weeks after treatment, 
blood samples were immediately collected 
f rom abdominal aorta, then al l rats were 
killed and livers were excised. Hepatocyte 
apoptosis was detected using DNA agarose 
gel and flow cytometry. The expressions of 
GRP78/Bip, GRP94, and caspase-12 mRNA 
and proteins in l iver were detected using 
real-time PCR and Western blot, respectively. 

RESULTS: Compared with control rats, the 
model rats showed higher serum levels of ALT 
and AST (138.3 ± 43.3 U/L vs 33.9 ± 9.8 U/L, 
257.4 ± 162.3 U/L vs 119.6 ± 28.6 U/L, both P 
< 0.01), elevated percentages of early and total 
apoptosis (29% and 26%, both P < 0.01), and 
activated expression of GRP78/Bip, GRP94, 
caspase-12 mRNA and protein (P < 0.01). 
QGHX formula and its decomposed formulas 
treatment for 2 wk obviously lowered the levels 
of serum ALT and AST, remarkably inhibited 
hepatocyte apoptosis (the percentages of early 
and total apoptosis were reduced by 8% and 
6%, respectively). Additionally, the expressions 
of GRP78/Bip, GRP94, caspase-12 mRNA and 
proteins in liver were significantly decreased 
in QGHX and QG group than those in model 
group (P < 0.05 or 0.01). However, the expres-
sions of these genes showed no significant dif-
ference between HX and model group. 
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■背景资料
内质网应激(ERS)
介 导 的 肝 细 胞
凋 亡 是 酒 精 性
肝 损 伤 发 病 机
制之一 ,  GRP78/
B i p、G R P 9 4、
GRP58、CHOP
等 内 质 网 分 子
伴 侣 蛋 白 及
caspase-12、9、3
等细胞凋亡特异
性蛋白酶是ERS
应 答 的 相 关 基
因 ,  他 们 的 异 常
表达参与了肝细
胞ERS凋亡的发
生. 前期研究工作
表明, 中药复方清
肝活血方能显著
降低酒精性肝损
伤大鼠的肝细胞
凋亡指数. 本文从
ERS反应性凋亡
通路的角度, 探讨
清肝活血方及其
拆方抗肝细胞凋
亡的可能机制.

■同行评议者
李军祥, 教授, 北
京中医药大学附
属东方医院消化
内科; 杜群, 副研
究员, 广州中医药
大学脾胃研究所
药理室



CONCLUSION: It is proposed that QGHX and 
QG formula prevent hepatocyte apoptosis in 
rats with ethanol-induced liver injury by block-
ing an ER-mediated apoptotic pathway as well 
as GRP78/Bip, GRP94, caspase-12 activation. 

Key Words: Endoplasmic reticulum stress; Ethanol-
induced liver injury; Apoptosis; Qingan Huoxue 
recipe

Han XH, Chen JM, Zhang L, Wang M, Wang L, Zheng 
PY, Ji G. Effects of Qinggan Huoxue formula on gene 
expression during endoplasmic reticulum stress-induced 
apoptosis in rats with ethanol-induced liver injury. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(13): 1279-1285

摘要
目的: 探讨清肝活血方及拆方对酒精性肝损
伤大鼠内质网应激反应性凋亡GRP78/Bip、
GRP94、caspase-12基因和蛋白表达的影响.

方法:  建立大鼠慢性酒精性肝损伤复合模
型, 第11周将造模大鼠按体质量和状态均衡
分为模型组、清肝活血方组9.5 g/(kg•d)、清
肝方组3 g/(kg•d)、活血方组6.5 g/(kg•d)和
空白对照组, 每组10只. 各组每日上午仍灌胃
给予乙醇混合液, 下午给予药液或生理盐水, 
连续给药2 wk, 末次给药1 h后称质量, 腹主
动脉采血, 处死, 分离肝脏. DNA ladder法和
流式细胞术对肝细胞凋亡进行定性和定量检
测, RT-PCR和Western blot法检测大鼠肝组织
GRP78/Bip、GRP94和caspase-12基因和蛋
白表达. 

结果: 与正常组比较, 造模12 w k大鼠血清
ALT和AST水平明显升高(138.3±43.3 U/L 
vs  33.9±9.8 U/L, 257.4±162.3 U/L vs  119.6
±28.6 U/L, P <0.01); 肝细胞发生早期凋亡改
变, 总凋亡率和早期凋亡率分别达到29%和
26%(P <0.01); 肝组织GRP78/Bip、GRP94和
caspase-12基因和蛋白表达明显增强(P <0.05
或0.01). 经2 wk治疗后, 清肝活血方及拆方
均能明显降低酒精性肝损伤大鼠血清ALT、
AST水平; 抑制肝细胞凋亡, 总凋亡率和早期
凋亡率分别降至8%和6%; 清肝活血方及清
肝方显著降低肝组织GRP78/Bip、GRP94和
caspase-12基因和蛋白表达, 与模型组比较有
统计学差异(P <0.05或0.01), 而活血方组与模
型组则无明显差异.

结论: 清肝活血方及拆方对酒精性肝损伤大
鼠肝细胞凋亡均表现出较强的抑制作用, 其机
制可能与下调内质网应激反应性凋亡相关基
因caspase-12、GRP78/Bip和GRP94表达有关.
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0  引言

酒精性肝病(alcoholic liver disease, ALD)已逐渐

发展为仅次于病毒性肝炎的第二大肝病[1]. 如何

有效地预防和治疗ALD, 是亟待解决的问题. 肝
细胞凋亡在ALD发病机制中具有重要作用, 而
内质网应激(endoplasmic reticulum stress, ERS)
反应性凋亡通路是近年的研究热点之一. 研究

发现, 组织中GRP94、GRP78/Bip等内质网分子

伴侣表达上调是ERS发生的标志, 而天冬氨酸

特异性半胱氨酸蛋白酶-12(cysteine-containing 
aspartate-specific proteases 12, caspase-12)则是

ERS介导的细胞凋亡特异性启动蛋白酶, 其活化

是凋亡的中心环节[2-3]. 前期研究工作表明, 清肝

活血方能显著降低酒精性肝损伤大鼠的肝细胞

凋亡指数. 本实验通过建立大鼠慢性酒精性肝

损伤复合模型, 从ERS反应性凋亡通路的角度, 
研究清肝活血方及其拆方对相关信号分子基因

和蛋白表达的影响, 从而探讨该方抗肝细胞凋

亡的可能机制.

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠, SPF级, 体质量280±20 g, 上海

斯莱克实验动物有限公司提供, 动物合格证号

SCXK(沪)2003-0003号; 清肝活血方(柴胡9 g、
黄芩9 g、丹参15g、鳖甲9 g、葛根15 g)、清肝

方(柴胡9 g、黄芩9 g)及活血方(丹参15 g、鳖甲

9 g、葛根15 g)颗粒由上海中医药大学附属龙华

医院制剂室制备; Annexin-FITC凋亡检测试剂盒

购自美国BD公司; TRIzol、Easy-DNATM试剂盒

为Invitrogen公司产品; 逆转录试剂盒: Revert Aid 
First Strand cDNA Synthesis Kit 购自MBI公司; 兔
抗大鼠GRP78/Bip、GRP94和caspase-12多克隆

抗体购自英国Abcam公司. 其余试剂均为分析纯.
1.2 方法 
1.2.1 慢性酒精性肝损伤模型的建立: 正常大鼠75
只, 在课题组原有造模方法的基础上加以改进, 
复制大鼠慢性酒精性肝损伤模型[4]. 即每日上午

ig乙醇混合液15 mL/kg(56度白酒∶玉米油∶吡

唑 = 5∶1∶10)1次, 每周ip CCl4橄榄油溶液0.3 
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■研发前沿
ERS反应性凋亡
通路是近年来提
出的一条新的凋
亡信号通路, 他涉
及非折叠蛋白反
应以及内质网内
钙失衡, 许多疾病
的发生都与ERS
引起的损伤有关. 
逐步揭示ERS介
导细胞凋亡的发
生、发展过程及
药物对凋亡机制
的干预, 从而寻求
疾病新的治疗靶
点是近年的研究
热点和重点.
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mL/kg(CCl4∶橄榄油 = 1∶3)1次, 连续10 wk. 病
理结果显示造模成功, 诊断标准参照文献[5]. 第
11周起将造模大鼠按体质量和状态均衡随机分

为模型组、清肝活血方组9.5 g/(kg·d)、清肝方

组3 g/(kg·d)、活血方组6.5 g/(kg·d)、空白对照

组. 每组10只, 各组每日上午仍灌胃给予乙醇混

合液, 下午给予药液或生理盐水, 连续给药2 wk, 
末次给药1 h称质量后, 腹主动脉采血, 处死, 分
离肝脏. 肝脏标本-70℃冻存或甲醛固定. 分离血

清, 全自动生化分析仪检测丙氨酸氨基转移酶

(ALT)、天冬氨酸氨基转移酶(AST)的水平. 取
肝组织, 100 g/L甲醛溶液固定、石蜡包埋、切

片, 行常规HE染色, 光镜下观察肝组织脂肪变

性、炎症坏死等病变程度. 
1.2.2 Annexin V-FITC/PI双标记法检测肝细胞凋

亡: 新鲜肝组织剪碎至1 mm3大小, 然后置于100
目铜网上轻搓, 边搓边以生理盐水冲洗, 2500 
r/min离心5 min, 弃去上清及细胞碎片, 收集细胞

悬液; 冷PBS液洗涤两遍, 用结合缓冲液调整细

胞浓度至1×109 cell/L; 加入Annexin V-FITC和
PI各5 μL; 旋涡混匀, 避光室温孵育15 min后立

即用流式细胞仪进行检测, Cell Quest软件分析

数据. 
1.2.3 DNA ladder分析: 使用Easy-DNATM抽提方

法提取肝组织DNA, 取DNA样本行20 g/L琼脂

糖凝胶电泳, 进行凋亡特征性梯状条带(DNA 
ladder)分析.
1.2.4 实时荧光定量P C R检测肝组织G R P78/
Bip、GRP94和caspase-12 mRNA的表达: 将100 
mg组织放入研钵中加液氮粉碎, 每100 mg组织

对应1 mL TRIzol混匀, 4℃离心(12 000 r/min, 10 
min), 取上清液, 加入200 μL的氯仿, 混匀, 室温

静置15 min; 4℃离心(12 000 r/min, 15 min), 取上

层水相, 加入等体积异丙醇, 摇匀, 室温静置10 
min; 4℃离心(12 000 r/min, 10 min), 分离白色沉

淀即mRNA; 提取的总RNA溶于DEPC水中, 分
光光度计测RNA浓度, -70℃冻存. 用Revert Aid 
First Strand cDNA Synthesis Kit对总mRNA进行

逆转录, 合成cDNA. 取0.5 μL的cDNA于25 μL
反应体系中进行PCR扩增(引物与条件见表1), 
在进行正式实验前, 预扩增产物须通过电泳鉴

定(电泳条件: 120 g/L琼脂糖凝胶, 10 V/cm凝胶

的电压)以确定是否真正得到了预期特定扩增

产物. 内参照选用GAPDH. 所用引物序列根据

GenBank公布的相关数据设计, 由上海英骏生物

工程公司合成. PCR反应完成后, 数据采用仪器

自带软件: ABI Prism 7300 SDS Software分析, 通
过Comparative Delta-delta Ct法对肝脏中GRP78/
Bip、GRP94和caspase-12 mRNA的表达水平进

行相对定量分析. 
1.2.5 Western b lo t检测肝组织GRP78/Bip、
GRP94和caspase-12蛋白的表达: 将100 mg肝组

织放入研钵中加液氮粉碎, 先加入RIPA缓冲液

(每克组织3 mL RIPA), 在4℃条件下匀浆(15 000 
r/min, 1 min); 然后加入PMSF储存液(每克组织

30 μL, 10 g/L PMSF), 冰浴30 min, 离心(15 000 
r/min, 15min); 分离细胞裂液(上清液), Lowery
比色法测定蛋白含量. 每个样品上样50 μg, 经
SDS-PAGE电泳分离后, 电转膜仪转膜(100 mA, 
40 min); 转膜完毕后加入Western封闭液, 封闭2 
h, 分别加入GRP78/Bip、GRP94、caspase-12多
克隆抗体(一抗), 4℃过夜; Western洗涤液洗膜15 
min, 共3次;  加入辣根过氧化物酶(HRP)标记的

二抗,  4℃反应1h. 化学发光法试剂作用后, X胶

片曝光, 经显影、定影处理后观察结果. 凝胶成

像及分析系统扫描图像, 进行灰度分析, 以目的

条带/β-actin条带灰度比值表示各样本表达强度. 
统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 两

组间比较采用t检验, 多组间比较采用One-way 
ANOVA分析; Excel2000及SPSS12.0软件进行数

表 1 RT-PCR扩增引物和条件

     
基因         引物序列(5'-3')                      长度(bp)       退火温度(℃)

GRP78/Bip 上游引物: ATCAGGGCAACCGCATCACACC    312             56

  下游引物: ACG CCTCGGCAGTTTCCTTCATTT                  

GRP94   上游引物: GACGGGCAAGGACATCTCTACAAA    362             56

  下游引物: CTTCTTCTTCTGCCCCTGCGTCTG        

caspase-12 上游引物: ATTCCTGGTCTTTATGTCCC      495                    58

  下游引物: ATACTCTCTCAATGGTGGGC                

GAPDH       上游引物: GTTACCAGGGCTGCCTTCTCTTG    245                    60 

  下游引物: CCTTGACTGTCCCGTTGA ACTTG                

■相关报道
在D-氨基半乳糖
联合脂多糖诱导
的肝衰竭小鼠模
型及体外诱导肝
细胞ERS的研究
中发现, 内质网应
激时肝脏内质网
caspase-12蛋白酶
大量活化, 通过一
系列级联反应, 最
终导致细胞凋亡. 
提示通过早期干
预caspase-12的活
化, 对ERS反应性
凋亡相关的肝脏
疾病可能具有保
护作用.
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据处理及分析.

2  结果

2.1 清肝活血方及拆方对慢性酒精性肝损伤大

鼠血清ALT和AST的影响 造模12 wk时, 模型组

大鼠血清AST、ALT水平较空白对照组比较明

显升高(P <0.01), 而经过2 wk的治疗, 清肝活血方

及其拆方组(清肝方和活血方)大鼠血清AST、
ALT水平有明显下降(P <0.05或0.01, 表2).
2.2 清肝活血方及拆方对慢性酒精性肝损伤大

鼠肝脏组织病理的影响 大体观察, 正常大鼠肝

脏被膜光滑, 呈红褐色, 质地柔软; 模型组大鼠

表现为肝脏表面粗糙, 体积明显增大, 呈土黄色, 
质地较脆, 表面布有白色脂肪斑点; 清肝活血方

及拆方组大多数动物肝脏颜色、质地明显改善. 
光镜下观察, 正常大鼠肝小叶结构清晰, 肝细胞

索以中央静脉为中心呈放射性排列, 肝窦正常; 
模型组大鼠肝索界限不清, 肝细胞质出现不同

程度的空泡变性; 肝细胞脂肪变性明显, 内含大

小不等的脂滴; 肝小叶可见不同程度的点状或

灶状坏死, 主要见于中央静脉周围带, 坏死区及

肝窦内可见大量炎症细胞浸润, 个别坏死区可

见纤维细胞增生; 清肝活血方及拆方组肝细胞

脂肪变和炎症程度明显轻于模型组(图1).
2.3 清肝活血方及拆方对慢性酒精性肝损伤大

鼠肝组织DNA ladder的影响 细胞凋亡的生化特

征之一是凋亡细胞的DNA可断裂为180-200 bp
的多条寡核小体片段, 在琼脂糖凝胶电泳上表

现为梯形条带(DNA ladder). 空白对照组大鼠肝

组织DNA完整无断裂, 呈现单一条带; 模型组大

鼠肝组织出现明显的DNA梯度条带; 清肝活血

方组呈现单一条带, 表明未发生细胞凋亡; 而清

肝方和活血方组则不同程度抑制DNA梯度条带

的发生(图2).
2.4 清肝活血方及拆方对慢性酒精性肝损伤大

鼠肝细胞凋亡的影响 正常活细胞Annexin V及
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图 1 各组大鼠肝脏组织病理变化(HE×400). A: 空白对照组; B: 模型组; C: 清肝活血方组; D: 活血方组; E: 清肝方组.

A B

C D

E

■创新盘点
本研究在建立大
鼠慢性酒精性肝
损伤模型的基础
上 ,  研 究 清 肝 活
血方及其拆方对
ERS反应性凋亡
通路中相关信号
分子caspase-12、
G R P 7 8 / B i p , 
GRP94的调控, 从
而探讨该方抗肝
细胞凋亡的作用
靶点和强度, 深入
揭示该方治疗酒
精性肝损伤的机
制, 并为全面综合
研究中医药防治
ALD提供可行的
方法和新的理论
依据.
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PI均低染(Annexin V- PI-), 分布在流式细胞分析

图的左下区(LL); 早期凋亡细胞Annexin V高染

而PI低染(Annexin V+ PI-), 分布在图的右下区

(LR); 死亡细胞Annexin V低染而PI高染(Annexin 
V- PI+), 分布在图的左上区(UL); 晚期凋亡细胞

Annexin V及PI均高染(Annexin V+ PI+), 分布在

图的右上区(UR)(图3). 将早期凋亡细胞百分数

(LR)和晚期凋亡细胞百分数(UR)之和称为总凋

亡率. Annexin V/PI双标记法结果显示, 酒精性肝

损伤模型组大鼠肝细胞早期凋亡率和总凋亡率

较正常对照组显著增高(P <0.01), 而清肝活血方

及拆方组大鼠肝细胞早期凋亡率和总凋亡率较

模型组显著降低(P <0.01, 表3), 表明给药后对酒

精性肝损伤大鼠肝细胞凋亡有明显的抑制作用.
2.5 清肝活血方及拆方对慢性酒精性肝损伤大鼠

肝组织caspase-12、GRP78/Bip和GRP94 mRNA
表达的影响 荧光定量PCR结果显示, 造模12 wk
后, 模型组大鼠肝组织caspase-12、GRP78/Bip
和GRP94 mRNA的相对表达量较正常大鼠显

著升高(P <0.01), 分别是空白对照组的3.82、
4.89和12.96倍; 清肝活血方和清肝方组大鼠肝

组织中凋亡基因的相对表达量较模型组均显著

降低(P <0.05), 其中清肝活血方组caspase-12、
GRP78/Bip和GRP94 mRNA表达量分别是模型组

的72.35%、56.11%和56.75%, 清肝方组分别为模

型组的78.46%、75.95%和63.02%; 活血方组与模

型组则无明显性差异(图4).

表 2 清肝活血方及拆方对慢性酒精性肝损伤大鼠肝功
能的影响 (U/L, mean±SD)

     
分组                      n                 ALT          AST

空白对照          10       33.9±9.8 119.6±28.6

模型对照            8     138.3±43.3b 257.4±162.3a

清肝活血方       10       37.6±27.9d   83.7±33.8d

清肝方            8       42.0±26.8d 102.7±23.6c

活血方            8       46.6±21.0d 111.5±21.3c

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组.
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图 3 Annexin V/PI标记检测各组大鼠肝细胞凋亡. A: 空白对照组; B: 模型组; C: 清肝活血方组; D: 清肝方组; E: 活血方组.
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图 4 各组大鼠12 wk肝组织caspase-12、GRP78/Bip和
GRP94 mRNA的表达. M: 模型组; K: 空白对照组; Q: 清肝

方组; H: 活血方组; F: 清肝活血方组. bP <0.01 vs  空白组; 
cP<0.05 vs 模型组.

■应用要点
临床多中心、随
机、对照研究显
示, 清肝活血方能
显著改善ALD患
者症状、体征和
肝功能, 对ALD具
有良好的综合治
疗效果.
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2.6 清肝活血方及拆方对慢性酒精性肝损伤大

鼠肝组织caspase-12、GRP78/Bip和GRP94蛋白

表达的影响 Western blot检测结果显示, 造模12 
wk后, 模型组大鼠肝组织caspase-12、GRP78/
Bip和GRP94蛋白表达量均明显高于正常大鼠

(P <0.01), 分别达到空白对照组的4.31、4.93和
9.28倍; 清肝活血方组和清肝方组大鼠肝组织

中各蛋白表达量较模型组均显著降低(P <0.01), 
其中清肝活血方组caspase-12、GRP78/Bip和
GRP94蛋白表达量分别是模型组的48.81%、

61.49%和46.15%, 清肝方组分别为模型组的

63.09%、79.73%和58.46%; 活血方组与模型组

则无明显性差异(图5).

3  讨论

近年的国外研究证实 ,  酗酒患者血浆同型半

胱氨酸(homocysteine, HCY)水平明显升高, 乙
醇能够减弱蛋氨酸合成酶活性 ,  从而引起含

硫氨酸代谢紊乱导致高半胱氨酸血症[6]. 动物

实验也表明, 在乙醇饲养的动物模型中, 乙醇

通过高半胱氨酸介导E R S反应来影响肝细胞

凋亡和脂肪合成相关因子的表达 .  H C Y的增

加, 同时与ERS应答基因(GRP78、GRP94、
CHOP、SREBPs)表达增加以及凋亡或凋亡前

因子(CRADD、caspase-12、caspase-7、ATM、

BAD)的上调有关[7-10]. ERS发生时, GRP78/Bip、
GRP94、GRP58、PDI、SERCA2b、钙网素

(calreticulin)、CHOP等一系列内质网分子伴侣

蛋白表达增加, 以稳定ER钙离子水平, 帮助正确

折叠、修饰与转运ER内堆积的蛋白质, 或降解

错误折叠的蛋白质, 从而抑制细胞凋亡, 保护细

胞免受应激损害[10]. 其中GRP78/Bip和GRP94广
泛存在于内质网上, 被认为是ERS的标志性蛋

白. ERS实质上是触发了一个包括caspase-12、
9、3特异级联反应. caspase-12是内质网特有、
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细胞凋亡的关键和特异蛋白酶. caspase-12活化

是不依赖线粒体凋亡通路成分Apaf-1和细胞色

素C来完成的[12-13].
清肝活血方是张仲景《伤寒论》之经方小

柴胡汤的加减方. 临床研究证实, 该方能显著改

善ALD患者症状、体征和肝功能, 有效逆转肝

细胞轻度脂肪性改变, 降低4种肝纤维化标志物

及血清细胞因子水平, 对ALD具有良好的综合

治疗效果[14-16]. 前期研究工作发现, 清肝活血方

能显著降低酒精性肝纤维化模型动物的肝细胞

凋亡指数, 表现出较强的抗肝细胞凋亡作用, 并
有一定的量效关系[17].

本研究应用乙醇-玉米油-吡唑混合物灌胃

及小剂量CCl4注射的方法造模10 wk, 酒精性肝

损伤大鼠血清ALT、AST水平明显升高; 组织

病理亦显示大鼠肝细胞发生明显脂肪变性和炎

症甚至纤维化, 表明大鼠酒精性肝损伤模型成

功制备. 经过2 wk治疗后, 给药组大鼠肝脏生化

指标和病理均发生明显改善. 两种凋亡检测方

法显示, 12 wk模型大鼠肝细胞主要发生早期凋

亡改变, 总凋亡率和早期凋亡率分别达到29%
和26%, 并出现凋亡典型的生化学改变. 而给药

组大鼠肝细胞总凋亡率和早期凋亡率则分别降

低至8%和6%左右, 表明清肝活血方及拆方对酒

精性肝损伤大鼠肝细胞凋亡有明显的抑制作用. 
应用荧光定量PCR和Western blot进一步检测, 
发现模型组大鼠肝组织caspase-12、GRP78/Bip
和GRP94 mRNA和蛋白均高表达, 表明三种基

因参与了酒精性肝损伤肝细胞ERS凋亡的发生; 
给药组中仅清肝活血方和清肝方组大鼠肝组织

caspase-12、GRP78/Bip和GRP94 mRNA和蛋白

表达明显降低, 提示清肝活血方和清肝方可能

通过下调ERS凋亡相关基因来抑制酒精性肝损

伤模型肝细胞的凋亡. 另外活血方在改善各指

标上均表现差于其他两方, 尤其对凋亡相关基

因并无显著影响. 从组方的中药来分析, 提示君

药柴胡和黄芩可能对抑制酒精性肝损伤肝细胞

ERS凋亡发挥主要作用, 而调控ERS凋亡信号转

表 3 清肝活血方及拆方对慢性酒精性肝损伤大鼠肝细
胞凋亡率的影响 (%)

     
分组                  n              总凋亡率   早期凋亡率

空白对照        7     5.62±1.31   4.97±1.04

模型对照        7   29.76±12.36b 25.26±11.60b

清肝活血方     7     6.44±3.29d   5.18±2.24d

清肝方        9     8.55±4.42d   6.91±4.29d

活血方        7     8.72±6.05d   6.12±4.21d

bP<0.01 vs  空白组; dP<0.01 vs  模型组.

图 5 各组大鼠12 wk肝组织caspase-12、GRP78/Bip和
GRP94 蛋白的表达. M: 模型组; K: 空白对照组; Q: 清肝方

组; H: 活血方组; F: 清肝活血方组.

M            H           Q          F          K
caspase-12

GRP78

GRP94

β-actin

■名词解释
内质网应激(ERS)
反应性凋亡通路: 
当机体细胞受到
缺氧、饥饿、钙
代谢紊乱、自由
基侵袭及药物等
应激原的刺激时, 
内质网腔内未折
叠蛋白增多或钙
失衡, 内质网应激
反应信号向胞质
和 胞 核 传 导 ,  从
而使caspase-12活
化 ,  诱 导 内 质 网
分子伴侣产生增
加, 继而激活非细
胞 色 素 C 依 赖 的
caspase-9, 引起级
联反应导致凋亡. 
他是与死亡受体
和线粒体介导细
胞凋亡不同的一
条途径.
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导通路可能是“清肝法”治则的机制之一. 通
过以上研究, 进一步揭示了清肝活血方的作用

机制, 为中医药防治ALD提供可行的方法和新

的理论依据.
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Abstract
AIM: To study the effect of specific HDGF-
s iRNA on prol i ferat ion of human colon 
carcinoma lovo cells.

METHODS: Three pairs of specific HDGF-siR-
NA were transiently transfected into lovo cells 
by liposome and then the expression of HDGF 
was detected by RT-PCR and Western blot. The 
most efficient siRNA was selected for following 
experiments. Cell proliferation was examined by 
MTT assay. Finally we also detected the expres-
sion of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) 
by RT-PCR and Western blot.

RESULTS: After the specific siRNA was trans-
fected into colon carcinoma lovo cells, the ex-
pression level of HGDF showed a significantly 
decrease which was detected by RT-PCR and 
Western blot. The cell survival rate was signifi-

cantly lower in interference group than in blank 
control group or in negative control group (t = 
4.432, 4.263, both P < 0.01), and the expression 
levels of PCNA and ERK1/2 protein were lower 
in interference group than in the other two 
groups (t = 14.89, 11.92, both P < 0.01).

CONCLUSION: The results show that the spe-
cific HDGF-siRNA can effectively silence the 
expression of HDGF, and HDGF-siRNA signifi-
cantly inhibit proliferation of colon carcinoma 
cell line lovo cells, accompanied by down-regu-
lation of PCNA and p-ERK1/2.

Key Words: Hepatoma-derived growth factor; Pro-
liferating cell nuclear antigen; Extracellular signal-
regulated kinase; Cell proliferation

Liao F, Dong WG, Luo HS, Liu M. Effects of specific 
HDGF siRNA on proliferation of human colon carcinoma 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(13): 1286-1291

摘要
目的: 研究沉默肝癌衍生生长因子(hepatoma-
derived growth factor, HDGF)对人大肠癌lovo
细胞增殖的影响. 

方 法 :  将 3 条 H D G F 的 特 异 性 小 干 扰
RNA(HDGF-siRNA)通过脂质体介导瞬时转
染入大肠癌lovo细胞, RT-PCR及Western blot
法分别检测HDGF mRNA和蛋白质表达受抑
程度, 并筛选出1条沉默效率最高的siRNA用
于后续试验; MTT法观察HDGF-siRNA对大肠
癌细胞增殖生长的影响; Western blot法检测
增殖细胞核抗原(PCNA)及ERK通路蛋白在转
染前后大肠癌lovo细胞中表达含量的变化. 

结果: HDGF-siRNA转染能有效抑制大肠癌
lovo细胞中HDGF的表达; 与空白及阴性对照
组相比, RNA干扰组大肠癌lovo细胞增殖率明
显降低(t  = 4.432, 4.263, 均P <0.01)、PCNA和
p-ERK1/2蛋白均明显下调(t  = 14.89, 11.92, 均
P <0.01).

结论: HDGF-siRNA不仅有效阻断HDGF在
大肠癌lovo细胞的表达, 而且明显抑制大肠

®

■背景资料
近年研究发现肝
癌衍生生长因子
H D G F具有很强
的促肿瘤生长作
用 ,  在 肿 瘤 及 胚
胎组织中呈过表
达, 与多种肿瘤的
生长、侵袭、转
移、复发关系密
切. 因此进一步研
究H D G F拮抗物
对肿瘤的作用已
成为肿瘤靶向治
疗研究的热点. 此
外利用RNA干扰
技术在mRNA水
平上诱导基因表
达抑制, 现已经成
为研究基因治疗
和寻找药物靶点
的重要工具.

■同行评议者
张 国 梁 ,  主 任 医
师, 天津市第一中
心医院消化内科
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癌lovo细胞的增殖, 其作用机制可能与下调
PCNA, 抑制ERK1/2蛋白活化有关.

关键词: 肝癌衍生生长因子; 增殖细胞核抗原; ERK

通路; 细胞增殖
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0  引言

大肠癌是一种常见的消化系恶性肿瘤, 其发病

率呈逐年上升趋势, 严重威胁患者生命. 寻求

有效的治疗靶标显得尤为重要. 许多研究表明

生长因子如表皮生长因子(epidermal grow th 
f ac to r, EGF)、血管内皮生长因子(va scu l a r 
endothelial growth factor, VEGF)在肿瘤的发生

发展中扮演重要角色. 近年来, 一种新的生长

因子, 即肝癌衍生生长因子(hepatoma-derived 
growth factor, HDGF), 因其在许多生理病理过

程中起重要作用, 已越来越受到研究者的关注. 
目前研究表明, HDGF在许多正常组织中呈低

表达或不表达, 而在某些恶性肿瘤如肝癌、肺

癌和胃癌中的表达水平显著高于正常组织, 并
随着HDGF表达强度的升高, 肿瘤的恶性程度

也越高, 暗示HDGF与恶性肿瘤的发生发展及

预后密切相关[1]. 
R N A干扰技术是目前用于高效快速鉴定

基因功能[2]的一项分子学生物技术. 为了明确

HDGF对结肠癌细胞生长是否有影响, 本实验利

用该技术阻断大肠癌lovo细胞中HDGF的表达, 
以观察HDGF基因敲除后对大肠癌lovo细胞增

殖的影响, 并进一步探讨其作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 TRIzol试剂购于Invitrogen公司. 逆转

录试剂盒、通用PCR试剂盒购于Fermenent公
司. Annexin V-FITC试剂盒购于晶美公司. 脂
质体L i p o f e c t a m i n e2000及化学合成的三对

HDGF siRNA均购于广州瑞博生物技术有限公

司. HDGF单克隆鼠抗、PCNA单克隆鼠抗及

内参Acting均购于英国Abcam公司. ERK-1、
ERK-2兔抗人mAb及p-ERK小鼠抗人mAb均购

于美国Santa Cruz Biotechnology公司. 所有二

抗均购于美国Pierce公司. 细胞裂解液、BCA
蛋白浓度测定试剂盒均购于江苏碧云天生物

技术研究所. ECL发光剂购于美国Milipore公

司 .  人大肠癌 l o v o细胞株购自中科院上海细

胞典藏中心 .  三条s i R N A正反义链序列分别

为: siRNA1, CAACAAAUACCAAGUCUUU 
dTdT, dTdT GUUGUUUAUGGUUCAGAAA; 
siRNA2, CAAGGAGAAGAACGAGAAA dTdT, 
dTdT GUUCCUCUUCUUGCUCUUU; siRNA3, 
CUACCAAGGAAGAUGCUGA dTdT, dTdT 
GAUGGUUCCUUCUACGACU.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: lovo细胞株为Dukes分期为C期
的大肠癌细胞株, 以含100 mL/L的胎牛血清的

DMEM高糖培养基, 在37℃、50 mL/L CO2、饱

和湿度培养箱中培养. 
1.2.2 细胞转染: 当细胞密度达30%左右 ,  将
H D G F s i R N A及阴性对照s i R N A以脂质体

Lipofectamine2000介导转染入大肠癌lovo细胞, 
具体操作按试剂说明书进行. 
1.2.3 RT-PCR检测HDGF mRNA的表达: 转染后

24 h, 用TRIzol试剂提取各组细胞总RNA, 紫外分

光光度仪测定RNA纯度及含量, 以逆转录得到的

cDNA为模板, 根据设计的内参引物GAPDH(正
义引物5'-GAAGGTCGGAGTCAACGG-3', 反义

引物5'-GGAAGATGGTGATGGGATT-3')、HDGF
基因引物(正义引物5'-ACGAGACGGCATTCCTG
G-3',  反义引物5'-CCTCTTCAACGCTCCTTT-3')
进行PCR扩增, 扩增长度分别为221 bp和311 bp. 
20 g/L琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物, EB溶液染

色、拍照并成像分析. 
1.2.4 Western blot检测HDGF蛋白的表达: 转染后

48 h, 以细胞裂解液裂解培养瓶中的细胞, 提取

蛋白, BCA蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度

后, 进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE), 转移至硝酸纤维素薄膜、封闭、

加入一抗4℃孵育5 h, 漂洗后加入二抗常温孵育

1 h, 漂洗后, 置于暗室中ECL试剂盒(Milipore公
司)发光、显影、定影、冲洗晾干、拍照并成像

分析. 
通过以上实验筛选出RNA干扰效率最高的

HDGF特异性siRNA用于后续实验.
1.2.5 实验分组: 将大肠癌lovo细胞分为3组: A: 
空白对照组; B: 非特异性siRNA转染的阴性对照

组; C: 特异性siRNA干扰组. 
1.2.6 MTT细胞增殖实验: 取对数生长期细胞, 用
胰酶消化制成单细胞悬液, 调整细胞浓度为1×
108/L, 以每孔200 μL接种于96孔培养板上培养. 
置于37℃、50 mL/L CO2培养箱培养, 分别于转

■研发前沿
随着分子生物学
技 术 的 发 展 ,  信
号转导及表达调
控机制成为当今
肿瘤研究中的热
点. 如能从细胞内
信号转导角度深
入研究 H D G F 基
因沉默后抑制大
肠癌细胞增殖的
机 制 ,  将 有 助 于
从基因水平阐明
H D G F 的分子作
用机制, 并为大肠
癌的治疗提供新
的途径.
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染后置不含血清培养基中继续孵育24、48及72 
h后检测各组细胞, 每组设4个复孔. 每孔中加入

终浓度为5 g/L的MTT液20 μL, 继续培养3 h后终

止培养, 吸去上清液, 加入二甲基亚砜(DMSO)
每孔150 μL, 充分震荡10 min. 酶标仪(B io-
TekEX-800, 美国)在490 nm波长比色测定每孔A
值. 比较各组细胞的生长. 
1.2.7 检测增殖细胞核抗原PCNA及ERK1/2通

路: 于转染HDGF siRNA 48 h后, 收集各组细

胞, 利用免疫印迹法检测P C N A、E R K1/2、
p-ERK1/2及内参Actin蛋白的表达.

统计学处理 本实验每组设3个平行样本, 各
组数据用SPSS11.5统计软件进行方差分析和组

间q检验, 以P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 RNA干扰效率的检测 转染24 h后收集大肠

癌lovo细胞, RT-PCR结果显示: 阴性对照组及未

转染组大肠癌lovo细胞HDGF mRNA呈阳性表

达, 而3对特异性siRNA对HDGF mRNA表达均

有明显抑制, 与两个对照组相比差异有显著性

(t  = 22.08, P <0.01), 各组细胞均表达内参GAP-
DH(221 bp), 其表达强度无明显差异. 转染48 h
后收集细胞, Western blot检测各组细胞HDGF
蛋白的表达, 可见阴性对照组及空白对照组大

肠癌lovo细胞HDGF蛋白呈阳性表达, 而HDGF 
siRNA转染组大肠癌lovo细胞中HDGF蛋白表达

明显减弱, 与对照组相比差异有显著统计学意

义(t  = 15.63, P <0.01). 三条特异性HDGF siRNA
对HDGF均有明显的抑制, 以第3条siRNA的干

扰效率最高, 故将其应用于后续实验(图1).
2.2 MTT实验测定细胞存活率和增殖率 空白对

照组和阴性对照组的大肠癌lovo细胞在转染后

24, 48和72 h时细胞生长和增殖均未受影响, 两
者比较差异无统计学意义(P >0.05). 而HDGF 
siRNA转染组的大肠癌细胞生长增殖受到明显

的抑制, 与两对照组相比, 差异有显著统计学意

义(t  = 4.432, P <0.01、t  = 4.263, P <0.01). 48 h后
HDGF siRNA转染组大肠癌细胞增殖活性有所

恢复, 但仍低于其他两组(图2).
2.3 阻断HDGF对大肠癌lovo细胞中PCNA蛋

白及ERK通路蛋白表达的影响 转染后48 h, 提
取细胞总蛋白, Western blot法检测各组细胞中

P C N A、ERK通路蛋白的含量, 结果如图3所
示, 通过灰度值分析得出RNA干扰组细胞中的

PCNA蛋白及pERK1/2蛋白含量较其他两个对照

■相关报道
国内外有关报道
提示外源性添加
H D G F生长因子
对多种肿瘤细胞
具有显著的促生
长作用. 国内外已
有的研究证明增
加H D G F的内源
性表达能够促进
肿瘤的细胞的非
锚着性生长, 但对
敲除H D G F基因
后的体外作用机
制尚缺乏报道.

1          2           3          4           5

HDGF 
mRNA

GAPDH 
mRNA

A

1           2          3            4              5

HDGF 
蛋白

GAPDH 
蛋白

B

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
1            2           3            4           5

H
D

G
F/

G
AP

D
H

 m
R
N

A 
Ra

tio

bd bd bd

H
D

G
F/

G
AP

D
H

 P
ro

te
in

 R
at

io

4

3

2

1

0
1            2           3            4           5

bd bd

bd

图 1 RT-PCR、Western blot分别检测转染前后HDGF的
mRNA及蛋白表达. A: mRNA; B: 蛋白; 1: siRNA1; 2: 空白对
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组有明显下调, 差异均有显著统计学意义(t PCNA = 
14.89, P PCNA<0.01、t p-ERK1/2 = 11.92, P p-ERK1/2<0.01). 
但转染前后各组细胞的ERK总蛋白含量无明显

改变, 各组间差异无统计学意义(P >0.05).

3  讨论

大肠癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 目前的

治疗主要依赖于手术及化疗, 手术治疗对患者

生活质量有影响且术后易复发. 化疗易产生耐

药且全身不良反应大. 随着生物学技术的快速

发展, 以癌细胞为靶标的基因治疗被认为是治

疗一些恶性肿瘤(包括大肠癌等)的最佳方案. 
目前研究报道, 生长因子如EGF、bFGF和 

PDGF等在肿瘤的发生发展中扮演重要角色, 而
HDGF作为一种新的生长因子, 因其具有一个高

度保守的PWWP结构域, 提示其可能具有更为

重要的功能. 近年来的研究表明, HDGF参与心血

管、肺、肝、肾等组织器官生长发育的调控[3-6], 
还具有血管损伤修复、神经营养等作用[7-8]. 此
外还有文献报道HDGF与肝癌、肺癌、食管癌

及肺癌的发展及预后关系密切. 但目前国内外

尚无关于HDGF对大肠癌细胞生物学行为的研

究. 为了研究HDGF与大肠癌的关系, 我们前期

采用免疫组织化学法对106例大肠癌、30例大

肠腺瘤患者的病理组织切片进行了研究, 发现

HDGF主要表达于细胞核, 在胞膜也有表达. 统
计学分析显示HDGF在大肠癌组织中的表达明

显高于大肠腺瘤组织[1], 并与肿瘤的分期、转移

有关, 这提示HDGF可能成为大肠癌治疗的一个

潜在的分子靶标. 本研究进一步利用RNA干扰

技术阻断HDGF基因的表达, 观察该疗法能否抑

制结肠癌细胞的生长. 
细胞异常增殖是肿瘤发生发展的重要机制

之一, 也是近年国内外学者研究的热点. 有研究

报道HDGF对血管平滑肌细胞、肝癌细胞[9-10]等

具有明显的促增殖作用. 本研究利用RNA干扰

技术来瞬时抑制HDGF在大肠癌细胞lovo中的

表达, 反面论证其抑制大肠癌细胞的增殖与否. 
值得一提的是小干扰R N A转染入细胞内通常

在24 h内尚未完全引起蛋白翻译转录受到抑制, 
其发挥沉默效应的有效时间段多集中在转染后

24-48 h, 随着小干扰RNA在细胞内停留时间继

续延长, 越来越多的核酸酶将其破坏掉, 故48 h
后大量的小干扰RNA被破坏掉, 从而导致HDGF
转录翻译再度进行. 本研究结果显示: 瞬时转染

HDGF siRNA 48 h前, 大肠癌lovo细胞的生长增

殖受到抑制, 尤以转染后24-48 h抑制效果最为

明显, 而48 h后lovo细胞的生长增殖活性又有所

增强, 这些结果与小干扰RNA在细胞内的效应

时间完全吻合, 恰好证明了对大肠癌生长的抑

图 3 不同处理组PCNA及ERK1/2通路蛋白的表达. A: Western blot检测结果; B: PCNA; C: p-ERK1/2; D: ERK1/2; 1: 空白对

照组; 2: 阴性对照组; 3: RNA干扰组; aP<0.05 vs  空白对照组; cP<0.05 vs  阴性对照组.
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■创新盘点
本 文 应 用 R N A
干扰技术合成的
HDGF siRNA, 在
mRNA和蛋白水
平上靶向抑制大
肠癌 lovo细胞中
HDGF表达, 进而
引起 P C N A 的下
调及ERK通路的
失活, 最终达成抑
制大肠癌细胞增
殖.
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制作用来源于HDGF siRNA, 由此可见HDGF对
大肠癌细胞增殖的调节起着极为重要的作用. 

近年来同源蛋白学研究表明: HDGF蛋白与

高迁移率族蛋白1(high mobility group protein-1, 
HMG)具有高度同源性[11], HMG蛋白是一种广

泛存在于真核生物细胞核内的非组蛋白, 其最

重要的功能是对基因表达转录的调控, HDGF
与HMG-1的同源性提示HDGF可能也参与转录

的调节过程, 并可能对控制肿瘤细胞的生长增

殖的关键基因进行调控. 本研究结果显示: 通
过RNA干扰抑制HDGF表达的同时, 检测到增

殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen, 
PCNA)的表达也随之下调, 这与Hu et al [12]研究

认为HDGF与PCNA在细胞核内共显性表达的

结论相符合. PCNA是DNA多聚酶δ的辅助蛋白, 
合成于晚G1期和S期, 参与调节DNA的合成, 与
细胞的增殖周期密切相关, 可较好地反映细胞

增殖状态, PCNA阳性表达愈强, 说明细胞正处

于增殖状态, 增殖也愈旺盛[13]. PCNA的这一生

理功能使他被作为一项评估细胞增殖状态的指

标, 广泛用于恶性肿瘤的研究. 本实验结果显示

无论是从蛋白水平还是基因水平, PCNA的表达

都随HDGF的表达下调而下调. 由此我们推测, 
PCNA可能是HDGF下游的调节因子之一. 阻断

HDGF抑制了PCNA蛋白的转录合成, 从而影响

了DNA的合成, 使大肠癌lovo细胞增殖受到抑制. 
此外, 细胞外信号调节激酶(extracellular 

signal-regulated kinase, ERK)是丝裂原激活蛋

白激酶(mitogen activated protein kinase, MAPK)
家族重要成员之一, 在细胞增殖与分化的调控

中起关键作用[14]. ERK1/2在受到生长因子、细

胞因子、有丝分裂等刺激和一些血管活性物

质刺激后, 可转化为具有活性的磷酸化形式的

p-ERK1/2. p-ERK1/2可从细胞质转位进入细胞

核内, 进一步激活多种转录调节基因如myc、
jun、fos等, 从而启动细胞增殖相关蛋白、基因

的转录和表达, 引起细胞增殖、促进胶原及蛋

白质的合成等[15]. 相应的, 磷酸化的p-ERK1/2
的下调则可抑制细胞生长、阻碍各种促生长因

子信号刺激基因转录. 本实验结果显示: 阻断

HDGF基因后, p-ERK1/2在大肠癌lovo细胞中的

表达含量明显降低, 而总ERK1/2的表达无明显

变化, 即p-ERK1/2与总ERK1/2的比值下降, 表
明ERK1/2通路处于被抑制状态. 由此可见, 阻断

HDGF可以抑制p-ERK1/2的形成, 导致p-ERK1/2
入核减少, 使其下游导致细胞增殖的因子表达

减少, 从而抑制大肠癌l ovo细胞的增殖. 因此

ERK1/2通路也参与了HDGF siRNA抑制大肠癌

细胞增殖的调节过程. 然而HDGF基因还可能通

过哪些机制参与对大肠癌细胞增殖的调节, 具体

的相互作用关系以及是否会给生物个体带来毒

副作用等尚未明确, 值得我们进一步深入研究. 
总之, 本研究表明沉默HDGF基因可以抑制

大肠癌细胞的生长增殖, 其作用机制既可能与

HDGF本身强有力的促有丝分裂作用被抑制有

关, 也可能与下调PCNA, 抑制ERK1/2通路蛋白

活化有关. 这些结论都提示HDGF基因不失为大

肠癌治疗的一个极好的潜在分子靶标. 相信研

制HDGF靶向抑制剂对治疗结肠癌有着广阔的

临床应用前景.
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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e e x p r e s s i o n o f 
5-lipoxygenase in rat pancreatic tissue during 
acute necrotizing pancreatitis.

METHODS: Fifty four SD rats were random-
ized into 3 groups: sham operation group, acute 
necrotizing pancreatitis group (ANP group) and 
zileuton treatment group. The model of ANP 
was induced by retrograde injection of 5% so-
dium taurocholate into biliopancreatic duct. At 
6, 12, 24 h, the animals were sacrificed. Immu-
nohistochemistry and Western blot were used 
to detect the expression of 5-lipoxygenase of 
pancreas. The mRNA expression of 5-lipoxygen-
nase in the pancreas was determined using RT-
PCR. The serum level of LTB4 was analyzed by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
The serum level of amylase was detected.

RESULTS: The levels of 5-LOX and 5-LOX 
mRNA were significantly lower at each time point 
in zileuton group than in ANP group (1.333% ± 

0.516% vs 2.667% ± 0.516%, 3.000% ± 0.632% vs 
4.500% ± 0.548%, 3.833% ± 0.753% vs 5.833% ± 
0.408%; 0.285% ± 0.005% vs 0.366% ± 0.004%, 0.608% 
± 0.005% vs 0.949% ± 0.013%, 0.297% ± 0.002% vs 
0.400% ± 0.006%, all P < 0.05). Compared with 
sham operation group, ANP group and zileuton 
group had significantly elevated serum levels of 
amylase and LTB4. However, serum levels of amy-
lase and LTB4 were significantly lower in zileuton 
group than in ANP group (amylase: 1967.50 ± 
41.21 IU/L vs 2123.50 ± 49.11 IU/L, 3242.33 ± 87.76 
IU/L vs 3531.17 ± 74.14 IU/L, 2286.83 ± 93.91 IU/L 
vs 2903.33 ± 90.90 IU/L, all P < 0.05).

CONCLUSION: The expression of 5-LOX is signifi-
cantly higher during acute necrotizing pancreatitis.

Key Words: Acute necrotizing pancreatitis; 5-lipoxy-
genase; Zileuton; Enzyme-linked immunosorbent 
assay
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摘要
目的: 研究5-脂氧合酶(5-lipoxygenase, 5-LOX)
在急性坏死性胰腺炎(ANP)病程中的表达. 

方法: 将SD大鼠54只随机分为3组: 假手术组、

ANP组和齐留通组. 经十二指肠行胆胰管逆行
加压注射50 g/L牛磺胆酸钠, 诱导大鼠ANP模
型. 各组大鼠分别于6、12、24 h处死. 用RT-
PCR、免疫组化和Western blot免疫印迹法检
测胰腺组织5-LOX mRNA及相应蛋白的表达. 
ELISA方法检测血清LTB4水平. 应用全自动生
化分析仪检测各组大鼠血清淀粉酶水平. 

结果: 与ANP组相比较, 齐留通组各个时点
5-LOX蛋白及mRNA表达均显著降低, 差异具
有统计学意义(1.333%±0.516% vs  2.667%±

0.516%, 3.000%±0.632% vs  4.500%±0.548%, 
3.833%±0.753% vs  5.833%±0.408%; 0.285%
±0.005% vs  0.366%±0.004%, 0.608%±

0.005% vs  0.949%±0.013%, 0.297%±0.002% 
vs  0.400%±0.006%, 均P <0.05). 假手术组血清

®

■背景资料
急性胰腺炎是临
床常见的消化系
统 急 症 ,  重 症 急
性 胰 腺 炎 ( 包 括
A N P ) 发 病 因 素
复杂 ,  并死率高 , 
其发病实质上是
一种严重的全身
炎症反应综合征
( S I R S ) .  白三烯
(LTs)是一类重要
的炎症和过敏介
质, 促进中性粒细
胞等炎性细胞活
化引起炎症反应. 
LTB4是5-LOX代
谢 产 物 .  本 文 旨
在研究5-LOX与
ANP的关系并观
察其抑制剂齐留
通的保护作用, 对
探讨ANP的发病
机制提供理论依
据.

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 福
建省立医院消化
内科
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淀粉酶、LTB4水平很低, ANP组和齐留通组
水平都明显升高, 且齐留通组每个时点都较
ANP组水平降低, 差异有统计学意义(血清淀
粉酶: 1967.50±41.21 IU/L vs  2123.50±49.11 
IU/L, 3242.33±87.76 IU/L vs  3531.17±74.14 
IU/L, 2286.83±93.91 IU/L vs  2903.33±90.90 
IU/L, 均P <0.05).

结论: 急性胰腺炎时, 5-LOX表达明显增加, 使
用齐留通后, 5-LOX表达明显减少.

关键词: 急性坏死性胰腺炎; 5-脂氧合酶; 齐留通; 
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0  引言

急性胰腺炎是临床上较常见的急重症, 起病急

骤, 病情发展迅速, 病死率较高, 特别是临床上重

症急性胰腺炎, 病情变化快、机制复杂、治疗

困难, 病死率高达30%-50%[1-2]. 急性胰腺炎病因

学与病理生理学机制尚不完全阐明. 目前认为

急性胰腺炎实质上是一种严重的全身炎症反应

综合征(systemic inflammatory response syndrome, 
SIRS), 炎症细胞被过度激活并释放各种炎症介

质和细胞因子, 其效应被级联放大而形成恶性

循环, 最终可导致多器官功能障碍[3]. 已知白三

烯(leukotrienes, LTs)是强效的炎性介质, 参与炎

症、变态反应、休克等发病过程[4]. 在许多急、

慢性炎症性疾病中起重要作用, 如哮喘、类风湿

性关节炎、炎症性肠病、牛皮癣等. 5-脂氧合酶

(5-lipoxygenase, 5-LOX)是催化产生LTs生成的限

速酶, 其活性及数量可调节LTs的合成. 但是其在

急性胰腺炎中的表达及作用却鲜有报道, 本文应

用免疫组化及Western blot免疫印迹的方法检测

急性坏死性胰腺炎(acute necrotizing pancreatitis, 
ANP)时胰腺组织中5-LOX的表达, 使用RT-PCR
方法来检测胰腺组织5-LOX mRNA的表达, 并用

ELISA方法来检测血清中5-LOX代谢产物LTB4
的水平, 来研究5-LOX在ANP病程中的表达. 

1  材料和方法

1.1 材料 牛磺胆酸钠购自Sigma公司; 齐留通

由北京高盟化工有限公司提供原粉; 兔抗大鼠

5-LOX多克隆抗体、DAB显色剂、SABC免疫

组化试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司;  
PCR引物、DNA Marker购自上海生工生物工程

技术有限公司; TRIzol购自Invitrogen公司; RT-
PCR试剂盒购自大连宝生物工程公司; ELISA试

剂盒购自上海西唐生物科技有限公司. 羊抗兔

β-actin多克隆抗体、IgG辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔二抗购自武汉博士德生物工程有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 清洁级健康♂SD大鼠54只(由
中科院实验动物中心提供), 体质量180-240 g, 随
机分为3组: 假手术组(Sham组)、急性坏死性胰

腺炎组(ANP组)、齐留通组, 每组18只. ANP组
动物模型的建立参照AHO[5]法, 实验前12 h禁食

不禁水, 称取体质量后, 30 g/L戊巴比妥钠腹腔

内注射麻醉, 经胆胰管逆行加压注入50 g/L的牛

磺胆酸钠溶液(剂量0.1 mL/100 g), 完毕后维持

压力10-15 min, 诱导大鼠ANP模型, 术毕于左下

肢注射5 mL生理盐水, 并分别于制模后6、12、
24 h各时点处死. 对照组操作同ANP组, 但以等

容量的生理盐水代替牛磺胆酸钠. 齐留通组造

模前1 h给予齐留通100 mg/kg灌胃. 
1.2.2 标本的采集: 直视下以10 mL注射器经腹

主动脉穿刺抽血, 处死大鼠, 血样收集于试管中, 
室温放置10 min, 之后4000 r/min离心15 min吸
取血清. 
1.2.3 免疫组化法检测各组大鼠胰腺组织5-LOX
的表达: 术后各时相剖腹取病变较为一致的胰

腺头部, 固定于40 g/L的多聚甲醛溶液中, 石蜡

包埋. 以SABC法进行免疫组织化学染色, 步骤

按说明书操作, 主要步骤包括: 切片常规脱蜡至

水, 以30 mL/L H2O2阻断内源性过氧化物酶, 使
用微波法进行抗原修复, 滴加一抗进行孵育(4℃
过夜), 滴加二抗进行孵育, DAB显色, 素木素复

染、中性树胶封片. 以胞质染色为主, 呈浅黄色

-黄褐色. 最后表达以染色强度和阳性细胞率的

得分之和进行判断: 无染色记0分, 弱染色(浅黄

色)记1分, 中等染色(棕黄色)记2分, 强染色(黄
褐色)记3分, 阳性细胞率<5%记0分, 5%-25%记1
分, 25%-50%记2分, >50%记3分. 上述两项积分

相加, 0分为阴性(-), 1-2分为弱阳性(+), 3-4分为

中等阳性(++), 5-6分为强阳性(+++). 
1.2.4 Western blot法检测胰腺组织5-LOX的表达: 
取约50 mg液氮冻存胰腺组织常规提取总蛋白, 
-80℃保存备用. BCA法测定蛋白浓度, 聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离蛋白. 半干转膜仪转膜2 h, 100 
g/L脱脂奶粉封闭1 h, 加入1∶400稀释的兔抗大

鼠5-LOX抗体, 4℃过夜. 加入1∶500稀释的羊抗

兔Ig-HRP, 室温下反应2 h, ECL显色. 图像使用

Total Lab软件灰度扫描, 计算目的蛋白(5-LOX)

■研发前沿
急性胰腺炎的发
病机制目前尚不
明确, 通常认为是
炎症级联瀑布反
应, 而白三烯作为
一类重要的炎症
介质, 能促进中性
粒细胞等炎性细
胞活化和释放各
种细胞因子, 促进
炎 症 发 展 .  探 讨
ANP与产生白三
烯有关的机制是
当前研究的热点. 
5-LOX是白三烯
合成的限速酶, 而
5-LOX在哮喘、

炎症性肠病、类
风湿性关节炎等
急、慢性炎症性
疾病中的发病作
用都有研究, 但是
5-LOX在急性胰
腺炎中的作用机
制研究却鲜有报
道.
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与内参蛋白β-actin的比值. 
1.2.5 胰腺组织5-LOX的mRNA表达水平测定: 
术后各时相取胰尾部组织冻存于液氮中备用, 
以TRIzol法提取细胞总RNA, 用半定量RT-PCR
对转录产物进行扩增, 以β-actin作为内参对照, 
扩增产物经琼脂糖凝胶电泳后拍照. 用凝胶图

像分析系统拍照并自动进行电泳条带密度分析, 
以(靶基因的条带密度)/(内参照β-actin的条带密

度)代表靶基因的表达水平. 大鼠β-actin引物(上
游5'-TTGTCACCAACTGGGACGATATGG-3', 
下游5'-CGACCAGAGGCATACAGGGACAAC
-3', 扩增片段为217 bp), 大鼠5-LOX引物(上游

5'-CCCGGGGCATGGAGAGCA-3', 下游5'-GCG
GTGGGGCAGCGTGTC-3', 扩增片段为515 bp).
1.2.6 血清LTB4水平: 应用ELISA法检测各组大

鼠血清LTB4水平, 严格按照说明书进行操作, 测
定A值, 绘制出标准曲线, 比照标准曲线查出各

个A值对应的浓度(ng/L). 

1.2.7 血清淀粉酶检测: 应用全自动生化分析仪

检测各组大鼠血清淀粉酶水平, 单位采用IU/L. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 经

过正态性和方差齐性(Levene检验法)检验, 多
个样本均数间的多重比较采用单因素方差分析

ANOVA中SNK检验. 以α = 0.05作为检验水准. 
采用SAS6.0统计软件进行分析.

2  结果

2.1 免疫组化法检测各组大鼠胰腺组织5-LOX的

表达 假手术组大鼠胰腺组织未见5-LOX表达, 
ANP组可见明显表达(P <0.05); 与ANP组相比较, 
齐留通组各个时点的表达均显著降低, 差异具

有统计学意义(P <0.05, 图1, 表1). 
2.2 Western免疫印迹法检测各组大鼠胰腺组织

5-LOX的表达 假手术组有极少的5-LOX表达, 
ANP组可见明显表达(P <0.05); 与ANP组相比较, 
齐留通组各个时点的表达均显著降低, 差异具

■相关报道
已往研究发现在
大鼠急性胰腺炎
模型中, 出现中性
粒细胞的活化和
白三烯B4的大量
生成. Cuzzocrea 
e t  a l 研 究 发 现 , 
5-LOX基因敲除
小鼠用雨蛙肽诱
导急性胰腺炎模
型, 其胰腺炎症明
显 减 轻 .  均 提 示
5-LOX在急性胰
腺炎的发生发展
中起重要作用, 但
是对于其表达和
作用机制不甚清
楚.

表 1 免疫组化检测各组大鼠胰腺组织5-LOX蛋白及mRNA表达 (mean±SD, %)

     
分组

            蛋白              mRNA

               6 h          12 h      24 h   6 h             12 h         24 h

假手术组     0.000±0.000       0.000±0.000       0.000±0.000       0.192±0.017       0.189±0.010       0.186±0.008

ANP组     2.667±0.516a      4.500±0.548a      5.833±0.408a      0.366±0.004a      0.949±0.013a      0.400±0.006a

齐留通组     1.333±0.516c      3.000±0.632c      3.833±0.753c      0.285±0.005c      0.608±0.005c      0.297±0.002c

aP<0.05 vs  假手术组; cP<0.05 vs  ANP组相应时点.

A B C

D E F

图 1 ANP组和齐留通组胰腺组织5-LOX表达(免疫组织化学×400). A-C: ANP组6、12、24 h; D-F: 齐留通组6、12、24 h.
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有统计学意义(P <0.05, 图2).
2.3 5-LOX mRNA的表达 假手术组胰腺组织有较少

的5-LOX mRNA表达, ANP组各时点表达水平较假

手术组均有所升高, 且差异有统计学意义(P<0.05); 
齐留通组各时相5-LOX mRNA表达水平均低于

ANP组, 差异有统计学意义(P<0.05, 图3, 表1). 
2.4 各组大鼠血清LTB4水平 假手术组各时点大

鼠血清LTB均较低, ANP组较假手术组LTB4水
平明显升高, 两者差异具有统计学意义(P <0.05); 
与ANP相比, 齐留通组各时点LTB4水平均显著

下降(P <0.05, 图4). 
2.5 各组大鼠血清淀粉酶水平 假手术组淀粉酶

水平均很低, ANP组各时点的淀粉酶水平均升高

(P <0.05); 与ANP组相比, 齐留通组水平均降低, 
差异有统计学意义(P <0.05, 表2). 

3  讨论

急性胰腺炎是临床常见的消化系统急症, 发病

因素复杂, 近年的研究证实, LTs是一种重要的

炎症和过敏介质, 而5-LOX是LTs产生的限速

酶. 5-LOX途径的主要代谢产物为白三烯, 包括

LTA4、LTB4、LTC4、LTD4、LTE4等. LTs是目

前已知最强的中性粒细胞和嗜酸性粒细胞活化

因子之一, 在许多炎症和过敏性疾病中都起到

重要作用, 如哮喘、类风湿性关节炎等, 其能够

介导内皮细胞和中心粒细胞表面黏附分子的表

达, 促进中性粒细胞等炎性细胞的迁移、渗出

和聚集, 引起炎症反应. 已有研究发现在大鼠急

性胰腺炎模型中, 出现中性粒细胞的活化和白

三烯B4的大量生成[6]. 
许多研究证实5-LOX及其代谢产物在许多

慢性炎症性疾病中起到很重要的作用. 近年来

关于LTs与哮喘的研究比较多, Turner et al [7]研

究表明LTB4可使中性粒细胞从肺毛细血管滤

出, 同时增加呼吸道对组胺及乙酰胆碱的反应

性. LTC4、LTD4、LTE4对血管、支气管组织

具有强烈的致痉作用, 抑制5-LOX活性可减少炎

症介质和过敏性慢反应物质的生成. Chen et al [8]

通过对5-LOX基因敲除的小鼠进行研究, 用卵清

蛋白致敏再用卵清蛋白气雾剂自小鼠气道吸入

的小鼠“哮喘”模型中, 与5-LOX野生型相比, 
5-LOX基因缺失型小鼠对卡巴胆碱刺激不产生

明显的气道阻力增加, 并且募集至气管和肺组

表 2 各时点胰腺组织淀粉酶水平 (IU/L, mean±SD, n  = 18)

     
分组                6 h              12 h              24 h

假手术组    576.00±14.19    581.67±13.03    577.17±15.30

ANP组  2123.50±49.11a  3531.17±74.14a  2903.33±90.90a

齐留通组  1967.50±41.21c  3242.33±87.76c  2286.83±93.91c

aP<0.05 vs  假手术组; cP<0.05 vs  ANP组相应时点.

■创新盘点
本论文深入研究
了5-LOX在大鼠
ANP胰腺组织中
mRNA和蛋白水
平的表达活化程
度以及代谢产物
LT B 4 的 合 成 增
加, 为进一步探讨
5-LOX在急性胰
腺炎发病机制中
的作用提供充分
的理论依据.

图 2 ANP组和齐留通组胰腺组织5-LOX、β-actin蛋白的
表达. 1、3、5: ANP组6、12、24 h; 2、4、6: 齐留通组6、

12、24 h.

1       2       3      4       5     6

5-LOX (78 000 bp)

β-actin (42 000 bp)

图 3 ANP组和齐留通组胰腺组织5-LOX、β-actin mRNA
表达. 1、3、5: ANP组6、12、24 h; 2、4、6: 齐留通组6、

12、24 h.

M     1     2     3     4     5    6

5-LOX
(515 bp)

β-actin 
(217 bp)

200 bp

500 bp

图 4 各组大鼠血清LTB4水平.
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织的炎症细胞(如嗜酸性粒细胞)也显著减少. 
5-LOX代谢产物LTB4是一个作用很强的趋

化因子, 他可以激活并聚集许多炎性和免疫效

应细胞, 作用于各种免疫现象所涉及的T细胞释

放各种细胞因子, 如IL-1、IL-2、INF-γ、肿瘤坏

死因子及基质金属蛋白酶-2、基质金属蛋白酶

-3和基质金属蛋白酶-9[9-11]. 有研究员证实口服

LTB4受体拮抗剂可对类风湿性关节炎进行长期

治疗[12], 这也提示LTB4在炎性过程及类风湿关

节炎的发病机制中起到重要作用. Gursal et al研
究发现类风湿性关节炎患者滑液和血清中含有

高浓度的LTB4[13], Nickerson et al通过对Ⅱ型胶

原诱导的关节炎小鼠模型进行研究, 证实抑制

5-LOX的活性后, 可抑制中性粒细胞在关节内的

聚集和渗出, 降低了关节部位的炎症反应程度, 
减轻了疼痛症状, 抑制了Ⅱ型胶原诱导的关节

炎小鼠关节的病情发展[14]. Cuzzocrea et al [15]也

用实验证实, 5-LOX在炎症性肠病中起到重要作

用, 通过实验证实, 与5-LOX野生型炎症性肠病

小鼠相比, 5-LOX基因缺失型小鼠结肠损伤范围

和程度都明显降低, 并且ICAM-1、VCAM-1、
P-selectin、E-selectin表达也显著减少. 

但是, 关于5-LOX在急性胰腺炎中的作用

机制研究却鲜有报道, Cuzzocrea et al [16]通过对

5-LOX基因敲除小鼠进行研究, 发现在雨蛙肽处

理过的5-LOX基因敲除急性胰腺炎小鼠的胰腺

和肺组织中, 细胞内的黏附分子-1, P-选择素, E-
选择素的表达、髓过氧化物酶活性、胰腺炎症

和组织损伤程度都较5-LOX野生型小鼠显著减

少. 据此推断, 5-LOX在急性胰腺炎的发生发展

中起到重要作用. 
齐留通是一种5-LOX选择性抑制剂, 本实验

使用齐留通进行干预, 使用免疫组化和Western 
blot免疫印迹来检测各组大鼠胰腺组织5-LOX的

蛋白表达, 发现假手术组5-LOX表达极微, ANP
组每个时点5-LOX表达都较假手术组明显增加, 
齐留通组5-LOX表达较ANP组明显减少. 

总之, 5-LOX与急性胰腺炎的关系十分密

切, 其代谢产物是急性胰腺炎发生、发展中十

分重要的一类炎性介质, 是急性胰腺炎治疗的

靶分子之一. 对5-LOX蛋白的表达及调节的研究

在急性胰腺炎治疗中具有发展前景. 随着人们

对急性胰腺炎中5-LOX和代谢产物LTs作用的逐

步认识和相关药物的开发, 对急性胰腺炎发病

机制的认识会更全面, 治疗会更合理. 
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Abstract
A I M :  T o  i n v e s t i g a t e  t h e  t h e r a p e u t i c 
mechanism of 5-ASA in inflammatory bowel 
disease (IBD) through observation of its effects 
on serum level of IL-8 and PMN apoptosis 
in trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS)-
induced rat colitis.

METHODS: Thirty female Sprague-Dawley (SD) 
rats were randomly divided into three groups, 
namely, normal control group (group A) and 
colitis groups (group B and C). Then group B 
was given 1 mL normal saline while group C 
was given 5-ASA (200 mg/kg) for 7 d. All of 
the animals in three groups were anesthetized, 
and the macroscopic and histological changes 
of the colon were evaluated and scored. Expres-

sion of serum IL-8 was detected using ELISA, 
and the apoptosis of PMN was examined by 
flow cytometry.  

RESULTS: Compared with group A, macro-
scopic and histological scores and the serum 
level of IL-8 were significantly higher in group B 
(2.74 ± 0.437 vs 0.27 ± 0.346, 5.10 ± 1.101 vs 0.50 ± 
0.527, 4.70 ± 0.949 vs 0.44 ± 0.458, 720.97 ± 71.718 
ng/L vs 129.88 ± 18.399 ng/L, all P < 0.01), but 
they were markedly decreased in group C than 
in group B (1.34 ± 0.385 vs 2.74 ± 0.437, 1.70 ± 0.483 
vs 5.10 ± 1.101, 1.50 ± 0.850 vs 4.70 ± 0.949, 392.84 
± 43.628 ng/L vs 720.97 ± 71.718 ng/L, all P < 
0.01). Compared with group A, PMN apoptosis 
rate was notably lower in group B (30.54% ± 
4.036% vs 56.13% ± 5.188%, P < 0.01), but it was 
markedly increased in group C (48.89% ± 4.522%) 
than in group B (P < 0.01).  

CONCLUSION: There is notably therapeutic ef-
fect in topical enema with 5-ASA for IBD, which 
may be related to reduced serum level of IL-8 
and induced PMN apoptosis.  

Key Words: Inflammatory bowel disease; Trinitroben-
zene sulphonic acid; 5-aminosalicylic acid; Interleukin 
-8; Polymorphonuclear neutrophil; Apoptosis

He WC, Li J, Zhou R, Tang PF. Effect of 5-ASA on serum 
level of IL-8 and PMN apoptosis in TNBS-induced 
rat colitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(13): 
1297-1302

摘要
目的: 观察5-ASA对三硝基苯磺酸(TNBS)灌
肠诱发的结肠炎大鼠血中性粒细胞凋亡及血
清IL-8水平的影响, 并探讨5-ASA治疗炎症性
肠病(IBD)的作用机制. 

方法: 成年SD大鼠30只, ♀, 随机分成A、B、
C组, A组为正常对照组, B、C组采用TNBS/乙
醇灌肠制作大鼠结肠炎模型. B组每天给予
生理盐水1 mL灌肠, C组每天给予5-ASA溶液
(200 mg/kg)灌肠, 连续7 d. 经过处理后评定各
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■背景资料
5-ASA作为一种
有效的 I B D治疗
药物, 已被广泛应
用于临床, 但其具
体治疗机制尚不
明确. 近年来研究
发现5-ASA对IBD
疾病免疫和炎症
瀑布过程中的多
数因素均有作用. 
本次研究通过观
察5-ASA对TNBS
结肠炎大鼠血中
性粒细胞(PMN)
凋亡及血清 IL-8
水平的影响, 来探
讨其治疗机制. 

■同行评议者
刘占举, 教授, 同
济大学附属第十
人民医院胃肠内
科



组大鼠一般状况、结肠大体损伤及结肠组织
学损伤; 在全麻下心脏采血, 分别通过流式细
胞术检测血中性粒细胞凋亡率及通过酶联免
疫吸附法检测血清中IL-8浓度. 

结果: 与A组比较, B组的DAI评分、大体损
伤评分和组织学损伤评分及血清IL-8水平均
显著升高(2.74±0.437分 vs  0.27±0.346分, 
5.10±1.101分 vs  0.50±0.527分, 4.70±0.949
分 vs  0.44±0.458分, 720.97±71.718 ng/L vs  
129.88±18.399 ng/L, 均P <0.01), 而C组(1.34
±0.385分, 1.70±0.483分, 1.50±0.850分, 
392.84±43.628 ng/L)明显低于B组(均P <0.01); 
与A组比较 ,  B组中性粒细胞凋亡率明显降
低(30.54%±4.036% vs  56.13%±5.188%, 
P <0.01), 而C组(48.89%±4.522%)明显高于B
组(P <0.01). 

结论: 5-ASA灌肠对结肠炎大鼠具有显著的
治疗作用, 其机制可能与其降低血清IL-8水平
及诱导血中性粒细胞凋亡有关. 

关键词: 炎症性肠病; 三硝基苯磺酸; 5-氨基水杨

酸; 白介素-8; 中性粒细胞; 凋亡
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)包
括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和Crohn's
病(Crohn's disease, CD), 是一种病因和发病机

制至今尚未完全明确的慢性肠道炎症性疾病. 
目前认为IBD发病机制可能涉及遗传、免疫失

调、感染、环境及精神心理因素等诸多方面, 
并认为他是多种炎症细胞、细胞因子、炎症介

质、神经内分泌肽及活性氧共同作用引起的肠

道黏膜的损伤[1]. 目前针对性的治疗药物主要

包括氨基水杨酸类制剂、糖皮质激素、免疫

抑制剂、黏膜保护剂等. 氨基水杨酸类制剂(如
5-ASA)是目前临床上最为常用的治疗IBD的药

物, 但其治疗机制并未完全明确. 本次研究通过

观察5-ASA对TNBS结肠炎大鼠血中性粒细胞

(polymorphonuclear neutrophil, PMN)凋亡及血

清IL-8水平的影响, 来探讨其治疗机制. 

1  材料和方法

1.1  材料  清洁级健康成年♀未育S p r a g u e-
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Dawley(SD)大鼠30只, 7 wk龄, 体质量190-220 g, 
由武汉大学实验动物研究中心提供; 50 g/L 2, 4, 
6-三硝基苯磺酸(2, 4, 6-TNBS)和5-氨基水杨酸

(5-ASA)均购自美国Sigma公司; 大鼠IL-8 ELISA
试剂盒为英国R&D公司产品; 大鼠淋巴细胞分

离液Ficoli购自天津灏洋生物有限公司; 红细胞

裂解液为北京索莱宝科技有限公司产品; RPMI 
1640培养液购自美国Gibco公司; 100 mL/L胎牛

血清购自杭州四季青生物工程材料有限公司; 
Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒购自南京

凯基生物科技发展有限公司; 酶标仪购自日本日

立公司; 流式细胞仪购自德国PARTEC公司. 
1.2 方法 
1.2.1 动物模型的制备及处理: 30只SD大鼠, 置
于温度为(22±1)℃, 湿度为50%-70%的净化动

物饲养房内, 混合食料喂养, 自由饮水. 随机数

字表法将大鼠随机分成A、B、C组, 每组各10
只. A组作为正常对照组, B、C组参考文献[2-3]
方法建立大鼠结肠炎模型: 第1天观察记录实验

前大鼠的一般情况, 第2天禁食不禁水1 d, 第3天
用20 g/L异戊巴比妥钠(40 mg/kg)ip麻醉, 用橡

胶管经大鼠肛门插入结肠深约8 cm, 每只大鼠

一次性注入TNBS/乙醇混合溶液(按100 mg/kg
的量计算TNBS加上等体积的无水乙醇). 第4天
观察造模效果, 造模成功后, 第5天, 各组分别给

予不同的处理方法: B组给予生理盐水1 mL灌
肠; C组给予5-ASA溶液(200 mg/kg)1 mL灌肠; 
此后每天于同一时间段给药1次, 于治疗7 d后在

全麻下取材.  
1.2.2 观察指标及检测方法: (1)大鼠的一般情况: 
每天在给予处理前观察大鼠精神状态、毛发光

泽、活动状态等变化并记录体质量变化、大便

性状和便血情况(大便潜血试纸检测). 对后三项

指标进行疾病活动指数(disease activity index, 
DAI)评分. DAI = (体质量下降分数+大便性状分

数+便血分数)/3. (2)大鼠结肠组织大体损伤评分

和组织学损伤评分: 各组大鼠均在第12天全麻

下取远端结肠约12 cm, 沿纵轴剪开肠管并用冰

盐水冲洗干净后, 参考文献[4]进行局部结肠大

体损伤评分. 此后, 取病变段结肠标本经40 g/L
甲醛固定、石蜡包埋后切片进行HE染色, 光镜

下观察炎症浸润情况, 并采用Fedorak积分标准

进行组织学损伤评分[5]. (3)大鼠血清IL-8浓度检

测: 第12天各组大鼠全麻下心脏取血, 酶联免疫

吸附实验(ELISA)检测血清IL-8浓度. 具体方法

及操作步骤按试剂盒说明书进行, 根据测得标
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■相关报道
Brannigan et  a l
通过比较 I B D 患
者与癌症患者肠
系膜静脉血中性
粒 细 胞 凋 亡 ,  发
现 I B D 患者静脉
血中性粒细胞凋
亡 明 显 受 到 抑
制, 同时发现IBD
患者血清 IL-8水
平 显 著 增 高 ,  而
pro-caspase 3表
达水平显著降低;  
Leuenroth et al 通
过中性粒细胞的
体外培养方法, 发
现 IL-8能抑制中
性粒细胞凋亡, 并
认为可能是通过
影响Fas/FasL途
径. 

■研发前沿
目前关于5-ASA
治疗 I B D 的机制
研究主要集中在: 
(1)对机体免疫系
统 的 影 响 ,  其 中
又以对淋巴细胞
平衡及凋亡和细
胞因子网络的影
响为热点 ;  (2)对
炎症损伤的影响, 
其中又以对炎症
介质的影响及活
性氧族的清除作
用 为 热 点 .  关 于
5-ASA对中性粒
细胞的影响的研
究很少. 目前众多
研究只是发现其
对免疫和炎症瀑
布过程中的众多
因素有作用, 而对
各因素之间的相
互联系及其上下
游关系比较模糊, 
以致其具体机制
尚不明确. 
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准品的A值及对应浓度结果绘制出标准曲线, 根
据标准曲线估算出样本中IL-8的浓度. (4)大鼠

血PMN提取、纯化与培养: 第12天各组大鼠在

全麻下心脏取血约3 mL, 肝素抗凝, 参考文献

[6-7]采用密度梯度离心法分离出PMN, 经台盼

蓝染色法检测PMN活力>98%、瑞氏染色法检

测PMN纯度>95%后悬于含100 mL/L胎牛血清

的RPMI-1640培养液中, 并调整细胞浓度为1×
106/L, 置于50 mL/L CO2浓度、37℃培养箱中培

养24 h. (5)大鼠血PMN凋亡的检测: 取培养24 h
后的PMN, 用PH为7.2的PBS洗涤两次, 调整细胞

浓度为1×106/L, 按Annexin V-FITC细胞凋亡检

测试剂盒说明书进行染色后上流式细胞仪进行

凋亡检测. 
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 使

用SPSS13.0统计软件进行统计分析, 采用方差分

析法判断资料的同质性, 两组间比较采用t检验, 
两变量之间的相关关系采用Spearman相关分析, 
两变量之间的回归曲线关系采用曲线估计分析, 
P <0.05认为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠造模后的一般状况 大鼠经TNBS灌肠苏

醒后, 都明显出现食量下降, 稀便(其中尚有7只(B
组3只, C组4只)大鼠出现黏液血便)等消化系症状

以及毛发无光泽、精神萎靡、体质量下降等全

身改变. 经5-ASA治疗后的大鼠上述表现逐渐好

转, 处死前治疗组大鼠已无稀便及血便, 精神明

显好转, 食量和体质量明显增加, DAI评分明显下

降(表1). 
2.2 结肠大体形态损伤 B组大鼠结肠炎症病变

主要靠近肛门段结肠, 病变黏膜弥漫性充血、

水肿、脆性增加, 糜烂和溃疡形成, 局部肠壁增

厚, 肠腔狭窄, 部分大鼠的结肠与周围组织粘连, 
甚至有腹水形成. 经过5-ASA治疗后的大鼠结肠

局部病变明显好转, 大部分仅表现为局部肠壁

黏膜充血、增厚或瘢痕形成, 少部分尚有局部

点状糜烂、浅溃疡. B组结肠大体损伤评分明显

高于A组(P <0.01, t  = 11.92), C组则明显低于B组
(P <0.01, t  = 8.95, 表1). 
2.3 结肠组织学损伤 TNBS/乙醇造模后, 组织学

检查病变主要位于黏膜及黏膜下层, 以PMN浸

润为主, 亦可见数量不等的巨噬细胞和嗜酸性

粒细胞, 黏膜糜烂及溃疡形成, 且病变部位腺体

排列紊乱. 经过5-ASA治疗后, 糜烂及溃疡灶被

肉芽组织及新生的腺上皮组织取代, 局部纤维

组织增生, 尚有散在炎性细胞, 以单核细胞及巨

噬细胞为主(图1). B组大鼠组织学损伤评分显著

高于A组大鼠(P <0.01, t = 12.79), 而C组组织学损

伤评分较B组显著降低(P <0.01, t = 7.95, 表1). 
2.4 血清IL-8浓度 先通过标准品绘制出标准曲

线, 通过标准曲线计算出各组样本中IL-8的平均

浓度, 经统计分析发现: B组血清IL-8的浓度明

显高于A组(P <0.01, t = 25.25), 而C组血清IL-8的
浓度明显低于B组, 差异极具显著性(P <0.01, t = 
12.36, 表2). 
2.5 血PMN凋亡率 B组血PMN凋亡率明显低于

A组(P <0.01, t = 12.31), C组凋亡率明显高于B组, 
差异极具显著性(P <0.01, t = 9.57), 但较A组低

(P <0.01, t = 3.33, 表2). 
2.6 血清I L-8浓度与血P M N凋亡率的相关及

回归关系 把测得的各大鼠的血清IL-8浓度及

其对应的血PMN凋亡率输入SPSS13.0统计软

表 1 治疗组与各对照组大鼠一般状况比较 (n  = 10, mean±SD)

     
分组         体质量增加比(%)     食量增加比(%)            DAI            大体评分           组织学评分

A组  13.39±3.482e     11.24         0.27±0.346f        0.50±0.527e          0.44±0.458e

B组 -7.42±1.263b   -54.84         2.74±0.437b        5.10±1.101b          4.70±0.949b

C组   5.60±1.216c       5.32         1.34±0.385d        1.70±0.483d          1.50±0.850d

体质量变化 = 第12天大鼠体质量-第1天大鼠体质量/第1天大鼠体质量; 食量变化 = 第12天每组大鼠平均食量-

第1天每组大鼠平均食量/第1天每组大鼠平均食量; bP<0.01 vs  A组; cP<0.05,dP<0.01 vs  B组; eP<0.05, fP<0.01 

vs  C组.

表 2 各组大鼠血清IL-8浓度及PMN凋亡率结果 (mean
±SD)

     
分组                 IL-8(ng/L)                  PMN凋亡率(%)

A组     129.88±18.399b                56.13±5.188e

B组   720.97±71.718b                30.54±4.036f

C组   392.84±43.628d                48.89±4.522d

bP<0.01 vs  A组; dP<0.01 vs  B组; eP<0.05, fP<0.01 vs  C组.

■创新盘点
本 次 研 究 发 现
5-ASA能够降低
中 性 粒 细 胞 趋
化 、 活 化 因 子
IL-8水平, 能够诱
导中性粒细胞凋
亡, 从而为5-ASA
治疗 I B D 提供一
种可能机制. 
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件, 进行Spearman相关分析及曲线估计分析得:  
Spearman相关系数 = -0.833(P <0.01), 即两者呈

高度负相关; 曲线估计分析得回归方程为y = 
(59.134-0.18x-3×10-5x2)×100 (R2 = 0.827, 图2).

3  讨论

本次实验采用TNBS/乙醇制作IBD大鼠模型, 大
鼠造模后的一般表现、结肠大体形态、组织学

变化均与人类炎症性肠病的特点相似. C组大鼠

经7 d的5-ASA灌肠治疗后症状和体征均有明显

好转, 且各项指标(食量变化、体质量变化、表

观形态评分、DIA评分、组织学评分)均与生理

盐水对照组有显著性好转, 再次证明5-ASA对结

肠炎有明显的治疗作用, 而本次研究结果出现

5-ASA治疗组上述各种指标与正常对照组有统

计学差异, 分析其原因可能是我们此次研究选

用的治疗时间太短(仅7 d), 经治疗后病变并没有

痊愈所致. 
IBD的发病机制迄今还不明确, 目前较多学

者趋向于认为IBD的发病机制是由多种因素相

互作用, 导致体内免疫系统失调, 细胞因子网络

平衡破坏, 大量炎症细胞活化并向炎症部位趋

化募集, 释放多种炎症因子, 而引起肠组织的炎

症反应[8-9]. 因此, 近年来各种细胞因子、炎症细

胞在IBD的发病及治疗中的作用备受关注. 
IL-8是一种促炎细胞因子, 主要由单核细

胞、内皮细胞、表皮细胞以及T淋巴细胞在

IL-1、TNF-α和外源性因子脂多糖的刺激下产

生. IL-8又是一种很强的PMN趋化因子, 且能促

进PMN的溶酶体酶活性和吞噬作用, 他在PMN
介导的组织损伤中起重要作用. 许多研究发现

IL-8在IBD的发病及治疗中起着十分重要的作

用: Matsuda et al [10]通过实时定量PCR分析发现活

动期UC患者肠组织中浸润的IL-8 mRNA表达明

显增加; Daig et al [11]发现IBD患者肠黏膜中IL-8
升高的程度与局部炎症程度相一致, 这种关系

尤其见于有大量PMN浸润形成隐窝脓肿的患者; 
Braunstein et al [12]通过动物实验发现抗IL-8抗体

对IBD具有明显的治疗作用. 本研究也发现结肠

炎模型组大鼠血清IL-8浓度显著高于正常对照

组, 这与上述研究结果相一致, 同时发现5-ASA
治疗组大鼠血清IL-8水平显著低于模型组, 这说

明5-ASA能下调结肠炎大鼠血清IL-8水平. 
PMN是机体免疫防御系统中的一类重要细

胞, 他在血液的非特异性细胞免疫系统中起着

十分重要的作用, 他处于机体抵御病原体入侵

的第一线, 然而他又是一类主要的急性期炎症

细胞, 能产生多种炎性介质, 如前列腺素、白三

烯、血栓素、活性氧等介导和放大炎症反应, 
且当其解体时能释出溶酶体酶而溶解周围正常

组织, 从而引起组织损伤[13-14]. 而当PMN凋亡后

被巨噬细胞吞噬、清除, 这样不但能使PMN不

释放炎症介质及溶酶体酶, 而且也缩短了PMN
介导炎症反应的时间. 大量研究表明: IBD急性

期肠固有膜内有大量PMN浸润, PMN在IBD的

发生发展中起着重要作用[11], 且有众多研究报
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图 2 血PMN凋亡率与血清IL-8浓度的曲线关系. 回归方程

为y = (59.134-0.18x-3×10-5x2)×100(R2 = 0.827).

图 1 各组大鼠结肠组织镜下观(HE,×200). A: 正常对照组, 正常肠黏膜形态完整、层次清楚、腺体排列整齐; B: 生理盐

水对照组, 结肠炎大鼠肠黏膜上皮破坏形成局部糜烂甚至溃疡、腺体破坏甚至消失、大量炎性细胞浸润甚至形成局部脓

肿;  C: 5-ASA治疗组, 经过5-ASA 7 d灌肠治疗后大鼠肠黏膜及腺体逐渐被修复、炎性细胞浸润减少, 但仍有散在炎症细

胞浸润. 

CBA■名词解释
疾 病 活 动 指 数
(DAI): 结合患者
( 患病动物 ) 的体
质量下降百分率
(体质量不变为0, 
1-5为1分, 5-10为
2分, 10-15为3分, 
大于15为4分)、
大 便 黏 稠 度 ( 正
常为0, 松散的大
便为2分, 腹泻为
4分 )和大便出血
(正常0分, 隐血阳
性为2分, 显性出
血为4分)3种情况
进行综合评分, 将
3项结果的总分除
以3即得到DAI值. 
即DAI = (体质量
指数+大便形状+
出血情况)/3. 
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道IBD患者血PMN凋亡延迟, PMN凋亡延迟可

能是IBD肠组织损伤的重要机制之一[15-16]. 因此

促进PMN凋亡能减轻炎症反应强度和时间, 从
而达到治疗IBD的目的. 近年来众多研究发现

5-ASA对免疫和炎症瀑布过程中的多数环节均

有作用. 目前关于5-ASA对免疫细胞的影响方面

的研究主要集中于淋巴细胞, 而5-ASA对PMN
有无影响尚不清楚. 本研究通过动物实验发现

结肠炎模型组大鼠血PMN凋亡率比正常对照组

显著降低(P <0.01), 而5-ASA治疗组大鼠凋亡率

显著高于结肠炎模型组(P <0.01), 此结果再次验

证了“IBD存在血PMN凋亡延迟或减少”, 同
时证明5-ASA能上调结肠炎大鼠血PMN凋亡率, 
从而减轻炎症反应和黏膜损伤. 

P M N凋亡受抑制的具体机制尚不明确 , 
诸多研究认为可能与多种炎性因子表达失调

有关 [17-18],  尤其与IL-8的关系受到许多学者的

关注. Dunican et al [19]通过细胞培养技术发现

TNF-α诱导的PMN凋亡延迟是通过IL-8介导的; 
Leuenroth et al [20]进一步发现IL-8可能通过抑制

Fas-FasL的结合而发挥抑制PMN凋亡的作用. 而
本次实验也发现血清IL-8水平与血PMN凋亡率

呈高度负相关(r  = -0.883), 且呈一定的曲线关系, 
此结果与文献报道相符, 据此我们推测5-ASA可

能通过影响IL-8的表达而影响PMN凋亡. 而IL-8
具体通过何种途径抑制血PMN凋亡尚有待进一

步研究. 
总之, 通过本次研究我们可以推测5-ASA

治疗IBD的可能机制为: 一方面能下调IBD患者

血及局部肠组织IL-8水平, 从而减少局部PMN
浸润和激活, 解除IL-8对PMN凋亡的抑制作用, 
从而减轻局部炎症反应强度; 另一方面又可能

通过各种其他信号途径直接促进I B D患者血

PMN凋亡, 从而减少活化PMN数量, 减少PMN
释放炎性介质, 而达到消除炎症减少肠组织损

伤的目的. 
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2007 年内科学类期刊总被引频次和影响因子排序
                                                                   总被引频次                   影响因子                   

                                                          数值      学科排名       离均差率 数值       学科排名     离均差率

1170 JOURNAL OF GERIATRIC CARDIOLOGY      19 44 -0.98  0.059  44            -0.89 

G275 WORLD JOURNAL OF GASTROENTEROLOGY 4431   1   3.46  0.745  10              0.38 

G803 肝脏       467 28 -0.53  0.537  17            -0.01 

G938 国际呼吸杂志      521 25 -0.48  0.386  32            -0.29 

G415 国际内分泌代谢杂志      654 20 -0.34  0.520  19            -0.04 

G939 国际脑血管病杂志      662 19 -0.33  0.480  22            -0.11 

G501 临床肝胆病杂志      497 26 -0.50  0.318  36            -0.41 

G291 临床骨科杂志      689 18 -0.31  0.455  25            -0.16 

G658 临床荟萃     1169 13   0.18  0.233  40            -0.57 

G257 临床内科杂志      651 21 -0.35  0.367  34            -0.32 

G855 临床消化病杂志      292 36 -0.71  0.394  30            -0.27 

G261 临床心血管病杂志      866 17 -0.13  0.474  24            -0.12 

G293 临床血液学杂志      341 34 -0.66  0.347  35            -0.36 

G491 岭南心血管病杂志      157 41 -0.84  0.110  43            -0.79 

G662 内科急危重症杂志      276 37 -0.72  0.318  36            -0.41 

G746 实用肝脏病杂志      297 35 -0.70  1.100    3              1.04 

G190 世界华人消化杂志    2353   5   1.37  0.568  15 0.05 

G800 胃肠病学       376 33 -0.62  0.372  33            -0.31 

G326 胃肠病学和肝病学杂志      468 27 -0.53  0.399  29            -0.26 

G451 现代消化及介入诊疗        84 43 -0.92  0.230  41            -0.58 

G083 心肺血管病杂志      214 40 -0.78  0.206  42            -0.62 

G419 心血管病学进展      467 28 -0.53  0.419  27            -0.23 

G260 心脏杂志       523 24 -0.47  0.392  31            -0.28 

G610 胰腺病学       223 38 -0.78  0.282  38            -0.48 

G234 中国动脉硬化杂志      869 16 -0.13  0.521  18            -0.04 

G422 中国脑血管病杂志      223 38 -0.78  0.503  21            -0.07 

G267 中国实用内科杂志    2121   7   1.13  0.601  13 0.11 

G211 中国糖尿病杂志    1284 11   0.29  0.931    7 0.72 

G203 中国心脏起搏与心电生理杂志     616 23 -0.38  0.599  14 0.11 

G633 中国血液净化      449 31 -0.55  0.478  23            -0.12 

G119 中国循环杂志      643 22 -0.35  0.411  28            -0.24 

G231 中华肝脏病杂志    2746   4   1.76  1.056    4 0.95 

G235 中华高血压杂志      982 15 -0.01  0.757    9 0.40 

G639 中华老年多器官疾病杂志     143 42 -0.86  0.235  39            -0.57 

G876 中华老年心脑血管病杂志     465 30 -0.53  0.431  26            -0.20 

G150 中华老年医学杂志    1010 14   0.02  0.510  20            -0.06 

G155 中华内分泌代谢杂志    1548   9   0.56  1.032    5 0.91 

G156 中华内科杂志    3238   3   2.26  0.847    8 0.57 

G161 中华肾脏病杂志    1477 10   0.49  1.018    6 0.88 

G285 中华消化内镜杂志    1271 12   0.28  0.607  12 0.12 

G168 中华消化杂志    2249   6   1.26  1.123    2 1.08 

G892 中华心率失常学杂志      384 32 -0.61  0.568  15 0.05 

G170 中华心血管病杂志    3705   2   2.73  1.217    1 1.25 

G172 中华血液学杂志    1632   8   0.64  0.633  11 0.17 

 平均值       994   0.541   

以上数据摘自《中国科技期刊引证报告》(2008年版). 科学技术文献出版社, 160-161.
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Abstract
AIM: To investigate the regulating role and 
significance of protein Livin, mitochondrial 
apoptosis-promoting protein Smac/DIABLO 
and PTEN in carcinogenesis and progression 
mechanism.  

METHODS: Real-time RT PCR was used to 
examine the expression of Livin mRNA and 
Smac/DIABLO mRNA in 75 gastric carcino-
ma specimens, 20 normal gastric tissues and 
20 adjacent tissues. The expression and loca-
tion of Livin, Smac/DIABLO and PTEN were 
detected using Western blot combined with 
immunohistochemistry (SP). 

RESULTS: The expression of Livin mRNA 
was significantly up-regulated in gastric carci-
noma specimens (6.374 ± 4.759), however, no 
expression was found in normal or adjacent 
tissues. There was a significance in expression 
between low differentiated carcinoma group 
and lymph node metastases group (χ2 = 9.60, 
5.51, P < 0.01 or 0.05). The expression of Livin 
mRNA had no correlation with tumor size, 
invasion of nerve or TNM stage. The expres-
sion of Smac/DIABLO mRNA was lower in 
gastric cancer tissues than in normal gastric 
tissues and adjacent tissues, but there was no 
significant difference (0.731 ± 0.420 vs 1.104 
± 0.276, 1.061 ± 0.737, all P > 0.05). The ex-
pression of Smac/DIABLO mRNA in gastric 
cancer tissues had no correlation with clinical 
pathological factors of gastric carcinoma. The 
expression of Smac/DIABLO held significant 
difference from intestinal-type gastric carci-
noma to diffuse-type gastric carcinoma (χ2 = 
5.06, P < 0.05). The expression of PTEN was 
not determined in gastric carcinoma tissues 
and normal tissues. 

CONCLUSION: There is a diversity of expres-
sion of Livin, Smac/DIABLO and PTEN in dif-
ferent stages and pathological types of gastric 
carcinoma. Real-time RT PCR and the expres-
sion of Livin and Smac/DIABLO could be ben-
eficial to diagnosis of gastric carcinogenesis, 
severity of differentiation, and chemotherapy 
sensitivity. 

Key Words: Inhibitor of apopotsis protein; Gastric 
carcinomas; Smac/DIABLO; Livin; Western blot

Zhao Y, Deng X, Wang Q. Expression of Livin, Smac/
DIABLO and PTEN and their relationships with human 
gastric adenocarcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(13): 1303-1311

摘要
目的: 探讨凋亡抑制蛋白Livin及线粒体促凋
亡蛋白Smac/DIABLO和PTEN在胃癌发生发
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■背景资料
L i v i n 在 黑 色 素
瘤、 白血病、肺
癌、膀胱癌、消
化系肿瘤等许多
恶性肿瘤中高表
达, 该基因可能在
肿瘤的发生发展
中起重要的作用, 
而Smac在不同癌
组织中表达不同, 
Smac高表达可增
强癌细胞对各种
凋亡刺激的敏感
性. 胃癌中是否存
在Smac介导的对
抗Livin抑制细胞
凋亡作用的负性
调节机制尚未得
到明确的研究结
论. 

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科; 关
玉盘, 教授, 首都
医科大学附属朝
阳医院消化科

   



展分子机制中的调控作用及意义. 

方法: 实时荧光定量PCR检测75例手术切除
胃癌患者组织, 20例癌旁组织及20例正常胃组
织中Livin mRNA和Smac/DIABLO mRNA的
表达, Western blot结合免疫组织化学法检测两
者与PTEN蛋白的表达及组织学定位.  

结果: 正常胃组织及癌旁组织中均无L i v i n 
mRNA表达, 胃癌组织中Liv in mRNA相对
表达量显著上调(6.374±4.759), 其表达在
低分化胃癌组及淋巴结转移组具有显著差
异(χ2 = 9.60, 5.51, P <0.01或0.05), 与肿瘤大
小, 浸润程度及TNM分期等病理表现无关; 
Smac/DIABLO mRNA胃癌组织中的表达水
平低于正常胃组织及癌旁组织, 但差异无显
著性(0.731±0.420 vs  1.104±0.276, 1.061±
0.737, 均P >0.05), Smac/DIABLO mRNA的
表达水平与胃癌各临床病理因素无关; 其蛋
白表达量与Smac/DIABLO mRNA的表达水
平存在差异. Smac/DIABLO在肠型胃癌与
弥漫型胃癌中的表达有显著差异(χ2 = 5.06, 
P <0 .05) .  正常胃黏膜及胃癌组织中未检出
PTEN蛋白表达.

结论: L i v i n、S m a c/D I A B L O及P T E N的
表达水平在不同阶段及病理类型的胃癌中
存在差异. 实时荧光定量P C R检测L i v i n及
Smac/DIABLO的表达量, 有可能为判断胃癌
的发生, 分化程度及预测化疗敏感性提供新
的指标.  

关键词: 凋亡抑制蛋白; 胃癌; Smac/DIABLO; 

Livin; 蛋白免疫印迹法
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0  引言

细胞凋亡与增殖失衡是导致肿瘤发生和进

展的病理基础 [1-3],  从分子水平探寻凋亡相关

基因的表达变化是目前胃癌研究中的热点 . 
L i v i n是新近发现的凋亡抑制蛋白(i n h i b i t o r 
of apopots is por te in, IAP)家族成员[4], 通过

BIR区与caspase-3, 7, 9结合并抑制其活性, 从
而抑制细胞凋亡[5-6]. Smac/DIABLO(second 
mitochondria -derived activator of caspase/
direct IAP-binding protein with low PI)是目前

发现的唯一存在于哺乳动物细胞中直接抑制
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IAPs的蛋白, 具有促进细胞凋亡的功能[7]. 第
10号染色体同源缺失性磷酸酶-张力蛋白基因

(phosphatase and tensin homology deleted on 
chromosome ten, PTEN)通过诱导细胞周期

阻滞和细胞凋亡等机制发挥抑制肿瘤的发生

发展的作用. 最近的研究表明, 凋亡抑制蛋白

Livin和线粒体促凋亡蛋白Smac/DIABLO之间

存在着相互拮抗、相互调节的关系, 两者复杂

的作用机制是肿瘤凋亡信号转导网络中的重

要环节. 本研究分别从分子水平及蛋白水平检

测三者在胃癌组织中的表达, 探讨其表达变化

与肿瘤发生发展及临床病理因素之间的关系, 
为胃癌的分子诊断、分型及预后转归等研究

奠定基础.  

1  材料和方法

1.1 材料 中国医科大学附属第二医院普通外

科2006-07/2008-07手术切除胃癌标本75例 , 
所有病例术前均未经放化疗 ,  术后均经病理

证实, 且临床资料完整. 年龄32-78岁, 中位年

龄63岁; 男48例, 女27例; 高分化4例, 中分化

9例, 低分化62例; 有局部淋巴结转移53例, 无
转移22例; Ⅰ期11例, Ⅱ期18例, Ⅲ期26例, Ⅳ
期20例 .  胃溃疡或十二指肠溃疡患者胃黏膜

20例作为正常对照(排除重度不典型增生). 20
例癌旁组织为取自距胃癌组织边缘5 c m以上

的胃黏膜组织, 病理证实无肿瘤细胞浸润、无

明显炎症且无明显细胞增生等病变. 肿瘤的分

期分级根据世界卫生组织及国际癌症防治联

合会制定的标准进行划分 .  主要试剂及仪器: 
鼠抗人Smac/DIABLO/Diablo mAb、辣根过

氧化物酶标记的羊抗兔及兔抗鼠二抗均购自

Cell Signaling Technology公司(USA); 兔抗人

Livin多克隆抗体BA1743购自武汉博士德生物

公司, 兔抗人Actin多克隆抗体购自Santa Cruz
公司(USA); 鼠抗人Livin mAb购自Alexesis公
司(USA); 鼠抗人PTEN mAb购自北京中山生

物技术有限公司, 工作浓度1∶75; PVDF膜购

自Roch公司(USA); 免疫组化SP试剂盒购自福

州迈欣生物技术公司 ;  U V P凝胶成像分析系

统购自Upland公司(USA); ABI PRISM 7500荧
光定量PCR扩增仪购自Applied Biosystems公
司(USA); Platinum SYBR Green qPCR Super 
Mix-UDG(#11733-046)、Platinum® Taq DNA 
polymerase(#10966-083)均购自Invitrogen公司

(USA); 核酸蛋白分析仪DU-800购自Backman

www.wjgnet.com

■研发前沿
细胞凋亡调节紊
乱是细胞恶性转
化及肿瘤进展的
关键因素之一. 研
究肿瘤细胞凋亡
的分子调控机制, 
阐明凋亡信号通
路及其相关调控
因子的相互作用
成为目前的研究
焦点.
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公司(U S A) ;  逆转录试剂购自P r o m e g a公司

(USA). 
1.2 方法

1.2.1 RNA提取及纯度测定: 取100 mg待检测的

组织, 应用TRIzol Reagent(Invitrogen, USA), 参
照说明书提供的方法抽提总RNA, 核酸蛋白分

析仪测定其纯度, A 260/A 280值为1.8-2.0, 达到反

转录要求. 计算样品总RNA浓度, 置于-80℃保

存备用.  
1.2.2 cDNA的合成: 逆转录反应体系包括细胞

总RNA 4 μL(0.5 g/L), 1 U/μL Rnasin 1 μL, 0.5 
g/L随机引物2 μL, 10 mmol/L dNTPs 1 μL, 5×
Buffer 5 μL, 200 U/L M-MLV 1 μL, DEPC水补足

至25 μL. 逆转录反应条件: 42℃, 60 min; 95℃, 
10 min; 4℃, 2 min后终止反应. 产物cDNA于

-80℃冻存. 
1 .2.3  实时定量RT-P C R检测L i v i n及S m a c /
D I A B L O基因的表达 :  应用A B I 7500 R Q-
P C R仪检测L i v i n m R N A及S m a c/D I A B L O 
m R N A的相对表达量 ,  引物根据G e n B a n k 
Liv inα/β(NM_022161, NM_139317)及Smac/
DIABLO(NM_019887)基因序列应用Pr imer 
5.0(Applied Biosystems)软件设计, 美国Applied 
Biosystems公司合成. 选取β-actin(AK225414)
作为内参. Livinα/β: 上游引物: 5'-TCCACAG
TGTGCAGGAGACT-3'; 下游引物: 5'-ACGGC
ACAAAGACGATGGAC-3'; 扩增产物为两种

片段:  Livinα: 312 bp, Livinβ: 258 bp; Smae/
DIABL:上游引物: 5'-TGT GAC GAT TGG CTT 
TGG AGT AAC-3'; 下游引物: 5'-TTC AAT 
CAA CGC ATA TGT GGT CTG-3'; 扩增产物片

段: 425 bp, β-actin: 上游引物:5'-GAGACCTT
CAACACCCCAGCC-3'; 下游引物: 5'-GGAGT
ACAGGTCTTTGCGGATG-3'; 扩增产物片段: 
512 bp.

25 μL PCR反应体系中需加入10 μL cDNA
模版, 引物各1 μmol, 10×Buffer 1 μL, 10 μL PCR
反应液(Platinum SYBR Green qPCR Super Mix-
UDG)包括1.5 U Platinum Taq DNA polymerase, 
20 mmol Tris-HCl(pH 8.4), 50 mmol KCl, 3 mmol 
MgCl2, dGTP、dATP、dCTP和dUTP各200 μmol
以及1 U uracil-DNA-glycosylase(UDG). 反应条

件: 50℃ 2 min(预热UDG), 95℃ 2 min(灭活UDG, 
激活DNA聚合酶); 95℃ 15 s, 退火61℃ 30 s, 50
个循环, 延伸72℃ 10 s. 

将胃癌组织及正常胃组织的cDNA按1∶10、

1∶100、1∶1000、1∶10000稀释, 分别构建Livin, 
Smac/DIABLO及β-actin的标准品及每次扩增的

标准曲线. 每次检测均设立空白阴性对照(NTC), 
每个样本设3个复管. 巢式RT-PCR对荧光定量

PCR的产物进行验证.
1.2.4 Western blot法检测蛋白在肿瘤组织和正

常组织中表达的差异: 将100 mg组织提取的总

蛋白用考马斯亮蓝试剂盒定量. 取50 μg蛋白上

样到150 g/L SDS-PAGE凝胶, 电泳. 将凝胶上的

蛋白电转移至NC膜, 以50 g/L脱脂奶粉4℃封闭

过夜, 分别加一抗(鼠抗人Livin mAb 1∶250, 兔
抗人Smac/DIABLO多克隆抗体, 兔抗人Actin多
克隆抗1∶200), 37℃孵育2 h, 0.1% TBST液漂

洗PVDF膜3×10 min, 取出PVDF膜加入二抗(辣
根过氧化物酶标记的兔抗鼠二抗1∶5000, 羊抗

兔二抗1∶5000), 37℃孵育2 h, TBST洗膜后加

入ECL试剂, 曝光, 显影, 定影, 对X光底片拍照

保存. 
1.2.5 免疫组化SP法检测蛋白表达: 所有组织标

本经40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋, 4 μm厚

切片. 石蜡切片经二甲苯脱蜡, 梯度乙醇水化, 
0.01 mol/L柠檬酸盐缓冲液(pH6.0)95℃抗原修

复10 min, 30 mL/L H2O2室温孵育10 min, 磷酸

盐缓冲液(PBS)冲洗后滴加非免疫性动物血清

室温孵育15 min, 加一抗(兔抗人Liv in多克隆

抗体抗体浓度为1∶50, 鼠抗人Smac/DIABLO
抗体1∶200, 鼠抗人PTEN mAb 1∶75)4℃孵育

过夜; PBS冲洗后滴加生物素标记二抗37℃孵育

10 min, 辣根过氧化物酶标记抗生物素三抗37℃
孵育15 min, PBS冲洗后DAB显色, 冲洗, 苏木

素复染, 透明封固. 封片, 显微镜观察并拍照. 以
已知的阳性切片作阳性对照(Liv in以人乳腺癌, 
Smac/DIABLO和PTEN以人胃腺癌为阳性对照, 
以PBS代替一抗作阴性对照). 

L iv i n和Smac/DIABLO蛋白阳性细胞主

要为胞质着色, 呈棕黄色颗粒, 胞核偶见着色. 
PTEN在胞核染色, 呈棕黄色颗粒. 将染色强度

和阳性细胞数结合判断Livin、Smac/DIABLO
和PTEN染色结果. 每张切片随机选取10个高

倍视野, 每个高倍视野计数100个癌细胞, 观察

阳性细胞染色强度, 计数阳性细胞百分比. 先
按染色强度打分: 与背景颜色相对比, 无色为

0分, 浅黄色为1分, 棕黄色为2分, 棕褐色为3
分. 再按阳性细胞所占的百分比记分, 阳性细

胞<5%为0分, 5%-25%为1分, 26%-50%为2分, 
>50%为3分. 两者之和是0分为阴性(-), 1-2分

■相关报道
凋亡抑制蛋白家
族IAPs的新成员 
L i v i n 在 凋 亡 信
号转导通路中发
挥 抑 制 作 用 ,  而
Smac是目前发现
的唯一存在于哺
乳动物细胞中直
接抑制IAPs的蛋
白 ,  可 以 与 多 种
IAPs分子结合. 最
近研究表明Livin
和Smac之间存在
着复杂的相互关
系.
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为弱阳性(+), 3-4分为阳性(++), 5-6分为强阳

性(+++).
统计学处理 有关数据用mean±SD表示, 

SPSS13.0统计软件进行数据分析. 两个样本率

的比较采用χ2检验、Fisher精确概率检验; 采用

Spearman等级相关分析两变量之间相关关系. 
两样本均数比较采用t检验. P <0.05定为具有统

计学意义. 

2  结果

2.1 荧光定量PCR扩增结果 荧光定量PCR的标

准曲线图中, 标准品cDNA的起始浓度的对数

值与Ct值成一直线, Liv in、Smac/DIABLO及

β-ac t in的标准曲线斜率slope分别为-3.5398、
-3.0459及-3.1378; 纵截距b为42.002、43.822及
39.924; 相关系数r可达0.9999、0.9959及0.9964, 
线性关系良好(图1). Livin及Smac/DIABLO特异

性扩增产物分别对应温度(81.7±0.16)℃及(82.1
±0.14)℃, 熔解曲线单峰集中无杂带, 产物特异

性好. RT-PCR结果显示Livin和Smac/DIABLO分

别在312 bp、258 bp和425 bp出现明亮清晰条带. 
2.2 胃癌组织中Livin mRNA及Smac/DIABLO 
mRNA的相对表达量 75例胃癌组织中有64例表

达Livin mRNA, 其相对表达量为6.374±4.759, 
20例正常组织及20例癌旁组织中均未检出其

表达. 75例胃癌组织中有53例胃癌组织检测到

Smac/DIABLO mRNA的表达, 且胃癌组织中的

表达水平(0.731±0.420)低于正常组织(1.104±
0.276)及癌旁组织(1.061±0.737), 但差异无显著

性(P >0.05). 
2.3 Livin及Smac/DIABLO蛋白在胃癌组织中的

表达 Western blot检测Livinα和Livinβ蛋白分别

出现在31 kDa和33 kDa处出现条带, Smac/DIA-
BLO蛋白出现在26 kDa处(图2). 75例胃癌组织

中有59例检出Livin蛋白表达, 其中58例同表达

Livin mRNA的胃癌标本相一致, 而Smac/DIA-
BLO蛋白的表达率为49.33%, 与mRNA表达的

一致性较差. 免疫组化染色结果显示, 癌旁组

织及正常胃组织均无Livin表达, 其阳性染色主

要位于胃癌组织的细胞质, 分布弥散而均匀(图
3A). Smac/DIABLO在胃癌组织、癌旁组织及

正常胃组织中均有表达, 其阳性染色主要于细

胞质和少部分细胞核. 各切片显色分布不均, 以
弥漫性分布为主, 少数为片状和局灶性(图3B). 
胃癌组织无PTEN表达, 其阳性染色主要位于正

常及癌旁组织, 分布弥散而均匀(图3C). 
2.4 Liv in、Smac/DIABLO在胃癌组织中的表

达与临床病理特性的关系 Liv in的表达率随着

胃癌组织分化程度的降低而增高, 呈显著负相

关(P <0.01), 而与肿瘤的大小、临床分期及浸

润深度无关(P >0.05). 伴淋巴转移组Liv in的阳

性率(92.45%)大于无淋巴转移组(68.19%), 且
差异有显著性(P <0.05). Smac/DIABLO表达率

随胃癌临床分期的提高、肿瘤浸润深度的加

深、随着胃癌组织分化程度的减低及伴淋巴结

转移的产生而降低, 但并无显著差异(P >0.05); 
84.38%的肠型胃癌(27/32例)表达Smac/DIA-
B L O ,  明显高于其在弥散型胃癌的表达率

(60.65%)(表1).

3  讨论

凋亡是由基因控制的细胞自我消亡过程. 目前

1306                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年5月8日    第17卷   第13期

1.6     2.0      2.4      2.8      3.2      3.6      4.0

36

35

34

33

32

31

30

29

28

Log CO

Ct

A

3.5  4.0  4.5   5.0  5.5   6.0   6.5  7.0   7.5   8.0

34

32

30

28

26

24

22

20

18

Log CO

Ct

B

图 1 Livin及Smac/DIABLO特异性扩增标准曲线. A: Livin; B: Smac/DIABLO.

■创新盘点
本研究从分子和
蛋 白 水 平 检 测
Livin及Smac在胃
癌中的表达, 对两
者间的相互关系
及其与胃癌各临
床病理特征的相
关性进行探讨, 初
步阐明两者在胃
癌发生发展过程
中的作用及意义.

Smac 27 kDa
Livinα 31 kDa
Livinβ 33 kDa

N1   N2   A1   A2   T1   T2    T3   T4

图 2 Western blot检测Livin和Smac/DIABLO蛋白的表达. N: 

正常胃组织; A: 癌旁组织; T: 胃癌组织.
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认为机体细胞凋亡的调控机制发生紊乱与肿瘤

形成关系密切, 是其形成过程中的一个重要机

制.  细胞凋亡受多条通路和多种因子的调控, 
IAPs家族是新近发现的人类内源性抗凋亡蛋白

家族, Livin是Ashhab et al [8]在2000-2001年根据

IAP同源序列发现的一种新的细胞凋亡抑制蛋

白, 他含有IAP家族成员特有的BIR和RING指结

构域, 其转录产物因剪接方式不同形成有Livinα 
mRNA和Livinβ mRNA两种亚型. Livin通过直接

或间接阻断以凋亡受体及线粒体为基础的外源

性途径和内源性途径, 与各种凋亡刺激因子结

合发挥抑制细胞凋亡的作用[9].   
目前的国内外研究均提示Livin主要表达于

恶性肿瘤组织和胎儿组织, 在成人除胎盘外的

大多数终末分化组织中不表达或表达下调[10]. 作
为一种具有表达特异性的凋亡抑制蛋白, Livin
在胃癌中研究的相关报道较少. Yagihashi et al [11]

采用RT-P C R的方法检测了胃癌细胞株L i v i n 
mRNA高表达, 并采用ELISA的方法及Western 
blot检测到在17/35例(47%)胃肠道肿瘤患者血清

有抗Livin抗体的表达.  本研究结果显示, 75例胃

癌组织中Livin阳性率为85.33%, 而癌旁组织和

正常胃组织不表达Livin, 与Yagihashi et al的结

果相似.  Livin特异性表达在胃癌中, 而癌旁组织

及良性的胃溃疡组织中无表达, 提示其表达与

胃癌的发生发展有一定的关系. 
L iv i n与临床病理因素间的关系在各种肿

瘤组织中报道有所不同, 有报道Livin在分期较

晚者胃癌中比例较高[12], 但整个研究例数偏少. 
本研究结果显示Liv in在有淋巴结转移、组织

分化较差者中阳性率高, 且差异显著. Liv in在
胃癌组织中的表达与其分化程度具有显著相

关性(P <0.05), 可能是Liv in在胃癌发生过程中

导致凋亡受抑, 胃癌细胞表现为过度增殖, 提
示其在判断胃癌的侵袭性及恶性程度上有一

定的意义. 此外, 本研究中肿瘤浸润较深、临

床病理分期较晚者Livin阳性率有升高趋势, 但
统计学分析没有显著性差异, 不排除与样本量

不足有关.
Western blot结果显示在有Livin表达的胃癌

组织中, 其表达的强弱也有差异, 推测可能是每

例胃癌类型和病理分期不同, 结合转录水平的

研究结果, 表明在胃癌中Livin mRNA和蛋白的

表达具有较高的一致性, 该基因在mRNA和蛋白

水平是相对稳定.  

Livin mRNA和蛋白在正常胃组织、癌旁组

织及胃癌组织中表达的一致性提示该基因在胃

癌组织中的异常高表达发生于转录以上水平的

激活. 最新的研究报道指出[13], Livin在转录水平

直接受到β-catenin的调节, 可能是启动Livin基因

在肿瘤中的活化的重要原因. Livin可能是通过

参与β-catenin/TCF信号转导通路的调节, 在肿瘤

发病的分子机制中起着一定的作用. 
Liv in在细胞内定位尚无定论. 有研究显示

转染Livin的HeLa细胞和肺癌细胞在胞质和胞核

中同时显色[14]. 本研究中Livin阳性显色均位于

肿瘤细胞的胞质中, 与Yagihashi et al [15]在乳腺癌

中的研究结果相一致.  
胃癌组织中高表达Liv in, 其在胃癌中表达

具有一定的普遍性, 初步提示Livin可能有助于

胃癌的诊断. Livin在胃癌组织中表达增高, 且与

■应用要点
本研究首次应用
实 时 荧 光 定 量
P C R、We s t e r n 
blot及免疫组织化
学方法, 对凋亡相
关调控基因Livin
和Smac mRNA及
其转录产物所编
码的蛋白进行定
量检测, 为研究胃
癌的分子标志物
及其临床检测奠
定坚实基础. 

图 3 Livin、Smac/DIABLO和PTEN在胃组织中的表达(SP×
400). A: Livin胃癌组织中; B: Smac/DIABLO胃癌组织中; C: 

PTEN正常胃组织中.

A

B

C
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组织分化程度和淋巴结转移有关, 提示其在胃

癌的发生和发展中具有重要的作用. Livin异常

高表达可能与胃癌的发病有密切的关系, 可作

为辅助胃癌预后判断的分子标志之一.  
Smac/DIABLO是2000-07首次报道的一

种促凋亡蛋白. 主要定位于线粒体上[16]. Smac/
DIABLO在正常细胞不诱发凋亡, 只在受损的

细胞中起作用. 成熟Smac/DIABLO在细胞发生

凋亡时与细胞色素C一同释放入胞质, 通过逆

转IAP的作用而实现其促凋亡作用[17-18].  Smac/
DIABLO参与并介导许多凋亡事件, 包括死亡受

体介导的凋亡和中性粒细胞的自发凋亡[19], 直接

与Apaf-1, cyto-c和caspase-9作用, 增强caspase的
激活效应.  同时通过与IAP结合, 去除IAPs的抑

制作用来促caspase-9的激活[20].  
S m a c /D I A B L O作为促凋亡基因 ,  目前

国内外对其在肿瘤组织中的表达报道各异 .  
Yo o e t a l [21]研究发现约62%的癌组织中可见

Smac/DIABLO表达, 且不同的癌组织中Smac/
DIABLO的表达有差异, 在肾癌[22-23]、肝癌[24]、
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神经母细胞瘤[25-26]等实体恶性肿瘤中的研究均

显示他表达下调或缺失. 本研究中, 胃癌组织中

Smac/DIABLO表达率为70.67%(53/75, 正常胃

组织及癌旁组织标本中均可见Smac/DIABLO表

达, 与Yoo et al研究结果基本一致. 胃癌组织中

Smac/DIABLO mRNA的相对表达量低于正常

胃组织及癌旁组织, 但不具有显著差异(P <0.05), 
且其表达水平与胃癌各临床病理因素无关. 我
们推测Smac/DIABLO在癌组织中表达下降, 可
能是因为直接或间接影响Livin的活性, 拮抗其

发挥抑制胃癌细胞凋亡的功能, 在胃癌中Smac/
DIABLO表达量的多少并不一定能反应恶性程

度的高低.  
值得一提的是, 本研究中Western b lo t结

果显示细胞内Smac/DIABLO蛋白的表达与其

mRNA的表达有显著差异, 一致性较差. Smac
属于细胞正常的基因表达, 其mRNA和蛋白的

表达量不一致表明其表达强度受到许多外界

因素的影响 ,  可能是转录后存在其他一些调

节因素的作用 ,  例如原癌基因或抑癌基因如

■名词解释
1 IAP: 一类对凋
亡信号具有抑制
作用的调控因子. 
2 Smac: IAP的主
要对抗物, 有促进
凋亡作用. 

表 1 Livin及Smac/DIABLO在胃癌组织中的表达与临床病理特性的关系

      
参数                n

                       Livin                        
χ2值      P 值

               Smac/DIABLO           
χ2值              P 值

      

                            阳性 (n )  阳性率(%)                                              阳性 (n )   阳性率(%) 

年龄 

    30-50  14 11 78.57          1.38         >0.05         9           64.29        0.35          >0.05

    50-70  46 41 89.13         33           71.74

    ≥70  15 12 80.00                 11           73.33

性别  

    男  48 42 87.50          0.13         >0.05       35           72.92        0.33          >0.05

    女  27 22 81.48             18           66.67

TNM分期 

    Ⅰ+Ⅱ  29 24 82.76          0.03         >0.05       22           75.86        0.62          >0.05

    Ⅲ+Ⅳ  46 40 86.96         31           67.39

浸润深度

    T1  T2  35 29 82.86          0.32         >0.05       26           74.29        0.41          >0.05

    T3  T4  40 35 87.50                   

肿瘤大小(cm) 

    ≥5  31 27 87.10          0.00         >0.05       23           74.19        0.13          >0.05

    <5             44 37 84.09                     31           70.45

分化程度

    高中分化  13   7 53.85          9.60         <0.01       10           76.92        0.04          >0.05

    低分化       62 57 91.94           43           69.35

淋巴结转移

    有              53 49 92.45          5.51         <0.05       36            67.92        0.66          >0.05

    无              22 15 68.19         17            77.27

Lauren's分型

    肠型           32 28 87.50          0.02        >0.05       27           84.38        5.06    0.01<P<0.05

    弥散型       43 36 83.72                          26            60.65
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bc l-2、p53等通过其蛋白与凋亡相关基因启动

子、转录后加工修饰或翻译调控区的特定序

列结合, 影响凋亡相关蛋白的表达, 发挥对其

下游caspase家族的作用效应 [27]. 故推测在胃

癌中, 一方面胃癌中异常升高的L i v i n通过与

Smac/DIABLO蛋白结合引起Smac/DIABLO蛋

白表达减少, 对抗其家族其他成员如X I A P或
survivin和Smac/DIABLO之间的相互作用, 间
接发挥抗凋亡作用[28]. 另一方面可能存在其他

各种抑制因子作用于Smac/DIABLO的翻译或

之后的蛋白的水平, 使某些细胞没有对mRNA
进行有效翻译, 或者翻译过程中存在蛋白表达

丢失的现象, 导致两个表达水平上的调控机制

的不平衡.  
随着对肿瘤相关基因研究的不断深入 , 

越来越多的抑癌基因被相继发现 .  P T E N又

名TEP1(TGF-β-regulated and epithelial cell 
enriched phosphatase)基因和MMAC1(muted 
in multiple advanced cancers)基因[29]. 是1997
年由3个实验室分离鉴定并统一命名而确认

的新的候选抑癌基因. PTEN基因位于染色体

10q23.3,全长200 kb, 有9个外显子和8个内含

子, PTEN第5外显子编码的122-132位氨基酸

序列与酪氨酸磷酸酯酶或丝 /苏氨酸、酪氨

酸双特异磷酸酯酶催化中心的氨基酸序列高

度一致 .  酪氨酸磷酸酯酶能够拮抗蛋白质酪

氨酸激酶的生长刺激作用, PTEN蛋白与酪氨

酸磷酸酯酶有相同的功能. PTEN基因与抑癌

功能相关的结构域主要是氨基端的磷酸酶结

构域、脂质结合C2结构域和羧基端结构域 . 
PTEN的N端辅助蛋白与神经突触小泡的运输

有关; 张力蛋白为一种细胞骨架蛋白, 在细胞

聚集黏着时, 在锚着点通过黏着斑与肌动蛋白

细丝形成复合体, 共同参与细胞生长调节, 并
在肿瘤细胞浸润、血管发生及肿瘤转移中起

到一定作用 [30-31]. PTEN蛋白能与肌动蛋白纤

维细丝发生局部黏附, 参与细胞的黏附聚集而

抑制肿瘤细胞的浸润及转移. 本研究结果显示, 
PTEN蛋白表达于正常胃组织, 在胃癌中未观

察到其特异表达, 推测PTEN基因可能在正常

胃组织中发挥抑制肿瘤的作用. 
以往研究显示, Livin和Smac/DIABLO基因

之间的表达存在相互拮抗的负反馈调节关系[32]. 
本研究结果未显示出两者之间存在某种明确的

相关性, 可能是因为Livin与Smac/DIABLO相互

作用的同时还直接或间接受多种因素如死亡受

体、caspase酶、线粒体及其他凋亡抑制蛋白等

的影响, 参与不同的相关传导通路信号的调节, 
导致两者在胃癌发生发展的不同阶段和不同病

理类型中的表达水平及作用地位存在差异. 此
外, 癌前病变的细胞对细胞凋亡信号刺激是有

反应的, 细胞增生和凋亡相互间是有联系的, 促
凋亡基因和凋亡抑制基因在肿瘤发生过程中均

可表达上调[33]. 在对检测结果进行分析时, 我们

发现Livin与Smac基因相对拷贝数的比值在正常

胃组织与胃癌组织之间及胃癌进展过程中成单

向的上升趋势.  胃癌中Livin与Smac基因的表达

比具有多大的临床意义, 是我们下阶段研究中

所要观察和探讨的方向之一. 
本研究中S a m c在L a u r e n ' s分型为肠型

(84 .38%)和弥漫型胃癌(60 .65%)中的表达水

平呈现一定差异(0.01<P <0.05). 可能是由于肠

型胃癌往往伴有p53基因的突变[34], 突变型p53
使bax表达下调, 粒体膜通透性减低, 进而导致

Samc释放障碍. Samc表达水平在肠型胃癌和弥

漫型胃癌中存在差异提示两型胃癌可能在演进

过程中对凋亡信号的反应敏感性有所不同, 体
现了“肿瘤的异质化”. 但Samc能否为胃癌的

分型提供分子病理学依据, 尚需大量进一步深

入研究.  
胃癌中凋亡抑制基因及促凋亡基因表达产

物间的相互抑制, 相互调节, 组成了复杂的肿瘤

抑制及促进网络. 应用实时荧光定量PCR对检

测凋亡相关基因的表达, 可以由较少的细胞数

量得到更加可信的结果, 敏感性和特异性高, 简
便易行, 使其应用于临床胃癌的早期诊断和预

后分析成为可能. Livin特异性高表达于各阶段

的胃癌组织, 提示其存在贯穿于胃癌的发生发

展过程, 可能在癌细胞的生长、增殖、凋亡过

程中起到广泛的直接或间接促进作用, PTEN在

维持细胞正常生长, 抑抵制癌因素上发挥一定

作用. Smac/DIABLO与Livin相互抑制, 两者的

表达失调可能是胃癌发生发展过程中的一个重

要环节.   

4      参考文献
1 Feng Y, Tian ZM, Wan MX, Zheng ZB. Low 

intensity ultrasound-induced apoptosis in human 
gastric carcinoma cells. World J Gastroenterol 2008; 
14: 4873-4879

2 Nørsett KG, Laegreid A, Kusnierczyk W, Langaas M, 
Ylving S, Fossmark R, Myhre S, Falkmer S, Waldum 

■同行评价
本研究选题尚可, 
方法先进, 具有一
定的科学性和可
读性.



www.wjgnet.com

1310                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年5月8日    第17卷   第13期

HL, Sandvik AK. Changes in gene expression of 
gastric mucosa during therapeutic acid inhibition. 
Eur J Gastroenterol Hepatol 2008; 20: 613-623

3 Gangar SC, Koul A. Histochemical, ultrastructural, 
and biochemical evidences for Azadirachta indica-
induced apoptosis in benzo(a)pyrene-induced 
murine forestomach tumors. J Environ Pathol Toxicol 
Oncol 2008; 27: 219-232

4 Hariu H, Hirohashi Y, Torigoe T, Asanuma H, 
Hariu M, Tamura Y, Aketa K, Nabeta C, Nakanishi 
K, Kamiguchi K, Mano Y, Kitamura H, Kobayashi 
J, Tsukahara T, Shijubo N, Sato N. Aberrant 
expression and potency as a cancer immunotherapy 
target of inhibitor of apoptosis protein family, 
Livin/ML-IAP in lung cancer. Clin Cancer Res 2005; 
11: 1000-1009

5 Grzybowska-Izydorczyk O, Smolewski P. [The role 
of the inhibitor of apoptosis protein (IAP) family in 
hematological malignancies] Postepy Hig Med Dosw 
(Online) 2008; 62: 55-63

6 Liu B, Han M, Wen JK, Wang L. Livin/ML-IAP as 
a new target for cancer treatment. Cancer Lett 2007; 
250: 168-176

7 Tong QS, Zheng LD, Wang L, Zeng FQ, Chen 
FM, Dong JH, Lu GC. Downregulation of XIAP 
expression induces apoptosis and enhances 
chemotherapeutic sensitivity in human gastric 
cancer cells. Cancer Gene Ther 2005; 12: 509-514

8 Ashhab Y, Alian A, Polliack A, Panet A, Ben 
Yehuda D. Two splicing variants of a new inhibitor 
of apoptosis gene with different biological 
properties and tissue distribution pattern. FEBS Lett 
2001; 495: 56-60

9 Ka H, Hunt JS. Temporal and spatial patterns of 
expression of inhibitors of apoptosis in human 
placentas. Am J Pathol 2003; 163: 413-422

10 Nachmias B, Mizrahi S, Elmalech M, Lazar I, 
Ashhab Y, Gazit R, Markel G, Ben-Yehuda D, 
Mandelboim O. Manipulation of NK cytotoxicity by 
the IAP family member Livin. Eur J Immunol 2007; 
37: 3467-3476

11 Yagihashi A, Asanuma K, Tsuji N, Torigoe T, Sato 
N, Hirata K, Watanabe N. Detection of anti-livin 
antibody in gastrointestinal cancer patients. Clin 
Chem 2003; 49: 1206-1208

12 Tanabe H, Yagihashi A, Tsuji N, Shijubo Y, Abe S, 
Watanabe N. Expression of survivin mRNA and 
livin mRNA in non-small-cell lung cancer. Lung 
Cancer 2004; 46: 299-304

13 Yuan D, Liu L, Gu D. Transcriptional regulation of 
livin by beta-catenin/TCF signaling in human lung 
cancer cell lines. Mol Cell Biochem 2007; 306: 171-178

14 Ma L, Huang Y, Song Z, Feng S, Tian X, Du W, Qiu 
X, Heese K, Wu M. Livin promotes Smac/DIABLO 
degradation by ubiquitin-proteasome pathway. Cell 
Death Differ 2006; 13: 2079-2088

15 Yagihashi A, Ohmura T, Asanuma K, Kobayashi D, 
Tsuji N, Torigoe T, Sato N, Hirata K, Watanabe N. 
Detection of autoantibodies to survivin and livin 
in sera from patients with breast cancer. Clin Chim 
Acta 2005; 362: 125-130

16 Chai J, Du C, Wu JW, Kyin S, Wang X, Shi Y. 
Structural and biochemical basis of apoptotic 
activation by Smac/DIABLO. Nature 2000; 406: 
855-862

17 Vince JE, Wong WW, Khan N, Feltham R, Chau D, 
Ahmed AU, Benetatos CA, Chunduru SK, Condon 
SM, McKinlay M, Brink R, Leverkus M, Tergaonkar 

V, Schneider P, Callus BA, Koentgen F, Vaux DL, 
Silke J. IAP antagonists target cIAP1 to induce 
TNFalpha-dependent apoptosis. Cell 2007; 131: 
682-693

18 Morizane Y, Honda R, Fukami K, Yasuda H. 
X-linked inhibitor of apoptosis functions as 
ubiquitin ligase toward mature caspase-9 and 
cytosolic Smac/DIABLO. J Biochem 2005; 137: 
125-132

19 Wang L, Du F, Wang X. TNF-alpha induces two 
distinct caspase-8 activation pathways. Cell 2008; 
133: 693-703

20 Bockbrader KM, Tan M, Sun Y. A small molecule 
Smac-mimic compound induces apoptos is 
and sensitizes TRAIL- and etoposide-induced 
apoptosis in breast cancer cells. Oncogene 2005; 24: 
7381-7388

21 Yoo NJ, Kim HS, Kim SY, Park WS, Park CH, Jeon 
HM, Jung ES, Lee JY, Lee SH. Immunohistochemical 
analysis of Smac/DIABLO expression in human 
carcinomas and sarcomas. APMIS 2003; 111: 382-388

22 Gao Z, Tian Y, Wang J, Yin Q, Wu H, Li YM, 
Jiang X. A dimeric Smac/diablo peptide directly 
relieves caspase-3 inhibition by XIAP. Dynamic and 
cooperative regulation of XIAP by Smac/Diablo. J 
Biol Chem 2007; 282: 30718-30727

23 Kempkensteffen C, Hinz S, Christoph F, Krause 
H, Magheli A, Schrader M, Schostak M, Miller K, 
Weikert S. Expression levels of the mitochondrial 
IAP antagonists Smac/DIABLO and Omi/HtrA2 in 
clear-cell renal cell carcinomas and their prognostic 
value. J Cancer Res Clin Oncol 2008; 134: 543-550

24 Bao ST, Gui SQ, Lin MS. Relationship between 
expression of Smac and Survivin and apoptosis of 
primary hepatocellular carcinoma. Hepatobiliary 
Pancreat Dis Int 2006; 5: 580-583

25 Kim DK, Alvarado CS, Abramowsky CR, Gu 
L, Zhou M, Soe MM, Sull ivan K, George B, 
Schemankewitz E, Findley HW. Expression of 
inhibitor-of-apoptosis protein (IAP) livin by 
neuroblastoma cells: correlation with prognostic 
factors and outcome. Pediatr Dev Pathol 2005; 8: 
621-629

26 Liu X, Chen N, Wang X, He Y, Chen X, Huang 
Y, Yin W, Zhou Q. Apoptosis and proliferation 
markers in diffusely infiltrating astrocytomas: 
profiling of 17 molecules. J Neuropathol Exp Neurol 
2006; 65: 905-913

27 Kempkensteffen C, JÃ¤ger T, Bub J, Weikert S, 
Hinz S, Christoph F, Krause H, Schostak M, Miller 
K, Schrader M. The equilibrium of XIAP and Smac/
DIABLO expression is gradually deranged during 
the development and progression of testicular germ 
cell tumours. Int J Androl 2007; 30: 476-483

28 Vucic D, Franklin MC, Wallweber HJ, Das K, 
Eckelman BP, Shin H, Elliott LO, Kadkhodayan 
S, Deshayes K, Salvesen GS, Fairbrother WJ. 
Engineering ML-IAP to produce an extraordinarily 
potent caspase 9 inhibitor: implications for Smac-
dependent anti-apoptotic activity of ML-IAP. 
Biochem J 2005; 385: 11-20

29 Trotman LC, Wang X, Alimonti A, Chen Z, Teruya-
Feldstein J, Yang H, Pavletich NP, Carver BS, 
Cordon-Cardo C, Erdjument-Bromage H, Tempst 
P, Chi SG, Kim HJ, Misteli T, Jiang X, Pandolfi PP. 
Ubiquitination regulates PTEN nuclear import and 
tumor suppression. Cell 2007; 128: 141-156

30 Wang MY, Lu KV, Zhu S, Dia EQ, Vivanco I, 



www.wjgnet.com

赵毅, 等. Livin、Smac/DIABLO和PTEN在胃癌组织中的表达及其与胃癌的相关性                                                         1311

Shackleford GM, Cavenee WK, Mellinghoff IK, 
Cloughesy TF, Sawyers CL, Mischel PS. Mammalian 
target of rapamycin inhibition promotes response to 
epidermal growth factor receptor kinase inhibitors 
in PTEN-deficient and PTEN-intact glioblastoma 
cells. Cancer Res 2006; 66: 7864-7869

31 Morimoto AM, Berson AE, Fujii GH, Teng DH, 
Tavtigian SV, Bookstein R, Steck PA, Bolen 
JB. Phenotypic analysis of human glioma cells 
express ing the MMAC1 tumor suppressor 
phosphatase. Oncogene 1999; 18: 1261-1266

32 Chang H, Schimmer AD. Livin/melanoma inhibitor 

of apoptosis protein as a potential therapeutic 
target for the treatment of malignancy. Mol Cancer 
Ther 2007; 6: 24-30

33 Schulze-Bergkamen H, Krammer PH. Apoptosis in 
cancer--implications for therapy. Semin Oncol 2004; 
31: 90-119

34 Rugge M, Shiao YH, Busatto G, Cassaro M, Strobbe 
C, Russo VM, Leo G, Parenti AR, Scapinello A, 
Arslan P, Egarter-Vigl E. The p53 gene in patients 
under the age of 40 with gastric cancer: mutation 
rates are low but are associated with a cardiac 
location. Mol Pathol 2000; 53: 207-210

           编辑  李军亮  电编  吴鹏朕

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2009年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

第九次全国消化系疾病学术会议征文通知   

本刊讯 中华医学会消化病学分会定于2009-12-04/06在广州市召开第九次全国消化系疾病学术会议. 现将会议

的征文内容及有关事项通知如下: 

1      征文内容 

与消化系统疾病有关的流行病学、基础及临床研究. (1)功能性胃肠疾病及动力障碍性胃肠病(包括胃食管反流

病); (2)幽门螺杆菌及其相关疾病; (3)胰腺疾病; (4)肝胆疾病; (5)胃肠道肿瘤; (6)炎症性肠病; (7)胃肠激素; (8)

消化疾病介入治疗; (9)青年委员会专场(全部用英文交流).

2      征文要求 

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

单位及邮编, 论文文责自负. 投青年会专场的论文必须附相应的英文摘要, 第一作者年龄须在45周岁以下

(1964-11后出生). (2)凡已在全国性学术会议上或全国公开发行的刊物上发表过的论文不予受理. (3)通过本次

会议专用网站报送电子文稿及报名注册, 会议不接受书面投稿. 要求作者本人通过会议网站上传稿件并留下联

系方式, 会议网址: http://www.csgd.org.cn. (4)截稿日期: 2009-09-15.

希望各地委员积极、认真组织所在地区医生踊跃投稿并参会.
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Abstract
A I M :  T o e x p l o r e t h e e f f e c t i v e n e s s o f 
surgeons in determining the unsuspected 
gallbladder carcinoma (UGC) at laparoscopic 
cholecystectomy (LC) and the management of 
UGC.

METHODS: A total of 6429 patients with gall-
bladder disease were included in this study who 
underwent LC during June, 1989 and Novem-
ber, 2008. Patients with UGC were reviewed 
retrospectively to assess preoperative diagnosis, 
intraoperative findings and outcomes.

RESULTS: Of the total patients, 27 in 6429 (0.4%) 
were histopathologically diagnosed as UGC 
during (17) or after (10) LC. The tumor stages of 

the 27 diagnosed were pT1 (9), pT2 (9), and pT3 
(91), each with 9 cases. The survival rates of all 
the UCG patients in one-year, three-year and 
five-year were 74.1%, 63% and 59.3%, respec-
tively. The five-year survival rates of pT1 stage, 
pT2 stage and pT3 stage were 100%, 66.7% and 
0.0%, respectively, not significantly affected by 
whether the patients had been diagnosed with 
UGC during or after LC (P < 0.05).

CONCLUSION: The survival rate from UGC is 
associated with tumor stage and it is confirmed 
that a carefully performed LC is adequate treat-
ment for pT1 stage cancer. If a suspicious lesion 
is found, intraoperative frozen section is per-
formed for pathological examination. However, 
radical operation is recommended for T2 patients 
and effective measures should be taken to avoid 
tumor implant and metastasis.

Key Words: Laparoscopic cholecystectomy; Gall-
bladder carcinoma; Unsuspected gallbladder carci-
noma

Xu XQ, Liu W, Li BL, Hong T, Zheng CJ, He XD, Liao Q, 
Zhao YP. Unsuspected gallbladder cancer management 
during or after laparoscopic cholecystectomy. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(13): 1312-1317

摘要
目的: 探讨腹腔镜胆囊切除术(laparoscopic 
c h o l e c y s t e c t o m y,  L C ) 遇 意 外 胆 囊 癌
(unsuspected gallbladder carcinoma, UGC)的原
因及应对策略. 

方法: 回顾性分析本院1989-06/2008-11行LC
患者6429例中遇到的术中及术后诊断为UGC 
的27例(0.4%)临床资料. 

结果: 所有27例胆囊癌病例中, 在LC术中诊
断17例, LC术后诊断有10例. pT1期、 pT2期和
pT3期各9例. 患者的1、3和5年存活率分别为
74.1%、63%和59.3%. pT1期的5年存活率为
100%, pT2期的5年存活率为66.7%, pT3期的5
年存活率为0.0%, 差异有统计学意义(P <0.05).

结论: UGC患者的存活与肿瘤分期相关, pT1期

®

■背景资料
随着腹腔镜技术
的推广和腹腔镜
胆囊切除技术的
日益成熟, 腹腔镜
胆囊切除的病例
越来越多, 但是由
于胆囊癌早期诊
断常较困难, 并大
多与胆囊结石、

胆囊炎伴发, 或与
胆囊其他良性隆
起样病变混淆, 术
前未被诊断为胆
囊癌而在术中、

术后被意外发现, 
从而被称之为意
外胆囊癌(UGC). 
国 内 外 报 道 的
UGC的发生率为
0.3%-2.9%, 但是
有15%-30%的胆
囊癌在术前或术
中存在恶性证据. 
有报道称行LC时
如发现UGC, 会增
加肿瘤扩散或戳
孔肿瘤种植的风
险, 但是也有报道
称开腹胆囊切除
(OC)与LC对这种
情况下的胆囊癌
的预后没有影响. 
因此LC会不会导
致肿瘤的播散还
存在争议.

■同行评议者
沈柏用 ,  副教授 , 
上海交通大学医
学院附属瑞金医
院肝胆胰外科中
心
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胆囊癌, 行LC即可. 怀疑有胆囊癌在可能情况
下及时行冰冻病理检查, 对于确诊pT1期以外
的UGC应该尽早开腹行胆囊癌根治术, 并采
取必要措施防止肿瘤种植和转移.

关键词: 腹腔镜胆囊切除术; 胆囊癌; 意外胆囊癌
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0  引言

随着腹腔镜技术的普及 ,  腹腔镜胆囊切除术

(laparoscopic cholecystectomy, LC)因其创伤小、

恢复快等优点受到医生和患者的欢迎和推崇. 
随着腹腔镜技术的推广和腹腔镜胆囊切除技术

的日益成熟, 腹腔镜胆囊切除的病例越来越多, 
但是由于胆囊癌早期诊断常较困难, 并大多与

胆囊结石、胆囊炎伴发, 或与胆囊其他良性隆

起样病变混淆, 术前未被诊断为胆囊癌而在术

中、术后被意外发现, 从而被称之为意外胆囊

癌(unsuspected gallbladder carcinoma, UGC)[1]. 国
内外报道的UGC的发生率为0.3%-2.9%[2-3], 但是

有15%-30%的胆囊癌在术前或术中存在恶性证

据[3-4]. 有报道称行LC时如发现UGC, 会增加肿

瘤扩散或戳孔肿瘤种植的风险[5-7], 但是也有报

道称开腹胆囊切除(open cholecystectomy, OC)与
LC对这种情况下的胆囊癌的预后没有影响[8-9]. 
因此LC会不会导致肿瘤的播散还存在争议. 现
将我院1989年开展LC以来遇到的UGC患者27例
临床资料结合文献报道进行回顾性总结. 

1  材料和方法

1.1 材料 1989-06/2008-11共行LC患者6429例, 术
中及术后发现UGC患者27例(0.4%), 其中男12
例, 女15例, 年龄36-88(平均年龄67.3)岁. 术前诊

断胆囊结石伴胆囊炎16例, 胆囊息肉样病变6例, 
胆囊结石合并胆囊息肉3例, 胆囊腺肌症2例. 其
中24例术前均有不同程度的右上腹疼痛、餐后

饱胀不适、疼痛向后背放射等病史, 另外3例无

不适主诉, 均为胆囊息肉样病变. 其中有5例发

病过程中出现发热、黄疸等症状, 均为胆囊多

发结石, 有过胆管排石的过程, 保守治疗后好转. 
病史最长22年, 最短2 mo, 平均时间86.5 mo. 术
前检查: B超: 胆囊结石16例, 其中3例结石直径

超过3 cm; 胆囊壁增厚5例; 胆囊息肉样病变6例, 
均为单发, 直径范围在9-26 mm. 3例术前行CT

检查, 发现胆囊壁弥漫性增厚, 未发现明确占位, 
考虑慢性胆囊炎或胆囊腺肌症的可能大. 3例因

为胆囊结石、胆总管结石曾行ERCP, 未发现胆

囊有明显异常.
1.2 方法 
27例患者均在CO2气腹下常规行LC术. 胆囊病变

如果出现下列胆囊癌高危因素的情况则切除胆

囊行冰冻病理检查: (1)胆囊黏膜出现皱缩或溃

疡; (2)胆囊壁局部增厚超过4 mm; (3)正常的胆

囊壁为结缔组织所代替; (4)胆囊黏膜颜色发生

改变; (5)胆囊息肉样病变超过10 mm等. 患者术

后资料通过门诊随访获得. 
术后存活时间从诊断开始到死亡或我们最

后1次随访计算(2008-11-30). 术后存活率应用

SPSS10.0以寿命表法进行计算.

2  结果

2.1 临床诊断 术前胆囊良性疾病如胆囊结石

伴胆囊炎, 胆囊息肉样病变, 胆囊结石合并胆

囊息肉, 胆囊腺肌症等诊断主要通过影像学如

腹部CT(图1), MRI以及腹部超声, 为了对照说

明术前明确诊断为早期胆囊癌的病例, 特附其

影像学资料(图2). 所有患者术前均常规检查肝

功能, 23例肝功能全部正常, 另外4例ALT(最高

67 U/L, 正常5-40 U/L)、AST(最高56 U/L, 正常

5-37 U/L)、GGT(最高80 U/L,正常10-67 U/L)、
TBIL(最高29.6 µmol/L, 正常5.1-22.2 µmol/L)、
DBIL(最高13.1 µmol/L, 正常0-8.6 µmol/L)轻度

升高, 另外有9例检查了CA19-9, CEA, 甲胎蛋白

(AFP), 5例全部正常, 另外有4例患者CA19-9出
现升高(最高79 U/L, 正常0-37 U/L). 
2.2 病理学 术中和术后病理诊断证实处于pT1和 
pT2期胆囊癌患者18例, 另外9例处于pT3期. 术
中行冰冻检查而术后证实为胆囊癌共19例, 术
中冰冻切片病理证实为胆囊癌17例, 其中pT1

期5例,  pT2 6例, pT3 8例, 另外2例术中冰冻病

理提示胆囊管状腺瘤伴重度不典型增生, 不除

外癌, 建议等石蜡, 术后石蜡病理提示胆囊癌, 
分别为pT2和pT3期. 术中冰冻病理的准确率为

89.5%(17/19). 另外8例术中未行冰冻病理而术

后石蜡病理提示为胆囊癌, 其中pT1期4例, pT2 
期2例, pT3期2例. 所有胆囊癌患者的临床特征见

表1.
2.3 手术结果 所有患者最初都接受LC术, 19例
术中行冰冻病理检查的术后石蜡病理提示胆囊

癌, 另外8例术后石蜡病理证实为胆囊癌. 19例

■研发前沿
随着技术的进步, 
临床实践中微创
手术被广泛应用, 
腹腔镜越来越多
地被用来进行胆
囊切除. 在进行腹
腔镜胆囊过程中
会越来越多的接
触到术中或术后
胆囊癌的情况, 如
何处理这个问题
也成为临床实践
中一个热点问题. 
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中有5例冰冻病理提示为pT1期, 仅行单纯LC术, 
术中冰冻病理直接提示pT2期以上(包括pT2期)共
14例, 其中pT2 6例, 直接中转开腹胆囊癌根治术; 
pT3期6例, 其中4例行肝床楔形切除、区域性淋

巴结清扫术, 另外1例, 由于腹腔广泛转移, 而仅

行胆囊切除, 1例由于肿瘤位于胆囊颈部, 胆总

管旁淋巴结肿大而行胆囊切除、区域性淋巴结

清扫以及胆总管T管引流术. 2例术中冰冻病理

提示胆囊管状腺瘤伴重度不典型增生, 不除外

癌, 建议等石蜡, 术后石蜡病理提示胆囊癌, 分
别为pT2和pT3期, 再次于术后1 wk行开腹胆囊癌

根治术. 另外8例术中未行冰冻病理而术后石蜡

病理提示为胆囊癌, 其中pT1期4例, 未行进一步

处理; pT2期2例, 于石蜡病理回报术后1 wk再次

行肝床楔形切除、区域性淋巴结清扫术; pT3期

2例, 其中1例行肝床楔形切除、区域性淋巴结

清扫术, 另外1例因为年龄较大(88岁), 家属放弃

手术. 术后并发症共2例, 胆瘘1例, 伤口感染1例, 
均对症治疗后好转. 
2.4 随访结果 患者随访4-96(平均随访时间为

57.6) mo. 所有患者的1、3和5年存活率分别

为74.1%、63%和59.3%. pT1期的5年存活率为

100%, pT2期的5年存活率为66.7%, pT3期的5年
存活率为0(T分期Kaplan-Meier存活率Long-rank
检验, pT1期 vs  pT2期, P <0.05, pT2期 vs  pT3期, 
P <0.05, 图3). 存活时间最长为96 mo, 系pT1, 且
截止最后一次随访, 所有该期患者均存活. pT2期

有3例患者死亡, 分别于术后16, 23和39 mo死亡, 
死亡原因均为肿瘤复发或转移, 其平均存活时

间26 mo. pT3期胆囊癌的患者存活时间为19.9±

■相关报道
Aoki et al报道, 其
总共有990例患者
因为胆囊结石行
LC, 其中发现7例
为恶性, 然而在术
后对其余983例良
性病例的病理检
查中发现, 有4例
为恶性, 而其在术
中的冰冻病理提
示为上皮重度不
典型增生, 因此有
时很难区分胆囊
原位癌和胆囊黏
膜上皮的不典型
增生.

表 1 胆囊癌患者临床特征 (n  = 27)

     
    n     %

性别  

    男   12  44.4

    女   15  55.6

病理分型  

    T1     9  33.3

    T2     9  33.3

    T3     9  33.3

大体分型  

    息肉样病变    7  25.9

    溃疡     2    7.4

    胆囊壁增厚    6  22.2

    合并胆囊结石  12  44.4

    未合并胆囊结石  15  55.6

术中冰冻  

    是   19  70.1

    否     8  29.9

手术方式  

    LC     9  33.3

    LC+胆囊癌根治术  15  55.6

    LC+开腹探查术    2    7.4

    LC(放弃手术)    1    3.7

病理分化类型(腺癌)  

    低分化     5  18.5

    中分化     6  22.2

    高分化   16  59.3

局部淋巴结转移    4  14.8

戳孔种植     2    7.4

远处转移     5  18.5

死亡       5.9

    T1      0    0.0

    T2     3  11.1

    T3     8  29.9

图 1 术前影像学诊断为胆囊腺肌症, 术中冰冻病理和术后
石蜡病理均诊断为胆囊腺癌pT1a(58岁, 女, 病史10年). A: 超

声显示胆囊壁弥漫性的增厚壁内局部多发强回声, 但是未见

声影; B: CT显示胆囊壁弥漫性的增厚, 可见胆囊壁内高密

度结石影(箭头); C: 石蜡病理提示为胆囊腺癌pT1a, 病变浸润

至黏膜层(HE染色×20).

A

B

C
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4.6 mo, 最长存活23 mo, 无存活超过2年者. 脐部

戳孔处肿瘤种植2例(pT2期和pT3期各1例), pT2期

再次手术切除种植肿瘤, 存活16 mo死亡, pT3期, 
放弃手术, 于术后8 mo死亡(表2). 

3  讨论

胆囊癌是一种发病率相对较低的恶性肿瘤, 胆
囊癌占所有胆囊切除手术病例的0.3%-1.5%, 而
行LC术的UGC发生率为0.3%-2.9%[1-3,10]. 在本研

究中, 胆囊癌的发生率为0.4%, 术前诊断胆囊结

石伴胆囊炎16例, 胆囊息肉样病变6例, 胆囊结

石合并胆囊息肉3例, 胆囊腺肌症2例. 由于胆囊

癌的临床表现与胆囊炎或胆石症类似, 本研究

中的胆囊癌患者的临床表现与胆囊炎或胆囊结

石没有明显的区别, 因此未能早期发现并诊断

胆囊癌, 本研究组中病例均根据术中或术后的

病理结果而做出诊断. 
由于相对早期的胆囊癌术前通过超声或CT

做出诊断比较困难, 因此在LC过程中, 除了大体

观察区分胆囊的良性疾病和胆囊癌之外, 术中

冰冻病理显得尤为重要. 对于术中切除胆囊发

现存在黏膜改变或胆囊壁增厚可以进一步送冰

冻病理检查. Aoki et al [11]报道, 其总共有990例患

者因为胆囊结石行LC, 其中发现7例为恶性, 然

而在术后对其余983例良性病例的病理检查中

发现, 有4例为恶性, 而其在术中的冰冻病理提

示为上皮重度不典型增生, 因此有时很难区分

胆囊原位癌和胆囊黏膜上皮的不典型增生 [12]. 
术中冰冻病理对病变浸润深度的准确率文献报

道在70%-86%[13-14], 本研究的冰冻病理准确率为

89.5%(17/19). 因此基于冰冻病理的胆囊癌的诊

断似乎是不精确的, 其中的原因很可能是由于

这种检查方法不可能检查整个胆囊的病变部分. 
因此可能提示术中冰冻病理不能准确的提示原

位癌和肿瘤的浸润深度. 
基于肿瘤浸润深度(pT分期)的胆囊癌的手

术治疗方式很大程度上决定了治疗的结果[15]. 对
于pT1期的胆囊癌, 单纯LC已经足够, 本研究中

对于pT1期的胆囊癌没有任何的复发或转移; 对
于pT2期胆囊癌是否需要第二次的胆囊癌根治术

目前还存在争议[3,11]. 但是根据本研究我们的经

验对于pT2期胆囊癌还是需要进行第2次胆囊癌

根治术的. 胆囊癌LC术后戳孔处肿瘤种植或者

腹腔种植的发生率在14%-20%[16-17], 本研究中有

2例出现了戳孔处肿瘤种植(7.4%), 另外一方面, 
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图 3 胆囊癌患者T分期的Kaplan-Meier存活率. Long-rank

检验, pT1期 vs  pT2期, P<0.05, pT2期 vs  pT3期, P<0.05.

A B C

图 2 术前检查提示为早期胆囊癌的典型影像学表现(51岁, 女性, 病史1 mo). A: 超声显示局部胆囊壁隆起样病变, 符合胆囊

癌的表现; B: CT提示胆囊隆起样病变, 符合胆囊癌的表现; C: 石蜡病理提示为胆囊腺癌pT1a, 病变浸润至黏膜下层(HE染色

×20).

■应用要点
目 前 B 超 仍 然 是
诊断胆囊癌简单
有效重要方法, 应
该重视B超检查 , 
对于怀疑存在胆
囊癌的患者可以
多体位、多方向
扫描以排除, 必要
时可以术前联合
胆囊超声和胆囊
增强CT检查以期
在术前能够做出
明确诊断, 从而能
够行一期胆囊癌
治疗, 尽可能地避
免二期的胆囊癌
手术.

表 2 27例胆囊癌分期、手术方式和存活情况

     
T分期

   TNM      手术        n                  
随访(4-96 mo)

             分期      方式

T1          Ⅰ     LC     9    长期存活

T2          Ⅱ     LC+Ra     9    4例存活, 1例带病存活, 3例死亡

T3          Ⅲ     LC     2    死亡

      LC+Ra     7    6例死亡, 1例带病存活

Ra: 开腹胆囊癌根治术.
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也有报道称对于腹壁肿瘤复发在LC, OC或LC中
转OC的手术方式之间没有差异, 而且手术方式

对预后没有影响[17-18]. 另外还有文献报道称UGC
的预后并不比OC后发现的胆囊癌预后差[19-20]. 
戳孔肿瘤种植转移的情况, 其发生的原因包括

胆囊壁的破损以及LC术中电烙器的广泛应用, 
因此为了避免肿瘤腹腔或者戳孔种植转移情

况的发生, 要尽量少用电烙器和避免损伤胆囊 
壁[21]. Sarli et al报道患者的预后与肿瘤的分期和

胆汁泄露密切相关, 但与使用哪种手术方式(LC
或OC)无关[20,23]. 术中使用标本袋取出胆囊似乎

能够预防戳孔肿瘤种植[24]. 
总之, 根据我们的经验以及文献报道的结

果对于LC术前和术中出现以下情况应该高度怀

疑存在胆囊癌的可能: (1)慢性胆囊炎或胆囊结

石病史超过10年. (2)影像学检查或者术中发现

提示胆囊萎缩, 胆囊壁局部增厚超过4 mm或胆

囊壁广泛增厚, 胆囊息肉样病变超过10 mm, 胆
囊壁钙化, 瓷样胆囊, 胆囊颈部结石或者结石超

过2.5 cm等. 目前B超仍然是诊断胆囊癌简单有

效重要方法, 应该重视B超检查, 对于怀疑存在

胆囊癌的患者可以多体位、多方向扫描以排除, 
必要时可以术前联合胆囊超声和胆囊增强CT检
查以期在术前能够做出明确诊断, 从而能够行

一期胆囊癌治疗, 尽可能地避免二期的胆囊癌

手术. 从本研究可以看出由于UGC患者的存活

率与肿瘤的分期密切相关, 术前对患者的评估

尤为重要, 对于高度怀疑胆囊癌的术中冰冻病

理有一定的帮助, 但是还要密切注意术后的石

蜡病理. 对于早期的胆囊癌(pT1期)单纯LC术已

经足够, 而对于pT2期以上(包括pT2期)胆囊癌不

管是LC术中或术后都还需要进行第二次的胆囊

癌根治术, 而且LC术对这些患者的预后没有影

响[1,25-27]. 术中的细致操作以及使用标本袋取出

胆囊可能对预防戳孔肿瘤种植、腹腔转移复发

有一定的作用.
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Abstract
AIM: To study expression and correlation 
between CTHRC1 and VEGF-C in human rectal 
carcinoma.

METHODS: Ninety-eight patients diagnosed 
with rectal carcinoma at China-Japan Friend-
ship Hospital from October 2004 to August 
2008, were included in our study. No treatment 
was given before surgery and the specimens 
were collected after surgery. The expression of 
CTHRC1 and VEGF-C was examined by immu-
nohistochemistry and the correlation with clini-
cal characteristics was analyzed by SPSS10.0.

RESULTS: VEGF-C was mainly located in the 
tumor cells, and its expression was statistically 
correlated with tumor differentiation, clinical 
stages and lymph metastasis (P < 0.05). The 
expression of CTRHC1 was correlated with the 

clinical stages and tumor differentiation (P < 
0.05), both of the expressions had no correlation 
with the age or gender of patients. Moreover, 
a positive correlation was observed between 
VEGF-C and CTHRC1 by correlative analysis (r 
= 0.629, P < 0.001).

CONCLUSION: CTHRC1 and VEGF-C may 
play important roles in invasion and metastasis 
in human rectal carcinoma. The two biomarkers 
can be applied to assess the malignancy of rectal 
cancer.

Key Words: Collagen triple helix repeat containing 1; 
Vascular endothelial growth factor; Rectal cancer

Li JT, Zhao HC, Gao C, Yao L, Chen SX, Yao SK. 
Expression and correlation between CTHRC1 and 
VEGF-C in human rectal carcinoma. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 探讨血管内皮生长因子(VEGF-C)和胶
原三股螺旋重复蛋白1(CTHRC1)在直肠癌组
织中的表达特点及二者的相关性. 

方法: 收集我院2004-10/2006-08手术切除的直
肠癌病理标本98例, 术前均未行任何治疗. 采
用免疫组织化学方法检测VEGF-C和CTHRC1
的表达. 分析他们的表达与患者年龄、性别以
及直肠癌分化程度、临床分期及淋巴结转移
的关系. 

结果: VEGF-C主要分布于肿瘤细胞中, 其表
达与直肠癌分化程度、临床分期及淋巴结转
移密切相关(P <0.05); CTRHC1表达与直肠癌
分化程度、临床分期密切相关(P <0.05), 二者
与直肠癌发生的年龄、性别无明显相关. 此
外, CTRHC1与VEGF-C的表达量呈正相关(r  = 
0.629, P <0.001).

结论: VEGF-C和CTHRC1在直肠癌侵袭转移
中可能起重要作用, 二者的表达可作为判定直
肠癌生物学行为的参考指标.

关键词: 胶原三股螺旋重复蛋白1; 血管内皮生长因

®

■背景资料
直肠癌是我国常
见的恶性肿瘤之
一 ,  因 其 易 发 生
转移和扩散、术
后复发转移率较
高 ,  探 索 其 转 移
机制一直是众多
学 者 的 研 究 重
点. VEGF已经被
证实可以通过促
进新生血管形成
等机制参与肿瘤
的 发 生 、 发 展 . 
CTHRC1被体外
实验证实能够提
高细胞的迁移能
力, 但其在直肠癌
组织中的表达报
道较少.

■同行评议者
房林, 副教授, 同
济大学附属上海
市第十人民医院
普外科
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0  引言

直肠癌是我国常见的恶性肿瘤之一, 近年来其

发病率有明显增高趋势[1]. 血管内皮生长因子

C(vascular endothelial growth factor-C, VEGF-C)
已经被研究证实可以通过促进血管形成和诱

导淋巴管生成等机制参与肿瘤的发生、发展. 
胶原三股螺旋重复蛋白1(collagen triple helix 
repeat containing 1, CTHRC1)也被体外实验证实

能够提高细胞的迁移能力[2], 但其在直肠癌组织

中的表达报道较少. 本研究采用免疫组织化学

方法研究直肠癌组织中VEGF-C和CTHRC1的
表达, 并进行相关性分析, 初步探讨VEGF-C和
CTHRC1在直肠癌发生、发展中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集我院2004-10/2006-08手术切除

的直肠癌病理标本98例, 男54例, 女44例, 年龄

35-90(62.88±10.2)岁, 术前均未行任何治疗. 临
床分期: Ⅰ期20例, Ⅱ期24例, Ⅲ期54例. 病理

分期: T1N0 6例, T2N0 14例, T3N0 21例, T4N0 3
例, T2N1 3例, T3N1 8例, T4N1 43例. 病理类型: 
高分化腺癌14例, 中分化腺癌57例, 低分化腺

癌27例. 兔抗人VEGF-C pAb(ZA-0266)、二步

法检测试剂盒(K86815B)、D A B显色试剂盒

(ZLI-9018)为中杉金桥产品. 兔抗人CTHRC1 
pAb(ab54181-100)为Abcam公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学法: 组织常规石蜡包埋, 连续

作厚4 μm的切片. 免疫组织化学实验采用SP法, 
操作过程严格参照说明书进行, 阳性对照使用

由既往实验证实的阳性组织, 阴性对照使用PBS
代替一抗. 
1.2.2 图像分析: 阳性信号为棕黄色细小颗粒, 表
达强度根据细胞着色强弱和着色细胞比例综合

确定, 在200倍, 5个及以上视野下按切片中细胞

染色强度记分: 0分为细胞无染色, 1分为染色呈

浅黄色, 2分为染色呈棕黄色, 3分为染色呈褐色; 
再按切片中显色细胞所占比例记分: 0分为无阳

性染色细胞, 1分为染色细胞占总数的30%以下, 2
分为30%-70%, 3分为70%以上细胞染色. 每张切

片肿瘤细胞染色积分为: 强度计分×比例记分.
统计学处理 实验结果用mean±SD表示, 应

用SPSS10.0统计软件根据数据性质, 分别应用t
检验、方差分析、Pearson相关分析等方法分析, 
P <0.05表示差异显著有统计学意义.

2  结果

2.1 CTHRC1和VEGF-C的表达 CTHRC1、
VEGF-C阳性物质呈棕黄色细颗粒状, 在癌组

织中, 主要定位于癌细胞的胞膜和(或)胞质, 少
数病例癌细胞胞核着色, 血管内皮细胞上未见

VEGF-C染色(图1-3).
2.2 年龄与V E G F-C、C T H R C1积分的关系 
V E G F-C积分与C T H R C1积分间具有一定正

相关性(r  = 0.629, P <0.001); 年龄与VEGF-C、
CTHRC1积分无明显相关.
2.3 性别与VEGF-C、CTHRC1积分的关系 t检验

结果显示, 不同性别之间VEGF-C积分(t  = 0.40, 
P  = 0.688)、CTHRC1积分(t  = 0.33, P  = 0.745)均
无显著性差异(表1).
2.4 TN分期与VEGF-C积分、CTHRC1积分的关

系 VEGF-C积分在T分期之间无显著性差异(图
1A, C和E), 在N分期之间有显著性差异, N1积分

值>N0积分值(P <0.001, 图1A-F). CHTRC1积分

在不同TN分期间无显著性差异(表2, 图1G-H).
2.5 临床分期与VEGF-C、CTHRC1积分的关系 
Ⅱ期、Ⅲ期与Ⅰ期比较, VEGF-C和CTHRC1积
分均差异显著(P <0.05); Ⅲ期与Ⅱ期比较, 积分

差异亦均显著(P <0.05, 表3, 图2).
2.6 病理分型与VEGF-C积分、CTHRC1积分的

■相关报道
CTHRC1基因在
体外实验中已经
被证实其过表达
能够提高细胞的
迁移能力并抑制I
型胶原的合成, 可
以通过限制胶原
基质沉积和促进
细胞迁移参与血
管的损伤修复, 因
此, 其表达可能与
肿瘤的侵袭及恶
性程度相关.

表 1 不同性别患者VEGF-C和CTHRC1积分 (分)

     
性别     n           VEGF-C          CTHRC1

M   55      4.82±5.36      5.84±6.35

F   43      4.64±5.20      5.72±6.23

表 2 不同TN分期患者VEGF-C和CTHRC1积分 (分)

     
T分期      N分期   n  VEGF-C           CHTRC1 

T1 N0   6         3.54±1.34       4.10±0.77

T2 N0 14         3.27±1.73       5.24±1.66

T2 N1   3         6.20±1.93       7.20±0.60

T3 N0 21         4.05±1.47       4.89±1.63

T3 N1   8         6.03±0.85       7.38±1.23

T4 N0   3         5.00±0.34       7.27±0.50

T4 N1 43         6.63±1.26       7.31±1.11
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关系 高分化、中分化与低分化组比较, VEGF-C
积分和CTHRC1积分差异均显著(P <0.05); 高分

化与中分化组比较, 积分差异亦均显著(P <0.05, 
图3, 表4).

3  讨论

直肠癌是我国常见的恶性肿瘤之一, 因其易发

生转移和扩散、术后复发转移率较高, 探索其

转移机制一直是众多学者的研究重点[3]. 肿瘤

血管形成和淋巴管生成对肿瘤的生长及转移

有重要作用, 并受多种细胞因子的诱导和调节, 
VEGF-C是其中重要的因子之一. VEGF-C的表

达已经被研究证实可能与肿瘤的预后密切相 
关[4-7]. 本研究发现VEGF-C的表达与直肠癌的分

化程度和临床分期密切相关, 与既往结论基本

一致. Zheng et al [8]的研究中也发现VEGF-C表达

■创新盘点
本 研 究 采 用 免
疫 组 织 化 学 方
法 研 究 直 肠 癌
组织中CTHRC1
和V E G F - C的表
达 ,  并 进 行 相 关
性 分 析 ,  初 步 探
讨 V E G F - C 和
CTHRC1在直肠
癌发生、发展中
的作用.

A B

C D

E F

G H

图 1 不同TN分期组织VEGF-C和CTHRC1表达(×200). A: 中分化腺癌T2 VEGF-C阳性表达; B: 中分化腺癌T2N1 VEGF-C强

阳性表达; C: 中分化腺癌T3 VEGF-C阳性表达; D: 中分化腺癌T3N1 VEGF-C强阳性表达; E: 中分化腺癌 T4 VEGF-C阳性

表达; F: 中分化腺癌T4N1 VEGF-C强阳性表达; G: 中分化腺癌T2N1 CTHRC1强阳性表达; H: 中分化腺癌T3N1 CTHRC1强

阳性表达.

200 μm 200 μm

200 μm 200 μm

200 μm 200 μm

200 μm 200 μm
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与直肠癌分化程度密切相关, 随着直肠癌分化

程度降低, VEGF-C表达增强. 汪美华 et al研究

结果表明VEGF-C表达与结肠癌病理分级无关, 
其原因可能与仅将结肠癌病理分为高、低分化

两级或所用分析方法不一致有关[9-10]. 
本研究还发现VEGF-C的表达与性别、年

龄在统计学上无明显相关, 但与淋巴结转移密

切相关. VEGF-C的表达在不同性别和不同年龄

无明显差异, 与文献[11-12]报道基本一致. 但De 

Vita et al在研究中发现[12], 血清中VEGF-C水平

与年龄呈负相关, 其原因可能与所选择标本有

关, 血清中的VEGF-C表达可能与直肠癌组织有

差异. 目前已有研究发现VEGF-C过度表达的肿

瘤细胞具有较高的局部淋巴结转移率[13], 本研

究在直肠癌组织中证实了上述观点. 我们的研

究结果显示VEGF-C的表达与淋巴结转移有显

著的相关性, 并与直肠癌组织的临床分期密切

相关, 也许VEGF-C可以作为评价直肠癌预后的

■应用要点
C T H R C 1 和
V E G F - C可能在
直肠癌的血管发
生和侵袭转移中
起 着 重 要 作 用 , 
检测CTHRC1和
VEGF-C的表达可
能作为判断直肠
癌生物学行为的
参考指标, 辅助判
断直肠癌的预后.

表 3 不同临床分期患者VEGF-C和CTHRC1积分 (分)

     
临床分期         n             VEGF-C          CTRHC1 

Ⅰ       20        3.35±1.59      4.9±1.53

Ⅱ       24        4.17±1.41a    5.17±1.73a

Ⅲ       54        6.51±1.24ac    7.31±1.09ac

aP<0.05 vs  Ⅰ期; cP<0.05 vs  Ⅱ期.

表 4 不同病理分型患者VEGF-C和CTHRC1积分 (分)

     
病理分型         n             VEGF-C        CTRHC1

低分化       27        6.98±1.03    7.24±1.01

中分化       57        5.09±1.66a    6.40±1.66a

高分化       14        2.87±1.23ac    4.03±1.34ac

aP<0.05 vs  低分化; cP<0.05 vs  中分化.

A B

C D

E F

图 2 不同临床分期组织VEGF-C和CTHRC1表达(×200). A: 中分化腺癌Ⅰ期VEGF-C弱阳性表达; B: 中分化腺癌Ⅱ期

VEGF-C阳性表达; C: 中分化腺癌Ⅲ期VEGF-C强阳性表达; D: 中分化腺癌Ⅰ期CTHRC1弱阳性表达; E: 中分化腺癌Ⅱ期

CTHRC1阳性表达; F: 中分化腺癌Ⅲ期CTHRC1强阳性表达.
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独立危险因素. 
对于VEGF-C在肿瘤组织的表达部位及作用

方式, 目前文献报道不一. Wizigmann-Voos et al [14]

认为VEGF-C主要表达于肿瘤细胞, Brown et al
却发现VEGF-C不仅表达于肿瘤细胞, 也可表

达于血管内皮细胞[15-16]. 我们的研究结果发现, 
VEGF-C主要表达于直肠癌细胞中, 在肿瘤血管

内皮细胞中并无明显表达. 结合目前已经明确的

作用机制, 我们推测VEGF-C可能主要是通过旁

分泌作用诱导肿瘤血管及淋巴管形成, 从而促进

肿瘤细胞的生长、转移, 同时可能作为一种自分

泌生长调节因子直接促进肿瘤细胞的生长. 
CTHRC1基因在体外实验中已经被证实其

过表达能够提高细胞的迁移能力并抑制I型胶原

的合成[2], 可以通过限制胶原基质沉积和促进细

胞迁移参与血管的损伤修复, 因此, 其表达可能

与肿瘤的侵袭及恶性程度相关[17]. 本研究的结果

证实在直肠癌组织中CTRHC1的表达与直肠癌

的分化程度和临床分期密切相关, 但是与直肠

癌发生的年龄和性别无明显相关. 另外, 本研究

发现CTRHC1的表达与VEGF-C的表达呈显著正

相关, 也许CTHRC1能够与VEGF-C发挥协同作

用, 从而为肿瘤细胞的侵袭和转移创造合适的

细胞外环境. 
因此, 我们推测CTHRC1和VEGF-C可能在

直肠癌的血管发生和侵袭转移中起着重要作用, 
检测CTHRC1和VEGF-C的表达可能作为判断直

肠癌生物学行为的参考指标, 辅助判断直肠癌

的预后. 但是二者间的确切关系尚不清楚, 有待

进一步深入研究和证实.
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图 3 不同病理分型组织VEGF-C和CTHRC1表达(×200). A: 低分化腺癌T4N1 VEGF-C强阳性表达; B: 中分化腺癌T4N1 
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直肠癌中的生物
学作用有参考价
值. 
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Abstract
RNA interference (RNAi) can specifically sup-
press the expression of genes, and it is the most 
effective gene-silencing technique. Both in vivo 
and in vitro researches have approved the effect 
of RNAi on hepatitis B virus (HBV) infection. 
In recent years, multiple researches have been 
launched on selection of target sequences of 
small interfering RNA (siRNA), application of 
chemical modification, and selection of trans-
duction method, short hairpin RNA (shRNA) 
vector and combination strategies. In this paper, 
we briefly review the advances of RNAi in anti-
HBV infection. 

Key Words: RNA interference; Hepatitis B virus; 
Small interfering RNA; Short hairpin RNA

Kong LB, Tong LX, Wang XY. Advance of  RNA 
interference in hepatitis B virus infection. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(13): 1324-1328

摘要
RNA干扰(RNA interference, RNAi)技术能够

特异性地降低目的基因的表达, 是目前最有效
的基因沉默技术, 体内外研究均证实了RNAi
在抗乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感
染中的作用. 近年来, 为使RNAi更适应抗HBV
感染临床应用的需要, 许多学者针对小干扰
RNA(small interfering RNA, siRNA)靶序列、

转导方法、短发夹状RNA(short hairpin RNA, 
shRNA)载体、各种联合策略的选择及化学修
饰的应用等方面进行了大量研究. 本文综述
RNAi技术, 尤其是HBV特异shRNA在抗HBV
感染中应用的研究进展. 

关键词: R NA干扰; 乙型肝炎病毒; 小分子干扰

RNA; 短发夹状RNA
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染呈

世界性流行, 全球约20亿人曾感染过HBV, 其
中3.5亿为慢性HBV感染者, 每年约100万人死

于H B V感染所致的肝衰竭、肝硬化和原发性

肝细胞癌[1]. 我国属于HBV感染高流行区, 一
般人群HBsAg阳性率为9.09%[2]. 虽然疫苗计

划免疫降低了HBV感染的发生率, 抗病毒药物

如干扰素及核苷(酸)类似物的合理应用也使

很大一部分慢性乙型肝炎患者的病情得以控

制. 但抗HBV感染, 阻断肝细胞内HBV基因的

复制和表达, 仍是亟待解决的难题. RNA干扰

(RNA interference, RNAi)技术是一项发展迅速

并极富应用前景的基因控制技术, 通过产生内

源性特异序列的小干扰RNA(small interfering 
RNA, siRNA), 诱导特异靶基因mRNA降解, 从
而使该基因“沉默”. 随着这几年RNAi研究的

不断深入, RNAi的机制逐渐被阐明, 为抗HBV
基因治疗提供了很有前景的研究方向. 本文将

近年来RNAi技术, 尤其是HBV特异短发夹状

RNA(short hairpin RNA, shRNA)在抗HBV感

®

■背景资料
HBV感染是全球
范围内影响人类
健康的重要问题. 
RNAi技术能够特
异性地降低目的
基 因 的 表 达 ,  是
目前最有效的基
因 沉 默 技 术 ,  体
内外研究均证实
了RNAi技术在抗
HBV感染中的作
用.

■同行评议者
曹洁, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学微生
物学教研室
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染中应用的研究进展作一综述. 

1  HBV基因组及其RNAi的作用机制

1.1 HBV基因组及其复制概况 HBV是部分双链

环状DNA分子. HBV基因组含有4个部分重叠的

开放读码框(open reading frame, ORF), 即前S/S
区、前C/C区、P区和X区. 前S/S区编码大(前
S1、前S2及S)、中(前S2及S)、小(S)3种包膜蛋

白; 前C/C区编码HBeAg及HBcAg; P区编码病毒

聚合酶; X区编码X蛋白. 
HBV进入肝细胞质后, 被运至细胞核膜, 脱

去核衣壳, 放出HBV DNA, 生成松弛环形DNA, 
再进入细胞核内, 在宿主酶的作用下, 以负链

DNA为模板延长正链, 修补正链中的缝隙区, 形
成共价闭合环状DNA(covalently closed circular 
DNA, cccDNA), 然后以cccDNA为模板, 在宿主

RNA聚合酶Ⅱ的作用下, 转录成几种不同长度的

mRNA, 包括3.5、2.4、2.1及0.9 kb. 其中3.5 kb的
mRNA含有HBV DNA序列上的全部遗传信息, 
称为前基因组RNA. 后者进入肝细胞质作为模

板, 在HBV逆转录酶作用下, 合成负链DNA, 再
以负链DNA为模板, 在HBV DNA聚合酶的作用

下合成正链DNA, 形成子代部分双链环状DNA. 
后者一部分又进入细胞核进行病毒复制周期, 而
另一部分入内质网与HBsAg装配成完整的HBV, 
释放至肝细胞外. 
1.2 RNAi的作用机制 RNAi现象是指内源性或

外源性双链RNA(double strands, dsRNA)介导细

胞内mRNA发生特异性降解, 导致靶基因的表达

沉默, 产生相应的功能表型缺失. 这一现象属于

转录后的基因沉默机制. 这一机制能够特异性

地降低目的基因的表达, 是目前最有效的基因

沉默技术. 
RNAi的特异效应作用机制被分为起始阶

段和效应阶段两部分加以阐明[3]. 起始阶段: 由
外源或转基因、病毒感染等方式引入的dsRNA, 
在细胞内被一种核糖核酸酶(r i b o n u c l e a s e, 
RNase)Ⅲ中特异识别双链RNA的酶Dicer, 以
ATP依赖的方式逐步切割为21-23 nt长的3'端有

2个nt突出的siRNA. 效应阶段: 一方面, siRNA
同核酸酶结合形成所谓的RNA诱导基因沉默复

合物(RNAs induced silencing complex, RISC). 
RISC在ATP的作用下由含双链siRNA的形式变

为含单链siRNA的活化形式, 与同源靶基因表

达的mRNA特异性结合, 在结合处siRNA 3'端
的12个bp处切割mRNA, 诱发mRNA降解, 从而

在RNA水平上抑制靶基因表达. 某些学者认为

RNAi过程中还具有自身循环放大机制, 并将

其归为模型的第三阶段-循环放大阶段, 其机

制大致如下: 在效应阶段, RISC中的解旋酶促

使siRNA解链后, 释放出来单链的siRNA又可

作为特殊引物, 以靶mRNA为模板, 在RNA依

赖的RNA聚合酶作用下, 形成新的dsRNA, 在
Dicer酶作用下又可被裂解为21-23 nt的siRNA, 
又能够诱发RNAi作用. 如此循环, 使得大量靶

mRNA降解, 呈放大效应. 
siRNA的产生包括5种方式: 化学合成、体

外转录、长片段dsRNA经RNaseⅢ降解、PCR
扩增shRNA表达框及构建shRNA表达质粒[4-5]. 

2  RNAi技术在抗HBV感染中的应用

HBV mRNA的降解不仅抑制了相关蛋白的表达, 
也可以抑制HBV复制. 将RNAi技术应用于抗

HBV治疗具有很多优势: RNAi特异性针对病毒

转录产物从而阻断病毒复制, 不会激活非特异

性细胞反应, 将不良反应降到最小; RNAi具有高

效性, 少量的siRNA就可达到抑制HBV mRNA、

降低病毒表达产物的作用; RNAi可以针对病毒

基因保守区发挥作用, 从而限制了病毒产生逃

避突变株的能力; siRNA可以在病毒非活跃复制

的情况下发挥其抑制病毒基因转录及降低蛋白

表达水平的作用[6]. 
近年来, 为使RNAi更适应抗HBV感染临床

应用的需要, 学者们针对siRNA靶序列的选择、

化学修饰的应用、转导方法的选择、shRNA载

体的选择及各种联合策略的选择等方面做了大

量研究. 
2.1 靶序列的选择 从2003年开始, 国内外学者针

对HBV的4个开放读码框的不同位点设计了不

同长度的siRNA, 证实siRNA可以明显减少病毒

复制形式的DNA、不同长度的mRNA和表达的

蛋白含量. 尽管所选用的siRNA靶向基因序列不

同, 但是几乎都能不同程度抑制HBV的转录和

病毒蛋白的表达, 证实了HBV siRNA选择范围

较大、多靶位都具有抗病毒效应, 为灵活选择

靶向序列、多位点siRNA的联合应用创造了非

常有利的条件. 由于各实验室采用的siRNA制备

方法不相同, HBV感染的评价模型也不尽相同, 
因此目前很难对所选用的siRNA抗病毒效率高

低作出统一的评价. 
由于基因突变可能降低s i R N A抗病毒的

效果 ,  应当选择H B V基因组保守基因区域作

■研发前沿
近年来, 为使RNAi
更适应抗HBV感
染临床应用的需
要 ,  学 者 们 针 对
siRNA靶序列的选
择、化学修饰的
应用、转导方法
的选择、shRNA
载体的选择及各
种联合策略的选
择等方面做了大
量研究. 这也是近
年来RNAi技术在
抗HBV感染中应
用的研究热点. 
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为s i R N A序列的靶位点 ,  并同时使用多个位

点. 有研究选择了两个RNAi靶区, 设计了两组

shRNA, shRNA-1以HBsAg为靶位, shRNA-2
以编码HBcAg及聚合酶的重叠区域的前基因

组RNA为靶位. 在HepG2.2.15细胞及HBV感染

小鼠模型均证实了shRNAs对HBV基因表达的

抑制作用, 并且证实这种抑制作用是剂量依赖

性和特异性的[7]. Wu et al [8]针对HBV P、S及X
保守区构建了siRNA腺病毒表达质粒, 该质粒与

HBV共转染Huh27细胞时, 能够显著降低HBsAg
及HBcAg的表达水平. 
2.2 化学修饰的应用 近年来, 研究者们采用了多

种化学修饰方法来提高siRNA的稳定性, 减少

非特异反应, 提高细胞对siRNA的摄取率. 为抑

制体内核酸酶对siRNA的降解, Morissey et al [9]

将合成的siRNA进行化学修饰, 让siRNA所有

2'-OH缺失, 并用2'-氟代、2'-磷硫酰化处理. 修
饰的单链siRNA半衰期为15.5-18 h, 双链siRNA
为2.1-3 d, 与未修饰siRNA相比, 稳定性提高了

近900倍. 在水动力法建立的HBV体内感染模型

中, 尾静脉直接注射这种化学修饰的siRNA后3 
d血清HBV DNA下降近1000倍, 肝组织内HBV 
DNA、HBsAg水平均受到明显抑制. 此实验对

于将siRNA应用于体内乃至临床研究具开创性

意义. 随后Morissey et al [10]进一步将化学修饰的

siRNA用新型生物材料稳定核酸脂质颗粒(stable 
nucleic-acid-lipid particle, SNALP)进行包裹, 并
系统研究了siRNA-SNALP在小鼠体内的生物学

分布、半衰期、药效学、免疫刺激反应和不良

反应. 将SNALP用3H-胆碱酯酶标记, 尾静脉直

接注射后24 h约28%分布于肝脏, 8.2%分布于脾

脏, Cy3标记的siRNA-SNALP注射后2 h就出现

于肝内, 7 d后才逐渐消失, 实现了siRNA-SNALP
对肝组织有效的时间和空间定位. 免疫刺激反

应研究发现: 未修饰的siRNA诱发了干扰素γ和

炎症因子的表达, 而化学修饰的siRNA-SNALP
不会引起血清白介素-6、干扰素γ和肿瘤坏死因

子-α表达发生变化. 在随后的连续给药3 d, 停药

第3、7 d均观察到对HBV表达的持续、高抑制

作用, 并呈剂量依赖性关系. 此项研究结果较好

解决了siRNA在肝组织定位和稳定性表达的问

题, 免疫刺激反应和不良反应的观察则为siRNA
的使用安全性提供了保障, 连续给药和药物剂

量实验的系统研究为探索体内实验乃至临床给

药途径和剂量提供了重要的实验依据, 为siRNA
最终应用于临床研究迈出了重要一步.

最近, 有研究报道了一种核糖核酸内切酶

制备的siRNA(Endoribonuclease-prepared siRNA, 
esiRNA), 由于esiRNA可以直接抑制长的靶序

列, 靶序列的基因变异对于他的作用影响较小, 
在这点上esiRNA更优于化学修饰的siRNA. 以
HBsAg及HBcAg编码区为靶序列的esiRNA, 显
著抑制HBsAg及HBcAg表达[11]. 
2.3 转导方法的选择 在将siRNA应用于临床之

前, 应该研究一种有效的转导方式. 抗体介导的

转导是一种新的方法. 抗体介导的转导, 是将核

苷酸结合区域融合至抗原结合片段或识别膜受

体的单链抗体可变区基因片段, 产生出一种具

有细胞识别及核苷酸结合功能的融合蛋白. 这
种融合蛋白可以结合核苷酸并通过受体介导的

摄取效应将其转导至目标细胞. 有研究构建了

两个含有抗HBsAg的人单链抗体可变区基因片

段的融合蛋白, 即s-tP及sCκ-tP. s-tP及sCκ-tP被
设计来介导siRNA、siRNA表达框及siRNA生成

质粒的定向转导. 应用sCκ-tP将荧光素异硫氰酸

盐-siRNA、荧光素异硫氰酸盐-siRNA表达框及

质粒DNA特异转染至HBsAg阳性细胞, 有效抑

制了HBV基因表达及复制. 在HBV转基因小鼠, 
siRNA或siRNA生成质粒也能抑制HBV基因表

达. 此研究揭示了一种应用抗HBsAg融合蛋白

的siRNA或siRNA生成质粒的定向转导方法, 为
将siRNA应用于临床增添了希望[12]. 

在RNAi技术应用于实际治疗方法之前, 还
应该实现s iRNA的器官定向转导. 在一项研究

中, 证实了载脂蛋白A-I(apoprotein A-I, apo A-I)
在将核苷酸转导至肝脏中的潜在可能 .  将抗

HBV的siRNA结合入apo A-I及1,2-二油酰-3-三
甲基-丙烷(DOTAP)/胆固醇(DTC-Apo)复合体, 
静脉注射入携带活跃复制HBV的小鼠模型. 结
果显示, 这种毫微粒通过受体介导的细胞内摄

作用可以显著抑制病毒蛋白表达. apo A-I介导

的siRNA转导方法的优势在于他是肝脏特异性

的, 小剂量(≤2 mg/kg)单次治疗, 抗病毒作用可

以持续8 d. 在活体内, 可见肝脏定向基因沉默, 
肝脏发射的生物发光信号在荧光素酶特异的

siRNA及DTC-Apo脂复合物的第4次处理后明

显减少[13]. 
2.4 shRNA载体的选择 为克服常规质粒载体

介导的shRNA感染效率不高, 抗病毒作用持续

时间不长的缺点, 有研究将聚合酶Ⅲ-shRNA
表达盒克隆入AdEasy腺病毒穿梭载体, 与骨架

质粒同源重组后, 通过293细胞包装产生病毒

■创新盘点
本文系统的阐述
了近年来RNAi技
术在抗HBV感染
中应用中的研究
进展, 包括siRNA
靶序列的选择、

化 学 修 饰 的 应
用、转导方法的
选择、shRNA载
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颗粒, 成功构建了腺病毒-shRNA表达载体. 在
体外HBV阳性肝细胞株模型中, 腺病毒介导的

HBV shRNA可以明显抑制所有HBV RNA转录

分子表达, 持续时间长达9 d. 将HBV shRNA导

入尾静脉注射重组腺病毒的HBV转基因小鼠, 
发现HBV shRNA处理后4 d, 与对照组相比血清

HBsAg分泌平均下降了5-6倍, HBeAg平均下降

了3-4倍, 抑制作用可以持续13 d. 感染后4 d肝内

HBV RNA转录水平下降5倍, 20 d平均下降7-9
倍. 在干扰素受体缺陷的HBV转基因小鼠, 同样

观察到siRNA对HBV RNA转录分子、HBsAg、
HBeAg的直接、特异性抑制作用, 排除了腺病

毒感染诱发机体干扰素抗病毒反应. 该研究首

次将病毒载体应用于HBV转基因小鼠模型, 观
察到shRNA的特异抗病毒作用, 最重要的是通

过HBV转基因小鼠, 验证了siRNA对新感染模型

以外的、已存在的病毒基因的转录和表达具有

抑制作用, 这一点对临床HBV慢性感染者siRNA
治疗更具有指导意义[14]. 腺病毒载体的缺点在于

其效力的衰减, 以及由于先天及获得性免疫而

引发的不良反应. 为克服这些缺点, 应用一甲基

聚乙烯乙二醇-琥珀酰亚胺丙酸盐修饰第一代表

达抗HBV siRNA的腺病毒载体, 结果证实这种

修饰可以提高腺病毒载体在抗HBV感染治疗中

应用的可行性[15]. 
J i a e t a l [16]为抑制H B V表达及复制 ,  在

HepG2.2.15细胞研究了一个以逆转录病毒为基

础的RNA干扰系统, 这个系统利用U6-RNA聚

合酶Ⅲ启动子来促进HBV特异shRNA的有效

表达及传递. 在此系统, 将逆转录病毒载体与一

个嘌呤选择标志整合入宿主细胞基因组, 并且

允许shRNA的稳定表达. 在对嘌呤霉素抵抗的

HepG2.2.15细胞, HBV蛋白及mRNA水平均下

降超过88%, HBV复制被抑制, 抑制作用持续达

2 mo. 结果提示, 以逆转录病毒为基础的 RNA干

扰技术在实验生物学及分子医学方面均有乐观

的应用前景. 这是首次报道, 利用包含一个选择

标志及人U6-RNA聚合酶Ⅲ启动子的逆转录表

达系统来将shRNA转导至HepG2.2.15细胞, 以沉

默HBV基因. 其优势在于: 包含一个抗生素选择

标志的逆转录病毒载体pBABE-嘌呤霉素, 可以

整合入宿主基因组, 使shRNA可以稳定表达; 逆
转录病毒转导可以应用于人类; 人U6-RNA聚合

酶Ⅲ启动子小并且稳定, 并可以很容易插入病

毒载体, 所以其可以促进shRNA的高表达, 随之, 
介导高效率的沉默. 

通过支架/基质附着区(Scaffold/Matrix at-
tachment region, S/MAR)游离基因保持载体

pEPI-1表达的siRNA, 在转染至HepG2.2.15细
胞后 ,  可以有效抑制H B V基因表达、细胞内

HBV DNA复制及子代HBV的释放, 在没有抗

生素选择压力的情况下, 这种作用可以持续8 
mo. 这种新的S/MAR载体系统为慢性乙型肝炎

的基因治疗开辟了新的远景. 作为非病毒载体, 
他可能更符合基因治疗的安全需要, 并且可以

长期抑制HBV复制[17]. 
2.5 联合策略 应用s iRNA联合策略以抑制多

重病毒抗原表达及病毒复制. s iRNA联合应用

可以更强地抑制病毒复制及抗原表达, 尤其是

cccDNA扩增. 在联合治疗中, 多个siRNAs可以

阻断病毒基因组多个位点, 并且使之不能立即

修复, 因此, 可以更有效地抑制HBV复制. 将针

对HBV核定位信号区域不同位点的特异siRNA, 
转染至HepG2.2.15细胞后, HBsAg、HBeAg及
mRNA水平均有不同程度下降, HBV DNA水平

及cccDNA复制分数显著下降. 这种抑制作用是

高度选择性、序列特异性及剂量依赖性的, 尤
其重要的一点是siRNA联合治疗可以显著抑制

cccDNA扩增[18]. 
由于HBV的一些特性, 目前, RNAi不能完全

取代现行的抗HBV疗法, 但是由于他是一种转

录后的基因沉默现象, 最终使mRNA降解, 故对

于其研究最重要的意义是可发展成与核苷(酸)
类似物或其他抗HBV药物的联合用药, 建立起

一种抗HBV的“鸡尾酒疗法”. Chen et al [19]发

现shRNA与拉米夫定联合作用的抗HBV效果较

单用拉米夫定强6倍, 比单用shRNA要强3倍, 这
为RNAi与核苷(酸)类似物联合作用抗HBV治

疗提供了一定的依据. 另外, 在HBV野毒株和

YMDD变异株感染细胞中, 比较靶向HBV核心

区的shRNA抗病毒作用差异, 发现shRNA可以

抑制HBV变异株复制, 但较野毒株作用稍弱, 提
示siRNA可以应用于耐受拉米夫定的HBV耐药

毒株的抗病毒治疗. 

3  结论

尽管体内外研究均证实了RNAi在抗HBV感染

中的作用, 有了可喜的进展, 但是还存在以下问

题: 如何大量制备低成本的siRNA; 如何进一步

提高siRNA在体内稳定性并保持抗病毒效应的

持久性; siRNA对机体不良反应的评价等. 因此, 
真正将RNAi应用于临床还需要一个比较长的过

■名词解释
RNAi现象: 指内
源性或外源性双
链RNA介导细胞
内mRNA发生特
异性降解, 导致靶
基因的表达沉默, 
产生相应的功能
表型缺失. 这一现
象属于转录后的
基因沉默机制.
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程, 还要不断完善RNAi技术, 使之能够安全、有

效地应用于抗HBV感染的基因治疗. 
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Abstract
Non-alcoholic steatohepatitis (NASH), characterized 
by l iver fatty infi l trat ion, inflammation, 
hepatocellular injury and fibrosis, may easily 
develop into liver cirrhosis and hepatocellular 
carcinoma. The increased flow of FFAs (free fatty 
acids) to the liver and the de novo lipogenesis in 
the liver lead to fat overload. Lipotoxicity can 
induce oxidative stress, inflammatory reaction 
and apoptosis. Subsequently chronic liver injury 
activates a fibrogenic response that accelerates 
the evolution of NASH towards end-stage liver 
disease. Further research on pathophysiology and 
molecular biology is beneficial to clinical diagnosis 
and management of NASH.

Key Words: Non-alcoholic steatohepatitis; Patho-
physiology; Molecular biology

Hu YB. Mechanisms of non-alcoholic steatohepatitis: 
pathophysiology and molecular biology. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(13): 1329-1334

摘要
非酒精性脂肪性肝炎以肝脏脂肪浸润、炎

症、肝细胞损害和纤维化为特征, 可进一步发
展为肝硬化及肝癌. 游离脂肪酸向肝内转运和
肝脏脂肪酸的从头合成导致肝细胞内脂肪超
负载. 脂毒性引起氧化应激、炎症反应和肝细
胞凋亡. 随后慢性肝损伤激活纤维化反应发展
至终末期肝病. 对非酒精性脂肪性肝炎病理生
理学和分子生物学发病机制的深入研究将有
利于临床诊断和治疗. 

关键词: 非酒精性脂肪性肝炎; 病理生理学; 分子生

物学
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)被认为是代谢综合征在肝脏

中的表现, 后者包括内脏性肥胖、胰岛素抵抗

(insulin resistance, IR)、血脂异常及高血压病. 有
一部分NAFLD患者可进一步发展为非酒精性脂

肪性肝炎(non-alcoholic steatohepatitis, NASH). 
虽然这一具体过程尚不清楚, 但目前认为NASH
以脂肪浸润、肝细胞损害、炎症和纤维化为其

特征. 本文将对NASH的病理生理学和分子生物

学发病机制进行综述, 旨在为临床诊断和治疗

提供依据. 

1  导致肝脏中脂肪沉积的因素

以甘油三酯(triglycerides, TG)为主的脂肪在肝内

沉积是发展为NAFLD和NASH的绝对必要条件, 
远距离产生的内分泌激素(如胰岛素)以及局部

产生的激素和细胞因子共同调控着肝脏的脂肪

代谢.
1.1 IR IR是指体内周围组织对胰岛素的敏感性

降低, 如肌肉、脂肪组织对胰岛素促进葡萄糖

摄取的作用不敏感. 为克服IR, 机体分泌更多的

胰岛素并减少胰岛素的清除[1], 从而导致其他组

织脏器(如肝脏)的代谢变化. NAFLD患者常表

现为高IR: 一方面是肌肉组织对葡萄糖的摄取
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减少及脂肪组织分解加速导致游离脂肪酸(free 
fatty acids, FFAs)增多; 另一方面则是胰岛素对

肝葡萄糖生成(hepatic glucose production, HGP)
抑制减弱[2-4]. 糖尿病患者IR较NAFLD更为严重, 
但NAFLD患者的IR是独立于糖尿病和/或肥胖

的代谢缺陷[2,5]. 
1.2 肝脏的脂肪代谢障碍 肝脏的脂肪代谢障

碍可能与FFAs的浓度, 脂肪酸的氧化合成以及

极低密度脂蛋白(very low density lipoprotein, 
VLDL)有关. NAFLD患者脂肪分解加速, 大量

F FA s向肝中转运, 示踪研究显示肝中脂肪的

氧化不仅没有减少而是增加, 同时VLDL也相

应增加[6], 提示FFAs可能是脂肪代谢障碍最为

重要的因素. 增加的FFAs即可来自于脂肪细胞

和高脂饮食, 也可通过肝内从头合成(de novo  
lipogenesis, DNL)产生[7]. 人类和动物研究均发

现内脏性脂肪的分解及FFAs动员至门静脉导致

肝内IR[3,5]. 在动物中给予高脂饮食出现肝细胞

脂肪变性和HGP增加, 而在人类中低热低脂饮

食则减少肝中40%-80%的脂肪[8]. 向肝内转运的

FFAs不仅出现在脂肪餐后, 即使是禁食的受试

者也可通过动员腹部脂肪转运FFAs至肝[9], 提
示血液中FFAs可能优先通过门静脉转运, 导致

肝内脂肪沉积. DNL是肝内FFAs增加的另一来

源. 在正常人禁食情况下, DNL对肝内FFAs的贡

献约5%左右, 而在NAFLD患者中, DNL对肝内

FFAs的贡献增加至25%左右[10]. 胰岛素通过固

醇调节元件结合蛋白-1(sterol regulatory element 
binding protein-1, SREBP-1)以及葡萄糖通过

碳水化合物反应元件结合蛋白(carbohydra te 
response element binding protein, ChREBP)转录

调控DNL[11]. 
1.3 脂肪因子 脂肪组织(尤其是内脏性脂肪)的增

加伴随着胰岛素增敏因子和抗炎因子的减少以

及致炎因子的增加. 炎症因子反过来通过调节

脂肪细胞分泌代谢而增强IR. Kanda et al [12]研究

表明单核细胞趋化蛋白-1(monocyte chemotactic 
protein-1, MCP-1)通过募集巨噬细胞在脂肪组织

中产生炎症, 加重脂肪肝和IR. NAFLD患者脂联

素(adiponectin)水平降低, 且与肝脏TG的含量成

负相关[13], 这可能与他抑制包括肿瘤坏死因子

-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)在内的多种炎

症因子有关[14]. 瘦素(leptin)一方面参与肝内TG沉

积和促炎效应, 另一方面调节氧化应激反应[15-17]. 
抵抗素(resistin)在啮齿类是由脂肪细胞和单核

细胞产生, 而在人类主要是由脂肪组织中的间

1330                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年5月8日    第17卷   第13期

质细胞产生[18]. 肝内抵抗素在NASH患者中显著

增加, 并被炎症细胞所调节[19]. 最近发现内脏性

脂肪还能分泌一种致炎细胞因子, 即内脏脂肪

素(visfatin)[20], 也可能参与到NASH的发生中. 
1.4 过氧化物酶体增殖物激活受体 过氧化物

酶体增殖物激活受体(peroxisome proliferator-
activated receptors, PPARs)属于配体激活的转录

因子中的核受体超家族, 根据其结构及功能可

分为3种亚型: PPARα、PPARβ/δ及PPARγ. 人工

合成的PPARγ配体(噻唑烷二酮类)已经用于治

疗糖尿病, 而PPARα配体(贝特类)则用于治疗高

脂血症. PPARγ激动剂通过活化AMP激活的蛋白

激酶(AMP-activated protein kinase, AMPK)促进

胰岛素敏感的脂肪组织摄取和存储FFAs, 同时

抑制肝脏脂肪酸的合成[21]. PPARα和PPARγ均有

抗炎效应, 并能改善脂肪沉积引起的IR[22]. 近年

来在NASH患者中发现给予PPARγ激动剂治疗

后, 脂联素水平显著增加, 而抵抗素、TNF-α、
IL-6和C-反应蛋白(C-reactive protein, CRP)水平

则显著减低, 并且肝脏脂肪变性明显改善[23].

2  肝细胞脂肪超负载的损害机制

细胞中的脂肪超负载(fat-laden)可引起各种直接

或间接的脂毒性作用. 代谢调节异常、线粒体

损害和氧化应激损伤肝细胞, 并引发基因表达

异常, 最终导致炎症反应和细胞死亡[24]. 
2.1 线粒体功能障碍和氧化应激 FFAs的β氧化、

活性氧(reactive oxygen species, ROS)和活性氮

(reactive nitrogen species, RNS)的产生均在线粒

体中进行. 而研究发现NASH患者无论线粒体结

构还是功能都发生异常. 越来越多的证据表明

IR和脂肪超负载导致线粒体功能障碍, ROS和
RNS生成增加[25]. 其中ROS又可抑制细胞色素c
氧化酶, 破坏含铁硫蛋白氧化还原酶的呼吸链

以及损害线粒体DNA(mitochondrial DNA, mtD-
NA)[26], 形成恶性循环. TNF-α诱导一氧化氮合

酶-2(nitric oxide synthase-2, NOS-2)增加RNS产
物[27], 然后RNS通过硝基化酪氨酸残基破坏呼吸

链或者直接损害DNA[28]. 研究表明给ob/ob小鼠

喂养尿酸饮食后, 尿酸与过氧亚硝酸盐反应形

成无活性的含氮尿酸盐, 从而减少细胞色素c的
破坏以及脂质过氧化物的生成[29]. FFAs增加还

可活化细胞色素P450亚族CYP2E1和CYP4A10/
4A14, 导致ROS增加和线粒体呼吸链解偶联[25,30]. 
线粒体中的胆固醇也被证实与NASH患者的炎

症浸润有关[31]. 现在研究还发现非线粒体来源
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的ROS, 例如来源于过氧化物酶体和微粒体的

ROS, 枯否细胞(kupffer cells, KCs)和肝星状细

胞(hepatic stellate cells, HSCs)产生的ROS, 也都

参与到NASH的氧化应激中[32-33]. NASH患者中

反映脂质氧化损害的指标(硫巴比妥酸反应物、

丙二醛、羟基壬烯醛、硝基酪氨酸蛋白、8-羟
基-2'脱氧鸟嘌呤核苷和硫氧还蛋白)增加, 而反

映抗氧化的因子(辅酶Q10、铜锌超氧化物歧化

酶、过氧化氢酶和谷胱甘肽转移酶)减少[34-36], 
提示氧化应激在促进和维持细胞损害的过程中

起重要作用. 
2.2 NASH中肝细胞的坏死和凋亡 尽管机体存

在抗氧化应激系统, 但持续过度的细胞毒性仍

可导致细胞坏死和/或凋亡[37-38]. 与对照组相比, 
NASH患者中抗凋亡因子Bcl-2继发性增加[39], 提
示测定血浆中凋亡产物以及抑制死亡受体介导

的凋亡有可能为NASH的诊断和治疗提供线索. 
2.3 NASH与基因表达调控 转录因子Sp1和Sp3
已被证实参与到NASH的发生发展过程, 他们通

过激活Ⅰ型胶原的表达促进纤维化的形成[40], 而
转录因子CCAAT增强子结合蛋白-β(CCAAT en-
hancer binding protein-β, C/EBP-β)则参与脂肪代

谢、炎症反应和内质网应激等过程[41]. 调控抗氧

化基因表达的转录因子Nrf-1和调控氧化应激适

应性反应的转录因子APE/Ref-1在NASH患者中

均显著升高[42]. 新近研究发现PI3K-Akt-PTEN信

号转导通路缺陷的小鼠在40 wk后发展为NASH, 
在80 wk后则发展为肝癌[43], 提示炎症反应和血

管生成可能是两者的共同之处.

3  NASH中的炎症和纤维化

除了肝细胞损害外, 炎症和纤维化也是从脂肪

变性过渡到脂肪性肝炎的重要特征. 在慢性肝

病患者中, 肝脏炎症是肝纤维化发生发展的独

立危险因素. 因此细胞损害, 炎症和纤维化三者

之间关系密切. 
3.1 肝脏中的炎症信号通路 在动物模型和NASH
患者中, 肝脏NF-κB的表达显著增加, 活化的NF-
κ B通过信号转导通路介导肝脏炎症、脂肪变

性和IR[44-45]. 在基因敲除IκB激酶β(IκB kinase β, 
IKKβ)小鼠中, 给予高脂饮食后仍然保留对胰岛

素的敏感性, 而另一项研究认为基因敲除IKKγ 
/NEMO(NF-κB essential modulator, NEMO)的肝

细胞引起脂肪性肝炎和肝细胞癌[46-47]. 这一方面

说明NF-κB调控的复杂性, 另外一方面说明完全

抑制NF-κB活性可能导致肿瘤发生. 

T N F诱导的c- J u n氨基末端激酶 ( c - J u n 
N-terminal kinase, JNK)信号转导通路也参与到

NASH中的炎症和IR. 同时敲除JNK-1和JNK-2
的小鼠肝脏炎症和IR均显著降低[48], 而仅敲除

JNK-2的小鼠则与野生型小鼠相近[49], 提示抑制

JNK-1对减轻脂肪沉积引起的肝细胞损害更为

有效. 
TNF-α和IL-6在NASH患者中显著增加, 他

们受NF-κB、JNK或p38 MAPK等信号转导通

路调控[50]. 在ob/ob小鼠和高脂饮食模型中, 抑制

TNF-α能够显著减轻脂肪变性、炎症和肝细胞

损害[51]. 另外的研究则发现敲除TNF-α或TNFR1
基因的小鼠在脂肪性肝炎、脂质过氧化和肝

细胞损害方面与野生型小鼠差异不大[45]. IL-6
也是一个存在争议的细胞因子, 他可通过JAK-
STAT信号转导通路促进肝细胞再生而减轻小

鼠脂肪肝[52]. 尽管如此, IL-6缺陷的小鼠却能改

善IR[53], 这可能与JAK-STAT通路的负性调控分

子家族细胞因子信号转导抑制因子(suppressors 
of cytokine signaling, SOCS)有关. 其中SOCS-1
和SOCS-3可以阻断胰岛素受体信号导致IR[54]. 
SOCS还可干扰瘦素受体信号, 可能与瘦素抵抗

有关. 
3.2 其他致炎机制 近来研究认为模式识别受体

(pattern recognition receptors, PRRs)也参与到

NASH的炎症过程中, 这与肠道细菌代谢产物入

血后作用于KCs有关. PRRs包括Toll样受体(Toll-
like receptors, TLRs)和其他识别内毒素等细胞

代谢产物的受体[55-56]. TLRs活化后通过NF-κB促
进炎症因子和致纤维化因子的分泌[57]. 在NASH
患者和动物模型中发现IL-8和MCP-1也通过NF-
κB途径而表达增加, 他们分别促进中性粒细胞

和单核细胞的浸润[50,58]. 
3.3 肝纤维化机制 虽然肝纤维化和肝硬化是所

有慢性肝病的最终结果, 但NASH所致肝纤维化

与其他肝损害所致肝纤维化有所不同. NASH所

致纤维化主要发生在小叶中央区, Disse腔周围

纤维组织较厚, 而包绕肝细胞团的纤维组织较

薄. NASH的致纤维化因素除了HSCs外, 还与脂

肪因子、氧化应激和IR密切相关. 

4  结论

FFAs向肝内转运和肝脏脂肪酸的从头合成导致

肝细胞内脂肪超负载. 脂毒性和细胞死亡激活

炎症反应信号转导通路, 促进炎症细胞浸润, 加
重细胞损害及纤维化. 尽管关于NASH的发病机

■应用要点
对非酒精性脂肪
性肝炎病理生理
学和分子生物学
发病机制的深入
研究将有利于临
床诊断和治疗.
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制有了大量新的研究资料, 但IR、炎症和纤维

化三者间相互作用的具体过程, 脂肪肝、NASH
和心血管危险因素之间的联系, 各种FFAs的不

良反应, 符合NASH发病机制的动物模型建立等

问题都有待进一步解决. 只有研究更加深入, 才
能最终找到NASH的有效诊断和治疗方法. 
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白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、

维生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸

用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 

例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 

16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 百分比%, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ

改成mg, 长度m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单

位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15

克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 mL/L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L

肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/ L或

100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一

律以“/kg”表示.  (常务副总编辑: 张海宁 2009-05-08)
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Abstract
Transforming growth factor-β (TGF-β) is a mul-
tifunctional cell factor, which can inhibit the 
growth of most normal cells and cancer cells. 
Smad4 is a intracellular mediator of TGF-β, and 
it conducts TGF-β signal from cell membrane 
to the nucleus, and regulates transcriptions of 
the target genes. Researches have revealed that 
abnormal expression of Smad4 could cause pre-
cancerous diseases, induce carcinogenesis, and 
influence the biological features of tumor cells. 

Key Words: Smad4 gene; Gastrointestinal cancer; 
Transforming growth factor-β
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摘要
转化生长因子β(transforming growth factorβ, 
TGF-β)是一多功能的细胞因子,对细胞的生
长分化具有调节作用. Smad4为TGF-β细胞内
信使, 也是一抑癌基因, 能抑制多数细胞的生

长, 对肿瘤的生长也具有抑制作用. 目前研究
发现, Smad4的表达异常, 可诱发胃肠道癌前
疾病的发生, 并促进这些癌前疾病向肿瘤的发
展, 并影响肿瘤细胞的生物学特性. 

关键词: Smad4基因; 消化系肿瘤; 转化生长因子-β
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0  引言

转化生长因子-β(transforming growth factor β, 
TGF-β)是一多功能的细胞因子, 对细胞的生长

分化具有调节作用. 他能抑制多数细胞的生长, 
对肿瘤的生长也具有抑制作用. 目前研究发现, 
部分消化系统肿瘤并不受TGF-β抑制, 这是由

于TGF-β受体或TGF-β的信号传导的细胞内信

使-Smad4蛋白的表达发生了异常, 造成TGF-β
信号传递中断, 使肿瘤细胞逃脱了TGF-β的抑

制作用[1]. 

1  Smad4蛋白介导TGF-β对细胞生长的抑制作用

TGF-β能够抑制多数细胞的生长, 如上皮细胞、

内皮细胞、血液细胞等, 并可使这些细胞停滞

于G1期
[2-3]. 在信号传递时, TGF-β首先与细胞膜

上Ⅱ型受体(type Ⅱ TGF-β receptor, TβRⅡ)结
合, 二者结合后, 可使Ⅰ型受体(type Ⅰ TGF-β 
receptor, TβRⅠ)加入这一复合体并将TβRⅠ活

化. TβRⅠ通过磷酸化受体活化性Smad(receptor-
activated smads, R-Smads)的MH2区而将后者

激活, R-Smads活化后与共享性Smad(common-
mediator smad, co-Smad)结合, 形成Smad复合体, 
转入细胞核, 通过直接与DNA结合或与其他转

录因子协同, 调节目的基因的表达[4-7]. 在TGF-β
信号从细胞膜传至细胞核过程中, R-Smads与co-
Smad缺一不可, 否则TGF-β信号不能从细胞膜传

至细胞核, 造成TGF-β信号传递中断. Smad蛋白

共分三类, 除前述R-Smads及co-Smad外, 还包括

抑制性Smad(inhibitory Smads, I-Smads), 其中co-

www.wjgnet.com

®

■背景资料
Smad4基因, 又称
DPC4基因, 是近
期新发现的一抑
癌基因, 最初从胰
腺癌中发现. 近年
来, Smad4在胃肠
道肿瘤中的作用
越来越受到重视. 
Smad4的表达缺
失或突变, 可诱发
胃肠道癌前疾病
的发生, 促进这些
癌前疾病向肿瘤
发展, 并影响了这
些肿瘤的生物学
行为, 如侵袭和转
移等. 研究Smad4
在肿瘤的发生发
展中的作用, 对于
认识肿瘤的发生
机理及预后有着
积极的指导意义. 

■同行评议者
周 国 雄 ,  主 任 医
师, 南通大学附属
医院消化内科



Smad为Smad4. 
Smad4又称DPC4(homozygously deleted in 

pancreatic carcinoma, locus 4, DPC4), 最初作为

抑癌基因从胰腺癌中筛选出来[8]. 人类Smad4编
码基因位于染色体18q21.1, 他含有11个外显子, 
转录552个氨基酸. 在结构上, Smad4与R-Smads
相似, 含有两个高度保守的功能区, 即氨基端的

MH1区和羧基端的MH2区, 二者之间为连接区

(linker). MH1区在细胞核中可与DNA或其他转

录因子结合, 指导目的基因的转录; MH2区则是

Smad磷酸化及活化的部位, 也是形成Smad同聚

体或异聚体的结合部位, MH2区的突变可造成其

结构及功能的异常, 造成TGF-β信号中断[9-13]. 

2  Smad4在癌前疾病中的表达

家族性幼年性息肉病(familial juvenile polyposis, 
FJP)是一常染色体显性遗传疾病, 多发于幼年时

期, 其胃肠道易发生错构瘤样息肉, 这些息肉有

较强的癌变倾向[14-15]. Howe et al研究发现, 9例
FJP中有5例发生了Smad4突变, 其中多数是由于

第9外显子, 主要表现为碱基缺失, 造成移码突

变(frameshift mutation), 使MH2区功能丧失, 阻
碍了磷酸化及同(异)聚体的形成[16]. Woodford-
Richens et al对FJP息肉中Smad4基因及Smad4蛋
白表达研究发现, 伴有Smad4基因胚系突变的息

肉中, Smad4蛋白表达也明显减少, 而无胚系突

变的息肉中Smad4蛋白表达正常. 伴有Smad4突
变的息肉中基质较少, 上皮细胞数较多, 有较强

的癌变倾向[17]. 目前研究表明, 在25%-60%的FJP
中存在Smad4基因胚系突变[18-21]. 

动物实验表明, 通过基因敲除手段, 部分

Smad4(+/-)小鼠在50 wk后胃及十二指肠即可发

生息肉样病变, 在100 wk后所有Smad4(+/-)小鼠

均发生了息肉样病变. 这些息肉与人类FJP相似, 
无Smad4蛋白表达, 说明Smad4的灭活促进了息

肉的形成, 而且部分息肉中可见癌变发生[22]. 
家族性腺瘤性息肉病(familial adenomatous 

polyposis, FAP)是一常染色体显性遗传病, 表现

为结肠布满腺瘤样息肉, 若不作治疗, 患者多于

35-40岁左右发生结肠癌[23-24]. FAP的发生与结肠

腺瘤性息肉病基因(adenomatous polyposis coli, 
APC)突变密切相关[25]. APC蛋白能下调Wnt信
号途径, 对细胞的迁移、黏附及分裂具有重要

影响. APC基因的突变造成APC蛋白功能的障

碍, 致使Wnt信号途径调节障碍, 导致某些基因

过度表达(如c-myc ), 造成细胞生长过度, 易发生
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癌变. 小鼠敲除APC基因后, 其胃肠道可发生息

肉样病变, 与FAP相似, 常用来制作FAP模型[26]. 
Takaku et al研究发现, 同时敲除APC及Smad4基
因(APC+/- Smad4+/-)的小鼠, 其胃肠道息肉恶

性程度较单独敲除APC基因(APC+/-)小鼠的恶

性程度明显增高. 在第14周时, APC+/- Smad4+/-小

鼠胃肠道息肉平均为1-2 mm, 而APC+/-小鼠<0.5 
mm; APC+/-小鼠病息肉多局限于黏膜层内, 而
APC+/- Smad4+/-小鼠息肉常突破黏膜下层, 发生

癌变. APC+/- Smad4+/-小鼠发生癌变的细胞侵袭

能力较强, 在第18周时将3例癌变细胞进行种植, 
全部成功, 而2例APC+/-小鼠癌变细胞种植均未

成功. 提示Smad4的缺失促进了息肉的发生, 对
息肉的癌变起了促进作用, 并影响着癌细胞的

生物学特性[27]. 

3  Smad4在癌组织中的表达

肿瘤的发生是多基因多因素的过程. 在胰腺癌

的发生发展过程中, 有多种基因发生了异常, 如
K-ras, p53等[28]. Harn et al首先发现, 在84例胰腺

癌中, 有25例发生了Smad4同源缺失; 27例胰腺

癌中, 有6例发生了Smad4突变[8], 而这些突变多

数位于MH2区[29]. 动物实验表明, 在胰腺癌的发

展过程中, Smad4缺失可加速K-ras诱发的胰管

癌的发展过程[30]. 此外, Smad4在肿瘤组织中与

肿瘤分化程度有关. Hua et al通过免疫组化研究

发现, 34例胰腺癌中8例无Smad4表达, 与高中分

化胰腺癌相比, 其在低分化腺癌的表达更少(P = 
0.037), 表达Smad4胰腺癌患者预后好于无表达

者[31]. 
除胰腺癌外 ,  S m a d4在结肠癌及胃癌中

的表达也出现异常 .  一般认为 ,  在结肠癌中 , 
Smad4的突变是一晚期事件. 目前研究也表明, 
在结肠癌及胃癌中, Smad4蛋白的表达在高分

化癌组织中无明显变化, 但在低分化癌组织中

表达明显减少[32-34]. Miyaki et al对176例结肠癌

研究发现, 95%的Smad4突变发生在MH2区, 其
中腺瘤中Smad4突变率为0%, 黏膜内癌为10%, 
无转移时为7%, 伴有远处转移时为35%, 广泛

转移时为31%, 提示Smad4的突变诱发了结肠

癌的发生, 并对癌细胞的侵袭转移等生物学行

为产生了影响[35]. 
Smad4的表达与肿瘤的预后相关. Boulay 

et al对结肠癌行5-氟尿嘧啶化疗的患者进行了

分析, 研究发现, 在202例患者中, 有135例发生

Smad4基因缺失, 发生率为67%; 正常表达Smad4
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■研发前沿
Smad4表达缺失
或突变使细胞逃
脱了TGF-β的抑
制作用, 促进了癌
前病变的发生及
其向癌的转化, 并
影响了癌细胞的
生物学行为. 研究
Smad4基因在肿
瘤发生中的机制
及作用, 有助于肿
瘤的预防及治疗.
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的结肠癌患者的预后明显好于不表达者[36]. 

4  其他癌基因对Smad4的影响

在消化系肿瘤中, 多伴有Ras癌基因的激活, Ras
癌基因可使细胞获得无限增殖能力, 并使这些

细胞不受TGF-β抑制. Saha et al研究发现,  Ras
癌基因产物可通过泛素-蛋白酶系统降解Smad4
蛋白, 使细胞内Smad4蛋白水平明显降低, 同时

Smad4蛋白降解产物增加, Smad2/3与Smad4形
成复合体减少, 相应进入细胞核的Smad复合体

减少, TGF-β信号传递减弱,  若强制表达Smad4, 
或灭活Ras癌基因, 可恢复TGF-β信号传递, 说明

Ras癌基因产物部分通过降解Smad4而促进了细

胞增殖[37]. 

5  结论

肿瘤的发生是多种因素造成的. 肿瘤细胞常具

有以下几个特点: 能够抵抗生长抑制因子的作

用, 能够在无外源性生长因子时生长、侵袭和

转移, 有无限增殖能力[38]. Smad4表达缺失或突

变使细胞逃脱了TGF-β的抑制作用, 促进了癌前

病变的发生及其向癌的转化, 并影响了癌细胞

的生物学行为. 研究Smad4基因在肿瘤发生中的

机制及作用, 有助于肿瘤的预防及治疗. 
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■同行评价
本文综述了抑癌
基因Smad4在消
化系统肿瘤发生
中 的 作 用 ,  文 章
条理清楚, 层次分
明, 参考文献引用
合理, 对消化系统
基础与临床研究
有一定的参考价
值.
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世界华人消化杂志数字用法标准

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字作为汉语词素者采用汉字

数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字采用阿拉伯数字, 如

1000-1500 kg, 3.5±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±SD应考虑到个

体的变差, 一般以SD的1/3来定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 平均数波动在百位数, 故应写

成3.6±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也应补

到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则进, 如恰等于5, 则前

一位数逢奇则进, 逢偶(包括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要

小数点, 则应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书写. 如

1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20分50秒起至1985年6月

25日10时30分止, 写作1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 

写作1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:分母≤

100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的阿拉伯数字, 每3位间

空1/4阿拉伯数字距离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行! (常务副总编辑: 张海宁 2009-05-08)
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Abstract
AIM: To explore the effect of varied intensity 
acupuncture on pain-ethology scoring and on 
expression of n-methyl-d-aspartate receptor 
(NMDA receptor) and substance P (SP) in spinal 
dorsal horn quasi-pain in rats with pain induced 
by gastric distension.

METHODS: Fifty healthy male Sprague Dawley 

rats were randomly assigned to blank, sham op-
eration, model, acupuncture of lighter stimulus 
intensity at “Zusanli” point and acupuncture 
of heavier stimulus intensity at “Zusanli” point 
groups. Gastric distention model was estab-
lished by applying implanted aerostat in the gas-
tric and filling in gas to 40 mmHg. Acupuncture 
of lighter and heavier stimulus intensity was 
applied. Pain-ethology scoring was observed 
and expression of NMDA receptor and SP was 
detected using immunohistochemical method. 

RESULTS: Compared with sham operation 
group, pain-ethology scoring and expression of 
NMDA receptor in spinal dorsal horn of model 
group were increased significantly (both P < 
0.01). After acupuncture, pain-ethology scoring 
was decreased significantly (11.77 ± 2.16 vs 22.83 
± 1.87, 14.73 ± 2.19 vs 21.73 ± 2.30, both P < 0.01). 
Compared with model group, expression of 
NMDA receptor and SP in spinal dorsal horn of 
the two acupuncture groups was decreased sig-
nificantly (140.60 ± 21.30 vs 240.20 ± 25.59, 63.60 
± 13.74 vs 108.67 ± 11.37; 63.60 ± 13.74 vs 108.67 ± 
11.37, 82.67 ± 12.13 vs 108.67 ± 11.37, all P < 0.01), 
and acupuncture of lighter stimulus intensity 
group had more obvious effect. 

CONCLUSION: Acupuncture at “Zusanli” could 
relieve stress reaction induced by gastric disten-
sion and decrease pain-ethology scoring, which 
is related to inhibited expression of pain correla-
tion information substances (NMDA and SP). 

Key Words: Acupuncture; Stimulus; Gastric disten-
tion; Visceral pain; Pain-ethology scoring; Dorsal 
root ganglion; Comu posterus medullae spinalis; 
N-methyl-d-aspartate; Substance P

Peng Y, Yi SX, Li ZH, Lin YP, Tang S. Effect of acupuncture 
with varied intensity on NMDA and SP expression in 
spinal dorsal horn in rats with gastric distension-induced 
pain. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(13): 1339-1345

摘要
目的: 探讨毫针不同刺激强度针刺足三里穴
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■背景资料
内脏痛是临床上
极为普遍的症状, 
大都疼痛弥散, 难
以定位, 伴有牵涉
痛, 运动和自主神
经反射增强, 皮肤
肌肉组织痛觉增
敏, 持续的刺激可
以由不痛进展为
疼痛等特点. 近年
来的研究表明, 针
灸对内脏痛、内
脏痛觉增敏具有
良好的调节作用. 

■同行评议者
许玲, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学长征
医院中医科

   



后对胃扩张大鼠的拟痛行为学、脊髓背角N-
甲基-D-天冬氨酸(NMDA)受体表达和P物质
(SP)含量的影响. 

方法: 50只大鼠按完全随机法分成5组, 分别
为空白组、假手术组、模型组、轻手法组
和重手法组. 采用胃内植入气囊并充气压40 
mmHg造成胃扩张疼痛模型, 轻手法和重手法
针刺足三里穴为施治因素, 以拟痛行为学评分
标准观察其拟痛行为学, 用免疫组织化学法检
测脊髓背角中NMDA受体表达和SP含量.  

结果: 与假手术组比较, 胃扩张造模后, 大鼠
拟痛行为学评分和脊髓背角内N M D A受体
均明显增加(P <0.01); 轻、重手法针刺均能
明显降低胃扩张疼痛大鼠的疼痛反应, 与针
前比较有非常显著性意义(11.77±2.16分 vs  
22.83±1.87分, 14.73±2.19分 vs  21.73±2.30
分, 均P <0.01); 并能降低NMDAR受体(140.60
±21.30 vs  240.20±25.59, 63.60±13.74 vs  
108.67±11.37, 均P <0.01)、SP阳性细胞数
(63.60±13.74 vs  108.67±11.37, 82.67±12.13 
vs  108.67±11.37, 均P <0.01), 与模型组比较差
异有非常显著性意义; 且轻手法组优于重手
法组(P <0.01).  

结论: 不同刺激强度针刺足三里后, 减轻了胃
扩张疼痛大鼠的应激反应, 其作用机制是抑制
脊髓背角内疼痛相关信息物质NMDA受体激
活和SP的释放. 

关键词: 毫针; 刺激; 胃扩张; 疼痛; 拟痛行为学评

分; 背根神经节; 脊髓背角; N-甲基-D-天冬氨酸; 

P物质
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0  引言

针灸治疗疾病已有几千年的历史, 其操作手法经

过历代的传承和发展, 单式和复式手法有上百种

之多. 针灸的临床操作追求的是疗效, 如何将这

些手法简化操作, 稳定并扩大疗效是当代针灸理

论和临床研究者的重要课题. 本课题组曾在以往

研究中证明了针灸对胃运动、胃分泌具有调整

作用, 对胃黏膜具有保护作用, 探讨其可能的机

制, 并从基因表达水平进行了研究[1-3]. 针刺对胃

痛有什么样的调整作用? 现有资料表明针刺对

内脏痛调整作用与其影响其感觉传入神经传入
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通路上的递质有关, 故本研究探讨针刺传入信

号对其神经递质影响如何? 其作用机制为何? 不
同毫针强度对内脏痛疗效是否有差异? 我们选

择胃扩张疼痛大鼠作为研究对象, 观察毫针不

同刺激强度对其拟痛行为学, 脊髓背角N-甲基

-D天冬氨酸(N-methyl-D-aspartate, NMDA)受体

表达、P物质(Substance P, SP)等含量的变化影

响, 探讨针刺缓解内脏痛是否通过影响其感觉

传入通路上相关神经递质有关, 并进一步比较

不同刺激强度对这种变化是否存在差异, 为针

刺刺激量与针刺效应间关系的机制研究提供实

验依据, 也为针刺治疗胃痛临床和理论研究提

供参考. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康SD♂大鼠50只, 清洁级, 体质量

270-310 g, 月龄3-4 mo, 由湖南中医药大学实验

动物中心提供. SABC免疫组织化学试剂盒、

Rabbit anti-Substance试剂、Rabbit anti-NMDAR-
2B试剂、DAB显色素为武汉博士德生物技术有

限公司生产. 冰冻切片机(CM1850, 德国莱卡), 
LEICA DM LB2型双目显微镜(德国LEICA公司), 
Motic B5显微摄像系统(麦克奥迪实业集团公司), 
MIAS医学图像分析系统(北京航空航天大学).
1.2 方法 
1.2.1 分组: 50只大鼠完全随机分为5组: A空白

组, B假手术组(植入气囊但不做胃扩张), C胃扩

张模型组, D胃扩张模型+毫针轻手法组, E胃扩

张模型+毫针重手法组, 每组10只.  
1.2.2 造模: 参照Rouzade et al [4]和Traub et al [5]报

道的方法, 术前禁食12 h, 自由饮水. 除空白束缚

组外, 其他各组均以下述方法植入气囊. 术后给

以青霉素抗炎, 当天禁食, 给以100 g/L葡萄糖10 
mL大鼠尾静脉注射, 次日按常规喂养, 若3 d后
仍不能自由活动、不进食饮水者予以剔除. 于
手术后3、11 d进行胃扩张, 经改装的台式水银

血压计通过一个三通管与胃扩张气囊软管及50 
mL的注射器相连, 给予40 mmHg[6](1 mmHg = 
0.133 kPa)压力的时相性胃扩张(充气5 min, 间歇

10 min, 交替进行, 15 min为1轮, 共3轮), 使大鼠

产生胃扩张疼痛同时进行拟痛行为学评分.  
1.2.3 穴位定位: 根据新世纪全国高等中医药院

校规划教材《实验针灸学》[7]大鼠针灸穴位定

位方法及拟人比照法定取足三里穴: 又名后三

里, 在膝关节后外侧, 腓骨小头下约5 mm处. 
1.2.4 针刺方法: 以医用15 mm、28号毫针针刺

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前研究已表明, 
内脏痛信息在神
经系统内的转导
是一个相当复杂
的过程, 多条上行
通路和高位中枢
的许多核团参与
其中, 在这个过程
中, 神经元中的神
经活性物质及受
体、调节酶和钙
离子通道对内脏
痛信息的传递发
挥了重要作用. 尽
管已经取得了一
定的进展, 但仍未
能完全解释内脏
痛复杂的产生机
制及治疗机制, 有
待深入探讨. 
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入穴位7-9 mm, 留针30 min, 期间运针3次, 每次

持续3 min. 每天针刺1次, 连续针刺7 d. 毫针轻

手法组, 频率每分钟60次, 捻转角度180度. 毫针

重手法组频率每分钟约120-150次, 捻转角度360
度. 毫针针刺采用专人操作, 其频率及角度由手

法测定仪(上海针灸经络研究所研制)监测稳定

后再对大鼠进行操作.  
1.2.5 实验步骤: 术前禁食不禁水12 h, 除空白组

外均按要求进行手术植入气囊, 术后第3天C、

D、E组进行胃扩张刺激, 同期所有组进行拟痛

行为学评分; 第4天D、E组开始进行轻、重不同

刺激强度毫针针刺, 每日1次, 共7 d, 其他组与针

刺组同期捆绑; 第11日C、D、E组再次进行胃

扩张刺激, 同时各组再次进行拟痛行为学评分, 
评分完立即对所有大鼠麻醉、灌注取材并测定

各项指标.  
1.2.6 观察指标: (1)拟痛行为学评分: 各组分别于

植入气囊3、11 d采用单盲法进行拟痛行为学评

分, 将大鼠放在自制鼠笼内, C、D、E组行胃扩

张疼痛刺激3次(A、B组不刺激), 观察其拟痛行

为学表现, 每间隔10 min观察行为学5 min. 评分

标准参照Al-Chaer et al [8]的直肠AWR评分和预

试实验结果制定, 对出现的行为依据其程度的

不同分为0-3分4个等级. 各个行为根据与胃扩张

的相关性大小赋以不同的权重, 总权重定为10, 
舔足频率W1 = 2, 抬颈频率W2 = 3, 弓背W3 = 5. 
单个行为的评分为每次扩张后评分的均值, 综
合评分 = 舔足评分×W1+抬颈评分×W2+弓背

评分×W3. (2)脊髓背角SP和NMDAR2-B: 免疫

组化SABC法标记脊髓背角SP和NMDAR2-B阳
性细胞. 用PBS代替一抗作阴性对照. NMDAR-
2B受体阳性判定标准为细胞核中出现棕色或棕

黄色颗粒状, SP阳性细胞判定标准为细胞质或

细胞核中出现棕黄色细颗粒状. 采用MIAS医学

图像分析系统(北京航空航天大学), 光镜下10×

40倍, 每张切片随机分析3个视野, 计算每只大

鼠脊髓背角中的SP、NMDAR-2B受体的阳性细

胞数密度(阳性细胞数/统计场面积)取平均值. 
统计学处理 所有数据输入SPSS15.0 fo r 

Windows统计软件进行处理, 以mean±SD进行

统计描述. 各组数据进行正态性检验, 符合正态

分布者, 组内自身前后比较, 采用配对t检验, 不
符合则采用配对计量资料比较的符号秩合检验; 
组间比较, 符合正态分布者, 采用单因素方差分

析(One-way ANOVA), 方差齐者用LSD和SNK
法, 方差不齐者用Tamhane's T2或Dunnett's T3法; 
不符合正态分布, 采用多个独立样本比较的秩

和检验(K Independent Samples). 

2  结果

2.1 不同毫针刺激强度对胃扩张大鼠拟痛行为

学评分的影响 (1)针刺前, 与空白组相比, 假手术

组拟痛行为学评分无明显变化, 差异无显著性

意义(P >0.05); 与假手术组比较, 模型组、针刺

组拟痛行为学评分明显增高, 差异有非常显著

性意义(P <0.01); (2)针刺后, 轻、重手法组拟痛

行为学评分明显降低, 与针刺前比较有非常显

著性意义(P <0.01); 其前后差值与模型组比较有

非常显著性意义(P <0.01); 且轻手法组拟痛行为

学评分下降更明显, 其差值与重手法组比较有

非常显著性意义(P <0.01, 表1). 
2.2 不同毫针针刺强度对胃扩张疼痛大鼠脊髓

背角NMDAR2-B和SP含量影响 胃扩张疼痛刺

激后, 假手术组与空白组之间比较, 差异无显著

意义(P >0.05), 模型组、轻手法组、重手法组较

假手术组脊髓背角内NMDAR2-B和SP阳性细

胞数都有显著升高(P <0.01)(主要分布在脊髓背

角的Ⅰ层和Ⅱ层), 提示胃扩张疼痛刺激可以升

高脊髓背角内NMDAR2-B和SP阳性细胞数; 与

表 1 各组大鼠拟痛行为学评分比较 (分, n = 10, mean±SD)

     
分组            针刺处理前        针刺处理后      针刺前后差值

空白组   6.00±1.70       5.23±1.62       0.70±0.57

假手术组   6.67±1.74       5.43±1.31       1.23±1.07

模型组 22.37±2.07bd  20.43±2.09bd     1.93±1.15

轻手法组 22.83±1.87bd  11.77±2.16bdfhi 11.07±3.04bdfh

重手法组 21.73±2.30bd  14.73±2.19bdfi    7.00±1.12bdf

bP<0.01 vs  空白组; dP<0.01 vs  假手术组;  fP<0.01 vs  模型组; 
hP<0.01 vs  重手法组; iP<0.01 vs  同组针刺前后.

表 2 各组大鼠脊髓背角NMDAR2-B和SP阳性细胞数密
度比较 (个/mm2, n  = 5, mean±SD)

     
分组                  NMDAR2-B                         SP

空白组       53.07±16.87                19.57±5.22

假手术组       71.33±12.83                    30.93±6.80

模型组     240.20±25.59bd               108.67±11.37bd

轻手法组      140.60±21.30bdfh               63.60±13.74bdfh

重手法组      179.53±21.79bdf                82.67±12.13bdf

bP<0.01 vs空白组; dP<0.01 vs  假手术组;  fP<0.01 vs  模型组; 
hP<0.01 vs  重手法组.

■相关报道
现阶段研究发现
参 与 内 脏 痛 的
感 觉 传 入 相 关
的 神 经 递 质 有
多 种 ,  如 5 - 羟 色
胺(5-HT)、缓缴
肽 ( B K ) 速 激 肽
(NK)、P物质(SP)
和N-甲基-D天冬
氨酸(NMDA), 还
包括降钙素基因
相关肽(CGRP)、
生长抑素、血管
活 性 肠 肽 、 组
胺、嘌呤以及白
介素-1β等 .  在脊
髓节段, NMDA受
体和P物质(SP)是
近年研究的热点. 
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模型组比较, 轻手法组、重手法组NMDAR2-B
和SP阳性细胞数明显下降(P <0.01), 但仍较假手

术组高(P <0.01), 说明针刺能部分降低脊髓背角

NMDAR2-B和P物质阳性表达; 两针刺组之间相

比, 毫针不同刺激强度针刺效应不同, 轻手法组

降低NMDA受体和SP阳性细胞数效应强于重手

法组(P <0.01, 表2, 图1-2). 

3  讨论

内脏痛(visceral pain)是临床上极为普遍的症状, 
给人类带来巨大痛苦, 主要是由于各脏器及胸

腹壁层的感觉神经末梢受到强烈机械、化学物

质或炎症产物的刺激, 此外也可因局部血液循

环障碍、平滑肌痉挛及代谢产物不能及时排除

而引起的疼痛感觉. 内脏痛大都疼痛弥散, 难以

定位, 伴有牵涉痛, 运动和自主神经反射增强, 
皮肤肌肉组织痛觉增敏, 持续的刺激可以由不

痛进展为疼痛等特点[9-10]. 

近年来的研究表明, 针灸对内脏痛、内脏痛

觉增敏具有良好的调节作用. 李为民 et al的动物

行为学研究发现, 急性内脏痛模型大鼠腹壁撤回

反射(abdominal withdrawal reflex,AWR)评分以

及腹直肌肌电(rectus abdominis electromyogram, 
EMG)在不同刺激等级水平均异常升高, 而电针

后AWR和EMG水平明显降低[11]. 后来他们又采

用电针方法对肠易激综合征大鼠的慢性内脏痛

敏进行疗效观察, 也取得良好的即刻和累加镇

痛效应[12]. 本实验中拟痛行为学评分是依据文

献报道[8,11-12]及预实验情况制定, 研究结果发现

大鼠胃扩张可以升高其拟痛行为学评分. 轻、

重两种不同手法刺激均能降低胃扩张疼痛大鼠

拟痛行为学评分.  
现阶段研究发现参与内脏痛的感觉

传入相关的神经递质有多种 ,  如 5 - 羟色

胺(5-h y d r o x y t r y p t a m i n e, 5-H T)、缓缴肽

(bradykinin, BK)、速激肽(neurokinin, NK)、SP
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图 1 各组大鼠脊髓背角NMDA-2B阳性表达(×400). A: 空白组; B: 假手术组; C: 模型组; D: 轻手法组; E: 重手法组.

A B

C D

E

■创新盘点
本文比较了毫针
不同刺激强度对
胃扩张疼痛大鼠
拟痛行为学, 脊髓
背角NMDA受体
表达、P物质等含
量的变化影响, 探
讨针刺缓解内脏
痛是否与影响其
感觉传入通路上
相关神经递质有
关, 为针刺治疗胃
痛临床和理论研
究提供参考. 
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和NMDA, 还包括降钙素基因相关肽(calcitonin 
gene-related peptide, CGRP)、生长抑素、血管

活性肠肽、组胺、嘌呤以及白介素-1β等[13]. 在
脊髓节段, NMDA受体和SP是近年研究的热点. 
NMDA受体是一种配体门控离子型谷氨酸受体, 
参与体内神经发育、突触可塑性、学习记忆以

及痛觉信号的转导等生理病理过程. Ma et al [14]

研究提示NR2B蛋白首先由背根神经节(dorsal 
root ganglion, DRG)神经元合成, 再分布于伤害

性初级传人纤维中枢端, 即脊髓背角Ⅰ层的突

触前膜. DRG神经元有外周突和中枢突. 外周突

末梢直接接受伤害性刺激, 而终止在脊髓背角

浅层的中枢突末梢, 释放神经递质(如谷氨酸、

天冬氨酸、SP和CGRP等), 激活脊髓背角特异

性伤害性感受神经元, 传递痛觉冲动[15]. Petralia 
et al [16]发现大鼠DRG神经元有NR1的表达, 而
Liu et al [17]进一步研究发现, 70%的DRG中枢突

末梢中NR1和谷氨酸共存. 这些研究提示, 脊髓

突触前膜的NMDA受体为自身受体, 可调节谷

氨酸、天冬氨酸等神经递质的释放, 在痛觉信

息的传递过程中起到重要作用. 而Ma et al [14]研

究发现, 70%的C纤维和Aδ纤维传人末梢表达

NR2B, 表明突触前膜的NMDA受体以NR2B型
为主. 因此推测NR2B在脊髓水平痛觉信息传递

中可能起到重要作用. NR2B在CNS痛觉信息传

递和调制通路中呈选择性分布, 且在疼痛的产

生和中枢性痛觉敏化形成中起到重要作用, 提
示NR2B是一个潜在的镇痛治疗靶点[18], 成为近

年研究的热点. SP最先发现于马脑和肠的提取, 
其在脊髓背根含量远高于腹根, 为一种感觉神

经递质, 在痛觉调控中起重要作用. 普遍认为SP
是参与痛觉的一级传入神经纤维末梢的递质, 
在周围神经中SP主要由背根神经节细胞合成, 
然后沿着背根传入纤维转运至位于背角最背部

第Ⅰ和第Ⅱ层的末梢, 而由脑的下行纤维所释

放的SP可能参与对伤害性感受进行调制[19]. 肠

图 2 各组大鼠脊髓背角SP阳性表达(×400). A: 空白组; B: 假手术组; C: 模型组; D: 轻手法组; E: 重手法组.

A B

C D

E

■名词解释
内脏痛 (v iscera l 
pain): 临床上极为
普遍的症状, 他给
人类带来巨大痛
苦, 主要是由于各
脏器及胸腹壁层
的感觉神经末梢
受到强烈机械、

化学物质或炎症
产物的刺激, 此外
也可因局部血液
循环障碍、平滑
肌痉挛及代谢产
物不能及时排除
而引起的疼痛感
觉. 
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胃黏膜及皮下肌层肠神经中能够分泌大量SP, 
当胃肠受到伤害性刺激时, 冲动可由胃肠道经

初级伤害性神经纤维传至脊髓, SP一直参与此

伤害性刺激传递. 
较多的研究显示, 针刺可引起体内活性物

质的改变, 雷亚宁 et al通过电针内脏牵拉痛大鼠

双侧足三里穴, 在外周激活了肌间神经丛内含

脑啡肽(enkephalin, ENK)神经元, 促进ENK的释

放, 抑制Ach和SP的释放, 因而产生镇痛作用[20]. 
Xiao et al研究发现电针能显著提高机械性结直

肠刺激后的痛阈值, 在慢性内脏超敏性(chronic 
visceral hypersensitivity, CVH)大鼠结肠内降低

了5-HT的浓度, 因而他们认为电针可能通过外

周5-羟色胺能途径而缓解痛觉增敏和应激引起

的结肠功能紊乱[21]. 有的学者研究发现针刺足

三里穴能明显下调内脏痛大鼠骶髓后连合核

(DCN)和延髓内脏带中的胶质原纤维酸性蛋白

(glial fibrillary acidic protein, GFAP)的免疫阳性

表达, 他们认为针刺可以通过调控DCN和孤束

核及迷走神经背侧运动核的功能, 抑制星形胶

质细胞的活化, 从而减轻内脏的疼痛[22-23]. 
本实验研究发现胃扩张疼痛大鼠脊髓背

角中NMDAR-2B阳性细胞数较假手术组显著

升高, 与既往报道NMDAR-2B参与伤害性刺激

传递相一致[15]. 40 mmHg胃扩张是一伤害性刺

激, 使胃部产生疼痛, DRG神经元的外周突末梢

直接接受这种伤害性刺激, 终止在脊髓背角浅

层的中枢突末梢, 释放神经递质(如谷氨酸、天

冬氨酸、SP和CGRP等), 激活脊髓背角特异性

伤害性感受神经元, 传递痛觉冲动. 这些受体中

NMDAR-2B比重较大[14], 因此胃扩张疼痛大鼠

脊髓背角中NMDAR-2B阳性细胞数明显升高. 
轻、重两种不同手法刺激均能降低胃扩张疼痛

大鼠NMDAR-2B阳性细胞数, 但均不能降低到

假手术组水平(P <0.01), 提示针刺能够部分降低

胃扩张疼痛刺激引起的大鼠NMDAR-2B阳性细

胞数升高. 其作用机制为针刺传入信号在脊髓

背角抑制NMDAR-2B表达, 抑制伤害性刺激由

DRG神经元的外周突末梢向脊髓的中枢突传递, 
从而发挥对大鼠胃扩张疼痛的调制作用. 

本实验研究发现胃扩张疼痛刺激后, 假手

术组与空白组之间脊髓背角SP表达比较, 差异

无显著意义(P >0.05), 模型组、轻手法组、重手

法组较假手术组脊髓背角内脊髓背角SP阳性细

胞数都有显著升高(P <0.01), 提示胃扩张疼痛刺

激可以升高脊髓背角内SP含量. 40 mmHg胃扩
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张引起的伤害性冲动可由胃肠道经初级伤害性

神经纤维传至脊髓, 刺激了脊髓浅层固有的SP
神经元合成, 也接收到来自脑的下行纤维所释

放的SP脑的下行纤维所释放的SP调节[19,24], 因此

使得胃扩张疼痛刺激后脊髓背角内SP含量升高. 
与模型组比较, 轻手法组、重手法组SP阳性细

胞数明显下降(P <0.01), 说明针刺可以降低胃扩

张疼痛刺激引起脊髓背角内SP含量升高. 其机

制可能为针刺抑制胃扩张的伤害性刺激冲动的

产生和向脊髓的传递, 同时调节高位中枢释放

镇痛物质, 从而降低脊髓背角的SP含量, 发挥镇

痛作用. 但未降低至假手术组水平, 说明针刺只

能部分降低脊髓背角SP含量, 这与以往报道的

针刺镇痛作用不完全相吻合.
总之, 两种不同强度手法刺激针刺胃扩张

疼痛大鼠足三里穴, 均能降低胃扩张疼痛大鼠

疼痛行为学积分、脊髓背角中NMDAR-2B和SP
阳性细胞数的升高, 抑制其行为学反应和低位

中枢传递疼痛信息物质, 发挥镇痛作用. 其作用

机制可能与选足三里穴针刺相关, 大量临床报

道[25-27], 足三里对胃痛等腹痛具有较好的镇痛作

用. 实验研究报道[28], 足三里穴处的躯体传入神

经节段部分与胃的节段重叠, 电针足三里穴能

翻转或拮抗胃扩张引起的背角神经元放电的改

变. 因此毫针针刺足三里通过调节胃肠的运动

功能, 减少伤害性刺激的产生, 同时抑制疼痛信

息物质的合成和释放, 减少疼痛物质向中枢传

递, 刺激脊髓高位中枢的镇痛物质, 而发挥对胃

扩张疼痛大鼠镇痛作用. 
本研究还发现两种不同强度刺激手法针刺

胃扩张疼痛大鼠足三里穴效应不同, 在降低拟

痛行为学积分、脊髓背角中NMDAR-2B和P物
质阳性细胞数的升高方面有一定差异, 轻手法

刺激强度要优于重刺激手法. 其机制分析如下: 
本实验中的轻手法刺激强度(频率每分钟60次, 
捻转角度180度), 在新版《针灸学》[29]中, 此强

度实为中等强度刺激(频率每分钟60-90次, 捻
转角度90-180度), 李万瑶 et al [30]报道此强度的

手法刺激效果可以很好的舒张血管, 提高痹证

患者肢体血供, 起到镇痛和恢复肢体功能的作

用. 本研究认为此强度刺激之所以能较好的抑

制胃扩张疼痛是因为此强度针刺在大鼠受到胃

扩张伤害性刺激时, 抑制胃扩张伤害刺激的产

生和传递, 能更好地抑制SP等疼痛相关信息物

质的释放, 抑制NMDAR-2B的疼痛递质受体的

表达, 刺激中枢释放更多的镇痛物质, 从而发挥

■同行评价
本研究设计合理, 
结果可靠, 结论可
信, 对针刺镇痛机
制的研究有一定
的参考价值.
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更好的镇痛作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression and effect of 
Livin gene silencing by siRNA on growth and 
apoptosis in gastric cancer BGC-823 cells.

METHODS: Two siRNAs (Livin-sh-1 and Livin-
sh-2) were self-designed as expression vector 
and transfected into gastric cancer BGC-823 cells. 
After G418 positive clone selection, BGC-823 
mRNA was measured by semi-quantitative RT-
PCR, cell proliferation detected by MTT, and 
gastric cell apoptosis by flow cytometry.

RESULTS: Compared with cells without siRNA 
transfection, expression of Livin α/β mRNA 
was decreased significantly in siRNA control 
group (Livin α: 0.11 ± 0.07 vs 0.37 ± 0.10, 0.34 ± 

0.08; Livin β: 0.13 ± 0.04 vs 0.43 ± 0.09, 0.45 ± 0.11, 
all P < 0.05). Compared with empty siRNA vec-
tor group, cell growth at 24 h, 48 h, 96 h, and 1 
wk was not affected in blank control group. Cell 
growth in siRNA group was not significantly 
affected at 24 h and 48 h, but was significantly 
inhibited at 96 h and 1 wk (P < 0.01). Cell apop-
tosis was significantly higher in siRNA in trans-
fection group than in non-transfected group or 
than in empty siRNA vector transfection group 
(14.85% ± 1.35% vs 4.51% ± 0.36%, 6.13% ± 0.71%, 
both P < 0.05).

CONCLUSION: Livin gene silenced by siRNA 
induces growth suppression and apoptosis of 
gastric cancer BGC-823 cells. Livin gene stands 
a chance as a new target for gastric cancer treat-
ment.

Key Words: Livin gene; Small interfering RNA; Gas-
tric cancer

Chen P, Kong LB, Wang CS, Yang JY. Effects of Livin 
gene silencing by siRNA on apoptosis and proliferation 
of gastric cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(13): 1346-1349

摘要
目的: 观察小分子干扰RNA(siRNA)沉默Livin
基因在胃癌BGC-823细胞中的表达, 并探讨
Livin基因对胃癌细胞生长、凋亡的影响. 

方法: 自行设计两条针对Livin基因的siRNA: 
Livin-sh-1和Livin-sh-2, 以此构建相应的表达
载体并分别转染至对数生长期胃癌BGC-823
细胞 ,  经G418筛选后分别采用半定量RT-
PCR检测不同siRNA实验分组细胞BGC-823 
mRNA水平变化, 四氮唑盐比色法(MTT)检测
细胞增殖、流式细胞仪检测胃癌细胞的凋亡. 

结果: siRNA对照组与空siRNA载体组Livin 
α/β mRNA表达差别无显著性; 但转染siRNA
组Livin α/β mRNA表达显著低于空白对照组
和空siRNA载体组(Livin α: 0.11±0.07 vs  0.37
±0.10, 0.34±0.08; Livin β: 0.13±0.04 vs  0.43
±0.09, 0.45±0.11, 均P <0.05). 空白对照组与

®

■背景资料
Livin是凋亡抑制
蛋白家族 ( IAPs)
中的最新成员, 于
2000年由Lin et al
从人胎胎肾cDNA
文库中发现. 到目
前为止, 人体中已
发现有8种IAPs家
族成员, 其中大部
分特异性存在于
肿瘤组织中, 少部
分存在于正常组
织中, 并能抑制多
种细胞凋亡, 在细
胞程序性死亡中
发挥重要的作用, 
因此, 诱导细胞凋
亡已成为开发新
抗癌药物的研究
热点之一.

■背景资料
刘平, 教授, 南京
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空siRNA载体组相比, 24、48、96 h和1 wk时
细胞生长未受影响; 而siRNA组在转染后24 h
和48 h细胞生长未受影响, 但在96 h和1 wk时
则被明显抑制(P <0.01). 转染siRNA组的细胞
的凋亡率与空白对照组和转染空siRNA载体
组相比显著增加(14.85%±1.35% vs  4.51%±

0.36%, 6.13%±0.71%, 均P <0.05).

结论: siRNA沉默Livin基因能抑制胃癌细胞的
生长, 促进胃癌细胞的凋亡, Livin基因有可能
成为胃癌治疗的新靶点.

关键词: 小分子干扰RNA; Livin基因; 胃癌
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0  引言

研究证明, 细胞凋亡过程调控异常与肿瘤发生

发展密切相关. 随着对凋亡研究不断深入, 人们

发现许多抗肿瘤药物是通过诱导细胞凋亡而发

挥作用的. 有研究表明胃癌的发生同地域、幽

门螺杆菌(H pylori )感染、N-硝基化合物和饮食

等环境因素关系密切[1]. Livin是凋亡抑制蛋白家

族(inhibitors of apoptosis proteins, IAPs)中的最

新成员, 于2000年由Lin et al从人胎胎肾cDNA
文库中发现[2]. 到目前为止, 人体中已发现有8种
IAPs家族成员, 其中大部分特异性存在于肿瘤

组织中, 少部分存在于正常组织中[3], 并能抑制

多种细胞凋亡, 在细胞程序性死亡中发挥重要

的作用, 因此, 诱导细胞凋亡已成为开发新抗癌

药物的研究热点之一. 本研究为了进一步探讨

Livin基因表达对胃癌细胞生长、凋亡的影响, 
在既往成功构建小干扰RNA(siRNA)表达载体

的基础上, 将上述表达载体转染胃癌BGC-823细
胞株, 观察了转染细胞生长速度、细胞凋亡. 

1  材料和方法

1.1 材料 人类低分化胃癌细胞株BGC-823购自

上海肯强仪器有限公司; pSliencerTM 4.1-CMV 
neo和E.col i化学感受态细胞购自百奥生物(南
通)有限公司. RNA提取试剂盒、Lipofectamine 
2000转染试剂盒、G418均购自美国Invitrogen公
司、Real-time PCR试剂盒购自上海生工.
1.2 方法 
1.2.1 引物设计与合成: 采用Oligov6.0基因分

析软件, 对人Livin基因序列(GenBank中NM- 

139317, NM-022161)进行分析后设计引物序列

如下: Livin-1: 5'-ACAAGGTGAGGTGCTTCTG
C-3'; Livin-2: 5'-AGTCTCCTGCACACTGTGGA
CAA-3'. 
1.2.2 细胞培养: 人类低分化胃癌细胞株BGC- 
823进行常规细胞培养. 
1.2.3 分组: s i R N A组分别转染p S l i e n c e r T M 
4.1-CMV neo-sh-1和pSliencerTM 4.1-CMV neo-
sh-2); siRNA对照组转染pSliencerTM 4.1-CMV 
neo-3; 空siRNA载体组转染pSliencerTM 4.1-CMV 
neo. 
1.2.4 细胞转染及RT-PCR检测转染效果: 转染前

24 h用2.5 g/L胰蛋白酶消化人低分化胃癌细胞

株BGC-823, 具体操作按Invitrogen公司转染试

剂Lipofectamin2000操作说明书进行. 
1.2.5 MTT法测定细胞生长曲线: 取对数生长的

稳定转染细胞的各组细胞, 每孔5×103接种于96
孔培养板上, 接种后0-7 d, 用MTT法分别测定个

孔吸光度值, 各组细胞均设6个复孔, 取平均值

描绘生长曲线. 
1.2.6 流式细胞仪检测细胞凋亡: 转染后的胃癌

细胞加入培养缓冲液后用流式细胞仪检测各组

细胞的凋亡率.
统计学处理 计量数据均以mean±SD表示, 

采用SPSS软件, 多组均数间的显著性检验用方

差分析, 两组均数间的比较用t检验.

2  结果

2.1 各组Livinα/β mRNA表达 转染siRNA组

Livinα/β mRNA表达量明显低于空白对照组

和空siRNA载体组(P <0.05); 后两组的Livinα/β 
mRNA表达量差别无显著性(P >0.05). 但各组中

的均显示Livinβ表达量高于Livinα(表1).
2.2 MTT法检测各组细胞生长曲线 空白对照组

与空siRNA载体组相比, 转然后24, 48, 96 h和
1 wk时细胞生长未受影响(P >0.05). s iRNA组

与空白对照组相比在转染后24 h和48 h细胞生

长未受明显影响, 而96 h和1 wk时被明显抑制

(P <0.01, 图1).
2.3 细胞凋亡检测结果 转染siRNA组的细胞的

凋亡率显著增加, 与未转组和转染空siRNA载体

组比较, 差异有显著性(14.85%±1.35% vs  4.51%
±0.36%, 6.13%±0.71%, 均P <0.05), 说明沉默

Livin的表达可增加细胞的凋亡.

3  讨论

肿瘤是一种环境因素与遗传因素相互作用所致

■研发前沿
细胞凋亡过程调
控异常与肿瘤发
生发展密切相关, 
诱导细胞凋亡已
成为开发新抗癌
药物的研究热点
之一.

■相关报道
Crnkovic-Mertens 
et  al 应用siRNA
使Livin基因沉默; 
国内Lin et al 对胃
癌中Livin表达做
了研究, 同样发现
胃癌组织中Livin
阳性表达率高于
正常和癌旁组.
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的一类疾病. 正常细胞中的癌基因和原癌基因

等的动态平衡维持着机体内细胞的适当数量和

功能, 细胞在各种致瘤因素的作用下, 基因突变

引起原癌基因功能过强, 抗癌基因功能丧失, 细
胞生长因子及其受体、细胞内的信号传导、细

胞周期调控等发生异常, 细胞正常凋亡被抑变

成不可控制的生长便可引起肿瘤. 
RNA干扰(RNA interference, RNAi)是由双

链RNA(double stranded RNA, dsRNA)所引起的

序列特异性基因沉默, siRNA是21-23 nt小片段

双链RNA, 可以特异性和互补靶基因mRNA序

列结合, 诱导其降解, 产生强大的RNA干扰效 
应[4-5]. siRNA与靶序列之间严格的碱基配对, 具
有很强的特异性, 他可以在染色质水平、转录

水平、转录后水平和翻译水平中参与基因表

达的调节. 尽管RNAi的效果看似和靶序列与

siRNA的结合性有关, 但目前并没有可靠的方法

来预判或鉴别RNAi的理想靶序列[6]. 有报道指

出, 化学合成和载体介导的siRNA在哺乳动物细

胞, 包括恶性肿瘤细胞中都能成功的沉默特定

的基因[7]. 
Livin是新近发现的细胞凋亡抑制因子, 他

在抑制细胞凋亡上具有多重功能, Livin在正常

组织一般不表达或表达很低[8-9], 但在一些肿瘤

中却高表达, 这与他在肿瘤细胞中高表达能抑

制肿瘤细胞的凋亡有着密切关系. 其有望成为

恶性肿瘤的早期诊断及预后评估的可靠指标之

一. 对于Livin的表达与恶性肿瘤特征(如侵入行

为、减短寿命、抵制治疗、提高复发率等)的相

关性, 各家报道不完全一致[10-12], 有待进一步去

研究探索, 以期Livin成为指导临床评估的重要

指标. 抑制IAP家族成员蛋白表达, 诱导肿瘤细

胞发生凋亡, 是目前肿瘤凋亡治疗的一个较有

希望的研究方向, 可能为逆转肿瘤耐药以及作

为手术、放疗和化疗的辅助治疗手段[13], 在减少

肿瘤转移和复发的方面有重要作用. 
本研究结果显示, 转染siRNA组Livinα/β 

mRNA表达量、细胞生长曲线及细胞凋亡明显

低于空白对照组和空siRNA载体组, 与Crnkovic-

Mertens et al [14]应用siRNA使Livin基因沉默所获

得的结果有相似之处. siRNA组与空白对照组相

比在转染后24 h和48 h细胞生长未受明显影响, 
而96 h和1 wk时被明显抑制. 由此表明, Livin基
因表达在细胞增殖和凋亡调控中起重要作用. 
Liu et al [12]对40例胃癌患者利用Livin干扰技术可

明显干扰Livin基因表达, 并使胃癌细胞的凋亡

敏感性增加. 通过干预阻断凋亡抑制蛋白Livin
表达, 可以促进癌细胞的凋亡[15]. Wagener et al [16]

用RT-PCR法检测, Livin蛋白质在肾癌细胞质及

细胞核中均过度表达(P  = 0.0077). 
作为一种新的基因阻断技术, RNAi将会被

广泛用于胃癌治疗研究. 现已取得令人瞩目的

成就, 但在胃癌的许多研究方面, 如胃癌肿瘤疫

苗的研究、寻找对抗胃癌腹膜转移的途径以及

探询遗传性胃癌的基因缺陷等, RNAi技术还隐

藏着巨大的应用前景, 值得进一步研究和探索, 
涉及的相关技术问题也还有待进一步解决.
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图 1 转染后各组细胞的生长曲线. A: 空白对照组; B: 空

siRNA载体组; C: siRNA组.
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Abstract
A I M :  T o i n v e s t i g a t e t h e i n f l u e n c e o f 
dinitroflourobenzene (DNFB) on the antibody 
titer of hepatitis B immunoglobulin (HBIG).

METHODS: Three different doses (2, 4, 8 mg) 
of DNFB were mixed with phosphate buffer 
solution (PBS) of HBIG respectively, 13 mg in a 
volume of 500 µL PBS, while same solutions of 
HBIG were used as controls. The 2, 4 mg tubes 
and the control tubes were not precipitated ex-
cept for the 8 mg tube with 10 000 r/min config-
uration. The 3 transparent tubes were desalted 
with column of Sephadex G-25 Superfine HiTrap 
respectively. All of the eluents of the 3 tubes 
were half-diluted consecutively with phosphate 
buffer saline (PBS) respectively to change totally 
into 36 samples of 2 mg group, 4 mg group and 

control group, with 12 in each group. The above 
samples were all tested for the antibody titer of 
HBIG using ELISA. The 2 mg tube, 4 mg tube 
and the control tube were all precipitated in so-
lution of saturated (NH4)2SO4. Compared with 
standard curves of both quantity of DNFB and 
gauges of A340 in supernants made of same con-
trolled tubes, the remaining DNFB in supernants 
in different tubes were all obtained respectively.

RESULTS: Except for the 8 mg group, there 
were no difference in the 3 groups in terms of 
the absorbance values (A450-A630) of HBIG in 
same dilution grade of any group with two-way 
anova (analysis of variance)(P > 0.05). However 
there was great difference between different di-
lution grades in any group with two-way anova 
(P < 0.01). The 6.5 mg of HBIG in the 2 mg tube 
and 4 mg tube were respectively combined with 
0.67 mg and 0.86 mg of DNFB, meaning that 
each molecule of HBIG with 88.72 and 103.48 
molecules of DNFB, namely 6.12% and 7.86% in 
residual amino acid of each molecule of HBIG 
combined with DNFB.

CONCLUSION: The immune globulin (antibody) 
might be used as a carrier for DNFB target ther-
apy.

Key Words: Hepatitis B immune globulin; Dini-
trofluorobenzene; Targeted therapy; Anti-HBs; 
Hapten

He XJ, Chu YQ, Jiang GY, Dai ZY. A potential carrier for 
targeted therapy of DNFB hapten-induced immune. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(13): 1350-1354

摘要
目的: 了解半抗原二硝基氟苯(DNFB)结合乙
型肝炎免疫球蛋白(HBIG)后对其抗体功能的
影响. 

方法: 常温下把HBIG(13 mg/500 µL PBS)水
溶液分别与不同剂量(2、4、8 mg)的DNFB混
合, 组成2、4、8 mg管, 混匀过夜后离心. 取
2、4 mg管及未加DNFB的HBIG水溶液对照
管, 各取半量对半稀释, 以HiTrap分子筛柱脱

®

■背景资料
二 硝 基 氟 苯
(DNFB)是最常用
的半抗原之一, 他
可直接结合蛋白
质, 激发机体产生
细胞免疫反应, 皮
肤试验可诱导红
肿, 甚至水泡溃烂
等变态反应, 20多
年来一直作为抗
过敏药物疗效评
价及临床测试人
体细胞免疫的标
准方法.

■同行评议者
高春芳 ,  研究员 , 
中国人民解放军
第二军医大学附
属长征医院全军
医学免疫诊断中
心/实验诊断科
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盐, 3个洗脱液再分别作对半系列稀释11次, 3
组共组成36个标本. ELISA法检测乙肝表面抗
体的效价. 取2、4 mg管的另一半分别予饱和
硫酸铵沉淀后取上清, 以紫外光光度分析仪测
定A 340, 与加入不同剂量DNFB的5个系列浓度
作内标的对照管上清相比较, 计算相应管中
HBIG结合掉的DNFB量. 

结果: 2、4 m g管及对照组, 经双因素方差
分析及q检验, 三组间同稀释度间吸光差值
(A 450-A 630)无差异, 而各稀释度间则有非常显
著差异(P <0.01). 饱和硫酸铵沉淀结合分光光
度法测定证实2、4 mg管中6.5 mg HBIG分别
结合DNFB 0.67 mg和0.86 mg, 即每一个HBIG
分子分别结合88.72及113.48个DNFB半抗原
分子, 约占HBIG氨基酸残基的6.12%和7.86%.

结论: 免疫球蛋白(抗体)可作为半抗原DNFB
免疫靶向治疗慢性病毒感染或肿瘤的一种有
效载体.

关键词: 乙型肝炎免疫球蛋白; 二硝基氟苯; 靶向治

疗; 抗HBs; 半抗原
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0  引言

半抗原是一类特殊的抗原, 他是指那些不能单

独, 需与机体蛋白(载体)结合后形成完全抗原

才能激发机体产生免疫的抗原 .  二硝基氟苯

(dinitrofluorobenzene, DNFB)是最常用的半抗原

之一, 他可直接结合蛋白质, 激发机体产生细胞

免疫反应[1-2], 皮肤试验可诱导红肿, 甚至水泡溃

烂等变态反应, 20多年来一直作为抗过敏药物

疗效评价及临床测试人体细胞免疫的标准方法. 
为研究DNFB结合蛋白后对其功能的影响, 本课

题组以不同剂量比的DNFB溶解到乙型肝炎免

疫球蛋白(hepatitis B immunoglobulin, HBIG)溶
液中, 两者混匀过夜结合后以分子筛去除游离

的DNFB, 取结合了DNFB的HBIG, 以酶联免疫

法(ELISA)检测该免疫球蛋白的抗体效价, 并进

行了结合量测定, 从而评估DNFB结合的效应. 

1  材料和方法

1.1 材料 HBIG是上海市新兴医药公司生产的药

品(批号为: 20050201-2), 100 IU/mL, 蛋白含量为

130 g/L, 平均相对分子质量为160 kDa. 测定乙

型肝炎表面抗体试剂盒为上海科华生物科技公

司产品. 酶标测定仪由上海仪器厂出品. DNFB
均为分析纯级产品. 精细脱盐柱(Sephadex G-25 
Superfine HiTrap)从Amersham Biosciences公
司购买. 酶标仪(Thermo labsystems, Model No. 
353)为上海生化仪器厂产品. UV-240型紫外分

光光度计购自日本Shimadzu株式会社. PBS为pH
为8.4的磷酸钠缓冲溶液.
1.2 方法 
1.2.1 HBIG结合DNFB: 四管500 µL PBS各含13 
mg HBIG, 分别加入DNFB 2、4、8及0 mg作为2 
mg管、4 mg管、8 mg管和对照管. 各管标本混

匀后, 置4℃结合过夜. 
1.2.2 脱盐取结合物: 四管标本过夜结合后经

4000 g于4℃下离心10 min, 8 mg管有少量沉淀. 
溶液澄清的2 mg管、4 mg管和对照管各取半量

以PBS稀释至1 mL, 以Sephadex G-25 Superfine 
HiTrap柱脱盐, 按说明书把无色的第一段1.5 mL
丢弃, 取第二段黄色洗脱液2 mL作为DNFB结

合物. 
1.2.3 分组及抗体测定: 2 mg管、4 mg管、对照

管的各以上脱盐结合物作为母液, 分别取50 µL
以PBS进行对半倍比系列稀释至1∶1024, 加上

各自未稀释的第一管, 分别制成2 mg管、4 mg
管、对照组的系列稀释度溶液各12管. 各组均

按由低到高的稀释度排列, 第1、2、3行分别为

2 mg管、4 mg管和对照组共36个标本. 测定方

法: 按试剂盒说明书测定乙肝表面抗体效价. 对
以上36个标本进行顺序加样, 并同时按测定要

求设立第1, 第2阳性对照, 第1, 第2阴性对照及2
个空白对照, 共42个加样孔. 用酶标仪分别测定

450 nm和630 nm的两个吸光值数据, 取差值进

行比较. 半抗原2 mg管、4 mg管及对照组对半

系列稀释与吸光值的关系. 
1.2.4 HBIG结合DNFB直观及定量分析: 取澄清

的2 mg管、4 mg管和对照管标本剩余的另一半

溶液250 µL, 分别加入无离子水至500 µL, 各加

入硫酸铵380 mg配成饱和溶液, 置4℃下1 h后 
4000 g沉淀, 2 mg管、4 mg管和对照管标本沉淀. 
取各管上清400 µL, 各加入无离子水1100 µL, 对
照管上清标本调零, 以UV-240型紫外分光光度

计测定A 340. 另以同样方法制取的对照管上清

400 µL共5管, 分别加入内标量DNFB 0.2 mg, 0.5 
mg, 1.0 mg, 1.5 mg, 2.0 mg混匀, 寻找最大吸光

峰值的波长, 再测定各管该波长的吸光度值A 340, 
制作标准曲线.

■相关报道
L u  e t  a l 发 现 带
有 半 抗 原 结 构
(DNFB或FITC)的
叶酸偶联物作肿
瘤靶向治疗, 疗效
较为突出, 甚至出
现了6只小鼠移植
瘤中, 2只小鼠的
肿瘤完全消退, 并
建立了完全的特
异抗瘤免疫, 可阻
断同样肿瘤的再
次攻击.
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统计学处理  3个配伍组间及其12种不同

稀释度间比较, 采用双因素方差分析(Two-way 
ANOVA)及q检验. 所有数据采用SPSS10.0软件

进行分析.

2  结果

2.1 ELISA法测定乙型肝炎表面抗体活性 双因

素方差分析及q检验, 三个配伍组间比较(F 1 = 
1.43, P 1 = 0.262>0.05), 提示无显著差异, 而12种
稀释度间比较(F 2 = 117.38, P 2<0.0001), 提示有

非常显著差异(表1, 图1-2).
2.2 HBIG结合DNFB直观观察 从混合了DNFB
的HBIG与未混合DNFB的HBIG溶液对饱和硫

酸铵沉淀的反应看, 半抗原结合免疫球蛋白, 并
与他一起在水溶液中沉淀(图3).
2.3 紫外分光光度计结合定量分析 DNFB在饱

和(NH4)2SO4上清液中紫外吸收最大光谱峰为

340 nm. 在饱和(NH4)2SO4沉淀HBIG后, 以同样

方法制作的上清液中分别加入不同内参照量的

DNFB, 与所相应测出的A 340值制成标准曲线(图
4). 而2 mg管、4 mg管上清在A 340分别为0.026及

0.062. 2 mg管、4 mg管上清DNFB含量分别应为

0.26 mg及0.91 mg. 以此折算, 2 mg管、4 mg管
中HBIG分别结合了0.67 mg、0.86 mg的DNFB.

3  讨论

以DNFB外搽皮肤作为皮炎动物模型, 可用于评

价抗过敏药物的疗效. 临床上也以此方法测定

Ⅵ型变态反应. 长期以来, 两者均是经典方法[1-2], 
原理是DNFB渗透到皮下, 与皮下的蛋白结合产

生抗原性改变, 从而诱导迟发性T细胞超敏反应

(DTH)[3-6]. 但DNFB作为半抗原结合蛋白质后, 
对该蛋白功能是否有影响至今未见报道. 

HBIG为HBsAg免疫人体后分离的免疫球

蛋白, 纯度高达99%以上, 为HBsAg的多位点多

克隆抗体蛋白, 由于活性测定方便, 效价与抗体

■应用要点
免 疫 球 蛋 白 ( 抗
体)可作为半抗原
D N F B 免 疫 靶 向
治疗慢性病毒感
染或肿瘤的一种
有效载体.

表 1 三个配伍组36个标本抗体效价吸光度差值(A 450-A 630)比较

     
                 稀释度

  1∶0        1∶1        1∶2        1∶4        1∶8        1∶16      1∶32       1∶64      1∶128     1∶256     1∶512     1∶1024

2 mg管 1.732     1.820     2.083     1.989     1.887     1.788      1.638      1.239      0.563      0.341      0.151      0.089

4 mg管 1.759     2.144     1.859     1.910     2.009     1.620      1.403      0.828      0.397      0.219      0.107      0.058

对照组 1.606     2.186     1.737     1.885     2.045     1.745      1.279      1.021      0.607      0.341      0.154      0.079

2 mg组
4 mg组

对照组

1   2   3   4   5   6

图 1 ELISA法测定乙肝表面抗体效价微孔反应板实物图. 
1-2: 阳性对照; 3-4: 阴性对照; 5-6: 空白对照.
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2 mg组
4 mg组
对照组

图 2 三管系列稀释与抗体吸光度值的比较.

1                 2                   3

图 3 4 mg管、2 mg管和对照管饱和硫酸铵沉淀结果图(上
清已吸出, DNFB呈黄色). 1: 4 mg管; 2: 2 mg管; 3: 对照管.

图 4 内参照DNFB剂量与A 340测定值对应图.
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活性呈线性关系, 来源又较便利, 我们就选取他

作为研究目标. 我们分别以2、4、8 mg的3种不

同剂量的DNFB, 加到已有PBS液稀释至500 µL
的含13 mg HBIG的3管中, 并采用未加DNFB的
同样HBIG溶液作对照, 除出现沉淀的8 mg管外, 
其余3管均以分子筛柱去除小分子DNFB, 取其

洗脱结合物经系列对半稀释, 以ELISA测定乙型

肝炎表面抗体效价, 其结果经双因素方差分析

(Two-way ANOVA), 3个配伍组间比较, 各组间

无显著差异(P >0.05), 提示DNFB结合HBIG后, 
对其功能没有任何影响. 可能是DNFB与HBIG
分子内部的疏水键结合, 而不影响分子表面结

合抗原的亲水键有关. 而各组中12种稀释度间

比较, 有非常显著差异(P <0.01). 8 mg管出现沉

淀, 提示这样的结论需在一定范围内才会成立, 
同时也说明半抗原与抗体间存在相互作用, 加
入的DNFB剂量过大, 可破坏HBIG溶液的稳定

性, 出现浑浊而沉淀, 这与我们以往报道的大量

DNFB结合HBsAg的变化相吻合[7]. 从饱和硫酸

铵溶液沉淀结果及过分子筛柱时黄色的DNFB
分布变化看, 有明显的半抗原实现了与HBIG的

结合. 作者以饱和硫酸铵溶液沉淀HBIG, 利用

内参照法, 以UV-240型紫外分光光度计定量分

析证实, 2 mg管和4 mg管分别有0.67 mg及0.86 
mg的DNFB实现了与DNFB的结合, 由于DNFB
与免疫球蛋白分子质量比为0.0011625, 理论上

讲, 这两种剂量(2、4 mg)相当于每毫克的HBIG
分别结合了0.104 mg及0.132 mg的半抗原DNFB, 
每一个HBIG(约含1450个氨基酸残基)分别结合

了88.72及113.48个DNFB, 约占其氨基酸残基的

6.12%和7.86%. 
在医学上 ,  以与此类似的二硝基氯苯

(DNCB)丙酮溶液皮肤外用诊断及治疗疾病已有

20-30年的时间. 传统文献认为[2-6], DNCB外搽皮

肤后即可与皮下蛋白结合, 经1 wk机体可产生针

对半抗原的DTH反应. 杨国亮 et al早在20世纪80
年代就以DNCB外搽法成功治愈皮肤病毒性疣, 
治愈率达90%[2-5]. 除了外搽治疣外, 更常用于测

定机体的非特异性细胞免疫功能, 还用于治疗

斑秃[6]. 杜光辉 et al [8]以含10 mg的DNCB丙酮溶

液瘤内注射治疗小鼠艾氏移植瘤, 疗效明显, 小
鼠寿命延长率较单纯丙酮组, 对照组分别延长

809.2%, 128.5%, 几乎已达小鼠自然寿命. Berd[9]

以DNFB与自体癌瘤结合产生的DNP(二硝基酚)
修饰的自体癌瘤, 作为自体疫苗治疗癌症有明

显疗效, 有效率达45%, 有的同时也出现了远处

肺部癌灶的好转, 病理上出现炎性细胞的浸润, 
该治疗不良反应轻, 仅有个别注射处皮疹, 已申

报美国专利[10]. 戴兆云 et al [11]也新近发现剂量

小至1 mg的DNCB无水乙醇溶液瘤内注射治疗

移植性恶性黑色素瘤小鼠, 抑瘤率也分别高达

96.73%(对PBS液)、94.06%(对无水乙醇)的疗

效, 肿瘤接种后1 mo时, 疗效竟是无水酒精注射

法的16倍多(剥出的平均瘤重分别为0.13, 2.19 
g), 特别是von et al [12]及Herrmann et al [13]更是以

DNCB外搽肿瘤灶, 分别成功治愈了恶性黑色素

瘤、恶性Merkel氏瘤各1例. 并观察到强大的抗

瘤免疫, 看来使用很小剂量的半抗原可在一定

程度上诱导打破免疫耐受. 由于抗体结合半抗

原DNFB后不影响其抗体活性, 那利用结合半抗

原的单抗可进行免疫靶向治疗[14], 从而激发细

胞免疫, 对肿瘤及慢性感染的防治可能具有很

大的实用意义. 
虽然半抗原DNFB结合蛋白质的特性已发

现了数十年了, 但对其结合蛋白质的化学本质

仍不是很清楚. 最初我们发现DNFB结合的蛋白

质没有发生共价键性结合[15-16], 提出与疏水性结

合有关, 但由于当时未对结合后的沉淀物进行

检测, 特别是Aleksic et al [17]对结合物的深入研

究, 确认半抗原的结合, 与甲醛对蛋白的作用[18]

有些相似, 实际上是共价键性结合, 这为免疫靶

向治疗打下了化学基础. Lu et al发现带有半抗

原结构[19-20](DNFB或FITC)的叶酸偶联物作肿瘤

靶向治疗, 疗效较为突出, 甚至出现了6只小鼠

移植瘤中, 2只小鼠的肿瘤完全消退, 并建立了

完全的特异抗瘤免疫, 可阻断同样肿瘤的再次

攻击. 所有这些为利用半抗原进行免疫靶向治

疗癌症, 以及治愈像慢性乙型肝炎那样的慢性

感染开拓了新的研究方向.
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Abstract
AIM: To investigate the effect and mechanism of 
aspirin on proliferation of enterocytes.

METHODS: After co-culture of aspirin solution 
with Caco-2 cells for 24 h and 48 h, the prolifera-
tion of Caco-2 cells in each group was examined 
using MTT. Caco-2 monolayer cells model was 
established. After treatment with different concen-
trations  of aspirin , Transepithelial resistance (TER) 
of cells was measured by EVOM voltohmmeter.

RESULTS: After 24 h, the cell survival rates 
were 96.67% ± 1.13%, 84.32% ± 1.29%, 62.33% ± 
2.02% and 42.99% ± 2.09% in groups with aspirin 
of 0, 0.1, 1, 10 mmol/L, respectively; after 48 h, 
the cell survival rates were respectively 96.45% 
± 1.21%, 76.89% ± 2.28%, 50.28% ± 0.98% and 
32.66% ± 1.99%. The TER in the group with aspi-
rin of 10 mmol/L was reduced to 50.1% after 72 
h. Multiple factors chi square test showed that 
the influence of aspirin on the proliferation of 
Caco-2 cells and the epithelial barrier was dose-
dependent and time-dependent.

CONCLUSION: Aspirin could inhibit the prolifer-

ation of enterocyte and affect the epithelial barrier, 
in a dose-dependent and time-dependent manner.

Key Words: Aspirin; Tight junction; Transepithelial 
resistance; Caco-2 cells

An M, Zhang ZY. Effects and mechanism of aspirin on 
enterocyte injury. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(13): 1355-1358

摘要
目的: 探讨阿司匹林对肠上皮细胞增殖的影
响及作用机制. 

方法: 将不同浓度的阿司匹林溶液与肠上皮
细胞株Caco-2细胞共同培养24 h及48 h, 采用
MTT法检测阿司匹林对Caco-2细胞的增殖作
用. 建立Caco-2单层细胞模型, 采用不同浓度
阿司匹林溶液处理后, 用EVOM电压电阻仪测
定细胞跨膜电阻抗(TER)变化. 

结果: 在不同浓度的阿司匹林(0、0.1、1、
10 mmol/L)作用下, 24 h细胞存活率分别为
96.67%±1.13%、84.32%±1.29%、62.33%±

2.02%和42.99%±2.09%; 48 h细胞存活率分别
为96.45%±1.21%、76.89±2.28%、50.28%
±0.98%和32.66%±1.99% ,  阿司匹林对
Caco-2细胞的增殖作用呈现剂量-时间依赖性
(P <0.05). 与对照组相比, 阿司匹林作用组TER
明显降低, 至10 mmol/L组作用72 h时, TER值
降低至50.1%.

结论: 阿司匹林可抑制肠上皮细胞的增殖, 同
时损伤细胞屏障功能, 损伤紧密连接, 且以上
两种作用呈剂量和时间依赖性.

关键词: 阿司匹林; 紧密连接; 跨膜电阻抗; Caco-2

细胞

安敏, 张振玉. 阿司匹林对肠上皮细胞的损伤作用及机制. 世界

华人消化杂志  2009; 17(13): 1355-1358
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■背景资料
阿司匹林是最用
的非甾体类抗炎
药(NSAIDs)之一. 
随着阿司匹林的
临床应用的日趋
广泛, 其消化系不
良反应也日益受
到关注. 长期以来
人们比较注意其
引起的胃损伤.

■同行评议者
王志刚, 副主任医
师, 上海市第六人
民医院普外科



steroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs)之一. 
一般短期使用常用于缓解各种疼痛, 退热及手

术期的镇痛; 长期则主要用于治疗类风湿性关

节炎, 骨性关节炎等风湿性疾病, 而且近来常采

用低剂量阿司匹林来临床用于预防心肌梗死、

动脉血栓、动脉粥样硬化等心血管疾病. 近年

研究证实阿司匹林还可预防结直肠癌[1]. 随着阿

司匹林的临床应用的日趋广泛, 其消化系不良

反应也日益受到关注[2]. 长期以来人们比较注意

其引起的胃损伤, 但是近年来随着胶囊内镜、

双气囊小肠镜等检查方式在临床的逐渐普及, 
发现NSAIDs引起的肠道不良反应作用并不低, 
可以引起小肠出血、蛋白丢失性肠病、回肠吸

收功能障碍、肠通透性升高及结肠出血、穿孔

等[3-5]. 所以, 对于长期服用阿司匹林的安全性应

予以足够的重视. 本研究采用Caco-2细胞与阿司

匹林共培养, 通过MTT法及Caco-2单层细胞跨

膜电阻抗的测定, 研究阿司匹林对Caco-2细胞增

殖的影响以及对细胞紧密连接屏障的作用, 探
讨阿司匹林引起肠道损伤的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 Caco-2细胞细胞株由中国人民解放军

南京军区总院普外科惠赠. DMEM高糖培养液

为美国Hyclone公司生产. 新生小牛血清为杭州

四季青公司生产. 阿司匹林购自山东新华制药

股份有限公司, 批号为0702285. 噻唑蓝(MTT)、
二甲基亚砜(DMSO)购自美国Sigma公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 将Caco-2细胞置于细胞培养

瓶内, 以DMEM(du lbecco's mod ified eagle's 
medium)为培养液: 含4.5 g/L D-葡萄糖、L-谷
氨酰胺, 不含丙酮酸钠和碳酸氢钠、1×105 U/L
青霉素、100 mg/L链霉素、100 mL/L小牛血清, 
pH值为7.2. 在37℃、50 mL/L CO2培养箱中进行

培养, 隔天更换培养液, 每3 d按1∶3比例传代, 
实验时取对数生长期细胞. 
1.2.2 MTT比色实验: 将处于对数生长期的细胞, 
用2.5胰蛋白酶消化后, 以每孔2×104加入96孔
培养板中, 每孔体积200 μL, 置于37℃, 50 mL/L 
CO2的培养箱中培养24 h后换上含不同浓度阿司

匹林的培养液(0.1、1、10 mmol/L)180 μL, 每种

浓度设6孔重复, 以不含阿司匹林的培养液180 
μL为阴性对照, 分组继续培养24、48 h后, 每孔

加入MTT 20 μL(5 g/L), 温浴4 h, 弃上清液, 每孔

加入DMSO 150 μL, 室温避光摇床上充分振荡
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20 min, 混匀后以空白孔调零, 在酶标仪上检测

490 nm波长吸光度值(A ). 按下列公式计算细胞

增殖抑制率. 细胞增殖抑制率 = (1-实验组A值

/对照组A值)×100%. 经换算成细胞存活率. 每
次实验重复3次. 
1.2.3 跨膜电阻抗(TER)的测定: 用STX2双杆电

极EVOM电压电阻仪测定单层细胞的跨膜电阻

抗. Caco-2细胞以1×105/cm2接种于涂明胶的多

聚碳膜Transwell培养板的顶层小室微孔膜上(直
径6.5 mm, 孔径大小0.4 μm)培养. 当测定的TER
值达到稳定后4 d, 进行实验处理. 处理分为4组, 
即对照组, 0.1、1、10 mmol/L的阿司匹林处理

组. 每个处理组取3个孔, 重复实验, 计算其平均

值. 测定的TER结果, 用最初测定结果的百分比

表示.
统计学处理 实验所得数据, 用Stata 9.0统计

软件分析, 采用多因素卡方检验, P <0.05为差异

有显著性意义.

2  结果

2.1 阿司匹林对Caco-2细胞的生长抑制作用 随
着阿司匹林作用浓度的增加及作用时间的延长, 
Caco-2细胞的生长抑制率逐渐升高, 即细胞存活

率越来越低, 且这种作用呈现剂量-时间依赖性

(表1, P <0.05).
2.2 阿司匹林对Caco-2细胞的屏障功能的作用 
为了确定阿司匹林是否对Caco-2细胞的屏障功

能有直接的破坏作用, 本实验观察了阿司匹林对

培养的Caco-2细胞的作用. 测定不同浓度阿司匹

林作用不同时间的跨膜电阻抗(TER)变化(图1).

3  讨论

近年来, 大量的研究证实阿司匹林可以引起较

多的不良反应[6], 尤其是胃肠道损害较为突出, 
主要表现为黏膜糜烂和溃疡, 严重者可以发生

www.wjgnet.com

■研发前沿
近年来随着胶囊
内镜、双气囊小
肠镜等检查方式
在临床的逐渐普
及, 发现NSAIDs
引起的肠道不良
反应作用并不低, 
其可以引起小肠
出血、蛋白丢失
性肠病、回肠吸
收功能障碍、肠
通透性升高及结
肠出血、穿孔等. 
所以, 对于长期服
用阿司匹林的安
全性应予以足够
的重视.

表 1 各浓度组阿司匹林作用于Caco-2细胞后的细胞存
活率 (%, mean±SD)

     
分组         24 h          48 h

对照组  96.67±1.13 96.45±1.21

阿司匹林(mmol/L)  

    0.1  84.32±1.29ac 76.89±2.28acg

    1.0  62.33±2.02ae 50.28±0.98aeg

    10.0  42.99±2.09a 32.66±1.99ag

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  1.0, 10.0 mmol/L阿司匹林组; 
eP<0.05 vs  10.0 mmol/L阿司匹林组; gP<0.05 vs  24 h.
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出血或者穿孔. 但是阿司匹林对肠道的不良反

应则研究较少[7]. 阿司匹林引起肠道损伤的可能

机制有以下几点: (1)阿司匹林对肠黏膜有直接

的化学刺激作用, 而且由于其肠肝循环特点, 从
而延长了其与肠黏膜的接触时间. 肠腔内容物

如细菌、胆盐、食物等可以进一步诱导损伤, 
其中细菌可能是主要的侵袭因素. (2)阿司匹林

选择性抑制环氧合酶COX尤其是COX-1的活 
性[8-9], 减少了内源性前列腺素的合成与释放, 破
坏肠上皮黏膜的屏障作用, 引起肠内细菌及侵

袭因子的侵入, 从而诱发新的炎性病灶的产生, 
诱发旧的溃疡病灶复发. (3)阿司匹林可以诱导

中性粒细胞在肠黏膜受损的部位聚集, 浸润, 从
而加重受损部位的免疫损伤. (4)阿司匹林还可

以促进一些炎性介质, 如肿瘤坏死因子(tumor 
necrosis factor, TNF)和白三烯(leukotriene, LT)的
释放. 超过生理限度的TNF及LTB可以引起前列

环素释放减少, 内皮素释放增加, 而内皮素则是

强烈的缩血管因子. 二者比例失调, 可以影响受

损黏膜的修复. 
Caco-2细胞来源于人结肠癌细胞株, 以普通

的培养条件培养成熟的Caco-2细胞可形成与小

肠上皮细胞相同的细胞极性和致密的单细胞层

组织, 其形态与人体的肠上皮细胞相似, 并且可

以分泌与人体相同的酶类及转化因子等[10], 且与

被动吸收的营养物质有较好的相关性, 临床常

用于建立体外肠屏障模型[11]. 
本项研究利用MTT比色方法了解阿司匹林

对Caco-2细胞的剂量及时间毒性情况. MTT还原

物甲攒是能量代谢的反映, 其生成量随着细胞

数的增多而增加[12-13]. 由本研究可以看出, 阿司

匹林在实验给定浓度(0.1、1、10 mmol/L)条件

下, 对Caco-2细胞的生长有显著的抑制作用, 且
这种抑制作用随着作用时间和作用浓度的增加

越来越明显. 这说明阿司匹林可以直接作用于

肠上皮细胞, 引起肠上皮细胞的损伤. 此外本实

验进一步测定Caco-2细胞单层细胞的跨膜电阻

抗, 实验结果表明阿司匹林可以使TER值明显降

低, 说明单层细胞的通透性升高, 即提示上皮细

胞完整性可能已经遭到破坏. 肠黏膜屏障是肠道

最重要的一道屏障, 由完整的肠上皮细胞和紧密

连接构成. 阿司匹林对细胞屏障功能的破坏可能

是由于破坏了细胞间的紧密连接而引起[14-15]. 这
种可能的机制将在今后的实验中进一步证实. 

本实验证明, 阿司匹林对肠上皮细胞有直接

的杀伤作用, 且可以破坏上皮细胞屏障功能, 为
进一步研究阿司匹林损伤肠上皮细胞屏障功能

及其机制奠定了一定的实验基础.

4      参考文献
1 韩英, 李世荣. 非甾体类抗炎药物与食管、大肠癌的

预防. 中华消化杂志 1998; 18: 364
2 Takeuchi K, Hatazawa R, Tanigami M, Tanaka A, 

Ohno R, Yokota A. Role of endogenous nitric oxide 
(NO) and NO synthases in healing of indomethacin-
induced intestinal ulcers in rats. Life Sci 2007; 80: 
329-336 

3	 Thiéfin	G,	Beaugerie	L.	Toxic	effects	of	nonsteroidal	
antiinflammatory	drugs	on	the	small	bowel,	colon,	
and rectum. Joint Bone Spine 2005; 72: 286-294

4	 Bjarnason	 I,	Takeuchi	K,	Simpson	R.	NSAIDs:	 the	
emperor's new dogma? Gut 2003; 52: 1376-1378  

5	 Hawkey	CJ.	NSAIDs,	 coxibs,	 and	 the	 intestine.	 J 
Cardiovasc Pharmacol 2006; 47 Suppl 1: S72-S75

6	 Somasundaram	S,	 Sigthorsson	G,	Simpson	RJ,	
Watts J, Jacob M, Tavares IA, Rafi S, Roseth A, 
Foster	R,	Price	AB,	Wrigglesworth	JM,	Bjarnason	I.	
Uncoupling of intestinal mitochondrial oxidative 
phosphorylation and inhibition of cyclooxygenase 
are	 required	 for	 the	development	 of	NSAID-
enteropathy in the rat. Aliment Pharmacol Ther 2000; 
14: 639-650

7	 Goltsov	A,	Maryashkin	A,	 Swat	M,	Kosinsky	
Y,	Humphery-Smith	 I,	Demin	O,	Goryanin	 I,	
Lebedeva	G.	Kinetic	modelling	of	NSAID	action	on	
COX-1: focus on in vitro/in vivo aspects and drug 
combinations. Eur J Pharm Sci 2009; 36: 122-136

8 Yokomizo A, Moriwaki M. Transepithel ia l 
permeability of myricitrin and its degradation by 
simulated digestion in human intestinal Caco-2 
cell monolayer. Biosci Biotechnol Biochem 2005; 69: 
1774-1776

9	 Cruz	N,	Qi	L,	Alvarez	X,	Berg	RD,	Deitch	EA.	The	
Caco-2 cell monolayer system as an in vitro model 
for studying bacterial-enterocyte interactions and 
bacterial translocation. J Burn Care Rehabil 1994; 15: 
207-212 

10	 Adebayo	D,	Bjarnason	 I.	 Is	non-steroidal	 anti-
inflammaory	drug	 (NSAID)	enteropathy	 clinically	
more	important	than	NSAID	gastropathy?	Postgrad 
Med J 2006; 82: 186-191

11 张大真, 权正良, 李增烈. 长期服用小剂量肠溶型阿司
匹林对胃十二指肠黏膜损害的病例对照研究. 胃肠病
学 2006; 11: 427-430

12 Czyzewski K, Styczynski J. Imatinib is a substrate 

■创新盘点
本 研 究 采 用
Caco-2细胞与阿
司 匹 林 共 培 养 , 
通 过 M T T 法 及
Caco-2单层细胞
跨膜电阻抗的测
定, 研究阿司匹林
对Caco-2细胞增
殖的影响以及对
细胞紧密连接屏
障的作用, 探讨阿
司匹林引起肠道
损伤的机制. 

120

100

80

60

40

20

0
0                   24                   48                  72

电
阻

抗
(%

)

t /h

a
a
ac

ac

a
a

ae

ae

ace

对照组
1 mmol/L

0.1 mmol/L
10 mmol/L

图 1 不同浓度阿司匹林引起的跨膜电阻抗时间变化曲线
图. aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  其他浓度组; eP<0.05 vs  其

他时间组.



www.wjgnet.com

1358                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年5月8日    第17卷   第13期

for various multidrug resistance proteins. Neoplasma 
2009; 56: 202-207

13	 Motskin	M,	Wright	DM,	Muller	K,	Kyle	N,	Gard	
TG,	 Porter	AE,	 Skepper	 JN.	Hydroxyapatite	
nano and microparticles: Correlation of particle 
properties with cytotoxicity and biostability. 
Biomaterials 2009 Mar 20. [Epub ahead of print]

14 Oshima T, Miwa H, Joh T. Aspirin induces gastric 

epithelial barrier dysfunction by activating p38 
MAPK via claudin-7. Am J Physiol Cell Physiol 2008; 
295: C800-C806

15 Montalto M, Maggiano N, Ricci R, Curigliano V, 
Santoro	L,	Di	Nicuolo	F,	Vecchio	FM,	Gasbarrini	
A,	Gasbarrini	G.	Lactobacillus	acidophilus	protects	
tight junctions from aspirin damage in HT-29 cells. 
Digestion 2004; 69: 225-228

           编辑  李军亮  电编  何基才  

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2009年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

2009 年广东省中西医结合、中医脾胃消化病学术会议暨
国家级继续教育项目消化病进展研讨班征文通知

本刊讯 由广东省中西医结合学会脾胃消化病专业委员会, 广东省中医药学会消化病专业委员会主办的2009年

脾胃消化病学术会议暨国家级继续教育项目消化病进展研讨班将于2009-09-25/27在广东省广州市召开, 现将

会议征文有关事项通知如下:

1      征稿内容

中西医结合、中医治疗消化系统疾病的基础理论研究、临床经验总结、诊治的新进展, 名老中医、西医和中

西医结合专家个人诊治特色总结.

2      征稿要求

论文资料务必真实可靠, 书写规范, 简明扼要, 每篇以3000字以内为宜, 并附800字左右的摘要1份; 来稿请用电

脑打印, 用word软件编入, 并附软盘, 或发送电子邮件, 文稿中请注明作者姓名、单位、通讯地址、邮政编码及

联系电话. 截稿日期: 2009-07/30

3      交流方式

专题报告、论文宣读与讨论答疑相结合. 入选论文并参会者给予记Ⅰ类学分6分, 另外将择优编入《现代消化

及介入诊疗》杂志. 参加继续教育研讨班者另给予国家级一类学分12分.

4      投稿地址

(1)E-mail: zhangwdcn@163.com; (2)全文、摘要并附软盘寄至广东省广州市广州大道北1838号南方医院消化编

辑部罗永华同志(邮编: 510105); 并请注明脾胃消化病学术会议投稿. 无论文者也欢迎参会或报名参加研讨班.

5      联系方式

姚永莉, 510105, 广东省广州市广州大道北1838号, 南方医院消化内科, 电话: 13189096556

■同行评价
本研究紧密结合
临床 ,  设计合理 , 
技术可行, 结果对
临床工作具有一
定的指导价值.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年5月8日; 17(13): 1359-1362
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

埃索美拉唑联合莫沙比利治疗老年低压型LES食管运动功
能障碍29例

虞 阳, 姚健凤, 夏 俊, 赵尚敏, 于晓峰

虞阳, 姚健凤, 夏俊, 赵尚敏, 于晓峰, 华东医院消化内科 上
海市 200040
作者贡献分布: 本课题由虞阳与于晓峰设计; 实验操作由夏俊完
成; 数据统计由姚健凤欲赵尚敏完成; 论文写作虞阳完成.
通讯作者: 于晓峰, 200040, 上海市延安西路221号, 华东医院消
化内科. yuxiaofeng252@yahoo.cn
电话: 021-62483180
收稿日期: 2008-12-02   修回日期: 2008-12-27
接受日期: 2009-03-25   在线出版日期: 2009-05-08

Effect of esomeprazole and 
mosapride on the esophageal 
motility dysfunction in elderly 
patients with hypotensive LES: 
an analysis of 29 cases 

Yang Yu, Jian-Feng Yao, Jun Xia, Shang-Min Zhao, 
Xiao-Feng Yu

Yang Yu, Jian-Feng Yao, Jun Xia, Shang-Min Zhao, 
Xiao-Feng Yu, Department of Gastroenterology, Huadong 
Hospital, Shanghai 200040, China
Correspondence to: Xiao-Feng Yu, Department of Gas-
troenterology, Huadong Hospital, 221 Yan'an West Road, 
Shanghai 200040, China. yuxiaofeng252@yahoo.cn
Received: 2008-12-02    Revised: 2008-12-27
Accepted: 2009-03-25    Published online: 2009-05-08 

Abstract
AIM: To investigate the therapeutic effect 
of esomeprazole and mosapride on aged 
hypotensive type LES esophageal motility 
dysfunction. 

METHODS: A total of 57 aged hypotensive 
type LES esophageal motility dysfunction pa-
tients were divided into treatment group (n 
= 29) and control group (n = 28). Patients in 
treatment group were given esomeprazole 20 
mg per day and mosapride 5 mg three times 
daily for 1 mo while patients in control group 
were given mosapride 5 mg three times daily 
for 1 mo. After medication treatment, the clini-
cal symptoms, lower esophageal sphincter 
(LES) pressure and esophageal motility were 
observed. 

RESULTS: Fifty seven cases of patients complet-

ed the study. The total effective rate of treatment 
group was 86.2%, which was significantly higher 
than that of control group (60.7%). LES pressure 
was improved significantly in both groups (1.82 
± 0.36 vs 1.09 ± 0.18, P < 0.001; 1.91 ± 0.45 vs 1.06  
± 0.17, P < 0.001, respectively). Esophageal mo-
tility became better in both groups, but no statis-
tical difference was observed between them after 
treatment(48.3% vs 53.6%, P = 0.193). 

CONCLUSION: Esomeprazole and mosapride 
are effective for aged hypotensive type LES 
esophageal motility dysfunction. 

Key Words: Esophageal motility dysfunction; Aged 
hypotensive; Esomeprazole; Mosapride

Yu Y,  Yao JF,  Xia J ,  Zhao SM, Yu XF.  Effect  of 
esomeprazole and mosapride on the esophageal motility 
dysfunction in elderly patients with hypotensive LES: an 
analysis of 29 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(13): 1359-1362

摘要
目的: 探讨埃索美拉唑联合枸橼酸莫沙比利
治疗老年低压型食管下括约肌(LES)食管运动
功能障碍的作用. 

方法: 采用随机对照法, 将低压型LES并伴有
食管蠕动功能异常的老年患者分为2组: 治疗
组29例, 给予埃索美拉唑20 mg, qd和枸橼酸莫
沙比利5 mg, tid, po ; 对照组28例给予枸橼酸
莫沙比利5 mg, tid, po . 1 mo后观察临床症状
改善及LES压力和食管运动功能的改变, 并观
察有关不良反应的发生. 

结果: 57例患者均完成研究, 治疗组总有效率
显著高于对照组总有效率(86.2% vs  60.7%, 
P <0.01); 治疗后, 两组患者LES压较治疗前
均明显升高(1.82±0.36 vs  1.09±0.18, 1.91±
0.45 vs  1.06±0.17, 均P <0.001); 治疗组食管
运动功能改善率与对照组相比无统计学差异
(48.3% vs  53.6%, P  = 0.193). 

结论: 联合应用埃索美拉唑和莫沙比利治疗

www.wjgnet.com
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■背景资料
老年人常有食管
运 动 功 能 障 碍 , 
临床多表现为反
酸、吞咽困难、

胸痛、烧心等症
状 .  对 于 低 压 型
LES伴食管蠕动
功能障碍的老年
患者, 促动力药物
能有效改善LES
压及食管蠕动功
能, 质子泵抑制剂
(PPIs)能较好地改
善患者的临床症
状. 

■同行评议者
程英升, 教授, 同
济大学附属第十
人民医院影像临
床医学中心; 黄晓
东 ,  副主任医师 , 
武汉市中心医院
消化内科



老年低压型LES食管运动功能障碍性疾病安
全有效.

关键词: 食管运动功能障碍; 老年; 埃索美拉唑; 莫

沙比利
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0  引言

老年患者常会出现反酸、吞咽困难、胸痛、

烧心等症状 ,  内镜、X线及核素扫描等检查

往往正常 ,  而通过食管测压检查可以发现不

少存在食管运动功能障碍 .  本研究将我院于

2004-08/2008-04通过食管测压检查发现的老年

低压型食管下括约肌(lower esophageal sphincter, 
LES)并伴有食管蠕动功能障碍的患者, 给予埃

索美拉唑和莫沙比利联合治疗观察其疗效. 

1  材料和方法

1.1 材料 57例患者均系我院门诊及住院患者, 男
49例, 女8例, 年龄60-86(平均71±8)岁. 所有患者

均存在反酸、吞咽困难、胸痛、烧心中的一种

或一种以上症状, 经心电图、心动超声、同位素

心肌灌注显像、胸片及腹部B超排除心血管、

肺、胸膜、肝胆或其他脏器引起的症状, 并通过

胃镜检查除外胃、食管器质性疾病引起的上述

症状. 同时这些患者均经过食管测压检查确定为

低压型LES并伴有食管蠕动功能异常.
1.2 方法 
1.2.1 分组及用药: 57名患者随机分为治疗组和对

照组, 治疗组29例给予埃索美拉唑(耐信片, 阿斯

利康)20 mg, qd及枸橼酸莫沙比利(新络纳片, 康
宏)5 mg, tid, po ; 对照组28例给予枸橼酸莫沙比利

(新络纳片, 康宏)5 mg, tid, po . 疗程均为1 mo. 
1.2.2 临床症状: 详细询问患者反酸、吞咽困

难、胸痛、烧心等症状严重程度及发生频度进

行症状记分. 根据症状不同程度积分分别为0、
1、2、3分, 0分指无症状; 1分症状轻微可以忍

受; 2分介于1分、3分之间: 3分症状明显, 不能

忍受, 需休息和药物治疗. 根据症状发生频度不

同记录为0、1、2、3分, 0分指无症状; 1分症状

每月发生: 2分症状每周发生: 3分症状每天发生. 
将各级症状所占的百分比和症状频度分级的积

分相乘, 为症状总分. 疗效判定症状评定标准: 
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(1)显效: 临床症状总分降低80%以上; (2)有效: 
临床症状总分降低50%-80%; (3)无效: 临床症

状总分降低50%以下. 总有效率(%) = [(显效+有
效)/总例数]×100%. 
1.2.3 LES压力和食管蠕动功能测定: 采用瑞典

CTD-Synectics公司生产的连续灌注导管测压

系统, 包括四通道测压导管, 液压毛细管灌注系

统, 压力换能器和计算机记录仪. 食管测压术前

3 d停用影响食管动力的药物, 禁食10 h. 患者平

卧位, 经鼻腔插管, 使远端侧孔全部进入胃腔内, 
用外段外拉法测LES压力, 然后通过干咽和湿

咽, 观察食管体部蠕动幅度、间期、传播速度

和方向. 记录并比较治疗后LES压力的变化和食

管蠕动功能改善情况. 
1.2.4 不良反应: 记录治疗期间出现任何与用药

有关的症状; 治疗前后检查血、尿常规及肝、

肾功能.
统计学处理 统计工具采用SPSS13.0统计软

件分析. 计数数据采用t检验, 率的比较采用χ2检

验, P <0.05被认为统计学上有显著性差异.

2  结果

2.1 一般资料 两组患者的年龄、性别、体质量

和胸痛、吞咽困难、烧心、反酸症状的发生率

以及治疗前LES压力经比较, 差异均无显著性. 
2.2 治疗后临床症状改善情况 经治疗后, 治疗组

29例患者症状改善的显效率为34.5%(10/29), 有
效率为51.7%(15/29), 总有效率为86.2%(25/29); 
对 照 组 2 8 例 患 者 症 状 改 善 的 显 效 率 为

25%(7/28), 有效率为35.7%(10/28), 总有效率为

60.7%(17/28). 治疗组的总有效率高于对照组(P 
= 0.041, 表1).
2.3 治疗后LES压力的改变 经治疗后, 治疗组和对

照组的LES压均较治疗前显著升高(P<0.001, 表2).
2.4 治疗后食管运动功能的改变 经治疗后, 治疗

组患者的食管运动功能改善率为48.3%(14/29), 
对照组为53.6%(15/28), 两组间无统计学差异(P  
= 0.193). 
2.5 不良反应发生率 所有入选病例均完成实验, 
治疗组29例患者中2例(6.9%)出现腹胀, 但症状

为一过性, 未经停药及治疗自行改善; 对照组28
例患者中1例(3.6%)出现头晕, 症状为轻度, 未影

响患者治疗及正常生活. 治疗前后血、尿常规

及肝肾功能检查均未见异常. 

3  讨论

老年患者中, 反酸、吞咽困难、胸痛、烧心等

www.wjgnet.com

■应用要点
对于老年低压型
LES食管运动功
能障碍患者, 可应
用埃索美拉唑联
合莫沙比利治疗, 
有效且安全. 
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症状十分常见, 在除外心血管和呼吸道的疾病

后, 通过食管测压检查可以发现不少患者的这

些症状是由于食管运动功能障碍引起的. 近年

来食管运动功能紊乱性疾病发病率日益增高, 
并引起临床医生, 尤其是消化科医生的重视. 我
国人群中食管体部动力障碍为引起上述症状的

主要因素[1], 在我们先前的研究中发现[2], LES
压力异常及食管体部蠕动异常均为产生上述临

床症状的主要因素之一. 由于老年患者全身各

脏器的慢性退行性变随着年龄而增加, 导致神

经肌肉的退行性变, 同时老年人慢性病多也容

易继发神经肌肉的异常, 故更容易引起食管体

部平滑肌及食管下括约肌功能紊乱失调而产生

症状[3]. 
本研究入组的57名患者年龄在60-86岁, 其

中≥80岁的高龄老人11例(19.30%), 男性明显高

于女性约6.1∶1, 临床症状主要为反酸、吞咽困

难、胸痛、烧心. 所有入组患者均经过食管测

压检查确定为低压型LES并伴有食管蠕动功能

异常, LES压力异常及食管体部蠕动异常均为产

生相关临床症状的因素[4-5]. 本研究发现, 应用莫

沙比利治疗后, 无论是否同时合用埃索美拉唑, 
患者的LES压力较治疗前均有明显的增高, 食
管运动功能也有了较为明显的改善. 莫沙比利

是一种高选择性5-HT4受体激动剂, 可增强食

管蠕动和下食管括约肌张力从而防止胃内容物

反流入食管, 增强食管的清除作用[6-7]. 此外, 莫
沙比利还可以增加胃和十二指肠收缩以及胃和

十二指肠的协调运动, 减少十二指肠胃反流[8]. 
本研究同时发现, 在应用莫沙比利的同时加用

埃索美拉唑, 对反酸、吞咽困难、胸痛、烧心

等症状改善的总有效率明显高于单用莫沙必利

组. 我们认为, 引起这种结果的主要原因是由于

我们入组的患者均是低压型LES, LES压力过低

将使胃和十二指肠内容物反流入食管, 造成酸

性物质对食管黏膜损害或刺激食管内感觉神经

引起相应症状[9-10]. 质子泵抑制剂(proton pump 
inhibitors, PPIs)能选择性抑制壁细胞膜中H+-K+-
ATP酶来抑制胃酸分泌, 埃索美拉唑作为新型

PPI, 临床治疗效果不逊色于其他PPI制剂[11-12]. 
他能通过提高胃内容物的pH值, 从而减少胃内

反流物对食管黏膜的损伤作用, 抑制胃酸分泌

的治疗对过度的食管黏膜酸暴露及其产生的症

状有效[13]. 国外研究发现, 联合应用PPIs和促动

力药物能更有效的改善症状[14-15]. 本研究也发

现, 莫沙比利和/或埃索美拉唑治疗食管运动功

能障碍疾病都是安全, 无明显不良反应的.
总之, 食管运动功能障碍疾病是老年人的常

见疾病, 应用莫沙比利可以有效改善低压型LES
患者的LES压并改善食管蠕动功能异常, 而同时

加用埃索美拉唑可以更有效的改善患者的相关

症状. 
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■同行评价
本研究提供了丰
富的信息, 研究符
合伦理学要求, 但
方法缺乏新颖性.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy of combined 
treatment of modified Sengstaken-Blakemore 
tube inserted by guide wire and EIS for patients 
with severe esophagogastric variceal bleeding.

METHODS: Modified Sengstaken-Blakemore 
tube inserted by guide wire was performed on 
89 patients with severe esophagogastric variceal 
bleeding, and 5min after the insertion, 35 mL 
on average EIS of 5% sodium morrhuate were 
injected into patients with esophagogastric vari-
ces. Fasting for 24 h was advised to the patients, 
and blood pressure, respiratory rate, heart rate 
and bleeding recurrence were also observed. 
Besides, intravenous drop infusion of H2A, PPI 

and antibiotics were given to the patients.

RESULTS: The successful rate of modified 
Sengstaken-Blakemore tube insertion in patients 
with severe esophagogastric variceal bleeding 
was up to 100%. Bleeding site was confirmed in 
88 patients in the first surgery. Severe esopha-
gogastric variceal bleeding was alleviated in 87 
patients by EIS administration (97.7%), of which, 
17 were relieved with repeated EIS, and com-
plications occurred in 7 cases (7.86%) and 1 case 
died in the study (1.1%).

CONCLUSION: Combined treatment of modi-
fied Sengstaken-Blakemore tube inserted by 
guide wire and EIS shows relatively safe and 
effective performance for patients with severe 
esophagogastric variceal bleeding.

Key Words: Esophagogastric variceal bleeding; 
Endoscopic injection sclerotherapy; Modified Seng-
staken-Blakemore tube; Guide wire insertion

Chen BF, Shen YZ, Wang LZ, Wang Y, Sun KW, Zhou 
YC, Qin Y. Combined treatment of modified Sengstaken-
Blakemore tube inserted by guide wire and EIS for 89 
patients with severe esophagogastric variceal bleeding. 
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摘要
目的: 研究改良三腔管导丝插入牵引急诊硬
化对食管静脉曲张大出血患者的治疗效果.  

方法: 致死性食管静脉曲张破裂大出血患者89
例, 应用改良三腔管导丝插入法, 并在改良三
腔管牵引5 min后牵引下行急诊内镜硬化治疗
(EIS), 于曲张静脉内注射5%鱼肝油酸钠6-10 
mL, 平均用量约35 mL. 术后禁食24 h, 观察患
者血压、呼吸、心率和再出血, 常规静脉给予
H2A或PPI和抗生素. 

结果: 致死性食管静脉曲张破裂活动性大出
血时改良三腔管插入成功率100%; 首次牵引
下EIS明确出血部位88例, 首次急诊EIS止血
成功87例(97.7%). 其中17例为多次EIS后止血, 
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■背景资料
食管静脉曲张破
裂出血是肝硬化
最严重的并发症
之一, 其死亡率较
高. 传统应用三腔
二囊管压迫治疗
有效率可达95%. 
但过程较痛苦, 且
不能长时间压迫, 
一旦解除气囊压
迫又易再次发生
出血 .目前 ,  内镜
下硬化剂注射治
疗被认为是较有
效的方法, 急诊止
血率可达90%以
上, 应用改良三腔
管、应用改进并
独创导丝插入法
和/或内镜下导丝
引导法行急诊EIS
大大提高了食管
静脉曲张破裂大
出血急诊止血率.

■同行评议者
谷 俊 朝 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京友谊医
院 普 外 科 ;  程 英
升, 教授, 同济大
学附属第十人民
医院影像临床医
学中心



并发症7例(7.86%), 死亡1例(1.1%).

结论: 导丝引导插入法成功率高, 改良三腔管
牵引下急诊EIS是救治致死性食管静脉破裂大
出血有效、安全和简便的方法.

关键词: 食管静脉曲张破裂大出血; 内镜硬化治疗; 

改良三腔管; 导丝插入
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0  引言

2004-03我们对89例危重的食管静脉曲张破裂活

动性大出血患者, 应用导丝引导、插入改良三

腔管, 在牵引下行急诊内镜硬化治疗(endoscopic 
injection sclerotherapy, EIS), 急诊EIS止血成功率

达97.9%. 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2004-03/2008-10我科共收治危重急性

食管静脉曲张破裂大出血患者89例, 其中男55
例, 女34例, 年龄31-71(平均年龄46.3)岁. 乙型肝

炎后肝硬化67例, 乙型肝炎肝硬化合并原发性

肝癌4例, 丙型肝炎后肝硬化2例, 乙型肝炎合并

丙肝肝硬化2例, 血吸虫性肝硬化5例, 酒精性肝

硬化3例, 原发性胆汁性肝硬化2例, 隐源性肝硬

化4例. 肝功能分级: Child-pugh A级27例, B级26
例, C级36例. Olympus公司生产的GF240电子胃

镜、内镜注射治疗针、单囊三腔管(简称改良三

腔管), 导引钢丝为沙氏扩张管用的导丝, 硬化剂

为50 g/L鱼肝油酸钠.
1.2 方法 
1.2.1 改良三腔管的制作: 将18号三腔二囊管(上
海新亚医用橡胶厂生产)去掉食管囊, 将插入(头
端)剪去1 cm, 这样导管通向胃腔的通道便开口

于改良三腔管的顶端插入导丝后, 增加了导管

的硬度. 
1.2.2 致死性食管静脉曲张破裂大出血诊断标

准: 反复呕血、便血, 出血量大于1000 mL/d; 神
志恍惚、反应迟钝、大汗、呼吸急促或缓慢; 
呈休克状态, 收缩压<90 mmHg, 脉率>120 次
/min. 
1.2.3 治疗方法: (1)保持呼吸道通畅, 立即给予心

电、血压监护, 吸氧. 保持二条静脉通路, 快速

输血、补液扩容. (2)改良三腔管插入: 抽净胃囊
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内气体, 改良三腔管表面涂上液体石蜡油, 管亦

注入液体石蜡油, 以利于润滑; 再将沙氏导丝插

入改良三腔管通向胃管的腔道内; 从鼻孔轻轻

插入约20 cm时, 嘱患者做吞咽动作, 缓缓送入

导管; 边插边严密观察患者的呼吸. (3)如患者处

于活动性大出血时, 则将沙氏导丝可经胃镜活

检孔插入后再拔出胃镜, 再将改良三腔管沿着

导丝滑入胃腔. 插至60-65 cm处时, 向胃囊内注

气200 mL, 拔出沙氏导丝, 向外牵引改良三腔管, 
达到压迫止血目的. (4)急诊EIS: 改良三腔管牵

引5 min后, 插入胃镜至食管下段, 经活检孔插入

内镜注射针, 在直视下于出血破口下方的曲张静

脉内或红色征旁每点注射50 g/L鱼肝油酸钠6-10 
mL; 如看不到出血部位, 则在食管下端近贲门右

侧壁曲张静脉内注射; 共注射4-6个点. 硬化剂平

均用量约35 mL. 经推注硬化剂后, 内镜下可见注

射部位静脉显著肿胀、呈青紫色隆起. (5)术后处

理: 禁食24 h, 观察血压、呼吸、心率和再出血

情况, 常规静脉给予H2A或PPI和抗生素.

2  结果

89例患者均为致死性食管静脉曲张破裂活动性

大出血, 包括19例EIS术前曾用三腔管压迫后发

生再出血患者, 均行急诊改良三腔管导丝插入

法、并在牵引下EIS. 三腔管插入成功率100%, 
首次EIS能明确出血部位88例, 主要位于食管下

段右侧壁、近齿状线周围. 首次急诊EIS止血87
例(97.7%). EIS后注射部位溃疡或糜烂近期复发

出血21例次, 其中17例次经再次EIS止血. EIS并
发症7例(占7.86%): 1例患者EIS术中不配合, 强
行将改良三腔管拉出致食管穿孔, 肺部渗出性

改变2例, 血红蛋白尿1例, EIS无效即刻大出血死

亡1例, 食管溃疡致穿孔1例, 胸腔积液1例.

3  讨论

Sengstaken及Blakemore创用的三腔二囊管一

直是压迫止血治疗食管静脉曲张出血的主要方

法, 临时止血率可达95%. 他仅用于紧急暂时止

血或作为其他介入或外科手术治疗术前应用的

应急措施, 传统的三腔管牵引仅用作暂时性止

血措施, 易发生再次出血, 近期再出血率仍高

约42%[1], 且患者较痛苦. 单气囊三腔管最初由

Linton所推荐使用, 即将原三腔二囊管去掉食

管囊[2]. 胡季平 et al [3]认为根据门静脉高压时侧

支循环的血流情况, 只要行胃囊压迫, 就能阻

断或部分阻断食管静脉血流. 有报道一些医院

www.wjgnet.com

■研发前沿
对于肝硬化食管
静 脉 曲 张 患 者 , 
E I S 已 被 广 泛 应
用. 当患者食管曲
张静脉大出血时
行急诊内镜治疗, 
食管内充满血液
导致视野不清, 无
法看清出血灶, 硬
化剂注射治疗时
易造成注射针孔
的涌血、喷血而
影响操作, 应用改
良三腔管、改进
并独创导丝插入
法和/或内镜下导
丝引导法行急诊
EIS很好地解决了
这个问题.
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仅采用单纯胃囊充气压迫止血, 止血成功率达

77%[4]. 且可免除食管囊注气后的窒息感, 避免

了食管囊压迫所引起的食管黏膜糜烂、溃疡、

出血. 但是鉴于近年药物治疗[5]和内镜治疗的

进步, 目前已不再推荐气囊压迫作为首选止血

措施[6], 他仅作为简单易行的配合治疗措施, 常
在紧急情况下配合药物治疗、为外科手术治疗

或内镜硬化和粘堵等治疗赢得时间. 急诊EIS是
食管静脉曲张大出血行之有效的治疗方法, 其
适应证较外科急诊手术宽且不受胸腹水限制. 
改良三腔管是食管静脉曲张破裂大出血时行急

诊EIS的有效方法. 由于活动性大出血, 食管胃

腔内视野一片模糊, 难以窥清出血部位; 大量呕

血后致循环功能不全, 同时患者因大出血而烦

躁, 常不配合治疗, 更加重了出血; 尤其是多部

位静脉曲张出血者, 更易影响视野观察, 为此我

们制作了改良三腔管, 即去掉食管囊, 剪去三腔

管的头端, 使改良三腔管插入更容易, 同时避免

了急诊EIS时因食管囊影响视野和硬化注射的

操作. 我们将沙氏导丝插入改良三腔管的胃导

管腔内, 增加了导管的硬度, 使插入率达100%, 
又减少了患者的痛苦. 如患者正在行急诊内镜

检查时突然发生大出血, 也可将沙氏导丝经胃

镜活检孔插入, 再拔出内镜, 然后将改良三腔管

沿着导丝顺利滑入胃腔内. 从而大大地提高了

插入率. 
改良三腔管插入的体会: 按常规自鼻腔插

入改良三腔管, 将胃囊注气, 牵引压迫胃底贲门

区, 以阻断流向食管静脉的血流达到临时止血; 
同时纠正休克, 改善循环功能, 牵引后食管内暂

无活动性大出血, 内镜下视野均较清晰, EIS操作

较容易. 在完成出血部位下方曲张静脉内注射

后, 将胃囊放松牵引, 再行贲门小弯侧的观察和

注射. 一旦EIS术中发生大出血, 可立即再将胃

囊牵引, 这样为临床抢救提供了安全有效的应

急措施. 
注射部位: 根据食管静脉解剖的特点, 胃食

管交界处及其上方2-5 cm范围为静脉曲张破裂

的特定部位, 应把握好硬化注射的第一针, 选择

在出血部位曲张静脉的下方, 将注射针斜向刺

入曲张静脉内, 助手快速推注硬化剂. 硬化剂用

量要足, 从而使血管内局部血栓形成, 管壁肿胀, 
达到止血效果. 如不能确定出血部位时, 可在贲

门附近不同平面, 采用静脉内快速注射, 同样可

达到止血效果. 
注射针眼大出血的救治措施: 硬化剂治疗

食管胃静脉曲张的主要并发症是注射硬化剂的

针眼大出血. 我们采用组织胶于出血处注射和

/或局部喷洒, 起到了意想不到的止血效果; 说
明组织胶对活动性大出血的止血可起到“一针

止血”的效果. 本组结果表明, 改良三腔管牵引

下急诊EIS, 使首次急诊止血率达97.9%. 改良三

腔管牵引后, 压迫了胃底贲门区, 阻断了流向食

管静脉的血流达到临时止血目的, 且胃腔内的

血液和胃液不会反流入食管, 从而行急诊EIS时
视野较清晰, 操作较容易. 在治疗中间, 可随时

放松牵引, 以寻找有无其他活动性出血灶[6]. 应
用改良三腔管、应用改进并独创导丝插入法和

/或内镜下导丝引导法行急诊EIS大大地提高了

食管静脉曲张破裂大出血急诊止血率, 具有创

伤、安全、有效、经济等特点, 尤其适合在基

层医院推广应用. 
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Abstract
AIM: To  assess the accuracy of INNO-LiPA 
HBV DR v2 for detecting hepatitis B virus (HBV) 
drug resistance.

METHODS: Sera from 237 chronic hepatitis B 
patients undergoing lamivudine or adefovir 
treatment were detected using INNO-LiPA and 
direct sequencing of the reverse transcriptase re-
gion of the HBV Polymerase gene. 

RESULTS: Sequencing results were observed 
for 179/235 samples (76.1%) and 1293/1410 ami-
no acid positions (91.7%). It showed high con-
cordance with directing antiviral drug-resistance 
mutations, particularly for the sensitive detec-
tion of mixed drug-resistance mutations. 

CONCLUSION: The INNO-LiPA HBV DR v2 
appears to be useful for the rapid antiviral drug-

resistance mutations assay of HBV. 

Key Words: Hepatitis B virus; Line Probe Assay; 
Nucleic acid hybridization; Sequence analysis

Tian JH, Zhao H, Cong X, Yan J, Du SC, Wei L. Evaluation 
of INNO-LiPA in detection of HBV drug resistance 
mutation. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(13): 
1366-1369

摘要
目的: 评价INNO-LiPA HBV DR v2对乙型肝炎
病毒(hepatitis B virus, HBV)耐药检测的准确性.

方法: 选取237例慢性HBV感染者经过拉米夫

定和(或)阿德福韦酯的抗病毒治疗, 取外周血, 
采用INNO-LiPA和聚合酶基因耐药测序分析

法测定HBV耐药性.  

结果: INNO-LiPA HBV DR v2耐药分析法与

聚合酶基因序列分析法测定的耐药检测结果

比较, 标本符合率为179/235(76.1%), 氨基酸

密码子符合率为1293/1410(91.7%). 与直接测

序法有着很高的一致性. 尤其检测混合型耐药

灵敏度较直接测序要高.

结论: INNO-LiPA法是一种较灵敏的快速检
测HBV耐药型的试验方法. 

关键词: 乙型肝炎病毒; 线性探针技术; 核酸杂交; 

序列分析
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0  引言

慢性乙型肝炎患者抗病毒治疗过程中发生病

毒耐药变异是限制核苷(酸)类似药物治疗的

一个主要障碍[1]. 随着治疗时间的延长，拉米

夫定(lamivudine, LAM)、阿德福韦酯(adefovir 

®

■背景资料
持续慢性乙型肝
炎是引起终末期
肝病和肝细胞癌
的一个主要原因. 
核苷 ( 酸 ) 类似物
已经被证实可以
有效控制疾病并
可以防止肝细胞
癌发生. 然而发生
抗病毒耐药是限
制核苷 ( 酸 ) 类似
物长期应用的一
个主要因素. 在治
疗中早期检测到
这些耐药变异, 对
选择药物、指导
远期治疗非常必
要. 比较, 选择一
种好的检测手段
来快速、便捷、

准 确 地 检 测 出
HBV耐药变异非
常关键. 

■同行评议者
范小玲, 教授, 北
京地坛医院综合
科; 党双锁, 教授, 
西安交通大学医
学院第二附属医
院感染科
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dipivoxil, ADV)等这些抗病毒药物治疗的患者

体内可出现变异株, 从而发生病毒学突破, 导致

治疗失败[2].  一些病毒发生的耐药变异已被证实

可以引起对几种药物的交叉耐药, 这就限制了

对患者的进一步长期有效地治疗[9]. 因此在治疗

中早期检测出这些变异, 对选择药物、指导远

期治疗非常必要. 基因型耐药的检测对预防和

证实发生表型耐药并采取新的治疗措施格外重

要[3]. 
最常见的检测乙型肝炎抗病毒药物耐药变

异的方法有直接测序、聚合酶链反应-限制性

片段长度多态性分析技术(restriction fragment 
length polymorphism analysis, PCR-RFLP)和反

向杂交线性探针技术(reverse hybridization line 
probe, LiPA)等. PCR扩增后的直接测序被认为

是检测对新药物治疗耐药检测的首选方法. 然
而, 只有当变异株超过HBV准种池(quasispecies 
pool)的20%以上直接测序才能检测到[4]. PCR-
RFLP和LiPA方法要更加灵敏, 可以检测到病毒

准种池中5%的变异株[5,10]. 但这些方法同样存

在缺点. PCR-RFLP只能检测单位点变异, 对仅

用于少数耐药变异位点监测不失为一种简便方

法, 但随着多种核苷(酸)类似物的相继问世和

HBV耐药变异位点的不断出现, 该方法将难以

胜任[8]. LiPA检测技术的缺点是对新出现的变异

都要设计新的试剂条带, 迫使该技术要定期进

行更新. 另外由于核苷酸序列上基因型的不同, 
为了检测一个氨基酸置换通常需要许多个探针

来检测[10]. 本研究比较直接基因测序法与INNO-
LiPA 技术对HBV耐药变异检测的能力.

1  材料和方法

1.1 材料 2006年在我院临床治疗及随访的慢性

乙型肝炎患者237例, 其中男146例, 女91例, 年
龄23-65岁, 全部符合2000年修订的《病毒性肝

炎防治方案》诊断标准[6]. 其中159例患者接受

LAM 100 mg/d治疗1年以上, 平均疗程1年半, 并
符合临床耐药诊断标准: 血清HBV DNA转阴后

又出现HBV DNA反跳至1×108 copy/L以上; 排
除LAM治疗过程中患者依从性差而引起的HBV 
DNA反跳; 排除其他原因引起的丙氨酸转氨酶

(ALT)升高. 另78位患者接受LAM和(或)ADV
治疗, 治疗过程中发生病毒学突破. INNO-LiPA 
HBV DR v2试剂盒(比利时Innogenetics公司), 限
制性内切酶EcoRⅠ(购自NEB); T4 DNA Ligase、
pEASY-T1Cloning vector、E. coli  JM109感受态

细胞购自北京全式金生物技术有限公司. DNA
核酸提取、纯化试剂购自Geneaid公司. Qiagen的
HotStar Taq DNA聚合酶.
1.2 方法 
1.2.1 DNA的提取: 用Geneaid的Viral Nucleic 
Acid Extraction KitⅡ试剂自100 µL血清提取

HBV DNA. 
1.2.2 HBV DNA直接测序检测: 提取的HBV 
DNA进行巢式PCR扩增. 5 µL DNA模板加到

PCR反应体系10×缓冲液, 0.4 µL 10 mmol/L 
dNTP, 引物各10 pmol, 1 U的Taq酶(Invitrogen)
共30 µL. 根据H B V聚合酶区序列设计引物. 
PCR上游引物: SPR1A, 5'-GTTCAGGAACAGT
AAGCCC-3'; 下游引物:  SPR1B, 5'-GAAAGGC
CTTGTAAGTTGGCG-3'[3]; PCR产物长1049 bp. 
二轮PCR引物BSA, 5'-AGGACCCCTGCTCGT
GTTAC-3'; WS4, 5'-ACATACTTTCCAATCAAT
AG-3', PCR产物长730 bp(引物由北京三博远志

生物技术有限责任公司合成). 扩增条件: 94℃ 
30 s, 55℃ 30 s, (第2轮为50℃ 30 s), 72℃ 45 s, 
35个循环, 最后72℃延伸7 min. 扩增产物用20 
g/L琼脂糖凝胶电泳检测后直接送测序或进行

纯化, 克隆. 
1.2.3 INNO-LiPA HBV DR v2的测定: 严格按

照INNO-LiPA HBV DR v2试剂盒说明书操作. 
上游引物 nt 255 to 278(5'-CGTGGTGGACTT
CTCTCAATTTTC-3'); 下游引物HBV nt 1121 
to 1099(5'-AGAAAGGCCTTGTAAGTTGGC
GA-3'); Qiagen HotStar Taq DNA聚合酶(5000 
kU/L); Qiagen 10×PCR缓冲液(Tris-HCl, KCl, 
(NH4)2SO4), 15 mmol/L MgCl2, pH8.7); dNTP(25 
mmol/L). 扩增条件:  94℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 
40 s, 50个循环, 最后72℃延伸7 min. PCR扩增

可得到生物素化的HBV DNA聚合酶区产物. 扩
增产物长867 bp. 扩增产物用20 g/L琼脂糖凝胶

电泳检测. 可测到的HBV DNA用Auto-LiPA全

自动反应仪进行变性、杂交、冲洗、显色. 结
果可以在条带上相应的寡核苷酸探针位置显现

出颜色.
1.2.4 目的基因的克隆及筛选: PCR扩增产物用

20 g/L琼脂糖凝胶电泳检测, 并用UNIQ-10柱式

PCR产物回收试剂盒回收DNA片段, 参考试剂

盒说明书进行. 经PCR纯化试剂盒纯化后的PCR
产物与pEASY-T1 Cloning vector连接并转化E. 
coli  JM109感受态细胞, 蓝白筛选阳性克隆, 重
组质粒用Eco RⅠ、Hin d Ⅲ双酶切, 后用10 g/L

■研发前沿
INNO-LiPA方法
在国外已获准应
用 于 临 床 检 测
HBV耐药变异, 于
国内目前仅限于
科研使用, 且从未
有实验数据报道. 

■相关报道
Degertekin et al
最新报道 INNO-
L i PA 试 剂 最 新
版本INNO-LiPA 
HBV DR v3可检
测 包 括 L A M 、

A D V 、 E T V 与
L d T 所有常见耐
药 位 点 .  涵 盖 了
H B V 聚 合 酶 基
因逆转录酶区共
11个密码子位置
(80、173、180、
181、184、194、
202、204、233、
236、250).
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琼脂糖凝胶电泳鉴定. 菌液送测序. 
1.2.5 HBV基因序列的测定及分析: PCR产物及

克隆菌液送北京三博远志生物技术有限责任公

司应用Sanger双脱氧核糖核酸链末端终止法进

行测序. 测序结果应用BioEdit 7.0软件进行分析. 
1.2.6 INNO-LiPA与测序结果比对: 如果测序与

INNO-LiPA结果均为野生株或均为变异株或均

为混合株, 可以认为两者检测结果相符. 若一个

实验显示变异株而另一实验结果为野生株, 则
认为两实验结果不符. 结果不符的标本进行克

隆测序予以确认. 每份标本挑取5个克隆.

2  结果

2.1 结果判读 LiPA试剂条上含有34个反应线, 其
中2个质控线和32个HBV 探针线, 能够同时检测

出:  乙型肝炎病毒聚合酶基因第80位、173位、

180位、181位、204位和236密码子的野生型及

耐药型突变, 见图1. 结果判读相对简单, 但也存

在部分试剂条上部分位置的显色模糊不清楚或

显色缺失会给判读带来一些障碍.
2.2 LiPA与测序结果的标本符合率 本研究共对

237份标本同时进行了LiPA与测序的PCR扩增

检测. LiPA扩增中有2份标本扩增质控线(amp. 
control)未出, 提示扩增失败. 结果LiPA与测序结

果的标本完全符合率为76.1%(179/235). 共有38
个标本(16.2%)LiPA检测为混合株, 而测序仅显

示或为变异株或为野生株(表1).
2 .3  L i PA与测序结果的密码子符合率  在氨

基酸密码子的比较中 ,  密码子完全符合率为

91.7%(1293/1410). 考察的6个氨基酸密码子位

置中80、173、180、181、236位置两方法符

合率分别为95.7%、97.4%、88.9%、94.5%、

99.1%, 大部分(5/6)结果符合率都在88%以上, 
而204位氨基酸密码子符合率差别较大, 这是

由于在rt204位置有V和I两种变异, 可发生的变

异模式包括: r tM204V , rtM204I, r tM204V+I. 
LIPA检测中在r t204位置上有10个标本显示为

rtM204V变异, 23个标本显示为rtM204I变异, 相
同标本测序显示为野生株; LiPA有27个标本显

示为野生株,其中有21个测序为r t M204I变异, 
有6个标本为r tM204V变异; 有9个标本显示为

rtM204V+I(表2). 
2.4 克隆测序验证不符者 二者比较结果不符标

本应用克隆测序验证, 结果34个LiPA测为变异

而测序显示为野生株的标本克隆测序所得序列

提示有变异.

3  讨论

近年来抗HBV药物中, 核苷类似物的发展很快,

表 1 INNO-LiPA HBV DR v2与测序检测结果的一致性 (n )

     
LiPA

         测序

         WT(129)  WT+mutant(21)   Mutant(85)

WT(99)    90                   2                     7

WT+mutant(53)   34                  15                     4

Mutant(83)     5                   4                    74

WT: Wild type野生株; Mutant: 变异株; T+mutant: 混合株; 加

粗字为完全符合标本.

表 2 INNO-LiPA HBV DR v2与测序结果的一致性 (氨基酸
密码子)

     
密码子     LiPA检测

      测序检测

       Mutant   WT         密码子符合率(%)

rt80 Mutant   36     0          95.7

 WT   10 189 

rt173 Mutant     4     6          97.4

 WT     0 225 

rt180 Mutant   79   17          88.9

 WT     9 130 

rt181 Mutant     1     2           94.5

 WT   11 221 

rt204 Mutant   95   33          74.5

 WT   27   80 

rt236 Mutant     4     1          99.1

 WT     1 229 

WT: Wild type野生株; Mutant: 变异株.

图 1 INNO-LiPA HBV DR v2试剂条. 1-34: 试剂上显色条带的位置; L80-T236: 氨基酸密码子; conj. control: 结合质控线; 

amp. control: 扩增质控线; WILD TYPE: 野生株; MUTANT: 变异株.
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本研究以中国北
方人群乙型肝炎
患者为研究对象, 
应用INNO-LiPA
技术与传统的直
接测序法进行了
比对 .  对 I N N O -
LiPA技术有了本
土的评价.

■应用要点
INNO-LiPA法是
一种较灵敏的快
速检测HBV耐药
型的试验方法.
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已上市的核苷类药物有LAM、ADV、恩替卡

韦(entecavir, ETV)及替比夫定(telbivudine, LdT). 
但核苷类药物存在各种耐药及交叉耐药, 停药

后复发率高[7]. 及早发现体内HBV发生的耐药变

异对相应调整用药策略, 联合、序贯治疗或进

行个性化治疗都有很好的指导意义, 并可对进

一步的治疗进行监测预防. 选择一种好的检测

手段来快速、便捷、准确地检测HBV耐药变异

非常关键. 
P C R产物直接测序一次可准确测序H B V

逆转录酶A-E区, 全长549 bp. 可通过一次实验, 
检测全部已知和可能的耐药变异位点. 但该方

法的灵敏度较差, 只有当变异株所占比例超过

HBV准种池20%时才能被检测到[8]. 而且只显示

优势菌株的特征, 不能检测出含量较低的变异

株. INNO-LiPA方法在国外已获准应用于临床检

测[1]. 该法灵敏度高, 可检测出样品中占HBV准

种池5%-10%的变异株, 还具有提供信息量大、

自动化程度高等优点[8]. 
本研究通过对比, 验证了LiPA与测序比较

有很好地符合率(91.7%), 尤其对混合型耐药有

很好的检出. 这对监测患者体内HBV准种池中

各型毒株, 及早更换用药方案, 预防耐药意义

很大. 
实验中应用克隆测序来验证LiPA与测序, 

限于克隆数目, 不能完全反映HBV准种的真实

情况, 给验证带来困难. 在后续工作中要增加克

隆数量做到尽可能反映HBV病毒池各类型准种

的真实比例, 另应留取序列标本结合临床指标

来跟踪随访验证结果. 实验应用Auto-LiPA全自

动反应仪对标本进行全自动地变性、杂交、

冲洗、显色 ,  大大提高了操作的标准化程度 . 
后期结果目测判读 ,  个别氨基酸密码子位置

条带显现模糊, 可能会存在人为判断误差. 若
应用扫描仪器进行结果自动判读 ,  相信会使

INNO-LiPA的操作更加完善. 
INNO-LiPA的缺点是: (1)LiPA只能检测目

前现存已知的变异. 对新的抗病毒治疗药物发

生的新奇变异就需要设计出新的探针, 因此这

项技术需要时常地更新. (2)探针区域的多态性

可能会使结果表现为不确定. (3)因缺乏对应的

探针, 该技术不能提示标本出现新的变异[10]. 
总之, 与测序方法相比较, INNO-LiPA由于

其技术上的简便快速准确, 加上使用Auto-LiPA
全自动反应仪的操作标准化, 使他更适合于大

通量的科研或临床耐药检测. 
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■同行评价
本文的科学性、

实用性和可读性
较强, 能较好地反
映目前我国检测
乙肝病毒检测的
水平, 具有较高的
临床应用价值.
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Abstract
AIM: The observe the effect of regional high-
frequency hyperthermia combined with hepatic 
arterial chemoembolization (TACE) in patients 
with hepatocellular carcinoma.

METHODS: From April 2007 to July 2008, a total 
of 56 hepatocellular carcinoma patients were as-
signed to combined treatment group and control 
group. Thirty patients were in regional high-
frequency hyperthermia combined with TACE 
group; 26 patients were in TACE alone control 
group. TACE involved Seldinger’s puncture in 
the study. For patients in combined treatment 
group, regional high-frequency hyperthermia 
therapy was given 3-5 d after TACE and lasted 
50-60 min each time. 

RESULTS: According to WHO solid tumor 

evaluation standard, effective rate in combined 
treatment group was 51.7%, and it was 36% in 
control group. There was statistic difference 
between the two groups (P < 0.05). One-year 
survival rate was 58.8% in combined treatment 
group, and 47.35% in control group, and there 
was statistic difference between the two groups 
(P < 0.05). Meantime, pain relief was up to 75% 
in combined treatment group, and merely 28.6% 
in control group (P < 0.05). 

CONCLUSION: Regional high-frequency hyper-
thermia combined with TACE is effective, safe, 
not invasive and is recommended for wide use 
in clinical practice. 

Key Words: Hepatic arterial chemoembolization; 
High-frequency hyperthermia; Hepatocellular carci-
noma

Chen JL, Li WD, Mao Y, Wang W, Feng L, Xie Y. Efficacy 
of HG-2000 regional high-frequency hyperthermia 
combined with TACE in treatment of patients with 
hepatocellular carcinoma: an analysis of 30 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(13): 1370-1373

摘要
目的:  观察体外高频热疗联合肝动脉化疗
栓塞术(hepatic arterial chemoembolization, 
TACE)治疗肝癌的疗效. 

方 法 :  治 疗 组 为 体 外 高 频 热 疗 联 合
TA C E(联合组)30例, 单纯TA C E组(TA C E
组)26例. TACE方法采用Seldinger's氏穿刺
法, 体外高频热疗一般在TACE术后第3-5天
后进行, 治疗时间为50-60 min, 每例患者平
均热疗5次.  

结果: 按WHO实体瘤疗效评定标准, 联合组
有效率为51.7%, TACE组有效率为36.0%, 两
组比较有统计学差异(P <0.05). 联合组1年生
存率58.8%, TACE组为47.35%, 两组比较差异
有统计学意义(P <0.05), 联合组的止痛有效率
与TACE组比较有统计学差异(75% vs  28.6%, 
P <0.05).

结论: 体外高频热疗联合TACE治疗中晚期肝

®

■背景资料
原发性肝癌在我
国是常见的恶性
肿瘤, 死亡率位居
各种肿瘤死亡率
的第2位, 近10年
来其死亡率一直
呈上升趋势, 外科
手术及TACE疗效
较好, 但仍存在复
发、转移以及不
能一次性根治的
问题. 本研究采用
体外高频热疗联
合TACE治疗中晚
期肝癌, 目的是增
加抗肿瘤效果, 减
少复发及转移. 

■同行评议者
黄志勇 ,  副教授 , 
华中科技大学同
济医院普外科; 郑
鹏远, 教授, 郑州
大学第二附属医
院消化科
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癌具有一定的疗效, 治疗过程中无严重不良反
应、无创伤、安全可靠, 值得临床推广应用. 
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0  引言

原发性肝癌是世界范围内最常见的恶性程度

很高的肿瘤之一, 在世界各地均有发生, 每年

大约有50-100万的新发病例, 而我国约占其中

的40%-50%. 绝大部分肝癌发现时已属于中晚

期, 丧失了手术时机. 经导管动脉化疗栓塞术

(transcatheter arterial chemoembolization, TACE)相
对安全有效, 为不能手术切除的中晚期肝癌的

首选治疗, 但外科手术后的复发转移以及TACE
达不到一次性根治的问题仍然突出. 我院引进

的珠海和佳医疗设备公司生产的HG-2000体外

高频热疗机应用频率为13.56 MHz的电磁波, 产
生内生热及高频振荡双重效应, 利用肿瘤组织

与正常组织的温差现象抑制肿瘤细胞合成, 辅
助放、化疗治疗恶性肿瘤, 可增加TACE疗效, 
减少肿瘤的复发转移, 同时具有镇痛改善症状

的作用. 我院于2007-04/2008-07应用体外高频

热疗联合TACE治疗肝癌30例, 对照组为单纯

TACE治疗的26例肝癌患者观察临床疗效. 

1  材料和方法

1.1 材料 入组者均为我院住院或门诊患者. 体外

高频热疗联合TACE(联合组)30例, Ⅰa期及Ⅰb期
各1例, Ⅱa期7例, Ⅱb期12例, Ⅲa期4例, Ⅲb期3
例, 其中男26例, 女4例, 年龄36-77岁,  中位年龄

58岁, 合并乙型肝炎后肝硬化26例, 合并丙型肝

炎后肝硬化3例, 结肠癌肝转移1例, 其中1名患者

因失访退出. 单纯TACE(TACE组)组共26例, Ⅱa
期5例, Ⅱb期11例, Ⅲa期10例, 年龄25-72岁, 中位

年龄55岁, 其中合并乙型肝炎后肝硬化24例, 合
并丙型肝炎后肝硬化1例, 合并胆汁性肝硬化1
例; 两组临床资料均观察3 mo以上; 对比分析性

别、年龄、病种、临床分期等无显著差异; 多属

中晚期肝癌, 肿瘤最大直径12 cm×10 cm, 平均

5 cm×6 cm; Karnofsky评分(KPS)均≥60分. 肝癌

的诊断及分期参照2001-09广州第八届全国肝癌

学术会议修订的标准执行. 

1.2 方法 
1.2.1 治疗方法: TACE方法采用seldinger's氏穿

刺法, 取右侧腹股沟韧带中点下方1 cm为穿刺

点, 将导管至肝固有动脉, 明确肿瘤供血动脉、

病灶性质, 数目, 大小等情况, 超选择肿瘤血管, 
再次造影明确病变位置, 注入化疗药物羟喜树

碱5-20 mg, 盐酸吡柔比星10-30 mg并予盐酸格

拉司琼6 mg注入, 予碘化油及聚乙烯醇颗粒栓

塞剂混合栓塞肿瘤血管, 药物剂量根据肿瘤大

小及肿瘤供血情况而定. 体外高频热疗采用的

是的HG-2000体外高频热疗机, 应用电磁波频率

为13.56 MHz, 对肿瘤病灶局部进行加温, 加温

至41℃-43℃, 加温时间为50-60 min, 每例患者热

疗3-10次, 平均5次. 两组TACE方法相同, 治疗次

数在1-3次以上, 体外高频热疗一般在术后第3-5
天后进行.  
1.2.2 疗效评价: 按WHO实体瘤疗效评定标准: 
完全缓解(CR): 全部肿瘤完全环死或消失, 并
维持在4 wk以上; 部分缓解(PR): 肿瘤坏死≥

50%或病灶最大垂直两径乘积缩小≥50%; 好转

(MR): 25%≤肿瘤坏死(缩小)≤50%; 稳定(SD): 
肿瘤坏死(缩小)<25%或增大<25%; 进展(PD): 肿
瘤增大≥25%或者出现新病灶. 缓解率(RR)以
(CR+PR)合计, 治疗前后做腹部增强CT判断肿

瘤大小变化. 自手术之日起计算生存期. 疼痛状

况的缓解主要根据患者的主诉疼痛分级(VRS), 
采用自身对比法比较疼痛的缓解程度. 无效: 与
治疗前相比无变化; 轻度缓解: 疼痛虽较治疗前

减轻, 但仍有明显疼痛, 睡眠受干扰; 中度缓解: 
疼痛较治疗前明显减轻, 睡眠不受干扰; 完全缓

解: 完全无痛. 
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件对数据

进行处理及分析, 用χ2检验对两组结果进行比

较, P <0.05表示差异有统计学意义. 治疗过程中

仅治疗组1例患者右背部肝区部位发生Ⅰ度烫

伤, 原因与患者出汗较多有关, 未给与特殊处理

自行痊愈.

2  结果

2.1 高频热疗联合TACE与单纯TACE对甲胎球

蛋白(A F P)变化的影响 治疗前54例原发性肝

癌, AFP阳性者, 联合组为78.57%(22/28), TACE
组为76.92%(20/26), 治疗后, 联合组AFP阳性为

35.71%(10/28); TACE组为50%(13/26),两组治疗

前后对比有显著差异(P <0.05). 
2.2 高频热疗联合TACE与单纯TACE对肿瘤和肿瘤和

■相关报道
高频热疗会对细
胞产生直接的细
胞 毒 效 应 ,  高 热
使癌细胞膜最先
受 到 破 坏 ,  抑 制
DNA、RNA和蛋
白质的合成, 使癌
细胞中溶酶体活
性升高, 导致无氧
糖酵解增加而引
起乳酸增加, 调节
免疫功能, 促进癌
细胞死亡. 有研究
报道, 热化疗可下
调 实 验 鼠p 5 3 、 
bcl-2 和上调bax 的
表达, 可增加放化
疗的效果, 研究结
果证实了高频热
疗联合动脉化疗
栓塞术治疗肝癌
有较好的疗效. 

■应用要点
体外高频热疗联
合动脉化疗栓塞
术治疗肝癌不良
反 应 小 、 无 创
伤、疗效可靠, 值
得临床推广应用. 
可减少肝癌的复
发及转移, 增加抗
肿瘤效果.
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疼痛缓解程度的比较 两组治疗对肿瘤缓解率两组治疗对肿瘤缓解率缓解率

的比较见表1. 联合组发生疼痛患者8例, TACE. 联合组发生疼痛患者8例, TACE
组发生疼痛患者7例, 治疗后, TACE组联合组

与TA C E组对肿瘤疼痛缓解有效率之间比较 , 
P <0.05(表2).表2).). 
2.3 不同治疗方法对生存率的影响 联合组30例, 
失访1例, 其余29例患者, 观察至6 mo者27例, 12 
mo者17例, TACE组, 观察至6 mo者24例, 12 mo
者19例. 两组患者观察至6 mo, 联合组的27例患

者, 生存25例, 死亡2例. 观察至12 mo, 联合组的

17例患者, 生存10例, TACE组的19例患者, 生存

9例, 两组比较差异具有统计学意义(P <0.05, 表, 表
3), 观察不足6 mo的生存病例未计入统计. 随访), 观察不足6 mo的生存病例未计入统计. 随访

的联合组17例和TACE组19例患者在临床分期

及其他影响生存率的因素上无显著差异. 

3  讨论

原发性肝癌在我国是常见的恶性肿瘤, 据统计, 
20世纪肝癌死亡率位居我国各种肿瘤死亡率的

第2位, 近10年来其死亡率一直呈上升趋势. 不论

是肝癌的高发区或低发区, 在尸检中肝癌发病率

均呈上升趋势. 外科手术及TACE疗效较好, 但仍

存在复发、转移以及不能一次性根治的问题. 我
们采用体外高频热疗联合TACE治疗中晚期肝

癌, 目的为增加抗肿瘤效果, 减少复发及转移. 
对不适合手术或单纯介入的患者, 体外高频

热疗可考虑作为联合抗肿瘤治疗的手段, 其原理

为高频热疗对细胞产生直接的细胞毒效应[1]. 高
热使癌细胞膜最先受到破坏, 抑制DNA、RNA
和蛋白质的合成, 导致癌细胞死亡[2]. 使癌细胞中

溶酶体活性升高[3]. 导致无氧糖酵解增加而引起

乳酸增加, 最终导致癌细胞死亡[4]. 调节免疫功

能, 促进癌细胞死亡[5]. 热疗可以增加放疗和化

疗的敏感性[6]. 高热与药物联合应用对肿瘤具有

定向协同治疗作用, 并可以减轻不良反应, 特别

是癌性疼痛. 有研究报道, 热化疗可下调实验鼠

p53、bcl-2和上调bax的表达 , 可增加放化疗的

效果[1], 进一步为高频热疗抗肿瘤的作用奠定了

实验基础. 早在1985年美国FDA即认证高频热

疗为手术、放疗、化疗等肿瘤的第五大治疗手

段, 可配合肿瘤放疗和化疗[2]. 肝癌、前列腺癌

等辅助治疗, 研究结果证实了高频热疗联合动

脉化疗栓塞术治疗肝癌有较好的疗效. 
研究结果显示, 在抗肿瘤治疗方面, 按WHO

实体瘤疗效评定标准, 联合组的有效率CR+PR
为51.7%[3], 与TACE组的36%之间存在显著差异

(P <0.05). 联合组12 mo生存率为58.8%较TACE
组的47.35%有所增加(P <0.05), 治疗对A F P
变化的影响提示, 联合组治疗后, AFP阳性为

35.71%(10/28); TACE组为50%(13/26), 两组治疗

前后对比有显著差异(P <0.05). 另外体外高频热

疗在肿瘤的止痛方面疗效显著, 联合组发生疼

痛患者8例, TACE组发生疼痛患者7例, 联合治

疗组止痛的有效率可达75%[4-5], TACE组止痛的

有效率28.6%(P <0.05). 提示体外高频热疗联合

TACE治疗中晚期肝癌安全有效. 联合组在治疗

过程中无不良反应发生, 且其无创伤、疗效可

靠, 值得临床推广应用[6]. 
目前体外高频热疗已广泛应用于临床抗肿

瘤治疗; 本临床研究结果示体外高频热疗联合

TACE治疗中晚期肝癌安全有效, 可进一步于多

种肿瘤的临床治疗中研究热疗联合化疗的疗效, 
为患者提供一种无创有效的抗肿瘤治疗方案. 

4      参考文献
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联合组        2�      0        15        2        6         6       51.7

TACE组      25      0         �         2        �         6       36.0a

aP<0.05 vs  联合组, 缓解率(RR)以CR+PR合计.

表 2 两组治疗对疼痛的缓解率比较 (n )

     
分组         n   完全缓解  中度缓解 轻度缓解  无效  有效率(%)

联合组    8       3               3              2        0     75.0(6/8) 

TACE组  7       1               1              3        2     28.6(2/7)a

aP<0.05 vs  联合组.

表 3 两组治疗对生存率的影响 (%)

     
分组                                   6 mo                              12 mo

联合组       �2.6(25/27)                 58.80(10/17)     

TACE组      75.0(18/24)                 47.35(�/1�)a

aP<0.05 vs  联合组.

■名词解释
体外高频热疗: 是
一种透热治疗, 其
应用频率为13.56 
MHz的电磁波, 在
两极板之间形成
电容场, 人体作为
介质在电容场作
用下, 组织中带电
离子高速运动, 相
互摩擦产生热能, 
肿瘤组织由于血
循环差不利于充
分散热, 可产生比
正常组织高的温
差, 可使肿瘤细胞
被杀伤而正常组
织不受损.
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Abstract
AIM: To explore the therapeutic effect of 
pancreatic clearance pills (Qingyi pian) on 
severe acute pancreatitis.

METHODS: From January 1997 to December 
2007, 272 cases of severe acute pancreatitis were 
randomly divided into traditional Chinese medi-
cine group and control group. Their recurrence 
and nutritional status were recorded.  

RESULTS: The 1-year AP recurrence rate after 
discharge was 46.3% (126/272). The 1-year AP 
recurrence rate of the Chinese medicine group 
was significantly lower than that of the control 
group (39.9% vs 53.0%, P < 0.05). Nutritional 

damage score at 6 and 12 mo after discharge was 
significantly lower in Chinese herb group than 
in the control group (t = 2.23, 2.77, P < 0.05 or 
0.01).  

CONCLUSION: Use of pancreatic clearance pills 
within the first 3 months after discharge reduces 
long-term AP recurrence rate and improves nu-
tritional status for SAP patients. 

Key Words: Severe acute pancreatitis; Recurrence; 
Chinese herb; Nutrition

Miao B, Cui NQ, Li ZL, Ma T, Zhao G, Wang X. 
Therapeutic effect of pancreas clearing tablets (Qingyi 
pian) on severe acute pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(13): 1374-1377

摘要
目的: 探讨清胰片对重症急性胰腺炎(severe 
acute pancreatitis, SAP)患者恢复期的治疗

价值. 

方法: 选择1997-01/2007-12我院符合纳入标
准的SAP痊愈患者294例, 失访及剔除22例, 合
格病例为272例, 随机分为中药组和对照组, 观
察两组急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)复发
及营养状态.  

结果:  S A P患者出院12 m o内A P复发率为

46.3%(126/272). 中药组出院12 mo内AP的

复发率较对照组显著下降(39.9% vs  53.0 %, 
P <0.05). 中药组出院后6、12 mo营养状态受

损评分均较对照组明显减低(t  = 2.23, 2.77, 
P <0.05或0.01). 

结论: 出院后3 mo内继续服用中药清胰片治
疗可以减少SAP恢复期的远期AP的复发并可
改善其营养状态.  

关键词�� 重症急性胰腺炎; 复发; 中药; 营养
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■背景资料
重症急性胰腺炎
的远期预后有急
性胰腺炎、慢性
胰腺炎、糖尿病
三种不良转归, 也
有研究发现重症
急性胰腺炎的恢
复期出现进食不
足、慢性腹泻、

体质量下降等营
养状态受损情况. 
严重影响了患者
的生存质量. 

■同行评议者
戴朝六, 教授, 中
国医科大学盛京
医院肝胆外科; 崔
云甫, 教授, 哈尔
滨医科大学附属
第二医院普外科 
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是临床上常见的一类急腹症, 起病急, 进展快, 
病情凶险 ,  早期即可发生全身炎症反应综合

征(systemic inflammatory response syndrome, 
SIRS)、多器官功能衰竭综合征(multiple organ 
dysfunction syndrome, MODS), 病死率高达

20%-30%[1]. 由于病情笃重, 脏器损害广泛以及

感染、手术和出血、瘘等并发症的多重打击, 
SAP痊愈出院患者仍存在一个漫长的恢复期. 在
此期间常出现体质量下降、进食不足等营养不

良情况, 甚至再次发作胰腺炎, 降低了患者的生

活质量, 使病程迁延, 医疗负担加重. 改善患者

的营养状态, 减少胰腺炎的复发为此阶段的治

疗重点. 中药清胰片为经验方, 由大柴胡汤化裁

而来, 除泻下热结以外, 兼和解少阳, 是表里双

解的方剂. 我院将其应用于急性胰腺炎的治疗

已有近30年的历史, 对急慢性胰腺炎均有良好

疗效. 本文通过随机对照临床试验的方法研究

中药清胰片在SAP患者恢复期中的治疗价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 
1.1.1 纳入标准: 符合中华医学会消化病分会胰

腺疾病学组制定的SAP诊断标准[2]即临床确定

急性胰腺炎诊断(症状、体征、血尿淀粉酶升

高、影像学指标); 同时符合Ranson指标3项和

APACHE-Ⅱ评分8分以上, Balthazar CT分级系统

在D级以上. 并且经住院治疗后SAP的临床症状

和体征消失, 血、尿淀粉酶恢复正常, 其他化验

指标如血常规、肝肾功能和血糖等亦恢复正常, 
进低脂半流质饮食无不适反应; 而且不伴胰腺脓

肿、出血、胰瘘、胆瘘、及消化道瘘等需要治

疗的残留并发症的痊愈出院患者. 
1.1.2 治疗药物: 清胰片(药品批号:津药准字

19872341)是由柴胡、黄芩、白芍、大黄、胡连

等7味中药组成的纯中药制剂, 具有清热解毒, 通
里攻下, 调气疏肝, 缓急止痛的功效[3]. 
1.2 方法 
1.2.1 治疗及随访: 1997-01/2007-12我院符合纳

入标准的SAP痊愈出院患者294例, 随机分为中

药组和对照组, 中药组给予清胰片4片(每片0.3 
g), tid, 给药期限为出院后3 mo. 对照组无治疗. 
两组基线资料均衡性一致. 

进行为期1年的随访 ,  分为出院时、出院

1、3、6、12 mo时5个随访点. 随访内容为AP复

发、饮食及体质量变化等项目. AP复发的诊断

标准: 出院后再次出现持续性腹痛(偶无腹痛), 
血清淀粉酶活性增高≥正常值上限3倍, 影像学

提示胰腺有或无形态改变, 排除其他疾病者[2]. 
1.2.2 营养状态评价: 根据2002年欧洲肠外肠

内营养学会(E S P E N)推荐的营养风险筛查工

具中的营养状态受损评分[4]评估SAP恢复期的

营养状态: 0分, 正常营养状态; 1分, 3 mo内体

质量丢失>5%或食物摄入量比正常需要量减

少25%-50%; 2分, 一般情况差或2 mo内体质

量丢失>5%, 或食物摄入量比正常需要量减少

25%-50%; 3分, 身体质量指数(body mass index, 
BMI)<18.5, 且一般情况差, 或1 mo内体质量丢

失>5%(或3 mo体质量下降15%), 或者前1 wk食
物摄入比正常需要量减少75%-100%. 

统计学处理 计量资料采用t 检验, 计数资

料采用χ2检验. 采用SPSS11.0统计软件进行双

对比数据录入, 进行逻辑核查和统计学处理, 以
P <0.05为差异有显著性. 

2  结果

2.1 随访资料 在全部294例随访病例中, 失访及

剔除未按医嘱服药者、资料不全者22例, 合格

病例为272例, 随访率为92.5%, 随访时间为1年. 
在272例合格病例中, 男/女: 117/155; 年龄: 50.6
±21(16-77)岁; 发病原因分别为: 胆源性: 132例岁; 发病原因分别为: 胆源性: 132例; 发病原因分别为: 胆源性: 132例
(48.71%); 酒精性: 52例(19.19%); 高脂血症: 49
例(18.08%); ERCP后: 5例(1.84%); 其他: 33例
(12.18%). Ranson: 4.5±1.3(3-6); APACHE Ⅱ: 
10.8±2.5(8-22); Balthazar CT评分: 4.4±0.6(4-6); 
平均住院天数: 46±29(19-311) d. 在随访期内有: 46±29(19-311) d. 在随访期内有 46±29(19-311) d. 在随访期内有

126例再次发作AP. 复发率为46.3%. 在复发的126
例患者中, 出院1 mo内复发的有34例, 1-3 mo有
32例, 3-6 mo有28例, 6-12 mo有32例. 随访期内

AP复发2次的23例, 3次复发的8例, 4次复发1例. 
2.2 中药治疗组与对照组随访期内复发的比较 
在138例中药治疗组中, 随访期内有55例复发, 
其中出院1 mo内复发的有17例, 1-3 mo有15例, 
3-6 mo有13例, 6-12 mo有10例. 在134例对照组

中, 随访期内有71例复发, 出院1 mo内复发的有

17例, 1-3 mo有17例, 3-6 mo有15例, 6-12 mo有
22例. 在出院6-12 mo时中药组AP复发率明显较

对照组下降. 在随访期内(0-12 mo), 中药组AP复
发率也明显较对照组下降(表1).
2.3 中药组与对照组随访期内营养状态受损评

分的比较 在出院时和出院后1 mo和3 mo时, 中

■研发前沿
急性胰腺炎反复
发作的发病机制
及中西医结合治
疗的研究是目前
研究热点. 中药有
可能在控制急性
胰腺炎复发方面
作出贡献. 
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药组和对照组之间营养状态差异无显著性, 而
出院后6 mo和12 mo时, 中药组的营养状态受损

评分均较对照组明显减低(P <0.05,, P <0.01, 表2).

3  讨论

SAP作为一种特殊类型的急腹症, 由于起病急

骤, 病情进展迅速且复杂多变, 并发症多, 病程

多迁延数月. SAP恢复期发生在疾病的最后阶

段, 通常在院外治疗, 屈振亮 et al报道认为此期

患者主要存在营养不良, 免疫力低下等情况[5]. 
在本研究中, 我们随访了SAP患者恢复期中再次

发作AP和营养状态及中药的治疗价值. 
有资料显示, 约近20%-30%轻型急性胰腺

炎(mild acute pancreatitis, MAP)患者复发, 甚至

在常规治疗期间就出现复发, 说明MAP是一种

易复发的疾病[6]. Gullo et al报道急性胰腺炎的复

发率为27%[7]. 但对于SAP目前尚无可靠数据说

明其复发率, 我们的随访数据表明, 高达46.3%
的SAP痊愈患者在出院1年内又再次发作AP, 远
高于目前报道的MAP的复发率. 说明SAP患者

比一般MAP更易复发. 
Yasuda et al报道SAP预后主要有急性胰腺

炎、慢性胰腺炎、糖尿病三种不良转归[8]. 本组

资料中, SAP出院后1年内多次发作胰腺炎者32
例, 此类患者病情多为间歇性发作, 一部分患者

又发展为伴有消化吸收不良、脂肪泻等胰腺外

分泌不足表现的慢性胰腺炎. 
本研究中, 在复发的126例患者中, 出院1 mo

内复发的有34例. SAP后期临床症状缓解并不代

表腹腔内病变已完全消退, 腹腔内仍有弥散或

分隔的积液和坏死胰腺组织, 需要一定时间的

局限、液化和吸收[9]. SAP症状缓解后过早停止

治疗、不规范治疗, 容易出现症状反复. 
在过去的一些研究中, 通里攻下的代表方剂

大承气汤对于反复发作的急性胰腺炎有良好疗

效[10]. 中药清胰片主要由理气活血, 通里攻下药

物组方而成. 研究表明, 清热解毒及活血化瘀中

药具有改善腹腔脏器血供、减少炎性渗出、促

进胆汁排空等作用[11], 在本研究中, SAP患者出

院后服用清胰片可以减少远期(6-12 mo)的AP复
发, 可能与上述机制相关. 

Thomson et al研究发现在急性胰腺炎恢复

期, 由于肝细胞线粒体及诸多细胞器均不同程

度受损, 导致线粒体氧化磷酸化活性明显减弱, 
ATP合成减少, 无法维持能量代谢的平衡而产生

营养不良[12]. 由于SAP的病理特征为胰腺广泛坏

死, 胰管破裂, 胰液外溢. 由于胰腺修复能力不

足, SAP痊愈患者常常伴有胰腺外分泌不足[13]. 
胰腺的外分泌不足造成患者长期腹泻甚至脂肪

泻也是导致患者体质量下降, 营养状态低下的

重要原因[14]. 研究表明清胰片对胰腺的外分泌机

能有明显的促进作用, 并可翻转蛙皮素对胰腺

外分泌所造成的抑制状态, 而增进胰液和淀粉

酶的排出从、减少胰腺组织淀粉酶的含量, 减
轻胰腺肿胀, 改善胰腺的血液灌流[15]. 本组资料

中, 中药清胰片能明显改善SAP恢复期患者的远

期(6-12 mo)营养状态. 
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