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Abstract
Gene therapy is an innovative approach for the 
treatment of pancreatic cancer and has attracted 
wide attention in recent years. Many gene thera-
py drugs for pancreatic cancer have now entered 
clinical trials. The gene therapy techniques for 
pancreatic cancer include antisense gene thera-
py, suicide gene therapy, immune gene therapy, 
and oncolytic virus therapy. In this article, we 
will review recent advances in gene therapy for 
pancreatic cancer. 

Key Words: Pancreatic cancer; Gene therapy; Re-
cent advances

Zhou GX, Qin JD, Zhang HF, Huang JF. Recent advances 
in gene therapy for human pancreatic cancer. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(27): 2757-2761

摘要
胰腺癌的基因治疗作为一种新的治疗手段, 近
年来备受关注, 其很多研究已进入临床阶段. 
胰腺癌基因治疗的研究主要包括: 反义基因
治疗、自杀基因治疗、免疫基因治疗及肿瘤
裂解病毒基因治疗等. 本文就近期胰腺癌的基
因治疗研究成果与存在的问题作一综述.

关键词: 胰腺癌; 基因治疗; 现状
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0  引言

胰腺癌是消化系具有高度恶性的肿瘤, 严重威

胁人类健康, 在我国有逐年上升趋势. 胰腺癌早

期诊断困难. 手术切除率低, 预后差, 85%的患者

在诊断后12 mo内死亡[1]. 所以积极寻找治疗胰

腺癌的新方法成为当务之急. 近年来随着分子

生物学的进步, 人们对肿瘤发生、发展机制的

认识有了长足的进步, 为胰腺癌的治疗开辟新

途径提供了广阔的前景. 而20世纪80年代基因

治疗的研究和逆转录病毒载体的开发, 为基因

治疗提供了理论依据与技术方法. 基因治疗是

指将外源基因或核酸导入人体防治疾病的一种

新技术和新的治疗方法. 基于对肿瘤是一种基

因病的认识, 加之恶性肿瘤发病率、死亡率较

高, 使得肿瘤基因治疗的研究成为近10年来肿

瘤治疗的主要研究内容和热点. 
目前常用的方法有反义基因治疗、自杀基

因治疗、免疫基因治疗、抗血管形成基因治

疗、肿瘤裂解病毒基因治疗、受体基因治疗以

及特异性启动子基因治疗, RNA干扰技术等. 

1  反义基因治疗

这种方法的目的是阻止肿瘤相关基因的转录与

翻译, 反义寡核苷酸以互补的形式与特定的DNA
或RNA序列结合, 从而阻止DNA的转录或RNA
的翻译, 使肿瘤基因无法表达. 由于K-ras基因突

www.wjgnet.com
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■背景资料
基因治疗是指将
外源基因或核酸
导 入 人 体 ,  以 防
治疾病的治疗方
法 ,  近 几 年 来 在
胰腺癌基因治疗
方面取得了一些
进 展 .  但 受 基 因
靶位及载体选择
的 限 制 ,  以 及 转
导 的 有 效 性 ,  表
达调控等技术方
面 的 影 响 ,  将 基
因疗法广泛应用
于临床尚待时日.

■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



变在胰腺癌中最为常见, 因此许多反义基因治疗

都以其为靶点, 许多研究表明针对K-ras的反义

寡核苷酸对胰腺癌有抑制作用[2-3]. Morioka et al [4]

发现应用针对K-ras的反义寡核苷酸可以抑制

胰腺癌细胞HaP-T1的生长, 下调活化的基质金

属蛋白酶-2(matrix metalloproteinase-2, MMP-2)
和基质金属蛋白酶-9(matrix metalloproteinase-9, 
MMP-9)的量, 同时在动物实验中, 也发现治疗

组动物生存期明显延长, 且淋巴结转移时间晚

于对照组, 活化的MMP-2和MMP-9的量也有明

显下调, 提示针对K-ras的反义寡核苷酸可以抑

制胰腺癌肿瘤的生长和侵袭, 该方法有望用于

胰腺癌的治疗. 韩旭 et al [5]分别用整合素αV、

β3及αVβ3反义基因治疗大鼠胰腺癌, 发现其可

明显抑制大鼠胰腺癌组织的血管生长, 可促进

肿瘤细胞的凋亡, 进而影响肿瘤生长, 联合应用

整合素αVβ3对肿瘤的生长抑制作用更为显著. 

2  自杀基因治疗

自杀基因疗法又称前体药物敏感基因疗法(pro-
drug sensitive genes therapy), 是利用转基因的方

法将哺乳动物本身不含有的药物酶基因转入肿

瘤细胞内, 该基因表达的产物可以将无毒的药物

前体转化为有毒性的药物, 干扰肿瘤细胞DNA
的合成, 从而杀死肿瘤细胞, 这些基因称“自杀

基因”. 常用的有胞嘧啶脱氨酶(cystodine deami-
nase, CD)基因和单纯疱疹病毒胸腺嘧啶激酶(her-
pes simplex virus thymidine kinase, HSV-tk)基因. 
2.1 CD基因 CD基因能催化5-氟胞嘧啶(5-fluo-
rocytosine, 5-FC)转化为5-氟尿嘧啶(5-fluoro-
uracil, 5-FU), 而5-FU具有高度的细胞毒作用, 
能抑制RNA和DNA的合成而致细胞死亡[6-7]. Li 
et al [8]实验证实, 将CD基因克隆成pAd Track-
CMV-CD并与pAdEasy-1整合于细菌中, 人类

胰腺癌细胞系Patu8988和SW1990受这种病毒

感染后加入5-FC, 结果提示阳性克隆中, 病毒

脂质中包含C D基因的浓度为2×10 p f u·m L, 
并发现其有显著的细胞毒性. 王金皋 e t a l [9]应

用逆转录病毒方法转导CD和GM-CSF基因, 皮
下接种胰腺癌细胞TD2, 肿瘤局部注射重组表

达的pVITR02-CD-GM-CSF, 然后给予5-FC治

疗, 发现小鼠肿瘤体积显著缩小, 存活期明显延

长, 提示CD基因联合细胞因子基因GM-CSF可
增强CD的抗肿瘤作用, 其疗效要好于GM-CSF
或CD基因单独治疗. 张世能 et al [10]采用同源重

组技术构建重组腺病毒Ad-CD、Ad-CD/UPRT
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和Ad-GFP; 体外感染人胰腺癌SW1990细胞, 检
测UPRT tuRNA表达以及对5-FC的敏感性及旁

观者效应, 分析细胞凋亡率; 并且建立胰腺癌裸

鼠皮下移植瘤模型, 瘤体内直接注射腺病毒, 观
察CD/UPRT 自杀基因的原位治疗作用. 结果表

明转染CD/UPRT的胰腺癌SW1990细胞对5-FC
的敏感性明显提高, 细胞凋亡率显著上升. CD/
UPRT基因转染存在旁观者效应. Ad-CD/UPRT
瘤内注射治疗后种植癌体积缩小明显, 提示CD/
UPRT自杀基因系统能提高对胰腺癌细胞的杀

伤作用. 
2.2 HSV-tk基因 HSV-tk基因可催化抗病毒药物

丙氧鸟苷(granciclovir, GCV)产生磷酸化反应, 
通过阻止DNA复制过程发挥细胞毒效应. 用于

HSV-TK基因疗法的前药有两类, 一是嘌呤核苷

类似物, 包括阿昔洛韦(ACV)及其衍生物GCV、

潘洛昔非(PCV)和布洛昔非(BCV), 其中GCV对

转基因瘤细胞的抑制作用比ACV强10倍, 故成

为目前肿瘤TK基因治疗中最常用的前药[11-12]. 
研究自杀基因治疗的过程中发现, 肿瘤组

织中未转染上自杀基因的瘤细胞也受到抑制, 
这种现象被称为“旁观者”效应 .  现已证明: 
几乎所有的自杀基因系统都具有“旁观者”

效应, 但其作用机制尚不十分清楚. 其可能机

制有: (1)化疗药物小分子通过细胞间的间隙连

接或直接弥散作用进入相邻细胞; (2)凋亡细胞

的凋亡小体中含有“自杀”基因片段, 通过吞

噬作用进入相邻细胞继续发挥作用; (3)自杀基

因编码的酶是一种超抗原, 能够刺激免疫系统

产生各种细胞因子杀伤相邻细胞, 产生“旁观

者”效应. 

3  免疫基因治疗

免疫基因治疗就是将各种细胞因子基因导入肿

瘤或其他免疫效应细胞. 使其在机体表达分泌

细胞因子或利用其他基因分子增强肿瘤细胞的

免疫原性或免疫系统功能, 以加速肿瘤消退的

方法. gammadelta-T细胞具有先天的抗肿瘤特

性, 能够识别并杀死肿瘤细胞, 特别是对上皮细

胞起源的恶性肿瘤更为敏感. Liu et al [13]在体外

实验中发现, 增加gammadelta-T的表达可以使

胰腺癌细胞MIA PaCa2, BxPC-3以及PANC-1的
凋亡增加, 而这与ICAM-1和ICAM-2是否可以

呈阳性表达密切相关, 如果ICAM-1和ICAM-2
呈阴性表达, 则gammadelta-T抗肿瘤细胞的作

用明显下降, 且肿瘤细胞对gammadelta-T的杀
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■研发前沿
目前肿瘤的基因
治疗研究正成为
热点. 胰腺癌的基
因治疗改变了传
统的治疗思路, 变
被动抗癌为主动
抗癌, 且相对于单
基因缺陷所导致
的遗传性疾病, 胰
腺癌的基因治疗
更加具有挑战性. 
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伤作用产生耐药性. 提示gammadelta-T可以用

于治疗包括胰腺癌在内的上皮细胞起源的恶性

肿瘤, 而细胞间黏附分子作为辅助因子在其中

发挥重要作用.  
近年来, 对树突状细胞(dentritic cell, DC)免

疫功能的研究是免疫基因治疗的又一大热点[14]. 
Yang et al [15]利用突变的K-ras基因转染DC细胞, 
使DC细胞表面有效表达相应的突变的抗原表

位(K-ras-12-Val), 并对胰腺癌小鼠模型进行治

疗, 发现治疗组移植瘤体积明显小于同期对照

组, 而且其存活时间长于对照组, 存活率亦明显

大于对照组, 该实验提示转染突变K-ras基因的

DC细胞在胰腺癌中可有效的发挥免疫抗肿瘤

作用. 

4  抗血管形成基因治疗

肿瘤的生长和存活依赖于生成的血管为它所提

供的氧气和营养物质, 没有血管的生成, 肿瘤最

大也只能长至1-2 mm3, 这使得抗血管形成治疗

成为肿瘤治疗的重要途径之一. 血管内皮生长

因子(vascular endothelin growth factor, VEGF)可
直接作用于血管内皮细胞, 刺激其发生有丝分

裂. 从而促进新生血管的生长, 是最重要的血管

形成因子之一. VEGF及其受体在多种恶性肿瘤

中均有广泛表达, 因此, VEGF被视为抑制血管

形成的最重要的靶向分子之一. VEGF-Trap是一

种可溶性重组血管内皮生长因子受体, 作用于

VEGF、PDGF VEGF. B, 通过与VEGF结合阻止

其与VEGFR结合. VEGF-Trap由VEGFR. 1的前

三个抗原区与一个IgG稳定区构成. 相对VEGF
单抗而言, VEGF. Trap与VEGF的结合更紧密, 对
VEGF功能的抑制更完全[16-17]. Konner et al [18]在

临床前动物模型中已证实VEGF-Trap能有效抑

制肿瘤生长和血管形成, 导致肿瘤几乎完全无血

供的状态. 

5  肿瘤裂解病毒基因治疗

将野生型病毒通过改造, 使其仅能在肿瘤细胞

中复制, 从而造成瘤细胞的裂解, 但对正常的细

胞没有影响, 这是肿瘤基因治疗包括胰腺癌治

疗在内的一种新策略[19-21]. 腺病毒ONYX-015是
E1B(55 kDa)基因缺失的腺病毒, 而E1B基因与

肿瘤抑制蛋白P53结合, 能阻断P53介导的转录

活性, 目前已经用于治疗胰腺癌[22]. 在美国Jo-
naaon综合癌症研究中心进行的有关ONYX-015
的临床Ⅰ、Ⅱ期研究试验, 共有21位胰腺癌患

者参与了此次试验. 通过超声内镜引导将腺病

毒ONYX-015注射到患者的瘤体内, 每隔1 wk注
射1次, 共8 wk. 结果4例患者肿瘤体积较前缩小, 
6例患者肿瘤体积无明显变化, 11例患者发现有

肿瘤的进展[23], 50%的胰腺癌患者在应用腺病

毒ONYX-015治疗后肿瘤体积缩小或者保持不

变, 如果能联合应用化、放疗等手段, 将能更好

地提高肿瘤治疗的效果. Nakao et al [24]用HF10治
疗有局部进展, 复发的6例乳腺癌患者, 结果取

得了较好的效果, 在此基础上, 研究者正打算将

此病毒用于治疗无法行手术切除的胰腺癌患者. 
Caseante et al [25]报道了通过将胸苷激酶与HIV病

毒TAT蛋白上一个碱性结构域中的八肽组合成

Tat8-TK/GCV系统, 在对体内试验中发现其对胰

腺癌细胞有明显的杀伤作用, 35.6%-50%的肿瘤

体积减小. 

6  受体基因治疗

生长抑素受体SST2介导生长抑素的抗增殖效应, 
而人类胰腺癌组织并不表达SST2基因. 若能重

新引入SST2基因到人胰腺癌组织, 使其稳定表

达, 可唤起自分泌反馈环, 引发SST2的固有活性, 
抑制肿瘤细胞增殖[26-27]. Carrere et al [28]进行了体

内实验, 利用PEI将SST2转染至鼠胰腺癌移植

瘤中, 发现体内转染SST2后可以导致瘤内微血

管密度明显下降, VEGF表达显著下调, 并且强

烈抑制胰腺癌的生长, 故认为VEGF和肿瘤的血

管化作用是SST2介导的抗胰腺癌的新靶点. 而
SST3未发现有相似作用. Feng et al [29]利用腺病

毒介导将SST2转染至胰腺癌细胞BXPC-3中, 利
用Transwell小室了解转染SST2后BXPC-3的迁

移和侵袭能力, 并且通过RT-PCR和Western blot
等方法检测MMP-2和金属蛋白酶组织抑制剂

-2(TIMP-2), 发现胰腺癌细胞BXPC-3的迁移和

侵袭能力明显下降, MMP-2明显下调而TIMP-2
上调显著, 提示这种抗迁移和抗侵袭能力可能

与MMP-2下调, TIMP-2上调有关. 

7  特异性启动子基因治疗

特异性启动子基因治疗即基因的靶向性传送, 
是用某些肿瘤相关的特异性启动子, 将相关基

因导入癌细胞的治疗方法. 刘金龙 et al [30]以细

菌内同源重组法构建含TK基因的腺病毒载体

pAdEgr-1-TK, 转染人胰腺癌细胞株PC-3, 60Co-γ
射线照射后, RT-PCR半定量分析各不同照射剂

量组TK基因的mRNA的表达. 加入前药丙氧鸟
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苷(ganciclovir, GCV), MTT法检测其对胰腺癌细

胞的杀伤作用, 结果提示, 经60Co-γ射线照射后, 
与对照组胰腺癌细胞相比, 前药GCV可明显提

高对转染pAdEgr-1-TK胰腺癌细胞的杀伤效率. 
表明由Egr-1启动子调控的TK自杀基因在γ射线

作用下可以显著提高杀伤胰腺癌细胞的能力. 

8  结论

胰腺癌的基因治疗改变了传统的治疗思路, 变
被动抗癌为主动抗癌. 相对于单基因缺陷所导

致的遗传性疾病, 胰腺癌的基因治疗更加具有

挑战性. 胰腺癌近几年来在基因治疗方面取得

了一些进展, 但受基因靶位及载体选择的限制, 
以及转导的有效性, 表达调控等技术方面的影

响, 将基因疗法广泛应用于临床尚待时日. 因此, 
应进一步加强对胰腺癌细胞的增殖、浸润、转

移等生物学行为的基础研究, 寻找更具特异性

的检测和治疗靶位点. 多种肿瘤标志物的联合

检测及多基因、多因素联合应用是今后胰腺癌

研究的热点和发展方向. 因为这不但符合肿瘤

发生发展的规律, 而且也弥补了单基因、单一

疗法的应用. 因此认识到肿瘤发生不足的复杂

性及机体在此过程中千变万化的状态, 选择适

合的治疗方式, 从多方面入手, 达到几种治疗方

式的相辅相成, 或建立治疗的个体化方案, 才能

使目前的基因治疗具有突破性的发展, 基因治

疗才能真正用于临床, 造福于肿瘤患者. 
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Abstract
AIM: To invest igate the impact o f RNA 
interference-mediated downregulation of 
hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α) on the 
biological behavior of esophageal squamous cell 
carcinoma TE13 cells.

METHODS: The plasmid harboring small inter-
fering RNA targeting HIF-1α was introduced 
into TE13 cells by liposome-mediated transfec-
tion. The expression of HIF-1α protein was mea-
sured by Western blot. The proliferation of TE13 
cells was determined by methyl thiazolyl tetra-
zolium (MTT) colorimetric assay. The migration 

of TE13 cells was evaluated by Transwell migra-
tion assay. Cell cycle analysis was performed by 
fluorescence-activated cell sorting (FACS).

RESULTS: HIF-1α expression was markedly 
downregulated in TE13/12 cell clone (trans-
fected with the plasmid harboring small inter-
fering RNA targeting HIF-1α). The expression 
of HIF-1α protein in TE13/12 cells could not be 
detected by Western blot. The proliferation of 
TE13/12 cells decreased significantly compared 
with untransfected TE13 cells (P < 0.05). Tran-
swell migration assay showed that less TE13/12 
cells could move through the artificial basement 
membrane when compared with untransfected 
TE13 cells (18.2 ± 3.7 vs 103.8 ± 8.5, P < 0.05). The 
cell cycle of TE13/12 cells was changed. Com-
pared with untransfected TE13 cells, the percent-
age of TE13/12 cells in G2/M phase decreased 
significantly (5.99% ± 1.19% vs 20.47% ± 4.30%, P 
< 0.05), whereas the percentage of TE13/12 cells 
in S phase increased remarkably (64.67% ± 1.98% 
vs 48.53% ± 3.89%, P < 0.05).

CONCLUSION: RNA interference-mediated 
downregulation of HIF-1α can attenuate the 
proliferation and migration of TE13 cells. Block-
ade of the HIF-1α pathway may provide a new 
approach to the treatment of human esophagus 
squamous cell carcinoma.

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
Hypoxia-inducible factor-1α; RNA interference

Jin HL, Shi RH, Zhu H, Ling TS, Hao B. RNA interference-
mediated downregulation of hypoxia-inducible factor-1α 
attenuates the proliferation and migration of esophageal 
squamous cell carcinoma TE13 cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(27): 2762-2766

摘要
目的: 探讨H I F-1α沉默后对食管癌细胞株
TE13的生物学行为的影响. 

方法: 应用倒置荧光显微镜观察HIF-1α的干
扰质粒转染食管癌细胞TE13后绿色荧光蛋白

®

■背景资料
实体肿瘤微环境
存在缺氧与代谢
紊 乱 ,  而 缺 氧 诱
导因子-1(HIF-1)
的表达和活性增
强是肿瘤细胞适
应缺氧环境的重
要原因, 其α亚基
HIF-1α是主要的
氧调节亚基和功
能 亚 基 .  目 前 已
发现人类多数肿
瘤中存在HIF-1α
的过表达.

■同行评议者
吕宾, 教授, 浙江
中医学院附属医
院 ( 浙 江 省 中 医
院、浙江省东方
医院)消化科
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的表达; 采用Western blot方法检测HIF-1α蛋
白的表达; 四甲基偶氮唑蓝(MTT)法检测转染
前后细胞增殖能力的变化; Transwell方法检测
干扰前后细胞迁移能力的变化; 流式细胞术
检测干扰前后细胞周期的变化. 

结果: TE13/12单克隆干扰效果好, Western 
blot结果显示无HIF-1α表达. HIF-1α被干扰后, 
细胞增殖能力明显减弱(P <0.05), 运动迁移能
力显著下降, 与未转染的细胞相比穿过人工基
底膜的细胞数明显减少(18.2±3.7 vs  103.8±
8.5, P <0.05). 与未转染组相比, TE13/12的细胞
周期发生变化, G2/M期细胞明显减少(5.99%
±1.19% vs  20.47%±4.30%, P <0.05), S期增加
(64.67%±1.98% vs  48.53%±3.89%, P <0.05).

结论: RNA干扰可引起TE13中HIF-1α的沉默, 
而HIF-1α表达下调后食管癌细胞株TE13的增
殖与迁移能力均减弱. 推测阻断HIF-1α通路
有可能成为治疗人食管鳞癌的新靶点.

关键词: 食管鳞癌; 缺氧诱导因子-1α; RNA干扰
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0  引言

缺氧诱导因子-1(hypoxia inducible factor-1, 
HIF-1)是广泛存在于哺乳动物体内的一种核转

录因子, 由HIF-1α和HIF-1β 2个亚基组成. 其中

HIF-1α是主要的氧调节亚基和功能亚基. 常氧

下HIF-1α的脯氨酸残基被羟化并通过E3泛素化

-蛋白酶体途径迅速降解. 缺氧时细胞通过多个

通路感受到, 脯氨酸羟化酶(prolyl hydroxylase, 
PHDs)失活, 泛素-蛋白酶体对HIF-1α的降解受

阻, 致使HIF-1α大量积聚并转移至细胞核中, 与
HIF-1β聚合形成稳定的HIF-1, 其与靶基因的缺

氧反应元件(hypoxia-response element, HRE)结合, 
形成转录起始复合物, 启动靶基因转录[1-2]. 已发

现大多数肿瘤中存在HIF-1α的过表达[3-4], 并且

与肿瘤的复发转移相关. 本研究通过建立食管

癌细胞TE13的稳定HIF-1α干扰株, 探讨HIF-1α
下调后对TE-13的生物学行为的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 人食管鳞癌细胞株TE13(中科院上海

细胞所), pGCsi-HIF-1α和阴性对照环形质粒

(上海吉凯公司)为携带绿色荧光蛋白(GFP)报

道基因, 并不干扰任何内源基因的短发状RNA
载体. FBS和DMEM(Hyclone), LipofectamineTM 

2000(Invitrogen), 克隆环(Sigma), 鼠抗人HIF-
1α mAb(Chemicon), 鼠抗人的Tubulin-α mAb 
(Sigma).
1.2 方法 
1.2.1 细胞转染: 转染前1 d取对数生长期的TE13
细胞约2.0×105个接种于35 mm培养皿, 培养于

不含抗生素的DMEM培养液, 次日观察细胞长

至约90%聚合开始转染. 取pGCsi-HIF-1α质粒4 
µg和LipofectamineTM 2000 10 µL分别稀释于250 
µL不含抗生素的DMEM培养液, 5 min内混匀, 
室温孵育20 min后加入培养皿. 6 h后更换新鲜

的含100 mL/L胎牛血清DMEM培养液, 其后每

2-3 d更换培养液. TE13细胞转染后24 h按l∶12
的比例传代, 48 h后开始用含400 mg/L G418(筛
选浓度在转染前制杀伤曲线后获得)的选择性培

养液进行筛选, 约4 wk后挑取克隆在400 mg/L 
G418培养液中继续传代, 扩大培养. 同步转染阴

性对照质粒. 倒置荧光显微镜结合Western鉴定

干扰效果.
1.2.2 Western blot: 细胞聚合后弃去培养液, 予
冷PBS洗细胞2次, 加蛋白裂解液制备总蛋白, 超
声破碎后4℃, 12 000 r/min, 离心10 min, 取上

清. 采用BCA法定量蛋白浓度. 取总蛋白40 µg于
100℃加热变性5 min后上样, 行40 mA稳流SDS-
PAGE电泳, 100 V稳压冰浴电转至PVDF膜, 50 
g/L脱脂奶粉室温封闭1 h后TBST漂洗, 5 min×
3, 加入适当浓度一抗(HIF-1α 1∶500, Tubulin-α  
1∶4000)4℃孵育过夜. 次日TBST漂洗5 min×3
后再加HRP标记的二抗(羊抗鼠1∶5000)室温孵

育1 h, TBST漂洗5 min×3. ECL化学发光法显影.
1.2.3 MTT法检测转染前后TE13的增殖: 将不同

细胞株按2000/孔接种于96孔板, 与MTT(5 g/L)反
应, 连续7 d, 最后1 d每孔加200 µL DMSO, 摇床

振荡15 min溶解后, 在酶联免疫检测仪选择波长

490 nm测量各孔的吸光度值(A). 每个时间点设3
复孔. 根据A绘制干扰前后细胞的增殖趋势图.
1.2.4 Transwel l实验检测转染前后TE13的迁

移能力: 采用孔径8 µm的24孔Transwel l小室

(corning). 用明胶均匀涂在小室下面晾干后, 上
室加1×105个细胞, 总体积为200 µL. 下室加500 
µL含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养液. 24 h
后甲醇固定, HE染色. 400倍光镜下随机取5个视

野拍照, 计算穿膜细胞数.
1.2.5 流式细胞术检测干扰前后细胞周期的变

■研发前沿
关于HIF-1α的生
物学研究在近几
年已经获得了显
著的进步, 但其在
肿瘤中的作用机
制及通路方面的
研究仍相对不足. 
成为该领域的研
究热点问题之一.

■相关报道
Takahashi et al 在
肝癌中研究提示
RNA干扰HIF-1α
后抑制了肝癌细
胞的增殖 .  Kang 
et  a l 在胰腺癌的
研 究 中 也 得 出
与本文相似的结
果. 这些研究提示
HIF-1α很可能在
肿瘤的发生、增
殖过程中发挥了
重要的作用.
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化: 各组细胞同步培养收集后, 用700 mL/L乙醇

固定, 碘化丙啶避光染色30 min后上机检测.
统计学处理 采用SPSS11.0统计软件处理数

据. 计量资料, 用mean±SD表示. 2组数据比较采

用成组t检验, P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 单克隆TE13/12的绿色荧光蛋白表达 在所挑

出的单克隆中, TE13/12细胞株在倒置荧光显微

镜下发出绿色荧光, 证实质粒已转入细胞基因

组并稳定表达(图1).
2.2 Western blot检测干扰效果 TE13/12单克隆无

HIF-1α的表达, 而转染阴性对照质粒的细胞株

HIF-1α的表达与未转染的细胞无明显差异(图2).
2.3 MTT法检测细胞增殖的变化 根据连续7 d A
值绘制的生长趋势图提示干扰组明显低于未转

染组(P <0.05), 而阴性对照组与未转染组无明显

差异(图3).
2.4 Transwell实验结果 HIF-1α沉默后, TE13/12
的迁移能力明显下降 ,  穿过人工膜的细胞数

明显少与未转染组(18.2±3.7 vs  103.8±8.5, 
P <0.05), 而阴性对照组和未转染组穿膜细胞数

无统计学差异(96.8±9.4 vs  103.8±8.5, P >0.05, 
图4).
2.5 细胞周期 干扰组细胞G2/M期细胞明显少

于未转染组(5.99%±1.19% vs  20.47%±4.30%, 
P <0.05), 细胞被阻滞于S期(64.67%±1.98% vs  
48.53%±3.89%, P <0.05), 而G0/G1期细胞比例变

化无统计学意义(28.61%±3.04% vs  31.00%±

0.41%, P >0.05, 图5).

3  讨论

HIF-1α作为一种核转录因子, 能通过对缺氧诱

导基因如血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)、血红素氧合酶-1、糖酵

解酶等表达的调节, 维持机体对缺氧的适应能

力. 其功能涉及代谢适应、红细胞生成、血管

发生和细胞生长、分化、凋亡等多个方面[5]. 目
前研究认为HIF-1α与肿瘤患者预后及对治疗的

反应密切相关[6-8]. 关于HIF-1α的生物学研究在

过去几年中已经获得了显著的进步, 但其在血

管生成和肿瘤中的作用机制及通路方面的研究

仍相对不足[9].
RNA干扰是20世纪90年代发现的一种生物

学现象, 广泛的存在于各种生物体内, 是一种古

老而且分布极为广泛的保护自身遗传物质完整

的机制[10]. 其机制为外源性基因随机整合到宿

主基因组并利用宿主细胞进行转录时, 宿主细

胞常产生一些双链RNA(dsRNA), 随后dsRNA被

切割酶Dicer剪切为21-23 bp的小干扰RNA(small 
interfering RNA, siRNA). siRNA再与酶蛋白结

合形成RNA诱导的沉默复合体(RNA-induced 
silencing complex, RISC), RISC根据碱基互补配

对原则与靶向mRNA结合, 最终导致目标mRNA

A B 图 1 倒置荧光显
微镜下观察稳转细
胞的绿色荧光蛋白
的表达(×400). A: 

光镜下观; B: 同视

野荧光镜下观.

1             2             3

HIF-1α

Tubulin

120 kDa

55 kDa

图 2 Western blot检测转染后HIF-1α的表达. 1: 未转染组; 

2: 阴性对照组TE13; 3: 干扰组TE13/12.

图 3 HIF-1α沉默前后细胞增殖能力的变化. aP <0.05 vs  未

转染组.
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■创新盘点
HIF-1α的相关研
究虽然较多, 但在
食管鳞癌中通过
RNA干扰技术研
究其功能的报道
尚少. 本文在高度
恶性食管癌细胞
株TE13中的研究
结果为证实HIF-
1α的生物学作用
的普遍性提供了
一定的依据.
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降解, 从而导致基因沉默[11]. 由于RNAi对目的基

因的表达有高效和特异性的抑制作用, 目前在

基因的基础研究中占据着不可替代的地位, 并
且在某些病毒感染、肿瘤的临床治疗上也显示

出了巨大的潜力[12]. 在前期实验中我们设计合成

了3个不同序列的针对HIF-1α的干扰质粒pGCsi-
HIF1、pGCsi-HIF2和pGCsi-HIF3, 并筛选出干

扰效率较高的pGCsi-HIF3[13]. 本实验中我们应用

pGCsi-HIF3干扰质粒稳定转染食管癌细胞TE13, 
单克隆扩大培养后, 倒置荧光显微镜下观察, 可
见TE13/12克隆有较强的绿色荧光蛋白表达, 提
示质粒已整合到基因组中并稳定表达. Western 
blot结果显示, TE13/12克隆无HIF-1α的表达, 进
一步在蛋白水平证明了干扰的效果.

HIF-1α在肿瘤细胞的生长、分化、增殖及

转移过程中发挥着重要作用. 由于肿瘤细胞的

恶性增殖, 巨大的细胞团对能量的需求急剧增

加的同时形成了局部缺氧的微环境. 于是HIF-
1α降解减少, 转位进入胞核与β亚基结合形成

HIF-1, 启动其下游靶基因的表达, 从而促进血管

发生、糖酵解及代谢适应等[14]. 我们在实验中

发现, HIF-1α被干扰后, 细胞增殖速度明显减慢, 
流式细胞术检测细胞周期提示TE13被干扰后, 
细胞被阻滞于S期, 而进入分裂期的细胞明显减

少, 这也部分解释了MTT的结果. 关于HIF-1α促

进肿瘤细胞增殖的机制, 有研究认为是HIF-1α
刺激了MXI1表达后, 增加了C-MYC降解, 从而

降低了肿瘤细胞的氧耗所致[15]. 另外, 我们还发

现在TE13中HIF-1α被干扰后, 细胞的迁移能力

显著下降, 提示HIF-1α在食管癌的转移过程中

有重要作用.
我们的实验结果显示, 食管癌细胞株TE13

经针对HIF-1α的干扰质粒转染, 用G418筛选后

再单克隆化, 经Western鉴定的细胞株能稳定的

抑制HIF-1α的表达. 其后的功能实验进一步提

示HIF-1α沉默后TE-13的增殖、迁移能力显著

下降以及细胞周期发生改变. 这些结果提示HIF-
1α在食管癌的发生、进展及转移过程中起着重

要作用, 有可能成为一个潜在的肿瘤治疗靶点.
目前已有较多的HIF-1α抑制剂问世, 比如

相关信号通路(PI3K/Akt/mTOR, MAPK及Hsp90
系统等)的抑制剂[16], 但其中大部分并非特异性

的抑制HIF-1α的表达. 由于缺乏特异性使其作

用机制无法确切的评价, 这也限制了其在临床

的应用. 因此, 特异性的HIF-1α抑制剂的研制成

为现代抗肿瘤研究领域的热点. 这类药物的研

制成功必定会为肿瘤的治疗带来巨大的进展.
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图 4 HIF-1α沉默前后细胞迁移能力的变化. A: 未转染组; B: 阴性对照组; C: 干扰组(×400).
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图 5 HIF-1α沉默前后TE13细胞周期的变化. A: 未转染组; B: 转染组.
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Diploid: 100.00%
Dip G1: 30.76% at 54.00
Dip G2: 22.80% at 104.48
Dip S: 46.44%   G2/G1: 1.93
%CV: 3.70

Total S-Phase: 46.44%
Total B.A.D.: 0.00% no debris no

Apoptosis: 0.14% Mean: 32.76

Debris: %
Aggregates: 0.00%
Modeled events: 16190
All cycle events: 16167
Cycle events per channel: 314
RCS: 2.179
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B File analyzed: 0703.002
Data analyzed:3-Jul-2009
Model: 1nn0A_DSD
Analysis type: Manual analysis

Diploid: 100.00%
Dip G1: 30.27% at 50.32
Dip G2: 4.85% at 100.64
Dip S: 64.88%   G2/G1: 2.00
%CV: 5.20

Total S-Phase: 64.88%
Total B.A.D.: 0.00% no debris no

Apoptosis: 1.11% Mean: 39.52

Debris: %
Aggregates: 0.00%
Modeled events: 14018
All cycle events: 13863
Cycle events per channel: 270
RCS: 4.965

■应用要点
本研究证实RNA
干扰可以沉默食
管癌细胞株TE13 
的 H I F - 1 α 表 达 , 
抑制其增殖与迁
移, 为其将来临床
应用提供了理论
依据.
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本文采用RNA干
扰技术, 沉默HIF-
1α ,  研究食管癌
细胞株TE13的生
物学特征的变化. 
设计合理, 方法先
进, 结果可信, 有
较好的学术价值.
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Abstract
AIM: To identify and clone genes encoding 
human trefoil factor 2 (TFF2)-interacting 
proteins by screening a cDNA library of gastric 
cancer cells. 

METHODS: The expression of TFF2 mRNA in 
gastric cancer was verified by reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR). The 

TFF2 gene was amplified by PCR, double di-
gested with Not I and Sal I, and cloned into yeast 
expression vector pDEST32 to construct TFF2 
bait plasmid. The expression of TFF2-GAL4DBD 
fusion protein by the bait plasmid in yeast cells 
was confirmed by Western blot. The TFF2 bait 
plasmid and a prey plasmid (containing a cDNA 
library of human gastric cancer cells) were co-
transfected into Mav203 competent yeast cells. 
The positive clones were isolated using selective 
medium and sequenced. The sequenced genes 
were then compared with sequences deposited 
in the GenBank database.

RESULTS: RT-PCR analysis proved that TFF2 
mRNA was expressed in gastric cancer. The pD-
EST32-TFF2 bait plasmid was successfully con-
structed. Western blot analysis confirmed that 
the TFF2 bait plasmid could correctly express 
the TFF2-GAL4DBD fusion protein. A total of 
35 positive clones were obtained from the yeast 
two-hybrid screening. Sixteen positive clones 
were successfully sequenced, of which 12 repre-
sented known genes and 4 unknown genes. 

CONCLUSION: Multiple genes encoding TFF2-
interacting proteins were identified from the 
cDNA library of gastric cancer cells. These genes 
may be closely associated with the development 
and progression of gastric cancer. 

Key Words: Trefoil factor family 2; Gastric cancer; 
Interacting proteins

Zhan XJ, Ren JL, Xu HZ, Dong J, Zhou F, Pan JS, Xiao 
HM. Identification of genes encoding human trefoil factor 
2-interacting proteins by screening a cDNA library of 
gastric cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(27): 2767-2772

摘要
目的: 筛选并克隆人胃癌细胞cDNA文库中与
三叶因子2(trefoil factor family 2, TFF2)蛋白相
互作用的蛋白基因.

方法: RT-PCR方法验证胃癌细胞存在TFF2 
mRNA表达; PCR法扩增TFF2基因, Not Ⅰ
与Sa l Ⅰ双酶切后定向克隆到酵母表达载体

www.wjgnet.com

®

■背景资料
三叶因子2(TFF2)
具有胃黏膜保护
功能, 在胃癌的发
生发展中起到重
要作用. 但其在胃
癌的浸润和转移
中的作用机制尚
未阐明. 

■同行评议者
葛海燕, 教授, 同
济大学附属第十
人民医院普通外
科; 陈其奎, 教授, 
中山大学附属第
二医院消化内科



pDEST32, 构建TFF2的诱饵质粒; Western blot
验证TFF2诱饵质粒在酵母细胞中相应融合蛋
白的表达; 将诱饵质粒和人胃癌-cDNA文库猎
物质粒共同转化MaV203酵母感受态细胞, 通
过营养缺陷型培养基(Ura、His)与X-gal进行3
重筛选阳性克隆, 提取阳性克隆质粒测序, 应
用蛋白质数据库及生物信息学技术, 对测序结
果进行分析. 

结果: RT-PCR法证实胃癌细胞中存在TFF2 
mRNA表达; 构建pDEST32-TFF2诱饵表达质
粒成功; Western blot法证实诱饵质粒转化酵
母细胞后正确表达TFF2-GAL4DBD融合蛋
白; 通过酵母双杂交筛选胃癌细胞cDNA文库, 
共获得35个表达His、Ura及X-gal报告基因的
阳性克隆, 其中测序成功为16个克隆, 包含12
个已知蛋白基因与4个未知功能基因.

结论: 从胃癌细胞cDNA文库中筛选出多种
TFF2相互作用蛋白基因, 其可能与胃癌的发
生发展密切相关.

关键词: 解痉多肽; 胃癌; 相互作用蛋白

詹晓娟, 任建林, 许鸿志, 董菁, 周飞, 潘金水, 肖鸿敏. 三叶因子
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消化杂志  2009; 17(27): 2767-2772
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0  引言

三叶因子家族(trefoil factor family, TFF)是一群主

要由胃肠道黏液细胞分泌的小分子多肽. 目前在

哺乳动物体内发现的三叶肽(trefoil peptide)有3
种, 即乳癌相关肽(pS2或TFF1)、解痉多肽(SP或
TFF2)和肠三叶因子(ITF或TFF3), 他们的基因密

集在染色体21q22.3上[1], 其共同特征为含一特殊

结构域-P结构域. 由一段38-39个氨基酸序列通

过3个分子内的二硫键相互连接, 使整个肽链扭

曲、折叠形成三叶形结构, 由此得名[2-3]. 这种三

叶形结构的稳定性使TFF具有明显的抗蛋白酶

水解、抗酸消化及耐热特性, 因而能在消化系复

杂的环境中保持生物活性. TFF通过C端Cys-X-X
模序形成二硫键, 产生单体、同源二聚体、异源

二聚体3种形式. Calnan et al [4]研究发现TFF1二聚

体活性较单体形式更高.
TFF2是TFF成员之一, 含2个三叶结构域, 其

单体分子由130个氨基酸组成[5], 生理情况下主

要在胃体及胃窦的黏液颈细胞和下段十二指肠

腺细表达[6-7], 但在病理条件下这种表达专一性
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消失[8], 他可在胃肠道黏膜损伤部位表达[9], 且
在损伤部位的表达较正常黏膜明显增高. TFF2
具有黏膜保护、上皮重建修复、信号传导、调

节细胞凋亡、促进血管生成等[10]功能. 1982年
由Jorgensen et al [11]在猪胰腺中提取胰岛素过

程中首次分离得到. Thim et al [12]将TFF和黏蛋

白混合, 用流变法测定混合后黏液黏度改变, 发
现TFF2加入胃黏蛋白后形成了弹性凝胶, 黏度

增加了10倍, 正因为T F F2对黏蛋白的强亲和

力, 使他能参与胃黏膜保护及重建功能. May 
e t a l [13]发现TFF2在人体胃内是以糖基化的活

化形式发挥功能的. Farrell et al [14]制作了TFF2
基因敲除小鼠模型, 发现TFF2通过促进损伤上

皮再生、减少胃酸分泌机制发挥上皮重建修

复功能. 同时发现所有小鼠模型胃上皮细胞没

有发生癌变, 推测TFF2可能不具有肿瘤抑制作

用. Dhar et al [15]应用免疫组织化学染色方法检

测111例手术切除的胃癌标本, 44%的肿瘤组织

TFF2染色阳性, 其中弥漫性胃癌和伴淋巴结转

移组织表达更甚, 同时测定肿瘤组织中血管密

度, 发现TFF2表达阳性的肿瘤组织血管密度高

于TFF2表达阴性组织. 这些表明TFF2在胃癌的

浸润和转移中起到了重要作用, 是胃癌的不良

预后因子, 但其作用机制迄今尚未明确.
有多种证据表明[16-17], 三叶因子可能通过与

特定受体或蛋白质结合而发挥其生理功能, 但
其结合蛋白或受体及在细胞中的信号转导途径

尚未明确. 国外有不少学者多年来致力于这方

面的研究, 也获得了一些TFF2结合蛋白, 但一致

性差. 2000年, Thim et al [18]提取猪TFF2作为配体

进行亲和层析, 发现小肠环磷腺苷cAMP受体转

导蛋白CRP-ductin(muclin). 2004年, Otto et al [19]

在鼠胃中从TFF2-碱性磷酸酶融合蛋白结合伴

吕中分离出blottin. 目前还没有进一步行突变分

析来阐明实际的TFF2结合位点, 至今仍不知晓

这2种蛋白的功能. 近年来, 酵母双杂交技术被

引进于结合蛋白的筛检, 但国内外尚未发现关

于酵母双杂交技术用于TFF2结合蛋白筛选的报

道. 为进一步研究TFF2在胃癌浸润和转移中的

作用机制, 本文采用酵母双杂交技术筛选人胃

癌细胞cDNA文库中TFF2结合蛋白基因, 间接推

测TFF2的功能及在胃癌中的可能作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 Proquest2酵母双杂交系统、酵母感受

态、醋酸锂、X-a-半乳糖苷酶(Gal)、pENTR11

www.wjgnet.com

■研发前沿
国内外致力于寻找
TFF2结合蛋白, 以
期深入探讨TFF2
在胃癌中作用机
制, 尚未达成一致
意见.
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质粒、BP反应试剂盒、LR反应试剂盒、酵母细

胞质粒提取试剂盒等购自Invitrogen公司; 限制性

内切酶、T4 DNA连接酶、Taq酶、dNTP、DNA 
Marker等购自TaKaRa公司; 酵母YPAD培养基、

不含氨基酸的酵母氮碱基等购自Oxoid公司; 各
种氨基酸及质粒提取试剂盒等购自博大泰克公

司; PCR引物合成、测序由上海英骏公司处理; 
酵母裂解液、化学发光试剂购自Phemo公司; 反
转录-聚合酶链反应(RT-PCR)试剂盒购自上海飞

捷生物技术有限公司; 大肠杆菌DH5α, 人胃癌细

胞cDNA文库, 本实验室保存.
1.2 方法 
1.2.1 RT-PCR法验证TFF2 mRNA表达: 用1640+
胎牛血清培养基培养胃癌细胞株SGC7901, 收
集两板对数生长期细胞(>106), 按RT-PCR试剂盒

步骤, 提取胃癌细胞总RNA, 逆转录合成cDNA, 
分别以TFF2上下游引物(上游5'-ATG GTC GAC 
ATG GGA CGG CGA GAC GCC CA-3'; 下游5'-A 
CCG CGG CCG CTA GTA ATG GCA GTC TTC 
CAC AGA C-3', 产物长度为390 bp)、DAPDH
上下游引物(上游5'-TGA AGG TCG GAG TCA 
ACG G-3', 下游5'-TGG AAG ATG GTG ATG 
GGA T-3', 产物长度为223 bp)配置PCR反应体系, 
取PCR产物15 μL加5×Loading Buffer 4 μL 10 
g/L琼脂糖凝胶电泳80 V, 30 min, 染色后凝胶成

像仪成像.
1.2.2 诱饵质粒载体的构建: 购买TFF2-PCMV-
SP6(GenBank: NM_005423.3), 聚合酶链反

应(PCR)法扩增TFF2蛋白编码基因, 引入Sa l
Ⅰ及N o t Ⅰ酶切位点 .  连接到含a t t P位点的

pENTR11质粒中构建入门克隆, 再与含attR位

点的p D E S T32质粒经L R反应获得诱饵载体

pDEST32-TFF2(gateway技术), 酶切及PCR鉴定

后送测序鉴定. 在大肠杆菌中扩增、提取诱饵

质粒.
1.2.3 优化3AT浓度、验证TFF2靶蛋白表达: 将
pDEST32-TFF2诱饵质粒与pDEST22空猎物载

体, 共同转化至Mav203酵母感受态细胞中, SD/-
Leu/-Trp两缺固体培养基上生长, 挑取阳性克隆

接种于分别含0-100 mmol/L浓度梯度氨基三唑

(3-Aminotriazole, 3AT)的SD/-Leu/-Trp/-His三缺

培养基上, 观察Mav203细胞的生长情况, 确定最

低抑制自激活作用(指Mav203细胞自身能少量

表达His)的3AT浓度.
挑取两缺固体培养基上生长的阳性克隆, 

用SD/-Leu一缺液体培养基摇菌过夜, 测A值为

0.5-1.0, 4000 r/min离心收集阳性克隆细胞, 细
胞干称质量, 加入等体积酵母裂解液裂解细胞, 
12 000 r/min离心保留上清备用. 将样品及阴性

对照(仅pDEST32空诱饵载体转化的Mav203细
胞)的裂解上清液加入SDS上样缓冲液后100℃
煮沸10 min, 迅速置入-20℃ 2 min使蛋白充分变

性. 15% SDS-PAGE胶电泳跑胶, 积层胶60 V, 
60 min; 分离胶80 V, 150 min, 直至溴芬兰跑至

胶底缘. 80 V电转90 min将胶上的蛋白质电转

移到PVDF膜. 5% BSA+TBST液封闭膜1 h, 与
1∶1000抗-TFF2鼠单克隆抗体+BSA 4℃孵育

过夜,  TBST在室温下脱色摇床上洗脱3次, 每
次10 min. 与1∶2000羊抗鼠二抗室温孵育2 h, 
T B S T在室温下脱色摇床上洗脱3次 ,  每次10 
min. 增强化学发光法进行放射自显影.
1 . 2 . 4  酵 母 双 杂 交 及 阳 性 克 隆 的 筛 选 :  将
pDEST32-TFF2与pDEST22-胃癌细胞cDNA文

库共同转化到Mav203酵母细胞中, 转化菌液于

含优化浓度3AT的SD/-Leu/-Trp/-His三缺培养

基上生长, 所得克隆为表达His报告基因的克隆. 
将上述克隆接种于SD/-Leu/-Trp/-Ura三缺培养

基上, 所得克隆为表达His与Ura报告基因的克

隆. 最后将上述克隆接种于YPAD培养皿上(含
影印硝酸纤维素膜), 培养2 d后, 将影印膜上扩

增的克隆用足量液氮裂解, 置于含X-gal底物的

Z-buffer反应体系, 变为蓝色克隆为含有α-半乳

糖苷酶活性的阳性菌落, 即为表达His、Ura、
LacZ报告基因的阳性克隆.
1 .2 .5  阳性克隆的生物信息学分析 :  共获得

3 5个表达H i s、U r a、X - g a l报告基因的阳

性克隆 ,  提取酵母质粒 .  应用 I n v i t r o g e n公
司提供的插入胃癌 c D N A文库序列两端的

pDEST22质粒上引物进行PCR验证, 上游引物: 
TCGATGATGAAGATACCCCACC, 下游引物: 
CTCGACGTCTTACTTACTTAGC, 阳性克隆长

度约为1800 bp的等长片段. 转化大肠杆菌后送

DNA测序. 提交GenBank比对, 进行生物信息学

分析.

2  结果

2.1 胃癌细胞TFF2 mRNA表达 RT-PCR反应产物

经10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 可见223 bp的GAPDH
内参对照条带和390 bp的TFF2特异性扩增条带

(图1).
2.2 诱饵质粒构建及TFF2靶蛋白表达验证 构
建pDEST32-TFF2经PCR、双酶切验证成功后

■相关报道
2000年, Thim et al
提取猪TFF2作为
配体进行亲和层
析 ,  发 现 小 肠 环
磷 腺 苷 c A M P 受
体转导蛋白CRP-
duc t in(muc l in) ; 
2004年, Otto et al
在鼠胃中从TFF2-
碱性磷酸酶融合
蛋白结合伴吕中
分离出blottin. 目
前还没有进一步
行突变分析来阐
明实际的TFF2结
合位点, 至今仍不
知晓这2种蛋白的
功能. 
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送测序, 提交GenBank比对后序列正确. 诱饵

质粒转化酵母细胞后Western blot法可见TFF2 
GAL4DBD融合蛋白表达(约31 kDa, 图2).
2.3 确定最低抑制hTFF2的3AT浓度 共转化了

pDEST32-hTFF2与空猎物载体pDEST22酵母细

胞MaV203可在3AT浓度20 mmol/L以下的SD/-
Leu/-Trp/-His培养基上生长, 在20 mmol/L以上浓

度3AT的培养基上则未见生长. 由此确定最低抑

制hTFF2自激活作用的3AT浓度为20 mmol/L.
2.4 酵母双杂交实验结果 诱饵及猎物载体共转

化Mav203酵母细胞后, 表达His+、Ura+、LacZ
报告基因的情况如图3所示.
2.5 生物信息学分析 共获得35个表达His、Ura、
X-gal报告基因的阳性克隆, 其中测序成功16个
克隆, 包含12个已知蛋白基因和4个未知功能基

因. 将测序成功的12个蛋白基因翻译成氨基酸序

列, 与GenBank蛋白数据库进行同源性比较, 获
得候选的TFF2结合蛋白的基因序列和功能(表1).

3  讨论

该实验应用Inv i t rogen公司酵母双杂交系统筛

选人胃癌文库中与TFF2蛋白候选结合蛋白, 通
过对已知候选蛋白功能的综述探讨, 推测TFF2
蛋白可能与上述候选蛋白相互作用后间接启动

了胃癌发生的信号转导通路、抑制肿瘤细胞凋

亡、促进肿瘤转移等机制参与了胃癌的发生发

展机制. 

值得关注的一个候选结合蛋白是肿瘤型M2
丙酮酸激酶(M2-pyruvate kinase, M2-PK), 为丙

酮酸激酶(PK)家族的成员之一, 是糖酵解途径的

一个关键酶, 在三磷酸核苷(ATP)的合成过程中

也起着决定性作用, 有2种结构基因(L基因、M
基因)和4种同工酶(L-PK、R-PK、M1-PK、M2-
PK), 这4种同工酶的分布表达具有组织特异性, 
M2-PK主要分布于胃、肠、肺、胚胎以及增殖

或未分化的组织中. Schneider et al [20]认为M2-PK
可作为检测胃肠癌的具有重要价值的新肿瘤标

志物. Kim et al [21]认为M2-PK与其他经典肿瘤
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图 1 胃癌细胞株SGC901 TFF2 mRNA表达.1: GAPDH; 2: 

TFF2.

500 bp

250 bp
100 bp

1            2

390 bp

35 kDa

25 kDa

图 2 pDEST32-TFF2转化MaV203后Western blot结果. 
TFF2(+): pDEST32-TFF2和pDEST22空猎物载体; TFF2(-): 

pDEST32空诱饵载体和pDEST22空猎物载体.

TFF2(-)            TFF2(+)

图 3 酵母双杂交
后报告基因表达情
况. A: 缺His培养基     

B: 缺Ura培养基; C: 

缺LacZ培养基.

表 1 人胃癌细胞cDNA文库中候选TFF2结合蛋白

     
基因名  GenBank号      基因长(aa)  基因位置

醛酮还原酶1C1    NM_001353.5          320       292-1252

胃蛋白酶A前体     XM_001129398.1    334       160-1164

免疫球蛋白受体   NM_002644.2          208     3641-4266

丙酮酸激酶          NM_182471.1          142     2072-2498

含硒蛋白质          NM_003009.2          253       134-893

原肌球蛋白          NM_001018020.1    143     1367-1797

丛生蛋白              NM_203339.1           326       577-1555

多配体聚糖          NM_002999.2          167     1725-2228

SP3转录因子       NM_003111.3           296     1902-2792

四聚蛋白重复域   NM_003314.1           321           1-965

WD Repeat          NM_018031.2           291      966-1702 

Domain (WDR6)

细胞角蛋白7        NM_005556.3           245      966-1702

■创新盘点
本研究首次将酵
母双杂交技术用
于 胃 癌 细 胞 中
T F F 2 结 合 蛋 白
基 因 筛 选 ,  并 验
证 了 T F F 2 蛋 白
可能具有胃黏膜
保护、参与胃癌
的发生与发展的
功能. 



www.wjgnet.com

詹晓娟, 等. 三叶因子2相互作用蛋白基因在胃癌细胞cDNA文库中的筛选                                                      2771

标志物结合, 可显著提高各种癌症诊断的灵敏

度. Hardt et al [22]认为M2-PK和已知的肿瘤标志

物相比, 在诊断胃肠癌方面的灵敏度至少是等

效的, 在结直肠癌中敏感性甚至优于CEA, 同时

还可以粪便作为非侵袭性筛查, 其灵敏度达到

68.8%-91.0%, 在结直肠癌筛查中甚至优于大便

潜血实验. 研究发现, M2-PK在肿瘤细胞中呈过

度表达. M2-PK对底物ADP的亲和力大, 对ATP
抑制敏感性低, 且不受激素和饮食调节, 故M2-
PK可加快糖酵解速度, 为肿瘤细胞的快速增殖

提供能量. 因此设想M2-PK蛋白与TFF2蛋白相

互作用后促进胃癌细胞在缺氧环境下加快糖酵

解速度、为胃癌细胞的快速增殖提供能量基础? 
这一机制为今后胃癌的能量代谢研究提供了可

能的研究方向.
值得关注的另一个候选蛋白是AKR1C1, 属

于醛酮还原酶(aldo-keto reductases, AKRs)超家

族中的AKR1C亚型中的一员. AKR1C1又称20α-
羟基类固醇脱氢酶, 是目前唯一已知的NADPH
依赖性3-酮类固醇还原酶, 具有3β-HSD活性, 能
专一性的使5α-双氢睾酮(5α-DHT)转换为3β-
双氢雄酮. 3β-双氢雄酮是一种天然的雌激素受

体β(ERβ)的促凋亡性配体, 而TFF基因SP1启动

子旁存在着雌激素反应元件(estrogen response 
elements, ERE), 因此设想TFF蛋白是否与雌激素

受体相关AKR1C1相互作用、并通过共同的雌

激素调节途径参与胃癌细胞的代谢机制? 该机

制有待进一步研究.
值得关注的另外一个候选蛋白是细胞角蛋

白7(cytokeratin 7, CK7), 是上皮细胞骨架的组成

成分, 表达于上皮来源的组织或细胞中. Kirchner 
et al [25]经实验表明, 成人胃癌中CK7阳性表达的

上皮细胞是一种去分化细胞, 具有干细胞的某

些特征, 如低增殖性、胎儿样特征, 致使胃上皮

细胞经由肠化生、上皮内瘤变向早期胃癌发展. 
Gulmann et al [26]经试验表明, CK7在胃、食管、

胃食管交界处腺癌3处中的表达模式无明显差

异, 因此CK7阳性不能作为进一步鉴别胃癌、食

管癌、胃食管交界处癌的肿瘤标志物. 因此我

们设想是否CK7蛋白与TFF2蛋白结合后诱导胃

黏膜上皮去分化参与胃癌的形成？该机制有待

今后进一步研究.
实验室筛选到多配体聚糖(s y n d e c a n 4 , 

SDC4), Bass et al [27]研究发现SDC4是一种广泛

存在的跨膜蛋白多糖, 是一种细胞信号转导受

体, 其胞质区域与一系列信号蛋白、结构蛋白

相互作用, 胞外区域与一系列配体相结合, 如生

长因子、胞外基质蛋白等, 胞内外结构域共同

参与跨膜受体的活化, 参与G蛋白、PKC等信号

通路的调节. 实验室还筛选到四聚蛋白重复域

(tetratricopeptide repeat domain 1, TTR1), Marty 
e t a l [28]认为TTR1作为异源三聚体G蛋白和小

GTP酶相互作用的衔接蛋白, 与活化Ras蛋白结

合后参与G蛋白信号通路介导的蛋白质相互作

用. 因此推测TFF2蛋白与SCD4或TTCI蛋白直接

或间接相互作用启动了胃癌发生机制的信号转

导通路, 为今后胃癌信号转导通路的研究提供

了思路.
实验室筛选到SP3转录因子(SP3 transcription 

f a c t o r), 除了已知的双向调节基因转录功能, 
Essafi-Benkhadir et al [29]证实SP3还具有诱导细胞

凋亡、促进肿瘤侵袭的双重作用; 筛选到丛生蛋

白(clusterin, CLU), 他是一种分泌性糖蛋白, Jones 
et al [30]认为CLU能参与膜脂循环、细胞凋亡、

作为应激诱导的分泌性伴侣蛋白等功能; 筛选到

WDR6蛋白, Li et al [31]认为WDR6主要发挥一系

列重要生物学功能如信号转导、转录调节、凋

亡等, 同时还与一些疾病相关. 因此推测TFF2蛋
白可能与SP3、CLU、WDR6等蛋白相互作用, 
启动了抑制肿瘤细胞的凋亡、延迟细胞G1-S期
转变使细胞更多地保持在G1期从而降低肿瘤细

胞的增殖率、上调抑癌基因的表达等机制, 发
挥促进或抑制肿瘤生长转移的功能, 为今后进

一步研究TFF2蛋白抗癌或促癌机制的研究提供

了思路.
总之, 我们筛选到多个TFF2相互作用蛋白, 

通过对12个已知候选蛋白功能的综述探讨, 验
证了TFF2蛋白可能具有胃黏膜保护、参与胃

癌的发生发展功能, 与目前已知的TFF2功能相

一致, 为今后研究TFF2在胃癌中的具体作用机

制提供了可能的研究思路. 该实验不足之处在

于酵母双杂交技术存在一定的假阳性, 虽然本

实验采用的是Invitrogen公司的酵母双杂交系统

ProQuestTM, 该系统特点是利用低复制质粒控制

猎物基因表达, 联合3个报告基因系统以有效的

控制双杂交实验中的假阳性, 因此上述候选结

合蛋白与TFF2靶蛋白结合的可靠性需要进一

步后续验证工作如哺乳细胞双杂交、免疫共沉

淀、激光共聚焦等细胞学方法进一步研究证实.
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Abstract
AIM: To investigate the seropharmacological 
e f f e c t s o f Y i g a n k a n g D e c o c t i o n a n d i t s 
separated recipe on collagen metabolism and 
transforming growth factor-beta 1 (TGF-β1) 
expression in hepatic stellate cells (HSCs) 
and explore the antifibrotic mechanism of 
Yigankang Decoction.

METHODS: Normal rats and rats with carbon 
tetrachloride (CCl4)-induced liver fibrosis were 
administered Yigankang Decoction and its sepa-
rated recipe (containing radix salvia militiorrhi-
zae, astragalus and angelica sinensis), respective-
ly, to prepare medicated sera. After medicated 
rat sera were incubated with subcultured HSCs, 
the synthesis of collagen was evaluated by 3H-
proline incorporation assay, and the expression 
of TGF-β1 mRNA and protein was detected by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and Western blot, respectively. 

RESULTS: All kinds of medicated rat sera pre-
pared in the study could inhibit 3H-proline incor-
poration at a concentration of 100 or 200 mL/L 
(normal rat sera at 100 mL/L: 2275.00 ± 114.30 cpm 
vs 2401.87 ± 108.50 cpm vs 2963.62 ± 128.01 cpm; 
fibrotic rat sera at 100 mL/L: 2205.31 ± 108.97 cpm 
vs 2462.70 ± 177.02 cpm vs 3179.12 ± 223.34 cpm; 
normal rat sera at 200 mL/L: 372.96 ± 123.3 cpm 
vs 2515.37 ± 98.25 cpm vs 3209.38 ± 110.75 cpm; 
fibrotic rat sera at 200 mL/L: 2394.29 ± 150.50 cpm 
vs 2611.25 ± 126.05 cpm vs 3490.46 ± 183.16 cpm; 
all P < 0.05 or 0.01), and decrease the expression 
of TGF-β1 mRNA and protein at a concentra-
tion of 100 mL/L (all P < 0.01). The sera from rats 
medicated with Yigankang Decoction had more 
significant inhibitory effects on 3H-proline incorpo-
ration and TGF-β1 expression than those from rats 
medicated with the separated recipe (all P < 0.01). 
The sera from medicated fibrotic rats were supe-
rior to those from medicated normal rats in the 
downregulation of TGF-β1 expression (Yigankang 
Decoction: TGF-β1 mRNA, 0.356 ± 0.032 vs 0.568 ± 
0.028; TGF-β1 protein, 0.458 ± 0.009 vs 0.639 ± 0.102; 
the separated recipe: TGF-β1 mRNA, 0.601 ± 0.047 
vs 0.810 ± 0.051; TGF-β1 protein, 0.612 ± 0.126 vs 
0.860 ± 0.138; all P <0.05 or P < 0.01). 

CONCLUSION: Both Yigankang Decoction 
and its separated recipe can inhibit collagen 
synthesis in HSCs perhaps through inhibiton 
of TGF-β1 expression. Sera from rats medicated 
with Yigankang Decoction and from fibrotic 
rats were superior to those from rats medicated 
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■背景资料
肝纤维化目前尚
无满意的治疗方
法, 中医中药显示
出良好的前景. 中
药复方益肝康经
多年的临床与实
验研究被证实具
有抗肝纤维化作
用. 本研究旨在观
察该方及其拆方
对HSC胶原代谢
及TGF-β1的影响, 
并对血清药理学
方法进行探讨. 

■同行评议者
李勇, 副教授, 上
海中医药大学附
属市中医医院消
化科



with the separated recipe and from normal rats 
in inhibiting collagen synthesis and decreasing 
TGF-β1 expression, respectively. 

Key Words: Yigankang Decoction; Hepatic fibrosis; 
Hepatic stellate cell; Transforming growth factor 
beta-1; Seropharmacology

Fang SM, Yao DM, Zhang XL, Yao XX. Seropharmacological 
effects of Yigankang Decoction and its separated recipe on 
collagen metabolism and transforming growth factor-beta 
1 expression in hepatic stellate cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(27): 2773-2777

摘要
目的: 探讨益肝康抗肝纤维化作用机制、配
伍意义, 并采用对比血清药理学方法探讨更为
科学的中药研究方法.

方法: 分别制备益肝康及其拆方-丹参小复方
正常大鼠(A组, A1组: 正常大鼠血清对照组; 
A2组: 正常大鼠丹参小复方血清组; A3组: 正
常大鼠益肝康血清组)与肝纤维化大鼠(B组, 
B1组: 肝纤维化大鼠血清对照组; B2组: 肝纤
维化大鼠丹参小复方血清组; B3组: 肝纤维
化大鼠益肝康血清组)药物血清, 温育体外培
养的HSC, 3H-脯氨酸掺入法检测胶原合成, 
Western blot技术检测TGF-β1蛋白表达, RT-
PCR技术检测TGF-β1 mRNA表达. 

结果: 益肝康及丹参小复方正常大鼠与肝纤维
化大鼠药物血清均可以抑制HSC胶原合成(100 
mL/L时A组: 2275.00±114.30 cpm, 2401.87
±108.50 cpm vs  2963.62±128.01 cpm; B组: 
2205.31±108.97 cpm, 2462.70±177.02 cpm vs  
3179.12±223.34 cpm; 200 mL时A组: 2372.96
±123.3 cpm vs  2515.37±98.25 cpm vs  3209.38
±110.75 cpm; B组: 2394.29±150.50 cpm vs  
2611.25±126.05 cpm vs  3490.46±183.16 cpm, 
P<0.05或0.01), 100 mL时降低TGF-β1基因及蛋
白表达(均P <0.01). 2组在胶原合成、TGF-β1
基因及蛋白表达益肝康组作用优于丹参小复
方(均P <0.01), 而益肝康组与丹参小复方组比
较则B组血清作用优于A组(益肝康组: TGF-β1
基因: 0.356±0.032 vs  0.568±0.028; TGF-β1蛋
白: 0.458±0.009 vs  0.639±0.102; 丹参小复方
组: 0.601±0.047 vs  0.810±0.051; 0.612±0.126 
vs  0.860±0.138, P<0.05或P<0.01).

结论: 益肝康及丹参小复方均可抑制HSC胶
原合成, 其主要机制之一是抑制TGF-β1基因
和蛋白表达, 益肝康更具配伍意义, 肝纤维化
大鼠药物血清药效优于正常大鼠血清药效. 
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0  引言

系列研究表明, 以丹参等活血化瘀药为主组方

的益肝康有较好的抗肝纤维化作用[1-5]. 为深入

了解该方的抗肝纤维化作用机制、配伍意义以

及探讨更为科学的中药研究方法, 我们采用对

比血清药理学方法, 即分别提取正常大鼠和CCl4

造模肝纤维化大鼠益肝康及其拆方-丹参小复

方(丹参、黄芪、归尾)的药物血清, 作用于体

外培养的肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC), 
探讨该方对H S C胶原代谢及转化生长因子β1 
(transforming growth factor-β1, TGF-β1)基因与

蛋白表达的影响, 以探讨新的药物作用靶点及

配伍意义, 并采用对比血清药物学方法观察在

体药物与正常及病态机体相互作用的差异.

1  材料和方法

1.1 材料 益肝康由丹参、黄芪、归尾、赤芍等9
味药组成, 丹参小复方由丹参、黄芪、归尾3味
药组成, 丹参小复方组中药物用量与益肝康组单

味药用量一致, 由河北省消化病研究所制备成浓

缩水煎剂灌胃液, 生药浓度0.72 kg/L. 健康♂SD
大鼠96只, 清洁级, 体质量280-330 g, 购自河北医

科大学实验动物中心. 3H-脯氨酸(3H-Pro)购自中

国原子能科学研究院. 小鼠抗TGF-β1 mAb购自

美国Santa Cruz公司. 兔抗鼠Actin多克隆抗体购

自武汉博士德生物工程有限公司. HRP标记的山

羊抗小鼠IgG、ECL发光试剂盒、浓缩型DAB
试剂盒均购自北京中山生物技术有限公司. 蛋
白Marker购自北京鼎国生物技术发展中心. 硝酸

纤维素膜与DNA marker购自华美生物工程公司. 
RT-PCR扩增系统购自美国Promega公司. 总RNA
提取试剂盒购自北京博大泰克生物技术有限公

司. TGF-β1引物由上海生工生物工程公司合成. 
其余试剂均为进口或国产分析纯.
1.2 方法 
1.2.1 药物血清制备: 将大鼠随机分为甲组(正
常大鼠药物血清组)和乙组(肝纤维化大鼠药物

血清组), 每小组48只, 乙组大鼠给予400 mL/L 
CCl4纯制花生油溶液sc, 首剂4 mL/kg, 以后改为

www.wjgnet.com

■研发前沿
中药复方益肝康
具有多层次、多
靶点的抗肝纤维
化 作 用 ,  但 尚 无
益肝康与拆方对
比、正常大鼠药
物血清与肝纤维
化大鼠药物血清
对比, 来观察其对
HSC胶原代谢及
TGF-β1影响和机
制的研究, 这也是
中药开发的难点
和热点. 
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2 mL/kg, 每周2次, 共9 wk; 甲组大鼠给予纯制花

生油sc, 剂量及时间同乙组[6]. 9 wk后各组随即抽

取3只大鼠, 取肝组织进行HE染色, 鉴定造模成

功后将2组大鼠各随机分为3小组, 每组15只, 甲
1/乙1: 对照组, 甲2/乙2: 丹参小复方组, 甲3/乙3: 
益肝康组, 药物组按成人每千克体质量10倍用

量每日分2次给予益肝康/丹参小复方水煎剂ig, 
连续5 d, 对照组以生理盐水ig. 第6天按常规量再

ig 1次, 1 h后, 下腔静脉取血, 静置3 h, 3000 r/min
低温离心20 min, 分离血清, 56℃灭活30 min, 过
滤除菌, 加入RPMI 1640培养液, 分别配制成含

50、100、200 mL/L药物/对照血清的培养基.
1.2.2 实验分组: A组: 正常大鼠药物血清组, B组: 
肝纤维化大鼠药物血清组, 每组各再分为3小组,  
A1组: 正常大鼠血清对照组, A2组: 正常大鼠丹

参小复方血清组, A3组: 正常大鼠益肝康血清组;  
B1组: 肝纤维化大鼠血清对照组, B2组: 肝纤维

化大鼠丹参小复方血清组, B3组: 肝纤维化大鼠

益肝康血清组, 每小组6复孔或6培养瓶.
1.2.3 对HSC胶原合成的影响: 采用3H-Pro掺入

法. 将HSC以每孔6.0×103的密度接种于96孔培

养板, 培养箱中孵育长至亚单层, 换无血清的

RPMI 1640继续培养24 h, 使细胞基本同步化于

G0期; 分别添加50、100及200 mL/L的正常及肝

纤维化大鼠益肝康/丹参小复方药物血清, 200 
µL/孔, 温育6 h后, 每孔加入0.3 µCi的3H-Pro, 继
续温育18 h; 2.5 g/L胰蛋白酶消化, 将细胞抽滤

到玻璃纤维纸上, 蒸馏水洗涤抽滤数次, 60℃烘

干, 置于闪烁杯中, 加入5 mL闪烁液, 于液体闪

烁记数仪上测定样品放射性(cpm).
1.2.4 对HSC TGF-β1蛋白表达的影响: 采用

Western blot方法. 接种2.0×105-3.0×105个细胞

于25 cm2培养瓶, 孵育至细胞近100%融合时, 换
不含胎牛血清的培养液继续培养24 h, 使细胞基

本同步化于G0期后, 分别添加100 mL/L的正常

及肝纤维化大鼠益肝康/丹参小复方药物血清, 
5 mL/瓶, 温育HSC 24 h后, 提取HSC胞质蛋白, 
进行100 g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳; 冷却状态下

转膜, 170 mA, 恒流, 1 h; 1∶100小鼠抗TGF-β1 
mAb 4℃密封过夜; 1∶1000辣根过氧化物酶标

记的山羊抗小鼠IgG室温密封摇动孵育2 h; ECL
发光剂显色1 min, X光片暗室曝光30 s至数分钟, 
显影、定影, 密度扫描分析, 灰度值以TGF-β1与
Actin的积分吸光度(A )的比值表示.
1.2.5 对HSC TGF-β1 mRNA表达的影响: 采用

RT-PCR方法. 接种2.0×105-3.0×105个细胞于

25 cm2培养瓶, 孵育至细胞近100%融合时, 换
不含胎牛血清的培养液继续培养24 h, 使细胞

基本同步化于G0期后, 分别添加100 mL/L的正

常及肝纤维化大鼠益肝康/丹参小复方药物血

清, 5 mL/瓶, 温育HSC 24 h后, 提取HSC总RNA, 
进行完整性鉴定及纯度和定量检测, 取2 μg总
RNA进行RT-PCR, 使用50 μL反应体系分别扩

增TGF-β1和β-actin. TGF-β1引物序列: 上游5'-C
TTCAGCTCCACAGAGAAGAACTGC-3', 下游

5'-CACGATCATGTTGGACAACTGCTCC-3'(扩
增产物大小为298 bp), β-actin: 上游5'-GTCACC
CACACTGTGCCCATCT-3', 下游5'-ACAGAGT
ACTTGCGCTCAGGAG-3'(扩增产物大小为542 
bp), 具体循环参数如下, RT: 48℃, 45 min; PCR: 
94℃预变性2 min进入循环, 94℃变性30 s, 60℃
退火1 min, 68℃延伸1.5 min, 经40个循环扩增

后68℃延伸7 min. 取10 μL RT-PCR产物及10 μL 
DNA Marker进行15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 采用

MULIT IMAGE凝胶图像分析仪进行吸光度扫

描, 结果以TGF-β1与β-actin的积分吸光度的比

值表示.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采

用SPSS13.0软件进行分析, 组间比较采用单因素

方差分析, 应用最小显著差法(LSD)进行两两比

较, P <0.05为有统计学差异.

2  结果

2.1 对HSC胶原合成的影响 2种方法制备的益肝

康及丹参小复方药物血清对HSC的3H-Pro掺入

均有抑制作用. A组(正常大鼠药物血清)中, 益
肝康及丹参小复方药物血清50 mL/L浓度组对
3H-Pro掺入抑制作用与对照组相比无显著性差

异(P >0.05), 而100、200 mL/L浓度组均具有显

著性差异(P <0.01); B组(肝纤维化大鼠药物血

清)中: 各浓度益肝康及丹参小复方药物血清组

与对照组相比均具有显著性差异(P <0.05, 0.01). 
相应浓度的益肝康药物血清对3H-P r o掺入抑

制作用优于丹参小复方药物血清, 具有显著性

差异(P <0.05, 0.01). 肝纤维化大鼠药物血清对
3H-P r o掺入抑制作用优于正常大鼠药物血清

(P <0.05, 表1).
2.2 对HSC TGF-β1蛋白表达的影响 两种方法制

备的益肝康及丹参小复方药物血清均可显著抑

制TGF-β1蛋白表达(P <0.01), 益肝康作用优于丹

参小复方(P <0.01), 肝纤维化大鼠药物血清组作

用优于正常大鼠药物血清组(P <0.01, 图1, 表2).

■创新盘点
本 研 究 将 益 肝
康 进 行 拆 方 ,  以
HSC胶原代谢及
TGF-β1为靶点探
讨该方抗肝纤维
化机制及配伍意
义, 并将正常大鼠
药物血清与肝纤
维化大鼠药物血
清进行药效学对
比, 观察不同状态
机体对药物代谢
的差异. 
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2.3 对HSC TGF-β1 mRNA的表达 两种方法制

备的益肝康及丹参小复方药物血清均可显著抑

制TGF-β1基因表达(P <0.01), 益肝康作用优于

丹参小复方(P <0.01), B组作用优于A(P <0.01, 
图2, 表2).

3  讨论

肝纤维化是所有慢性肝病进展成肝硬化的共同

病理基础与必经阶段, 是影响慢性肝病预后的

重要环节[7-8]. 肝纤维化的病理学基础为细胞外

基质(extracellular matrix, ECM)合成增加, 降解

减少, 导致胶原过度沉积[9]. HSC是肝脏ECM的

主要来源, 是肝纤维化形成的细胞学基础[10-11]. 

细胞因子是细胞间信号转导、联系的重要物质

基础, HSC活化的启动及延续过程中始终贯穿着

细胞因子的网络调节[12]. 由于细胞因子在肝纤

维化形成过程中的重要作用, 提示通过控制某

些关键细胞因子的活性治疗肝纤维化的可能性. 
TGF-β1是目前所知最强大的促胶原生成因子, 
与细胞膜上的相应受体结合后可激活HSC, 促
进HSC分泌Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型胶原、纤维连接蛋白

和整合素等, 使ECM合成增加, 并通过抑制基质

金属蛋白酶及促进基质金属蛋白酶抑制剂和纤

溶酶原激活物抑制因子的活性使ECM降解减少, 
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表 1 益肝康及丹参小复方不同药物血清对HSC胶原合成的影响 (mean±SD, n = 6)

     
分组                           放射性(cpm)         抑制率(%)  分组                   放射性(cpm)      抑制率(%)

A1组            2604.11±86.40    B1组            2866.56±188.19 

A2组            2574.51±125.25             1.14  B2组            2657.16±149.36a           7.30

A3组            2555.63±105.79             1.86  B3组            2453.82±201.63bc         14.48

A1组            2963.62±128.01    B1组            3179.12±223.34 

A2组            2401.87±108.50b           18.95  B2组            2462.70±177.02b         22.53

A3组            2275.00±114.30bc           23.20  B3组            2205.31±108.97bd         30.68

A1组            3209.38±110.75    B1组            3490.46±183.16 

A2组            2515.37±98.25b           21.62  B2组            2611.25±126.05b         25.19

A3组            2372.96±123.30bc           26.00  B3组            2394.29±150.50bc         31.47

aP<0.05, bP<0.01 vs  A1组、B1组; cP<0.05, dP<0.01 vs  A2组、B2组.

A1     A2     A3      B1    B2     B3

TGF-β1

β-actin

图 1 益肝康及丹参小复方不同药物血清对HSC TGF-β1蛋
白表达的影响. A1: 正常大鼠血清对照组; A2: 丹参小复方正

常大鼠药物血清组; A3: 益肝康正常大鼠药物血清组; B1: 肝

纤维化大鼠血清对照组; B2: 丹参小复方肝纤维化大鼠药物

血清组; B3: 益肝康肝纤维化大鼠药物血清组.

M     actin     A1     A2     A3       B1     B2     B3

图 2 益肝康及丹参小复方不同药物血清对HSC TGF-β1 
mRNA表达的影响. A1: 正常大鼠血清对照组; A2: 丹参小复

方正常大鼠药物血清组; A3: 益肝康正常大鼠药物血清组; 

B1: 肝纤维化大鼠血清对照组; B2: 丹参小复方肝纤维化大

鼠药物血清组; B3: 益肝康肝纤维化大鼠药物血清组.

■应用要点
本研究探讨了中
药复方益肝康新
的作用靶点及配
伍意义, 为进一步
重组、精简组方
及抗肝纤维化中
药新药开发提供
理论依据. 并建立
“对比血清药理
学方法”, 提供了
一种具有普遍性
的中药研究方法
学基础. 

表 2 益肝康及丹参小复方不同药物血清对HSC TGF-β1蛋白及mRNA表达的影响 (mean±SD, n  = 6)

     
分组

                                                       蛋白                   mRNA

                 正常组(100 mL/L)            肝纤维化组 (100 mL/L)                正常组(100 mL/L)          肝纤维化组 (100 mL/L)

对照组                  1.851±0.150                  1.878±0.153                        1.194±0.042                  1.267±0.045

丹参小复方组           0.860±0.138b                 0.612±0.126b                       0.810±0.051b                 0.601±0.047b

益肝康组                 0.639±0.102bd                0.458±0.009bd                      0.568±0.028bd                0.356±0.032bd

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  丹参小复方组.
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还可诱导肝细胞凋亡, 促进血小板衍生生长因

子受体的表达, 是肝纤维化形成与发展过程中

最为关键的细胞因子之一[13-14]. HSC株是从CCl4

诱发的肝硬化大鼠中分离并通过培养使细胞自

发获得永久性, 表型为活化的HSC, 是较为理想

的肝纤维化研究模型.
肝纤维化属中医“胁痛”、“癥积”、

“血瘀”范畴, 病变部位主要关乎肝脾两脏, 肝
郁脾虚是本病形成的主要病理基础, 血瘀是本

病主要病机特点, 治疗应以活血化瘀为主, 益气

健脾为辅. 中药复方益肝康系重用丹参, 辅以当

归、赤芍等活血化瘀, 并用黄芪等益气健脾药

而成. 为明确益肝康抗肝纤维化的作用机制、

配伍意义及进一步简化组方, 本研究所长期以

来对该复方有关单味药、丹参小复方及益肝康

进行了大量临床与实验研究, 结果表明该方具

有减轻症状, 改善肝功能, 抑制HSC活化、增殖, 
促进HSC凋亡, 抗脂质过氧化, 保护受损肝细胞

及线粒体等细胞器功能等作用, 而且目前尚未

发现明显不良反应[1-5]. 本研究表明益肝康、丹

参小复方药物血清均可显著抑制HSC胶原合成

及TGF-β1基因和蛋白表达, 说明该复方作用机

制之一是从mRNA和蛋白水平抑制TGF-β1表达, 
从而抑制HSC ECM的合成, 发挥抗肝纤维化作

用. 而药物配伍后的益肝康组(A3, B3)较丹参小

复方组(A2, B2)具有更为显著的作用, 可能与药

物科学配伍后的相辅相乘作用使抗肝纤维化有

效成分增加有关, 充分体现了中医君臣佐使配

方的整体优势.
血清药理学方法在中药研究中被广泛采用, 

但实际临床中服药者大多为病患, 且肝脏作为

体内最重要的药物代谢转化器官, 其不同的生

理及病理状态对药物代谢转化过程必有不同影

响, 而传统血清药理学方法未能解决此类问题. 
本部分实验采用“改良血清药理学方法”与传

统血清药理学方法进行对比研究, 结果表明肝

纤维化大鼠药物血清对HSC胶原合成及TGF-β1
基因与蛋白表达的抑制作用均优于正常大鼠药

物血清, 分析原因, 是否系中医辨证论治的特点

使得该方对肝纤维化病态机体更具针对性, 疗
效更明显? 抑或与肝纤维化大鼠肝功能受损, 对
药物的转化、代谢能力降低, 从而导致病态机

体内药物有效成分浓度提高, 作用时间延长, 使
抗肝纤维化作用增强有关? 中药作用机制及有

效物质的研究一直是中药新药开发的热点和难

点, 已成为中药发展的瓶颈, 血清药理学为科学

阐明中药复方的有效成分及作用机制提供了一

种有力的工具, 但在实验技术上还需要进一步

探讨、规范和完善[15-16].
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Abstract
AIM: To investigate the effects of combined 
use of aloeemodin and praziquantel on the 
transforming growth factor-β (TGF-β)/Smad 
pathway in mice with schistosomiasis-induced 
liver fibrosis. 

METHODS: Eighty mice were randomly divided 
into four groups: normal control group, infec-

tion group, praziquantel treatment group, and 
praziquantel and aloeemodin treatment group. 
Mice in the infection group and the two treat-
ment groups were infected with 25 Schistosoma 
japonicum cercariae. Eight weeks after infec-
tion, mice in the praziquantel treatment group 
were treated with praziquantel at a dose of 500 
mg/(kg•d) for two days, while those in the pra-
ziquantel and aloeemodin treatment group were 
treated with praziquantel at the same dose for 
the same duration followed by treatment with al-
oeemodin at a dose of 0.3 mg/(kg•d) for 8 weeks. 
At week 16, all mice were sacrificed to take liver 
tissue samples. Hematoxylin and eosin staining 
was performed to observe changes in hepatic his-
topathology. Reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) was used to detect the 
expression of Smad2 and Smad7 mRNAs in 
the liver. Immunohistochemical staining was 
performed to detect the expression of TGF-β1, 
TIMP-1, and type I and III collagen in liver tissue. 

RESULTS: Aloeemodin treatment relieved the 
degree of hepatic fibrosis. The expression levels 
of Smad2 mRNA and TGF-β1, tissue inhibitor 
of metalloproteinases-1 (TIMP1), and type I and 
III collagen proteins in liver tissue were signifi-
cantly lower in the praziquantel and aloeemodin 
treatment group than in the infection group and 
the praziquantel treatment group (q = 6.20 and 
4.38, 6.22 and 4.41, 6.30 and 4.52, 6.25 and 4.44. 
and 6.29 and 4.48, respectively; all P < 0.01 or 
0.05). In contrast, the expression level of Smad7 
mRNA was significantly higher in the praziqu-
antel and aloeemodin treatment group than in 
the infection group and the praziquantel treat-
ment group (q = 6.32 and 4.62, respectively; P < 
0.01 and 0.05, respectively). 

CONCLUSION: Aloeemodin exerts anti-fibrotic 
effects perhaps through downregulation of 
the expression of Smad2 mRNA and TGF-β1, 
TIMP1, and type I and III collagen proteins, and 
upregulation of the expression of Smad7 mRNA. 

Key Words: Schistosomiasis; Liver fibrosis; Aloee-

®

■背景资料
芦荟大黄素和芦
荟素是芦荟主要
药 用 成 分 ,  临 床
研究表明其具有
抗菌、消炎、杀
虫 、 抗 癌 、 泻
下、抗衰老等功
效. 芦荟大黄素作
为一种新的可能
的药物, 其功效被
广泛研究. 

■同行评议者
范建高, 教授, 上
海交通大学医学
院附属新华医院
消化内科
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Wu YY, He SS, Deng M. Effects of combined use of 
aloeemodin and praziquantel on the transforming growth 
factor-β/Smad pathway in mice with schistosomiasis-
induced liver fibrosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(27): 2778-2783

摘要
目的: 探讨芦荟大黄素和吡喹酮的联合治疗对
血吸虫肝纤维化小鼠TGF-β/Smad通路的影响. 

方法: 80只小鼠随机分为4组. 前3组每只小鼠
感染日本血吸虫尾蚴25条. 感染8 wk后, 第一
组小鼠以吡喹酮500 mg/(kg·d)治疗2 d(吡喹酮
组), 第2组小鼠以吡喹酮500 mg/(kg·d)治疗2 d
后用芦荟大黄素0.3 mg/(kg·d)治疗8 wk(吡喹
酮+芦荟大黄素组), 第3组不作任何治疗(实验
对照组), 第4组小鼠作为正常对照. 第16周末
处死小鼠留取肝脏组织, 应用HE染色法、RT-
PCR法和免疫组织化学染色法观察、分析各
组小鼠肝脏病理改变与Smad2 mRNA、Smad7 
mRNA、TGF-β1、TIMP-1、Ⅰ型胶原及Ⅲ型
胶原的表达变化.  

结果: 芦荟大黄素治疗后血吸虫肝纤维化程
度减轻, 肝组织中Smad2 mRNA、TGF-β1、
TIMP-1、Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原的表达明显
低于实验对照组和吡喹酮组(q  = 6.20, 4.38; 
q = 6.22, 4.41; q = 6.30, 4.52; q = 6.25, 4.44; q 
= 6.29, 4.48, P <0.01或0.05); 肝组织中Smad7 
mRNA的表达, 明显高于实验对照组和吡喹酮
组(q = 6.32, 4.62, P <0.01或0.05). 

结论:  芦 荟 大 黄 素 可 通 过 降 低 肝 组 织 中
TGF-β1、TIMP-1、Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原的表
达, 抑制Smad2基因的表达, 促进Smad7的表
达发挥抗肝纤维化作用. 

关键词: 血吸虫; 肝纤维化; 芦荟大黄素; 吡喹酮; 转

化生长因子β1; Smad2; Smad7
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0  引言

芦荟作为传统的中药 ,  具有良好的抗菌、消

炎、抗肿瘤、抗辐射损伤、降压降糖、抗衰老

及预防艾滋病等药理作用. 而芦荟大黄素和芦

荟素是芦荟主要药用成分, 临床研究表明其具

有抗菌、消炎、杀虫、抗癌、泻下、抗衰老等

功效. Arosio et al [1]发现, 芦荟大黄素对CCl4所

致的小鼠急性肝损害有保护作用, 不仅能阻止

肝细胞的死亡, 而且对脂质过氧化引起的炎症

反应有保护作用. 罗霄山[2]发现芦荟大黄素能

显著抑制CCl4造成的肝细胞及细胞膜脂质过氧

化产物丙二醛(MDA)水平的升高. 但目前尚无

芦荟大黄素对血吸虫肝纤维化治疗作用及机制

的研究. 本实验以日本血吸虫尾蚴感染小鼠建

立早期血吸虫肝纤维化模型, 经吡喹酮杀虫后

再予芦荟大黄素治疗, 观察吡喹酮、芦荟大黄

素干预前后肝组织病理改变及Smad2 mRNA、

Smad7 mRNA、TGF-β1、TIMP1、Ⅰ、Ⅲ型胶

原的表达变化, 以评估和探讨芦荟大黄素对杀

虫治疗后肝纤维化进展的抑制作用及其机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 芦荟大黄素(质量分数98%, 批号041006)
购自南京替斯艾么中药研究所 .  T G F-β1、
TIMP-1、Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原抗体均购自武汉

博士德生物工程有限公司, 均为多克隆抗体. 乙
醇、异丙醇、氯仿、溴乙锭(EB)均为分析纯. 
TRIzol试剂购于美国Gibco BRL公司. 一步法逆

转录聚合酶链反应试剂盒购自大连TaKaRa公司. 
DEPC水购于晶美生物工程公司. DNA酶购自美

国Promega公司. Smad2引物(购于大连TaKaRa公
司, 产物194 bp): 上游: 5'-ATAGTGCAATCTTTG
TGCAG-3'; 下游: 5'-CATTCTTATGGTGCACATT
C-3'. Smad7引物(购于大连TaKaRa公司, 产物228 
bp): 上游: 5'-GTGTTGCTGTGAATCTTACG-3'; 
下游: 5'-AGAAGAAGTTGGGAATCTGA-3'. 
GAPDH引物(购于大连TaKaRa公司, 产物233 
bp): 上游: 5'-GGTGAAGGTCGGTGTGAACG 
-3'; 下游: 5'-CTCGCTCCTGGAAGATGGTG-3'. 
1.2 方法 
1.2.1 分组及处理: 清洁级昆明小鼠80只, 雌雄各

半, 体质量20-25 g, 4-6周龄(购自同济医学院动

物实验中心). 随机均分为4组, 每组20只. 吡喹酮

组: 每只小鼠感染日本血吸虫尾蚴25条(下同), 
感染尾蚴8 wk后用吡喹酮(由华中科技大学同济

医学院寄生虫教研室提供)灌胃治疗2 d, 剂量为

500 mg/(kg·d), 溶于生理盐水, 每只1 mL/d; 吡喹

酮+芦荟大黄素组: 感染尾蚴8 wk后用吡喹酮灌

胃治疗2 d后, 继以芦荟大黄素灌胃治疗8 wk, 剂
量为0.3 mg/(kg·d), 溶于生理盐水, 每只1 mL/d; 

■研发前沿
多 年 来 ,  国 内 外
学者在血吸虫肝
纤维化的发生机
制、调节因素、
诊断及治疗方面
进行了大量卓有
成效的研究, 尽管
实验药物很多, 但
仍缺乏能应用于
临床的、高效、
无明显不良反应
的西药. 中医药治
疗血吸虫肝纤维
化在改善临床症
状等方面体现了
很大的潜力. 
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实验对照组: 感染尾蚴8 wk后以生理盐水灌胃8 
wk, 每只1 mL/d; 正常对照组: 未感染血吸虫尾

蚴, 正常方法饲养16 wk. 第16周末以2%戊巴比

妥钠40 mg/kg腹腔注射麻醉小鼠, 分别取各组小

鼠肝组织.  
1.2.2 肝组织切片: HE染色检测取肝左叶组织, 
用甲醛固定, 石蜡包埋, 切片, HE染色, 观察肝组

织的病理学变化. 肝纤维化程度依病情轻重分4
级[3]: 0级: 正常; Ⅰ级: 胶原纤维包绕肉芽肿周围

并插入其中; Ⅱ级: 汇管区有大量纤维化, 小叶

间仅有少量纤维; Ⅲ级: 纤维组织大量延伸至小

叶间.  
1.2.3 肝组织TGF-β1、TIMP-1、Ⅰ型胶原和Ⅲ

型胶原的检测: 采用免疫组织化学法[链酶亲

和素-生物素-过氧化物酶复合物法(SABC法)]
检测. 肝组织切片3 μm, 脱蜡至水, 用PBS水化

10 min. 用含5 mL/L H2O2的甲醇溶液室温孵育

30 min后, PBS洗3次, 每次5 min. 滴加正常血清

封闭液, 室温孵育30 min后, 甩去多余液体, 不
洗.  分别滴加兔抗小鼠TGF-β1、TIMP-1、Ⅰ型

胶原和Ⅲ型胶原抗体(均为1∶50), 4℃孵育过夜.  
PBS洗3次, 每次5 min. 滴加生物素标记的羊抗

兔IgG, 于37℃孵育30 min后, PBS洗3次, 每次5 
min.  滴加链霉亲和素-生物素-辣根过氧化物酶

(S-A/HRP)工作液, 于37℃孵育30 min后, PBS洗
3次, 每次5 min. 在0.05% DAB溶液中加入H2O2

至终浓度为0.03%, 以此作为显色液, 镜下控制

显色. 显色满意后, 用梯度乙醇脱水, 二甲苯透

明, 中性树胶封片. 同时设有阳性对照和阴性对

照. TGF-β1、TIMP-1、Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原免

疫组化染色切片于物镜20倍视野下, 每组随机

选取20个视野, 用HMIAS-2000型全自动医学彩

色图像分析系统(武汉千屏医学影像技术有限责

任公司)测定细胞内棕黄色颗粒的平均吸光度

(A )值. 
1.2.4 RT-PCR检测肝组织Smad2 mRNA和Smad7 
mRNA表达: 使用TRIzol试剂提取RNA, 经反转

录和PCR扩增程序得扩增产物. 扩增产物用15 

g/L琼脂糖凝胶电泳, 加样量为10 μL, 电压120 
V, 电泳完毕后在EB中染色, 在紫外灯下观察结

果并照相. 用Multi-Analyst软件包进行半定量分

析. 单位肝组织Smad2 mRNA和Smad7 mRNA
的相对含量用Smad2和Smad7条带平均积分与

GAPDH条带平均积分(A )值表示. 
统计学处理 RT-PCR与免疫组织化学结果

均以mean±SD表示. 使用SPSS12.0软件行方差

分析, 两两比较采用SNK-q检验. 肝脏纤维化程

度为等级资料, 用Ridit分析, P <0.05表示差异显

著, 有统计学意义. 

2  结果

2.1 肝组织普通病理变化 光镜下, 正常对照组小

鼠肝组织未见任何病变. 实验对照组、吡喹酮

组以及吡喹酮+芦荟大黄素联合治疗组与正常

组相比, 发现众多慢性虫卵肉芽肿, 其虫卵周围

包绕梭形细胞和胶原纤维, 亦可见少部分急性

虫卵肉芽肿, 汇管区有大量炎性细胞浸润; 肉芽

肿和小静脉周围的胶原纤维束向肝小叶周围延

伸. 在病变程度和病变范围上, 吡喹酮组比实验

对照组明显减轻(P <0.01); 吡喹酮+芦荟大黄素

联合治疗组比吡喹酮组明显减轻(P <0.05, 图1). 
根据肝纤维化程度级别标准, 统计每组小鼠各

级别的鼠数(表1). 
2.2 各组小鼠肝脏组织TGF-β1和TIMP-1蛋白表

达的变化 正常对照组肝内未见明显TGF-β1和
TIMP-1阳性着色. 吡喹酮组、实验对照组肝内 
TGF-β1和TIMP-1呈棕黄色, 呈片状分布于虫卵

肉芽肿内及其周围汇管区、肝血窦. 吡喹酮+芦
荟大黄素联合治疗组肝内TGF-β1和TIMP-1分
布区域同上, 但着色少而浅. 吡喹酮+芦荟大黄

素联合治疗组小鼠与实验对照组相比, TGF-β1
和T I M P-1含量下降非常显著(P <0.01); 与吡

喹酮组相比, TGF-β1和TIMP-1含量明显下降

(P <0.05), 但其含量仍比正常组高(P <0.01). 吡喹

酮组肝组织中TGFβ-1和TIMP-1含量比实验对

照组有显著下降(P <0.01), 但其含量仍比正常组

高(P <0.01, 表2, 图2-3). 
2.3 各组小鼠肝组织中Smad2、Smad7基因表达

的变化 各组小鼠RT-PCR光带吸光度强弱呈梯

度变化(图4). 芦荟大黄素、吡喹酮联合治疗组

与实验对照组相比, Smad2 mRNA表达下降非

常显著(P <0.01), Smad7 mRNA表达上升非常显

著(P <0.01); 与吡喹酮组相比, Smad2 mRNA 表
达显著下降(P <0.05), Smad7 mRNA表达显著上

■相关报道
Arosio et al 发现, 
芦 荟 大 黄 素 对
CCl4所致的小鼠
急性肝损害有保
护作用,  不仅能阻
止肝细胞的死亡,  
而且对脂质过氧
化引起的炎症反
应有保护作用. 罗
霄山发现芦荟大
黄素能显著抑制
CCl4造成的肝细
胞及细胞膜脂质
过氧化产物丙二
醛(MDA)水平的
升高. 

表 1 各组小鼠肝脏纤维化程度 (n )

     
分组                                    0     Ⅰ      Ⅱ        Ⅲ     合计

正常对照组       20          0        0        0        20

实验对照组         0          0        4        7        11

吡喹酮组          0          4        4        5        13

吡喹酮+芦荟大黄素组      0        11        2        2        15
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升; 但Smad2 mRNA表达仍比正常组高(P <0.01), 
Smad7 mRNA表达仍比正常组低(P <0.01). 吡
喹酮组肝组织中Smad2 mRNA表达比实验对照

组显著下降(P <0.05), 但其含量仍比正常组高

(P <0.01); 吡喹酮组肝组织中Smad7 mRNA表达

比实验对照组显著升高(P <0.01), 但其含量仍比

正常组低(P <0.01, 表3). 

2.4 各组小鼠肝组织中Ⅰ型和Ⅲ型胶原含量的

变化 正常对照组肝内无明显胶原着色. 吡喹酮

组、实验对照组肝内Ⅰ和Ⅲ型胶原呈棕黄色, 
密集片状,  主要分布在虫卵肉芽肿内及汇管区. 
吡喹酮、芦荟大黄素联合治疗组肝内虫卵肉芽

肿普遍较小, 胶原分布较少, 与实验对照组相

比, Ⅰ和Ⅲ型胶原含量下降非常显著(P <0.01); 

图 2 各组小鼠肝脏组织TGF-β1蛋白的表达(SABC×200). A: 正常组; B: 实验对照组; C: 吡喹酮组; D: 吡喹酮+芦荟大黄素组.

A B

C D

■创新盘点
本实验以日本血吸
虫尾蚴感染小鼠建
立早期血吸虫肝纤
维化模型, 经吡喹
酮杀虫后再予芦荟
大黄素治疗, 观察
吡喹酮、芦荟大黄
素干预前后肝组织
病理改变及Smad2 
mRNA、Smad7 
mRNA、TGF-β1、
TIMP1、Ⅰ、Ⅲ型
胶原的表达变化.

A B

C D

图 1 各组小鼠肝脏组织病理变化(HE×100). A: 正常组; B: 实验对照组; C: 吡喹酮组; D: 吡喹酮+芦荟大黄素组.
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与吡喹酮组相比, 其含量显著下降(P <0.05); 但
其含量仍比正常组高(P <0.01). 吡喹酮组肝组

织中Ⅰ和Ⅲ型胶原含量比实验对照组显著下降

(P <0.01), 但其含量仍比正常组高(P <0.01, 表4). 

3  讨论

目前认为, 在各种损伤性因素的始动作用下, 肝

星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)的激活是

肝纤维化发生发展的中心环节, 激活的“持久

化”是H S C激活状态的维持及产生纤维化的

过程. HSC就是在各细胞因子, 如: TGF-β1、血

小板衍生的生长因子(platelet derived growth 
factor, PDGF)、肝细胞生长因子(hepatocyte 
growth factor, HGF)、肿瘤坏死因子-α(tumor 

表 3 各组小鼠肝脏组织Smad2、Smad7 mRNA基因表
达 (n  = 10, mean±SD)

     
分组                              Smad2                      Smad7 

正常对照组       0.1906±0.0393         0.8139±0.0795

实验对照组       0.8286±0.0892b         0.1846±0.0426b

吡喹酮组          0.7068±0.0786bd       0.5249±0.0501bd

吡喹酮+芦荟     0.5689±0.0439bde     0.6987±0.0658bde

大黄素组

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  实验对照组; eP<0.05 vs  吡

喹酮组.

■应用要点
芦 荟 大 黄 素 可
通 过 降 低 肝 组
织 中 T G F - β 1、
TIMP-1、Ⅰ型胶
原、Ⅲ型胶原的
表达, 抑制Smad2
基因的表达, 促进
Smad7的表达发挥
抗肝纤维化作用.

表 2 各组小鼠肝脏组织TGF-β1和TIMP-1蛋白表达
(mean±SD)

     
分组                              TGF-β1                     TIMP-1 

正常对照组         0.0684±0.0089       0.0530±0.0116

实验对照组         0.2775±0.0810b      0.2586±0.0387b

吡喹酮组            0.2124±0.0531bd    0.1830±0.0244bd

吡喹酮+芦荟       0.1615±0.0326bde   0.1341±0.0343bde

大黄素组

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  实验对照组; eP<0.05 vs  吡

喹酮组.

图 3 各组小鼠肝脏组织TIMP-1蛋白的表达(SABC×200). A: 正常组; B: 实验对照组; C: 吡喹酮组; D: 吡喹酮+芦荟大黄素组.
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图 4 各组小鼠肝
脏 组 织 中 m R N A 表
达. A: GAPDH; B: 

Smad2; C: Smad7.

M: Marker; L1: 正常

对照组; L2: 实验对

照组; L3: 吡喹酮组;   

L4: 吡喹酮+芦荟大

黄素组.
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necrosis factor α, TNF-α)等作用下被激活而发

生细胞增殖, 其表面分子及膜受体表达发生改

变, 最终转化为肌成纤维细胞, 其中TGF-β1是
最关键的致纤维化因子, 他是通过对HSC、肝

实质细胞、肝窦内皮细胞等细胞, 以及对与纤

维化有关的其他生长因子和调节基质代谢的各

种酶类施加广泛影响, 从而起到致纤维化的作

用, 他在肝纤维化的启动、发展乃至肝硬化的

形成中发挥了核心作用. TGF-β必须与靶细胞

表面高亲和力的TGF-β受体(TβR)结合才能发

挥生物学效应. TGF-β1与Ⅱ型TβR亲和力最高. 
TGF-β1二聚体与Ⅱ型TβR细胞外段结合后, Ⅱ
型TβR胞内段丝氨酸自身磷酸化, 自身激活, 进
而与Ⅰ型TβR结合形成异源四聚体, 磷酸化Ⅰ

型TβR胞内近膜区的GS域的丝氨酸, 使其活化. 
活化的Ⅰ型TβR作用于胞质Smad蛋白, 使Smad
发生丝氨酸磷酸化, S m a d形成同源或异源寡

聚体后进入细胞核, 调节相应基因的转录[4]. 目
前许多研究表明, 干扰TGF-β信号途径是治肝

纤维化的有效方法[5]. 曾军 et al [6]研究显示, 动
物血吸虫肝纤维化往往伴随肝脏组织TGF-β增
加, HSC数量进行性增多, Smad3 mRNA表达

显著增高, Smad7则初期升高、中晚期进行性

下降, 提示肝纤维化发生发展与TGF-β/Smad信
号通路密切相关. Dooley et al [7]研究显示体内

基因转移Smad7可以抑制实验性肝纤维化的发

生, 对体外培养HSC的研究发现, 其机制可能是

抑制TGF-β信号转导通路和HSC的分化转移. 
Zhang et al [8]研究显示, 血吸虫肝纤维化时, 肝
脏组织Smad2 mRNA水平在血吸虫尾蚴感染小

鼠的第12周和第24周均降低. Uemura et al [9]研

究显示, Smad3增加HSC纤维蛋白和Ⅰ型胶原

的沉积, Smad2增加HSC的增生. 本实验发现, 
血吸虫肝纤维化时, 小鼠肝脏TGF-β1含量增加, 
Smad2 mRNA表达增加, 这与Zhang et al的研

究结果不符, 可能是实验所用的小鼠种系不同. 
我们的研究显示, 血吸虫肝纤维化时, Smad7 
mRNA表达降低, 这与曾军 et al研究结果一致. 
吡喹酮和芦荟大黄素的联合治疗可降低小鼠肝

脏TGF-β1含量, 使小鼠肝脏Smad2 mRNA表达

降低, 并且增高小鼠肝脏Smad7 mRNA的表达. 
在肝脏损害中, Smad7对TGF-β信号通路的负

反馈调节对肝细胞起到保护作用[10]. 以上这些

提示: 吡喹酮和芦荟大黄素的联合治疗可能通

过影响TGF-β/Smad信号通路发挥抗肝纤维化

作用. 
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表 4 各组小鼠肝脏组织Ⅰ、Ⅲ型胶原表达 (mean±
SD)

     
分组                           Ⅰ型胶原                   Ⅲ型胶原  

正常对照组        0.0811±0.0004        0.0702±0.0003

实验对照组        0.2235±0.0218b       0.1925±0.0187b

吡喹酮组           0.1895±0.0232bd      0.1623±0.0192bd

吡喹酮+芦荟     0.1654±0.0212bde     0.1348±0.0186bde

大黄素组

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  实验对照组; eP<0.05 vs  吡

喹酮组.

■同行评价
本文设计合理, 统
计学方法应用恰
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对临床治疗会有
一定的指导价值.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of Danhong 
Injection on pancreatic injury and the expression 
of endothelin-1 (ET-1), endothelial nitric oxide 
synthase (eNOS) and inducible nitric oxide 
synthase (iNOS) mRNAs in the pancreas in rats 
with severe acute pancreatitis (SAP).

METHODS: Ninety-six male Sprague-Dawley 
rats were randomly divided into normal control 
group(n = 32), SAP model group (n = 32) and 
Danhong Injection treatment group (n =32). The 

expression of eNOS, iNOS and ET-1 mRNAs in 
the pancreas was determined by reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR). 
The contents of ET-1 and nitric oxide (NO) in 
the blood were detected by radioimmunoassay 
(RIA) and nitrate reductase method (NRM), re-
spectively. Pancreatic pathological changes were 
observed and scored. 

RESULTS: Compared with the SAP model 
group, the expression levels of ET-1 and iNOS 
mRNAs decreased significantly (ET-1: 4 h: 0.31 ± 
0.15 vs 0.58 ± 0.17, 8 h: 0.45 ± 0.16 vs 0.72 ± 0.31, 
12 h: 0.73 ± 0.19 vs 1.19 ± 0.28, 24 h: 0.64 ± 0.26 vs 
0.92 ± 0.36; iNOS: 4 h: 0.32 ± 0.10 vs 0.65 ± 0.11, 8 
h: 0.36 ± 0.14 vs 0.73 ± 0.08, 12 h: 0.43 ± 0.07 vs 0.87 
± 0.15, 24 h: 0.32 ± 0.06 vs 0.82 ± 0.16, all P < 0.05), 
the expression levels of eNOS mRNA increased 
significantly (4 h: 0.55 ± 0.12 vs 0.25 ± 0.11, 8 h: 
0.53 ± 0.10 vs 0.27 ± 0.12, 12 h: 0.60 ± 0.12 vs 0.24 
± 0.10, 24 h: 0.56 ± 0.13 vs 0.28 ± 0.16, all P < 0.05), 
and pancreatic pathological scores decreased 
significantly (12 h: 4.73 ± 1.29 vs 7.19 ± 1.28, 24 
h: 5.64 ± 1.26 vs 8.92 ± 2.16, both P < 0.05) in the 
Danhong Injection treatment group. 

CONCLUSION: Danhong Injection could de-
crease the expression of iNOS and ET-1 genes, 
increase the expression of eNOS gene in the pan-
creas, and alleviate pancreatic injury in rats with 
severe acute pancreatitis. 

Key Words: Acute pancreatitis; Nitric oxide syn-
thase; Nitric oxide; Endothelin-1; Gene
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nitric oxide synthase and inducible nitric oxide synthase 
mRNAs in the pancreas in rats with severe acute 
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摘要
目的: 探讨重症急性胰腺炎(SAP)大鼠胰腺组
织中内皮素-1(ET-1)、内皮型一氧化氮合酶
(eNOS)及诱生型一氧化氮合酶(iNOS)基因的

®

■背景资料
在重症急性胰腺
炎 ( S A P ) 的 发 生
过程中, 微循环障
碍是重要的作用
机 制 之 一 .  而 在
舒缩血管的活性
介质中, 以ET-1为
代表的缩血管介
质和 N O、P G I 2
代表的舒血管介
质起着不同的调
节作用. 传统观点
认为, 在脏器微循
环障碍的发生过
程中由于早期缩
血管物质作用过
强、舒血管介质
不足加重了微循
环的损害. 

■同行评议者
姜慧卿, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化科; 唐文
富, 副教授, 四川
大学华西医院中
西医结合科
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表达与胰腺组织损伤的关系以及中药丹红注
射液对其基因表达的影响.

方法: 96只SD雄性大鼠分为对照组(A组)、
SAP模型组(B组)及丹红治疗组(C组); 用RT-
PCR分别检测不同时间点各组大鼠胰腺组织
中ET-1、eNOS及iNOS基因的表达; 分别用放
射免疫法、硝酸还原酶法测不同时间点各组
大鼠测血液中ET-1、NO浓度; 观察各组不同
时间点的胰腺组织病理变化, 并对胰腺组织损
伤进行评分. 

结果: 与B组比较, C组可明显降低胰腺组织
各时间点ET-1、iNOS基因的表达(ET-1: 4 h: 
0.31±0.15 vs  0.58±0.17, 8 h: 0.45±0.16 vs  
0.72±0.31, 12 h: 0.73±0.19 vs  1.19±0.28, 24 
h: 0.64±0.26 vs  0.92±0.36; iNOS: 4 h: 0.32
±0.10 vs  0.65±0.11, 8h: 0.36±0.14 vs  0.73±
0.08, 12 h: 0.43±0.07 vs  0.87±0.15, 24 h: 0.32
±0.06 vs  0.82±0.16, 均P <0.05), 上调eNOS
基因的表达(4 h: 0.55±0.12 vs  0.25±0.11, 
8 h: 0.53±0.10 vs  0.27±0.12, 12 h: 0.60±
0.12 vs  0.24±0.10, 24 h: 0.56±0.13 vs  0.28±
0.16, 均P <0.05). 且可明显降低C组大鼠12、
24 h时间点胰腺病理评分(12 h: 4.73±1.29 vs  
7.19±1.28, 24 h: 5.64±1.26 vs  8.92±2.16, 均
P <0.05).

结论: 丹红注射液可下调重症急性胰腺炎大
鼠胰腺组织中ET-1与iNOS基因的表达, 上调
eNOS基因的表达, 改善胰腺组织病理损伤. 

关键词: 急性胰腺炎; 一氧化氮合酶; 一氧化氮; 内

皮素; 基因
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acu te pancrea t i t i s, 
SAP)是消化内科急腹症, 在SAP病程中、以及

由SAP并发的全身炎症反应综合征(sys temic 
inflammatory response syndrome, SIRS)及多

器官衰竭(multiple organs failure, MOF)过程

中 ,  胰腺和其他脏器的微循环障碍起了重要

作用 .  引起微循环障碍血管活性介质包括缩

血管介质和舒血管介质 ,  前者主要以内皮素

(endothelin, ET-1)为代表, 后者主要有一氧化氮

(nitric oxide, NO)、缓激肽等. ET-1使胰腺微血

管痉挛, 减少胰腺血流, ET-1还与胰腺腺泡ET-1
受体结合, 使腺泡细胞内钙超载, 损伤胰腺细

胞, 引起腺泡坏死. 在生理状态下, NO由内皮型

一氧化氮合酶(endothelial nitric oxide synthase, 
eNOS)合成, 此时NO具有松弛血管平滑肌细胞, 
抑制白细胞黏附和血小板凝聚, 对脏器有保护

作用. 在病理状态下, 由诱生型一氧化氮合酶

(inducible nitric oxide synthase, iNOS)合成的

NO占血液中NO的绝大多数, 过量NO的使脏器

毛细血管过度扩张, 微循环淤血, 毛细血管通透

性增高, 血管平滑肌对缩血管物质的反应性降

低等, 引起严重的低血压和循环衰竭. 本研究

旨在探讨不同时间点SAP大鼠胰腺组织ET-1、
eNOS、iNOS基因表达、血清ET-1、NO浓度

与胰腺组织损伤之间的关系, 以及应用中药丹

红注射液对SAP大鼠胰腺组织ET-1、eNOS、
iNOS基因表达和血清ET-1、NO浓度的影响以

及对胰腺损伤的防治作用.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂健康SD大鼠96只, 体质量250-300 g, 
由南通大学实验动物中心提供. L -精氨酸(250 
g/L)购自上海第一生化制药厂产品(国药准字

H31020517). 丹红注射液采用济南步长制药有限

公司生产的制剂(国药准字Z20026866). 丹红注

射液是由丹参和红花2味药物组成, 其中含丹参

素为8.3 g/L, 原儿茶醛为1.3 g/L, 丹参酚酸B为6.4 
g/L, 总黄酮5.0 g/L.
1.2 方法 
1.2.1 造模及给药方法: 将96只清洁级SD大鼠随

机分为3组, 即正常对照组(A组), SAP组(B组)和
治疗组(C组), 实验前禁食12 h, 自由饮水. B、C
组造模按照文献介绍方法给予腹腔注射25 g/L
浓度L -精氨酸(剂量3.2 g/kg质量)2次, 间隔1 h[1-2], 
B组于第2次注射L -精氨酸后1 h按照文献[3]报
道予以肌注丹红注射液1.6 mL/(kg·d), 分2次, 间
隔3 h. 对照组动物肌注等量的生理盐水. 每组于

注射L -精氨酸诱导SAP模型后术后4, 8, 12, 24 h 
4个时间点采用断颈法各处死动物8只, 开腹腔

提取胰腺组织.
1.2.2 光镜检查: 取胰腺头部组织于40 g/L多聚

甲醛固定, 石蜡包埋、切片及HE染色, 由病理

科医师按照Rongione[4]评分法对胰腺组织病理

进行双盲评分: (1)水肿: 0 = 缺少; 1 = 于叶间隔

部水肿; 2 = 小叶间间隔部水肿; 3 = 腺泡间隔

部水肿; 4 = 细胞间间隔部水肿; (2)炎症浸润: 

■研发前沿
在SAP的发生、
发 展 过 程 中 ,  血
清中ET-1和NO的
浓度如何随病程
发 展 而 变 化 ,  其
基因表达与血清
浓度、病理损害
之 间 关 系 如 何 ? 
目前尚无系统的
研究 ,   探索各个
途径的作用及其
相互关系是SAP
微循环损害的热
点、重点问题和
难点问题之一.
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0 = 缺少; 1 = 位于导管边缘; 2 = 于小叶实质内

(<50%); 3 = 于小叶实质内(51%-75%); 4 = 于小

叶实质内(>75%); (3)空泡形成; 0 = 缺少; 1 = 导
管周围(<5%); 2 = 灶发性(5%-20%); 3 = 扩散性

(21%-50%); 4 = 广泛严重性(>50%); (4)坏死: 0 = 
缺少; 1 =1-4/HPF; 2 = 5-10/HPF ; 3 = 11-15/HPF; 
4 ≥16/HPF. 每只大鼠的胰腺组织病理评分为以

上4 项评分相加后的分值.
1.2.3 血清ET-1、NO检测: 血清ET-1浓度采用放

射免疫法(radioimmunoassay, RIA)测定, 仪器为

CAP-16型放免仪, 放免试剂盒由北京北方生物

技术研究所提供, NO采用硝酸还原酶法(nitrate 
reductase method, NRM)测定, 试剂盒由南京建

成生物工程研究所提供, 按照说明书的方法测

定NO.
1.2.4 RT-PCR检测: 胰腺组织内ET-1、eNOS和
iNOS-mRNA表达的检测采用RT-PCR(reverse 
transcription-PCR)法检测. 引物序列见表1. 引物

由百奥生物技术(南通)有限公司实验室合成. 采
用两步法RT-PCR, 取5 μL PCR产物跑1.0%琼脂

糖电泳利用凝胶分析软件(Image J), 计算检测基

因与β-actin的积分吸光度(A )比值来表示目的基

因的表达量.
统计学处理 应用SAS V8.0统计软件包进

行数据处理, 所有数据均用mean±SD来表示, 
经Levene方差齐性分析, 若方差齐, 采用完全

随机设计多组均数比较的方差分析(analysis of 
variance), 两两比较行S-N-K检验, 取P <0.05为差

异有统计学意义.

2  结果

2.1 胰腺病理改变 A组大鼠胰腺组织未见明显异

常病变; B组大鼠胰腺出现出血坏死, 多为凝固

性坏死, 残留腺泡呈孤立性分布, 腺管坏死; C组
病理改变明显减轻, 胰腺细胞轻度变性水肿, 问
质血管扩张、充血、小叶间隔增宽, 少许炎症

细胞浸润(表2, 图1).
2.2 各组胰腺组织ET-1、eNOS和iNOS mRNA表

达 B组ET-1 mRNA在SAP诱发后4 h即明显表达, 
病程8, 12 h继续升高并且到达顶点, 至24 h有所

降低, 但是仍高于相同时间点A组ET-1 mRNA的

表达(P <0.05). 和B相比, C组大鼠的胰腺病理改

变明显减轻, 胰腺各时间点ET-1 mRNA表达明

显下调(P <0.05), 与A组比较, B组eNOS mRNA表

达明显降低(P <0.05), 而B组iNOS mRNA的表达

则随病程延长逐渐上调, 至12 h达高峰, 但24 h有
所下降, 但仍明显高于对照组(P <0.05), 经治疗

后, C组各时间点iNOS mRNA较B组下调, 差异

有统计学意义(P <0.05, 表3, 图2).
2.3 各组血清ET-1、NO浓度 B组血清ET-1在4 h
开始升高, 病程12 h到达顶点, 24 h时仍处于较

高水平, 各时间点较A组ET-1浓度明显升高, 差
异有统计学意义(P <0.05). 和B相比, C组大鼠

各时间点血清ET-1浓度降低, 差异有统计学意

义(P <0.05). A组各时间点血清NO处于较低水

平; B组各时间点血清NO浓度较A组明显升高

(P <0.05); 经治疗后, C组各时间点NO较B组明显

降低, 差异有统计学意义(P <0.05, 表4-5).

3  讨论

在SAP的病因和发病机制中, 目前还有很多不

表 1 ET-1、eNOS和iNOS引物序列及长度

     
分组                                           引物序列                  基因    NCBI库号               长度 (bp)

eNOS-F'  AAGACCGATTACACGACATTG             eNOS NM_021838   278 

eNOS-R'  AGTGACATCACCGCAGACA   

iNOS-F'  CAGTTCTGTGCCTTTGCTCA                iNOS NM_012611   309 

iNOS-R'  CATGGTGAACACGTTCTTGG   

ET1-F'  TTCTCTCTGCTGTTTGTGG  ET1 NM_012548   587 

ET1-R'  CAATGTGCTCGGTTGTG   

Rn-actin-F' GAGAGGGAAATCGTGCGTGAC            β-actin NM_031144   453 

Rn-actin-R' CATCTGCTGGAAGGTGGACA   

表 2 各组胰腺组织病理学评分结果 (mean±SD)

     
分组         4 h                  8 h                 12 h              24 h

A组  0.38±0.18   0.35±0.12   0.34±0.16   0.40±0.15    

B组  3.58±0.47a  4.72±1.41a  7.19±1.28a  8.92±2.16a    

C组  3.31±0.15   4.25±1.16   4.73±1.29c  5.64±1.26c

aP<0.05 vs  A组; cP<0.05 vs  B组.

■相关报道
C h e n  e t  a l 使用
血小板活化因子
(PAF)拮抗剂改善
脏器灌注, 并认为
PA F拮抗剂能够
有效减轻全身和
局部炎症反应, 改
善患者预后. Jung 
et al使用活血化淤
的中药制剂可以
改善急性胰腺炎
动物模型和患者
血清ET-1浓度, 改
善患者临床症状
和预后.
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明原因, 确切机制还不完全清楚[5]. 包括细胞凋

亡、微循环障碍、凝血机制障碍等多种机制参

与了SAP的病程[6], 并且容易导致SIRS和MOF
的发生[7-8]. SAP微循环发生障碍时, 缩血管介质

和舒血管介质两类血管活性物质起了主导作用. 
缩血管介质主要以ET-1为代表, 舒血管介质主

要有NO、缓激肽等. ET-1是由内皮细胞合成的

缩血管介质, 是反映内皮功能的有效指标. ET-1
参与了AP微循环障碍的发生, 其作用机制包括

血管收缩、缺血-再灌注损伤、毛细血管通透性

增加、血液流变学改变、影响白细胞-内皮细胞

相互作用等多个方面. 首先ET-1作用于血管平滑

肌上的受体, 通过信号传导使细胞内Ca2+浓度升

高, 引起血管收缩减少微循环灌注. 其次, ET-1
可使胰腺毛细血管通透性增加, 毛细血管渗漏

增多. 一方面使血液浓缩、红细胞比积增大、

血液黏度升高造成血液流变学变化, 使血小板

容易发生聚集, 形成微血栓, 造成微循环血液淤

滞[9]. 另一方面使组织水肿, 毛细血管数目相对

减少而造成功能性毛细血管密度降低、组织供

A B C

D E F

G H I

J K L

图 1 大鼠胰腺病理检查. A组: A-D; B组: E-H; C组: I-L. A, E, I: 4 h; B, F, J: 8 h; C, G, K: 12 h; D, H, L: 24 h.

■创新盘点
本研究从SAP时
大鼠胰腺组织不
同时间点的形态
学、血清生化指
标与血管活性介
质基因的表达等
方面探讨了胰腺
组织损害程度与
血管活性介质基
因表达之间的关
联性, 证实使用丹
红注射液治疗SAP
时的抗氧化、改
善微循环与对包
括胰腺在内多脏
器的保护作用, 为
SAP的临床治疗提
供了指导.
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氧不足[10]. 针对微循环障碍的治疗目前有不同

的观点[11]. 晚近有人主张使用血小板活化因子

(platelet-activating factor, PAF)拮抗剂改善脏器

灌注, 并认为PAF拮抗剂能够有效减轻全身和局

部炎症反应, 改善患者预后[12-13], 但是确切疗效

还有待进一步验证. 动物实验[14-16]和临床研究[17]

表明, 使用活血化淤的中药制剂可以改善急性

胰腺炎动物模型和患者血清ET-1浓度, 改善患者

临床症状和预后. 本研究结果表明, SAP组大鼠

胰腺组织ET-1 mRNA在SAP诱发后4 h即明显表

达, 病程8, 12 h ET-1 mRNA表达继续升高并且

到达顶点, 至病程24 h ET-1 mRNA的表达有所

降低, 但是仍高于同一时间点正常对照组ET-1 
mRNA的表达(P <0.05), 血清ET-1浓度也呈现类

似改变. 和SAP组相比, 治疗组大鼠的胰腺病理

改变明显减轻, 胰腺各时间点ET-1 mRNA表达

明显水平下调、血清ET-1浓度降低(P <0.05), 表
明丹红注射液对SAP大鼠胰腺组织有一定治疗

作用, 其发挥作用的可能机制之一在于通过下

调ET-1 mRNA表达, 减少ET-1的大量生成而发

挥其保护作用. 
N O是目前公认的一种信息传递分子 ,  在

生理状态下和各类急、慢性疾病中的作用日

益受到人们的关注. N O S有3种亚型: 神经型

表 4 各组动物血中ET-1浓度 (mean±SD, μmoL/L)

     
分组                   4 h                                 8 h                                     12 h                                   24 h

A组   85.66±11.02                 90.02±15.23                 89.52±14.06                 87.82±17.85         

B组 197.13±25.71a              205.43±35.31a              245.31±41.57a              235.62±40.13a

C组 123.13±13.76c              135.43±23.22c              144.34±31.41c              140.32±17.51c

aP<0.05 vs  A组; cP<0.05 vs  B组.

表 3 各组胰腺组织ET-1、eNOS和iNOS mRNA表达 (mean±SD)

     
分组

                                             基因表达水平                                 

                                 4 h                        8 h                              12 h                                  24 h

ET-1/β-actin   

    A组  0.18±0.08                0.21±0.09                 0.20±0.06                   0.20±0.05    

    B组  0.58±0.17a               0.72±0.31a                1.19±0.28a                  0.92±0.36a    

    C组  0.31±0.15c               0.45±0.16c                0.73±0.19c                  0.64±0.26c    

eNOS/β-actin  

    A组  0.67±0.16                0.68±0.13                 0.71±0.18                   0.70±0.21    

    B组  0.25±0.11a               0.27±0.12a                0.24±0.10a                   0.28±0.16a    

    C组  0.55±0.12c               0.53±0.10c                0.60±0.12c                  0.56±0.13c    

iNOS/β-actin  

    A组  0.17±0.07                0.12±0.08                 0.16±0.11                   0.20±0.09    

    B组  0.65±0.11a               0.73±0.08a                0.87±0.15a                  0.82±0.16a    

    C组  0.32±0.10c               0.36±0.14c                0.43±0.07c                  0.32±0.06c

aP<0.05 vs  A组; cP<0.05 vs  B组.

表 5 各组动物血中NO浓度 (mean±SD, μmoL/L)

     
分组                     4 h                                   8 h                                   12 h                                   24 h

A组     65.73±12.08                72.21±21.09                69.20±11.06               77.32±19.15         

B组   167.23±22.21a             185.12±28.34a             205.37±31.28a            195.92±22.36a

C组   110.57±19.31c             125.33±22.51c             134.18±30.71c            100.13±15.91c

aP<0.05 vs  A组; cP<0.05 vs  B组.

■应用要点
丹红注射液可下
调重症急性胰腺
炎大鼠胰腺组织
中ET-1与iNOS基
因 的 表 达 ,  上 调
e N O S 基 因 的 表
达, 改善胰腺组织
病理损伤.
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NOS(neuronal NOS, nNOS)、iNOS、eNOS. 
eNOS为Ca2+依赖型, 主要位于内皮细胞eNOS; 
iNOS为非Ca2+依赖型, 主要位于巨噬细胞、嗜

中性白细胞、内皮细胞及上皮细胞[18]. 各种组

织中的iNOS在生理状态下很少表达, 甚至不可

用生物技术和免疫组织化学方法检测出来. 在
iNOS基因的启动子或增强子区域有NF-κB的特

异性结合位点. 脂多糖、内毒素、细胞因子、

炎症介质、损伤、缺血、紫外线等因素可将

NF-κB激活, NF-κB在转录水平参与iNOS表达

的调控, 使iNOS mRNA迅速表达合成大量的

iNOS[19]. iNOS编码基因被激活后可长时间内

表达iNOS mRNA, 产生的NO是eNOS产生的

100-1000倍. 在病理状态下, NO的大量生成可

引起毛细血管过度扩张, 微循环淤血, 毛细血管

通透性增高, 血管平滑肌对缩血管物质的反应

性降低等, 引起严重的低血压和循环衰竭. 另外, 
NO是自由基, 当形成OO-NO-时具有严重的细胞

毒性作用. 本实验的研究结果显示, SAP组大鼠

胰腺组织各时间点eNOS mRNA均低表达, 与正

常对照组同时间点eNOS mRNA的表达比较差

异有统计学意义(P <0.05). 与SAP组相比, 治疗组

大鼠的胰腺各时间点eNOS mRNA表达明显上

调(P <0.05), SAP时胰腺组织iNOS mRNA表达随

时间变化明显上调, 12 h达高峰, 在24 h均处于较

高表达水平, 明显高于对照组(P <0.05), 且与血

清NO浓度、胰腺组织损害程度评分呈正相关, 
表明SAP时过量NO细胞毒性作用可能加剧了

胰腺组织损害. 由此提示, 由iNOS诱导产生过量

NO可能是造成急性坏死性胰腺炎的重要因素之

一. 本实验的研究结果还发现, 与SAP组相比, 治
疗组的胰腺组织各时间点iNOS mRNA的表达明

显下调(P <0.05). 丹红注射液的活性成分具有多

种生物作用, 除了改善微循环、减少病变部位

的缺血缺氧状态外, 还具有很强的抗氧化活性

和抗自由基活性, 其保护作用可能与下调SAP大
鼠胰腺组织NF-κB的表达进而抑iNOS mRNA的

表达有关[20]. 丹红注射液对L -精氨酸诱导的SAP
大鼠胰腺组织具有较好的防治作用.
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Abstract
AIM: To inves t iga te the s ign i f i cance o f 
hepatocyte paraffin-1 (Hep Par-1), cluster of 
differentiation 34 (CD34) and cytokeratin (CK) 
expression in the diagnosis of alpha-fetoprotein-
negative hepatocellular carcinoma (AFP(-)HCC) 
and in the differential diagnosis among AFP(-) 
HCC, intrahepatic cholangiocellular carcinoma 
(ICC) and metastatic adenocarcinoma (MAC).

METHODS: Paraffin-embedded surgical specimens 
were collected from 70 AFP(-)HCC patients, 6 ICC 
patients and 24 MAC patients at Nantong Tumor 
Hospital from 1989 to 2007. All specimens were 
stained immunohistochemically for Hep Par 1, 

CD34 and CK. 

RESULTS: There were statistically significant 
differences in the positive expression rates 
of Hep Par 1 and CD34 in AFP(-)HCC, ICC 
and MAC (Hep Par 1: χ2 = 50.7937, 9.5745 and 
37.4532, respectively; CD34: χ2 = 67.0330, 9.9836 
and 49.3927, respectively; all P < 0.01). Signifi-
cant differences were also noted in the positive 
expression rates of Hep Par 1, CD34, CK20 and 
CK19 between poorly and well differentiated 
AFP(-)HCC (all P < 0.01 or 0.05). The accuracy, 
sensitivity and specificity of combined immuno-
histochemical detection of Hep Par 1, CD34 and 
CK in the differential diagnosis among AFP(-) 
HCC, ICC and MAC were 90.7%, 89.8% and 
93.3%, respectively. 

CONCLUSION: Combined detection of Hep Par 
1, CD34 and CK can improve the accuracy of 
diagnosis of AFP(-)HCC and of differential diag-
nosis among AFP(-)HCC, ICC and MAC. 

Key Words: AFP-negative hepatocellular carcinoma; 
Hepatocyte paraffin-1; CD34; Cytokeratin; Immu-
nohistochemistry

Zhang T, Chen XD, He S, Wang QC. Significance of 
hepatocyte paraffin-1, cluster of differentiation 34 and 
cytokeratin in the diagnosis of alpha-fetoprotein-negative 
hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(27): 2791-2797

摘要
目的: 探讨Hep Par 1、CD34及Cytokeratin在
血清[AFP(-)HCC]诊断及其在ICC、MAC鉴别
诊断中的意义. 

方法: 选取南通市肿瘤医院1989-2007年手
术切除的70例[AFP(-)HCC]、6例ICC及24
例M A C的石蜡标本 ,  免疫组织化学染色法
检测Hep Par 1、CD34及Cytokeratin在血清
[AFP(-)HCC]中的表达.  

结果: Hep Par 1、CD34在血清AFP(-)HCC、
I C C及M A C中的表达差异性均具有显著统
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■背景资料
血 清 甲 胎 蛋 白
(AFP)目前是诊断
原发性肝细胞癌
的首选血清标志
物. 但近年来发现
血清AFP阴性肝
癌有增多趋势, 尚
有其他肿瘤可出
现血清AFP升高, 
进一步增加了血
清AFP阴性肝癌
的漏诊率和误诊
率 .  选取HCC和
I C C 一线抗体并
优化组合成诊断
谱有助于提高血
清AFP阴性肝癌
诊断与鉴别诊断
的正确率. 

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室



计学意义(Hep Par 1: χ2 = 50.7937、9.5745
及37.4532; CD34: χ2 = 67.0330、9.9836及
49.3927, 均P <0.01). 在分化不良组与分化较
好组血清AFP(-)HCC中表达差异性的比较中, 
Hep Par 1与CD34、CK20、CK19的表达均有
统计学意义(P <0.01或0.05). 联合应用Hep Par 
1、CD34对AFP(-)HCC与ICC、MAC的鉴别
诊断评价准确度、灵敏度及特异度分别为: 
90.7%、89.8%及93.3%. 

结 论 :  联 合 应 用 H e p  P a r  1、C D 3 4 及
Cytokeratin可提高血清AFP(-)HCC的诊断准
确率及其与ICC、MAC的鉴别诊断准确率, 为
临床治疗方案的选择与预测评估提供了病理
依据. 

关键词: 血清AFP阴性肝细胞肝癌; Hep Par 1; 

CD34; Cytokeratin; 免疫组织化学

张婷, 陈旭东, 何松, 王旗春. Hep Par 1、CD34及Cytokeratin

在血清AFP阴性肝细胞肝癌诊断中的应用. 世界华人消化杂志  

2009; 17(27): 2791-2797
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0  引言

当肝细胞肝癌(h e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o m a, 
H C C)血清A F P呈阴性 (以A F P<10 μ g/L为

A F P(-)H C C)或病理类型不确定(如低分化或

透明细胞型H C C)时 ,  H C C的诊断及其与肝

内胆管细胞癌(intrahepatic cholangiocellular 
carcinoma, ICC)、肝转移性腺癌(metastat ic 
adenocarcinoma, MAC)等的鉴别诊断就成为外

科病理诊断中的难题. 
Hep Par 1是目前肝细胞分化标志物中较

敏感和特异的标志物, 在HCC中呈胞质颗粒染

色[1]. 但Hep Par 1在低分化HCC中表达率不高, 
而低分化HCC更易与低分化ICC、MAC混淆. 
CD34在HCC中呈微血管均匀染色, 而在ICC和
MAC中呈微血管不均染色[2]. Cytokeratin(CK)
家族的CK7、CK19是ICC与HCC鉴别诊断的标

志物[3-4]. 
本研究通过联合应用H e p P a r 1、C D34

及C K家族 ,  探讨这3类免疫组织化学标记在

AFP(-)HCC及ICC、MAC鉴别诊断中的意义, 
为AFP(-)HCC及ICC、MAC的临床治疗方案

的选择和预测评估提供病理依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取南通市肿瘤医院1989-2007年手术
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切除的70例AFP(-)HCC、6例ICC及24例MAC(分
别来源于6例肺腺癌、6例肾透明细胞癌、6例胃

腺癌、6例卵巢透明细胞癌)的石蜡标本, 每例切

4 μm切片, 分别作HE染色及免疫组织化学标记, 
重新阅片观察. 
1.2 方法 
1.2.1 H E染色:  石蜡组织连续切片 ,  常规H E
染色、封片 .  结果判断 :  根据病理分化分级

(Edmondson-Steiner分级), 分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ及Ⅳ

级. 将I、Ⅱ级作为分化较好组, 将Ⅲ、Ⅳ级作为

分化不良组. AFP(-)HCC镜下组织学形态显示瘤

细胞胞质有大量糖原或脂质积蓄呈透明状, 则
诊断为AFP(-)HCC透明细胞亚型. 
1.2.2 免疫组织化学染色: 免疫组织化学染色

采用SP法. 实验操作按试剂盒说明进行, DAB
显色, 以PBS代替第一抗作阴性对照, 用已知

阳性切片作阳性对照 .  即用型鼠单克隆抗体

Hep Par 1、即用型鼠抗CD34 mAb、即用型

兔抗人CK20 mAb、即用型兔抗人CK19多克

隆抗体、即用型鼠抗人mAb CK7、SP即用型

试剂盒和D A B显色试剂盒均由北京中杉金桥

生物技术有限公司提供. 免疫组织化学结果判

断: Hep Par 1在HCC中呈胞质均匀棕黄色颗粒

染色; CD34在HCC中呈微血管长条状或分支

状染色, 管壁纤细、管腔狭窄、分布均匀弥漫

(如呈血管不均匀染色则判断为阴性); CK7、
CK19、CK20呈胞质均匀棕黄色颗粒染色. 染
色结果观察采用双盲法, 由两位病理科医生在

不知病理分级与临床资料的情况下阅片, 每个

切片观察5个视野(400倍)计算阳性细胞数, 计
算总细胞数不少于1000个, 按阳性细胞所占百

分数分为: 阳性细胞率<5%为阴性(-), >5%为

阳性(+). 
统计学处理 应用Stata 10.0统计软件对计数

资料进行四格表χ2检验. 统计结果以P <0.05为有

统计学差异, P <0.01为有显著统计学差异. 以准

确度、灵敏度、特异度、阳性预测值、阴性预

测值、Youden指数作为诊断价值的评价指标. 

2  结果

2.1 Hep Par 1、CD34及CK在AFP(-)HCC中的表

达 Hep Par 1呈胞质颗粒状染色(表达率82.9%); 
CD34呈血管均匀染色(表达率87.1%); CK家族

多呈阴性(CK7、CK20、CK19的表达率分别为

31.4%、10.0%和20.0%(表1-2, 图1).
分化不良组与分化较好组比较, Hep Par 1的

www.wjgnet.com

■研发前沿
HCC的早期诊断
近年来成为临床
医学研究热点之
一. 联合应用特异
性、敏感性及准
确性更强的HCC
血 清 学 指 标 ( 如
DcR3、 leptin、
V E G F 等 与 A F P
联用)、免疫组织
化学诊断谱(Hep 
Par  1、CD34、
CK家族、Raf-1
等 联 用 ) 及 基 因
家 族 蛋 白 标 志
物 ( A u r o r a - B、
s u r v i v i n 、
R A S S F 1 A 、
CYP3A5、Plk1
等)等多种诊断技
术已引起肿瘤学
界的高度重视. 
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表达率显著降低(P <0.01), CD34的表达率有所降

低(P <0.05); 而CK19、CK20的表达率有所升高

(P <0.05, 表3). 
Hep Par 1、CD34在AFP(-)HCC透明细胞亚

型中的表达率均较高(分别为87.0%和78.3%), 而
CK家族表达率均较低(CK7、CK20及CK19分别

为26.1%、4.4%和21.7%). 
2.2 Hep Pa r 1、CD34及CK在ICC中的表达 
Hep Par 1呈阴性; CD34部分呈血管不均染色; 
CK19、CK7呈胞质均匀棕黄色颗粒染色, CK20
有部分表达(表1-2, 图2).
2.3 Hep Par 1、CD34及CK在MAC中的表达 Hep 
Par 1在部分胃腺癌、肺腺癌中呈膜浆颗粒状染

色. CK7、CK19在胃腺癌、肺腺癌中呈胞质颗

粒状染色. CK19、CK20在肾透明细胞癌中呈胞

质颗粒状染色. CD34在MAC中均呈血管不均染

色(表1-2, 图3).
此外, Hep Par 1、CD34在AFP(-)HCC透

明细胞亚型与肾透明细胞癌、卵巢透明细胞

癌的表达具有显著性差异(P <0.01, χ2值分别为

19.1020, 16.3429). 
联合应用Hep Par 1与CD34对AFP(-)HCC与

ICC、MAC的灵敏度比单独使用单一标志物有

所增高(表4).

3  讨论

AFP是临床上诊断原发性HCC最常用的肿瘤标

志物之一, 在肝癌普查、早期诊断和疗效判定

等方面发挥着重要作用. 通过血清AFP检测HCC
的诊断率约为70%, 但是仍有30%左右的HCC血

表 3 Hep Par 1、CD34、CK在不同病理分化分级AFP(-)HCC中的表达 (n  = 70)

     
   分化较好组     分化不良组

                           Ⅰ(n  = 9) 　       Ⅱ(n  = 44)      Ⅰ、Ⅱ(n  = 53)         Ⅲ(n = 11)         Ⅳ(n = 6)    Ⅲ、Ⅳ(n = 17)      χ2值    P 值

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

Hep Par 1       9(100)     0     39(88.6)     5     48(90.6)      5       8(72.7)     3     2(33.3)   4   10(58.8)     7      9.1305   <0.01

CD34               9(100)     0     40(90.9)     4     49(92.5)      4       7(63.6)     4     5(83.3)   1   12(70.6)     5      5.4920   <0.05

CK7               2(22.2)    7     15(34.1)    29     17(32.1)    36      3(27.3)     8     2(33.3)   4     5(29.4)   12      0.0424   >0.05

CK20             1(11.1)    8       2(4.5)      42       3(5.7)      50      2(18.2)     9     2(33.3)   4     4(23.5)   13      4.5665   <0.05

CK19             1(11.1)    8       6(13.6)    38       7(13.2)    46      4(36.4)     7     3(50.0)   3     7(41.2)   10      6.2930   <0.05

表 1 Hep Par 1、CD34及CK分别在AFP(-)HCC、ICC及MAC中的染色 (n = 100)

     
  

AFP(-)HCC  ICC
          MAC   

                                                                                          肾透明细胞癌       卵巢透明细胞癌           胃腺癌            肺腺癌

Hep Par 1        胞质          -           -         -              膜浆+/-           膜浆+/-

CD34   血管均匀     -           -         -                    -                           -

CK7      +/-  胞质         +/-     胞质                  胞质              胞质

CK20     +/-  +/-         胞质         -                    -                  -

CK19     +/-  胞质         胞质         -                  胞质              胞质

-: 阴性; +/-: 阳性表达或阴性.

表 2 Hep Par 1、CD34及CK分别在AFP(-)HCC、ICC及MAC中的表达 (n  = 100)

     
          AFP(-)HCC (n = 70) 　 ICC (n = 6) 　                         MAC (n = 24)　

　             +(%)          -      χ2值        P 值     +(%) -        χ2值            P 值           +(%)        -          χ2值  P 值

Hep Par 1         58(82.9)     12      50.7937    <0.01     0(0)         6     9.5745     <0.01       2(8.3)     22     37.4532    <0.01

CD34        61(87.1)       9   67.0330     <0.01     0(0)         6     9.9836     <0.01       0(0)        24     49.3927    <0.01

CK7        22(31.4)     48     19.9448     <0.01     5(83.3)    1     3.5815     >0.05     19(79.2)     5     13.9846    <0.01

CK20          7(10.0)     63       0.2383     >0.05     2(33.3)    4     3.2520     >0.05       2(8.3)      22 0.2294    >0.05

CK19        14(20.0)     56   28.9289     <0.01     5(83.3)    1     5.8785     <0.05     18(75.0)     6     19.5624    <0.01

■相关报道
丛文明 et al 发现
H C C 的 一 线 抗
体由Hep Par 1和
CD34组成, 二线
抗 体 由 p C E A 和
A F P 组 成 ;  I C C
的 一 线 抗 体 为
CK19, 二线抗体
为CA19-9. 由3种
一线抗体组合成
肝癌的核心免疫
组 织 化 学 谱 ,  酌
情 使 用 二 线 抗
体, 可以较好地对
HCC、 ICC和肝
MAC进行鉴别诊
断 .  而 此 诊 断 谱
在血清AFP阴性
HCC诊断及鉴别
诊断中的作用则
需要进一步研究. 



www.wjgnet.com

清AFP为阴性[5]. 有研究发现AFP检测HCC的敏

感性较低(70%左右), 特异性也较低(64%)[6], 因
此单独应用AFP诊断HCC容易造成漏诊和误诊. 
因此, 寻找阳性率高、特异性强的肝癌标志物

是当前肝癌研究的重要课题. 
Hep Par 1是1993年由美国Pittsburgh大学

Wennerbery et al以石蜡包埋肝组织作为抗原

而获得的一种单克隆抗体OCH1E5.2.10[7]. 文
献[1]报道Hep Par 1对HCC特异性和敏感性比

以往的抗体都高(Hep Par 1对HCC的敏感性为

75%-99%), 被认为是HCC器官特异性抗体. Chu 
et al [8]报道Hep Par 1在HCC中的表达率为92%. 
另有报道Hep Par 1免疫组织化学标记在HCC患
者的骨髓中也有所表达[9]. 丛文铭 e t al [10]报道

Hep Par 1对HCC的敏感性为83.7%、特异性为

96.7%, Hep Par 1除了在HCC中表达外, 还在50%
的胃腺癌、胃和胆囊的肝样腺癌、内胚窦及肝

母细胞瘤局灶性表达; 在结肠、肺、子宫颈、

卵巢、胰腺和膀胱腺癌也可局灶表达, 而在肾
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表 4 联合应用Hep Par 1与CD34对AFP(-)HCC与ICC、MAC的鉴别诊断评价 (%)

     
标志物         准确度     灵敏度             特异度               阳性预测值            阴性预测值     Youden指数

Hep Par 1    86.0(86/100)          82.9(58/70)         93.3(28/30)          96.7(58/60)          70.0(28/40)          76.2

CD34  91.0(91/100)          87.1(61/70)       100.0(30/30)        100.0(61/61)          76.9(30/39)          87.1

Hep Par 1+CD34 90.7(107/118)        89.8(79/88)         93.3(28/30)          97.5(79/81)          75.7(28/37)          83.1

图 1 Hep Par 1、CD34及CK19在AFP(-)HCC中的表达(SP×
200). A: Hep Par 1呈颗粒状染色; B: CD34呈微血管长条状

染色, 管壁纤细、管腔狭窄、弥漫分布; C: CK19呈阴性, 而

周围正常胆管呈强阳性.

A

B

C

图 2 Hep Par 1、CD34及CK19在ICC中的表达(SP×200). A: 

Hep Par 1呈阴性; B: CD34血管染色呈干枝状、稀疏杂乱; C: 

CK19呈胞质均匀棕黄色颗粒染色.

A

B

C

■创新盘点
本研究首次将免
疫组织化学诊断
谱用于血清AFP
阴性HCC的诊断
及 其 与 I C C、肝
MAC的鉴别诊断; 
并发现此诊断谱
有助于评估HCC
分化程度. 
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透明细胞癌、乳腺癌、黑色素瘤和间皮瘤不表

达. 我们的研究发现, Hep Par 1在部分胃腺癌、

肺腺癌中也有表达, 表明Hep Par 1对于HCC
的诊断并无绝对特异性. 这为Hep Par 1应用于

HCC诊断带来了一定困难. 
有研究发现Hep Par 1对于良恶性肝肿瘤是

比较敏感和特异的指标, 在ICC中几乎不表达[8,11]. 
但后来又有研究发现在某个患有HCC的特殊类

型纤维板层癌与ICC的患者, 其HCC与ICC的成

分都有Hep Par 1的表达[12]. 虽然Hep Par 1是鉴别

HCC、ICC及MAC较好的指标, 但不是所有的

Hep Par 1阳性的就是HCC或起源于肝细胞的肿

瘤[8,13-16]. 所以单独的Hep Par 1的诊断显得非常

单薄, 在本研究中我们对于HCC的诊断以及与

ICC及MAC的鉴别诊断联合了其他的标记. 
Hep Par 1的染色模式在分化较好的HCC

和分化较差的HCC中差别很大, 在分化较好的

HCC中可达到100%的肿瘤细胞染色, 而在部分

分化较差的HCC中只有<5%的肿瘤细胞染色, 这
一结果很容易引起假阴性[17], 在我们的研究中也

有此发现. 
CD34是血管源性肿瘤的特异性标志物之

一, 属于HCC相对特异性抗体. 据报道CD34在
HCC微血管中阳性表达, 呈特殊的长条状或分

支状、管壁纤细、管腔狭窄、分布均匀弥漫, 
而在ICC和MAC微血管中分布不均, 呈干枝状、

稀疏杂乱[11,18]. 我们研究发现CD34这种特殊表

达方式对于HCC的诊断具有一定的作用. 
CK家族属于ICC及MAC相对特异性抗体, 

有报道CK7、CK19是ICC与HCC鉴别诊断的标

志物[3-4]. 我们研究发现CK在HCC中多呈阴性, 
在部分ICC及MAC中有所表达, 这在HCC的鉴

别诊断中发挥了重要的作用. 
近年来国内外研究发现 ,  联合使用多种

HCC敏感性、特异性强的多种标志物可显著增

加HCC诊断与鉴别诊断正确率. 丛文铭 et al [10]报

道了HCC免疫组织化学谱, 一线抗体由Hep Par 
1和CD34组成, 二线抗体由pCEA和AFP组成; 
ICC的一线抗体为CK19, 二线抗体为CA19-9. 
由3种一线抗体组合成肝癌的核心免疫组织化

学谱, 酌情使用二线抗体, 可以较好地解决对

HCC、ICC和MAC之间的免疫病理诊断和鉴别

诊断. 
本研究通过探讨Hep Par 1、CD34及CK

免疫组织化学标记分别在AFP(-)HCC、ICC与

MAC中的表达, 表明联合应用这些标记可提高

AFP(-)HCC的诊断准确率及其与ICC、MAC的
鉴别诊断准确率, 为临床治疗方案的选择和预

测评估提供了病理依据. 
同时联合应用Hep Par 1、CD34及CK免疫组

织化学标记检测不同病理分化分级AFP(-)HCC, 
为不同病理分化分级AFP(-)HCC选择最佳免疫组

织化学标记组合. 我们的研究发现, AFP(-)HCC中
Hep Par 1、CD34的表达率随着肿瘤分化程度降

低而减低; 而CK19、CK20的表达率随着肿瘤分

化程度的降低而升高, 提示联合应用这些标记可

作为诊断AFP(-)HCC并确定其分化程度的一种重

要手段. 
在以往对于HCC鉴别诊断的研究中, ICC、

M A C作为对照组多为随机选择的癌组织, 大
多数根据HE形态即可明确ICC、MAC的诊断. 
本研究特别选择了较易与H C C混淆的低分化

图 3 Hep Par 1、CD34及CK7在ICC中的表达(SP×200). A: 

Hep Par 1在肝转移性胃腺癌中的表达, 呈膜浆颗粒状染色;  

B: CD34肝转移性胃腺癌中血管染色呈干枝状、稀疏杂乱;  

C: CK7在肝转移性胃腺癌呈胞质均匀棕黄色颗粒染色.

A

B

C

■应用要点
本研究选取HCC
和 I C C 一 线 抗 体
组合成诊断谱, 综
合比较了Hep Par 
1、CD34及CK家
族对血清AFP阴
性HCC与 ICC、
肝MAC鉴别诊断
的准确度、灵敏
度、特异度、阳
性预测值、阴性
预测值、Youden
指数; 选择了较易
与肝细胞癌混淆
的 低 分 化 I C C、
低分化肝MAC作
为对照组, 具有较
大的鉴别诊断实
用价值. 
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ICC、低分化肺腺癌及胃腺癌、低分化肾及卵

巢透明细胞癌等肝MAC作为对照组. 我们的研

究发现, Hep Par 1在AFP(-)HCC中呈胞质颗粒

状染色, 在部分MAC中(胃腺癌、肺腺癌)呈膜

浆颗粒状染色, 在ICC、肾透明细胞癌、卵巢透

明细胞癌中呈阴性; CD34在AFP(-)HCC中呈血

管均匀染色, 在ICC、MAC中均呈血管不均染

色; CK家族在AFP(-)HCC中多呈阴性, 在部分

ICC及MAC中呈胞质颗粒状染色. 我们还发现, 
Hep Par 1、CD34在AFP(-)HCC透明细胞亚型

与肾透明细胞癌、卵巢透明细胞癌的表达具有

显著性差异(P <0.01), 这对于AFP(-)HCC透明细

胞亚型与其他透明细胞肿瘤的鉴别具有重要的

实用价值. 
有研究发现, Hep Par 1、CD34的联合使

用不仅可以鉴别H C C与I C C、M A C, 有时候

Hep Par 1、CD34可以用于鉴别HCC与肝腺瘤

样肿瘤[19]. 
我们的研究发现, 联合应用Hep Pa r 1与

CD34对AFP(-)HCC与ICC、MAC的灵敏度比单

独使用单一标志物有所增高. 而CK家族的加入

使得ICC及MAC的诊断更具准确性. 
除了联合应用各种免疫组织化学标记, 我

们还需不断发现更多有价值的标志物开展进一

步的研究. 近年来研究发现的某些标志物进一

步提高了HCC的诊断正确率, 如Raf-1在早期肝

癌中的高表达, 使其具备了良好的早期诊断能

力[20], Aurora-B的检测可以作为肝癌的初步筛选

指标[21]. 
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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
Intestinal mucosal barrier dysfunction is in-
volved in the development and progression of 
many severe diseases. The research on changes 
in intestinal mucosal barrier function in patients 
with liver diseases has attracted wide attention. 
Numerous studies have proved that intestinal 
mucosal barrier dysfunction occurs in the devel-
opment of severe liver diseases, and glutamine 
can reverse intestinal mucosal barrier dysfunc-
tion, as it can promote the healing processes of 
hepatic and intestinal cells. 

Key Words: Liver disease; Intestinal mucosal bar-

rier function; Glutamine

Song HY, Yang JR. Changes in intestinal mucosal 
barrier function in patients with liver diseases: effect of 
glutamine intervention. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(27): 2798-2802

摘要
随着人们对肠黏膜功能障碍在各种危重疾病
发生、发展中所起的重要病理生理作用的不
断认识, 针对肝病患者肠黏膜屏障功能变化的
研究及其临床干预日益受到学者的关注. 绝大
多数研究认为严重肝病患者存在肠黏膜屏障
功能的异常, 并证实了谷氨酰胺对纠正肝病患
者肠黏膜屏障异常、促进肝细胞及肠上皮细
胞的恢复有一定的作用. 

关键词: 肝病; 肠黏膜屏障功能; 谷氨酰胺
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0  引言

许多研究表明[1-12], 严重急慢性肝病及肝硬化患

者常出现肠黏膜屏障功能的异常变化, 导致肠

黏膜屏障异常-肠源性内毒素血症-疾病进展的

恶性循环, 这一恶性循环在上述疾病的发生发

展过程中有非常重要的病理生理意义. 加用谷

氨酰胺(GLN)进行临床干预, 有一定的肠道及肝

细胞保护作用, 现将近年来相关研究的进展作

一综述.

1  肝病患者肠黏膜屏障功能的变化

1.1 急慢性肝病时肠黏膜屏障功能的变化 Feld 
e t a l 研究56例原发性胆汁性肝硬化(p r i m a r y 
biliary cirrhosis, PBC)和69例丙型肝炎患者肠

黏膜通透性的变化, 发现患者的肠黏膜通透性

(L/M)与正常人相比均明显升高, 但PBC患者和

丙肝患者相比, 并无明显差别[1]. 而Cariello et al

®

■背景资料
在急性胰腺炎、
严重烧伤、多脏
器衰竭等危重疾
病 中 ,  肠 黏 膜 屏
障功能的变化对
疾 病 的 发 生 ,  发
展有重要的影响, 
这 已 得 到 公 认 . 
对各种严重急慢
性肝病患者肠黏
膜屏障功能变化
的研究也在不断
深 入 .  本 研 究 对
此加以概述. 

■同行评议者
谭德明, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科
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研究83例进展期肝病患者的肠黏膜通透性, 发
现与正常健康人群相比, 进展期肝病患者肠黏

膜通透性异常升高, 且这种升高与门脉高压, 糖
尿病等因素有关. 而肠黏膜通透性升高的患者, 
其血清炎症因子也明显升高, 提示肠源性内毒

素血症对机体的炎症反应有明显的促进作用[2]. 
动物实验也发现大鼠急性肝衰竭时肠黏膜通透

性增加, 肠黏膜出现淤血、水肿、糜烂、肠肥

大细胞脱颗粒等多种病理变化. 同时肠道超微

结构出现肠微绒毛倒伏、脱落、细胞间紧密连

接破坏等变化[3]. 有研究发现[4], 重度慢性乙型

病毒性肝炎患者肠黏膜通透性增高, 并且主要

表现为肠细胞间紧密连接的异常, 其可能的机

制有: (1)肠黏膜的缺血, 缺氧及缺血-再灌注损

伤; (2)低白蛋白血症和肠黏膜局部谷氨酰胺缺

乏; (3)炎症介质及细胞因子的直接损伤; (4)NO
的作用; (5)肠道运动障碍的影响; (6)肠上皮细

胞的凋亡. 
1 .2  肝硬化患者肠黏膜屏障功能的变化  D e 
Palma et al通过胶囊内镜检查发现肝硬化门脉高

压患者小肠段黏膜可出现水肿, 红斑, 血管性病

变等多种病变[5]. 而Kalaitzakis et al [6]及Lee et al [7]

采用不同的检测方法测定肝硬化患者肠道通透

性的变化, 均发现肝硬化患者存在肠道通透性

的异常. 研究发现肝硬化患者肠化生和肠道萎

缩的发生频率较正常人明显升高[8]. 而动物实验

发现[9], 肝硬化鼠肠黏膜和肠平滑肌的细菌动力

学较正常组明显增高, 提示在肝硬化时, 受损的

肠黏膜屏障可以加速肠黏膜细菌移位. 并且肝

硬化时, 由于氧化应激反应的异常, 肠道的糖基

化作用发生变化并伴有黏膜管腔细菌疏水性的

增加, 导致细菌更容易黏附在肠黏膜细胞上, 促
进肠细菌移位的发生[10]. 赵灏探讨病毒性肝炎

后肝硬化与肠道通透性的关系, 发现患者Child-
Pugh分级各组中二胺氧化酶(diamine oxidase, 
DAO)的活性和L/M与正常组间差异有显著性, 
并发自发性细菌性腹膜炎(spontaneous bacterial 
peritonitis, SBP)组与非SBP组间差异有显著性, 
认为病毒性肝炎后肝硬化患者肠道黏膜受损是

导致SBP的主要原因之一, 而测定血清中DAO
活性及L/M比值可以探知肠黏膜结构及其功能

有无损害[11]. 黄宏春的研究同样发现肝硬化SBP
患者存在肠黏膜通透性异常, 且肠黏膜通透性

改变与内毒素血症成正相关[12]. 
肠黏膜屏障的异常变化在危重疾病患者病

情发展过程中起着“枢纽”的作用. 肝病患者

同样如此. 肠道屏障功能的异常改变导致大量

内毒素通过肠道途径进入血液循环或肠道细菌

移位到腹腔内, 加重炎症反应, 大量释放的炎症

介质、内毒素、细胞因子的共同作用导致对肝

脏的“二次打击”从而恶化病情, 同时反过来

加重对肠黏膜屏障功能的损伤, 甚至导致肠道

功能衰竭. 这种肠黏膜屏障功能损伤-肠道细菌

移位和/或肠源性内毒素血症-病情进展之间的

恶性循环是肝病患者病情加重的一个重要病理

生理机制. 因此, 如何早期发现肝病患者肠黏膜

屏障功能的损伤并及时的施以临床干预, 从而

打断这一恶性循环的病理生理过程, 是亟待研

究解决的重要临床问题. 

2  GLN对肝病患者肝细胞和肠细胞的保护

近年来研究表明, GLN对肠道黏膜屏障功能损

伤有较明确的保护作用. 因此针对肝病患者的

肠黏膜屏障功能损伤, 许多学者尝试应用GLN
进行干预治疗, 试图修复肠黏膜损伤, 打断肠黏

膜屏障功能损伤-肠源性内毒素血症-病情进展

的恶性循环, 改善肝病患者的预后. 大量研究表

明, GLN可以从以下几个方面发挥保护肝细胞

及肠道上皮细胞的作用. 
2.1 提供细胞代谢能源, 促进肠黏膜上皮细胞

的修复 GLN是肠黏膜上皮细胞的主要能源物

质, 提供DNA复制和细胞分裂所需的能量和核

苷酸碱基, 在严重肝病时, 大量内毒素和炎症

因子的释放可以抑制肠上皮细胞对G L N的摄

取和氧化, 导致GLN的缺乏, 使得肠黏膜细胞

凋亡增加和增殖减少, 导致肠黏膜萎缩. 同时

G L N缺乏使得其调节肠上皮细胞紧密连接的

能力减弱, 肠黏膜通透性出现异常[13]. 而外源

性补充G L N则可以促进肠上皮细胞表皮生长

因子(epidermal growth factor, EGF)的表达, 减
轻炎症介质对肠上皮细胞紧密连接的破坏, 修
复肠上皮细胞旁细胞途径的损伤, 加速肠黏膜

通透性的修复 [14-15]. 方和平及汤照峰的研究发

现门静脉高压患者术后加用谷氨酰胺和生长激

素(GLN+rhGH), 其L/M的变化, 十二指肠黏膜

绒毛高度、陷窝深度及肠黏膜增殖细胞核抗

原(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)指数

的变化均优于对照组. 提示联用GLN和rhGH对

门静脉高压患者有较好的修复肠黏膜屏障损

伤和改善营养状态的作用[16-17]. 另有研究发现, 
GLN+rhGH组治疗后肝硬化患者小肠黏膜通透

性有显著降低, 十二指肠黏膜绒毛高度和隐窝

■研发前沿
在各种急慢性肝
病患者中肠黏膜
屏障功能有何变
化？他对肝病患
者的病情进展有
何影响？如何积
极地进行临床干
预？其病理生理
如何？是本研究
关注的焦点. 
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深度有显著性的增高, 认为GLN与rhGH联合应

用能减低肠道黏膜的通透性并维持其形态学的

完整[18]. 而动物实验表明, 肝硬化鼠经GLN治

疗后空肠黏膜谷胱甘肽含量及空、回肠黏膜厚

度、绒毛高度显著增加[19]. GLN干预治疗后非

酒精性脂肪肝炎大鼠门静脉血清中内毒素、腹

主动脉血浆中D-木糖、小肠组织匀浆中丙二醛

(MDA)含量与模型组相比明显降低, 肠黏液中

可溶性IgA(sIgA)的水平和小肠组织匀浆中超氧

化物歧化酶(superoxidase dismutase, SOD)与模

型组相比明显升高. 证实GLN有抗氧化及保护

肠黏膜的作用[20]. 
2.2 改善营养状态, 纠正低蛋白血症 GLN是蛋白

质, 核酸等生化代谢的中间体, 机体蛋白质的合

成速率与GLN的血浆浓度成正相关, 因此补充

GLN能够增强蛋白质的合成. 郭银燕发现, 肝硬

化低白蛋白血症的患者, 在静滴含谷氨酰胺的

营养液10 d后, 血清白蛋白较治疗前明显增加, 
提示GLN可增加白蛋白的合成, 改善肝硬化患

者的营养状况[21]. 此外采用GLN和GH强化的

肠外营养支持的方法能增强肝细胞的合成功

能, 明显提高血清白蛋白水平, 并且能改善肝

功能[22]. 动物实验发现, GLN能促进肝脏蛋白

质合成, 而GLN的这种促肝蛋白质合成作用可

被肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor alpha,  
TNF-α)所抑制[23]. 
2.3 防止肠黏膜上皮细胞, 肝细胞的过度凋亡 有
研究表明, 严重肝病时, 在缺血, 缺氧/再灌注损

伤以及诸多炎症介质的影响下, 常发生肝细胞

和肠上皮细胞的过度凋亡[24-25], 从而加速肝脏损

伤及肠黏膜旁细胞通路通透性的异常. 研究发

现GLN治疗能够使肝组织中MDA含量下降, 而
还原型谷胱甘肽(GSH)水平增高, 血清ALT、
AST、LDH含量均明显降低, Bcl-2 mRNA表达

显著增强. 提示GLN能够减轻肝组织损伤, 上调

肝脏Bcl-2 mRNA的表达, 抑制肝细胞凋亡的发

生[26]. 程雷 et al同样证实GLN能够降低阻塞性

黄疸肝细胞凋亡, 增加Bcl-2蛋白表达, 降低Bax
蛋白表达[27]. 同样GLN对肠道上皮的过度凋亡

也有防治作用[28-29].
2.4 防止肠道细菌移位, 降低内毒素水平 针对急

性肝衰竭(acute hepatic failure,  AHF)大鼠的研

究显示, 造模前提前GLN干预组无论是肠系膜

淋巴结细菌移位、平均组织含菌量、回肠绒毛

高度和隐窝深度均明显优于对照组, 同时肝脏

病理评分明显降低, 提示GLN可改善急性肝衰

竭大鼠的肠道黏膜屏障功能, 减少AHF大鼠肠

道细菌移位的发生[30]. 而梗阻性黄疸大鼠加用

GLN后, 肠壁蛋白质和DNA含量明显高于对照

组. 黏膜厚度、绒毛高度及绒毛表面积等指标

也明显优于对照组, 且肠道细菌易位率及门静

脉内毒素水平明显低于对照组[31]. 而荆科 et al
研究提示GLN通过抑制TLR2、4 mRNA的表达, 
可以减轻内毒素引起的肠组织损伤[32]. 
2.5 抗炎, 抗氧化及防止肠道, 肝脏的缺血再灌

注损伤 GSH能够对抗氧自由基诱导的细胞凋亡. 
但肠黏膜细胞不能直接摄取谷氨酸合成GSH, 
只能依赖外源性G L N在细胞内转化成谷氨酸

作为合成原料. 严重肝病时肠黏膜细胞不能摄

取足够的GLN并合成GSH, 结果导致机体抗氧

化能力持续降低. 而输注GLN可以提升细胞总

GSH、还原型GSH含量, 使其充分发挥抗氧化

作用, 保护肠上皮细胞和肝细胞[33-35]. 研究发现

GLN能够使肝门阻断大鼠肝组织与肠道中MDA
含量下降, 而GSH及SOD水平增高; 血清TNF-α
及内毒素水平明显降低. 提示GLN具有保护肝

细胞和肠道屏障, 减少内毒素及细菌易位、减

轻炎性因子释放的作用. 同时GLN可以增加热

休克蛋白70(heat shock factor-70, HSP70)的表达, 
促进抗炎因子的分泌[36-39]. 但崔凯 et al研究术前

术中持续输注GLN预防大鼠肝脏缺血再灌注损

伤后发现GLN组ET, ALT水平显著高于对照组、

肝组织ICAM-1表达较对照组明显增强. 认为加

用GLN预防大鼠肝脏缺血再灌注损伤可能是有

害的, 其作用不宜夸大[40]. 因为目前这一方面的

研究多局限于动物实验, 所采用的动物模型及

评判方法不尽相同, 因此结论也有所差异. 但绝

大多数的研究认为GLN对抗炎, 抗氧化及减轻

缺血再灌注损伤有积极的作用. 
2.6 调节全身及肠道局部免疫的作用 细胞因子

(TNF-α, IL-10)等是免疫反应的主要调节因子, 
来源于被激活的巨噬细胞, 而GLN可以调节细

胞因子的合成, 促进淋巴细胞、单核细胞和巨噬

细胞的增生和分化, 具有一定的调节免疫反应的

功能. 同时GLN可以促进肠黏膜淋巴组织分泌

sIGA, 降低细菌附着力, 减少细菌移位至肠壁及

肠系膜淋巴结[41]. 邓宇 et al发现GLN+rhGH治疗

后, 肝硬化患者的淋巴细胞计数以及淋巴细胞百

分比都有显著意义的升高[42]. 动物实验也证明阻

塞性黄疸大鼠应用GLN后免疫功能得到改善[43]. 
同时GLN的缺乏可以导致机体能量代谢障碍, 
肝脏库普弗细胞的吞噬功能受阻, 导致内毒素

■创新盘点
对各种急慢性肝
病患者肠黏膜屏
障功能的变化及
其病理生理意义, 
谷氨酰胺干预的
影响及其机制, 目
前国内外也有一
些研究, 但对这些
研究进行概括总
结的综述性文章
目前国内仍较少. 
本文就近年来相
关研究进展作一
综述, 以期对该领
域的研究方向起
到引导作用. 
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不能被库普弗细胞及时清除. 而补充GLN则可

以增强肝脏库普弗细胞的吞噬功能, 加速肝脏

对细菌及内毒素的清除[44]. 
2.7 保护肝细胞的作用 临床和动物实验研究表

明, GLN对急慢性肝脏损伤有一定的保护作用. 
研究发现[45], 重度慢性病毒性乙型肝炎患者在常

规治疗的基础上加用谷氨酰胺颗粒后, 无论是

肠黏膜通透性, 内毒素血症还是肝功能指标均

较对照组有较好的改善. 动物实验也证实GLN
能够降低血清ALT、AST水平, 抑制肝组织核因

子(nuclear factor kappa B, NF-κB)及TNF-α的表

达, 改善肝组织损伤, 对急性肝损伤有明确的保

护作用[46-47]. 同时联合应用谷氨酰胺与地塞米松

可以对抗内毒素造成的肝损伤, 减轻脓毒症幼

年大鼠的肝脏损伤和重塑[48]. 

3  结论

随着人们对肠道屏障功能障碍在肝病患者发生,
发展过程中病理生理意义的日益重视, 对各种

急慢性肝病患者肠道屏障功能损伤及其预防的

研究也逐步深入. 虽然研究结论不尽一致, 但绝

大多数研究均认为在严重肝病及肝硬化患者存

在肠道屏障功能的异常损伤, 肠黏膜屏障功能

损伤-肠道细菌移位和/或肠源性内毒素血症-病
情进展之间的恶性循环是肝病患者病情加重的

一个重要病理生理机制. 而GLN干预治疗则对

急慢性肝病患者的肠道屏障功能和肝脏功能有

一定的保护作用. 但目前这一领域的研究也存

在不少的问题, 主要有: (1)评价肠黏膜屏障功能

的方法不统一, 并且所采用的方法不能反映肠

黏膜的完整功能. 目前临床比较常用的反映肠

黏膜屏障功能的指标(L/M, DAO等), 侧重对肠

黏膜物理屏障的反映, 而针对肠道黏液屏障、

免疫屏障、细菌屏障的检测则极为繁琐, 没有

适合临床常规开展的检测项目. 特别是针对肠

黏膜屏障早期损伤的评价, 尚缺乏规范、定量

的测定手段. (2)目前的研究无论是肝病患者肠

黏膜屏障功能变化的研究还是GLN干预治疗的

研究均以动物实验居多, 临床研究偏少, 并且临

床观察例数偏少, 结论也不尽一致. (3)采用GLN
干预治疗, 目前的研究在给药途径(口服、静脉

或肠内营养), GLN的给药剂量, 是否合并用药等

方面均不能协调一致, 以探索性研究为主, 以致

所得结果可比性较差. 今后需大力加强大样本, 
多中心联合, 随机对照的临床试验研究, 以期获

得更多符合循证医学的支持证据. 
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Abstract
Apoptosis is a widespread physiological or 
pathological phenomenon that is of great 
significance to life process. It plays an important 
role not only in the development of autoimmune 
diseases, tumors, aging and degeneration, but 
also in many pathological processes central to 
organ transplantation. In recent years, numerous 
studies have shown that apoptosis may be an 
important cause of immune tolerance in liver 
transplantation. In this article, we will review 
the mechanisms underlying apoptosis-induced 
immune tolerance in liver transplantation and 
its clinical significance during the evolution of 
allogeneic tolerance.

Key Words: Apoptosis; Liver transplantation; Im-
mune tolerance
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摘要
细胞凋亡是机体内普遍存在的一种生理和病
理现象, 在生命过程中具有重要的意义. 他不
仅在自身免疫性疾病、肿瘤、衰老及变性等
过程中起着重要作用, 而且在器官移植领域, 
尤其是与移植免疫耐受的诱导密切相关. 近年
来, 大量的研究表明, 细胞凋亡可能是肝移植
免疫耐受的重要原因. 本文就细胞凋亡的现
象、类型、作用与诱导肝移植免疫耐受形成
的发生机制以及临床意义作一综述, 以期对临
床肝移植术后免疫耐受的成功产生提供帮助.

关键词: 细胞凋亡; 肝移植; 免疫耐受
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0  引言

细胞凋亡 (a p o p t o s i s )也称程序性细胞死亡

(programmed cell death, PCD), 是机体内普遍存

在的一种生理和病理现象, 在生命过程中具有

重要的意义. 细胞凋亡不仅可以清除携带外来

抗原的细胞, 也可以消除自身免疫活性细胞. 细
胞凋亡在许多领域均有十分重要的作用, 对其

在器官移植领域, 尤其是肝移植中的作用研究

正成为现代移植免疫学的热点之一. 

1  T细胞凋亡

对于机体免疫系统而言, 凋亡或程序性死亡是

调节T细胞成熟和免疫平衡的一种关键机制. 在
机体的免疫反应中, 当宿主遭受的威胁降低后, 
就通过凋亡来清除外周T细胞以维持有效的免

疫反应; 而中止外周T细胞反应失败, 将导致自

身免疫性疾病. 有研究表明[1-3], 外周T细胞凋亡

在诱导T细胞耐受和延长移植物生存方面有重

要作用. 因此, 对细胞凋亡诱导的调节, 尤其是
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对于移植激活的T细胞逃避凋亡的机制的研究, 
为通过耗竭经移植活化的T细胞来延长移植物

的生存提供了潜在的策略.
1.1 T细胞凋亡的类型 T细胞凋亡广义上分为2种
类型: 即活化诱导的细胞死亡(activation induced 
cell death, AICD)和被动性或忽略性细胞死亡

(passive cell death, PCD). AICD是指活化的、被

反复刺激的T细胞发生凋亡. 最先报道而且最重

要的介导因子是Fas, 活化的T细胞被诱导表达

Fas分子, 当与表达FasL的细胞接触后便发生细

胞凋亡[4]. 最新研究表明[5-6], Fas介导的细胞凋亡

在控制外周自体激活的T细胞方面起到非常重

要的作用. 除此之外, T细胞也能通过肿瘤坏死

因子受体(tumor necrosis factor receptor, TNFR)
家族成员, 如死亡受体(death receptor, DR)3, 4, 5
介导而发生凋亡[7].

PCD指当细胞被抗原刺激进入细胞周期后,
撤去其依赖的细胞因子(如IL-2)而导致Bcl-2家
族的抗细胞凋亡分子的快速下调而发生的凋

亡. IL-2和大量相关的细胞因子, 无论在体内或

体外, 均能促进T细胞的生存. 这一类细胞因子

家族之所以能够促进T细胞的生存, 主要与他

们各自受体中存在相同的γ链有关[8]. 然而, 在
某种意义上自相矛盾的是, IL-2也可能通过细

胞周期S期细胞型Fas相关死亡域样IL-1β转换

酶抑制蛋白(celluar FLICE-like inhibitor protein, 
c-F L I P)的下调引起T细胞对死亡受体介导的

细胞死亡更敏感[9]. 尽管IL-2原本是一种T细胞

生长因子, 但有关IL-2或CD25(IL-2受体α链)的
研究表明, IL-2在促进对凋亡的敏感性方面起

到了某种作用, 进而提高了对自身免疫的易感 
性[10-11].
1.2 T细胞凋亡的保护效应 尽管凋亡对于中止免

疫反应和维持机体免疫平衡的重要性不言而喻, 
但是T细胞保持持久的活力以便有效地行使功

能也殊为重要. 细胞内大量特殊的生物学机制, 
使T细胞得以避免上述2种细胞死亡的主要方式

诱导的凋亡, 从而发挥保护效应.
最具特征性的活化T细胞生存信号很可能

是通过大量的共刺激分子与他们在抗原递呈细

胞(antigen presenting cell, APC)表面上的同源配

体相互作用而获得的. CD28是具有最广泛特征

性的共刺激分子, CD28在与APC上的同源配体

CD80(B7-1)和CD86(B7-2)结合后, 即启动细胞

内信号通路, 这些信号与TCR介导的信号协同, 
调节大量能促进T细胞生存的蛋白质的活性. 有
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研究表明[12], T细胞之所以暂时能逃避DR诱导的

凋亡, 是因为与c-FLIP的高水平的表达有关, 而
c-FLIP的表达受到CD28介导的共刺激的调节. 
除了维持c-FLIP的表达水平, CD28共刺激尚能

短暂地诱导抗凋亡的Bcl-2家族成员的表达, 导
致NF-κB介导的信号激活, 这两者都能促进T细
胞的生存[13].

此外, 对APC上的CD40的刺激, 通过增加

APC表面上的CD80和CD86表达, 间接促进T细
胞的活化. 对CD40的刺激亦可诱导黏附分子和

炎性细胞因子的表达, 参与T细胞的活化, 并可

能最终有助于T细胞的存活. 研究表明[14-15], 几种

其他的TNFR超家族成员能直接转导生存信号

到活化T细胞, 主要是因为他们能够活化NF-κB
介导的信号, 以及可能诱导抗凋亡的Bcl-2家族

成员的表达.

2  细胞凋亡在移植耐受中的作用

2.1 细胞凋亡能够诱导移植免疫耐受 如何能更

好地诱导机体对移植物产生免疫耐受, 一直是

移植学界研究的热点. 虽然对于移植物免疫耐

受的机制提出了多种学说和理论, 但至今尚无

一种理论体系能够系统地解释免疫耐受的所有

现象. 近年来, 有关细胞凋亡诱导免疫耐受的研

究给我们带来了新的观点和方法: 细胞凋亡可

以主动调节免疫系统[16-18]. 
为了证实细胞凋亡和移植免疫耐受之

间的关系 ,  研究者们进行了大量的研究工作 . 
Voll et al [19]早在1997年就发现, 在细菌脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)刺激人外周血淋巴细

胞反应体系中加入凋亡细胞, 可抑制IL-12, IL-
lβ和TNF-α的分泌, 促进IL-10的产生, 从而认为

细胞凋亡可以诱导耐受产生. Tamada et al [20]报

道, 地塞米松(dexamethasone, DEX)能够诱导细

胞凋亡, 通过IL-4打破Th1/Th2之间的平衡诱导

免疫耐受. Schwarz et al [21]报道, 紫外线能够通过

Fas/FasL途径促使细胞凋亡, 从而诱导免疫耐受

的产生. Aubin et al [22]进一步研究发现, 紫外线照

射能够上调T细胞的表达, 促进抑制性细胞因子

IL-4和IL-10的释放, 从而能够诱导移植物的免

疫耐受.
2 .2 细胞凋亡在移植耐受中的作用  S a y e g h  
et al [23]首先在啮齿目动物模型中发现有协同刺

激途径能保护T细胞避免凋亡, 阻断这些途径后

成功诱导T细胞耐受和延长移植物存活时间, 由
此推断T细胞凋亡在移植耐受方面的作用. L i  
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et al进一步研究发现自身依赖性T细胞对凋亡的

易感性在外周免疫耐受方面的诱导起到轴心的

作用, 对于共刺激信号的阻断能通过各种机制

来抑制T细胞反应, 但更深入的研究表明, 同种

异体移植时反应性T细胞对凋亡诱导是否敏感

对于诱导外周性免疫耐受至关重要[24-25]. 在一个

全淋巴照射诱导的肝移植免疫耐受模型中, 发
现其免疫耐受的机制主要在于移植物浸润白细

胞的凋亡以及在移植物和外周血中调节性T细
胞Fox P3(+)CD4(+)CD25(+) Treg增加引起的免

疫调节[26]. 最近有研究表明[27], T细胞具有重要

的免疫效应, 打破效应性T细胞和调节性T细胞

之间的平衡, 选择性地针对特定的T细胞的共刺

激途径, 对于诱导免疫耐受是及其重要的.
此外, 对IL-2缺陷小鼠移植模型的研究也

提示, DR介导的凋亡对于诱导移植免疫耐受也

起到了某种作用. 有研究表明, IL-2缺陷小鼠对

共刺激信号的阻断所诱导的免疫耐受能够产生

抵抗, 这种抵抗与同种异体抗原介导的T细胞的

凋亡机制受损有关[28]. 在IL-2或功能性IL-2受体

缺陷型小鼠, T细胞耗竭机制有缺陷, 结果在外

周堆积的活化T细胞越来越多, 于是就增加了

这种小鼠对自体免疫性疾病的易感性[29]. Zheng  
et al [30]进一步研究表明, 源于IL-2基因敲除小鼠

的T细胞在体外对Fas介导的细胞凋亡不敏感, 
即IL-2除了在功能上作为T细胞的一种生长因子

以外, 其在体内的主要作用是使活化T细胞对于

Fas介导的凋亡变得更敏感. 所有上述这些都说

明了细胞凋亡在诱导免疫耐受中的重要作用.

3  细胞凋亡与肝移植免疫耐受

3.1 肝移植特异性免疫耐受现象 众所周知, 肝
脏易于诱导免疫耐受. 肝脏不仅可以诱导对外

来抗原的免疫耐受, 大量研究表明, 肝脏在移植

耐受方面也表现了特殊的作用. 在一些同种异

基因肝移植动物模型中, 受试者可不用任何免

疫抑制剂, 而移植物长期存活, 因此肝脏被称为

“免疫特惠器官”. 然而, 体外试验表明, 肝细

胞可以刺激脾细胞产生杀伤性T淋巴细胞. 有人

认为肝细胞虽可表达MHC-Ⅰ类抗原, 但肝细胞

与肝血窦之间有肝血窦内皮细胞(liver sinusoidal 
endothelial cell, LSEC)和库普否细胞(Kupffer 
cell, KC)所阻隔使其难以接触到淋巴细胞. 但是

无论从抗原提呈能力和细胞数量, 如果没有受

到其他某种因素的控制, 这2种细胞本身足以诱

发排斥反应[31-32]. Knolle et al [33]研究认为, 肝脏的

免疫特性与凋亡细胞有关. Shi et al [34]研究发现, 
中性粒细胞在体内代谢速度很快, 每天约有1.4
×1010的中性粒细胞凋亡, 从而需要及时清除, 
而肝脏正是清除凋亡中性粒细胞的场所.
3.2 肝移植中存在细胞凋亡现象 研究表明, 肝
移植免疫耐受特性与细胞凋亡有关 .  K r a m s  
et al [35]于1995年首次报道大鼠同种肝移植物中

凋亡细胞数量随时间而增加, 发现细胞凋亡与

排斥时的病理学改变, 单核细胞浸润和肝酶升

高相一致, 且TGF-β1表达增加可致细胞凋亡. 
Qian et al [36]发现移植肝内的供体T细胞于移植

后2-4 d即被受体T细胞所替代, 而且浸润至移植

肝内的细胞具有强烈的抗供体细胞毒性T细胞

(cytotoxic T lymphocytes, CTL)活性, 但移植后

14 d CTL活性降低. Li et al [37]用抗CD25 mAb对
受体大鼠进行预处理后显示, 抗CD25 mAb抑制

调节性T细胞对肝移植受体大鼠中T细胞的活化, 
从而阻止肝移植免疫耐受的产生. 认为是通过

增加受体的免疫反应, 下调调节性T细胞的表达, 
并且降低T细胞的凋亡实现的.

上述研究显示, 在同种肝移植急性或慢性排

斥时均有细胞凋亡. Krams et al [38]进一步用RT-
PCR发现人正常肝细胞表达大量可溶性Fas, 这
种Fas表达也存在于无排斥反应的移植肝细胞

中; 但在排斥移植肝活检标本中仅50%表达, 其
表达水平在同种异体肝移植患者中也有降低. 
Yamaguchi et al [39]研究发现, 大鼠同种肝移植发

生排斥时受体胸腺皮质的凋亡细胞增多, 受体

血清中TNF-β显著升高.

4  细胞凋亡诱导肝移植耐受的机制

4.1 抑制T细胞的活化 细胞凋亡能够诱导免疫

耐受, 其主要机制是细胞凋亡后产生的凋亡细

胞可以直接抑制T细胞活化, 从而可以使移植物

逃避宿主的攻击. Sun et al [40]以ConA刺激小鼠

脾细胞增殖, 观察凋亡细胞预处理后对脾细胞

CD69(一种早期T细胞活化标记)表达的影响. 结
果发现CD69的表达明显下调, 表明凋亡细胞可

以主动抑制T细胞的活化, 抑制效果与凋亡细胞

种类、凋亡诱导方式无关, 而与凋亡细胞数量

密切相关. 这种抑制作用缘于细胞凋亡所共有

的特异性改变, 凋亡所产生的凋亡细胞快速被

APC吞噬, 短时间递呈大量供者MHC抗原; 而凋

亡细胞被吞噬后, 不能提供T细胞活化所需要的

共刺激因子, 使APC共刺激信号表达被抑制, 抑
制了APC的激活, 使相应的T细胞克隆灭能, 从

■相关报道
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而诱发供体特异性的免疫耐受[41].
另一方面, 细胞凋亡能促使Thl细胞向Th2

细胞转化, 而后者则能使相应T细胞无能, 从而

产生免疫耐受[42-43]. Klugewitz et al [44]研究CD4+ T
细胞在免疫耐受中的作用, 通过过继转移检测

Th1和Th2是诱导免疫反应还是免疫耐受的研

究, 表明Th1细胞失去分泌细胞因子的能力, 而
Th2细胞能促使IL-4不断表达, 从而诱导免疫耐

受的产生. 此外, Mariotti et al [45]研究表明, 细胞

凋亡能够促使Th2细胞分化, 表达IL-4, IL-10, 穿
孔素, Fas配体等, 抑制了细胞性免疫应答, 防止

急性排斥反应的发生而诱导免疫耐受产生.
4.2 肝脏抗原递呈细胞(liver antigen-presenting 
c e l l, L A P C)的作用 A P C的功能状态是影响

T细胞反应方向的决定性因素 .  A P C在递呈

抗原时 ,  如有共刺激信号即发生免疫应答反

应 ,  若无共刺激信号或低表达共刺激信号则

发生T细胞无能而产生免疫耐受 .  有研究表 
明[46], 在IL-10等细胞因子的作用下, APC共刺激

信号弱表达并能诱导免疫耐受的产生. 凋亡细

胞能快速被APC吞噬, 凋亡细胞上的MHC抗原

将被浓集在APC内, 因而能够短时提供大量供者

MHC抗原, 有效地被递呈; 同时, 凋亡细胞通过

其主动的调节免疫反应的作用, 使APC调节细胞

因子由TH1型向TH2型转化, 形成局部的高浓度,
使相应T细胞无能, 产生免疫耐受[47]. 此外, Wang 
et al [43]报道, 凋亡细胞造成局部的免疫抑制环境, 
使受体APC共刺激信号表达被抑制, 抑制了APC
的激活, 使相应的T细胞克隆灭能, 从而诱发供

体特异性的免疫耐受.
因此, LAPC可以作为着重研究的对象. 可

以说, 在与各种淋巴细胞的接触与协助的过程

中, LAPC可能是肝脏内部免疫调节走向的“指

挥员”. Kita et a l [48]报道, 肝脏中占细胞总数

70%-80%的肝细胞组成了肝实质, 肝脏非实质细

胞占20%-30%, 组成分别为: 淋巴细胞占25%, KC
占接近20%, LSEC占50%, 其他还有少量的树突

状细胞(dendritic cell, DC)、肝星形细胞、胆管细

胞等. 因此, 了解LAPC有关作用机制, 对移植物

特异性免疫耐受能力具有重要的意义.
4.2.1 凋亡细胞的吞噬: 肝脏是处理凋亡细胞的

主要场所, 肝脏的微环境对其免疫调节作用至

关重要. 细胞凋亡在移植免疫耐受中的作用主

要是凋亡细胞本身产生免疫抑制性细胞因子, 
或者通过被吞噬细胞吞噬, 吞噬了凋亡细胞的

吞噬细胞可以分泌免疫抑制性细胞因子, 这些

吞噬细胞同时又是APC, 其中LSEC和KC对凋亡

细胞的吞噬及其对局部免疫调节作用有助于理

解肝移植的免疫耐受现象.
LSEC是构成肝窦壁的主要细胞成分, 他通

过吞噬、呈递和分泌抑制性因子等方式, 参与

对肝脏内日常抗原免疫原性的处理. LSEC是肝

脏独有的APC, 表面有丰富的吞噬受体, 如清道

夫(scvaneger)受体, 甘露糖(mannose)受体, Toll
样受体, Feγ受体等, 可以吞噬肝窦血液中的大

分子、病原体 ,  对凋亡细胞也有吞噬作用 [49]. 
LSEC还能够表达FasL, 通过Fas和FasL结合在

体外实验中表现出介导淋巴细胞凋亡的能力[50]. 
Tokita et al [51]通过对LSEC作用机制继续研究后

发现, LSEC能够通过Fas/FasL的方式直接调节

T细胞发生免疫耐受. 该研究组在经门脉输入供

体细胞模型中, 又证明了LSEC能够通过对移植

抗原的间接识别模式诱导抗原反应性T细胞产

生免疫耐受. Ge et al [52]研究对肝移植受体使用

抗LSEC抗体, 发现肝组织中TGF-β水平显著下

降, 此处理方法明显增强了免疫排斥反应. Ge  
et al [32]进一步在肝移植大鼠体内研究LSEC的免

疫效应, 通过荧光素标记检测后发现, 与排斥组

相比, 在移植耐受组有大量的CD8+ T细胞的减

少, 从而使其诱导免疫耐受的作用更甚于免疫

排斥.
KC是肝脏特有的吞噬细胞之一, 大约占全

身常驻型巨噬细胞总数的80%-90%. 有关KC在
移植免疫反应中作用的相关研究认为[53-54], KC
通过表达Fas配体, 诱导激活的T细胞发生凋亡, 
而参与肝脏移植耐受的实现. 当肝脏本身既作

为外来抗原, 又作为有潜在免疫调节能力的器

官进入机体时, 首先面临受体免疫系统的打击, 
表现为各组成细胞群不同程度的功能受损以及

局部强烈炎性症状; 其后急性炎症逐渐消失, 肝
脏各组成细胞群和功能逐渐恢复; 最终可能产

生免疫调节作用造成免疫耐受, 这其中是一个

复杂多变的过程. 正常水平情况下, KC可以通过

吞噬凋亡细胞分泌免疫抑制活性因子, 如IL-10, 
TGF-β, PGE2, PAF等, 维持肝内的免疫平衡[55]. 
氯化钆(GdCl3)是KC吞噬阻断剂, 研究表明, 用
氯化钆特异性阻断KC的吞噬作用, 则其诱导机

体免疫耐受的能力丧失[56-57].
4.2.2 抑制DC的成熟: DC是控制免疫反应的决

定性因素, 作为目前普遍公认的一种专业APC, 
对凋亡细胞的提呈也具有重要的意义, 因为DC
是目前唯一确定能激活初始T淋巴细胞转化为

■创新盘点
本文就近年来细
胞凋亡在肝移植
免疫耐受中的研
究进展进行综述. 
介绍了细胞凋亡
的 类 型 特 点 ,  并
系统性地阐述了
细胞凋亡诱导肝
移植免疫耐受的
机制.
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效应和调节性T淋巴细胞的APC, 其活化与成熟

作为免疫应答发生的控制环节也受到周围环境

的影响和控制[16]. 当机体受到侵害, 细胞发生变

性坏死, 释放“危险信号”, DC被激活分化成熟

而发生一系列改变, 细胞膜表面MHC分子表达

增多、半衰期延长以及“共刺激信号”表达增

多并与相应的T细胞结合产生免疫反应[58]. 细胞

凋亡作为生物体内常见的生物现象, 没有危险

信号的释放, DC吞噬凋亡细胞后保持非成熟的

稳定安息状态, 即使这些凋亡细胞发生了继发

性坏死也不发生活化反应[59]. 关于DC对于吞噬

凋亡细胞所起的作用不尽相同, 一些报道认为

DC吞噬凋亡细胞能够诱导免疫耐受[60], 另一些

报道却认为引起免疫应答[61-62]. Steinman et al [63]

则认为, DC提呈凋亡细胞的后果与DC的成熟度

有关, 未成熟DC吞噬凋亡细胞后诱导免疫耐受, 
成熟DC则诱导免疫应答反应. 

未成熟DC含有磷脂酰丝氨酸受体, 非常适

合摄取凋亡小体, 被报道在自身抗原转换和自身

免疫调节的中起到了关键的作用[64]. 最近有研究

表明, 致耐受性的DC处于未成熟状态, 能增加吲

哚胺2, 3-二氧化酶(indoleamine 2, 3-dioxygeflase)
的表达, 后者能诱导同种异体移植后反应性T细
胞凋亡, 能增加CD4(+)CD25(+)CTLA4(+) Treg细
胞的数量, 进而能够延长移植物生存时间[65]. 因
此, 由未成熟的DC摄取凋亡细胞所进行的抗原

转换通过清除或调节特异性T细胞, 成为一种重

要的维持自身免疫耐受的机制.
4.3 分泌抑制性细胞因子 TGF-β是一种广泛存

在、具有免疫抑制作用的淋巴因子, 是由3个
异构体构成的家族, 包括TGF-β1, TGF-β2和
TGF-β3, 其中对于TGF-β1的研究较清楚, 他
可以从多方面抑制免疫反应 ,  诱导免疫耐受 . 
Chen e t a l [66]在体内注射凋亡细胞后, 炎性因

子分泌减少炎症反应减轻 ,  从炎症部位分离

的巨噬细胞可分泌T G F-β1, 而注射活细胞则

没有此作用. Huynh et al [67]研究磷脂酰丝氨酸

(phosphatidylserine, PS)依赖的凋亡细胞发现, 不
表达PS的凋亡细胞不能诱导巨噬细胞TGF-β1的
产生, 而转染后则可以诱导TGF-β1产生, 提示PS
介导的吞噬作用对诱导巨噬细胞产生TGF-β1至
关重要. Jiang et al [68]体外实验在凋亡细胞培养液

发现TGF-β1明显增多, 而且注射凋亡细胞能减

少移植后炎性因子的表达, 从而增加了TGF-β1
的分泌. 最新研究表明[69-71], 在体内吞噬凋亡细

胞的巨噬细胞比那些吞噬坏死细胞或未处理细

胞能分泌更多的TGF-β1, 其中主要是吞噬坏死

细胞的巨噬细胞能利用短暂的CD40上调更有效

提呈抗原给T细胞, 然而那些吞噬了凋亡细胞的

巨噬细胞则因为所分泌的抑制性细胞因子的影

响而成为“无能”的APC, 从而诱导免疫耐受的

产生.
I L-10为目前研究较多的T h2细胞因子 . 

IL-10最初被称为T辅助细胞的细胞因子合成抑

制因子, 是巨噬细胞及T细胞来源细胞因子, 具
有负向免疫调节作用. IL-10主要通过改变APC
的功能而抑制IL-2、IFN-γ等Thl细胞因子的产

生, 还能抑制B7协同刺激分子的配体表达, 抑
制MHC-Ⅱ类抗原及细胞黏附分子的表达, 并
抑制巨噬细胞的活性. Byrne et al [72]和Tassiulas  
et al [73]研究发现, 在LPS中加入凋亡细胞, 吞噬

细胞在吞噬凋亡细胞过程中, 可抑制IL-12, IL-
lβ和TNF-α的分泌, 促进IL-10的产生. 因此认为, 
IL-10在吞噬凋亡细胞过程中具有重要的作用, 
从而诱导免疫耐受的产生. 总之, 一系列有力的

证据显示[74-75], 吞噬凋亡细胞的单核吞噬细胞释

放抗炎因子, 包括IL-10和TGF-β1, 从而诱导免

疫耐受的产生.

5  细胞凋亡在肝移植的临床意义

细胞凋亡在诱导肝移植免疫耐受过程中具有十

分重要的意义. 在肝移植免疫中, 细胞凋亡发挥

双刃剑作用. 当宿主T细胞凋亡, 可诱导免疫耐

受的产生; 另一方面, 免疫排斥反应发生时, 移
植物细胞发生凋亡. 所以可从2方面着手为移植

排斥反应防治提供新的策略: (1)预防移植物细

胞凋亡, 减少移植物损伤; (2)促进受体反应性T
淋巴细胞凋亡, 诱导移植耐受. 因此, 越来越多

的研究者们尝试在肝移植术前通过预输注供体

的凋亡细胞来降低移植排斥反应的发生.
Dresske et al [76]在大鼠肝移植模型中研究凋

亡细胞对肝移植中的影响, 免疫组织化学显示

在移植耐受组有大量的细胞增殖, 肝实质细胞

的凋亡在排斥组和耐受组都有发生, 但是只有

在耐受组才有大量的上调的FasL的表达, 从而

表明凋亡细胞对肝移植免疫耐受的诱导具有重

要的作用. Liu et al [77]通过输注供者地塞米松诱

导凋亡脾细胞观察对肝移植的影响. 研究表明, 
肝移植预输注地塞米松体内诱导的凋亡脾细胞

能够诱导受体大鼠对肝移植的免疫耐受; 同期

输注凋亡脾细胞则促进受体对肝移植的排斥反

应, 认为凋亡细胞未被及时吞噬是引起排斥反

■应用要点
本文提示通过细
胞凋亡诱导肝移
植免疫耐受, 不但
具有重要的理论
意义, 而且具有重
要的临床意义和
巨大的社会价值.
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应的重要原因. Nagasaki et al [26]研究全身淋巴照

射对大鼠肝移植免疫的影响, 在移植术后进行

受体全身淋巴照射, 研究显示可明显延长受体

大鼠的存活而没有其他的慢性疾病. 此外, 应用

供体来源的单核细胞进行输注也明显延长受体

生存,可使超过70%的受体存活超过100 d而没有

慢性排斥反应.

6  结论

细胞凋亡对机体具有重要的免疫调节作用, 其
作用过程直接影响到机体对外来抗原的反应如

何-发生免疫应答或是产生免疫耐受. 虽然, 对其

作用机制的研究中还存在许多疑问, 这一方面

体现了肝脏为适应其内部复杂的免疫学变化而

进化形成的免疫活动多面性, 另一方面也向我

们展示了众多有益的提示和理念, 甚至研究的

新方向. 因此, 对细胞凋亡的研究不仅对于移植

医学有重要意义, 对于免疫学研究的整体发展

都会有重要价值. 随着人们对该领域的不断深

入研究, 在器官移植, 尤其是肝移植排斥反应的

防治、免疫耐受的诱导等方面前景广阔.
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Abstract
Primary gallbladder carcinoma (PGC) is a 
common malignant tumor of the digestive 
system. As PGC has a high degree of ma-
lignancy, it has long posed a serious threat 
to human health. Early diagnosis and treat-
ment of PGC is important in improving the 
prognosis of the disease. At present, some 
achievements have been made in elucidating 
the pathogenesis of PGC and exploring its 
early diagnosis and treatment at the genetic 
level. In this article, we will summarize the 
recent advances in research on oncogenes and 
tumor suppressor genes, metastasis-, progno-
sis- and treatment-related genes, and tumor 
markers that are associated with PGC. 

Key Words: Primary gallbladder carcinoma; Gene 
expression; Oncogene

Wang B, Ding YM. Advances in research of primary 
gallbladder carcinoma at the genetic level. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(27): 2811-2820

摘要
原发性胆囊癌是常见的消化系恶性肿瘤之一, 
恶性程度较高, 长期以来一直严重威胁着人类
的健康, 对原发性胆囊癌的早期诊断和治疗至
今未取得突破性的进展, 是临床急需解决的重
要问题. 从基因学出发研究原发性胆囊癌的发
病机制、早期诊断及治疗, 已取得了一定的成
绩, 也是目前肿瘤研究的热点. 本文就目前原
发性胆囊癌发病过程中的癌基因、抑癌基因
与胆囊癌转移、预后及治疗相关基因, 肿瘤标
志物的研究状况作以综述. 

关键词: 原发性胆囊癌; 基因表达; 癌基因
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0  引言

原发性胆囊癌(primary gallbladder carcinoma, 
P G C)是胆道系统常见的恶性肿瘤, 恶性程度

高、死亡率高、预后差. 因其临床表现不典型, 
常与胆囊炎、胆囊结石的症状相似, 早期诊断

比较困难. 因此, 如何提高原发性胆囊癌的早

期诊断水平, 为胆囊癌的早期治疗创造条件一

直是人们所关注的问题. 现代医学研究表明肿

瘤是基因水平异常所引起的行为, 其发生、发

展、转移及预后均与癌基因和抑癌基因的突变

相关. 胆囊癌的发生、发展、转移及预后同样

涉及多种癌基因和抑癌基因的突变, 在基因学

水平上研究胆囊癌的生物学行为, 有助于提高

胆囊癌的早期诊断和治疗水平. 本文就近年来

国内外有关癌基因、抑癌基因及其表达产物在

胆囊癌早期诊断、肿瘤转移、预后判断等方面

的研究概述如下. 

1  与胆囊癌发生、发展有关的基因

1.1 ras ras基因是一个常见的癌基因家族, 包括

k-ras、n-ras和h-ras. 研究表明, ras基因的异常表

达是肿瘤发生的早期事件, k-ras基因可能是激发

癌变的关键, 其突变热点在第12密码子, 少数在

www.wjgnet.com
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■背景资料
原 发 性 胆 囊 癌
( P G C )是最常见
的胆道系统恶性
肿瘤, 发病率近年
有逐渐上升趋势, 
其恶性度高, 死亡
率高, 早期诊断困
难 ,  治疗效果差 . 
目前对PGC的发
病机制、诊断及
治疗的研究已取
得了一定成绩, 尤
其是近年来迅猛
发展的基因和蛋
白质研究技术, 大
大促进了PGC相
关的基因研究工
作, 且取得了令人
可喜的成果. 然而
对PGC发病的高
危因素、致癌机
制、早期诊断和
治疗的相关基因
研究仍未获得突
破性进展, 仍然需
要广大科研工作
者继续深入探索
和研究. 

■同行评议者
陈力, 教授, 浙江
大学医学院附属
第二医院外科



第13密码子. k-ras编码P21蛋白, 与细胞生长和分

化密切相关, 其阳性表达的肿瘤恶性度高, 预后

差[1-2]. Yukawa et al [3]应用免疫组织化学方法发现

早期胆囊癌中ras基因产物p21阳性率高达95%, 
说明ras基因参与了肿瘤的癌变过程. 
1.2 src c-src基因编码产物为60 ku的蛋白质, 具
有特异性酪氨酸激酶活性功能, 能促进细胞的

增生和恶变. Tatsumoto et al [4]用质粒携带c-src基
因, 联合转染非致瘤人胆囊癌细胞, 研究表明人

胆囊癌细胞的致瘤潜能与c-src基因相关的信号

通路有密切关系. 
1.3 bcl-2 bcl-2是重要的凋亡抑制基因, 通过其编

码的产物Bcl-2蛋白发挥生理功能. Mikami et al [5]

检测bcl-2基因在胆囊腺癌中的表达和细胞凋亡

指数, 发现细胞凋亡指数随着胆囊肿瘤分化程

度的降低而减少, 并与P53表达呈负相关. bcl-2
表达与胆囊癌细胞分化呈正相关, 在早期肿瘤

的发生中起作用. 
1.4 bax  bax基因属bcl-2相关基因, 具有对抗Bcl-2
蛋白, 抑制凋亡的作用. Saetta et al [6]发现, 胆囊癌

中bax阳性率在低分化、未分化及有转移组明显

高于高分化和未转移组. 
1.5 myc 基因家族 myc基因家族成员包括myc、
C-myc、N-myc及L-myc、P-myc、R-myc、
S-myc和B-myc , 均定位于核内, 为核转录调节

因子[7]. C-myc为原癌基因, 定位于8号染色体, 
编码P62蛋白, 参与细胞周期的调控、细胞增

殖、凋亡及永生化等过程, 在许多肿瘤的发生

中起着重要作用. 刘智敏 e t a l [8]发现胆囊癌中

C-myc的阳性率明显高于正常胆囊组织, 说明

胆囊癌的发生可能与C-m y c 基因的激活有关. 
Wang et al [9]发现胆囊癌组织中P62蛋白高表达, 
可作为反映胆囊癌侵袭性的指标, 为胆囊癌的

早期诊断和治疗提供参考. 
1.6 surv iv in 与细胞凋亡密切相关的3个基因

家族包括bcl-2家族、caspase家族和凋亡抑制

(inhibitor of apoptosis, IAP)家族. survivin是最近

发现的IAP家族成员之一, 具有肿瘤选择性特点, 
可对抗G2/M期细胞凋亡的诱导, 克服凋亡关卡, 
通过有丝分裂促进转化细胞的异常增殖[10]. 研究

发现survivin蛋白在胆囊癌中的表达显著高于胆

囊腺瘤及慢性胆囊炎组织, 且与胆囊癌患者的

性别、年龄、肿瘤的大小、分化程度及是否转

移无关, 提示survivin可能通过抑制胆囊癌细胞

凋亡, 对胆囊癌的发生、发展起重要作用, 但在

胆囊癌的发展过程中, 尚存在其他凋亡基因的
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激活[11]. 
1.7 caspase-3 caspase家族是一组蛋白酶, 是细胞

凋亡的执行者, caspase-3是凋亡传导途径最下游

的蛋白酶, 是细胞凋亡的最终执行者, caspase-3
的活化对细胞凋亡的发生具有重要意义. 在胆

囊癌中, caspase-3表达在高、中分化组及Nevin
分期Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期组高于低分化组及Nevin分期

Ⅳ、Ⅴ期组, 揭示caspase-3同胆囊癌分化、分期

有关[11]. 
1.8 cyclin D与cyclin E 细胞周期控制系统由细

胞周期素(cycl in)、细胞周期素依赖蛋白激酶

(cyclin-dependent kinase, CDK)和细胞周期依赖

性蛋白激酶抑制物(CDK inhibitor, CDKI)三大

类蛋白家族所组成, 细胞周期素依赖蛋白激酶

是细胞周期调控机制的核心. CDK4、CDK6与
cyclin D1、D2、D3结合是G1期运行的必要条

件. 而cyclin E与CDK2结合, 形成cyclin E-CDK2
复合物, 产生或激活许多细胞周期相关蛋白, 启
动并进入S期, 是S期启动的必要条件[12]. 

Hui et al [13]发现41%的胆囊癌和67%的胆囊

腺瘤发生cyclin D1过表达, 而正常胆囊上皮和

胆囊腺肌症中无cyclin D1表达, 表明cyclin D1
在胆囊癌中的过表达是胆囊癌发生过程中的一

个早期事件, 但与年龄、性别、组织学类型、

淋巴转移、TNM分期等无关. cyclin E在原发性

胆囊癌中的阳性表达率亦显著高于胆囊良性病

变, 并且cyclin E在胆囊癌的表达与胆囊癌细胞

PCNA指数相关, 因此cyclin E的表达与胆囊癌细

胞增生活性相一致, cyclin E的过表达通过加快

细胞增生周期, 促进胆囊癌细胞异常增生, 在胆

囊癌的发生发展过程中起着重要的作用[14]. 
1.9 TGF-β TGF-β是一类具有多种生物学功能

的多肽类生长因子, 参与调节细胞的生长、分

化、凋亡及免疫功能, 能够抑制多种上皮源性

肿瘤细胞的生长, 研究表明TGF-β在胆囊癌中表

达明显高于胆囊良性疾病[15]. 
1.10 DPC4 DPC4也称胰腺癌缺失基因, 为抑癌

基因, 定位于染色体18q21.1, 编码蛋白属Smad 
家族, DPC4也是TGF-β细胞内信号传导的枢

纽, 参与调节细胞增殖分化. 研究表明胆囊癌中

DPC4产物表达显著低于良性胆囊组织[16]. 
1.11 Fas Fas蛋白属TNF受体家族成员, 与FasL结
合后通过IL-1β转化酶基因介导细胞凋亡. 胆囊

癌中Fas阳性表达与胆囊癌的分化程度及转移相

关[6]. 
1.12 p53  p53是典型的抑癌基因之一, 定位于染

www.wjgnet.com

■研发前沿
从基因学水平研
究PGC发生、发
展、早期诊断及
治疗是PGC研究
的 热 点 和 难 点 , 
多基因联合检测
提高诊断的准确
率, 基因靶向治疗
PGC是研究的新
方向. 



汪斌, 等. 原发性胆囊癌基因研究现状                                                    2813

www.wjgnet.com

色体17p13.17, 其基因突变率约63.3%, 是人类

肿瘤中发生基因变异频率最高的基因, 与胆囊

癌的发生关系密切[17-19]. Wistuba et al [20]研究发

现胆囊癌中p53基因杂合性缺失(loss of hetero- 
zygosi ty, LOH)达90%, 且较蛋白表达发生更

早、更频繁, 提示p53基因LOH检测有助于胆囊

癌早期诊断. 
1.13 p21  p21也是抑癌基因之一, P21蛋白是G1

期的细胞周期蛋白依赖激酶抑制物, 可抑制多

种cyclin-CDK复合物的活性, 以阻止细胞进入S
期, 其C端又可结合细胞增殖核抗原(proliferating 
cell nuclear antigen, PCNA)以阻断DNA复制. 
P21在胆囊癌中表达降低, 是胆囊癌发生的早期

事件[21], 且与胆囊癌的性别、年龄、分期、分级

等临床病理参数密切相关[22]. 
1.14 p27  p27是CDKI里的Cip/Kip家族成员之一, 
主要功能是阻断细胞周期进程, 抑制细胞增生. 
Hui et a l [13]在实验中发现43%的胆囊癌病例中

P27表达低, P27在的低表达是胆囊癌发生过程

中的一个晚期事件, 与胆囊癌的分化、淋巴结

转移、TNM分期密切相关. 
1.15 p16  p16是比p21更强的肿瘤抑制基因, 也
称为多肿瘤抑制基因(mTS1), 属于CDK4抑制

(inhibitors of CDK4, INK4)基因家族, 在细胞周

期调控中具有十分重要的作用. p16基因异常主

要表现以基因缺失, 且多为纯合性缺失. 研究发

现, 在胆囊癌癌前病变中, 通常存在p16基因的

缺失[23-24], 另外, p16基因突变在胆囊癌中发生率

也很高, 检测p16基因及其蛋白表达对提高胆囊

癌早期诊断率及估计患者生存时间有十分重要

的意义[25-26]. 
1.16 p73  p73基因是Kaghad et al [27]1997年发现的

p53基因家族的第一个新成员, 定位于1P36, p73
基因在胆囊癌中高表达, 并与胆囊癌组织学类

型有关, 低分化组织中阳性率高, 提示p73基因

异常表达在胆囊癌发生发展中发挥重要作用[28]. 
1.17 Rb Rb基因是第一个被克隆的抑癌基因, 定
位于13q14, 其产物Rb蛋白参与细胞周期的调控, 
各种原因导致Rb基因缺失或突变, 将导致细胞

进入非正常增殖状态, 进而产生肿瘤. Rb蛋白在

胆囊癌的阳性表达低, 与胆囊癌分化程度高低

以及分期有关. Rb蛋白的低表达是促进胆囊癌

细胞增殖的重要因素[29], Rb基因的LOH是胆囊

癌发生的晚期事件[30]. 
1.18 MUC 黏蛋白(nucin, MUC)是一类含有寡

糖链的糖蛋白, 主要存在于胃肠道、呼吸道、

泌尿生殖道表面细胞及其分泌的黏液中, 除保

护和润滑功能外, 还参与细胞间黏附、通讯、

作为细胞受体等多种功能. 胆囊上皮细胞也可

分泌黏蛋白 ,  胆汁中含有丰富的黏蛋白成分 . 
Wongkham et al [31]报道黏蛋白MUC5AC在胆管

癌组织中高表达, 胆管癌患者血浆MUC5AC升

高. MUC4在胆囊癌中表达显著升高, 并与胆

囊癌的组织学分级密切相关, 同时研究还显示

MUC4与erbB2间存在一种直接的相互作用关系, 
这种相互作用在胆囊癌的致癌作用中发挥着重

要作用[32]. 
1 . 1 9  L A P T M 4 β  溶酶体关联跨膜蛋白4 β 
(lysosome-associated protein transmembrane, 
LAPTM4β)定位于染色体8q22.1, 编码35 kDa、
24 kDa 2种蛋白. LAPTM4β-35在胆囊癌中过表

达, 与胆囊癌的组织学类型、淋巴浸润、远处转

移、肿瘤分期及分化程度、切除后的生存率密

切相关, LAPTM4β作为一种新的基因/蛋白抑制

靶点, 在胆囊癌的发生发展中起着十分关键的

作用, 他可能通过其翻译产物LAPTM4β-35蛋白

而发挥致癌作用. 将LAPTM4β-35与其他分子如

cyclin D1联合检测, 对提高胆囊癌的预测将更有

价值[33]. 
1.20 hoGG1 8-羟基鸟嘌呤-葡萄糖基转移酶, 编
码一种葡萄糖基转移酶蛋白 ,  参与来自氧化

损伤D N A的8-羟基-脱氧鸟嘌呤的切割修复 . 
hoGG1 ser326cys具有cys/cys纯合子基因型的个

体容易发展为胆囊癌[34]. 
1.21 CYP7A1 胆固醇7-α羟化酶, 具有CYP7A1
基因CC基因型和C等位基因是胆囊癌发展的一

个危险因素, 且在等位基因是纯合子条件下, 这
种危险会进一步增加[35]. 
1.22 Heparanse 类肝素酶已经被证实与许多肿瘤

的生长和侵袭有关, 他可以促进血管的发生和

破坏基底膜, 促进肿瘤生长. 在体外模型研究中

发现类肝素酶抑制剂可以抑制胆囊癌细胞系的

潜在侵袭, Heparanse已经成为人类肿瘤治疗的

一个具有广阔前景的靶点[36]. 
1.23 B-raf Saetta et al [37]检测胆囊癌标本发现存

在B-raf基因变异, 且都定位于外显子15位点上

的热点密码子599位点, 暗示B-raf可能与胆囊癌

的发病机制密切相关. 
1.24 b-FGF b-FGF基因位于人的第5对染色体上, 
为单拷贝基因, 其表达产物b-FGF蛋白是重要的

促有丝分裂因子, 也是形态发生和分化的诱导

因子[38]. 胆囊癌组织中b-FGF表达阳性率明显高

■创新盘点
本文对迄今为止
有关PGC发病的
基因研究状况进
行了综述, 并分别
从PGC的发生发
展、转移预后、
早期诊断及治疗
相关基因研究4方
面进行了阐述, 展
示了各方面最新
的 研 究 成 果 ,  为
PGC的进一步深
入研究提供了参
考和方向. 
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于慢性胆囊炎组织, 表明b-FGF对胆囊癌的辅助

诊断有一定的作用[9]. 
1.25 c-fos与c-jun c-fos与c-jun属于即刻早期应答

基因(immediate early response gene), 两者编码的

蛋白均为重要的核转录因子, 两者通过形成亮

氨酸拉链结构以c-fos/c-jun杂合二聚体, 或c-jun 
同二聚体形式构成活化蛋白21(AP21), 参与多个

基因的转录调节, 控制着细胞的增殖和凋亡, 在
许多肿瘤中c-fos、c-jun蛋白都有异常表达[39-40]. 
胆囊癌组织中c-fos、c-jun蛋白的阳性表达率显

著增高, 提示c-fos、c-jun与胆囊癌的发生有关, 
c-fos、c-jun的协同表达表明两者关系密切, 共
同参与基因的转录调节[41]. 
1.26 PTTG 垂体瘤转化基因(pituitary tumor-
transforming gene, PTTG)是从垂体肿瘤细胞中

分离出来的一种原癌基因, 定位于5号染色体

5q33区. 研究发现人类染色体5q区与肺癌等多

种肿瘤复发有关. PTTG在增殖活跃的正常组

织, 如睾丸和胸腺组织中高表达, 在肝癌、乳腺

癌、结肠癌、甲状腺癌、卵巢肿瘤及血液系

统肿瘤等肿瘤组织中过度表达. 胆囊癌组织中

PTTG的阳性表达同肿瘤病理分期有关, 在Nevin
Ⅳ、Ⅴ期胆囊癌组织中表达阳性率明显高于Ⅰ-
Ⅲ期胆囊癌组织. PTTG的表达还与胆囊癌的淋

巴转移有关, 表明PTTG的异常表达与胆囊癌的

发生、发展及侵袭进程密切相关[42-43]. 
1 . 2 7  K A I 1  K A I 1基因属于T M 4 S F家族

(transmembrane 4 superfamily or tetraspanin super-
family, TM4SF)成员, 表达产物为CD82[44-45], 是新

发现的一个肿瘤转移抑制基因. KAI1基因产物

和其他TM4SF成员是互相结合在一起的[46-47]. 研
究发现, 随着胆囊癌病程的进展, KAI1基因的阳

性表达逐渐下降, 且KAI1基因蛋白阳性表达率

与胆囊癌的TNM分期呈负相关, 其蛋白的高表

达预示着胆囊癌患者有较好的预后, 因此认为

KAI1基因蛋白对反映胆囊癌的预后有价值[48-49]. 
KAI1基因在前列腺癌转移中的作用已经得到公

认, 因此推测, 在原发性胆囊癌中, KAI1基因具

有肿瘤转移抑制作用. 
1.28 OPN 骨桥蛋白OPN是一种高度磷酸化和

糖基化的分泌型蛋白, 富含唾液酸, 在很多恶

性肿瘤中异常表达并且同恶性程度和转移相

关, OPN的功能包括细胞黏附和迁移、免疫和

感染反应、抗凋亡、抑制合成和骨骼钙化等. 
张宝华 et al研究证实, 胆囊癌中的OPN表达水

平高于癌旁胆囊组织, 提示OPN在胆道肿瘤的

发生中发挥作用并且具有作为分子诊断标志

物的潜力[50]. 

2  与胆囊癌转移、预后有关的基因

2.1 C-erbB2 C-erbB2是一种癌基因, 又称Neu或
HER-2, 定位于人染色体17q21上, 编码相对分子

质量为185 kDa的跨膜糖蛋白, 故又称P185, 具
有酪氨酸激酶活性, 属表皮生长因子受体家族. 
C-erbB2的表达与胆囊癌分化、转移及预后有

关, 其表达阳性率随胆囊癌的分化程度降低而

逐渐升高[51]. Kiguchi et al [52]在转基因鼠的实验

中观察到erbB2过度表达导致100%的实验鼠在3
月龄时发生胆囊腺癌, 并向胆管浸润和发展. 
2.2 CD44 CD44家族属黏附分子, 定位于11号染

色体, 作为主要的跨膜透明质酸受体, 是癌细胞

获得浸润转移能力的决定因素之一. CD44拼接

变异体(CD44 splice variants, CD44v)表达, 特别

是v6的表达与多种肿瘤包括胃癌、肝癌及结肠

癌等侵袭表型的形成有关. 沈汉斌 et al [53]研究发

现CD44V6在胆囊癌中高表达, 在胆囊癌细胞的

增殖、分化和转移过程中发挥着重要作用, 对
预测胆囊癌癌前病变的转化及肿瘤的侵袭转移

具有重要价值. 
2.3 nm23 nm23为肿瘤转移抑制基因, 具有控制

细胞分化与细胞发育功能, 与恶性肿瘤转移关

系密切, 其表达水平与多种肿瘤细胞的转移潜

能呈负相关. nm23基因位于染色体17q21.3, 分
为nmH1-6 6个亚型, 编码产物二磷酸核苷激酶

(NDPK)与微管聚合、G蛋白介导的信号传递、

细胞与周围组织附着力、完整的基底膜形成及

转录调节有关. 胆囊癌中nm23表达低于胆囊良

性组织, 且与胆囊癌的淋巴转移相关[53]. 通过对

胆囊癌的nm23-H1基因D17S396位点的DNA微

卫星不稳定性(MSI)和LOH检测, 发现胆囊癌组

织D17S396位点的遗传不稳定性与胆囊癌的发

生、发展密切相关, D17S396位点MSI可作为判

断胆囊癌有无发生淋巴转移和预后判断的重要

指标, 并认为MSI可作为分子诊断的早期标志. 
在实验中随着胆囊癌的恶化和进展, LOH的发

生率增高, 因此, LOH可作为胆囊癌恶性程度、

淋巴转移和预后转归的重要判断指标. 研究表

明MSI和LOH可能通过不同的途径调控胆囊癌

的发生和转移[54-55]. 
2.4 h M L H1与h M S H2 h M L H1和h M S H2为
DNA错配修复基因(MMR)家族最重要的成员, 
hMLH1和hMSH2基因的突变及功能缺陷, 使得
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相应的编码蛋白表达水平降低或缺如, 导致肿

瘤的发生. 随着胆囊癌恶性程度的增加、浸润

和转移的发生, hMLH1和hMSH2蛋白表达出现

下调或部分表达缺失, 其可能参与胆囊癌的发

生发展[55-57].
2.5 FHIT FHIT称脆性组氨酸三联体(f rag i le 
histidine triad, FHIT)基因, 于1996年由Masa-
taka et al [58]成功分离并定位于染色体3P14.2, 为
多种肿瘤的候选抑癌基因. 胆囊癌中FHIT表达

明显下调或缺失, 且与胆囊癌的分级及淋巴结

转移密切相关, 表明他可能是胆囊癌一个重要

的候选抑癌基因, 有可能作为一种新的胆囊癌

的预后监测指标[59-60]. 
2.6 端粒酶 端粒酶是一种核糖核蛋白, 主要成分

是RNA和蛋白质, 具有逆转录酶活性, 与细胞的

分裂、增殖有着密切的关系, 在胆囊癌组织中

端粒酶活性的检出率高达80%, 说明端粒酶在胆

囊癌的发生、发展中起重要作用[61]. 
2.7 MMP-2 基质金属蛋白酶2(matrix metallopro-
teinase 2, MMP-2)是相对分子质量为72 ku的Ⅳ

型胶原酶和明胶酶, 可以降解细胞基质以及Ⅳ

型胶原, 形成局部溶解区以构成肿瘤细胞移动

的通道. MMP-2在癌的浸润和转移过程中起重

要作用, MMP-2的高表达与胆囊癌细胞的分化

程度、转移及预后相关[61]. 
2.8 TIMP-2 MMP-2组织抑制因子(tissue inhibi-
tors of metallo proteinase-2, TIMP-2), 与MMP-2
一起影响细胞外基质和基底膜完整性, 参与肿

瘤的浸润转移. MMP-2与TIMP-2之间的比例失

衡, 以致TIMP-2不足以对抗MMP-2的活性可能

是肿瘤浸润转移的基础. 研究表明TIMP-2更能

准确反映胆囊癌的特性, 可能作为判断胆囊癌

分期、转移的重要参考指标[62]. 
2.9 COX-2 COX-2环氧合酶(cyclooxygenase, 
COX-2), 又称前列腺素过氧化物合成酶, 是花生

四烯酸代谢合成前列腺素(PG)过程中关键的限

速酶. 环氧合酶分为两型, COX-1为结构型环氧

合酶, 表达于正常机体组织中, 被认为与调节正

常细胞生理功能相关. 诱生型COX-2在大多数

正常组织中未被检测到, 但可见于某些炎症和

肿瘤组织. 胆囊癌组织中COX-2阳性表达率显著

高于正常胆囊组织, 其阳性表达与肿瘤TNM分

期、淋巴结转移相关[63]. 
2.10 E-cadherin E-Cad是一种依赖Ga2+的同种亲

和性细胞间黏附分子, 是维持正常上皮完整性

和极性的跨膜糖蛋白, 与肿瘤的转移和浸润有

关. E-Cad的基因定位于染色体16q22.1, 长度为

100 kb, 有16个外显子. E-Cad的下降和缺失, 细
胞间的黏附力下降, 造成细胞容易分散而向外

浸润性生长, E-Cad在胆囊癌中的阳性表达率显

著低于胆囊腺瘤和胆囊炎组织, 且随胆囊癌的

恶性程度和淋巴结转移的增加而降低[64]. 
2.11 i-NOS 诱导型一氧化氮合酶(inducible nitric 
oxide synthase, i-NOS), 在肿瘤血管生成中起重

要作用. i-NOS可诱导产生NO, NO高浓度时发挥

细胞毒或诱导肿瘤细胞凋亡作用, 而低浓度时

则作为肿瘤细胞信号转导途径的信使分子, 参
与调节与细胞增殖相关的基因表达, 增加肿瘤

血供, 促进血管生长, 从而促进肿瘤的生长、侵

袭和转移. 胆囊癌淋巴转移和肝转移时, i-NOS
表达增高, 提示胆囊癌细胞内NO处于低水平[65].    
2.12 Maspin Maspin为抑丝酶超家族成员, 属于

转移抑制基因, Maspin表达缺失将导致肿瘤细

胞表型更具有侵袭、转移及血管生成特性 [66]. 
Maspin在高转移胆囊癌细胞表达上调, 可能与: 
(1)Maspin在不同类型的细胞中有不同的功能, 
依赖于在所在细胞中其他的与Maspin交互作用

的蛋白谱. (2)Maspin的亚细胞定位对于其功能

起决定性作用, 在细胞核定位的Maspin可能发

挥不同的功能. Maspin是表达差异最大的基因, 
在胆囊癌转移过程中有重要意义, 有望成为胆

囊癌转移预测和干预的一个靶分子[67]. 
2.13 VEGF 血管内皮生长因子(vascular endothe-
lial growth factor, VEGF)是近年发现的具有多

种亚型的多肽类细胞因子, 他可以直接刺激内

皮细胞生成, 提高血管通透性, 与肿瘤生长及转

移密切相关. VEGF在胆囊癌中的表达明显高于

胆囊腺瘤、胆囊炎, 其表达与胆囊癌恶性行为

有关, 而血管生成拟态VM(+)胆囊癌VEGF表达

明显低于VM(-)胆囊癌, VM有助于肿瘤获得足

量的血液供应, 提示VEGF可作为判断VM(+)胆
囊癌早晚期病变的重要指标, 并可评价胆囊癌

Nevin分期、浸润深度、有无淋巴结转移和肝脏

转移、判断患者预后. 胆囊癌恶性度高, 预后差, 
手术切除率低, 对胆囊癌血管生成拟态(VM)这
一潜在新颖靶点的研究, 有可能为临床胆囊癌

的治疗提供新的途径[68]. 
2.14 PCNA 增殖细胞核抗原(proliferating cell 
nuclear antigen, PCNA)的表达及合成与细胞增

殖周期有密切关系. PCNA标记指数在胆囊癌组

织明显高于良性病变组织, 研究表明PCNA高表

达的胆囊癌预后不良, 可反应胆囊癌的生物学

■同行评价
本文综述了胆囊
癌的基因研究现
状. 文献丰富, 内
容全面详细, 可读
性好.
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特性[69]. 
2.15 GluT1 葡萄糖转运蛋白1(glucose transporter  
1, GluT1)是细胞膜上的跨膜糖蛋白, 介导细胞内

外的葡萄糖以易化扩散的方式相互转运. 实验

发现抑制GluT1 mRNA可以抑制肿瘤细胞的生

长[70], GluT1在胆囊癌组织中高表达, 与胆囊癌

的演进有密切关系, 可作为判断胆囊癌预后的

一项指标[71]. 
2.16 E G F R 表皮生长因子受体(e p i d e r m a l 
growth factor receptor, EGFR)是一种特异性跨

膜糖蛋白受体, 他不仅能刺激正常上皮细胞增

殖, 而且对某些肿瘤细胞增殖也有较明显的促

进作用, 其表达特征与癌细胞生物学行为及临

床病理特征有极密切的关系. PGC分化程度越

低, 浸润深度越深, EGFR越高, 可作为PGC患

者预后判断的独立指标[61]. 
2.17 PTEN PTEN是具有磷酸脂酶活性的抑癌基

因, 位于10q23位点, 基因全长200 kb, 包括9个
外显子和8个内含子. PTEN的磷酸酶活性是其

抑制细胞生长的前提和条件, 该编码区基因突

变可能与肿瘤的发生密切相关. 研究显示胆囊

腺瘤癌变及胆囊癌中PTEN mRNA和PTEN蛋白

的阳性率均明显低于胆囊腺瘤, 检测PTEN蛋白

有望成为判断胆囊腺瘤癌变的一项辅助指标[72]. 
PTEN抑癌基因蛋白表达低下或丢失可能是胆

囊癌的一种信号. 
2.18 PDGF 血小板源生长因子(platelet-derived 
growth factor, PDGF)是首先从血小板中分离出

的一类重要的促有丝分裂多肽生长因子, 具有

刺激特定细胞群分裂增殖的能力. PDGF-B是原

癌基因c-sis的编码产物, 通过PDGF-B mRNA而

合成PDGF-B具有较强的有丝分裂原活性, 参与

细胞增殖. PDGF-B mRNA在胆囊腺癌中的表达

阳性率明显高于癌旁组织、腺瘤性息肉和慢性

胆囊炎, 低分化腺癌、淋巴结转移和胆囊外组

织器官侵犯病例PDGF-B mRNA表达阳性率明

显高于高分化腺癌、无淋巴结转移和无胆囊外

组织器官侵犯病例, 提示PDGF-B mRNA表达可

能是反映胆囊腺癌发生、进展、生物学行为及

预后的重要生物学标志物[73]. 

3  与胆囊癌治疗有关的基因

3.1 GCS 糖基化神经酰胺合成酶(glucoceramide 
synthase, GCS)是调控神经酰胺代谢的关键酶之

一, 其活性增高可能是引起肿瘤获得性多药耐

药产生的原因之一. 研究显示该酶在未经化疗
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的胆囊癌组织中活性较高, 该酶是否能作为反

映胆囊癌先天多药耐药的一个生物学指标有待

临床进一步验证[74]. 
3.2 MDR 多药耐药基因(multidrug resistance, 
MDR), 通过检测胆囊癌Mdr-1基因表达可以了

解胆囊癌的耐药程度, 预测化疗疗效, 为逆转耐

药提供帮助[75]. 
3.3 P-gp P-gp是一种TAP依赖性转移泵, 能通过

主动转运的方式将化疗药从肿瘤细胞内或直

接从质膜转运出细胞外, 减少化疗药物在肿瘤

细胞内聚集. P-gp由Mdr-1基因编码, 研究表明, 
P-gp在胆囊癌中的表达明显高于胆囊炎, P-gp 
的过度表达改变了细胞膜的电势和pH环境, 影
响了化疗药物在细胞内的分布和滞留[76]. 
3.4 GST-π 胎盘型谷胱苷肽S转移酶(glutathione-
s-transferase π, GST-π)也是肿瘤耐药的原因之一. 
GST-π对过氧化物和氧自由基较其他GST敏感, 
能通过酶蛋白自身的氧化(SH氧化为-S-S)来清

除活性或氧自由基. 在胆囊癌的对比研究中发

现, GST-π在胆囊癌中的表达明显高于结石性胆

囊炎等良性疾病[76]. 
3.5 TOP-Ⅱ 拓扑异构酶(Topo)是DNA构象动

态变化的关键性核酶, 分为两型, 即Topo-Ⅰ和

Topo-Ⅱ, Topo-Ⅱ是真核细胞必不可少的核酶, 
为二聚体 ,  是许多化疗药物插入的作用靶点 , 
Topo-Ⅱ的改变成为耐药的重要原因之一. 许多

研究表明, Topo-Ⅱ数量和功能上的改变与耐药

密切相关[76]. 
3.6 PML 早幼粒细胞性白血病基因(promyelocyt-
ic leukemia, PML)不但在急性早幼粒细胞性白

血病的发病过程中起重要作用, 而且对前列腺

癌、乳腺癌、宫颈癌等具有明显的生长抑制作

用. 应用重组携带PML基因的腺病毒(Ad-PML)
感染体外培养的人胆囊癌细胞GBC-SD, 以检

测PML在胆囊癌细胞中的表达及其对胆囊癌细

胞体外生长的影响, 结果发现Ad-PML在胆囊癌

细胞中有较高的转导效率, 移植瘤实验发现Ad-
PML感染的GBC-SD 细胞不能在裸鼠体内形成

肿瘤, 结果说明腺病毒介导的PML基因不仅能

抑制胆囊癌细胞的体外生长, 而且能有效地抑

制胆囊癌细胞在裸鼠体内的致瘤能力[77]. 
3.7 G207 一种肿瘤细胞溶解酶. Nakano et al应
用G207治疗胆囊癌的实验发现, G207可以杀

灭胆囊癌细胞. 在G207 的抗肿瘤作用中, T淋
巴细胞介导的免疫反应在局部和全身都发挥

作用[78]. 
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3.8 AxdAdB-3 一种剔除了E1A、E1B 2种基因

的腺病毒, 在裸鼠上进行的对比研究显示, Ax-
dAdB-3 在胆囊癌中的复制及细胞毒性与野生型

和AxE1BdB相比, 具有同样的作用, AxdAdB-3
可以有效抑制胆囊癌细胞的生长, 明显延长生

存时间[79]. 
3.9 CS-706 一种选择性COX-2抑制剂. Kiguchi 
et al [80]研究发现CS-706能延缓BK5. ErbB-2大
鼠胆囊腺癌的进展, 并有明显的治疗作用, 提
示单独针对C O X-2或联合其他化疗药物为胆

囊癌的治疗提供了一条新的有效的途径. 

4  与胆囊癌有关的肿瘤标志物

4.1 Ki-67 Ki-67是继PCNA之后发现的又一种

反映细胞增殖活性的标志抗原, 分布于除G0期

和G1早期以外的细胞周期各个时相, 是一种稳

定、可靠的组织细胞增殖活性的标志物. 研究

结果显示, Ki-67在慢性胆囊炎、胆囊腺瘤和胆

囊癌中的阳性表达率逐渐增加, 提示胆囊癌的

发生与细胞增殖活性的增加密切相关, Ki-67表
达与胆囊癌的高分级、淋巴结或远处转移明显

相关, 因此, Ki-67可作为鉴别胆囊良恶性肿瘤

的一个参考指标, 并可判断胆囊癌变的生长速

度、分化程度和有无转移[61].  
4.2 AFP 甲胎蛋白(α-fetoprotein, AFP)与肝癌的

相关性已为大家所公认, 但其与胆囊癌的关系

却罕有报道, 有学者发现, AFP在血清中的水平

与胆囊癌的转移和复发有一定关系[81]. 
4.3 E/ER 对雌激素(estrogen, E)及其受体(estro-
gen receptor, ER)与PGC危险因素的相关性研

究表明, ER在胆囊癌组织中的表达与CEA在结

肠癌及AFP在肝癌中的表达相似, 可以认为是

在胆囊细胞癌变过程中胚胎基因的一种去阻抑

现象[82]. ER在胆囊肿瘤中的表达水平随肿瘤分

化程度降低而降低, 测定胆囊癌组织及患者血

清的E及ER水平, 有助于判断肿瘤的恶性程度

及预后[83], 在判断肿瘤的发生及预后时综合考

虑雌激素、ER及受体相关蛋白有更好的预后

意义. 
4.4 CEA与CA50 CEA为一种糖蛋白, 在多数消

化系肿瘤组织中呈高表达. C A50为目前新发

现的一种分布于细胞膜的肿瘤相关抗原, 消化

系恶性肿瘤中含量很高, 而正常组织中含量极

少. 胆囊癌中CEA表达显著升高, 并含有丰富的

CA50抗原, 提示CEA和CA50检测可作为胆囊腺

瘤恶变和胆囊癌早期诊断的一项辅助指标[61]. 

4.5 CA19-9 CA19-9是一种低聚糖类肿瘤相关抗

原, 也称胃肠癌的相关抗原. CA19-9为人类血型

物质Lewis相关抗原, 是连接在蛋白质或脂类上

的糖链所携带的岩藻糖残基末端结构, 血清学

表现为Lewis a和Lewis b, 除存在于血清外, 还存

在于胸水、腹水、胆汁、胰液和胃液等分泌液

中. 胆汁CA19-9水平的测定对鉴别胆管良恶性

疾病有较高的辅助诊断价值, 对胆囊癌联合检

测CEA和CA19-9可提高诊断的敏感性, CA19-9
不仅可作为胆囊癌的诊断指标, 也可作为胆囊

癌的治疗、动态观察及预后评价的指标. 然而

CA19-9并非胆囊癌特异性抗原, 对年龄在45岁
以上, 有可疑症状的高危人群, 实施包括CA19-9
在内的肿瘤标志物联合检测, 结合生化和影像

学的合理筛选检查, 则可以提高胆囊癌的早期

诊断率[84]. 
4.6 CA125 CA125系一种糖蛋白, 正常组织中

CA125含量极低, 目前关于CA125对胆囊癌的诊

断价值并不肯定, 刘珣 et al [85]报告胆囊癌CA125
阳性表达率较胆囊炎、胆囊息肉及腺瘤组明

显增高, 苏明 et al [86]认为CA125, AFP在胆囊癌

的诊断中无明显意义. Chaube et al [87]研究认为

CA125对胆囊癌有潜在的诊断价值, 并有助于与

胆石症鉴别. 

5  结论

胆囊癌的发生、发展是一个多基因联合作用的

结果, 虽然对各种癌基因和抑癌基因在胆囊癌

的发病机制、早期诊断、转移和预后判断、疗

效监测等方面的研究已经取得了一定的进展, 
但目前仍未找到一种理想的基因诊断或治疗胆

囊癌的方法, 相信随着分子生物学技术和检验

医学技术的发展, 特别是基因组学和蛋白质组

学研究的深入以及更多的临床应用(例如基因芯

片在肿瘤诊断的应用), 新的基因载体构建技术

和靶向治疗技术的发展等, 都将为胆囊癌的早

期诊断和治疗开辟有效的方法和手段. 
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Abstract
AIM: To investigate whether ammonia-removing 
microemulsion (ARM) can specifically remove 
ammonia from artificial colonic fluid and explore 
the potential role of ARM in the prevention and 
treatment of hepatic encephalopathy.

METHODS: ARM was mixed with artificial co-
lonic fluid containing different concentrations 
of ammonia for ten hours. Meanwhile, ARM 

was successively mixed with artificial gastric 
juice for 2 h, artificial small intestinal juice for 
3 h and artificial colonic fluid for 10 h to mimic 
gastrointestinal transit and pH environment. 
Ammonia concentrations in the fluid were then 
measured using a standard technique, and the 
ammonia removal rate was calculated. The am-
monia removal efficiency achieved using ARM 
was compared with that achieved using empty 
microemulsion, water and lactulose.

RESULTS: After mixing with ARM, the am-
monia concentrations decreased to 0 g/L in the 
artificial colonic fluid initially containing 5 g/L 
or 10 g/L of ammonia, and to 0.521 ± 0.135 g/L 
in the fluid containing 20 g/L of ammonia. The 
ammonia removal rate achieved in artificial co-
lonic fluid containing 10 or 20 g/L of ammonia 
was significantly higher than that in the artificial 
gastric juice and small intestinal juice containing 
enzymes (100% ± 0.00% vs 96.41% ± 0.84%, and 
97.29% ± 2.67% vs 86.42% ± 2.63%, respectively; 
both P < 0.05). ARM achieved a higher ammonia 
removal efficiency than empty microemulsion, 
water and lactulose.

CONCLUSION: ARM shows a very good 
ammonia-removing effect and thus provides a 
new approach for removal of colonic ammonia. 
However, the digestive fluids in the stomach 
and small intestine may weaken such ammonia-
removing effect.

Key Words: Hepatic encephalopathy; Ammonia; Mi-
croemulsion
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摘要
目的: 考察去氨微乳结肠定向除氨作用, 期望
为肝性脑病的防治提供一种更直接有效的新
方法. 

方法: 将去氨微乳放入含不同氨浓度的人工
结肠液中10 h, 体外模拟胃肠转运时间与pH环
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■背景资料
氨中毒学说在肝
性脑病发病机制
中处于中心地位, 
对于常存在低蛋
白血症的肝病患
者, 既要预防肝性
脑病又要保证蛋
白营养, 其解决的
最好办法是及时
高效地清除肠道
氨, 但目前口服清
除肠道氨的方法
无显著提高直接
去氨能力, 清除率
有待提高.

■同行评议者
高泽立 ,  副教授 , 
上海交通大学医
学院附属第九人
民医院周浦分院
消化科



境的实验; 参照国际检测氨的方法分别测氨
浓度变化, 计算氨清除率; 在氨检测装置中比
较去氨微乳、空白微乳、水及乳果糖对氨的
清除作用. 

结果: 去氨微乳使含氨5 g/L与10 g/L的结肠
液氨浓度均下降为0 g/L, 使含氨20 g/L的结
肠液氨浓度下降为0.521±0.135 g/L(P <0.05). 
在含氨10 g/L与20 g/L的人工结肠液中对氨
的清除率较在含酶的人工胃液与小肠液消
化中显著提高(100%±0.00% vs  96.41%±

0.84%; 97.29%±2.67% vs  86.42%±2.63%, 均
P <0.05). 去氨微乳清除氨的效果明显优于空
白微乳、水及乳果糖.

结论: 去氨微乳本身具有很好的除氨作用, 为
清除肠道氨提供了新的方法, 但其作用会受到
胃与小肠消化的影响, 需进一步优化其配方.

关键词: 肝性脑病; 氨; 微乳
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0  引言

氨中毒学说在肝性脑病(hepatic encephalopathy, 
HE)发病机制中处于中心地位[1]. 去氨一直是HE
防治的主要措施[2-3]. 低蛋白或禁蛋白饮食也在

HE防治中被采纳[2]. 然而对于常存在低蛋白血

症的肝病患者, 过分限制蛋白反而恶化了其营

养状况, 使其生存质量明显下降[4-5]. 因此, 既要

预防HE又要保证蛋白营养, 其解决的最好办法

是及时高效地清除肠道氨, 但目前能够保证患

者日常预防应用的口服清除肠道氨的方法尚少, 
其主要问题在于目前的方法无显著提高直接去

氨能力, 清除率不高. 我们初步探讨了特制的去

氨微乳对人工结肠液中氨的去除效果, 期望为

进一步优化去氨微乳建立实验依据, 为肠道氨

的清除提供一种新的可行的方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 W/O型去氨微乳、空白微乳由大连理

工大学膜科学与技术中心制备. 氨水为天津福

晨化学试剂厂分析纯. 盐酸为天津瑞金特化学

品有限公司分析纯. 乳果糖口服液为丹东康复

制药有限公司产品. 胃蛋白酶(上海贝基生物科

技有限公司); 胰酶(合肥博美生物科技有限责任

公司). 精密pH试纸(上海三爱思试剂有限公司); 
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电子天平(FA1104, 上海精科天平有限公司); 磁
力加热搅拌器(79-1, 国华电器有限公司); 数显

恒温水浴锅(HH-8, 国华电器有限公司). 甲基红-
次甲基蓝指示液配制(将1 g/L次甲基蓝乙醇溶液

与1 g/L甲基红乙醇溶液1∶2混合); pH指示剂配

制(甲基红1.5 mg、溴麝香草酚蓝60 mg、酚酞

64 mg溶于50%乙醇100 mL, 用0.1 mol/L NaOH
调至绿色), 变色范围pH1-14.
1.2 方法 
1.2.1 人工胃肠液的配制: 按中国药典2005年
版, 人工胃液: 取稀盐酸16.4 mL, 加水800 mL与
胃蛋白酶10 g, 摇匀后, 加水稀释至1000 mL即
得; 人工小肠液: pH6.8取磷酸二氢钾6.8 g, 加水

500 mL使溶解, 用0.1 mol/L氢氧化钠溶液调节

pH值至6.8, 取胰酶10 g, 加水适量使溶解, 将2液
混合后, 加水稀释至1000 mL即得; 人工结肠液: 
pH7.8磷酸氢二钾5.59 g与磷酸二氢钾0.41 g, 加
水溶成1000 mL即得. 含氨的人工结肠液的配制: 
分别称取5、10和20 g氨水加上述人工结肠液稀

释至1000 mL, 即得浓度分别为5、10和20 g/L的
含氨结肠液备用. 
1.2.2 去氨微乳对人工结肠液中氨清除作用: 将
去氨微乳放入含氨的人工结肠液, 10 h后静置分

层留取结肠液; 模拟全胃肠道转运时间和pH环

境: 去氨微乳依次放入人工胃液2 h, 静置分层, 
移入人工小肠液3 h, 静置分层, 移入含氨的人

工结肠液10 h, 静置分层留取结肠液(去氨微乳

与人工液体体积1∶1的比例). 将上述含氨的人

工结肠液加2滴甲基红-次甲基蓝混合指示液, 参
照国际标准(ISO 6353/2-1983)规定的检测氨的方

法: 用盐酸标准滴定溶液[C(HCl) = 0.5 mo1/L]滴
定含氨结肠液至红色. 利用公式计算氨的浓度g/L 
= 所用盐酸体积×标定后盐酸浓度×0.01703/含
氨结肠液体积(分层后). 氨清除率 = (加入去氨

微乳前氨浓度-加入去氨微乳后氨浓度)/加入去

氨微乳前氨浓度. 
1.2.3 去氨微乳和乳果糖去氨作用的比较: 在锥

形瓶中加入氯化铵及氢氧化钙固体, 加热可产

生氨. 取玻璃管分别精密加入去氨微乳、空白

微乳、水、乳果糖各3 mL及通用指示剂作为受

试液, 此管上开口处塞入湿润的广泛pH试纸. 组
装成氨检测装置, 当湿润的试纸开始变蓝时, 指
示受试液氨饱和, 通过记录管中受试液吸附的

氨气数比较受试液的去氨作用.
统计学处理 用SPSS13.0软件, 采用配对t检

验, P <0.05有统计学意义.
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■研发前沿
本研究利用微乳
的独特性, 初步探
讨了特制的去氨
微乳对人工结肠
液中氨的去除效
果. 期望为进一步
优化去氨微乳建
立实验依据, 为肠
道氨的清除提供
一种新的可行的
方法.

■创新盘点
本研究以液膜去
氨 研 究 为 基 础 , 
打破了以往人们
对微乳在药物释
放方面研究的传
统 观 念 .  期 待 微
乳在胃和小肠保
持 完 整 ,  到 达 结
肠吸附氨并携氨
排 出 体 外 ,  不 增
加代谢产物.
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2  结果

2.1 去氨微乳对人工结肠液中氨的清除作用 含
氨5 g/L及10 g/L的结肠液中氨浓度均降为0 g/L, 
含氨20 g/L的结肠液中氨浓度变为0.521±0.135 
g/L, 差异有统计学意义(P <0.01). 
2.2 消化前后去氨微乳清除人工结肠液中氨的

作用 在含氨10 g/L及20 g/L的人工结肠液中对

氨的清除率分别为100%±0.00%和97.29%±

2.67%; 在经过含酶的人工胃液和小肠液消化

后, 清除率分别为96.41%±0.84%和86.42%±

2.63%, 与未经消化的去氨微乳比较去氨效果有

所下降(P <0.05, 图1).
2.3 体外比较去氨微乳与乳果糖去氨作用 去氨

微乳清除氨效果明显优于空白微乳、水和乳果

糖(图2). 

3  讨论

HE是由严重肝病引起的、代谢紊乱、中枢神经

系统功能失调的综合征, 表现为性格改变、行

为异常、智能障碍, 重者昏迷, 严重影响生活质

量并可危及生命. 发病机制是复杂, 涉及多种物

质代谢异常. 其中氨中毒学说已被广泛接受, 有
学者[6]认为严重肝病患者的高血氨水平往往发

生更多的肝性脑病等并发症. 而胃肠道是氨产

生的主要来源, 其主要产生部位在结肠. 我们用

醋酸作为氨的捕集剂, 不被胃肠道吸收的二甲

基硅油作为外油相制备了W/O去氨微乳, 用来清

除结肠中的氨. 去氨微乳利用酸碱中和的原理, 
将人工结肠液中的氨迅速直接通过外油相被内

相中和清除. 目前临床上口服清除肠道氨的措

施主要有口服不吸收的双糖类如乳果糖、乳梨

醇、益生菌以及一些抗菌药物. 乳果糖等双糖

类在结肠被乳酸菌属和粪链球菌分解为乳酸和

醋酸以酸化肠道, 并可改变肠道菌群来减少氨

的生成和吸收[7]; 益生菌通过调整肠道菌群, 降
低肠道pH值, 减少氨的生成[8]; 口服新霉素、卡

那霉素、替硝唑等可减少细菌对蛋白质的分解, 
从而减少氨和内毒素的产生[9-11]. 由作用机制可

见这些措施发挥清除肠道氨的作用受到肠道菌

群和pH环境的影响, 且不吸收糖类有腹泻的不

良反应, 抗生素对肝肾功等的影响也使其长期

应用受到了限制[12-13]. 我们配制的人工结肠液未

加入结肠菌, 可见去氨微乳同这些措施相比, 发
挥除氨作用不需要结肠菌群的作用, 能直接除

氨, 可能为结肠中氨的清除提供了一种新的有

效的方法. 
胃肠转运时间和胃肠道的pH是影响口服药

物释药速度和释药位置的主要因素. 我们进一

步采取了胃肠转运时间和pH相结合的方法考察

去氨微乳的除氨作用, 去氨微乳经过含酶的人

工胃液和小肠液消化后, 除氨效率有所下降, 但
在含氨20 g/L的人工结肠液中除氨效率仍在85%
以上. 且本实验简易的氨检测装置中去氨微乳

直接除氨作用明显优于现有药物乳果糖. 去氨

微乳对于结肠中氨的清除不失为一种有效的方

法. 早在1973年, Li et al和Cahn et al就提出采用

液膜法可直接除去水溶液中的弱酸盐和弱碱盐. 
对于碱性药物或毒物, 如氨可以通过内包酸性

捕集剂加以去除[14]. Asher et al [15]制成以酒石酸

作为氨的捕集剂的液膜体系证实可捕集肠道中

的氨. 本校和中国科学院大连化学物理研究所

也曾合作制备了一种内相包封盐酸的稳定的W/
O型乳状液膜-甲l号治疗氨中毒效果明显. 然而, 
对于乳化液膜来说, 最大问题是其不稳定, 保存

期短, 而同属于液膜技术分支的微乳则完全可

以克服这一缺点. 微乳除了具有乳液的一般特

征外, 还具有粒径小、透明、稳定和靶向释药

等特点. 他由水、油、表面活性剂和助表面活

性剂4部分组成, 各部分按适当比例混合, 自发

形成, 呈各向同性、透明、热力学稳定的分散

体系, 易于制备和保存. 将药物制备成微乳制剂, 
可达到较高的稳定性, 具有使药物免受降解, 缓

图 1 经过人工胃液、小肠液消化后去氨微乳与消化前的
去氨微乳(n  = 10). aP<0.05 vs  未经过消化的氨微乳.
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图 2 去氨微乳与空白微乳、水和乳果糖体外去氨效果比
较(n  = 10). 1: 去氨微乳; 2: 空白微乳; 3: 水; 4: 乳果糖口服液. 
aP<0.05 vs  其他各组.
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) ■应用要点
本研究提供的载
药体系和作用模
式有望为清除胃
肠道毒素的研究
和应用提供新方
法和新思路; 还可
能为口服药物治
疗的研究和应用
开辟了新途径.
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慢释放药物, 从而作用于病变部位, 减小药物毒

性, 提高生物利用度等优点. 20世纪80年代后作

为药物载体受到医药界的重视. Actis et al [16]对口

服环孢菌素微乳的长效生物利用度方面做了详

细的研究, 表明环孢菌素的微乳制剂可以对药

物起到缓释作用, 并在一定程度上增加了药物

的生物利用度. 国内王建磊 et al [17]制备的包封胰

岛素的W/O型载药微乳液具有良好的耐热、耐

酸、耐盐稳定性, 缓释效果显著. 赵健 et al [18]将

胰岛素微乳用于大鼠结肠给药模型取得较好的

降糖效果. 
我们制备的口服去除肠道氨的W/O型的去

氨微乳, 期望实现通过胃肠道维持完整不破乳, 
在结肠中吸附并包裹氨排出体外-提出了一种

不同于以往微乳的药物作用模式. 但微乳的应

用中仍存在一些问题: 高浓度的表面活性剂和

助表面活性剂是否对人体有不良反应; 口服后

可被大量的胃液稀释, 如何保持其稳定性. 因此, 
我们还需进一步优化微乳配方, 寻找对人体没

有副作用的表面活性剂和助活剂, 减少表面活

性剂和助表面活性剂用量, 提高其胃肠道稳定

性, 并应用于动物实验进一步考察改进. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of serum from 
rats medicated with Dachengqitang on the 
expression of inositol 1, 4, 5-triphosphate 
receptor (IP3R) mRNA in interstitial cells of Cajal 
(ICC) in rat jejunum.

METHODS: After rats were intragastrically ad-
ministered Dachengqitang, they were killed to 

prepare medicated rat serum. The ICCs in rat 
jejunum were then isolated and treated with 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium/Ham's 
Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12; normal 
control group), 100% medicated rat serum in 
DMEM-F12 (high-dose treatment group), and 
20% medicated rat serum in DMEM-F12 (low-
dose treatment group), respectively. The mRNA 
expression of IP3R subtypes in ICCs were de-
termined by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: All subtypes of IP3R were expressed 
in ICCs in rat jejunum. The mRNA expression 
levels of IP3R subtypes were significantly higher 
in the two serum treatment groups than in the 
normal control group (all P < 0.05). Signifi-
cant differences were also noted in the mRNA 
expression levels of IP3R subtypes between 
the high-dose and low-dose treatment groups 
(IP3R1/β-actin: 1.012 ± 0.129 vs 0.625 ± 0.075; 
IP3R2/β-actin: 0.813 ± 0.098 vs 0.476 ± 0.031; 
IP3R3/β-actin: 0.924 ± 0.113 vs 0.583 ± 0.046, all P 
< 0.05). 

CONCLUSION: Serum from rats medicated with 
Dachengqitang can significantly increase the ex-
pression of IP3R mRNA in ICCs in rat jejunum in 
a dose-dependent manner. 

Key Words: Dachengqitang; Interstitial cells of Ca-
jal; Inositol 1, 4, 5-triphosphate receptor

Zhang DL, Qi QH, Li Y, Zhou L. Serum from rats 
medicated with Dachengqitang significantly enhances the 
expression of inositol 1, 4, 5-triphosphate receptor mRNA 
in interstitial cells of Cajal in rat jejunum. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(27): 2825-2829

摘要
目的: 探讨大承气汤含药动物血清对大鼠胃
肠Cajal间质细胞(ICC)三磷酸肌醇受体(IP3R)
表达的影响.

方法: 制备大承气汤含药动物血清, 作用于
Wistar大鼠空肠ICC细胞, 然后RT-PCR检测空

www.wjgnet.com
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胃肠动力学是近
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动功能障碍密切
相关. ICC是胃肠
运动的起搏细胞, 
在胃肠运动的产
生和调节中发挥
重要作用, 对ICC
的深入认识是胃
肠动力学研究的
重要进展.
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白培养液组、含药血清高浓度组(100%含药
血清DMEM-F12培养液)及低浓度组(20%含药
血清DMEM-F12培养液)IP3R受体表达变化. 

结果: 大鼠空肠ICC细胞3型IP3R均有表达, 
含药动物血清组较正常血清组明显增加(均
P <0.05), 高浓度组较低浓度组有显著差异
(IP3R1/β-actin: 1.012±0.129 vs  0.625±0.075; 
IP3R2/β-actin: 0.813±0.098 vs  0.476±0.031; 
IP3R3/β-actin: 0.924±0.113 vs  0.583±0.046, 
均P <0.05).

结论: 大承气汤动物含药血清可显著增强大
鼠小肠ICC IP3R表达, 并存在量效依赖关系.

关键词: 大承气汤; Cajal间质细胞; 三磷酸肌醇受体

张栋梁, 齐清会, 李毅, 周丽. 大承气汤动物含药血清对Cajal间

质细胞三磷酸肌醇受体表达的影响. 世界华人消化杂志  2009; 

17(27): 2825-2829
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0  引言

Cajal间质细胞(interstitial cell of Cajal, ICC)是
胃肠运动的起搏细胞, 在胃肠运动的产生和调

节中发挥重要作用, 同胃肠运动障碍密切相关. 
ICC内质网钙库细胞器膜上存在Ryanodine受
体(ryanodine receptor, RyR)与三磷酸肌醇受体

(inositol 1, 4, 5-trisphosphate receptor, IP3R), 两大

主要受体依赖型Ca2+释放通道. IP3R、RyR介导

的周期性Ca2+释放, 决定Ca2+振荡节律, 与ICC自
发节律密切相关. 既往研究表明大黄素可显著

增强体外培养ICC内钙离子振荡功能[1]. 本实验

旨在研究大承气汤对胃肠ICC IP3R表达的影响, 
探讨大承气汤对细胞内钙库动员和促进胃肠运

动的分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wis tar大鼠75只, 雌雄不限, 体质量

300±25 g, 购自大连医科大学实验动物中心

(SCXK(辽)2004-0017). 大黄素、厚朴酚标准

品 (中国药品生物制品检定所 ) ;  大承气汤颗

粒(天津市南开医院); TRIzol试剂(Invitrogen, 
USA); DMEM-F12培养基(hyclone), SMGM培

养基(cambrex), SCF(cytolab), Ⅱ型胶原酶、

胰酶(S igma), 兔抗大鼠c-k i t蛋白多克隆抗体

(c-19, Santa Cruz, USA), FITC结合山羊抗兔

IgG抗体(invitrogen, USA), TaKaRa RNA PCR 
Kit(AMV)Ver3.0, 50 bp DNA Ladder Marker(大连
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TaKaRa公司提供). 美国Waters公司BREE2E1525
高效液相色谱系统.
1.2 方法 
1.2.1 大鼠小肠ICC的分离、培养: 参照刘勇、

齐清会的方法制备小肠ICC[2]: 2-3 wk Wistar乳
鼠, 禁食12 h, 脱颈处死, 无菌条件下分离小肠, 
解剖显微镜下锐性分离平滑肌层. 将肌条剪碎

至1-2 mm3, 加消化液消化结束后经200目细胞

筛网过滤, 收集滤液. 1000 r/min离心, 弃上清; 
DMEM-F12重悬细胞于等体积Ficoll400梯度密

度液上1500 r/10 min, 取液面交界细胞层; 加含

20% FBS DMEM-F12重悬细胞调整浓度至1×
109/L, 置培养瓶入37℃、5% CO2孵箱贴壁24 h
后换液, 去除未贴壁细胞, 继续培养. 观察细胞

呈现特异性形态后, 兔抗大鼠c-Kit蛋白多克隆

抗体及次级抗体FITC结合山羊抗兔IgG抗体荧

光染色后激光扫描共聚焦显微镜下观察、采集

图像. 
1.2.2 含药血清冻干粉的制备: Wistar大鼠(300±
25 g)40只, 分为8组, 每组5只. 大承气颗粒冲剂配

置为100%的等效生药液(1 kg/L), 按1 mL/100 g
剂量灌服药液, 每日2次, 连续给药3 d. 各组动物

分别于末次给药后15、30、45、60、75、90、
105、120 min经股动脉穿刺取血, 分离血清; 取
血浆0.5 mL, 加0.5 mL乙醚涡旋振荡混匀, 超声

振荡萃取1 min, 12 000 r/min离心10 min, 取有机

层, 连续萃取3次, 合并有机相, 40℃水浴挥干; 
60 μL乙腈超声振荡溶解残渣, 12 000 r/min离心

10 min, 取上清20 μL进样. 以RP-HPLC检测血清

中大承气汤有效成分大黄素、厚朴酚浓度, 绘
制血药浓度曲线, 确定血药浓度峰值时间为血

清样本采集时间. 将采集血清样品等量分装于

洁净无菌的EP管; -20℃预冻30 min后, -80℃快

速冻固; 启动冷冻干燥机于-50℃下制备冻干粉; 
于-20℃密闭干燥保存. 同法, 正常大鼠对照组同

法灌服等剂量生理盐水, 与大承气汤灌药组末

次后同一时间采集血清样品, 制备正常大鼠血

清冻干粉.
1.2.3 RT-PCR检测含药血清冻干粉对ICC IP3R
表达影响: 取生长状态良好, 处于对数生长期

的2-3代的Wistar大鼠小肠ICC细胞, 等量接种

于培养瓶, 分为空白培养液组, 含药血清高浓

度组(100%含药血清DMEM-F12培养液)及低浓

度组(20%含药血清DMEM-F12培养液), 待生长

至80%, 以5%胎牛血清DMEM/F-12全成分培养

液培养24 h, 使细胞同步化. 取含药血清冻干粉

www.wjgnet.com

■相关报道
齐清会 et al 前期
研究表明大承气
汤可通过改善ICC
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障碍; 童卫东et al
证实大黄素可通
过 增 加 细 胞 内
[Ca2+]的浓度, 促
进信号传导, 加强
胃肠运动.
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配制成20%及100%含药血清DMEM-F12培养

液. 分别加入相应细胞培养瓶, 培养30 min. 以
TRIzol试剂抽提总RNA, 紫外分光光度计测定总

RNA纯度(A 260/A 280)在1.8-2.0之间. 参照文献[3]
报道cDNA序列(表1), 采用TaKaRa RNA PCR Kit 
(AMV) Ver3.0试剂盒以总RNA为模版, Oligo(dT)
为引物, 合成cDNA后进行PCR反应. PCR参数

为: 94℃ 1 min, 57℃ 30 s, 72℃ 2 min, 37个循环, 
72℃延伸10 min结束. PCR产物经1%琼脂糖凝胶

(溴化乙啶染色)电泳, 50 bp DNA Ladder Marker, 
凝胶成像系统扫描, UVP-800图像分析仪测定吸

光度值, 进行半定量分析.
统计学处理 实验数据采用mean±SD表示, 

组间差异显著性检验采用配对t检验, 由SPSS10
统计学软件计算, P <0.05提示差别存在显著性.

2  结果

2.1 体外培养ICC观察 体外培养ICC形态清晰

见, 胞体呈三角形或星形, 胞核大, 胞质少, 有多

个突起, 并有次级分支, ICC以突触连接形成网

络; 免疫荧光染色后, 在激光扫描共聚焦显微镜

下观察(图1), ICC表面c-kit免疫荧光染色呈阳性, 
胞体和突起均明显着色, 发出长突起与邻近ICC
突起连接形成网络. 

2.2 血药浓度曲线及血清样本采集时间 血药浓

度曲线提示: 大黄素各时间点血药浓度有显著

差别(P <0.01), 末次给药后45 min血药浓度最

高; 厚朴酚血药浓度30 min及45 min组与其他

各时间点血药浓度相比有显著差别(P <0.01); 
30 min与45 min组无显著差别(P >0.05), 血样

采集时间可在末次给药后30-45 min. 综合上

述结果 ,  血清采集时间确定于末次给药后45 
min(图2). 
2.3 含药动物血清对IP3R表达影响 大鼠ICC细胞

3型IP3R均有表达(图3). 含药动物血清组较正常

大鼠血清组、高浓度组较低浓度组均有显著差

异(P <0.05, 表2).

3  讨论

ICC是胃肠运动的起搏细胞, 以突起形成网络, 
介导神经-平滑肌信号传导, 可产生自发节律, 沿
胃肠道传递形成慢波, 驱动和调节胃肠道平滑

肌舒缩活动, 并参与神经递质的调节[4], 在胃肠

运动的产生和调节中发挥重要作用, 同胃肠运

动障碍密切相关[5-6]. 对ICC的深入认识是胃肠动

力学研究的重要进展.
胃肠动力学及其疾病的研究是近年来迅速

发展起来的新兴学科, 研究表明多种内外科疾

表 1 IP3R 1、2及3型PCR扩增的寡核苷酸引物

     
基因类型            引物顺序   引物序列                       基因位置     PCR产物大小(bp)

Type 1  S 5-GAGAGAAAGCGCACGCCGAGAGGAG-3      92-116　　 

  A 5-GGACATAGCTTAAAGAGGCAGTCTC-3    490-514　 423

Type 2  S 5-CGGGAATTCGGAGCTTCCAACCTCAAAG-3  1251-1270  

  A 5-CACAAGCTTAGCTTCTTCACCGTGGTGG-3  1604-1622  390

Type 3  S 5-GGCCGGAATTCAGAGAAGATCGCCGA-3    377-391   

  A 5-GGACGAAGCTTCTTGCCCCGGTACTC-3    900-914  560 

β-actin  S 5-CTACAGATCATGTTTGAGACC-3   2152-2172  

  A 5-GAAGGAAGGCTGGAAGAGAGC-3   2572-2592　 441

图 1 体外培养ICC图像. A: 倒置显微镜各型ICC; B: 共聚焦显微镜镜下ICC c-kit免疫荧光染色.

A B

■创新盘点
本研究应用大承
气汤含药血清冻
干粉作用于体外
培养细胞, 排除相
关因素干扰, 提高
了体外中药药理
实验与药物动物
体内实际药物作
用机制的一致性
及实验可信度.
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病和胃肠运动功能障碍密切相关[7]. 近年来多

器官功能障碍综合征(multiple organ dysfunction 
syndrome, MODS)的防治研究热点已经转移

至消化系, 胃肠道被认为是促发和(或)加重严

重创伤、休克、感染后全身炎症反应综合征

(systemic inflammatory response syndrome, SIRS)
和MODS的重要靶位之一[8].

通里攻下法属于中医八大治则之下法, 大
承气汤为通里攻下法中寒下法的代表方剂. 现
代医学主要应用于梗阻性疾病、腹膜炎和血运

障碍性腹部疾病. 临床证实, 其对腹膜炎和腹部

术后胃肠运动功能恢复具有良好的效果[9-10].
既往研究表明MODS可引起胃肠运动障碍, 

损伤ICC功能[11-12]. 大承气汤可通过改善ICC功

能来增强胃肠蠕动, 有效治疗MODS胃肠运动

障碍[13]. 电镜观察病理切片发现MODS可引起

ICC的超微结构显著改变, 大承气冲剂可通过保

护和维持ICC的正常形态结构, 改善胃肠功能. 
进一步用Fluo-3作为Ca2+标记的荧光探针共聚

焦显微镜观察大承气汤之君药大黄的有效成分

-大黄素对ICC胞内Ca2+的影响, 发现大黄素可通

过增加细胞内Ca2+的浓度, 促进信号传导, 加强

胃肠运动[14].
中药的血清药理学用含药血清进行体外实

验, 通过研究含药动物血清的生物学活性来揭

示药物作用机制, 是目前中药体外药理学实验

的较好方法之一[15]. 不仅反映药物中可吸收部分

的直接作用, 且能反映药物成分在机体作用下

形成的代谢产物和药物诱生的机体内源活性物

质的间接效应, 有利于发现中药复方中真正有

效成分和有效部位, 为药物的进一步开发提供

依据. 能正确反映药物在体内的生物转化过程

及产生的药理效应.
我们大承气汤含药血清冻干粉的制备, 选

用广泛运用的Wistar大鼠, 有易获得、饲养容

易、取血方便、与人类生物学特性近似的优点. 
以含药血清代替含药血清, 更接近中药有效成

分在体内的真实过程. 避免凝血过程造成的药

物有效成分的损失, 内源生物活性物质(特别是

蛋白质与肽类)的降解而降低或丧失药效; 同时

也避免凝血过程伴生相关反应及物质对实验结

果的干扰. 采用冷冻干燥技术制备含药血清冻

干粉, 排除温度、空气氧化、自身代谢分解等

因素的影响, 可最大限度保存含药血清内药物

有效成分及激活机体产生的内源性生物活性物

质; 提高了体外中药药理实验与体内实际药物

作用机制的一致性及实验可信度, 实现体外中

药药理实验的稳定化、连续化.
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图 2 血药浓度曲线. bP<0.01 vs  其他各组; dP<0.01 vs  其他

各组.

图 3 大鼠ICC细胞3型IP3R表达. A: r1-r2: 高浓度组1-3型

IP3R、r4-r6: 低浓度组1-3型、r7-r9: 正常血清组1-3型

IP3R; B: r1-r9: 各组对应β-actin. M: Marker; b: β-actin空白

对照组.

M     b     r1    r2    r3    r4     r5    r6    r7    r8    r9

M     b     r1    r2    r3    r4     r5    r6    r7    r8    r9
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■应用要点
本实验结果表明, 
大承气汤动物含
药血清可显著增
强大鼠ICC内IP3R
表达, 并存在量效
依赖关系, 从细胞
内钙库动员的分
子机制的角度对
通里攻下方剂在
胃肠动力学中的
作用研究作出了
探索.

表 2 IP3R mRNA相对量表达 (n  = 5)

     
分组                 IP3R1/β-actin      IP3R2/β-actin          IP3R3/β-actin

正常大鼠血清对照组    0.389±0.034     0.335±0.021        0.378±0.037

低浓度含药动物血清组    0.625±0.075a     0.476±0.031a        0.583±0.046a

高浓度含药动物血清组    1.012±0.129ac     0.813±0.098ac        0.924±0.113ac

aP<0.05 vs  正常大鼠血清对照组; cP<0.05 vs  低浓度含药动物血清组.
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ICC起搏电位的产生与细胞膜钙活化氯通

道、电压依赖性钙通道和细胞内钙离子浓度密

切相关[16-17]. 细胞内钙库对细胞内钙离子浓度的

调节起着重要的作用, 细胞内钙离子释放激活

细胞膜上钙离子活化离子通道而形成动作电位. 
ICC内质网钙库细胞器膜上存在IP3R和RyR两大

主要受体依赖型Ca2+释放通道. IP3R、RyR介导

周期性Ca2+释放决定Ca2+振荡节律, 与ICC自发

节律密切相关[5]. 
总之, 本实验结果表明, ICC内3型IP3R均有

表达, 大承气汤动物含药血清可显著增强大鼠

ICC IP3R表达, 并呈量效依赖关系. 结合既往研

究, 大承气汤可能通过增强ICC内质网钙库细胞

器膜上IP3R mRNA表达, 可能为大承气汤增强内

质网钙库细胞器膜上IP3R受体依赖型Ca2+释放

通道对细胞内钙库的动员能力的机制之一.
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技术路线较先进. 
研究结果图像清
晰 ,  论据较充分 , 
为中药对胃肠动
力疾病作用的研
究提供了基础理
论支持.
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Abstract
AIM: To isolate and culture the clinical strains 
of Helicobacter pylori (H pylori) from patients in 
Guizhou Province, and to determine the clinical 
features of patients from whom H pylori strains 
were isolated and cultured successfully.

METHODS: Ninety-eight patients suffering from 
upper gastrointestinal symptoms underwent antral 
biopsy for isolation and culture of H pylori strains. 
The ethnic group, disease, age, gender, and fam-
ily history of gastritis or H pylori were compared 
among patients who were positive for H pylori. 

RESULTS: The total positive rate of H pylori 
was 38% (37/98). No significant difference was 
noted in the positive rate of H pylori between 
Han ethnic patients 36% (29/80) and other mi-
nority ethnic patients (36% vs 44%, P > 0.05). 
However, the positive rate of H pylori in Miao 
ethnic patients was significantly higher than 
that in Han ethnic patients (P < 0.05). The posi-
tive rates of H pylori in patients with erosive 
gastritis (39%, 11/28) and peptic ulcer (46%, 
24/52) were significantly higher than that in 
patients suffering from gastritis or gastric can-
cer (both P < 0.05). The positive rate of H pylori 
was significantly higher in patients aged 30-60 
years than in patients aged 60-80 years (45% vs 
21%, P < 0.05). The positive rate of H pylori was 
significantly higher in male patients than in 
female ones (48% vs 24%, P < 0.05). No signifi-
cant difference was noted in the positive rate of 
H pylori between patients with and without a 
family history of gastritis. 

CONCLUSION: This study represents the first 
successful isolation and culture of clinical strains 
of H pylori from patients in Guizhou province, 
which provides a basis for future basic and clini-
cal research of H pylori infection in this area. 

Key Words: Guizhou province; Helicobacter pylori ; 
Isolation and culture
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摘要
目的: 分离培养贵州省幽门螺杆菌(Helicobacter 
pylori, H pylori )的临床菌株, 并探讨临床菌株成
功分离培养患者的一般资料.

方法: 收集因上消化道症状就诊于我院行胃镜
检查的患者98例, 取胃窦黏膜经转运、接种、

培养、鉴定、传代、增菌及分离培养H pylori . 
分析比较H pylori培养阳性患者在不同民族、

取材部位、病种、性别及有无胃炎家族史等
差异. 

®

■背景资料
H  py lo r i 是感染
率最高的细菌之
一. 我国H pylori
感 染 约 5 0 % ,  贵
州省作为欠发达
的多民族聚集地, 
H  py lo r i 感染率
高达60%; 同时, 
H pylori 耐药越来
越严重, 根除难度
越来越大, H pylori
的研究急迫且重
要. H pylori的分离
培养为深入研究
奠定了重要基础.

■同行评议者
关玉盘, 教授, 首
都医科大学附属
北京朝阳医院消
化科
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结果: 98例患者37例分离出H pylori临床菌株, 
阳性率38%. 汉族标本培养阳性率为36%, 少
数民族标本为44%, 2组无显著差异. 其中苗
族组培养阳性率为100%(4/4), 与汉族组比较
显著升高(P <0.05). 慢性胃炎伴糜烂及消化
性溃疡患者培养阳性率分别为39%(11/28)、
46%(24/52), 较单纯胃炎及胃癌患者显著增
高(均P <0.05). 30-60岁年龄段培养阳性率较
60-80岁显著升高(45% vs  21%, P <0.05). 男
性患者培养阳性率较女性显著提高(48% vs  
24%, P <0.05). 有胃炎家族史患者培养阳性率
与无胃炎家族史患者比较无显著差异.

结论: 本研究系我省首次成功分离出H pylori
临床菌株, 为贵州省H pylori基础及临床的研
究奠定了基础.

关键词: 贵州省; 幽门螺杆菌; 分离培养
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, H pylori )是定

植于胃黏膜中的一种革兰氏阴性微需氧菌, 其
感染与慢性胃炎、消化性溃疡、胃癌和胃黏膜

相关淋巴组织淋巴瘤密切相关[1-4]. 近年来的研

究表明, H pylori与许多胃肠外疾病如心血管疾

病、肝胆疾病、血液系统疾病、皮肤疾病、口

腔疾病、免疫与代谢性疾病等20余种疾病的发

病亦相关[5-7]. H pylori感染呈世界性分布, 与国民

经济水平密切相关, 发展中国家高于发达国家. 
我国是发展中国家, 贵州省相对经济落后, 流行

病学研究提示我国约50%、我地区约60%[8-9]的

人群H pylori感染阳性. 故H pylori的研究在我省

具有迫切性及必要性, H pylori的基础及临床致

病性研究依赖于临床菌株的成功分离培养. 本
研究在我省首次分离培养H pylori临床菌株, 并
探讨临床菌株成功分离培养患者的一般资料, 
以期为我省H pylori相关性疾病的研究开辟出新

的天地.

1  材料和方法

1.1 材料 2007-2009年因上消化系症状就诊于

我院行胃镜检查的患者98例, 其中男56例, 女42
例, 年龄为20-78(平均50.02)岁. 微需氧培养罐

(Mitsubishi, Japan)、恒温培养箱、超净化工作

台、微需氧产气袋(850 mL/L N2, 100 mL/L CO2, 
50 mL/L O2)(Mitsubishi, Japan)、哥伦比亚琼脂

(Sigma, USA) 、布氏肉汤基础、H pylori培养添

加剂(Sigma, USA)、尿素酶试纸(天和微生物试

剂有限公司, 杭州)、脱纤维绵羊血(友康生物科

技有限公司, 北京)、绵羊血(采自本院绵羊).
1.2 方法 
1.2.1 标本采集与转运: 胃镜下于胃窦部用无菌

活检钳(用750 mL/L 乙醇火烧灭菌, 冷却处理)钳
取黏膜组织, 将组织取下置于装0.2 mL H pylori
转送液(布氏肉汤)EP管中, 常温2 h内送往我院

微生物学教研室进行分离.
1.2.2 接种: 在试验室内将转送来的组织用高压

灭菌组织剪在离心管中剪碎, 然后用吸管吸取

1-2滴匀浆液滴于固体培养基(4.2 g哥伦比亚琼

脂粉加入100 mL去离子水, 配成100 mL哥伦比

亚琼脂, 经高压灭菌后加入2.5 mL H pylori添加

剂及7-10 mL脱纤维绵羊血, 倒入平板, 冷却后制

成固体培养基)上, 用L型玻棒或接种环涂开.
1.2.3 培养并鉴定: 将培养平板置于37℃微需氧

环境(装有产气袋的微需氧培养罐)中进行培养, 
接种3 d后观察分离效果. 并对细菌进行鉴定: 
(1)观察细菌形态: 划线接种的H pylor i菌落呈

透明针尖样(直径1-2 mm)透明菌落[10], 菌落数

可能较少(甚至每块板只有1个), 需仔细对光观

察以免遗漏; L棒接种菌量大时, 菌落在培养板

表面融合成1层半透明的菌苔. (2)制作湿涂片: 
滴1滴生理盐水于干净载玻片上, 用接种环刮取

少许固体培养菌苔在生理盐水中涂开. 湿涂片

烤干后进行常规Gram染色, 普通显微镜下观察. 
典型的H pylori涂片染色镜检呈Gram阴性海鸥

状、S状弯曲菌或短杆菌, 除可见到以上典型形

态外还可见到球形体、长丝体等H pylori形态变

异体, 均为Gram阴性染色. 动力好的细菌可观察

到典型的钻探样运动. (3)生化鉴定: 尿素酶: 刮
取一环细菌置入尿素酶试纸条上, 37℃, 阳性者

约1 min后, 试剂应变成红色或紫红色.
1.2.4 传代与增菌: 如培养平板中含有杂菌, 采用

分区划线分离单个菌落, 再选取传代培养后的

纯化H pylori菌落或分纯后的单个菌落, 采用密

集划线法接种, 进行增菌培养.
1.2.5 保存: 用接种环挑取经革兰染色及生化鉴

定已证实的H pylori良好菌落, 用脱纤维绵羊血

低温液态保存, 将固体培养基中细菌用接种环

刮取放置在2 mL菌种管(5 mL脱纤维绵羊血)中, 
每管置入2-3环细菌. 因H pylori菌落保存后复苏

■相关报道
陆华 et al 采用细
菌培养法及快速
尿素酶法从消化
系疾病患者胃黏
膜活检标本成功
检测出H pylori , 同
时采用哥伦比亚
血琼脂培养基培
养标本, H pylori
阳性率达50%, 杂
菌生长率较低. 王
桂月 et al 认为尿
素酶试验简便实
用, 快速灵敏; 细
菌培养法分离培
养技术条件较高, 
需要一定的培养
时间, 但是能直接
证明H pylori 的存
在, 且无假阳性出
现, 同时可作为药
敏试验, 对不同菌
株作遗传因子研究.

■研发前沿
H pylori 临床菌株
的分离培养作为
H pylori 感染诊断
和治疗的基础研
究, 受到国内外研
究人员广泛关注. 
成为根治H pylori
的热点之一.
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成功率极低, 为提高复苏率, 故1株菌至少保存3
管, 迅速将菌落放置到-80℃冰箱中保存[11].

统计学处理 数据使用SPSS16.0统计软件χ2

检验, 以P <0.05为具有显著性差别.

2  结果

2.1 H pylor i 阳性率 本次研究共采集98例临床

标本, 其中37例分离培养结果为阳性, 阳性率为

38%. 转运及鉴定过程如图1.
2.2 不同民族H pylori培养阳性率 汉族组标本培

养80例, 阳性29例, 阳性率36%; 少数民族组标本

培养18例, 阳性8例, 阳性率为44%. 少数民族组

与汉族组, 2者无显著差异. 其中苗族组培养阳

性率与汉族组比较显著升高(P <0.05, 表1).
2.3 不同病种H pylor i 培养阳性率 患慢性胃炎

伴糜烂及消化性溃疡患者培养阳性率较单纯胃

炎、胃癌患者显著升高(均P <0.05), 慢性胃炎伴

糜烂及消化性溃疡患者2者间无明显差异(表2).

2.4 不同年龄组H pylori培养阳性率 30-60岁年龄

段较60-80岁培养阳性率显著增高, 培养阳性率

分别为45%、21%(P <0.05), 2者与20-30岁年龄

段相比较均无差异性(表3).
2.5 不同性别H pylori培养阳性率 男性病例培养

56例, 阳性27例, 阳性率为48%; 女性病例培养42
例, 阳性10例, 阳性率为24%. 男性病例培养阳性

率较高(P <0.05).
2.6 有无胃炎家族史H pylori培养阳性率 有胃炎

家族史标本培养25例, 阳性9例, 阳性率为36%; 
无胃炎家族史标本培养73例, 阳性28例, 阳性率

为38%, 两者无显著差异.

3  讨论

H pylori临床菌株的分离培养是诊断H pylori感
染的“金标准”[12-13], 亦是H pylori基础及临床

研究的一项基本技术. 成功分离培养的临床菌

表 1 不同民族H pylori 培养阳性率 (%)

     
分组                          H pylori (+)             H pylori (-)

汉族     36               64 

苗族   100                 0 

布依族     33                67 

土家族     33               67 

白族     33               67 

侗族       0             100

少数民族     44               56 

表 2 不同病种H pylori 培养阳性率 (%)

     
分组                          H pylori (+)             H pylori (-)

慢性胃炎     0            100

十二指肠炎  33              67

慢性胃炎伴糜烂  39              61

消化性溃疡  46              54

胃癌     0            100

表 3 不同年龄组H pylori 培养阳性率 (%)

     
不同年龄组(岁)             H pylori (+)                       H pylori (-)

20-30         36               64

31-40         42               58

41-50         57               43

51-60         37               63

61-70         13               87

71-80         33               67
图 1 H pylori转运及鉴定. A: 转运; B: 尿素酶试验; C: H pylori
染色.

A

B

C

■应用要点
H pylori 的分离培
养作为H pylori 感
染研究的基础, 在
基础研究中可以
进一步研究不同
临床菌株的特性
及基因型; 在临床
上可用于探讨耐
药问题及指导临
床治疗.

■创新盘点
本 研 究 采 用 可
靠、简易的划线
接种法和细菌培
养 法 ,  在 贵 州 省
首次成功分离出
H pylori临床菌株, 
为贵州省H pylori
的基础及临床研
究奠定了基础.
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株可用于细菌分型、致病机制研究、构建动物

模型、开发免疫疫苗及确定致病因子等基础研

究; 亦可用于H pylori的常规诊断、评价新的诊

断方法、体外药敏实验等[14]. 本研究对我省98
例上消化系疾病患者的胃黏膜进行H pylor i培
养, 取材部位为胃窦, 成功分离38例H pylori临
床菌株, 阳性率为38%. 在我省首次成功分离出

H pylori临床菌株, 对我省H pylori相关性疾病

的基础及临床研究具有重要意义.
为了提高H pylori的培养阳性率, 我们前期

的预实验显示H pylor i培养过程中需注意以下

环节: (1)抑制杂菌的生长: 取材过程中, 需要保

证取材工具如一次性活检钳、镊子、转送液的

无菌; 胃中过路的或寄生的杂菌较多, 在转送液

或培养基中需加入选择性的抑菌剂; (2)转送过

程中, 常温下标本由内镜室转送到实验室过程

不能超过3-4 h, 时间太长或温度过高可能导致

细菌死亡; (3)接种标本时, 剪材用的剪刀在火烧

灭菌时应冷却后再剪碎标本, 如果温度太高亦

会影响培养阳性率; (4)商品化的产气袋与普通

的抽气换气法相比较, 可以明显提高培养阳性

率, 且方便操作; (5)培养基: 我们加入H pylori培
养添加剂的固体培养基[15-16], 经济实惠; (6)培养

时间: 本研究认为H pylori的最佳培养时限是3 d, 
这时菌落的肉眼形态与镜下菌体形态均很典型, 
细菌处于对数生长期, 可以进行传代、保存或

药物敏感性试验等研究. 约5 d后细菌开始有球

形变, 延长培养至7 d时, 由于培养基老化、营养

成分缺失等原因, H pylori形态呈球形变, 且低温

保存后难以复苏成功.
在方法学成功培养H pylori的基础上, 我们

进一步探讨了成功分离培养H pylori临床菌株与

入选患者病种、年龄、性别、取材部位、家族

史的相关性, 以期后期工作中通过病例选择进

一步提高H pylori临床菌株的分离培养阳性率, 
并探讨H pylori感染与上述因素的相关性.

H pylori感染与慢性胃炎, 消化性溃疡, 胃
癌, 胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤密切相关[17-18]. 
本研究亦证实慢性胃炎伴糜烂及消化性溃疡患

者培养阳性率较单纯胃炎、胃癌患者显著升高

(P <0.05), 胃炎伴糜烂及消化性溃疡患者2者间

无差异. 提示H pylori培养阳性率随胃炎严重程

度而升高.
大量研究发现, H pylori感染存在地区、种

族、社会经济差异[19-21]. 本研究结果提示苗族组

培养阳性率与汉族组比较显著升高(P <0.05). 贵

州地区是少数民族聚居区, 其中以苗族为主要

代表, 4名苗族患者H pylori感染全部呈阳性, 这
说明我地区H pylor i感染除受到环境因素影响

外, 亦可能与苗族遗传素质或基因型有关, 尚需

进一步增加样本例数观察.
H py lor i与性别、年龄的关系, 全世界报

告各不相同[22-24]. 我地区以往缺乏H py lor i感
染与患者性别相关性的研究. 本研究提示男性

H py lor i的阳性率远高于女性的阳性率, 这可

能与我地区男性患者的某些生活习惯或遗传素

质有关, 尚需进一步研究. 我们的研究亦显示, 
30-60岁年龄段H pylori阳性率较60-80岁者显著

升高, 培养阳性率分别为45%、21%(P <0.05), 这
可能与老年人免疫功能减退有关. 值得注意的

是40岁左右的H pylori感染较其他年龄段明显升

高, 因此H pylori感染临床菌株监测、疫苗预防

或治疗干预可重点在男性40岁左右的患者.
目前认为, H py lor i感染往往有家族聚集

性[25-26], 其原因一方面是由于致病性H pylori可
通过粪口或口口途径在家庭内传播[27-29]; 另一

方面是宿主或菌种某些基因型有利于H pylor i
的定植 [30].  我们的研究提示有无胃炎家族史

H pylor i培养阳性率无明显差别, 提示我地区

H pylor i感染的主要途径除家庭内传播外, 地
区、种族、社会经济差异在我省H pylor i感染

中占有重要的地位.
总之, 本研究在我省首次成功分离出H pylori

临床菌株, 苗族、慢性胃炎伴糜烂及消化性溃疡

患者、青壮年、男性患者培养阳性率显著提高.
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Abstract
AIM: To investigate the distribution and 
expression of tight junction protein occludin 
and observe changes in intercellular space in 
the esophageal epithelium in patients with 
gastroesophageal reflux disease (GERD).

METHODS: Sixty-two GERD patients (30 cases 
of reflux esophagitis (RE) and 32 cases of noner-
osive reflux disease (NERD) and 10 non-GERD 
patients were included in the study. Immuno-
histochemistry was used to examine the distri-
bution and expression of occludin in the esopha-
geal epithelium in these patients. The stained 

sections were observed and photographed 
under light microscopy. The intercellular space 
in the esophageal epithelium was measured by 
computer-assisted morphometry. One hundred 
measurements were performed in each case to 
calculate the mean intercellular space diameter. 

RESULTS: Occludin was distributed continu-
ously in the cell membrane in normal esophageal 
epithelium. Of 32 NERD patients, 4 showed nor-
mal occludin expression, and 28 showed varying 
degrees of aberrant occludin expression (e.g., 
incomplete membrane expression, cytoplasmic 
expression and expression loss). In contrast, all 
RE patients showed aberrant occludin expres-
sion. The rates of aberrant occludin expression 
in NERD and RE patients were significantly 
higher than that in non- GERD patients (both P 
< 0.01). No significant difference was observed 
in the rate of aberrant occludin expression be-
tween RE and NERD patients (P > 0.05). The 
mean intercellular space diameters in NERD and 
RE patients were significantly higher than that 
in non- GERD patients (1.38 ± 0.26 µm and 1.51 ± 
0.31 µm vs 0.77 ± 0.12 µm, respectively; both P < 
0.01). No significant difference was noted in the 
mean intercellular space diameter between RE 
and NERD patients (P > 0.05). 

CONCLUSION: Occludin shows diminished ex-
pression and altered distribution in the esophageal 
epithelium in patients with gastroesophageal re-
flux disease. Aberrant expression of occludin may 
result in dilated intercellular space and impair the 
integrity of mucosal epithelial barrier, which may 
partly explain the pathogenesis of GERD. 

Key Words: Gastroesophageal reflux disease; Tight 
junction protein; Dilated intercellular space; Immu-
nohistochemistry; Light microscopy
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epithelium in patients with gastroesophageal reflux 
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■背景资料
胃食管反流病是
消化系常见病之
一 ,  目 前 所 知 临
床发病机制主要
是下食管括约肌
一 过 性 松 弛 ,  进
一 步 的 机 制 并
不 是 很 确 切 .  临
床上分为反流性
食管炎(RE)、非
糜烂性胃食管反
流 病 ( N E R D ) 及
Barrett's食管.

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 福
建省立医院消化
内科



摘要
目的: 研究胃食管反流病(GERD)患者食管上
皮细胞紧密连接蛋白Occludin表达的变化及
食管上皮细胞间隙的改变. 

方法: 采用免疫组织化学法检测62例GERD患
者[其中反流性食管炎(RE组)患者30例, 非糜
烂性反流病(NERD组)患者32例]及10例正常
对照食管下段上皮的紧密连接蛋白Occludin
表达, 并在光镜下观察切片并采集图像, 采用
图像分析系统对每例切片测量100个细胞间
隙, 进行统计学分析. 

结果: 10例正常对照组Occludin呈正常连续
的细胞膜表达, NERD组4例正常表达, 28例
不同程度异常表达, 为细胞膜不完整表达、

细胞质表达及表达缺失, 30例RE均表达异常; 
RE组和NERD组Occludin阳性率与正常对照
组比较, 差异均有显著性(P <0.01), 而RE组与
NERD组间比较, 无显著差异. RE组和NERD
组平均细胞间隙与正常对照组比较, 均有显著
性差异(1.51±0.31 µm, 1.38±0.26 µm vs 0.77
±0.12 µm, 均P <0.01), 而RE组和NERD组间
无显著差异. 

结论: 胃食管反流病患者食管上皮Occludin数
量减少、分布异常, 导致细胞间隙增宽, 影响
黏膜上皮屏障的完整性, 可能是胃食管反流病
的发病机制之一. 

关键词: 胃食管反流病; 紧密连接蛋白; 细胞间隙增

宽; 免疫组织化学; 光镜测量

徐兆军, 张振玉, 黄文斌, 王劲松, 姜宗丹, 罗新华. 胃食管反流

病患者食管上皮Occludin的表达及细胞间隙的改变. 世界华人

消化杂志  2009; 17(27): 2835-2839

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/2835.asp

0  引言

胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
GERD)系指胃内容物反流入食管, 引起不适症

状和(或)并发症的一种疾病 [1]. 诊断标准主要

结合: (1)临床典型的烧心、反流症状; (2)胃镜; 
(3)PPI试验; (4)食管24 h pH及胆汁监测. 临床上

分为反流性食管炎(reflux esophagitis, RE)、非

糜烂性胃食管反流病(nonerosive reflux disease, 
NERD)及Barrett's食管, 其发生与抗反流屏障功

能失调有关, 包括下食管括约肌松弛、食管内

反流物清除障碍、食管黏膜防御能力下降等. 
食管黏膜防御主要为上皮屏障, 结构上由细胞
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膜和紧密连接蛋白(tight junction, TJ)组成, TJ由
跨膜蛋白(Occludin、Claudin)、胞质附着蛋白

(ZO-1)、细胞骨架蛋白相连组成. 近年研究表

明, H+进入和破坏食管上皮的主要途径是经由损

坏的细胞间连接弥散到细胞间隙, 使酸浸润到上

皮下层而产生症状或黏膜破损, 而紧密连接的破

坏, 继发细胞间隙的增宽. 国外动物实验[1]显示

食管炎大鼠Claudin-1表达增强, Claudin-3表达

减低, 而Claudin-4和Occludin由细胞膜表达转换

为胞质表达. 其在人GERD中的表达尚未见类似

报道. 本文对紧密连接蛋白的一种-Occludin在
GERD患者食管上皮中的表达及细胞间隙变化

进行研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2007-01/2008-12我院门诊有反流症

状患者62例, 其中男34例, 女28例, 年龄26-78(平
均50.02±13.65)岁, 根据最新中国GERD共识意

见的GERD诊断标准[1], 行电子胃镜检查及食管

24 h pH监测, 确诊为GERD患者, 并区分RE及
NERD, 分别为30例及32例, 其中RE男18例, 女12
例, NERD男16例, 女16例. RE患者在距离食管下

端3-5 cm处选择糜烂处取活检, NERD在相同水

平位置取活检, 再选择无反流症状非GERD的患

者(食管上中段病变手术者切缘为下段食管达到

相同水平位置)10例做比较, 其中男6例, 女4例, 
年龄43-72(平均54.7±9.74)岁, 均送病理检查. 
1.2 方法 
1.2.1 组织学和免疫组织化学染色: 采用SABC
法, 光镜下观察Occludin表达. 组织用10%甲醛

固定24 h后, 取材, 经脱水透明浸蜡包埋制成

蜡块, 蜡块切片后进行脱蜡, 梯度酒精至水, 用
PBS(pH7.4)冲洗3次, 每次3 min, 对切片用胃酶

消化处理37℃ 20-30 min, PBS冲洗3次, 每次3 
min, 除去PBS液, 每张切片加1滴Occludin抗体

(美国Zymed公司), 冰箱4℃过夜, PBS冲洗3次, 
每次3 min. 除去PBS液, 每张切片加1滴DAKO抗

兔二抗, 温箱37℃孵育40 min, PBS冲洗3次, 每
次3 min. 除去PBS液, 每张切片加2滴新鲜配制

的DAB溶液, 显微镜下观察1-3 min. 自来水冲洗,
苏木素复染1 min, 自来水冲洗返蓝. 则切片经过

梯度酒精脱水干燥, 二甲苯透明, 中性树胶封固. 
采用显微镜下观察其表达部位及类型. 结果判

断: Occludin正常表达于上皮细胞, 呈完整的胞

膜表达; 当细胞膜表达不完整、胞质表达或不

表达时均视为Occludin表达异常.  

www.wjgnet.com

■相关报道
Calabrese的研究
显示, 伴有病理性
酸反流 N E R D 患
者, 经质子泵抑制
剂(PPI)治疗后随
着症状的消失其
DIS亦恢复正常 . 
谷仲平 et al 研究
发现, GERD患者
食管黏膜上皮细
胞间隙明显增大, 
而内镜下黏膜正
常与黏膜异常的
G E R D 患者细胞
间隙无明显差异.
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1.2.2 HE染色标本制作及光镜下细胞间隙测量: 
另取切片后行HE染色. 光镜(×400)观察并采集

图像, 采用RAS9000病理图像分析系统(无锡朗

伽公司)测量细胞间隙宽度. 光镜测量时, 选取基

底上层或棘层的细胞核居中、核仁明显的细胞, 
采用盲法对每例切片随机选择10个不同位置取

10张照片, 每张测量10个细胞间隙, 计算测量得

到的100个细胞间隙平均值, 然后计算平均值.  
统计学处理 使用SPSS15.0软件进行分析, 

正态分布的计量资料以mean±SD表示, 采用t检
验, 计数资料采用χ2检验, P <0.05为差异有统计

学意义. 

2  结果

2.1 免疫组织化学法测定Occludin的表达 Occlu-
din主要分布在细胞膜和细胞质中, 经DAB显色

后, Occludin免疫反应沉淀物在细胞膜、细胞质

呈棕色或黄色颗粒, 正常食管黏膜处Occludin主
要在黏膜层下方均匀的连续分布, 似一道屏障, 
而RE及NERD患者黏膜层Occludin数量减少, 且
分布间断、不均匀, 密度和数量上均低于正常

食管黏膜上皮, 细胞膜上Occludin明显减少, 部
分细胞出现胞质内Occludin的表达. 正常对照组

食管组织中Occludin的表达: 10例正常食管组织

中Occludin在食管基底旁细胞和棘细胞层呈连

续的细胞膜阳性, 染色强度为淡黄色, 基底细胞

Occludin的表达为连续的深棕黄色的胞膜阳性, 
上皮下间质未见Occludin表达; NERD组中Oc-

cludin的表达: 32例NERD患者, Occludin有4例正

常表达, 另外28例均有不同程度的表达异常者, 
表达异常主要位于棘细胞和基底旁细胞层, 而
基底细胞表达模式与正常食管黏膜相似, 28例
Occludin表达异常者中, 细胞膜表达不完整者5
例, 细胞质表达者11例, 失表达者12例; RE组中

Occludin的表达: 30例RE患者中, Occludin均有

不同程度的表达异常, 表达异常部位主要位于

棘细胞层和基底旁细胞层, 而基底细胞表达模

式与正常食管黏膜相似, 30例RE患者中, 细胞膜

表达不完整者7例, 细胞质表达者15例, 表达阴

性者8例(图1, 表1). 
2.2 细胞间隙 各组细胞间隙见图2, 表2.

3  讨论

TJ是细胞间连接的一个重要形式, 他是构成黏

膜机械屏障最重要的结构, 由Claud in蛋白、

Occludin蛋白、JAM、ZOs等结构蛋白及各类

连接蛋白分子共同组成[3-5], Occludin是最先分

离出来的TJ跨膜蛋白[6], 相对分子质量为65 kDa, 
形成2个细胞外环和1个短的细胞内环. 免疫电

镜显示Occludin定位在TJ上[7-9], Occludin蛋白是

TJ中最重要的结构蛋白, 他不仅能通过外环以

拉链式结合进而产生严密的细胞旁封闭, 还能

与不同的分子结合, 参与TJ形成的信号调节[10-11],  
Occludin与ZO-1形成紧密连接蛋白的基本结构, 
Occludin功能广泛, 涉及细胞间黏附、移动、调

节细胞通透性及细胞表型的改变[12]. 在低氧、炎

图  1  不 同 组 别
Occludin表达的光
镜下图谱. A: 正常

对照组正常表达(×

20); B: RE组失表

达(×20); C: NERD

组细胞膜表达不完

整(×40); D: RE组

细胞质表达(×20).

A B

C D

■应用要点
本 研 究 提 示 , 
GERD患者由于食
管上皮层紧密连
接结构和功能异
常, 细胞间隙增宽, 
黏膜通透性升高, 
H+、胃蛋白酶、
胆汁酸等透过上
皮层, 作用于黏膜
下的神经末梢, 引
起烧心、反酸、
胸痛等临床症状. 
而NERD与RE的
Occludin表达无明
显差异亦可解释
两者的临床症状
差别不大, 具体机
制有待进一步实
验研究证实.
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性因子刺激等病理情况下可引起Occludin等分

布异常、表达减少甚至融解, 导致TJ结构和功

能的异常, 细胞间隙增宽, 进而使内皮层通透性

升高[12-13]. 国内外研究显示, 在RE和内镜阴性的

NERD组中, 食管黏膜细胞间隙皆存在增宽[14-15], 
其通透性增大[16]. 有研究显示上皮细胞间隙增宽

是NERD的客观结构指标[17]. Calabrese的研究显

示, 伴有病理性酸反流NERD患者, 经质子泵抑

制剂(PPI)治疗后随着症状的消失, 其上皮细胞

间隙亦恢复正常[18]. 国内谷仲平 et al研究发现, 
GERD患者食管黏膜上皮细胞间隙明显增大, 而
内镜下黏膜正常与黏膜异常的GERD患者细胞

间隙无明显差异[19]. 本文主要研究了GERD患者

中食管上皮中Occludin表达变化及细胞间隙的

改变. 研究发现, 在GERD患者中, NERD及RE病
例Occludin表达均有异常, 为蛋白量下降、或转

为胞质表达、或失表达, 这与国外动物实验报

道结果相符, NERD组与正常对照组比较、RE
与正常对照组比较, 均有明显表达异常, 差异有

显著性(均P <0.01); 而RE组与NERD组比较, 差
异无显著性, 而细胞间隙比较GERD患者与对照

组有显著差异, RE组与NERD组无明显差异. 这
从某种意义上可以考虑GERD患者发病机制分

子学基础可能与TJ的表达异常, 特别是Occludin
的表达异常有关. 从本研究来看, GERD患者由

于食管上皮层紧密连接结构和功能异常, 细胞

间隙增宽, 黏膜通透性升高, H+、胃蛋白酶、胆

汁酸等透过上皮层, 作用于黏膜下的神经末梢, 
引起烧心、反酸、胸痛等临床症状. 而NERD与

RE的Occludin表达无明显差异亦可解释两者的

临床症状差别不大, 具体有待进一步实验研究

证实. 
GERD是消化系统常见病之一, 目前所知临

床发病机制主要是下食管括约肌一过性松弛, 
进一步的机制并不是很确切, 从本研究来看, 可
能与紧密连接蛋白, 特别是Occludin的表达异常, 
导致细胞间隙增大有关. 
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Abstract
AIM: To develop a method for longitudinal study 
of variations in the large surface protein gene of 
hepatitis B virus (HBV) in vivo and apply it to the 
investigation of the dynamics of HBV quasispecies.

METHODS: Two HBV carriers were included in 
the study. Patient 1 was a 38-year-old male who 
received no anti-virus therapy before and dur-
ing the longitudinal study, while patient 2 was a 
22-year-old female who received continuous ad-
efovir dipivoxil (ADV) therapy during the one-
year longitudinal study. Serum samples were 
collected from the two patients over the lon-
gitudinal period. Nucleic acids were extracted 
from the serum samples and used as templates 

to amplify the HBV large surface protein gene. 
The resulting PCR products were cloned into the 
pMD18-T vector and sequenced. Variation anal-
ysis was performed using sequence alignment 
tools to characterize and evaluate the dynamic 
changes of HBV quasispecies.

RESULTS: Of 24 large surface protein gene se-
quences (10 from patient 1 and 14 from patient 2) 
analyzed, two from patient 2 contained a 30-nt 
deletion in PreS2 coding region. Online HBV 
genotype analysis showed that all the 24 se-
quences belonged to genotype C. The divergence 
values (DA, DB and DC) of HBV large surface pro-
tein gene from patient 1 were 0.29, 0.16 and 0.23, 
respectively, while those from patient 2 were 
0.80, 2.30 and 1.82, respectively. The ‘a’ determi-
nant region was perfectly identical among the 
10 sequences from patient 1. In patient 2, G145R 
mutation was found in two sequences (29%) 
at the beginning and in six sequences (86%) at 
the end of the study. Four point mutations also 
were noted in the ‘a’ determinant region of one 
sequence from patient 2 at the end of the study.

CONCLUSION: Our results support the quasispe-
cies distribution of HBV inside human hosts. It is 
feasible to use divergence values DA, DB and DC to 
characterize and evaluate the dynamic changes of 
HBV quasispecies. ADV therapy may increase the 
diversity of HBV quasispecies and thereby raise 
the risk of developing drug resistance.

Key Words: Hepatitis B virus; Large surface pro-
tein; Variation; ‘a’determinant; Quasispecies

Yu N, Cui J, Zhou GB, Zhang YJ, Chen JL. Variations 
in the large surface protein gene of hepatitis B virus in 
vivo: a longitudinal study and application. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(27): 2840-2845

摘要
目的: 建立乙型肝炎病毒(H B V)大S蛋白基
因纵向研究方法, 并将其应用于疾病进程中
HBV的准种动态研究. 

方法: 以2例HBV感染者(对象A, 男, 38岁; 对

®

■背景资料
HBV S基因的变
异研究, 尤其体内
抗病毒药物持续
存在的选择压力
下HBV的分子演
化具有重要意义. 
HBV准种的特征
使序列分析与临
床关系的研究更
为复杂. 由于HBV
在体内以准种形
式存在, HBV的一
些相关研究的结
果分析可能会受
到影响, 因此应予
以考虑.

■同行评议者
刘勇钢, 副主任医
师, 天津市传染病
医院病理科
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象B, 女, 22岁. 对象A研究期间未经任何抗病
毒治疗, B则1年持续接受ADV抗病毒药物治
疗)体内不同时期的血清样本核酸提取物为模
板, 通过特异性扩增获取病毒大S蛋白基因序
列并克隆测序, 依据生物信息学方法对发生于
序列结构不同区域的变异进行分析, 利用比对
数据对不同样本HBV准种予以描述与评价. 

结果: 所得24条HBV大S蛋白基因序列中2条
源于对象B样本的基因序列P r eS2编码区存
在30 nt的缺失, 其余22条序列大小均为1203 
bp; 24条序列的HBV基因型均为C型. 对象A
大S蛋白基因序列分散值D A、D B、D C分别
为: 0.29、0.16、0.23, 对象B则为0.80、2.30、
1.82. 来自对象A的全部10条HBV大S蛋白基
因序列内部的“a”决定簇与参考基因完全一
致; 对象B的14条序列期初有2条(29%)期终有
6条(86%)存在G145R突变, 期终序列中有1条
序列“a”决定簇内发现4个位点的突变.

结论: 人体内感染HBV以准种形式存在且可
以用分散值DA、DB、DC对其进行描述, 并应
用于HBV准种动态的纵向研究. 而抗病毒药
物ADV的1年期治疗可使本例HBV准种分散
性增高, 可能增加本例耐药性突变出现的风
险, 同时增加本例“a”决定簇的变异出现.

关键词: 乙型肝炎病毒; 大S蛋白; 变异; “a”决定

簇; 准种
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0  引言

乙型肝炎是乙型肝炎病毒(hepat i t i s B v i rus, 
HBV)感染导致的传染病, 我国属高流行区. 因
HBV长期感染可发展为肝硬化和肝癌, 故其严

重威胁患者健康. HBV基因组全长约3215 bp, 部
分双链, 由4个开放读码框(open reading frame, 
ORF)即S、C、P、X组成[1]. 其中大S蛋白基因

由PreS1, PreS2和表面抗原主蛋白S编码区组

成, 编码的HBsAg是病毒感染的重要标志物, 也
是诱导机体产生保护性抗体的重要抗原, 在临

床检测和疫苗设计中应用广泛. HBV的一些序

列变异已经被发现与肝细胞癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)相关联[2], 其中S基因的变异研

究对于乙型肝炎的诊断、预防和治疗均具有重

要意义. 本研究以慢性乙型肝炎患者疾病进程

不同时期的血清样本核酸提取物为模板, 通过

特异性扩增获取大S蛋白基因序列并克隆测序, 
进行比较与分析, 以建立HBV大S蛋白基因变异

追踪方法, 应用于疾病进程中HBV的变异动态

研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 本院传染科长期治疗/检查的HBV感染

者2例. 对象A, 男, 38岁; 对象B, 女, 22岁. 分别于

期初与期终采集空腹血3 mL分离血清. 所有血

清标本室温放置不超过4 h, 4℃保存不超过10 d; 
需长期保存的期初血清标本置-70℃保存. HBV
核酸扩增荧光定量检测试剂盒为中山大学达安

基因股份有限公司产品(Cat: DA-BL051). HBV
血清学标志物检测采用ELISA法, 试剂为北京万

泰公司产品(京). 丙氨酸氨基转移酶(ALT)试剂

盒及天门冬氨酸氨基转移酶(AST)试剂盒为上

海科华产品(沪食药监械准字2007第2400378号
和沪食药监械准字2007第2400380号). TAQ酶、

pMD18-T载体为TaKaRa公司产品. DNA胶纯化

试剂盒(QIAquick Gel Extraction Kit)为QIAGEN
公司产品 .  大肠埃希菌J M109为本实验室保

存, 感受态自行制备. 荧光定量PCR仪瑞士罗

氏公司产品LightCycler, 运行计算机软件Roche 
Molecular Biochemicals LightCycler Software 
(Version 3.5.3). 普通热循环仪ABI2700(美国). 
全自动酶标仪为哈米顿STAR 8 ch加样系统和

FAME 24/20分析系统(瑞士). 全自动生化仪为日

立7060(日本).
1.2 方法 
1.2.1 乙肝五项检测: 采取ELISA法. 
1.2.2 肝功能检测: ALT和AST在全自动生化仪

上完成, 分别采用紫外-乳酸脱氢酶法和紫外-苹
果酸脱氢酶法. 
1.2.3 HBV DNA定量检测: 采用荧光定量法[3]按

标准操作程序进行. 主要包括: (1)血清标本制

备核酸模板: 取100 μL血清标本浓缩后12 000 
r/min离心10 min; 沉淀加DNA提取液于100℃处

理10 min, 12 000 r/min离心5 min, 上清用作模板. 
(2)扩增: 扩增反应条件为93℃预变性3 min; 进
行40个循环(93℃ 5 s, 57℃ 45 s); 回到37℃. 采用

样点拟合法进行定量分析. 
1.2.4 大S蛋白基因的扩增: 通过GenBank数据库

所获得HBV的序列进行分析和引物设计. 上游

引物bs1: 5'-TAGGTACCATGGGAGGTTGGTCT
TC-3', 下游引物bs2: 5'-TCGGAGCTCTTAAATG

■研发前沿
HBV感染发生后
一些患者未能清
除机体病毒而形
成长期感染, 伴随
此过程中机体免
疫和药物治疗等
的影响, 病毒的变
化、准种的变迁
如何追踪具有重
要意义. 准种优势
株的研究是解决
日益严峻HBV耐
药、疫苗免疫失
败等问题的关键.
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TATACCCAAAG-3'. 扩增反应条件: 95℃预变性

10 min, 95℃ 45 s, 58℃ 30 s, 72℃ 45 s, 共32个循

环; 72℃延伸5 min. 以上述1.3.3所获得模板溶液

12 000 r/min离心5 min后, 小心取1 μL上清进行

扩增, 扩增产物10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 将符合

设计产物相对分子质量大小的电泳条带小心切

割后, 按QIAquick Gel Extraction Kit说明书的要

求纯化. 
1.2.5 克隆测序: 根据pMD18-T产品说明书的要

求连接目的DNA片段与T载体(16℃ 30 min). 连
接产物转化到大肠埃希菌JM109感受态细胞中

(42℃热激), 加890 μL 37℃预热的SOC培养基, 
37℃ 150 r/min培养60 min, 涂布于含有20 mg/L
氨苄青霉素的LB平板上, 37℃培养过夜. 次日挑

取阳性菌落进行PCR鉴定, 取阳性菌测序. 
1.2.6 序列分析: 采用DNAStar及BLAST等在

线工具软件进行序列分析 .  基因分型采用在

线工具(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/
genotyping/formpage.cgi)进行. 血清型推断通过

参考基因比对进行[4]. 变异参数计算公式: DA = 

(∑D(a))/
2
nC , 其中a = N(1, 2

nC ), n  = 期初样本克隆

数; DB = (∑D(b))/
2
mC , 其中b = N(1, 2

mC ), m  = 期终

样本克隆数; DC = (∑D(a, b))/(n×m). D(a)为期初样

本n个条序列间的分散值(divergence, D)(%), D(b)

为期终样本m个条序列间的分散值(%), D(a, b)为

期初样本n个条序列与期终样本m个条序列之间

的分散值(%).

2  结果

对象A在本研究前及期间1年内均未接受任何抗

病毒化学药物治疗, 仅在肝功能异常时接受1-2 
mo“甘草酸”或“五酯”类药物护肝; 期初与

期终肝功能均正常, HBV DNA分别为4.26E+7拷
贝/mL和1.61E+9拷贝/mL, 乙肝五项期初与期终

均为1、3阳性. 对象B初诊血清HBV DNA高于

107拷贝/mL伴肝功异常, 临床给予“五酯”类

药物护肝治疗, 本研究期初起用核苷类抗病毒

化学药物阿德福韦酯(adefovir, ADV)10 mg/d治
疗至本研究期终, 持续1年, 期间治疗依从性好; 
期初与期终肝功能均正常, HBV DNA分别为

3.27E+9拷贝/mL和3.58E+7拷贝/mL, 乙肝五项

期初与期终均为1、3、5阳性. 
2.1 大S蛋白基因测序与基因型确定 4个样品通

过特异性扩增均得到大小约1200 nt的目的序列, 
克隆到T载体培养过夜后挑取阳性菌落送测序. 
对象A的期初及期终血清样品中得到共10条大

S蛋白基因序列, 大小均为1203 nt. 对象B的期初

及期终血清样品中得到大小为1203 nt的大S蛋
白基因序列12条, 大小为1173 nt的大S蛋白基因

序列2条, 该2序列在PreS2编码区缺失30 nt, 相应

的编码蛋白发生10aa的缺失(图1). 将测序所得

大S蛋白基因序列进行基因型分析的结果, 24条
序列均为C型, C型为中国最常见的2种HBV基因

型之一.
2.2 大S蛋白基因序列的纵向比对 对象A之2个
样本共10个克隆的大S蛋白编码基因序列在

13位点存在变异, 包括位于PreS1编码区的6个
位点、PreS2编码区的1个位点及小S蛋白编码

区的6个位点; 氨基酸序列7个位点存在变异 ,  
PreS1、PreS2及小S蛋白编码区的位点数分别为

3、2、1. 对象B之14个克隆的大S蛋白编码基因

序列除2序列于PreS2编码区的30 nt缺失外, 还在

59位点存在变异, 包括位于PreS1编码区的22个
位点、PreS2编码区的12个位点及小S蛋白编码

区的25个位点; 氨基酸残基34个位点存在变异,  
PreS1、PreS2及小S蛋白编码区的位点数分别为

11、9、14. 序列碱基比对基础上得到对象A及

对象B的D(a), D(b)及D(a, b)值见图2. 经计算对象A
分散值DA、DB、DC分别为0.29、0.16、0.23, 对
象B则为0.80、2.30、1.82(图3).
2.3 “a”决定簇编码区 24条大S蛋白基因序列

的“a”决定簇编码区序列与adr血清型HBV参

考基因(D00630)的相应区域高度同源, adr型是

我国大多数C型HBV的血清型. 对象A的大S蛋
白基因序列中“a”决定簇编码区内仅2个位点

出现碱基置换, 均为同义突变. 对象B的大S蛋
白基因序列中“a”决定簇编码区内发生7个位

点碱基置换, 4处可使编码氨基酸残基改变. 对
象A样本10个克隆(100%)及对象B样本4个克隆

(29%)所得序列“a”决定簇编码区编码的氨基

酸残基序列与参考基因完全一致. 对象B的期初

样本2个克隆(29%)及期终样本6个克隆(86%)所
得8条序列均发生了G145R, 对象B期终样本的

1条序列同时发生了T131A、S132F、F134S及

■相关报道
Zhu et al 2007研
究 了 一 种 通 过
克 隆 血 清 H B V
准 种 进 行 体 外
药 敏 分 析 的 方
法 ,  使 用 该 方 法
发现含 r tA181V
的病毒准种可使
ADV的EC50上升
2.9倍 .  Moriconi  
et al  2007的研究
显示LAM治疗可
促进ADV应答率
受影响的HBV准
种形成, 减低对其
他核苷类似物的
敏感性.

图 1 对象A及对象B的大S蛋白基因结构. 对象B期初样本有

1条序列及期终样本有1条序列于PreS2编码区出现30 nt缺失.

对象A

对象B

PreS1 PreS2 S
119aa 226aa

决定簇

缺失

a

55aa
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G145R突变(表1).

3  讨论

《慢性乙型肝炎防治指南》[1]明确建议抗病毒

治疗是慢性乙型肝炎的根本治疗方法. 目前抗

病毒治疗以核苷类似物和干扰素为主, 临床抗

病毒用药中主要的核苷类似物有LAM和ADV
等. LAM由于耐药问题越来越严重, ADV在临

床的应用相对增多. 了解体内抗病毒药物持续

存在的选择压力下HBV的分子演化发生哪些变

化及变化意义如何, 对于乙型肝炎的诊断、预

防、治疗都有十分重要的意义. 国内2003年已经

有报道1例慢性乙型肝炎患者LAM治疗前及病

情急性恶化后HBV结构基因组的对比分析[4]由

于没有将HBV准种特征予以考虑, 其比较的意义

可能受限. 准种最初发现于RNA病毒, 近年发现

HBV也存在此现象. 在一些HBV研究报道中出

现序列分析与临床关系相互不一致的结果[5], 可
能可以通过准种的特征加以解释. 迄今为止, 国
内外HBV变异纵向研究的报道[4,6-9]仍然十分少, 
其原因一定程度上可能与时间跨度长、对患者

及样本管理难度大、数据处理复杂程度高有关. 
本研究建立HBV大S蛋白基因变异纵向研究方

法, 在探讨更为系统地进行HBV纵向研究模式

的尝试中, 报道其中2例的研究结果. 
本研究以1年为期, 分别获取2例HBV携带

者在期初与期终的HBV核酸样本, 通过克隆测

序技术对HBV准种特征进行研究. 在多重比对

数据分散D值的基础上进行计算分析. 通过样本

内DA和DB表征研究对象期初与期终的HBV准种

数值特征, 通过样本间D值参数DC表征研究对象

期初与期终之间HBV准种动态变化, 使HBV准

种除了描述性分析外, 还可通过量化的数值予

以评价. 本研究结果显示, 对象A(未接受抗病毒

治疗)的大S蛋白基因变异率在期初和期终均较

低(0.29和0.16), 而对象B(持续ADV抗病毒治疗)
期初值0.80, ADV治疗1年后上升至近3倍(2.30), 
DC达1.82(对象A仅为0.23). 这提示, 本例抗病毒

药物ADV的持续作用可能使体内HBV变异更为

频繁, 准种的分散性升高. 已经有实验[10]证实病

毒准种分散性与病毒致病力正相关. HBV准种

分散性上升的结果也可能导致耐药性突变出现

的风险更大. 事实上, 体外耐药的研究[6]也已经

■创新盘点
本 研 究 对 H B V
感染者不同时期
H B V 大 S 蛋 白 基
因进行动态追踪, 
以1年为期, 获取
患者期初与期终
的HBV相应序列, 
在多重比对得到
序列分散值的基
础上, 通过各期样
本分散值参数DA

和DB表征研究对
象该时点的HBV
准种数值特征; 采
用不同时点间分
散值参数DC表征
研究对象不同时
点间的HBV准种
动态变化, 并通过
量化的数值对患
者体内HBV准种
予以评价为临床
研究提供了理论
依据.

图 2 24条序列的D值. A: 来自对象A样本的序列; B: 来自对象B样本的序列.

期初1      0.0    
期初2      0.2      0.0   
期初3      0.4      0.5       0.0    
期初4      0.2      0.3       0.5      0.0  
期初5      0.1      0.2       0.3      0.2      0.0  
期终1      0.1      0.2       0.3      0.2      0.0      0.0   
期终2      0.2      0.3       0.5      0.3      0.2      0.2      0.0  
期终3      0.2      0.3       0.4      0.3      0.1      0.1      0.3      0.0 
期终4      0.2      0.3       0.4      0.3      0.1      0.1      0.3      0.2      0.0  
期终5      0.1      0.2       0.3      0.2      0.0      0.0      0.2      0.1      0.1      0.0
             期初1  期初2  期初3  期初4  期初5  期终1  期终2  期终3  期终4  期终5

期初1      0.0
期初2      0.8      0.0
期初3      1.2      0.9       0.0
期初4      0.8      0.1       1.0      0.0
期初5      1.0      0.3       1.2      0.3      0.0
期初6      1.0      0.6       1.2      0.7      0.9      0.0
期初7      0.6      0.6       1.1      0.7      0.8      0.9      0.0
期终1      3.2      2.8       2.8      2.9      3.1      3.1      3.1      0.0
期终2      0.8      0.8       1.2      0.8      1.0      1.0      0.8      3.1      0.0
期终3      2.9      2.6       2.5      2.7      2.9      2.7      2.8      1.0      2.7      0.0
期终4      3.7      3.2       3.2      3.3      3.5      3.5      3.5      0.4      3.5      1.4      0.0 
期终5      1.0      0.2       1.2      0.3      0.5      0.9      0.8      3.1      1.0      2.9      3.5      0.0
期终6      0.8      0.9       1.3      1.0      1.2      1.2      0.8      3.4      1.0      3.1      3.9      1.2      0.0
期终7      1.0      0.8       1.2      0.9      1.0      1.0      0.9      3.2      1.0      2.9      3.7      1.0      1.2       0.0 
             期初1  期初2  期初3  期初4  期初5  期初6  期初7  期终1  期终2  期终3  期终4  期终5  期终6  期终7

A

B

图 3 对象A与对象B的DA, DB及DC值(%)比较.
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提示抗病毒药物ADV长期治疗会伴随药物EC50

上升、药物敏感性下降的现象. 长期抗病毒药

物压力导致的HBV准种分散性提高的机制是什

么, 该现象普遍性如何, 其他人工选择压力如疫

苗和抗体治疗等是否也可引发同样的现象, 尚
需进一步的研究方可阐明. 

“a”决定簇编码区对药物选择压力敏感, 
该区域变异可使HBV不能被中和抗体识别, 免
疫球蛋白和乙肝疫苗难以阻断该突变株的传

播而引起宫内感染[11], 也可致HBV血清学检测

中无法检出HBsAg, 在HBV变异研究[12]中受到

重视. 其中G145R变异常见于发生免疫逃避的

HBV突变株[12-13], 与免疫逃避密切相关. 本研究

中, 接受抗病毒治疗的HBV携带者体内HBV的

“a”决定簇出现变异, 其中期初的2个克隆和和

期终的6个克隆中出现了G145R变异, 而无抗病

毒治疗对象却未发现变异. 提示这些变异的出

现可能与药物压力有关. 

由于HBV在人体中以准种(quasispecies)的
形式存在[1,14], 尽管对象B多条序列的“a”决定

簇编码区发生变异, 可表达正常HBsAg的HBV
野生株数量仍具一定优势, 因而血清学检测显示

期初与期终的样本HBsAg均为阳性. 对象B在期

初样本中PreS2区缺失株和无缺失株并存, 与免

疫逃避密切相关的“a”决定簇G145R变异株与

野生株并存也都说明了HBV在宿主体内以准种

形式存在的特点. 准种优势株的动态研究十分重

要, 是解决日益严峻的HBV耐药、疫苗免疫失败

等问题过程中无法回避的环节. 下一步, 本研究

建立HBV大S蛋白基因纵向追踪的方法将应用于

不同分组的患者和更长期更细致的动态追踪, 以
期获得更丰富的HBV基因纵向研究结果.

4      参考文献
1 中华医学会肝病学分会、感染病学分会. 慢性乙型肝

炎防治指南. 中华肝脏病杂志 2005; 13: 881-891
2 Yang HI, Yeh SH, Chen PJ, Iloeje UH, Jen CL, 

■应用要点
本研究对患者疾
病进程中HBV的
大S蛋白基因序列
进行纵向追踪. 通
过建立HBV准种
特征的量化描述
方法, 观察HBV的
准种变迁, 为探讨
其临床意义打下
基础.

表 1 “a”决定簇氨基酸残基序列

     

参考序列来自GenBank序列D00630. 阴影处为发生变异位置.

参考序列        C     K     T     C      T     I     P     A     Q     G     T     S     M     F     P     S     C     C     C     T     K     P     S     D     G     N

对象A            

    期初1         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     G    N

    期初2         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     G    N

    期初3         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     G    N

    期初4         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     G    N

    期初5         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     G    N

    期终1         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     G    N

    期终2         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     G    N

    期终3         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     G    N

    期终4         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     G    N

    期终5         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     G    N

对象B

    期初1         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     G    N

    期初2         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     G    N

    期初3         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     R    N

    期初4         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     G    N

    期初5         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     G    N

    期初6         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     G    N

    期初7         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     R    N

    期终1         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     R    N

    期终2         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    L     D     R    N

    期终3         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     R    N

    期终4         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     V    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     G    N

    期终5         C     K     T     C     T     I     P    A    Q     G     T     S    M     F    P     S    C     C     C    T     K     P    S     D     R    N
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Abstract
AIM: To investigate the efficacy and safety of 
entecavir in nucleoside-naïve patients with 
hepatitis B e antigen (HBeAg)-positive chronic 
hepatitis B.

METHODS: One hundred and one nucleoside-
naïve patients with chronic hepatitis B were ran-
domly divided into two groups. The entecavir 
(ENT) treatment group was given 0.5 mg of ENT 
once daily, while the adefovir dipivoxil (AD) 
treatment group was given 10 mg of AD once 
daily. The primary outcome measures assessed 
included serum hepatitis B virus (HBV) DNA 
level, HBeAg seroconversion or normalization 
of alanine aminotransferase (ALT) level.

RESULTS: At week 48 after the treatment, se-
rum HBV DNA levels decreased in both the 

ENT and AD treatment groups. The percentage 
of patients showing a reduction greater than 
103 copies/mL in HBV DNA titer was signifi-
cantly higher in the ENT treatment group than 
in the AD treatment group (95.83% vs 60.38%, 
P < 0.001). The percentage of patients achieving 
normalization of ALT level was also signifi-
cantly higher in the ENT treatment group than 
in the AD treatment group (52.08% vs 28.30%, P 
= 0.015). No significant difference was observed 
in the incidence rate of adverse events (77.08% 
vs 71.69%, P = 0.536) between the two groups. 
No HBeAg seroconversion was noted in both 
groups.

CONCLUSION: In nucleoside-naïve patients with 
HBeAg-positive chronic hepatitis B, entecavir is 
superior to adefovir dipivoxil in the suppression 
of serum HBV DNA level. Both two drugs have 
poor effects on HBeAg seroconversion.

Key Words: Hepatitis B e antigen; Hepatitis B; 
Treatment

Zhang Q, Cheng ML, Liu Q, Mu M, Zhang YY, Liu BY. 
Efficacy of entecavir in nucleoside-naïve patients with 
hepatitis B e antigen-positive chronic hepatitis B. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(27): 2846-2849

摘要
目的: 探讨恩替卡韦对核苷初治HBeAg阳性
慢性乙型肝炎患者的疗效. 

方法: 101例慢性乙型肝炎患者被随机分配到
恩替卡韦(ETV)组和阿德福韦酯(ADV)组, 分
别给予0.5 mg/d恩替卡韦和10 mg/d阿德福韦
酯治疗. 疗效的主要观测指标有: 血清HBV 
DNA水平, HBeAg转阴或丙氨酸氨基转移酶
(ALT)复常. 

结果: 48 wk时, ETV组与ADV组HBV DNA均
下降, 且>103 copies/mL的比率有统计学差异
(95.83% vs  60.38%, P <0.001); ALT复常率2组
亦有显著差别(52.08% vs  28.30%, P  = 0.015); 
2组均无HBeAg转阴; 不良事件发生率分别为
77.08%与71.69%(P  = 0.536), 两组差异没有统
计学意义.

®

■背景资料
目前已上市和用
于临床研究的用
于治疗慢性乙型
肝炎的核苷 ( 酸 )
类似物有十多种. 
其 中 ,  恩 替 卡 韦
由于有强大的抗
病毒效果和较高
的耐药屏障而备
受 关 注 .  但 其 对
HBeAg的转换效
力和不良反应的
研究还需加强.

■同行评议者
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结论: 在核苷初治HBeAg阳性慢性乙型肝炎
的治疗中, 恩替卡韦比阿德福韦酯有更强的病
毒学与生物化学应答率, 但HBeAg转阴率不
高, 还需进一步观测.

关键词: 乙型肝炎e抗原; 乙型肝炎; 治疗
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0  引言

全球约有3.5亿慢性乙型肝炎病毒(hepat i t is B 
virus, HBV)感染者, 慢性HBV感染可导致肝功能

衰竭、肝硬化和肝癌等严重后果, 每年约有60万
人死于HBV感染所致疾病[1]. 我国曾是全球HBV
携带率最高的地区之一, 统计资料表明经过免疫

控制后全国仍然有乙型肝炎表面抗原(hepatitis B 
s antigen, HBsAg)携带者约9300万人[2]. 因此HBV
感染仍然是威胁我国乃至全球人民健康的一个

重要问题. 国际上许多研究均证实, 抗病毒治疗

可改善患者生存质量, 延长其生存期. 我国及国

外的有关乙型肝炎防治指南均明确指出, 慢性

乙型肝炎的治疗目标是持续抑制HBV复制, 延
缓疾病进展为肝癌或失代偿性肝病[3-5]. 恩替卡

韦是一种强效HBV DNA多聚酶抑制剂. 在其3期
的临床随机、双盲对照试验中, 恩替卡韦比拉

米夫定有更高的组织学, 病毒学和生化学应答

率[6]. 并且两者的安全性相似. 本研究中比较了

恩替卡韦和阿德福韦酯对于核苷初治HBeAg阳
性慢性乙型肝炎患者的疗效和安全性.  

1  材料和方法

1.1 材料 2006-11/2008-06贵阳医学院附属医院

就诊的核苷初治慢性乙型肝炎患者101例, 诊断

标准符合2005年《慢性乙肝防治指南》, 其中男

81例, 女20例, 年龄16-70岁. 所有患者同时符合下

列条件: (1)HBV DNA滴度≥1×107 copies/L); (2)
入组前连续或累计服用核苷类逆转录酶抑制剂

<3 mo; (3)血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)值在正

常值的0.5-10倍正常上限之间; (4)总胆红素(TB)
低于34.2 μmol/L; (5)排除HAV、HCV、HDV、

HEV、HIV感染、肝脏失代偿表现和(或)失代

偿性肝硬化者、药物性肝炎、合并肾病、高血

压和口服核苷类药物达到3 mo以上者. 饮酒史

判断标准[7]: 饮酒超过5年, 折合酒精量男性≥40 
g/d, 女性≥20 g/d; 或2 wk内有大量饮酒史, 折合

酒精量>80 g/d. 本研究经贵阳医学院附属医院

伦理委员会批准, 并获得所有患者自愿签署的

知情同意书.
1.2 方法 
1.2.1  分组及治疗:  101例慢性乙型肝炎患者

被1∶1随机分配到恩替卡韦组 (E n t e c a v i r, 
Bristol-Myers Squibb, ETV组)和阿德福韦酯

(Adefovir, GlaxoSmithKline, ADV组)组, 分别

接受每天0.5 mg恩替卡韦和10 mg阿德福韦酯

治疗. 疗效的主要观测指标有: 血清HBV DNA
水平减少, HBeAg转阴或和ALT复常. 病毒学

反弹[4]是指继续治疗时HBV DNA比治疗最低

值时上升≥1 log. 
1.2.2 检测: 血清HBV DNA定量检测采用深

圳匹基公司的HBV DNA定量检测法, 核酸扩

增仪为PE5700(Applied Biosystems, 美国), 以
HBV DNA>106 copies/L为阳性. 全自动生化仪

(Hitachi 7170, 日本)检测肝功能中ALT、天冬氨

酸转移酶(AST)、总TB. 酶联免疫吸附法(上海

科华生物公司试剂)测定HBV血清免疫标志物

(HBsAg、抗HBs、HBeAg、抗HBe、抗HBc). 
以上检测, 在治疗前、治疗24 wk和治疗48 wk各
进行1次.

统计学处理 研究结果采用符合方案数据

分析. 所有计量数据均以mean±SD表示, 应用

SPSS11.5软件行t检验. 计数资料采用χ2检验. 所
有的统计检验均采用双侧检验. 列表描述所发

生的不良事件, 秩和检验评估安全性指标.

2  结果

2.1 患者的基本情况 2组患者性别、年龄、HBV
感染阳性家族史、饮酒史、体质量、生化指

标及基线HBV DNA对数值比较无统计学差异

(P >0.05, 表1-2). 
2.2 HBV DNA的应答 治疗48 wk, ADV组HBV 
DNA转阴率为24.52%(13/53), ETV组转阴率

为39.58%(19/48), 2组差异无统计学意义(P  = 
0.075); 但2组HBV DNA减少超过103 copies/mL
的比率分别为60.38%(32/53)和95.83%(46/48), 

表 1 2组患者性别、HBV感染阳性家族史 (n )

     
           性别 家族史          饮酒史

     男          女          有           无         有         无

ADV组    42         11         13         40         8         45

ETV组    39           9         17         31         6         42

■相关报道
刘浏 et al 在“恩
替卡韦治疗中国
人慢性乙型肝炎
疗 效 的 系 统 评
价”一文中用荟
萃分析方法分析
了国内2005-2008
年公开发表恩替
卡韦治疗成人慢
性乙型肝炎的随
机 对 照 试 验 ,  认
为恩替卡韦可强
效 、 安 全 抑 制
HBV复制、改善
肝功能, 治疗国人
慢性乙肝的疗效
优于拉米夫定或
阿德福韦酯.
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差异有显著意义(P <0.001, 表3).  
2.3 HBeAg的应答 2组均无HBeAg的转阴或血清

学转换. 
2.4 生化应答 A LT复常率, E T V组为52.08% 
(25/48), ADV组为28.30% (15/53), 差异有统计学

意义(P  = 0.015). 
2.5 病毒学反弹 2组患者在治疗过程中均未出

现过病毒学反弹. 但ADV组有5例患者在治疗48 
wk时, HBV DNA减少<1 log10. 
2.6 安全性分析 2组患者总的不良事件发生率

分别为77.08%(37/48)和71.69%(38/53), 差异无

统计学意义(P  = 0.536). 2组不良事件相同, 主要

是轻度到中度的上呼吸道感染、发热、全身乏

力、头痛、恶心、皮疹、肌肉酸痛, 各种不良

事件的发生率在2组间差异无统计学意义.

3  讨论

阿德福韦酯是一种核苷类似物, 已被广泛应用

于临床治疗慢性乙肝. 阿德福韦酯每日10 mg
单药治疗5年时[8], 58%的患者出现HBeAg消失, 
48%的患者出现HBeAg血清学转换, 67%的患者

肝脏组织学炎症得到改善, HBV DNA平均减少

4.05 log10. 恩替卡韦是目前降低血清HBV DNA
效果最强大的口服药. Chang et al [6]报道, 每天服

用恩替卡韦0.5 mg, 治疗52 wk HBV DNA下降6.9 
log10; 国内李金金 et al [9]报道, 应用恩替卡韦治

疗还能同时减轻肝纤维化; 而郑俊福 et al [10]应用

其与乙肝免疫蛋白预防肝移植术后乙肝再感染

也取得很好的效果; 目前国内专家[11]建议把恩

替卡韦作为核苷初治慢性乙肝患者的一线抗病

毒药物之一. 
本试验中, 我们共纳入101例患者, 按1∶1

的比例随机进入恩替卡韦和阿德福韦酯治疗

组, 2组患者在基线时的一般情况、生物化学指

标、病毒学指标均衡. 恩替卡韦对HBeAg阳性

慢性乙型肝炎患者有较强抑制病毒效应. 其中

治疗到48 wk时, 95.83%的患者HBV DNA对数

值减少大于3 log10. 同时, 恩替卡韦治疗也获

得了很高的生化学应答率, 52.08%患者ALT复
常. 阿德福韦酯治疗组中, 相应的HBV DNA减

少率为60.38%, 生化学应答率为28.30%. 说明恩

替卡韦比阿德福韦酯有较强、较快的抑制HBV
能力. 但2组均无HBeAg转阴或血清学转换, 与
Marcellin et al [12]和Chang et al [6]报道不符合. 这
可能与不同人种对HBV免疫反应不同有关, 需
扩大样本观测, 并从多种机制进行分析.  

现认为阿德福韦酯安全性较高, 10 mg剂量

治疗时其安全性与安慰剂相似. 王艳斌 et a l [13]

报道, 阿德福韦治疗48 w k, 病毒学应答率为

78.38%, 并且无明显不良反应. 本研究中, ETV组

和ADV组的不良事件发生率和种类相似, 分别

为77.08%和71.69%. 主要是轻度到中度的上呼

吸道感染、发热、全身乏力等非特异表现, 没
有出现严重不良事件, 但恩替卡韦的临床应用

时间较短仍需要对其安全性做长期观测.  
5年的试验研究[14]表明, 恩替卡韦对于核苷

初治患者没有明显耐药. 本试验中, ETV组也没

有病毒学反弹等耐药的表现. 文献报道阿德福

韦酯耐药率较低, 治疗2年的耐药率仅3%. 本试

验中, 阿德福韦酯没有病毒学反弹, 但有5例为

原发性治疗失败[15]. 
总之, 本试验中恩替卡韦比阿德福韦酯表现

出了较强的抑制HBV DNA能力, 并有更高的生

化应答率, 但2组均没有出现HBeAg转阴, 需要

进一步扩大样本量和长期观测. 
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Abstract
AIM: To observe changes in bone mineral 
density (BMD) of the femur and lumbar spine in 
patients with liver cirrhosis and analyze factors 
potentially correlated with such changes.

METHODS: Sixty liver cirrhosis patients, of 
which 22 had Child-Pugh A liver function, 
18 had Child-Pugh B, and 20 had Child-Pugh 
C, and 42 healthy volunteers were included 
in the study. The BMD of the femur and lum-
bar spine as well as serum calcium (Ca2+), 
inorganic phosphate (P3+) and cholinesterase 
(CHE) were simultaneously measured in both 
groups. Other parameters such as age, body 
mass index (BMI) and liver function were 
also recorded. 

RESULTS: The BMD of the femur and lumbar 
spine was significantly lower in liver cirrhosis 
patients than in normal controls (P < 0.05 and 
0.01, respectively). The BMD of the lumbar spine 
was significantly lower in patients with Child-
Pugh A liver function than in normal controls 

and patients with Child-Pugh C liver function 
(0.851 ± 0.207 vs 1.070 ± 022 and 1.036 ± 0.192, 
respectively; both P < 0.05). A linear correlation 
was noted between the BMD of the femur and 
lumbar spine and BMI (r = 2.3 and 2.418, respec-
tively; both P < 0.05) as well as between lumbar 
BMD and CHE (r = 2.734, P < 0.05). 

CONCLUSION: The change in the BMD of the 
lumbar spine was more significant than that in 
the BMD of the femur in patients with liver cir-
rhosis. CHE may predict, to some extent, the 
change in lumbar BMD. 

Key Words: Liver cirrhosis; Bone mineral density; 
Serum calcium; Cholinesterase

Fu L, Zhou L, Chen XQ. Changes in bone mineral density 
in patients with liver cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(27): 2850-2853

摘要
目的: 探讨肝硬化患者腰椎、股骨骨密度的
改变以及肝功能、血钙、血磷、体质量指数
(BMI)等相关因素的关系.

方法: 102名受试者分为两大组: 肝硬化组60
例, 其中Child-Pugh A级22例, B级18例, C级
20例; 正常对照组42例, 两组均同步检测其腰
椎、股骨骨密度Ca2+、P3+及胆碱脂酶. 另外
收集肝硬化患者的年龄、BMI以及肝功能等
指标. 

结果: 肝硬化组腰椎、股骨骨密度均较对照
组明显降低(P <0.05或0.01). Chi ld C腰椎骨
密度较对照组、Child A级差异明显, 统计学
有显著性差异(0.851±0.207 vs  1.070±0.22, 
1.036±0.192, 均P <0.05). 肝硬化患者的腰
椎、股骨骨密度均与BM I有直线相关性(r  = 
2.3, 2.418, 均P <0.05), 同时腰椎骨密度还与胆
碱酯酶有直线相关性(r  = 2.734, P <0.05).

结论: 慢性肝硬化患者腰椎骨密度的改变比
股骨明显; 胆碱酯酶反应了肝脏的储备能力
与肝脏损害的程度, 一定程度上可预测肝硬化
腰椎骨密度是否改变.

®

■背景资料
慢性肝病可引起
骨质疏松, 最终可
导致骨折的发生
率升高. 肝病骨质
疏松是全身性的, 
但测定部位的敏
感度及骨密度与
肝功能的相关性
仍不清楚.

■同行评议者
黄晓东, 副主任医
师, 武汉市中心医
院消化内科
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0  引言

慢性肝病所引起的骨代谢异常被称为肝性骨病. 
肝硬化可导致骨密度减少及骨质疏松, 骨密度

(bone mineral density, BMD)检查是判断骨质疏

松的主要诊断依据. 目前许多文献都探讨了肝

硬化时尺骨、桡骨BMD的改变, 而对腰椎及股

骨BMD改变的相关文献非常少. 因此本文主要

探讨肝硬化时, 腰椎及股骨BMD的改变.

1  材料和方法

1.1 材料 选自2006-2008年在我院住院的男性

肝硬化患者60例, 年龄45-66(平均年龄54.7)岁, 
体质量指数(body mass index, BMI)17.26-26.06  
kg/cm2. 其中肝炎后肝硬化28例, 酒精性肝硬化

18例, 原发性胆汁性肝硬化1例, 混合性肝硬化12
例, 隐源性肝硬化1例. 60例患者Child-Pugh分级

分别为: A级22例, B级18例, C级20例. 根据实用

消化病学肝硬化诊断要点[1], 进行综合判断. 骨
质疏松诊断采用1994年世界卫生组织定义骨质

疏松(osteoporosis, OP)为BMD较成年人骨量峰

值减低2.5个标准差以上[2]. 对照组: 42例, 均为男

性, 年龄47-65(平均年龄55.2)岁, BMI 18.13-28.25 
kg/cm2. 除外肝、肾、血液及内分泌系统疾病等

患者, 均为健康体检者. 其中, 长期饮酒的健康体

检者也被排除. 对照组年龄、BMI与肝硬化组无

统计学差异.
1.2 方法 肝硬化组每位患者均行肝功能检查. 肝
硬化组与对照组均同步检测腰椎、股骨BMD、

血Ca2+、P3+、胆碱酯酶测定. 采用通用电气公司

lunar双能量X线吸收BMD测量仪检测受试者腰

椎、股骨BMD. 生化指标测定采用贝克曼CX-7
全自动生化分析仪.

统计学处理 试验数据以mean±SD表示. 计
量资料采用t检验; 两因素分析采用直线相关分

析法. 统计学处理应用SPSS11.5统计软件分析. 
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 BMD、血钙、胆碱酯酶的变化 肝硬化组腰

椎BMD、股骨BMD均较对照组明显降低. Child 
C腰椎BMD较对照组、Child A级差异明显, 统

计学有显著性差异(0.851±0.207 vs  1.070±022, 
1.036±0.192, 均P <0.05). 肝硬化组Chi ld C级

与Child B级、Child A级股骨BMD与对照组相

比虽然有明显下降, 但差异无显著统计学意义

(P >0.05). 肝硬化患者的血钙浓度较对照组均有

明显下降, 其中Child C级较对照组; Child B级
与对照组比较差异明显, 有统计学意义(1.933±
0.183, 2.078±0.131 vs  2.18±0.173, 均P <0.05). 
Child A级、Child B级、Child C级肝硬化患者

的胆碱酯酶逐渐下降. Child A级、Child B级、

Child C级较对照组有明显降低, 统计学有显著

性差异(3506.957±943.429, 2093.687±959.802, 
1594.033±873.392 vs  5481.820±488.223 均
P <0.001, 表1).
2.2 各项指标与腰椎BMD的相关性 肝硬化患

者的腰椎BMD与患者年龄、BMI、血Ca2+、血

P3+、肝功能各项指标进行直线相关分析. 结果

只有BMI及胆碱酯酶与腰椎BMD呈直线相关(r 
= 2.3, 2.734, 均P <0.05, 表2).
2.3 各项指标与股骨BMD的相关性  肝硬化患

者的股骨BMD与患者年龄、BM I、血Ca2+、

血P3+、肝功能各项指标进行直线相关分析.结
果只有BMI与股骨BMD呈直线相关(r  = 2.418, 
P <0.05, 表3).

3  讨论

本研究显示, 肝硬化患者有低血钙状态, 并且与

肝功能Child-Pugh级别逐渐增加而降低明显, 表
明肝脏病变程度越重, 血钙浓度越低. 可能与下

列因素有关: (1)低蛋白血症: 肝硬化时由于肝

脏合成蛋白能力下降, 而导致低蛋白血症. 血清

钙在体内以离子钙、蛋白结合钙及少量弥散钙

3种形式存在, 以蛋白结合钙为主. 一般在体内

70%-85%蛋白结合钙与血清白蛋白相结合. 肝
硬化时血清白蛋白减少, 蛋白结合钙与蛋白结

合减少[3], 再加上由于肝硬化导致的钙的吸收减

少, 故而血清总钙浓度下降. (2)正常情况下, 维
生素D3首先经肝脏在25位上羟化形成25-OHD3. 
随后经肾脏在1位上羟化形成1, 25-(OH)2D3. 由
于肝硬化是弥漫性肝实质性的损害, 维生素D在

肝脏进行的25位上的羟化作用受损. 25-OHD3合

成减少, 导致肾脏合成具有活性1, 25-(OH)2D3减

少, 肠道黏膜对钙的吸收减少, 最后导致低钙血

症. (3)肝硬化门脉高压与低钙血症关系: 肝硬化

门脉高压时, 胃肠道淤血, 钙吸收减少. (4)胆汁

分泌减少: 肝硬化时, 由于肝细胞受损, 分泌胆

■研发前沿
尽管慢性肝病会
引起骨质疏松已
得到广泛认可, 但
腰椎与股骨骨密
度变化最敏感的
部位仍不清楚. 是
目前该领域研究
难点.
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汁减少, 肠道内胆盐也随之减少, 影响了维生素

D的吸收.
本组资料显示, 肝硬化患者胆碱酯酶活性

下降与患者BMD呈直线相关. 胆碱酯酶是由肝

脏合成的, 肝细胞损害后, 此酶合成减少. 胆碱

酯酶是肝硬化发展过程中, 反映肝脏储备功能

较敏感的指标, 与肝病的严重程度平行, 可判别

肝脏损害的程度. 本组资料显示肝硬化组腰椎

BMD与胆碱酯酶呈直线相关, 且腰椎BMD与肝

功能分级有关, 随Child-Pugh分级逐渐降低. 因
此胆碱酯酶可预测肝硬化损害程度, 还可以预

测肝硬化患者腰椎BMD是否改变.
在其他OP的相关文献中, 资料表明BMD与

BMI呈正相关[4-7]. 本研究中, 我们发现肝硬化患

者的BMD异常与BMI直线相关. 随着BMI减少, 
BMD呈下降趋势. 与任芸芸 et al认为当BMI<30 
kg/cm2时, 随着BMI增加, BMD呈上升趋势, 当超

过30 kg/cm2后反而下降[6]相一致. 由于腹水对体

质量改变的影响, 此次研究没有能验证肝硬化

患者的BMD在排除掉腹水对体质量的影响后, 
与患者的实际BM I呈正相关. 所以BM I虽然可

预测肝硬化BMD的情况, 但前提需排出腹水对

BMI的影响.
本研究显示肝硬化患者的腰椎和股骨BMD

相比较, 腰椎更容易发生OP. 我们认为这可能与

腰椎含有大量松质骨, 代谢快有关. 这与OP的机

制中, 慢性钙缺乏主要侵犯椎体一致. 这个结果

与陈琳 et al研究有所不同. 在她们的研究中指出

乙型肝炎后肝硬化患者股骨颈、Ward三角最为

明显, OP的好发部位依次为股骨近端、腰椎、

前臂[8]. 他们并没有在文中提出所收集的肝硬化

患者的Child-Pugh分级、胆碱酯酶等肝功能的

具体情况, 因而, 我们考虑可能是由于我们与他

们研究的患者肝硬化病因及肝损程度不同而导

表 2 各项指标与腰椎BMD的相关性

     
分组                               相关系数  P 值

年龄              -0.047                       >0.05

BMI                2.300                       <0.05

Ca2+                1.305                       >0.05

P                1.075                       >0.05

ALT                0.346                       >0.05

AST                0.488                       >0.05

ALT/AST                0.415                       >0.05

TBIL              -0.470                       >0.05

DBIL              -0.410                       >0.05

IBIL              -0.632                       >0.05

白蛋白                0.651                       >0.05

球蛋白                0.208                       >0.05

A/G                0.529                       >0.05

碱性磷酸酶               0.641                       >0.05

γ-谷氨酰转肽酶               0.134               >0.05

胆碱酯酶                2.734                       <0.05

表 1 对照组和肝硬化组BMI、BMD、Ca2+、P3+及CHE指标的检测结果

     
分组    n

           BMD(g/cm2)   
Ca2+(mmol/L)           P3+(mmol/L)                    CHE(IU/L) 

             腰椎              股骨

肝硬化组      

    Child A级 22      1.036±0.192      0.939±0.183      2.123±0.381      1.011±0.173      3506.957±943.429b

    Child B级 18      0.997±0.224      0.921±0.178 2.078±0.131a     1.153±0.262      2093.687±959.802b

    Child C级 20      0.851±0.207ac    0.854±0.211      1.933±0.183a     1.010±0.397      1594.033±873.392b

对照组  42      1.070±0.220      0.932±0.174      2.180±0.173      1.181±0.080      5481.820±498.223

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05 vs  Child A级.

表 3 各项指标与股骨BMD的相关性

     
分组                               相关系数                 P 值

年龄              -1.838             >0.05

BMI                 2.418             <0.05

Ca2+                 0.585             >0.05

P                 0.586             >0.05

ALT                 0.102             >0.05

AST                 0.114             >0.05

ALT/AST                 0.404             >0.05

TBIL                 0.241             >0.05

DBIL                 0.190             >0.05

IBIL                 0.366             >0.05

白蛋白              -0.705             >0.05

球蛋白              -0.046             >0.05

A/G                 0.196             >0.05

碱性磷酸酶                0.565             >0.05

γ-谷氨酰转肽酶                0.032             >0.05

胆碱酯酶                 0.536                      >0.05

■应用要点
本研究结果提示
在临床工作中, 对
于胆碱脂酶过低
的患者, 要注意预
防骨折的发生.
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致结果不一样. 我们研究的患者除乙型肝炎后

肝硬化外, 还有酒精性肝硬化、原发性胆汁性

肝硬化、隐源性肝硬化、混合性肝硬化. 而陈琳 
et al的研究对象都为乙型肝炎后肝硬化. 在我们

的研究中发现, 虽然不同病因的肝病对血钙及

BMD的影响是有区别的, 但是影响结果并无明

显的统计学差异, 这可能与我们研究的例数较

少有关. 关于不同病因的肝病BMD的研究, 我们

计划在后续的研究中, 通过增加例数来进行进

一步研究. 同时, 因为陈琳 et al没有在文献中提

到他们研究的患者具体的肝功能分级及胆碱酯

酶等肝功能情况, 所以, 这可能也是导致我们研

究结果不一致的原因. 另外, 我们的研究发现肝

功能Child C级比Child B级、Child A级的BMD
改变更明显, 更容易发生OP及骨量减少. 提示肝

硬化的病变参与了OP的发生. 动态观察BMD可

提示肝硬化损害所致骨病的程度, 也可预测肝

硬化的病情进展.
OP是肝硬化的常见并发症. 肝硬化中腰椎

的OP比股骨更加明显. 胆碱酯酶、Ca2+、BMI对
肝硬化患者的BMD改变呈正相关. 胆碱酯酶反

应了肝脏的储备能力, 反应了肝脏损害的程度, 
在一定程度上可预测肝硬化腰椎BMD是否改变. 
BMI虽然也可预测肝硬化BMD的情况, 但前提

需排除腹水对BMI的影响. 动态观察BMD可提

示肝硬化损害所致骨病的程度, 也可预测肝硬

化的病情进展.
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■同行评价
本文研究内容较
重要, 为肝硬化病
情预测提供了充
足的有意义的信
息,  有一定的意义.

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

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》栏目设置

本刊讯 本刊栏目设置包括述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 文献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 会
议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性及实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 表达准确. 

(科学编辑: 李军亮 2009-09-28)



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年9月28日; 17(27): 2854-2858
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

SELDI-TOF-MS联合蛋白质组学实验数据库对结直肠癌
血清标志物的鉴定

蔡 建, 高春芳, 范乃军, 盛新华, 赵 光, 王秀丽

蔡建, 范乃军, 盛新华, 中国人民解放军第二军医大学 上海
市 200433
蔡建, 高春芳, 赵光, 王秀丽, 中国人民解放军第150中心医
院全军肛肠外科研究所 河南省洛阳市 471031
作者贡献分布: 蔡建与高春芳对此文所作贡献均等; 此课题由
蔡建与高春芳设计; 研究过程由蔡建、高春芳、范乃军、盛新
华、赵光及王秀丽操作完成; 研究所用新试剂及分析工具由高
春芳提供; 数据分析由蔡建、赵光及王秀丽完成; 本论文写作由
蔡建与范乃军完成.
通讯作者: 高春芳, 教授, 博士生导师, 471031, 河南省洛阳市, 
中国人民解放军第150中心医院全军肛肠外科研究所.
gaochunfang150@163.com
电话: 0379-64169323
收稿日期: 2009-04-23   修回日期: 2009-08-27
接受日期: 2009-09-07   在线出版日期: 2009-09-28

Combined use of surface-
enhanced laser desorption/
ionization time-of-flight mass 
spectrometry and empirical 
proteomic ontology knowledge 
base for identification of serum 
biomarkers for colorectal 
cancer  

Jian Cai, Chun-Fang Gao, Nai-Jun Fan, Xin-Hua Sheng, 
Guang Zhao, Xiu-Li Wang

Jian Cai, Nai-Jun Fan, Xin-Hua Sheng, the Second Military 
Medical University of Chinese PLA, Shanghai 200433, China
Jian Cai, Chun-Fang Gao, Guang Zhao, Xiu-Li Wang, In-
stitute of Anal-colorectal Surgery, the 150th Central Hospital 
of Chinese PLA, Luoyang, Henan Province, China, 471031
Correspondence to: Professor Chun-Fang Gao, Institute 
of Anal-colorectal Surgery, the 150th Central Hospital of 
Chinese PLA, Luoyang 471031, Henan Province, 
China. gaochunfang150@163.com
Received: 2009-04-23    Revised: 2009-08-27
Accepted: 2009-09-07    Published online: 2009-09-28 

Abstract
AIM: To determine the feasibility of combined use 
of surface-enhanced laser desorption/ionization 
time-of-flight mass spectrometry (SELDI-
TOF-MS) and empirical proteomic ontology 
knowledge base (EPO-KB) for identification of 
serum biomarkers for colorectal cancer.

METHODS: Serum samples from 169 colorectal 
cancer patients and 83 age- and gender-matched 

healthy individuals were analyzed by SELDI-
TOF-MS using immobilized metal affinity cap-
ture 30 (IMAC30) proteinchip arrays. The result-
ing SELDI-TOF-MS spectral data were analyzed 
using the Biomarker WizardTM and Biomarker 
Patterns™ software to find differential proteins 
and develop a classification tree for colorectal 
cancer. The differential proteins were identi-
fied by searching the EPO-KB and verified by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 

RESULTS: A total of 34 mass peaks were identi-
fied. Four peaks at mass:charge ratios (m/z) of 
2873, 3163, 6121 and 7778 were used to construct 
the classification tree. The classification tree 
could effectively distinguish colorectal cancer 
samples from control samples, achieving a sen-
sitivity and specificity of 91.57% and 90.53% in 
training mode, and 82.25% and 80.72% in test 
mode, respectively. Database search revealed 
that the peak at a m/z of 7778 corresponded to 
platelet factor 4 (PF4). ELISA detection of PF4 
showed that serum PF4 level was significantly 
higher in colorectal cancer patients than in 
healthy controls (P < 0.01), with a sensitivity and 
specificity of 61.1% and 76.9%, respectively. 

CONCLUSION: Combined use of SELDI-TOF-
MS and EPO-KB is feasible for identification of 
serum biomarkers for colorectal cancer. PF4 (m/
z at 7778) is significantly upregulated in colorec-
tal cancer patients, providing a new biomarker 
for colorectal cancer. 

Key Words: Colorectal cancer; Platelet factor 4; 
Biological markers; SELDI-TOF-MS; EPO-KB

Cai J, Gao CF, Fan NJ, Sheng XH, Zhao G, Wang XL. 
Combined use of surface-enhanced laser desorption/
ionization time-of-flight mass spectrometry and empirical 
proteomic ontology knowledge base for identification 
of serum biomarkers for colorectal cancer. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 探讨表面增强激光解析离子化飞行时

®

■背景资料
SELDI-TOF-MS
是近几年发展起
来的一种蛋白质
组学技术, 目前制
约该技术应用发
展的瓶颈是其最
终结果仅为质荷
比(m/z), 发现差异
蛋白后仍需通过
复杂的技术手段
完成蛋白质的鉴
定. 匹兹堡大学生
物医学信息学系
建立了将质荷比
(m/z)与先前所鉴
定的蛋白质相关
联的检索工具, 即
蛋白质组学实验
数据库(EPO-KB), 
使学者们可直接
根据m/z完成对差
异蛋白质的检索.

■同行评议者
陈立波 ,  副教授 , 
华中科技大学同
济医学院附属协
和医院肝胆外科
中心
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间质谱仪(SELDI-TOF-MS)联合蛋白质组学实
验数据库方法研究结直肠癌患者血清标志物
的可行性.

方法: 应用SELDI-TOF-MS对169例结直肠
癌患者与83例正常人血清进行了蛋白质谱
检测, 通过Biomarker WizardTM与Biomarker 
PatternsTM软件分析发现差异蛋白, 建立结直
肠癌诊断模型; 用蛋白质组学实验数据库检
索鉴定出有意义的差异蛋白, 并用ELISA法对
结直肠癌患者及正常人血清样本中差异蛋白
表达进行验证. 

结果: 发现34种差异蛋白, 以质荷比(m/z)为
2873, 3163, 6121, 7778的4种差异蛋白组成的
分类树诊断模型, 在学习模式下其诊断结直
肠癌的灵敏度为91.57%, 特异度为90.53%; 在
测试模式下分别为82.25%, 80.72%. 其中m/z
为7778的蛋白峰强度在结直肠癌患者血清中
明显高于正常人(P <0.01), 数据库检索结果提
示该蛋白为血小板因子4(PF4). ELISA法测定
结直肠癌患者血清PF4水平显著高于正常人
(P <0.01), 其灵敏度及特异度分别为61.1% , 
76.9%.

结论: SELDI-TOF-MS联合蛋白质组学实验
数据库的方法简便可行, 可为蛋白芯片研究提
供新思路; PF4(m/z = 7 778)在结直肠癌患者
血清中明显升高, 是结直肠癌患者新的血清学
标志物.

关键词: 结直肠癌; 血小板因子4; 生物标志物; 表面

增强激光解析离子化飞行时间质谱; 蛋白质组学实

验数据库
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0  引言

结直肠癌居我国肿瘤发病率的第3位, 约1/3的患

者治疗时已属晚期. 现有临床指标因敏感性和

特异性低, 难以达到早发现、早诊断的要求. 表
面增强激光解析离子化飞行时间质谱仪(SELDI-
TOF-MS)是近几年发展起来的一种蛋白质组学

技术, 具有快速、灵敏、高通量、可对复杂的生

物学样本直接检测等特点, 已广泛用于肿瘤血清

标志物的筛查[1-4]. 目前制约该技术应用发展的瓶

颈是其最终结果仅为质荷比(m/z), 发现差异蛋白

后仍需通过色谱分离纯化、二维电泳、光谱、

质谱定量定性等技术进一步完成对蛋白质的鉴

定, 然后才能推广应用于临床检验或进一步的研

究. 但这些手段技术条件要求高、仪器昂贵、步

骤繁琐、耗时长, 不适于大规模对生物标志物的

筛查. 匹兹堡大学生物医学信息学系根据目前已

经发表的120篇文献, 建立了将质荷比(m/z)与先

前所鉴定的蛋白质相关联的检索工具, 即蛋白质

组学实验数据库(EPO-KB), 使我们可直接根据

m/z完成对差异蛋白质的检索[8]. 目前该数据库

建立不到2年, 其意义及作用有待进一步为广大

研究者所接受. 本研究的目的在于通过SELDI-
TOF-MS联合EPO-KB对结直肠癌血清标志物进

行研究, 发现潜在的血清标志物, 并初步探索这

一研究方法的可行性及存在的问题.

1  材料和方法

1.1 材料 结直肠癌患者169例, 男90例, 女79例, 
年龄22-82(中位年龄56岁)血清标本来自解放

军第150中心院2006-10/2008-03住院患者; 健
康志愿者83例, 男50例, 女33例, 年龄25-65(中
位年龄45岁). 血清标本来自2007年在解放军第

150中心院健康体检者. 取样人群有相似的暴露

史, 汉族. 结直肠癌患者均经术后病理检查, 根
据AJCC的TNM分期2004诊断为结直肠癌, 无家

族史. 正常人除外肿瘤及炎症性、代谢性等影

响血清蛋白表达的相关疾病. 告知所有受试者

本人或其家属该研究的目的、方法及意义, 经
同意后签署知情同意书. 尿素、乙腈、三氟乙

酸、SPA(sinapinic)、CHAPS、Tris-HCL等均购

自Sigma公司, ProteinChip Biology System(PBSⅡ
+)及其配套的固相金属螯合(immobilized metal 
affinity capture, IMAC30-Cu2+)蛋白芯片, SELDI-
TOF-MS购自美国Ciphergen Biosystem公司. 血小

板因子4(platelet factor 4, PF4)酶联免疫检测试剂

盒购自(美国RnD公司).
1.2 方法 
1.2.1 标本采集: 各采集全血4-5 mL, 立即放入

4℃冰箱静置2 h, 4℃ 700 g离心30 min, 吸取血

清, 按每管分装100 μL, 置-70℃冰箱保存.
1.2.2 标本准备: 用Cibacron Blue除去血清白

蛋白后, 取20 μL分别加40 μL U9缓冲液(含9 
mol/L尿素, 2% CHAPS, 50 mmol/L Tris-HCl 
pH9.0),  4℃振荡30 min使蛋白质变性. 将120 
μL结合/洗脱缓冲液(含100 mmol/L磷酸钠, 500 
mmol/L氯化钠, pH7.0, 即IMAC缓冲液)加入1.5 
mL离心管, 每管加入10 μL变性后的血清样品, 
4℃振荡30 min.

■研发前沿
应 用 S E L D I -
TOFMS技术进行
比较蛋白质组学
研究已成为疾病
蛋白质组学研究
的热点. 基于对患
者的体液或组织
中差异蛋白的分
析, 目前已经建立
了大量的疾病的
诊断模型. 但受到
该技术本身限制, 
在发现差异蛋白
峰及建立诊断模
型后, 如何进一步
完成对蛋白质的
鉴定是目前研究
的重点和难点, 也
是限制该技术广
泛应用的关键.
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1.2.3 芯片的预处理: 芯片每孔加100 mmol/L硫
酸铜50 μL, 室温下振荡5 min, 弃硫酸铜, 用去离

子水冲洗5次后甩干, 每孔中加入100 mmol/L醋
酸钠50 μL(pH410)室温下振荡5 min, 弃除未结

合的铜离子. 芯片每孔加入150 μL IMAC缓冲液

后, 置振荡器上室温孵育5 min后弃缓冲液, 重复

1次. 每孔加入50 μL稀释标本, 置振荡器上4℃
孵育60 min后弃缓冲液. 用150 μL IMAC缓冲液

冲洗3次, 每次振荡5 min, 最后1次用1 mmol/L 
HEPES pH7.0快速冲洗, 取出芯片, 在每孔周围

用疏水笔圈样品孔并风干. 在2 mg EAM(SPA)中
加75 μL乙氰和1% TFA 75 μL, 充分振荡5 min, 
确保SPA全部溶解, 离心1 min; 每孔分2次加

SPA(0.5 μL/次), 2次之间允许各孔风干.
1.2.4 芯片检测: 用加有All-in-one标准蛋白质

的N P20芯片校正质谱仪 ,  设定仪器参数 ,  在
CiphergenProteinChip 软件中设定读片程序, 以
读取芯片数据. 计算机以每秒1 G Hz的速度从所

获得的原始数据快速精确的绘制出蛋白质质谱

图. (1)蛋白质m/z: 结合EAM后的蛋白质在激光

的轰击下电离, 带有电荷的蛋白质在加速电场

的作用下, 不同质荷比的蛋白质在长度一定的

真空管中飞行所需的时间不同, 蛋白质的m/z与
离子飞行时间的平方成正比. 公式为: E = UZ = 
1/2 mv2;  t  = L/V推出m/z = Kt 2 = (2U/L2)t 2. 其中

Z为离子所带电荷数, U为电压, V为飞行速度, L
为加速飞行电场电压, K为常数. (2)蛋白质相对

含量: 带有正电荷的蛋白质离子束在到达检测

器的一瞬间, 电子倍增器将产生瞬时电流(It  = Q/ 
t , 其中Q为t时, 检测到的电荷数可转换成蛋白质

的相对含量. 
1.2.5 差异蛋白的数据库检索: 应用匹兹堡大

学的EPO-KB对差异蛋白峰的m/z进行检索, 检
索界面网址http: //www.dbmi.pitt.edu/EPO-KB/
Query.jsp. 检索条件为: SELDI平台, IMAC30芯
片, 血清标本, m/z误差范围<0.5%.
1.2.6 差异蛋白的验证: 随机从试验样本中选取

80例血清样本(其中结直肠癌54例, 正常人26例), 
按试剂盒说明书操作并记录结果, 统计分析绘

制ROC曲线, 评价其诊断效力.
统计学处理 将获得的SELDI-TOF-MS蛋

白质谱图进行标准化处理后, 采用Biomarker 
Wizard和Biomarker Pattern软件进行差异蛋白

的筛选和分类树的建立. 以SPSS软件(13.0版本, 
SPSS INC, Chicago, IL, USA)进行病例资料及

ELISA实验结果的分析, 其中对ELISA实验结果

的分析使用非参数检验(Mann-Whitney U test), 
P <0.05为差异显著, P <0.01为差异极显著. 用
ROC曲线来选择能够将结直肠癌和正常对照组

分开的合适值(包括蛋白峰强度和A值).

2  结果

2.1 芯片检测及分类树诊断模型的建立 用Bio-
marker Wizard软件对169例结直肠癌与83例正常

人血清蛋白质质谱图比较, 结果共捕获34种差

异蛋白质. 其中6种蛋白在结直肠癌患者血清中

的相对含量偏低, 28种相对含量偏高, 他们在质

荷比横坐标上的分布如图1. 采用Biomarker Pat-
tern软件对模板组差异蛋白进行分析, 以m/z分
别为2873, 3163, 6121, 7778等4种差异蛋白组成

了分类树诊断模型(图2). 在学习模式下其诊断

灵敏度91.57%, 特异度90.53%, 在测试模式下其

诊断灵敏度82.25%, 特异度80.72%.
2.2 数据库检索结果 对分类树模型中m/z分别

Node 1
M3163_05
N = 252

Node 2
M6121_42
N = 163

Node 3
M7778_76

N = 89

Node 4
M3163_05

N = 43

Terminal
Node 5
N = 13

Terminal
Node 4
N = 30

Terminal
Node 3
N = 46

Terminal
Node 2
N = 130

Terminal
Node 1
N = 33

图 2 分类树模型示意图.

图  1  结 直 肠 癌 和 正
常人34种差异蛋白在
m/z横坐标上的分布.
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■创新盘点
本文在SELDI蛋
白质组学研究中
应用了蛋白质组
学 实 验 数 据 库
(EPO-KB), 并初
步论证了这一不
同于经典的蛋白
质鉴定的研究路
线的方法的可行
性. 发现并验证了
PF4在结直肠癌患
者与正常人血清
中具差异表达, 有
潜在的临床应用
价值.
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为2873, 3163, 6121, 7778的4种差异蛋白在EPO-
KB中进行检索, 结果发现m/z为7778的蛋白质为

PF4, 其余均未检索到. 结直肠癌患者m/z为7778
的蛋白质平均峰强度为33.67±17.48, 正常人为

17.49±12.8(P <0.01, 图3). 其ROC曲线下面积为

0.772. 以蛋白峰强度24.098 110 40为诊断界值, 
>24.098 110 40诊断为结直肠癌, <24.098 110 40诊
断为正常人, 则其诊断灵敏度为 69.2%, 特异度

为77.1%.
2.3 ELISA检验结果 应用非参数检验(Mann-
Whitney U test), 两组差异极显著(P <0.01). 其
ROC曲线下面积为0.709. 以A值0.78800为诊断

界值, >0.78800诊断为结直肠癌, <0.78800诊断为

正常人, 其诊断灵敏度为61.1%, 特异度为76.9%.

3  讨论

目前 ,  结直肠癌血清学诊断方法仍仅限于

CEA、CA19-9等少数几个肿瘤标志物, 不能满

足临床诊断的需要. SELDI-TOF-MS是一项非

常具有潜力的适于差异蛋白质组学研究的技

术, 已成功筛选出卵巢癌、前列腺癌、膀胱癌

等肿瘤蛋白标志物[1-4]. 我们已应用SELDI-TOF-
MS技术建立了结直肠癌的诊断、分期等多个

分类树模型[5-9]. SELDI-TOF-MS的结果是m/z, 
而不是相对分子质量, 更不是具体的蛋白质. 然
而, 从头开始的鉴定蛋白质的工作恰恰是最繁

杂的, 最困难的, 而且对不同质荷比的蛋白质进

行鉴定的实验方法及流程也不相同. 这严重限

制了SELDI技术的应用. 有没有一种方法能让

我们简单的突破蛋白质鉴定这一瓶颈呢? 这也

正是Jonathan et al [10]建立EPO-KB的初衷. 其实, 
很多蛋白质组学的研究者已经完成了大量的基

于质谱技术的蛋白质鉴定的工作[11-13], 然而他

们并不完全清楚其鉴定出的蛋白质在不同疾病

中的意义. 这些前人的研究成果正是EPO-KB的

资料来源. 该数据库建立较晚, 第一篇介绍他的

文章刊登在2008年生物信息学杂志上, 目前尚

未有将其应用于研究的报道. 由于基于SELDI-
TOF-MS平台, 应用相同芯片进行的实验本身有

很好的可重复性, 本研究尝试将其应用于结直

肠癌血清标志物的研究. 我们得到的m/z为7778
的蛋白质峰值与应用PF4 ELISA试剂盒对结直

肠癌进行诊断得到的预测值基本一致, 验证了

我们通过数据库检索得到的结果, 也进一步证

明了SELDI-TOF-MS联合EPO-KB的可行性. 在
SELDI的基础上联合EPO-KB将使我们有可能绕

过复杂的蛋白质鉴定过程, 在海量的蛋白质峰

中快速得到我们所需要的蛋白质, 大大缩短研

究进程. 
PF4是一种血小板衍生因子, 具有抑制肿瘤

血管形成的作用. Dymicka-Piekarska et al [14]研究

发现, PF4在结直肠癌患者血清中高表达. Cervi 
e t a l [15]研究发现, PF4在多种肿瘤早期高表达. 
我们曾报道过m/z为7768的蛋白质峰在结直肠

癌中明显上调[6], 与7778两者m/z差异<0.5%, 通
过数据库检索两者得到的结果相同. 虽然通过

ELISA法检测PF4诊断结直肠癌灵敏度和特异度

尚不十分理想, 但其作为结直肠癌的候选标志

物仍有进一步研究及临床应用的价值. 我们在

建立4个不同质荷比的蛋白峰的诊断模型后, 只
有m/z为7778的蛋白质经检索为PF4. 而7778并
不是其中诊断效力最好的蛋白峰, 分析原因如

下: 目前该数据库建立时间较短, 未涵盖所有的

蛋白质, 本次实验着重探索这一方法的可行性, 
我们在检索条件下限制为我们实验室使用的

IMAC30芯片, 而该数据库中涵盖了目前研究使

用的各种不同类型、型号的芯片, 如果能进一

步证明在不同型号、类型芯片之间SELDI数据

的可重复性, 将明显扩大检索范围. 诊断模型的
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图 3 m/z为7778差异蛋白的质谱图.

■名词解释
SELDI-TOF-MS: 
即表面增强激光
解 析 离 子 化 飞
行 时 间 质 谱 ,  由
美 国 C i p h e r g e n 
Biosystems公司发
明, 是蛋白质芯片
和质谱技术的结
合, 主要由蛋白质
芯片、芯片阅读
器和生物信息学
三大部分组成, 其
表面可结合蛋白
质的固体点, 具有
高通量、高灵敏
度等技术优势.
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建立明显优于依靠单一蛋白质的诊断, 他进一

步明确了模型中的蛋白质及其诊断的界值. 通
过免疫学的方法建立诊断模型将为今后临床应

用提供一条新的思路.
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Abstract
A 17-year-old male patient presented to our 
hospital with a 1-year history of repeated 
a b d o m i n a l p a i n a n d d i s t e n t i o n a n d a n 
exacerbation for one day. He was initially 
d iagnosed as severe acute pancreat i t i s . 
During therapy, hemolytic anemia occurred. 
Thus, he was definitely diagnosed as severe 
acute pancreatitis with glucose-6-phosphate 
dehydrogenase (G6PD) deficiency. After 
undergoing antibacterial treatment, he gradually 
recovered and was discharged from hospital. 
During eight months of follow-up, his condition 
remained stable.

Key Words: Severe acute pancreatitis; G6PD defi-
ciency; Infection; Hemolytic anemia

Hu Y, Chen M, Yang JL. Treatment of severe acute 
pancreatitis with glucose-6-phosphate dehydrogenase 
deficiency: a report of one case. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(27): 2859-2861

摘要
患者, 男性, 17岁, 因反复腹痛、腹胀1年, 后复
发1 d入院, 诊断为重症急性胰腺炎. 病程中患
者出现溶血性贫血表现, 确诊为“G6PD缺乏
症”, 经抗菌治疗后病情好转出院, 随访8 mo
病情稳定.

关键词: 重症急性胰腺炎; G6PD缺乏症; 感染; 溶血

性贫血

胡杨, 陈敏, 杨锦林. 重症急性胰腺炎合并G6PD缺乏症1例. 世

界华人消化杂志  2009; 17(27): 2859-2861
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
并发贫血较少见, 合并溶血性贫血、确诊红细

胞葡萄糖-6-磷酸脱氢酶(glucise-6-phosphate 
dehydrogenase, G6PD)缺乏症尚未见有文献报

道. 我院收治SAP合并G6PD缺乏症患者1例, 现
报道如下.

1  病例报告

男, 17岁, 因“反复腹痛、腹胀1年, 复发1 d”
于2008-07-29入院. 2007-09患者进食较多油

腻食物后突发中上腹剧烈绞痛 ,  当地医院诊

断为“急性胰腺炎”, 治疗1 w k后好转出院. 
2008-07-27再次进食油腻食物后中上腹痛复发, 
收入我院. 患者入院时腹痛、腹胀、高热, 入院

查体: 神志谵妄; 体温波动于37.8℃-40℃; 双肺

呼吸音清, 未闻及干湿性啰音; 心率每分120-160
次, 窦性心律, 律齐, 无病理性杂音; 全腹压痛, 
上腹为甚, 无反跳痛, 移动性浊音阴性; 双下肢

无水肿; 余检查未见异常. 入院时血红蛋白188 
g/L, 红细胞压积0.56 L/L, 白细胞26.38×109/L, 
大小便常规无异常, 间接胆红素19.4 mmol/L, 血
淀粉酶1029 IU/L, 脂肪酶2295 IU/L, CRP 334 
mg/L, 血糖22.19 mmol/L, 血钙1.84 mmol/L, 上
腹增强CT: (1)胰腺内外均有低密度区, 范围不

等, 渗出液明显, 累及腹腔及腹膜后间隙, 坏死

www.wjgnet.com
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■背景资料
G6PD缺乏症, 俗
称 蚕 豆 症 ,  是 一
种常见的先天遗
传 性 疾 病 .  某 些
药物和化学物如
蚕豆、樟脑、臭
丸、龙胆紫(紫药
水)都会令患者出
现急性溶血反应. 
重症急性胰腺炎
是急性胰腺炎中
极危重的类型, 其
合 并 G 6 P D 缺 乏
症的报道在中文
CNKI数据库中尚
未出现, 而两者与
感染密切的关系
提示在临床工作
中, 对于重症急性
胰腺炎合并原因
不明的贫血的早
期诊断、指导治
疗有帮助.

■同行评议者
樊 晓 明 ,  主 任 医
师, 复旦大学附属
金山医院消化科



范围广泛, 为SAP改变; (2)双侧胸腔少量积液

伴双下肺压迫性膨胀不全; (3)胆囊结石. 诊断

为: “AP(胆源性, 重症); 胆囊结石”. 入院后即

予禁食, 导泻, 大量补液, 强力抗感染(亚胺培南

0.5 g静滴, 每6 h 1次; 奥硝唑0.5 g静滴, 每12 h 1
次), 抑制分泌(奥美拉唑40 mg静滴, 每天1次; 生
长抑素3 mg泵入, 0.25 mg/h), 控制血糖等治疗. 
入院3 d后患者腹部症状体征明显缓解, 但出现

进行性的红系血细胞减低, 血红蛋白最低降至

36 g/L, 胆红素升高, 直接、间接胆红素均升高

同时白细胞及中性粒细胞比例显著升高; 小便

常规隐血阳性, 红细胞阴性, 尿蛋白(++). 遂于

入院后第10天行骨髓检查, 显示: 有核细胞增

生明显活跃, 粒红比例为2.1∶1, 红细胞系统占

65.0%, 以中晚幼红细胞为主, 胞质较少, 可见多

核、分叶核晚幼红细胞, 成熟红细胞大小不均, 
中心淡染区可见扩大. 粒系、淋巴、巨核细胞

未见异常, 骨髓呈增生性贫血, 红系增生明显. 
COOMBs试验、Ham试验、蛇毒因子溶血试验

均阴性, 结合珠蛋白0.58 g/L. 入院第15天网织

红细胞计数0.6022×1012/L, MCV 111.2 fL, 第18
天复查0.2923×1012/L, MCV 109.6 fL. 予以诊断

“溶血性贫血”, 继续予胃肠减压、抗感染、

抑制分泌、保肝、控制血糖、补液支持, 输入

红细胞悬液4 U纠正贫血. 入院后第17天, 患者

病情明显好转, 复查实验室指标示: 血常规仅见

轻度贫血, 肝功无异常, 淀粉酶118 IU/L, 脂肪酶

74 IU/L, CRP: 26.7 mg/L, 复查腹部CT示: (1)胰
腺大部分坏死, 胰周假性囊肿形成(16.3 cm×9.0 
cm). (2)胆囊结石. 继续巩固治疗, 患者未感不适, 
生命体征平稳, 血尿常规、肝功能无异常, 顺利

出院. 2009-01查血G6PD: 0.7 U/g HB(正常范围

3.7-13.35 U/g HB). 2009-02返院复查血常规、肝

功均在正常范围, 腹部CT示: (1)急性胰腺炎改

变, 体尾部液化坏死, 胰周渗出明显, 并向腹腔

及腹膜后扩散, 胰尾部及脾门区可见局限积液; 
(2)胆囊结石胆囊炎, 肝内外胆管稍扩张. 遂行胆

囊切除术治疗后出院. 纵观疾病全程, 该患者明

确诊断“SAP合并G6PD缺乏症”.

2  讨论

SAP突出的特点是出现多个严重并发症, 包括局

部并发症如胰腺坏死、假性囊肿、胰腺脓肿、

胃肠道出血等, 全身并发症如呼吸、循环、肾

脏系统的功能不全、感染及休克等[1]. 其中近

50%的SAP继发感染, 其原因为肠道循环障碍、
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微生态环境破坏造成细菌移位以及腹腔内胰腺

坏死与胰周腔隙积液为感染提供了良好的培养

基[2]; 1.2%-14.5%的SAP发生贫血, 多由血管受

脓肿、胰酶侵蚀因素造成的胃肠道、腹腔内出

血所致[3]. 该患者SAP诊断明确, 发病初期血红

蛋白与红细胞压积均有明显升高, 系AP早期的

血液浓缩表现[4]. 但经积极治疗后仍出现进行性

加重的贫血, 多次复查其大便、胃肠减压管抽

吸物隐血阴性, 无消化系或腹腔内出血表现, 同
时间接胆红素、LDH均升高, 结合珠蛋白在正

常范围, 提示有溶血性贫血(hemolytic anemia, 
HA)发生. 由此做进一步的HA疾病鉴别检查, 血
MCV在正常范围, COOMBs试验阴性, 骨髓病理

示代偿性造血亢进, 明确其为非自身免疫性的

HA. 本例患者的急性溶血发生在胰腺炎继发的

感染期内, 治疗1 wk后明显好转, 提示了其溶血

与感染之间的关系, 在无特异性感染(疟疾、巴

贝虫属、产气荚膜杆菌败血症)发生的前提下, 
患者Ham试验、蛇毒因子溶血试验均阴性, 排外

阵发性睡眠性血红蛋白尿, 应考虑G6PD缺乏症

的存在[5], 因此进行G6PD活性测定, 低于正常范

围可最终明确诊断.
G6PD缺乏症是沿海地区较为常见的遗传

性溶血性疾病, 因红细胞缺失G6PD造成还原型

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(NADPH)合成减少, 
进而抗氧化损伤物质缺乏导致细胞膜通透性增

加、变形性降低和抗原性改变, 当患者体内氧化

剂作用增强时, 红细胞不能形成足够的还原物质

即破坏而出现溶血. 根据其临床表现主要分为5
型[6]: (1)由某些具氧化作用的药物或化学物质诱

发, 如抗疟疾及抗蠕虫药物、磺胺、呋喃唑酮、

水溶性维生素K、苯环类物质等; (2)由进食蚕豆

www.wjgnet.com

■名词解释
葡 萄 糖 六 磷
酸 盐 脱 氢 酶
缺 乏 症 ( G 6 P D 
deficiency): 俗称
蚕豆症, 是一种常
见的先天遗传性
疾病. 患者由于遗
传基因的先天缺
陷, 无法正常地分
解葡萄糖. 除此以
外, 部分药物和化
学物如蚕豆、樟
脑、臭丸、龙胆
紫 ( 紫 药 水 )、都
会令患者出现急
性溶血反应. 症状
包括黄疸、精神
不佳, 严重时会出
现呼吸急速、心
脏衰竭, 甚至会出
现休克而有生命
危险.

图 1 血红蛋白等变化趋势.
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引起的HA, 溶血自限为本病的特点, 在发病季

节、食蚕豆后15 d内出现急性溶血并有G6PD缺

乏的实验室依据, 即可诊断蚕豆病; (3)感染导致

溶血[7]: 在感染和贫血并存的黑人患者中, 67%患

有G6PD缺乏症. 非病毒感染时其机制推断为: 吞
噬细胞如中性粒细胞等被感染激活后, 先是红细

胞被免疫复合物桥接聚集, 与此相关的红细胞表

面受体主要有激活补体C3b和C4b的受体; 血红

蛋白被氧化成高铁血红蛋白, 其后H2O2与高铁血

红蛋白相互的作用导致了溶血, 此过程中蛋白水

解机制也参与红细胞的破坏; (4)遗传性非球形细

胞性HAⅠ型, 发生于具有稀有变异的G6PD酶的

患者, 其多以无诱因缓慢发病的HA如巨脾、黄

疸为特征; (5)新生儿黄疸, 其黄疸并非溶血性贫

血造成的结果, 而是由于患儿相关肝酶缺乏, 若
进一步发展为核黄疸可威胁生命.

G6PD缺乏症的贫血慢性发作时为血管外

溶血, 表现为贫血、黄疸、肝、脾大, 血清间接

胆红素增高明显多于结合胆红素; 急性溶血时

可在短期内大量血管内溶血, 出现腰腹痛、发

热、黄疸症状, 尿常规示蛋白阳性、而红细胞

阴性为表现的血红蛋白尿以及含铁血黄素尿, 
以及血清结合珠蛋白降低; 在溶血发生后, 骨髓

红系造血代偿性增生, 外周血可以出现大量的

网织红细胞. 因此, 本例患者考虑在血管外溶血

基础上亦有急性的血管内溶血发生, 故兼具间

接胆红素增高与血红蛋白尿表现.

治疗上, G6PD缺乏症目前尚无特殊治疗取

得明确疗效的报道, 各型的治疗虽有所不同, 但
也集中于去除诱因、纠正贫血等原则上. 有效

的抗感染对于SAP与因感染导致的HA都是至关

重要的治疗措施. 对SAP患者而言, 抗生素应首

选以抗革兰阴性菌与厌氧菌为主、脂溶性强、

在胰腺组织中能达到有效浓度的种类[2], 该患者

经亚胺培南联合奥硝唑治疗19 d后感染得到控

制, 降为头孢米诺联合奥硝唑治疗直至症状完

全缓解停药. 随访中患者未再复发胰腺炎, 血红

蛋白稳定在正常范围.
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pancreatitis? A critical appraisal. Am J Gastroenterol 
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