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Abstract
Since the first published report of a percutaneous 
endoscopic gastrostomy (PEG) in 1980, the pro-
cedure has been used widely in clinical practice. 
It has now replaced the surgical gastrostomy 
which was associated with a markedly higher 
rate of complications. Placement of a PEG/PEJ 
(percutaneous endoscopic jejunostomy) tube is 
simple, safe and well-tolerated by patients. In 
this article, we will review the indications, con-
traindications, preparation, technique and com-
plications of PEG. 

Key Words: Percutaneous endoscopic gastrostomy; 
Indications; Contraindications

Xu L. Clinical applications of percutaneous endoscopic 
gastrostomy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(33): 
3377-3380

摘要
1 9 8 0 年 非 手 术 经 皮 内 镜 下 胃 造 瘘 术
(percutaneous endoscopic gastrostomy, PEG)被
介绍应用于临床, 其优点是操作简便、并发症
少. 近30年来, PEG临床应用的范围不断扩展, 

越来越受到重视. 该项技术已在欧美、日本等
国家替代外科胃造瘘. 目前PEG已经成为需要
长期肠内营养支持患者的首选方法. 本文介绍
了PEG技术, PEG的适应证、禁忌证、并发症
以及处理方法. 

关键词: 经皮内镜下胃造瘘; 适应证; 禁忌证
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0  引言

对因吞咽困难、吞咽机能丧失或吞咽机能受损

至呛咳而消化道功能正常的患者, 临床常采用

鼻胃管饲以维持患者营养. 充足的营养支持可以维持患者营养. 充足的营养支持可

以减少危重患者的并发症及改善其预后. 肠内

营养可以经鼻胃管、鼻肠管、胃造口和空肠造

口等多种途径进行. 肠内营养最常用的方法是

放置鼻胃管, 该法尽管有效, 但在临床应用时也

有许多困难及并发症. 因为这些营养管经常出

现堵塞管腔而迫使不停换管, 且管子会经常移

位, 给患者带来许多不适. 管壁长期刺激食管黏

膜而易发生食管炎, 而且由于营养管破坏了正

常的贲门功能, 经常发生胃食管反流. 频繁的反

流容易导致吸入性肺炎. 鼻胃管的长期使用也

容易导致腮腺炎和鼻软骨的破坏. 因此, 危重患

者需要长期肠内营养时, 通常进行胃造口或空

肠造口, 患者耐受较好. 传统使用手术胃造口, 
缺点是需要麻醉及开腹放置胃造瘘管, 既增加

患者痛苦也增加了手术风险, 且费用高. 1980
年非手术经皮内镜下胃造口术(percutaneous 
endoscopic gastrostomy, PEG)被介绍应用于临

床, 优点是操作简便, 并发症少 [1]. 近30年来, 
PEG临床应用的范围不断扩展, 越来越受到重

视. 2009年中华神经科杂志神经系统疾病营养

支持工作组发布了《神经系统疾病营养支持

共识》, 共识意见提出脑卒中伴吞咽困难患者, 
发病4 wk后不改善在有条件情况下采用PEG喂

养(A级推荐). 痴呆晚期患者可采用PEG喂养(B

www.wjgnet.com
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重视.
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级推荐). 其他神经系统疾病如脑肿瘤、神经变

性疾病(运动神经元病和多系统萎缩等)、脊髓

痨、多发性周围神经和肌肉疾病导致持续吞咽

困难者, 发病4 wk后不改善推荐PEG喂养(A级

推荐). 任何原因引起的昏迷患者, 发病4 wk后
不恢复如持续植物状态, 推荐PEG喂养(B级推

荐). 目前PEG已经成为需要长期肠内营养支持

患者的首选方法. 

1  PEG的概念

PEG是指在内镜下, 用套管针经腹壁穿刺入胃

腔, 置入导丝, 引导胃造瘘管经口腔、食管进

入胃腔, 从而形成的胃造瘘. PEG具有操作简单

(5-15 min), 可在患者床边放置, 只需局部麻醉, 
安全, 造瘘管留置时间长, 可达6 mo以上, 并发

症少的特点[2-3]. 患者出院后可以继续行家庭肠

内营养、胃肠减压或胆汁回输. 能在体质差、

营养情况差、危重患者进行该项治疗, 改善患

者的营养状况. PEG已在欧美、日本等国家广泛

开展, 2002年美国有大约40万例患者施行该项

技术, 并替代外科胃造瘘. 国内近年来也成功地

开展了此项技术[4-5]. 

2  PEG的适应证

PEG适应证广泛, 包括脑血管病后遗症、帕金森适应证广泛, 包括脑血管病后遗症、帕金森广泛, 包括脑血管病后遗症、帕金森

氏病、头颈部肿瘤等. 主要适应证: 各种神经系

统疾病及全身性疾病所致经口进食困难引起营

养不良, 而胃肠道功能正常, 需要长期营养支持

者, 均适合PEG. 特别适用于下列情况: 咽麻痹; 
脑血管意外、外伤、肿瘤或脑部手术后意识不

清; 经口腔或鼻饲补充营养有困难者; 各种肌病

所致的吞咽困难, 以及完全不能进食的神经性

厌食及神经性呕吐患者. 利用PEG进行胃肠减

压的患者包括: 胃瘫; 胃幽门梗阻; 恶性肿瘤导

致的肠梗阻. 去除鼻胃管改用PEG, 可以改善患

者的生活质量, 简化护理, 易于在家中进行护理, 
比鼻胃管更舒适和美观[6-10]. 

3  PEG的禁忌证

PEG的主要禁忌证包括不能通过胃镜、生存时

间不超过数天或数周、操作中胃腔经充气后不

能保证胃壁与腹壁紧密接触. 相对禁忌证包括

大量腹水、巨胖、胃次全切除术后、腹膜透

析、无法纠正的凝血障碍、肝肿大、胃底静脉

曲张、胃壁肿瘤或受肿瘤侵犯、巨大裂孔疝、

腹壁皮肤有感染、心肺功能衰竭等[6-10]. 
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4  PEG的技术

PEG有3个基本方法: Ponsky-Gauderer拖出(pull)
法、Sacks-Vine推入(push)法、Russell插入(In-
troducer)法[1]. 所有方法的基本原理相似, 拖出

法是PEG最主要的置管方法. 主要步骤: 正确的

术前准备有助于减少并发症的发生. 术前对口

腔、牙齿、咽部进行广泛清洁. 患者应术前8 h
禁食. 放置胃造瘘管前、后均常规应用抗生素

预防感染. 主要针对G+菌的抗生素, 头孢唑啉能

很好地杀灭此类细菌及其他常见的微生物. 患
者应采取仰卧位及抬高头部15度来减少误吸, 
由于该体位不容易使胃镜插入到食管, 因而开

始时通常采用左侧卧位, 然后再恢复成仰卧位. 
吸引器应及时吸出口咽部的分泌物, 并保证患

者维持足够的氧供应量, 选用静脉麻醉时整个

操作过程中应有1名助手监测血压、脉搏和氧

分压. 1名助手协助操作. 胃造瘘部位定位于左

锁骨中线, 剑突至脐上1/3处. 胃镜插入胃腔后注

气使胃充分膨胀, 使肝叶上移及横结肠下移, 确
定胃壁及腹壁紧密接触后, 关闭胃镜室灯光, 通
过腹壁观察胃镜灯光, 将胃镜灯光调整至拟造

瘘部位后, 造瘘部位局部消毒、铺巾. 20 g/L普
鲁卡因4 mL局部麻醉穿透腹壁至胃腔, 造瘘部

位做皮肤切口约0.5 cm, 用套管针经腹壁穿刺入

胃腔, 拔除针芯, 置入导丝进入胃腔, 通过胃镜

活检孔放入息肉切除套圈, 抓住导丝连同胃镜

一同拔出. 将导丝与胃造瘘管连接后, 从腹壁牵

引导丝使胃造瘘管经口腔、食管进入胃腔. 再
次插入胃镜至胃内观察造瘘管情况, 使胃造瘘

管蘑菇头与胃壁紧密接触后, 腹壁局部消毒固

定胃造瘘管, 并使造瘘管盘片与腹壁保持轻度

紧张状态. 造瘘后24 h禁食, 之后少量、多次逐

渐增加喂食量. 每天局部消毒更换敷料1次直至

造瘘口形成. 每次管饲后予30 mL净水冲洗导

管, 保证导管畅通. 每次喂食抬高床头使患者处

于半卧位或坐位. 喂食完毕后保持此姿势30-60 
min, 以减少胃食管反流的发生. 

5  经皮内镜下空肠造瘘(percutaneous endoscopic 

jejunostomy, PEJ)

PEJ主要用于严重的胃食管反流或胃动力障碍

的患者. 可在原胃造瘘管上再附加一空肠喂饲

管, 用内镜将空肠喂饲管经幽门送入空肠. 为了

达到胃肠减压和肠道营养的目的, 并能防止食

管反流及吸入性肺部感染, 因此最好将饲管置

入十二指肠远端. 由于易在胃内结圈, 难以进入
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■应用要点
本文提示, 在决定
实施PEG前应仔
细分析患者的具
体 情 况 ,  权 衡 利
弊, 防止并发症的
发生, 以给患者带
来最大的利益.
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十二指肠, 因此通常在内镜及导引钢丝辅助下

完成. 即首先通过PEG管将软导丝在内镜及X线

透视监视下插入十二指肠及屈氏韧带远端, 然
后在导丝引导下插入软细管. 拔出导丝. 注造影

剂证实在空肠上端后, 即完成操作. 此方法可置

入较粗的24F饲管, 更有利于胃肠道营养. 

6  PEG的并发症及其处理

PEG的并发症发生率低, 13%为轻微并发症, 仅
3%发生严重并发症如胃穿孔、腹膜炎、胃出血, 
死亡率为0.3%-1%. 严重并发症主要与麻醉、误

吸、喉痉挛、腹膜炎、心力衰竭等有关. 有报道, 
误吸的发生率高达35%, 是导致死亡最常见的原

因. 轻微并发症包括切口感染、导管移位、造口

旁渗漏、导管堵塞、切口血肿等[11-18]. 最常见的

并发症是造瘘口周围皮肤感染. (1)造瘘口周围

感染: 细菌多来源于消化道, 与造瘘管周围皮肤

固定过紧或过松有一定的关系, 术前预防性使用

抗生素, 可明显减少此项并发症的发生. 抗生素

的选择目前尚无统一意见. 我们建议预防感染可

用头孢唑啉或奎诺酮类抗生素. 一旦确定有皮肤

感染, 可考虑换用二或三代头孢类抗生素及局部

加强换药, 常短期内恢复. 如抗炎治疗无效则要

考虑真菌感染的可能. 为预防造瘘口感染, 应每

天观察造瘘口周围皮肤、换药清洁伤口. 同时应

注意胃造瘘管蘑菇头与胃壁及造瘘管固定盘片

与腹壁接触的松紧度, 保持轻度紧张以避免腹部

皮肤及胃黏膜坏死, 同时也避免胃壁与腹腔壁有

空隙而发生腹腔感染. (2)PEG营养管堵塞: 如导

管堵塞, 则须更换, 切勿用高压冲洗或导丝再通. 
(3)胃肠道出血: 较少见, 可能与穿刺点偏于大弯

侧有关, 而此处胃浆膜血管丰富, 可通过接紧造

瘘管或内镜下处理. (4)包埋综合征: 指过度牵拉

PEG管道, 导致胃黏膜坏死, 从而内垫片从胃腔

移行至胃壁内或腹壁内. 包埋综合征的发生率为

1.5%-1.9%. 胃黏膜发生凝固性坏死, 然后新生的

黏膜再覆盖在内垫片上, 一般需要4 mo以上. 内
镜下无法找到内垫片. 为避免包埋综合征的发生, 
建议在PEG管外卡口和腹壁间留有0.5 cm的距离, 
以减少内垫片对胃黏膜的压力. 对于包埋综合征, 
局麻下于皮肤切一小口取出即可. (5)造瘘管漏: 
由于造瘘口大于造瘘管, 或因造瘘管移位, 胃内

容物及灌入营养液沿管周漏出, 称为外漏; 也可

漏入腹腔内, 为内漏. 前者可更换大号造瘘管止

漏, 后者为一种严重的并发症, 应手术处理. (6)胃
结肠瘘: 可因穿刺针同时刺入结肠和胃或造瘘管

压迫结肠引起坏死, 以致胃与结肠相通. 较小的

瘘在拔除导管后可自愈, 大的胃结肠瘘可出现更

加严重的营养不良和中毒症状, 应手术治疗. (7)
吸入性肺炎: 可能与食管反流有关. 发生吸入性

肺炎后, 应积极给予抗感染治疗. 同时采取以下

措施: 逐渐增加每次营养液的输入量, 不可操之

过急; 抬高床头, 加快胃排空, 服用促胃肠动力药; 
或将造瘘管头端放入空肠, 以减少反流.

7  PEG与鼻胃管饲的比较

尽管鼻胃管饲仍为一种有效的管饲营养方法, 
特别是短期管饲营养. 但鼻胃管饲影响患者的

外观形象, 对患者心理造成不良影响. 同时由于

鼻胃管需每30 d换管1次造成患者痛苦, 易使患

者拒绝继续管饲及自行拔管. PEG除可避免上述

影响外, 只需每6 mo换管1次, 如护理得当, 可留

置1年以上. 鼻胃管饲因管径小易发生堵塞, 而
PEG导管内径粗不易发生堵塞. 鼻胃管且易发

生导管脱落及置管失败. 2001年一项涵括122例
神经性持续吞咽困难患者的前瞻多中心队列研

究显示: PEG喂养生存率、误吸率及脱管率均

优于鼻胃管喂养组[19]. 我们对32例行PEG老年

患者进行回顾性分析, 采用同组对照的方法比

较PEG术前及PEG术后2 mo体质量、血红素、

血白蛋白的变化. 与鼻胃管饲(NGT)相比患者平

均体质量、血红蛋白、血白蛋白在PEG术后无

明显变化[20]. 而Park et al报道一项纳入90例吞咽一项纳入90例吞咽

困难患者的研究表明PEG喂养组患者体质量增质量增增

加优于鼻胃管组, 两者比较差异显著(鼻胃管组, 两者比较差异显著(组, 两者比较差异显著(P <0.05)[21]. 
对脑血管病、长期卧床的老年患者, 吸入性肺

炎致死率高达40%, 鼻胃管饲吸入性肺炎发生率

为43%[22]. 我们的经验PEG术后吸入性肺炎发生

率较鼻胃管饲显著降低(P <0.05)[20]. 但有文献报

道, PEG并不能有效防止口腔分泌物、胃内容物

反流所至的吸入性肺炎[22]. 对于吸入性肺炎的

发生情况, 尚需更多临床资料加以证实. 因长期

鼻胃管饲影响贲门下括约肌功能, 易发生反流

性食管炎. 我们的调查显示PEG术后较鼻胃管饲

反流性食管炎严重程度减轻, 发生率明显降低

(P <0.05)[20]. 

8  结论

虽然PEG是一项安全有效的治疗方法, 但在适应

证的选择上对那些基础疾病严重、预期寿命短

暂的患者, PEG并不能为患者带来根本的利益. 
因此在决定实施PEG前应仔细分析患者的具体

■同行评价
本文有助于人们
清晰认识PEG, 也
便于PEG在临床
上推广应用, 具有
较大的临床借鉴
意义.
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情况, 权衡利弊, 防止并发症的发生, 以给患者

带来最大的利益.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of overexpression 
of the N-terminal 24-amino acid domain 
of p55γ regulatory subunit (N24p55γ ) of 
phosphoinosit ide 3-kinase (PI3K) on the 
migration of human gastric carcinoma MGC803 
cells. 

METHODS: MGC803/GFP-N24 and MGC803/
GFP cell lines stably expressing N24p55γ-GFP 

fusion protein (GFP-N24) and GFP protein alone 
were generated by transfection of MGC803 cells 
with pEGFPN24 plasmid and control plasmid 
pEGFPC1, respectively. The impact of GFP-N24 
overexpression on cell motility and migration 
was detected by wound healing assay and Tran-
swell migration assay. The expression and secre-
tion of tumor metastasis-related protein matrix 
metalloproteinase-9 (MMP9) were determined 
by gelatin zymography. The effect of GFP-N24 
overexpression on the activity of the PI3K-Akt 
signaling pathway was analyzed by Western 
blot. 

RESULTS: The MGC803/GFP-N24 cell line 
steadily expressing the GFP-N24 fusion protein 
and the MCG803/GFP cell line steadily express-
ing GFP were successfully established. The re-
sults of wound healing assay and Transwell mi-
gration assay showed that the in vitro migration 
of MGC803/GFP-N24 cells was restricted (t = 
0.003, P < 0.01). GFP-N24 overexpression inhib-
ited the activity of PI3K-Akt signaling pathway 
by decreasing the expression of phospho-Akt in 
MGC803 cells. However, GFP-N24 overexpres-
sion did not alter the expression and secretion of 
MMP9 protein.  

CONCLUSION: Ectopic expression of N24p55γ 
inhibits cell migration in vitro by suppressing the 
activity of the PI3K-Akt signaling pathway in 
MGC803 cells. The N24p55γ peptide can poten-
tially be used to treat gastric carcinoma. 

Key Words: Phosphoinositide 3-kinase; p55γ; Gas-
tric carcinoma cells; Migration
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摘要
目的: 观察p55γ N末端24个氨基酸的过表达对
胃癌MGC803细胞迁移的影响.
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■背景资料
PI3K参与细胞增
殖、分化、凋亡
和迁移等功能的
调节. p55γ是近年
来新发现的PI3K
调节亚基, 其N末
端序列能与Rb蛋
白结合调节细胞
周期的进程. p55γ 
N 末 端 的 过 表 达
能抑制胃癌细胞
的生长增殖, 本文
进一步研究其对
胃癌细胞运动迁
移能力的影响.

■同行评议者
周士胜, 教授, 大
连大学医学院医
学研究中心



方法: 通过脂质体介导用pEGFPN24和空载体
pEGFPC1质粒进行基因转染, 建立稳定表达
融合蛋白GFP-N24和GFP的细胞系; 通过细胞
划痕实验和迁移实验观察GFP-N24的过表达
对细胞运动迁移的影响; 明胶酶谱实验观察
其对肿瘤转移相关基因MMP9表达和分泌的
影响; 免疫印迹实验检测GFP-N24的过表达对
PI3K-Akt信号通路活性的影响. 

结果:  建立了稳定表达融合蛋白G F P-N24
的MGC803/GFP-N24细胞系和表达GFP的
MGC803/GFP细胞系. 细胞划痕实验和细胞迁
移实验发现表达GFP-N24的MGC803细胞运动
迁移能力下降(t  = 0.003, P<0.01). GFP-N24通
过减少磷酸化Akt的表达而抑制PI3K-Akt信号
的活性, 但其对MMP9的表达和分泌没有影响.

结论:  P I3K p55γ  N末端24个氨基酸通过
抑制P I3K-A k t信号通路的活性而抑制胃癌
MGC803细胞的迁移, 其在胃癌的治疗上可能
具有潜在的应用前景.

关键词: 磷脂酰肌醇3-激酶; p55γ; 胃癌细胞; 迁移
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0  引言

胃癌在全球常见恶性肿瘤中居第4位, 而42%的病

例发生在中国. 据WHO最新统计, 至2005年胃癌

仍是居中国癌症死亡率首位的恶性肿瘤[1]. 磷脂

酰肌醇3-激酶(phosphoinositide 3-kinase, PI3K)
参与细胞内多种信号转导机制, 调节细胞的增

殖、分化、迁移、凋亡以及胰岛素刺激的葡萄

糖转运等. PI3K活性的异常与多种人类肿瘤的

发生相关, 近年来大量文献报道PI3K和其下游

分子Akt所组成的信号通路(PI3K-Akt信号通路)
与肿瘤侵袭转移的主要事件如肿瘤细胞的迁移

黏附、肿瘤血管生成以及细胞外基质的降解等

相关. 作为PI3K的调节亚基, p55γ以其独特的N
末端与视网膜母细胞瘤(retinoblastoma, Rb)蛋
白相互作用, 调节细胞周期的进程[2-3]. 前期研究

发现, p55γ参与生长因子介导的细胞迁移过程, 
其N末端24个氨基酸(N-terminal 24 amino acid, 
N24)的过表达在体内和体外均能抑制胃癌细胞

的生长, 表现为细胞生长速度减慢、细胞周期

阻滞、克隆形成能力以及在裸鼠中的成瘤能力
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降低等[4-5]. 在此基础上, 我们进一步研究N24的
过表达对胃癌MGC803细胞迁移的影响, 并初步

探讨其作用的分子机制, 为开发以PI3K信号通

路为靶点的抗肿瘤药物奠定基础.

1  材料和方法

1.1 材料 本研究所用细胞M G C803为胃低分

化黏液腺癌细胞系, 由中国医学科学院肿瘤研

究所提供. 细胞用含100 g/L小牛血清的RPMI 
1640培养液在50 m L/L C O2、37℃条件下培

养. 本实验所使用的空载体质粒pEGFPC1和重

组质粒pEGFPN24由美国霍普金斯大学医学院

夏献民博士惠赠, 该质粒转染真核细胞后分别

表达绿色荧光蛋白GFP和融合蛋白GFP-N24. 
RPMI 1640和Pestained protein marker为Gibco 
BRL公司产品, GFP多克隆抗体购自BD公司, 
pAkt(473Ser)多克隆抗体为Cell signaling公司产

品, β-actin mAb、Fibronectin和Collagen为Sigma
公司产品, 细胞培养瓶、Transwe l l培养板为

Costar公司产品, Wortmannin购自生物晶美公司, 
为Upstate公司产品, 结晶紫和Gelatin为鼎国生

物技术公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 基因转染: 采用Lipofectamine进行基因转

染, 具体操作按说明书进行. 生长良好的细胞于

转染前1 d接种到培养板中, 经16-18 h后, 细胞总

面积达到60%-70%时用pEGFPN24重组质粒和

空载体质粒pEGFPC1各3 μg进行基因转染. 用
含G418的选择性培养基筛选抗性克隆(浓度前3 
d为600 mg/L, 以后为400 mg/L), 建立稳定表达

融合蛋白GFP-N24的803/GFP-N24多克隆pooled
细胞系和表达G F P的803/G F P空载体多克隆

pooled细胞系, 通过Western blot方法鉴定融合蛋

白GFP-N24的表达. 稳定转染的细胞系用含200 
mg/L G418的培养液扩大培养用于实验. 
1.2.2 免疫印迹: 收集生长状态良好的细胞, 用
含PMSF的PBS洗2遍. 加入蛋白裂解液RIPA 
(50 mmol/L Tris pH7.5, 1.0 mmol/L EDTA, 150 
mmol/L NaCl, 1 g/L SDS, 10 g/L TritonX-100, 10 
g/L去氧胆酸钠), 冰浴30 min. 4℃12 000 r/min离
心10 min, 取上清, 采用Bradford法进行蛋白定量

后进行SDS-PAGE及转膜. 50 g/L脱脂奶粉室温

封闭2 h; 加一抗4℃过夜(GFP和pAkt为1∶1000, 
β-actin为1∶5000); TTBS漂洗3次后加二抗, 室
温孵育45 min; TTBS漂洗3次后进行ECL显色, 
显影于X光片上, 用Umax2100XL扫描及Quantity 
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■研发前沿
PI3K-Akt信号通
路与肿瘤的发生
发展均相关, 他已
经成为当前抗肿
瘤药物研发领域
的热点 .  在中国 , 
胃癌死亡率仍居
恶性肿瘤死亡率
第1位, 但现阶段
应用于临床的胃
癌分子靶向治疗
药物仍有许多局
限性, 因此亟待研
发更多高效的靶
向治疗药物. 
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One图像分析系统测定吸光度值(A值). 
1.2.3 细胞划痕实验: 将生长状态良好的细胞

按每孔1×10 5种植于6孔培养板上 ,  细胞长

至60%-70%汇合 ,  形成单细胞层 .  对照组细

胞先用200 nmol/L的Wortmannin处理30 min
再种植于6孔培养板上. 分别观察M G C803、
M G C803+W T、M G C803/G F P、M G C803/
GFP-N24 4组细胞0、24和48 h的增殖速度. 同时

用塑料加样器在另外4组单层细胞上划过, 形成

一个创伤口. 继续培养48 h, 在0、24和48 h分别

观察伤口愈合情况[6].  
1.2.4 细胞迁移实验: 细胞培养至良好状态, 常规

胰酶消化. 计数1×105细胞, 加入Transwell迁移

小杯, 对照组细胞先用200 nmol/L的Wortmannin
处理30 min后再加入迁移小杯. 将迁移小杯放

入含RPMI 1640的24孔板中, 于37℃、50 mL/L 
CO2条件下培养8 h. 取出迁移小杯, 以PBS轻轻

冲洗后, 用棉花棒轻轻擦去杯底膜上层的细胞. 
950 mL/L乙醇固定细胞10 min, 2 g/L结晶紫染色

20 min, PBS冲洗, 10 g/L SDS 200 μL于37℃溶解

1 h后, 酶标仪测A 620值, 结果进行统计学分析[7]. 
1.2.5 明胶酶谱实验: 在6孔板中接种相同数量

的各组转染细胞, 进行无血清培养, 48 h后收集

上清. 按Fridman et al [8]方法, 在分离胶的配制

中, 加10 g/L明胶使之终浓度为1 g/L, 100 g/L非
还原性SDS-PAGE电泳, 进行基质金属蛋白酶

(matrix metalloproteinase, MMP)酶谱实验. 样品

不经加热变性, 与非还原性上样缓冲液混合上

样. 电泳结束后, 取下胶, 蒸馏水漂洗后, 于25 g/
L TritonX-100中室温轻摇2 h. 蒸馏水漂洗后, 将
胶放入明胶酶缓冲液中, 置于37℃摇床缓慢摇

动5-12 h. 2.5 g/L考马斯亮蓝R250染色4 h, 脱色

液中脱色, 直至出现负染带.
统计学处理 实验数据均以mean±SD表示, 

使用SPSS13.0 for Windows软件包进行t检验, 
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 N24p55γ在MGC803细胞中的表达的表达表达 由于pEG-
FPC1载体表达绿色荧光蛋白GFP, 用抗GFP的
抗体通过Western blot方法对稳定转染的多克隆

pooled细胞中外源基因的表达进行了检测. 结
果发现N24p55γ能够在MGC803细胞中得到表

达, 但融合蛋白GFP-N24的表达量低于空载体中

GFP的表达量(图1).
2.2 细胞划痕实验 在无血清培养的条件下观察

细胞的运动迁移, 结果各组细胞的生长速度都

很缓慢, 细胞不发生迁移, 伤口在0、24和48 h
没有明显变化 ,  各组细胞之间没有明显差异 . 
而给细胞添加血清后细胞发生迁移(图2), 但
MGC803/GFP-N24组细胞迁移速度缓慢, 在划痕

24 h后创伤口变化与0 h差异不大, 但此时对照

MGC803/GFP细胞和亲本细胞伤口则已有部分

愈合, 其迁移速度明显大于MGC803/GFP-N24
组. 在划痕后48 h, 亲本细胞和对照组细胞伤口

已经基本愈合, 但MGC803/GFP-N24组细胞伤口

尚未愈合. 可见GFP-N24的表达抑制了MGC803
细胞的运动迁移, 但其抑制作用低于PI3K抑制

剂Wortmannin.
2.3 细胞迁移实验 Transwel l细胞迁移实验显

示, 亲本细胞和对照空载体组细胞有大量细胞

穿过, 而MGC803/GFP-N24组穿过膜的细胞明

显减少, 经PI3K抑制剂Wortmannin处理后的

亲本细胞于镜下仅见少量的细胞穿过, 经检测

MGC803、MGC803+WT、MGC803/GFP以及

MGC803/GFP-N24细胞的A 620值分别为0.466±
0.041、0.217±0.053、0.471±0.033、0.270±
0.046, MGC803/GFP-N24组与空载体相比, 差异

有统计学意义(P <0.01, t = 0.003, 图3).
2.4 N24p55γ对磷酸化Akt表达的影响 由于p55γ

与催化亚基p110结合后能表现PI3K的活性, 进
而通过磷酸化作用激活其下游靶蛋白PKB(Akt), 
导致PI3K-Akt信号通路的活化, 进而调节细胞

的增殖、分化和迁移. 因此在没有其他因素的

影响下, 可以用细胞中磷酸化Akt(pAkt)的表达

水平代表PI3K-Akt信号通路的活性[9]. 实验中收

1                           2

GFP-N24

β-actin

400

300

200

100

0
1                        2

灰
度

值

A

B

图 1 转染细胞中N24p55γ的表达. A: 免疫印迹方法鉴定

N24p55γ在MGC803细胞中的表达; B: N24p55γ在MGC803

细胞中的表达灰度值水平, 经β-actin校正; 1: 803/GFP细胞; 

2: 803/GFP-N24细胞.

■创新盘点
本文通过基因转
染 方 法 研 究 了
N24p55γ的过表达
对胃癌MGC803
细胞运动迁移的
影响, 初步探讨了
其作用的分子机
制, 为开发以PI3K
信号通路为靶点
的抗肿瘤药物奠
定基础.
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集对数生长期的各组转染细胞, 分别提取细胞

总蛋白, 通过免疫印迹方法检测细胞中总pAkt
的表达. 结果与对照空载体细胞相比, MGC803/
GFP-N24细胞中, pAkt的表达量明显减少(图4), 
表明融合蛋白GFP-N24的过表达对PI3K信号通

路下游蛋白激酶PKB(Akt)的活化具有抑制作用.
2.5 N24p55γ对基质金属蛋白酶9表达的影响 肿
瘤侵袭转移的潜能与肿瘤组织产生MMP的能力

存在密切的正相关性. 明胶酶谱实验结果显示: 
在各组细胞上清中均检测到相对分子质量为82相对分子质量为82分子质量为82 
kDa的活化型MMP9, 3组细胞在表达量上没有明

显差异, 但未检测到92kDa的酶原型MMP9(图5). 
表明融合蛋白GFP-N24的表达没有影响细胞中

MMP9的表达和分泌.

3  讨论

p55γ是Pons et al [10]于1995年通过筛选鼠cDNA表

达文库分离得到的新的PI3K调节亚基. 在结构

上p55γ与调节亚基P85α和P85β在C末端70%同

源, 能与催化亚基P110结合表现PI3K的活性, 不
同之处是其N末端缺乏SH3、BCR以及富脯氨

酸基序等蛋白结合结构域, 但却含有具有潜在

磷酸化位点Tyr-22的YXXM基序. 关于p55γ在细

胞中的功能目前尚不完全清楚. 
本研究建立了稳定表达 N 2 4 p 5 5 γ 的

MGC803细胞系, 此24个氨基酸序列为MDRD
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图 2 N24p55γ的过表达对MGC803细胞迁移的影响. A-C: MGC803; D-F: MGC803+WT; G-I: MGC803/GFP; J-L: 

MGC803/GFP-N24; A, D, G, J: 0 h; B, E, H, K: 24 h; C, F, I, L: 48 h.
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■应用要点
本 研 究 发 现
N24p55γ的过表
达通过抑制PI3K-
Akt信号通路的活
性, 从而抑制胃癌
MGC803细胞的
迁移, 在胃癌的靶
向治疗方面具有
潜在的应用前景.
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DADWREVMMPYSTELIFYIE. 我们发现N24
的过表达能抑制M G C803细胞的运动迁移能

力. 大量文献报道在肿瘤侵袭转移过程中常伴

随着PI3K-Akt信号通路的组成性活化[11]. 作为

PI3K的下游靶分子, Akt通过PDK1的磷酸化作

用而被激活, 活化的Akt通过磷酸化作用激活或

抑制其下游靶蛋白如Bad、caspase9、NF-κB、
GSK-3、FKHR、P21Cip1和P27 Kip1等, 调节

细胞的存活、生长、分化、血管形成和迁移等

功能. 本研究发现转染N24p55γ的细胞中pAkt的
表达量明显减少, 推测GFP-N24通过下调细胞

中pAkt的表达而抑制PI3K-Akt信号通路的活性, 
这不仅使由Akt活化所导致的细胞增殖受阻, 而
且在某种程度上也可能对PI3K-Akt信号通路所

参与的肿瘤的侵袭和转移行为有所抑制. MMP
是肿瘤侵袭转移过程中细胞外基质重建或降

解、去除细胞迁移屏障的关键酶, 肿瘤侵袭转

移的潜能与肿瘤组织产生MMP的能力呈正相

关性, 而MMP9与多种人类肿瘤的侵袭和转移

都相关[12-13], 但本研究中GFP-N24的过表达并没

有影响细胞中MMP9的表达. 上述结果表明, 抑
制PI3K-Akt信号通路关键分子pAkt的表达可能

是N24p55γ抑制MGC803细胞运动迁移的主要

机制. 
据报道[14], 正常情况下细胞中内源性p55γ的

蛋白表达量却极低, 几乎检测不到, 而本实验中

在MGC803细胞中亦未检测出内源性p55γ的蛋

白表达, 所以本实验可以忽略胃癌MGC803细胞

野生型PI3K p55γ调节亚基的微量mRNA对实验

结果的影响. 另外, 本实验融合蛋白GFP-N24的
表达量虽然不高, 但细胞划痕实验和迁移实验

结果良好, 我们经过数次努力未将表达量提高, 
这将是我们将来努力的方向, 相信高表达量的

载体将会带来更好的抑制细胞迁移能力. 
目前PI3K-Akt信号通路已成为抗肿瘤药物

研究领域的热点[15-16], 在肝癌[17]、乳腺癌[18]、肾

脏肿瘤[19]的靶向治疗中都有较深入的研究. 胃癌

分子靶向治疗已经成为优于手术、放疗、化疗

三大传统治疗方案的新趋势, 具有高分子特异

性、高选择性、高效性、低副作用的优点[20]. 而
且现阶段应用于临床的20多类靶向药物具有耐

药时间不够长、种类少、造价高等缺点, 临床

上急需更多高效的靶向治疗药. 用于抑制该信

号通路的策略包括发展和应用小分子抑制剂、
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图 3 N24p55γ过表达对细胞迁移的影响. 1: MGC803; 2: 

MGC803+WT; 3: MGC803/GFP; 4: MGC803/GFP-N24.
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图 4 N24p55γ的过表达对PI3K-Akt信号通路活性的影响. 
A: 免疫印迹方法观察N24p55γ基因转染对MGC803细胞

pAkt表达的影响; B: N24p55γ基因转染对MGC803细胞pAkt

表达灰度值水平, 经β-actin校正; 1: MGC803/GFP细胞; 2: 

MGC803/GFP-N24细胞.
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图 5 N24p55γ的过表达对肿瘤转移相关基因MMP9表达的
影响. A: 明胶酶谱实验检测N24p55γ基因转染对MGC803细

胞MMP9表达的影响; B: N24p55γ基因转染对MMP9表达的

灰度值水平; M: Marker; 1: MGC803细胞; 2: MGC803/GFP

细胞; 3: MGC803/GFP-N24细胞.
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■名词解释
显性负效应(DN): 
抑癌基因突变的
拷贝在另一野生
型拷贝存在并表
达的情况下, 仍可
使细胞出现恶性
表型和癌变, 并使
野生型拷贝功能
失活, 这种作用称
为显性负效应.
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反义核酸、RNA干扰以及显性负效应蛋白的表

达等. Xia et al [2]发现N24p55γ抑制内源性p55γ
的表达, 因此认为其具有显性负效应的作用. 本
研究发现N24p55γ通过抑制PI3K-Akt信号通路

的活性抑制胃癌细胞的迁移, Wortmannin作为

PI3K的抑制剂虽然能有效抑制PI3K的活性, 但
因其细胞毒作用较大因此一直用于实验研究未

能进入临床, 本研究中GFP-N24对细胞迁移的抑

制作用虽然低于Wortmannin, 但因其来源于细胞

对人体没有毒性, 而且提高质粒表达量应该会

增加疗效, 提示其在胃癌的治疗上具有潜在的

应用前景.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of four siRNAs 
targeting different regions of the multidrug 
r e s i s t a n c e 1 ( m d r 1 g e n e ) o n m u l t i d r u g 
resistance (MDR) of SGC7901/VCR and K562/
A02 cells.

M E T H O D S :  F o u r s i R N A s ( m d r 1 s i 3 2 6 , 
mdr1si1513, mdr1si2631 and mdr1si3071) target-
ing the mdr1 gene were designed and transfect-
ed into SGC7901/VCR and K562/A02 cells, re-
spectively. The expression level of mdr1 mRNA 
was analyzed by reverse transcription-poly-
merase chain reaction (RT-PCR). The expression 

level of P-glycoprotein (P-gp) was detected by 
immunohistochemistry. The accumulation of in-
tracellular adriamycin (ADR) was examined by 
flow cytometry. The cell sensitivity to ADR was 
detected by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) 
assay.  

RESULTS: The bes t reversa l e f fec t s on 
MDR of SGC7901/VCR cells were achieved 
with mdr1si326, followed by mdr1si2631, 
mdr1si3071 and mdr1si1513. Similarly, the 
best reversal effects on MDR of K562/A02 
cells were also achieved with mdr1si326, 
followed by mdr1si2631, mdr1si3071 and 
mdr1si1513. 

CONCLUSION: The four siRNAs exerts similar 
reversal effects on multidrug resistance of both 
SGC7901/VCR and K562/A02 cells. 

Key Words: Small interfering RNA; Multidrug resist-
ance 1 gene; SGC7901/VCR cells; K562/A02 cells; 
Target site

Zhang M, Li YL, Gao JK, Wang GD, Gao FL. Reversal 
effects of siRNAs targeting different regions of the mdr1 
gene on MDR of siRNA on multidrug resistance in two 
drug-resistant tumor cell lines. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(33): 3387-3393

摘要
目的: 探讨靶向mdr1 4个不同位点的siRNAs
对胃癌耐药细胞SGC7901/VCR和人红白血病
耐药细胞K562/A02的作用效果.

方法: 设计并体外转录合成4条靶向mdr1的
siRNAs(mdr1si326、mdr1si1513、mdr1si2631
及mdr1si3071), 分别转染SGC7901/VCR细胞
和K562/A02细胞, 用RT-PCR和免疫组织化学
检测mdr1 mRNA与P-gp的表达, 流式细胞仪
检测细胞内阿霉素(ADR)的蓄积, MTT法检测
细胞对阿霉素的敏感性. 

结果: 4条s iRNAs对人胃癌细胞SGC7901/
VCR mdr1介导的MDR逆转效果由高到低依
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■背景资料
RNA干扰(RNAi)
是21-23个核苷酸
(nt)的小分子干扰
RNA(siRNA)诱
导细胞同源基因
mRNA降解, 而特
异性抑制基因表
达的过程. siRNA
是RNAi过程中重
要的中间分子, 其
的特异性是诱发
RNAi的一个重要
因素.
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次为mdr1si326、mdr1si2631、mdr1si3071
及mdr1si1513; 对人红白血病细胞K562/A02 
m d r1介导的M D R逆转效果由高到低依次
为mdr1si326、mdr1si2631、mdr1si3071及
mdr1si1513.

结论: 4条siRNAs对SGC7901/VCR和K562/
A02两种耐药细胞作用效果趋势相似.

关键词: 小干扰RNA; mdr1基因; SGC7901/VCR细

胞; K56/A02细胞; 靶位点
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0  引言

RNA干扰(RNA interference, RNAi)是21-23个
核苷酸(nucleotide, nt)的小分子干扰RNA(small 
interfer ing RNA, siRNA)诱导细胞同源基因

mRNA降解而特异性抑制基因表达的过程. 这
一特异、有效的技术已应用于肿瘤多药耐

药(multidrug resistance, MDR)等方面的研究. 
siRNA是RNAi过程中重要的中间分子, siRNA的

特异性是诱发RNAi的一个重要问题. 大量研究

表明, 靶向同一基因不同靶位点的siRNA的作用

效果不同, 因此有效靶位点的筛选对于RNAi的
成功与否十分重要. 高福莲 et al [1]用的4条siRNA
之一mdr1si326的靶序列相同于Peng et al [2]用的

三条序列之一si-mdr1-1, 高福莲 et al研究显示

此条siRNA转染SGC7901/VCR细胞后, mRNA
表达水平、细胞内ADR蓄积和ADR耐药性逆转

三方面的数据变动和转染前比较有统计学意义; 
Peng et al用此条siRNA转染K56/A02细胞后, 发
现mRNA表达、P-gp表达和细胞内柔红霉素蓄

积、对ADR的敏感性的转染前后数据变化无统

计学意义. 上述研究显示示靶向同一位点siRNA
的作用效果和细胞种类有关系, 靶向不同靶位

点的siRNA对不同种类细胞的作用效果趋势如

何, 尚未见相关报道. 本研究选定并合成靶向

mdr1 mRNA不同靶位点的4条siRNAs, 分别转染

胃癌耐药细胞SGC7901/VCR和人红白血病耐药

细胞K562/A02, 用RT-PCR检测mdr1 mRNA的表

达、免疫组织化学检测mdr1蛋白水平的表达、

流式细胞仪检测细胞内化疗药物的蓄积、MTT
法检测细胞对化疗药物的敏感性, 判断靶向不

同位点的siRNAs对不同细胞作用效果的趋势有
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无差别, 探讨高效靶点的通用性, 为靶点的选择

提供理论资料, 也为siRNA药物研发提供依据, 
具有潜在的临床应用前景.

1  材料和方法

1.1 材料 SGC7901细胞由郑州大学基础医学院

组胚教研室惠赠, SGC7901/VCR细胞由中国人

民解放军第四军医大学西京医院消化病研究

所樊代明教授惠赠, K562/A02细胞购自协和血

液学研究中心, K562细胞由山东大学血研室惠

赠. TRIzol试剂购自Nvitrogen公司, AMV第一链

cDNA合成试剂盒和PCR扩增试剂盒均购自上海

Sangon公司, DAB显色试剂盒和SABC免疫组织

化学染色试剂盒(SA2002)购自武汉Boster公司, 
兔抗人P-gp多克隆抗体(Mdr(H-241): sc-8313)购
自Santa Cruz公司, CodeBreaker siRNA转染试剂

和T7 RiboMAXTM Express RNAi System购自美国

Promega公司.
1.2 方法 
1.2.1 siRNA的siRNA的设计和合成: 参照高福

莲[3]的研究选取的靶序列, 用T7 RiboMAX TM 

Express RNAi System在体外转录分别合成4条
siRNAs: mdr1si326, mdr1si1513, mdr1si2631和
mdr1si3071.
1.2.2 siRNAs沉默SGC7901/VCR细胞和K562/
A02细胞mdr1效果的检测: (1)细胞培养: K562/
A02和SGC7901/VCR用含10%灭活小牛血清、

100 kU/L链霉素、100 kU/L青霉素的RPMI 1640
培养基, 置37℃、50 mL/LCO2饱和湿度的恒

温孵育箱中培养, 培养基中分别含1 mg/L ADR
和1 mg/L VCR以维持其耐药性, 实验前2 wk
停药. 用CodeBreaker siRNA转染试剂, 分别将

siRNAs以20 nmoL的终浓度转染SGC7901/VCR
细胞和K562/A02细胞. 实验分7组. 空白对照

组: 只加P B S; 转染试剂组: 转染试剂+P B S;  
mdr1si326组: 转染试剂+mdr1si326; mdr1si1513
组: 转染试剂+mdr1si1513; mdr1si2631组: 转
染试剂+mdr1s i2631; mdr1s i3071组: 转染试

剂+mdr1si3071; SGC7901或K562组(亲本组): 
SGC7901细胞或K562细胞+PBS. (2)RT-PCR: 用
TRIzol试剂按说明书提取转染48h后的细胞总

RNA, 测定RNA的纯度和浓度, 判定RNA的完

整性. 取总RNA 4.5 μg, 用AMV第一链cDNA
合成试剂盒合成cDNA. mdr1引物上游序列为

5'-tgactaccaggctcgccaatgat-3', 下游为5'-tgtgccacc
aagtaggctccaaa-3', 扩增片段跨越3个内含子, 产

www.wjgnet.com
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物457 bp; β-actin引物上游序列为5'-tcctgtggcatc
cacgaaact-3', 下游为5'-gaagcatttgcggtggacgat-3', 
产物314 bp[3]. 取5 μL cDNA, 用PCR扩增剂盒

进行PCR, 目的和内参片段同管扩增. 以pUC19 
DNA/Msp Ⅰ作参照, PCR产物进行琼脂糖凝胶

电泳分析, 以mdr1和β-actin的比值进行mdr1基
因mRNA表达水平的半定量分析. (3)免疫组织

化学: 收取转染96 h后的SGC7901/VCR和K562/
A02细胞, 细胞涂片, 采用SABC法检测P-gp的表

达, 以PBS代替兔抗人P-gp多克隆抗体作阴性对

照, 用已知P-gp阳性表达的结肠癌组织作阳性

对照, 步骤严格按说明书进行. P-gp免疫组织化

学阳性位于细胞膜, 呈棕黄色. 用彩色病理图文

分析系统, 对结果进行定量分析. (4)FCM检测

细胞内ADR蓄积: 转染72 h后的SGC7901/VCR
细胞和K562/A02细胞换用含10 mg/L ADR的

RPMI 1640培养液, 作用90 min, 收取细胞行流

式细胞仪检测, 激发波长为488 nm, 接受波长为

575 nm; 同时设PBS取代ADR的同种细胞为空白

对照. 每次检测细胞(1-2)×105个. 用ADR特异荧

光阳性强度和特异荧光阳性率代表细胞内ADR
蓄积量. (5)MTT法检测细胞对化疗药的敏感性: 
SGC7901/VCR细胞于转染48 h后收获, 并调节

细胞密度至5×108/L, 加200 μL/孔入96孔培养板

培养24 h后, 加入终浓度分别为1.65、3.3、33、
330、660 mg/L的ADR[3], 继续培养48 h, 按常规

方法依次加入MTT和二甲基亚砜, 用酶标仪测

定各孔的吸光度A 570. K562/A02细胞于转染72 h
后收获, 调节细胞密度至5×108/L, 加90 μL/孔入

于96孔培养板, 同时加入浓度为0.01、0.1、1、
10和100 mg/L的ADR[2], 培养48 h, 按改良MTT
方法[4]依次加入MTT、三联液(10% SDS, 5%异

丁醇, 0.012 mol/L HCL)100 μL/孔, 于37℃放置

过夜, 用酶标仪测定各孔的吸光度A 570. 每种药

物浓度接种3个复孔, 设立只加PBS的细胞对照

和无细胞的试剂对照. 用对照组和药物组A 570分

别减去试剂组A 570, 得出校正对照组和药物组

A 570, 计算存活率(校正药物组A 570/校正对照组

A 570). 用Origin 7.0软件, 绘制剂量生存曲线, 求
出肿瘤细胞对ADR的半数抑制浓度(IC50), 计算

相对逆转率. 相对逆转率 = (IC50A-IC50B)/(IC50A-
IC50C)×100%, 其中IC50A为空白对照组耐药细

胞, IC50B为转染siRNA组耐药细胞, IC50C为亲本

细胞.
统计学处理 应用SPSS12.0统计软件进行

统计学处理, 计量数据用mean±SD表示, 两样

本均数的比较用t检验, 多样本均数的比较采用

方差分析, 方差不齐时进行变量转换. 计数资料

计算阳性率, 阳性率的比较用χ2检验, 检验水准

α = 0.05.

2  结果

2.1 体外转录合成siRNA 以合成siRNAs的DNA
模板为参照, 用2.5%琼脂糖凝胶进行合成s iR-
NAs电泳的结果显示, 尽管合成的siRNAs相对

分子质量较DNA模板小使泳动速度快, 但同分

子量RNA在琼脂糖凝胶的电泳速度慢于DNA, 
而使合成的siRNAs和DNA模板的距离拉开不

大; 合成siRNAs的大小与设计相符, 浓度有别

(图1-2).
2.2 4条siRNAs对SGC7901/VCR细胞和K562/
A02细胞mdr1 mRNA表达的影响 siRNAs转染

48 h后, SGC7901/VCR细胞mdr1 mRNA表达水

平在mdr1si2631组的下降最明显, mdr1si326组
次之(P <0.05), mdr1si1513组和mdr1si3071组下

降最少(P <0.05); mdr1si1513组和mdr1si3071组
之间的差别无统计学意义(P >0.05). s iRNAs转
染48 h后, K562/A02细胞mdr1 mRNA表达水平

在mdr1si326组下降最明显, mdr1si1513组其次, 
mdr1si3071组下降最少; 4组之间的差别有统计

A        B       C       D       E        F        G       H

图 1 mdr1si326、mdr1si1513琼脂糖凝胶电泳. A, D: 1 

μL 10 μmol/L mdr1si326; B: 1.5 μL mdr1si326; C: 2.0 μL 

mdr1si326; E, H: mdr1si1513模板; F: 1.5 μL mdr1s1513; G: 2.0 

μL mdr1si1513.

A        B        C        D        E        F        G       H

图 2 mdr1si2631、mdr1si3071琼脂糖凝胶电泳. A, D: 1 

μL 10 μmol/L mdr1si326; B: 1.5 μL mdr1si2631; C: 1.0 μL 

mdr1si2631; E, H: mdr1si1513模板; F: 1.5 μL mdr1si3071; G: 1.0 

μL mdr1si3071.

■创新盘点
本研究利用RNAi
技术, 探讨靶向不
同位点的siRNAs
对胃癌耐药细胞
SGC7901/VCR和
人红白血病耐药
细胞K562/A02作
用效果的趋势.
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学意义(P <0.05, 表1).
2.3 4条siRNAs对SGC7901/VCR细胞和K562/
A02细胞P-gp表达的影响 s iRNAs转染96 h后, 
SGC7901/VCR细胞的P-gp表达水平在mdr1si326
组下降最明显, mdr1si2631组和mdr1si3071组
次之(P <0.05), mdr1si1513组下降最少(P <0.05); 
m d r1s i2631组和m d r1s i3071组之间的差别

无统计学意义(P >0.05). s iRNAs转染96 h后, 
K562/A02细胞的P-gp表达水平在mdr1si326组
的下降最明显, mdr1si1513和mdr1si2631组次

之(P <0.05), mdr1s i3071组下降最少(P <0.05); 
mdr1si1513和mdr1si2631组之间的差别无统计

学意义(P >0.05, 表1).
2.4 4条siRNAs对SGC7901/VCR细胞和K562/
A02细胞内ADR蓄积的影响 siRNAs转染72 h后, 
SGC7901/VCR细胞内ADR特异荧光阳性率在

mdr1si2631组最高, mdr1si326组和mdr1si3071组
次之(P <0.05); mdr1si326组和mdr1si3071组两组

之间的差别无统计学意义(P >0.05). siRNAs转染

72 h后, K562/A02细胞内ADR特异荧光阳性率

在mdr1si326组最高, mdr1si2631组次之(P <0.05), 

m d r1s i1513和m d r1s i3071组最小(P <0.05); 
mdr1si1513和mdr1si3071组之间的差别无统计

学意义(P >0.05, 表1).
2.5 4条siRNAs对SGC7901/VCR细胞和K562/
A02细胞对A D R敏感性的影响 s i R N A s转染

72h后, SGC7901/VCR细胞对ADR的IC50在
m d r1s i1513组的变动最大 ,  m d r1s i326组和

mdr1s i3071组次之, mdr1s i2631组变动最小; 
mdr1si326组和mdr1si3071组之间的差异无统

计学意义(P >0.05), 其他组之间的差异有统计

学意义(P <0.05). siRNAs转染72 h后, K562/A02
细胞对ADR的IC50在mdr1si1513组变动最小, 
mdr1si326组、mdr1si2631组和mdr1si3071组
减少显著(P <0.05); mdr1si326组、mdr1si2631
组和m d r1s i3071组之间的差别无统计学意义

(P >0.05) ,  与亲本之间的差别无统计学意义

(P>0.05, 表2). 综合mdr1 mRNA和P-gp表达, P-gp
功能以及对ADR耐药逆转程度4方面结果: 对人

胃癌细胞SGC7901/VCR mdr1介导的MDR逆转

效果由高到低依次为mdr1si326、mdr1si2631、
mdr1si3071和mdr1si1513; 对人红白血病细胞
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表 1 4条siRNAs对SGC7901/VCR和K562/A02细胞mdr1 mRNA和P-gp表达以及对ADR蓄积的影响

     
分组               

                    灰度比值(mean±SD)                      积分吸光度(mean±SD)                                 阳性率(%)

                   SGC7901/VCR        K562/A02           SGC7901/VCR           K562/A02           SGC7901/VCR           K562/A02

空白对照  1.27±0.06a       1.54±0.03a      150.19±22.89a 34.82±11.31a   0.13a                   23.47a

转染试剂  1.23±0.04        1.55±0.01       138.87±68.76 38.27±9.21   0.16                    27.15

mdr1si326 1.06±0.02        1.07±0.02         45.76±9.31   8.06±4.76   0.25                    35.17

mdr1si1513 1.18±0.08        1.28±0.02         99.26±24.23 17.41±2.86   0.16                    29.20

mdr1si2631 0.86±0.03        1.37±0.03         70.50±6.11 17.01±3.17   1.40                    34.26

mdr1si3071 1.17±0.06        1.50±0.03         65.81±5.73 23.40±4.86   0.32                    28.95

亲本                                                                               7.65a                   36.90a

aP<0.05 vs  各siRNA实验组.

表 2 4条siRNAs转染72 h后SGC7901/VCR细胞和K562/A02细胞对ADR的敏感性

     
分组

                             SGC7901/VCR    K562/A02

  IC50(mean±SD)        相对逆转率(%)       IC50(mean±SD)     相对逆转率(%)

空白对照  344.21±54.82a                8.38±1.86a

转染试剂  345.54±37.94                7.50±2.39       

mdr1si326   92.95±9.58                 74.09               0.85±0.06               90.61

mdr1si1513   66.15±4.08                 81.99               3.87±0.88               54.27

mdr1si2631 217.69±48.38               37.31               0.37±0.12               96.39

mdr1si3071 133.65±42.50               62.09               1.29±0.18               85.32

亲本      5.09±3.14                              0.07±0.02

aP<0.05 vs  siRNA实验组.

■应用要点
本研究显示, 靶向
不同位点的siRNAs
对两种耐药细胞作
用效果趋势相似, 
为靶点的选择提
供理论资料, 也为
siRNA药物研发提
供依据.
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K562/A02 mdr1介导的MDR逆转效果由高到低

依次为mdr1si326、mdr1si2631、mdr1si3071和
mdr1si1513.

3  讨论

2001年Elbashir et al [5]首次报道siRNA在多种哺

乳动物体细胞系内成功抑制特异基因表达后, 
RNAi能否用于人类疾病治疗引起研究者兴趣. 
近年来, 国内外大量研究表明siRNA的作用效果

与靶位点密切相关, 靶向不同靶位点的s iRNA
作用效果不同. 许可慰 et al [6]用3条siRNAs靶向

沉默人膀胱癌细胞株T24的bcl-2基因, 研究发

现, 其中pGenesil-12042的抑制效果最好. 潘修

成 et al [7]针对HBV C基因序列设计5个siRNA靶

位, 其中, 以SEC-492i的RNAi效率最高而SEC-
282i相对较差. 赵刚 et al [8]合成靶向幽门螺杆菌

(H pylori )vacA基因的5对siRNAs, 结果vacA-s2
和vacA-s4的抑制作用最大. 王春光 et al [9]用载

体介导的3条siRNAs转染Lewis肺癌细胞, 结果

Psilencer2•1-U6-siRNA-stat3-2对Lewis肺癌细胞

中STAT3基因表达的抑制作用最强. 在siRNA逆

转mdr1介导的MDR的研究中, Pichler et al [10]证

明针对8个靶位点所设计的siRNAs中, 只有第1
条和第7条对降低mdr1 mRNA和P-gp表达水平

以及逆转MDR表型有效. 在高福莲 et al [1]的实验

中, 针对胃癌SGC7901/VCR细胞mdr1 4段靶位

点所设计的4条siRNAs中, mdr1si326的逆转效果

最好, 并且研究提示: 在siRNA靶序列设计和选

择中, 除了遵守Tuschl et al的设计原则外, 还应

考虑靶序列的位置、靶序列结构、siRNA的正

义链5'和3'末端碱基的种类, 尤其是靶序列结构, 
尽可能选择自身无成茎和成袢现象、靶序列和

靶序列外碱基配对和氢键的数量最少的部位. 
赵澎 et al [11]针对神经胶质瘤耐药细胞系BT325
的mdr1基因所设计的3条短发夹状RNA(short 
hairpin RNA, shRNA)中MDR1A和MDR1B对
MDR的逆转作用较强; Chen et al [12]在肝癌细胞

HepG2/ADM中转染的2条shRNA中, pGenSil-1/
MDRB抑制了P-gp的表达, 而pGenSil-1/MDRA
却不起作用; 在Gan et al [13]的实验中2条shRNAs
均能降低乳腺癌耐药细胞MCF7/AdrR mdr1 
mRNA和P-gp表达水平并逆转MDR表型, 2条
shRNA对MDR表型效果明显不同, 但对降低

mdr1 mRNA和P-gp表达水平的效果却无显著

差异. Klosek et al [14]研究显示: 靶向Stat3不同

位点的10条s iRNAs, 对Sta t3表达抑制效果不

同, 10 nmol/L的siRNAs对Stat3表达抑制范围为

21%-67%, 1 nmol/L的siRNAs对Stat3表达抑制范

围为13%-73%. 对于靶向同一基因不同靶位点的

siRNA作用效果不同的现象, Luo et al [15]试图通过

试验证明这种“位点效应”是否主要与靶位点

mRNA的二级结构有关. 对此他们提出了“氢键

指数(H-bond index)”-在靶位点和mRNA其他位

点之间形成的平均氢键数, 并应用计算机方法, 
检测Bcl-2, hTF, 和cyclin B1这3种基因的氢键指

数, 发现氢键指数与siRNA的效果呈反比, 证明

了“位点效应”主要与靶位点mRNA的二级结

构有关, 并建议在将来siRNA的设计中参考氢键

指数. 本实验选定[3]并合成了4条siRNAs, 转染后

SGC7901/VCR和K562/A02细胞的mdr1 mRNA
和P-gp的表达水平降低, 细胞内ADR蓄积增加, 
细胞对ADR的敏感性增加, 提示4条siRNAs均
能逆转SGC7901/VCR和K562/A02细胞的MDR. 
本研究显示, 在SGC7901/VCR和K562/A02R细
胞中, 4条siRNAs的作用效果均不同, 并且都是

mdr1si326的逆转效果最强, mdr1si1513的作用

最差. 这进一步验证了siRNA的作用效果的“位

点效应”.
靶向同一靶序列的s i R N A在不同细胞中

作用效果不同, s iRNA的作用效果与细胞种类

密切相关. 张汝钢 e t a l [16]研究人端粒酶逆转

录酶(hTERT)RNAi对2种肝癌细胞HepG2、
SMMC-7221的影响, 将载体介导的s iRNA转

染2种细胞, 在2种细胞中的抑制效果不同: 2种
细胞的老化率分别由0、3.6%增加到20.4%、

10.0%, 凋亡率分别由3.5%、4.8%增加到5.2%、

7.9%. 孙延霞[17]用RNAi沉默胃癌细胞SGC7901
的Survivin基因, 所用的Survivin2(166-185)和汤

建光 et al [18]所用的pBSHH1-S(166-184)靶位点仅

有1个碱基之差, 抑制效果却不相同: Survivin2
和pBSHH1-S对Survivin mRNA表达的抑制率

分别为69.24%和74%, 对Survivin蛋白表达的抑

制率分别为58.17%和82%. 在siRNA逆转MDR
的大量实验中, 高福莲[3]用的4条s iRNAs之一

mdr1si326相同于Peng et al [2]用的3条序列之一

si-mdr1-1, 高福莲研究显示此条siRNA转染后, 
SGC7901/VCR细胞mRNA表达水平、细胞内

ADR积累和ADR耐药逆转3方面的数据变动和

转染前比较有统计学意义, Peng et al研究显示

此条siRNA转染后, K562/A02细胞mRNA表达水

平、细胞内DAM积累和ADR耐药性逆转3方面

的数据变动和转染前比较无统计学意义; Nieth 

■名词解释
小 分 子 干 扰
RNA(siRNA): 是
一种小RNA分子
( 2 1 - 2 3 核苷酸 ) , 
由Dicer(RNAase 
Ⅲ家族中对双链
RNA具有特异性
的 酶 ) 加 工 而 成 . 
siRNA是siRISC
的主要成员, 激发
与之互补的目标
mRNA的沉默.
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et al [19]实验显示相同的mdr1 siRNA同时转染胰

腺癌细胞(EPP85-181RDB)和胃癌细胞(EPG85-
257RDB)时, 2种细胞对柔红霉素的耐药性分别

降低89%和58%; Chen et al [12]实验中所选用的

pGenSil-1/MDR-A与Yagüe et al [20]逆转白血病

耐药细胞KD30 MDR实验中所2条shRNAs中的

1条相同, 在Yagüe et al的实验中此条shRNA的

RNAi作用显著, 在Chen et al [12]的实验中对肝癌

细胞HepG2/ADM却不起作用. 本实验以靶向

mdr1不同靶位点的4条siRNAs, 分别转染胃癌

耐药细胞SGC7901/VCR和人红白血病耐药细

胞K562/A02. 本研究显示, 转染mdr1si2631 72 
h后, SGC7901/VCR细胞内ADR荧光阳性率由

0.13%增加至1.40%, 耐药相对逆转率达37.31%; 
K562/A02细胞内ADR荧光阳性率由23.47%增加

至34.26%, 耐药相对逆转率达96.39%. 本研究进

一步验证了siRNA的作用效果与细胞种类有关.
孙延霞[17]用载体介导的siRNA-Survivin1

和siRNA-Survivin2沉默Survivin基因在人胃

癌细胞S G C7901和人白血病细胞K562的表

达, 结果siRNA-Survivin1具有抑制人胃癌细胞

SGC7901增殖活性的作用, siRNA-Survivin2对
细胞的抑制作用较弱; 在siRNA-Survivin-1作用

下, Survivin蛋白表达明显减少(Survivin/β-actin
灰度比为0.21), 抑制率为78.25%, 在s iRNA-
Survivin-2作用下, Survivin蛋白表达也有所减少

(Survivin/β-actin灰度比为0.58), 抑制率为42%. 
总体来讲, 在人胃癌细胞SGC7901和人白血病细

胞K562中均是siRNA-Survivin1的抑制作用较强. 
Xu et al [21]以scAAV vector(Self-Complementary 
Recombinant Adeno-Associated Virus Vector)
介导的2条siRNAs AAV-siMDR28mer和AAV-
siMDR25mer转染人乳腺癌细胞NCI/ADR-RES
和口腔癌细胞KB-C1, 均能降低2种细胞P-gp表
达, 并逆转耐药表型, 同研究表明scAAV vector
介导的s i R N A的抑制作用具有剂量和时间依

赖性, 但是未研究2条s iRNAs的抑制作用是否

有差别. Lu et al [22]为了研究前列腺肿瘤诱导基

因1(prostage tumor-inducing gene 1, PTI-1)在人

类前列腺癌中的作用, 构建了载体介导的3条
siRNAs pSlencer3.1-neo-Yu Lei[YL]1-2, -YL3-4 
and -YL5-6, 分别转染人前列腺癌细胞DU145和
PC3, 研究表明, 仅siRNA pSlencer3.1-neo-YL1-2
可以几乎完全抑制PTI-1在两种细胞中的表达, 
并可以阻止2种前列腺癌细胞的生长, 而且在2
种细胞的作用效果相似.

3392                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年11月28日    第17卷   第33期

靶向同一基因不同靶位点的s i R N A在不

同细胞中作用效果的趋势如何尚未见报道. 本
实验针对高福莲 et al [1]和Peng et al [2]的研究, 为
探讨靶向mdr1不同靶位点的siRNAs对不同细

胞作用效果的趋势如何, 设计靶向mdr1 mRNA
不同靶位点的4条siRNAs, 分别转染胃癌耐药

细胞S G C7901/V C R和人红白血病耐药细胞

K562/A02, 用RT-PCR检测mdr1 mRNA的表

达、免疫组织化学检测mdr1蛋白水平的表达、

流式细胞仪检测细胞内化疗药物的蓄积量、

MTT法检测细胞对ADR的敏感性. 综合mdr1 
mRNA、P-gp表达以及P-gp功能和对ADR耐药

逆转程度4方面结果显示, 对SGC7901/VCR细

胞mdr1介导MDR逆转效果由高到低的siRNAs
依次为mdr1si326、mdr1si2631、mdr1si3071和
mdr1si1513, 这与高福莲[3]的实验结果相一致; 
对K562/A02细胞mdr1介导MDR逆转效果由高

到低的siRNAs依次为mdr1si326、mdr1si2631、
mdr1si3071和mdr1si1513. 针对同一基因不同靶

位点的4条siRNAs在2种肿瘤耐药细胞SGC7901/
VCR和K562/A02中作用效果的趋势相似.
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汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 与

影响因子不同的是, 这个指标不仅考察了引文的数量, 而且考虑了施引期刊的影响力, 即: 某期刊如果越多地

被高影响力的期刊引用, 则该期刊的影响力也越高. 正如Google考虑超链接的来源, 特征因子也充分考虑引文

的来源, 并在计算中赋予不同施引期刊的引文以不同的权重. 特征因子分值的计算基于过去5年中期刊发表的

论文在期刊引证报告统计当年的被引用情况. 与影响因子比较, 期刊特征因子分值的优点主要有: (1)特征因子

考虑了期刊论文发表后5年的引用时段, 而影响因子只统计了2年的引文时段, 后者不能客观地反映期刊论文的

引用高峰年份; (2)特征因子对期刊引证的统计包括自然科学和社会科学, 更为全面、完整; (3)特征因子的计算

扣除了期刊的自引; (4)特征因子的计算基于随机的引文链接, 通过特征因子分值可以较为合理地测度科研人

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-11-28)



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年11月28日; 17(33): 3394-3401
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

饮食调整对非酒精性脂肪肝病的治疗作用及机制

谭 莺, 陈金虎, 张佳妮, 王利娟, 刘慧霞

谭莺, 陈金虎, 张佳妮, 王利娟, 刘慧霞, 中南大学湘雅医院
老年病科 湖南省长沙市 410008
谭莺, 中南大学湘雅医院临床医学专业在读博士, 主要从事代谢
综合征及相关疾病的研究.
国家自然科学基金资助项目, No. 30670945
作者贡献分布:贡献分布: 谭莺与刘慧霞对此文所作贡献均等; 此课题由
谭莺、陈金虎及刘慧霞共同设计; 实验流程操作由谭莺、陈金
虎、张佳妮及王利娟完成; 数据分析由谭莺与刘慧霞完成; 本论
文写作由谭莺与刘慧霞完成.
通讯作者:讯作者:作者:: 刘慧霞, 教授, 410008, 湖南省长沙市湘雅路87号, 中
南大学湘雅医院老年病科. lhx900@yahoo.com.cn
电话: 0731-84327652  传真: 0731-84327652
收稿日期: 2009-09-28 修回日期: 2009-11-02: 2009-09-28 修回日期: 2009-11-022009-09-28   修回日期: 2009-11-02修回日期: 2009-11-02日期: 2009-11-02: 2009-11-022009-11-02
接受日期: 2009-11-09 在线出版日期: 2009-11-28日期: 2009-11-09 在线出版日期: 2009-11-28: 2009-11-09 在线出版日期: 2009-11-282009-11-09   在线出版日期: 2009-11-28在线出版日期: 2009-11-28日期: 2009-11-28: 2009-11-282009-11-28

Therapeutic effects of diet 
change on nonalcoholic fatty 
liver disease 

Ying Tan, Jin-Hu Chen, Jia-Ni Zhang, Li-Juan Wang, 
Hui-Xia Liu

Ying Tan, Jin-Hu Chen, Jia-Ni Zhang, Li-Juan Wang, 
Hui-Xia Liu, Department of Geriatrics, Xiangya Hospital of 
Central South University, Changsha 410008, Hunan Prov-
ince, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, No. 30670945
Correspondence to: Professor Hui-Xia Liu, Department 
of Geriatrics, Xiangya Hospital of Central South Univer-
sity, 87 Xiangya Road, Changsha 410008, Hunan Province, 
China. lhx900@yahoo.com.cn
Received: 2009-09-28    Revised: 2009-11-02
Accepted: 2009-11-09    Published online: 2009-11-28 

Abstract
AIM: To investigate the therapeutic effects of diet 
change on nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) 
and explore potential mechanisms involved.

METHODS: Eighty Sprague-Dawley male rats 
were randomly and equally divided into five 
groups: two normal control groups (NG8 and 
NG12 groups; fed a normal diet for 8 and 12 
weeks, respectively), two high-fat diet groups 
(HG8 and HG12 groups; fed a high-fat diet for 8 
and 12 weeks, respectively), and one diet change 
group (DG group; fed a high-fat diet for 8 weeks 
and a normal diet for another 4 weeks). The glu-
cose infusion rate (GIR) was detected by the eug-
lycemic hyperinsulinemic clamp test. The levels 
of ALT, AST, TG, TC, FFAs, FBS, FIns, TNF-α, 

SOD and MDA in the serum or liver were tested 
using a biochemistry automatic analyzer or by ra-
dioimmunoassay (RIA). The expression of c-Jun 
N-terminal protein kinase 1 (JNK1), insulin recep-
tor substrate-1 (IRS-1) and phospho-IRS-1 Ser307 
(p-IRS-1Ser307) was detected by Western blot. 

RESULTS: Compared with the two matched NG 
groups, the body weight, liver index, the levels 
of ALT, AST, TG, TC, FFAs, FIns and TNF-α in 
the serum and TG, TC, FFAs and MDA in the 
liver increased (all P < 0.05 or 0.01), the level of 
SOD in the liver and GIR decreased (t = 4.88 and 
7.92, respectively; both P < 0.05), and the expres-
sion of JNK1 protein and p-IRS-1Ser307 in the liver 
was upregulated in the two HG groups (t = 4.39, 
5.81; 4.60, and 6.48, respectively). Significant 
differences were also noted in the above param-
eters between the HG8 and HG12 groups (all P 
< 0.05 or 0.01). A positive correlation was found 
between the expression intensity of JNK1 and 
insulin resistance (IR). The fatty degeneration of 
hepatocytes was aggravated in the HG groups 
with the prolongation of feeding time. In the DG 
group, all the above parameters were improved 
but did not return to normal levels as those in 
the NG groups (all P < 0.05). 

CONCLUSION: A rat model of NAFLD and a 
rat model of NASH are established by feeding 
rats a high-fat diet for 8 weeks and 12 weeks, 
respectively. Diet change can improve NAFLD 
induced by a high fat diet. 

Key Words: c-Jun N-terminal kinase; Nonalcoholic 
fatty liver disease; Insulin resistance; High-fat diet; 
Diet change

Tan Y, Chen JH, Zhang JN, Wang LJ, Liu HX. Therapeutic 
effects of diet change on nonalcoholic fatty liver disease. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(33): 3394-3401

摘要
目的: 观察饮食调整对SD大鼠非酒精性脂肪肝
病(NAFLD)的治疗作用, 并探讨其作用机制.

方法: SD大鼠, ♂, 80只, 随机分为8 wk对

®

■背景资料
研究表明, 高脂饮
食是NAFLD发病
的危险因素, 可导
致肥胖及IR, 而IR
是NAFLD发病的
关键环节. 因而肥
胖、IR和NAFLD
之间关系密切. 通
过饮食疗法来减
轻肥胖及IR能有
效地改善NAFLD, 
但具体机制尚未
完全阐明.

■同行评议者
宣世英, 教授, 山
东省青岛市市立
医院肝病内科
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照组(NG 8 wk组)、12 wk对照组(NG 12 wk
组)、8 wk高脂组(HG 8 wk组)、12 wk高脂
组(HG 12 wk组)及饮食调整组(DG组)各16
只. NG组喂饲普通饲料, HG组喂饲高脂饲料, 
DG组喂饲高脂饲料, 8 wk后改普通饲料继续
喂饲4 wk. 正糖高胰岛素钳夹实验检测葡萄
糖输注率(GIR), 放射免疫法和生化法检测血
清及肝匀浆生化指标; Western blot检测肝组
织c-jun氨基末端激酶(JNK)1、胰岛素受体底
物-1(IRS-1)、胰岛素受体底物-1丝氨酸307磷
酸化(phospho-IRS-1Ser307, p-IRS-1Ser307)的表达. 

结果: HG组与同期NG组大鼠比较, 体质量、

肝指数、血清ALT、AST、TG、TC、FFAs、
FIns、TNF-α及肝匀浆TG、TC、FFAs、
MDA均明显升高(P <0.05或0.01), 肝匀浆SOD
降低(t  = 4.88, 7.92); GIR降低(均P <0.05); 肝
组织JNK1蛋白表达、p-IRS1Ser307水平增高(t  = 
4.39, 5.81; 4.60, 6.48), JNK1蛋白表达强度与
胰岛素抵抗呈正相关; HG 12 wk组和HG 8 wk
组大鼠上述各项指标比较, 差异均具有统计
学意义(P <0.05或0.01); 随着喂养时间的延长, 
HG组大鼠肝细胞脂肪变性明显加重; 而DG组
大鼠的上述各项指标均得到明显改善, 但仍未
达到同期NG组大鼠水平(均P <0.05).

结论: 高脂饮食喂养8 wk及12 wk分别能够构
建SD大鼠NAFLD及NASH模型, 仅恢复正常
饮食对于高脂饮食诱导的NAFLD有一定的治
疗作用.

关键词: c-Jun氨基末端激酶; 非酒精性脂肪肝病; 

胰岛素抵抗; 高脂饮食; 饮食调整
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0  引言

非酒精性脂肪肝病(nonalcohol ic fa t ty l iver 
disease, NAFLD)目前已经成为全球最常见的

慢性肝病之一[1-2]. NAFLD的流行与肥胖症患

病率的上升密切相关, 肥胖可引起胰岛素抵抗

(insulin resistance, IR), 而IR是NAFLD发病机制

的中心环节, 因而肥胖、IR和NAFLD之间关系

密切[3-4]. 近年来研究发现, c-jun氨基末端激酶

(c-Jun N-terminal kinase, JNK)信号通路在肥胖

引起的IR中起重要作用, 但JNK信号通路如何

导致IR及NAFLD的发生发展确切机制不明[5-6]. 

高脂饮食等摄入热量过多的不良饮食方式容易

导致肥胖、IR及NAFLD[7-8], 而通过饮食疗法来

减轻肥胖及IR能有效地改善NAFLD, 但具体机

制尚未完全阐明[9-11]. 尽管限制热量摄入的饮食

疗法是有效的, 但目前尚无明确的饮食疗法方

案确立, 研究表明, 过度限制热量摄入的饥饿疗

法虽然减质量的疗效明显, 但却会加重NAFLD
甚至进展为肝纤维化[12]; 而节食对于大多数患

者来说难以坚持, 因而目前需要一种缓和、安

全有效的饮食方案来改善NAFLD. 本研究通过

喂饲SD大鼠高脂饮食构建NAFLD模型后, 改
高脂饮食为正常饮食的方法, 观察饮食调整对

NAFLD的治疗作用并探讨其作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂SD大鼠80只, 体质量150-180 
g, 由中南大学实验动物学部提供. 凯基全蛋白提

取试剂盒(南京凯基生物科技有限公司)、BCA
蛋白浓度测定试剂盒(美国Sigma公司)、JNK1小
鼠IgG mAb、胰岛素受体底物1(insulin receptor 
substrate-1, IRS-1)小鼠mAb、胰岛素受体底物

1丝氨酸307磷酸化(phospho-IRS-1Ser307, p-IRS-
1Ser307)兔多克隆抗体及驴抗鼠二抗、驴抗兔二抗

(美国Santa Cruz公司). 
1.2 方法 
1.2.1 动物模型的建立: 实验动物普通饲料适应

性喂养1 wk后将SD大鼠随机分为正常饮食组

(NG组)32只和高脂饮食组(HG组)48只, NG组喂

饲普通饲料, 其成分如下(按100 g计): 玉米粉32 
g、小麦麸15 g、大豆粉15 g、芝麻饼10 g、面

粉15 g、鸡蛋5 g、骨粉2 g、酵母粉2 g、食盐

1 g、植物油1 g、奶粉2 g、复合维生素0.03 g; 
HG组喂饲高脂饲料, 为普通饲料加2%胆固醇和

14%猪油, 2种饲料均为中南大学实验动物中心

配制[13]. 8 wk末随机从2组中各抽取8只行正糖高

胰岛素钳夹实验技术[14](简称钳夹技术)、另各

抽取8只留取标本做相关指标检测, 称为8 wk对
照组(NG 8 wk组)和8 wk高脂组(HG 8 wk组); 余
下的NG组继续普通饲料喂养4 wk称为12 wk对
照组(NG 12 wk组), 其余HG组再随机分为12 wk
高脂组(HG 12 wk组) 和饮食调整组(DG组)各16
只, HG 12 wk组继续高脂喂养, DG组改以普通

饲料喂养, 均持续4 wk. 于第12周末将各组大鼠

取8只行钳夹技术, 另各抽取8只留取标本做相

关指标检测. 
1 .2 .2  血清及肝匀浆生化指标检测 :  空腹血

■研发前沿
目 前 N A F L D 尚
无有效的治疗方
法 ,  去 脂 药 物 治
疗 周 期 长 ,  不 良
反应大且费用高.  
饮食治疗和运动
结合能有效改善
NAFLD, 但对于
现 代 人 来 说 ,  节
食和长期运动都
难 以 坚 持 ,  而 且
节食过度的饥饿
疗法又缺乏一定
的 安 全 性 .  故 如
何开展NAFLD的
治疗成为亟待解
决的问题.
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糖(fas t ing b lood sugar, FBS)、谷丙转氨酶

(aminotransferase, ALT)、谷草转氨酶(aspartate 
aminotransferase, AST)、甘油三酯(triglyceride, 
TG)、总胆固醇(total cholesterol, TC)均使用全

自动生化分析仪检测. 空腹胰岛素(fast insulin, 
FIns)、肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)检测采用放射免疫法由全自动放射免

疫γ测量仪测定. 超氧化物歧化酶(superoxide 
dismutase, SOD)、丙二醛(malondialdehyde, 
MDA)、游离脂肪酸(free fatty acids, FFAs)采用

全波长分光光度计测定. 
1.2.3 病理学检查: 部分新鲜肝组织以甲醛溶

液固定, 制备冰冻切片及石蜡切片, 采用苏丹

I V染色及H E染色. 判断肝脏脂肪变性程度分

(-)-(++++)4个等级和慢性肝炎组织学活动指数

(HAI)进行评价[15-16]. 
1.2.4 钳夹技术: 采用评价IR的金标准钳夹技术

评价胰岛素敏感性: 大鼠均禁食过夜12 h, 用戊

巴比妥钠1 mg/kg体质量腹腔注射麻醉后, 进行

颈动脉和颈静脉插管并留置. 胰岛素、葡萄糖

分别用2个微电脑数字式微量泵由颈静脉泵入, 
血液标本由颈动脉导管获取. 胰岛素输注率为

10.0 mU/(kg•min), 从颈动脉取血, 用微型血糖

仪检测血糖值, 维持稳态血糖在(基础血糖值±

0.5)mmol/L的范围内, 持续上述过程达2 h完成. 
钳夹实验结束后, 计算灌流2 h的葡萄糖输注率

(GIR), 判断大鼠的胰岛素敏感性. 
1.2.5 Western blot分析: 肝右叶组织100 mg, 4℃
匀浆后提取胞质蛋白, B C A法测定蛋白浓度. 
蛋白变性后, 行聚丙烯酰胺凝胶电泳, 转移至

PVDF膜, 50 g/L脱脂奶粉室温封闭2 h, 分别加入

JNK1抗体(1∶500)、IRS-1抗体(1∶100)、p-IRS 
-1Ser307抗体(1∶100)室温作用2 h, 洗涤后加入

辣根过氧化酶结合的抗鼠IgG(1∶4000)或抗兔

IgG(1∶5000), 作用1 h再洗膜. 然后化学发光试

剂检测, X光片显影. 定量分析采用分子生物学

图像分析系统测定各目的带灰度积分值, 所测

结果为扣除背景的积分吸光度.
统计学处理 计量资料均以mean±SD表示, 

两组间比较, 如数据符合正态分布采用t检验, 如
符合偏态分布则采用秩和检验, 相关分析用秩

相关, P <0.05认为有统计学意义. 采用SPSS14.0
统计软件进行数据处理分析.

2  结果

2.1 大鼠一般情况、体质量及肝指数的变化 实
验过程中各组大鼠均无死亡发生. 与同期NG组

比较, HG组大鼠性情温顺, 不喜动, 毛发蓬乱无

光泽, 大便稀软次数少; 体质量(t值: 5.90、7.92), 
肝指数(t值: 5.75、7.42)均明显升高; HG 12 wk
组大鼠体质量、肝指数均明显高于HG 8 wk组(t
值: 5.05、5.03); DG组体质量、肝指数较HG 12 
wk组明显降低(t值: 3.49、5.51), 但仍高于NG 12 
wk组(t值: 3.79、3.53), 差异均具有统计学意义

(P <0.05或0.01, 表1).或0.01, 表1)., 表1).
2.2 血清及肝匀浆各项指标检测: 与同期N G
组比较, HG组大鼠的ALT(T = 97、t  = 5.49)、
AST(t值: 4.99、5.31)、TG(T = 96、t  = 7.37)、
TC(t值: 2.30、5.86)、FIns(t值: 2.64、3.85)、
FFAs(t值: 3.86、6.61)、TNF-α(t  = 10.53、T = 
100)水平及肝匀浆TG(t值: 7.07、6.18)、TC(T = 
89.5、T = 100)、FFAs(t值: 5.20、6.18)、MDA(t
值: 11.90、17.83)水平均增高, 肝匀浆SOD(t值: 
4.88、7.92)水平降低, 差异均具有统计学意义

(均P <0.05); HG 12 wk组与HG 8 wk组比较以上

各项指标, 除肝匀浆SOD水平降低外其余指标

均增高(血清: ALT: t  = 2.39; AST: t  = 2.26; TG: T 
= 95; TC: t  = 2.19; FIns: t  = 2.61; FFAs: t  = 2.22;  
TNF-α: T = 92. 肝匀浆: TG: t  = 3.14; TC: T = 93; 
SOD: t  = 2.21; MDA: t  = 8.59; FFAs: t  = 2.61); 
DG组与HG 12 wk组比较: 除肝匀浆SOD水平升

高外其余指标均降低(血清: ALT: t  = 4.54; AST: 
t  = 2.73; TG: t  = 4.67; TC: t  = 4.20; FIns: t  = 2.41; 
FFAs: t  = 2.79; TNF-α: T = 90.5. 肝匀浆: TG: t  = 
3.77; TC: t  = 4.15;  SOD: t  = 6.01; MDA: t  = 9.01; 
FFAs: t  = 2.56); 而DG组与NG 12 wk组比较: 除
肝匀浆SOD水平降低外其余指标均升高(血清: 
ALT: t  = 5.35; AST: t  = 3.73; TG: t  = 4.40; TC: t 
= 2.48; FIns: t  = 3.26; FFAs: t  = 4.78; TNF-α: t = 
10.38. 肝匀浆: TG: t  = 6.39; TC: T = 96; SOD: t = 
4.28; MDA: t  = 3.78; FFAs: t  = 3.59), 差异均具有

表 1 各组SD大鼠体质量、肝指数 (n  = 8)

     
分组                 体质量(g)         肝指数

NG 8 wk组       370.38±27.22    2.25±0.25

NG 12 wk组     393.50±27.49    2.35±0.26

HG 8 wk组       443.00±21.71d   2.83±0.14d

HG 12 wk组     513.00±32.63bd   3.54±0.37bd 

DG组         453.50±35.42de   2.74±0.17de

bP<0.01 vs  HG 8 wk组; dP<0.01 vs  同期NG组; eP<0.05 vs  HG 

12 wk组.

■相关报道
Hous t i s  e t  a l 研
究表明TNF-α、
FFAs、氧化应激
反应均可以诱导
I R ,  他们可以特
异性的激活JNK
信 号 通 路 ,  增 加
IRS-1的丝氨酸磷
酸 化 ,  抑 制 酪 氨
酸磷酸化来减弱
IRS-1的活性, 从
而导致IR. 目前认
为 ,  JNK1在肥胖
及IR的发生发展
中起着重要作用.
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统计学意义(均P <0.05); NG 12 wk组与NG 8 wk
组比较以上各项指标, 差异均无统计学意义, 各
组间的FBS比较, 差异均无统计学意义(P >0.05, 
表2-3).
2.3 肝组织病理学变化 肝标本经苏丹Ⅳ及HE染
色, 光镜下显示NG组大鼠肝组织形态学表现正

常, 而HG 8 wk组、HG 12 wk组所有动物肝组织

均出现不同程度的肝细胞脂肪变性, 肝细胞体

积增大, 细胞质内可见大小不等的脂滴空泡, 肝
组织脂肪变性程度与高脂饮食时间相关; HG 8 
wk组为中度脂肪变性; HG 12 wk组为中-重度脂

肪变性并小叶内及汇管区有以单核、淋巴细胞

为主的炎症细胞浸润, 该组中所有大鼠都已进

展为非酒精性脂肪肝炎(nonalcoholic steatohepa-

titis, NASH)阶段. 饮食治疗4 wk后DG组肝脂肪

变性程度较HG 12 wk组减少, 为轻-中度脂肪变

性, HAI积分: DG组 vs  HG 12 wk组: 2.88±0.35 
vs  4.00±0.76, t  = 3.81, P <0.01(图1-2, 表4).
2.4 GIR 与同期NG组比较, HG组大鼠GIR[mg/
(kg•min)]水平明显降低 (HG 8 wk组 vs  NG 8 wk
组: 8.11±1.09 vs  10.77±1.26, t  = 4.52, HG 12 
wk组 vs  NG 12 wk组: 6.31±1.46 vs  10.66±1.24, 
t  = 6.41), HG 12 wk组GIR水平明显低于HG 8 wk
组(t  = 2.79), DG组的GIR水平(7.83±1.06)较HG 
12 wk组升高, 但仍低于NG 12 wk组(t值分别为

2.38、4.91), 差异均具有统计学意义(均P <0.05); 
NG 12 wk组与NG 8 wk组GIR水平比较差异无

统计学意义(P >0.05).

表 2 血清的各项指标 (n  = 8)

      
分组   ALT(U/L)           AST(U/L)         TG(mmol/L)  TC(mmol/L)   FIns(μIU/mL)     FFAs(μmol/L)    FBS(mmol/L)  TNF-α(μg/L)

NG组

    8 wk    53.23±10.18     120.69±13.62    0.70±0.26    1.73±0.42       9.50±2.45     366.13±70.73      5.68±0.83   0.35±0.09

    12 wk  52.00±8.75       123.29±11.47    0.74±0. 25   1.88±0.38     10.17±3.38     381.00±55.42      5.11±0.50   0.36±0.13

HG组   

    8 wk    84.88±14.5a          149.33±8.85a        1.35±0.35a      2.58±0.95a       13.94±4.09a       510.63±78.77a       5.55±0.73   1.06±0.17a

    12 wk  99.31±8.99ac        167.01±20.28ac   2.03±0.43ac    3.48±0.68ac     22.64±8.50ac     601.38±84.37ac     5.40±0.60   1.34±0.30ac

DG组       77.44±10.22ae   144.56±11.34ae   1.24±0.21ae    2.34±0.37ae     15.08±2.59ae    505.38±48.73ae     5.45±0.65   1.11±0.37ae

aP<0.05 vs  同期NG组; cP<0.05 vs  HG 8 wk组; eP<0.05 vs  HG 12 wk组.

图 1 大鼠肝组织的形态学表现(×100). A: NG 8 wk组(苏丹Ⅳ染色); B: NG 12 wk组(苏丹Ⅳ染色); C: NG 8 wk组(HE染色); 

D: NG 12 wk组(HE染色).

A B

C D

■创新盘点
本研究通过喂饲
SD大鼠高脂饮食
构建NAFLD模型
后 ,  改 高 脂 饮 食
为正常饮食的方
法, 观察饮食调整
对NAFLD的治疗
作用, 并探讨其作
用 机 制 ,  试 图 为
NAFLD的治疗提
供理论依据.
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2.5 肝组织JNK1蛋白表达、IRS-1蛋白表达及丝

氨酸磷酸化 与同期NG组比较, HG组大鼠肝组

织JNK1蛋白表达(t  = 4.39、5.81)、p-IRS-1Ser307(t
值: 4.06、6.48)水平增高; 与HG8 wk组比较, HG 
12 wk组的JNK1蛋白表达、p-IRS-1Ser307水平升

高(t  = 2.92、2.47); DG组较HG 12 wk组JNK1蛋
白表达、p-IRS-1Ser307水平降低(t值: 2.41、2.45), 
但仍高于NG 12 wk组(t值: 4.45、6.99), 差异均

具有统计学意义(均P <0.05); 各组间的IRS-1蛋白

表达比较, 差异均无统计学意义(均P >0.05); NG 
12 wk组与NG8 wk组比较以上各项指标, 差异均

无统计学意义(均P >0.05, 图3).
2.6 肝组织J N K1蛋白表达与I R的相关性  将
HG 8 wk组、HG 12 wk组、DG组的GIR与肝

组织JNK1蛋白进行相关性分析后发现: GIR与

JNK1蛋白表达呈明显负相关(Pearson: -0.671, 

图 2 大鼠肝组织脂肪变性. A: HG 8 wk组(苏丹Ⅳ染色×100); B: HG 12 wk组(苏丹Ⅳ染色×100); C: DG组(苏丹Ⅳ染色×

100); D: HG 8 wk组(HE染色×100); E: NG 12 wk组(HE染色×100); F: DG组(HE染色×100); G: HG 12 wk组(苏丹Ⅳ染色×

400); H: HG 12 wk组(HE染色×400).

A B

C D

E F

G H

■应用要点
本研究证实了喂
饲SD大鼠高脂饮
食8 wk可成功构
建NAFLD大鼠模
型, 12 wk可形成
NASH, IR贯穿其
发 病 始 终 ,  而 恢
复正常饮食对于
改善NAFLD, 延
缓其发展有明显
的 效 果 ,  治 疗 有
效 安 全 ,  为 治 疗
N A F L D 提 供 了
理论依据及新途
径, 说明科学合理
的饮食方式等健
康的生活习惯在
NAFLD的防治中
起着重要作用.
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P <0.01); 即JNK1蛋白表达与IR水平呈正相关.

3  讨论

研究表明, 高脂饮食是NAFLD发病的危险因素, 
可导致肥胖及IR, 而IR是NAFLD发病的关键环

节[17-20]. 本研究通过喂饲SD大鼠脂肪占总热量

45%的高脂饲料8 wk成功的构建了NAFLD模

型, 12 wk形成了NASH. 同时观察到NAFLD SD
大鼠体质量、肝指数增高, 并伴有IR、高INS血
症、高脂血症、血清转氨酶升高等代谢特征, 
且随着高脂饲料喂养时间的延长, 以上异常逐

渐加重; 病理切片显示肝脏脂肪变性程度增加, 
呈明显时间依赖性, 以上研究证实高脂饮食可

促进NAFLD的发生发展. 
许多研究表明高脂饮食造成营养过剩, 将

引起体内糖脂代谢产物及自由基的大量堆积, 
这些产物可直接反馈抑制INS所介导的糖脂代

谢. 同时, 机体往往处于炎症或氧化应激状态, 
伴有炎症因子水平升高, 从而激活相应的应激

信号通路包括JNK信号通路等, 干扰INS的信号

转导而导致IR[21-22]. 目前认为, JNK信号通路在

肥胖引起的IR中起关键作用, 在高脂饮食诱导

的肥胖小鼠中INS敏感组织包括肝脏、脂肪等

JNK活性明显升高, 而敲除JNK1基因的高脂饮

食肥胖小鼠IR及肥胖明显减轻, 说明JNK1在肥

胖及IR的发生发展中起着重要作用[5,23-24]. IRS-1
是INS信号通路上的关键蛋白, JNK1与IRS-1
结合后, 导致p-IRS-1Ser307水平增高, 抑制IRS-1
的酪氨酸磷酸化, 从而下调INS信号传导, 导致

IR[25-26]. 本研究结果证实, 正常大鼠的肝组织

JNK1蛋白表达及p-IRS-1Ser307水平较弱, 而以上

指标在高脂饮食诱导的NAFLD大鼠明显增高, 
且JNK1蛋白表达与IR水平呈正相关, 而各组间

肝组织的IRS-1蛋白表达无明显改变, 表明高脂

饮食诱导的NAFLD是通过促进肝组织JNK1增
高, 其与IRS-1结合后通过影响IRS-1的磷酸化功

能, 下调INS信号传导从而导致IR. 
研究表明TNF-α、FFAs、氧化应激反应均

可以诱导IR, 他们可以特异性的激活JNK信号

通路, 增加IRS-1的丝氨酸磷酸化, 抑制酪氨酸

磷酸化来减弱IRS-1的活性, 从而导致IR[27-28]. 本
研究结果显示NAFLD大鼠的TNF-α、FFAs、
MDA水平升高, 而SOD水平降低, 并呈明显时

间依赖性, 说明脂肪因子、脂质代谢异常及氧

化应激反应通过导致IR而参与了NAFLD的发

表 3 肝匀浆的各项指标 (n  = 8)

      
分组                  TG(mmol/L)              TC(mmol/L)           SOD(U/mgpro)      MDA(nmol/mgpro)            FFAs(μmol/gpro)

NG 

     8 wk组             1.61±0.23             0.76±0.44           21.64±3.99            0.72±0.14             408.32±70.73

     12 wk组           1.69±0.15            0.90±0.35           22.03±3.56            0.76±0.27             425.61±61.76

HG 

     8 wk组             3.79±0.84a            1.78±0.89a           13.00±3.03a            3.91±0.75a             598.70±75.75a

     12 wk组           5.48±1.26ac           3.20±0.39ac           10.06±2.23ac            7.98±1.11ac             705.56±87.65ac 

DG组               3.50±0.79ae           2.01±0.71ae           16.04±1.72ae            2.53±1.30ae             580.95±105.87dae

aP<0.05 vs  同期NG组; cP<0.05 vs  HG 8 wk组; eP<0.05 vs  HG 12 wk组.

表 4 各组大鼠肝脂变程度 (n  = 8)

     
分组              

   肝脂变程度

  -             +         ++     +++     ++++

NG 

    8 wk组                 8   

    12 wk组               8          

HG 

    8 wk组                 0           0           7           1          0

      12 wk组             0           0           0           6          2

DG组                 0           3           5           0          0

JNK1

p-IRS-1Ser307

IRS-1

GAPDH

kDa
46

170

170

37

图 3 各组大鼠肝组织蛋白表达. 1: NG 8 wk组; 2: NG 12 

wk组; 3: HG 8 wk组; 4: DG组; 5: HG 12 wk组.

1          2          3          4         5

■同行评价
本研究对于阐明
“饮食调节可改
善脂肪肝”的理
论有一定帮助, 工
作量可观, 然而重
点不够突出.
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生发展过程. 
目前N A F L D尚无有效的治疗方法, 去脂

药物治疗周期长, 不良反应大且费用高. 大量

研究表明 ,  饮食治疗和运动结合能有效改善

NAFLD[29-31], 但对于现代人来说, 节食和长期运

动都难以坚持, 而且节食过度的饥饿疗法又缺

乏一定的安全性, 故本研究采取改高脂饮食为

正常饮食的方法治疗NAFLD大鼠4 wk来观察其

治疗效果. 结果表明: 高脂饮食形成的NAFLD
经饮食调整后能明显减轻体质量, 改善血脂异

常、肝功能损伤、脂肪因子异常、氧化应激反

应及IR水平, 延缓肝脂肪变性的发展, 其机制可

能为正常饮食治疗通过抑制JNK1的活性, 减少

p-IRS-1Ser307水平, 增强IRS-1的功能, 促进INS信
号通路的传导, 进而减弱IR, 同时降低TNF-α、
F F A s水平 ,  减弱氧化应激反应 ,  从而改善

NAFLD. 通过饮食调整可以明显的改善NAFLD, 
但仍无法恢复到正常水平, 要达到完全逆转肝

损害, 可能需视情况合用药物治疗. 
本研究证实了喂饲SD大鼠高脂饮食8 wk可

成功构建NAFLD大鼠模型, 12 wk可形成NASH, 
IR贯穿其发病始终, JNK信号通路与IR密切相

关; 而恢复正常饮食对于改善NAFLD, 延缓其发

展有明显的效果, 治疗有效安全, 为治疗NAFLD
提供了理论依据及新途径, 说明科学合理的饮

食方式等健康的生活习惯在NAFLD的防治中起

着重要作用. 
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本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字作为汉语词素者采用汉字

数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字采用阿拉伯数字, 如

1000-1500 kg, 3.5±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±SD应考虑到个

体的变差, 一般以SD的1/3来定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 平均数波动在百位数, 故应写

成3.6±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也应补

到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则进, 如恰等于5, 则前

一位数逢奇则进, 逢偶(包括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要

小数点, 则应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书写. 如

1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20分50秒起至1985年6月

25日10时30分止, 写作1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 

写作1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:分母≤

100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的阿拉伯数字, 每3位间
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Abstract
AIM: To investigate the effects of acupuncture, 
cisapride and combined acupuncture and 
cisapride on colonic electromyography in rats 
with slow transit constipation 

METHODS: A total of 55 rats were used in the 
study, of which 10 were included in normal 
control group, and 45 were used to induce STC 
by intragastric administration of gradually in-

creasing doses of rhubarb suspension. Then the 
rats underwent acupuncture at ZuSanLi and 
ZhaoHai, cisapride treatment, or combined acu-
puncture and cisapride treatment for 14 days. 
The changes in colonic electromyography were 
examined.

RESULTS: The slow-wave frequency and am-
plitude decreased to 5.47 ± 3.08 beats/min and 
0.33 ± 0.19 mV, respectively, in some STC rats, 
but increased to 26.61 ± 8.99 beats/min and 0.69 
± 0.70 mV, respectively, in some other STC rats 
when compared with normal control rats. In 
STC rats showing decreased slow-wave frequen-
cy and amplitude, the slow-wave frequency and 
amplitude were 8.36 ± 5.55 beats/min and 0.42 
± 0.21 mV in acupuncture-treated rats, 6.84 ± 
3.44 beats/min and 0.20 ± 0.03 mV in cisapride-
treated rats, and 12.37 ± 2.16 beats/min and 0.37 
± 0.05 mV in rats treated with both acupuncture 
and cisapride. In STC rats showing increased 
slow-wave frequency and amplitude, the fre-
quency and amplitude were 20.86 ± 4.25 beats/
min and 0.28 ± 0.06 mV in acupuncture-treated 
rats, 28.42 ± 19.79 beats/min and 0.47 ± 0.26 mV 
in cisapride-treated rats, and 21.20 ± 4.72 beats/
min and 0.46 ± 0.17 mV in rats treated with both 
acupuncture and cisapride.

CONCLUSION: Cisapride alone can only in-
crease slow-wave frequency and amplitude 
in STC rats, while acupuncture alone and 
combined acupuncture and cisapride can bi-
directionally regulate slow-wave frequency and 
amplitude in STC rats.

Key Words: Acupuncture; Cisapride; Slow transit 
constipation; Colonic electromyography; Acupunc-
ture in combination with medicine

Zhou HF, Wang LL, Yi YL, Yu Z, Ju CH, Ma FX. Effects of 
acupuncture, cisapride and combined acupuncture and 
cisapride on colonic electromyography in rats with slow 
transit constipation. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(33): 3402-3407

摘要
目的: 观察针刺、药物西沙必利及二者合用对

®

■背景资料
STC是由结肠传
输功能障碍引起
的一种常见疾病, 
随着人们生活水
平的提高、工作
节奏的加快, 慢传
输便秘的发病率
逐 年 上 升 ,  严 重
影响了人们的生
活质量. 目前, 对
STC的治疗除了
饮食调整、按摩
等一般治疗外, 主
要有各种类型的
通便药、生物反
馈疗法、手术治
疗及中药、针灸
治疗等. 但针灸治
疗STC的实验研
究很缺乏.

■同行评议者
陈 建 杰 ,  主 任 医
师, 上海中医药大
学附属曙光医院
(东部)肝病科 
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■相关报道
已 有 证 据 表 明 , 
STC患者结肠推
进性收缩波数目
减少, 收缩幅度降
低, 也有研究报道
长期服用泻剂的
便秘患者结肠慢
波频率较对照组
升高.

慢传输便秘大鼠结肠肌电的影响, 探讨这3种
治疗方法的效应差异, 以及针药结合的优势.

方法: 55只SD大鼠, 随机取10只作为正常组, 
其余45只用大黄小剂量递增灌胃造模. 测定大
鼠结肠肌电慢波, 分别采用针刺足三里和照
海、药物西沙必利及二者合用治疗14 d, 然后
慢波的变化. 

结果: 与正常大鼠比较, 部分模型大鼠慢波频
率减慢为每分5.47±3.08次, 振幅降低为0.33
±0.19 mV; 部分频率加快为每分26.61±8.99
次, 振幅增高为0.69±0.70 mV. 对频率减慢、

振幅降低型慢波的改变, 针刺组频率和振幅为
每分8.36±5.55次, 0.42±0.21 mV; 药物组频
率和振幅为每分6.84±3.44次, 0.20±0.03 mV; 
针药结合组频率和振幅为每分12.37±2.16次, 
0.37±0.05 mV. 对频率增快、振幅增高型慢
波的改变, 针刺组频率和振幅为每分20.86±
4.25次, 0.28±0.06 mV; 药物组频率和振幅为
每分28.42±19.79次, 0.47±0.26 mV; 针药结
合组频率和振幅为每分 21.20±4.72次, 0.46±
0.17 mV.

结论: 西沙必利只能单向地增快频率、升高
振幅, 而针刺、针刺与西沙必利合用对模型大
鼠频率与振幅的改变具有双向调整的作用.

关键词: 针刺; 西沙必利; 慢传输便秘; 结肠肌电; 针

药结合
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0  引言

慢传输便秘(slow transit constipation, STC)是由

结肠传输功能障碍引起的一种常见疾病, 占功

能性便秘的45.5%[1]. 表现为排便困难、无便意

感或便意感减弱; 每周排便少于2-3次或数天至

数十天排便1次; 排便时间延长, 甚至超过每次30 
min. 随着人们生活水平的提高、工作节奏的加

快, 慢传输便秘的发病率逐年上升, 严重影响了

人们的生活质量. 目前, 对STC的治疗除了饮食

调整、按摩等一般治疗外, 主要有各种类型的

通便药、生物反馈疗法、手术治疗及中药、针

灸治疗等. 但不论是药物或手术治疗, 均会产生

不良反应或痛苦, 这使得针灸治疗越来越受到

重视. 但针灸治疗STC的实验研究很缺乏, 不过

在调节胃肠道功能的相关研究中提示针灸可增

加肠动力[2-4], 还有研究报道针刺可使便秘大鼠

首次排便时间显著缩短, 12 h大便重量和粒数明

显增加, 从而改善便秘大鼠的排便功能. 目前针

对针药结合的研究也正在不断深入和规范, 临
床研究涉及的病种多达90多种, 很多学者认为

针药结合的效应远非针、药单独运用可比. 但
针灸与药物结合后的相互作用规律和机制还不

够清楚. 本研究将关注3种治疗方法对这种异常

改变的作用结果, 考虑针刺或针药结合是否可

以对异常的慢波频率和振幅产生双向的调整作

用; 通过与药物效应的对比, 揭示针刺或针药结

合在治疗STC时表现出的多系统整体调整或其

他效应特征; 利用该药物较为明确的作用机制

和途径, 推测针刺或针药结合的作用机制和途

径; 分析针药结合与单纯针刺、单纯药物治疗

相比是否还具有其他的优势, 从而推动针药结

合临床应用的发展. 
慢波是结肠肌电的表现形式之一, 他是相

对规律的一种周期性电活动, 控制肠道收缩的

节律, 无论肠道收缩与否始终存在. 有研究表明

其频率异常会导致肠道的推进性收缩频率减慢

或收缩不协调, 其振幅降低会导致结肠收缩力

下降, 结果表现为结肠运动无力, 肠道传输功能

迟缓. 近年来的动物实验研究认为, 结肠肌电活

动可作为反映结肠功能的一项客观电生理指标. 
但大多数研究仅仅观察造模后的结肠肌电改变, 
并没有用于某种治疗方法效应的观察. 目前的

慢传输便秘动物实验大多利用接触性泻剂来复

制“泻剂结肠”模型[5-10]. 并且临床上STC患者

绝大多数有长期服用接触性泻剂史, 开始时多

为小剂量偶尔服用, 逐渐演变为长期服用, 到后

期则依靠大剂量泻剂维持排便, 甚至不服泻剂

不排便. 我们用大黄小剂量递增灌胃复制了这

一过程. 模型大鼠在经过14 d的治疗后, 我们检

测了针刺组、西沙必利药物组及二者合用治疗

后大鼠的结肠肌电变化, 旨在从结肠电生理的

角度探讨这3种治疗方法的效应差异, 以及针药

结合的优势. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年SD大鼠55只, 雌雄各半, 体质量

180-200 g, 由上海斯莱克实验动物有限公司提

供; 饲料购自江苏南京汤山; 西沙必利由浙江京

新药业股份有限公司生产; 生大黄购自江苏省

医药公司, 自行打磨成粉, 过200目筛; 环球牌针
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■创新盘点
本研究检测了针
刺组、西沙必利
药物组及二者合
用治疗后大鼠的
结 肠 肌 电 变 化 , 
旨在从结肠电生
理的角度探讨这
3 种 治 疗 方 法 的
效 应 差 异 ,  以 及
针药结合的优势. 
为针灸治疗STC
提供理论依据.

灸针, 0.20 mm×10 mm, 购于苏州环球针灸医疗

器械有限公司; HANS-200E型韩氏穴位神经刺

激仪购自南京济生医疗科技有限公司; RM6240
型多导生理信号采集处理系统、动物恒温手术

台ST-1型、恒温浴槽HSS-1型, 均购自成都仪器

厂; 铜丝电极, 自制, 直径0.5 mm, 长5 cm.
1.2 方法 
1.2.1 大鼠模型的建立及分组: 55只SD大鼠, 随
机取10只作为正常组, 其余45只用大黄小剂量

递增灌胃造模. 所有大鼠均在代谢笼内饲养, 6
只/笼, 予普通干饲料. 在造模阶段, 对除正常组

以外的大鼠, 用生大黄粉开水冲泡制成的混悬

液灌胃, 每日1次, 首次给药剂量为150 mg/(kg·d), 
以后每日的递增剂量为150 mg/(kg·d), 达首次腹

泻剂量1950 mg/(kg·d)后, 维持此剂量至稀便消

失, 此为一个循环, 再按150 mg/(kg·d)的剂量递

增, 如此循环共计60 d, 最终剂量2700 mg/(kg·d). 
停药6 d后, 所有大鼠用活性炭溶液灌胃测首

粒黑便排出时间, 并以大于正常组大鼠首粒黑

便排出时间的均数为标准筛选模型, 共39只造

模成功, 模型的成功率为86.67%. 其中正常组

大鼠首粒黑便排出时间为442.80±97.12 min, 
模型大鼠首粒黑便排出时间为640.00±69.80 
min(P <0.001). 再将39只模型大鼠随机分为模型

组9只、针刺组10只、药物组10只、针药结合

组10只. 各组间体质量、性别、首粒黑便排出

时间无显著性差异. 其中, 模型组大鼠首粒黑便

排出时间为657.11±49.58 min、针刺组大鼠首

粒黑便排出时间为655.00±71.29 min、药物组

大鼠首粒黑便排出时间为660.00±64.81 min、
针药结合组大鼠首粒黑便排出时间为608.56±
75.14 min. 
1.2.2 治疗: 针刺组大鼠俯卧固定后取一侧足三

里、照海(隔日交换对侧), 针灸针刺入后接韩氏

电针仪, 参数为: 0.1 mA, 10 Hz, 连续波, 每天每次

15 min, 并用生理盐水灌胃(5 mL/kg), 连续14 d; 药
物组大鼠用西沙必利溶液灌胃(0.1%, 5 mL/kg), 
并采用与针刺组同样的固定方法固定, 每天1次, 
连续14 d; 针药结合组大鼠针刺足三里、照海, 并
用西沙必利溶液灌胃, 连续14 d, 各参数同上.
1.2.3 结肠肌电的测定: 治疗结束后测定大鼠在

体结肠肌电(治疗和测肌电期间共死亡2只). 具
体步骤为: 大鼠禁食24 h, 200 g/L乌拉坦腹腔注

射麻醉(1 mg/kg), 仰卧固定于恒温手术台上, 水
浴箱40℃恒温, 剪去腹毛, 消毒后纵行切开下腹

部正中, 切口长约2 cm, 暴露回盲部. 在距盲肠2 
cm的结肠系膜缘对侧, 安置一对电极, 两电极相

距不超过1 cm, 肠管放回腹腔, 导线经切口引出

连接RM-6240生物机能实验系统, 腹部切口上覆

盖生理盐水纱布块. 稳定30 min后开始记录, 灵
敏度选择: 标准电压1 mV/cm, 时间常数1 s, 高频

滤波30 Hz, 连续记录1 h. 
1.2.4 结肠肌电活动参数分析: 将每只大鼠的记

录结果, 每3 min作为一个时间段, 分别计算出

频率和振幅的均数、标准差和变异系数, 以正

常大鼠结肠慢波频率为标准, 将模型组、针刺

组、药物组和针药结合组大鼠分别分为频率减

慢组、频率增快组, 再将各组频率和振幅的均

数、标准差和变异系数进行方差齐性检验和单

因素方差分析. 慢波频率变异系数 = (慢波频率

标准差/慢波频率均数)×100%; 慢波振幅变异系

数 = (慢波振幅标准差/慢波振幅均数)×100%.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 采用单

因素方差分析进行统计学处理, 统计程序采用

SPSS11.5. P <0.05表示有显著性差异.

2  结果

2.1 慢传输便秘大鼠的结肠肌电变化 通过测定

并比较正常组和模型组大鼠的结肠肌电, 发现

正常大鼠结肠慢波表现为不规则的近似正弦

波样曲线, 少数有切迹, 呈双峰型, 频率为每分

钟 13.76±1.89次, 振幅为0.44±0.16 mV(图1A). 
STC模型大鼠的结肠肌电呈双向变化: 其中有5
只频率明显减慢为每分钟5.47±3.08次, 振幅降

低为0.33±0.19 mV; 有4只频率明显加快为每分

钟26.61±8.99次, 振幅增高为0.69±0.70 mV, 但
幅值不等, 节律不规则(图1B-C, 表1).
2.2 针刺、药物对STC大鼠结肠肌电的影响 对
模型大鼠分别采用针刺、药物、针药结合进行

治疗, 14 d后测首粒黑便排出时间和结肠肌电. 
(1)针刺组有4只频率减慢为每分钟8.36±5.55
次, 振幅增高为0.42±0.21 mV, 波形规整, 首粒

黑便排出时间为461.75±126.81 min; 5只频率

增快为每分钟20.86±4.25次, 振幅降低为0.28
±0.06 mV, 首粒黑便排出时间为478.20±96.07 
min. (2)药物组有5只频率减慢为每分钟6.84±
3.44次, 振幅降低为0.20±0.03 mV, 首粒黑便排

出时间为610.00±234.62 min; 5只频率增快为每

分钟28.42±19.79次, 振幅降低为0.47±0.26 mV, 
首粒黑便排出时间为498.60±287.11 min. (3)针
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药结合组有4只频率减慢为每分钟12.37±2.16
次, 振幅增高为0.37±0.05 mV, 首粒黑便排出时

间为427.75±52.46 min; 5只频率增快为每分钟

21.20±4.72次, 振幅增高为0.46±0.17 mV, 首粒

黑便排出时间为460.00±85.02 min(图2, 表1-2).
3  讨论

结肠平滑肌的电活动主要表现为2种: 一为基本

电节律, 也称为慢波或电控制活动(ECA), 另一

种为动作电位, 又称快波或峰电位. 慢波是相对

规律的一种周期性电活动, 又有起步电位之称, 
不论肠管收缩与否始终存在. 虽然慢波不能像

动作电位那样引起平滑肌的收缩, 但他是结肠

1 mV

0 mV

-1 mV

A

1 mV

0 mV

-1 mV

B

1 mV

0 mV

-1 mV

C

图 1 正常大鼠和模型大鼠结肠肌电. A: 正常大鼠; B: 模型

大鼠频率加快组; C: 模型大鼠频率减慢组.

表 1 大鼠结肠慢波频率与振幅

     
分组    n  频率(次/min)   变异系数(%)   振幅(mv)   变异系数(%)

正常组  10 13.76±1.89 19.63±10.43 0.44±0.16 22.12±8.77

模型组

    频率减慢   5   5.47±3.08ae 38.25±18.94a 0.33±0.19 33.55±16.89

    频率增快   4 26.61±8.99a 23.15±23.92 0.69±0.70 47.86±47.12a

针刺慢频组   4   8.36±5.55a 26.14±8.37 0.42±0.21 28.35±11.33

药物慢频组   5   6.84±3.44ae 24.03±6.94 0.20±0.03ac 29.41±11.38

针药慢频组   4 12.37±2.16 23.99±11.13 0.37±0.05 27.23±9.18

针刺快频组   4 20.86±4.25 34.78±32.11 0.28±0.06 31.07±10.45

药物快频组   5 28.42±19.79a 11.99±10.04 0.47±0.26 27.61±11.49

针药快频组   5 21.20±4.72 24.61±12.90 0.46±0.17 24.14±10.92

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  针刺组; eP<0.05 vs  针药结合组.

图 2 治疗后大鼠结肠肌电. A: 针刺慢频组; B: 药物快频组; 

C: 针药结合慢频组.

1 mV

0 mV

-1 mV

C

1 mV

0 mV

-1 mV

A

1 mV

0 mV

-1 mV

B

表 2 治疗后各组大鼠首粒黑便排出时间 (min)

     
分组  频率减慢组      n           频率增快组              n

正常组           400.75±68.22   10 

模型组           661.60±206.54ae     5      622.50±253.05a            4

针刺组           461.75±126.81     4      478.20±96.07            5  

药物组           610.00±234.62a     5      498.60±287.11            5

针药组           427.75±52.46     4      460.00±85.02            5

aP<0.05 vs  正常组; eP<0.05 vs  针药结合组.

■应用要点
本研究表明, 西沙
必利只能单向地
增快频率、升高
振幅, 而针刺、针
刺与西沙必利合
用对模型大鼠频
率与振幅的改变
具有双向调整的
作用, 从结肠动力
的角度研究了针
刺与西沙比利的
效应差异.
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平滑肌动作电位的基础, 只有当慢波的电位去

极化达到一定水平时, 才会引发动作电位并发

生扩布. 动作电位才是产生结肠推进性收缩的

主要始动因素. 所以, 相应平滑肌位相性收缩(相
对于张力性收缩)的节律, 就与该部位的慢波节

律相同, 结肠慢波的频率和振幅也就可以作为

反映结肠功能的一项客观电生理指标. 在人的结

肠[6], 其收缩分为短收缩和长收缩, 慢波控制的是

短收缩, 短收缩的频率, 也就是慢波的频率为每

分钟2-13次. 诸多动物实验也表明, 正常大鼠的

慢波频率为每分钟13±1次, 波形为不规则的近

似正弦波样曲线, 少数有切迹, 呈双峰型.
已有证据表明, STC患者结肠推进性收缩波

数目减少, 收缩幅度降低[11], 也有研究报道长期

服用泻剂的便秘患者结肠慢波频率较对照组升

高(P <0.05)[12]. 表明慢波频率的异常会导致肠道

的推进性收缩频率减慢或收缩不协调, 振幅的

降低会导致结肠收缩力下降, 结果表现为结肠

运动无力, 肠道传输功能迟缓. 
大黄口服10-12 wk, 停药后可引起肌间丛

神经及肌间丛Cajal间质细胞变性, 导致结肠肌

电慢波频率异常, 形成“泻剂结肠”[13]. 我们采

用大黄小剂量递增灌胃复制了“泻剂结肠”模

型, 结果模型大鼠结肠慢波与正常组出现了显

著性差异, 表现为双向变化: 一类为频率减慢、

振幅降低; 另一类为频率增快、振幅增高, 振幅

的变异系数亦增高. 我们用活性炭溶液灌胃来

模拟临床的结肠传输试验, 结果模型大鼠的首

粒黑便排出时间延长到了640.00±69.80 min, 
与正常组比较P <0.05, 表明我们用大黄灌胃造

出的模型符合S T C结肠肌收缩力下降的改变. 
从结肠肌电角度分析, 发现不仅慢波频率减慢

会造成慢传输便秘, 慢波频率的增快和节律的

不规则, 也会引起动作电位发放频率不规整, 使
有效的推进性收缩减少, 从而造成了结肠的慢

传输. 
西沙必利是5-HT4受体激动剂, 通过作用于

消化系平滑肌肌间神经丛的神经元受体, 增加

胆碱能神经纤维末端释放乙酰胆碱的时间和数

量, 由于乙酰胆碱可以增加慢波的振幅、增加

动作电位的发生率[6], 因此西沙必利可以缩短胃

肠通过时间, 增加排便次数[14]. 从我们的实验结

果看, 西沙必利对STC的治疗是有效的, 但效应

不如针刺、针药结合. 而且西沙必利对发生双

向改变的模型大鼠结肠肌电慢波, 只能单向地

增快频率、降低振幅, 不能减慢模型大鼠增快

的慢波频率, 也不能增高模型大鼠降低的振幅. 
综合分析频率、振幅、变异系数以及首粒

黑便排出时间的结果, 针刺、针药结合对STC
都有很好的疗效, 也都体现出了双向调整的特

性. 使发生双向改变的模型大鼠结肠肌电慢波

的频率、振幅都能向着正常值的方向恢复: 对
频率减慢、振幅降低的结肠慢波可以增快频

率、升高振幅; 对频率增快、振幅增高的结肠

肌电慢波可以减慢频率、降低振幅. 并且, 针刺

结合西沙必利STC, 其效应始终优于单纯药物

或单纯针刺, 通过对变异系数的分析, 表明其

疗效是普遍而稳定的. 因为针刺的作用途径不

是单一的, 他是一种非特异性、多系统、多靶

点的治疗手段, 对多种胃肠激素和神经递质、

Cajal间质细胞、肠神经系统都会产生作用, 具
有整体调整的特性.

本实验只从结肠动力的角度研究了针刺与

西沙比利的效应差异, 但排便障碍是一个复杂

病理过程的最终表现, 除了存在肠运动问题, 还
存在排便感觉的异常. 西沙必利是促动力剂, 可
以增快胃肠道的蠕动, 改善便秘, 但针刺与西沙

必利在影响排便困难的感觉方面是否有差异, 
这还有待进一步研究.
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Abstract
AIM: To investigate the clinicopathological 
characteristics and immunohistochemical 
features of tumor-infiltrating lymphocyte (TIL) 
in colorectal cancer, and analyze the correlations 
between the presence of massive TIL and 
various pathological parameters in colorectal 
cancer.

METHODS: The histopathological features of 
tumor-infiltrating lymphocytes in 370 cases of 
colorectal cancer were detected by light mi-
croscopy and immunohistochemistry. The cor-
relations between the presence of massive TIL 

and various clinicopathological parameters in 
colorectal cancer were then analyzed. 

RESULTS: Of 370 cases of colorectal cancer de-
tected, 303 (81.9%) showed mild infiltration of 
scattered lymphocytes, and 67 (18.1%) showed 
massive lymphocyte infiltration. The majority 
of lymphocytes were infiltrated into both the 
stromal and epithelial components of carcinoma. 
TIL were often distributed around cancer tissue, 
and separated cancer tissue from normal tissue. 
Immunohistochemical staining showed that TIL 
were mainly composed of CD3+ T cells, CD20+ 
CD79α+ B cells, and CD56+ natural killer cells. 
T-cell-restricted intracellular antigen-1 (TIA-1) 
was strongly expressed in TIL. Massive lym-
phocyte infiltration was correlated with tumor 
differentiation, invasive depth and lymph node 
metastasis in colorectal cancer (χ2 = 4.954, 11.240, 
12.768; P = 0.026, 0.001, 0.000, respectively). 

CONCLUSION: The clinicopathological char-
acteristics of tumor-infiltrating lymphocytes in 
colorectal cancer vary significantly. The presence 
of massive tumor-infiltrating lymphocytes is a 
positive prognostic factor for colorectal cancer.

Key Words: Colorectal cancer; Tumor-infiltrating 
lymphocytes; Immunohistochemistry; Clinicopa-
thology

Qin Y,  Geng JS,  Zhang DC. Clinicopathological 
characteristics of tumor-infiltrating lymphocytes in 
colorectal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(33): 3408-3413

摘要
目的:  探讨结直肠癌中肿瘤浸润淋巴细胞
(TIL)的临床病理和免疫组织化学特征, 及大
量TIL与各病理因素的关系.

方法: 利用光镜和免疫组织化学法对370例
结直肠癌中的肿瘤浸润淋巴细胞进行组织病
理学观察, 并分析对比其与各临床病理因素
的相关性. 

结果: 81.9%的结直肠癌中可见淋巴细胞散在

®

■背景资料
肿瘤浸润性淋巴
细胞(TIL)是一种
有效的抗肿瘤效
应细胞. 且他在体
外杀伤肿瘤细胞
具有一定的特异
性,而且, TIL需要
少量 IL-2就可维
持其体内抗肿瘤
效应, 是继LAK细
胞后的又一代高
效抗瘤效应细胞. 
近年在动物肿瘤
模型和临床应用
研究中取得一定
成就, 因而在肿瘤
过继免疫治疗中
的作用受到重视.

■同行评议者
姜慧卿, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化科
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分布, 数量少, 18.1%却可见大量的淋巴细胞, 
并有一定的临床病理特征. 大量的TIL部分侵
入肿瘤实质而部分位于肿瘤组织周围. 免疫组
织化学染色显示, 肿瘤浸润淋巴细胞主要是由
CD3+ T细胞、CD20+、CD79α+B细胞、浆细
胞和CD56+NK细胞构成, 其中细胞毒性TIA-1
均有较高的表达, 并伴有大量淋巴细胞浸润与
肿瘤组织的分化程度、浸润深度及淋巴结转
移有关(χ2 = 4.954, 11.240及12.768; P  = 0.026, 
0.001及0.000).

结论: 结直肠癌组织中TIL的病理形态差异较
大并与临床病理因素相关. 在结直肠癌中伴有
大量肿瘤浸润淋巴细胞存在时有积极的意义. 

关键词: 结直肠癌; 肿瘤浸润淋巴细胞; 免疫组织化

学; 临床病理
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0  引言

肿瘤的临床病理研究日益重要, 直接与疾病的

诊断、治疗方案和预后相关. 在肿瘤的病理研

究中发现病变部位有免疫细胞的存在. 曾推测

淋巴细胞渗入到肿瘤组织内是体内免疫系统

抵抗肿瘤的一种现象, 提出肿瘤浸润性淋巴细

胞(tumor infiltrating lymphocyte, TIL)的初始概

念. 此后, 经免疫组织化学研究证实TIL的存在. 
Rosenberg et al [1]在动物肿瘤模型上以及临床应

用方面研究TIL的抗瘤活性, 使开展免疫生物疗

法治疗临床恶性肿瘤患者具有可行性. 而在肿

瘤的临床病理研究中, 不同的组织器官及不同

的病理类型中免疫细胞特别是TIL存在着细胞

成分及表型的差异性. 本研究通过对370例结直

肠癌进行组织病理特征观察, 了解TIL的组织病

理特点, 并分析各病理相关因素和肿瘤浸润性

淋巴细胞的关系. 为肿瘤过继免疫治疗研究提

供一些病理基础.

1  材料和方法

1 . 1  材 料  哈尔滨医科大学附属肿瘤医院

2007-2008年结直肠癌370例, 所有病例均经HE染
色证实为结直肠癌, 且术前均未接受过抗炎药治

疗及放、化疗或其他抗肿瘤治疗. 其中男290例, 
女80例, 年龄34-71岁. 所有标本均经40 g/L甲醛

溶液固定24 h后取肿瘤中心部分制成蜡块, 连续

4 μm切片. 分别用于HE和免疫组织化学染色. 鼠

抗人mAb CD3、CD4、CD8、CD20、CD79α、

CD56、TIA-1以及检测试剂盒和DAB显色试剂

盒均来自北京中杉金桥生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 HE染色和免疫组织化学染色步骤: 石蜡包

埋, 4 μm切片, 常规脱蜡, 进行HE染色. 应用免疫

组织化学MaxVisionTM法染色. 石蜡切片常规脱

蜡和水化后, 浸于EDTA液(pH9.5), 高压修复组

织抗原20 min. PBS洗涤; 封闭内源性过氧化物

酶; PBS洗涤; 第一抗体孵育过夜; PBS洗涤; 第
二抗体MaxVisionTM试剂孵育10 min; PBS洗涤; 
DAB显色; 蒸馏水冲洗; 苏木素复染; 梯度乙醇

脱水; 二甲苯透明; 中性树胶封片. 以PBS液代替

一抗作为阴性对照. 用已知阳性淋巴结切片作

阳性对照.
1.2.2 形态观察: 病理形态学观察和免疫组织化

学检测. 每例首先在低倍镜下(×100)观察肿瘤

组织的分化程度、浸润深度、淋巴结转移以及

肿瘤浸润淋巴细胞分布情况等临床病理特征. 
然后在高倍光镜下(×400), 观察肿瘤组织周围

浸润淋巴细胞的组织病理特征及免疫表型.
统计学处理 全部资料均采用SPSS13.0统计

软件进行分析, 计数资料采用χ2检验.  P <0.05表
示差异有显著意义.

2  结果

2.1 TIL在结直肠癌中的组织病理特征 结直肠癌

中浸润性免疫细胞以淋巴细胞为主(淋巴细胞核

相对很大, 细胞质极少. 核内染色质多, 染色较

深. 核圆形深染, 核周围浅染, 胞质蓝灰色. 在高

倍镜下可以识别, 并且通过免疫组织化学CD3、免疫组织化学CD3、CD3、
CD20、CD79α、CD56确定和分类). 观察肿瘤

浸润淋巴细胞的组织病理学特征, 发现肿瘤组

织浸润淋巴细胞的数量和分布情况有很大的差

异. 81.9%例病例(303/370)中可以看到淋巴细胞

散在分布, 数量少, 有时在一个高倍视野甚至看

不到淋巴细胞(图1A). 部分可以散在分布正常

组织中或是肿瘤坏死组织里. 但有18.1%例病例

(67/370)中却可以见到大量的淋巴细胞(TIL≥50
淋巴细胞/100肿瘤细胞), 并有一定的临床病理

特征. 大量的TIL存在有一部分侵入肿瘤实质而

部分位于肿瘤组织周围, 浸润在肿瘤组织中和

周围, 呈弥漫片状分布(图1B). 常围绕癌组织并

将癌组织与正常组织分离, 空隙样存在, 与正常

组织界线较清晰(图1C). 这种病理现象的形成不

是单有TIL, 较多时候是TIL和大量的中性粒细

■研发前沿
近年来, TIL与肿
瘤的关系日益受
到人们的重视, 应
用TIL进行肿瘤免
疫治疗的研究也
成为热点.
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胞、嗜酸性粒细胞共同完成(图1D). (中性粒细

胞胞质淡红色, 胞核幼稚型的呈杆状或马蹄形, 
成熟的呈分叶状, 三叶的较多见. 嗜酸性粒细胞

直径13-15 μm, 胞质内充满粗大、整齐、均匀、

紧密排列的砖红色或鲜红色嗜酸性颗粒, 遮光

性强. 细胞核的形状与中性粒细胞相似, 通常有

2-3叶). 与TIL在一起形成了一定特点的大量免

疫细胞的病理分布.
2.2 TIL免疫组织化学特征 肿瘤浸润淋巴细胞主

要是由CD3+ T细胞, CD20+、CD79α+B细胞、浆

细胞和CD56+NK细胞构成. 其中细胞毒性TIA-1
均见有较高表达. CD3+ T细胞以CD8+细胞为主, 

图 1 TIL在结直肠癌中的组织病理特征. A: 高倍视野甚至看不到淋巴细胞(×400); B: 浸润在肿瘤组织间质中及周围(×100); 

C: 将癌组织与正常组织分离, 空隙样存在(×400); D: 可见大量的嗜酸性粒细胞(×400).

A B

C D

图 2 TIL免疫组织化学特征. A: CD3+ T细胞(×400); B: CD79α+B细胞, 浆细胞(×100); C: TIA-1有较高表达(×400); D: 

CD8+细胞(×400).

A B

C D

■创新盘点
近 来 关 于 T I L 在
肿瘤的临床试验
和免疫治疗方面
的 研 究 较 多 .  而
对其临床病理特
征的研究及其意
义较少并有分歧. 
本研究针对结直
肠 癌 中 T I L 进 行
组织病理及免疫
组织化学特点分
析 研 究 ,  并 探 讨
了大量浸润淋巴
细胞对肿瘤组织
的影响和关系.
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CD4+细胞较少(图2).
2.3 临床病理因素分析 对370例结直肠癌组织的

各种临床病理因素进行观察. 根据肿瘤浸润淋

巴细胞的情况把病例分为伴有大量淋巴细胞浸

润(TIL≥50淋巴细胞/100肿瘤细胞)和无大量淋

巴细胞浸润(TIL<50淋巴细胞/100肿瘤细胞). 有
无大量淋巴细胞浸润与肿瘤分化程度、淋巴结

转移和浸润深度有统计学意义(P <0.05或0.01).或0.01).). 
而与年龄和性别无统计学意义(P >0.05, 表1).

3  讨论

在许多疾病中均可以见到淋巴细胞等炎性细胞

浸润. 是机体对内外因素影响的免疫反应, 其
有保护也有破坏作用. 在免疫性疾病中起到重

要作用. 随着肿瘤免疫治疗的研究, 发现TIL体
外杀伤肿瘤细胞具有一定的特异性, 而且, TIL
需要少量IL-2就可维持其体内抗肿瘤效应[2], 与
LAK细胞比较TIL具有更强抗肿瘤活性. TIL具
有较强的杀伤力, 主要是TIL更具有识别肿瘤细

胞的能力. TIL细胞的临床应用是继LAK细胞疗

法之后的杀伤自体瘤细胞的又一种免疫疗法. 
Rosenberg et al , Dudley et al应用TIL静脉回输并

联合IL-2、CTX治疗恶性黑色素瘤, 达到部分或

完全消退[1-3]. Rosenberg实验室采用TIL对化疗无

效的晚期恶性黑色素瘤患者行免疫替代疗法治

疗, 结果获得部分缓解和混合性疗效. 国内学者

报道, 肝癌患者手术后, 采用TIL辅助治疗可以

缓解病人临床症状. 王志勇 et al [4]发现TIL在细

胞因子, 特别是IL-2协同下, 瘤灶内注射的局部

免疫疗法, 具有较强的抗膀胱癌效应, 并显著提

高了机体全身抗瘤免疫功能.
目前, 临床应用的TIL细胞主要来源于手术

切除或活检所得的瘤体组织、癌性胸水、腹水

中淋巴细胞及转移淋巴结. 国内外实验室分离

培养TIL方法很多, 大多采用淋巴细胞分离液进

行非连续密度梯度离心法.
肿瘤浸润淋巴细胞是继LAK细胞后的又一

代高效抗瘤效应细胞. 尽管有着许多优点, 但是

TIL的免疫治疗仍有诸多不足, 有效率仍不高. 
这可能与肿瘤的免疫逃逸及个体差异有关. 在
肿瘤的临床病理中发现的TIL的相关病理特征

在不同组织器官、不同肿瘤来源及不同的病理

分型均存在较大的差异性. 其存在的意义也有

较大的争议.
本试验发现在结直肠癌组织TIL的病理形

态同样差异很大, 大多数病例的病理中的只能

见到少量或缺乏TIL. 370例中303例(81.9%)看
到淋巴细胞散在分布, 数量少, 有时在一个高

倍视野甚至看不到淋巴细胞. 部分可以散在分

布正常组织中或是肿瘤坏死组织里. 这与恶性

肿瘤患者的免疫系统在肿瘤局部和全身都处于

耐受或缺陷状态相一致. 肿瘤在体内经历了多

因素、多步骤长期发展变化过程, 其抗原也经

历了人体免疫系统的筛选, 肿瘤相关抗原基本

上被自体免疫系统默认为自身抗原, 形成严密

的耐受[5]. 肿瘤细胞能直接使与之接触的T细胞

朝着Th2方向极向化, 并促进遭遇的T细胞产生

IL-4 ,下调IFN-γ的产生, 产生Th2样免疫. Sheu认
为这种作用主要由IL-10介导, TGF-β仅起协同

作用[6]. Fas/FasL系统: 近年的研究发现FasL在肿

瘤细胞表达增加与肿瘤免疫抑制有密切关系[7-8].   
但研究发现有些病例67例(18.1%)中却可

以见到大量的淋巴细胞, 并有一定的临床病理

特征. 有一部分侵入肿瘤组织内而另一部分位

于肿瘤组织周围弥漫片状分布. 这种病理现象

的形成不是单有TIL, 常常是由TIL和中性粒细

胞、嗜酸性粒细胞共同完成. 浸润在肿瘤组织

中和周围. 呈弥漫片状分布. 常围绕癌组织并将

癌组织与正常组织分离, 空隙样存在. 与正常组

织界线较清晰. 伴有大量淋巴细胞浸润与肿瘤

组织的分化程度、浸润深度和淋巴结转移有关

(P <0.05或0.01). 有其存在时肿瘤组织的分化程

度较好, 浸润深度浅和淋巴结转移少. 此现象这

表 1 TIL浸润与临床病理参数

     
临床病理             

n
      伴有大量TIL浸润       

χ2值           P 值
参数                                  有         无        

年龄(岁)

    <60               234       45       189         0.541       0.462

    ≥60             136       22       114

性别

    男                 290       50       240         0.679       0.410

    女                   80       17         63

浸润深度    

    未及浆膜       133       36         97       11.240       0.001

    浆膜或以外   237       31       206

组织分化

    高中             170        39       131         4.954       0.026

    低                 200       28       172

淋巴结转移

    有                 149       14       135       12.768       0.000

    无                 221       53       168

合计                 370        67       303

■应用要点
本 研 究 提 示 ,  结
直 肠 癌 组 织 中
T I L 的 病 理 形 态
差异较大并与临
床病理因素相关. 
伴有大量肿瘤浸
润淋巴细胞存在
时有积极的意义. 
为肿瘤的过继免
疫治疗研究提供
了一些病理基础.
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也说明了TIL的抗肿瘤特性. 这与TIL中存在大

量效应细胞有关. 而与年龄和性别无统计学意

义(P >0.05), 这可能是受住院病例多已是中晚期

影响. 免疫组织化学显示, 主要是由CD3+ T细胞, 
CD20+、CD79α+B细胞、浆细胞和CD56+NK
细胞组成. 其中细胞毒性TIA-1均见有较高表达. 
并且CD3+ T细胞以CD8+细胞为主, CD4+细胞较

少. CD4+/CD8+ T细胞比值小于1. CD4+/CD8+ T细
胞比值在机体免疫反应及免疫调节中具有重要

作用, 其变化反映出机体免疫状态的变化[9]. 已
有研究显示TIL中CD3+ T细胞与较好的临床预

后有关, 尤其是在肿瘤实质中出现[10-11]. 特别是

CD8+ T细胞亚群[12-15], 提示细胞毒性淋巴细胞在

肿瘤免疫中起重要作用. 此外在病例中可以见

到大量中性粒细胞和嗜酸性粒细胞, 他们一方

面通过自身作用, 另一方面还可以通过调节淋

巴细胞活性而发挥抗肿瘤效应[16]. 可见机体抗肿

瘤是有多种免疫细胞共同来完成.
TIL细胞杀伤肿瘤细胞主要依赖其中的CTL

细胞的有效激活和有效行使功能. T细胞转化为

效应细胞, 需要有2个刺激信号, 第一激活信号

由TCR与抗原肽-MHC分子复合物结合提供; 第
二激活信号由T细胞上的CD28与抗原提呈细胞

(APC)上B7分子结合提供[17]. 通过该途径杀伤肿

瘤细胞机制目前已清楚, 另外研究证明TIL杀伤

肿瘤还有3条途径: (1)Fas介导的细胞凋亡, 其主

要机制为淋巴细胞通过表面的Fas配体(FasL)与
靶细胞上的Fas结合, 引起细胞DNA片段化, 导
致细胞发生凋亡; (2)穿孔素/颗粒酶B介导的细

胞凋亡; (3)TIL分泌一些细胞因子如TNF-α、
IFN-γ等介导的细胞溶解与凋亡, 该途径可通过

释放颗粒或直接细胞接触杀伤靶细胞[18].
是否每个患者都适合TIL的免疫治疗有待

进一步研究. 本试验研究在结直肠癌中伴有大

量肿瘤浸润淋巴细胞存在(特别是形成一定的

病理组织特点)时有积极的意义. 并发现大多的

肿瘤组织中的浸润淋巴细胞较少, 细胞免疫显

然已经不能对肿瘤细胞起到杀伤作用或者肿瘤

细胞对TIL免疫逃逸, 此时提取的TIL体外培养

回输治疗是否还会有效有待进一步临床试验研

究. 是否要与临床相关病理因素结合有待探讨

价值.
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Abstract
Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) refers 
to a wide spectrum of disorders that range from 
simple steatosis to steatohepatitis, advanced 
fibrosis, and cirrhosis. NAFLD is associated 
strongly with the components of metabolic syn-
drome, such as obesity, diabetes and insulin 
resistance. To date, the pathogenesis of NAFLD 
has not been well elucidated, and few effec-
tive therapeutic approaches for NAFLD are 
available. The development of animal models 
of NAFLD can enhance our understanding of 
its pathogenesis. In this article, we will review 
the recent advances in animal models currently 
available for studying NAFLD.
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摘要
非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是包括单纯性脂肪肝、脂肪
性肝炎、脂肪性肝纤维化及肝硬化的一组疾
病, 与肥胖、糖尿病、胰岛素抵抗等代谢综合
征的相关组分关系密切. NAFLD的发病机制
目前尚未完全阐明, 治疗上也缺乏有效措施, 
建立高质量的动物模型有助于对疾病的深入
研究. 本文综述了常用NAFLD动物模型的特
点及研究进展. 

关键词: 脂肪肝, 非酒精性; 动物模型

申川, 高健, 赵彩彦. 非酒精性脂肪性肝病动物模型研究进

展. 世界华人消化杂志  2009; 17(33): 3414-3419

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/3414.asp

0  引言

非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是一系列除外酒精和其他明确

损肝因素所致的, 以肝实质细胞脂肪堆积为主

要特征的疾病, 可从单纯性脂肪肝经非酒精性

脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, NASH), 
发展为肝纤维化, 甚至导致肝硬化、肝细胞癌

(hepatocellular carcinoma, HCC)或肝功能衰竭

等终末期肝病[1]. 流行病学资料显示, NAFLD不

单纯是肝脏疾病, 而是肥胖、高脂血症、胰岛

素抵抗等代谢综合征相关组分在肝脏的集中体

现[2], 其中胰岛素抵抗和遗传易感性与其发病

密切相关. 近年来, 随着生活水平的提高及饮食

结构的改变, NAFLD在我国已成为仅次于病毒

性肝炎的第二大慢性肝病, 但其发病机制尚未

完全阐明, 治疗上也缺乏有效措施. 因此, 建立

稳定可靠, 与人类病变相似, 疾病谱完整; 具备

代谢综合征相关组分表现, 能更好地模拟人类

NAFLD时全身代谢紊乱背景; 模型形成率高, 死
亡率低, 可重复性好; 造模方法简便易行, 对试

验人员无害, 价格低廉; 造模终止后组织学病变

®

■背景资料
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肝炎的第二大慢
性肝病, 但其发病
机制尚未完全阐
明, 治疗上也缺乏
有效措施. 国内外
学者经过数十年
的努力, 使NAFLD
动物模型的研究
有了很大进展, 许
多动物模型已用
于NAFLD发病机
制及药物防治的
研究中, 并取得一
定成绩, 但至今仍
缺乏能涵盖人类
NAFLD整个疾病
谱的单一动物模
型. 因此, 建立理想
的动物模型成为
亟待解决的问题.
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逆转缓慢, 便于进行药物干预实验的NAFLD动

物模型成为亟待解决的问题. 目前, 国内外用于

科学研究的NAFLD动物模型主要包括3类: 一类

为基因敲除或基因突变模型; 一类为营养、药

物或毒物诱发模型; 另一类则为复合模型(联合

应用基因模型和营养模型)[3]. 三类模型的主要

原理均集中在肝内脂肪酸摄入、合成、酯化与

氧化分解、输出的不平衡上.  

1  基因敲除或基因突变模型

1.1 ob/ob小鼠和db/db小鼠(或fa/fa大鼠)模型 ob/
ob小鼠存在ob基因(瘦素编码基因)自发突变, 使
得瘦素合成障碍, 出现许多与人类NAFLD一致

的特征, 如肥胖、高胰岛素血症、高脂血症、

糖尿病、脂肪肝等[4], 是国外最常用的NAFLD
动物模型. 与人类NAFLD不同, ob/ob小鼠虽有

明显胰岛素抵抗, 但不能自发地由单纯性脂肪

肝发展至NASH, 只有在给予蛋氨酸-胆碱缺乏

(methionine-choline deficiency, MCD)饮食或高

脂饮食(high fat diet, HFD)或在内毒素、酒精、

缺血再灌注损伤等损肝因素的“二次打击”

下, 方可演变为显著NASH, 并见促炎与抑炎细

胞因子失衡, 甚至动物可出现急性死亡, 这表

明脂肪变使肝脏易于遭受氧化应激及活性氧

(reactive oxidative species, ROS)介导的损伤[5]. 
另有研究[6-7]发现, 由于瘦素缺乏, 抑制了转化生

长因子-β(transforming growth factor-β, TGF-β)
介导的星状细胞活化, 即使在四氯化碳(carbon 
tetrachloride, CCl4)的干预下, ob/ob小鼠也不会

出现肝纤维化. 以上特点说明瘦素在肝损伤及

肝纤维化进程中具有重要作用, 使该小鼠成为

研究由脂肪变向NASH进展、NASH向纤维化

进展及星状细胞功能的良好模型. db/db小鼠(或
fa/fa大鼠)则由于db基因或fa基因(瘦素受体编码

基因)突变, 导致瘦素受体丧失功能, 失去信号转

导活性, 引起瘦素抵抗伴或不伴高瘦素血症, 出
现与ob/ob小鼠相似的遗传表型. 
1.2 FLS小鼠(fatty liver shionogi mouse)模型 
Soga et al [8]通过同系交配方法建立了一种无过

度摄食、不出现肥胖和糖尿病而伴有脂肪肝

的新品种. 新生FLS小鼠全肝小叶肝细胞内即

有细小脂肪颗粒聚集, 并随年龄增长进行性加

重, 肝脏甘油三酯(triglyceride, TG)含量较同年

龄dd Shionogi(DS)小鼠升高5倍, 而血脂多无

异常. 2-4 mo时小鼠肝脏内可见单核细胞浸润

及成簇泡沫细胞出现, 伴血清丙氨酸氨基转移

酶(alanine aminotransferase, ALT)和天门冬氨

酸氨基转移酶水平升高, 提示炎性反应及肝细

胞损伤; 4-6 mo时肝细胞内大脂滴数量较前减

少; 12 mo的FLS小鼠多易自发形成肝细胞腺瘤

(hepatocellular adenoma, HCA)和/或HCC, 且雄

性小鼠HCC发生率明显高于雌性小鼠, 但未见

肝硬化发生[8-9]. 杂交实验[8]提示FLS小鼠的脂肪

肝具有复杂的多基因特征. 因此, FLS小鼠可作

为人类非肥胖而伴有脂肪肝和人类NASH相关

HCC机制研究的模型. 
1 .3  脂肪酸转位酶FAT/C D36缺失小鼠模型 
FAT/CD36是介导长链脂肪酸跨膜转运的重要

膜蛋白, 主要表达于外周的肌肉及脂肪组织[10]. 
CD36-/-小鼠脂肪酸储存和利用减少60%以上, 循
环中脂肪酸及TG水平显著上升, 过多的脂肪酸

转运至肝脏, 超过其β-氧化能力, 引起肝脏脂质

代谢紊乱及胰岛素抵抗, 形成脂肪肝[10-11]. 
1.4 乙酰辅酶A氧化酶(acyl-coenzyme A oxidase, 
AOX)缺乏小鼠模型 AOX是过氧化物酶体长链

脂肪酸β-氧化的限速酶, 并能产生过氧化氢[5,12]. 
AOX-/-小鼠起初表型多正常; 2 mo时出现严重

的弥漫性肝脂肪变; 前4 m o内可见肝细胞坏

死及点灶状脂肪性肝炎, 伴以中性粒细胞为主

的炎性细胞浸润; 4-5 mo时肝细胞内过氧化物

酶体增殖物激活受体α(peroxisome proliferator 
activated receptor alpha, PPARα)活化, 细胞色素

P450(cytochrome P450, CYP)4A家族基因表达上

调, 过氧化氢水平升高; 后自发出现肝细胞再生, 
新生肝细胞内无脂肪空泡, 但过氧化物酶体数

量增加, 肝脂肪酸氧化能力代偿性增强, 6-8 mo
时肝脂肪变可完全逆转; 15 mo时可出现HCA或

HCC[5,13]. Hashimoto et al [14]发现, AOX-/-小鼠若同

时存在PPARα缺失, 肝脂肪变、炎症及细胞损

伤可显著减轻, HCA发生率降低, 可能与PPARα
诱导CYP4A功能受阻有关. 
1 .5  线粒体三功能蛋白酶 (m i t o c h o n d r i a l 
trifunctional protein, MTP)缺失小鼠模型 MTP是
线粒体脂肪酸β-氧化的关键酶. 近年研究[15-16]发

现, 杂合子若存在MTPα亚单位突变, 血清ALT
水平随年龄增长进行性升高, 9-10 mo时出现肝

脂肪变、高胰岛素血症、胰岛素抵抗及糖耐量

受损. 该小鼠在表型上与人类NAFLD很相似, 并
伴有肝脏氧化应激增强, 主要体现在超氧化物

歧化酶抗氧化活性增加、谷胱甘肽(glutathion, 
GSH)水平降低及CYP2E1表达增强. 

以上特殊品系动物模型因基因突变或缺失, 

■相关报道
Soga et al 通过同
系交配方法建立
了一种无过度摄
食、不出现肥胖
和糖尿病而伴有
脂肪肝的新品种. 
Yin et al 给2组雄
性CD-1(ICR)BR 
S w i s s 大 鼠 一 次
性口服四环素0.1 
g/kg或1 g/kg后 , 
高剂量组大鼠在
24 h即可见肝细
胞小泡性脂肪变, 
伴胆固醇、TG合
成增加及脂肪酸
β-氧化受抑制.
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引起脂肪酸代谢障碍, 能自发形成脂肪肝, 且伴

肥胖、胰岛素抵抗等代谢综合征相关组分, 易
形成HCA或HCC, 但多缺乏NASH和肝纤维化的

自然演变过程, 仅适合NAFLD特定发病机制的

研究.

2  营养、药物或毒物诱发模型

2.1 营养诱发模型

2.1.1 MCD饮食模型: 他他是国际上经典的NASH
动物模型. MCD饮食喂养的啮齿类动物(大鼠和

小鼠), 肝组织出现腺泡3区严重脂肪变, 随后见

到以淋巴细胞和多形核白细胞浸润为主的坏死

性炎症, 进一步发展形成细胞周围及中央静脉

周围纤维化[3,17]. 其发生机制与蛋氨酸、胆碱缺

乏导致线粒体β-氧化功能障碍和极低密度脂蛋

白合成减少有关[3,17]. 经MCD饮食诱导的小鼠, 2 
wk即可形成NASH, 肝脏内可见活化的巨噬细

胞浸润, 伴相关炎性细胞因子、黏附分子、骨黏附分子、骨附分子、骨

桥蛋白及环氧合酶(cyclooxygenase-2, COX-2)等
表达增加[18-22], 而核因子-κB(nuclear factor-kappa 
B, NF-κB)的激活是NASH炎症级联反应的中心

环节[19-20]. McCuskey et al [23]研究发现, MCD饮食

诱导的NASH小鼠存在肝脏微循环功能障碍. 此
外, 小鼠肝脏微粒体CYP2E1 ω-氧化产生的ROS
增加, GSH, S-腺苷蛋氨酸等抗氧化物质缺失, 
诱导了氧化应激及脂质过氧化; 而CYP2E1的过

度表达还能影响肝脏胰岛素信号通路, 导致肝

脏胰岛素抵抗[5,24]. 经MCD饮食诱导的Sprague-
Dawley(SD)大鼠, 其NASH进展缓慢: 2 wk时出

现脂肪变及氧化应激; 5 wk时出现炎症伴ALT轻
度升高; 12 wk时出现纤维化[3,17]. MCD饮食相关

NASH的严重程度在不同种系、品系、性别及

遗传背景的动物间存在差别, 如Wistar大鼠脂肪

变最严重, C57BL-6小鼠炎症坏死最明显, 雄性

鼠对营养性肝损伤易感性更高等, 反映了NASH
的个体差异[3,25]. 与其他NAFLD模型相比, MCD
饮食模型有更明显的氧化应激、线粒体DNA损

伤及细胞凋亡; 与人类NASH相比, 动物多出现

恶病质、ALT水平过高、TG水平过低、肝质量质量

/体质量比值降低及不引起外周胰岛素抵抗等质量比值降低及不引起外周胰岛素抵抗等比值降低及不引起外周胰岛素抵抗等
[26]. 目前, 该模型主要用于NSAH及肝纤维化的

机制及药物干预研究, 并可为非肥胖而伴NASH
等特殊脂肪营养障碍疾病提供研究思路. 
2.1.2 HFD模型: HFD诱导的NASH模型在发病

机制上与人类NASH最相似, 且多合并肥胖、

胰岛素抵抗及其他代谢综合征的组分. HFD配

方有多种, 但构造原理基本一致(增加游离脂肪

酸的摄取或合成), 主要差别在于饮食中脂肪占

供能物质的比例不等(10%-71%), 含或不含高碳

水化合物. 有研究[12]表明脂肪含量占28%以上

的饮食可使动物出现肥胖. 目前, 鼠类是国内外

最常用的NAFLD动物模型. (1)小鼠: HFD喂养

的C57BL-6小鼠可作为复制代谢综合征的较好

模型[27-28]. 随年龄增长, 该小鼠易形成肥胖、高

胰岛素血症、糖耐量受损, 给予脂肪占55%的

饮食喂养6 mo, 上述表现加重伴组织学上出现

小泡或大泡性肝脂肪变, 并有固醇调节元件结

合蛋白(sterol regulatory element binding protein, 
SREBP)-1c、SREBP-2及酰基-辅酶A去饱和酶1
表达增加[5,29]. Li et al [30-31]发现HFD喂养的小鼠血

清白细胞介素12水平升高2倍, 并参与肝脏NKT
细胞凋亡, 导致Th1与Th2类细胞因子失衡, 使T
淋巴细胞向Th1方向分化, 伴干扰素-γ、肿瘤坏

死因子-α(tumor necrosis factor alpha, TNF-α)表
达增加; 经低剂量脂多糖处理后, 该小鼠ALT水
平升高, 出现与ob/ob小鼠程度类似的肝组织炎

症坏死表现, 说明HFD可影响动物的先天性免

疫状态. Deng et al [32]通过留置胃管强制喂食的

方法使C57BL-6小鼠体质量增加71%, 伴高糖质量增加71%, 伴高糖增加71%, 伴高糖

血症、高瘦素血症及胰岛素抵抗; 其中46%的

小鼠形成NASH, 伴ALT升高5-6倍, 肝组织学显

示中性粒细胞浸润及窦周、细胞周围纤维化形

成, 与人类NASH极相似. Hill-Baskin et al [33]发

现, 长期应用HFD喂养雄性C57BL-6小鼠, 易形

成NASH及HCC, 并揭示以Myc及NF-κB为中心

的信号通路在其发病机制中的重要作用. 因此, 
该小鼠还可用于由基因控制及饮食诱导共同作

用所致HCC的机制研究. (2)大鼠: Xu et al [34]应用

HFD(标准饲料88 g, 猪油10 g, 胆固醇2 g)饲养雄

性SD大鼠, 4 wk时出现肝脂肪变; 8 wk时呈现单

纯性脂肪肝; 12 wk时形成脂肪性肝炎, 伴ALT水
平升高; 24 wk时出现明显窦周纤维化; 36-48 wk
纤维化加剧, 并出现胰岛素抵抗. Lieber et al [35]应

用HFD(脂肪71%)喂养SD大鼠, 3 wk时形成胰岛

素抵抗, 出现肝脂肪变、炎症等组织学改变, 电
镜提示肝细胞线粒体超微结构损伤, 伴血清胰

岛素、TNF-α、4-羟基壬烯酸、CYP2E1及Ⅰ型

胶原含量增加, 说明肝脏存在氧化应激, 其研究

结果符合人类NASH发病机制的“二次打击”

学说. 此外, 经留置胃管给大鼠灌注高脂肪乳剂6 
wk亦可诱发NASH, 伴肥胖、高脂血症和胰岛素

抵抗[36]. 灌胃法成型时间短, 肝组织病理表现与

■应用要点
本 研 究 提 示 ,  今
后的研究应更多
地致力于纯系动
物的培养及营养
饮食配方的改良, 
并引进新技术探
索新的造模方法, 
建立统一的动物
模型标准评价体
系, 更客观地反映
动物模型的复制
率、稳定性及科
研应用价值. 
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人类NASH更接近, 但对实验人员技术要求较高, 
操作不慎可造成动物窒息死亡. 
2.1.3 高碳水化合物饮食模型: 高蔗糖/果糖饮食

可使Wistar大鼠及SD大鼠形成脂肪肝, 尤以前者

为甚. 在Wistar大鼠的饮用水中加入10%蔗糖, 48 
h内即能在其体内观察到脂肪酸合成增加[12]. SD
大鼠经含糖量极高(蔗糖70%)的饮食喂养后出现

肥胖, 2-3 wk可形成脂肪肝, 伴参与脂肪合成的

酶类及烟酰胺腺嘌呤二核苷酸合成增加[12]. 此外, 
用含糖65%的饮食喂养C57BL-6小鼠8 wk, 出现

了肥胖、胰岛素抵抗及肝细胞大泡性脂肪变; 与
正常组比较, 肥胖组肝细胞Fas的表达及凋亡率

也明显增加[12]. 以上实验均证实, 雄性鼠比雌性

鼠对高碳水化合物诱导的肝损伤更具易感性. 
2.2 药物或毒物诱发模型

2.2.1 四环素诱发模型: Yin et al [37]给2组雄性CD-
1(ICR)BR Swiss大鼠一次性口服四环素0.1 g/kg
或1 g/kg后, 高剂量组大鼠在24 h即可见肝细胞

小泡性脂肪变, 伴胆固醇、TG合成增加及脂肪

酸β-氧化受抑制. 另有报道[12]称, 经四环素单次

诱导即可使肝脏TG水平增加270%, 并出现小泡

性脂肪变. Letteron et al [38]采用腹腔注射四环素

0.25 mmol/kg的方法也获得了类似结果. 其主要

机制是四环素沉积于肝细胞线粒体, 抑制线粒

体DNA复制, 干扰mRNA翻译成载脂蛋白, 继而

影响肝内TG的转运及线粒体脂肪酸β-氧化, 诱
发肝细胞脂肪变性. 
2.2.2 CCl4诱发模型: 最早、最广泛用于制备实

验性脂肪肝、肝纤维化的模型. Chung et al [39]

给大鼠皮下注射CCl4 0.5 mL/kg, 每周3次, 短时

间内即可观察到中央静脉周围中重度大泡性肝

细胞脂肪变, 伴炎症及坏死; 6 wk可出现肝纤维

化; 12 wk可见肝硬化. 主要机制可能与CCl4诱导

CYP2E1激活及严重脂质过氧化反应造成肝细

胞结构和功能破坏有关. 
MCD饮食模型虽能产生典型的NASH和肝

纤维化的组织学改变, 但不符合人类NASH患

者的膳食结构, 不能复制代谢综合征, 且动物

出现体质量减轻正好与人类肥胖相关NASH相体质量减轻正好与人类肥胖相关NASH相减轻正好与人类肥胖相关NASH相

反. HFD模型模拟了人类NASH的致病机制, 能
出现胰岛素抵抗、代谢综合征等全身代谢紊乱

表现, 肝脏病变多具有渐进性发展的特点, 但其

成型时间较长, NASH及纤维化程度还取决于

动物品系、饮食中脂肪所占比例及诱导时间长

短. 药物或毒物诱导模型具有成型时间短、方

法简便、病变明显等特点, 但其最大缺陷是未

出现肥胖和胰岛素抵抗, 这与人类NAFLD的病

理生理特点差异较大, 且动物肝损伤严重, 死亡

率高.

3  复合模型

由于基因模型和营养模型的表型均与人类NASH
存在一定差异, 不能完全涵盖人类NAFLD的疾病

谱及发病机制. 近年来, 许多学者在基因模型的

基础上联合应用营养、药物诱发模型, 试图使

新模型的表型与人类NAFLD更接近, 并能反映

疾病从单纯性脂肪肝向NASH进展, NASH向肝

纤维化进展的过程. 常见复合模型包括: ob/ob小
鼠+MCD饮食, db/db小鼠+MCD饮食, Abcb11小
鼠+MCD饮食, ApoE-/-小鼠+HFD, PPARα-/-小鼠

+MCD饮食等, 这些模型均能形成典型NASH的

组织学改变. db/db小鼠+MCD饮食模型较ob/ob
小鼠+MCD饮食模型有更严重的炎症及细胞周

围纤维化, 且病变出现时间明显缩短; 另外, 该
小鼠还表现出更高的ALT, TNF-α, TGF-β及Ⅰ型

前胶原mRNA水平, 伴肥胖、高胰岛素血症及高

瘦素血症[40]. PPARα-/-小鼠经MCD饮食诱导后出

现较对照组更显著的NASH表现, 而用PPARα激

动剂干预MCD饮食喂养的C57BL-6小鼠, 可使

脂肪变或脂肪性肝炎减轻或逆转, 说明PPARα
介导的脂肪酸处理途径在鼠类单纯性脂肪肝及

NASH形成过程中的重要作用[18,41]. 近年有研究

通过HFD喂养ApoE-/-小鼠或iNOS-/-, 均成功建立

了NASH模型[42-43]. 由于复合模型最大程度地模

拟了人类NAFLD的复杂性, 病理变化显著, 是一

种极具潜力的NASH模型. 

4  结论

国内外学者经过数十年的努力, 使NAFLD动物

模型的研究有了很大进展, 许多动物模型已用于

NAFLD发病机制及药物防治的研究中, 并取得

一定成绩, 但至今仍缺乏能涵盖人类NAFLD整

个疾病谱的单一动物模型. 今后的研究应更多地

致力于纯系动物的培养及营养饮食配方的改良, 
并引进新技术探索新的造模方法, 使动物模型更

符合人类疾病的特点及研究的需要. 此外, 尚需

建立统一的动物模型标准评价体系, 更客观地反

映动物模型的复制率、稳定性及科研应用价值. 
总之, 建立更理想的动物模型, 为科研提供高质

量的研究材料, 有助于广大学者对NAFLD进行

更深入的研究, 最终阐明其发病机制. 

■同行评价
本文综述了非酒
精性脂肪性肝动
物模型的造模方
法及研究进展, 涉
及范围较广, 对从
事非酒精性脂肪
性肝研究人员有
很好的参考价值.
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Abstract
T cell- and antibody-mediated immunity are 
also called cellular and humoral immunity, 
respectively. Both cellular and humoral immu-
nity are known to mediate the rejection after 
allogeneic/xenogeneic organ transplantation. 
Liver transplantation is the most common type 
of organ transplantation. At present, many 
studies have shown that antibody-mediated 
immunity plays an important role in the de-
velopment of rejection after liver transplanta-
tion. In this article, we will review the recent 
advances in understanding the basic theory, 
mechanism, pathological diagnosis and treat-
ment of antibody-mediated rejection after liver 
transplantation. 

Key Words: Liver transplantation; Antibody; Com-
plement; Humoral immunity
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摘要
T细胞介导的免疫称为细胞免疫, 而由抗体介
导的免疫则称为体液免疫, 与细胞免疫一样, 
抗体亦介导了同种/异种移植器官排斥反应. 
目前, 肝移植已成为临床上常做的器官移植手
术, 新近研究发现移植肝同样存在着抗体介导
的排斥反应机制. 本文就近年来关于移植肝抗
体介导排斥反应的基本理论、机制、病理诊
断及治疗等研究进展进行综述. 
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0  引言

尽管采用免疫抑制剂疗法和规范化管理, 使得

移植肝患者的术后生存率有了很大提高, 但排

斥反应仍然是导致移植肝失功的重要因素. 以
往的研究认为, 移植肝排斥反应通常由T细胞

介导, 但近年来的研究发现, 抗体介导排斥反应

(antibody-mediated rejection, AMR)也发挥了重

要作用[1]. 本文就近年来移植肝AMR的研究进展

进行综述. 

1  移植肝免疫排斥反应理论

对于器官移植排斥反应曾有激烈的争论, 争论

的中心问题在于是T细胞还是抗体介导了移植

物排斥反应[2]. 同样移植肝也存在这样的争论. 
现已公认T细胞介导了移植肝排斥反应, 但是否

存在AMR的机制, 人们一直保持怀疑. 多数学

者认为由于下列因素使肝脏成为一个天然免疫

“豁免”器官: 肝脏体积巨大, 具有相当丰富的

血管床及双重供血系统; 肝Kupffer细胞能够吸

®
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收游离的免疫球蛋白(Ig)及补体; 可分泌可溶性

HLA分子中和已产生的游离抗体[3]; 另外肝移植

术后, 采用免疫抑制剂及造血干细胞输注治疗, 
可以产生局部的微嵌合(chimerism)现象, 后者指

在移植受者外周血中供受者细胞共同存在的状

态, 而微嵌合可诱导产生免疫耐受[4-5]. 
然而, C4d的研究给移植肝存在AMR提供

了更多的证据. C4d, C3d及C1q是补体经典激活

途径中裂解的片段, 这些片段沉积在组织中是

肝组织中存在抗体介导的体液免疫反应的直接

证据. Colvin et al [6]论述了移植的实质器官(包括

肝脏)组织中C4d的沉积可以反映HLA抗体介导

排斥反应的存在. Bu et al [7]对移植肝穿刺组织

进行C4d标记, 发现排斥反应中C4d主要沉积在

汇管区血管内皮和肝窦内皮细胞上, 与乙型肝

炎C4d只沉积在汇管区血管内皮上不同. Dankof 
et al [8]报道, 诊断为移植肝急性细胞排斥(acute 
cell rejection, ACR)的病例中, 大约50%伴有肝汇

管区毛细血管内皮细胞的C4d沉积, 同时伴有B
细胞、浆细胞及巨噬细胞的浸润, 说明移植肝

急性细胞排斥中有体液免疫反应的机制存在. 
Troxell et al [9]评价了71例移植肝组织的C4d染色, 
得出相似的结论. 此后移植肝中AMR的机制逐

渐成为一个研究热点.

2  AMR类型

2.1 分类依据 移植肝AMR可根据其发生的时

相及组织学改变进行分类. Colvin et al [10]认为

AMR引起的移植物损伤可分为4种类型: 超急

性排斥反应(hyperacute rejection, HAR)、急性

排斥反应(acute humoral rejection, AHR)、慢

性排斥反应(chronic humoral rejection, CHR)和
适应状态(accommodation). 据估计, 急性AMR
占急性排斥的20%-30%, 慢性AMR占慢性排斥

60%[11]. 排斥反应时攻击的靶细胞包括动脉和

静脉内皮细胞、胆管上皮细胞等[12], 其病理表

现也与此相关. 
2.2 类型

2.2.1 HAR: HAR在移植物血液循环重建后数分

钟至数小时内发生. 常因ABO血型不合或HLA
不合, 产生针对ABO, HLA或者胆管内皮抗原抗

体[13]. 主要表现为灶性或片状凝固性及出血性坏

死, 小动脉透明血栓形成及坏死性动脉炎, 间质

可见中性粒细胞浸润等. 免疫组织化学显示, 在组织化学显示, 在显示, 在
动脉、静脉、门静脉内皮有IgG和IgM沉积, 同
时还可见C4d, C3d和C1q等沉积. 

2.2.2 AHR: AHR常发生于移植后数天至数周, 
大多数发生在3 mo内, 也可延迟发生. 急性排

斥可分为T细胞介导和抗体介导的排斥反应 , 
但一种器官移植的排斥反应往往是二者共同

作用的结果 [14]. 急性T细胞介导的排斥反应的

病理学特点是Snover's三联症: 门静脉炎性浸

润、胆管炎和血管内皮炎 [12], 可见T淋巴细胞 
(CD4+和CD8+)、B淋巴细胞、浆细胞和中性粒

细胞等浸润. 在T细胞和抗体介导的急性排斥

反应都可以检测到B细胞和浆细胞, 但是只在

后者中检测到C4d及C3的沉积. Moeller et al [15]

对同种移植肝T细胞和抗体介导的急性排斥

反应中Ig重链和轻链的V区基因分析发现, 两
种排斥反应中lgV区都存在着体细胞的高频突

变, 并推测其存在选择性的效应性B细胞克隆

扩增, 局灶性B细胞和浆细胞沉积可能造成了

AMR. T细胞和抗体介导的急性排斥反应的临

床症状可能不同, 但他们却有着相似的组织学他们却有着相似的组织学们却有着相似的组织学

表现: 淋巴细胞和浆细胞浸润, 这使得二者的

鉴别比较困难. 
2.2.3 CHR: CHR发生在移植后数月到数年内. 
CHR大多数是由急性排斥反应长期进展的结果, 
即使采取他克莫司、环孢霉素及OKT3等免疫

抑制剂治疗, 急性排斥反应仍然可以进展为慢

性排斥反应[16]. CHR的病理学表现为肝细胞空

泡样变性、胆管消失和纤维化, 常导致移植肝

失功. 
2.2.4 适应状态: 即表现为亚临床状态, 可无任何

临床表现, 组织学检查常无明显异常. 
在AHR或CHR中如发生抗体介导的损伤则

为预后不良的标志, 因为目前对AMR仍缺乏确

切有效的治疗措施[17].

3  AMR发生机制

移植肝AMR是由浆细胞产生的抗体及其激活

的补体等造成的. 抗体可以是宿主体内的预存

抗体, 亦可以是宿主识别移植物抗原, 激活了宿

主机体的免疫系统, 产生抗原特异性抗体(donor 
special antibody, DSA)[18]. 抗体主要针对移植物

的ABO血型抗原(血型不合时产生HAR)、HLA
抗原(HLA不合时产生抗HLA抗体)等产生免疫

应答[13]. 
A M R主要通过以下方式发挥效应: (1)激

活补体[19]; (2)抗体依赖的细胞介导的细胞毒作

用(antibody-depended cell-mediated cytotoxicity, 
ADDC)[11]; (3)调理作用; (4)中和游离抗原, IgG
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和lgE能够结合移植受者体内游离的ABO血型

抗原、HLA抗原等, 从而中和体内游离抗原[15]. 
然而, 激活补体是抗体介导的免疫效应的主要

方式. 因此, 浆细胞、抗体、补体片段出现在组

织中是AMR存在的证据. 尤其是抗体、补体是

AMR的直接证据. AMR中补体C3和C4的mRNA
基因表达(主要是基因的转录)是上调的, 往往和

排斥反应的强弱呈平行关系[20]. 同时, 血浆中炎

症介质表达也上调, 如TNF, IL-2及血清蛋白酶

和组织因子(tissue factor, TF)等, TF是肝胆管上

皮细胞表面的跨膜糖蛋白, 受到排斥损伤时表

达增加. TF为VII-VIIa因子的共受体和辅助因子, 
运用RT-mRNA检测显示, 排斥反应时TF的表达

增强[12].

4  AMR诊断与鉴别诊断

4.1 诊断 目前, 移植肝AMR尚没有为大多数病理

医生所接受的病理诊断标准, 移植肝病理诊断仍

依照Banff国际会议的移植肝急性排斥反应(1997
年)和慢性排斥反应(2000年)诊断标准[21-22]. 

Colin et al [23]认为移植肝AMR的诊断要点包

括: (1)供体特异性抗体; (2)移植肝组织中C4d的
沉积; (3)组织学证据; (4)移植器官失功的证据. 
Moeller et al [15]观察到移植肝汇管区有B细胞、

浆细胞浸润同时伴有补体沉积, 并认为C4d和
C3可作为移植肝AMR的组织学标记物. Kruke-
meyer et al [24]进一步提出肝组织中反映AMR的
一些标志物: C4d, CD20, CD38, CD138及巨噬细标志物: C4d, CD20, CD38, CD138及巨噬细物: C4d, CD20, CD38, CD138及巨噬细

胞炎性蛋白-3α(macrophage inflammatory protein 
3α, MIP-3α)及趋化性细胞因子受体(chemokine 
receptor, CCR-6), 作为辅助诊断的标志物. 最近, 
还有应用DNA微阵列(DNA microarrays)分析穿

刺标本的报道, 在发生AMR的病例中, TNF, IL-2
及TF基因表达有上调, 可助诊断AMR[12]. 
4.2 鉴别诊断 移植肝AMR主要需与复发的病毒

性肝炎相鉴别. 复发的肝炎尤以乙型、丙型及

巨细胞病毒型肝炎为多见, 其组织学表现和移

植肝的排斥反应有相似之处[25]. 可通过免疫组织组织

化学、分子病理等技术检测组织中病毒抗原进、分子病理等技术检测组织中病毒抗原进

行鉴别诊断[26]. 

5  AMR预防与治疗

5.1 预防 AMR是可以预防的. 主要措施有: (1)临
床上肝移植供者须符合一定标准, 以增加肝移

植成功率和减少术后并发症[27]; (2)ABO血型和

HLA组织相容性配型, 可避免HAR的发生. 通常

移植的组织交叉配型的阳性率在8%-12%, 其中

30%才会发生HAR[28]. 但是Rydberg et al [29]曾回

顾性的研究了400例ABO血型不相容的肝移植

病例, 认为ABO血型不相容的肝移植成功率较

低. 所以现在肝移植通常都要求做组织配型; (3)
正常人体内含一定量的预存抗体, 含高滴度的

预存抗体才被视为致敏, 通常是一些妊娠、输

血史和再次移植的人. 因此检测预存抗体是预

防AMR发生的重要措施. 目前检测预存抗体的

方法有以下几种: 淋巴细胞交叉毒实验、酶联

免疫吸附测定法和流式细胞仪分析方法等[30]. 
5.2 治疗

5.2.1 HAR治疗: HAR发生迅速, 能很快的导致

移植物失功, 一般治疗很难逆转[31]; 有效的治疗

方法就是进行再次肝移植[27]. 但是也有成功治疗

的个例报道, 国外学者Hanto et al [32]观察了14例
ABO血型不合的肝脏移植患者, 在经过血浆置

换、脾切除、四联免疫抑制剂治疗后, 抗体介

导HAR被成功逆转. 
5.2.2 AHR治疗: 移植肝AMR的治疗方法, 许多

来自于移植肾AMR的治疗经验. 目前, 主要通

过以下几种途径防止和抑制移植肝急性AMR
的发生: (1)清除或中和循环中的各种抗体, 如
血浆置换术和免疫吸附等[33]; (2)通过抑制淋巴

细胞的分化过程而抑制抗体的生成[34], 其代表

是抗代谢药物, 如甲氨蝶呤、霉酚酸酯(myco-
phenolate mofetil, MMF)、美罗华(rituximab, 
一种B细胞表面膜分子CD20单克隆抗体)和神

经钙抑制剂如环孢霉素(Cyclosporine, CsA)、
他克莫司(FK506)、西罗莫司等. 抗代谢药物

是早期用于移植的免疫抑制剂, 他通过抑制嘌他通过抑制嘌通过抑制嘌

呤核苷酸合成, 能有效地抑制淋巴细胞的生成, 
从而抑制抗体的产生 .  但是其不良反应较大 ,不良反应较大 ,较大 , 
最常见的就是骨髓抑制 ,  使其使用受到限制 . 
MMF是常用的免疫抑制剂, 其在体内代谢成活

性产物酶酚酸(mycophenolic acid, MPA), 后者

和硫唑嘌呤的作用机制相似. 有报道称MMF联
合他克莫司和激素可以有效地治疗移植肝急

性AMR[35]. 神经钙抑制剂的作用机制主要是通

过抑制IL-2基因的表达而抑制T细胞的分化和

成熟, T细胞分化受阻, 抗体的产生也会受到抑

制, 因为B细胞分化为浆细胞后产生抗体需要

T细胞提供共刺激信号[36]. 目前, 应用较多的是

环孢霉素、FK506和西罗莫司. 环孢霉素对肾

功能的影响很大. 有大样本的研究证实, FK506
的长期效果和环孢霉素没有显著性差异, 但前
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者的长期不良反应明显小于后者, 这项研究使不良反应明显小于后者, 这项研究使明显小于后者, 这项研究使

得人们更倾向于使用FK506. 以往推荐联合几

种免疫抑制剂合用以减少排斥反应造成的损

伤, 但是Maheshwari et al [37]的小组通过对60
例肝移植患者的穿刺标本进行了前瞻性研究, 
认为西罗莫司单体疗法与西罗莫司加激素或

M M F疗法之间没有太大的差别. 有实验报道

血浆置换、静脉内注射免疫球蛋白(i n t r a v e-
nous immune globulin, IVIg)及美罗华能够有

效的治疗难治性A M R[33]; (3)免疫调节剂, 如
免疫球蛋白等; (4)抗体疗法, 常用的是抗胸腺

细胞抗体(anti-thymocyte globulin, ATG)[38]和

抗淋巴细胞球抗体(anti-lymphocyte globulin, 
ALG)及抗淋巴细胞血清抗体(anti-lymphocyte 
serum, ALS). ATG已用于治疗移植肾AHR和

CHR. OKT3是T细胞膜表面分子CD3的拮抗

物 ,  能够抑制T细胞分化成熟 ,  已经用于移植

排斥的治疗[39]. Campa th 1H(一种抗CD52抗
体)能诱导异种器官移植免疫耐受 ,  可能会用

于肝移植治疗, 但仍需进一步的试验试验[40]. 最近

Hasegawa et al [41]报道应用新型药物抗A抗体

K7508可减少血型不合者HAR造成的损伤, 尚
需大样本研究来支持. 
5.2.3 CHR治疗: 一旦发生抗体介导的慢性排斥

反应, 常规的免疫抑制剂疗法很难逆转, 只有再

次移植. 
5.2.4 选择药物时应注意的问题: 选用治疗方案

时要考虑患者的年龄、原有疾病、免疫抑制剂

的不良反应及肾脏功能等. 如激素能够抑制淋不良反应及肾脏功能等. 如激素能够抑制淋及肾脏功能等. 如激素能够抑制淋

巴细胞的分化, 从而促进了病毒的复制, 所以对

于病毒感染者, 应慎用激素疗法. 另外停用激素

后, 自身免疫性肝炎会有复发的可能. 因此需要

权衡利弊, 采取个体化疗法或联合用药.

6  结论

移植肝排斥反应中存在着A M R, 但病理工作

者仍面临诸多问题 :  一是既然移植肝可发生

AMR, 那么就要确定哪些种类的抗体介导了排

斥反应, 因为正常人体内就有预存抗体, 但是

就群体而言移植肝AMR并不常见; 二是移植肝

AMR的诊断标准该如何确立? 三是以C4d作为

诊断AMR的依据是否可靠? 有学者报道观察到

C4d在一些炎症性反应(如乙型肝炎、丙型肝炎

等)中也有较多的阳性表达, 用C4d标记AMR可
能存在一定的误区[42-43]. 这些问题仍有待进一

步的研究. 
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Abstract
Hepatic ischemia-reperfusion injury (I/R) is 
a major clinical problem that impedes the de-
velopment of liver surgery. Recently, intensive 
research has improved our understanding of the 
mechanisms involved in I/R liver injury. Here, 
we will briefly review the most promising pre-
conditioning approaches against I/R injury and 
discuss the mechanisms involved in their thera-
peutic effects. 

Key Words: Liver; Ischemia-reperfusion injury; He-
patic transplantation; Preconditioning

Wu LX, Zeng Z. Preconditioning against hepatic 
ischemia-reperfusion injury: recent advances. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(33): 3426-3430

摘要
肝脏缺血再灌注损伤(ischem ia-reperfusion 
injury, I/R)是困扰肝脏外科发展的一大重症, 

如何防治I/R一直是研究的热点. 预处理通过
诱导细胞的内源性保护机制, 对肝脏I/R有明
显的防治作用, 本文就各种预处理对抗肝脏
I/R的作用机制作一综述, 探讨各种预处理方
法的临床应用价值.

关键词: 肝; 缺血再灌注损伤; 肝移植; 预处理
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0  引言

缺血再灌注损伤(ischemia-reperfusion, I/R)是指

缺血后的再灌注不仅不能使组织、器官功能恢

复, 反而加重了组织、器官功能障碍和结构损

伤的一种病理生理过程. 复杂的肝切除术、严

重肝创伤的处理及肝移植术等均可导致急性肝

缺血和随后的再灌注问题[1], 如何防治肝脏I/R是
处理各种严重肝脏疾病、降低肝移植失败率的

重要措施, 近年来主动预防成为国内外研究热

点. 主动预防主要是预处理, 即在真正应激发生

前将细胞、组织、器官乃至整个供体暴露于非

致死性应激中, 如: 短时缺血、药物、臭氧、高

热等应激因素, 主动诱导细胞的内源性保护机

制, 以期获得抵御真正应激的能力. 本文就近年

来这方面研究进展作一综述. 

1  缺血预处理对肝脏I/R的保护作用

缺血预处理(ischemia preconditioning, IPC)是指

预先使组织或器官经历短时间的缺血, 以增强

其对随后较长时间缺血的耐受力. 最早由Murry 
et al [1]于1986年在犬的心肌实验中应用. IPC已被

证实具有器官普遍性, 这是由于IPC过程中器官

释放的一些介质参与了其保护机制的信号传导. 
其中腺苷、NO和细胞内蛋白激酶扮演了主要

的角色. 他的机制为: (1)IPC引起细胞外腺苷水

平升高, 使腺苷A2A受体(adenosine A2A receptor, 
A2AR)活化, 激活内皮型和诱导型一氧化氮合酶

eNOS, 进而促使NO合成增加; (2)腺苷抑制白细

®
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损伤是困扰肝脏
外科发展的一大
重症, 近年来主动
预防成为国内外
研究的热点. 主动
预防主要是预处
理, 即在真正应激
发生前将细胞、
组织、器官乃至
整个供体暴露于
非致死性应激中, 
主动诱导细胞的
内源性保护机制, 
以期获得抵御真
正应激的能力.

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
分子医学中心
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胞黏附, 降低黏附分子的表达, 抑制白细胞、血小

板聚集和活性氧的产生[2]; (3)活化的腺苷A2AR通
过激活肝细胞内的蛋白激酶(Akt/PKB)发挥抗凋

亡作用[3]; (4)NO在急性和延迟预适应里都发挥着

关键作用, 他通过抑制星状细胞的活化、血小板

的聚集及中性粒细胞的黏附发挥抗炎作用[3], 最
终抑制效应器炎性细胞因子TNF2、内皮素和氧

自由基的释放, 增加抗炎性细胞因子IL-10的合成

来实现对缺血组织的保护作用[4]. Arai et al [5]证实

5 min和10 min的IPC对肝脏缺血再灌注有确切

的保护作用. Yamada et al [6]研究表明, IPC对肝

I/R的保护效应因肝缺血时间长短不一其机制不

一样: (1)IPC对短时间缺血(40-60 min内)的肝脏

有确切的肝实质细胞保护作用; (2)对于长时间

缺血(90-120 m in后)的肝脏, IPC的细胞保护作

用就不明显了, 但其促进残留肝实质细胞再生

的能力显著增强. 这可能是IPC促使腺苷A2AR活
化, 通过Akt/PKB信号转导途径引起增殖细胞核

抗原(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)变
化、更早磷酸化和促凋亡蛋白(BAD, caspase-9, 
caspase-3)灭活来激活细胞增殖和抑制凋亡来

实现的[2-3,7]. 最近在小鼠小肝移植模型(体积≤

30%)研究中发现, IPC损害了供肝细胞的再生能

力.其机制可能是通过降低cyclin E、cyclin D1和
PCNA的阳性表达, 使有促进肝细胞再生能力的

IL-6生成减少和细胞周期阻滞来实现的[8].
在肝脏手术中 ,  有近20%的患者是脂肪

肝 ,  在肝移植中脂肪肝的检出率也接近30% . 
脂肪肝对I/R比正常肝脏更为敏感 ,  I P C对脂

肪肝I/R也有确切保护作用. 近年研究发现脂

联素(adiponectin)和过氧化物酶体增生激活受

体α(peroxisome proliferative activated receptor 
alpha, PPARα)在此过程发挥重要作用[9].

尽管在动物实验中已证实I P C对肝脏I/R
有确切的保护作用, 但在临床应用中却有分歧. 
Gurusamy et al [10]统计分析了国际Cochrane肝胆

对照实验注册资料库截至2007-03的162例尸体

供肝移植临床试验病例发现: 在死亡率、原发

性供肝无功能、再移植、转氨酶活性、胆红素

水平、凝血酶原活动度、中值髓过氧化酶活

性、CD8 的表达、NOS均值等方面IPC组与对

照组差异无统计学意义[10-11]. 因此, 评估IPC在临

床肝移植手术供肝恢复中的作用还需进一步的

大样本临床随机对照试验研究. 

2  药物预处理对肝脏I/R的防治

药物预处理(pharmacological preconditioning, 

PPC)是指应用特定的药物刺激机体产生应激反

应, 通过机体内在保护机制使自身产生对抗I/R
的能力. 相比较IPC而言, PPC诱导肝缺血耐受是

防治肝脏I/R非常有前景的方法. 因为他的安全他的安全的安全

阈大, 无需其他特殊仪器设备, 操作简单、便于他特殊仪器设备, 操作简单、便于特殊仪器设备, 操作简单、便于

临床推广和应用, 故成为近年研究热点. PPC主
要应用药物简介如下.
2.1 阿霉素 阿霉素(doxorubicin/adriamycin)是一

种抗肿瘤抗生素, 可抑制细胞RNA和DNA的合

成. 2000年, Ito et al [12]用药物阿霉素预处理的动

物实验证实, 阿霉素预处理对大鼠肝脏I/R有确

切的保护作用. 在大鼠肝移植I/R动物模型中, 根
据阿霉素预处理与否及供肝获取前经历的供体

心脏停搏时间30和45 min组, 1 wk生存率对照组

为50.0%与16.7%, 而阿霉素预处理组(1 mg/kg)
为83.3%与66.7%, 预处理组移植肝脏的组织学

及肝功能明显好于对照组[13]. 其作用机制可能

是阿霉素在还原酶的作用下还原为半醌自由基, 
与氧反应导致氧自由基生成, 而大量生成的氧

自由基启动细胞的内源性保护机制, 诱导肝细

胞产生热休克蛋白72(heat shock protein, HSP72)
和亚铁血红素氧合酶-1(heme oxygenase, HO-1), 
HSP72和HO-1具有多方面的保护作用, 如抑NF-
κB的活化和TNF-α的产生, 提高机体对应激损

害的耐受程度及清除氧自由基等, 从而改善肝

脏功能, 减轻病理改变, 提高了供肝对缺血的耐

受性.
2.2 外源性腺苷或腺苷受体激动剂 腺苷是一种

嘌呤核苷, 由糖苷键连接腺嘌呤和核糖而成, 广
泛分布于体内各种组织中. 腺苷受体(adenosine 
receptor, AR)是一种与G蛋白耦联的糖蛋白, 根
据对腺苷的亲和力不同 ,  分成4种亚型 :A l、

A2A、A2B和A3. 其中腺苷A2A受体与肝脏I/R关系

最为密切, 是防治肝I/R的关键靶点, 腺苷A2A受

体激动剂CGS21680预处理可以模拟IPC的保护

作用, 血清ALT、AST、MPO、TNF-α、ADA、

及肝组织自由基水平明显下降[14]. 其机制主要

是: (1)通过激活生物体细胞的重要抗氧化酶锰

超氧化物歧化酶(mananesesuperoxidedismutase, 
MnSOD), 在线粒体中将氧自由基转化为H2O2, 
使氧自由基灭活, 从而减轻肝细胞膜的脂质过

氧化反应和线粒体的损伤, 消除氧化应激和炎

症反应对缺血再灌注肝脏的损伤; (2)激活内源

性NOS使NO释放增多. NO作用于caspase-3并使

其失活, 从而抑制肝细胞的凋亡[15-16]; (3)活化的

腺苷A2AR通过与G蛋白相偶联, 激活肝细胞内

■研发前沿
有效防治肝脏缺
血再灌注损伤是
当前研究的热点
和难点, PPC诱导
肝缺血耐受因安
全阀大, 无需其他
特殊仪器设备, 操
作简单, 便于临床
推广和应用, 故成
为防治肝脏I/R非
常有前景的方法
和近年研究热点.
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的蛋白激酶(Akt/PKB), 从而激活Bcl-xL并抑制

caspase-9发挥强大的抗凋亡作用[17-18]. 这一发现

对进一步阐明肝脏I/R的具体机制有重要启示. 
2.3 人重组促红细胞生成素 促红细胞生成素

(erythropoietin, EPO)属唾液糖蛋白激素, 主要功

能是促红系分化增殖、促进造血. 近年来, 发现

EPO还具有多种非造血功能, 如: 直接抗凋亡、

促血管生成、抗炎、促干细胞迁移等[19]. 在独

立的大鼠和猪的肝脏I/R模型中, 单一剂量(5000 
IU/kg)的rHuEPO预处理组再灌注后肝脏的酶学

水平和caspase-3的活性明显降低, 肝实质细胞

凋亡减少. 证实rHuEPO预处理对肝I/R有显著的

保护作用[20-21]. rHuEPO的作用机制可能是: (1)通
过蛋白酪氨酸激酶JAK2(protein tyrosine kinase 
JAK2)激活蛋白激酶B(protein kinase B, PKB)、
信号转导和转录激活因子-5(STAT5)、丝裂原

活化蛋白激酶(MAPKs)及NF-κB等上调Bcl-2、
Bcl-xL、XIAP等凋亡抑制蛋白的表达, 来阻止

细胞DNA的裂解和抑制caspase-3的活性, 发挥

强大的抗凋亡和稳定细胞超微结构的作用; (2)
减少氧自由基生成和氧化应激等炎症免疫反应

造成的细胞核碎裂; (3)诱导正常肝脏表达多种

热休克蛋白, 增加细胞耐受力, 减轻缺血再灌注

损伤[21-23].
2.4 高渗盐水 近年来, 高渗盐水的抗炎效应逐渐

为大家熟知并应用于休克、感染等多种危重病

的抢救与治疗. 有学者把高渗盐水誉为创伤治

疗中的新型免疫调节剂[24]. 柯庆宏 et al [25]研究

发现, 在阻断肝脏血流前1 h经阴茎背静脉注射4 
mL/kg的7.5%高渗盐水, 具有明显抑制再灌注后

外周血中性粒细胞Mac-1和肝内ICAM-1表达的

作用, 并增强缺血再灌注后肝脏HO-1 mRNA及

蛋白表达, 明显减轻再灌注后肝脏中性粒细胞

浸润, 同时肝细胞及肝窦内皮细胞浊肿、变性

程度减轻, 肝脏微循环得到明显改善, 具有明显

减轻肝脏I/R的作用. 高渗盐水预处理对抗I/R的
具体机制现在仍不十分清楚, 可能和高渗盐水机制现在仍不十分清楚, 可能和高渗盐水现在仍不十分清楚, 可能和高渗盐水

使用后使细胞渗透压改变、激活细胞膜上的渗

透压感受器和HO-1, 通过p38或CO活化蛋白激

酶(MAPK)信号转导途径激活cAMP依赖的蛋白

激酶A(protein kinase A, PKA)有关[26-27].
2.5 其他药物他药物药物 抗氧化剂、腺苷受体激动剂、

NO、能量代谢调节剂、抑制中性粒细胞激活和

黏附剂、抗体、细胞保护因子等药物都是近年附剂、抗体、细胞保护因子等药物都是近年

来研究的热点. 特别是我们祖国的中药, 具有安

全范围大、不良反应小、作用环节/靶点多等优不良反应小、作用环节/靶点多等优小、作用环节/靶点多等优

点, 对缺血的肝脏具有适应性保护作用, 故开发

对肝I/R具有保护作用的中药复方制剂或单体

是目前研究的热点. 如丹参、参附注射液、银

杏叶提取物、三七总皂苷、川芎嗪等中药预处

理的动物实验证实, 中药对肝脏I/R有确切的防

治效果, 但是中药预处理的作用机制复杂, 目前

尚未阐明. 因此这方面的研究具有十分重要的

意义.

3  热休克预处理对肝脏I/R的防治

短暂的亚致死量的高温疗法和从这种高温暴露

中恢复称为热休克预处理(heat shock precondi-
tioning). 他通过一种细胞内的保护性生理反应,他通过一种细胞内的保护性生理反应,通过一种细胞内的保护性生理反应, 
即热休克反应(heat-shock response, HSR), 提供

了对抗氧化应激的细胞保护作用. 热休克预处

理可防止肝脏缺血时线粒体膜完整性的破坏, 
并有助于线粒体在再灌注时产生高能磷酸化合

物. Mokuno et al [28]应用42.5℃高温持续10 min的
热休克预处理对大鼠脂肪肝I/R有确切的防治作

用. 热休克预处理的保护作用主要与HSP72的诱

导产生有关, 高温激活热休克因子1(heat shock 
factor 1, HSF1), 促进HSP基因的转录, 使其高度

表达, 通过热休克蛋白起保护作用. 热休克预处

理24-48 h后肝组织产生HSP72, 并表现出缺血耐

受现象. HSP72通过: (1)分子伴侣作用; (2)抑制

细胞凋亡; (3)减轻氧自由基对细胞的损伤; (4)防
止钙超载, 抑制NF-κB的活化和TNF-α的产生, 
使再灌注后肝酶释放显著减少, 从而保护了肝

细胞线粒体的完整性, 防止细胞凋亡, 减轻了肝

脏实质的损伤[28].

4  臭氧预处理对肝脏I/R的防治

臭氧预处理(Ozone oxidative preconditioning, 
O zo n eO P)是通过提升内源性N O浓度和维持

细胞氧化还原平衡状态来保护肝脏避免受I/R. 
León Fernández et al [29]研究发现, OzoneOP可以

模拟IPC的保护作用, 引起细胞外腺苷水平升高, 
通过抑制腺苷A1AR和激活腺苷A2AR, 诱导内皮

细胞合成NO增加, 从而维持肝细胞的氧化还原

状态, 抑制NF-κB的生成和氧自由基的合成, 保
护线粒体的超微结构, 对肝脏I/R起保护作用.

5  结论

I/R一直是困扰肝脏外科发展的一大难题, 近年

来这方面的研究取得了很大的进展. 但是绝大

■相关报道
Gu rusamy e t  a l 
统计分析了国际
Cochrane肝胆对
照实验注册资料
库截至2007-03的
162例尸体供肝移
植临床试验病例
发现: IPC组与对
照组差异无统计
学意义. 
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部分实验是在动物身上进行的, 人类临床试验

仍相对较少, 并面临很多问题, 如: IPC的最佳复

灌-缺血时间, 药物的具体剂量如何、何时应用? 
是否符合伦理等. 但是随着对肝脏I/R的机制研

究的不断深入, 针对肝脏I/R具体机制的各个环

节/靶点, 寻求几种方法相结合的综合防治措施, 
特别是针对脂肪肝的I/R的研究, 将是未来研究

的热点. 预处理将会是防治肝脏I/R的重要手段, 
并在临床应用中有效地保护肝脏免受I/R.
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本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白. (科学编辑: 李军亮 2009-11-28)

1-2



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年11月28日; 17(33): 3431-3436
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW

蛋白质组学在大肠癌研究中的应用

高丽丽, 孙自勤

高丽丽, 孙自勤, 辽宁医学院校外基地 中国人民解放军济南
军区总医院消化科 山东省济南市 250061
作者贡献分布:贡献分布: 本文综述由高丽丽完成, 孙自勤审校.
通讯作者:讯作者:作者:: 孙自勤, 主任医师, 250061, 山东省济南市, 辽宁医学
院校外基地, 中国人民解放军济南军区总医院消化科. 
ziqins@126.com
电话: 0531-51666541
收稿日期: 2009-08-28 修回日期: 2009-10-21: 2009-08-28 修回日期: 2009-10-212009-08-28   修回日期: 2009-10-21修回日期: 2009-10-21日期: 2009-10-21: 2009-10-212009-10-21
接受日期: 2009-10-26 在线出版日期: 2009-11-28日期: 2009-10-26 在线出版日期: 2009-11-28: 2009-10-26 在线出版日期: 2009-11-282009-10-26   在线出版日期: 2009-11-28: 2009-11-282009-11-28

Application of proteomics in 
colorectal cancer research 

Li-Li Gao, Zi-Qin Sun

Li-Li Gao, Zi-Qin Sun, Department of Gastroenterology, 
General Hospital of Jinan Military Command of Chinese 
PLA, Liaoning Medical University, Jinan 250061, Shan-
dong Province, China 
Correspondence to: Zi-Qin Sun, Department of Gastro-
enterology, General Hospital of Jinan Military Command of 
Chinese PLA, Liaoning Medical University, Jinan 250061, 
Shandong Province, China. ziqins@126.com
Received: 2009-08-28    Revised: 2009-10-21 
Accepted: 2009-10-26    Published online: 2009-11-28

Abstract
Colorectal cancer is one of the most common 
malignant tumors in China. Its morbidity and 
mortality are increasing year by year. The 
emergence of proteomics has pushed colorectal 
cancer research forward. In this article, we will 
review the application of proteomics in the study 
of the diagnosis, pathogenesis and treatment of 
colorectal cancer.

Key Words: Proteomics; Colorectal cancer; Mark-
ers; Pathogenesis; Therapy; Protein library

Gao LL, Sun ZQ. Application of proteomics in colorectal 
cancer research. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(33): 3431-3436

摘要
大肠癌是我国常见恶性肿瘤之一, 且发病率和
死亡率呈逐年上升趋势. 蛋白质组学的出现, 
使大肠癌的研究有了进一步的发展. 本文就国
内外蛋白质组学在大肠癌诊断、发病机制、

治疗等方面的研究进行综述.

关键词: 蛋白质组学; 大肠癌; 标志物; 发病机制;  

治疗; 蛋白文库
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0  引言

随着规模庞大的基因组测序的完成, 人们逐渐

认识到仅仅拥有完整的基因组序列并不能解

释复杂的生命现象. 然而生命活动的体现者、

遗传信息和生物功能的执行者-蛋白质也许能

给出答案[1], 因此蛋白质组学应运而生. 1994年, 
澳大利亚Macquarie大学的Marc Wilkins和Keith 
Williams在意大利召开的一次科学会议上首次提

出了“蛋白质组”的概念, 其意指基因组表达产

生的所有相应的蛋白质[2]. 而蛋白质组学是一门

对某一生物或细胞在特定生理或病理状态下表达

的所有蛋白质的特征、数量和功能进行系统性研

究的科学[3]. 可分为组成蛋白质组学、差异蛋白

质组学、功能蛋白质组学、定量蛋白质组学等. 
研究思路主要分为2种: (1)利用相关技术分离、获

取、鉴定某一生物或细胞在特定生理和病理状态

下表达的所有蛋白质, 建立蛋白质文库; (2)提取同

一生物和细胞在不同状态下的差异蛋白, 对差异

蛋白进行定性、定量、功能等各方面研究, 从而

确定不同状态的特异标志物、发生机制、特异治

疗方法等. 蛋白质组学的核心技术为2-D电泳和质

谱分析; 研究标本可分为: 培养的细胞、生理或病

理状态下的组织、各种体液等. 大肠癌是常见的

恶性肿瘤之一, 发病率和死亡率迅速增长[4]. 近年

国内外众多学者将蛋白质组学应用于大肠癌的研

究, 不论在大肠癌发生和进展的特异标志物及大

肠癌的发病机制、治疗等方面均取得较多成就, 
另也有部分学者建立了大肠癌的部分蛋白文库.

1  大肠癌的特异标志物

1.1 血清标志物

1.1.1 尼克酰胺-N-甲基转移酶(n ico t inamide 
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N-methyltransferase, NNMT)和复合酶体活化剂

亚单位-3(proteasome activator complex subunit 
3, PSME-3): Roessler et al对结直肠癌和配对的

结直肠黏膜组织中的蛋白质进行双向凝胶电泳

(2-DE), 其中结肠癌中特异表达的蛋白通过质谱

分析鉴定, 并在血清中验证, 结果发现NNMT和
PSME-3在大肠癌患者血清中特异表达[5-6]. 作者

进一步用109例大肠癌患者、317例健康人、87
例炎性肠病患者的血清样品比较其与CEA的灵

敏度差异, 发现诊断大肠癌PSME-3与CEA灵敏

度相似, 而NNMT比CEA灵敏度高.
1.1.2 CRMP-2: 通过分析由12种癌种发育成的细

胞株, Wu et al [7]认为CRMP-2是大肠癌的血清标

志物, 并进一步用201例大肠癌患者和210例健

康人的血清样品验证, 发现单独应用CRMP-2诊
断大肠癌灵敏度高于CEA, 但特异度差, 而联合

应用CEA和CRMP-2比单独应用任何一项灵敏

度和特异度都高.
1.1.3 S100A8和S100A9: Kim et al [8]用2D-DIGE
电泳的方法, 在一个比较窄的pH值范围内(pH 
5.5-6.7)比较正常大肠黏膜和大肠癌之间的差

异蛋白, 发现大肠癌中有34种蛋白高表达、17
种蛋白低表达. 然后通过质谱分析的方法确定

这些蛋白. 对于其中显著高表达的腺苷高半胱

氨酸酶、nm23-H1、S100A8、S100A9进一步

通过RT-PCR、Western blot验证, 均提示大肠癌

中显著高表达. 而免疫组织化学提示S100A8、
S100A9在大肠癌中显著高表达, 腺苷高半胱氨

酸酶、nm23-H1在大肠癌中高表达. 作者进一

步取健康志愿者、大肠腺瘤患者、大肠癌患

者的血清, 通过Wester blot的方法检验血清中

S100A8、S100A9, 并去CEA对比, 发现CEA检

测大肠癌的灵敏性为78%, S100A8的灵敏性为

91%, S100A9的灵敏性为89%, 且与对照组相比

S100A8和S100A9对早期大肠癌的检出率更高. 
作者建议将S100A8和S100A9作为一种大肠癌

的血清标志物.
1.1.4 肌间线蛋白: Ma et al [9]用双向电泳的方法

分析大肠癌和正常大肠黏膜之间的差异蛋白, 
并用质谱分析的方法确定蛋白. 对于其中大肠

癌中高表达的肌间线蛋白(desmin)进一步通过

RT-PCR、Western blot验证, 均提示在大肠癌中

高表达. 而免疫组织化学则证实肌间线蛋白在

大肠癌中高表达, 且与大肠癌的分期和预后相

关. 作者通过一种灵敏的免疫测定的方法, 检测

健康志愿者和大肠癌患者的血清, 结果发现肌
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间线蛋白在大肠癌中显著高表达, 且与预后和

分期相关. 作者建议将肌间线蛋白作为一种新

的大肠癌血清学标志物.
1.2 组织特异标志物 通过对正常大肠黏膜和

大肠癌原发灶进行双向凝胶电泳和质谱分析, 
Alfonso et al [10]发现膜融合蛋白Ⅳ(annexinⅣ)、
MAT-1上调, NCF-2、PMM-2下调. 其中膜融

合蛋白Ⅳ是一种钙结合蛋白, 与细胞间的相互

联系和信号传导相关; 相同的方法Kim et al [11]

发现大肠癌中硒结合蛋白1(selenium-binding 
protein 1, SELENBP1)显著低表达. 并用RT-
PCR、Western blot验证. 作者另取8个同时患

有大肠腺瘤和大肠癌的患者的大肠腺瘤和大

肠癌组织标本, 通过免疫组织化学和Weste rn 
b l o t的方法验证1个大肠腺瘤和8个大肠癌中

都存在SELENBP1缺失, 且通过组织芯片的方

法分析240个Ⅱ期、Ⅲ期大肠癌组织作者发现

SELENBP1含量越低, 预后越差. Rho et al [12]通过

肝素分段浓缩的方法处理大肠癌和正常大肠黏

膜组织, 然后进行双向凝胶电泳和质谱分析. 发
现了56种差异蛋白, 其中32个低含量蛋白只有

通过肝素分段处理后才能显现. 而这32种蛋白

中大部分与组织的低氧适应有关. 其中5种蛋白

(蛋白酶体亚基类型7、血红蛋白α亚单位、过

氧化还原酶、精氨基琥珀酸合成酶、信号识别

颗粒9 kDa蛋白)通过了Western blot和免疫组织

化学的进一步验证.

2  大肠癌发生及进展机制

2.1 大肠癌发生的机制 我国学者Wang et al [13]收

集10例既患有大肠癌又患有大肠腺瘤病例, 然
后用双向凝胶电泳的方法分析这10例患者中正

常大肠黏膜、大肠腺瘤、大肠癌之间的差异蛋

白, 结果发现与癌和正常组织比较, 腺瘤中有27
个差异蛋白. 其中与正常组织相比, 腺瘤中有17
种蛋白表达上调、6种表达下调; 与大肠癌相

比, 腺瘤中有4种蛋白表达下调, 没有上调表达

的蛋白. 作者进一步用Western blot的方法检验

发现的差异蛋白, 发现Mimecan在腺瘤和癌中都

不表达, 仅在正常组织中表达; 而TXNDC5在腺

瘤和癌中都表达, 而在正常组织中不表达. 研究

证实大肠腺瘤是大肠癌发生的癌前病变[4], 因此

Mimecan的缺失和TXNDC5的过表达有可能与

大肠癌的发生相关.
慢性炎症是大肠癌发生过程中的重要机制

之一. Yasui et al [14]用氧化偶氮甲烷(azoxymethane)

www.wjgnet.com
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和右旋糖酐普罗比妥硫酸钠处理小鼠, 使其发生

大肠炎继而发生大肠癌, 取处理好的小鼠的大

肠癌组织和正常大肠黏膜组织做双向电泳, 比
较其差异蛋白, 发现的差异蛋白用质谱分析的

方法确定其名称, 最终他们发现21种差异蛋白. 
在大肠癌中5种蛋白明显高表达(β-肌球蛋白、

肌球蛋白1α型b、S100A9和一种未知蛋白), 16
种蛋白明显低表达(硒相关蛋白1、HMG-CoA合

酶、硫氧还蛋白、半胱氨酸过氧化还原蛋白、

细胞色素C氧化酶和7种未知蛋白), 这些蛋白的

功能涉及代谢、抗氧化、黏蛋白产生、炎症等. 
这些发现可能为炎症相关的大肠癌的机制提供

一些参考, 而且可能会为炎症相关性大肠癌提

供治疗和预防的策略提供参考.
2.2 大肠癌的信号转导机制 尽管现在的科研方

法无法研究某一特定生命活动的相关蛋白, 但
却可以研究信号转导途径的特定蛋白, 因为信

号转导途径含有比其他生命活动中更多的调节

大量蛋白的酶, 改变某一信号传导途径中的信

号可以在蛋白中生“足迹”, 而这些足迹是可

以被检测到的[15].
WNT/β连环蛋白途径是大肠癌发生过程中

重要的信号转导途径之一, 很多学者通过蛋白

质组学的方法, 对于此信号转导途径有了进一

步的认识. Major et al [16]用串联亲和蛋白提纯法

提纯与β连环蛋白相关的蛋白, 并通过质谱分析

确定这些蛋白的名称, 通过一系列功能分析, 发
现一种由在肾母细胞瘤中突变的基因编码的蛋

白WTX可以破坏β连环蛋白的降解, 从而破坏

WNT/β连环蛋白信号转导途径, 促进大肠癌的

发生. 在此信号转导途径中, β连环蛋白激活转

录T细胞因子4(T-cell factor 4, TCF-4)是促进大

肠癌发生的重要因素, 然而β连环蛋白没有任何

在细胞核内存在的证据. 为了解β连环蛋白如何

入核及如何形成TCF-4核蛋白复合物, Shitashige 
et al [17]用抗TCF-4抗体免疫沉淀大肠癌细胞株

HCT-116和DLD1, 并直接用nanoflew液相色谱

的方法分析蛋白, 用质谱分析的方法确定蛋白

名称, WNT信号转导途径中的核孔核膜复合体

蛋白通过蛋白修饰、荧光指示、集落形成测

定等方法评估, 结果发现: TCF-4与许多核孔核

膜蛋白复合体相互作用, 包括Ras相关核蛋白

(Ran)、Ran黏合蛋白2、Ran鸟苷三磷酸酶激活

蛋白1; TCF-4的蛋白修饰作用可以增加TCF-4和
β连环蛋白之间的作用; 核孔核膜复合体蛋白的

过表达可增加TCF-4和β连环蛋白的入核, 并增

强转录活性; 核孔核膜复合体蛋白可以增强大

肠癌细胞的生长. 由此Shitashige et al认为核孔

核膜复合体蛋白可作为WNT信号转导途径中的

新的调节因子, 而干扰TCF-4和β连环蛋白之间

相互作用的药物有可能会破坏WNT信号转导途

径, 从而抑制大肠癌的生长.
2.3 大肠癌的代谢机制 Mazzanti et al [18]用双向凝

胶电泳的方法分析大肠癌和正常大肠黏膜之间

的差异蛋白, 并对其中涉及代谢途径的蛋白, 尤
其是涉及线粒体及脂肪酸和碳水化合物代谢相

关的蛋白进行鉴定和分析, 结果发现肿瘤组织

主要以β氧化作用以主要的能量供应, 而正常大

肠黏膜主要以糖的无氧酵解为主要的能量供应; 
同时发现: 肿瘤组织因缺失Na-K-ATP酶β1亚单

位而导致Na、K循环障碍; 肿瘤组织的线粒体凋

亡途径被激活. 并认为以上3种改变与肿瘤的发

生密切相关.
2.4 大肠癌的转移机制 大肠癌的转移一直都是

影响大肠癌预后的关键因素, 阐明大肠癌的转

移机制对于了解大肠癌的进展、研究治疗策略

都有重要的意义. Katayama et al [19]取同一患者

大肠癌原发灶肿瘤组织和转移淋巴结中的转移

组织分别培养细胞株SW480和SW620, 然后以

双向凝胶差异电泳的方法分析2种细胞株之间

的差异蛋白, 发现与由大肠癌原发灶肿瘤组织

转化而来的SW480细胞株相比, 由淋巴结中转

移组织转化而来的SW620细胞株中α烯醇酶、

磷酸丙糖异构酶显著高表达, 而膜联蛋白显著

低表达, 提示α烯醇酶、磷酸丙糖异构酶以及膜

联蛋白的缺失可能与大肠癌的淋巴结转移相关. 
我国学者Pei et al [20]将大肠癌患者按有无淋巴结

转移分为2组, 用双向电泳的方法分别比较2组
中大肠癌原发灶和正常大肠黏膜之间的差异蛋

白, 用质谱分析的方法确定蛋白的名称, 然后再

比较2组之间差异蛋白的区别, 最后通过Western 
blot和免疫组织化学的方法进一步验证两组之

间的差异蛋白. 发现与大肠癌无淋巴结转移组较

大肠癌淋巴结转移组热休克蛋白27(Hsp27)、谷

胱甘肽S-转移酶、膜联蛋白Ⅱ明显高表达, 而肝

脂肪酸相关蛋白明显低表达, 认为这些蛋白与大

肠癌的淋巴结转移相关. Chang et al [21]通过双向

电泳的方法分析发生大肠癌肝转移患者的正常

大肠黏膜、大肠癌原发灶、正常肝脏组织、大

肠癌肝转移灶之间的差异蛋白, 并以质谱分析

确定蛋白名称. 结果发现大肠癌肝转移灶中线

粒体FOF-1-ATP合酶α亚单位显著增高. 并通过

■创新盘点
本文较详细全面
的总结了近几年
国内外有关蛋白
质组学在大肠癌
各个方面的研究
应用, 为大肠癌蛋
白质组学的研究
提供一定参考.
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免疫组织化学的方法验证, 发现大肠癌肝转移

灶中线粒体FOF-1-ATP合酶α亚单位、δ亚单位

在大肠癌肝转移灶中较正常大肠黏膜、大肠癌

原发灶、正常肝组织中高, 线粒体FOF-1-ATP合
酶α亚单位、δ亚单位与大肠癌的分期和肝转移

相关, 线粒体FOF-1-ATP合酶δ亚单位与血管侵

袭和远处转移相关. 将线粒体FOF-1-ATP合酶α
亚单位、δ亚单位转染干扰小RNA后可降低人

类大肠癌细胞株在体外实验的侵袭能力. 由此

认为FOF-1-ATP合酶α亚单位与大肠癌的肝转移

相关.

3  研究大肠癌对各种治疗的反应

联合化疗和放疗是目前针对进展期直肠癌患者

的标准疗法, 但个体间放疗的敏感性存在很大

差异, 而目前没有一种有效的检测放疗敏感性

的方法. Allal et al [22]收集17例进展期直肠癌患者, 
肠镜下取直肠癌原发灶组织活检, 活检后给予

50 Gy剂量的放射治疗, 然后手术切除病灶. 将活

检取得的放疗前的直肠癌组织与手术取得的放

疗后的直肠癌组织进行双向凝胶电泳, 将其中

的差异蛋白通过质谱分析的方法进行鉴定. 结
果发现以下蛋白可能跟放疗敏感性相关: 膜联蛋

白、β微管蛋白、降钙素、组织蛋白酶D、可溶

性抗药性相关钙结合蛋白、突触融合蛋白、原

肌球调节蛋白[22]. 其中β微管蛋白是很著名的与

放疗敏感性相关的蛋白, 并且他还是一种大肠癌

中新的药物治疗的分子靶向位点, 比如: 泰索帝.
表皮生长因子受体络氨酸激酶抑制剂是

一种常见的抗肿瘤生物制剂, 临床上个体间的

敏感性差异显著. Loeffler-Ragg et al [23]选择4
种表皮生长因子(EGFR)阳性的大肠癌细胞株: 
Caco-2、DiFi、HRT-18、HT-29, 分别用表皮生

长因子受体络氨酸激酶抑制剂吉非替尼治疗, 
然后利用双向凝胶电泳的方法分析对吉非替尼

有反应和无反应的细胞株之间的差异蛋白, 并
用质谱分析的方法鉴定这些差异蛋白. 结果发

现12种差异蛋白, 这12种差异蛋白主要涉及代

谢途径, 尤其涉及恶性生长途径. 在这12种蛋白

中, 有4种已知与EGFR的信号传导途径相关. 其
中泛素羧基末端水解酶L1(UCH-L1)和半乳凝素

-3(galectin-3)在反应株中过表达, 而脂肪酸相关

蛋白(E-FABP)和Hsp27在无反应株中过表达, 提
示E-FABP和Hsp27与大肠癌对表皮生长因子受

体络氨酸激酶抑制剂的耐药性相关.
5-FU是大肠癌化疗中的有效药物, 但好多

患者存在耐药性, 为研究5-F U耐药相关蛋白, 
Tanakas et al [24]用双向电泳的方法分析大肠癌细

胞株DLD-1和对5-FU耐药的DLD-1的亚型DLD-
1/5-FU之间的差异蛋白, 并用质谱分析的方法确

定蛋白的名称. 发现5种显著高表达的蛋白: 不
均一核糖核蛋白G、线粒体转录因子A、组蛋

白H2B、组蛋白H4、核糖体蛋白L3. 这几种蛋

白大部分都可以保护细胞免受DNA损伤. 而为

了研究5-FU反应相关蛋白, Wong et al [25]选择大

肠癌细胞株SW480, 对其进行5-FU化疗, 然后以

双向电泳的方法分析治疗前和治疗后的细胞株

的差异蛋白, 发现Hsp27、Hsp70、抗氧化蛋白

perxiredoxin可能是5-FU反应相关蛋白, 并进一

步通过细胞免疫的方法确定.

4  挖掘新的分子靶向作用位点

莱菔硫烷的化疗机制以前一直认为与其激活Ⅱ

期解毒酶活性相关, Mastrangelo et al [26]用蛋白

质组学的方法发现了莱菔硫烷的新的作用靶

点. Mastrangelo et al给予大肠癌细胞株Caco-2  5 
μmol/L莱菔硫烷治疗48 h, 以双向电泳的方法

分析给予治疗组和未给予治疗组之间的差异蛋

白, 以质谱分析的方法确定蛋白的名称. 发现治

疗后的5羟色胺(3)明显减少. 为了进一步研究双

向电泳提示的结果, 对5羟色胺(3A)、5羟色胺 
(1A)、5羟色胺(2C)、5羟色胺重吸收载体进行

Western blot, 结果发现给予莱菔硫烷治疗后5羟
色胺受体呈剂量相关性减少, 且烟碱乙酰胆碱

受体增加. 所以5羟色胺受体可能是莱菔硫烷的

新的作用靶点, 对新的治疗方法的发现有一定

的参考价值.

5  研究某种基因在大肠癌中的作用

Stühler et al [27]通过双向电泳的方法研究转染

与假性转染抑癌基因S m a d4的大肠癌细胞株

SW480之间的差异蛋白, 发现并通过质谱分析

的方法鉴定了47个蛋白, 通过分析这些差异蛋

白发现Smad4可能通过参与细胞凋亡、分化来

抑制大肠癌的发生和进展. Tiam1是一种新发

现的与大肠癌转移相关的基因, 是一种鸟嘌呤

核苷酸交换因子, 可以激活Ras基因. 为了更好

地了解Tiam1的作用机制, Liu et al [28]用转染和

假性转染了Tiam1的大肠癌细胞株HT29进行双

向电泳, 发现两者之间的差异蛋白, 然后用质谱

分析的方法确定了11种蛋白, 最后用RT-PCR、
Western blot的方法验证这11种蛋白. 结果发现

■应用要点
本文对大肠癌的
发生、发展及对
于各种治疗的敏
感特异蛋白做了
总 结 ,  为 研 究 大
肠癌的诊断、治
疗提供新的研究
思路.
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转染了Tiam1的大肠癌细胞株可以上调热休克

蛋白27、谷胱甘肽S-转移酶等, 并可下调表达膜

联蛋白Ⅳ. 研究表明Tiam1可能直接或间接参与

了这些蛋白的调节, 这将对研究Tiam1的作用机

制有很大帮助.

6  大肠癌细胞株的蛋白质文库

Simpson et al [29]对结肠癌细胞系 LIM1215进行了

蛋白质组学分析, 鉴定出了284个蛋白(包括92个
膜蛋白), 建立了结肠癌细胞系LIM1215膜蛋白

数据库, 为寻找结肠癌特异性生物标志物, 早期标志物, 早期, 早期

发现和监测肿瘤提供了膜蛋白质数据库基础.

7  结论

尽管蛋白质组学技术对于我们进一步研究大肠

癌提供了强有力的支持, 但我们还应看到蛋白

质组技术的不足. 用于蛋白分离的双向凝胶电

泳对于极酸、极碱以及低丰度的蛋白分离效果

差, 且无法实现高通量、自动化的操作极大地

限制了我们蛋白质组的研究; 蛋白质组研究的

各类标本都存在各自缺点: 组织标本混杂因素

太多, 较难取得单纯的肿瘤或正常组织细胞, 而
培养的细胞株虽是单纯肿瘤或正常组织细胞发

育而来, 却与肿瘤细胞和正常组织细胞存在较

大差异, 无法完全代表肿瘤组织或正常组织. 然
而蛋白质组学技术毕竟使我们对大肠癌的研究

更深入了一步, 相信随着新技术的不断改进, 蛋
白质组会给我们带来更多的惊喜.
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Abstract
AIM: To investigate the impact of fragile 
histidine triad (FHIT) gene transfection on 
the proliferation and invasiveness of human 
cholangiocarcinoma QBC939 cells.

METHODS: The recombinant FHIT eukaryotic 
expression plasmid was introduced into QBC939 
cells by liposome-mediated transfection. Cell 
proliferation was tested by methyl thiazolyl tet-
razolium (MTT) assay. Cell invasion was deter-
mined by Transwell chamber assay.

RESULTS: MTT assay showed that FHIT gene 
transfection significantly decreased the prolifera-
tion of QBC939 cells (P < 0.05). Transwell cham-
ber assay showed that the number of transfected 
cells that passed the Transwell membrane was 
significantly less than those of blank control and 
normal control cells (48 ± 7 vs 109 ± 14 and 104 ± 
12, respectively; both P < 0.01).

CONCLUSION: FHIT gene can inhibit the pro-
liferation and invasiveness of human cholangio-
carcinoma QBC939 cells.

Key Words: FHIT; Transfection; Proliferation; Inva-
siveness
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摘要
目的: 探讨FHIT基因对胆管癌细胞的增殖与
侵袭的影响. 

方法: 将含FHIT基因的重组真核表达质粒转
染入胆管癌细胞株QBC939, 采用MTT实验检
测转染前后细胞增殖活性, Transwell小室侵袭
实验检测肿瘤细胞侵袭力. 

结果: 转染后QBC939细胞的MTT吸光度明显
下降(P<0.05), 并且转移至小室滤膜下的细胞数
明显减少(48±7 vs  109±14, 104±12, 均P<0.01).

结论: FHIT基因能抑制胆管癌细胞株QBC939
的增殖并降低其侵袭力.

关键词: FHIT; 转染; 增殖; 侵袭

谢放, 黄强. FHIT基因转染对胆管癌细胞增殖与侵袭的影响. 世

界华人消化杂志  2009; 17(33): 3437-3440

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/3437.asp

0  引言

肿瘤是一种基因性疾病, 原癌基因激活、抑癌基

因功能丧失以及一些修饰基因功能的改变致使

细胞增殖失控、细胞分化异常和肿瘤细胞凋亡

失衡, 从而导致肿瘤的发生和发展. 本研究通过

基因转染, 有限恢复胆管癌细胞抑癌基因的表达, 
观察FHIT基因对胆管癌细胞增殖和侵袭的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 FHIT/pcDNA3.1由我室自行构建; 胆

www.wjgnet.com
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■背景资料
FHIT基因是目前
肿瘤研究的新兴
领域和热点, 在多
重肿瘤中的研究
表明其可能成为
基因治疗的一个
靶点. 基因转染作
为一种广泛应用
且成熟的分子生
物学实验技术, 使
研究者可以通过
导入目的基因来
研究其对实验对
象的影响, 探讨可
能的作用机制.

■同行评议者
沈柏用 ,  副教授 , 
上海市交通大学
医学院瑞金医院
肝胆胰外科中心



管癌细胞株QBC939购于ScienCell Research 
Labortories U.S.; 胰蛋白酶、噻唑蓝(MTT)、二

甲基亚砜(DMSO)购于美国Sigma公司; SYBR 
GreenⅠ、荧光定量RT-PCR试剂购于上海闪

晶生物试剂公司; Transwel l小室、Matr ige l 
Matrix、Fibronection购于美国BD公司. XDS-
1A倒置显微镜产于香港先达分析仪器有限公

司; 紫外分光光度计产于美国GeneQuant Pro 
Amersham Biosciences; Biocell HT 1型全自动酶

标仪产于奥地利Anthos Labtec Instru; 荧光定量

PCR仪FTC2000产于加拿大Funglyn Biotech.
1.2 方法 
1.2.1 基因转染: 取经37℃, 50 mL/L CO2环境传

代培养至3-5代之QBC939细胞, 将我室构建的

FHIT/pcDNA3.1通过脂质体瞬时转染法转染细

胞. 由于pcDNA3.1含有新霉素(Neomycin)抗性基

因, 因此通过Neomycin筛选出成功转染的细胞.
1.2.2 FHIT基因表达检测: 转染后QBC939细胞

的F H I T表达情况通过荧光定量RT-P C R进行

检测. 根据GenBank所查询的序列, 使用Primer 
Express软件设计引物: 上游引物F 5'-GAGTCGG
GACAGTGGTGGA-3'; 下游引物R 5'-GCTTCTG
CTGCCATTTCCTC-3', 看家基因选择h_actin. 按
试剂说明书设定荧光定量PCR反应体系及参数, 
确定标准曲线后进行荧光定量PCR. 3个实验组

各做6次重复实验, 每次目的基因和看家基因的

Ct值相减得到ΔCt, 把未经处理的样品(自然对照

组)作为参照因子(calibrator), 经看家基因均一化

处理后, 通过2-ΔΔCt方法计算[1]. 目标基因表达差

异通过经过处理的样本相对于未经处理的样本

的倍数来表示. 
1.2.3 细胞增殖检测: MTT法测定细胞增殖情

况的原理是活细胞特别是增殖细胞通过线粒

体脱氢酶将MTT(淡黄色)分解为蓝紫色的甲瓒

(formaZan)结晶而显色, 甲瓒可以被DMSO等有

机溶剂溶解, 测定其光吸收值能够反映细胞的

增殖情况. 收集培养到对数生长期的QBC939细
胞, 调整细胞悬液浓度, 用微量移液器加入96孔
板中, 每孔100 μL, 未使用的边缘孔用无菌PBS
填充. 按设计的3个观察组, 每组设4个重复孔, 
共设6列, 从转染当天起每天检测一列. 
1.2.4 Transwell小室侵袭实验: 构建Transwell小
室系统, 自上而下依次为: 不含血清的上层培养

液、细胞、基质胶、聚碳酸酯膜、含血清的下

层培养液、培养板、纤维粘连蛋白. 上室种植

肿瘤细胞, 下室加入含胎牛血清的培养基, 肿瘤
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细胞会向营养成分高的下室迁移, 在聚碳酸酯

膜上室侧铺上一层基质胶, 用以模仿体内细胞

外基质, 细胞欲进入下室, 先要分泌基质金属蛋

白酶(matrix metalloproteinase, MMP)将基质胶降

解, 方可通过聚碳酸酯膜. 于24孔板设置3组, 8
列重复实验, 经结晶紫染色后, 随机取左上、左

下、右上、右下及中心5个视野, 倒置显微镜下

直接计数进入下室的细胞量可反映肿瘤细胞的

侵袭能力. 
1.2.5 实验分组: 本着实验需要, 保证随机性和

对照原则, 将实验对象分为3组: 自然对照组(自
然生长的QBC939细胞)、空白对照组(转染了

pcDNA3.1空质粒的QBC939细胞)和实验组(转
染了FHIT/pcDNA3.1重组质粒的QBC939细胞).

统计学处理 所得数据均以mean±SD表示, 
采用单因素方差分析, 组间比较采用Bonfferoni
检验. 所有数据录入SPSS17.0软件进行计算, 以
P <0.05作为差异有显著的统计学意义.

2  结果

2.1 FHIT基因表达变化 荧光定量PCR显示, 实
验组在质粒转染后, FHIT的表达比2个对照组有个对照组有对照组有

所升高, 表达量比自然生长的QBC929细胞高出

2.53倍, 可见转染后的FHIT基因表达有限恢复

(表1).
2.2 细胞增殖 从每天MMT检测情况结合统计学

分析, 实验当天(记为“第0天”)各组A 490值差别

无统计学意义, 各组处于接种时的状态; 随着时

间的推移, 由于转染对细胞生长有一定毒性作

用, 因此2个对照组间的A 490值的差异具有统计

www.wjgnet.com

■研发前沿
当前对FHIT基因
的研究多见于乳
腺癌、宫颈癌等
少数几种肿瘤, 且
国外研究较多, 对
该基因在胆管癌
的表达研究尚未
引起重视.

表 1 FHIT荧光定量PCR结果

                                     ΔCt   ΔΔCt            2-ΔΔCt

自然对照组     5.63±0.13      0.00±0.13    1.00(0.91-1.09)

空白对照组     5.27±0.08    -0.36±0.08    1.28(1.21-1.36)

实验组       4.29±0.05    -1.34±0.05    2.53(2.45-2.62)

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

0           1            2            3            4           5
t /d

A
值

自然对照组
空白对照组
实验组

图 1 MTT法观察细胞增殖情况.
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学意义(P <0.01); 同时, 2个对照组间与实验组的

A 490值的差异均有显著的统计学意义(P <0.05), 
实验组细胞增殖相对于2个对照组被明显抑制

(表2, 图1).
2.3 细胞侵袭力变化 结果显示2个对照组间的差

异无统计学意义(P >0.05), 实验组与2个对照组

间的差异均有显著的统计学意义(P <0.01), 说明

实验组的胆管癌细胞侵袭力减弱(表3).

3  讨论

胆管癌是一种严重威胁生命健康的恶性肿瘤, 
其起病隐匿、恶性程度高, 尤其体现在胆管癌

细胞增殖能力和侵袭性较强等方面. 对胆管癌

的相关研究发现, 胆管癌细胞的FHIT表达丢失, 
且与癌基因的过表达呈线性相关[2], 因此该基因

可能与胆管癌的发生、发展关系密切. 
FHIT是由Ohta et al于1996年发现并命名[3]. 

其主要特点是: 在脆性区域端检测有很多Alu序
列, 富含AT, 可能是DNA复制的起点; 几乎所有

外显子均以AC序列结束, 为通常所见基因剪接

受体位点序列. FHIT基因在细胞凋亡和细胞周

期调控中发挥重要作用[4-5]. FHIT基因编码的蛋

白与微管蛋白结合, 可阻止细胞有丝分裂过程, 
抑制细胞过度增殖, 从而发挥抑癌功能[6]; 此外, 
还具有二腺苷酸三磷酸水解酶活性, 可以产生

ATP, 虽然此活性的抑癌机制尚有争议, 但其作

用已得到证实. 近年来的大量研究发现, 多种肿

瘤组织中FHIT蛋白表达存在降低或丢失, 并发

现这与FHIT基因转录及缺失有关, 提示FHIT基
因为多种肿瘤的候选抑制基因[7]. FHIT转录产物

异常及FHIT蛋白表达缺失或减少, 已在多种原

发肿瘤及肿瘤细胞株中得到证实, 尤其在与环

境致癌因素密切相关的肿瘤如胃癌、肺癌、食

管癌、宫颈癌、肝癌等[8-11]更是如此. 而侵袭性

是肿瘤细胞浸润和远处转移的主要表现, 尤其是

恶性肿瘤最突出和致命的特点就是肿瘤转移. 肿
瘤的浸润和转移给临床治疗带来的很大的难度.

那么是否可以通过分子生物学手段人工导

入抑癌基因来影响肿瘤细胞的增殖和侵袭力呢? 
为了探讨这种可能性, 本次研究通过构建FHIT
真核表达质粒, 通过简便易行且效率较高的脂

质体转染法, 在FHIT基因缺失的肿瘤细胞中导

入FHIT cDNA, 由于瞬间转染在转染细胞培养

数代后会出现稀释现象, 如采用稳定转染会可

能更有效. 在检测基因的表达方面, 本研究运用

更具特异性和更高准确度的荧光定量RT-PCR, 
并采用MTT和小室侵袭实验等手段观察细胞生

物学行为变化. 结果表明转染了含目的基因质

粒的胆管癌细胞FHIT蛋白重新表达, 进而引起

阻滞于S期和G0/G1期的细胞数增多, 而细胞周期

的两个重要节点之一即位于G1-S处, 因此凋亡细

胞数增多, 令致癌性下降. 同时, 研究发现抑癌

基因的表达恢复, 可以降低肿瘤细胞的侵袭力, 
从而可能减少其浸润和远处转移, 降低其恶性

程度. 
总之, FHIT基因能抑制胆管癌细胞增殖并

降低其侵袭性, 但其具体作用的分子生物学机

制还有待进一步研究. 但FHIT作为一种抑癌基

因, 能影响肿瘤细胞增殖周期, 诱导其凋亡, 可
以作为基因治疗的一种候选基因, 在将来的肿

瘤临床中发挥重要作用.
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负相关 .  M a i t r a  
et al 发现FHIT基
因为多种肿瘤的
候选抑制基因.

表 2 MTT检测A 490值

     
    第0天               第1天         第2天   第3天                第4天          第5天

自然对照组           0.22±0.02         0.42±0.03b         0.43±0.05b         0.51±0.03b         0.68±0.02b         0.88±0.08b

空白对照组           0.21±0.01         0.15±0.03          0.22±0.01a         0.34±0.03a         0.37±0.04a         0.46±0.07a

实验组              0.22±0.02         0.11±0.03          0.15±0.03          0.22±0.04           0.22±0.03          0.31±0.05

F值              0.465    135.600  87.470             60.340      259.400    81.780

aP<0.05, bP<0.01 vs  实验组.

表 3 侵袭实验观察值

     
       自然对照组    空白对照组          实验组

观察值       109±14         104±12         48±7

F值       71.85

P值                        4.05×10-10
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Abstract
AIM: To investigate the effects of Uygur 
medicine Xipayi Kui Jie’an ( KJA) on c-jun 
expression in rat ulcerative colitis (UC).

METHODS: Wistar rats were used to induce UC 
with 2,4-dinitrochlorobenzene (DNCB) and ace-
tic acid. The UC rats were then divided into five 
groups: normal saline group, 5-aminosalicylic 
acid (5-ASA) group, and low-, medium- and 
high-dosage KJA groups. The expression of c-jun 
mRNA and protein was detected by semiquanti-
tative reverse transcription-polymerase chain re-
action (RT-PCR) and Western blot, respectively. 

RESULTS: No significant differences were not-
ed in the expression level of c-jun mRNA among 
each group. Compared with the normal saline 
(NS) group and the 5-aminosalicylic acid group, 
the expression levels of c-jun protein was signifi-
cantly down-regulated in the high-dosage KJA 
group (0.50 ± 0.14 vs 0.84 ± 0.44 and 0.79 ± 0.17, 
respectively; both P < 0.05). 

CONCLUSION: KJA exerts therapeutic action 
against UC in rats perhaps via downregulation 
of c-jun at the post-transcriptional level. 

Key Words: Xipayi Kui Jie’an; c-jun; Ulcerative coli-
tis

He J, Hamulati Wufuer, Huang JJ, Wu J, Kurexi Yunusi. 
Xipayi Kui Jie’an downregulates c-jun expression in rat 
ulcerative colitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(33): 3441-3445

摘要
目的: 探讨维药西帕依溃结安对溃疡性结肠
炎模型大鼠结肠组织中即刻早期原癌基因
c-jun表达的影响.

方法: 采用2, 4-二硝基氯苯(DNCB)与乙酸复
合法制备大鼠溃疡性结肠炎模型, 分为5组进
行实验. 应用RT-PCR和Western blot方法分别
检测各组c-jun mRNA及其蛋白质表达. 

结果: 在对大鼠溃疡性结肠炎模型治疗中, 维
药西帕依溃结安大剂量治疗组中c-jun的蛋白
质表达水平与生理盐水阴性对照组及5-氨基
水杨酸组相比均明显下调, 差异有统计学意
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■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
(UC)被世界卫生
组织列为疑难病, 
近年来发病率有
明 显 增 加 趋 势 . 
该病的病因和发
病机制尚未完全
阐 明 ,  成 为 消 化
病学研究的新热
点 .  c- jun蛋白表
达可能是炎症细
胞活化的早期标
志. 作为原癌基因
的c-jun及其蛋白
产物在生命活动
中起着极为重要
的作用. 所以研究
c-jun在UC中的作
用机制是十分必
要的.

■同行评议者
杜群, 副研究员, 广
州中医药大学脾
胃研究所药理室



义(0.50±0.14 vs  0.84±0.44, 0.79±0.17, 均
P <0.05).

结论: 维药西帕依溃结安可能是通过在转录
后水平上降低c-jun在结肠中的表达来促进溃
疡性结肠炎的愈合.

关键词: 西帕依溃结安; c-jun; 溃疡性结肠炎
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种慢性

非特异性肠道炎症, 临床主要表现为腹痛、腹

泻、黏液稀便等, 常反复发作, 迁延不愈. 该病

还有发生癌变的可能[1-2]. 由于其持续增高的发

病率[3], 日益引起人们的关注. c-jun为即刻早期

原癌基因. 经研究推测炎症细胞内c-jun的表达

可能是炎症细胞活化的早期标志, c-jun的表达

产物亦可促进炎症细胞的增殖、分化, 并可促

进其进一步活化. 目前c-jun与UC间关系的研究

很少见, 本实验旨在成功建立大鼠UC模型的基

础上[4]探讨维药西帕依溃结安对模型结肠组织

中c-jun mRNA及c-jun蛋白表达变化及其可能的

作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康的SPF级Wistar大鼠, ♂, 体质量

200-250 g, 由新疆医科大学实验动物中心提供. 
2, 4-二硝基氯苯(DNCB)(Sigma公司), 山羊的

β-actin mAb(Santa Cruz公司), c-jun抗体(兔多克

隆抗体)(Santa Cruz公司), 抗山羊及抗鼠的二抗

(北京中杉金桥公司), TRIzol法总RNA提取试

剂盒、逆转录试剂盒(上海生工生物有限公司), 
BCA蛋白浓度检测试剂盒(德国MERK公司), 维
药西帕依溃结安(新疆维吾尔医研究所提供), 垂
直电泳仪(美国Bio-Rad公司产品), 其他试剂为进

口或国产分析纯.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 按完全随机法将Wistar大鼠(108只)
分为生理盐水阴性对照组(21只, 死3只)、5-氨
基水杨酸(5-ASA)阳性对照组(21只, 死6只)、西

帕依溃结安治疗大剂量组(22只, 死1只)、中剂

量组(21只, 死2只)、小剂量组(23只, 死1只), 分
笼喂养.
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1.2.2 大鼠UC模型的建立: 采用DNCB加乙酸双

重诱导致敏复合法[5], 各实验组大鼠先适应性

喂养1 wk后, 颈背部脱毛, 每天用2%的DNCB
丙酮液滴背, 每次5滴, 用药14 d, 于第15天用直

径3 mm的导管经肛门插入大鼠结肠内5-8 cm
注入0.25 mL 0.1%的DNCB乙醇液, 第16天同法

灌2 mL 5%的乙酸, 作用15 s后立即注入5 mL生
理盐水冲洗, 以消除乙酸的作用(灌肠前24 h禁
食, 自由饮水). 各实验组灌酸7 d后进行治疗, 用
直径3 mm的导管经肛门插入大鼠结肠内8 cm
左右分别注入生理盐水、5-氨基水杨酸、治

疗药物维药西帕依溃结安: 生理盐水阴性对照

组2.25 mL/(100 g•d), 5-氨基水杨酸阳性对照组

100 mg/(kg•d), 维药西帕依溃结安大剂量组225 
mg/(kg•d), 中剂量组150 mg/(kg•d), 小剂量组75 
mg/(kg•d), 治疗20 d后脱颈椎处死各组大鼠, 取
距肛门5-8 cm的病变部位结肠于-80℃保存.
1.2.3 RT-PCR法检测c-jun mRNA的表达: 采用

经典TRIzol法提取大鼠结肠组织总RNA, 应用

GeneQuant核酸定量分析仪测定总RNA的浓度

和纯度, 确保A 260/A 280比值>1.8, 并经含有溴乙

锭的10 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定. 参照逆转录试

剂盒说明书进行逆转录, 在20 µL反应体系中加

入1 µg总RNA, Oligo (dT)18 (0.5 µg/µL)1 µL, 加
无RNA酶去离子水至总体积12 µL, 混匀后离心

3-5 s, 70℃水浴5 min, 冰浴30 s, 离心3-5 s后再

加入: 5×Reaction Buffer 4 µL, RNase-inhibitor 
(20 U/µL)1 µL, dNTP Mix(10 mmol/L)2 µL. 混
匀离心3-5 s, 37℃水浴5 min, 加1 µL逆转录酶

(20 U/µL), 终体积为20 µL, 42℃水浴1 h, 70℃
加热10 min, 4℃终止反应. 用cDNA 模板1 µL对
大鼠内参照β-actin及c-jun基因进行PCR扩增. 运
用Primer5.0设计软件设计内参照β-actin及c-jun
基因的上下游引物. 引物由上海生工生物工程

公司合成. 内参照β-ac t in引物序列为: 上游引

物: 5'-GGGACCTGACAGACTACCTC-3', 下游

引物: 5'-GACAGCACTGTGTTGGCA TA G-3', 
产物长度352 bp. c-jun引物序列为: 上游引物: 
5'-CCAGCAATGGGCACATCACC-3', 下游引物: 
5'-CGTCTGCGGCTCTTCCTTCA-3', 产物长度

455 bp. 反应体系为50 µL, 其中含cDNA 1 µL, 2
×PCR Master Buffer 25 µL, 上游引物1 µL(10 
µmol/L), 下游引物1 µL(10 µmol/L), 无菌双蒸水

补足至50 µL. 扩增参数为: 预变性94℃ 5 min, 
94℃变性30 s, 退火30 s: β-actin退火温度为55℃. 
c-jun退火温度为56.6℃, 72℃延伸45 s, 共29个
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■创新盘点
本实验应用维药
西帕依溃结安调
节c-jun基因的表
达, 对于从分子水
平上探讨维药的
作用机制有重要
意义. 这不仅有利
于治疗UC, 还提
高了维医药理论
的现代化研究.
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循环, 总延伸72℃ 10 min. PCR扩增产物于含有

溴乙锭的20 g/L琼脂糖凝胶中进行电泳鉴定, 并
以Gene RulerTM 100 bp DNA ladder作为Marker.
电泳条件: 100 V进样5 min, 80 V电泳40 min, 紫
外灯下观察结果, 并在凝胶成像仪上成像. 采用

Quantity One图像分析软件分析数据, 获得各电

泳条带的积分吸光度(X), 用β-actin的积分吸光

度(A )作为内参照, 计算基因的相对表达量(X/A ) 
作为实验数据.
1.2.4 Western blot法检测C-jun蛋白的表达: 将结

肠组织标本称质量, 按1∶5的比例加入细胞裂

解液, 在冰上进行匀浆, 置于冰上裂解30 min后, 
4℃下12 000 r/min离心5 min, 取上清分装后置于

-80℃保存. 用BCA(bicinchoninic acid)比色法检

测样品蛋白浓度(按试剂盒说明书操作), 并计算

出上样体积. 样品中加入等体积的2×SDS上样

缓冲液, 混匀后置于沸水中加热5 min使蛋白变

性, 进行SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳(条件: 稳流45 
mA, 1.5 h), 用NC膜进行电转膜(条件: 稳压100 
V, 2 h), 丽春红S染膜鉴定转膜结果, 根据Marker
剪下相应的c-jun和β-actin蛋白条带(c-jun蛋白相

对分子质量为39 kDa, β-actin内参照相对分子质

量为43 kDa), 洗至背景变白后以50 g/L脱脂奶粉

封闭液4℃封闭过夜, 用TBST洗膜3次×10 min
后分别加入β-actin山羊mAb(1∶200), c-jun抗体

(兔多克隆抗体)(1∶100)4℃孵育12 h, 用TBST
洗膜3次×10 min, 分别加入结合有辣根过氧化

酶标记的抗山羊二抗(1∶5000)、抗兔二抗(1∶

4000)4 ℃孵育12 h, 用TBST洗膜3次×10 min, 
于暗室中将杂交膜上滴加已混匀的ECM化学发

光剂, X光胶片曝光, 显影, 定影, 使目的蛋白质

印迹于X光胶片. 采用Image Tool凝胶图像分析

系统对X光胶片扫描分析, 根据蛋白条带的面积

和灰度计算出每个条带的积分吸光度. 以每组

β-actin(内参照)表达的面积灰度值与c-jun表达

的面积灰度值进行比较而进行半定量分析.
统计学处理 数据采用SPSS15.0统计软件处

理. 半定量RT-PCR及半定量Western blot结果: 数
据方差不齐, 采用Dunnett C检验进行组间两两

比较, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 维药西帕依溃结安对大鼠结肠组织中c-jun 
mRNA表达的影响 RT-PCR 检测结果显示: 各实实

验组间大鼠结肠组织中c-jun mRNA的表达无显间大鼠结肠组织中c-jun mRNA的表达无显

著差异(P >0.05, 表1, 图1).
2.2 维药西帕依溃结安对大鼠结肠组织中的

C-jun表达的影响 Western blot检测结果显示: 维
药西帕依溃结安大剂量治疗组优于5-氨基水杨

酸阳性对照组和生理盐水阴性对照组(P <0.05和和
0.01), 而5-氨基水杨酸阳性对照组则优于生理盐), 而5-氨基水杨酸阳性对照组则优于生理盐

水阴性对照组(P <0.05, 表1, 图2).

3  讨论

UC是一种主要累及结肠、直肠的疾病. 免疫紊

乱是致病的关键, 精神刺激、感染、劳累、饮

食失调、过敏常为本病发病的诱因, 其中免疫

紊乱近年来受到基本肯定的认识[6-8]. 感染、毒

素、药物、精神刺激等始发因素能破坏肠上皮

屏障, 使肠组织暴露于大量的肠抗原中, 在遗传

易感的宿主诱发黏膜免疫反应, 引起免疫调节

异常, 产生炎症过程并逐级扩大, 最后造成组织

损伤[9-10].
原癌基因(proto-oncogene)是一类广泛存在

于原核细胞和真核细胞基因组内的高度保守基

图 1 各组大鼠结肠组织c-jun表达. 
A: β-actin; B: c-jun; 1: 西帕依溃结

安小剂量组; 2: 西帕依溃结安中剂量

组; 3: 西帕依溃结安大剂量组; 4: 5-

氨基水杨酸阳性对照组; 5: 生理盐水

阴性对照组; 6: Marker.
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图 2 各组大鼠结肠组织中的c-jun蛋白表达. A: β-actin; B: 

c-jun; 1: 维药西帕依溃结安小剂量组; 2: 维药西帕依溃结安

中剂量组; 3: 维药西帕依溃结安大剂量组; 4: 生理盐水阴性

对照组; 5: 5-氨基水杨酸阳性对照组.

■应用要点
本文结果提示, 维
药西帕依溃结安
可能是通过在转
录后水平上降低
c-jun在结肠中的
表达来促进溃疡
性结肠炎的愈合. 
从而拓展维药西
帕依溃结安的药
用范围.
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因. 许多疾病的病理变化都涉及原癌基因的表

达. c-jun属于myc基因家族, 是核内转录因子类

原癌基因家族, 此类原癌基因的特点是具有高度

的保守性, 其蛋白质表达在细胞核内, 并可作为

转录因子直接影响细胞核中DNA的转录功能, 改
变基因的表达. Matossin et al研究证实[11], c-jun
在细胞的增殖、活化分化过程中发挥重要作用. 
近年来的研究资料提示[12]: 原癌基因几乎参与

信号传递通路的每一环节, 该类基因能对神经

递质、激素、神经冲动等外界刺激引起的传入

信息在数分钟内作出反应, 进行表达, 因而对生

命的活动起着极为重要的作用. 程晓刚 et al研究

表明[13]: c-jun在炎症中发挥着重要的作用, 多种

炎性细胞因子(IL-1、IL-2、IL-3、IL-4、IL-6、
TNF等)可直接或间接激活c-jun, 激活的c-jun进
一步调节各相关细胞因子的表达调控, 从而参

与炎症反应; 国内有学者认为, c-jun在外周组织

中炎症细胞的表达增高, 可被视为一种炎症细

胞活化的早期标志. 另一方面, c-jun的表达产物

c-jun蛋白亦可促进炎症细胞的增殖、分化, 并
可促进其进一步活化. c-jun表达产物jun蛋白

是细胞核内重要的转录因子, jun蛋白家族成员

可以形成同源二聚体或者和Fos蛋白家族成员

形成异源二聚体组成转录活化蛋白-1(activator 
protein-1, AP-1)转录因子AP-1. 后者整合上游

传来的信号, 进而调节其下游一系列基因启动

子区域含有AP-1结合位点靶基因的转录表达, 
是细胞增殖及生物合成的早期标志之一. AP-1
调节的很多靶基因产物参与肿瘤细胞侵袭, 该
过程需要降解细胞外基质(extra celluar matrix, 
ECM)成分以促使血管形成及细胞迁徙[14-15]. 肿
瘤的侵袭和转移需要突破细胞外基质屏障, 这
一过程由蛋白水解酶(丝氨酸蛋白酶、半胱氨

酸蛋白酶、天门冬氨酸蛋白酶和基质金属蛋白

酶)降解细胞外基质成分完成, 而基质金属蛋白

酶(matrix metalloproteinase, MMP)是其中较为重

要的一类, 研究显示UC易发生癌变, AP-1介导的

MMP-7参与了UC相关性癌的发生[16].
西帕依溃结安处方来自维吾尔医名方“西帕

依固龈液”, 具有去腐生肌、收敛止痢的功效[17], 
为《中华人民共和国卫生部药品标准-维吾尔药

分册》1999年版收载品种, 他由没食子一味药组

成. 没食子(turkishgalls)中含有大量的可水解鞣

质, 其具有固涩、收敛、燥湿、止血[18]、消炎、

防腐, 抗腹泻[19]的作用, 用于大肠虚滑、泻痢不

止、习惯性肠炎、疗疮出血、蔓延性疮疥、斑

秃、黄水疮、牙跟松弛、牙周炎[20]、口臭、咽

喉炎、中耳炎、类囊炎等的治疗. 西帕依溃结

安是一种液体灌肠制剂, 灌肠给药可使药物直

达病变部位, 提高病变部位的血药浓度, 保护肠

道溃疡面, 改善局部的血流, 能较快的解除炎症

症状, 促进溃疡愈合, 并可避免或减少消化液和

消化酶对药物作用的影响和破坏, 有利于药物

作用的发挥. 西帕依溃结安己被应用于临床治

疗, 发现此药不良反应少, 患者容易接受, 取得

了较好的临床疗效.
据前期实验已知模型组中c-j u n蛋白表达

高于正常组[21]. 本实验的结果也显示, 各治疗

组c-jun mRNA表达无明显差异, 但c-jun蛋白表

达则有差异: 5-氨基水杨酸治疗组中c-jun蛋白

表达低于生理盐水阴性对照组(P <0.05), 维药

西帕依溃结安治疗大剂量组c-jun蛋白表达低

于5-氨基水杨酸治疗组、生理盐水阴性对照组

(P <0.01和0.05), 5-氨基水杨酸是西医临床用来

治疗炎症性肠病的常用药, 但维药西帕依溃结

安与5-氨基水杨酸相比, 治疗效果更好. 我们推

测: (1)c-jun可能是维药西帕依溃结安治疗UC的
作用靶点. 据研究已经证实: 大鼠UC组织中NF-
κB、iNOS、IL-6基因mRNA表达较正常结肠组

织明显增高, 经维药西帕依溃结安治疗后, NF-
κB、iNOS、IL-6基因mRNA表达较模型组结肠

组织明显降低[22-23]. 模型组中c-jun蛋白的高表达
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表 1 各组中c-jun mRNA及蛋白表达 (mean±SD)

     
分组                 n           c-jun mRNA            c-jun蛋白

生理盐水阴性对照组  18         0.240±0.441        0.84±0.44

5-氨基水杨酸阳性对照组  15         0.654±0.115        0.79±0.17a

维药西帕依溃结安大剂量治疗组 21         0.535±0.186        0.50±0.14ab         

维药西帕依溃结安中剂量治疗组 19         0.068±0.042        1.03±0.03           

维药西帕依溃结安小剂量治疗组 22         0.932±0.721        0.84±0.34

aP<0.05 vs  生理盐水组; bP<0.05 vs  5-氨基水杨酸组.

■名词解释
原癌基因(proto-
oncogene): 是一类
广泛存在于原核
细胞和真核细胞
基因组内的高度
保守基因. 许多疾
病的病理变化都
涉及他的表达. 原
癌基因和肿瘤抑
制基因控制着正
常细胞的生长和
分化, 这些基因的
改变被认为是一
些人体恶性肿瘤
发生的重要原因.
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一方面可能是在各种炎性因子的作用下使c-jun
基因的转录活性增强所致; 另一方面, 高表达的

c-jun蛋白又促进了各种炎性因子的活化及释放, 
形成正反作用, 即NF-κB活化引起c-jun的过度

或持续表达, 形成一个正反馈调节, 导致持续或

放大的炎症反应, 引起结肠黏膜损伤. 用维药西

帕依溃结安治疗的过程中, 则是通过降低结肠

中c-jun的表达来促进UC的愈合. c-jun表达受抑

制使AP-1生成减少, 进而MMP减少, 不能分解

ECM, 有利于损伤组织的修复, c-jun表达量减少

同时有可能降低其他促炎因子, 结果抗炎因子

的作用占优势或有利于促炎因子与抗炎因子间

平衡的恢复, 从而促进UC的愈合. (2)维药西帕

依溃结安调节c-jun的表达在转录后水平上进行.
本实验发现维药西帕依溃结安调节c-jun基

因的表达, 这不仅对UC治疗有利, 还有可能预防

UC的癌变, 从而拓展维药西帕依溃结安的药用

范围.
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■同行评价
本研究探讨了维
药西帕依溃结安
对大鼠溃疡性结
肠炎模型组织中
c-jun表达的影响, 
有一定的科学意
义和可读性.
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Abstract
AIM: To investigate the role of mismatch 
repair genes human mutL homolog 1 (hMLH1) 
and human mutL homolog 2 (hMSH2) in the 
carcinogenesis of gastric cancer.

METHODS: A total of 40 gastric cancer patients 
who underwent surgical resection at our hospi-
tal were included in the study, of which 33 were 
pathologically diagnosed as adenocarcinoma, 
and 7 as mucinous adenocarcinoma. All the 
patients did not underwent preoperative chemo-
therapy or immunotherapy. The gastric cancer 
specimens, matched cancer-adjacent tissue speci-
mens, and 20 chronic gastritis mucosa specimens 
(10 diagnosed as chronic superficial gastritis 

by gastroscopic biopsy, and 10 as chronic atro-
phic gastritis) were collected. The expression of 
hMLH1 and hMSH2 proteins in these specimens 
was detected by Western blot. 

RESULTS: The positive rate of hMSH2 expres-
sion in cancer tissue was significantly higher 
than those in cancer-adjacent tissue and gastritis 
mucosa tissue (0.28 ± 0.10 vs 0.23 ± 0.07 and 0.11 
± 0.10, respectively; both P < 0.01). The positive 
rate of hMLH1 expression in cancer tissue was 
significantly lower than those in cancer-adjacent 
tissue and gastritis mucosa tissue (0.22 ± 0.06 vs 
0.28 ± 0.07, 0.26 ± 0.06, both P < 0.01). The posi-
tive rates of hMLH1 and hMSH2 expression 
were not correlated with various clinicopatho-
logical parameters in gastric cancer.

CONCLUSION: High hMSH2 expression and 
low hMLH1 expression may be potential mark-
ers for prediction of the development of gastric 
cancer. 

Key Words: Gastric cancer; hMLH1; hMSH2; West-
ern blot

Xia D, Liu XS, Yang K, Sui AH. Significance of mismatch 
repair genes hMLH1 and hMSH2 expression in gastric 
cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(33): 
3446-3450

摘要
目的: 探讨错配修复基因hMLH1和hMSH2在
胃癌发生中的作用.

方法: 收集青岛大学医学院附属医院普外科
手术切除的胃癌组织40例, 经病理诊断腺癌
33例, 黏液腺癌7例, 患者术前均未接受放化疗
和免疫治疗, 每例均取相应癌旁组织. 胃镜活
检20例慢性胃炎黏膜组织(慢性浅表性胃炎10
例, 慢性萎缩性胃炎10例). 采用Western blot法
检测hMLH1和hMSH2蛋白在胃癌组织、癌旁
组织及胃炎组织中的表达. 

结果: 胃癌组织中hMSH2蛋白的表达显著高

®

■背景资料
DNA错配修复系
统首先在原核生
物中被发现, 随后
在酵母及更高等
的真核生物中亦
发现相似的MMR
活性. 自1993年由
Fishel et al 分离克
隆到第一个人类
MMR基因hMSH2
后 ,  到目前为止 , 
从人体细胞中共
分 离 克 隆 到 9 个
MMR基因 ,  其中
与大肠杆菌MutS
同 源 的 基 因 有
hMSH2、hMSH3、
hMSH4、hMSH5 
和hMSH6, 与大肠
杆菌MutL同源的
基因有hMLH1、
hMLH3、hPMS1
和hPMS2.

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科
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于癌旁组织和胃炎组织(0.28±0.10 vs  0.23
±0.07, 0.11±0.10, 均P <0.01); hMLH1蛋白
在胃炎组织和癌旁组织中的表达显著高于
胃癌组织(0.28±0.07, 0.26±0.06 vs  0.22±
0.06, 均P <0.01); hMLH1和hMSH2在胃癌中
的表达与年龄、性别、肿瘤部位、肿瘤大
小、浸润深度、组织学类型、分化程度、

淋巴结转移、远处转移等无关, 差异均无显
著性.

结论: hMSH2高表达可能是胃癌发生的标志
之一, 而hMLH1则可能是胃癌预警组织的一
种标志物.  

关键词: 胃癌; hMLH1; hMSH2; 蛋白印迹法
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3446-3450
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0  引言

胃癌是我国常见的恶性肿瘤之一, 每10万人口

的年死亡率为25.12, 在各种恶性肿瘤中占首

位. 肿瘤的发生需经过一个较长的、多步骤的

过程, 涉及多个癌基因的激活和抑癌基因的失

活. 近年来的研究表明, 错配修复基因(mismathc 
repair, MMR)的突变也参与肿瘤的发生. MMR
是人体细胞的一种能修复DNA碱基错配的安全

保障体系, 由一系列特异性修复DNA碱基错配

的酶分子组成, 能修复各种因素所致的DNA碱

基错配、小片段插入或缺失、小环形成等形式

的DNA损伤和基因结构异常, 在维持基因结构

稳定性、降低基因突变率、保证遗传信息稳定

性方面起重要作用. 在以往对遗传性非息肉性

大肠癌等遗传性肿瘤的研究中发现, MMR基因

中hMLH1和hMSH2的异常改变具有突出地位[1]. 
本研究采用Western blot法, 检测胃癌、癌旁和

胃炎组织中hMLH1和hMSH2基因的表达情况, 
探究胃癌发病的相关分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 标本取自青岛大学医学院附属医院普

外科手术切除的胃癌组织40例, 男25例, 女15例, 
年龄36.3-78.6(平均年龄58.2)岁, 男女比5∶3, 经
病理诊断腺癌33例, 黏液腺癌7例. 患者术前均

未接受放化疗和免疫治疗, 每例均取相应癌旁

组织, 即距离癌组织边缘5 cm的组织. 胃镜活

检20例慢性胃炎黏膜组织(慢性浅表性胃炎10

例, 慢性萎缩性胃炎10例), 男9例, 女11例, 年龄

21-67(平均年龄46.3)岁. 新鲜标本取出后置于

-70℃冰箱保存备用. 抗hMSH2小鼠mAb(Santa 
Cruz B io techno logy, 稀释比例1∶100), 抗
hMLH1小鼠mAb(Santa Cruz Biotechnology, 稀释

比例1∶200), 内参GAPDH(联科生物, 原产美国, 
稀释比例1∶500), 辣根过氧化物酶标记山羊抗小

鼠IgG(联科生物, 原产美国, 稀释比例1∶2000). 
1.2 方法 
1.2.1 蛋白样品制备: 分别取胃癌组织、癌旁组

织及胃炎组织各100 mg加入200 μL裂解液(50 
mmol/L Tris-HCl, pH8.0; 1 mmol/L EDTA, pH8.0; 
5 mmol/L DTT; 2% SDS), 置冰上用研磨棒研磨组

织, 并加入蛋白酶抑制剂(与裂解液1∶100比例

配制)提取组织总蛋白, 13 000 r/min离心15 min, 
吸取含蛋白的上清液. BCA法测定蛋白浓度. 
1.2.2 Western blot: 取50 μg蛋白在10% SDS-
PAGE胶上100 V恒压电泳分离2 h, 转移至PVDF
膜上. 1%的脱脂奶粉室温封闭2 h, 一抗置杂交

袋中与膜杂交4℃孵育过夜, GAPDH作为内参. 
取出膜TTBS洗4次×10 min, 再与辣根过氧化

物酶标记的二抗室温孵育2 h, TTBS洗3次×10 
min. 最后用将PVDF膜用ECL发光液充分润湿

后作用1 min, 保鲜膜覆盖, 置暗盒中曝光3 min. 
显影、水洗、定影后观察结果.
1.2.3 结果分析: 应用BIO-RAD图像分析软件对

Western blot杂交条带进行密度扫描, 以hMSH2
及hMLH1条带灰度值与GAPDH条带灰度值比

值表示各组织中hMSH2及hMLH1的表达水平

(灰度值为条带密度值及面积值的乘积, 设空白

对照相对密度值为0).
统计学处理 用SPSS11.5统计软件对相关数

据行方差分析.

2  结果

2.1 胃癌、癌旁及胃炎黏膜组织中hMSH2表达 
hMSH2蛋白在10例浅表性胃炎黏膜组织10例
全失表达, 失表达率为100%, 10例萎缩性胃炎

黏膜组织4例失表达, 失表达率为40%. 胃癌组

hMSH2蛋白表达明显高于癌旁组(F  = 8.798, P = 
0.004), 胃癌组与胃炎组比较hMSH2蛋白表达明

显增多(F  = 33.969, P <0.01), 癌旁组与胃炎组比

较差别有统计学意义(F  = 28.590, P <0.01), 具体), 具体, 具体

结果见表1, 部分组织标本Western blot检测结果

见图1. 
2.2胃癌、癌旁及胃炎黏膜中hMLH1表达 胃炎

■相关报道
Flelsher et al 在对
65例胃癌的研究
中发现了MS I、
启动予甲基化和
Hml-H1基因沉默
这三者之间的密
切相关. Fleisher 
e t  a l 发现MS I胃
癌组织中hMLH1
表 达 减 少 ,  并 证
实hMLH1基因的
过甲基化与胃癌
MSI有关.
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黏膜组织及癌旁组织中hMLH1蛋白的表达明显

高于胃癌组织((F  = 9.798, 9.056, P  = 0.003); 胃炎

组与癌旁组比较差别无统计学意义(F  = 1.244, P  
= 0.281); 胃炎组中浅表性胃炎与萎缩性胃炎比

较差别无统计学意义(F  = 2.885, P  = 0.107), 具体

结果见表1, 部分组织标本Western blot检测结果

见图1. 
2.3 hMSH2及hMLH1蛋白表达与患者临床病理

特征之间的关系 hMSH2及hMLH1蛋白表达在

患者不同年龄组、性别、肿瘤部位、肿瘤大

小、浸润深度、组织学类型、分化程度、淋

巴结转移及临床分期等比较, 差异均无显著性

(P >0.05, 表2).

3  讨论

MMR基因是一组高度保守的管家基因, 具有修

表 2 hMSH2及hMLH1蛋白表达与患者临床病理特征之间的相关性 (mean±SD)

     
病理特征                n          hMSH2蛋白表达   F 值   P 值 hMLH1蛋白表达   F 值   P 值

年龄(岁)

    ≤50  28 0.28±0.10 0.324 0.573   0.21±0.06 1.275 0.266

    >50  12 0.30±0.10     0.24±0.07  

性别

    男  25 0.28±0.11 0.021 0.886   0.22±0.06 0.199 0.658

    女  15 0.28±0.05     0.22±0.07  

肿瘤部位

    胃窦  25 0.29±0.08 0.034 0.856   0.22±0.07 0.046 0.831

    胃体底  15 0.28±0.10     0.22±0.06  

肿瘤最大径(cm)

    ≤5  23 0.30±0.07 2.086 0.157   0.23±0.06 1.595 0.214

    >5  17 0.26±0.10     0.20±0.07  

组织学类型

    腺癌  33 0.29±0.09 0.417 0.522   0.22±0.06 0.044 0.835

    黏液腺癌   7 0.26±0.11     0.21±0.07  

浸润深度

    黏膜下层   6 0.32±0.08 0.504 0.465   0.21±0.06 0.975 0.415

    肌层    9 0.27±0.05     0.20±0.06  

    浆膜层  14 0.27±0.09     0.24±0.05  

    浆膜外层 11 0.28±0.12     0.21±0.07  

淋巴结转移

    有  29 0.28±0.10 0.545 0.465   0.21±0.06 2.231 0.144

    无  11 0.30±0.08     0.24±0.06  

远处转移

    有    9 0.27±0.05 0.141 0.709 0.21±0.07 0.529 0.472

    无  31 0.29±0.10   0.22±0.06  

H pylori感染 

    -  26 0.28±0.10 0.459 0.502 0.22±0.07 0.017 0.897

    +  14 0.27±0.06   0.22±0.06  

表 1 胃癌和相应癌旁以及胃炎组织中hMSH2和hMLH1
蛋白的表达 (mean±SD)

     
                     胃癌组      癌旁组

                     胃炎组

                              萎缩性          浅表性

hMSH2   0.28±0.09b  0.23±0.07   0.11±0.10   0

hMLH1   0.22±0.06b  0.26±0.06   0.25±0.08   0.30±0.05

bP<0.01 vs  胃炎组.

25A      25C     28A    28C       1

hMSH2

hMLH1

GAPDH

kDa
100 

85 

36 

图 1 Western blot检测部分标本hMSH2、hMLH1及GAPDH
蛋白表达.

■应用要点
本 研 究 发 现 , 
hMLH1和hMSH2
参与胃癌的发生、
发展 ;  hMSH2高
表达可能是胃癌
发生的标志之一, 
而hMLH1则可能
是胃癌预警组织
的一种标志物. 为
胃癌的病因研究
及早期诊断预后
等方面提供依据.
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复DNA碱基错配、增强DNA复制忠实性、维

持基因组稳定性和降低自发性突变的功能[2-3]. 
近年来分子生物学的研究表明, 基因的不稳定

性是人类癌症多步骤发生过程中最重要的环

节, 能增加正常突变速率及致癌基因及抑癌基

因的突变, 基因组的稳定性有赖于高度保真的

D N A复制 ,  内外环境的各种因素都可能造成

DNA损伤. MMR在修复DNA复制过程中的错

误和内源性、外源性因素造成的损伤中具有重

要作用[4], 纠正DNA合成和复制所产生的错误, 
为MMR能诱导DNA受到严重损伤细胞的程序

性凋亡. DNA错配修复基因缺陷可致细胞突变

频率增加而形成突变子表型(mutato phenotype), 
这些突变子表型的存在使得基因突变的事件不

断放大、积累, 导致肿瘤发生. hMSH2和hMLH1
是最先发现的2个错配修复基因, 与肿瘤关系密

切[5]. hMSH2蛋白与hMSH6、hMSH3蛋白分别

形成异二聚体hMutS-α和hMutS-β, 可识别错配

位点, 并与错配位点结合形成复合物. hPMS2
蛋白的氨基末段片断具有与DNA结合的活性, 
和hMLH1蛋白形成hMutL-α二聚体, 与结合到

DNA链上的hMutS形成一种暂时性的复合物, 从
而启动错配修复[6]. 

胃癌发生是一个多病因、多阶段的连续

过程. 从慢性胃炎经萎缩性胃炎、肠上皮化生

和不典型增生, 最后发展为胃癌[7]. 本研究发现, 
hMSH2蛋白在胃癌中的表达显著高于癌旁和胃

炎黏膜(P <0.01), 癌旁组织hMSH2的表达较胃炎

组明显增多(P <0.01), 在浅表性胃炎及部分萎缩

性胃炎中表达缺失, 说明癌细胞旺盛的增殖活

动使hMSH2基因表达上调, 远离肿瘤组织的癌

旁组hMSH2表达降低, 而hMSH2在浅表性胃炎

组中有失表达的现象(失表达率100%), 在萎缩

性胃炎中有部分失表达(失表达率40%). hMSH2
蛋白在胃癌中高表达的原因可能是在某些因素

的不断刺激下, 一些增殖活跃的细胞容易出现

基因的多点突变和DNA复制错误, 使hMSH2基
因表达代偿性上调, 但增多的基因产物仍不足

以修复已发生损伤的基因, 使细胞恶性转化, 也
不排除hMSH2基因自身可能发生突变, 编码有

缺陷的产物增加, 促进肿瘤的发生. 如现已发现

某些抑癌基因(如p53 )发生突变从而促进了肿瘤

的发生. Leach et al [8]在对膀胱癌的研究中发现, 
原发性膀胱癌患者的膀胱冲洗液中具有hMSH2
的表达, 且在治疗后转为阴性, 无膀胱癌的患者

则无此基因的表达. 这些结果说明, hMSH2基

因的高表达间接反映了肿瘤存在的情况. 但也

有相反的报道: 在宫颈鳞状细胞癌、前列腺癌

等肿瘤中的hMSH2基因表达减少或缺失[9-10], 而
hMSH2表达下调或缺失的肿瘤通常伴有微卫星

不稳定性的发生. 微卫星的不稳定性反应了错

配修复系统的缺陷. 
由试验结果可见, 胃癌中hMSH2基因的高

表达与患者年龄、性别、肿瘤部位、肿瘤大

小、浸润深度、组织学类型、分化程度、淋

巴结转移及临床分期及幽门螺旋杆菌感染等

均无关, 与肿瘤的恶性程度无关. 本研究认为,  
hMSH2基因表达增高与胃癌的发生有关. 

本研究中 ,  h M L H1基因在癌组织中的表

达明显少于癌旁及胃炎组织(P <0.01), 癌旁组

hMLH1表达较胃炎组少, 差别没有统计学意义

(P >0.05), 胃炎组中浅表性胃炎组较萎缩性胃

炎组hMLH1表达稍多, 但差别没有统计学意义

(P >0.05), 这与Kakar e t a l [11]在大肠癌中的发

现基本相似, 说明h M L H1的高表达在一定程

度上可能会抑制DNA突变或损伤所造成的细

胞恶变趋势, 进而抑制恶性肿瘤的发生. Baek 
e t a l [12]在对胃癌的研究中发现, 在8%的MSI阳
性腺瘤与88%的癌中可见hMLH1表达缺失或

减少, 在子宫内膜癌亦可见hMLH1表达缺失[13], 
hMLH1表达下调的原因, 可能是基因突变引起

的表达缺失, 而更多的则是因为启动子区域甲

基化. 慢性萎缩性胃炎是胃癌发生发展中的一

个过程, hMLH1表达的减少, 但与浅表性胃炎

组比较差别无统计学意义, 但也从一定程度上

预示胃癌发生的可能, hMLH1表达下调导致错

配修复效率下调, 造成突变的累积及肿瘤的发

生. Kruschewski et al [14]在研究直肠癌中MMR
基因表达与肿瘤生物学行为关系时发现MMR
基因h M L H1的表达与患者的年龄、性别、

肿瘤部位、组织学类型、浸润深度、分化程

度、临床分期和淋巴结转移均无关, 与本实验

结果相符.
以上研究表明, hMLH1基因与hMSH2基

因有所不同, 在某种程度上反映了h M L H1与
hMSH2基因功能上的差异, hMSH2基因表达

异常与胃癌相关, 该基因的高表达可能是胃癌

发生的标志. hMLH1表达减少则可能预示胃癌

的发生, hMLH1蛋白可能作为预警胃癌发生的

组织学标志物. 随着M M R基因研究的深入及

分子生物学技术的发展, 人们将更进一步了解

hMLH1和hMSH2基因与胃癌的关系, 为胃癌的

■同行评价
本文研究错配修
复基因hMLH1和
hMSH2在胃癌组
织中的表达及其
意 义 ,  有 一 定 的
理论意义和临床
价值.
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病因研究及早期诊断预后等方面提供依据.
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Abstract
AIM: To investigate the status of hepatitis B 
virus (HBV) infection in newborns that are only 
positive for truncated HBV RNA (trRNA) and 
analyze factors that influence HBV infection 
status.

METHODS: A total of 85 hepatitis B surface anti-

gen (HbsAg)-positive pregnant women and their 
newborns were followed up. Blood samples 
were taken from pregnant women before hepa-
titis B immune globulin (HBIG) therapy and be-
fore the delivery, and from newborns within 24 
hours and at 1, 3, 6, 9, 12, 18 and 24 months after 
delivery, to detect trRNA, full-length HBV RNA 
(fRNA), HbsAg, HbsAb, HbeAg, HbeAb and 
HbcAb, and quantify HBV DNA. The incidence 
rates of active HBV infection were compared be-
tween newborns that were positive and negative 
for trRNA. The detection rates of trRNA and 
fRNA between mothers that underwent HBIG 
therapy and not, were positive and negative for 
HbeAg, and had different HBV-DNA levels, and 
between their newborns were also compared. 

RESULTS: Neither active HBV infection nor 
fRNA were detected in all newborns. No statis-
tical difference was noted in the detection rate 
of trRNA between mothers and newborns that 
underwent HBIG therapy and not. Although no 
significant differences were noted in the detec-
tion rates of trRNA between mothers that were 
positive and negative for HbeAg and between 
their newborns, a significant difference was 
found in the detection rate of fRNA between 
mothers that were positive and negative for 
HbeAg (χ2 = 8.119, P = 0.004). No significant 
differences were noted in the detection rate 
of trRNA between mothers that had different 
HBV DNA levels and between their newborns. 
However, the difference in  the detection rate 
of fRNA was significant between mothers that 
had different HBV-DNA levels (χ2 = 21.948, P = 
0.000).

CONCLUSION: During the entire follow-up 
period, HBV infection is stable in newborns that 
are only positive trRNA. The detection rate of 
trRNA is not influenced by HBeAg, HBV DNA 
level, and HBIG therapy in mothers. 

Key Words: Hepatitis B virus; Mother-to-child trans-
mission; trRNA; fRNA; Immune therapy
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■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(HBV)感染在我
国依然是全国性
的公共健康问题, 
人群中慢性HBV
携带率近10%, 而
母婴传播是形成
慢性HBV感染的
重 要 原 因 .  现 采
用的综合免疫治
疗预防措施在阻
断HBV母婴传播
方面起到了显著
成 效 ,  联 合 应 用
乙型肝炎疫苗和
H B I G 阻断 H B V
母婴传播成功率
可达90%以上. 但
即使经过免疫治
疗 和 接 种 ,  新 生
儿HBsAb(+), 大
部 分 H B s A g ( + )
孕妇所生的新生
儿血清中仍可检
测到顿挫型转录
体(trRNA), 且是
唯一可检测到的
HBV感染血清学
指标.

■同行评议者
石统东 ,  副教授 , 
重庆医科大学附
属第二医院感染
病科
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摘要
目的: 探讨新生儿trRNA独立阳性的HBV感染
状态的稳定性及影响因素.

方法: 跟踪随访85例HBsAg阳性孕妇及所生
新生儿, 孕妇在接受HBIG治疗前和分娩前各
采血1次, 新生儿在出生后24 h内、1、3、6、
9、12、18、24 mo各采血1次, 检测trRNA、

fRNA、乙型肝炎五项和HBV DNA定量, 按新
生儿trRNA分组比较新生儿HBV活动性感染
的发生率, 按母亲HBIG治疗、HBeAg、HBV-
DNA定量分别分组比较母婴trRNA、fRNA的
检出率. 

结果: 随访的新生儿无HBV活动性感染发生, 
新生儿fRNA均阴性. 分别以母婴是否行HBIG
治疗分组, 比较新生儿trRNA检出率, 差别均
无统计学意义; 以母亲HBeAg分组, 分别比较
母婴trRNA检出率, 差别无统计学意义, 而母
亲fRNA检出率差别有统计学意义(χ2 = 8.119, 
P  = 0.004); 以孕妇产前HBV DNA定量分组, 
同样分别比较母婴trRNA检出率, 差别无统计
学意义, 而母亲fRNA的检出率差别有统计学
意义(χ2 = 21.948, P  = 0.000).

结论: 在随访的近2年时间内, 新生儿trRNA
独立阳性的HBV感染状态是稳定的, t rRNA
的检出不受母婴是否行HBIG治疗、HbeAg及
HBV-DNA定量的影响.

关键词: 乙型肝炎病毒; 母婴传播; trRNA; fRNA; 

免疫治疗
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染在

我国依然是全国性的公共健康问题, 人群中慢

性HBV携带率近10%, 而母婴传播是形成慢性

HBV感染的重要原因, 据估计我国的慢性HBV
感染约有30%-50%是通过母婴传播发生的[1]. 虽
然新生儿免疫接种已经取得了巨大的成就, 但
仍有部分免疫失败. 有些婴儿虽已产生抗体, 但
并不完全处于安全状态. 前期基于血清HBV转

录体检测的研究表明, 即使经过免疫治疗和接
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种, 新生儿HBsAb(+), 大部分HBsAg(+)孕妇所

生的新生儿血清中仍可检测到顿挫型转录体

(truncated RNA, trRNA), 且是唯一可检测到的

HBV感染血清学指标[2]. trRNA是一个新的潜在

的诊断低复制或无复制“特殊”HBV感染状态

的标志物. 但这种特殊感染状态的稳定性及其

临床意义尚待进一步明确. 本研究拟在前期研

究的基础上, 对HBsAg(+)孕妇及其所生新生儿

进行动态观察, 探讨trRNA确定的早期特殊感染

状态是否稳定, 是否会引起HBV感染活动性改

变. 

1  材料和方法

1.1 材料 中国人民解放军第四军医大学唐都医

院妇产科和山东潍坊市妇幼保健院妇产科, 经
患者知情同意, 选择连续性病例, HBsAg阳性孕

妇共85例, 其中64例接受了乙型肝炎免疫球蛋白

(hepatitis B immunoglobulin, HBIG)治疗, 孕26 wk
时肌注200 IU/4 wk, 共3次, 21例未经任何治疗. 
85例孕妇分娩新生儿85例, 均常规行乙型肝炎疫

苗接种, 其中有73例出生24 h内肌注了HBIG. 高
纯度核酸提取试剂盒、核糖体RNA(rRNA)、单

管RT/PCR试剂盒、地高辛标记探针盒均购自

Roche公司(德国), DNase和RNase灭活的吸头购

自Biolabs, Hybond-N+尼龙膜购自Amersham, Taq 
DNA聚合酶、100 bp DNA Marker及DNaseⅠ均

为Gibco产品, DNase和RNase灭活的试管和离心

管购自Eppendof公司. 其他常用试剂和药品均为

分析纯或电泳级. PCR引物由上海生工合成. 用
于阳性对照的质粒为pMT9T40A和pMT9T41A[3], 
均由德国癌症研究中心病毒与宿主相互关系分

部制备. 
1.2 方法 
1.2.1 动态观察: 64例孕妇在第1次注射HBIG
前采静脉血1次, 在分娩前采血1次, 21例未注

射HBIG的孕妇只在分娩前采血1次. 所有新生

儿计划在分娩后24 h内、1、3、6、9、12、
18、24 mo各采股静脉血2 mL. 所有标本均检测

trRNA、fRNA、及HBV抗原抗体系列标志物和

HBV DNA定量. 
1.2.2 血清分离和核酸提取: 按照前期建立的

方法[4-5], 血清采集后, 30 min内于4℃低温离心

(1400 r/min, 10 min)分离血清, 储于-70℃冰箱. 
核酸的提取采用高纯度病毒核酸提取试剂盒

(Roche, cat No. 13460600), 严格按照试剂盒说明

书操作, 200 μL血清可得到50 μL混合的核酸提

www.wjgnet.com

■相关报道
王建设 et al 认为
出生时HBsAg阴
性而在1  m o到6 
mo出现阳性者多
属产时感染, 而出
生时即HBsAg阳
性并持续到1 mo
以上则为宫内感
染, 慢性HBV感染
主要为宫内感染
所致.



王军, 等. 新生儿trRNA独立阳性的HBV感染状态                                                  3453

www.wjgnet.com

取洗脱液. 
1.2.3 fRNA和trRNA的扩增: 应用50 μL单管RT-
PCR系统进行逆转录和扩增, 逆转录后通过半巢

式PCR检测HBV RNA3'端结构. 第一轮反应上

游引物为txs(1445): 5'-GGA CCG TGT GCA CTT 
CGC TT-3', 第二轮反应上游引物为txs2(1464): 
5'-TCA CCT CTG CAC GTC GCA TG -3', 共
用锚定引物为txas5(1683): 5'-(T)15GCT GG 
-3'. 由于锚定Oligo d(T)引物能够特异的扩增

poly(A)RNA, 检测病毒RNA的3'端结构的反应

不需要DNase I预处理标本, 这一扩增也能同时

显示trRNA和fRNA两种转录体分子, 其产物大

小分别为235 bp和360 bp[4-5]. 为了进一步显示

反应的扩增效率及特异性, 始终应用质粒DNA 
pMT9T40A和pMT9T41A进行平行扩增, 前者为

fRNA RT-PCR阳性而trRNA反应阴性, 后者为

fRNA反应阴性而trRNA反应阳性. 
1.2.4 电泳检测及Southern杂交验证: PCR产物

10 μL, 溴酚兰上样液2 μL, 0.02 mg/μL琼脂糖凝

胶电泳, 用UVP系统显示并采集图像后, 转印至

尼龙膜上, 用自备的地高辛标记的针对trRNA和

fRNA的探针进行Southern杂交, 验证PCR产物的

特异性.
统计学处理 率的比较采用χ2检验及Fisher

确切法进行分析, 取α = 0.05. 

2  结果

2.1 随访结果 64例接受HBIG治疗的孕妇采血2
次, 21例未治疗的在分娩前采血1次, 新生儿采

血情况见表1, 部分失访. 在随访中, 孕妇所有

观察指标2次检测结果一样, 所有新生儿均HB-
sAg、HBeAg, HBV DNA定量、fRNA阴性, 满6 
mo的随访者均HBsAb(+), 即新生儿均免疫成功, 
没有HBV感染者. 第1次检测trRNA(+)的新生儿, 
在后续的检测均trRNA(+), 第1次检测trRNA(-)
阴性者, 后续检测均阴性, 表明trRNA独立阳性

的状态是稳定的.
2.2 HBIG治疗对新生儿转录体检测的影响 新
生儿t rRNA阳性率47.06%(40/85), 按新生儿是

否行HBIG治疗分成2组, 治疗组43.84%(32/73), 
非治疗组66.67%(8/12),  差异无统计学意义

(χ2 = 2.156, P  = 0.142). 按母亲是否行HBIG治

疗分成2组, 治疗组43.75%(28/64), 非治疗组

57.14%(12/21), 差异无统计学意义(χ2 = 1.138, P 
= 0.286, 表2). 表明新生儿trRNA的检出不受母

婴HBIG治疗的影响.
2.3 孕妇HBeAg对母婴转录体检测的影响 母
亲t rRNA阳性率59.21%(45/76), 考虑到HBIG
治疗的病例在HBeAg阳性组和阴性组分布均

衡 ,  9例母亲未行H B I G治疗而新生儿接受治

疗的病例未统计在内. 76例新生儿t rRNA阳性

率47.37%(36/76), HBeAg阳性组40.91%(9/22), 
阴性组50.00%(27/54), 差异无统计学意义(χ2 

= 0.518, P  = 0.472). 76例母亲t rRNA阳性率

59.21%(45/76), HBeAg阳性组59.09%(13/22), 
阴性组59 .26%(32/54) ,  差异无统计学意义

(χ2 = 0.000, P = 0.989). 76例母亲fRNA阳性率

23.68%(18/76), 阳性组45.45%(10/22), 阴性组

14.81%(8/54), 差异有统计学意义(χ2 = 8.119, P 
= 0.004, 表3). 表明母婴trRNA的检出不受孕妇

HBeAg的影响, 而fRNA的检出与HBeAg有关.
2.4 HBV DNA定量对母亲转录体检测的影响 以
HBV DNA定量分组统计结果如表4. <103组55
例, 母婴t rRNA阳性率分别为54.55%(30/55), 
41.82%(23/55), 母亲fRNA阳性率16.4%(9/55). 
1 0 3 - 1 0 4组 1 1例 ,  母婴 t r R N A阳性率均为

63.64%(7/11), 母亲fRNA阳性率9.09.4%(1/11). 
1 0 5- 1 0 6组6例 ,  母婴 t r R N A阳性率分别为

66.67%(4/6), 50.00%(3/6), 母亲fRNA阳性率

表 1 新生儿随访倒数和trRNA检测结果 (n )

     
分组

                            新生儿采血时间(出生后)

    24 h 1 mo 3 mo 6 mo 9 mo

trRNA(+)    40   23  13    8   4

trRNA(-)    45   20    7    5   3

合计    85   43  20  13   7

表 2 按母婴是否接受HBIG治疗分组统计转录体检测结果 (n )

     
HBIG(母/婴)     总对数          trRNA+(母/婴)    fRNA+(母/婴)

+/+          64  35/28          14/0

-/-          12  10/8            4/0

-/+            9    4/4            2/0

合计          85  49/40          20/0

表 3 按孕妇HBeAg分组统计转录体检测结果 (n )

     
HBeAg       总对数          trRNA+(母/婴)    fRNA+(母/婴)

+    22           13/9           10/0

-    54           32/27             8/0

合计    76           45/36           18/0

■应用要点
本研究通过短期
的观察, 证实新生
儿 t rRNA单独阳
性的状态是稳定
的, 而远期的转归
还需长期的随访, 
以确定其转变为
活动性HBV感染
的可能以及与肝
癌、肝硬化发展
的关系.
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66.67%(4/6). 107-108组4例, 母婴trRNA阳性率分

别为100.00%(4/4), 75.00%(3/4), 母亲fRNA阳性

率100.00%(4/4). 各组间母亲、新生儿trRNA检

出率差异无统计学意义(χ2 = 3.478, P  = 0.324; χ2 

= 3.089, P  = 0.378). 组间母亲fRNA检出率差异

有统计学意义(χ2 = 21.948, P  = 0.000). 表明HBV 
DNA定量与fRNA的检出呈正相关, 而不影响

trRNA的检出.

3  讨论

本研究表明, 新生儿trRNA独立阳性的特殊HBV
感染状态是稳定的, 至少在短期内不会转变为活

动性HBV感染. trRNA的检出不受母婴是否接受

HBIG治疗、HBeAg及HBV DNA定量的影响, 是
代表HBV感染的稳定标志物. 而fRNA的检出明

显与HBeAg、HBV DNA定量呈正相关, 是HBV
复制活跃的标志物, 与既往研究结论一致[2,6]. 

一般认为出生时HBsAg阴性而在1-6 mo出
现阳性者多属产时感染, 而出生时即HBsAg阳
性并持续到1 mo以上则为宫内感染, 慢性HBV
感染主要为宫内感染所致[7]. 宫内感染的确切

机制尚未完全阐明, 目前学术界普遍认为宫内

感染是通过胎盘感染的, 其作用机制可分为血

源性和细胞源性[8-9], 也有人提出经外周血单个

核细胞感染学说[10-11], 阴道上行感染[12]和经受

精卵传染[13-14]的可能. 若不采取任何免疫措施, 
HBsAg和HBeAg双阳性的孕妇所产新生儿有将

近90%会感染HBV, 且其中90%会发展为慢性, 
而在HBeAg阴性的孕妇, 只有低于5%的感染新

生儿发展为慢性感染, 可能原因是新生儿免疫

系统未发育成熟, 对经胎盘来自母亲的HBsAg
不应答, 产生了免疫耐受[15-16]. 

现采用的综合免疫治疗预防措施在阻断

HBV母婴传播方面起到了显著成效, 联合应用

乙型肝炎疫苗和HBIG阻断HBV母婴传播成功

率可达90%以上[8,17]. 在孕晚期使用HBIG主要考

虑此时胎儿已发育成形, 乙型肝炎免疫球蛋白

可通过胎盘转运给胎儿, 一方面可中和孕妇体

内乙型肝炎表面抗原、病毒颗粒, 减少传染, 更
主要的是使胎儿在宫内即获得了被动免疫, 可
有效保护胎儿.

本研究也证实联合应用乙型肝炎疫苗和

HBIG能有效阻断HBV母婴传播, 但这是以传统

的诊断标志物为标准, 若以trRNA为评价指标, 
效果并不乐观, 有将近一半的新生儿t rRNA阳

性. 最早trRNA是在HBsAg阳性的肝癌患者肝组

织中检测出的, 其转录模板位于HBx基因区, 以
一隐匿的ploy(A)终止信号成熟, 称为trRNA, 而
其他转录体均用位于其下游的公认ploy(A)信号

成熟, 称为全长型转录体(fRNA)[3]. 由于新鲜肝

组织来源有限, 后来成功建立了从血清中检测

HBV转录体的方法, 研究表明fRNA是病毒复制

活跃的标志, 与HBV DNA定量、HBeAg、和血

ALT水平呈正相关, 而trRNA是一较稳定的指示, 
在部分HBV常规血清标志物均阴性的个体中仍

可检测出, 如隐源性肝硬化和HCV携带者, 此
时推测trRNA转录的模板来源于与染色体整合

的HBV DNA[5,18]. 本研究中HBIG的应用不影响

trRNA的检出率, 也能同时说明血清中trRNA能

独立于HBV病毒颗粒存在, 来源于与染色体整

合的HBV DNA, 但其细胞来源和在血清中稳定

存在的机制尚不清楚. HBV宫内感染机制中的

外周血单个核细胞感染学说和经受精卵遗传传

染学说, 可以在一定程度上解释trRNA的母婴传

播方式, 即可以通过整合了HBV DNA宿主细胞

传递.
总之 ,  现通过短期的观察 ,  证实新生儿

t rRNA单独阳性的状态是稳定的, 而远期的转

归还需长期的随访 ,  以确定其转变为活动性

HBV感染的可能以及与肝癌、肝硬化发展的关

系. 在后续的随访中, 若出现活动性HBV感染病

例, 还需注意排除接触外来传染源的引起的感

染, 而不是自身状态的自然转归. 另外, trRNA是

否具有蛋白质表达功能, 对应的蛋白质是否与

HBV活动性感染和肝癌、肝硬化的发展有关, 
这也是在长期的随访时有待进一步研究的方向. 
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Abstract
AIM: To investigate the intrahepatic levels of 
chemokine Fractalkine in healthy individuals 
and patients with hepatic fibrosis and cirrhosis.

METHODS: Hepatic tissues were obtained in 
surgery from 9 normal persons, 10 patients with 
fibrotic liver, 11 patients with cirrhosis. The con-
tent of Fractalkine in hepatic tissue was assayed 
by ELISA. 

RESULTS: The intrahepatic levels of Fractalkine 

in patients with hepatic fibrosis and cirrhosis 
were remarkably higher than that in healthy 
individuals (13.72 ± 5.59 ng/g and 14.70 ± 3.52 
ng/g vs 4.84 ± 3.72 ng/g, respectively; both P < 
0.05). No significant difference was noted in in-
trahepatic level of Fractalkine between patients 
with hepatic fibrosis and cirrhosis. 

CONCLUSION: Intrahepatic level of Fractalkine 
increases with the aggravation of hepatic fibrosis 
and remains high in liver cirrhosis. 

Key Words: Hepatic fibrosis; Liver cirrhosis; Frac-
talkine/CX3CL1; Chemokine 

Liao XX, Liao CX, Huang YP, Qin AC, Yuan J, Lai YQ, 
Gong ZY. Intrahepatic levels of Fractalkine in healthy 
individuals and patients with hepatic fibrosis and 
cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(33): 
3456-3459

摘要
目的: 观察正常人和肝纤维化与肝硬化患者
肝组织中趋化因子Fractalkine的表达.

方法: 采用ELISA法分别检测9例正常人、

10例肝纤维化及11例肝硬化患者肝组织中的
Fractalkine含量. 

结果: 肝纤维化组和肝硬化组F r a c t a l k i n e
浓度均显著高于正常对照组  (13.72±5.59 
ng/g, 14.70±3.52 ng/g vs  4.84±3.72 ng/g, 均
P <0.05), 肝纤维化组和肝硬化组的Fractalkine
浓度差异无统计学意义.

结论: 肝脏发生纤维化损伤时Fractalkine表达
增强, 至肝硬化阶段仍维持较高水平.

关键词: 肝纤维化; 肝硬化; Fractalkine/CX3CL1; 
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■背景资料
自从1999年发现
骨髓源性肝干细
胞(BMDLSC)以
来, 利用BMDLSC
修复肝脏的疾病
损伤就一直是国
内外学者研究的
热点, BMDLSC可
以恢复因病变而
减少的肝细胞数
量, 修复因病变而
破坏了的肝组织
结构. 但BMDLSC
向肝内归巢的机
制仍然不清楚, 趋
化因子及其受体
系统应该起着重
要作用. 

■同行评议者
李 涛 ,  副 主 任 医
师, 北京大学人民
医院肝胆外科
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0  引言

Fractalkine是1997年才发现的CX3C亚家族趋

化因子唯一的成员[1], 系统命名为CX3CL1, 其
受体是CX3CR1. Fractalkine与白细胞的趋化和

黏附功能密切相关[2]. 近年发现他对包括骨髓

源性肝干细胞(bone marrow derived liver stem 
cells, BMDLSC)在内的骨髓间充质干细胞(bone 
marrow mesenchymal stem cell, BMMSC)也有

趋化作用. 实验研究已证实, 肝病损伤可以引发

BMDLSC向肝脏迁移并参与对损伤的修复[3-4], 
但驱使BMDLSC向肝脏迁移的物质基础不明, 
肝病患者肝脏组织内Fractalkine水平有何变化

也不清楚. 为此, 我们对正常人和肝纤维化与肝

硬化患者肝内Fractalkine的含量变化进行了观

察. 结果发现, 肝脏发生纤维化损害时, 肝组织

表达Fractalkine的数量增多. 肝内Fractalkine在
肝纤维化阶段就已经升高到显著水平, 至肝硬

化阶段仍然维持在高水平状态. 提示在肝脏发

生疾病损伤时, 肝脏产生的Fractalkine有可能是

驱使BMDLSC向肝脏迁移的一个因素.

1  材料和方法

1.1 材料  人肝脏组织 ,  样本量为30例 ,  男18
例, 女12例. 年龄19-77(平均50)岁. 标本均来自

2008-05/2009-05在南方医科大学南方医院肝胆

外科接受手术(包括肝移植)的患者. 手术当天

的术前采血查肝功能. 肝组织标本在手术中获

取. 肝组织切取后立即分为2份, 一份甲醛固定

后行组织病理学检查, 另一部分放入1.5 mL EP
管内置于-80℃低温冰箱保存待测. 微量手动玻

璃匀浆器、精密电子天平(北京赛多利斯仪器公

司)、台式高速低温离心机、37℃孵箱、酶标仪

(SpectraMax Plus384, 美国MD公司)及SoftMax 
Pro微孔板读数软件, 人Fractalkine试剂盒48T(美
国ADL公司).
1.2 方法 
1.2.1 肝组织病理学检查: 常规石蜡包埋与切片, 
HE染色, 光镜观察.
1.2.2 标本分组: (1)正常对照组(n  = 9): 无乙型肝

炎病史, 乙型肝炎两对半显示乙型肝炎表面抗

原阴性, 肝组织病理学检查显示肝组织结构正

常. (2)肝纤维化组(n = 10): 有乙型肝炎病史或乙

型肝炎病毒感染史, 乙型肝炎两对半显示乙型

肝炎表面抗原阳性, 组织病理学检查显示肝内

纤维组织广泛增生, 但未见假小叶形成. (3)肝硬

化组(n = 11): 有乙型肝炎病史或乙型肝炎病毒

感染史, 乙型肝炎两对半显示乙型肝炎表面抗

原阳性, 肝组织病理学检查提示肝内纤维组织

广泛增生, 并有假小叶形成.
1.2.3 Fractalkine的测定: 肝组织经电子天平称质

量后移入微量手动玻璃匀浆器中于冰水中匀浆

5 min, 然后按1/8质量体积比加入1×PBS缓冲

液将匀浆组织洗下并转移至1.5 mL EP管中, 再
稀释1倍后, 低温高速离心机4℃下1000 g离心

10 min, 提取上清液移至另一1.5 mL EP管中, 低
温高速离心机4℃下25 000 r/min离心20 min, 取
上清液测定Fractalkine浓度, 操作程序按照人

ELISA试剂盒的操作说明进行.
统计学处理 数据均以mean±SD表示, 应用

SPSS13.0统计软件分析, 均数比较采用One-way 
ANOVA, 两两比较采用LSD检验. 相关分析数据

符合双变量正态分布采用Pearson相关系数表示, 
不符合双变量正态分布的采用Spearman相关系

数表示.

2  结果

2.1 肝脏组织内Fractalkine的浓度和肝功能各项

指标 正常对照组、肝纤维化组和肝硬化组组间

Fractalkine浓度两两比较: 肝纤维化组的浓度显

著高于正常对照组浓度(P <0.05); 肝硬化组的浓

度显著高于正常对照组浓度(P <0.05); 肝纤维化

组与肝硬化组比较, 2组的浓度差异无统计学意

义(P >0.05, 表1).
2.2 肝脏组织内Fractalkine水平与患者肝功能指

标的相关分析 Fractalkine与ALB、ALT、AST、
TBIL具有相关性, 但相关系数都在0.7以下(表2).

3  讨论

BMDLSC是近年才发现的一群细胞, 他具有肝

干细胞的特性与潜能, 在生理状态下定居在骨

髓, 在肝脏发生疾病损伤时又可以向肝脏迁移

并参与修复损伤 [5-6].  为什么肝脏损伤会导致

BMDLSC向肝脏迁移? 驱使BMDLSC向肝脏

迁移的物质基础又是什么? 这些都不清楚. 鉴
于肝脏本身不是BMDLSC的生理性归巢场所, 
正常情况下只有极小部分BMDLSC向肝内归

巢. 因此, 对于肝脏受到损伤时出现BMDLSC
向肝内归巢增多这个现象, 我们完全有理由推

测并相信, 在肝脏受到损伤时产生了可以促使

BMDLSC向肝内归巢的因子, 只是具体是什么

因子还不清楚. 从现有资料来看, 趋化因子及其

受体系统很可能在其中起重要作用, 因为实验

■研发前沿
驱使BMDLSC向
肝脏迁移的物质
基础不明, 趋化因
子及其受体系统
受到广泛关注. 国
内外众多学者通
过体外试验、动
物模型实验等证
明, 部分趋化因子
及其受体系统在
骨髓间充质干细
胞(BMMSC)的迁
移过程中起作用. 
但在人体内, 这些
趋化因子究竟起
何作用、如何起
作用都不清楚. 
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研究已证明基质细胞衍生因子1(stromal-derived 
factor-1, SDF-1)对CXCR4阳性BMDLSC有趋化

作用[7]. 临床研究也已观察到肝病患者的肝内

SDF-1浓度显著增加[8].
趋化因子F r a c t a l k i n e是唯一的C X3C类

趋化因子 ,  有膜结合型和分泌型2种形式 .  近
年来, Fractalkine对BMMSC的趋化性受到广

泛关注. Ji et al [9]的研究认为SDF-1/CXCR4和
Fractalkine/CX3CR1的相互作用可介导BMMSC
的迁移. Sordi et al [10]的实验研究证实Fractalkine
对B M M S C有趋化作用 ,  B M M S C中也存在

Fractalkine的受体CX3CR1. 国内也有研究报道, 
Fractalkine/CX3CR1通路参与BMMSC体外迁

移[11]. 最近, Zhu et al [12]的研究也表明Fractalkine/
CX3CR1可以促进BMMSC向缺血性脑损伤部位

的定向迁移. 
Fractalkine对BMMSC包括对BMDLSC有

趋化作用 ,  这在体外实验和动物实验中已得

到充分肯定 ,  但人体发生肝病损伤时引发的

BMDLSC向肝脏迁移与肝内Fractalkine的关

系还有待确定, 肝病患者的肝内Fractalkine水
平有何变化也有待观察. 本研究观察到, 肝内

Frac ta lk ine在肝纤维化阶段就已经升高到显

著性水平 ,  至肝硬化阶段仍维持在高水平状

态. 表明肝脏发生纤维化损害时, 肝组织表达

Fractalkine的数量显著增加, 随着肝纤维化向

肝硬化阶段发展, Fractalkine的数量维持在高

水平. BMMSC是一种循环的干细胞, 骨髓以

一种较低的频率向循环血液中释放较低数量

的BMMSC[13-14], 从Fractalkine对BMMSC的趋

化作用角度看, Fractalkine在肝病损伤诱发的

BMDLSC向肝脏迁移方面很可能发挥作用.
Fractalkine与肝功能指标的相关性分析, 提

示Fractalkine的变化与肝脏的疾病损伤有关, 但
变化的程度与肝病的损害程度不全一致.
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表 1 Fractalkine浓度和肝功能各项指标检测结果 (mean±SD)

     
分组    Fractalkine(ng/g)     ALB(g/L)                 ALT(U/L)                AST(U/L)        TBIL(μmol/L)         PT(s)

正常对照组    4.84±3.72      38.56±2.96        24.00±11.50          24.44±10.10          9.77±3.49        11.58±0.70

肝纤维化组  13.72±5.59      35.27±7.46        60.60±18.17          50.30±19.95        14.36±7.05        11.17±0.77

肝硬化组     14.70±3.52      32.95±5.91      146.82±139.19      174.18±190.63      20.80±24.32      13.23±2.00

F值     14.708                2.292                 16.860                       9.266                    1.290                   6.859

P值       0.000                0.120                   0.000                        0.002                    0.292                   0.004

表 2 Fractalkine水平与肝功能指标的相关分析

     
统计量 ALB ALT AST TBIL PT

r值        -0.391       0.608       0.695       0.645       0.312

P值         0.033       0.000       0.000       0.000       0.093

■应用要点
本研究提示, 肝脏
发生纤维化损伤
时Fractalkine表达
增强, 至肝硬化阶
段仍维持较高水
平. 从一个新的角
度为Fractalkine促
进干细胞的肝损
伤修复作用提供
理论依据.  
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萍, 林荣安. 趋化因子Fractalkine体外趋化骨髓基质
细胞迁移的实验研究. 中华神经医学杂志 2006; 5 : 
1205-1208 
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■同行评价
本研究有一定的
创新性, 方法简单
可行, 结论有一定
的参考价值.
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Abstract
AIM: To investigate the correlations between 
liver cancer recurrence and preoperative serum 
vascular endothelial growth factor (VEGF) and 
C-reactive protein (CRP) levels in patient with 
hepatocellular carcinoma.

METHODS: The levels of serum VEGF and CRP 
in 32 liver cancer patients, 30 patients with be-
nign liver diseases and 20 healthy controls were 
measured by enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) and single immunodiffusion, re-
spectively. 

RESULTS: The levels of serum VEGF and CRP 

in hepatocellular carcinoma patients were sig-
nificantly higher than those in patients with be-
nign liver diseases and healthy controls (VEGF: 
432.32 ± 340.57 ng/L vs 158.54 ± 120.58 ng/L 
and 124.03 ± 51.65 ng/L; CRP: 9.80 ± 0.86 mg/L 
vs 6.48 ± 0.98 mg/L and 6.12 ± 0.80 mg/L, all P < 
0.01). The sensitivity and specificity of preopera-
tive serum VEGF and CRP levels for prediction 
of postoperative early recurrence in patients 
with hepatocellular carcinoma were 77.27% and 
59.09% as well as 30% and 60%, respectively. 

CONCLUSION: Preoperative serum VEGF and 
CRP levels are potential predictors of postopera-
tive early recurrence in hepatocellular carcinoma 
patients. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Vascular en-
dothelial growth factor; C-reactive protein

Ma LH, Zhou J, Wang ZX, Hu DW, Shi LM, Ao YZ, 
Zhang HF. Use of preoperative serum VEGF and CRP 
levels for prediction of postoperative early recurrence in 
patients with hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(33): 3460-3464

摘要
目的: 探讨肝细胞癌(HCC)患者术前周围血血
清中血管内皮生长因子(VEGF)和C-反应蛋白
(CRP)表达水平与肝癌术后早期复发的关系
及对其预测价值进行比较.

方法: 运用Sandwich酶联免疫吸附测定法定
量检测32例HCC术前、30例肝脏良性疾病患
者和20例健康人血清中VEGF的含量; 运用单
向免疫扩散法检测上述病例的CRP水平.  

结果: HCC组术前血清VEGF、CRP表达水
平与肝脏良性疾病组、健康人组比较, 均有
显著性差异(432.32±340.57 ng/L vs  158.54±
120.58 ng/L, 124.03±51.65 ng/L; 9.80±0.86 
mg/L vs  6.48±0.98 mg/L, 6.12±0.80 mg/L, 均
P <0.01). VEGF和CRP预测肝癌复发的灵敏
度和特异度分别为77.27%、30%; 59.09%、

60%.

结论: HCC患者术前血清VEGF、CRP表达水

®

■背景资料
肝细胞癌在我国
甚为常见, 术后5
年内极易复发, 严
重影响了肝细胞
癌的预后, 采用什
么方法能够早期
预测肝细胞癌的
复发是临床关注
的重要课题. 

■同行评议者
钱林学, 教授, 首
都医科大学附属
北京友谊医院消
化内科
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平, 可能是预测HCC术后早期复发的一个较
好的生物学指标.

关键词: 肝细胞癌; 血管内皮生长因; C-反应蛋白
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)临床甚

为常见, 在我国其死亡率居恶性肿瘤第2位. 早
期肝切除术是其最主要的治疗手段, 但术后复

发较高, 预后较差. 如何早期预测术后复发以便

及时采取相应的治疗措施是临床关注的一个课

题. 本文拟对HCC患者术前血清内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF)和C-
反应蛋白(C-reactive protein, CRP)的表达水平与

HCC术后复发转移之间的关系进行探讨, 并对

预测术后早期复发的价值进行比较. 

1  材料和方法

1.1 材料 32例HCC均为接受肝切除术的患者, 年
龄32-80(平均52)岁. 良性肝脏疾病30例, 包括肝

脏良性肿瘤12例和18例肝硬化, 男∶女为20∶9, 
年龄35-72(平均48)岁. 健康正常人20例, 男∶女

为4∶1, 年龄21-31(平均25)岁. 患者入选标准: 能
接受肝切除术的原发性肝癌患者, 无引起VEGF
和CRP升高的其他疾患, 如其他肿瘤、急性炎

症、类风湿及风湿活动期、组织坏死、结缔组

织病等, 术前未进行全身化疗或经导管肝动脉栓

塞治疗(transcatheter arterial chemoembolization, 
TACE)等. 
1.2 方法 
1.2.1 VEGF检测: 所有32例患者均为临床确诊

的原发性肝癌患者. 入院后抽取4 mL空腹外周

静脉血, 室温静置1 h, 离心1000 r/min, 10 min, 
吸取血清分装后于-70℃冰箱保存备用. 应用

Sandwich酶联免疫吸附测定法定量检测VEGF. 
1.2.2 CRP检测: 32例原发性肝癌患者, 术前常规

静脉采血, 采用单向免疫扩散法测定血清CRP
水平.

统计学处理 运用SPSS12.0软件处理数据. 
计量资料以mean±SD表示, 计数资料采用χ2检

验, 计量资料采用t检验. 以P <0.05为有统计学

意义.

2  结果

2.1 VEGF及CRP在各组血清中表达水平 VEGF
及CRP在各组血清中的表达水平以原发性肝癌

组最高, 而在肝脏良性肿瘤、肝硬化、正常人

表达较低(表1).
2.2 VEGF和CRP在肝脏疾病中的表达 依据正

常人血清VEGF均值(124.03±2 ng/L)可以计算

出VEGF正常值为227.33 ng/L. 以此为标准判

定32例HCC血清标本中, VEGF表达阳性率为

75.0%(24/32); 而在肝脏良性疾病30例中表达阳

性率为23.3%(7/30); 20例正常人VEGF表达阳性

率仅为5%(1/20)(表2). CRP≥8 mg/L为阳性, <8 
mg/L为阴性. 32例HCC患者血清表达阳性率为

53.1%(17/32); 肝脏良性疾病30例中血清表达阳

性率为20.0%(6/30); 20例正常人CRP表达阳性率

为15.0%(3/20)(表2).
2.3 术前血清V E G F和C R P水平与术后2年内

复发的关系 本试验共32例HCC患者中, 术后2试验共32例HCC患者中, 术后2共32例HCC患者中, 术后2
年内临床影像学检查及A F P检测证实为肝癌

复发者为22例. 32例HCC患者术前CRP阳性的

患者17例, 其中2年内复发的患者13例, 灵敏度

为59.09%, 特异度为60%. 32例HCC患者术前

VEGF阳性的患者24例, 其中2年内复发的患者

17例, 灵敏度为77.27%, 特异度为30%. 2项均阳

性对肝癌复发诊断的灵敏度为45.45%, CRP与
VEGF至少一项阳性作为判断标准, 灵敏度上升作为判断标准, 灵敏度上升判断标准, 灵敏度上升

到95%, 特异度为40.9%.

3  讨论

肿瘤术后复发转移是恶性肿瘤的一个重要特征, 
是导致患者死亡的重要原因. 癌细胞的转移过

程在肿瘤细胞生成的早期就已发生, 因此早期

预测肿瘤术后复发以便及时采取治疗措施就显

得十分重要. 
HCC根治术后肝内复发转移较易出现[1]. 一

般认为肝癌术后5年复发率可高达45.2%-60%, 
尤以术后2年内复发占大多数, 即便是小肝癌术

后的复发率也比较高, 这是由于肝脏是一个体

积较大的实体器官, 且具有丰富的血管网及丰

富的血管窦, 为癌细胞在肝内的播散提供了有

利条件[2-4]. 
甲胎蛋白(alpha Fetoprotein, AFP)是较敏

感、特异的肝癌诊断和随访的生物学指标, 但
他并不能在治疗之前及转移灶出现之前预测肿

瘤早期转移复发. 而VEGF及CRP的测定可弥补

这方面的不足. 近年来, 肿瘤分子生物学有了飞

■研发前沿
肝细胞癌患者术
前 V E G F 和 C R P
水平能否成为预
测肝细胞癌术后
早期复发的有效
指 标 ,  是 当 前 研
究 的 热 点 ,  当 前
对其认识尚不统
一 ,  尚 应 进 行 大
量的临床试验和
研究来证实. 
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速的发展, 有关肿瘤血管形成与肿瘤侵袭转移

的关系已成为研究热点. VEGF是目前已知作用

最强的促血管生成因子之一[5]. 很多肿瘤细胞可

分泌VEGF, 其可诱导形成肿瘤血管, 并增加血

管通透性, 协助肿瘤细胞进入脉管系统, 支持肿

瘤侵袭转移[6-7]. 越来越多的资料显示肿瘤患者

复发及预后和VEGF的高表达密切相关[8-9]. 研
究显示肿瘤血管的形成是肿瘤生长、侵袭、转

移过程中的重要环节, 他不仅提供了肿瘤生长

所需的营养, 排除代谢产物, 而且也提供了癌细

胞播散的途径. 当肿瘤生长到2-3 mm时, 需要从

微血管网获得营养[10]. 文献报道, VEGF在肺腺

癌、膀胱癌、纤维肉瘤、神经胶质瘤、胃癌、

大肠癌、胰腺癌等各种肿瘤细胞均有表达[5], 而
且VEGF表达还是结肠癌肝转移、胃癌肝转移

及其他肿瘤发生转移的预测指标[11-12]. 
Jinno et al [7]研究发现, 血清VEGF水平在正

常人组、肝炎组、肝硬化组及HCC组随着肝脏

疾病的进展而逐步升高, HCC组VEGF的水平与

其他组患者有显著性差异, 血浆中VEGF水平是

确定肝转移的有效指标[13-14]. 本研究结果显示: 
血清VEGF的水平在HCC与良性肝病、健康对

照组之间有显著性差异(P <0.01). 
C R P亦称丙种反应蛋白 ,  他是由5个完

全相同的球体状单体组成 ,  主要在白介素

-6(Interleukin-6, Il-6)介导下由肝脏产生, 少量由

外周血淋巴细胞合成[15]. 与肺炎双球菌C多糖体

起反应的急性时相反应蛋白, 广泛存在于血液

及其他体液中[16], 其可由致炎细胞因子进行调

节. CRP升高主要见于化脓性感染、组织坏死、

恶性肿瘤、结缔组织疾病、器官移植、急性排

斥、风湿活动期等[17-18], 随着组织结构和功能的

恢复, 其血清浓度也随之恢复正常, 近年CRP与
肿瘤的关系逐渐引起学者的注意, 其中与大肠

癌[19-21]、肾细胞癌[22]、肺癌[23]和食管癌[24-25]的关

系已经有了较多的临床观察结果, 许多研究表

明, 恶性肿瘤时, 血浆CRP水平明显升高, 并且与

肿瘤的进展和预后有相关性, Chang对结肠癌的

研究显示, CRP的水平与肿瘤的分期和复发明显

相关[20], Guilem研究了67例食管癌, 发现CRP血
清浓度高者生存率要低于CRP低者[25]. Miyata对
92例肾细胞癌的研究也发现, CRP虽然不是肾细

胞癌的独立预测因子, 但与生存率明显相关[26]. 
值得提出的是目前对CRP与肿瘤的相关性认识

尚不统一, 研究结果甚至得出截然相反的结论, 
Lin对比研究了122例肝硬化的未治疗肝癌和76
例肝硬化的血清CPR水平, 结果发现, 两者之间

无显著性差异[25], 但其在单独比较了弥漫型肝

癌和肝硬化后发现, 前者的CRP水平明显高于后

者, Zhan对直肠癌做了大宗病例的前瞻性研究

发现CRP与发生结肠癌的风险无相关性[21], 但另

一学者Erlinger同样对直肠癌做了大宗前瞻性研

究, 结论恰与Zhan的结论相反, CRP能增加结肠

癌的风险[28]. 亦有研究证明CRP与肝硬化、肝细

胞癌有某些联系[29-30]. 
上述报道证明CRP与肿瘤的相关性一直存

在争议, CRP与肿瘤的关系如何, 尚需大量的临

床和实验研究. 

表 1 VEGF及CRP在各组血清中的表达

     
分组               n

                           VEGF(ng/L)    CRP(mg/L)

       mean±SD        F 值        P 值          mean±SD          F 值        P 值

原发性肝癌 32 432.32±340.57           9.80±0.86 

肝脏良性疾病 30 158.54±120.58     15.74     <0.01         6.48±0.98       88.87     <0.01

良性肿瘤  12 158.05±181.34       8.16     <0.01         6.48±1.02       57.77     <0.01

肝硬化  18 158.68±94.11     11.66     <0.01         6.48±0.46       69.52     <0.01

正常人  20 124.03±51.65     10.39     <0.01         6.12±0.80     165.55     <0.01

表 2 VEGF及CRP在肝脏患者血清中的表达

     
分组               n

                    VEGF表达 n (%)        
χ2值           P 值

        CRP表达 n (%)              
χ2值          P 值

       阴性     阳性                      阴性        阳性          

原发性肝癌 32   8(25.0) 24(75.0)   15(46.9)   17(53.1)  

肝脏良性疾病 30 23(76.7)   7(23.3) 30.24 <0.01 24(80.0)     6(20.0)      11.29     <0.01

正常人  20 19(95.0)   1(5.0)   9.21 <0.01 17(85.0)     3(15.0)        5.99     <0.01

■应用要点
本文研究发现, 肝
细胞癌患者术前
V E G F 与 C R P 水
平与肝细胞癌术
后早期复发有一
定关系, 与肝脏良
性疾病组、健康
人组相比有显著
性差异. 证实血清
CRP和VEGF的联
合检测对肝癌复
发的诊断有互补
作用.
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本组病例HCC患者, 肝功能无异常, 无引起

CRP升高的上诉其他疾病, 因此可认为本组HCC
病例术前CRP升高可能系HCC所致. 学者Lin et al [31]

研究发现, 瘤体旁有子灶及弥漫型病例血清CRP
水平明显高于单病灶病例, 提示肝癌的病期或

恶性生物学行为可能与血清CRP水平的提高有

一定关系. 
本组实验数据显示, 与肝脏良性病变的患

者、正常对照组患者相比, HCC患者的血清CRP
水平明显升高, 血清CRP的水平在HCC与良性肝

病、健康对照组之间有显著性差异(P<0.01). 本
试验共32例HCC患者中, 术后2年内临床影像学

检查及AFP检测证实为肝癌复发者为22例. 32
例HCC患者术前CRP阳性的患者17例, 其中2年
内复发的患者13例, 灵敏度为59.09%, 特异度为

60%. 32例HCC患者术前VEGF阳性的患者24例, 
其中2年内复发的患者17例, 灵敏度为77.27%, 
特异度为30%. 2项均阳性对肝癌复发诊断的灵

敏度为45.45%, CRP与VEGF至少一项阳性作为

判断标准, 灵敏度上升到95%, 特异度为40.9%. 
通过本实验的数据的分析, 对于高水平的CRP和
VEGF血清浓度的患者, 要警惕肝癌复发的可能, 
血清CRP和VEGF的联合检测对肝癌复发的诊

断有互补作用.
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Abstract
AIM: To investigate the diagnostic value of 
transrectal ultrasonography (TRUS) in preoperative 
staging of rectal carcinoma and the relationship 
between TRUS and TNM staging.

METHODS: Sixty-five patients with pathologi-
cally confirmed rectal carcinoma were detected 
by TRUS before surgery. The circumference of 
the bowel wall involved by tumor was recorded. 
The preoperative transrectal ultrasonographic 
staging of rectal carcinoma was performed using 
the TNM staging system. The preoperative stag-
ing results were then compared with those of 

postoperative pathologic staging.

RESULTS: The overall accuracy rate of preop-
erative staging of rectal carcinoma by TRUS was 
86.15%. The diagnostic accuracy in T1-T4-stage 
patients by TRUS was 93.85%, 87.69%, 90.77% 
and 100%, respectively. The circumference of the 
bowel wall involved by tumor was positively 
correlated with pathological tumor stage (r = 
0.89, P < 0.01). The overall accuracy rate of pre-
operative staging of rectal carcinoma by TRUS 
in combination with the circumference of the 
bowel wall involved by tumor was 95.38%.

CONCLUSION: TRUS has a high diagnostic 
accuracy in preoperative staging of rectal carci-
noma. TRUS in combination with the circumfer-
ence of the bowel wall involved by tumor can 
improve the diagnostic accuracy of preoperative 
staging of rectal carcinoma.

Key Words: Rectal neoplasm; Neoplasm staging; 
Endosonography

Shi GH, Wang XM, Yu YJ, Li YY, Dong XP. Transrectal 
ultrasonography in preoperative staging of rectal 
carcinoma: diagnostic value and relationship with TNM 
staging. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(33): 
3465-3468

摘要
目的: 探讨经直肠腔内超声(TRUS)对直肠癌
术前分期的诊断价值及其与TNM分期的关系. 

方法: 对65例经病理证实为直肠癌的患者术
前进行TRUS检查, 记录癌肿浸润周径, 同时
采用TNM分期标准进行分期, 并与术后TNM
分期进行对照. 

结果: 65例直肠癌术前TRUS检查总的诊断准
确率为86.15%, T1-T4期TRUS诊断准确性分
别为 93.85%、87.69%、90.77%及100%, 直肠
癌癌肿浸润周径与TNM分期间呈正相关(r  = 
0.89, P <0.01), 结合直肠癌癌肿浸润周径程度
可以使直肠癌术前分期总的诊断准确率明显
提高(95.38%).

www.wjgnet.com
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■背景资料
直肠癌是常见的
消化系恶性肿瘤, 
目前最有效的治
疗方法仍是手术
根治性切除, 而直
肠肿瘤准确的术
前分期对制定合
理的治疗方案、
选择术式及判断
预后均具有重要
价值. TRUS在直
肠癌术前分期中
的价值已得到广
泛认可, 但在分期
的准确性方面仍
有不足, 而结合癌
肿浸润周径可提
高直肠癌术前分
期诊断准确率.

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室



结论: TRUS检查对于直肠癌术前分期有较高
的诊断准确性, 有助于制定合理的治疗方案, 
结合直肠癌组织浸润周径可提高术前分期诊
断准确性.

关键词: 直肠肿瘤; 肿瘤分期; 腔内超声检查
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0  引言

直肠癌约占大肠癌的60%-75%, 是常见的消化

系恶性肿瘤, 并有逐年上升趋势. 对于T1期和部

分T2期直肠癌可行局部切除, 而T3、T4期可考

虑术前放化疗加手术等[1], 因此准确辨认癌肿

对肠壁及其周围组织的浸润尤为重要. TRUS在
直肠癌术前分期中的价值已得到广泛认可, 但
在分期的准确性方面仍有不足[2]. 为避免TRUS
对直肠癌术前分期过度或分期不足, 本研究对

65例直肠癌患者术前行TRUS分期, 同时通过

TRUS观察癌肿浸润肠管周径程度, 并与术后病

理分期行对比观察, 以探讨直肠癌腔内超声分

期的诊断价值及与病理分期的相关性.

1  材料和方法

1.1 材料 2008-09-01/2009-06-01于我院住院接

受治疗的直肠癌患者65例, 其中男38例, 女27
例, 年龄32-78(平均62.0±10.9)岁. 仪器采用

PHILIPS IU22超声诊断仪, 选择经直肠腔内探

头, 频率8 MHz.
1.2 方法 所有患者均于当日检查前行肠道准备, 
检查时, 取左侧卧位, 屈膝, 双膝尽量向上, 双手

抱膝, 使肛门暴露. 将探头外涂少量耦合剂, 然
后套上乳胶套, 嘱患者深呼吸, 将探头缓慢插入

肛门, 注意观察肿瘤的位置、肠壁层次、对周

围组织及脏器的浸润情况, 同时转动探头动态

观察癌组织侵犯肠管周径. 
TRUS对直肠癌分期标准[3]及对肿瘤浸润周

径分级: 1期(UT1): 病变深度仅限于黏膜或黏膜

下层; 2期(UT2): 病变深入肠壁肌层; 3期(UT3): 
病变深入浆膜层或肠壁外膜(直肠下段)达周围

脂肪组织; 4期(UT4): 病变侵入邻近脏器. 肿瘤

浸润肠周径程度分为4级: 1级: 浸润周径程度≤

1/4; 2级: 1/4<浸润周径程度≤1/2; 3级: 1/2<浸润

周径程度≤3/4; 4级: 3/4 <浸润周径程度≤1.
统计学处理 利用SPSS13.0软件进行统计
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学处理, 对2种分期之间的比较, 采用Kappa评
价方法进行一致性分析; 多分类有序资料应用 
Spearman等级相关进行相关分析, P <0.05为差异

有统计学意义.

2  结果

2.1 术后病理诊断 65例直肠癌中, 高分化腺癌14例, 
中分化腺癌43例, 低分化腺癌6例, 黏液腺癌2例. 
2.2 直肠癌术前TRUS分期与术后病理分期的比

较 对术前TRUS分期与术后病理分期行诊断实

验一致性检验, 差异有统计学意义, 两者一致性

较好(Kappa值 = 0.81, P  = 0.00, 表1, 图1). 65例直

肠癌患者术前TRUS分期过度4例, 分期不足5例, 
超声分期总的诊断准确性为86.15%(56/65), 各
分期诊断准确性、敏感性、特异性、阳性预测

值、阴性预测值(表2).
2.3 直肠癌癌肿浸润肠管周径程度与病理分期

的相关性 直肠癌癌肿浸润肠管周径程度与病理

分期呈正相关(r  = 0.89, P <0.01, 表3), 即随着癌

肿浸润肠周径程度的增加, 病理分期逐渐增高. 
本研究显示81.82%(9/11)PT1期肿瘤浸润肠管周

径程度为1级; 84.21%(16/19)PT2期肿瘤侵犯肠

管周径程度为2级; 72%(18/25)PT3期肿瘤侵犯

肠管周径程度为3级; 90%(9/10)PT4期肿瘤浸润

肠管周径程度为4级. 分期过度的4例中, 2例病

理定为PT2期, 超声定为UT3期, 超声检测癌肿

浸润周径程度为2级, 与病理分期相符; 分期不

足的5例中, 3例病理定为PT3期, 超声定为UT2
期, 1例病理定为PT3期, 超声定为UT1期, 而超

声检测癌肿浸润周径程度均为3级. TRUS结合

癌肿浸润周径程度可使直肠癌术前分期总的诊

断准确率达95.38%(62/65).

3  讨论

直肠癌术前准确分期是外科选择合理治疗方

案的关键. 正常直肠壁厚约3 mm, 一般不超过5 

www.wjgnet.com

表 1 直肠癌术前超声分期与术后病理分期的比较 (n )

     
TRUS分期              病理分期(PT)

(UT) PT1 PT2 PT3 PT4           合计

UT1   9   1   1   0 11

UT2   2 16   3   0 21

UT3   0   2 21   0 23

UT4   0   0   0 10 10

合计 11 19 25 10 65

Kappa值 = 0.81, P  = 0.00.

■创新盘点
本研究将TRUS分
期与肿块浸润周
径程度两者联合, 
从而能够提高直
肠癌术前分期诊
断准确率, 弥补了
单独应用TRUS分
期带来的分期过
度和分期不足的
现象.
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mm. 在肠腔内液性无回声的衬托下, 超声显示

为强回声带和低回声带相互交替的5层结构[3]: 
即3条强回声与其间的2条低回声. 从腔内向腔

外依次为: 第1层较弱的强回声, 为腔内液体与

肠黏膜表面构成的界面回声; 第2层低回声, 为
肠黏膜肌层; 第3层强回声, 为黏膜下层, 是5层
中回声最明显的一层; 第4层低回声, 为固有肌

层; 第5层强回声, 为浆膜层或肠壁外纤维脂肪

组织. 直肠癌浸润深度以肿瘤破坏的最深层作

为判断标准, 此为直肠癌超声分期的基础, 其准

确性达67%-93%[4], 对于识别直肠病变并进行分

期具有重要意义.
直肠癌分期主要在于辨认肿瘤的浸润层次

及邻近脏器有无受累, 主要的影像学检查方法

包括: CT、MRI、TRUS. 目前CT由于软组织对

比度不如MRI和TRUS, 对于T1期和T2期肿瘤很

难判断, 因而早期研究因大多选择进展期直肠

癌而获得较高的准确率, 但当非进展期病变时, 
分期的准确率就有很大程度降低. 然而早期的

研究表明应用表面线圈的MRI技术并没有提高

T分期的准确率, 即使是应用新一代具有更高分

辨率的相控阵线圈技术, 其T分期的准确率也只

有65%-86%[5]. 同时MRI检查价格昂贵, 所需时

间长, 内部噪声较大, 因此, 大部分患者不愿意

接受. 而TRUS对直肠癌肠壁浸润情况可以做出

准确评估, 我们采用直肠腔内超声结合彩色多

普勒技术能较清晰地显示肿瘤与肠壁及周围脏

器的关系, 同时结合癌肿浸润肠管周径程度可

以对其分期做出准确评估.
本研究中直肠腔内超声分期总的诊断准确

性、敏感度和特异度均较高, 表明TRUS是直

肠癌术前分期的良好方法, 与文献报道基本一 

表 2 直肠癌术前TRUS分期诊断结果 (%)

     
参数

                           TRUS分期

            UT1            UT2           UT3         UT4

诊断正确率 93.85(61/65) 87.69(57/65) 90.77(59/65) 100(65/65)

诊断敏感度 81.82(9/11) 84.21(16/19) 84.00(21/25) 100(10/10)

诊断特异度 96.30(52/54) 89.13(41/46) 95.00(38/40) 100(55/55)

阳性预测值 81.82(9/11) 76.20(16/21) 91.30(21/23) 100(10/10)

阴性预测值 96.30(52/54) 93.20(41/44) 90.48(38/42) 100(55/55)

图 1 直肠癌的TRUS分期. A: T1期直肠癌, 黏膜层及黏膜下层回声中断, 肌层(小箭头)及浆膜层(大箭头)尚完整; B: T2期直肠

癌, 侵及肌层(小箭头), 浆膜层(大箭头)完整; C: T3期直肠癌, 直肠全层均被肿块(M)占据, 周围脂肪间隙消失; D: T4期直肠癌, 

穿透浆膜层(大箭头), 癌肿向前侵及子宫(U)后壁.

C D

A B

M
M

U

■应用要点
本文提示, 结合肠
管浸润周径程度, 
有助于提高直肠
癌分期诊断的准
确性, 可以为临床
选择更为合适的
治疗方案和评估
预后提供参考.
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致[4,6]. 分期不符合的9例中, 分期过度4例, 2例
PT1期误诊为UT2期, 2例PT2期误诊为UT3期. 
分期过度可能与癌肿周围肠壁炎症水肿、纤维

化、瘢痕形成或声束与病变处肠壁平行造成回

声失落有关, 在超声声像图上肿瘤浸润和炎症

反应很难区别. 分期不足5例, 3例PT3期误诊为

UT2期, 1例PT2期误诊为 UT1期, 1例PT3期误诊

为UT1期. 分期不足可能与超声不能分辨微小癌

浸润有关, 从而影响对肿瘤浸润深度的判断.
对于肿瘤的大小与直肠癌分期是否存在相

关性, 学者们对此尚有争议. 一些学者认为直肠

是空腔脏器, 形态多变, 体积和径线测量较困难, 
且重复性较差[7-8]. 同时可能还与肿瘤的生长方

式有关, 当肿瘤径线较大而向腔内生长明显时, 
可能分期并不高, 反之, 肿瘤径线虽相对较小但

向壁内浸润性生长明显时, 分期固然升高. 本研

究通过观察肿瘤浸润直肠管腔周径程度, 将其

与病理分期进行相关分析, 发现两者呈正相关: 
即浸润肠管周径越大, 肿瘤浸润深度则越深.

直肠癌肿块本身有环绕肠管侵袭性生长的

倾向, 既可以沿肠壁生长, 又可以向肠壁深层

浸润, 尚有学者认为癌肿浸润肠壁1周约需1-2
年. 因此, 侵犯肠管周径越大的肿瘤, 生长期越

长, 其浸润深度亦越深, 与淋巴管接触的面积亦

越大, 引起淋巴结转移的机会越多, 故分期越高, 
这与贾绍昌 et al [9]观点相一致. 当肿瘤局限于黏

膜层时, 因该层无淋巴管, 所以不发生淋巴道转

移, 而黏膜下层已有淋巴管道分布, 故肿瘤浸润

至黏膜下层时, 即有可能发生淋巴道转移, 随着

肿瘤向肠壁深层浸润, 淋巴结转移率明显增加, 
同时肠壁肌层与浆膜层对癌细胞扩散起到一定

的阻碍作用, 浆膜层较肌层有较丰富的淋巴管, 
癌细胞一旦侵入浆膜层, 进入淋巴管的机会增

加, 转移率亦显著增高, 癌细胞浸润突破浆膜层

后, 更容易侵及周围组织、血管及淋巴管, 使其

转移率显著增加. 虽然以往有些学者对直肠癌

肿块浸润肠管周径方面有过研究, 但都未将其

与直肠癌分期相结合. 本研究通过结合直肠癌

肿块浸润肠管周径程度, 可使直肠癌术前分期

总的诊断准确率高达95.38%, 这提示观察癌肿

浸润周径程度有助于评估直肠癌肿块的浸润深

度, 可以对直肠癌分期进行有益的补充.
总之, 直肠腔内超声是一种无创、快捷、价

格低廉、可重复实施、并能显示肿瘤全貌的检

查方法, TRUS检查对于直肠癌术前分期有较高

的诊断准确性, 但尚存在分期过高或分期过低现

象; 而直肠癌肿块浸润肠管周径程度与病理分期

呈正相关, 因此, 结合肠管浸润周径程度, 有助于

提高直肠癌分期诊断的准确性, 可以为临床选择

更为合适的治疗方案和评估预后提供参考.
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表 3 直肠癌癌肿浸润肠管周径程度与病理分期的关系 (n)

     
浸润周径

              病理分期(PT)

 PT1 PT2 PT3 PT4           合计

1级   9   2   0   0 11

2级   2 16   5   0 23

3级   0   1 18   1 20

4级   0   0   2   9 11

合计 11 19 25 10 65

r  = 0.89, P<0.01.

■同行评价
本文应用高分辨
率的直肠超声, 从
肿瘤对直肠壁的
浸润层次和占直
肠周径的比例双
方向判别直肠癌
的分期, 结论具有
较好的临床参考
价值.
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Abstract
AIM: To evaluate the therapeutic effects of 
colloidal bismuth subcitrate in rabeprazole-
based quadruple therapy in peptic ulcer patients 
positive for Helicobacter pylori (H pylori).

METHODS: Seventy-six peptic ulcer patients with 
H pylori infection were randomly divided into two 
groups: control group and experimental group. 
The control group received rabeprazole plus 
amoxicillin and levofloxacin, while the experimen-
tal group received rabeprazole plus amoxicillin, 
levofloxacin and colloidal bismuth pectin. After a 
7-day treatment course, the therapy for peptic ul-
cer was carried out. The eradication rate of H pylori 
infection, the ulcer healing rate and side-effects 
were compared between the two groups.  

RESULTS: The eradication rate of H pylori in-
fection was significantly lower in the control 
group than in the experimental group (71.05% vs 

92.10%, P < 0.05). No significant difference was 
noted in the ulcer healing rate between the two 
groups (92.11% vs 94.74%, P > 0.05). 

CONCLUSION: Colloidal bismuth subcitrate in 
rabeprazole-based quadruple therapy is effec-
tive and safe in peptic ulcer patients positive for 
H pylori. 

Key Words: Peptic ulcer; Helicobacter pylori ; Quad-
ruple therapy

Xu X, Zhang ZY. Therapeutic effects of colloidal bismuth 
subcitrate in rabeprazole-based quadruple therapy. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(33): 3469-3471

摘要
目的: 探讨铋剂在雷贝拉唑为主的四联疗法
对幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )阳
性的消化性溃疡的治疗效果.

方法: 选取H pylori阳性的消化性溃疡76例, 随
机分为对照组与试验组: 对照组使用雷贝拉
唑+左氧氟沙星+阿莫西林, 试验组在上述药
物外加用果胶铋, 疗程7 d, 然后进行抗溃疡治
疗. 观察H pylori根除率、溃疡愈合率及不良
反应. 

结果: 对照组H pylori根除率为71.05%, 试验组
为92.10%, 2组比较有显著性差异(P <0.05); 对
照组溃疡愈合率92.11%, 试验组为94.74%, 2
组比较无显著性差异(P >0.05).

结论: 铋剂在雷贝拉唑为主的四联疗法对H pylori
阳性的消化性溃疡的治疗中安全、有效. 

关键词: 消化性溃疡; 幽门螺杆菌; 四联疗法
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0  引言

消化性溃疡是临床常见病、多发病, 其主要发病

原因是幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, H pylori )
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■背景资料
消化性溃疡是临
床常见病, 主要指
发生在胃和十二
指 肠 的 溃 疡 ,  其
主要病因为胃酸
分泌过多、胃肠
黏膜保护减弱及 
H pylori 感染. 根
除H pylori 是治疗
消化性溃疡和防
止溃疡复发的重
要治疗方法.

■同行评议者
张筱茵 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第四军医大学西
京医院消化疾病
研究所



感染及胃酸和胃蛋白酶的消化作用. 因此, 根除

H pylori是治疗消化性溃疡和防止溃疡复发的

重要治疗方法. 本文采用雷贝拉唑、左氧氟沙

星、阿莫西林及果胶铋治疗H pylori阳性消化性

溃疡, 取得良好的效果, 现汇报如下.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2008-10/2009-04我院消化科经电子

胃镜证实胃或/和十二指肠溃疡患者76例, 13C或
14C-尿素呼气试验(14C-UBT)或快速尿素酶试验

(RUT)检查有任意一项阳性者入选. 其中十二指

肠溃疡48例, 胃溃疡20例, 复合性溃疡8例; 男52
例, 女24例, 年龄18-68(平均34.6)岁, 病程2月到3
年(平均1.4年). 2组患者性别比例、年龄、病程

及溃疡大小差异无统计学意义.
排除标准: (1)治疗前4 wk使用抗生素、铋

剂、H2受体抑制剂(H2-receptor antagonist, H2RA)
和质子泵抑制剂(proton-pump inhibitor, PPI)者; 
(2)妊娠或哺乳期妇女; (3)患者同时服用非甾体

类消炎药(non-steroidal anti-inflammatory drug, 
NSAID)、酗酒或者存在其他影响本研究评价的

严重疾病如严重心、肝、肾疾病等; (4)对所用药

物过敏者; (5)年龄<18岁和>70岁; (6)胃镜下不能

排除溃疡恶变者; (7)患者不能正确表达自己的主

诉, 如精神病、严重神经官能症或不能合作完成

本试验者.
1.2 方法 
1.2.1 分组及治疗: 将76例符合上述观察入选条

件的患者随机分为2组, 每组38例. 分别采用雷

贝拉唑、左氧氟沙星及阿莫西林三联疗法作为

对照组和上述三联药物外添加铋剂的四联疗法

的试验组. 对照组采用雷贝拉唑10 mg, 每日2次, 
清晨及睡前空腹服用; 左氧氟沙星0.2 g, 每日2
次, 早晚饭后30 min, 阿莫西林1.0 g, 每日2次, 早
晚饭后30 min; 试验组在上述方案基础上增加

果胶铋100 mg, 每日3次, 2组治疗时间均为7 d, 
结束后对照组选用雷贝拉唑10 mg, 每日2次, 治
疗21 d; 试验组联合应用雷贝拉唑10 mg, 每日

2次, 果胶铋100 mg, 每日3次, 治疗21 d. 治疗期

间不用其他任何抗生素及抗溃疡的药物, 治疗

结束4 wk后复查胃镜、RUT检查及13C-UBT或
14C-UBT.
1.2.2 疗效标准判定: 以内镜检查结果、H pylori
根除率、不良反应的发生率及症状评定作为判

断标准: (1)内镜判断标准: (a)溃疡面消失或仅留

瘢痕者为治愈; (b)溃疡面较前缩小1/2以上或仅
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留少许薄白苔为好转; (c)溃疡面无明显变化为无

效; (2)H pylori检测标准: 胃镜下分别取胃窦及胃

体2块黏膜行RUT试验及13C-UBT或14C-UBT均为

阴性视为H pylori已根除; (3)记录治疗过程中2组
不良反应的发生情况; (4) 症状评定: 主要以腹痛

为观察指标, 疼痛分为无痛、轻度、中度、重度

4级, 轻度为偶有疼痛或经提醒才感到; 中度疼痛

为影响部分工作, 服抗酸药才能缓解; 重度疼痛

需休息, 服抗酸药亦无效. 治疗后疼痛消失或偶

然出现轻度疼痛者为疼痛缓解.
统计学处理 计量资料采用t检验, 计数资料

采用χ2检验. 以P <0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 H pylori根除率 试验组38例, H pylori根除35
例, 根除率为92.10%; 对照组38例, H pylori根
除27例, 根除率为71.05%. 试验组试验组组H pylori根除

率较对照组升高, 2组比较差异有统计学意义

(P <0.05).
2.2 溃疡愈合情况 试验组治愈率94.74%(36/38), 
好转2例; 对照组溃疡治愈率92.11%(35/38), 好
转1例, 2例无明显变化. 2组比较差异无统计学

意义(P >0.05).
2.3 不良反应发生情况 2组均坚持完疗程, 不良

反应轻微, 主要为恶心、口干、纳差或转氨酶

轻度异常. 其中治疗组3例(7.89%), 对照组4例
(10.52%), 2组比较无显著性差异(P >0.05).
2.4 症状缓解率 试验组症状缓解率为97.37%组症状缓解率为97.37% 
(37/38), 对照组症状缓解率为84.21%(32/38), 试, 对照组症状缓解率为84.21%(32/38), 试对照组症状缓解率为84.21%(32/38), 试试
验组症状缓解率较对照组为高, 但2组比较差异组症状缓解率较对照组为高, 但2组比较差异

无统计学意义((P >0.05).

3  讨论

消化性溃疡是临床常见病, 主要指发生在胃和

十二指肠的溃疡, 其主要病因为胃酸分泌过多、

胃肠黏膜保护减弱及H pylori感染. 目前对该病

的药物治疗主要采取根除H pylori、抑制胃酸分

泌及保护胃黏膜的原则. 近年来, 认为H pylori为
消化性溃疡的重要原因, 主要依据: (1)消化性溃

疡患者H pylori检出率显著高于普通人群. 其中

在十二指肠溃疡的检出率约为90%, 胃溃疡为

70%-80%. 大量临床研究表明, 成功根除H pylori
后溃疡复发率明显下降, 用常规抑酸治疗后愈

合的溃疡年复发率50%-70%, 而根除H pylori可
使溃疡复发率降至5%以下, 这表明祛除病因后

消化性溃疡可获治愈[1]; (2)H pylori凭借其毒力

www.wjgnet.com

■应用要点
本研究提示, 铋剂
在根除H pylori 的
治疗中有其独特
优势, 即: 疗效确
切、相对价廉、
患者的治疗依从
性好, 这对H pylori
感染的根除有很
大的影响, 值得临
床推广使用.
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因子作用, 诱发胃和十二指肠黏膜发生炎症和

免疫反应, 损伤局部黏膜的防御修复机制; 同时, 
H pylori感染可增加促胃液素和胃酸的分泌, 增
强了侵袭因素, 这两方面的协同作用造成了胃

十二指肠黏膜损害和溃疡形成[2]. 
目前认为一个理想的根除H pylori的治疗方

案应该包括(1)H pylori根除率>90%; (2)不良反

应最小; (3)患者耐受性好; (4)溃疡愈合迅速、症

状消失快; (5)不产生耐药性; (6)疗程短、价格

低; (7)效果持续, 不易复发[3]. 但至今还没有任何

一种疗法能够完全符合上述要求. 且H pylori的
耐药问题日趋严重, 甲硝唑、克拉霉素和阿莫西

林曾经为治疗H pylori感染的首选药物, 随着抗

生素的普遍使用, 人群感染耐药性H pylori菌株

的比例越来越高, 耐药往往成为治疗失败的主要

原因. 其中甲硝唑的耐药率最高, 发展中国家可

高达90%, 发达国家有的也近50%. 克拉霉素的耐

药率虽然平均为10%左右, 但呈上升趋势. 其耐

药性的形成与23S rRNA V区的点突变A2142G、

A2143G及A2142C等密切相关. H pylori的阿莫西

林耐药率非常低, 平均不到1%, 可分为稳定性耐

药和不稳定性耐药. 据报道, 耐药菌株中未检测

到β-内酰胺酶的活性, 其耐药性形成可能与青霉

素结合蛋白变化有关[4].
我们治疗方案的机制为: 雷贝拉唑为新一

代PPI, 具有较高的解离常数(PKa), 为迄今作用

时间较长、起效迅速、强度最高的抑制胃酸分

泌的药物, 他可与壁细胞分泌小管和囊泡内H+-
K+-ATP酶结合, 使其不可逆的失去活性, 使壁细

胞内的H+不能移到胃腔中, 从而阻滞胃酸的最

后分泌过程, 达到治疗消化性溃疡的目的[5]. 国
外研究表明, 雷贝拉唑10 mg, 每日2次, 24 h胃酸

能明显受到抑制, 尤其雷贝拉唑夜间抑酸作用

明显, 并无夜间酸分泌现象, 从而保证具有较高

的溃疡愈合率. 同时, 雷贝拉唑的代谢很少依赖

细胞色素酶P450(CYP、最主要是CYP2C19), 而
且经CYP2C19代谢后的代谢产物仍具有药理活

性, 从而使雷贝拉唑根除H pylori的疗效较其他

PPI更为稳定等也有关[6]; 左氧氟沙星是氧氟沙

星的左旋体, 其体外抗菌活性约为氧氟沙星的

2倍. 他通过抑制细菌DNA旋转酶的活性, 阻止

细菌DNA的合成和复制而导致细菌死亡. 具有

抗菌谱广、半衰期长、性质稳定、耐酸、口服

易吸收等特点, 缺点为易引起胃肠道反应、过

敏致瘙痒及皮疹等. 有关研究证实[7], 左氧氟沙

星对H pylori的最小抑菌浓度(MIC)范围与常用

的克拉霉素和阿莫西林的MIC50类似, 而耐药率

却明显低于克拉霉素, 同时发现其在酸性环境

下抗菌活性降低, 提示临床应用时应同时合用

抑酸药; 胶体果胶铋以生物大分子果胶酸为酸

根, 提高铋剂的稳定性, 联合使用果胶铋可加强

黏膜防御机制, 促进黏液分泌及杀死作用, 同时

由于铋剂能防止和克服H pylori对抗生素产生耐

药, 其在H pylori根除治疗方案中的应用正重新

受到重视[8]. 迄今为止, 尚无H pylori对铋剂原发

或继发耐药的报道. 已证实铋剂有防止和克服

H pylori对克拉霉素和替硝唑等抗生素产生耐药

的作用, 并可与克拉霉素等发挥协同作用[9]. 本
实验也说明联合使用果胶铋可作为对H pylori耐
药菌株的感染及三联疗法失败的患者的补救措

施, 提高H pylori根除率, 明显改善症状, 试验组

不良反应包括恶心、纳差、食欲减退或转氨酶

轻度异常等发生率明显降低. 总之, 铋剂在根除

H pylori的治疗中有其独特优势, 即: 疗效确切、

相对价廉、患者的治疗依从性好, 这对H pylori
感染的根除有很大的影响, 值得临床推广使用.
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■同行评价
本文从临床实际
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根治幽门螺杆菌
方面的作用设计
了临床速记对照
试验, 结果有一定
临床及学术价值.
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Abstract
Heterotopic pancreas is a congenital anomaly 
that can occur in any part of the digestive 
tract, especially in the gastrointestinal tract. 
Here, we report a case of concomitant gastric 
and duodenal ulcers with jejunal pancreatic 
heterotopia. Jejunal pancreatic heterotopia 
was unexpectedly diagnosed during a surgery 
for concomitant gastric and duodenal ulcers, 
suggesting that heterotopic pancreas is easily 
missed and should attract clinical attention.

Key Words: Concomitant gastric and duodenal ul-
cers; Heterotopic pancreas; Jejunum
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heterotopia: a report of one case. Shijie Huaren Xiaohua 
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摘要
异位胰腺是一种先天性疾病, 可以发生在消化
系的任何部位, 以胃肠道最多见. 胃十二指肠
复合型溃疡患者术中探查发现空肠异位胰腺, 

提示异位胰腺容易漏诊, 应引起临床上的重视.

关键词: 胃十二指肠复合型溃疡; 异位胰腺; 空肠

赵兴文, 王胜, 陶守军, 苏传伟, 刘建斌. 胃十二指肠复合型溃

疡合并空肠异位胰腺1例. 世界华人消化杂志  2009; 17(33): 

3472-3473
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0  引言

异位胰腺临床上比较少见, 发病部位广、临床表

现多样, 常易误诊和漏诊. 我院收治胃十二指肠

复合型溃疡合并空肠异位胰腺1例, 现报告如下.

1  病例报告

男, 36岁, 因“上腹部阵发性疼痛伴呕血黑便

3 h”入院, 查体: T 36.1℃, P 124次/min, R 22次
/min, BP 110/70 mmHg. 入院后给予止血、抗酸, 
输血输液等治疗, 1 h后, 患者反复呕血、便血4
次, 总量约3000 mL, 血压下降80/40 mmHg, 面
容苍白, 额头冷汗, 皮肤湿冷, 急诊胃镜不能检

查. 急诊剖腹探查, 术中胃镜, 经胃部切口进镜, 
见腔内较多鲜红色血, 胃窦小弯侧见一约1.0 cm
×0.8 cm, 溃疡面出血(图1A), 十二指肠球部变

形, 腔内有新鲜积血, 局部黏膜有渗血(图1B), 内
镜诊断: 复合型溃疡并出血, 探查空肠, 距Trietz
韧带50 cm处肠壁肿物约3 cm×5 cm(图2), 可疑

出血, 术中诊断: 胃十二指肠复合型溃疡并出血, 
空肠肿瘤, 行胃大部切除, 空肠肿瘤切除. 术后

给予抗炎, 营养支持治疗, 无并发症, 15 d痊愈出

院. 术后病理诊断: 胃慢性糜烂性胃炎, 有淋巴

滤泡形成, 局部见慢性溃疡, 空肠胰腺组织异位

黏膜层, 黏膜下层及肌层浆膜层可见胰腺组织.

2  讨论

异位胰腺指位于正常解剖部位以外, 与胰腺本

身无解剖联系或共同的血管供应的胰腺组织, 
又称迷走胰腺(aberrant pancreas), 其发生机制

尚不清楚, 可能与胚胎期胰腺组织的异常迁徙

有关. 1927年Jean-Schultz首次报告本病[1]. 李新  

®

■背景资料
异位胰腺指位于
正常解剖部位以
外, 与胰腺本身无
解剖联系或共同
的血管供应的胰
腺组织, 异位胰腺
在临床上很少见, 
且临床表现不一, 
他引起消化系出
血时很容易被误
诊为其他消化系
出血性疾病, 特别
是合并其他消化
系出血性疾病时
往往被漏诊.

■同行评议者
张 小 晋 ,  主 任 医
师, 北京积水潭医
院消化内科
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et a l [2]总结分析异位胰腺可发生于腹腔或胸腔

内, 主要在腹腔器官: 十二指肠占27.7%, 胃占

25.5%, 空肠占15%, 回肠仅占7.5%, 少数见于大

网膜、肠系膜、肝、胆、脾等周围组织. 国内

则以空肠多见. Biswas et al [3]对空肠异位胰腺统

计分析得出: 大多为单发, 少见多发; 位于黏膜

下层者占50%-60%、肌层占25%、浆膜下占4%, 
少数可侵及全层. 异位胰腺在临床上很少见, 且
临床表现不一, 而以引起消化系出血最为多见, 
这可能与异位胰腺压迫或分泌各种消化酶有很

大关系[4]. 异位胰腺引起消化系出血时很容易被

误诊为其他消化系出血性疾病, 特别是合并其

他消化系出血性疾病时往往被漏诊. 由于异位

胰腺无特异性的临床表现, 这加大了诊断难度, 
目前所报道的大多是在剖腹探查术中被发现的. 
据郭礼镒 et al [5]统计148例异位胰腺中, 140多例

是在术中发现. 本例就是在消化系大出血急诊

剖腹探查术中发现. 异位胰腺虽然临床表现很

不一致, 但形态学上有相似之处: 具有正常胰腺

组织特性, 色泽由淡黄色至腊白, 表面有分叶状

小结节, 质地中等有韧性等; 大多直径在1.0-2.0 
cm范围, 形态多为不规则椭圆形等. 

大多异位胰腺具有胰腺内、外分泌功能. 
异位胰腺可并发急慢性胰腺炎、出血、囊肿、

甚至癌变, 且胃肠道异位胰腺还可引起胃肠道

溃疡、出血或梗阻, 特别是位于壶腹附近的异

位胰腺则可引起胆道梗阻等. 因此, 术中发现的

异位胰腺都应手术治疗, 但要注意与恶性肿瘤

相区别, 必要时应作术中冰冻切片, 以免盲目扩

大切除范围带来不良后果及并发症. 本例异位

胰腺侵及空肠壁全层且引起空肠溃疡、出血并

合并胃十二指肠复合型溃疡出血, 进一般加大

了术前诊断的难度. 本例是我院第1例, 使我们使我们

对消化系大出血诊治有了新的认识. 
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图 1 患者术中胃镜检查. A: 胃溃疡出血; B: 十二指肠球部

出血.

A B

图 2 空肠异位胰腺.
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