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摘要
原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, 
PBC)是一种慢性渐进性胆汁淤积性肝脏疾病, 
以小胆管破坏为主要组织学特征的非化脓性
炎症, 并以血清中出现特征性自身抗体为主要
标志. 自身抗体对该病发病机制、诊断、治疗
及预后均有重要意义. 我们就PBC自身抗体谱
研究进展作简要综述.  

关键词: 肝硬化; 胆汁性; 自身抗原; 自身抗体
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0  引言

原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, 
PBC)是以肝内细小胆管非化脓性进行性破坏, 
伴门脉炎症性改变为主要特征, 并有长期持续

性肝内胆汁淤积、最终导致纤维化和肝硬化的

慢性进展性自身免疫性疾病. PBC在中老年女性

中多见, 男女比例为1∶8[1]. 近年来, 该病在城市

人口中有增高的趋势[2]. 这种趋势可能与人们对

疾病认识的加深和诊断技术的增高, 特别是对

自身免疫性肝病相关自身抗体筛选的临床应用

有关, 但也不排除该病发病率增加的可能. PBC
的病因不明, 该病常合并其他器官自身免疫性

疾病. 在该病中几乎所有患者均存在特异性自

身抗体和自身反应性T细胞反应, 因此被称为是

一种器官特异性的自身免疫性疾病. 在疾病的

早期治疗选用的是熊脱氧胆酸(UDCA), 其在临

床中显示了很好的治疗效果. 而在疾病的晚期

通常使用的是肝移植的方法, 术后患者生活质

量较高[3,4]. 我们就PBC主要自身抗体的特征及

其临床意义进行了如下阐述. 

1  抗线粒体抗体 (antimitochondrial antibody, 

AMA)

自从1965年人们首次发现PBC患者血清中存在

抗线粒体抗体以来, 此自身抗体已成为诊断PBC
的主要检查项目. 通常是在大鼠肾组织冰冻切

片抗原基质上使用间接免疫荧光的方法检测此

自身抗体. 1980年以后, 使用患者血清筛选表达

文库, 发现这种cDNA编码的优势线粒体抗原是

二氢硫辛酰胺脱氢酶的亚单位, 其主要成分为

丙酮酸脱氢酶复合体. 后来使用ELISA和免疫印

迹的方法证明, 其抗体主要是与丙酮酸脱氢酶

复合体E2相反应, 约占PBC患者中的95%. 高滴

度AMA是PBC患者的重要血清学标志[5], 并且这

种高滴度AMA可在PBC的临床、生化和组织学

表现之前就出现. 因此, AMA检测成为诊断PBC
的重要检测项目. 

A M A可分为M1-M9共9个亚型, 其中M2
为P B C特异性抗体. M2的靶抗原为线粒体上

2-氧酸脱氢酶复合体(2-OADC)的一些成分[6]. 
2-O A D C包括丙酮酸脱氢酶复合体E2亚单位

(PDC-E2)、支链二酮酸脱氢酶复合体E2亚单位

(BCOADC-E2)、2-酮戊二酸脱氢酶复合体E2亚
单位(OGDC-E2)以及二氢硫辛酰胺脱氢酶结合

蛋白(E3BP), 最常见的反应是针对PDC-E2. 在一

项研究中显示[7], 83例AMA阳性的PBC患者中, 
有81例与74 ku的PDC-E2和55 ku的E3BP进行

反应; 仅有2例与52 ku的BCOADC相反应. PDC
的抗原表位主要位于内酯酰区和部分外酯酰区, 
在PBC患者血清中阳性率为95%; BCOADC和

OGDC的抗原表位位于酯酰区, 阳性率分别为

38%, 39%-88%[8,9]. 三种抗原之间无交叉反应, 其
联合检测阳性率可达95%-99%, 而且特异性也

很高. 
除M2型抗线粒体抗体外, 其他各型抗线粒

体抗体(如M4、M8、M9)对PBC的检测也有重

要意义. 有研究者曾用免疫荧光法检测78例PBC
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患者[10], 有74例(94.9%)为抗M2阳性, 其中30例
M2阳性患者中有16例(53.3%)抗M4阳性和4例
(13.3%)抗M9阳性. M2伴M4、M8阳性多见于

PBC严重类型, M2伴M9阳性多见于轻型患者以

及PBC患者的亲属. 在检测抗M4、M8、M9抗
体时使用免疫荧光方法很难检测, 所以在检测

抗M4和M8抗体时通常使用ELISA和补体结合

实验的方法; 在检测抗M9抗体时则使用ELISA
或免疫印迹的方法. 这些血清学指标均具有潜

在临床价值, 可预示其预后情况.
现已证实AMA的存在对PBC的诊断具有重

要价值. 据报道Dai et al [5]对29例AMA M2阳性而

无临床表现的患者进行肝脏穿刺病理研究, 发
现93%患者提示或符合PBC, 经随访76%患者在

2 a内出现PBC临床表现, 22例发展成典型PBC
患者, 24例进展成为肝功能异常并伴有典型胆

汁淤积. 这些结果均提示, AMA阳性者虽无PBC
临床表现, 但其肝组织病理改变必须随诊观察. 
从这些研究中我们得出结论, 存在AMA提示其

具有PBC明显的组织学特征, 甚至在无症状的

患者中随着时间的流逝将进一步发展成为临床

PBC患者. 对于AMA监测将有利于患者在疾病

早期即被诊断, 因此AMA检测成为诊断PBC的
重要血清学指标.

2  抗核抗体 (antinuclear antibody, ANA)

在许多研究中已证明ANA是诊断PBC的重要标

志. 大约50%PBC患者有ANA, 尤其是在AMA呈

阴性时可作为其诊断的另一重要标志[7]. 曾有研

究者使用不同的方法分析96例PBC患者和283
例健康对照组, 结果发现其中53%的患者被检

测出有ANA. 其中27%抗Sp100抗体阳性、16%
抗gp210抗体阳性、16%抗着丝粒抗体阳性、

6%抗核板层素B受体抗体阳性、16%抗多核点

型抗体阳性. 在13例抗核抗体(抗Sp100、gp210
和核板素B受体抗体)阳性PBC患者中有9例是

AMA阴性. 说明这些抗核抗体在AMA阴性者中

更为常见. 以下我们介绍几种常见的抗核抗体.
2.1 抗核点抗体 根据报道已经证实抗核点抗

体出现在所有的哺乳动物细胞中[11]. 该抗体在

AMA阴性PBC患者中有60%为阳性, 而在AMA
阳性患者中只有20%为阳性 ,  提示其有助于

AMA阴性PBC患者的诊断. 当应用间接免疫荧

光法检查时[7], 发现在抗核点抗体阳性患者的非

分裂期细胞可见5-20个散在的点状颗粒, 大小不

同且分布在整个细胞核, 细胞质无荧光. 现在已
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知, 有两种主要的抗核点抗体, 即抗Sp100抗体

和抗早幼粒细胞性白血病(PML)抗体.
2.1.1 抗Sp100抗体 抗Sp100抗体是PBC特异性

自身抗体, 其靶抗原Sp100为可溶性酸性磷酸

化核蛋白. 大约20%-30%PBC患者血清中含有

抗Sp100核蛋白[12], 该抗体在PBC中特异性约为

97%, 其敏感性为30%[7]. 通过分离、纯化该抗

原, 得到Sp100的cDNA序列, 其开放阅读框架为

1 443 bp, 编码481个氨基酸, 分子量为53 ku的
蛋白. Sp100蛋白序列具有两个区, 其中一个位

于N端含40个氨基酸的区域, 其与人类MHCⅠ

类分子的抗原结合部位表现高于60%的同源性. 
另一个区域是位于多肽的C端, 与多种转录调

节蛋白具有高度相似性. 两个主要的抗原决定

簇已经鉴定, 其中一个抗原决定簇位于氨基酸

的296-311位, 第二个抗原决定簇位于氨基酸的

332-351位.
对PBC患者进行抗Sp100自身抗体检测, 结

果显示其具有重要的诊断价值. 据调查显示, 对
100例PBC患者的检测中有35例为抗Sp100抗体

阳性[13]; 还有研究显示, 89例PBC患者中30例抗

Sp100抗体为阳性[14]. 以上均说明抗Sp100自身

抗体是PBC重要的诊断标志. 抗Sp100抗体亦少

见于风湿性自身免疫病患者, 但阳性率低(一般

<3%), 且阳性患者多与PBC密切相关. 但值得注

意的是, 抗Sp100抗体对PBC的诊断还必须依赖

于其临床的各项指标, 并进行鉴别诊断[15,16].
2.1.2 抗早幼粒细胞性白血病(PML)抗体 PML和
Sp100都是PBC中的自身抗原, PML蛋白为细胞

转化和生长的抑制蛋白, 异常地表达在早幼粒

细胞白血病细胞中. 用免疫荧光法分析过度表

达的PML细胞, 发现抗PML抗体主要出现在抗

Sp100抗体阳性的患者中[7]. 约90%的PBC患者

可同时检测到抗PML抗体和抗Sp100抗体, 两者

具有相同的敏感性和特异性. 且出现抗Sp100抗
体和抗PML抗体的PBC患者病情进展快, 预后较

差. 以上说明, 在PBC中这种特殊的抗Sp100抗体

和抗PML抗体实际上预示了PBC的早期诊断, 提
高了PBC检出率, 并且具有高度特异性, 是检测

PBC的重要诊断标志.
2.1.3 其他抗核点抗体 最近发现在PBC中存在一

种新的自身抗原成分, 他可以共价的连接Sp100
和P M L蛋白 ,  被称为微小泛素相关的修饰因

子(small ubiquitin-related modifiers, SUMO)[17]. 
SUMO-1和SUMO-2及SUMO-3蛋白是存在于

其他核点蛋白中的特殊蛋白质. 他们能够通过
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相似的泛素结合途径, 共价的连接到其他细胞

蛋白上, 但并不形成泛素化. SUMO结合的蛋白

并不会导致其降解, 而是稳定的结合靶蛋白及

调节细胞的结构和功能. 有研究显示[17], 在99例
抗Sp100和PML抗体阳性的PBC患者中可检测

到抗SUMO-2和SUMO-1抗体, 其在PBC中的阳

性率为42%和15%. 但在抗核点抗体阴性的PBC
患者中并没有发现抗SUMO抗体. 因此认为抗

SUMO抗体也是PBC的一种新型自身抗体类型.
2.2 抗核包膜自身抗体 抗核包膜自身抗体已经

显示与自身免疫性疾病有一定的相关性[18]. 这种

核包膜是许多自身免疫性疾病中自身免疫反应

性细胞内的靶抗原. 在真核生物的生物体中, 这
种核膜由相互关联的区域所组成. 核包膜主要

包括外核膜、内核膜、核孔复合体和核板层素. 
外核膜是连续的内质网[19], 有核糖体及粗面内

质网附着. 内核膜是完整的膜蛋白, 为调节核板

素和染色质的连接物. 在外核膜与内核膜两层

之间有核孔复合体组成, 核孔复合体是提供核

和细胞质之间大分子运输的通道. 其直径大约

为120 nm, 分子量为124 ku, 由80-100个蛋白质

组成, 主要受gp210和P62两种蛋白调节. 核板是

一直径10 nm的中间丝状结构, 与核内膜的内面

连结, 组成板层结构的蛋白称为板层素(lamins), 
一般分为三型: lamin A(60 ku)、B(68 ku)和
C(74 ku), 新近有报道存在D型. 对自身免疫性

肝病的诊断具有重要临床价值的抗核包膜(被)
蛋白抗体主要有: 抗gp210抗体、抗P62抗体、

抗核板素抗体、抗核板素联合多肽抗体和抗核

板素B受体.
2.2.1 抗gp210抗体 10%-20%PBC患者中可检出

抗gp210抗体, 荧光免疫染色为点状的环形模

型. gp210是一种主要的糖蛋白核孔复合体, 分
子量为210 ku. 这种蛋白由三个区域构成, 一个

1 783个氨基酸的区域, 一个单独的20个氨基酸

的疏水跨膜片段和一个短的58个氨基酸的羧基

端. 已证明在PBC中这些自身抗体主要与该蛋白

的羧基端进行反应. 调查显示[20], 43例PBC患者

中有12例可检测到抗gp210抗体. 在这12例中有

4例患者的血清与gp210羧基端进行反应, 另外8
例患者的靶抗原表位定位于1 783个氨基酸的区

段. 这种抗gp210抗体识别至少两种不同的表位, 
一个是与大糖基化腔N端区内的表位反应, 另一

个是与胞质中C端一段15个氨基酸的序列发生

反应. 
抗gp210抗体是PBC中一个多克隆的高特异
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性抗体. 使用免疫印迹和ELISA的方法, 发现其

特异性高达99%[20], 敏感性可达10%-41%[7]. 该
抗体在其他患者中如自身免疫性肝炎、风湿性

疾病、多发性肌炎及干燥综合征中是很少见的. 
资料显示, 抗gp210自身抗体是诊断PBC的重要

自身抗体. Miyachi et al [21]对175例PBC患者进行

研究, 结果检测出46例(25%)抗gp210自身抗体

阳性. 且抗gp210抗体在诊断PBC中具有高度的

特异性[22]. 另外抗gp210抗体可与AMA同时出

现, 其存在于20%-47% AMA阴性的PBC患者中. 
对于临床、生化和组织学表现疑诊PBC而AMA
阴性的患者, 或AMA阳性而临床症状不典型、

存在重叠综合征(如与干燥综合征重叠)的患者, 
抗gp210抗体检测有重要价值[23]. 此外, 抗gp210
自身抗体出现在有明显的胆汁淤积和严重的肝

功能损害患者中, 提示其疾病的预后不良[7,22].
2.2.2 抗P62抗体 抗P62抗体在诊断PBC中具有

很高的特异性, 其敏感性为23%-32%. 除了干燥

综合征以外, 在其他肝脏或自身免疫性疾病中

未检测到此抗体. 该抗体的靶抗原是一种核孔

糖蛋白[18], 分子量为62 ku. 用免疫荧光法检测

PBC患者, 患者的血清识别62 ku蛋白区, 此区

是核孔复合体上清晰的点固定蛋白. 免疫印迹

法显示, 抗P62核蛋白在血清中是核孔蛋白复合

体的一种功能蛋白, 是PBC的一种重要抗原. 有
研究调查显示, 175例PBC患者中15例(13%)为抗

P62抗体阳性[12]. 抗P62抗体可能与PBC患者的病

情进展有关.
2.2.3 抗核板素B受体(anti-lamina B receptor, 
LBR)抗体 LBR是核膜内的整合蛋白, 可以结合

B型核纤层蛋白及双链DNA的核内膜蛋白. 其抗

体反应的抗原表位是结合在核板素B内部的60
个氨基酸的氨基端区, 这些自身抗体不与跨膜

区反应. 现已发现LBR最小的表位是在氨基酸序

列的1-60. LBR在PBC中具有很高的特异性, 但
是其敏感性较低(1%-3%)[7,20]. 据调查显示[21]175
例PBC患者中16例抗LBR阳性, 其发生率为9%, 
并且LBR常出现于AMA阴性的PBC患者血清中.
2.2.4 抗核板素相关多肽(anti-lamina-associated 
polypeptide, anti-LAP)抗体 关于此抗体在文献

中记录的并不是很多, 抗LAP抗体的靶抗原是

位于核内膜上的与核板层相连结的LAP成分, 
分为LAP1和LAP2两种. 在一项研究中曾报道

抗LAP2出现在31例PBC患者中, 约占患者的

16%[20]. 然而, 抗LAP抗体其特异性并不是很高. 
因为LAP也报道在其他的各种免疫性疾病中, 如



系统性红斑狼疮、血清反应阴性的多发性关节

炎、原发性干燥综合征、风湿性多肌痛、抗磷

脂综合征、视神经炎、肾病综合征及其他非自

身免疫性疾病如痛风和骨关节炎等.
2.2.5 抗板层素抗体(anti-lamina antibodies, ALA) 
ALA又称抗核纤层抗体, ALA染色时在细胞核

分裂间期内有一个浅的、平滑的、连续的染色

模型[20]. 这种ALA的染色模型仅可以在高稀释

度的血清中出现, 可能是由于干扰其他的低稀

释的核抗原而产生. ALA可通过进一步的免疫印

迹或ELISA识别其特征. 曾有报道[20]在37例PBC
患者中有3例(8%)为ALA阳性. ALA虽在PBC患
者中出现, 但其特异性并不是很高. 该抗体还出

现在抗磷脂综合征、血小板减少症、硬皮病、

系统性红斑狼疮、风湿性关节炎、雷诺氏综合

征、干燥综合征、慢性自身免疫性肝脏疾病及

少数慢性疲劳综合征患者中.
2.3 抗SOX13抗体 在PBC中还有一种核抗原是

转录因子SOX13(ICA12)[24]. SOX13最初是作为

与糖尿病相联系的自身抗原. SOX13是SOX家族

中的转录调节蛋白, 其包含高迁移性组(HMG), 
基本结构为HGM1和HGM2. 抗HGM1和HGM2
抗体存在于自身免疫性肝脏疾病和溃疡性结肠

炎中. 有研究显示, 通过放射性免疫沉淀方法检

测抗SOX13的水平[25], 其结果为18%发生在PBC
患者中, 13%在自身免疫性肝炎的患者中, 还有

很低的频率在其他的多系统性自身免疫性疾病

中. 抗HMG1和HMG2发生在PBC中的频率为

30%和35%. 抗SOX13和抗HMG抗体在PBC中的

出现也具有重要意义.

3  其他的PBC相关自身抗体

除以上自身抗体外, 还有一些自身抗体也可出

现在PBC患者中. 如: 20%-50%抗平滑肌抗体

(SMA), 曾有报道在PBC患者中有19%的病例为

抗SMA阳性[7]; 抗着丝点抗体(ACA)也是PBC中
的一种自身抗体, 抗着丝点抗体B主要与自身

免疫性血清反应, 是一种DNA结合蛋白, 分子量

为86 ku, 在研究中显示其确定的阳性反应率为

10%-20%[24], 应用间接免疫荧光法检测可以发

现, PBC患者中ACA阳性常伴PBC其他相关自身

抗体阳性, 最常见的是AMA, PBC患者中约20%
的AMA阳性伴ACA 阳性. 

以上我们介绍了常见的与PBC密切相关的

自身抗体, 及各自身抗体所针对的靶抗原. 详细

阐述了国内外对其研究现状及进展. 从中我们
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可以看到自身抗体的研究对于PBC的诊断及治

疗具有重要意义. 伴随免疫学及分子生物学技

术的应用, 应用免疫印迹法或ELISA法检测PBC
各种新特异抗体, 在临床上具有广阔的应用前景. 

随着检测手段的提高, 越来越多的新的自

身抗原被发现, 自身抗体检测的重要性也随之

日益体现. 这些自身抗体的检测成为诊断原发

性胆汁性肝硬化的重要标志, 我们认为对这些

自身抗体的联合检测将使更多的原发性胆汁性

肝硬化患者得到早期的诊断和正确的治疗.
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Abstract
AIM: To investigate level of Runx3 expression 
in gastric carcinoma, and to explore the main 
mechanism of Runx3 down-regulation.

METHODS: DNA, RNA and protein were ex-
tracted from 25 gastric carcinoma specimens. 
Single strand conformation polymorphism 
(SSCP) and microsatellites were used to de-
tect the mutation and loss of heterozygosity 
(LOH) of Runx3 gene. The methylation status 
of Runx3 gene was examined by methylation-
specific polymerase chain reaction (MS-PCR). 
The Runx3 mRNA and protein were detected by 
reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and Western blot.

RESULTS: LOH was detected in only 1 of 25 
specimens, and no mutation in exon3 of Runx3 
was found. Methylation of Runx3 promoter re-
gion was confirmed in 55% (14/25) specimens 
and part of gastric cancer cell line MGC803. RT-
PCR and western blot indicate expression of 
Runx3 in gastric carcinoma were lower than that 

in corresponding normal stomach tissue.

CONCLUSION: The expression of Runx3 gene 
is down-regulated in gastric carcinoma, sug-
gesting a possible involvement of Runx3 gene in 
carcinogenesis and progression of gastric cancer. 
The main mechanism of this down-regulation in 
Runx3 expression was related to the methylation 
of its promoter region.

Key Words: Gastric cancer; Mutation; Methylation; 
Runx3
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摘要
目的: 观察Runx3基因在人胃癌组织及相应正
常胃组织中的表达分布特点, 并对其表达下调
的机制进行初步研究. 

方法: 对25例胃癌标本进行DNA、RNA和蛋
白的提取, 利用单链构象多态性(SSCP)和微
卫星法, 检测Runx3基因突变和缺失情况. 用
MSP(methylation specific PCR)检测25例胃癌
标本及细胞株(MGC803, SGC7901)的甲基化
状态. 分别以蛋白印迹法(western blot)和逆转
录聚合酶链反应(RT-PCR), 检测Runx3蛋白质
和mRNA水平. 

结果: 在25例胃癌标本中发现一例杂合性缺
失, 未发现Runx3第三外显子突变. MSP法检
测胃癌标本中55%(14/25)发生启动子区域的
甲基化, 同时在胃癌细胞株MGC803中Runx3
基因发生了部分甲基化. Western blot和RT-
P C R发现R u n x3在胃癌组织中表达明显低
于相应正常胃组织(蛋白: 50 178±14 404 vs 
95 020±43 136, P <0.01; mRNA: 0.66±0.31 vs  
1.06±0.34, P <0.01).

结论: Runx3基因在胃癌组织中表达较正常组
织明显下调, 提示该基因与胃癌的发生和发展
有关. Runx3基因表达下调的机制主要是因为

■背景资料
Li et al 研究表明, 
45%-60%的胃癌
中Runx3表达均
明显下调, 而与之
相比, 其他胃癌相
关抑癌基因与胃
癌发生的相关性
偏 小 ,  因 此 推 测
Runx3可能是引
起胃癌的关键性
基因. 
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0  引言

Runx家族成员包括Runx1、Runx2和Runx3. 
Runx1基因是血形成所必需的[1], 其功能障碍与

30%急性白血病有关. Runx2基因是骨形成所必

需的[2,3], 其功能异常导致常染色体显现的骨疾

病, 如锁骨头发育异常. Runx3基因定位于人染

色体1p36.1区域[4], 是Runx家族重要成员之一, 
其编码基因是近年来新发现的一个抑癌基因, 
并且很可能是引起胃癌的关键性基因. 研究发

现, 早期胃癌中Runx3基因表达下降约40%, 而
在进展期胃癌细胞中, Runx3基因表达下降超过

90%[5]. 我们同时检测胃癌中Runx3基因mRNA
和蛋白的表达及其与临床病理的联系, 以探讨

Runx3在胃癌发生发展中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 南华大学附属第一医院2004-05/2005-03
手术切除的25例胃癌及其相应正常组织. 25例
标本中, 男性15例, 女性10例, 年龄45-68岁, 平均

66岁. 其中细胞分化为未分化及低分化的18例, 
中分化及高分化的7例, 全部标本均经病理组织

学切片证实. 胃癌细胞株MGC-803、SGC-7901
均取自本所.
1.2 方法

1.2.1 PCR-SSCP和LOH 对Runx3基因第三外显

子进行扩增, 引物序列参照文献[6]. 第三外显

子PCR反应条件为94℃ 40 s, 58℃ 30 s, 72℃ 
1 min, 反应35个循环. 扩增产物经99℃ 10 min 
变性后行聚丙烯酰胺凝胶电泳, 硝酸银染色, 通
过观察泳动条带是否移位以判断突变情况(图1). 
PCR扩增微卫星位点D1S1460, PCR反应条件为

94℃ 40 s, 56.6℃ 30 s, 72℃ 1 min, 反应35个循

环, 扩增产物经99℃ 10 min变性后行聚丙烯酰

胺凝胶电泳, 硝酸银染色, 观察条带有无杂合性

缺失. 
1.2.2 DNA提取 用酚-氯仿法提取胃癌组织及胃

癌细胞株的DNA. 
1.2.3 MSP分析Runx3基因甲基化状态 采用MSP
法对胃癌Runx3基因甲基化状态进行了检测, 用

氢氧化钠和亚硫酸氢钠对提取的DNA进行修饰, 
DNA样本处理用CpGenomeTM DNA Modifi cation 
Kit(CHEMICON, CAD). 最后采用Runx3基因

特异的甲基化引物和未甲基化引物对修饰后的

DNA进行扩增, 扩增引物序列参照文献[6].
1.2.4 RT-PCR 采用Tr izo l总RNA提取液, 取
100 mg组织提取总RNA, 10 g/L琼脂糖凝胶电

泳分析其完整性, 用紫外分光光度仪测其吸光

度(A )值和浓度. 鸟类成髓细胞瘤病毒(AMV)
逆转录酶(Promege公司产品)进行逆转录. 取
5 μL逆转录产物用于P C R反应. P C R反应的

Runx3基因和作为内参照的GAPDH均由大连

宝生物公司合成. Runx3产物大小258 bp, 上游

引物序列TGGCAGGCAATGACGA, 下游引物

序列为CAGGGAACGGCTTGGT; GAPDH产

物大小393 bp, 上游引物序列为GGATTTGGT                    
CGTATTGGGCG, 下游引物序列为TACTTCT-
CATGGTTCACAC. Runx3与GAPDH反应同管

进行, 反应终体积为50 μL, 反应条件为94℃ 
1 min, 56.5℃ 45 s, 72℃ 1 min, 共34个循环. 
PCR产物在含0.5 mg/L溴化乙锭的10 g/L琼脂

糖凝胶上电泳, 应用AlphalmagerTM2200凝胶成

像系统对条带进行扫描分析. Runx3表达量以

Runx3的A值比同管反应GAPDH的A值衡量.
1.2.5 Western blot 取200 mg的组织按组织和细

胞裂解液1∶5加入1 mL裂解液(0.1 mol/L NaCl, 
0.01 mol/L Tris-HCl pH 7.6; 0.001 mol/L EDTA, 
pH 8.0, 1 mg/L Leuptin, 100 mg/L PMSF), 匀浆

器匀浆提取总蛋白, BCA法蛋白定量. 取100 μg 
总蛋白变性10 min后, 以聚丙烯酰胺凝胶电泳, 
蛋白电泳分离后经电转移槽转移至P V D F膜. 
50 g/L脱脂奶粉室温封闭1 h, PVDF膜置于1∶
250稀释的一抗(羊抗人Runx3单克隆抗体, Santa 
Cruz公司产品)稀释液中, 4℃过夜, TBST洗膜

30 min, 再置于1∶4 500稀释的二抗(抗羊IgG-
HRP, 北京中杉金桥生物公司产品)稀释液中, 
37℃孵育1 h, TBST洗膜45 min后加入ECL发光

剂显影曝光.
统计学处理 采用SPSS 11.5统计软件, 计量

资料的组间比较采用t检验. 

2  结果

2.1 Runx3基因的PCR-SSCP和LOH检测 对25例
胃癌进行了PCR-SSCP, 均未出现异常泳动条带

(图1), LOH发现1例杂合性缺失(图2).
2.2 胃癌标本及胃癌细胞株甲基化检测 对25例
胃癌标本及胃癌细胞株MGC803、SGC7901进

■创新盘点
关于Runx3基因
的研究国内报道
较 少 ,  本 研 究 检
测到胃癌标本中
Runx3基因表达
明显下调, 并发现
下调机制主要是
启动子区域高甲
基化. 
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行检测, 结果发现55%(14/25)的胃癌标本有不同

程度的甲基化, 并且在胃癌细胞株MGC803中检

测到启动子区域部分甲基化(图3).
2 .3  胃癌组织及相应正常组织 (距癌原发灶

10 cm以上), Runx3基因mRNA和蛋白的表达 
在全部的胃癌组织中均可以检测到mRNA和蛋

白的表达, 胃癌组织及相应正常组织中Runx3 
mRNA的表达为0.66±0.31和1.06±0.34; Runx3
蛋白的表达量分别为50 178±14 404和95 020±

43 136. Runx3基因mRNA在胃癌组织中的表达

均低于相应正常组织, 差异具有显著性(P <0.01, 
图4). 低分化胃癌中, Runx3蛋白在正常胃黏膜中

表达明显高于相应的胃癌组织. 高分化胃癌中, 
Runx3蛋白在正常胃黏膜中表达高于相应的胃

癌组织, 但差异并不明显(图5).

图 1 胃癌PCR-SSCP检测. N1-3: 正常胃组织; C1-3: 胃癌组织. 图 2 胃癌LOH检测. N1-3: 正常胃组织; C1-3: 胃癌组织. 

图 3 MSP检测C1-C5胃癌标本. U: 未甲基化; M: 甲基化. 

图 4 RT-PCR分析Runx3 mRNA表达. M: 分子量标记; N: 正

常胃组织;  C: 胃癌组织. 

图 5 Western blot分析Runx3蛋白表达. A: 低分化胃癌; B: 

高分化胃癌. 

N1          C1          N2          C2          N3          C3 N1           C1           N2           C2           N3          C3

LOH

M          C1               C2             C3             C4          M           C5          MGC803      SGC7901

          U      M      U      M      U      M      U      M                 U       M       U       M       U       M

M         N         C         N         C

392 bp
258 bp

GAPDH 
Runx3

N               C               N               C  

Runx3

β−actin

N               C               N               C  

Runx3

β−actin

■应用要点
Runx3基因可作
为一个有效的分
子靶标, 从而为临
床治疗胃癌提供
坚实的理论依据.

A

B
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2.4 胃癌组织中Runx3基因mRNA和蛋白表达

相关性 直线相关分析显示胃癌组织中Runx3基
因mRNA和蛋白的表达具有相关性(r  = 0.820, 
P <0.05).
2.5 Runx3的表达与胃癌临床病理特征的关系 
将胃癌按不同的临床病理特征分组比较Runx3 
mRNA和蛋白的表达, 结果显示, Runx3 mRNA 
和蛋白的表达与胃癌的进展程度及分化程度有

关(P <0.05), 而与性别无关(表1).

3  讨论

尽管世界上一些地区胃癌发病率在降低, 但他

仍是导致癌症患者死亡的主要疾病之一[7]. 胃癌

的发生是一个多因素、多步骤、多基因参与的

过程. 他涉及到基因的不稳定性, 端粒的活化, 
癌基因的激活[8-10], 抑癌基因的失活[11-13]. 对胃癌

的研究表明, 胃癌的发病是由饮食、感染、环

境和遗传等各种因素所引起的[14-16]. 
Li et al [6]发现大约有45%-60%人胃癌细胞

中有Runx3的表达下降或缺失. 与之相比, 目
前虽然已经发现约10种与胃癌相关的抑癌基

因如“p53”, “c-met”等[17-18], 但他们与胃癌

的相关性偏小, 而Runx3很可能是与胃癌发生

相关的一个关键性基因. Levanon et al [5]发现当

Runx3+/-小鼠配对后, 大约20%-25%新生小鼠是

Runx3-/-, 他的重量大小与其父母无差别. 然而, 
75% Runx3-/-新生小鼠由于血糖过低, 没有存活

超过10 d, 并发现Runx3-/-小鼠胃壁的厚度是野

生型的2倍. Runx3蛋白是TGF-β信号通路下游

的一个转录因子, TGF-β是许多细胞的有效抑制

因子[19](如: 上皮细胞、内皮细胞、淋巴细胞等). 
TGF-β信号紊乱将导致许多肿瘤的发生. 有实验

表明, Smad复合物需在Runx3蛋白的指导下, 才
能从胞质内转入特定的靶位点[20], 与Runx蛋白

共同转录激活靶基因, 从而对细胞的分化、细

胞周期调控、凋亡和恶性转化起作用. 
我们检测了胃癌中Runx3基因mRNA和蛋

白表达. 结果表明, 胃癌中Runx3 mRNA和蛋白

的表达呈正相关, 这提示胃癌中Runx3 mRNA
和蛋白的表达具有一致性. 同时我们发现Runx3
基因mRNA和蛋白的表达在胃癌中明显低于相

应正常组织, 这提示Runx3基因可能不仅与胃癌

的发生有关. 在不同进展和分化程度的胃癌中, 
Runx3表达也明显下调, 表明Runx3基因与胃癌

的演进也密切相关.       
我们通过PCR-SSCP对Runx3第三外显子

突变进行了检测, 未出现异常泳动条带, 表明

Runx3基因表达下调不是由于突变造成的. 由于

不同长度的微卫星序列标记了等位基因, 因此

应用微卫星多态标记非常适用于检测杂合性缺

失[11,21,22]. 我们检测了25例胃癌组织杂合性缺失

状况, 仅发现一例胃癌标本的杂合性缺失. 抑癌

基因启动子区域的高甲基化可导致基因转录失

活及其表达下调[23], CpG岛甲基化在多种肿瘤中

均有发生[24-26]. Li et al [6]研究发现Runx3基因失

活机制是杂合性缺失和启动子区域甲基化. 我
们对25例胃癌标本进行检测, 发现55%的胃癌标

本发生了不同程度的甲基化, 表明在本实验组

中Runx3基因表达下调主要机制是启动子区域

甲基化. Oshimo et al [27]研究80例胃癌标本及7例
胃癌细胞株, 45例相应的正常黏膜Runx3基因的

CpG岛甲基化情况. 同时用定量RT-PCR检测50
例胃癌中Runx3基因表达水平, 结果证实Runx3
启动子区域高甲基化在71/80例胃癌中出现, 启
动子区域的高甲基化在肠型胃癌中最常见. Kim 
et al [28]发现在慢性胃炎中Runx3甲基化为8.1%, 
肠化时为28.1%, 胃腺瘤中为27.3%. Runx3基因

甲基化在非肿瘤的胃黏膜中仅发生于77岁以上

    

表 1 Runx3 mRNA和蛋白的表达与胃癌临床病理特征的关系

病理特征                   n                     Runx3 mRNA (mean±SD)                 P 值                Runx3蛋白 (mean±SD)                      P 值

性别

男性                       15                             0.66±0.1                                                     47 950±7 000

女性                       10                             0.63±0.2                        >0.05                    47 857±7 204                      >0.05

进展程度

早期                         9                             0.96±0.1                                                     74 499±17 372

进展期                   16                              0.52±0.1                       <0.05                    40 345±8 472                      <0.05

分化程度

未分化及低分化     18                             0.48±0.3                                                     48 462±10 762

中分化及高分化       7                             0.86±0.6                        <0.05                    68 049±19 176                    <0.05 
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的老人[29]. 因此, Runx3的甲基化可能是胃癌特

异性的标记物, 可作为一种很有前途的分子诊

断的标记. 用去甲基化药物处理激活Runx3基因

的表达, 也许可能成为临床上治疗胃癌的一种

有效的策略.
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Abstract
AIM: To investigate the possible function of 
Ss-A/Ro ribonucleoprotein 60-ku subunit (Ro 
60) in the multidrug resistance (MDR) of gastric 
cancer cell line.

METHODS: The Ro 60 encoding gene was cloned 
using reverse transcription polymerase chain re-
action (RT-PCR). DNA recombination technique 
was used to construct Ro 60 sense eukaryotic 
expression vector, and then the product was 
transfected into SGC7901 cells by Lipofectami-
neTM2000. Drug susceptibility in the chemother-
apy was analyzed by MTT assay, and IC50 value 
of gastric cancer cells to chemotherapy drugs 
was calculated. The intracellular accumulation of 

adriamycin in gastric cancer cells was measured 
using fluorescence-activated cell sorting.

RESULTS: The expression level of Ro 60 in 
SGC7901 was increased after transfection with 
sense genes. In vitro drug sensitivity assay 
showed that SGC7901 cells transfected with Ro 
60 genes significantly decreased sensitivity to 
vincristine (IC50: 2.28 ± 0.11 mg/L vs 0.45 ± 0.04, 
0.65 ± 0.05 mg/L, P < 0.01), 5-fluorouracil (5-FU) 
(IC50: 2.89 ± 0.14 mg/L vs 0.61 ± 0.21, 0.90 ± 0.11 
mg/L, P < 0.01), mitomycin (IC50: 1.92 ± 0.03 
mg/L vs 0.54 ± 0.03, 0.75 ± 0.21 mg/L, P < 0.01), 
cisplatin (IC50: 1.41 ± 0.06 mg/L vs 0.45 ± 0.03, 
0.54 ± 0.03 mg/L, P < 0.01) and adriamycin (IC50: 
0.28 ± 0.03 mg/L vs 0.14 ± 0.01, 0.14 ± 0.01 mg/L, 
P < 0.01), when compared with SGC7901 and 
SGC7901-pcDNA3.1 cells. The intracellular ac-
cumulation of adriamycin in the cells transfected 
with Ro 60 gene was markedly decreased in 
comparison with that in SGC7901 and SGC7901-
pcDNA3.1 cells (56.30 ± 2.49 mg/L vs 92.83 ± 3.63, 
87.38 ± 2.94 mg/L, P < 0.01).

CONCLUSION: SGC7901 cells transfected with 
Ro 60 sense genes show some competence of 
MDR. Ro 60 may play a certain role in the MDR 
of gastric cancer.

Key Words: Gastric cancer; Ss-A/Ro 60-ku subunit; 
Multidrug resistance; Gene transfection

Han QL, Ding J, Zhang LF, Wang X, Guo CC, Qiao TD, 
Zhang XY, Fan DM. Function of Ss-A/Ro ribonucleoprotein 
60-ku subunit in multidrug resistance of gastric cancer. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(3):256-260

摘要
目的: 对Ro 60在胃癌多药耐药中的功能进行
研究. 

方法: 克隆Ro 60编码基因, 构建Ro 60编码基
因的正义真核表达载体, 将其转导入SGC7901
细胞, 应用半定量RT-PCR技术, 对基因转染细
胞进行鉴定, 通过MTT法进行体外药物敏感
性分析, 借助流式细胞仪检测细胞内蓄积的阿
霉素. 

■背景资料
肿瘤细胞的多药
耐药严重影响了
肿瘤化疗的效果, 
虽然导致肿瘤多
药耐药的众多机
制被阐明, 但仍不
能完全解释肿瘤
的多药耐药. 本文
对胃癌耐药相关
分子Ro 60进行了
功能研究.

®
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结果: 成功构建了Ro 60正义真核表达载体, 
应用脂质体介导法将其转导入SGC7901, Ro 
60真核表达载体转染SGC7901细胞后其表达
量明显增加, 体外药物敏感性试验提示其对
长春新碱、5-氟尿嘧啶、丝裂霉素、顺铂、

阿霉素的敏感性减低, SGC7901细胞的IC50值
(mg/L)与未转染细胞和转染空白载体细胞相
比, 显著增加(2.28±0.11 vs  0.45±0.04, 0.65
±0.05; 2.89±0.14 vs  0.61±0.21, 0.90±0.11; 
1.92±0.03 vs  0.54±0.03, 0.75±0.21; 1.41±
0.06 vs  0.45±0.03, 0.54±0.03; 0.28±0.03 vs  
0.14±0.01, 0.14±0.01; 均P <0.01), 细胞内阿
霉素蓄积显著减少(56.30±2.49 mg/L vs  92.83
±3.63, 87.38±2.94 mg/L, P <0.01).

结论: Ro 60真核表达载体转染SGC7901细胞
后显示了一些多药耐药的特性, 提示Ro 60在
胃癌多药耐药中发挥了一定的作用. 

关键词: 胃癌; Ss-A/Ro 60 ku亚单位; 多药耐药; 基

因转染
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0  引言

肿瘤细胞的多药耐药 [1-4]严重影响了肿瘤化疗

的效果, 虽然导致肿瘤多药耐药的众多机制被

阐明, 但仍不能完全解释肿瘤的多药耐药. 鉴于

此, 我们应用改良DDRT-PCR法对胃癌耐药细胞

中的耐药相关分子进行了研究, 从耐药胃癌细

胞中克隆了与耐药相关的多个已知分子和未知

分子[5]. 其中Ss-A/Ro核蛋白60 ku亚单位(Ro 60)
是在耐长春新碱的胃癌细胞系SGC7901/VCR与
SGC7901的差示比较中发现的在SGC7901/VCR
中高表达的基因, 并通过反向Northern杂交证

实[6]. 因此, 阐明Ro 60编码基因在胃癌多药耐药

中的功能, 将有助于我们对胃癌多药耐药的产

生及调节机制的理解. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞SGC7901及其耐药亚系

SGC7901/VCR由第四军医大学消化病研究所

保存; RPMI 1640及胰蛋白酶购自Hyclone公司; 
胎牛血清购自浙江金华公司; T4 DNA连接酶、

IPTG、X-gal及dNTP购自上海生工公司; DNA胶

回收试剂盒购自华舜公司; Taq酶及各种限制性

DNA内切酶购自Takara公司; 质粒DNA提取试

剂盒购自Omega公司; LipofectamineTM2000购自

Gibco公司.
1.2 方法

1.2.1 Ss-A/Ro核蛋白60 ku亚单位编码基因的克

隆 利用RNA提取试剂盒提取SGC7901/VCR的
总RNA, 逆转录法制备cDNA, 以RT-PCR法克隆

Ro 60编码基因, 上游引物为: 5' ATA ACG AGG 
GAG AGG AGA AAG G 3'; 下游引物为: 5' GTG 
TCC ACC TGC ACT CCA TGT C 3', 按Taq酶说

明书中反应体系行PCR反应, PCR产物行10 g/L
琼脂糖凝胶电泳分离, 并以DNA胶回收试剂盒

回收纯化该片段. 
1.2.2 Ro 60正义表达载体的构建及转染 利用

D N A重组技术将R o 60克隆至真核表达载体

pcDNA3.1/V5-His, Ro 60正向连接在pcDNA3.1/
V5-His载体CMV启动子的下游. 按照脂质体

LipofectamineTM2000说明书的操作步骤, 将Ro 
60正义表达载体和pcDNA3.1/V5-His分别转

染入对数生长中期的胃癌细胞SGC7901, 并用

300 mg/L G 418对转染细胞进行筛选. 
1.2.3 转染细胞Ro 60基因表达的检测 应用半定

量RT-PCR技术, 检测Ro 60在正反义基因转染细

胞及对照细胞中的表达, 以GAPDH为内参照.
1.2.4 体外药物敏感性试验 收获对数生长中期

的基因转染细胞及其对照细胞, 按照每孔103接

种入96孔板, 置于细胞培养箱中按常规培养; 将
阿霉素、顺铂、5-氟尿嘧啶、丝裂霉素、长春

新碱按不同的浓度加入细胞中, 每个浓度设4个
复孔, 继续培养72 h后, 按常规方法加入MTT及
DMSO, 于490 nm处测A值, 计算细胞的存活率: 
细胞存活率 = (实验组A值-空白对照组A值)/(阴
性对照组A值-空白对照A值)×100%; 同时计算

细胞对每种药物的IC50值.
1.2.5 细胞内阿霉素蓄积的检测 收获对数生长

中期的细胞, 按照每孔8 000个细胞接种入6孔
板中; 培养过夜后, 每孔加入阿霉素至终浓度为

5 mg/L, 继续培养1 h, 收获细胞, 以PBS洗涤细

胞后, 上流式细胞仪检测细胞内的阿霉素荧光

强度.
统计学处理 应用SPSS 11.0统计软件包, 对

各组均数进行t检验. 

2  结果

2.1 Ro 60编码基因的克隆及Ro 60正义表达载体

的构建 通过对来自SGC7901/VCR细胞的cDNA
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■研发前沿
肿瘤细胞的多药
耐药研究是目前
肿瘤研究的一个
热点, 目前多药耐
药的研究热点是
发现新的耐药机
制, 阐明耐药相关
分子的功能.

■创新盘点
虽然Ro 60是一个
已知的分子, 但其
与肿瘤耐药的关
系尚未见有文献
报道, 故可以认为
多药耐药是Ro 60
的一个新的功能.
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进行PCR扩增(图1), PCR产物经与pUCm-T载
体连接、转化感受态细菌, 获得了重组有阳性

cDNA片段的重组T载体; 重组T载体DNA序列

测定, 发现了与Ss-A/Ro核蛋白60 ku亚单位编

码基因的cDNA序列完全一致, 利用DNA重组

技术将Ro 60从T载体亚克隆至真核表达载体

pcDNA3.1/V5-His, 并通过限制酶切技术对构建

的正义表达载体进行了鉴定(图2).
2.2 Ro 60正义表达载体的转染 将构建成功的Ro 

60的正义表达载体和pcDNA3.1/V5-His通过脂

质体介导法分别转染入对数生长中期的胃癌细

胞SGC7901, 经过3 mo的G 418筛选, 获得了稳

定转染的抗性细胞, 分别将其命名为SGC7901-
Ro、 SGC7901-pcDNA3.1.
2.3 转染细胞Ro 60基因表达的检测 应用半定量

RT-PCR技术, 检测了Ro 60在正义基因转染细胞

及对照细胞中的表达. 结果表明, 与SGC7901细
胞和转染有空载体的SGC7901细胞相比, 转染有

正义基因的SGC7901细胞中的Ro 60的表达量明

显升高(图3).
2.4 体外药物敏感性试验 上调Ro 60在药敏细

胞SGC7901的表达, 可降低药敏细胞对VCR、

M M C、5-F U、C D D P和A D R的敏感性 ,  与
S G C7901和S G C7901-p c D N A3.1细胞相比 , 
P <0.01(表1).
2.5 细胞内阿霉素蓄积的检测 流式细胞仪检测

结果显示, 在正义转染细胞中, 与SGC7901细胞

和SGC7901-pcDNA3.1细胞相比, SGC7901-Ro
细胞内蓄积的阿霉素明显减低, 与SGC7901和
SGC7901-pcDNA3.1细胞相比( P <0.01, 表2).

3  讨论

胃癌细胞的多药耐药性是胃癌化疗失败的主要

原因, 我们以前的研究发现, 在胃癌细胞的多药

耐药中, 除了有P-gp、MRP、GST等经典的耐

药分子参与外[7-11], 凋亡基因的改变、蛋白激酶

图 2 Ro 60正义表达载体的酶切鉴定结果. M: 100 bp DNA

标记物; 1: pcDNA3.1-Ro 60经NotⅠ、XbaⅠ双酶切. 

图 3 转染细胞Ro 60基因表达的半定量RT-PCR检测结果. 

1: SGC7901-Ro(Ro 60); 2: SGC7901-pcDNA3.1(Ro 60); 

3: SGC7901(Ro 60); M: 100 bp DNA标记物; 4: SGC7901-

Ro(GAPDH); 5:  SGC7901-pcDNA3.1(GAPDH); 6: 

SGC7901(GAPDH). 

    

表 2 正义转染细胞内蓄积的阿霉素的平均荧光强度 
(mean±SD, mg/L)

                                                            蓄积

SGC7901                                                     92.83±3.63

SGC7901-pcDNA3.1                     87.38±2.94

SGC7901-Ro                                     56.30±2.49b

bP<0.01 vs  SGC7901, SGC7901-pc细胞.

表 1 胃癌细胞对化疗药物的IC50值 (mean±SD, mg/L)

                                          VCR                         5-FU                       MMC                         CCDP                            ADR

SGC7901                               0.45±0.04            0.61±0.21            0.54±0.03             0.45±0.03               0.14±0.01

SGC7901-pcDNA3.1            0.65±0.05            0.90±0.11            0.75±0.21             0.54±0.03               0.14±0.01

SGC7901-Ro              2.28±0.11b           2.89±0.14b           1.92±0.03b            1.41±0.06b              0.28±0.03b 

bP<0.01 vs  SGC7901, SGC7901-pcDNA3.1细胞.

图 1 PCR产物的10 g/L琼脂糖凝胶电泳结果. 1: PCR产物; 

M: 100 bp DNA标记物. 

1                 M

1 700 bp

5 500 bp

1 700 bp

M                1

Ro60
1 700 bp GAPDH

225 bp

1      2      3      M      4      5     6
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■应用要点
本文章旨在阐明
Ro 60编码基因在
胃癌多药耐药中
的功能, 这将有助
于我们对胃癌多
药耐药的产生及
调节机制的理解.
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C以及某些离子通道也参与了胃癌细胞多药耐

药性的形成[12-17]. 为了深入研究胃癌细胞MDR
的发生机制, 我们应用改良差示PCR技术比较了

胃癌长春新碱耐药细胞SGC7901/VCR与药敏细

胞SGC7901基因表达的差异, 结果表明, 与药敏

细胞SGC7901相比, Ro 60在耐药细胞SGC7901/
V C R中的表达明显上调 ,  此结果得到了反向

Northern blot的证实. 
Ro 60是从由人T淋巴母细胞白血病(MOLT-4)

细胞mRNA构建的cDNA文库中首次克隆得到

的[18], 人Ro 60基因定位于第一号染色体1q31区, 
全长cDNA为1 890 bp, 编码525个氨基酸残基, 
分子量为60 ku[19]. Ro 60是多种自身免疫性疾病
[20]的自身抗原. 目前Ro 60的功能一直不是很清

楚[21,22], 最近有研究表明, Ro 60在细菌以及人体

内能够抵抗紫外线照射, 使细胞在由紫外线照

射引起的细胞杀伤中得以幸免[23,24]. 与紫外线一

样, 化疗药物对于肿瘤细胞来说也是一种导致

细胞杀伤的因素, 既然我们已经证实Ro 60在胃

癌耐药细胞中高表达, 那么Ro 60极有可能起到

保护肿瘤细胞免受因化疗药物而导致的细胞杀

伤的作用, 或者说Ro 60可能赋予了肿瘤细胞某

些MDR的特性.
通过基因克隆、基因重组和转染, 我们获

得了Ro 60正义基因转染的细胞, 应用半定量RT-
PCR技术, 检测了Ro 60在正义基因转染细胞及

对照细胞中的表达, 结果表明, SGC7901细胞转

染Ro 60真核表达载体后其Ro 60表达增加, 表明

我们成功构建了Ro 60表达上调的SGC7901细
胞. 体外药敏实验结果表明, 增强Ro 60在药敏

细胞SGC7901的表达后, 细胞对VCR、5-FU、

MMC、CDDP及ADR的敏感性明显降低, 表明

Ro 60在SGC7901细胞表达上调后SGC7901对
多种化疗药物产生了明显的耐药性. 流式细胞

仪检测结果表明, Ro 60正义基因转染的细胞后, 
其细胞内蓄积的ADR明显减少, 提示细胞外排

ADR的能力增强. Ro 60正义基因转染的细胞外

排ADR的能力增强, 由此提示, Ro 60基因影响

胃癌细胞耐药表型与药物在细胞内的蓄积有关.
因药物摄入减少和/或药物外排增多导致的

细胞内药物蓄积减少, 是肿瘤细胞耐药产生的

机制之一[25-27], 经典耐药分子P-gp的功能就是将

细胞内药物排至胞外, 造成细胞内药物蓄积减

少, 那么在药物蓄积方面, Ro 60和P-gp之间的关

系又如何呢? 我们知道, P-gp的编码基因是mdr1, 
mdr1基因的转录激活是P-gp高表达的重要原因[28]. 

在mdr1基因的转录激活方面, 锌指结构蛋白是

一类较为明确的转录因子[29]. 对Ro 60蛋白的结

构分析表明, 在Ro 60蛋白的第305到第325位氨

基酸有一20个氨基酸的锌指结构[30], 而锌指结

构可以作为P-gp编码基因mdr1的转录因子, 因
此, 我们推断Ro 60可能通过促进mdr1基因的转

录激活, 导致P-gp表达增高, 而参与了胃癌细胞

MDR的形成. 
本研究表明, Ro 60的表达导致SGC7901细

胞对化疗药物产生了部分耐药性, 提示Ro 60基
因可能参与了胃癌细胞MDR的形成, 其具体参

与MDR的机制尚需进一步研究.
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本文在作者单位
系列研究基础上,
进一步探讨了Ro 
60在胃癌多药耐
药中的作用, 结果
有一定的新意.
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■背景资料
目前, 运用调节性
T 细 胞 诱 导 免 疫
耐受 ,  在骨髓移
植 ,  胰岛移植和
皮肤移植的研究
中已有较多的文
献报道 ,  在实质
性器官移植(如心
脏、肾脏)中亦有
报道, 然而在肝脏
移植中报道较少. 
已有研究发现, 回
输自然耐受模型
(Lewis→DA)中
长期存活的大鼠
脾细胞, 可使排斥
模型(放射线处理
后的Lewis→DA)
中的受体长期存
活, 从而提示调节
性 T 细 胞 可 能 在
诱导肝脏免疫耐
受中起一定的作
用. 

CD4+CD25+调节性T细胞回输对大鼠肝移植急性排斥反应
的影响
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Abstract 
AIM: To investigate the effect of infusing ex vivo 
isolated CD4+CD25+ regulatory T cells on the rejec-
tion model of DA-Lewis rat liver transplantation.

METHODS: CD4+CD25+ regulatory T cells were 
isolated from Lewis (RT11) rat splenocytes and 
peripheral lymph nodes by magnetic cell sorting 
system (negative selection and positive selec-
tion), and co-cultured with mitomycin-C (MMC) 
treated dark agouti (RT1a, DA) rat splenocytes 
for 3 d. The suppressive effi ciency of fresh or ex 
vivo  stimulated CD4+CD25+ regulatory T cells on 
the proliferation of CD4+CD25- T cells was eval-
uated by cell proliferation assay. Four groups (12 
rats for each) of orthotopic liver transplants (OLT, 
DA into Lewis) were established by modified 

Kamada two-cuff technique. Group A: without 
any treatment after transplantation. Group B: 
lavaged with FK506 [0.2 mg/(kg•d)] from 0 to 
6 d after transplantation. Group C and group D: 
fresh or ex vivo  stimulated CD4+CD25+ regula-
tory T cells were injected intravenously into the 
penile vein of each Lewis rat, respectively. Six 
recipients were sacrificed 7 d after transplan-
tation in each group, and the blood and graft 
samples were collected for serum biochemical 
(asparate transaminase and bilirubin, AST and 
BIL) and histological evaluation. The other six 
recipients were left in each group to observe the 
survival time.

RESULTS: The purity of isolated CD4+CD25+ 
T cells was 90.2%±1.8% (86%-93%, n  = 10), 
and both the fresh and ex vivo  stimulated 
CD4+CD25+ regulatory T cells signifi cantly sup-
pressed the proliferation of CD4+CD25- T cells in 
mixed lymphocyte culture (7 681.7 ± 1 004.9, 
6 573.3 ± 1 722.7 cpm vs  24 918.7 ± 2 276.3 cpm; P  
= 0.000, P  = 0.000). The serum concentrations of 
AST and BIL 7 d after transplantation in group 
C and D were respectively lower than that in 
group A (AST: 8.1 ± 2.0, 8.4 ± 1.4 μkat/L vs  17.9 
± 3.8 μkat/L; P  = 0.000, P  = 0.000; BIL: 45.8 ± 9.0, 
44.7 ± 12.0 μmol/L vs  98.4 ± 21.2 μmol/L; P  = 
0.000, P  = 0.000). The Banff scores of grafts in 
group C and D were lower than that in group 
A (P  <0.05). The rats in group C and D survived 
longer than those in group A did (21.7 ± 1.7, 30.3 
±1.7 d vs  12.8 ± 0.5 d; P  = 0.000 1, P  = 0.000 4). 
Furthermore, the rats in group D survived lon-
ger than those in group B did (P  = 0.001 7).

CONCLUSION: Both the fresh isolated and ex 
vivo  stimulated CD4+CD25+ regulatory T cell 
have the potency to alleviate the acute rejection 
and prolong the survival time in the rejection 
model of rat liver transplantation, and the ex 
vivo  stimulated CD4+CD25+ regulatory T cells 
are superior to fresh isolated CD4+CD25+ regula-
tory T cells. 

Key Words: Magic cell sorting; CD4+CD25+ regula-
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摘要

目的: 探讨回输CD4+CD25+调节性T细胞对大
鼠肝移植急性排斥反应的影响. 

方法: 免疫磁珠阴性加阳性分选Lewis大鼠脾
脏、外周淋巴结内的CD4+CD25+调节性T细
胞, 分离后的细胞与丝裂霉素C处理过的DA
大鼠脾细胞混合培养3 d. 淋巴细胞增殖实验
评价新鲜分离和体外培养后的CD4+CD25+调
节性T细胞对CD4+CD25-T细胞增殖的抑制作
用. 以DA大鼠为供体, Lewis大鼠为受体, 建
立4组原位肝移植模型, 每组12例, 共48例. A
组术后不进行任何干预; B组术后0-6 d FK506 
0.2 mg/(kg•d)灌胃; C组、D组术前1 d经阴茎
背静脉分别向受体回输新鲜分离、体外培养
后的1×106的CD4+CD25+T细胞. 术后7 d每组
随机处死6只, 收集血标本作血清天冬氨酸氨
基转移酶(asparate transaminase, AST)、总胆
红素(bilirubin, BIL)检测, 取肝脏标本作病理
学检查, 每组各留6只观察生存期.

结果:  分选后的C D4 +C D25 +T细胞纯度为
90.2%±1.8%(86%-93%, n =10), 淋巴细胞
混合培养实验中新鲜分离和体外培养后的
CD4+CD25+T细胞均可抑制CD4+CD25-T细
胞的增殖(7 681.7±1 004.9, 6 573.3±1 722.7 
cpm vs  24 918.7±2 276.3 cpm; P = 0.000, P  
= 0.000). 术后7 d, 新鲜细胞回输组以及体外
培养细胞回输组AST低于对照组(8.1± 2.0 
μkat/L vs  17.9±3.8 μkat/L, P  = 0.000; 8.4±1.4 
μkat/L vs  17.9 ± 3.8 μkat/L, P  = 0.000), BIL亦
低于对照组(45.8 ± 9.0 μmol/L vs  98.4±21.2 
μmol/L, P  = 0.000; 44.7±12.0 μmol/L vs  98.4
±21.2 μmol/L, P  = 0.000). 四组的Banff评分比
较, 两组细胞回输组与对照组比较有统计学差
异(P <0.05). 两组细胞回输组生存时间均大于
对照组(21.7±1.7 d vs  12.8±0.5 d, P  = 0.0001; 
30.3±1.7 vs  12.8±0.5 d, P  = 0.000 4), 体外培
养细胞回输组生存时间大于新鲜细胞回输组
(30.3±1.7 d vs  21.7±1.7 d, P  = 0.0017). 

结论: 回输新鲜分离/经供体抗原体外激活的
受体CD4+CD25+调节性T细胞, 可以明显减轻
大鼠肝脏移植的急性排斥反应, 延长生存期; 

其中经供体抗原体外激活的CD4+CD25+调节
性T细胞的作用更持久. 

关键词: 细胞磁分离技术; CD4+CD25+调节性T细

胞; 大鼠; 肝移植; 急性排斥反应
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0  引言

肝脏移植是治疗肝脏终末期疾病的唯一有效

手段 ,  但移植后的免疫排斥反应仍是影响移

植后疗效的主要障碍 ,  因此实现对移植肝的

免疫耐受是肝脏移植的 终目标 .  近10 a来 , 
CD4+CD25+调节性T细胞(CD4+CD25+ regulatory 
T cell)已被证明在维持外周免疫耐受中起着重

要的作用[1-3], 随着对其体内、体外功能的研究

逐渐深入, 它所具备的对效应性T细胞的抑制功

能, 使得人们设想运用该细胞来抑制器官移植

后的排斥反应、诱导器官移植后的免疫耐受[4-8]. 
2002年, Cohen et al [5]和Taylor et al [6]报道运用

CD4+CD25+调节性T细胞回输治疗骨髓移植后

的移植物排宿主反应, 此后运用该类细胞干预

器官移植后的排斥反应的报道逐渐增加, 尤其

在骨髓移植、胰岛细胞移植、皮肤移植等领

域[9,10]. 近年来在大鼠肝移植耐受模型研究中发

现, 调节性T细胞在维持肝脏移植耐受中起重要

的作用, 且该类细胞维持耐受的功能需要持续

的移植抗原的刺激[11,12]. 我们报道回输经体外供

体抗原激活的CD4+CD25+调节性T细胞对大鼠

肝移植急性排斥反应的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 12周龄雄性近交系DA大鼠(RT1a, 体
质量230-250 g)为供体, 购于哈尔滨医科大学

动物中心. 8周龄近交系Lewis大鼠(RT11, 体质

量200-220 g)为受体, 购于北京维通利华实验

动物有限公司 .  饲养于江苏省实验动物中心

清洁级实验室. 受体术前12 h禁食, 不禁水, 术
后不禁食水 . 主要试剂有单克隆抗体(均购自

BD Pharmingen). 鸡尾酒(cock tail)抗体[13]包

括: OX-7(CD90.1, IgG1), OX-8(CD8a,IgG1), 
OX-42(CD11b/c,IgG2a), OX-33(CD45RA,IgG1), 
10/78(NKR-P1A, IgG1). 荧光抗体: 抗CD4-FITC 
(IgG2a), 抗CD25-PE(IgG1). 抗CD3 单抗(G4.18/

■创新盘点
本 研 究 首 次 报
道 在 肝 脏 自 然
排斥模型 (DA→

Lewis)中, 回输经
供体抗原激活的
CD4+CD25+调节
性T细胞对急性排
斥反应的影响, 研
究的对象更具体, 
采用的模型更加
接近肝移植排斥
反应的真实情况. 
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G1, IgG1). 细胞磁分离系统(购自Miltenyi Biotec): 
Goat anti-mouse IgG(H+L) Microbead, anti-PE 
microbead, MidiMACS 分选器, LD、MS 分选

柱. 细胞培养基为完全RPMI-1640, 含100 mL/L
胎牛血清(FBS, Hyclone), 50 mmol/L 2-巯基乙醇, 
1.5 mmol/L L-谷氨酰胺, 100 kU/L青霉素, 100 
g/L链霉素(购自Sigma), 重组大鼠IL-2 200 kU/L 
(Recombinant Rat IL-2, rR IL-2 , 购自Cytolab). 丝
裂霉素C (MMC, 购自Sigma).
1.2 方法 无菌条件下分离大鼠脾脏、腋下及腹

股沟淋巴结, 加入缓冲液PBS溶液(pH7.2, 含5 
mL/L FBS和2 mmol/L EDTA), 研磨制成细胞悬

液, Ficoll-Hypaque(1.083)密度梯度离心得到单

个核细胞. 单个核细胞悬液首先用"鸡尾酒"抗
体标记后加入Goat anti mouse IgG磁珠, 经LD
分离柱收获阴性选择后的CD4+ T细胞, 取104用

抗CD4-FITC标记后, 流式细胞仪检测分离纯

度. 获得的CD4+T淋巴细胞, 抗CD25-PE抗体标

记后加入抗PE磁珠, 经MS分离柱分离, 分别收

获CD4+CD25+T细胞和CD4+CD25- T细胞. 取104

用抗 CD4-FITC标记, 流式细胞仪中检测双阳性

细胞的纯度. 以2 mL/L台盼蓝对获得的细胞进

行染色, 观察细胞存活率. 将收集到的CD25+ T
细胞调整到5.0×109/L的浓度后, 每孔100 μL置
入圆底96孔板中, 每孔加入5.0×109/L MMC处

理的DA鼠的脾细胞100 μL, 共培养3 d. 培养结

束后, 以PBS溶液洗3遍, 每1×106重悬于1 mL 
的PBS中, 于移植前1 d经阴茎静脉回输受体体

内. 采用混合淋巴细胞培养实验, 对新鲜分离和

体外培养后的细胞体外抑制CD4+CD25- T细胞

(效应性T细胞)增殖的能力进行鉴定. 将2×104 

CD4+CD25- T细胞加入圆底96孔培养板中, 加入

可溶性抗CD3单抗(5 mg/L)和1.0×105经MMC
处理的脾细胞, 分别加入2×104的新鲜分离或

体外培养的CD4+CD25+T细胞, 每份标本设3复
孔, 结果取其平均值. 各组的阴性对照组同样设3
个复孔. 各组加样后置于含50 mL/L CO2 的37℃

孵箱中培养3 d, 每孔加入1μCi 3H-TdR, 继续培

养18 h后使用玻璃纤维滤纸收集细胞,干燥后用

液闪仪(Beckman LS 600)测定cpm值. 采用改良

Kamada双袖套法建立大鼠原位肝移植模型[14,15]. 
术中和术后3 d 内死亡按技术原因处理, 不做统

计. 供受体随机分为四组: A组(对照组, n  = 12)术
后不用免疫抑制剂, B组(FK506处理组, 普乐可

复, Fujisawa公司, n  = 12)术后0-6 d用FK506 0.2  
mg/(kg·d)灌胃, C组(新鲜分离细胞回输组, n  = 
12)和D组(体外培养后细胞回输组, n  = 12)术前1 
d经阴茎静脉回输1×106 CD4+CD25+T细胞. 术后

7 d每组随机处死6只, 收集血标本作血清AST、
BIL浓度检测, 取新鲜肝组织一份以40 g/L中性

甲醛固定作病理学检查, 评估排斥情况. 病理学

诊断标准参照人肝移植排斥反应Banff标准[16-18]. 
每组各留6只观察生存期.

统计学处理 数据用统计软件S TATA 7.0
软件进行统计学处理. 细胞增殖实验中的cpm
值, 血清ALT值、BIL值的比较用秩变换检验, 
S c h e f f e法分析组间差异; 各组病理学急性排

斥反应B a n ff评分的比较采用秩和检验, 采用

Nemenyi法进行两两比较; 生存分析用乘积极限

法(Kaplan-Meier 法)作生存曲线, 用Log-rank法
进行显著性检验, 检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 C D4+C D25+T细胞的体外分离纯度及体

外功能评估 L e w i s大鼠脾脏及外周淋巴结中

的单个核细胞, 经细胞磁分离系统(magic cel l 
sort ing system, MACS)阴性加阳性两次分选

后, 获得的C D4+C D25+T细胞纯度为90.2%±

1.8% (86%-93%, n = 10), 图1为其中一次流式

细胞仪检测结果. 细胞增殖实验中, 新鲜分离

和体外培养后的CD4+CD25+T细胞均可明显抑

制CD4+CD25-T细胞的增殖(24 918.7±2 276.3 
cpm vs  7 681.7±1 004.9 cpm, P =0.000<0.01; 
24 918.7±22 76.3 cpm vs  6 573.3±1 722.7 
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图 1 细胞免疫磁珠分选前后的流式细胞仪检测结果. A: 分选前CD4+CD25+ T 细胞的比例; B: 第一步阴性分选后CD4+T细

胞的纯度; C: 第二步阳性分选后CD4+CD25+ T 细胞的纯度.
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本研究的结果和
经放射线处理的
排斥模型中的结
果相比, 仍有较
大的差距, 说明
在运用调节性T
细胞诱导肝移植
免疫耐受的研究
中, 还有许多问
题需要解决, 仍
需要更广泛更深
入的探索.
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cpm, P = 0.000<0.01)(图2).
2.2 术后肝功能血清生化指标的变化(表1) 术
后7 d, 新鲜细胞回输组以及体外培养细胞回输

组AST低于对照组(17.9 ± 3.8 μkat/L vs  8.1 ± 
2.0 μkat/L, P = 0.000<0.01; 17.9±3.8 μkat/L vs  
8.4 ±1.4 μkat/L, P = 0.000<0.01), BIL亦低于对

照组(98.4±21.2 μmol/L vs  45.8±9.0 μmol/L, P 
= 0.000<0.01; 98.4±21.2 μmol/L vs  44.7±12.0 
μmol/L, P = 0.000<0.01).
2.3 两组术后肝脏病理组织学观察 对照组术后

7 d病理表现为汇管区大量单个核细胞浸润, 并
累及胆管、血管, 肝小叶结构消失, 伴有局灶性

的出血、坏死. FK506处理组的汇管区出现少量

的单核细胞浸润, 但未侵及肝实质, 未累及胆管

和血管. 两组回输组的病理学表现介于对照组与

FK506处理组之间(图3). 四组的Banff 评分比较

(表2), 两组细胞回输组与对照组比较均有统计

学差异(P <0.05).
2.4 生存期的观察 共建立肝移植模型51例, 受
体鼠术后3 d内死亡判定为技术原因死亡共3只
(3/51; 腹腔内出血×2, 胆漏×1), 不纳入统计[16], 
共获得满意的受体鼠48只. 四组的生存时间分析

(表3). 两组细胞回输组生存时间均大于对照组

(21.7±1.7 d vs  12.8±0.5 d, P = 0.000 1<0.01; 30.3 
±1.7 vs  12.8 ± 0.5 d, P = 0.000 4<0.01), 体外培

养细胞回输组生存时间大于新鲜细胞回输组

(30.3 ±1.7 d vs  21.7 ± 1.7 d,  P = 0.001 7<0.01).

3  讨论

实现对移植物的特异性耐受, 即受体对移植物

产生类似于自身耐受的状态, 是器官移植的

终目标. 1995年Sakaguchi [1]报道CD4+CD25+T细
胞在维持周围耐受中起重要的作用. 随后, 在器

官移植的耐受模型中也证实该细胞在维持移植

免疫耐受中起重要作用[12,19]. 目前的研究认为

CD4+CD25+调节性T细胞对于自身抗原或同种

异体抗原激活的CD4+、CD8+ T细胞有明确的抑

制功能[3,7,20]. 在器官移植动物模型中, 肝脏是唯

一在不同的大鼠品系组合中, 既存在排斥模型, 
又存在耐受模型的器官[21]. 如: DA→Lewis组合

是急性排斥模型, 而Lewis→DA组合则是自然

耐受模型. 在Lewis→DA模型中发现, 在移植前

用一定剂量的放射线照射Lewis大鼠, 再将其肝

脏移植给DA大鼠, 移植肝被排斥. 而回输长期

存活的Lewis→DA受体的脾细胞可逆转这种排

斥, 从而提示调节性T细胞在诱导肝脏免疫耐受

中起着一定的作用[11,12]. 基于以上的报道, 我们

在DA→Lewis急性排斥模型中, 采用经供体脾

细胞共培养激活的CD4+CD25+调节性T细胞, 在
移植前1 d 输入受体的体内, 设想被移植物抗原

激活的效应性T细胞, 可被CD4+CD25+调节性T
细胞识别为自身反应性T细胞, 因而被抑制. 同
时在受体体内获得长期存在的, 针对移植抗原

的记忆性CD4+CD25+调节性T细胞, 形成类似于

自身耐受的耐受模式, 从而诱导受体的长期存
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   表 2 各组移植后7 d 的移植物病理切片的排斥反应Banff                
    评分的比较
 

组别 n Ⅰ级 Ⅱ级 Ⅲ级

对照组 6 0 1 5

Fk506组 6 6 0 0

新鲜细胞分离组a 6 1 5 0

体外培养细胞组a 6 2 4 0

aP<0.01 vs  对照组.

    

   表 1 术后血清生化检测

组别 n
AST  ( μkat/L ) BIL (μmol/L )

means ± SD 95%可信区间 (%) means±SD 95%可信区间 (%)

对照组 6 17.9 ± 3.8 13.9-21.9 98.4±21.2   75.9-120.9

FK506组 6   7.1 ± 1.1 5.9-8.2 6.8±0.8 6.0-7.6

新鲜细胞回输组a 6     8.1± 2.0a   5.9-10.2 45.8±9.0a 36.3-55.2

培养细胞回输组ab 6     8.4±1.4ab 6.9-9.8   44.7±12.0ab 32.1-57.3

aP<0.01 vs  对照组; bP<0.01 vs  新鲜细胞回输组.

图 2 混合淋巴细胞培养细胞增殖实验. aP<0.05 vs  CD25-.
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活[22-24]. 然而本组的结果显示: 虽然新鲜分离和

体外激活的细胞, 在混合淋巴细胞培养中均有抑

制CD4+CD25- T细胞增殖的作用, 回输后可以在

一定程度上减轻移植排斥反应, 延长移植物的存

活时间, 但和放射线处理的Lewis→DA排斥模型

中的结果相比, 两组均不能在自然排斥模型中

诱导受体的长期存活, 其主要原因可能是: (1)调
节性T细胞主要通过抑制间接识别途径(indirect 
allo-recognition)来实现移植物的耐受[8,22,24], 而在

急性排斥反应的早期, 由过路细胞(passage cell)
介导的直接识别途径(direct allo-recognition)是
诱发急性排斥反应的主要机制, 随着移植物内

过路细胞逐渐为宿主的抗原递呈细胞(ant igen 
presenting cell, APC)所替代, 间接识别模式才逐

渐发挥主要的作用. 在放射线处理的排斥模型

中, 移植物内的过路细胞被放射线清除, 回输调

节性T细胞可使移植物长期存活. 而本组的调节

性T细胞回输后, 在急性排斥反应的早期, 虽然

可通过非特异性的免疫抑制作用来抑制效应性

T细胞的激活, 但是其抑制作用有限; 在急性反

应的中后期(>7 d), 则可特异性抑制宿主APC激
活的效应性T细胞. 因此在移植术后7 d, 两组细

胞回输组肝功能、病理学评分的比较中无统计

学差异, 而在生存期的观察中, 经体外供体抗原

激活的调节性T细胞回输组的存活期长于新鲜

细胞回输组, 这可能与经体外激活的细胞的免疫

抑制功能, 较新鲜分离的细胞更特异, 更持久有

关[11]. (2) CD4+CD25+调节性T细胞功能发挥是通

过细胞间的直接接触实现的[20,22,23], 体外的研究

证明其抑制功能在一定的范围内与其数量成正

相关, 因此要达到理想的干预效果需要一定的数

量. 目前常用的调节性T细胞回输的数量级一般

都在106以上, 而获得该数量级的CD4+CD25+ T细
胞一般需要牺牲一只受体, 因此寻找理想的扩增

图 3 各组术后7 d 肝脏标本病理 (HE染色, 200倍). A: 对照组; B: FK506 处理组; C: 新鲜分离细胞回输组; D: 体外激活细胞

回输组.

A B

C D

    

   表 3 各组术后生存时间
 

组别 生存时间 (d) 中位生存时间 (d) 95%可信区间 (%)

对照组 12,12,12,12,14,15 12 11.8-13.9

FK506处理组 65,67,69,76,79,89 79 74.2-83.8

新鲜细胞回输组a 15,18,22,22,24,26 22 17.5-26.5

培养细胞回输组a b 25,27,28,32,34,36 28 22.0-34.0

aP<0.01 vs  对照组;  bP<0.01 vs  新鲜细胞回输组. 

■应用要点
本文的探索性较
强, 有一定的创新
性, 特别是体内实
验部分, 意义更为
突出. 不足之处是
CD4

+CD25
+调节性

T细胞的作用已有
较多报道. 本文中
其对肝移植排斥
反应的作用有限, 
特别是与FK506
组相比, 文中需进
一步阐述.
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条件, 实现该细胞体外功能性扩增,是运用此类细

胞进行干预性研究的关键[25,26]. 在本组的研究基

础上, 增加回输细胞的数量级, 是否可以进一步

延长受体的生存期, 为此本组对该细胞的体外扩

增进行了初步的探索. 我们用MMC处理后的供

体脾细胞, 联合大剂量的重组大鼠IL-2 (rR IL-2, 
200 kU/L)的方法对CD4+CD25+T细胞进行活化、

扩增. 该细胞在体外增长的速度与CD4+CD25-T
细胞相比要慢得多, 从活化到彻底静息所需时间

比CD4+CD25-T细胞要长. 在4 w的培养时间内反

复刺激4 次,每次1/1 扩孔. 终的扩增效率在16
倍以上, 扩增后的细胞具有稳定的细胞表型和免

疫功能(数据待发表). 由于目前对调节性T细胞回

输后的生物学行为的了解还很有限, 回输后的细

胞是否能在体内进一步扩增? 是否可以保留一部

分记忆性T细胞? 回输后的细胞是否有一定的半

衰期, 是否需要连续回输这样的细胞, 需多长时

间回输一次[5]? 联合运用免疫抑制剂是否可以协

同该细胞的免疫调节功能? 是否可以在减少免疫

抑制剂剂量的基础上使得移植物实现长期存活? 
这些问题现在尚未得到解决, 因此在探索回输调

节性T细胞诱导移植物免疫耐受的过程中, 还需

更广泛深入的研究.
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Abstract
AIM: To explore the expression of maspin, p27, 
skp2 in colorectal adenocarcinoma as well as 
their roles in the tumorgenesis and progression 
of colorectal carcinoma.

METHODS: SP immunohistochemistry was 
used to detect the expression of maspin, p27 and 
skp2 in tissues of colorectal tubular adenocarci-
noma (n = 30), colorectal polypous adenoma (n 
= 20) and normal controls (n = 20).

RESULTS: Of 30 cases of tubular adenocarci-
noma, the positive rates of maspin, p27 and skp2 
expression were 83.3%(25/30), 50%(15/30), and 
36.7%(11/30), respectively; of 20 cases of pol-
ypous adenoma, the positive rates of maspin, 
p27 and skp2 were 95%(19/20), 80%(16/20), 
and 10%(2/20), respectively; of 20 cases of nor-
mal colorectal tissues, the corresponding posi-
tive rates were 95%(19/20), 90%(18/20), and 
5%(1/20). The expression of maspin was signifi -
cantly correlated with lymph node metastasis 
(P = 0.04) and Duke’s staging (P = 0.014). The 
expression of p27 and skp2 showed a marked 

correlation with the differentiation of carcinoma 
(P = 0.014, P = 0.001), while no signifi cant cor-
relation with tumor infiltration depth, lymph 
node metastasis and Duke’s staging. There was 
a positive correlation between maspin and p27 
expression (r = 0.447, P <0.05), but there was no 
notable correlation between maspin and skp2 
expression, as well as p27 and skp2 expression.

CONCLUSION: The expression of maspin and 
p27 are increased, while skp2 expression is de-
creased in colorectal adenocarcinoma. The aber-
rant expression of maspin, p27 and skp2 may 
be indicators for reflecting the differentiation 
of colorectal adenocarcinoma. Maspin plays an 
important role in tumorgenesis and progression, 
especially lymph node metastasis, of colorectal 
adenocarcinoma.

Key Words: Colorectal adenocarcinoma; Maspin; 
p27; skp2; Immunohischemistry

Liu DD, Yi YF, Deng W. Expression and its signifi cance of 
maspin, p27 and skp2 in colorectal cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(3):267-272

摘要
目的: 探讨大肠癌maspin、p27、skp2的表达, 
并探讨其与大肠癌发生、发展的关系. 

方法: 应用免疫组化SP法检测30例结肠管状
腺癌、20例结肠腺瘤、20例正常大肠黏膜组
织中maspin、p27、skp2的表达情况. 

结 果 :  3 0 例 管 状 腺 癌 中 m a s p i n、p 2 7、
s k p2阳性表达率分别为83 .3%(25 /30 )、
50%(15/30)、36.7%(11/30); 20例结肠腺瘤
中maspin、p27、skp2的阳性表达率分别为
95%(19/20)、80%(16/20)、10%(2/20), 20例正
常切缘中maspin、p27、skp2的表达率分别为
95%(19/20)、90%(18/20)、5%(1/20). maspin
表达与淋巴结转移(P = 0.04)和Duke’s分期相
关(P = 0.014); p27、skp2表达与分化程度相
关(P = 0.014, P = 0.001), 而与淋巴结转移、

Duke’s分期、肿瘤浸润深度无关. maspin表达
与p27表达正相关(r = 0.447, P <0.05), 与skp2

■背景资料
maspin是一种新
发现的丝氨酸蛋
白酶抑制剂, 已在
多种肿瘤中证实
其具有抑制肿瘤
侵袭、转移的作
用. 但有关maspin
在大肠癌中的研
究 ,  国 外 报 道 较
少 ,  国 内 尚 无 报
道. 

®
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表达无相关性; p27表达与skp2表达无相关性.

结论: maspin、p27在大肠癌中表达降低, skp2
在大肠癌中过表达, 可作为反映大肠癌分化程
度的指标之一. maspin可能在大肠癌的发生、

发展(尤其是淋巴结转移)中起作用, 有望成为
诊断大肠癌及其发生淋巴结转移的分子生物
学标记物之一. 

关键词: 结直肠肿瘤; maspin; p27; skp2; 免疫组织

刘丹丹, 易永芬, 邓玮. maspin、p27、skp2在大肠肿瘤的表达

及意义. 世界华人消化杂志  2006;14(3):267-272
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0  引言

maspin基因是常染色体基因, 位于18q21.3-q23, 
编码的蛋白为一种丝氨酸蛋白酶抑制剂, 大量研

究已证实, 该基因在正常组织中高表达[1], 在肿

瘤组织中表达降低，具有抑制肿瘤浸润、转移

的作用[2-4]. p27kip1是一种细胞周期抑制剂, p27kip1

因能阻止细胞通过R点而抑制其增殖, 成为一个

重要的候选抑癌基因. p27kip1低表达被认为与肿

瘤的预后不良及高度侵袭性密切相关[5-8]. 肿瘤

细胞表面黏附能力的改变是肿瘤发生浸润、转

移等恶性生物学行为的前提. maspin和p27均有

影响细胞表面黏附能力的作用[9-12]. 而skp2是新

发现的SCF(skp1-cullin-F-box蛋白)多功能E3酶
复合体中的一种F-box蛋白, 通过泛素蛋白酶体

途径降解p27kip1, 在大量实体肿瘤中呈高表达, 
并与p27kip1呈负相关[13].大肠癌是消化系统常

见的恶性肿瘤, 其血供丰富、生长迅速、浸润

性强、且易发生转移, 大肠腺瘤是大肠癌的癌

前病变. 有关maspin, skp2, p27在大肠癌中的表

达及相关关系的研究, 国内外尚未见报道. 我们

采用免疫组化SP法检测maspin, skp2, p27在大肠

癌、大肠腺瘤及正常组织中的表达, 比较它们表

达与临床病理特征的关系, 并探讨了大肠癌中

maspin, skp2, p27表达的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 1987/2004重庆医科大学第一附属医院

手术切除的大肠肿瘤石蜡包埋标本70例, 其中

大肠管状腺癌30例, 大肠腺瘤20例(其中大肠息

肉状腺瘤6例, 大肠绒毛状腺瘤14例), 20例正常

大肠黏膜组织取自大肠管状腺癌手术切除标本

的正常切缘, 切缘经组织学观察证实无癌组织浸

润、无腺瘤样结构. 大肠癌的分化程度: 高分化

管状腺癌5例、中分化管状腺癌20例, 低分化管

状腺癌5例. 大肠癌的Duke' s分期: A期2例, B期
22例, C期5例, D期1例. 30例大肠癌中有肝转移

者1例, 有局部淋巴结转移者5例, 无淋巴结转移

者25例. 按浸润深度: 未达浆膜层者6例, 侵及浆

膜层者24例.
1.2 方法 采用常规SP法. maspin即用型单克隆抗

体(MS-1767-R7)购自美国Neomaker公司; p27、
skp2即用型单克隆抗体, SP-9 000试剂盒购自北

京中杉生物公司. 具体步骤按试剂说明书进行. 
用PBS代替一抗作阴性对照. maspin染色结果判

断标准: 根据文献采用半定量积分法, 即对每张

切片的阳性细胞率及阳性细胞着色强度分别进

行分级记分, 然后根据两项之和确定其阳性强

度[14].maspin阳性表达产物定位于细胞质或细胞

质、细胞核同时着色, p27阳性信号定位于细胞

核. 染色强度阴性、中、强分别积分为0, 1, 2; 
阳性细胞率0、<1%、<10%、<1/3、<2/3、>2/3
分别积分为0, 1, 2, 3, 4, 5. 两项之和0-2分为阴性

(-), 3-5分为阳性(+), 6-8分为强阳性(++). Skp2染
色结果判断标准: 阳性细胞为棕黄色颗粒位于

细胞核或细胞核伴细胞质内, 而只有细胞质内出

现棕黄色为非特异性染色. 以每张切片阳性细胞

数超过20%为阳性切片. p27染色结果判断标准: 
p27阳性反应产物主要位于细胞核或细胞核与细

胞质同时出现, 阳性判断标准为该位置出现了明

确的棕黄色颗粒, 400倍显微镜下每张切片计数

5个视野, 每个视野100个肿瘤细胞, 取阳性细胞

数百分比的平均值, 小于50%为阴性表达, 大于

50%为阳性表达. 
统计学处理 使用SPSS11.5统计软件进行统

计分析.根据资料性质, 采用χ2检验及spearman等
级相关分析. 检验水准为α ＝ 0.05.

2  结果

2.1 maspin, p27, skp2的表达与分布 maspin阳性

染色主要是细胞质或细胞质与细胞核同时着色, 
呈棕黄色弥漫分布(图1A-B). maspin主要表达

于大肠癌细胞、腺瘤和正常组织的腺上皮细胞. 
正常大肠黏膜组织和大肠腺瘤maspin表达率和

表达强度明显高于大肠癌组织(P <0.05). 大肠癌

p27主要位于肿瘤细胞胞核; 大肠腺瘤组织和正

常组织p27阳性反应产物主要位于黏膜腺细胞

胞核, 呈明显棕色细颗粒状(图2A-B).正常大肠

黏膜组织和大肠腺瘤p27表达率高于大肠癌组织

(P <0.05). 正常大肠黏膜组织和大肠腺瘤skp2表

■创新盘点
我们进行了mas-
pin在大肠癌中表
达的研究, 探讨了
其表达与临床病
理因素的关系, 首
次分析了maspin
与p27、skp2表达
的相关性, 初步探
讨了maspin可能
的作用机制, 为以
后更深入的研究
打下基础.
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达率明显高于大肠癌组织(P <0.05). skp2主要在

结肠腺瘤的腺上皮细胞及结肠腺癌的肿瘤细胞

胞核, 或细胞核与细胞质同时表达, 呈棕黄色颗

粒状(表1, 图3A-B).
2.2 maspin、p27、skp2与大肠癌临床病理因素

的关系 无淋巴结转移组的maspin阳性表达率高

于有淋巴结转移组(P <0.05); Duke’s分期A、B期
maspin阳性表达率高于C、D期(P <0.05). 高、中

分化的结肠癌组织p27高表达率高于低分化的

结肠癌组织. 高、中分化的结肠癌组织skp2阳性

表达率低于低分化的结肠癌组织(表2).
2.3 大肠癌maspin、p27、skp2表达的相关性 30
例大肠管状腺癌组织中, maspin与p27表达呈正

相关(P <0.05). 30例大肠管状腺癌组织中, maspin
与skp2表达无相关性(P>0.05). 30例大肠管状腺癌

组织中，skp2与p27表达无相关性(P>0.05)(表3).

3  讨论

maspin(mammary-serpin)基因是1994年发现的一

种新的丝氨酸蛋白酶抑制剂. maspin基因定位

于染色体18q21.3, 全长2 584 bp[1]. 用质粒和反

转录病毒转染乳腺癌TM40D细胞株使maspin表
达上调时, 显示出maspin具有抑制肿瘤细胞生长

和转移的作用[15]. 我们研究了maspin在大肠腺癌

组织、大肠腺瘤、正常大肠黏膜组织中的表达

情况. 我们发现, 83.3%的大肠腺癌组织maspin

表 2 大肠癌临床病理特征与maspin、p27、skp2表达的关系

      maspin　　                                      p27                                              skp2

 浸润深度
 达浆膜层
 未达浆膜层
 淋巴结转移
 无
 有
 分化程度
 高、中分化
 低分化
 Duke’s分期
 A, B期
 C, D期

组别
        －       ＋～++ 

24
  6

25
  5

25
  5

24
  6

P=0.04

n P 值
     低表达     高表达 

P 值
             －          ＋    

P 值

5
0

2
3

3
2

2
3

19
  6

23a

  2

22 
  3

22e

  3

12
  2

12
  3

10
  5

12
  3

P=0.014

12
  4

13 
  2

15c

  0

12 
  3

P=0.014

15
  4

16
  3

19
  0

15
  4

9
2

9 
2

6c

5

9 
2

P=0.001

表 1 maspin、p27、skp2在大肠腺癌、大肠腺瘤中的表达

     maspin　　                                      p27                                              skp2

 管状腺癌
 腺瘤
 切缘

组别
       －    ＋    ++         (%)

30
20
20

  8
15
17

83.3a

95
95

P=0.004
P=0.000

15
  4
  2

19
18
19

11
  2
  1

n P 值
          －      ＋        (%)

P 值
             －       ＋     (%)

P 值

5
1
1

17
  4
  2

15
16
18

50a

80
90

P=0.032
P=0.003

36.7a

10
  5

P=0.035
P=0.01

图 1  maspin在大肠癌及大肠腺瘤的表达：A: 癌; B: 瘤.

A B
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阳性表达, 其中强阳性率26.7%, 而大肠腺瘤阳

性率及强阳性率分别为95%、75%, 正常组织强

阳性率为85%. 这与Song et al [4]采用组织芯片技

术检测到大肠腺瘤、大肠腺癌组织中maspin表
达分别为91.7% 、75.5%的结果相近. 此结果提

示maspin表达降低可能与结肠癌的发生有关. 我
们进一步探讨了maspin表达与临床病理特征的

关系, 发现maspin表达率高者淋巴结转移率低

(P <0.05), 这与在鳞状上皮癌、乳腺癌、胃癌等

中的发现一致[16-19], 由此表明maspin表达降低与

结肠癌淋巴结转移有关, 肿瘤组织中maspin表达

降低, 对其淋巴结转移有促进作用. C期结肠癌

组织中maspin的阳性率高于A、B期, 提示结肠

癌组织中maspin表达随结肠癌临床分期的进展

而降低, 晚期结肠癌患者maspin表达较早期为

低, 在乳腺癌、前列腺癌、胃癌中也有相似结

论[20-24]. 以上结果均提示maspin表达降低可能是

结肠癌具有高侵袭、转移能力的基础. maspin有
望成为诊断大肠癌及其发生淋巴结转移的一项

分子生物学指标.
p27基因是1994年发现并克隆的参与细胞

周期调控的抑癌基因, 其表达产物KIP1是一种

非特异性的、广谱的细胞周期素依赖性激酶抑

制因子(CDKIs)[25]. p27参与细胞周期调控的关

键是蛋白质表达水平，而非基因突变. p27kip1表

达下调或缺失, 细胞周期加速, 增殖活跃, 不仅

在大肠癌早期形成中可能有一定作用, 而且还

可能促进了大肠癌的发展[5,6]. 本实验中, 结肠腺

瘤组织p27表达率为80%, 而结肠癌为50%, 两者

的差异有显著性, 说明结肠癌存在明显的p27缺

A B

图 2 p27在大肠癌及大肠腺瘤的表达：A: 癌; B: 瘤.

A B

图 3  Skp2在大肠癌及大肠腺瘤的表达：A: 癌; B: 瘤.

270                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R              世界华人消化杂志      2006年1月28日    第14卷   第3期

表 3 大肠癌组织中maspin、 p27、skp2表达的关系

      maspin　　                                                                                        skp2

 P27
 低表达
 高表达
 skp2
   -

   +

项目
        －       ＋～++ 

5
0

2
3

0.013

P 值
             －          ＋    

P 值

10
15

17
  5

  0.447

-0.217
 

0.250

  7 
18

12
  3 0.061

r (spearman

等级相关系数)

r (spearman

等级相关系数)

-0.346

P值: 组内比较.
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失或降低, 证实p27的水平下降与结肠癌的发生

有关. 本实验中p27表达与结肠癌的浸润深度、

Duke's分期、有无淋巴结转移无相关性, 提示

p27蛋白水平降低可能发生于结肠癌发生的早

期. 我们还发现, 高、中分化的结肠癌p27表达

率高于低分化的结肠癌组织(P <0.05), p27蛋白

的表达与肿瘤的恶性程度负相关.
在乳腺癌和前列腺癌组织中已证实, maspin

具有能调节细胞凋亡、移动和血管生成等生物

学功能[18]. 而CDKIs除能调节细胞周期外, 还能

调节细胞的分化和移动等细胞活动. 在细胞周

期动力学中, p27kip1参与N-钙黏素介导的细胞间

的接触抑制[9], p27kip1还能影响微管对细胞外基

质黏附的稳定性[11].目前认为, 调节p27kip1表达的

信号可能通过改变细胞形状或改变细胞接受胞

外信号的能力而达到调节细胞间黏附的作用, 
例如BRAF-MEK-ERK信号通路[12]. 我们发现, 结
肠癌中maspin与p27表达正相关, 提示它们可能

是大肠癌肿瘤细胞表面黏附能力改变的分子基

础, 在结肠癌的发生中maspin和p27共同发挥作

用. 同时检测maspin、p27的表达可能对大肠癌

有一定的诊断意义. 由于国内外尚无maspin与
p27相关性的报道, 还需通过进一步的实验来证

实及探讨二者的关系及机制.
s k p2是1995年从大量的恶变细胞中发现

的一种能与S期激酶cyc l inA-CDK2相互作用

的蛋白. 因其主要存在于恶变细胞的S期且与

cyclinA-CDK2活性有关, 故命名为S期激酶相

关蛋白2(skp2). skp2具有调控细胞周期、参与

细胞DNA的合成、转录激活等作用[26]. 本研究

结果显示, skp2在大肠癌组织中阳性表达率为

36.7%(11/30), 而大肠腺瘤组织仅为10%(2/20), 
二者差异有显著性(P <0.05), 这与Li et al [27]采用

Western blot法检测出在大肠正常黏膜－大肠腺

瘤－大肠癌的转变中, skp2表达显著增加的结

果一致, 提示skp2与结肠癌的发生有关.我们还

发现, skp2阳性表达率与结肠癌的浸润深度、

Duke' s分期、有无淋巴结转移无关(P >0.05); 
s k p 2阳性表达率与结肠癌的分化程度有关

(P <0.05), 尤其在低分化结肠癌组织中, 其阳性

表达率达到100%. 该结果提示, 检测skp2蛋白表

达对判断结肠癌的恶性程度有一定意义. skp2
作为泛素蛋白酶体途径的底物识别序列, 能泛

素化降解p27kip1. 大量研究表明, 在多种恶性肿

瘤中, skp2常呈高表达, p27kip1则呈低表达, 且两

者呈负相关[28-30]. Hershko et al [31]将人体大肠癌

标本经过免疫印迹和免疫组化的方法测定skp2
和p27kip1的表达, 发现在skp2表达增高的组织中

p27kip1的表达水平降低, 在p27kip1表达增高的组

织中skp2的表达水平降低. 二者具有明显的负相

关性(r  = -0.812; P <0.0001). 我们也得出了skp2
在癌组织中高表达, p27在癌组织中表达降低的

结果, 但两者的相关性无统计学意义(P＞0.05).
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Abstract
AIM: To further present the double-function 
of nitric oxide (NO) on acute lung injury (ALI) 
induced by severe acute pancreatitis (SAP) as 
well as its relation with the activation of nuclear 
factor kappa B (NF-kB).

METHODS: Sprague Dawley rats were aver-
agely divided into five groups (6 for each): sham 
operation (control), model, sodium nitroprussi-
de (SNP), L-Arg, and aminoguanidine (AG) 
treatment group. Sodium deoxycholate (15 g/L) 
was injected retrogradely into the common bilio-

pancreatic duct of rats to establish the model of 
SAP. Meanwhile, in vitro stimulation experiment 
(using lipopolysaccharide, LPS) was also per-
formed. The activity of NF-kB and the amount 
of inducible nitric oxide synthase (iNOS) mRNA 
in alveolar macrophages were determined by 
electrophoretic mobility shift assay and reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR), then the levels of tumor necrosis factor 
a (TNF-a), NO and iNOS expression were also 
measured respectively.

RESULTS: The levels of NF-kB, iNOS mRNA, 
TNF-a, NO, iNOS in alveolar macrophages and 
serum of model group were significantly higher 
than those in control group (P = 0.02). Other 
indexes about ALI and pathological examina-
tion of lung tissue showed obvious pathogenic 
changes in model group. SNP and AG decreased 
the NF-kB activity (213.47 ± 12.34, 222.98 ± 
17.69 vs 327.13 ± 13.46, P < 0.05), reduced iNOS 
mRNA expression (SNP: 2.35 ± 0.34 vs 3.1 ± 0.38, 
P < 0.05), TNF-a (0.38 ± 0.034, 0.45 ± 0.043 mg/L 
vs 0.76 ± 0.045 mg/L) and NO (168.2 ± 0.78, 146.4  
± 0.59 mmol/L vs 229.3 ± 0.98 mmol/L) level 
and alleviated the degree of lung injury, but 
no significant effect was shown in L-arg group. 
The results of LPS stimulation experiment were 
consistent with those in rat model experiment in 
vivo above.

CONCLUSION: Exogenous NO can suppress 
NF-kB activation, down-regulate iNOS mRNA 
expression, and alleviated the release of NO and 
TNF-a. Similarly, the selective inhibiting reagent 
of iNOS can also regulate the over-responses of 
inflammation through depressing endogenous 
nitric oxide.

Key Words: Nuclear factor kappa B; Nitric oxide; 
Acute lung injury; Acute severe pancreatitis; Induc-
ible nitric oxide synthase
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■背景资料
NO是一种内皮衍
生的血管舒张因
子, 他参与细胞内
信 号 传 导 ,  具 有
舒张动脉、降低
血小板黏滞性和
抗炎作用，但过
量NO及其代谢产
物则可致机体损
伤. 诱生性一氧化
氮合酶(iNOS)属
于NOS的一种, 只
有在病理条件下
才出现, 其产生的
NO不但量大, 而
且作用持久, 对机
体有损害[5-8]. NF-
kB是一种可以调
控多种炎性因子
基因表达的核因
子, 他在急性胰腺
炎急性肺损伤中
的作用已经成为
研究方面的热点.
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摘要
目的: 探讨一氧化氮(NO)在急性重症胰腺炎
急性肺损伤大鼠发病中的作用及肺泡巨噬细
胞核因子-kB(NF-kB)活化的关系. 

方法:  健康雄性S D大鼠随机分为 :  假手术
组、模型组、硝普钠(SNP)组、左旋精氨酸
组、氨基胍组, 每组6只. 经胰管逆行注入去氧
胆酸钠复制大鼠急性重症胰腺炎急性肺损伤
模型. 采用凝胶电泳迁移率方法检测肺泡巨噬
细胞中NF-kB活性, RT-PCR分析iNOS mRNA
的表达, 同时亦检测NO、TNF-a、iNOS的水
平和肺组织病理学的改变. 

结果: 模型组中NF-kB活性、iNOS mRNA表
达及TNF-a、NO、iNOS的含量均显著高于
假手术组(P = 0.02). 肺组织病理学显示严重
损害. NO的供体硝普钠及iNOS选择性抑制
剂氨基胍可降低NF-kB活性(213.47±12.34, 
222.98±17.69 vs  327.13±13.46, P <0.05), 下
调iNOS mRNA表达(SNP: 2.35±0.34 vs  3.1
±0.38, P <0.05)以及T N F-a(0.38±0.034, 
0.45±0.043 mg/L vs  0.76±0.045 mg/L)、
NO(168.2±0.78, 146.4±0.59 mmol/L vs  229.3
±0.98 mmol/L)的水平, 减轻肺组织病理学损
伤. 而左旋精氨酸组则无明显调节作用. 离体
实验结果与体内试验一致.

结论:  外源性N O可抑制N F-k B活化 ,  降低
iNOS mRNA的表达, 进而减少NO、TNF-a的
释放. 同样, 经iNOS选择性抑制剂抑制内源性
NO的产生, 也可控制机体的过度炎症反应. 

关键词: 核因子-kB; 一氧化氮; 急性肺损伤; 急性重

症胰腺炎; 诱生性一氧化氮合酶
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0  引言

NO是一种内皮衍生的血管舒张因子, 他参与细

胞内信号传导, 具有舒张动脉、降低血小板黏

滞性和抗炎作用, 但过量NO及其代谢产物则可

致机体损伤[1-4]. 诱生性一氧化氮合酶(iNOS)属
于NOS的一种, 只有在病理条件下才出现, 其产

生的NO不但量大, 而且作用持久, 对机体有损

害[5-8]. NF-kB是一种可以调控多种炎性因子基因

表达的核因子, 他在急性胰腺炎急性肺损伤中
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的作用已经成为研究方面的热点[9-12]. 故我们分

别从离体细胞和大鼠模型两方面, 观察外源性

NO、NO的前体和iNOS选择性抑制剂对NF-kB
活化和相关炎性因子释放的影响, 以进一步探

讨NO调节作用的确切机制, 为临床治疗提供新

的理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 低温冷冻超速离心机, 日本; PCR仪, 美
国; 凝胶扫描分析系统, 美国; 垂直电泳槽、电

泳仪、凝胶干燥仪, 美国BIO-RAO; 电热真空

干燥箱, 日本; 二氧化碳培养箱, 美国; 北京中山

TNF-a放免检测试剂盒; 南京建成NO和NOS检
测盒; 日本Takara公司总RNA提取及PCR扩增试

剂盒, 所用PCR引物由Takara公司合成, iNOS引
物: 5'-GTG TTC CAC CAG GAG ATG TTG-3'(上
游), 5'-CTC CTG CCC ACT GAG TTC GTC-3'(下
游), 扩增产物长576 bp; b-actin引物: 5'-GTT CGC 
CAT GGA TGA CGA TAT C-3'(上游), 5'-GCC 
AGA TCT TCT CCA TGT CGT C-3'(下游), 扩增

产物长265 bp; 二硫苏糖醇(DTT), NP-40, 苯甲基

磺酰氟(PMSF), Sigma公司; P50、P65多克隆抗体

(Santa Cruz USA); [γ-32P]dATP(北京亚辉); 含通用

kB序列的双链寡核苷酸探针: 5'-AGT TGA GGG 
GAC TTT CCC AGG C-3'(P1); 3'-TCA ACT CCC 
CTG AAA GGG TCC G-5'(P2). 核因子-kB活性检

测试剂盒(Promega公司). 
健康SD大鼠, 体质量180-220 g, ♂(由大连

医科大学实验动物中心提供). 随机分为: 假手术

组、模型组、硝普钠组、左旋精氨酸组、氨基

胍组, 每组6只.
1.2 方法

1.2.1 模型制备 参照文献[13]方法进行. 术前

动物禁食12 h, 自由饮水, 用40 g/L水合氯醛

(7.5 mL/kg)腹腔注射麻醉. 无菌条件下, 腹壁正

中切口入腹, 显露出十二指肠乳头开口, 在十二

指肠乳头对侧肠壁插入1 mL小注射器针头经胆

胰管十二指肠乳头开口入胆胰管, 同时在胆管

出肝门处用小动脉夹夹闭, 逆行注入15 g/L去氧

胆酸钠(1 mL/kg), 30 s注完, 对照组则开腹后翻

动胰腺数次, 关腹. 大鼠稍有活动即行治疗, 硝
普钠组、左旋精氨酸组、氨基胍组治疗剂量均

为0.5 mg/100 g. 各治疗组于造模后立即一次和

造模后12 h 2次给药, 24 h后采取标本做病理检

查和各项指标检测. 
1.2.2 造模后大鼠支气管肺泡灌洗分离肺泡巨
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此其作用表现为
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炎症反应过度失
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噬细胞 参照文献[14]方法进行. 大鼠用40 g/L
水合氯醛(7.5 mL/kg, ip)麻醉, 放血活杀, 将
PBS(37℃)进行支气管肺泡灌洗共3次, 4 mL/
次. 收集支气管肺泡灌洗液, 800 r/m i n离心, 
4℃, 10 min. PBS洗涤细胞3次, 悬于DMEM(含
100 mL/L小牛血清)中. 将细胞于24孔培养板, 
培养37℃, 50 mL/L CO2, 1 h, PBS洗涤细胞, 
去除未贴壁的非肺泡巨噬细胞, 换新的无血清

RPMI 1640培养液(贴壁细胞瑞氏染色纯度90%, 
台盼蓝计数活细胞率95%)调至细胞浓度1×
109/L, 孵育箱中培养6 h, 检测上清夜中TNF-a
和NO. 细胞用于检测iNOS、iNOS mRNA及NF-
kB活性. 
1.2.3 离体肺泡巨噬细胞的体外实验 分离纯化的

肺泡巨噬细胞以5×105的细胞浓度, 接种于24孔
培养板. 加入脂多糖(LPS)和各种药物, 分为对照

组、刺激组(LPS 10 mg/L)、硝普钠组(LPS+硝
普钠, 2 mmol/L)、左旋精氨酸组(LPS+左旋精氨

酸, 2 mmol/L)、氨基胍组(LPS+氨基胍, 2 mmol/
L), 于作用后3, 5, 6和24 h分别检测NF-kB活性、

iNOS mRNA含量、TNF-a浓度和NO含量.
1.2.4  RT-P C R  分离后的肺泡巨噬细胞用日

本Takara公司总RNA提取试剂盒提取细胞中

的总RNA, 以紫外分光光度计测定A 260∶A 280

比值, 重复3次, 测得该比值稳定于1.8-2.0, 计
算总RNA浓度. 取1 mg总RNA, 依次加入5×
Buffer(250 mmol/L Tris-HCl, 250 mmol/L KCl, 
20 mmol/L MgCl2, 50 mmol/L DTT), dNTPMix-
ture, AMV, RNAse inhibitor, Random Primer, 以
DEPC水补至总反应体积为20 mL, 逆转录的反

应温度分别为30℃, 42℃和95℃, 反应时间分别

为10, 30, 5 min, 循环一次, 结束反应. 取3 mL反
转录产物, 分别加入dNTP, 20 pmol寡核苷酸引

物, Taq DNA聚合酶, 10×缓冲液, 去离子水补至

15 mL, PCR反应的变性、退火和延伸温度分别

为: 94℃, 55℃和72℃, 反应时间分别为45, 55 s
和1 min, 循环35次后, 72℃延伸10 min. 产物

取10 mL, 8 g/L琼脂糖凝胶电泳. 经凝胶扫描分

析系统行吸光度扫描, 计算iNOS基因表达量与

b-actin表达量的比值.
1.2.5 肺泡巨噬细胞核蛋白的提取 参照文献[15]
方法进行. 倒去细胞培养液, 用PBS洗两次, 用
刮板将细胞刮下, 收集于适当体积离心管, 4℃
离心5 min, 使细胞沉淀, 弃上清, 加入200 mL
冷缓冲液A(10 mmo l/L HEPES-KOH pH 7.9, 
1.5 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L  KCL, 0.5 mmol/L 
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dithiothreitol, 0.2 mmol/L PMSF), 冰浴10 min, 
振荡10 s, 混匀, 离心10 s, 上清即为胞质提取

物, 分装后-70℃保存. 沉淀中加入20 mL冷缓冲

液B(20 mmol/L HEPES-KOH pH 7.9, 250 mL/L 
glycerol, 420 mmol/L NaCl, 1.5 mmol/L MgCl2, 
0.2 mmol/L EDTA, 0.5 mmol/L dithiothreitol, 
0.2 mmol/L PMSF), 冰浴20 min. 4℃离心2 min, 
弃沉淀. 上清即为核提取物, 分装后-80℃保存.
1.2.6 凝胶电泳迁移率实验 参照文献[16]方法进

行. 取2 mL含通用kB序列的双链寡核苷酸探针, 
依次加入[γ-32P]dATP, T4 Polynucleotide kinase 
10×Buffer, T4 Polynucleotide Kinase, Nuclease-
Free Water, 总体积16 mL. 反应10 min后, 通过

G-25 spin-column去除游离的32P. 取5 mg细胞抽

提液, 依次加入电泳5×Buffer、Nuclease-Free 
Water、2 mL标记探针, 在结合缓冲液中充分结

合后, 进行60 g/L非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳, 
电泳结束凝胶在干燥仪中烘干, -80℃放射自显

影24 h. 经凝胶扫描分析系统行吸光度扫描, 计
算核因子-kB的活性值.
1.2.7 TNF-a、NO和iNOS的检测方法 测定采用

放免法, 单位mg/L; NO和iNOS测定采用南京建

成检测试剂盒, 单位mmol/L和mmol/g pro.
统计学处理 数据采用SPSS 10.0统计软件分

析, 以均数±标准差(mean±SD)表示, 各组之间

比较采用方差分析和q检验. 

2  结果

2.1 大鼠外周血、肺泡灌洗液及肺泡巨噬细胞

中TNF-a、NO、iNOS的检测结果 造模后24 h, 
采取标本检测发现, 模型组血清和肺泡灌洗液

中TNF-a、NO及肺泡巨噬细胞内iNOS蛋白水

平显著高于假手术组(P <0.01); 除左旋精氨酸组

外, 分别给予硝普钠和氨基胍治疗后, TNF-a(表
1)、NO(表1)及iNOS蛋白(表3)的表达与模型组

相比明显降低(P <0.05). 同时, 经分离纯化正常

大鼠肺泡巨噬细胞, 并离体培养给予LPS刺激

后, 检测培养上清中TNF-a(表2)、NO(表2)水
平及细胞内iNOS蛋白发现都显著高于对照组

(P <0.01); 除左旋精氨酸组外, 硝普钠和氨基胍

处理组上述炎症介质的表达也都出现不同程度

的减低. 炎症时, 由于诱生性一氧化氮合酶的活

化导致了大量内源性NO的产生, 而后者对机体

有明显的损害作用. 因此, 我们对iNOS mRNA
表达的情况进行了检测. 实验中发现, 模型组和

经体外LPS刺激的肺泡巨噬细胞中iNOS mRNA
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表达比对照组均显著升高(P <0.01); 给予硝普钠

治疗后, 其表达情况受到明显抑制(P <0.05), 而
左旋精氨酸组和氨基胍则没有显著的调节作用

(表3).
2.2 肺泡巨噬细胞中NF-kB活性的检测 众所周

知, 炎症过程中iNOS的表达以及多种细胞因子

的大量产生都是与NF-kB活化密切相关的. 随
后, 应用凝胶电泳迁移率实验的方法我们检测

了NF-kB的活化情况, 证实NF-kB的活性状态与

TNF-a、NO及iNOS的表达呈现明显正相关. 当
给予外源性NO或是iNOS选择性抑制剂氨基胍

后, 上述炎症相关指标均出现不同程度的降低, 
并且在大鼠模型和体外实验都得到了相同的结

论(表4).
2.3 肺损伤的指标 造模后24 h, 采取大鼠肺组织

分别进行肺损伤相应指标的检测和制作石蜡切

片行病理检查. 结果显示, 模型组肺组织病理损

害显著, 肺损伤程度重, 肺间质高度充血, 大部

肺泡间明显增宽, 肺泡腔部分融合成肺大泡, 部
分萎缩: 肺间质大量中性粒细胞浸润, 由以小静

脉和小支气管上皮细胞脱落, 腔内有红细胞, 可
见微血栓形成. 硝普钠和氨基胍治疗后, 可不同

程度的减轻其受损程度(表5)(图1).

3  讨论

目前, 关于NO和NOS在ALI的发病过程中的作
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用尚存争议. 由于NO与损伤机制的多个环节有

关, 因此其作用表现为“双刃剑”[1,2]. 一方面, 
NO具有调节血管张力、炎性细胞与内皮细胞

间的相互作用, 减少血小板聚集, 抑制血小板、

单核细胞、巨噬细胞、中性粒细胞与内皮细胞

的黏附, 还抑制中性粒细胞在肺组织聚集, 维护

肺血管内皮依赖性舒张功能[17-19], 能抑制中性

粒迁移并在减轻急性肺损伤时起有益作用. 但
是, 另有研究发现, 在脓毒血症并发急性肺损

伤时, 许多类型的肺细胞iNOS表达, 产生大量

的NO使肺损伤加重或在肺损伤的发病过程中

起重要作用. 注入iNOS抑制剂可减轻由内毒素

血症导致的肺损伤和微血管渗漏, 因而认为NO
和iNOS是有害的[20-25]. 另据研究表明, 在缺乏

iNOS基因的大鼠肺损伤较轻, 证明由iNOS表达

产生大量的内源性NO是导致肺损伤的主要发

病机制[26-29]. 近来研究揭示了三型NOS的基因

定位, 并提出了由cNOS合成的NO在正常机体

就存在, 主要起生理调节作用, 对机体有益; 而
由炎性因子LPS活化巨噬细胞后产生的iNOS, 
进而合成的大量NO则对机体有害, 可加重肺损

伤[2]. NO是炎症反应中炎性介质瀑布连锁反应

的最终共同介质之一, 也是导致感染性休克的

关键介质. 国外研究表明, 核因子-kB(NF-kB)在
急性肺损伤的发病过程中, 可以启动多种炎性

因子、炎症介质的基因表达, 是全身炎症反应

过度失控的关键环节[30-32]. 
基于以上关于NO作用的不同认识, 我们采

用经胰管逆行注入去氧胆酸钠复制大鼠急性重

症胰腺炎急性肺损伤大鼠模型和经LPS刺激肺

泡巨噬细胞复制离体情况的途径, 并分别给予

NO的供体硝普钠(SNP)、NO的前体左旋精氨

酸(L-Arg)及iNOS选择性抑制剂氨基胍(AG)处
理. 结果发现, 外源性NO可以明显抑制NF-kB
活化、降低iNOS mRNA的表达、减少NO、

■创新盘点
目前关于NO的正
反两方面的认识, 
其原因是由于内
源性与外源性NO
作用的不同而引
起的. 而内、外源
性NO在机体内的
信号识别系统和
信号传导途径也
各不相同, 就决定
了二者功能上的
差异.

    

表 1 造模后大鼠血清和BALF中TNF-a、NO水平

                                                                    TNF-a (mg/L)                                                            NO (mmol/L)

                                                                      血清                     BALF                          血清                             BALF

假手术组 

模型组                           

硝普钠组                      

左旋精氨酸组        

氨基胍组 

组别                                   n

6    0.86±0.13       0.12±0.06            91.75±0.97            464.29±1.32

6                 2.34±0.53b                 1.19±0.13b                308.24±25.20b          720.71±15.68b

6                 1.56±0.42a                              0.46±0.25a                           174.23±3.71a                     592.14±1.72a

6                 2.25±0.62                   1.08±0.21                 286.08±6.25             687.14±7.65

6    1.68±0.37a        0.52±0.32a          185.23±4.58a            542.14±2.58a

aP<0.05 vs 模型组; bP<0.01 vs 假手术组.

    

表 2 离体细胞经LPS刺激后TNF-a、NO水平

组别                           n          TNF-a (mg/L)          NO (mmol/L)

对照组                    6        0.02±0.004          54.7±0.88

刺激组                    6        0.76±0.045b       229.3±0.98b

硝普钠组                6        0.38±0.034a       168.2±0.78a

左旋精氨酸组         6        0.75±0.052        220.5±0.43 

氨基胍组                6        0.45±0.043a       146.4±0.59a

aP<0.05 vs 刺激组; bP<0.01 vs 对照组.

■应用要点
基于此方面的大
量基础及临床研
究, 深入细致地阐
明抑制内源性NO
产生的机体损害
和合理的应用外
源性NO对调节肺
血管张力等的有
益作用机制，将
会成为今后临床
研究的重点和关
键环节.
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图 1 大鼠肺组织病理变化 (HE染色,×10). A: 假手术组; B: 模型组; C: 硝普钠组; D: L-精氨酸组; E: 氨基胍组.

    

表 3 肺泡巨噬细胞中iNOS及iNOS mRNA表达水平

                                                                        iNOS含量                                       iNOS mRNA水平

                                                                       造模后                    离体刺激                         造模后          离体刺激

假手术组/对照组 

模型组/刺激组                           

硝普钠组                      

左旋精氨酸组        

氨基胍组 

组别                                   n

6    3.018±0.019        1.755±0.26            0.851±0.17              0.214 6±0.09

6                 4.329±0.025b          9.89±0.56b                3.1±0.38b                   1.55±0.11b

6                 3.173±0.023a                6.04±0.22a                  2.35±0.34a                  1.07±0.12a

6                 4.063±0.052          9.46±0.35              3.03±0.40                    1.54±0.15 

6    4.151±0.021           9.37±0.13               3.06±0.27                    1.46±0.23 

aP<0.05 vs 模型组/刺激组; bP<0.01 vs 假手术组/对照组.

    

表 4 大鼠肺泡巨噬细胞中NF-kB活性

                                                            NF-kB活性

                                                造模后                  离体刺激

假手术组/对照组  6        45.18±5.32         39.75±10.15 

模型组/刺激组      6      327.13±13.46b    279.40±32.75b

硝普钠组             6      213.47±12.34a    144.52±35.7a

左旋精氨酸组       6      322.48±20.18     274.38±25.1 

氨基胍组             6      222.98±17.69a    146.56±17.2a

aP<0.05 vs 模型组/刺激组; bP<0.01 vs 假手术组/对照组.

组别                        n
    

表 5 大鼠肺组织湿/干比值和肺泡通透性指数的变化

组别                      n      肺组织湿/干比值    肺泡通透性指数

假手术组            6      1.082±0.13    0.294±0.06 

模型组           6      1.931±0.24b    1.177±0.57b

硝普钠组           6        1.73±0.18a    0.515±0.19a

左旋精氨酸组    6      1.925±0.12    1.049±0.26

氨基胍组           6        1.76±0.099a        0.527±0.17a

aP<0.05 vs 模型组; bP<0.01 vs 假手术组.

A B C

D E

TNF-a的释放, 减轻模型大鼠的肺组织的病理

损害. 同时, 外源性NO还可以降低经LPS刺激活

化离体培养肺泡巨噬细胞中的NF-kB活性, 减轻

上述指标的水平. 这说明外源性NO对机体是有

益的. 而且Raychaudhuri et al [33]的研究表明, NO
可以通过多个环节产生影响作用. 本实验中, 给
予iNOS选择性抑制剂氨基胍(AG)后, 可明显抑

制内源性NO的释放, 降低由于内源性NO引发

的NF-kB活化上调. 但氨基胍对iNOS mRNA的

表达无影响, iNOS蛋白的生成也无变化. 说明

氨基胍只能影响经iNOS催化生成的大量NO, 对
iNOS的基因表达无作用, 但由于内源性NO显著

下降, NF-kB的继续活化受到控制, 进而减轻了

肺组织的进一步损伤. 而给予NO的前体左旋精

氨酸后, 由于NF-kB活化导致iNOS mRNA高表

达, 可经iNOS催化生成大量NO, 后者对机体可

■名词解释
急性肺损伤: 是急
性呼吸窘迫综合
征的早期阶段, 其
诊断标准为: 急性
起病; 氧合指数≤

40 kPa(无论PaCO2
是否正常或是否
应用呼气末正压
通气); 肺部X线片
显示有双肺弥漫
性浸润; PCWP≤
18 mmHg或无心
源性肺水肿的临
床证据; 存在诱发
A R D S 的 危 险 因
素. 
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■同行评价
本文方法科学, 统
计学合理, 结果可
靠, 结论合理, 整
篇文章有一定的
独创性和新颖性, 
可读性良好. 

产生过氧化损伤等多种损害, 本实验的结果也

恰恰证实了这一点. 
我们认为, 目前关于NO的正反两方面的认

识, 其原因是由于内源性与外源性NO作用的不

同而引起的. 而内、外源性NO在机体内的信号

识别系统和信号传导途径也各不相同, 就决定

了二者功能上的差异. 那么如何能有效的抑制

内源性NO产生的机体损害和合理的应用外源性

NO对调节肺血管张力等的有益作用将会成为今

后临床研究的重点和关键环节.
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                                                                                                                             •消息•

《世界华人消化杂志》欢迎投稿
                                                                                   

本刊讯 《世界华人消化杂志》2006年重点报道消化内科, 肝、胆、胰、胃肠外科, 介入、中医、中西医结合

治疗, 内镜, 护理, 医学影像, 检验, 预防医学, 误诊误治, 康复, 微创, 肿瘤等相关内容的文章. 欢迎各位踊跃投

稿, 促进我国消化临床研究的快速发展. 为适应我国消化病学研究领域的飞速发展, 从2006-01-01起《世界华

人消化杂志》改为旬刊出版发行, 160页, 每月8、18、28出版.

2006年, 《世界华人消化杂志》在线办公系统正式开通(http://www.wjgnet.com/wjg/index.jsp), 从投稿到出

版所有环节一律在网上实现, 将会大大缩短从投稿到出版的时间.

《世界华人消化杂志》为保证期刊的学术质量, 我们对所有来稿均进行同行评议. 采用匿名方式, 通常每

篇文章邀请3位专家进行同行评议. 至少二位同行评议人通过为录用, 否则为退稿. 每期的最后一页致谢本期所

有的同行评议人(包括退稿). 每期在印刷版和电子版固定位置刊登全体《世界华人消化杂志》的同行评议专

家的名单.

据中国科技期刊引证报告(潘云涛, 马峥著. 北京: 科学技术文献出版社, 2004: 1-304)统计, 《世界华人消

化杂志》2004年发表文章834篇, 地区分布28个, 机构分布255个, 基金论文比43%, 总被引频次3 353次, 影响因

子1.769, 即年指标0.211, 引用期刊数229种, 被引半衰期2.8. 中国科学技术信息研究所每年出版的《中国科技

期刊引证报告》定期公布收录的中国科技论文统计源期刊的10个科学计量指标, 并根据此指标评选出中国百

种杰出学术期刊.《世界华人消化杂志》获得2001年和2003年中国百种杰出学术期刊.

据《中文核心期刊要目总览2004年版》(戴龙基, 蔡蓉华主编. 北京 : 北京大学出版社, 2004: 1-678), 采用

了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录等7个评

价指标, 选作评价指标统计源的数据库有51种, 统计到的文献数量共计9 435 301篇次, 涉及期刊39 893种次.参

加核心期刊评审的学科专家达1 873位. 经过定量筛选和专家定性评审, 从中国正在出版的近1万2千种中文期

刊中评选出1 800种核心期刊.《世界华人消化杂志》入选中文核心期刊要目总览.

《世界华人消化杂志》发表的英文摘要被美国《化学文摘(Chemical Abstracts)》, 荷兰《医学文摘库/医

学文摘(EMBASE/Excerpta Medica)》, 俄罗斯《文摘杂志(Abstracts Journals)》收录. 2005年, 《世界华人消化

杂志》正式向The National Library of Medicine for MEDLINE递交申请, 计划在2006年初进入MEDLINE, 以进

一步实现国际索引.

总之, 《世界华人消化杂志》将始终贯彻质量第一的方针, 满足广大作者和读者的需求. 在此, 我们热烈

欢迎再次投稿.
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Abstract
AIM: To search for molecular tumor markers 
in the peripheral blood from patient with early 
stage of large intestinal carcinoma, and to offer 
early, reliable and simple methods for the early 
diagnosis of large intestinal carcinoma.

METHODS: The expression of CK-20, GST-π, 
hTERT, survivin and skp2 mRNA were detected 
by reverse transcription polymerase chain re-
action (RT-PCR) in the peripheral blood from 
patients with large intestinal carcinoma (n = 28), 
adenoma accompanied by moderate and severe 
atypical hyperplasia (n = 8), adenoma accompa-
nied by light atypical hyperplasia (n = 18), and 
inflammatory polypus (n = 11) as well as normal 
controls (n = 10).

RESULTS: The positive rate of hTERT mRNA 
expression was 82.1%(23/28), 87.5%(7/8), 
27.8%(5/11), 9.1%(1/11), and 10%(1/10) in large 
intestinal carcinoma, adenoma accompanied 
by moderate and severe atypical hyperplasia, 
adenoma accompanied by light atypical hyper-
plasia, inflammatory polypus and normal con-
trols, respectively, and there existed significant 
differences between the former two and the lat-
ter three (P < 0.05). The positive rate of survivin 
mRNA expression was 64.2%(18/28), 50%(4/8), 
and 11.1%(2/18) in large intestinal carcinoma, 
adenoma accompanied by moderate and severe 
atypical hyperplasia, and adenoma accompa-
nied by light atypical hyperplasia, respectively, 
and there was no significant difference between 
the former two, while there existed marked dif-
ferences between and former two and the latter (P 
< 0.05). The expression of survivin mRNA was 
not found in inflammatory polypus and normal 
controls. There were no significant differences 
between all the groups in the expression of 
CK-20, GST-π, and skp2 mRNA (all P > 0.05).

CONCLUSION: It is meaningful to detect the 
expression of hTERT and survivin mRNA in 
peripheral blood using RT-PCR technique for 
early diagnosis of large intestinal carcinoma, 
and hTERT and survivin may be the molecular 
tumor markers for early diagnosis.

Key Words: RT-PCR; Molecular tumor marker; Early 
diagnosis; Peripheral blood; Carcinoma of large in-
testine

Du YJ, Liu XJ, Jin YM, Qu B, Li BJ. Investigation of 
molecular tumor markers in peripheral blood for 
early diagnosis of large intestinal carcinoma patients 
using RT-PCR technique. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(3):280-286

摘要
目的: 探求大肠癌患者早期诊断的外周血分
子标记物, 为大肠癌临床筛查提供早期、可
靠、简便易行的有效方法. 

方法: 采用RT-PCR检测28例大肠癌、8例腺

■背景资料
早期大肠癌预后
较好, 因此, 在无
症状人群中筛检
大肠癌患者, 是大
肠癌重要防治策
略 之 一 .  有 学 者
提 出 ,  在 患 者 外
周血中寻找分子
标记物可能成为
易被接受的大肠
癌早期检测手段. 
本文应用RT-PCR
的 方 法 ,  检 测 大
肠癌患者外周血
中CK-20, GST-π, 
hTERT, Survivin
及Skp2的mRNA
表达, 以探求大肠
癌患者外周血的
早期分子标记物. 
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瘤中重度不典型增生、18例腺瘤轻度不典型
增生、11例炎性息肉患者和10例正常对照者
的外周血中CK-20, GST-π, hTERT, survivin及
skp2的mRNA表达情况. 

结果:  大肠癌、腺瘤中重度不典型增生、

腺瘤轻度不典型增生、炎性息肉组和正常
对照组hTERT mRNA表达的阳性率分别为
82.1%(23/28)、87.5%(7/8)、27.8%(5/11)、
9.1%(1/11)、10%(1/10), 大肠癌组及腺瘤中
重度不典型增生组与其他各组之间差别显著
(P <0.05); survivin mRNA在大肠癌、腺瘤中
重度不典型增生组、腺瘤轻度不典型增生组
的阳性率分别是64.2%(18/28)、50%(4/8)、
11.1%(2/18), 炎性息肉组及正常组未见表达, 
大肠癌组与腺瘤中重度不典型增生组无差别, 
与腺瘤轻度不典型增生组、炎性息肉及正常
组之间差别显著(P <0.05); 而CK-20, GST-π, 
skp2 mRNA在各组之间表达无统计学意义(均
P >0.05).

结论: RT-PCR检测大肠癌患者外周血hTERT, 
survivin mRNA的表达对大肠癌的早期诊断有
意义, 可望成为早期诊断的分子标记物. 

关键词: RT-PCR; 分子标记物; 早期诊断; 外周血; 

大肠癌
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0  引言

大肠癌是人类最为主要的恶性肿瘤之一, 其发

病率呈逐年上升趋势. 早期大肠癌预后较好, 然
而早期大肠癌往往无症状或症状不明显, 易被

忽视. 因此, 在无症状人群中筛检大肠癌, 达到

早发现、早诊断、早治疗, 是大肠癌重要防治

策略之一. 有学者[1]提出, 在患者外周血中寻找

分子标记物可能成为易被接受的大肠癌早期检

测手段. 我们应用RT-PCR的方法, 检测大肠癌

患者外周血中CK-20, GST-π, hTERT, survivin及
skp2的mRNA表达, 以探求大肠癌患者外周血的

早期分子标记物. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2004/2005哈尔滨医科大学附属二

院腔镜中心大肠黏膜活检诊断为: 大肠癌28例
(男20例, 女8例, 平均年龄58.6岁)、腺瘤中重度

不典型增生8例(男5例, 女3例, 平均年龄59岁, 重
度不典型增生3例)、腺瘤轻度不典型增生18例
(男13例, 女5例, 平均年龄56.7岁)、炎性息肉11
例(平均年龄39.7岁)、正常黏膜10例(平均年龄

32岁, 4例健康志愿者, 6例为肠易激综合征患

者), 患者的血样5 mL, 抗凝, 用淋巴细胞分离液

分离单核细胞, 提取总RNA, -70℃保存. 淋巴细

胞分离液为天津市川页生化制品有限公司产品; 
TRIZOL®Reagent购于Gibco BRL公司; 三氯甲

烷、异丙醇分别由北京化工厂和天津市凯通化

学试剂公司提供; dNTP, DNA Marker购自宝生物

工程有限公司; M-MLV Reverse Transcriptase, Tag 
DNA聚合酶为Pramega产品; 引物由上海生工合

成. 仪器包括冰冻高速离心机, PTC-100热循环

仪, GE-100电泳仪, 全自动凝胶成像系统, 紫外分

光光度计等.
1.2 方法

1.2.1 病理分型 腺瘤分级采用Morson提出的3级
分类法即凡腺瘤均有不典型增生, 在此基础上

再分为轻、中、重3级. 轻度不典型增生(Ⅰ级)
以细胞学的异型性为主, 腺管内杯状细胞减少, 
核呈笔杆状, 紧挤, 复层排列, 但高度不超过细

胞的1/2, 腺管稍延长; 中度不典型增生(Ⅱ级)表
现为细胞异型加重并出现组织学异型性, 胞核

复层, 占据上皮细胞的2/3, 细胞顶端仍存在, 腺
管延长并扭曲, 大小不一, 部分可见共壁及背靠

背现象; 重度不典型增生(Ⅲ级)表现为两种异型

均较显著, 胞核复层, 占据整个上皮细胞的胞质, 
杯状细胞罕见或消失, 上皮细胞极性紊乱, 腺管

延长、扭曲、大小不一, 腺管共壁及背靠背多

见, 有的并出现筛状结构. 炎性息肉病理特点为

肉芽组织形成或有炎性细胞浸润, 表面是正常

上皮或再生上皮, 细胞分化良好, 无不典型增生. 
1.2.2 总RNA提取 在经淋巴细胞分离液分离所

得的单核细胞中, 加入1 mL TRIZOL试剂, 按说

明书提取总RNA. 10 g/L琼脂糖凝胶电泳显示

28 s和18 s亚基; 紫外分光光度计测定总RNA含

量及纯度, A 260/A 280比值为1.8-2.0, 说明提取RNA
质量较好. 
1.2.3 cDNA合成 反应体系: 5×Buffer 5 μL, 
dNTP(2.5 mmol/L) 5 μL, OligodT(10 pmol/L) 
1 μL, M-MLV 1 μL, 总RNA 2 μg, DEPC水补足

总体系25 μL; 反应参数: 42℃ 1 h, 70℃ 15 min.
1.2.4 PCR扩增 参照文献[2-6]设计引物, 并在

GenBank上进行核对, 设置b-actin为阳性参照, 
同时设H2O为阴性对照(表1). CK20第1轮PCR、
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GST-π、survivin反应体系: 10×Buffer 2.5 μL, 
dNTP(2.5 mmol/L)2 μL, MgCl2(25 mmol/L) 
2 μL, 上、下游引物(10 pmol/L)各1 μL, Tag 
DNA聚合酶0.5 μL, cDNA 2 μL, 水补足体系

至25 μL; 反应条件: 95℃预变性5 m in, 94℃ 
45 s, 58℃ 45 s, 72℃ 60 s, 32个循环, 72℃ 
7 m in. 取CK20第1轮PCR产物2 μL进行第2
轮反应 ,  体系及条件同上 .  h T E RT反应体系: 
10×Buffer 2.5 μL, dNTP(2.5 mmol/L)2 μL, 
M g C l 2(25  m m o l/L)1.8  μL, 上、下游引物

(10 pmol/L)各0.75 μL, Tag DNA聚合酶0.4 μL, 
cDNA 2 μL, 水补足体系至25 μL; 反应条件: 
95℃预变性5 min, 94℃ 45 s, 60℃ 45 s, 72℃ 
60 s, 32个循环, 72℃ 7 min. skp2、b-actin反
应体系: 10×Buffer 2.5 μL, dNTP(2.5 mmol/L) 
2 μL, MgCl2(25 mmol/L)2 μL, 上、下游引物

(10 pmol/L)各1 μL, Tag DNA聚合酶0.5 μL, 
cDNA  2 μL, 水补足体系至25 μL; 反应条件: 
95℃预变性5 m in, 94℃ 1 m in, 55℃ 1 m in, 
72℃ 2 m in, 35个循环, 72℃ 10 m in. 产物于

20 g/L琼脂糖凝胶电泳, 溴化乙锭染色(10 mg/L)
后, 通过凝胶成像系统对目的电泳条带进行分析.

统计学处理 所有数据采用SPSS 10.0软件处

理, 采用χ2检验. 

2  结果

2.1 外周血CK20 mRNA表达 大肠癌组阳性率

为89.3%(25/28), 腺瘤中重度不典型增生组阳性

率75%(6/8), 腺瘤轻度不典型增生组阳性率为

61.1%(11/18), 炎性息肉阳性率为63.6%(7/11), 
正常组2例表达(P >0.05)(表2, 图1, 2).
2.2 外周血GST-π mRNA表达 大肠癌组阳性率

为75%(21/28), 腺瘤中重度不典型增生组阳性

率是62.5%(5/8), 腺瘤轻度不典型增生组阳性率

66.7%(12/18), 炎性息肉组54.5%阳性, 正常组

40%表达(P >0.05)(表2, 图3).
2.3 外周血hTERT mRNA表达 28例大肠癌患

者有23例外周血hTERT mRNA表达, 阳性率

为82.1%; 腺瘤中重度不典型增生组阳性率为

87.5%(7/8); 腺瘤轻度不典型增生组和炎性息肉

组阳性表达率分别是27.8%、9.1%; 正常组有1
例表达. 大肠癌组及腺瘤中重度不典型增生组

与其他各组之间差别显著(P <0.005)(表2, 图4).
2.4 外周血survivin mRNA表达 大肠癌组阳性率

是64.2%(18/28); 腺瘤中重度不典型增生组有4
例表达survivin mRNA, 阳性率50%; 腺瘤轻度不

典型增生组阳性表达率为11.1%, 炎性息肉组及

正常组未见表达, 经统计学分析大肠癌组与腺

瘤中重度不典型增生组无差别, 与腺瘤轻度不

典型增生、炎性息肉及正常组之间有差别(表2, 
图5).
2.5 外周血skp2 mRNA表达 本次实验有53.6%大

肠癌患者外周血表达skp2 mRNA, 腺瘤中重度

不典型增生及腺瘤轻度不典型增生组阳性率分

图 1 b-actin.

图 2 CK20 mRNA表达. 1: Marker; 2, 3, 4: 大肠癌患者.

    

表 1 扩增基因序列

                                                                       扩增片断

                                                                                          长度 (bp)

CK20    A: 5'-CAGACACACGGTGAACTATGG-3'         370

             B: 5'-GATCAGCTTCCACTGTTAGACG-3'

             C: 5'-CTGTTTGTTGGCAATGAGAAAATGG-3' 303

             D: 5'-GTATTCCTCTCTCAGTCTCATACT-3' 

GST-π  F: 5'-CAGGAGGGCTCACTCAAAG-3'              354

             R: 5'-CAGGTTGTAGTCAGCGAAG-3'         

hTERT  F: 5'-TTCCTGCACTGGCTGATGAGTGT-3'       329

             R: 5'-CGCTCGGCCCTCTTTTCTCTG-3'         

survivin F: 5'-GGACCACCGCATCTCTACAT-3'             350

             R: 5'-GCACTTTCTTCGCAGTTTCC-3'         

skp2     F: 5'-AGTCTCTATGGCAGACCTTAGACC-3'    500

             R: 5'-TTTCTGGAGATTCTTTCTGTAGCC-3'         

b-actin F: 5'-CGAGAAGATGACCCAGATCA-3'            240

             R: 5'-AGGGGCCGGACTCGTCATAC-3'

基因                        引物序列

1       2       3       4

250 bp 240 bp

250 bp

1      2      3     4

303 bp
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别是37.5%、33.3%, 炎性息肉患者和正常人阳

性表达率为27.3%和30%(P >0.05)(表2, 图6).

3  讨论

大肠癌的发生、发展是一个多步骤、多阶段演

进的复杂过程. 国内外学者[1,7,8]证实在这个过程

中伴随着外周血的某些基因表达的变化, 并认

为在大肠癌形成过程中这可能是一个早期事件, 
对大肠癌的早期诊断有重要意义. 应用RT-PCR
可扩增出肿瘤细胞“标志性”靶RNA. 因此, 选
择适当的靶RNA是决定检测结果是否准确可靠

的重要因素. 作为肿瘤细胞“标志”的靶RNA
应具有肿瘤特异性或组织特异性. 

细胞角蛋白(cytokeratins, CKs)是分布于上

皮细胞的中间纤维, 包含多个成员, CK20 mRNA
作为一种组织特异性基因, 首先被Soeth et al [9]

用于检测大肠癌患者骨髓的癌细胞, 且证明具

有高度特异性. Funaki et al [10]以CK20 mRNA为

靶基因检测外周血中的大肠癌细胞, 认为有较

高的灵敏度. Zhang et al [11,12]通过RT-PCR测定了

58例大肠癌和47例胃癌患者外周血, 结果单次

实验CK20 mRNA阳性率分别为44.8%(26/58)
和42.6%(20/47), 重复实验阳性率提高到69.0%
和74.5%, 而6例正常人外周血未见表达, 认为

用RT-P C R检测外周血胃肠道肿瘤细胞C K20 
m R N A表达是敏感的、特异的、方便和可靠

的, 具有重要的临床意义. 然而, 我们的实验结

果是大肠癌患者外周血CK20 mRNA阳性率为

89.3%(25/28), 腺瘤中重度不典型增生阳性率

75%(6/8), 腺瘤轻度不典型增生组和炎性息肉组

阳性率为61.1%和63.6%, 正常组有2例表达, 并
且排除了实验本身问题的干扰. 大肠癌组CK20 
mRNA表达与腺瘤中重度不典型增生、腺瘤轻

度不典型增生及炎性息肉组之间没有明显差别, 

图 3 GST-π mRNA表达. 1: Marker; 2, 3: 正常组; 4: 大肠癌组.

图 4 hTERT mRNA表达. 1, 2: 大肠癌; 3: 高级别腺瘤; 4, 5: 

低级别腺瘤; 6: 炎性息肉; 7: Marker.

图 5 survivin mRNA表达. 1: Marker; 2, 3, 4, 5: 大肠癌. 

图 6 skp2 mRNA表达. 1: Marker; 2, 3, 4: 大肠癌.

    

表 2 外周血mRNA表达情况

                                               CK20    GST-π                      hTERT                    survivin                     skp2

分组                                         n    阳性数   阳性率   阳性数   阳性率      阳性数   阳性率    阳性数  阳性率     阳性数   阳性率

                                                                         (％)                        (％)                           (％)                          (％)                         (％)

大肠癌                            28       25       89.3        21         75            23         82.1         18        64.2         15        53.6

腺瘤中重度不典型增生         8         6        75            5         62.5           7         87.5           4        50              3        37.5

腺瘤轻度不典型增生          18        11       61.1        12         66.7           5         27.8           2        11.1           6        33.3

炎性息肉                            11         7        63.6          6          54.5            1           9.1           0          0              3 27.3

正常                            10         2  20            4          40              1         10              0          0              3 30

250 bp

1      2       3      4

354 bp

250 bp329 bp

1   2   3   4   5   6   7

250 bp
350 bp

1     2    3     4     5

250 bp

500 bp

1      2       3      4 
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与正常组间有差别. 我们认为CK20作为大肠癌

分子标记物的证据不够充分, 但对大肠癌及增

生性疾病的监测尚有一定意义. Bustin et al [13]检

出健康志愿者, 肠道良性疾病患者和大肠癌患

者术前及术后外周血CK20 mRNA全部阳性表

达, 因此, 得出CK20作为大肠癌患者监测的分子

标记是无意义的, 也不足以成为肠组织特异性

指标物的结论. Schuster et al [14]也提出还不能满

意区分CK20 mRNA标记信号是来自于肿瘤细胞

还是发自血液系统那些非正常转录的造血细胞, 
那些被分析的循环肿瘤细胞标记物的单一拷贝

数是不足以检测到的, 或更大可能末梢血是不

适合检测结肠癌肿瘤细胞的. 
谷胱甘肽 - S -转移酶 ( g l u t a t h i o n e - S -

t r a n s f e r a s e,  G S T)是机体中催化谷胱甘肽

(glutathione, GSH)与亲电子物质结合的一类酶

系, GST-π被认为与肿瘤关系最密切. 研究显示[15]

伴有不典型增生的大肠腺瘤及大肠癌组织中

GST-π表达明显高于腺瘤和息肉组, 说明随着

肠腺上皮细胞的增生和异型性的明显, 组织内

GST-π也逐渐升高, 认为GST-π是一种较好的肠

癌及癌前病变标志物. 有学者[16]发现GST-π蛋
白表达在大肠正常黏膜、移行黏膜(transitional 
mucosa, TM)、癌组织有递增趋势, 可见GST-π
对大肠癌早期诊断的意义. 一般认为GST-π含量

增高与转录水平mRNA表达增高有关, GST-π受
基因控制, 当致癌物作用于机体细胞引起细胞

变异时, 同时诱导GST-π基因表达, 表明GST-π的
表达在转录发生起始阶段就已决定, 故可作为

早期癌变的标志酶[17]. 龙延滨 et al [18]用比色法对

结肠癌患者外周血淋巴细胞内GST活性进行测

定, 结果表明结肠癌患者外周血淋巴细胞内及

癌组织内GST活性不仅较正常组织明显升高, 而
且淋巴细胞内与癌组织内GST活性变化呈正相

关. 我们用RT-PCR检测大肠癌患者外周血GST-π 
mRNA表达, 阳性率较其他各组高, 但没有明显

差别. 可是, 我们发现正常组4例阳性表达的PCR
产物条带强度较弱, 设想应用定量PCR是否有意

义将有待进一步研究. 由于GST-π在体内广泛存

在, 缺乏器官组织特异性, 也使在大肠癌诊断中

的应用受到限制. 
端粒酶(te lomerase)是一种核糖核蛋白复

合体, 由RNA单链和结合的蛋白成分共同构成, 
能以其自身RNA为模板合成端粒的DNA重复

序列, 本质属逆转录酶. 人端粒酶至少由3个亚

单位组成, 即端粒酶RNA(hTR)、端粒酶相关

蛋白(telomerase associated protein 1, TP1)和端

粒酶催化活性亚单位(human telomerase reverse 
transcriptase, hTERT). 细胞永生化是肿瘤发生

的基础, 引起肿瘤无限增殖的关键是端粒酶的

上调和再表达, 而hTERT被认为是端粒酶活性

的限制性因素[19-21]. 国内外研究表明, 端粒酶活

力的出现与hTERT的表达有一个近乎平行的关

系[22-25]. 近年实验显示, hTERT与消化道肿瘤关

系密切, 并且在癌前病变、癌组织中的表达呈

递增趋势, 因此, 推断hTERT的表达是消化道黏

膜癌变过程中的早期事件[26-29]. Lledo et al [30]应

用qRT-PCR(real-time quantitative RT-PCR)对50
例大肠癌患者和50例健康志愿者外周血血浆

hTERT基因表达进行定量分析, 结果差异显著. 
此方法用于结直肠癌患者检测的敏感性和特异

性分别是98%和64%. 这为结直肠癌的非侵入性

诊断提供了新方法. Shin et al [31]用RT-PCR在胃

癌患者外周血中检测hTERT mRNA表达, 同样

认为外周血hTERT mRNA可以作为胃癌诊断的

分子标记物. 本组研究显示, 大肠癌及腺瘤中重

度不典型增生患者外周血hTERT mRNA的表达

明显高于腺瘤轻度不典型增生、炎性息肉和正

常组, 而两者之间没有差别. hTERT mRNA在腺

瘤轻度不典型增生组中已有增高, 在腺瘤中重

度不典型增生中明显高表达, 进一步证实这是

大肠癌发生过程中的一个极早事件. 我们的结

论是RT-PCR检测外周血hTERT mRNA表达对大

肠癌早期诊断有意义. 我们知道, 在正常人造血

细胞及淋巴细胞有一定量的hTERT mRNA表达, 
因此, 作为大肠癌细胞分子标记物的证据还不

够充分. 
生存素(surviv in)是新近发现的一种细胞

凋亡抑制因子, 主要分布于胚胎及分化未成熟

的组织中, 在成人体内除胸腺、生殖腺中有微

量表达外, 所有分化成熟的组织, 包括外周血

白细胞、淋巴结均无表达. 学者应用免疫组化

和PCR检测常见肿瘤的survivin表达, 发现基本

存在肿瘤特异性表达的特点, 在恶性肿瘤组织

中survivin表达的阳性率为34%-100%不等[32,33]. 
survivin的表达在大肠癌的发生中有一定作用, 
同时, 也与Ⅰ-Ⅲ期大肠癌患者的生存状态显著

相关[34]. 我们观察了28例大肠癌患者, 有18例外

周血表达survivin mRNA , 阳性率为64.2%; 腺瘤

中重度不典型增生组有50%阳性; 腺瘤轻度不典

型增生组阳性率是11.1%; 而炎性息肉组及正常

组无survivin mRNA表达, 经统计学分析大肠癌
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组与腺瘤中重度不典型增生组无差别, 与腺瘤

轻度不典型增生组、炎性息肉及正常组之间差

别显著. Kawasaki et al [35]对直肠组织从增生到癌

变不同时期标本的survivin表达情况进行研究, 
结果发现增生息肉、低度增生不良性腺瘤、高

度增生不良性腺瘤、腺癌的survivin表达阳性

率分别为0, 2.3%, 52.4%, 63.3%. 可见, survivin
在癌组织中的表达是一个渐进的过程, 随着肿

瘤细胞恶性程度的增加, 其表达也逐渐升高, 说
明survivin具有对肿瘤进行早期诊断的潜在价

值. 董燕 et al [36]发现在人外周血活化淋巴细胞有

survivin基因的转录激活. 那么, 本组实验大肠癌

患者外周血高表达的survivin mRNA是来自于循

环肿瘤细胞, 还是来自于肿瘤患者免疫机制启

动后被活化的淋巴细胞, 需要进一步验证. 
细胞S期激酶相关蛋白2(S-phase k inase 

associated protein 2, skp2)作为人类F-box蛋白家

族的一员, 在许多细胞周期调控因子的泛素依

赖蛋白水解途径中起到特异性识别底物的作用, 
从而参与细胞周期的调控. 目前国内外许多研

究都发现恶性肿瘤组织中skp2的表达呈不同程

度增高, 且与肿瘤的发生、发展及预后密切相

关[37,38], 有癌基因的潜能. 我们在前期工作中发

现, 大肠癌组织中skp2蛋白及mRNA表达增高. 
此次实验, 在大肠癌患者外周血中skp2 mRNA
的表达增高不明显, 正常人外周血中亦有表达, 
可能是维持正常细胞生物学功能所需. 

在大肠癌患者外周血中寻找分子生物学

标记物是一项困难而有实际意义的工作. 我们

通过实验初步认为, 利用RT-PCR检测外周血

hTERT和survivin mRNA的表达对大肠癌的早期

诊断有意义. 但hTERT和survivin能否成为大肠

癌早期诊断的分子生物学标记物将有待进一步

研究.
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Abstract
AIM: To investigate the association of gene 
polymorphism of tumor necrosis factor-alpha 
(TNF-α) 308, lymphotoxin-alpha (LT-α) with H 
pylori infection in Han Chinese in central China.

METHODS: Specific polymerase chain reaction 
and restriction fragment length polymorphism 
(RFLP) were used to detect the genotypes of leu-
kocyte genome DNA, TNF-α 308 and LT-α gene 
in the peripheral blood of 264 healthy volunteers 
from Wuhan, China. H pylori infection status 
was determined by a validated serological test.

RESULTS: The positive rate of H pylori infection 
was 62.1%(164/264) in the healthy volunteers. 
There was no significant difference in allele fre-
quencies of TNF-α 308, LT-α AspHⅠ, and LT-α 

NcoⅠ between H pylori positive and negative 
group. In comparison with Spanish Caucasian, 
the frequency of TNF-α 308 allele was not sig-
nificantly different in Chinese, but the allele 
frequencies of LT-α AspHⅠ GG and NcoⅠ AA 
were markedly lower (P < 0.000 1, OR = 0.207, 
95%CI: 0.104 6-0.409 6; P = 0.000 1, OR = 0.396 3, 
95%CI: 0.247 1-0.635 7). However, the frequen-
cies of LT-α AspHⅠ CC and NcoⅠ GG were 
notably higher (P = 0.005 7, OR = 2.043, 95%CI: 
1.241-3.366; P = 0.000 4, OR = 3.644, 95%CI: 
1.677-7.915).

CONCLUSION: The polymorphisms of TNF-α 
308, LT-α NcoⅠ, and LT-α AspHⅠ are not corre-
lated with the susceptibility of H pylori infection 
in healthy Han Chinese in central China.

Key Words: Tumor necros i s Fac tor-a lpha; 
Lymphotoxin-α; Helicobacter pylori ; Gene polymor-
phism

Li L, Xia B, Li C. No Association between polymorphism 
of tumor necrosis factor gene and helicobacter pylori 
infection in Han Chinese in central China. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(3):287-292

摘要
目的: 探讨肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor, TNF-α)和淋巴毒素-α(lymphotoxin-α, 
LT-α, 即TNF-b)基因多态性与国人幽门螺杆
菌(H pylori )感染的相关性, 探讨宿主遗传因素
对H pylori感染易感性的相关性. 

方法: 采用序列特异性聚合酶链式反应方法
分析264例武汉健康正常人外周血白细胞基
因组DNA、TNF-α 308、LT-α Nco Ⅰ、LT-α 
Asp HⅠ基因多态性. 

结果:  健康正常人H p y l o r i 阳性率62.1% 
(164/264), T N F-α 308、LT-α A s p HⅠ、

LT-α Nco Ⅰ基因多态性在H pylori 感染组(即
H pylori +组)和无H pylori感染组(即H pylori -

组)间分布无显著性差异. 中国人TNF-α 308
的基因型和等位基因频率分布与西班牙高
加索人接近, 但LT-α Asp HⅠ GG型明显低
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■背景资料
H pylori 自发现以
来受到了多方面
的关注, 其与胃癌
之间的密切相关
性已得到各界承
认 .  虽 然 全 球 有
超过50%的人有
H pylori 感染, 但
是仍然存在非感
染者, 或者是一些
人在经过H pylori
根除治疗后很快
又出现再次感染
或H py lo r i 的复
燃 .  这 些 现 象 都
提醒我们: 是否H 
pylori 感染存在着
易感人群？

      这一观点近年
来得到了相关文
献的支持, 如本文
参考文献7, 8, 9, 
21等. 故本次研究
为受此启发, 进而
研究健康志愿者
中其TNF基因多
态性与H pylori 感
染之间是否存在
相关性. 人SNP位
点众多, 本次研究
只为初步的研究
和为将来的深入
研究提供参考信
息. 不足之处请各
位专家指点.

®



于高加索人(P <0.000 1, OR = 0.207, 95%CI: 
0.104 6-0.409 6), 而CC型却显著高于对方(P  
= 0.005 7, OR  = 2.043, 95%CI: 1.241-3.366); 
LT-α NcoⅠ GG型比高加索人明显增高(P  = 
0.000 4, OR  = 3.644, 95%CI: 1.677-7.915), AA
却低于高加索人(P  = 0.000 1, OR = 0.396 3, 
95%CI: 0.247 1-0.635 7).

结论: 中国人TNF-α 308、LT-α NcoⅠ、LT-α 
AspHⅠ基因多态性与H pylori的感染无相关性. 

关键词: 肿瘤坏死因子-α; 淋巴毒素-α; 幽门螺杆

菌; 基因多态性

李岚, 夏冰, 李春. 国人肿瘤坏死因子的基因多态性与H pylori感

染无相关性. 世界华人消化杂志  2006;14(3):287-292
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter Pylori , H pylori )感染

作为慢性胃炎、消化性溃疡的主要病因已经得

到医学界的认可, 与胃癌及胃黏膜相关淋巴瘤

的关系也引起广泛关注[1,2]. 大多数研究均支持

H pylori感染与胃癌发生率之间存在显著的相关

性, 并可促进胃癌的发生发展[2-6]. H pylori的感染

率在发展中国家和发达国家间存在着差异, 并
且不同种族、出生地方或社会经济地位的人感

染情况也不同. 另外, 即使暴露相同的H pylori水
平仍然存在非感染者[7], 这提示H pylori感染除

了可能与细菌数量、毒力以及环境因素有关外, 
与宿主的易感性、胃肠黏膜内环境也可能存在

一定的关系. 近年来有研究发现人类干扰素g受

体和白细胞介素1基因多态性可影响H pylori感
染[8,9], 提示H pylori感染可能存在遗传易感性. 

肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor, TNF)
是体内具有多种生物活性的促炎细胞因子, 与
抗感染、抗肿瘤以及参与免疫激活等有关 . 
TNF包括肿瘤坏死因子-α(TNF-α)和淋巴毒素

α(lymphotoxin α, LT-α, 亦称TNF-b)2型. 已有报

道TNF-α的表达或产量受到TNF基因多态性的

影响以及基因转录水平的调控[10-13], 然而, 鲜见

TNF基因多态性与H pylori感染的相关性研究. 
TNF基因位于HLA Ⅲ类区域, 长约750 kb, 其中

启动子-308位点A/G置换研究的最多. Yea et al [14]

研究显示TNF-α 308等位基因A与H pylori  CagA
感染有关. 故我们此次随机选取了部分武汉地

区健康人群做为我们的研究对象来探讨我国汉

族人TNF基因多态性与H pylori感染易感性之间
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是否存在相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 随机选取自武汉大学中南医院正常健

康体检者264例, 男180例, 女84例, 平均年龄48.1
±12.4岁. 均为无血缘关系的湖北汉族人, 没有

胃肠疾病史. 抽取静脉EDTA抗凝血4 mL, 蛋白

酶K消化, 常规氯仿/酚法抽提基因组DNA. 所
有研究对象均采用酶联免疫吸附试验(enzyme-
linked immunosorbent assay, ELISA), 检测H 
pylori感染, Dtect-ELISA试剂盒由香港大学玛利

亚医院惠赠.
1.2 方法 TNF基因型检测:[15] TNF-α 308 PCR
扩增引物TNF-α(+)5'-AGGCAATAGGTTTT-
GAGGGCCAT-3', TNF-α(-)5'-TCCTCCCT-
G C T C C G AT T C C G-3 ' (g e n b a n k n u m b e r 
AY274901). 扩增条件: 94℃预变性5 min; 94℃
1 min, 58℃ 1 min, 72℃ 1 min, 共33个循环; 继
后72℃延伸5 min. 取10 mL PCR扩增产物, 加
入66.68 nkat NcoⅠ限制性内切酶, 37℃水浴

消化4 h. 消化产物用80 g/L聚丙烯酰胺凝胶

电泳, 硝酸银染色. PCR扩增产物经标准分子

质量检测, 证实为107 bp. 经NcoⅠ酶切后形成

87 bp和20 bp二个片段, 为TNF-α 308 G/G纯

合子; 107 bp产物片段未被酶切, 为TNF-α 308 
A/A纯合子; 酶切后形成107 bp, 87 bp和20 bp
三个片段, 为TNF-α 308 G/A杂合子(图1). LT-α 
PCR引物LT-α(+)5'-CCGTGCTTCGTGCTTTG-
GACTA-3', LT-α(-)5'-AGAGCTGGTGGGGA-
CATGTCTG-3'(genbank number M55913). 扩增

条件: 94℃ 5 min; 94℃ 1 min, 60℃ 1 min, 72℃ 
1 min总共33个循环; 72℃ 5 min. 取10 mL PCR
扩增产物, NcoⅠ多态性用66.68 nkat NcoⅠ限

制性内切酶37℃消化4 h, A s p HⅠ多态性用

66.68 nkat Bsi HKA1内切酶(Asp HⅠ酶的同工

酶)65℃消化4 h. 消化产物用20 g/L琼脂糖凝胶

电泳, 溴化乙锭染色, 在紫外线检测仪下观察. 阳
性DNA由荷兰阿姆斯特丹自由大学惠赠. PCR
扩增产物为740 bp, 经NcoⅠ酶切后形成555 bp
和185 bp二个片段, 为LT-α NcoⅠ*G/G 纯合子; 
740 bp产物片段未被酶切, 为LT-α NcoⅠ*A/A
纯合子; 酶切后形成740 bp, 555 bp和185 bp三
个片段, 为LT-α NcoⅠ*G/A杂合子. 扩增产物经

Bsi HKA1酶切后, 形成425 bp和315 bp二个片段, 
为LT-α Asp HⅠ*G/G 纯合子; 仅740 bp一个片段, 
为LT-α Asp HⅠ*C/C纯合子; 酶切后形成740 bp, 
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■创新盘点
本文通过对武汉
地 区 汉 族 人 群
TNF基因多态性
的检测, 发现其与
H pylori 感染无相
关性.



425 bp和315 bp三个片段, 为LT-α Asp HⅠ*G/C
杂合子(图2).

统计学处理  数据输入SPSS 11.5统计软

件包, 组间基因型、等位基因频率以及基因携

带者频率比较采用c2检验和精确概率法检验. 
P <0.05认为有统计学意义.

2  结果

H pylori +组和H pylori -组TNF-α 308、LT-α Nco
Ⅰ、LT-α A s p HⅠ基因型和等位基因频率组

间比较没有显著性差异, 这3个位点的基因多

态性与H p y l o r i 的感染不存在基因连锁关系

(TNF-α 308GG、GA、AA基因型H pylori +组

和H pylor i -组组间比较, P值分别为: 0.460 0, 
0.259 0, 0.527 6; LT-α NcoⅠ GG、GA、AA基
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因型H pylori +组和H pylori -组组间比较, P分别为

0.168 48, 0.769 8, 0.952 6; LT-α Asp HⅠ GG、

GC、CC基因型H pylori +组和H pylori -组组间比

较, P值分别为1.0, 0.899 1, 0.898 4)(表1). H py-
lori +组和H pylori -组TNF-α 308、LT-α NcoⅠ、

LT-α Asp HⅠ基因携带者组间比较没有显著性

差异(TNF-α 308 c2 = 0.293 7, P = 0.587 9; LT-α 
NcoⅠ c2 = 0.011 34, P = 0.915 2; LT-α Asp HⅠ c2 

= 0.000 197 1, P = 0.974 5)(表2). 湖北武汉汉族

人群LT-α NcoⅠ GG型比高加索人明显增高P = 
0.000 4, OR : 3.644, 95%CI: 1.677-7.915, AA型却

显著低于对方P = 0.000 1, OR = 0.396 3, 95%CI: 
0.247 1-0.635 7; 湖北武汉汉族人群中LT-α Asp H
ⅠGG型明显低于高加索人P<0.000 1, OR = 0.207, 
CI: 0.104 6-0.409 6, CC型却显著高于对方P = 
0.005 7, OR = 2.043, 95%CI: 1.241-3.366 (表3).

3  讨论

H pylori感染是胃癌的主要病因之一, 研究证明

H pylori的感染率与社会经济地位是密切相关的. 
发达国家的感染率明显低于发展中国家, 其成人

的感染率<40%[16]. 我国的H pylori平均感染率为

58.07％, 其中10-20岁者平均感染率为50％[17], 上

www.wjgnet.com
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图 1 TNF-α酶切产物80 g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳. M: PBR 

322 DNA/MSPⅠ Marker (Sabc); 1: TNF-α未被酶切的原产

物; 2: TNF-α NcoⅠ A/A纯合子; 3: TNF-α NcoⅠ G/G纯

合子 ; 4: TNF-α NcoⅠ G/A 杂合子.

图 2 LT-α酶切产物80 g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳. M: 100 

bp DNA Ladder (Sabc); 1: LT-α NcoⅠG/G纯合子; 2: LT-α 

Nco ⅠG/A杂合子; 3: LT-α Nco ⅠA/A纯合子; 4: LT-α 

AspHⅠC/C纯合子; 5: LT-α AspHⅠG/G纯合子; 6: LT-α 

AspHⅠG/C杂合子; 7: LT-α PCR产物.

    

表 1 H pylori 感染组和非感染组TNF-α 308、LT-α Nco Ⅰ和Asp HⅠ基因型、等位基因频率分布 n (%)

                                    TNF-α 308                                        LT-α Nco Ⅰ                                              LT-α Asp HⅠ

                                           基因型频率      等位基因频率         基因型频率         等位基因频率             基因型频率         等位基因频率

                                     G/G      G/A   A/A        G        A        G/G     G/A     A/A           G          A        G/G   G/C       C/C          G          C

H pylori + n = 164   144(88) 18(11) 2(1) 306(93) 22(7)  41(25) 76(46) 47(29) 158(48) 170(52)  10(6) 81(49) 73(45) 101(31) 227(69)

H pylori - n = 100     84(84) 16(16) 0(0) 184(92) 16(8)  22(22) 49(49) 29(29)   93(54) 107(46)    6(6) 51(51) 43(43)  63 (32) 137(68)

合计              228       34       2                63     125       76                        16   132     116

    

表 2 H pylori 感染组和非感染组TNF-α 308、LT-α Nco Ⅰ
和Asp HⅠ等位基因携带者频率分布 n

        TNF-α 308         LT-α Nco Ⅰ    LT-α Asp HⅠ

                         G携   A携         G携   A携           G携   C携

                           带者 带者         带者 带者         带者  带者

H pylori +组       162    20          117  123         91    154

H pylori -组       100    16  71    78         57      94

107 bp
  87 bp

740 bp
585 bp

155 bp

740 bp
425 bp
315 bp

   1  2   3   M   4    5   6  7M   1   2   3   4

■应用要点
本文虽然没有提
供任何阳性研究
结 果 ,  但 是 他 有
可能为我们将来
研究H py lo r i 的
感染提供了一个
线 索 ,  和 为 我 们
将来进一步寻找
其他的SNP位点
分析提供参考信
息.
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海地区人群中H pylori感染率为66.4％[18]. 
H pylori的持续感染与机体细胞因子的基

因多态性密切相关[19]如: IL-1A, IL-1B, IL-1RN, 
IL-8, IL-10, TNF-α和TNF-b等, 并有报道指出

TNF基因多态性不仅与H pylori感染有关[20], 而
且与胃癌亦存在相关性[21]. 

TNF包括TNF-α和LT-α, LT-α是主要由淋巴

细胞合成和分泌的一种细胞因子, 可作用于血

管内皮细胞, 诱导释放炎症递质, 提高黏附分子

表达, 可增强T淋巴细胞产生细胞因子, 促进B淋
巴细胞产生抗体, 增加HLA-Ⅰ、Ⅱ类抗原表达, 
具有广泛的诱导炎症和调节免疫功能. 

TNF-α是一种具有重要免疫调节功能、参

与炎症反应的细胞因子. H pylori感染导致慢性

胃炎黏膜TNF-α水平上升, 与胃炎活动性和黏膜

中性粒细胞的浸润有关. 在宿主抵抗微生物(如: 
H pylori )感染的过程中, TNF是重要的保护因素, 
因为胃酸分泌降低, 胃内pH降低有利于消除H 
pylori的感染, 而泌酸黏膜的炎症是引起酸分泌

减低的主要因素[22], 其原因在于当H pylori感染

胃黏膜时, 活跃的炎症反应使IL-1-B和TNF-α分
泌增加, 炎症反应尤其是胃体的炎症反应和此

两种细胞因子均有抑制胃酸分泌的特性[23-26]. 
我们分析了湖北省武汉市264名汉族健康

体检者外周血白细胞TNF-α 308、LT-α Nco
Ⅰ、LT-α Asp HⅠ基因表型分布, 发现武汉地区

健康汉族人无论是TNF-α 308或LT-α NcoⅠ或

LT-α Asp HⅠ位点的基因多态性在H pylori +和H 
pylori -组分布的均无显著性差异. 说明中国正常

人中H pylori感染与以上3个位点基因的多态性

可能不存在基因连锁关系. 中国汉族与西班牙

高加索健康正常人[27]就以上3个位点的多态性

分布进行比较. 我们发现TNF-α 308位点3种基

因型在两人种中的分布无显著性差异. 中国人

群TNF-α 308 A等位基因频率为7%, 与西班牙

高加索人 [27](9%)、韩国人群 [28](7%)在该等位

基因频率分布上无显著性差别 ,  但与巴西人
[29](10.89％)在该等位基因频率分布上存在显著

性差异; 湖北武汉汉族人群中的LT-α Asp HⅠ位

点GG型明显低于高加索人[16], 而CC型却显著高

于对方, GC型在二者分布无显著性差异; 对于

LT-α NcoⅠ位点, 杂合子分布在二者分布基本接

近(0.473/0.416), GG型比高加索人[27]明显增高, 
AA型却显著低于对方. 

我们研究中发现武汉正常人群中T N F-α 
308、LT-α NcoⅠ和LT-α Asp HⅠ位点多态性与

H pylori的感染间无相关性, 我们分析原因有如

下可能: (1)样本选取的偏倚, 我们选取的为武

汉市汉族人, 为一个地区的一个民族, 可能出现

了假阳性结果, 因此我们在以后可进一步扩大

样本含量在不同民族进行研究; (2)由于H pylori
感染率在不同国家、地区、种族间都存在着明

显差异, H pylori的患病率与个人的社会经济地

位的关系最为密切, 一般来说经济条件好者感

染率偏低, 我们调查的主要是武汉市区的人, 经
济条件偏好, 因此可能使我们的研究结果出现

偏差, 出现了假阴性结果; (3)有可能这几个位点

确实在正常人感染H pylori不存在基因连锁关

系; (4)据报道H pylori感染最敏感的诊断方法是

PCR[30], 而我们采用的血清学试验检测H pylori
抗体, 此试验快速、简便、敏感性高, 适合于流

行病学调查来检测是否有H pylori感染, 此检测

方法在中国人群中诊断敏感性为96.4%, 特异性

为92.7%[31]. 但是血清学方法仅适用于筛查, 主

aP<0.01 vs  高加索人.

    

表 3 中国人与西班牙高加索人TNF-α 308、LT-α Nco Ⅰ和Asp HⅠ基因型和等位基因频率分布 n (%)

                                         中国武汉地区汉族人                                                         西班牙高加索人

                                                      基因型                         等位基因频率                               基因型                       等位基因频率   

TNF-α 308 G/G                      228 (86)                           490 (93)                                83 (82)                       182 (0.91)

TNF-α 308 G/A                        34 (13)                                                                        16 (16)        

TNF-α 308 A/A                    2 (1)                               38 (7)                                    2 (2)                           20 (9)

LT-α NcoⅠG/G                        63 (24)a                          251 (48)                                  8 (8)                          58 (29)

LT-α NcoⅠG/A                      125 (47)                                                                        42 (42)       

LT-α NcoⅠA/A                        76 (29)a                          277 (52)                                51 (50)                       144 (71)

LT-α AspHⅠG/G                     16 (6)a                            164 (31)                                24 (24)                         97 (48)

LT-α AspHⅠG/C                   132 (50)                                                                        49 (48)    

LT-α AspHⅠC/C                   116 (44)a                          364 (69)                                28 (28)                       105 (52)
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要是因为H pylori感染数周后血液才会出现特异

性抗体, 且无H pylori感染者血中也存在交叉反

应性抗体, H pylori根除后其血中抗体可较长时

间(大于6 mo)维持阳性水平. 
总之, H pylor i的感染是一个环境与宿主

间相互作用的结果 ,  除了宿主的遗传因素外 , 
其他的因素如: 饮食习惯、居住条件、饮水水

源、地理因素等也有关系, 基因的易感性只是

其中的一方面, 对于其是否起决定性的作用尚

无确切报道. 现在大多数报道都指出H pylor i
相关性疾病者, 其H pylor i的感染与某种基因

存在联系, 但是关于与正常人H pylor i感染相

关的基因的报道比较少见, Hamajima et al [7]曾

在其研究中报道携带IL-1b-31 T/T基因型与H 
pylori持续感染相关. 本次研究是关于H pylori
感染宿主遗传易感性方面的初步研究, 虽然没

有提供任何阳性研究结果, 但是他有可能为我

们将来研究H py lo r i 的感染提供了一个线索, 
和为我们将来进一步寻找其他的SNP位点分析

提供参考信息. 

4      参考文献
1 Wundisch T, Kim TD, Thiede C, Morgner A, Alpen 

B, Stolte M, Neubauer A. Etiology and therapy of 
Helicobacter pylori-associated gastric lymphomas. 
Ann Hematol  2003; 82: 535-545 

2 Wang RT, Wang T, Chen K, Wang JY, Zhang JP, 
Lin SR, Zhu YM, Zhang WM, Cao YX, Zhu CW, 
Yu H, Cong YJ, Zheng S, Wu BQ. Helicobacter 
pylori infection and gastric cancer: evidence from 
a retrospective cohort study and nested case-
control study in China. World J Gastroenterol  2002; 8: 
1103-1107  

3 Luo HZ, Mi DH, Jing TZ, Xu Q, Yang WS, Yang 
GQ, Wang SZ, Liu GH, Su CY. Risk factors of 
gastric cancer in Wuwei City-an endemic region of 
gastric cancer. Aizheng  2005; 24: 563-566  

4 Zhan N, Xiong YY, Lan J, Wang BC, Tian SF, Yu SP. 
Relationship between Helicobacter pylori infection 
and expression of c-myc, Bcl-2, and Bax protein in 
different gastric mucosa lesions. Aizheng  2003; 22: 
1034-1037  

5 Nozaki K, Tsukamoto T, Tatematsu M. Effect of high 
salt diet and Helicobacter pylori infection on gastric 
carcinogenesis. Nippon Rinsho  2003; 61: 36-40

6 Tokudome S, Samsuria WD, Triningsih FX, Suzuki S, 
Hosono A, Triono T, Wijaya I, Miranti IP, Ghadimi 
R, Moore MA. Helicobacter pylori infection appears 
essential for stomach carcinogenesis: Observations 
in Semarang, Indonesia. Cancer Sci  2005; 96: 873-875 

7 Hamajima N, Matsuo K, Saito T, Tajima K, Okuma 
K, Yamao K, Tominaga S. Interleukin 1 polymo-
rphisms, lifestyle factors, and Helicobacter pylori 
infection. Jpn J Cancer Res  2001; 92: 383-389

8 Thye T, Burchard GD, Nilius M, Muller-Myhsok 
B, Horstmann RD. Genomewide linkage analysis 
identifies polymorphism in the human interferon-

gamma receptor affecting Helicobacter pylori 
infection. Am J Hum Genet  2003; 72: 448-453

9 El-Omar EM, Carrington M, Chow WH, McColl KE, 
Bream JH, Young HA, Herrera J, Lissowska J, Yuan 
CC, Rothman N, Lanyon G, Martin M, Fraumeni 
JF Jr, Rabkin CS. Interleukin-1 polymorphisms 
associated with increased risk of gastric cancer. 
Nature  2000; 404: 398-402 

10 Rudwaleit M, Siegert S, Yin Z, Eick J, Thiel A, 
Radbruch A, Sieper J, Braun J. Low T cell produc-
tion of TNFalpha and IFNgamma in ankylosing 
spondylitis: its relation to HLA-B27 and influence 
of the TNF-308 gene polymorphism. Ann Rheum Dis 
2001; 60: 36-42

11 Jeong P, Kim EJ, Kim EG, Byun SS, Kim CS, Kim WJ. 
Association of bladder tumors and GA genotype 
of -308 nucleotide in tumor necrosis factor-alpha 
promoter with greater tumor necrosis factor-alpha 
expression. Urology  2004; 64: 1052-1056

12 Temple SE, Cheong KY, Almeida CM, Price P, 
Waterer GW. Polymorphisms in lymphotoxin alpha 
and CD14 genes influence TNFalpha production 
induced by Gram-positive and Gram-negative 
bacteria. Genes Immun  2003; 4: 283-288

13 Cuenca J, Perez CA, Aguirre AJ, Schiattino I, Aguillon 
JC. Genetic polymorphism at position-308 in the 
promoter region of the tumor necrosis factor (TNF): 
implications of its allelic distribution on susceptibili-
ty or resistance to diseases in the Chilean population. 
Biol Res  2001; 34: 237-241

14 Yea SS, Yang YI, Jang WH, Lee YJ, Bae HS, Paik 
KH. Association between TNF-alpha promoter 
polymorphism and Helicobacter pylori cagA subtype 
infection. J Clin Pathol  2001; 54: 703-706

15 Bouma G, Xia B, Crusius JB, Bioque G, Koutroubakis 
I, Von Blomberg BM, Meuwissen SG, Pena AS. 
Distribution of four polymorphisms in the tumour 
necrosis factor (TNF) genes in patients with inflam-
matory bowel disease (IBD). Clin Exp Immunol  1996; 
103: 391-396

16 Perez-Perez GI, Rothenbacher D, Brenner H. Epide-
miology of Helicobacter pylori infection. Helicobacter  
2004; 9: 1-6

17 Wang KJ, Wang RT. Meta-analysis on the epidemio-
logy of Helicobacter pylori infection in China. 
Zhonghua LiuXingBingXue ZaZhi  2003; 24: 443-446 

18 Chen SY, Liu TS, Fan XM, Dong L, Fang GT, Tu 
CT, Gu XY, Wang JY. Epidemiological study of 
Helicobacter pylori infection and its risk factors in 
Shanghai. Zhonghua YiXue ZaZhi  2005; 85: 802-806

19 Hamajima N. Persistent Helicobacter pylori infec-tion 
and genetic polymorphisms of the host. Nagoya J 
Med Sci  2003; 66: 103-117

20 Zambon CF, Basso D, Navaglia F, Belluco C, Falda 
A, Fogar P, Greco E, Gallo N, Rugge M, Di Mario 
F, Plebani M. Pro- and anti-inflammatory cytokines 
gene polymorphisms and Helicobacter pylori infection: 
interactions influence outcome. Cytokine 2005; 29: 
141-152

21 Basso D, Plebani M. H. pylori infection: bacterial 
virulence factors and cytokine gene polymorphisms 
as determinants of infection outcome. Crit Rev Clin 
Lab Sci  2004; 41: 313-337

22 McColl KE, el-Omar E, Gillen D. Helicobacter pylori 
gastritis and gastric physiology. Gastroenterol Clin 
North Am  2000; 29: 687-703

23 Takashima M, Furuta T, Hanai H, Sugimura H, 
Kaneko E. Effects of Helicobacter pylori infection on 



292                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2006年1月28日    第14卷   第3期

www.wjgnet.com

gastric acid secretion and serum gastrin levels in 
Mongolian gerbils. Gut  2001; 48: 765-773

24 Mahr S, Neumayer N, Gerhard M, Classen M, Prinz C. 
IL-1beta-induced apoptosis in rat gastric enterochro-
maffin-like cells is mediated by iNOS, NF-kappaB, 
and Bax protein. Gastroenterology  2000; 118: 515-524

25 Xiao F, Furuta T, Takashima M, Shirai N, Hanai H. 
Effects of cyclooxygenase-2 inhibitor on gastric acid 
secretion in Helicobacter pylori-infected C57BL/6 
mice. Scand J Gastroenterol  2001; 36: 577-583

26 Watanabe T, Higuchi K, Tominaga K, Fujiwara Y, 
Arakawa T. Acid regulates inflammatory response 
in a rat model of induction of gastric ulcer recur-
rence by interleukin 1beta. Gut  2001; 48: 774-781

27 Lanas A, Garcia-Gonzalez MA, Santolaria S, Cru-
sius JB, Serrano MT, Benito R, Pena AS. TNF and 
LTA gene polymorphisms reveal different risk in 
gastric and duodenal ulcer patients. Genes Immun 
2001; 2: 415-421

28 Lee JY, Kim HY, Kim KH, Kim SM, Jang MK, Park 
JY, Lee JH, Kim JH, Yoo JY. Association of poly-
morphism of IL-10 and TNF-A genes with gastric 
cancer in Korea. Cancer Lett  2005; 225: 207-214

29 Araujo F, Pereira AC, Mota GF, Latorre Mdo R, 
Krieger JE, Mansur AJ. The influence of tumor ne-
crosis factor -308 and C-reactive protein G1059C 
gene variants on serum concentration of C-reactive 
protein: evidence for an age-dependent association. 
Clin Chim Acta  2004; 349: 129-134

30 Wan Y, Xu YY, Jiang JH, Kong FS, Xue FB, Bai YX, 
Pan BR, Ren J, Fan DM. Chinese literature associ-
ated with diagnosis of Helicobacter pylori. World J 
Gastroenterol  2004; 10: 231-233

31 Xia HH, Wong BC, Wong WM, Tang VS, Cheung 
HK, Sham FN, Fung FM, Lai KC, Hu WH, Chan CK, 
Lam SK. Optimal serological tests for the detection 
of Helicobacter pylori infection in the Chinese popula-
tion. Aliment Pharmacol Ther  2002; 16: 521-526

             电编  张敏  编辑  潘伯荣  审读 张海宁

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2006年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                             
                                                                                                                                  •消息•

首届北京地坛感染病学术会议
                                                                                   

本刊讯 为庆祝建院60周年, 北京地坛医院决定于2006-03-02/04在北京召开全国性的"首届北京地坛感染病学

术会议", 预计全国的同行500人参加这次重要的会议. 会议邀请了40余位我国德高望重、年富力强的感染病专

家作专题学术讲演.  

1  会议征稿内容

这次感染病学术会议征文的内容包括病毒性肝炎、HIV/AIDS、各种传染性疾病和感染性疾病, 抗生素的合理

使用, 也包括新发/复燃的传染病. 论文全文和摘要请发到电子信箱: cj@genetherapy.com.cn; 或hy@genetherapy.

com.cn. 

2  与会专家名单

首届北京地坛感染病学术会议邀请的专题报告专家(按照汉语拼音排序)有: 白雪帆, 陈智, 陈志海, 成军, 段钟

平, 窦晓光, 范小玲, 高志良, 郭利民, 侯金林, 贾继东, 郎振为, 李长青, 李兰娟, 李太生, 李兴旺, 刘沛, 刘庄, 伦文

辉, 毛羽, 缪晓辉, 穆毅, 宁琴, 牛俊奇, 任红, 施光峰, 斯崇文, 谭德明, 唐红, 唐小平, 万谟彬, 王凤水, 王福生, 王

贵强, 王磊, 王玲, 王宇明, 王宪波, 魏红山, 魏来, 翁心华, 谢青, 谢雯, 谢尧, 邢卉春, 徐道振, 杨东亮, 杨钧, 袁正

宏, 赵红心, 庄辉.

3  联系方式

首届北京地坛感染病学术会议组织委员会主席为成军教授. 地址: 北京市东城区安外大街地坛公园13号, 邮编: 

100011; 电话: 010-64481639; 传真: 010-64481639. Email: cj@genetherapy.com.cn.

　　欢迎全国感染病学界的各位专家和同仁来北京参加这次盛会. 
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■背景资料
近年来研究表明, 
COX-2参与了肿
瘤的发生发展,在
许多肿瘤中过度
表达,其中包括胃
肠道肿瘤、前列
腺癌、肺癌、乳
腺癌等, 而其抑制
剂则具有防治肿
瘤的作用.

 基础研究 BASIC RESEARCH 

选择性环氧化酶-2抑制剂对肝癌细胞侵袭力的影响
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Abstract 
AIM: To investigate the effects of Nimesuli, a 
selective cyclooxygenase inhibitor, on the inva-
sion of human hepatocelluar carcinoma cell line 
SMMC-7721 and its mechanism.

METHODS: Human hepatocelluar carcinoma 
cell line SMMC-7721 was divided into control 
(C) and Nimesuli (N) group. The cells in group 
N were treated with Nimesuli (25, 50, 100, 200, 
400 μmol/L) and those in group C were treated 
with dimethylsulfoxide (DMSO). MTT reduction 
assay was used to evaluate the inhibitory rate, 
and Transwell chamber assay was performed to 
determine the effect of Nimesuli on the invasion 
of SMMC-7721 cells. The expression of matrix 
metalloproteinase (MMP) mRNA and enzymatic 
activity of SMMC-7721 cells were detected by 
reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and gelatin zymography, respectively.

RESULTS: Nimesuli inhibited the proliferation 
of SMMC-7721 cells in a time- and concentra-
tion-dependent manner. In comparison with 
those in the group C, the expression of MMP 
mRNA and enzymatic activity in group N were 
obviously lower  after 25, 50, 100, 200, and 400 
μmol/L Nimesuli treatment (MMP2 mRNA: 
0.968, 0.545, 0.330, 0.158, 0.083 vs  1.063, P  <0.05 
or P  <0.01; MMP-9 mRNA: 1.005, 0.758, 0.465, 
0.208, 0.103 vs  1.075, P  <0.01 except the result of 
25 μmol/L Nimesuli treatment). The invasion 
of SMMC-7721 cells was signifi cantly inhibited 
in group N (P  <0.05), and the inhibitory rates of 
the cells’ penetrating polycarbonates were 7.8%, 
28.0%, 35.6%, 53.6%, 61.4% for 25, 50, 100, 200, 
and 400 μmol/L, respectively.

CONCLUSION: The selective cyclooxygenase 
inhibitor, Nimesuli, can inhibit the growth and 
invasion of SMMC-7721 cells and the possible 
mechanism may be involved in the down-regu-
lation of MMP level. 

Key Words: Hepatocelluar carcinoma; Prostagland-
in-endoperoxide synthase; Matrix metalloproteinase
   
Fang ZD, Li JS, Xu XC. Effects of selective cyclo-
o x y g e n a s e - 2  i n h i b i t o r  o n  i n v a s i o n  o f  h u m a n 
hepatocelluar carcinoma cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi 2006;14(3):293-298

摘要

目的: 研究选择性环氧化酶-2抑制剂尼美舒利
(Nimesuli, Nim)对肝癌细胞SMMC-7721增殖
和侵袭力的影响并探讨其作用机制. 

方法: 应用Nim作用于SMMC-7721细胞, 并
设对照组和实验组(N im 25, 50, 100, 200, 
400 μ m o l/L),  M T T法检测N i m作用24、
48、72 h后, 对SMMC-7721细胞增殖的影
响; 用Transwell小室检测Nim作用24 h后对
SMMC-7721细胞侵袭能力的影响, 并用逆转
录聚合酶链反应(RT-PCR)、明胶酶谱法分析
Nim对SMMC-7721细胞分泌的基质金属蛋白
酶(matrix metalloproteinase, MMP) mRNA和
酶活性的影响.
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■研发前沿
许 多 研 究 提 示
COX-2与肝癌的
发生、发展有很
大关系, 在肝癌的
基础研究中发现
COX-2抑制剂可
以通过抑制细胞
增殖和促进细胞
凋亡来抑制肝癌
生长.

结果: Nim对SMMC-7721细胞的增殖有抑制
作用, 且呈剂量和时间依赖性; Nim 25, 50, 
100, 200, 400 μmol/L作用后, 与对照组比较
N i m能降低S M M C-7721细胞分泌的M M P 
mRNA和酶的活性(MMP-2 mRNA: 0.968, 
0.545, 0.330, 0.158, 0.083 vs  1.063, P <0.05 或
P <0.01; MMP-9 mRNA: 1.005, 0.758, 0.465, 
0.208, 0.103 vs  1.075, 除25 μmol/L作用外, 其
余P <0.01); Nim作用后SMMC-7721细胞穿
透聚碳酸酯膜的能力显著降低(SMMC-7721
细胞穿透聚碳酸酯膜抑制率为7.8%, 28.0%, 
35.6%, 53.6%, 61.4%), 与对照组比较有显著
差异(P <0.05). 

结论: 选择性环氧化酶-2抑制剂Nim可以抑制肝
癌细胞的生长和其侵袭力, Nim抑制肝癌细胞
侵袭力的作用机制与通过降低MMP水平有关. 

关键词: 肝肿瘤; 前列腺素内源性过氧化物合酶; 基

质金属蛋白酶
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0  引言

近年来研究发现[1,2], 环氧化酶-2(cycloxygenase-2, 
COX-2)与多种恶性肿瘤的生成、生长有密切

关系. 流行病学、体内外实验研究表明[3,4], 非
甾体类抗炎药(non-steroidal anti-inflammatory 
drugs, NSAID)对消化道肿瘤有防治作用, 选
择性COX-2抑制剂可以抑制肿瘤的生长. 随着

COX-2与肿瘤关系的研究进展, COX-2与肝癌的

关系作用也逐渐受到人们关注, 近年来有研究

表明, COX-2的表达与肝癌的临床病理分期和预

后有关[5], Huang et al [6]研究认为, COX-2抑制剂

可以通过诱导细胞凋亡、抑制肝癌细胞增殖来

抑制肝癌细胞的生长, 但COX-2抑制剂对肝癌侵

袭的影响研究不多. 我们研究了选择性环氧化

酶抑制剂尼美舒利(Nimesuli, Nim)对肝癌细胞

SMMC-7721生长及侵袭力的影响, 并探讨Nim
对肝癌细胞SMMC-7721分泌的基质金属蛋白酶

(matrixmetalloproteinase, MMP)活性的影响, 分
析选择性环氧化酶-2抑制剂对肝癌细胞侵袭力

的影响及可能的作用机制, 为肝癌转移的预防

和治疗开辟新的途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞SMMC-7721购自中国科学院

上海细胞生物研究所, 尼美舒利、二甲基亚砜

(DMSO)、胰蛋白酶为Sigma公司产品, 新生牛

血清为杭州四季青公司产品, 明胶为Amersco公
司产品, Trizol总RNA提纯试剂盒、RPMI 1640
培养基为Gibco公司产品, MMLV逆转录酶为

Promega公司产品, MMP-2、MMP-9、β-actin引
物由上海生工公司合成, 人工基质Martrigel为
BD公司产品, Transwell小室为Costar公司产品. 
1.2 方法 人肝癌细胞SMMC-7721用含100 mL/L
新生牛血清+100 kU/L青霉素、100 mg/L链霉素

的RPMI 1640培养基, 置37℃、50 mL/L CO2培

养箱中培养, 细胞换液时间为1-2 d, 传代3-5 d, 
传代前用2.5 g/L胰酶消化. 实验分组: 对照组(只
含100 mg/L DMSO), 实验组(每组加入终浓度分

别为25、50、100、200、400 μmol/L的Nim). 
1.2.1 MTT检测Nim对SMMC-7721细胞生长的

影响 取对数生长期SMMC-7721细胞, 调整细胞

浓度为1×109/L, 接种于96孔培养板, 每孔加液

量200 μL. 24 h后换液, 按上述试验分组, 并设空

白调零孔, 每组设4个复孔, 37℃、50 mL/L CO2

培养箱中培养24、48、72 h后, 每孔加入5 g/L 
MTT 20 μL, 继续培养4 h, 吸去孔内培养液, 分
别加DMSO溶液150 μL, 振荡溶解10 min, 酶标

仪测490 nm波长每孔吸光度(空白孔调零), 记录

各孔吸光度(A ). 计算细胞生长抑制率, 抑制率

=(1-实验组A平均值/对照组A平均值)×100%. 
1.2.2 细胞侵袭重建基底膜实验 SMMC-7721细
胞体外侵袭能力的测定在Transwell小室中进行, 
具体试验方法参照文献[7]: 于4℃融解Matrigel,
每孔50 μL加入预冷的Transwell侵袭小室各孔

的上室中 ,  将培养板置于37℃孵育1ｈ ,  少量

PBS清洗各孔. 根据上述实验分组, 用无血清

培养液和含不同浓度Nim的无血清培养液制备

SMMC-7721细胞悬液,使细胞密度为1×109/L,
分别加入各孔上室中,每孔200 μL, 在下室分别

加入预先制备的SMMC-7721细胞培养上清液

600 μL作为趋化因子, 每个孔重复3次. 37℃、

50 mL/L CO2孵育24ｈ. 弃去上室液体, 取出聚碳

酸酯膜, 擦净膜上的基底膜胶及未穿过的细胞, 
经40 g/L多聚甲醛固定30 min、常规HE染色, 随
机于200倍光镜下取上、下、左、右、中心5个
视野, 计数穿过聚碳酸酯膜的细胞数, 取每个视

野的平均数表示肿瘤细胞的侵袭能力, 并计算

抑制率. 重复试验3次. 抑制率=(对照组侵袭细

胞数-实验组侵袭细胞数)/对照组侵袭细胞数×

100%.
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1.2.3 Nim对SMMC-7721细胞MMP mRNA的影

响 取对数生长期SMMC-7721细胞1×106接种

于培养瓶中, 按上述实验分组, 药物作用24 h后
常规收集细胞, 各组均重复3瓶. 选用β-actin为内

参照, MMP-2, MMP-9, β-actin引物序列(表1). 按
Trizol试剂盒说明一步法提取总RNA, 紫外分光

光度仪测RNA纯度并定量. 取总RNA进行逆转

录, 反应体系20 μL: 含Oligo(dT)15 1 μL, MMLV
逆转录酶1 μL, RNA 1.0 μg, 10 mmol/L dNTPs 2 
μL, RNasin 1 μL, 42℃温浴60 min, 将反应混合

物加热至70℃、10 min以终止反应. PCR反应体

系40 μL: cDNA 4 μL,10 mmol/L dNTPs 2 μL,10
×buffer(含Mgcl2) 0.8 μL,上、下游引物各1 μL, 
TaqDNA合成酶0.5 μL. PCR扩增的循环条件为: 
96℃ 3 min后, 94℃ 45 s, 55℃ 45 s, 72℃ 60 s, 35
个循环, 72℃延伸10 min, 同时对内对照β-actin
进行扩增. 在20 g/L琼脂糖凝胶上进行电泳, 经
UV-300紫外分析仪OHM026(珠海黑马)及其软

件分别计算MMP-2、MMP-9与β-actin吸光度的

比值表示MMP-2, MMP-9 mRNA的相对含量. 
1.2 .4 采用明胶酶谱法测定细胞上清液中的

MMP的活性 明胶酶谱实验方法参照文献[8]: 取
对数生长期SMMC-7721细胞, 调整细胞密度为

1×109/L, 接种于24孔培养板, 换用无血清培养

液培养, 按上述实验分组加入药物, 继续培养24
ｈ后收集培养液并活细胞计数. 所收集的培养

液经1 200 r/min, 4℃离心10 min 0.22 μm滤膜过

滤, 以细胞数为依据调整体积, 分装后立刻进行

酶谱分析. 将细胞条件培养液上样(按106个细

胞量折算培养上清的电泳上样量)与等体积的2
×SDS凝胶上样缓冲液混合, 上样于80 g/L SDS
聚丙烯酰胺凝胶(含1 g/L明胶), 4℃电泳,电压为

12 V/cm,直至溴酚蓝跑至凝胶底部. 以复性缓冲

液(25 g/L Triton-X 100)于室温下洗胶2次, 每次

30 min. 凝胶置于孵育缓冲液(含50 mmol/L Tris 
HCl, 1 μmmol/L ZnCL2, 0.5 g/L叠氮钠, pH7.6)中, 
37℃恒温摇床缓慢摇动18ｈ. 以染色液(10g/L的
考马斯亮蓝R250、100 mL/L乙酸、100 g/L异丙

醇)染色30 min, 以脱色液(100 mL/L乙酸、100 
g/L异丙醇)脱色至合适. 胶原酶呈现为蓝色背景

下的透明条带 ,分别位于M r 72 000和92 000位置

处. 应用凝胶成像分析系统测定各条带的平均吸

光度 (A值)及其面积, 以电泳条带的积分吸光度

值代表酶活性进行定量分析, 计算各条带的积分

V值 (V值 =平均A值×面积 ) 
统 计 学 处 理  数据采用平均数±标准差

(mean±SD)表示, 利用SPSS11.0统计软件进行单

因素方差分析, P＜0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 Nim对SMMC-7721细胞生长的影响 25 μmol/L 
Nim作用24 h后, 细胞生长抑制率为5.6 %(P＞

0.05), 对SMMC-7721细胞生长抑制作用无差异, 
但其余各组与对照组相比Nim对SMMC-7721细
胞生长抑制作用均有显著性意义(P＜0.01, 图
1). 随着时间和剂量增加, 药物对肝癌细胞的抑

制率逐渐上升, 呈时间、剂量依赖性. 在24 h, 
25、400 μmol/L Nim的细胞生长抑制率分别为

5.6%、26.5%, 而在72 h, 同等药物浓度的抑制率

分别为15.2%、79.9%, 为减少因药物抑制细胞

生长造成的侵袭能力降低因素影响, 故在侵袭实

验中选用药物作用24 h.
2.2 Nim对SMMC-7721体外侵袭能力的影响 各
种不同药物浓度作用24 h后, 检测SMMC-7721
细胞穿透基底膜成分Matrigel发现, 25 μmol/L 
Nim作用后, 与对照组相比其抑制率为7.8%(P

    

  表 1 扩增片段使用的引物序列和长度

名 称 引       物 扩增片段长度

MMP-2

MMP-9

β-actin

正义链5 ＇- CCACGTGACAAGCCCATGGGGCCCC-3＇

反义链5 ＇-GCAGCCTAGCCAGTCGGATTTGATG -3＇

正义链 5＇-GCCACTTGTCGGCGATAAGG -3＇

反义链 5＇-CACTGTCCACCCCTCAGAGC -3＇

正义链5′-TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA -3＇

反义链5′-CTAGAAGCATTTGCGGTGGACAATGGAGGG-3＇

480 bp

243 bp

610 bp

100

80

60

40

20

0
抑

制
率

 (
%

)

400
200
100
50
25

μmol/L

24                 48                 72
                     t/h

图 1  Nim对SMMC-7721细胞生长的抑制作用.

■创新盘点
本文主要是通过
细胞侵袭重建基
底膜实验, 探讨
COX-2抑制剂对
肝癌细胞侵袭力
的影响；并检测
COX-2抑制剂对
肝癌细胞分泌的
MMP有无影响, 
探讨COX-2抑制
剂产生这种作用
的机制.
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■应用要点
本实验初步证实
了COX-2抑制剂
可以降低肝癌细
胞的侵袭能力, 从
而抑制肝癌的转
移 和 复 发 , 这 为
COX-2抑制剂防
治肝癌提供了一
定的理论依据, 其
有可能成为肝癌
的防治手段之一.

＜0.05), 抑制SMMC-7721细胞穿膜的能力有统

计学意义, 而其余各组对SMMC-7721细胞穿膜

能力的抑制作用均有显著统计学意义(P＜0.01), 
最高抑制率达61.3%(表2). 结果表明, N i m对

SMMC-7721体外侵袭能力有明显的抑制作用, 
且呈剂量依赖性. 
2.3 Nim对SMMC-7721细胞MMP mRNA的影响  

在SMMC-7721细胞中可以检测到MMP mRNA
的表达. 各种不同药物浓度作用24 h后,  MMP-2, 
MMP-9表达均有下降(图2, 表3), 与对照组比较

下降程度有显著差异.
2.4 Nim对SMMC-7721细胞MMP酶活性的影

响  S M M C-7721分泌的上清夜中能够检测到

MMP-2, MMP-9的表达, 通过积分V值可以看出

MMP-2的活性明显高于MMP-9. 不同浓度Nim
作用于SMMC-7721细胞24 h后, MMP-2, MMP-9
表达均下降, 与对照组比较, 实验组V值下降具

有显著性差异(图3, 4). 其抑制作用随药物浓度

的增大而增强, 呈剂量依赖性.

3  讨论

环氧化酶(cycloxygenase, COX)是催化花生四烯

酸转化为前列腺素(prostaglandins, PGs)的关键

酶, 目前认为, COX有COX-1和COX-2两种同功

异构体[9]. COX-1是一种组成型酶, 在许多组织

中表达, 并参与细胞正常的生理功能; 而COX-2
为一种诱导型酶, 静息时不表达, 只有在细胞

因子、肿瘤剂及癌基因等促分裂剂刺激下才产

生. 越来越多的研究提示, COX-2的表达与肿瘤

的发生和发展密切相关[10]. 近来发现, COX-2能
诱导肿瘤产生侵袭与转移, 在胃、结肠癌的研

究中表明[11,12], COX-2的表达与淋巴结受侵呈正

相关, 然而, COX-2引起肿瘤侵袭、转移的机制

仍不明确. 

    

   表 2 Nim对SMMC-7721细胞侵袭能力的影响

组别 下室细胞数 抑制率 (%)

对照组 58.60±6.95

实验组                25 μmol/L 54.00±3.28     7.8a

  50 μmol/L   42.2±3.96   28.0b

100 μmol/L   35.4±3.91   35.6b

200 μmol/L   27.2±1.92   53.6b

400 μmol/L   22.6±2.70   61.4b

aP＜0.05, bP＜0.01 vs  对照组.

    

   表 3 SMMC-7721细胞MMP-2, MMP-9 mRNA的定量分析 (mean±SD)

 Nim  MMP-2m RNA MMP-9m RNA

    0(对照)

  25 μmol/L

  50 μmol/L

100 μmol/L

200 μmol/L

400 μmol/L

1.063±0.062

0.968±0.033a

0.545±0.062b

0.330±0.032b

0.158±0.025b

0.083±0.017b

1.075±0.039

1.005±0.021

0.758±0.059b

0.465±0.037b

0.208±0.036b

0.103±0.015b

aP＜0.05, bP＜0.01 vs  对照组.

M      1      2      3      4      5     C

500 bp
β-actin
610 bp
MMP-2
480 bp

β-actin
610 bp
MMP-9
243 bp

M      1      2      3      4      5     C

500 bp

图 2 SMMC-7721细胞MMP-2、MMP-9 mRNA表达的RT-PCR结果.
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肿瘤侵袭、转移是恶性肿瘤的重要生物学

行为, 肿瘤细胞在侵袭转移过程中必须破坏由

细胞间基质和基底膜组成的细胞外基质. 肿瘤

细胞通过自身或诱导宿主细胞产生多种基质蛋

白溶解酶, 如基质金属蛋白酶、纤溶酶原激活

物、胱氨酸蛋白酶等, 使细胞间基质的主要成

分被降解, 形成局部缺损区, 然后肿瘤细胞穿

过细胞间基质及基底膜, 进入血循环进一步形

成转移灶. 在参与破坏细胞外基质的酶类中基

质金属蛋白酶是主要的直接作用者. MMP是一

组锌离子依赖性内肽酶, 根据底物的不同, 可
分为不同的种类, 其中明胶酶类(包括MMP-2
和MMP-9)的作用底物是Ⅳ/Ⅴ型胶原. 大量研

究表明 ,  明胶酶与肿瘤侵袭转移的关系甚为

密切 [13],因为明胶酶不但可以酶解细胞间基质

成分还能酶解基底膜主要成分- Ⅳ型胶原 [14]. 
McKenna et al [15]的实验表明,高转移性肝癌组织

MMP的表达及活性升高,与肝癌的高转移、高

复发性有直接的关系. 最近的实验表明, COX-2
的高表达可以引起MMP-2和MMP-9的活性的

增强. 因此, 我们探讨了COX-2抑制剂能否通

过明胶酶来降低肝癌的侵袭和转移. 我们通过

MTT法检测显示: Nim可以使SMMC-7721细胞

生长受到抑制, 与对照组比较差异有显著性, 说
明Nim能抑制SMMC-7721细胞生长. Transwell
小室是目前测定肿瘤细胞体外侵袭能力比较

理想的实验模型, 本研究提示: Nim可以显著降

低SMMC-7721细胞的侵袭能力, 且随药物作用

浓度的增加, 其抑制作用逐渐增强, 在一定范

围内呈剂量依赖性. RT-PCR及明胶酶谱检测显

示, 在SMMC-7721细胞中能够检测到MMP-2, 
MMP-9的表达, Nim能够抑制SMMC-7721细胞

分泌MMP-2, MMP-2的表达及降低其活性, 从
而说明Nim可以通过影响肝癌细胞MMP来降低

其侵袭能力. 
总之, 本实验初步证实了选择性COX-2抑

制剂可以通过MMP途径, 降低肝癌细胞的侵袭

能力, 从而抑制肝癌的转移和复发. 这为选择性

COX-2抑制剂防治肝癌提供了一定的理论依据, 
其有可能成为肝癌的防治手段之一. 
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消化道肿瘤外科治疗2006年高级论坛征文通知
                                                                                   

本刊讯 《中华胃肠外科杂志》与浙江省人民医院定于2006-04-21/25在杭州共同举办“消化道肿瘤外科治疗

专题”高级论坛, 主要探讨消化道肿瘤手术治疗的有关问题, 包括不同术式的选择及手术的规范化问题、腹腔

镜下进行各种手术的选择及相关问题. 为活跃学术论坛, 促进消化道肿瘤外科治疗的发展, 特向广大普外科工

作者征稿.

1  会议具体内容

论坛的具体内容包括: (1)肝移植手术适应证及相关问题(黄洁夫主讲); (2)肝胆系统肿瘤手术的选择(郑树森主

讲); (3)消化系统肿瘤的综合治疗(樊代明主讲); (4)胰腺肿瘤外科治疗进展(赵玉沛主讲); (5)胃癌的根治性手术

(詹文华主讲); (6)腹腔镜下的胃癌根治术(余佩武主讲); (7)胃癌腹膜转移的外科治疗 (朱正纲主讲); (8)低位直

肠癌的保肛手术(汪建平主讲); (9)腹腔镜下的结直肠癌手术(郑民华主讲); (10)规范的TME手术及相关问题(顾

晋主讲); (11)胃癌外科治疗的新进展(叶再元主讲).

2  征文要求

内容应与消化道肿瘤(以胃肠道为主)外科治疗有关. 采用word文档格式, 字数3 500字符左右, 摘要500字左右

(宋体、小四号).

3  文章投送形式

分两种: (1)电子邮件投稿: 将征文以附件形式提交, 注明“消化道肿瘤外科治疗2006年高级论坛”征文, 文件

名为会议名称加第一作者姓名; 电子信箱: zhwcwk@21cn.com. (2)邮寄: 打印稿用A4纸(附软盘), 软盘请注明研

讨题目、作者.
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Abstract
AIM: To analyze the outcomes of hypop-
haryngeal squamous cell carcinoma treated 
with different methods and to explore a more 
effective therapy for it.

METHODS: This retrospective study concerns 
187 hypopharyngeal squamous cell carcinomas 
and their characteristics. The survival rate, re-
currence rate and infl uence of laryngeal preser-
vation on the survival were compared among 
different therapies.

RESULTS: The overall 5-year survival rate 
was 44.9%. The 5-year survival rates of stage
Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ and Ⅳ were 100%, 81.8%, 47.6%, and 
30.2%, respectively, and the former two were 
significantly higher than the latter two (χ2 = 
22.878, P  = 0.000 1). The overall 5-year survival 
rate for synthetic therapy, surgery and radio-
therapy alone was 60.8%, 38.7%, and 22.0%, 
respectively, and the survival rates of patients 

at stage Ⅲ and Ⅳ were 75.5% and 45.3% for 
synthetic therapy, 33.3% and 17.6% in surgery 
alone, 16.7% and 7.7% in radiotherapy alone. 
The survival rates of stage Ⅲ and stage Ⅳ in 
patient received synthetic therapy were mark-
edly higher than those in patient received sur-
gery or radiotherapy (all P  < 0.05). The overall 
recurrence rate was 44.9%. The 5-year recur-
rence rates of stage Ⅱ, Ⅲ and Ⅳ were 31.8%, 
47.6% and 49.0%, respectively, and there was 
a significant difference between stage Ⅲ, Ⅳ 
and stage Ⅰ, Ⅱ(48.4% vs  25%, χ2 = 5.816, P  = 
0.016). Significant differences were shown in 
the recurrence rate of stage Ⅲ, Ⅳ between syn-
thetic therapy (26.7%) and surgery (60.9%) or 
radiotherapy (80%)(all P  < 0.01). The recurrence 
rates of highly, moderately and lowly differen-
tiated carcinoma were 34.2%, 50% and 56.1%, 
respectively, and there was significant differ-
ences between highly and moderately or lowly 
differentiated carcinoma (χ2= 4.977, P  = 0.026). 
The 5-year survival rate was not significantly 
different between patients with laryngeal pres-
ervation and without laryngeal preservation at 
stage Ⅲ or Ⅳ (all P  > 0.05).

CONCLUSION: Synthetic therapy is superior to 
surgery or radiotherapy alone in the treatment 
of hypopharyngeal squamous cell carcinoma. 
Laryngeal preservation can be achieved in some 
of patients at stage Ⅲ or Ⅳ.

Key Words: Squamous cell carcinoma; Hypopha-
ryngeal neoplasms; Therapy; Prognosis

Xing HJ, Zeng ZY, Chen FJ, Guo ZM, Yang AK, Zhang Q. 
An analysis of outcomes for hypopharyngeal squamous 
cell carcinoma treated with different methods. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(3):299-305

摘要
目的: 分析下咽鳞癌不同方案临床治疗结果, 
探讨下咽鳞癌最优治疗模式. 

方法: 回顾分析187例下咽鳞癌临床资料, 比
较不同方案治疗的生存率, 复发率以及喉功能
保留的影响. 
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■背景资料
下咽鳞癌治疗方
案多样, 但缺乏前
瞻性多例数的对
照研究, 探讨统一
规范的治疗方案
一直是下咽鳞癌
临床治疗研究的
重点之一.
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结果: 5 a总体生存率44.9%. Ⅰ-Ⅳ期5 a生存率
分别为100%, 81.8%, 47.6%和30.2%.Ⅰ、Ⅱ期
生存率高于Ⅲ、Ⅳ期(χ2 = 22.878, P = 0.000 1).
各治疗组的5 a总体生存率分别为综合治疗
60.8%, 单纯手术治疗38.7%, 单纯放射治疗
22.0%. 综合治疗明显高于单纯手术治疗和单
纯放射治疗(χ2 = 4.651, P  = 0.032; χ2 = 24.248, 
P = 0.000 1). Ⅲ、Ⅳ期5 a生存率分别为综合
治疗75.7%和45.3%, 单纯手术治疗为33.3%和
17.6%, 单纯放射治疗为16.7%和7.7%. 综合
治疗生存率明显高于单纯手术治疗和单纯放
射治疗(χ2 = 4.290, P = 0.038; χ2 = 22.247, P = 
0.000 1; χ2= 4.149, P = 0.042; χ2 = 11.163, P =  
0.001). 总体复发率44.9%. Ⅱ-Ⅳ期的5 a复发
率分别为31.8%, 47.6% 和49.0%. Ⅲ、Ⅳ期病
例复发率为48.4%, 明显高于Ⅰ、Ⅱ期的25% 
(χ2 = 5.816, P = 0.016). 各治疗组中, Ⅲ、Ⅳ期
病例的5 a复发率分别为单纯手术治疗60.9%, 
单纯放射治疗80%, 综合治疗26.7%. 单纯手
术治疗和单纯放射治疗的复发率明显高于综
合治疗(χ2 = 9.425, P = 0.002; χ2 = 36.064, P =  
0.000 1). 高、中和低分化鳞癌的复发率分别
为34.2%, 50%和56.1%. 低分化癌的复发率明
显高于高分化癌(χ2 = 4.977, P = 0.026). Ⅲ、Ⅳ
期病例中, 喉功能保留和不保留患者的5 a生
存率分别为72.4%, 46.2%和60.0%, 36.8%. 两
者相比差异无显著性(P  >0.05).

结论: 下咽鳞癌综合治疗优于单一治疗. 部分
Ⅲ、Ⅳ期病例可行喉功能保留手术. 

关键词: 鳞癌；下咽肿瘤；治疗；预后
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0  引言

下咽鳞癌是上呼吸消化道(aerodigestive tract)肿
瘤之一, 起病隐匿, 多数患者就诊时已属晚期, 
病理以低分化癌为主, 预后较差. 至今没有统一

规范的临床治疗模式, 为探讨下咽鳞癌的规范

治疗, 现回顾我院1985/2000年下咽鳞癌病例资

料, 分析如下:

1  材料和方法

1.1 材料 187例中, 男171例, 女16例, 年龄22-80
岁, 平均57.5岁. 所有病例病理捡查证实为鳞状

细胞癌. 其中, 鳞癌Ⅰ级38例(20.3%), 鳞癌Ⅱ级

56例(30.0%),  鳞癌Ⅲ级82例(43.9%), 未分级11例
(5.9%). 根据UICC2002标准, 所有病例重新分期

(表1). 无远处转移病例.
1.2 方法 治疗分组: 综合治疗组97例, 包括诱导

化疗＋手术36例, 手术+放射治疗61例. 单纯手

术治疗组31例. 单纯放射治疗组59例.
1.2.1 综合治疗组 诱导化疗: 特素＋D D P＋
5-FU方案5例, DDP＋5-FU＋BLM方案30例, 铂
尔啶＋5-FU方案1例. 给药途径: 铂尔啶100 mg
静脉滴注, 1-3 d. 特素120 mg静脉滴注, 1 d. 
DDP 30 mg静脉滴注，1-5 d. 5-FU 0.5 g静脉滴

注, 1-5 d. BLM 8 mg静脉推注, 1 d, 3 d, 5 d. 化
疗期间检测血象及对症支持治疗, 间隔3 wk后
重复, 化疗2-5程, 化疗结束后3-4 wk行手术治疗. 
手术方法: 下咽鳞癌联合根治术49例, 喉部分切

除＋喉咽部分切除术16例, 喉咽广泛切除术32
例. 术后放射治疗: 使用C0

60治疗45例, 6-8 MeV
直线加速器治疗16例. 原发灶48-64 Gy, 平均

58.2 Gy. 颈部放疗47例, 40-64 Gy, 平均48.4 Gy. 
分割剂量2 Gy/d.
1.2.2 单纯放射治疗组: 使用C0

60治疗44例, 6-8 
MeV直线加速器15例. 放疗剂量: 原发灶48-84 
Gy, 平均68.2 Gy. 颈部40-76 Gy, 平均60.4 Gy. 分
割剂量2 Gy/d.
1.2.3 单纯手术治疗组: 下咽鳞癌联合根治术23
例, 喉部分切除＋喉咽部分切除术2例, 喉咽广泛

切除术6例.
1.2.4 喉咽修复方法: 直接缝合98例, 胃上提4例, 
空肠代颈段食管口咽吻合13例, 胃咽吻合4例, 前
臂皮瓣2例, 胸大肌皮瓣7例.
1.2.5 颈部淋巴结治疗: 颈部淋巴结清扫术93例, 
共96颈侧.  根治性颈清扫术48颈侧, 功能性颈清

扫术21颈侧, 分区性颈清扫术25颈侧, 预防性颈

清扫术2颈侧, 颈清扫术后淋巴结阳性81例.
统计学处理 使用SPSS10.0统计软件电脑分

析, 率的比较使用卡方检验, P<0.05有统计学意义.

2  结果

随访2-183 mo, 失访5例, 随访率97.8%.
2.1 生存情况 Ⅰ、Ⅱ期患者28例, 占总例数的

15%, Ⅲ、Ⅳ期占85%. 5 a总体生存率44.9%. Ⅰ
-Ⅳ期5 a生存率分别为100%,  81.8%, 47.6%和

30.2%. 各种治疗组的5 a总体生存率分别为综

合治疗组60.8%, 单纯手术治疗组38.7%, 单纯放

射治疗组22.0%. 综合治疗组显著高于单纯手术

治疗组和单纯放射治疗组, 差异有显著性(χ 2 = 

www.wjgnet.com

■研发前沿
病理分化差、黏
膜下浸润广泛、

晚期病例多具有
下咽鳞癌的临床
特点, 如何提高生
存率、喉功能保
留率是目前下咽
鳞癌研究的重点
和热点.
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4.651, P = 0.032; χ2 = 24.248, P = 0.000 1). Ⅰ、Ⅱ

期28例, Ⅲ、Ⅳ期159例, 5 a总体生存率分别为

85.7%(24/28)和37.1%(59/159), 两者相比, 差异有

显著性(χ2 = 22.878, P = 0.000 1). 各治疗组中Ⅲ、

Ⅳ期病例5 a生存率分别为综合治疗组75.5%和

45.3%, 单纯手术治疗组33.3%和17.6%, 单纯放射

治疗组16.7%和7.7%. 综合治疗组生存率显著高

于单纯手术治疗组和单纯放射治疗组(χ2 = 4.290, 
P = 0.038;  χ2 = 22.247, P   = 0.000 1和χ2 = 4.149, P 
= 0.042; χ2 = 11.163, P  = 0.001). 诱导化疗＋手术

和手术+放射治疗的5 a生存率无差异(χ2 =0.149, 
P  =0.699)(表2).
2.2 复发和第二原发癌 本组84例复发. 原发灶

复发17例, 颈部淋巴结复发38例, 远处转移15
例, 原发灶+颈部淋巴结复发5例、颈部淋巴结

复发+远处转移 7例, 原发灶复发+远处转移1
例, 原发灶+颈部淋巴结+远处转移1例. 总体复

发率44.9%(84/187). 54.8%(46/84)的病例于治

疗后1 a内复发.

Ⅱ-Ⅳ期的5 a复发率分别为31.8%, 47.6%
和49.0%.  Ⅰ、Ⅱ期病例复发率25%(7/28) , 
Ⅲ、Ⅳ期为48.4%(77/159), 两者相比 ,  差异

有显著性(χ2 = 5.816, P ＝ 0.016). 综合治疗

组, 单纯手术治疗组和单纯放射治疗组的总体

复发率分别为25.8%(25/97), 51.6%(16/31)和
72.9%(43/59). 单纯手术治疗组和单纯放疗治

疗组的复发率高于综合治疗组(χ2 = 7.205, P ＝
0.007;  χ2 = 32.174, P = 0.000 1). Ⅲ、Ⅳ期病

例中, 综合治疗组的复发率为26.7%(23/86), 低
于单纯手术治疗组(60.9%)和单纯放射治疗组

(80%), 差异有显著性(χ2 = 9.425, P ＝ 0.002;  
χ2 = 36.064, P = 0.000 1)(表3).

在不同病理分化级别中, 高、中、低分化鳞

癌的复发率分别为34.2%(13/38), 50%(23/46)和
56.1%(46/82). 低分化鳞癌的复发率高于高分化

鳞癌, 差异有显著性(χ2 = 4.977, P = 0.026).
第二原发癌(second primary tumor, SPT)

发生率5.9%(11/187). 其中, 综合治疗组6例, 单
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表 2  各种治疗组患者以及不同综合治疗方案的患者TNM分期和5 a生存率 (%)

                                                       分期　　

 综合治疗组
 单纯手术组
 单纯放疗组
 总计
 化疗手术组
 手术放疗组
 总计

分组
       Ⅰ                     Ⅱ                           Ⅲ　                               Ⅳ

100 (4/4)
100 (2/2)
－
100 (6/6)
100 (2/2)
100 (2/2)
100 (4/4)

85.7 (6/7)
83.3 (5/6)
77.8 (7/9)
81.8 (18/22)
75.0 (3/4)
100  (3/3)
85.7 (6/7)

总计

75.7 (25/33)
33.3 (2/6)
16.7 (3/24)
47.6 (30/63)
66.7 (6/9)
79.2 (19/24)
75.7 (25/33)

60.8 (59/97)
38.7 (12/31)
20.3 (12/59)
44.9 (84/187)
58.3 (21/36)
62.3 (38/61)
60.8 (59/97)

45.3 (24/53)
17.6 (3/17)
  7.7 (2/26)
30.2 (29/96)
47.6 (10/21)
43.8 (14/32)
45.3 (24/53)

表 1  187例下咽鳞癌临床特点 (%)

                                                      治疗方案　　

 部位
 梨状窝
 环后区
 咽后壁
 T分期
 T1
 T2
 T3
 T4
 N分期
 N0
 N1
 N2
 N3
 TNM分期
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
 Ⅳ

项目
  综合治疗组 n  (%)                          单纯手术组 n  (%)        单纯放疗组 n  (%)　              n  (%)

86 (88.7)
  7 (7.2)
  4 (4.1)

  9 (9.3)
15 (15.5)
40 (41.2)
33 (34.0)

19 (19.6)
36 (37.1)
41 (42.3)
  1 (1.0)

  4 (4.1)
  7 (7.2)
33 (34.0)
53 (54.6)

24 (77.4)
  4 (12.9)
  3 ( 9.7)

  2 (6.5)
  9 (29.0)
  9 (29.0)
11 (35.5)

18 (58.1)
  8 (25.8)
  5 (16.1)
  0 ( 0)

  2 (6.5)
  6 (19.4)
  6 (19.4)
17 (43.8)

总计

 40 (67.8)
 10 (16.9)
   9 (15.3)

   2 (3.4)
  25 (42.4)
  18 (30.5)
  14 (23.7)

  29 (49.2)
  18 (30.5)
  12 (20.3)
    0 (0)

    0 (0)
    9 (15.3)
  24 (40.7)
  26 (44.1)

 150 (80.2)
   21 (12.6)
   16 (8.6)

  13 (7.0)
  49 (26.2)
  67 (35.8)
  58 (31.0)

  66 (35.3)
  60 (32.1)
  58 (31.0)
    1 (0.5) 

   6 (3.2)
 22 (11.8）
 63 (33.7)
 96 (51.3)

■创新盘点
综合治疗方案的
生存率较高, 不同
治疗方案的第二
原发癌的发生率
相似. 第二原发癌
的防治有利于改
善下咽鳞癌的预
后.



纯放疗组4例, 单纯手术治疗组1例, 三组相比, 
差异无显著性(χ2 = 0.497, P = 0.780). 发生时

间:0-120 mo.平均41.6 mo. 其中, 胸段食管鳞

癌7例, 平均发生时间45.5 mo. 手术＋放射治

疗1例，根治性放疗1例, 放化疗2例, 姑息化疗

1例, 2例放弃治疗. 治疗结果: 5例治疗后未控, 
平均存活10 mo. 颈部清扫术后病理发现甲状

腺乳头状腺转移癌2例, 再次手术后控制. 随访

11 mo和42 mo, 仍生存.
多重癌2例, 发生时间39 mo和113 mo, 平

均76 mo. 胸段食管鳞癌合并鼻咽鳞癌1例, 行
化放疗后控制 .  食管、鼻咽鳞癌合并甲状腺

乳头状腺癌1例, 行根治性放疗. 随访6 mo和
2 mo生存.
2.3 喉功能保留情况 原发灶手术治疗128例, 喉
功能保留手术61例(表4).Ⅰ、Ⅱ期病例均行喉功

能保留手术. Ⅲ、Ⅳ期病例中, 喉功能保留和不

保留的5 a生存率无显著性差异(χ2 = 0.113, P = 
0.737; χ2 = 0.387, P = 0.534)(表5).

3  讨论

3 .1  下咽鳞癌的治疗选择  下咽鳞癌预后较

差.Ⅰ、Ⅱ期病例选择手术或放射治疗效果较好. 
Ⅲ、Ⅳ期病例多选择手术＋放射治疗. 近年来, 

302                           ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R              世界华人消化杂志      2006年1月28日    第14卷   第3期

化疗＋手术, 放射＋手术等治疗方案应用较多, 
5 a生存率10%-67.5%[1-5]. 

张宗敏 et al [3]采用手术＋放疗, 单纯放疗和

单纯手术方案治疗下咽鳞癌, 5 a总体生存率分

别为49.2%, 18.0%和22.5%. Bova et al [4]采用手

术＋放疗和单纯放射治疗的结果为32%和7%. 
Ullah et al [6]报道单纯手术治疗的5 a生存率为

26%. 于峰 et al [5]报道诱导化疗＋手术治疗下咽

鳞癌的5 a总体生存率为67.5%, Ⅲ、Ⅳ期病例分

别为72.7%和57.1%. 而Ⅲ、Ⅳ期病例单纯放疗

的5 a生存率为33%和5%[7].
本组资料中, 综合治疗、单纯手术和单纯

放疗的5 a总体生存率分别为60.8%, 38.7%和

20.3%.  Ⅲ、Ⅳ期病例的各种治疗方法组中的5 
a生存率分别为75.7%和45.3%, 33.3%和17.6%, 
16.7%和7.7%, 与上述结果相近. 显示单纯手术

和放疗对Ⅲ、Ⅳ期, 尤其Ⅳ期病例几无治疗意

义. 统计结果表明, 综合治疗的5 a生存率, 显著

高于单一治疗. 提示选择综合治疗方案治疗下

咽鳞癌, 尤其Ⅲ、Ⅳ期病例, 可获得较好的治疗

效果.
诱导化疗能缩小肿瘤体积, 有利于彻底切除

肿瘤和保留喉功能[8]. 但化疗方案的确立, 疗程

的确定, 手术时机的选择等仍未统一[9]. 本组早
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表 3  各治疗组临床分期与5 a复发率  (%)

     

 综合治疗组
 单纯手术组
 单纯放疗组
 总计

 分期       Ⅰ                     Ⅱ                           Ⅲ　                               Ⅳ

0 (0/4)
0 (0/2)

0 (0/6)

28.6 (2/7)
33.3 (2/6)
33.3 (3/9)
31.8 (7/22)

总计

24.2 (8/33)
66.7 (4/6)
75.0 (18/24)
47.6 (30/63)

25.8 (25/97)
51.6 (16/31)
72.9 (43/59)
44.9 (84/187)

28.3 (15/53)
58.8 (10/17)
84.6 (22/26)
49.0 (47/96)

表 5  喉功能保留和不保留患者5 a生存率 (%)

     

 保留喉功能组
 不保留喉功能组
 总计

 治疗        Ⅰ                     Ⅱ                           Ⅲ　                               Ⅳ

 100 (6/6)
 －
 100 (6/6)

 84.6 (11/13)
 －
 84.6 (11/13)

总计

72.4 (21/29)
60.0 (6/10)
69.2 (27/39)

72.1 (44/61)
40.3 (27/67)
55.5 (71/128)

46.2 (6/13)
36.8 (21/57)
38.6 (27/70)

表 4  喉功能保留与T、N分期 (n )

      保留喉功能组 (61)　　                                                          不保留喉功能组 (67)

 N0    
 N1   
 N2   
 N3   
 总计

分期
       T1                    T2                    T3               T4            T1                     T2                  T3                      T4

 6
 5
 0

11

13
10
  1

24

 8
 6
 3

17

5
4

9

0
0
0

0

0
0
0

0

 5
 5
22

32

 0
14
20
  1
35

■应用要点
综合治疗应是下
咽鳞癌的首选治
疗方案，诱导化
疗为主的序列综
合治疗方案有利
于保留喉功能，

值得深入研究，

将有良好的应用
前景.



期病例化疗3-4程后手术, 对比化疗前CT或MRI
检查, 术中发现化疗不敏感病例中, 肿瘤有不同

程度的进展, 其中4例手术切除困难.在后续病例

治疗中, 我们在2程化疗后进行疗效评估, 敏感病

例(CR, PR)继续化疗达3-5程. 否则, 及时手术, 未
见肿瘤进展病例. 因此, 我们认为2程化疗后评估

疗效, 进而选择相应的治疗方法是可行的.
术前或术后放疗有不同看法[10-12]. 我们选择

术后放疗, Ⅲ、Ⅳ期病例5 a生存率分别为79.2%
和43.8%, 优于单一治疗. 原因是术后肿瘤负荷减

少, 同时, 我们在术中常规留取手术切缘组织, 根
据术后病理检查结果确定放疗部位和剂量, 利于

控制局部复发. 另外, 术后放疗还可消灭术时意

外散失的肿瘤细胞, 控制临床隐性(N0)淋巴结.
3.2 复发和第二原发癌 下咽鳞癌复发率较高. 
Chu et al [2]报道的复发率为37%, Bova et al [4]为

41.1%, Godballe et al [13]的结果达70.3%. 本组资

料的复发率为44.9%, 1 a内复发者占54.8%, 显示

复发是下咽鳞癌近期治疗失败的主要原因, 降低

复发率是改善下咽癌预后的关键.
下咽鳞癌的复发因素较多. T、N分期、病

理分化级别等均是下咽鳞癌复发的独立预测因

素[14,15]. Layland et al [16]报道N0期病例的5 a无瘤

生存率(57%)显著高于N+期(29.8%)(P＝0.001), 
T1和Ⅰ、Ⅱ期病例的复发率低于T2-4和Ⅲ、Ⅳ

期. Johansen et al [17]的结果显示高分化癌的5 a控
制率(48%)高于低分化癌(23%), 差异有显著性.

本组Ⅱ-Ⅳ期的5 a复发率分别为31.8%, 
47.6%和49.0%, 而高、中、低分化鳞癌的复发

率分别为34.2%，50%和56.1%. 显示随着临床

分期上升, 病理分化级别降低, 复发风险逐步升

高. Ⅲ、Ⅳ期和低分化癌病例的复发率(48.4%和

56.1%)显著高于Ⅰ、Ⅱ期(21.4%)和高分化癌病

例(34.2%)(P＜0.05), 显示临床分期高, 病理分化

差是下咽鳞癌复发的重要因素. 但在不同方案

治疗的Ⅲ、Ⅳ期病例中, 单一治疗的复发率显

著高于综合治疗(P＜0.05), 提示恰当的治疗方案

是降低复发率的重要环节. 本组资料表明通过

手术切除肿瘤, 使用放射治疗和化疗控制残留

和转移灶的综合治疗是降低复发, 提高生存的

有效治疗方案.
头颈部SPT的发生率为2.1%-6%[3,18,19], 本组

资料为5.9%, 与上述结果一致. Dikshit et al [20]发现

60.4%的SPT发生于上呼吸消化道, 其次是肺、

结肠、前列腺和膀胱. 本组资料中, 72.7%(8/11)
的SPT发生于食管, 次为甲状腺27.3% (3/11)和鼻
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咽18.2%(2/11), 其他部位未发现.
食管的SPT平均发生时间45.5 mo, 平均存活

10 mo. 2例甲状腺乳头状腺癌为同时癌, 已平均

存活超过2 a. 提示发生于甲状腺的SPT较发生于

食管的预后好. 下咽癌治疗前常规检查甲状腺, 
治疗后, 钡透或内窥镜定期检查上消化道, 有助

于早期发现SPT. 有学者认为多重癌发生高峰持

续达10 a以上[21], 本组多重癌2例，平均发生时

间76 mo. 是否存在生存期长而多重癌高发的趋

势, 仍需观察.
目前认为区域癌化(field cancerization)和转

化细胞(transformed cell)迁移(migration)[22]可能是

形成SPT的重要机制, 器官差异和过量烟酒是其

高危因素[20]. SPT的治疗报道较少, 防治仍待深

入研究.
3.3 下咽癌的喉功能保留 下咽鳞癌易侵犯周围

组织, 黏膜下浸润广泛, 一度认为不适合保留喉

功能. 随着临床研究深入和治疗技术改进, 学者

们发现下咽癌患者的部分喉组织, 包括声带、

杓状软骨等是正常的, 切除全喉组织不能提高

生存率[23,24]. 对选择性病例, 保留喉功能不影响

生存率[25-27]. 本组资料中, Ⅰ、Ⅱ期病例保留了

全部或部分喉功能, 表明Ⅰ、Ⅱ期患者, 保留喉

功能并不困难. Ⅲ、Ⅳ期病例中, 喉功能保留和

不保留患者的5 a生存率分别为44.3%和40.3%, 
P >0.05. 说明部分Ⅲ、Ⅳ期病例保留喉功能是可

行的, 但选择病例应慎重. 根据本组资料的体会: 
(1)下咽上区癌, 局限于会厌谷; (2)下咽后壁癌未

侵及口咽; (3)梨状窝侧壁癌, 一侧声带活动未受

限; (4)环后区癌未过中线可行喉功能保留手术. 
环后区癌过中线或颈部淋巴结转移, 梨状窝癌

对侧侵犯, 肿瘤黏膜下侵犯广泛以及高龄和低

分化癌患者应选择全喉切除.
下咽鳞癌的综合治疗模式尚未统一[28]. 近年

来, 放疗后手术、诱导化疗后同时放化疗、诱导

化疗后放疗或手术、放化疗后手术挽救等新治

疗方案不断见诸报道[1,29-33], 希望既彻底切除肿

瘤, 提高生存率, 又能保留喉功能, 改善生活质

量, 但远期疗效尚待评估. 本组资料的结果显示

术前化疗和术后放射治疗的综合治疗是下咽鳞

癌的较优治疗模式, 值得深入研究.
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■背景资料
PI3K-Akt信号通
路调节细胞的增
殖、分化、存活
和迁移等功能. 近
年来发现, 这条通
路的活性异常不
仅能导致细胞恶
性转化, 还与肿瘤
细胞的侵袭转移
行为相关. 目前以
这条信号通路为
靶点的肿瘤治疗
策略正在广泛的
研究中. 
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摘要  
磷脂酰肌醇3-激酶(PI3Ks)信号参与增殖、分
化、凋亡和葡萄糖转运等多种细胞功能的调
节. 近年来发现, IA型PI3K和其下游分子蛋白
激酶B(PKB或Akt)所组成的信号通路与人类
肿瘤的发生发展密切相关. 该通路调节肿瘤细
胞的增殖和存活, 其活性异常不仅能导致细胞
恶性转化, 而且与肿瘤细胞的迁移、黏附、肿
瘤血管生成以及细胞外基质的降解等相关, 目
前以PI3K-Akt信号通路关键分子为靶点的肿
瘤治疗策略正在发展中. 

关键词: 磷脂酰肌醇3-激酶; 蛋白激酶B; 肿瘤
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0  引言

磷脂酰肌醇3-激酶(P I3K)家族参与多种信号

通路, 调节细胞的主要功能. 正常情况下, 由
其活化而产生的类脂产物3,4-二磷酸磷脂酰

肌醇[P I(3,4)P2]和3,4,5-三磷酸磷脂酰肌醇

[PI(3,4,5)P3]作为第二信使结合并激活多种细胞

内的靶蛋白, 形成一个信号级联复合物, 最终调

节细胞的增殖、分化、存活和迁移等[1]. 在PI3K
家族中, IA型PI3K和其下游分子丝氨酸/苏氨酸

蛋白激酶Akt(或PKB)所组成的信号通路因其与

肿瘤发生发展的相关性, 近年来备受瞩目. PI3K-
Akt信号通路在广泛的人类肿瘤谱中失调, 该通

路某些成分的突变所导致的功能获得或功能缺

失能够引起细胞转化, 这条通路调节肿瘤细胞

的增殖和存活, 与肿瘤的侵袭转移行为也密切

相关, 目前以该通路为靶点的肿瘤治疗策略正

在发展中. 我们就这方面的进展加以综述. 

1  PI3K-Akt信号通路 
在PI3K家族中, 研究最广泛的是能被细胞表面

受体所激活的I型PI3K. 哺乳动物细胞中Ι型

PI3K又分为IA和IB两个亚型, 他们分别从酪氨

酸激酶连接受体和G蛋白连接受体传递信号 . 
IA 型PI3K是由催化亚单位p110和调节亚单位

p85所组成的二聚体蛋白, 具有类脂激酶和蛋白

激酶的双重活性[2]. PI3K通过两种方式激活, 一
种是与具有磷酸化酪氨酸残基的生长因子受

体或连接蛋白相互作用, 引起二聚体构象改变

而被激活; 另一种是通过Ras和p110直接结合

导致PI3K的活化[3]. PI3K激活的结果是在质膜

上产生第二信使PIP3, PIP3与细胞内含有PH结

构域的信号蛋白Akt和PDK1(phosphoinositide-
dependent kinase-1)结合, 促使PDK1磷酸化Akt
蛋白的S e r308导致A k t的活化. A k t还能通过

PDK2(如整合素连接激酶ILK)对其Thr473的磷

酸化而被激活[4]. 活化的Akt通过磷酸化作用激

活或抑制其下游靶蛋白Bad 、Caspase9、NF-
κB、GSK-3、FKHR、 p21Cip1和p27 Kip1等, 进而

调节细胞的增殖、分化、凋亡以及迁移等(图1). 
P I3K-A k t信号通路的活性被类脂磷酸酶

PTEN(phosphatase and tensin homolog deleted on 
chromosome ten)和SHIP(SH2-containing inositol 
5-phosphatase)负调节, 他们分别从PIP3的3´和5´
去除磷酸而将其转变成PI(4,5)P2和PI(3,4)P2而
降解[5]. 迄今为止, 尚未发现下调Akt活性的特异

 图 1 PI3K-Akt信号通路.
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磷酸酶, 但用磷酸酶抑制剂处理细胞后, 发现Akt
的磷酸化和活性均有所增加. 最近发现Akt能被

一种C末端调节蛋白(CTMP)所失活, CTMP能结

合Akt并通过抑制Akt的磷酸化而阻断下游信号

的传递, CTMP的过表达能够逆转v-Akt转化细胞

的表型. 热休克蛋白90(HSP90)亦能结合Akt, 阻
止Akt被PP2A磷酸酶的去磷酸化而失活, 因此具

有保护Akt的作用[4]. 
               
2  PI3K-Akt信号通路与肿瘤 
2.1 PI3K的异常与细胞转化 PI3K的活性与乳腺

癌、肺癌、黑色素瘤和淋巴瘤等多种人类肿瘤

的发生相关[6]. 据报道在人类肿瘤中, PI3K-Akt
通路关键分子的编码基因在DNA水平上存在结

构的变化, 如最初从人类肿瘤细胞系分离到的

p85调节亚单位的突变体—截短的p65-PI3K(缺
乏iSH2结构域和C末端的SH2结构域), 能引起

PI3K的组成性活化和细胞转化; 大肠癌和卵巢

癌中p85α基因在iSH2区域的缺失和突变能导致

PI3K的激活[5,7]; 在非小细胞肺癌、前列腺腺癌

和肠癌中亦存在PI3K、Akt、NF-kappaB/p65等
持续活化以及表达量增高 [8-10]; 最近在Hodgkin's
淋巴瘤分离到p85α基因的突变[11], 在乳腺癌、

卵巢癌和胰腺癌等多种肿瘤中发现p110和Akt2
编码基因突变或扩增[12-18], 而抑制PI3K活性后细

胞的增殖明显被抑制, 表现为细胞周期阻滞、

G1期相关蛋白CyclinD1和CDK4表达量减少以

及 Rb的磷酸化等, 这种细胞周期的阻滞能因细

胞中活性Akt及其下游分子p70S6K的表达而恢

复. 上述情况与乳腺癌中非突变ERBB2RTK的

扩增相类似, 由此推测结构正常的蛋白过表达可

能导致转化. 
在对人类肿瘤PTEN基因缺失或突变的调查

中发现, PTEN缺失发生在广泛的人类肿瘤中[2], 
PTEN功能的缺失可以通过转录沉默或蛋白不

稳定而发生. 这表明PI3K-Akt信号通路中的关

键分子如p110α、p85α、Akt和PTEN等编码基

因的结构改变与细胞转化相关, 这些基因目前

已被证实是原癌基因或肿瘤抑制基因, 推测这

些基因结构的改变使PI3K活化过程中通过正常

RTK(receptor tyrosine kinase)信号对p85/p110复
合物的负调节作用被解除, 从而导致PI3K的组

成性活化和细胞转化. 目前已经在小鼠中建立了

该通路异常的多种动物模型, 并且在有些模型中

确实已经观察到该通路异常所导致的细胞转化

和肿瘤发生.  

2.2 Akt对肿瘤细胞存活和增殖的影响 细胞凋亡

是控制过度增殖的一种正常细胞功能, 癌细胞

具有多种抑制凋亡、延长其存活的机制. Akt主
要作用于抗凋亡通路, 因为显性负效应Akt能阻

止由类胰岛素生长因子1(IGF1)介导的存活, 持
续激活Akt能够阻止由PTEN介导的凋亡. Akt通
过对其下游的靶蛋白进行磷酸化而发挥其抗凋

亡的作用, 如Akt能通过磷酸化Bcl-2家组成员

BAD和蛋白水解酶Caspase-9而阻止凋亡; 还能

磷酸化转录因子Forkhead家族成员FKHR, 通过

抑制FKHR的核转位以及FKHR的基因靶点BIM
和FAS配体的激活而抑制凋亡; 此外, Akt还能通

过对NF-κB和P53的间接作用影响细胞存活[19], 
Akt通过磷酸化激活kB激酶(IKK)导致NF-κB的
抑制剂IκB的降解, 从而使NF-κB从细胞质中释

放出来进行核转位, 激活其靶基因而促进细胞的

存活. 最近发现, Akt能通过磷酸化P53结合蛋白

MDM2影响P53的活性, 磷酸化的MDM2转位到

细胞核与P53结合, 通过增加P53蛋白的降解而

影响细胞存活.   
细胞周期被细胞周期蛋白依赖性激酶

(CDK)复合物和CDK抑制剂(CDIs)的协调作

用所调节, A k t通过调节细胞周期影响细胞增

殖. Cyclin D1的水平对细胞周期G1/S的转换至

关重要, GSK3β通过磷酸化作用促进泛素介导

的Cyclin D1的降解, Akt通过直接磷酸化抑制

GSK3β的激酶活性从而阻止Cyclin D1的降解. 
Akt还对CKIs如p27Kip1和p21Cip1的表达具有负调

节作用, 他通过影响p21Cip1的磷酸化和与PCNA
结合而调节p21Cip1的活性, 导致细胞增殖的增

加[8]. Akt还能直接磷酸化p27Kip1的Thr157, 导致

p27Kip1在细胞质中的滞留, 防止由p27Kip1所导致

的细胞周期的阻滞[20]. 此外, Akt还能通过丝氨

酸/苏氨酸激酶mTOR(the mammalian target of 
rapamycin)影响细胞存活和增殖, mTOR能激活

核糖体激酶p70S6K(ribosomal S6-kinase, RSK), 
p70S6K通过抑制mRNA的转录后阻遏物4E-BP-1
而增加mRNA的转录, 进而调节蛋白质的合成. 
研究发现mTOR是Akt的直接靶点, 其活性能被

PI3K 的抑制剂wortmannin和LY294002所抑制, 
但mTOR被Akt磷酸化是否为其活化机制还不

清楚[2]. 在肿瘤中, PI3K-Akt通路可能不是导致

mTOR激活的唯一途径, 而且细胞的生长还可能

通过PDK1与RSK的直接联系而不依赖于PI3K-
Akt信号的调节. 
2.3 PI3K-Akt信号通路与肿瘤的侵袭和转移 肿
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■创新盘点
本文简要介绍了
PI3K-Akt通路的
组成、活化和调
节, 重点阐明该通
路与肿瘤细胞转
化、增殖以及转
移的相关性, 并对
当前以该通路为
靶点的抑制策略
加以总结.



www.wjgnet.com

瘤细胞的迁移和黏附在肿瘤侵袭转移中起着重

要的作用. PI3K能传递整合素所介导的侵袭信

号, 尤其对整合素α2β1、α6β4和αVβ3的侵袭行为

是必要的, 如PI3K介导前列腺癌中整合素αVβ3

驱动的侵袭特性, 在乳腺癌和卵巢癌中, Akt2的
过表达能通过I V型胶原蛋白上调整合素β1从
而增加细胞的侵袭和转移[21]; 但在c-erbB2所诱

导的基质黏附和形成的破坏中, Akt显示出对整

合素α2β1的功能起负调节作用[22]. 而在鳞癌细

胞系中Akt的持续性表达能诱导上皮间质转变

(epithelial mesenchymal transition, EMT), 赋予

了组织侵袭和转移所需的运动性[23]. 表明PI3K-
Akt通路参与了黏附因子所介导的细胞黏附、

运动和侵袭作用.  
肿瘤血管生成是肿瘤发生转移的必要条件. 

PI3K通过与E-Cadherin 、β-Catenin和VEGFR-2
形成复合物经由PI3K-Akt通路的活化参与血管

内皮生长因子(VEGF)介导的内皮信号传递; 而
VEGFR-2与α Vβ3复合物也以PI3K依赖的方式

介导内皮细胞的黏附和迁移[1,24,25]. PI3K-Akt信
号还能促进肿瘤坏死因子(TNF)诱导的内皮细

胞迁移, 调节肿瘤血管的生成[26]. 基质金属蛋白

酶(MMPs)和环氧化酶-2(COX-2)均能影响肿瘤

血管生成, 在肿瘤的侵袭和转移中, 血小板衍

生生长因子 (PDGF) 经由PI3K介导的通路诱导

MMP3的表达 [27], 而上调抗凋亡蛋白Bcl-2和激

活PI3K-Akt通路是COX-2刺激内皮细胞迁移和

血管生成的主要机制[28,29]. 可见PI3K-Akt信号通

路参与了多种因子所介导的肿瘤血管生成过程. 
尿激酶型纤维蛋白酶原活性因子(uPA)是一

个丝氨酸蛋白水解酶, 他能引起细胞外基质和基

膜的重塑而促进肿瘤转移. uPA水平的增加与肿

瘤细胞的侵袭特性密切相关, 如在肝细胞癌中

uPA的上调与血管入侵、直接肝侵袭等密切相

关, 在大肠癌中uPA的表达增加了从腺瘤发展到

癌变的进程[30-33]. 近年来发现, PI3K在促进uPA
介导的多种肿瘤细胞侵袭中起着重要的作用, 如
在乳腺癌中uPA以依赖于PI3K和ERK的方式被

ILGF-1上调, uPA的过表达是乳腺癌预后的强指

示剂. 抑制PI3K信号能够抑制uPA的分泌, 导致

乳腺癌的运动和迁移被抑制[34-39]. 转化生长因子

β(TGF β)能以剂量和时间依赖的方式上调uPA 
mRNA和蛋白的表达促进转移, 而其上调uPA的

作用也主要是通过PI3K/Akt/NF-κB通路所介导

的[40]. 目前已经证实, uPA是NF-κB的靶基因, 因
此推测PI3K-Akt途径的活化导致NF-κB的上调, 

后者作用于其靶基因uPA 导致肿瘤的转移. 

3  PI3K-Akt信号通路肿瘤治疗的靶点 
PI3K和其下游分子所转导的抗凋亡信号已经成

为药物研究领域的焦点, 目前用于抑制该信号

通路的策略主要有以下几个方面:     
3.1 发展和应用小分子抑制剂 目前已经发现了

该信号通路中多种激酶的小分子抑制剂(small 
molecule inhibitors, SMIs), Wortmannin和LY294002
是两种广泛应用的PI3K抑制剂, 他们特异性抑

制PI3Kp110亚单位的催化活性, 但这两种抑制

剂因其对细胞的毒性作用目前还都限于体外研

究, 尚未发展到临床应用. 最近又发现了Akt的抑

制剂1L-6-hydroxymethyl-chiro-inositol 2-(R)-2-O-
methyl-3-O-octadecylcarbonate, 其选择性抑制Akt
的IC50值大约是5 μm, 明显小于其抑制PI3K的IC50

值90 μm [41]; 酪氨酸磷酸化抑制剂AG597是Bcr-
Abl染色体转位基因产物的特异抑制剂, 与慢性

粒细胞性白血病的发展相关, 研究发现AG597能
导致Akt去磷酸化而失活[42]; 最近发现KP372-1能
够抑制甲状腺癌细胞中Akt的活化以及细胞增殖

诱导细胞凋亡[43]. p70S6K是PI3K-Akt信号通路的另

一可行性靶点, 免疫抑制剂Rapamycin(RPM)广泛

应用于临床器官移植中, 研究发现, RPM能够使

p70S6K去磷酸化而抑制该激酶的活性, 从而抑制

肿瘤细胞的生长, 目前已经在多种PTEN突变和

/或PI3K-Akt通路活性上调的人类肿瘤细胞系中

观察到RPM的选择性抗肿瘤活性[44-46].   
3.2 反义策略 用基于质粒的反义载体进行转染

或用人工合成的反义寡核苷酸进行治疗, 也已

经用于干扰PI3K-Akt信号通路. 据报道, 反义

cDNA的表达或用反义寡核苷酸治疗能下调p85
基因的表达并消除PI3K信号, 反义RNA使过表

达Akt2的PCNC1细胞在裸鼠中形成肿瘤的能力

明显下降. Akt1的反义寡核苷酸在癌细胞中具

有使细胞在软琼脂中的生长能力下降、诱导凋

亡以及增加细胞对化疗药物敏感性等多种作用, 
在PDK1的反义寡核苷酸研究中也得到了相似

的结果[6]. 
3.3 显性负效应蛋白的表达 显性负效应(domi-
nant negative, DN)蛋白结合和抑制内源性蛋白

的功能, Sonoyama et  al [47]报道,  p85调节亚单位

的显性负效应蛋白Δp85的表达使Bcr-Abl转化

细胞的细胞生长速度明显下降, p110显性负效应

蛋白的作用亦有报道. Mabuchi et  al  [48]报道, 显
性负效应Akt蛋白的表达使卵巢癌细胞对化疗
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■应用要点
本文阐明了PI3K-
Akt信号通路与肿
瘤发生发展的相
关性, 为开发以该
信号通路为靶点
的小分子药物通
过抑制该信号通
路的活性进行肿
瘤治疗提供了理
论基础.
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药紫杉醇的敏感性增加; 最近发现, 显性负效应

Akt能明显抑制肿瘤细胞的运动性[49], 这表明显

性负效应Akt的表达能在一定程度上抑制肿瘤

细胞的侵袭和转移. 此外, PI3K的信号还能通过

提高磷酸酶PTEN或SHIP的活性而消除[50]. 抑制

PI3K-Akt信号通路的策略见图2. 
总之, PI3K-Akt信号通路对于细胞增殖、

分化和凋亡的调节是必要的. 其组成性活化与

肿瘤发生及肿瘤侵袭转移的相关性, 提示发展

小分子药物有效抑制该通路的高活性, 将有可

能提高恶性肿瘤临床治疗的效果. 目前, 对该信

号通路在肿瘤侵袭转移中的作用机制还不清楚, 
相信随着对这条通路分子机制研究的深入, 在
不久的将来, 以PI3K-Akt通路为靶点的小分子药

物将有望应用于肿瘤的临床治疗中.  
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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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子生物学的理论
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了该信号通路与
肿瘤发生、发展
及转移潜能的关
系, 提示了以信号
传导异常为治疗
靶点的策略及研
究结论, 有较为广
泛的可读性及启
示.

sio A, Califano D, Vinci F, Chiappetta G, Tsichlis P, 
Bellacosa A, Fusco A, Santoro M. Cytoplasmic re-
localization and inhibition of the cyclin-dependent 
kinase inhibitor p27(Kip1) by PKB/Akt-mediated 
phosphorylation in breast cancer. Nat Med  2002; 8: 
1136-1144

21 Arboleda MJ, Lyons JF, Kabbinavar FF, Bray MR, 
Snow BE, Ayala R, Danino M, Karlan BY, Slamon 
DJ.Overexpression of AKT2/protein kinase Bbeta 
leads to up-regulation of beta1 integrins, increased 
invasion, and metastasis of human breast and ovar-
ian cancer cells. Cancer Res  2003; 63: 196-206

22 Lindberg LE, Hedjazifar S, Baeckstrom D. c-erbB2-
induced disruption of matrix adhesion and mor-
phogenesis reveals a novel role for protein kinase 
B as a negative regulator of alpha(2)beta(1) integrin 
function. Mol Biol Cell  2002; 13: 2894-2908

23 Grille SJ, Bellacosa A, Upson J, Klein-Szanto AJ, 
van Roy F, Lee-Kwon W, Donowitz M, Tsichlis PN, 
Larue L. The protein kinase Akt induces epithelial 
mesenchymal transition and promotes enhanced 
motility and invasiveness of squamous cell carci-
noma lines. Cancer Res  2003; 63: 2172-2178

24 Namiecinska M, Marciniak K, Nowak JZ. VEGF as 
an angiogenic, neurotrophic, and neuroprotective 
factor. Postepy Hig Med Dosw  2005; 59: 573-583 

25 Tan PH, Xue SA, Manunta M, Beutelspacher SC, 
Fazekasova H, Shamsul Alam AK, McClure MO, 
George AJ. Effect of vectors on human endothelial 
cell signal transduction. implications for cardio-
vascular gene therapy. Arterioscler Thromb Vasc Biol  
2005; 

26 Zhang R, Xu Y, Ekman N, Wu Z, Wu J, Alitalo K, 
Min W. Etk/Bmx transactivates vascular endothe-
lial growth factor 2 and recruits phosphatidylino-
sitol 3-kinase to mediate the tumor necrosis factor-
induced angiogenic pathway. J Biol Chem  2003; 278: 
51267-51276

27 Kanaki T, Bujo H, Mori S, Yanjuan Z, Takahashi K, 
Yokote K, Morisaki N, Saito Y. Functional analysis 
of aortic endothelial cells expressing mutant PDGF 
receptors with respect to expression of matrix 
metalloproteinase-3. Biochem Biophys Res Commun  
2002; 294: 231-237

28 Gately S, Kerbel R. Therapeutic potential of selec-
tive cyclooxygenase-2 inhibitors in the management 
of tumor angiogenesis. Prog Exp Tumor Res  2003; 
37: 179-192

29 Thiel A, Heinonen M, Rintahaka J, Hallikainen T, 
Hemmes A, Dixon DA, Haglund C, Ristimaki A. 
Expression of cyclooxygenase-2 is regulated by 
GSK-3beta in gastric cancer cells. J Biol Chem  2005;  

30 Sliva D, Rizzo MT, English D. Phosphatidylinositol 
3-kinase and NF-kappaB regulate motility of inva-
sive MDA-MB-231 human breast cancer cells by the 
secretion of urokinase-type plasminogen activator. J 
Biol Chem  2002; 277: 3150-3157

31 Hiendlmeyer E, Regus S, Wassermann S, Hlubek F, 
Haynl A, Dimmler A, Koch C, Knoll C, van Beest 
M, Reuning U, Brabletz T, Kirchner T, Jung A. Beta-
catenin up-regulates the expression of the urokinase 
plasminogen activator in human colorectal tumors. 
Cancer Res  2004; 64: 1209-1214

32 Li P, Gao Y, Ji Z, Zhang X, Xu Q, Li G, Guo Z, 
Zheng B, Guo X. Role of urokinase plasminogen 
activator and its receptor in metastasis and invasion 

of neuroblastoma. J Pediatr Surg  2004; 39: 1512-1519
33 Chan CF, Yau TO, Jin DY, Wong CM, Fan ST, Ng 

IO. Evaluation of nuclear factor-kappaB, urokinase-
type plasminogen activator, and HBx and their 
clinicopathological significance in hepatocellular 
carcinoma. Clin Cancer Res  2004; 10: 4140-4149

34 Agarwal A, Das K, Lerner N, Sathe S, Cicek M, 
Casey G, Sizemore N. The AKT/I kappa B kinase 
pathway promotes angiogenic/metastatic gene ex-
pression in colorectal cancer by activating nuclear 
factor-kappa B and beta-catenin. Oncogene  2005; 24: 
1021-1031 

35 Chandrasekar N, Mohanam S, Gujrati M, Olivero 
WC, Dinh DH, Rao JS. Downregulation of uPA 
inhibits migration and PI3k/Akt signaling in glio-
blastoma cells. Oncogene  2003; 22: 392-400

36 Kobayashi H, Suzuki M, Kanayama N, Terao T. Ge-
netic down-regulation of phosphoinositide-3-kinase 
by bikunin correlates with suppression of invasion 
and metastasis in human ovarian cancer HRA cells. 
J Biol Chem  2004; 279: 6371-6379

37 Wang M, Vogel I, Kalthoff H. Correlation between 
metastatic potential and variants from colorectal 
tumor cellline HT-29. World J Gastroenterol  2003; 9: 
2627-2631

38 Sliva D. Signaling pathways responsible for cancer 
cell invasion as targets for cancer therapy. Curr 
Cancer Drug Targets  2004; 4: 327-336

39 Kobayashi H, Suzuki M, Kanayama N, Terao T. Ge-
netic down-regulation of phosphoinositide 3-kinase 
by bikunin correlates with suppression of invasion 
and metastasis in human ovarian cancer HRA cells. 
J Biol Chem  2004; 279: 6371-6379

40 Tanaka Y, Kobayashi H, Suzuki M, Kanayama 
N, Terao T. Transforming growth factor-beta1-
dependent urokinase up-regulation and promotion 
of invasion are involved in Src-MAPK-dependent 
signaling in human ovarian cancer cells. J Biol Chem 
2004; 279: 8567-8576

41 Hu Y, Qiao L, Wang S, Rong SB, Meuillet EJ, Berg-
gren M, Gallegos A, Powis G, Kozikowski AP. 
3-(Hydroxymethyl)-bearing phosphatidylinositol 
ether lipid analogues and carbonate surrogates 
block PI3-K, Akt, and cancer cell growth. J Med 
Chem  2000; 43: 3045-3051

42 Urbano A, Gorgun G, Foss F. Mechanisms of apop-
tosis by the tyrphostin AG957 in hematopoietic 
cells. Biochem Pharmacol  2002; 63: 689-692

43 Mandal M, Kim S, Younes MN, Jasser SA, El-
Naggar AK, Mills GB, Myers JN. The Akt inhibitor 
KP372-1 suppresses Akt activity and cell prolifera-
tion and induces apoptosis in thyroid cancer cells. 
Br J Cancer   2005; 92: 1899-1905

44 Georgakis GV, Younes A. From Rapa Nui to ra-
pamycin: targeting PI3K/Akt/mTOR for cancer 
therapy. Expert Rev Anticancer Ther  2006; 6: 131-140

45 Takeuchi H, Kondo Y, Fujiwara K, Kanzawa T, 
Aoki H, Mills GB, Kondo S. Synergistic augmenta-
tion of rapamycin-induced autophagy in malignant 
glioma cells by phosphatidylinositol 3-kinase/
protein kinase B inhibitors. Cancer Res  2005; 65: 
3336-3346

46 Avellino R, Romano S, Parasole R, Bisogni R, 
Lamberti A, Poggi V, Venuta S, Romano MF. Ra-
pamycin stimulates apoptosis of childhood acute 
lymphoblastic leukemia cells. Blood  2005; 106: 

310                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2006年1月28日    第14卷   第3期



www.wjgnet.com

1400-1406
47 Sonoyama J, Matsumura I, Ezoe S, Satoh Y, Zhang 

X, Kataoka Y, Takai E, Mizuki M, Machii T, Wakao 
H, Kanakura Y. Functional cooperation among Ras, 
STAT5, and phosphatidylinositol 3-kinase is re-
quired for full oncogenic activities of BCR/ABL in 
K562 cells. J Biol Chem  2002; 277: 8076-8082

48 Mabuchi S, Ohmichi M, Kimura A, Hisamoto K, 
Hayakawa J, Nishio Y, Adachi K, Takahashi K, 
Arimoto-Ishida E, Nakatsuji Y, Tasaka K, Murata Y. 
Inhibition of phosphorylation of BAD and Raf-1 by 
Akt sensitizes human ovarian cancer cells to pacli-
taxel. J Biol Chem  2002; 277: 33490-33500

49 Okudela K, Hayashi H, Ito T, Yazawa T, Suzuki 
T, Nakane Y, Sato H, Ishi H, KeQin X, Masuda A, 
Takahashi T, Kitamura H. K-ras gene mutation 
enhances motility of immortalized airway cells 
and lung adenocarcinoma cells via Akt activation: 
possible contribution to non-invasive expansion of 
lung adenocarcinoma. Am J Pathol  2004; 164: 91-100

50 Fujita T, Doihara H, Kawasaki K, Takabatake D, 
Takahashi H, Washio K, Tsukuda K, Ogasawara 
Y, Shimizu N. PTEN activity could be a predictive 
marker of trastuzumab efficacy in the treatment 
of ErbB2-overexpressing breast cancer. Br J Cancer  
2006; 94: 247-252

                
               电编  张勇 编辑 菅鑫妍  审读  张海宁 

孙晓杰, 等. PI3K-Akt信号通路与肿瘤                                                                                                                              311

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2006年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                             
                                                                                                                                  •消息•

世界华人消化杂志入编《中文核心期刊要目总览》
2004年版内科学类的核心期刊

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》2004年版编委会, 依据文献计量学的原理和方法, 经过研究人员对相关文

献的检索、计算和分析, 并通过学科专家评审, 世界华人消化杂志被确定为内科学类的核心期刊, 编入《中

文核心期刊要目总览》2004年版(第4版). 本版核心期刊研究, 被列为"2001年国家社会科学基金项目". 该书于

2004年7月由北京大学出版社出版.

该书已于1992, 1996, 2000年出版过三版, 在社会上引起了较大反响, 图书情报界、学术界、出版界和科

研管理部门对该项研究成果都给予了较高平价, 普遍认为他适应社会需要, 为国内外图书情报部门对中文学术

期刊的评估和选购提供了参考依据, 促进了中文期刊编辑和出版质量的提高, 已成为具有一定权威性的参考工

具书. 为了及时反映中文期刊发展变化的新情况, 《中文核心期刊要目总览》2004年版编委会, 开展了新一版

核心期刊的研究工作, 课题组认真总结了前三版的研究经验, 对核心期刊评价的基础理论、评价方法(定量评

价指标体系、核心期刊的学科划分、核心期刊数量)、评价软件、核心期刊的作用与影响等问题进行了深入

研究, 在此基础上, 进一步改进评价方法, 使之更加科学合理, 力求使评价结果能更准确地揭示中文期刊的实际

情况. 本版核心期刊定量评价, 采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、获国家奖或被

国内外重要检索工具收录等7个评价指标, 选作评价指标统计源的数据库达51种, 统计文献量达到943万余篇

次(1999-2001年), 涉及期刊1万2千种. 本版还加大了专家评审力度, 1 873位学科专家参加了核心期刊评审工作. 

经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的中文期刊中评选出1 800种核心期刊, 分属七大编75个学科类目. 

该书由各学科核心期刊表、核心期刊简介、专业期刊一览表等几部分组成, 不仅可以查询学科核心期刊, 还可

以检索正在出版的学科专业期刊, 是图书情报、新闻出版、科研成果管理等部门和期刊读者的不可或缺的参

考工具书.

该书由北京大学图书馆和北京高校图书馆期刊工作研究会合编, 北京大学图书馆戴龙基馆长和蔡蓉华研

究馆员任主编, 北京高校图书馆期刊工作研究会成员馆、中国科学院文献中心、中国社会科学院文献中心、

中国人民大学书报资料中心等相关单位的百余名专家和期刊工作人员参加了研究.
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幽门螺杆菌相关胃黏膜疾病炎症、凋亡与乳酸杆菌的关系

马锋振, 马洪升

马锋振, 马洪升, 四川大学华西医院消化内科 四川省成都市 
610041
通讯作者: 马锋振, 610041, 四川省成都市, 四川大学华西医院
消化内科. locust007@sina.com
电话: 028-85445326
收稿日期: 2005-10-25    接受日期: 2005-12-08

摘要
幽门螺杆菌与慢性胃炎、消化性溃疡、胃癌
及胃黏膜相关淋巴样组织淋巴瘤(MALT)等疾
病的发生密切相关, 后者是炎症发展以及凋
亡-增殖失衡的渐进过程中不同阶段的表现形
式. 乳酸杆菌具有较好的抗H pylori 的应用前
景, 能降低因以抗生素为主根治H pylori 疗法
引起的副作用, 提高患者的依从性, 调节菌群
失调, 其在H pylori 诱导的胃黏膜炎症中具有
抗炎作用.  

关键词: 幽门螺杆菌; 乳酸杆菌; 炎症; 凋亡

马锋振, 马洪升. 幽门螺杆菌相关胃黏膜疾病炎症、凋亡与乳酸

杆菌的关系. 世界华人消化杂志  2006;14(3):312-317
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylori )是一种微需氧的、螺旋状

的革兰氏阴性杆菌, 定植于全世界半数以上人

群的胃内. 他通过黏附作用、毒力因子对黏膜

细胞的直接损伤以及由机体对细胞的免疫反应

而导致的免疫/炎症性组织损伤等而致病, 与慢

性胃炎、消化性溃疡、胃癌及胃黏膜相关淋巴

样组织淋巴瘤(MALT)等疾病的发生密切相关. 
目前常规的根治H pylori的方法是以抗生素为主

的三联、四联疗法, 但费用的昂贵及其副作用

降低了患者的依从性, 此外细菌耐药、儿童感

染者及无症状者是否采取同样疗法的争论要求

人们采取更安全经济有效的治疗措施, 近年来

以乳酸杆菌为主的益生菌在H pylori相关胃黏膜

炎症中的作用备受关注, 我们就此作一综述. 

1  胃内微生态研究

微生态学是研究正常微生态群与其宿主相互依

赖、相互制约的边缘科学. 胃肠道正常菌群参与

了人体的生理、生化、病理、病理生理和药理

过程. 很多临床疾病起因于正常菌群的改变和失

衡, 为恢复这种平衡, 益生菌越来越受到人们的

重视.
1.1 益生菌 益生菌制剂的定义: 是无致病性的活

菌和(或)死菌包括细菌成分和代谢产物的制品, 
经口或其他黏膜途径给药, 旨在改善宿主黏膜

表面微生物或酶的平衡, 或者刺激特异性免疫

机制产生有利的影响. 其作用机制为: 优势种群

原理、增强机体的免疫功能、生物夺氧作用、

生物拮抗作用, 产生有益代谢产物、防止有害

物质产生. 尤其是已证实益生菌可以抗幽门螺

杆菌感染及改善因根治H pylori引起的抗生素相

关性副作用[1]. 常用的益生菌是乳酸菌, 包括

乳酸杆菌属、双歧杆菌属、链球菌属和肠球菌

属等. 
1.2 乳酸杆菌 
1.2.1 乳酸杆菌的生物学特性  乳酸杆菌属于

乳酸杆菌科 ,  菌体通常呈细长杆状 ,  大小为

(0.5-1.0)μm×(2.0-10.0)μm, 无芽孢和荚膜, 周
身鞭毛或无鞭毛, 通常不运动, 兼性厌氧或严格

厌氧, 生长 适温度30-43℃, 适pH值5.0-5.5
或更低. 乳酸杆菌的作用: (1)调节生态平衡, 通
过营养竞争、生物夺氧、产酸、抑制和占位效

应等途径遏制病原菌的生长[2]; (2)增强机体免

疫水平, 提高免疫球蛋白浓度和增加巨噬细胞

的吞噬活性; (3)合成多种维生素, 促进营养物质

的吸收[3]; (4)参与膜菌群构成, 通过自身的特殊

结构与肠黏膜细胞受体紧密结合, 阻止致病菌

定植和入侵[4]; (5)代谢产生大量有机酸, 刺激胃

肠蠕动, 减少毒素和代谢产物吸收. 乳酸杆菌优

点: 繁殖快, 对自然环境抵抗力强, 安全性好, 对
青霉素类、头孢类、氨基甙类、大环内酯类、

四环素类、喹诺酮类等多种抗生素具有耐药性, 
而双歧杆菌比较娇嫩, 不能与抗生素配合使用.
1.2.2 乳酸杆菌的抗炎作用 乳酸杆菌能改善胃

肠道的炎症, 但目前尚很难确定特定的乳酸杆

■背景资料
幽门螺杆菌对胃
黏膜的致病性早
已得到广泛认可, 
也有很多相应的
治疗措施. 最近以
来, 胃肠道微生态
的平衡稳定得到
人们的关注, 其中
乳酸杆菌对幽门
螺杆菌及其相关
胃黏膜疾病的作
用更是引起人们
的关注, 本文就此
作一综述.

®



www.wjgnet.com

菌株在炎症反应中的作用地位, 而且文献报道

尚有分歧[5]. Maassen et al [6]研究了8种不同的乳

酸杆菌株在肠黏膜中的水平与炎性因子表达

的关系认为随着在肠黏膜乳酸杆菌水平的下

降致炎因子TNF-α和IL-2表达升高, L.reuteri和
L.brev is株表达 强, 而较少或几乎没有表达

IL-1α、INF-γ、IL-10和IL-1β. 而Christensen 
et al [7]则认为乳酸杆菌强烈诱导IL-6的表达, 相
对较少表达IL-10、IL-12及TNF-α. L.casei株具

有 强的诱导TNF-α表达的能力, L.reuteri株尽

管在诱导IL-10表达方面能力 强却几乎不能

诱导IL-12的表达. 此外, 添加L.reuteri株会抑制

L.casei诱导的IL-12、IL-6及TNF-α的表达. 乳酸

杆菌的抗炎机制可能是通过抑制NF-κB的活性

来发挥作用的[8]. 

2  幽门螺杆菌感染与胃黏膜上皮细胞凋亡

2.1 正常胃黏膜上皮细胞的增殖与凋亡平衡 正
常胃黏膜的凋亡细胞位于黏膜表层, 增殖细胞

位于小凹腺颈部, 细胞自腺颈部向表层逐渐增

生替代, 细胞凋亡与增殖保持平衡. 如果平衡因

H pylori打破, 则可以发生相关胃疾病, 过程常

为: 正常胃黏膜-浅表性胃炎(CSG)-慢性萎缩性

胃炎(CAG)-肠化生(IM)-异型增生(DYS)-肠型胃

癌(GCa).
2.2 幽门螺杆菌感染与胃黏膜上皮细胞增殖 国
内体外研究[9]发现H pylori在较低浓度(≤1.6×
108 CFU/L)时对细胞增殖起促进作用, 而在较高

浓度(≥8×108 CFU/L)时抑制增殖. 对胃黏膜活

检标本进行免疫组化检测发现, 从正常黏膜到

慢性胃炎伴萎缩和肠化再到胃癌, 细胞增殖是

逐级增加的. 增殖程度差异 大的是慢性胃炎

的H pylori感染组和非感染组之间[10]. 所有利用

患者自身对照研究结果均提示, 根除H pylori会
使上皮细胞增殖数降低至正常水平.
2.3 幽门螺杆菌与胃黏膜上皮细胞凋亡 H pylori
感染致胃黏膜凋亡的分布特点: CSG凋亡细胞

分布于腺体顶部, 腺体底部偶见单个细胞凋亡. 
CAG、IM凋亡细胞主要分布在腺颈部和腺体底

部. DYS和GC中凋亡细胞主要分布在异型明显

或癌巢集中的区域. 从CSG-CAG、IM-DYS-早
期GC-进展期GC的胃黏膜增殖恶化演变中, 凋
亡指数(AI)也递增, 但只有进展期GC的AI显著

高于CSG(P <0.05)[11]. H pylori产生的许多物质, 
包括尿素酶、细胞毒素(VacA)、脂多糖、氨、

一氯胺(NH2Cl)和一氧化氮(NO)等可直接诱导

凋亡. 此外, H pylori也可刺激/诱导宿主炎症/免
疫反应而导致大量细胞因子释放, 炎症介质也

能调节凋亡反应. 如IFN-γ和TNF-α能明显增强H 
pylori所致的细胞凋亡. H pylori感染诱导凋亡增

加主要发生于胃黏膜病变早期. 在体外H pylori
能诱导细胞凋亡, 在培养的胃细胞中加入H py-
lori能在数小时内诱导凋亡. 高密度的H pylori可
导致细胞坏死. 多数H pylori定植患者的胃黏膜

凋亡细胞主要位于胃腺体的上1/3, 而且在H py-
lori根除后其凋亡细胞数可降至正常. 有研究发

现, 细胞凋亡率与炎症活动性评分存在明显正

相关, H pylori密度和凋亡率之间也存在明显的

正相关[12]. 腺体细胞持续凋亡如果得不到更替

则导致黏膜腺体的丢失, 导致胃黏膜腺体萎缩. 
细胞凋亡的可能传导途径: TNF受体、Fas和Fas
配体系统、线粒体通透性转换系统(MPT). 在H 
pylori诱导上皮细胞凋亡时, Bak在细胞接触该细

菌不久就表达, 而其他Bcl-2家族成员如Bcl-2、
Bax和Bcl-x并没有明显改变.

3  幽门螺杆菌感染后炎症/免疫反应

3.1 与炎症和免疫损伤有关的致病因子 文献报

道与炎症和免疫损伤有关的毒性因子很多, 以
下为公认的致病因子: 黏附素、尿素酶、脂多

糖、黏液酶、脂酶和磷脂酶A、溶血素、醇脱

氢酶、细胞毒素有空泡细胞毒素(VacA, 其基因

为vacA)和细胞毒素相关蛋白(CagA, 其基因为

cagA)两种、60 ku热休克蛋白及生物胺等. 近来

对热休克蛋白、过氧化氢酶、过氧化物歧化酶

及iceA基因等致病因子研究也较多. 
3.2 与炎症和免疫损伤有关的细胞因子 幽门

螺杆菌在上皮的黏附定居激活免疫反应, 刺激

局部的免疫细胞释放肿瘤坏死因子(T N F-α), 
I N F-γ、I L-1、I L-4、I L-6、I L-8、I L-10、
IL-12、EGF等, 这些细胞因子聚集并可激活T
淋巴细胞、中性粒细胞及其他炎性细胞. 此外

H pylori本身也可产生趋化因子, 诱导炎性细胞

在感染区域的聚集[13]. 这些细胞因子构成一个

复杂的炎症免疫调节网络, 通过多种途径协同

发挥作用, 在局部受损血管内皮细胞内诱导组

织胺、白三烯等炎性递质释放, 使局部发生充

血、水肿、渗出等炎性反应及微循环障碍. 作
为趋化因子诱导中性粒细胞、单核细胞等在胃

黏膜局部浸润、激活, 产生自由基、白三烯及

多种蛋白酶而导致局部炎症反应. 在多种细胞

因子中IL-8的作用尤为重要. 

■研发前沿
乳酸杆菌对幽门
螺杆菌及其相关
胃黏膜疾病作用
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菌的剂量、应用
时机、株种、应
用方式等是当前
研究领域中的热
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3.2.1 IL-8的作用 IL-8在H pylori感染的胃黏膜

中强烈表达, 使中性粒细胞持续激活并进入胃

黏膜[14]. IL-8以一种剂量和时间依赖的方式诱导

中性粒细胞迁移并穿过单层培养的胃上皮细胞, 
造成以中性粒细胞为主的炎症细胞在局部聚集, 
中性粒细胞在穿膜移行过程中明显增加了钠离

子的逆向扩散, 损伤胃黏膜屏障. H pylori感染者

胃黏膜IL-8水平表达明显增加且与炎症程度明

显正相关[15,16]. IL-8等细胞因子亦可刺激G细胞

分泌胃泌素, 产生高胃泌素血症, 间接促使胃黏膜

损伤. 
3.2.2 NF-κB信号传导途径 目前认为, H pylori与
胃黏膜上皮的接触是活动性炎症反应的细胞学

机制的关键一步. 然后胃上皮细胞发生细胞骨

架重组、酪氨酸磷酸化, 进而激活NF-κB和(或)
促分裂素激活的蛋白激酶(MAPK), 诱导前炎性

细胞因子如IL-8的生成.  IL-8是胃黏膜上皮细胞

暴露于H pylori后分泌的强有力的中性粒细胞和

淋巴细胞激活因子, 感染cagA阳性的H pylori菌
株可增强IL-8的分泌[17]. 炎症反应中细胞因子和

炎症递质的表达调控主要在基因转录水平, IL-8
和COX-2的基因启动子序列上均含有NF-κB的
结合位点, 细胞中NF-κB的激活可诱导IL-8和
COX-2的基因转录增强, 而Seo et al [18]研究显示

H pylori感染可诱发胃上皮细胞中NF-κB的激

活. 有报道[19] NF-κB p65, IL-8和COX-2主要表

达于胃黏膜上皮细胞, 固有层炎性细胞也有不

同程度的表达. H pylori阳性胃黏膜中p65蛋白, 
IL-8及COX-2 mRNA和蛋白的表达较H pylori阴
性组显著增强, 三者的表达均与胃黏膜炎症程

度之间具有显著相关性(P <0.01);胃黏膜NF-κB 
p65蛋白表达与IL-8及COX-2 mRNA和蛋白的表

达均呈正相关关系. 因此认为H pylori感染导致

胃黏膜NF-κB p65, IL-8及COX-2表达增加, NF-
κB可能通过调控IL-8和COX-2的表达, 参与了H 
pylori相关性胃炎的病理生理过程.
3.2.3 其他细胞因子的作用 IL-1β作为炎性因子, 
参与宿主对多种抗原的反应. Yamaoka et al [20]发

现H pylori阳性患者胃黏膜IL-1β含量显著高于

H pylori阴性者, IL-1β含量与H pylori密度, 胃黏

膜中单核细胞、多核细胞浸润度呈显著正相关, 
并与胃上皮的损伤密切相关. IL-6、IL-8、IL-12
及IFNγ等细胞因子可通过旁分泌、内分泌等途

径作用于T、B淋巴细胞、NK细胞、单核巨噬

细胞, 产生特异性及非特异性免疫反应, 损伤局

部组织. 他也可通过直接细胞毒性作用损伤胃

黏膜, TNF-α可通过其膜型受体作用于胃上皮

细胞, 影响细胞的磷脂代谢, 导致自由基产生及

溶酶体破裂, 而使细胞坏死、组织损伤. IFNγ可

调节胃上皮细胞表型, 增加MHCⅡ类分子表达, 
并与一些细胞因子协同作用激活、增强局部细

胞毒性T淋巴细胞反应, 加重细胞损伤. IFNγ及

TNF-α还可使胃上皮细胞屏障功能减退, 对胃

酸、胃蛋白酶及细菌致病因子的防御作用下降.

4  乳酸杆菌防治幽门螺杆菌感染的研究进展

4.1 乳酸杆菌在防治H pylori 感染的体外研究 大
量体外试验研究发现多种乳酸杆菌及其代谢

产物能抑制或杀灭H pylori , 这些菌株包括嗜酸

乳杆菌CRL 639、LB、NAS和DDS-1株以及L 
johnsonii  La1、L.salivarius  WB 1004株等[21]. Co-
connier et al [22]研究发现, 乳杆菌LB株在体外有

抗菌作用, 表达一些抗菌物质能穿过细胞膜进

入细胞内杀死病原菌. 乳杆菌LB株的培养物上

清液(LB-SCS)在体内和体外均可抑制H pylori
和H pylori尿素酶活性, 从而抑制H pylori的繁

殖和定植. 同时发现乳酸杆菌对H pylori的拮抗

不依赖于乳杆菌分泌的乳酸. 一些L.reuteri的株

种(但并非全部)能与H pylor i共享表面糖脂连

接蛋白,因此能在宿主体内竞争结合位点而抗H 
pylori感染[23].
4.2 乳酸杆菌在防治 H pylori感染的体内研究 用
乳杆菌感染小鼠后再喂给H pylori , 则H pylori
无法在胃内定植, 而给已感染H pylori的小鼠服

用乳杆菌则可清除H pylori , 血清中抗体滴度亦

明显降低[24]. 乳酸杆菌可通过抵抗H pylori的定

植, 分泌乳酸和抗菌肽类物质来抑制和杀灭H 
pylori , 通过调节机体免疫系统减轻H pylori的致

病性和胃炎活动度. 有学者用乳酸杆菌制剂治

疗H pylori发现H pylori感染密度及反映胃黏膜

损伤的指标都有明显下降. 乳酸杆菌具有竞争

排他、抗胃酸、胆盐、胰酶的作用, 故推测乳

酸杆菌可能是通过定植于黏膜胃上皮表面实现

抗H pylori致病作用的[25]. Michetti et al [26]在一个

随机双盲对照试验中发现在体外无论H pylori是
否定植于上皮细胞嗜酸乳杆菌La1株培养上清

液都会抑制H pylori的生长; 体内给予口服La1株
培养上清液抗H pylori则发现呼气试验值明显下

降.  Kabir et al [27]发现L.salivarius WB 1004株不

仅能抑制H pylori与动物和人胃上皮细胞黏附,
而且能减少IL-8的分泌. 还发现给予GF级小鼠

服用H pylori菌株9 wk后出现H pylori定植而SPF
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级小鼠在胃内发现含有大量乳酸杆菌而未发生

H pylori定植. 当GF级小鼠首先喂服L.salivarius 
WB 1004则也不出现H pylori定植的现象. 而且, 
给已经感染H pylori的GF级小鼠喂服L.salivarius
后其体内病原菌的数量减至给予乳酸杆菌之前

的1%以下.
4.3 乳酸杆菌制剂在临床上的应用 无致病性的

乳酸菌制剂因其有益健康且可增强机体抗感染

性疾病的能力而在临床上应用了十多年[28]. 在临

床运用阶段, 乳酸杆菌制剂尚不能替代抗生素

根除H pylori , 但可以与抗生素联合使用, 平衡胃

肠道正常菌群, 降低抗生素的耐药影响及副作

用. 在对急性腹泻的儿童给予口服补液时加用

Lactobacillus acidophilus  LB能有效地降低腹泻

的持续时间[29]. 
乳酸杆菌并非根除H pylori , 而是通过调节

胃内微生态平衡和抑制H pylori致病性来达到

减轻和消除胃炎的目的. Felley et al [30]在研究中

发现, 给予H pylori感染者以含L.johnsonii  La1株
的酸奶和克拉霉素使H pylori的密度下降, 减轻

了炎症反应及胃炎活动度, 但是不能提高抗生

素对H pylori的清除率. 但也有相反的报道, 给予

常规的抗生素根治H pylori疗法加上嗜酸乳杆菌

可以提高H pylori的根除率[31,32]. Sakamoto et al [33]

对203种乳酸杆菌细胞株研究认为L.gasseri  OLL 
2716(LG21)株具有 强的黏附于胃上皮和抵

御胃酸侵袭的能力可用于抗人类的H pylori感
染. 研究还发现经血清学检查和呼气试验证实

L.gasseri  OLL 2716抑制了H pylori感染并减轻了

胃炎的程度. Lykova et al [34]发现乳杆菌和双歧杆

菌的益生菌制剂与抗生素为基础的根除H pylori
三联疗法联用对儿童的H pylori相关性胃十二指

肠疾病的效果好, 并能改善因抗生素相关的微

生态失调.  
多项研究发现, 给予H pylori传统三联疗法

补充加入乳杆菌制剂可以减轻腹泻、恶心等胃

肠道不良反应的发生率及强度, 可提高治疗的

耐受性[35,36]. 即使对无症状和消化不良的患者

根除H pylori时添加乳酸杆菌制剂也可以减少便

秘、腹泻、呕吐及味觉异常等副作用的发生[37,38].
4.4 乳酸杆菌抗H pylori感染的可能机制[21] 在肠

道内乳酸杆菌通过竞争营养物质、竞争排他作

用(与病原菌竞争结合位点)、产生抑制性复合

物(如乳酸盐、过氧化氢、短链脂肪酸和细菌素

样物质等)以及免疫调节刺激来发挥作用. 乳酸

杆菌在胃内可能与在肠道内作用的机制相似. 

乳酸杆菌能有效缓解抗生素方案根除H 
pylori引起的腹泻, 目前考虑与其纠正菌群失调

有关. 但乳酸杆菌降低恶心和/或呕吐以及味觉

异常的发生率的机制不清. 他 可能的作用机

制是与H pylori竞争结合位点[39]单独应用乳酸杆

菌仅仅是减少H pylori感染的程度, 不能根除H 
pylori . 一项动物给服发酵奶及乳酸杆菌培养上

清液的试验结果显示乳酸和另外一些抑制性代

谢产物对病原菌可能有直接的抑制作用. 乳酸

杆菌的抑制性代谢产物具有增强抗生素杀菌的

作用, 既可能是其直接作用也可能是因副作用

减少后患者对治疗的顺应性提高的结果. 此外

也可能是乳酸杆菌激活免疫系统, 从而对增强

疗效起到一定作用, 灭活的益生菌也能起作用

可以佐证这一观点[31,40,41]. 有动物试验表明牛乳

铁蛋白浓度大于0.5 g/L可以抑制H pylori的生长[42]. 
如果要用牛乳铁蛋白抑制H pylori , 其在牛奶中

的 低浓度不应小于0.2 g/L. 牛乳中的糖配体

在H pylori感染的小鼠模型中降低了H pylori在
胃上皮的定植和炎症积分[43]. Sgouras et al [44]研

究发现加入经中和酸度(pH 6.8)的Lactobacillus 
johnsonii La1株上清液后明显减少了H pylori诱
导胃腺癌AGS细胞产生的IL-8的分泌, 但并不伴

随H pylori活性的降低. 他们总结认为, 在感染

H pylori的早期阶段, 给服Lactobacillus johnsonii 
La1能减轻H pylori诱导的胃炎症程度, 可能机

制为Lactobacillus johnsonii La1通过阻断趋炎

症信号而减轻了在黏膜固有层的淋巴细胞和中

性粒细胞的聚集. Uchida et al [45]发现服用Yogurt 
containing Lactobacillus gasseri OLL2716(LG21 
yogurt )能明显减轻急性胃炎并有剂量依赖关系, 
对胃溃疡的预防也是有效的. 并且LG21 yogurt
能显著增加前列腺素E2的分泌.

研究表明, 乳酸杆菌用于H pylori相关胃疾

病的治疗是安全有效的, 尤其是开发应用活菌

比冻干制剂是更有效的途径. 但现有资料仍有

限, 而且到目前为止, 国内外的研究大多集中于

乳酸杆菌制剂的临床效果而对其发挥作用的机

制研究较少, 仍缺乏对剂量标准、特定株的选

择、应用时机、持续时间以及应用方式的了解, 
需要更多研究来验证之, 例如可从乳酸杆菌能

改善人群H pylori感染的症状入手在细胞和分子

水平上深入研究单个特定株与H pylori之间的相

互作用方式. 研制安全无害并能广泛应用的特

异乳酸杆菌株制剂用于疾病的预防和治疗将是

未来的发展趋势.
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■应用要点
大量研究证明乳
酸杆菌用于幽门
螺杆菌相关胃疾
病的治疗是安全
有效的, 研制安全
无害并能广泛应
用的特异乳酸杆
菌株制剂是将来
的发展趋势.
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■名词解释
微生态: 是指微生
物存在的状态, 胃
内微生态是指微
生物在胃内存在
的状态, 微生态失
衡的意思是胃内
微生物存在的状
态失去了平衡. 
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更正与说明专栏

本报讯《世界华人消化杂志》为了对同行评议、编辑、校对、审读、文章价值等质量进行跟踪报道, 特设"更

正与说明"固定专栏", 包括"事实纠错"、"文字更正"、"解释说明"三个子栏目, 不仅对前一期或近期出现的文

字差错和事实错误进行更正、就引发歧义或晦涩难懂之处做解释说明, 而且针对文章的学术水平等进行讨论. 

在此, 我们热烈欢迎读者、作者、编委等积极审读《世界华人消化杂志》, 给更正与说明栏目投稿. (世界胃肠

病学杂志社  2006-01-28) 

■同行评价
本文详细地阐明
了H pylori 与乳酸
杆菌之间的关系, 
科学性和可读性
较好. 
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■背景资料
近来医学科技的
进步使得肿瘤治
疗取得了一些进
展, 尽管如此, 在
全人类不同种族
人群中、不同个
体间仍有显著的
化疗药物治疗有
效率/毒性反应的
异 质 性 .  随 着 赫
赛汀(herceptin)、
格列卫 (gleevec)
这些分子靶向药
物 的 应 用 ,  肿 瘤
学家们期望在未
来5-10 a内, 分子
病理学和分子诊
断技术的临床应
用将对药物的研
究、发展带来彻
底变革, 从药物的
选择、剂量、给
药方式及新药的
应用等全方面实
现真正意义上的
个体化医疗.

 文献综述 REVIEW 

药物遗传学和药物基因组学在肿瘤治疗中的应用

王立峰, 钱晓萍, 刘宝瑞
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摘要  
人类基因组计划的顺利完成及目前正在进行
的蛋白质组学研究使当今的医疗领域产生
了重大变化. 肿瘤分子基础知识的不断扩展
使人们认识到对于包括肿瘤、心血管等多
种疾病而言, 基因表达谱及某些基因的单核
苷酸多态性 (single nucleotide polymorphism, 
SNPs) 可用于指导治疗. 药物遗传学/药物基
因组学作为肿瘤新的治疗平台受到广泛关注
并使得真正意义上的个体化治疗成为可能. 
我们着重论述了临床上与肿瘤治疗疗效/毒性
反应相关的基因多态性与基因表达谱的变化, 
初步探讨了药物遗传学/药物基因组学在恶性
肿瘤中的广泛应用前景与目前现状之间的差
距及相关原因. 

关键词: 药物遗传学; 药物基因组学; 肿瘤治疗; 
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0  引言

尽管目前肿瘤治疗取得了一些进展, 但在不同

种族人群中、不同个体间仍有显著的化疗有效

率/毒性反应的异质性. 目前应用的抗肿瘤药物

对至少70%的患者疗效有限, 20%-40%的患者甚

至有可能接受了错误的药物治疗[1-4]. 肿瘤分子

生物学领域的不断扩展使人们逐渐认识到, 分
子生物学基因表达谱的显著差异是指导肿瘤个

体化化疗的基础[5,6]. 药物遗传学/药物基因组学

作为肿瘤新的治疗平台受到广泛关注, 肿瘤药

物基因组学/遗传学的核心目的是通过对个体基

因/遗传多态性的研究, 预测其对某种药物的反

应性/毒性[7-13]. 我们将着重讨论一些具有重要临

床意义的预测因子.

1  药物效应预测分子

1.1 5-Fu相关药物效应预测分子 5-FU进入体内

后被活化为氟脲嘧啶脱氧核苷酸(5-FdUMP), 通
过形成稳定的三联体复合物(胸苷酸合成酶、5, 
10-甲酰四氢叶酸、5-FdUMP) 抑制胸苷酸合成

酶, 从而阻碍脱氧尿苷酸 (dUMP) 转变为脱氧胸

苷酸(dTMP). 
1.1.1 胸苷酸合成酶mRNA (thymidylate synthase 
mRNA, TS mRNA) 的表达 TS的表达不仅与以

5-Fu为基础的化疗抵抗相关, 而且与临床预后相

关. Lenz et al [14]发现TS mRNA水平高的胃癌患

者中位生存期6 mo, 而TS mRNA水平低者中位生

存期43 mo. 随后, TS mRNA水平的高低与化疗有

效率、生存期之间的关系在肠癌[15,16]、肺癌[17]、

乳癌[18]中也得到进一步证实. 综合分析若干肠癌

患者5-Fu化疗有效率与TS水平相关性的文献发

现[19-24], 转移性的肠癌患者肿瘤组织内低表达TS
者可从姑息性5-Fu化疗获益; 相反, 局部进展肠癌

患者肿瘤组织内低表达TS者未见明显获益于辅

助化疗. 然而, 这些结果大多来源于以5-Fu为基础

化疗的回顾性分析, 因此有必要在前瞻性研究中

使用新的联合化疗方案重新进行评估.
1.1.2 胸苷酸合成酶启动子增强区域 (thymid-
ylate synthase promoter enhancer region, TSER) 
TS的调节控制机制相当复杂, TSER的基因多

态性在一定程度上控制着TS的表达. TSER由不

同拷贝数的28 bp (base pair)三联子重复序列构

成, 提高28 bp三联子重复序列数目将导致TS基
因表达增加, TS酶活性提高[25]. 研究接受新辅助

放化疗的肠癌患者TSER遗传表型发现, 与3R纯
合子相比, 携带有2R等位基因的患者病理降期

程度相对较高[26]. 另一组221例肠癌患者接受辅

助5-Fu+CF方案化疗的研究中更加确定了TSER
多态性的临床价值: 2R纯合子和2R/3R杂合子 
(163/221) 有显著临床生存期的提高, 而3R纯合

子(58/221)无生存获益[27]. Sarries et al [28]分析400
例 (100例对照, 300例肠癌、肺癌、乳腺癌) 标
本发现TSER多态性与TS mRNA表达相关, 3R纯
合子有较高的TS mRNA表达活性. 而来自日本
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的报道TS遗传型与TS mRNA表达无明显关系, 
同时发现TS多态性分布与欧美研究结果不同[29]. 
这表明种族的不同在很大程度上影响着TS遗传

表型. 
1.2 卡培他滨(xe loda)相关药物效应预测分子 
由于卡培他滨具有在高表达胸苷酸磷酸化酶

(thymidine phosphorilase, TP) 的肿瘤细胞内释

放5-Fu这一特点, 使其成为一个很有前景的肿瘤

特异性药物. TP是血小板源性的内皮细胞生长

因子, 也是肿瘤相关血管生成因子, 主要与肿瘤

细胞的高增殖率、转移侵袭力以及肿瘤性血管

生成有关, 同时有抗凋亡作用[30,31]. 有资料表明

高表达TP的肿瘤组织能更有效地激活5氟脱氧

脲苷为5-Fu[32,33]. 因此对于准备接受卡培他滨治

疗患者的遗传特性分析有必要包括TP、TS、二

氢嘧啶脱氢酶 (dihydropyrimide dehydrogenase, 
D P D) 三方面以评估治疗失败的风险并判断

预后[16]. 实际上, 在转移性肠癌患者中, 低表达

TS、DPD、TP基因者生存率最高[16,21]; 同时TP/
DPD基因表达的比值在化疗敏感与抵抗肿瘤中

显著不同[34].
1.3 铂类药物相关药物效应预测分子 铂类药

物通过形成链内/链间DNA加合物抑制细胞复

制. 对铂类药物的抵抗可通过以下机制发生: 减
少药物积聚、通过共轭结合解除药物毒性, 提
高对铂类药物诱导产生的DNA加合物的耐受

性, 或者提高DNA修复能力[35,36]. 核苷酸减切

修复 (nucleotide excision repair, NER) 途径与

铂类抵抗有很强的相关性, 核苷酸切除修复交

叉互补组1(excision repair cross-complmenting 
group 1, ERCC1)、XPD(xeroderma pigmentosum 
complementation group D)、XPG(xeroderma 
pigmentosum complementation group G) 等均是

NER途径中的关键因子.
1.3.1 ERCC1 56例接受GP方案化疗的非小细

胞肺癌(NSCLC)患者, ERCC1高表达者中位生

存期仅5 mo, 而低表达者中位生存期达15 mo. 
这一有显著统计学意义的数据表明ERCC1水
平可作为铂类治疗一独立的预后变量, 是评价

DDP抵抗的一个关键基因[28].
1.3.2 XPD与XPG 分析73例接受5-Fu+草酸铂

治疗的转移性肠癌患者的XPD基因多态性, 发
现1个SNP导致XPD蛋白第751密码子上赖氨酸 
(Lys) 转变为谷氨酰氨 (Glu), 这一多态性与疗效

显著相关: Lys/Lys基因型患者中位生存期17.4 
mo, 而Lys/Glu杂合子12.8 mo, Glu/Glu纯合子3.3 

mo; 而且, Lys/Lys基因型患者客观有效率更高 
(P  = 0.015)[37]. 尽管目前对这一SNP突变导致铂

类疗效异同的具体机制尚不清楚, 但并不影响

这一SNP作为铂类药物效应预测因子的进一步

应用. 此外, Lys突变导致DNA修复能力的变化

尚在进一步研究中. 对33例接受草酸铂治疗肠

癌患者, Vila et al [38]分析了与DNA修复相关的

多种基因SNPs. 发现XPD第751位密码子C—A
碱基的突变与草酸铂治疗毒性/有效率相关, 与
XPD A/A型相比, 携带XPD C/C型等位基因患

者更易发生血液学毒性 (44% vs  9%); 同时发现, 
XPG第3位密码子C—T碱基变异与草酸铂药物

有效率相关, 携带XPG C/C型等位基因的患者

客观缓解率显著高于XPG C/T、T/T基因型患者 
(70% vs  8%, P  = 0.002). 所以认为, XPD C/C与血

液学毒性相关, 而XPG C/C可作为缓解率、TTP
及生存期的预测指标.
1.3.3 XRCC1(X线修复交叉互补组1, X-ray repair 
cross-complementing group 1) Stoehlmacher et al 
[39]研究61例接受5-Fu+草酸铂治疗的进展期肠

癌, 发现XRCC1基因中第399位密码子的一个

SNP影响其氨基酸产物为精氨酸 (Arg) 或谷氨

酰氨 (Glu). 由于Glu可导致DNA修复能力增加, 
使得铂类化疗抵抗[40].故这一SNPs与治疗效果

有明显关系: 73%的缓解者具有Arg/Arg遗传型, 
66%无反应者具有Glu/Glu或Arg/Glu遗传型[39].
1.3.4 谷胱甘肽-S-转移酶P1(Glu ta th ione-S-
transferas P1, GSTP1) 谷胱甘肽-S-转移酶催化

谷胱甘肽与多种毒性复合物 (包括铂类制剂) 结
合, 形成低毒高水溶性物质排出细胞外[41]. GST
家族包括5个亚型: GSTA1、GSTP1、GSTM1、
GSTT1、GSTZ1. Stoehlmacher et al [42]发现

GSTP1的一个SNPs与107例接受5-Fu+草酸铂

化疗的转移性肠癌患者总体生存率相关. 这一

SNPs导致在GSTP1蛋白密码子105位异亮氨基酸 
(Iso) 转变为缬氨酸 (Val), 酶活性降低[43], 从而产

生了疗效的差异: 中位生存期Val纯合子24.9 mo, 
Val杂合子13.3 mo, Iso纯合子7.9 mo(P  < 0.001).
1.4 紫杉类相关药物效应预测分子 目前认为紫

杉类抵抗的重要机制是微管蛋白的过度表达. 
有研究表明β微管蛋白III表达水平与卵巢癌、

前列腺癌及非小细胞肺癌细胞系中的紫杉类

药物抵抗有关[44]. Montgomery et al [45]报道在

NIH3T3细胞系中, EGFR超家族成员HER2的过

表达导致β微管蛋白IV表达水平增加3倍, 从而

导致转化细胞对紫杉类药物抵抗. 因此, 对微管
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蛋白各亚型基因突变和基因表达水平的分析在

评估肿瘤细胞是否对紫杉类药物敏感中可能具

有一定作用. 最近研究指出乳腺癌易感基因家

族 (breast cancer susceptibility gene, BRCA) 的
功能失活在散发性乳腺癌、卵巢癌中也有发现, 
BRCA功能失活与DNA双链断裂的修复功能受

损有关, 相关患者对DNA交联剂、诱导DNA双

链断裂药物敏感, 而对作用于有丝分裂纺锤体的

药物如紫杉类抵抗[46].
1.5 健择相关药物效应预测分子 核糖核苷酸还

原酶M1(ribonucleotide reductase M1, RRM1):    
核糖核苷酸还原酶是DNA合成途径的限速酶, 
在DNA合成修复途径中发挥重要作用. 它主要

催化二磷酸核糖核苷酸转化为二磷酸脱氧核糖

核苷酸, 包括M1、M2两种亚型. 多篇文献报道

RRM1过表达者健择化疗不敏感[28,37,47]. Rosell et 
al [47]研究了100例NSCLC, 发现RRM1与DNA合

成、修复及GEM代谢有关; ERCC1与DDP活性

有关, 二者的表达水平高度相关. RRM1 mRNA
低表达或RRM1 、ERCC1 mRNA均低表达者GP 
方案显著获益, 中位生存期明显延长 (13.7 mo vs  
3.6 mo).
1.6 表皮生长因子受体(epidermal growth factor 
receptor, EGFR)抑制剂 EGFR是一跨膜糖蛋白, 
与配体交联发生二聚化作用, 从而刺激细胞增

殖[48,49]. 大量研究表明EGFR信号通路涉及各种

实体瘤的生成及预后. EGFR酪氨酸激酶 (TK) 的
活化已被确认为起始细胞内信号传递的关键事

件, 能调节细胞增殖、分化及细胞生存[50,51]. 肿
瘤中EGFR信号途径中EGFR基因的过表达是一

普遍现象, 其基因的转录起始于富含GC启动子

区的多个起始位点. EGFR基因的第一个内含子

能调节基因转录, 它位于转录增强子附近, 包含

一具有高度遗传多态性的CA二核苷酸重复序

列[52]. Gebhardt et al [53]报道CA重复序列的数目

与EGFR基因转录活性呈负相关. 近来一些新的

药物通过胞内/胞外途径阻断EGFR功能或阻断

其胞内信号通路发挥抗肿瘤作用[54]. Lynch et al [55]

研究发现9例对gefit inib治疗有效患者中8例在

EGFR基因酪氨酸激酶区域存在体细胞突变; 在
25例未接受过gefitinib治疗的NSCLC患者中2例
也存在类似突变. 体外实验进一步证实EGFR突
变株对EGF反应性高且对gefitinib治疗更为敏感. 
其他研究者也有类似报道[56]. 虽然上述研究结果

有待于大样本临床试验证实, 但提示检测EGFR
基因可能是一有效的筛选合适患者接受gefitinib

治疗的途径.

2  药物毒性预测分子

2.1 5-F U相关毒性预测因子  二氢嘧啶脱氢

酶  (dihydropyrimide dehydrogenase, DPD) 是
5-FU代谢的限速酶, 在5-FU代谢中有着重要作

用. 体内5-FU剂量的85%都是通过DPD代谢失

活. DPD活性丧失时由于代谢清除途径受损大

量活性代谢产物5-FdUMP生成, 导致发生严重

的5-FU相关毒性反应. 迄今为止已确定DPD有

39种不同的基因突变和多态性[57], 其中最常见

的为DPD基因第1 986位发生A到G的转化(等
位基因DPYD*2A)导致外显子14缺失, 形成无

活性的酶. 在发生严重5-FU毒副反应的患者中, 
24%-28%可检测到这种突变[58]. 当然, DPYD*2A
并不是发生严重5-FU毒性的唯一机制[58]. 由于

体内存在复杂的分子机制调控DPD活性, 因而

使得将DPD基因型的检测用于预测严重5-FU毒

性的发生仍需不断深入.
2.2 CPT-11相关毒性预测因子 CPT-11是一无活

性的前药, 需经羟酸酯酶的活化转变为其活性

代谢产物SN-38而发挥效用[59]. 活性SN-38的主

要清除途径是通过肝脏UGT1A1的糖基化作用

转变为无活性的SN-38G, 后者通过尿液、胆汁

排出. 作为CPT-11主要的剂量限制性毒性作用, 
腹泻、中性粒细胞减少均与SN-38水平增高有

关[60]. 目前关于CPT-11的药物遗传学方面的研

究主要集中于由UGT1A1多态性引起的SN38G
变化. 研究发现UGT1A1的表达是高度可变的, 
由此引起不同患者间SN-38糖化反应的速率相

差最高达50倍[60-62]. UGT1A1基因启动子区具有

一定多态性, 其不典型TATA盒区域中包含了5-8
个TA重复序列. 其中以含6个TA重复序列的基

因型最为常见, 并观察到随着TA重复序列数目

的增加, UGT1A1表达下降[60,63]. UGT1A1的变

异型——UGT1A1*28启动子不典型TATA盒区

域包含7个TA重复序列, 该变异型与UGT1A1表
达下降有关, 并导致SN-38G水平降低[60-62,64]. 在
CPT-11治疗中, UGT1A1*28等位基因的存在导

致活性代谢产物SN-38的显著增加, 从而发生

腹泻/中性粒细胞减少的几率显著增加[64,65]. 提
示UGT1A1基因型的检测可能用于临床预测与

CPT-11相关的严重毒副作用的发生. 

3  问题与展望

尽管药物遗传学/基因组学领域的相关研究备受

瞩目且其实验证据水平高[66,67], 但该领域在临床
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■应用要点
有助于深入开展
药物遗传学和药
物基因组学相关
的实验研究, 有助
于临床开展基因
指导下的个体化
化 疗 ,  以 提 高 疗
效、降低毒副反
应.

中的应用却处于早期阶段. 究其原因有多种, 首
先, 实验室结论的临床推广涉及实用性、可操

作性、社会及伦理等多方面的因素; 其次, 早期

的一些相关临床实验在实验设计时未能充分考

虑到临床环境因素等多种客观因素的影响, 由
此产生一些有争议的结果, 可能对药物遗传学

/基因组学的临床应用产生了一些负面影响; 再
次, 药物基因组学的广泛应用面临的另一个重

要问题是检测的标准化问题. 当前在基因芯片

技术领域存在多种微阵列技术平台, 使用不同

系列的基因及不同的杂交信号、检测方法等, 
为同一目的而进行的研究常常得到不同的结果. 
但随着基因芯片技术及数据分析系统的不断完

善, 相信这些问题在不久的将来可被解决. 毫无

疑问, 在下一阶段药物遗传学/基因组学的研究

中将致力于在科学证据与临床应用间建立桥梁, 
这需要来自学术界、技术领域 (如计算机生物

信息技术)、临床上、伦理方面、社会、法律、

政府调节机构及财政上多方面的支持[68]. 随着分

子生物技术日新月异的进展, 药物遗传学/基因

组学研究在近年来取得迅猛发展, 为医疗领域

带来革命性变革. 在爱滋病治疗领域, 药物基因

组学已用于临床以指导对爱滋病患者进行适当

的抗病毒治疗, 使真正意义上的个体化治疗成

为可能[69,70]. 这一点对于艰难的肿瘤治疗尤为重

要. 该领域研究的最终目标是通过对个体肿瘤

患者遗传状态分析, 选择最佳治疗方案, 不仅仅

提高药物治疗的有效率而且避免相关严重毒性

反应的发生, 从而开辟个体化化疗的新纪元.
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■名词解释
药物遗传学
(pharmacogenetics) 
是研究与药物反
应性/毒性相关的
个体间DNA序列
/基因多态性的差
异的一门学科, 药
物作用靶点、相
关致病基因或药
物代谢酶等多个
环节的遗传变异
都可被当作预测
药物效应或毒性
的指标.

药物基因组
学(pharmacogeno-
mics) 是将全基因
组技术(即基因和
蛋白表达数据)用
于预测一个患病
个体对一个/一组
药物的敏感性或
抵抗性的学科.
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■同行评价
药物遗传学/药物
基因组学在肿瘤
治疗中的作用日
益受到重视, 本文
综述了药物遗传
学/药物基因组学
在化疗中对药物
疗效及毒性的预
测作用. 文章引用
文献较全面, 基本
概括了最新在这
一方面研究的进
展, 条理性强, 具
有一定的学术水
平,对开展研究具
有帮助.
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■背景资料
近年来, 内脏感觉
的异常在消化系
统功能性疾病发
病中的作用引起
了人们的广泛重
视, 与消化道运动
检查方法相比, 感
觉功能的检测还
处于起步阶段, 有
的还只是试验阶
段. 目前已有不少
评价内脏感觉的
方法, 其中以扩张
诱发感觉的试验
最为常用. 恒压器
技术的规范化推
动了对功能性疾
病发病机制的认
识. 而一些神经反
射抑制技术和脑
成像技术以及其
他一些感觉的检
测技术, 都是近年
来发展起来的新
技术. 
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摘要  
内脏敏感性在功能性胃肠病的发病机制中得
到越来越多的证实, 其检测方法的研究也得到
了重视. 我们简要介绍了RⅢ反射反向抑制技
术、恒压器检测技术、脑显像技术、黏膜电
刺激方法和温度刺激方法在检测内脏敏感性
中的应用.  

关键词: 内脏感觉; RⅢ反射反向抑制技术; 恒压器  
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0  引言

近20多年来, 消化功能紊乱性疾病诊断与治疗

的进步是上世纪消化领域中最令人注目的成就, 
一些诸如腹痛、腹泻、腹胀、早饱、反酸、嗳

气等症状, 除了消化道器质性疾病外, 更多见于

功能性疾患. 这些疾病最初归因于胃肠动力异

常, 然而随着消化道功能检查的发展, 人们发现

即使是健康的个体, 强烈的情感环境或环境刺

激也能使其食管、胃、小肠和结肠的运动增强; 
一些胃肠功能紊乱的患者经过胃肠测压和胃电

图等检查发现其并不存在胃肠动力的异常. 近
来, 内脏感觉异常被认为是功能性胃肠病的主

要发病机制[1-7]. 为了更好地研究消化道的敏感

性, 使之为临床和治疗服务, 人们正在探索一些

研究方法, 这些方法必须具备以下条件: (1) 能客

观地、定量地评价内脏感觉; (2) 能识别痛觉的

传入神经通路及其相关受体; (3) 探索控制内脏

感觉的增强及抑制机制[5-7]. 

1  RⅢ反射反向抑制技术

1.1 RⅢ反射的基本原理和实验方法 RⅢ反射是

指由躯体痛觉刺激引起同侧屈肌的屈曲反射, 
通常是用电刺激腓肠肌神经引起同侧股二头肌

屈曲反射, 反射记录需在肌肉完全松弛的前提

下进行. 因为它属于RⅢ(Aδ型) 型传入纤维传

导, 故称为RⅢ反射[8]. 
RⅢ反射被一整套计算机系统所引发和记

录, 包括Physio Labo System, Notocord System. 
首先将后踝皮肤去油腻. 在后踝的踝神经分布

区域表面皮肤上每隔2 cm安放一对表面电极, 按
0.17 Hz的频率 (10次/min) 给腓肠神经以电刺激, 
每次电刺激包括5个恒定的持续1 ms的一连串电

流脉冲, 内侧股二头肌的肌电反应通过上述成

对的表面电极记录下来. RⅢ反射应答是指在每

次刺激后90-180 ms间的多相信号, 通过放大, 再
数字化, 全波整流化及整体化. 利用经过整合的

平面图用来评价RⅢ反射的应答质量. 评价时首

先确定反射阈值, 然后把刺激腓肠神经的强度

调节到高于阈值的20%, 加以固定, 以备做进一

步试验. RⅢ反射应答幅度通常使用对照期平均

水平的百分数来表示[8-13]. 
RⅢ反射应答与电刺激诱发的疼痛密切相

关. 比如, 10 mA左右的电刺激, 其反射阈值与疼

痛阈值密切相关. 此值在同一患者的不同时期

都可被精确重复, 但不同个体有微小差别. 这种

密切的联系已被吗啡的剂量反应所证实[14]. 但患

者痛觉有病理性减退时、缺乏或主诉有不同器

官同时疼痛者, 应另当别论. 因此, RⅢ反射应答

可以认为与刺激腓肠肌神经所引起痛觉敏感性

有特异的、客观的生理性联系. 
1.2 RⅢ反射反向抑制技术 古希腊医学家希波

克拉底有句名言: "如果病人身上两个不同部位

同时感到疼痛, 那么疼痛较剧烈的部位可以使

疼痛较轻部位的感觉迟钝[8]" . 这句名言很好地

阐述了RⅢ反射反向抑制技术的原理: 异位躯体

的疼痛能有效地、特异地抑制RⅢ反射应答及

其疼痛的敏感性. 其抑制程度与该条件反射刺

激的强度有直接联系. 这种抑制作用与自主神

经功能改变无关, 也不是情绪或应激反应的结

果. 同时, 也与脊神经运动神经元的突触后抑制
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■研发前沿
随着神经影像学
的发展, 脑成像
技术是目前内脏
感 觉 研 究 的 热
点, 影像科和消
化科的医师较为
热衷, 且没有什
么副作用, 随着
价格的降低, 会
对功能性胃肠病
在感觉异常发病
机制方面有较大
的突破.

无关. 一般认为与感觉神经元活性抑制有关. 值
得注意的是丘脑痛觉丧失的患者, 痛觉刺激应

用于其麻木的手仍可进行抑制RⅢ反射. 因此, R
Ⅲ反射抑制并不完全涉及痛觉[8].  

在同类动物研究中, 推测疼痛刺激抑制R
Ⅲ反射应答是通过刺激弥散的毒性抑制性调节

剂 (diffuse noxious inhibitory controls, DNIC) 来
完成的[15]. 当两种有害的刺激应用在体内的不

同区域时, 这些调节剂被激发了, 产生了竞争效

应. 因此DNIC是反向刺激反应过程中的神经递

质. 也就是说, 异位痛点掩盖了原来疼痛, 触发

了DNIC, DNIC特异性地影响脊椎背侧集合神

经元, 后者在感觉信号传递中起关键作用[15,16]. 
DNIC在解剖上也得到了证实, 涉及脊髓及上脊

髓结构的回路[17], 与作为神经递质的阿片肽及5-
羟色胺密切相关[18-21]. 总之, 异位刺激引起RⅢ反

射抑制能客观地评价躯体疼痛所触发的传入信

息, 并不受痛觉经验的干扰, 这样就限制了情绪

和认知因素对评价人类内脏敏感性的影响. 在
内脏敏感性的检测中, 通过对扩张刺激消化道

不同部位所引发的RⅢ反射抑制进行研究, 可对

内脏敏感性作出客观量化的评价. 
1.3 RⅢ反射反向抑制技术评估内脏敏感性 RⅢ
反射反向抑制技术直到最近才应用于人类内脏

敏感性的评价. 
1.3.1 评价胃的敏感性 如上文所述, 异位的躯体

疼痛条件刺激一样, 不同容量的胃扩张也可抑

制RⅢ反射应答, Willer et al [8]对9名健康志愿者

给予5个不同水平的胃扩张刺激, 结果发现在200 
mL、400 mL容量扩张水平上, 上腹部无不适感

或感轻微不适, 反射应答无明显变化, 而在600 
mL、800 mL、1 000 mL容量扩张水平上, 相应

的抑制反射分别为25%、35%和55%, 抑制幅度

与胃扩张水平、内脏知觉强度二者明显相关. 
相隔2 wk后, 先后两次以1 000 mL容量扩张, 产
生十分相似的抑制. 这一研究结果说明这项技

术重复性非常好, 可对人类内脏的敏感性做出

客观量化的评估.  
1.3.2 评价直肠的敏感性 早期的一项研究[22,23]发

现, IBS患者对快速时相性扩张的疼痛阈值要显

著低于对阶梯式扩张的疼痛阈值, 据此猜测, 不
同的直肠扩张方式可能作用于不同的肠壁感受

器: 缓慢倾斜式扩张可能激活黏膜受体, 而快速

时相性扩张可能激活浆膜感受器. 
Sabate et al [24]以6名健康志愿者为研究对象, 

在局部给予利多卡因或安慰剂前后分析这两类

直肠扩张方式对RⅢ反射的效应. 结果发现, 利
多卡因可显著降低缓慢倾斜式扩张或快速扩张

引起的RⅢ反射的抑制, 而安慰剂却无此效应. 
在快速扩张的初期, 可观察到RⅢ反射的增强现

象, 利多卡因或安慰剂对此均无效应. 据此认为, 
直肠壁内存在两种类型的受体, 快速扩张首先

活化肌肉或浆膜内的感受器, 然后才是黏膜感

受器, RⅢ反射先后经历了增强和抑制的双相过

程. 利多卡因作用于黏膜感受器, 降低快速扩张

引起的RⅢ反射的抑制, 而对快速扩张初期RⅢ

反射的增强无效应. 

2  恒压器检测技术

恒压器 (barostat) 最早是由Azpiroz和Malagelada
设计使用的, 最初用来评估空腔脏器的张力变

化[25]. 在过去的十多年中, 恒压器已经被广泛应

用于许多研究中, 用以测定各种空腔脏器张力

的变化. 为了维持器官中气囊内压力的恒定, 需
不断地向气囊内注入或排出气体, 这种气体的

运动可以反映器官张力的变化情况. 许多研究

者利用恒压器作为一种膨胀装置, 以评估内脏

的敏感性[26]. 
2.1 恒压器简介 恒压器是一种由电脑控制的泵

装置, 进气管连接一个气囊, 维持一定的压力. 
通过不断往气囊内注气或吸气, 其容积的改变

反映了肠壁的张度. 泵装置可以是风箱, 也可以

是注射器. 实验前还必须对系统进行校准. 测定

压力容积后, 系统会作出一些计算, 对结果中人

为因素作一些补偿修改[26-33].  
恒压器作为扩张装置有许多优点: (1) 风箱

的大小可由无原则扩张的脏器而定, 这样就可

以使气囊快速充盈并牵拉肠壁; (2) 有了计算机

控制充气系统, 分析仪能进行多种模式扩张; (3)
充盈的速度、持续时间、压力、最大扩张容量

均由电脑控制, 因此实验重复性好; (4)恒压器最

大的优点是能够准确地测量气囊的压力和容积. 
无论将固定参数定义为压力 (等压扩张) 或容积 
(等容扩张), 另一个参数都能立即被测出[28]. 

为了维持置于结肠内气囊的较低但却恒定

的压力, 恒压器抽出气囊内的气体, 使气囊紧贴

结肠壁. 结肠内的气囊通常是圆柱形的, 并且足

够大, 使气囊任何时候都能保持顺应性, 适应恒

压器所施加的变化, 不至于影响测定结果. 为此, 
应该使用薄的聚乙烯气囊, 而不采用乳胶气囊, 
后者会干扰恒压器对张力变化的反应. 恒压器

气囊的尺寸必须适应所研究的器官. 对结肠来
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说, 气囊的最大容积应是700 mL, 最大直径为10 
cm, 长度约为10 cm, 这样在检查时不至于干扰

器官的生理活动. 对于直肠来说, 用的是椭圆形

气囊, 最大容积为600 mL, 完全膨胀时气囊直径

可达到12 cm. 这样的尺寸也不会干扰测定结果, 
通常情况下, 在张力研究或扩张研究中, 气囊容

积一般不超过最大容积的90％, 以维持足够的顺

应性. 
在张力研究中, 将气囊放置在器官内, 用中

等量 (200 mL) 的气体膨胀气囊. 当受试者苏醒

后 (若应用了麻醉), 排出结肠内过多的气体 (当
有结肠镜时), 从平衡期开始记录肠道张力, 保持

压力恒定在工作压力, 持续监测气囊内的容积, 
一直到达稳定的基础状态. 在大多数文献报道

中, 达到基础稳定状态的时间不超过15-20 min, 
除特殊情况外. 达到平衡后, 正常的实验就可以

开始了. 
工作压力 (operating pressure) 指的是在研

究过程气囊内的压力维持恒定时的压力. 在这

一压力下, 研究者能够发现引起腹内压增高的

各种事件 (如呼吸运动、过劳或咳嗽). 此时, 应
记录下工作压力, 以此作为每个试验组的平均

水平, 作为参照. 但有时也采用标准化的工作压

力, 这个压力在对每个受试者的研究中都是固

定的. 不管采用什么样的压力标准. 压力的范围

通常在l0-12 mmHg之间. 气囊内的压力膨胀到

10-12 mmHg是否会干扰肠道生理性动力活动, 
目前尚未可知. 
2.2 扩张技术 

2.2.1 扩张方式 不同的扩张方式会影响内脏感觉

的研究结果. 无论以测得的压力还是以容积两种

形式的哪一种来定义内脏感觉的正常范围, 得出

对扩张敏感或机能亢进的定义, 都会因扩张方式

不同而不同[26,28,29].  
对消化道进行腔内扩张时, 首选必须确定

第一参数, 即确定扩张的水平是由囊内压力决

定 (等压扩张) 还是由囊内气体容量决定 (等容

扩张) 的. 以容量为标记会带来某些问题, 如容

量与气囊直径或囊内压力不是线性关系. 这是因

为: (1) 大多数病例应用圆柱形气囊; (2) 气体的

可压缩性; (3) 气囊形状和尺寸的微小变化会影

响气囊容积测量结果, 从而影响到压力——容积

曲线; (4) 在一定程度上, 容量受被测对象解剖结

构的影响. 而测定压力能避免影响容量测定的诸

多因素: 气囊形状, 肠壁的顺应性和收缩度, 研
究对象的解剖结构等. 因此人们多采用压力测定

来表示感觉阈. 恒压器的反馈装置可以维持恒

定的囊内压, 进行等压扩张. 若腔内探头使用得

当, 大多数情况下等容扩张和等压扩张的结果

是相同的, 疼痛的阈值比容量阈值更可靠且重

复性好. 
目前已有多种模式的扩张试验, 它们主要

基于两种刺激法, 一种是连续、渐进、累积性

的扩张 (累积性扩张), 另一种是在一定时间内

快速的时相性扩张并突然牵拉肠壁 (时相性扩

张). 扩张过程必须持续60 s, 扩张间期应大于或

等于60 s. 试验中, 受试者的感觉不能被立即记

录到, 这是由于肠壁需3-5 s的适应, 而反射性收

缩在10-20 s后发生. 现已证明, 用不同的扩张模

式诱发受试者的反应各不相同. 比较两种扩张, 
Harraf et al [34]发现, IBS患者直肠的高敏感性只

能被时相性扩张所诱发. Sabate et al [24]以两种方

式扩张, 结果发现, 快速时相性扩张所诱发的痛

阈明显低于阶梯性累积扩张. 这些结果提示, 两
种扩张方式可能存在不同的传入神经通路.  
2.2.2 内脏感觉阈值测定方法 在测定感觉阈值时, 
正确区分敏感性和反应偏差 (response bias)非常

重要. 下面列举几项技术能尽量减少反应偏差, 
以正确评价受试者是否存在敏感性的异常[29,35]. 

渐至极限法 (ascending method of limits): 此
法指扩张强度逐渐增加, 直到受试者报告痛感, 
包括线性渐增、阶梯性渐增和时相性渐增的方

法. 此法的优点在于简便、刺激次数少, 疼痛有

一个明显的阈值. 缺点是给予受试者的刺激是

可以预见的, 所以对心理偏见很敏感, 容易被心

理因素或既往经验所左右, 测得的痛阈不可靠. 
随机法 (random sequence): 以随机顺序给予

刺激强度, 受试者评价每次刺激. 优点在于较少

受到心理偏见的影响, 刺激程序不可预知, 检查

次数相对较少. 但是有些刺激过于疼痛, 可能出

现假随机顺序, 而类似于渐至极限法. 
追踪法 (tracking technique): 出现疼痛时, 下

一次随机选取与上一次相同或高的刺激, 报告

不痛时, 下一次随机选取与上一次相同或低的

刺激. 这种方法刺激顺序不可预知, 且阈值经过

多次刺激而定. 但是需要多次扩张 (多达45次). 
双随机阶梯法 (double random staircase): 第

一阶段, 每次报告疼痛后, 扩张压力递减, 报告

不痛, 压力递增, 第二阶段同样操作计算机随机

交叉第一二阶段. 刺激顺序不可预知, 且阈值经

过多次测试而定. 但是仍需要多次扩张 (多达30
次), 但比追踪法少. 
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■创新盘点
目前对内脏感觉
的研究主要集中
在空腔脏器对扩
张的反应, 而本文
将能感觉的客观
反映 (反射的增强
或抑制、脑血流
等的变化) 的检测
方法做了较为详
细的叙述, 这些检
测方法在国内尚
未能开展, 随着神
经生物学等学科
的发展, 相信这些
检测技术定会将
我国的功能性胃
肠病带入一个新
的领域.
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■应用要点
脑成像技术在国
内已有见报道, 但
随着神经影像学
的发展和检查价
格的平民化, 相信
会带来更多的相
关报道. 神经反射
技术由于对受试
者和检测者的要
求都比较高, 目前
尚处于实验室阶
段.

2.2.3 扩张反应的评价方法 所有的痛觉评估方法

都要求个体把他们各自主观感觉的强度与某一

尺度标准相结合. 扩张的容量或压力作为评价尺

度并不充分, 最常用的2个评估感觉试验结果的

方法是视觉模拟量表和语言模拟量表[26].  
视觉模拟量表 (visual analog scale, VAS): 

VAS是一条线, 一般长10-15 cm, 中间没有分割

点, 两端是显著不同的两个描述性词语, 如"无痛

"、"难以想象的剧痛"等. VAS常被视为一种比例

尺, 适合进行参数统计, 具有敏感性强、不受心

理偏差影响的特点. 
语言模拟量表 (verbal descriptive scales): 语

言模拟量表敏感性比VAS稍差. 量表中所包含的

词汇越多敏感性越强. Accarino et al [36]创立了一

种评估胃肠道扩张的感觉的新方法, 他们给出了

7种评估尺度, 让受试者选择其中一种给他们进

行感觉分级. 用于描绘胃和小肠扩张感觉的级别

有"饱胀"、"不适"和"恶心"等, 而用"胀满"、"急
迫"等来描述结肠和直肠的感觉. 
2.3 恒压器检测技术的应用 

2.3 .1  评价 I B S患者的内脏敏感性  1973年 , 
Ritchie[37]首先报道了IBS患者痛觉过敏的实验证

据, 他发现将置入直肠的气囊充气60 mL后, 有
56%的IBS患者报告腹痛, 而对照的健康人只有

6%感觉腹痛, 表明IBS患者直肠－乙状结肠气囊

扩张的感觉阈值降低. 后来有研究显示, 直肠扩

张时, IBS腹泻患者比便秘者痛阈低, 提示直肠运

输功能对肠知觉的影响[38,39]. 
与结肠类似, 在空肠扩张试验中, IBS患者也

表现超敏. Trimble et al [40]证明, IBS患者对扩张

的敏感性比较弥散, 涉及整个食道、各段小肠、

结肠和直肠. Houghton et al [41]的研究也发现类

似的观点. 对IBS患者肠道敏感性的病理生理学

目前还有争议. 以往一些观点认为, 这可能是由

于肠壁松弛功能障碍导致肠收缩时张力增加, 
从而刺激肠壁机械感受器所致. 这些结果提示, 
IBS患者肠道高敏感性的病因可能存在于内脏

传入神经, 但病变的确切位置尚未明确. 对IBS
患者与正常志愿者进行空肠传入神经电刺激和

扩张空肠的实验, 结果发现IBS患者扩张引起的

痛阈比正常组低, 而电刺激引起的感觉与正常

组相同. 这个结果提示, 病变可能位于肠壁机械

感受器. 
2.3.2 评价其他功能性胃肠紊乱疾病的内脏敏

感性  Klatt et al [42]在功能性消化不良患者中进

行胃扩张试验 ,  发现患者的痛阈比对照组低 . 

Johnston et al [43]应用气囊扩张研究了食管的感

觉. 研究发现在不明原因的胸痛患者中行食管

内气囊扩张的阈值明显低于正常人. 此法能较

好的评价食管的超敏感性, 在不明原因的胸痛

检查中合用此法可以增加食管滴酸试验和腾喜

龙(依酚氯铵)试验的敏感性. 但由于食管位于刚

性的胸腔内, 所以与腹内脏器有很大的不同. 与
IBS相比, 食管内气囊扩张多用于心源性胸痛和

食管源性胸痛的鉴别. 
2.3.3 评价胃肠顺应性 顺应性是指空腔脏器对

扩张的容受性. 等压扩张时, 在压力-容量曲线

中, 以dv/dp来表示顺应性, 其单位是mL/mmHg. 
为得出顺应性, 需要在每一个压力段测定气囊

容量, 制定压力-容量曲线, 计算出斜率, 从而得

出顺应性. 曲线的形态可因被测脏器的不同而

不同, 但容量与压力基本呈线性关系, 中间呈直

线, 只在高压阶段与低压阶段有所曲折. 顺应性

受许多因素影响, 包括脏器的张力、收缩性、

周围的解剖结构、扩张装置的弹性(恒压器、探

头和气囊)[26]. 

3  脑显像技术

随着神经胃肠病学的快速发展, 人们认识到许

多胃肠症状的根源在"脑"中, 脑肠轴在功能性胃

肠病的发病机制中起到了重要的作用[44-49]. 近些

年发展的脑显像技术可以是人们初步了解大脑

皮层处理内脏感觉信息的部位, 通过与正常人

的比较, 获得一些功能性胃肠病与感觉相关的

发病机制[48]. 现已开展的技术包括功能性磁共

振 (fMRI)、正电子发射断层扫描技术 (PET) 和
单光子发射计算机断层扫描技术 (SPECT)、皮

质诱发电位 (CEP) 及脑磁图 (MEG)[45]. 但这些

技术由于检查花费时间长, 检测费用昂贵, 因而

尚不能广泛开展. 
3.1 功能性磁共振(fMRI) fMRI是以脱氧血红蛋

白的磁敏感效应为基础的磁共振成像技术. 利
用血氧水平依赖技术可测定局部脱氧/氧合血红

蛋白值, 从而反映中枢局部兴奋性变化. 当中枢

神经元兴奋时代谢水平的提高必然依赖于局部

脑血流量的增加及更多的氧合血红蛋白, 表现

为磁共振信号增强[49]. 
Mertz et al [50]以16名健康志愿者和18名IBS

患者为研究对象, 分别在非疼痛性及疼痛性直

肠扩张期间进行fMRI检查. 结果显示, 在大多数

受试者中, 直肠刺激引起活动增强的部位有扣

带回前部、额前皮质、岛叶、背侧丘脑; 但与
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对照组相比, IBS患者扣带回前部活化的程度要

更显著. 研究认为, IBS患者对刺激的处理活化

模式与正常人无明显差异, 但对痛觉的敏感性

增强. 
Bernstein et al [51]比较了正常人、炎症性肠

病和IBS患者直肠内扩张时核团活化的部位, 发
现三类人在排便和疼痛感觉时的活化核团类似, 
但额前皮质活化后的像素百分比正常人显著高

于IBS组, 炎症性肠病又要比正常人显著. 研究

认为, 这是鉴别三组人群的一个方法. 
3.2 正电子发射断层扫描技术(PET)和单光子发

射计算机断层扫描技术(SPECT) PET是利用放

射性示踪剂探测活动脑区域中血流量增加和能

量代谢的成像技术, SPECT是为单光子计数型, 
以普通γ发射体为探测对象, 采用扫描机或闪烁

照相机探测光子的原理, 探测器以不同角度探

测放射性核素发出的γ射线, 然后由所获得的数

据重新形成断层图像[52]. 
Ladabaum et al [53]研究发现, 给15名健康志

愿者扩张胃出现疼痛、恶心及饱胀等症状时, 
进行PET检查, 发现丘脑、双侧岛叶、扣带回前

部、尾状核、脑干导水管周围灰质、小脑及枕

骨皮层的活动增强, 说明伤害性刺激胃扩张激

活了内脏痛有关的中枢结构. 
Berman et al [54]对30例IBS患者采用PET评

价直肠压力刺激引起的局部神经活动的改变. 
直肠压力刺激下的脑血流增加的部位包括扣带

回前部、岛叶、额叶前部、背侧丘脑和小脑. 
在同样的刺激条件下, 男性的那些局部活动改

变更为显著, 男性被激活的岛叶为双侧, 而女性

为单侧. 研究发现, 岛叶的活动与客观内脏压力

有显著的相关, 而扣带回前部则与主观的不适

症状相关. 
Silverman et al [55]证实, IBS患者在接受到内

脏疼痛性直肠扩张刺激后在大脑激活部位与健

康人不同. 健康人激活部位在扣带回前部, 该部

位与痛觉抑制功能有关, 而IBS患者激活部位则

在额前叶, 该部位与以往伤害性事件的记忆有

关. 上述IBS患者额前叶皮质在内脏疼痛性直肠

扩张刺激时活动性增高表明其对痛觉的处理过

程的不同, 而扣带回前部活动的缺失则表明痛

觉抑制系统的失调. 
Naliboff et al [56]也在12例IBS患者及12例健

康对照者中开展了一项研究, 以明确IBS患者和

正常个体的大脑应对真实的直肠扩张刺激及预

期直肠扩张刺激 (即研究者告诉患者将要施加

直肠扩张刺激, 但事实上气囊压力为0) 所发生

的改变. 研究中记录受试者接受中等强度 (45 
mmHg) 的扩张刺激及预刺激时局部脑血流的改

变. 结果表明: 无论是真实给予的刺激, 还是其

后的预刺激, IBS患者和健康个体的局部脑血流

均被激活且没有明显差异; 与对照组相比, IBS
患者表现为颞叶、脑干的活动减弱, 而扣带回

中部和中间额前皮质被激活——也就是大脑整

合情绪、注意力和痛觉的区域. 研究认为: IBS 
和正常人, 给于结肠刺激: 真实刺激和预期刺激, 
发现都有反应, 但反应的部位是不同的. 说明中

枢神经对IBS患者的影响是很大的. 
3.3 皮质诱发电位(CEP) CEP是大脑对感觉刺激

的电生理反应, 通过头皮上的电极记录下来, 即
由脑电图反映出来. 

Fukudo et al [57]比较了10例IBS患者和11例
健康志愿者的结肠和小肠压力, 同时分析给予

心理应激和新斯的明后的脑电图能谱. 结果显

示, 心理应激后, IBS患者的脑电图的β波和θ波

的百分比均较对照组有显著提高, 且心理应激

后结肠运动的能谱改变之间呈正相关, 给予新

斯的明后两者之间也存在正相关. 这提示, IBS
患者的脑和肠对于心理应激和胆碱能刺激的反

应过强, 这些过强的反应之间也可能存在联系. 
Sinhamahapatra et al [58]评估了13名IBS患者

对直肠电刺激的感知阈值, 然后用超过感知阈

值50%强度对直肠进行电刺激, 在距离顶侧2 cm
处记录大脑诱发电位. 研究发现, IBS患者对直

肠电刺激的感知阈值要比对照组低, 直肠电刺

激可引起易于辨认、重复性较好的大脑诱发电

位. IBS患者的P1、N1、P2潜伏期要比对照组短, 
IBS患者的P1/N1幅度要比对照组大. 我们从客观

上说明了内脏传入通路的敏感性增高是IBS的
一种发病机制. 
3.4 脑磁图(MEG) MEG通过置于头皮外的高敏

感磁力计测量由皮质传入神经活动产生的时

间—变异的磁性区域. MEG主要用于评价食管

的传入通路. 
Schnitzler et al [59]对7例健康志愿者的远端

食管的内脏传入神经、正中神经的躯体感觉传

入神经进行了非疼痛性电刺激以引起皮质活动, 
通过MEG检查分析发现, 正中神经的躯体感觉

传入神经刺激可引起刺激侧对侧的初级躯体感

觉皮质短潜伏期反应 (20-60 ms) 以及双侧的次

级躯体感觉皮质长潜伏期反应 (60-160 ms). 相
反, 食管传入神经刺激没有引起初级躯体感觉

328                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2006年1月28日    第14卷   第3期

■名词解释
恒压器 (barostat): 
一种由电脑控制
的泵装置, 进气管
连接一个气囊, 维
持一定的压力. 通
过不断往气囊内
注气或吸气, 其容
积的改变反映了
肠壁的张度. 为了
维持器官中气囊
内压力的恒定, 需
不断地向气囊内
注入或排出气体, 
气体的运动可以
反映器官张力的
变化情况 .   顺应
性(compliance): 
空腔脏器对扩张
的 容 受 性 .  等 压
扩张时 ,  在压力-
容 量 曲 线 中 ,  以
d v / d p 来 表 示 顺
应 性 ,  其 单 位 是
mL/mmHg. 为得
出顺应性, 需要在
每一个压力段测
定气囊容量, 制定
压 力 - 容 量 曲 线 , 
计算出斜率, 从而
得出顺应性. 曲线
的形态可因被测
脏器的不同而不
同, 但容量与压力
基本呈线性关系, 
中间呈直线, 只在
高压阶段与低压
阶段有所曲折. 



www.wjgnet.com

皮质反应, 而双侧的次级躯体感觉皮质的反应则

与正中神经引起的长潜伏期反应相类似(70-190 
ms). 结果提示, 食管内脏传入神经不像躯体感觉

传入神经, 主要投射至次级躯体感觉皮质, 在初

级躯体感觉皮质缺乏有意义的表现. 

4  黏膜电刺激方法

Rossel et al [60]对12名IBS患者在直肠乙状结肠交

接处进行电刺激发现, IBS患者直肠乙状结肠交

接处对电刺激表现出感觉阈值和疼痛阈值的显

著降低, 这为IBS患者存在内脏感觉过敏提供了

一个证据. 

5  温度刺激方法

Villanova et al [61]在健康志愿者的胃和小肠内放

置一个水囊, 通过恒温器调节水囊内的温度, 逐
渐升高温度 (42℃、47℃、50℃) 或降低温度 
(32℃、22℃、12℃) 对胃和小肠进行刺激, 每次

刺激持续3 min, 同时用恒压器测定胃的张力. 冷
刺激可引起受试者上腹部寒冷感觉以及胃的反

射性收缩, 而热刺激则引起上腹部温暖感觉以及

反射性胃松弛, 对小肠的温度刺激也引起与胃刺

激相似的感觉. 但胃和小肠的反射反应具有部位

的特异性, 无论是热刺激或冷刺激, 都能引起胃

的反射, 但对小肠而言, 只有热刺激能引起胃肠

反射, 而冷刺激则无反射效应. 研究结果表明, 沿
着胃肠道分布有热、冷感受器, 胃和小肠对冷热

刺激的传入神经通路存在差异. 
总之, 与内脏运动功能检测方法相比, 内脏

感觉的检测还处于一个初级阶段, 因为感觉的检

测要排除人为和主观的因素比较困难. 以上的检

测方法除了恒压器技术应用较多年外, 其他技术

尚在实验阶段, 有些技术如脑成像技术由于价格

十分昂贵, 故限制了其应用. 而RⅢ反射反向抑制

技术虽能客观反映内脏的感觉变化, 但此技术需

要比较专业的人员操作, 试验也比较麻烦, 国内

尚未见报道. 随着神经胃肠病的发展和功能性胃

肠病诊断和治疗的进展, 相信在不久的将来对内

脏敏感性的检测技术一定会有突飞猛进的发展. 
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第11届全国中西医结合结直肠肛门病学术会议征文通知

本刊讯 第11届全国中西医结合结直肠肛门病学术会议定于2006-03在广东省深圳市召开, 本次会议由中国中

西医结合学会主办, 现将有关征文事项通知如下. 

1 征文内容

本次会议的征文内容包括 : (1)介绍结直肠肛门基础研究的新动态、新进展、新成果; (2)结直肠肛门肿瘤疾

病的诊断及治疗的新技术、新成果, 直肠癌扩大根治术式和疗效, 中低位直肠癌保肛手术方法、适应呈征和

效果, 肛管直肠癌会阴肛门重建术的术式、方法、效果; (3)中西医结合治疗结肠慢传输型、出口梗阻型及结

肠、直肠、盆腔、盆底解剖生理功能异常等便秘疾病的诊断治疗方法、适应证、临床疗效和经验教训; (4)中

西医结合治疗炎症性肠病的经验及手术方式选择; (5)中西医结合预防、治疗肛肠常见疾病的新方法、新经验; 

(6)采用中西医结合治疗结直肠肛门疾病的临床护理及造口护理的新方法、新经验; (7)肛门、结直肠损伤及异

物处理的经验; (8)介绍国内外肛肠疾病检查、治疗的新器械、新设备、新药物. 

    

2 征文要求

文章应有临床实用性, 基础研究应具有科学性和先进性; 全文4 000字以内, 要求寄打印稿(欢迎用软盘或电

子信箱投稿), 并附500字以内的摘要一份, 关键词3-5个; 征文稿件请寄: (1)广东省公安边防总队医院(深圳

武警医院)肛肠外科柯玮收, 邮编518029, 电话: 0755-82699768, 手机: 13714327555, email: kewei1968@126.

com; (2)深圳市第二人民医院肛肠科舒洪权收, 邮编: 518039, 电话: 0755-26250353, 手机: 13923803457, email: 

ssshhhqqq66@163.com.

3 其他

本次会议可授予国家级继续教育I类学分6分, 会议具体日期及详细地址另行通知. 欢迎广大相关领域工作及研

究人员参加. 
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Abstract 
AIM: To explore the expression of TNF-related 
apoptosis-inducing ligand (TRAIL) receptor DR4 
in large intestinal carcinoma and its correlation 
with clinical pathological characteristics.

METHODS: SP immunohistochemical technique 
and fl ow cytometry were used to detect the ex-
pression of DR4 in 41 cases of large intestinal 
carcinoma and 9 cases of normal tissues.

RESULTS: The positive cell membrane and 
cytoplasmic expression were observed in large 
intestinal carcinoma and normal large intestine 
mucosal tissues. Of large intestinal carcinoma, 
DR4 was positively expressed in 65.85%. How-
ever, the positive rate of DR4 in the normal tis-
sues was 22.20%, which was significant lower 
than that in the cancer tissues (P  <0.05). The 
fluorescence index (FI) of DR4 protein in the 

normal mucosal tissues was 1.00±0.13, while that 
in the cancer tissues was 1.17±0.13. There was 
significant difference between them (P  <0.05). 
DR4 expression in the cancer tissues was not 
correlated with the degree of differentiation and 
lymph node metastasis.

CONCLUSION: The expression of DR4 increases 
in large intestinal cancer tissue, but it is not cor-
related with differentiation. 

Key Words: Large intestinal cancer; DR4; Immuno-
histochemistry; Flow cytometry
   
Yan QH, Zhang GJ, Ren PT, Zhao J, Wang FA. Expression 
and significance of TNF-related apoptosis-inducing 
ligand receptor DR4 in large intestine carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi 2006;14(3):332-335

摘要

目的: 探讨肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体
受体DR4在大肠癌组织中的表达情况及其与
临床病理的关系. 

方法: 采用免疫组化SP法和流式细胞分析方
法对41例大肠癌组织和9例正常组织DR4的表
达情况进行检测并比较.

结果: DR4蛋白免疫组化染色定位于细胞膜
和细胞浆, 癌组织中阳性表达率为65.85%, 明
显高于正常组织的22.20%(P <0.05). 流式细
胞分析该蛋白表达量, 癌组织平均荧光指数
为1.17±0.13, 亦明显高于正常组织的1.00±
0.13(P <0.05). 不同分化程度的癌组织中DR4
蛋白表达无统计学差异, 临床有淋巴结转移的
癌组织与无淋巴结转移的癌组织DR4表达无
统计学差异. 

结论: 大肠癌组织中DR4表达上调, 与组织分
化程度无关. 

关键词: 大肠癌; DR4; 免疫组化; 流式细胞分析
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0  引言

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(tumor necrosis 
factor-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL)是
肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor, TNF)超家族

成员之一, 它通过与死亡受体4(death receptor 4, 
DR4)结合, 诱导肿瘤细胞发生凋亡而对正常细

胞却无杀伤作用, 这一特点使TRAIL及其死亡受

体DR4在肿瘤治疗中的作用备受关注[1-3]. 国内外

学者用细胞培养和免疫组化方法研究发现, 结肠

癌中DR4表达明显高于结肠腺瘤和正常结肠黏

膜[4-7], 并且随着DR4表达的上调, 细胞的凋亡增

加. 但不同分化程度的大肠腺癌中DR4表达有无

不同以及其与临床病理有无关系尚未见报道. 我
们期望通过对这些进行研究以更好的了解大肠

癌的生物学特点, 从而推动大肠癌的治疗. 

1  材料和方法

1.1 材料 41例大肠癌患者, 均经病理诊断确诊. 
其中男24例, 女17例; 年龄40-68岁, 平均51.25±
0.13岁. 取其大肠癌组织标本, 同时取9例距癌

5-10 cm组织, 经病理证实为正常组织的标本作

为对照. 按照2000年WHO新的大肠肿瘤组织学

分级标准分类[8], 高分化腺癌(I级)10例, 中分化

腺癌(II级)15例, 低分化腺癌(III级)16例. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组化染色 DR4单克隆抗体购自美国

Santa Cruz公司, 免疫组化试剂盒购自北京中杉

金桥生物技术有限公司, 操作步骤严格按照说

明书进行. 用磷酸盐缓冲液(PBS)代替一抗做阴

性对照. 以胞质和胞膜呈棕黄色或黄色为阳性

表达. 染色结果判定标准: 光镜下观察按着色范

围并结合着色强度进行分级. 着色范围以阳性

细胞百分率判定: 未着色为0分; 着色25%以下为

1分; 着色25%-50%为2分; 着色50%以上为3分. 
着色强度判定: 无着色为0分; 浅着色为1分; 棕
色为2分; 深棕色为3分. 上述两项相加为分级标

准. 阴性(-): <3分; 阳性(+): ≥3分. 
1.2.2 流式细胞分析 采用美国Beckman Coulter
公司生产的Epics-XLII型流式细胞仪, 激发光源

为150 mW氩离子激光器, 激发波长为488 nm, 
应用Expo32ADC进行免疫荧光数据分析. 检测

前以flow-checkTMFluorpheres(10 μm)荧光微球

(REF6605359.Beckman Coulter, Inc.Fullerton, 
CA92835)作为标准样品调整仪器CV值在2%以

内. 参照仪器使用说明, 以荧光指数(FI)表示蛋

白表达的相对含量. 
统计学处理 实验数据采用χ2检验及t检验进

行处理. 

2  结果

2.1 DR4在大肠癌组织和正常组织中的表达特

征 DR4蛋白定位表达于上皮细胞胞质和胞膜, 
正常大肠黏膜组织中阳性表达2例, 阳性表达

率为22.2%; 癌组织阳性表达27例, 阳性表达率

65.85%; 两组比较有显著性差异(χ2 = 5.59, P＜

0.05)(图1). 流式细胞分析(FCM)该蛋白表达量, 
正常大肠黏膜平均荧光指数为1.00±0.13, 癌组

织平均荧光指数为1.17±0.13. 两组比较有显著

性差异(t = 3.13, P = 0.007)(图2). 
2.2  D R4表达与大肠癌临床病理特征的关系 
D R 4蛋白在高分化腺癌组织中阳性表达率

70.0%(7/10); 在中分化腺癌组织中阳性表达率

73.3%(11/15); 在低分化腺癌组织中阳性表达

率56.3%(9/16). 在腺癌组织中, DR4蛋白的表达

与腺癌的组织学分化程度没有统计学差异(χ2 

= 1.08). 临床有淋巴结转移的患者阳性表达率

63.64%(14/22); 无淋巴结转移的患者阳性表达

率68.42%(13/19), 两者之间没有统计学差异(χ2 = 
0.11). DR4蛋白表达与年龄、性别之间, 均未发

图 1 DR4阳性表达(SP×400). A: 正常大肠黏膜;  B: 大肠癌.

A

B

■创新盘点
DR4受体与癌组
织的组织学分级
和淋巴结转移与
否均没有统计学
差异 ,  因此DR4 
不能作为影响大
肠癌预后判断的
指标.
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现有显著相关性. 
2.3 TRAIL和DR4直线相关关系分析 TRAIL与
DR4蛋白表达量进行直线相关分析, r = 0.33, P＞
0.05, 二者无直线相关关系. 

3  讨论

TRAIL诱导细胞凋亡机制目前认为是其与死亡

受体DR4、DR5结合, 诱导细胞凋亡. DR4又称

TRAIL受体1(TRAIL-R1)[1,2]; 是有468个氨基酸

的Ⅰ型膜蛋白.  在细胞外区域, 它有两个富含半

胱氨酸的假重复序列(pseudorepeats), 胞质内区

域的死亡区(death domain)与TNF-R1, DR3和Fas
等的死亡区呈高度同源性. DR4与TRAIL特异结

合后形成"受体三聚化", 通过死亡结构域激发和

传导凋亡信号, 激活caspase蛋白酶级联反应, 导
致细胞死亡, 故又称为死亡受体. 

研究发现DR4通过多种信号传导途径诱导

细胞凋亡[9-14], 但无论凋亡信号在细胞内如何传

递, TRAIL要发挥诱导细胞凋亡的作用必须首先

与其受体结合. 因此, 细胞表面TRAIL受体表达

水平及功能对TRAIL介导的细胞凋亡至关重要. 
然而并不是所有的人结肠癌细胞株都对TRAIL
敏感, 无功能DR4的表达可能是细胞对TRAIL介
导凋亡耐受的原因之一, 通过使DR4表达上调或

功能增加可增加其对TRAIL的敏感性[10,15,16]. 但
也有学者[3,5,7,15]研究发现, 与正常大肠黏膜相比, 
TRAIL表达下调, DR4表达上调, 因此作者认为

TRAIL诱导的细胞凋亡和DR4的表达并无直接

关系. 我们以往的研究证明大肠癌组织中TRAIL
的表达明显低于正常大肠 黏膜, 并且随着组织

分化程度的下降呈逐步下降趋势[15]. 我们通过免

疫组化和流式细胞分析两种方法从定位和定量

两方面证明了DR4在癌组织中的表达明显高于

正常黏膜, 这些结果和国外研究结果是一致的. 
我们结果还发现不同分化程度的大肠癌组织的

DR4的表达无统计学差异,  淋巴结转移与否的

癌组织DR4的表达也无统计学差异, 因此DR4 
不能作为影响大肠癌预后因素的指标. 

对大肠癌中TRAIL和DR4蛋白的表达情况

做直线相关分析, 结果表明二者无直线相关关

系. 因此决定TRAIL和DR4抗体对大肠癌组织敏

感性的因素是复杂的. 有研究认为决定TRAIL
治疗的敏感性与死亡受体的表达水平并不一致, 
甚至有些细胞对DR4会产生耐受[16,17], DR4过度

表达可不依赖配体, 并直接诱导细胞的凋亡. 本
实验得出结果: 癌组织TRAIL表达下调, 而死亡

受体DR4表达上调, 二者的表达并无直接关系, 
二者表达的差异机制有待进一步探讨. 

总之, 这些结果说明TRAIL受体DR4分布的

差异以及该受体在大肠癌肿瘤细胞凋亡过程中

的可能作用, 同时说明除受体调控模式外, 还可

能有其他的细胞内和/或细胞外因素参与. 这些

为我们进一步探讨大肠癌的分子生物学异常提

供了依据. 
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■名词解释
死亡受体4(DR4): 
DR4与TRAIL特
异结合后形成"受
体三聚化", 通过
死亡结构域激发
和传导凋亡信号, 
激活caspase蛋白
酶级联反应, 导致
细胞死亡, 故又称
为死亡受体.
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Abstract
AIM: To explore the association among hepatic 
stem cells, endothelial cells, and hematopoietic 
stem cells during liver development by observing 
the expression of vascular endothelial growth 
factor A (VEGFA), VEGFC, Angiopoietin (Ang) 
-1, Ang-2 and their receptors in the human emb-
ryonic liver of 3-5 wk.

METHODS: Paraffin sections were prepared 
from 24 embryos of 3, 4, and 5 wk. Immunohis-
tochemistry staining was performed to observe 
the development of hepatic stem cells, endothe-
lial cells and hematopoietic stem cell as well as 
the expression of CD34, VEGFA, VEGFC, Ang-1, 
Ang-2, and their receptors, and fl t-1, fl k-1, fl t-4, 
and Tie-2 under light microscope.

RESULTS: Endothelial cells predominated in 
mesenchyme adjacent to the liver bud at 3 wk, 
but not in the bud. At 4 wk, the cells in the liver 
bud migrated into the domain of transversum 
mesenchyme, where endothelial cells began to 
form vascular structures, and branched to form 
a number of hepatic cords. A few hematopoi-

etic cells were seen scattered between the liver 
cords at 5 wk, and primitive sinusoids, which 
came from vitelline veins, appeared between 
the hepatic cords. The numbers of hematopoetic 
cells were increased in comparison with those 
at 4 wk. VEGFA was expressed by some hepatic 
stem cells and hematopoetic cells during 3-5 wk. 
At the same time, most of hepatic stem cells and 
endothelial cells were positive for VEGFC, while 
hematopoetic cells were VEGFC-negative. flt-1 
and flk-1 positive reaction was found in most 
of hepatic stem cells and a few endothelial cells. 
The hematopoetic cells were negative for flt-1 
and flk-1, but positive for flt-4. Hepatic stem 
cells expressed Ang-2, while hematopoetic cells 
expressed its receptor Tie-2. Meanwhile, endo-
thelial cells expressed Ang-1 and Ang-2, but 
didn’t express Tie-2.

CONCLUSION: Hepatic stem cells may induce 
the growth and differentiation of vascular en-
dothelial cells through VEGFA signals. The 
development of hepatic stem cells is affected by 
VEGFC, angiopoietin secreted by endothelial 
cells and VEGFA produced by hematopoetic 
cells. Meanwhile, the development of hemato-
poietic cells depended on the VEGFC and Ang-2 
produced by hepatic stem cells.

Key Words: Human embryo; Development; Liver; 
VEGF family; Angiopoietin family
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摘要
目的: 观察血管内皮细胞生长因子A(VEGFA)、
血管内皮细胞生长因子C(VEGFC)、Angiopo-
ietin-1(Ang-1)、Angiopoietin-2(Ang-2)及其受
体在发育第3-5 wk人胚胎肝的表达, 以了解
早期人胚发育过程中血管内皮细胞、造血干
细胞与肝干细胞之间的相互关系. 

方法:  实验用发育3,  4 ,  5  w k人胚胎标本
各8例(共24例), 石蜡切片, 连续切片, 进行

■背景资料
肝干细胞的发育
过程伴随着肝内
血管及造血细胞
的发育 .近年 ,  动
物研究表明, 肝干
细胞与血管内皮
细胞之间存在相
互诱导、相互作
用的关系, 但这些
作用通过什么因
子和受体介导目
前尚不清楚. 在胚
胎发育过程中, 造
血细胞与肝脏存
在着密切关系, 肝
干细胞可促进造
血细胞的生成. 但
肝实质细胞通过
产生哪些信号分
子来诱导造血细
胞的分化不清楚, 
造血细胞反过来
对肝干细胞有无
影响也未见报道.

®
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CD34、VEGFA、VEGFC、fms样酪氨酸激
酶-1(FLT-1)、胚胎肝激酶1(Flk-1)、FLT-4、
Ang-1、Ang-2、Tie-2免疫组化染色, 光镜下
观察. 

结果: 3 wk时靠近肝芽的间充质中的血管内
皮细胞多, 而肝芽内未见血管内皮细胞及造
血细胞; 4 wk时, 肝索形成处可见较多正在形
成的新生血管增多, 肝索间开始出现少量的
造血细胞; 5 wk时肝索间出现原始的肝血窦结
构, 血窦内造血细胞的数量较4 wk明显增多. 
发育的3-5 wk, 部分肝干细胞及血细胞中出现
VEGFA阳性反应, 多数肝细胞及内皮细胞中
均有VEGFC免疫反应, 而造血细胞中无. 多数
肝干细胞和少数血管内皮细胞呈flt-1和flk-1
阳性, 造血细胞呈fl t-1、flk-1免疫反应阴性, 
而呈flt-4阳性. 肝干细胞强表达Ang-2, 而造血
细胞表达其受体Tie-2, 与此同时, 内皮细胞表
达Ang-1和Ang-2, 而不表达其受体Tie-2.

结论: 来自肝干细胞的VEGFA信号可使内皮
细胞分化、增殖并形成血管; 来自内皮细胞
的VEGFC、Angiopoietin信号对肝干细胞的
生长和分化起作用; 造血细胞分泌的VEGFA
可 以 通 过 旁 分 泌 途 径 调 节 肝 干 细 胞 的 发
育; 造血细胞的发育依赖于肝干细胞产生的
VEGFC和Ang-2. 

关键词: 人胚; 发育; 肝脏; VEGF家族; Angiopoietin
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0  引言

肝干细胞与血管内皮细胞之间存在相互诱导、

相互作用的关系[1-3], 肝干细胞可促进造血细胞

的生成[4,5], 但这些诱导作用的分子机制目前尚

不清楚, 造血细胞反过来对肝干细胞有无影响

也未见报道. LeCouter et al [6]发现, 外源性血管内

皮细胞生长因子A(VEGFA)可促进成年小鼠内

皮细胞和肝细胞的增殖, 从而启动内皮细胞与

肝细胞的信息传递. 但目前未见VEGF家族在肝

实质细胞中表达的报道, 也不清楚Angiopoietin
是否在这一诱导过程中起作用. 为此, 我们对人

胚胎肝干细胞的发育与血管内皮细胞、造血细

胞之间的关系; VEGF和Angiopoietin家族及其受

体在肝干细胞、内皮细胞及造血细胞中的表达

进行了观察, 以探索造血干细胞、血管内皮细

胞与肝干细胞之间诱导作用的分子机制, 为肝

干细胞的基础和临床应用研究提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集人工流产、受精龄为3 mo以内的

新鲜人胚胎47例(其中3-5 wk各8例, 6-8 wk各5
例, 9-12 wk各2例), 16 g/L多聚甲醛固定, 石蜡包

埋, 制5 μm厚的连续切片, 裱于APES包被的载

玻片上. 每10张抽片1张做HE染色, 显微镜下观

察, 根据胚层形成情况、胚体的长度、体节的

数目及器官发育状况确定胚胎龄.
1.2 方法 参照Jiang et al [7]的研究结果, 用CD34
标记造血干细胞和内皮细胞[8], 选择3-5 wk的人

胚胎标本各8例, 每10张抽1张, 行免疫组织化学

染色(SABC法), 多克隆抗VEGFC、fl t-1、fl t-4、
Ang-1、Ang-2、Tie-2抗体(1∶200, Santa Cruz
公司), 单克隆抗CD34、VEGFA、flk-1抗体(1∶
200, Santa Cruz公司)4℃孵育过夜, 羊抗兔或羊

抗鼠IgG及SABC液(1∶200, Santa Cruz公司)室
温下分别孵育2 h, DAB显色. 以PBS代替一抗作

阴性对照. 光学显微镜下观察、拍照. 

2  结果

2.1 早期人胚肝干细胞及血窦内皮细胞的发育 
胚胎发育3 wk末, 部分内胚层细胞由立方形变为

高柱状, 并聚集形成一个多层的上皮细胞群即

肝芽. 此时肝芽内未见血管内皮细胞及造血细

胞, 在靠近肝芽的间充质中的血管内皮细胞多, 
并可见有的内皮细胞正在形成毛细血管, 而在

远离肝芽的间充质中则很少见到内皮细胞及毛

细血管(图1A). 4 wk时, 组成肝芽的细胞向横隔

间充质迁移, 并在此处分支形成少量的肝细胞

索, 肝索处有较多正在形成的毛细血管. 此时的

血管内皮细胞扁平、核大、深染, 细胞不连续. 
血管内的血细胞有核, 核质比较大(图1B). 5 wk
时, 在肝索间出现原始的肝血窦结构, 原始肝血

窦内造血细胞的数量较4 wk明显增多, 这些造血

细胞和内皮细胞的形态与3-4 wk的相同, 此时肝

索和肝血窦的分布无规律(图1C). 4-5 wk时肝内

正在形成和已经形成的血管内皮细胞以及游离

散在的血管内皮细胞均为CD34强阳性, 阳性反

应主要位于内皮细胞的细胞膜(图1D).
2.2 VEGFA、VEGFC、Ang-1、Ang-2等血管生

长因子及其受体的表达 胚胎发育3-5 wk, 部分

肝干细胞及造血细胞中出现VEGFA阳性反应, 
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■创新盘点
本文通过免疫组
化技术, 原位观察
了人胚胎肝干细
胞与内皮细胞、

造血细胞在肝脏
发育过程中的位
置关系以及VEGF
和Angiopoie t in
家 族 及 其 受 体
的 表 达 ,  发 现 不
同 的 V E G F 和
Angiopoietin家族
的因子分别介导
了肝干细胞与内
皮细胞、造血细
胞的相互作用.
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反应产物积聚在细胞质和胞核; 这些VEGFA阳

性的血细胞较大, 核圆形, 核质比大; 血管内皮

细胞中无VEGFA阳性反应(图2A). 多数肝干细

胞及内皮细胞中均有VEGFC免疫反应, 而造血

细胞中无(图2B). 多数肝干细胞和少数血管内

皮细胞呈flt-1和flk-1阳性, 虽然flt-1和flk-1免疫

组化阳性反应发生的部位相似, 但在肝干细胞

和内皮细胞中flt-1的反应较flk-1强, 此时造血细

胞呈flt-1、flk-1免疫反应阴性, 而呈flt-4阳性(图
2C-E). 

发育3-5 w k的胚胎肝血管 ,  有A n g-1、
Ang-2和Tie-2阳性反应的造血细胞, 细胞形态

同VEGFA阳性细胞, Tie-2免疫反应的强度超过

Ang-1和Ang-2. 与此同时, 内皮细胞表达Ang-1
和Ang-2, 而不表达其受体Tie-2. 肝干细胞中

Ang-2的阳性反应较Ang-1和Tie-2强(图2F-H).

3  讨论

3.1 血管内皮细胞与早期人胚肝干细胞发育的

关系 以往认为内皮细胞的作用主要是运送氧

气, 但近年研究发现, 在血液循环形成前, 内皮

细胞还可诱导心脏、肝脏、胰腺和牙齿的胚

胎发生[9-13]. 在这一过程中, 血管内皮细胞向组

织细胞发出信号, 以确定器官生长的位置、形

态和分化状态[14]; 另一方面, 受组织细胞的影

响, 内皮细胞获得器官特异性的特征, 以适应器

官的生长发育[2,15-17]. 本文结果显示, 3 wk时在

靠近肝芽的间充质中的血管内皮细胞多, 并可

见有的内皮细胞正在形成毛细血管, 而在远离

肝芽的横隔间充质中则很少见到内皮细胞及毛

细血管, 提示内皮细胞可诱导内胚层细胞向肝

细胞的特化. 4 wk时, 组成肝芽的细胞向正在

形成毛细血管的间充质处迁移, 并在此形成肝

索, 提示横隔间充质中的血管内皮细胞可促进

肝内胚层细胞向横隔的迁移. 5 wk时, 组成肝索

的细胞增多, 并将穿经此处的卵黄静脉分隔成

肝血窦样血管. 以上结果均提示在早期人胚肝

发育过程中, 内皮细胞及新生血管可诱导肝细

胞的发生. 对VEGF和Angiopoietin家族及其受体

的免疫组化研究表明, 发育3-5 wk的肝干细胞

表达VEGFA、flt-4、Tie-2等, 而内皮细胞表达

fl t-1、fl k-1、VEGFC、Ang-1、Ang-2, 根据内皮

细胞与肝干细胞在发育过程中的时空配布关系

和VEGFA、Ang-1、Ang-2及其受体的表达, 我
们推测在人胚发育的3-5 wk, 肝干细胞与内皮

细胞之间存在相互作用, 其中来自肝干细胞的

VEGFA信号可使内皮细胞分化、增殖并形成血

管, 而来自内皮细胞的VEGFC、Ang-1、Ang2
信号亦可促进胚肝的形态发生和肝索的形成, 
两者相互依赖.
3.2 造血细胞与早期人胚肝干细胞发育的关系 
胚胎肝是胚内造血器官, 造血干细胞 早出现

图 1 早期人胚肝干细胞及血窦内皮细胞的发育. ▲▲示肝干细胞, 示内皮细胞,示造血细胞, ★★示肝芽. A: 3 wk, CD34 (×

400); B: 4 wk, HE (×1 000); C: 5 wk, HE (×1 000); D: 5 wk, CD34 (×1 000). 

A B

C D
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■应用要点
通过本课题的研
究, 可了解肝干细
胞增殖、分化的
微环境及某些调
控因素, 阐明肝干
细胞增殖分化与
成熟的部分调控
机制, 为肝干细胞
的体外培养和诱
导分化提供试验
依据.
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于卵黄囊, 之后迁移到胚胎肝, 并在此增殖、分

化, 说明造血组织与肝脏存在空间上的密切关

系. 已有研究表明在造血和成肝过程中有许多

共同的特征, 肝干细胞激活时, 能表达几种造血

干细胞的标记物(c-kit、CD34和Thy-1)[18,19]; 肝
源性有丝分裂源——HGF亦可作为造血干细胞

的生长因子[20]. 我们注意到, 3 wk肝芽内尚无造

血细胞迁入, 4 wk时胚肝中开始出现少量CD34
阳性的造血干细胞, 这些细胞体积大, 圆形, 核
圆形, 核/质比大, 5 wk出现造血灶, 并且3-5 wk
的肝索细胞几乎全部是肝干细胞[6], 提示胎肝

造血与肝干细胞的发育是同步进行的. 4 wk开
始, 肝内造血细胞呈VEGFA阳性, 肝干细胞表达

VEGFA受体fl t-1、fl k-1, 这说明造血细胞分泌的

VEGFA可作用于肝干细胞; 同时, 肝干细胞表达

VEGFC, 多数造血细胞不表达VEGFC而仅表达

其受体fl t-4, 这提示肝干细胞可通过产生VEGFC
经旁分泌途径对造血细胞发挥作用. 肝干细胞

强表达Ang-2, 而造血细胞表达其受体Tie-2, 表
明肝干细胞可通过产生Ang-2对造血细胞发挥

作用. 
总之, 本文结果表明, 肝干细胞、造血细

胞、肝外和肝内的间充质血管内皮细胞三者的

发育存在密切的时间和空间的联系, 这为三者

相互作用奠定了基础. 来自肝干细胞的VEGFA
信号可使内皮细胞分化、增殖并形成血管; 来
自内皮细胞的VEGFC、Angiopoiet in信号对

3-5 wk肝干细胞的生长和分化起作用; 造血细

胞分泌的VEGFA可以通过旁分泌途径调节肝干

细胞的发育; 造血细胞的发育依赖于肝干细胞

产生的VEGFC和Ang-2.
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■背景资料
近年来由于临床
经验的积累和实
验室诊断技术的
进步, 发现我国人
群中自身免疫性
肝病患者逐渐增
多. 研究资料显示
PBC患者体内针
对丙酮酸脱氢酶
复合体的自身反
应性T细胞直接与
发病机理有关或
与最初的异常免
疫反应有关, 在这
些自身反应性T细
胞的活化过程中
树突状细胞起了
关键作用. 近年来
的研究表明DC细
胞与自身免疫性
疾病有重要关系, 
在一些自身免疫
性疾病中CD11c+

和CD123+亚群有
显 著 的 改 变 .  因
此检测PBC患者
外周血树突状细
胞亚群CD11c+和
CD123+, 可探讨
其在PBC发病机
制中的可能作用.

 临床经验 CLINICAL PRACTICE 
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Abstract 
AIM: To investigate the levels of CD11c+ and 
CD123+ dendritic cells in the peripheral blood 
and their associations with hepatic injury in pa-
tients with primary biliary cirrhosis (PBC).

METHODS: The percentages of CD11c+ and 
CD123+ dendritic cells in the peripheral blood 
from patients with PBC (n  = 40), other hepatic 
diseases (n  = 40) and normal individuals (n  = 30) 
were measured by fl ow cytometry.

RESULTS: The levels of CD11c+ and CD123+ 
dendritic cells in patients with PBC were signifi -
cantly lower than that in normal controls (0.087 2 
± 0.008 2 vs  0.169 0 ± 0.011 3, P  <0.01; 0.034 9 ± 
0.004 9 vs  0.064 3 ± 0.005 4, P  <0.01). The ratios 

of CD11c+ and CD123+ dendritic cells in patients 
with severe hepatic injury were markedly lower 
in comparison with that of patients without se-
vere hepatic injury (0.071 6 ± 0.007 3 vs  0.124 2
± 0.009 4, P  <0.01; 0.042 6 ± 0.005 9 vs  0.061 7 
± 0.006 1, P  <0.01). Furthermore, PBC patients 
with AMA-M2 positive had statistically lower 
levels of CD11c+ and CD123+ in peripheral blood 
than those with AMA-M2 negative did (0.076 1 ± 
0.005 1 vs 0.096 5 ± 0.008 3, P <0.05; 0.046 6 ± 0.006 9 
vs  0.063 1 ± 0.005 7, P  <0.05). Dynamically, we 
found the levels of CD11c+ and CD123+ dendritic 
cells in the same PBC patients were increased af-
ter treatment, while CD123+ dendritic cells was 
notably increased (0.058 3 ± 0.004 9 vs  0.032 1 ± 
0.004 1, P  <0.01).

CONCLUSION: The levels of peripheral blood 
CD11c+ and CD123+ dendritic cells in patients 
with PBC are correlated with hepatic injury and 
serum anti-AMA-M2 antibody production. The 
dendritic cell subtypes CD11c+ and CD123+, es-
pecially CD123+, may play crucial roles in the 
pathogenesis and progression of hepatic injury.

Key Words: Primary biliary cirrhosis; Dendritic cells; 
CD11c+; CD123+
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hepatic injury in patients with primary biliary cirrhosis. 
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摘要

目的: 检测原发性胆汁性肝硬化(PBC)患者

外周血树突状细胞亚群C D11c+和C D123+, 
探讨其与肝功能损伤及抗线粒体抗体亚型

2(AMA-M2)抗体产生的关系.

方法: 流式细胞术检测PBC患者(n  = 40)外
周血树突状细胞亚群CD11c+和CD123+比例, 
以40例肝脏疾病患者作为疾病对照组, 30例

健康体检者作为正常对照组, 观察CD11c+和

CD123+树突状细胞与患者的肝功能指标及
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■研发前沿
树突状细胞是具
有刺激初级免疫
反应、调节免疫
应答和诱导免疫
耐受的专职抗原
提呈细胞, 对调节
T 细 胞 免 疫 反 应
有重要作用, 它参
与抗原的识别、

加工处理和提呈,
是免疫反应中识
别自我和非我的
关键环节,其与免
疫激活和免疫耐
受关系密切,在调
控机体细胞免疫
和体液免疫方面
起着重要作用. 近
年来对树突状细
胞在系统性红斑
狼疮、Ⅱ型糖尿
病以及自身免疫
性肝炎等自身免
疫性疾病发病机
理中的作用的研
究 非 常 热 门 .  本
文检测原发性胆
汁性肝硬化患者
外周血树突状细
胞亚群CD11c+和
CD123+,  初步探
讨其与肝功能损
伤及抗线粒体抗
体亚型2抗体产生
的关系. 

AMA-M2抗体产生的关系.

结果: PBC患者外周血CD11c+和CD123+比
例显著低于正常对照组(0.087 2±0.008 2 vs  
0.169 0±0.011 3, P <0.01; 0.034 9±0.004 9 vs  
0.064 3±0.005 4, P <0.01). 肝功严重损伤的
PBC患者外周血CD11c+及CD123+比例显著
低于轻度损伤者(0.071 6±0.007 3 vs  0.124 2
±0.0094, P <0.01; 0.042 6±0.005 9 vs  0.061 7
±0.006 1, P <0.01). AMA-M2+患者外周血
CD11c+和CD123+比例显著低于AMA-M2-

患者(0.076 1±0.005 1 vs  0.096 5±0.008 3, 
P <0.05; 0.046 6±0.006 9 vs  0.063 1±0.005 7, 
P <0.05). 经动态观察发现, 同一PBC患者经
过治疗后CD11c+和CD123+比例增加, 特别是
CD123+明显高于治疗前(0.058 3±0.004 9 vs  
0.032 1±0.004 1, P <0.01).

结 论 :  P B C 患 者 外 周 血 树 突 状 细 胞 亚 群
CD11c+和CD123+比例与肝功能损伤和血清
抗AMA-M2抗体产生有密切关系. CD11c+和
CD123+的变化可能是导致肝功能损伤和病情
发展及血清抗AMA-M2抗体产生的环节之一.

关 键 词 :  原 发 性 胆 汁 性 肝 硬 化 ;  树 突 状 细 胞 ; 

CD11c+; CD123+ 
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0  引言

原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, 
PBC)是一种与自身免疫有关的慢性炎症性肝

脏疾病, 其发病机制十分复杂. 有研究资料显示

PBC患者体内针对丙酮酸脱氢酶复合体的自身

反应性T细胞直接与发病机理有关或与最初的

异常免疫反应有关[1-2]. 在这些自身反应性T细
胞的活化过程中树突状细胞(dendritic cells, DC)
起了关键作用. 树突状细胞是一种具有刺激初

级免疫反应、调节免疫应答和诱导免疫耐受的

专职抗原提呈细胞, 也是唯一能够刺激静息型

T细胞活化的细胞, 对调节T细胞免疫反应有重

要作用. DC参与抗原的识别、加工处理和提呈, 
是免疫反应中识别自我和非我的关键环节, 其
与免疫激活和免疫耐受关系密切, 在调控机体

细胞免疫和体液免疫方面起着重要作用[3-4]. 树
突状细胞主要分两群, 浆细胞来源的主要表达

CD123+, 与IL-8的产生密切相关. 髓细胞来源的

主要表达CD11c+, 与IL-12及IL2-α、IL-1β、IL-6 
和IL-10的产生有关[5]. 近年来的研究表明DC细
胞与自身免疫性疾病有重要关系[6-8], 而且在一

些自身免疫性疾病中CD11c+和CD123+亚群有

显著的减少[9]. 我们采用流式细胞术检测PBC患
者外周血CD4+、CD8+、NK、树突状细胞亚群

CD11c+和CD123+细胞群比例, 结合患者的肝功

能指标及抗AMA-M2抗体进行分析, 初步探讨

树突状细胞亚群CD11c+和CD123+细胞群在PBC
发病机制中可能的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 
1.1.1 选择2004-12/2005-07北京协和医院住院

和门诊PBC患者40例(女性34例, 男性6例, 年
龄34-70岁, 平均52岁), 所有PBC患者均符合

美国肝病学会2000年版PBC诊疗指南[10]. 为了

研究所测指标与发病机理的关系, 我们选择了

AMA-M2+者23例, AMA-M2-者17例, 把患者分

为肝功能严重损伤者18例(ALP和GGT两个都≥

1.5倍正常上限值, ALP正常值＜1 833.7 nkat/L, 
GGT正常值＜833.5 nkat/L), 肝功能无明显损伤

者22例(ALP或GGT＜1.5倍正常上限值); 动态观

察20例. 以40例其他肝脏疾病患者(甲型病毒性

肝炎6例, 乙型病毒性肝炎12例, 丙型病毒性肝

炎9, 药物性肝炎4例, 胆管炎4例, 不明原因肝硬

化5例)作为疾病对照组, 30例性别年龄匹配的健

康体检者作为正常对照组. 均取2 mL全血, 肝素

钠抗凝, 立即送检. 
1.1.2 试剂 流式细胞术所用的抗体为: F ITC-
C D4/P E-C D8/P e r C P-C D3; F I T C-C D3/P E-
CD16+CD56; FITC- Lin(CD13、CD14、CD15、
CD19、CD20和CD56); PerCP-Anti-HLA-DR; PE 
-CD123(Anti-IL-3Rα); PE- CD11c; PE- Mouse 
IgG2α; PE- Mouse IgG1. 溶血素为美国BD公

司. 流式细胞仪为美国贝克曼公司Coulter Epics 
ELITE Esp. 
1.2 方法

1.2.1 流式细胞术检测细胞表面分子 新鲜肝素

钠抗凝外周血100 μL, 加20 μL相应抗体混匀, 室
温避光孵育20 min, 加2 mL流式细胞仪专用红

细胞裂解液, 混匀, 室温避光孵育10 min, 1 200 r/
min离心5 min, 弃上清液, 加2 mL磷酸盐缓冲液, 
混匀, 1 000 r/min离心5 min, 弃上清液, 同法洗涤

2次, 加500 μL磷酸盐缓冲液, 立即上机检测. 树
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突状细胞亚群CD11c+、CD123+的测定: 每个标

本测4管(CD11c+、CD11c+阴性对照、CD123+、

CD123+阴性对照), 每管加入100 μL全血、20 
μL FITC-Lin和20 μL PerCP-Anti-HLA-DR, 然
后分别在4管中加入20μL CD11c+、CD11c+对

照、CD123+ 、CD123+对照混匀. 测定时以前向

散色光(FSC)和测向散色光(SSC)设定R1排除细

胞碎片, 再以Lin-设门R2, 然后分别以G2、G1
作为CD11c+、CD123+阴性对照设门R3, 测定

CD11c+、CD123+时, R3中即为分析的CD11c+、

CD123+树突状细胞亚群 .
1.2.2 ELISA法检测血清抗线粒体抗体AMA-M2
亚型, 德国欧蒙实验诊断试剂公司. 
1.2.3 肝功能指标的检测 采用日本O l y m p u s 
AU2700全自动生化仪. 

统计学处理 PBC患者与其他肝脏疾病对照

组及正常组外周血细胞亚群及相关分子的表达

水平差异采用Independent-Samples t  test进行分

析. 所有统计学处理均采用SPSS11.0统计软件进

行分析. 

2  结果

2.1 PBC患者与正常人外周血树突状细胞亚群

CD11c+和CD123+比例 PBC患者外周血CD11c+

和CD123+比例低于正常对照组, 差异有统计学

意义(P <0.01, 表1). 
2.2 PBC患者与其他肝脏疾病患者外周血树突状

细胞亚群CD11c+和CD123+比例分析 PBC患者

外周血CD11c+和CD123+比例略高于其他肝脏疾

病患者, 但差异无统计学意义(P >0.05), CD4+和

CD8+比例高于其他肝脏疾病患者, 差异有统计学

意义(P <0.01), NK细胞比例低于其他肝脏疾病患

者, 差异有统计学意义(P<0.05, 表2).
2.3 其他肝脏疾病与正常人外周血树突状细胞亚

群CD11c+和CD123+比例 其他肝脏疾病患者外

周血CD11c+和CD123+比例低于正常对照组, 差
异有统计学意义(P <0.01), CD4+CD8+比例高于

其他肝脏疾病患者(P <0.01), CD3+CD4-CD8-和

CD4+比例低于正常对照组(P <0.05)(表3).
2.4 树突状细胞亚群CD11c+和CD123+异常与

PBC患者肝功能损伤及AMA-M2抗体产生的关

系 进一步的研究结果如表4, 试验发现肝功严重

损伤的PBC患者外周血树突状细胞亚群CD11c+

和CD123+比例显著低于轻度损伤患者(P <0.01). 
AMA-M2+患者外周血CD11c+和CD123+比例显

著低于AMA-M2-患者(P <0.05). 经动态观察20
例患者(入院时和出院肝功能好转后)发现, 同一

PBC患者经过治疗后CD11c+和CD123+比例增加, 
特别是CD123+明显高于治疗前(P <0.01). 

3  讨论

原发性胆汁性肝硬化(PBC)是一种自身免疫介

导的慢性进行性肝病. 近年来由于临床经验的

积累和实验室诊断技术的进步, 发现我国人群

    

   表 1 PBC患者与正常人组外周血各类细胞阳性百分率比较 (mean±SD, %) 

组  别 CD3+CD4-CD8- CD4+ CD8+ CD4+CD8+ NK CD11c+ CD123+

PBC患者组

正常对照组

4.87±1.30

6.18±0.84

29.88±1.36

26.75±1.24

28.77±2.24b

23.64±1.42

1.52±0.38

0.78±0.24

13.24±1.54b

20.69±1.38

0.087 2±0.008 2b

0.169 0±0.011 3

0.034 9±0.004 9b

0.064 3±0.005 4

bP<0.01 vs  正常对照组.

    

   表 2 PBC组与其他肝脏疾病患者外周血各类细胞阳性百分率比较 (mean ± SD, %)

组  别 CD3+CD4-CD8- CD4+ CD8+ CD4+CD8+ NK CD11c+ CD123+

PBC患者组

其他肝病组

4.87±1.30

3.37±1.42

29.88±1.36b

21.61±1.48

28.77±2.24b

22.37±1.56

1.52±0.38

2.12±0.36

13.24±1.54a

16.28±1.64

0.087 2±0.008 2

0.072 6±0.005 3

0.034 9±0.004 9

0.021 8±0.006 4

aP<0.05，bP<0.01 vs  其他肝脏病组.

    

   表 3 其他肝脏疾病患者与正常人组外周血各类细胞阳性百分率比较 （mean ± SD, %）

组  别 CD3+CD4-CD8- CD4+ CD8+ CD4+CD8+ NK CD11c+ CD123+

其他肝病组                  

正常对照组

3.37±1.42a

6.18±0.84

21.61±1.48a

26.75±1.24

22.37±1.56

23.64±1.42

2.12±0.36b

0.78±0.24

16.28±1.64a

20.69±1.38

0.072 6±0.005 3b

0.169 0±0.011 3

0.021 8±0.006 4b

0.064 3±0.005 4

aP<0.05，bP<0.01 vs  正常对照组.

■创新盘点
本 文 检 测 了 原
发 性 胆 汁 性 肝
硬 化 患 者 外 周
血 树 突 状 细 胞
亚群C D 11 c +和
CD123+,阐明了
其与肝功能损伤
及抗线粒体抗体
亚型抗体产生的
关系.
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■应用要点
本次试验为进一
步阐树突状细胞
亚群在PBC发病
机制中的作用打
下基础. 监测PBC
患者外周血的树
突 状 细 胞 亚 群
CD11c+和CD123+

有助于了解PBC
患者机体的免疫
状态. 

中PBC患者逐渐增多[11]. PBC发病机理非常复杂, 
免疫紊乱发生在多个环节: T 细胞的高度活化增

生,大量的自身抗体产生, Th/Ts细胞的比例失调, 
细胞因子的异常等多个免疫环节. 但最根本的环

节乃在机体对自身抗原的耐受遭到破坏, 或机体

免疫系统过度地递呈了某些抗原, 从而使童贞T
细胞发展为反应性T细胞,导致自身免疫性疾病. 
在本次试验中我们发现PBC患者体内CD4-CD8-

双阴性T细胞比例明显降低, T细胞大量活化, 特
别是CD8+T细胞群的比例显著增加. 而在这些自

身反应性T细胞的活化过程中不同的DC细胞群

有不同的刺激T细胞的能力[12]. 目前已明确两种

不同类型的DC, 浆细胞来源的主要表达CD123+, 
髓细胞来源的主要表达CD11c+[13]. CD11c+活化

后分泌大量IL-12及IL-2α、IL-1β、IL-6和IL-10, 
驱使Th1分化, 而CD123+细胞活化后, 主要分泌

大量IL-8, 诱导分化Th2. CD11c+ 、CD123+ DC在
自身免疫和获得性免疫中起着决定作用, 因此检

测血中这些DC细胞亚群的成熟和功能可以很好

的反映机体的免疫状态. 
本次研究结果表明PBC患者外周血CD11c+

和CD123+细胞比例显著低于正常人, 研究结果

与Hiasa et al [14]研究一致. 二者的降低必然导致

Th1/Th2细胞群的分化比例失调, 从而使CD4+/
CD8+T细胞群的比例严重紊乱, 体液免疫亢进, 
产生大量抗AMA-M2抗体和针对丙酮酸脱氢酶

复合体的特异性T细胞克隆的形成, 由此参与

PBC患者的肝功能损伤及病情的发展. 研究还发

现AMA-M2+组PBC患者外周血树突状细胞亚群

CD123+比例显著低于AMA-M2-组, 由于CD123+

细胞亚群能诱导Th2细胞分化, 从而产生免疫耐

受, 当机体内该群细胞群减少, 必然导致免疫耐

受的瓦解, 从而产生大量自身抗体. 由于该细胞

群的减少, 使体内NK细胞不能很好地活化识别

肝细胞内暴露的线粒体自身抗原, 从而导致大

量针对该抗原的T细胞克隆形成导致肝功能损

伤. 在本研究中表现为肝功能严重受损的PBC患

者NK细胞比例显著减低, 而CD8+T细胞比例显

著增加. 对同一PBC患者进行动态观察发现经

过治疗后的PBC患者外周血CD11c+和CD123+细

胞比例都有一定上升, 特别是CD123+比例升高

有统计学意义. 同时治疗后NK细胞比例也有了

显著升高, CD8+T细胞比例却比治疗前显著性

降低, 患者的肝功能指标也有了很大改善. 因此

认为在PBC患者的肝功能损伤及病情发展和抗

AMA-M2抗体产生过程中CD11c+和CD123+的变

化可能起着重要作用. 
由于P B C患者对自身抗原的耐受遭到破

坏,或机体免疫系统过度地递呈了某些抗原, 同
时DC1/DC2可以对Th1/Th2应答进行精细调控, 
Th1/Th2细胞通过其分泌的细胞因子IFN-γ/IL-4 
作用于DC1/DC2, 影响DC1/DC2的发育及比例, 
通过负反馈机制对Th1/Th2平衡进行精细调节, 
从而可以使机体内Th1/Th2 细胞处于稳态. 因此

监测PBC患者外周血的树突状细胞亚群CD11c+

和CD123+有助于了解PBC患者机体的免疫状态. 

4       参考文献
1      Nishio A, Keeffe EB, Gershwin ME. Immunopatho-

genesis of primary biliary cirrhosis. Semin Liver Dis  
2002; 22: 291-302 

2 Ishibashi H, Nakamura M, Shimoda S. T cell immu-
nity and primary biliary cirrhosis. Autoimmun Rev 
2003; 2: 19-24 

3 Kita H, Lian ZX, Van de Water J. Identifi cation of 
HLA-A2-restricted CD8(+) cytotoxic T cell respons-
es in primary biliary cirrhosis: T cell activation is 
augmented by immune complexes cross-presented 
by dendritic cells. J Exp Med  2002; 195: 113-23

4 Akbar SM, Yamamoto K, Miyakawa H. Peripheral 
blood T-cell responses to pyruvate dehydroge-
nase complex in primary biliary cirrhosis: role of 
antigen-presenting dendritic cells. Eur J Clin Invest 
2001; 31: 639-646

5 Cella M, Scheidegger D, Palmer-Lehmann K. Liga-
tion of CD40 on dendritic cells triggers production 
of high levels of interleukin-12 and enhances T cell 
stimulatory capacity: T-T help via APC activation. J 
Exp Med  1996; 184: 747-752 

6 Ishikawa S, Sato T, Abe M. Aberrant high expres-
sion of B lymphocyte chemokine (BLC/CXCL13) by 

    

   表 4 各类PBC患者外周血CD4+、CD8+、NK、CD11c+、CD123+细胞阳性百分率 (mean±SD, %)

组  别  n CD4-CD8- T         CD4+        CD8+   CD4+CD8+          NK            CD11c+              CD123+

肝功能严重损伤

肝功能轻度损伤

                  

AMA-M2-

AMA-M2+

 

治 疗 前

治 疗 后

18

22

17

23

20

20

4.63±0.96

5.79±1.06

5.60±0.84

4.53±1.13

3.94±1.02a

5.43±0.85

32.07±1.42b

23.5±1.31

27.68±1.09

31.04±1.27

33.54±1.41b

24.18±1.11

30.64±1.96

28.58±1.72

25.20±1.76a

34.08±1.57

32.73±1.39b

25.42±1.96

1.43±0.64

1.73±0.58

1.83±0.48

1.28±0.61

1.39±0.59

1.96±0.47

10.43±1.27b

21.25±1.75

15.57±1.29

12.04±1.09

11.32±1.07a

19.47±1.22

0.071 6±0.007 3b

0.124 2±0.009 4

0.096 5±0.008 3a

0.076 1±0.005 1

0.064 3±0.005 3

0.098 4±0.008 5

0.042 6±0.005 9b

0.061 7±0.006 1

0.063 1±0.005 7a

0.046 6±0.006 9

0.032 1±0.004 1b

0.058 3±0.004 9

组内 vs  aP<0.05; 组内 vs  aP<0.01.



www.wjgnet.com

C11b+CD11c+ dendritic cells in murine lupus and 
preferential chemotaxis of B1 cells towards BLC. J 
Exp Med  2001; 193: 1393-1402

7 Scheinecker C ,Zwolfer B , Koller M. Alterations of 
dendritic cells in systemic lupus erythematosus:
phenotypic and functional deficiencies. Arthritis 
Rheum, 2001; 44: 856-865 

8 Drakesmith H, Chain B, Beverley P. How can den-
dritic cells cause autoimmune disease? Immunol 
Today  2000; 21: 214-217

9 Hiasa Y, Akbar SM, Abe M. Dendritic cell subtypes 
in autoimmune liver diseases; decreased expression 
of HLA DR and CD123 on type 2 dendritic cells. 
Hepatol Res  2002; 22: 241-249

10 Heathcote EJ. Management of primary biliary cir-
rhosis. The American Association for the Study of 

Liver Diseaes Practice Guidelines. Hepatology  2000; 
31: 1005-1013 

11 张煊, 林进, 唐福林. 原发性胆汁性肝硬化的临床及病

理分析. 中华风湿病学杂志  2001; 5: 98-101
12 Osugi Y, Vuckovic S, Hart DN. Myeloid blood 

CD11c(+) dendritic cells and monocyte-derived 
dendritic cells differ in their ability to stimulate T 
lymphocytes. Blood  2002; 100: 2858-2866

13 Rissoan MC, Soumelis V, Kadowaki N. Reciprocal 
control of T helper cell and dendritic cell differenta-
tion. Science  1999; 283: 1183-1186 

14 Hiasa Y, Akbar SM, Abe M, Michitaka K, Horiike 
N, Onji M. Dendritic cell subtypes in autoimmune 
liver diseases; decreased expression of HLA DR 
and CD123 on type 2 dendritic cells. Hepatol Res 
2002; 22: 241-249

                                    电编  张勇 编辑  张海宁

李永哲, 等. 原发性胆汁性肝硬化患者CD11c+和CD123+树突状细胞与肝功能损伤的关系                                                 345

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2006 年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                             
                                                                                                                               • 消息 •

我国科技论文总数连续三年世界第五

本刊讯  2004年度中国科技论文统计结果于2005-12-06在北京揭晓, 与上一年度相比, 我国科技论文SCI论文数

增长15.2％, 论文被引用篇数和次数分别增长4.4％和4.3％. 更可喜的是, 在过去十年间, 我国论文被引用数已

排在世界第14位, 与上一年同一数据相比, 位次提高了4位，

据介绍, 2004年度《科学引文索引》(SCI)、《工程索引》(EI)和《科学技术会议录索引》(ISTP)共收录

我国作者的论文111 356篇, 比上年增加93 352篇, 增长率为19.3％. 我国科技论文占世界论文总数的6.3％, 较上

年增加1.2％, 连续3年保持在世界第5位, 前4位国家是美国、日本、英国和德国. 根据生物医学专家的建议, 今

年在统计中新增加了美国《医学索引》(MEDLINE)检索系统, 该系统是当今较权威的生物医学文献检索系统, 

我国大陆75种期刊被收录其中. 

2004年度我国国内论文最多的学科仍是临床医学, 基础医学名列第六. 国内被引用次数最多的学科也是

临床医学, 基础医学名列第五. 国际被引用论文篇数, 基础医学与临床医学名列第八和第九. 由于综合大学并

校, 高校论文产出前20位排名榜中已不见了医学院校, 但在MEDLINE收录的高等院校排名中, 仍可看到医学科

技论文对综合大学论文排名的贡献. 2004年排在SCI收录论文数第一的医疗机构是北京大学第一医院, 解放军

总医院在国内论文被引用次数、国内论文数和国际国内论文总数三个统计项目中, 均名列医疗机构第一. 

在同时公布的第四届中国百种杰出学术期刊中, 22种医药卫生类期刊榜上有名. [摘自《健康报(记者张荔

子)》] 

■同行评价
研究原发性胆汁
性 肝 硬 化 患 者
CD11c+和CD123+

树突状细胞及其
与肝功能损伤的
关系对于临床诊
断和治疗有参考
价值.
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Abstract
AIM: To investigate the infl uence of Rebamipide 
on the expression of leptin in gastric mucosa 
with portal hypertensive gastropathy, and to 
evaluate its role in the prevention of gastric 
mucosal injury.

METHODS: Thirty healthy subjects and thirty 
patients were involved in this study. The former 
were randomized into normal control and nor-
mal intervention group, and the latter into blank 
control and trial group (15 for each). Normal 
intervention and trial group were treated with 
Rebamipide. Endoscopy was performed and 
the level of leptin mRNA expression in gastric 
mucosa was examined by reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) before and 
after the treatment.

RESULTS: At baseline, the expression of leptin 
mRNA was significantly higher in blank con-
trol and trial group than that in normal control 
group (0.816 ± 0.132, 0.803 ± 0.143 vs 0.344 ± 0.202, 
P < 0.05). After 4 wk treatment with Rebamip-
ide, the level of leptin mRNA expression in trail 

group was markedly higher than that in blank 
control and normal intervention group (1.120 
± 0.237 vs 0.867 ± 0.170, 0.397 ± 0.199, P < 0.01). 
In the trial group, the endoscopic pathological 
appearance was alleviated in 12 of 14 patients 
in comparison with 0 of 12 in the blank control 
group.

CONCLUSION: Rebamipide may protect gastric 
mucosa against injury in portal hypertensive 
gastropathy by increasing the expression of 
leptin.

Key Words: Rebamipide; Leptin; Portal hyperten-
sive gastropathy

Xu KS, Li Q, Zhou X. Influence of Rebamipide on 
leptin expression in gastric mucosa with portal 
hypertensive gastropathy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(3):346-349

摘要
目的: 观察瑞巴派特对门脉高压性胃病胃黏
膜中瘦素表达的影响, 评价其对门脉高压性胃
病的胃黏膜保护作用. 

方法: 将患者随机分为正常对照组、正常干
预组、空白对照组及试验组各15例, 其中正常
干预组及试验组给予口服瑞巴派特治疗. 治疗
前后内镜检查对比, 用RT-PCR法分别检测治
疗前后胃黏膜组织中瘦素mRNA的表达水平. 

结果: 0 wk时, 正常对照组瘦素mRNA表达量
为0.344±0.202, 空白对照组0.816±0.132, 实
验组0.803±0.143, 与正常对照组相比, 空白
对照组与实验组的瘦素mRNA的表达有差异
(P <0.05); 4 wk时, 空白对照组瘦素mRNA表达
量为0.867±0.170, 试验组为1.120±0.237, 正
常干预组为0.397±0.199, 与空白对照组相比, 
试验组瘦素mRNA的表达增多; 与正常干预组
相比, 试验组在治疗后其瘦素mRNA的表达显
著升高(P <0.01). 内镜检查前后对比: 药物治
疗4 wk时试验组14例中胃黏膜的内镜表现不
同程度改善12例(12/14), 而空白对照组无一例
改善.

■背景资料
国外临床应用显
示, 瑞巴派特作为
一种黏膜保护剂, 
对慢性肝病引起
的胃黏膜病变具
有一定疗效, 但其
机制尚不清楚. 瘦
素作为一种新的
胃肠激素发挥胃
黏膜保护作用. 我
们主要通过观察
瑞巴派特对门脉
高压性胃病治疗
的临床疗效及对
胃黏膜中瘦素表
达的影响, 从而探
讨瑞巴派特对门
脉高压性胃病胃
黏膜的保护作用
机制.

®
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结论:  瑞巴派特可通过增加胃黏膜中的瘦
素表达, 对门脉高压性胃病的胃黏膜起保护
作用. 

关键词: 瑞巴派特; 瘦素; 门脉高压性胃病

徐可树, 李琪, 周霞. 瑞巴派特对门脉高压性胃病胃黏膜中瘦素
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0  引言

门脉高压性胃病是肝硬化门脉高压的重要并

发症, 也是并发上消化道出血的常见原因之一, 
国外有文献报道门脉高压所致胃黏膜病变达

4%-8%[1], 国内有资料显示, 68.6%的肝硬化门脉

高压患者有胃黏膜改变[2]. 其发病机制复杂, 其
中胃黏膜防御能力下降是一重要因素[3]. 关于胃

黏膜保护治疗在门脉高压性胃病中应用的文献

尚不多见. 瑞巴派特是一种胃黏膜保护剂, 国外

临床应用显示其对慢性肝病引起的胃黏膜病变

也有一定疗效, 但机制尚不清楚. 近来研究表明

瘦素对胃黏膜具有保护作用, 我们主要通过观

察瑞巴派特对门脉高压性胃病治疗的临床疗效

及对胃黏膜中瘦素表达的影响, 从而探讨瑞巴

派特对门脉高压性胃病胃黏膜的保护作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 60例患者: 年龄18-75岁, 性别及住院或

门诊病例不限; 肝硬化患者内镜证实有胃黏膜

充血、水肿、糜烂等门脉高压性胃病; 就诊前

2 wk内未行抗H pylori治疗; 同意参加本试验. 
患者被随机分为4组: 正常对照组、正常干预

组、空白对照组及试验组各15例. 正常对照组

与正常干预组均为正常健康人, 前者不服用任

何药物而后者服用瑞巴派特; 空白对照组及试

验组均为门脉高压性胃病患者, 前者不服用药

物而后者服用瑞巴派特. 各组均不得合并应用

质子泵抑制剂、H2受体拮抗剂、生长抑素及其

衍生物以及其他胃黏膜保护剂. 病例入选后, 对
其症状、内镜情况进行记录, 同时在胃黏膜病

变处或其周围2 cm取活检3块. 然后予患者服用

瑞巴派特(商品名: 膜固思达, 由日本大冢中国天

津有限公司提供), 服用方法为300 mg/d, 分三次

服用, 疗程4 wk. 4 wk后进行复查, 操作同前.
1.2 方法

1.2 . 1  门脉高压性胃病内镜判断标准  参考

McCormack et al [4]的分类标准, 轻度: (1)黏膜出

现淡红色细斑点或猩红热样疹; (2)黏膜皱襞表

面呈条索状发红; (3)黏膜呈mosaic样改变. 重度: 
散在的樱桃红斑点及(或)弥漫性出血性病变. 
1.2.2 胃黏膜病变改善, 分3级 好转: 胃黏膜皱襞

红肿渗出灶完全消失; 改善: 局限于胃窦、体或

底部一个区域的胃黏膜皱襞轻度细微红色样斑

点灶, 无剥脱感; 无效: 胃黏膜仍无明显变化. 
1.2.3 RT-PCR法检测瑞巴派特治疗前后胃黏膜

组织中瘦素mRNA表达 按Trizol说明书操作提

取胃组织总RNA, 将RNA用MMLV逆转录酶

合成cDNA, 在25 μL反应体系中分别加入8.3
×107 nkat/L的LA Taq酶0.5 μL, 10×缓冲液

2.5 μL, 4×dNTP混合物(各10 mmol/L)1 μL, 膜
板DNA 2 μL, MgCl2(25 mmol/L)2.0 μL, 灭菌双

蒸水16.4 μL. 瘦素特异性引物(上海博亚公司

合成)各0.3 μL, 上游引物为5'-TTG TTG GGG 
CAG TGG TAAG-3', 下游引物为5'-AGC AGG 
ATG GTG GCA GAC-3',  PCR反应条件: 94℃预

变性5 min, 94℃变性30 s, 50℃退火30 s, 72℃
延伸45 s, 最后72℃延伸5 min, 共35个循环. 扩
增片段为431 bp, β-act in作内参照, PCR产物

4 μ L经1.5 g/L琼脂糖凝胶电泳检测, 以瘦素

/β-actin条带的灰度比值进行半定量分析.
统计学处理 各组间数据采用χ2检验与t检验. 

2  结果

在60例受试者中, 共有54(90%)例患者完成试

验, 脱落原因为患者未按期复诊. 其中试验组14
例, 空白对照组12例, 正常对照组14例, 正常干

预组14例. 试验组中, 男9例, 女5例, 年龄25-65
岁, 平均39.8岁; 空白对照组中, 男8例, 女4例, 年
龄23-62岁, 平均41.1岁; 正常对照组中, 男8例, 
女6例, 年龄17-60岁, 平均40.9岁; 正常干预组中, 
男9例, 女5例, 年龄18-61岁, 平均40.2岁. 经统计

学处理, 四组在性别、年龄上均无统计学差异

(P >0.05). 
RT-PCR法检测瑞巴派特治疗前后胃黏膜组

织中瘦素mRNA表达, 四组中瘦素mRNA表达情

况见图1: 瘦素mRNA的长度为431 bp, β-actin的
长度为194 bp. RT-PCR法半定量分析结果见表

1: 0 wk时, 空白对照组及实验组与正常对照组

相比, 瘦素mRNA的表达有显著性差异(P <0.05); 
4 wk时, 试验组与正常干预组相比, 瘦素mRNA
的表达有显著性差异(P <0.01); 试验组与空白

对照组相比, 瘦素mRNA的表达有显著性差异

(P <0.05); 试验组在治疗前后, 其瘦素mRNA的表
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■研发前沿
瘦素与胃组织生
理功能及胃疾患
有着密切关系. 瘦
素具有加速溃疡
愈合, 促进损伤胃
黏膜修复的作用, 
但在门脉高压性
胃病中瑞巴派特
与胃黏膜瘦素之
间的关系目前未
见报道.

■创新盘点
瑞巴派特治疗门
脉高压性胃病患
者后, 其病变部位
的瘦素表达升高, 
因此推测瑞巴派
特可能通过增加
病变局部胃组织
中的瘦素表达来
发挥胃黏膜保护
作用.
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达有显著性差异(dP <0.01). 
胃镜结果试验组与空白对照组胃黏膜改变

情况见表2. 胃镜表现: 试验组治疗前胃窦和/或
胃体水肿糜烂, 甚至呈mosaic样改变, 药物治疗

4 wk后胃镜下所见上述表现明显减轻或改善.

3  讨论

糜烂、充血和出血是门脉高压性胃病的常见表

现, 其发病机制尚不完全清楚, 研究表明与以下

因素有关: 胃部静脉向门静脉回流受阻, 造成胃

部淤血并引起胃黏膜抵御有害因子攻击的能力

降低, 易导致继发损伤[5]; 多种血管活性物质增

加, 包括一氧化氮、胰高血糖素、前列环素、

血管活性肽、五羟色胺、组胺、血浆内皮素、

肿瘤坏死因子和胃泌素等等; 肝硬变患者因肝

脏功能的损害, 合成前列腺素PGE2减少, 胃黏膜

防御能力降低、内毒素血症和H+反渗透增加[3], 

使胃黏膜易受损害. 
瑞巴派特是一种胃黏膜保护剂, 研究表明

瑞巴派特通过刺激胃黏膜内源性前列腺素合

成[6]、增加胃黏液糖蛋白复合物和促进损伤部

位单层上皮细胞增殖; 此外能抑制H pylori诱导

的中性粒细胞激活, 抑制、清除胃部自由基, 从
而明显改善胃黏膜损伤, 起保护胃黏膜作用[7,8]. 
多年临床已证实瑞巴派特对胃溃疡、急、慢性

胃炎的胃黏膜病变均有较好的疗效, 对慢性肝

病引起的胃黏膜病变也有一定作用[9-11]. 我们观

察了瑞巴派特对门脉高压性胃病患者内镜改善

情况. 用药4 wk后, 比较各组治疗前后的胃镜表

现可见实验组治疗后胃黏膜的损伤情况有所减

轻, 因此瑞巴派特在一定程度上也可改善门脉

高压性胃病患者的胃黏膜变化, 但对正常健康

人不产生作用. 
瘦素是肥胖基因编码主要由脂肪细胞合成

的一种多肽类激素. 研究表明, 胃黏膜也可分泌

瘦素, 且表达瘦素受体. 瘦素存在于胃黏膜的壁

细胞、主细胞和基底部内分泌细胞内, 对胃黏

膜具有保护作用[12-14]. 瘦素具有拟促上皮生长因

子的作用, 同时可增加黏膜血流量[15]、促进毛

细血管形成. 有学者通过大鼠模型研究证实, 瘦
素mRNA及蛋白质的表达水平在酒精等诱发的

急性胃黏膜损害区明显增高, 而在未受累的黏

膜区无明显改变[16]. 我们对胃黏膜组织中瘦素

mRNA表达水平的检测发现, 0 wk时, 空白对照

组及实验组瘦素mRNA的表达比正常对照组高; 
用药4 wk时, 试验组瘦素mRNA比空白对照组

高; 试验组在治疗前后, 其瘦素mRNA的表达明

显升高. 门脉高压性胃病患者胃黏膜病变部位

的瘦素mRNA表达较正常健康人高, 这可能是胃

黏膜组织为抵抗外来胃黏膜损伤因素而产生的

一种代偿性反应. 瑞巴派特治疗门脉高压性胃

病患者后, 其病变部位的瘦素mRNA表达进一步

升高, 推测瑞巴派特对胃黏膜保护作用可能还

通过增加病变局部胃组织中的瘦素表达来发挥

作用, 对比显示对正常胃组织则无此作用. 至于

瑞巴派特是通过何种途径促使病变局部胃组织

中的瘦素表达增加, 则有待于进一步研究.
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表 1 RT-PCR法半定量分析

                                                          瘦素mRNA

                                               0 wk                      4 wk

正常对照组      14       0.344±0.202      0.376±0.158

正常干预组      14       0.381±0.200      0.397±0.199

空白对照组      12       0.816±0.132a     0.867±0.170

试验组             14       0.803±0.143a     1.120±0.237b,c,d

aP <0.05 vs  实验组, 正常对照组; bP <0.01 vs 正常干预组; 
cP<0.05 vs  空白对照组; dP<0.01 vs 0 wk. 

组别                     n

    

表 2 瑞巴派特治疗后门脉高压性胃病胃黏膜改变

                                                          胃黏膜改变

                                                 好转            改善            无效

试验组                 14              3a                9a               2

空白对照组          12              0                 0              12

aP<0.05 vs  空白对照组. 

 n

■应用要点
瑞巴派特是一种
胃黏膜保护剂, 国
外临床应用显示
其对慢性肝病引
起的胃黏膜病变
也有一定疗效. 我
们通过研究瑞巴
派特对门脉高压
性胃病胃黏膜瘦
素表达的影响, 探
讨其对门脉高压
性胃病胃黏膜的
保护作用机制, 为
瑞巴派特在门脉
高压性胃病中的
临床应用提供实
验依据.

图 1 RT-PCR法检测瑞巴派特治疗前后胃黏膜组织中瘦素

mRNA表达. 1, 3, 5, 7: 各组0 wk时瘦素mRNA表达; 2, 4, 6, 

8: 各组4 wk时瘦素mRNA表达.

2 000 bp
1 000 bp

750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

Leptin

β-actin

Marker   1     2     3     4     5     6     7     8
正常         正常        空白      试验组       
对照组     干预组     对照组 
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■同行评价
瑞巴派特是一种
胃 黏 膜 保 护 剂 , 
对任何原因所致
胃炎、胃溃疡和
应激性反应性损
伤等均具保护作
用 .  然 而 对门脉
高压性胃病患者
是否有作用及其
与 瘦 素 关 系 ,  文
献中尚无相关报
道, 因此, 研究结
论具有进一步研
究和临床参考价
值. 

3 邱香, 李传凤, 朴云峰. 门脉高压性胃病发病机制的研
究进展. 临床肝胆病杂志  2004; 20: 123-124     

4 McCormack TT, Sims J, Eyre-Brook I, Kennedy H, 
Goepel J, Johnson AG, Triger DR. Gastric lesions 
in portal hypertension: inflammatory gastritis or 
congestive gastropathy? Gut  1985; 26: 1226-1232 

5 Ohta M, Yamaguchi S, Gotoh N, Tomikawa M. 
Pathogenesis of portal hypertensive gastropathy: a 
clinical and experimental review. Surgery  2002; 131: 
S165-S170

6 Arakawa T, Watanabe T, Fukuda T, Yamasaki K, 
Kobayashi K. Rebamipide, novel prostaglandin-
inducer accelerates healing and reduces relapse of 
acetic acid-induced rat gastric ulcer. Comparison 
with cimetidine. Dig Dis Sci  1995; 40: 2469-2472

7 Arakawa T, Kobayashi K, Yoshikawa T, Tarnawski 
A. Rebamipide: overview of its mechanisms of 
action and effi cacy in mucosal protection and ulcer 
healing. Dig Dis Sci  1998; 43: 5S-13S

8 Yoshida N, Yoshikawa T, Iinuma S, Arai M, 
Takenaka S, Sakamoto K, Miyajima T, Nakamura Y, 
Yagi N, Naito Y, Mukai F, Kondo M. Rebamipide 
protects against activation of neutrophils by Helico-
bacter pylori. Dig Dis Sci  1996; 41: 1139-1144

9 Hayashi S, Sugiyama T, Amano K, Isogai H, Isogai E, 
Aihara M, Kikuchi M, Asaka M, Yokota K, Oguma 
K, Fujii N, Hirai Y. Effect of rebamipide, a novel 
antiulcer agent, on Helicobacter pylori adhesion to 
gastric epithelial cells. Antimicrob Agents Chemother  
1998; 42: 1895-1899

10 Ogino K, Hobara T, Ishiyama H, Yamasaki 

K, Kobayashi H, Izumi Y, Oka S. Antiulcer 
mechanism of action of rebamipide, a novel 
antiulcer compo-und, on diethyldithiocarbamate-
induced antral gastric ulcers in rats. Eur J Pharmacol  
1992; 212: 9-13

11 Nebiki H, Higuchi K, Arakawa T, Ando K, Uchida 
T, Ito H, Harihara S, Kuroki T, Kobayashi K. Effect 
of rebamipide on Helicobacter pylori infection in 
patients with peptic ulcer. Dig Dis Sci 1998; 43: 
203S-206S  

12 姚红, 郝素珍, 原素梅, 崔雪萍, 刘俊. 胃黏膜瘦素和瘦
素受体的表达及信号转导. 山西医科大学学报  2004; 
35: 122-125  

13 Konturek PC, Brzozowski T, Sulekova Z, Brzozo-
wska I, Duda A, Meixner H, Hahn EG, Konturek SJ. 
Role of leptin in ulcer healing. Eur J Pharmacol  2001; 
414: 87-97 

14 Bado A, Levasseur S, Attoub S, Kermorgant S, 
Laigneau JP, Bortoluzzi MN, Moizo L, Lehy T, 
Guerre-Millo M, Le Marchand-Brustel Y, Lewin MJ. 
The stomach is a source of leptin. Nature  1998; 394: 
790-793

15 Erkasap N, Uzuner K, Serteser M, Koken T, Aydin Y. 
Gastroprotective effect of leptin on gastric mucosal 
injury induced by ischemia-reperfusion is related to 
gastric histamine content in rats. Peptides  2003; 24: 
1181-1187

16 Konturek PC, Brzozowski T, Sulekova Z, Meixner 
H, Hahn EG, Konturek SJ. Enhanced expression of 
leptin following acute gastric injury in rat. J Physiol 
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会
暨第三届全国普通外科主任论坛第一轮通知                                               

                                    
本刊讯 第二届国际肝胆胰协会中国分会学术会议将于2006-10在武汉举行.

在各方面的大力支持下, 国际肝胆胰协会中国分会第一届学术研讨会已于2004-12在武汉成功举办, 与会

代表一千余人, 中国人大副委员长吴阶平院士、国际肝胆胰前主席刘允怡教授、Jim Tooli教授, 国际肝胆胰协

会侯任主席Büechler教授和欧洲肝胆胰协会主席Broelsch教授等亲自到会. 会议受到国内外专家及到会代表的

一致赞赏, 并受到国际肝胆胰协会的通报好评, 会议取得巨大成功.

第二届会议将邀请国外和国内著名专家做专题讲座, 针对国际国内肝胆胰外科进展及近年来的热点、难

点问题进行讨论; 并交流诊治经验, 推广新理论、新技术、新方法, 了解国内外肝胆胰疾病诊断、治疗发展趋

势; 同时放映手术录像. 大会热烈欢迎全国各地肝胆胰领域的内科、外科、影像科各级医师以及科研人员积极

投稿和报名参加.

会议同时召开第三届全国普外科主任论坛, 因此也欢迎从事医疗卫生管理的各级医院正、副院长及正、

副主任积极投稿和报名参加.

本次会议已列入2006年国家级继续医学教育项目, 参会代表均授予国家级继续医学教育学分10分.

来稿要求: 寄全文及500-800字论文摘要, 同时寄论文的软盘一份或发电子邮件. 以附件的形式发送至

chenxp@medmail.com.cn, 也可将稿件打印后寄至: 武汉市解放大道1095号, 武汉华中科技大学附属同济医院肝

胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副教授(收), 邮编: 430030; 联系电话: 027-83662599. 
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Abstract
AIM: To assess gastric emptying and intragastric 
distribution of food in functional dyspepsia 
(FD) patients, and to investigate the relationship 
between dysmotility and severity of symptoms.

METHODS: A standardized scintigraphic ex-
amination was performed on 60 FD patients and 
27 healthy controls. Seven kinds of upper gas-
trointestinal symptoms were investigated using 
a standardized questionnaire and a score (from 
0 to 3) was assigned according to the frequency 
and severity of symptoms.

RESULTS: In comparison with controls , 
23(38%) patients had abnormal gastric empty-
ing. The number of patients with abnormal 
scintigraphic patterns increased to 40 (67%) 
when intragastric food distribution parameters 
were considered. Proximal gastric half-empty-
ing time of solid and liquid was significantly 

delayed in patients with FD. Maximal solid 
fraction of the distal stomach was signifi cantly 
increased, and the time of maximal fraction of 
the distal stomach was signifi cantly delayed in 
FD patients. In contrast, maximal liquid fraction 
of the distal stomach was the same in patients 
as that in controls. The symptom scores were 
not different between the patients with normal 
and delayed gastric emptying, but the scores 
of nausea and early satiety were significantly 
different between the patients with normal and 
abnormal intragastric food distribution (nausea: 
38.6 ± 3.1 vs 57.1 ± 4.5, P < 0.05; early satiety: 
40.1 ± 2.4 vs 54.5 ± 3.3, P  < 0.05).

CONCLUSION: Delayed gastric emptying and/
or abnormal intragastric distribution exist in 
some patients with FD, and abnormal intragas-
tric food distribution, but not delayed gastric 
emptying is associated with some upper gastro-
intestinal symptoms.

Key Words: Functional dyspepsia; Gastric empty-
ing; Scintigraphy

Tang HY, Wang YD, Zhang YJ, Xie JH. Gastric emptying 
and intragastric food distribution in patients with 
functional dyspepsia. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(3):350-353

摘要
目的: 探讨功能性消化不良(FD)患者的胃排
空、胃内食物分布情况及其与消化不良症状
之间的关系. 

方法: 采用双核素标记试餐SPECT检测FD患
者和正常对照组(HC)胃排空功能及胃内食物
分布情况，并对60例FD患者的症状进行分级
评分. 

结果: 23例(38%)FD患者的固体及液体排空
时间同时延迟, 40例(67%)FD患者至少存在
一项胃内固体食物分布参数异常, 液体食物
近端胃半排空时间较对照组延长, 而在远端
胃内的分布两组十分相似. 胃排空正常和延
迟的F D两组之间各症状积分相似 ,  而在餐
后胃内食物分布异常的F D组 ,  恶心和早饱

■背景资料
功能性消化不良
是一种十分常见
的临床病症, 据国
内统计约占胃肠
专科门诊的1/3以
上, 西方的统计资
料表明FD的发病
率高达20%-40%, 
由于FD发病率高, 
治疗效果差, 因而
对其病因及发病
机理的深入探讨
成为当今国内外
学者的又一研究
热点.

®
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两种症状积分明显高于胃内食物分布正常
的FD组.

结论: 部分FD患者存在胃排空和/或胃内食物
分布异常, 其中胃内食物分布异常与消化不良
症状的严重程度之间存在一定的关系. 

关键词: 功能性消化不良；胃排空；核素显像

唐海英, 王英德, 张延军, 解静慧．功能性消化不良患者的胃排

空和胃内食物分布. 世界华人消化杂志  2006;14(3):350-353

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/350.asp

0  引言

功能性消化不良(functional dyspepsia, FD)是指

具有慢性或反复上腹部症状而胃镜检查无器质

性病变且病因和发病机制尚未完全阐明的一种

临床病症[1]; 目前研究表明: 胃肠运动功能障碍[2-6]

是FD发病的重要机制, 本文应用核素法来测定

FD患者的胃排空和餐后食物分布情况, 并进一

步探索胃运动功能障碍与消化不良患者症状之

间的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 研究组选择按罗马标准[1]诊断的FD患者

60例: 男23例、女37例, 平均年龄42.3±13.0 岁; 
正常对照组(HC)27例, 男9例, 女18例, 平均年龄

40.1±10.5岁, 均无烟酒嗜好, 无消化道症状, 无
系统性疾病及长期服药史; 两组的年龄和性别分

布无显著差异(P>0.05).
1.2 方法 采用99mTC-EC和

131I-邻碘马尿酸记的固-
液体试餐, 参照国内学者高再荣 et al [7]的研究方

法进行, 具体方法是: 受检者禁食12 h后进行相

同条件下胃的双核素显像, 采用感兴趣区(ROI)
技术, 将胃区划分为全胃、近端胃和远端胃(在
胃小弯最低点划一水平线作为分界线); 从各

区内获得各个时间点的相应放射性计数, 经衰

变校正后计算以下指标: (1)固体延迟排空时间

(Tlag); (2)全胃半排空时间(T1/2); (3)120 min全胃

剩余率(R120), (4)近端胃半排空时间(pT1/2); (5)远
端胃内最大计数(AMF); (6)远端胃内固体达到

最大计数时间(Tm). 在SPECT检测日按统一标

准询问FD患者常见的各项消化不良症状并进行

分级评分, 包括: 腹胀、早饱、恶心、返酸、上

腹不适、上腹痛、嗳气. 0分=无症状; 1分=有时

有症状, 但不常引起注意; 2分=经常有症状, 轻
度影响日常生活; 3分=症状持续存在, 明显影响

日常生活, 并按照T1/2及AMF的测定结果将FD组

分为胃排空正常组和延迟组、餐后胃内食物分

布正常组和异常组, 分别比较两组之间的各症状

积分有无差别.
统计学处理 采用t检验、单因素方差分析

和相关分析, P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 全胃排空情况 以对照组的mean±2SD作为

正常值范围, 有23例(38%)FD患者的固体及液体

排空同时延迟, 无一例出现单一固体或液体排空

延迟, 表现为固体Tlag延迟, 固、液体的T1/2延长, 
R120增加. 两均数比较的t检验发现固体及液体食

物全胃排空参数(Tlag 、T1/2 、R120)均有显著差

别(均P <0.05). FD组和正常对照组全胃排空情况

(表1).
2.2胃内食物分布情况 FD患者的近端胃固、液

体半排时间较对照组明显延迟(P <0.05), 并且

这种延迟与全胃半排时间延迟具有高度相关

性(P <0.05); 远端胃内固体最大计数FD组较对

照组明显增加 ,  达最大计数时间亦明显延长

(均P <0.05); 以对照组的mean±2SD作为正常

值范围, 有40例(67%)FD患者的远端胃内固体

最大计数增加, 其中18例为胃排空延迟者, 22
例为胃排空正常者; 有32例(53%)患者存在远

端胃内固体达最大计数时间的延长, 其中15例
为胃排空延迟者, 17例为胃排空正常者. 进食

后液体在远端胃内的分布情况FD组与对照组

十分相似, 远端胃内液体最大计数及达最大计

数时间F D组略高于对照组 ,  但无统计学差别

(P >0.05). FD组和正常对照组餐后胃内食物分

布情况(表2).
2.3 胃排空正常的FD组和胃排空延迟的FD组, 
应用单因素方差分析显示两组之间各症状积分

并无统计学差别(P >0.05), 而在餐后胃内食物分

布异常的FD组, 恶心和早饱两种症状积分明显

高于胃内食物分布正常的FD组(P <0.05), 但其他

各症状积分两组之间无统计学差别(P >0.05). FD
各组患者的症状积分(表3, 表4).

3  讨论

FD是一种由腹痛、腹胀、早饱、嗳气、恶心等

一系列上消化道症状组成的异质性综合征, 很
难找到其确切的病因, 因此临床治疗也颇为困

难. 胃动力障碍被认为是FD的主要病理生理过

程, 许多学者应用核素法、超声法、不透X线标

■研发前沿
随着胃肠动力学
的发展和胃肠动
力检测手段的改
进 ,  FD患者胃肠
运动功能的研究
愈来愈引起国内
外学者的广泛注
意. 应用核素法进
行胃动力功能检
查是无创性的检
查, 其结果准确、

可靠、重复性强, 
符合胃的生理状
态, 至今仍被认为
是胃排空检查的
“金标准”.
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志物法等测定胃的排空, 设有对照组的研究已显

示, FD患者有胃排空减慢, 表现为固体、液体或

固液混合餐的排空延迟; 由于病例选择和检测的

方法的不同, 胃排空异常在FD患者中的发生率

为24%[8]-78%[9]; 本组60例FD患者中, 23例(38%)
患者存在胃排空障碍, 与文献报道相一致[2,3,5,10]. 
尽管部分FD患者存在胃排空障碍, 但目前大部

分的研究[5,8,11]表明FD患者胃排空障碍与症状及

症状的严重程度间并无明显相关性，我们的研

究发现, 在胃排空正常和延迟的两组FD患者中, 
腹胀、早饱等7项消化不良症状的积分并无明

显的差别, 也说明胃排空障碍与各种消化不良

症状之间无明显的关系, 然而对于胃排空时间

正常的FD患者应用促动力药物治疗仍然有效改

善症状, 说明FD患者可能还同时存在其他形式

的胃动力障碍[12]. 
国内学者王承党 et al [13]研究17例健康志愿

者后发现餐后食物在胃内重新分布, 近远端胃

在这种重分布中起着不同的作用. 我们发现FD
患者固体食物近端胃排空慢于对照组, 比对照

组有更多的食物滞留于胃的远端, 这种胃内食

物分布模式的改变可能与近端胃的容纳功能减

退[12,14]及胃底和胃窦的不协调运动有关[15,16]. 液
体食物的排空是由近端胃决定的, 我们的研究

也发现液体食物在近端胃排空明显慢于对照组, 
而且这与全胃液体排空延迟高度相关, 液体食

物在远端胃内的分布和对照组十分相似, 与文

献报道一致. 已有研究证实[4,5]这种食物分布异

常与消化不良症状相关, 我们研究发现, 早饱和

恶心这两种上消化道症状的积分在胃内食物分

布异常的FD组明显高于胃内食物分布正常组, 
从而我们推测胃内食物分布异常可能是一部分

FD患者产生消化不良症状的原因. 
总之, FD患者存在胃动力功能障碍, 胃内食

表 1 FD组和对照组全胃排空情况

aP<0.05 vs 对照组.

                                        固体                                                                                       液体　　　　　  

                      Tlag (min)                     T1/2  (min)                     R120 (%)                        T1/2                              R120 (%)

对照组
患者组

2.5±1.7
8.0±5.2a

47.6±12.0
75.0±18.3a

13.0±4.2
26.1±11.8a

22.7±4.8 
41.1±14.5a

  7.4±3.4 
15.3±7.1a

表 2   FD组和对照组胃内食物分布情况

aP<0.05 vs 对照组.

                                          固体                                                                               液体　　　　　  

                      pT1/2 (min)                     AMF (%)                  Tm (min)                      pT1/2(min)                  AMF (%)

对照组
患者组

24.2±7.5
34.9±15.9a

 26.2±4.0
36.2 ±13.3a

 10.0±3.3
40.5±19.4a

 13.9±4.3
30.1±14.5a

 36.0±6.7
 37.0±11.0

表 3   胃排空延迟和正常的FD组患者症状积分

单因素方差分析显示两组之间各症状积分无统计学差别 (P>0.05).

                             腹胀                早饱                  恶心               返酸            上腹不适              上腹痛                  嗳气　　

正常组
延迟组

30.0±2.1
35.2±2.8

44.1±2.8
43.2±3.1

  36.5±2.9
  38.9±3.2

 22.1±2.2
 25.3±1.9

27.6±1.5
29.5±1.7

 36.8±2.3
 35.6±1.9

30.5±2.8
28.2±1.6

表 4   餐后胃内食物分布异常和正常的FD组患者症状积分

aP<0.05 vs 胃内食物分布正常组.

                                          腹胀             早饱                    恶心                 返酸          上腹不适             上腹痛                嗳气　　　

正常组
异常组

33.8±1.5
40.3±2.0

40.1±2.4
54.5±3.3a

  38.6±3.1
  57.1±4.5a

 18.1±0.9
 23.1±1.8

28.3±1.7
24.6±1.3

38.6±2.5
40.5±2.1

35.3±2.0
38.2±2.5
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■创新盘点
本研究根据全胃
半排空时间(T1/2)
和远端胃内最大
计数(AMF)对FD
患者进行分组, 分
别将两组的症状
积分进行统计学
分析, 以此来探讨
消化不良症状与
胃动力异常的关
系.



www.wjgnet.com

物分布异常是FD患者胃动力障碍的另一个重要

表现, 其与消化不良症状的严重程度之间存在

一定的关系, 至于FD患者餐后胃内食物异常分

布的原因有待于进一步的研究.
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■应用要点
FD患者消化不良
症状明显, 严重影
响其生活质量, 对
FD患者进一步行
胃排空和食物分
布检测, 有利于明
确胃动力情况, 为
治疗提供可靠依
据和有效的指导.
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■背景资料
近年来随着对
大蛋白中HBV 
Pre-S1抗原在乙
型肝炎发病机
制、HBV感染与
复制等方面研究
的深入, 研究者
们逐渐认识到了
Pre-S1抗原具有
越来越重要的临
床意义. 
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Abstract 
AIM: To explore the signifi cance of hepatitis V 
virus large protein (HBV-LP) in the diagnosis of 
viral replication.

METHODS: Serum HBV DNA level was quan-
titatively detected using real-time polymerase 
chain reaction, and HBV-LP, Pre-S1 and HBV 
markers expression were measured by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) in 254 
cases of infected serum.

RESULTS: There was no signifi cant difference 
between the levels of HBV DNA and HBV-
LP (P  >0.05). The expression of HBV DNA and 
HBV-LP were not signifi cantly different among 
various patterns of HBV serological markers, 
either (P  >0.05). HBV-LP expression was mark-
edly correlated with the logarithm of HBV DNA 
level (r  = 0.945, P  <0.001). A proportion of 89% 
of the logarithm of serum HBV DNA changes 
could be predicted by the linear regression mod-

el with the independent variables (the levels of 
HBV-LP).

CONCLUSION: There is a perfect correlation be-
tween the copies of HBV DNA and the levels of 
HBV-LP, and HBV-LP expression can refl ect the 
replication of HBV. 

Key Words: Hepatitis B virus large protein; HBV 
DNA; HBV markers

Sun Y, Xin SJ, Lei L, Hou J, Mao PY. Significance of 
hepatitis B virus large protein detection in prediction 
of HBV DNA replication. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
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摘要

目的: 通过检测患者血清乙肝病毒外膜大蛋

白(HBV-LP)、HBV DNA以及乙肝病毒标志

物(HBV M), 探讨HBV-LP对于反映体内乙肝

病毒复制的意义. 

方法: 采用荧光定量PCR方法对254份HBV
感染血清的HBV DNA进行检测, 并采用酶联

免疫吸附试验(ELISA)的方法对HBV-LP、
Pre-S1蛋白及HBV M进行检测. 

结果: 大蛋白的检出结果与HBV DNA的检

出结果无明显差异. 不同HBV M模式的HBV 
DNA与HBV-LP的检出结果均无显著性差异. 
HBV DNA 拷贝数的对数值与HBV-LP 表达具

有相关关系(r  = 0.945, P <0.001), HBV DNA拷

贝数的对数值变化的89%可以用HBV-LP A值

为解释变量的线性回归模型来解释. 

结论: HBV-LP能够反应HBV的复制情况, 血
清中HBV-LP的含量与HBV DNA的拷贝数具

有较好的相关性. 

关键词: 乙肝病毒包膜大蛋白；乙肝病毒DNA；乙

肝病毒标志物
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0  引言

HBV S基因编码合成的HBV外膜蛋白由3种蛋白

组成, 包括主蛋白(即HBsAg), 中蛋白(即HBsAg
和Pre-S2蛋白)和大蛋白(即HBsAg、Pre-S1蛋白

和Pre-S2蛋白)[1]. 近年来随着对大蛋白中HBV 
Pre-S1抗原在乙型肝炎发病机制、HBV感染与

复制等方面研究的深入, 研究者们逐渐认识到

了Pre-S1抗原具有越来越重要的临床意义[2-8], 如
Pre-S1抗原能够反映HBV的复制情况, 可以作为

预测干扰素治疗是否有效的指标, 推测急、慢性

乙型肝炎的预后情况, 并可用于制备重组乙肝疫

苗. 但是由于大蛋白是构象蛋白, Pre-S1抗原作

为大蛋白的一部分, 无法模拟其复杂的拓扑结

构, 在制作单克隆抗体时其序列会被折叠, 卷曲

而失去暴露表位的机会. 这样的低级结构抗原制

作出来的单克隆抗体在实际应用中便可能导致

漏检. 为了提高HBV Pre-S1抗原检测在临床应用

中的意义, 我们利用构象型前S区的高亲和力、

高特异性的单抗来检测由HBsAg、Pre-S1蛋白

和Pre-S2蛋白3种蛋白成分组成的乙肝病毒外膜

大蛋白(HBV-LP), 通过此研究来探讨HBV-LP对
于反映体内乙肝病毒复制的意义. 

1  材料和方法 
1.1 材料 收集2005-01/2005-07 302医院的住院患

者血清254份及正常体检职工血清100份. 所有标

本均于-20℃保存以备用. 

1.2 方法  H B V D N A实时荧光聚合酶链反应

(PCR)定量试剂盒购自广州中山大学达安基因

公司. 乙型肝炎病毒Pre-S1抗原采用ELISA方

法, 试剂购自上海阿尔法生物技术有限公司, 乙
型肝炎血清标志物检测试剂盒购自中山生物技

术有限公司, 检测HBV-LP的单克隆抗体由热景

生物技术有限公司馈赠, 该单抗为针对大蛋白

Pre-S区复杂的拓扑结构制备而成. 
统计学处理 采用SPSS 13.0软件进行统计学

分析. HBV-LP及前S1阳性率与HBV DNA阳性

率的比较采用配对资料的χ2检验; 不同乙肝病毒

血清标志物中HBV DNA阳性率与大蛋白阳性

率的比较采用R×C列联表的χ2检验; HBV-LP含
量与HBV DNA的拷贝数的相关性分析采用频

数表的相关与回归分析. 

2 结果

2.1 大蛋白阳性率及前S1阳性率与HBV DNA阳

性率的比较 我们检测了254份HBV感染血清, 其
中HBV DNA 阳性的为170份, HBV DNA 阴性的

为84份, 大蛋白总阳性率为79.4%, 前S1的总阳

性率为57.1%, 大蛋白的检测结果与HBV DNA
检测结果经配对卡方检验, 两者的检出率无明

显差异(χ2 ＝ 1.025), HBV-LP比原来的前S1试剂

效果大大提高, 说明大蛋白的检测比前S1更有

意义(表1). 
2.2 不同乙肝病毒血清标志物中HBV DNA与大

    

   表 1 大蛋白阳性率及前S1阳性率与HBV DNA阳性率的比较

HBV DNA n
HBV-LP Pre-S1

       +          －     阳性率            +      －      阳性率

HBV 感染者
+ 170           135     35     79.4%           97     73     57.1% 

－   84             44     40     52.4%           18     66     21.4%

健康对照 － 100               0   100     0             0   100       0

合计 354           179     75         115   139

    

   表 2 HBV标志物阳性的不同模式患者的HBV DNA与HBV-LP检出情况

HBV M(+)  n HBV DNA(+) HBV-LP(+)

HBsAg HBeAg HBcAb 109 93 (85.32) 99 (90.83)a

HBsAg HBeAb HBcAb   85 45 (52.94) 46 (54.12)a

HBsAg HBeAg   23 19 (82.60) 18 (78.26)a

HBsAg HBcAb   37 13 (35.13) 16 (43.24)a

合计 254               170              179

aP>0.05, 说明HBV-LP与HBV DNA在统计学上无显著性差异.

■研发前沿
由于大蛋白是构
象蛋白 ,  Pre-S1
抗原作为大蛋白
的一部分, 无法
模拟其复杂的拓
扑结构, 在制作
单克隆抗体时其
序 列 会 被 折 叠 , 
卷曲而失去暴露
表位的机会, 这
样的低级结构抗
原制作出来的单
克隆抗体在实际
应用中便可能导
致漏检.
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蛋白的检测结果比较(表2)
2.3 HBV-LP与HBV DNA的相关性 HBV DNA 
拷贝数的对数值与HBV-LP A值的相关系数 r = 
0.945, 回归方程为Y=-1.134+0.312X, P <0.001, R 
Square=0.894, 这一结果说明HBV DNA拷贝数的

对数值与HBV-LP A值具有相关关系, HBV DNA
拷贝数的对数值变化的89％可以用HBV-LP A值

为解释变量的线性回归模型来解释(表3-4).

3 讨论

虽然目前医学界认为外周血HBV DNA是HBV
复制最直接和可靠的指标, 可以用来判定患者

和携带者有无传染性. 但是Bruns et al [9]通过研

究鸭乙肝病毒发现含有嗜肝病毒的血清的感染

性不仅依赖于具有感染性的病毒颗粒(Dane氏
颗粒)的多少, 而且还依赖于缺乏核酸的亚病毒

颗粒(SVPs, subviral particles, 包括管状颗粒和小

球颗粒)的数量, 研究发现亚病毒颗粒在HBV感

染过程中, 能显著增强细胞内的病毒复制和基

因表达,而这种增强作用是由pre-S蛋白的反式激

活作用所触发的. 此外还有研究发现, 在HBV形

成包膜的过程中需要大蛋白(即HBsAg、Pre-S1
蛋白和Pre-S2蛋白)和中蛋白的参与[10], 因此检

测Pre-S蛋白的存在对于临床上判定HBV复制

具有一定的意义. 以往的检测是通过检测大蛋

白的独有片断Pre-S1蛋白来实现的[11,12], 但是编

码pre-S蛋白的HBV-LP Pre-S区具有较为复杂的

拓扑结构[13], 导致Pre-S1抗原的检出率较低[14,15], 
不能很好的反映HBV的复制情况. 我们通过对

HBV感染者血清中的HBV-LP, HBV M以及HBV 
DNA的检测表明: HBV-LP能够反应HBV的复

制情况, 血清中HBV-LP的含量与HBV DNA的

拷贝数具有较好的相关性. 由此可见HBV-LP在
反应病毒复制方面是一个较好的指标. 大蛋白

的检测可以为小三阳病人的抗病毒治疗停药时

间的确立提供参考. 在我们检测的DNA阴性的

52.4％血清标本中, 检测到了大蛋白的存在, 但
其含量均较低, 通过进一步研究发现这些血清

均来自处于抗病毒治疗过程中的患者, 这一现

象提示我们在HBVDNA阴性的患者中, 大蛋白

阳性可能是肝内病毒继续复制和抗病毒治疗不

彻底的标志. 但是对于这一结论还需要进一步

    

   表 3 大蛋白A 值与HBV DNA拷贝数的相关性

组别

(HBV DNA Copies)
n HBV-LP A HBV-LP阳性n  

HBV-LP

阳性率(％)

<104（阴性） 84 0.266±0.044 23 27.38

104 43 0.416±0.081 29 67.44

105 63 0.504±0.205 46 73.02

106 24 0.898±0.180 21 87.50

107 17 1.275±0.319 16 94.12

108 23 1.428±0.238 23              100.00

    

   表 4 大蛋白A 值与HBV DNA拷贝数相关系数计算表

HBV DNA拷

贝数的对数

值(X)

HBV-LP A
HBV-LP

阳性 n
HBV DNA拷贝数

对数值的组中值

0.2- 0.4- 0.6- 0.8- 1.0- 1.2- 1.4- 1.6-

4- 23 23 4.5

5- 29 29 5.5

6- 39 7 46 6.5

7-   3 4 8 6 21 7.5

8- 2 7 7 16 8.5

各组频数 23 29 0 42 13 15 6 7    135

HBV-LP A
的组中值

0.3    0.5    0.7  0.9 1.1 1.3 1.5 1.7

■创新盘点
本研究利用构象
型前S区的高亲和
力、高特异性的
单抗来检测乙肝
病毒外膜大蛋白
(HBV-LP), 研究
结果显示HBV-LP
能够反应HBV的
复制情况, 血清中
HBV-LP的含量与
HBV DNA的拷贝
数具有较好的相
关性.
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的研究.
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                                                                 •消息•

第一届全国临床营养支持学术会议通知

本刊讯 经中华医学会外科学分会批准, "第十届全国临床营养支持学术会议"将于2006-05在上海召开. 本次会

议由中华医学会外科学分会营养支持学组主办、复旦大学附属中山医院承办, 主要内容为临床营养支持领域

的基础和临床实践总结. 现将征文要求通知如下:

1  征文要求

请将未公开发表的论文全文以及800字以内的中文摘要邮寄到上海市医学院路136号, 上海中山医院外科吴国

豪收, 邮编：200032; 同时请用Email将论文全文及摘要发送到prowugh@yahoo.com.cn, 注明上海中山医院外科

吴国豪收. 征文请自留底稿, 恕不退稿. 

2  截稿日期

征文截止日期: 2006-03-15.

本次会议举行优秀论文评奖活动, 欢迎踊跃投稿. 会议向正式代表颁布中华医学会继续教育学分.

■应用要点
外膜大蛋白的存
在与乙肝病毒的
复制密切相关. 因
此检测包膜大蛋
白对于判断HBV
感染的预后及抗
病毒治疗的疗效
具有较为重要的
意义.
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