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 特别报道 SPECIAL COLUMN 

吴孟超：神刀济苍生 肝胆照人间

《科学时报》记者 任黎明

＂那时国际上尚无统一和公认的肝脏解剖那时国际上尚无统一和公认的肝脏解剖

理论, 就必须自己想办法.＂吴孟超决定自己动＂吴孟超决定自己动吴孟超决定自己动

手做肝脏标本, 经过翻阅大量资料, 他了解到, 
一个理想的标本是用4种不同颜色的液态塑料, 
分别注入肝脏的肝动脉、肝静脉、门静脉和胆

管4种管道系统内, 待塑料成为固态后再用腐蚀

剂把塑料外面的肝脏组织全部腐蚀掉, 就成了

一架肝内各种管道的主题构型. 
＂但是当时要找合适的塑料灌注很困难,但是当时要找合适的塑料灌注很困难, 

没有什么可以借鉴, 我们试验了几十次, 电影

胶片、X光片等都试过了, 都凝不住. 几个月下

来这个问题一直困扰着我, 1959-02, 容国团在

第25届世乒赛上为中国夺得首枚男子单打世

界冠军的好消息传来, 振奋之余, 我突然想到

乒乓球也是用一种叫赛璐珞的塑料做的, 何不

试一下.＂＂ 
机遇总是青睐善于捕捉他的人, 吴孟超这次他的人, 吴孟超这次的人, 吴孟超这次

成功了, 1959-04, 制成了中国第一具能满足科研

需要的肝脏腐蚀标本, 在突破禁区的道路上迈

进了坚实的一步. 
在陆续完成的200多个肝脏标本攀援缠绕的

无序状态中, 吴孟超找到了血管走向的分布规

律. 1960年, 在北京召开的第七届全国外科学术

会议上, 吴孟超提出了至今仍在沿用的中国人

肝脏解剖经典理论—＂五叶四段＂理论. 这一＂五叶四段＂理论. 这一五叶四段＂理论. 这一＂理论. 这一理论. 这一

理论将人体肝脏分成＂左外、左内、右前、右＂左外、左内、右前、右左外、左内、右前、右

后和尾状＂五个叶, 又将左外叶和右后叶各分＂五个叶, 又将左外叶和右后叶各分五个叶, 又将左外叶和右后叶各分

两个段, 实现了中国肝脏解剖理论的重大突破, 
为我国肝脏外科奠定了重要的解剖学基础. 

1960-03-01, 已经掌握了进入肝脏禁区密码

的吴孟超主刀完成了中国第一例成功的肝脏手

术, 实现了中国肝脏外科零的突破. 此前, 对肝脏

出血的控制, 国外常用解剖肝门结扎血管或低温

下暂时阻断血流的方法, 操作比较复杂、危险性

大. 吴孟超打破禁区后再接再励, 创造了＂常温＂常温常温

下间歇肝门阻断＂止血技术, ＂肝脏缺血超过＂止血技术, ＂肝脏缺血超过止血技术, ＂肝脏缺血超过＂肝脏缺血超过肝脏缺血超过

二十分钟就要坏死, 不能太长时间止血. 我想到

了水龙头开关, 就在血管上加了一个类似装置, 
手术开始时阻断, 一段时间后打开, 让血液流向

www.wjgnet.com
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2006-01-01, 
北京, 天气晴

好, 记者在友

谊宾馆见到

了吴孟超院

士. 在近2 h
的谈话中, 他

精神矍铄、思绪敏捷、言语清晰, 浑然不似已

过80高龄的老人. 据同行的吴老学生透露, 现在

只要有时间, 吴老依然亲自给患者做手术, 有时

一天下来会连续做三台, 要站上十几个小时.

治疗肝癌 勇闯禁区

吴孟超告诉记者, 我国是肝癌高发的国家, 全球

每年新增的肝癌患者, 约43%发生在我国大陆, 
一年发病者达到40万. 由于肝癌最难发现、最

难治疗、发展最快、复发最多, 已经成为影响

我国人民健康的第二大肿瘤杀手; 同时我国有

庞大的肝癌危险人群, 即1.2亿乙型肝炎病毒携

带者, 因此，肝癌的防治工作一直是我国医学

界面临的重大难题. 
＂在20世纪50年代, 我国还没有独立的肝在20世纪50年代, 我国还没有独立的肝,  我国还没有独立的肝我国还没有独立的肝

脏外科, 包含在普通外科里面.＂作为我国肝脏＂作为我国肝脏作为我国肝脏

外科的主要创始人, 吴孟超从1956年开始从事

肝脏外科事业, ＂当时一位国外权威预言, 中国＂当时一位国外权威预言, 中国当时一位国外权威预言, 中国

人要有自己的肝脏外科, 起码要等二三十年. 我
听了很不服气,‘当时就写下‘卧薪尝胆，勇闯

禁区’的誓言, 一定要把我国自己的肝脏外科

搞起来＂.＂..  
肝脏在人体复杂的生命过程中, 担负着物

质代谢、解毒排泄、造血和凝血等数千种功能, 
是＂人体化工厂＂和＂营养库＂, 一旦出现恶＂人体化工厂＂和＂营养库＂, 一旦出现恶人体化工厂＂和＂营养库＂, 一旦出现恶＂和＂营养库＂, 一旦出现恶和＂营养库＂, 一旦出现恶＂营养库＂, 一旦出现恶营养库＂, 一旦出现恶＂, 一旦出现恶, 一旦出现恶

性肿瘤, 很快就会危及生命. 由于肝脏内血管密

布, 胆管、淋巴管叠合交叉, 治疗肝癌的主要方

法—手术切除极易导致大出血, 成功率很低. 吴
孟超清醒地知道自己选择的不是一条坦途. 要
想在当时国内视为禁区的肝脏手术上做出成绩, 
首先要了解肝脏, 掌握肝脏内部的解剖结构.  

全国科学技术大
会于2006-02-09
在人民大会堂开
幕, 中国科学院院
士、中国人民解
放军第二军医大
学东方肝胆外科
医院院长吴孟超
( 本刊总顾问 )、
中 国 科 学 院 院
士、中国科学院
大气物理研究所
名誉所长叶笃正, 
荣获2005年度国
家最高科学技术
奖. 国家最高科学
技术奖每年授予
人数不超过2名 , 
获奖者奖金为500
万元人民币.



肝脏. 可以阻断几次, 提高了安全性, 有利于手术

顺利完成. 这个方法现在还在临床使用. ＂＂ 
1963年, 吴孟超又和同事们成功地为一名患

者实施了中肝叶切除手术. 中肝叶是肝内所有

重要管道都要经过的＂禁区中的禁区＂, 这一＂禁区中的禁区＂, 这一禁区中的禁区＂, 这一＂, 这一, 这一

成功是中国肝脏手术的重大飞跃, 标志着中国

肝脏外科已经跻身世界先进行列. 
在无止境的探索革新创造中, 吴孟超书写

了一连串的第一: 第一个在国内开展肝叶切除

后人体代谢改变的研究, 有效控制了术后肝昏

迷等并发症; 第一次采用肝动脉结扎和栓塞法

治疗晚期肝癌患者; 第一次施行腹腔镜下切除

血瘤手术……吴孟超创立的肝脏外科关键理

论和技术, 为肝脏手术的成功实施和广泛开展

提供了保障, 肝脏手术死亡率由20世纪50年代

的33％, 降低为60-70年代的8.48％, 80年代的

0.43％和90年代的0.35％, 在国内外居领先水平. 
被问及为何不断创新、勇闯禁区时, 吴孟超

说, ＂我这个人认定一个事情, 就要做好. 早在＂我这个人认定一个事情, 就要做好. 早在我这个人认定一个事情, 就要做好. 早在

踏上肝脏外科科研道路时, 我就以‘自力更生, 
艰苦奋斗, 奋发图强, 勇攀高峰’勉励自己和同

事. 就要有这个韧性, 要做的事情, 没有变通, 救
治患者就不要怕担风险, 如果前怕狼后怕虎, 那
么禁区永远是禁区, 患者也只能在医生的摇头

与沉默中抱憾离开人世了. ＂＂

吴氏刀法 无欲无求 

在武侠小说中, 武林高手能眼观六路、耳听八

方, 闭上眼睛也能指哪打哪. 吴孟超拿的虽然是

手术刀, 却也有一套举世无双的＂吴氏刀法＂,＂吴氏刀法＂,吴氏刀法＂,＂,, 
只要施展开来, 闭着眼睛也能切除肝脏部位的

肿瘤. 听吴老的学生说, 他做手术时眼睛并不是

总盯着手术部位, 而是看着前方—只见他的双

手在腹腔里游刃有余, 肿瘤就被摘下来了, 出神

入化, 令人叹为观止. 
＂吴氏刀法＂曾经多次震惊世界: 1975-02,吴氏刀法＂曾经多次震惊世界: 1975-02,＂曾经多次震惊世界: 1975-02,曾经多次震惊世界: 1975-02, 

吴孟超为安徽一农民成功切除了重达18公斤的

特大肝海绵状血管瘤, 直到今天, 这仍是外科界

的一项世界纪录; 1983年, 吴孟超为一名仅4个
月大的女婴成功摘除重达600克的肝母细胞瘤, 
切下来的肿瘤比婴儿的脑袋还要大…… 

吴孟超并不满足, 当越来越多的患者出现在

面前时, 他考虑招收更多人才充实到肝病治疗

中来, 还无私传授自己的＂吴氏刀法＂. ＂为了＂吴氏刀法＂. ＂为了吴氏刀法＂. ＂为了＂. ＂为了. ＂为了＂为了为了

诊治更多肝癌患者, 我的所有技术属于人类, 我
吴孟超没有专利！＂如何选刀、如何目测、如＂如何选刀、如何目测、如如何选刀、如何目测、如
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何分离、如何打结、如何预防和处理各种险情, 
他对学生严教细训, 一丝不苟. 吴孟超至今已经

培养了2 000多名进修生, 他们大多都回到原来

的岗位, 成为各单位肝胆外科的带头人.  
1979年, 吴孟超抓住恢复研究生招生的时

机, 招收了第一批硕士生, 之后又牵头建立了

博士点和博士后流动站. ＂肝癌的研究不是我＂肝癌的研究不是我肝癌的研究不是我

们这一代能彻底解决的＂, 吴孟超很明白人才＂, 吴孟超很明白人才, 吴孟超很明白人才

的重要性, 目前他创立的东方肝胆外科医院和

研究所已经成为中国肝胆外科的人才库, 吴孟

超本人带出硕士生80名、博士生59名、博士

后21名, 其中18人次获得了中国青年科学家、

长江学者奖励计划特聘教授、总后科技金星等

奖项…… 
＂我们医院和研究所已经形成了一个人我们医院和研究所已经形成了一个人

才梯队, 只有保持稳定的梯队, 才能发展, 自主

创新, 形成不断的冲击. ＂吴孟超因材施教, 把＂吴孟超因材施教, 把吴孟超因材施教, 把
好苗子送出国门去培养, ＂国内有人才资源优＂国内有人才资源优国内有人才资源优

势, 国外有设备、有资金, 两相结合更容易出人

才、出成果. 要最终攻克肝癌这个顽症, 必须靠

临床与基础相结合. 我们形成了一种国际科技

合作新模式—‘哑铃模式’, 就是在国内建立

研究中心, 与国外同行统一课题、合作研究, 双
方学者穿梭其中, 互相交流、互相支持.＂＂ 

为了促进肝胆外科的学科发展, 吴孟超用自

己多年来所获得的各类奖金30万元和社会各界

捐赠的400万元设立了＂吴孟超肝胆外科医学＂吴孟超肝胆外科医学吴孟超肝胆外科医学

基金＂. 这是我国首个肝脏外科领域的专项基＂. 这是我国首个肝脏外科领域的专项基. 这是我国首个肝脏外科领域的专项基

金, 用于奖励国内外对肝脏外科作出显著贡献

的优秀人才. 目前, 基金已发展成为＂上海吴孟＂上海吴孟上海吴孟

超医学科技基金会＂, 总额已达1 000万元.＂, 总额已达1 000万元., 总额已达1 000万元.  
谈到这次获得2005年度国家科学技术奖, 吴

孟超说, ＂对个人来讲, 这是无上的光荣, 但这＂对个人来讲, 这是无上的光荣, 但这对个人来讲, 这是无上的光荣, 但这

个奖项包括很多人的共同努力, 不只是我一个

人的. ＂＂我们希望从阻断发病源头、转移路＂＂我们希望从阻断发病源头、转移路我们希望从阻断发病源头、转移路

径等方面入手研究, 争取早日攻克肝癌顽症, 现
在要做的是总结过去的经验, 不断探索新的研

究方法.＂吴孟超告诉记者, ＂今后还有大量的＂吴孟超告诉记者, ＂今后还有大量的吴孟超告诉记者, ＂今后还有大量的＂今后还有大量的今后还有大量的

工作, 一方面为人民的健康多做一些工作, 另一

方面, 多培养新一代的医药工作者, 为他们提供

发展的机遇和平台＂.＂.. 

爱护患者＂肝胆＂相照 

提到现在社会上颇为紧张的医患关系, 吴孟超

说, ＂对医生来说, 救死扶伤是神圣职责, 首先＂对医生来说, 救死扶伤是神圣职责, 首先对医生来说, 救死扶伤是神圣职责, 首先

要有爱心, 爱护患者; 第二, 要真心为患者服务; 
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吴孟超, 1922年生
于福建, 现任中国
科学院院士、中
国人民解放军第
二军医大学东方
肝胆外科医院院
长 ,  主 要 科 技 成
就有: 提出“五叶
四枝”解剖学理
论; 建立“常温下
间歇肝门阻断止
血技术; 发现“正
常和肝硬化肝脏
书后生化代谢规
律”; 提出“肝癌
复发再手术”观
点.
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第三, 技术要强, 能够为患者解决问题; 第四, 要
经常联系(患者), 做面对面的交流, 这样才有利

于患者和医生的关系. ＂＂
吴孟超说, ＂只想赚钱就坏了, 医生开很多＂只想赚钱就坏了, 医生开很多只想赚钱就坏了, 医生开很多

药, 很贵, 却不能解决问题, 这在我们医院是绝对

不允许的. ＂东方肝胆外科医院医疗部主任沈锋＂东方肝胆外科医院医疗部主任沈锋东方肝胆外科医院医疗部主任沈锋

告诉记者, 如果发现有的医生明明可以用便宜药

却用了贵的, 吴老就会批评他. ＂他对医生非常＂他对医生非常他对医生非常

严格, 要求必须选择最适合的治疗方案.＂＂
＂我对患者一视同仁, 不分高低贵贱都一样我对患者一视同仁, 不分高低贵贱都一样

对待. 患者很痛苦, 不仅本人痛苦, 全家都很痛

苦, 医生最根本的责任就是为患者解除痛苦, 用
自己的技术为患者治好病. 对待患者不仅要有

责任心, 还要有爱心和同情心. ＂吴孟超回忆起＂吴孟超回忆起吴孟超回忆起

自己诊治过的一位21岁的女孩, ＂发现是肿瘤＂发现是肿瘤发现是肿瘤

后, 万念俱灰, 找到我, 他们全家就跪下了, 这时

我们医生是什么心情, 患者是什么心情, 两者的

心情要统一起来, 医生要知道患者的心情, 安慰

他, 鼓励他, 为患者解决问题. 开刀割掉一个4.5
公斤的肿瘤后, 她好了起来, 全家很感激我, 出
院时要请我吃饭. 其实, 患者好了, 医生就非常

高兴, 我说饭就免了, 希望她以后注意饮食, 讲
究合理的生活方式, 保持身体健康. ＂＂ 
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沈锋永远忘不了第一次随吴老查房的情景: 
那是一个冬天, 吴老去给一名刚入院的农村患

者查房, 进病房后不是直接把手伸到患者身上

探摸, 而是先把手暖热, 再轻轻撩起患者的衣服

……这个动作让沈锋差点掉下眼泪. 现在, 沈锋

也像吴老当年那样, 冬天查房时先把手暖热, 离
开时还不忘帮患者把被角掖好. 

83岁的吴孟超现在不挂门诊了, 但依然会有

慕名而来的患者找上门来. 有时, 半夜才做完手

术的吴孟超在自家门前碰到求助的患者,  尽管

秘书已经在挡驾,  但吴孟超还是一次又一次地

仔细询问病情; 有时, 患者早早在医院等候, 等
吴孟超的车刚停就拿出片子来, 吴老来者不拒, 
就站在路边看片子, 和患者一说就是十几分钟.  

沈锋告诉记者, 吴老还坚持亲自查房, 亲自

为患者动手术, 仅2004年就主刀手术312例, 指
导手术500余例, 指导实验研究时间超过200小
时. 也许有人会奇怪, 在很多人看来已经＂功成＂功成功成

名就＂的吴孟超何苦如此？或许, 吴孟超自己＂的吴孟超何苦如此？或许, 吴孟超自己的吴孟超何苦如此？或许, 吴孟超自己

说过的一段话可以为他的行动做一个很好的注

脚:＂一个好医生，在品格上至少要具备三种精＂一个好医生，在品格上至少要具备三种精一个好医生，在品格上至少要具备三种精

神—无欲无求的献身精神, 救治患者的人道精

神, 求实求是的科学精神.＂＂ 
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■背景资料
腹腔热灌注化疗 
(CHPPC) 综合利用
腹腔化疗(IPC)、
热疗和大容量化
疗液对腹腔的机
械灌洗作用, 有较
大的药代动力学
和流体动力学优
势, 能有效清除游
离癌细胞和微小
癌灶, 有效防治胃
肠恶性肿瘤术后
腹腔复发和肝转
移, 为胃肠癌的治
疗提供一种较有
前途的新途径.
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摘要  
腹腔热灌注化疗是防治腹腔恶性肿瘤, 尤其胃
肠癌术后腹腔复发和肝转移的一项重要措施. 
其综合利用局部化疗、热疗和大容量化疗液
对腹腔的机械灌洗作用, 具有药代动力学及流
体动力学优势, 能有效清除游离癌细胞及微小
癌灶, 防治术后腹腔复发和肝转移. 我们就腹
腔热灌注化疗治疗胃肠癌加以综述. 

关键词���� 腹腔热灌注化疗; 胃肠癌; 腹腔复发; 肝转移
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0  引言
腹腔内复发和肝转移是腹腔恶性肿瘤, 尤其是

胃肠道癌术后最主要的致死原因 ,  至今仍无

行之有效的防治方法 .  国内外学者对此作了

大量研究, 1988年Fujimoto et al [1]在腹腔化疗

(intraperitoneal chemotherapy, IPC) 的基础上, 
利用热疗能增加抗癌药疗效的热动力效应, 综
合性地把热疗和化疗相结合, 首次利用腹腔热

灌注化疗 (continuous hyperthermic peritoneal 
perfusion chemotherapy, CHPPC) 技术治疗胃肠

恶性肿瘤, 为胃肠癌的治疗提供了新途径. 目
前该技术日益引起重视, 近年来国内外学者对

CHPPC在胃肠恶性肿瘤防治方面作了广泛深入

的研究, 使CHPPC在理论、方法以及临床应用

方面进一步得到完善, 使该疗法成为胃肠癌术

后腹腔复发和肝转移较重要的防治措施. 

1  胃肠癌术后腹腔复发转移的机制

腹腔内游离癌细胞 (FCC) 和残留微小癌灶的存

在是胃肠恶性肿瘤术后腹腔内复发和肝转移的

主要因素. 
1.1 腹腔内游离癌细胞来源 (1) 癌细胞侵透胃肠

浆膜直接脱落到腹腔, 其阳性率与浆膜受浸润

面积及肿瘤生物学特性有关[2,3]. (2) 手术时标本

切缘的癌细胞脱落或手术区域切断的血管、淋

巴管内的癌细胞随血液、淋巴流入腹腔[4], 尤其

是在血管和淋巴管内有癌栓形成者为甚. (3) 术
中未采取妥善隔离措施, 脱落入肠腔内的癌细

胞随肠液经肠袢切断端流入腹腔[5].
1.2 腹腔内残留微小癌灶 腹腔内残留微小癌灶

主要包括: (1) 术中镜下显微癌灶和手术无法彻

底切除的微小癌灶; (2) 术野内渗出的纤维蛋白

凝固物形成保护腹腔内癌细胞的隔离层, 使之

不易被免疫活性细胞所吞噬, 形成残存小癌灶. 
1.3 腹腔内FCC的种植转移 腹腔内FCC种植转

移比血管、淋巴管内种植转移更易发生, 即使

术后腹腔内有少量FCC存在, 手术区域和受损腹

膜表面也会出现种植转移. Kodera et al [6]报道在

腹腔内有FCC的10例患者中, 8例术后发生腹腔

种植转移; 而在无FCC的81例患者中, 只有2例术

后发生腹腔种植转移. 

2  CHPPC的理论基础

2.1  IPC的药代动力学优势 (1)局部提供大容积

高浓度的化疗液. 业已证明区域化疗优于其它

给药方法, 在肿瘤部位直接提高抗癌药浓度, 使
腹腔游离癌细胞和术后残存的微小癌灶直接浸

泡在高浓度的抗癌药液中, 从而增加抗癌药对

肿瘤细胞的杀伤能力而不增加甚至减少或避免

对全身的毒副作用. (2)抗癌药对肿瘤细胞的毒

性作用不仅取决于其本身, 而且与其接触肿瘤

细胞的浓度和持续时间即药物浓度时间曲线下

的面积(area under curve, AUC)有关. 抗癌药在

体循环内的清除率较高, 而腹腔内给药, 代谢较

慢, 高药物浓度保持时间较长, Sugarbaker et al [7]

报告, 顺铂(DDP)、丝裂霉素(MMC)、5-氟脲嘧

啶(5-FU)等药物腹腔内给药时腹腔与血浆浓度

时间曲线下面积比(AUC ratio)高达7.8, 23.5, 250. 
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池丽芬 et al  [8]研究发现用DDP行CHPPC时, 虽然

血浆DDP浓度峰值低于静脉用药组, 但下降慢, 
2 h后已高于静脉用药组AUC反而较高. (3)经门

静脉系转移入肝被认为是大肠癌最主要的转移

途径, IPC时, 绝大多数抗癌药经门脉系吸收入肝

, 也使转移至肝脏的癌细胞受到高浓度抗癌药

的攻击. (4)大多数抗癌药腹腔化疗具有高选择

性区域化疗药代动力学特点, 能在腹腔液内、

门静脉血和肝中提供恒定持久高浓度的抗癌药

, 仅极少量药进入体循环, 全身毒副作用小. (5) 
IPC时腹腔内最常见复发转移的解剖部位直接

与高浓度的抗癌药接触, 有利于防止局部复发

和转移. (6) IPC提供了探索试管内某些抗肿瘤药

物协同作用临床合适浓度的机会, 这些有效的

浓度常超越全身所能承受的浓度. (7) IPC时抗癌

药可与中和剂合用能减少体循环毒性, 产生最

大限度药物剂量耐受性, 改善疗效指数.  
2.2 热疗对肿瘤细胞的杀伤作用 正常组织细胞

在高温条件下能耐受47 ℃持续1 h; 而恶性肿瘤

细胞仅能耐受43 ℃持续1 h, 43 ℃持续1 h被称

为恶性肿瘤细胞不可逆损害的临界温度. 目前

有关热疗对肿瘤细胞杀伤作用的解释有[9]: (1) 
热疗产生肿瘤坏死因子对细胞凋亡起促进作用. 
(2) 热疗使肿瘤细胞内溶酶体活性增加, 进而崩

解释放消化酶损伤细胞. (3) 在高温下, 肿瘤细胞

DNA受损, 其修补的聚合酶活性下降, DNA损伤

修补受阻, 加速其凋亡. (4) 热疗可导致肿瘤组织

血管扩张, 使肿瘤细胞处于缺氧、低葡萄糖、

低pH值的营养不良状态, 同时抑制肿瘤新生血

管的形成, 从而损伤肿瘤细胞. 
2.3 热疗与化疗的协同作用 基础实验和临床应

用均已表明加热可增强多种化疗药的抗癌作用: 
(1) 热动力学效应加快化疗药与癌靶细胞相结

合, 其活性大大增强, 从而提高癌细胞对某些抗

癌药的反应率; (2) 热疗增加某些抗癌药与肿瘤

细胞DNA交联, 增强杀伤肿瘤细胞效应; (3) 腹
腔加热后大容量化疗能增加肿瘤细胞对抗癌药

的敏感性; (4) 热疗可增加癌细胞的通透性, 使化

疗药能有效渗入癌细胞内, 充分发挥其抗癌作

用. 与热疗有协同效应的抗癌药物包括5-FU、

MMC、DDP、TNF-α、白介素-1α( IL-1α)、
血管生成抑制剂 (angiogenesis inhibitors)、博

来霉素 (bleomycin)、阿霉素 (doxorubicin)、
碳铂 (carboplatin)、依立替康 (irinotecan)、
异磷酰胺 (ifosfamide)、二氟脱氧胞嘧啶核苷

(gemcitabine)、长春碱 (vinblastine)[10].

2.4  CHPPC流体动力学优势  (1) 大容量腹腔持

续灌注通过机械冲刷作用清除腹腔内残留的癌

细胞. (2) 因高温的化疗液不断冲刷, 术野内渗出

的纤维蛋白难以形成保护癌细胞的纤维素样凝

固物隔离层, 有利于机体免疫活性细胞吞噬消

灭恶性肿瘤细胞. 

3  CHPPC的实施

3.1 仪器 目前CHPPC常用仪器有NK-1单机电脑

型热灌注化疗机和RHL-2000A型热化疗灌注机, 
其装置基本由加热水温箱、热交换器、可调转

速 (流量) 灌注泵、电子测温传感器和热灌注导

管系统所组成. 
3.2 化疗药物的选择 除本身抗肿瘤的效果外, 
CHPPC抗癌药物的选择还要考虑 (1) 药物的腹

膜渗透性低; (2) 药物对腹腔肿瘤的穿透力较强;  
(3) 药物与热疗有协同作用; (4) 药物毒性较小、

腹膜刺激性较小. 目前临床上应用较多的化疗药

物有MMC、5-FU、DDP和ADR (阿霉素) 等 [7].
3.3 操作方法 
3.3.1 腹腔灌注 手术切除胃肠恶性肿瘤后在盆

腔和左右上腹腔分别各放置一条内径为0.8 cm,
外径为1 cm的硅胶导管, 分别从腹壁戳口引出. 
关腹后机器与引流管连接, 将已加热到43-45 ℃
的灌注液通过热疗机经盆腔导管灌入, 并分别

在输入端和引流端导管置热探头测温传感器监

控入温和出温, 调控机器控温装置使入温、出

温分别保持在43-44 ℃、41-42 ℃. 灌注量一般

为2 000 mL, 灌注速度为200-500 mL/min, 循环

灌注时间为1 h. 灌注后引流管接引流袋或负压

引流瓶, 以备术后灌注化疗用. 
3.3.2 盆腔灌注 适用于直肠癌无腹膜和肝转移

者. 切除病灶后在盆腔置两条硅胶导管, 一条从

腹部切口引出, 另一条从会阴切口引出, 缝闭会

阴切口. 导管与热化疗机相连, 余同腹腔灌注, 
灌注化疗后关腹. 
3.4 CHPPC实施时机[11] 临床经验表明, CHPPC
最好在术中、术后早期进行, 此时行CHPPC的
优势有: (1) 切除部位和手术损伤的腹膜表面在

术后最易发生癌细胞种植复发; (2) 如果术中彻

底分离了黏连并在腹腔黏连形成之前行CHPPC, 
所有腹膜表面都能充分与化疗液相接触; (3)此
时患者体内肿瘤负荷最小, 肿瘤细胞分裂、增

殖速度加快, 对抗癌药敏感; (4) 3-5 d后, 腹腔黏

连形成可导致管路不通畅, 患者在治疗过程中

易腹痛、腹胀而拒绝或不能接受治疗; (5) 在手

■同行评价
本文就胃肠癌术
后腹腔复发转移
机制, CHPPC的理
论基础、实施的
时机方法及抗癌
疗效等进行较全
面系统的综述. 层
次分明、文笔流
畅、内容新颖, 对
临床实践有积极
指导价值.
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术康复期间就完成了治疗, 既节省住院时间, 又
花费少. 
3.5 CHPPC的适应证和禁忌证[11,12]

3.5.1 适应证 (1)预防性CHPPC适于有浆膜浸润

但无腹膜弥散转移可行根治术的胃肠癌; (2)治
疗性CHPPC适于有浆膜浸润并已有腹膜弥散

转移的进展期胃肠癌, 也适于已有弥散至腹膜

的亚临床微小转移癌结节, 仅能行姑息切除术

者; (3)手术后腹腔内多发转移者, 结合再次手

术应用. 
3.5.2 禁忌证 (1) 严重的心血管疾病患者; (2) 明
显肝肾功能不全患者; (3) 卡氏评分60分以下者. 

4  CHPPC的抗癌疗效

临床应用表明手术联合CHPPC能较好地防治

胃肠癌术后复发, 提高生存率. 国内外近年相

关临床研究主要有, 张刚庆 et al  [13]将50例胃肠

癌患者随机分成热灌注化疗组和非热灌注化疗

组, 研究发现两组3 a死亡率差异无显著性意义 
(P >0.05), 但两组术前病变已浸透浆膜和/或已

有腹腔内转移者比较, 2 a时病死率、3 a时病死

率、2 a时复发率与3 a时复发率差异均有显著

意义 (P均<0.05); 刘松龄 et al [14]将126例中晚期

胃肠恶性肿瘤患者术后随机分成腹腔热灌注化

疗组和静脉化疗组, 结果发现热灌注化疗组3 a
以上生存率显著高于对照组 (P <0.05), 腹腔内

复发、肝转移率显著低于对照组 (P <0.05); 孙
君军 e t a l [15]选行规范根治术的胃肠癌患者70
例, 随机分为术后腹腔内热灌注化疗组和全身

化疗组, 每组35人, 发现热灌注化疗组出现的

毒副反应人数和程度都较对照组少且轻, 术后

3, 5 a的生存率均高于对照组, 差异有显著性意

义 (P <0.05); Kecmanovic et al [16]对其所在单位

1996/2003行细胞减积术并行围手术期CHPPC的
结直肠癌的病例做回顾性分析, 结果术后病死

率为44.4%, 无治疗相关性死亡, 并发现手术并

行CHPPC可延长患者的生存时间; Hall et al [17]

最近做了一项关于细胞减积术联合腹腔热化疗

治疗进展期胃癌的随机对照研究, 34例有腹腔

转移的胃癌患者行细胞减积性胃切除术并腹腔

热化疗, 对照组为40例同期患者行胃癌根治术

严格按照肿瘤治疗原则进行淋巴结清扫, 结果

表明尽管行腹腔热化疗组病情较对照组严重, 
但仍获得与后者相似的总体生存率; Schmidt et 
al  [18]对67例行完全细胞减积术和CHPPC的腹腔

肿瘤患者进行分析并用欧洲癌症治疗研究组织 
(EORTC)  QLQ-C30调查表做生活质量调查, 结
果为总体病死率为34%, 术后病死率为4.5%; 长
期存活者的全球健康状况平均得分为62.6 (对照

人群为73.3, P  = 0.07), 发现通过这种治疗可以提

高患者的生存质量, 改善预后. 这些临床研究表

明CHPPC能较为有效地防治胃肠癌术后腹腔内

复发, 提高患者的生存率及生存质量. 

5  CHPPC的毒副作用和并发症 
CHPPC主要副作用和并发症有骨髓抑制、吻合

口瘘、肠穿孔、急性肾衰竭、黏连性肠梗阻、

化学性腹膜炎等. 另外热疗可能附带的一个缺

点是诱导多重耐药基因 (multidrug-resistant gene, 
MDRI) 的表达, 然而临床应用表明这种危险是

微乎其微的[19]. Fujimura et al [20]报道22例胃癌患

者术后行CHPPC, 发生骨髓抑制4例, 急性肾功

能衰竭2例, 肠黏连和吻合口瘘各1例. Yonemura 
et al  [21]研究发现于CHPPC后发生的骨髓抑制, 肝
功能受损均于2 wk左右恢复正常. Chung et al [22]

报告一例老年胃癌患者术中行CHPPC时出现致

命性的室性心率失常, 但经过及时心肺复苏、

适当补液、纠正电解质紊乱和复温后, 患者心

肺功能恢复正常. 孙君军 et al  [15]报道经腹腔热

灌注化疗的35例胃癌患者术后均未出现吻合口

瘘、腹腔感染、切口裂开, 也未出现与灌注有

关的肠麻痹、肠黏连等情况; 灌注前后肝、肾

功能各项指标均在正常范围内; 体温在术后和

灌注期间为38 ℃左右, 持续10.9±3.1 d均恢复

正常, 红、白细胞计数与术前比较在灌注后第

2 wk略有下降 (P >0.05), 但血小板由手术前的

(140±81)×109/L降为(128±90)×109/L, 差异有

显著性意义 (P <0.05), 至第3 wk已恢复到术前水

平(P >0.05). 以上研究结果表明CHPPC后体温升

高, 红细胞、白细胞、血小板计数改变, 肝、肾

功能损害, 为一过性的, 其毒副作用小, 并发症

少, 随着方法的改进和技术的不断改善, 有些并

发症是完全可以防止的. 
总之, 腹腔热灌注化疗具有明显的抗癌机

制和药代动力学优势, 有效杀灭腹腔内游离癌

细胞, 消除残存较小癌灶, 能较为有效地防治胃

肠癌术后腹腔复发和肝转移, 提高生存率、生

存质量, 是一种安全、操作方便实用、毒副作

用小、并发症少、可重复应用的有效治疗方法, 
是目前胃肠道恶性肿瘤较为合理的外科辅助治

疗, 可能将成为治疗胃肠肿瘤不可或缺的方法. 
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Abstract
AIM: To analyze the relations among the aberrant 
methylation of the promoter CpG islands of tissue 
inhibitor of metalloproteinase 3 (TIMP3) gene, its 
protein expression, and the clinicopathological 
features of gastric adenocarcinoma.

METHODS: The methylation status of promoter 
CpG islands and protein expression of TIMP3 
gene in the tumors and the adjacent normal muco-
sal tissues of 78 patients with gastric adenocarci-
noma were detected by methylation-specific PCR 
(MSP) and immunohistochemistry respectively..

RESULTS: The CpG island methylation of 
TIMP3 was detected in tumour tissues, cancer-
adjacent tissues and lymph node with metastasis. 
In increasing order of frequency, the hypermeth-

ylation rates of these tissues were 35.9% (28 of 
78 non-neoplastic tissues), 85% (17 of 20 early-
stage cases), 89.7% (52 of 58 progression-stage 
cases), and 100% (78 of 78 metabasis lymph 
node), respectively, and there was marked dif-
ference between cancerous and non-cancerous 
tissues (P < 0.05). However, there were no sig-
nificant differences among subgroups of tumor 
tissues (P > 0.05). Immunohistochemistry analysis 
confirmed TIMP3 down-regulation in tumur tis-
sues. The rate of TIMP3 gene expression in non-
neoplastic tissues was 100%, while in tumour 
tissues, it decreased dramatically: in early-stage 
cancer, it decreased to 30% (6/20); in progression 
stage, it was 3.4% (2/58); and in metabasis lymph 
node, it was 0% (0/78). Of 70 tumor tissues with 
negative TIMP3 expression, 64 (91.4%) were hy-
permethylated and 6 (8.6%) were unmethylated, 
indicating that there were significant association 
between hypermethylation and reduced or nega-
tive TIMP3 expression (P < 0.01)..

CONCLUSION: The hypermethylation of pro-
moter region in CpG islands is a main mecha-
nism of reduced and loss expression of TIMP3 
gene, and it may provide an evidence for mo-
lecular diagnosis and stage evaluation of gastric 
cancer..

Key Words: Gastric adenocarcinoma; Tissue inhibi-
tor of metalloproteinase 3; CpG island; Methylation

Guan ZY, Dai DQ. Promoter methylation and expression 
of tissue inhibitor of metalloproteinase 3 gene in gastric 
cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(2):138-143

摘要
目的: 探讨组织金属蛋白酶抑制因子-3 (tissue 
inhibitor of metalloproteinase 3, TIMP3)基因
启动子甲基化与其蛋白表达的相关性,并分析
TIMP3基因CpG岛异常甲基化与胃腺癌及其
临床病理特征的关联性. 

方法: 应用甲基化特异性PCR(MSP)技术和免
疫组织化学方法分别检测78例患者的胃正常
黏膜组织、胃癌组织及转移淋巴结中, TIMP3
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胃癌 TIMP3 基因启动子甲基化及其蛋白表达的研究

关志宇, 戴冬秋

®

■背景资料
虽然目前已经发
现了一些肿瘤抑
制 基 因 的 改 变 , 
但是癌发展的分
子机制还不是很
清楚. 异常CpG岛
甲基化在各种肿
瘤中都可以被发
现 ,  并 与 基 因 的
失活存在密切关
系.
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基因启动子甲基化和蛋白表达情况. 

结果: 胃正常黏膜组织、早期、进展期胃癌

组织和转移淋巴结中TIMP3基因启动子均有

甲基化修饰, 其阳性率分别为35.9%(28/78); 
85.0%(17/20), 89.7%(52/58); 转移淋巴结

100%(78/78). 胃癌组TIMP3基因启动子甲基

化率明显高于胃正常黏膜组(P <0.05).胃正常

黏膜组织TIMP3蛋白表达全部为阳性(100%), 
20例早期胃癌中, 6例阳性(30%), 58例进展

期胃癌中, 2例阳性(3.4%), 在转移淋巴结中

全部不表达(0%). 胃癌70例蛋白表达阴性的

标本中, 64例TIMP3基因启动子甲基化阳性

(91.4%), TIMP3蛋白表达与启动子甲基化呈

明显负相关(P <0.01).

结论: 启动子区CpG岛高甲基化是胃癌组织
中TIMP3基因表达失活的主要机制,可能成为
胃癌分子诊断与病期评估的标志之一. 

关键词�� 胃癌; TIMP3; CpG岛; 甲基化
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0  引言

胃癌(gastric carcinoma)是全世界最常见的恶性

肿瘤之一, 其发生发展是一个多基因参与的多

阶段过程. 这些因素最终在不同阶段作用于不

同基因, 引起相关基因的结构及表达水平改变, 
导致胃癌的发生发展. 抑癌基因功能的丢失可

能通过多种途径, 目前普遍认为DNA异常甲基

化改变是除缺失与突变之外导致抑癌基因表达

失活的第3种机制[1,2].在肿瘤的发生发展中起着

不可忽视的作用. 管家基因上游启动子区含有

丰富的CpG序列, 称为CpG岛, 通常情况下, 这些

部位的胞嘧啶不发生甲基化, 但在一些因素的

刺激下发生甲基化而使其表达受到抑制[3]. 目前

发现很多肿瘤相关基因的失活都与其启动子区

的甲基化有关, 如p16, THBS1, TIMP3, hMLH1, 
MGMT等[4-8]. 组织金属蛋白酶抑制因子-3(tissue 
inhibitor of metalloproteinase-3, TIMP3)拮抗基质

金属蛋白酶的活性, 抑制肿瘤的生长、血管形

成、浸润和转移, TIMP3的失活与肿瘤的发生有

关[9]. 我们应用甲基化特异性PCR(methylation-
specfic PCR, MSP)技术和免疫组织化学方法分

别检测78例胃癌患者的胃正常黏膜组织、胃癌

组织和转移淋巴结中TIMP3基因启动子CpG岛

甲基化和蛋白表达情况, 探讨其基因启动子甲

基化与其蛋白表达的相关性, 并分析TIMP3基因

CpG岛异常甲基化与胃腺癌及其临床病理特征

的关联性. 

1  材料和方法

1.1 材料 1998-03/2005-05中国医科大学附属

第一医院及辽宁省肿瘤医院胃癌患者术后胃

正常组织、胃癌组织和转移淋巴结78例, 经病

理确定诊断 ,  按国际抗癌联盟新T N M分期标

准、中国医科大学肿瘤研究所胃癌生长方式分

型及日本胃癌处理规约分期、分型[10-12]. 男54
例, 女24例,平均年龄56.2±7.5岁,早期胃癌20
例, 进展期胃癌58例; 分化型44例, 未分化型14
例. 10 mmol/L hydroquinone和3.9 mol/L sodium 
bisulfite购自Sigma公司; DNA Clean-up System
购自Promega公司; TIMP3抗体及SP试剂盒购自

大连博士德生物工程有限公司.
1.2 方法 

1 .2.1 甲基化特异性P C R(M S P) 采用甲基化

特异性 P C R方法 [ 1 3 ] ,甲基化酶处理的和未

处理的正常人的外周血细胞分别为阳性和

阴性对照 .  甲基化 ( T I M P 3 - M )和非甲基化

(TIMP3-U)引物, TIMP3-M引物序列为: 5, CGT
TTCGTTATTTTTTGTTTTTCGGTTTTC-3,和

5,-CCGAAAACCCCGCCTCG -3,; TIMP3 -U引

物序列为: 5,-TTTTGTTTTGTTAT TTTTTGTT 
TTTGGTTTT-3,和5,-CCCCCCAAAAACCCCAC
CTCA-3,. 反应条件: 95℃预变性5 min后, 95℃
变性30 s, 59℃退火60 s, 72℃延伸60 s, 40个循

环, 72℃再延伸10 min, 琼脂糖凝胶电泳, EB染
色. 结果经激光密度扫描仪(Pharmacia LKB Ul 
troscan)采集数据, 分析电泳结果. 实验重复三次, 
取其平均值进行统计分析. 
1.2.2 免疫组织化学 采用链霉菌抗生素蛋白－

过氧化酶染色法, 免疫组化染色步骤按说明书

进行. 判定标准: 染色后细胞质呈棕黄色为阳

性, 以正常组织染色区域为阳性对照, 以PBS代
替一抗的正常切片为阴性对照. 积分标准参照

Shimizu et al [14]法: 高倍镜下观察染色强度和阳

性细胞分布范围分别积分, 无染色者为0分, 染
色弱但明显强于阴性对照者为1分, 染色清晰

者为2分, 染色强者为3分; 无阳性细胞者为0分, 
阳性细胞数<30％者为1分, 30％-60％者为2分, 
>60％者为3分, 按积分之和进行评定. ≤2分为

■研发前沿
表遗传学研究的
对象是基因表达
的变化 ,  这种变
化可通过减数分
裂遗传 ,  但不涉
及有关基因DNA
序列的改变 ,  通
过DNA自身化学
修饰方式从转录
水平影响基因的
表达, 调控DNA
功能 ,  此机制在
肿瘤的形成过程
中越来越受到重
视.
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TIMP3表达阴性, 3分为弱阳性,4-5分为阳性, 6
分为强阳性.

统计学处理 以c2及Fisher精确检验分析不

同研究对象间TIMP3基因启动子甲基化率和蛋

白表达的差异. 采用SPSS12统计软件包分析.

2  结果

2.1 TIMP3 基因启动子甲基化分析 以研究对象

基因组DNA为模板, 经MSP扩增后, 其甲基化和

非甲基化扩增产物分别为116 bp和122 bp. 胃
正常组织、胃癌组织和转移淋巴结中TIMP3基
因启动子均存在甲基化修饰现象, 其检出的阳

性率分别为: 早期胃癌85％(17/20)、进展期胃

癌89.7％(52/58)及转移淋巴结98.7％(77/78), 而
胃正常组织则仅为35.9％(28/78), 经统计学检验, 
胃癌各组与胃正常组织比较均有非常显著的意

义(P <0.01, 图1, 表1), 提示胃癌及转移淋巴结组

织中, TIMP3甲基化率升高, 该基因甲基化可能

参与胃癌的发生和转移.
2.2 TIMP3蛋白表达的免疫组化分析 78例胃正

常组织TIMP3蛋白表达全部为阳性(100％), 胃
癌组织中 ,  20例早期胃癌中9例阳性 ,  11例阴

性(55％); 58例进展期胃癌中21例阳性, 37例
阴性(63.8％), 78例转移淋巴结中阳性12, 阴性

66(84.6％), 经统计学检验, 胃癌各组与胃正常组

织比较均有非常显著的意义(P <0.01, 图2, 表1), 
提示胃癌及转移淋巴结组织中, TIMP3蛋白表达

率降低, 该基因蛋白表达可能由于TIMP3甲基化

导致蛋白表达下降. 正常腺体TIMP3蛋白表达

主要位于细胞质, 个别细胞可见细胞膜有少量质, 个别细胞可见细胞膜有少量, 个别细胞可见细胞膜有少量

表达(图2A), 腺体结构无破坏, 着色没有明显减(图2A), 腺体结构无破坏, 着色没有明显减图2A), 腺体结构无破坏, 着色没有明显减

弱; 早期胃癌腺体结构破坏, 癌细胞着色很弱; 
进展期胃癌癌组织呈大的实性片块状生长(未分

化癌), 除个别细胞着色外其余均不着色. 
2.3.33 TIMP3基因启动子甲基化及其蛋白表达的

关系 进展期胃癌中, 弥漫状生长组织TIMP3甲

图  1   甲基化特异性PCR(MSP). 1: 正常对照(胃正常组织); 2: 
早期胃癌;  3: 进展期胃癌; 4: 转移淋巴结.

500 bp

250 bp

100 bp
122 bp
116 bp

    M    m    u    m     u    m    u     m    u 
    1           2           3            4

图 2  TIMP3 蛋白免疫组化染色结果(SP×400). A: 正常胃组织; B: 早期胃癌 C: 进展期胃癌; D 转移淋巴结.

A B

C D

表 1 胃癌组织TIMP3启动子甲基化与蛋白表达 n (%)

                  TIMP3启动子甲基化          TIMP3蛋白表达

                         阳性                                  阳性组织   

正常胃

早期胃癌

进展期胃癌

转移淋巴结

�8

20

58

�8

28 (35.9)

1� (85.0)

52 (89.�)

�� (98.�)

�8 (100.0)

  9 (�5.0)

 21(36.2)

12 (15.�)

    n   

■创新盘点
DNA甲基化是当
今肿瘤研究的热
点 ,  其中许多内
在机制尚待深入
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肿瘤抑制基因在
胃癌组织及其癌
旁组织的甲基化
表达水平的对比
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基化与胃癌生物
学行为的关系.
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基化率明显高于团块状和巢状生长组织(100％
vs  77.8%, P < 0.01); 转移淋巴结大于7个(包括7
个)的组织中TIMP3甲基化率明显高于少于7个
的组织(100％ vs  83.3％, P <0.05); 浆膜下和透浆

膜组织中TIMP3甲基化率明显高于黏膜下和肌

层组织(91.3％和96.6％ vs  50％, P <0.05), 提示

TIMP3基因甲基化率升高以弥漫状生长, 转移

淋巴结多(≥7个), 浆膜下和透浆膜的肿瘤多见, 
与肿瘤大小、大体类型和组织学类型无关. 在
58例进展期胃癌组织中, TIMP3蛋白表达阳性

率为36.2％(21), 团块状和巢状生长组织TIMP3
蛋白表达明显高于弥漫状生长组织(55.6％ vs  
19.4% , P <0.01); 转移淋巴结少于7个的组织

TIMP3蛋白表达明显高于大于7个(包括7个)的
组织(47.2％ vs  18.2％, P <0.05), 提示TIMP3蛋白

表达率下降以弥漫状生长, 转移淋巴结多(≥7个)
的肿瘤多见, 与肿瘤大小、大体类型、组织学

类型和浸润深度无关(表2).表2).

3  讨论

恶性肿瘤为多因素、多阶段形成, 其生物学特

性表现为浸润生长和转移, 其发生机制在于细

胞内部基因结构和功能发生了异常改变. 现代

肿瘤理论认为, 在肿瘤的形成过程中包含两大

类机制, 一个是遗传学层面, 即通过DNA核苷

酸序列改变而形成突变; 另一个就是表遗传学

(epigenetics)层面, 其研究的对象是基因表达的

变化, 这种变化可通过减数分裂遗传, 但不涉

及有关基因DNA序列的改变, 通过DNA自身化

学修饰方式从转录水平影响基因的表达, 调控

DNA功能, 此机制在肿瘤的形成过程中越来越

受到重视[15,16]. 肿瘤组织DNA常常发生其启动

子区域的异常甲基化, 包括与细胞增殖周期密

切相关的癌基因低甲基化和抑癌基因高甲基化

改变, 这些异常甲基化改变一方面可激活癌基

因[17-19], 另一方面可使抑癌基因由于5,端启动子

调控区CpG岛异常高甲基化而抑制mRNA转录

作用[20], 导致该基因的失活. TIMPs家族有4个成

员(TIMP1, 2, 3, 4), 其中TIMP1, 2, 4为可溶性分

泌蛋白, TIMP3是与细胞外基质(ECM)结合的非

可溶性蛋白, 位于细胞外膜上[21], 并能紧密连结

基底膜, 抑制TNF-α转换酶而通过稳定细胞膜表

面TNF-α受体诱导程序性死亡[22], 其诱导细胞凋

亡功能依赖两条途径: 依赖MMP和非依赖MMP
途径. TIMP3, 4虽然与MMP-2有高度亲和力, 却
能有效抑制MT1-MMP激活MMP-2酶原的过程, 
以抑制肿瘤细胞的生长及转移. Smith et al [23]发

现表达TIMP3的人结肠癌细胞株处于有丝分裂

期的极少, 均被阻滞于G1期, 但当存在肿瘤坏死

因子α(TNF-α)抗体时作用下降70%.
为探讨抑癌基因TIMP3与胃癌的关系及其

在胃癌中的灭活机制, 我们检测了正常胃黏膜

组织、胃癌组织及转移淋巴结中T I M P3基因

5,
端CpG岛异常甲基化的情况. 结果发现, 85%

以上的各期胃癌有TIMP3基因5,端CpG岛异常

甲基化现象,与正常胃组织相比有显著性差异

(P <0.01), 证明TIMP3基因启动子CpG岛甲基化

是该基因表达缺失的主要原因, 也是其在胃癌

中的主要灭活机制. Gagnon et al [24]报道在所有

TIMP3 mRNA表达缺失、TIMP3基因的启动子

CpG岛均为甲基化的MCF-7肺癌细胞株中, 应用

5-AZA-CdR诱导TIMP3基因去甲基化后, 进行诱

表 2 进展期胃癌病理学与TIMP3甲基化及其蛋白表达量的关系  n (%)

   指标                                                             n                           TIMP3启动子甲基化                          TIMP3蛋白表达                    

肿瘤大小�� (cm)

大体类型��

组织学��

生长方式��

淋巴结转移��

浸润��

<5
5-10
>10
Borr.2
Borr.3
Borr.�
分化型
未分化型
团块+巢状
弥漫状
<�
≥�
黏膜下, 肌层
浆膜下
透浆膜

  1 (20.0)
18 (�0.0)
  2 (25.0)
  � (33.3)
15 (�0.5)
  2 (22.2)
1� (38.6)
  � (28.6)
15 (55.6)
  6 (19.�)b

1� (��.2)
  � (18.2)a

  1 (16.�) 
  9 (39.1)
11 (3�.9)

  5
�5
  8
12
3�
  9
��
1�
2�
31
36
22
  6
23
29

  3 (60.0)
�2 (93.3)
  � (8�.5)
10 (83.3)
33 (89.2)
  9 (100.0)
39 (88.6)
13 (92.9)
21 (��.8)
31 (100.0)b

30 (83.3)
22 (100.0)a

  3 (50.0) 
21 (91.3)a

28 (96.6)

a P<0.05, bP<0.01.

■应用要点
本文研究了DNA
甲基化与基因表
达的关系及作用
机制, 有利于肿瘤
发病机制的研究
及指导临床治疗.
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导前后的RT-PCR检测, 发现TIMP3基因重新表

达, 与本研究结果相同. 本结果提示, 78例正常胃

组织中TIMP3蛋白全部表达阳性, 而甲基化阳性

表达为28例(35.9％); 20例早期胃癌中TIMP3蛋
白表达9例阳性, 甲基化阳性表达为17例(85％); 
58例进展期胃癌中TIMP3蛋白表达21例阳性, 甲
基化阳性表达为52例(89.7％); 78例转移淋巴结

中TIMP3蛋白表达阳性12, 甲基化阳性表达为77
例(98.7％), 早期癌、进展期癌和转移淋巴结与

正常组织甲基化率的差异均有显著性(P <0.01), 
证实了T I M P3蛋白表达缺失与该基因启动子

CpG岛甲基化密切相关. Feng et al [25]报道在对绒

毛膜癌细胞系JAR和JEG-3研究中有相同结果, 
证明TIMP3基因启动子CpG岛甲基化是该基因

蛋白表达缺失的主要原因. 在进展期胃癌标本

中, 52例TIMP3启动子CpG岛发生甲基化, 蛋白

表达21例, 提示除启动子CpG岛甲基化以外, 一
些其他的因素如基因变异, 也可引起该基因表

达缺失. 在本实验中出现第34号标本甲基化和

未甲基化均为阳性, 通常解释为: 该基因可能存

在不完全甲基化状况; 肿瘤组织中混杂的非肿

瘤细胞, 经MSP(用未甲基化引物)扩增后, 也可

有阳性产物. 该标本TIMP3蛋白表达为阴性, 因
此, 此标本应该定义为甲基化阳性. Kerbel[26]报

道, 具有转移潜能的亚克隆瘤细胞在原发癌灶

发生的早期即具有生长优势, 这种生长优势是

由于转移性亚克隆细胞群体可分泌某种特殊因

子或对局部细胞生长因子具有特殊反应而呈现

的选择性生长所致. 所以, 检测原发肿瘤标本中

某些肿瘤分子标志的水平有可能反应出整个

肿瘤的一般转移特性. 本组的胃正常组织仅为

35.9％,早期癌和进展期癌的甲基化率升高(85％
和89.7％), 淋巴结的甲基化率为98.7％; 均匀一

致的TIMP3蛋白强阳性表达仅存在于胃正常组

织, 而早期、进展期胃癌仅见局灶性弱阳性表

达, 转移淋巴结几乎没有阳性表达. 上述结果提

示TIMP3发生甲基化随着肿瘤的进展逐步升高, 
其蛋白表达逐渐下降, 具有转移潜能而在生长

中逐渐占据优势并发生转移. Yegnasubramanian 
et al [27]报道, 使用real-time MSP对前列腺癌细胞

系、73例早期前列腺癌、91例转移前列腺癌和

25例前列腺非癌组织进行研究发现, 肿瘤的转

移与TIMP3甲基化的表达相关, 并因此推测CpG
甲基化与前列腺癌的分级和进展有关, 这一事

实提示TIMP3基因甲基化在转移过程中起着重

要作用. 据此, 作者认为, TIMP3 CpG甲基化的检

测在预测原发肿瘤的转移潜能方面具有一定的

实用价值.
TIMP3在人的众多类型的恶性肿瘤中有高

频率的变异, 包括突变、缺失、甲基化、染色

体易位等[28], 这些变异导致该基因的正常抑制

细胞增殖的功能丧失(即灭活或失活), 并与癌的

发生发展密切相关[29]. 但TIMP3基因在原发性胃

癌中的变异情况却报道较少, 并且缺失率较低, 
没有发现突变的存在, 提示可能TIMP3基因在胃

癌组织中有其他的失活机制[30]. 由此可见, 肿瘤

发病机制的复杂性已不仅体现在由基因突变或

缺失导致的遗传改变, 还表现在以DNA甲基化

为代表的表遗传学改变, 深入研究DNA甲基化

与基因表达的关系及作用机制将有利于肿瘤发

病机制的研究及指导临床治疗.
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Abstract
AIM: To investigate the impact of hyperthermia 
(HT) on human gastric cell lines in vitro.

METHODS: Six human gastric cancer cell lines 
(AGS, MKN45, SGC7901, NCI-N87, SNU-1 
and SNU-16) were used in this study. HT was 
achieved by incubating cells at 43 ℃ for 2 h, and 
cells incubated at 37 ℃ served as normothermia 
(NT) control. MTT assay was adopted to evalu-
ate cell proliferation and cytotoxicity after HT. 
The preliminary morphological changes were 

observed by light microscopy (LM) and fluores-
cent microscopy (FM) while the ultrastructure 
changes and the specific cell death styles were 
determined by transmission electron microscopy 
(TEM). Flow cytometry (FCM) was used for fur-
ther quantitatively analysis of the proportion of 
apoptosis and necrosis after an annexin V-FITC 
and PI double staining. Adhesion and invasion 
test in vitro was also adopted in this study to 
evaluate the impact of HT on cells’ adhesive and 
invasive ability..

RESULTS: According to the data of MTT, HT 
inhibited proliferation of SNU-1 cells significant-
ly (P < 0.05), while it had no marked prolifera-
tion inhibition effect on SNU-16 cells (P > 0.05). 
For the other four adherent cell lines, HT only 
inhibited cell proliferation temporarily (d1-d2, 
P < 0.05). LM found that HT had no cell-killing 
effect on most of gastric cancer cell lines except 
SNU-1. FM and TEM indicated there were no 
significant morphological changes of AGS cells 
at 24 h after HT treatment, while apoptosis and 
necrosis appeared in SNU-1 cells. FCM showed 
that HT therapy did not increase spontaneous 
mortality rate of AGS cell (t = 0.45, P = 0.678 8), 
but raised apoptotic and necrotic rate of SNU-1 
(mortality rate from 9.71 ± 1.14% of NT to 20.05 
± 2.49% of HT, t = 6.54, P = 0.002 8). Adhesion 
test indicated that HT reduced adhesive abil-
ity of four adherent cell lines (AGS: t = 4.86, P = 
0.008 3; MKN45: t = 4.50, P = 0.010 8; SGC7901: t 
= 6.83, P = 0.002 4; N87: t = 4.16, P = 0.014 1). In-
vasion test also illustrated that HT decreased ad-
hesive ability of all six cell lines (AGS: t = 2.94, P 
= 0.042 5; MKN45: t = 3.60, P = 0.022 7; SGC7901: 
t = 4.70, P = 0.009 3; N87: t = 12.41, P = 0.000 2; 
SNU-1: t = 3.63, P = 0.022 2; SNU-16: t = 4.13, P = 
0.014 5)..

CONCLUSION: Most of gastric cancer cell lines 
used in our study is thermotolerant to time-
limited HT therapy. HT can temporarily inhibit 
cell proliferation while had no cell-killing effect 
on most of gastric cancer cell lines. SNU-1 is an 
exception, and HT can induce both apoptosis 
and necrosis. In addition, HT can reduce cancer 
cells’ adhesiveness and invasiveness..
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温热体外对人胃癌细胞株生物学行为的影响

汤 睿, 朱正纲, 瞿 颖, 李建芳, 纪玉宝, 刘炳亚, 燕 敏, 林言箴

®

■背景资料
热疗是一古老的
肿瘤治法, 近年一
些肿瘤的体外研
究发现, 短时温热
能杀伤肿瘤细胞, 
目前的研究热点
集中在温热作用
机制及与其他手
段的联合应用上
(可阅文献3,  15, 
17等).
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摘要
目的: 探讨温热对人胃癌细胞株增殖、生存
以及黏附、侵袭能力的影响. 

方 法 : 对 人 胃 癌 细 胞 株 ( A G S ,  M K N 4 5 , 
SGC7901, NCI-N87, SNU-1和SNU-16)行43℃ 
2 h的温热处理, 以37℃常温培养为对照. 处
理后用MTT法绘制生长曲线并比较增殖抑制
情况; 光镜下动态观察细胞生长情况和形态
学变化; Hoechst33342/PI荧光染色观察细胞
核染色等形态学变化; 透射电镜(transmission 
electron microscopy, TEM)观察细胞超微
结构和死亡的具体形式; 流式细胞术(f l o w 
cytometry, FCM)定量分析细胞的凋亡和坏死
比例; 黏附和侵袭试验观察胃癌细胞的黏附
和侵袭能力. 

结果: MTT提示, 温热对SNU-1有显著的增

殖抑制作用(P <0.01), 对SNU-16则无显著影

响(P >0.05), 对4株贴壁细胞则表现为暂时性

的增殖抑制(d1-d2, P <0.05); 光镜观察发现温

热处理后SNU-1细胞出现死亡, 而其他细胞

无; 荧光染色和透射电镜未发现AGS在温热

处理后24 h有显著的形态学改变, 而SNU-1则

出现凋亡和坏死; FCM提示温热处理不增加

AGS的自然死亡率(t  = 0.45, P  = 0.678 8), 但
能诱导SNU-1发生凋亡和坏死, 增加细胞死

亡率(9.7%±1.1% vs  20.1%±2.5%, t  = 6.54, 
P  = 0.002 8); 黏附试验表明温热能不同程度

降低4株贴壁细胞的黏附能力[AGS(t  = 4.86, 
P  = 0.008 3), MKN45(t  = 4.50, P  = 0.010 8), 
SGC7901(t  = 6.83, P  = 0.002 4), N87(t  = 4.16, 
P = 0.014 1)]; 侵袭试验表明温热能不同程

度降低6株细胞的侵袭能力[A G S(t  = 2.94, 
P  = 0.042 5), MKN45(t  = 3.60, P  = 0.022 7), 
SGC7901(t  = 4.70, P  = 0.009 3), N87(t  = 12.41, 
P  = 0.000 2), SNU-1(t  = 3.63, P  = 0.022 2), 
SNU-16(t  = 4.13, P  = 0.014 5)].

结论: 大多数的胃癌细胞株表现对短时间温

热的耐受, 除了暂时性的增殖抑制作用外, 温
热并无细胞杀伤作用, SNU-1是一个例外, 温
热能导致SNU-1细胞的凋亡和坏死; 同时, 温
热处理能降低细胞的黏附和侵袭能力. 

关键词�� 温热; 胃癌细胞株
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0  引言

热疗是最古老的肿瘤治疗方式之一, 现代医学

也证实热疗对一些肿瘤具有治疗效果 ,  临床

上也常作为一种辅助手段与放化疗等结合应

用[1-4]. 在胃癌的治疗中, 腹腔内温热化疗对防

治胃癌腹膜转移复发具有较好的疗效 [5-8].  与
微波或高强度聚焦超声(high intensity focused 
ultrasound, HIFU)等[9]治疗实质性脏器肿瘤不同

的是: 治疗胃癌这类空腔脏器肿瘤采用的非高热

而是43℃左右的温热, 其可能机制要比高热直接

杀伤肿瘤细胞复杂得多, 在胃癌方面, 有关的研究

报道很少, 且与临床实际条件不一致[10-14]. 因此我

们采用了临床有效且相对安全的43℃作为温热

的条件, 在体外较为系统地观察了温热对胃癌

细胞生物学行为的影响, 为临床应用提供理论

基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株AGS(ATCC Number: 
CRL-1739), MKN45, SGC7901, NCI-N87(CRL- 
5822), SNU-1(CRL-5971), SNU-16(CRL-5974)
由瑞金医院上海消化外科研究所传代培养保

存. 含100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养液

(Gibco), 37℃, 50 mL/L CO2饱和湿度条件下传

代培养, 选用对数生长期细胞进行实验.
1.2 方法 温热(HT)处理时温度为43℃, 常温(NT)
为37℃, 温控由C O2细胞培养箱实现, 误差±

0.1℃, 细胞均放置于50 mL/L CO2饱和湿度条件

下, 温热处理时间为2 h.
1.2.1 细胞毒和增殖抑制试验(MTT法) 收集对

数生长期的胃癌细胞均匀接种96孔板, 每孔细

胞数量1-2×103, 体积200 μL, 37℃, 50 mL/L 
CO2培养24 h后进行温热处理, 非温热处理组作

为常温对照, 同时设不加细胞的背景对照, 处理

后继续常规培养. 到达时间设定点时每孔加入

5 g/L MTT 20 μL, 37℃孵育4 h, 使MTT还原为

甲臜; 离心弃上清, 每孔加入DMSO 150 μL; 水
平摇床37℃振荡5 min, 紫色结晶充分溶解混匀

后, 应用酶标仪(μQuant, Bio-Tek)于波长570 nm
检测吸光度A值, 扣除背景对照的A 570值即代表

■创新盘点
胃癌的现代治疗
中, 腹腔内温热化
疗对防治胃癌腹
膜转移具良好疗
效, 但基础研究很
少, 且与临床条件
不一致. 本研究模
拟了临床温热的
条 件 ,  在 体 外 较
系统地观察了温
热对胃癌细胞生
物学行为的影响, 
发现大多数胃癌
细胞株能够耐受
43℃ 2 h的短时温
热, 但其黏附和侵
袭能力有所降低, 
提示了临床应用
的可能机制, 也说
明了治疗胃癌温
热仍需与其他手
段联合使用.
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存活细胞数量. 分别测量处理后24, 48, 72, 96和
120 h的A 570值, 制作细胞生长曲线; 并比较HT与
NT时的细胞毒和增殖抑制情况(将常温对照组

的值固定为1, 温热组取其A值与常温对照组A值

之比). 每个细胞每次实验的两组各设置5-6个复

孔, 重复3-4次. 上述胃癌细胞还分别在处理后不

同时间点于倒置显微镜(Olympus IX70)下观察

细胞生长、活力和形态变化并拍照. 
1.2.2 Hoechst 33342/PI荧光染色 AGS和SNU-1, 
处理后继续培养24 h, 收集细胞, 细胞悬液中

加入Hoechst 33342(终浓度5 μg/L), 37℃孵育

15 min; 离心弃上清并重悬细胞, 加入PI(终浓度

1-2 mg/L), 4℃染色10 min; 离心弃上清, 调整

细胞浓度至5×108/L; 取细胞悬液50 mL, 500 r/
m i n离心5 m i n制成甩片; 10 g/L多聚甲醛固

定, 4℃ 5 min; 蒸馏水冲洗后拭干; 荧光显微镜

(Olympus U-SPT)紫外和绿光下读片并拍照, 观
察细胞形态结构及胞核的变化, 整个过程避光. 
结果评判标准: 正常细胞胞核为Hoechst(HO)蓝
色淡染, 浓染或成颗粒状为阳性, 正常细胞PI拒
染, 染色即为阳性. 因此, HO(-)/PI (-)为活细胞; 
HO(+)/PI (-)为凋亡细胞; PI(+)为坏死细胞.
1.2.3 透射电镜观察细胞死亡形式 AGS和SNU-1, 
约2.5×106接种于75 cm2培养瓶内, 24 h后温热

处理, 处理后继续培养24 h, 收集细胞, 制备透

射电镜样本, 步骤如下: 20 g/L戊二醛PBS固定

液4℃前固定2 h; PBS缓冲液4℃漂洗二次, 每次

10 min; 10 g/L锇酸PBS固定液4℃后固定2 h; 
乙醇逐级脱水, 每次10 min, 700 mL/L乙醇(含
30 g/L醋酸双氧铀)4℃块染, 乙醇逐级脱水, 每
次10 min; 环氧丙烷置换2次, 每次10 min; 618
包埋液与环氧丙烷1∶1 2 h, 618包埋液与环氧

丙烷2∶1过夜, 纯618包埋液37℃浸透6 h; 60℃
烘箱内包埋48 h; LVB Ⅴ型超薄切片机切片; 枸
橼酸铅电子染色; 样本制备完成后, HITACHI 
H-500或PHILIP CM-120透射电镜观察并摄片.
1.2.4 流式细胞术定量分析细胞凋亡和坏死比例 
AGS和SNU-1, 六孔板中每孔约4-6×104铺板, 铺
板24 h后处理, 处理后继续培养24 h检测收集

细胞, 采用Annexin V-FITC Apoptosis Kit(BD), 
染色步骤, 详见操作手册, 染色后送流式(FACS-
Calibur, BD)检测分析. 结果判断标准: 双变量流

式细胞仪所测得的散点图中, 左下象限为活细

胞, 表现为Annexin-/PI-; 右下象限为早期凋亡细

胞, 表现为Annexin+/PI-; 右上象限为晚期凋亡

和坏死细胞, 表现为Annexin+/PI+; 左上象限为

死亡细胞, 表现为Annexin-/PI+. 以上温热或常

温处理均为3复孔, 最后结果为3复孔的均值. 
1.2.5 黏附和侵袭试验 黏附试验采用Chemicon
公司黏附试验试剂盒(CytoMatrixTM cell adhesion 
strips, ECM 105), 评价细胞对细胞外基质主要成

分Ⅳ胶原的黏附能力, 具体步骤详见操作手册. 
侵袭试验采用Chemicon公司侵袭试验试剂盒

(QCMTM cell invasion assay, ECM 555), 试剂盒依

据Boyden小室原理, 上室底部有8 μm孔径膜, 膜
上覆盖有细胞外基质, 通过荧光染色检测穿过

细胞外基质和8 μm孔到达膜背面的细胞数量, 
评价细胞的侵袭能力, 具体步骤详见操作手册.

统计学处理  计量数据采用mean±SD表示, 
温热与对照两组间的比较采用t检验, 统计分析

由SAS统计软件包(v6.12)完成, P <0.05认为差异

具有统计学意义.

2  结果

2 . 1  温 热 对 胃 癌 细 胞 株 增 殖 和 存 活 的 影 响 
SNU-1对温热处理最为敏感, 温热组与对照组A
值的比值始终在50%以下; SNU-16耐热, 两组的

生长曲线基本重合, 温热组与常温对照组A值的

比值始终在90%以上; 对其他细胞的增殖则存在

一定影响, 但其增殖抑制作用有一定时限, 随时

间延长而消失, 至温热处理后120 h, 温热组的

A值都接近甚至超过常温对照组(图1). 光镜可

见AGS细胞, 温热处理后24-96 h细胞呈现一定

程度的增殖抑制, 细胞密度低于常温对照组, 至
120 h细胞密度与对照组的差别已缩小, 除温热

处理后24 h内有少量的细胞变圆、脱壁以外, 
形态与常温对照组无明显不同(图2), 其余3株
贴壁细胞的情况与AGS类似; 悬浮细胞SNU-16
温热处理后无明显外观形态变化, 而SNU-1较
为特殊, 温热处理后24 h即可见到细胞死亡现

象(图3). 荧光染色与透射电镜均未见温热对

AGS有显著形态学影响, 也无明显的细胞死亡; 
对于SNU-1, 温热处理能引起细胞死亡, 死亡形

式包括凋亡和坏死(图4, 图5). 流式分析提示: 
单纯温热并不增加AGS细胞的死亡率(10.4%±

1.0% vs  10.0%±1.2%, t  = 0.45, P = 0.678 8), 
但可增加SNU-1细胞的死亡率(9.7%±1.1% vs  
20.1%±2.5%, t  = 6.54, P  = 0.002 8), 凋亡和坏

死各占一定比例(图6).
2.2 温热对胃癌细胞黏附和侵袭能力的影响 4
株贴壁细胞温热处理后黏附能力均呈现不同

程度的降低(图7A), 与常温对照比较, 分别为

■名词解释
温热(Hyperther-
mia): 热疗在临床
实践中可通过各
种方法实现局部
或全身升温, 通常
将温度42℃-45℃
的热处理称为温
热, 临床上多与放
化疗等其他手段
联合应用.
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图 1 温热对各胃癌细胞株增殖的影响. aP<0.05, bP<0.01.
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P = 0.008 3), MKN45(100%±2.9% vs  90.0%
±2.5%, t = 4.50, P = 0.010 8), SGC7901(100%
±4.8% vs  65.6%±7.3%, t = 6.83, P = 0.002 4), 

N87(100%±0.8% vs  78.8%±10.4%, t = 4.16, 
P = 0.014 1). 所有6株细胞温热处理后侵袭能力

均呈现不同程度的降低(图7B), 与常温对照比

较, 分别为AGS(100%±7.1% vs  85.2%±5.1%, 
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■同行评价
本文通过系统的
实验研究对温热
对人胃癌细胞株
的作用进行比较
全面细致的观察,
选题具有重要的
理论和实际意义.
研究设计合理, 方
法严密, 手段较先
进 ,  全 文 结 构 规
范, 体现出较高的
学术水平.
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图 2 温热处理对AGS细胞的影响 (倒置显微镜 ×100). A1-A5: NT, d 1-d 5; B1-B5: HT, d 1-d 5. 

图 3 温热处理对SNU-1细胞的影响 (倒置显微镜 ×100). A1-A2: NT, d 1-d 2; B1-B2: HT, d 1-d 2.

图 4 温热处理对胃癌细胞株AGS和SNU-1的影响 (荧光显微镜 ×200). A: AGS, NT; B: AGS, HT; C: SNU-1, NT; D: 

SNU-1, HT.

图 5 温热处理后胃癌细胞株AGS和SNU-1的透射电镜观察. Bar  AGS 5 μm, SNU-1 10 μm. A: AGS, NT; B: AGS, HT; 

C: SNU-1, NT; D: SNU-1, HT.
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图 7 温热处理对胃癌细胞黏附和侵袭能力的影响. HT vs  

NT: aP<0.05, bP<0.01. A: 黏附能力; B: 侵袭能力.
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t = 2.94, P = 0.042 5), MKN45(100%±2.6% vs  
91.6%±3.1%, t = 3.60, P = 0.022 7), SGC7901(100%
±1.1% vs  87.9%±4.3%, t = 4.70, P = 0.009 3), 
N87(100%±4.8% vs  59.9%±3.0%, t = 12.41, 
P = 0.000 2), SNU-1(100%±9.1% vs  80.3%±2.4%, 
t = 3.63, P  = 0.022 2), SNU-16(100%±10.0% vs  
74.9%±1.7%, t = 4.13, P = 0.014 5).

3  讨论

一些肿瘤的体外研究发现, 较短时间的温热处

理即能杀伤肿瘤细胞[15-21]. 对于胃癌, Buell et al [10]

报道持续2 h的42.5℃-43.5℃温热处理能够杀

伤SNU-5细胞; 而Shchepotin et al [11]则报道连续

4 d, 每天持续1 h的42℃温热处理不能够杀伤

AGS细胞且对细胞增殖无明显影响; Goto et al [12]

应用46℃对MKN28、MKN74和KATO-Ⅲ三株

胃癌细胞进行15, 30或60 min的热处理, 结果发

现60 min热处理导致细胞坏死而15或30 min的
热处理主要诱导细胞凋亡, 各株细胞的凋亡率

略有差异; 在国内, 杨耀琴 et al [13]未发现100 min 
42℃的温热处理能杀伤BGC-823细胞, 陈卫星 
e t a l [14]则报道43℃ 30 min的热处理即能诱导

MKN28细胞发生凋亡. 可以看出, 以上研究结

果并不一致, 可能与应用的细胞株以及温热处

理与临床条件不同有关. 因此我们共选择了6
株国内外较为常用的细胞, 包括了不同分化程

度、不同病灶来源和不同生长方式的胃癌细胞

株, 以期从整体上了解温热对胃癌细胞的影响. 
同时模拟了临床腹腔内温热化疗的作用温度和

时间, 43℃ 2 h, 并在温热处理后作了较长时间

的动态观察. 出乎意料的是, 在我们的实验条件

下, 温热除对SNU-1一株细胞能够产生直接杀伤

作用之外, 对其他5株细胞无杀伤作用, 其中对

SNU-16基本无影响, 对贴壁细胞只产生了短暂

的增殖抑制效应, 说明温热直接杀伤胃癌细胞

并非普遍现象, 胃癌细胞似乎相对耐热, 这也提

示我们在临床的实际应用中仅用温热处理是不

够的, 还是应结合放化疗等其他措施联合治疗. 
目前还不了解胃癌细胞与其他肿瘤细胞热敏感

差异的具体机制, 可能与不同类型细胞对热的

反应和敏感性不同有关. 从近年来的理论进展

来看, 温热处理后引起的细胞内部基因和蛋白

质的变化也比我们以前认识的要复杂得多. 温
热作为一种应激原, 一方面使许多功能基因关

闭, 另一方面也诱导一些应激相关基因的开放

保护细胞, 如HSP[2,22], 细胞是否死亡取决于细胞

类型和抗凋亡基因的表达情况[2,22-24]. 
以往报道温热杀伤肿瘤细胞的形式包括坏

死和凋亡两种, 早期认为温热杀伤肿瘤细胞是

引起细胞的坏死, 随着凋亡现象的发现和深入

研究, 目前更多学者认为温热杀伤肿瘤细胞的

机制主要是诱导凋亡[24]. 比如以往认为温热处

理可导致细胞膜的流动性和通透性发生改变, 
引起细胞膜起泡等现象, 现认为此改变并非代

表温热引起的原发损害, 而是细胞凋亡的典型

特征, 胞膜损伤可能是细胞凋亡的继发改变[25]. 

图 6 温热处理后AGS和SNU-1死亡细胞比例. 标准差为死

亡细胞总和的标准差, bP<0.01.

  15

  10

   5

   0
      NT                       HT        

 SNU-1
  20

  25
晚期凋亡和坏死

早期凋亡b

N
T 

百
分

率
 (

%
)

120

80

40

   0
AGC

  b   a

  a   b

 MKN45 SGC7901  N87  SNU-1  SNU-16

  a
  a

B

A

  
  

  
  
 死

亡
细

胞
比

例
 (

％
)

晚期凋亡和坏死

早期凋亡



150                               ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     200�年1月18日    第14卷   第2期

www.wjgnet.com

当然, 由于研究的细胞类型不同, 进行温热处理

的温度和持续时间不同, 不同学者报道的结果

也有差异. 尽管如此, 凋亡与坏死在许多病理状

态下的界限并不清楚, 也不易完全区分, 能诱导

细胞凋亡的大多数刺激如强度或时间延长也能

导致细胞死亡[26]. 从我们的实验结果来看, 43℃ 
2 h的温热处理可引起SNU-1肿瘤细胞的坏死和

凋亡, 且两种形式均占了一定的比例, 不能完全

辨别哪个是主要形式. 
腹膜转移是胃癌术后复发的最常见原因. 腹

膜转移由腹腔内游离癌细胞着床于腹膜后增殖

发展而来, 而手术的挤压以及由切断的血管和

淋巴管溢出的癌细胞也是产生游离癌细胞的重

要原因之一. 根据腹膜转移的“种子-土壤”学

说, 手术创伤使腹膜间皮下组织裸露, 形成所谓

的“土壤”, 同时残留的血凝块和创伤修复过

程中大量纤维素渗出也有利于保护肿瘤细胞[27], 
是否着床则最终取决于“种子”的能力——即

肿瘤细胞的黏附和侵袭能力, 因此胃癌细胞的

黏附和侵袭能力是腹膜转移发生的重要原因之

一. 我们的实验证实, 多数情况下, 持续2 h的
43℃温热不足以杀伤肿瘤细胞, 但通过光镜观

察也发现温热作用后有细胞变圆, 伪足减少等

变化, 存在影响肿瘤细胞黏附、侵袭能力的可

能, 所以我们也对此进行了检测, 结果发现温热

处理能够显著降低各株胃癌细胞的黏附和侵袭

能力. 既往的有关研究也表明, 温热能使贴壁肿

瘤细胞表面的整合素等黏附分子表达降低[28], 抑
制黏着斑激酶(focal adhesion kinase, FAK)的活

性, 从而导致黏着斑成分的脱磷酸化和解离、

细胞骨架肌动蛋白和微管的解聚, 影响肿瘤细

胞的黏附能力和MAKP信号转导通路; 温热能降

低uPA表达, 减弱蛋白水解从而抑制肿瘤细胞的

浸润和转移[29]; 也能抑制有关MMP的活性, 增加

TIMP的释放, 降低侵袭能力[30]. 因此胃癌细胞黏

附和侵袭能力的降低可能使腹腔内游离癌细胞

不能着床, 有利于自身的免疫系统和化疗药物

杀伤癌细胞, 从而减少由于手术因素导致的术

后腹膜复发. 
总之, 单纯温热并不足以防治胃癌腹膜转移

的发生, 应与其他手段联合治疗; 但温热能够降

低细胞的黏附和侵袭能力, 有利于预防手术导

致腹膜转移的发生. 
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Abstract
AIM: To study the effects of Ganyanping on the 
experimental hepatic fibrosis induced by carbon 
tetrachloride (CCl4) in rats, and to explore its 
anti-fibrotic molecular mechanism.

METHODS: Thirty-eight healthy Wistar rats 
were randomly divided into normal control (N), 
model control (A), and Ganyanping therapeu-

tic group (B). The rats in group N was treated 
with normal saline by intragastrical irrigation, 
and those in group A and B were subcutaneous 
injected with CCl4 to establish hepatic fibrosis 
model. Four weeks later, the animas in group 
B were treated with Ganyanping (10 μL/g) and 
those in group A were treated with normal sa-
line by intragastrical irrigation at the same time. 
The histological changes of the liver tissues were 
examined by pathological examination. The pro-
tein expression of transforming growth factor 
beta 1 (TGFβ1) and its receptors (TβRⅠ and TβR
Ⅱ) were measured by immunohistochemical 
technique. The changes of Smad3, Smad7 and 
Col1a2 mRNA expression were observed by 
reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR).

RESULTS: The levels of TGFβ1, TβRⅠ, TβRⅡ, 
Smad3 and Col1a2 expression were elevated, 
and that of Smad7 was reduced in the model 
rats. In comparison with those in group A, the 
levels of TGFβ1 and its receptors protein expres-
sion in group B were significantly decreased 
after treatment with Ganyanping (TGFβ1: 4.18 ± 
0.17 vs 4.30 ± 0.16, P < 0.05; TβRⅠ: 4.24 ± 0.10 vs 
4.35 ± 0.14, P < 0.05; TβRⅡ: 4.27 ± 0.08 vs 4.37 ± 
0.11, P < 0.05). Meanwhile, the levels of Smad3 
and Col1a2 mRNA expression were also down-
regulated (Smad3: 0.90 ± 0.41 vs 0.93 ± 0.05, P < 
0.05; Col1a2: 0.92 ± 0.03 vs 0.95 ± 0.03, P < 0.05). 
However, the level of Smad7 mRNA expression 
was significantly up-regulated (0.87 ± 0.03 vs 
0.84 ± 0.05, P < 0.05). The pathological changes 
of liver tissues in group B were also markedly 
alleviated..

CONCLUSION: Ganyanping has significant in-
hibitory effects on CCl4-induced hepatic fibrosis 
in rats, and its mechanism may be associated 
with the inhibition of TGFβ1 and its receptors 
protein expression, down-regulation of Smad3 
mRNA expression and up-regulation of Smad7 
mRNA expression..

Key Words: Ganyanping ; TGFβ1/Smad signaling 
pathway; Hepatic fibrosis
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中药肝炎平对 CCl4 诱导的肝纤维化大鼠 TGFβ1/Smad 信
号通路的影响

熊章鄂, 但自力, 唐望先, 严红梅

®

■背景资料
TGFβ 1及其信号
转导通路在肝纤
维化的发生与发
展中有着重要作
用, 干预其信号转
导的各个环节已
成为目前抗肝纤
维化治疗的重要
目标.
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摘要
目的: 研究中药肝炎平对CCl4诱导的大鼠肝纤
维化肝脏TGFβ1及其受体TβRⅠ, TβRⅡ水平和
Smad3, Smad7及前胶原a2(Ⅰ)(Col1a2) mRNA
表达的影响, 探讨其抗纤维化的作用机制. 

方法: 健康Wistar大鼠38只随机分为正常对照
组(N组)、模型对照组(A组)以及肝炎平治疗
组(B组). N组每日以生理盐水10 μL/g灌胃, A
组及B组用CC l4制备大鼠肝纤维化模型, B组
4 wk后开始以肝炎平10 μL/g灌胃给药, A组
同时以生理盐水10 μL/g灌胃, 每日1次. 9 wk
后处死大鼠, 取肝组织作病理学检查, 免疫组
化检测TGFβ1及其受体TβRⅠ, TβRⅡ的表达, 
RT-PCR检测胞内信号蛋白Smad3, Smad7以及
Col1a2 mRNA的表达. 

结果: 与正常对照组相比, 模型组TGFβ1、 
TβRⅠ、TβRⅡ、Smad3、Col1a2表达明显
增强, Smad7表达明显下降. 经肝炎平治疗后
大鼠肝脏TGFβ1及其受体TβRⅠ, TβRⅡ表达
均比模型组减弱(TGFβ1: 4.30±0.16 vs  4.18
±0.17, P <0.05; TβRⅠ: 4.35±0.14 vs  4.24±
0.10, P <0.05; TβRⅡ: 4.37±0.11 vs  4.27±0.08, 
P <0.05). 肝炎平同时下调S mad3和C o l1a2 
mRNA的表达(Smad3: 0.93±0.05 vs  0.90±
0.41, P <0.05; Col1a2: 0.95±0.03 vs  0.92±0.03, 
P <0.05), 上调Smad7 mRNA的表达(0.84±0.05 
vs  0.87±0.03, P <0.05). 另外, 肝炎平组大鼠肝
脏病理变化显著改善.

结论:  肝炎平对大鼠肝纤维化肝脏T G F β1/
Smad信号通路有明显的影响, 能抑制CCl4诱
导的大鼠肝纤维化, 其作用机制可能为抑制
TGFβ1及其受体TβRⅠ, TβRⅡ蛋白表达, 下
调Smad3 mRNA, 上调Smad7 mRNA的表达, 
并最终下调了作为主要细胞外基质的Col1a2 
mRNA的表达. 

关键词�� 肝炎平; TGFβ1/Smad信号通路; 肝纤维化
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0  引言

中药肝炎平由黄芪、丹参、虎杖等多味中药组

方而成, 具有清热解毒、化湿化瘀、活血通络之

功效, 经多年临床应用, 显示出了良好的抗肝纤

维化作用. 转化生长因子β1(transforming growth 
factor–beta1, TGF-β1)是肝纤维化过程中重要的

细胞因子[1-4]. 肝炎平的抗纤维化作用亦可能与

TGF-β1/Smad信号通路有关, 为了探讨其抗肝纤

维化作用的机制, 我们采用CCl4诱导大鼠肝纤维

化模型, 用免疫组化和RT-PCR方法检测TGF-β1

及其受体T β RⅠ ,T β RⅡ蛋白水平及S m a d3, 
Smad7, 前胶原a2(Ⅰ)(Col1a2)mRNA水平的表

达, 观察肝炎平对肝纤维化时肝脏TGF-β1/Smad
信号通路的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝炎平由华中科技大学同济医学院附

属同济医院药厂提供, 批号: 20041110. 所用一

抗均购自武汉博士德公司, 免疫组化试剂盒及

辣根过氧化物酶标记的二抗购自北京中山公司. 
RNA抽提试剂RNArose Reagent购自上海华舜生

物工程有限公司. 逆转录酶M-MLV, Oligo(dT)15, 
RNase inhibitor, dNTP购自Promega公司, Taq酶
购自MBI公司. 引物由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成, 用三蒸水溶解配成10 μmol/L
工作浓度备用. 清洁级♂Wistar大鼠38只, 体质

量180-220 g, 由华中科技大学同济医学院实验

医学动物中心提供. 采用CC l4制造肝纤维化模

型, 以400 mL/L CCl4色拉油溶液按3 μL/g sc, 每
周2次, 共9 wk. 大鼠随机分为3组: N组(正常对

照组, 8只), A组(模型对照组, 15只), B组(肝炎

平治疗组, 15只). N组正常饲养, 每日以生理盐

水10 μL/g灌胃. 其余两组按上述方法造模, B组
4 wk后开始以肝炎平10 μL/g灌胃给药, A组同

时以生理盐水10 μL/g灌胃, 每日1次. 9 wk后, 处
死大鼠, 取部分肝脏组织(每只大鼠部位相同), 
40 g/L中性甲醛固定, 石蜡包埋, 切片行HE染色.
1.2 方法

1.2.1 肝脏TGF-β1、TβRⅠ、TβRⅡ表达的检

测 石蜡切片常规脱蜡至水, 30 mL/L H202孵育

15 min, 抗原修复, 正常血清封闭, 1∶50稀释

的一抗4℃孵育过夜, 生物素化二抗37℃孵育

15 min, SP 37℃孵育15 min, DAB染色. PBS代
替一抗作空白对照. 每张切片随机选取不重叠的

10个视野摄取图像, 用HPIAS-1000型多媒体彩

色病理图文分析系统进行图像半定量分析, 测定

每张切片阳性表达区域的平均光密度值, 求平均

值并取对数作为该张切片的阳性表达强度. 
1.2.2 Smad3、Smad7及Col1a2在mRNA水平的

■创新盘点
本文结果显示中
药肝炎平能在多
水平、多靶点作
用于TGFβ 1及其
信号通路, 为其良
好的抗肝纤维化
作用提供了有力
的实验依据, 为进
一步深入研究祖
国中草药的抗肝
纤维化作用提供
了重要思路.
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表达 按照RNA抽提试剂RNArose Reagent使
用说明进行. 紫外分光光度计测RNA浓度及纯

度. 取总RNA 2 μg在50 μL体系下逆转录反应

合成cDNA, 取cDNA 4 μL作为模板进行PCR反
应. Smad3上游引物5'-CAGGGCTTTGAGGCTG
TCTA-3', 下游引物5'-CTGGCATCTTCTGTGG
TTTC-3', 扩增片断长度357 bp, 退火温度54℃; 
Smad7上游引物5'-ACTGGTGCGTGGTGGCAT
ACTGG-3', 下游引物5'-GCCGATCTTGCTCCT
CACTTTCTG-3', 扩增片断长度176 bp, 退火温

度60℃; Col1a2上游引物5'-CAGCGGAGGAGG
CTATGACTTT-3', 下游引物5'-GGCGAGATGG
CTTATTCGTTTT-3', 扩增片断长度707 bp, 退
火温度58℃; 亲环素CYC作为内参, 上游引物

5'-CTTCGACATCACGGCTGATGG-3', 下游引

物5'-CAGGACCTGTATGCTTCAGG-3', 扩增片

断长度265 bp, 退火温度56℃. 取PCR反应产物

6 μL在20 g/L琼脂糖凝胶上电泳45 min, 电压

80 V, 电泳缓冲液为0.5×TBE. 图像分析仪采图, 
Bandscan5.0软件分析图像灰度值, 并以单位面

积的扩增片断/单位面积的CYC的灰度值(取对

数)表示所扩增目的基因片断的相对表达水平, 
作半定量分析. 

统计学处理 采用SPSS 11.5统计软件包, 组
间比较用t检验, 结果以mean±SD表示.

2  结果

2.1 病理组织学改变 正常组肝细胞以中央静脉

为中心向四周呈放射状排列, 结构正常. 模型组

肝组织病理损害严重, 正常结构被破坏, 肝索排

列紊乱, 肝细胞明显肿胀变性, 其中多为脂肪变

性, 肝小叶中央区明显坏死. 间质内有炎性细胞

浸润, 胶原增生显著, 增生结缔组织分割肝小叶, 
接近形成假小叶. 肝炎平治疗组与模型组相比, 
肝组织结构破坏不明显, 肝细胞脂肪变性程度

显著减轻, 可见少量炎性细胞浸润, 肝细胞坏死

减轻, 少见纤维结缔组织增生(图1A, B).
2.2 免疫组化结果 TGF-β1在正常组肝组织肝窦

处有阳性着色, 与正常组比较模型组TGF-β1表

达明显增强(P <0.01), 主要分布于纤维组织增多

的区域以及汇管区、肝血窦、坏死灶等处, 以
纤维隔中炎性细胞胞质及其周围多见, 提示肝

脏间质细胞是TGF-β1的主要来源细胞(图2A). 
肝炎平治疗组阳性染色程度较模型组明显减轻

(P <0.05), 纤维隔中炎性细胞胞质阳性染色明

显减少(图3A). 正常对照组肝细胞和间质细胞

可见TβRⅠ和TβRⅡ阳性染色, 模型组TβRⅠ和

TβRⅡ阳性染色显著增强(P <0.01), 尤以纤维增

生组织和炎性细胞周围多见(图2B, C). 肝炎平

治疗组阳性染色程度较模型组明显减轻(图3B, 
C)(P <0.05, 表1).
2.3 RT-PCR结果 与正常组相比, 模型组Smad3, 
Col1a2 mRNA表达增强(P <0.01), 肝炎平治疗组

较模型组表达减弱(P <0.05), 肝炎平治疗组与模

型组相比有显著差异; 模型组Smad7较正常组表

达降低(P <0.01), 而与模型组比较, 肝炎平治疗

图 1 A: 大鼠CCl4所致肝损伤 (HE×100); B: 肝炎平治疗组 (HE×100). 

A B

    

表 1 大鼠肝组织TGF-β1, TβRⅠ, TβRⅡ, Smad3, Smad7, Col1a2的表达 (mean±SD)

分组                       TGF-β1                TβRⅠ          TβRⅡ    Smad3                Smad7            Col1a2

正常对照                 4.0�±0.14         4.03±0.11         4.01±0.12         0.85±0.02          0.92±0.04          0.8�±0.05

模型对照                 4.30±0.1�b        4.35±0.14b     4.37±0.11b        0.93±0.05b         0.84±0.05b         0.95±0.03b

肝炎平治疗              4.18±0.17a        4.24±0.10a        4.27±0.08a        0.90±0.41a         0.87±0.03a         0.92±0.03a

aP<0.05 vs  模型对照; bP<0.01 vs  正常对照.

■同行评价
本研究从TGF-β1

与Smad, 2, 3作用
的线索出发, 研究
了肝炎平的抗肝
纤维化机制. 方法
思路比较先进, 结
论与结果相符. 图
片资料清晰,对读
者有启发作用.
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组表达增强(P <0.05), 肝炎平治疗组与模型组相

比有显著差异(表1, 图4).

3  讨论

转化生长因子β1(transforming growth factor-
beta1, TGF-β1)是最重要的促纤维化生长因子, 
活化后的T G F-β1结合于特异性受体后进入信

号转导途径, 发挥其生物学作用[5,6]. TGF-β受体

存在于体内所有细胞并仅能结合激活的TGF-β. 
TGF-β受体属丝氨酸(Ser)/苏氨酸(Thr)蛋白激

酶受体[7], 分为3型: Ⅰ型(TβRⅠ), Ⅱ型(TβR
Ⅱ), Ⅲ型(TβRⅢ). TβRⅠ和TβRⅡ参与信号转

导. TβRⅡ是一种结构性激酶, 有自身磷酸化的

功能. TGF-β1在TβRⅢ递呈作用下结合于TβR
Ⅱ, 然后TβRⅠ被迅速募集到TGF-β-TβRⅡ二

聚体中, 并被TβRⅡ磷酸化, 磷酸化后的TβRⅠ
具有激酶活性并传递信号给下游底物. TβRⅡ

在胞质区域有丝氨酸/苏氨酸激酶活性, 在功能

图 3 肝炎平治疗组免疫组化染色. A: TGF-β1 (SP×200); 

B: TβRⅠ(SP×400); C: TβRⅡ (SP×200). 

图 2 大鼠CCl4所致肝损伤免疫组化染色. A: TGF-β1 (SP×

200); B: TβRⅠ(SP×400); C: TβRⅡ (SP×200). 

A

B

C

A

B

C

上对信号传递起闸门作用[6]. 被TβRⅡ激活的

TβRⅠ能够激活胞质中转导信号至核内的信号

蛋白Smads[8]. 迄今为止, Smad蛋白是TGF-β受
体胞内激酶的唯一底物[8], 他既是胞内信号分

子, 又有转录激活作用. 目前所知的8种Smad蛋
白中, 只有Smad2、Smad3是TβRⅠ的底物, 介导

TGF-β1信号[9]. TGF-β1介导的受体调节型Smad2
和Smad3的磷酸化导致的构象变化使之易于与

Smad4相互作用, 并转移至核内. 在核内, 一旦

Smad2/3-Smad4复合物结合到靶基因的启动子, 
可根据细胞类型的不同, 激活或抑制转录[10]. 经
Smad通路的TGF-β信号转导途径的研究表明[11], 
Col1a2, Col3a1, Col6a1, Col6a3, TIMP-Ⅰ以及

PAI-1均是受其调控的靶基因. Smad3与Smad4
形成复合物并转移至核内, 并在核内转录调节

TGF-β靶基因的启动子, 如纤溶酶原激活物抑制

剂-1(plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1)和
Ⅰ型胶原a链, 他们在多种组织的纤维化进程中
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均有重要作用. Ⅰ型胶原是纤维化进程中主要

的胞外基质, 已有研究表明[5], Smad3是HSC活
化的重要媒介, 减少Smad3的激活被认为是调

节下游Ⅰ型胶原表达的关键步骤. Smad7是一

种抑制型Smad, 他与TβRⅠ结合后阻止其招募

Smad3及磷酸化, 从而抑制TGF-β1信号的传导. 
Smad7也能使E3泛素连接酶Smurfs 1和2(Smad 
ubiquitination regulatory factors 1 and 2)结合于

TβRⅠ, 随后使之泛素化而降解. 在慢性肝损伤

过程中Smad7的水平降低[12], 失去了对TGF-β信
号潜在的抑制作用, 而诱导Smad7的表达[13], 能
够竞争性抑制Smad2/3的核转位, 阻断TGF-β1信

号的传导, 减少Ⅰ和Ⅲ型胶原的表达.
本结果显示, 肝炎平治疗组肝纤维化程度较

模型组明显减轻, 肝炎平能够显著抑制TGF-β1

及其受体TβRⅠ, TβRⅡ的表达(P <0.05), 拮抗胞

内关键信号分子Smad3, 上调Smad7在mRNA水

图 4 肝炎平对Smad3、Smad7以及Col1a2 mRNA表达的影

响. 1: DNA Ladder Marker; 2, 4, 6: 正常组、模型组、肝炎平

治疗组内参; 3, 5, 7: 正常组、模型组、肝炎平治疗组目的

基因. A: Smad3; B: Smad7; C: Col1a2.
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平的表达(P <0.05), 并最终抑制了Col1a2 mRNA
的表达(P <0.05). 目前认为[14], 阻断TGF-β1的

合成和信号是抗纤维化治疗的主要目标, 随着

细胞生物学的发展, 开展了在多种水平上抑制

T G F-β1的尝试 .  这些主要包括抗氧化剂的应

用[15-19], 中和性抗体[20]以及中草药[21-23], 起负性

作用可溶性受体的表达[24,25], 拮抗性细胞因子

的应用[26-28]以及运用反义寡核苷酸阻断TGF-β1

的合成等[29]. 祖国医学认为, 肝纤维化的形成主

要是由于湿热、气虚、血瘀所致. 肝炎平主要

由黄芪、丹参、虎杖等多味中药组成, 具有活

血化瘀、清热解毒、疏肝利胆、益气化湿的功

效, 正是针对肝纤维化的病理环节组方. 我们以

前的研究发现[30,31], 肝炎平能有效调节免疫机

制, 降低TNF-a, IL-6, IL-8等细胞因子的生成和

释放, 减少肝损害时肝组织氧自由基的产生, 提
高细胞SOD活性, 对急慢性肝损伤有很好的保

护作用, 并具有防治肝纤维化的作用, 但一直对

其作用的分子机制不甚明确. 本研究表明, 肝炎

平可在多层次、多靶点通过TGF-β1/Smad信号

通路发挥作用从而抑制肝纤维化的发生与发展, 
这可能是其抗肝纤维化作用的重要机制. 
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Abstract
AIM: To construct a CS3 fimbria-displayed 
random peptide library on the Escherichia coli 
cell surface.

METHODS: Firstly, a new display vector with 
double restriction sites was reconstructed, and 
the ability of the new vector to form CS3 fim-
briae on E. coli surface was confirmed by West-
ern blot and transmission electron microscopy. 
Then two oligonucleotides were synthesized, 
one of which contained a random oligonucle-
otide encoding region (NNK)10 and the other 
was its complement. The two synthesized oligo-
nucleotides was annealed and then extended by 
Klenow Fragment. The double-stranded oligo-
nucleotides were digested by XhoⅠ and BamH

Ⅰ and purified by PAGE, then inserted into the 
digested display vector. The ligation product 
was purified and electroporated into XL1-Blue. 
Ten randomly selected clones were sequenced 
and the sequences were analyzed..

RESULTS: A library with diversity of 1.8×106 
was obtained. The sequencing results confirmed 
the basic frame of the constructed library to be 
correct and the bases of A, T, G, and C were dis-
tributed randomly..

CONCLUSION: A random ten-peptide library is 
displayed on the Escherichia coli cell surface us-
ing CS3 fimbriae display system..

Key Words: CS3 fimbria; Bacterial surface display; 
Random peptide library

Liu XX, Yuan SL, Zhan DW, Zheng JP, Liu CJ, Wang 
P, Wang LC, Zhang ZS. Construction of a CS3 fimbria-
displayed random peptide library on Escherichia coli cell 
surface. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(2):158-162

摘要
目的: 在肠毒素性大肠杆菌CS3菌毛表面构建
10肽随机肽库. 

方法: 首先将原有的单酶切CS3菌毛呈现载体
改造为双酶切载体, 并证实改造后的载体能正
确形成CS3菌毛. 同时设计合成2条寡核苷酸
序列, 链1含有1个10肽随机编码序列(NNS)10, 
链2可与链1的3'端互补. 两条链经过退火、延
伸、酶切和回收与经过同样酶切的呈现载体
连接, 连接产物纯化后分多次电击转化, 获得
随机肽库. 随机挑选10个克隆进行测序并对测
序结果进行分析. 

结果: 获得1个库容量为1.8×106大小的随机
肽库. 测序结果显示, 所构建肽库的基本框架
与预期设计相符, 4个寡核苷酸出现的频率也
与理论值相接近.

结论: 在肠毒素性大肠杆菌CS3菌毛表面成功
构建库容量为1.8×106大小的10肽随机肽库. 
为下一步利用肽库进行筛选奠定了基础. 

■背景资料
运 用 重 组 D N A
技术在微生物表
面呈现外源蛋白
或 多 肽 ,  在 微 生
物学、分子生物
学、疫苗学和生
物技术等方面得
到 了 广 泛 的 应
用. 对噬菌体、细
菌、真菌、病毒
等都在进行这方
面的研究. 噬菌体
表面展示技术比
较成熟, 但其本身
存在一些限制. 细
菌表面展示系统
是继噬菌体表面
展示系统之后发
展起来的, 其呈现
载体多样, 可根据
不同的需要呈现
不同的蛋白, 达到
不同的目的. 近年
来其应用领域已
扩展到包括重组
细菌疫苗, 多肽库
筛选系统, 全细胞
吸附剂, 重组全细
胞催化剂以及作
为诊断的细胞基
础的固相试剂等.
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0  引言

众所周知, 疫苗是通过表面的多个优势抗原表

位, 刺激机体产生免疫应答, 抵制外来病原体发

挥作用的. 因而, 抗原表位的获得在疫苗研制中

具有极为重要的作用. 微生物表面展示随机肽

库技术的发展与成熟, 为抗原表位的确定提供

了一个高通量筛选工具, 成为目前确定抗原表

位的主要方法之一. 所谓微生物表面展示随机

肽库, 就是将随机编码的多肽序列与相应的载

体(噬菌体、细菌、病毒和酵母等)蛋白融合并

活性表达于其表面, 构成随机肽库. 利用生物淘

洗等筛选方法, 即可快速有效地获得抗原表位. 
在微生物表面展示随机肽库中, 噬菌体肽库比

较成熟, 细菌展示肽库是继其后发展起来的, 其
优势在于除了可用传统的生物淘洗法筛选外, 
还可用荧光激活细胞分选(fluorescence-activated 
cell sorting, FACS)技术进行更快速更高效的筛

选[1]. 另外, 在利用筛选出的抗原表位构建重组

活菌苗的过程中, 细菌表面展示系统与噬菌体

相比也有独特的优势, 包括可供选择的载体蛋

白种类较多, 免疫佐剂作用明显以及易于构建多

价疫苗等[2].
研究表明, 细菌的外膜蛋白、脂蛋白、菌

毛蛋白(如K88, CS31A, P纤毛)以及鞭毛蛋白都

能够作为外源蛋白的表面呈现载体. Lu et al [3]在

1995年利用鞭毛为骨架构建FliTrxTM随机12肽
库, 应用到抗原表位筛选[3]、蛋白磷酸化酶1结
合位点确定[4]、细胞特异性结合肽[5]以及肿瘤

成血管肽筛选研究[6]; Kjaergaard et al [7]利用菌

毛FimH为骨架构建随机肽库, 并从中成功筛选

得到Zn2+结合肽. 菌毛在细菌表面数量很多, 每
根菌毛又含有500-1 000拷贝的菌毛蛋白, 而且

具有较强的免疫原性, 特别适合于构建基因工

程活菌疫苗. 肠毒素性大肠杆菌(enterotoxigenic 
Escherichia coli , ETEC)是引起婴幼儿和旅游者

腹泻的主要病原菌, 他的致病性依赖于两类毒

性因子, 即肠毒素和定居因子抗原(colonization 
factor antigens, CFAs). CS3是CFA/Ⅱ阳性菌株的

共有抗原, 由60 Mu的大质粒编码[8]. 本实验室构

建了CS3菌毛呈现载体, 并证明在包括信号肽在

内的CS3的第72-73位氨基酸间插入从9肽到19
肽的多种抗原表位后, 外源表位都能得到呈现[9]. 
现利用此呈现载体并加以改造, 在大肠杆菌CS3
菌毛上构建了细菌表面展示随机肽库, 为今后

筛选抗原表位以及进一步构建重组活菌苗的研

究奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 大肠杆菌DH5a和XL1-Blue为本实

验室保存. CS3呈现载体pCS X72由本实验室

构建. CS3单克隆抗体由瑞典Gobebourgs大学

A.M.Svennerholm教授惠赠. 限制性内切酶、

DNA聚合酶Ⅰ(Klenow大片段)以及T4 DNA连

接酶等均为New England Biolabs产品. 质粒纯化

试剂盒购自Promega公司, 琼脂糖凝胶DNA回收

试剂盒和聚丙烯酰胺凝胶DNA回收试剂盒购自

北京天为时代公司, HRP标记羊抗鼠IgG, DAB
显色试剂盒购自北京中杉金桥生物公司. DNA
分子质量标准pBR322/MspⅠ和DL15000分别为

华美生物工程公司和大连宝生物公司产品, 低
分子质量蛋白标准购自安玛西亚公司. 引物合

成及测序分别由上海博亚生物技术公司和上海

华诺生物科技公司完成. JOELJME 1200EXⅡ扫

描电镜由军事医学科学院微生物流行病研究所

提供.
1.2 方法 构建双酶切载体p C S X B72合成2条
寡核苷酸序列: 5′CTAGACTCGAGACTAG-
TACGCGTGGATCCT 3′(含有XhoⅠ和Bam H
Ⅰ酶切位点)和5′TGAGCTCTGATCATGCG-
CACCTAGGAGATC 3′(含有XhoⅠ和Bam HⅠ

酶切位点). 将2条引物退火, 两端即形成XbaⅠ
酶切位点, 与同样用XbaⅠ酶切并去磷酸化的载

体pCSX72连接, 构建为包含XhoⅠ和Bam HⅠ酶

切位点的双酶切载体pCSXB72.
1.2.1 电镜下观察菌毛形成[10] 收获在CFA平板

上培养18-20 h的转化有pCSXB72的大肠杆菌

XL1-Blue, PBS洗涤3遍后, 用适量的PBS重悬, 
使A 600 = 1.0; 吸取一滴细菌悬液滴加在喷有炭膜

的铜网上, 放置1 min; 将菌液弃掉, 用PBS洗一

遍, 稍干后用20 g/L磷钨酸负染20 s, 干燥后在

扫描电镜下观察. 
1.2.2 菌毛蛋白的粗提及Western印迹分析 收获

在CFA平板上培养的重组菌, 用PBS洗2遍, 重
悬于适量的PBS中, 60℃水浴放置30 min, 涡悬

振荡器剧烈振荡1 min, 12 000 g离心10 min, 

■研发前沿
噬菌体展示技术
在肽库构建与筛
选研究中获得极
大 成 功 ,  细 胞 表
面展示技术作为
一种配体筛选方
法 ,  是 对 噬 菌 体
展示文库的有力
补充. 一些细胞表
面展示的多肽文
库已构建成功并
用于筛选高亲和
力的多肽配体. 如
基于E.coli 鞭毛蛋
白Fl iC所构建的
FLITRX系统, 就
被成功用于多肽
文 库 的 展 示 .  另
外, 抗体片段也可
以展示于细菌或
酵母表面, 从而使
抗体库的构建成
为可能. 细胞表面
展示文库的最大
优点在于他可借
助荧光激活细胞
分选技术进行高
通量筛选, 从而大
大加快和简化筛
选过程.
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上清即含有菌毛蛋白 [11]. 菌毛蛋白经过S D S-
PAGE(150 g/L分离胶和50 g/L积层胶)分离, 用
湿式转移电泳的方法将蛋白质转移到硝酸纤维

素膜上, 加封闭液(含50 g/L脱脂奶粉的PBST)室
温缓慢摇动封闭1 h, 加CS3单克隆抗体结合2 h, 
PBST洗膜3次后, 加HRP标记羊抗鼠IgG室温孵

育1 h, PBST洗膜3次后, 用DAB显色试剂盒显色.
1.2.3 随机肽库的构建 随机肽库构建[12]的基本

流程如图1, 具体操作: (1)线性化载体的制备. 提
取质粒pCSXB72, 用XhoⅠ和Bam HⅠ进行双酶

切, 琼脂糖凝胶回收目的片段, 共需线性化载体

约为12 μg, 冻存备用. (2)随机寡核苷酸插入片

段的制备. 根据载体pCSXB72两端的XhoⅠ和

Bam HⅠ酶切位点情况以及构建随机肽库的要

求, 设计合成两条随机寡核苷酸片段, 链1序列

为5′GGACGCCTCGAG(NNS)10GGATCCGC
GACCAGT 3′, 其中NNS为随机序列(N为A、

G、C、T四种碱基之一, S为G、C两种碱基之、C两种碱基之C两种碱基之

一), 两端为保护碱基和酶切位点; 链2序列为5
′ACTGGTCGCGGATCC 3′, 与链1的3′端

互补. 在Eppendorf管中加入退火缓冲液[TE(pH 

8.0)+100 mmol/L NaCl]12 μL, 100 μmol/L的
链1, 链2各4 μL, 95℃加热10 min, 缓慢降至室

温, 继续加入2.5 mmol/L的dNTP 10 μL, Klenow
大片段10 μL, 10×Klenow缓冲液16 μL, 37℃ 
40 min, 75℃ 15 min. XhoⅠ和Bam HⅠ进行

双酶切, PAGE(160 g/L)分离, 聚丙烯酰胺凝胶

DNA回收试剂盒回收目的条带, 共需插入片段

约300 ng. (3)连接及连接产物的纯化. 对酶切回

收的载体与插入片段进行定量, 在300 μL反应

体系以适当的连接比连接数管, 连接产物用酚

∶氯仿(1∶1)抽提2次, 氯仿抽提1次后, 进行乙

醇沉淀, 最后分别溶于35 μL TE(pH 8.0)中. (4)
电转化构建随机肽库. 电转化感受态细胞XL1-
Blue的制备参照文献[13]. 取3 μL回收纯化的连

接产物加入100 μL电转化感受态细胞中, 利用

Bio-Rad公司的电转化仪进行电转化. 电击参数

为: 电极间隙0.2 cm, 电压2.5 kV, 电容25 μF, 电
阻200 Ω, 电击后尽快加入500 μL SOC培养基

混匀, 将混合物转移至Eppendorf管中, 冰上放置, 
如此共电击30次. 待全部样品转化完毕, 37℃振

荡培养45 min, 取适当样品稀释后涂SOB平板. 
其他加入到LB培养基30 mL中, 37℃振荡培养他加入到LB培养基30 mL中, 37℃振荡培养加入到LB培养基30 mL中, 37℃振荡培养

6 h, 取样进行平板计数. 其余加甘油至终浓度

为250 mL/L, 分装成小管, -70℃冻存备用. (5)
序列测定. 根据载体pCSXB72序列, 在插入位

点上游设计测序引物, 5′CACTGTCAGCTAT-
GAGTTCA 3′. 取构建的肽库中适量样品稀释

后涂平板, 随机挑选10个克隆, 进行序列测定, 
对肽库进行基本框架验证及多样性评价. 

2  结果

2.1 双酶切载体的构建及菌毛形成能力的鉴定 
由于单酶切载体自连率太高, 我们在原有载体

的基础上构建了双酶切载体pCSXB72, 测序证

明载体构建正确. 将pCSXB72转化XL1-Blue后
在电镜下可观察到菌毛生长(图2), 进一步提取

菌毛蛋白进行Western印迹实验, 证明新构建的

载体能形成CS3菌毛(图3).
2.2 随机肽库的构建 在构建肽库的过程中, 首先

将载体进行双酶切(图4), 与经过同样酶切的随

机寡核苷酸片段(图5)进行连接. 由于载体与插

入片段的摩尔比是连接效率的关键因素, 我们

分别将载体与插入片段以1∶0, 1∶3, 1∶5, 1∶
10的摩尔比进行连接. 实验表明, 当载体与插入

片段的摩尔比是1∶5时, 连接效率最高, 此时与

图 1 CS3菌毛展示随机肽库构建示意图.

Oligo 1
Oligo 2

Klenow,  dNYP'S

XhoⅠ,  BamHⅠ

双链退火

延伸补平

酶切

BamHⅠ

XhoⅠ

HindⅢ

Amp

ori

CS3

pCSXB72

 7 440 bp

HindⅢ

HindⅢ

BamHⅠ

XhoⅠ

ori pCSXB72

  7 440 bp

CS3

oiAmp

HindⅢ

CS3
菌毛

图 2 XL1-Blue (pCSXB72)表面表达CS3菌毛 (SEM×30 000).

■创新盘点
本研究中采用的
C S 3 菌毛呈现载
体是由我们自行
构建的载体, 并进
一步用于构建随
机肽库, 因而具有
良好的工作基础
和自主知识产权; 
在肽库构建过程
中, 通过将其改造
为双酶切载体和
优化各种酶切, 连
接和转化条件, 提
高了库容量, 可基
本满足下一步筛
选的要求.
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摩尔比为1∶0的转化菌落数相比大于100倍, 因
此采用1∶5的摩尔比进行连接. 连接产物电转

化后, 取样进行平板计数, 表明含有1.8×106个

原始克隆, 即该随机肽库的库容量为1.8×106. 
原始肽库扩增后再次进行平板计数为6.5×108, 
这样每一克隆的拷贝数约为360, 所构建肽库的

库容量可基本满足筛选的要求.
2.3 随机肽库的鉴定 从构建好的随机肽库中, 任
意挑选10个克隆进行测序(图6), 根据测序结果

统计四种碱基出现频率(表1). 结果显示, 四种碱

基出现情况与预先设计的NNS相符, 即第1, 2位
碱基分别为A, C, G, T中的任一种, 第3位碱基为

G/C中的任1种. 四种碱基出现频率与理论值相

近. 而实测值与理论值的差异可能是由于所测

序列较少, 当所测序列样本增大时, 这种差别就

会减少到最低. 在氨基酸组成方面, 以上10个序

列中包含了19种氨基酸, 只有苯丙氨酸未包括. 

这些结果表明, 我们所构建肽库的基本框架以

及寡核苷酸出现的频率均达到了肽库构建的要

求. 同时, 从随机肽库中任意挑选一个克隆, 进
行Western印迹分析, 证明在插入10肽随机序列

后, 仍能正确形成CS3菌毛(图3)..

3  讨论

尽管随机肽库的构建方法目前已比较成熟, 但
是不同的随机肽库、不同的展示载体, 具体方

法往往不一样, 肽库构建的每一个过程都有可

能影响其质量. 因此, 在肽库构建的过程中, 要
通过提高每一步反应的效率, 构建具有更大库

容量和多样性的肽库, 为筛选奠定良好的基础. 
随机寡核苷酸片段的设计采用常用的NNS模式, 
组成32种密码子, 既可以编码20种氨基酸和一

种终止密码子(TAG), 又减少了随机寡核苷酸序

列中出现终止密码子的频率. 由于前期研究中

图 4 载体酶切与回收产物电泳结果. M: DL15000分子

质量标准; 1: 载体pCSX72; 2: 载体pCSXB72; 3: Xho Ⅰ和

Bam HⅠ酶切后的载体pCSXB72; 4: 双酶切后回收的载体

pCSXB72.

图 5 随机寡核苷酸双链酶切回收产物的PAGE电泳结果. 

M: pBR322 DNA/MspⅠ分子质量标准; 1: 随机双链退火、

延伸补平产物 (57 bp); 2: 延伸产物酶切后回收片段 (36 bp).

    

表 1 10个克隆中4种碱基出现频率统计 (%)

                    A                    G                      C                     T

N               22.�             ��.�               17.0              24.0

S                  0                ��.0               44.0                0  

  1               2               3             4

ku    M          1             2             3             4

97.0
66.0
45.0

30.0

20.1

14.4

  CS3

图 3 CS3菌毛的SDS-PAGE和Western印迹. M: 低分子质量

蛋白标准; 1: XL1-Blue/pCSX72; 2: XL1-Blue/pCSXB72; 3: 

随机肽库中任意挑选的克隆.

bp   M          1           2          3          4

15 000
10 000
  7 500
  5 000

  2 500

  1 000

    250

110
 90
 76
 67

 34

 26

bp   M        1         2

序列 1   CAG  GGC  AAC  GGG  GAC  GTC  AGC  GTC  AAG  AGG

序列 2   CAC  GGG  GAC  TGC   ATG  TTG  GGC  CTG  ATG  GTG

序列 3   CGC  TAG  GCG  GCG  CGG  GCC  GGC  GGC  AGC  ACC

序列 4   GGC  GGC  CAG  TAG  GCC  TGC  CAG  GCG  TGC  GAG

序列 5   TCC  TGC  AGG  ACC  GTG  GGC  GCG  CGG  TGG  TGG

序列 6   CTG  GTC  GGG  GCC  GTG  TTG  AGC  TAC   CAG  TTG

序列 7   CTC  ATC  GAG  AGG  ACG   TGC  TGC  AAG  GGG  GTG

序列 8   AGG  ATG  CTG  AGC  GGG  GTG  ATG   ATC  CCG  GCC

序列 9   TTG  GAC  TAG  TCG   TAC  AAC   GAG  CTG  CAC  TTG

序列 10  TCC  TAG  CGG  TGC  GAG  CGC  GGG  CGC  CAG  GTG

图 6 任意挑选克隆序列测定结果.

■应用要点
利用多肽库和体
外筛选技术来识
别和分离具有特
定性质的多肽, 是
生物学中一个快
速发展的领域. 其
应用领域包括: 抗
原表位的筛选; 分
离金属结合肽; 抗
体亲和力成熟; 提
高酶催化活性; 改
变底物特异性; 筛
选结合肽等. 由于
菌毛在细胞表面
以极高的拷贝存
在, 他们具有强免
疫原性和黏附特
性, 而且易于纯化, 
因此利用菌毛呈
现的随机肽库可
用于筛选抗原表
位或金属结合肽, 
并进一步用于构
建基因工程活菌
疫苗或重金属去
除吸附剂.



构建的单酶切呈现载体pCSX72自连现象严重, 
因此首先将其改造为双酶切载体, 大大减少了

自连现象, 提高了连接效率. 接着, 在对载体和

随机寡核苷酸片段进行彻底的酶切、确定连接

条件和转化条件等多个环节中, 都进行反复实

验以摸索出最佳条件. 受细菌本身转化效率的

影响, 构建细菌表面展示随机肽库的库容量较

噬菌体随机肽库要小的多, 目前已报道的随机

肽库容量多在105-107之间. 我们通过多次转化获

得的随机肽库容量为1.8×106, 可基本满足下一

步筛选的要求. 
在革兰阴性菌表面展示蛋白, 需要重组蛋白

能从胞质运输至外膜, 然后穿过外膜锚定于细

菌外表面. 然而蛋白靶向并插入外膜的机制尚

不清楚, 而且外源蛋白插入外膜可能对细胞产

生毒性. 另外, 由于外膜中脂多糖的空间位阻效

应, 可导致外源多肽表面展示效果不好, 进而影

响展示的外源蛋白与抗体和小分子配体的相互

作用. 如果将重组多肽展示于细菌表面附属结

构, 如鞭毛或菌毛, 他们突出于细菌表面, 这样

就可避免空间位阻效应. 同时, 外源蛋白插入的

部位多为菌毛表面突出的环状结构, 这样使外

源蛋白具有一定的空间构象依赖性, 更有利于

与目标蛋白结合[14]. 菌毛展示的肽段在氨基酸组

成方面有一些限制. 如展示的多肽相对来说是

亲水性的, 而且很少出现半胱氨酸. 这可能是由

于在水性环境中菌毛无法展示高度疏水的片段, 
而半胱氨酸间形成的二硫键会干扰蛋白向细胞

表面运输[15]. 在本研究中, 在测序的十个序列的

100个氨基酸中疏水性氨基酸只有31个, 但出现

半胱氨酸的个数为7个. 另外, 为保证外源蛋白

的插入不会影响大分子结构蛋白的自我装配, 
菌毛展示片段的大小也受到一定程度的限制. 
从已有的研究来看, 不同菌毛的主要结构蛋白

只能容纳中等大小的插入片段(10-30个氨基酸), 
但对于次要结构蛋白, 如Ⅰ型菌毛FimH, 能容纳

的肽段可大于100个氨基酸. 这与丝状噬菌体类

似, 丝状噬菌体的主要结构蛋白pⅧ对于插入片

段大小有严格的限制, 而次要结构蛋白pⅢ蛋白

能容纳较大的片段. 实际上, 菌毛与丝状噬菌体

的结构在许多方面相似, 在表面展示领域, 可以

把菌毛看成是附着于表面的噬菌体[15]. CS3亚单

位是CS3菌毛的主要结构蛋白, 本实验室的前期

研究表明, 在包括信号肽在内的CS3的第72-73
位氨基酸间插入从九肽到十九肽的多种抗原表

位后, 外源表位都能得到呈现. 

菌毛在抗原表位展示方面是很有吸引力的

候选载体, 因为菌毛在细胞表面以极高的拷贝

存在, 他们具有强免疫原性和黏附特性, 而且易

于纯化[14]. 因此, 我们打算利用构建的CS3菌毛

表面展示随机肽库, 筛选抗体的抗原表位, 并进

一步用于构建基因工程活菌疫苗.
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■同行评价
该研究利用C S 3
菌毛呈现载体寡
核苷酸分子克隆
技术构建随机肽
库. 获得一个库容
量为1 . 8×1 0 6大
小的肽库, 为筛选
抗原表位以及进
一步构建重组活
菌苗的研究奠定
基础. 另外, 本研
究起点较高方法
技术先进, 结果可
靠, 具有一定的科
学意义和实用价
值.
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■背景资料
急性胃黏膜损伤
是严重感染、外
伤 、 休 克 等 危
重症的常见并发
症 ,  在 上 述 疾 病
中发病率可高达
60%-100%, 未经
治疗者大出血率
达15%, 常常危及
生命.

and after modeling, respectively. The animals 
were killed 1.5, 3, 6, 24, 48, and 72 h after LPS in-
jection. The pathological changes of gastric mu-
cosa were observed by hematoxylin-eosin (HE) 
staining. The content of PGE2 was measured by 
radioimmunoassay method..

RESULTS: The pathological changes of gastric 
mucosa were significant 6 h after LPS injection. 
Erosion, bleeding and necrosis of gastric mu-
cosa were observed. Swelled epithelial cells and 
developing degeneration were also observed. 
However, no remarkable changes occurred in 
both PAF antagonist groups. In model group, 
the level of PGE2 in gastric mucosa were sig-
nificantly lower than that in the control (134.5 ± 
9.3 μg/L vs 245.1 ± 8.9 μg/L, P < 0.01) 6 h after 
LPS injection. In PAF antagonist prevention and 
treatment groups, the levels of PGE2 were mark-
edly higher than those in the model and control 
group (304.4 ± 15.0, 315.9 ± 43.7 μg/L vs 134.5 ± 
9.3, 245.1 ± 8.9 μg/L, P < 0.01 or P < 0.05) 6 h af-
ter LPS injection..

CONCLUSION: The level of PGE2 in gastric mu-
cosa is significantly decreased in endotoxemia, 
but it can be improved by PAF antagonist. PGE2 
has protective effect against LPS-induced acute 
gastric mucosal injury in young rats..

Key Words: Gastric mucosal injury; Lipopolysac-
charide; Prostaglandin E2; Platelet activating factor; 
PAF antagonist

Liu CY, Wang LJ, Sun M, Zhao X, Hu Y, Zhao YJ, Li 
J. Change of prostaglandin E2 and effect of platelet 
activating factor antagonist on prostaglandin E2 in 
endotoxin-induced acute gastric mucosal injury in young 
rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(2):163-166

摘要
目的: 探讨前列腺素E2(PGE2)在内毒素(LPS)
腹腔注射(ip)诱导的幼鼠急性胃黏膜损伤中的

保护作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the protective effect of 
prostaglandin E2 (PGE2) in endotoxin-induced 
acute gastric mucosal injury in young rats.

METHODS: Eighteen-day old Wistar rats were 
randomly divided into normal control, model, 
platelet activating factor (PAF) antagonist pre-
vention and treatment groups. The model of 
endotoxemia of young rats was established by 
intraperitoneal injection of endotoxin (5 mg/kg 
E coli O55: B5 lipopolysaccharide, LPS). The rats 
in PAF prevention and treatment group were 
administered with PAF antagonist 0.5 h before 
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PGE2在内毒素诱导的幼鼠急性胃黏膜损伤中的变化及
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■研发前沿
目前认为急性胃
黏膜损伤发生原
因是由于胃黏膜
保 护 机 制 削 弱 , 
损伤因素相对增
强 所 致 . 近 年 研
究发现前列腺素
E2(PGE2)在胃黏膜
损伤的保护和修
复方面发挥重要
作用.

方法: 18日龄Wistar大鼠, 随机分为对照组、

LPS 组、PAF受体拮抗剂预防组和治疗组四
组. 用内毒素(E coli O55: B5脂多糖)5 mg/kg ip
制备幼年大鼠内毒素血症模型, 同等量生理
盐水ip为对照组, 于注射后1.5, 3, 6, 24, 48, 
72 h处死动物, 大体及光学显微镜下观察胃
黏膜损伤情况, 用放射免疫方法测定胃黏膜
PGE2浓度. 观察分别于内毒素ip前和注射后
0.5 h应用血小板活化因子(PAF)受体拮抗剂
BN52021(GinkgolideB)5 mg/kg ip对胃黏膜损
伤和胃黏膜PGE2浓度影响. 

结果: 内毒素组6 h胃黏膜损伤最重, 黏膜表
面可见大片糜烂、出血、条索状坏死, 光镜下
上皮脱落, 黏膜内有出血, 核碎裂、固缩, 凋
亡小体出现; 应用PAF受体拮抗剂后黏膜表面
上皮仅见充血水肿, 光镜下损伤仅限于黏膜
上皮; 内毒素组6 h胃黏膜PGE2浓度最低, 此时
PGE2浓度在LPS组(134.5±9.3 μg/L)与对照组
(245.1±8.9 μg/L)间差异显著(P <0.01); 在PAF
受体拮抗剂预防组(304.4±15.0 μg/L)、PAF
受体拮抗剂治疗组(315.9±43.7 μg/L)与LPS
组(134.5±9.3 μg/L)间均差异显著(P <0.01); 
PAF受体拮抗剂预防组(304.4±15.0 μg/L)和
治疗组(315.9±43.7 μg/L)与对照组(245.1±
8.9 μg/L)间差异显著(P <0.05).

结论: 内毒素血症时胃黏膜PGE2下降, PAF受
体拮抗剂可以改善这种 PGE2下降;  PGE2对内
毒素造成的幼鼠急性胃黏膜损伤有保护作用. 

关键词: 胃黏膜损伤; 内毒素; 前列腺素E2; 血小板活

化因子; PAF受体拮抗剂
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0  引言

急性胃黏膜损伤是严重感染、外伤、休克等危

重症的常见并发症, 在上述疾病中发病率可高

达60%-100%; 未经治疗者大出血率达15%, 常常

危及生命[1]. 其发生原因是由于胃黏膜保护机制

削弱, 损伤因素相对增强所致[2]. 近年研究发现

前列腺素E2(prostaglandin E2, PGE2)在胃黏膜损

伤的保护和修复方面发挥重要作用[3]. 我们通过

给幼年大鼠腹腔注射(intraperitoneal injection, ip)
内毒素(lipopolysaccharide, LPS), 在内毒素血症

时观察幼鼠急性胃黏膜损伤, 探讨在急性胃黏

膜损伤和修复过程中, 以及应用血小板活化因子

(platelet activating factor, PAF)受体拮抗剂后胃

黏膜PGE2浓度变化, 研究PGE2对急性胃黏膜损

伤的保护作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康18日龄Wistar大鼠, 平均体质量

32.37±6.32 g, 与母鼠共同饲养(由中国医科大

学第二临床学院实验动物中心提供). 内毒素O55:
B5脂多糖为美国 Sigma公司产品, PAF受体拮抗

剂BN52021GinkgolideB为美国Sigma公司产品. 
PGE2放射免疫试剂盒购于北京东亚免疫研究所. 
液体闪烁计数器(美国BECKMAN).
1.2 方法 随机分为对照组、LPS 组、PAF受
体拮抗剂预防组和治疗组四组 ,  每组每一时

相点(1.5, 3, 6, 24, 48, 72 h)各8只. 对照组仅生

理盐水1 mL/kg ip; LPS组内毒素(O55:B5脂多

糖)5 mg/kg ip, 配比浓度5 g/L, 用生理盐水溶

解. PAF受体拮抗剂预防组于内毒素ip前0.5 h、
治疗组于内毒素ip后0.5 h给予PAF受体拮抗剂

BN52021(GinkgolideB)5 mg/kg ip. 用药后各组

均放回鼠笼, 继续哺乳. 分别于内毒素ip后1.5, 3, 
6, 24, 48, 72 h处死动物, 迅速开腹取胃, 沿胃大

弯剪开, 大体观察胃黏膜损伤情况, 在腺胃区胃

大弯处取0.5 cm×0.5 cm胃组织置入40 g/L甲
醛溶液中固定24 h, 常规石蜡包埋、切片、H-E
染色光学显微镜检查.其余部分用生理盐水冲洗

3次, 深低温冰箱-70℃保存. 胃黏膜PGE2浓度测

定: 取低温保存腺胃区黏膜20 mg, 制成100 g/L
匀浆, 离心, 取上清液, -20℃以下保存; 测量时将

上清液中加入重蒸馏乙酸乙酯, 混匀, 离心, 吸取

上清液, 按试剂盒说明PGE2放免测定加液程序

加入3H标记物等试剂, 离心后将上清液倒入预

先加有闪烁液的瓶中, 在液体闪烁计数器上测放

射性. 根据放射性得出PGE2浓度.
统计学处理 连续数据以平均值±标准差

(mean±SD)表示, 使用SPSS 10.0软件系统对实

验结果进行统计学分析, 组间比较采用方差分

析, P <0.05认为有统计学意义.

2  结果

2.1 病理形态学观察 大体观察见LPS组1.5 h胃
黏膜轻度水肿, 3 h胃黏膜充血、水肿，6 h黏膜

表面可见大片糜烂、出血、条索状坏死, 与胃纵

轴平行, 损伤主要见于腺胃区, 窦部少见, 前胃部

无损伤, 24 h黏膜糜烂、出血、坏死灶陈旧、

缩小, 48 h黏膜轻度萎缩, 72 h胃黏膜基本恢复
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■相关报道
早 在 1 9 7 8 年
Robert et al首先观
察到前列腺素可
以抑制胃酸分泌, 
可以防止酒精、

强酸、强碱等物
质引起的急性胃
黏膜损伤. 2002年
姚新生et  al 观察
了应激性溃疡中
血小板活化因子
的变化及银杏叶
提取物的防治作
用.

正常; 光镜下1.5 h 黏膜上皮细胞水肿, 3 h组织

充血、水肿, 6 h胃黏膜损伤最重, 黏膜表面上皮

广泛脱落, 黏膜内有出血, 炎性细胞浸润, 核碎

裂、固缩, 凋亡小体出现, 腺体受损, 24 h上皮

脱落、中性粒细胞浸润, 48 h黏膜层变薄、腺

体少, 72 h未见明显异常. PAF受体拮抗剂预防

组和治疗组6 h仅见胃黏膜充血水肿, 镜下见黏

膜上皮细胞肿胀、充血. 对照组胃黏膜表面上

皮隐窝细胞形态学正常, 腺体结构完整(图1).  

2.2  PGE2浓度 LPS组6 h PGE2浓度最低, 此时

PGE2浓度在LPS组(134.5±9.3(134.5±9.3134.5±9.3 μg/L)与对照组

(245.1±8.9 μg/L)间差异显著(P <0.01); 在PAF受
体拮抗剂预防组(304.4±15.0 μg/L)、PAF受体

拮抗剂治疗组(315.9±43.7 μg/L)与LPS组(134.5
±9.3 μg/L)间均差异显著(P <0.01); PAF受体拮

抗剂预防组(304.4±15.0 μg/L)和治疗组(315.9±
43.7 μg/L)间无明显差异(P >0.05); 在PAF受体拮

抗剂预防组(304.4±15.0 μg/L)、PAF受体拮抗

剂治疗组(315.9±43.7 μg/L)与对照组(245.1±
8.9 μg/L)间均差异显著(P <0.05)(表1).

3  讨论

前列腺素(PG)是一种脂质, 主要在精囊、肾髓

质、肺和胃肠道中合成[4]. PG不在细胞内贮存, 
而在分泌瞬间合成, PG的产生和释放是由于组

织损害的结果[5]. 早在1978年Robert et al [6]首先

观察到PG可以抑制胃酸分泌, 且非抗酸剂量的

PG可以完全防止酒精、强酸、强碱等物质引起

的急性胃黏膜损伤. 国外大量资料证实十二指

肠溃疡患者胃窦部及十二指肠球部黏膜PGE2含

量下降, 溃疡活动期下降明显[7]. 本实验腹腔注

射内毒素后6 h胃黏膜损伤最重, PGE2浓度最低; 
此后, PGE2浓度逐渐上升, 胃黏膜损伤逐渐愈

合. 因此, 内毒素血症时急性胃黏膜损伤可能与

PGE2合成抑制有关, PG的不断产生和释放对胃

黏膜细胞起保护作用, 促进胃黏膜细胞愈合.PG
对胃黏膜的保护作用在多种动物模型中得到证

实, 这种不依赖于抗酸的作用Robert et al [8]称之

为＂细胞保护＂. 文献[9]报道PG可能通过刺激

胃黏液的生成和分泌, 促进HCO3
-
的分泌, 增加

表面磷脂的生成, 加强胃黏膜屏障的疏水性; 以
及保护胃黏膜微循环结构的完整, 维持胃黏膜

血液供应, 保护增殖区细胞, 促进黏膜上皮的更

新及修复和抑制胃运动过强等机制来实现对胃

黏膜保护作用. PG在胃黏膜保护机制中居中心

地位, 起到加强其他因素的作用.

图 1  胃HE染色(×400). A: 正常;  B: 内毒素ip后6 h; C: 使用
AFP拮抗剂后再内毒素ip后6 h.

    

表 1   PGE2在各组间各时间段浓度水平(mean±SD, n  = 8) (μg/L)

                                                                                               PGE2

   分组                  1.� h                  3 h                 6 h                   24 h                 48 h           72 h

对照组

LPS组

预防组

治疗组

22�.3±21.1

216.9±66.1

23�.0±20.0

213.0±34.�

   24�.1±8.9

   134.�±9.3b

   304.4±1�.0da

   31�.9±43.7da

 239.2±12.�

 19�.7±22.1

 276.0±64.0

 2�2.2±21.0

263.6±13.1

236.7±62.2

278.3±24,6

29�.9±43.7

246.1±9.7

2�0.2±14.0

262.7±32.4

276.4±69.�

269. 0±23.6

 223.4±7.6

 247.0±11.2

 267.4±87.4

aP<0.0� , bP<0.01 vs 对照组; dP<0.01 vs  LPS 6 h组

A

B

C



■应用要点
内毒素血症时胃
黏 膜 P G E 2下 降 , 
PAF受体拮抗剂
可 以 改 善 这 种 
PGE2下降;  PGE2

对内毒素造成的
幼鼠急性胃黏膜
损伤有保护作用. 
PGE2及PAF受体
拮抗剂可用于防
治内毒素造成急
性胃黏膜损伤.

PAF是迄今发现的内源性溃疡形成介质中

最强的一个, 作为炎性细胞因子放大网络中心

放大器, 对其他炎性细胞因子的作用起增强作

用[10]. 目前认为PAF引起胃黏膜损害主要与以下

因素有关: (1)通过增加血管通透性, 引起血压下

降和缩血管作用, 减少胃黏膜血流量; (2)作用于

胃肠道中的中性粒细胞, 使其活化、黏附、游

出, 通过＂呼吸爆发＂产生氧自由基、白三烯

(LT3)等炎性介质, 释放消化酶, 引起胃肠道黏

膜损害; (3)在PAF、肿瘤环死因子(TNF)、白介

素1 (IL-1)和粒单核细胞克隆刺激因子等诱导、

合成、释放和协同作用中, 起动血管组织损伤

的正反馈机制, PAF和TNF在开始阶段起关键作

用[11]. 已经证明, 巨噬细胞、中性粒细胞、血小

板、嗜酸性粒细胞、肥大细胞等受到内毒素刺

激后产生PAF[12,13]. PAF受体拮抗剂能显著改变

内毒素或PAF引起的血流动力学改变及组织器

官的损伤, 还可抑制花生四烯酸类介质的释放

和氧自由基的产生[14,15]. 本实验中预先及腹腔注

射内毒素后给予PAF受体拮抗剂, 减轻了内毒

素诱导的幼鼠急性胃黏膜损伤, 改善了胃黏膜

PGE2的浓度. 因此, PAF受体拮抗剂可能通过增

加胃黏膜PGE2的浓度来保护胃黏膜. 
总之, 内毒素血症可致幼鼠急性胃黏膜损

伤, 胃黏膜PGE2下降, PAF受体拮抗剂可减轻内

毒素诱导的幼鼠急性胃黏膜损伤, 改善胃黏膜

PGE2的浓度. PGE2对内毒素造成的幼鼠急性胃

黏膜损伤有保护作用.
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Abstract  
AIM: To investigate the expression and clinical 
significance of high mobility group box-1 protein 
(HMGB1) mRNA in chronic hepatitis B. 
     
METHODS: The expression of HMGB1 mRNA 
was detected in peripheral blood mononuclear 
cells (PBMCs) of 54 patients with chronic 
hepatitis B and 10 normal controls by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR). The levels of plasma tumor necrosis 
factor-α  (TNF-α)  and lipopolysaccharide 
(LPS) were measured by enzyme l inked 
immunosorbent assay (ELISA) simultaneously. 
The levels of total bilirubin (TBIL) prothrombin 
time activity percentage (PTA) were examined 
by biochemical methods.
             
RESULTS: HMGB1 mRNA expression was 
significantly increased in severe hepatitis 
patients in comparison with that in chronic 

hepatitis B patients and normal controls 
(0.89±0.06 vs  0.70±0.10, 0.58±0.08, P  <0.01). 
Marked difference also existed between the 
latter two (0.70±0.10 vs  0.58±0.08, P  <0.01). Of 
the 23 patients with chronic severe hepatitis, 
the HMGB1 mRNA levels in 11 unrecovered 
patients were notably higher than those in 12 
recovered patients (0.93±0.04 vs  0.85±0.05, P  
<0.01). Of the 12 recovered patients, the levels 
of HMGB1 mRNA were significantly decreased 
in the stage of recovery as compared with those 
in the stage of onset (0.72±0.07 vs  0.85±0.05, P 
<0.01). There was positive correlation among 
HMGB1 mRNA expression and plasma LPS, 
TNF-α and TBIL (r = 0.74, 0.64, 0.71 respectively, 
P <0.01) and negative correlation between 
HMGB1 mRNA expression and PTA (r = -0.82, P 
<0.01).

CONCLUSION: HMGB1 plays an important role 
in the pathogenesis of chronic hepatitis B, and 
HMGB1 mRNA level is closely associated with 
the condition the disease.

key words: High mobility group box-1; Chronic 
hepatitis B

Peng JP, Fan XG, Liu HB. Expression of high mobility 
group box-1 protein-mRNA in patients with chronic 
hepatitis B and its clinical significance. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi 2005;13(2):167-172 

摘要  

目的: 通过检测慢性乙型肝炎患者外周血单个
核细胞 (PBMCs) 高迁移率族蛋白1 (HMGB1) 
mRNA的表达情况, 研究HMGB1在乙型肝炎
中的临床意义.
 

方法: 应用逆转录聚合酶链反应 (RT-PCR)
对54例慢性乙型肝炎患者和10例健康对照
者PBMCs HMGB1 mRNA的表达进行检测, 
同时应用ELISA法检测外周血浆肿瘤坏死
因子α(TNF-α)和内毒素(LPS)水平, 比较各
组HMGB1 mRNA表达水平的差异及其与

慢性乙型肝炎患者高迁移率族蛋白1 mRNA的表达及其临
床意义

彭建平, 范学工, 刘洪波
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■背景资料
高 迁 移 率 族 蛋
白 -1 (HMGB1)
于 1 9 7 0 年 代 在
小 牛 胸 腺 中 被
发 现 ,  是 一 种
含 量 丰 富 的 核
蛋 白 , 分 子 量 约
30 ku.近年研究
发 现 , 当 受 内 毒
素(LPS)及细胞
因 子 等 刺 激 时 , 
HMGB1即能释
放 到 胞 外 , 具 有
细 胞 因 子 活 性 ,
介 导 炎 症 反 应
目前对于MGB1
在 乙 型 肝 炎 患
者 中 的 作 用 情
况 尚 未 见 有 报
道 , 本 实 验 通
过 检 测 慢 性 乙
肝患者P B M C s 
HMGB1-mRNA
的 表 达 情 况 对
此 进 行 了 初 步
探讨. 
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TNF-α、LPS、总胆红素 (TBIL)、凝血酶原
活动度 (PTA) 的关系.

结果: PBMCs HMGB1 mRNA的表达水平在
慢性重型肝炎组分别高于慢性肝炎组 (0.89±
0.06 vs  0.70±0.10, P <0.01) 和正常对照组
(0.89±0.06 vs  0.58±0.08, P <0.01), 慢性肝炎
组高于正常对照组 (0.70±0.10 vs  0.58±0.08, 
P <0.01). 在23例慢性重型肝炎患者中, 11例未
恢复患者PBMCs HMGB1 mRNA表达水平明
显高于12例恢复的患者(0.93±0.04 vs  0.85±
0.05, P <0.01). 其中12例已恢复的慢性重型肝
炎患者, 患者恢复期PBMCs HMGB1 mRNA
的表达水平较发病期明显下降 (0.72±0.07 vs  
0.85±0.05, P <0.01). HMGB1 mRNA表达水平
与外周血浆LPS、TNF-α及TBIL均呈显著正
相关 (r  = 0.74, 0.64, 0.71, 均P <0.01), 与PTA呈
负相关 (r = -0.82, P <0.01). 

结论: HMGB1在乙型肝炎发病过程中可能起
重要作用, HMGB1 mRNA的表达水平高低与
病情轻重密切相关. 

关键词: 高迁移率族蛋白1; 慢性乙型肝炎

彭建平, 范学工, 刘洪波. 慢性乙型肝炎患者高迁移率族

蛋白1 m R N A的表达及其临床意义. 世界华人消化杂志 

2005;13(2):167-172
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0  引言

1999年, Wang et al [1]首次报道高迁移率族蛋白 
1(high mobility group box 1 protein, HMGB1)
作为新的潜在的晚期炎症介质, 参与了脓毒症

的发病过程, 是内毒素致死效应的晚期重要炎

症介质. 此后, HMGB1成为研究的热点, 大量

的文献报道H M G B1在脓毒症的发病过程中

起着非常重要的作用[2-5]. 目前对于HMGB1在
慢性乙型肝炎中的作用情况尚未见有报道, 我
们通过检测慢性乙肝患者外周血单个核细胞

(PBMCs) HMGB1 mRNA的表达情况, 对此进

行了初步探讨. 

1  材料和方法 
1.1 材料 收集慢性乙型肝炎患者54例, 为我科

2005-04/09住院患者. 其中重型肝炎23例, 慢性

肝炎31例 (包括慢性重度10例, 慢性中度11例, 
慢性轻度10例). 男性44例, 女性10例, 年龄18-71
岁, 平均37岁. 诊断符合2000-09中华传染病与寄

生虫病学分会、肝病学分会西安会议标准[6]. 另
收集健康志愿者10例, 作为正常对照. 
1.2 方法 
1.2.1 标本收集 抽取清晨空腹静脉血5 mL, 肝素

抗凝, 立即离心 (1 500 r/min)20 min. 吸取上层血

浆100 μL用于测肿瘤坏死因子α(TNF-α), 10 μL
用于测内毒素 (LPS), 余下的用于分离PBMCs. 
1.2.2 P B M C s的分离 取上述肝素抗凝血, 用
Hank's液对倍稀释, 沿管壁缓缓加入含淋巴细

胞分离液的试管上层, 保持界面分层清晰, 室温

下2 000 r/min离心25 min, 吸取PBMCs层. 加入8 
mL Hank's液洗涤细胞, 室温下1 500 r/min离心5 
min, 弃上清, 得单个核细胞, 重复洗涤二次. 
1.2.3 HMGB1 mRNA的检测 (1) RNA抽提: 于上

述PBMCs中加入Trizol 1 mL裂解细胞5 min, 加
入氯仿200 μL, 混匀, 室温3 min, 4 ℃  12 000 g
离心15 min, 吸取上清, 加入等体积异丙醇, 混
匀, 室温置10 min, 4℃  12 000 g  离心10 min, 弃
上清, 加入750 mL/L DEPC乙醇1 mL, 7 500 g  
离心5 min, 弃去乙醇, 干燥RNA沉淀, 加入20 
μL DEPC处理水融解. (2) 逆转录聚合酶链反

应 (RT-PCR): 于0.5 mL EP管中加入模板RNA和

引物, 70 ℃ 5 min后冰上急冷, 依次加入dNTPs, 
MMLV, MMLV逆转录缓冲液, RNA酶抑制剂, 
用DEPC处理水补充总体积至20 μL. 将上述反

应液置于37 ℃ 2 h后, 95 ℃热变性5 min, 冰上冷

却. 上述反应液用于PCR反应. 上游引物为5'-GT
AGAATTCATGGGCAAAGGAGATCCTA-3'; 下
游引物为5'-AGGCTCGAGTTCATCATCATCAT
CTTCT-3', 产物长度为 659 bp. 反应条件: 94 ℃ 
5 min; 94 ℃ 30 s, 60 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min 20 s, 35
个循环; 72 ℃ 10 min. 根据PCR产物电泳条带与

内参对照β-actin(316 bp) 相对强度的比例, 以确

定HMGB1 mRNA表达水平. 
1.2.4 LPS的检测 采用ELISA法, 试剂盒由美国

TPI公司提供. 
1.2.5 TNF-α的检测 采用ELISA法, 试剂盒由上

海雄森科技实业有限公司提供, 进口分装. 
1.2.6 肝功能及凝血酶原活动度 (PTA) 的检测 与
TNF-α等测定同时留取血液标本送医院检验科

用全自动生化仪测定. 
统计学处理 所有数据均在SPSS 10.0软件

包上进行, 实验数据用mean±SD表示, 各组间比

较用多个样本均数间的多重比较, 假设检验采

用LSD-t检验, 两组数据间的相关关系用直线相

关分析方法, P＜0.05为有显著性差异. 

■研发前沿
目前HMGB1的研
究主要集中在脓
毒血症. 
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2  结果

2.1 PBMCs HMGB1 mRNA的表达水平 慢性

重型肝炎组、慢性肝炎组 (包括慢性重度、慢

性中度、慢性轻度肝炎)和正常人组, HMGB1 
mRNA表达水平有显著性差异(P＜0.01, 表1, 图
1), 慢性重型肝炎组分别高于慢性肝炎组和正常

对照组, 慢性肝炎组高于正常对照组. HMGB1 
mRNA表达水平在31例慢性肝炎患者中, 慢性重

度肝炎组分别高于慢性中度和慢性轻度肝炎组

(P＜0.01), 但慢性中度和慢性轻度肝炎组之间无

差异(P＞0.05, 表2, 图1). 在23例慢性重型肝炎患

者中, 11例未恢复患者与12例恢复的患者在发病

期PBMCs HMGB1 mRNA的表达水平有显著性

差异(P＜0.01, 表3, 图2), 未恢复患者明显高于恢

复的患者. 追踪观察12例已恢复的慢性重型肝炎

患者, 患者恢复期PBMCs HMGB1 mRNA的表达

水平较发病期明显下降, 差异有显著性(P＜0.01, 
表4, 图2). 
2.2 外周血浆LPS、TNF-α的水平 慢性重型肝

炎、慢性肝炎组和正常对照血浆LPS水平(μg/
L)分别为: 38.41±17.82, 8.69±6.67, 2.45±
1.66. 其中, 慢性重型肝炎组高于慢性肝炎组和

正常对照组(P＜0.01), 但慢性肝炎组与正常对

照组无差异(P＞0.05, 表1). 在31例慢性肝炎中, 
慢性重度分别高于慢性中度和慢性轻度肝炎组 
(P＜0.01), 但慢性中度与慢性轻度肝炎组之间

无差异(P＞0.05, 表2). 血浆TNF-α水平(ng/L) 
分别为: 96.63±24.16, 68.87±37.84, 16.36±
5.00. 其中, 慢性重型肝炎组分别高于慢性肝炎

组和正常对照组, 慢性肝炎组高于正常对照组

    

表 1 各组HMGB1 mRNA、TNF-α、LPS水平及肝功能指标 (mean±SD)

组别                       n        HMGB1 mRNA           TNF-α                    LPS                          TBIL                             PTA

                                                                      (ng/L)                     (μg/L)                    (μmol/L)                    (%)

重型肝炎组        23      0.89±0.06bc       96.63±24.16 bc      38.41±17.82 bc    443.16±154.41 bc     38.57±11.20 bc

慢性肝炎组        31      0.70±0.10b        75.26±30.2430.24 b        8.69±6.67           66.83±60.85 b        74.21±13.46b

正常人组           10       0.58±0.08          16.36±5.00            2.45±1.66           10.24±2.31            90.70±7.21

bP＜0.01 vs  正常人组; cP＜0.01 vs  慢性肝炎组．

    

表 2 慢性肝炎各组HMGB1 mRNA、TNF-α、LPS水平及肝功能指标 (mean±SD)

组别                 n         HMGB1－mRNA           TNF-α                LPS                          TBIL                                                PTA

                                                                  (ng/L)                   (μg/L)                      (μmol/L)                                         (%)   

重度肝炎组  10       0.79±0.08bc           90.91±23.27bc        16.81±10.94bc          135.33±62.23bc        61.15±12.59bc

中度肝炎组  11       0.66±0.0 9            68.87±37.84            6.21±3.16                 44.92±19.80          76.28±9.87c 

轻度肝炎组  10       0.65±0.09            66.63±22.62            3.23±2.25                22.46±6.89            85.00±3.68

b P＜0.01 vs 中度肝炎组; cP＜0.01 vs  轻度肝炎组．  

    

表 4 重型肝炎发病期与恢复期HMGB1 mRNA、TNF-α、LPS水平及肝功能指标 (mean±SD)

组别   n  HMGB1－mRNA  TNF-α (ng/L)  LPS (μg/L)   TBIL (μmol/L)        PTA (%)

发病期 12  0.85±0.05b 101.23±31.33a 31.66±12.10b  412.15±145.30b  44.67±10.00b

恢复期 12  0.72±0.07   72.23±43.62 11.77±8.54  124.92±57.24   55.60±7.58

aP＜0.05, bP＜0.01 vs  恢复期．

    

表 3 重型肝炎恢复组与未恢复组HMGB1 mRNA、TNF-α、LPS水平及肝功能指标 (mean±SD)

组别                     n       HMGB1－mRNA         TNF-α (ng/L)                LPS (μg/L)                 TBIL (μmol/L)                      PTA (%)

未恢复组         11       0.93±0.04 b             96.76±21.78          46.96±20.11a         476.99±163.75        31.64±7.83b

恢复组             12       0.85±0.05             104.48±17.44          31.66±12.10         407.64±147.50        44.67±10.00

aP＜0.05, bP＜0.01 vs  恢复组．

■相关报道
1   Wang H, 

Bloom O, 
Zhang M, 
Vishnubhakat 
JM, Ombrel-
lino M, Che 
J, Frazier 
A, Yang H, 
Ivanova S, 
Borovikova 
L, Manogue 
KR, Faist E, 
Abraham E, 
Andersson J, 
Andersson 
U, Molina 
PE, Abumrad 
NN, Sama 
A, Tracey 
KJ.HMG-1 as 
a late media-
tor of endo-
toxin lethal-
ity in mice. 
Science  1999; 
285: 248-251

2 achot A, Mon-
neret G, Voi-
rin N, Leiss-
ner P, Venet F, 
Bohe J, Payen 
D, Bienvenu 
J, Mougin 
B, Lepape 
A. Longitu-
dinal study 
of cytokine 
and immune 
transcription 
factor mRNA 
expression in 
septic shock. 
Clin Immunol  
2005; 114: 
61-69 



www.wjgnet.com

170                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2006年1月8日    第14卷   第1期

(P＜0.01,表1). 在31例慢性肝炎中, 慢性重度

高于慢性中度和慢性轻度肝炎组(P＜0.01), 但
慢性中度与慢性轻度肝炎组之间无差异(P ＞

0.05, 表2). 在23例慢性重型肝炎患者中, 11例
未恢复患者与12例恢复的患者在发病期血浆

LPS水平差异显著(P＜0.05), 但血浆TNF-α水
平却无差异(P ＞0.05,表3). 追踪观察12例已

恢复的重型肝炎患者, 患者恢复期血浆LPS及
TNF-α水平较发病期明显下降, 差异有显著性

(P＜0.05, 表4). 
2.3 PBMCs HMGB1 mRNA表达水平与外周血

浆LPS、TNF-α、TBIL及PTA的关系 HMGB1 
m R N A表达水平与外周血浆L P S、T N F-α及
TBIL均呈显著正相关 (r = 0.74, 0.64, 0.71, P均

＜0.01); 与PTA呈负相关 (r  ＝ -0.82, P＜0.01, 
表5). 

3  讨论

HMGB1是在1970年代发现[7], 因其在聚丙烯酰

胺凝胶电泳中有很高的迁移率而得名, 是普遍

存在于各种细胞核及细胞质中的高度保守的蛋

白. HMGB1分布十分广泛, 多种器官 (如淋巴组

织、脑、肝、肺、心、脾、肾等) 的细胞中均

有表达, 正常时位于大多数细胞的胞核和胞浆

内, 他可参与DNA的复制、细胞分化及基因表

达等多种细胞生命活动[8-9]. 新近研究发现, 当
受LPS及细胞因子等刺激时, HMGB1即能释放

到胞外[10-11], 具有细胞因子活性, 介导炎症反应. 

与TNF-α等早期炎症介质不同, HMGB1于炎症

反应晚期出现, 持续时间长, 被视为晚期炎症介

质[12], 参与了脓毒症、内毒素血症的病理生理

过程. 1999年, Wang et al [1]首先运用免疫印迹

法测定血清HMGB1水平, 发现脓毒症患者血清

HMGB1明显升高, 且未存活者明显高于存活者, 
而正常人血清中却测不到. 近来又有学者动态

观察了42例脓毒性休克患者, 运用实时RT PCR
的方法测定其外周血HMGB1 mRNA表达水平, 
并与18例健康人比较, 发现脓毒性休克患者外

周血HMGB1 mRNA水平明显高于健康人[13]. 此
外, HMGB1还与急性肺损伤 [14-16]、肝脏缺血再

灌注损伤[17-18]、关节炎 [19-20]、滑膜炎、心率失

常、动脉粥样硬化[21]、胃肠道肿瘤[22-23]及中枢

神经系统病变[25-26]等有关. 
乙型肝炎是我国常见病、多发病, 其治疗

难度大, 费用高, 尤其是重型肝炎, 因其易并发

严重感染、肝性脑病、肝肾综合征、出血等, 
病死率极高. 乙型肝炎的发病机制中, 除了病毒

的直接作用外, 还有肝损伤后继发引起的肠源

性内毒素血症, 以及由内毒素介导产生的细胞

因子和炎症介质对肝脏的毒性作用和造成的微

循环障碍, 而重症肝炎在急性炎症反应的过程

中与脓毒血症一样, 都存在全身炎症综合反应, 
进而发展为多器官功能衰竭甚至死亡. 目前对

于HMGB1在乙型肝炎中的作用情况尚未见有

报道, 我们通过检测乙肝患者PBMCs HMGB1 
mRNA的表达情况对此进行了初步探讨. 

本组资料显示, HMGB1 mRNA表达水平在

慢性重型肝炎组高于慢性肝炎组和正常对照组, 
慢性肝炎组高于正常对照组. 且在31例慢性肝

炎患者中, 慢性重度高于慢性中度和慢性轻度

肝炎组. HMGB1 mRNA表达水平与外周血浆内

HMGB1

β-actin

600 bp

300 bp

 0    1    2   3     4    5    6    7    8    9    10  M

图 1 各组PBMCs HMGB1 mRNA表达基因扩增片断电泳图. 

HMGB1目标片断659 bp, β-actin目标片断316 bp.

600 bp

300 bp
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 0   1   2   3   4  5   6   M

图 2 重型肝炎PBMCs HMGB1 mRNA表达基因扩增片断电

泳图. 0: 空白对照; 1、2: 重型肝炎恢复期; 3、4: 重型肝炎

恢复者发病期; 5、6: 重型肝炎未恢复者发病期; M: 100 bp

梯度DNA分子量标准．

    

表 5 各指标直线相关分析

                HMGB1        TNF-α       LPS        TBIL        PTA

HMGB1     1              0.64b         0.74b    0.71b    －0.82b

TNF-α       0.64b        1               0.43b    0.50b    －0.58b

LPS            0.74b        0.43b        1           0.79b    －0.82b

b P＜0.01. 

■应用要点
H M G B 1 是 晚 期
炎症介质, 在炎症
反应中持续时间
长, 即使在疾病后
期, 血液 HMGB1
仍然维持较高的
水平, 基于这一特
点, HMGB1有可
能成为评价重型
肝炎严重程度更
为方便、实用的
指标, 亦可能成为
临床干预治疗措
施新的、更为实
用的靶点. 
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毒素、TNF-α及TBIL均呈显著正相关, 与PTA呈

负相关. 说明HMGB1与内毒素、TNF-α等一样, 
在乙型肝炎发病过程中起着非常重要的作用, 
并与病情的严重程度密切相关. 

比较23例慢性重型肝炎患者, 发现未恢复

的患者发病期PBMCs HMGB1 mRNA表达水

平明显高于恢复的患者. 追踪观察这12例已恢

复的患者, 发现恢复期HMGB1 mRNA表达水

平较发病期有明显的下降, 该变化与TNF-α、
LPS、TBIL、PTA的改变一致, 说明HMGB1与 

TNF-α、LPS、TBIL、PTA等一样, 能反应乙型

肝炎病情的严重程度、预后及其转归. 
同时发现, 血浆LPS水平在慢性肝炎组和

正常人组之间比较无显著性差异, 而HMGB1 
mRNA在这2组之间却有差异. 其原因可能是慢

性肝炎患者肝脏损伤并不严重, 肝脏的屏障保

护功能未被破坏, 使得从肠道来的细菌及内毒

素得以清除, 故内毒素血症并不明显, 所以血浆

LPS在这2组患者之间无明显差异. 而HMGB1
作为晚期炎症介质 ,  除受到L P S刺激产生外 , 
TNF-α、IL-1等细胞因子亦能刺激免疫细胞产

生HMGB1, 而HMGB1反过来又能刺激TNF-α、
IL-1等细胞因子的产生[27-30], 他们之间相互诱

生, 相互促进, 从而使炎症反应不断得以放大、

加重, 导致HMGB1水平升高, 使得慢性肝炎组

HMGB1 mRNA高于正常人. 
我们还发现, 在23例慢性重型肝炎患者中, 

TNF-α在未恢复患者与恢复的患者在发病期水

平无差异, 而HMGB1 mRNA在这两组组之间

表达有差异. 其原因可能是未恢复的重型肝炎

患者虽然病情很重, 且免疫反应亦十分强烈, 但
TNF-α为炎症反应早期的细胞因子, 持续时间

短, 到了疾病后期, 血清TNF-α水平已很低, 从
而导致以上的结果. 有资料证实, 以致死量的内

毒素攻击小鼠, 部分动物5 d后才死亡, 而此时

TNF-α水平早已恢复至正常范围[16]. 所以过去

采取TNF-α拮抗剂治疗重型肝炎并未取得满意

效果, 其原因就可能与疾病初期致炎细胞因子

迅速合成与释放, 临床治疗难以做到早期或预

防性干预有关. 而HMGB1则不同, 他是晚期炎

症介质, 在炎症反应中持续时间长, 即使在疾病

后期, 血液HMGB1仍然维持较高的水平, 基于

这一特点,  HMGB1有可能成为评价重型肝炎严

重程度更为方便、实用的指标, 亦可能成为临

床干预治疗措施新的、更为实用的靶点. 我们

仅从基因水平研究了慢性乙肝患者中HMGB1

的变化, 今后的工作将进一步从蛋白水平证实

HMGB1在慢性乙型肝炎中的作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of the blood-
activating and stasis-eliminating traditional 
Chinese medicines (TCM), including Yigankang, 
small compound of Radix Salviae Miltiorrizae 
(scRSM), and Radix Salviae Miltiorrizae (RSM), 
on the proliferation of rat hepatic stellate cells 
(HSCs) and expression of tissue inhibitor of 
matrix metalloproteinase-1 (TIMP-1) mRNA 
induced by interleukin-1β (IL-1β).

METHODS: The activated rat HSCs were cul-
tured in vitro and then randomly divided into 8 
groups, named A, B, C, D, E, F, G, and H. The 
rats in group A served as the controls, and those 
in the rest groups were treated IL-1β (10 mg/L), 
IL-1β (10 mg/L) plus Yigankang (2 g/L), IL-1β 
(10 mg/L) plus scRSM (2 g/L), IL-1β (10 mg/L) 
plus RSM (2 g/L), RSM (2 g/L), scRSM (2 g/L), 
and Yigankang (2 g/L), respectively. The prolif-

eration of HSCs was detected by cell counting 
kit-8 (CCK-8) and the expression of the TIMP-1 
mRNA was detected by semi-quantitative re-
verse transcription chain reaction (RT-PCR)..

RESULTS: The proliferation of HSCs and ex-
pression of TIMP-1 mRNA in group A were 
significantly higher than those in group F, G, 
H (1.291 ± 0.09 vs 1.055 ± 0.105, 1 ± 0.07, 0.883 
± 0.06, P < 0.01; 0.591 ± 0.064 vs 0.493 ± 0.088, 
0.458 ± 0.076, 0.356 ± 0.046, P < 0.05 or P < 0.01), 
and they were markedly lower in group H than 
those in group F and G (P < 0.05). The prolifera-
tion of HSCs and expression of TIMP-1 mRNA 
in group B were significantly increased in com-
parison with those in group A, C, D, and E (1.575 
± 0.017 vs 1.291 ± 0.09, 0.906 ± 0.09, 1.015 ± 0.081, 
1.097 ± 0.038, P < 0.01; 1.369 ± 0.097 vs 0.591 ± 
0.064, 0.694 ± 0.078, 0.854 ± 0.05, 0.898 ± 0.12, P < 
0.01), but they were notably increased in group 
C than those in group D and E (P < 0.05)..

CONCLUSION: Yigankang as well as scRSM and 
RSM can inhibit the IL-1β-induced prolifera-
tion of HSCs and expression of TIMP-1 mRNA, 
by which it plays a protective role against liver 
inflammation and fibrosis. Yigankang is more ef-
fective than scRSM and RSM..

Key Words: Yigankang ; Radix Salviae Miltiorrizae; 
Interleukin-1 β; Hepatic stellate cell; Tissue inhibi-
tor of matrix metalloproteinase-1

Zhao X, Yao XX, Zhang YP, Zheng WM. Yigankang 
inhibits proliferation of hepatic stellate cells and expre-
ssion of TIMP-1 mRNA induced by interleukin-1 β. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(2):173-178

摘要
目的: 探讨活血化瘀中药益肝康、丹参小复
方、丹参对IL-1β刺激的活化的大鼠肝星状
细胞(HSCs)增殖及基质金属蛋白酶抑制因子
mRNA(TIMP mRNA)表达的影响. 

方法: 体外培养活化的大鼠HSC, 随机分为8

■背景资料
肝纤维化是各种
慢性肝炎向肝硬
化发展的必经阶
段 ,  随慢性肝炎
的发展 ,  肝纤维
化逐渐加重 .  如
何阻止肝纤维化
的发展并逆转至
正常 ,  已成为治
疗各种慢性肝病
的中心问题 .  目
前尚乏理想的抗
纤维化西药 .  中
医中药治疗慢性
肝 炎 肝 纤 维 化 , 
疗效显著 ,  且乏
毒性 ,  显示出良
好趋势 .  故本文
旨在从细胞水平
研究活血化瘀中
药抗肝纤维化机
制 ,  为抗肝纤维
化新药开发打下
基础.
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■研发前沿
对中药抗肝纤维
化的分子机制的
研究有以下几个
方面 :  (1)清除自
由 基 ,  去 除 肝 纤
维化形成的诱因; 
(2)抑制肝HSC活
化和增殖 ;  (3)阻
断ECM合成 ,  包
括直接抑制ECM
各组分的合成和
修饰, 或间接抑制
TGF, IL-1等细胞
因子的活性 ;  (4)
促进ECM的降解, 
包括提高基质金
属蛋白酶(MMP)
的表达和活性或
降低基质金属蛋
白酶(TIMP)的表
达和活性.

组: 对照组(A组)、IL-1β 10 mg/L(B组)、IL-
1β 10 mg/L+益肝康2 g/L干预组(C组)、IL-
1β 10 mg/L+丹参小复方2 g/L干预组(D组)、
IL-1β 10 mg/L+丹参2 g/L干预组(E组)、丹参
2 g/L(F组)、丹参小复方2 g/L(G组)、益肝康
2 g/L(H组). 加药后24 h, 应用活细胞计数试
剂盒-CCK-8检测各组HSC增殖, 采用半定量
RT-PCR方法检测各组HSC TIMP-1 mRNA的
表达. 

结果: A组HSC增殖和TIMP-1 mRNA表达强
于F、G、H组(1.291±0.09 vs  1.055±0.105, 
1±0.07, 0.883±0.06, P <0.01; 0.591±0.064 
vs  0.493±0.088, 0.458±0.076, 0.356±0.046, 
P <0.05或P <0.01); H组HSC增殖和TIMP-1 
mRNA表达低于F组和G组(P <0.05); B组HSC
增殖和TIMP-1 mRNA表达均明显强于A组
(1.575±0.017 vs  1.291±0.09, P <0.01;1.369±
0.097 vs  0.591±0.064, P <0.01)和C、D、E组
(1.575±0.017 vs  0.906±0.09, 1.015±0.081, 
1.097±0.038, P <0.01; 1.369±0.097 vs  0.694
±0.078, 0.854±0.05, 0.898±0.12, P <0.01); C
组HSC增殖和TIMP-1 mRNA表达低于D组和
E组(P <0.05).

结论: 益肝康等活血化瘀中药能抑制IL-1β刺
激的HSCs增殖及TIMP-1 mRNA表达, 发挥其
抗肝纤维化功效. 益肝康抗肝纤维化作用强于
丹参小复方和丹参单药. 

关键词�� 益肝康; 白细胞介素-1β; 肝星状细胞; 基质

金属蛋白酶-1
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0  引言

肝纤维化的形成是细胞外基质(ex t race l lu la r 
matrix, ECM)合成与降解失衡的结果. 肝星状细

胞(hepatic stellate cell, HSC)为肝脏产生ECM的主

要细胞, 其活化、增殖是肝纤维化发生的中心环

节[1]. 目前研究表明, 肝ECM代谢主要由基质金

属蛋白酶(MMP)及其抑制因子(TIMP)所调节. 白
细胞介素-1(interleukin-1, IL-1)是在局部和全身炎

症反应中起核心作用的细胞因子之一[2]. 研究表

明IL-1在促进HSC活化、增殖等过程中发挥重要

作用, 并促进TIMP的表达[3]. 迄今, 以丹参等活血

化瘀为主中药“益肝康”、丹参小复方均已证

实有肯定的抗肝纤维化作用[4-6], 我们观察丹参为

主的益肝康等活血化瘀中药对IL-1β刺激的大鼠

HSC增殖及TIMP-1 mRNA表达的影响, 探讨其抗

肝纤维化作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝星状细胞株CFSC由美国Greenwel教
授建株并惠赠, 其表型为活化的HSCs, 从CCl4诱

发的肝硬化大鼠中分离并通过培养使细胞自发

获得永生性, 冷冻保存于液氮中. IL-1β购自英国

PeproTech公司; 活细胞计数试剂盒-CCK-8(cell 
counting kit-8)购自日本株式会社同仁化学研究

所; 逆转录试剂盒购自Promega公司; 总RNA提

取试剂(Trizol)、TaqDNA聚合酶、dNTP均购自

北京赛百盛公司; TIMP-1和内参照GAPDH引物

由北京赛百盛公司合成; RPMI-1640培养基购自

Gibco公司, 新生牛血清购自杭州四季青生物制

品公司. 中药购自石家庄乐仁堂. 益肝康系重用

丹参, 由黄芪、归尾、赤芍、白术等组成; 丹参

小复方由丹参、黄芪、归尾组成.
1.2 方法

1.2.1 中药的制备 生药浸泡过夜, 反复煮三次, 
药液离心去杂质, 置于旋转蒸发仪上蒸去水分. 
浓缩药液再次离心去杂质后按1∶3体积比加入

950 mL/L乙醇4℃沉淀过夜, 去除蛋白成分, 将
上清药液再置于旋转蒸发仪上蒸去乙醇和水制

成中药浓缩纯化液. 用含10 mL/L新生牛血清的

RPMI-1640培养液配置成所需浓度, 干预细胞前

用滤器过滤. 干预后预实验细胞用台盼蓝染色, 
细胞计数活细胞数大于95﹪. 
1.2.2 细胞培养 将冷冻保存于液氮中的HSC细

胞株复苏后接种于含100 mL/L新生牛血清、

100 kU/L青霉素、100 mg/L链霉素、4 mmol/L
谷氨酰胺及1 mmol/L HEPES的RMPI-1640培养

液中, 37℃ 50 mL/L CO2条件下培养. 当细胞呈

单层致密状分布时, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化后

以1∶3传代, 24 h换液, 72 h再次传代用于以下

试验. 
1.2.3 IL-1β和益肝康干预HSC试验 将传代的

HSC以3.5×1011/L的密度100 mL接种于96孔板

或5 mL接种于25 mL培养瓶, 培养箱中孵育至

细胞80%-90%汇合时, 弃培养液, 换含10 mL/L
新生牛血清的RPMI-1640培养液继续培养12 h, 
使细胞基本同步于G0期. 吸弃上清, 而后分为8
组: (1)对照组(A组), 加含10 mL/L新生牛血清的

培养液; (2)IL-1β 10 mg/L干预组(B组), 加含IL-
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1β 10 mg/L的10 mL/L新生牛血清培养液; (3)IL-
1β 10 mg/L+益肝康2 g/L干预组(C组), 加含IL-
1β 10 mg/L、益肝康2 g/L的10 mL/L新生牛血

清的培养液; (4)IL-1β 10 mg/L+小复方2 g/L干
预组(D组), 加含IL-1β 10 mg/L、小复方2 g/L的
10 mL/L新生牛血清的培养液; (5)IL-1β 10 mg/L+
丹参2 g/L干预组(E组), 加含IL-1β 10 mg/L、
2 g/L丹参的10 mL/L新生牛血清的培养液; (6)
丹参2 g/L(F组), 加含丹参2 g/L的10 mL/L新生

牛血清的培养液; (7)小复方2 g/L(G组), 加含小

复方2 g/L的10 mL/L新生牛血清的培养液; (8)
益肝康2 g/L(H组), 加含益肝康2 g/L的1 mL/L
新生牛血清的培养液, 继续培养24 h.
1.2.4 活细胞计数试剂盒-C C K-8检测H S C增

殖 细胞接种于96孔板上干预24 h后, 每孔加入

CCK-8试剂10 mL, 继续培养3 h后在酶标仪上

读取450 nm的吸光度. 用吸光值A表示. 每组设

6个重复孔, 另设空白孔调零[7].
1.2.5 半定量RT-PCR检测TIMP-1 mRNA表达 
(1)RNA抽提: 用RNA抽提试剂盒按照厂家推

荐的操作步骤抽提各瓶H S C的总R N A, 用分

光光度计测定RNA含量及纯度, A 260/A 280均在

1.8-2.0之间. (2)cDNA的合成: 采用25 mL逆转

录反应体系, 内含待测RNA 2 mg, M-MLV 30 U, 
RNA酶抑制剂20 U, 随机引物100 pmol及适量

dNTP(10 mol/L)、5×buffer, 37℃反应60 min, 
70℃ 10 min灭活M-MLV. (3)引物: TIMP-1: 上
游引物5'-TCC CCA GAA ATC ATC GAG AC-3', 
下游引物5'-ATC GCT GAA CAG GGA AAC 
AC-3',  扩增片段长329 bp. 内参照GAPDH: 上
游引物5'-GGC CCC TCT GGA AAG CTG TG 
-3', 下游引物5'-CCG CCT GCT TCA CCA CCT 
TCT-3', 扩增片段长239 bp. (4)共扩增PCR反

应: 反应体系为25 mL, 内含 cDNA4 mL, 10×
Buffer 2.5 mL, dNTP(10 mol/L)1 mL, 上、下游

引物(10 mmol/L)各1.5 mL, Taq酶2.5 U, 用水补

至25 mL. PCR反应在0.2 mL薄壁Eppendorf管中

进行, 用GeneAmp 9600型PCR仪扩增. PCR反应

参数为: 94℃ 5 min, 然后94℃ 45 s, 56℃ 35 s, 
72℃ 45 s(35个循环), 72℃延伸5 min. (5)半定

量分析: PCR产物在20 g/L琼脂糖凝胶上电泳

后用凝胶成像系统对DNA条带进行光密度扫描

测定灰度值, 用TIMP-1/GAPDH灰度值比表示

TIMP-1的相对表达量.
统计学处理  数据用均数±标准差(m e a n

±S D)表示, 利用S P S S 11.0软件进行统计分

析. 多组间比较采用单因素方差分析(one-way 
ANOVA), 有显著差异者进一步用最小显著差值

法进行两两比较.

2  结果

2.1 活细胞计数试剂盒-CCK-8检测HSC增殖 A
组的吸光度值(1.291±0.09)明显高于F组(1.055
±0.105, P <0.01)、G组(1±0.07, P <0.01)、H组

(0.883±0.06, P <0.01); H组吸光度值明显低于

F组(P <0.05)和G组(P <0.05); F组和G组相比差

别无显著性(P >0.05)(图1). 证实益肝康等活血

化瘀中药能抑制HSC增殖, 与丹参单药和丹参

小复方相比组方益肝康抑制率最高, 其抗肝纤

维化作用最强. B组吸光度值(1.575±0.017)明
显高于A组(1.291±0.09, P <0.01)、C组(0.906
±0.09, P <0.01)、D组(1.015±0.081, P <0.01)、
E组(1.097±0.038, P <0.01); D组、E组高于

C组(P <0.05);  D组和E组相比差别无显著性

(P >0.05)(图2). 证实了IL-1β促HSC增殖作用, 但
其作用能被益肝康等活血化瘀中药所抑制, 并
且益肝康的作用强于丹参单药及丹参小复方.

图 1 益肝康等活血化瘀中药对肝星状细胞增殖的影响. A: 

对照组; F: 丹参组; G: 丹参小复方组; H: 益肝康组. aP<0.05 

vs  H组, bP<0.01 vs  A组.

图 2 益肝康等活血化瘀中药对IL-1β刺激的HSC增殖的影

响. A: 对照组; B: IL-1β组; C: IL-1β+益肝康组; D: IL-1β+

丹参小复方组; E: IL-1β＋丹参组. aP<0.05 vs  C组, bP<0.01 

vs  B组.
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■创新盘点
本文不同与其他
的创新之处在于
本研究除了观察
了活血化瘀中药
对活化的HSC的
直 接 作 用 外 ,  还
进一步观察了其
对外源性 IL-1刺
激 的 H S C s 的 影
响, 在研究其抗肝
纤维化机制的同
时, 证实了他在强
有力的促纤维化
因子的预刺激下
仍发挥其强大功
效, 这说明他对已
形成的纤维化可
能有一定的逆转
作用; 亦可推测其
抗肝纤维化作用
的发挥可能与抑
制促纤维化因子
IL-1的作用有关
系, 有待进一步研
究.
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2.2 半定量RT-P C R检测T I M P-1m R N A表达 
TIMP-1mRAN表达A组TIMP-1/GAPDH(0.591
±0.064)高于F组(0.493±0.088, P <0.05)、G
组(0.458±0.076, P <0.01)、H组(0.356±0.046, 
P <0.01); H组低于F组(P <0.01)和G组(P <0.05); 
F组和G组相比差异无显著性(P >0.05)(图3, 4). 
证明益肝康等活血化瘀中药可以抑制H S C表

达T I M P-1, 益肝康的作用强于丹参单药和丹

参小复方 .  B组(1.369±0.097)明显高于A组

(0.591±0.064, P <0.01)、C组(0.694±0.078, 
P <0.01)、D组(0.854±0.05, P <0.01)、E组(0.898
±0.12, P <0.01); C组明显低于D组(P <0.01)
和E组(P <0.01);  D组和E组相比无显著性差

异(P >0.05)(图5). 证实了促进HSC表达TIMP-
1mRNA为IL-1β促进肝纤维化的发展的机制之

一, 益肝康等活血化瘀中药可通过抑制IL-1β的

这一作用来发挥其抗肝纤维化作用, 并且组方

益肝康的作用明显强于丹参和丹参小复方.

3  讨论

激活的H S C是合成Ⅰ、Ⅲ型胶原、非胶原糖

蛋白、蛋白多糖等E C M的主要细胞来源 ,  在
肝纤维化的发生发展中起关键性作用[8]. HSC
的激活受多种细胞因子的调控, 如转化生长因

子(TGF)、肿瘤坏死因子(TNF)、白细胞介素

-1(IL-1)、白细胞介素-6(IL-6)、血小板衍生生

长因子(PDGF)等, HSCs又可分泌这些细胞因子

并通过正反馈途径维持其活化状态. IL-1主要通

过刺激肝脏炎症反应的产生而启动和加速肝纤

维化的发展, 其机制主要是促进HSC活化和增

生, 抑制ECM降解. MMP对ECM有广泛的降解

作用, 是调节ECM动态平衡的最重要的一大酶

系. 现已发现20多种MMP, 间质性胶原酶主要包

括MMP-l、MMP-8和MMP-13, 主要降解Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ型胶原; 明胶酶(MMP-2、MMP-9)主要

降解基底膜重要成分天然Ⅳ型胶原、明胶和Ⅴ

型胶原等. 肝纤维化形成过程中, 胶原沉积以间

质胶原Ⅰ、Ⅲ型胶原为主, 降解此类胶原的酶

在人类主要是MMP-l, 而鼠类主要是MMP-13. 
TIMPs为MMPs特异性抑制因子, 可与MMPs结
合, 以1∶1的比例形成MMPs-TIMP复合体, 从
而阻断MMPs与底物结合, 是一种转录后调节机

制. 许多生长因子和细胞因子可以改变MMPs及
TIMP的基因转录, 从而影响肝纤维化进程. 重
要者有IL-1β、表皮生长因子、PDGF、TNFa
等. 王爱民 et al [9]研究发现IL-1β可同时增强大

鼠HSC的MMP-3、MMP-13、TIMP-1基因表达. 
本试验从IL-1β对HSCs增殖和TIMP-1基因表达

这两个环节进行研究, 结果IL-1β组(B组)与对照

组(A组)相比, B组HSCs增殖(P <0.01)和TIMP-1 
mRNA表达(P <0.01)较A组明显增强(图2, 3, 5), 
证实了IL-1β可明显促进大鼠HSC增殖和TIMP-1 
mRAN表达, 即为其促肝纤维化的重要机制. 

随着肝纤维化的发生机制逐渐阐明, 肝纤

维化治疗成为可能. 目前尚乏理想的抗纤维化

图 3 各组HSC TIMP-1mRNA经RT-PCR产物电泳图. A: 对照

组; B: IL-1β组; C: IL-1β+益肝康组; D: IL-1β+丹参小复方

组; E: IL-1β＋丹参组; F: 丹参组; G: 丹参小复方组; H: 益肝

康组.

图 4 益肝康等活血化瘀中药对HSC TIMP-1 mRNA的影

响. A: 对照组; F: 丹参组; G: 丹参小复方组; H: 益肝康组. 
aP<0.05 , bP<0.01 vs  A组, cP<0.05 , dP<0.01 vs  H组.

图 5 益肝康等活血化瘀中药对IL-1β刺激的HSC TIMP-1 

mRNA表达的影响. A: 对照组; B: IL-1β组; C: IL-1β+益肝

康组; D: IL-1β+丹参小复方组; E: IL-1β＋丹参组. bP<0.01 

vs  B组, dP<0.01 vs  C组.
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■应用要点
本研究从活血化
瘀中药对HSC与
基质降解有关的
关键酶TIMP影响
来探讨了活血化
瘀中药的抗肝纤
维化的机制, 还进
一步比较了单味
中药和中药组方
的作用, 结果表明
组方的抗肝纤维
化作用明显增强, 
这正符合了祖国
传统医学基础理
论君臣佐使合理
配药这一精髓, 为
抗肝纤维化新药
开发打下理论基
础.
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西药. 秋水仙碱、D-青霉胺、己酮可可碱等药

疗效差、毒副作用大, 大多限于实验阶段[1,10-12]. 
以活血化瘀为主中医中药治疗慢性肝炎、肝纤

维化疗效显著, 且乏毒性, 显示出良好趋势, 已
为国内外所共识[13-23]. 随着对肝纤维化机制的深

入了解, 对中药抗肝纤维化机制进一步阐明[19-21]. 
多靶点、多环节、多途径的综合作用是丹参等

活血化瘀中药复方抗肝纤维化的特点[22-24]. 中
药复方“益肝康”为根据中医基础理论和几十

年临床经验精心研制的以丹参为主的治疗慢性

肝病、肝纤维化的有效方剂, 具有明显抗肝纤

维化作用[25-27]. 我所研究已证实“益肝康”不

仅有抑制HSC活化、增殖及促HSC凋亡的作用, 
还可通过抑制PDGF、TGF等促纤维化细胞因

子的表达、抗脂质过氧化、促进胶原降解等作

用发挥其抗肝纤维化功效[8,18,25-31]. 我们关注影

响肝纤维化的另一重要因素——MMP/TIMP酶
系, 观察益肝康等活血化瘀中药对大鼠HSCs增
殖及TIMP-1 mRNA表达的影响以及其对外源性

IL-1β刺激的大鼠HSC的影响. 结果表明对HSCs
应用活血化瘀中药丹参(F组)、丹参小复方(G
组)、益肝康(H组)后HSC增殖均低于对照组(A
组)(P <0.01)(图1), TIMP-1 mRNA表达也低于对

照组(P <0.05或P <0.01)(图4), 说明益肝康等活血

化瘀中药通过抑制HSCs增殖和TIMP-1表达发

挥抗肝纤维化作用, 为了进一步探讨其与IL-1β

这一促肝纤维化因素的关系, 我们又研究了对

IL-1β预刺激的HSCs(B组)应用益肝康(C组)、
丹参小复方(D组)、丹参(E组)药物干预, 结果

显示C组、 D组、 E组HSCs增殖均明显低于B
组(P <0.01), TIMP-1mRNA表达也明显低于B组
(P <0.01), 说明益肝康等活血化瘀中药能有效抑

制外源性IL-1β刺激的HSCs增殖和TIMP-1表达. 
以上研究表明, 益肝康等活血化瘀中药具有强

大的抗肝纤维化功效, 其重要机制是抑制HSCs
增殖和TIMP-1 mRNA的表达. 在肝纤维化患者

中, 血清IL-1β水平随着肝纤维化程度的加重及

肝组织病理纤维化分期严重程度而显著增加, 
我们可以推测, 活血化瘀中药可能通过抑制IL-
1β的作用发挥其抗肝纤维化疗效, 有待进一步

研究. 值得注意的是以上数据显示丹参、丹参

小复方、益肝康的抗纤维化作用强弱亦有明显

差别, 益肝康抑制HSCs增殖及TIMP-1 mRNA表

达的作用均明显强于丹参(P <0.05)和丹参小复

方(P <0.05), 丹参与丹参小复方二者作用并无显

著差异(P >0.05). 说明以丹参为主的活血化瘀中

药组方-益肝康的抗肝纤维化作用强于丹参单药

和丹参小复方, 符合中医基础理论君臣佐使合

理配药这一精髓. 多年的临床应用也证实了益

肝康的强有力的抗肝纤维化功效[32], 其机制的逐

渐阐明, 为我国抗肝纤维化药物的研制开发提

供了理论基础, 为进一步提高抗肝纤维化药物

疗效打下基础. 
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                                                                                                                                                                                                    •消息•                
                      第一届全国临床营养支持学术会议通知

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.
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肝纤维化药物的
研制开发提供了
理论基础, 有较强
的科学性、创新
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Abstract
AIM: To investigate the role of all-trans retinoic 
acid (ATRA) in the early stage of alcoholic liver 
fibrosis in rats, by observing its effect on the 
expression of transforming growth factor β1 
(TGF-β1), connective tissue growth factor (CTGF) 
and pro alpha 1 (Ⅰ) collagen (Col1a1).

METHODS: Twenty-four rats were randomly 
and averagely divided into three groups, named 
J, A, and N. The rats in group J was given the 
mixture of ethanol and corn oil, and those in 
group A were added ATRA [0.15 mg/(kg•d)] 
after treatment with the same mixture for 8 wk. 
The animals in group N served as the controls, 
treating with the same amount of normal saline 

plus corn oil. All the mixtures were given intra-
gastrically. All the animals were killed after 16 
weeks. The histological changes of liver tissues 
were observed under light and electron micro-
scope. The concentration of hepatic retinoic acid 
was examined using high-performance liquid 
chromatography (HPLC). The expression of 
TGF-β1, CTGF and Col1a1 mRNA were mea-
sured by reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR). The protein expression of 
TGF-β1 and CTGF were detected by immunohis-
tochemistry..

RESULTS: Ethanol intake led to alcoholic hepa-
titis. The swelling mitochondria and expanding 
endoplasmic reticulum were observed under 
electron microscope in the rats of group J. The 
damage was partially alleviated in group A. 
The concentration of hepatic retinoic acid was 
significantly decreased in group J than that in 
group N and A (76.7 ± 29.1 pmol/g vs 182.6 ± 
37.2, 182.8 ± 273.8 pmol/g, P < 0.05), while it 
was not markedly different between group A 
and N. The expression of Col1a1 mRNA was 0.10 
± 0.02, 0.18 ± 0.03, and 0.14 ± 0.03 in group N, J 
and A, respectively, and significant difference 
existed between either two groups (P < 0.05 or P 
< 0.01). Ethanol treatment elevated the protein 
and mRNA expression of TGF-β1 (gray level: 
105.9 ± 10.1 vs 149.3 ± 10.2, P < 0.01; mRNA: 0.53 
± 0.17 vs 0.34 ± 0.05, P < 0.01) and CTGF (gray 
level: 130.8 ± 5.7 vs 158.4 ± 6.6, P < 0.05; mRNA: 
0.41 ± 0.13 vs 0.17 ± 0.05, P < 0.05) markedly, but 
up-regulated expression were decreased after 
ATRA treatment (TGF-β1 gray level: 130.8 ± 6.2, 
mRNA: 0.41 ± 0.06; CTGF gray level: 149.2 ± 6.6, 
mRNA: 0.30 ± 0.04)(P < 0.05)..

CONCLUSION: Small amount of ATRA can 
interfere the development of the ethanol-in-
duced liver fibrosis in the early stage through 
suppressing the expression of TGF-β1, CTGF 
and Col1a1..

Key Words: Alcoholic liver disease; All-trans retinoic 
acid; Transforming growth factor β1; Connective 
tissue growth factor; Pro alpha 1 (Ⅰ) collagen

 
www.wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年1月18日; 14(2): 179-183
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH 

全反式维甲酸对慢性酒精性肝损伤大鼠肝脏 TGF-β1、
CTGF 和 Col1a1 表达的影响

付 妤, 但自力, 唐望先, 晏 维, 潘志红, 熊章鄂

®

■背景资料
类 维 生 素 A 与 肝
纤维化的关系一
直是人们关心的
课题. HSC是VitA
的主要储存细胞, 
人体大约90%的
VitA储存在HSC
中 .  当 H S C 活化
时, VitA含量明显
减 少 ,  因 此 我 们
猜测VitA含量与
HSC的激活存在
关联. 现在国外实
验也证明小剂量
VitA具有抗纤维
化作用, 而大剂量
则有促纤维化作
用. VitA主要通过
其代谢产物全反
式维甲酸和其同
分异构体9-顺式
维甲酸及核内受
体RAR/RXR起作
用, 从而影响HSC
的生理活动. 因此
我们用维甲酸体
外干预酒精性肝
损伤观察他对肝
纤维化早期的影
响, 以了解维甲酸
用于治疗肝纤维
化的前景.
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摘要
目的: 通过观察全反式维甲酸对慢性酒精性
肝损伤大鼠肝脏TGF-β1、CTGF和Col1a1表
达的影响, 探讨该药物对酒精性肝纤维化形成
的作用. 

方法: 大鼠24只随机分为3组: 酒精组(J组), 给
予酒精-玉米油混悬液灌胃; 治疗组(A组), 给
予上述混悬液灌胃8 wk后加用0.15 mg/(kg·d)
的全反式维甲酸灌胃; 对照组(N组), 给予等
量的生理盐水和玉米油灌胃. 16 wk后处死
大鼠. 光、电镜下观察肝组织病理改变, 高压
液相色谱法(HPLC)测肝组织中维甲酸的含
量, 免疫组化法检测肝组织中转化生长因子
β1(TGF-β1)和结缔组织生长因子(CTGF)的蛋
白水平, 逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测
肝组织中TGF-β1、CTGF和Ⅰ型胶原前胶原
a1(Col1a1)的mRNA水平. 

结果: 光镜下酒精组及治疗组均呈不同程度
的酒精性肝炎改变, 电镜下酒精组肝细胞线
粒体肿胀, 内质网扩张, 脱颗粒, 而治疗组改
变轻于酒精组. 肝组织中维甲酸含量: 酒精组
低于正常组, 治疗组接近对照组水平. Col1a1
的mRNA表达在酒精组中较对照组明显增高
(0.18±0.03 vs  0.10±0.02, P <0.01), 治疗组较
酒精组表达下降(0.14±0.03 vs  0.18±0.03, P  
<0.05). TGF-β1的mRNA及蛋白表达在酒精
组中增高(0.53±0.17 vs  0.34±0.05, 105.93
±10.12 vs  149.27±10.17, P <0.01), 治疗组相
对于酒精组有所下降(0.41±0.06 vs  0.53±
0.17, 130.80±6.23 vs  105.93±10.12, P <0.05). 
CTGF的mRNA及蛋白表达在酒精组中增高
(0.41±0.13 vs  0.17±0.05, 130.84±5.72 vs  
158.37±6.64, P <0.05), 治疗组对于酒精组有
所下降(0.30±0.04 vs  0.41±0.13, 149.23±
6.65 vs  130.84±5.72, P <0.05).

结论: 小剂量全反式维甲酸通过降低慢性酒
精性肝损伤大鼠肝脏致纤维化因子TGF-β1, 
CTGF和Col1a1的表达抑制早期酒精性肝纤维
化的形成. 

关键词�� 酒精性肝病; 全反式维甲酸; 转化生长因子

β1; 结缔组织生长因子; Ⅰ型胶原前胶原a1基因
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0  引言

长期过量的酒精摄入会导致不同程度的肝损伤

并逐步向肝纤维化、肝硬化发展. 在肝损伤早

期可观察到肝组织中维甲酸含量下降[1-3]. 维甲

酸含量的降低可影响肝星状细胞的激活[4], 从而

影响TGF-β等一系列致纤维化因子的释放[5]. 目
前, 对维甲酸在酒精性肝病中的作用研究的结

果不一. 我们通过补充小剂量维甲酸, 观察其对

慢性酒精性肝损伤中TGF-β1, CTGF和Col1a1的
影响, 以探讨维甲酸在酒精性肝纤维化形成早

期的作用及可能的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar♂大鼠(清洁级)24只, 体质量

180-200 g, 购自同济医学院实验动物中心. 无
水乙醇(上海振兴化工一厂). 金龙鱼牌玉米油

(南海油脂公司). 维甲酸原药(山东良福制药有

限公司). 美国产Waters 2690高效液相色谱仪及

996-二极管阵列检测器, Millennium 3.20色谱

软件. 色谱柱: Eurospher C18反相色谱柱(德国

KNAUER公司). 抗大鼠TGF-β1和CTGF多克隆

抗体(武汉博士德生物制品公司), SP免疫组化试

剂盒(武汉凌飞试剂公司), ECL发光试剂(武汉众

一试剂公司). M-MLV逆转录酶(Promega公司), 
TaqDNA聚合酶(北京鼎国公司). 引物均由上海

生工合成.
1.2 方法 大鼠正常喂养1 wk后随机分为3组: 对
照组(N组)、酒精组(J组)、治疗组(A组), 每组8
只. 生理盐水和无水乙醇配成500 mL/L乙醇. J
组给予7 g/(kg·d)酒精及2 g/(kg·d)玉米油混悬液

每日1次灌胃. A组以同样的方法灌胃8 wk后, 再
将0.15 mg/(kg·d)的维甲酸溶于酒精-玉米油混

悬液中灌胃. N组给予等量的玉米油和生理盐水

灌胃. 实验期间正常饮食饮水, 16 wk末处死大

鼠. 肝组织部分液氮速冻后-80℃贮存, 部分投

入100 g/L中性甲醛固定, 石蜡包埋, 常规HE染
色. 另40 g/L戊二醛固定标本, 树脂包埋, 透射电

镜观察.
1.2.1 HPLC测肝组织中维甲酸含量 方法参照

Wang et al [2]. 取0.3 g肝组织在体积比为2∶1的
冰HEPES∶甲醇混合液中匀浆, 取1 mL匀浆液

加入内标视黄醇醋酸酯后用正己烷抽提2次, N2

■同行评价 
本文目的和创新
点 明 确 ,  方 法 规
范 ,   统计学结果
可信, 有一定学术
价值 .
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吹干, 溶于无水乙醇中进样. 反向梯度HPLC的

流动相为甲醇∶水(体积比70∶30, 水中含10 g/
L醋酸铵, 溶剂A)和甲醇(溶剂B). 梯度过程如下

(流速1 mL/min): 1 000 mL/L溶剂A冲洗8 min后
10 min线性梯度至300 mL/L溶剂A和700 mL/L
溶剂B, 20 min的线性梯度至1 000 mL/L溶剂B, 
并保持20 min, 再以2 min的线性梯度至1 000 
mL/L溶剂A. 检测波长340 nm. 维甲酸的量通过

内标的峰面积进行半定量. 
1.2.2 免疫组织化学检测TGF-β1和CTGF蛋白 采
用免疫组织化学SP法, 操作步骤按试剂盒说明. 
TGF-β1﹑CTGF抗体稀释度均为1∶200, 用PBS
代替一抗作阴性对照. 采用Mias-2000图像分析

系统分析结果: 每张切片任意选取10个区域, 在
200倍物镜下测定阳性物质平均灰度值.
1.2.3  RT-PCR检测TGF-β1、CTGF和Col1a1 
mRNA 采用半定量RT-PCR法检测, 以β-actin为
内参照. 总RNA提取: 取50-100 mg肝组织剪碎

后加Trizol于匀浆器中匀浆, 再用氯仿抽提, 异
丙醇、乙醇沉淀, 最后溶于焦碳酸二乙酯处理

过的水中. 取2 mg RNA进行逆转录, 步骤参照

逆转录酶所附说明进行. 大鼠Col1a1的引物序

列: 上游5´GTCCTATGGCTATGATGAGAAATC 
3´, 下游5´CACCATCCAAACCACTGAAAC 3´
(335 bp); 大鼠TGF-β1的引物序列: 上游5´CCG-
CAACAACGCAATCTATG 3´, 下游5´GCCCT-
GTATTCCGTCTCCTT 3´(304 bp); 大鼠CTGF 
的引物序列: 上游5´CGGGAAATGCTGTGAG-
GAGT 3´, 下游5´CAGGCTTGGCAATTTTAG-
GC 3´(326 bp); 大鼠β-actin的引物序列: 上游

5´TGTGCTATGTTGCCCTAGACT 3´, 下游5´
TCGTACTCCTGCTTGCTGAT 3´(442 bp). PCR
产物经琼脂糖凝胶电泳后用GDS-8000型凝胶成

像系统照像并用自带的图像分析系统计算基因

相对表达值. 目的基因相对表达值 = (目的基因

条带灰度值) /(β-actin基因条带灰度值). 
统计学处理  数据经SPSS 12.0软件处理, 

采用t检验进行统计分析, 用mean±SD表示, 以
P <0.05为显著性差异, P <0.01为极显著差异的检

验标准.

2  结果

试验过程中共有4只大鼠死亡,  J组、A组各死亡

2只. 其中2只死于误灌, 1只死于胃大出血, 1只
死于胃扩张.
2.1 肝脏病理学改变 HE染色示J组肝组织切片

呈大、小泡性脂肪变, 以大泡性为主. 病变在中

央静脉周围及肝包膜下更为明显, 伴有点、灶

状坏死, 炎性细胞浸润. A组中脂肪变、坏死及

炎性改变较J组减轻. N组无上述改变. 电镜下J
组细胞肿胀较明显, 胞质内线粒体轻度肿胀, 基
质密度增高, 嵴模糊不清. 粗面内质网数量减少, 
扩张, 大部分多聚核蛋白体从粗面内质网上脱

落(脱颗粒). 滑面内质网扩张成囊状. 另可见少

量肝细胞坏死, 细胞膜破裂, 肿胀的细胞器游离

于细胞核周围, 核不规则改变, 染色质凝集. 胞
质内可见散在分布的脂滴. A组肝细胞轻度肿胀, 
线粒体基质密度稍增高, 嵴模糊不清. 粗面内质

网数量无明显改变, 轻度扩张, 无明显脱颗粒现

象. 滑面内质网轻度扩张. N组超微结构均正常.
2.2 肝组织中维甲酸的含量 J组与N组比较维甲

酸含量明显下降(P <0.05). A组维甲酸含量接近N
组水平(P >0.05)(表1).
2.3 TGF-β1和CTGF的蛋白表达 TGFβ1在N组中

仅少量表达于肝组织的间质细胞内, 在J组中表

达增多, 分布于窦周细胞、炎性细胞、脂肪变

性肝细胞胞膜及少数肝细胞胞质, 以肝小叶中

央静脉和汇管区更为明显. CTGF在N组无表达

或仅在汇管区基质及间质细胞胞质内有少量表

达. 在J组中于窦周细胞、炎性细胞以及少数肝

细胞也可见表达, 主要见于在胞质内, 胞膜上也

有少量表达. 两种蛋白在A组中表达较J组减少

(表1).
2.4 TGF-β1、CTGF和Col1a1的mRNA表达 J组
中TGF-β1, CTGF和Col1a1表达明显高于N组, 而
A组中表达较J组减少(P <0.05)(图1A, B, C, 表2).

3  讨论

慢性过量的酒精摄入会导致肝组织中维甲酸含

量的下降, 其可能的机制有: (1)维甲酸合成减少  
肝组织中的维甲酸主要由VitA转化而来, 而乙醇

与VitA的转化具有相似的通路, 都要经过乙醇脱

氢酶代谢为相应的醛类, 因此乙醇可通过与VitA

    

表 1 肝组织维甲酸含量,TGF-β1和CTGF蛋白水平 (mean
±SD)

                           维甲酸含           TGF-β1               CTGF

                            量 (pmol/g)         (灰度值)           (灰度值)

对照组 (N)     

酒精组 (J)      

治疗组 (A)      

aP<0.0�, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.0�, dP<0.01 vs  酒精组.

分组              n

8  182.�±3�.2    149.3±10.2   1�8.4±�.�

�    ��.�±29.1a   10�.9±10.1b  130.8±�.�a

�  182.8±2�3.8c 130.8±�.2c    149.2±�.�c
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竞争性利用乙醇脱氢酶来抑制VitA向维甲酸的

转化[6]. 同时乙醇还可促进VitA向肝外组织的转

移, 从而减少维甲酸的合成[7]; (2)维甲酸代谢增

加 细胞色素P4502E1可催化维甲酸代谢为极性

产物, 而慢性的乙醇摄入可诱导细胞色素P450
的合成, 加快维甲酸的代谢[8,9]. 维甲酸具有类似

甲状腺素的作用机制, 可通过细胞核内DNA结

合蛋白调节有关基因的表达从而发挥一系列生

物效应[10]. Davis et al [11]发现维甲酸可抑制星状

细胞的活化, 调节TGF-β1的产生. 目前, 国外对

维甲酸在肝纤维化中的作用的研究结论不一. 有
人发现维甲酸或其类似物可加重纤维化[12,13], 也
有人发现他们可减轻肝纤维化[11,14]. 其原因可能

与维甲酸种类、剂量不同以及模型和实验方法

的不一致有关. 我们通过观察小剂量维甲酸对

酒精性肝损伤大鼠肝脏中促纤维化因子的影响, 
发现小剂量维甲酸具有抑制早期纤维化因子表

达的作用. 其机制可能为维甲酸抑制TGF-β1表
达从而减少CTGF及Col1a1的表达来发挥其抑

制纤维化作用. 维甲酸受体RARa、RXRa与激

活蛋白-1(AP-1)有相互拮抗作用[15,16], 增加维甲

酸及其受体的含量可减少AP-1驱动的TGF-β1的
产生[17]. CTGF属即刻早期基因, 在CTGF基因启

动子序列中存在TGF-β的顺式调控元件(TGF-β 

RE), 位于启动序列-168 bp和-128 bp之间[18]. 
机体损伤和纤维化发生时CTGF高表达并作为

TGF-β的下游介质介导细胞外基质的生成 [19]. 
Col1a1是Ⅰ型胶原a1链的编码基因, 其mRNA的

转录亦受TGF-β的调控[20,21]. 维甲酸可能通过减

少TGF-β1的表达来影响其介导的纤维化生成. 
我们仅研究了小剂量维甲酸对酒精性肝损

伤及肝纤维化的影响, 而不同剂量维甲酸对不

同原因所致肝损伤及纤维化的作用还有待进一

步研究. 
致谢: 华中科技大学附属同济医院病理科吴翠
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Abstract
AIM: To investigate the effects of 5-Aza-2'-
deoxycytidine (5-Aza-CdR) on the proliferation 
and apoptosis of Lovo cells and the expression 
of tumor suppressor gene RUNX3.

METHODS: Human colonic cancer cell line 
Lovo was treated with 5-Aza-CdR (0.4, 4, 40 
μmol/L), a specific demethylating agent, for 3 d, 
and then cultured in RPMI 1640 medium for 5 d. 
The growth of Lovo cells was observed by MTT 
assay before and after 5-Aza-CdR treatment, 
respectively. The expression of RUNX3 mRNA 
was observed by semi-quantitative reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR). The apoptosis of Love cells was analyzed 
by flow cytometry�.

RESULTS: Lovo cells treated with 5-Aza-CdR 
displayed a slowed growth in comparison with 
the control cells, and the growth rate decreased 
accordingly with the increase of 5-Aza-CdR 
concentration. RUNX3 mRNA was expressed in 
Lovo cells after 5-Aza-CdR treatment, but it was 
undetectable before the treatment. After 0.4, 4, 
and 40 μmol/L 5-Aza-CdR treatment, the level 
of RUNX3 mRNA expression was 0.46 ± 0.06, 0.71 
± 0.06, and 0.84 ± 0.07, respectively, and it was 
significantly correlated with the concentration 
of 5-Aza-CdR (F = 168.4, P < 0.01). The apop-
totic rate of Lovo cells treated with 0.4, 4, and 40 
μmol/L 5-Aza-CdR was 10.95% ± 2.09%, 17.61% 
± 1.51%, and 26.60% ± 1.89%, respectively, which 
was markedly higher than that of the controls 
(2.92% ± 0.93%)(P < 0.01). The apoptosis was 
also notably correlated with 5-Aza-CdR concen-
tration (F = 145.7, P < 0.01)..

CONCLUSION: 5-Aza-CdR can inhibit the proli-
feration and partly induce the apoptosis of Lovo 
cells by inducing the re-expression of RUNX3 
gene..

Key Words: RUNX3 gene; Methylation; 5-Aza-2'-
deoxycytidine; Colonic cancer; Apoptosis

Ni Z, Liu NZ, Li LF, Zhang Q, Li XM, Hong W. Effects of 
5-Aza-CdR on cell proliferation and apoptosis in colonic 
cancer cell line Lovo and expression of tumor suppressor gene 
RUNX3. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(2):184-188

摘要
目的: 研究抑癌基因R U N X3在人结肠癌
细胞中的表达情况 ,  探讨5-氮-2'-脱氧胞苷
(5-Aza-CdR)对人结肠癌Lovo细胞增殖凋亡及
RUNX3表达的影响. 

方法: 用特异性甲基转移酶抑制剂5-Aza-CdR 
0.4, 4, 40 μmol/L处理人结肠癌细胞株Lovo 
3 d, 继续常规培养5 d后, 采用四唑盐(MTT)
比色观察细胞经药物处理前后的生长活性, 以
半定量RT-PCR检测细胞处理前后抑癌基因
RUNX3 mRNA的表达, 应用流式细胞仪进行
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5-Aza-CdR 对人结肠癌 Lovo 细胞增殖凋亡及抑癌基因
RUNX3 表达的影响

倪 志, 刘南植, 李林芳, 张 庆, 李秀梅, 洪 玮

®

■背景资料
R U N X 3 是 一 种
新发现的定位于
1p36.1的抑癌基
因, 他是RUNT基
因家族成员之一. 
R U N T家族是一
组高度保守的基
因序列, 他们在细
胞的生长发育的
过程中起着重要
的作用. 近来多项
研究发现RUNX3
与人类多种消化
系肿瘤发生有着
密切的相关性.
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细胞凋亡率的检测. 

结果: 人结肠癌细胞Lovo经处理后, 与对照
组比较, 5-Aza-CdR 0.4, 4, 40 μmol/L均能明
显抑制肿瘤细胞生长, 随5-Aza-CdR浓度增
加, 细胞生长速率下降; 对照组Lovo细胞未见
RUNX3 mRNA表达, 经药物处理后的细胞均
检出该种mRNA的重新表达, 其mRNA的表
达相对量分别为0.46±0.06, 0.71±0.06, 0.84
±0.07, 与药物存在剂量依赖性(F = 168.4, 
P <0.01); 对照组细胞凋亡率为2.92%±0.93%, 
5-Aza-CdR 0.4, 4, 40  μmol/L处理后Lovo细
胞凋亡率分别为10.95%±2.09%, 17.61%±

1.51%, 26.60%±1.89%, 与对照组相比较均有
统计学意义(P <0.01), 且凋亡率与5-Aza-CdR
剂量呈正相关(F = 145.7, P <0.01).

结 论 :  在 人 结 肠 癌 细 胞 株 L o v o 中 ,  基 因
R U N X3可能因过甲基化而导致转录失活 , 
RUNX3基因重新表达能抑制细胞生长, 并能
诱导部分细胞凋亡. 

关键词�� RUNX3基因; 甲基化; 5-氮-2'-脱氧胞苷; 

结肠癌; 凋亡
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0  引言

肿瘤的发生和发展过程中, 抑癌基因的失活是

关键因素之一. 目前研究表明, 抑癌基因失活的

主要方式有基因的缺失、突变和启动子区域的

过甲基化等[1-4]. 5-氮-2'-脱氧胞苷(5-Aza-CdR)
是一种DNA甲基转移酶的抑制剂, 很多体外研

究证实, 5-Aza-CdR通过去甲基化作用能使多种

CpG岛过甲基化的抑癌基因重新表达, 而恢复

抑癌功能[5-8]. RUNX3是一种新发现的抑癌基因, 
研究证实对胃癌细胞的生长具有明显的抑制作

用, 启动子区域CpG岛的过甲基化可能是其失活

的方式[4,9]. 结肠癌中该基因的表达研究尚少. 我
们采用5-Aza-CdR对肠癌细胞株进行处理, 检测

RUNX3基因表达, 并分析肿瘤细胞的生物学行

为改变, 以探讨肠癌的发生机制并寻求新的治

疗靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 小牛血清, RPMI 1640培养基(Gibco公

司); 5-Aza-CdR, MTT, DMSO, RNA酶A(RNase 
A)及碘化嘧啶(PI)(Sigma公司); RT-PCR试剂

盒(大连宝生物公司); Tr i z o l(M R C公司). 目
的基因RUNX3及内参照GAPDH的引物均由

Primer5.0软件自行设计, 由上海生工公司合成, 
引物序列如下: RUNX3上游引物: 5'-CAGCC
AAATCTTGCGACTC-3', 下游引物: 5'-ACCA 
GAAGGACTGCCTAACC-3', 产物片段长度

852 bp; GAPDH上游引物: 5'-CCATGTTCGT 
C AT G G G T G T G A A C C A - 3 ' ,  下游引物 : 
5'-GCCAGTAGAG GCAGGGATGATGTTC-3', 
产物片段长度251 bp. 人结肠癌细胞株Lovo为
华中科技大学同济医学院附属协和医院惠赠, 
用含100 mL/L小牛血清的RPMI 1640培养基培

养(37℃, 50 mL/L CO2, 饱和湿度), 隔日换液, 细
胞长满培养瓶壁80％-90％后, 按1∶2-1∶4传代, 
取对数生长期细胞进行实验.
1.2 方法 将细胞以适宜密度接种, 加入含5-Aza-
CdR的RPMI 1640培养基, 使其药物终浓度分别

为0.4, 4, 40  μmol/L, 每24 h更换为新鲜药液, 浓
度同前, 连续作用3 d后弃去药液, 以含100 mL/
L小牛血清的RPMI 1640培养基继续培养5 d. 以
未经药物干预的Lovo细胞作为对照组.
1.2.1 药物作用前后Lovo细胞增殖活性 上述经

药物处理后的细胞及对照组细胞, 以每孔3×103

个细胞接种于96孔板, 各组设5个复孔, 共接种

6板. 待细胞6 h贴壁后, 及其后每隔24 h取出1
板, 每孔加入浓度5 g/L的MTT 20  μL, 置培养

箱内孵育4 h后, 小心吸去培养液, 加入150  μL 
DMSO, 37℃恒温水平摇床振摇15 min, 待晶体

充分溶解后, 置全自动酶标仪于570 nm波长处

读取吸光度(A ), 上述实验均重复3次. 细胞增殖

能力以平均吸光度(A )值分析, 以A值为纵坐标, 
时间(d)为横坐标, 绘制生长曲线. 
1.2.2 用药后RUNX3 mRNA的表达 上述经药物

处理后的细胞及对照组细胞, 按Trizol试剂说明

书一步法提取总RNA. 通过紫外分光光度计检

测RNA的260 nm与280 nm吸光度, 计算出RNA
浓度. 1  μg RNA加入逆转录反应体系, 以随机引

物Random 9mers为引物进行逆转录反应, 逆转

录反应条件参照试剂盒说明. 取2  μg逆转录反

应产物, 按试剂盒说明书比例配成25  μL的PCR
反应体系. PCR反应条件: 94℃变性4 min, 1个循

环; 94℃变性45 s, 57℃退火45 s, 72℃延伸45 s, 
共35个循环; 再以72℃延伸7 min. 扩增产物于

15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 用凝胶成像系统进行半
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定量分析, RUNX3的相对表达水平 = RUNX3基
因的RT-PCR产物电泳条带的密度/GAPDH基因

的RT-PCR产物电泳条带的密度.
1.2.3 细胞凋亡的检测 上述经药物处理后的细

胞及对照组细胞均以每孔2×105个接种于六孔

板上, 以含100 mL/L小牛血清的RPMI 1640培
养基培养4 d. 按常规方法消化收集细胞, 以PBS
洗涤2次, 以-20℃预冷的800 g/L乙醇固定, 充分

振摇均匀, 置-20℃冰箱保存24 h以上. 检测前

离心(1 500 r/min, 10 min), 弃乙醇, 以PBS洗涤2
次, 以PBS调节细胞密度至1×109/L, 洗涤后加入

由50 mmol/L磷酸钠和25 mmol/L枸橼酸按体积

比9∶1组成的PC缓冲液(pH 7.8)50  μL, 室温放

置15 min, 加PBS 0.5 mL, PI 50  μL(100 mg/L)
和RNaseA 10  μL(5 mg/L)于室温、暗处放置染

色30 min, 以流式细胞仪(BD公司)进行细胞凋

亡率检测. 
统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 多

样本均数比较采用单因素方差分析, 两组均数

比较采用t检验, 所有数据均由SPSS 12.0统计软

件进行处理, P<0.05为统计学上差异有显著性.

2  结果

2.1 Lovo细胞形态及生长速度 光镜下观察结肠

癌细胞Lovo, 于5-Aza-CdR处理前为多角形, 形
态不规则; 药物处理3 d后, 可见细胞皱缩, 多角

形形态趋于规则. 继续培养5 d后, 可见细胞密

度低, 部分细胞体积缩小, 死亡细胞数多. 细胞

经3种不同浓度5-Aza-CdR处理后, 细胞的生长

速度受到不同程度的抑制, 随着药物浓度的增

加抑制作用增强(图1).
2.2 Lovo细胞RUNX3 mRNA的表达 RT-PCR检
测对照组细胞未见RUNX3基因的mRNA表达, 
5-Aza-CdR处理后的细胞RUNX3基因的mRNA
重新表达(图2), 分别用浓度0.4, 4, 40  μmol/L的
5-Aza-CdR处理细胞后, 细胞RUNX3 mRNA的

相对表达量分别为0.46±0.06, 0.71±0.06, 0.84
±0.07, 且具有剂量依赖关系(F = 168.4, P <0.01).
2.3 5-Aza-CdR对Lovo细胞凋亡率的影响 经流

式细胞仪检测分析, 对照组细胞凋亡率为2.92%
±0.93%, 经5-Aza-CdR 0.4, 4, 40  μmol/L处理后

在细胞周期G1峰前出现明显的凋亡峰, 细胞凋

亡率逐渐增高, 凋亡率分别为10.95%±2.09%, 
17.61%±1.51%, 26.60%±1.89%, 与对照组相比

较有统计学意义(P <0.01), 细胞凋亡率与5-Aza-
C d R浓度水平具有剂量依赖关系(F  = 145.7, 
P <0.01)..

3  讨论

结肠癌和其他肿瘤一样, 其发生和发展是一个

多基因、多步骤的过程, 癌基因的激活和/或抑

癌基因的失活是其分子学基础. 肿瘤学研究表

明, DNA甲基化在基因表达调控、细胞增殖、

分化、发育及基因组印迹等方面起着重要的

作用, 并与肿瘤的发生发展关系密切[10-12]. DNA
的过甲基化是引起抑癌基因失活的重要方式. 
DNA过甲基化并不是基因序列发生改变, 而只

是部分碱基对发生甲基化修饰, 这种异常的甲

基化模式是可以逆转的[13,14]. 
RUNX3是一种新发现的定位于1p36.1的

抑癌基因, 广泛表达于消化道上皮细胞、间叶

细胞、血液细胞及神经细胞等[15-17]. RUNX3是
RUNT基因家族的成员之一, RUNT基因家族是

由RUNX1、RUNX2、RUNX3等三个成员组成, 
其编码蛋白是一组D N A结合转录因子 ,  在细

胞的生长、发育及凋亡过程中起着重要的作

用[18-21]. 许多研究发现, RUNX3-/-的胃黏膜上皮

细胞的过度增生和凋亡减少与细胞对TGF-β诱
导凋亡的敏感性降低有关, TGF-β作为诱导抑制

增生因子其诱导凋亡的作用在RUNX3-/-的胃黏

图 1 Lovo细胞经5-Aza-CdR处理后的生长曲线. 

图 2 5-Aza-CdR处理Lovo细胞后RUNX3 mRNA的表达. 1: 

Marker; 2: 对照组; 3-5: 0.4, 4, 40 μmol/L 5-Aza-CdR. 
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膜上皮细胞中完全失活, 结果提示, RUNX3可能

是TGF-β信号传导途径的关键作用靶点[4,22]. 进
一步研究证实, 在TGF-β信号传导过程中, TGF-β
与被激活的Smad形成的复合物由胞质转入胞核

内后需在RUNX3蛋白的指导下与核内特异性的

靶点相结合, 并增强其结合力, 共同调节相关靶

基因的转录. RUNX3表达沉默可导致TGF-β信
号途径紊乱, 引起TGF-β信号失活, 进而引发细

胞的凋亡障碍, 导致肿瘤的发生[22-24]. 
本研究结果显示, 人结肠癌细胞株Lovo不

表达RUNX3基因的mRNA, 而经过5-Aza-CdR处
理后的细胞重新表达RUNX3的mRNA, 提示在

结肠癌细胞中RUNX3表达失活可能是由于启动

子区域的CpG岛过甲基化所致. 5-Aza-CdR是一

种DNA甲基转移酶1(DNMT1)抑制剂, 他是一种

脱氧胞苷类似物, 在DNA复制过程中与DNA分

子相结合, 并与DNMT1形成一共价复合物, 抑制

该酶的甲基转移活性, 生成低甲基化子链, 从而

实现去甲基化功能[25-27]. 我们发现, Lovo细胞经

过5-Aza-CdR处理后, MTT检测的细胞生长曲线

及流式细胞仪检测的细胞凋亡率可以看出细胞

的增殖不同程度受到抑制, 细胞凋亡率明显提

高. 上述结果提示, 5-Aza-CdR可能使因甲基化

失活的RUNX3基因去甲基化而重新表达, 恢复

其抑癌功能, 从而导致抑制结肠癌细胞生长并

诱导其凋亡的作用. 当然, 若5-Aza-CdR本身存

在细胞毒性也可以产生类似作用. 目前研究表

明, 有细胞毒性作用的药物其细胞毒效应均存

在着时效性, 而未发现抑制肿瘤细胞生长的可

遗传性[28]. 在本研究中, 实验所用均是药物作用

后并继续培养5 d以上的细胞, 因而提示5-Aza-
C d R抑制肿瘤细胞生长、诱导其凋亡并非其

本身的药物毒性直接所致, 而是其去甲基化的

间接作用. RUNX3的mRNA重新表达后, 随着

mRNA表达增强, 结肠癌细胞生长明显减慢, 提
示RUNX3可能直接或间接参与调控细胞DNA
的复制合成. 

RUNX3作为一种新发现的抑癌基因, 其表

达可通过TGF-β信号途径抑制细胞的过度增殖

并诱导凋亡. RUNX3可能成为结肠癌的一个新

的生物学标志和基因治疗的靶点, 为结肠癌的

诊断和治疗提供一条新的途径. 但有关RUNX3
基因的表达调节、RUNX3转录因子的作用机制

及是否与其他癌基因和/或抑癌基因存在相互关

联作用还不十分清楚, 有待进一步研究. 
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摘要
促胃肠动力药包括很多种类, 这类药物有着不
同的化学结构及作用机制, 对从食管到结肠的
胃肠道的不同部位有着不同程度的促动力作
用. 同时, 这类药物对胆道系统的影响也逐渐
受到研究者的关注. 这类药物对胃肠道及胆道
作用机制的研究包括: 胆碱能机制、肾上腺
能机制、抗多巴胺和抗胆碱脂酶机制、神经
体液机制等. 促胃肠动力药临床上广泛应用于
慢性胃炎、反流性食管炎 (GERD)、胃瘫、

功能性消化不良 (FD) 等疾病的治疗. 

关键词: 促胃肠动力药; 多潘立酮; 西沙必利; 莫沙
必利; 替加色罗; 伊托必利
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0  ����
促胃肠动力药, 包括甲氧氯普胺、多潘立酮、

西沙必利、莫沙必利、替加色罗、伊托必利、

红霉素等, 广泛应用于临床. 该类药物的作用机

制还没有完全明确, 尤其对胆囊及Oddi括约肌

的作用, 实验结果不尽一致. 该类药物对于胆道

的作用报道很少, 需进一步研究. 现对胃肠动力

药的作用机制及临床应用研究进展加以综述. 

1  促胃肠动力药的分类

临床上常用的促胃肠动力药有四代. 第一代如

甲氧氯普胺, 商品名为胃复安、灭吐灵, 是具有

胆碱能特征的多巴胺受体拮抗剂. 甲氧氯普胺

有较多的中枢性副反应, 早期用于治疗上消化

道动力障碍如功能性消化不良、胃轻瘫等, 目
前已经被二代, 第三代及第四代促动力药所代

替, 但由于胃复安有注射剂, 并有止吐作用, 临

床上目前多作为止吐药使用[1,2]. 第二代促动力

药是多潘立酮, 商品名为吗丁啉, 为外周多巴胺

受体阻滞剂[3], 临床应用广泛. 第三代是西沙必

利, 是一种化学结构上取代了烷化苯丙咪唑的

甲氢氯普胺. 但近年临床发现在西沙必利高敏

患者中可出现Q-T间期延长或导致尖端扭转性

室性心动过速[4], 对于其在临床进一步应用, 还
有着很大的争议. 第四代为莫沙必利, 为非选择

性5-HT4受体激动剂, 是新型促胃肠动力药物. 安
全、有效, 临床正在广泛使用[5,6]. 目前最新的胃

肠动力药为替加色罗和伊托必利, 分别为5-HT4

受体部分激动剂[7,8]和多巴胺受体阻滞剂[9-11]. 另
一种促动力药为红霉素, 具有胃动素样的促动

力效应[12,13], 在促胃肠动力方面是研究的热点, 
但由于其上腹痛、恶心、呕吐等不良反应明显, 
限制了其临床应用. 

2  促胃肠动力药的药代动力学

目前该类药物, 推荐给药方式为口服给药. 多
潘立酮口服吸收迅速, 达血药峰浓度的时间为

15-30 min, 与小肠组织有较高的亲和力. 在食

管、胃 、小肠具有较高的浓度, 血浆次之, 脑内

几乎没有分布. 西沙必利口服后吸收迅速、完

全, 1-2 h内达血药峰浓度. 半衰期为10 h. 其口服

生物利用度约40%, 血浆蛋白结合率为97.5%. 主
要分布于胃和肠组织内. 莫沙必利经口服给药, 
0.8 h达血药峰浓度, 血浆蛋白结合率99%. 主要

从胃肠道吸收, 分布以胃肠道、肝、肾局部药

物浓度为最高[4,5]. 替加色罗口服给药, 血药峰浓

度为1 h, 绝对生物利用度为10%[14]. 伊托必利口

服给药, 血药峰浓度时间为30 min, 蛋白结合率

为96%, 在胃肌肉层中浓度为血液中药物浓度的

二倍[8,9]. 

3  促胃肠动力药对胃肠动力的作用及机制

3.1 促胃肠动力药对胃肠动力的作用 多潘立酮

主要作用于胃肠道, 对脑的影响很小. 多潘立酮

高度亲和力集中在上消化道[3], 主要作用部位为

近端胃肠道[15]. 通过增加胃窦及十二指肠的蠕动
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是胃肠研究方面
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药物的研发, 新
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更高的胃肠动力
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幅度和频率, 胃的收缩和蠕动加强, 胃内固体和

液体的排空速度加快, 还可协调胃窦和十二指

肠运动[3]. 由于不易通过血脑屏障, 极少引起锥

体外系的不良反应[15]. 健康志愿者试验表明, 口
服多潘立酮后, 食管下括约肌压力持续上升[16]. 
Grande et al 17]认为, 溃疡性食管炎患者口服多潘

立酮后, 食管下段压力增高, 而不影响食管体部

的运动及食管酸暴露时间. 健康人试验表明, 多
潘立酮对胃液成分无明显影响. 

西沙必利可显著提高食道、胃、小肠及大

肠的推进运动, 对整个胃肠道包括从食管到肛

门括约肌均有促动力作用, 能增强生理反应, 恢
复正常的动力模式, 为全胃肠动力药[18]. 在食道, 
西沙必利可以增强食道蠕动和下食道括约肌张

力, 防止胃内容物反流入食道, 并改善食道的清

除率. 在胃, 西沙必利可以增加胃和十二指肠收

缩性与胃窦-十二指肠的协调性, 可以减少十二

指肠胃反流, 改善胃和十二指肠的排空. 在小肠

及大肠,西沙必利可以加强肠运动, 并且促进小

肠和大肠的转运[18]. 西沙必利不增加基础胃酸及

五肽胃泌素引起的胃酸分泌, 不影响血浆催乳

素水平, 不影响精神活动及血压, 呼吸频率, 体
温, 体重和抗凝血功能. 西沙必利不是抗多巴胺

药物, 不具备抗呕吐作用. 西沙必利在一定条件

下, 可延缓心脏再极化, 从而引起QT间期延长, 
导致尖端扭转性室性心动过速[4,20]. 

莫沙必利为5-HT4受体激动剂, 是第一个没

有D2受体拮抗作用的胃动力药[4,5]. 可加强并协

调胃肠运动, 防止食物滞留与反流, 增强胃及

十二指肠运动[19]. 对小肠和结肠的作用仍存在

争议, 一些研究认为莫沙必利能够加强小肠和

结肠的运动[20-23], 而另一些研究则认为对小肠及

结肠的运动没有影响[24]. 有研究发现莫沙必利能

增强直肠-直肠, 直肠-肛管反射[25,26]. 另有研究发

现, 莫沙必利显著缩短了荷兰猪结肠转运时间, 
从而认为, 莫沙必利对荷兰猪全结肠均有促动

力作用[19]. 在Parkinson病患者, 莫沙必利缩短了

全结肠转运时间[27]. 健康受试者试验表明, 莫沙

必利强效增强胃肠运动的同时, 不影响胃酸分

泌. 莫沙必利与中枢神经原突触膜上的多巴胺

D2, A1, 5-HT1, 5-HT2受体无亲和力, 因而没有这

些受体阻滞所引起的锥体外系综合征. 研究表

明, 尽管莫沙必利的结构也是与西沙必利相似

的苯甲酰胺类, 但没有与西沙必利相似的导致

尖端扭转性室性心动过速的电生理特征[28], 对心

率、血压及心电图均无影响[29]. 

Ji et al [30]研究了替加色罗对离体荷兰猪小

肠周期运动波的影响, 认为替加色罗可引起小

肠环行肌的收缩, 但对最大收缩幅度没有影响. 
Tsubouchi et al [31]在狗的在体及离体试验中证明, 
伊托必利对从胃到结肠的全胃肠道的收缩均有

刺激作用. 在荷兰猪及鼠, 伊托必利加速了结肠

转运. 
3.2 促胃肠动力药对胃肠道的作用机制 该类药

物的作用机制尚未完全清楚. 多潘立酮主要作

用部位是下丘脑以外的第四脑室底部的化学

感受器触发区, 极少通过血脑屏障. 与D2受体 
(dopamine 2 receptor), 特别是胃肠道的多巴胺受

体亲和力较强, 无胆碱能活性, 不受阿托品的抑

制作用[32]. D2受体是动物和人类胃肠道主要的

受体亚群. 多巴胺发挥抑制神经递质的作用, 阻
断了多巴胺对胃肠道平滑肌的抑制作用. 豚鼠

的动物试验表明, 多潘立酮能阻滞多巴胺诱导

的胃松弛, 但不能降低胃平滑肌对多巴胺的反

应[32]. Takahashi et al [3]报道, 多潘立酮通过松弛

肌间神经丛的突触后胆碱能神经元, 对多巴胺

起抑制作用, 从而激发蠕动. Marzio et al [33]研究

发现, 在人体, 多巴胺可能是通过改变肽类激素

水平, 从而影响消化间期胃肠运动的. 进餐后期

给予患者静注多巴胺, 血浆胃动素水平显著升

高, 生长抑素水平没有变化. 进食后胃肠运动特

征被打乱, 抑制胃窦运动波, 增强十二指肠三期

复合运动. 多潘立酮能完全阻断多巴胺的这种

效应. 有研究者认为, 多潘力酮对胃肠的作用主

要与胃动素和生长激素水平有关[34]. 
西沙必利为非选择性5-HT4受体激动剂, 通

过兴奋胃肠道胆碱能中间神经元及肌间神经

丛的5-HT4受体, 促进Ach的释放, 发挥促胃肠

动力作用[10]. 但与大脑突触膜上多巴胺D2受体, 
5-HT1, 5-HT2受体无亲和力, 因而没有这类受体

阻滞所引起的锥体外系的副作用. 在西沙必利

高敏患者中可出现Q-T间期延长, 或导致尖端扭

转性室性心动过速[4]. 
莫沙必利为5-HT4受体激动剂, 是第一个没

有D2受体拮抗作用的新型胃动力药. 动物实验

发现, 莫沙必利可以抑制GR113808 (5-HT4受体

的亲和剂) 与5-HT4受体的特异性结合, 结合的

抑制作用, 莫沙必利弱于西沙必利[36,15]. 同样在

人体试验中, 在胃壁肌层及肌间神经丛内, 莫沙

必利抑制了5-HT4与[125I]-SB207710 (5-HT4选择

性特异性放射配基) 位点的结合[22]. 多种动物试

验表明, 莫沙必利可以改善由顺铂引起的大鼠
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综述了促胃肠动
力药的作用机制
及临床应用研究
进展, 参考文献引
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胃排空延迟, 剂量依赖性地增强大鼠的液体或

者固体食物的胃排空速度, 改善手术造成的大

鼠胃及十二指肠排空延迟. 在长期植入张力计

的清醒狗中, 促进胃窦和十二指肠运动, 松弛氯

化铵甲酰导致的大鼠食管收缩. 增强豚鼠回肠

电刺激引起的收缩, 高剂量的5-HT4受体拮抗剂, 
如曲匹西龙能拮抗之. 大量研究表明, 莫沙必利

通过兴奋肌间神经丛的5-HT4受体, 刺激乙酰胆

碱释放, 增强胃及十二指肠运动[21-23]. Ruth et al [35]

在食管胃反流疾病 (GERD) 患者中研究发现, 莫
沙必利对于食管肌肉的收缩总数及推进能力, 
没有显著作用, 但是能增加食管肌肉单次收缩

的时程及波幅, 食管酸度pH<4所占时程也显著

缩短. 与西沙必利相对比, 对于食管酸度变化及

食管运动功能改善, 优于西沙必利. 莫沙必利对

小肠及结肠运动的作用还存在争议. Ji et al [19]研

究发现, 在荷兰猪试验模型中, 莫沙必利显著增

高胃壁及小肠肌肉的电刺激收缩波幅, 增加了

收缩期波峰的数量及收缩周期的推进速度, 而
且这种作用是剂量依赖性的, 莫沙必利也缩短

了荷兰猪结肠的转运时间, 结论是莫沙必利对

荷兰猪全胃肠道都具有促动力作用. 在其他动

物实验中, 如离体大鼠结肠, 给予莫沙必利, 不
影响阈压力和反射收缩的推进距离, 但是显著

提高推进压力, 对远端结肠的静息肌肉张力没

有影响. 在豚鼠的离体实验中, 结果显示其几乎

不影响豚鼠结肠的运动. Inui et al [23]研究表明, 
5-HT4受体在荷兰猪结肠的分布与人类相似, 在
植入换能器的清醒荷兰猪结肠运动的实验中, 
胃内注入莫沙必利或西沙必利, 结肠运动明显

增强. 这种增强作用能被5-HT4受体阻断剂阿托

品或GR113808所拮抗; 不能被5-HT1和5-HT2受

体拮抗剂二甲麦角新碱拮抗; 能被5-HT3受体阻

断剂盐酸恩丹西酮拮抗; 能被快速激肽 NK1受

体拮抗剂CP-99994所拮抗. 荷兰猪结肠的离体

实验显示, 莫沙必利及西沙必利抑制了选择性

放免配基 (125I)-SB207710与其的特异结合, 从而

证明, 莫沙必利通过作用于荷兰猪的5-HT4受体

加强了结肠运动[22,23,36]. Shimatani et al [25]研究认

为, 莫沙必利是通过5-HT4受体引起乙酰胆碱释

放增多而增强直肠-直肠, 直肠-肛管反射的. Itoh 
et al [37]在健康志愿者试验中, 单次口服莫沙必利

15 mg, 血浆莫沙必利水平在第60 min后达峰值, 
然后下降. 血浆胃动素水平也在服药60 min后达

峰值, 120 min后恢复到基础水平. 血浆胃泌素水

平在服药60 min后上升, 血浆生长抑素水平没有

明显改变. 这些结果表明, 莫沙必利对消化道功

能的药理作用可能与人血浆中促动力的活性物

质水平密切相关. 其作用机制主要是选择性地

促进肠肌层神经丛节后乙酰胆碱的释放, 从而

增强胃肠的运动. 莫沙必利的这种作用不影响

黏膜下神经丛, 因此不改变黏膜的分泌, 不影响

胃酸分泌. 莫沙必利对5-HT3受体有阻断作用, 其
强度与西沙必利相似[22]. 与中枢神经原突触膜上

的多巴胺D2, A1, 5-HT1, 5-HT2受体无亲和力, 因
而没有这些受体阻滞所引起的锥体外系综合征. 
在离体豚鼠右心室乳头肌, 莫沙必利不延长动

作电位时程. 西沙必利浓度依赖性延长动作电

位时程[38]. 
有研究表明 ,  替加色罗对人重组5-H T2A, 

5-HT2B, 5-HT2C受体均有亲和力[39]. Iwanaga et al [40]

认为, 伊托必利通过抗多巴胺和抗胆碱脂酶机

制对胃动力产生影响. 

4  促胃肠动力药对胆道的作用及机制

4.1促胃肠动力药对胆囊及Oddi括约肌的作用  
Chen et al [41]通过临床实验, 探讨了多潘立酮对

胆汁反流性胃炎患者及正常对照者空腹及餐后

胆囊运动的影响及血浆胃动素水平的关系. 结
果显示, 多潘立酮能增加功能性胆汁反流性胃

炎患者的胆囊收缩功能, 这种作用可能不依赖

于血浆胆囊收缩素(CCK)和胃动素水平. 而在健

康对照组, 口服多潘立酮后, 胆囊排出量却显著

减少. 
西沙必利对胆囊运动的作用, 存在着争议, 

有的研究结果是促进作用, 有的研究结果显示

抑制作用. Partankar et al [42]通过前瞻性临床试

验发现, 在健康对照组给予西沙必利后, 无论空

腹容积 (FV) 或餐后胆囊残存容积 (RV) 或排胆

量都没有显著改变. 在迷走神经切断术后的患

者, 排胆量减少, 空腹和餐后胆囊残存容积增高, 
与健康组对比, 差异有显著性. 给予西沙必利

后, 空腹胆囊容积没有显著变化. 两组在餐后给

予西沙必利后, 排胆量都没有显著变化. 无论在

迷走神经干切断术还是在健康受试者中, 血浆

CCK水平在实验餐后增高, 西沙必利没有明显

改变餐后胆囊排空能力及CCK 水平. 吕宾 et al 
[43], 以超声法观察西沙必利对人胆囊收缩功能的以超声法观察西沙必利对人胆囊收缩功能的

影响, 结果显示, 单剂量口服西沙必利10 mg后,, 结果显示, 单剂量口服西沙必利10 mg后,结果显示, 单剂量口服西沙必利10 mg后,, 单剂量口服西沙必利10 mg后,单剂量口服西沙必利10 mg后,, 
30 min可引起正常人空腹胆囊体积明显缩小, 至, 至至
120 min恢复原来状态, 对于正常人脂餐后胆囊, 对于正常人脂餐后胆囊对于正常人脂餐后胆囊

收缩无明显影响, 胆囊结石及息肉患者脂餐后, 胆囊结石及息肉患者脂餐后胆囊结石及息肉患者脂餐后
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胆囊残余体积百分率较正常组大, 表明胆囊排, 表明胆囊排表明胆囊排

空低下, 经西沙必利短期治疗后, 胆囊排空能力, 经西沙必利短期治疗后, 胆囊排空能力经西沙必利短期治疗后, 胆囊排空能力, 胆囊排空能力胆囊排空能力

增加. 但西沙必利对正常人胆囊的收缩功能无. 但西沙必利对正常人胆囊的收缩功能无但西沙必利对正常人胆囊的收缩功能无

影响[43,44]. Versey et al [18]的随机对照临床实验结

果显示, 西沙必利对胆囊无促动力作用, 空腹及, 西沙必利对胆囊无促动力作用, 空腹及西沙必利对胆囊无促动力作用, 空腹及, 空腹及空腹及

餐后给与西沙必利后胆囊容积均增高. 有试验. 有试验有试验

表明, 在功能性消化不良的患者中, 西沙必利可, 在功能性消化不良的患者中, 西沙必利可在功能性消化不良的患者中, 西沙必利可, 西沙必利可西沙必利可

以促进胆囊排空[45]. 在金黄地鼠胆固醇结石模

型实验中, 给予西沙必利后, 收缩功能减弱的成, 给予西沙必利后, 收缩功能减弱的成给予西沙必利后, 收缩功能减弱的成, 收缩功能减弱的成收缩功能减弱的成

石胆囊的收缩功能明显恢复. 应用西沙必利改. 应用西沙必利改应用西沙必利改

善胆囊收缩功能可能减少胆固醇结石的形成[46]. 
Nakayama et al [47]研究表明, 给予了西沙必利的

狗胆囊张力和自主收缩波幅是增强的. 其他人体

实验也证明了西沙必利诱导的胆囊收缩增强[33]. 
Fu et al [48]在胆囊结石患者中的研究结果显示, 
服药前相对胆囊收缩率 (PRGC) 较低, 服用西沙

必利后PRGC提高幅度增大. 西沙必利恢复和提

高了胆囊结石患者的收缩功能. 
Nakayama et al [47]在狗的体内实验中, 静脉

给予不同剂量西沙必利, 胆道口括约肌(SO)收缩

波幅增加, SO的张力减弱. Baker et al [49]在澳大利

亚负鼠实验中证明, 各种剂量的西沙必利对SO
运动的波幅和频率均产生抑制作用, 导致SO松

弛, 这种抑制作用是剂量依赖性的, 在西沙必利

剂量和SO活动百分数之间存在负线性量效反应

关系. 西沙必利对SO基础压力没有影响. 西沙必

利无论是快速团式注入或是缓慢注入均对SO运

动起抑制作用, 而不影响SO基础压力. 迷走神经

切断或给与六烃季胺, 二甲麦角新碱等肾上腺及

胆碱能阻滞剂条件下, 不能改变西沙必利对负鼠

SO的作用. 应用改良Caroli装置及内窥镜经T管
窦道顺行插管进行SO压力测定, 给予患者舌下

含服西沙必利, 进行服药前后SO压力变化的临

床对照试验. 试验结果表明, 给药后 SO压力较实

验前明显降低, 从而证明了西沙必利对人SO运

动的抑制作用[50]. 莫沙必利对胆道的作用, 至今

尚无报道. 
Fisher et al [51]通过随机、双盲、交叉对照

实验, 对健康女性和患有肠易激惹综合征的女

性口服马来酸替加色罗后, 消化期及消化间期, 消化期及消化间期消化期及消化间期

胆囊运动及Oddi括约肌功能状态进行了评估.. 
口服马来酸替加色罗2 wk后, 胆囊排胆分数、排, 胆囊排胆分数、排胆囊排胆分数、排

胆率、排胆周期、空腹胆囊容积、餐后胆囊容

积及胆囊最大排空均没有变化. 餐前和餐后60. 餐前和餐后60餐前和餐后60 
min血浆CCK水平也没有变化. 在餐前45 min至. 在餐前45 min至在餐前45 min至
餐后60 min, 每间隔15 min测定胆囊体积、胆总, 每间隔15 min测定胆囊体积、胆总每间隔15 min测定胆囊体积、胆总

管内径及肝总管内径. 结果显示, 在胆囊排空的. 结果显示, 在胆囊排空的结果显示, 在胆囊排空的, 在胆囊排空的在胆囊排空的

同时, 肝总管及胆总管内径没有变化. 从而认为,, 肝总管及胆总管内径没有变化. 从而认为,肝总管及胆总管内径没有变化. 从而认为,. 从而认为,从而认为, 
马来酸替加色罗并没有收缩Oddi括约肌, 引起

胆汁向十二指肠排空受阻, 从而增加胆道压力, 
导致肝总管及胆总管内径增粗. 
4.2 促胃肠动力药对胆道的作用机制 促胃肠动

力药对胆道的作用机制研究非常少, 尚无定论. 
目前存在各种争议, 主要有受体机制、胆碱能机

制、非胆碱能、非肾上腺素能机制等. 
4.2.1 促胃肠动力药对胆囊的作用机制 多潘立酮

对于正常人的胆囊排空减低的作用, 可能是通过

抑制SO的收缩而实现的, 而不依赖于胃动素[45]. 
胆囊壁上已经确认存在乙酰胆碱受体, 介

导胆囊收缩. 西沙必利可能直接作用于存在于

迷走神经或胆囊壁上的胆碱能受体, 从而引起

胆囊收缩, 也可能间接通过抑制SO运动, 降低

SO压力, 从而增强胆囊排空[52]. 西沙必利能够促

进胃排空, 可能通过餐后胆囊收缩的肠期因素

胆囊收缩素CCK发挥作用, 从而促进胆囊收缩. 
西沙必利可以促进胆囊的再充盈, 从而胆囊收

缩活动加强. Partankar et al [42]通过对正常人和

迷走神经切断术后患者服用西沙必利后对胆囊

排空作用的临床研究分析表明, 迷走神经切断

术后的患者, 排胆量减少, 空腹和餐后胆囊残存

容积均增高, 而健康对照组空腹胆囊容积 (FV) 
及餐后胆囊残存容积 (RV) 或排胆量都没有显

著改变. 西沙必利可能通过迷走神经维持空腹

胆囊张力及调节CCK水平诱导的胆囊运动, 提
示西沙必利可能通过胆碱能机制对胆囊起作用. 
西沙必利可能间接通过肠肌间神经元释放乙酰

胆碱. 
4.2.2 促胃肠动力药对SO的作用机制 Baker et 
al [49]实验表明, 西沙必利抑制了Oddi括约肌的运

动. 他们认为切断迷走神经, 没有改变西沙必利

对负鼠SO运动的影响, 西沙必利对SO作用, 可
能不是中枢神经系统通过迷走神经调节; 在河

豚毒素存在条件下, 西沙必利对SO的抑制反应

被阻断, 提示可能有神经递质调节机制; 六烃

季胺没有改变SO对西沙必利的反应, 提示可能

有神经节后机制; 二甲麦角新碱没有改变西沙

必利诱导的SO松弛, 排除了5HT1及5HT2诱导的

5HT调节机制. 肾上腺能及胆碱能阻滞剂不影响

西沙必利对SO的作用, 提示西沙必利对SO运动

的抑制作用可能是通过非胆碱能, 非肾上腺能 
(NANC) 神经元调节的[6]. 研究结果提示, 西沙必

利对负鼠SO的效应, 与8肽CCK对人SO的作用
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相似, 西沙必利可能对人SO运动产生抑制作用, 
从而松弛SO[6]. 这在经T管SO压力测定中也得到

了证实[50]. 

5  其他促胃肠动力药对胃肠动力及胆道动力

的作用及机制

甲氧氯普胺可作用于胃肠道和中枢神经系统, 
兼有促动力和止吐的功效[1,2]. 可增加食管下端

括约肌的张力, 使其压力增加, 防止胃内容物反

流至食管, 还可增加食管和胃的蠕动, 促进胃的

排空. 红霉素在胃和十二指肠部位有明显的促

动力效应, 但对食管和远端小肠、大肠无明显

促动力作用[54]. 由于其导致强烈的胃窦、十二指

肠收缩, 产生明显不良反应如上腹痛、恶心、

呕吐等, 这些副作用限制了其临床应用. 作为促

动力药使用时, 主要是当胃轻瘫用西沙比利、

吗丁啉或胃复安治疗无效或不能耐受时才采用. 
在兔的动物试验中, 红霉素对消化间期胆囊有

兴奋作用[53]. 也有研究者认为, 红霉素对离体胆

囊的收缩的直接作用是抑制的[54,55]. 红霉素可提

高空腹及餐后胆囊的排空, 降低胃大部切除术

后患者的上消化道症状[12,13]. 经内镜测压证明, 
红霉素可降低Oddi基础压力, 减慢Oddi节律收

缩频率[56]. 

6  促胃肠动力药的临床应用

6.1 慢性胃炎 在有上消化道症状的慢性胃炎患者

中, 莫沙必利与西沙必利的疗效没有显著性差异, 
上腹部饱胀感和上腹部重压感等主要症状显效

和有效的累积百分比分别为74.8%和75%. 435例
的随机双盲对照临床试验结果表明, 莫沙必利对

患者烧心症状改善为74%, 恶心呕吐等症状改善

率为77%. 伊托必利对非溃疡型消化不良或慢性

胃炎患者有良好的治疗效果及耐受性, 对心电图

QT间期、血生化指标及肝肾功能均无影响[57, 58]. 
6.2反流性食管炎(GERD) 在随机, 双盲, 交叉安

慰剂对照试验中, 莫沙必利对GERD治疗的效果

显著优于安慰剂, 症状的改善率达80%以上. 莫
沙必利能治愈或减轻内镜下食管炎程度, 改善

反流屏障, 增强食道清除力, 加快胃排空, 减少

胃食管返流. 莫沙必利是治疗反流性食管炎的

一种比较合理的方法[59]. 莫沙必利能够增强食

管体部的蠕动收缩, 增加下食管括约肌压力, 加
速胃排空, 因而可以减轻食管返流, 治愈反流性

食管炎. 研究表明, 在用莫沙必利而无抑酸药

的情况下, 其疗效与抑酸药奥美拉唑具有可比

性, 进一步说明了莫沙必利对反流性食管炎的

疗效[35]. 实验证明, 莫沙必利与西沙必利的疗效

没有显著性差异. 多潘力酮对腐蚀性返流性食

管炎的食管运动并不能迅速起效[15]. 伊托必利

100 mg tid po对GERD的治疗也是安全有效的[60]. 
Pritchard et al [61]认为, 对于1个月到11岁的儿童

GERD患者, 多潘立酮没有确切的治疗效果. 
6.3 胃瘫 促胃肠动力药用于胃轻瘫综合征, 或上

消化道不适, 也可用于由神经损伤、神经性食

欲缺乏、迷走神经切断术或部分胃切除引起的

胃轻瘫或糖尿病胃瘫[4,5,13,62]. 临床试验表明, 用
胃排空评估胃运动功能, 口服莫沙必利4 wk后, 
患者胃排空延迟率从治疗前69% 降低到52%, 胃
排空显著改善[45]. 
6.4 功能性消化不良(FD) 对于FD, 病因尚不清

楚, 但部分研究显示, 其胃动力减弱, 胆囊排空

功能下降, 口服西沙必利后, 胆囊排空功能改善, 
Marzioarzio et al [45]的双盲对照实验结果证明, 胆囊, 胆囊胆囊

排空低下而胃排空正常的FD患者口服西沙必利

后, 胆囊排空功能明显改善. 莫沙必利与多潘立, 胆囊排空功能明显改善. 莫沙必利与多潘立胆囊排空功能明显改善. 莫沙必利与多潘立. 莫沙必利与多潘立莫沙必利与多潘立

酮对比, 以标准试餐加X线钡条检查作为评价胃

排空的试验手段, 莫沙必利在治疗2 wk和4 wk
后, 对于改善早饱症状的总有效率分别为90% 
和100% , 略优于多潘立酮组, 对于改善上腹胀

症状的总有效率分别为95%和95%与多潘立酮

组在统计学上均无明显差异, 是安全有效的[63, 64]. 
有人将法莫替丁、莫沙必利联合应用治疗功能

性消化不良, 效果更明显[65]. 莫沙必利显著改善

了功能性消化不良患者的症状及生存质量[66]. 
6.5 肠易激惹综合征(IBS) Fried et al [67]通过临

床试验证明, 应用替加色罗治疗RomeⅡ型的非

腹泻型IBS患者, 是安全、有效、具有良好耐受

性的. 替加色罗可以缓解IBS患者腹痛、不适、

腹部饱胀、便秘等症状[68-70]. Kellow et al [71]也

证明, 对于亚太地区的IBS患者, 替加色罗6 mg, 
Bid, po是安全、有效的. 替加色罗在12 mo常规

剂量治疗是安全的, 没有引起血生化及心电图

的改变. 
6.6 老年功能性便秘 老年功能性便秘多为动力

性便秘, 临床试验, 以结肠转运时间、排便费

力、粪便干结、排便不尽感、排便量及排便

次数为疗效评价标准, 结果显示, 莫沙必利治

疗老年功能性便秘有效率达88.46%, 全结肠及

节段结肠转运时间明显缩短[72]. 莫沙必利对于

Parkinson病患者的便秘症状也有明显改善[27]. 
6.7 假性肠梗阻 促胃肠动力药可改善蠕动不足
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和胃肠内容物滞留, 是安全有效的. 
6.8 新生儿喂养困难 新生儿喂养困难是由不同

疾病引起的以新生儿喂养困难为临床特征的临

床综合征, 与红霉素联合应用, 治疗有效, 临床

未见明显副作用[73]. 
另外对于采取体位和饮食措施仍不能控制

的幼儿慢性、过多性反胃及呕吐也可试用本类

药物进行治疗. 
总之, 促胃肠动力药物临床应用广泛, 对于

其作用机制的进一步研究, 有助于临床的合理

用药. 尤其该类药物对于胆囊及SO作用的研究, 
更是对临床有实际的指导意义. 
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                     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2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111356篇，比上年增加93352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)》].
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摘要
针灸在中国已经经验性的应用了数千年, 而且
在全世界范围越来越广泛的被医生和患者所
接受. 功能性胃肠疾病是临床上常见疾病, 依
据罗马标准, 普通人群中一种以上功能性胃肠
病的患病率高达70%以上. 由于其病因与发病
机制仍不明确, 所以治疗效果尚不能令人满
意. 在过去的几十年里, 对于针灸对于功能性
胃肠疾病的治疗及可能机制做了一些研究. 对
探求针刺疗法对功能性胃肠疾病的潜在治疗
作用有着重要的临床意义. 我们对已有的关于
针刺疗法对于不同功能性肠疾病的治疗效果
和机制研究作一综述. 

关键词�� 功能性胃肠疾病; 针灸; 胃肠运动; 术后肠麻

痹; 肠易激综合征; 便秘
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0  引言

针灸在中国已经应用了2 500多年, 并且越来越

广泛的被全世界的医生和患者所接受[1,2]. 功能性

胃肠疾病(functional gastrointestinal disorder, 
FGID)是临床上常见疾病，依据罗马Ⅱ标准[3], 一
种以上功能性胃肠疾病在人群中的患病率在西

方国家估计高达70%[4,5]. 功能性胃肠疾病降低了

人们的生活质量[6-9], 给卫生保健系统带来沉重

的经济负担[10-13]. 由于FGI D的诊断主要根据症

状, 大部分FGID的病因和发病机制仍不确切[14], 
所以治疗效果尚不能令人满意, 医生和患者都对

新的治疗方法有很大的兴趣, 因此, 探求针刺疗

法对FGID的潜在的治疗作用有着很重要的临床

意义. 在过去几十年里, 关于针刺疗法治疗功能

性胃肠疾病及其可能机制的研究不多见. 我们回

顾了文献中已有的关于针刺疗法对于功能性肠

疾病的治疗和机制研究的资料,  包括术后肠麻

痹, 肠易激综合征, 便秘等疾病, 总结了关于针刺

疗法对不同功能障碍性肠疾病的治疗及其疗效, 
并对其方法做了初步介绍. 

1  理论和方法

1.1 针灸理论 针灸是传统中医(TCM)的重要组

成部分. 中医理论认为人的身体是由内在和外

在器官组成的动态有机体, 通过经络相互连接, 
而气则随经络运行. 当人体处于平衡状态, 气则

运行通畅, 构成维持器官和组织功能的必需的

重要能量来源. 穴位是经络上特殊的点, 是气进

入, 传出, 交汇, 聚积之处. 根据人体内的器官, 
主要有12经脉, 15别络, 沿经络循行, 共有361个
穴位. 健康的机体要求保持和谐的平衡, 而经络

中能量流的失衡则会导致各种疾病. 针灸的基

本理论是通过在特定的点, 或者与受损脏器相

关的经络上数个穴位进行针刺和不同的针法处

理, 促进能量的流动, 使能量恢复平衡, 从而恢

复器官的功能. 
1.2 针灸的实施方法 通常情况下, 针灸是用一

根很细的不锈钢针插入穴位, 通过手法处理或

者电刺激完成的. ＂手法针灸＂包括针灸医生＂手法针灸＂包括针灸医生手法针灸＂包括针灸医生＂包括针灸医生包括针灸医生

的不同的针法, 如提, 插, 捻, 转, 或者不同针法

的组合. 不同的针法适用于不同的情况, 可以产

生不同的效果[15]. 这是一种传统的针灸方法, 在
临床上应用广泛. ＂电针术(electroacupuncture,＂电针术(electroacupuncture,电针术(electroacupuncture, 
EA)＂是通过将针灸针连到一个电脉冲发生器＂是通过将针灸针连到一个电脉冲发生器是通过将针灸针连到一个电脉冲发生器

上, 通过电脉冲刺激针灸穴位. 电针术的效果似

乎更加一致, 具有更好的可重复性, 在研究中应

用更加普遍[16-19]. ＂经皮电刺激(transcutaneous＂经皮电刺激(transcutaneous经皮电刺激(transcutaneous 
electrical acustimulation, TEAS)＂或＂经皮电神＂或＂经皮电神或＂经皮电神＂经皮电神经皮电神

经刺激(transcutaneous electrical nerve stimula-
tion, TENS)＂是通过在针灸穴位或者神经区放＂是通过在针灸穴位或者神经区放是通过在针灸穴位或者神经区放

置皮肤表面电极, 进行电刺激. TEAS和TENS很
相似, 因为针灸穴位很多是沿神经区域分布的, 
因此我们也回顾了一些TENS的研究[20-22]. 针灸

的其他方法包括艾灸, 针压法, 激光辐射, 电磁

■背景资料
功能性胃肠疾病
是临床常见疾病, 
严重影响了人们
的生活质量, 由于
发病原因及机制
尚不确切, 疗效不
能令人满意. 针刺
疗法对于功能性
胃肠疾病有潜在
的治疗作用.
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波刺激穴位等.           
耳廓针灸是针灸的另一种方式, 同样可以用

于功能性胃肠疾病的治疗. 外耳的不同区域与

特定的器官功能相关, 可以通过针刺, 念珠等进

行刺激. 
1.3 与功能性胃肠疾病有关的针灸穴位 在中医

中, 与胃肠相关的经脉主要有手阳明大肠经, 手
太阳小肠经, 足阳明胃经, 足太阳小肠经, 手厥

阴心包经. 沿经脉循行的穴位包括人中, 内关, 
中脘, 足三里, 上巨虚, 下巨虚, 三阴交, 脾俞, 胃
俞, 大肠俞, 小肠俞, 颌谷, 百汇等. 

2  ������������������

2.1 术后肠麻痹  术后肠麻痹是腹部手术后最常

见的并发症之一, 是由于胃, 小肠, 结肠的运动

功能原发或继发性损伤, 结果导致胃肠内容物

的传输延迟, 食物不耐受和胀气[23]. 三项对经腹

部手术的住院患者的随机对照临床试验提示针

刺疗法使第一声肠鸣音出现的时间, 通气时间, 
以及排便时间均缩短, 从而证明可以加强胃肠

动力[24,25], 一项临床实验显示针刺耳廓穴位和足

三里可以促进术后肠道功能的恢复, 减轻腹部

手术后的腹胀及其他不适[26]. 
2.2 肠易激综合征  肠易激综合征(irritable bowel 
syndrome, IBS)是功能性胃肠疾病中最常见的疾

病之一, 包括肠功能紊乱, 与排便相关的腹部不

适或者腹痛, 以排便习惯改变为特征[27,28]. IBS的
患者对直肠扩张的感觉阈下降[29,30]．

对于疼痛包括慢性内脏疼痛的治疗, 针刺

疗法是一种有前景的方法. 在一项动物实验中, 
对大鼠进行结直肠扩张刺激造成肠易激综合征

(IBS)的模型. 研究电针刺激对于IBS内脏慢性疼

痛的影响. 结果显示结肠直肠扩张的压力分别为

20, 40, 60和80 mmHg时, 电针刺激可以显著降低

其异常增加的腹壁回撤反射评分以及从腹直肌

记录到的肌电图(EMGs)的等级. 持续进行14 d的(EMGs)的等级. 持续进行14 d的EMGs)的等级. 持续进行14 d的
电针刺激治疗可以发现电针刺激对于异常腹壁

回撤反射和肌电图的效果在开始治疗后第2-4 d
开始出现, 效果逐渐增加, 至第8-12 d达到最大效

应, 效应可以持续至电针治疗停止后5 d[31]．

但是临床上针刺疗法对于IBS的效果并不

确定. 一项开放性设计[32]的初步研究表明, 经过4 
wk的针灸, IBS患者的总体健康状况和胀气有所

改善, 但是腹部不适和排便频率并没有改善. 在
一项双盲对照实验中[33], 对于IBS患者, 虽然针

灸对其全身症状以及腹痛都有明显的改善, 但

是针灸和假针灸对于症状的改善在统计学上并

没有显著的差异．

最近的研究有报道针刺疗法使直肠感觉有

所改善. 在一项对于腹泻型IBS的研究中, 通过

对内关和足三里进行经皮电刺激(TEAS), 评估

TEAS对于直肠紧张度, 顺应性和直肠对于气囊

扩张的感觉的作用效果. 结果显示与对照组相

比, TEAS可以显著提高直肠对于气体的感觉阈, 
排便和疼痛阈, 改善直肠感觉, 但是对于直肠紧

张度和顺应性并没有显著影响. 因此可以得出结

论, 对于内关和足三里进行TEAS可以减轻IBS
患者的内脏敏感性[34]. 在另一项研究中, 测定腹

泻型IBS, 便秘型IBS, 功能性便秘以及健康对照

组的直肠感觉, 评价经皮电神经刺激(TENS)的
作用. 研究结果表明腹泻型IBS患者的最初有便

意的感觉, 紧急排便的感觉以及疼痛的阈值明显

降低. 女性的直肠感觉阈显著低于男性. 短期的

进行TENS提高了腹泻型IBS患者的直肠感觉阈, 
进行为期2 mo的TEAS, 使患腹泻型IBS的患者

的直肠感觉阈显著提高, 大便次数和腹痛程度减

轻, 心理评分降至正常. 但是对于便秘型IBS患者

和功能性便秘的患者则无效[35]．

2.3 便秘 有关针刺疗法对于便秘功效的研究很

少, 文献报道的信息也很罕见. 一项对于17名便

秘儿童的研究结果显示, 经过10 wk的治疗, 与
对照组相比, 针刺疗法使肠运动频率和血浆阿

片样物质的水平逐渐增加[36]. 但Klauser et al [37]

报道电针刺激治疗8例结肠无力型便秘患者, 发
现治疗后结肠传输时间及粪便排出频率无明显

改变. 

3  ��的机制

3.1 神经机制 针灸对胃肠运动的作用是通过神

经和体液通路介导的. 神经通路已经有较为系统

的研究. 针灸麻醉大鼠的腹部和下胸部抑制胃运

动, 针灸其后肢则促进胃动力. 针灸后肢引起兴奋

性的反应, 传入支是肢体的皮肤和肌肉的混合传

入神经, 传出支是胃迷走神经, 反射中枢仍不明

确, 但需有脑的高级中枢存在. 针灸腹部引起抑制

性的反应, 传入支是腹部皮肤和肌肉混合的传入

神经, 传出支是胃交感神经, 反射中枢在脊髓. 这
些反射包含了不同的神经通路[38]．Tada et al [39]发

现, 针灸大鼠右下腹可以导致一过性的胃松弛. 
此效应可以被胍乙啶, 普萘洛尔, 内脏神经结切

除术, 脊髓横断, 脊髓延髓切断术所阻断. 而不

能被N-硝基精氨酸, 酚妥拉明, 躯干迷走神经切

■ 创新盘点
本文对针刺疗法
对于各种功能性
肠疾病的治疗效
果及其可能机制
进行综述，总结
了针刺疗法在临
床的应用.
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断术, 中脑延髓切断术所阻断. 针灸还可引起腹

侧核c-Fos免疫阳性细胞的表达增强. 因此得出

结论, 针灸引起的胃松弛是通过躯体交感神经

反射实现的, 传入支是腹部皮肤和肌肉混合传

入神经, 传出支是胃交感神经. 反射中枢在延髓, 
延髓腹侧核神经元在此反射中可能有着重要的

作用．

Noguchi et al [40]还发现, 除了胃运动之外, 在
大鼠中, 针灸对十二指肠运动的抑制作用是通

过脊髓反射完成的, 包括内脏神经的参与, 兴奋

性反应是迷走神经参与的高位脊髓反射. 
3.2 体液机制 体液通路包括胃泌素, β-内啡肽和

生长抑素(SS)的释放. 经过针灸, 犬胃窦的G细胞

内的胃泌素的量增加, 提示G细胞中胃泌素储存

增加, 释放减少[41]. 此外, 针灸不仅可以减少十二

指肠溃疡患者异常的高G细胞数量, 而且可以增

加慢性萎缩性胃炎患者异常的低G细胞数量[42]．

Jin et al [43]发现电针术可以抑制狗的餐后胃酸分

泌. 同时, 血浆中的SS和β-内啡肽水平增高, 胃
泌素的水平减低. 纳络酮可以完全逆转电针术

引起的胃酸分泌和血浆中肽的水平变化. 外源

性的SS抑制酸分泌量. 
阿片通路在针灸对胃运动的促进和抑制作

用中均有作用. 针灸大鼠后肢引起Ⅲ期样的收

缩, 纳络酮可以缩短针灸效果持续的时间[44]. 而
灌入纳络酮可以拮抗针灸引起的狗的运动抑制

作用[42].
研究发现5-羟色胺(5-HT)在调节胃动力方

面起着重要的作用. 针灸人中穴可以抑制狗的

胃窦运动, 同时血液5-HT水平下降, 肠嗜铬细胞

中5-HT的强度及嗜铬细胞的数量水平上升. 通
过针灸可以使旋转导致的胃节律障碍正常化, 
随之5-HT在血清中水平下降, 而胃窦组织中水

平上升[45].
总之, 在本文中, 我们简要的介绍了针灸的, 在本文中, 我们简要的介绍了针灸的

方法学并且系统的回顾了针灸对于功能性肠疾

病的治疗效果及可能机制. 千百年来, 针灸只是

经验性的用于治疗各种疾病. 但在过去的几十年

里, 为针刺疗法机制的研究提供了科学的证据, 
使其得以广泛的应用. 现已知针刺疗法的效应可

能是通过神经通路, 体液通路, 阿片样物质通路

和/或5-HT通路介导的. 总之, 文献中现有的资料

显示了针灸治疗功能性胃肠疾病或胃肠运动障

碍的巨大潜力. 在某些领域, 针灸已有令人信服

的资料, 例如治疗恶心和呕吐. 针刺疗法对于各

种功能紊乱性疾病如功能性消化不良和IBS的

临床疗效仍需进一步的研究来确定. 
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电针术(electroacu
puncture, EA): 是
通过将针灸针连
到一个电脉冲发
生器上, 通过电脉
冲刺激针灸穴位.                       
经皮电刺激
(TEAS)＂或＂经
皮电神经刺激
(TENS)＂是通过
在针灸穴位或者
神经区放置皮肤
表面电极, 进行电
刺激．
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摘要
大肠癌的发生是一个多因素、多阶段、多基
因改变渐进性累积的复杂过程. Wnt/β-catenin
信号通路中关键成分的异常改变, 导致该通路
的高度激活, 在细胞水平上表现为过度增殖, 
在组织水平上表现为肠黏膜上皮转变为腺瘤
性息肉. 这是大肠癌形成的重要起始环节之
一. 对Wnt/β-catenin通路中关键成分异常改变
的检测是实现大肠癌早期诊断的基础. 在治
疗干预方面, 一些非甾体抗炎药、COX-2抑制
剂、酪氨酸激酶抑制剂和血管生成抑制剂等
能抑制Wnt/β-catenin通路过度激活, 而有望在
大肠癌的治疗中发挥作用; 而以该通路中关
键成分为靶点设计的生物制剂、小分子化合
物, 已显示出良好的体外抗癌作用. 

关键词�� 大肠癌; β-catenin; APC
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0  引言

大肠癌的发生是一个多因素、多阶段、多基

因改变渐进性累积的复杂过程. Wnt/β-catenin
信号通路中某些关键成员的基因异常改变

(突变或缺失), 与大肠癌的始发密切相关, 如: 
APC(adenomatous polyposis coli)蛋白、β-catenin
蛋白、Axin蛋白等, 其基因异常改变最终导致

Wnt/β-catenin信号通路的高度激活, 肠黏膜上皮

过度增生, 这是进一步恶化的基本前提. 我们就

Wnt/β-catenin通路关键成员发生异常改变与大

肠癌始发的关系和干预的策略, 作一概述. 

1  Wnt/β-catenin信号通路及其调控

1.1 Wnt/β-catenin通路的关键分子是β-catenin  细
胞膜、细胞质和细胞核均存在质和细胞核均存在和细胞核均存在β-catenin[1,2]. 细

胞膜上的β-catenin与E-cadherin(钙依赖性上皮

细胞黏附分子)、α-catenin、actin等构成连接复

合体, 介导同型细胞相互黏附[3]. β-catenin的磷

酸化决定其在该复合体中的存留: β-catenin的
丝/苏氨酸磷酸化, 促进E-cadherin和β-catenin的
结合; 而表皮生长因子(EGF)、血小板衍化生长表皮生长因子(EGF)、血小板衍化生长EGF)、血小板衍化生长血小板衍化生长

因子(PDGF)、肝细胞生长因子(HGF)等生长因PDGF)、肝细胞生长因子(HGF)等生长因肝细胞生长因子(HGF)等生长因HGF)等生长因

子及其受体使β-catenin的酪氨酸磷酸化, 促使

β-catenin从复合体中解离, 进入细胞质质[4-6]. 
胞质中的β-catenin与Axin、APC、GSK-

3β(glycogen synthase kinase-3β)等形成＂破坏复＂破坏复破坏复

合体(destruction complex)＂, 经蛋白酶体水解作＂, 经蛋白酶体水解作, 经蛋白酶体水解作

用而降解. 未被降解的β-catenin进入细胞核, 调
节相关靶基因的转录[1,2].
1.2 Wnt信号对β-catenin的调节 从新秀丽小杆线

虫(C.elegans)到人类, 各种动物均存在wnt基因, 
且序列高度保守、基因功能相似, 都参与胚胎

早期的发育调控[7].  Wnt基因编码一种富含胱氨

酸的分泌型糖蛋白, 调控Wnt/β-catenin信号通路

和Wnt/Ca2+信号通路. 
W n t/β -c a t e n i n通路的核心事件是调节

β-ca t en in的稳定性. 无Wnt信号刺激细胞时, 
酪蛋白激酶CKⅠ(cas ine k inase I)将细胞质质

中β-c a t e n i n的S e r45磷酸化 [8,9],  磷酸化后的

β-ca ten in与Axin、GSK-3β、APC等形成＂＂

破坏复合体＂, 复合体中的GSK-3＂, 复合体中的GSK-3, 复合体中的GSK-3β又相继使

β-catenin的Ser41、Thr33、Thr37磷酸化[10-12], 而
使β-catenin能被泛素连接酶复合体E3的亚单位

β-TrCP (β-transducin repeat-containing proteins)
识别, 经蛋白酶体途径被降解[13], 因而此时细胞

内的β-catenin水平较低. 
当细胞受到Wnt信号刺激时, Wnt蛋白与

Frizzled受体相结合, 活化后的Frizzled受体, 募
集一种特定的G蛋白(dishevelled, Dvl)至细胞膜

内侧, 在辅助受体LRP5/6(low density lipoprotein 
receptor related protein 5/6)的协助下, 结合＂破＂破破

坏复合体＂中的Axin, 使复合体解聚, 阻止了

GSK-3β对β-catenin的磷酸化, 避免β-catenin经泛

素-蛋白酶体途径降解[14-16], 从而使β-catenin稳定

■背景资料
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一个多基因改变
渐 进 性 累 积 的
复杂过程 .  Wnt /
β-catenin通路关
键成分发生异常
改变与大肠癌始
发的关系密切, 以
这些关键成分为
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■研发前沿
一些非甾体抗炎
药、COX-2抑制
剂、酪氨酸激酶
抑制剂和血管生
成抑制剂等因能
抑制Wnt/β-catenin
通路过度激活, 而
有望进一步开发
为大肠癌的辅助
治疗药物; 而以该
通路中关键成分
为靶点设计的生
物制剂、小分子
化合物, 已显示出
良好的的体外抗
癌作用.

存在于胞质中, 并很快进入细胞核, 与转录因子质中, 并很快进入细胞核, 与转录因子中, 并很快进入细胞核, 与转录因子, 并很快进入细胞核, 与转录因子并很快进入细胞核, 与转录因子

TCF/LEF(T cell factor/lymphocyte enhancer fac-
tor)结合成复合体, 促进TCF/LEF与特定靶基因

的启动子结合, 激活靶基因的转录[17, 18]. 
已知Wnt/β-ca ten in通路能调节30多种基

因的转录活性 ,  目前研究较为关注调节肿瘤

细胞增殖和侵袭转移的基因, 包括c-myc、cy-
clinD1、survivin、gastrin、c-met、COX-2、
FGF18、 MMP-7、uPAR、CD44、VEGF、
ASEF等[19].

2  大肠癌细胞Wnt/β-catenin信号通路的主要

基因缺陷

Wnt/β-catenin信号通路的成员较多, 在大肠癌细

胞, 该通路主要的基因缺陷为APC、β-catenin和
Axin的突变或缺失. 最终的结果是Wnt/β-catenin
通路在无Wnt信号刺激时, 保持持续激活状态. 
临床研究发现, 70-80%的大肠癌存在APC缺失

或突变[20], 而β-catenin突变和Axin的突变发生

率较低, 仅发生于少数携带野生型APC的大肠

癌中[21]. Sparks et al [21]观察了30个大肠癌标本, 
未见APC缺失或突变与β-catenin突变同时发生. 
Samowitz et al [22]发现β-catenin的突变在小腺瘤中

更常见, 而在浸润性腺癌中并不常见. β-catenin突
变肿瘤的侵袭能力似乎不及APC缺失或突变的肿

瘤. 与β-catenin的激活性突变相比, APC的缺失或

突变能为细胞提供更强的生长优势, 这提示除了

促进β-catenin降解外, APC还具有其它重要作用.
2.1  APC APC突变常发生于第15个外显子5’-末
端1 280-1 500密码子之间突变簇集区(mutation 
cluster region, MCR)[18], 即Axin结合位点, 产生的

截短型APC蛋白丧失与Axin结合的能力, 不能形

成＂破坏复合体＂降解＂破坏复合体＂降解破坏复合体＂降解＂降解降解β-catenin, 使β-catenin聚
集于细胞质和细胞核中质和细胞核中和细胞核中[23]. Smits et al [24]培育出

一种表达截短型APC蛋白的基因突变小鼠, 但这

种APC保留了一个Axin结合位点, 可以形成＂破＂破破

坏复合体＂降解＂降解降解β-catenin, 这种小鼠存活了下来, 
而且未产生大肠肿瘤. 

APC蛋白除了可以调节胞浆中β-catenin的
稳定性, 还有维持染色体稳定性的功能. Tighe 
et al [25]观察到APC突变的小鼠胚胎干细胞显示

出近四倍体的核型, APC突变的人类细胞中也

出现了异常纺锤体结构和弱化的动粒-微管连

接. 这提示APC还具有促进纺锤体正确形成并

维持细胞整倍体状态的功能. APC的突变促进了

CIN(chromosome instability)的形成, 这可能使突

变细胞获得更强大的生长优势.
2.2 β-catenin  β-catenin最常见的突变位点是GSK-
3β作用的磷酸化位点, 即β-catenin N末端丝/苏氨

酸残基[20]. 其结果是突变的β-catenin不能被GSK-
3β磷酸化, 逃避了β-TrCP介导的泛素-蛋白酶体降

解, 稳定的存在于胞质中, 且保持持续激活状态.质中, 且保持持续激活状态.中,  且保持持续激活状态. 
2.3 Axin  Axin作为支架蛋白, 其主要作用是构建

＂破坏复合体＂[17], 协助GSK-3β磷酸化APC和
β-catenin. 目前认为Axin是一种肿瘤抑制因子, 发
生基因缺陷, 则会增强β-catenin活性, 促进肿瘤的

形成[26]. 

3  Wnt/β-catenin通路基因缺陷引发大肠癌

大肠癌形成过程中最早发现的病理变化是异常

肠隐窝病灶(aberrant cyrpt focus, ACF)的形成[27]. 
ACF中的细胞多存在APC突变或缺失, 导致Wnt/
β-catenin信号通路的过度激活, 从而启动大肠癌

的发生[27]. 
肠隐窝上皮细胞的更新是细胞增殖、分

化、向肠腔迁移这一系列事件协调发展的结果. 
肠隐窝底部的多能干细胞在迁移到隐窝下部时

转变为原始祖细胞; 当迁移到隐窝中部时分化

为不同类型的细胞; 到达隐窝顶部肠上皮表面

时, 细胞开始凋亡并落入肠腔. 这个增殖和分化

周期相当活跃和迅速, 整个过程需要3-5d, 肠道

每天脱落的细胞达1 011个[28]. 
肠隐窝细胞恶性转化的第一步是APC突变

或缺失造成的. 在正常的肠隐窝结构中, 从肠隐

窝底部至顶部这个生长分化的方向来看, APC
的表达呈逐渐增高趋势[29,30], β-catenin的核内聚

集逐渐减少, β-catenin调节的靶基因如c-myc、
survivin、CD44等的表达也随之沿该方向逐渐

减少[31,32].  APC的突变不仅能引起细胞水平的

变化, 也会导致组织水平的异常变化. 以其靶基

因survivin的调节为例: 正常情况下, 由于隐窝

底部β-catenin核内聚集状况最为显著, Survivin
在该区域的表达量最高, 而这恰恰是增殖干细

胞所处的区域, 表明Survivin是防止这些细胞凋

亡所必需的; 在肠隐窝中部, APC表达逐渐增加, 
β-catenin核内聚集趋势明显下降, Survivin表达

逐渐减少, 这与该区域细胞停止增殖、开始分

化成熟相关; 在肠隐窝顶部, APC表达水平最高, 
β-catenin无明显核内聚集表型, Survivin表达水

平最低, 甚至不表达, 这与该区域细胞已经进行

终末分化并开凋亡相关, 在整个过程中, APC通
过抑制β-catenin的核内聚集, 抑制Survivin的表
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达, 使干细胞在向上迁移的过程中通过凋亡而

丧失干细胞表型. 如果APC突变, Survivin持续表

达, 细胞凋亡受抑制, 突变的干细胞在向肠隐窝

顶部迁移的过程中始终维持干细胞样表型, 赋
予细胞不死性, 这样就破坏了细胞增殖与分化

之间的平衡. 随着多克隆隐窝干细胞数目的激

增, 在肠隐窝和肠绒毛的交界处形成了息肉, 随
后息肉延伸进入相邻的绒毛内部, 继而填满整

个绒毛内空间, 息肉填满相邻几个绒毛后又相

互融合. APC突变的直接结果是扩大了肠隐窝的

增殖空间, 这导致腺瘤性息肉的形成, 是大肠癌

发生的始动环节之一[17, 31-33].

4  对Wnt/β-catenin通路的干预策略

Wnt/β-catenin信号通路异常是大肠癌发生的基

础. 以此通路中的关键成分为靶点，构成了大

肠癌的早期诊断和治疗干预的基础.  
4.1 早期诊断 基于APC基因突变产生截短型蛋

白这一基础研究, 发展了一项名为PTT(protein 
truncation test)的检测技术[34,35], 利用体外转录

和翻译APC基因的基因组PCR产物来预测家族

性腺瘤息肉病(familial adenomatous polyposis, 
FAP)患者及其家族成员罹患癌症的危险性. 而
DNA片段的直接测序, 可以确证APC是否发生

突变. 大肠癌引发的死亡可通过早期发现大肠

腺瘤来避免, 大部分大肠癌在最早期阶段都存

在APC功能丧失, 现有的这两种筛查大肠癌的分

子生物学方法能检测出APC的突变. 
β-c a t e n i n的表达与细胞内定位已经用于

消化道肿瘤的诊断和预后 ,  大肠息肉中如果

β-catenin在胞核内染色较强, 那么它恶性进展

为腺癌的危险性更大 ;  大肠肿瘤组织中如果

β-catenin在胞核内染色强, 那么肿瘤生长更富于

侵袭性, 术后肿瘤复发率高, 术后生存期短[36,37]. 
此外 ,  联合检测胃肠道上皮细胞肿瘤标记物

CK20(cytokertain 20)与β-catenin, 还可鉴别诊断

大肠肿瘤是原发还是继发[38]. 
4.2 以Wnt/β-catenin通路为靶点的治疗干预 临
床研究表明非甾体类抗炎药物(non-s te ro ida l 
anti-inflammatory drugs, NSAIDs)不仅能抑制在

     

表 1  有抗癌潜能的Wnt/β-catenin信号通路抑制剂

  药物                             类型                                        作用机制                                                           治疗干预阶段

Indomethacin

Sulindac, 

Sulindac sulfide

Sulindac sulfone

Aspirin

NO�aspirin 

Celecoxib

Rofecoxib

Glivec/Gleevec

Endostain 

F�box chimera

TCF�限制复制型

腺病毒

TCF�限制复制型

细小病毒

依赖TCF而表达

fagg基因的腺病

毒载体

PFK115�58�

CGP0��0�0

NASID

NASID, 

Sulindac代谢产物

Sulindac代谢产物

NASID

NASID

选择性COX��

抑制剂

选择性COX��

抑制剂

酪氨酸激酶抑制剂

胶原ⅩⅤⅢ

内源性片断

人工合成蛋白

重组病毒

重组病毒

重组病毒

小分子抑制剂;

�菌衍生物

小分子抑制剂;

�菌衍生物

抑制β�catenin表达[��,�0]

减少Wnt通路靶基因的表达[��]

诱导β�catenin经蛋白酶体途径降解[�1,��]

被PKG磷酸化、诱导β�catenin经蛋白酶

体途径降解、诱导caspase活化[�1���]

使β�catenin丝/苏氨酸磷酸化而失活[�5]

破坏β�catenin与TCF的相互作用[��]

使β�catenin重新分布于胞膜上[��]

使β�catenin重新分布于胞膜上[ 50�5�]

抑制酪氨酸磷酸化使β�catenin重新分布

于胞膜上[�1]

诱导β�catenin经蛋白酶体途径降解[��,�5]

诱导β�catenin经蛋白酶体途径降解[����1]

病毒依赖TCF而复制、融解宿主细胞[��]

病毒依赖TCF而复制、融解宿主细胞[��]

依赖TCF而诱导凋亡[�8]

破坏β�catenin与TCF的相互作用[��]

破坏β�catenin与TCF的相互作用[��]

不同肿瘤实体�� Ⅱ/Ⅲ期临床[5�]

不同肿瘤实体��Ⅱ期临床[5�]

FAP; 乳腺癌��Ⅲ期临床[5�]; 

小细胞肺癌�� Ⅲ期临床[5�]

大肠癌��Ⅱ期临床[55, 5�]

健康志愿者�� 毒性研究、Ⅰ期临床[5�]

FDA批准用于FAP及膀胱癌[5�]; 乳腺

癌�� Ⅲ期临床[5�]; 

大肠癌、小细胞肺癌、肝细胞癌�

Ⅰ/Ⅱ期临床[5�]

大肠癌��Ⅲ期临床[5�]

胃肠道间质瘤、慢性髓性白血病��临

床试验[5�]

不同肿瘤实体��Ⅰ期临床[5�]

体外试验; 动物试验[ ����1]

体外试验[��]

体外试验[����1]

体外试验[�8]

体外试验[��]

体外试验[��]
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肿瘤组织中高表达的COX-2(cyclooxygenase-2), 
而且能抑制Wnt/β-catenin通路过度激活, 表现出

较强的抗癌活性. 例如, 吲哚美辛(indomethacin)
能够以剂量依赖性的方式下调β-ca t en in的蛋

白表达水平, 诱导大肠癌细胞凋亡[39,40]; 舒林酸

(sulindac)及其代谢产物(sulindac sulfide, sulindac 
sulfone), 可取代失活的APC/GSK-3β磷酸化途

径, 通过激活蛋白激酶G(protein kinase G, PKG), 
诱导β-catenin磷酸化, 进而通过蛋白酶体途径使

磷酸化的β-catenin降解[41-43], 下调其靶基因的转

录[44]; 阿司匹林(aspirin)和一氧化氮供体型阿司

匹林(nitric oxide-donating aspirin,  NO-aspirin)虽
然不影响β-catenin的蛋白表达水平和细胞内定

位, 但前者可使β-catenin特定的丝/苏氨酸磷酸

化而处于非转录活化状态, 后者能通过破坏核

内β-catenin/TCF复合体而达到抑制靶基因转录

的作用, 而且在抑制大肠癌细胞生长的作用上

是前者的2 500-5 000倍[45-48]; 选择性COX-2抑制

剂塞来考昔(celecoxib)和罗非考昔(rofecoxib)可
降低细胞核内β-catenin的水平, 使其重新分布到

细胞膜上, 减少相关靶基因的表达[49-52]. 上述药

物的抗癌治疗大都进入了Ⅱ期或Ⅲ期临床研究

阶段, 塞来考昔还在1999年被美国食品与药品

监督管理局(food and drug administration, FDA)
批准用于FAP患者, 以减少和抑制其大肠息肉生

长[53-57](表1) .
分子靶向药格列卫(Glivec/Gleevec)是一种

小分子蛋白酪氨酸激酶抑制剂, 已用于慢性髓

性白血病和胃肠道间质瘤的临床治疗[57]. 由于生

长因子介导的酪氨酸磷酸化也能调节β-catenin
的活性[58-60], 所以β-catenin也是格列卫的潜在靶

标. Zhou et al [61]研究证实格列卫能使β-catenin重
新分布于细胞膜上, 下调β-catenin的转录活性. 
格列卫有望进一步开发为大肠癌的辅助治疗药

物(表1) . 
内皮抑素(endostatin)是血管生成抑制剂, 通

过抑制肿瘤血管生成间接发挥抗癌作用[62]. 最
近研究表明[63-65], 内皮抑素还能促进大肠癌细胞

中的β-catenin经泛素-蛋白酶体途径降解, 并且

抑制被β-catenin过度激活的cyclinD1启动子的活

性, 诱导G1期阻滞和细胞凋亡. 已进行的Ι期临

床试验表明, 内皮抑素的抗癌作用局限于Wnt/
β-catenin通路活性较高的大肠癌中[66](表1). 

在治疗策略方面, 除了抑制过度激活的Wnt/
β-catenin通路外, 还能充分利用它异常激活的特

性, 杀死大肠癌细胞. Brunori et al [67]构建了一种

重组病毒, 在特定的启动子区域插入TCF结合位

点, 利用Wnt/β-catenin通路过度激活、大量TCF
与β-catenin结合处于活化状态的特性, 选择性激

活特定启动子, 启动病毒复制相关基因的转录, 
促进病毒复制而融解靶细胞; 而Chen et al  [68]在病

毒载体中同时插入凋亡诱导基因, 使其在靶细

胞中大量表达而诱导细胞凋亡. 这些重组病毒

在体外试验中都显示出抑制肿瘤细胞生长的作

用(表1). 
总之, 大肠癌的形成源于基因组损伤的渐进

性累积. 最初的发病基础之一是Wnt/β-catenin通
路的异常激活. 以Wnt/β-catenin通路中的APC、
β-catenin为靶点, 在大肠癌的诊断和治疗上有巨

大的潜力. 
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■背景资料
结直肠癌是人类
常见的可经血行
和淋巴道转移的
恶性肿瘤. 目前, 
其血行转移的机
制已被研究得比
较透彻; 而其淋
巴管生成与转移
也逐渐成为该领
域新的研究热点. 
在结直肠癌的淋
巴管生成与转移
的过程中牵涉了
多种生物标志物
表达水平的改变, 
检测这些相关生
物标志物可为结
直肠癌的诊断、

治疗和预后情况
提供重大参考价
值. 本文主要综
述近几年来与结
直肠癌淋巴管生
成与淋巴结转移
相关检测的最新
的临床研究进展.
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摘要  
结直肠癌是人类常见的可经淋巴道转移的恶
性肿瘤, 其淋巴管生成与转移过程中牵涉了多
种生物标志物表达水平的改变, 检测这些相关
生物标志物可为结直肠癌的诊断、治疗和预
后情况提供重大参考价值. 本文主要综述近年
来与结直肠癌淋巴管生成与淋巴结转移相关
检测的临床研究进展. 
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0  引言 
结直肠癌是人类常见的可经淋巴道转移的恶性

肿瘤, 其转移过程包括肿瘤离开原发灶, 侵袭进

入淋巴系统并转移至区域淋巴结.哨兵淋巴结的

活检术为肿瘤细胞经毛细淋巴管和淋巴管从肿

瘤原发灶向区域淋巴结的有序演进过程提供了

解剖学证据; 依靠分子技术确定的多种淋巴内

皮细胞的特异性标志物, 使得科学家们可以对

肿瘤旁和肿瘤内的淋巴管进行测定和计数; 针
对多种与结直肠癌淋巴管生成和转移相关的生

物标志物的多项研究成果, 更是为结直肠癌的

诊断、治疗和预后提供了重大的参考价值. 本
文就结直肠癌淋巴管生成与转移的检测综述相

关临床研究进展, 揭示这些生物标志物在结直

肠癌的淋巴管生成与转移过程中的意义和价值.

1  淋巴管生成与转移的关系

传统观点认为肿瘤的淋巴道转移是一个被动过

程. 在此过程中, 肿瘤细胞通过业已存在的局部

淋巴管转移至区域淋巴结, 所以淋巴内皮细胞

在肿瘤的转移过程中扮演着被动角色[1].然而近

年来的研究发现: 淋巴管生成在肿瘤转移中的

作用机制日渐明朗, 揭示出其主动性介导肿瘤

转移的作用而非被动[2]. 淋巴管生成是新生淋巴

管的形成和生长, 他可以发生于正常发育的组

织, 也可以出现在病理过程中如炎症、战伤、

淋巴水肿和肿瘤. 由于肿瘤早期常发生淋巴结

的转移, 这提示了淋巴管在肿瘤的转移过程中

起着重要作用.
目前研究确定了多种可以识别新生淋巴

管的标志物, 如: 转录因子Prox-01, Podoplanin, 
LYVE-1和VEGFR-3(即Flt-4) 等; 并探索出多

种淋巴管生成的信号转导途径, 如; VEGF-C、
VEGF-D/VEGFR-３途径, VEGF-Ａ/VEGFR-２
途径, PDGF-BB途径和FGF-２途径等. 这些深入

到分子学领域的研究成果为科学家们揭开肿瘤

淋巴管生成的奥秘开辟了可行之路.
对VEGF-Ａ介导的肿瘤转移的研究表明, 原

发肿瘤可能通过分泌淋巴管生成因子来介导其

向哨兵淋巴结的有效转移, 从而为肿瘤的转移

作准备[3].在皮肤黑素瘤患者中也发现, 肿瘤的淋

巴管生成可以预测原发肿瘤向哨兵淋巴结的转

移[4]. 所以人们推断淋巴管生成与局部淋巴结转

移机会的增加相关, 他可能是肿瘤转移过程中

的关键步骤.

2  与大肠癌淋巴管生成与转移相关的检测指标

2.1 VEGFs(vascular endothelial growth factors) 
VEGFs包括VEGF-A、VEGF-B、VEGF-C、

VEGF-D、VEGF-E、和PIGF(placenta growth 
factor). VEGF-Ａ的受体为VEGFR-1(Flt-1) 和
VEGFR-２(KDR), VEGF-Ｂ和PIGF的受体为

VEGFR-1(Flt-1), VEGF-Ｃ和VEGF-Ｄ的受体为

VEGFR-２(KDR) 和VEGFR-３(Flt-４). 传统观

点认为VEGF-A、VEGF-B、VEGF-E和PIGF
影响和控制着脉管的渗透性和血管生成 ;  而
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VEGF-C和VEGF-D 既可与VEGFR-２结合介

导血管生长, 又可与VEGFR-３结合介导淋巴

管生长. 但近年来有研究表明VEGF-Ａ可以直

接通过作用于淋巴内皮细胞上的VEGFR-２和

间接通过VEGF-C或VEGF-D来介导淋巴管生

成, 且后者更合理[5].VEGF-Ａ还可以介导肿瘤

和哨兵淋巴结的淋巴管生成来促进肿瘤的淋巴

道转移[3].
Boxer et al [6]用免疫组化法检测无淋巴结转

移的结直肠癌标本中VEGF的表达水平, 研究发

现VEGF阳性与患者死亡率显著相关. 已发生转

移的结直肠癌中, George et al [7]用半定量RT-PCR
检测VEGF-A、VEGF-C和VEGF-D, 结果显示: 
VEGF-A和VEGF-C在结直肠癌中表达显著增高, 
而VEGF-D的表达下降. Kawakami et al [8]对VEGFs
之间关系的研究中发现, VEGF-B和VEGF-E的
高表达以及VEGF-Ｄ的低表达与淋巴道转移相

关. 这些均提示VEGF-A、VEGF-B、VEGF-C
与VEGF-D之间的平衡可能在结直肠癌的淋巴

管生成及转移过程中起着一定作用. VEGF-A
的表达水平在有淋巴结转移的结直肠癌组织

中显著高于没有转移的癌组织 [7], 提示VEGF-A
和VEGF-C的表达增加与区域淋巴结转移显著

相关. Onogawa et al [9]的实验表明, VEGF-C与
VEGF-D表达均与结直肠癌淋巴结转移相关, 但
两者在肿瘤中表达未见相关性, 提示VEGF-C和
VEGF-D可能是结直肠癌重要的独立预后因子.
2.2 抑癌基因p53和p16
2.2.1 p53基因 结直肠癌侵袭过程中涉及多种抑

癌基因的异常改变, p53就是其中之一. p53有野

生型和突变型两种. 野生型P53基因表达蛋白具

有监视细胞基因组完整性的功能. 当DNA出现

缺陷时, 他可通过特定机制对其进行修复, 如修

复失败, 则通过诱导细胞凋亡的途径将该细胞

清除, 从而阻止具有癌变倾向的细胞在体内存

留. 突变型P53蛋白在细胞内积聚则促进细胞转

化和增殖, 导致肿瘤的发生. Gouw et al [10]研究发

现, 已转移的结直肠癌中突变型p53的表达率为

36%, 且在结直肠癌肝转移时表达率更高, 这进

一步证实了p53基因突变在结直肠癌的发生发

展中具有重要意义, 也提示可以通过检测P53蛋
白作为结直肠癌早期诊断的一项重要参考指标. 
Hsieh et al的研究表明, 检测血浆中P53蛋白可

发现该基因的突变并提示肿瘤转移的高度可能

性, 血浆中P53蛋白与结直肠癌的淋巴结转移和

TNM分期密切相关. 另外, 结直肠癌的术后转移

和复发率在P53蛋白阳性组显著高于P53蛋白阴

性组. 已发生腹膜转移的结直肠癌中也常可检

测到突变型的p53基因[11], 这些均提示p53基因突

变可用于判断患者预后情况, 有p53突变的肿瘤

预后较差.
2.2.2 p16基因 p16基因是近年发现的一种抑癌基

因, 又称为多种肿瘤抑制因子 (MTS1) 或CDKN2

基因, 许多恶性肿瘤都存在p16基因结构和功能

的异常变化. p16主要功能是通过抑制CDK4(细
胞周期素蛋白依赖性激酶4) 而阻止细胞由G1期
进入S期, 使细胞增殖受限, 因此对正常细胞的

生长周期起负调控作用. 当p16基因异常时, 失
去对细胞生长的负调控作用, 使G1期细胞迅速

进入S期, 细胞过度增殖从而导致肿瘤发生发展. 
Kim  et al [12]对结直肠癌的RT-MSP显示, 结直肠

癌组织中p16异常甲基化程度各异. 高甲基化的

癌组织中p16的表达水平显著低于无甲基化或

低甲基化的癌组织. p16的低水平表达与淋巴结

转移和肿瘤的大小相关. 这表明在结直肠癌组

织中存在明显的p16表达的缺失, 因此p16失活

可能与结直肠癌发生有关, p16低表达可促使有

转化潜能的细胞分裂增殖, 并进入癌前状态, 并
随p16缺失程度的增加, 结直肠癌的恶性程度也

增加. Cui et al [13]关于结直肠癌的研究表明p16基
因异常表达组的术后生存率低于p16表达正常

组. 所以可以通过检测P16蛋白产物表达作为结

直肠癌早期诊及判断其恶性程度的依据之一.
总之, 检测结直肠癌中p53和p16的表达水平

对结直肠癌早期诊断, 判断恶性程度及预后情

况有一定意义.
2.3 COX-2 COX是前列腺素生物合成过程中

的一种限速酶. 他有COX-1和COX-2两种形式, 
COX-1在正常细胞中呈组成性表达, 参与细胞的

生理功能; 而COX-2是一种可诱导的酶, 在各种

刺激 (如生长因子和有丝分裂原) 的作用下被诱

导表达. COX-2在许多肿瘤中的表达也增加: 如
肺癌、乳腺癌、食管癌和结直肠癌等. COX-2的
过度表达导致表型的改变, 如增加与细胞外基

质的黏附和阻断大鼠肠上皮细胞的凋亡, 从而

提高细胞癌变的潜能. COX-2的组成性表达也可

导致结直肠癌细胞浸润能力的改变. 虽然他在

结直肠癌中的具体作用还不清楚, 但COX-2可能

参与了肿瘤的血管生成.
Xiong et al [14]对结直肠癌COX-2表达的研究

表明, 结直肠癌患者的COX-2阳性表达为67.9%.
T3-T4, Ⅲ-Ⅳ期以及发生转移的结直肠癌患者的
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COX-2表达水平明显高于T1-T2, Ⅰ-Ⅱ期以及没

有转移的患者. VEGF和MMP-2在COX-2阳性组

的表达水平明显高于COX-2阴性组, 这说明在

结直肠癌中, COX-2的表达与VEGF和MMP-2表
达相关, COX-2可能既通过上调VEGF, 间接的

促进肿瘤血管生成, 他又可以通过上调MMP-2
而导致结直肠癌细胞侵袭能力的改变 .  v o n 
Rahden et al [15]对食管腺癌的研究发现, COX-1 
和COX-2与VEGF-A和VEGF-C的表达相关, 从
而与肿瘤的血管生成 (VEGF-A) 和淋巴生成相

关 (VEGF-C). 所以说, COX-2与结直肠癌的浸润

和转移密切相关, 可以作为结直肠癌的一种生

物标志物.
2.4 TGF-β(transforming growth factor beta)    
TGF-β作为一种细胞因子, 有多种功能: 抑制

生长, 促进凋亡和肠上皮细胞的分化等. 通常

TGF-β阻碍正常的肠上皮细胞的生长; 但也可

以转化为肿瘤生长演进的促进因子, 从而提高

肿瘤的恶性转化. Guzinska-Ustymowicz et al [16]

研究发现许多肿瘤细胞 (包括结直肠癌) 能分泌

TGF-β, 结直肠癌中TGF-β的高表达增加了肿瘤

转移的可能性, TGF-β在PT1结直肠癌有淋巴结

和远处转移的组织中表达量更高. 由于TGF-β在
PT1结直肠癌的表达水平与TB(Tumor-Budding), 
血管生成以及淋巴结和远处转移密切相关, 所
以TGF-β可以与肿瘤组织学的其他参数联合, 作
为评估PT1结直肠癌侵袭性的参数.
2.5 PINCH(particularly interesting new cysteine 
-histidine-rich protein) PINCH是带有LIM结构域

的接合器蛋白, 他在整合素和生长因子的信号

传导通路中起着一定作用. Wang-Rodriguez et 
al [17]研究发现PINCH在与许多常见肿瘤 (如结直

肠癌、肝癌等) 相关的间质中的表达上调, Gao 
et al [18]研究也发现结直肠癌患者的癌组织间质

中PINCH表达量按正常黏膜-原发肿瘤-肿瘤转

移灶的顺序增加, 并且PINCH在浸润性肿瘤周

边的染色强度比肿瘤内部的间质中更高. 在成

纤维细胞、肌成纤维细胞以及肿瘤的部分血

管内皮细胞中也发现有PINCH的表达. 这提示

PINCH参与了肿瘤与间质的相互作用以及肿瘤

的演进过程. PINCH间质染色强阳性与预后不良

和分化较好相关[18], 然而由于分化较好的肿瘤通

常预后较好, 故PINCH染色强阳性也可增加确

诊那些肿瘤分化良好但预后不佳的结直肠癌患

者的可能性.
2.6 与结直肠癌淋巴结微转移相关的生物标志

物 深入分子学水平的检测指标提高了结直肠癌

淋巴结微转移的检出率, 将改善那些尚未出现

淋巴结转移的结直肠癌患者的预后情况.
2.6.1 CK(cytokeratin)和CEA(carcinoembryonic 
ant igen) 研究发现RT-PCR法测定外周血中的

CK20-mRNA[19], RT-PCR法测定CEA[20]及联合检

测淋巴结中CK和CEA[21]可以提高DukesB 期结

直肠癌患者淋巴结微转移的检出率, 有助于发

现微小转移的癌细胞, 对治疗方案的选择及判

断预后具有指导意义.
2.6.2 HLTF、SOCS-1和CDH13 Hibi  et al [22]微

转移研究表明结直肠癌淋巴结转移阴性的患者, 
其HLTF、SOCS-1和CDH13基因常出现异常的

甲基化, 检测这些基因将提高结直肠癌淋巴结

转移的检出率. 
2.7 其他

2.7.1 MCs(mast cell)和TAMs(tumor associated 
macrophage) 肿瘤中发现有一些浸润的免疫监视

细胞, 包括MCs和TAMs. 他们可以反映机体针对

肿瘤的免疫反应.
TAMs有介导肿瘤的细胞毒作用和刺激抗

肿瘤的淋巴细胞增殖的潜能. Tan et al [23]的研究

表明TAMs可以抑制结直肠癌的演进以及区域

淋巴结转移和肿瘤的远处转移, 而且TAMs的高

度浸润可以影响结直肠癌患者的预后情况. 因
此, TAMs浸润可能预示着机体的抗肿瘤能力.

Grizzi et al [24]的研究表明, MCs与肿瘤的血

管生成相关, MCs可分泌VEGF, 介导肿瘤的血

管生成, 所以MCs可能有促进肿瘤生长的作用. 
Poonkhum et al [25]最新的研究发现, 肝的淋巴淤

滞所导致的肝小叶下间隙中MCs和浆细胞的聚

集可能参与了淋巴管生成.
Tan et al [23]的研究还发现,  TAMs和MCs

的联合作用对于抗肿瘤的免疫反应是很重要

的.所以在检测中若能联合MCs和TAMs计数这

两项指标, 对于评估结直肠癌的生物学特性更

有帮助.
2.7.2 TB(tumor budding) 与结直肠癌侵袭性相关

的异常的组织病理学参数称为TB. 早期的研究

发现TB是结直肠癌的一种潜在预后因子[26]. 近
年来Guzinska-Ustymowicz et al [27]研究发现TB
的强度与结直肠癌淋巴结转移相关. Guzinska-
Ustymowicz et al [16]统计分析表明TB和结直肠癌

的组织学分型、淋巴结转移、远处转移以及术

后肿瘤的复发相关. 所以TB可以结合其他的影

响因子, 用于结直肠预后情况的辅助评估.



www.wjgnet.com

210                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2006年1月18日    第14卷   第2期

2.7.3 TEMs(tumor endothelial markers) TEMs是
新发现的与肿瘤特异性血管生成相关的内皮

细胞标志物家族. Rmali et al [28]最新研究表明

TEM-1、TEM-7、TEM-7R和TEM-8的表达水平

与淋巴结转移和疾病的演进情况相关, 所以他

们在结直肠癌中可能有预后价值.   
2.7.4 CXCR4 CXCR4是趋化因子受体, 他与肿瘤

的转移相关, 预后不良. Schimanski et al [29]研究

表明结直肠癌组织CXCR4的高表达与淋巴结和

远处转移相关.
2.7.5 Actinin-4 Actinin-4是肌动蛋白的结合蛋白, 
他是反映肿瘤侵袭性的新型生物标志物. Honda 
et al [30]最新研究表明Actinin-4可以增加细胞的移

动性, 促进结直肠癌的淋巴结转移.
总之, 随着结直肠癌淋巴管生成与转移机

制的研究深入以及检测手段的高新尖化, 结直

肠癌淋巴管生成与转移相关的检测也由细胞水

平进入分子水平. 近年来的大量研究发现了与

结直肠癌淋巴管生成与转移相关的大量生物标

志物, 为结直肠癌患者的早期诊断、治疗方法

的选择和预后情况的评估提供了重要依据和重

大意义. 同时, 由于其中大部分的生物标志物

的特异性及敏感性不高, 从而降低了他们在临

床应用中的价值. 故大力发展相关的基础和临

床研究, 发现特异性及敏感性较高的生物标志

物或取长补短联合多种标志物以提高其临床应

用价值是当前科学家们努力的方向, 具有广阔

的临床应用前景. 
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Abstract
AIM: To explore the distribution of Toll-like 
receptor 4 (TLR4) gene Asp299Gly, and TLR2 
gene Arg753Glu and Arg677Trp polymorphisms 
in inflammatory bowel disease (IBD) in Chinese 
Han patients of Hubei province.

METHODS: The polymorphisms of TLR4 gene 
Asp299Gly, and TLR2 gene Arg753Glu and Arg-
677Trp were genotyped in 120 patients with IBD 
and 110 healthy controls by polymerase chain 
reaction and restriction fragment length poly-
morphism. The association between the poly-
morphism and IBD as well as its clinical pheno-

type was analyzed.

RESULTS: The mutant genotypes of the TLR4 
gene Asp299Gly, TLR2 gene Arg753Glu and Ar-
g677Trp were not found in both the IBD patients 
and healthy controls..

CONCLUSION: TLR4 gene Asp299Gly and TLR2 
gene Arg753Glu, Arg677Trp polymorphisms are 
not associated with IBD in Chinese Han patients 
of Hubei province..

Key Words: Inflammatory bowel disease; Toll like 
receptor 4; Toll-like receptor 2; Gene polymorphism

Xiong LF, Xia B, Jiang L, Guo QS, Sun ZQ. No association 
of TLR4 gene Asp299Gly, TLR2 gene Arg753Glu and 
Arg677Trp polymorphisms with inflammatory bowel 
disease in Chinese Han population of Hubei province. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(2):212-215

摘要
目的: 研究TLR4基因Asp299Gly及TLR2基因
Arg753Glu及Arg677Trp多态性在中国汉族人
群中的分布, 探讨其与炎症性肠病的相关性. 

方 法 :  采 用 聚 合 酶 链 反 应 - 限 制 性 片 段 长
度多态性方法 ,  检测1 2 0例中国湖北汉族
炎症性肠病患者与110例正常对照者T L R4
基因Asp299Gly及TLR2基因Arg753Glu及
Arg677Trp基因型, 分析该基因多态性与炎症
性肠病以及临床亚型的相关性. 

结果:  炎症性肠病患者和健康对照者均未
检测出T L R4基因A s p299G l y及T L R2基因
Arg753Glu及Arg677Trp突变型.

结论:  T L R4基因A s p299G l y及T L R2基因
Arg753Glu及Arg677Trp基因多态性与中国湖
北汉族人群炎症性肠病的易感性无相关性. 

关键词�� 炎症性肠病; Toll样受体4; Toll样受体2; 基

因多态性

熊利芬, 夏冰, 姜黎, 郭秋莎, 孙泽群. TLR4基因Asp299Gly及

■背景资料
炎症性肠病(IBD)
是病因不明慢性
肠 道 炎 症 性 疾
病 ,  临 床 上 分 为
克罗恩病(Crohn's 
d i sease ,  CD)和
溃 疡 性 结 肠 炎
(ulcerative colitis, 
U C ) 二 种 类 型 . 
I B D具有遗传易
感性. Toll命名来
源于果蝇的一个
具有先天性抗感
染作用的受体蛋
白, TLR超家族有
近10个成员已被
鉴 定 出 来 ,  其 中
TLR4和TLR2研
究 最 深 入 .  近 来
研究显示TLR4是
细菌LPS的受体 , 
具有宿主防御革
兰氏阴性菌感染
作用. TLR2具有
防御革兰氏阳性
菌、分枝杆菌、

真菌感染的作用.

■研发前沿
目前对 I B D的免
疫遗传学机制是
研究热点, 微生物
与 I B D的关系也
已引起人们的重
视. 对于TLR基因
的研究主要集中
于TLR2和TLR4
的功能.
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0  引言

Toll样受体(toll-like receptor, TLR)作为革兰氏

阴性菌脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)的受

体, 其基因第四外显子Asp299Gly的突变, 可改

变T L R4的细胞外结构, 导致对革兰阴性菌的

LPS无反应或LPS信号途径抑制. 炎症性肠病

(inflammatory bowel disease, IBD)是涉及多基因

的肠黏膜免疫性疾病, 在正常情况下几乎无法

在肠黏膜表面检测到TLR4, 但在IBD的肠上皮

表面却可检测到TLR4的表达呈显著上调[1]. 研
究发现, LPS可促进结肠癌细胞株的生长, 具有

促癌作用[2], 提示TLR4在IBD和大肠癌发病机制

中可能具有一定的功能. TLR2基因Arg753Glu多
态性在白人中出现频率1%-4%, 明显高于亚洲

人(尚未见阳性报道), 而且与感染性疾病的关系

引人注目, 尤其是带有TLR2激动剂的有机体, 如
革兰阳性菌、分枝杆菌和螺旋体等[3]. TLR2基
因Arg677Trp多态性在瘤型麻风患者中已经检出

突变型[4]. 研究发现, 把带有TLR2  Arg753Glu和
Arg677Trp突变基因嵌入编码TLR2基因的表达

载体中, 会减低中国仓鼠卵巢细胞对合成脂肽

刺激的反应[5]. 因此, 小鼠TLR2突变导致TLR2
信号途径明显抑制, 机体对上述细菌感染的易

感性增强. NOD2/CARD15是克罗恩病(CD)的
第一个易感基因, Netea et al [6]研究表明, NOD2
基因3 020位点插入移码突变与CD相关的机制

是细胞受到TLR2配体、肽聚糖或者Pam3Cys-
KKK等刺激后血单核细胞释放IL-10, 而不是由

于TLR4配体LPS刺激所致, 表明NOD2是PGN的

受体而不是LPS. TLR的功能与NOD2类似, 与先

天性免疫有关. 然而, 目前未见TLR2基因多态

性与炎症性肠病(IBD)的相关性报道. 在人类, 肠
腔内存在大量的微生物, 但在正常情况下肠黏

膜上皮细胞(IEC)对绝大多数TLR2配体无应答. 
IEC上TLR2蛋白表达相对缺乏, 而Toll抑制蛋白

高表达对于阻止由于肠腔内共生革兰氏阳性菌

诱导慢性炎症因子的释放有重要作用. 我们假

设TLR基因变异的个体, 肠黏膜先天性免疫细胞

和肠上皮TLR分子结构改变, 使机体的先天性免

疫系统不能正常处理肠腔内的大量的细菌微生

物. 肠黏膜在大量的革兰阳性菌的长期刺激下, 
易产生感染和炎症、过敏和易激, 甚至癌变. 因

此, 作为粗筛, 我们研究TLR4和TLR2基因多态性

与IBD的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2001/2004在武汉大学中南医院

以及武汉市其他大型医院就诊的湖北汉族无

亲缘关系的IBD患者120例, 其中溃疡性结肠炎

(UC)104例, CD16例. UC及CD诊断标准参照中

华医学会消化病学分会2001年对IBD诊断治疗

规范的建议[7]. 此外, 收集参加正常体检的健康

对照者110例, 在年龄与性别上相匹配.
1.2 方法

1.2.1 基因组DNA提取 采血5 mL, 乙二胺四乙

酸(EDTA)抗凝, 常规蛋白酶K消化, 苯酚/氯仿提

取. 提取的DNA溶解于TE中, -25℃保存. 
1.2.2 PCR扩增 TLR4: 在25 mL的反应体系中分

别加入引物. (引物设计参照文献[8]F1、R1(F1-
5TTAGAAATGAAGGAAACTTGGAAAAG3, R1-
5'TTTGTCAAACAATTAAATAAGTGATTAATA
3)和F2、R2(F2-5'AGCATACTTAGACTACCAC
CTCGATG3', R2-5'GTTGCCATCCGAAATTATA
AGAAAAG3'). 94℃预变性3 min. 94℃变性

45 s; 51℃退火45 s; 72℃延伸45 s; 共38次循

环. 最后72℃彻底延伸5 min. TLR2: 在25 mL的
反应体系中分别加入引物(引物设计参照文献

[9], F1、R1(F1: 5'-GCCTACTGGGTGGAGAAC
CT-3', R1: 5'-GGCCACTCCAGGTAGGTCTT-3'). 
95℃预变性5 m i n. 95℃变性40 s; 58℃退火

50 s; 72℃延伸60 s; 共30次循环. 最后72℃彻底

延伸5 min. PCR产物于20 g/L琼脂糖凝胶电泳

并在紫外分析仪下分析鉴定. 
1.2.3 PCR限制性片段长度多态性分析(PCR-
RFLP) TLR4: 将两组PCR产物各取10 mL, 分别

用Bsa BⅠ及Bsa XⅠ两种限制性内切酶消化. 前
者于55℃酶切4 h后于65℃灭活20 min, 后者于

65℃酶切4 h后于80℃灭活20 min. 前者的PCR
产物为139 bp, 当Asp299Gly多态性位点为A(腺
嘌呤, 野生型)时, 可被Bsa BⅠ酶切为112 bp和
27 bp. 后者的PCR产物为131 bp, 当Asp299Gly
多态性位点为G(鸟嘌呤, 突变型)时, 可被Bsa X
Ⅰ酶切为108 bp和23 bp. 酶切产物均以80 g/L
非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳(100 V, 1.5 h)分
离、硝酸银染色. TLR2: 取5 mL PCR产物, 用Aci
Ⅰ限制性内切酶消化. 于37℃酶切2 h后于65℃
灭活20 min. PCR产物为340 bp, 当TLR2基因为

野生型(TLRwt)时, 可被AciⅠ酶切为三个片段: 

■创新盘点
本文研究了TLR4
基因Asp299Gly
多态性及TLR2基
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■应用要点
本文将TLR基因
研究与IBD联系起
来, 研究TLR2基
因突变与IBD的相
关性 ,为阐明IBD
的遗传易感性和
先天性免疫机制
提供依据, 具有重
要的科学意义和
临床价值.

75 bp, 227 bp, 38 bp; 当TLR2基因为Arg753Glu
突变(TLR2Ⅰ)时, 可被AciⅠ酶切为二个片段: 
265 bp, 75 bp; 当TLR2基因为Arg677Trp(TLR2
Ⅱ)突变时, 可被AciⅠ酶切为二个片段: 302 bp, 
38 bp. 酶切产物均以80 g/L非变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳(100 V, 3 h)分离、硝酸银染色(图1)[9].
统计学处理 通过SPSS 11.5软件包进行c2检

验, P <0.05认为差异有显著性. 

2  结果

对230份D N A样本进行基因分析 ,  均未发现

T L R4 A s p299G l y和T L R2基因A rg753G l u, 
Arg677Trp位点的突变. 所有DNA样本139 bp的
PCR产物均可被Bsa BⅠ酶切为112 bp和27 bp
两个片段, 而131 bp的PCR产物均不能被Bsa X
Ⅰ酶切为108 bp和23 bp. 即在全部检测样本中

TLR4基因Asp299Gly多态性位点均为野生型

A, 未见突变型G. 所有DNA样本340 bp的PCR
产物均可被AciⅠ酶切为75 bp, 227 bp, 38 bp
三个片段 .  既在全部检测样本中 ,  T L R2基因

Arg753Glu多态性位点均为野生型A, 未见突变

型G. Arg677Trp多态性位点也均为野生型A, 未
见突变型T.

3  讨论

TLR4参与先天性免疫应答的激活, 还诱导共刺

激分子CD80表达, 为获得性免疫的启动提供必

要的活化信号. TLR4通过协同分子CD14、LPS
结合蛋白(LPS inbinding protein, LBP)的共同

作用, 将LPS传导通路的信号迅速传至核内, 激
活NF-kB及相关细胞因子的表达. TLR4基因的

非同义单核苷酸多态性Asp299Gly和Thr399Ile
与LPS的反应减低有关, TLR4基因突变可导致

对LPS无反应, 或LPS信号途径的抑制. 野生型

TLR4的表达增强可使LPS信号传导增强. TLR2
主要识别多种病原微生物的产物以及革兰氏

阳性菌、分枝杆菌、螺旋体和支原体[10], TLR2
通过识别PAMPs激活NF-kB, 导致炎性因子(如
IL-8)表达, 同时激活的NF-kB还可促进TLR2
的转录表达, 形成了TLR2-NF-kB-TLR2的自

身循环. 研究表明TLRs/NF-kB信号传导通路

是IBD发病机制发展过程中的重要环节. 最近

Matsuguchi et al [11]观察到, 经腹腔注射LPS或
体外LPS刺激后, 小鼠脾巨噬细胞的TLR2基因

表达增高, 而TLR4并未见增高. Yang et al [12]和

Kirsching et al [13]也分别发现转染了人TLR2的人

胚肾细胞的293可获得对LPS的反应能力, 因此, 
认为TLR2参与人体内对LPS的反应. LPS不仅在

感染疾病、过敏性疾病中起重要作用, 还可促

进结肠癌细胞株的生长, 有促癌作用. TLR4、
TLR2基因突变可改变肠黏膜先天性免疫细胞和

肠上皮TLR4、TLR2分子结构, 使机体的免疫系

统失去正常处理肠腔内大量细菌和LPS等病原

分子的能力, 进而使肠黏膜在其长期刺激下产

生感染、炎症、过敏、易激乃至癌变. 
通过对TLR4基因Asp299Gly及TLR2基因

Arg753Glu和Arg677Trp多态性进行检测, 在所有

310例样本中均未发现TLR4、TLR2基因的上述

突变, 提示此等位基因突变在中国湖北汉族人

群中极少见, 而且说明TLR4Asp299Gly、TLR2
基因Arg753Glu和Arg677Trp位点多态性可能与

我国IBD无关. Mane研究白人IBD患者TLR2基
因突变, 只发现A7484T位点有意义, 亚洲人和黑

人未见阳性报道. 本实验结果与之相符. 
此外, 我们将中国汉族与其他种族的TLR4 

基因的Asp299Gly、TLR2基因的Arg753Glu

图 1 TLR2基因多态性RFLP基本原理. 设计的引物跨越两种多态性, PCR产物为340 bp, 箭头所指为限制性内切酶AciⅠ切割

位点, 用AciⅠ消化产生302 bp (TLR2-Ⅱ), 265 bp (TLR2-Ⅰ), 或者227 bp (野生型). 

TLR-2Ⅱ(302 bp) 

75            227

TLR-2Ⅰ(265 bp) 

227               38 

TLR wⅠ(227 bp) 

227

Aci  Ⅰ
Stc  Ⅰ

Aci  Ⅰ

340 bp

75 bp    227 bp   38 bp

A B C



和Arg677Trp多态性分布进行了比较, 发现在

不同人群中, 该等位基因频率及基因型频率的

分布有差异, 其中中国湖北汉族人与日本人的

等位基因频率及基因型频率相似, 均未检测到

TLR4基因Asp299Gly、TLR2基因Arg753Glu
和Arg677Trp的突变位点, 德国人TLR4基因的

Asp299Gly突变频率5.6%, Arg753Glu突变频率

9.4%、西班牙Arg753Glu突变频率1%[14], 突尼斯

Arg677Trp为31%[15], 差异有显著性. 由此认为,
其等位基因的多态性随人种和地区的不同而异. 
各人种在TLR2基因频率分布的不同, 将有助于

阐明不同种族和不同地区人群在进化和免疫发

病机制上的差异.
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Abstract
AIM: To investigate the role of thyrotropin-
releasing hormone (TRH) in the rat ulcer 
induced by cold-restraint stress and its possible 
mechanism.

METHODS: The rat model of stress ulcer was 
constructed by cold-restraint method. The 
changes of gastric mucosa, gastric juice secre-
tion, and gastric motility were evaluated after 
injection of TRH or TRH antiserum into the lat-
eral ventricle.

RESULTS: Three hours after the administration 
of TRH, severe damages were observed in the 
gastric mucosa of rats fasting for 24 h at room 
temperature. As compared with the control 
group, the volume of gastric juice secretion (5.5 ± 
0.7 mL/2 h vs 2.7 ± 0.6 mL/2 h, P < 0.01) and total 
acid output (539.4 ± 50.5 μmol HCl/2 h vs 317.7 
± 45.3 μmol HCl/2 h, P < 0.05) were increased 
markedly. Gastric wall mucus secretion was de-
creased (1.35 ± 0.08 vs 2.21 ± 0.11, P < 0.01), while 
the frequency of gastric contraction (1.2 ± 0.2 vs 
0.4 ± 0.1, P < 0.01), the width of contractive wave 

(17.2 ± 2.0 vs 8.1 ± 1.1, P < 0.01), and the motility 
index per minute (90.3 ± 14.2 vs 13.2 ± 3.1, P < 0.01) 
were elevated significantly. The administration of 
TRH antiserum significantly inhibited the gastric 
mucosa damage caused by cold restraint stress 
(ulcer index: 10.2 ± 3.9 vs 30.3 ± 5.5, P < 0.01)..

CONCLUSION: The injection of TRH into the 
lateral ventricle can induce gastric mucosal ul-
cer, which is similar to the stress ulcer. The en-
hancement of TRH synthesis in the brain plays 
a crucial role in the gastric mucosal damage in-
duced by cold-restraint stress..

Key Words: Thyrotropin-releasing hormone; Stress 
ulcer; Lateral ventricle

Guo YM, Li X, Chen R, Xia QG. Role of thyrotropin-
releasing hormone in formation of stress ulcer. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(2):216-219

摘要
目的: 探讨促甲状腺激素释放激素(TRH)在冷
束缚应激性溃疡发病中的作用及其机制. 

方法: 选用SD大鼠制备应激性溃疡模型, 观
察侧脑室注射T R H或T R H抗血清后对胃黏
膜、胃液的分泌量和胃运动的影响. 

结果: 侧脑室注射TRH 3 h后, 可使室温条件
下禁食24 h的清醒大鼠胃黏膜严重损伤, 胃
液量(5.5±0.7 mL/2 h vs  2.7±0.6 mL/2 h, 
P <0.01)和总酸排出量(539.4±50.5 μm o l 
HCl/2 h vs  317.7±45.3 μmol HCl/2 h, P <0.05)
均比对照组明显增加, 胃壁结合黏液的分泌减
少(1.35±0.08 vs  2.21±0.11, P <0.01), 胃收缩
频率(1.2±0.2 vs  0.4±0.1, P <0.01)、收缩波宽
度(17.2±2.0 vs  8.1±1.1, P <0.01)和每分胃运
动指数(90.3±14.2 vs  13.2±3.1, P <0.01)均明
显高于对照组, 冷束缚应激引起的大鼠胃黏膜
损伤作用能被侧脑室注射TRH抗血清明显抑
制(溃疡指数: 10.2±3.9 vs  30.3±5.5, P <0.01).

结论: 侧脑室注射TRH可使胃黏膜产生与应
激相类似的溃疡, 脑内TRH合成分泌增多是冷
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0  引言

冷束缚应激性溃疡(cold-restraint stress ulcer)是一

种多因素引起的急性胃黏膜损伤, 其发病可能是

黏膜、血管、激素和神经等因素之间相互关联

的结果, 但这些因素的致病机制尚不完全清楚[1]. 
激素在应激性溃疡中的作用早已受到重视, 在应

激状态下, 机体合成和分泌促肾上腺皮质激素

(ACTH)、糖皮质激素、生长素、催乳素、肾上

腺素和去甲肾上腺素明显增多[2]. 在应激状态下, 
给幽门部结扎大鼠侧脑室注射催产素, 可抑制胃

酸的分泌, 产生抗溃疡形成作用[3]; 侧脑室注射

催乳素, 可显著增加自由酸、总酸和溃疡指数[4]. 
上述资料表明, 催产素、催乳素可能参与应激性

溃疡的形成. 近年来, 应激状态下促甲状腺激素

释放激素(TRH)合成分泌增加受到重视. 急性头

部外伤患者的应激性溃疡的产生与下丘脑功能

失调有关[2]. Koivusalo et al [5]报道, 短时间的应激

就可使下丘脑TRH增加41%. 有报道, 失血30%
可使大鼠脑内隔区、伏隔核和视前区等部位

TRH大量释放[6]; Maeda et al [7]发现, 在浸水应激

大鼠胃液内TRH含量显著增加. 但近来发现, 重
复的应激刺激可减少甲状腺激素的分泌, 但下丘

脑TRH的分泌未见改变[8]. 在应激状态下, CRH
可通过生长抑素抑制TRH的分泌[9]. 这些资料表

明, 在应激性溃疡的发病过程中可能有TRH的参

与, 但其作用机制尚不清楚. 我们的目的是观察

TRH在应激性溃疡发病中的作用, 并探讨其可能

的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 选用Spragrue Dawley大鼠, 雌雄不拘, 
体质量180-250 g. 实验分两个阶段进行, 第一阶

段观察TRH是否参与冷束缚应激性溃疡的致病

过程; 第二阶段探讨TRH参与冷束缚应激性溃

疡的作用机制.
1.2 方法

1.2.1 应激性溃疡模型制备  实验前动物禁食

24 h, 自由饮水. 实验时将用乙醚轻度麻醉的大

鼠束缚于铁栅上, 待动物清醒后放入4℃的冰箱

内应激, 3 h后取出脱颈处死. 剖腹, 结扎贲门

和幽门后取胃, 向胃内注入生理盐水10 mL, 并
浸入20 g/L福尔马林溶液中10 min, 以固定胃

表面. 然后沿胃大弯剪开展平, 用生理盐水将

胃内容物冲洗干净, 可见局限于腺胃部黏膜有

点状或索条状出血病灶, 记录各病灶长度并将

其计分. 病灶长度小于1 mm记1分, 1-2 mm记

2分, 2-3 mm记3分, 依次类推, 若病灶宽度大于

2 mm, 则分数加倍. 各病灶分数总和作为该胃

的溃疡指数[4]. 
1.2.2  侧脑室注射方法  大鼠用乙醚麻醉后固

定于立体定位仪上, 纵行切开头皮, 暴露颅骨, 
于前囟点后1.5 m m、中线旁开1.5 m m处钻

孔, 用微量注射器(针管外径0.3 mm)垂直刺入

3.5-4.5 mm, 回抽见有脑脊液回流时将10 μL药
液注入, 2 min内注毕. 
1.2.3 胃酸测定 参照Wong et al [10]的方法, 侧脑室

注射TRH后, 在乙醚轻度麻醉下, 经腹腔小切口

结扎幽门, 术后关闭腹腔, 动物清醒后放回饲养

笼内, 禁食、禁水2 h后处死动物, 结扎贲门、

取胃, 收集胃内容物, 离心, 用酚红作指示剂, 以
0.01 mol/L NaOH滴定胃酸排出量[4].
1.2.4 胃壁结合黏液的测定 按照汪建英 et al [11]阿

利斯蓝染色法测定胃壁结合黏液. 将动物处死

后取胃, 沿胃小弯剪开并外翻, 浸入20 mL阿利

斯蓝染液中(阿利斯蓝溶解于pH 5.8的柠檬酸-磷
酸氢二钠缓冲液中), 25℃孵育2 h后取出胃, 将
反应液离心10 min, 取上清液在721型分光光度

计上于615 nm波长比色. 根据下列公式算出结

合染料量.
                                        20×实测光密度

结合染料量(mg) = 4 -
                                       标准管光密度×5

公式中“4”为20 mL染液中所含染料的

mg数, 胃结合的染料量反映胃壁结合黏液的分

泌量.
1.2.5 胃运动的记录 参考Mersereau et al [12]方法, 
用水囊连接压力换能器和二道生理记录仪进行

记录. 胃运动的观察指标包括: (1)收缩频率; (2)
收缩波幅度; (3)收缩波宽度; (4)每分胃运动指数

(MMI): 前三项指标乘积总和除之时间.
统 计 学 处 理  实验数据以均数±标准差

(mean±SD)表示. 用t检验进行结果显著性检验. 

2  结果

2.1 观察TRH是否参与冷束缚应激性溃疡的致

■研发前沿
冷束缚应激性溃
疡是一种多因素
引起的急性胃黏
膜 损 伤 ,  目 前 的
研究主要集中在
各种下丘脑调节
肽、垂体激素和
神经等因素在应
激性溃疡中的作
用及他们之间的
相互关系.
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病过程 动物随机分为对照组和实验组. 对照组

在icv正常兔血清10 μL 1 h后进行冷束缚应激

(cold-restraint stress)3 h; 实验组在icv TRH抗血

清(TRH antiserum, 美国弗吉尼亚大学皇甫东海

博士惠赠)10 μL 1 h后再进行冷束缚应激3 h. 
结果见表1. 结果表明, TRH抗血清能显著抑制冷

束缚应激性溃疡的形成. 提示在冷束缚应激性

溃疡的发病过程中, 冷束缚应激性溃疡TRH起

重要作用, 脑内TRH合成分泌增多可能是冷束

缚应激时胃黏膜损伤的重要原因.
2.2 探讨TRH参与冷束缚应激性溃疡的可能作

用机制 动物随机分为对照组和实验组. 对照

组icv生理盐水10 μL; 实验组icv TRH 10 μg/
10 μL(中科院上海生化所东风生化技术公司).
2.2.1 icv TRH对胃黏膜的损伤作用 对照组胃黏

膜光滑无损, 而实验组腺胃区黏膜有点状或索

条状出血灶, 损伤严重(表2).
2.2.2 icv TRH对胃酸排出量的影响(表3) 实验组

胃液量和总酸排出量都比对照组明显增加, 表
明TRH能刺激胃酸分泌.
2.2.3 icv TRH对胃壁结合黏液分泌的影响(表4) 
两组差异显著, 表明icv TRH可减少胃壁结合黏

液的分泌.
2.2.4 icv TRH对胃运动的影响(表5) 实验组胃收

缩频率、收缩波宽度和每分胃运动指数均明显

高于对照组. 表明侧脑室注射TRH能引起胃运

动加强.

3  讨论

我们观察到侧脑室注射TRH后3 h, 可使室温条

件下禁食24 h的清醒大鼠胃黏膜严重损伤, 表
明侧脑室注射TRH可使胃黏膜产生与应激相类

似的溃疡. 另外, 我们也观察到冷束缚应激引起

的大鼠胃黏膜损伤作用能被侧脑室注射TRH抗

血清明显抑制, 这种通过免疫中和作用引起应

激性溃疡的抑制, 最直接地证实了脑内TRH合

成分泌增多是冷束缚应激时胃黏膜损伤的重要

原因. 
目前认为, 胃黏膜溃疡的根本原因是黏膜

损害(致溃疡)因素与黏膜保护(黏膜抵抗)因素之

间失去平衡. 胃酸和胃蛋白酶的消化作用是极

为重要的损害因素, 而胃黏液——胃黏膜屏障

和胃黏膜的血液循环在黏膜的保护因素中占有

主要地位[13]. 本研究观察到侧脑室注射TRH后可

使胃酸分泌增加, 胃黏液分泌减少和胃运动加

强, 表明TRH在外周是通过增加胃酸分泌、减

少胃黏液分泌和加强胃肌收缩活动等作用途径

而引起应激性溃疡的. 在应激性溃疡的形成过

程中, 胃酸、胃黏液和胃运动何者起主要作用, 
Garrick et al [14]报道罂粟碱显著减轻浸水应激大

鼠的胃黏膜损伤是通过抑制胃肌收缩起作用的, 
他对胃酸的分泌没有影响. Wong et al [10]观察到

钙拮抗剂propyl-methylenedioxyindene抗冷束缚

应激性溃疡作用与他抑制胃运动作用密切相关. 
Hayase et al [15]发现浸水应激性溃疡大鼠的胃酸

    

表 1 侧脑室注射TRH抗血清对冷束缚应激大鼠胃黏膜损
伤的影响

组别                                     n                                   溃疡指数

对照组                             �                              30.3±5.5

实验组                             �                              �0.2±3.�b

bP<0.0� vs  对照组.

    

表 2 侧脑室注射TRH对大鼠胃黏膜的损伤作用

组别                                     n                                   溃疡指数

对照组                             5                                0

实验组                             �                              23.�±4.5b

bP<0.0� vs  对照组.

    

表 3 侧脑室注射TRH对大鼠胃酸分泌的影响

组别         n     胃液量 (mL/2 h)   总酸排出量 (μmol HCl/2 h)

对照组    �         2.�±0.�                  3��.�±45.3

实验组    �         5.5±0.�b                 53�.4±50.5a

aP<0.05, bP<0.0� vs  对照组.

   

表 4 侧脑室注射TRH对大鼠胃壁结合黏液分泌的影响

组别               n             结合于胃壁黏液的阿利斯蓝量 (mg)

对照组          �                           2.2�±0.��

实验组          �                           �.35±0.0�b 

bP<0.0� vs  对照组.

   

表 5 侧脑室注射TRH对大鼠胃运动的影响

                  收缩频率     收缩波       收缩波      每分胃运动

                     (次/min)   幅度 (mm)     宽度 (s)      指数 (MMI)

对照组   5  0.4±0.�  �2.�±�.�    �.�±�.�   �3.2±3.�

实验组   �  �.2±0.2b  ��.2±�.�  ��.2±2.0b  �0.3±�4.2b

bP<0.0� vs  对照组.

组别       n

■创新盘点
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注射TRH可使胃
黏膜产生与应激
相类似的溃疡, 冷
束缚应激引起的
大鼠胃黏膜损伤
作用能被侧脑室
注射TRH抗血清
明显抑制, 这种通
过免疫中和作用
引起应激性溃疡
的抑制, 最直接地
证实了脑内TRH
合成分泌增多是
冷束缚应激时胃
黏膜损伤的重要
原因.



分泌较应激前减少. 这些研究表明, 在应激性溃

疡的发生过程中, 胃酸不起主要作用, 而胃肌的

运动显著增强, 长时间、高幅度的胃肌收缩是

应激性溃疡的主要原因. 胃肌强烈收缩, 使胃黏

膜血流阻力增加, 血流量明显减少, 血液循环障

碍, 导致黏膜缺血坏死, 坏死的组织经胃酸和胃

蛋白酶的作用形成溃疡; 黏液分泌的减少使胃

黏膜屏障作用减弱进一步促进溃疡的形成. 
我们以往的工作表明, 中枢注射TRH促进胃

液分泌, 胃肌运动加强等作用可能是经下丘脑-
中缝核-复合迷走背核-迷走神经这一通路起作

用[16]. 迷走背核受到下丘脑TRH神经元的影响
[17]. 因此, 我们推测在应激状态下, 脑内TRH也可

能通过上述通路引起胃黏膜的损伤. 
此外, Hernandez[18]认为, 应激时, 下丘脑

TRH刺激垂体合成和分泌促甲状腺激素, 许多

刺激下丘脑分泌TRH的因素都不可避免地刺激

下丘脑-腺垂体-甲状腺轴(HPT)的活动, 而甲状

腺对垂体分泌促甲状腺激素有强大的负反馈抑

制作用. 他们发现能抑制应激性溃疡形成的物

质, 如多巴胺、催乳素、神经降压素、生长抑

素、β-内啡肽、γ-氨基丁酸和蛙皮素等对HPT
轴均具有抑制作用. 在冷束缚应激反应中, 甲状

腺机能亢进大鼠比甲状腺机能正常或减退大鼠

对应激性溃疡有更大的抵抗力, 甲状腺机能减

退大鼠往往出现更为显著的应激性溃疡. 这些

资料为应激性溃疡发病过程中涉及HPT轴的功

能提供了极为有力的证据. 
然而, TRH参与应激性溃疡的中枢作用机制

是极其复杂的. 有人发现切除垂体或切除甲状

腺都不影响应激时下丘脑以外部位的TRH含量, 
表明下丘脑以外的TRH通路在应激性溃疡中也

可能被涉及. 
总之, TRH参与应激性溃疡的发病过程, 但

其中枢机制复杂, 有待于进一步研究.
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■同行评价
本文实验数据比
较明确, 结果对于
应激性溃疡的研
究有指导作用. 不
足之处是: 脑室注
射TRH导致胃黏
膜损伤的剂量-效
应关系缺少实验
数据.

■应用要点
本项研究目前主
要还处于基础研
究阶段, 通过今后
对TRH在应激性
溃疡中作用的深
入研究, 对于应激
性溃疡的发病机
制及其治疗具有
重要的指导意义.
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■背景资料
由于肝干细胞具
有自我复制和双
向分化潜能, 故肝
干细胞可望成为
严重肝疾患细胞
替代疗法以及构
成生物人工肝的
供体细胞, 也因此
使其成为当前的
一个研究热点. 肝
干细胞应用中首
先要解决的问题
为肝干细胞的识
别、鉴定. 成年哺
乳动物肝中的肝
干细胞的存在部
位尚不确定. 在胚
胎发育过程中, 个
体的每个器官的
形成即是该器官
原基内干细胞增
殖、分化、成熟
的过程, 故早期胚
胎可为器官干细
胞的研究提供大
量的有用信息.
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Abstract
AIM: To observe the morphological features, 
temporal-spatial distribution and differentiation 
of hepatic stem cells in the early stage of human 
embryonic livers.

METHODS: Paraffin sections were prepared 
from human embryos of 3 to 12 wk by routine 
method. Immunohistochemical staining was 
used to observe the development of human em-
bryonic livers and hepatic stem cells as well as 
the expression of a-fetoprotein (AFP), c-Met and 
cytokeratin 19 (CK19) under light microscope..

RESULTS: Liver buds came into being in wk 
3, hepatic cords formed in wk 4, and primal 
hepatic sinusoids were found in wk 5. The he-
patic cells of the 3-5 wk displayed the typical 
features of immature cells: small size, a round 
or ovoid nuclei with dark color, scant cytoplasm 
with slight blue and a high ratio of nuclei to 
cytoplasm. Moreover, they were positive for 
AFP and c-Met. At 6 wk, a part of hepatocytes, 
whose numbers increased as the growth of the 
embryos, became larger with nuclei of slight 
color, which were negative for AFP and c-Met. 
At 10-12 wk, the AFP- and c-Met-positive cells 

were mainly found at the periportal region. The 
CK19-positive reaction began to appear in some 
hepatocytes which were similar to the AFP- and 
c-Met-positive cells at 7 wk. At 10-11 wk, the re-
action was confined at the hepatocytes adjacent 
to the portal region, ductal plate and biliary epi-
thelial cells. At 12 wk, the positive reaction was 
only found at the ductal plate and biliary epithe-
lial cells. Furthermore, all the cells were positive 
for AFP, c-Met and CK19 at this time..

CONCLUSION: Hepatocytes of 3-5 wk, pheno-
typed AFP+/c-Met+, are homogenous and belong 
to the hepatic stem cells. At 6 wk, the hepatic 
stem cells begin to differentiate to hepatocyte 
system, and then to cholangiocyte system in the 
next week. Like oval cells in the adult liver, the 
hepatic stem cells mainly locate at the periportal 
region at 10-12 wk. The cells characterized by 
AFP+/c-Met+/CK19+ belong to the progenitor 
cells of biliary epithelial cells..

Key Words: Human embryos; Hepatic stem cells; 
Proliferation; Differentiation

Jiang JY, Zhao LM, Zhang J, Qi AD, Yu SN. Morphological 
characteristics of human embryonic hepatic stem cells. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(2):220-224

摘要
目的: 观察胚胎发育早期肝干细胞的形态特
征、时空分布及分化, 以探讨肝干细胞的生物
学特征. 

方法: 运用发育第3-12 wk人胚标本47例(其中
3-5 wk各8例; 6-8 wk各5例, 9-12 wk各2例), 石
蜡切片, 连续切片, 免疫组化染色, 光镜下观察
人胚肝及肝干细胞的发育及其AFP、c-Met和
CK19的时空表达. 

结果: 发育第3 wk, 肝芽形成, 第4 wk形成肝
索, 第5 wk出现原始肝血窦. 第3-5 wk人胚肝
芽和肝索细胞排列紧密, 较小, 形态不规则, 核
圆形或卵圆形, 核质比例大, 核深染, 胞质颜
色较淡, 偏蓝色, 显示出幼稚细胞的形态学特
征, 并呈甲胎蛋白(a-Fetoprotein, AFP)、c-Met
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■研发前沿
目前研究所观察
到的肝干细胞在
形态特征、标志
物的表达等方面
表现出多样性, 对
肝干细胞分化时
间的�道也不一
致, 这对肝干细胞
的鉴定和分离带
来 一 定 困 难 .  此
外, 肝干细胞的研
究多以动物为研
究对象, 采用细胞
离体培养的方法, 
对人胚胎肝干细
胞的原位研究资
料较为缺乏.

阳性反应. 第6 wk, 肝索内出现了体积大、

核大、淡染的细胞, 呈AFP、c-Met阴性反应. 
随胚龄增加, 这类细胞数量增加. 10-12 wk, 
AFP、c-Met阳性细胞主要分布于汇管区周围. 
CK19阳性反应在7 wk时开始出现于一些与
AFP、c-Met阳性反应的细胞形态类似的肝索
细胞中. 10-11 wk时, CK19阳性反应主要位于
汇管区附近的肝索细胞、胆管板细胞及胆管
上皮细胞, 12 wk时, CK19阳性信号仅见于胆
管板和胆管上皮细胞. 此时所有的胆管板细胞
及胆管上皮细胞均呈AFP、c-Met和CK19阳性.

结论: 人胚发育3-5 wk肝实质由肝干细胞组
成, 其表型为AFP+/c-Met+. 6 wk, 肝干细胞开
始向肝细胞系分化, 7 wk向胆管系分化, 10-12 
wk, 肝干细胞主要局限于汇管区周围的肝索, 
与成年肝中卵圆细胞(成年肝干细胞)的分布
一致. AFP+/c-Met/+CK19+细胞可能为胆管祖
细胞. 

关键词�� 人胚; 肝干细胞; 增殖; 分化

蒋吉英, 赵立民, 张杰, 齐安东, 于树娜. 人胚胎肝干细胞的形态

特点. 世界华人消化杂志  2006;14(2):220�224
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0  引言

胚胎发育过程中, 器官的发生过程即各器官原

基内干细胞增殖、分化、成熟的过程, 故早期

胚胎可为器官干细胞的研究提供大量的有用信

息. 由于肝干细胞具有自我复制和双向分化潜

能, 肝干细胞可望成为严重肝疾患细胞替代疗

法以及构成生物人工肝的供体细胞[1-4]. 肝干细

胞应用中首先要解决的问题为肝干细胞的识

别、鉴定. 但目前研究所观察到的肝干细胞在

形态特征、标志物的表达等方面表现出多样性, 
对肝干细胞分化时间的报道也不一致, 这对肝

干细胞的鉴定和分离带来一定困难[2-4]. 此外, 肝
干细胞的研究多以动物为研究对象, 采用细胞

离体培养的方法, 对人胚胎肝干细胞的原位研

究资料较为缺乏. 我们利用3-12 wk人胚标本, 
选择AFP、CK19、c-Met作为标志物, 观察胚胎

发育早期肝干细胞的形态特征、时空分布、分

化过程以及分化的结果, 以期为肝干细胞的基

础研究和临床应用研究提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 本研究所用47例标本, 均征得孕妇本人

知情同意, 实验过程符合伦理标准. 征得孕妇签

字同意后, 收集意外流产, 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), 30 min内用4 g/L多聚甲醛

固定, 酒精脱水, 二甲苯透明, 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. 在显微镜下, 根据胚层形

成情况、体节的数目及器官发育状况确定胚龄.
1.2 方法 确定胚龄后, 选择3-12 wk的标本切

片 ,  每隔10张抽出1张切片 ,  行免疫组织化学

染色(SABC法), 光镜观察, 拍照. 切片常规脱

蜡、水化; 3 mL/L H2O2孵育10 min, 以封闭内

源性过氧化物酶的活性; 0.1 g/L胰蛋白酶孵育

10 min(37℃); 多克隆抗c-Met抗体(1/200, 博
士德公司), 单克隆抗PCNA、AFP和CK19抗体

(1/200, 博士德公司), 4℃孵育过夜; 生物素化的

二抗孵育37℃, 1 h(1/200, 博士德公司); 过氧化

物酶标记的链酶卵白素37℃, 1 h(1/200, 博士德

公司); DAB显色; 苏木素复染; 梯度酒精脱水, 二
甲苯透明, 中性树胶封片. 以PBS代替一抗作阴

性对照.

2  结果

2.1 肝干细胞的分布及形态学观察 发育3 wk
时, 可见前肠腹侧的一薄层与横隔间充质接触

的内胚层细胞由立方形变为高柱状, 并向横隔

间充质方向聚集形成肝芽(图1A). 构成肝芽的

细胞排列紧密, 较小, 细胞形态不规则, 核圆形

或卵圆形, 核质比例大, HE染色核深染, 胞质颜

色为淡蓝色. 4 wk时, 肝芽的细胞伸入横隔间

充质内, 被间充质分割形成肝索. 此时肝索排列

稀疏, 肝索之间可见少量的间充质细胞和散在

分布的原始血细胞, 构成肝索的细胞形态特点

与第3 wk肝芽细胞相同(图1B). 5 wk时, 肝索

数量增多, 组成肝索的细胞仍具上述特点, 但细

胞数量明显增加. 在肝索间出现原始肝血窦(图
1C). 胚胎发育6 wk时, 多数肝索细胞与3-5 wk
的肝索细胞具有相似的特征, 但肝索中出现少

数与上述细胞明显不同的细胞: 体积大, 多边形, 
胞核大、淡染、核仁明显(图1D). 7 wk时, 肝索

内和肝索间有大量造血灶, 肝索的形态和排列

不规则. 肝索细胞由上述两类细胞组成. 原始胆

小管已出现, 由6 wk出现的体积大, 多边形, 胞
核大、淡染、核仁明显的肝索细胞围成, 尚未

见胆管板(图1E). 10 wk, 中央静脉形成, 肝索沿

着中央静脉呈放射状排列, 肝小叶初步形成. 肝
索中以胞体大、核淡染的细胞为主. 在较大门
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静脉分支的附近开始出现胆管板, 胆管板的两

层细胞排列紧密, 其间无明显的间隙. 组成胆管

板的细胞较肝索细胞小, 圆形, 核卵圆形、核质

比例大、核深染. 11-12 wk肝索的细胞特征与

10 wk时相似, 但胆管板的数量和长度均增加, 
双层的胆管板细胞分开, 形成管腔(图1F). 12 wk
肝小叶的数量增多, 出现小叶间动脉、静脉及

小叶间胆管, 典型的小叶结构可辨认, 此时肝的

结构与成年肝相似.
2.2 PCNA、AFP、c-Met、CK19在3-12 wk胚胎

肝中的表达 发育3-4 wk时, 肝索的细胞呈PCNA
的反应阴性, 5 wk时多数肝索细胞为PCNA阳

性, 阳性反应沉淀物分布在细胞核, 偶见呈阳性

反应的造血细胞和血管内皮细胞(图2A). 随着胚

胎的发育, 阳性的肝索细胞数目减少, 阳性的造

血细胞和内皮细胞增多(图2B). 
3-5 wk时肝芽和肝索的所有细胞都为AFP

和c-Met阳性反应, 阳性反应沉淀物主要分布于

细胞核及胞质(图2C, E). 6 wk时多数肝索细胞

仍为AFP、c-Met阳性, 只有在6 wk才出现的

少数体积较大, 核大, 核仁明显的细胞呈AFP、
c-M e t阴性反应 .  随着胚胎肝的发育 ,  A F P、
c-Met阳性细胞的数量逐渐减少, 至10-12 wk时, 
AFP、c-Met阳性反应主要局限于汇管区附近的

肝索细胞以及胆管板的细胞及胆管上皮细胞(图
2D, F). 

CK19免疫反应在7 wk开始出现, 此时围成

原始胆小管的肝索细胞均呈CK19阳性反应(图
2G). 8-9 wk时, CK19的免疫反应的分布及阳性

细胞的数量与7 wk时相似. 10 wk时, CK19阳性

反应主要位于汇管区附近的肝索细胞、胆管板

细胞及胆管上皮细胞. CK19阳性细胞的数量较

AFP、c-Met阳性细胞少. 12 wk时, CK19阳性信

号仅见于胆管板和胆管上皮细胞, 在肝索细胞

中无CK19免疫反应(图2H).

3  讨论

3.1 肝干细胞的形态特征及标志物 肝干细胞

来源于前肠内胚层, 受原始心脏中胚层细胞的

诱导 ,  前肠腹侧末段的部分内胚层细胞特化

(specification)为肝干细胞[5]. AFP是胚胎发育过

程中出现的一个主要的清蛋白, Shiojiri et al [6]发

现, AFP mRNA在10.5 d大鼠胚胎前肠腹侧的内

胚层细胞中表达, 1 d后形成肝索时出现AFP蛋
白的表达, 提示AFP的表达是肝干细胞特化的

开始. Suzuki et al [7]观察到c-Met特异地在肝干细

胞中表达, 认为是各种动物肝干细胞的标志. 我
们观察到, 3-5 wk时, 组成肝索的细胞为AFP、

图 1 肝干细胞的分布及形态 (箭头示肝干细胞, HE染色, A×200, B, C, D×1 000, F×400). A: 3 wk; B: 4 wk; C: 5 wk; D: 

6 wk; E: 7 wk; F: 11 wk.

A B C

D E F

←

← ←

■创新盘点
本文选择AFP、
CK19、c-Met作
为标志物, 在不同
发育时期的人胚
胎肝标本上连续
观察胚胎发育早
期肝干细胞的形
态特征、时空分
布及其分化. 结果
发现 ,  3 -5  wk肝
实质由肝干细胞
组 成 ,  其 表 型 为
AFP+/c-Met+, 这
些 细 胞 在 6  w k
开 始 向 肝 细 胞
系 分 化 ,  7  w k
向 胆 管 系 分 化 , 
10-12 wk,  肝干
细胞主要局限于
汇管区周围的肝
索 ,  与 成 年 肝 中
卵圆细胞(成年肝
干细胞)的分布一
致. AFP+/c-Met+/
CK19 +细胞可能
为胆管祖细胞.
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c-Met阳性, 这些细胞紧密排列, 细胞较小, 形态

不规则, 核圆形或卵圆形, 核质比例大, 核深染, 
胞质颜色较淡, 偏蓝色, 显示出幼稚细胞的形态

学特征[8], 并与吴淑兰 et al [9]描述的分化程度较

低的暗细胞形态学一致. 在其后的分化过程中, 
这种幼稚细胞也一直存在, 只是数量和分布发

生了变化(见3.2). 由于3-5 wk时人胚胎肝只有

一种具有幼稚细胞特征的细胞类型并为AFP和
c-Met阳性, 本文推测3-5 wk人胚肝实质由肝干

细胞组成, AFP、c-Met联合使用可以标记肝干

细胞. 5 wk此类细胞多数为PCNA阳性的结果提

示此阶段肝干细胞正在增殖. 
3.2 肝干细胞的分化及其分化结果 我们观察

到, 发育6 wk时, 肝索中出现少量与幼稚细胞不

同、而与成熟肝细胞有相似特征的细胞: 体积

大, 呈多边形, 胞核大、淡染、核仁明显, 这些

细胞为AFP、c-Met免疫反应阴性, 这与吴淑兰

描述的分化程度较高的明细胞形态学一致, 提
示这些是已经开始分化的细胞. 这种细胞的数

量随胚胎龄增大而增加, 而具有幼稚细胞特征

的AFP、c-Met阳性细胞数量却相应下降. 这提

示, 6 wk时, 肝干细胞开始向肝细胞方向分化, 
6-9 wk是肝干细胞向肝细胞系分化的阶段. 已
经分化的肝细胞为AFP、c-Met免疫反应阴性. 

10-12 wk时, AFP、c-Met阳性的肝干细胞局限

于汇管区周围的肝索内, 这与成年肝中肝卵圆

细胞(成年肝干细胞)的分布一致[10-14]. 
本研究还观察到, 发育7 wk时, 原始胆小管

形成, 10 wk时, 开始出现胆管板, 11-12 wk, 双
层的胆管板细胞分开形成胆管, 提示胆管细胞

的分化从7 wk开始, 比肝细胞的分化晚1 wk. 
CK19是成熟胆管细胞的标志物[14], 但有研究发

现, 发育早期的肝干细胞表达CK19[4], 因此有研

究者[15,16]将CK19作为筛选肝干细胞标志物. 本
研究注意到, 7 wk时, 当原始胆小管出现时, 与
AFP、c-Met阳性细胞形态相似的细胞也出现

CK19阳性反应, 这表明, 7 wk时的AFP+/c-Met+/
CK19+细胞表型与3-6 wk时的肝干细胞(AFP+/
c-Met+)不同, 当AFP+/c-Met+的肝干细胞中出现

CK19免疫反应时, 即表明肝干细胞已经开始向

胆管细胞方向分化. AFP+/c-Met+/CK19+的肝干

细胞应视为胆管祖细胞, AFP+/c-Met+表达提示

他们来自肝干细胞, 这支持胆管细胞的肝干细

胞来源学说[17]. 成熟的胆管细胞只能为CK19所
标记. 汇管区附近AFP+/c-Met+/CK19+的细胞是

否与AFP+/c-Met+/CK19+的细胞为同一类细胞并

代表了成年肝中的肝卵圆细胞, 有待进一步证实. 
总之, 发育第3-5 wk人胚胎肝的细胞为未

图 2 PCNA、AFP、c-Met、CK19免疫组化染色 (箭头示免疫反应阳性细胞. A, C, E, G×1 000; B, D, F, H×400). A: PCNA 

5 wk; B: PCNA 11 wk; C: AFP 5 wk; D: AFP 11 wk; E: c-Met 5 wk; F: c-Met 11 wk; G: CK19 7 wk; H: CK19 11 wk.

←

←

A B C D

E F G H

←

←

←

←

←

←

←

■应用要点
为肝干细胞的基
础研究和临床应
用研究提供实验
依据.



分化的肝干细胞. 若拟研究人胚胎肝干细胞, 此
时取材、并利用AFP、c-Met作为筛选标志, 可
以筛选到具有双向分化潜能的肝干细胞. 6 wk
时肝干细胞开始向肝细胞分化, 7 wk时肝干细

胞向胆管系分化. 可以共同使用AFP、c-Met、
CK19来标记胆管祖细胞.
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■同行评价
本文立题于生物
人工肝的基础研
究, 探讨肝干细胞
诱导分化的时空
分布特征变化, 具
有相当的基础研
究价值及临床应
用前景, 是一篇立
题较新颖, 有一定
开创性及实用性
的研究�道.
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■背景资料
随着人类基因组
遗传图和物理图
的逐步精细化, 以
荧光标记、多重
PCR、半自动化
操作为特点的大
规模全基因组扫
描技术已成为当
今疾病基因定位
的主要工具. 在肿
瘤方面, 采用已知
多态性微卫星进
行基因扫描, 进而
进行遗传连锁分
析、连锁不平衡
分析, 已初步筛选
到一些可能的易
感基因位点. 
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Abstract
AIM: To compare the gene frequencies of 15 STR 
loci between patients with colorectal cancer and 
healthy people from Xiamen in order to search 
for the genes that related to the colorectal cancer.

METHODS: The genotypes of the sample DNA 
were analyzed by multiplex polymerase chain 
reaction (PCR) combined with 4-colored fluores-
cence-labeled method. All the polymorphic alleles 
of these 15 STR loci in the unrelated healthy locals 
and patients with colorectal cancer were inves-
tigated. The sensitive or resistant genetic factors 
were inferred according to the statistical difference 
in the distribution of allele frequencies.

RESULTS: There were statistical differences 

between the healthy controls and patients with 
colorectal cancer in allele frequencies of the 
three loci: D5S818 (0.520 0 vs 0.219 5, c2 = 36.69, 
P < 0.01; RR = 3.852 1, P < 0.05), vWA (0.050 0 vs 
0.292 7, c2 = 53.99, P < 0.01; RR = 0.127 2, P < 0.05), 
and FAG (0.09 vs 0.243 9, c2 = 37.58, P < 0.01; RR 
= 0.306 6, P < 0.05)..

CONCLUSION: It is very possible that there is a 
sensitive gene for colorectal cancer near the area 
of D5S818-11 locus, and there are resistant genes 
for colorectal cancer near the region of vWA-15 
and FAG-23 locus..

Key Words: colorectal cancer; Cancer susceptibility; 
Gene scanning

Huang RX, You P, Chen CR, Zhang ZY, Ni HY, Liu GF, 
Ren JL. Sensitive and resistant genetic factors related to 
colorectal cancer in patients from Xiamen. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(2):225-229

摘要
目的: 比较15个STR基因座基因频率在厦门地
区大肠癌患者和正常人群中的分布, 推测与大
肠癌相关的基因. 

方法: 应用PCR复合扩增结合四色荧光检测
方法对血样DNA进行基因型分析, 调查了本
地区大肠癌患者人群和无关人群的基因频率
分布, 并根据二者的该15个基因座等位基因频
率分布的显著性差异, 推测易感连锁和抗性连
锁的等位基因. 

结果: 厦门地区大肠癌患者的D5S818(0.520 0 
vs  0.219 5, c2＝36.69, P <0.01; RR＝3.852 1, 
P <0.05)、vWA(0.050 0 vs 0.292 7, c2＝53.99, 
P <0.01; RR＝0.127 2, P <0.05)和FAG(0.09 
vs  0.243 9, c2＝37.58, P <0.01; RR＝0.306 6, 
P <0.05)基因座的等位基因的分布与该地区健
康人群有显著性差异, (P＜0.01). B组超微结构
改变明显, 而C组较B组超微结构有不同程度
减轻.

结论: D5S818-11附近可能存在大肠癌易感基
因; vWA-15、FAG-23附近有可能存在与大肠
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0  引言

肿瘤已成为一类严重危害人类健康的疾病, 其
发病的主要原因是遗传和环境因素相互作用的

结果. 消化道肿瘤是发病率较高的恶性肿瘤, 其
发生与外界各种不良因素持续作用以及不同个

体遗传易感性差异有关. 按人类目前的知识水

平尚难以攻克晚期恶性肿瘤, 因此对肿瘤进行

预防和早期诊治至关重要. 这就需要从研究肿

瘤的遗传易感性和易感基因入手.
我们收集了厦门地区无癌家族史的健康无

关个体血液标本123份, 厦门地区散发性大肠癌

患者血液标本50份作为试验组, 选择D3S1358、
TH01、D21S11、D18S51、Penta E、D5S818、
D13S317、D7S820、D16S539、C S F1P O、

Penta D、vWA、D8S1179、TPOX、FGA 15个
多态性较高的STR基因座, 采用基因扫描技术, 
应用PCR复合扩增结合四色荧光检测方法对血

样DNA进行基因型分析. 调查了本地区无癌家

族史的健康人群和散发性大肠癌患者人群的基

因频率分布, 并根据二者的上述15个基因座等

位基因频率分布的显著性差异, 推测易感连锁

和抗性连锁的等位基因. 我们首次将该15个STR
基因座应用于消化道肿瘤易感因子的研究, 对
易感基因的筛选作了有益的探索, 为大肠癌易

感因子的进一步定位克隆提供了一定的线索. 

1  材料和方法

1.1 材料材料 123份血样采自本地区无癌家族史的健

康无关个体, 50份样本采自本地区散发性大肠

癌患者. 美国Promega公司PowerPlex 16 System
试剂盒, PE公司5700荧光定量PCR仪、美国生

物应用系统公司377DNA测序仪.
1.2 方法 用Chelex法提取DNA[1], 四色荧光PCR
复合扩增, 变性, 电泳, 片段分析、基因分型软

件自动判断等位基因.
1.2.1 PCR扩增 参照PowerPlex 16 System PCR 
Amplification Kit User` Manual略做改进: 在同

一反应管中对上述15个基因位点进行复合扩增. 

反应体系为25 µL, 其中PowerPlex16 10×Primer 
Pair Mix 2.5 µL, Taq  DNA聚合酶0.8 µL, DNA模

板2.5 µL(0.5-1.0 ng). 扩增条件如下: 96℃预热

10 min, 接着96℃预变性1 min, 94℃ 30 s, 经68 s
变温到60℃保持30 s, 经50 s变温到70℃保持45 s, 
进行10个循环, 再按90℃ 30 s经60 s变温到60℃
保持30 s, 经50 s变温到70℃保持45 s进行20个循

环, 最后于60℃延伸30 min.
1.2.2 扩增产物的电泳与检测 采用ABI377型基

因分析仪自动进行电泳分离和基因检测, 扩增

DNA片段大小由Genescan分析软件(版本为2.1)
确定,再由Genotype(版本为2.5)分析命名＂等位＂等位等位

基因＂.＂..
按RR =Pd(1-Pc)/Pc(1-Pd)公式进行相对危险

度分析并作统计学比较(RR :相对危险度; Pd: 患
者组基因频率; Pc: 对照组基因频率), RR >1为有

易感倾向, RR <1为有抗性倾向[3,4]. 找出各STR基
因座与大肠癌相关基因的易感连锁或抗性连锁

的等位基因.
统计学处理 用Microsoft Excel软件计算本

地区健康人群和大肠癌患者人群的基因频率. 
每个个体STR基因座应有2个等位基因检出, 只
检出1个者视为纯合子. 如此计算出各等位基因

的基因频率, 并对健康人群的等位基因频率分

布作Hardy Weinberg吻合度检验[2].
用行列皆无序卡方检验(c2检验)分析本地

区健康人群和大肠癌患者人群的15个STR基因

座等位基因的分布情况. 以上分析在SPSS13.0统
计软件平台上完成.

2  结果

2.1 厦门地区无关人群等位基因Hardy Wein-
berg 平衡分析  D3S1358、TH01、D21S11、
D18S51、P e n t a E、D5S818、D13S317、
D7S820、D16S539、C S F1P O、P e n t a D、

vWA、D8S1179、TPOX和FGA 15个基因位点

在厦门地区无关人群中Hardy Weinberg 吻合度

检验 P >0.05, 说明这15个位点的分布符合Hardy-
Weinberg平衡遗传定律. 因此本研究选择的对照

组具有群体代表性.
2.2 厦门地区大肠癌与15个STR基因座关联分析 

这里只将具有统计学比较意义的基因座的频数

分布表列出. 表1-3分别表示厦门地区大肠癌患

者人群和健康无关人群在D5S818、vWA和FAG 
STR基因座上的等位基因频数分布.

■研发前沿
近年来, 人们逐渐
意识到个体易感
性在肿瘤发病机
制中的重要性. 国
内外学者在多个
层面研究了基因
多态性与胃肠癌
发生的相关性, 阐
明了基因型与表
型之间的联系. 本
研究选择多态性
较高的STR基因
座, 根据其在癌患
者组与匹配对照
组中出现频率是
否存在显著性差
异, 推测易感基因.
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因为P <0.01, 所以可以认为D5S818基因座

等位基因的分布与肠癌人群和健康人群之间相

关联. 肠癌人群与健康人群两组D5S818的等位

基因分布有性差异(c2＝36.69, P < 0.01). 特别是

在个别等位基因比较中, 肠癌人群D5S818-11
的基因频率为0.520 0, 健康人群该等位基因的

基因频率为0.219 5, 两者有统计学显著差异

(P <0.01); RR＝3.852 1, P <0.05, 提示D5S818-11
与肠癌相关联, 其附近可能存在肠癌易感基因

(表1).
因为P <0.01, 所以可以认为vWA基因座等

位基因的分布与肠癌人群和健康人群之间相关

联. 肠癌人群与健康人群两组vWA的等位基因

分布有显著性差异(c2＝53.99, P < 0.01). 特别是

在个别等位基因比较中, 肠癌人群vWA-15基因

频率0.050 0, 明显低于健康人群vWA-15的基因

频率0.292 7, 两者有统计学差异(P <0.01). RR＝
0.127 2, P <0.05, 提示vWA-15与肠癌相关联, 其
附近可能存在肠癌抗性基因(表2).

因为P <0.01, 所以可以认为FAG基因座等

位基因的分布与肠癌人群和健康人群之间相关

联. 肠癌人群与健康人群两组FAG的等位基因

分布有显著性差异(c2＝37.58, P <0.01). 特别是

在个别等位基因比较中, 肠癌人群FAG-23的基

因频率为0.09, 健康人群该等位基因的基因频

率为0.243 9, 两者有统计学差异(P <0.01). RR＝

0.306 6, P <0.05, 提示FAG-23与肠癌相关联, 其
附近可能存在肠癌抗性基因(表3).

3  讨论

自1990年代以来, 随着人类基因组遗传图和物

理图的逐步精细化, 以荧光标记、多重PCR、

半自动化操作为特点的大规模全基因组扫描技

术已成为当今疾病基因定位的主要工具. 在肿

瘤方面, 采用已知多态性微卫星进行基因扫描, 
进而进行遗传连锁分析、连锁不平衡分析, 已
初步筛选到一些可能的易感基因位点. 例如von 
Brevern et al [5]对35位散发性食道鳞状细胞癌

(esophageal squamous cell carcinoma, ESCC)患者

通过分析胼胝症食管癌基因(tylosis oesophageal 
cancer gene, TOC gene)附近的6个多态微卫星标

记的杂合性缺失(LOH), 推测TOC基因是引起散

发性食管癌发病的易感基因.
由于STR蕴含丰富多态性, 所以可用于基

因作图、定向克隆、亲子鉴定、疾病机理的连

锁分析以及肿瘤生物学、群体遗传学和进化生

物学的研究[6]. 采用PCR技术, 基因扫描分型技

术及自动分析系统, 选择多态性较高的STR基

    

表 1  厦门地区肠癌人群和健康无关人群在D5S818基因座上的等位基因频数分布

  人群类型                                                                                                   合计                         c2值                    P值

  健康人群     

  肠癌人群       

  合计
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表 2  厦门地区肠癌人群和健康无关人群在vWA基因座上的等位基因频数分布

  人群类型                                                                                                      合计                     c2值                  P值
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  合计
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 �

    <0.01

vWA基因座的等位基因

�     12     13     14     1�     16     1�     1�     1� 20

0

0

0

�

0

�

6

1

�

46

1�

6�

�2

  �

��

�3

16

6�

40

26

66

22

24

46

0

3

3

 246

 100

 346

    

表 3   厦门地区肠癌人群和健康无关人群在FAG基因座上的等位基因频数分布

  人群类型                                                                                                                                 合计     c2值       P值

  健康人群     

  肠癌人群       

  合计

  �3.�� 0

 2

 2

<0.01

FAG基因座的等位基因
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■创新盘点
本项研究首次将
D3S1358, TH01, 
D21S11, D18S51, 
Penta E, D5S818, 
D13S317, D7S820, 
D16S539, CSF1PO, 
Pen ta  D ,  vWA, 
D8S1179, TPOX
和FGA等15个多
态性较高的STR
基因座应用于消
化道肿瘤易感因
子的研究, 发现了
D5S818-11附近可
能存在肠癌易感
基因; vWA-15附
近有可能存在与
大肠癌相关的抗
性基因;  FAG-23
附近可能存在肠
癌抗性基因.
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■应用要点
本研究对易感基
因的筛选作了有
益的探索, 为消化
道肿瘤易感因子
的进一步定位克
隆提供了一定的
线索. 今后可对可
疑基因的附近选
择多个STR位点, 
进行全基因组扫
描, 做进一步深入
分析.

■名词解释
短串连重复序列
(STR): STR又称为
微卫星,他们的多
态性又称为简单
序列长度多态性. 
STR是第二代遗
传标记, 广泛分布
于原核、真核生
物基因组中. 它存
在于基因组的非
编码区和染色体
的近端粒区. 由于
核心序列重复数
目的不同, 因此在
群体中呈现出遗
传多态性.

因座对肿瘤患者进行研究已经得到科学家的认

同.Yue et al [7]利用PCR技术和高效液相色谱法

(DHPLC)技术分析位于ECRG2基因外显子非编

码区的多态性较高STR基因座后指出, ECRG2 
STR可能是食道鳞状细胞癌(ESCC)的基因易感

因子; Tseng et al [8]利用STR 、SNP等遗传标记

推测表达N-氨基乙酸转甲基酶(Glycine N-meth-
yltransferase, GNMT)的基因可能是肝癌的一个

新的肿瘤易感基因; Zhang et al [9]采用3色荧光标

记的15个微卫星引物扩增相应的STR位点, PCR
产物用PRISM377测序仪进行电泳及Genescan和
Genotype软件分析, 得出 APC, MCC, CTNNA1
和IL家族基因与结肠直肠癌发生密切相关的结

论. Peng et al [10]分析正常人和83例结肠直肠癌

肿瘤患者的多态性微卫星基因座, 发现正常人

LOH频率和患者有显著差异. 他们得出结论, 散
发性结肠直肠癌患者20号染色体有着显著的基

因不稳定性, 其变异与结肠直肠癌的发生密切

相关. 分析的微卫星标志愈多, 与疾病相关的易

感基因座的定位愈准确. 在寻找肿瘤相关的易

感基因座时, 多采用间隔定位(interval mapping)
法, 即沿基因组逐一检验微卫星标志的位点与

疾病某表型的位点呈连锁和不连锁机率的比值. 
该比值的对数称为优势对数分数＂LOD＂(log＂LOD＂(logLOD＂(log＂(log(log 
odd score). 连锁信息以LOD值表示, 一般以LOD
值>2提示连锁, LOD值>3肯定连锁, LOD值<-2
否定连锁[11-13].

实验证明, 采用基因扫描技术, 结合遗传分

析方法, 有可能从癌症患者基因组中找出与肿

瘤发病有关的等位基因. 本研究选择D3S1358、
THO1、D21S11、D18S51、Penta E、D5S818、
D13S317、D7S820、D16S539、C S F1P O、

Penta D、vWA、D8S1179、TPOX及FGA 15个
基因座, 对消化道肿瘤患者进行基因型频率调

查, 进而根据癌症患者组与对照组中上述基因

座的基因频率的显著性差异, 从中筛查易感等

位基因.有助于对相关基因的进一步定位克隆和

深入研究, 为探询消化道肿瘤病因及其防治研

究提供有益的帮助.
STR基因型频率与人种(民族)的遗传背景关

系明显, 因此需先建立本地区健康人群的STR基
因型频率的分布, 进而根据当地癌患者组与当

地健康人群出现的STR基因型频率是否存在显

著性差异, 从而筛出易感基因. 否则, 结果有可

能偏差, 甚至相反 Arnett et al [14]研究了20例具有

抗心磷脂抗体(Auto-antibodies to phosphor lipids, 

APA)类型的美国SLE患者,发现DQB1*0301可
能是易感基因;  而在江浙沪一带S L E患者中 , 
DQB1*0301却可能是保护基因, 结论正好相反. 
这证明, 疾病与基因的遗传关联与人种(民族)
的遗传背景关系明显. 我们在对本地区消化道

肿瘤患者进行基因扫描之前, 先采集123例健康

无关人群血样, 对其进行DNA分型, 建立了本

地区必备的人群遗传背景, 这是必不可缺的基

本环节.
D5S818位于染色体5q23.3-32, 其核心序列

为AGAT; vWA位于染色体12p12-pter, 在人类假

血友病因子基因(Human von Willebrand factor 
gene, HUMVWFA31)内, 其核心序列为TCTA; 
FAG位于染色体4q28, 在纤维蛋白原α链基因

(Human fibrinogen alpha chain gene, HUMFI-
BRA)内, 其核心序列为TTTC. 所以在5、12、4
号染色体上可能存在大肠癌的易感基因, 今后

可对可疑基因的附近选择多个STR位点, 进行

全基因组扫描, 做进一步深入分析.  SNP作为

第三代图谱, 与STR比较, 它具有高密度、高稳

定性和易于分型检测的优势, 因而在疾病, 特
别是多基因疾病研究领域显示了巨大的优势. 
它在人类基因组中出现的频率非常高, 平均每

500-1 000个碱基对中就有一个SNP, 估计其总数

在300万个以上[15]. 因此也可以根据肿瘤的一个

或几个易感基因内或附近的SNP对患病人群与

正常对照人群进行相关分析, 确定某SNP的某种

基因型、单倍型频率在患病人群与正常对照人

群中的差异分布, 从而确定某基因型或单倍型

所反映的个体对某种肿瘤的易感性.
将基因多态性作为消化道肿瘤易感性的检

测指标, 可用于消化道肿瘤易感个体的一级预

防以及进一步探索消化道肿瘤的发病机制. 如
果在某消化道肿瘤, 例如胃癌高发地区和高危

人群中广泛开展胃癌较特异的基因多态位点检

测, 然后进一步采取相关的预防措施, 这样可有

效降低人群中胃癌的患病率. 同时, 如何针对基

因多态位点进行有效的基因治疗也是一个值得

进一步研究的问题.
本课题对大肠癌易感基因和抗性基因进

行了初步的探索. 但是仅从这几个等位基因的

有或无来推断是否会患大肠癌是较武断的. 携
带这些基因的人不一定都会患大肠癌, 而不携

带这些基因的人也不一定就不会患大肠癌. 其
原因在于消化道细胞的癌变是多因素、多阶

段及多基因联合作用的结果 .  不过我们发现
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D5S818-11, vWA-15和FAG-23位点, 作为消化道

肿瘤易感性的检测指标, 将为消化道肿瘤易感

个体的一级预防以及进一步深入探索消化道肿

瘤的发病机制提供重要的线索.
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical effect of endoscopic 
sphincterotomy (EST) and endoscopic papillary 
balloon dilatation (EPBD) associated with 
mechanical lithotripsy (EML) in the treatment of 
common bile duct stones.

METHODS: Sixty patients with common bile 
duct stones were enrolled and randomized to 
EST (n = 30) and EPBD (n = 30) group. EST or 
EPBD associated with mechanical lithotripsy 
were performed in the corresponding group. 
The success rates for duct clearance as well as 
the frequency of short-term and long-term com-
plications were evaluated..

RESULTS: Duct clearance was achieved in 
93.3% patients of EST group and 90% of EPBD 
group, and there was no significant difference 
between them (P > 0.05). Short-term complica-

tions, including acute pancreatitis, cholangitis 
and hemorrhage, appeared in 30% and 13.3% 
patients of EST and EPBD group, respectively, 
and there was no significant difference between 
them, either (P > 0.05). However, the rates of 
long-term complications such as cholangitis and 
recurrent choledocholithiasis were 26.7% and 
3.3% in EST and EPBD group, between which 
significantly difference existed (P < 0.05)..

CONCLUSION: EST and EPBD were approxi-
mately equal in terms of successful clearance of 
bile duct stones and short-term complications, 
but EPBD is more superior in the prevention of 
long-term complication, indicating that EPBD can 
protect the papillary function to some extent..

Key Words: Endoscopic sphincterotomy; Endoscop-
ic papillary balloon dilatation; Common bile duct 
stone; Complication

Li CM, Liu ZH, Jiang GL, Zhang ZW. Clinical evaluation of 
endoscopic sphincterotomy and papillary balloon dilation 
for removal of common bile duct stones. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2006;14(2):230-233

摘要
目的: 评价�内镜乳头括约肌切开术(EST)和
气囊扩张术(EPBD)联合机械碎石(EML)治疗
胆总管结石的临床疗效. 

方法: 选取我院住院胆总管结石患者60例, 随
机分成EST组(n  = 30)和EPBD组(n  = 30), 分别
采用EST和EPBD联合机械碎石进行内镜下取
石. 观察二组的治愈率, 近期并发症、远期并
发症. 

结果: 正结果EST组与EPBD组的取石成功
率为93.3%和90%. 无显著性差异(P >0.05); 
两组近期并发症发生率(包括胰腺炎、胆道
感染、出血)为30%和13.3%, 无显著性差异
(P >0.05); 而远期并发症(包括胆道感染、结石
复发)26.7%和3.3%, 有显著性差异(P <0.05).

结论: EST和EPBD的结石清除率及近期并发

■背景资料
内镜下乳头括约
肌切开术(EST)治
疗胆总管结石已
有30 a的历史, 随
着内镜技术的发
展而日益成熟. 然
而 ,  这 项 技 术 因
为需要进行乳头
切开而存在着较
高的并发症风险. 
随后发展起来的
乳头括约肌气囊
扩张术(EPBD)不
需要进行乳头切
开, 而是采用柱状
气囊进行乳头扩
张 ,  使 括 约 肌 松
弛, 乳头开口扩大
从而进行胆管取
石. 近年来国内外
内镜学家对上述
两种方法的适应
证、疗效及其并
发症进行了大量
的临床观察, 然而
EPBD能否达到与
EST同样的取石
效果, 并且具有保
护乳头括约肌功
能从而减少并发
症的优点仍然受
到人们的关注.
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症相似, 但EPBD远期并发症的发病率较低, 
表明EPBD能够在一定程度上保护Oddi括约
肌功能. 
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0  引言

近30 a来, 内镜技术在国内外得到了迅猛的发

展, 在肝、胆、胰疾病的诊断和治疗方面日益

发挥着重要作用 .  内镜下乳头括约肌切开术

(EST)和乳头括约肌气囊扩张术(EPBD)两种技

术是目前国内外治疗胆总管结石最先进的微创

技术. 近年来国内外内镜学家对上述两种方法

的适应证、疗效及其并发症进行了大量的临床

观察, 然而EPBD能否具有很好的取石效果并且

具有保护乳头括约肌功能的优点仍然受到人们

的关注. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取我院2002/2004住院的胆总管结石

患者60例, 随机分成二组, 即: EST组(n  = 30)和
EPBD组(n  = 30), 二组患者基本情况包括年龄、

结石大小、数量经统计学t检验处理, 无显著性

差异(P>0.05)(表1).
1.2 方法 分别采用EST和EPBD联合机械碎石进

行治疗. EST采用日本OLYMPUS拉式切开刀, 
EPBD采用Wilson-Cook生产气囊扩张导管, 分
别以4, 6, 8 mm外径逐级扩张乳头括约肌, 最大

压力400 kPa, 每次45-60 s. 机械碎石采用日本

OLYMPUS BML-4Q机械碎石器. 二组均采用取

石网篮, 取石气囊取石, 根据结石大小采用或不

采用机械碎石器. 为预防术后胰腺炎的发生, 我
们对部分患者采取预防性胰管支架置入. 

结石全部取出, 酶学指标恢复正常为治愈; 
1 wk内出现的并发症为近期并发症, 1 a内出现

的并发症为远期并发症. 近期并发症包括: 胰腺

炎、出血和穿孔、胆道感染、结石嵌顿等. 随
访1 a中出现的远期并发症包括: 结石复发、胆

道感染. 
统计学处理 通过相互对照, 对两组的治愈

率、近远期并发症发生率进行统计学分析. 所

有数据采用SAS统计软件进行方差分析、t检验

或c2检验进,  P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 二组取石成功率、近期并发症对照分析 EST
和EPBD二组取石成功率分别为93.3%、90%, 
无显著性差异(c2 = 0, P >0.05). 其中失败者EST
组有2例, EPBD组有3例, 是由于选择性胆管插

管失败或超过2枚的较大结石以及高龄不耐受

者, 给予胆道支架引流术(ERBD)结束操作, 而
不是由于取石失败. 术后轻型胰腺炎EST组2例, 
EPBD组3例. EPBD组有3例15 mm以上较大结

石患者, 为防止术后胰腺炎的发生, 我们采取预

防性胰管支架置入, 采用7F单猪尾型不带倒刺

支架, 以便患者进食后可以自行脱落. 上述3例
无并发症发生, 因例数较少, EPBD后预防性的

支架置入能否减少术后胰腺炎的发生还有待于

进一步研究. 胆道感染EST组2例, EPBD组1例. 
经过抗炎、胃肠减压治疗后症状缓解. 出血EST
组发生5例, 经局部喷洒去甲肾上腺素冰盐水及

/或气囊导管压迫后止血, 而EPBD组因为不需要

乳头切开无出血发生. 穿孔、结石嵌顿二组均

未出现. 合计EST组近期并发症9例(30%), EPBD
组4例(13.3%), 经c2检验无显著性差异(c2 = 2.45, 
P >0.05)(表2).
2.2 远期并发症对照分析 我们对二组患者进

行了1 a的跟踪随访, 发现胆道感染EST组5例
(16.7%), EPBD组1例(3.3%), 结石复发EST组
3例(10%), EPBD组无结石复发出现, 合计远

期并发症发生率EST组8例(26.7%), EPBD组

1例(3.3%), 经c2检验有显著性差异(c2 = 4.71, 
P <0.05). 

结果二组的取石成功率、近期并发症无显

著性差异; 而远期并发症的发生率有显著性差异.

    

表 1 二组患者基本情况统计表 (mean±SD)

 n          年龄         男女       结石大小      结石数量

                                                比             (mm)   

EST组     �0  55.�±�7.�   1.�9        10±�.9       1.5±1.�

EPBD组  �0  5�.5±��.0   1.��       10±�.�       1.�±1.1

     

表 2 EST与EPBD疗效、近期并发症对照分析表 n  (%)

   成功率      胰腺炎    胆道感染     出血       合计

EST          �� (9�.�)   � (6.7)   � (6.7)  5 (16.7)   9

EPBD       �7 (90)   � (10)   1 (�.�)  0   �

■研发前沿
近年来国内一些
学者也进行了关
于EST及EPBD成
功率、并发症方
面的研究, 但多为
EST、EPBD的疗
效观察.

■创新盘点
不同于以往的研
究, 本实�将EST
与EPBD联合机械
碎石进行对照分
析, 全面的评估两
者的治愈率、近
期、远期并发症
发生率, 具有一定
的科研价值及临
床指导意义.
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3  讨论

3.1 传统的适应证受到挑战 内镜下乳头括约肌

切开术(EST)是最早用于内镜下治疗胆总管结

石的技术. 1974年由Classen和Demling应用拉式

切开刀进行乳头切开, 并公开发表了这一成果
[1]. 随着内镜技术的发展, 该项技术日益成熟, 配
合预切开术(Pre-cut)、开窗术(fistulostomy)、机

械碎石(EML)等技术, 使得成功率不断提高. 乳
头括约肌气囊扩张术(EPBD)是1990年代开展的

一项技术, EPBD是采用柱状气囊进行乳头扩张, 
使括约肌松弛、乳头开口扩大从而进行胆管取

石. 一般认为适用于结石较小(<10 mm), 一些

EST禁忌患者, 如有出血倾向者、年龄较轻需要

保留Oddi括约肌功能者以及毕氏Ⅱ式胃切除患

者[2,3]. 
Natsui e t a l [4]在一项140例胆总管结石患

者E S T、E P B D的研究中 ,  结果发现小结石

(<10 mm)取石的次数EPBD与EST近似; 然而

对于较大的结石EPBD明显高于EST(2.4 vs  1.6, 
P <0.01). 从并发症来看, 出血的发生率EPBD小

于EST, 胰腺炎、结石的再发生率两者近似. 因
此得出结论: EPBD能否成为一种常规的内镜下

治疗方法还有待于进一步研究. Arnold et al [5]在

一项有60例胆总管结石患者的研究中, EST或
EPBD后均以网篮及/或气囊导管取石. 取石的成

功率EST、EPBD分别为100%, 77%(P <0.01), 而
未清除的部分病例经EST结石全部清除; 操作持

续时间分别为17±12 min, 29±15 min(P >0.05); 
WHO分级2-4级的并发症如胰腺炎、胆囊炎、

出血等EST低于EPBD. 因此得出结论EST优于

EPBD.
由此可见, EPBD对于较大的结石疗效不如

EST, 甚至比较困难, 然而EPBD联合其他手段治

疗较大的结石取得了良好的效果. Yasuda et al [6]

在一项40例患者患有较大胆总管结石(12 mm
或更大)的前瞻性随机实验中, 采用机械碎石, 结
石清除成功率为100%. Minami et al [7]对35例胆

总管结石患者联合应用EPBD、机械碎石和硝

酸异山梨脂从33例(94%)中取出多枚较大结石.   
日本学者Fujita et al [8]随机将282例胆总管结石患

者(直径<14 mm)分为2组, EST组和EPBD组, 必
要时均可采用机械碎石. 两组在结石完全清除

率、操作时间、操作次数、碎石术的使用, 并
发症的发生率、死亡率以及6 mo内胆系症状的

发生上均无显著差异. 只有轻型胰腺炎的发生

率EPBD组较EST组高, 分别为9%和2%. 另一项

研究表明, 预防性放置胰管支架可以减少EPBD
胰腺炎的发生[9]. 从以上结果可以看出, EPBD联

合其他手段如机械碎石能够达到与EST相似的

治疗效果.
3.2 EPBD能够在一定程度上保护乳头括约肌功

能 Sato et al [10]通过内镜压力测量法来观察EPBD
后1 wk, 1 mo Oddi括约肌功能改变, 1 wk后明

显降低, 1 mo后部分恢复, 认为需要更长时间

的观察. Yasuda et al [11]将70名胆总管结石患者分

为EST组和EPBD组, 采用内镜测压法在术前、

术后1 wk, 1 a测量Oddi括约肌功能. 结果两组

各35例均取石成功, 1 wk后Oddi括约肌功能均

受到损害, EST组较重. 1 a以后Oddi括约肌功能

EST组较EPBD组明显降低. 从而证明EPBD较

EST能有效地保护Oddi括约肌功能. 
这种保护作用能够减少远期并发症的发生, 

其中包括伴有胆囊结石的患者发生急性胆囊炎. 
Ochi et al [12]在一项110例EST、EPBD的对照研

究中发现两组胆管清除率(92.7% vs  98.1%)和近

期死亡率(2% vs  5.6%)没有统计学差异. 长期随

访23 mo发现EST组有胆囊结石的患者急性胆

囊炎的发生率较高(P = 0.03). 内镜测压显示仅

在EPBD后存在胆管、十二指肠压力梯度, 这表

明保护乳头功能可以降低伴有胆囊结石的患者

发生急性胆囊炎的风险. Sugiyama et al [13]的研究

也得出了相同的结论.
EST远期并发症的报道正逐渐增多, 一些研

究结果表明胆总管结石复发率为1-24%[14,15-19], 
这些复发是因为十二指肠胆管返流引起的感

染有关. EST术后有60-100%发生胆道细菌感染
[18,20]. EST术后狭窄导致胆道引流不畅或胆汁淤

积是胆道症状复发的重要原因, EST术后乳头括

约肌狭窄发生率为0.5-6.8%[20], 通常发生在EST
术后1 a[14,15,17,21,22], 乳头括约肌切开不充分可能

是EST术后狭窄的一个风险因子[23]. 在无胆道梗

阻且已行EST的情况下发生的胆管炎称为sine 
materia胆管炎, 其发生率为1.9-3.4%[17,19]. 

当然, 这些并发症的发生是否仅仅因为乳头

括约肌功能丧失还有待于进一步研究.
总之, 综合国内外的其他研究结果以及本

结果, 我们认为在结石较大的情况下, 单一采用

EPBD后使用网篮、气囊导管取石不仅成功率

低, 而且容易损伤乳头括约肌产生并发症. 而
EPBD联合机械碎石, 以及预防性的胰管支架

置入可解决这一技术难题, 达到具有较高治愈

率、并发症少, 并且能够保护乳头括约肌功能

■应用要点
E P B D 对 于 较 大
的结石疗效不如
EST, 甚至比较困
难, 然而EPBD联
合机械碎石治疗
较大的结石取得
了良好的效果, 而
且具有保护乳头
括约肌功能从而
减少远期并发症
的优点, 尤其对于
有出血倾向者、

年龄较轻患者需
要保留Oddi括约
肌功能者以及毕
氏Ⅱ式胃切除患
者更为重要, 具有
广阔的应用前景.



治疗效果. 尤其对于40岁以下的患者, 这种保护

作用能够减少远期并发症的发生, 其中包括结

石再发生、胆囊炎、胆道细菌感染、乳头括约

肌狭窄以及sine materia胆管炎等.
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■同行评价
本 文 将 E S T 与
E P B D 联 合 机 械
碎石进行对照分
析, 全面的评估两
者的治愈率、近
期、远期并发症
发生率, 有独到见
解, 对于临床工作
具有一定的指导
意义. 
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Abstract
AIM: To prove the inhibitory effect of vitamin 
A (Vit A) on the formation of liver fibrosis in 
patients with chronic alcoholic liver disease (ALD).

METHODS: Fifty patients were assigned into Vit 
A and Huganpian treatment group (controls). Af-
ter corresponding treatment for 6, 12 and 18 mo, 
the levels of serum procollagen Ⅲ peptide (PⅢ
P) and hyaluronic acid (HA) were detected by en-
zyme linked immunosorbent assay (ELISA)..

RESULTS:  After 18 mo of the Vit A treat-
ment, the levels of PⅢP (16.9 ± 6.8 mg/L vs 
28.2 ± 9.7 mg/L) and HA (132.3 ± 71 mg/L vs 
210.0 ± 87 mg/L) were significantly decreased 
as compared with those before the treatment 
(both P < 0.01), and there was also significant 
difference between the treatment group and the 
control group (PⅢP: 16.9 ± 6.8 mg/L vs 23.6 ± 
9.6 mg/L, P < 0.01; HA: 132.3 ± 71 mg/L vs 192.0 
± 97 mg/L, P < 0.05)..

CONCLUSION: Vit A can suppress hepatic fi-
brogenesis of ALD patients, and the mechanism 
may be related to its inhibition on the release of 
collagen..

Key Words: Vitamin A; Collagen; Procollagen Ⅲ 

peptid; Hyaluronic acid

LIU ZH, Zheng CQ, Li CM. Effect of vitamin A on hepatic 
cirrhosis in patients with chronic alcoholic liver disease. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(2):234-237

摘要
目的: 证明维生素A(Vit A)对慢性酒精性肝病
(ALD)患者的肝脏纤维化形成有抑制作用, 为
肝纤维化的治疗提供一条简便有效的新途径. 

方法: 选择58例ALD患者, 采用临床观察的方
法, 通过外源性的给予Vit A, 以酶联免疫吸附
法检查ALD患者血清Ⅲ型前胶原肽(PⅢP)及
血清透明质酸(HA)的变化. 

结果: Vi t A可以降低ALD患者血清Ⅲ型前
胶原肽及血清透明质酸水平. Vi t A治疗后
18 mo, 血清Ⅲ型前胶原肽(16.9±6.8 mg/L vs  
28.2±9.7 mg/L)及透明质酸(132.3±71 mg/L 
vs 210.0±87 mg/L)水平均较治疗前显著降低
(均P <0.01), 且较对照组也有显著降低(PⅢP: 
16.9±6.8 mg/L vs  23.6±9.6 mg/L, P <0.01; HA: 
132.3±71 mg/L vs  192.0±97 mg/L, P <0.05).

结论: Vi t A可以抑制ALD患者肝脏纤维化
的形成, 其机制可能是Vi t A参与肝星状细胞
(HSC)的代谢, 从而抑制胶原的释放. 

关键词�� 视黄醇脂; 胶原; 血清Ⅲ型前胶原肽; 血清透

明质酸

刘中宏, 郑长青, 李春明. 视黄醇脂对慢性酒精性肝病患者肝脏
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0  引言

肝纤维化是多种慢性肝损伤的不良结局, 进一

步发展可形成肝硬化. 目前肝纤维化的药物治

■背景资料
肝纤维化是多种
慢性肝损伤的不
良结局, 进一步可
发展成肝硬化, 严
重影响人们的生
活质量. 随着我国
人民生活质量的
提高, 由于饮酒所
造成的肝纤维化
日益增多. 目前肝
纤维化的药物治
疗种类有限, 且处
于探讨阶段, 有些
药物如秋水仙碱, 
皮质类固醇副作
用较大, 因此有必
要找到一种安全, 
有效的抗肝纤维
化的药物.
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疗种类有限, 且处于探讨阶段, 有些药物如秋水

仙碱、皮质类固醇等药物副作用较大. Vi t A参

与肝星状细胞(HSC)的代谢进而影响肝脏纤维

化形成方面的研究日益受到人们的重视. 故探

明Vit A与肝脏纤维化的关系可为肝纤维化的治

疗提供一条简便有效的新途径. 

1  材料和方法

1 .1  材料 选择2 0 0 2 - 0 1 / 2004-01的住院及门

诊患者中慢性酒精性肝病(ALD)患者58例. 均
为男性患者, 年龄35-76岁, 饮酒量在40-80 g/d, 
5-10 a. 诊断标准参考吴晶新临床诊断标准[1]. 随
机分成二组: 对照组26例, 治疗组32例. 各组的年

龄及饮酒量无显著性差异..
1.2 方法 对照组给予护肝片, 治疗组给予Vit A, 
每日25 000单位治疗. 二组分别于试验前和后

6、12、18分别测定血清Ⅲ型前胶原肽(PⅢP)和
血清透明质酸(HA), 进行用药前后的自身对照

以及组间对照. 观察期间嘱患者严格戒酒, 如不

能严格戒酒者为剔除病例. 
血清Ⅲ型前胶原肽(PⅢP)及血清透明质酸

(HA)测定方法: 采用上海海研医学生物技术中

心试剂盒, 酶联免疫吸附法. 
统计学处理 所有数据采用SAS统计软件进

行方差分析、t检验, P <0.05为有统计学意义.

2  结果

药物组及对照组血清PⅢP治疗前的水平分别为

28.2±9.7  mg/L和25.1±10.2 mg/L, 两组间无差异, 
而治疗后18 mo分别为16.9±6.8 mg/L和23.6±9.6 
mg/L, 差异显著(P <0.01), 药物组治疗前后行自

身对照，差异显著(P <0.01), 而对照组治疗前后

行自身对照, 无差异(表1).
药物组及对照组血清HA治疗前的水平分别

为210.0±87 mg/L和198.4±92 mg/L, 两组间无

差异, 而治疗后18 mo分别为132.3±71 mg/L和
192.0±97 mg/L, 差异显著(P <0.05), 药物组治疗

前后行自身对照, 有明显下降(P <0.01), 对照组

行自身对照, 无差异(表2).

3  讨论

3.1 肝纤维化治疗现状 肝硬化目前的治疗现状

不容乐观, 为解决这一难题国内外学者进行了大

量研究, 但目前的药物治疗如秋水仙碱、干扰

素、皮质类固醇、前列腺素E类似物等等均处于

探索阶段, 国内学者李定国et al [2]对汉防已甲素

进行了研究, 结果发现该物质能明显抑制细胞内

DNA及胶原合成, 但将Vit A应用于ALD的临床

治疗方面的研究国内未见报道. 
3.2 血清Ⅲ型前胶原肽(PⅢP)、透明质酸(HA)与
肝脏纤维化 长期以来, 肝脏纤维化的诊断依赖

肝脏组织检查. 虽然有人报道测定单胺氧化酶、

氨基葡萄糖苷酶、脯氨酸及游离羟脯氨酸等也

有助于肝脏纤维化的诊断, 但因敏感度或特异性

较差, 逐步被淘汰. 近年来, 国内外大量研究表明

PⅢP能可靠地反映肝脏纤维化的程度和活动性, 
是观察抗肝脏纤维化的指标[3]. 胶原蛋白在肝纤

维化时可增加至50%左右, 其中以Ⅰ型和Ⅲ型为

主, 在肝纤维化过程中Ⅰ型、Ⅲ型胶原是肝纤维

间隔的重要来源, 新形成的Ⅰ型、Ⅲ型胶原形成

纤维束, 并沿这些细胞呈树枝状分布, 形成新的

纤维间隔. 另外, 成熟的Ⅰ型、Ⅲ型胶原由于细

胞变性、坏死所致的网状纤维支架的塌陷加重

了肝纤维化[4]. 透明质酸(HA)是含有大量多糖的

大分子物质, 在肝纤维化活动期, 血清中含量最

多的是HA, HA可加速胶原蛋白聚合成前胶原纤

维的横纹周期, 并能影响到前胶原的粗细, 促进

胶原蛋白分子的聚合过程. HA对HSC细胞有激

活作用, 表现为HSC细胞骨架蛋白增加及胶原合

成增加. 因此, HA可以反映肝脏的损伤程度和肝

纤维化的发展变化[5], 并发现HA升高的幅度与肝

脏纤维化改变程度呈正相关[6]. 
3.3 Vit A对肝脏纤维化的影响 肝脏纤维化的实

质是由于胶原和其他细胞外基质(ECM)的合成

与降解失衡, 导致在肝内过量沉积. 在肝硬化时, 
ECM合成大于降解, 并在肝内过量沉积, 其中Ⅰ

型胶原增加8-10倍, Ⅲ型胶原增加3-4倍, 而Ⅳ型

胶原增多达50倍, 其他各种糖蛋白(LN、FN)、
蛋白多糖(PG)增多达10-20倍. 

细胞外基质(ECM)成分主要来源于肝星状

细胞(HSC), 而HSC又在机体Vit A储存和代谢中

起着重要作用. Vit A即视黄醇, 视黄醇脂是Vit 
A在体内的代谢衍生物, 正常情况下, 肝脏储存

80%以上的Vit A类, 而其中80%甚至90%以上的

Vit A类以视黄醇脂的形式储存于HSC中, Vit A与

HSC的关系日益受到重视, 国外大量资料表明其

关系密切. 肝纤维化时肝内及HSC内Vit A类含量

下降[7], 缺乏Vit A可以促进肝纤维化, 细胞因子

和化学因子收缩性增加[8], 其中以α-平滑肌肌动

蛋白显著增殖, 合成大量ECM为特征[9]. 目前认

为HSC是肝纤维化时ECM的最主要的来源细胞, 
他的活化是肝纤维化发生的关键. 而Vit A类可阻的活化是肝纤维化发生的关键. 而Vit A类可阻

■创新盘点
本文证明维生素A
对慢性酒精性肝
病患者的肝脏纤
维化形成有抑制
作用, 为肝纤维化
的治疗提供一条
简便有效的新途
径.
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止肝纤维化的形成, 体外研究[10,11]也表明, 激活的

HSC内Vit A类含量降低, 补充外源性Vit A类可使

HSC获得Vit A类, 抑制其增殖、激活而降低ECM
的产生. 

HSC最初于1876年由kuffer采用氯化金染色

方法首次发现, 以后的大量研究发现HSC不论在

正常肝脏, 还是在纤维化的肝脏与胶原代谢关

系密切. 荧光显微镜和化学分析都证实了在慢

性肝病、肝硬化患者的肝脏中Vit A的总量下降.  
故我们有理由认为储存Vi t A与HSC合成

胶原呈负相关. 其机制可能是由于Vit A以脂滴

的形式占据了细胞质的空间, 使其他细胞器的

活动受到限制, 因而纤维的合成与分泌受到限

制. 目前对HSC激活的调控及生物学效应的研

究很多, 当肝脏受到理化及生物因素刺激时, 肝
星状细胞失去类维生素A, 旺盛增殖, 合成和分

泌大量的细胞外基质(ECM)成分, 如胶原、蛋白

多糖、糖蛋白等, 细胞的结构也由星形转变为

具有发达的粗面内质网和高尔基复合体的成纤

维细胞样细胞或肌成纤维细胞[12], 正常肝脏中

HSC处于静息状态, 增殖活性很低, 肝损伤及各

种慢性肝病时被激活, 表型发生改变: 由静息细

胞转变为移行细胞, 然后转化为肌成纤维细胞

样细胞[13]. 而激活的HSC的凋亡是肝纤维化得

以逆转的中心事件[14,15].
总之, 肝纤维化的发生机制是一个非常复

杂的病理过程, 涉及许多不同水平的调节, 越来

越多的研究表明HSC是ECM的主要来源, 在肝

损伤时HSC的活化伴随着基质合成的增加, 可能

是肝纤维化发生的关键因素. 近年来, 在肝纤维

化形成机理研究中又引入了信号转导的新概念, 
这将使该领域的研究进入一个深的层次. 

本实验结果显示ALD患者口服Vit A 18 mo
以后PⅢP和HA含量明显下降, 而对照组无明显变

化, 从而证明Vit A能够减轻ALD患者肝脏纤维化.
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技法与经验

《世界华人消化杂志》2006年设置“技法与经验”专栏，及时报道微创、内镜下治疗消化病新的技术和方法

及成熟的经验。我们热烈欢迎各位作者踊跃投稿，免费刊登彩色照片. 写作格式如下：

结肠镜下黏膜剥离切除术
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
nuclear factor-kappa B (NF-kB) and the 
occurrence of ulcerative colitis (UC), and to 
explore the role of NF-kB expression in steroid 
resistance of UC.

METHODS: The activation of NF-kB was investi-
gated in the UC biopsies from 15 steroid-resistant 
cases of the 20 steroid-sensitive patients with an 
acute episode of moderate or severe UC. Sixteen 
normal persons were used as controls..

RESULTS: Before the steroid treatment, the ex-
pression of NF-kB p65 were significantly differ-
ent between the steroid-resistant patients and the 
normal controls (6.1 ± 2.9 vs 1.1 ± 0.8, P < 0.01), as 
well as between the steroid-sensitive patients and 
the normal controls (5.9 ± 2.7 vs 1.1 ± 0.8, P < 0.01). 
There was no significant difference between the 
steroid-sensitive group and the steroid-resistant 
group before the steroid treatment (P > 0.05), 
while there was significant difference between 
them after the steroid treatment (1.3 ± 0.8 vs 5.4 ± 
2.4, P < 0.01). The expression of NF-kB p65 in the 

steroid-sensitive group has significant difference 
before and after the steroid treatment (5.9 ± 2.7 vs 
1.3 ± 0.8, P < 0.01), while no significant difference 
in the steroid-resistant group (P > 0.05)..

CONCLUSION: The expression of NF-kB p65 is 
closely related with the occurrence and develop-
ment of UC. The changes of NF-kB expression 
before and after the steroid treatment may be 
helpful for the identification of steroid resistance 
and can be used as an index for the early recog-
nition of steroid resistance..

Key Words: Nuclear factor kB; Ulcerative colitis; 
Steroid resistance; Immunohistochemistry

Liu YP, Li YQ. Expression of nuclear factor-kappa B in 
steroid-resistant ulcerative colitis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2006;14(2):238-241

摘要
目的: 探讨NF-kB与溃疡性结肠炎(UC)发病关
系及其在激素抵抗中的意义. 

方法: 选择活动期中度以上UC患者35例, 均
予强的松治疗(20-40 mg/d)4 wk. 根据治疗反
应分为激素敏感组和激素耐药组, 均作为实
验组, 检测激素治疗前、治疗后结肠病变黏
膜组织中的NF-kB表达水平. 设立正常对照组
16例. 

结果: 在激素治疗前, 激素敏感组、激素抵抗
组NF-kB p65表达水平分别与正常对照组比
较, 差异有显著性(5.9±2.7, 6.1±2.9 vs  1.1±
0.8, P <0.01). 在激素治疗前, 激素敏感组和激
素抵抗组之间比较, 差异无显著性(P  >0.05). 
在激素治疗后 ,  激素敏感组和激素抵抗组
之间比较, 差异有显著性(1.3±0.8 vs  5.4±
2.4, P <0.01). 在激素治疗前后, 激素敏感组自
身比较, 差异有显著性(5.9±2.7 vs  1.3±0.8, 
P <0.01). 而激素抵抗组在前后结果的比较中, 
差异无显著性(P  >0.05).

结论: NF-kB与UC关系密切, 在UC的发病机
制中起重要作用. NF-kB在激素治疗前后的变

■背景资料
迄今, 溃疡性结肠
炎(UC)的病因和
发病机制尚未明
确, 治疗主要手段
之一是使用激素, 
但在临床中约1/4
左右的UC患者对
激素治疗不敏感, 
即激素抵抗, 给患
者增加了不必要
的激素副作用及
经济负担, 也为临
床治疗带来了新
的课题.
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化有助于判断UC患者是否对激素抵抗, 可以
作为进一步预测激素抵抗的一个较早期的诊
断指标. 

关键词�� 核因子-kB; 溃疡性结肠炎; 激素抵抗; 免疫

组织化学法
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)又称慢性

非特异性溃疡性结肠炎, 系原因不明的大肠黏

膜的慢性炎症和溃疡性病变 .  本病在我国近

10 a发病率呈上升趋势, 报道增多[1]. 核因子-kB 
(nuclear factor kB, NF-kB)是在进化学上高度保

守的一种转录因子, 广泛存在于各种组织中, 在
免疫和炎症反应、细胞生长、病毒感染及某些

疾病急性期反应等方面起着重要作用[2-6]. 已证

明, 许多UC临床治疗用药如糖皮质激素的药理

作用均与抑制NF-kB活性有关. 但同时我们在

临床中发现相当一部分患者对激素治疗不敏感, 
即激素抵抗, 其机制不清. 我们通过研究NF-kB
表达水平在UC患者进行激素治疗过程中的变化

特点, 探讨NF-kB在UC的发病机制中的作用, 以
及在发生激素抵抗时的机制及意义, 从而为临

床治疗开辟新的思路. 

1  材料和方法

1.1  材料

1.1.1 病例选择 2002-10/2004-08选择我院门诊

及住院的溃疡性结肠炎患者35例, 其中男18例, 
女17例, 年龄20-65岁(平均38.4岁). 所有病例均

为活动期中度以上患者(参照Truelove-Witts标
准[7]), 均需应用糖皮质激素治疗, 每位患者均给

予强的松治疗, 每日剂量20-40 mg, 疗程4 wk. 
根据激素治疗反应分为两个组: 病情缓解者为

激素敏感组(glucocorticoid sensitive, CS)(n  = 20)
和病情不缓解者为激素耐药组(glucocorticoid 
resistant, CR)(n  = 15), 均作为实验组, 检测激素

治疗前、治疗后结肠病变黏膜组织中的NF-kB
表达水平. 同时设立正常对照组16例, 均为结肠

镜、钡灌肠、生化检查正常者, 检测正常结肠

黏膜组织中的NF-kB表达水平.
1.1.2 溃疡性结肠炎诊断标准 2000年全国炎症性肠

病学术研讨会, 中华医学会消化病学分会于成都

制定的＂对炎症性肠病诊断治疗规范的建议＂[8].
1.1.3 溃疡性结肠炎入选标准 在开始研究之前

4 w k未曾接受糖皮质激素、柳氮磺胺吡啶、

5-ASA、环孢菌素A、环磷酰胺等免疫抑制剂治

疗; 无严重的冠心病、高血压病、糖尿病、活动

性肺结核、消化性溃疡、重症感染等禁忌证.
1.1.4 激素敏感组/激素抵抗组判断标准 在开

始4 w k激素治疗前和治疗后均计算每个患者

的疾病活动度, 即UC的临床活动性指数(colitis 
activity index, CAI)[9]. 所有应用激素治疗的患

者对激素治疗的反应均遵照以下规定: 患者接

受4 wk强的松治疗(剂量>20 mg/d)后病情缓解

者(CAI≤4), 被认为是激素敏感(glucocorticoid 
sensitive, CS); 4 wk内病情未缓解, CAI指数下降

不低于5(CAI≥5)或者需外科手术治疗者, 被认为

是激素抵抗(glucocorticoid resistant, CR).
1.2 方法 
1.2.1 主要试剂及仪器设备 鼠抗人NF-kB p65单
克隆抗体购自Santa Cruz biotechnology公司, SP
试剂盒, DAB显色剂, edta抗原修复液(1 mmol/L, 
pH8.0); 日本fuj inon EC-410HM电子结肠镜, 
olympus CF240电子结肠镜, olympus-BX51光学

显微镜, 德国产leica -RM2135型病理石蜡切片

机, 日本sakura Tissue-Tek型自动脱水机, 国产立

鹤牌电热恒温培养箱, 容声牌RS-210型冰箱.
1.2.2 标本制备 所有溃疡性结肠炎患者及正常

对照组患者均行结肠镜检查, 分别在病变结肠

黏膜上及正常黏膜上用活检钳取材, 福尔马林

固定, 石蜡包埋, 制备4 μm厚组织切片, 用于NF-
kB表达的检测.
1.2.3 步骤  二甲苯溶液脱蜡, 依次1 000, 950, 
750 mL/L乙醇水化, 蒸馏水洗净; 30 mL/L过氧

化氢浸泡孵育阻断内源性过氧化物酶, PBS冲
洗; 置edta抗原修复液中, 95℃ 10 min, 自然冷却

至室温, PBS冲洗; 滴加非免疫性动物血清, 37℃ 
15 min, 封闭非特异性抗原; 滴加NF-kB p65单
克隆抗体, 4℃过夜, 37℃复温60 min, PBS冲洗; 
生物素标记的二抗, 37℃ 12 min, PBS冲洗; 辣根

过氧化物酶标记的链霉卵白素工作液, 37℃孵育

12 min, PBS冲洗; DAB溶液显色; 冲洗, 苏木素

复染, 脱水, 中性树脂封片. PBS代替一抗作阴性

对照.
1.2.4 结果判断 所有切片均在同一条件的光学

显微镜下观察, 结果以胞核或胞质中发现棕黄

色或褐色颗粒状物者为阳性细胞(NF-kBp65), 
阴性对照应无棕黄色反应产物 .  采用以下染

■研发前沿
近 年 研 究 显 示 , 
NF-kB与炎症性
肠 病 关 系 密 切 , 
在UC的发生、

发展中具有重要
地位. 而UC治疗
过程中发生激素
抵抗也是临床中
的常见问题和治
疗难点.
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色积分评价标准[10]: 染色强度分为4级: 0 = 阴
性染色, 1 = 弱阳性染色, 2 = 中度阳性染色, 
3 = 强阳性染色; 每张切片按所见阳性细胞范

围分为5级: 0 = 阴性, 1 = 阳性细胞占1-25%, 2 = 
阳性细胞占26-50%, 3=阳性细胞占51-75%, 4 = 
阳性细胞占76-100%. 每张切片的染色积分以这

二者乘积之和表示. 
统计学处理 结果以均数±标准差(mean±

SD)表示, 所有数据录入微机, 应用SPSS10.0统
计软件, 将UC组病例与正常对照组的阳性细胞

染色积分所得数据建立数据库, 进行t检验、秩

和检验. 所有分析显著性水平α = 0.05.

2  结果

在正常结肠黏膜组织中, NF-kB p65无或仅有弱

阳性表达. 在激素治疗前, 溃疡性结肠炎激素敏

感组、激素抵抗组分别与正常对照组表达水平

的比较, 差异有显著性(bP <0.01)(表1). 
在激素治疗前, NF-kB p65表达水平在激

素敏感组和激素抵抗组之间比较无显著性差异

(5.9±2.7 vs  6.1±2.9, P >0.05). 在激素治疗后, 
NF-kBp65表达水平在激素敏感组和激素抵抗组

之间比较, 具有显著性差异(1.3±0.8 vs  5.4±2.4, 
bP <0.01). 

在激素治疗前后, 激素敏感组的NF-kBp65
的表达水平比较具有显著差异性(5.9±2.7 vs  1.3
±0.8, P <0.01). 而激素抵抗组在前后结果的比较

中无显著性差异(6.1±2.9 vs  5.4±2.4,  bP >0.05).

3  讨论

迄今, UC的特异性致病因素和发病机制尚未明

确, 近年研究显示, NF-kB与UC关系密切[11-13]，

提示NF-kB在UC的发生、发展中占有重要地

位. 已证明, 许多UC临床治疗用药如糖皮质激

素均与抑制NF-kB活性有关. 糖皮质激素对NF-
kB活性的抑制正是其发挥广泛抗炎作用的基础. 
大多数患者对激素治疗有效, 但同时我们在临

床中发现约1/4左右的UC患者对激素治疗不敏

感 [14] , 即激素抵抗, 疗效欠佳, 其机制不清, 给患

者增加了不必要的激素副作用及经济负担, 也
为临床治疗带来了新的课题. 目前NF-kB在UC
激素治疗时的变化特点及发生激素抵抗时的机

制、意义, 国内尚未见研究报道.
我们对15例激素抵抗和20例激素敏感的UC

患者进行分组研究, 分别给予4 wk的激素(强的

松)治疗, 观察疗效, 并在激素治疗前后进行结肠

黏膜活检, 通过免疫组织化学染色法检测NF-kB
表达活性. 结果发现UC患者中NF-kB表达水平

明显增强, 激素抵抗组对激素治疗不敏感, 病情

未得到缓解, 而激素敏感组对激素治疗效果理

想, 进入了缓解期. 在激素治疗前, NF-kB p65表
达水平在激素敏感组和激素抵抗组之间比较无

显著性差异(P >0.05), 说明在UC急性活动期NF-
kB表达水平在激素敏感组与激素抵抗组之间并

无差异, 与病情的活动性相一致. 而在激素治疗

后, NF-kB p65表达水平在激素敏感组和激素抵

抗组之间比较具有显著性差异(bP <0.01), 激素敏

感组NF-kB表达水平明显下降, 同时病情得到缓

解, 而激素抵抗组NF-kB表达水平并无变化, 仍
然处于高水平, 未能进入缓解期. 这表明NF-kB
的表达水平与UC的病情活动性密切相关, 在病

情活动期具有高表达活性, 病情缓解期活性降

低或失活, 而通过检测其表达水平的强度, 亦有

助于判断疾病处于活动期或缓解期.
在本研究中, 我们发现激素敏感组的N F-

kB的表达水平在激素治疗前后相比较具有显著

性差异(bP <0.01), 呈现明显下降的趋势. 而激素

抵抗组在激素治疗前后比较中无显著性差异(P  
>0.05), 基本保持治疗前的高水平表达.经过4 wk
的激素系统治疗, 对激素敏感的UC患者, 病情缓

解, 其黏膜组织中NF-kB表达活性明显减弱, 说
明NF-kB表达活性受到了抑制, 而抑制NF-kB有
助于炎症的缓解. 但是激素抵抗的UC患者NF-
kB水平无明显变化, 仍保持高水平状态, 这说明

NF-kB活性未能得到抑制, 病情未缓解. 由此我

们可以推测NF-kB表达水平与疾病活动度、激

素治疗反应相一致, 从激素治疗前后NF-kB表达

活性的变化上可以推测患者对激素治疗的反应

与效果, 即激素抵抗亦或激素敏感.
体外实验发现糖皮质激素(GC)可通过以下

途径抑制NF-kB活化: (1)通过与糖皮质激素受

体(GR)结合, 使其活化后在核内与NF-kB p65相
互作用, 抑制NF-kB功能. (2)活化的GR激活糖皮

质激素反应元件(GRE), 上调IkB表达, 从而影响

     

表 1  激素治疗前溃疡性结肠炎与正常组NF-kBp65表达水
平比较

组别                                   n                              NF-kBp65                            

正常组

激素敏感组

激素抵抗组

     16

     20

     15

  1.1±0.8

  5.9±2.7b

  6.1±2.9b

b P <0.01，vs 正常组.

■创新盘点
目前有关NF-kB
在UC激素治疗时
的变化特点及发
生激素抵抗时的
机制、意义, 国内
尚未见系统全面
的研究报道.



NF-kB活化[11,15]. 糖皮质激素GC与GR结合是其

发挥作用的一个重要环节.从理论上推断, UC的
治疗过程中出现激素抵抗, 必定是由于以上某

个环节或某些途径出现了障碍. 众多文献报道, 
GR的主要生理构型为GRα, 而GRβ不与GC结合, 
GRβ抑制内源性GRα的活性, 且GRβ介导抑制

作用广泛见于糖皮质激素启动子的诱导中, 故
有人提出GRβ存在的意义就是拮抗GRα的功能. 
Honda et al [16]报道, 外周血单个核细胞(PBMC)
表达的糖皮质激素受体(GRβ)特异mRNA可见

于83%的激素抵抗UC, 激素敏感和正常对照中

为9%. 基于此发现, 遂提出检测PBMC的GRβ 

mRNA的表达可预测UC中糖皮质激素的疗效. 
但少数学者报道并未发现GRβ具有拮抗GRα的

功能. Bantel et al [14]认为UC激素抵抗机制可能是

NF-kB阻止GRα与DNA结合, 抑制其抗炎因子

的产生, 导致激素不敏感. 上述论点均有一定的

理论依据, 值得进一步前瞻性研究.
总之, 我们的研究表明, NF-kB在UC发病中

占有重要地位, 它参与了一系列免疫炎症反应

有关的基因转录调控, 其表达水平与UC的病情

活动性密切相关, 通过检测其表达水平的强度, 
有助于判断疾病处于活动期或缓解期, 这说明

NF-kB在UC的疾病活动中可能起到枢纽作用. 
同时我们发现对NF-kB活性的抑制, 有助于UC
的治疗及病情的缓解, 监测激素治疗中NF-kB表
达水平的变化, 可以作为进一步预测激素抵抗

的一个较早期的诊断指标, 避免今后多次重复

治疗中激素的应用, 利于制定新的治疗方案, 从
而为激素抵抗患者减少了大量的激素副作用及

节省了医疗费用. 而由于激素抵抗的存在, 也说

明NF-kB并非UC唯一的发病因素, 是否涉及多

个转录因子? 他们间的相互作用如何? 这些均有

待于我们进一步去研究发现, 以便于更好的治

疗UC患者.

4      参考文献
1 Jiang XL, Cui HF. An analysis of 10 218 ulcerative 

colitis cases in China. World J Gastroenterol  2002; 8: 
158-61

2 Chen YG, Zhang C, Chiang SK, Wu T , Tso 
MO. Increased nuclear factor-kappa B p65 

■应用要点
监测UC激素治
疗过程中NF-kB
表 达 水 平 的 变
化, 可以作为进
一步预测激素抵
抗的一个较早期
的诊断指标, 避
免今后多次重复
治疗中激素的应
用, 利于制定新
的治疗方案, 从
而为激素抵抗患
者减少了大量的
激素副作用及节
省了医疗费用.

刘一品, 等. NF�kB在溃疡性结肠炎激素抵抗中的意义                                                                                                    241

www.wjgnet.com

immunoreactivity following retinal ischemia and 
reperfusion injury in mice. J Neurosci Res  2003; 72: 
125-131

3      Zaninoni A, Imperiali FG, Pasquini C, Zanella A, 
Barcellini W. Cytokine modulation of nuclear factor-
kappaB activity in B-chronic lymphocytic leukemia. 
Exp Hematol  2003; 31: 185-90   

4       Chen YM, Tu CJ, Hung KY, Wu KD, Tsai TJ, Hsieh BS. 
Inhibition by pentoxifylline of TNF-alpha-stimulated 
fractalkine production in vascular smooth muscle 
cells: evidence for mediation by NF-kappa B down-
regulation. Br J Pharmacol  2003; 138: 950-958 

5        Kis A, Yellon DM, Baxter GF. Role of nuclear factor-
kappa B activation in acute ischaemia-reperfusion 
injury in myocardium. Br J Pharmacol  2003; 138: 
894-900  

6 Calder VL, Bondeson J, Brennan FM, Foxwell BM, 
Feldmann M. Antigen-specific T-cell downregulation 
by human dendritic cells following blockade of NF-
kappaB. Scand J Immunol  2003; 57: 261-270

7 Truelove SC, Witts LJ. Cortisone in ulcerative colitis; 
final report on a therapeutic trial. Br Med J 1955; 2 : 
1041-1048

8 中华医学会消化病学分会. 对炎症性肠病诊断治疗规
范的建议.  中华内科杂志  2001; 40: 138-141

9 R a c h m i l e w i t z  D .  C o a t e d  m e s a l a z i n e 
(5-aminosalicylic acid) versus sulphasalazine in the 
treatment of active ulcerative colitis: a randomised 
trial. BMJ  1989; 298: 82-86

10 Koga H, Sakisaka S, Ohishi M, Kawaguchi T, 
Taniguchi E, Sasatomi K, Harada M, Kusaba T, 
Tanaka M, Kimura R, Nakashima Y, Nakashima 
O, Kojiro M, Kurohiji T, Sata M. Expression 
of cyclooxygenase-2 in human hepatocellular 
carcinoma: relevance to tumor dedifferentiation. 
Hepatology  1999; 29: 688-696

11 Schreiber S, Nikolaus S, Hampe J. Activation of 
nuclear factor kappa B inflammatory bowel disease. 
Gut  1998; 42: 477-484

12 Neurath MF. Pathogenesis of inflammatory bowel 
disease: transcription factors in the spotlight. Gut 
1998; 42: 458-459

13 Nosti-Escanilla MP, Pena AS. NF-kappa B and 
inflammatory intestinal diseases. Rev Esp Enferm Dig 
1998; 90: 113-119

14 Bantel H, Domschke W, Schulze-Osthoff K, Kaskas 
B, Gregor M. Abnormal activation of transcription 
factor NF-kappaB involved in steroid resistance 
in chronic inflammatory bowel disease. Am J 
Gastroenterol  2000; 95: 1845-1846

15 Thiele K, Bierhaus A, Autschbach F, Hofmann M, 
Stremmel W, Thiele H, Ziegler R, Nawroth PP. Cell 
specific effects of glucocorticoid treatment on the NF-
kappaBp65/IkappaBalpha system in patients with 
Crohn's disease. Gut  1999; 45: 693-704

16 Honda M, Orii F, Ayabe T, Imai S, Ashida T, Obara T, 
Kohgo Y. Expression of glucocorticoid receptor beta in 
lymphocytes of patients with glucocorticoid-resistant 
ulcerative colitis. Gastroenterology  2000; 118: 859-66 

 
             电编  李琪  编辑  菅鑫妍 审读  张海宁



www.wjgnet.com

朱晓玲, 邢煜, 时冰, 李艳,  辽宁省人民医院消化内科 辽宁
省沈阳市 110016
通���������������� 朱晓玲, 110016, 辽宁省沈阳市沈河区文艺路33号, 
辽宁省人民医院消化内科.  chenxiaoling57@163.com
电话：024-24158018
收稿日期�� 2005-11-15 ��日期�� 2005-12-08�� 2005-11-15 ��日期�� 2005-12-082005-11-15    ��日期�� 2005-12-08�� 2005-12-082005-12-08

摘要
肝硬化失代偿期患者, 取自体骨髓125 mL, 提
取干细胞总数8.43×106, 经肝动脉注入肝内, 
术中、术后无不良反应, 症状好转, 肝性脑病
纠正, 肝功恢复, 腹水、胸水减少. 认为, 自体
骨髓干细胞肝移植有临床应用可行性, 疗效有
待观察. 

关键词�� 骨髓干细胞; 肝动脉; 肝移植; 治疗; 肝硬化

朱晓玲, 邢煜, 时冰, 李艳. 自体骨髓干细胞肝移植1例. 世界华

人消化杂志  2006;14(2)��242-243
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1   病例报告

患者, 男, 42岁. 4 a前因乏力、腹胀就诊, 诊断

乙型肝炎, 保肝对症治疗. 2 a前被确诊为乙型

肝炎肝硬化肝功能失代偿期合并食管曲张静脉

破裂出血, 行脾切除术、断流术. 半年前CT动
脉造影诊断肝左叶早期癌变, 癌灶直径1.9 cm, 
行叶段超选择性栓塞治疗. 患病以来一直坚持

保肝对症治疗, 乏力、腹胀时有发生. 断流手

术后, 反复出现肝性脑病, 每周数次, 经常不明

原因发热, 对症治疗可好转. 1 mo前呕血、黑

便, 给与抑酸剂、生长抑素及输血等治疗好转

出院. 2005-09-26因再次呕吐咖啡色胃内容物

约400 mL, 伴头晕、腹泻稀水样便, 呼吸困难, 
发热(38℃）、排尿少、睡眠障碍等来院.入院）、排尿少、睡眠障碍等来院.入院、排尿少、睡眠障碍等来院.入院

检查: T 37.5℃, P 80 次/min, R 20 次/min，: T 37.5℃, P 80 次/min, R 20 次/min，T 37.5℃, P 80 次/min, R 20 次/min，, P 80 次/min, R 20 次/min，P 80 次/min, R 20 次/min，,  R 20 次/min，R 20 次/min，
BP 16/11 kPa(120/80 mmHg), 发育正常, 营养

中等, 慢性病容, 神志清晰, 查体合作, 面色苍

白, 肝掌阳性, 颈部可见蜘蛛痔, 巩膜无黄染, 睑
结膜和口唇苍白, 心脏正常, 双下肺呼吸音弱, 
叩诊实音, 腹部膨隆, 腹水征阳性.化验室检查: 
WBC 9.3×109/L, N 0.725, RBC 2.64×1 012/L, 
Hb 91 g/L, PLT 103×109/L, ALT 830.1 nkat/L, 

ALB 26.6 g/L, GLO 30.9 g/L, TBIL 39.6 μmol/L, 
DBIL 12.9 μmol/L, IBIL 26.7 μmol/L, 总胆汁酸

20.5 μmol/L, AST 860.1 nkat/L. 乙肝表面抗原

阳性(测试值13.457), 乙肝核心抗体阳性(测试值

0.121),乙肝e抗原阴性, 乙肝表面抗体阴性, 乙
肝e抗体阴性, 抗HCV阴性. 彩超和CT诊断肝硬

化、腹水. 胸腹水常规检查未见瘤细胞. 诊断乙

型肝炎肝硬化失代偿期(Child C)并胸水、腹水

及消化道出血, 早期肝癌栓塞治疗后, 脾切除、

断流术后, 肝性脑病.予止血、抗肝性脑病、抽

胸水等支持对症治疗, 出血停止, 腹水减轻, 但
肝性脑病和胸水改善不明显. 2005-10-23肝性

脑病加重伴呼吸困难, 并于2005-10-25, 在手术

室采集骨髓125 mL, 分离净化提取干细胞总数

8.43×106, 经右肝动脉缓慢注入肝内, 术后病人

无任何不适. 1 wk复查肝功能: ALT 575.1 nkat/
L, TP 69.3 g/L, ALB 33.1 g/L,GLO 36.2 g/L,TBIL 
28.7 μmol/L, DBIL 9.4 μmol/L, IBIL 19.3 μmol/
L, 总胆汁酸16.6 μmol/L. WBC 5.7×109/L, N 
0.535, RBC 3.22×1012/L, Hb 110 g/L, PLT 107×
109/L. 术后20 d Hb 113 g/L, PLT 111×109/L  ALT 
501.7 nkat/L, ALB 35.8g/L, TBIL 23.7 μmol/L, 
DBIL 8.6 μmol/L, AST 695.1 nkat/L. 术后观察

2 mo, 肝性脑病未再发作, 不明原因发热情况未

再出现, 腹水、胸水减轻, 乏力情况好转.

2  讨论

慢性病毒性肝炎、肝硬化、肝癌的治疗一直是

一个全球性的难题, 目前原位肝移植是治疗的最

佳选择, 但由于供体器官紧缺, 同时手术复杂、

费用高、移植后免疫排斥等并发症及生存率不

高等缺点限制了应用. 肝细胞移植治疗难治性肝

病也取得了一定的疗效, 但由于肝细胞在体外不

能大量繁殖, 且传代后不能保持其原有特性而难

以推广应用.
近年来骨髓干细胞肝移植的研究已经开始. 

王平 et al [1]进行了大鼠自体骨髓干细胞经门脉肝

移植实验研究. 廖彩仙 et al [2]进行了自体骨髓肝

内移植治疗肝硬化的实验研究, 证明可以治疗鼠
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■背景资料
本文对一例肝硬
化失代偿期患者
进行自体骨髓干
细胞移植, 探讨了
自体骨髓干细胞
移植的可行性.



肝纤维化. 吴理茂 et al [3]采用自体骨髓干细胞移

植与归元方联用治疗急慢性肝损伤实验研究, 证
明有治疗肝功能衰竭作用. 干细胞肝移植治疗危

重肝病方面还缺乏报道. 本例对乙型肝炎后肝硬

化失代偿期(Child C)伴胸水和消化道出血患者, 
实施自体骨髓干细胞经肝动脉移植治疗, 过程顺

利, 患者无任何不良反应, 证明继廖彩仙、吴理

茂 et al动物试验后, 可以在人体实施采集自体骨

髓干细胞肝移植治疗. 本病例已经观察2 mo, 从
临床症状看, 术前患者经常发作肝性脑病和不明

原因发热, 术后未出现, 术前胸水增长很快, 几天

不抽胸水, 患者即出现呼吸困难, 术后胸水未增

加, 患者自觉有减少, 无呼吸困难发生, 也不需要

像术前那样依靠抽胸水, 解决呼吸困难的痛苦. 
术后肝功能较术前明显好转, 术后20 d血色素、

血小板较术前增加, 白蛋白恢复正常, 胆红素下

降. 但本研究仅属个例观察, 还需要更多的临床

病例证明. 总之, 采用骨髓干细胞肝内移植术治

疗终末性肝功能衰竭和肝硬化, 目前在国际上

还属于刚刚起步, 对其确切疗效和并发症等还

有待于大量临床观察, 有关骨髓采集量、干细

胞移植数、移植途径及远期疗效等尚需长时间

临床观察.
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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、适应症和效

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4000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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致谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿)，我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力，提高了《世界华人消化杂志》的学术质

量，在此表示衷心感谢！

华中科技大学同济医学院附属同济医院外科

任建林   副教授

厦门大学中山医院    

谭学瑞 主任医师 

广东省汕头市�平路57号

吴梧桐  教授

中国药科大学生物制药学院

向德兵  �师�师

重庆第三军医大学大坪医院野战外科研究所病理科

许洪卫  教授 

上�市第十人民医院

喻荣彬 副教授 

南京医科大学流行病与卫生统计学系

姚云清 副教授 

重庆医科大学附属第一医院

于皆平   教授 

湖北医科大学附属第一医院消化内科

岳茂兴   教授 

北京解放军第306医院（总装备部总医院）普通外科

于颖彦   教授 

上�第二医科大学附属瑞金医院消化外科研究所

张建中    

解放军306医院病理

张锦生    教授

上�复旦大学上�医学院病理学系

张万岱    教授

第一军医大学南方医院全军消化内科研究所

张宗明    教授

清华大学第一医院院�办公室

钟鸣    ������

广西民族医药研究所
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